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熟地黄对阴虚模型大鼠血清褪黑素及脑内 γ-氨基丁酸的影响

杨泽宇，郭宏雅，朱璞玉，邱灵燕，王剑（广州中医药大学，广东 广州 510405）

摘要：目的 观察熟地黄对阴虚模型大鼠血清褪黑素及脑内 γ-氨基丁酸（GABA）的影响，探讨其滋阴宁静的作

用机制。方法 将雄性 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、熟地黄组（30 g·kg-1），每组 10 只；模型组、熟地黄

组灌胃耗阴复方药液（30 g·kg-1），每日 1 次，连续 10 d；第 11 天熟地黄组开始灌胃熟地黄药液，每日 1 次，

连续 10 d。观察大鼠的一般情况，测定体质量、饮水量，通过旷场行为学检测其活跃度；采用高通量测序检测

大鼠脑组织中阴虚相关基因的差异表达；ELISA 法检测大鼠血清褪黑素含量；高效液相色谱法检测大鼠脑组织

中 GABA 含量；Western Blot 法检测下丘脑组织中 GABA 合成酶 Gad67 及其转录因子 EGR1 的蛋白表达。

结果 与正常组比较，模型组大鼠的体质量明显下降（P＜0.05），饮水量以及活跃度明显提高（P＜0.05）；促甲

状腺激素释放激素（TRH）及促肾上腺皮质激素释放激素（CRH）基因表达量明显提高（P＜0.05）；血清褪黑素含

量、脑组织 GABA 含量，以及 Gad67 和 EGR1 的蛋白表达量均明显下降（P＜0.05，P＜0.01）。与模型组比较，

熟地黄组大鼠体质量明显升高（P＜0.05），饮水量以及活跃度明显下降（P＜0.05）；TRH 及 CRH 基因表达量明

显降低（P＜0.05，P＜0.01）；血清褪黑素含量、脑组织 GABA 含量，以及 Gad67 和 EGR1 的蛋白表达量均明显

升高（P＜0.05，P＜0.01）。结论 熟地黄可能通过提高大鼠血清褪黑素及脑内 GABA 水平来发挥其滋阴宁静的

作用。
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Effect of Rehmanniae Radix Praeparata on Serum Melatonin and GABA in Yin Deficiency Rats
YANG Zeyu，GUO Hongya，ZHU Puyu，QIU Lingyan，WANG Jian（Guangzhou University of Traditional Chinese
Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China）
Abstract：Objective To study the tranquilizing effect of Rehmanniae radix praeparata on yin deficiency model rats
and its effect on the expression of melatonin and GABA. Methods Male SD rats were randomly divided into normal
group，model group，and Rehmanniae radix praeparata（Shudi）group（30 g·kg-1），with 10 rats in each group. Rats
in the model group and the Shudi group were given the compound medicine solution（30 g·kg-1）once every day for
10 days to establish the yin-deficiency model. On the 11th day， the Shudi group rats were given the Rehmannia
decoction for 10 consecutive days. The normal group was given the same volume of distilled water for 20 days. By
observing the general situation of the animals，water intake and the activity of open field behavior，whether the
model was successfully developed was determined. High- throughput sequencing was used to detect the differential
expression of yin deficiency related genes in rats’brain tissue. ELISA kit was used to detect the serum content of
melatonin. High performance liquid chromatography was used to detect the content of GABA in rat’s brain tissue.
Western Blot was used to detect the expression of yin deficiency related proteins，Gad67 and EGR1，in rat’s brain
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中医学的“阴”亦可理解为体内多种有着滋润、

宁静、抑制阳热等作用的物质所综合形成的一种功

能。有研究[1-3]发现，阴虚证发生时，体内多种激素

分泌功能出现异常，其中以下丘脑-垂体-甲状腺

轴、下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴的功能亢进为主要

表现。γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）是

人体重要的抑制性递质，可以抑制调节上述分泌腺

体的功能[4-6]。褪黑素（Melatonin，MT）是松果体分泌

的激素之一，其对下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴具有

抑制作用，可降低血皮质酮浓度 [7]。研究 [8]发现，库

欣综合征患者血液中褪黑素浓度降低。褪黑素还可

抑制甲状腺对促甲状腺素激素的反应，或直接抑制

甲状腺细胞分泌甲状腺素 [9- 11]。故推测，褪黑素与

GABA 含量的降低，可能是“阴”之宁静作用减弱的

原因之一。

中 药 熟 地 黄 为 玄 参 科 植 物 地 黄 Rehmannia

glutinosa Libosch. 的根茎，经加工蒸晒而成，其味

甘、性微温，入肝、肾经，具有补血滋阴，益精填

髓的功效。《本草正》记载“熟地黄性平，气味纯

静，故能补五脏之真阴。诸经之阴血虚者，非熟地

不可。”为了模拟阴虚证的病因病机，多采用劳损伤

阴造模、激怒伤阴造模、喂食温燥性质的中药造

模、利尿伤阴造模、饮食偏好造模、复合型造模等

多种方式[12]。本研究拟采用耗阴复方灌胃建立阴虚证

大鼠模型，观察熟地黄对其血清褪黑素及脑内 GABA
的影响，以探讨熟地黄滋阴宁静的作用机制。

1材料与方法

1.1 动物 8 周龄雄性 SD 大鼠，30 只，SPF 级，体

质量（200±10）g，购自南方医科大学实验动物中心，

动物质量合格证号：44002100025954，动物生产许

可证号：SCXK（粤）2016-0041。
1.2 药品 熟地黄及耗阴复方（黑附片、干姜、苍

术、草豆蔻、泽泻、肉桂）中药饮片，均购自广州百

和堂药房，经广州中医药大学基础医学院李彩霞副

教授鉴定合格。将黑附片、干姜、苍术、草豆蔻、

泽泻、肉桂等中药饮片按照 1∶1∶1∶1∶1∶1 的比

例称取，置于烧杯中，加入 8 倍体积水浸泡 30 min
后，煮沸 30 min，收集药液。熟地黄单独加 8 倍体

积水浸泡 30 min 后，煮沸 30 min，收集药液。熟地

黄及耗阴复方药液均用旋转蒸发仪浓缩至 2 g·mL-1

浓度，贴上标签后，置于 4 ℃冰箱保存。

1.3 试剂 大鼠褪黑素 ELISA 测定试剂盒，武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司，货号：E-EL-R0031c；
2，4-二硝基氟苯（DNFB，批号：73177）、GABA 标

准品（批号：A2129）、水合氯醛（批号：47335-U），

美国 Sigma 公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒，美国

Thermo 公司，批号：SJ256263；Gad67 一抗抗体，

美国 Affinity 公司，批号：AF0163；EGR1 一抗抗

体，美国 CST 公司，批号：4154；HRP 标记山羊抗

兔二抗抗体，武汉谷歌生物科技有限公司，批号：

180534；ECL 发光液，美国 Millipore 公司，批号：

1705102。
1.4 主要仪器 TGL-16 型高速台式冷冻离心机，长

沙湘仪离心机仪器有限公司；EnSpire 多功能酶标

仪，美国 PerkinElmer 公司；HPLC-40 型高效液相色

谱仪、UV-VIS 型紫外可见光检测器，日本岛津株式

会社；Tanon 6600 型发光成像工作站，上海天能科

tissue. Results Compared with the normal group， the body weight of the model group was decreased significantly
（P＜0.05）； the water intake and activity were significantly increased（P＜0.05）； the gene expression of thyroid
stimulating hormone releasing hormone（TRH） and adrenocorticotropic hormone releasing hormone（CRH） were
significantly increased（P＜0.05）；the content of melatonin in in serum，the content of GABA in brain tissue，and
the protein expression of Gad67 and EGR1 were significantly decreased in the model group（P＜0.05，P＜0.01）.
Compared with the model group， the body weight of the shudi group was increased significantly（P＜0.05）； the
amount of drinking water and activity（P＜0.05），TRH and CRH gene expression were decreased（P＜0.05，P＜

0.01）；serum melatonin content，brain GABA content，and Gad67 and EGR1 protein expression were significantly
increased in the Shudi group（P＜0.05， P＜0.01）. Conclusion Rehmanniae radix praeparata can improve the
contents of serum melatonin and brain GABA，and play the role of nourishing yin and tranquility.
Keywords：Rehmanniae radix praeparata；nourishing yin and tranquilizing；melatonin；γ-aminobutyric acid；rats
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技有限公司。

1.5 分组、模型复制及给药 动物称体质量后随机分

为 3 组：正常组、模型组、熟地黄组（30 g·kg-1），每

组 10 只。模型组、熟地黄组大鼠每天下午 14∶00~
16∶00 灌胃耗阴复方药液（30 g·kg-1，为临床成人用

量按体表面积比换算的 5倍剂量）1 次，连续 10 d，以

达到耗阴造模的目的；第 11 天熟地黄组开始灌胃熟

地黄药液，连续 10 d。正常组灌胃同等体积的蒸馏

水，持续 20 d。
1.6 大鼠的一般情况观察及取材 于造模开始前及模

型复制期间观察大鼠的毛色、活动、反应、排便等

一般情况的变化。取材前 3 d，各组动物改为单只单

笼饲养，清空水瓶后，用量杯取 200 mL 水加入饮水

瓶，每 24 h 测量 1 次饮水量。取材前 1 d，各组动物

进行旷场行为学实验，检测其活跃度，然后禁食

24 h 后取材。在取材当天进行体质量检测后，大鼠

腹腔注射 8%水合氯醛溶液（5 mL·kg-1）麻醉，5 min
后手术打开腹腔，腹主动脉采血；然后断头处死大

鼠，冰上分离大脑半球、下丘脑，以锡纸包裹、标

记后用液氮快速冷冻，取材结束后转移至-80 ℃
保存。

1.7 高通量测序 将大鼠下丘脑组织送交广州锐博生

物有限公司，对促甲状腺激素释放激素（TRH）、促肾

上腺皮质激素释放激素（CRH）、谷氨酸脱羧酶 1
（Gad67）、早期生长因子 1（EGR1）基因进行第二代高

通量测序，并建立数据库。由本课题组完成相关数

据的分析挖掘。基因表达量采用 RPKM（Expected
number of reads per kilobase of transcript sequence per
millions base pairs sequenced）值表示，RPKM 是每百

万 reads（测序片段数据）中来自某一基因每千碱基长

度的 reads 数目，其同时考虑了测序深度和基因长度

对 reads 计数的影响，是目前最为常用的基因表达水

平估算方法[13]。

1.8 ELISA 法检测大鼠血清中褪黑素的含量 取大

鼠血液，以 3 000 r·min-1 离心 10 min，收集血清；

严格按大鼠血清褪黑素 ELISA 试剂盒说明书操作，

检测各样品血清中褪黑素的含量。

1.9 高效液相色谱法检测大鼠脑匀浆中 GABA 的含量

1.9.1 样品溶液的制备 取大鼠脑组织与甲醇按 1∶4
（m∶V）匀浆，离心沉淀，取上清液再用乙腈以

12 000 r·min-1离心 10 min 沉淀，除去蛋白，保留上

清即为样品溶液。

1.9.2 标准品溶液的配制 精密称取 GABA 标准品

10 mg，置于 10 mL 容量瓶中，用甲醇∶水=1∶1
（V∶V）溶解并稀释至刻度，配制成浓度为 1 mg·mL-1

的储备液。

1.9.3 进样前衍生化 各取标准品及样品溶液 80 μL，
加入 0.5 mol·L- 1 醋酸钠溶液 40 μL，再加入 0.5%
DNFB 溶液 20 μL，混匀，暗中 60 ℃水浴衍生 60 min，
即可用于进样。

1.9.4 色谱条件 色谱柱：Agilent TC-C18（5 μm，

4.6 mm×250 mm）；流动相 A 相为 0.05 mol·L-1 醋酸

钠缓冲液，B 相为乙腈∶水=1∶1（V∶V）；流速：

1 mL·min-1；柱温：30 ℃；进样量：30 μL。样品检

测流动相采用梯度洗脱（1~5 min，10% B；5~18 min，
10%~95% B；18~19 min，95%~10% B；19~25 min，
10% B），检测波长：320 nm。

1.9.5 制作标准曲线 取标准品储备液，用甲醇∶

水=1∶1（V∶V）稀释成 1 mg·mL-1至 7.812 5 μg·mL-1

的 8 个梯度浓度，衍生化后各取 30 μL 进样，按照

上述色谱条件进行测定，以峰面积与标准品浓度进

行线性回归，绘制标准曲线。

1.10 Western Blot法检测Gad67、EGR1蛋白的表达

取大鼠下丘脑组织进行匀浆，加入适量裂解液（RIPA∶
PMSF=100∶1），冰上裂解 30 min，超声 5 min，离

心（12 000 r·min- 1，15 min）取上清；BCA 蛋白定

量，将样品浓度调整一致后，煮沸变性。蛋白上样

30 μg，于 10%分离胶中电泳（条件：80 V，30 min；
120 V，60 min）；湿转（条件：300 mA，80 min）于

PVDF 膜上。所有抗体用 5%BSA 稀释，比例参照说

明书。室温封闭 2 h 后，一抗 4 ℃过夜或者室温孵育

2 h；TBST 洗脱 5 min×6 次，加入二抗室温孵育

1 h；TBST 洗脱 5 min×6 次后，采用 ECL 化学发光

工作液配合天能全自动化学发光图像分析仪曝光条

带。采用 ImageJ 图像分析软件分析各组蛋白条带灰

度值后，进行半定量分析。以正常组的蛋白表达量

为 1，计算模型组与熟地黄组的蛋白相对表达量。

1.11 统计学处理方法 采用 SPSS 21.0 统计软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示；多

组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA），

两两比较用 LSD 检验；以 P＜0.05 为差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 熟地黄对阴虚模型大鼠一般情况的影响 结果

见表 1。与正常组比较，模型组大鼠体质量明显下
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降，饮水量以及活跃度明显上升，差异均有统计学

意义（P＜0.05）；与模型组比较，熟地黄组大鼠体质

量明显升高，饮水量以及活跃度明显下降，差异均

有统计学意义（P＜0.05）。结果表明，耗阴复方灌胃

可以造成大鼠消瘦、口渴、烦躁以及尿黄便干、毛

发干枯等阴虚症状，而熟地黄可以缓解上述症状。

表 1 熟地黄对阴虚模型大鼠体质量、饮水量、活跃度的

影响（x ± s，n=10）
Table 1 Effects of Rehmanniae radix praeparata on body
weight，water intake and activity of yin deficiency rats（x ± s，n=10）
组别

正常组

模型组

熟地黄组

剂量/（g·kg-1）

-
30
30

体质量/g
213 ± 17
184 ± 21*

196 ± 19#

每日饮水量/mL
29.75 ± 1.08
39.33 ± 1.75*

35.92 ± 1.86#

活跃度

7.61 ± 0.57
8.12 ± 0.38*

7.62 ± 0.64#

注：与正常组比较，
*
P＜0.05；与模型组比较，#P＜0.05

2.2 熟地黄对阴虚模型大鼠下丘脑基因表达差异

的影响 结果见表 2。与正常组比较，模型组大鼠的

TRH、CRH 基因表达量明显升高，Gad67、EGR1 基

因的表达量明显下降，差异均有统计学意义（P＜

0.05，P＜0.01）。与模型组比较，熟地黄组大鼠的

TRH、CRH 基因表达量明显降低，Gad67、EGR1 基

因的表达量明显升高，差异均有统计学意义（P＜

0.05，P＜0.01）。结果表明，阴虚模型大鼠下丘脑-
垂体-甲状腺轴、下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴的功能

出现了亢奋，而熟地黄可以有效缓解该状态。

表 2 高通量检测阴虚相关差异基因表达量（RPKM 值，n=3）
Table 2 High throughput detection of differentially expressed
genes related to yin deficiency（RPKM value，n=3）
基因名称

促甲状腺激素释放激素（TRH）
促肾上腺皮质激素释放激素（CRH）
谷氨酸脱羧酶 1（Gad67）
早期生长因子 1（EGR1）

正常组

50.38
3.33

83.07
24.73

模型组

71.27*

7.67*

49.96**

12.44**

熟地黄组

0.55##

5.76#

77.34##

25.20##

注：与正常组比较，
*
P＜0.05，**

P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，
##P＜0.01

2.3 熟地黄对阴虚模型大鼠血清褪黑素含量的影响

结果见图 1。与正常组比较，模型组大鼠的血清褪黑

素含量明显下降，差异有统计学意义（P＜0.05）。与

模型组比较，熟地黄组大鼠的血清褪黑素含量明显

升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果表明，阴

虚模型大鼠的褪黑素表达量降低，而熟地黄能够明

显上调褪黑素的表达。

2.4 熟地黄对阴虚模型大鼠脑内 GABA 含量的影响

通过绘制标准曲线得到 GABA 线性回归方程：Y=
44 528X，R2=0.993 6；根据峰面积计算 GABA 含

量，结果见图 2。与正常组比较，模型组大鼠的脑内

GABA 含量明显下降，差异有统计学意义（P＜

0.05）；与模型组比较，熟地黄组大鼠的脑内 GABA
含量明显升高，差异有统计学意义（P＜0.05）。结果

表明，阴虚模型大鼠脑内抑制性神经递质 GABA
的表达量明显降低，而熟地黄能够上调其脑内

GABA 的表达。

正常组 模型组 熟地黄组
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图 2 熟地黄对阴虚模型大鼠脑内氨基丁酸（GABA）含量的

影响（x ± s，n=6）
Figure 2 Effect of Rehmanniae radix praeparata on GABA
content in brain of yin deficiency rats（x ± s，n=6）
2.5 熟地黄对阴虚模型大鼠下丘脑中 Gad67、EGR1
蛋白表达水平的影响 结果见图 3、图 4。与正常组

比较，模型组大鼠下丘脑中的 Gad67、EGR1 蛋白表

达量明显降低，差异均有统计学意义（P＜0.01）。与

模型组比较，熟地黄组大鼠下丘脑中的 Gad67、EGR1
蛋白表达量明显升高，差异均有统计学意义（P＜

正常组 模型组 熟地黄组
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图 1 熟地黄对阴虚模型大鼠血清褪黑素含量的影响（x ± s，n=6）
Figure 1 Effect of Rehmanniae radix praeparata on serum
melatonin content in yin deficiency rats（x ± s，n=6）

·· 458



中药新药与临床药理2021年4月第32卷第4期

0.01）。结果表明，熟地黄可以上调 GABA 合成酶

Gad67 及其转录因子 EGR1 的蛋白表达水平。

Gad67

GAPDH
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0
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注：与正常组比较，
**
P < 0.01；与模型组比较，##P < 0.01

图 3 熟地黄对阴虚模型大鼠下丘脑中 Gad67蛋白表达水平

的影响（x ± s，n=6）
Figure 3 Effect of Rehmanniae radix praeparata on expression of
Gad67 protein in hypothalamus of yin deficiency rats（x ± s，n=6）

正常组 模型组 熟地黄组

EGR1

GAPDH

75 kDa

36 kDa EG
R1

蛋
白

相
对

表
达

量

1.2
1

0.8
0.6
0.4
0.2
0

正常组 模型组 熟地黄组

**

##

注：与正常组比较，
**
P＜0.01；与模型组比较，##P＜0.01

图 4 熟地黄对阴虚模型大鼠下丘脑中 EGR1 蛋白表达水平

的影响（x ± s，n=6）
Figure 4 Effect of Rehmanniae radix praeparata on EGR1
protein expression in hypothalamus of yin deficiency rats（x ± s，

n=6）

3 讨论
阴虚导致人体“阴”的宁静功能降低，引起内分

泌轴的功能紊乱，使人产生发热、烦躁、焦虑等症

状，如不及时干预，会影响到人们的生活质量及工

作状态。阴虚在生活压力大的人群如大学生、上班

族中的发生率稳定上升[14]，并且年轻化的趋势明显，

处于 15~35 岁之间的人群，其发生阴虚的比例较其

他年龄段明显提高[15]。

根据《内经》中阴阳相互制约对抗的观点，给予

动物喂食辛温燥烈之药，由于 “阳胜则阴病”“火热

灼津，营阴暗耗”，导致实验动物“阴”的亏虚，从

而造成阴虚模型。本实验所用耗阴复方中以附子-干
姜药对及肉桂大热温阳，又用苍术、草豆蔻温中燥

湿，更以泽泻利尿行水。该复方并非单一因素的温

阳或燥湿，而是在中医理论的指导下，更全面地造

成阴虚大鼠模型。通过大鼠体质量、饮水量、旷场

行为学以及促甲状腺激素释放激素（TRH）、促肾上腺

皮质激素释放激素（CRH）的基因表达等指标，表明

本研究所用耗阴复方可以切实造成大鼠阴虚模型。

褪黑素是一种广谱的生理调节激素，通过广泛分

布于体内的褪黑素受体，影响人体各系统功能。

γ-氨基丁酸（GABA）是目前已知的 60 多种作为神经

递质的化学物质之一，是最普通的脑内抑制性递

质，全脑 1/3 的突触以 GABA 作为递质。对 GABA
敏感的神经元特别集中于丘脑、下丘脑和枕叶皮层

等脑结构中。其作用是降低神经元活性，防止神经

细胞过热。目前已有研究 [6-7]表明，褪黑素及 GABA
对内分泌系统下丘脑-垂体-甲状腺轴、下丘脑-垂
体-肾上腺皮质轴具有抑制作用。本研究结果表明，

阴虚模型大鼠的血清褪黑素及脑内 GABA 含量明显

降低，表明其可能是“阴”之宁静功能的物质基础

之一。阴虚证发生时，褪黑素与 GABA 含量降低，

导致下丘脑-垂体-甲状腺轴、下丘脑-垂体-肾上腺

皮质轴功能出现亢奋，进而使患者产生潮热、躁

动、不安等症状。本研究还发现，熟地黄可以上调

阴虚模型大鼠体内的褪黑素与 GABA 的表达，这可

能是其发挥滋阴宁静作用的机制之一。

谷氨酸脱羧酶（Gad）在大脑中广泛存在，其不仅

对合成 GABA 的过程产生调控，而且其活性水平还

直接决定了脑内 GABA 的含量水平，是 GABA 含量

最直接的标志物与特异酶 [16]。Gad 包含 2 个不同亚

种，分别是 Gad65 和 Gad67。已经有大量的研究[17]表

明，Gad65 和 Gad67 在中枢神经系统内的分布和功

能是不尽相同的，其中 Gad65 与惊厥、焦虑等神经

性疾病相关，而 Gad67 的主要作用可能是合成

GABA。EGR1 是一种参与神经元反应的转录因子，

已有研究[18]证明，EGR1 可以与 Gad67 启动子区域结

合，提高 GAD67 基因的表达。本研究结果表明，熟

地黄可上调大鼠脑内 EGR1、Gad67 蛋白的表达，这

可能是其提高机体 GABA 水平的机制之一。

综上所述，阴虚可引起体内褪黑素与 GABA 水

平下降，导致内分泌轴的功能亢进，而中药熟地黄

可能通过提高体内褪黑素及 GABA 水平，发挥其滋

阴宁静的作用。
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