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培元解郁方对急性应激 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的抗抑郁作用
及 ＴＲＰＫＹＮ代谢途径的调节
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摘要　目的：研究培元解郁方的抗抑郁作用及其对色氨酸（Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，ＴＲＰ）犬尿氨酸（Ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ，ＫＹＮ）途径的调节。
方法：急性应激造成小鼠抑郁模型，采用ＮｏｌｄｕｓＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ９系统采集分析小鼠强迫游泳不动时间，采用 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ
技术检测脑组织色氨酸、犬尿氨酸含量，实时荧光定量ＰＣＲ检测肝组织中色氨酸２，３双加氧酶（Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ２，３ｄｉｏｘｙｇｅｎ
ａｅｓ，ＴＤＯ）的ｍＲＮＡ表达水平。结果：急性应激可以引起小鼠不动时间延长，肝组织ＴＤＯ活性增高，ＴＤＯｍＲＮＡ表达增多。
天丝饮、培元解郁方能缩短小鼠不动时间（Ｐ＜００５），降低ＴＤＯｍＲＮＡ表达数量，天丝饮尚有明显的抑制喹啉酸（Ｑｕｉｎｏｌｉｎ
ｉｃａｃｉｄ，Ｑ）作用。结论：天丝饮、培元解郁方具有抗抑郁药物样作用，这一作用可能与减少急性应激后血清皮质酮（Ｃｏｒｔｉ
ｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｃ）的含量，降低ＴＤＯｍＲＮＡ的表达有关；天丝饮表现出明显的抑制神经毒性的作用可能与调节ＫＹＮ代谢产物有
关。
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ｅｆｆｅｃｔｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆｓｅｒｕｍｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅｌｅｖｅｌｓａｆｔｅｒａｃｕｔｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＴＤＯｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ．ＴｉａｎｓｉＤｅｃｏｃｔｉｏｎｓｈｏｗｓｏｂｖｉｏｕｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔｏｎｅｕｒｏｔｏｘｉｎｓｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＫＹＮｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＰｅｉｙｕａｎＪｉｅｙｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ；Ａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ；ＴｒｙｐｔｏｐｈａｎＫｙｎｕｒｅｎｉｎｅ（ＴＲＰＫＹＮ）ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙ
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　　四逆散出自《伤寒论》，是经典的疏肝解郁祖
方［１］。四逆散的抗抑郁作用可能与５ＨＴ能神经元，
促进神经营养、海马神经元发生等有关［２］，并有补肾

元、定神志的功效。有研究表明，天丝饮中巴戟天有

效成分是巴戟天寡糖，有较好的抗抑郁作用，具有与

氟西汀相似的效应［３４］。本实验将四逆散、天丝饮进

行合方，组成培元解郁方，采用急性应激 ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠抑郁模型，对三方的抗抑郁作用进行了观察，并就

其对ＴＲＹＫＹＮ代谢途径及其关键ＴＤＯ含量的影响
进行了研究，以明确３者的抗抑郁效应和机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性 ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠５０只，体质量２２
～２５ｇ，购自北京金牧阳实验动物养殖有限责任公
司，许可证编号：ＳＣＸＫ（京）２０１１０００４。
１１２　药物　丙咪嗪（批号：２０１４０３０２Ａ），由上海
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信谊九福药业有限公司提供。培元解郁方由制巴戟

天（批号：１５００１７８１）、炙甘草（批号：１３００２７５２）、北
柴 胡 （批 号：１３００２３０３）、盐 菟 丝 子 （批 号：

１５００４２５２）、白芍（批号：１３００２７７３）、麸炒枳实（批
号：１２０６０１）组成。天丝饮配方颗粒由制巴戟天、盐
菟丝子组成。四逆散配方颗粒由柴胡、白芍、炙甘

草、枳实组成。上述药材颗粒均由北京康仁堂药业

有限公司提供。

１１３　试剂与仪器　皮质酮（Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ，货号
Ｃ０３８８，ＴＣＩ），ＤＬ犬尿氨酸（货号６１２５０，Ｓｉｇｍａ），犬
尿喹啉酸（货号 Ｋ３３７５，Ｓｉｇｍａ），喹啉酸 （货号
Ａ１１４１４，ＡｌｆａＡｅｓａｒ），色 氨 酸 （货 号 Ｔ１０３４８０，
Ａｌａｄｄｉｎ），５ＨＴ（货号 １１１６５６２００４０１，中检所），甲
醇、已腈等均购自 Ｆｉｓｈｅｒ公司。ＴＲＩＺＯＬＲＥＡＧＥＮＴ
（货号１５５９６０２６，ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭｉｘ
ｔｕｒｅ试剂盒（货号 ＣＷ０９５７Ａ），ＨｉＦｉＭＭＬＶｃＤＮＡ第
一链合成试剂盒（货号 ＣＷ０７４４），均由 Ｃｗｂｉｏ公司
提供。

ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ（美国戴安Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００美国ＡＢＩ
公司 ３２００ＱＴＲＡＰ），ＮｏｌｄｕｓＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ９（荷兰
Ｎｏｌｄｕｓ公司），荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＣＦＸ９６）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将小鼠分为５组，每组１０
只：模型组、天丝饮组、四逆散组、培元解郁组和丙咪

嗪组。将小鼠置于高度２５ｃｍ，直径１０ｃｍ，水深１０
ｃｍ的玻璃缸中，水温２５℃，每缸一只，实验数据通
过ＮｏｌｄｕｓＥｔｈｏＶｉｓｉｏｎＸＴ９采集。
１２２　给药方法　急性模型于强迫游泳前４ｈ灌
胃给药，随即进行强迫游泳试验。给药剂量参照前

期实验［５６］，天丝饮的给药量为１５ｇ／ｋｇ，四逆散的
给药量为０８ｇ／ｋｇ，培元解郁给药量为２３ｇ／ｋｇ，丙
咪嗪给药量为５０ｍｇ／ｋｇ。急性应激小鼠于末次应激
后进行行为学检测，并取材，进行相关指标测。

１２３　检测指标与方法　血清 ＴＲＰ、犬尿氨酸
（Ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ，ＫＹＮ）、犬尿烯酸 （ＫｙｎｕｒｅｎｉｃＡｃｉｄ，
ＫＡ）、喹啉酸（Ｑｕｉｎｏｌｉｎｉｃａｃｉｄ，Ｑ）、皮质酮（Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒ
ｏｎｅ，Ｃ）含量的检测　摘眼球取血，静置于４℃冰箱，
等待凝血后，置于离心机内，４℃、２５００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清液 １００μＬ置于 －２０℃冻存。用
ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测 ＫＹＮ、ＴＲＰ、ＫＡ、Ｑ、Ｃ含量，以血
清ＴＲＰ／ＫＹＮ比值表示 ＴＤＯ活性，ＫＹＮ／ＫＡ反映神
经保护作用，ＫＹＮ／Ｑ比值反映神经毒性作用。

液相条件：色谱柱ＳＬａｂＨＰＣ１８（１５０×４６ｍｍ５
μｍ），流动相Ａ水相：水，Ｂ有机相：乙腈，进样量：２０

μＬ，柱温３０℃，流速０８ｍＬ／ｍｉｎ。梯度洗脱：０～１
ｍｉｎ，流动相Ｂ体积分数９５％；１～８ｍｉｎ，流动相Ｂ体
积分数９５％～４０％；８～８１ｍｉｎ，流动相Ｂ体积分数
４０％～０％；８１～１０ｍｉｎ，流动相Ｂ体积分数０％；１０
～１０１ｍｉｎ，流动相Ｂ体积分数０％～９５％；０１～１５
ｍｉｎ，流动相Ｂ体积分数９５％［５］。质谱条件：扫描方

式：ＭＲＭ多反应监测；离子源：＋ＥＳＩ电喷雾离子源，
正离子方式；ＴＥＭ：５００℃（雾化温度）；ＥＰ：１０（射入
电压）；ＩＳ：＋５５００Ｖ（喷雾电压）；ＣＸＰ：２０（碰撞室
射出电压）；ＧＳ１：５５ｐｓｉ（雾化气）；ＣＡＤ：Ｍｅｄｉｕｍ（碰
撞气）；ＧＳ２：６０ｐｓｉ（辅助气）；ＣＵＲ：２０ｐｓｉ（气帘气）。

肝ＴＤＯ含量检测：将肝脏置于液氮内速冻，采
用一步法抽提肝脏总 ＲＮＡ，取１μＬ的 ＲＮＡ用１％
的琼脂糖凝胶测电泳，最后用试剂盒进行反转录，此

过程产品说明书进行，反转录后采用荧光定量 ＰＣＲ
方法检测其含量，用 ＳＹＢＲＰＣＲＭｉｘｔｕｒｅ进行扩增。
目的基因引物序列：ＴＤＯＦ为 ＡＡＧＧＡＴＴＣＡＧＧＣＴＡ
ＡＡＡＣＣＧＡＣＴ， ＴＤＯ Ｒ 为 ＴＧＣＡＣＧＧＴＡＴＧＡ
ＣＡＧＴＣＧＴＣ，扩增产物的大小为 １４６ｂｐ，最后用 ２
△△ｃｔ的方法对实验数据进行相对定量分析。
１３　统计学方法　用统计软件 ＳＰＳＳ１７０，用单因
素方差分析对多个样本均数进行比较，方差不齐时

采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３法，方差齐时用 ＬＳＤ法，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。实验数据均以平均值
±标准差（珋ｘ±ｓ）来表示。
２　结果
２１　对强迫游泳不动时间的影响　在强迫游泳实
验中，丙咪嗪、天丝饮、培元解郁方均能缩短小鼠急

性应激不动时间，差异有统计学意义。见表１。
表１　对小鼠强迫游泳行为的影响（珋ｘ±ｓ，例数＝１０）
组别

Ｇｒｏｕｐ
剂量

（ｍｇ／ｋｇ）
例数

（ｎ）
急性应激不动

时间（ｓ）
模型组 － １０ １１７８１±４４７０
丙咪嗪组 ５０ １０ ８１４４±３１５５

四逆散组 ８００ １０ ９７４８±４１１８
天丝饮组 １５００ １０ ７０４６±２０４７

培元解郁方组 ２３００ １０ ７３９６±３２９８

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表２　对血清皮质酮含量的影响（珋ｘ±ｓ，例数＝８）

组别
剂量

（ｍｇ／ｋｇ）
例数

（ｎ）
急性应激皮质酮

ｎｇ／ｍＬ
模型组 － ８ ３４７１±１６７６
丙咪嗪组 ５０ ８ １８６０±１００８

四逆散组 ８００ ８ ３５００±２０１５
天丝饮组 １５００ ８ １６４４±１２１９

培元解郁方组 ２３００ ８ ２２３８±１８６５

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。
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表３　对ＴＲＰＫＹＮ代谢产物的影响（珋ｘ±ｓ，例数＝８）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） 例数（ｎ） ＫＹＮ／ＴＲＰ ＫＹＮ／Ｑ ＫＹＮ／ＫＡ

模型组 － ８ ００１４６±０００１９ １１８１±６０３ ２３３２±７７６
丙咪嗪组 ５０ ８ ００１７２±０００６５ １５３７±９０６ ２０５６±３９３
四逆散组 ８００ ８ ００２１１±０００９１ １５２７±３５６ １７９８±３４６
天丝饮组 １５００ ８ ００２９８±００１４４ ２０６２±２３５ ２８９４±７２４

培元解郁方组 ２３００ ８ ００１６０±０００３５ １３２４±５７４ １８４１±５０５

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００１。

２２　对ＴＲＰＫＹＮ代谢产物及血清皮质酮含量的影
响　丙咪嗪、天丝饮、培元解郁组均能减少急性应激
后血清皮质酮的含量。治疗各组对 ＫＹＮ／ＴＲＰ、
ＫＹＮ／ＫＡ比值无明显影响，天丝饮能提高 ＫＹＮ／Ｑ
比值，表现出抑制喹啉酸作用，与模型组比较，Ｐ＜
００５。见表２、表３。
２３　对肝脏ＴＤＯｍＲＮＡ表达的影响　天丝饮、培元
解郁均能降低 ＴＤＯｍＲＮＡ的表达，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表４。

表４　对ＴＤＯｍＲＮＡ含量的影响（珋ｘ±ｓ，例数＝８）

组别 剂量 例数 ＴＤＯｍＲＮＡ的表达

模型组 － ８ １９８±０７５
丙咪嗪组 ５０ ８ １７６±０６５
四逆散组 ８００ ８ １６４±０５１
天丝饮组 １５００ ８ １１２±０３５

培元解郁方组 ２３００ ８ １２５±０６６

　　注：与模型组相比，Ｐ＜００５。

３　讨论
关于抗抑郁中药复方的研究已经有不少报道，

大致包括：补益心脾、调和肝脾、化痰解郁、疏肝解

郁、宁心安神、养阴降火、活血化瘀、补益肝肾等系

列［５］。其中，如复方还少丹、滋水清肝饮、归脾汤，

单味中药如巴戟天、刺五加、何首乌、淫羊藿、甘草

等，很多补虚方药具有确切的抗抑郁作用［７９］。中医

郁证学说提出虚郁相关并重的治疗思想，并强调培

元解郁的治疗方法［１０］。本实验基于上述基础，对培

元解郁方的抗抑郁作用和特点进行了比较研究。

自从２０世纪７０年代，强迫游泳实验作为一种
简便、快速、可信度高的动物模型，被广泛应用于抗

抑郁药的评价和筛选以及抑郁症机制的研究中，小

鼠被放置于一个相对局限的空间游泳，从不断挣扎

想要逃脱到漂浮不动放弃逃脱（即“行为绝望”），在

一定时间内经历了这种类似于人类抑郁症临床表现

的外显行为。因此，本实验采用急性应激 Ｂａｌｂ／ｃ小
鼠抑郁模型，将 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠置于高度 ２５ｃｍ，直径
１０ｃｍ，水深１０ｃｍ的玻璃缸中，观察小鼠６ｍｉｎ内游
泳情况，记录下小鼠后４ｃｍ内的累计不动时间，水

温２５℃时敏感性、可靠性最高［１１］，可以作为评价抗

抑郁药效的有效模型。本试验中，天丝饮与培元解

郁方都能够缩短小鼠急性应激后累计不动时间，表

现出较强的抗抑郁药物作用，效应与丙咪嗪相近。

抑郁症的病因机制非常复杂，它的发病涉及到

体内多种系统的失衡，仅从一方面研究不能完整的

阐明其发病机制［１２１３］。研究表明，ＴＲＰＫＹＮ代谢异
常与抑郁症发病的可能关联如下：首先，犬尿氨酸的

神经元活性代谢产物增多，造成了 Ｎ甲基Ｄ天冬
氨酸（ＮＭＤＡ）过度激活与自由基的产生，引起神经
元变性；其次，色氨酸耗竭，造成了５ＨＴ能神经元
功能的障碍。现已经证实，以上机制参与了抑郁症

的发生，抗抑郁药物新的研究热点已经转向 ＴＲＰ
ＫＹＮ代谢途径以及相关代谢酶和代谢产物［１４１５］。

色氨酸犬尿氨酸代谢与应激时激素变化有密
切的关系，糖皮质激素可以诱导 ＴＤＯ活性，从而改
变ＴＲＰＫＹＮ代谢。ＫＹＮ可代谢产生ＫＡ，并进一步
生成Ｑ，Ｑ是ＮＭＤＡ激动剂，与抑郁症的发生有直接
的关系［１６１９］。研究表明，选择性 ＮＭＤＡ受体拮抗
剂，如ＭＫ８０１、ＧＭＰ、ＣＧＰ３７８４９等，能缩短悬尾试验
和强迫游泳实验中小鼠的不动时间，产生抗抑郁作

用。而ＮＭＤＡ受体激活可以产兴奋性氨基酸毒性
作用，损害海马神经元并加重氧化应激反应，导致抑

郁症的发生，其中 ＫＹＮ／Ｑ的比值常用以间接评估
其神经毒性作用［２０２３］。

本实验中，天丝饮、培元解郁方均能减少急性应

激后血清皮质酮的含量，降低 ＴＤＯｍＲＮＡ的表达
量。结合前期试验，抑制皮质酮引起的 ＴＤＯ表达增
加和５ＨＴ降低，可能是天丝饮、培元解郁方抗急性
应激抑郁行为的机制。同时，天丝饮能够提高

ＫＹＮ／Ｑ比值，表现出抑制 Ｑ，抑制 ＮＭＤＡ受体兴奋
性毒性的作用，其抗抑郁样作用可能与此机制也有

关。

总之，本实验表明，对于急性强迫游泳应激模

型，天丝饮和培元解郁方均表现出一定的抗抑郁作

用，机制与对抗糖皮质激素引起的ＴＤＯ活性增高有
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关，其中天丝饮在调节ＫＹＮＱ代谢方面有独特的作
用，其机制有待进一步研究。
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