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哈蟆油石油醚提取物的抗抑郁作用及其机制 
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摘  要：目的  研究哈蟆油石油醚提取物（PERO）对慢性温和应激抑郁模型大鼠的抗抑郁作用及其作用机制。方法  将大

鼠随机分为对照组、模型组、盐酸氟西汀（10 mg/kg）阳性对照组和 PERO 各剂量（30、100、300 mg/kg）组，每天给药 1
次，连续给药 21 d。PERO 和模型组末次给药后 1 h、盐酸氟西汀于末次给药后 0.5 h，每天进行慢性应激刺激，制备抑郁模

型，连续 21 d。观察大鼠体质量变化；采用旷场实验和蔗糖偏好实验检测大鼠行为学变化；酶联免疫吸附（ELISA）法测定

大鼠血清皮质酮的水平；Western blotting 法检测大鼠海马中脑源性神经营养因子（BDNF）蛋白的表达。结果  与对照组相

比，模型组大鼠的体质量、蔗糖偏爱度下降，在旷场实验中的运动距离明显减小，血清中皮质酮水平显著升高，海马中 BDNF
蛋白表达显著下降。与模型组相比，PERO 各剂量组均能不同程度地改善抑郁大鼠体质量的下降，增加蔗糖偏爱度和在旷场

实验中的运动距离，降低大鼠血清皮质酮的水平，增加大鼠海马中 BDNF 的蛋白表达。结论  PERO 具有明显的抗抑郁作用，

其机制可能与调节下丘脑-垂体-肾上腺轴功能和提高 BDNF 蛋白的表达有关。 
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Antidepressive effects of petroleum ether extract from Ranae Oviductu 
and its possible mechanism 
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Abstract: Objective  To study the antidepressive effect of the petroleum ether extract from Ranae Oviductus (PERO) on chronic mild 
stress depressive rat model and its mechanism. Methods  The rats were divided into control, model, Fluoxetine (10 mg/kg, positive 
control), and different doses (30, 100, and 300 mg/kg) of PERO groups. The rats in PERO groups were administered once daily for 21 
d, while the rats in the control and model groups were administered with equivalent normal saline. After 1 h for the rats in PERO and 
model groups and 0.5 h for the rats in Fluoxetine group of the last administration, the chronic unpredictable mild stress for 21 d was 
used to induce the depression in rats. The body weight was measured and the depressive-like behaviors were evaluated by the 
open-field test and sucrose preference test. Then the corticosterone level in the rat plasma was detected by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) protein levels in the hippocampus were measured by 
Western blotting analysis. Results  Compared with the control group, the body weight, sucrose preference, and motion distance in 
open-field test of rats were decreased, the corticosterone level in plasma was increased, and the BDNF level in hippocampus was 
decreased. Compared with the model group, PERO treatment alleviated the body weight decreasing, increased the sucrose preference 
and motion distance, reduced the corticosterone level in the plasma of rats, and increased the BDNF level in hippocampus of rats. 
Conclusion  The antidepressive effect of PERO is likely mediated by modulating the function of hypothalamic-pituitary-adrenal axis 
and increasing the expression of BDNF in brain tissues. 
Key words: petroleum ether extract from Ranae Oviductus; antidepression; chronic mild stress depressive model; hypothalamic- 
pituitary-adrenal axis; corticosterone; brain-derived neurotrophic factor 
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抑郁症是一种以持续性情绪低落、悲观内疚、

兴趣缺失和行动迟缓等为主要特征的综合性精神疾

病[1]。市场上以单胺类神经递质为靶标研制而成的

一线抗抑郁药物仅对 30%的抑郁症患者起作用[2]。

因此，探究抑郁症的其他机制，研发高效低毒的天

然抗抑郁新药已成为研究热点。近年来大量研究表

明，抑郁症的发生与下丘脑-垂体-肾上腺轴和脑源

性神经营养因子（BDNF）密切相关。临床观察发

现抑郁症患者的下丘脑-垂体-肾上腺轴功能亢进，

血浆皮质醇水平明显升高，进一步导致海马形态与

功能的损伤，并引起脑组织中 BDNF 表达的下降，

而部分抗抑郁药通过调节下丘脑-垂体-肾上腺轴水

平，增加脑中 BDNF 的量，阻止或逆转海马神经元

的萎缩和损伤，从而改善抑郁症状[3-4]。 
哈蟆油为蛙科动物中国林蛙 Rana temporaria 

chensinensis David 雌蛙的输卵管，经采制干燥而得，

味甘、咸，性平，归肺、肾经，具补肾益精、养阴

润肺的功效，用于治疗病后体弱、神疲乏力、心悸

失眠、盗汗、劳嗽咳血。哈蟆油石油醚提取部位含

有脂肪酸类成分，且一些不饱和脂肪酸具有抗抑郁

作用，结合哈蟆油的传统功效和化学成分，推测哈

蟆油石油醚提取部位可能具有抗抑郁作用[5-6]。前期

研究也发现哈蟆油石油醚提取物（PERO）能显著

降低小鼠在悬尾和强迫游泳试验中的不动时间，表

现出抗抑郁作用。本实验采用慢性应激抑郁大鼠模

型进一步观察 PERO 的抗抑郁作用，并通过测定大

鼠血清中皮质酮的水平及脑组织海马中BDNF的蛋

白表达探讨其抗抑郁的作用机制。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

哈蟆油，中国药材公司，批号 20120317，经北

京中医药大学石晋丽教授鉴定原动物为蛙科动物中

国林蛙雌蛙的输卵管，符合《中国药典》2010 年版

哈蟆油药材项下的规定。盐酸氟西汀（百忧解），苏

州制药有限公司，批号 A333341，用时以生理盐水

配成所需浓度，新鲜配制；大鼠皮质酮 ELISA 检测

试剂盒（美国 R＆D 公司）；兔抗人 BDNF 多抗、

山羊抗人 β-actin 多抗、ECL 发光底物显色试剂盒，

美国 Sant Cruz 公司；兔抗山羊 IgG-HRP，北京中

杉公司；其他化学试剂均为国产分析纯。 
1.2  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 200～220 g，由

北京维通利华实验动物技术有限公司提供，合格证

号 SCXK（京）2007-0001。大鼠饲养于 SPF 级动物

房，12 h 光照，室温（22±2）℃，自由进食、饮水，

实验前适应环境 7 d，每天对其进行抚摸。 
1.3  仪器 

DMS—2 Morris 水迷宫系统，中国医学科学院

药物研究所；Allegra 64R 型高速冷冻离心机，美国

Beckman Coulter 公司；Multiskan Ex Primary EIA V. 
2.3 酶标仪，Finland Thermo 公司；UV—2800 紫外

分光光度计，尤尼柯上海仪器有限公司；垂直板电

泳转移装置，美国 Bio-Rad 公司。 
2  方法 
2.1  提取物制备 

蛤蟆油经粉碎后过60目筛，加入8倍量石油醚，

超声 3 次，滤过，合并滤液，浓缩干燥得石油醚浸

膏（PERO，得率为 2.3%），经 GC-MS 法测定，主

要含脂肪酸类，其中棕榈酸质量分数为 28.98%。 
2.2  分组与给药 

大鼠根据体质量随机分为 6 组（每组 10 只）：对

照组，模型组，盐酸氟西汀（10 mg/kg）阳性对照组，

PERO 低、中、高剂量（30、100、300 mg/kg）组。

各给药组每天 ig 给药 1 次，给药量 1 mL/200 g，连续

给药 21 d，对照组及模型组每天 ig 等量生理盐水。 
2.3  慢性温和应激抑郁模型的建立 

PERO 各剂量组和模型组末次给药 1 h 后、盐

酸氟西汀组给药后 0.5 h，于每天 8：00～14：00 时，

参照文献方法[7]建立抑郁大鼠模型，即冰水游泳 5 
min，常温分别游泳 10、15 min，夹尾分别 60、90 s，
光照 24 h，禁食、禁水 22 h 等刺激，每天随机安排

1 种，每种刺激至少出现 2 次，同种刺激不能连续

出现，刺激持续 21 d，第 21 天进行行为学测试。 
2.4  体质量检测 

分别于造模第 1、7、14、21 天称取大鼠体质量。 
2.5  蔗糖偏好实验 

蔗糖偏好实验前 2 d，每笼同时放置 2 个水瓶，

分别装有 3%蔗糖水溶液和普通饮用水，进行糖水

适应。正式实验时，大鼠在禁食、禁水 22 h 后，于

第 1、7、14 和 21 天观察大鼠 2 h 内糖水消耗量以

及水消耗量，计算糖水偏爱度（糖水偏爱度＝糖水

消耗量/总液体消耗量）。 
2.6  旷场实验 

实验场所为水迷宫系统（由大小两个圆形水池、

图像自动采集和处理系统组成）的外侧圆形水池

（100 cm×100 cm×50 cm），四周、底面全部涂黑。
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实验前大鼠自由探究 5 min。实验时，将大鼠放入旷

场的边缘区，采用视频跟踪分析系统自动记录大鼠 5 
min 的活动情况。观察大鼠的运动距离和进入旷场中

央（半径 33 cm 的圆形区域）的时间百分比。 
2.7  ELISA 法检测血清皮质酮水平 

行为学实验结束后，大鼠立即断头取血，4 ℃、

3 000 r/min 离心 15 min，取上清液，−20 ℃保存待

测。血清中皮质酮水平的检测按照试剂盒说明书操

作，酶标仪上于 450 nm 波长处测定吸光度（A）值。 
2.8  Western blotting 法检测 BDNF 蛋白表达 

行为学实验结束后，大鼠立即断头，在冰上取

海马组织，置−80 ℃保存备用。大鼠海马组织总蛋

白提取按总蛋白提取试剂盒（普利莱基因技术有限

公司）说明书操作，考马斯亮蓝法测定蛋白的量。

取总蛋白 50 μg，在 SDS-PAGE 凝胶上电泳分离 2 h，
将凝胶湿转至 PVDF 膜。取出 PVDF 膜，浸于封闭

液中，室温轻摇封闭 1 h，用 TBST（100 mmol/L 
Tris-HCl、150mmol/L NaCl、0.05%聚山梨酯 20）
缓冲液漂洗干净，浸入 TBST 稀释的一抗（兔抗人

BDNF 抗体，1∶2 000；山羊抗人 β-actin 抗体，1∶
2 000），室温下孵育 1～2 h，在 TBST 脱色摇床上

室温下洗 2 次，每次 10 min；再用 TBS（100 mmol/L 
Tris-HCL、150 mmol/L NaCl）洗 1 次，10 min。同

法准备二抗（兔抗山羊 IgG-HRP 1∶1 000）稀释液

并与膜接触，室温下孵育 1～2 h 后用 TBST 在脱色

摇床上室温下洗 2 次，每次 10 min；再用 TBS 洗 1
次，10 min。ECL 检测试剂盒显色，曝光、显影和

定影，将胶片进行扫描或拍照，用凝胶图像处理系

统分析目标带的相对分子质量和净光密度值。 
2.9  统计学分析 

用 SPSS 16.0 软件对数据进行统计，结果以

±x s 表示，两组间比较采用双侧 t 检验，多组间比

较先用单因素方差分析，差异有显著性时再用

Dunnett’ t 检验进行统计分析。 
3  结果 
3.1  对抑郁大鼠体质量的影响 

在造模第 1、7、14 天，各组大鼠体质量均无显

著性差异。在造模第 21 天，与对照组相比，模型组

大鼠体质量显著降低（P＜0.01）；与模型组相比，

氟西汀组和 PERO 各剂量组均能显著抑制大鼠体质

量的下降（P＜0.05）。结果见图 1。 
3.2  对抑郁大鼠蔗糖偏好度的影响 

各组大鼠在造模第 1、7、14 天，蔗糖偏好度均 

 
与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：

▲P＜0.05，图 2 同 
**P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05 vs model group, same as Fig.2 

图 1  PERO 对抑郁大鼠体质量的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Fig. 1  Effect of PERO on body weight of depressive 

rats ( ± = 10x s , n ) 

无显著差异。在造模第 21 天，与对照组相比，模型

组大鼠蔗糖偏好度显著降低（P＜0.01）；与模型组

相比，氟西汀组和 PERO 30、100 mg/kg 剂量组大

鼠的蔗糖偏爱度均显著增加（P＜0.05、0.01）。结

果见图 2。 
3.3  对抑郁大鼠在旷场实验中行为的影响 

在造模第 21 天，与对照组相比，模型组大鼠总

运动距离显著减小（P＜0.01）；与模型组相比，氟西

汀组和 PERO 100、300 mg/kg 剂量组大鼠的总运动

距离均显著增加（P＜0.05）。各组大鼠的中央运动

时间百分比无显著性差异。结果见表 1。 
3.4  对抑郁大鼠血清皮质酮水平的影响 

与对照组相比，模型组大鼠血清中皮质酮水平

显著升高（P＜0.01）。与模型组相比，氟西汀组和 
 

 
图 2  PERO 对抑郁大鼠蔗糖偏好度的影响 ( ± = 10x s , n ) 

Fig. 2  Effect of PERO on sucrose preference 
in depressive rats ( ± = 10x s , n ) 
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PERO 各剂量组大鼠血清中皮质酮水平均显著降低

（P＜0.05、0.01）。结果见图 3。 

表 1  PERO 对抑郁大鼠在旷场实验中行为的影响  
( ± = 10x s , n ) 

Table 1  Effect of PERO on behaviors of depressive rats  
in open-field test ( ± = 10x s , n ) 

组 别 
剂量 / 

(mg·kg−1) 
运动距离 / cm 

中央区运动时

间百分比 / %

对照 — 3 146.10±183.95 3.26±1.13 

模型 — 2 330.89±158.05** 2.73±0.82 

PERO  30 2 696.30±182.88 2.93±0.72 

 100 2 777.61±148.24▲ 3.79±1.72 

 300 2 767.00±151.14▲ 2.16±0.71 

氟西汀 10 2 784.35±174.41▲ 2.96±0.77 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：
▲P＜0.05 

**P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05 vs model group 
 

 
与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：

▲P＜0.05  ▲▲P＜0.01
下图同 
**P < 0.01 vs control group; ▲P < 0.05  ▲▲P < 0.01 vs model group 
same as below 

图 3  PERO 对抑郁大鼠血清皮质酮水平的影响  
( ± = 10x s , n ) 

Fig. 3  Effect of PERO on corticosterone levels 
 in depressive rats ( ± = 10x s , n ) 

3.5  对抑郁大鼠海马中 BDNF 蛋白表达的影响 
与对照组相比，模型组大鼠海马 BDNF 蛋白表

达显著下调（P＜0.01）；与模型组相比，氟西汀组

和 PERO 100、300 mg/kg 组大鼠海马 BDNF 蛋白表

达均显著上调（P＜0.05、0.01）。结果见图 4。 
4  讨论 

慢性不可预见性温和应激抑郁模型是目前最常

用的一种抑郁模型，模型动物表现出的快感缺乏、

兴趣丧失、自主活动减少和食欲降低等，与人抑郁 

 
图 4  PERO 对抑郁大鼠海马中 BDNF 蛋白表达的影响  

( ± = 10x s , n ) 
Fig. 4  Effect of PERO on BDNF levels in hippocampus 

of depressive rats ( ± = 10x s , n ) 

症临床表现类似[8]。蔗糖偏爱度是衡量快感缺失的

重要客观指标，许多药理研究均以该指标作为抑郁

模型成功以及抗抑郁药物效果的检验指标；旷场实

验能够反映动物的运动情况[9-11]。因此本实验采用

慢性应激抑郁模型，通过检测大鼠体质量、蔗糖偏

爱度和旷场实验等，观察 PERO 对大鼠抑郁行为的

影响及作用机制。结果表明，经 21 d 慢性应激后，

大鼠表现出明显的抑郁行为；PERO 能明显改善大

鼠的体质量下降，增加大鼠蔗糖偏爱度和在旷场中

的运动距离，其低、中、高剂量具有不同程度的抗

抑郁作用，100 mg/kg 与阳性药氟西汀的作用相当。

PERO 对慢性应激大鼠的抗抑郁作用不具有典型的

剂量相关性，前期药理实验中也出现类似的现象[12]，

这可能是因为高剂量 PERO 或代谢产物具有肝药酶

诱导剂的作用，可加快药物分解代谢，使其失去药

理活性所致[13]。 
应激引起的抑郁症或焦虑症与下丘脑-垂体-肾

上腺轴的过度活化和调节异常密切相关。在应激状

态时，下丘脑释放的促肾上腺皮质激素能刺激脑垂

叶前体促肾上腺皮质激素释放激素分泌的增加，进

而刺激肾上腺皮质分泌过多的皮质酮 [ 1 4 - 1 5 ]。

Holsboer 等[15]发现应激状态下下丘脑-垂体-肾上腺

轴的激活可通过皮质酮量的增加有所反映，因此皮

质酮的量可作为评价抑郁症的一个重要指标。本实

验结果发现，慢性温和性应激引起的大鼠下丘脑-
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垂体-肾上腺轴的亢进表现为血清中皮质酮水平显

著升高；PERO 能明显降低抑郁大鼠血清皮质酮的

水平，提示 PERO 的抗抑郁作用可能是通过调节下

丘脑-垂体-肾上腺轴功能来实现的。 
许多学者提出“抑郁症的神经营养因子失调假

说”，其和“下丘脑-垂体-肾上腺轴假说”均着眼于

抑郁症引发的海马区神经元的损伤。有研究表明，

脑内 BDNF 的减少可能会引起抑郁症，但 BDNF 在

抑郁症机制中的具体作用还不明确。BDNF 是最早

发现的一种神经营养因子，可以调节神经元和突触

的可塑性，对中枢神经元的增殖和修护有重要的意

义[11]。BDNF 主要与受体 TrkB 结合，使受体发生

二聚体化后，通过激活受体内在的酪氨酸激酶参与

神经营养因子作用的信号通路，进而对神经元起保

护、促进再生的作用[16-17]。临床研究也表明[18]抑郁

症患者血清中 BDNF 水平降低，抗抑郁药可使血清

BDNF 恢复到正常水平。本实验结果也表明，慢性

应激抑郁大鼠海马区BDNF的水平显著降低，PERO
能上调 BDNF 的水平下降，效果甚至优于氟西汀，

其原因可能是 PERO 的抗抑郁作用更多地是通过神

经元保护产生的，而氟西汀作为一种 5-羟色胺再摄

取抑制剂，对 BDNF 的作用要弱于 PERO。 
综上，PERO 对慢性不可预期性温和应激抑郁

大鼠具抗抑郁作用，该作用可能通过调节下丘脑-
垂体-肾上腺轴功能状态、提高脑组织海马中 BDNF
的水平实现的。而 PERO 对海马神经元和 BDNF 作

用受体 TrkB 及其信号通路的影响有待进一步研究。 
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