
    

生抗痴呆作用机制之一; 本实验结果从形态学角度

为灵芝多糖的临床应用提供一定的理论依据。
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白芍提取物对嗅球损毁抑郁模型大鼠

行为学及下丘脑 -垂体 -肾上腺轴的影响

王景霞, 张建军
*

, 苗春平, 刘妍, 林清, 陈振振
( 北京中医药大学, 北京 100029)

  [ 摘要]  目的: 研究白芍提取物对嗅球损毁抑郁模型大鼠行为学及下丘脑-垂体-肾上腺( HPA) 轴的影响。方法: 将嗅球

损毁大鼠随机分为对照组、模型组、阳性药氟西汀 2. 5 mg·kg - 1
组以及白芍提取物 70,35,17. 5 mg·kg - 1

组, 采用敞箱法、跳台法

观察嗅球损毁大鼠的行为变化, 同时用放免法分析白芍提取物对嗅球损毁大鼠下丘脑促肾上腺皮质激素释放素( CRH) 、垂体

促肾上腺皮质激素( ACTH) 和血清皮质酮( CORT) 含量的影响。结果: 大鼠嗅球损毁后敞箱行为出现明显变化, 水平运动和垂

直运动显著增加, 白芍提取物中、高剂量组可显著降低大鼠水平运动和垂直运动的得分; 跳台试验中, 造模后大鼠训练期和测

试期的错误次数显著增加, 白芍提取物中、高剂量组能显著降低嗅球损毁大鼠训练期和测试期的触电次数; 嗅球损毁大鼠下丘

脑 CRH, 垂体 ACTH, 血清 CORT 含量明显增加, 白芍提取物中、高剂量组能显著降低嗅球损毁大鼠 CRH, ACTH, CORT的含量。

结论: 白芍提取物能明显改善嗅球损毁大鼠的行为活动, 并且对嗅球损毁大鼠亢进的 HPA 轴功能的调整作用是白芍提取物治

疗抑郁症的机制之一。

[ 关键词]  白芍; 嗅球损毁; 促肾上腺皮质激素释放素; 促肾上腺皮质激素; 皮质酮
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[ Abstract]  Objective: To investigate the influences of extract from Peony Radix Alba on the behavioral and

hypothalamic-pituitary-adrenocortical ( HPA) axis changes in rats with damaged olfactory bulb ( DOB) . Method:

The tests of open-field and step-down passive avoidance were used to observe the behaviors of rats.

Radioimmunoassay ( RIA ) was used to analyze the level of corticotropin releasing hormone ( CRH ) in

hypothalamus, adrenocorticotropic hormone ( ACTH) in pituitary gland and cortisol ( CORT) in serum of rats with

DOB. Result: The rats had a characteristic hyperactivity in the test of “open-field”and learning deficits in step-

down passive avoidance ( P < 0. 05) , and their levels of CRH, ACTH and CORT increased significantly ( P <

0. 05) . The extract of Peony Radix Alba at the dose of 70, 35 mg·kg - 1 corrected the behavioral changes ( P <

0. 05) and decreased the levels of CRH, ACTH and CORT ( P < 0. 05) . Conclusion: The extract of Peony Radix

Alba can correct behavioral changes in rats with DOB, and its regulating effect on HPA axis is one of the

mechanisms for treating depression.

[ Key words]  Peony Radix Alba; damaged olfactory bulb; corticotropin releasing hormone;

adrenocorticotropic hormone; cortisol

  白芍味苦、酸, 性微寒, 归肝、脾经 , 功能养肝

血、补肝阴、抑肝阳 , 为养血柔肝 , 促进肝主疏泄 ,

维持正 常情志活动 的要 药。四逆 散、枳 实芍 药

散、柴胡疏肝散、逍遥散等历代疏肝解郁的名方

中, 皆以白芍为主药 ; 现代中医临床治疗抑郁症

的方药 , 无论在组方频次和用药剂量上 , 白芍都

占有重要的位置。近年来研究显示 , 芍药水煎剂

有抗抑郁作用
[ 1 ] , 芍药苷也具有抗抑郁作用

[ 2 ]
。

但是目前对其治疗抑郁症的物质基础、药理机制

等方面的研究还不是十分的全面和深入。作者

在前期研究中发现 , 采用乙醇提取、大孔树脂精

制的方法制备的白芍提取物 ( 含 48. 89% 芍药苷

和 18. 99% 芍药内酯苷 ) , 在多个小鼠模型中显示

具有抗抑郁作用
[ 3 ]

, 所以本研究选用大鼠嗅球损

毁抑郁模型 , 进一步观察白芍提取物的抗抑郁作

用, 并通过观察其对下丘脑-垂体 -肾上腺 ( HPA)

轴的影响探讨可能的抗抑郁机制。

1 材料

1.1 药物  受试药物: 白芍提取物 ( 含 48. 89% 芍

药苷和 18. 99% 芍药内酯苷) , 由北京欧纳尔生物工

程技术有限公司提供, 批号 20080915; 阳性药盐酸氟

西汀 ( Fluoxetine, Prozac 百忧解 ) , 礼来苏州制药有

限公司, 批号 A333341。

1.2 动物 SD 雄性大鼠, 体重 220 ～240 g, 由北京

维通利华公司提供, 合格证号 SCXK( 京) 2007-0001。

所有动物提前 1 周购入, 常规饲养。

1.3 仪器与试剂 γ-911 全自动放免计数仪( 中国

科技大学实业总公司生产) 。促肾上腺皮质激素释

放素( CRH) 放免试剂盒, 批号 20081130, 血清皮质

酮 ( CORT) 放免试剂盒, 批号 20081127, 促肾上腺皮

质激素 ( ACTH) 放免试剂盒, 批号 20081129 均购自

北京华英生物技术研究所。

2 方法

2.1 分组和给药 正常大鼠根据体重随机分成假

手术组、模型组、阳性药盐酸氟汀组( 2. 5 mg·kg - 1 ) 、

白芍提取物高 ( 70 mg·kg
- 1

) 、白芍提取物中 ( 35

mg·kg
- 1

) 、白芍提取物低 ( 17. 5 mg·kg
- 1

) 剂量组。

采用 ig 给药, 每日 1 次, 连续给药 21 d。各组均按

10 mL·kg
- 1
给药, 每周称 1 次体重。空白组给予去

离子水。

2.2 造模
[ 4 ]  大鼠用水合氯醛麻醉后, 从大鼠前囟

前 1 cm至前囟后 1 cm正中线处切开, 暴露颅骨, 在

距离前囟前面 8 mm、正中线两侧 2 mm处分别钻两

个 2 mm直径的小孔, 将 HS80 型电烙铁的烙尖垂直

插入颅内, 破坏嗅球。假手术组操作同造模组, 但不

损毁嗅球。

2.3 行为学观察

2.3.1 敞箱试验( open-field) [ 4 ]  敞箱高 40 cm, 长

和宽均为 80 cm, 无盖, 周壁和箱底均为黑色, 底面划

分为面积相等的 25 块方格。以动物穿越方格数作
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为水平活动得分, 以直立次数为垂直活动得分( 两前

肢离地 1 cm以上) 。每只动物进行 1 次测定, 每次 3

min。

2.3.2 跳台试验
[ 4 ]  实验装置为一个 30 cm ×30

cm×30 cm的有机玻璃箱, 底面是铜栅, 间距为 0. 8

cm, 可以通电, 电压由一变压器控制。箱子左后角

置一高 5 cm直径为 8 cm的木头平台。将动物放入

反应箱内适应环境 3 min, 然后立即通 36 V 交流电,

动物受到电击, 正常反应是跳上平台以躲避伤害性

刺激。多数动物可能会再次或多次跳至铜栅上 , 受

到电击后又迅速跳回平台, 如此训练 5 min, 大鼠受

到电击的次数为错误次数。24 h 后重做测验, 将

大鼠置于平台上, 通电并记时 , 记录 5 min 内的错

误次数。

2.4 样品制备及检测方法 行为学实验结束后, 所

有动物断头取血后, 迅速在冰上取下丘脑、垂体、称

重后置组织冷冻管中用液氮快速冷冻后, 放入 - 70

℃冰箱保存至测定。用放免法测试 CRH, ACTH,

CORT指标。

2.5 统计学处理  实验数据以 珋x ±s 表示, 采用

SPSS 13. 0 统计软件, 运用单因素方差分析( One-way

ANOVA) 进行各组间比较, 显著性水平以 P < 0. 05

为标准。

3 结果

3.1 白芍提取物对嗅球损毁大鼠敞箱活动的影响

 结果表明, 与伪手术组相比模型组大鼠水平运动

得分、垂直运动得分显著升高( P < 0. 05) , 与模型组

相比白芍提取物中、高剂量组和阳性药盐酸氟西汀

组的大鼠水平运动、垂直运动得分显著降低 ( P <

0. 05) , 见表 1。
表 1 白芍提取物对嗅球损毁大鼠敞箱活动的影响 ( 珋x ±s, n =12)

组别
剂量

/mg·kg - 1
垂直运动得分 水平运动得分

伪手术 - 9. 00 ±3. 741) 26. 82 ±8. 821)

模型 - 12. 81 ±5. 00 43. 00 ±16. 55

氟西汀 2. 5 9. 20 ±2. 101) 27. 00 ±7. 021)

白芍提取物 17. 5 12. 45 ±3. 91 40. 36 ±11. 87

35 9. 36 ±1. 911) 26. 64 ±7. 311)

70 9. 45 ±3. 531) 27. 09 ±10. 23 1)

  注 : 与模型组比较 1) P < 0. 05( 表 2 ～3 同 ) 。

3.2 白芍提取物对嗅球损毁大鼠跳台错误次数的

影响 结果表明, 与伪手术组相比模型组大鼠训练

期错误次 数和测 试期 错误 次数 显著 增加 ( P <

0. 05) , 与模型组相比, 白芍提取物中、高剂量组及盐

酸氟西汀组的大鼠训练期错误次数和测试期错误次

数显著降低( P < 0. 05) , 见表 2。
表 2 白芍提取物对嗅球损毁大鼠

跳台错误次数的影响 ( 珋x ±s, n = 12 )

组别
剂量

/mg·kg - 1
训练期错误次数 测试期错误次数

伪手术 - 1. 55 ±1. 751) 1. 27 ±1. 271)

模型 - 3. 18 ±1. 83 2. 72 ±1. 79

氟西汀 2. 5 1. 60 ±1. 171) 1. 50 ±1. 261)

白芍提取物 17. 5 2. 36 ±1. 36 2. 18 ±1. 33

35 1. 55 ±1. 691) 1. 45 ±1. 361)

70 1. 73 ±1. 741) 1. 45 ±0. 821)

3.3 白芍提取物对嗅球损毁大鼠 HPA 轴的影响 

结果表明, 与 伪手术 组相比 模型组 大鼠 下丘脑

CRH, 垂体 ACTH, 血清 CORT 均 明显增 加 ( P <

0. 05) , 与模型组相比白芍提取物中、高剂量组和阳

性药盐酸氟西汀组能明显降低嗅球损毁大鼠下丘脑

CRH, 垂体 ACTH, 血清 CORT的含量( P <0. 05) , 见

表 3。
表 3 白芍提取物对嗅球损毁大鼠 HPA 轴的影响 ( 珋x ±s, n = 12 )

组别
剂量

/mg·kg - 1

CRH

/ng·g - 1

ACTH

/ng·g - 1

CORT

/ng·L - 1

伪手术组 - 5.16 ±1. 241) 25. 84 ±10. 431) 356. 82 ±57.461)

模型组 - 6.60 ±1. 51 36. 51 ±12. 84 424. 42 ±130. 27

氟西汀 2. 5 4.48 ±1. 091) 23. 04 ±8. 681) 352. 28 ±40.691)

白芍提取物 17. 5 5.90 ±2. 07 28. 01 ±9. 63 371. 31 ±73.79

35 3.77 ±1. 821) 17. 96 ±9. 621) 298. 34 ±37.651)

70 4.30 ±1. 201) 19. 45 ±9. 931) 298. 34 ±37.651)

4 讨论

大鼠在双侧嗅球损毁后会导致很多行为学、内

分泌系统、神经系统、免疫系统的异常改变, 包括易

激惹, 自主活动增加, 被动回避反应能力欠缺和学习

能力下降, 以及血中皮质类固醇水平增高等
[ 5]

。由

于嗅球损毁大鼠表现出的逃避不能和血中类固醇激

素的升高, 与临床内源性抑郁病人的特征相似, 可作

为内源性抑郁症模型进行研究
[ 6 ]

。所以本研究选择

此模型, 观察给予白芍提取物后, 是否可以纠正嗅球

损毁引起的行为异常, 以及其是否可以调整嗅球损

毁引起的 HPA 轴的功能亢进而发挥抗抑郁作用。

实验结果表明: 模型组大鼠嗅球损伤后, 敞箱行
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为出现明显变化, 水平运动和垂直运动量明显增加

( 与假手术组比较, P < 0. 05) , 表明大鼠的自发活动

增加, 情绪急躁。模型组大鼠在跳台训练期及测试

期, 错误次数均明显增多 ( 与假手术组比较, P <

0. 05) , 表明造模后大鼠的学习能力、反应能力和记

忆能力降低。白芍提取物中、高剂量可显著降低嗅

球损毁大鼠的水平运动和垂直运动 ( 与模型组比

较, P < 0. 05) , 表明其能对抗嗅球损毁引起的大鼠

自主活动增强 ; 白芍提取物中、高剂量可显著减少

嗅球损毁大鼠训练期和测试期的错误次数 ( 与模

型组比较, P <0. 05) , 表明其能提高模型大鼠的学

习记忆能力。

越来越多的研究表明, HPA 轴在抑郁症的发病

机制中发挥着重要的作用
[ 7]

。大鼠嗅球损毁后, 投

射到嗅球的 5-HT 神经纤维遭到破坏, 5-HT 能神经

系统受损, 5-HT 神经元活性降低, 刺激 CRH 分泌,

后者再作用于垂体, 引起 ACTH 分泌增加, 从而导致

外周皮质醇分泌增加, 使 HPA 轴过度活化。另一方

面, 嗅球损毁作为一种应激方式, 使大鼠 HPA 轴活

化, 血中皮质醇升高, 后者降低了嗅球损毁大鼠垂体

前 GR 受体的数量和敏感性, 从而降低 ACTH, 皮质

醇对应 激的 负反 馈
[ 8-9]

。本 研 究测 定了 下 丘脑

CRH, 垂体 ACTH 和血清 CORT 的含量, 结果表明,

嗅球损毁后, 大鼠下丘脑的 CRH 和垂体的 ACTH 分

泌明显增加, 血中的 CORT的含量也显著升高, 这与

临床抑郁症的内分泌特点一致, 这可能是 HPA 轴过

度活化的结果, 给予白芍提取物治疗后, 可减少大鼠

下丘脑的 CRH 和垂体的 ACTH 分泌, 并降低血中

CORT的含量, 这可能是其抗抑郁作用的机制之一。

  从结果看, 白芍提取物并没有显示出明显的量

效关系, 虽然小剂量无效而中高剂量有效, 但是中剂

量和高剂量并无差异。分析原因, 可能是由于所用

白芍提取物含 48. 89% 芍药苷和 18. 99% 芍药内酯

苷, 虽然有报道芍药苷具有抗抑郁作用
[ 2] , 但是芍药

内酯苷有无抗抑郁作用还不清楚, 而且两苷的作用

特点可能也各不相同, 所以导致提取物的量效关系

不明显, 这还有待于进一步深入研究。
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