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基于脑功能核磁的抑郁症肝郁脾虚证

大鼠中枢分子生物学基础研究
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摘要　目的：研究抑郁症肝郁脾虚证大鼠中枢分子生物学基础。方法：慢性不可预知温和应激方法对大鼠进行造模，磁共
振功能成像技术扫描大鼠全脑信息，利用ＳＰＭ８软件计算出抑郁症肝郁脾虚证大鼠与正常组比较在低频震荡（Ａｍｐｌｉｔｕｄｅ
ｏｆｔｈｅＬｏｗｆｒｅｑｕｅｎｃｙＦｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｓ，ＡＬＦＦ）和局部一致性（ＲｅｇｉｏｎａｌＨｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ，ＲｅＨｏ）中存在异常的脑区；高效液相色谱法
对所探索的密切相关脑区进行单胺类神经递质检测；四逆散方剂反证确定其中枢分子生物学基础。结果：模型大鼠下丘

脑Ｒｅｈｏ与ＡＬＦＦ均减弱，下丘脑ＤＡ、５ＨＴ、５ＨＩＡＡ和ＮＥ含量明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），四逆散组较模型
组比较下丘脑５ＨＴ含量显著升高（Ｐ＜００５），ＮＥ、ＤＡ、５ＨＩＡＡ存在升高趋势，差异有统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：下丘
脑５ＨＴ、５ＨＩＡＡ、ＮＥ、ＤＡ是肝郁脾虚型抑郁症的分子生物学基础之一。
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　　抑郁症是以情绪低落、思维迟缓、意志活动减退
为主要特征的综合征［１］。根据世界卫生组织（Ｗｏｒｌｄ
ＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）公布的资料显示，抑郁症
是全球范围内引起致残率的第 ３大疾病，并将于
２０３０年成为最大疾病负担源［２］。然而，目前临床中

仅有＜５０％的患者对现代的一线抗抑郁药有良性反
应，＜３０％的患者能够得到痊愈［３］。因此，寻找更多

有效的治疗手段已成为目前的研究热点。中医学是

祖国传统文化的宝库，从中医学中挖掘抑郁症的解

决方法越来越受到学者们的关注。然而，中医临床

·０３１２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ．２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．９



治疗的核心是辨证论治［４］，证候是中医治疗的基础

和前提，因此研究中医对抑郁症证候认识的生物学

基础是从中医学中寻找抑郁症解决办法的根本途

径。肝郁脾虚证是中医临床治疗抑郁症的常见证

型，中医临床治疗肝郁脾虚型抑郁症往往疗效显

著［５７］，因此运用现代手段研究肝郁脾虚型抑郁症的

生物学基础是从中医学中寻找治疗抑郁症的重要途

径之一。

单胺类神经递质是目前研究抑郁证发病机制较

为常用的指标，然而，对于抑郁症肝郁脾虚证的中枢

生物学基础，究竟选择哪些脑区进行研究更有针对

性，一直是研究者们所争论和探讨的。磁共振功能

成像（ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＭａｇｎｅｔｉｃＲｅｓｏｎａｎｃｅＩｍａｇｉｎｇ，ｆＭＲＩ），
是一种新型的、无创的、并且可动态进行检测的技

术，可以记录静息态大鼠的脑部功能，从全脑范围内

寻找模型动物的异常脑区，从而为系统的探索疾病

发病相关的脑区提供了一种影像学方法。因此本研

究首先利用ｆＭＲＩ的方法对肝郁脾虚型抑郁症大鼠
的异常脑区进行探索，在功能核磁所探索的基础上

对密切相关脑区进行单胺类神经递质检测，从而对

肝郁脾虚型抑郁证的关键中枢分子生物学基础进行

探索。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级６周龄雄性 ＳＤ大鼠１１０只，
适应性喂养一周，据体重平均分为２组：正常组２１
只，慢性不可预知温和应激（ＣｈｒｏｎｉｃＵｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ
ＭｉｌｄＳｔｒｅｓｓ，ＣＵＭＳ）组（ＣＵＭＳ组）８９只。正常组４～
５只／笼饲养，ＣＵＭＳ组单笼饲养并予以应激。６周
后，对模型大鼠进行病证模型评价及筛选（根据病证

模型判定方法，最终为５４只符合标准）。将筛选的
大鼠根据行为学测试结果平均分为３组：１）Ｍ（模
型）组：２２只；２）Ｓ（四逆散）组：１４只；３）Ｆ（氟西汀）
组：１８只；Ｚ（正常）组大鼠不变：２１只。
１１２　动物造模与模型筛选　采用 ＣＵＭＳ的方法
进行造模，具体的应激方法如下：禁水２４ｈ，禁食２４
ｈ，鼠笼倾斜（４５°）１２ｈ，潮湿垫料８ｈ，冷水（４℃）游
泳５ｍｉｎ，束缚２５ｈ，２笼合并１２ｈ，照明２４ｈ，夹尾
１５ｍｉｎ，３６Ｖ电压电击１ｍｉｎ，间隔３０ｓ共４５ｍｉｎ／
次。每日的应激方式由 ２种不同应激方法组成，１
周内不允许连续使用同一种应激方式，应激共持续

８周。
１１３　模型判定　前期实验发现，ＳＤ雄性大鼠
ＣＵＭＳ刺激 ６～８周呈现稳定的肝郁脾虚型抑郁

症［８］，因此本研究在第６周，采用将肝郁脾虚型抑郁
症证临床症状判定标准等效转化为大鼠宏观表征的

方式，采用行为学实验中的糖水偏好实验和体重测

定及宏观表征观察相结合的方法，对大鼠进行抑郁

症（病）、肝郁脾虚证（证）的判别及筛选，具体转换

方式为：１）临床中抑郁症患者出现的情绪抑郁转换
为动物的糖水偏好实验中的糖水偏好度减低与旷场

实验中的自主活动度（如穿格总距离和直立次数）

降低；２）临床患者的两胁胀痛转换为大鼠的抓取反
抗激烈的表现；３）临床中患者的食欲降低转换为大
鼠的体重增长缓慢；４）临床中的大便稀溏转换为大
鼠的大便稀软不成形；５）临床出现的肠鸣矢气症状
转换为大鼠的拉尾排便次数增多。经测试后，大鼠

中同时具有前４项症状的３项（其中前２项症状必
须具备）或者具有前２项症状加第５项症状即可判
断为肝郁脾虚型抑郁症大鼠。

１２　方法
１２１　脑功能核磁数据采集　在应激８周后，从正
常组和模型组中随机抽取６只进行核磁检验。采用
７０Ｔ小动物功能核磁仪（Ｂｒｕｋｅｒ，德国）进行大鼠全
脑扫描。使用５％异氟烷将大鼠麻醉后，置于扫描
台，借助麻醉面罩通以持续１～１５％异氟烷（维持
呼吸频率：４０～５０次／ｍｉｎ）并加头部固定装置固定
头部，以确保大鼠检测过程不会挣扎。具体扫描步

骤与相关参数如下：１）扫面 Ｔ２加权像，设置参数如
下：视野３３ｃｍ×３３ｃｍ，重复时间４３８０ｍｓ，回波时
间４５ｍｓ，矩阵２５６×２５６，层数３０层。２）扫面静息态
ＢＯＬＤ，设置参数如下：视野２５ｃｍ×２０ｃｍ，重复时
间３２８０ｍｓ，层数２０层，层厚／间隙１０ｍｍ／０２ｍｍ，
回波时间２７６ｍｓ，转角９０°，矩阵１２８×１２８。
１２２　给药方案　在北京康仁堂制备经典方剂组
成的四逆散免煎颗粒备用，参照临床用量向动物给

药剂量的转换系数（６２５倍）［８９］，以２５ｇ／（ｋｇ·ｄ）
用量对Ｓ组大鼠进行灌胃。氟西汀为礼来公司的２０
ｍｇ胶囊，以２ｍｇ／ｋｇ／日用量对 Ｆ组大鼠进行灌胃。
Ｍ组与 Ｚ组大鼠以 １ｍＬ／１００ｇ剂量灌胃蒸馏水。
每日应激前３０ｍｉｎ进行灌胃。持续给药２周，给药
过程中应激不停止。

１２３　单胺类神经递质检测　８周后，大鼠断头，
迅速剥离下丘脑储存于 －８０℃冰箱中备测。各组
随机选取７只大鼠的下丘脑标本进行高效液相单胺
类神经递质检测，具体步骤如下：１）蛋白沉淀剂的配
制：０１ｍｏｌ／Ｌ高氯酸溶液（含有０３ｍＭＥＤＴＡ２Ｎａ
和０５ｍＭｏｌＮａ２ＳＯ３）；２）标准品溶液的配制：用配制
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好的蛋白沉淀剂分别溶解 ＤＡ、ＤＯＰＡＣ、ＮＥ、５ＨＴ、５
ＨＩＡＡ、ＨＶＡ等标准品，使其浓度均为１００μｇ／ｍＬ；３）
样品的处理：从 －８０℃冰箱中迅速取出冻存的样
品，称重后，加入３倍重量体积的蛋白沉淀剂，采用
超声细胞粉碎机对组织进行匀浆（冰上进行以防温

度过高），静置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ的速度进行离心
１０ｍｉｎ，吸取上清液后，相同条件再次离心，吸取２０
μＬ上清液进样检测；４）上机检测的各项条件：Ａｌｌｉ
ａｎｃｅ２６９５型号高效液相色谱仪。ＥＣＤ２４６５型号电化
学检测器：玻碳工作电极和 Ａｇ／ＡｇＣｌ参比电极，＋
０７５Ｖ检测电压。色谱柱：ＡｔｌａｎｔｉｓＣ１８，２１×１５０
ｍｍ，３μｍ。３５℃柱温，流动相：５０ｍＭ柠檬酸乙酸
钠（内含 １ｍＭ Ｂ８离子对试剂，４％ＣＨ３ＯＨ，１８
ｍＭＣ８Ｈ１９Ｎ，０３ｍＭＮａ２ＥＤＴＡ，ｐＨ为 ３５。），流速
为０３５毫升／分。５）样品检测：每一次样品测试前
将混标进样进行质控。分别配制 ０００１、０００５、
００１、００２、００５、０１、０２、０５、１、１５、２ｐｐｍ１１个不
同浓度，均以２０μＬ的量进样，并记录不同浓度下的
色谱峰面积。以混标溶液的浓度作 Ｘ轴，所测出的
色谱峰面积作 Ｙ轴，建立浓度峰面积标准曲线，通
过该标准曲线，计算每个检测样品的浓度。

１３　统计学方法
１３１　理化指标数据分析　采用ＳＰＳＳ１７０（Ｃｈｉｃａ
ｇｏ，ＩＬ，ＵＳＡ）软件对数据进行统计学分析分析。Ｓｈａ
ｐｉｒｏＷｉｌｋ检验来检测实验数据是否符合正态分布。
根据正态检验及方差分析结果，分别采用单因素方

差分析（各组符合正态分布且方差齐）、２组独立样
本非参数检验（各组均不符合正态分布）、Ｔａｍｈａｎｅ
检验或非参数检验（符合正态分布但不具备方差齐

性）的方法对各组进行两两比较。

１３２　核磁数据分析　核磁数据委托中国中医科
学院高能物理研究所利用 ＳＰＭ８软件进行全脑的
ＡＬＦＦ和Ｒｅｈｏ的指标分析，具体步骤如下：１）转换数
据，筛选可以分析的高质量图像。２）校正时间片：将
中间层作为标准，对所有受试个体的所有ｖｏｌｕｍｅ，对
其余层的时间信息进行校正。３）头动校正：对所有
受试体，将其第一幅图像作参考标准进行空间校正，

生成校正后的以及１５０副校正后图像的平均图像。
４）空间标准化：将第３步所成的平均图像作为源图
像，确定图像的配准参数，并将该参数应用于第３步
所生成的１５０副图像上。５）高斯平滑：利用高斯平
滑核［半高宽为（３６３）ｍｍ］对空间标准化的图像进
行平滑，以使所有数据符合正态分布。６）去线性漂
移、带通滤波：机器噪声等线性影响利用线性回归的

方法进行去除。带通频段滤波（００１～００８Ｈｚ）来
减小低频或高频漂移。７）ＡＬＦＦ测定：对滤波后的数
据进行低频振荡幅度值的计算。８）ＲｅＨｏ测定：肯德
尔和谐系数被用来计算包含２７个体素在内的每个
团块的时间序列变化的一致性。９）统计分析：对预
处理后的所有图像进行基于广义线性模型的随机效

应分析，包括ＡＬＦＦ、ＲｅＨｏ。对于正常组和模型组的
预处理后的数据，利用ＳＰＭ８软件进行双样本ｔ检验
的统计分析。１０）ＡＬＦＦ与Ｒｅｈｏ结果显示：个体的体
素阈值Ｐ＜０００１（未校正）、体簇大小 ＞５４个体素，
认为是具有统计学差异的激活脑区，最后得出正常

组和模型组之间的统计参数图。

２　结果
２１　脑静息态ＢＯＬＤ　应激８周后，模型组较正常
组的Ｒｅｈｏ和 ＡＬＦＦ信号均呈现减弱现象，其中在海
马、下丘脑、中脑被盖部、嗅皮层、梨状皮层、脑桥的

６个脑区Ｒｅｈｏ信号均减弱。在小脑、下丘脑、脑桥３
个脑区ＡＬＦＦ信号均减弱。见图１。

图１　正常大鼠与肝郁脾虚型抑郁症大鼠Ｒｅｈｏ
和ＡＬＦＦ的统计参数图

　　注：每幅图的左侧底部数字代表Ｐａｘｉｎｏｓ＆Ｗａｔｓｏｎ所著的２００５版

大鼠脑立体定位图谱中的ｚ坐标值。右侧底部的色阶代表２组比较

的ｔ值大小（颜色越亮，代表ｔ值越大）。每幅脑图上的激活点为具有

统计学意义的脑区（ＡｌｐｈａＳｉｍ以校正全部团块内体素，Ｐ＜０００１，团

块大小＞５０ｖｏｘｅｌｓ），激活点分别代表的脑区为：１脑桥；２海马；３

嗅皮层；４中脑被盖部；５梨状皮层；６下丘脑；７小脑

２２　下丘脑神经递质　根据功能核磁分析的结果，
我们发现肝郁脾虚型抑郁症大鼠下丘脑在 Ｒｅｈｏ和
ＡＬＦＦ２个指标中均存在明显的改变，因此我们进一
步对下丘脑的神经递质进行了检测。ＤＡ：模型组较
正常组下丘脑 ＤＡ含量显著降低，氟西汀组与正常
组和模型组比较，均有显著升高；四逆散组与模型组
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比较有改善趋势，但差异无统计学意义，与正常组间

比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；ＤＯＰＡＣ、ＨＶＡ：
下丘脑ＤＯＰＡＣ、ＨＶＡ含量各组之间差异无统计学意
义；５ＨＴ：模型组与正常组比较，下丘脑５ＨＴ含量显
著降低，四逆散组和氟西汀组较模型组比较，含量显

著升高；５ＨＩＡＡ：模型组和氟西汀组与正常组比较，
下丘脑５ＨＩＡＡ含量显著降低，其余各组之间差异无
统计学意义；ＮＥ：模型组与正常组比较，下丘脑 ＮＥ
含量显著降低，四逆散与氟西汀组较模型组比较有

升高趋势，但差异无统计学意义。见图２～７。

图２　各组ＤＡ含量比较结果
　　注：与正常组比较，Ｐ≤００５；与模型组比较，△Ｐ≤００５

图３　各组ＤＯＰＡＣ含量比较结果
　　注：与正常组比较，Ｐ≤００５；与模型组比较，△Ｐ≤００５

图４　各组ＨＶＡ含量比较结果
　　注：与正常组比较Ｐ≤００５；与模型组比较，△Ｐ≤００５

图５　各组５ＨＴ含量比较结果
　　注：与正常组比较Ｐ≤００５；与模型组比较，△Ｐ≤００５

图６　各组５ＨＩＡＡ含量比较结果
　　注：与正常组比较，Ｐ≤００５；与模型组比较，△Ｐ≤００５

图７　各组ＮＥ含量比较结果
　　注：与正常组比较，Ｐ≤００５；与模型组比较，△Ｐ≤００５

３　讨论
肝郁脾虚证是抑郁症疾病中的常见证型，本研

究参照前期实验研究中大鼠抑郁症肝郁脾虚证的造

模、评价方法及所确定的稳定时间窗［９］，在慢性应激

第８周，首先利用磁共振功能成像的方法，对肝郁脾
虚型抑郁症大鼠的相关异常脑区进行了筛选，并基

于脑功能核磁的结果，利用高效液相的方法，对所检

测到的密切相关脑区———下丘脑进行了单胺类神经

递质的检测，同时利用疏肝祖方———四逆散进行方

剂反证，确定了与肝郁脾虚型抑郁症大鼠密切相关

的中枢分子生物学基础为下丘脑５ＨＴ、５ＨＩＡＡ、ＮＥ
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和ＤＡ。
研究表明，静息态功能磁共振成像（Ｒｅｓｔｉｎｇ

ｓｔａｔｅＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＭａｇｎｅｔｉｃＲｅｓｏｎａｎｃｅＩｍａｇｉｎｇ，ｒｆＭＲＩ）
是研究机体自发或者固有神经脑活动的影像方

法［１０］，由于这种方法不需要给予检测者各种任务、

检测灵敏，方法可靠［５］，因此也是目前研究鼠类或其

他需麻醉的动物的脑功能的常用方法［１０１２］。低频震

荡 （ＡｍｐｌｉｔｕｄｅｏｆｔｈｅＬｏｗｆｒｅｑｕｅｎｃｙＦｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｓ，
ＡＬＦＦ）和局部一致性（ＲｅｇｉｏｎａｌＨｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ，ＲｅＨｏ）
是探索静息态全脑神经元振幅和局部一致性异常脑

区的２种方法［１３１４］。本研究采用２种方法相结合的
方法，检测到与抑郁症肝郁脾虚证大鼠相关的脑区

包含海马、下丘脑、中脑被盖部、嗅皮层、梨状皮层、

脑桥、小脑，其中在使用 ＡＬＦＦ和 Ｒｅｈｏ这２种分析
方法时，均检测到下丘脑和脑桥的异常神经活动改

变。脑桥在抑郁症的研究中并不多见，目前公认的

功能多为调节呼吸和肌肉运动。然而目前也有临床

研究发现抑郁症患者出现脑桥的Ｒｅｈｏ信号改变，与
本研究的结果一致［１５］。下丘脑垂体肾上腺轴的改
变是历来被公认的抑郁症发病的机制之一［１６１７］，同

时下丘脑是调节机体稳态的重要中枢脑区，在调节

机体的代谢、水平衡、饥饿感、生殖、节律及情绪反应

中都起到重要作用，是大脑皮质下调节内脏活动的

高级中枢［１８］，本实验的核磁结果显示肝郁脾虚型抑

郁症大鼠的下丘脑 ＡＬＦＦ和 Ｒｅｈｏ均存在异常改变，
符合肝郁脾虚型抑郁症大鼠情绪抑郁与消化道症状

并存的状态。因此我们将下丘脑作为研究肝郁脾虚

型抑郁症大鼠中枢分子生物学基础的重点观察脑

区。

在此基础上，本研究利用高效液相色谱法方法

对肝郁脾虚型抑郁症模型的下丘脑的单胺类神经递

质５ＨＴ、ＤＡ、ＮＥ及其代谢产物５ＨＩＡＡ、ＤＯＰＡＣ进
行了检测，并且观察了疏肝祖方———四逆散对下丘

脑单胺类神经递质的疗效，从而从模型和方剂反证

的角度证明下丘脑５ＨＴ、５ＨＩＡＡ、ＮＥ和 ＤＡ是肝郁
脾虚型抑郁症的重要分子生物学基础，也是疏肝祖

方四逆散发挥抗抑郁效应的机制之一。５ＨＴ是一
种重要的由脑干中缝核中的５ＨＴ能神经元合成的
神经递质，５ＨＴ功能活动的降低是抑郁症患者出现
抑郁心态、性功能减弱、食欲下降、内分泌紊乱等症

状的重要原因之一，也是目前抗抑郁药物发挥抗抑

郁疗效的重要靶标之一［１９］。ＮＥ是一种与睡眠和觉
醒调节、学习和记忆、选择性注意、应激反应以及奖

赏系统等有关的中枢神经递质。目前学者们普遍认

为中枢５ＨＴ、ＮＥ缺乏能引起抑郁，而升高５ＨＴ、ＮＥ
可以有效改善抑郁状态［２０］，本研究中肝郁脾虚型抑

郁症模型大鼠出现５ＨＴ、ＮＥ水平都降低的现象可
能是与肝郁脾虚证的抑郁状态有关，而四逆散对５
ＨＴ水平的改善较为显著，对 ＮＥ水平的改善不甚显
著，说明下丘脑５ＨＴ的水平下降可能与肝郁脾虚证
出现的脾虚症状更为密切；中枢多巴胺系统是体内

重要的神经递质系统，中枢 ＤＡ含量变化对情绪以
及行为的调节均起重要的作用，然而，目前实验研究

中对于抑郁症不同脑区 ＤＡ含量的变化，结论不
一［２１］，本研究结果显示肝郁脾虚型抑郁症大鼠下丘

脑ＤＡ水平呈减少状态。
总之，本研究利用先进的功能核磁影像学方法，

通过２种核磁分析方法，对全脑脑区进行探查，筛选
出与肝郁脾虚型抑郁症最为密切相关的脑区，在确

定脑区的基础上，对其单胺类神经递质进行检测，并

采用疏肝方剂进行方剂反证，较为严谨的对肝郁脾

虚型抑郁症中枢的分子生物学基础进行了初步探索

和研究，也为研究中医中的疏肝疗法治疗抑郁症的

分子生物学机制提供了线索，值得注意的是，由于研

究时间有限，本研究仅对 ＡＬＦＦ和 Ｒｅｈｏ这２种方法
均探测到的脑区—下丘脑进行了分子生物学的检

测，对于２种方法检测到的其他脑区未来如海马、中
脑被盖部、嗅皮层、梨状皮层、脑桥、小脑等尤其是脑

桥未进行分子生物学的检测，未来应完善这些脑区

的分子生物学检测，以达到更为系统全面的探究肝

郁脾虚型抑郁症生物学基础的目的。同时由于本研

究的研究对象———肝郁脾虚型抑郁症模型，其抑郁

状态较为严重，因此，仅仅两周的四逆散治疗，其抗

抑郁疗效不太显著，因此，在以后的研究中，若对四

逆散的抗抑郁机制进行研究，其治疗时间可能需要

适量延长。
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