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摘要： 目的　 探讨清宫汤通过调控 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路对广泛性焦虑症 （ＧＡＤ） 大鼠焦虑样行为的影响。
方法　 将 ４８ 只大鼠随机分为对照组、 模型组、 劳拉西泮组 （０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｋｇ） 和清宫汤高、 中、 低剂量组 （２０􀆰 ３４、
１０􀆰 １７、 ５􀆰 ０９ ｇ ／ ｋｇ）。 除对照组外， 其他各组大鼠均采用不确定空瓶刺激和慢性束缚应激的方法制备 ＧＡＤ 模型。 造模

成功后， 各组给予相应剂量药物干预 １４ ｄ。 通过高架十字迷宫实验 （ＥＰＭ）、 旷场实验 （ＯＦＴ） 和明暗箱实验 （ＬＤＢ）
检测各组大鼠的焦虑样行为， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清和海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测海马组织

ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表

达， 免疫荧光法检测 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 入核情况。 结果　 与对照组比较， 模型组大鼠在 ＥＰＭ、 ＯＦＴ、 ＬＤＢ 中的探索行为学指

标降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清和海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 海马组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 入核增

多； 与模型组比较， 清宫汤高剂量组行为学指标升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 清宫汤高、 中剂量组血清和海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 清宫汤各剂量组海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 入核减少。 结论 　 清宫汤可能通过抑制

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化， 降低促炎因子水平， 进而缓解 ＧＡＤ 大鼠的焦虑样行为。
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　 　 广泛性焦虑症 （ｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒ， ＧＡＤ） 是

最常见的焦虑障碍， 终生患病率约为 ４％ ～ ７％ ［１］ ， 表现为

至少 ６ 个月的过度担忧和焦虑， 常伴有肌肉紧张、 易激惹、
失眠和消化不良等症状［２］ 。 研究发现， 神经炎症与固定应

激引起的焦虑样行为密切相关［３⁃４］ ， 慢性束缚应激能够激活

小胶质细胞， 造成神经炎症反应［５⁃７］ 。 尽管西药在治疗焦虑

方面有一定的疗效， 但存在依赖性、 戒断反应和患者依从

性差等局限性［８］ ， 而中药具有疗效显著、 不良反应少的优

势， 从中药方剂中寻找适用于治疗焦虑的药物已成为当前

的研究热点。
广泛性焦虑在中医学中属于情志类疾病， 常见病症包

括 “郁证” “心悸” “不寐” “脏躁” 等。 清宫汤的雏形最

早见于叶天士的 《三时伏气外感篇》， 由 《温病条辨》 成

方， 主要用于治疗邪陷心包而导致的心烦失眠、 躁动不安

和神昏谵语等症状。 目前， 在临床广泛用于治疗焦虑性神

经症、 神经衰弱和强迫性神经症等情志类疾病， 具有良好

疗效［９］ 。 研究发现， 清宫汤对小鼠中枢神经系统具有明显

的镇静、 催眠和抗焦虑作用［１０⁃１２］ 。 本研究旨在探讨清宫汤

是否通过调控 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 减少炎症因

子的释放， 从而改善 ＧＡＤ 模型大鼠的焦虑行为。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ４８ 只 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠， ６ 周龄， 体质量

（２００±２０） ｇ， 购自济南朋悦实验动物繁育有限公司 ［实验

动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁） ２０２２⁃０００６， 动物质量合格

证编号 ３７０７２６２３１１００６２４３６１］， 饲养于河南中医药大学实验

动物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （豫） ２０２１⁃
００１５］， 环境温度 ２０～２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～７０％ ， 压强差

１０ Ｐａ～２０ Ｐａ， 环境相对安静， 饲养室所有物品定期消毒。
本动物实验经过河南中医药大学伦理委员会批准 （伦理号

ＩＡＣＵＣ⁃２０２３０２０２７）。
１􀆰 ２　 药物 　 玄参、 麦冬、 竹叶、 连翘、 水牛角、 莲子心

（ 批 号 ２０２１２０１、 ２３０３０１、 ２１０８０１、 ２３０１０１、 ２０２１００１、
２１１２０１） 购自张仲景大药房， 将清宫汤所有饮片加水浸泡

３０ ｍｉｎ， 水牛角浸泡 １ ｈ， 煎煮 ２ 次， 每次用 ８ 层纱布过滤，
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将 ２ 次药液合并， 浓缩， 清宫汤高、 中、 低剂量分别为

２􀆰 ０３、 １􀆰 ０１、 ０􀆰 ５１ ｇ ／ ｍＬ， 无菌条件下装瓶， 于４ ℃冰箱中

保存 备 用。 劳 拉 西 泮 （ 规 格 １ ｍｇ ／片， 国 药 准 字

Ｈ２００６０１０５） 购自山东信谊制药有限公司。
１􀆰 ３　 试剂 　 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 Ｅ⁃
ＥＬ⁃Ｒ２８５６ｃ、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００１２ｃ、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００１５ｃ， 武汉伊莱瑞特生

物科技股份有限公司）； 总 ＲＮＡ 提取试剂盒、 ＢＣＡ 蛋白浓

度测定试剂盒 （批号 Ｒ１２００、 ＰＣ００２０， 北京索莱宝科技有

限公司）； 逆转录试剂盒 （批号 Ｋ１６２２， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司）； ２Ｘ 通用型 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 快速 ｑＰＣＲ 预混液 （批号

ＲＭ２１２０３， 美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公 司）； ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ⁃ｐ６５ 抗 体 （ 批 号 ＡＦ７０１７、 ＡＦ５１９５、
ＡＦ５００６、 ＡＦ２００６， 美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）； ＧＡＰＤＨ 抗体 （批
号 ６０００４⁃１⁃Ｉｇ， 美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）； ＨＲＰ 标记山羊抗兔

二抗、 ＨＲＰ 标记山羊抗鼠二抗 （批号 ＲＳ０００１、 ＲＳ０００２，
美国 Ｉｍｍｕｎｏｗａｙ 公司）； 引物 （江苏金唯智生物科技有限

公司）。
１􀆰 ４　 仪器 　 ＸＲ⁃ＸＧ２０１ 型高架十字迷宫、 ＸＲ⁃ＸＺ３０１ 型旷

场实验箱、 ＸＲ⁃ＸＢ１２０ 型明暗穿箱、 ＶｉｓｕＴｒａｃｋ 动物行为分

析软件 （上海欣软信息科技有限公司）； ｉＭａｒｋ 型酶标仪、
１６４⁃５０５０ 型电泳仪电源、 Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ 型垂直电泳槽、
Ｍｉｎｉ Ｔｒａｎｓ⁃Ｂｌｏｔ 型 电 泳 转 印 仪 （ 美 国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公 司 ）；
Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 型核酸蛋白浓度微量测定仪、 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ
全波长酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＦＣ⁃９６ 型 ＰＣＲ 仪 （杭
州比格飞序生物科技有限公司）； ＴＬ⁃９８８ 型荧光定量 ＰＣＲ
仪 （西安天隆科技有限公司）； Ｄ３０２４ 型高速离心机 ［大
龙兴创实验仪器 （北京） 股份公司］； ＫＺ⁃Ⅱ型高速组织研

磨仪 （武汉赛维尔生物科技有限公司）； ＧＮＰ⁃９０８０ＢＳ⁃Ⅲ型

电热恒温培养箱 （上海新苗医疗器械制造有限公司）； ＴＳ⁃
１０００ 型脱色摇床 （海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；
ＱｕｉｃｋＣｈｅｍｉ ５２００ 型化学发光成像系统 ［莫纳 （武汉） 生物

科技有限公司］； 大鼠束缚笼 （自制）。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立　 大鼠适应性饲养 ７ ｄ 后随机分为对照组、
模型组、 劳拉西泮组和清宫汤高、 中、 低剂量组， 每组 ８
只， 采用不确定空瓶应激和慢性束缚应激法制备 ＧＡＤ 模

型。 除对照组外， 所有大鼠均接受 ７ ｄ 定时喂水训练， 即

每天 ８： ３０ ～ ８： ４０ 和 ２０： ３０ ～ ２０： ４０ 各予以饮水１０ ｍｉｎ，
其余时间大鼠处于口渴状态， 从第 ８ ～ ２１ 天开始执行不确

定空瓶应激， 随机选择 １ 个时间段予以饮水 １０ ｍｉｎ， 另一

时间段不予饮水 （放置空水瓶）， 严格执行应激 １４ ｄ； 不

确定空瓶应激的同时予以大鼠慢性束缚应激法， 每天９： ００
至 １５： ００ 将大鼠放置于自制束缚装置中， 连续束缚６ ｈ，
２１ ｄ 后， 进行高架十字迷宫、 旷场、 黑白箱实验测试大鼠

焦虑样行为， 模型成功后， 进行后续研究。
２􀆰 ２　 给药 　 根据 《温病条辨》， 按药物剂量古今换算得

出， 清宫汤成人每天用量为 １１３ ｇ， 根据 《药理实验方法

学》 ［１３］可知大鼠等效剂量为成人的 ６􀆰 ３ 倍， 以成人体质量

７０ ｋｇ 计算， 换算成大鼠剂量 １０􀆰 １７ ｇ ／ ｋｇ， 所以清宫汤高、
中、 低剂量为 ２０􀆰 ３４、 １０􀆰 １７、 ５􀆰 ０９ ｇ ／ ｋｇ； 劳拉西泮按成人

每天用量 １ ｍｇ ／ ｋｇ， 换算为大鼠剂量 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｋｇ， 各组按照

１０ ｍＬ ／ ｋｇ 灌胃相应剂量药物， 对照组和模型组灌胃给予相

应体积生理盐水， 每天 １ 次， 连续 １４ ｄ。 灌胃期间造模仍

同步进行， 灌胃结束后再次进行行为学实验。
２􀆰 ３　 标本采集　 大鼠称定质量后， 麻醉， 腹主动脉取血，
血液静置 ２ ｈ， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上层血

清， 于－８０ ℃冰箱中保存。 取血后， 断头取脑， 分离出海

马， 于－８０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 ４　 高架十字迷宫 （ＥＰＭ） 实验 　 将大鼠的头部背对实

验者， 头朝开臂方向放置在 ＥＰＭ 中央区， 释放后使用

ＶｉｓｕＴｒａｃｋ 跟踪系统， 记录 ５ ｍｉｎ 内大鼠活动轨迹， 并统计

大鼠在开臂活动的次数百分比和时间百分比。
２􀆰 ５　 旷场实验 （ＯＦＴ） 　 将大鼠置于敞箱底面的中心方格

内， 使用 ＶｉｓｕＴｒａｃｋ 跟踪系统记录大鼠 ５ ｍｉｎ 内在旷场实验

箱中的活动情况， 并统计大鼠进入中央区的次数、 在中央

区的停留时间以及水平运动总距离。
２􀆰 ６　 明暗箱实验 （ＬＤＢ） 　 将大鼠放在明箱内， 且背对暗

箱， 使用 ＶｉｓｕＴｒａｃｋ 跟踪系统记录 ５ ｍｉｎ 内大鼠在明暗箱中

的活动情况， 统计大鼠在明箱路程、 明箱时间比以及穿箱

次数。
２􀆰 ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清、 海马组织中炎症因子水平　
取大鼠血清和海马组织， 海马组织经匀浆、 离心、 取上清

后进行测定。 严格执行试剂盒操作步骤， 分别检测大鼠血

清、 海马组织中炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达　 取海马组织， 根据 ＲＮＡ 提取试剂盒说明

书， 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取海马组织中总 ＲＮＡ， 然后用逆转录

酶将其逆转录为 ｃＤＮＡ， 并使用荧光定量 ＰＣＲ 仪进行扩增。
以 ＧＡＰＤＨ 为内参， ２－ΔΔＣＴ法计算 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５
ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＴＬＲ４ 正向 ＴＣＣＡＣＡＡＧＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴ

反向 ＴＧＡＡＧＡＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣＧＧ
ＭｙＤ８８ 正向 ＧＡＧＣＡＧＴＧＴＣＣＣＡＣＡＧＡＣＡＡ

反向 ＡＧＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＡＧＧＣＧＴＣＧ
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 正向 ＴＧＴＡＴＴＴＣＡＣＧＧＧＡＣＣＴＧＧＣ

反向 ＣＡＧＧＣＴＡＧＧＧＴＣＡＧＣＧＴＡＴＧ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ

反向 ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ

２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃
κＢ 蛋白表达　 使用蛋白质提取试剂盒从大鼠海马组织提取

总蛋白质， 将蛋白溶液于－２０ ℃保存。 根据试剂盒说明书，
采用 ＢＣＡ 法测定各样本蛋白质浓度， 然后经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 聚

丙烯酰胺凝胶电泳、 转膜、 脱脂奶粉溶液封闭后， 加入一

抗 ＴＬＲ４（１ ∶ １ ０００）、 ＭｙＤ８８ （１ ∶ １ ０００）、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （１ ∶
１ ０００）、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （１ ∶ １ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １０ ０００），
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４ ℃摇床孵育过夜， 次日 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入相应山羊抗

兔和抗鼠二抗 （１ ∶ １０ ０００） 孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加

入 ＥＣＬ 发光显色液显影， 显影后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像处理软

件分析目的蛋白灰度值。
２􀆰 １０　 免疫荧光法观察大鼠海马 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 核转移情况 　
制备海马组织石蜡切片， 脱蜡， 水化， 用 ０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００ 破膜 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ０􀆰 ５％ ＢＳＡＴ 封闭 ３０ ｍｉｎ，
加入一抗 ４ ℃孵育过夜， 洗片后加入二抗避光孵育 １ ｈ， 洗

片后加入含有 ＤＡＰＩ 的防荧光淬灭剂， 封片， 于荧光显微

镜下观察并拍照。

２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠高架十字迷宫实验的影响 　 造模

２１ ｄ 后， 与对照组比较， 模型组大鼠在开臂次数、 开臂停

留时间所占的比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 给药 １４ ｄ 后， 与模型

组比较， 清宫汤高、 中剂量组和劳拉西泮组在开闭次数和

开臂停留时间所占的比例升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见

表 ２。
表 ２　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠高架十字迷宫实验的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
开臂时间比 ／ ％ 开臂次数比 ／ ％

造模后 给药后 造模后 给药后

对照组 ２９􀆰 ９１±３􀆰 ７３ ２８􀆰 ６５±５􀆰 ４９ ４０􀆰 ６１±６􀆰 ４８ ３８􀆰 ８２±５􀆰 ７２
模型组 ７􀆰 ４１±６􀆰 １１∗∗ ４􀆰 ９７±３􀆰 １７∗∗ １８􀆰 ９０±８􀆰 ２５∗∗ １０􀆰 ５８±５􀆰 ８８∗∗

劳拉西泮组 ７􀆰 ２５±４􀆰 １１∗∗ １３􀆰 ９３±４􀆰 ８１＃ １７􀆰 ７４±５􀆰 ０３∗∗ ２８􀆰 ９２±７􀆰 ２３＃＃

清宫汤高剂量组 ７􀆰 １９±４􀆰 ０４∗∗ １４􀆰 ９０±４􀆰 ００＃＃ １９􀆰 ０８±９􀆰 ２２∗∗ ２７􀆰 ８６±１７􀆰 ３９＃＃

清宫汤中剂量组 ７􀆰 ９４±４􀆰 ６５∗∗ １３􀆰 ３５±５􀆰 ２０＃ １９􀆰 ８３±９􀆰 ６７∗∗ ２５􀆰 ０２±６􀆰 ０８＃

清宫汤低剂量组 ６􀆰 ３３±３􀆰 ７６∗∗ ７􀆰 ２４±５􀆰 ８１ １８􀆰 ８１±７􀆰 ０６∗∗ １８􀆰 １５±３􀆰 ７９

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠旷场实验的影响 　 造模 ２１ ｄ 后，
与对照组比较， 模型组大鼠进入中央区次数以及在中央区

的停留时间均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 给药 １４ ｄ 后， 与模型组比

较， 清宫汤高、 中剂量组和劳拉西泮组大鼠进入中央区次

数以及在中央区的停留时间均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见表 ３。

表 ３　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠旷场实验的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
中央区停留时间 ／ ｓ 中央区进入次数 ／ 次

造模后 给药后 造模后 给药后

对照组 ２４􀆰 ３２±５􀆰 ６０ ２３􀆰 ９０±３􀆰 ９６ ５􀆰 ８８±２􀆰 ４７ ５􀆰 ７５±１􀆰 ６７
模型组 ６􀆰 ５２±３􀆰 ６５∗∗ ３􀆰 １５±５􀆰 ４６∗∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 ５２∗∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 ５２∗∗

劳拉西泮组 ６􀆰 ７２±５􀆰 ７１∗∗ １４􀆰 ６０±２􀆰 ５６＃＃ ０􀆰 ６３±０􀆰 ７４∗∗ ４􀆰 １３±１􀆰 １３＃＃

清宫汤高剂量组 ４􀆰 ８７±６􀆰 ０５∗∗ １３􀆰 ６８±３􀆰 ９８＃＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ７１∗∗ ３􀆰 ６３±１􀆰 ０６＃＃

清宫汤中剂量组 ６􀆰 ９６±４􀆰 ２５∗∗ １１􀆰 ２７±４􀆰 ０５＃ ０􀆰 ７５±０􀆰 ８９∗∗ ２􀆰 ７５±１􀆰 ０４＃

清宫汤低剂量组 ５􀆰 １５±６􀆰 ２９∗∗ ６􀆰 ４３±４􀆰 １４ ０􀆰 ６３±０􀆰 ７４∗∗ ０􀆰 ８８±０􀆰 ６４

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠明暗箱实验的影响　 造模 ２１ ｄ 后，
与对照组比较， 模型组大鼠在明箱时间比以及穿箱次数均

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 给药 １４ ｄ 后， 与模型组比较， 清宫汤高

剂量组和劳拉西泮组大鼠在明箱时间比和穿箱次数均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ４。

表 ４　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠明暗箱实验的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别
明箱时间比 ／ ％ 穿箱次数 ／ 次

造模后 给药后 造模后 给药后

对照组 ４７􀆰 ６０±１０􀆰 ０４ ４９􀆰 ２５±１０􀆰 ６４ １６􀆰 ００±４􀆰 ００ １６􀆰 １３±３􀆰 ４０
模型组 ２６􀆰 ０６±８􀆰 １８∗∗ ２３􀆰 ５７±１７􀆰 ４７∗∗ ８􀆰 ７５±２􀆰 ８７∗∗ ７􀆰 ００±４􀆰 ５７∗∗

劳拉西泮组 ２８􀆰 ５２±６􀆰 ４４∗∗ ３８􀆰 ２１±９􀆰 ２６＃＃ ８􀆰 ３８±１􀆰 ８５∗∗ １２􀆰 ００±１􀆰 ９３＃＃

清宫汤高剂量组 ３０􀆰 ９３±４􀆰 ９０∗∗ ３８􀆰 ５９±５􀆰 ５７＃＃ ９􀆰 ００±１􀆰 ４１∗∗ １１􀆰 ５０±３􀆰 ０２＃

清宫汤中剂量组 ２８􀆰 ０１±６􀆰 ２６∗∗ ３３􀆰 ２７±１５􀆰 １４＃ ８􀆰 ７５±３􀆰 １１∗∗ ９􀆰 １３±１􀆰 ２５
清宫汤低剂量组 ２７􀆰 ２４±５􀆰 ８２∗∗ ２５􀆰 ６２±１４􀆰 ７８ ８􀆰 ３８±２􀆰 ６７∗∗ ７􀆰 ５０±４􀆰 ６３

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠血清、 海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平的影响　 给药 １４ ｄ 后， 与对照组比较， 模型组大

鼠血清、 海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 清宫汤高、 中剂量组和劳拉西泮组

大鼠血清、 海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均降低 （Ｐ＜

０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５～６。
３􀆰 ５　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ

ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 给药 １４ ｄ 后， 与对照组比较， 模

型组大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 清宫汤各剂量组和劳拉
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西泮组大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表 达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ７。
表 ５　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
对照组 １４２􀆰 ６１±８􀆰 ５２ ２３􀆰 ５９±６􀆰 １７ ２􀆰 ２４±０􀆰 ５８
模型组 ３３１􀆰 ３５±３７􀆰 ５０∗∗ １７７􀆰 ７０±５􀆰 ０９∗∗ ２４􀆰 ５１±１􀆰 ４５∗∗

劳拉西泮组 １９０􀆰 ４９±１１􀆰 ７１＃＃ ７８􀆰 ５８±５􀆰 ５６＃＃ １３􀆰 ４９±１􀆰 ６８＃＃

清宫汤高剂量组 ２２１􀆰 ８６±２３􀆰 ２３＃＃ ８２􀆰 １７±１９􀆰 ０８＃＃ １３􀆰 ９０±３􀆰 ２９＃＃

清宫汤中剂量组 ２４８􀆰 ０１±２０􀆰 ９３＃＃ １０４􀆰 ０７±２６􀆰 ７５＃ １５􀆰 １７±２􀆰 ５９＃＃

清宫汤低剂量组 ２９１􀆰 ３２±３０􀆰 ６２ １４３􀆰 １４±１８􀆰 １１＃ ２１􀆰 ０１±１􀆰 ６１

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６

对照组 ２７􀆰 ３９±３􀆰 ０２ ４８􀆰 ９２±３􀆰 ６５ ２７􀆰 １６±５􀆰 １３
模型组 １３７􀆰 ８２±１５􀆰 ４２∗∗ ３１０􀆰 ３３±２８􀆰 ８２∗∗ １４５􀆰 ４５±２０􀆰 ７３∗∗

劳拉西泮组 ８０􀆰 ８２±７􀆰 ２１＃＃ １３８􀆰 ０６±１４􀆰 ９８＃＃ ７２􀆰 ７０±５􀆰 ９１＃＃

清宫汤高剂量组 ７７􀆰 ６６±１６􀆰 ３１＃＃ １２５􀆰 ６７±２８􀆰 ７１＃＃ ７５􀆰 ７９±１３􀆰 ５３＃＃

清宫汤中剂量组 ９０􀆰 ２０±７􀆰 ８１＃＃ １５０􀆰 ７７±１１􀆰 ９５＃＃ ８５􀆰 ７７±７􀆰 ８２＃＃

清宫汤低剂量组 １１９􀆰 ０１±１２􀆰 ９０ ２２０􀆰 １９±２４􀆰 ７７＃＃ １１６􀆰 ７２±７􀆰 ７２＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ７　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＬＲ４ ＭｙＤ８８ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

对照组 １􀆰 ００±０􀆰 ２３ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０８
模型组 ３􀆰 ９２±０􀆰 ３０∗∗ ２􀆰 ３９±０􀆰 ２７∗∗ ３􀆰 ０９±０􀆰 ２８∗∗

劳拉西泮组 １􀆰 ９２±０􀆰 １７＃＃ １􀆰 ４８±０􀆰 ０６＃＃ １􀆰 ５７±０􀆰 ０７＃＃

清宫汤高剂量组 １􀆰 ４６±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 ３１±０􀆰 ０９＃＃ １􀆰 ２０±０􀆰 ０７＃＃

清宫汤中剂量组 １􀆰 ９５±０􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ６３±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ７１±０􀆰 ０９＃＃

清宫汤低剂量组 ２􀆰 ５８±０􀆰 １３＃＃ １􀆰 ９２±０􀆰 １３＃＃ ２􀆰 ０９±０􀆰 １２＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响　 给药 １４ ｄ 后， 与对照

组比较， 模型组大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 清

宫汤各剂量组和劳拉西泮组大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ８、 图 １。

表 ８　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）
组别 ＴＬＲ４ ＭＹＤ８８ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

对照组 ０􀆰 ０９±０􀆰 ０４ ０􀆰 １０±０􀆰 ０３ ０􀆰 １１±０􀆰 ０９ ０􀆰 ０６±０􀆰 ０１
模型组 ０􀆰 ９８±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ０５±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０８∗∗ １􀆰 ２４±０􀆰 １２∗∗

劳拉西泮组 ０􀆰 ５７±０􀆰 １３＃＃ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０９＃＃ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ４８±０􀆰 １１＃＃

清宫汤高剂量组 ０􀆰 １９±０􀆰 ０４＃＃ ０􀆰 １６±０􀆰 ０７＃＃ ０􀆰 ２６±０􀆰 １８＃＃ ０􀆰 １８±０􀆰 １１＃＃

清宫汤中剂量组 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０２＃＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０８＃＃ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０６＃＃

清宫汤低剂量组 ０􀆰 ７１±０􀆰 １４＃ ０􀆰 ５５±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０６＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 入核的影

响　 如图 ２ 所示， 对照组大鼠海马组织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白

主要分布于细胞质中， 仅少量分布于细胞核中； 而模型组

大鼠海马组织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白入核增多； 与模型组比较，
清宫汤组和劳拉西泮组都不同程度地抑制了大鼠海马组织

中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的入核。
４　 讨论

ＧＡＤ 作为一种焦虑障碍类精神疾病， 据统计焦虑障碍

患病率高达 ７􀆰 ６％ ［１４］ ， 严重的患者可能会出现自残和自杀

的倾向［１５］ 。 目前， 临床上常用的西药治疗并不十分理想，

因此需要寻找更为有效、 副作用更少的新型治疗药物。
焦虑症归于中医情志病的范畴， 治疗上多从心、 肝、

胆入手［１６⁃１７］ 。 《黄帝内经素问·灵兰秘典论》 ［１８］ 提出 “心
者， 君主之官也， 神明出焉”， 强调了 “心神” 在情志病

发病过程中的重要性。 《灵枢经·口问》 ［１９］所言 “悲哀愁忧

则心动， 心动则五脏六腑皆摇” 表明过度忧郁可能对心神

造成损伤， 进而引发一系列伴焦虑等精神症状。 清宫汤以

玄参、 水牛角为君药， 以补养离心之虚； 莲子心则可促进

心肾的交通， 舒缓烦躁、 安定心神， 调和心火与肾水之间

的关系； 连翘和竹叶作为辅助药物， 则有退去心火、 清除
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为劳拉西泮组， Ｄ～ Ｅ 分

别为清宫汤高、 中、 低剂量组。

图 １　 各组大鼠海马组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白条带图

图 ２　 清宫汤对 ＧＡＤ 大鼠海马组织中 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 入
核的影响 （免疫荧光， ×４００）

心热的作用， 诸药合用可调和阴阳， 共同发挥清心养阴、
安抚心神的效果。 临床实践表明， 清宫汤加减治疗郁证，
疗效显著［２０］ 。

研究发现， 焦虑患者通常伴有免疫功能紊乱， 应激后

血清中 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 水平升高， 可导致炎症反应［２１］ 。
ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路是经典的抗炎信号通路［２２］ 。
研究发现该信号通路在多种神经炎症性疾病中起作用， 如

帕金森病、 阿尔兹海默病和抑郁症［２３⁃２５］ 。 Ｋｗａｔｒａ 等［７］ 发现，
通过调节 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路可逆转束缚应激诱导的小

鼠焦虑行为。 ＴＬＲ４ 的激活可以引发小胶质细胞发生免疫反

应， 产生炎症介质和趋化因子， 从而导致神经炎症的发生，
与神经炎症的产生和小胶质细胞的活化密切相关［２６］ 。 ＴＬＲ４
通过 ＭｙＤ８８ 介导的途径激活 ＮＦ⁃κＢ， 而激活后的 ＮＦ⁃κＢ 进

入细胞核， 促使炎症因子的转录与释放， 加强免疫反应和

炎症反应［２７］ 。 这一过程， 对焦虑症的发生和发展产生影

响。 因此， 调控 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路对海马神经

炎症的抑制作用可能是治疗 ＧＡＤ 的一个重要途径。

本研究采用不确定空瓶应激［２８］ 和慢性约束应激［２９］ 的

方法来构建 ＧＡＤ 大鼠模型。 经过 ２１ ｄ 的慢性应激刺激， 造

模大鼠表现出易受惊、 毛色深黄、 失去光泽、 蜷缩在角落

等特征。 药物干预 １４ ｄ 后， 给药组大鼠的一般状态改善，
在 ＥＰＭ 开臂的活动、 ＯＦＴ 中央区域的活动、 ＬＤＢ 明箱的活

动都有不同程度的上升， 表明清宫汤可以增加大鼠的探索

能力， 改善焦虑行为； 检测 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

相关指标显示， 清宫汤各剂量组大鼠海马组织中 ＴＬＲ４、
ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ｍＲＮＡ 和蛋白表达降低， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋

白表达降低， ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的入核减少， 说明清宫汤可以抑制

ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的激活， 减轻 ＧＡＤ 大鼠脑内

炎症反应， 减轻 ＧＡＤ 发病进展。 本研究还发现， 清宫汤

高、 中剂量组大鼠血清和海马组织中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６
水平降低， 说明清宫汤可以减少促炎因子的释放。

综上所述， 清宫汤可通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号通路活化， 减少炎症因子的分泌， 从而发挥其抗 ＧＡＤ 的

作用。 本研究单从 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的异常表

达方面探讨， 不足以完全揭示 ＧＡＤ 的发病机制， 中药的治

疗具有多靶点、 多渠道、 副作用少等特点， 因此， 需要寻

求其它有效的多信号转导通路， 深入探索各通路之间的交

叉联系和相互作用， 以更全面地了解 ＧＡＤ 的发病机制。
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