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摘要： 目的　 探索龙骨⁃牡蛎在经典名方柴胡加龙骨牡蛎汤中对抗抑郁的增效作用。 方法 　 将小鼠随机分为空白组、
模型组、 帕罗西汀组 （１０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 全方 （柴胡加龙骨牡蛎汤） 低、 高剂量组 （１０􀆰 ４、 ２０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ） 和去方 （柴胡加龙

骨牡蛎汤去龙骨和牡蛎） 低、 高剂量组 （９􀆰 １、 １８􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ）， 采用慢性不可预测性温和刺激联合孤养法建立小鼠抑郁

模型， 共造模 ３５ ｄ， 造模 ２１ ｄ 后， 各组给予相应药物干预 １４ ｄ。 给药结束后， 通过旷场实验、 强迫游泳实验和悬尾实

验评价小鼠抑郁样行为， 并检测小鼠颈动脉血流量。 收集小鼠粪便， 运用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析评估肠道微生物群落的

变化。 追踪肠道偶氮还原酶活性以及神经递质变化， 进行相关性分析。 结果　 全方的抗抑郁神经行为学表现优于去

方， 对 ２ 种差异菌门 （厚壁菌门、 拟杆菌门） 及其 １０ 种差异菌属的丰富度产生回调作用。 与去方比较， 全方对厚壁

菌门 ／拟杆菌门相对丰度比值的调节突出， 降低了肠道偶氮还原酶的活性， 回调了海马和结肠组织所含神经递质水平。
此外， 抑郁样行为的减轻、 肠道菌群以及神经递质的改变显示与偶氮还原酶活性高度相关。 结论　 龙骨⁃牡蛎可通过

调节肠道微生态， 包括恢复厚壁菌门 ／拟杆菌门菌落稳态， 降低肠道偶氮还原酶活性， 回调神经递质的异常变化， 增

强柴胡加龙骨牡蛎汤的药效， 对全方配伍后抗抑郁效应具有不可或缺的价值。
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　 　 抑郁症以显著持久的情绪低落为主要临床特征， 是造

成全球疾病负担的第三大因素［１］ 。 与化学治疗药物相比，
中医药疗效稳定、 不易复发。 中药配伍是多种化学成分相

互协同作用， 从而增强疗效［２］ ， 可避免单一成分药效的毒

副作用。 柴胡加龙骨牡蛎汤出自 《伤寒论·少阳篇》 ［３］ ，
能有效缓解抑郁症患者负性情绪， 不良反应较少［４⁃５］ 。 有报

道显示， 柴胡加龙骨牡蛎汤对抑郁症的治疗可能与调节神

经递质及其受体表达有关［６］ 。 神经递质受到来自肠道微生

物群的靶向调节［７］ 。 肠道菌群及神经递质、 短链脂肪酸，
以及大量存在的各种酶类［８⁃１０］ ， 共同构成了肠道微生态系

统， 在肠道复杂的生物反应中逐渐受到关注。 龙骨⁃牡蛎是

临床常用药对， 具有镇静、 催眠等作用［１１⁃１２］ ， 单独使用具

有一定局限性， 且易引发胃肠道不适， 临床多配伍使用，
相须为用［１３］ 。 本研究通过比较柴胡加龙骨牡蛎汤全方和去

龙骨⁃牡蛎方对小鼠抗抑郁效应的作用， 根据肠道菌落稳态

的变化和偶氮还原酶活性［１４］ ， 探索龙骨⁃牡蛎增强柴胡加

龙骨牡蛎汤抗抑郁药效的潜在机制， 以期对龙骨⁃牡蛎的配

伍增效机制有更深入的认识。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＳＭＡＲＴ ３􀆰 ０ 型动物行为学分析软件 （西班牙

Ｐａｎｌａｂ 公司）； Ｖｅｖｏ ２１００ 型超高分辨率小动物超声影像系

统 （加拿大 ＶｉｓｕａｌＳｏｎｉｃｓ 公司）； Ｒ５４６Ｐｒｏ 型小动物麻醉机

（福建瑞沃德科技有限公司）； ＴＧｅｍ Ｐｌｕｓ 型全波长分光光

度计 ［天根生化科技 （北京） 有限公司］； Ｔｒｉｐｌｅ ＱｕｄａＴＭ

４５００ 型液质联用仪 （上海爱博才思分析仪器贸易有限

公司）。
１􀆰 ２　 试剂　 苋菜红 （批号 Ｓ２５ＨＳ１９６１８２）、 多巴胺盐酸盐

（ＤＡ， 批号 Ｓ１４ＧＢ１６１０９１， 纯度≥９８％ ）、 ５⁃羟色胺盐酸盐

（５⁃ＨＴ， 批号 Ｆ０５Ｄ１１Ｅ１２８６８３， 纯度 ≥ ９８％ ）、 Ｌ⁃谷氨酸

（Ｇｌｕ， 批 号 Ｓ０１ＧＢ１５９５５５， 纯 度 ≥ ９９％ ）、 Ｌ⁃谷 氨 酰 胺

（Ｇｌｎ， 批 号 ０１１Ｍ０１９９１Ｖ， 纯 度 ≥ ９８％ ）、 γ⁃氨 基 丁 酸

（ ＧＡＢＡ， 批 号 Ｏ１１ＧＢ１６３６１０， 纯 度 ≥ ９９％ ）、 皮 质 酮
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（Ｃｏｒｔ， 批号 Ａ０６ＨＢ１９０９６０， 纯度≥９９％ ）、 对乙酰氨基酚

（Ａｃｅ， 批号 Ｈ１７Ｏ１１Ｚ１２７５１５， 纯度≥９９％ ） 对照品， 均购

自上海源叶生物科技有限公司。 质谱级乙腈， 购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 质谱级甲酸， 购自德国 Ｍｅｒｃｋ
公司； 异氟烷， 购自福建瑞沃德科技有限公司； Ｈ２ ／ ＣＯ２ ／
Ｎ２ （体积比 ３ ∶ １０ ∶ ８７） 三元混合气， 购自南昌市宏伟气

体有限公司。
１􀆰 ３　 药物　 柴胡加龙骨牡蛎汤由柴胡 １２ ｇ、 生半夏 ６ ｇ、
大黄 ６ ｇ、 黄芩 ４􀆰 ５ ｇ、 生姜 ４􀆰 ５ ｇ、 桂枝 ４􀆰 ５ ｇ、 人参 ４􀆰 ５ ｇ、
茯苓 ４􀆰 ５ ｇ、 龙骨 ４􀆰 ５ ｇ、 牡蛎 ４􀆰 ５ ｇ、 大枣 ６ 枚组成， 药材

均购自江西江中中药饮片有限公司， 经江西中医药大学吴

蜀瑶主管药师鉴定为正品。 将一剂柴胡加龙骨牡蛎汤加 １０
倍量水煎煮 ２ 次， 过滤后浓缩蒸干， 得到浸膏干粉； 去方

为去除龙骨、 牡蛎两味药后按相同方法提取。 帕罗西汀

（批号 Ｂ１４２００００６５６２）， 购自中美天津史克制药有限公司，
用纯水配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的药液备用。
１􀆰 ４　 动物　 ４２ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠， ６ 周龄， 体

质量 （２０±２） ｇ， 购自江苏集萃药康生物科技股份有限公

司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０１８⁃０００８］， 饲

养于江西中医药大学实验动物科技中心 ＳＰＦ 级实验动物屏

障环境中， １２ ｈ 光照与 １２ ｈ 黑暗循环， 温度 ２４～２６ ℃， 相

对湿度 ４５％ ～６５％ ， 给予充足的饲料和饮用水， 适应饲养 １
周。 本动物实验经江西中医药大学实验动物伦理委员会批

准 （伦理受理编号 ２０２３０３１３０３８）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药 　 将小鼠随机分为空白组、 模型

组、 帕罗西汀组、 全方低、 高剂量组和去方低、 高剂量组，
每组 ６ 只。 除空白组 （６ 只 ／笼） 外， 其余各组 （１ 只 ／笼）
小鼠采用慢性不可预测性温和刺激 （ ｃｈｒｏｎｉｃ ｕｎｐｒｅｄｉｃｔａｂｌｅ
ｍｉｌｄ ｓｔｒｅｓｓ， ＣＵＭＳ） 联合孤养法建立抑郁模型［１５⁃１６］ ， 共采

用 １２ 种刺激源， 分别为①束缚 （将小鼠装进底部有孔的

５０ ｍＬ 离心管内， １ ｈ）； ②摇晃 （将小鼠置于 ５０ ｃｍ ×
３０ ｃｍ×２０ ｃｍ 的塑料筐内， 换各个方位进行摇晃， １ ｈ）；
③悬尾 （将鼠尾悬挂在距离地面 １ ｍ 高的架子上， 使其身

体不能接触其他支撑物， １ ｈ）； ④ 禁食 （剥夺饮食，
２４ ｈ）； ⑤禁水 （剥夺饮水， ２４ ｈ）； ⑥拥挤 （１５ 只 ／笼，
２４ ｈ）； ⑦倾斜 （４５ °倾斜鼠笼， ２４ ｈ）； ⑧湿垫料 （向鼠

笼中加入湿润的垫料， ２４ ｈ）； ⑨无垫料 （空笼饲养，
２４ ｈ）； ⑩夜间照明 （１２ ｈ）； 􀃊􀁉􀁓噪音 （ ＞８０ ｄＢ， ５ ｈ）； 􀃊􀁉􀁔
频闪 （１８０ 次 ／ ｍｉｎ， ５ ｈ）。 每日不定时给予 ２ 种应激， 每种

刺激源不连续出现 ２ 次， 造模持续共 ３５ ｄ。 造模 ２１ ｄ 后，
持续给药 １４ ｄ （造模的同时给药）。 帕罗西汀组为 １０ ｍｇ ／
ｋｇ， 柴胡龙骨牡蛎汤全方组低、 高剂量组按每日临床剂量

折算后给予实验小鼠， 去方同理。 即全方低、 高剂量组分

别为生药量 １０􀆰 ４、 ２０􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 去方低、 高剂量组相当于

生药量 ９􀆰 １、 １８􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ。 给药方式均为灌胃给药， 空白组

和模型组灌胃给予等量纯水。
２􀆰 ２　 行为学检测　 参考文献 ［１７⁃１８］ 报道进行检测。

２􀆰 ２􀆰 １　 旷场实验　 在敞箱 （内径 ４０ ｃｍ×４０ ｃｍ×４０ ｃｍ） 顶

部安装摄像机， 定义敞箱底部正中间约 １ ／ ４ 区域为中心区，
敞箱内部无明显干扰标记， 无灯光阴影， 四周保持静音，
用遮光帘隔绝外部视野。 每只小鼠单独放在箱内的一个固

定角落， 拍摄其在箱内自由探索 ６ ｍｉｎ 的视频， 利用行为

分析软件分析视频后 ４ ｍｉｎ 内的运动轨迹。
２􀆰 ２􀆰 ２　 强迫游泳实验　 使用装有纯净水的透明圆柱桶 （直径

１２ ｃｍ， 水深 ２５ ｃｍ）， 水温 ２５～３０ ℃， 正前方装有摄像机。 将

小鼠放入水中后， 采集其在水中 ６ ｍｉｎ 内的活动视频。 采用分

析软件分析视频后 ５ ｍｉｎ 内的小鼠静止不动时间。
２􀆰 ２􀆰 ３　 悬尾实验　 测量开始之前， 将小鼠尾巴用胶带固定

在距离地面 １ ｍ 高的架子边缘， 正前方装有摄像机进行录

像。 实验共持续 ６ ｍｉｎ， 采用行为学软件分析小鼠后 ４ ｍｉｎ
内的静止不动时间。
２􀆰 ３　 颈动脉血流量检测　 所有小鼠在完成行为学检测后，
使用异氟烷麻醉， 剃除颈部周围毛发。 安装好检查台后，
将小鼠仰卧， 四肢固定在电极片上用于检测体温和心率，
在小鼠颈部裸露的皮肤上涂上适量的耦合剂， 选用 ＭＳ⁃
５５０Ｄ 探头以 ９０°方向靠近颈部， 找到颈动脉分叉， 在多普

勒脉冲模式下测量颈动脉血流量。
２􀆰 ４　 微生物区系 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析　 在无菌操作下， 收

集空白组、 模型组、 全方组 （柴胡加龙骨牡蛎汤高剂量）、
去方组 （去龙骨⁃牡蛎高剂量） 小鼠粪便， 置于冻存管内并

立即放入－８０ ℃冰箱保存。 对样品进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序， 本

部分工作委托北京诺禾致源科技股份有限公司完成。
２􀆰 ５　 偶氮还原酶活性检测　 参考文献 ［１４， １９］ 方法， 处

死小鼠后， 取整个盲肠， 在超净台上称取 ０􀆰 ２ ｇ 盲肠内容

物样品， 用无菌 ＰＢＳ 缓冲液稀释 （１ ∶ ５０）， ７００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２ ｍｉｎ， 吸取上清液， ３７ ℃ 水浴处理 １０ ｍｉｎ， 加入 ０􀆰 ０６
ｍｏｌ ／ Ｌ 苋菜红 ３􀆰 ５ μＬ 混匀， 取 ０􀆰 １ ｍＬ 作为零时间样品， 将

剩余溶液注入事先经 ３ 次换气 （Ｈ２ ／ ＣＯ２ ／ Ｎ２ 体积比 ３ ∶
１０ ∶ ８７） 的密闭双口瓶中， 每隔 ０􀆰 ５ ｈ 取 ０􀆰 １ ｍＬ 样品测定

５２０ ｎｍ 波长处吸光度 （Ａ５２０）， 直至样品完全褪色， 并计算

脱色率， 公式为脱色率＝ ［ （初始 Ａ５２０值－样品 Ａ５２０值） ／初
始 Ａ５２０值］ ×１００％ 。
２􀆰 ６　 小鼠海马和结肠组织神经递质水平测定　 取海马和结

肠组织， 精确称重后， 加入 ２ 倍体积预冷生理盐水， 随后

加入 ２～４ 粒磁珠， 在匀浆机中匀浆 ２ ｍｉｎ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 取 ５０ μＬ 组织上清液， 加入 １９０ μＬ 乙腈溶液和

１０ μＬ 内标溶液， 随即混匀 １ ｍｉｎ， 静置， １８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １２ ｍｉｎ， 取上清液， ４ ℃ 下短期保存备用。 采用 Ｔｒｉｐｌｅ
ＱｕｄａＴＭ ４５００ 液质联用仪进行测定。

质谱条件： 电喷雾电离源 （ＥＳＩ）； 离子源温度 ５５０ ℃；
离子源气体 １ ∶ ４５ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）， 离子源气体 ２
４０ ｐｓｉ； 气帘气 ３５ ｐｓｉ； 多反应离子监测模式 （ＭＲＭ）； 入

口电压 １０ Ｖ； 碰撞室出口电压 １４ Ｖ； 碰撞气 ７ ｐｓｉ； 去簇电

压 （ＤＰ）、 碰撞能量 （ ＣＥ） 及用于定量分析的母离子

（Ｑ１）、 子离子 （Ｑ３） 参数见表 １。
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表 １　 神经递质质谱 ＭＲＭ 参数

神经递质 Ｑ１ Ｑ３ Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ ＤＰ ／ Ｖ ＣＥ ／ ｅＶ
５⁃ＨＴ １７７􀆰 １ １６０􀆰 １ １７７􀆰 １→１６０􀆰 １ １１２ １３
ＤＡ １５４􀆰 １ １３７􀆰 １ １５４􀆰 １→１３７􀆰 １ ３９ １１
Ｃｏｒｔ ３４７􀆰 １ ３２９􀆰 ４ ３４７􀆰 １→３２９􀆰 ４ １１８ ３６
Ｇｌｎ １４７􀆰 ０ １３０􀆰 １ １４７􀆰 ０→１３０􀆰 １ ４０ １４
Ｇｌｕ １４８􀆰 ０ ８４􀆰 ０ １４８􀆰 ０→８４􀆰 ０ ４７ １５

ＧＡＢＡ １０４􀆰 １ ８７􀆰 １ １０４􀆰 １→８７􀆰 １ ６２ ３３
Ａｃｅ １５２􀆰 ０ １２３􀆰 ０ １５２􀆰 ０→１２３􀆰 ０ ６１ ２２

　 　 色谱条件： Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱

（２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 ０１％ 甲酸）
（Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度洗脱， 程序见表 ２； 体积流量 ０􀆰 ３５
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样量 ２ μＬ； 柱温 ３５ ℃。

表 ２　 洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 水（含 ０􀆰 ０１％ 甲酸） ／ ％ Ｂ 乙腈 ／ ％
０ ６０􀆰 ０ ４０􀆰 ０

２􀆰 ０ ６０􀆰 ０ ４０􀆰 ０
４􀆰 ０ ５􀆰 ０ ９５􀆰 ０
６􀆰 ０ ５􀆰 ０ ９５􀆰 ０
６􀆰 １ ６０􀆰 ０ ４０􀆰 ０
８􀆰 ０ ６０􀆰 ０ ４０􀆰 ０

２􀆰 ７　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ＳＥＭ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。 使用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相

关系数进行相关性分析。 肠道菌群数据利用 ＮｏｖｏＭａｇｉｃ 平台

进行分析。
３　 结果

３􀆰 １　 龙骨⁃牡蛎在柴胡加龙骨牡蛎汤中对 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠

行为学的影响

３􀆰 １􀆰 １　 旷场实验　 如图 １ 所示， 与空白组比较， 在总运动

距离相近的情况下， 模型组中心运动距离和中心停留时间

均缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 全方各剂量组和帕罗

西汀组中心运动距离增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 全方高剂

量组和帕罗西汀组中心停留时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而去方

各剂量组中心运动距离和中心停留时间均无显著变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠总运动距离、 中心运动距离和中心停留时间比较 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

３􀆰 １􀆰 ２　 强迫游泳实验　 如图 ２ 所示， 与空白组比较， 模型

组小鼠强迫游泳不动时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 全方各剂量组、
去方各剂量组和帕罗西汀组强迫游泳不动时间有缩短趋势，
但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３􀆰 １􀆰 ３　 悬尾实验　 如图 ３ 所示， 与空白组比较， 模型组悬

尾不动时间延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 全方高剂量

组悬尾不动时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 全方低剂量组、 去方各

剂量组和帕罗西汀组悬尾不动时间有缩短趋势， 但差异无

统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
以上行为学结果显示， ＣＵＭＳ 诱导的小鼠抑郁模型成

功建立； 且全方高剂量组抗抑郁效果最佳， 即全方能有效

地改善小鼠抑郁状态； 而去除龙骨⁃牡蛎后抗抑郁效果明显

下降， 提示龙骨⁃牡蛎的配伍在柴胡加龙骨牡蛎汤全方抗抑

郁作用中是必不可少的。
３􀆰 ２　 龙骨⁃牡蛎在柴胡加龙骨牡蛎汤中对 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠

颈动脉血流量的影响　 如图 ４ 所示， 与空白组比较， 模型

组小鼠颈动脉血管径增大 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 劲动脉血流量减缓

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 全方高剂量组和帕罗西汀组小

鼠劲动脉血管径缩小 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 帕罗西汀组小鼠劲动脉

血流量加快 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 去方组小鼠高颈动脉血管径和低

血流量的恢复效果不佳。
３􀆰 ３　 龙骨⁃牡蛎在柴胡加龙骨牡蛎汤中对 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠

肠道菌群的影响 　 对空白组、 模型组、 全方组 （高剂量）
和去方组 （高剂量） ４ 组样本进行了 ＯＴＵ 分析， 样本稀释
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠强迫游泳不

动时间比较 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３ 　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠悬尾不动时间比较

（ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

注： Ａ 为各组小鼠劲动脉血管径比较， Ｂ 为各组小鼠颈动脉血流量比较， Ｃ 为各组小鼠颈动脉多普勒超

声图像。 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠多普勒超声结果 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

曲线见图 ５Ａ， 结果显示， 当测序值达到峰值时， 各样本曲

线趋于平缓， 表明样本测序数据量充足， 取样合理， 样本

物种丰富度理想。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数见图 ５Ｂ， 结果显示， 与空

白组比较， 模型组菌群 α 多样性有降低的趋势， 但差异无

统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 全方组给药后恢

复了菌群相对丰度和多样性 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而去方组对菌群 α
多样性没有回调作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 主成分分析 （ＰＣＡ） 见

图 ５Ｃ， 结果显示， 全方组与其余 ３ 组存在主要差异。 物种

Ｖｅｎｎ 图见图 ５Ｄ， 结果显示， 空白组、 模型组、 全方组、 去

方组分别独有的 ＯＴＵ 有 １０２、 ７７、 １２１、 ８４ 个， ４ 组共有的

ＯＵＴ 有 ５４７ 个。
在门水平下 （图 ６）， 各组样本肠道菌 群 组 成 为

Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ （ 厚 壁 菌 门 ）、 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ （ 拟 杆 菌 门 ）、

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ （变形菌门）、 Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ （弯 曲 杆 菌

门）。 与空白组比较， 模型组厚壁菌门相对丰度升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０５）， 拟杆菌门相对丰度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 厚壁菌门 ／拟
８２６

２０２５ 年 ２ 月

第 ４７ 卷　 第 ２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ２



　 　 　 　

注： Ａ 为稀释曲线分析， Ｂ 为 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数分析， Ｃ 为各组样品肠道菌群 ＰＣＡ 分析图， Ｄ 为物种 Ｖｅｎｎ 图。 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠肠道微生物多样性分析 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝５）

注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 门水平下各组小鼠肠道菌群组成 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝５）
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杆菌门比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 全方组拟杆

菌门相对丰度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 厚壁菌门 ／拟杆菌门比值降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而去方组厚壁菌门和拟杆菌门相对丰度均

无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
在属 水 平 下 （ 图 ７ ）， 与 空 白 组 比 较， 模 型 组

Ｌｉｇｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ （ 木 质 乳 杆 菌 属， 属 于 厚 壁 菌 门 ）、
Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ⁃Ｍｅｔｈｙｌｏｒｕｂｒｕｍ （甲基杆菌⁃甲基罗布氏菌

属， 属于变形菌门）、 Ｉｌｅｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ （回肠杆菌属， 属于厚壁

菌门）、 Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ （鞘脂单胞菌属， 属于拟杆菌门）、
Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ （罗伊氏乳杆菌属， 属于厚壁菌门）、

Ｃａｓｔｅｌｌａｎｉｅｌｌａ （卡斯特兰尼氏菌属， 属于变形菌门） 相对丰

度升高， Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ （拟普雷沃菌属， 属于拟杆菌门）、
Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ （厌氧菌属厌氧支原体属， 属于软壁菌门）、
Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ ＵＣＧ⁃００１ （普雷沃氏菌科＿ ＵＣＧ⁃００１ 菌属， 属

于拟杆菌门）、 Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ （罗氏菌属， 属于厚壁菌门） 相对

丰度降低。 与模型组比较， 全方组能回调以上菌属变化，
而去方组未见回调作用。 这些菌属大部分都属于厚壁菌门

和拟杆菌门， 并且在各组间的变化趋势与门水平的变化趋

势较为一致。 由此可见， 龙骨⁃牡蛎在全方恢复抑郁小鼠肠

道菌群的异常变化中发挥着重要作用。

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。

图 ７　 属水平下各组小鼠肠道菌群组成 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝５）

３􀆰 ４　 龙骨⁃牡蛎在柴胡加龙骨牡蛎汤中对 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠

偶氮还原酶活性的影响　 如图 ８ 所示， 与空白组比较， 模

型组脱色时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 脱色率增大， 表示模型组

偶氮还原酶活性增强； 与模型组比较， 全方组脱色时间延

长 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 脱色率减小， 表示全方组偶氮还原酶活性

减弱， 而去方组脱色时间和脱色率未见明显变化 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。
３􀆰 ５　 龙骨⁃牡蛎在柴胡加龙骨牡蛎汤中对 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠脱色率和脱色时间比较 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

结肠及海马神经递质水平的影响　 如图 ９ 所示， 在结肠中，
与空白组比较， 模型组 ＧＡＢＡ、 ＤＡ、 Ｃｏｒｔ 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｇｌｎ 水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与模型组比

　 　 　

较， 全方组 ＧＡＢＡ、 ＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｇｌｎ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而去方组未见调节效果。

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。

图 ９　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠结肠神经递质水平比较 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

　 　 如图 １０ 所示， 在海马中， 与空白组比较， 模型组

ＧＡＢＡ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｇｌｎ、 ５⁃ＨＴ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 全方组 ＤＡ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
而去方均未见调节效果。
３􀆰 ６　 相关性分析

３􀆰 ６􀆰 １　 偶氮还原酶活性与抑郁样行为学指标的相关性分

析　 如图 １１ 所示， 脱色时间与旷场中心运动距离的 ｜ ｒ ｜ ＞
０􀆰 ８， 表示两变量极高度相关； 脱色时间分别与旷场中心停

留时间、 进入中心次数、 强迫游泳不动时间的 ｜ ｒ ｜ 在０􀆰 ６～
０􀆰 ８ 之间， 表示两变量高度相关； 脱色时间与悬尾不动时间

的 ｜ ｒ ｜ 在 ０􀆰 ４～０􀆰 ６ 之间， 表示两变量中度相关。
３􀆰 ６􀆰 ２　 偶氮还原酶活性与肠道菌群的相关性分析　 脱色时

间与拟杆菌门相对丰度的 ｜ ｒ ｜ ＞０􀆰 ８， 表示两变量极高度相

关； 脱色时间与厚壁菌门的 ｜ ｒ ｜ 在 ０􀆰 ４～ ０􀆰 ６ 之间， 表示两

变量中度相关； 脱色时间与变形菌门、 弯曲菌门的 ｜ ｒ ｜ 在

０􀆰 ２～０􀆰 ４ 之间， 表示两变量低度相关。
３􀆰 ６􀆰 ３　 偶氮还原酶活性与结肠神经递质的相关性分析　 脱

色时间与 ＤＡ 水平的 ｜ ｒ ｜ ＞０􀆰 ８， 表示两变量极高度相关；
脱色时间分别与 Ｃｏｒｔ、 Ｇｌｎ、 ＧＡＢＡ 水平的 ｜ ｒ ｜ 在 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８
之间， 表示两变量高度相关； 脱色时间与 ５⁃ＨＴ、 Ｇｌｕ 水平

的 ｜ ｒ ｜ 在 ０􀆰 ４～０􀆰 ６ 之间， 表示两变量中度相关。
４　 讨论

厌氧偶氮还原是细菌偶氮还原的主要形式， 所以偶氮

还原反应发生所需的厌氧环境至关重要。 在文献 ［１４， １９］
方法的基础上， 本研究进一步优化了厌氧装置， 比起厌氧

手套箱， 本装置易于实现且气密性好， 具有操作简便、 费

时少、 耗气量少的优点。
柴胡加龙骨牡蛎汤能有效改善肠道菌群和神经内分泌
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注： 与空白组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １０　 各组 ＣＵＭＳ 抑郁小鼠海马神经递质水平比较 （ｘ±ＳＥＭ， ｎ＝６）

注： ∗表示显著相关， ∗∗表示极显著相关。

图 １１　 偶氮还原酶活性与抑郁样行为学指标 （Ａ）、 肠道菌群 （Ｂ）、 结肠神经递质 （Ｃ） 相关性分析热图

的异常变化［２０⁃２３］ ， 然而对于肠道菌群的影响可能受到动物

来源、 品种品系、 年龄等因素的干预。 肠道微生物区系 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 测序分析显示， 龙骨⁃牡蛎在原方中的配伍作用可以

通过回调厚壁菌门 ／拟杆菌门相对丰度比值的异常升高， 恢

复抑郁小鼠肠道菌群的稳态实现， 且抑郁小鼠和给药小鼠

肠道偶氮还原酶活性的变化与厚壁菌门 ／拟杆菌门比值变

化趋势一致， 相关性分析结果也支持偶氮还原酶活性与拟

杆菌门、 厚壁菌门的相关性。 肠道厚壁菌门 ／拟杆菌门比

值的失衡与脂肪积累、 全身炎症和能量代谢等有关［２４］ ，
而本研究首次探究抑郁后该相对丰度比值与肠道偶氮还原

酶活性的相关性。 可见， 柴胡加龙骨牡蛎汤对肠道微生态

的干预不仅表现在对肠道菌群的影响上， 还表现在对肠道

中偶氮还原酶活性的影响， 而去龙骨⁃牡蛎方的以上作用

不显著。
肠道和大脑之间不断交换神经和生化信号， 肠道菌群

中的氧化还原酶可以调节神经递质的水平［２５］ 。 在神经内分

泌物质的进一步检测中发现， 全方可通过影响结肠中 ＤＡ、
Ｇｌｎ 和 ＧＡＢＡ 水平， 从而对海马中 ＤＡ 和 Ｇｌｎ 的异常变化产

生较大的回调作用。 偶氮还原酶活性与结肠各类神经递质

水平变化均具有相关性， 即肠道偶氮还原酶可能通过调节

肠道 ＤＡ、 ＧＡＢＡ、 Ｇｌｎ、 Ｃｏｒｔ 的异常变化， 肠内分泌细胞通

过内分泌和旁分泌方式影响中枢神经系统活动， 影响海马

中的神经递质水平， 改善小鼠的抑郁症状， 表明神经递质

不仅与肠道菌群有关， 还与偶氮还原酶活性以及整个肠道

微生态有关。
综上所述， 小鼠的抑郁样行为、 肠道菌群、 神经递质

都与偶氮还原酶活性具有较高的相关性， 提示全方抗抑郁

作用的增强可能与肠道菌群中厚壁菌门 ／拟杆菌门相对丰度

比值的变化， 以及肠道中偶氮还原酶活性的恢复有关， 使

肠道中神经递质趋于正常水平， 进而使整个肠道微生态回

调至正常状态， 通过靶向调节微生物⁃肠⁃脑轴回调中枢神经

递质的异常变化， 从而更好地发挥抗抑郁效果。 本研究确
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认了龙骨⁃牡蛎通过肠道微生态发挥对原方配伍增效作用的

重要价值， 以及协同全方经由肠道菌群、 偶氮还原酶和神

经递质代谢物三者相互影响的复杂作用。 由于肠道微生态

与中枢神经系统存在双向沟通， 未来在关注中枢神经系统

的基础上， 还需要综合考虑肠道微生态整体的变化。 并且

随着对偶氮还原酶研究工作的开展， 三者相互作用的机理

将会得到进一步挖掘和阐释。
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ｂｙ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｏｂｅｓｉｔｙ ｖｉａ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｒａｃｔ ｈｅａｌｔｈ［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ， ２０２１， １３
（３）： ９７１．

［２５］ 　 Ａｈｌａｗａｔ Ｓ， Ａｓｈａ， Ｓｈａｒｍａ Ｋ Ｋ． Ｇｕｔ⁃ｏｒｇａｎ ａｘｉｓ： ａ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｏｕｔｒｅａｃｈ ａｎｄ ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｌｅｔｔ Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０２１， ７２（６）：
６３６⁃６６８．

３３６

２０２５ 年 ２ 月
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． ２


