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基于 BDNF/Akt/mTOR 信号通路探讨温阳解郁方调控海马
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［摘要］ 目的：探讨温阳解郁方调节“母婴分离+束缚应激（MS+RS）”抑郁小鼠海马神经元凋亡改善突触可塑性的机制。

方法：仔鼠出生第 0 天（PD0）随机分为空白组 10 只和造模组 50 只。造模采用 MS+RS 建立抑郁模型，PD21 离乳后随机分为模

型组、温阳组、解郁组、温阳解郁组、氟西汀组，每组 10 只，PD21~PD111 分组给药。糖水偏好、开放旷场、O 迷宫及新物体识别

行为实验评估小鼠焦虑抑郁和学习记忆能力；免疫组化法（IHC）检测小鼠海马突触后致密物 95（PSD95）表达情况；原位末端

标记法（TUNEL）染色检测小鼠海马神经元凋亡情况；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测海马脑源性神经营养因子（BDNF）、
磷酸化酪氨酸蛋白激酶/酪氨酸蛋白激酶（p-TrkB/TrkB）、磷酸化蛋白激酶 B/蛋白激酶 B（p-Akt/Akt）、磷酸化哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR/mTOR）、B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2相关 X蛋白（Bax）、胱天蛋白酶-3（Caspase-3）、
突触后致密蛋白 95（PSD95）、突触素（Syn）蛋白表达情况。结果：与空白组比较，模型组小鼠糖水偏好程度、中央区停留时间、

运动总距离、开臂停留时间和认知指数显著减少（P<0.01），IHC 结果显示海马 PSD95 表达明显减少，海马神经元凋亡数量增加

（P<0.01），BDNF、p-TrkB/TrkB、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR、Bcl-2、p-mTOR/mTOR、PSD95、Syn 蛋白表达显著减少（P<0.01），
Bax、Caspase-3 蛋白含量明显增加（P<0.05）；与模型组比较，温阳解郁组和氟西汀组糖水偏好程度、5 min 中央运动时间、5 min

开臂停留时间和认知指数明显增加（P<0.05，P<0.01），海马 PSD95 表达明显增加、海马凋亡指数显著增加（P<0.01），BDNF、

p-TrkB/TrkB、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR、Bcl-2、PSD95、Syn 蛋白含量显著增加（P<0.01），Bax、Caspase-3 蛋白含量显著减少

（P<0.01）。结论：温阳解郁方可以通过 BDNF/Akt/mTOR 信号通路，改善模型组小鼠神经元凋亡情况，保护海马突触结构和功

能，缓解模型组小鼠抑郁样行为，其综合疗效及分子机制效果优于温阳方和解郁方。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the mechanism of Wenyang Jieyu prescription in regulating 

hippocampal neuron apoptosis and improving synaptic plasticity in the mouse model of depression induced by 

maternal separation combined with restraint stress. Method：： The mice on postnatal day 0 （PD0） were randomly 

assigned into a control group （n=10） and a modeling group （n=50）. Maternal separation combined with restraint 

stress was adopted to establish the mouse model of depression， and the modeled mice were randomized into 

model， Wenyang prescription， Jieyu prescription， Wenyang Jieyu prescription， and fluoxetine groups （n=10） 

on the weaning day （PD21）. From PD21 to PD111， the mice were fed with the diets mixed with corresponding 

medicines. The sucrose preference test， open field test， O-maze test， and novel object recognition test were then 

conducted to evaluate the depression， memory， and learning abilities of mice. Immunohistochemistry （IHC） 

was employed to measure the atomic absorbance （AA） of postsynaptic density protein 95 （PSD95） in the 

hippocampus. Terminal-deoxynucleoitidyl transferase-mediated nick-end labeling （TUNEL） was employed to 

detect the apoptosis of hippocampal neurons. Western blot was employed to determine the protein levels of brain-

derived neurotrophic factor （BDNF）， phosphorylated tyrosine kinase receptor B/tyrosine kinase receptor B 

（p-TrkB/TrkB）， phosphorylated protein kinase B/protein kinase B （p-Akt/Akt）， phosphorylated mammalian 

target of rapamycin/mammalian target of rapamycin （p-mTOR/mTOR）， B-cell lymphoma-2 （Bcl-2）， Bcl-2-

associated X （Bax）， cysteinyl aspartate-specific proteinase-3 （Caspase-3）， synaptophysin （Syn）， and PSD95. 

Result：： Compared with the control group， the modeling decreased the sucrose preference rate， time spent in 

central zone within 5 min， total movement distance， time spent in the open arm， and cognition index （P<0.01）. 

Furthermore， it decreased the expression of PSD95， increased the neuron apoptosis in the hippocampus （P<

0.01）， down-regulated the protein levels of BDNF， p-TrkB/TrkB， p-Akt/Akt， p-mTOR/mTOR， Bcl-2， 

PSD95， and Syn （P<0.01）， and up-regulated the protein levels of Bax and Caspase-3 （P<0.05） in the 

hippocampus. Compared with the model group， Wenyang Jieyu prescription and fluoxetine increased the sucrose 

preference rate， time spent in central zone within 5 min， total movement distance， time spent in the open arm， 

and cognition index （P<0.05， P<0.01）. Moreover， the drugs increased the expression of PSD95， reduced the 

neuron apoptosis （P<0.01）， up-regulated the protein levels of BDNF， p-TrkB/TrkB， p-Akt/Akt， p-mTOR/

mTOR， Bcl-2， PSD95， and Syn （P<0.01）， and down-regulated the protein levels of Bax and Caspase-3 （P<

0.01）. Conclusion：： Wenyang Jieyu prescription outperformed Wenyang prescription and Jieyu prescription in 

the treatment of the depressive behavior induced by maternal separation combined with restraint stress in mice. It 

exerted the therapeutic effect by reducing the hippocampal neuron apoptosis and improving the synaptic plasticity 

via the BDNF/Akt/mTOR pathway.

［［Keywords］］ Wenyang Jieyu prescription； brain-derived neurotrophic factor/protein kinase B/mammalian 

target of rapamycin（BDNF/Akt/mTOR） pathway； hippocampus； neuron apoptosis； synaptic plasticity

抑郁症又称重度抑郁障碍（MDD），是一种常见

的精神疾病，以情绪低落、快感减退、睡眠和食欲紊

乱、强烈的自我否定及高自杀率为主要特征［1］。目

前全球约有 3.5 亿人受到抑郁症的影响，5%~17% 的

人一生中至少患有一次抑郁症，是目前主要的医疗

和经济负担［2］。目前药物治疗仍然是 MDD 最常推

荐的一线治疗方法，主要包括选择性血清素再摄取

抑制剂（SSRIs）、三环抗抑郁药（TCA）、单胺氧化酶

抑制剂（MAOIs）等，但存在用药周期长、缓解率低、

容易耐受、复发率高等问题［3-4］。

以往研究表明，细胞凋亡属于程序性死亡的

一种形式，也是抑郁症神经病理损伤的重要过程，

抑制海马的细胞凋亡可以明显缓解抑郁行为［5］，如

柴胡皂苷能促进脑源性神经营养因子（BDNF）的表

达而降低海马区神经元凋亡，进而发挥抗抑郁疗

效［6］。而海马区的突触可塑性损害是抑郁症及学习

记忆障碍的重要病理过程，BDNF/酪氨酸蛋白激酶

（TrkB）是突触可塑性和神经元生长的重要调节机

制，其通过下游的蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕

霉 素 靶 蛋 白（mTOR）信 号 通 路 介 导 神 经 保 护 作

用［7］，同时，Akt/mTOR 信号通路还可以激活抗凋亡

途径以改善抑郁行为［8］。因此，BDNF/Akt/mTOR
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可能是抑制海马神经元凋亡、保护突触可塑性，从

而改善小鼠抑郁样行为的重要作用机制。

课题组从中医理论角度分析，母婴分离联合束

缚应激（MS+RS）抑郁模型小鼠的病机为阳虚肝

郁［9-10］。正如《景岳全书》言：“天之大宝，只此一丸

红日；人之大宝，只此一息真阳”，小儿少阳为本，幼

年阳气稚嫩，对不良应激的适应和调整能力低下，

且肾封藏能力较弱，在遭受母婴分离应激后易折伤

肾中元阳，而阳气为一身之本，肾阳不足，推动、温

煦功能失职，肝木升发不畅，疏泄不及而致“郁”，成

年束缚应激后其“郁”的程度加重［11］。温阳方（二仙

汤）、解郁方（逍遥散）具有缓解抑郁的作用［12-14］。基

于 MS+RS 抑郁小鼠的阳虚肝郁病机，课题组以温

肾疏肝为法，将二仙汤和逍遥散结合以建立温阳解

郁方，目前发现温阳解郁方在抑郁行为的干预疗效

上优于单方［9］，并可抑制下丘脑-垂体-肾上腺（HPA）
轴和 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体的过度

激活［15-16］，但温阳解郁方的治疗优势是否与抑制凋

亡、改善突触可塑性相关，以及其机制仍不明确。

因此，本研究通过“MS+RS”方法建立学习记忆能力

减退的抑郁小鼠模型，研究温阳、解郁、温阳解郁方

对抑郁小鼠的行为改善情况，并基于 BDNF/Akt/

mTOR 信号通路对海马神经元凋亡和突触可塑性的

调节作用机制研究三方的药理作用差异，以此反证

MS+RS 抑郁小鼠的阳虚肝郁证型及其分子机制。

1 材料

1.1　动物     选购北京维通利华实验动物技术有限

公司的 8 周龄 C57BL/6J 小鼠，体质量 20~24 g，合格

证号 SCXK（京）2016-0006。常规饲养于室温 22~

25 ℃，相对湿度 45%~55%，12 h/12 h（黑暗/光照）条
件下，自由饮水进食。适应性喂养 1 周后进行合笼

繁殖雄 -雌 1∶4，孕鼠产前单笼饲养。实验经中医基

础理论研究所实验动物伦理委员会审核通过，伦理

审批编号为 IBTCMCACMS21-2105-05。

1.2　药物     中药饮片：淫羊藿、仙茅、巴戟天、柴胡、

当归、知母、黄柏、白术、白芍、茯苓、薄荷、炙甘草、

生姜，均购自北京仟草中药饮片公司，批号分别为

141102009、 150607006、 150710006、 150822001、

210811011、 131227003、 140116003、 150628001、

131106007、140903005、150915005、151223009，生

姜为自购，无批号，由中国中医科学院中医基础理

论研究所柏冬副研究员鉴定符合 2020 年版《中华人

民共和国药典》质量标准；盐酸氟西汀胶囊（法国

Patheon 公司，批号 21217A）。

1.3　 试 剂     BDNF 抗 体 、TrkB 抗 体 、磷 酸 化

（p）-TrkB 抗体、胱天蛋白酶 -3（Caspase-3）抗体、突

触素（Syn）抗体、突触后致密蛋白 95（PSD95）抗体、

辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白

（Ig）G（英国 Abcam 公司，货号分别为 ab108319、

ab187041、ab229908、ab184787、ab32127、ab18258、

ab7090）；mTOR 抗体、p-mTOR 抗体（美国 CST 公

司，批号分别为 7C10、D9C2）；Akt、p-Akt、甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（武汉三鹰生物技术有限

公司，货号分别为 60203-2-Ig、66444-1-Ig、10494-1-

AP）；B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）抗体、Bcl-2 相关 X 蛋白

（Bax）抗 体（美 国 Santa Cruz 公 司 ，货 号 分 别 为

SC-7480、SC-7382）；生物素标记的山羊抗兔二抗

（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号 ZB-2050）；
原位末端标记法（TUNEL）细胞凋亡检测试剂盒（武

汉普诺赛生命科技有限公司，货号 P-CA-301）
1.4　仪器     40 cm×40 cm×35 cm 旷场箱（自制）；
XR-XZR209 型 O 迷宫装置（上海欣软信息科技有限

公司）；3K15 型高速低温离心机（美国 Sigma 公司）；
ELx800 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；N-800F 型荧

光显微镜（宁波永新光学股份有限公司）；1645050-

OG 型垂直电泳仪、hemiDoc MP 型凝胶成像扫描仪

（美国 Bio-Rad 公司）；AG285 型电子分析天平（沈阳

杰龙仪器有限公司）；APERIO VERSA 8 型切片扫描

系统（德国 Leica 公司）；激光共聚焦 FV3000 型激光

扫描共聚焦显微成像系统（日本 Olympus公司）。
2 方法

2.1　动物模型制备及分组     本实验采用 MS+RS 方

法复制小鼠抑郁模型。将实验小鼠按雄 -雌 1∶4 比

例合笼繁衍，母鼠孕后标号单笼饲养，分娩后每窝

仔鼠数量在 4~7 只，仔鼠出生日作为第 0 天（PD0），
PD0 仔鼠随机分为空白组 10 只、造模组 50 只。造模

组仔鼠于 PD5~PD14 进行母婴分离：先将母鼠移至

新笼，再将仔鼠移至孵育箱（32 ℃，8 h·d-1），当日分

离结束后将母鼠和仔鼠放回原鼠笼中，正常喂养直

至第 2 天分离，空白组进行相同操作但母婴分离时

间<10 min。PD16~PD20 母鼠仔鼠正常生活不受影

响。PD21 离乳后将造模组仔鼠按随机数字表法分

为 MS+RS 模型组（以下简称模型组）、温阳组、逍遥

组、温阳解郁组和氟西汀组，仔鼠于 PD21 离乳并正

常饲喂至成年 3 月龄（PD90），除空白组外，其余各

组小鼠给予慢性束缚应激：将小鼠置于 50 mL 透气

离心管中限制活动 3 h，持续 21 d［17］。最后 1 d 造模

完成后进行糖水偏好、开放旷场、O 迷宫、新物体
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识别实验，若小鼠出现糖水偏好率、中央运动时间、

开放臂运动时间及新物体认知指数等行为指标降

低，则判断抑郁造模成功［18］。

2.2　药物制备及给药方法     依据《太平惠民和剂局

方》及上海中医学院《中医方剂临床手册》确定逍遥

方（逍遥散）、温阳方（二仙汤）药物组成及用量：逍

遥散（柴胡 15 g、当归 15 g、白芍 15 g、白术 15 g、茯

苓 15 g、生姜  5 g、薄荷 5 g、炙甘草 7.5 g），二仙汤（仙

茅 9 g、淫羊藿 9 g、巴戟天 9 g、当归 9 g、知母 4.5 g、

黄柏 4.5 g），温阳解郁方为二者合方。于上述药物

中首次加入 10 倍量纯水浸泡 30 min，武火煮开后文

火煎煮 1.5 h 取滤液，药渣中再加入 8 倍量水，操作

同上。将 2 次煎煮药汁合并，水浴浓缩并真空干燥

（80 ℃，6 h），于 4 ℃冰箱中备用。3 方各煎煮 30 剂，

温阳、逍遥和温阳解郁方煎煮后每克药粉含生药量

分别为 3.83、3.51、3.69 g。参考课题组以往给药剂

量［9］，按人（70 kg）与小鼠（20 g）体表面积等效比值

0.002 6 折算，温阳、解郁、温阳解郁组小鼠的给药剂

量分别为 5.85、12.03、16.71 g·kg-1，氟西汀组小鼠的

给药剂量为 2.60 mg·kg-1，本研究药物干预时间较

长，故采用更为安全、躯体应激更小的药混饲料方

式进行给药。按成年小鼠的进食量为 5 g·d-1，则温

阳、逍遥、温阳解郁 3 方药物与饲料量混合比例为

23.4、48.12、66.84 g·kg-1，氟西汀与饲料量混合比例

为 10.4 mg·kg-1，将药粉混合入饲料粉末中，加入适

量纯净水压成条状，60 ℃烘干备用。在仔鼠 PD21

离乳至 PD111 束缚结束，空白组和模型组饲喂正常

饲料，其余各组饲喂相应的药混饲料，持续 90 d。

2.3　行为学实验     

2.3.1　糖水偏好实验     束缚应激第 21 天结束后，开

始训练性实验，放置 2 瓶 1% 糖水适应性喂饲 24 h

后，其中一瓶更换为水，24 h 后更换位置，适应 24 h

后，禁食禁水 24 h。开始测试性实验，放置 1% 糖

水、纯水各 1 瓶，常规喂饲 24 h 后称取糖、水的质量。

糖水偏好率 =糖水消耗量/（糖水消耗量 +纯水消

耗量）。
2.3.2　旷场实验     小鼠转移至实验场所后适应 1 h，

保持实验室环境安静，按分组依次将小鼠背对实验

者放入矿场箱中心点箱（40 cm×40 cm×35 cm），以
中心点附近 20 cm×20 cm 区域为中央区，记录 5 min

小鼠运动总路程，中央区活动时间，每只动物实验

后清理粪便和尿液并喷洒 75% 乙醇。采用美国

Clever Sys Inc 公 司 TopScan 2.0 软 件 分 析 行 为 学

数据。

2.3.3　O 迷宫实验     O 迷宫外径 65 cm，内径 60 cm，

离地面高 60 cm，分别有开臂和闭臂，闭臂高 10 cm。

实验开始时将实验小鼠背对实验者放入开臂上，头

向闭臂，观察 5 min 内小鼠的开臂停留时间。采用

美国 Clever Sys Inc 公司 TopScan 2.0 软件分析行为

学数据。

2.3.4　新物体识别实验     实验分适应期、训练期、

测试期 3 个阶段。适应期将小鼠依次放入空置的新

物体识别箱中，自由活动 10 min；24 h 后进行训练，

在新物体识别箱靠近角落 10 cm 处平行放置两个颜

色、体积相同的正方体积木，将小鼠背对物体从中

间放入，自由探索 5 min，全程录像记录；24 h 后开始

测试，测试期间，其中一块积木更换为不同颜色的

圆柱体，具体流程同测试期。探索新物体时间为

T1，探索旧物体时间为 T2，认知指数 CI=T1/（T1+

T2）。 行 为 学 数 据 采 用 美 国 Clever Sys Inc 公 司

TopScan 2.0 软件分析。

2.4　取材     行为学实验结束后，腹腔注射 1% 戊巴

比妥钠（40 mg·kg-1）进行麻醉，每组随机挑选 4 只，

灌注 4% 多聚甲醛后取脑，置于 4% 组织固定液中保

存待用。其余小鼠麻醉取脑，剥离海马组织后置

于−80 ℃冰箱中保存待检。

2.5　免疫组化法检测小鼠海马 PSD95 表达     小鼠

全脑于 30% 蔗糖溶液中脱水、包埋后冰冻切片（片

厚 30 μm），0.5% Triton-X 100 渗透 30 min，3% H2O2

溶液消除内源性过氧化物酶，10% 山羊血清室温封

闭 1 h，PSD95 一抗（1∶500）室温孵育 1 h 后 4 ℃孵育

过夜，磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，室温孵育生物素山

羊抗兔二抗（1∶250）4 h，ABC 工作液室温孵育 1 h，

DAB 显色 30 min，PBS 终止反应，贴片后自然风干，

乙醇梯度脱水后二甲苯透明处理，中性树胶封片。

采用切片扫描系统采集图像，Image Pro Plus 6.0 软

件分析阳性染色区域的平均积分吸光度 AA。

2.6　TUNEL 法检测海马神经元凋亡     小鼠全脑于

30% 蔗糖溶液中脱水、包埋后冰冻切片（厚 15 μm），
切片后贴片，自然晾干，4% 多聚甲醛固定 30 min，

PBS 洗 2 次，5 min/次，每个样本滴加 1×蛋白酶 K 工

作液 100 μL，37 ℃反应 10 min，PBS 清洗 3 次，每次

5 min，样品滴加 TdT Equilibration Buffer 100 μL，

37 ℃反应 30 min，吸除 TdT Equilibration Buffer，每

个样品滴加标记工作液 50 μL，湿盒中 37 ℃避光孵

育 2 h，PBS 洗 3 次，5 min/次，吸干水分后加 DAPI 工

作液 100 μL，室温避光孵育 5 min，PBS 洗 4 次，每次

5 min，吸干水分，含抗荧光淬灭剂封片剂封片。
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激光共聚焦拍摄，Image J分析数据。

2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测小鼠海马

BDNF、TrkB、p-TrkB、Akt、p-Akt、mTOR、p-mTOR、

Bcl-2、Bax、Syn、PSD95 蛋白表达     将海马组织剪

碎、充分研磨后于 4 ℃、14 000 r·min-1 离心 15 min

（离心半径 8.2 cm），取上清，在 562 nm 波长以蛋白

定量（BCA）法检测蛋白浓度。10% 十二烷基硫酸

钠 -聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）凝胶电泳、电转、5% 脱

脂奶粉室温封闭 1 h，加入相应一抗（BDNF、TrkB、

p-TrkB、mTOR、p-mTOR，1∶ 1 000；Akt、p-Akt，

1∶5 000；Bcl-2、Bax，1∶200；Syn，1∶20 000；PSD95，

1∶2 000；GAPDH，1∶5 000）4 ℃孵育过夜，TBST 洗

膜 3 次后二抗（1∶5 000）室温孵育 2 h，TBST 洗膜

3 次，10 min/次，凝胶成像仪器显影，Image J 软件分

析条带灰度值。

2.8　统计学方法     采用  SPSS 21.0 软件进行统计

分析，以单因素方差分析（One-way ANOVA）进行

组间数据比较 ，方差齐采用最小显著性差异法

（LSD）-t 检验，方差不齐采用多组间差异均值比较

（Welch's ANOVA），事后多重比较采用 Dunnett's T3

检验，实验数据以 x̄ ± s 表示，P<0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1　温阳、解郁、温阳解郁方对小鼠抑郁状态的影

响     

3.1.1　对小鼠一般情况的影响     空白组小鼠毛发

柔顺有光泽，体态正常，活泼好动，反应灵敏，食欲

良好；模型组小鼠精神萎靡，毛发干枯无光泽，扎堆

蜷卧，倦怠嗜睡，反应迟钝，大便便质较软；各给药

组小鼠体态、毛发、精神状态均较模型组好转。

3.1.2　对小鼠糖水偏好的影响     与空白组比较，模

型组小鼠的糖水偏好率显著降低（P<0.01）；与模型

组比较，解郁组、温阳解郁组、氟西汀组小鼠糖水偏

好率明显增加（P<0.05，P<0.01），以温阳解郁组、氟

西汀组疗效较优。见表 1。

3.1.3　对小鼠旷场行为的影响     与空白组比较，模

型组小鼠 5 min 中央运动时间显著减少，差异有统

计学意义（P<0.01）；与模型组比较，温阳解郁组、氟

西 汀 组 小 鼠 5 min 中 央 运 动 时 间 明 显 增 加（P<

0.05）。见表 2。

3.1.4　对小鼠 O 迷宫行为和新物体识别的影响     　

　与空白组比较，模型组小鼠 5 min 开臂停留时间

和认知指数显著降低（P<0.01）；与模型组比较，解郁

组、温阳解郁组和氟西汀组小鼠 5 min 开臂停留

时间明显增加（P<0.05，P<0.01），温阳组、温阳解郁

组和氟西汀组小鼠认知指数明显增加（P<0.05，

P<0.01）。见表 3。

3.2　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马突触

可塑性的影响     

3.2.1　对抑郁小鼠海马 PSD95 表达的影响     与空

白组比较，模型组小鼠海马 PSD95 表达减少；与

表 1　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠糖水偏好率的影响  （x̄± s，

n=10）

Table 1　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on 

sucrose preference rate of depressed mice （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

糖水偏好率/%

79.64±8.45

64.82±10.092）

72.49±11.26

74.99±10.243）

77.33±8.814）

78.01±6.634）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 2-表 7 同）

表 2　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠 5 min 中央运动时间和运

动总距离的影响  （x̄± s，n=10）

Table 2　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on 

time spent in central zone in 5 min of depressed mice （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

5 min 中央运动时间/s

32.06±11.44

19.98±9.382）

23.89±10.78

29.04±11.25

30.94±9.443）

32.32±10.393）

表 3　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠 5 min 开臂停留时间和认

知指数的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on 

time spent in opened arm in 5 min and cognition index of 

depressed mice （x̄± s，n=10）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

5 min 开臂停留时间/s

128.48±27.10

69.52±30.342）

83.21±31.44

97.22±31.633）

103.44±23.063）

115.04±25.874）

认知指数/%

0.74±0.28

0.44±0.112）

0.58±0.113）

0.53±0.11

0.62±0.103）

0.65±0.144）
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模型组比较，温阳组、解郁组、温阳解郁组、氟西汀 组小鼠海马 PSD95 表达明显增加。见图 1。

3.2.2　对小鼠海马 PSD95、Syn 蛋白表达的影响     　

　与空白组比较，模型组小鼠海马 PSD95、Syn 蛋白

表达显著减少（P<0.01）；与模型组比较，各给药组小

鼠 PSD95、Syn 蛋白表达明显增加（P<0.05，P<0.01），
温阳解郁和氟西汀组疗效较优。见图 2、表 4。

3.3　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马神经

元凋亡情况的影响     

3.3.1　对抑郁小鼠海马神经元凋亡的影响     与空

白组比较，模型组小鼠海马神经元凋亡数量明显增

加（P<0.01）；与模型组比较，温阳组、温阳解郁组、氟

西汀组小鼠神经元凋亡数量明显下调（P<0.05，

P<0.01），温 阳 解 郁 和 氟 西 汀 组 疗 效 较 优 。 见

图 3、表 5。

注：A.空白组；B.模型组；C.温阳组；D.解郁组；E.温阳解郁组；F.氟西汀组（图 1-图 5 同）
图 1　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马 PSD95 表达的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 1　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on PSD95 expression in hippocampus of depressed mice （IHC，×200）

表 4　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马 PSD95、Syn 蛋白表

达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on 

protein expression of PSD95，Syn in hippocampus of depressed 

mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

PSD95/GAPDH

1.00±0.15

0.54±0.162）

0.81±0.253）

0.95±0.254）

1.01±0.304）

0.99±0.224）

Syn/GAPDH

1.00±0.19

0.62±0.172）

0.91±0.223）

0.96±0.234）

1.03±0.224）

1.06±0.204）
图 2　抑郁小鼠海马 PSD95、Syn 蛋白表达电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of protein expression of PSD95， Syn in 

hippocampus of depressed mice

图 3　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马经元凋亡数量的影响  （免疫荧光，×200）
Fig. 3　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on apoptosis of hippocampal neurons in depressed mice （IF，×200）

··53



第 30 卷第  6 期
2024 年 3 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 30，No. 6

Mar. ，2024

3.3.2　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马凋

亡指示蛋白 Bcl-2、Bax、Caspase-3 蛋白表达的影响    

    与空白组比较，模型组小鼠海马 Bcl-2 蛋白表达

显著减少（P<0.01），Bax、Caspase-3 蛋白表达明显增

加（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，各给药组小鼠

海马 Bcl-2 蛋白表达显著增加（P<0.01），Bax 蛋白表

达明显减少（P<0.05，P<0.01），解郁组、温阳解郁组、

氟西汀组 Caspase-3 蛋白表达显著减少（P<0.01）。
温阳解郁和氟西汀组疗效较优。见图 4、表 6。

3.4　 温 阳 、解 郁 、温 阳 解 郁 方 对 抑 郁 小 鼠 海 马

BDNF/Akt/mTOR 通路相关蛋白表达的影响     与空

白组比较，模型组小鼠海马 BDNF、p-TrkB/TrkB、

p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 蛋白表达显著减少（P<

0.01）；与模型组比较，温阳组、解郁组、温阳解郁组、

氟西汀组小鼠海马 BDNF、p-mTOR/mTOR 蛋白表

达明显增加（P<0.05，P<0.01），解郁、温阳解郁、氟西

汀组 p-TrkB/TrkB、p-Akt/Akt蛋白表达明显增加（P<

0.05，P<0.01）。温阳解郁组和氟西汀组疗效较优。

见图 5、表 7。

4 讨论

应激是抑郁症发生发展的主要诱导因素，母婴

分离作为早年不良应激的主要表现形式之一，对神

经内分泌系统进行编程，增加压力敏感性，从而影

响后期的应激反应，已经成为诱发抑郁易感性的重

要造模方法［19-20］。慢性束缚应激（CRS）作为成年后

二次打击，通过影响海马突触的形态结构和功能诱

发抑郁样行为［21-23］。课题组基于方 -证对应的研究

方法证明 MS+RS 抑郁小鼠的基本病机为“阳虚肝

郁”，并据此建立温阳解郁方，全方由二仙汤和逍遥

散组成，二仙汤出自《中医方剂临床手册》，由仙茅、

淫羊藿、巴戟天、知母、黄柏、当归组成，方中仙茅、

淫羊藿、巴戟天温肾阳，补肾精，黄柏、知母滋肾阴

以潜阳，当归养血柔肝和木，有温肾补精之功［24］。

逍遥散出自《太平惠民和剂局方》，由当归、白芍、柴

胡、茯苓、白术、甘草、生姜、薄荷组成，其中当归、芍

药养血柔肝，柴胡、薄荷疏肝解郁，茯苓、白术健脾

表 5　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马神经元凋亡数量的影

响  （x̄± s，n=4）

Table 5　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on 

apoptosis of hippocampal neurons in depressed mice （x̄± s，n=4）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

凋亡数量/个

11.25±3.30

23.85±4.992）

17.25±3.403）

18.25±3.86

15.00±3.464）

13.25±4.354）

图 5　 抑 郁 小 鼠 海 马 BDNF、p-TrkB/TrkB、p-Akt/Akt、p-mTOR/

mTOR 蛋白表达电泳

Fig. 5　 Electrophoresis of protein expression of BDNF，p-TrkB/

TrkB，p-Akt/Akt，p-mTOR/mTOR in hippocampus of depressed 

mice

表 6　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马 Bcl-2、Bax、Caspase-3

蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 6　Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on 

expression of Bcl-2，Bax，Caspase-3 in hippocampus of depressed 

mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量

/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

Bcl-2

/GAPDH

1.00±0.12

0.61±0.122）

0.98±0.204）

1.01±0.214）

1.12±0.144）

1.17±0.154）

Bax

/GAPDH

1.00±0.16

1.24±0.191）

0.98±0.193）

1.00±0.163）

0.82±0.134）

0.76±0.164）

Caspase-3

/GAPDH

1.00±0.16

1.55±0.232）

1.37±0.14

1.14±0.214）

1.19±0.164）

1.05±0.144）

图 4　抑郁小鼠海马 Bcl-2、Bax、Caspase-3 蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of protein expression of Bcl-2，Bax，

Caspase-3 in hippocampus of depressed mice
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祛湿，生姜温胃和中，炙甘草调和诸药，有疏肝解

郁，养血健脾之效［25］。两方合用，温肾益精而不壅

塞，疏肝行气而不伤正，肝肾同调，共奏温肾益精、

疏肝行气之功，主治阳虚肝郁证。

抑郁的主要症状包括持续性的情绪消沉、快感

缺失、学习记忆功能障碍，还伴有乏力、疲倦、目光

无神、食欲减退、体质量下降等躯体症状。本实验

行为学结果显示，模型组小鼠精神萎靡、蜷缩懒动、

毛发干枯，温阳解郁组小鼠活动灵敏度高，精神状

态尚可。采用糖水偏好、旷场、O 迷宫、新物体识别

行为学实验，通过分析快感缺失、探索能力、学习记

忆能力评价实验小鼠的抑郁程度。实验结果显示，

模型组小鼠糖水偏好程度、中央区停留时间、运动

总距离、开放臂停留时间及对新物体的嗅探兴趣显

著降低，提示小鼠抑郁模型复制成功。温阳、解郁、

温阳解郁 3 组小鼠的行为学表现均明显好转，但温

阳解郁方的效果更加综合和明显，说明温阳解郁方

可以更有效改善抑郁小鼠抑郁样行为，但其优势作

用的潜在机制仍需进一步探索。

突触是实现神经元信息传递的基本结构单元，

其形态、数量、密度和信号传递效率的变化称为突

触可塑性［26］，突触可塑性是神经系统生长发育、损

伤修复及学习和记忆的神经生物学基础［37］。PSD95

和 Syn 是用于衡量突触可塑性的 2 种特异性蛋白标

记。其中，PSD95 在突触后密度区表达丰富，与膜

受体、离子通道和细胞黏附因子等相互作用，进而

参与调节突触可塑性及学习记忆能力［28］。Syn 是关

键的突触前囊泡膜蛋白，其表达能准确反映突触的

分布、数量和密度，是突触可塑性变化的最直接指

标［29］。实验结果表明，MS+RS 抑郁小鼠海马 PSD95

和 Syn 的蛋白表达显著减少，温阳解郁组小鼠海马

突触相关指标 PSD95 和 Syn 表达显著增加，但需进

一步探索温阳解郁方调节突触可塑性的潜在机制。

研究显示慢性应激诱导的中枢神经元损伤是

抑郁的重要病因，细胞凋亡是程序性死亡的一种关

键模式，是介导海马神经元损伤的关键病理机制。

而应激诱导的海马神经元凋亡与小鼠的抑郁行为

出现时间基本同步，说明应激诱导的抑郁行为与海

马神经元凋亡紧密相关［30］。促凋亡成员蛋白和抗

凋亡成员蛋白在细胞凋亡的平衡点上存在复杂的

调节机制，决定了应激诱导神经元的生存或凋亡结

局，其中 Bcl-2 作为抗凋亡因子，可防止神经元凋

亡，Bax 属于促凋亡蛋白质，与 Bcl-2 同属于 Bcl-2 基

因 家 族 ，Bax/Bcl-2 直 接 反 映 细 胞 的 凋 亡 水 平 变

化［31］。其次，在外源性凋亡途径中，跨膜受体与配

体结合形成死亡信号复合物，激活剪切 Caspase-3 以

诱导细胞凋亡。内源性凋亡途径则由 Bax 作用于线

粒体外膜并促进细胞色素 C 的释放，形成凋亡小体

后活化 Caspase-3 以诱导细胞凋亡，因此 Caspase-3

是介导细胞凋亡的关键调控因子。而 Bcl-2 可减少

线粒体细胞色素 C 释放，防止 Caspase-3 依赖性蛋白

水解级联，从而保护细胞免于凋亡［32］。本次实验结

果显示，抑郁模型小鼠海马凋亡指数显著上调，Bax/

Bcl-2 显著上调，Caspase-3 蛋白含量显著增加，与以

往研究结果基本一致［33］。而温阳解郁组小鼠的凋

亡指数明显降低，Bax/Bcl-2 显著减少，Caspase-3 蛋

白含量显著减少，说明温阳解郁方可能通过改善海

马细胞凋亡以缓解抑郁样行为，但其机制亦有待进

一步阐述。

BDNF 属于神经营养因子家族，主要通过结合

高亲和力受体 TrkB 发挥抗抑郁疗效［34］，最新研究也

表明抗抑郁药物通过直接结合 TrkB 的跨膜结构域，

促使其重新定位于突触，并激活下游的 Akt、mTOR

等靶标而增强突触可塑性［35］；而磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K）/Akt 信号通路是其关键下游信号通路，通过

下游靶标 mTOR 而参与调节突触可塑性、神经发生

及海马神经元凋亡［36］。当 BDNF 与 TrkB 的胞外结

构域结合后，TrkB 产生自磷酸化，随后募集 PI3K 至

表 7　温阳、解郁、温阳解郁方对抑郁小鼠海马 BDNF、p-TrkB/TrkB、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 7　 Effect of Wenyang，Jieyu，Wenyang Jieyu prescription on expression of BDNF，p-TrkB/TrkB，p-Akt/Akt，p-mTOR/mTOR in 

hippocampus of depressed mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1

5.85

12.03

16.71

2.6×10-3

BDNF/GAPDH

1.00±0.14

0.50±0.112）

0.98±0.203）

1.01±0.213）

1.12±0.144）

1.17±0.154）

p-TrkB/TrkB

1.00±0.15

0.56±0.162）

0.72±0.11

0.79±0.143）

0.92±0.174）

0.97±0.284）

p-Akt/Akt

1.00±0.17

0.58±0.162）

0.69±0.12

0.98±0.174）

1.18±0.194）

1.15±0.214）

p-mTOR/mTOR

1.00±0.10

0.61±0.142）

0.83±0.124）

0.97±0.104）

1.05±0.194）

0.87±0.164）
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质膜表面催化二磷酸磷脂酰肌醇（PIP2）为 PIP3，

PIP3 作为第二信使结合到 Akt 的 pH 调节域和结构

域上的 Thr308 和 Ser473 而激活 Akt 信号，随后活化

的 Akt 可直接或间接激活 mTOR。mTOR 通过磷酸

化下游靶标如翻译起始因子及核糖体蛋白激酶而

启 动 转 录 、翻 译 作 用 ，促 进 突 触 相 关 核 心 蛋 白

PSD95、Syn 的表达而增强突触可塑性［37］。其次，

Bcl-2、Caspase-3 是 PI3K/Akt 信号通路调节凋亡的

关键下游活化因子，Akt 通过切割 Caspase-3，促进

Bcl-2 与 Bcl-2 相关细胞凋亡促进因子（Bad）解聚为

游离蛋白，并磷酸化 Bax 的 Ser184 位点［38］，从而抑

制 Bax、Bad 等诱导的神经元凋亡［39］；同时 Akt 还能

阻断 Caspase-3 的活化［40］，抑制线粒体细胞色素 C 及

凋亡因子的释放，从而抑制细胞凋亡［41］。本次结果

表明，模型组小鼠海马组织 BDNF/Akt/mTOR 信号

通路相关蛋白表达显著较少 ，温阳解郁组小鼠

BDNF/Akt/mTOR 信号通路相关蛋白表达显著增

加 ，说 明 温 阳 解 郁 方 可 以 通 过 调 控 BDNF/Akt/

mTOR 信号通路改善神经元凋亡及突触可塑性。

综上所述，温阳解郁方可以通过调控 BDNF/

Akt/mTOR 信号通路调节海马神经元凋亡情况，改

善海马突触结构和功能的可塑性，从而改善 MS+RS

模型小鼠学习和记忆能力，缓解抑郁样行为。从结

果来看，温阳解郁方的综合疗效及分子机制改善效

果优于单一的温阳方和解郁方，据此也可反证 MS+

RS 抑郁小鼠的基本病机是“阳虚”与“肝郁”并存，治

疗当以温阳、解郁并用。
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