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右归丸对肾阳虚模型大鼠下丘脑垂体
肾上腺轴的影响

张文钊　田洪昭　左　军　李　冀
（黑龙江中医药大学，哈尔滨，１５００４０）

摘要　目的：探讨右归丸对肾阳虚模型大鼠下丘脑垂体肾上腺轴的影响。方法：将６０只健康雄性ＳＤ大鼠随机分为右归
丸组、模型组和空白组，每组２０只。右归丸组大鼠接受肾阳虚模型制备后予右归丸灌胃给药干预；模型组大鼠接受肾阳
虚模型制备后接受右归丸组同体积的０９％ＮａＣｌ灌胃，连续灌胃２０ｄ；空白组大鼠不接受造模制备，第１６日起同右归丸
组同体积的０９％Ｎａｃｌ灌胃，连续灌胃２０日。造模结束后每隔４日常规记录大鼠体质量、肛温、饮水量、尿量、以及抓取激
惹反应。比较３组大鼠促肾上腺皮质激素释放因子（ＣＲＦ）、促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）、大鼠皮质醇（ＣＯＲＴ）、促肾上腺
皮质激素释放激素受体１（ＣＲＨＲ１）的含量变化。结果：１）造模后发现接受模型制备的大鼠表现为肛温降低，饮水量及摄
食量减少，体质量下降，大便溏薄，尿量增多，抓取激惹反应减弱。进行药物干预后，右归丸组大鼠的肛温、饮水量、摄食

量、抓取激惹反应、体质量均高于模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），尿量减少，且大便干湿趋于正常；２）与空白
组比较模型组及右归丸组肾上腺、下丘脑、垂体的脏器指数均下降（Ｐ＜００５），其中模型组下降的趋势更为明显，右归丸
组较模型组肾上腺、下丘脑、垂体的脏器指数有所上升（Ｐ＜００５）；３）与空白组比较，模型组及右归丸组大鼠接受造模后
血清ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ以及肾上腺、下丘脑、垂体的 ＣＲＨＲ１含量均明显下降，经过右归丸干预后，该组别的大鼠 ＣＲＦ、
ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ、ＣＲＨＲ１含量均得到提升，其中ＣＲＦ、ＡＣＴＨ含量接近空白组水平。４）与空白组比较，模型组及右归丸组大鼠
接受造模后肾上腺、下丘脑、垂体的ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ及ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ水平均明显下降，经过右归丸干预后，该组别的大
鼠ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ、ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ水平均得到提升。结论：右归丸可能是通过调节下丘脑垂体肾上腺皮质轴的功能发
挥温肾补阳的作用。
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　　中医现代研究表明肾阳虚的临床症状改变与下
丘脑垂体肾上腺轴（ＨｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓＰｉｔｕｉｔａｒｙＡｄｒｅ
ｎａｌ，ＨＰＡ）功能紊乱密切相关，ＨＰＡ轴通过反馈调节
通路参与控制包括应激反应、免疫等在内的诸多生

理的反应，肾阳虚患者体内应激反应继续性存在，导

致ＨＰＡ轴过度兴奋并逐渐消耗其储备能力；且长期
的应激介导于ＨＰＡ轴释放糖皮质激素，诱发机体淋
巴细胞过度凋亡，引起免疫抑制［１］。因此我们推测，

各种干预措施（药物、各种刺激等）如果能够明显改

善ＨＰＡ轴，就可以在一定程度上改变肾阳虚引发的
临床症状。右归丸出自《景岳全书》，基于“阴中求

阳”的理论所创，具有温补肾阳，填精益髓之功效，主

治肾阳不足引起的诸症。本课题组已从临床角度证

实右归丸有增强肾阳虚患者免疫功能的作用，但该

方增强免疫的机制有待进一步探讨。本研究拟从下

丘脑垂体肾上腺轴与肾阳虚之间的关系着手，利用
改良的“氢化考的松肾阳虚”动物模型为载体，探讨

右归丸的科学内涵。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选用健康雄性ＳＤ大鼠６０只，平均体
质量（２３０±２０）ｇ，由中国上海 ＳＬＡＣ实验动物有限
责任公司提供［合格证号：ＳＣＸＫ（泸）２００７０００５］，于
实验动物中心适应性喂养 ５ｄ后体质量达（３００±
２０）ｇ进行实验研究。食物和水在整个实验过程中
均由实验动物自由索取。实验经成都中医药大学动

物管理制度和使用委员会批准而进行，实验过程中

动物的处理均严格按照国际道德准则和国家健康指

南关于维护和使用实验动物先关条例进行。

１１２　药物　右归丸（浓缩丸，北京同仁堂股份有
限公司同仁堂制药厂，国药准字 Ｚ１１０２１０４０）。右归
丸混悬液制备：将右归丸完全溶解于双蒸水中，参照

成人的体质量及计量，根据［２］《药理实验方法学》中

换算动物剂量折算方法将右归丸配置成含药

０２４３９ｇ／ｍＬ的混悬液，备用。

１１３　试剂与仪器　苯甲基磺酰氟（Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈ
ａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅＰＭＳＦ，美国，批号：Ｗ９８９２３），Ｔｒ
ｉｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号：８２８３９２），聚丙
烯酰胺凝胶（中国碧云天公司，批号：３９２３２），ＲＰＭＩ
１６４０和胎牛血清（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，批号：１６０００
０４４）。大鼠促肾上腺皮质激素释放因子（ＣＲＦ）Ｅｌｉｓａ
试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司，批号：

ＦＡ０２１５７２），大鼠促肾上腺皮质激素（ＡＣＴＨ）ＥＬＩＳＡ
试剂盒（南京森贝伽生物科技有限公司，批号：

ＦＡ０２１０６Ｂ），大鼠皮质醇（ＣＯＲＴ）ＥＬＩＳＡ试剂盒（南
京森贝伽生物科技有限公司，批号：ＹＭＳ２０７０），单
克隆大鼠促肾上腺皮质激素释放激素受体 １
（ＣＲＨＲ１）抗体（Ａｂｃａｎ公司，美国，批号：ａｂ１５０５６１）。
高速冷冻离心机，转膜仪，凝胶成像系统，聚合酶链

式反应（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增仪（美
国ＡＢＩ公司，型号 ＰｒｏＦｌｅｘ），切片机（美国 ＲＭＣ公
司，型号 ＰｏｗｅｒＴｏｍｅＰＣ），酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏｌａｂ
ｓｙｓｔｅｍ公司，型号 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ），脱色摇床（美国
Ｔｈｅｒｍｏｌａｂｓｙｓｔｅｍ公司，型号ＭａｘＱ８０００）及ＰＬ２０３型
电子天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ，型号 ＰＬ２０３），
全自动生化分析仪（日本日立公司，型号：７１８０型）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　肾阳虚模型制备方法：大
鼠接受改良邝安式［３］肾阳虚模型制备，大鼠每日

接受 ２５ｍｇ／ｋｇ氢化可的松肌肉注射，连续注射
１５ｄ。将４０只造模成功大鼠按照随机数字表法随
机分为右归丸组、模型组，每组２０只，其余２０只为
空白对照组。

１２２　干预方法　右归丸组大鼠接受肾阳虚模型
制备后予右归丸混悬液灌胃给药干预，连续灌胃

２０ｄ，１次／ｄ，２ｍＬ／（２００ｇ·次）。模型组大鼠接受
肾阳虚模型制备后接受右归丸组同体积的 ０９％
ＮａＣｌ溶液灌胃，连续灌胃２０ｄ。空白组不接受造模
制备，第１６天起同右归丸组同体积的０９％ ＮａＣｌ溶
液灌胃，连续灌胃２０ｄ。
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１２３　检测指标与方法
１２３１　大鼠一般症状　造模结束后每隔４ｄ常
规记录大鼠体质量、肛温、饮水量、尿量、以及抓取激

惹反应。

１２３２　取材　将各组大鼠按照０３ｍＬ／ｋｇ的比
例腹腔注射１０％水合氯醛麻醉后，进行腹主动脉采
血，迅速离心后取上清液。随后于冰上迅速分离下

丘脑、垂体及肾上腺储存于 －８０℃超低温冰箱中保
存备用。同时参照宝森方法计算脏器指数。

１２３３　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法　将收集
的辅助动脉血在４℃条件下进行９０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ后，使用高压枪头吸取离心后的上清液，送
至检验中心，应用全自动生化分析仪检测 ＣＲＦ、
ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ浓度。使用酶联免疫吸附试验
（ＥＬＩＳＡ）进行检测，包被、封闭酶标反应孔、洗
涤、加入待检测样品、加入酶标抗体、加入底物

液、终止反应等过程均严格按照说明书进行，试剂

盒由广州达安基因股份有限公司提供，ＯＰＤ显色后
采用４９２ｎｍ波长，ＴＭＢ反应产物检测需要４５０ｎｍ
波长。检测时一定要首先进行空白孔系统调零，用

测定标本孔的吸收值与一组阴性标本测定孔平均值

的比值 （Ｐ／Ｎ）表示。
１３５　蛋白质印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）法　取收集的
组织２００ｍｇ，加入１ｍＬ含蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）裂
解缓冲液于冰上进行匀浆，４℃，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，取上清液，１００μＬ分装后 －８０℃备用。根据
ＤＡＢ方法对所提蛋白液进行浓度测定。以１００μＬ
蛋白液中加入２５μＬ的上样缓冲液于１００℃金属浴
中变性。按照，每泳道上样量为５０μｇ蛋白，计算上
样量。电泳（４％浓缩胶，１２％分离胶，１２０Ｖ，５０ｍＡ，
１５ｈ）结束后将凝胶取出，用 ＰＶＤＦ膜转印，遵循胶
在负极，膜在正极的原则，５０Ｖ，１００ｍＡ，２ｈ。５％脱
脂奶粉液的封闭２ｈ，ＴＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／次，分别加
入５％脱脂奶粉按１∶１０００稀释的抗 ＣＲＨＲ１和 β
ａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳ洗 ３次，
５ｍｉｎ／次，加入碱性磷酸酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶２０００）室温２ｈ，ＴＢＳ洗３次，５ｍｉｎ／次。将滤膜
放人配好的显色液中显色１５～３０ｍｉｎ，计算机扫描
图像，并由生物图像分析系统（ＢｉｏＲａｄ公司，美国，
ＭｏｄｅｌＧｅｌＤｏｃ２０００）分析处理。
１３６　聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）法　取收集的组
织２００ｍｇ加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ匀浆，震荡３０ｓ后加入氯
仿０２ｍＬ，剧烈摇动３０ｓ，室温下放置３ｍｉｎ后置于
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。轻吸上层无色水相

至另一试管后加入０５ｍＬ的异丙醇，室温下放置
１０ｍｉｎ。加入７５％乙醇１ｍＬ，震荡１０ｓ后置于４℃，
７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，摒弃上清液，小心吸取残留
乙醇，并开盖干燥５ｍｉｎ，加入２０μＬ纯化乙醇溶解
ＲＮＡ。采用 ＲＮＡ逆转录试剂盒检测 ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、
ＣＯＲＴ、ＣＲＨＲ１的基因表达水平。取５μＬ产物进行
１５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像所得 ＤＮＡ条带采
用凝胶成像系统进行分析，读取条带ＩＤ值。用于扩
增的引物序列如下：βａｃｔｉｎｍＲＮＡ正向序列：
５，－ａｃｔｇｇｃａｔｔｇｔｇａｔｇｇａｃｔｃ３，反向序列：５，－ａｃｇｃａｃｔｇｔｇ
ｇｃａｔａｇａ３，；ＣＲＦｍＲＮＡ正向序列：５，－ｃｃａｇｃａａｃｃｔ
ｃａｇｃｃｇａｔｔｃ３，；反向序列：５，－ａａａａａｇｔｔａｇｃｃｇｃａｇｃｃｔｇ
３，；ＡＣＴＨｍＲＮＡ正向序列：５，－ａｔｃａａｃｔａａｃｃａｔｔｇａｔａｔａ
３，；反向序列：５，－ａｇｔｔｔｃａｔｔｇａｔｔａｔｔａｔｔｔ３，；ＣＯＲＴｍＲＮＡ
正向序列：５，－ａｔａｇｔａｇａａｇａａｔｇｔｃｔｃｔｇ３，；反向序列：
５，－ａａａｔｔａｃｔｇｇａｔｇａｇｔｔｔｃａ３，；ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ正向序
列：５，－ａｇａｃｔｔｇｃｔｃｇｃｇｃａｇｇｇｃｇ３，；反向序列：５，－ａｇｃ
ｃａｇａｇｃｃｔｇｃｃｇｇｔｇｇｇ３。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行
数据分析，所有结果均选择３个或３个以上数据，各
实验数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，应用 ｔ检验
和单因素方差分析对实验数据进行方差比较和组间

比较，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　一般症状比较　造模后发现接受模型制备的
大鼠表现为肛温降低，饮水量及摄食量减少，体质量

下降，大便溏薄，尿量增多，抓取激惹反应减弱。进

行药物干预后，右归丸组大鼠的肛温、饮水量、摄食

量、抓取激惹反应、体质量均高于模型组比较，差异

有统计学意义（Ｐ＜００５），尿量减少，且大便干湿趋
于正常。见图１～５。
２２　对肾阳虚证大鼠脏器指数的影响　与空白组
比较模型组及右归丸组肾上腺、下丘脑、垂体的脏器

指数均下降（Ｐ＜００５），其中模型组下降的趋势更
为明显，右归丸组较模型组肾上腺、下丘脑、垂体的

脏器指数有所上升（Ｐ＜００５）。见图６。

图１　３组大鼠肛温比较
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图２　３组大鼠体质量比较

图３　３组大鼠大便干湿程度比较

图４　３组大鼠摄食量比较

图５　３组大鼠激惹反应比较

图６　３组大鼠脏器指数比较
　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２３　血清ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ含量的变化　与空白
组比较，模型组及右归丸组大鼠接受造模后血清

ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ以及肾上腺、下丘脑、垂体的
ＣＲＨＲ１含量均明显下降，经过右归丸干预后，该组
别的大鼠ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ、ＣＲＨＲ１含量均得到提
升，其中ＣＲＦ、ＡＣＴＨ含量接近空白组水平。见表１，
图７。

表１　３组大鼠血清ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ含量的
变化（珋ｘ±ｓ，μｇ／Ｌ）

组别 ＣＲＦ（μｇ／Ｌ） ＡＣＴＨ（μｇ／Ｌ） ＣＯＲＴ（μｇ／Ｌ）

空白组 ２００８９±０９３ ９８６５±０７１ ２０１６５±２４０
模型组 １１４３１±０３１ ４３６９±００８ １３１９２±１７６

右归丸组 １９５９２±０４１△ ９５９１±０２０△ １６７２８±１３１△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图７　３组大鼠ＣＲＨＲ１表达变化

图８　３组大鼠３部位ＣＲＨＲ１，βａｃｔｉｎ水平比较

２５　ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ及ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ水平的变
化　与空白组比较，模型组及右归丸组大鼠接受造
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模后肾上腺、下丘脑、垂体的 ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ及
ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ水平均明显下降，经过右归丸干预
后，该组别的大鼠 ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ、ＣＲＨＲ１ｍＲＮＡ
水平均得到提升。见图８。
３　讨论

肾乃脏腑阴阳之本，亦是人体生长、发育、生殖

之源，是生命活动之根本故为“先天之本”。一身之

阳气由肾主导，肾阳虚即肾脏阳气虚衰，是肾脏阳气

衰竭表现的症候，火衰其本则阳虚之证迭出。通过

国内外大量文献［５６］，我们可知邝安于６０年代首
创的肾阳虚模型可以理想的模拟机体肾阳虚所发生

的病理性改变。而基于中医脏腑辨证依据，我们所

确定的肛温、体质量、饮食及抓取激惹反应等变化可

以准确的体现中医关于肾阳虚证的变化，可作为造

模成功与否的一个标准。本文结果显示：接受模型

制备的大鼠均出现一系列符合肾阳虚证的症状，这

和徐文聃［４］等近期研究结果相符合。且经过右归丸

干预后大鼠症状出现改善，进一步证实了本研究模

型制作成功。

肾阳虚的现代医学本质一直是各医家讨论的热

点话题，沈自尹［７］通过研究证实 ＨＰＡ轴发生功能紊
乱是肾阳虚证的共同点。闵建新［８］等通过对肾阳虚

模型大鼠 ＨＰＡ轴进行免疫组化形态学观察后发现
肾阳虚时大鼠肾上腺皮质组织的 ＣＲＦ阳性纤维数
量明显减少，肾上腺束状带明显变薄，上述报道和本

研究发现氢化可的松长期肌肉注射的大鼠肾上腺、

甲状腺、垂体的脏器指数均发生明显变化具有一

致性。

国际上屡屡有学者想要探索促进 ＨＰＡ轴恢复
的方法，但均以失败告终。Ｍａｒｋｏｗｓｋａ［９］等通过上
调ＡＣＴＨ的水平抑制大鼠肾上腺皮质细胞过度凋
亡，增加了肾上腺皮质组织内皮质酮和醛固酮的含

量，但是对大鼠外周血清中皮质酮和醛固酮的含量

并没有产生任何改善作用。ＧｏｍｅｚＧｉｌ［１０］等对抑郁
症患者使用丁螺旋酮后发现其血浆中ＡＣＴＨ浓度增
加，认为丁螺旋酮可能可以通过促进 ＡＣＴＨ的分泌
而改善抑郁症患者 ＨＰＡ的抑制状况，但 ＧｏｍｅｚＧｉｌ
并未从ＨＰＡ轴的其他环节进行进一步深入研究。

中药复方是中医学发挥临床疗效的应用形式，

配伍是中药复方的灵魂。本方由熟地黄、附子（炮附

片）、肉桂、山药、山茱萸（酒炙）、菟丝子、鹿角胶、枸

杞子、当归、杜仲（盐炒）组成，方中以附子、肉桂、鹿

角胶为君药，温补肾阳，填精补髓。臣以熟地黄、枸

杞子、山茱萸、山药滋阴益肾，养肝补脾，阴中求阳。

佐以菟丝子、杜仲补益肝肾，强筋壮骨；当归补血养

肝，诸药配合，共奏温补肾阳，填精补髓之功。现代

药理研究显示［１１］：熟地黄、山茱萸提取物可有效的

抑制皮质酮损伤性大鼠脑组织神经元的凋亡，山药

提取物可以升高去甲肾上腺素的含量而达到改变

ＨＰＡ轴形态的目的；杜仲提取物可以调节去卵巢骨
质疏松模型大鼠的ＨＰＡ轴形态而改善症状；当归提
取物能够降低氢化可的松造成“阳虚”小鼠的淋巴

细胞凋亡率，提高其机体免疫力，负反馈于 ＨＰＡ轴，
改善其病理变化。本研究使用右归丸作为干预手段

后，发现大鼠的 ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＣＯＲＴ、ＣＲＨＲ１含量均
得到提升，从ＨＰＡ轴的下丘脑、垂体、肾上腺环节均
可实现，提示右归丸具有改善肾阳虚 ＨＰＡ轴功能的
作用，揭示了右归丸的现代内涵。

综上所述，我们认为ＨＰＡ轴功能紊乱是肾阳虚
的关键，右归丸通过改善下丘脑、垂体、肾上腺轴等

环节的平衡，进一步体现了中医治疗的整体观。另

外考虑中医药对机体多靶点、多途径性，右归丸整体

调节机制仍处于不断探索中，待进一步扩宽及深入。
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