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［摘要］ 目的：观察母婴分离小鼠给予慢性神经疼痛应激后的行为、痛阈改变，以及血清和中枢抑郁、疼痛相关指标的变

化，以温阳方、解郁方、及温阳解郁方进行干预探讨温阳解郁法抗抑郁、改善疼痛敏感的可能机制。方法：以小鼠出生日为

PD0，小鼠在出生后随机分为对空白组和母婴分离组，母婴分离组在 PD5~14 进行 8 h·d-1的母婴分离，离乳后将其分为母婴分

离组、温阳组、解郁组、温阳解郁组和氟西汀组，每组 15 只，同时以 15 只未经母婴分离的同期雄性仔鼠作为空白组。空白组、母

婴分离组小鼠于 PD21~90 以普通发育饲料喂养，余组分别以温阳方二仙汤、解郁方逍遥散、温阳解郁方及氟西汀药混饲料喂

养（用药剂量分别为 5.84、12.00、16.68 g·kg-1及 2.60 mg·kg-1）。于 PD91 行坐骨神经结扎手术，建立母婴分离+慢性神经病理性

疼痛模型。采用旷场实验观察各组小鼠抑郁样行为，测量机械痛阈和温度痛阈检测各组小鼠疼痛敏感性，酶联免疫吸附测定

法（ELISA）检测血清皮质酮（CORT）、P 物质及 β-内啡肽（β-EP）含量，免疫组化检测杏仁核糖皮质激素受体（GR）和下丘脑

β-EP 蛋白表达，实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测杏仁核糖皮质激素受体基因（Nr3c1）、FK506 结合蛋白 5 基

因（FKBP5）、代谢型谷氨酸受体 5 基因（GRM5）及脑源性神经营养因子（BDNF）mRNA 的表达量。结果：与空白组比较，母婴

分离组小鼠 5 min 旷场中心停留时间和运动总距离均显著减少（P<0.01），机械痛阈显著降低（P<0.01）。血清 CORT 和 β-EP 均

显著上升（P<0.01），FKBP5 mRNA 表达显著下降（P<0.01）。下丘脑 β-EP 表达上升，差异具有明显统计学意义（P<0.05）。与母

婴分离组比较，各给药组 5 min 旷场中心停留时间均明显增加（P<0.05，P<0.01），温阳组、温阳解郁组和氟西汀组小鼠在 5 min

旷场运动总距离明显增加（P<0.05，P<0.01），各给药组痛阈均不同程度上调。解郁组小鼠血清 CORT 显著下降（P<0.01），β-EP

明显下降，但差异无统计学意义；BDNF mRNA 显著上升（P<0.01）。温阳组小鼠 Nr3c1 及 GRM5 mRNA 均明显下降（P<0.05，

P<0.01）。温阳解郁组小鼠血清 CORT 明显下降（P<0.05），Nr3c1、GRM5 及 BDNF mRNA 均下降（P<0.05，P<0.01），差异具有明

显统计学意义，各给药组下丘脑 β-EP 表达水平均有不同程度提升，但差异无统计学意义。温阳组、解郁组和温阳解郁组小鼠

杏仁核 GR 表达水平均明显上升，差异具有明显统计学意义（P<0.05）。结论：温阳解郁方可通过增强杏仁核 GR 表达、抑制杏

仁核区神经可塑性及兴奋性达到抑制中枢疼痛敏化和调节下丘脑-垂体-肾上腺（HPA）轴功能，缓解抑郁行为和改善躯体疼痛

过敏的作用。
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［［Abstract］］ Objective：：To observe the behavioral and pain threshold alterations，as well as the changes

in indexes related to depression and pain in the serum and central system in mice stressed by maternal separation

and chronic neuropathic pain，and explore the underlying mechanism of Wenyang prescription（WY），Jieyu

prescription（JY），and Wenyang Jieyu prescription（WYJY）in improving depression and pain sensitivity.

Method：：The birth date of mice was recorded as PD0. After birth，the mice were divided into a blank group and

an experimental group. The neonatal mice in the experimental group underwent maternal separation in PD5-14 at

8 h·d-1. After ablactation， the mice were divided into a maternal separation group，a WY group（Erxian

decoction，5.84 g·kg-1），a JY group（Xiaoyaosan，12.00 g·kg-1），a WYJY group（16.68 g·kg-1），and a

fluoxetine group（2.60 mg·kg-1），with 15 mice in each group. Meanwhile，15 male mice of the same age

without maternal separation were assigned to the normal control group. Mice in the blank group and the maternal

separation group were fed on a regular chow diet in PD21-PD90，while the remaining groups were fed on the

corresponding drugs. In PD91，sciatic nerve ligation was performed to induce a model of maternal separation and

chronic neuropathic pain. The open field test was used to observe the depression-like behaviors of mice in each

group，and the mechanical and temperature pain thresholds were measured to detect the pain sensitivity of mice

in each group. The serum levels of corticosterone（CORT），substance P，and β -endorphin（β -EP）were

determined by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA），and the expression of the glucocorticoid receptor

（GR）in the amygdala and β-EP protein in the hypothalamus was detected by immunohistochemistry. The mRNA

expression levels of amygdala GR gene（Nr3c1），FK506 binding protein 5 gene（FKBP5），metabolic glutamate

receptor 5 gene（GRM5）， and brain-derived neurotrophic factor（BDNF） were detected by real-time

fluorescence quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR）. Result：：Compared with the blank group，

the maternal separation group showed reduced stay time and total distance traveled in the 5-min open field test

（P<0.01），reduced mechanical pain threshold（P<0.01），increased serum CORT and β-EP（P<0.01），declining

FKBP5 mRNA expression（P<0.01），and increased hypothalamic β -EP expression（P<0.05）. Compared with

the maternal separation group，the groups with drug intervention showed prolonged stay time（P<0.05，P<0.01）
and up-regulated pain thresholds to different degrees. The total distance traveled in the 5-min open field test

increased in the WY group，the WYJY group，and the fluoxetine group（P<0.05，P<0.01）. The JY group

showed decreased serum CORT（P<0.01），reduced β -EP ，and increased BDNF mRNA（P<0.01）. Nr3c1 and

GRM5 mRNA decreased in the WY group（P<0.05，P<0.01）. The WYJY group showed decreased serum CORT

（P<0.05）and decreased Nr3c1，GRM5，and BDNF mRNA（P<0.05，P<0.01）. The levels of β -EP expression
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were elevated to different degrees in the groups with drug intervention，but the differences were not significant.

The levels of GR expression in the WY group，the JY group，and the WYJY group increased（P<0.05）.

Conclusion：： WYJY can inhibit central pain sensitization and regulate hypothalamic-pituitary-adrenal gland

（HPA）axis function by enhancing the expression of GR in the amygdala and inhibiting neuroplasticity and

excitability in the amygdala to relieve depression-like behaviors and improve somatic hyperalgesia.

［［Keywords］］ maternal separation；Wenyang Jieyu prescription；amygdala；chronic neuropathic pain；

depression

抑郁症是一种复杂的情绪疾病，也是心理失调

的常见病，具有患病率高、复发率高、致残率高的特

点。据调查显示，我国每年可能有超过 3 000 万人

患有抑郁障碍［1］，成为我国严重的公共卫生问题。

早年不良经历（幼年创伤、父母缺失、虐待等）是抑

郁症重要的危险因素，可严重影响机体发育的内环

境，极大地增加对抑郁症的易感性，还增加了个体

对疼痛的敏感性［2-4］。有研究显示［5］，疼痛与抑郁共

病在临床中极为常见，其中慢性疼痛与重度抑郁共

病的发生率超过了 50%，且抑郁患者经常会经历更

为严重的疼痛［2］，因此 ISHAK 等［5］提出疼痛和抑郁

应当同时治疗，但目前尚缺乏有效且安全的二者共

病的治疗方法。既往研究发现慢性应激可导致基

底外侧杏仁核（BLA）神经元增敏及和杏仁核中央

核（CeA）之间的突触长时程增强，使杏仁核对伤害

性信息的整合增强 ，从而加剧了神经病理性疼

痛［6-7］。母婴分离作为一种典型的早期应激方式，已

成为研究早期生命应激对个体生理、心理发育影响

的重要工具［8］，且临床和动物研究均表明［9-10］，母婴

分离可造成子代疼痛敏感性的增加，产生抑郁样行

为。下丘脑 -垂体 -肾上腺（HPA）轴和神经可塑性改

变是主要的研究方向，但具体机制尚未阐述清楚。

从中医病机分析，母婴分离小鼠模型的证型应

为阳虚肝郁［11-12］，课题组采用二仙汤和逍遥散组合

成的温阳解郁方对母婴分离小鼠动物模型进行干

预，发现温阳解郁方对模型小鼠焦虑、抑郁样行为、

HPA 轴过度激活及神经炎症等方面均有良好的调

节作用。因此本实验以母婴分离结合慢性坐骨神

经压迫应激法制备慢性神经疼痛模型小鼠，观察温

阳方二仙汤、解郁方逍遥散及温阳解郁方对模型小

鼠行为学和中枢抑郁及疼痛指标变化的影响，探索

母婴分离对小鼠躯体疼痛敏感性的影响及三方的

调节作用，并对比三方的干预疗效及作用差异。

1 材料

1.1 动物 选用 8 周龄，体质量 22~24 g，由中国人

民解放军军事医学科学院实验动物中心提供的

C57BL/6J 小 鼠 作 为 种 鼠（ 合 格 证 编 号

1112511911000161，质检单位为国家实验动物质量

检测中心）。于中国中医科学院中医基础理论研究

所动物实验中心常规饲养。保持湿度 30%~40%，温

度 20~24 ℃。实验动物处理遵守中国中医科学院中

医基础理论研究所实验动物伦理委员会的伦理要

求。将小鼠按雌 -雄 4∶1 的比例进行混居，每日观

察，发现雌鼠怀孕即转为单笼饲养。

1.2 药物及试剂 实验所用中药饮片仙茅、炙甘

草、淫羊藿、知母、当归、白术、生姜、茯苓、巴戟天、

黄柏、薄荷、白芍、柴胡均购自北京仟草中药饮片公

司，批号分别为 180314005、181022005、181008006、

181017004、 181109008、 181016010、 180720012、

181101013、 180823017、 180601013、 180524007、

180824003、170211003，所有中药饮片由中国中医

科学院基础理论研究所柏冬副研究员鉴定均为正

品。盐酸氟西汀胶囊（礼来苏州制药有限公司，批

号 20190029）；戊巴比妥钠（北京基谱生物科技有限

公司，批号 ST3761）；羊血清、抗体稀释液、兔抗山羊

免疫球蛋白（Ig）G（北京北科慧宇实验器材公司，批

号分别为 ZLI-9026、2LI-9029、ZB-2010）；3，3-二氨

基联苯胺四盐酸盐水合物（德国默克公司，批号

D5637-5G）；皮质酮（CORT）免疫组化试剂盒（美国

Vector Laboratories 公司，批号 PK-6100）；抗 β -内啡

肽（β-EP）抗体（北京百诺威生物科技有限公司，批

号 bs-1195R）；抗糖皮质激素受体（GR）抗体（美国

Thermo Fisher 公司，批号 PA1-551A）；甘油醛 -3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美国 Proteintech 公司，批

号 10494-1-ap）；SV Total RNA Isolation System、

GoScripTM Reverse Transcription System、GoTaq® 实

时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（Real-time PCR）
Master Mix（北京 Promega 公司，批号分别为 Z3100、

A5001、A6002）；P 物质、CORT 及 β -EP 酶联免疫吸

附测定法（ELISA）试剂盒（北京北科慧宇实验器材

公司，批号分别为 MM-0445M2、MM-0061M2、MM-

0057M2）。
··46



第 28 卷第 14 期
2022 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 14

Jul. ，2022

1.3 仪器 YLS-12A 型鼠尾光照测痛仪（淮北正华

生物仪器设备有限公司）；BME-404 型机械阈值测

试器（天津伯尔尼科技有限公司）；vs120-s6 型数字

切片扫描仪（日本 Olympus 公司）；CM1950 型冰冻

切片机（德国 Leica 公司）；3K15 型高速冷冻离心机

（德国 Sigma公司）；C1000 型 Real-time PCR 仪（美国

Bio-Rad 公司）；MB-102 型恒温金属浴（杭州博日科

技股份有限公司）；100TVL 型摄像机（日本 Sony 公

司）；FLx800TM型发光酶标仪（美国 BioTek 公司）。
2 方法

2.1 分组与造模 孕鼠分娩后保持每窝仔鼠 4~

7 只，以仔鼠出生日为 PD0 天，将 PD0 仔鼠随机分为

空白组（15 只）和母婴分离组（75 只）。于 PD5~14 对

MS 组小鼠进行母婴分离，分离时仔鼠移至孵育箱

内（32 ℃），8 h 后放回母鼠身边，连续 10 d。空白组

处理同上，每次分离时间小于 10 min。末次母婴分

离结束后，所有仔鼠与母鼠共同饲养至 PD20 离乳。

离乳后将母婴分离组小鼠随机分为母婴分离组、温

阳组、解郁组、温阳解郁组和氟西汀组共 5 组，每组

15 只。在 PD21~90，空白组和母婴分离组仔鼠常规

饲料喂养，温阳组以二仙汤药混饲料喂养，解郁组

以逍遥散药混饲料喂养，温阳解郁组以温阳解郁方

药混饲料喂养，氟西汀组以氟西汀药混饲料喂养。

于 PD91 对所有实验小鼠按照文献［13］方法进

行坐骨神经结扎手术（CCI），建立慢性神经病理性

疼痛模型。在坐骨神经干近端分叉处上方 5 mm 处

开始，采用 3 段结扎法，间距约 2 mm，以小鼠左后下

肢轻微颤抖为准。空白组小鼠仅暴露坐骨神经后

即缝合，不进行结扎，术后各给药组继续给予相应

的药混饲料干预。

2.2 药物制备及给药 实验所用的中药复方逍遥

散（柴胡 15 g，当归 15 g，白芍 15 g，白术 15 g，茯苓

15 g，生姜 5 g，薄荷 5 g，炙甘草 7.5 g）和二仙汤（仙

茅 9 g，淫羊藿 9 g，巴戟天 9 g，当归 9 g，知母 4.5 g，

黄柏 4.5 g）分别出自《太平惠民和剂局方》和《中医

方剂临床手册》，温阳解郁方为二仙汤和逍遥散的

合方（当归取逍遥散中使用剂量）。所有中药复方

均以 10 倍、8 倍量水煎煮 2 次，将 2 次滤液混合浓缩

至 膏 状 ，得 出 各 方 出 膏 率 分 别 为 25.4%、26.9%、

27.3%。真空干燥脱水制成药粉，4 ℃保存。以《药

理实验方法学》为准，小鼠和人用药量按体质量换

算为 1∶0.11，二仙汤（温阳方）、逍遥散（解郁方）、温
阳解郁方的临床用量（以 70 kg 体质量成人计算）分
别为 45、92.5、128.5 g·d-1，氟西汀成人（70 kg）临床

用量为 20 mg·d-1，得温阳组、解郁组、温阳解郁组、

氟西汀组给药剂量分别为二仙汤 5.84 g·kg-1·d-1、逍

遥散 12 g·kg-1·d-1、温阳解郁方 16.68 g·kg-1·d-1 和盐

酸氟西汀 2.60 mg·kg-1·d-1。各给药组采用药混饲料

的方式进行干预，按成年小鼠 5 g·d-1摄食总量制作

药混饲料。各组药粉/饲料比为二仙汤 23.36 g·kg-1、

逍遥散 48.00 g·kg-1、温阳解郁方 66.72 g·kg-1，氟西

汀 10.4 g·kg-1，将药粉混合入饲料粉末中，加纯净水

搅拌混合后压成条状，60 ℃烘干备用。

2.3 指标检测

2.3.1 机械刺激诱发的小鼠缩足阈值测定 坐骨

神经结扎术后 35 d，将小鼠放置于的底部为灰色铁

丝网格的活动箱内适应 30 min，待小鼠活动停止，无

理毛行为后，用电子测痛仪的压力探针刺激小鼠的

患侧足底中心部位皮肤，记录引起小鼠反射性缩

足、抬足、逃避等反应时的数值。每只小鼠重复测

量 2~3 次，取平均值。

2.3.2 温度热痛阈测定（小鼠甩尾潜伏期） 坐骨

神经结扎术后 35 d，固定小鼠，将小鼠鼠尾后 2/3 紧

贴光照测痛仪校准光源上方，启动光源使发出刺激

性强光，当小鼠尾巴抬起或移动时光源熄灭，记录

时间，每只小鼠重复测量 2~3 次，取平均值。

2.3.3 旷场实验 实验室内适应 30 min 后将小鼠

放入旷场箱（40 cm×40 cm×60 cm）中心位置，设中

心点附近 20 cm×20 cm 方形区域为中央区，记录小

鼠 5 min 内小鼠运动总路程和中央区停留时间，每

次实验开始前用 75% 乙醇清洁旷场箱。

2.3.4 动物取材 行为学实验结束后 2 h，以 2% 戊

巴比妥钠（0.02 g·kg-1）腹腔注射麻醉，每组随机选取

4 只，从左心尖部进针，以生理盐水冲洗血液，用 4%

多聚甲醛灌注，断头取脑后固定于 4% 多聚甲醛溶

液中，以 30% 蔗糖溶液脱水。各组剩余小鼠麻醉后

迅速断头，取血，血液在 4 ℃静置 2 h，于离心机上

（4 ℃，3 500 r·min-1，离心半径 8.1 cm）离心 30 min

后收集上清液，于−20 ℃储存待测。冰上取脑，根据

文献［14］对杏仁核定位并分离，液氮速冻后−80 ℃

冰箱内保存。

2.3.5 ELISA 检测血清 P 物质、CORT、及 β-EP 水平

血清 P 物质、CORT、及 β -EP 采用 ELISA 检测，具

体操作严格按照试剂盒说明。

2.3.6 Real-time PCR 检测各组小鼠杏仁核 Nr3c1、

GRM5、FKBP5 及 BDNF mRNA 表达水平 使用

SV Total RNA 分离纯化系统，严格按照说明书提取

杏仁核组织总 RNA。使用核酸定量分析仪测定

··47



第 28 卷第 14 期
2022 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 28，No. 14

Jul. ，2022

RNA 浓度及纯度，当吸光度 A260/A280在 1.8~2.0，说明

RNA 纯度质量合格。首链 cDNA 合成严格按照

Thermo 反转录试剂盒说明书进行。PCR 扩增体系

参照 Promage 试剂盒说明书设置，扩增条件为 95 ℃

预变性 2 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 60 s，40 个

循环，以 GAPDH 作为内参基因，采用样点拟合法分

析结果得到的基因 Ct 值，以 2-ΔΔCt 法计算相对表达

量。引物由生工生物工程（上海）有限公司设计合

成，序列见表 1。

2.3.7 免疫组化法检测小鼠下丘脑 β-EP 及杏仁核

GR 表达水平 使用包埋剂将 4% 多聚甲醛固定后

的大脑包埋，进行冰冻切片。厚度为 30 μm。脑组

织切片按照免疫组化实验步骤进行染色。10% 羊

血清封闭 1 h，一抗（GR 1∶400，β -EP 1∶200）4 ℃孵

育 18 h，二抗（兔抗山羊 IgG 1∶200）常温下孵育 4 h，

免疫组化步骤间以磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3×

5 min，最后 DAB 进行显色 20 min，以 PBS 冲洗中止

显色，贴片。贴片梯度乙醇脱水，二甲苯透明，最后

中性树胶封片。在数字切片扫描仪下 10 倍放大采

集图像。测量阳性指标并计算平均积分吸光度 AA，

以平均光密度反映视野内所有阳性细胞的平均反

应强度。

2.4 统计学方法 统计表数据以 x̄ ± s 表示。使用

SPSS 20.0 软件，对数据进行统计分析。采用单因素

方差分析（One-way ANOVA）比较各数据，各组数据

进行方差齐性检验，方差齐性一致的组进行两两比

较采用最小显著性差异法（LSD），方差不齐的组间

比较采用 Dunnett-t 检验，P<0.05 为差异具有统计学

意义。

3 结果

3.1 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠旷场中心

区停留时间及运动总路程变化的影响 与空白组

比较，母婴分离组小鼠在 5 min 中心区域停留时间

和运动总路程均显著下降（P<0.01）；与母婴分离组

比较，温阳组小鼠 5 min 内在旷场中心区停留时间

及运动总路程均明显增加（P<0.05）；解郁组小鼠

5 min 内在旷场中心区停留时间明显增加（P<0.05），
5 min 内在旷场中运动总路程有增加趋势，但差异无

统计学意义；温阳解郁组小鼠 5 min 内在旷场中心

区停留时间及运动总路程均显著增加（P<0.01）；氟
西汀组小鼠 5 min 内在旷场中心区停留时间及运动

总路程也均显著增加（P<0.01）。见表 2。

3.2 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠机械痛阈

值和温度痛阈值的影响 与空白组比较，母婴分离

组机械痛阈显著下降（P<0.01），温度痛阈有明显的

下降趋势，但差异无统计学意义；与母婴分离组比

较，温阳组小鼠机械痛阈及温度痛阈都有上升趋

势，但差异无统计学意义；解郁组小鼠的机械痛阈

值显著上升（P<0.01）；温度痛阈有上升趋势，差异无

统计学意义；温阳解郁组小鼠机械痛阈及温度痛阈

都有上升趋势，差异无统计学意义；氟西汀组小鼠

的机械痛阈无明显变化，温度痛阈值有上升趋势，

但差异无统计学意义。见表 3。

3.3 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠血清 P 物

质、CORT 及 β-EP 含量的影响 与空白组比较，母

婴分离组小鼠血清 P 物质差异无统计学意义，CORT

及 β-EP 水平均显著上升（P<0.01）。与母婴分离组

比较，温阳组小鼠血清 P 物质及 β-EP 水平差异无统

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Nr3c1

GRM5

FKBP5

BDNF

GAPDH

序列（5ʹ-3ʹ）
上游 AGCTCCCCCTGGTAGAGAC

下游 GGTGAAGACGCAGAAACCTTG

上游 GCTGTGAGATAAGAGATTCCTGC

下游 ACTCCCACTATGGGTTTCTTGG

上游 GTCCAAAGCCTCAGAGTCGTTC

下游 AGCCTTTCTCATTGGCACTGTC

上游 AGTGCCGAACTACCCAGTCGTA

下游 CTTATGAATCGCCAGCCAATTC

上游 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

下游 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

长度/bp

230

113

137

135

123

表 2 温阳解郁方对各组小鼠旷场实验中 5 min 中央区活动时间和

运动总路程的影响（x̄± s，n=15）

Table 2 Effect of Wenyang Jieyu prescription on total movement

distant and time spend in central zone in 5 min of mice in open

field test（x̄± s，n=15）

组别

空白组

母婴分离组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量

/g·kg-1·d-1

5.84

12.00

16.68

0.002 6

5 min 中心区停

留时间/s

23.37±4.73

11.42±3.082）

16.85±4.783）

17.21±4.663）

22.00±3.904）

21.68±5.074）

5 min 运动总路程

/mm

7 480.46±694.10

5 437.09±675.002）

6 181.63±519.703）

5 666.51±482.30

6 333.23±420.204）

6 614.34±659.004）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与母婴分离组比较 3）P<

0.05，4）P<0.01（表 3-表 6 同）
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计学意义，CORT 水平均有下降趋势，但差异均无统

计学意义；解郁组小鼠血清 P 物质有上升趋势，β-EP

水平有明显下降趋势，但差异无统计学意义，CORT

水平显著下降（P<0.01）；温阳解郁组小鼠血清 P 物

质有上升趋势，β-EP 水平有明显的下降趋势，但差

异无统计学意义，CORT 水平明显下降（P<0.05）；氟
西汀组小鼠血清 P 物质有上升趋势，CORT 及 β-EP

水 平 变 化 不 明 显 ，三 者 差 异 均 无 统 计 学 意 义 。

见表 4。

3.4 温阳、解郁及温阳解郁方对各组小鼠杏仁核

Nr3c1、FKBP5、GRM5 及 BDNF mRNA 表达的影响

与空白组比较，母婴分离组小鼠 FKBP5 mRNA 表

达显著下降（P<0.01），Nr3c1 mRNA 表达有上升趋

势，BDNF mRNA 表达量有降低趋势，但差异均无统

计学意义；与母婴分离组比较，温阳组小鼠 FKBP5

mRNA 差异无统计学意义，Nr3c1 及 GRM5 mRNA

均明显下降（P<0.05，P<0.01），BDNF mRNA 表达量

有降低趋势。解郁组小鼠 FKBP5 mRNA 表达水平

无明显差异，Nr3c1 mRNA 明显下降，但差异无统计

学意义，BDNF mRNA 表达量显著下降（P<0.01）；温
阳解郁组小鼠 FKBP5 mRNA 表达水平有上升趋势，

Nr3c1、GRM5 及 BDNF mRNA 表达量均明显下降

（P<0.05，P<0.01）；氟西汀组小鼠 FKBP5 mRNA 表

达 水 平 有 下 降 趋 势 ，Nr3c1 mRNA 有 上 升 趋 势 ，

GRM5 mRNA 表达水平显著下降（P<0.01），BDNF

表达水平显著上升（P<0.01）。见表 5。

3.5 温阳、解郁及温阳解郁方对母婴分离小鼠下丘

脑 β-EP 及杏仁核 GR 表达水平的影响 与空白组比

较，母婴分离组小鼠下丘脑 β-EP 表达明显上升（P<

0.05），杏仁核 GR 表达未见明显差异。与母婴分离

组比较，温阳组小鼠下丘脑 β-EP 表达差异无统计学

意义，杏仁核 GR 表达明显上升（P<0.05）；解郁组小

鼠下丘脑 β-EP 有升高趋势，杏仁核 GR 表达明显上

升（P<0.05）；温阳解郁组小鼠下丘脑 β-EP 有升高趋

势，杏仁核 GR 表达明显上升（P<0.05）；氟西汀组小

鼠下丘脑 β-EP 差异无统计学意义，杏仁核 GR 表达

有下降趋势。见图 1 和图 2、表 6。

4 讨论

有研究报道，超过 60% 的焦虑或抑郁症患者存

在躯体疼痛症状，而慢性疼痛患者有超过 50% 伴随

有焦虑或抑郁［15］，因此这两种情况经常同时发生，

甚至彼此加剧。目前用于治疗抑郁并存慢性疼痛

表 4 温阳解郁方对各组小鼠血清中 P物质、CORT 及 β-EP含量的

影响（x̄± s，n=6）

Table 4 Effect of Wenyang Jieyu prescription on content of

substance P，CORT and β-EP in serum of mice in each group（x̄± s，

n=6）

组别

空白组

母婴分离组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量

/g·kg-1·d-1

5.84

12.00

16.68

0.002 6

P 物质

/ng·L-1

54.78±15.56

58.21±9.45

58.18±5.63

64.01±10.72

64.51±16.32

62.23±13.09

CROT

/μg·L-1

43.32±12.39

105.38±15.012）

84.22±5.94

63.01±8.384）

74.91±8.833）

97.66±33.04

β-EP

/ng·L-1

31.33±5.01

50.29±7.332）

47.52±8.24

35.80±7.82

38.27±5.25

47.13±2.62

表 5 温阳解郁方对各组小鼠杏仁核 Nr3c1、FKBP5、GRM5及 BDNF mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of Nr3c1，FKBP5，GRM5 and BDNF mRNA in amygdala of mice in each group

（x̄± s，n=6）

组别

空白组

母婴分离组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1·d-1

5.84

12.00

16.68

0.002 6

FKBP5

2.56±0.36

0.78±0.472）

0.68±0.04

0.79±0.04

1.13±0.07

0.35±0.09

Nr3c1

2.64±1.92

4.25±1.10

0.36±0.074）

1.47±0.72

0.75±0.823）

5.45±1.03

GRM5

1.06±0.19

1.02±0.08

0.76±0.043）

1.18±0.07

0.34±0.024）

0.55±0.064）

BDNF

3.59±0.36

2.93±0.26

1.82±0.17

3.17±0.064）

1.45±0.694）

4.73±0.464）

表 3 温阳解郁方对各组小鼠痛阈值的影响（x̄± s，n=15）

Table 3 Effect of Wenyang Jieyu prescription on pain threshold

of mice（x̄± s，n=15）

组别

空白组

母婴分离组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量/g·kg-1·d-1

5.84

12.00

16.68

0.002 6

机械痛阈值

10.40±1.14

7.12±1.062）

8.41±1.18

9.54±1.384）

8.37±1.04

7.33±1.17

温度痛阈值

11.49±1.09

9.37±1.85

10.56±1.96

10.94±1.75

10.94±1.09

10.34±2.66
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的药物差别很大，尚未有较为统一的共识，同时存

在极大的药物滥用等安全风险［5］。与西药比较，中

医药有禁忌症较少、无明显成瘾性、不良反应较小、

停药后不易复发等诸多优点。动物研究及临床治

疗都显示，经典名方二仙汤和逍遥散都对焦虑、抑

郁有明显的改善和治疗效果［16-17］。二仙汤以仙茅、

淫羊藿为主药以温肾益精，辅以巴戟天和当归以助

温阳养血之效，佐以知母和黄柏既滋肾阴又可防仙

茅与淫羊藿温燥太过，因此二仙汤全方有温肾益

精、滋阴潜阳之效。逍遥散以柴胡为君，主疏肝解

郁以调畅气机，养血之当归和敛阴之白芍共为臣

药，以养血敛阴，柔肝缓急，佐以健脾祛湿之茯苓、

白术，益气补中之甘草，使中州得以运化有权，再加

少许薄荷和生姜为使药，使肝经之郁热得透，中州

得温，因此逍遥散全方有疏肝解郁，养血健脾之效。

朱丹溪有云“天主生物，故恒于动，人有此生，亦恒

于动，其所以恒于动，皆相火之为也”，“相火易起，

五性生厥阳之火相扇则妄动矣”，因此相火应为生

长发育及情志发生发展的核心。另外《黄帝内经》

中：“阳者卫外而为固也”以及张介宾《类经附翼》中

言：“天之大宝，只此一丸红日；人之大宝，只此一息

真阳”，强调了个体生存依赖于肾中元阳充足，阳气

是机体抵御外界刺激的主要屏障，而幼儿时期阳气

稚弱，受到刺激时阳气易于折伤，继而影响脏腑机

能和正常情志的发生发展。相火作为推动脏腑机

能、激发正常情志活动的根本，一旦受损，不能维持

机体正常的气机升降活动，首先可导致肝失疏泄，

日久可致心肾不交，心火失制而肾水失于温阳，出

现精神低迷或由于气郁化火而极易产生情绪波动，

易激惹的高敏感性表现。结合既往研究［12］，课题组

基于对母婴分离模型阳虚肝郁的病机特点，将二仙

注：A. 空白组；B. 母婴分离组；C. 温阳组；D. 解郁组；E. 温阳

解郁组；F. 氟西汀组（图 2 同）
图 1 温阳解郁方对各组小鼠下丘脑 β -EP 表达的影响（免疫组

化，×100）
Fig. 1 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of

β-EP in hypothalamus of mice in each group（IHC，×100）

表 6 温阳解郁方对各组小鼠下丘脑 β-EP 及杏仁核 GR 表达的影

响（x̄± s，n=4）

Table 6 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of

β -EP in hypothalamus and GR in amygdala of mice in each group

（x̄± s，n=4）

组别

空白组

母婴分离组

温阳组

解郁组

温阳解郁组

氟西汀组

剂量

/g·kg-1·d-1

5.84

12.00

16.68

0.002 6

下丘脑 β-EP AA

0.038 9±0.007 6

0.066 2±0.006 81）

0.069 6±0.014 3

0.073 6±0.013 3

0.075 0±0.014 1

0.068 2±0.016 2

杏仁核 GR AA

0.036 9±0.010 5

0.033 2±0.004 8

0.077 4±0.002 83）

0.065 2±0.006 33）

0.066 0±0.007 53）

0.028 5±0.002 9

图 2 温阳解郁方对各组小鼠杏仁核 GR 表达的影响（免疫组

化，×100）
Fig. 2 Effect of Wenyang Jieyu prescription on expression of GR

in amygdala of mice in each group（IHC，×100）
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汤和逍遥散组合为温阳解郁方，以滋水涵木为主，

兼调心、脾，以达到补肾益精，引火归元，交通心肾，

气血同调，阴阳并补的效果。

母婴分离动物模型可用于研究早期生命应激

对个体的影响［8］。本实验采用母婴分离结合成年坐

骨神经结扎应激的方式以期模拟遭受早年应激的

人类成年后患慢性神经性疼痛时所出现情绪低落

和自主活动减少的抑郁样表现。探索早期生命应

激导致痛觉过敏的作用机制。旷场实验通过观察

小鼠在旷场箱中的自发活动、探索行为、紧张恐惧

状态和对新异环境的警觉性，不仅可以了解小鼠的

抑郁情况和对外界的情绪反应，也可用于测试动物

中枢神经系统的“兴奋”或“抑郁”状态［18］。温度痛

觉和机械痛觉测定则可以评估小鼠痛阈水平。实

验结果表明，母婴分离组小鼠 5 min 内整个旷场区

域的活动路程、中心区域停留时间均显著下降，说

明小鼠的活动性下降，一方面在新环境中警觉性更

强，另一方面其探索行为受到抑制，提示小鼠对新

异环境认知能力差、启动活动的潜伏期延长，表现

出抑郁样行为。而机械及温度痛阈值的降低，说明

小鼠存在躯体疼痛过敏，提示造模成功。

HPA 轴不仅是调节机体应激反应的重要功能

系统，还具有整合疼痛、记忆以及情绪体验等作

用［19］，其功能异常是抑郁症发病的重要因素［20］。而

生命早期应激可显著影响 HPA 轴功能，使 HPA 轴调

节功能出现异常，介导认知、行为及对疼痛的感知

出现异常［21］。在应激状态下，HPA 轴激活，下丘脑

室旁核（PVN）分泌促肾上腺皮质激素释放因子，作

用于垂体释放促肾上腺皮质激素（ACTH），最终刺

激肾上腺皮质产生和释放糖皮质激素（GC，人类为

皮质醇，啮齿类动物为皮质酮）。大量释放的 GC 则

通过与与海马体、前额叶皮质、杏仁核核等高位中

枢中的盐皮质激素受体（MR）和糖皮质激素受体

（GR）结合激活负反馈回路来对 HPA 轴产生反馈性

抑制的作用。研究表明，早期生命应激可对 HPA 轴

功能产生深远的影响，导致以海马为主的负反馈调

节中枢 MR 和 GR 表达下降或功能异常，出现二者不

能完成介导内源性 GC 对 HPA 轴的负反馈抑制调

节，最终导致抑郁症的发生。所以 MR 和 GR 功能障

碍被认为是影响 HPA 轴持续亢进的重要原因之

一［22］。FK-506 结合蛋白作为 GR 的伴侣蛋白，可与

GR 形成复合体，竞争性的抑制 GR 与 GC 的结合，因

此 FK-506 结合蛋白的过度表达可导致 GR 敏感性

下降以及 GC 的升高［23］，也是 HPA 轴反馈机制损害

的原因之一。此外，β-EP 是一种由下丘脑合成和分

泌的神经肽，主要参与欣快感、奖赏等情绪调节，以

及参与免疫反应、神经内分泌的控制等，由前阿片

肽、促肾上腺皮质激素及其他衍生物分裂产生，因

此 β -EP 的分泌和释放受到 HPA 轴的调控，且与

ACTH 的分泌有伴行趋势［24］。有研究发现抑郁症患

者血浆中存在较高水平的 β-EP［25］。在动物模型中，

也发现 β-EP 分泌的增加与抑郁行为有关［26］。因此

β-EP 的水平对焦虑、抑郁等精神障碍也有一定标识

意义。本次实验发现，母婴分离组小鼠血清 CORT、

β-EP 和下丘脑 β-EP 表达水平均显著上升，结合既往

研究［11］，提示母婴分离组小鼠 HPA 轴过度激活，调

节能力受损，同时 FKBP5 mRNA 水平下降，Nr3c1

mRNA 表达上升，但杏仁核区 GR 蛋白表达未见明

显上升，提示母婴分离组小鼠的 FK-506 结合蛋白表

达可能上升，但杏仁核 GR 蛋白的表达下降，使杏仁

核区 GR 信号减弱，不能对 HPA 轴起到负反馈抑制

作用。

此外，HPA 轴的激活使相关应激激素产生和释

放增加，并与神经系统内广泛存在的相应受体相互

所用，从而对神经系统功能进行调节，可导致躯体

疼痛状态的改变［27］。而杏仁核作为边缘系统中应

激反应的执行中枢［26］，主要通过 BLA 接受来自上皮

质区的感官信息，并从臂旁核直接投射伤害性信

息，而高度整合的应激-情感相关信息随后被传输到

CeA，参与调节情绪与疼痛相关的行为［6］。此外，

BLA 还与多种脑功能疾病高度相关，如 BLA 神经元

的兴奋性参与了痛觉过敏的发病机制［28］，而从前扣

带回皮质到 BLA 的直接神经元投射在调节情绪功

能（如恐惧学习）中则起着关键作用［29］。因此杏仁

核可能是慢性疼痛与抑郁共病的关键脑区之一，其

形态和功能的改变可能是构成慢性疼痛潜在基础。

谷氨酸是大脑内重要的兴奋性神经递质，在疼痛从

外周到中枢的疼痛传递过程起主导作用，并参与了

中枢的疼痛致敏［30］。代谢型谷氨酸受体（mGluRs）
是谷氨酸的发挥作用的基础之一［31］。而 mGluR5 是

中枢内丰富表达的一种 mGluRs，可调控突触可塑

性、神经兴奋性及疼痛信息传递等多种活动。研究

发现，mGluR5 的激活可促进 BDNF 的表达［32］，并参

与了疼痛通路中枢敏化的诱导和维持［30］。BDNF 则

在 BLA 神经元增敏及 BLA 与 CeA 之间的突触长时

程增强发挥重要作用，可使杏仁核对伤害性信息的

整合增强，从而加剧了神经病理性疼痛，导致焦虑、

抑郁情绪或行为的反应加重。此外 BDNF 在神经病
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理性疼痛和炎性疼痛的产生和维持中也起到重要

作用［33］。

温阳解郁方一方面可通过增加杏仁核 GR 蛋白

的表达，通过负反馈调节降低 HPA 轴的过度激活，

降低母婴分离组小鼠的 CORT 水平，另一方面可通

过降低 GRM5 及 BDNF mRNA 表达，抑制杏仁核神

经元兴奋性达到抗焦虑抑郁的治疗作用。本次实

验结果显示，与母婴分离组比较，温阳解郁组小鼠

的旷场中央区活动时间及运动总路程均显著增加，

痛阈水平有所提高，血清 CORT 水平显著下降，杏仁

核 GR 蛋 白 表 达 增 加 ，杏 仁 核 Nr3c1、GRM5 及

BDNF mRNA 表达下降，同时提示在母婴分离模型

小鼠阳虚肝郁证中，应以肾阳不足为本，而肝郁为

促进因素，肾在志为恐，肾阳的充足与否可能对机

体恐惧系统有重要的影响。因此在综合疗效及药

理作用上较温阳组和解郁组改善效果更加全面。

综上，母婴分离小鼠在接受坐骨神经结扎应激

后，表现出焦虑与抑郁样行为，血清 CORT 及 β-EP

水平显著升高，杏仁核 GR 蛋白表达异常。温阳解

郁方可通过增强杏仁核 GR 表达加强 HPA 轴的负反

馈调节，并抑制杏仁核区神经可塑性和兴奋性调节

恐惧神经回路，改善母婴分离+慢性神经疼痛小鼠

的抑郁样行为及躯体痛觉过敏。其综合疗效优于

单纯的二仙汤和逍遥散。为早期生命应激后慢性

疼痛合并抑郁等相关病症提供早期防治思路和实

验依据。
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