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钩藤总碱对焦虑模型行为学和脑组织单胺类神经递质的影响

李晶晶，汤建林，胡岚岚，周世文，周吉银　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院临床药理基地）

　　［摘要］　目的　考察钩藤总碱（ｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＲＴＡ）抗焦虑药效。方法　 采用国际通用的大鼠高架十字
迷宫焦虑动物模型（ｅｌｅｖａｔｅｄｐｌｕｓｍａｚｅａｎｘｉｅｔｙａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ，ＥＰＭ）和小鼠期待性焦虑实验，观察ＲＴＡⅠ组［２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、
ＲＴＡⅡ组［４００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、ＲＴＡⅢ组［８００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］３个剂量组对大、小鼠焦虑行为学的影响；采用酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）测定ＲＴＡ干预前后ＥＰＭ大鼠的脑组织内去甲肾上腺素（ＮＥ）、多巴胺（ＤＡ）和５羟色胺（５ＨＴ）单胺类神经递质
的含量。结果　与空白对照组比较，ＲＴＡ３个剂量组大鼠进入开放臂次数比例（ＯＥ％）和在开放臂滞留时间比例（ＯＴ％）
有显著升高（Ｐ＜０．０５），ＲＴＡ３个剂量组小鼠均无应激性体温升高，ＲＴＡⅢ组 ＥＰＭ大鼠脑组织中 ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ含量较空
白对照组显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论 　在大鼠ＥＰＭ和小鼠期待性焦虑实验中，ＲＴＡ显示出一定的抗焦虑作用，其作用机
制可能与降低ＥＰＭ刺激后大鼠脑组织中ＮＥ、ＤＡ和５ＨＴ含量有关。
　　［关键词］　 钩藤总碱；高架十字迷宫模型；小鼠期待性焦虑实验；单胺神经递质；抗焦虑
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ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＮＥ，ＤＡａｎｄ５ＨＴｉｎｒａｔｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎａｌｌｔｈｅＲＴＡｇｒｏｕｐｓａｓｃｏｍｐａｒｅｄ
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　　钩藤属茜草科植物，带钩茎枝入药，性凉、味甘苦，
具有清热平肝、息风定惊的功效［１］，其作为我国传统

中药已有悠久的使用历史，主要有效成分为钩藤碱、异

钩藤碱、去氢钩藤碱和异去氢钩藤碱等四环氧化单萜

吲哚生物碱［２－３］。现代实验研究表明，钩藤生物碱除

了具有对心血管系统，包括降血压、抗心律失常、舒张

血管平滑肌等药理作用外还对中枢神经系统产生影
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响，例如镇静、抗惊厥、抗癫痫、脑保护和神经细胞保护

等［４－７］。Ｊｕｎｇ等［８］研究显示钩藤水提物是经由神经

系统作用的有效抗焦虑剂，其药效影响与中枢５羟色
胺（５ＨＴ）能神经递质密切相关。为了进一步探讨钩
藤总碱（ｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａｔｏｔａｌａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＲＴＡ）的抗焦虑作
用以及其与脑组织单胺类神经递质的关系，本研究采用

国际通用的大鼠高架十字迷宫焦虑动物模型（ｅｌｅｖａｔｅｄ
ｐｌｕｓｍａｚｅａｎｘｉｅｔｙａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ，ＥＰＭ）和小鼠期待性焦
虑实验，通过观察ＲＴＡ对动物行为学的影响考察其抗
焦虑作用，并用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测 ＲＴＡ对
ＥＰＭ大鼠脑组织内单胺类递质去甲肾上腺素（ＮＥ）、
多巴胺（ＤＡ）和５ＨＴ含量的影响，认识其可能相关的
作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　健康雄性成年ＳＤ大鼠８８只，级别ＳＰＦ／ＶＡＦ，体质量（２００±
５０）ｇ；健康雄性成年昆明小鼠 ９０只，级别 ＳＰＦ／ＶＡＦ，体质量
（２０±５）ｇ，均购于第三军医大学大坪医院野战外科研究所实验
动物中心。

１．２　实验药品
　　ＲＴＡ：自制，由钩藤药材粉碎，过筛，酸化乙醇超声提取，减
压回收乙醇，调ｐＨ值至１０～１１，氯仿萃取，回收挥干，减压干
燥得钩藤总碱，－２０℃冰箱保存备用。经 ＨＰＬＣ法含量测定
ＲＴＡ中主要有效成分钩藤碱、异钩藤碱、去氢钩藤碱、异去氢钩
藤碱，含量达６９％，符合中药５类新药开发标准。钩藤药材购
于中药材公司，产地湖南，经本室张恃平副主任药师鉴定。地

西泮注射液（ＤＺＰ）：国药准字 Ｈ１２０２０９５７，２ｍＬ∶１０ｍｇ，购于天
津金耀氨基酸有限公司。二甲亚砜（ＤＭＳＯ）ＡＲ购于成都科龙
化工试剂厂。

１．３　仪器与试剂
　　高架十字迷宫系统购于淮北正华生物仪器设备有限公司；
数字测温仪（直径２ｍｍ）ＸＧＮ８２１０１２２１购于北京业之恒科技
有限公司；大鼠ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴＥＬＩＳＡ检测试剂盒购于上海源叶
生物科技有限公司。

１．４　实验方法
１．４．１　动物分组及处理　　实验大鼠购进后适应性饲养１周，
采用完全随机化法将 ６０只大鼠分为空白对照组（等容积的
２０％ＤＭＳＯ水溶液）、ＤＺＰ阳性对照组［５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、ＲＴＡⅠ
［２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、ＲＴＡⅡ［４００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］、ＲＴＡⅢ组
［８００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］，每组１２只，各组每天上午灌胃给药，连续
７ｄ，于第７天末次给药３０ｍｉｎ后做ＥＭＰ行为学测试，实验时间
为８：００－１３：００。
　　实验大鼠购进后适应性饲养１周，采用完全随机化法将２８只
大鼠分为空白对照未经ＥＰＭ刺激组、空白对照 ＥＰＭ刺激组和
ＲＴＡⅢ未经ＥＰＭ刺激组、ＲＴＡⅢ ＥＰＭ刺激组（本实验拟考察

ＲＴＡ抗焦虑的初步作用机制，遂采取 ＥＰＭ行为学测试影响最
大的ＲＴＡⅢ组检测），每组７只，每天上午灌胃给药，连续３ｄ，第
３天给药３０ｍｉｎ后空白对照 ＥＰＭ刺激组和 ＲＴＡⅢ ＥＰＭ刺激
组进行ＥＰＭ行为学测试，空白对照未经 ＥＰＭ刺激组和 ＲＴＡⅢ
未经ＥＰＭ刺激组不进行测试，随后即刻取４组大鼠脑组织。
　　实验小鼠购进后适应性饲养１周，采用完全随机化法将小
鼠分为５组（同大鼠），每组１８只，分别随机抽取６只小鼠标记
上１～６号，饲养期间对每组小鼠时常进行离群的抓取动作练
习，各组每天上午灌胃给药，连续 ７ｄ，于第 ７天末次给药
４５ｍｉｎ后进行测肛温实验。实验在８：００－１２：００进行。
１．４．２　实验焦虑模型行为学测试
１．４．２．１　ＥＰＭ　　模型装置由呈“十”字形的４个臂区组成，
其中２个为开放臂区（无围墙），２个为密闭臂区（有围墙），提
升固定于距地面５０ｃｍ高度。测试时将大鼠头部正对其中１个
开放臂放入十字迷宫的中央，观察大鼠的活动情况。正常情况

下，大鼠回避进入开放臂区而局限在密闭臂区活动，如果在开

放臂区的进入次数和停留时间的百分比
!

加，提示抗焦虑反应

的发生。

　　测试条件：实验室内光线昏暗（以１．５ｍ距离处能辨别大鼠
细微活动的最低亮度为准），保持安静，室温（２０±５）℃。测试箱
放置于实验室一角，周围２ｍ不透光高布遮挡。实验过程中有
１名人员专门负责大鼠的抓取，１名人员擦拭迷宫，１名事先经过
ＥＰＭ测试仪培训的人员电脑操作观察记录大鼠的行为活动。
　　测试指标：迷宫测试前将每只准备实验的大鼠提前单独放
入１个塑料盒中，任其自由探究活动５ｍｉｎ后由专人迅速置于
ＥＰＭ的中央平台处，使其头部正对其中１个开放臂，释放后即
开始记录下述指标：①进入开放臂次数（ｏｐｅｎａｒｍｅｎｔｒｙ，ＯＥ）：
实验大鼠进入到任一开放臂的次数，以大鼠４只爪均进入开放
臂内为准，中途如果１只爪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（ｏｐｅｎａｒｍｔｉｍｅ，ＯＴ）：实验大鼠进入
开放臂的时间（ｓ）；③进入封闭臂次数（ｃｌｏｓｅａｒｍｅｎｔｒｙ，ＣＥ）：实
验大鼠进入到任一封闭臂的次数，标准同开放臂；④进入封闭
臂时间（ｃｌｏｓｅａｒｍｔｉｍｅ，ＣＴ）：进入封闭臂的时间（ｓ）。由上述
指标分别计算出：①进入开放臂次数比例（ＯＥ％）：ＯＥ／（ＯＥ＋
ＣＥ）×１００％；②在开放臂停留时间比例（ＯＴ％）：ＯＴ／（ＯＴ＋
ＣＴ）×１００％；③进入开放臂和封闭臂的总次数（ＯＥ＋ＣＥ）：表
示大鼠的运动活力。每只大鼠测试５ｍｉｎ。
１．４．２．２　小鼠期待性焦虑实验　　小鼠灌胃给药４５ｍｉｎ后，
将编号１、２、３的３只小鼠按顺序取出，固定，从肛门插入数字
测温仪的热敏电阻探子，进入直肠约３ｃｍ，测定直肠温度，每只
平均操作时间控制在１０ｍｉｎ以内，取其均值作为基础体温，其余
未编号的１２只小鼠只是依次抓取１只放回笼内，不测体温，最后
依次测定４、５、６号小鼠的体温，取其均值作为基础体温，最后４、
５、６号小鼠与前面的１、２、３号小鼠体温差值为体温增加值。
１．４．３　大鼠脑组织取材和脑匀浆样品的制备　　空白对照未
经ＥＰＭ刺激组、空白对照ＥＰＭ刺激组和ＲＴＡⅢ未经ＥＰＭ刺激
组、ＲＴＡⅢ ＥＰＭ刺激组大鼠立即断头处死，迅速在冰盘上剥离
出脑组织，用冰冷的生理盐水冲洗除去血液，滤纸拭干称量。

８３２
第３５卷第３期
２０１３年２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３
Ｆｅｂ．１５　２０１３



按１ｇ脑组织加入１０ｍＬ冰生理盐水的比例置入玻璃匀浆器
中，冰浴下匀浆。将组织匀浆液转入１０ｍＬ离心管中，置冷冻
离心机（４℃）内以离心半径 １ｃｍ，３０００ｒ／ｍｉｎ，低温离心
２０ｍｉｎ，取上清液分装待测。每只大鼠样本测２份。
１．４．４　单胺类神经递质测定　　试剂盒采用双抗体一步夹心
法酶联免疫吸附试验。往预先包被（ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ）抗体的包
被微孔中，依次加入标本、标准品、ＨＲＰ标记的检测抗体，经过
温育并彻底洗涤。用底物 ＴＭＢ显色，ＴＭＢ在过氧化物酶的催
化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色的

深浅和样品的ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ呈正相关。用酶标仪在４５０ｎｍ波
长下测定光密度值［Ｄ（４５０）］。

１．５　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，结果以 珋ｘ±ｓ表示，组间数据比
较行ｔ检验。

２　结果

２．１　ＲＴＡ对ＥＰＭ大鼠ＯＥ＋ＣＥ、ＯＥ％、ＯＴ％的影响
　　与空白对照组比较，ＲＴＡ３个剂量组大鼠 ＯＥ％和 ＯＴ％显
著高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），与 ＤＺＰ阳性对照组比较，没有
统计学差异（Ｐ＞０．０５）。与空白对照组比较，ＲＴＡⅢ组 ＯＥ＋
ＣＥ明显高于空白对照组（Ｐ＜０．０５），说明本剂量下大鼠的运动
能力有所增加，提示其抗焦虑作用下不影响大鼠的运动能力。

见表１。

表１　ＲＴＡ对ＥＰＭ大鼠ＯＥ％、ＯＴ％、ＯＥ＋ＣＥ的影响 （ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ）

组别 ＯＥ％（％） ＯＴ％（％） ＯＥ＋ＣＥ
空白对照组 ３０．０１±３．４８ ３４．０５±４．５９ １２．００±１．６４

ＤＺＰ阳性对照组 ４３．５６±３．３２ａ ４３．１８±５．３７ａ １２．５０±２．７０
ＲＴＡⅠ组 ４１．１８±４．６０ａ ４１．２５±４．３６ａ １２．００±１．６４
ＲＴＡⅡ组 ４２．３４±３．９４ａ ４４．０２±５．６４ａ １４．００±２．２４
ＲＴＡⅢ组 ４８．１１±５．６５ａ ４５．５４±６．５９ａ １６．００±２．６３ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

２．２　ＲＴＡ对小鼠期待性焦虑实验的影响
　　空白对照组显示出应激性体温升高现象，阳性对照组和
ＲＴＡ３个剂量组小鼠均未产生此现象，表现出抗焦虑作用。见
表２。

表２　小鼠期待性焦虑实验结果（℃，ｎ＝１８）

组别 编号１、２、３小鼠的平均体温 编号４、５、６小鼠的平均体温 温差

空白对照组 ３５．９ ３７．１ １．２

ＤＺＰ阳性对照组 ３６．２ ３６．２ ０．０

ＲＴＡⅠ组 ３６．９ ３６．６ ０．３

ＲＴＡⅡ组 ３７．０ ３６．７ ０．３

ＲＴＡⅢ组 ３６．９ ３６．８ ０．１

中间未编号的１２只小鼠只做依次抓取动作，不测体温

２．３　ＲＴＡ对ＥＰＭ大鼠脑组织单胺类递质的影响
　　ＥＰＭ刺激后，空白对照组较未经 ＥＰＭ刺激空白对照组大
鼠脑组织ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ含量显著升高（Ｐ＜００５）；ＲＴＡⅢ组与
空白对照组比较，大鼠脑组织ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ含量均有不同程度
的降低（Ｐ＜０．０５）。见表３。

表３　ＲＴＡ对ＥＰＭ大鼠脑组织ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ含量的影响

（ｐｇ／ｍＬ，ｎ＝７，珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＮＥ ＤＡ ５ＨＴ
空白对照组

　未经ＥＰＭ刺激 １１６．４８±１９．１３ １６．９８±４．９７ ６０．７６±１２．６４
　ＥＰＭ刺激后 １４６．６７±２９．１９ｂ ２１．３７±７．５６ｂ ７０．０５±２５．４８ｂ

ＲＴＡⅢ组
　未经ＥＰＭ刺激 １１０．３２±１５．７８ １７．５４±３．７２ ６３．４３±１１．６７
　ＥＰＭ刺激后 １０１．１２±１７．１６ａ １７．３６±５．１５ａ ６１．３２±１０．３５ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与未经ＥＰＭ刺激比较

３　讨论

　　钩藤作为我国传统中药，在镇静、安神方面已有悠
久的使用历史，且资源丰富。本实验采用ＥＰＭ和小鼠
期待性焦虑实验进行ＲＴＡ抗焦虑药效研究，ＥＰＭ模型
为抗焦虑研究中国际公认的经典且应用最广泛的焦虑

模型［９－１０］，具有简便快速、敏感性好等优点，它为非条

件反射焦虑模型中的探究行为模型，动物不需特殊训

练，以自发行为为基础，利用实验动物对新异环境的探

究特性和对高悬敞开臂的恐惧心理，形成动物的矛盾

冲突来考察大鼠的焦虑状态。本实验观察到 ＲＴＡ
３个剂量组大鼠 ＯＥ％和 ＯＴ％值显著高于空白对照
组，ＲＴＡⅢ剂量组ＯＥ＋ＣＥ明显高于空白对照组，在大
鼠ＥＭＰ模型上表现出抗焦虑作用，其作用效果与地西
泮相当，且其抗焦虑作用下不影响大鼠的运动能力。

小鼠期待性焦虑实验属于应激行为焦虑模型，此模型

对抗焦虑药特异性较好，通过考察小鼠有无应激性体

温升高现象产生发现，苯二氮卓类和丁螺环酮等抗焦

虑药可抑制应激性体温升高，非抗焦虑药则无此作用。

本研究表明 ＲＴＡ３个剂量组均可对抗由应激所产生
的小鼠体温升高，有明显的抗焦虑作用。本研究结果

说明ＲＴＡ具有一定的抗焦虑作用，但其定论还需要更
多的实验论证。值得注意的是，现代流行病学研究显

示，血压与精神、心理问题之间有密切的关系，血压升

高的幅度与抑郁焦虑的严重程度通常呈正相关，而焦

虑诱导的生理变化也使机体会产生心率加快、血压升

高等症状。张淑英等［１１］报道在西药治疗高血压病的

基础上，配合服用中药汤剂天麻钩藤饮加减，治疗高血

压病伴焦虑状态者收到满意效果。目前钩藤的降压药

理作用已经得到明确肯定，如果其在抗焦虑的药效上

能得到完全论证，这对临床高血压和焦虑症的治疗具

有深刻意义。

　　焦虑症的发病机制与突触间隙 ＮＥ、ＤＡ、５ＨＴ等
单胺类神经递质浓度的改变密切相关。ＮＥ能神经起
源于蓝斑、腹侧背盖和孤束核等处，分布在丘脑、大脑
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皮质、杏仁核、海马和下丘脑等参与焦虑和恐惧的脑

区，与促肾上腺皮质激素释放激素神经元共存，组成蓝

斑ＮＥ交感神经系统，共同参与应激反应，在动物的警
醒和焦虑中起主导作用。Ｎｕｔｔ等［１２］研究显示能促使

蓝斑冲动释放增加的药物育亨宾可通过选择性阻断突

触前２ａ受体，产生负反馈调节，促进 ＮＥ释放，激发焦
虑，相反的能促使蓝斑释放减少的药物如苯二氮卓类

药物、三环类抗抑郁药、普萘洛尔等则有抗焦虑作用。

ＤＡ作为一种神经递质能够影响脑部的精神、情绪部
位。其受体有２种亚型 Ｄ１和 Ｄ２，当 Ｄ１受体功能不足
时，前额皮质不再能抑制杏仁核，杏仁核脱抑制性兴

奋，引起害怕和病理性焦虑，激动 Ｄ２受体直接激动杏
仁核外侧核从而导致焦虑，而三氟拉嗪可阻断Ｄ２受体
起到抗焦虑的作用。一些神经安定药物，如氯丙嗪、氯

哌啶醇共性是都具有对 ＤＡ的拮抗作用。５ＨＴ系统
起源于中缝核投射到黑质纹状体、边缘系统和皮质，广

泛存在于与焦虑相关的脑区。动物研究文献提示有各

种不同５ＨＴ机制参与焦虑的产生，如 Ｔｏｔｈ［１３］在新奇
事物实验中得到５ＨＴ１Ａ受体敲除小鼠对新奇事物的
探究时间，探究活动和接近次数减少，在高架圆形迷宫

实验中显示５ＨＴ１Ａ受体敲除小鼠进入开区的次数和
在开区的时间明显减少，与 ＥＰＭ结果相似。Ｇｒａｅｆｆ
等［１４］研究显示，应激性刺激能激活下丘脑５ＨＴ１Ａ突触
后受体，表现出适应性和保护性焦虑。临床药物氯氮

平通过抗５ＨＴ２Ａ和ＤＡ受体既能改善焦虑失眠又缓解
焦虑症状。另外，５ＨＴ能改变 ＮＥ和 ＤＡ在海马和额
叶前部皮质中的释放。通过对蓝斑核的效应，５ＨＴ能
够稳定唤醒状态防止未控制的焦虑和惊恐发生，也可

以减弱额叶前部的活动来降低心理上的焦虑表现。本

研究通过ＥＬＩＳＡ试剂盒检测未经ＥＭＰ刺激和ＥＭＰ刺
激后空白对照组与 ＲＴＡ组大鼠脑内 ＮＥ、ＤＡ和５ＨＴ
的含量，结果显示ＥＰＭ刺激后空白对照组大鼠比未经
ＥＰＭ刺激的空白对照组大鼠脑内 ＮＥ、ＤＡ和５ＨＴ的
含量显著增高，说明焦虑刺激后大鼠脑内 ＮＥ、ＤＡ和
５ＨＴ有升高；ＥＰＭ刺激后ＲＴＡ组与空白对照组比较，
可使ＥＰＭ大鼠脑内ＮＥ、ＤＡ和５ＨＴ含量产生降低，表
明ＲＴＡ对焦虑后的单胺类神经递质具有调节作用，可
能是其抗焦虑作用机制之一。焦虑症作为一个复杂的

神经官能症，其发生又受生物、社会、心理因素等综合

影响，所以ＲＴＡ抗焦虑作用机制有待进一步研究。
　　综上所述，本研究结果表明 ＲＴＡ在大鼠 ＥＰＭ和
小鼠期待性焦虑实验中显示具有抗焦虑作用，对大鼠

脑内单胺类神经递质具有调节作用，可能是其抗焦虑

作用机制之一。这为发挥中医药优势，开发疗效确切，

副作用较少，安全性高的抗焦虑中药提供了一定的实

验依据。
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