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摘要 目的:探讨复合造模法复制肝郁脾虚证大鼠模型的HPA轴变化及特点。方法: 大鼠采用慢性束缚+ 过度疲劳+ 饮食

失节法, 连续三周, 自然恢复一周。观察造模期间各不同时间点大鼠肾上腺重量及指数、下丘脑促肾上腺皮质激素释放激素

( CRH)、血浆促肾上腺皮质激素( ACTH)及皮质酮( CORT )的变化。结果:与正常组比较,模型大鼠肾上腺重量第一周显著增加( P

< 0. 001) ,第三、四周显著减低( P< 0. 001和 P< 0. 01) ,其肾上腺指数在实验各周均显著高于正常组( P< 0. 05 和P< 0. 01) ;下丘脑

CRH 第三周显著低于正常组( P< 0. 05) ,第四周回升并显著高于正常组( P< 0. 05) ; 血浆ACTH 在第一、三、四周均显著降低( P< 0.

05) ; 血浆CORT第一周显著降低( P< 0. 05) ,第二周有所回复,第三、四周仍显著降低( P< 0. 05 和P< 0. 001)。结论:该肝郁脾虚证

大鼠模型存在HPA轴的功能减低, 垂体对上位激素调节的反应能力减低可能是该模型的一个重要的生物学特征。
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Study on Change of Hypothalamus- pituitary- adrenal Axis(HPAA)

in TCM s Syndrome Model of GYPX
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ABSTRACT Objective: To study the change of Hypothalamus- pituitary- adrenal axis( HPAA) in the TCM s syndrome model of

GYPX( stagnation of liver- qi and deficiency of spleen- qi) made by a new compound method. Methods: Chronic astricting、excess fatigue and

out of constant diet were adopted towards the rats for three weeks running and then the rats were restored naturally for one week. The changes of

the weight and index of rats adrenal gland and the levels of Corticotropin- releasing Hormone( CRH) in hypothalamus, AdrenocorticotropicHor-

mone( ACTH) and Corticotrophin( CORT ) in plasmawere observed at different time during making model. Results: Compared with relevant nor-

mal group, the weight of the model rats adrenal gland increased significantly at the 1st week( P< 0. 001) and decreased at the 3rd and 4th week

( P< 0. 001 and P< 0. 01) , but the index of adrenal gland increased significantly during the 4 weeks( P< 0. 05 and P< 0. 01) ; CRH in hypotha-

lamus decreased significantly at the 3rd week( P< 0. 05) , and brought back and increased significantly at 4th week( P< 0. 05) ; ACTH in plasma

decreased significantly at the 1st, 3rd and 4th week( P< 0. 05) ; CORT in plasma decreased significant in the 1st week( P< 0. 05) , went back a

little at 2nd week and decreased again at 3rd and 4th week( P< 0. 05 and P< 0. 001) . Conclusion: The functions of HPAA of the rats in

GYPX model were reduced. The lower reactive ability of pituitary to the adjustment of superior hormone may be the important biologic character of

this model.

Key words: Syndrome of liver- qi stagnation and spleen- qi deficiency; Animal model; Rats; HPAA; A compound method of estab-

lishing model

根据中医病因发病学原理, 作者在参考目前肝郁证模型

的慢性束缚应激法[ 1]和脾虚证模型的过度劳累加饥饱失常

法[2, 3]的基础上, 探索用慢性束缚应激+ 过度疲劳+ 饮食失节

的复合方法成功复制出类肝郁脾虚证的大鼠模型。本文研究

了该模型复制中HPA轴(下丘脑- 垂体- 肾上腺皮质)的变化

及其特点。

1 材料

1. 1 动物

健康雄性Wistar 大鼠,体重 220 10g ,级别 SPF/ VAF, 动物

许可证号为 SCXK(京) 2002- 0003, 由北京维通利华实验动物

中心提供。所有动物提前一周购入, 5 只/笼。光照节律 12L:

12D( 6: 00~ 18: 00) ,室温 19 2 ,保持安静。

1. 2 造模用束缚筒

自制束缚筒为有机玻璃制成的圆筒状结构 ,主筒长 25 厘

米,筒口外径 7 厘米, 内径 5 厘米; 前端置有一直径小于主筒

的、可以前后调节的带有透气孔、便于大鼠头伸进的有机玻璃

前罩,后端为可调的开关闸门。

1. 3 试剂

CRH- RIA试剂盒由解放军总医院东亚放免研究所提供;

ACTH- RIA试剂盒、CORT- RIA 试剂盒由北京海科锐生物技

术中心提供。

1. 4 主要仪器

低温离心机( DDL- 5 型) , 上海安亭科学仪器厂产; SN-

695B型智能放免 测量仪, 上海核所日环光电仪器有限公司

产。
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2 方法

2. 1 制模方法

采用慢性束缚应激+ 过度疲劳+ 饮食失节的方法。实验

前全部动物进行预游泳, 剔除游泳时间少于 10 分钟、大于 20

分钟的大鼠。

造模:合格造模大鼠于每天上午 8: 00 置于束缚盒中限制

3 小时,下午 2: 00 置于盛有温水( 22 1 )的大塑料桶中游泳

10 分钟。隔日喂食(隔日禁食 ,隔日足量给食) ,连续 3 周。自

然恢复阶段:于造模第 22 天开始, 停止上述造模因素, 自然饲

养条件下观察。

2. 2 分组处理

大鼠随机分为正常组和肝郁脾虚模型组 (以下简称模型

组) ,每组 40只。模型组动物按上述制模方法给予处理, 正常

组动物不加任何刺激,自然饲养。于造模的第一、二、三、四周

的前一天下午8 点, 分别从两组中随机抽取大鼠 10 只, 禁食,

第二天大鼠断头取血 4ml置于加入 0. 3M EDTA 2Na 40 l和抑

肽酶 40 l抗凝剂的试管中, 4 , 3000rpm 15min, 取血浆, 待测

ACTH、CORT ;分离下丘脑, 称重后置于煮沸的生理盐水 ( 1ml)

中继续煮沸 3min, 再加 1N的冰醋酸 0. 5ml于匀浆器中匀浆提

取,再用 1N NaOH 0. 5ml中和, 3000rpm 30min, 取上清液贮存于

- 20 以下待测 CRH。打开腹腔小心剥离肾上腺, 用滤纸吸

去肾上腺上附带血液,用电子天平称重。

2. 3 指标观测

体重、肾上腺重量及肾上腺指数 (组织重量/体重 ) : 称量

记录;

下丘脑 CRH、血浆 ACTH、CORT :放免法, 按试剂盒说明操

作。

2. 4 数据统计学处理

所得数据均以 S 表示, 用 SPSS 11. 5 软件统计处理。先

采用单因素方差分析( one- way ANOVA)进行检验, 后经多组

间比较,采用 Student- Newman- Keuls 检验。

3 结果

3. 1 不同造模时间大鼠体重的变化

结果见图 1。从图 1 中可以看出,正常组大鼠体重随着观

察时间的延长而不断增加, 模型组大鼠体重在造模期间无明

显变化,自然恢复第四周显著增加。与正常对照组比较, 模型

组大鼠体重实验观察的四个时间点均显著降低( P< 0. 001)。

P< 0. 001, compared with the relevant normal group(n= 10) .

图 1 不同造模时间大鼠体重的变化

Figure 1 The changes of the rats weight

at different making model.

3. 2 不同造模时间大鼠肾上腺重量及指数的变化

结果见图 2。从图 2- 1 中可以看出, 正常对照组大鼠肾

上腺重量在第二、三周显著增加, 第四周趋于平稳。与正常对

照组比较,模型组大鼠肾上腺重量在造模第一周即见显著升

高( P< 0. 001) , 第二周与正常组接近( P> 0. 05) , 第三、四周显

著低于正常组( P< 0. 001 和 P< 0. 01)。从图 2- 2 中可以看

出,正常对照组和模型组大鼠的肾上腺指数均在第二周升高,

第三、四周恢复。与正常对照组比较, 模型组大鼠肾上腺指数

在实验期间各观察点均显著升高( P< 0. 01和 P< 0. 05)。

图 2- 1 二组大鼠肾上腺重量的变化

Fig 2- 1 Changes of weight of adrenal gland

of GYPX rats on different time points

图 2- 2 二组大鼠肾上腺指数的变化

Fig 2- 2 Changes of index of adrenal gland

of GYPX rats on different t ime points

P< 0. 05, P< 0. 01, P< 0. 001, compared with the relevant normal group( n= 10, each group) ;

图 2 不同造模时间大鼠肾上腺、肾上腺指数的变化

Figure 2 The changes of weight and index of the rats adrenal glands at different making model time.

3. 3 不同造模时间大鼠下丘脑 CRH、血浆 ACTH、CORT 的变

化

结果见图 3。从图 3- 1 中可以看出, 正常对照组大鼠下

丘脑 CRH 实验期间变化不大; 模型组大鼠下丘脑 CRH 第三周

显著降低( P< 0. 05) , 第四周回升并显著高于正常组( P< 0.

05)。从图 3- 2 中可以看出, 正常对照组大鼠血浆 ACTH 前三
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周没有变化, 第四周有所升高; 模型组大鼠血浆 ACTH 变化趋

势同正常组,但一、三、四周显著低于正常组( P< 0. 05)。从图

3- 3 中可以看出,正常对照组血浆 CORT 于第二周下降, 第三

周回升,第四周继续升高; 模型组大鼠血浆 CORT 在实验各周

变化不大,但第一、三、四周显著低于正常组( P< 0. 05 和 P< 0.

001)。

图 3- 1 二组大鼠下丘脑CRH 的变化

Fig 3- 1 Changes of the CRH contents

in hypothalamus of GYPX rats

图 3- 2 二组大鼠血浆ACTH的变化

Fig 3- 2 Changes of the ACTH contents

in plasma of GYPX rats

图 3- 3 二组大鼠血浆 CORT的变化

Fig 3- 3 Changes of the CORT contents

in plasma of GYPX rats

P< 0. 05, P< 0. 001, compared with the relevant normal group( n= 10, each group) ;

图 3 不同造模时间大鼠 HPA轴的变化

Figure 3 The changes of HPA axis of the rats at diff erent making model t ime

4 讨论

我们曾根据中医发病学理论, 运用复合因素造模法(慢性

束缚应激+ 过度疲劳+ 饮食失节 )复制出肝郁脾虚证大鼠模

型。不少研究表明,肝郁脾虚证可能涉及到包括现代消化、神

经、内分泌、免疫等多系统功能的异常[ 4]。为进一步了解该肝

郁脾虚证大鼠模型的生物学特点, 本文对模型复制中的大鼠

HPA 轴的变化进行了观察。

在正常生理状态下,肾上腺分泌的 GC对下丘脑- 垂体-

肾上腺轴有负反馈抑制作用,但在慢性应激条件下, 作为应激

反应引爆激素的下丘脑 CRH 分泌过多,过量的 CRH 进一步导

致垂体 ACTH 的分泌增多, 最终造成 GC 分泌过多, 过量的 GC

使HPA 轴的负反馈机制失调,导致下丘脑 CRH、垂体 ACTH、肾

上腺 GC 持续升高, 表现为 HPA 轴功能持续亢进[5]。引起机

体出现抑郁症、学习和记忆障碍、应激性精神紊乱、免疫力低

下等等多系统的功能紊乱。本实验采用束缚加饮食失节和运

动疲劳的复合方法处理大鼠三周, 发现复制三周的模型大鼠

肾上腺重量显著减轻,下丘脑 CRH、血浆 ACTH、CORT 均显著

低于正常组, 提示该法复制的的肝郁脾虚证模型大鼠的 HPA

轴呈功能减低状态。这一结果不仅与通常单一束缚法复制肝

郁模型所观察到的血浆ACTH 明显增加[ 6- 8]不同, 也与利用不

可预知的多种应激随机组合方法建立的肝郁模型大鼠血浆

ACTH 显著升高[ 9]等结果表现出的 HPA轴的呈功能亢进状态

不同。结果也提示不同的应激因子引起的应激效应不同, 且

有复合应激因子共同作用的效应机制可能比较复杂。

下丘脑、腺垂体、肾上腺皮质三者形成一个自动调节系

统,血中 GC 浓度的变化可对下丘脑分泌的 CRH 和腺垂体分

泌的 ACTH 具有负反馈调节作用, 当血中 GC 和垂体 ACTH 浓

度降低时,下丘脑分泌 CRH 抑制作用解除而合成与分泌加强。

本实验中观察到停止造模一周内, 模型大鼠的上述指标均有

一定程度的恢复, 其中下丘脑 CRH 显著高于对照组,可能是对

下丘脑对血浆 ACTH、CORT降低的反馈性反应的结果; 但此时

的血浆 ACTH、CORT 仍明显低于对照组,反映了模型大鼠HPA

轴中的垂体和肾上腺皮质对下丘脑 CRH 反应的迟滞,提示该

模型中存在HPA轴调节功能的异常, 垂体对上位激素调节的

反应能力减低可能是该模型的一个重要的生物学特征。已知

免疫因子参与HPA轴的功能调节, 如 IL- 1、IL- 6、TNF均能激

活或诱导下丘脑- 垂体- 肾上腺合成和释放 CRH、ACTH、

CORT[ 10]。我们曾观察到该模型组血清 IL- 1、IL- 6、TNF 含量

均较对照组降低(另文发表) , 推测该模型中存在内分泌- 免

疫的整体低下状态, 而有关免疫因子的降低与 HPA 轴的功能

降低密切相关。

值得提出的是, 本实验中的模型大鼠肾上腺指数第一至

第四周均高于对照组, 这似与赵歆
[ 11]
等曾观察到的慢性束缚

应激大鼠的肾上腺指数显著增加的结果一致, 但本实验中大

鼠的肾上腺重量在造模第一周增加, 第三、四周显著降低, 这

显然与观察期间的模型组大鼠体重停止增加而正常组大鼠持

续增长有关。进一步结合垂体 ACTH 和血浆 CORT 的变化情

况,提示模型复制中大鼠肾上腺皮质功能先亢进后又转入抑

制;结果还提示非正常生长条件下的肾上腺指数变化的意义

可能不及其重量变化。

综上,采用慢性束缚+ 过度疲劳+ 饮食失节法复制肝郁

脾虚证模型,连续造模三周, 模型大鼠体重、肾上腺重量及指

数、下丘脑 CRH、血浆ACTH、CORT发生显著变化,自然恢复一

周后上述指标未见明显恢复。结果表明, 该肝郁脾虚证模型

大鼠存在HPA轴功能的降低及调节功能的紊乱。

(下转第 15页)
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2. 5 LMC 对A549 肺癌细胞周期的影响

与空白组相比, 100 mol/ L的 LMC 可显著地将 A549 肺癌

细胞阻断在 G2/M 期,并呈一定的剂量依赖性。如图 3所示。

图 3 LMC对A549肺癌细胞周期的影响。A: 空白; B:OPT, 40 mol /L;

C: C: LMC, 100 mol /L; D: LMC, 50 mol/L; D: LMC, 50 mol/ L; E:

LMC, 25 mol/ L; F: LMC, 12. 5 mol/ L; G2/ M期占总周期的百分比: A :

8. 94% , B: 36. 43% , C: 48. 16% , D: 21. 15% , E: 20. 31% , F: 15.

72% .

Fig. 3. Effect of LMC on A549 human lung cancer cells. A : cont rol ; B: OPT,

40 mol/ L; C: LMC, 100 mol/ L; D: LMC, 50 mol /L; E: LMC, 25 mol/

L; F: LMC, 12. 5 mol/ L; The percentage of G2/M, A: 8. 94% , B: 36.

43% , C: 48. 16% , D: 21. 15% , E: 20. 31%, F: 15. 72% .

3 讨论

钒是许多生物有机体所必需的微量元素。近年来一些钒

配合物证明具有抗癌活性[6] ,但确切机制仍不十分清楚, 因此

也影响了高效低毒的钒配合物的研究开发。

我们的实验结果表明,钒配合物 LMC 对不同来源的肿瘤

细胞株 BEL- 740、A549 和 Hela均具有较强的抑制生长能力,

而对正常肝细胞几乎无影响, 表明其发挥作用的选择性较强,

流式细胞仪检测还发现 100umol/ L 的 LMC 能显著地将细胞周

期阻断于 G2- M 期, 表明 LMC 对细胞生长还具有周期抑制

性。

我们的研究还发现, LMC 对Topo- 有较强的抑制作用。

Topo- 是一种单链的核酸内切酶和连接酶, 喜树碱的衍生物

OPT 是典型的Topo- 抑制剂。实验中发现 LMC 对 Topo-

具有明显的抑制作用, 且作用强于 OPT , 其深入的分子机制值

得进一步研究。

综合我们的研究表明, 钒配合物 LMC 具有抑制肿瘤细胞

的作用,其机制与有较强的Topo- 抑制作用有关。该研究

为LMC进一步开发成新的非铂类抗肿瘤药物奠定了基础, 其

新的作用机制也为金属配合物的抗肿瘤研究提供了新视野。
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