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二十味肉豆蔻丸改善戊四唑致小鼠
焦虑样行为和HPG轴的作用研究*

鲍晓虹，叶田园，程肖蕊

（山东中医药大学中医药创新研究院，山东 济南 250355）

[摘要] 目的：研究藏药二十味肉豆蔻丸对单次腹腔注射戊四唑（PTZ）诱导ICR小鼠焦虑样行为的影响，并

从下丘脑-垂体-性腺（HPG）轴角度初步探讨其作用机制。方法：单次腹腔注射PTZ后，灌胃给予ICR小鼠二十味

肉豆蔻丸，采用O迷宫、高架十字迷宫、明暗箱、旷场实验检测其对PTZ诱导的焦虑样行为的影响，采用ELISA方法

检测小鼠下丘脑促性腺激素释放激素（GnRH）、垂体促卵泡成熟素（FSH）、黄体生成素（LH）、血浆雄激素（T）和

雌激素（E2）的含量。结果：单次腹腔注射PTZ能够引起小鼠焦虑样行为，二十味肉豆蔻丸可显著延长小鼠明暗箱

实验中明箱停留时间、提高明箱停留时间百分比；在旷场实验中可显著延长小鼠运动总距离、增加进入中央区

的次数、增加中央区运动距离、提高中央区运动距离百分比。二十味肉豆蔻丸可促进小鼠垂体中LH的分泌、增加

血浆中T的含量。结论：二十味肉豆蔻丸可改善单次腹腔注射PTZ诱导的ICR小鼠焦虑样行为，其机制可能在于

增强HPG轴功能，调节酌氨基丁酸（GABA）能神经传递。
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Effect of Ershiwei Roudoukou Wan (二十味肉豆蔻丸) on Anxiety-like

Behavior and the HPG Axis in Mice Induced by Pentylenetetrazole

[Abstract] Objective: To study the effect of the Zang medicine Ershiwei Roudoukou Wan on anxiety-like

behavior induced by a single intraperitoneal injection of pentylenetetrazole (PTZ) in ICR mice and to preliminarily

explore its mechanism from the perspective of the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis. Methods: After

modeling via a single intraperitoneal injection of PTZ, ICR mice were administered Ershiwei Roudoukou Wan

by gavage. The effects on PTZ-induced anxiety-like behavior were assessed using the O maze, elevated plus

maze, light -dark box, and open field test. The levels of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) in the

hypothalamus, as well as follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) in the pituitary, and

plasma testosterone (T) and estradiol (E2) were measured by enzyme-linked immunoadsordent assay (ELISA).

Results: A single intraperitoneal injection of PTZ induced anxiety-like behavior in mice. Treatment with Ershiwei

Roudoukou Wan significantly increased the time spent in the light compartment and the percentage of time in

the light compartment in the light-dark box test. In the open field test, it significantly increased the total

movement distance, the number of entries into the central area, the movement distance within the central area,

and the percentage of central area movement distance. Furthermore, Ershiwei Roudoukou Wan promoted the

secretion of LH in the pituitary and increased the plasma T level. Conclusion: Ershiwei Roudoukou Wan can

improve anxiety-like behavior in ICR mice induced by a single intraperitoneal injection of PTZ. The mechanism

may involve enhancing the function of the HPG axis and regulating gamma-aminobutyric acid (GABA)-ergic

neurotransmission.
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藏 药 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 （ 国 药 准 字 Z20023260） 用 于 治 疗

“ 宁 隆 ” 病 引 起 的 神 志 紊 乱 、 烦 躁 、 精 神 恍 惚 、 失 眠 、 头 晕 、 健

忘 、 耳 鸣 、 颤 抖 、 惊 悸 ， 为 镇 静 安 神 药 。 该 药 由 肉 豆 蔻 、 降 香 、 沉

香 、 石 灰 华 、 广 枣 、 红 花 、 藏 茴 香 、 丁 香 、 大 蒜 （ 炭 ） 、 豆 蔻 、 阿 魏 、

草 果 、 诃 子 、 乳 香 、 毛 诃 子 、 儿 茶 、 余 甘 子 、 力 嘎 都 、 檀 香 、 人 工

牛 黄 组 成 。 现 代 研 究 表 明 ， 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 主 要 治 疗 妇 科 病 、

心 脑 血 管 疾 病 、 内 分 泌 疾 病 和 藏 医 中 的 宁 隆 病 [1]。

焦 虑 症 是 常 见 的 精 神 疾 病 ， 目 前 临 床 并 无 理 想 处 置 措 施 。

焦 虑 症 通 常 持 续 6 个 月 或 以 上 ， 表 现 为 过 度 的 焦 虑 、 担 忧 、 恐

惧 、 紧 张 并 伴 有 疲 劳 、 易 怒 、 睡 眠 和 饮 食 障 碍 等 。 随 着 生 活 压

力 的 增 加 ， 焦 虑 症 的 患 病 率 不 断 攀 升 ， 严 重 影 响 患 者 的 躯 体 、

心 理 及 社 会 功 能 。 焦 虑 障 碍 中 国 是 精 神 障 碍 造 成 负 担 的 主 要

原 因 [2]。 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 的 临 床 适 应 证 中 神 志 紊 乱 、 烦 躁 、 精 神

恍 惚 、 失 眠 、 惊 悸 与 焦 虑 症 的 临 床 表 现 相 似 ， 其 是 否 具 有 防 治

焦 虑 症 的 作 用 目 前 尚 未 见 报 道 。 因 此 ， 本 文 研 究 二 十 味 肉 豆

蔻 丸 是 否 具 有 改 善 焦 虑 样 行 为 的 作 用 ， 以 开 发 该 上 市 药 的 新

适 应 证 ， 并 为 临 床 防 治 焦 虑 症 提 供 候 选 药 物 。

戊 四 唑 （ pentylenetetrazole ， PTZ） 为 四 唑 衍 生 物 ， 是 酌 氨 基

丁 酸 （ 酌 aminobutyric acid， GABA） 及 其 受 体 复 合 物 的 抑 制 剂 ，

因 其 具 有 潜 在 的 促 焦 虑 作 用 而 被 广 泛 应 用 于 制 备 焦 虑 动 物

模 型 中 。 其 机 制 与 GABA 能 神 经 传 递 的 苯 二 氮 艹卓 受 体 调 节 焦

虑 相 关 [3]。 另 外 ， PTZ 可 通 过 外 源 性 转 运 系 统 透 过 血 脑 屏 障 进

入 脑 内 [4]。 研 究 发 现 ， 慢 速 静 脉 滴 注 PTZ[1.5 mg/（ kg· min） ] 对 狗

的 脑 电 图 表 现 出 明 显 的 阵 发 性 影 响 ， 与 阵 挛 性 惊 厥 相 关 的 阵

发 性 活 动 发 生 在 输 液 开 始 后 17耀36 min 之 间 （ 平 均 24 min） [5]。

PTZ 也 可 诱 导 雄 性 DBA/Z 、 Swiss 小 鼠 焦 虑 样 行 为 。 在 高 架 十

字 迷 宫 实 验 中 ， PTZ能 显 著 减 少 小 鼠 进 入 开 臂 的 次 数 、 开 臂 停

留 时 间 、 开 臂 次 数 /总 次 数 、 开 臂 时 间 /总 时 间 [6-7]； 在 明 暗 箱 实

验 中 ， 与 空 白 组 比 较 ， PTZ组 减 少 明 箱 停 留 时 间 [8]； 在 旷 场 实 验

中 ， 与 空 白 组 比 较 ， PTZ 组 运 动 总 距 离 显 著 减 少 [9-10]。 因 此 ， 本

研 究 采 用 PTZ诱 导 建 立 ICR小 鼠 焦 虑 模 型 ， 探 究 二 十 味 肉 豆 蔻

丸 对 焦 虑 的 改 善 作 用 。

下 丘 脑 -垂 体 -性 腺 （ hypothalamus-pituitary-conadal， HPG）

轴 的 紊 乱 与 焦 虑 发 生 密 切 相 关 ， 恢 复 HPG 轴 稳 态 可 以 对 焦 虑

症 起 到 较 好 的 治 疗 作 用 [11]。 HPG 轴 依 据 性 别 的 不 同 又 可 分 为

下 丘 脑 -垂 体 -卵 巢 轴 （ hypothalamic-pituitary-ovarian axis， HPO）

和 下 丘 脑 -垂 体 -睾 丸 轴 （ hypothalamic-pituitary-testicular axis，

HPT） 。 下 丘 脑 产 生 促 性 腺 素 释 放 激 素 （ gonadotropin-releasing

hormone ， GnRH） ， 刺 激 垂 体 分 泌 卵 泡 刺 激 素 （ follicle-Stim原

ulating Hormone ， FSH） 和 黄 体 生 成 素 （ luteinizing Hormone ，

LH） ， 卵 巢 可 合 成 和 分 泌 孕 酮 （ progesterone ， P） 、 雌 激 素 [ 主 要

是 雌 二 醇 （ estradiol ， E2） ] 以 及 雄 激 素 [ 主 要 是 睾 酮 （ testos原

terone ， T） ]； 睾 丸 可 合 成 和 分 泌 T和 E2等 性 激 素 。 性 激 素 又 可 对

GnRH、 FSH和 LH进 行 负 反 馈 调 节 [11]。

临 床 和 研 究 表 明 HPG 轴 的 紊 乱 与 焦 虑 密 切 相 关 ， 血 清 总

T 水 平 与 焦 虑 症 的 风 险 增 加 相 关 [12]。 Wistar 焦 虑 大 鼠 模 型 血 浆

中 T和 FSH 水 平 显 著 降 低 [13]。 卵 巢 切 除 或 围 绝 经 期 的 大 鼠 焦 虑

程 度 明 显 升 高 [14-15]， 并 伴 随 血 浆 P 和 T 水 平 的 降 低 [15]。 本 研 究 从

调 节 HPG轴 的 角 度 初 探 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 的 作 用 机 制 。

1 材 料

1.1 实验动物 90 只 SPF 级 5 周 龄 雄 性 ICR 小 鼠 ， 体 质 量 为

31.4耀35.4 g ， 购 于 北 京 维 通 利 华 实 验 动 物 有 限 公 司 。 动 物

生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 京 ） 2016-0006 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ：

11001122111064484。 小 鼠 饲 养 温 度 （ 22依2） 益、 湿 度 40%耀50% ，

12 h/12 h 黑 白 循 环 ， 自 由 饮 食 饮 水 ， 适 应 性 饲 养 7d 后 进 行 实

验 。 所 有 行 为 学 实 验 都 安 排 在 实 验 当 天 09:00:00 — 17:00:00

进 行 。 本 实 验 动 物 经 山 东 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审

批 （ 批 准 号 ： SDUTCM20210606002） 。

1.2 药物与试剂 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 （ 西 藏 神 猴 药 业 有 限 责 任

公 司 ， 批 号 ： 20210501） ； 地 西 泮 片 （ 山 东 信 谊 制 药 有 限 公 司 ，

批 号 ： 200703 ， 规 格 ： 2.5 mg/片 ） ； PTZ（ 上 海 麦 克 林 生 化 科 技 股

份 有 限 公 司 ， 批 号 ： 74404A） ； 小 鼠 GnRH 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ enzyme-linked immunoadsordent assay ， ELISA） 试 剂 盒 （ 批

号 ： CSB-E08152m） 、 小 鼠 FSH ELISH试 剂 盒 （ 批 号 ： CSB-E06871m） 、

小 鼠 LH ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： CSB-E12770m） 、 小 鼠 雄 激 素

酶 ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： CSB-E05101m） 和 小 鼠 雌 激 素 ELISA

试 剂 盒 （ 批 号 ： CSB-E07280m） 均 购 自 武 汉 华 美 生 物 工 程 有 限

公 司 ； 小 鼠 GABA ELISA 试 剂 盒 （ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ，

批 号 ： H168-1-2） ； BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 （ 上 海 雅 酶 生 物 医 药

科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： ZJ102） 。

1.3 实验仪器 XR-XZR209 型 O 迷 宫 系 统 、 XR-XG201 型 高

架 十 字 迷 宫 系 统 、 XR-XG201 型 明 暗 箱 系 统 和 自 主 活 动 箱 和

旷 场 系 统 （ Tracking Master V3.0） 均 购 自 上 海 欣 软 公 司 ；

MT90126728 型 全 波 长 酶 标 仪 和 ST8R 型 离 心 机 均 购 于 赛 默 飞

世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ； FYL-YS-280 型 实 验 室 恒 温 冰 箱

购 自 北 京 福 意 联 电 器 公 司 ； EKUP-域-40E 型 超 纯 水 机 购 于 四

川 宜 科 纯 水 设 备 有 限 公 司 ； L-MPI-S-A 型 微 孔 板 恒 温 振 荡 器

购 自 常 州 朗 博 仪 器 制 造 有 限 公 司 ； BD-GDB1 型 组 织 研 磨 仪 购

自 无 锡 博 弗 瑞 德 生 物 科 技 有 限 公 司 。

1.4 分组、造模和给药 5 周 龄 雄 性 ICR小 鼠 ， 适 应 性 饲 养 1 周

后 ， 根 据 自 主 活 动 性 及 体 质 量 最 终 选 择 72 只 实 验 小 鼠 ， 随 机

分 为 对 照 组 、 模 型 组 、 阳 性 药 组 和 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 高 、 中 、 低

剂 量 组 ， 每 组 12 只 。 实 验 分 组 和 给 药 剂 量 见 表 1 。 二 十 味 肉 豆

蔻 丸 临 床 用 量 为 2耀3 g/ 次 ， 2 次 /d ， 故 药 物 的 临 床 用 量 为 6 g/d。

在 本 实 验 中 ， 将 小 鼠 灌 胃 中 剂 量 设 为 临 床 等 效 剂 量 [16-17]， 按 照

体 表 面 积 换 算 系 数 9.1 ， 人 的 平 均 体 质 量 按 70 kg 计 算 ， 临 床 剂

量 作 为 小 鼠 的 给 药 中 剂 量 为 6 g/70kg伊9.1=0.78 g/kg， 给 药 体 积 为

0.1mL/10g， 1次 /d。 采 用 O 迷 宫 、 高 架 十 字 迷 宫 、 明 暗 箱 、 旷 场 实

验 检 测 其 对 PTZ 诱 导 的 焦 虑 样 行 为 的 作 用 ， 具 体 实 验 流 程 见

图 1 。

表 1 分组及给药剂量

组 别 n 给 药 量 / d 灌 胃 试 剂

对 照 组 1 2 - 超 纯 水

模 型 组 1 2 - 超 纯 水

阳 性 药 组 1 2 2 . 0 0 m g / k g 地 西 泮 溶 液

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 1 2 0 . 3 9 g / k g 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 水 溶 液

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 1 2 0 . 7 8 g / k g 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 水 溶 液

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 1 2 1 . 5 6 g / k g 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 水 溶 液
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图 1 二十味肉豆蔻丸改善戊四唑致小鼠焦虑样行为的作用

研究实验流程

1.5 行为学实验 行 为 学 检 测 当 天 对 照 组 、 给 药 组 动 物 于 末

次 灌 胃 1.5 h后 进 行 行 为 学 实 验 ， 阳 性 药 组 于 末 次 灌 胃 1 h 后 进

行 行 为 学 实 验 。 行 为 学 实 验 前 0.5 h对 照 组 腹 腔 注 射 生 理 盐 水 ，

模 型 组 、 阳 性 药 组 、 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 给 药 组 采 用 PTZ（ 30 mg/kg）

单 次 腹 腔 注 射 。 成 年 雌 性 Lewis大 鼠 静 脉 注 射 PTZ， 根 据 药 代 动

力 学 研 究 发 现 20 mg/kg PTZ 的 总 清 除 率 为 （ 5.36依0.34） mL/

（ min· kg） ， 终 末 半 衰 期 为 （ 116依25） min ， 表 观 容 积 分 布 为

（ 896依134） mL/kg 。 血 清 蛋 白 结 合 可 忽 略 不 计 （ 小 于 10%） [18]。 推

测 PTZ 在 大 鼠 体 内 药 物 的 清 洗 期 为 10 h 左 右 ， 因 此 每 次 行 为

学 检 测 间 隔 5 d 以 上 。

（ 1） O 迷 宫 实 验 ： 随 机 将 小 鼠 放 入 任 一 开 臂 区 中 间 ， 头 面

对 圆 心 ， 记 录 两 臂 区 进 入 时 间 及 进 入 次 数 。 释 放 后 记 录 以 下

指 标 ： 进 入 开 放 臂 次 数 （ open arm entry， OE） ， 开 放 臂 停 留 时

间 （ open arm time ， OT） 。 上 述 指 标 计 算 出 ： 开 臂 次 数 百 分 比 ，

开 臂 时 间 百 分 比 。 行 为 学 测 试 总 时 间 为 5 min 。

（ 2） 高 架 十 字 迷 宫 实 验 ： 将 小 鼠 置 于 中 央 平 台 中 央 ， 头 部

正 对 开 放 臂 入 高 架 十 字 迷 宫 ， 释 放 后 记 录 进 入 开 放 臂 次 数 （ open

arm entry ， OE） 和 开 放 臂 停 留 时 间 （ open arm time， OT） 。 由 上

述 指 标 计 算 开 臂 次 数 百 分 比 和 开 臂 时 间 百 分 比 。 行 为 学 测 试

总 时 间 为 5 min 。

（ 3） 明 暗 箱 实 验 ： 将 小 鼠 从 明 箱 放 入 ， 头 朝 暗 箱 ， 然 后 拿

掉 隔 板 ， 观 察 进 入 明 箱 次 数 、 明 箱 停 留 时 间 、 明 箱 次 数 /总 次

数 、 明 箱 停 留 时 间 /总 时 间 。 行 为 学 测 试 总 时 间 为 5 min。

（ 4） 旷 场 实 验 ： 实 验 时 随 机 将 小 鼠 置 于 箱 体 中 央 ， 释 放 后

记 录 中 央 区 穿 梭 次 数 运 动 总 距 离 、 中 央 区 停 留 时 间 、 中 央 区 运

动 距 离 、 运 动 总 距 离 。 行 为 学 测 试 总 时 间 为 10min。

每 只 小 鼠 测 试 完 成 后 ， 将 行 为 学 仪 器 清 理 干 净 ， 喷 洒 75%

酒 精 消 除 异 味 ， 再 进 行 下 1 只 小 鼠 实 验 。

1.6 ELISA检测 摘 眼 球 取 血 （ 血 液 在 含 有 肝 素 钠 的 EP 管 中

冰 上 静 置 30 min 后 ， 3 500伊g， 平 均 有 效 离 心 半 径 约 为 11.2 cm，

离 心 15 min， 取 上 清 ， 分 装 冻 存 于 -80 益） ， 断 头 ， 取 下 丘 脑 、 垂

体 ， 取 出 后 用 PBS 清 洗 ， 放 入 EP 管 中 -80 益 冻 存 。 下 丘 脑 、 垂 体

组 织 BCA 蛋 白 定 量 后 ， 按 照 ELISA 试 剂 盒 的 说 明 书 进 行 操 作 ，

检 测 小 鼠 HPG轴 激 素 和 GABA含 量 的 变 化 。

1.7 统计学方法 采 用 GraphPad Prism 8.0.1 软 件 分 析 ， 所

有 数 据 均 采 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 的 表 达 方 式 。 两 组 间 比 较

采 用 t 检 验 （ Student's t-test） ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分

析 和 邓 尼 特 多 重 比 较 检 验 （ one-way ANOVA followed by

Dunnett's multiple comparisons test） 。 所 有 组 别 数 据 均 按 平 均

值 依2 倍 标 准 差 范 围 进 行 异 常 值 剔 除 ， 超 出 该 范 围 的 数 据 判 定

为 异 常 值 并 予 以 排 除 。 约0.05 表 示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 二十味肉豆蔻丸对PTZ诱导的焦虑样行为的改善作

用 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 给 药 7 d后 ， 通 过 O迷 宫 实 验 检 测 其 对 PTZ

诱 导 小 鼠 焦 虑 样 行 为 的 改 善 作 用 。 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 比 较 ，

模 型 组 小 鼠 运 动 总 距 离 、 开 臂 运 动 距 离 百 分 比 、 开 臂 进 入 次

数 、 开 臂 停 留 时 间 和 开 臂 停 留 时 间 百 分 比 显 著 降 低 （ 约0.05） 。 该

结 果 提 示 ， PTZ 在 30 mg/kg 剂 量 下 可 诱 导 ICR 小 鼠 产 生 焦 虑 样

行 为 。 与 模 型 组 比 较 ， 阳 性 药 组 运 动 总 距 离 、 开 臂 运 动 距 离 百

分 比 、 开 臂 停 留 时 间 和 开 臂 停 留 时 间 百 分 比 显 著 提 高 （ 约0.05） ，

二 十 味 肉 豆 蔻 丸 高 、 中 、 低 剂 量 组 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 均 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 该 结 果 提 示 ， 给 药 7 d 后 地 西 泮 对 PTZ 诱

导 的 焦 虑 样 行 为 有 改 善 作 用 。 （ 见 表 2）

二 十 味 肉 豆 蔻 丸 给 药 15 d 后 ， 通 过 高 架 十 字 迷 宫 实 验 检

测 其 对 PTZ诱 导 小 鼠 焦 虑 样 行 为 的 改 善 作 用 。 结 果 表 明 ， 与 对

照 组 小 鼠 比 较 ， 模 型 组 进 入 开 臂 次 数 显 著 降 低 （ 约0.05） 。 该

结 果 提 示 ， PTZ在 30 mg/kg剂 量 下 可 诱 导 ICR小 鼠 产 生 焦 虑 样 行

为 。 与 模 型 组 小 鼠 比 较 ， 阳 性 药 组 进 入 开 臂 次 数 显 著 提 高 （ 约

0.05） ， 而 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 高 、 中 、 低 剂 量 组 无 显 著 提 高 （ 跃

0.05） 。 该 结 果 提 示 ， 给 药 15 d 后 地 西 泮 对 PTZ诱 导 的 焦 虑 样 行

为 有 改 善 作 用 。 （ 见 表 3）

表 3 高架十字迷宫行为学实验检测二十味肉豆蔻丸对 PTZ

建立 ICR小鼠焦虑行为的改善作用 （x依s）

组 别 n 进 入 开 臂 次 数 开 臂 次 数 / 百 分 比 开 臂 停 留 时 间 / s 开 臂 停 留 时 间 / 百 分 比

对 照 组 1 0 1 9 . 9 0 ± 5 . 0 0 4 0 . 9 9 ± 9 . 0 2 5 6 . 2 5 ± 1 9 . 5 9 2 3 . 5 7 ± 8 . 3 9

模 型 组 9 1 3 . 4 4 ± 3 . 5 0 a 3 4 . 9 3 ± 8 . 6 6 4 4 . 6 6 ± 1 7 . 8 9 2 1 . 1 3 ± 9 . 9 6

阳 性 药 组 8 2 0 . 3 8 ± 5 . 5 0 b 4 0 . 9 8 ± 4 . 9 2 6 2 . 5 3 ± 1 7 . 0 3 2 8 . 8 9 ± 8 . 4 2

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 9 1 5 . 5 6 ± 2 . 0 7 3 9 . 0 0 ± 7 . 7 0 5 8 . 8 1 ± 2 8 . 1 7 2 5 . 3 4 ± 1 1 . 1 3

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 1 1 1 1 . 6 4 ± 4 . 1 5 3 7 . 2 5 ± 6 . 2 7 4 6 . 4 3 ± 2 4 . 2 0 1 8 . 7 2 ± 1 0 . 2 8

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 8 1 6 . 1 3 ± 5 . 0 6 4 3 . 5 0 ± 9 . 1 5 5 2 . 8 4 ± 1 8 . 3 8 2 5 . 7 0 ± 1 4 . 1 8

注院与对照组比较袁a 约0.01曰与模型组比较袁b 约0.01遥

二 十 味 肉 豆 蔻 丸 给 药 28 d 后 ， 通 过 明 暗 箱 实 验 检 测 其 对

PTZ诱 导 小 鼠 焦 虑 样 行 为 的 改 善 作 用 。 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 小

鼠 比 较 ， 模 型 组 的 明 箱 停 留 时 间 、 明 箱 停 留 时 间 百 分 比 明 显

表 2 O迷宫实验行为学实验检测二十味肉豆蔻丸对 PTZ建立 ICR小鼠焦虑行为的改善作用 （x依s）

组 别 n 运 动 总 距 离 /m 开 臂 运 动 距 离 /百 分 比 进 入 开 臂 次 数 开 臂 次 数 /百 分 比 开 臂 停 留 时 间 /s 开 臂 停 留 时 间 /百 分 比

对 照 组 10 7.04依0.67 27.68依7.36 39.60依6.87 50.19依0.30 109.90依30.81 36.63依10.27

模 型 组 9 5.57依1.00b 18.55依8.77a 30.11依10.23a 50.07依0.21 76.48依37.10a 25.49依12.37a

阳 性 药 组 8 8.01依0.62c 33.67依4.70c 38.50依2.26 50.11依0.26 135.20依23.87c 45.08依7.96c

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 10 5.15依0.74 18.44依6.42 24.40依9.64 50.16依0.34 72.54依36.37 24.18依12.13

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 8 5.37依1.00 22.99依8.05 31.25依5.63 50.20依0.37 80.15依34.14 26.72依11.38

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 9 5.60依1.00 24.20依8.10 29.00依8.60 50.48依0.64 94.29依27.62 31.43依9.20

注院与对照组比较袁a 约0.05袁b 约0.01曰与模型组比较袁c 约0.05遥
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表 7 二十味肉豆蔻丸对PTZ诱导的 ICR小鼠 HPG轴的影响 （x依s）

组 别 GnRH/（ pg/mL） FSH/（ mIU/mL） LH/（ mIU/mL） T/（ pg/mL） E2/（ pg/mL） 雄 /雌 激 素

对 照 组 19 496.00依5 372.00 530.00依50.88 6 867.00依3 544.00 587.50依91.85 45.53依7.60 15.59依5.81

模 型 组 18 662.00依7 814.00 583.50依95.49 202.60依64.88a 484.80依171.30 36.06依11.88 15.40依6.19

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 17 231.00依3 209.00 593.60依238.00 2 487.00依1 518.00 607.30依132.70 32.03依2.99 14.35依5.29

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 16 100.00依3 101.00 656.10依147.80 5 306.00依3 424.00c 686.00依129.60 39.00依8.10 16.79依3.41

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 19 280.00依7 618.00 682.10依137.10 286.10依71.58 761.40依285.90b 40.42依13.87 22.07依6.48

注院与对照组比较袁a 约0.05袁b 约0.01曰与模型组比较袁c 约0.05袁d 约0.01遥n=5耀12遥

表 6 旷场行为学实验检测二十味肉豆蔻丸对 PTZ建立 ICR小鼠焦虑行为的改善作用（x依s）

组 别 n 运 动 总 距 离 /m 进 入 中 央 区 次 数 进 入 中 央 区 时 间 /s 进 入 中 央 区 距 离 中 央 区 运 动 距 离 /百 分 比

对 照 组 9 42.93依10.10 76.11依21.17 46.66依17.66 7.09依2.44 16.22依2.63

模 型 组 9 30.89依8.27a 39.22依15.30b 29.93依15.92 3.66依1.52b 11.58依1.72a

阳 性 药 组 8 46.44依7.26d 80.63依16.49d 52.87依15.52c 7.5依1.63d 16.18依2.55

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 9 39.64依8.99 61.22依33.04 41.66依24.20 5.78依3.10 13.70依5.84

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 8 34.33依4.92 49.25依13.06 37.07依15.23 4.80依1.45 13.75依3.24

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 10 40.82依8.80c 72.70依23.20d 50.52依18.62 6.84依2.20d 16.89依4.47c

注院与对照组比较袁a 约0.05袁b 约0.01曰与模型组比较袁c 约0.05袁d 约0.01遥

降 低 （ 约0.05） 。 与 模 型 组 小 鼠 比 较 ， 阳 性 药 组 进 入 明 箱 次 数 、

明 箱 次 数 百 分 比 、 明 箱 停 留 时 间 、 明 箱 停 留 时 间 百 分 比 明 显

提 高 （ 约0.05） ； 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 低 剂 量 组 小 鼠 的 进 入 明 箱 停

留 时 间 、 明 箱 停 留 时 间 百 分 比 均 明 显 提 高 （ 约0.05） 。 结 果 表

明 ， 给 药 28 d后 地 西 泮 与 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 低 剂 量 组 对 PTZ诱 导

的 焦 虑 样 行 为 均 有 改 善 作 用 。 （ 见 表 4）

表 4 明暗箱行为学实验检测二十味肉豆蔻丸对 PTZ建

立 ICR小鼠焦虑行为的改善作用 （x依s）

组 别 n 进 入 明 箱 次 数 明 箱 次 数 / 百 分 比 明 箱 停 留 时 间 / s 明 箱 停 留 时 间 / 百 分 比

对 照 组 8 1 4 . 2 5 ± 3 . 6 6

模 型 组 1 0 1 0 . 4 0 ± 4 . 9 9

阳 性 药 组 1 1 2 1 . 5 5 ± 5 . 8 7 b

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 1 0 1 4 . 3 0 ± 2 . 8 3

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 1 0 1 0 . 8 0 ± 4 . 5 2

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 9 1 0 . 0 0 ± 2 . 0 0

注院与对照组比较袁a 约0.05曰与模型组比较袁b 约0.01遥

二 十 味 肉 豆 蔻 丸 给 药 39 d 后 ， 通 过 高 架 十 字 迷 宫 实 验 检

测 其 对 PTZ诱 导 小 鼠 焦 虑 样 行 为 的 改 善 作 用 。 结 果 表 明 ， 与 对

照 组 小 鼠 比 较 ， 模 型 组 开 臂 停 留 时 间 、 开 臂 停 留 时 间 百 分 比

显 著 降 低 （ 约0.05） 。 与 模 型 组 比 较 ， 阳 性 药 组 在 开 臂 停 留 时

间 、 开 臂 停 留 时 间 百 分 比 显 著 提 高 （ 约0.05） ， 二 十 味 肉 豆 蔻 丸

高 、 中 、 低 剂 量 组 均 无 显 著 提 高 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 5）

表 5 高架十字迷宫行为学实验检测二十味肉豆蔻丸对 PTZ

建立 ICR小鼠焦虑行为的改善作用 （x依s）

组 别 n 进 入 开 臂 次 数 开 臂 次 数 / 百 分 比 开 臂 停 留 时 间 / s 开 臂 时 间 / 百 分 比

对 照 组 1 0 8 . 6 0 ± 2 . 2 7 2 5 . 1 7 ± 8 . 4 2 3 6 . 1 6 ± 1 5 . 2 7 1 4 . 9 7 ± 6 . 2 0

模 型 组 1 0 6 . 6 0 ± 3 . 6 0 2 3 . 2 7 ± 9 . 9 1 1 4 . 6 1 ± 1 4 . 6 6 a 5 . 9 9 ± 6 . 1 6 a

阳 性 药 组 1 0 9 . 6 0 ± 4 . 3 0 2 2 . 0 8 ± 8 . 9 6 3 8 . 9 1 ± 2 6 . 6 7 b 1 7 . 1 7 ± 1 2 . 7 3 b

二 十 味 肉 豆 蔻 低 剂 量 组 1 0 8 . 4 0 ± 4 . 6 0 2 6 . 2 2 ± 9 . 8 2 2 9 . 2 0 ± 1 3 . 2 3 1 3 . 2 5 ± 7 . 4 2

二 十 味 肉 豆 蔻 中 剂 量 组 1 1 6 . 8 2 ± 2 . 8 9 2 5 . 3 7 ± 8 . 8 0 2 7 . 5 8 ± 2 3 . 5 8 1 1 . 2 2 ± 1 0 . 3 8

二 十 味 肉 豆 蔻 高 剂 量 组 9 7 . 8 9 ± 2 . 4 7 2 5 . 6 0 ± 6 . 3 5 2 9 . 6 3 ± 1 3 . 1 7 1 1 . 9 3 ± 5 . 1 2

注院与对照组比较袁a 约0.05曰与模型组比较袁b 约0.01遥

二 十 味 肉 豆 蔻 丸 给 药 45 d后 ， 通 过 旷 场 实 验 评 价 其 对 PTZ

诱 导 小 鼠 焦 虑 样 行 为 的 改 善 作 用 。 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 小 鼠

比 较 ， 模 型 组 运 动 总 距 离 、 进 入 中 央 区 次 数 、 进 入 中 央 区 距

离 、 中 央 区 运 动 距 离 百 分 比 显 著 降 低 （ 约0.05） 。 与 模 型 组 小 鼠

比 较 ， 阳 性 药 组 的 运 动 总 距 离 、 进 入 中 央 区 次 数 、 中 央 区 停 留

时 间 、 中 央 区 运 动 距 离 显 著 提 高 （ 约0.05） ； 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 高

剂 量 组 小 鼠 的 运 动 总 距 离 、 进 入 中 央 区 次 数 、 中 央 区 运 动 距 离 、

中 央 区 运 动 距 离 百 分 比 显 著 提 高 （ 约0.05） 。 结 果 提 示 ， 给 药 45d 后

地 西 泮 和 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 高 剂 量 组 均 对 PTZ诱 导 的 焦 虑 样 行 为

有 改 善 作 用 。 （ 见 表 6）

综 上 ， 明 暗 箱 与 旷 场 实 验 的 结 果 表 明 ， 二 十 味 肉 豆 蔻 丸

提 前 给 药 7 d， 可 预 防 PTZ导 致 的 焦 虑 样 行 为 。

2.2 二十味肉豆蔻丸对PTZ诱导ICR小鼠焦虑行为的HPG轴

激素水平的影响 通 过 ELISA 实 验 检 测 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 对

PTZ诱 导 小 鼠 HPG 轴 激 素 GnRH（ 下 丘 脑 ） 、 FSH（ 垂 体 ） 、 LH（ 垂

体 ） 、 E2（ 血 浆 ） 和 T（ 血 浆 ） 分 泌 的 影 响 。 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 小

鼠 比 较 ， 模 型 组 小 鼠 垂 体 中 LH 的 含 量 显 著 降 低 （ 约0.01） 。

与 模 型 组 小 鼠 比 较 ， 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 中 剂 量 组 垂 体 中 LH 显 著

升 高 （ 约0.01） ， 高 剂 量 组 血 浆 中 T含 量 显 著 升 高 （ 约0.05） 。 （ 见

表 7）

3 结 论

藏 医 《 四 部 医 典 》 认 为 “ 宁 隆 症 ” 的 病 因 病 机 是 脏 腑 功 能

紊 乱 ， 侵 入 心 脏 发 生 气 血 失 调 ， 导 致 气 滞 血 瘀 ， 从 而 出 现 心

悸 、 胸 痛 、 胸 闷 、 头 痛 、 健 忘 、 神 志 不 安 ， 抑 郁 不 乐 ， 有 时 不 问 则

胡 言 乱 语 ， 有 时 问 之 则 不 愿 置 答 ， 闻 不 悦 耳 之 语 则 惊 恐 不 安 、

易 怒 等 症 状 的 疾 病 。 中 医 古 籍 中 虽 无 焦 虑 病 名 的 记 载 ， 但 焦

虑 症 状 与 脏 躁 病 、 郁 证 、 卑 惵 相 似 ， 多 由 脏 腑 气 机 逆 乱 ， 郁 滞

化 火 、 夹 痰 夹 瘀 上 逆 蒙 蔽 清 窍 所 致 。 历 代 医 家 对 焦 虑 症 的 论

治 一 般 从 气 、 火 、 痰 、 郁 等 论 治 。 患 有 焦 虑 症 患 者 大 多 伴 有 自

主 神 经 功 能 失 调 ， 其 表 现 为 心 慌 、 出 汗 、 胸 闷 、 呼 吸 急 促 、 皮 肤

潮 红 或 苍 白 等 症 状 ， 与 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 适 应 证 类 似 。 藏 医 多

用 辛 、 甘 、 热 、 润 的 药 物 对 治 隆 病 ， 以 平 衡 水 土 、 综 合 调 隆 、 协

1 0 7 . 7 0 ± 2 5 . 6 4

7 0 . 3 2 ± 3 6 . 6 8 a

1 3 3 . 9 0 ± 1 9 . 1 8 b

1 2 3 . 5 0 ± 1 2 . 4 8 b

8 0 . 3 5 ± 2 2 . 3 9

9 9 . 1 1 ± 2 8 . 9 1

4 8 . 7 4 ± 0 . 8 3

4 7 . 3 7 ± 2 . 1 0

4 9 . 1 4 ± 0 . 6 6 b

4 8 . 9 6 ± 0 . 9 3

4 7 . 8 9 ± 1 . 6 9

4 8 . 5 2 ± 1 . 4 9

3 5 . 9 6 ± 8 . 5 6

2 3 . 4 7 ± 1 2 . 2 4 a

4 4 . 7 2 ± 6 . 4 0 b

4 1 . 2 1 ± 4 . 1 7 b

2 6 . 8 2 ± 7 . 4 7

3 3 . 0 7 ± 9 . 6 4
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调 三 因 [19]， 故 推 测 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 能 防 治 焦 虑 症 。 本 研 究 在 成

功 用 PTZ（ 30 mg/kg） 稳 定 建 立 ICR雄 性 小 鼠 的 焦 虑 样 行 为 模 型

的 基 础 上 ， 发 现 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 能 显 著 改 善 受 试 小 鼠 在 明 暗

箱 和 旷 场 实 验 中 所 表 现 的 焦 虑 样 行 为 ， 提 示 二 十 味 肉 豆 蔻 丸

具 有 防 治 焦 虑 症 的 潜 力 。

GABA 是 抑 制 性 神 经 递 质 [20]， 通 过 与 突 触 后 膜 的 GABA 受

体 结 合 发 挥 生 物 学 作 用 。 GABA 能 神 经 系 统 是 焦 虑 症 病 理 生

理 中 发 挥 重 要 作 用 的 介 质 [21]， GABA维 持 神 经 元 兴 奋 和 抑 制 之

间 的 平 衡 [22]， 突 触 间 隙 GABA及 其 突 触 后 受 体 异 常 会 导 致 焦 虑

症 。 目 前 已 上 市 的 治 疗 焦 虑 症 的 GABA受 体 激 动 剂 有 苯 二 氮

类 （ 有 西 泮 类 、 唑 仑 类 以 及 二 钾 氯 氮 、 氯 氟 乙 酯 和 利 眠 宁 ） 和

非 苯 二 氮 类 （ 包 括 巴 比 妥 类 和 甲 丙 氨 酯 ） 。 焦 虑 伴 随 着 下

丘 脑 、 前 额 叶 皮 质 、 杏 仁 核 和 海 马 GABA 水 平 的 降 低 [23-25]， 焦 虑

行 为 与 GABA水 平 异 常 密 切 相 关 。 基 于 GABA 能 异 常 的 动 物 可

用 于 建 立 稳 定 焦 虑 样 行 为 动 物 模 型 。

临 床 研 究 表 明 ， E2、 P 和 T 这 类 性 激 素 与 焦 虑 症 发 病 密 切

相 关 ， 如 临 床 研 究 表 明 女 性 患 焦 虑 症 的 风 险 大 约 是 男 性 的 两

倍 [26]， 而 男 性 较 高 的 血 清 总 T水 平 与 焦 虑 症 的 风 险 增 加 相 关 [12]。

在 21 d 慢 性 束 缚 应 激 建 立 的 Wistar 焦 虑 大 鼠 模 型 中 ， 高 架 十

字 迷 宫 实 验 检 测 大 鼠 焦 虑 样 行 为 ， 与 对 照 组 比 较 ， 慢 性 束 缚

应 激 可 显 著 减 少 大 鼠 进 入 开 臂 时 间 和 开 臂 进 入 次 数 百 分 比 ，

且 ELISA实 验 发 现 血 浆 中 T和 FSH 水 平 显 著 降 低 [13]。 成 年 Long-

Evans雌 鼠 进 行 卵 巢 切 除 后 ， 旷 场 实 验 中 进 入 中 心 区 的 时 间 和

次 数 显 著 降 低 ， 反 映 其 焦 虑 程 度 明 显 升 高 [14] 。 在 围 绝 经 期

Wistar 大 鼠 模 型 中 ， 在 高 架 十 字 迷 宫 实 验 中 ， 大 鼠 进 入 开 臂 次

数 减 少 ， 表 明 焦 虑 增 加 。 同 时 卵 泡 数 量 减 少 、 封 闭 卵 泡 增 加 ，

过 渡 性 卵 泡 耗 竭 伴 有 血 浆 P和 T水 平 的 降 低 [15]。

临 床 研 究 表 明 ， 5- 羟 色 胺 再 摄 取 抑 制 剂 联 合 电 针 可 改 善

围 绝 经 期 焦 虑 抑 郁 障 碍 ， 下 调 血 清 中 LH 水 平 [27]。 针 刺 或 针 刺

与 中 药 结 合 可 改 善 多 囊 卵 巢 综 合 征 伴 随 焦 虑 抑 郁 状 态 患 者

焦 虑 症 状 ， 降 低 患 者 血 清 中 LH 水 平 、 T 水 平 [28-30]。 本 研 究 发 现 ，

腹 腔 注 射 PTZ 建 立 的 焦 虑 样 行 为 与 小 鼠 垂 体 中 LH 水 平 相 关 ，

给 药 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 后 对 HPG 的 小 鼠 垂 体 中 LH和 血 浆 中 T含

量 有 升 高 的 作 用 。 推 测 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 可 能 通 过 垂 体 中 LH 和

血 浆 中 T 含 量 的 变 化 调 控 焦 虑 样 行 为 。 现 有 的 焦 虑 与 LH 、 T 激

素 水 平 相 关 性 研 究 多 与 围 绝 经 期 或 多 囊 卵 巢 综 合 征 有 关 ， 与

本 课 题 研 究 的 受 试 对 象 有 差 异 ， 实 验 数 据 存 在 一 定 局 限 性 。

但 临 床 和 实 验 研 究 发 现 LH、 T水 平 与 焦 虑 症 状 有 密 切 联 系 。

综 上 ， 二 十 味 肉 豆 蔻 丸 可 通 过 增 强 HPG 轴 功 能 进 而 增 加

下 丘 脑 中 GABA的 含 量 来 发 挥 防 治 焦 虑 症 的 作 用 。
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