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摘要　目的：通过ＳＰＳ模型建立大鼠ＰＴＳＤ模型，研究镇惊温胆汤对ＳＰＳ模型大鼠的影响。方法：将４０只大鼠随机分为正

常组、模型组、镇惊温胆汤组和帕罗西汀组，后３组给予ＳＰＳ造模，之后连续灌胃７ｄ。结束后检测旷场实验和僵立行为测

试。结果：与模型组比较镇惊温胆汤、帕罗西汀组，在大鼠运动总距离，最大运动距离，穿格次数等多个指标上都出现了明

显的区别，尤其是在僵立时间方面差异有统计学意义（Ｐ＜００１），其中镇惊温胆汤对大鼠产生了显著的作用，使得该组在

最长运动距离，直立次数，单次最大运动距离等多个指标（Ｐ＜００１），作用优于帕罗西汀组，但在大鼠僵立时间方面与帕

罗西汀组比较，差异无统计学意义。结论：本实验成功通过单次延长应激复了创伤后应激障碍大鼠模型，镇惊温胆汤使得

ＳＰＳ模型焦虑和恐惧状态得到改善。
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　　近年来因为生活条件的改良人门越来越注意到
心理疾病对人类的危害，而随着各种自然灾害和日

常突发事件的频繁发生，幸存者常会出创伤后应激

障碍（ＰｏｓｔｔｒａｕｍａｔｉｃＳｔｒｅｓｓＤｉｓｏｒｄｅｒ，ＰＴＳＤ），这也引
起了人们对此疾病的关注［１］。镇惊温胆汤是由主治

“心胆虚怯，触事易惊”的温胆汤与《四圣心源》治

“惊悸之证，土湿胃逆，相火不藏”之金鼎汤二方相

合而成。二者立方之意皆为从胆论治。镇惊温胆汤

组方为清半夏６ｇ、生牡蛎９ｇ、竹茹６ｇ、生龙骨６ｇ、
陈皮９ｇ、白芍９ｇ、枳实６ｇ、炙甘草３ｇ、茯苓４５ｇ、
桂枝９ｇ、生姜５片（８ｇ）、大枣１枚（３ｇ）。在临床使
用中镇惊温胆汤对于 ＰＴＳＤ等情志疾病取得了一定
的疗效，但鲜有其对行为学影响的报道。本试验采

用超高效液相色谱（ＵｌｔｒａｈｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄ

·３１６２·世界中医药　２０１９年１０月第１４卷第１０期



Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ）法建立镇惊温胆汤指纹图
谱，为该方的稳定性提供科学依据。同时，以西药帕

罗西汀为对照，探究镇惊温胆汤对应用单次延长应

激造模后对大鼠在行为学方面的影响。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级雄性大鼠４０只，平均体质量
（１７０±１０）ｇ，为确保实验结果的准确性，本次参加实
验的大鼠均选购于维通利华实验动物技术有限公司

［ＳＹＸＫ（京）２００６００１２］，所有大鼠均饲养于清洁级
动物房中，生活环境温度为：２２０～２４０℃，４０Ｗ日
光灯照射，光照节律１２Ｌ：１２Ｄ（８：００２０：００），相对湿
度：６０％～７０％。试验期内饲喂大鼠维持饲料，自由
饮水。

１１２　药物　帕罗西汀（浙江尖峰药业有限公司，
国药准字Ｈ２００４０５３３）；镇惊温胆汤中药分为３次购
买于北京中医药大学第二附属医院东方医院，浸膏

加工则委托北京创立科创医药技术开发有限公司

完成。

１１３　试剂与仪器　超声仪（昆山市超声仪器有限
公司，型号 ＫＱ２５０ＤＢ）；超高效液相色谱系统（美国
Ｗａｔｅｒｓ公司，型号ＬＣ２０３０，包含超高压溶剂系统和二
极管阵列检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ３色谱工作站、自动进样恒
温样本管理器）；电子天平（上海卓精电子科技有限公

司，型号ＢＳＭ２２０４）；甲酸（色谱纯、德国ＣＮＷ公司，
批号ＣＡＳ６４１８６）；大鼠固定装置（北京中医药大学
方剂教研室自制）；大鼠运动行为分析系统（荷兰

Ｎｏｄｕｌｅ公司引进，包含先进的数学计算软件，电子设
备，监控系统等，型号 Ｅｔｈｅｖｉｓｉｏｎ）；水箱（安徽省淮北
正华生物仪器设备有限公司，鉴于本实验的需要，选

择正方形的水箱，型号ＺＨＣＳＣ）；旷场箱（自制）；小型
水泵（成都新为诚科技有限公司，型号ＣＳＰ２４１２０）；加
热器（安徽省淮北正华生物仪器设备有限公司，型号

ＺＨＣＳＣ）；温度计（常州市希雅仪表有限公司，型号
ＸＹ００３）；娃哈哈纯净水（吉林娃哈哈食品有限公司，
生产许可证号ＳＣ１０６２１０１１４００５７８）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　大鼠购买回来后先饲养１
周，按照随机数字表法随机分为４组。即正常组、模
型组、镇惊温胆汤组和西药对照帕罗西汀组，目前

ＰＴＳＤ的造模方法有电击模型（ＥｌｅｃｔｒｉｃＳｈｏｃｋｓＭｏｄ
ｅｌ）、捕食场景应激模型（ＰｒｅｄａｔｏｒＳｃｅｎｔＳｔｒｅｓｓ，ＰＳＳ）、
连续单一应激（ＳｉｎｇｌｅｐｒｏｌｏｎｇｅｄＳｔｒｅｓｓ，ＳＰＳ）等［２］，本

研究采用国际公认的 ＳＰＳ方法建立 ＰＴＳＤ大鼠模

型［３］，首先紧密束缚实验鼠２ｈ，随后强迫其在水中
游泳２０ｍｉｎ（水深４５ｃｍ以上保证老鼠尾部不会接
触到箱底），之后将实验鼠捞出，经过 １５ｍｉｎ休息
后，使用乙醚罐将大鼠进行乙醚麻醉，使其进入昏迷

状态，造模至此结束。

１２２　给药方法　造模完成后，各组大鼠每天早上
８：００开始给药，给药方式为灌胃，持续７ｄ。所有药
物使用前以蒸馏水配成所需浓度的混溶液，给药量

则需经过精准的计算，一般是按照人的用量的６倍
进行换算。镇惊温胆汤组：按照大鼠的实际重量计

算给药量，一般来说，灌注３７５ｇ／ｋｇ的震惊温胆汤；
帕罗西汀组：按照大鼠的实际体质量计算给药量，一

般来说，灌注 ２０ｍｇ／ｋｇ的帕罗西汀；正常组、模型
组：按照等同上述２组的蒸馏水灌胃处理。
１２３　检测指标与方法
１２３１　镇惊温胆汤指纹图谱制备　１）色谱条件
的确定：采用 ＷａｔｅｒｓＣｏｒｔｅｃｓＵＰＬＣＣ１８柱（２１ｍｍ×
１００ｍｍ，１６μｍ）。常规流速 ０４Ｌ／ｍｉｎ，柱温为
３５℃。着重选择流动相及测试波长。２）流动相的
选择：比较了甲醇水、乙腈水和乙腈０５％甲酸水
３种梯度洗脱系统。结果表明乙腈０５％甲酸水的
梯度洗脱分离效果最好，２３ｍｉｎ内出峰完全。见图
１。以乙腈（Ｂ）０５％甲酸水（Ａ）为流动相，洗脱梯
度（以Ｂ相浓度表示）。见表１。３）检测波长的选
择：首先针对镇惊温胆汤浸膏在１９０～３３０ｎｍ进行
紫外波长测试，着重观察出峰情况，发现在２５７ｎｍ、
２８３ｎｍ和 ３２７ｎｍ时出峰较多，分析后发现在
３２７ｎｍ下出峰较多，各峰比例合适峰形良好，分离度
佳，因此选择以 ３２７ｎｍ作为检测波长进行后续检
测。４）提取溶剂的选择：浸膏的有效成分包含了水
溶性成分和脂溶性成分，为了让其均能被有效的提

出，查询文献后采用７５％甲醇对浸膏进行稀释，并
且为了避免产生偏移，提取各单味药材时也同样选

用７５％甲醇作为提取溶剂。５）稀释倍数的选择：人
工选择将浸膏稀释 ５倍、１０倍、２０倍和 ５０倍后观
察，稀释５０倍时浓度最为适宜，各峰出峰良好，波形
佳，所以在后续检测中将稀释倍数定为５０倍。６）供
试药物溶液的配备：在５０ｍＬ容量瓶中加入１ｍＬ镇
惊温胆汤浸膏后再用甲醇定容，为确保镇惊温胆汤

的检测效果，本实验选择浓度为７５％的甲醇溶液，
经过超声波处理后放在室内静置，待容量瓶中析出

沉淀，再用吸管将上层清液吸出，用０２２μｍ微孔滤
膜过滤，去除初始过滤液，继续过滤液至液相进样瓶

中即得。
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图１　乙腈０５％甲酸水洗脱梯度

表１　乙腈０５％甲酸水洗脱梯度

时间（ｍｉｎ） 乙腈（％） ０５％甲酸水（％）

００～５０ ７０～９３ ９３０～９０７
５０～７０ ９３～１１２ ９０７～８８８
７０～８０ １１２～１３６ ８８８～８６４
８０～１００ １３６～１５８ ８６４～８４２
１００～１３０ １５８～２１６ ８４２～７８４
１３０～１７０ ２１６～３８５ ７８４～６１５
１７０～１７８ ３８５～６０８ ６１５～３９２
１７８～２０８ ６０８～７３９ ３９２～２６１
２０８～２１８ ７３９～１０００ ２６１～００
２１８～２２８ １０００ ００

１２３２　指纹图谱稳定性根据ＵＰＬＣ　图谱分析色
谱峰的出峰时间及峰面积是否一致。

１２３３　旷场试验（ＯｐｅｎＦｉｅｌｄＴｅｓｔ，ＯＦＴ）于实验
开始前，先对被测试大鼠进行３ｄ的行为学训练后
进行正式实验。正式试验前将大鼠放入实验室中，

让大鼠有一个过渡的适应期，１５ｍｉｎ后，启动大鼠行
为分析系统，对箱内的大鼠进行摄像，工作人员需穿

着深色衣服，进入实验室内抓住大鼠的尾部，并将其

迅速放入旷场箱。整个过程中不应发出声音及随意

运动，以减少声音和光线的影响，进行观察的同时要

记下大鼠的运动数据，包括大鼠的直立次数，运动情

况等，若大鼠出现长时间静止行为则应额外标注。

５ｍｉｎ后取出大鼠，并用乙醇清洁旷场箱擦除大鼠遗
留的大小便，防止实验动物在旷场箱内留下自身的

特征信息，以避免对之后的试验产生干扰，对大鼠穿

格次数进行详细的观察和记录。

１２３４　僵立行为（ＦｒｅｅｚｉｎｇＴｉｍｅ）实验　开始前，
首先把被测大鼠放入行为学室内适应１５ｍｉｎ左右，
随后调整灯光到水面反光状态消除。随后，工作人

员需穿着深色衣服，抓住大鼠的尾部，迅速将其放置

到水箱中，使大鼠尽快进入游泳状态，并观察大鼠在

５ｍｉｎ内的行为，记录下大鼠进入静止状态的时间，

用行为分析系统分析大鼠的行为。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据处理，为了清楚描述数据间的关系，本文采用均

值，方差，标准差等多个指标，正态分布的数据采用

单因素方差分析的统计方法，非正态分布的数据则

使用非参数检验的统计方法进行比较。以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２１　指纹图谱稳定性　３批次浸膏的 ＵＰＬＣ图谱
结果如下，共出现３３个峰，可见３批次药物的所有
色谱峰的出峰时间及峰面积基本一致，根据美国食

品药品监督管理局（ＦＤＡ）、英国草药典和德国药用
植物学会接受的色谱指纹图谱质控方法认为这３批
次的镇惊温胆汤质量是具有稳定性的。见图２。

图２　３批次镇惊温胆汤ＵＰＬＣ图谱

２２　旷场试验观察结果　对每一组大鼠的旷场行
为进行分析，其得到的数据。见表２。其中镇惊温
胆汤组、帕罗西汀组与模型组和正常组比较，在各项

指标上差异均有统计学意义，如运动总距离，单次最

大运动距离，直立次数等。从数据比较结果可知，镇

惊温胆汤和帕罗西汀对 ＳＰＳ造模大鼠均有治疗作
用。镇惊温胆汤组与帕罗西汀组比较，在各项指标
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表２　大鼠旷场行为的测定（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６～９）

组别 直立次数（次） 总运动距离（ｃｍ） 穿格次数（次） 中央区停留时间（ｓ） 单次最大运动距离（ｃｍ）

正常组 １７２９±３２５ ２７７２７９±５５４５９ １３３２９±９３４ １７９７±７６０ １３４２±１７３
模型组 ９７５±４３７ ２０４８１２±６３３５０ ９１８３±１４６８ ３９０±２９１ ９７３±１３０

镇惊温胆汤组 １６５６±４８０△△ ２６９７８８±６４２８７△ １３１８６±２２９５△△ １３１７±５９０△△ １２９６±１８０△△

帕罗西汀组 １５２９±４９６△ ２６１９３８±５５４９８△ １１１８６±１２２８△ ７５３±３５０△ １２０３±１２２△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５，与模型组比较，△△Ｐ＜００１

上差异均有统计学意义，如运动总距离，单次最大运

动距离，直立次数等。除此之外，镇惊温胆汤组与正

常组，模型组的数据也存在显著差异，可以认为镇惊

温胆汤的治疗作用略优于帕罗西汀。

２３　各组大鼠僵立行为时间实验　大鼠经过 ＳＰＳ
造模７ｄ后，对正常跟模型２组进行比较，其僵立时
间显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。镇惊
温胆汤组与帕罗西汀组差异无统计学意义。由此可

见，服用镇惊温胆和服用帕罗西汀在大鼠僵立时间

这一指标上差异不明显，可以认为二者治疗效果相

差不大。见表３。

表３　各组大鼠僵立时间比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６～９）

组别 僵立时间（ｓ）

正常组 ２８０±０４１
模型组 ７４８±１５９

镇惊温胆汤组 ２６０±０２１△

帕罗西汀组 ３４９±０８８△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００１

３　讨论
判断ＰＴＳＤ模型造模效果的直接依据是大鼠的

表现［４５］，大鼠经过单次延长应激刺激后，会出现各

种行为学上的改变，如旷场实验、拒俘反应实验、水

迷宫实验等均会出现明显改变［６］。在上述实验中，

充分展示大鼠焦虑程度的是旷场试验。对于大鼠来

说，旷场是一个全新的环境，当大鼠置于其中，本能

反应促使它主动探索周边环境。但是，创伤后的大

鼠却不会对新环境产生同等兴趣［７］。所以大鼠在

中央区停留的时间的多少则可以用来表明大鼠有无

焦虑样的行为。同时在旷场试验中，直立次数、单次

最大运动距离等都在一定程度上反映了大鼠的精神

状况［８］。僵立，从本质上来说是大鼠对外界所表现

的一种恐惧行为［９］，具体表现为僵化的蹲伏动作，

表面上只有呼吸运动，没有其他的肌肉运动。其原

理为大鼠在恐惧情况下保持的防御姿势，其保持的

时间长短则代表其恐惧的时间长短。因此，大鼠僵

立行为实验所表现出的恐惧行为，是作为 ＰＴＳＤ的
重要检测指标之一同时也是检测药物疗效的重要参

考标准［１０］。所以在本文中，评估大鼠运动情况的指

标包括运动总距离，单次运动最长距离，直立次

数等。

从实验数据可知，模型组的实验鼠在中央区停

留的时间与正常组比较明显减少，说明 ＳＰＳ造模会
使其产生焦虑样行为。在直立次数方面，模型组比

正常组比较明显减少。造模前后大鼠的行为出现明

显的变化，经过对上述２组进行比较，可以发现差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５），说明 ＳＰＳ造模后大鼠
的日常探索行为受到抑制，焦虑症状增加，对外界事

物兴趣下降，求知欲下降，甚至产生反感的情绪。而

僵立行为实验结果表明经 ＳＰＳ造模７ｄ后，我们将
模型以及正常组比较，其僵立行为时间有了十分显

著的延长，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）；说明 ＳＰＳ
造模后会使大鼠获得对恐惧场景的记忆，且在此接

触到相似场景时会触发其恐惧的记忆，这也符合

ＰＴＳＤ的核心症状“病理性恐惧记忆增强”。此次
ＳＰＳ造模后，成功地复制了ＰＴＳＤ样大鼠模型。与模
型组比较，镇惊温胆汤组在旷场实验所有检测指标

中有所不同，由此可见，经镇惊温胆汤治疗后确实能

够在一定程度上改变大鼠本身的行为。说明镇惊温

胆汤可以增强创伤后大鼠对环境的探究性行为，可

以有效地改善ＰＴＳＤ所致的焦虑样行为。本研究的
阳性对照药物帕罗西汀，是美利坚政府ＦＤＡ审核通
过的用于对抗 ＰＴＳＤ的一线治疗药物［１１］。同时也

是目前临床上最为常用的精神类药物，常见于ＰＴＳＤ
治疗［１２］。２组大鼠服用镇惊温胆汤和帕罗西汀产
生了不同的反应，主要表现为各项运动指标的区别。

分析大鼠强迫游泳实验的数据可知，模型组，正常

组，镇惊温胆汤组和帕罗西汀组的僵立时间差异有

统计学意义，镇惊温胆汤组的大鼠僵立时间更短，说

明镇惊温胆汤能有效缓解 ＰＴＳＤ核心症状即“病理
性恐惧记忆增强”。此外这种效果与帕罗西汀组基

本相同，服用帕罗西汀确实能够在一定程度上缓解

大鼠的ＰＴＳＤ症状，而镇惊温胆汤同样能够减少大
鼠经历应激环境后的僵立时间，可以有效地改善

ＰＴＳＤ所致的恐惧行为，且与帕罗西汀效用相近。
综上所述，ＳＰＳ造模可以很好的复制了ＰＴＳＤ样
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大鼠模型。同时镇惊温胆汤是一种有效缓解大鼠

ＰＴＳＤ症状的药物，它能够在一定程度上缓解大鼠的
焦虑。其在调节焦虑方面效力优于帕罗西汀，而在

调节恐惧方面的疗效与帕罗西汀相似。中药温胆汤

经实验证明对ＰＴＳＤ具有一定的治疗作用［１３１４］。本

研究选用的温胆汤选于《三因极一病证方论》，因其

既包含温胆汤原本的定惊抗抑配方，又加入了具有

化饮止呕功能的小半夏，所以其与各版本温胆汤比

较，药效更强，功能更加全面，不良反应更少，因此广

泛应用于ＰＴＳＤ症状的治疗［１５］。而金鼎汤为《四圣

心源》代表方之一主治神惊，神不交精，是生惊悸，

其原由于胆胃之不降［１６］。温胆汤善于理气化痰、利

胆和胃，但是其对于“心肾不交、神气浮越”的情况

则力量较弱，而金鼎汤则可以“藏精聚神，以蛰阳

根”，拟合二方形成的镇惊温胆汤无论是病位在胆

还是在心皆可以改善患者出现的症状。而且通过本

研究发现镇惊温胆汤可以在改善ＳＰＳ模型大鼠的行
为学方面具有较好的效果，所以可以认为在治疗

ＰＴＳＤ时从胆、从心导致的痰和气机的变化入手不失
为一种新的治疗方向。
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