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逍遥散对慢性应激肝郁脾虚证大鼠行为学

及学习记忆能力的影响

连利军　李晓红　冯雯倩　李熠毅　蒋　筱　肖华业　杨力强
（广西中医药大学，南宁，５３０２００）

摘要　目的：观察慢性束缚应激肝郁脾虚证大鼠行为学与学习记忆能力的变化及逍遥散的调节作用。方法：采用慢性束
缚应激方法（每天束缚３ｈ，连续２１ｄ）制作大鼠模型并用逍遥散进行干预。将４５只雄性ＳＤ大鼠随机分为正常对照组、模
型组、逍遥散组，１５只／组。观察各组大鼠一般状态，测量大鼠体重、摄食量、旷场实验行为学指标，并用 Ｙ迷宫测试各组
大鼠学习记忆能力。结果：１）模型组大鼠在慢性束缚应激初期表现为强烈的反抗、嘶叫，后期表现为神态倦怠、情志抑郁
及不再抵抗的行为绝望状态；２）与正常组比较：模型组大鼠体重、摄食量显著下降（Ｐ＜００１）；旷场实验模型组大鼠５ｍｉｎ
运动总距离减少（Ｐ＜００５），５ｍｉｎ平均移动速度减慢（Ｐ＜００５），中央区停留时间增加（Ｐ＜００５）；Ｙ迷宫测试，模型组大
鼠正确反应率降低（Ｐ＜００１），全天总反应时间增加（Ｐ＜００１）；３）逍遥散对模型组大鼠上述改变均有一定的调节作用。
结论：逍遥散对肝郁脾虚证大鼠体重、摄食量及行为学的异常变化具有改善作用，并能提高其学习记忆能力，表现出抗抑

郁、焦虑作用。
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　　逍遥散最早记载于《太平惠民和剂局方》，由柴
胡、白芍、白术、茯苓、当归、甘草、生姜、薄荷８味药
物组成，具有疏肝解郁、养血健脾的功效，是治疗肝

郁脾虚证的经典名方，也是抗应激损伤的经典方剂

之一，对肝郁脾虚证及慢性应激有很好疗效［１２］。课

题组前期在全基因组水平上系统探索了逍遥散治疗
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慢性应激肝郁脾虚证大鼠的作用机理［３４］，本实验观

察逍遥散对慢性应激肝郁脾虚证大鼠行为学及学习

记忆的影响。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　雄性 ＳＤ大鼠４５只，体重１８０～２２０
ｇ，合格证号：ＳＣＸＫ（桂）２００９０００２（广西医科大学动
物实验中心提供）。饲养于普通级动物房，室内温度

（２２±２）℃，相对湿度５０％～６０％，喂常规饲料及饮
用水。实验前适应性喂养１周。
１１２　药物　逍遥散药物组成：柴胡３０ｇ、当归３０
ｇ、白芍３０ｇ、白术３０ｇ、茯苓３０ｇ、炙甘草１５ｇ、生姜
１０ｇ、薄荷１０ｇ（后下）。中药饮片由广西中医药大
学附属瑞康医院提供，用水煎成汤剂，将药物浓缩至

含生药量１６７ｇ／ｍＬ，放入４℃冰箱保存备用。
１１３　试剂与仪器　１）大鼠旷场行为测试箱：长×
宽×高为１００ｃｍ×１００ｃｍ×４０ｃｍ的木制箱。底面
用黑线划分成面积相等的２５个正方形方格，每行和
每列各５个方格，中心９格为中央区。旷场箱中央
正上方安置摄像头，观察记录大鼠活动情况。２）Ｙ
迷宫刺激器：Ｙ迷宫也称３等分辐射式迷路箱，由等
长的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ臂（每臂长４５ｃｍ）和３者的交界区组
成。箱底铺设直径０２ｃｍ、长１４ｃｍ、间距１ｃｍ的电
栅，臂的内壁均贴有与相应电栅相通可导电的薄层

铜片，每条臂顶端装有一盏１５Ｗ的刺激信号灯。控
制面板有电压控制按钮、延时控制按钮和０、Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ ４个按键，当按下０键时，３臂均不通电，交界区
通电，当分别按下Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ键时，相应臂的信号灯
亮，此时该臂不通电为安全区，另外无灯光的两臂及

交界区均通电而成为非安全区（电击区）［５］。Ｙ迷
宫３条臂交界区的正上方安置摄像头。３）行为学记
录分析软件：美国 ＳｔｏｅｌｔｉｎｇＡｎｙｍａｚｅ视频分析系统
（６００００）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　４５只雄性 ＳＤ大鼠按体
重随机分为 ３组，每组 １５只，分别为正常组、模型
组、逍遥散组。采用束缚方法制作肝郁脾虚证大鼠

模型，正常组大鼠不予束缚，自由进食、饮水及自主

活动，模型组和逍遥散组大鼠均束缚于特制的大鼠

束缚架上，束缚时间点随机，每日３ｈ，连续２１ｄ。
１２２　干预方法　每天在束缚前１ｈ给逍遥散组
大鼠灌服１ｍＬ／１００ｇ逍遥散中药煎液，正常组和模
型组大鼠灌服１ｍＬ／１００ｇ生理盐水，造模期间根据
大鼠体重调整给药量。

１２３　检测指标与方法　１）一般状态观察：每天观
察大鼠对束缚的反应、精神状态、活动情况、身体姿

势、毛发、爪甲和耳廓的色泽以及粪便的变化等全身

和局部情况。２）体重：实验开始前１ｄ称量大鼠体
重，作为第０天体重。实验开始后每天上午７：００称
量大鼠体重，计算第１周、第２周、第３周各组大鼠
体重增长量并进行比较。３）摄食量：实验开始后每
笼大鼠给一定量饲料，第２天上午７：００称量每笼大
鼠所剩饲料量，计算第１周、第２周、第３周各组大
鼠每天平均进食量并进行比较。４）旷场实验：２１ｄ
造模结束后，各组大鼠于第２２天进行旷场实验，利
用同步录像、计时，观察５ｍｉｎ大鼠在旷场行为测试
箱内的活动情况。测量指标包括运动总距离、平均

移动速度、中央区停留时间。５）Ｙ迷宫实验：Ｙ迷宫
测试方法参照文献方法［５６］，实验开始时，将大鼠放

入迷宫中适应３～５ｍｉｎ，然后按改良的“不固定次数
随机不休息法”［７］转换按键开关以变换安全区与电

击区的位置，观察大鼠学会逃离电击区而进入安全

区的反应能力。ａ不固定次数：安全区以无规则次
序变换，但实验在同一天内完成，采取分段连续法，

即每测试１０次，休息１ｍｉｎ，以连续１０次中有９次
或以上正确反应为达到学会标准，如果动物迅速达

标，则停止实验，最大测试次数为３０次。ｂ随机：
指随意更换安全区方位。ｃ不休息：两次测试之间
不熄灯，也不给大鼠休息时间。ｄ正误判定的标
准：以大鼠在足底通电后１０ｓ内１次性跑向安全区
为正确反应，否则为错误反应。观察指标如下：ａ
正确反应率（％）：正确反应数占总测试数的百分
比；ｂ主动回避率（％）：大鼠在灯亮后但未通电的５
ｓ内完成逃避反应的次数占总反应次数的百分率。
ｃ全天总反应时间（ＴｏｔａｌＲｅａｃｔｉｏｎＴｉｍｅ，ＴＲＴ）：即一
个实验日（全天）完成所有训练（包括正确反应和错

误反应）所需时间。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２１统计软件，用单因
素方差分析及 ｔ检验进行统计，数据以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　逍遥散对模型组大鼠一般状态的影响　造模
前，各组大鼠精神状态、皮毛色泽、粪便以及自主活

动等方面均无明显差异。造模第１天初次束缚大鼠
时，大鼠表现出强烈的反抗、嘶叫、拼命撕咬束缚架，

尾巴挣扎很厉害，大便小便明显增多。造模７ｄ后，
模型组大鼠束缚时反抗降低，嘶叫和挣脱束缚减少，

灵敏度降低，耳廓与爪部颜色逐渐变淡，皮毛逐渐泛
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表１　各组大鼠体重增长量的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 第０天 第１周 第２周 第３周

正常组 ２３２２７±８８６ ４４２７±７０４ ４２０７±６９８ ３８９３±８４６
模型组 ２３１２８±８９４ １４４０±６３９ ２８８７±４７８ ２２６±８７０

逍遥散组 ２２７９３±９６２ １９１３±６５８ ３１８０±６１２ ３４８０±６３３△

　　注：与正常组同期比较，Ｐ＜００１；与模型组同期比较，△Ｐ＜００１

黄。造模第１４天到第２１天，模型组大鼠逐步出现
神态倦怠、反应迟缓、扎堆或蛰伏在角落、耳廓与爪

部颜色变浅淡、光泽减少、皮毛泛黄干枯极易掉落、

大便多稀溏，束缚捉拿时身体较软，反抗减少，甚至

停止挣扎。逍遥散组大鼠初期表现与模型组大鼠无

明显差别，从第２周开始各种表现较模型组好转，到
第３周末，精神状态良好，动作灵活，耳廓与爪部颜
色淡粉，毛发整洁，光泽较好，麦粒形粪便。正常对

照组大鼠一般状态没有明显改变。

２２　逍遥散对模型组大鼠体重的影响　与正常对
照组比较，模型组与逍遥散组大鼠在造模第１周和
第２周体重增长缓慢（Ｐ＜００１）；造模第３周，模型
组大鼠体重增长较正常对照组、逍遥散组明显减少

（Ｐ＜００１），逍遥散组大鼠体重增长幅度比正常小，
但差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。
２３　逍遥散对模型组大鼠摄食量的影响　与正常
对照组比较，模型组与逍遥散组大鼠在造模第１周
和第２周进食量均减少（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５）；造
模第３周，模型组大鼠摄食量较正常对照组、逍遥散
组明显减少（Ｐ＜００１），逍遥散组大鼠进食量增加，
与正常组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见
表２。

表２　各组大鼠摄食量比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别 第１周 第２周 第３周

正常组 ２８３４±３４６ ３２５８±４１３ ３１６７±４２７
模型组 ２１５６±５４５△ ２３８１±４３９△ ２３１３±４１５△

逍遥散组 ２２０１±３８９△ ２５９９±３７４ ３０１９±６４７▲

　　注：与正常组同期比较，Ｐ＜００５，△Ｐ＜００１；与模型组同期比

较，▲Ｐ＜００１

２４　逍遥散对模型组大鼠旷场实验的影响　见表
３。造模２１ｄ后，模型组大鼠与正常组、逍遥散组比
较，５ｍｉｎ运动总距离减少（Ｐ＜００５），５ｍｉｎ平均移
动速度减慢（Ｐ＜００５），中央区停留时间增加（Ｐ＜
００５），提示逍遥散能改善模型大鼠旷场实验行为
学各项指标的变化，逍遥散组大鼠各项指标与正常

组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２５　逍遥散对 Ｙ迷宫实验的影响　见表４。造模
２１ｄ后，模型组大鼠正确反应率低于正常组（Ｐ＜

００１），全天总反应时间高于正常组（Ｐ＜００１），逍
遥散能显著提高模型大鼠正确反应率、减少全天总

反应时间（Ｐ＜００５），各组大鼠主动回避率组间比
较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表３　各组大鼠５ｍｉｎ旷场试验结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１５）

组别
５ｍｉｎ运动
总距离（ｃｍ）

５ｍｉｎ平均移动
速度（ｃｍ／ｓ）

中央区停留

时间（ｓ）
正常组 ２５４３７３±３９２５６ ９０２±１３０ １４２０±７１０
模型组 ２１８１８０±４５８３３ ７５４±１９６ １９９２±６５６

逍遥散组 ２４９４４９±３３３４５△ ８７１±１２４△ １５１２±５７７△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表４　各组大鼠Ｙ迷宫实验的变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 正确反应率 全天总反应时间 主动回避率

正常组 ０６４±００５ ２４４±０２７ ０３９±０１７
模型组 ０５０±０１２ ３１２±０４７ ０３１±０１０
逍遥散组 ０６０±００６△ ２６２±０６４△ ０３８±０１１

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
应激是指机体受到各种应激原刺激时，出现以

交感兴奋和下丘脑垂体肾上腺皮质（ＨＰＡ）轴分泌
增多为主的一系列神经内分泌反应，以及由此引起

机体各种功能和代谢的改变。适宜的应激反应能够

提高个体对坏境的适应和生存能力，而过度的尤其

是慢性应激反应导致机体出现不同程度的生理、心

理障碍，严重影响人类的生活健康。如慢性应激可

以导致抑郁、焦虑已成为公认的事实，诸多的实验研

究报道在旷场实验、Ｙ迷宫实验、高架十字迷宫实验
等行为学测试中慢性应激大鼠表现出学习记忆能力

下降和行为学的异常变化，而逍遥散作为抗应激损

伤的经典名方，可改善应激大鼠抑郁、焦虑症状、行

为学的异常改变及学习记忆功能的减退［８１１］。

慢性束缚大鼠模型被广泛应用于应激模型的研

究，束缚应激作为一种非损伤性刺激剥夺了动物的

活动自由，与人类身心性疾病的致病过程有形似性，

慢性束缚应激方法所造成的慢性心理应激反应，其

主要病位在肝［１２］。肝主疏泄，性喜条达而恶抑郁。

从中医理论分析，若本能需求适度并得以满足，为肝

主疏泄正常，条达舒畅。实验中，初次束缚大鼠时，

大鼠表现出强烈的反抗、嘶叫、拼命撕咬束缚架、挣
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扎欲脱等行为，这是由于大鼠的本能活动突然受到

遏制，情志受到强烈的刺激，肝疏泄太过出现的症状

表现。随着束缚时间延长，大鼠逐渐表现出情志抑

郁，活动减少，束缚时反抗减少，甚至停止挣扎等表

现，这是由于大鼠的本能需求长期受到遏制，肝疏泄

不及而为气郁，这些症状表现符合中医的肝气郁结

证。肝郁日久，肝气横逆犯脾，损伤脾胃之气，导致

脾失健运。“脾胃为后天之本，气血生化之源”，脾

失健运，摄食减少，气血生化不足，导致模型大鼠出

现体重增长缓慢，毛发干枯发黄，四肢和耳廓颜色变

浅。从慢性束缚应激大鼠在２１ｄ束缚过程中，由最
初的易怒、抗争逐渐转变为焦虑、抑郁、乏力、食欲减

少、体重增长缓慢、便溏等症状表现来看，符合中医

肝郁致脾虚的发展过程。给予中药复方逍遥散干预

后，逍遥散组大鼠一般状况明显好转，逍遥散能够有

效缓解慢性束缚应激所产生的对摄食量和机体生长

的影响。

旷场实验（ＯＦＴ）是目前最常用的一种检测动物
心理的经典行为学监测方法，能够用量化的指标客

观反映动物类似人的复杂情绪如抑郁、焦虑程度及

对未知的探究欲望等。ＯＦＴ反映动物心理行为的观
察指标有直立、攀壁、修饰等垂直运动参数和走动的

距离、速度、进入中央区次数和中央区停留时间等水

平运动参数。本实验选取大鼠在中央区停留时间和

５ｍｉｎ运动的总距离及平均速度作为观察指标。中
央区停留时间表示动物启动活动的潜伏期，反映动

物的空间认知能力和对新环境的好奇程度［１３］，如果

空间认知能力差，对新环境淡漠，处于焦虑或抑郁状

态，则动物进入开阔的中央区域时向四周移动产生

迟疑，在中央区的停留时间就会延长［１４］。运动总长

度和运动平均速度主要反映动物的运动情况，当动

物处于精神抑郁状态时运动能力和自主活动的欲望

会随之下降。本次实验结果显示模型组大鼠中央区

停留时间显著高于正常组、逍遥散组，５ｍｉｎ运动的
总距离及平均速度显著低于正常组和逍遥散组，而

逍遥散组大鼠接近于正常组大鼠水平，两者比较，差

异无统计学意义。说明２１ｄ束缚应激造成了大鼠
身心疲劳、情志抑郁、自主活动能力以及对新环境的

探究能力、空间认知能力下降，而逍遥散能够有效缓

解大鼠的应激状态。再结合课题组前期的研究结果

模型组大鼠出现 ＨＰＡ轴紊乱［１５］，ＣＲＨＲ２在海马组
织的表达降低［１６］，支持模型组大鼠出现焦虑抑郁的

症状表现，该大鼠模型为肝郁脾虚证抑郁模型。

Ｙ迷宫实验是评估动物学习记忆能力的常用方

法之一，Ｙ迷宫可同时检测动物对空间位置觉和方
向觉的辨别能力和逃避条件反射能力。本次 Ｙ迷
宫实验结果显示模型组大鼠正确反应率显著低于正

常组和逍遥散组、全天总反应时间显著高于正常组

和逍遥散组，而逍遥散组大鼠正确反应率、全天总反

应时间接近于正常组，表明２１ｄ慢性束缚应激损害
了大鼠的学习和记忆功能，而逍遥散能够明显改善

大鼠的抑郁状态，提高其学习记忆功能。以往也有

众多实验结果表明慢性应激大鼠 Ｙ迷宫测试成绩
明显下降［１７１８］。

中医学认为“有诸内者，必形之于外”，机体外

部的表现在一定程度上反映了机体内部的情况。行

为是机体功能的外在表现，学习记忆是脑的重要功

能之一，神经系统和内分泌系统是行为和学习记忆

的生理学基础。以往的研究认为慢性应激可以使脑

内边缘系统、额叶皮层、尤其是海马的神经细胞可塑

性下降、凋亡与再生平衡失调，从而引起认知、情感、

行为和学习记忆能力等改变［１９］。我们前期的慢性

应激大鼠海马基因表达研究也显示模型组大鼠海马

神经细胞生长抑制，凋亡加速，众多与抑郁、焦虑、学

习记忆相关的神经递质、激素出现了变化［１６］，表明

模型组大鼠出现行为学异常、学习记忆能力下降是

有其内在的生物学基础发生了变化的。尽管课题组

前期对肝郁脾虚证的生物学机制及逍遥散的作用机

理进行了大量的研究，之前的研究结果也能够解释

肝郁脾虚证大鼠出现食欲减少、体重减轻、情志改

变、行为学异常及学习记忆能力的下降等症状表现，

也部分揭示了逍遥散治疗肝郁脾虚证及慢性应激的

作用机理，但中医的证是一个复杂的系统，中药复方

具有多靶点、多途径、多环节的作用特点。因此，要

明确慢性应激肝郁脾虚证大鼠更多与行为学相关的

生物学机制及逍遥散的作用机理，有待今后更深入

的研究。
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