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抑郁症是以持续的情绪低落、兴趣降低、情感

障碍及认知功能改变为突出表现的一种精神疾病，

具有高发病率、高致残率、易复发、自杀倾向等特

点。每年约有 15% 的抑郁症患者死于自杀，WHO

的全球疾病负担合作研究预测，到 2020 年抑郁症将

成为全球第二位医疗疾患［1］。抑郁症现已被认为是

“21 世纪的流行病”，并与心脑血管疾病、癌症并列

为人类三大疾病，严重危害了人类的身心健康。目
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【摘要】 目的  观察酸枣仁汤对抑郁模型大鼠海马 Wnt-1 基因和蛋白表达的影响。方法  制作慢

性轻度不可预见性应激抑郁大鼠模型，实验分成对照组、模型组、氟西汀组、酸枣仁汤低、中、高剂量

组，分别采用酸枣仁汤和氟西汀治疗抑郁模型大鼠，测定其体重、糖水消耗、旷场实验行为活动前后得

分变化情况，以及 Western blot 和 Real-time PCR 分别检测大鼠海马中 Wnt-1 蛋白和基因的表达情况。结

果  抑郁模型大鼠体重增长速度减慢，糖水消耗和旷场实验行为活动得分减少，海马内 Wnt-1 蛋白和基

因表达也减少；酸枣仁汤治疗后，大鼠体重增长明显，糖水消耗量明显增多，旷场实验行为活动得分也

增加明显，Wnt-1 蛋白和基因表达上调。结论  酸枣仁汤可增加大鼠抑郁模型海马 Wnt-1 基因和蛋白的

表达，减少神经元细胞凋亡，具有抗抑郁作用。
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【Abstract】 Objective  To observe the effects of Semen Zizyphi Spinosae Decoction on the expression 
of Wnt-1 gene and potein in rats with depression models. Methods  The chronic mild unpredictable stresses 
depression in rats models were replicated and divided into the control group， the model group， the fluoxetine 
group and the low， medium and high doseage of Semen Zizyphi Spinosae Decoction groups. The depression rat 
models were treated with Semen Zizyphi Spinosae Decoction and fluoxetine. The changes of body weight， sugar 
consumption and the score before and after the open field experiment were measured. Western blot and Real-
time PCR were used to detect the expression of Wnt-1 protein and gene in hippocampus of rats. Results  The 
depression models' weight gain slowed down. The scores of sugar consumption and the behavioral scores in open-
field test decreased. The expression of Wnt-1 protein and gene in the hippocampus also decreased. After the 
treatment of Semen Zizyphi Spinosae Decoction， the body weight of the rats， sugar consumption and the score 
of open field experiment all increased. The expression of Wnt-1 protein and gene expression was up-regulated. 
Conclusions  Semen Zizyphi Spinosae Decoction can increase the expression of Wnt-1 Protein gene and 
protein inhippocampus of rats with depression with the reduction of the neuronal cells' apoptosis， which has 
antidepressant effect.
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前选择性 5- 羟色胺再摄取抑制剂（selective serotonin 
reuptake inhibitors，SSRIs）以 及 选 择 性 去 甲 肾 上
腺 素 再 吸 收 抑 制 剂（selective noradrenalin reuptake 
inhibitors，SNRIs）治疗抑郁症的临床效果较好，但是
两类药物治疗成本较高，治疗周期较长，不良反应
较大。酸枣仁汤为祖国传统经方，文献记载治疗情
志病效果较好，且不良反应较少。因此，采用酸枣
仁汤治疗抑郁值得深入研究。

张仲景著书《金匮要略》中，酸枣仁汤是主治
“虚劳虚烦不得眠”的经典方剂，具有养血安神，清

热除烦之功效。现代药理学研究显示，酸枣仁汤具
有多环节、多靶点的药理特点，较为广泛地应用在
抑郁症的防治上。中医对抑郁症的认识与研究比较
早，在治病方法与研究上积累了丰富的经验［2］。本
实验通过复制大鼠抑郁模型，观察酸枣仁汤对抑郁
模型大鼠海马内的 Wnt-1 蛋白和基因表达的影响，
探讨酸枣仁汤对抑郁模型大鼠的治疗作用。

一、材料与方法
（一）材料

1. 动物：实验采用健康雄性 Sprague Dawley（SD）
大鼠 50 只，清洁级，体重（180±50） g，购于黑龙江中
医药大学动物实验中心，合格证号：SCXK（黑）2014-
0008，大鼠饲养在屏障环境，环境温度为 20～25 ℃。

2. 药物：酸枣仁汤（酸枣仁 20 g，茯苓 10 g，知母
10 g，川芎 10 g，甘草 5 g），购于黑龙江中医药大学附
属第一医院药局，按照常规方法煎煮，将上述中药
加冷水约600 ml，浸泡40 min后煎煮，常规两次煎煮。
第一次水沸腾后继续用文火煎煮 40 min，过滤；第
二次加水约 400 ml 继续煎煮，水煮沸腾后继续用文
火煎煮 40 min 后过滤，合并两次滤液并过滤，制成
水煎剂后，蒸发浓缩至 0.5 g/ml、1 g/ml、2 g/ml，4 ℃
冰箱保存备用。氟西汀购自法国礼来苏州制药有限
公司（生产批号：4510A）。

3. 试剂：Trizol 试剂、氯仿、75% 乙醇（北京索莱
宝科技公司）；Wnt-1 引物、β-actin 引物、MasterMix2
溶液（三博远志生物技术公司）；Real-time PCR 荧光
染料（宝生物工程公司）；RIPA 裂解液、兔抗多克隆
一抗、二抗（天津广成化学试剂公司）；蔗糖（天津巴
斯夫化学试剂公司）。

4. 仪器：化学实验试剂盒（中国基因科技有限公
司）；电子天称、摄像头、烘箱（沈阳龙腾电子公司）；
低速自动平衡离心机（中国 LDZ-2 型）；7500 型荧光
定量PCR仪（美国ABI公司）；5810R高速低温离心机、
移液枪（德国 Eppendorf 公司）；液氮罐（中国亚西有限
公司）；-80 ℃冰箱（美国 Thermo Firsher）；自制旷场
实验箱。

（二）方法
1. 动物分组及给药方法：实验选用健康雄性 SD

大鼠 50 只，适应性饲养 3 d 后，根据体重和 Open-
Field 评分，分成对照组（5 只），以及模型组、氟西汀
组、酸枣仁汤低、中、高剂量组 5 组（每组 9 只），造模
7 d 后，连续灌胃21 d。大鼠给药量按人与大鼠等效
剂量关系换算，对照组和模型组给予10 ml/kg生理盐
水灌胃，氟西汀组给予0.36 mg/ml氟西汀混悬液灌胃，
酸枣仁汤低、中、高剂量组分别给予浓度为0.5 g/ml、
1 g/ml、2 g/ml的酸枣仁汤灌胃，6组均每日灌胃一次。

2. 抑郁模型制备：对照组每笼饲养 5 只，实验过
程中不接受任何刺激。其余组别的大鼠每笼 1 只进
行孤养。除了对照组外其余组大鼠接受 7 种不同的
慢性应激，每天 1 种，相同的应激刺激不连续应用，
共接受 28 d 慢性轻度不可预见性应激刺激（chronic 
unpredictable mild stress，CUMS）。 应 激 方 法 根 据
Banasr 等［3］方法略微改进，刺激方式主要为（1）禁水：
给予大鼠12 h断水，早8：00至晚8：00进行12 h断水，
断水期间内正常给予食物。（2）禁食：给予大鼠 12 h
断食，早 8：00 至晚 8：00 进行 12 h 断食，断食期间给
予正常饮水。（3）倾斜鼠笼：将鼠笼倾斜 45°，持续
12 h 后将鼠笼恢复到原位。（4）垫料潮湿饲养：向鼠
笼中加水，使垫料潮湿，垫料潮湿状态持续 12 h 后
换掉。（5）昼夜颠倒：晚上 7：00 将日光灯打开，持续
12 h，使大鼠在夜间处于光照状态。（6）45 ℃烘箱热
烘刺激：把大鼠放进温箱，温箱保持在 45 ℃，持续
10 min。（7）液态水游泳：将大鼠放入盛有 -10 ℃冷
水的桶中，让大鼠的足尖离开桶的底部即可，让大
鼠在水中持续 5 min 左右，之后用吹风机将大鼠身
体吹干，防止大鼠受凉。

3. 体重测量：实验的第 0 天、第 28 天测量大鼠
的体重，记录下每只大鼠的体重变化，进行统计学
数据分析，分析体重与抑郁症的关系。

4. 糖水消耗实验：实验的第 0 天、第 28 天，大鼠
在禁水、禁食刺激 24 h 后进行糖水消耗实验测定，
将大鼠的饮用水更换成浓度为 1% 的蔗糖水，每瓶
150 ml，做好称量计算，同时禁食，观察 12 h 内大鼠
饮用的蔗糖水溶液量，12 h 后记录所有瓶中蔗糖水
量的剩余数值，做差值计算出糖水消耗量。利用大
鼠对糖水的偏好反映大鼠快感的缺失和改善情况。

5. 旷场实验行为学检测：将测试大鼠于第 0 天、
第 28 天进行旷场实验［4］，其测试装置为一个长、宽、
高分别为 100 cm、100 cm、80 cm 的黑色木箱，底部
用白色油漆划分为 25 个 16 cm×16 cm 的等大正方
形。在敞箱顶部固定一部摄像头，使其视野范围能
够覆盖整个敞箱。测量时，首先将大鼠放置在中央
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格开始测定，计时 3 min，测量方法：垂直活动得分
以前肢抬起、后肢直立为准，计 1 分；水平活动得分
以大鼠四肢共同处于 1 个方格内的穿格次数为准，
计 1 分；每次修饰次数，计 1 分。统计大鼠活动的总
得分。在检测过程中要尽量保证减少额外干扰，如
时间、温度、光照及环境噪音的干扰。在每只大鼠
实验后，清理尿液和粪便并用 5% 的醋酸水溶液彻
底清洁敞箱，以防止嗅觉暗示传递给下一只大鼠。
计算得分情况需由至少 2 人完成，1 人负责观察录制
计时，1 人负责记录大鼠行为学得分。

6. 海马 Wnt-1 蛋白和基因测定：实验第 28 天，
大鼠称量体重及行为学检测之后进行取材。将大鼠
耳缘静脉注入麻醉药后，待其进入麻醉状态，立即
断头，打开颅骨，并在碎冰上取出新鲜脑组织，同时
进行钝性剥离取大鼠双侧海马，迅速分装于冻存管
中，放入液氮罐中速冻，速冻后将组织放入 -80 ℃
冰箱中保存。取材过程中应尽量避免 RNA 酶受到
污染，所有流程需在通风环境下进行，所用器皿均
应进行高压消毒，操作人员应佩戴医用口罩和一次
性手套。（1）Real-time PCR 检测 Wnt-1 基因的表达方
法：①取冻存细胞，室温放置 5 min 使其完全溶解。
②提取 mRNA。将冰冻海马组织取出，放置玻璃匀
浆器中，按 20∶1 的比例加入 Trizol（新型总 RNA 抽
提试剂）后匀浆至无明显组织块，静置 5 min，使组
织液达到完全裂解状态。加入 100 μl 氯仿，振荡均
匀，静置 15 min，4 ℃、1 200×g 离心 10 min，弃上清，
使 RNA 沉淀于管底，加入 1 ml 的 75% 乙醇，振荡离
心，清洗沉淀，4 ℃、7 500×g 离心 5 min，弃上清，将
沉淀晾干，用20 μl无RNA酶水［焦碳酸二乙酯（Diethy 
pyrocarbonate，DEPC）处理过的纯净水］溶解RNA沉
淀。③引物与Mix液加入。Wnt-1引物上游引物序列：
5’-ACGTAGCCTCCTCCACGAACCTGC-3’；下游引物
序列：5’-GCTGGCATAAGAGGCTCTACGC-3’。β-actin
引物：上游引物序列：5’-AGCGGGAAATCGTGCGTG-3’；
下游引物序列：5’-CGTGGTGGTACATGGGAC-3’。配
置MasterMix 2溶液，在 4 ℃条件下，利用移液枪将
MasterMix 2× 的浓缩液、引物、模板加入平行孔中，
每个样品至少要做 3 个平行孔，所用成分加完后，离
心去除气泡。④ Real-time PCR 反应。反应过程在
7500型荧光定量PCR仪上进行，设置反应条件：94 ℃
预变性5 min，进入下一循环。94 ℃，30 s，退火40 s，
72 ℃，40 s，共计35个循环后，72 ℃延伸10 min，扩
增 Wnt-1 和 β-actin 片段。⑤数据收集。同时密切
监测每个循环中的荧光值，数据分析由自带系统软
件自动完成，同时通过软件可以确定 Ct 值（所有标
准品和样品的起始循环数）。根据 Ct 值绘制出的标

准曲线，可计算出样本的初始拷贝数。采用 Livak
和 Schmitgen 设计的比较阈值法来测定目的基因的
相对表达情况。（2）Western-blot 检测 Wnt-1 蛋白表
达情况方法：①取冻存细胞，室温放置 5 min 使其完
全溶解。②将提取的海马组织按 100 mg/ml 比例加
入200 μl RIPA裂解液，加入蛋白酶抑制剂量匀浆。
在冰上静置1 h，4 ℃ 12 000 r/min离心30 min。③提
取上清液测定总蛋白浓度，置 -80 ℃冰箱冻存备
用。含25 μg总蛋白样品经十二烷基磺酸钠（sodium 
laurylsulfonate，SDS）聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转
移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）
膜上。④ 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h 后分别加兔抗
Wnt-1 单克隆抗体（兔单抗技术通过用高质量兔单抗
来替换多抗或低亲合力鼠单抗），4 ℃冰箱中孵育过
夜。加羊抗兔二抗、羊抗小鼠二抗室温孵育 2 h。每
次孵育完后 TBST 漂洗 10 min×3 次。⑤将膜用 P10-
Light HRP 化学发光液室温孵育 5 min 后封入保鲜
膜，暗室内压入胶片曝光显影。⑥特异性条带分析。
利用 Image pro-plus 6.0 自带图像分析软件测定目的
Wnt-1 蛋白与内参蛋白 β-actin 的灰比度。

（三）统计学方法
数据用 SPSS 22.0 进行统计学处理，各指标结果

均以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采用单因
素方差分析。P ＜ 0.05 表示差异有统计学意义。

二、结果
在实验第 3 天模型组 1 只大鼠因灌胃操作问题

死亡，第 7 天、第 10 天、第 15 天、第 19 天、第 22 天模
型组、氟西汀组、酸枣仁汤低、中、高剂量组各有 1
只大鼠在束缚应激过程中窒息死亡，共计 44 只大鼠
进入结果分析。

1. 酸枣仁汤对抑郁大鼠体重、糖水消耗、旷场
实验检测指标的影响：具体结果见文献［5］。干预
前各组大鼠体重、糖水消耗差异均无统计学意义（P ＞
0.05）。在实验干预的第 28 天后，模型组大鼠体重、
糖水消耗均明显降低；与模型组相比，酸枣仁汤各
剂量组及氟西汀组大鼠体重、糖水消耗量均增长明
显，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。干预前各组大
鼠行为学得分差异无统计学意义（P ＞ 0.05），实验干
预第 28 天后，模型组旷场实验行为活动得分明显减
少。与模型组相比，酸枣仁汤低、中剂量组得分明显增
加，差异均有统计学意义（P＜0.05），酸枣仁汤高剂量组
得分增加最为明显，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）。

2. 酸枣仁汤对抑郁大鼠模型海马 Wnt-1 基因和
蛋白表达水平的影响：见图 1、2。Real-time PCR 方
法检测 Wnt-1 mRNA 表达情况的结果显示，与对照
组相比较，模型组大鼠海马 Wnt-1 mRNA 的相对表
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达水平明显下降，差异有统计学意义（P＜0.01）。与
模型组比较，酸枣仁汤各剂量组和氟西汀组相对表达
量均增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。酸枣仁汤高
剂量组与氟西汀组比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。

Western-blot 方法检测 Wnt-1 蛋白表达情况的结
果显示，与对照组比较，模型组 Wnt-1 相对蛋白表达
量明显降低，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）。与模型
组相比，酸枣仁汤各剂量组和氟西汀组 Wnt-1 相对
表达量均增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。高剂
量组与氟西汀组比较，差异有统计学意义（P＞0.05）。

    注：与模型组比较，aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.01

图1 各组大鼠海马 Wnt-1 mRNA 相对表达量比较

    注：A 1 模型组；2 对照组；3 氟西汀药组；4 酸枣仁低剂量组；5 酸枣仁中剂

量组；6 酸枣仁高剂量组；B与模型组比较，aP＜0.01，bP＜0.05

图2 各组大鼠模型海马 Wnt-1 蛋白相对表达量的比较

讨论  关于 Wnt-1 蛋白和基因的表达与抑郁症

的关系研究发现，Wnt 信号通路是脑内调控神经元

发育转导的重要信号通路，Wnt 信号通路转导取决

于细胞内 Wnt-1 蛋白的水平，Wnt 信号通路转导的

关键是胞质中是否存在结构稳定的 Wnt-1 蛋白［6］。

Wnt-1 蛋白是一种分泌型糖蛋白，通过其自身分泌

或旁分泌而发挥作用［7-8］。Wnt-1 蛋白尤其对中枢

神经系统发育生长至关重要，对于神经系统主要作

用于神经管背侧部位，参与整体神经管的生长发育

过程，以及调控神经干细胞分化成感觉神经元方面

等［9］。抑郁症发病与中枢神经系统的完整性、信号

转导性密切相关，即 Wnt-1 蛋白表达过低，中枢神经

系统发育不完整或者 Wnt-1 蛋白介导的 Wnt 信号通

路减弱，都会引发抑郁症的发作。实验研究表明，

Wnt-1 蛋白所参与介导的细胞转导通路在神经系统

发育多个区域中有显著作用，其参与了哺乳动物脑

内神经嵴和多巴胺系统的发育和调控［10］，海马脑区

Wnt-1 蛋白和基因含量增加，能够快速产生抗抑郁

效应［11］。本实验采用 Western-blot 检测方法观察了

Wnt-1 蛋白在抑郁模型大鼠海马内相关表达情况，

实验结果显示，模型组与正常对照组相比较，Wnt-1
蛋白相对表达量明显降低，提示 Wnt-1 蛋白的低表

达可能参与介导抑郁症的发生，其机制可能是应激

反应下的 Wnt-1 蛋白低表达使 Wnt 信号通路受损，

进而导致神经元再生受到缺陷引起抑郁现象，在一

定程度上支持了神经元再生与抑郁症有相关性的理

论。实验中，我们对模型组与酸枣仁汤各剂量组及

氟西汀组进行了统计学比较，研究发现，模型组的

Wnt-1 蛋白相对表达量均低于各给药组，提示酸枣

仁汤各剂量组及氟西汀组能够上调 Wnt-1 蛋白的表

达，上调 Wnt-1 蛋白可增强 Wnt 信号通路转导，增强

神经元再生能力，保证了中枢神经系统发育的完整

性，起到抗抑郁作用。酸枣仁汤各剂量组的抑郁模

型大鼠通过治疗，它们的体重、糖水消耗及旷场实

验行为活动得分都有不同程度的提高，说明酸枣仁

汤作为治疗虚烦失眠的经典名方，具有抗抑郁作用。

本实验通过慢性轻度不可预见性应激抑郁大

鼠模型，应用酸枣仁汤治疗大鼠，对各组大鼠海马

Wnt-1 蛋白和基因的表达进行了相关研究，结果显

示酸枣仁汤可提高 Wnt-1 蛋白和基因的表达，起到

良好的抗抑郁作用。因此可认为酸枣仁汤抗抑郁机

制可能与促进神经元生存、抑制海马神经元细胞凋

亡、减少脑损伤密切相关。
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重组组织型纤溶酶原激活剂（rt-PA）静脉溶栓治疗

急性脑大动脉闭塞患者的效果

沈春森 罗永春 何子骏 毛锦龙 张振海 袁春涛 马尚 胡野风 王斌

100700 北京，陆军总医院附属八一脑科医院（沈春森、罗永春、何子骏、毛锦龙、张振海、

袁春涛、马尚、胡野风）；100044 北京大学人民医院神经外科（王斌）
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DOI：10.3969/j.issn.1009-6574.2018.07.008

【摘要】 目的  探讨重组组织型纤溶酶原激活剂（rt-PA）静脉溶栓治疗急性脑大动脉闭塞患者的效

果及潜在的问题。方法  回顾性分析 2014 年 1 月— 2016 年 8 月，在北京陆军总医院附属八一脑科医院

接受了 rt-PA 静脉溶栓治疗并有完整随访资料的 165 例患者，记录了 MR 血管成像上的闭塞位置、入院和

溶栓后 24 h 的美国国立卫生院卒中量表（NIHSS）评分，溶栓后 1 个月血管再通情况以及 3 个月后的改良

Rankin 评分（mRS）评分，对临床预后及可能影响因素进行比较分析。结果  165 例静脉溶栓患者中，

89 例由大动脉闭塞引起，76 例为非大动脉闭塞；非大动脉闭塞组静脉溶栓后较大动脉闭塞组 NIHSS 评

分改善明显，同时3个月mRS评分更好（P均＜0.05）。在89例大动脉闭塞组中，包括颈内动脉闭塞43例，

大脑中动脉闭塞 25 例及椎基底动脉闭塞 21 例，其中颈内和大脑中动脉闭塞后 3 个月预后较椎基底动脉

好（P 均＜ 0.05）；考虑血栓形成导致的有 69 例，栓子脱落导致的有 20 例；栓子栓塞组 3 个月预后更

好（P ＜ 0.05）。其中 70 例接受了血管复查，总体血管再通率为 21.4%；再通成功与否与闭塞部位或闭塞

原因之间未发现明显差别（P=0.133、0.779）。结论  rt-PA 静脉溶栓治疗脑大动脉闭塞造成的急性卒中

再通率和 3 个月预后的改善并不明显。

【关键词】  卒中；  预后；  溶栓；   脑动脉闭塞
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