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温胆汤含药血清抗神经元损伤机制的初步研究
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【摘 要】：目的：探讨温胆汤含药血清抗皮质酮损伤 HT22细胞的分子机制。方法：选 50只 SD大鼠，随机分为对照组和温胆

汤低、中、高剂量组，制备相应血清。以皮质酮损伤 HT22细胞为模型，与血清共培养 24h后，CCK-8、Western blot和 Q-PCR分

别检测细胞活力、BDNF蛋白和 mRNA的表达水平。结果：模型组（皮质酮损伤组）细胞活力、BDNF的蛋白和 mRNA表达水

平较正常组明显下降；温胆汤含药血清中剂量组细胞活力、BDNF mRNA表达水平、各剂量组 BDNF蛋白表达水平较模型组显著

上升。结论：温胆汤含药血清具有抗皮质酮损伤神经元的作用，其机制可能是通过调控 BDNF的表达来实现。
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抑郁症是一种情绪障碍类疾病，日益成为全国残疾、自杀

和疾病负担增长的主要原因[1]。现有的抗抑郁治疗存在复发率

高等不足[2]。中医药可辨证论治，在抑郁症治疗中独具优势，

近年来已成为抗抑郁研究的热点。

神经营养因子可通过调节神经发生和突触功能，参与治疗

抑郁症的过程，而脑源性神经营养因子（BDNF）作为中枢神

经系统中含量最丰富的神经营养因子之一，是调节神经元生长

与突触功能的重要因子[3]。

抑郁症属中医“郁证”范畴，以肝郁气滞为核心病机，但

痰浊在抑郁症的发病中也占有重要地位[4]。温胆汤可清热化痰、

理气燥湿，温和胆腑少阳之气，有助于恢复全身脏气清灵，使

阴气与痰浊形成的抑郁感随之消失[5]，改善抑郁症，但具体的

机制尚不明确。因此，本研究旨在探讨 BDNF 在温胆汤含药血

清抗神经元损伤过程中的变化，为抗抑郁中药的机制研究提供

实验依据。

1 材料

50只 SPF级的 SD大鼠，7周龄，雄性，购买自南宁市研

成生物科技有限公司，动物许可证：SCXK（京）2019-0010。

本实验由广西中医药大学实验动物福利伦理委员会批准（批准

号 DW20220513-040）。皮质酮（阿拉丁）、DMEM高糖培养

基（赛默飞世尔科技公司）、胎牛血清 FBS（伟博鑫生物科技

有限公司）、0.25%胰蛋白酶（赛默飞世尔科技公司）、青链

霉素双抗混合液（赛默飞世尔科技公司）。

2 方法

2.1温胆汤含药血清的制备

选取 50 只 SPF级雄性 SD大鼠，随机分为 4 组：空白组

（n=20）和温胆汤低、中、高剂量组（每组 n=10）。适应一

周后给药。空白组给予 20 mg/mL，0.9%氯化钠溶液；含药血

清组给予不同浓度的温胆汤水提物（低剂量组 31.5 mg/mL，中

剂量组 63 mg/mL，高剂量组 126 mg/mL）。所有灌胃操作均

按 1 mL/100 g体重的标准进行，每日 1次，连续灌胃 8天。末

次给药后麻醉大鼠，腹主动脉取血，进行两步离心处理：初级

离心：3000rpm，10 min（室温），分离血清；二级离心：取

上清液转移至灭菌 EP 管，12000 rpm，10 min（4℃）。最终

获得的血清分装于预冷 1.5 mL离心管，标记后置于-80℃超低

温冰箱保存备用。

2.2 HT22细胞培养

HT22细胞由广西医科大学实验室提供。完全培养基是由

DMEM 加入 10%FBS、1%青霉素（100 U/mL）和链霉素

（100µg/mL）来配置，于 37℃、5%CO2中培养。当细胞密度

达 80%-90%时进行传代，避免细胞过度融合导致分化或凋亡。

2.3筛选温胆汤含药血清各剂量抗皮质酮损伤 HT22细胞的最

佳剂量

细胞在 96孔板内培养 24h 至细胞完全贴壁后，皮质酮用

DMSO溶解成 100mM 母液后按 250μM的浓度加入不同剂量

的温胆汤含药血清培养基中，共同培养 24h 后用 CCK-8 法检

测细胞活性，筛选温胆汤抗损伤的最佳剂量。

2.4 WB检测 HT22细胞中 BDNF蛋白的表达水平

6孔板收样后，用 RIPA裂解液裂解细胞，离心取上清液，

BCA 试剂盒测定蛋白浓度，Western blotting 实验使用 Jess

Simple Western System进行。目标蛋白的表达水平评估依据制

造商针对 12-230 kDa Jess分离模块的标准方法。将蛋白裂解液
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与缓冲液等试剂混合，终浓度为 0.9μg/μL。将标品（5μL）与

蛋白样品（5μL）分别上样至样品板孔中。一抗用抗体稀释缓

冲液稀释。HRP标记的抗兔二抗按 Simple Western试剂盒说明

书操作。后续分离、免疫检测及分析步骤均由仪器自动完成。

通过 Compass软件进行定量，生成数字印迹图像。采用光密度

法对目标蛋白面积进行定量分析，结果以相对于对照组的蛋白

表达变化表示。

2.5 Q-PCR检测 HT22细胞中 BDNF的 mRNA的表达水平

6孔板每孔加入 1mL Trizol裂解细胞，收样后放入-80℃冰

箱保存。通过 Q-PCR法检测各组细胞中 BDNF mRNA的表达

量，相对表达量均采用 2-△△CT 表示，引物序列(5'to3')为：

BDNF-F：GGCTGACACTTTTGAGCACG；BDNF-R：CTTGA

CTGCTGAGCATCACC；actin-F：CTAGGCGGACTGTTACTGA

GC；actin-R：ATGTTTGCTCCAACCAACTGC。

2.6数据分析

实验数据呈正态分布，以x�±s 表示，用 GraphPad Prism 8

进行单因素方差分析、Tukey事后检验、作图，P＜0.05为有显

著性差异。

3 结果

3.1 HT22细胞生长曲线

实验分别就不同生长时间的 HT22细胞进行活力检测，由

细胞生长状态折线图可知当细胞在板内生长时间为 48h时，细

胞处于对数生长期，当生长时间为 60h时，细胞生长进入平台

期，故选择细胞接种 24h后加入药物，48h后进行检测，HT22

细胞生长曲线见图 1。

图 1 HT22细胞生长曲线（n=5）

3.2温胆汤含药血清各剂量组对皮质酮诱导 HT22 细胞损伤的

改善效果

与空白组比较，模型组细胞活力显著下降（P<0.01）；与

模型组相比，温胆汤含药血清中剂量组可显著提升细胞活力

（P<0.05）见图 2。

图 2 各组 HT22细胞生长状态(n=6)

A：空白组；B：模型组(M)；C：模型+低剂量组(M+低)；

D：模型+中剂量组(M+中)；E：模型+高剂量组(M+高)；F：细

胞活力柱状图；与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01；与模型组

比较#P<0.05。

3.3各剂量组血清对皮质酮损伤 HT22细胞中 BDNF蛋白表达

水平的影响

如图所示，与空白组相比，模型组 BDNF蛋白表达水平降

低；与模型组相比，温胆汤含药血清各剂量组 BDNF蛋白的表

达水平提升，见图 3。

图 3 对各剂量组含药血清处理的皮质酮损伤HT22细胞进

行 Jess分析。检测指标包括 GAPDH、BDNF。

3.4 温胆汤含药血清各剂量组对皮质酮损伤 HT22 细胞中

BDNF的 mRNA表达水平的影响

与空白组相比，模型组 BDNF mRNA 表达量显著降低

（P<0.05）；与模型组相比，温胆汤含药血清中剂量组可显著

提升 BDNF mRNA的表达水平（P<0.05），见图 4。

图 4 各组 HT22细胞 BDNF的 mRNA表达水平的影响

（n=3），与空白组比较，*P<0.05，**P<0.01;与模型组比较

#P<0.05，##P<0.01。
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4 讨论

抑郁症在中医属“郁证”，中医病机以肝郁气滞、肝失疏

泄为核心，然临床证型多变、病机复杂，虽以肝郁气滞为基础，

但痰浊在抑郁症的发病中也占有重要地位[4]。长期情绪压抑、

悲伤导致肝气郁结。肝郁气滞，运化失常继而化生痰浊。研究

表明，痰浊因素在抑郁症患者中属于常见因素[6]。温胆汤出自

《三因极一病证方论》，为中医经典化痰名方。温胆汤不仅能

够清热化痰、理气燥湿，更能温和胆腑少阳之气，使少阳胆枢

正常运行，有助于恢复全身脏气清灵，使阴气与痰浊形成的抑

郁感随之消失[5]，从而对抑郁症起到治疗效果。

皮质酮水平异常升高可导致 HPA轴功能紊乱，诱发多种

神经系统损伤[7]，故实验采用皮质酮损伤 HT22细胞，模拟抑

郁症中神经递质失衡和炎症损伤的病理过程。HT22细胞系是

一种源自小鼠海马神经元的永生化细胞系，因其易于培养和稳

定性高的特点，目前被广泛应用于抑郁症及其他神经退行性疾

病的研究领域[8-9]。本研究实验结果显示温胆汤含药血清能有效

改善皮质酮诱导的细胞损伤，其中中等剂量组的效果最为显

著。

神经营养因子可通过调节神经可塑性、神经发生以及突触

功能，参与抑郁症抗神经元损伤的病理生理过程，因此抑郁的

治疗可能通过恢复神经营养因子水平改善神经元损伤，从而治

疗抑郁症[3]。大脑功能的正常发挥依赖于大量神经元组成的神

经网络之间的相互作用[10]。研究表明，在抑郁症的发生过程中，

神经营养因子 BDNF作为神经元存活的重要中介，参与神经系

统的可塑性调控，是抗神经元损伤的重要标志物[11]。本研究以

BDNF为切入点查看温胆汤抗神经元损伤的分子机制，实验设

置了空白对照组、模型组及不同浓度温胆汤含药血清治疗组，

以考察其对 BDNF表达的影响。Western blot和 Q-PCR结果表

明，与正常对照组相比，模型组 BDNF表达水平显著下降；而

经温胆汤含药血清处理后，中剂量组的 BDNF 的 mRNA表达

水平、各剂量组的蛋白表达均较模型组明显上调。

综上所述，温胆汤含药血清可通过上调 BDNF的表达来改

善皮质酮诱导的神经元损伤效应。
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