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[摘　要 ]　目的　探索肝郁证失眠病证结合大鼠模型的建立和评价方法。 方法　 24只 SD大鼠随机分成正常对照组、模型组

和酸枣仁汤组 ,每组 8只 ,采用慢性夹尾刺激和腹腔注射对氯苯丙氨酸 ( PCPA)复合因子造模法建立肝郁失眠大鼠模型 ,酸枣

仁汤组大鼠于造模第 7d开始给予酸枣仁汤 7. 5g /( kg· d)灌胃 ,对各组大鼠进行宏观体征观察、行为学评价、血液流变学分析、

病理学检查和下丘脑、海马组织、 5-羟色酶 ( 5-HT )和去甲肾上腺素 ( NE)检测。 结果　模型组大鼠睡眠节律明显改变 ,体重

增长缓慢 ,学习记忆能力下降 ,血流变高、中、低切全血黏度均显著升高 ,下丘脑、海马组织的 5-HT及 NE含量存在紊乱 ( P <

0. 05或 P < 0. 01) ,而酸枣仁汤组对上述指标均有改善 ( P < 0. 05或 P < 0. 01)。 结论　采用慢性夹尾刺激和腹腔注射 PCPA复

合因子造模法建立的肝郁失眠证大鼠模型具有可行性。
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ABSTRACT　 Objective　 To study th e method to establish and evaluate th e insomnia rat model with liv er depression syn-

drom e. Methods　 Tw enty-four SD ra ts we re randomized into contro l g roup, model gr oup, and Suanzao r en Decoction ( De-

coction of Semen Ziziphi Spinosae ) g roup, w ith 8 in each. The insomnia r at model with live r depr ession syndrome was estab-

lished by chronic stimulation o f tail clipping and intrape ritonea l injection of pa rachlo ropheny lalanine ( PCPA ). Suanzao ren De-

coction gr oup w as giv en the decoction f rom the 7th day o f modeling by ga st ric pe rfusion 7. 5g /( kg· d) . All rats wer e assessed

thr ough th e determination o f rat 's genera l signs, etho lo gy , hemorheo-log ical examina tion, patho lo gica l observ ation, and con-

tents of 5-hydro xyt ryptamine ( 5-HT) and nor epinephrine ( N E) in hypo thalamic and hippocampus. Results　 Compared with

normal ra ts, the model ra ts demonst rated significantly disturbed sleep pa ttern, slow g rowing o f w eight, decr ea sed learning

capability and memory, and incr ea sed blood v isco sity in hemo rheo lo gy. The content o f 5-HT and NE in hypo thalamus and

hippocampus o f model ra ts was diso rdered ( P < 0. 05 or P < 0. 01) . Suanzaor en Decoction had a regulativ e func tion to a cer-

tain deg r ee. Conclusion　 It 's practica l to establish the insomnia ra t model with liv er depression syndrome by ch ronic stimula-

tion of tail clipping and intraperitoneal injection o f PCPA.
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　　失眠多由七情所伤、思虑劳倦或暴受惊恐 ,亦有

禀赋不足、年迈体虚等所致。目前西医失眠动物模型

是通过各种方法剥夺动物睡眠或干扰睡眠的相关物

质或脑区 ,使得动物入睡困难或总睡眠时间减少 ,从

而模拟临床失眠患者的症状
[1- 2]

。但该模型与中医

辨证论治、方证对应的治疗理论不相适应
[3 ]
。本研究

以酸枣仁汤的适应证肝郁型失眠为研究对象 ,以期

建立既能准确反映中医方药功效或毒性、体现中医

失眠证的辨证 ,又能和现代疾病模型结合的病证结

合模型。

1　材料与方法

1. 1　动物与分组

SPF级 SD大鼠 ,体重 180～ 200g ,购于安徽省

实验动物中心 [实验动物许可证号: SCXK (皖 )

2005-001]。将 24只大鼠按随机数字表法随机分为

正常对照组、模型组、酸枣仁汤组 ,每组 8只。

1. 2　实验药物

酸枣仁汤: 由酸枣仁 18g、茯苓 10g、知母 10g、川

芎 5g、甘草 3g组成 ,均购于安徽省中医院 ,经鉴定均

符合《中华人民共和国药典》标准。按传统方法煎煮 ,
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浓缩 ,分装灭菌后 , 4℃冰箱冷藏备用。 临用前置于

20℃环境下预热。

对氯苯丙氨酸 ( PC PA)的制备:将 PCPA充分研

磨 ,用弱碱性生理盐水助溶 ,临用时配成 40mg /ml

混悬液。

1. 3　试剂及仪器

PCPA( Sigm a公司 ,批号 64898M J) , 5-羟色胺

( 5-HT)酶联免疫检测试剂盒 (上海森雄生物科技有

限公司 ,批号 X Y001520) ,去甲肾上腺素 ( N E)酶联

免疫检测试剂盒 (上海森雄生物科技有限公司 ,批号

XY001782) , YDA-Ⅳ型全自动血流变仪 (北京宏润

达世纪科技发展有限公司 ) , JEM-1230型透射电子

显微镜 (日本电子公司 )。

1. 4　造模方法

参阅文献 [5- 9] ,结合预实验 ,采用大鼠慢性夹

尾刺激和 PCPA腹腔注射复合因子造模法 ,并修整

大鼠夹尾刺激的方式、时间和 PC PA的剂量。将每组

大鼠置于同一笼内 ,用尖端包扎纱布的止血钳分别

夹大鼠尾部 ,令其与其他大鼠厮打 ,每天刺激

45min,控制刺激强度 ,以不破皮流血为度 ,连续

20d,于造模第 16d起 ,对模型组和酸枣仁汤组的大

鼠按 40mg /100g腹腔注射 PCPA, 1次 /d,连续 2d。酸

枣仁汤组大鼠于造模第 7d起 ,给予酸枣仁汤 7. 5g /

( kg· d)灌胃 ,每天 1次 ,连续 14d。 造模第 21d,用

10%水合氯醛 , 0. 35ml /100g体重麻醉大鼠 ,以备实

验。

1. 5　指标检测

宏观体征评价:每周观察大鼠实验前后精神、活

动、睡眠、皮毛、饮食、体重、排泄等状态。

行为学评价:造模第 16d开始 ,进行跳台实验 ,

跳台装置为 90cm× 30cm× 60cm的被动反射箱 ,用

木板隔成 2间 ,箱底密布铜栅 ,连接可调电压 ,能进

行连续电刺激。 箱正中央放置高和直径均为 4. 5cm

的橡皮垫 ,作为大鼠逃避电击的安全区。训练及测试

时将大鼠放入箱中适应 3min,然后底部栅板通电

(电压为 50V ) ,大鼠受到电刺激后会跳到平台上躲

避电击。记录大鼠从底部栅板通电到跳到平台上的

时间为逃避潜伏期 ,将潜伏期超过 2min的大鼠排

除。记录 5min内大鼠从台上跳下遭电击的次数作为

错误次数。连续训练 4d,以第 5d大鼠的逃避潜伏期

和错误次数作为大鼠最终的学习行为成绩评价。

血液流变学分析: 大鼠腹主动脉取血 ,测定全血

黏度 (包括高切、中切、低切 )、血浆黏度。

下丘脑、海马组织 5-HT、 NE含量的测定: 麻醉

大鼠迅速在冰上取脑 ,分离双侧海马和下丘脑 ,采用

酶联免疫吸附法 ( ELISA)测定大鼠下丘脑、海马组

织 N E、 5-HT的含量 ,具体操作参照试剂盒说明书。

肝组织病理学检测: 取大鼠肝中叶同一部位

1m m
3
若干块 ,立即放置于 2. 5%戊二醛溶液中固定

12h,经 PBS洗涤 ,用 1%锇酸后固定 1h后 , PBS再次

洗涤 ,不同浓度的乙醇逐级脱水 ,采用环氧树脂包

埋 ,制备超薄切片 (片厚 70nm ) ,铅铀双重染色 ,在透

射电子显微镜下观察摄片。

1. 6　统计学方法

采用 SPSS 11. 0统计软件进行数据处理 ,计量

数据用均数±标准差 (x-± s )表示 ,多样本之间的组

间比较采用单因素方差分析 ,进行 SN K检验。

2　结果

2. 1　各组大鼠宏观体征比较

造模前各组大鼠反应敏捷、皮毛色泽光亮、精神

状态良好。其中正常对照组大鼠的精神状态和行为

表现 ,在实验 3周前后未见明显改变 ,睡眠节律明

显 ,表现为昼伏夜精。而模型组和酸枣仁汤组大鼠在

初次夹尾时 ,均表现为前肢离地、与临近大鼠对峙呈

防御姿态、嘶叫、毛须竖立、呼吸频率加快。 1周后 ,

模型组大鼠皮毛欠光泽、警惕性高 ,叫声尖细 ,但直

立对峙、撕叫次数等逐渐减少。 2周后 ,模型组大鼠

毛发散乱、夹尾过程中抗争不积极、对激惹吱吱细

叫 ,活动明显减少 ,甚至小便失禁 ,毛发浸湿 ,大多蛰

伏在角落 ,表现出“肝郁证”特点。第 3周造模结束

时 ,模型组大鼠表现为睡眠节律消失 ,精神萎靡但极

易受惊 ,对激惹常呈逃避状态 ,贴边弓背活动或扎堆

蛰伏在角落 ,进食明显减少 ,大便较稀。 毛发散乱枯

燥、胡须下垂、眼角有分泌物 ,进一步模拟肝郁失眠

的体征特点。酸枣仁汤组大鼠与模型组相比 ,对峙、

撕咬的情况较少 ,搔爪、洗脸、舔足、理毛等动作基本

灵活 ,叫声比较柔和 ,毛发整洁、饮食正常 ,大鼠睡眠

节律基本存在。

2. 2　各组大鼠体重比较

表 1示 ,与正常对照组大鼠体重相比 ,模型组和

酸枣仁汤组大鼠在造模 1周后 ,体重增长缓慢 ,有统

计学意义 ( P < 0. 05)。酸枣仁汤组大鼠在造模 2周、

给药 1周后 ,体重增加与模型组相比有统计学意义

( P < 0. 05) ;连续给药 2周后 ,酸枣仁汤组大鼠体重

增加显著高于模型组 (P < 0. 01)。
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表 1　各组大鼠不同时间体重增加比较 ( g , x-± s)

组别 鼠数 1周 2周 3周

正常对照组 8 31. 88± 8. 84 65. 63± 12. 08 101. 25± 10. 61

模型组 8 23. 13± 7. 99* 35. 00± 7. 56* * 50. 63±16. 57* *

酸枣仁汤组 8 20. 63± 7. 70* 47. 50± 12. 82* * # 81. 88±12. 80* * # #

　　注:与正常对照组比较 ,* P < 0. 05, * * P < 0. 01;与模型组比

较 ,# P < 0. 05,# # P < 0. 01

2. 3　各组大鼠跳台实验比较

表 2示 ,与正常组对照比较 ,模型组逃的避潜伏

期显著延长 ( P < 0. 01) ,错误次数明显增加 ( P <

0. 05) ,酸枣仁汤组能明显缩短模型组大鼠的逃避潜

伏期 ( P < 0. 01) ,减少错误次数 ( P < 0. 05) ,与正常

对照组大鼠无统计学意义 ( P> 0. 05)。

表 2　各组大鼠跳台实验结果比较 ( x-± s)

组别 鼠数 逃避潜伏期 ( s ) 错误次数 (次 )

正常对照组 8 12. 88± 2. 90 2. 13± 0. 99

模型组 8 24. 00± 6. 53* * 5. 13± 2. 10*

酸枣仁汤组 8 15. 38± 4. 47# # 3. 00± 1. 60#

　　注:与正常对照组比较 ,* P < 0. 05, * * P < 0. 01;与模型组比

较 ,# P < 0. 05,# # P < 0. 01

2. 4　各组大鼠血流变学指标比较

表 3示 ,模型组大鼠的高、中、低切全血黏度均

高于正常对照组和酸枣仁汤组 ,差异有统计学意义

( P < 0. 05或 P < 0. 01) ,而各组的血浆黏度无统计

学意义 ( P> 0. 05)。

2. 5　各组大鼠下丘脑、海马组织 5-HT、 N E含量比

较

表 4示 ,与正常对照组比较 ,模型组大鼠下丘

脑、海马的 5-HT含量明显降低 ( P < 0. 05或 P <

0. 01) ;下丘脑的 N E含量显著升高 ( P < 0. 01) ,而

海马的 N E含量显著降低 ( P < 0. 01) ;酸枣仁汤组大

鼠与模型组相比 ,下丘脑、海马区的 5-HT含量显著

降低 ( P < 0. 05或 P < 0. 01) ,与正常对照组无统计

学意义 (P> 0. 05) ,其下丘脑的 NE含量均显著低于

正常对照组和模型组大鼠 (P < 0. 01) ,海马的 N E含

量与模型组无统计学意义 ( P> 0. 05) ,均低于正常

对照组 (P < 0. 01)。

2. 6　各组大鼠肝组织超微结构比较

图 1示 ,正常对照组肝细胞形态规则 ,细胞膜完

整光滑。线粒体丰富无肿胀 ,可见多量卵圆形线粒

体 ,线粒体内外双层膜结构可见 ,内膜向内部伸展 ,

折叠形成许多嵴。粗面内质网排列整齐 ,无扩张现

象 ,可见肝细胞糖原颗粒。与正常对照组比较 ,模型

组肝细胞线粒体部分呈空泡样变性 ,数量明显减少 ,

线粒体内外双层膜结构不清 ,嵴突有破坏。粗面内质

网数量减少 ,有断裂 ,部分扩张呈球状。 肝细胞内糖

原颗粒明显减少。与模型组相比 ,酸枣仁汤组线粒体

数量尚可 ,与正常对照组差异不大 ,大部分线粒体呈

卵圆形 ,可见嵴突 ,嵴排列清晰 ,接近正常 ,大部分粗

面内质网无扩张 ,糖原颗粒含量相对模型组增多 ,与

正常对照组无明显差异。

正常对照组 模型组 酸枣仁汤组

图 1　各组大鼠肝组织超微结构

表 3　各组大鼠血流变学指标比较 ( m Pa· s- 1 , x-± s)

组别 鼠数
全血黏度

高切 中切 低切
血浆黏度

正常对照组 8 3. 91± 0. 57 5. 16± 0. 74 7. 46± 0. 51 2. 10± 0. 25

模型组 8 5. 36± 0. 72* 7. 97± 0. 96* * 8. 80± 0. 91* 2. 31± 0. 20

酸枣仁汤组 8 4. 54± 0. 64# 5. 59± 0. 60# # 7. 88± 0. 85# 2. 13± 0. 10

　　注:与正常组比较 , * P < 0. 05,* * P < 0. 01;与模型组比较 ,# P < 0. 05, # # P < 0. 01

表 4　各组大鼠下丘脑、海马组织 5-HT、 NE含量比较 ( x-± s )

组别 鼠数
5-H T( ng /ml)

下丘脑 海马
NE( pg /ml)

下丘脑 海马

正常对照组 8 11. 13± 1. 93 10. 45± 1. 66 239. 57± 39. 86 262. 00± 40. 95

模型组 8 7. 83± 0. 86* * 7. 66± 1. 38* 488. 37± 44. 49* * 81. 85± 28. 56* *

酸枣仁汤组 8 12. 13± 2. 05# # 10. 99± 2. 78# 50. 64± 10. 16* * # # 80. 57± 22. 50* *

　　注:与正常对照组比较 ,* P < 0. 05,* * P < 0. 01;与模型组比较 ,# P < 0. 05,# # P < 0. 01
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3　讨论

酸枣仁汤以酸枣仁为君药 ,配伍川芎、知母、茯

苓、甘草组方 ,能散肝郁 ,生心血 ,养肝血 ,故为治疗

虚劳肝极不能眠之效方 ,并被现代临床研究所证

明
[10- 11 ]

。本研究采用大鼠慢性夹尾刺激和 PCPA腹

腔注射复合因子造模的方法 ,希望建立与酸枣仁汤

对应的病证结合动物模型 - 肝郁失眠大鼠模型 ,并

对此进行论证。

研究表明 ,长期慢性夹尾刺激可以使大鼠出现

情绪抑郁 ,胡须下垂 ,叫声尖细 ,贴边或扎堆活动 ,饮

食明显减少 ,体重增加缓慢等体征。这符合长期情志

刺激 ,郁怒压抑于体内 ,肝气郁滞 ,久失疏泄 ,导致

“肝郁”。而“肝主藏血” ,肝郁久化热 ,耗伤阴血而致

血不养心 ,故神魂不宁 ,虚烦不得眠 ,为此实验进一

步腹腔注射 PCPA,耗竭大鼠体内的 5-HT,腹腔注射

28～ 30h后 ,模型大鼠出现睡眠昼夜节律不明显 ,昼

不寐夜不精 ,睡眠萎靡但极易受惊 ,常贴边或扎堆活

动 ,整体观察与正常大鼠昼伏夜精的生活习性有明

显不同 ,从而模拟肝郁失眠的宏观体征。

结果显示 ,模型组大鼠的高、中、低切全血黏度

显著升高 ,这符合中医肝郁不畅 ,肝血不足 ,气郁血

滞 ,运行无力 ,影响血液正常运行的病理改变 ,电镜

观察肝细胞相对缺血缺氧的超微结构改变也进一步

佐证肝郁失眠模型的建立。

跳台实验结果显示 ,肝郁失眠模型大鼠的学习

记忆能力明显下降 ,从行为学改变的角度证明模型

符合肝郁失眠患者 ,情绪抑郁 ,晚间难以入眠 ,无法

获得正常睡眠 ,而白日精神萎顿 ,影响正常的工作、

生活。 模型组大鼠下丘脑和海马组织的 5-H T含量

均显著下降 ,脑内 N E含量紊乱。现代研究认为 ,下

丘脑是公认的“觉醒中枢”和“睡眠中枢” ,在与学习

记忆有关的脑区中 ,海马结构的作用显得特别突出。

体内 5-HT缺乏是导致抑郁、失眠等疾病的重要生

物学指标 [ 12] ,实验结果确证了 PCPA可以耗竭大鼠

体内 5-HT,进而加重机体精神、情志、行为方面的抑

郁 ,诱发失眠的发生。

本研究采用以方测证的方法 ,结果显示酸枣仁

汤能明显改善模型大鼠的睡眠节律紊乱 ,提高大鼠

的学习记忆能力 ,并对肝郁失眠模型大鼠下丘脑和

海马组织的单胺递质紊乱具有一定的调节作用。

总之 ,我们通过宏观辨证指标和微观实验指标

检测以及经典方药疗效评价 ,认为与酸枣仁汤对应

的病证结合动物模型——肝郁失眠大鼠模型对肝郁

失眠基础研究 ,具有参考价值。
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