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摘要　目的：研究中药复方逍遥散（《太平惠民和剂局方》）疏肝解郁、健脾以调节食欲的作用机制。方法：以每天持续３ｈ
慢性束缚应激方法制备动物模型。ＳＤ健康雄性大鼠随机分为正常组、７ｄ模型组、２１ｄ模型组和逍遥散组４组，正常组予
常规饲养，模型组和逍遥散组每天选择随机时间点进行束缚应激，７ｄ模型组束缚应激７ｄ，２１ｄ模型组束缚应激２１ｄ，逍
遥散组在连续束缚应激２１ｄ同时予逍遥散灌胃。观测各组大鼠体重、摄食量、行为学、血清Ｄ木糖含量变化；免疫荧光双
染、ＲＴｑＰＣＲ方法观测下丘脑ＡＲＣ中瘦素受体（ＬｅｐｔｉｎＲｅｃｅｐｔｏｒ，ｏｂＲ）、α促黑素细胞激素（αｍｅｌａｎｏｃｙｔｅＳｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＨｏｒ
ｍｏｎｅ，αＭＳＨ）基因与蛋白表达水平。结果：与正常组比较，束缚应激２１ｄ模型大鼠体重、摄食量和血清 Ｄ木糖含量明显
降低，行为学实验表明模型大鼠自主活动能力下降、对新异环境探究行为明显减少，而逍遥散则具有相应的调节作用。综

合表明，每天３ｈ连续２１ｄ捆绑束缚可制备慢性应激肝郁脾虚样动物模型，慢性束缚应激大鼠下丘脑弓状核（ＡｒｃｕａｔｅＮｕ
ｃｌｅｕｓ，ＡＲＣ）中ｏｂＲ、αＭＳＨ表达水平增加，逍遥散可下调其表达。结论：逍遥散调节下丘脑 ＡＲＣ中 ｏｂＲ和 αＭＳＨ表达
变化，可作为其疏肝健脾，调节机体食欲和能量代谢影响脾胃功能的作用靶点之一。
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种生活事件引发的心理应激（心理压力），常常引发

情绪障碍和以腹胀、食欲减退、大便失调为主要表现

的脾胃功能失调，严重影响着我们的生活质量。中

医中药在调治慢性应激方面疗效显著，逍遥散是中

医经典心身同治复方，为国内学者抗应激的首选方

剂。

本课题组一直从事中药复方逍遥散（《太平惠

民和剂局方》）防治慢性心理应激研究工作［１５］，尤

其对其调理脾胃运化，调节食欲的效应进行了重点

研究。本研究以束缚捆绑方式制备慢性应激动物模

型，结合动物摄食量、体重、行为学变化，运用免疫荧

光双染、实时荧光定量（ＲｅａｌｔｉｍｅＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＱｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）技术与方法，从基因与蛋白水
平，检测下丘脑（ＡｒｃｕａｔｅＮｕｃｌｅｕｓ，ＡＲＣ）中瘦素受体
（ＬｅｐｔｉｎＲｅｃｅｐｔｏｒ，ｏｂＲ）、α促黑素细胞激素（αｍｅｌ
ａｎｏｃｙｔｅＳｔｉｍｕｌａｔｉｎｇＨｏｒｍｏｎｅ，αＭＳＨ）表达，探讨逍遥
散疏肝解郁、助脾胃运化功能与调食欲的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与分组　ＳＤ健康雄性大鼠，体质量１８０
～２００ｇ，购自北京维通利华实验动物有限公司［动
物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１］。清洁级动物房
饲养：室温（２１±１）℃，相对湿度４０％ ～６０％，光照
明暗各１２ｈ（明７：００—１９：００，暗１９：００—７：００），自
由饮用纯净水，予常规饲养。大鼠适应喂养１周，按
体重编号，查随机数字表，随机分为４组：正常组、７
ｄ模型组、２１ｄ模型组、逍遥散组各２４只，每４只大
鼠饲养于１笼，每组６笼。
１１２　药物　逍遥散制备：逍遥散，出自《太平惠民
和剂局方》，按照原书组方，由当归、白芍、柴胡、白

术、茯苓、甘草、煨生姜、薄荷８种中药按３∶３∶３∶３∶３
∶１５∶１∶１比例，由河北中医学院中药药理室进行鉴
定和提取，最终制成干粉备用。所有生药均购自北

京同仁堂健康药业股份有限公司（石家庄店）。提

取方法同文献［４］，最终提取率为１８８％。以去离子
水混悬给药。

１２　方法
１２１　慢性束缚应激模型制备　大鼠束缚于特制
的Ｔ型束缚架上，束缚架由导师课题组设计：上端束
缚台有两条可调节松紧的粘带，用于固定动物胸、腹

部；下面是支架，高 １５ｃｍ。束缚应激方法同文
献［４］。束缚时间点随机，每天连续３ｈ束缚制备应
激大鼠模型。实验前和开始实验后每周称量１次大
鼠体质量、摄食量。于束缚前３０ｍｉｎ进行灌胃，正

常组每天灌服０９％生理盐水；７ｄ模型组大鼠每天
束缚应激３ｈ连续７ｄ，同时灌服０９％生理盐水；２１
天模型组大鼠每天束缚应激３ｈ连续２１ｄ，同时灌
服０９％生理盐水；逍遥散组大鼠每天束缚应激３ｈ
连续２１ｄ，同时灌服逍遥散［３８５４ｇ／（ｋｇ·ｄ）］。
１２２　行为学实验　于实验前１ｄ和实验开始后
第７、２１天观测各组大鼠行为学。
１２２１　旷场实验　长 ×宽 ×高为 １００ｃｍ×１００
ｃｍ×４０ｃｍ旷场箱，底面平分为２０ｃｍ×２０ｃｍ小正
方格的２５格。动物运动轨迹由上海欣软信息科技
有限公司提供的行为学记录分析软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ２０）
分析：大鼠５ｍｉｎ内活动总路程。
１２２２　高架十字实验　高架十字迷宫由两条相
对的开放臂、两条相对的封闭臂、一个联结四条臂的

中央平台组成。行为学记录分析软件分析５ｍｉｎ内
大鼠进入开放臂、封闭臂的次数和停留时间。

１２３　ＥＬＩＳＡ方法检测大鼠血清 Ｄ木糖　每组１２
只大鼠取血２ｍＬ（２管），离心，分离血清，－２０℃下
保存待测。按照试剂盒说明书步骤操作测定血清

Ｄ木糖含量（间苯三酚法），试剂盒购自南京建成生
物工程研究所。

１２４　免疫荧光双染观测　各组大鼠下丘脑 ＡＲＣ
中αＭＳＨ、ｏｂＲ蛋白表达水平
１２４１　取材与染色步骤　７ｄ组于７ｄ取材，２１ｄ
组于实验第 ２２天取材。各组随机取 ６只大鼠予
１０％水合氯醛腹腔麻醉（０３５～０４０ｍＬ／１００ｇ体质
量），行左心室升主动脉心脏灌注固定，２０％、３０％蔗
糖溶液梯度脱水。ＬｅｉｃａＣＭ１９５０恒温冷冻切片机切
片，片厚２５μｍ。

免疫染色具体步骤：１）切片用００１ＭＰＢＳ漂洗
后，加入含 ０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ００１ＭＰＢＳ液，３７
℃，温箱孵育１ｈ；２）００１ＭＰＢＳ漂洗，加入封闭液，
室温孵育，摇床轻摇１ｈ；３）吸出封闭液，加入１∶１００
的ＲａｂｂｉｔａｎｔｉαＭＳＨｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，４℃冰箱孵
育，过２夜；４）从冰箱取出室温平衡３０ｍｉｎ，配制漂
洗液漂洗；５）加入１∶２００的ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ＠５９４ｄｏｎｋｅｙ
ａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ，避光，室温孵育４ｈ；６）００１ＭＰＢＳ漂
洗，加入封闭液，室温孵育，轻摇１ｈ；７）吸出封闭液，
加入１∶５０的 ＧｏａｔａｎｔｉｏｂＲｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，入４
℃冰箱孵育，过 ２夜；８）从冰箱取出，室温平衡 ３０
ｍｉｎ，漂洗液漂洗；９）加入１∶２００的ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ＠４８８
ｄｏｎｋｅｙａｎｔｉｇｏａｔＩｇＧ，室温孵育 ４ｈ；１０）００１ＭＰＢＳ
漂洗，防荧光淬灭封片剂封片。染色过程中涉及到

用００１ＭＰＢＳ漂洗过程，均为每次５ｍｉｎ，漂洗３次；
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封闭液为含１０％ ｄｏｎｋｅｙｓｅｒｕｍ和０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
的 ００１Ｍ ＰＢＳ；漂洗液为含 ２％ ｄｏｎｋｅｙｓｅｒｕｍ和
０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的００１ＭＰＢＳ，均每次漂洗５ｍｉｎ，
漂洗３次；Ⅰ抗Ⅱ抗稀释液为含２％ ｄｏｎｋｅｙｓｅｒｕｍ和
０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的００１ＭＰＢＳ。

Ｄｏｎｋｅｙｓｅｒｕｍ，购自 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＵＳＡ；
ＧｏａｔａｎｔｉｏｂＲｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ购自ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ，ＵＳＡ；ＲａｂｂｉｔａｎｔｉαＭＳＨ ａｎｔｉｂｏｄｙ
购自 ＰｈｏｅｎｉｘＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ，ＵＳＡ；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
＠ ５９４ｄｏｎｋｅｙａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ和 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ＠ ４８８
ｄｏｎｋｅｙａｎｔｉｇｏａｔＩｇＧ均购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，ＵＳＡ。
１２４２　图像处理　使用ＬｅｉｃａＳＰ８激光共聚焦显
微镜扫描成像，经 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０图像分析系统
进行图像分析。每组１０张切片，下丘脑 ＡＲＣ部位
选取１５０μｍ×１５０μｍ面积，统计αＭＳＨ、ｏｂＲ阳性
表达面积（ａｒｅａ，μｍ２）、积分光密度（Ｉｎｔｅｒｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）、阳性细胞表达数（ＳＵＭ），及 ｏｂＲ和
αＭＳＨ共染程度（Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）。
数据处理：Ａｒｅａ＝ａｒｅａ测量值／测量总面积，ＩＯＤ＝
ＩＯＤ测量值／测量总面积。
１２５　ＲＴｑＰＣＲ方法检测各组大鼠下丘脑 ｏｂＲ
ｍＲＮＡ、αＭＳＨｍＲＮＡ表达
１２５１　取材、总ＲＮＡ提取、反转录和ＰＣＲ扩增　
每组６只大鼠，予１０％水合氯醛腹腔麻醉，断头，剥
取全脑，液氮速冻，干冰环境下切取 ＡＲＣ组织。每
个样本取约５０μｇ匀浆，采用ＴＲＩｚｏｌ（购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＵＳＡ）常规操作提取总 ＲＮＡ，
１％琼脂糖凝胶电泳测定 ＲＮＡ纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
比值在 １８～２０之间），表明提取的 ＲＮＡ纯度较
高，污染很少，可后续反转录反应。

根据 ａＭＭＬＶ反转录试剂盒（购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＵＳＡ）说明，将１μｇ总 ＲＮＡ转
录生成 ｃＤＮＡｓ。然后根据 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（ＦｅｒｍｅｎｔａｓＩｎｃ，Ｃａｎａｄａ）采用 ＡＢＩ７３００
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ进行扩增。扩增引物：ＧＡＰ
ＤＨ，Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧ３′，Ｒｅ
ｖｅｒｓｅ： ５′ＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧＡＴＧ３′， ＮＭ ＿
０１７００８，１２０ｂｐ；ＯｂＲ，Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＣＣＡＡＡＧＴＣＡＡＣ
ＴＡＣＧＣＴＣＴＴ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＴＴＣＣＡＴＡＣＧＣＡＡＡＣ
ＣＣＡ３′，ＮＭ＿０１２５９６１，１３３ｂｐ；ａＭＳＨ，Ｆｏｒｗａｒｄ：５′
ＣＡＡＧＴＴＣＣＧＣＣＡＧＡＡＡＣＡＧ３′，Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＴＧＣＣＴ
ＴＡＧＣＣＣＴＴＣＧＧＴ３′，ＮＭ＿０１２９８２３，１１６ｂｐ。ＰＣＲ热
循环参数：９５℃ ５ｍｉｎ，然后４０个循环反应：９４℃
３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，于每个循环的第３个步

骤，即：７２℃ ３０ｓ收集荧光信号。
１２５２　结果分析　扩增完毕后，进入 ＳＤＳＶ１３
软件结果分析界面，设置基线为第 ３～１５个循环，
ＧＡＰＤＨ为内参照基因，设置对照组的第１号样品为
标准１，得到各样本各目的基因的 Ｃｔ值。按照公式
ＲＱ＝２－△△Ｃｔ计算各目的基因表达的相对定量值（ＲＱ
值），将ＲＱ值用于统计分析。
１３　统计学方法　以 ＳＰＳＳ２１０的一般线性模型
（ｇｅｎｅｒａｌｌｉｎｅａｒｍｏｄｅｌ，ＧＬＭ）的重复测量过程实现对
重复测量资料体重、摄食量、行为学数据的单变量方

差分析，并用多因素方差分析过程实现每个时间点

上组间的两两比较（ＬＳＤ法），其他数据采用单因素
方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行统计处理，采用
ＬＳＤ法进行组间比较。以Ｐ＜００５为差异有统计学
意义。

２　结果
２１　各组大鼠体质量和摄食量变化　见表１、表２。

表１　各组大鼠体质量变化比较（ｎ＝２４，ｇ，珋ｘ±ｓ）

Ｄａｙ 正常组 ２１ｄ模型组 逍遥散组

ｄａｙ０ ２６３０７±１１９０ ２６１３１±７４０ ２６３７８±５６７
ｄａｙ７ ３２４４５±１８３２ ２９１６９±１４１３ ３１６２６±１７９１△

ｄａｙ１４ ３６３２９±２３４２ ３２０１２±３８６ ３４４５７±１９８８

ｄａｙ２１ ４０１８５±２６８５ ３４８５７±１３２０ ３７３９１±２２４２△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与 ２１ｄ模型组比

较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

表２　各组大鼠摄食量变化比较（ｎ＝６，ｇ，珋ｘ±ｓ）

Ｄａｙ 正常组 ２１ｄ模型组 逍遥散组

ｄａｙ０ ２９０３±４７９ ２９３０±５５５ ２９４０±５２３
ｄａｙ７ ３１００±０３０ ２６１０±０９５ ２７９０±３９０
ｄａｙ１４ ３０１３±３７２ ２５２３±２５５ ２８２０±３８０
ｄａｙ２１ ３０３０±２２３ ２４９３±０４２ ２７８３±１２９

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

　　束缚应激前，３组大鼠体质量、摄食量无统计学
差异。束缚第７、１４、２１天，在相同时间点内２１ｄ模
型组大鼠体重明显低于正常大鼠（Ｐ＜００１）；束缚
第７、２１天，在相同时间点内逍遥散组大鼠体重明显
高于２１ｄ模型组（Ｐ＜００５）。束缚第７、１４、２１天，
在相同时间点内２１ｄ模型组大鼠摄食量少于正常
组，第７、２１天最明显（Ｐ＜００１）；实验第７、１４、２１天
逍遥散组大鼠摄食量均多于２１ｄ模型组，但组间比
较差异均无统计学意义。

２２　各组大鼠行为学变化
２２１　旷场实验结果　见表３。从表３可以看出，
束缚应激前，各组大鼠５ｍｉｎ内活动总路程无统计
差异，束缚造模第７天、２１天，模型大鼠活动总路程
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较正常大鼠减少，虽然逍遥散组大鼠５ｍｉｎ内活动
总路程较模型大鼠有所增加，但组间比较差异均无

统计学意义。

表３　各组大鼠旷场实验移动总路程（ｎ＝２０，ｃｍ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｄａｙ０ ｄａｙ７ ｄａｙ２１

正常组 ３９７７２４±５４４０７３４１７８７±５０５５９ ２４１９０３±４４５８０
２１ｄ模型组 ４１１９８２±６７５０９２９８３７６±４５３６８ １９７７４４±１３０４０
逍遥散组 ３８３６３４±４２３５７３０７２７５±５６２０１ ２０４７０８±５２５８６

２２２　高架十字实验结果　见表４～表７。在实验
第７、２１天，模型大鼠５ｍｉｎ内进入高架十字迷宫开
放臂次数和停留时间均较正常大鼠减少，尤其束缚

应激 ２１ｄ大鼠进入开放臂次数减少明显（Ｐ＜
００１）；模型大鼠５ｍｉｎ内进入封闭臂次数、停留时
间均有所增加，但组间比较无统计学意义。

实验第２１天，５ｍｉｎ内逍遥散组大鼠较单纯应
激大鼠进入开放臂次数、停留时间有所增多，尤其逍

遥散组大鼠在开放臂停留时间增加明显（Ｐ＜
００１）；逍遥散大鼠进入封闭臂次数、停留时间均较
模型大鼠下降，尤其第７天逍遥散大鼠进入封闭臂
次数下降明显（Ｐ＜００１）。

表４　各组大鼠５ｍｉｎ进入开放臂次数比较（ｎ＝２０，次，珋ｘ±ｓ）

组别 ｄａｙ０ ｄａｙ７ ｄａｙ２１

正常组 ５８５±１２５ ４９５±０７６ ４７０±１０７
２１ｄ模型组 ４２０±１２０ ３２５±１０２ ２６５±０８３

逍遥散组 ４５５±１１７ ３２５±０９４ ４０５±０９６

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表５　各组大鼠５ｍｉｎ开放臂停留时间比较（ｎ＝２０，ｓ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｄａｙ０ ｄａｙ７ ｄａｙ２１

正常组 ９５０４±３７１ ７１７６±２０４ ３７３４±３０７
２１ｄ模型组 ８８３１±３４５ ６０７１±３５３ ３１３１±２５２
逍遥散组 ９４３４±２５５ ４３２０±３８９ ３９６８±３１４△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与 ２１ｄ模型组比

较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

表６　各组大鼠５ｍｉｎ进入封闭臂次数比较（ｎ＝２０，次，珋ｘ±ｓ）

组别 ｄａｙ０ ｄａｙ７ ｄａｙ２１

正常组 ７５５±１５３ ７２０±１８８ ６４０±１０９
２１ｄ模型组 ７９５±１５０ ８１５±１３０ ７００±１５２
逍遥散组 ７５０±２６５ ４８５±１２７△△ ６７０±１５１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与 ２１ｄ模型组比

较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

２３　血清 Ｄ木糖含量　２１ｄ模型组（０１６±００１
ｍｍｏｌ／Ｌ）和逍遥散组（０６６±００１ｍｍｏｌ／Ｌ）大鼠血
清Ｄ木糖水平较正常组（０７３±０１２ｍｍｏｌ／Ｌ）明显
下降，Ｐ＜００５；但逍遥散组大鼠血清 Ｄ木糖水平较

２１ｄ模型大鼠明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。
２４　免疫荧光双染观测各组下丘脑 ＡＲＣ中 ｏｂＲ、
αＭＳＨ蛋白水平变化　见表８～表１０、图１。

表７　各组大鼠５ｍｉｎ封闭臂停留时间比较（ｎ＝２０，ｓ，珋ｘ±ｓ）

组别 ｄａｙ０ ｄａｙ７ ｄａｙ２１

正常组 ２５４９６±３３７１ ３２８９１±１６５３ ３１４９８±３３９１
２１ｄ模型组 ２６１６９±３１４５ ３３０１９±１２０３ ３２２８０±１４４１
逍遥散组 ２６５６６±３９５５ ３２７５７±１７４２ ３１４３０±１０３２

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与２１天模型组比

较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

图１　各组大鼠下丘脑ＡＲＣ中аＭＳＨ和ｏｂＲ表达

　　２１ｄ模型组和逍遥散组大鼠下丘脑ＡＲＣ中ｏｂ
Ｒ的阳性表达面积、积分光密度和阳性细胞数明显
高于正常组（Ｐ＜００１）；逍遥散组大鼠下丘脑 ＡＲＣ
中ｏｂＲ的阳性表达面积、阳性细胞数较２１ｄ模型组
明显下降（Ｐ＜００１）。
７ｄ模型组、２１ｄ模型组、逍遥散组大鼠下丘脑

ＡＲＣ中αＭＳＨ的阳性表达面积、平均光密度、积分
光密度、阳性细胞数均较正常组升高，尤其２１ｄ模
型组大鼠 αＭＳＨ的阳性表达面积和逍遥散组 α
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ＭＳＨ的积分光密度增加明显（Ｐ＜００１）。逍遥散组
αＭＳＨ虽然较模型组有所下降，但差异无统计学意
义。

２１ｄ模型组大鼠 ｏｂＲ与 αＭＳＨ共表达系数较
正常大鼠明显增加（Ｐ＜００１），逍遥散组的共染程度
低于２１ｄ模型组，但组间比较差异无统计学意义。

表８　各组大鼠下丘脑ＡＲＣ中ｏｂＲ表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 Ａｒｅａ ＩＯＤ ＭＯＤ ＳＵＭ

正常组 ００３００±０００４５ ０００１９±００００５ ００６５８±００１４０ ２０５７±１６２
７ｄ模型组 ００６７７±０００３８△ ０００３２±０００１７ ００５３６±０００９５ ２８１４±１６８△

２１ｄ模型组 ００５８７±０００１３ ０００４６±０００１１ ００７８２±００１６４ ３１００±１４５

逍遥散组 ００４１１±０００３７△△ ０００３６±００００９ ００７８０±００１０８ ２４２９±１７９△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与２１ｄ模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

表９　各组大鼠下丘脑ＡＲＣ中αＭＳＨ表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 Ａｒｅａ ＩＯＤ ＭＯＤ ＳＵＭ

正常组 ００００６±００００１ ０００１７±００００２ ００３９７±０００９５ ２９００±４８７
７ｄ模型组 ００００８±００００２ ０００２２±００００７ ００４３１±０００６８ ３５５７±６１１
２１ｄ模型组 ０００１０±００００１ ０００３０±００００４ ００５０１±０００３８ ３９２９±５６５
逍遥散组 ００００８±００００１ ０００２６±００００２ ００４２２±０００４０ ３３８６±５２７

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

表１０　各组大鼠下丘脑ＡＲＣ中αＭＳＨ、
ｏｂＲ共表达情况（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

正常组 ００８９６±００１６７
７ｄ模型组 ０１２１９±００２４１
２１ｄ模型组 ０１５６４±００１３０

逍遥散组 ０１５０９±００１７４

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

２５　ＲＴｑＰＣＲ法观测各组大鼠下丘脑 ＡＲＣｏｂＲ
ｍＲＮＡ和αＭＳＨｍＲＮＡ表达变化

表１１　各组大鼠下丘脑ＡＲＣｏｂＲｍＲＮＡ和
　　αＭＳＨｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｏｂＲｍＲＮＡ αＭＳＨｍＲＮＡ

正常组 １１０２２±０２９４３ ０９０１７±０１５７０
７天模型组 ３８３１０±０６４６５ ４２４８２±０６２９３
２１天模型组 ２６９３７±０４７１４ ５１４９５±０５７５０

逍遥散组 ２２３１８±０５０９１△△ ３２６４７±０３４２０

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与２１天模型组比

较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１。

　　从表１１可以看出，与正常组比较，７ｄ模型组大
鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ｏｂＲｍＲＮＡ与 αＭＳＨｍＲＮＡ表
达均增加，其中 ｏｂＲｍＲＮＡ表达变化更为明显（Ｐ
＜００１）；２１ｄ模型组和逍遥散组大鼠下丘脑 ｏｂＲ
ｍＲＮＡ和αＭＳＨｍＲＮＡ表达均较正常大鼠明显增
加（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）；与２１ｄ模型组比较，逍
遥散组大鼠下丘脑ＡＲＣ中ｏｂＲｍＲＮＡ表达明显下
降（Ｐ＜００１），αＭＳＨｍＲＮＡ表达虽然也较２１ｄ模
型大鼠下降，但组间比较差异无统计学意义。

３　讨论
由于束缚制动可模拟人被长期限制在狭小空

间，与人类心身疾病过程相似，属于纯粹的心理挫折

应激［６］。本研究采用束缚制动方式制备心理应激

动物模型，以逍遥散为干预用药，以旷场实验和高架

十字实验客观观测大鼠的自主活动能力、对新奇环

境的探究行为，分析应激动物出现的心理状态，结合

大鼠摄食、体重和外观皮毛色泽等的变化，首先观测

了慢性束缚应激２１ｄ大鼠相关变化及灌服逍遥散
后的反应。

本研究中，随着束缚应激时间的延长，２１ｄ模
型组大鼠体重增长缓慢，摄食量较正常组大鼠下降；

行为学表现在旷场实验中５ｍｉｎ大鼠活动总路程减
少，高架十字实验中大鼠进入开放臂的次数和停留

时间减少，进入封闭臂次数和时间增加，说明大鼠自

主活动能力下降，探究性行为减少，对新异环境产生

了恐惧、郁闷心理；伴随应激因素的持续施加，模型

大鼠由最初的强烈挣扎反抗，到后期的倦怠懒动、反

应迟钝、毛色枯涩、大便溏结不调的表现；结合模型

大鼠血清Ｄ木糖含量明显下降，说明胃肠消化吸收
功能亦下降。综合表明，心理应激因素的施加首先

刺激大鼠出现狂躁、焦虑的情绪反应，但随着应激因

素的持续施加，逐渐出现了郁闷、挫折心理反应和胃

肠功能失调的内在变化。采用中药复方逍遥散干预

的应激大鼠，其体重、摄食量、皮毛色泽、行为学均得

到一定的改善，与课题组之前报道［３４，７］一致。方药
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反证，也说明每天３ｈ连续２１ｄ捆绑束缚方式可制
备慢性应激肝郁脾虚样大鼠模型。

ｏｂＲ是瘦素（Ｌｅｐｔｉｎ）的高亲和力受体，属 Ｉ类
细胞因子超家族。功能性 ｏｂＲ广泛表达于下丘脑
弓状核、腹内侧核、背内侧核、室旁核、室周核及下丘

脑外侧区的神经元［８９］，这些区域是调节摄食和体重

的重要区域。其中 ＡＲＣ在能量代谢调节过程中发
挥主要作用［１０］。

ＡＲＣ内的 ＮｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅＹ（ＮＰＹ）／Ａｇｏｕｔｒｅｌａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ（ＡｇＲＰ）神 经 元 和 Ｐｒｏｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ
（ＰＯＭＣ）／Ｃｏｃａｉｎａｎｄａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔ（ＣＡＲＴ）神经元，前者能增强食欲、抑制能量消
耗；后者所分泌的ＰＯＭＣ的降解产物αＭＳＨ可起到
抑制食欲和促进能量消耗的作用。功能性 ｏｂＲ与
ＮＰＹ／ＡｇＲＰ和ＰＯＭＣ／ＣＡＲＴ神经元共存［１１］，下丘脑

ＡＲＣ中的 ｏｂＲ被 Ｌｅｐｔｉｎ激活，作用于这两类神经
元，可抑制 ＮＰＹ／ＡｇＲＰ神经元产生和释放 ＮＰＹ、
ＡｇＲＰ，另一方面则可促进ＰＯＭＣ神经元产生和释放
αＭＳＨ，从而调节机体的能量代谢、摄食行为和体质
量平衡等［１２１３］。αＭＳＨ是一种具有强烈的中枢性
抑制摄食、促进能量消耗作用的神经肽［１４１５］。

本课题组前期研究表明，慢性束缚应激可导致

进入下丘脑的Ｌｅｐｔｉｎ水平增高，刺激功能性ｏｂＲ表
达增加，Ｌｅｐｔｉｎ和 ｏｂＲ特异性地结合，破坏了下丘
脑“食欲调节网络”的平衡［４］。在前期基础上，本研

究重点观测了 ＡＲＣ中 ｏｂＲ和 αＭＳＨ蛋白与基因
表达情况，进一步研究慢性应激影响脾胃功能的中

枢神经内分泌机制及逍遥散疏肝健脾调节食欲的作

用靶点。

本研究通过ＲＴｑＰＣＲ法、免疫荧光双染方法检
测了模型大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ｏｂＲ和 αＭＳＨ表达
变化，结果表明随着束缚应激因素的持续施加，２１ｄ
模型组大鼠下丘脑 ＡＲＣ中 ｏｂＲ和 αＭＳＨ蛋白和
基因表达，及ｏｂＲ和αＭＳＨ共表达均高于正常组，
逍遥散则具有相应的下调其表达作用。说明，外周

进入下丘脑的 Ｌｅｐｔｉｎ与 ｏｂＲ结合后引起大鼠体重
和摄食量下降机制与通过调节下丘脑弓状核 α
ＭＳＨ通路有关，这也可能为慢性应激状态下逍遥散
疏肝健脾，调节机体食欲和能量代谢影响脾胃功能

的作用靶点之一。
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