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摘 要：目的 研究越鞠甘麦大枣汤的抗抑郁样作用并分析其对小鼠海马突触可塑性的影响。方法

昆明小鼠随机分为对照组和越鞠甘麦大枣汤组，给药 24 h和 7 天后进行悬尾测试（Tail suspension test，TST）
和强迫游泳测试（Forced swimming test，FST）。运用电生理（electrophysiological experiment）技术检测小鼠海马

区 Schaffe侧枝-CA1的长时程增强（long term potentiation，LTP），利用western blot方法分析海马脑区α-氨基-
3-羟 基 -5-甲 基 -4-异 恶 唑 丙 酸 受 体（α -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionicacid receptor，
AMPAR）和N-甲基-d-天冬氨酸受体（N-methyl-D-aspartate receptor，NMDAR）相关突触蛋白的表达水平。

结果 给药 24 h和 7天后，与对照组小鼠相比，越鞠甘麦大枣汤给药组小鼠在 TST（P < 0.001）和 FST（P <
0.01）中的不动时间均明显降低，氯胺酮在给药 24 h后显示出抗抑郁作用，但到第 7天不能降低小鼠不动时

间，越鞠甘麦大枣汤显示出更持久的抗抑郁样作用。电生理实验中，越鞠甘麦大枣汤可增强小鼠海马区的

LTP（P < 0.001）。Western blot结果显示，GluR1、NR2B以及 NR1的表达水平在给药后均明显增加（P <
0.05）。结论 越鞠甘麦大枣汤可能通过增强昆明小鼠海马脑区LTP，以及增加AMPA和NMDA受体相关突

触蛋白的表达水平以提高突触传递效能，从而产生抗抑郁样作用。
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抑郁症是最常见的精神疾病之一，患有抑郁症的

人处于情绪紊乱、睡眠障碍的状态[1]。目前治疗抑郁

的单胺类药物通常起效较慢，且有大约 1/3的病人对

药物没有反应[2]。近年来，氯胺酮已被证明能迅速缓

解抑郁症状，然而氯胺酮具有肝毒性、神经毒性、成瘾

性等副作用，导致其临床应用范围大大减少[3]。抑郁

症许多方面与中医“郁证”中的“情志之郁”比较类似。

越鞠丸和甘麦大枣汤是中医治疗“郁证”的经典方。

越鞠丸出自《丹溪心法》，为治六郁证的代表方。方中

香附行气舒肝开郁，以治气郁；川芎为血中之气药，既

行气开郁，又可活血祛瘀，以治血郁；苍术燥湿健脾，

以治湿郁；神曲消食和胃，以治食郁；栀子清热泻火，

以治火郁。甘麦大枣汤出自《金匮要略》，方中用小

麦，取其甘凉之性，养肝补心，除烦安神；甘草甘平，补

养心气，和中缓急；大枣甘温质润，益气和中，润燥缓

急。采用越鞠丸合甘麦大枣汤能够行气解郁、养心安

神，疗效显著[4]。研究显示越鞠甘麦大枣汤能够通过

激活AKT-mTOR信号通路，促进突触后蛋白的表达，
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调节海马神经应激时或损伤后的突触重塑，使得应激

导致的神经元损伤得到改善和恢复，从而产生快速的

改善产后抑郁样行为的作用[5]。在正常小鼠上也发

现，越鞠甘麦大枣汤与氯胺酮单次灌胃 24 h后即可缓

解抑郁样行为。

海马是当今抑郁症研究中的重点关注的脑区之

一，并与情绪相关的大脑区域（如杏仁核）形成神经纤

维连接。海马也可以调节下丘脑-垂体-肾上腺轴

（The hypothalamic–pituitary–adrenal axis，HPA），使

其更容易受到压力和抑郁的影响[6]。对抑郁症病人的

临床研究显示，其海马组织的体积变小，并且其海马

组织中的神经元突触数目明显减少[7]。长时程增强

（Long-term potentiation，LTP）指突触传递的增强，是表

明突触可塑性的重要功能指标之一[8]。当暴露于压力

的刺激，包括反复束缚和社会失败，会损害小鼠海马

的LTP[9]。另外，急性应激也可促进海马PFC通路LTP
的诱导[10]。因而，海马突触可塑性的改变可能是导致

抑郁样症状的原因之一[11]。

诱导 LTP需要突触前神经元和突触后神经元同

时活跃，突触前神经元释放的谷氨酸与突触后神经元

上 的 谷 氨 酸 受 体 相 互 作 用 ，包 括 NMDA 受 体

（NMDAR）和 AMPA 受 体（AMPAR）[12]。 AMPAR 由

GluR1-4四个亚基组成。阻断AMPAR可以阻断氯胺

酮对小鼠和大鼠的抗抑郁作用，而增强的AMPAR信

号则促进了这种抗抑郁作用[13]。药理研究证据证明

AMPAR亚基GluR1的持续上调表达对于 LTP的诱导

增强是必需的[14]。NMDAR由功能性亚基NR1和调节

性亚基NR2A和NR2B 组成[15]。临床前研究表明抑制

NMDAR是氯胺酮抗抑郁的机制之一[16]，但是 Wang
等[17]发现NMDAR亚基在抑郁样小鼠海马中的表达降

低，接受抗抑郁药之后表达升高，这可能是由于实验

动物品系和药物的反应差异性所致。有研究报道称

NMDAR亚基的增加会诱导 LTP的水平提高[18]。因此

NMDAR及AMPAR的功能表达变化也是突触可塑性

的重要反映之一。

在本研究中，我们拟采用行为学测试和离体脑片

电生理方法来分析越鞠甘麦大枣汤在昆明小鼠中的

抗抑郁样作用以及对小鼠海马突触传递的影响，并运

用Western blot检测AMPAR和NMDAR突触相关蛋白

的表达水平，从而探讨越鞠甘麦大枣汤在昆明小鼠中

如何通过影响突触可塑性来缓解抑郁样症状的神经

生物学机制，为临床用药提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF级昆明雌性小鼠，7-8周龄，体质量为 20 g-
25 g，购自南京市青龙山动物繁殖场（动物合格证号：

SCXK(苏)2014-0002）。实验前小鼠适应饲养环境 1
周，动物房环境温度 22℃-24℃，光/暗循环 12 h，可以

自由获取食物和水。

1.2 实验药物

实验用中药材均购于南京中医药大学国医堂门

诊，经南京中医药大学中药学院杨连云教授鉴定，均

为《中国药典》2010年版收载品种。越鞠甘麦大枣汤

由 100 g川芎、100 g神曲、100 g香附、100 g栀子、100 g
苍术以及 125 g炙甘草、250 g淮小麦、375 g大枣组成。

将药物加入 8倍体积的纯净水浸泡 30 min，沸后煎煮

1 h，过滤，再加 6倍体积的纯净水按上述方法煎煮后

过滤，合并药液并于 65℃减压旋蒸浓缩。药物的终浓

度为 1 g/mL，给药浓度为 10 g/kg。配好的药物分装后

于-20 ℃保存。盐酸氯胺酮（ketamine，Ket）注射液为

福建古田制药厂生产（批号：20140301），临用前用生

理盐水配成30 g/L的药液。

1.3 实验主要试剂和仪器

人工脑脊液（ACSF）（NaCl 124，KCl 5，NaH2PO4
1.25，NaHCO3 26，MgSO4 2，glucose 10，CaCl2 2 mmol/L，
pH =7.4），实验所用试剂均购自中国国药公司。悬尾

游泳视频采集设备（上海吉量软件科技有限公司）；

ANY-maze动物行为分析系统（美国Stoelting公司）；旋

转蒸发仪（南京金正教学仪器有限公司，RE-852）；超

声清洗机（上海Branso公司，SB5200-型）；台式离心机

（德国Hermle公司，Z-32）；电子天平（METTLE公司，

AE100）；振动切片机（德国 Leica公司，VT1200S型）；

电极拉制仪（德国DM公司）；显微操纵仪（美国 Sutter
公司，ROE-200）；记录分析软件（美国 Axon公司，

PClamp10.1）；放 大 器（ 美 国 Axon 公 司 ，Ｍ

ultiClamp700B）；可编程刺激器（以色列A.M.P.I公司，

Master-8）；隔离器（以色列A.M.P.I公司）；蠕动泵（中

国润泽公司）。

1.4 方法

1.4.1 药物剂量和持续性筛选

将小鼠随机分为两组：对照组和越鞠甘麦大枣汤
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组，对照组单次灌胃生理盐水 1次，前期研究中对越鞠

甘麦大枣汤组设置不同剂量（5 g/kg、7.5 g/kg、10 g/kg、
12.5 g/kg、15 g/kg）进行单次灌胃给药 1次。30 min后
进行悬尾测试，2 h后进行强迫游泳测试。实验结果显

示越鞠甘麦大枣汤剂量为 10 g/kg时可显著降低小鼠

不动时间[5]，因而本研究选用 10 g/kg作为越鞠甘麦大

枣汤的使用剂量。

1.4.2 实验动物分组

将小鼠随机分为三组：对照组、中药越鞠甘麦大

枣汤组、西药氯胺酮组。对照组给予灌胃生理盐水 1
次，越鞠甘麦大枣汤组灌胃给予越鞠甘麦大枣汤 1次
（剂量为 10 g/kg），氯胺酮组以西药氯胺酮注射液

（0.1 mL/10 g）给予腹腔注射。于单次给药 24 h和 7天
后进行悬尾测试和强迫游泳测试。

1.4.3 悬尾测试

TST是使用一个计算机系统进行的，该系统允许

六只动物一次被录像和测试。在隔音和视觉隔离的

房间里，一只老鼠被悬挂于距离桌面 30 cm的支架上，

测试的总持续时间（6 min）可分为激动期和静止期。

6 min测试的最后4 min的总不动时间用行为学分析软

件（ANY-maze，USA）计算。

1.4.4 强迫游泳测试

将老鼠被从笼子里移走，分别放入一个透明的玻

璃水槽（40厘米高，20厘米直径），里面装满 30厘米的

水（22-23℃），允许它们游泳 6 min。在测试结束时，这

些动物被从水中移出，用纸巾擦干，然后放回到笼子

里。当老鼠漂浮在水中而不挣扎的时候，它们就被认

为是静止的，它们只有做运动时，才能使它们的头保

持在水面上。在 6 min测试期的最后 4 min内，用软件

记录下不动时间。

1.4.5 脑片切片制备

小鼠灌胃给予越鞠甘麦大枣汤，用异氟醚麻醉并

处死。迅速取脑，淹没在冰凉的人工脑脊液（ACSF）
中，ACSF中提前半小时通入混合气体（95% O2/5%
CO2）。用振动组织切片机切取海马背片（400 Mm）。在

电生理记录前，将切片在32℃ ACSF中孵育至少60 min。
1.4.6 海马脑片长时程增强作用（LTP）记录

脑片孵育结束后转移至灌流槽的载玻片上，用盖

网固定，以 1-2 mL/min持续灌流脑片，并持续给予混

合气体（95% O2/5% CO2）。用镍铬电极刺激 Schaffer侧
枝连合通路，玻璃记录电极填充ACSF后放置在 CA1

区域来记录兴奋性突触后场电位。连接MultiClamp
700B放大器，稳定的基线记录维持至少 10 min。然

后，在 Schaffer侧支通路上施加高频刺激 (HFS；100
pulses，100 Hz)。引起场电位幅度变化要大于 40%并

随后记录60 min，保持相同强度的刺激。

1.4.7 蛋白免疫印迹（Western blot）检测小鼠海马

GluR1、NR1、NR2A、NR2B、PSD95蛋白表达

将海马组织称重后，置于含有蛋白酶和磷酸酶抑

制剂的Ripa缓冲液中。采用蛋白质A280法测定蛋白

质浓度，然后用 SDS-PAGE电泳分离蛋白裂解物，电

泳结束后，湿转法将蛋白转至 PVDF膜上，转膜结束

后，3% BSA溶液室温封闭膜 1 h，分别用 NR1（Cell
Signaling Technology，5704S，1: 1000）、NR2A（Cell
Signaling Technology，2972S，1: 1000）、NR2B（Cell
Signaling Technology，4207S，1: 1000）、PSD95（Cell
Signaling Technology，3409S，1: 1000）、GluR1（Cell
Signaling Technology，13185S，1: 1000）以 及 兔 抗 β -
tubulin（proteintech，11224-1-AP，1: 8000）的一抗于

4℃下孵育过夜。然后用 TBST缓冲液漂洗 10 min，重
复 3次后，加入二抗（1:8000），于室温下孵育 1 h后加

入Tanon发光液显色。采用全自动化学发光图像分析

系统（Tanon-5200）进行显影分析。

1.5 统计分析

应用 SPSS20.0统计分析软件对多组间数据进行

单因素方差分析，两组间数据比较采用T检验分析。

2 结果

2.1 越鞠甘麦大枣汤单次给药能够产生抗抑郁作用

悬尾测试结果显示，与对照组相比，单次给予越

鞠甘麦大枣汤或者氯胺酮 24 h后，能够显著减少小鼠

的不动时间（F (2, 45) = 18.79，P < 0.001，图 1A），表现

出抗抑郁样作用；与对照组相比，单次给予越鞠丸 7天
后，同样能够显著减少小鼠的不动时间，但是单次给

予氯胺酮 7天后，不能逆转小鼠的抑郁样行为（F (2,
45) = 17.67，P < 0.001，图 1B）。在强迫游泳测试结果

中，单次给予越鞠甘麦大枣汤或氯胺酮 24 h后，同样

能够显著减少小鼠的不动时间（F (2, 45) = 7.079，P <
0.01，图 1C），表现出抗抑郁样作用；与悬尾结果一致，

单次给药 7天后，越鞠甘麦大枣汤能够显著减少小鼠

的不动时间，而氯胺酮不能产生这种作用（F (2, 45) =
7.304，P < 0.01，图 1D）。这些结果均提示我们越鞠甘
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麦大枣汤能够产生更持久的抗抑郁样作用。

2.2 小鼠给药后海马脑片的LTP记录

给予HFS来诱发 LTP，结果显示给药组小鼠的斜

率显著增加，提示给予 HFS后均能在小鼠中诱发

Schaffe侧枝-CA1的神经元突触传递的明显增强。其

中，给药 24 h后，越鞠甘麦大枣汤组小鼠较对照组的

平均 fEPSP斜率显著升高（P < 0.001）（图 2A）；同样在

给药 7天后，和对照组相比，给药组小鼠的平均 fEPSP
斜率也显著升高（P < 0.001）（图2B）。

2.3 越鞠甘麦大枣汤对小鼠海马组织中相关突触蛋

白表达的影响

研究显示，给予越鞠甘麦大枣汤 24 h（P < 0.01）和

7天（P < 0.05）后，小鼠 AMPAR亚基 GluR1表达水平

均显著升高，氯胺酮组小鼠GluR1表达水平在给药24 h
后升高（P < 0.01），而 7天后与对照组相比没有显著差

异（图 3A，3B）。给药 24 h后，NMDAR亚基NR2A表达

水平较对照组明显下降（P < 0.05）（图 3C），而在给药 7
天后，NR2A表达水平较对照组没有统计学差异（图

3D）。NMDAR亚基 NR2B表达水平在给药 24 h后较

对照组均明显升高（P < 0.05），但是氯胺酮组给药 7天
后不能上调NR2B的表达（图 3E，3F）。同样越鞠甘麦

大枣汤组小鼠的NMDAR亚基NR1表达水平在 24 h和
7天两个时间点上均明显高于对照组（P < 0.05）（图

3G，3H），下游突触蛋白PSD95的表达水平在给药后同

样增加显著（P < 0.05）（图 3I，3J），而氯胺酮在单次给

药 24 h后可上调NR1或 PSD95的表达，但是 7天后不

能上调NR1或PSD95的表达（图3G，3H，3I，3J）。

3 讨论

在实验室之前的研究中我们发现越鞠丸单次灌

胃给药发挥快速抗抑郁样作用，并可以持续至 5天。

而甘麦大枣汤有养心安神，补脾和中的效果，常加味

或配伍其他方剂使用，常配伍的方剂如逍遥散、四逆

散等。该方对于不同中医证型的抑郁症治疗效果均

较显著。另外赵志宇等[19]通过对甘麦大枣汤进行拆方

分析，发现其抗抑郁活性成分为一种具有较强抗氧化

作用的黄酮类化合物——甘草苷。甘草苷可以改善

抑郁模型快感缺乏的症状和绝望行为。因此将越鞠

丸与甘麦大枣汤两方合用，疏肝与健脾并施，养血与

安神并举，心肝脾三脏并调，在治疗抑郁症时可以发

挥更好的作用。通过小鼠模型实验发现，越鞠甘麦大

枣汤单次灌胃 24 h后即可缓解抑郁样行为，而在此模

图1 越鞠甘麦大枣汤在不同时间点的抗抑郁作用（
-x ± s，n = 16）

注：单次给予越鞠甘麦大枣汤和氯胺酮 24 h和 7 d后，小鼠不动时间发生变化，越鞠甘麦大枣汤的持续抗抑郁效果更好。Con：对照组，YG：越鞠甘

麦大枣汤组，Ket：氯胺酮组。∗∗ P < 0.01，∗∗∗ P < 0.001 vs Con。
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图2 小鼠给药后海马区不同时间点的LTP比较（
-x ± s，n = 6）

注：基线记录 10 min后给予高频刺激，并记录 60 min。数据点代表 fEPSP斜率百分比。Con：对照组，YG：越鞠甘麦大枣汤组。∗∗∗ P < 0.001 vs Con。

图3 小鼠海马GluR1、NR2A、NR2B、NR1、PSD95蛋白表达水平（
-x ± s，n = 6）

注：单次给予小鼠越鞠甘麦大枣汤和氯胺酮 24 h和 7天后，相关蛋白表达水平改变，越鞠甘麦大枣汤的作用效果更持久。A，C，E，G，I分别是给药

24 h后，B，D，F，H，J分别是给药 7天后。Con：对照组，YG：越鞠甘麦大枣汤组，Ket：氯胺酮组。∗ P < 0.05，∗∗ P < 0.01 vs Con。
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型上，常规单胺类药物至少需要 7天以上处理时间才

能产生作用。并且越鞠甘麦大枣汤单次给药后的抗

抑郁样作用能够持续到 7天，比单方越鞠丸的抗抑郁

样作用更加持久。

与此同时，我们发现小鼠海马区 Schaffe侧枝-
CA1的LTP在给药后 24 h至第 7天都显著增强。进一

步我们检测了小鼠海马组织中 AMPA受体及 NMDA
受体相关蛋白的表达，发现GluR1、NR2B、NR1、PSD95
蛋白表达水平明显增加，提示越鞠甘麦大枣汤可能是

通过增强突触可塑性来产生抗抑郁作用。

抑郁症的发病机制复杂多样，目前神经可塑性假

说得到更广泛认同。该假说认为，抑郁症主要是由相

关脑区的神经可塑性在应对应激时降低所引起的。

调节神经递质、增加神经营养因子和神经系统可塑性

的水平，从而逆转下丘脑-垂体-肾上腺轴的功能障碍

并发挥神经保护作用是抗抑郁的基础[20]。LTP是突触

传递以及神经可塑性的重要表现形式。电生理数据

显示在急性应激动物的关键脑区，谷氨酸能突触表现

出 LTP诱导损伤[21]。也有研究显示，许多药物成分是

通过影响谷氨酸能突触来体现其抗抑郁作用的[22]。本

研究的电生理实验也证实，在给予高频刺激诱发 LTP
后，越鞠甘麦大枣汤组小鼠的平均 fEPSP斜率明显上

升，表明越鞠甘麦大枣汤能够增强小鼠海马的突触传

递。另外，很多研究证明AMPA受体和NMDA受体对

于兴奋性和抑制性突触传递是必不可少的，LTP的诱

导与AMPA受体和NMDA受体的表达增加有关[23]。此

外，海马区NMDA受体依赖的突触可塑性被认为是抗

抑郁的关键机制[24]。我们研究发现，给予越鞠甘麦大

枣汤后，小鼠AMPA受体亚基GluR1的表达增加，提示

我们GluR1的增加是诱导LTP增强的必需条件。与此

同时，给药组小鼠较对照组小鼠的 NMDA受体亚基

NR2B和NR1表达均显著增加，提示我们形成 LTP的
过程中NMDAR起到重要作用。但是我们发现NMDA
受体亚基NR2A并没有出现与其他亚基一致的变化，

甚至给药组的NR2A表达较对照组在 24 h后出现显著

下降，7天后无统计学差异。Kiyama等[25]研究发现在

NR2A基因敲除小鼠中，LTP的平均幅度与野生型小

鼠相比有所下降，但是提高刺激的强度之后仍然可以

诱导出与野生型小鼠水平相当的饱和 LTP，从而提示

我们NR2A亚基可能并非LTP诱导形成所必需的。另

外 PSD95是突触后致密蛋白，为突触后膜的受体活动

和稳定性所必需，是突触可塑性的重要标志[26]。

PSD95的蛋白水平在给药 24 h和 7天后显著增加，提

示我们给予越鞠甘麦大枣汤后小鼠的突触可塑性增

强。另外我们发现单次给予越鞠甘麦大枣汤和氯胺

酮后，越鞠甘麦大枣汤的抗抑郁样作用比氯胺酮更加

持久，我们推测越鞠甘麦大枣汤抗抑郁样作用之所以

能够持续到 7天，是其增强了神经突触的传递作用，激

活了持久抗抑郁的相关分子机制，从而增加了神经营

养因子的表达，持续改善神经元细胞的受损状态，这

些提示我们越鞠甘麦大枣汤作为中药在抗抑郁方面

的优势。

本研究通过行为学测试来分析越鞠甘麦大枣汤

在昆明小鼠中的快速与持久的抗抑郁样作用，并利用

电生理学方法来研究越鞠甘麦大枣汤对小鼠海马脑

区长时程增强的影响，并在分子机制上验证产生长时

程增强作用和抗抑郁的基础，探讨越鞠甘麦大枣汤增

强突触效能的快速性和持久性上的神经生物学机制。

下一步应继续研究越鞠甘麦大枣汤对于长时程增强

的影响是通过NMDA还是AMPA电流的变化，同时进

一步阐明影响治疗效果的潜在机制和基因变异，为治

疗抑郁症的有效个体化药物提供新的线索。
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Yueju Ganmai Dazao Decoction Enhances Synaptic Plasticity and Produces Antidepressant-like Effect
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Abstract: Objective To research the antidepressant-like effect of Yueju Ganmai Dazao decoction and analyze the
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effect of Yueju Ganmai Dazao decoction on hippocampal synaptic plasticity in mice. Methods Kunming mice were
randomly divided into two groups: control group and Yueju Ganmai Dazao decoction group. 24 h and 7 d later, the Tail
suspension test (Tail suspension test,TST ) and the Forced swimming test (Forced swimming test,FST ) were performed.
The long-term potentiated (long term potentiation, LTP ) of Schaffe lateral branch-CA1 in hippocampus of mice was
detected by electrophysiological experiment. The expression levels of α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-oxazolonic acid
receptor (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionicacid receptor ,AMPAR ) and N-methyl-d-aspartic acid
receptor (N-methyl-D-aspartate receptor, NMDAR ) related synaptic proteins in hippocampus of mice were analyzed by
western blot. Results Compared with the control group, the immobility time of the Yueju Ganmai Dazao decoction
group was significantly lower than that of the control group in TST (P < 0.001) and in FST (P < 0.01). The immobility
time of mice was significantly lower than the naive mice after ketamine treatment, but could not affected after 7 days. The
results of electrophysiological experiments showed that the LTP in hippocampus of mice was increased by Yueju Ganmai
Dazao decoction treatment (P < 0.001). And the expressions of GluR1, NR2B and NR1 were all increased significantly
by administration of Yueju Ganmai Dazao decoction. Conclusion Yueju Ganmai Dazao decoction may improve the
synaptic transmission efficiency by increasing the LTP and enhancing the expression levels of AMPA receptor- and
NMDA receptor-related synaptic proteins in hippocampus of Kunming mice, thus produce an antidepressant-like effect.
Keywords: Yueju Ganmai Dazao decoction, antidepressant, long-term potentiation, AMPAR, NMDAR
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