
书书书

! !"###! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

"

',-.,/0 !"#$

"

1234 %$

"

52

!

#

基金项目#国家自然科学基金青年科学基金项目 $

524 $#!"!6!7

%&

!"#7

年大学生创新创业项目$

524 !"#7#""!8"##

%

作者单位#

#4

北京中医药大学研究生院$北京
#"""!9

%&

!4

北京中医药大学东方医院中医儿科诊疗中心$北京
#"""6$

%&

%4

北京市第一中西

医结合医院儿科$北京
#"""%:

%&

:4

北京中医药大学东方医院儿科 $北京
#"""6$

%

通迅作者#卫利"

);3

#

"#"

"

868$96"8

"

<

#

=,>3

#

?;>3>"$$#@#8%4A2=

BC(

#

#"

!

688#DE

!

AE>=

!

!"#6##!7

!

!$$

!基础研究!

柴胡加龙骨牡蛎汤对多发性抽动症模型大鼠行为学

和多巴胺系统的影响

杨德爽#

$孟州令#

$国文文#

$王素梅!

$陈$琪#

$陈光耀#

$王雅璇%

$卫$利:

摘要$目的$观察柴胡加龙骨牡蛎汤对多发性抽动症"

)2./;FF; G0-H/2=;

#

)I

$模型大鼠运动行为和

刻板行为#以及纹状体多巴胺"

H2J,=>-;

#

BK

$%血浆
BK

和纹状体多巴胺受体"

H2J,=>-; B! /;A;JF2/G

#

B!L

$含量的影响& 方法$

:"

只雄性
IB

大鼠随机分为
:

组#正常组%模型组%硫必利组%中药组#每组

#"

只&腹腔注射
%

#

%

#亚氨基二丙腈"

%

#

%

%#

>=>-2H>J/2J>2->F/>3;

#

(BM5

$建立
)I

大鼠模型& 正常组和模型组

给予生理盐水#其余
!

组分别给予盐酸硫必利 '

%6

!

$ =ND

"

ON

!

H

$(和柴胡加龙骨牡蛎汤颗粒剂

'

#7

!

7 ND

"

ON

!

H

$(#连续灌胃
:

周#每周记录大鼠行为学积分变化& 采用酶联免疫吸附法"

<P(IK

$检测纹

状体
BK

%血浆
BK

及纹状体
B!L

的含量& 结果$"

#

$造模后模型组运动行为学积分高于正常组"

M Q

"

!

"#

$& 用药
:

周后#硫必利组%中药组运动行为和刻板行为学积分低于模型组"

M Q"

!

"7

$& "

!

$用药
:

周

后#与正常组比较#模型组血浆
BK

%纹状体
B!L

含量升高"

M Q"

!

"#

$#纹状体
BK

降低"

M Q"

!

"7

$)与模型

组比较#硫必利组血浆
BK

含量下降"

M Q"

!

"7

$#纹状体
BK

含量升高"

M Q"

!

"7

$)中药组血浆
BK

含量下

降"

M Q"

!

"7

$#纹状体
BK

含量升高"

M Q"

!

"7

$& 结论$柴胡加龙骨牡蛎汤对
)I

模型大鼠的运动行为%刻

板行为有显著抑制作用#其抗抽动作用可能与调节外周及脑纹状体
BK

含量有关&

关键词$多发性抽动症) 柴胡加龙骨牡蛎汤) 行为学) 多巴胺) 多巴胺
B!

受体
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$$小儿多发性抽动症$

)2./;FF; G0-H/2=;

"

)I

%

是一种慢性神经精神障碍性疾病"主要发生在小儿和

青少年时期"以反复)迅速)突发)刻板的运动和发声抽

动为主要临床表现*

)I

发病的生化机制研究中"最早

发现多巴胺$

H2J,=>-;

"

BK

%与多发性抽动症发病有

一定关系"多倾向于基底节纹状体的神经突触
BK

活

动过度及
BK

受体超敏感'

#

(

* 小儿抽动症严重影响儿

童身心发育"现代医学主要采用神经阻滞剂$硫必利

等%治疗
)I

"但不良反应大"停药后症状易反复* 柴胡

加龙骨牡蛎汤出自+伤寒论,"研究发现其对各种神志

类疾病如失眠)更年期综合征)自闭症)抑郁症)焦虑

症)癫痫等有良好的治疗效果'

!

(

"另外"应用柴胡加龙

骨牡蛎汤或其加减治疗
)I

取得较好临床疗效'

%

"

:

(

*

因此本实验探究柴胡加龙骨牡蛎汤对
)I

模型大鼠的

干预作用"并从
BK

系统的角度探究柴胡加龙骨牡蛎

汤治疗
)I

的作用机制*

材料与方法

#

$动物$雄性
IB

大鼠
:"

只"

!

月龄"体重$

#$"

&

#"

%

N

"购自斯贝福$北京%实验动物科技有限公司"

IM]

级"合格证号#

##:"#7""""6$#"

"许可证号#

I&`_

$京%

!"##

"

""":

*

#! S

光照)室温$

!!

&

!

%

')

7"a b77a

相对湿度条件下"于北京中医药大学

基础医学院实验中心适应性饲养
#

周"实验全程均予

以普通饲料进食"自由进水* 遵守国家有关实验动物

保护与使用准则*

!

$药物)试剂$柴胡加龙骨牡蛎汤根据+伤寒

论,原文制定"由柴胡
!: N

)法半夏
#! N

)桂枝
9 N

)茯

苓
9 N

)黄芩
9 N

)大枣
#! N

)人参
9 N

)牡蛎
9 N

)龙骨

9 N

)生姜
9 N

)大黄
#! N

组成"大鼠与人用药之比为

8

!

%

"由北京中医药大学东直门医院提供并浓缩制备

成颗粒剂" 用蒸馏水配悬浊液" 相当于含生药

#

!

77 ND=P

* 盐酸硫必利"由江苏天士力帝益药业有

限公司生产"批号#

!"#7":"9#

"

#"" =ND

片"用蒸馏水

配置成溶液"含生药
%

!

6$ =ND=P

*

%

"

%

#亚氨基二丙

腈$

%

"

%

%#

>=>-2H>J/2J>2->F/>3;

"

(BM5

%"购自美国
I>N

#

=,

公司"用生理盐水稀释成
#"a

的溶液*

BK

和

B!L

试剂盒由北京百诺威生物科技有限公司提供*

%

$分组)造模及干预方法$

:"

只雄性
IB

大鼠

随机分为正常组)模型组)硫必利组和柴胡加龙骨牡蛎

汤组$简称中药组%"每组
#"

只* 正常组采用生理盐

水腹腔注射"其余组参照参考文献'

7

(造模方法建立

(BM5

诱导的
)I

模型"

(BM5 %"" =ND

$

ON

!

H

%腹腔

注射"每天
#

次"连续
6

天* 造模后每天对大鼠进行灌

胃"正常组和模型组给予
# =PD#"" N

生理盐水"硫必

利组和中药组分别给予
# =PD#"" N

的硫必利悬浊液

和柴胡加龙骨牡蛎汤悬浊液"连续灌胃
:

周* 灌胃过

程中"大鼠死亡
%

只"其中模型组死亡
#

只)中药组死

亡
!

只*

:

$检测指标及方法

:

!

#

$行为学检测$每周末次给药后"由两名实

验人员分别对每只大鼠进行运动行为)刻板行为评分*

将大鼠置于鼠笼内$安静)避光%"同时进行摄影记录*

适应
7 =>-

后开始进行评估"每只观察
# b! =>-

"采

用双盲法"两人评分取平均值作为结果并记录*

:

!

#

!

#

$运动行为学评分$依照参考文献'

8

(进

行评估*

"

分#安静或正常活动&

#

分#过度兴奋&

!

分#

探究行为增加"不连续吸鼻&

%

分#不停跑动&

:

分#不

停跑动伴有惊跳*

:

!

#

!

!

$刻板行为学评分$参照
B>,=2-H [(

'

6

(

方法进行评估*

"

分#无刻板运动&

#

分#躯体旋转行

为$顺时针或逆时针的旋转行为%&

!

分#头和颈部的上



! !%###! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#

月第
%$

卷第
#

期
&'()*+

"

',-.,/0 !"#$

"

1234 %$

"

52

!

#

下运动过多$头颈部和地面垂直方向的一种异常运

动%&

%

分#头颈部的上下运动过多加旋转运动&

:

分#

头向侧摆"合并头和颈部的上下运动过多*

:

!

!

$标本采集$末次给药
!: S

后"采用
#"a

水

合氯醛
% =PDON

腹腔注射麻醉大鼠"取腹主动脉血于

防凝管中"快速离心 $

% """ / D=>-

%

#" =>-

"取上清

液"分装后冷冻保存待检测* 麻醉后断头取脑"根据

U;2/N; M,Z>-2G

大鼠脑图谱在冰盒上快速剥离大鼠

纹状体"放于冻存管中"置于液氮中保存* 测定时温度

保持在
! b$

'"取出标本"电子天平称重"用移液枪

加入磷酸缓冲盐溶液 $

JS2GJS,F; ^.RR;/ G,3>-;

"

M[I

"

JX 6

!

:

%"于研磨玻璃管中充分研磨后匀浆离心

$

% """ / D=>-

%

!" =>-

"取上清液"分装后冷冻保存

待测*

:

!

%

$

BK

及
B!L

的检测$

<P(IK

法检测血浆

BK

)纹状体
BK

和
B!L

的含量* $

#

%

98

孔酶标板分

为标准孔)空白孔与待测样品孔* $

!

%标准品的稀释

与加样#在酶标包被板上设标准品孔
#"

孔"在第一)

第二孔中分别加标准品
#"" !P

"然后在第一)第二孔

中加标准品稀释液
7" !P

"混匀&然后从第一孔)第二

孔中各取
#"" !P

分别加到第三孔和第四孔"依次类

推加满
#"

孔* $

%

%在酶标包被板上待测样品孔中先

加样品稀释液
:" !P

"然后再加待测样品
#" !P

$样品

最终稀释度为
7

倍%* 将样品加于酶标板孔底部"尽

量不触及孔壁"轻轻晃动混匀"用封板膜封板后置

%6

'温育
%" =>-

* $

:

%配液)洗涤#将
%"

倍浓缩洗

涤液用蒸馏水
%"

倍稀释后备用* 小心揭掉封板膜"

弃去液体"甩干"每孔加满洗涤液"静置
%" G

后弃去"

如此重复
7

次"拍干* $

7

%加酶#每孔加入酶标试剂

7" !P

"空白孔除外"温育)洗涤* $

8

%显色#每孔先加

入显色剂
K 7" !P

"再加入显色剂
[ 7" !P

"轻轻震荡

混匀"

%6

'避光显色
#7 =>-

* $

6

%终止#每孔加终止

液
7" !P

"终止反应$此时蓝色立转黄色%* $

$

%测定#

空白孔调零"

:7" -=

波长依序测量各孔的吸光度

$

CB

值%* 测定应在加终止液后
#7 =>-
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%以标准品浓度为横坐标"
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值为纵坐标"在坐标
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$统计学方法$采用
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软件* 计量

资料采用
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表示"若资料为正态分布时"运动行为

学积分和刻板行为积分采用重复测量的方差分析"

BK

及
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采用单因素方差分析进行组间比较&若为偏态

分布的资料"采用秩和检验进行组间比较*
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为差异有统计学意义*
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$各组治疗前后刻板行为学积分变化比较$表
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$各组大鼠
BK

及
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含量比较$表
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BK

降低$
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%&与

模型组比较"硫必利组及中药组血浆
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含量下降
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讨$$论

柴胡加龙骨牡蛎汤出自+伤寒论!辨太阳病脉证

并治,"为和解少阳)重镇安神之方"主要治疗邪热内

陷)表里俱病)虚实互见所导致的少阳枢机不利'

$

(

*



中国中西医结合杂志
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王素梅教授在长期论治小儿多发性抽动症的临床实

践中"发现因情志导致的抽动患儿并不少见"小儿脾

常不足"肝阳易亢"由于学习压力大"或家长对待患

儿过于宠溺或严苛"导致患儿情志不疏"所欲不遂"

则气机不畅"郁久化火"炼液为痰"上蒙清窍"引动肝

风"出现烦躁易怒)挤眉眨眼)摇头耸肩)秽语等抽动

症状* 临证使用柴胡加龙骨牡蛎汤"治疗肝亢风动

型抽动患儿"疗效确切* 方中柴胡)黄芩和解少阳)

疏通三焦气机"大黄泻火"三者合用可解所郁之火&

龙骨)牡蛎重镇安神"平肝潜阳&半夏)茯苓)生姜祛

痰渗湿降逆&人参)大枣)桂枝温中益气* 泻火不伤

正"为防止小儿铅中毒"除去铅丹* 诸药合用符合虚

实夹杂的抽动症病机*

)I

发病机制尚未阐明"大多数学者认为与皮质-

纹状体-丘脑-皮质回路有关"其中黑质-纹状体-

多巴胺通路是目前研究的热点"认为该通路中多巴胺

和
D

或多巴胺受体的异常参与
)I

发病* 本实验中"

(B

#

M5

诱发的
)I

模型大鼠"血浆
BK

升高" 纹状体
BK

降低"提示
(BM5

可能是通过影响
BK

代谢诱发大鼠

出现抽动症状* 实验数据表明"用药
:

周后硫必利与

中药对
)I

模型大鼠的运动行为和刻板行为均有改善

作用"且二者对
)I

模型大鼠行为学的改善并无明显

差异* 且硫必利组和中药组血浆
BK

含量均降低"纹

状体
BK

含量均升高"提示西药盐酸硫必利和中药柴

胡加龙骨牡蛎汤具有调节中枢
BK

和外周
BK

含量的

作用* 与部分文献报道'

9

"

##

(的
)I

患者纹状体
BK

增

加的结果不同"本实验结果显示纹状体
BK

在模型组

中呈现低表达"与王道涵等'

#!

(报道的结果类似* 另

外"西药硫必利与中药柴胡加龙骨牡蛎汤对纹状体

B!L

并无确定调节作用"提示二者对
)I

的治疗作用

可能与纹状体
B!L

无关"或者有其他系统参与调节"

具体机制尚需要今后进一步研究*

本实验证实了柴胡加龙骨牡蛎汤可改善
)I

大鼠

的运动行为和刻板行为" 其抗抽动的作用机制可能与

调节外周和中枢神经
BK

系统有关*
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