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焦虑症的发病率正逐年升高，人群中焦虑症的

终生患病率约为4.1%[1]。我们经10年的临床实践发

现，疏肝解郁、重镇安神的柴龙解郁丹（南京中医药

大学连云港附属医院院内制剂）对改善焦虑症、失眠

症有良好的临床作用，相关临床研究表明柴龙解郁

丹对焦虑症患者HAMA量表评分、中医症状评分有

显著改善作用[2]。为了进一步探讨柴龙解郁丹的抗

焦虑机制，我们观察了柴龙解郁丹对焦虑模型大鼠

行为学及皮质激素受体的影响，现报告如下。

1 实验材料

1.1  实验动物  清洁级雄性SD大鼠，体重（200±20）g，

由南京中医药大学动物实验中心提供，许可证书号：

SCXK（苏）2013-0003，适应性饲养1周。

1.2  药品与试剂  柴龙解郁丹由南京中医药大学连

云港附属医院制剂室提供，药物制备：取柴胡、黄芩、

炙甘草、龙骨、牡蛎、珍珠母、生姜、大枣加水煎煮2

次，第1次2h，第2次1h，合并滤液浓缩至适量；取法

半夏、党参粉碎成细粉，与上述浓缩液混合制丸，干燥

分装即得。批号：苏药制字Z04000043，60g/瓶。氢溴

酸西酞普兰（西安杨森制药，陕药制字Z566665803）。

cDNA第一链合成试剂盒，KeyGen公司，批号KGA1313；

Taq  DNA  Polymerase，Fermentas公 司，批 号EP0405；

Regular  Agarose  G10，Biowest公司，批号111860。

1.3  实验仪器  高速冷冻离心机，eppendorf公司，

型 号Centrifuge  5804R；紫 外 光 度 仪，SHIMADZU公

司，型 号UV-2450；PCR循 环 仪，Labnet公 司，型 号

Multigene  Gradient  TC9600-G；核酸电泳仪，北京六一仪

器厂，型号DYY-6B；凝胶成像仪，BIO-RAD公司，型号

Gel  Doc  XR；TRIzol，Invitrogen公司，型号15596-026。

2 实验方法

2.1  分组  选择40只经旷场试验（Open-Field）筛

选行为学相近大鼠，随机分为空白对照组、模型组、

西酞普兰组（简称西药组）和柴龙解郁丹小、大剂量

组，每组8只。

2.2  造模  采用林文娟等[3]建立的空瓶刺激法造模，

除空白对照组外其余各组大鼠均先给予1周定时饮水

训练，2次/d，分别于每日9:00—9:10、21:00—21:10喂

水，其余时间撤去容器不给饮水。1周饮水训练后开

始进行应激，即在上述2个时间段内给予1次不确定

的空瓶刺激，持续2周。具体空瓶刺激时间见表1。
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摘 要 目的：探讨柴龙解郁丹对焦虑模型大鼠行为学的影响及其作用机制。方法：清洁级雄性SD大鼠随机分为空白

对照组、模型组、西药（氢溴酸西酞普兰）组和柴龙解郁丹小、大剂量组，除空白对照组以外，其余各组大鼠采用不确定性空

瓶刺激法建立大鼠焦虑模型，造模结束后，各组大鼠分别灌胃给予相应的药物，空白对照组和模型组灌胃等体积生理盐水，

连续灌胃30d。观察各组大鼠造模前后与治疗后一般形态、体重、旷场试验等行为学指标的变化；采用逆转录-聚合酶联反

应（RT-PCR）检测方法检测各组大鼠治疗后海马盐皮质激素受体（MR）及糖皮质激素受体（GR）基因表达。结果：造模后

模型组与各给药组大鼠体重和旷场试验得分均明显低于空白对照组（P<0.05，P<0.01）；治疗后西药组和柴龙解郁丹各剂量

组大鼠体重和旷场试验水平运动得分明显高于模型组（P<0.05，P<0.01），柴龙解郁丹大剂量对大鼠体重和旷场试验评分的

改善明显优于氢溴酸西酞普兰。与空白对照组比较，模型组大鼠脑内MR基因表达明显升高（P<0.05），GR基因表达明显降低

（P<0.05）；经氢溴酸西酞普兰和柴龙解郁丹治疗后大鼠脑内MR基因表达降低，GR基因表达升高，以西药和柴龙解郁丹大

剂量改善最为明显（P<0.05，P<0.01）。结论：柴龙解郁丹有显著的抗焦虑作用，其可能的作用机理为调节MR、GR基因表达。
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2.3  给药  造模结束后第1天开始给药。大鼠给药剂

量折算为柴龙解郁丹小剂量为1620mg/kg（相当于成人

常用量），大剂量为3240mg/kg（相当于成人常用量的1

倍），氢溴酸西酞普兰为1.8mg/kg，空白对照组和模型组

灌胃等量生理盐水。灌胃药液量按1mL/100g体重计，每

日于上午8:00—12:00灌胃给药，1次/d，共灌胃30d。

2.4  观察指标

2.4.1  一般形态学及体重、旷场试验  分别于造模前、

后及治疗后观察大鼠一般形态[4]，测量体重[5]，进行旷场

试验[6]。一般形态学包括大鼠毛发、色泽、身体姿态、精

神状况、活动情况、耳廓色泽、对束缚应激的反抗情况。

旷场试验采用自制正方体硬纸板箱，长宽高均为80cm，

箱子的内壁和底面用黑色油纸遮盖并用胶布固定，用

粉笔将地面平均划分为25个正方形。将大鼠放置于自

制敞箱底面的中央格内，观察大鼠

的水平运动和垂直运动，以穿越底

面格为水平运动次数，以大鼠后肢

直立次数为垂直运动。测定时间

为5min，每只大鼠测试1次。水平

运动计分标准：大鼠1/2身体进入

另一方格计1分；垂直运动计分标

准：两前肢离地1cm以上，后肢性站

立1次计1分。

2.4.2  盐皮质激素受体（MR）与

糖皮质激素受体（GR）基因表达检

测  治疗及行为学观察完成后各

组大鼠10%水合氯醛（4mL/100g）

腹腔内注射麻醉，快速断头处死，在冰盘上剥离大脑，

分离出海马。取海马约15mg左右，充分剪碎或研磨，加

入约500µL生理盐水，充分混匀。5000r/min离心10min，

去上清，-80℃保存。盐皮质激素受体（MR）与糖皮质

激素受体（GR）基因表达检测采用cDNA第一链合成

试 剂 盒、Tap  DNA  Polymerase、Regular  Agarose  G10、

PCR循环仪、核酸电泳仪。按照试剂盒说明书操作，运

用一步法RT-PCR测试基因表达。MRmRNA上游引物

3́ -AACAAAATGCCCCACGGTTA-5́（20bp），下游引物

3́ -GGGACGATGCAATGGACTGT-5́（20bp）；GRmRNA

上游引物3́ -GGATTTCCAGAGCCCACCAT-5́（20bp），

下游引物3́ -CATTCCTGATGGTCACCTCG-5́（20bp）。

2.5  统计学方法  采用SPSS  19.0统计软件进行数

据处理，计量资料用（x-±s）表示，采用多因素方差

分析，假设检验使用双侧检验，以P<0.05为差异有统

计学意义，P<0.01为有显著统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组大鼠一般情况比较  造模前各组大鼠一

般情况良好，精神佳，行动敏捷，毛色明亮，较为整

洁，饮食正常。造模后，各造模大鼠精神萎靡，毛发

凌乱，反应迟钝，束缚反抗剧烈，嘶叫挣扎。给药后

西药组、柴龙解郁丹各剂量组大鼠叫声较为柔和，反

抗、对峙较前较弱，挣脱、撕咬次数较少；模型组大鼠

对束缚反应剧烈，反抗，撕咬笼子，嘶叫，极力挣脱。

此外，模型组大鼠大便溏稀，空白对照组与各给药组

大鼠大便干稀适中、成型。

3.2  各组大鼠体重比较  造模后各组大鼠与空

白对照组比较体重增长偏少，差异有统计学意义

（P<0.01）；给药结束后各给药组与模型组比较体重

增长快（P<0.05，P<0.01），柴龙解郁丹小剂量组和西

药组体重相近（P>0.05），柴龙解郁丹大剂量组较小

剂量组和西药组体重增长较快（P<0.05），接近空白

对照组（P>0.05）。见表2。

3.3  各组大鼠旷场试验评分比较  造模后，造模

大鼠水平运动及垂直运动评分均明显低于空白对

照组（P<0.05，P<0.01），标志造模成功。治疗后，西

药组大鼠水平运动评分明显高于模型组（P<0.05），
垂直运动评分改善不明显（P>0.05）；柴龙解郁丹

各剂量组水平运动、垂直运动评分明显高于模型组

（P<0.05，P<0.01），也高于西药组；柴龙解郁丹各剂

量组间比较，评分无显著性差异（P>0.05）。见表3。

3.4  各组大鼠治疗后海马组织盐皮质激素受体（MR）

与糖皮质激素受体（GR）基因表达比较  与空白对

照组比较，模型组大鼠海马内MR基因表达显著上调

（P<0.01），GR基因表达显著下调（P<0.01）。与模型

组比较，西药组、柴龙解郁丹大剂量组MR基因表达

下调（P<0.05，P<0.01），各给药组GR基因表达显著

上调（P<0.05，P<0.01）。见表4。

4 讨论

焦虑模型的制作有许多种方法，空瓶刺激模型

是一种成熟、便于操作、公认的焦虑动物制备方法。

本实验通过大鼠一般情况、体重变化及旷场试验表

表1  空瓶刺激时间

时间 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

9∶00 ES ES ES ES ES ES N N N ES N N ES N ES ES N ES N N ES

21∶00 ES ES ES ES ES ES ES ES ES N ES ES N ES N N ES N ES ES N

  注：ES代表喂水，N代表空瓶（不喂水）。

表2　各组大鼠不同时间体重比较（x-±s）                g

时间
动物数
（只）

空白对照组 模型组 西药组
柴龙解郁丹
小剂量组

柴龙解郁丹
大剂量组

造模前 8 196.38±5.24 195.38±6.52 199.63±5.37 195.13±10.45 197.38±5.26

造模后 8 317.38±28.02 283.88±12.35** 284.63±11.66** 284.50±9.38** 289.38±22.96*

治疗后 8 443.25±20.39 402.75±12.03** 415.75±9.71**▲ 414.38±9.15**▲ 431.13±13.40▲▲○●

      注： 与同时期空白组 比 较，*P<0.05，**P<0.01；与同时期 模型组 比 较，

▲ P<0.05，▲▲ P<0.01；与同时期西药组比较，○ P<0.05；与同时期柴龙

解郁丹小剂量组比较，● P<0.05。
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明，模型组大鼠体重增长缓慢，水平运动及垂直运动

得分均减少，提示实验大鼠出现焦虑行为，模型制备

成功。柴龙解郁丹小剂量能够增加焦虑模型大鼠的

体重，与西药组相当，但仍低于空白对照组，而柴龙

解郁丹大剂量对大鼠体重的改善优于西药组，接近

空白对照组。这可能与柴龙解郁丹具有疏肝解郁、健

脾和胃之功，能够缓解紧张，改善焦虑状态，增加食

欲有关。西酞普兰是5-HT再摄取抑制剂，通过抑制

间隙5-HT的再摄取而发挥作用，其对5-HT再摄取的

选择性在同类药物中最强，有良好的抗焦虑和抗抑郁

作用，且不良反应少而轻[7]，是抗焦虑的一线用药。

旷场试验是常用于检验焦虑模型的试验方法。本

研究结果表明，在大鼠旷场试验中，柴龙解郁丹小剂量

组水平运动、垂直运动得分显著高于模型组，与空白对

照组接近；柴龙解郁丹大剂量组水平运动、垂直运动亦

明显高于模型组和西药组，与空白对照组相当。垂直运

动属于主动行为，焦虑症往往表现为主动行为减少，造

模后大鼠的垂直运动得分低于水平运动得分也说明这

一点。因此，垂直运动得分提高比水平运动得分提高更

有意义。氢溴酸西酞普兰对垂直运动改善不显著，而柴

龙解郁丹各剂量均能显著改善模型大鼠垂直运动得分，

可见柴龙解郁丹对焦虑大鼠有显著的抗焦虑作用。

糖皮质激素是由肾上腺皮质分泌的一类甾体激

素。基础水平的糖皮质激素释放遵循基本的自然规

律，和许多心理和身体健康密切相

关[8]。糖皮质激素急性释放时将

对机体产生诸多影响，且其分泌

常在应激或创伤时产生[9]。糖皮

质激素浓度如果一直处于高水平

或长期低水平都将损害机体的行

为和生理功能，并可能导致机体的

病理变化[10]。通常糖皮质激素发

挥作用要通过与盐皮质激素受体

（MR）和糖皮质激素受体（GR）结

合来完成。应激反应时释放的糖

皮质激素与MR和GR的结合是有

差异的，首先与MR结合，随后才会

与GR结合，其与MR结合的亲和力

是与GR结合亲和力的10倍[11]。因

此，糖皮质激素浓度在基础水平范

围时几乎完全和MR结合，只有糖

皮质激素浓度高于基础水平才会

与GR结合。越来越多的研究表明，

MR与GR之间的平衡状态对精神

类疾病的恢复至关重要[11]。对噬

齿类动物的研究表明，焦虑、恐惧

情绪的产生与MR及GR基因的表达密切相关[12]。海马

神经元中包含丰富的MR及GR，这两种受体的平衡对神

经元的兴奋性、应激反应等起重要作用[11]。本研究结

果显示，柴龙解郁丹小剂量组MR下调不显著，但与西

药组比较无显著差异，GR上调显著，但不及西药组；柴

龙解郁丹大剂量可显著下调模型大鼠海马组织MR基

因表达、上调GR基因表达，且优于西药组和柴龙解郁

丹小剂量组，接近空白对照组。可见，柴龙解郁丹能够

显著调节MR、GR基因表达，且呈现量效关系。有研究

表明，对慢性情绪刺激的大鼠，氟西汀可以通过调节海

马内MR和GR的蛋白表达而改善大鼠的抑郁症状[11]，尚

未见到有关西酞普兰对MR、GR基因表达影响的报道。

焦虑症主要由情志不舒、气机郁滞所致，肝郁气

结是病机的关键，疏肝解郁是治疗的基本原则。柴

龙解郁丹是我院院内制剂，2004年获批江苏省院内

制剂许可，该药具有疏肝理气、清肝泄热、健脾化痰、

潜镇降逆作用。本实验结果显示，柴龙解郁丹能够

显著改善焦虑模型大鼠焦虑行为，增加体重，其可能

的作用机制与调节MR、GR基因表达有关。但对柴

龙解郁丹小剂量调节MR、GR基因表达不显著而大

剂量却非常显著的原因还不十分清楚，有待进一步

研究。
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表3  各组大鼠不同时间旷场试验评分比较（x-±s）        分
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柴龙解郁丹大剂量组 8 44.38±9.12 27.13±7.26** 43.88±7.26▲▲○

垂直运动

空白对照组 8 11.50±3.21          10.00±3.46 10.75±4.27

模型组 8 11.13±2.70          5.00±2.27** 5.25±2.38

西药组 8 10.88±4.36          5.75±3.11* 6.88±2.30*

柴龙解郁丹小剂量组 8 11.38±4.10          5.88±2.90* 9.25±3.88▲

柴龙解郁丹大剂量组 8 10.88±3.09          5.75±3.92* 9.75±2.76▲▲○

    注： 与 空 白 对 照 组 比 较，*P<0.05，**P<0.01；与 模 型 组 比 较，▲P<0.05，
▲▲P<0.01；与西药组比较，○P<0.05。

表4　各组大鼠海马组织MR与GR基因表达比较（x-±s）
组别 动物数（只） MR基因表达 GR基因表达

空白对照组 8 0.160±0.052 0.618±0.121

模型组 8 0.470±0.186** 0.303±0.080**

西药组 8 0.272±0.089**▲          0.557±0.103▲▲

柴龙解郁丹小剂量组 8 0.312±0.107**            0.422±0.103**▲○

柴龙解郁丹大剂量组 8 0.185±0.058▲▲○●        0.562±0.107▲▲●

    注： 与空白对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；与
西药组比较，○P<0.05；与柴龙解郁丹小剂量组比较，●P<0.05。
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左归丸出自明代张景岳的《景岳全书·新方八阵》，

由熟地黄、山药、枸杞子、山茱萸、川牛膝、菟丝子、鹿

角胶及龟版胶八味药材组成。《医学举要》卷五言：“方

用熟地之补肾为君；山药之补脾，山茱萸之补肝为臣；

配以枸杞补精，川牛膝补血，菟丝子补肾中之气，鹿角

胶、龟版胶补督任之元。虽曰左归，其实三阴并补，水

火交济之方也。”八药合用，共奏滋阴补肾、填精益髓

之功，主治真阴肾水不足，药物阴阳俱用，寓阳中求阴

之意。此方为经典古方，临床上多有应用。现将近年

来左归丸的临床应用和实验研究进展概述如下。

1 左归丸的临床应用

1.1  神经系统疾病  “肾精化生脑髓”“肾通于脑”

是中医学的基础理论之一。脑鸣是指延脑的耳蜗神

经核至大脑皮质听觉中枢的整个通道任何一个部位

摘 要 左归丸为经典古方，八味药合用有滋阴补肾、填精益髓之功效，主治肝肾阴亏、精血不足、脑髓不充证。临床在

心脑血管疾病、神经内分泌疾病、生殖系统疾病、骨科疾病等多类疾病的治疗中，有着广泛的应用。近年来，相关实验研究在

延缓衰老、修复神经系统损伤、调节内分泌免疫、改善骨代谢及促进生殖发育等方面亦取得了一定进展。随着分子生物学的

高速发展，借助新的技术方法，例如应用表观遗传修饰的理论技术，在分子水平更深入地探明经典补肾方药的作用机制，以

期为中医药的临床应用提供更多的、新的实验依据。

关键词  左归丸  治疗应用  药理学  综述
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