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经鼻吸入川芎油调控 BDNF/TrkB/CREB 通路及重塑肠道微生态的抗抑郁
作用机制  

刘昊林，吴欠欠，凌  霞，程  楠，李  丹，胡  月，龙  宇，甘青霞*，李  楠* 

成都中医药大学药学院/现代中药产业学院，四川 成都  611137 

摘  要：目的  探究川芎油经鼻吸入给药后对慢性不可预知温和应激（chronic unpredictable mild stress，CUMS）抑郁小鼠的

影响及作用机制。方法  通过气相色谱-质谱（gas chromatography-mass spectrometry，GC-MS）鉴定川芎油主要成分；构建

小鼠 CUMS 抑郁模型，给予药物干预后，采用行为学实验、苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）及尼氏染色评价川芎油

的药效作用；采用 ELISA、Western blotting、qRT-PCR 及 16S rRNA 进行机制研究。结果  通过 GC-MS 鉴定川芎油的主要

成分为 Z-藁本内酯和洋川芎内酯 A。经鼻吸入川芎油能显著改善 CUMS 小鼠的抑郁样行为（P＜0.05、0.01），减轻海马神经

元损伤，上调海马组织脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）/原肌球蛋白受体激酶 B（tyrosine receptor 

kinase B，TrkB）/环磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP-response element binding protein，CREB）信号通路相关蛋白表达（P＜

0.05、0.01），升高 5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）、去甲肾上腺素（norepinephrine，NE）等单胺类神经递质水平（P＜

0.05、0.01），抑制下丘脑-垂体-肾上腺（hypothalamic-pituitary-adrenal，HPA）轴的亢进（P＜0.05、0.01），抑制结肠组织中

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等促炎因子水平（P＜0.05、0.01），增强屏障功能（P＜0.05、0.01），显著

改善 CUMS 诱导的肠道微生物失调。CREB 特异性抑制剂 666-15 显著逆转川芎油的抗抑郁作用（P＜0.01）。结论  经鼻吸

入川芎油通过 BDNF/TrkB/CREB 通路改善肠道功能障碍，从而治疗抑郁。 
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Antidepressant mechanism of nasal inhalation of Chuanxiong Rhizoma oil in 

modulating BDNF/TrkB/CREB pathway and remodelling gut microbiota 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of Chuanxiong (Chuanxiong Rhizoma) oil inhalation via nasal 

administration on chronic unpredictable mild stress (CUMS)-induced depressive mice. Methods  The main components of 

Chuanxiong Rhizoma oil were identified by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). A CUMS-induced depressive mouse 

model was established, and after drug intervention, the pharmacological effects of Chuanxiong Rhizoma oil were evaluated through 

behavioral tests, hematoxylin-eosin (HE) staining and Nissl staining. Mechanistic studies were conducted using ELISA, Western 

blotting, qRT-PCR and 16S rRNA. Results  GC-MS identified Z-ligustilide and senkyunolide A as the primary components of 

Chuanxiong Rhizoma oil. Nasal inhalation of Chuanxiong Rhizoma oil significantly alleviated depressive-like behaviors in CUMS 

mice (P < 0.05, 0.01), reduced hippocampal neuronal damage, upregulated the expressions of brain-derived neurotrophic factor 
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(BDNF)/tyrosine receptor kinase B (TrkB)/cAMP-response element binding protein (CREB) signaling pathway related proteins in 

hippocampus (P < 0.05, 0.01), elevated levels of monoamine neurotransmitters such as 5-hydroxytryptamine (5-HT) and 

norepinephrine (NE) (P < 0.05, 0.01), inhibited the hyperactivity of hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis (P < 0.05, 0.01), 

suppressed pro-inflammatory factors such as tumor necrosis factor-α (TNF-α) in colon tissue (P < 0.05, 0.01), enhanced barrier function 

(P < 0.05, 0.01), and significantly ameliorated CUMS-induced gut microbiota dysbiosis. The CREB-specific inhibitor 666-15 

significantly reversed the antidepressant effects of Chuanxiong Rhizoma oil (P < 0.01). Conclusion  Nasal inhalation of Chuanxiong 

Rhizoma oil alleviates depression by improving gut dysfunction through BDNF/TrkB/CREB pathway. 

Key words: depression; Chuanxiong Rhizoma oil; anti-inflammation; hypothalamic-pituitary-adrenal axis; gut microbiota; BDNF/ 

TrkB/CREB pathway; Z-ligustilide; senkyunolide A 

抑郁症是全球疾病总负担的主要因素之一，其不

仅致残率高，且常与物质使用障碍、神经退行性疾病等

多种慢性疾病共存，呈现出高患病率、高复发率和高自

杀风险的“三高”特征，给社会带来沉重的健康与经济

压力[1-3]。目前临床上广泛使用的抗抑郁药物（如氟西

汀、帕罗西汀等）虽在一定程度上能够缓解抑郁症状，

但普遍存在头晕、恶心、睡眠障碍等一系列不良反应，

并在撤药过程中易出现戒断症状，限制了其长期应用

的治疗依从性与安全性[4-6]。深入探究抑郁症的发病机

制发现，其病理过程与神经发育障碍及神经营养因子

信号通路失调密切相关。在神经生物学层面，抑郁症不

仅涉及 5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）、去甲

肾上腺素（norepinephrine，NE）、多巴胺（dopamine，

DA）、γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）等单

胺类神经递质代谢失衡，更与脑源性神经营养因子

（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）介导的神经

可塑性损伤直接相关[7]。BDNF 通过激活原肌球蛋白受

体激酶B（tyrosine receptor kinase B，TrkB）受体及下

游环磷腺苷效应元件结合蛋白（cAMP-response element 

binding protein，CREB）转录因子，调控神经元存活、

突触形成及海马神经发生，其表达下调可导致海马

体积萎缩和认知功能受损，成为抑郁症的核心病理

特征[8-9]。此外，长期应激导致的下丘脑-垂体-肾上腺

（hypothalamic-pituitary-adrenal，HPA）轴功能亢进、肿

瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）等促炎

细胞因子释放增多，也被认为是诱发神经炎症、破坏肠

道屏障结构与功能、加剧抑郁行为的重要机制[10-12]。因

此，针对多重病理环节的多靶点干预策略已成为当前

抗抑郁药物研发的重要方向。 

芳香疗法作为一种起源于 20 世纪早期（由法国

化学家 René-Maurice Gattefossé 系统界定）的非侵入

性辅助治疗方式，因具备缓解抑郁与焦虑情绪的潜

能，且安全性高、适用人群广，近年来受到越来越多

的关注[13-14]。依据中医理论，芳香类药物常被用于治

疗卒中后抑郁，有助于促醒开窍、醒脑益智[3]。川芎

Chuanxiong Rhizoma 是传统解郁名方“越鞠丸”中

的君药，其挥发油富含苯酞类化合物如洋川芎内

酯，展现出抗氧化、抗炎等多重药理活性[15-18]。课

题组前期研究发现，鼻腔吸入川芎油在治疗失眠方

面具有潜在的神经炎症抑制作用[19]。有研究证实其

活性成分 Z-藁本内酯不仅具有神经保护作用，还能

通过调控大麻素受体 2 途径重建肠道菌群稳态、维

持肠屏障完整性[20]。然而，目前对于川芎油抗抑郁

的具体机制尚未完全明确，仍有待深入探究。因此，

本研究旨在探讨经鼻吸入川芎油通过调控神经营

养因子通路，在慢性不可预知温和应激（chronic 

unpredictable mild stress，CUMS）抑郁小鼠中发挥神

经保护、减轻肠道炎症及调节肠道菌群紊乱的综合

抗抑郁功效，以阐明其多靶点抗抑郁机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠，体质量 18～25 g，

6～8 周龄，由斯贝福（北京）生物科技有限公司提供，

合格证号SCXK（京）2024-0001。动物实验经成都中医

药大学动物护理与使用委员会批准（批准号2024199）。 

1.2  药材 

川芎（批号 240701-61）购自成都吉安药业有

限公司，经成都中医药大学李楠教授鉴定为伞形科

植物川芎 Ligusticum chuanxiong Hort.的干燥根茎。 

1.3  药品与试剂 

盐酸氟西汀（批号RH561640，质量分数≥98%）、

CREB抑制剂666-15（批号RH631034，质量分数≥98%）

购自上海易恩化学技术有限公司；5-HT 试剂盒（批号

080677703G7956 ）、 BDNF 试 剂 盒 （ 批 号

080677703C725M ）、 NE 试 剂 盒 （ 批 号

102277708C680M ）、 DA 试 剂 盒 （ 批 号

052977708C966M ）、 GABA 试 剂 盒 （ 批 号

052177713D099M）、促肾上腺皮质激素释放激素
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（corticotropin-releasing hormone，CRH）试剂盒（批号

0612777002C999M）、皮质醇（cortisol，CORT）试剂盒

（批号 0612777002C703M）、促肾上腺皮质激素

（adrenocorticotropic hormone，ACTH）试剂盒（批号

0612777002C468M ）、 TNF-α 试 剂 盒 （ 批 号

071577703C412M）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）

试剂盒（批号071577703D049M）、IL-1β 试剂盒（批号

071577703D063M）购自泉州生物科技有限公司；BCA

蛋白测定试剂盒（批号 24035326）购自北京兰杰柯科技

有限公司；BDNF抗体（批号N27AU06）、CREB抗体

（批号M30AU12）、p-CREB抗体（批号N08JL01）购自

成都正能生物技术有限公司；TrkB 抗体（批号 4）、血

浆膜囊泡相关蛋白-1（plasmalemma vesicle-associated 

protein-1，PV-1）抗体（批号 1）购自美国CST 公司；

闭锁小带蛋白-1（zonula occludens-1，ZO-1）抗体（批

号AC241121312）、Occludin抗体（批号AC241219052）、

β-actin抗体（批号AC231112001）、HRP 标记的山羊抗

兔二抗（批号M210035）购自武汉赛维尔生物科技有限

公司；RNAiso Plus试剂（批号 9109）购自Takara生物

技术有限公司；RT EasyTM Ⅱ试剂盒（批号 RT-

01022/01023）购自成都福际生物技术有限公司；SYBR 

qPCR SuperMix Plus 试剂盒（批号M00041）购自四川

岚云生物科技有限公司；Zymo Research 粪便 DNA 试

剂盒（批号D4301）、DNA凝胶提取试剂盒（批号D4008）

购自美国泽莫股份有限公司。 

1.4  仪器 

RE-52AA 型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器

厂）；SpectraMax iD5 型酶标仪（英国柏楉有限公

司）；PowerPac Basic 电泳仪、MiniTrans-Blot Cell 垂

直电泳槽及组件、MiniTrans-Blot Cell 转印槽及组件

（（伯乐生命医学产品公司）；ChemiScope 6100 型化

学发光成像系统（上海勤翔科学仪器有限公司）；

NanoZoomer S60 型病理切片扫描仪（（滨松光子学商

贸有限公司）；SLAN-96S 型全自动医用 PCR 分析

系统（（上海宏石医疗科技有限公司）；K5800C 型超

微量核酸蛋白分析仪（北京凯奥科技发展有限公

司）；气相色谱 -质谱（gas chromatography-mass 

spectrometry，GC-MS）仪（（美国安捷伦科技公司）；

雾化吸入系统（江苏富林医疗设备有限公司）。 

2  方法 

2.1  川芎油的制备及 GC-MS 分析 

2.1.1  川芎油的制备  根据课题组前期研究，将川

芎粉末在 40 ℃下烘烤 3 h，加入 10 倍量的乙醚，

用保鲜膜密封，在 0 ℃下超声（（200 W）提取 30 min，

采用旋转蒸发器回收乙醚，得到川芎油，用微孔滤

膜滤过（得率为 7.073 3%）[19]。 

2.1.2  GC-MS 分析  将 50 μL 川芎油用醋酸乙酯

稀释至 1 mL，并经 0.45μm 微孔滤膜滤过。使用

Agilent HP-INNOWax 聚乙二醇（PEG）气相毛细

管柱（30 m×250 μm，0.25 μm）；载气为氦气（He），

体积流量 1 μL/min；升温程序：50 ℃保持 3 min，以

5 ℃/min 升至 150 ℃，再以 10 ℃/min 升至 250 ℃，

最后以 25 ℃/min 升至 260 ℃并保持 5 min。分流比

100∶1；进样体积 1 μL。EI 离子源，电子能量为 70 

eV，离子源温度为 220 ℃，采用全扫描模式。 

2.1.3  给药溶液的制备  由于挥发油不溶于水，将

川芎油与聚山梨酯-80 混合后，再用超纯水溶解，配

制成含有 0.1%聚山梨酯-80 的溶液。 

2.2  分组、造模及给药 

将 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组（0.1%聚山

梨酯-80）、模型组（（0.1%聚山梨酯-80）、盐酸氟西汀

（（20 mg/kg）组和川芎油低、中、高剂量（（0.039、0.079、

0.159 g/kg[19]）组，每组 8 只。小鼠适应性喂养 1 周

后，转为单笼喂养。除对照组外，其余各组均接受

CUMS 刺激（禁食 24 h、禁水 24 h、45°笼倾斜、

噪音、潮湿垫料、无垫料、夹尾 3 min、昼夜颠倒、

束缚 6 h、频闪 12 h、4 ℃冰水游泳 5 min、拥挤、

45 ℃热板 5 min），期间每天随机施加 2 种不同的

压力源，并且每 7 天更换 1 次压力源序列。从第 5

周开始，同时进行 CUMS 刺激和每天 30 min 的雾

化吸入给药，持续 4 周后连续 3 d 进行行为学实验。

雾化吸入系统见图 1，小鼠置于 50 mL 通风离心管

中，固定于亚克力密闭箱体；箱体连接雾化器，药

物经雾化后输入箱内完成给药。 

 

图 1  递药装置 

Fig. 1  Drug delivery device 
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2.3  行为学评价 

2.3.1  糖水偏好实验（sucrose preference test，SPT）  

小鼠禁食禁水 24 h 后，给予 1%蔗糖水和纯水 2 h

（每隔 1 h 交换位置），计算糖水偏好率，评估快感

缺失程度[21]。 

糖水偏好率＝糖水摄入量/(糖水摄入量＋水摄入量) 

2.3.2  强迫游泳实验（forced swimming test，FST）  

小鼠置于圆柱容器中，水深 20 cm，水温（24±1）℃，

适应 2 min 后记录 4 min 内静止时间（仅维持头部

浮出水面的不动状态），反映绝望行为[1]。 

2.3.3  悬尾实验（tail suspension test，TST）  小鼠

尾尖 2.5 cm 处固定，悬空 40 cm 悬挂 6 min，适应

2 min 后记录 4 min 内静止时间（停止挣扎仅轻微摆

动），评估抑郁样行为[22]。 

2.3.4  旷场实验（open field test，OFT）  小鼠置于

50 cm×50 cm×40 cm 黑色方笼中心，适应 1 min 后

记录 5 min 内的活动。分析总运动距离、静止时间

及平均速度，评估自发活动与焦虑状态。每次测试

后用 75%乙醇清洁装置[23]。 

2.4  组织学染色观察 

2.4.1  苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色  

行为学实验后麻醉小鼠，采用眼眶取血法采集全血，

室温静置凝固后，分离得到血清。处死小鼠分离脑海

马和结肠组织，制作石蜡切片，经过脱蜡和脱水处理

后分别浸泡在 95%、85%、75%乙醇和超纯水中。进

行 HE 染色后，梯度乙醇脱水，二甲苯透明并用中性

树脂封片。使用数字切片扫描仪对切片进行扫描。 

2.4.2  尼氏染色  脑组织石蜡切片经脱蜡和脱水

处理后，用 1%甲苯胺蓝染色 20 min，依次用蒸馏

水、70%乙醇和 95%乙醇冲洗，无水乙醇脱水，二

甲苯透明，用中性树胶封片。在显微镜下观察并拍

摄海马 CA1 区域，计数尼氏染色阳性的神经元[24]。 

2.5  ELISA 检测海马组织 5-HT、DA、GABA、NE

及血清 CORT、CRH、ACTH 和结肠组织 BDNF、

IL-1β、IL-6、TNF-α 水平 

 按照试剂盒说明书检测海马组织中 5-HT、DA、

GABA、NE 及血清中 CORT、CRH、ACTH 和结肠

组织中 BDNF、IL-1β、IL-6、TNF-α 的水平[25]。 

2.6  Western blotting 检测海马组织 BDNF、TrkB、

CREB、p-CREB 和结肠组织 ZO-1、Occludin、

PLVAP 蛋白表达 

 取小鼠海马、结肠组织，匀浆后加入裂解液提

取蛋白，采用 BCA 法测定蛋白浓度。蛋白样品经

10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至

PVDF 膜，用 5%牛血清白蛋白封闭后，分别加入

BDNF、CREB、p-CREB、TrkB、ZO-1、Occludin、

PLVAP 一抗，4 ℃孵育过夜；加入二抗，室温孵育

1 h 后，加入 ECL 化学发光试剂显影，使用成像设

备扫描，并用 Image J 软件进行定量分析[26]。 

2.7  qRT-PCR 检测海马组织 BDNF、CREB、TrkB

基因表达 

 取小鼠海马组织，按照试剂盒说明书提取总

RNA 并合成 cDNA，进行 qRT-PCR 分析。引物序

列见表 1，将 β-actin 作为内参基因，采用 2−∆∆Ct 法

计算目的基因相对表达量[27]。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

BDNF F: TACCTGGATGCCGCAAACAT 

 R: GCTGTGACCCACTCGCTAAT 

CREB F: GAGCAGACAACCAGCAGAGT 

 R: TGGCATGGATACCTGGGCTA 

TrkB F: TGAAAAACAGCAACCTGCGG 

 R: CCCGTCAGGATCAGGTCAGA 

β-actin F: CTGTGCTATGTTGCTCTA 

 R: GTTGCCAATAGTGATGAC 

2.8  免疫荧光检测海马组织 BDNF、CREB 表达 

 脑组织石蜡切片脱蜡后，将切片浸入 pH 6.0 的

柠檬酸缓冲液中，在微波炉中高温加热 10 min，静

置 8 min，再次在中高温度下加热 10 min。冷却后，

用 PBS 冲洗切片 3 次，每次 5 min。滴加山羊血清

封闭液，室温封闭 20 min。加入一抗，室温孵育过

夜；PBS 冲洗后加入二抗，37 ℃孵育 30 min；PBS

冲洗后，滴加 DAPI，室温孵育 10 min；PBS 冲洗，

用抗荧光衰减封片剂封片。使用 OlyVIA 显微镜相

机系统对切片进行成像，使用 Image J 软件进行分

析，并计算平均荧光强度[25]。 

2.9  微生物多样性分析 

 在给药后第 21 天收集粪便样品，并立即于

−80 ℃保存以提取细菌 DNA。使用 Zymo Research

粪便 DNA 试剂盒分离总细菌 DNA，使用引物 515F

（5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’）和 806R（5’-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）扩增细菌 16S 

rRNA 基因的 V4 区。使用 DNA 凝胶提取试剂盒纯

化 PCR 产物，Qubit® 2.0 荧光计定量后，采用

Illumina NovaSeq 平台对合格的文库进行测序。 

2.10  川芎油抗抑郁机制的逆向验证 

采用 CREB 特异性抑制剂 666-15 验证川芎油
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是否通过 BDNF/TrkB/CREB 通路改善小鼠抑郁样

症状[28]。将 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、666-15

（（10 mg/kg）组和川芎油（（0.159 g/kg）＋666-15（（10 

mg/kg）组，每组 8 只。小鼠适应性饲养 7 d 后，666-

15 组和川芎油＋666-15 组每 2 天 ip 666-15（10 

mL/kg），共 5 次；对照组 ip 0.1%聚山梨酯-80；川芎

油＋666-15 组同时雾化吸入川芎油，连续给药 28 d。

于给药第 21 天收集粪便，给药结束后对小鼠进行

行为学实验，处死小鼠，分离海马和结肠组织，按

（“2.6”“2.8”“2.9”项下方法进行 Western blotting、

免疫荧光和微生物多样性分析。 

2.11  统计学分析 

所有实验数据均使用GraphPad Prism软件进行

统计处理，以 x s 表示，并通过非配对双尾 t 检验

或单因素方差（ANOVA）进行分析。 

3  结果 

3.1  川芎油的成分分析 

 如表 2 所示，GC-MS 分析鉴定出川芎油中的

19 个化合物，苯酞类化合物占比最高，其中 Z-藁本

内酯与洋川芎内酯 A 合计高达 55.83%，其次为 4-

羟基吲哚、新萘啶及亚油酸甲酯等。 

3.2  川芎油对 CUMS 小鼠抑郁样行为的影响 

OFT 结果（（图 2-A、B）显示，与对照组比较， 

表 2  川芎油的 GC-MS 分析 

Table 2  GC-MS analysis of Chuanxiong Rhizoma oil 

序号 化合物 tR/min 分子式 占比/% 

1 丙酸乙酯 4.323 C5H10O2 1.09 

2 薄荷醇 14.360 C10H20O 0.61 

3 β-蛇麻烯 15.805 C15H24 1.54 

4 丁基羟基甲苯 18.281 C15H24O 0.95 

5 5-叔丁基间二甲苯 21.227 C12H18 0.89 

6 2′-羟基-5′-甲基苯乙酮 22.134 C9H10O2 0.87 

7 棕榈酸甲酯 22.269 C17H34O2 1.31 

8 棕榈酸乙酯 22.739 C18H36O2 0.69 

9 棕榈酸 25.484 C16H32O2 0.75 

10 8-十八烯酸甲酯 25.573 C19H36O2 2.30 

11 13-十八烯酸 26.111 C18H34O2 0.90 

12 亚油酸甲酯 26.380 C19H34O2 6.98 

13 亚油酸乙酯 26.951 C20H36O2 2.68 

14 4-羟基吲哚 27.287 C8H7NO 9.79 

15 新蛇床子素 27.612 C12H18O2 9.05 

16 N,N-二甲基戊酰胺 27.881 C7H15NO 0.77 

17 Z-藁本内酯 28.284 C12H14O2 34.54 

18 洋川芎内酯 A 28.912 C12H16O2 21.29 

19 棕榈酸 30.704 C16H32O2 3.20 

 

A-OFT 的轨迹图；B-OFT 中总运动距离、静止时间和平均速度；C-FST 中静止时间；D-SPT 中糖水偏好率；E-TST 中静止时间；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 3～6 同。 

A-trajectory of OFT; B-total distance, immobility time and average velocity in OFT; C-immobility time in FST; D-sucrose preference rate in SPT; E-

immobility time in TST; *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as Figs. 3—6. 

图 2  川芎油对 CUMS 小鼠抑郁样行为的影响 ( x s , n = 8) 

Fig. 2  Effect of Chuanxiong Rhizoma oil on depression like behavior in CUMS mice ( x s , n = 8) 
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模型组小鼠总运动距离和平均速度显著降低（P＜

0.01），静止时间显著升高（（P＜0.01）；与模型组比

较，氟西汀组和川芎油中、高剂量组小鼠总运动距

离和平均速度显著升高（P＜0.01），静止时间显著

降低（（P＜0.01）。SPT 结果（（图 2-D）显示，与对照

组比较，模型组小鼠糖水偏好率显著降低（P＜

0.01）；与模型组比较，氟西汀组和川芎油中、高剂

量组糖水偏好率显著升高（P＜0.01）。FST（图 2-

C）和 TST（（图 2-E）结果显示，与对照组比较，模

型组小鼠静止时间显著延长（P＜0.01）；与模型组

比较，氟西汀组和川芎油中、高剂量组静止时间显

著缩短（（P＜0.05、0.01）。以上结果表明，川芎油能

够改善 CUMS 诱导的小鼠抑郁样行为异常。 

3.3  川芎油对CUMS小鼠海马 CA1区神经元损伤

的影响 

HE 染色结果（（图 3-A）显示，对照组小鼠海马

CA1 区结构清晰，锥体细胞完整，形态清晰，核大

而圆，核仁明显。与对照组相比，模型组锥体细胞

层受损，锥体细胞不同程度坏死，坏死细胞胞核固

缩，染色加深或核溶解消失，坏死区域神经元排列

散乱，数量明显减少，病变程度略重。与模型组比

较，各给药组神经元病理变化有不同程度的改善，

锥体细胞层较为完整，少量细胞胞核固缩。其中，

氟西汀组和川芎油高剂量组的改善作用较为明显。

以上结果表明川芎油可以减轻 CUMS 诱导的海马

CA1 区病变。 

尼氏染色结果（（图 3-B、C）显示，与对照组比

较，模型组小鼠海马 CA1 区尼氏染色阳性神经元数

量显著减少（P＜0.01）；与模型组比较，各给药组

海马 CA1 区尼氏染色阳性神经元数量增加，表现出

CUMS 后脑部神经存在神经元损伤。其中，氟西汀

组和川芎油高剂量组尼氏染色阳性神经元数量显著 

  

A-海马 CA1 区的 HE 染色结果（×400），箭头表示神经元退行性坏死；B、C-海马 CA1 区的尼氏染色结果（×400）；D～J-ELISA 检测海马组

织中 5-HT、DA、NE、GABA 及血清中 ACTH、CRH、CORT 水平。 

A-HE staining results of hippocampal CA1 region (× 400), with arrows indicating neurodegenerative necrosis; B, C-Nissl staining results of hippocampal 

CA1 region (× 400); D—J-levels of 5-HT, DA, NE, GABA in hippocampal tissue and ACTH, CRH, CORT in serum detected by ELISA. 

图 3  川芎油对 CUMS 小鼠海马 CA1 区神经元损伤和抑郁相关生化指标的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of Chuanxiong Rhizoma oil on neuronal damage in hippocampal CA1 region and depression related 

biochemical indicators of CUMS mice ( x s , n = 6) 
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高于模型组（P＜0.05、0.01）。 

3.4  川芎油对 CUMS 小鼠抑郁相关生化指标及

BDNF/TrkB/CREB 通路的影响 

3.4.1  川芎油对抑郁小鼠海马组织中神经递质水

平的影响  如图 3-D～G 所示，与对照组比较，模

型组小鼠海马组织中 5-HT、DA、NE、GABA 水平

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，氟西汀组和川

芎油高剂量组小鼠海马组织中 5-HT、DA、NE、

GABA 水平显著升高（P＜0.05、0.01），表明川芎油

可能通过调节神经递质水平改善 CUMS 小鼠的抑郁

症状。 

3.4.2  川芎油对抑郁小鼠血清中 HPA 轴相关激素

水平的影响  如图 3-H～J 所示，与对照组比较，模

型组小鼠血清中 ACTH、CRH、CORT 水平明显升

高（P＜0.01）；与模型组比较，氟西汀组和川芎油

高剂量组小鼠血清中 ACTH、CRH、CORT 水平显

著降低（P＜0.05、0.01），川芎油中剂量组血清中

ACTH 水平显著降低（P＜0.05），表明川芎油可以

有效调节 HPA 轴相关激素的分泌，这可能是其改善

CUMS 小鼠抑郁症的原因之一。 

3.4.3  川芎油对抑郁小鼠海马组织中 BDNF/TrkB/ 

CREB 通路的影响  采用 Western Blotting 检测各组

小鼠海马组织中 BDNF、CREB、p-CREB、TrkB 蛋

白表达水平，结果如图 4-A～C 所示，与对照组比

较，模型组小鼠海马组织中 BDNF、p-CREB/CREB、

TrkB 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）；与

模型组比较，川芎油高剂量组小鼠海马组织中

BDNF、p-CREB/CREB、TrkB 蛋白表达水平显著升

高（P＜0.05、0.01），川芎油中剂量组 BDNF、TrkB

蛋白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01）。采用 qRT-

PCR 检测各组小鼠海马组织中 BDNF、CREB、TrkB 

mRNA 表达水平，结果如图 4-D 所示，与对照组比

较，模型组小鼠海马组织中 BDNF、CREB、TrkB 

mRNA 表达水平显著降低（P＜0.01）；与模型组比

较，川芎油中、高剂量组海马组织中 BDNF、CREB、

TrkB mRNA 表达水平显著升高（P＜0.01）。采用免

疫荧光检测各组小鼠海马组织中 BDNF、CREB 表

达，结果如图 5 所示，与对照组比较，模型组小鼠

海马组织中 BDNF、CREB 表达显著降低（P＜0.05、

0.01）；与模型组比较，川芎油高剂量组海马组织中

BDNF、CREB 表达显著升高（P＜0.05）。 

3.5  川芎油对 CUMS 小鼠肠道炎症因子及肠道屏

障相关蛋白表达的影响 

3.5.1  川芎油对 CUMS 小鼠肠道病理损伤的影响   

 

图 4  川芎油对 CUMS 小鼠海马组织中 BDNF/TrkB/CREB 通路相关蛋白 (A～C) 及基因 (D) 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of Chuanxiong Rhizoma oil on expressions of BDNF/TrkB/CREB pathway related proteins (A—C) and genes 

(D) in hippocampal tissue of CUMS mice ( x s , n = 3) 
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HE 染色结果如图 6-A 所示，模型组小鼠结肠组织

黏膜上皮脱离、固有层结缔组织增生、肠腺消失、

轻微炎性细胞浸润。对照组和川芎油中、高剂量组

结肠组织黏膜完整，肠腺仅轻度扩张，表明川芎油

可改善 CUMS 小鼠结肠的组织病理学损伤。 

3.5.2  川芎油对 CUMS 小鼠结肠组织中 BDNF、炎

症因子水平的影响  如图 6-B 所示，与对照组比较，

模型组小鼠结肠组织中 BDNF 水平显著降低（P＜

0.01），TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组比较，川芎油中、高剂量组结肠组

织中 BDNF 水平显著升高（P＜0.01），川芎油高剂

量组结肠组织中 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平显著降

低（P＜0.05、0.01）。 

3.5.3  川芎油对 CUMS 小鼠结肠组织中肠道屏障

相关蛋白表达的影响  如图 6-C 所示，与对照组比

较，模型组小鼠结肠组织中 ZO-1、Occludin 蛋白表

达水平显著降低（P＜0.05、0.01），PV-1 蛋白表达

水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，川芎油

中、高剂量组结肠组织中 ZO-1、Occludin 蛋白表达

水平显著升高（P＜0.05、0.01），川芎油高剂量组 PV-

1 蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）。 

3.6  川芎油对 CUMS 小鼠肠道菌群多样性的影响 

采用 16S rRNA 高通量测序分析小鼠肠道菌群

与抑郁症发生的相关性。由 α 多样性指数（（图 7-A～

C）、β 多样性主成分坐标分析（（principal coordinates 

analysis，PCoA，图 7-D）可以看出，川芎油高剂量

组能够逆转 CUMS 小鼠肠道菌群失衡。韦恩图（（图

7-E）展示了所有样本总共识别 3 050 个操作分类单

元（（operational taxonomic unit，OTU），所有组共有

273 个 OTU。以上结果显示，川芎油给药会引起抑

郁小鼠肠道微生物群的改变，展现出与健康小鼠相

似的结构。根据门水平定量分析图（（图 7-F），各组

主要种群是厚壁菌门与拟杆菌门，与对照组比较，

模型组拟杆菌门丰度降低，厚壁菌门丰度升高；与

模型组比较，川芎油给药后拟杆菌门丰度升高，厚

壁菌门丰度降低。模型组厚壁菌门丰度的增加主要

由毛螺菌科 NK4A136 群驱动，该菌属与短链脂肪

酸（（short-chain fatty acids，SCFAs）代谢相关，其减

少可能导致抗炎物质（（如丁酸）水平下降，加剧肠

道炎症。在属水平上（（图 7-G），与对照组比较，模

型组毛螺菌科 NK4A136 群与拟杆菌属的相对丰度

发生显著变化，而川芎油给药后能逆转毛螺菌科

NK4A136 群与拟杆菌属的变化。线性判别分析效应

大小（（linear discriminant analysis effect size，LEfSe）

软件使用线性判别分析（（linear discriminant analysis，

LDA）来估计每个物种丰度对多样性的影响，并识

别样本划分存在显着差异的群落或物种。结果如图

7-H、I 所示，共有 21 个具有 LDA 分数＞4 的类群。

模型组中鉴别出包含百万菌属在内的 6 个类群。在

给药组中，共鉴定出包含瘤胃球菌属在内的 10 个

类，均为瘤胃球菌科家族成员，可产生抗炎代谢物，

可能通过抑制 TNF-α 分泌改善肠道屏障功能。通过

Spearman 相关分析研究抑郁样行为、大脑中 BDNF

和神经递质水平、肠道炎症因子水平和肠道微生物

群之间的关联，结果见图 8。 

3.7  基于BDNF/TrkB/CREB通路的川芎油抗抑郁

作用的逆向验证结果 

为了证实 BDNF/TrkB/CREB 通路与川芎油抗

抑郁的强相关作用，采用 CREB 抑制剂 666-15 探

究川芎油是否通过 BDNF/TrkB/CREB 通路改善小

鼠抑郁样症状，结果见图 9-A～C。与对照组比较，

666-15 组 OFT 中小鼠的总运动距离和平均速度显

著降低（（P＜0.05），静止时间显著升高（（P＜0.01），

SPT 中糖水偏好率显著下降（（P＜0.01），FST、TST

中静止时间显著升高（P＜0.01）；而 666-15＋川芎

油组能显著改善以上指标（P＜0.05、0.01）。采用

Western blotting、免疫荧光检测小鼠海马中 BDNF、

CREB 蛋白表达，结果如图 9-D～I 所示，与对照组

比较，666-15 组 BDNF、CREB 蛋白表达水平显著降

低（P＜0.05、0.01），而川芎油能逆转 666-15 对

BDNF、CREB 蛋白表达的抑制作用（P＜0.05、0.01）。 

采用16S rRNA高通量测序分析小鼠肠道菌群与

抑郁症发生的相关性。由 α 多样性指数（图 10-A）、

β 多样性 PCoA（图 10-B）可以看出，川芎油能恢复

666-15 引起的小鼠肠道菌群紊乱（P＜0.01）。韦恩图

（图 10-C）展示了所有样本总共识别 1 932 个 OTU，

所有组共有 243 个 OTU。根据门水平定量分析图（图

10-D），各组主要种群是拟杆菌门和厚壁菌门，与对

照组比较，666-15 组厚壁菌门丰度降低，拟杆菌门丰

度升高；而川芎油能逆转以上变化。在属水平上（图

10-E），与对照组比较，666-15 组拟杆菌门、毛螺菌

科 NK4A136 群的相对丰度发生变化；给予川芎油干

预后能够逆转以上菌群变化。LEfSe 结果如图 10-F、

G 所示，共有 47 个具有 LDA 分数＞3 的类群。666-

15 组鉴别出包含拟杆菌属在内 16 个类群，666-15＋

川芎油组共鉴定出毛螺菌科在内的 11 个类群。 
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图 5  免疫荧光检测各组小鼠海马 CA1 区 BDNF 和 CREB 表达 (×40; x s , n = 3) 

Fig. 5  Immunofluorescence detection of BDNF and CREB expressions in hippocampal CA1 region of mice in each group 

(× 40; x s , n = 3) 

 

A-结肠组织 HE 染色结果（×400），箭头表示损伤区域；B-结肠组织 BDNF、TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平；C-结肠组织 ZO-1、Occludin、PV-1

蛋白表达。 

A-HE staining results of colon tissue (× 400), with arrows indicating the damaged area; B-levels of BDNF, TNF-α, IL-6 and IL-1β in colon tissue; C-ZO-

1, Occludin and PV-1 protein expressions in colon tissue. 

图 6  川芎油对 CUMS 小鼠肠道炎症因子及肠道屏障相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of Chuanxiong Rhizoma oil on expressions of intestinal inflammatory factors and intestinal barrier related 

proteins in CUMS mice ( x s , n = 3)
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A～C-α 多样性相关指数；D-β 多样性 PCoA 图；E-韦恩图；F-各组门水平上肠道细菌相对丰度；G-各组属水平上肠道细菌相对丰度；H、I-LEfSe

分析结果。 

A—C-α diversity-related indices; D-PCoA of β diversity; E-Venn diagram; F-relative abundance of gut bacteria at phylum level in each group; G-relative 

abundance of gut bacteria at genus level in each group; H, I-LEfSe analysis results. 

图 7  肠道微生物分析结果 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Gut microbiome analysis results ( x s , n = 6) 
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*P < 0.05  **P < 0.01. 

图 8  Spearman 相关性分析 

Fig. 8  Spearman’s correlation analysis 

 

A-各组小鼠 OFT 的轨迹图；B-各组小鼠的总运动距离、静止时间、平均速度 (n = 8)；C-各组小鼠 SPT、FST、TST 结果 (n = 8)；D～F-海马

BDNF、CREB 蛋白表达 (n = 3)；G～I-各组海马 CA1 区 BDNF、CREB 平均荧光强度 (×40, n = 3)。 

A-trajectory plots of OFT for mice in each group; B-total locomotor distance, immobility time and average velocity for mice in each group (n = 8); C-

results of SPT, FST and TST for mice in each group (n = 8); D—F-expressions of BDNF and CREB proteins in hippocampal tissue (n = 3); G—I-mean 

fluorescence intensity of BDNF and CREB in hippocampal CA1 region (× 40, n = 3). 

图 9  CREB 抑制剂对川芎油改善小鼠抑郁样症状的影响 ( x s ) 

Fig. 9  Effect of CREB inhibitor on improvement of depression like symptoms in mice by Chuanxiong Rhizoma oil ( x s ) 
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A-α 多样性相关指数；B-β 多样性 PCoA 图；C-韦恩图；D-各组属水平上肠道菌群相对丰度；E-各组门水平上肠道菌群相对丰度；F、G-LEfSe

分析结果。 

A-α diversity-related indices; B-PCoA of β diversity; C-Venn diagrams; D-relative abundance of gut microbiota at genus level in each group; E-relative 

abundance of gut microbiota at phylum level in each group; F, G-LEfSe analysis results. 

图 10  CREB 抑制剂对川芎油改善小鼠肠道菌群的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 10  Effect of CREB inhibitor on improvement of gut microbiota in mice by Chuanxiong Rhizoma oil ( x s , n = 6)
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4  讨论 

本研究基于抑郁症的复杂病理机制，结合（“神

经炎症假说”和（“脑-肠轴假说”等前沿理论，系统

探讨了经鼻雾化吸入川芎油在 CUMS 诱导的抑郁

小鼠模型中的治疗作用及其作用机制。通过 GC-MS

分析明确了川芎油的主要活性成分为 Z-藁本内酯

与洋川芎内酯 A，两者均属于苯酞类化合物，具有

较强的抗炎、抗氧化及神经保护活性。与传统口服

给药相比，经鼻给药可通过（“鼻-脑通路”绕过血脑

屏障，快速分布至海马等关键脑区，从而避免肝脏

首过效应，提高生物利用度[29]。在多种动物模型中，

CUMS 模型因其能够较好地模拟人类在持续压力

下的行为表现，如兴趣减退和快感缺失等典型抑郁

症状，被认为是研究抑郁症的理想模型之一[30]。通

过对 OFT、SPT、FST 及 TST 的综合评估，发现川

芎油能显著改善 CUMS 诱导的行为缺陷，包括自主

活动减少和快感缺失行为，充分证明了其显著的抗

抑郁疗效。HE 及尼氏染色结果表明，川芎油能够有

效减轻海马 CA1 区锥体细胞的排列紊乱与坏死程

度，并显著恢复尼氏体阳性神经元的数量，进一步

确认了其对中枢神经系统的直接保护作用。 

在机制层面，川芎油在中枢系统中发挥了多靶

点调控作用。在分子水平上，川芎油显著上调BDNF、

TrkB 及 CREB 的表达，激活了 BDNF/TrkB/CREB

信号通路。然而，总 CREB 蛋白水平在 Western 

blotting 检测中变化相对不显著，而 p-CREB 的蛋白

表达水平则呈现与 CREB mRNA 一致的上调趋势。

这一结果反映了 CREB 信号通路调控的复杂性：

CREB 的生物学活性主要取决于其磷酸化状态，而

非总蛋白量的绝对变化。川芎油可能通过激活上游

激酶[如蛋白激酶 A（protein kinase A，PKA）、钙/

钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅳ（Ca2+/calmodulin 

dependent protein kinase type IV，CaMKIV）等]优先

促进 CREB 的磷酸化，从而在总蛋白量变化不大的

情况下显著增强其转录活性[31]。免疫荧光结果进一

步支持了这一观点，海马 CA1 区 CREB 阳性信号

增强，这可能反映了局部、细胞特异性或亚细胞水

平的 CREB 表达或聚集变化，而 Western blotting 检

测的则是整个海马组织的总蛋白，两者在敏感性及

检测范围上存在差异[32]。此外，川芎油还促进了海

马组织中 5-HT、NE、DA 及 GABA 等单胺类及抑

制性神经递质水平的恢复，显著纠正了 HPA 轴的过

度激活状态。上述结果共同表明，川芎油通过调控

神经营养因子通路及神经递质系统，并结合对 HPA

轴功能的调节，实现了对抑郁状态的多层次干预。

本研究通过引入 CREB 特异性抑制剂 666-15 进行

逆向验证，发现 ip 666-15 足以诱发小鼠出现显著的

抑郁样行为，印证了 CREB 信号通路在维持正常情

绪状态中的重要作用[28]。经鼻吸入川芎油能显著改

善由 666-15 诱导的行为缺陷，表明川芎油的抗抑郁

效应可能为通过上调BDNF及其受体TrkB的表达，

激活未被 666-15 完全抑制的 CREB 分子或其他

CREB 家族成员；此外，也可能通过 CREB 非依赖

的下游途径（（如调控神经元突触相关蛋白），从而部

分补偿、甚至绕过了药理水平的 CREB 抑制，最终

实现神经保护与情绪改善[9,33]。这凸显了川芎油通

过 BDNF/TrkB/CREB 通路显著增强神经可塑性及

其作用机制的多样性。 

本研究观察到，经鼻吸入川芎油在改善中枢抑

郁样行为的同时，亦能显著减轻远端结肠的炎症损

伤、增强肠道屏障功能。有研究发现，CUMS 引起

的 HPA 轴亢进是促进糖皮质激素的直接原因，且长

期高糖皮质激素状态是损害肠道上皮紧密连接、增

加肠黏膜通透性并诱发低度炎症的关键因素[23,34-36]。

本研究证实川芎油能在激活神经营养因子通路、增

强神经可塑性的同时，降低血清中 CRH、ACTH、

CORT 水平及结肠 BDNF 表达和促炎因子 TNF-α、

IL-6、IL-1β 的表达，并上调紧密连接蛋白 ZO-1 和

Occludin 的表达。表明川芎油通过中枢途径（尤其

是纠正 HPA 轴）有效缓解糖皮质激素对肠道的持续

攻击，从而通过（“脑-肠轴”这一自上而下的调控路

径，为肠道屏障的修复和炎症的消退创造了决定性

条件。川芎油还显著下调了肠道血管屏障标志蛋白

PV-1 的表达。已有研究表明，PV-1 的上调可能与肠

道血管屏障损伤有关，从而导致肠道细菌或其代谢

产物进入血液循环，引发全身性免疫应答及中枢小

胶质细胞活化，进而加重焦虑及认知功能损害[37-38]。

因此，川芎油还可能通过（“肠-脑轴”这一整体调控

路径反向作用于中枢神经功能。 

通过 16S rRNA 高通量测序分析，发现川芎油

干预后可显著逆转厚壁菌门/拟杆菌门值异常上升

的现象，降低了毛螺菌科 NK4A136 群的异常富集，

恢复了拟杆菌属等有益菌的相对丰度 [39-40] 。

Spearman 相关性分析进一步揭示，拟杆菌门的丰度

变化与肠道 BDNF 水平、海马 5-HT 水平呈显著正

相关，而与肠道促炎因子呈显著负相关。表明川芎
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油可能通过（“脑-肠轴”作用改善肠道环境，进而促

进有益菌属丰度的恢复，这些有益菌可能通过产生

SCFAs 等代谢产物，抑制炎症反应，从而参与“肠-

脑轴”对抑郁样行为的整体改善[41-42]。逆向验证实

验结果显示，川芎油能有效拮抗 666-15 引发的肠道

菌群紊乱，进一步支持了川芎油在调节肠道菌群方

面的积极作用，并再次印证了其作用途径涵盖了

（“脑-肠”双向通讯。 

本研究不仅从行为学及组织学层面证实了经

鼻雾化吸入川芎油对 CUMS 抑郁模型小鼠的治疗

效果，还在分子及系统层面上阐明了其潜在的作用

路径，揭示了经鼻给药川芎油的多靶点抗抑郁机

制，为中药活性成分的鼻腔给药提供了理论依据，

为开发高效、安全的抗抑郁疗法开辟了新的方向。 
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