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[摘　 要] 　 目的　 探讨柴胡疏肝散干预急性心肌梗死后抑郁大鼠的作用及机制。 方法　 120 只 SD 大鼠,其中 90
只造模成急性心肌梗死后抑郁后随机分为模型组 30 只、中药组 30 只和氟西汀组 30 只,未造模 30 只为正常组,治
疗 7 天、14 天、21 天后,对各组大鼠进行行为学指标测定,之后处死并分离海马组织,采用酶联免疫吸附法分析白

细胞介素 1( IL-1)、白细胞介素 6( IL-6)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 9(Caspase-9)和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3
(Caspase-3),采用蛋白免疫印迹法及反转录聚合酶链反应检测氨基末端激酶 3(JNK3)的表达水平。 结果　 与正常

组同期相比较,模型组行为学指标均降低(P<0. 05),IL-1、IL-6、Caspase-3、Caspase-9、JNK3 显著升高(P<0. 05),而
中药组和氟西汀组敞箱试验得分减少(P<0. 05),在 7 天、14 天后氟西汀组、中药组炎症因子均明显增高(P<
0. 05),而 21 天后中药组除 IL-1、JNK3 和 Caspase-9 明显增高而氟西汀组除 IL-1、JNK3 明显增高(P<0. 05)外余差

异无显著性(P>0. 05);与模型组同期相比较,中药组、氟西汀组行为学指标明显改善(P<0. 05),IL-1、IL-6、Caspase-
3、Caspase-9、JNK3 显著降低(P<0. 05);与氟西汀组同期相比较,21 天后中药组 IL-1 降低(P<0. 05)。 结论　 柴胡

疏肝散有效改善心肌梗死大鼠抑郁情况,可能是通过抑制大鼠海马炎症来完成的。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe the clinical efficacy and mechanism of Chaihu Shugan decoction in rats with depres-
sion after acute myocardial infarction. 　 　 Methods 　 90 models among 120 SD rats were randomly divided into model
group(n=30), Chinese medicine group(n = 30) and fluoxetine group(n = 30), unmodeled rats were normal group(n =
30), after 7 days, 14 days, 21 days for treatment, behavioral indicators were measured in each group of rats, then hippo-
campus was sacrificed and isolated, and interleukin-1 ( IL-1), interleukin-6 ( IL-6), cysteinyl aspartate specific
proteinase-9 (Caspase-9) and cysteinyl aspartate specific proteinase-3 (Caspase-3) were analyzed by enzyme-linked immu-
nosorbent assay(ELISA), and the expression levels of Jun N-terminal kinase 3 (JNK3) were detected by Western blot and
reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR). 　 　 Results　 Compared with normal group in the same period,
the behavior indicators of the model group were reduced (P<0. 05), IL-1, IL-6, Caspase-3, Caspase-9, and JNK3 were
significantly increased (P<0. 05), while the open-field test scores of Chinese medicine group and fluoxetine group de-
creased (P<0. 05), and the inflammatory factors were significantly increased in Chinese medicine group and fluoxetine
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group after 7 days and 14 days (P<0. 05). 　 After 21 days, except IL-1, JNK3, Caspase-9 in Chinese medicine group and
IL-1, JNK3 in fluoxetine group, there was no significant difference in the remaining indicators compared with normal group
(P>0. 05). 　 Compared with model group in the same period, the behavior indicators were significantly improved in Chi-
nese medicine group and fluoxetine group (P<0. 05), and IL-1, IL-6, Caspase-3, Caspase-9, and JNK3 were significantly
reduced (P<0. 05). 　 Compared with fluoxetine group in the same period, IL-1 decreased in Chinese medicine group after
21 days (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 Chaihu Shugan decoction can effectively improve the depression of myocardial in-
farction rats, which may be accomplished by inhibiting the inflammation of hippocampus in rats.

　 　 急性心肌梗死 ( acute myocardial infarction,
AMI)后抑郁是最常见的心身疾病,研究表明,急性

心肌梗死后 36. 7% ~ 60% 的患者会出现抑郁[1-2],
其中 35. 4% 发生在急性心肌梗死后 1 个月内[3]。
心肌梗死后如果患者出现抑郁,抑郁情绪会通过一

系列途径加重心肌梗死,使患者预后不良,死亡率

增加[4],两者相互促进,形成恶性循环。 目前治疗

心理疾病的西药不良反应较大,患者的依从性较

差,而中医药治疗心理疾病历史悠久,可对复杂的

细胞因子进行适量协调,抑制相应递质的合成和释

放,使之适量分泌,平衡调节[5-6],达到稳定机体内

环境的作用,故本研究以急性心肌梗死模型大鼠为

研究对象,通过中医药柴胡疏肝散干预,从行为学

指标、海马炎症因子等方面,阐明急性心肌梗死后

抑郁发生的机制及柴胡疏肝散的作用途径,进一步

为中医药提供实验基础,并为临床预防和治疗心身

疾病开拓新的思路。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

健康雄性 SD 大鼠 160 只,SPF 级,由贵州医科

大学动物房提供,体质量 200 g 左右(许可证号:
SCXK(黔)2012-001)。 本实验已得到贵州中医药大

学实验动物伦理委员会批准。
1. 2　 药物与主要试剂

贵州中医药大学第二附属医院中药房提供生

药材颗粒剂:柴胡 6 g、陈皮 6 g、川芎 5 g、香附 5 g、
枳壳 5 g、芍药 5 g、甘草 2 g,水煎浓缩至 1 000 g / L,
冷藏备用;氟西汀 20 mg / 粒(美国礼来公司),用蒸

馏水配制成 1 g / L 的混悬液;试剂 phospho-JNK1 / 2 /
3(Thr183+Thr185) bs-1640R(北京博奥森生物技术

有限公司);超纯 RNA 提取试剂盒、羊抗兔单克隆

抗体、actin 抗体、eECL Western blot 试剂盒(北京康

为世纪生物科技有限公司);ELISA 试剂盒(上海蓝

基公司)。

1. 3　 主要仪器

SIM-F140AY65ICEMAKER 型 制 冰 机 ( 日 本

SANYO 公司);酶标仪(Thermo 公司)、反转录仪、
Chemi DocTM XRS +化学发光凝胶成像系统 (美国

BIO-TEK 公司);DYY-6C 型 PCR 电泳仪(北京六一

仪器厂);Centrifuge 5810R 离心机 ( Eppendorf,德

国)。
1. 4　 模型制备

急性心肌梗死模型按照文献[7] 制备。 将大鼠

仰卧固定在鼠板上,开胸结扎大鼠左冠状动脉,造
成大鼠心肌梗死,开胸时间不要超过 30 min,模型制

备完成后,检测大鼠心电图,Ⅱ导联 ST 段呈明显弓

背向上抬高,持续时间超过 30 min,表示造模成功。
抑郁模型制备:心肌梗死的模型成功后,采取孤养+
慢性不可预见的应激来制备大鼠抑郁模型[8],造模

时间为 21 天,正常组大鼠不予任何刺激,每笼饲养

10 只;余 3 组大鼠每笼饲养 1 只,接受不同的慢性

应激,主要包括:通宵照明、禁食 24 h、禁水 24 h、
4 ℃冰水游泳 5 min、45 ℃热应激 5 min、夹尾 1 min、
电击足底,每日随机安排一种应激,通过孤养加慢

性不可预刺激后,大鼠体质量增长缓慢、敞箱试验

评分降低、糖水消耗减少,判断抑郁模型造模成功。
在整个造模过程中,死亡 20 只,造模失败 10 只,为
便于统计分析,将大鼠数量调整为 120 只,其中 90
只造模大鼠,30 只未造模大鼠。
1. 5　 分组及给药

90 只造模大鼠随机分为模型组 30 只、中药组

30 只、氟西汀组 30 只,未造模大鼠为正常组 30 只。
分组完成后开始给药,正常组和模型组大鼠灌服等

量生理盐水;氟西汀组大鼠灌服氟西汀等效剂量为

1. 8 mg / kg,每天 1 次;中药组大鼠灌服柴胡疏肝散

等效剂量为 3 g / kg,每天 1 次;每组连续给药 21 天。
1. 6　 敞箱试验

长宽各 80 cm、高 40 cm 的木箱,内面涂满黑漆,
并将底面划分为 25 个等边的方格。 大鼠置入敞箱

中,其水平活动得分为穿越地面的块数,穿越 1 格为
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1 次,若沿线行走,则每 10 cm 为 1 次,若直立的次

数为垂直活动得分,则以其双足离开地面为标志,
无论其站立多长时间直至其放下双足为 1 次活动。
分别于 7、14、21 天进行测定,每只大鼠进行 1 次,每
次 3 min。
1. 7　 糖水试验

于敞箱试验后进行,分别于 7、14、21 天,让各组

大鼠任意饮用两种不同的水:一瓶为含 1% 蔗糖的

自来水,一瓶则为自来水。 通过称饮水瓶质量测定

早晨 7:00 至次日早晨 7:00 自来水和蔗糖水饮

用量。
1. 8　 ELISA 法检测海马组织炎症因子 IL-1、IL-6、
Caspase-9 和 Caspase-3 的含量

分别于 7、14、21 天,大鼠麻醉断头处死后,低温

条件下迅速取海马组织,用生理盐水冲洗,滤纸吸

干,称取质量后置于匀浆器中匀浆,取上清液,放于

4 ℃冰箱保存,采用 ELISA 法检测各组海马组织中

炎症因子 IL-1、IL-6、Caspase-9 和 Caspase-3 的含量,
具体按试剂盒说明书进行操作。
1. 9　 蛋白免疫印迹法检测海马组织 JNK3 蛋白的

表达

于 21 天后,大鼠处死同上,50 mg 海马组织加

入 1000 μL 的含苯甲基磺酰氟的细胞裂解液,电动

匀浆器匀浆后,将其移入 1. 5 mL 的 EP 管中,冰浴

20 min,间或振荡 1 次。 于 4 ℃下 12 000 r / min,离
心 15 min,分取上清,以 40 μL / 管分装于新的 EP 管

中,放于-80 ℃冰箱中备用。 采用 BCA 法测定待测

样品的蛋白浓度,具体按 BCA 蛋白浓度检测试剂盒

说明书操作。
1. 10　 反转录聚合酶链反应检测海马组织中 JNK3
的表达

于 21 天后,大鼠处死同上,30 mg 海马组织加

入 600 μL Buffer RL,按照 RNA 试剂盒操作说明进

行,收集 RNA 溶液,-70 ℃冰箱保存。 在相关基因

库中查出引物序列,采用两步法反转录聚合酶链反

应,结束后,取 PCR 产物 5 μL 于 0. 2 g / L 琼脂糖凝

胶上电泳,Chemi DocTM XRS+化学发光凝胶成像系

统分析结果。
1. 11　 统计学方法

采用统计学软件 SPSS22. 0 进行数据分析,计
量资料采用 x± s 表示,若资料满足 Huynh-Feldt 条

件,则用一元方差分析,若不满足 Huynh-Feldt 条件,
则用多元方差分析或混合模型来分析,采用 LSD 法

进行组间比较,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 大鼠行为学指标测定

2. 1. 1　 四组大鼠不同时间体质量变化　 　 各组大

鼠在造模后 7 天、14 天体质量无明显差异 ( P >
0. 05)。 第 21 天后,与正常组相比较,模型组体质

量明显降低(P<0. 05);与模型组相比较,中药组、氟
西汀组体质量增长明显(P<0. 05),而正常组、中药

组、氟西汀组间比较差异无显著性(P>0. 05;表 1)。

表 1. 四组大鼠体质量变化比较(n=10)
Table 1. Comparison of body weight changes of

rats in four groups(n=10) 单位:g

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 245. 46±19. 8 288. 30±26. 68 312. 2±19. 86

模型组 246. 40±21. 78 276. 2±26. 25 286. 12±17. 95a

中药组 250. 28±22. 31 283. 80±25. 16 304. 59±22. 85b

氟西汀组 248. 31±21. 23 285. 62±25. 36 306. 25±18. 57b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常组同期比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较。

2. 1. 2　 四组大鼠敞箱试验不同时间得分变化　 　
与正常组同期相比较,模型组敞箱试验得分明显减

少(P<0. 05);与模型组同期相比较,中药组、氟西汀

组得分明显增多(P<0. 05),但仍低于正常组同期得

分(P<0. 05);中药组与氟西汀组组间同期得分差异

无显著性(P>0. 05;表 2)。

表 2. 四组大鼠敞箱试验得分比较(n=10)
Table 2. Comparison of the scores of the open-field

test of four groups of rats(n=10)

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 87. 86±9. 12 89. 34±11. 78 89. 06±10. 67

模型组 54. 16±8. 25a 42. 28±10. 17a 33. 28±8. 21a

中药组 67. 24±11. 37ab 68. 52±10. 26ab 70. 39±9. 27ab

氟西汀组 68. 27±10. 34ab 70. 23±11. 38ab 71. 19±11. 45ab

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常组同期比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较。

2. 1. 3　 四组大鼠糖水消耗试验不同时间变化　 　
与正常组同期相比较,模型组糖水消耗量明显降低

(P<0. 05);与模型组同期相比较,中药组和氟西汀

组糖水消耗量明显增多(P<0. 05),且与正常组间差

异无显著性(P>0. 05;表 3)。
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表 3. 四组大鼠糖水消耗量比较(n=10)
Table 3. Comparison of sugar consumption in

　 　 　 　 　 　 　 four groups of rats(n=10) 单位:mL

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 17. 10±3. 01 19. 23±3. 67 24. 12±2. 53

模型组 11. 37±2. 30a 13. 96±2. 82a 15. 10±2. 45a

中药组 15. 61±2. 53b 17. 86±3. 29b 21. 23±2. 42b

氟西汀组 15. 59±3. 08b 18. 84±3. 10b 22. 89±2. 34b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常同期相比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较。

2. 2　 IL-1、IL-6、Caspase-9 和 Caspase-3 水平变化

与正常组同期相比较,模型组炎症因子明显增

高(P<0. 05);与模型组同期相比较,其中治疗 7 天

后中药组、氟西汀组的 Caspase-3 及中药组 Caspase-
9 差异无显著性(P>0. 05),余时间点炎症因子均明

显降低(P<0. 05);与正常组同期相比较,在 7 天、14
天后中药组和氟西汀组炎症因子均明显增高(P<
0. 05),而 21 天后氟西汀组中除 IL-1 明显增高而中

药组除 IL-1 和 Caspase-9 明显增高(P<0. 05)外余

指标差异无显著性(P>0. 05);与氟西汀组同期相比

较,中药组除 21 天后 IL-1 明显减低(P<0. 05)外,
余时间点各炎症因子差异均无显著性(P>0. 05;表
4、5、6、7)。

表 4. 四组大鼠海马 IL-1水平比较(n=10)
Table 4. Comparison of IL-1 levels in hippocampus of

　 　 　 　 　 four groups of rats (n=10) 单位:pmol / L

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 6. 69±1. 72 7. 21±1. 38 7. 48±1. 79

模型组 36. 63±5. 99a 42. 39±5. 78a 46. 94±11. 11a

中药组 21. 89±7. 39ab 19. 07±5. 29ab 15. 28±2. 49abc

氟西汀组 23. 0±3. 50ab 21. 70±2. 33ab 19. 19±1. 50ab

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常组同期比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较;c 为 P<0. 05,与氟西汀组同期比较。

表 5. 四组大鼠海马 IL-6水平比较(n=10)
Table 5. Comparison of IL-6 levels in hippocampus of

　 　 　 　 　 four groups of rats (n=10) 单位:pmol / L

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 7. 06±1. 04 6. 61±1. 55 7. 03±1. 99

模型组 23. 09±1. 60a 25. 04±1. 99a 25. 93±2. 21a

中药组 17. 93±2. 69ab 12. 41±2. 21ab 10. 95±1. 47b

氟西汀组 17. 82±2. 20ab 11. 05±2. 93ab 8. 08±2. 52b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常组同期比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较。

表 6. 四组大鼠海马 Caspase-3水平比较(n=10)
Table 6. Comparison of Caspase-3 levels in hippocampus

　 　 　 　 　 of four groups of rats (n=10) 单位:pmol / L

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 13. 15±1. 71 12. 62±1. 47 13. 05±1. 38

模型组 17. 70±2. 82a 17. 71±3. 48a 20. 39±3. 48a

中药组 17. 91±1. 99a 15. 17±1. 28ab 12. 99±1. 73b

氟西汀组 16. 10±1. 27a 14. 97±2. 18ab 13. 16±1. 92b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常组同期比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较。

表 7. 四组大鼠海马 Caspase-9水平比较(n=10)
Table 7. Comparison of Caspase-9 levels in hippocampus

　 　 　 　 　 of four groups of rats(n=10) 单位:pmol / L

分组 7 天 14 天 21 天

正常组 2. 55±0. 74 2. 98±0. 87 2. 56±0. 82

模型组 5. 91±0. 85a 6. 45±1. 06a 7. 47±1. 22a

中药组 5. 22±1. 79a 3. 98±0. 90ab 3. 43±0. 77ab

氟西汀组 4. 16±0. 87ab 4. 35±0. 90ab 2. 95±0. 94b

　 　 注:a 为 P<0. 05,与正常组同期比较;b 为 P<0. 05,与模型组同
期比较。

2. 3　 海马组织 JNK3 表达量的变化

RT-PCR 和 Western blot 结果表明,与正常组相

比较,模型组、中药组和氟西汀组海马组织 JNK3 表

达量明显增高(P<0. 05);与模型组相比较,中药组

和氟西汀组 JNK3 表达量明显下降(P<0. 05);但中

药组与氟西汀组相比较差异无显著性(P>0. 05;图
1 和图 2)。

图 1. RT-PCR 检测各组大鼠海马 JNK3 表达量(n=10)
a 为 P<0. 05,与正常组相比较;b 为 P<0. 05,与模型组相比较。

Figure 1. JNK3 expression levels in hippocampus of
each group by RT-PCR (n=10)
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图 2. Western bolt 检测各组大鼠海马

JNK3 表达量(n=10)
a 为 P<0. 05,与正常组相比较;b 为 P<0. 05,与模型组相比较。

Figure 2. JNK3 expression levels in hippocampus of
each group by Western blot (n=10)

3　 讨　 论

抑郁是心肌梗死后新发心脏事件的独立危险

因素。 心肌梗死后抑郁发病机制复杂,现普遍认为

其重要机制是海马神经元突触可塑性改变所致[9]。
而炎症因子是可塑性改变的重要诱发因素,其参与

了突触的形成和修整[10-11],进而影响到海马谷氨酸

能突触的功能[12]。 早在 2002 年的时候,Vallières
等[13]就报道了 IL-6 转基因小鼠神经病理特征为海

马出现明显的神经元退化,尤以海马 CA1 区域的树

突萎缩最为明显,其中树突空泡化和树突数目明显

减少,且伴随着 IL-6 mRNA 的高表达及高水平的

IL-6,这充分说明转基因小鼠神经元退化的主要原

因在于其脑内明显升高的 IL-6。 脑内兴奋性氨基酸

和自由基等神经毒性物质的产生亦由 IL-1 促进,并
可引起 Ca2+超载,进而激活其靶酶,引起神经元的损

伤和凋亡。 而海马神经元凋亡的执行则依赖于

Caspase 家族的活化,该蛋白酶家族中与凋亡有关的

主要为 Caspase-8、Caspase-9 等启动酶及 Caspase-3
等效应酶[14], 所有的启动酶由同一 个 效 应 酶

Caspase-3 来执行凋亡活动,活化的 Caspase-3 通过

激活核酸内切酶,使其对 DNA 进行剪切导致细胞凋

亡[14]。 细胞凋亡的发生需要多种分子的协同作用,
氨基末端激酶( c-jun amino-terminal kinase,JNK)就
是其中重要的调控者[15], JNK 由 JNK1、 JNK2 和

JNK3 组成,JNK1、JNK2 的表达具有广泛性,JNK3 局

限于脑[16],JNK 能应答多种胞外刺激,如肿瘤坏死

因子、生长因子等细胞因子,参与细胞增殖、凋亡和

DNA 损伤等生命过程[16],活化的 JNK 则可从胞质

中转位入核,通过 c-Jun、c-Fos 等转录因子调节下游

凋亡相关靶基因的表达[17-18]。 因此,JNK 被各种炎

症细胞因子、环境应激激活导致细胞增生肥大或凋

亡,是细胞信息传递的交汇点或共同通路[19],提示

JNK 信号通路在抑郁神经细胞凋亡中起重要作用。
通过炎症因子的媒介,抑郁与心肌梗死互相影响,
互为因果,抑郁加重心肌梗死患者的临床症状及引

起不良预后,使患者的再住院率、病死率等增加。
辨证论治是中医的精髓和原则,课题组经过多

年临床实践,认为心肌梗死后抑郁属中医学“郁证”
的范围,基本病机是情志不畅和 /或因病致郁,与肝

密切相关,疏肝理气解郁是为基本治法。 课题组以

上述认识为基础,融汇众多专家学者观点,以柴胡

疏肝散为基础进行适当加减,验之临床效果显著。
柴胡疏肝散是治肝郁的经典方,源于明·张介宾

《景岳全书·古方八阵》,全方主要由四逆散加味而

成,功效为疏肝理气、活血止痛,方中柴胡疏肝而解

郁,是为君药,香附疏肝理气而宽中,川芎行气开郁

而止痛,两药合用,助柴胡疏肝经之郁滞,行活血止

痛之功效,共为臣药,陈皮、枳壳行气消滞,芍药养

血和营,共为佐药。 甘草调和诸药,为使药。 诸药

合用,共奏疏肝理气、活血止痛之功。
本研究结果显示,与模型组相比较,中药组大

鼠在灌服柴胡疏肝散后,21 天后体质量增长较快、
敞箱试验评分增加、糖水消耗量增多,说明该方能

够有效改善心肌梗死后抑郁的行为学指标。 进一

步采用 ELISA 法、Western blot、RT-PCR 对大鼠海马

组织中 IL-1、IL-6、Caspase-3、Caspase-9 和 JNK3 进行

检测,发现中药组相关炎症因子出现了显著下降,
JNK3 亦明显被抑制,说明该方能够有效抑制炎症相

关因子和 JNK3,亦证实炎症相关因子与 JNK3 的相

关性,炎症因子可以激活 JNK3,进而导致海马神经

元可塑性细胞的凋亡,引起抑郁;与正常组相比较,
在心肌梗死后抑郁行为指标方面,中药组基本无明

显差异,在抑制炎症相关因子及 JNK3 方面,在 21
天后仍有部分炎症因子 IL-1、Caspase-9 及 JNK3 增

高,说明该方虽可有效抗心肌梗死后抑郁,但组方

仍需进一步优化;与氟西汀组相比较,则两者未见

明显差异,说明该方在抗抑郁方面具有与氟西汀相

当的作用,但避免了抗抑郁药可能引起的心律失

常、烦躁、心境不稳定甚至猝死的风险。 综上,可以

得出柴胡疏肝散能够有效改善大鼠的行为学指标,
抑制 JNK3 活化,降低炎症因子,达到治疗心肌梗死

后抑郁的目的,值得在临床上推广应用。 心肌梗死
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后抑郁分子机制及其他相关通路仍有许多不清楚

的地方,需继续深入探讨,并不断优化中医药组方,
以期进一步为中医药的临床应用提供更为客观的

依据并提升疗效。
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