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摘　 要　 目的　 观察白芍总苷对应激大鼠行为和神经内分泌的影响ꎬ探讨其部分作用机制ꎮ 方法　 雄性 ＳＤ 大鼠取 １０ 只

作为正常对照组ꎬ其余 ４０ 只采用不可预见性中等刺激建立应激大鼠模型ꎬ随机分为模型对照组、氟西汀(５.０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)组和白

芍总苷大、小剂量(６６ꎬ３３ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 连续给药 ３ 周后ꎬ使用自主活动仪测定大鼠水平和垂直活动变化ꎻ采用悬尾

实验观察大鼠情绪变化ꎻ采用苏木精￣伊红染色观察肾上腺形态学变化ꎬ放射免疫法测定皮质酮和促肾上腺皮质激素(ＡＣＴＨ)的

含量ꎬ实时￣聚合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)法检测下丘脑促肾上腺皮质素释放激素(ＣＲＨ) ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 结果　 与模型对照组比

较ꎬ白芍总苷大剂量组水平和垂直活动增加(Ｐ<０.０５)ꎻ不动时间减少(Ｐ<０.０５)ꎬ肾上腺指数下降ꎬ血清皮质酮和 ＡＣＴＨ 下降(Ｐ<
０.０５)ꎻ下丘脑 ＣＲＨ ｍＲＮＡ 的表达下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 白芍总苷能纠正应激大鼠行为和内分泌紊乱ꎬ可能是通过降低皮质酮

水平和下丘脑 ＣＲＨ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ调整紊乱的下丘脑￣垂体￣肾上腺轴活动实现ꎮ
关键词　 白芍总苷ꎻ下丘脑￣垂体￣肾上腺轴ꎻ活动水平ꎻ大鼠ꎬ应激
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氧化、减少纤维蛋白原生成的作用ꎬ可提高免疫力ꎬ对风

湿免疫病和肝纤维化具有良好疗效[１]ꎮ 白芍总苷是白

芍主要有效成分ꎬ具有明显的镇痛和调节情绪作用ꎬ但
其具体机制尚不清楚[２]ꎮ 本实验以采用不可预见性中

等刺激建立应激大鼠模型ꎬ观察白芍总苷对应激大鼠的

行为和内分泌激素及下丘脑的影响ꎬ以探讨白芍总苷调

节应激的作用机制ꎬ为其临床应用提供理论依据ꎮ
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１　 材料与方法　
１.１　 实验动物　 健康成年 ８ 周 ＳＤ 大鼠ꎬ雄性ꎬ体质量

(２００±２０) ｇꎬ由湖南斯莱克斯实验动物有限公司提

供ꎬ动物生产许可证号:ＳＣＸＫ(湘)２０１３￣０００４ꎬ动物合

格证号:０００２７３０５ꎮ 饲养于江西中医药大学基础医学

院实验动物中心ꎮ 室温(２０±２５) ℃ꎬ相对湿度(４５±
６５)％ꎬ１２ ｈ 光照ꎬ１２ ｈ黑暗ꎬ动物自由摄食、饮水ꎮ
１.２　 药材与试剂　 白芍总苷购自宁波立华制药有限

公司(批号:Ｈ２００５０５８)ꎮ 肾上腺皮质激素和皮质酮购

自北京华英生物技术研究所(批号:ｂｓ００４ｐꎬｂｓ０３８２ｐ)ꎬ
Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＮＡ 反转录试剂盒和实时荧光定量试剂盒购自

ＴａＫａＲａ 公司(批号:ＤＲＲ０２１ＡꎬＤＲＲ０３７Ａ)ꎻ实时荧光

定量聚合酶链反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)引物购自上海生物工程

有限公司(批号:ＤＲＲ０８１Ａ)ꎮ
１.３　 仪器　 紫外分光光度计(ＵＶ￣２１０２ 尤尼柯)ꎬｒ￣９１１
全自动放免计数仪(中国科技大学实业总公司)ꎬ自主

活动仪(Ｗｅｒｔｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙｓｅｎｓｏｒ ＵＧＯ ＢａｓｉｌｅꎬＩｔａｌｙ)ꎬ酶标

仪(Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＭＫ３ꎬＵＳＡ)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 仪(ＧｅｎｅＡｍｐ ＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍ２４００)ꎮ
１.４　 方法　
１.４.１　 动物模型的建立与给药　 ＳＤ 大鼠适应性喂养

３ ｄꎬ取 １０ 只作为正常对照组ꎬ其余大鼠造模:给予慢

性孤养加不可预见性中等刺激 ３ 周[３](应激源包括有

夹尾 １ ｍｉｎ、３６ Ｖ 安全电电击 ３０ ｓ、束缚 ２ ｈ、４５°斜笼

８ ｈꎬ每天随机给予 １ 种刺激源)ꎮ 取造模成功[３] 的应

激大鼠 ４０ 只ꎬ随机分为模型对照组、氟西汀组和白芍

总苷大、小剂量组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 正常对照组和模型对

照组每日灌胃饮用水 ２ ｍＬꎻ白芍总苷大、小剂量组分

别灌胃给予白芍总苷 ６６ꎬ３３ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎻ氟西汀组灌胃

给予氟西汀 ５.０ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ共 ３ 周ꎮ
１.４.２　 观察自主活动 　 将大鼠放入自主活动仪中适

应 ２ ｍｉｎ 后ꎬ分组前和处死前各记录 １０ ｍｉｎ 水平和垂

直活动次数ꎮ
１.４.３　 悬尾实验　 悬尾箱自制ꎮ 将大鼠距尾尖 ５ ｃｍ
处固定于悬尾实验箱上ꎬ使其呈倒悬状态ꎬ头部距实验

台面约 １５ ｃｍꎬ两侧用纸板隔开动物的视线ꎮ 动物开

始为了克服不正常的体位而挣扎ꎬ但经过一段时间以

后会出现间断性的“不动”ꎬ显示出“失望”状态ꎮ 记录

５ ｍｉｎ内的大鼠不动次数和上翻的次数[４]ꎮ
１.４.４　 肾上腺指数及形态　 禁食 １２ ｈ 后称质量ꎬ股动

脉取血后处死ꎬ取肾上腺称质量ꎮ 计算肾上腺指数

(脏器质量 /体质量)ꎬ肾上腺用 １０％甲醛固定包埋ꎬ采
用苏木精￣伊红(ＨＥ)染色观察形态学变化ꎮ
１.４.５　 激素测定 　 放射免疫法测定血清促肾上腺皮

质激素 ( ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＡＣＴＨ)、皮质醇

(ｃｏｒｔｉｓｏｌꎬＣｏｒＴ)水平ꎮ
１. ４. ６ 　 下 丘 脑 促 肾 上 腺 皮 质 激 素 释 放 激 素

(ｃｏｒｔｉｃｏｔｒｏｐｉｎ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅꎬＣＲＨ)ｍＲＮＡ 表达　 大

鼠处死后冰上迅速摘取下丘脑(４０~６０ ｍｇ)ꎬＴｒｉｚｏｌ 提取

总 ＲＮＡꎬ蛋白核酸分析仪测定 ＲＮＡ 浓度后ꎻＭ￣ＭｕＬＶ 逆

转录酶合成 ｃＤＮＡꎻ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计引物(ＣＲＨꎬＦ:
５′ ＧＡＡＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＣＡＡＡＧꎬ Ｒ: ＣＡＧＣＧＧＧＡＣＴＴＣ￣
ＴＧＴＴＧＡ)ꎻ β￣ａｃｔｉｎꎬ Ｆ: ５′ ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣꎬ
Ｒ:ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ)ꎮ
１.４.７　 统计学方法　 数据以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ
采用 ＳＰＳＳ１７.０ 版统计软件处理ꎬ组间比较采用单因素

方差分析ꎬ两两比较方差齐时 ＬＳＤ 检验ꎬ方差不齐时

用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ Ｔ３ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意

义ꎮ
２　 结果　
２.１　 对应激大鼠活动度的影响　 与正常对照组比较ꎬ
模型对照组大鼠的水平与垂直活动均减少(Ｐ<０.０５)ꎮ
与模型对照组比较ꎬ白芍总苷组和氟西汀组大鼠水平

活动与垂直活动均增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 ５ 组大鼠垂直与水平运动的变化　
Ｔａｂ.１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｎｄ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ

ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ　 次ꎬｘ±ｓꎬｎ＝ １０

组别
剂量 /

(ｍｇ􀅰ｋｇ－１)
１０ ｍｉｎ 内水平运动 １０ ｍｉｎ 内垂直运动

正常对照组 － １２９１.７３±２３６.７６ ５５９.０２±１４７.４６
模型对照组 － ９４８.００±１２１.４５∗１ ３９５.００±１６１.３９∗１

氟西汀组 ５.０ １ １０７.８３±１４９.４９∗２ ４１２.７５±１４９.４９
白芍总苷

　 小剂量组 ３３ １ ３６１.１４±２２８.９７∗２ ５０５.３０±１４８.１２
　 大剂量组 ６６ １ ２８７.６３±２７１.９１∗２ ５６５.５６±２３４.６３∗３

Ｆ ３.５００ ３.６４５
Ｐ ０.０２９ ０.０２２

　 　 与正常对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎻ与模型对照组比较ꎬ∗２Ｐ<
０.０１ꎬ∗３Ｐ<０.０５

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ < ０. ０１ꎻＣｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗２Ｐ<０.０１ꎬ∗３Ｐ<０.０５

２.２　 悬尾实验　 与正常对照组比较ꎬ模型对照组大鼠

的静止时间明显延长ꎬ上翻的次数明显减少 ( Ｐ <
０.０５)ꎻ与模型对照组比较ꎬ白芍总苷大剂量组的静止

时间明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻ给药组上翻的次数显著增多

(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ２ꎮ
２.３　 肾上腺指数的变化 　 正常对照组、模型对照组、
氟西汀组和白芍总苷大、小剂量组肾上腺指数分别为
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(２０.６０±４.２６)ꎬ(２７.９０±５.５３)ꎬ(２５.７２±５.５３)ꎬ(２３.０１±
３.２７)ꎬ(２３.６４±１.８９) ｍｇ􀅰(１００ ｇ) －１ꎬ与正常对照组比

较ꎬ模型对照组大鼠的肾上腺组织体积增大ꎬ质量增

加ꎬ肾上腺指数显著增大(Ｐ<０.０５)ꎻ各给药组的肾上

腺指数均低于模型对照组ꎬ但是比正常对照组有所增

高(Ｆ＝ ２.８２３ꎬＰ＝ ０.０４７)ꎮ

表 ２　 ５ 组大鼠悬尾实验结果　
Ｔａｂ.２ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔａｉｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｉｎ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ

ｒａｔｓ　 ｘ±ｓꎬｎ＝ １０

组别
剂量 /

(ｍｇ􀅰ｋｇ－１)
静止不动

时间 / ｓ
５ ｍｉｎ 内上翻的

次数

正常对照组 － １０９.４０±１７.０９ ６３.３０±１３.６５
模型对照组 － １３９.１２±１２.２８∗１ ３５.６３±７.７０∗２

氟西汀组 ５.０ １１０.００±１０.８８ ５７.１３±１６.０４∗３

白芍总苷
　 小剂量组 ３３ １００.８８±１４.６６ ６４.７５±１１.３６∗３

　 大剂量组 ６６ ９９.８７±８.４２∗３ ５６.７５±９.４８∗３

Ｆ ５.４５８ ３.４６２
Ｐ ０.００７ ０.０２４

　 　 与正常对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎬ∗２Ｐ<０.０１ꎻ与模型对照组比

较ꎬ∗３Ｐ<０.０５
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ<０.０１ꎬ∗２Ｐ<０.０１ꎻ

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗３Ｐ<０.０５

２.４　 血清 ＣｏｒＴ、ＡＣＴＨ 含量的变化　 与正常对照组比

较ꎬ模型对照组的 ＣｏｒＴ 含量明显增高(Ｐ<０.０１)ꎻ与模

型对照组比较ꎬ各给药组的 ＣｏｒＴ 含量均有所降低ꎬ白
芍总苷组和氟西汀组差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
各给药组 ＡＣＴＨ 含量与正常对照组均差异无统计学意

义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ
２.５　 肾上腺形态学变化　 正常对照组大鼠肾上腺球

状带和束状带分界清晰ꎬ束状带细胞排列成束ꎬ细胞结

构完整ꎮ 模型对照组大鼠肾上腺球状带和束状带分界

模糊ꎬ束状带细胞数量增多ꎬ且排列紊乱ꎬ细胞体积增

大ꎬ细胞质空泡增多ꎬ提示肾上腺分泌处于亢进状态ꎮ
给予白芍总苷后大鼠肾上腺球状带和束状带分界清

晰ꎬ分泌糖皮质激素的束状带细胞排列成束ꎬ稍紊乱ꎬ
细胞体积增大ꎬ但细胞质空泡有所减少ꎬ血管扩张较模

型对照组明显改善ꎮ 见图 １ꎮ

表 ３　 ５ 组大鼠血清 ＣｏｒＴ、ＡＣＴＨ 含量变化　
Ｔａｂ.３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＣｏｒＴ ａｎｄ ＡＣＴＨ

ｉｎ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ　 ｘ±ｓꎬｎ＝ １０

组别
剂量 /

(ｍｇ􀅰ｋｇ－１)
ＣｏｒＴ /

(ｎｇ􀅰ｍＬ－１)
ＡＣＴＨ /

(ｐｇ􀅰ｍＬ－１)
正常对照组 － ３０６.５７±２０.２１ １８.６４±２.３１
模型对照组 － ４３２.０２±２０.１１∗１ ２０.２３±２.７８
氟西汀组 ５.０ ３７８.８０±２１.１０∗２ １９.４５±２.３４
白芍总苷

　 小剂量组 ３３ ３４６.１４±１８.１６∗２∗３ １８.１８±２.２０
　 大剂量组 ６６ ３２７.１７±２３.０６∗２∗３ １８.６７±１.７９

Ｆ １０.５０５ ０.６９４
Ｐ ０.０００ ０.６０６

　 　 与正常对照组比较ꎬ∗１Ｐ<０.０１ꎻ与模型对照组比较ꎬ∗２Ｐ<
０.０５ꎻ与氟西汀组比较ꎬ∗３Ｐ<０.０５

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗１Ｐ < ０. ０１ꎻＣｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗２ Ｐ < ０. ０５ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ
ｇｒｏｕｐꎬ∗３Ｐ<０.０５

２.６　 下丘脑 ＣＲＨ ｍＲＮＡ 变化　 正常对照组、模型对

照组、氟西汀组和白芍总苷大、小剂量组 ＣＲＨ ｍＲＮＡ
相对表达分别为 ０.９６±０.２２ꎬ１. ２０ ± ０. １７ꎬ１. ０５ ± ０. ０９ꎬ
１.１３±０.１２ꎬ１.１８±０.１８ ꎮ 与正常对照组比较ꎬ模型对照

组大鼠下丘脑 ＣＲＨ ｍＲＮＡ 含量上升(Ｐ<０.０１)ꎮ 与模

型对照组比较ꎬ白芍总苷大剂量组大鼠 ＣＲＨ ｍＲＮＡ 含

量下降(Ｐ<０.０１)ꎻ白芍总苷小剂量组大鼠 ＣＲＨ ｍＲＮＡ
含量下降不明显(Ｐ>０.０５)ꎮ

Ａ.正常对照组 ꎻＢ.模型对照组ꎻＣ.氟西汀组ꎻＤ.白芍总苷组大剂量组ꎻＥ.白芍总苷组小剂量组

图 １　 ５ 组大鼠肾上腺病理图(ＨＥ 染色ꎬ×２０) 　
Ａ.ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＢ.ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＣ.ｆｌｕｏｘｅｔｉｎｅ ｇｒｏｕｐ ꎻＤ.ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｔｏｔａｌ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｐａｅｏｎｙ (ＧＷＰ)ｇｒｏｕｐ ꎻＥ.ｌｏｗ￣

ｄｏｓｅ ＧＷＰ ｇｒｏｕｐ
Ｆｉｇ.１　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ (ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ×２０) 　

􀅰８１􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３７ Ｎｏ􀆰 １ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８



３　 讨论 　
«素问􀅰举痛论»称“百病生于气也”ꎻ«素问􀅰阴

阳应象大论»称“怒伤肝ꎬ恐伤肾”ꎮ 因肝主疏泄ꎬ喜条

达ꎬ恶抑郁ꎬ故情志所伤大多与肝有着密切的联系[５￣６]ꎮ
依中医“形神若一”和情志致病理论ꎬ认为肝气郁结是

应激中重要的精神刺激因素之一[７]ꎮ 且临床上采用疏

肝理气等中药治疗应激所致疾病已取得较好疗效[８￣９]ꎮ
应激状态下机体的焦虑、抑郁等情绪反应和行为均会

发生显著变化ꎮ 中医学认为ꎬ“有诸内者ꎬ必形之于

外”ꎬ即机体外部的表现在一定程度上反映了机体内部

的情况ꎮ 本实验通过经典的动物行为实验———旷场实

验和悬尾实验来反映应激大鼠行为和情绪的变化ꎮ 在

旷场实验中白芍总苷组的水平活动和垂直活动均增

加ꎮ 悬尾实验中大鼠始终处于一种被动的倒挂状态ꎬ
大鼠为克服不正常体位而进行挣扎ꎮ 若大鼠感到改变

现状的希望小ꎬ欲放弃努力ꎬ即会减少或停止挣扎ꎬ表
现为不动状态ꎮ 本实验中给予白芍总苷后悬尾不动时

间明显较短而上翻次数增多ꎬ表明其有提高应激大鼠

活动ꎬ改善应激大鼠的不良情绪作用ꎬ提示白芍总苷具

有调畅情志的药效作用ꎮ 王景霞等[１０] 实验结果显示

白芍提取物可显著缩短抑郁症小鼠强迫游泳及悬尾不

动时间ꎬ与本研究的结论基本一致ꎮ
应激通过神经内分泌免疫网络对机体产生负性的

影响ꎬ从而导致多个系统的功能改变或器质性损伤ꎮ
机体的应激反应主要表现为下丘脑￣垂体￣肾上腺

( ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ￣ｐｉｔｕｉｔａｒｙ￣ａｄｒｅｎｏｃｏｒｔｉｃａꎬ ＨＰＡ) 轴功能亢

进ꎬ下丘脑促肾上腺激素释放激素、垂体促肾上腺激素

和肾上腺糖皮质激素过度分泌[１１]ꎮ 而下丘脑分泌的

ＣＲＨ 作为应激中的关键调节因子ꎬ通过其受体产生一

系列生物学效应ꎬ协调机体各系统以应答应激刺

激[１２￣１３]ꎬ故 ＣＲＨ 被认为是行为、神经内分泌免疫对应

激广泛反应的关键递质[１４￣１５]ꎮ 白芍总苷大剂量组大鼠

下丘脑 ＣＲＨ ｍＲＮＡ 表达明显下降ꎬ白芍总苷组血清

ＣｏｒＴ 含量明显减少ꎬ且形态学结果也提示大鼠肾上腺

球状带和束状带分界清晰ꎬ分泌糖皮质激素的束状带

细胞排列成束ꎬ细胞体积增大ꎬ胞浆空泡有所减少ꎬ分
泌的 ＣｏｒＴ 明显减少ꎬ虽 ＡＣＴＨ 有所下降ꎬ但无统计学

意义ꎬ可能是药物作用时间不够ꎬ且影响 ＡＣＴＨ 因素众

多造成的ꎮ 总之白芍总苷能使应激大鼠失调的 ＣｏｒＴ、
ＡＣＴＨ 得以恢复ꎬ调整了 ＨＰＡ 轴功能ꎬ进而使应激大

鼠的抑郁症状得到缓解ꎮ 白芍总苷对应激大鼠行为学

的改变、逆转 ＨＰＡ 轴高功能状态与氟西汀的疗效基本

相当ꎮ 但其对下丘脑、垂体和肾上腺相互之间相互影

响有待于进一步研究ꎮ
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