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木豆素对慢性不可预见温和应激小鼠的抗抑郁作用
张梦荻1,王丽莎1,李晨晨1,陶雪1,周云丰1,刘新民1,2,潘瑞乐1,常琪1∗

(1. 中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所,北京　 100193; 2. 中国航天员科研训练中心人因工程重点

实验室,北京　 100094)

　 　 【摘要】 　 目的　 观察木豆素于抗抑郁方面的作用,并初步探讨其可能的作用机制。 方法　 采用小鼠慢性不

可预见温和应激模型(chronic unpredictable mild stress,CUMS),进行糖水偏好实验评价经木豆素处理的小鼠的快感

缺失情况,采用酶联免疫吸附测定法测定小鼠血清皮质酮的含量,采用 LC-MS / MS 法检测小鼠皮层和海马中多种

神经递质的含量。 结果　 木豆素可以逆转 CUMS 引起的糖水偏爱指数降低和血清皮质酮水平升高。 并且与正常

组相比,模型组小鼠皮层和海马中相关神经递质的含量发生了显著的改变,而木豆素给药对于 CUMS 小鼠体内相

关神经递质具有明显的调节作用。 结论　 木豆素可能通过降低血清皮质酮水平和调节脑内神经递质来实现抗抑

郁作用。
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【Abstract】　 Objective　 Cajaninstilbene acid comprises a relatively high proportion of the stilbene in pigeon pea
leaves and has significant anti-inflammatory and neuroprotective effects. This study aimed to observe the antidepressant
effect of cajaninstilbene acid and explore its possible mechanism. Methods　 A mouse model of depression was established
by chronic unpredictable mild stress (CUMS) and were treated with cajaninstilbene acid. A sucrose preference test was
used to evaluate the degree of anhedonia and the serum corticosterone level was detected by ELISA. The concentrations of
several neurotransmitters in the cortex and hippocampus were determined by LC-MS / MS. Results 　 Cajaninstilbene acid
reversed the decreased sucrose preference and the increased serum corticosterone levels induced by CUMS. Compared with
the control group, the levels of several neurotransmitters were significantly changed in the cortex and hippocampus of CUMS
mice, regulated by cajaninstilbene acid. Conclusions 　 Cajaninstilbene acid has antidepressant effects, which may be
mediated by reducing serum corticosterone levels and regulating the levels of brain neurotransmitters.
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　 　 抑郁症是一种情绪、睡眠、食欲、体育、动机、兴
趣、思考力普遍紊乱的情感性精神疾病,严重影响

人体的健康。 当今社会快节奏的生活和高强度的

压力下,抑郁症的发病率逐年上升,给病人自身和

家庭甚至整个社会带来巨大的影响,已经逐渐成为

全球性的健康难题[1]。 目前运用于临床的抗抑郁

药物在治疗时仍存在许多不足,如起效缓慢、不良

反应大、抗抑郁谱窄等,所以仍然需要我们进一步

研究可以防治抑郁症的药物。
木豆(Cajanus cajan (Linn.) Millsp.)是一种分

布于热带和亚热带地区的豆科植物,为世界第六大

食用豆类,也是唯一的木本食用豆类[2]。 木豆作为

传统民族药物被广泛使用,具有清热解毒消肿、利
湿止血、止痛、杀虫等作用。 现代药理研究表明,木
豆叶的水或乙醇提取物具有抗骨质疏松、降血脂、
抗脑缺血缺氧损伤的作用。 木豆素( cajaninstilbene
acid,CSA)是木豆叶中含量较高且活性较强的一芪

类化合物,具有抗炎、镇痛、抗肿瘤、抗疱疹病毒及

降血糖的药理活性[3]。 我们的前期研究表明,木豆

素对皮质酮诱导的 PC12 细胞的损伤具有明显的保

护作用,认为木豆素能够通过抑制氧化应激和内质

网应激等途径保护神经元。 根据木豆素的神经保

护作用,我们首次利用动物模型对木豆素进行了抗

抑郁活性的相关研究,并对其可能的作用机制进行

初步探讨。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 BALB / c 小鼠 72 只,体重 20 ~ 22
g,购自维通利华实验动物公司【 SCXK(京) 2016 -
0011】。 饲养于中国医学科学院药用植物研究所屏

障动物实验设施内【SYXK(京)2014-0023】。 自由

供给标准饲料和清洁水,维持 12 h 光照:12 h 黑暗

昼夜节律,室温 ( 24 ± 1)℃,相对湿度为 ( 55 ±
10)%。 所有操作均符合实验动物伦理学要求(伦
理审批号:SLXD-2018053017)。
1. 1. 2　 药品与试剂

木豆素为本实验室自制[4],其纯度经 HPLC 法

测定为 98%;5-羟色胺(5-hydroxytryptamine,5-HT,

BCBM9925 V)、多巴胺 ( dopamine, DA, BCBR4608
V )、 γ-氨 基 丁 酸 ( γ-aminobutyric acid, GABA,
A2129)、 4-对 乙 酰 氨 基 酚 ( 4-acetamidophenol,
05615EEV)均购自美国 Sigma 公司;盐酸帕罗西汀

(paroxetine hydrochloride,Par,100357 - 201102)、谷
氨酸(glutamate,Glu,140690-200401)、去甲肾上腺

素(norepinephrine,NE,100169-201404)购自中国食

品药品检定研究院;三氟乙酸( trifluoroacetic acid,
TFA,3099812) 购自美国 Dikma 公司; 乙酰胆碱

(acetylcholine,Ach)购自中国 Biotopped 公司;质谱

级乙腈和甲酸购自美国 Fisher 公司;小鼠皮质酮酶

联免疫吸附检测试剂盒(南京建成生物工程研究

所,20180307)。
1. 1. 3　 主要仪器设备

Prominence UFLC 液相色谱系统(日本 岛津);
Q-Trap5500 型质谱分析仪(美国 AB SCIEX);Vibra-
Cell 型超声波破碎仪(美国 Sonics 公司);M1000 型

多功能连续波长酶标仪(瑞士 Tecan)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 CUMS 模型建立及给药

动物适应性饲养 1 周后,根据造模前进行的糖

水偏爱基线测试结果将小鼠随机分为 6 组,每组 12
只,即正常组、CUMS 模型组、阳性药帕罗西汀组

(10 mg / kg)、CSA 低剂量组(7. 5 mg / kg)、CSA 中剂

量组(15 mg / kg)、CSA 高剂量组(30 mg / kg)。 除正

常组外,其余各组动物单笼饲养且在 6 周内接受

CUMS 造模[5],应激因素包括:禁水(12 h)、禁食(12
h)、昼夜颠倒(24 h)、夹尾(2 ~ 3 min)、4℃冰水游

泳(5 min)、动物叫声(30 min)、束缚(4 h)、湿笼

(300 mL 水 /笼,12 h)、45℃ 倾笼(7 h)、配对饲养

(12 h)等。 每日应激刺激 2~3 种,并尽量使应激过

程符合不可预测的特点,避免动物产生适应性。 造

模同时开始给药,每日 1 次,直到检测结束。 各组均

按10 mL / kg灌胃给药。 各组药物均以 0. 5%羧甲基

纤维素钠溶液为溶剂,正常组和模型组给予溶剂。
1. 2. 2　 糖水偏爱实验

参照文献报道[6], 糖水偏爱实验分为训练期和

测试期。 首先进入训练期,给予动物一瓶 2%蔗糖

水和一瓶纯水 48 h,中间交换水瓶位置,让小鼠适应

饮用糖水。 随后进入测试期,动物禁食 8 h(9:00-
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17:00)后进行 16 h(17:00-第 2 天 9:00)的糖水偏

爱测试,给予动物一瓶 2%蔗糖水和一瓶纯水,中间

交换水瓶位置,测试前后分别称量每个水瓶的重

量,并计算糖水偏爱指数(糖水偏爱指数=糖水消耗

量 /总液体消耗量×100%)。 造模结束后第 2 天进

行糖水偏爱实验,评价快感缺失的症状。
1. 2. 3　 生物样品采集

行为学检测后的第 2 天下午,小鼠给药 1 h 后

从每组随机选取 8 只眼球取血并脱颈处死,迅速分

离出海马和皮层组织并精密称重。 血样在 4℃离心

(3500 r / min,10 min),取上层血清,并于-80℃保存

待测。
1. 2. 4　 皮质酮和神经递质的含量检测

血清皮质酮的含量测定依据试剂盒所提供的

说明书进行;皮层和海马中的神经递质水平测定按

如下方法进行。
取小鼠全部皮层和海马组织,分别精密加入

100 μL 和 50 μL 超纯水,冰浴中超声匀浆。 经预先

测得 1 g 脑组织匀浆后体积为 1 mL,故脑组织匀浆

液的体积应计算为所加入的匀浆液体积与脑组织

重量之和。 精密吸取 50 μL 组织匀浆液,加入 20
μL 内标液 4-对乙酰氨基酚 80%甲醇溶液(500 ng /
mL),涡旋混匀后加入 10 μL TFA 以沉淀蛋白,涡
旋,于 4℃低温离心(20 000 g,15 min),吸取上清液

于进样瓶中,取 3 μL 注入液相色谱-质谱联用(LC-
MS / MS)仪进行分析。

色谱柱为 Restek Ultra AQ C18(100 mm ×2. 1
mm,3 μm),柱温 35℃,流动相为乙腈(A)- 0. 1%甲

酸水溶液,流速 0. 4 mL / min。 梯度洗脱程序为:0-
0. 5 min,5% A;0. 5- 5 min,5- 80% A;5- 6 min,
80% A;6- 6. 1 min,80-5% A;6. 1- 8 min,5% A。
采用 ESI 电离方式进行离子化,以正离子模式下的

多反应检测(MRM)对流出液体进行分析。 离子源

参数优化为:喷雾电压 4500 V;加热温度 500 ℃;气
帘气 30 psi;雾化气 60 psi 和辅助气 40 psi。 检测离

子对 分 别 为 177. 0 / 160. 0 ( 5-HT )、 170. 0 / 152. 0
(NE )、 148. 2 / 84. 0 ( Glu )、 104. 1 / 87. 0 ( GABA)、
154. 0 / 136. 6 ( DA)、 146. 0 / 87. 4 ( Ach ) 和 152. 0 /
109. 9(IS)。
1. 3　 统计学方法

采用 SPSS 23. 0 统计软件进行分析。 数据采用

one-way ANOVA 进行多组间比较, 两两比较采用

Fisher’s LSD post hoc 多重比较方法或者曼-惠特尼

U 检验。 P < 0. 05 认为差异有显著性。

2　 结果

2. 1　 CSA 对 CUMS 模型小鼠糖水偏爱指数的

影响

如图 1 所示,对小鼠 CUMS 刺激 6 周造模后,与
正常组相比,模型组动物糖水偏爱指数显著性降低

(P< 0. 05),给药各组较模型组糖水偏爱指数均上

升,且 CSA 中、高剂量组与模型组比较有显著性差

异(P< 0. 05)。

注:􀭰x± s,n= 10~12。 与对照组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01;与模

型组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 1　 CSA 对 CUMS 小鼠糖水偏爱指数的影响

Note. 􀭰x± s, n = 10 ~ 12.# P < 0. 05,## P < 0. 01, vs the control

group.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01, vs the CUMS group.

Figure 1　 Effect of CSA on sucrose preference in the
CUMS mice

2. 2　 CSA 对 CUMS 模型小鼠血清皮质酮的影响

如图 2 所示,对小鼠 CUMS 刺激 6 周造模后,与
正常组相比,模型组动物血清皮质酮含量显著性升

高(P< 0. 05),给药各组较模型组血清皮质酮含量

均有所下降,且帕罗西汀组和 CSA 15 mg / kg 剂量组

与模型组比较有显著性差异(P< 0. 05)。

注:􀭰x± s,n= 7~8。 与对照组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01;与模型

组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。

图 2　 CSA 对 CUMS 小鼠血清皮质酮水平的影响

Note. 􀭰x± s,n= 7~8,#P < 0. 05,##P < 0. 01, vs. the control group.
∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01, vs. the CUMS group.

Figure 2　 Effect of CSA on the level of serum corticosterone
in the CUMS mice
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2. 3　 CSA 对 CUMS 模型小鼠皮层和海马中神经

递质含量的影响

如表 1 所示,与正常组相比,模型组皮层中

GABA、NE、DA 和 Glu 含量显著减少(P < 0. 05)。 与

模型组相比,帕罗西汀组动物皮层内 NE 和 DA 含量

显著性升高(P < 0. 05)。 CSA 低剂量组动物皮层内

NE、GABA 和 Glu 含量与模型组相比显著性升高(P <

0. 05)。 CSA 中剂量组动物皮层 DA、NE 和 Glu 含量

显著高于模型组(P < 0. 05),木豆素高剂量组皮层 5-
HT 含量较模型组显著升高(P < 0. 05)。
　 　 如表 2 所示,与正常组相比,模型组海马中 Ach
含量显著减少(P < 0. 05)。 帕罗西汀组及 CSA 低、
中剂量组动物海马内 Ach 含量与模型组相比显著

性升高(P < 0. 05)。
表 1　 CSA 对 CUMS 小鼠皮层内神经递质浓度的影响(􀭰x± s,n= 6~8)

Table 1　 Effect of CSA on concentration of neurotransmitters in cerebral cortex of the CUMS mice (􀭰x± s,n= 6~8)
浓度

Concentration (ng / mg) 5-HT GABA DA NE Ach Glu

Control 0. 054 ± 0. 021 58. 79 ± 14. 40 2. 72 ± 0. 55 1. 27 ± 0. 17 0.12 ± 0. 05 64. 85 ± 19. 27
CUMS 0. 048 ± 0. 016 43. 27 ± 17. 76# 2. 27 ± 0. 33# 1. 12 ± 0. 13# 0.11 ± 0. 05 51. 56 ± 9. 89#

CUMS+Par 10 mg / kg 0. 031 ± 0. 004 51. 10 ± 18. 18 2. 72 ± 0. 15∗ 1. 26 ± 0. 20∗ 0.18 ± 0. 10 55. 78 ± 15. 18
CUMS+CSA 7. 5 mg / kg 0. 058 ± 0. 021 61. 15 ± 11. 33∗ 2. 68 ± 0. 43 1. 32 ± 0. 14∗ 0.097 ± 0. 04 64. 62 ± 11. 30∗

CUMS+CSA 15 mg / kg 0. 042 ± 0. 013 57. 61 ± 4. 52 2. 77 ± 0. 41∗ 1. 35 ± 0. 09∗ 0.12 ± 0. 05 66. 49 ± 11. 59∗

CUMS+CSA 30 mg / kg 0. 077 ± 0. 026∗ 41. 68 ± 15. 26 2. 65 ± 0. 51 1. 20 ± 0. 14 0.12 ± 0. 10 53. 08 ± 9. 97
注:与对照组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01;与模型组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。
Note.#P < 0. 05,##P < 0. 01, vs. the control group.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01, vs. the CUMS group.

表 2　 CSA 对 CUMS 小鼠海马内神经递质浓度的影响(􀭰x± s,n= 6~8)
Table 2　 Effect of CSA on concentration of neurotransmitters in hippocampus of the CUMS mice (􀭰x± s,n= 6~8)
浓度

Concentration (ng / mg) 5-HT GABA DA NE Ach Glu

Control 0. 061 ± 0. 026 14. 76 ± 4. 02 3. 88 ± 0. 77 1. 06 ± 0. 26 0. 029 ± 0. 010 73. 94 ± 29. 53
CUMS 0. 087 ± 0. 022 16. 39 ± 3. 31 3. 72 ± 0. 43 1. 21 ± 0. 16 0. 017 ± 0. 007# 83. 00 ± 19. 61

CUMS+Par 10 mg / kg 0. 027 ± 0. 013# 15. 12 ± 3. 67 4. 159 ± 1. 06 1. 17 ± 0. 28 0. 042 ± 0. 019∗ 77. 56 ± 23. 85
CUMS+CSA 7. 5 mg / kg 0. 087 ± 0. 035 16. 53 ± 5. 22 3. 71 ± 0. 61 1. 18 ± 0. 26 0. 030 ± 0. 006∗ 79. 90 ± 33. 52
CUMS+CSA 15 mg / kg 0. 052 ± 0. 027 15. 14 ± 1. 65 3. 56 ± 0. 71 1. 03 ± 0. 06 0. 065 ± 0. 007∗ 74. 02 ± 12. 62
CUMS+CSA 30 mg / kg 0. 050 ± 0. 038 15. 13 ± 3. 60 3. 58 ± 0. 59 1. 10 ± 0. 18 0. 048 ± 0. 034 72. 13 ± 42. 68

注:与对照组比较,#P < 0. 05,##P < 0. 01;与模型组比较,∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01。
Note.#P < 0. 05,##P < 0. 01, vs. the control group.∗P < 0. 05,∗∗P < 0. 01, vs. the CUMS group.

3　 讨论

目前,我们可以将抑郁症模型分为环境刺激模

型、社会刺激模型、药物诱导模型、转基因模型、手
术制备模型和产后抑郁模型六大类。 本研究所选

取的 CUMS 模型就属于环境刺激模型,是抑郁症的

经典慢性模型之一,利用长期的相对温和的不可预

测的人为刺激使得动物产生抑郁样行为,其病因和

病理机制接近于人类抑郁症,目前已经被广泛接受

并运用于抑郁动物模型的建立。 本实验中经 CUMS
造模后,动物产生快感缺失现象,表现在 CUMS 小鼠

其糖水偏爱指数显著下降,而给予帕罗西汀和 CSA
后指数均有所上升,其中 CSA 15 mg / kg 和 30 mg / kg
与模型组比较具有显著性差异,这说明 CSA 可能具

有抗抑郁作用。
抑郁症的发病与神经内分泌系统失调十分相

关,研究表明长期的应激状态会导致糖皮质激素水

平持续升高,对神经元造成损伤,破坏 HPA 轴的负

反馈调节机制,从而导致 HPA 轴功能的持续亢进,
进一步损伤神经可塑性。 本实验中 CUMS 造模引起

了小鼠血清皮质酮水平的显著升高,反映了 HPA 轴

功能的亢进,而给予 CSA 后可以减少 CUMS 小鼠血

清皮质酮的水平,且 CSA 15 mg / kg 剂量组与模型组

比较具有显著性差异,说明 CSA 可能通过抑制 HPA
轴功能而产生抗抑郁作用。

除此之外,神经递质在抑郁症的发病中也起着

重要作用。 研究表明,抑郁患者体内的神经递质水

平发生了明显的改变[7-8],其中单胺类神经递质的

减少是抑郁症发病机制的假说之一。 本研究发现

CUMS 小鼠皮层中 NE 和 DA 含量显著减少且 CSA
可以显著逆转这一趋势。 与正常组比较,模型组海

马中未见有单胺类神经递质的显著性改变。 这说

明 CSA 可能通过提高小鼠皮层中 NE 和 DA 的含量

来产生抗抑郁作用。
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GABA 是脑内重要的抑制性神经递质,研究表

明,在抑郁患者血浆及脑脊液中 GABA 水平下

降[9-10],并且用于合成 GABA 的谷氨酸脱羧酶

(GAD)表达也减少[11-12],说明 GABA 功能的缺陷可

能参与了抑郁症的发生。 本研究中,CUMS 小鼠皮

层中 GABA 含量显著减少且 CSA 可以逆转这一趋

势,但在海马中未发现这一显著趋势。 这表明 CSA
可能通过提高小鼠皮层中 GABA 的含量来产生抗

抑郁作用。
谷氨酸是脑内重要的兴奋性神经递质,它既能

触发短期的兴奋性突触后电位,也能诱导长期的突

触传递强度和神经可塑性的变化,对于信息加工、
记忆等十分重要。 谷氨酸浓度的变化与抑郁的产

生有一定关系。 大部分研究认为抑郁与谷氨酸水

平大量升高有关。 有研究表明谷氨酸过度释放会

导致兴奋性毒性,造成神经元的损伤和死亡,其堆

积可能是引起抑郁的原因之一[13-14]。 但是针对抑

郁症患者体内谷氨酸水平变化的研究仍有不同的

发现。 有研究发现抑郁病人血液、脑脊液及脑内谷

氨酸水平不变或升高[15-17],还有研究发现抑郁病人

脑脊液和抑郁模型动物皮层中谷氨酸水平降

低[11,18],并且谷氨酸能神经元代谢活动和其神经递

质的传递都减少。 除此之外,有研究通过定量脑内

的神经相关代谢物发现,重度抑郁症患者前额叶皮

层内 Glx(谷氨酸和谷氨酰胺的总信号强度)水平下

降[19]。 在本研究中发现 CUMS 小鼠皮层中 Glu 含

量显著减少且 CSA 可以逆转这一趋势;而海马中

CUMS 小鼠 Glu 含量有所上升,木豆素给药后有所

下降,但其中的差异未见显著性。 Glu 在抑郁模型

小鼠皮层组织中的显著下降与部分文献的报道相

一致[11],表示出现了谷氨酸能系统的异常。 并且,
木豆素的抗抑郁作用可能与提高皮层内 Glu 的含量

有关。
认知功能障碍常常会伴随着抑郁产生,影响注

意力、记忆力及执行力等各个方面。 研究表明胆碱

能系统与学习记忆功能密切相关,认知功能障碍患

者海马等部位的胆碱能神经元数量和乙酰胆碱水

平显著减少[20-21],本研究中, CUMS 小鼠海马中

ACh 含量显著减少且 CSA 可以逆转这一趋势,说明

CSA 具有改善抑郁模型动物认知功能损伤的可

能性。
另外,我们的实验结果表明 CUMS 模型动物血

清中的 5-HT 水平是显著下降的(未在文中显示),

但是皮层和海马部位没有显著性差异,我们认为

CUMS 对于脑组织中 5-HT 的影响可能有限。 虽然

很多研究结果显示 CUMS 小鼠脑内 5-HT 水平下

降,但是也有部分文献报道,CUMS 造模后,皮层或

者多个脑区(包括海马和扣带皮层)内 5-HT 含量没

有显著改变[22-23]。 除此之外我们可以看出帕罗西

汀给药后相比正常组 5-HT 的含量显著下降,这与

预期的结果不一致,但有研究发现,慢性应激小鼠

只有在良好的外界环境下给予氟西汀会产生良好

的抗抑郁效果,而在应激条件下给予氟西汀并不能

改善抑郁症状,甚至会有所恶化[24],帕罗西汀同样

作为选择性 5-羟色胺再摄取抑制剂可能也会有类

似的情况,从而导致 5-HT 水平异常下降,但这仍需

进一步探究。
实验中木豆素各剂量组的药效作用未见明显

的量效关系,这可能与其作用于神经系统的特性有

关。 作用于神经系统的药物其作用通常具有两面

性,即神经的兴奋作用和抑制作用。 例如,氯胺酮

作为一种新型的抗抑郁药其在高剂量下具有麻醉

作用,然而在低剂量下却具有明显的抗抑郁的作

用。 不同剂量下产生这两种不同的作用说明神经

药物的量效关系其实更为复杂,其作用并不一定会

随着剂量的升高而持续升高。 并且有时高剂量、高
频率或者长时间的给药也可能导致神经毒性的产

生,从而无法产生良好的药效[25]。 所以木豆素对于

神经系统的作用也许也存在这样的特性,在不同的

剂量下对于一些生化指标的影响也不同,但这需要

进一步的研究确认。
值得注意的是模型组皮层和海马中各神经递

质的变化有一定差别,并且 CSA 对于两个部位代谢

物的影响也不相同,说明不同部位在 CUMS 的影响

下可能会有不一样的反应,且相对于海马,CUMS 对

于小鼠皮层中神经递质的影响更大。
综上,我们认为 CSA 可能具有抗抑郁作用,并

且是通过调节 HPA 轴功能及皮层神经递质水平来

实现的,除此之外 CSA 还具有改善抑郁模型动物认

知功能损伤的可能性,但是其作用的深层机制未能

被深刻阐明, 仍需要我们进一步的研究和探索。
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