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  [ 摘要]  目的: 探讨酸枣仁汤有关组分与抗焦虑作用的关系及其物质基础。方法: 酸枣仁汤 A～F6 个组分按正交表配成

8个组分配方酸枣仁汤Ⅰ ～酸枣仁汤Ⅷ,采用国际通用的高架十字迷宫模型( EPM) , 考察各配方对小鼠行为学的影响, 并就各

组分对抗焦虑主要指标的影响进行分析。结果:酸枣仁汤Ⅰ、酸枣仁汤Ⅵ组小鼠进入开放臂次数比( OE% ) 和在开放臂停留时

间比( OT% ) 均显著高于对照组( P < 0. 05) ,酸枣仁汤Ⅲ、酸枣仁汤Ⅴ组 OE% 值显著高于对照组 ( P < 0. 05) , 但开放臂和封闭

臂总的进入次数( OE + CE) 与对照组相比均无显著差异 ( P > 0. 05)。酸枣仁汤Ⅰ、酸枣仁汤Ⅵ组各指标均无显著性差异。组

分 C仅对 OE%有显著影响( 负影响, P < 0. 05) , 组分 E仅对 OT%有显著影响( 正影响, P < 0. 05) ,其他各组分对 OE%、OT%均

未有显著影响。结论:酸枣仁汤组分配方中, 除了含原方全部组分的配方酸枣仁汤Ⅰ外, 含 B和 E的配方酸枣仁汤Ⅵ与抗焦虑

关系最为密切,两方均具有抗焦虑作用。各组分与抗焦虑效用具有一定的相关性, 存在着相互协同、相互拮抗的关系,组分 B、

E在抗焦虑效应方面有一定的协同作用。酸枣仁汤所含的多糖和黄酮类成分,可能是其抗焦虑作用的物质基础。
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[ Abstract]  Objective: To observe the relationship between different component compatibilities of Suanzaoren

decoction( SZRD) and their effects of anti-anxiety, so as to discuss the material basis of the effect. Methods: 6

components of Suanzaoren decoction were formulated according to orthogonal meter and got SZRDⅠ ～SZRDⅧ,

adopting the international common-used anxiety animal model with the elevated plus-maze test( EPM) , the effect of

component compatibilities on behavior of mouse was observed. And the effects of all different components on

percentage of open arm entries ( OE% ) and of times spent in the open arms ( OT% ) were analyzed. Results:

OE% and OT% of SZRDⅠ and SZRDⅥ mice were both higher than that of control group( P < 0. 05) , OE% of

SZRDⅢ and SZRDV groups were higher than that of control group ( P < 0. 05) , but there was no significant

difference between every group and control group about total number entries ( OE + CE) ( P > 0. 05) . There was no

significant difference about the index between SZRDⅥ and SZRDⅠ group. Components C only effected OE%

significantly( negative, P <0. 05) , components E only effected OT% significantly( positive, P < 0. 05) , others had

no significant effect. Conclusions: SZRDⅥ had close relationship with anti-anxiety effect besides the recipe SZRD
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Ⅰ including all components, both of them have the effect of anti-anxiety. Different component compatibilities of

Suanzaoren decoction are of certain pertinence to their anti-anxiety function, in which synergism and antagonism

were affirmed. Components B and E had synergism in the respect of anti-anxiety. Polysaccharide and flavonoids of

Suanzaoren decoction are probably the material basis of anti-anxiety.

[ Key words]  Suanzaoren decoction; elevated plus-maze; component compatibilities; anxiety; behavior;

correlation

  酸枣仁汤水提物具有显著的抗焦虑作用
[ 1 ]
。为

探讨其有关组分与抗焦虑作用的关系, 在其水提物

初步分离出组分的基础上,采用国际上通用的焦虑

动物模型———高架十字迷宫模型( The elevated plus-

maze, EPM) ,考察酸枣仁汤的组分及其不同配伍对

小鼠焦虑模型的影响。

1 材料

1.1 动物 昆明种小鼠,雄性,体重( 28 ±3) g,中国

医学科学院实验动物研究所提供, 动物合格证号

SCXK11-00-0066;提前两周购入,本室动物室饲养。

1.2 药物

1.2.1 地西泮 地西泮片剂, 2. 5 mg×20 片,京卫

药准字 ( 1996) 第 154011 号, 批号 0204090,北京益

民制药厂生产,地西泮片研磨,加入 2%羧甲基纤维

素钠适量,用蒸馏水配成 0. 2 mg·mL
- 1
混悬液,备

用。

1.2.2 酸枣仁汤组分配方 酸枣仁汤处方参照《方

剂学》五版教材,由酸枣仁 18g,炙甘草 3g,知母 10g,

茯苓 10g,川芎 5g组成。药材购自北京同仁堂总店。

采用系统分离方法,对酸枣仁汤所含组分进行分离。

全部药材蒸馏 2 遍,得芳香水与水煎液;芳香水经石

油醚萃取,回收石油醚,得 A组分( 主要为挥发油) ,

水煎液浓缩依次用 60% 乙醇、80% 乙醇醇沉处理,

得沉淀物为 B组分( 主要为多糖) ;乙醇液回收乙醇

浓缩得浸膏,浸膏水溶液乙醚萃取,得乙醚萃取液与

水溶液,乙醚萃取液回收乙醚得 C组分( 乙醚部位,

含游离三萜、甾体类及脂肪油等) 。水溶液浓缩至适

当体积,上聚酰胺柱层析,分别用水、不同浓度乙醇

洗脱,水、30% 乙醇后洗脱部分 ( 检识不含黄酮 ) 、

50%乙醇洗脱部分合并,减压干燥,得 D组分 ( 含皂

苷及苷元 ) ; 30% 乙醇先洗脱部分, 减压干燥, 得 E

组分(主要含黄酮 ) ; 95%乙醇洗脱部分,减压干燥,

得 F组分 ( 95% 乙醇部位) 。酸枣仁汤共提取分离

出 A、B、C、D、E、F 6 个组分( 其中 B为多糖, E为黄

酮类成分, C为乙醚部位) ,按 L8 ( 27 ) 正交表 [ 2 ]
进行

组分配方,得酸枣仁汤Ⅰ( A + B + C + D + E + F) 、酸

枣仁汤Ⅱ( A + B + C) 、酸枣仁汤Ⅲ ( A + D + E) 、酸

枣仁汤Ⅵ( A + F) 、酸枣仁汤Ⅴ ( B + D + F) 、酸枣仁

汤Ⅵ( B + E) 、酸枣仁汤Ⅶ( C + D) 、酸枣仁汤Ⅷ( C +

E + F) ,共 8 个配方。组分配伍用量是根据该组分

的含量( 得率 ) 和全方水煎液的给药剂量计算而得

( 见表 1) ,用蒸馏水配制成溶液或混悬液,备用。
表 1 酸枣仁汤各组分剂量配方表 ( g· kg - 1 )

组分 A B C D E F

用量 4. 03△ 2. 298 0. 03 2. 662 0. 044 0. 013

  △代表挥发油石油醚溶液 mL 数 , 因所得挥发油量很少 , 故将所

得全部挥发油溶于 500 mL石油醚定容以用于配方。

1.3 行为学测试仪器  小鼠 EPM
[ 3 ]
迷宫由两个相

对的开放臂 ( open arm, 长 ×宽分别为 30 cm ×5

cm) 和两个相对的封闭臂 ( close arm,长 ×宽 ×高分

别为 30 cm×5 cm×15 cm) 组成,一个连接四只臂的

中央平台 ( central platform, 5 cm ×5 cm) , 即: 开放

臂—中央平台—开放臂或封闭臂—中央平台—封闭

臂,此二者互相垂直成为“十”( plus) 形状。开放臂

周围设有 0. 25 cm高的边缘。

2 方法

2.1 动物分组及处置 小鼠每笼 9 ～10 只,不限食

水。光照节律 12L∶12D( 7: 00 ～19: 00) ,室温( 21 ±

2 ) ℃,保持安静。随机分为 10 组, 即空白对照组、

地西泮组、酸枣仁汤Ⅰ ～酸枣仁汤Ⅷ组,每组 18 ～

20 只。其中酸枣仁汤Ⅰ ～Ⅷ组分别按相当于全方

生药 20g·kg
- 1
·d

- 1
ig酸枣仁汤Ⅰ ～酸枣仁汤Ⅷ,

地西泮组按 2. 0 mg·kg - 1
·d - 1 ig,正常组给予等容

积蒸馏水。连续 10 d,中药于末次药后 1. 5 h,地西

泮组和对照组于末次 ig后 0. 5 h做行为学测试。所

有动物提前 2h进入实验室。

2.2 指标测试

2.2.1 测试环境 实验室内光线昏暗( 以 1. 5 m距

离处能区分小鼠细微活动的最低亮度为准 ) 并保持

恒亮
[ 1 ]
。行为学测试于 8: 00 ～15: 30 进行。
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2.2.2 测试指标  小鼠置于 EPM中央平台, 使其

头部正对其中一个开放臂,释放后即开始记录 5min

内下述指标
[ 3 ～4 ]

: ① 进入开放臂次数 ( open arm

entry, OE) :进入到任一开放臂的次数, 以小鼠 4 个

爪子均进入到臂内为准, 中途 1 个爪子从该臂中完

全退出则为该次进入活动完成;②进入开放臂时间

( open arm time, OT) , 单位为 s; ③进入封闭臂次数

( close arm entry, CE) :进入到任一封闭臂的次数,以

小鼠 4 个爪子均进入到臂内为准;④进入封闭臂时

间( close arm time, CT) :单位为 s; ⑤低头 ( 向下 ) 探

究次数( head-dipping) :小鼠置身于开放臂时,一边

用前爪握住迷宫边缘一边把头部和肩部伸出开放臂

的边缘向迷宫下面探究的行为次数。

由( 1) ～( 4) 分别计算出:①开放臂和封闭臂总

的进入次数(进臂总次数, OE + CE) ,②开放臂进入

次数比 ( OE% ) ,即 OE/( OE + CE) ×100% ;③开放

臂停留时间比 ( OT% ) ,即 OT /( OT + CT) ×100%。

2.3 数据处理 各组数据用( 珋x±s) 表示,多组间的

显著性检验采用 q检验,用软件 SPSS 10. 0 ( one-way

ANOVA) 进行处理。采用有重复的 L8 ( 27 ) 正交实验

分析用表,用 F检验评定各组分对开放臂进入次数

比( OE% )和开放臂停留时间比 ( OT% ) 的影响,数

据用软件 SPSS 10. 0( General Linear Model) 进行处

理。

3 结果

3.1 组分配方对小鼠 EPM模型行为学的影响

3.1.1 组分配方对小鼠开放臂进入次数比和开放

臂停留时间比的影响 结果见表 2。从表 2 可以看

出,与对照组相比,地西泮组 OE%和 OT% 均显著高

于对照组( P <0. 01) 。酸枣仁汤Ⅰ、酸枣仁汤Ⅲ、酸

枣仁汤Ⅴ、酸枣仁汤Ⅵ组小鼠 OE%均显著高于对照

组( P < 0. 05) ;酸枣仁汤Ⅰ、酸枣仁汤Ⅵ组 OT% 显

著高于对照组 ( P < 0. 05) 。组分配方各组间 OE%

和 OT%均无显著差异( P >0. 05) 。

3.1.2 组分配伍对小鼠低头探究次数、进臂总次数

的影响 结果见表 3。从表 3 可以看出,与对照组比

较,地西泮组低头探究次数显著增加 ( P < 0. 01) 。

各组分配方组低头探究次数均无显著增加,但酸枣

仁汤Ⅰ、酸枣仁汤Ⅵ组低头探究次数有升高趋势。

与对照组比较,地西泮组进臂总次数没有显著变化

( P >0. 05) ,组分配方各组进臂总次数也没有显著

变化( P >0. 05) 。

表 2 酸枣仁汤Ⅰ ～酸枣仁汤Ⅷ对 EPM小鼠开放臂进入次数比、

开放臂停留时间比的影响 ( 珋x±s)

组别
剂量

/ ( g·kg - 1)
n OE /% OT/ %

空白 — 19 10. 11 ±11. 79 6. 05 ±10. 21

地西泮 2 ×10 - 3 20 32. 62 ±15. 852) 35. 78 ±20. 272)

酸枣仁汤Ⅰ 20 18 20. 31 ±12. 881) 22. 46 ±16. 751)

酸枣仁汤Ⅱ 20 20 15. 08 ± 9. 88 7. 85 ± 7. 19

酸枣仁汤Ⅲ 20 18 22. 01 ±20. 581) 19. 96 ±25. 84

酸枣仁汤Ⅳ 20 19 19. 33 ±13. 35 16. 31 ±14. 64

酸枣仁汤Ⅴ 20 20 21. 44 ±17. 451) 13. 94 ±16. 77

酸枣仁汤Ⅵ 20 20 22. 18 ±15. 881) 24. 13 ±20. 231)

酸枣仁汤Ⅶ 20 19 16. 77 ±14. 22 15. 10 ±18. 58

酸枣仁汤Ⅷ 20 18 13. 04 ±13. 30 15. 42 ±17. 83

  注 :与空白对照组比较 , 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01( 下同 )

表 3 酸枣仁汤Ⅰ ～酸枣仁汤Ⅷ对 EPM 小鼠低头探究次数、

进臂总次数的影响 ( 珋x±s)

组别
剂量

/ ( g·kg - 1 )
n
低头探究

次数 /次

进臂总次数

/次

空白 — 19 3. 63 ± 8. 27 16. 00 ±2. 77

地西泮 2 ×10 - 3 20 21. 40 ±13. 91 2) 20. 85 ±6. 10

酸枣仁汤Ⅰ 20 18 20. 16 ±19. 35 15. 15 ±3. 86

酸枣仁汤Ⅱ 20 20 3. 45 ± 3. 76 15. 05 ±6. 51

酸枣仁汤Ⅲ 20 18 3. 94 ± 5. 96 12. 94 ±3. 56

酸枣仁汤Ⅳ 20 19 6. 90 ± 8. 56 15. 70 ±3. 95

酸枣仁汤Ⅴ 20 20 5. 65 ± 9. 22 15. 05 ±5. 21

酸枣仁汤Ⅵ 20 20 19. 60 ±21. 00 14. 05 ±3. 46

酸枣仁汤Ⅶ 20 19 1. 95 ± 2. 95 14. 65 ±5. 08

酸枣仁汤Ⅷ 20 18 5. 58 ±10. 61 14. 11 ±4. 47

3.2 不同组分对小鼠 OE% 和 OT% 影响的正交试

验分析

3.2.1 不同组分对 OE%影响的分析 结果见表 4。

从表 4 可以看出,仅组分 C对 OE% 有显著影响 ( P

< 0. 05) , 其余各组分均未有显著影响。用 C 时,

OE%为 16. 30 ±1. 75,不用时为 21. 24 ±1. 71。
表 4 不同组分对开放臂进入次数比影响的方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 方差 F 值 P 值

A 25. 73 1 25. 73 0. 114 0. 736

B 14. 52 1 14. 52 0. 645 0. 423

C 919. 60 1 919. 60 4. 083 0. 0451)

D 279. 62 1 279. 62 1. 242 0. 267

E 57. 07 1 57. 07 0. 253 0. 615

F 8. 65 1 8. 65 0. 038 0. 845

3.2.2 不同组分对 OT%影响的分析 结果见表 5。
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从表 5 可以看出, 仅组分 E对 OT% 有显著影响 ( P

< 0. 05) , 其余各组分均未有显著影响。用 E 时,

OT%为 20. 49 ±2. 08,不用时为 13. 30 ±2. 04。
表 5 不同组分对开放臂停留时间比影响的方差分析

方差来源 离差平方和 自由度 方差 F 值 P 值

A 9. 49 1 9. 49 0. 030 0. 863

B 5. 88 1 5. 88 0. 018 0. 892

C 429. 64 1 429. 64 1. 346 0. 248

D 141. 36 1 141. 36 0. 443 0. 507

E 1 951. 14 1 1 951. 14 6. 111 0. 0151)

F 2. 80 1 2. 80 0. 009 0. 926

4 讨论

高架十字迷宫( EPM) 是抗焦虑研究中应用最广

泛的模型之一
[ 5 ～6]
。OE% 和 OT%是该模型测试中

的经典指标
[ 7] ,反映的是动物趋近—规避冲突的结

果,与焦虑程度直接相关。通常抗焦虑药只增加动

物对开放臂的探索, 使 OE% 和 OT% 上升。进臂总

次数反映动物总的运动能力,可用来观察药物有无

镇静作用及镇静强度
[ 8 ～1 0]
。非保护区的活动性( 如

开放臂的 head-dipping 次数) 在一定程度上与抗焦

虑剂的效应相关
[ 11]
。

8 个组分配方中, 酸枣仁汤Ⅰ与酸枣仁汤Ⅵ主

要行为学指标 OE%、OT%均能显著升高,而并不影

响进臂总次数,表明该两个配方有显著的抗焦虑作

用而对小鼠的运动能力无显著影响 ( 即无镇静作

用) ;且两方有升高小鼠在开放臂 ( 非保护区 ) 低头

探究次数( head-dipping) 的趋势,一定程度上支持其

抗焦虑作用。

组分配方中,酸枣仁汤Ⅰ、酸枣仁汤Ⅲ、酸枣仁

汤Ⅴ和酸枣仁汤Ⅵ均有不同程度的抗焦虑作用,酸

枣仁汤Ⅰ和酸枣仁汤Ⅵ对 OE%、OT% 均有效;而酸

枣仁汤Ⅲ和酸枣仁汤Ⅴ仅对 OE% 有效。提示酸枣

仁汤组分及其不同配方与抗焦虑效用的相关性有所

不同,其中酸枣仁汤Ⅵ的主要行为学指标均能显著

升高,且与基本涵括全部组分的酸枣仁汤Ⅰ效用相

当,提示酸枣仁汤Ⅵ与抗焦虑作用关系最为密切。

酸枣仁汤Ⅵ由 B 和 E两组分配伍而成, 因此,

B、E组分可能是酸枣仁汤抗焦虑作用的主要组分。

一个值得注意的现象是,含有 B或 E的配方除了酸

枣仁汤Ⅰ 和酸枣仁汤Ⅵ外,还有酸枣仁汤Ⅱ ( A + B

+ C) 和酸枣仁汤Ⅴ( B + D + F) 或酸枣仁汤Ⅲ( A +

D + E) 和酸枣仁汤Ⅷ ( C + E + F) 4 组,其中同时含

B 和 E组分的酸枣仁汤Ⅰ和酸枣仁汤Ⅵ 两组的作

用显著,含 E组分的酸枣仁汤Ⅲ和含 B组分的酸枣

仁汤Ⅴ 两组有一定作用,而含 B组分的酸枣仁汤Ⅱ

和含 E组分的酸枣仁汤Ⅷ则无作用。推测 B、E组

分在抗焦虑方面具有协同作用。因分离到 6 个组

分,考虑到实验的可操作性,选用了 L8 ( 27 ) 正交表,

据该表进行了组分组合,得到 8 个组分配方。所得 8

个配方中每个配方至少含两个组分, 每个组分未再

单独设置一个实验组。由于所选正交表中没有安排

各组分交互作用的考察, B、E单个组分的抗焦虑作

用也未观察,因此 B、E组分的协同作用有待进一步

确认。

各组分对抗焦虑主要指标影响的正交分析中发

现,对于 OE% ,仅 C组分有显著影响 ( P < 0. 05) ,而

B、E两组分均无显著影响; C不用时 OE% 值更大,

以不用为好。对于 OT% ,仅 E组分有显著影响 ( P

< 0. 05) , E用时 OT%值更大,以用为好。在所有组

分中,没有一个组分对 OE%和 OT%均有显著影响,

而酸枣仁汤Ⅵ对 OE%、OT%均有效,进一步提示 B、

E组分在抗焦虑方面有协同作用。酸枣仁汤Ⅰ涵括

全部组分,虽含有 C,但由于其他组分的伍用,其整

体效应仍表现为对 OE%、OT% 均有显著影响。酸

枣仁汤Ⅲ( A + D + E) , 虽含有 E组分, 但由于 A、D

组分的伍用,对 OT%并无影响,而升高 OE%值。酸

枣仁汤Ⅷ ( C + E + F) ,虽含有 E, 但由于 C、F的伍

用( 有可能是 C的影响) ,对 OE% 、OT% 均无影响。

酸枣仁汤 V( B + D + F) 虽不含有 E( 但同时也不含

有 C) ,但由于 B、D、F组分的伍用,能升高 OE% 值。

分析表明酸枣仁汤各组分配伍对 EPM模型抗焦虑

主要指标影响确实存在着相互协同、相互拮抗的关

系。单个组分的正交分析结果与组分配方的整体药

效存在一定的差异性,很可能由于其他组分的伍用,

与该组分产生了协同或拮抗作用,使含有 2 个或多

个组分的配方通过整合作用,在单个组分效应( 有或

无、强或弱) 的基础上,而表现为产生了效应或效应

消失,效应增强或减弱,作用范围扩大或作用特点改

变等,体现了方剂或中药复方发挥效用的整体性特

征。

B组分为多糖,主要来自茯苓和知母; E组分为

黄酮类成分,主要来自酸枣仁和甘草。结合配伍理

论, 酸枣仁汤抗焦虑效用的物质基础可能主要涉及

到君药酸枣仁和臣药茯苓、知母。多糖和黄酮类成
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分在抗焦虑方面的协同作用,在一定程度从物质基

础(化学组分层次) 上验证了酸枣仁汤君药、臣药的

配伍意义。而 C组分系酸枣仁汤系统分离中的乙醚

部位,含有游离三萜、甾体类及脂肪油等,其成分复

杂,究竟是其中的何种成分对抗焦虑效应产生不利

影响,有待进一步探讨。
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