
 

·1284·      Chin J Mod Appl Pharm, 2018 September, Vol.35 No.9                      中国现代应用药学 2018 年 9 月第 35 卷第 9 期 

补肝散不同分离组份抗抑郁活性筛选 
 
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摘要：目的   对补肝散醇提物不同分离组份的抗抑郁活性进行筛选。方法   采用慢性不可预知温和应激 (chronic 

unpredictable mild stress，CUMS)对小鼠进行为期 8 周的造模，造模 4 周后，分别以盐酸帕罗西汀(paroxetine hydrochloride，

PX)、补肝散醇提物、石油醚(A)、二氯甲烷(B)、乙酸乙酯(C)及正丁醇(D)4 个分离组份进行为期 4 周的灌胃治疗，考察

各组小鼠的行为学及脑内神经递质含量的变化。结果  连续给药 4 周(造模 8 周)后，PX 组(0.026 g·kg1)、补肝散醇提物

组(1.92 g·kg1)及其分离组份 C(0.232 g·kg1)、D(1.04 g·kg1)和 B(0.160 g·kg1)组均能明显逆转模型小鼠的抑郁表现如糖水

偏好率下降、强迫游泳不动时间延长等抑郁症状。能不同程度地增加其脑内额叶皮质中 5-羟色胺和多巴胺的含量，其中

PX、醇提物及分离组份 C 的作用更为明显(与模型组比较，P <0.05 或<0.01)。结论  补肝散醇提物的抗抑郁活性部位主要集中

于乙酸乙酯和正丁醇分离组份，其次是二氯甲烷分离组份。  
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Antidepressant Activity Screening for the Different Separated Fractions from Chinese Herbal 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the antidepressant effect of the different separated fractions from the ethanol extract of 
Bugansan. METHODS  The stimulus on chronic unpredictable mild stress(CUMS) model lasted 8 weeks. From the 4th week, 
the mice were intragastric administration with 4 kinds of polar extractions from the ethanol extract of Bugansan, petroleumether 
fraction(A), dichloromethane fraction(B), ethyl acetate fraction(C), N-butanol fraction(D) or paroxetine hydrochloride (PX) 
according to their groups for 4 weeks. The changes of performance and the neurotransmiffer content were measured. RESULTS  

The results showed that the performance of mice treated with PX(0.026 g·kg1), the ethanol extract of Bugansan(1.92 g·kg1), the 

ethyl acetate fraction C(0.232 g·kg1), the butyl alcohol fraction D(1.04 g·kg1) and the dichloromethane fraction B (0.160 g·kg1) 
was improved significantly, with the consumption of sucrose increased and the forced swimming time reduced. The contents of 
5-HT and dopamine in the frontal cortex of mice in groups treated with the ethanol extract of Bugansan and its fraction were all 
increased to various degrees, and the PX and the ethanol extract of Bugansan and its fraction C increased most 
appreciably(P<0.05 or <0.01). CONCLUSION  The ethyl acetate fraction and the N-butanol fraction from Bugansan are chosen 
as the first active parts having antidepressant effect, and the dichloromethane fraction is the second. 
KEY WORDS: Chinese herbal compound Bugansan; separated fractions; chronic unpredictable mild stress(CDMS); monoamine 
transmitters; antidepressant effect 
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抑郁症是一种以显著而持久的心境低落为主

要特征的综合征，其发病率高居各类精神疾病的

首位，已成为严重危害人类健康的重大疾病之一[1]。

目前，化学药物治疗该病在有效率和不良反应等

方面尚未有新的突破[2-4]。 

中药及其复方的抗抑郁作用具有多靶点效

应，因此，从中医古方、临床验方中进行二次开

发，寻找疗效更佳的抗抑郁复方，明确其抗抑郁

作用机制已成为研究的热点[5-14]。  

补肝散为传统中药，出自《肘后备急方》(卷
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六·治目赤痛暗昧刺痛诸病方第四十三)，由香附

和夏枯草 2 味中药组成，原方主治眼部疾病。刘

家骅编著的《药对》中记载，二者配伍具有行气

泻火、清肝明目的功效，主要治疗肝郁火盛证候[15]。

而抑郁证属中医“郁证”范畴，根据《中医内科

学》对郁证症候的分类，肝郁是常见证型[16]。因

此，课题组前期采用急性小鼠抑郁模型对补肝散

的抗抑郁作用进行了初步研究，发现补肝散醇提

物及其正丁醇、乙酸乙酯、二氯甲烷分离组份具

有显著缩短小鼠悬尾不动时间和强迫游泳时间的

作用，显示较好的抗抑郁作用[17]。本研究在此基

础上，又采用慢性不可预知温和应激 (chronic 

unpredictable mild stress，CUMS)小鼠抑郁模型，

比较补肝散醇提物及其分离组份的抗抑郁作用，

旨在进一步确定抗抑郁的活性组份，为今后研究

其抗抑郁物质基础提供科学依据，目前，该方面

的研究尚未见文献报道。 

1  材料 

1.1  仪器与设备  

PHOMO 全自动酶标仪(郑州安图生物工程有

限公司)；SSW-600-2S 型电热恒温槽(上海博讯实

业 有 限 公 司 医 疗 设 备 厂 ) ； Eppendorf( 爱 本

德)centrifuge 5424 高速离心机(德国)；AILIN 数显

混匀器(苏州东昊医用电子仪器厂)；RE-52AA 型

旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)；SHZ-DIII 型不

锈钢循环水真空泵(巩义市予华仪器有限责任公

司)；EYELA 冷却水循环装置(上海爱朗仪器有限

公司)；AL104 电子天平(梅特勒-托利多仪器有限

公司)；SSC-G218 彩色摄像机(索尼中国有限公

司)；Smart3.0 软件(Panlab HARVARD)；自制

游泳装置。  

1.2  药物   

夏枯草饮片(批号：13100013，产于河南)、香

附饮片(批号：20150212，产于浙江)均购自青岛市

健联药店，经青岛大学药学院天然药物学系王威

教授鉴定，分别是来源于唇形科植物夏枯草

(Prunella vulgaris L.)的干燥果穗和莎草科植物莎

草(Cyperus rotundus L.)的干燥根茎。盐酸帕罗西汀

(paroxetine hydrochloride，PX，浙江华海药业股份

有限公司，批号：008A14025；规格：每片 20 mg)。  

1.3  动物   

KM 种小鼠 48 只，♂，SPF 级，体质量 18~20 g，

购自青岛派特福德白鼠养殖专业合作社，合格证

号：SCXK(鲁)20140007。 

1.4  试剂   

5-HT 试剂盒(Catalogue NO：30193 M)、多巴

胺(dopamine，DA)试剂盒(Catalogue NO：30729 M)

和去甲肾上腺素 (norepinephrine ， NE) 试剂盒

(Catalogue NO：30824 M)批号均为 20160724，由

上海博蕴生物技术有限公司进口分装。乙醇、石

油醚(60~90 ℃)、二氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇均

为分析纯。 

2  方法 

2.1  醇提物及其不同极性分离组份的制备   

分别取香附和夏枯草饮片适量，粉碎成粗粉，

按处方比例混匀，加 10 倍量 75%的乙醇，水浴回

流提取 3 次，每次 2 h，提取液抽滤，滤液减压回

收乙醇，水浴浓缩至原体积的 1/10，取其中的 20%

真空干燥，得醇提物(收率为 24%)。剩余 80%的浓

缩液分别加石油醚(60~90 ℃)、二氯甲烷、乙酸乙

酯和水饱和的正丁醇萃取，分别得石油醚分离组

份 A(收率为醇提物的 6.33%)，二氯甲烷分离组份

B(收率为醇提物的 4.02%)，乙酸乙酯分离组份

C(收率为醇提物的 6.04%)，正丁醇分离组份 D(收

率为醇提物的 26.00%)。 

取一定量的 PX、补肝散醇提物及不同分离组

份 A、B、C、D，分别加入 1%的吐温 80，配制成

浓度分别为 0.001 7，0.128 0，0.016 0，0.010 4，

0.015 5，0.069 3 g·mL1 的混悬药液。 

2.2  分组与给药剂量的确定   

48 只小鼠适应性饲养 1 周，根据体质量将小

鼠随机分为空白组和模型组，空白组每笼 6 只，

模型组小鼠均单笼饲养。模型组造模 4 周后，按

体质量、糖水偏好率及强迫游泳时间结果，随机

分为模型组、PX 组、醇提物组、石油醚分离组份

(A 组)、二氯甲烷分离组份(B 组)、乙酸乙酯分离

组份(C 组)和正丁醇分离组份(D 组)，各组均按体

质量[0.3 mL·(20 g)1]ig 给药，模型组给予蒸馏水，

其余各组分别给予 PX、补肝散醇提物及其不同分

离组份，连续给药 28 d，给药期间继续给予不同

应激刺激。 

前期实验结果表明，补肝散醇提物(1.92 g·kg1)

具有较明显的抗抑郁作用，因此，本研究采用该

剂量进行后续的药效学实验。石油醚、二氯甲烷、
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乙酸乙酯和正丁醇分离组份的给药剂量按各分离

组份在醇提物中所占的比例换算得到。 

2.3  CUMS 模型的建立[18-19] 

小鼠适应性饲养 5 d 后，除正常组外，其余小

鼠开始接受 21 d 各种不同的应激包括噪音、束缚

(4 h)、禁食(24 h)、冰水游泳(4 ℃、4 min)、禁水

(24 h)、斜笼+潮湿垫料(24 h)、异物放置、黑白颠

倒(24 h)等，每天随机安排 1 种应激或者 2 种应激

结合，平均每种刺激使用 3 次，其中禁水 24 h 安

排在每个实验周开始阶段，以便进行糖水试验。 

分别于造模第 1，7，14，21 天称取各组小鼠

体质量，在禁水 24 h 后，按文献方法[20]，将 2%

糖水和普通水放置在鼠笼中，让其同时任意饮用 2

种不同的水，测定 2 h 内普通水和蔗糖水饮用量，

以液体总消耗量和糖水偏好度(糖水偏好度/%=糖

水消耗量/总消耗量×100%)作为衡量标准，比较造

模过程各组的变化。 

2.4  强迫游泳实验 

参照 Prosolt 法等的方法[21-22]，将小鼠置于内

径 20 cm，水深 15 cm 的透明塑料桶中，水温保持

在(25±1)℃，测定小鼠 6 min 内后 4 min 的不动时

间(不动状态：小鼠停止在水中挣扎，或者呈漂浮

状态，仅有细小肢体运动，而保持头部浮在水面)。 

2.5  旷场试验 

参照文献方法 [23]，将 4 个区域大小均为

50 cm×50 cm 的木箱(上部开口、四周全部涂黑)

底部平均分成 25 个小格，距离上方 2 m 处放置彩

色数码摄像机，将小鼠自主活动与检测软件系统

相连，并将木箱底部划分为中心区域 Zone2 

(30 cm×30 cm)和边缘区域 Total(20 cm×20 cm)。

实验时，将 4 只小鼠置于木箱底部的中心位置，

借助软件分析系统记录小鼠 5 min 的活动情况，并

统计其排便粒数。每次更换小鼠时，用酒精擦拭

木箱底部，避免前只小鼠气味等对后面小鼠活动

的干扰。统计小鼠活动的总距离、在中心区域活

动的距离与活动总距离的比值、在中心区域活动

的时间与活动总时间的比值。 

2.6  对小鼠大脑额叶皮质中神经递质含量的影响 

参考有关文献[8,10]，最后一次行为学实验结束

后，将各组小鼠断头，在冰台上迅速取出大脑额

叶皮质及海马组织，称重后于80 ℃冰冻保存。

采用 ELISA 法进行检测，分别取 PX(0.026 g·kg1)

组、醇提物及其二氯甲烷、乙酸乙酯和正丁醇组

小鼠的额叶皮质，在液氮保护下研碎，按试剂盒

说明进行温育、洗涤、显色后，以空白孔调零，

450 nm 波长分别测样品和标准品 5-HT、DA 和 NE

的吸光度(A)值，同法制备 5-HT、DA 和 NE 的标

准曲线，分别计算其 5-HT、DA、NE 中的含量。 

2.7  数据统计分析   

采用 SPSS 16.0 软件对数据进行统计，结果以

sx  的形式表示，以 t检验对数据进行统计学处理，

P<0.05 表示差异具有显著性。  

3  结果 

3.1  CUMS 实施前及实施后 1~3 周对小鼠体质量

和糖水、总液体消耗量的影响   

造模第 1 周，正常组与模型组的体质量、糖

水和总液体消耗量变化不明显。造模第 2 周、第 3

周，模型组小鼠毛色不顺，精神倦怠，活动明显

减少，体质量、糖水偏好度、总液体消耗量均显

著下降(与正常组比较，P 均<0.01)，说明造模成功。 

3.2  对 CUMS 模型小鼠体质量和糖水偏好率、液

体总消耗量的影响 

随着给药时间的延长，阳性对照组和补肝散

及其各分离组份给药组小鼠的体质量逐渐增加，

至 4 周已与正常组体质量无明显差异。 

给药 2 周(造模第 6 周)后，各给药组糖水偏好

率、总液体消耗量均有所升高。连续给药 4 周，

PX 组、醇提物及其乙酸乙酯(C)、正丁醇(D)和二

氯甲烷(B)分离组份组的液体总消耗量与模型组相

比明显增加(P<0.05 或 0.01)；PX 组、乙酸乙酯组

和正丁醇组的糖水偏好率明显增加(P 均<0.05)，而

石油醚组在糖水总消耗量、糖水偏好率方面均有

增加的趋势，但与模型组无明显差异。 

说明补肝散醇提物及其各分离组份能对抗小

鼠应激刺激导致的体重减少及糖水偏好率、总液

体消耗量下降。结果见图 1~2。 

3.3  对 CUMS 模型小鼠强迫游泳时间的影响 

给药 2 周(造模第 6 周)后，各给药组均能不同

程度地缩短小鼠强迫游泳的不动时间。给药 4 周

(造模第 8 周)后，PX 组、醇提物及其二氯甲烷 B、

乙酸乙酯(C)、正丁醇(D)分离组份组的不动时间与

模型组比较具有明显差异(P<0.05 或 0.01)，而石油

醚组有缩短不动时间的趋势，但无统计学意义，

结果见图 3。 
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图 1  补肝散不同分离组份对 CUMS 模型小鼠总液体消耗

量的影响 
1对照组；2模型组；3PX 组；4石油醚组份组(A)；5二氯甲烷组

份组(B)；6乙酸乙酯组份组(C)；7正丁醇组份组(D)；8醇提物组；

与模型组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01。 

Fig. 1  Effect of the different separated fractions from Chinese 
herbal compound Bugansan on the CUMS model mice on the 
consumption of total liquids 
1control group; 2modle group; 3PX group; 4petroleum ether 

fraction group(A); 5dichloromethane fraction group(B); 6ethyl acetate 

fraction group(C); 7butyl alcohol fraction group(D); 8ethanol extract 
group; compared with the model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 

 
图 2  补肝散不同分离组份对 CUMS 模型小鼠糖水偏好率

的影响 
1对照组；2模型组；3PX 组；4石油醚组份组(A)；5二氯甲烷组

份组(B)；6乙酸乙酯组份组(C)；7正丁醇组份组(D)；8醇提物组；

与模型组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01。 

Fig. 2  Effect of the different separated fractions from Chinese 
herbal compound Bugansan on the CUMS model mice on the 
consumption of sucrose 
1control group; 2modle group; 3PX group; 4petroleum ether 

fraction group(A); 5dichloromethane fraction group(B); 6ethyl acetate 

fraction group(C); 7butyl alcohol fraction group(D); 8ethanol extract 
group; compared with the model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.4  对 CUMS 模型小鼠旷场实验行为的影响 

给药 4 周后，模型组小鼠的活动总距离和在

中心区域活动的距离百分比明显缩短(与空白组比

较，P<0.05)，在中心区域活动的时间百分比有缩

短的趋势，但与空白组比较无明显差异。 

各给药组均能增加小鼠的活动总距离和在中

心区域活动百分比，其中正丁醇(D)和乙酸乙酯(C)

组活动总距离明显增大(P<0.05 或<0.01)；PX 组、

醇提物组及正丁醇(D)、乙酸乙酯(C)组在中心区域 

 
图 3  补肝散不同分离组份对 CUMS 模型小鼠强迫游泳不

动时间的影响 
1对照组；2模型组；3PX 组；4石油醚组份组(A)；5二氯甲烷组

份组(B)；6乙酸乙酯组份组(C)；7正丁醇组份组(D)；8醇提物组；

与模型组比较，1)P<0.05, 2)P<0.01。 

Fig. 3  Effect of the different separated fractions from Chinese 
herbal compound Bugansan on the CUMS model mice on the 
forced swimming time 
1control group; 2modle group; 3PX group; 4petroleum ether 

fraction group(A); 5dichloromethane fraction group(B); 6ethyl acetate 

fraction group(C); 7butyl alcohol fraction group(D); 8ethanol extract 
group; compared with the model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

活动的距离百分比明显提高(P<0.05)；二氯甲烷(B)

组和石油醚(A)组有增加小鼠活动总距离和在中心

区域活动距离百分比的趋势。各组在中心区域活

动的时间百分比无明显差别。结果见表 1。 

另外，从排便数量来看，模型组小鼠在矿场

实验中的排便数量明显增加(P<0.05)；而 PX 和乙

酸乙酯组排便数量较模型组明显减少(P<0.05 或

<0.01)，其余各组有减少的趋势，但与模型组比较

无显著性差异。 

表 1  旷场实验结果(n=6, sx  ) 

Tab. 1  Result in the open field experiment(n=6, sx  ) 

组别 
剂量/

g·kg1 活动总距离/cm 

在中心区域内

活动的距离百

分比/% 

在中心区域活

动的时间百分

比/% 

正常组  3 766.54±1 267.762)  22.18±8.622) 11.18±4.73

模型组  2 042.71±417.60 12.58±1.41   7.77±10.14

PX 组 0.03 2 499.67±1 201.04  14.88±0.883) 10.67±2.23

A 组 0.24 2 187.45±1 255.01  12.94±10.61  7.14±3.35

B 组 0.16 2 399.72±207.92 13.49±1.53   9.17±11.08

C 组 0.23 3 114.29±1 144.511)  14.19±0.671)  8.07±2.86

D 组 1.04 3 505.83±1 641.942)  15.13±1.091)  7.21±3.26

醇提物组 1.92 2 464.64±746.80  20.31±7.571) 12.97±9.65

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.5  对 CUMS 模型小鼠额叶皮质中单胺类神经递

质含量的影响 

连续造模 8 周后，模型组小鼠额叶皮质中 5-HT、
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DA 和NE 的含量明显下降(与正常组比较，P<0.05 或

<0.01)。PX、补肝散醇提物及其不同分离组份均能

不同程度地增加 5-HT 和 DA 的含量，其中 PX 组、

醇提物及乙酸乙酯部位(C)组作用较强(P<0.05 或

<0.01)。各组 NE 含量有增加的趋势，但与模型组

比较无明显差异。结果见表 2。 

表 2  单胺类神经递质含量测定结果(n=6, sx  ) 

Tab. 2  Result of contents of neurotransmitter(n=6, sx  ) 

组别 剂量/g·kg1 5-HT/ng·g1 DA/ng·g1 NE/ng·g1 

正常组   681.5128.242)  1 646.071 159.331)  175.8065.231) 

模型组  415.5394.71 589.64293.92 105.1049.29 

PX 组 0.03  506.2862.441) 1 275.79289.832) 150.1670.93 

B 组 0.16 439.3672.77 946.01500.16 146.0235.72 

C 组 0.23  492.2727.571) 1 241.90123.712) 173.2995.56 

D 组 1.04 315.2289.76 730.79228.15 120.6941.67 

醇提物组 1.92  566.9376.771) 1 297.05536.332) 180.3586.65 

注：与模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

4  讨论 

CUMS 抑郁模型在造模过程中应激因子的多

变性和不可预见性被认为可以更好地模拟人类长

期的社会和环境压力。该抑郁模型的行为学评价

指标主要是体质量、摄食量及糖水偏好率显著下

降，显示动物食欲减退、快感缺乏；强迫游泳不

动时间明显增加，显示动物的活动时间减少、活

动量下降；在旷场实验中水平活动总距离明显缩

短，显示动物在新环境中的活动量减少，在中心

区域活动距离与总距离的比值下降，排便量增加，

显示动物在新环境中对新事物的紧张度增加、好

奇度下降。目前，CUMS 抑郁模型的生物学评价

还没有非常明确的指标，文献报道抑郁症的发生

与中枢神经递质如 5 -HT、NE 的含量减少或受体

功能下调有关[25]。笔者所采用的 CUMS 造模方法

较成功地制备了小鼠抑郁模型，且保持了模型的

连续性，证明该造模方法的有效性，但同时应注

意刺激因子的强度与安排以及实验条件等诸多因

素对实验结果的影响。 

结果显示，连续给药 4 周后，补肝散醇提物

及其乙酸乙酯和正丁醇分离组份在增加模型小鼠

糖水偏好率、液体总消耗量、缩短游泳不动时间

方面均有显著作用；二氯甲烷分离组份在增加液

体总消耗量、缩短游泳不动时间方面有较明显的

作用，而石油醚分离组份在上述方面均有一定的

作用。 

在旷场实验中，模型组较正常组小鼠的自主

活动总距离显著下降；连续给药 4 周后，补肝散

醇提物及其分离组份组总活动距离及在中心区域

活动的百分比均出现不同程度的增加，其中乙酸

乙酯、正丁醇组较二氯甲烷和石油醚组作用更为

明显。 

本研究还初步探讨了补肝散醇提物及其不同

分离组份抗抑郁的作用机制。结果显示，补肝散

醇提物及其乙酸乙酯分离组份能显著增加小鼠脑

内 5-HT 及 DA 的含量，对 NE 含量有增加的趋势；

其他各组对5-HT、DA和NE含量均有增加的趋势，

其中二氯甲烷组略强于正丁醇组，但与模型组比

较无明显差异。 

本研究首次考察补肝散醇提物及其不同分离

组分对 CUMS 模型小鼠行为学及脑内单胺类神经

递质 5-HT、DA 和 NE 含量的影响。根据实验结果，

确定补肝散醇提物的抗抑郁活性部位主要集中于

乙酸乙酯组份和正丁醇组份，其次为二氯甲烷组

份，该研究为今后确定抗抑郁活性成分(群)奠定了

前期基础。 
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