
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.11 JUN.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.11.004
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摘要 目的：探究藏药二十味沉香丸对卒中后 PTSD模型大鼠行为和 5-HT1AR的调节作用。方法：将 48只大鼠随机分为假手术

组、模型组、二十味沉香丸组、帕罗西汀组。每组各 12只。造模后未达到观察时点死亡的大鼠排除本研究，筛选出符合条件的大鼠

并通过随机抽样原则补齐动物。造模后每天分别给予相应的药物或生理盐水进行灌胃，灌胃 2周后采用旷场实验检测各组剩余

大鼠行为学变化。每组各取 6只，采用实时荧光定量 PCR和Western blot法分别检测海马组织中 5-HT1AR基因和蛋白水平的变

化。结果：与假手术组相比较，模型组运动总距离（P<0.01）、单次最大运动距离（P<0.05）、穿格次数（P<0.01）、直立次数（P<0.01）、直
立时间（ <0.01）、修饰时间（P<0.01）、修饰次数（P<0.05）减少差异有统计学意义，5-HT1AR基因（P<0.05）及蛋白表达水平下降；与
模型组相比较，二十味沉香丸组运动总距离（P<0.05）、穿格次数（P<0.05）、直立时间（P<0.05）、直立次数（P<0.01）增加差异具有统
计学意义，且 5-HT1AR的基因（ <0.05）及蛋白水平表达升高；与模型组相比较，帕罗西汀组穿格次数（P<0.05）、运动总距离（P<0.05）、直
立时间（P<0.05）增加差异具有统计学意义，5-HT1AR的基因（P<0.01）及蛋白表达水平升高。结论：本实验成功复制了卒中后
PTSD模型，所选取的中药二十味沉香丸能在一定程度上改善卒中后 PTSD模型大鼠的焦虑样行为，其效用与西药帕罗西汀类

似，且作用机制可能与调节 5-HT1AR有关。
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Regulatory Effect of Ershiwei Chenxiang Pill on Behavior and 5-HT1AR in
PTSD Rats after Stroke*

To explore the effect of the Tibetan medicine ErShiwei Chenxiang Pill on the regulation of rat behavior and

5-HT1AR in PTSD model after stroke. 48 rats were randomly divided into sham operation group, model group, Ershiwei

Chenxiang pill group and paroxetine group. There are 12 rats in each group. The rats that did not die at the observation time after model-

ing were excluded from this study, and the qualified rats were screened out and the animals were supplemented by the principle of ran-

dom sampling. After the model was established, the corresponding drugs or saline were given intragastrically every day. 2 weeks later,

the behavioral changes of the remaining rats in each group were detected by open field test. Each group has its own The changes of

5-HT1ARgene and protein in hippocampuswere detected by real-time fluorescence quantitative PCRandWestern blot, respectively.

Comparedwith the shamgroup, data of themodelgroup, the totaldistance (P<0.01), the singlemaximummovementdistance (P<0.05), times of
spanning lattice (P<0.01), vertical activity (P<0.01), the vertical time (P<0.01), the time of modification ( <0.01) and the number of mod-

ification (P<0.05) were of statistical significance. The expression level of 5-HT1AR gene was of statistical significance ( <0.05), and the

level of protein expression was decreased. Compared with the model group, the data of the ESWCX, the total distance（P<0.05）, times of
spanning lattice（P<0.05）the vertical time (P<0.05) and vertical activity (P<0.01), and the expression of 5-HT1AR gene(P<0.05) and pro-
tein level were increased. Compared with the model group, paroxetine group had a statistically significant difference in the number of

times of penetration (P<0.05), the total distance (P<0.05), and the vertical time (P<0.05). The gene of 5-HT1AR (P<0.01) and the level of
protein expression were increased. This experiment has successfully copied the PTSD model after stroke, and the selected

Chinese medicine Ershiwei Chenxiang pill can be used to improve the anxiety-like behavior of the PTSD model in the post-stroke PTSD
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model, the utility is similar to that of the western medicine paroxetine, and the mechanism of action may be related to the regulation of

5-HT1AR.

PTSD after Stroke; Ershiwei Chenxiang pill; 5-HT1AR

前言

创伤后应激障碍(Post traumatic stress disorder, PTSD)是经

历异乎寻常的灾难性心理创伤事件继发出现的一种具有普遍

性与复杂性的精神类疾病，个体有延迟出现和持续存在的精神

障碍[1]。脑卒中具有高死亡率、高发病率、高复发率、高致残率及

不可预见性等特点[2]，足以成为引起 PTSD的内在应激原，引发

与寻常 PTSD十分类似的临床表现，如反复重现闯入式创伤性

体验、持续警觉性增高以及认知和情绪的负面变化等[3]。本团队

前期研究显示，大脑中动脉线栓法（MCAO）造模后造成了一定

的 PTSD状态[4]。所以项目组MCAO造模后按照条件筛选符合

要求的模型动物为最终入组的实验动物，从而复制卒中后

PTSD模型。

藏药二十味沉香丸是由阿旺白桑在 "八味沉香丸 " 的基

础上，添加红花、珍珠母、牛黄、降香等药而成，具有调和气血、

安神镇静、化瘀止痛的功效。藏医认为其通过调 "隆 "对人体

精神状态起到积极作用，是卒中后常用藏药之一。研究表明其

对卒中后肢体运动及精神障碍有着良好的治疗效果，可调理精

神、意识、思维等。张涛[5]等研究发现帕罗西汀联合二十味沉香

丸可快速改善焦虑症患者症状,提高治愈率。研究二十味沉香

丸对卒中后 PTSD的作用效果及机制，将为卒中患者常见的精

神共病提供可选方药，为该病的临床研究提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

雄性Wistar大鼠 48只，体重（200± 20）g，实验开始前一周

购买，并进行适应性饲养。实验动物由斯贝福实验动物科技有

限公司（北京）提供；许可证号:SYXK（京）2019-0030。

1.2 实验药品

实验药物二十味沉香丸，西藏甘露藏药股份有限公司生

产，生产批号 17063A，批准文号：国药准字 Z5020065。组成及

比例依据藏医学家阿旺白桑所著的《验方集萃》，用生理盐水配

成 0.072 g/mL的悬浊液。灌胃按照按照每 1 mL/100 g给药。阳

性对照组实验药物为帕罗西汀，规格为 20 mg× 10片 /板× 2

板 /盒，浙江华海药业股份有限公司生产，批准文号：国药准字

H20031106，生产批号为 1354E18031，使用生理水配置成 0.045

g/mL的悬浊液。药物配成后分装并密封，置于 4℃冰箱中备用。

灌胃按照每 1 mL/100 g给药。

1.3 主要试剂和仪器

造模所需线栓（2636-A3，北京沙东生物公司）；行为学所需

木质旷场箱由北京中医药大学行为学实验室提供，行为学分析

系统为 Nodule公司生产，包括计算机、摄像头以及行为学分析

软件；PCR 所需柱式 RNA提取试剂盒（R4111-02，Magen 公

司），逆转录试剂盒试剂盒（A3500，promga 公司），SYBR

GREEN realtime PCR master mix（QPK-201，TOYOBO公司）；

Western blot 所用 GAPDH 单克隆抗体（SANTA，SC-32233），

5-HT1AR 抗体 （ab85615，Abcam 公司），山羊抗兔二抗

（ZB-2301中杉金桥），山羊抗小鼠二抗（ZB-2305，中杉金桥）。

1.4 造模及分组

采用MCAO建立局灶性脑缺血大鼠模型：实验大鼠禁食

12 h后用 10%水合氯（400 mg/kg）麻醉，消毒备皮后经颈部正

中切开皮肤（切口约 2.5 cm），钝性分离肌肉及皮下组织，并分

离出颈总动脉（CCA）、颈内动脉（ICA）、颈外动脉（ECA），结扎

CCA、ECA，于 CCA近分叉处向 ICA插入栓线约 18-20 mm，阻

断血流供应以完成对右侧大脑中动脉（MCA）的阻塞，固定栓

线后缝合皮肤。假手术组仅分离血管，不结扎及插入栓线。术后

不禁食水，室温控制在 25℃。造模后 6 h排除未达到观察时点

死亡的大鼠，剩余实验动物依照 Longa等的大鼠神经行为学评

分法(6分法)进行神经行为学评分测量，筛选出符合要求的大

鼠模型，除假手术组外的三组按照随机抽样原则补齐。

1.5 给药方法

将各组于每晚 19:00进行灌胃，灌胃前将二十味沉香丸悬

浊液及帕罗西汀悬浊液摇匀。正常组、模型组给予 1 mL/100 g

生理盐水灌胃，二十味沉香丸组给予 1 mL/100 g二十味沉香丸

悬浊液灌胃，帕罗西汀组给予 1 mL/100 g帕罗西汀悬浊液灌

胃，连续灌胃 2周。

1.6 旷场实验

采用底部（100 cm × 100 cm）、高 45 cm的褐色木质旷场

箱，底部用黑线划分出 25个正方形格（20 cm × 20 cm），行为学

实验室提供摄像头录像。实验时保持安静，实验人员着黑衣将

动物放入箱内底面中央格，以手脱离实验动物为起始点开始进

行录像 5 min，录像过程中尽量减少外界干扰。记录大鼠直立次

数、直立时间、修饰次数及修饰时间。记录结束后用低浓度酒精

清洗旷场箱，减少上次动物余留的信息干扰。录像结束后采用

ethevision软件分析每组大鼠 5 min内运动总距离、穿格次数、

单次最大运动距离等指标。

1.7 RT-PCR检测 5-HT1AR的 RNA水平

柱式 RNA提取试剂盒，依据说明书提取 RNA，将所得

RNA使用 nanodrop检测 RNA浓度，将 RNA逆转录为 cDNA，

使用 SYBR GREEN realtime PCR master mix进行扩增，引物序

列 为 5-HT1AR 正 义 链 ：GGCGCTTTCTATATCCCGCT，

5-HT1AR 反义链：GGTGCCGACGAAGTTCCTAA，茁-actin 正
义链：CACCCGCGAGTACAACCTTC， 茁-actin 反义链：CC-
CATACCCACCATCACACC。

1.8 Western blot实验检测 5-HT1AR蛋白表达水平

将样品每管加入 300 滋L组织蛋白裂解液（已加入蛋白酶抑
制剂 cocktail及 PMSF），冰上孵育 40 min，4℃，12000× g离心

20 min，取上清至一新的洁净 EP管中，做好标记。置于 -20℃保
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存。BCA 蛋白定量试剂盒 (北京天根生物科技有限公司

PA115-01)测定蛋白浓度并调节各组浓度统一。加 2× SDS上

样缓冲液，99℃变性 10 min。于每孔中加 10 滋L样品，Tris-SDS
聚丙烯酞胺凝胶垂直平板电泳电转印到硝酸纤维素膜上，再

用5%脱脂奶粉（OXOID，lp0031）室温封闭 1 h，分别加入抗

5-HT1AR。4℃过夜，之后倾去 I抗，TBST洗膜 3次，每次 15min。

分别加入 1: 2 000山羊抗兔 II抗，山羊抗小鼠 II抗，室温下置

于摇床上摇动 1h后弃去 II抗，用 TBST洗膜 15min，重复三

次。使用凝胶成像分析系统成像并检测蛋白质印迹条带，最后

使用 Image.J软件分析求得平均吸光度值。

1.9 统计学分析

使用 SPSS22.0 软件进行统计学分析，计量资料采用均

数± 标准差(x± s)进行统计学描述。正态分布采用单因素方差
分析进行组间比较；偏态分布则采用秩和检验进行组间比较，

P<0.05为差异具有统计学意义，P<0.01提示差异显著。

2 结果

2.1 一般情况

假手术组大鼠皮毛正常，精神状态较好。模型组大鼠精神

状态较差，且死亡率较高。二十味沉香丸组及帕罗西汀组死亡

率低于模型组。

2.2 旷场实验结果

与假手术组相比较，模型组运动总距离（P<0.01）、单次最
大运动距离（P<0.05）、穿格次数（P<0.01）、直立次数（P<0.01）、
直立时间（P<0.01）、修饰时间（P<0.01）、修饰次数（P<0.05）减少
差异有统计学意义；与模型组相比较，二十味沉香丸组运动总

距离（P<0.05）、穿格次数（P<0.05）、直立时间（P<0.05）、直立次
数（P<0.01）增加差异具有统计学意义；与模型组相比较，帕罗
西汀组穿格次数（P<0.05）、运动总距离（P<0.05）、直立时间
（P<0.05）增加差异具有统计学意义。

Note: Compared with sham group, ▲ <0.05, ▲▲ <0.01; Compared with model group, * <0.05, ** ＜0.01.

Groups The total distance
The single maximum movement

distance
Times of spanning lattice

Sham（n=12） 1205.59± 573.44 25.90± 28.20 41.83± 24.14

Model（n=7） 439.97± 154.09▲▲ 5.71± 2.05▲ 15.57± 5.53▲▲

ESWCX（n=9） 965.93± 619.92* 7.57± 2.74 34.00± 23.60*

Paroxetine（n=9） 1251.96± 952.43* 18.68± 21.64 54.44± 38.56*

表 1大鼠旷场实验指标（n，x± s）
Tabel 1 Experimental index of rat open field（n, x± s）

Note: Compared with sham group, ▲P<0.05, ▲▲P<0.01; Compared with model group, *P<0.05, **P＜0.01.

表 2 大鼠旷场实验指标（n，x± s）
Tabel 2 Experimental index of rat open field（n, x± s）

Groups Vertical activity The vertical time The number of modification The time of modification

Sham（n=12） 5.17± 2.20 39.78± 19.70 3.18± 1.60 35.47± 21.52

Model（n=7） 1.86± 1.68▲▲ 4.91± 8.04▲▲ 1.29± 1.38▲ 8.16± 11.34▲▲

ESWCX（n=9） 7.11± 2.93** 23.73± 17.41* 1.89± 1.05 20.67± 29.60

Paroxetine（n=9） 6.33± 6.87 25.19± 24.67* 3.22± 3.15 20.82± 18.18

2.3 Realtime-PCR检测结果

如表 3 所示，经 SPSS22.0 统计分析，各组大鼠海马区

5-HT1AR基因的表达存在差异。与假手术组相比较，模型组

5-HT1AR基因表达下降，差异有统计学意义（ <0.05）；与模型组

相比较，二十味沉香丸组 5-HT1AR的基因表达升高，差异有统

计学意义（P<0.05）；与模型组相比较，帕罗西汀组 5-HT1AR 的

基因表达显著升高，差异有统计学意义（P<0.01）。
2.4 Western-blot检测结果

经过 SPSS22.0统计分析，各组大鼠海马区 5-HT1AR蛋白

的表达存在差异。与假手术组相比较，模型组 5-HT1AR蛋白表

达水平下降；与模型组相比较，二十味沉香丸组 5-HT1AR的蛋

白达升高，帕罗西汀组 5-HT1AR的蛋白表达升高。虽然差异没

有统计学意义，但是有一定的趋势。

3 讨论

近年来，脑卒中已经占据我国死因首位，其高病死率、高致

残率等特点，给患者家庭及社会带来严重的负担[6]。卒中后精神

障碍严重影响患者的康复[7]，而卒中后 PTSD更是其中发病率

高且未受到足够重视的一种。研究显示，脑卒中足以成为引起

Note: Compared with sham group, ▲P<0.05, ▲▲P<0.01; Compared with

model group, *P<0.05, **P＜0.01.

表 3 海马区 5-HT1AR RT-PCR结果分析（n=6，x± s）
Tabel 3 Result of 5-HT1AR RT-PCRin hippocampus（n=6, x± s）

Groups 5-HT1AR

Sham 0.93± 0.209

Model 0.62± 0.153▲

ESWCX 0.90± 0.273*

Paroxetine 1.05± 0.206**
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图 1 各组大鼠海马区 5-HT1AR RNA表达水平

Fig.1 The expression level of 5-HT1AR RNA in hippocampus of rats in

each group

Note: Compared with sham group, ▲P<0.05, ▲▲P<0.01; Compared with
model group, *P<0.05, **P＜0.01

PTSD的内在应激源，使患者在发病后出现 PTSD状态。在我国

有数据显示，在无明显意识状态下的脑卒中患者卒中后 3-4周

PTSD的发生率为 80.9%[8]，女性患者的发病率更高[9,10]。卒中后

PTSD精神方面的表现与普通 PTSD的表现相似，如创伤事件

的再体验、回避反应及高警觉状态等。与其它卒中后精神障碍

相比，卒中后 PTSD与卒中再发生的次数、消极事件关系更为

密切[11]。卒中后 PTSD易迁延不愈，数据[12]显示全球 PTSD终生

患病率约为 3.9%，其不仅增加了药物滥用和其他精神障碍的

患病率[13,14]，也影响着卒中患者的功能恢复及预后等，使患者身

心健康受到极大损害，生活质量急剧降低。因此，寻找有效治疗

卒中后 PTSD的药物是临床亟待解决的问题之一。

目前，大脑中动脉线栓法(MCAO)是公认的较为理想的制

备大脑中动脉缺血的方法，能有效模拟缺血性脑卒中症状。且本

团队前期研究显示，MCAO造模后造成了一定的 PTSD状态[4]。

所以项目组MCAO造模后筛选符合 PTSD改变的模型动物为

最终入组的实验动物，从而复制卒中后 PTSD模型。旷场实验

通过检测大鼠在自然状态下的运动情况，较好的反映出动物的

焦虑水平。故本研究拟采用旷场实验作为评价造模成功与否及

药物作用效果的指标之一。5-HT是一种存在于大脑、肠道和血

液中的神经递质 [15]，研究发现 5-HT 及其受体与焦虑、精神障

碍、冲动行为等精神疾病密切相关[16,17]，在已知的 5-HT受体中，

5-HT1AR又和焦虑、抑郁等心理疾病关系更为紧密。徐爱军等[18]

实验结果表明，接受 SPS&S应激后，大鼠海马 5-HT受体中只

有 5-HT1AR亚型有表达。还有研究[19]表明 PTSD大鼠海马组织

5-HT1AR表达减弱，应用氟西汀后可逆转这种现象。故本研究采

用 PCR与 Western blot从基因与蛋白水平探究二十味沉香丸

治疗卒中后 PTSD的作用机制是否与调节 5-HT1AR有关。5-HT

是治疗 PTSD的主要靶点，而选择性 5-HT再摄取抑制剂（舍曲

林和帕罗西汀)是 FDA批准的治疗 PTSD的唯一药物[20]，因而

本研究拟采用帕罗西汀作为阳性对照药物。

本次研究结果表明，造模后，动物一般情况较差，死亡率

高。二十味沉香丸组和帕罗西汀组死亡率低于模型组，说明二

十味沉香丸和帕罗西汀能够改善模型大鼠的整体状态，提高存

活率。与假手术组相比较，模型组运动总距离、单次最大运动距

离、穿格次数、直立次数、直立时间、修饰次数及修饰时间减少，

且 5-HT1AR基因及蛋白表达水平下降。提示 MCAO造模可以

使大鼠产生 PTSD样症状。

与模型组相比较，二十味沉香丸组运动总距离、穿格次数、

直立时间、直立次数增加，提示二十味沉香丸在一定程度上能

改善卒中后 PTSD模型大鼠的焦虑样行为。同时二十味沉香丸

组模型大鼠 5-HT1AR的基因及蛋白水平表达升高，其升高水平

与帕罗西汀组接近。说明该药可以影响模型大鼠脑内 5-HT1AR

的表达，提示该药对大鼠行为的影响可能与调控 5-HT1AR相关。

综上，二十味沉香丸能够调节卒中后 PTSD模型大鼠脑内

5-HT1AR的表达，对其行为异常有较好的改善作用，且这种作用

与帕罗西汀类似。虽然其机制尚需进一步探索，但仍在一定程

度上认为，传统藏药二十味沉香丸可以作为治疗卒中后 PTSD

的可选效方，为藏医传统名方的基础研究及临床推广应用提供

可借鉴的思路和依据。
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