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补肾调肝清心方对围绝经期抑郁症睡眠障
碍大鼠模型海马５羟色胺１Ａ受体、５羟色
胺２Ａ受体的影响
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【摘要】　 目的　 观察补肾调肝清心方对围绝经期抑郁症睡眠障碍模型大鼠海马５羟色胺１Ａ
受体（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ １Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，５ＨＴ１ＡＲ）、５羟色胺２Ａ受体（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ２Ａ ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，５ＨＴ２ＡＲ）的影响。方法　 将６０只围绝经期大鼠按体重随机分为５组，每组１２只：围绝经期正
常对照组（Ａ）；围绝经期抑郁症睡眠障碍模型组（Ｂ）；围绝经期抑郁症睡眠障碍补佳乐治疗组（Ｃ）；
围绝经期抑郁症睡眠障碍米氮平治疗组（Ｄ）；围绝经期抑郁症睡眠障碍中药治疗组（Ｅ）；Ａ组为围
绝经期正常大鼠，其余４组进行１８天不可预知慢性应激。于应激后对造模动物进行７２小时连续快
速眼相睡眠剥夺（ＲＥＭ）。每天在应激前１小时按组给药。在末次灌胃２４小时后，颈椎脱臼法处死
大鼠，取大鼠海马，分别用荧光定量检测海马５ＨＴ１ＡＲｍＲＮＡ和５ＨＴ２ＡＲｍＲＮＡ、蛋白印迹和免疫荧
光检测海马５ＨＴ１ＡＲ和５ＨＴ２ＡＲ的表达。结果　 蛋白印迹检测（ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）海马及免疫荧光检
测海马ＣＡ１区均显示：海马区５ＨＴ１ＡＲ表达水平各组无明显差异（Ｐ ＞ ０ ０５），而５ＨＴ２ＡＲ表达水
平上，模型组显著低于正常组（Ｐ ＜ ０ ０５），治疗组提高了５ＨＴ２ＡＲ的表达水平，且与模型组相比存
在显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０５）；ＲＴＰＣＲ显示：海马区５ＨＴ１ＡＲ ｍＲＮＡ水平各组无明显差异（Ｐ ＞ ０ ０５），
而５ＨＴ２ＡＲ ｍＲＮＡ水平，模型组明显低于正常组（Ｐ ＜ ０ ０１），米氮平组较模型组有极显著性差异（Ｐ
＜ ０ ００１），中药组较模型组有显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０５）。结论　 补肾调肝清心方能提高５ＨＴ２ＡＲ的
ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达，免疫荧光的结果表明在海马ＣＡ１区发挥作用，表明补肾调肝清心方可以
通过调节海马ＣＡ１区５ＨＴ２ＡＲ表达来改善睡眠障碍。

【关键词】　 围绝经期抑郁症睡眠障碍；　 补肾调肝清心方；　 ５羟色胺１Ａ受体；　 ５羟色胺２Ａ
受体
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　 　 围绝经期抑郁症是指因卵巢功能衰退乃至消
失而出现的一系列以睡眠障碍、情绪低落为主要症
状的疾病。中国围绝经期抑郁症患者占围绝经期
人群的５ ８％，占围绝经期综合征患者的７８％ ［１］，
１５％的抑郁症病人最终以自杀告终［２］。睡眠障碍
极可能是抑郁症患者自杀的诱发因素。以往研究
提示，５羟色胺１Ａ受体（５ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ １Ａ ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，５ＨＴ１ＡＲ）参与人体情感、认知及感觉等行
为，尤其是海马５ＨＴ１ＡＲ、５羟色胺２Ａ 受体（５
ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ２Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，５ＨＴ２ＡＲ）表达变化
与抑郁睡眠障碍密切相关［３４］。补肾调肝清心方在
治疗围绝经期抑郁症睡眠障碍的临床应用中疗效
显著［５］，但其药理机制尚不明确。本实验通过ＳＤ
大鼠自主活动及对５ＨＴ１ＡＲ、５ＨＴ２ＡＲ的影响，观
察大鼠海马５ＨＴ２ＡＲ及５ＨＴｌＡＲ表达变化与抑郁
症睡眠障碍的相关性及补肾调肝清心方对上述指
标的影响。
!

　 材料与方法
１ １　 实验动物

动物清洁级１３ ～ １５月龄雌性ＳＤ大鼠６０只，体
重３００ ～ ５００ ｇ，由北京斯贝特动物实验中心提供。
１ ２　 实验药品

中药根据补肾调肝清心方制备。方药组成：生
地１０ ｇ、熟地１０ ｇ、炒白术１０ ｇ、炒白芍１０ ｇ、茯苓
１０ ｇ、茯神１０ ｇ、淫羊藿１０ ｇ、仙茅１０ ｇ、女贞子
１２ ｇ、旱莲草１２ ｇ、生龙骨先下３０ ｇ、生牡蛎先下３０ ｇ，青
龙齿先下３０ ｇ、炙远志１０ ｇ、石菖蒲１０ ｇ、炒枣仁１２ ｇ，
绿萼梅１０ ｇ、八月札１０ ｇ、青皮６ ｇ、陈皮６ ｇ、炒枳壳
６ ｇ、炙甘草６ ｇ。中药药材由北京同仁堂药店提供，
水煎并浓缩，相当于生药１ ｋｇ ／ Ｌ，４℃冰箱中储存备

用。戊酸雌二醇片（１ｍｇ ／片，商品名补佳乐），拜耳
医药保健有限公司，生产批号：１００Ａ。米氮平片（３０
ｍｇ ／片，商品名派迪生）３０ ｍｇ，华裕（无锡）制药有限
公司，生产批号：４０２５４１。
１ ３　 主要仪器及试剂

奥利巴斯荧光显微镜，－ ８０℃超低温冰箱，
ＡＢＩ７７００荧光定量ＰＣＲ仪，ＤＹＣＺ２４系列蛋白垂直
电泳仪，柯达显影仪，切片机。
１ ４　 实验方法
１ ４ １　 造模及分组　 将实验大鼠按体质量分层随
机分组（随机数字表法）。每组１２只，围绝经期正
常对照组（简称正常对照组）；围绝经期抑郁症睡眠
障碍模型组（简称模型组）；围绝经期抑郁症睡眠障
碍补佳乐治疗组（简称补佳乐组）；围绝经期抑郁症
睡眠障碍米氮平治疗组（简称米氮平组）；围绝经期
抑郁症睡眠障碍中药治疗组（简称中药组）。５组大
鼠阴道涂片连续５天：抽取３０ μｌ生理盐水，重复洗
大鼠阴道口，然后吸出约２０ μｌ液体，放到装有染色
剂的ＥＰ管中，弹匀，室温放置１５分钟后在显微镜
下观察，确认动物是否处于动情间期，五天连续处
于动情间期的动物已进入老（更）年期。采用不同
方法进行１８天不可预知慢性应激建立抑郁模型：行
为限制２小时、电击足底（３６ Ｖ交流电，每隔１分钟
刺激１次，每次刺激１０秒，共３０次）、冰水游泳
（４℃，５分钟）、热应激（４５℃，５分钟）、摇晃（１次／
秒，１５分钟）、鼠笼倾斜４５度２４小时、夹尾（１分
钟）、禁水（２４小时）、禁食（４８小时）、明暗颠倒、潮
湿垫料１０小时、空瓶放置１小时，连续１８天，接受
慢性应激的大鼠单笼饲养。
１ ４ ２　 给药方法　 ７２小时剥夺睡眠测试实验后开
始给药，连续２１天。正常对照组、模型组分别给予
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生理盐水２ ｍｌ ／天灌胃；补佳乐组、米氮平组、中药组
分别予补佳乐（０ １１７ ｍｇ ／ ｋｇ）、米氮平（３ ｍｇ ／ ｋｇ）、
中药补肾调肝清心方（３ ５１ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃，均１次／
天。实验过程中共死亡４只，其中模型组、补佳乐组
灌胃时各死亡１只，米氮平组冰水游泳时淹死１只，
中药组禁食时死亡１只。
１ ４ ３　 观察指标　 （１）荧光定量检测海马５
ＨＴ１ＡＲ ｍＲＮＡ、５ＨＴ２ＡＲ ｍＲＮＡ分别４０个样（每组
８个）：使用ＡＢＩ７７００荧光定量ＰＣＲ仪实时定量
ＰＣＲ，最后电泳。（２）蛋白印迹检测（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）海
马５ＨＴ１ＡＲ、５ＨＴ２ＡＲ表达：ＤＹＣＺ２４系列蛋白垂
直电泳仪制备蛋白质样品及分离ＳＤＳＰＡＧＥ，蛋白
质从凝胶转移到ＮＣ膜上，被转印到膜上的靶抗原
与第一抗体（特异抗体）反应、与酶标第二抗体反
应，以及用酶相应的底物处理后使用柯达显影仪进
行靶蛋白（抗原）信号检测。（３）免疫荧光检测海马
５ＨＴ１ＡＲ、５ＨＴ２ＡＲ表达：每个石蜡切片滴加１００ μｌ
适当比例稀释的一抗，湿盒４ ℃孵育过夜，每个片子
用２ ｍｌ ＰＢＳ洗三次，再每个片子加稀释后的ＦＩＴＣ ／
Ｄｙｅｌｉｇｈｔ ５４９标记的二抗，室温避光孵育１小时，ＤＡ
ＰＩ染色，封片，制好的片子４ ℃保存，使用奥林巴斯
荧光显微镜观察。
１ ５　 统计学分析

采用ＳＰＳＳ １９ ０软件包进行分析，数据用均数±
标准差（ｘ ± ｓ）表示，正态分布资料使用单因素方差
分析，偏态分布使用秩和检验。
"

　 结果
２ １　 蛋白印迹检测海马５ＨＴ１ＡＲ、５ＨＴ２ＡＲ表达
　 　 海马区５ ＨＴ１ＡＲ表达水平各组无明显差异
（Ｐ ＞ ０ ０５），而５ＨＴ２ＡＲ表达水平上，模型组显著
低于正常组（Ｐ ＜ ０ ０１），治疗组提高了５ＨＴ２ＡＲ的
表达水平，且与模型组相比存在显著性差异（Ｐ ＜
０ ０５），提示各治疗组可以增强海马区５ＨＴ２ＡＲ表
达。见表１、图１。

表１　 各组蛋白印迹检测海马５ＨＴ１ＡＲ和海马５ＨＴ２ＡＲ表达
组别 ５ＨＴ１ＡＲ ／ ｔｕｂｕｌｉｎ相对值 ５ＨＴ２ＡＲ ／ ｔｕｂｕｌｉｎ相对值

正常对照组 １ ００ １ ００

模型组 ０ ９３ ０ ６３ａ

补佳乐组 １ ００ ０ ７２ｂ

米氮平组 ０ ９６ １ １１ｂ

中药组 １ ０３ ０ ９１ｂ

注：与Ａ组比较，ａＰ ＜ ０ ０１，与Ｂ组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图１　 各组蛋白印迹检测海马５ＨＴ１ＡＲ和海马５ＨＴ２ＡＲ表达

２ ２　 免疫荧光检测５ＨＴ１ＡＲ和５ＨＴ２ＡＲ在海马
的ＣＡ１区光密度比较

海马区５ＨＴ１ＡＲ表达水平各组无明显差异（Ｐ ＞
０ ０５）。模型组５ＨＴ２ＡＲ表达水平显著低于正常组
（Ｐ ＜０ ０１）。治疗组提高了５ＨＴ２ＡＲ的表达水平，与
模型组相比有显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０５），提示各治疗组
在海马的ＣＡ１区可提升５ＨＴ２ＡＲ。见表２、图２。

表２　 各组免疫荧光检测５ＨＴ１ＡＲ和
５ＨＴ２ＡＲ在海马的ＣＡ１区光密度

组别 ５ＨＴ１ＡＲ光密度值 ５ＨＴ２ＡＲ光密度值
正常对照组 １ ６２ ± ０ ０３ １ ７５ ± ０ ０４

模型组 １ ６３ ± ０ ０３ １ ４５ ± ０ ０３ａ

补佳乐组 １ ７２ ± ０ ０３ １ ７７ ± ０ ０３ｂ

米氮平组 １ ７７ ± ０ ０２ １ ７６ ± ０ ０２ｂ

中药组 １ ７８ ± ０ ０２ １ ７６ ± ０ ０４ｂ

注：与Ａ组比较，ａＰ ＜ ０ ０５，与Ｂ组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图２　 各组免疫荧光检测５ＨＴ１ＡＲ和５ＨＴ２ＡＲ在海马的ＣＡ１区光密度
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２ ３　 ＲＴＰＣＲ检测海马５ＨＴ１ＡＲ、５ＨＴ２ＡＲ表达
ＲＴＰＣＲ显示海马区５ＨＴ１ＡＲ ｍＲＮＡ水平各

组无明显差异（Ｐ ＞ ０ ０５），而５ＨＴ２ＡＲ ｍＲＮＡ水
平，模型组明显低于正常组（Ｐ ＜ ０ ０１），米氮平组
较模型组有极显著性差异（Ｐ ＜ ０ ００１），中药组较
模型组有显著性差异（Ｐ ＜ ０ ０５），除补佳乐组外，
其他各治疗组均对海马５ＨＴ２ＡＲ有明显改善。见
表３、图３。
表３　 各组ＲＴＰＣＲ检测海马５ＨＴ１ＡＲ和海马５ＨＴ２ＡＲ浓度
组别 ５ＨＴ１ＡＲ ５ＨＴ２ＡＲ　

正常对照组 ０ ９２ ± ０ ２４ ６ ０６ ± １ ６１

模型组 ０ ７５ ± ０ ３４ ４ １０ ± １ ８８ｂ

补佳乐组 ０ ８３ ± ０ ２４ ４ ７６ ± ０ ７０ｂ

米氮平组 ０ ８５ ± ０ ２５ ６ ７４ ± １ ２３

中药组 ０ ８４ ± ０ ２６ ５ ６０ ± １ １０ａ

注：与Ａ组比较，ａＰ ＜ ０ ０５，与Ｂ组比较，ｂＰ ＜ ０ ０５

图３　 各组ＲＴＰＣＲ检测海马５ＨＴ１ＡＲ和海马５ＨＴ２ＡＲ浓度

#

　 讨论
上海名医汤希伟先生自拟补肾调肝清心方，临

床应用三十余载，在围绝经期睡眠障碍方面颇具心
得，提出本虚标实的病机特点，病因为肾虚，病机为
肾虚肝郁、心肾不交，睡眠障碍为其病理表现，病位
在心、肝、肾三脏，治疗以补肾调肝清心安神为
主。［６］方中生地黄“甘苦大寒，入心肾”，滋养肾阴而
清心除烦，熟地补肾养血，中和生地之苦寒；青龙
齿、生龙骨、生牡蛎重镇潜阳安神；炙远志、炒酸枣
仁、茯苓神滋养宁心安神；绿萼梅、八月札，平而不
燥，既不伤阴又疏肝理气解郁；淫羊藿、仙茅、女贞
子、墨旱莲取“二仙、二至”之意，从肾阴阳双补；炒

白术、白芍调和营卫。诸药合奏补肾调肝、清心安
神、调和营卫，多点综合调理围经期睡眠障碍。
５ＨＴ作为自体活性物质，主要分布于松果体和

下丘脑，可能参与痛觉、睡眠和体温等生理功能的
调节，海马区域是大脑的边缘系统，与人的精神活
动密切相关，研究表明５ＨＴ２ＡＲ及５ＨＴ１ＡＲ的表
达与睡眠障碍相关［７］，拮抗５ＨＴ２ＡＲ具有明确改善
睡眠障碍的效应。本课题在明确经过５天连续处于
动情间期的动物已进入围绝经期后，通过不同方法
进行１８天不可预知慢性应激建立抑郁模型，再通过
７２小时剥夺睡眠测试实验，建立围绝经期抑郁症睡
眠障碍的动物模型后开始给药，然后测定各组蛋白
印迹检测海马５ＨＴ１ＡＲ和５ＨＴ２ＡＲ表达，各组免
疫荧光检测５ＨＴ１ＡＲ和５ＨＴ２ＡＲ在海马的ＣＡ１区
光密度，各组ＲＴＰＣＲ检测海马５ＨＴ１ＡＲ和海马５
ＨＴ２ＡＲ浓度，发现各组５ＨＴ１ＡＲ均无变化，模型组
５ＨＴ２ＡＲ均下调，提示抑郁症睡眠障碍与５ＨＴ２ＡＲ
有相关性，各组治疗后５ＨＴ２ＡＲ均有不同程度的上
调，与文献报道一致，提示补肾调肝清心方可能通
过上调海马ＣＡ１区５ＨＴ２ＡＲ水平，调节５ＨＴ再摄
取，发挥治疗围绝经期抑郁症睡眠障碍的效应。
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