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静息能量代谢率用于评价糖皮质激素肾阴虚肾阳
虚证模型的作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察静息能量代谢率（ ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ， ＲＭＲ）在评价糖皮质激素肾阴虚及肾阳虚证

模型中的作用。 方法　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄性小鼠分为对照组、模型组、金匮肾气丸组、知柏地黄丸组，后三组小鼠均给予

含皮质酮的饮用水，对照组给予含 １％乙醇的饮用水。 采用封闭式流体压力呼吸计测定动物 ＲＭＲ。 实验结束，
处死小鼠，检测肾周脂肪、附睾脂肪、股四头肌、胫骨前肌重量指数；采用 ＥＬＩＳＡ 法检测血清激素水平；肝脏、肾脏

组织 ＨＥ 染色观察；检测肝组织丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量、琥珀酸脱氢酶（ ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＳＤＨ）活性、细胞色素 ｃ 氧化酶（ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ⁃ｃ⁃ｏｘｉｄａｓｅ，ＣＯＸ）活性、ＡＴＰ 水平。 结果 　 与对照组比较，模型组能量

代谢率在实验开始第 ２ 天即显著升高，第 ４ 天达最高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），之后逐渐降低，至第 ６６ 天显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 皮质酮造模 ６６ ｄ 显著降低小鼠血清甲状腺素（Ｔ４）含量，升高脂肪重量指数、降低肌肉重量指数、升高

ＭＤＡ 水平、抑制 ＳＤＨ、ＣＯＸ 活性及 ＡＴＰ 水平。 两补肾药均能降低动物死亡率，降低肝组织 ＭＤＡ 含量，并且金匮

肾气丸能升高模型组第 ４ 天及 ６６ 天的能量代谢率（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），能显著提高肝组织 ＳＤＨ 活性、ＣＯＸ 活性及 ＡＴＰ
水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），知柏地黄丸未观察到类似作用。 结论 　 静息能量代谢率对评价糖皮质激素肾阴虚 ／肾阳虚证

模型具有一定作用。
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　 　 糖皮质激素是临床最常用的药物之一，很早就

观察到使用大量激素的患者，早期出现面红升火、兴
奋失眠、五心烦热、头痛口干等症状， 中医辨证为

“阴虚火旺” ［１］；随着治疗时间延长或认为由于后期

激素撤停，患者出现了“气阴两虚”，最后出现“阴阳

两虚” ［２］。 借鉴上述临床观察，有研究给动物短期

使用糖皮质激素，造成的模型被称为“肾阴虚证模

型”，一般造模周期为 ４ ～ １４ ｄ［３］。 但使用糖皮质激

素也是制备肾阳虚证模型的最常用方法。 上世纪

６０ 年代邝安堃等给小鼠肌注醋酸皮质素（０􀆰 ２５ ｍｇ ／
ｄ），发现第 ９ ～ １０ 天后动物出现竖毛、毛不光洁、弓
背少动、反应迟钝、抗冻力下降等，作者视其为“阳
虚证”动物模型［４］，此后，该模型被认为是“肾阳虚

证”模型，使用的动物涵盖小鼠、大鼠、豚鼠，注射糖

皮质激素成模的时间从 ３ ～ ６０ ｄ 不等，注射所用糖

皮质激素的种类包括氢化可的松、醋酸可的松、皮质

酮、地塞米松等［５］。
应用糖皮质激素既能造成肾阴虚证，也能造成

肾阳虚证模型，但区别二者的标准往往是动物形态，
如动物是否亢奋、是否倦怠等；另外一个辅助判断的

因素是造模时间，认为激素使用早期、晚期分别造成

了肾阴虚 ／肾阳虚证模型，显然还缺乏相对客观的标

准用于糖皮质激素肾阴虚 ／肾阳虚证动物模型的判

定。 肾阴虚 ／肾阳虚证是中医学的重要证型，其动物

模型制备与阐明其科学基础可能有密切关系，故本

文对该模型重新进行了深入研究并引入能量代谢率

指标对肾阴虚 ／肾阳虚证模型进行评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 １００ 只，６ 周龄，体重

２２ ～ ２４ ｇ； ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 １０ 只，１０ 周龄，
体重 ２７ ～ ３０ ｇ，均由上海斯莱克实验动物有限公司

提供［ＳＣＸＫ（沪）２０１２ － ０００２］。 动物饲养于复旦大

学药学院实验动物中心［ＳＹＸＫ（沪）２０１５ － ００２３］，
环境温度 ２０ ～ ２３℃，相对湿度 ５０％ ～ ７０％ ，１２ ｈ ／ １２
ｈ 明暗交替，自由摄食饮水。 动物适应性喂养 １ 周

后开始实验。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物与试剂

皮质酮购自默克生物公司（德国）；金匮肾气丸

为北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂产品

（产品批号：１５０３１４５６）。 知柏地黄丸为兰州佛慈制

药股份有限公司产品（产品批号：１４Ｇ３９）。 甲状腺

素（Ｔ４）、三碘甲状腺原氨酸（Ｔ３）、游离 Ｔ４、游离 Ｔ３、
皮质酮（ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ）、睾酮（ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ）、酶联免

疫吸附（ＥＬＩＳＡ）检测试剂盒购自德国 Ｌａｂｏｒ Ｄｉａｇ⁃
ｎｏｓｔｉｋａ Ｎｏｒｄ （ＬＤＮ） 公司。 细胞裂解液、蛋白酶抑

制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ、ＢＣＡ 法蛋白浓度测定试剂盒购自美

国 Ｐｉｅｒｃｅ 公司。 丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）含
量测定试剂盒购自中国海门碧云天生物技术有限公

司。 呼吸链琥珀酸脱氢酶（ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＳＤＨ）、 细 胞 色 素 氧 化 酶 （ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｏｘｉｄａｓｅ，
ＣＯＸ）测定试剂盒购自美国 Ａｂｃａｍ 公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 仪器

酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）、倒置光学显微镜

（中国 Ｍｏｔｉｃ 公司 ＡＥ３􀆰 ０ 型）、神经生理记录系统

ＴＤＴ ｓｙｓｔｅｍ ３（含 ＴＤＴ ＥＳ１ 扬声器、Ｓｔａｒｔｌｅ ｒｅｆｌｅｘ 软

件、Ｂｉｏｓｉｇ 软件、压电转换器、ＬＰ － ４ 电热毯） （美国

ＴＤＴ 公司）、超低温冰箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、透射

电子显微镜（荷兰 Ｐｈｉｌｉｐｓ 公司 ＣＭ１２０ 型）、人工气

候箱（中国上海博讯实业有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠分组及药物处理

２４２
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实验一：观察糖皮质激素对小鼠静息能量代

谢率 （ ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ， ＲＭＲ） 的动态影响。
分组：ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ２０ 只，随机分为 ２ 组，对照组、
模型组各 １０ 只。 药物处理：对照组小鼠给予含

１％乙醇的灭菌饮用水，其余组小鼠给予含皮质酮

饮用水，皮质酮先溶于乙醇，再稀释于灭菌饮用水

中（饮水中皮质酮终浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ，乙醇浓度

为 １％ ），给药时间为 ６６ ｄ。 期间动态监测小鼠形

态、体重、日进食量、日饮水量及 ＲＭＲ，给药期满后

进行寒冷应激测试、性行为测试及听觉脑干诱发

电位（ＡＢＲ）测试。
实验二：观察补肾方对短期（４ ｄ）和长期（６６ ｄ）

应用糖皮质激素引起 ＲＭＲ 变化的干预作用。 分

组：小鼠随机分为 ８ 组，短期对照组、短期模型组、金
匮肾气丸 －短期模型组、知柏地黄丸 －短期模型组、
长期对照组、长期模型组、金匮肾气丸 － 长期模型

组、知柏地黄丸 － 长期模型组各 １０ 只。 药物处理：
对照组小鼠给予含 １％ 乙醇的灭菌饮用水，其余组

小鼠给予含皮质酮饮用水，皮质酮处理同实验一。
知柏地黄丸组、金匮肾气丸组则分别将药溶于上述

含皮质酮饮用水中，剂量按说明书每日人用量的 ５
倍换算。 短期组给药时间为 １ ～ ４ ｄ，长期组给药时

间为 ５０ ～ ６６ ｄ。 期间动态监测小鼠 ＲＭＲ、体温及死

亡情况，给药期满后即牺牲小鼠取材。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＭＲ 测定

在小鼠造模及药物干预的过程中进行动态监

测。 ＲＭＲ 采用封闭式流体压力呼吸计在动物的正

常饲养温度（２０ ～ ２５℃）测定，呼吸室容积为 １􀆰 ０ Ｌ，
用碱石灰吸收呼吸室内 ＣＯ２，方法参见文献［７］。 动

物放入呼吸室内适应 １５ ｍｉｎ，稳定后开始记录含氧

量。 每隔 ５ ｍｉｎ 记录 １ 次，连续测定 ４５ ｍｉｎ，计算平

均耗氧量·ｍｉｎ ／ ｇ 体重，作为 ＲＭＲ。 测试前后分别测

定小鼠的肛内温度。
１􀆰 ２􀆰 ３　 血清激素浓度测定

颈动脉取血，自然凝集 １ ｈ 后，于 ４℃、３０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，取血清，置于 － ８０℃ 保存备用。
Ｔ４、游离 Ｔ４、Ｔ３、游离 Ｔ３、皮质酮、睾酮浓度检测分

别按照试剂盒说明书操作。
１􀆰 ２􀆰 ４　 肝组织 ＭＤＡ 及线粒体呼吸链酶活性检测

处死小鼠，取肝组织约 ５０ ｍｇ，加入细胞裂解液

１ ｍＬ 并按 １ ∶ １００ 比例加入蛋白酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ，
匀浆器匀浆，４℃，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上

清，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。 每个样本 ＭＤＡ 含量测

定按试剂盒说明书操作，ＭＤＡ 含量采用 ｎｍｏｌ ／ ｍｇ 蛋

白计算。 用于肝组织线粒体呼吸链 ＳＤＨ、ＣＯＸ 活性

测定的样本处理过程同上，酶活性操作过程按说明

书进行，酶活性表示为 ｍＵ ／ ｍｇ 蛋白。
１􀆰 ２􀆰 ５　 病理形态学观察

光学显微镜观察：小鼠处死后，取小鼠肝、肾，
４％多聚甲醛固定。 常规石蜡包埋切片、ＨＥ 染色，
光学显微镜下观察、摄片。

透射电镜观察：处死小鼠，取其肾，切成体积 ＜ １
ｍｍ３ 的组织块，立即放入 ２􀆰 ５％ 戊二醛固定液（用
０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液配制）固定 ２ ｈ，经清洗液冲

洗后，于 １％锇酸固定液（用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液

配制）固定 ２ ｈ，经浓度梯度乙醇脱水，用 ６１８ 环氧树

脂制成包埋块后，使用 ＬＫＢ⁃Ｉ 型超薄切片机切片，超
薄切片经过枸缘酸铅、醋酸铀双重染色后，在 ＣＭ
１２０ 透射电子显微镜下观察、摄片。
１􀆰 ２􀆰 ６　 寒冷应激测试

给药 ６６ ｄ 后，对照组、模型组小鼠取 ６ 只，进行

测试。 将小鼠放入 ４℃人工气候箱，观察动物的行

为变化，并检测 １５ ｍｉｎ 内小鼠能量代谢率变化，能
量代谢率检测与 ＲＭＲ 检测相同。
１􀆰 ２􀆰 ７　 性行为测试

给药 ６６ ｄ 后，对照组、模型组小鼠取 ６ 只，进行

测试。 准备工作：１０ 周龄雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 １０ 只手

术切除卵巢，术后休息两周，挑选术后恢复好状态佳

的 ６ 只进行后续测试。 测试前 ２ ｄ 雌性小鼠给予苯

甲酸雌二醇 １０ μｇ 皮下注射，每天 １ 次。 测试前 ３ ｈ
皮下注射孕酮 ５００ μｇ。 测试开始后，雄鼠在新鼠笼

中适应 ５ ｍｉｎ，随后放入雌性小鼠，关闭日光灯，在弱

红光下观测性行为，观察：①捕捉潜伏期，即自雌鼠

投入至雄鼠第一次捕捉雌鼠的时间。 ②扑捉次数，
即雄鼠扑捉雌鼠或爬背次数。
１􀆰 ２􀆰 ８　 听觉脑干诱发电位（ＡＢＲ）测试

给药 ６６ ｄ 后，对照组、模型组小鼠随机取 ６ 只，
进行测试。 采用短纯音刺激诱发，短纯音上升、下降

时间为 ０􀆰 ５ ｍｓ，时程为 １０ ｍｓ，刺激重复率为 １１􀆰 １
次 ／秒。 小鼠经盐酸氯胺酮肌肉注射麻醉后置于恒

温电热毯上，保证小鼠体温在 ３７􀆰 ５℃左右，１％ 利多

卡因于小鼠颅顶及两侧乳突皮下局部注射，记录电

极刺入颅顶皮下，参考及接地电极分别刺入左右乳

突皮下。 刺激声从 ９０ ｄＢ ＳＰＬ 开始，５ ｄＢ 下降一档，
以刚刚诱发出可辨认的波 Ｖ 的最小声强为 ＡＢＲ 反

应阈值。

３４２
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１􀆰 ３　 统计分析

实验数据以均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ）表示，两组

比较采用独立样本 ｔ 检验；多组数据进行正态性检

验和方差齐性检验，采用单因素方差分析。 分析软

件采用 Ｒ 统计软件包。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠体重、日进食量、日饮水量、ＲＭＲ 的动态

变化

实验发现对照组小鼠精神状态、进食、活动量均

正常，毛发有光泽。 模型组小鼠饮用含皮质酮水第

２ 天就表现出活动增多、不易捕捉、喜打斗，一直持

续到第 ７ 天左右。 之后，动物逐渐出现毛发稀疏、缺

少光泽、精神状态变差等。 模型组小鼠在应用激素

３５ ｄ 以前，体重小于对照组，第 ７、１４ 天差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 图 １ Ａ）。 第 ３５ 天以后，两组小鼠体

重大致相当。 模型组小鼠日进食量、日饮水量在应

用激素第 １ 天即显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｂ Ｃ），模型

组小鼠日饮水量在第 ４９ 天以后又显著高于对照组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｃ）。 ＲＭＲ 观察发现，模型组小鼠在

第 ２、４ 天显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｄ），之后

差异无显著性，但仍高于对照组，一直持续到第 ３７
天。 第 ６０ 天观察到模型组静息能量代谢率低于对

照组，第 ６６ 天差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 １Ｄ）。 模

型小鼠静息能量代谢率出现特征性的先升高后逐渐

降低的现象。

注：Ａ：体重；Ｂ：每克体重日进食量；Ｃ：每克体重日饮水量；Ｄ：耗氧率。
∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组比较。

图 １　 小鼠体重、日饮食量及 ＲＭＲ 的动态变化（ｎ ＝ ８， 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ； Ｂ： Ｄａｉｌｙ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ； Ｃ： Ｄａｉｌｙ ｄｒｉｎｋｉｎｇ ｐｅｒ

ｇｒａｍ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ； Ｄ： Ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｒａｔｅ．
∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ， ｄａｉｌｙ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ ａｎｄ ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 经典补肾方剂对小鼠 ＲＭＲ、体温、死亡的影

响

金匮肾气丸、知柏地黄丸分别是中医学温肾

阳、滋肾阴泻虚火的代表方，中医学有用方剂的治

疗效应推断证候的传统。 研究发现，在激素应用

第 ４ 天，金匮肾气丸组 ＲＭＲ 与模型组相比，进一

步升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ２Ａ），而知柏地黄丸组 ＲＭＲ
与对照组相当。 自激素应用第 ５０ 天起，再次药物

干预，结果显示，金匮肾气丸组 ＲＭＲ 显著高于模

型组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ２Ｂ），与对照组相近。 各组小鼠

４４２
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肛门内温度无差异。 使用激素第 ６６ 天，动物的死

亡率高达 ３０％ ，金匮肾气丸组合知柏地黄丸组死

亡率均仅 １０％ 。
２􀆰 ３　 各组小鼠血清激素水平

ＲＭＲ 的改变和甲状腺激素含量变化有密切关

系。 实验发现，模型组第 ４ 天各激素水平与对照组

相比差异无显著性（表 １）。 模型组第 ６６ 天各激素

水平与对照组比较，Ｔ４ 含量显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，表
２）。 金匮肾气丸、知柏地黄丸对血清激素水平无显

著干预作用（表 １，表 ２）。

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

图 ２　 金匮肾气丸和知柏地黄丸对小鼠 ＲＭＲ 的干预（ｎ ＝ ８， 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｎｏｔｅ． ＪＫＳＱ： Ｊｉｎｋｕｉｓｈｅｎｑｉ ｐｉｌｌ； ＺＢＤＨ： Ｚｈｉｂａｉｄｉｈｕａｎｇ ｐｉｌｌ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｊｉｎｋｕｉｓｈｅｎｑｉ ｐｉｌｌ ａｎｄ Ｚｈｉｂａｉｄｉｈｕａｎｇ ｐｉｌｌ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

表 １　 各组小鼠第 ４ 天血清激素水平（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． １　 Ｓｅｒｕｍ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｆｏｒｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

甲状腺素
Ｔ４

ｍｇ ／ ｍＬ

三碘甲状腺
原氨酸

Ｔ３
ｎｇ ／ ｍＬ

游离甲状
腺素
ＦＴ４

ｐｇ ／ ｍＬ

游离三碘甲
状腺原氨酸

ＦＴ３
ｐｇ ／ ｍＬ

皮质酮
Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ

ｎｇ ／ ｍＬ

睾酮
Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ

ｎｇ ／ ｍＬ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ １５􀆰 ８５ ± ４􀆰 １６ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ２４ ９􀆰 ５２ ± ２􀆰 ２７ ３􀆰 ４２ ± ０􀆰 ５４ ４７􀆰 ２９ ± １６􀆰 ７７ １３􀆰 ２７ ± １７􀆰 ９７

模型组 Ｍｏｄｅｌ １３􀆰 ０９ ± ２􀆰 ９５ ０􀆰 ６５０ ± ． ３３ ７􀆰 １６ ± ２􀆰 ２２ ３􀆰 ４３ ± ０􀆰 ７５ １１７􀆰 ５６ ± １０１􀆰 ３４ ７􀆰 １５ ± １２􀆰 ０７

金贵肾气丸组 ＪＫＳＱＷ １２􀆰 ４８ ± ２􀆰 ４１ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ２２ ６􀆰 ８５ ± ２􀆰 ４８ ３􀆰 ５３ ± １􀆰 ２１ １３１􀆰 ２０ ± ６２􀆰 ７４ １５􀆰 ０３ ± １０􀆰 ８７

知柏地黄丸组 ＺＢＤＨＷ １２􀆰 ９９ ± ３􀆰 １３ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ２９ ７􀆰 ４４ ± ２􀆰 ８４ ３􀆰 ４９ ± ０􀆰 ５９ １１０􀆰 ９７ ± ４２􀆰 ６１ １５􀆰 ６６ ± １２􀆰 ８１

表 ２　 各组小鼠第 ６６ 天血清激素水平（􀭰ｘ ± ｓ）
Ｔａｂ． ２　 Ｓｅｒｕｍ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｔ ｔｈｅ ６６ｔｈ ｄａｙ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

甲状腺素
Ｔ４

ｍｇ ／ ｄＬ

三碘甲状腺
原氨酸

Ｔ３
ｎｇ ／ ｍＬ

游离甲状
腺素
ＦＴ４

ｐｇ ／ ｍＬ

游离三碘甲
状腺原氨酸
ＦＴ３ ｐｇ ／ ｍＬ

皮质酮
Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ

ｎｇ ／ ｍＬ

睾酮
Ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ

ｎｇ ／ ｍＬ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ
（ｎ ＝ ８） ８􀆰 ２８ ± ５􀆰 ８９ ０􀆰 ６７ ± ０􀆰 １６ ６􀆰 ５９ ± １􀆰 １９ ３􀆰 ４９ ± ０􀆰 ４６ ５１􀆰 ９９ ± １７􀆰 ９２ ９􀆰 ４２ ± １３􀆰 ６０

模型组 Ｍｏｄｅｌ
（ｎ ＝ ７） ０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 １５ ５􀆰 ７６ ± １􀆰 ３５ ３􀆰 ２２ ± ０􀆰 ６７ ５４􀆰 ０２ ± １６􀆰 ４０ ４􀆰 ９９ ± ９􀆰 ３５

金匮肾气丸组 ＪＫＳＱＷ
（ｎ ＝ ８） ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０９ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 １５ ６􀆰 ０７ ± １􀆰 １２ ３􀆰 １５ ± ０􀆰 ７０ ５５􀆰 ４９ ± １７􀆰 １１ ９􀆰 ７９ ± ９􀆰 ５８

知柏地黄丸组 ＺＢＤＨＷ
（ｎ ＝ ８） ０􀆰 ６１ ± ０􀆰 １３ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 １７ ７􀆰 １７ ± １􀆰 ０８ ３􀆰 １８ ± ０􀆰 ７７ ４９􀆰 ５５ ± １５􀆰 ９３ ９􀆰 ２４ ± １１􀆰 ６６

注：与对照组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

５４２



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ６ 月第 ２５ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ􀆰 ２５􀆰 Ｎｏ􀆰 ３

２􀆰 ４　 各组小鼠脂肪、肌肉重量指数

与对照组比较，模型组、金匮肾气丸组、知柏地

黄丸组肾周脂肪重量指数、附睾脂肪重量指数均显

著升高；知柏地黄丸组与模型组比较，脂肪重量指数

进一步升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 图 ３Ａ、Ｂ）；模型

组股四头肌重量指数也显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 图 ３Ｃ），
胫骨前肌重量指数有明显下降趋势；金匮肾气丸显

著提高胫骨前肌重量指数（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 图 ３Ｄ）。

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

图 ３　 各组小鼠体成分、ＭＤＡ、呼吸链酶活性及 ＡＴＰ 水平（ｎ ＝ ８，模型组 ｎ ＝ ７， 􀭰ｘ ± ｓ）
Ｎｏｔｅ． ＪＫＳＱ：Ｊｉｎｋｕｉｓｈｅｎｑｉ ｐｉｌｌ； ＺＢＤＨ： Ｚｈｉｂａｉｄｉｈｕａｎｇ ｐｉｌｌ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；

＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｏｄｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ， ＭＤＡ， ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ

２􀆰 ５　 各组小鼠 ＭＤＡ、呼吸链酶活性、ＡＴＰ 水平

能量代谢率改变和线粒体功能也可能有关系。
实验发现模型组 ＭＤＡ 水平较对照组显著升高，两
种补肾药物均能使之降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 图 ３Ｅ）。 模型

组 ＳＤＨ 和 ＣＯＸ 活性、ＡＴＰ 水平，与对照组比较均显

著降低，仅金匮肾气丸对该降低具显著提高作用（Ｐ

＜ ０􀆰 ０１ 图 ３ Ｆ Ｇ Ｈ）。
２􀆰 ６　 各组小鼠肝、肾 ＨＥ 染色观察

对照组小鼠肝组织 ＨＥ 染色示形态正常，模型

组肝细胞内出现大量脂肪空泡；金匮肾气丸组脂肪

空泡略有减少，知柏地黄丸组则与模型组相近（图
４）。 各组小鼠肾组织 ＨＥ 染色比较，均大致正常，未
见显著差别。
２􀆰 ７　 长期使用激素小鼠肾小管细胞形态、冷应激、
性行为、ＡＢＲ 结果

中医学认为肾阳虚时常会出现一个“表型”组

合：小便多、怕冷、性行为障碍、听力减退等。 实验发

现，激素作用 ６６ ｄ 的小鼠 ２４ ｈ 尿量增多（ｎ ＝ ６），肾
小管上皮细胞内线粒体肿胀（图 ５ Ａ Ｂ）。 小鼠在冷

环境中能量代谢上升速率降低（图 ５ Ｃ， ｎ ＝ ６）。 对

６４２
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注：Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：金匮肾气丸组；Ｄ：知柏地黄丸组。

图 ４　 各组小鼠肝组织 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： Ｊｉｎｋｕｉｓｈｅｎｑｉ ｐｉｌｌ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｚｈｉｂａｉｄｉｈｕａｎｇ ｐｉｌｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

雌鼠的捕捉潜伏期显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 图 ５ Ｄ， ｎ ＝
６），而 １５ ｍｉｎ 内骑跨次数显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 图 ５
Ｅ， ｎ ＝ ６）。 模型组小鼠 ＡＢＲ 反应阈值显著升高（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１ 图 ５ Ｅ， ｎ ＝ ６），提示听力敏感度下降。

３　 讨论

能量代谢在中医证候鉴别及研究中的作用一直

未得到充分重视，但很多证候显然和能量代谢相关。
我们曾提出，“凡涉及或意指阴或阳两个词的证候，
都涉及局部和全身的热量代谢或为患者主观感觉的

热量代谢障碍” ［８］。 热量代谢则是能量代谢的一部

分。 本研究结果显示，静息能量代谢率在整个糖皮

质激素处理过程中，先升高，再逐渐下降，最后显著

降低，这种变化趋势与应用激素后，从“阴虚火旺”
转变为“阳虚”的描述吻合。 我们检测的其他各项

指标均没有出现先升高后下降的特殊形态，提示能

量代谢率可能是糖皮质激素应用后中医证候鉴别及

相关证候研究的关键指征。
进而我们对糖皮质激素引起能量代谢变化的机

制进行了研究。 糖皮质激素短期应用引起能量代谢

升高，研究较多。 本研究发现糖皮质激素长期应用

能引起总 Ｔ４ 水平显著降低；能改变体成分，使脂肪

含量升高，而肌肉含量下降；同时使组织的线粒体功

能下降，氧化水平升高。 线粒体损伤及功能下降可

能在糖皮质激素长期应用致能量低下中扮演核心作

用，研究发现糖皮质激素能能直接调控线粒体基因

组基因表达［９］。 另外糖皮质激素也可能通过产生

自由基而损伤线粒体［１０］。 最近有学者提出“线粒体

负荷”的概念，即营养底物过多，能调节线粒体动力

学或损伤线粒体，造成线粒体处理不了底物，形成超

负荷，认为是多种代谢性疾病的中心环节［１１］，而研

究已经表明，糖皮质激素能使动物血糖、血脂升

高［１２］，进而导致“线粒体负荷”也可能是机制之一。
在临床上，中医证候根据患者的症状表现来判

断，主观性较强，因此如何制备中医证候动物模型就

存在困难，但“主观感觉也有客观基础”，也因此，快
乐、意识的研究成为了神经科学的前沿。 我们曾提

出，若能应用一种内源性物质同时制备出证候的

“表型组合”，可以有根据地认为制备了某个证候动

物模型［１３］，如应用一种内源性激素能同时制备出动

７４２
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注：∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， 与对照组比较。

图 ５　 长期应用皮质酮小鼠出现肾阳虚证“表型组合”
Ｎｏｔｅ． ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｋｉｄｎｅｙ Ｙａｎｇ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｕｓｅ ｏｆ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

物怕冷、性行为障碍、小便增多、听力异常等，说这是

一个肾阳虚模型就有相当的合理性。 本文的确观察

到长期应用糖皮质激素，动物同时出现了小便增多、
怕冷、性功能下降、听力异常等中医肾阳虚的表型组

合。
本中医证候动物模型还有几点值得提及。 首

先，中医的证型多相互重叠，并相互转化，如有研究

通过随机抽样方法调研住院患者的病案资料，结果

发现单一中医证型比例很少，绝大部分为复合证

型［１４，１５］。 本研究也观察到长期应用糖皮质激素小

鼠肥胖、体脂含量增高、肌肉含量减少。 研究报道糖

皮质激素应用使动物血糖、血脂、血压升高［１２］，因此

本模型必夹杂其他证型，如痰湿证、脾虚证，甚至瘀

血证等，只能认为它包含了典型的肾阴 ／肾阳虚证。
承认这一点，并不会削弱证候模型的合理性，因为这

就是中医证候本身的特点：可能并没有“标准”或单

纯的某个证的模型，只有典型地包含了某个证的动

物模型。
其次，很多人将糖皮质激素长期效应解释为

“耗竭”，或者为“毒性”效应［１６］，糖皮质激素虽然使

蛋白质、糖原分解，但其它方面的作用，如促进脂肪

生成，促进骨髓干细胞向脂肪方向分化、抑制免疫反

应等并非“耗竭”一词所能解释；并没有引起组织细

胞的坏死，解释为“毒性”反应也不合适，实际上，糖
皮质激素处理鼠常用作抑郁症、代谢综合症模

型［１７，１８］，研究糖皮质激素的效应可能具有重要的病

理生理意义。
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