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[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK10]摘要：目的 观察母子分离后慢性不可预计性应激诱导的青少期大鼠抑郁样行学改变 、下丘脑-垂体-肾上腺（HPA）轴的变化以及调肝方药加味四逆散（JWSNS）对其的干预作用。方法 将24只新生wistar大鼠（雌雄各半）随机分为空白组、模型组、JWSNS组（16.9g﹒kg-1）。采用母子分离（PND1-21）后予21d慢性不可预计性应激刺激(21d)的方法造模，以JWSNS进行干预，检测各组大鼠旷场实验中行为学改变、血清促肾上腺皮质激素(ACTH)、皮质醇（CORT）及下丘脑促肾上腺皮质激素释放激素（CRH）浓度变化。结果 与空白组比较，模型组大鼠体质量、糖水偏爱度均性降低（P <0.01），旷场试验中大鼠活跃度、总路程均著性减少（P <0.01），中央区路程明显减少（P <0.05）；血清ACTH、CORT浓度升高（P <0.01，P <0.05）。与模型组比较，JWSNS组大鼠糖水偏爱度显著性增加（P <0.01），旷场活跃度显著性增加（P <0.01），血清ACTH浓度明显降低（P <0.05），CORT及CRH浓度降低但差异无统计学意义（P >0.05）。结论 母子分离后慢性不可预计性应激可诱导青少期大鼠抑郁样行为，加味四逆散可改善青少期大鼠抑郁样行为并在一定程度上调节HPA轴功能，具有一定抗青少期抑郁症的作用。
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Effect of maternal deprivation fellow with chronic unpredictable stress on the behavior and the HPA axis in adolescent rats and intervention of modified Sini San
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[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9]Abstract： Objective To observe the effect of maternal deprivation fellow with chronic unpredictable stress on the behavior and the HPA axis in adolescent rats and intervention of modified Sini San on it. Methods The 24 newborn wistar rats (male and female) were randomly divided into control group, model group, JWSNS group (16.9g﹒kg-1). After separated from mother from PND1 to 21, the rats suffered with chronic unpredictable stress for 21 days to established animal model of depression and we tried to treat the depressed rats with modified Sini San. We observed the behavior changes of rats by open-field and measured concentration of ACTH, CORT CRH changes in serum with radioimmunoassay. Results Compared with the control group, weight and sucrose preference in rat model group were decreased (P <0.01), activity and total distance were significant decrease (P <0.01), the central distance were significantly reduced (P <0.05); ACTH levels in serum increased significantly (P <0.01), CORT concentrations in serum were significantly increased (P <0.05). Compared with the model group, the sucrose preference index of JWSNS group rats was significantly increased (P <0.01), open-field activity was significantly increased (P <0.01), serum ACTH concentrations were significantly decreased (P <0.05), CORT and CRH concentration decreased but the difference was not statistically significant (P > 0.05). Conclusion The method of maternal deprivation fellow with chronic unpredictable stress can used to induce the depression-like behavior in adolescents rat. To some extent, the modified Sini San can improve depression-like behavior and regulate HPA axis function of stress adolescent rats.
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    抑郁症是临床常见的精神障碍类疾病，大约50%的成人精神障碍始发于青少期[1]。青少期抑郁症的发病一般比较隐匿，病程长，易反复发作，使成年期发生抑郁症的风险增加2-4倍[2]，危害性大。目前青少年抑郁症发病率呈不断升高的趋势。而且，基于现代社会生活压力产生的成年后精神障碍不单纯是即刻应激产生的效应，而往往与青少期应激事件密切相关[1]。追踪研究发现，生命早期有早期创伤性经历的人群在成年期抑郁等精神疾病发病率显著高于正常人群[3]，提示青少期及成年期抑郁症可能和生命早期创伤性经历（应激）有关。有数据显示发达国家青少年或儿童精神障碍患病率往往高于发展中国家，可能与婴幼儿期被单独放在新生儿房间内与母亲分离有关[4]。加味四逆散（JWSNS）是在中医经方四逆散的基础上化裁而来，课题组前期研究结果发现调肝方药加味四逆散（JWSNS）具有抗心理应激性作用[5]。本研究以母子分离后加慢性不可预计性应激模拟现代社会应激性事件导致的青少期抑郁症，观察其行为学及下丘脑-垂体-肾上腺（HPA）轴改变及其JWSNS对其干预作用，以期阐明青少期抑郁症的发病原因及相关发病机制，探讨加味四逆散抗抑郁作用。
[bookmark: _Toc415061679][bookmark: _Toc415062798][bookmark: _Toc415064289][bookmark: _Toc418373382][bookmark: _Toc418781664][bookmark: _Toc418784267]1 材料与方法
1.1 药物及试剂 加味四逆散（JWSNS）的组成按柴胡﹕枳壳﹕白芍﹕山栀﹕枸杞子﹕干地黄﹕石决明=5 ﹕6﹕15﹕5﹕5﹕18﹕30 。药材均由广州中医药大学第一附属医院药房提供，由广州中医药大学第一附属医院药房主任药师邱振文鉴定，符合《中国药典》（2010年版）项下标准。首先将中药制成粗粉，首煎将中药饮片置8倍温水中浸泡0.5 h，沸腾后文火煎煮4 h，注意均匀搅拌，取汁后经三层纱布过滤；第2次和第3次煎煮均分别以6倍水文火煎煮2 h，用同样的方法取汁，将3次药液合并，置水浴箱内浓缩至含生药16.9 g•kg-1（相当于2倍成人临床等效量），作为加味四逆散水煎剂供试验品。药液常温冷却后，4℃保存备用。盐酸氟西汀胶囊，生产厂Patheon France，分包装厂礼来苏州制药有限公司，生产批号：2090A。	Comment by USER: 药材鉴定应具体到人
试剂ACTH放射免疫分析试剂盒和CORT放射免疫分析试剂盒，均由北京北方生物技术研究所提供，批号分别为：20140520、140750R。蔗糖、盐酸等其他试剂均为国产分析纯。
[bookmark: _Toc415061680][bookmark: _Toc415062799][bookmark: _Toc415064290][bookmark: _Toc418373383][bookmark: _Toc418781665][bookmark: _Toc418784268]1.2仪器 SN2695B型放免测量仪，上海日环核仪器厂；Nefuge 15R低速离心机，上海力申科学仪器有限公司；LIBROR AEG-220微量电子天平，日本SHIMADZU公司；NPG1020499超纯水机，厦门HUMANCORPORATION公司。
[bookmark: _Toc418373396][bookmark: _Toc418781678][bookmark: _Toc418784281]1.3 动物、分组及给药方法 本实验以SPF级出生24 h 内的Wistar鼠为研究对象。新生鼠由12只（雌雄各半）健康、未生育过性成年的Wistar大鼠配种繁殖的F1后代。成年的Wistar大鼠，SPF 级，体质量在200-250g之间，购自广州中医药大学实验动物中心，合格证编号: SCXK(粤)2013-0034。配种后的孕鼠在环境采用可控的SPF级动物房饲养，以减少出生前不必要和不规范的环境刺激。动物房通风良好，室温由空调控制在22～24 ℃恒温条件，光照明暗周期12 h/12 h，自由饮食。
从每只孕鼠生产的24h内的幼鼠中挑选出4只幼鼠（2雄性+2雌性），共挑选出24只，将挑选出的幼鼠随机分为空白组、模型组（母子分离+应激造模组）、加味四逆散组（JWSNS）。每组8只（雌雄各半）。
JWSNS组在PND24-51予加味四逆散16.9g•kg-1灌胃。空白组、模型组在PND24-51予等容积的0.9 %生理盐水灌胃。每日灌胃1次，持续灌胃28 d。各组大鼠均在在PND21天断奶，断奶后PND22至PND56期间每4只鼠（雌雄鼠分开饲养在不同笼内）置于一笼饲养直至指标检测。
1.4 动物模型复制 第一阶段（母子分离法[6]）：在幼鼠出生后第1-21d（即PND1-21）进行母子分离，具体方法：新生鼠每日从原母鼠笼内移出放置到铺有垫料新的笼内（分离期间的前10 d予提供保暖措施即新笼内垫料上面铺有棉花，PND11至PND21不再予保暖措施），每日分离4h结束后将幼鼠再放回原母鼠窝内。每日母子分离时间为9:00-13:00。所有新生鼠均在PND21开始断奶。第二阶段（慢性不可预计性应激阶段）：母子分离造模结束后3 d开始进行，即在PND24-51开始慢性不可预计性应激造模，参照Katz、Willner等方法复制而成[7]。大鼠每日随机接受各种不同的应激源的刺激，包括：束缚3 h，湿笼17 h、45度斜笼7 h、新入侵者24 h、电击10 min、持续光照36 h、禁食24 h、禁水24 h等9种刺激，每天随机安排，同一种刺激不能连续出现，使动物不能预见给予的刺激，每日1～2种。造模时间持续28 d。
1.5 大鼠体质量及糖水偏爱度测定 于PND52测各大鼠体质量。于PND53开始在安静的房间内，训练动物适应含糖的饮水，每笼同时放置2个均装有2%蔗糖水水瓶，24 h后，改为一个瓶装有1%蔗糖水，一个瓶纯净水，为了避免场所偏爱，蔗糖水瓶的相关位置(左或右)在测试时过程中进行变化。糖水训练结束后将大鼠禁食禁水23 h后即PND55给予1%的蔗糖水和饮用水进行测试，于24 h后取走两瓶水：一个瓶装有1%蔗糖水，一个瓶纯净水，称其质量，记录水和糖水的摄入量，计算大鼠在24 h内蔗糖水的消耗量，并计算糖水偏爱，糖水偏爱=糖水消耗量/（糖水消耗量+纯水消耗量）×100%。
1.6 旷场实验 旷场实验箱（敞箱装置），由不透明的材料制成，底面规格100 cm×100 cm，周围高60 cm，四周壁及底面均为黑色。应用Behavior Sys动物行为学实验视频分析软件分析数据。记录大鼠在3 min的活动，包括活跃度、中央区域时间、中央区路程及总路程。每只大鼠测试1次，试验在PND52上午进行。
1.7 放射免疫法测定大鼠血清ACTH、CORT及CRH含量 于第PND56，早晨9：00～10：00取材，在大鼠安静状态下进行。10%水合氯醛（3.5 mL•kg-1）麻醉大鼠，心脏取血10 mL，置于采血管中各5 mL，静置4 h，3000r•min-1，4℃下离心15 min，取上清400 μL，-80 ℃下保存备用。均采用放射免疫法测定，严格按说明书要求进行。
1.8 统计学处理方法 实验数据采用SPSS 19.0统计分析软件进行处理。计量资料结果以均数±标准差（±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较用LSD 检验，方差不齐采用秩和检验分析比较，P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1体质量及糖水偏爱度 与空白组比较，经母子分离和慢性不可预计性应激造模后，模型组大鼠体质量和糖水偏爱度均显著性降低（P ＜0.01，P ＜0.01），提示模型复制成功。与模型组比较，JWSNS组大鼠糖水偏爱度显著性增加（P ＜0.01）；与模型组比较，JWSNS组大鼠体质量增加，但差异无统计学意义（P >0.05）。见表1。
表1 加味四逆散对青少期应激大鼠的体质量及糖水偏爱度的影响(±s)
Table 1 Effects of modified Sini San on the body weight and sucrose preference index in adolescence rats with stress (±s)
	组别
	N
	体质量/g
	糖水偏爱度/%

	空白组
	8
	183.4±15.5
	91.3±5.9

	模型组           
	7       
	 132.0±12.1◆◆                 
	  64.5±12.7◆◆                 

	  JWSNS组         
	8       
	141.7±7.2◆◆                  
	  87.2±12.3▲▲                 


注：与空白组比较，◆P <0.05，◆◆P <0.01；与模型组比较，▲P <0.05，▲▲P <0.01。
[bookmark: _GoBack]2.2 旷场测试 与空白组比较，模型组大鼠活跃度显著性降低、总路程显著性减少，差异均有统计学意义（P ＜0.01，P ＜0.01）；中央区域时间减少，但差异无统计学意义（P >0.05）；中央区路程明显减少，差异具有统计学意义（P ＜0.05）。与模型组比较，JWSNS组大鼠活跃度显著性增加（P ＜0.01），中央区域时间、中央区域路程及总路程均增加，但差异均无统计学意义（P >0.05）。见表2。
表2 加味四逆散对青少期应激模型大鼠的行为学的影响(±s)
Table 2 Effects of modified Sini San on behavior in adolescence rats with stress (±s)
	组别
	N
	活跃度/次
	中央区域时间/s
	中央区路程/mm
	总路程/mm

	空白组
	8
	27.9±2.5
	1.8±1.8
	29.5±27.0
	1624.9±221.8

	模型组
	7
	 21.8±2.7◆◆
	1.2±1.1
	8.3±12.1◆
	1221.2±215.9◆◆

	JWSNS组
	8
	25.7±2.8▲▲
	1.6±1.8
	15.3±16.6
	1369.6±183.9


注：与空白组比较，◆P <0.05，◆◆P <0.01；与模型组比较，▲P <0.05，▲▲P <0.01。
2.3大鼠血清ACTH、CORT及CRH含量 与空白组比较，模型组大鼠血清ACTH浓度显著性升高（P ＜0.01）；CORT浓度明显升高（P ＜0.05）。与模型组相比，经加味四逆散治疗后，JWSNS组大鼠血清ACTH浓度明显降低（P ＜0.05），CORT浓度降低但差异无统计学意义（P >0.05）。空白组、模型组及JWSNS组三组血清CRH含量差异无统计学意义（P>0.05）。见表3。
表3 加味四逆散对青少期应激大鼠的血清ACTH、CORT及CRH浓度的影响(±s)
Table 3 Effects of modified Sini San on concentration of ACTH , CORT of serum and CRH in adolescence rats with stress(±s)
	组别
	N
	ACTH/pg·mL-1
	CORT/ng·mL-1
	CRH/pg·mg-1

	空白组
	8
	24.5±7.9
	382.2±113.5
	13.5±1.8

	模型组
	7
	38.7±9.6◆◆
	590.5±213.2◆
	14.6±2.4

	JWSNS 组
	8
	27.4±6.6▲
	487.4±102.1
	12.7±1.3


注：与空白组比较，◆P <0.05，◆◆P <0.01；与模型组比较，▲P <0.05，▲▲P <0.01。
3 讨论
   应激是抑郁症动物模型复制的常用方法，经历应激的模型动物表现出抑郁症内源性核心症状—快感缺乏[8]。糖水偏爱实验是检测抑郁症模型动物快感缺乏常用指标。目前，抑郁症的发病机制尚不明确，HPA轴功能亢进是抑郁症发病机制的重要假说之一，对研究抑郁症有重要意义，也是抑郁症模型常用的检测指标。本实验在母子分离后进行采用慢性不可预计性应激法复制青少期应激抑郁大鼠模型，旨在更加贴切地模拟当代社会中出生婴儿母爱缺失及其成长中遭受应激事件导致的抑郁症。本实验经模型制备后，青少期大鼠表现出抑郁样行为，糖水偏爱度明显降低—快感明显缺失，说明青少期应激抑郁模型制备成功。经加味四逆散灌胃治疗后，JWSNS组大鼠经调肝方药加味四逆散灌胃治疗28 d后，JWSNS组大鼠糖水偏爱度显著性升高，血清ACTH和CORT浓度均明显降低，旷场测试中活跃度、中央区活动时间及路程、总路程有增加趋势，提示加味四逆散可明显改善抑郁大鼠快感缺乏行为及通过降低青少期抑郁症患者血清ACTH和CORT浓度而起到抗抑郁作用。
对于青少期应激模型的建立，时间是一个关键的因素。啮齿类动物青少年期大致在断乳后21-60 d[9]。本研究在母子分离的基础上增加青少期慢性不可预计性应激可能增加青少期应激大鼠抑郁样几率。基于生命早期不良事件的增加形成生命后期各种疾病尤其是精神障碍类疾病的易感性理论，许多研究认为生命早期的应激性事件导致的情感的改变可能持续成年。也有研究显示生命早期的母子分离可以增强成年期对应激的反应，导致CRH、ACTH、CORT分泌量的大幅度波动[10]等。先前的研究表明生命早期的不良性事件成年期行为障碍，包括神经精神障碍如抑郁和精神错乱。有报道称母子关系破坏可以通过诱导HPA轴改变导致成年期大鼠神经生物学、生理学、情感行为的持续性改变[11]。
虽然啮齿类动物出生的前两周处于应激的低反应期，对应激反应迟钝，但后期的不良性事件仍可诱发抑郁症的发生。从动物实验研究结果看，目前青少期抑郁症的发病率不断升高可能与当代社会紧张的生活节奏导致越来越多的新生儿母爱缺失，母爱缺失的儿童青少年在紧张的生活和精神压力情况下生长极易产生抑郁的情绪有关。新生儿期母爱缺失和紧张生活压力下的社会环境可能是导致青少期抑郁症的重要潜在危险因素。因此，本实验的模型制备方法可能更能贴切地模拟青少期抑郁症。从实验结果看，采用调肝方药加味四逆散有可能改善青少期抑郁症患者抑郁样行为，调节HPA轴功能，从中医调肝治法防治青少期抑郁症有可能带来青少期抑郁症防治上的突破。
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