百合知母汤对抑郁模型伴高脂饲料喂养大鼠的影响
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摘要：目的 观察百合知母汤提取物(Lily-Zhimu extracted substances，L-ZES)对高脂饲料喂养的抑郁模型大鼠的疗效及作用机制。方法 50只雄性SD大鼠随机分为5个组，即K组，正常组；A组，抑郁模型组；B组，抑郁模型百合知母汤给药组；C组，高脂饲养抑郁模型组；D组，高脂饲养抑郁模型百合知母汤给药组。抑郁模型采用慢性不可预见性温和刺激（CUMS）配合孤养诱发。连续模型复制20周，观察大鼠体质量变化，运用旷场实验（the Open Field Test）、强迫游泳实验（the forced swim test）评定大鼠的行为学特征。以酶联免疫吸附法(ELISA)检测血浆谷氨酸（GLU）、五羟色胺（5-HT）的含量。结果 与正常组比较，模型组大鼠的体质量均下降(P<0.01)、抑郁样行为学特征明显(P<0.05，P<0.01)，血浆GLU含量升高(P<0.01)、5-HT含量降低(P<0.01)，实验证明，CUMS配合孤养可致大鼠出现抑郁行为；与抑郁模型组比较，配合高脂饲料喂养抑郁模型组大鼠，除游泳不动时间外，抑郁行为学特征明显(P<0.05，P<0.01)，GLU无明显变化，5-HT升高(P<0.05)；两个给药组与模型组比较，给药组能显著对抗抑郁刺激，大鼠的体质量增加(P<0.05，P<0.01)、行为学特征改善(P<0.05，P<0.01)，GLU的含量降低(P<0.05)、5-HT升高(P<0.05)。结论 高脂饲料对抑郁大鼠的神经递质GLU无明显影响，但是能升高5-HT，加重老鼠的抑郁行为，百合知母汤提取物有很好的抗抑郁作用，其机制可能与调节抑郁症大鼠的神经递质，降低GLU、升高5-HT有关。
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Effect of Lily Zhimu Decoction on high-fat diet depressive rats
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Abstract: Objective To observe the antidepressant effect of Lily-Zhimu extracted substances(L-ZES) on the model of the feeding high-fat diet depressive rats. Methods 50 male SD rats were randomly divided into 5groups，K，normal group；A，depressive model group；B，Depressive model L-ZES group；C，high-fat diet depressive model group；D，high-fat diet depressive model L-ZES group.Use Chronic unpredictable 

mild stimulation(CUMS) and separate feeding induced model of the depressive rats.All the rats are continuously gavaged for 20 weeks,and their data of changing weight were taken,and the Open Field Test and the forced swim test(FST) were used to assessed behavioral characteristics of the rats.The content of plasma GLU and 5-HT were detected by using ELISA. Results Compared with the normal group,the model groups weight decreased(P<0.01) and their behavioral characteristics decreased significantly，the GLU content in plasma elevated(P<0.01) and the 5-HT decreased(P<0.01),It indicates that CUMS and isolated raising can induce depression phenomenon in rats；Compared with the depressive model group，high-fat diet depressive model group behavioral characteristics decreased significantly(P<0.01)；Compared with model group，L-ZES group could antagonize depression stimulation，The rats gained weight(P<0.05,P<0.01) and improved the behavioral characteristics(P<0.05,P<0.01)，and the content of 5-HT increased(P<0.05) and the GLU is decreased(P<0.05). Conclusion Hight-fat diet have no significant change on GLU，but elevat5-HT,behavioral characteristics decreased significant; L-ZES have a positive effect on antidepressant，and the mechanism be related to adjustment in vivo neurotransmitter disorders, it can improving 5-HTand reducing GLU．
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抑郁症是一种广泛存在的情感障碍疾病，其发病机制复杂，与生活方式、饮食习惯、压力过大等有关[1]。流行病学研究显示，肥胖具有增加患抑郁症和情绪障碍疾病的风险[2-3]。《金匮要略》以百合为主药的系列经方，如百合知母汤,可以治疗百合病，中药百合、知母具有滋阴润燥、清心安神的功效[4]。现代研究认为，抑郁症属于中医学情志病的范畴，与百合病有极大的相似性，临床上常用百合知母汤来治疗抑郁症[5]。本实验采用慢性不可预见性温和刺激（CUMS）配合孤养建立大鼠抑郁症模型并喂养高脂饲料；采用统计学软件对比正常组、模型组和治疗组的体质量，行为学、游泳不动时间等特征；测定血浆GLU、5-HT含量，探究高脂饲料对抑郁模型的影响，及百合知母汤提取物抗抑郁的药效研究。

1.材料与方法

1.1动物 SD大鼠，雄性，SPF级，体质量（200±20）g，广东省医学实验动物中心提供，动物生产许可证号：SCXK（粤）2013-0002。于SPF级动物实验室饲养，温度为 22~24℃，相对湿度为 40%~60% 的实验室内饲养，12h明暗交替，自由饮食饮水，预养3d以适应环境，每日触摸动物以使之熟悉人为碰触。

1.2药品及试剂 百合、知母购自李同丰参药店，参经广州中医药大学中药鉴定教研室李薇教授鉴定，百合药材为百合科植物卷丹L．1ancifolium Thunb的干燥肉质鳞叶；知母为百合科植物 Liliacae 植物知母Anemarrhena asphodeloides Bge．的干燥根茎。百合知母汤提取物的制备：百合知母（8﹕5）药材粉末浸泡过夜，10倍量70%乙醇渗漉提取，渗漉速度不超过0.15BV·h-1,改良的pipo-1型大孔树脂加压吸附样品，生药与湿树脂质量比 1000﹕70，依次用20BV蒸馏水、3BV20%乙醇、3BV70%乙醇洗脱，收集 70%乙醇部分，减压浓缩至干。血浆谷氨酸（GLU）ELISA试剂盒、五羟色胺（5-HT）ELISA试剂盒，北京诚林生物有限公司，批号分别为：20150712、20150714；阿拉伯树胶粉，天津市大茂化学试剂厂。

1.3仪器 敞箱、游泳箱实验装置为自制；Mulitaskan Go 1510-01208全波长酶标仪（赛默飞世尔科技有限公司），BINDER烘箱（德国IKA），1-15k型冷冻离心机（美国Sigma公司）。

1.4饲料 基础饲料由广东药学院提供，高脂饲料由广东省医学实验动物中心提供（配方：蔗糖20%、胆酸钠0.2%、猪油15%、磷酸氢钙0.6%、胆固醇1.2%、酪蛋白10%、石粉0.4%、预混料0.4%、基础饲料52.2%）。

1.5动物分组及给药方案 50只大鼠适应性饲养3d后，使用旷场实验(the Open-field test)行为学评分及体质量指标，选择评分相近的大鼠采用随机区组法分组，平均分为5个组，即正常组（K）、抑郁模型组（A）、抑郁模型百合知母汤给药组（B）、高脂喂养抑郁模型组（C），高脂喂养抑郁模型百合知母汤给药组（D），每组10只，除正常对照组外，每只单笼饲养。百合知母汤提取物（L-ZES）用阿拉伯树胶溶液配制成400mg·kg-1的溶液，按10mL·kg-1于模型复制的同时灌胃给药，1天1次，连续20周，空白组和模型组给予等容积阿拉伯树胶溶液。各组动物每天称一次体质量，根据体质量调整给药量。

1.6抑郁模型的复制 正常组无任何刺激，其余组参照Willner[6]方法加以改进，以CUMS配合孤养诱发抑郁模型。9种刺激因子包括：束缚(2h)、冰水游泳(4℃，5min)、热水游泳(45℃，5min)、潮湿垫料(24h)、高速震荡(10min)、笼内障碍物(24h)、夹尾(30min)、禁食(24h)、禁水(24h)，每日随机安排一种，同种刺激不能连续出现，使动物不能预料刺激的发生，连续给予20周刺激，诱发大鼠慢性应激抑郁模型，可见旷场试验评分明显下降、强迫游泳时间增加，表明抑郁模型造模成功。

1.7体质量变化观察 每周称量大鼠体质量，以观察药物治疗对抑郁模型大鼠体质量增长的影响。 

1.8旷场实验(Open-field test) 本实验所用敞箱装置由不透明材料制成，内壁涂黑，底面为75cm×75cm的正方形并等分为25个等边方格，周围有高40cm的墙壁。选取适宜时间在安静的房间内进行观察。将大鼠置于中心方格内，观察大鼠在5min内活动情况，彻底清洁敞箱后再进行下1只大鼠的观察[7]。主要观察指标为：穿越格子数(水平穿越的格数，四爪均进入的方格方可计数，反映动物的兴奋性，单位：个)、垂直站立评分(两前爪腾空或攀附墙壁，反映动物对环境的适应程度，单位：次)、理毛次数(两前爪梳理毛发的次数，反映动物对周围环境的要求及对自身的关注情况，单位：次)。旷场实验于第20周进行行为学评分。

1.9强迫游泳实验（FST） 选取游泳时间在100~190S内的老鼠作为合格老鼠进行试验，测试者握住大鼠尾部，将大鼠放入水深 30cm的水中，开始计时，大鼠在水中（25℃）不断游动以逃脱，后逐渐放弃游动，观察6min内实验动物行为，并记录后4min内大鼠的不动时间[8]。

1.10生化指标的测定 第20周，大鼠禁食不禁水12h，乙醚麻醉，眼底静脉取血，血样分装于加有肝素钠的 EP 管中，4℃，3000r.min-1离心15min，分取血浆，用于GLU、5-HT的测定。

1.11统计学处理方法 采用 SPSS 20.0 软件，以P<0.05为差异具有统计学意义，计量资料做方差齐性检验，若P>0.05则方差齐，两组间比较用LSD-t test；若P<0.05方差不齐，则 采 用One-Way ANOVA并用Brown-Forsythe校正，两组间比较用Bunnett’s T3 Test。

2.结果

2.1各组大鼠的体质量 见表1。与正常组（K组）比较，模型组（A、C组）体质量均下降，差异有统计学意义（P<0.01）。高脂喂养抑郁模型组（C组）与抑郁模型组（A组）比较，高脂喂养抑郁模型百合知母汤给药组（D）与抑郁模型百合知母汤给药组（B）比较，体质量均升高，差异有统计学意义（P<0.01）。与相应模型组（A组、C组）比较，两个给药组（B组、D组）的体质量明显高于模型组，差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。

表1 L-ZES对大鼠体质量的影响(
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(s）
Table 1 Effect of L-ZES on rat in weight

	组别
	n
	剂量/mg·kg-1·d-1
	体质量/g

	K
	8
	-
	743.96(41.51

	A
	9
	-
	525.41(19.87**

	B
	7
	400
	567.87(17.27#

	C
	8
	-
	572.55(31.21**ΔΔ

	D
	7
	400
	654.54(52.29##ΔΔ


注：与正常组（K组）比较，**P<0.01；与相应正常饲料饲养组（A组、B组）比较，ΔΔP<0.01；与相应模型组（A组、C组）比较，#P<0.05，##P<0.01。

2.2各组大鼠旷场实验结果 见图1、2。与正常组（K组）比较，模型组（A组、C组）的水平穿越格数、垂直站立次数明显减少，差异具有统计学意义（ P<0.05,P<0．01)。高脂饲养抑郁模型组（C组）与抑郁模型组（A组）比较，水平穿越格数、垂直站立次数均明显减少（P<0.05，P<0.01）；高脂喂养抑郁模型百合知母汤给药组（D）与抑郁模型百合知母汤给药组（B）比较，水平穿越格数明显减少，差异具有统计学意义（P<0.05），垂直站立次数没有统计学意义，说明一定程度上，高脂饲料加重老鼠的抑郁特征；与相对应的模型组（A组、C组）比较，两个给药组（B组、D组）水平穿越格数明显增加，差异有统计学意义（P<0.01）B组与A组比较，垂直站立次数增加，差异没有统计学意义，但趋势明显；D组与C组比较，垂直站立次数增加，差异有统计学意义（P<0.01），证明 L-ZES能对抗抑郁刺激，改善抑郁大鼠的行为特征。
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注：与正常组（K组）比较，*P<0.05，**P<0.01；与相应正常饲料饲养组（A组、B组）比较，ΔP<0.05；与相应模型组（A组、C组）比较，##P<0.01。
图1 旷场实验水平穿越格数实验观察结果

Figure 1 Result of number of crossings of the Open Field Test
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注：与正常组（K组）比较，**P<0.01；与相应正常饲料饲养组（A组、B组）比较，ΔΔP<0.01；；与相应模型组（A组、C组）比较，##P<0.01。

图2 旷场实验垂直站立次数观察结果

Figure 1 Result of number of rearings of the Open Field Test

2.3各组大鼠强迫游泳实验结果 见图3。与正常组（K组）比较，两个模型组（A组、C组）游泳不动时间增加，差异具有统计学意义（P<0.01）。高脂喂养抑郁模型组（C组）与抑郁模型组（A组）比较，高脂喂养抑郁模型百合知母汤给药组（D）与抑郁模型百合知母汤给药组（B）比较，游泳时间均没有显著差异。与相对应的模型组（A组、C组）比较，两个给药组（B组、D组）游泳不动时间减少，差异具有统计学意义（P<0.01）；结果说明高脂饲料喂养对抑郁模型大鼠游泳不动时间没有明显影响， L-ZES能对抗抑郁刺激，缩短抑郁模型大鼠游泳不动时间。
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注：与正常组（K组）比较，**P<0.01；与相应模型组（A组、C组）比较，##P<0.01。
图3 游泳不动时间观察结果
2.4 GLU、5-HT含量测定结果 见表2。与正常组（K组）比较，模型组（A、C组）血浆GLU含量均升高，5-HT均降低，差异有统计学意义（P<0.01）。高脂喂养抑郁模型组（C组）与抑郁模型组（A组）比较，高脂喂养抑郁模型百合知母汤给药组（D）与抑郁模型百合知母汤给药组（B）比较，GLU有一定降低，但没有统计学意义，5-HT升高，差异有统计学意义（P<0.05）。与相应模型组（A组、C组）比较，两个给药组（B组、D组）的GLU含量降低，5-HT的含量升高，差异有统计学意义（P<0.05）。说明高脂饲料对抑郁模型老鼠血浆GLU含量没有明显影响，但却能升高5-HT的含量。
表2 L-ZES对高脂饲料喂养的抑郁模型大鼠血浆GLU、5-HT的影响(
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(s）
Table 2 Effect of L-ZES on rat in GLU、5-HT

	组别
	n
	剂量/mg·kg-1·d-1
	GLU/pg·mL-1
	5-HT/pg·mL-1

	K
	7
	-
	209.41(27.74
	39.21(2.82

	A
	9
	-
	303.87(47.57**
	32.69(2.18**

	B
	8
	400
	260.05(46.77#
	34.54(1.29#

	C
	9
	-
	290.10(40.60**
	34.55(1.15**Δ

	D
	8
	400
	245.81(27.22#
	37.19(1.86#Δ


注：与正常组（K组）比较，**P<0.01；与相应正常饲料饲养组（A组、B组）比较，ΔP<0.05；与相应模型组（A组、C组）比较，#P<0.05。

3.讨论

抑郁症是一种常见的精神性疾病，其发病机制与生活方式、饮食习惯、压力过大有关[1]。CUMS配合孤养诱发的抑郁是一种被广泛认可的抑郁症动物模型模型复制方法[9]，大量研究表明肥胖能增加患抑郁症患病的风险[10]，因此本实验用CUMS配合孤养建立抑郁模型，并配合高脂饲料喂养老鼠，以模拟抑郁伴肥胖疾病模型。动物的行为学特征是评价药物是否具有抗抑郁活性的重要指标，本实验结果表明，CUMS配合孤养建立的抑郁模型大鼠体质量下降，旷场试验评分明显下降、强迫游泳时间增加，与抑郁症患者情绪低落、行为能力降低、绝望行为增加的症状相似，具有明显的抑郁样行为，说明本实验抑郁模型建立成功。

本实验室已有的实验基础已证明百合知母汤能效改善抑郁大鼠的抑郁状态，具有和阳性药氟西汀相似的药效，故未设阳性药组[11]。从行为学实验结果看，高脂饲料喂养的老鼠抑郁症状更为明显，证明高脂饲料能进一步加重老鼠的抑郁状态，在应激的基础上，高脂饮食可能和躯体疾病产生协同作用，加重对机体的损害。
抑郁症存在多种假说，涉及神经递质、神经内分泌等[11]。前期实验研究表明[12]，百合知母汤能降低大鼠血浆中促肾上腺皮质激素(ACTH)含量，提高单胺类神经递质多巴胺（DA）的含量，起到抗抑郁作用。单胺能神经递质减少和谷氨酸能神经系统过度活跃，与抑郁症的发病密切相关[11]，抑郁症患者常出现谷氨酸能神经系统过度兴奋，使谷氨酸过度产生，损伤海马神经元，并导致认知能力下降[13]。本实验选取单胺类神经递质5-HT，氨基酸类神经递质GLU作为研究指标对百合知母汤作进一步的研究。从血浆检测结果来看，与正常饲料抑郁模型组比较，高脂饲料对抑郁模型大鼠血浆GLU含量没有明显影响，但却能升高5-HT的含量，说明高脂饲料对抑郁特征的影响可能不是作用在GLU，但却与5-HT有关；同时实验结果显示L-ZES具有显著降低GLU，升高5-HT含量的作用。

综上，与正常组比较，模型组抑郁行为学特征明显，体质量下降，GLU升高、5-HT降低，使神经元的兴奋性控制异常，导致抑郁症的发病；L-ZES可改善抑郁行为学特征，增加体质量，降低GLU、升高5-HT的含量，发挥其抗抑郁的作用；高脂饲料饲养能加重老鼠的抑郁状态，但其作用靶点有待进一步研究。
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