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镇惊温胆汤对 PTSD模型大鼠 ORX受体基因表达的调节作用 *

刘 燕 # 高俊巧 # 李 峰 周 芹 宋月晗△

（北京中医药大学中医学院北京 100029）

摘要 目的：研究镇惊温胆汤对创伤后应激障碍模型大鼠皮质边缘系统中食欲素（Orexin，ORX）受体 OX1R和 OX2R基因表达

的调节以及血清中皮质酮和神经元特异性烯醇化酶的调节。方法：采用单次延长应激法复制创伤后应激障碍（Post traumatic

stress disorder，PTSD）模型大鼠，采用实时荧光定量聚合酶链反应（RT -PCR）技术分析大鼠脑区中 OX1R及 OX2R的变化，采用

酶联免疫吸附试验（Elisa）分析大鼠血清中皮质酮和神经元特异性烯醇化酶的变化。结果：镇惊温胆汤组提高了前额叶皮质（PFC）

及杏仁核（AMY）中 OX1R、OX2R的基因表达，降低了在血清中皮质酮和神经元特异性烯醇化酶的含量，有极显著的差异（P<0.
01），对海马（HIP）中 OX1R、OX2R的基因表达有微弱的上调作用。结论：中药复方镇惊温胆汤可以调控大鼠 ORX系统 OX1R及

OX2R受体和血清中皮质酮和神经元特异性烯醇化酶含量，能够改善大脑兴奋 -抑制功能失衡状态，从而有效缓解 PTSD不寐、

善惊等病理状态。
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Effect of Zhenjingwendan Decoction on Gene Expression of ORX Receptor
in PTSD Rats*

To study the regulation of Zhenjingwendan decoction on corticosterone and neuron-specific enolase in

serum and the expression of ORX receptor orexin1 receptor (OX1R) and orexin2 receptor (OX2R) in cortical limbic system of rats with

post-traumatic stress disorder. PTSD model rats were established by single prolonged stress. The changes of OX1R and OX2R

in brain region of rats were analyzed by real time PCR technique, and the changes of corticosterone and neuron specific enolase in serum

were analyzed by Elisa. The Zhenjingwendan decoction group increased the expression of OX1R and OX2R genes in the

prefrontal cortex (PFC) and amygdala (AMY), reduced the levels of corticosterone and neuron-specific enolase in the serum, with

significantly difference between the two groups (P<0.01). At the same time, the gene expression of OX1R and OX2R in hippocampus

(HIP) was increased slowly. Zhenjingwendan decoction can regulate the content of corticosterone and neuron-specific

enolase in rat serum and OX1R and OX2R receptors in ORX system, improve the imbalance of brain excitation-inhibition function, and

alleviate the pathological state of insomnia and susceptible to fright effectively.
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前言

创伤后应激障碍（Post traumatic stress disorder，PTSD）是指

个体遭遇一个或多个灾难性事件，诸如战争、死亡威胁等所致

的严重应激疾病。世界卫生组织调查发现 PTSD严重影响着各

成员国，以亚太地区（包括中国）、美国、埃及等最为严重[1]。在我

国，地震、洪灾、矿难、癌症等事件均造成了 PTSD高发，如赵高

锋等报告称 "5.12" 汶川地震 780 名幸存者三个月后罹患

PTSD的人约有 18.4 %[2]，史蕾等筛查珠江三角洲创伤事故后

158例患者 PTSD阳性率为 28.5 %[3]。PTSD严重影响生活质

量，可显著增加抑郁、药物滥用等多种身心疾病患病风险，自杀

危险性亦高于普通人群，可达 19 %[4]。因 PTSD一般都呈现慢

性病程、症状多样和高复发率，使得其治疗具有许多困难，目前

尚无药物可以彻底治愈 PTSD病人，或全面改善其所有症状，

造成诸多病人终生为 PTSD所困。因此，很多学者开始关注应

激后机体的早期表现与 PTSD症状的预测作用，并提出开展应
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图 1海马脑区 OX1R、OX2R基因表达变化

Fig. 1 Expression of OX1R and OX2R genes in hippocampal brain region

Note: *compared with the normal group P<0.01.

图 2皮质脑区 OX1R、OX2R基因表达变化

Fig. 2 Changes of OX1R and OX2R gene expression in cortical brain region

Note: *compared with the normal group P<0.01;
▲compared with the model group P<0.01.

激后早期干预以预防 PTSD的发生[5]。然而，目前 PTSD预防方

法多为心理治疗，对于 PTSD有明确预防效果的药物较少[6]，对

干预时间更鲜有研究。未病先防是中医中药的治疗理念，且中

医方药优势在于多系统、多层面、多靶点的协同作用，应激后早

期运用中医药、发挥多靶点同调优势对 PTSD的预防发挥积极

作用。温胆汤来源于南北朝时期姚僧垣的《集验方》，最早见载

于唐代孙思邈《千金方》，现所用温胆汤多遵循宋代陈无择《三

因方》所载温胆汤，药物组成为半夏、竹茹、枳实、陈皮、茯苓、甘

草、生姜、大枣，临床实践证明该方是调节情志的良方，课题前

期研究表明温胆汤类方剂是治疗 PTSD较好的选择，本研究拟

将温胆汤加味桂枝、白芍、生龙骨、生牡蛎组成镇惊温胆汤以提

高 PTSD的预防效果。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

将成年雄性 wistar大鼠 30只（北京维通利华实验动物技

术有限公司，许可证号：SYXK（京）2006－0012），饲养于清洁

级动物房，室内相对湿度：60 %－70 %，温度：22.0℃－24.0℃，

40 W日光灯照射，光照节律 12 L：12 D（8:00－20:00），自由饮

水。将大鼠分为正常组、模型组、镇惊温胆汤组，每组 10只。

1.2 实验用药及制备

镇惊温胆汤的制备：药物组成为清半夏 6 g、枳实 6 g、竹

茹 6 g、陈皮 9 g、茯苓 4.5 g、炙甘草 3 g、生姜 5片 8 g、大枣一

枚（3 g）、桂枝 9 g、白芍 9 g、生龙骨 6 g、生牡蛎 9 g以上生药均

经北京创立科创医药技术开发有限公司加工成浸膏，备用。

1.3 主要试剂与仪器

① SV Total RNA Isolation System: Promega公司，USA。②

通用型 SYBR Green Supermix，美国。③ 大鼠固定器：圆柱形可

调节大鼠固定器。④ Step one PCR仪：ABI，USA。⑤ 大鼠皮质

酮 /肾上腺酮（CORT）酶联免疫试剂盒：武汉华美生物工程有

限公司。⑥ 大鼠血清神经元烯醇化酶（NSE）ELISA试剂盒：上

海西唐生物科技有限公司。

1.4 模型的复制及给药方法

采用单次延长刺激（Single-prolonged stress，SPS）方法[7]建

立 PTSD大鼠模型，首先用束缚器将大鼠进行 2 h的紧密束缚，

随后进行 20 min强迫游泳，休息 15 min后乙醚麻醉至意识丧

失，然后把动物放回鼠笼静养。

此后，每天按人体用药量大鼠等效剂量 2 mL 给镇惊

温胆汤组灌服镇惊温胆汤，其余组为等体积的蒸馏水，容积为

1 mL/100 g，持续 1周。

1.5 实时荧光定量聚合酶链反应（RT-PCR）检测

麻醉大鼠，选取大鼠不同脑区，按照试剂盒步骤提取总

RNA，逆转录合成 cDNA，采用实时荧光定量 RT-PCR法进行

扩增，检测 OX1R、OX2R的 mRNA表达。

1.6 Elisa检测

麻醉大鼠，腹主动脉取血，离心取血清，按照试剂盒步骤，

测定各孔 OD值(450 nm)。

1.7 数据处理

采用 "Curve Expert1.3"专业软件绘制标准曲线，根据样品

的 OD值，由标准曲线得出相应的浓度，再乘以稀释的倍数，即

为样品的浓度。

数据采用 SPSS 20.0软件进行统计学处理。各项指标中，计

量变量采用（均数依标准差）描述，正态分布的资料采用单因素
方差分析，偏态分布的资料采用秩和检验进行组间比较。检验

水准取 琢=0.05，P<0.05为有显著性差异，P<0.01为有极显著性
差异，都具有统计学意义。

2 结果

2.1 镇惊温胆汤对大鼠脑区 OX1R及 OX2R的影响 "

2.1.1 镇惊温胆汤对海马中 OX1R及 OX2R基因的影响 由

图 1可以看出，大鼠经 SPS造模后，食欲素（Orexin）的两个受

体 OX1R及 OX2R基因在海马中表达明显异常。模型组大鼠

在海马中的 OX1R及 OX2R表达有不同程度地下降，与正常组

相比均有极显著差异（P<0.01）。中药复方镇惊温胆汤组大鼠在
海马中的 OX1R、OX2R表达有微弱的上调作用，与模型组相比

无显著差异。

2.1.2 镇惊温胆汤对皮质中 OX1R及 OX2R基因的影响 由

图 2可以看出，大鼠经 SPS造模后，食欲素（Orexin）的两个受

体 OX1R及 OX2R基因在皮质脑区中表达明显异常。模型组

大鼠在皮质中的 OX1R及 OX2R表达均有不同程度地下降，与

正常组相比均有极显著差异（P<0.01）。中药复方镇惊温胆汤组
大鼠在皮质中 OX1R、OX2R表达明显升高，与模型组相比有极

显著差异（P<0.01）。

2.1.3 镇惊温胆汤对杏仁核中 OX1R及 OX2R基因的影响 由

图 3可以看出，大鼠经 SPS造模后，食欲素（Orexin）的两个受

体 OX1R及 OX2R基因在杏仁核中表达明显异常。模型组大
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图 5血清 NSE含量变化（ng/mL）

Fig.5 Changes of NSE content in serum (ng/mL)

Note: * compared with the normal group P<0.01;
▲compared with the model group P<0.01.

图 3杏仁核脑区 OX1R、OX2R基因表达变化

Fig. 3 Expression of OX1R and OX2Rgenes in the amygdala brain region

Note: * compared with the normal group P<0.01;
▲compared with the model group P<0.01.

图 4血清皮质酮含量变化（ng/mL）

Fig.4 Changes of corticosterone content in serum (ng/mL)

Note: *compared with the normal group P<0.01;
▲compared with the model group P<0.01.

鼠在杏仁核中 OX1R 及 OX2R表达均有不同程度地下降，与

正常组相比均有极显著差异（P<0.01）。中药复方镇惊温胆汤组
在杏仁核中 OX1R、OX2R表达明显升高，与模型组相比有极

显著差异（P<0.01）。

2.2 镇惊温胆汤对血清中皮质酮和 NSE的影响

2.2.1 镇惊温胆汤对血清中皮质酮的影响 由图 4 可知，经

SPS造模 7d后，模型组大鼠血清皮质酮浓度明显升高，与正常

组相比有极显著差异（P<0.01）。镇惊温胆汤与模型组相比有极
显著差异（P<0.01）。说明镇惊温胆汤可以有效地降低 PTSD样

大鼠血清皮质酮的异常升高。

2.2.2 镇惊温胆汤对血清中 NSE的影响 由图 5可看出，经

SPS造模 7d后，模型组大鼠血清 NSE浓度明显升高，与正常

组相比有极显著差异（P<0.01）。镇惊温胆汤与模型组相比均有
极显著差异（P<0.01）。说明镇惊温胆汤可以有效地降低 PTSD

所致的 NSE损伤。

3 讨论

温胆汤方中半夏降逆和胃，燥湿化痰为君；竹茹清热化痰，

止呕除烦，枳实行气消痰，使痰随气下为臣；陈皮理气燥湿，茯

苓健脾渗湿为佐；姜、枣、甘草益脾和胃，协调诸药为使，诸药合

用，共奏理气化痰，清胆和胃之效，用于 "心胆虚怯，触事易惊，

梦寐不祥，或异象感惑，遂致心惊胆摄，气郁生涎，涎与气抟，变

生诸证。或短气悸乏，或复自汗，四肢浮肿，饮食无味，心虚烦

闷，坐卧不安。"自古以来多有医家采用温胆汤加减治疗多异

梦，忽惊觉多魇类症状。古今研究表明温胆汤理气化痰、利胆和

胃，是防治 PTSD的优选方剂，然对 "惊则神出于舍 "、"神发于

心而交于肾，则神清而不摇。神不交精，是生惊悸 "的心肾不

交、神气浮越的情况则力量较弱，因此本研究加桂枝、白芍合用

以补虚和阴阳，加龙骨、牡蛎重镇固涩，潜阳入阴，使阴阳相济，

心肾交通，组成镇惊温胆汤。

战争、暴力、车祸等严重创伤性应激事件是 PTSD 发

生的重要因素之一[8，9]。应激可导致下丘脑 -垂体 -肾上腺轴

（Hypothalamic-pituitary-adrenal axis，HPA）兴奋性提高，导致机

体皮质类固醇激素明显升高，并通过糖皮质类固醇受体（GR）

和盐皮质类固醇受体（MR）负反馈调节，从而使机体皮质类固

醇激素恢复到正常水平途径发挥正常的调控作用。PTSD的

焦虑、恐惧等症状与 HAP 轴的负反馈调节功能与有密切关

系 [10，11]。HPA轴主要调节机体对外界应激的反应，组成神经分

泌系统，而糖皮质激素是神经内分泌的最终产物[12]。研究表明，

PTSD会使大鼠的生理状态发生改变，造成神经内分泌的损伤，

会导致大鼠的血清皮质酮升高 [13]。另有研究表明 GR可能是

PTSD重要的治疗靶点[14]。海马作为机体应激反应的整合部位，

海马 GR/MR通过影响皮质酮的水平，参与 HPA的负反馈调

节。机体在正常情况下，MR和 GC结合，对 HPA轴起抑制作

用；当机体处于应激状态下，会促使 GC 大量增加，和 GR 结

合，引起 HPA轴功能亢进，进而释放大量的糖皮质激素（GC）；

高浓度的 GC最终导致海马神经元功能和形态结构受损[15]。有

在应激状态下，HAP轴被激活，可导致皮质酮等糖皮质激素的

增多[16]，血清中的皮质酮（CORT）为主的糖皮质激素经血脑屏

障进入大脑，进而影响人类和动物的行为[17]。因此，检测 SPS方

法是否成功复制 PTSD的标准为大鼠经 SPS应激后血清皮质

酮水平的升高，同时，也是检测药物疗效的重要参考标准。本次

研究中，经 SPS造模 7天后，模型组大鼠的血清皮质酮水平与

正常组相比明显升高，有极显著差异（P<0.01）。说明 SPS造模

会使大鼠的血清皮质酮水平升高，较好地复制了 PTSD的 "应

激激素 " 升高这一生理状态。说明此次造模成功地复制了

PTSD样大鼠模型。镇惊温胆汤组与模型组相比有极显著差异

（P<0.01）。说明镇惊温胆汤可有效地降低 PTSD样大鼠血清皮

质酮的异常升高，抑制 HPA的负反馈调节，进而改善 PTSD模

型所致的生理状态的改变。

神经元特异性烯醇化酶（Neuron-specific enolase，NSE）为

糖酵解途径中的一种关键酶，主要存在神经元和神经内分泌细

胞中[18]。在神经系统损伤，缺血缺氧性脑病、中毒性损伤时，血

脑屏障通透性增强，此时 NSE便可通过血脑屏障，进入血液循
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环中。有研究表明在新生儿猝死后脑损伤中 NSE会明显升高，

可用于识别新生儿严重脑损伤和预测预后[19]。所以，血液中的

NSE含量越高就说明脑组织的损伤越重，特别是神经元细胞的

损伤越多[20，21]。有研究发现抑郁大鼠模型的海马及额叶的 NSE

的表达明显减少 [22]。癫痫患儿血清神经原特异性烯醇化酶

（NSE）明显高于正常组的儿童[23]。另有研究表明血清 NSE可作

为急性一氧化碳中毒患者迟发性神经精神后遗症的早期预测

因子[24]。血神经元特异性烯醇化酶被用来检测应激时大脑神经

元损伤的敏感指标，现在国内外着重研究 NSE和中枢神经系

统之间的关系，并且逐渐地用于应激时损伤的评价，可作为检

测应激损伤程度的评价指标[25]。同时，也是检测药物疗效的重

要参考标准。本次实验中，经 SPS造模后，模型组与正常组大鼠

相比，血清中 NSE的含量明显升高，有极显著差异（P<0.01）。
这与大鼠恐惧应激实验模拟 PTSD的试验中，PTSD大鼠的血

清中 NSE的浓度明显升高这一实验结果相一致 [26]。说明 SPS

造模后会使大鼠的血清 NSE水平升高，较好地复制了 PTSD

应激所致的大脑脑组织的损伤，特别是神经元细胞的损伤这一

生理状态改变。说明此次 SPS造模，成功地复制了 PTSD样大

鼠模型。镇惊温胆汤与模型组相比均有极显著差异（P<0.01）。
说明镇惊温胆汤可有效地降低 PTSD样大鼠血清 NSE的异常

升高，有效地改善 PTSD大鼠脑损伤这一生理状态的改变，具

有神经保护作用。也可以认为 PTSD符合中医 "气机失调，积

痰内郁 "的病机特点，治疗时从痰、气机入手不失为一种良策。

食欲素（Orexin），也被称为下丘脑泌素[27]，可分泌 OrexinA

和 OrexinB这两种神经肽，并且通过 OX1R及 OX2R这两种受

体相互调节，发挥作用。主要是位于下丘脑外侧区神经元分泌，

前额叶皮层、海马、丘脑和下丘脑也可分泌[28]。Orexin神经末梢

广泛地分布在大脑皮层、边缘系统（主要包括海马和杏仁体）等

区域[29]。OX1R 和 /或 OX2R与 Orexin纤维末梢的分布相一

致[30]。Orexin在调节应激反应方面的研究越来越多，该系统与

PTSD的关系逐渐得到关注。有研究表明杏仁核为创伤后应激

障碍的恐惧记忆形成的关键脑区[31]。Arendt DH等人[32]采用社

会打击模型，在旷场实验中发现大鼠杏仁核区敲除 OX2R基因

受体的大鼠会增加大鼠的焦虑样行为。大量研究表明，海马、杏

仁核区 OX1R及 OX2R受体的变化可产生 PTSD样的焦虑及

恐惧行为[33]。前额叶是大脑的司令部，抑制不恰当情绪反应或

散乱刺激，有证据表明前额叶中央部通过抑制杏仁核的活性，

可能调节与特殊记忆有关的情绪反应[34，35]。本次研究检测大鼠

中 ORX系统两个 G蛋白受体 OX1R及 OX2R在 HIP、PFC及

AMY中的基因表达，经 SPS造模 7d后，模型组大鼠 OX1R及

OX2R基因表达在 HIP、PFC及 AMY中均显著性下降，与正常

组相比均有极显著差异（P<0.01）。这与 PTSD中 ORX系统

OX1R及 OX2R受体减少的研究结果较为一致[36]。从用药组结

果来看，中药复方镇惊温胆汤组在 PFC及 AMY中对 OX1R、

OX2R的基因表达起了明显的调控作用，与模型组相比有极显

著差异（P<0.01），可推断镇惊温胆汤对 PTSD的调节与 ORX

系统 OX1R、OX2R基因表达存在一定的关系，但在 HIP中，未

表现出对 OX1R、OX2R的基因表达了明显的调控作用。因此，

本研究提示了前额叶皮质、杏仁核中的 OX1R、OX2R相关的

分子机制是进一步挖掘镇惊温胆汤作用靶点的可行思路。

SPS对模型大鼠 ORX系统的稳态起到了一定的影响，打

破了大脑兴奋 -抑制功能平衡状态，使模型动物出现了易惊

扰、探究能力下降等行为学改变。中药复方镇惊温胆汤可以影

响 ORX的代谢途径，这种作用的发挥可能与调控 ORX系统

OX1R、OX2R受体相关，能够改善大脑兴奋 -抑制功能失衡状

态，从而有效缓解 PTSD不寐、善惊等病理状态，中药复方镇惊

温胆汤在 AMY中对 OX1R、OX2R的基因表达起了明显的调

控作用。
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