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《中国心血管健康与疾病报告2020》显示，中

国心血管病死亡占城乡居民总死亡原因的首位，而

绝经后女性因激素水平变化患心血管疾病风险增

加，预防高血压的发生为心血管健康管理零级预防

策略[1]。因此，有效预防绝经后女性血压升高的发

生对于降低绝经后女性心血管疾病患病风险也尤

为重要。研究表明，雌激素能够提高抗氧化物水平

并增加抗氧化酶的活性，绝经后的雌激素水平低下

增强了体内氧化应激[2-6]。在氧化应激增强状态下，

外周循环中增多的活性氧簇（ROS）可诱导炎性因

子分泌，导致内皮炎症反应增强，造成内皮损伤，引

起血管内皮中内皮素、血栓素A2等收缩因子升高，

血管收缩增强，从而引起血压升高。此外中枢内增

多的ROS引起的氧化应激通过刺激延髓头端腹外侧

（the  rostral  ventrolateral  medulla，RVLM）区 交 感

神经元，引起交感神经兴奋性传出增加，导致血压

升高[7-10]。

益坤饮为江苏省名中医陈霞教授治疗围绝

经期综合征的经验方，前期研究显示益坤饮能够

调节下丘脑-垂体-卵巢性腺轴，提升围绝经期女

性血清雌二醇（E2）水平，调节神经递质，有效改

善围绝经期低雌激素水平问题[11]。围绝经期氧化

应激与低雌激素相关，因此本研究制作卵巢去势

（ovariectomized，OVX）大鼠，以RVLM区氧化应激

情况为切入点，观察益坤饮抗氧化作用以及对OVX

大鼠血压的影响。

1 实验材料

1.1  实验动物  35只健康SPF级雌性SD大鼠购自

南京青龙山实验动物中心，体重180～200 g。大

鼠饲养于恒温（21～23 ℃）、恒湿（45%~65 %）的
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摘 要 目的：以延髓头端腹外侧（RVLM）区氧化应激情况为切入点，分析益坤饮下调卵巢去势（OVX）大鼠血压

的作用机制。方法：取 35只SD大鼠，随机选择 7只作为假手术组行假手术（仅入腹，不切除卵巢），剩余 28只行卵巢去

势手术。将造模成功的大鼠随机分为模型组、阳性药物组和益坤饮高、低剂量组，每组 7只。阳性药物组每日灌胃给予

替勃龙 0.25 mg/kg，益坤饮低、高剂量组每日分别按 3.4 g/kg、6.8 g/kg灌胃中药浓缩液，假手术组与模型组灌胃等量生理

盐水，各组均连续给药30 d。末次给药12 h后，通过股动脉检测各组大鼠血压。留取大鼠24 h尿液，使用酶联免疫吸附

测定（ELISA）法检测去甲肾上腺素（NE）含量。处死大鼠，取RVLM组织，检测活性氧簇（ROS）水平（荧光读数），使

用ELISA法检测组织超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）含量；使用蛋白质印迹法（Western  Blot法）检测各组大鼠

RVLM组织活性氧代谢酶，即烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 4（NOX4）蛋白表达。结果：与假手术组比较，模型组

大鼠收缩压、舒张压均显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，各给药组大鼠收缩压均显著降低（P＜0.05，P＜0.01），其

中阳性药物降压作用最强，高剂量益坤饮次之。与假手术组比较，模型组大鼠RVLM组织ROS、MDA、NOX4水平均显

著增高（P＜0.01），SOD含量显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，阳性药物组、益坤饮高剂量组大鼠RVLM组织ROS、

MDA、NOX4水平均显著降低（P＜0.01），SOD含量显著升高（P＜0.01）；阳性药物组、益坤饮高剂量组上述指标组间

比较差异无统计学意义（P＞0.05），改善均显著优于益坤饮低剂量组（P＜0.01）。与模型组比较，益坤饮低剂量组大鼠

RVLM组织ROS、NOX4水平显著降低（P＜0.05）。与假手术组比较，模型组大鼠尿NE含量显著升高（P＜0.01）；与模型

组比较，阳性药物组与益坤饮高剂量组尿NE含量均显著降低（P＜0.01），且改善均显著优于益坤饮低剂量组（P＜0.01）。
结论：OVX大鼠存在中枢氧化应激增强，交感神经亢进情况。益坤饮能够调节OVX大鼠RVLM区氧化应激情况，降低OVX

大鼠交感亢进从而控制血压波动。
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饲养室，保持12 h明暗循环，自由进食饮水。本

实验遵循美国国立卫生研究院动物护理和使用

指南，并经南京中医药大学伦理委员会审核通过

（202206A045）。

1.2  药物与主要试剂  益坤饮由南京中医药大学

附属南京中医院药剂科制剂室制备。药物组成：熟

地黄10 g、枸杞子10 g、白芍10 g、生牡蛎15 g、钩藤

15 g、合欢皮10 g、黄芪10 g、茯苓10 g、淫羊藿10 g。

药物制备为生药浓度1.7 g/mL的浓缩液，临用前用蒸

馏水配成0.34 g/mL、0.68 g/mL两种浓度的药液（按

生药量计）。

替勃龙片（荷兰欧加农公司生产，南京欧加农

制药有限公司分包装，原药批号615557001，分装批

号：LE-0991-10），规格：2.5 mg/片，临用前用研钵

研碎后用蒸馏水配成0.25 mg/mL的溶液（按制剂量

计算）。

超氧化物歧化酶（SOD）活性检测试剂盒（索

宝来，批号：BC0175），丙二醛（MDA）含量检测

试剂盒（索宝来，批号：BC0025），烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸氧化酶4（NOX4）活性检测试剂盒

（Abcam，批号：ab51254/UOTR1B493），去甲肾上腺

素（NE）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（茁

彩，批号：ZC-37121）。RIPA强裂解液、BCA蛋白浓

度测定试剂盒（增强型，碧云天生物技术有限公司，

批号：P0013B、P0010）；膜再生液（Solarbio，批号：

SW3022）。

1.3  主要仪器  智能无创鼠尾动脉血压测量仪

（日本软隆有限公司，型号：BP-98A）；全波长酶

标仪、低温离心机（Thermo，型号：Multiskan  Sky、

Fresco17/17R）；电泳及转模系统（Bio-Rad，型号：

1658033）；高通量组织匀浆机（宁波新芝生物科技

股份有限公司，型号：Scientz-48）；凝胶成像系统

（上海天能科技有限公司，型号4600）。

2 实验方法

2.1  造模  雌性SD大鼠在无菌条件下麻醉后于下

腹正中作一长约1.5 cm的竖切口，逐层切开皮肤、筋

膜、腹膜，见子宫呈“Y”字形，周围有脂肪组织包

绕；用眼科显微镊提起子宫底，沿输卵管找到双侧

卵巢；止血钳钳夹卵巢根部，结扎后完整切除双侧卵

巢。术后予肌注青霉素20 000 U/kg，连续3 d。术后

第5天开始阴道涂片，连续7 d，阴道涂片显示性周期

紊乱即提示OVX造模成功。

2.2  分组与给药  取7只雌性SD大鼠作为假手术

组，手术方法、术后处理同2.1部分，但进入腹腔后不

切除卵巢。造模成功的OVX大鼠随机分为模型组、

阳性药物组和益坤饮高、低剂量组，每组7只。阳性

药物组每日按0.25 mg/kg灌胃给予替勃龙溶液，益

坤饮低、高剂量组每日分别按3.4 g/kg、6.8 g/kg灌胃

给予益坤饮浓缩液（其中高剂量相当于人体给药剂

量），假手术组与模型组大鼠灌胃等量生理盐水，各

组均连续灌胃30 d。

2.3  指标检测

2.3.1  血压测定  末次给药12 h后，各组大鼠使用

3%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，通过股动脉监测血压，

血压稳定30 min后开始记录收缩压、舒张压。

2.3.2  ELISA法检测尿去甲肾上腺素（NE）含量  各

组大鼠完成血压测定后当天开始，采用代谢笼法

收集大鼠24 h尿量，加入冰醋酸作为防腐剂，并置

于-20 ℃低温冰箱保存待测。采用ELISA法检测各

组大鼠尿NE含量。

2.3.3  RVLM组 织ROS、SOD、MDA水 平 检 测  尿

液收集完成后，放血处死大鼠，迅速在冰面上将各

组大鼠脑组织中延髓取出，按照第3版Paxinos＆

Charles  Watson大鼠脑图谱，确定RVLM的基本位

置。分离RVLM核团区，转移到Eppendorf离心管中，

置于-80 ℃冰箱避光保存待测。取出组织标本，投

入液氮中，置于-80 ℃冰箱中制成冰冻切片，组化笔

画圈，圈内滴入ROS染液，避光孵育30 min，DAPI复

染细胞核，避光孵育10 min，封片，于荧光显微镜下

观察图像，记录荧光读数。ELISA法检测各组大鼠

RVLM组织SOD、MDA含量。

2.3.4  蛋白质印迹法（Western  Blot法）检测RVLM

组织NOX4蛋白表达  各组随机取3只大鼠的RVLM

组织各50 mg，研磨分装于离心管中，加入250 μL

的RIPA裂解液匀浆（使用前5 min加入蛋白酶抑

制剂），4 ℃过夜裂解，提取蛋白。根据蛋白定量结

果，加入蛋白样品及裂解液，轻轻混合后95 ℃变

性10 min。制备SDS-PAGE凝胶，依次进行蛋白上

样、电泳、转膜，将转移膜置于封闭液中，封闭后的

膜放入一抗兔抗人NOX4（封闭液1∶1000稀释），

4 ℃孵育过夜，将反应膜放入平皿中洗膜，放入二抗

羊抗兔（封闭液1∶5000稀释），室温下孵育1 h。用

ECL显色后，置于凝胶成像仪中观察蛋白表达，用

Image  J软件对各抗体条带的灰度值进行统计，计算

蛋白的相对表达量。

2.4  统计学方法  采用Graphpad  Prism  7对数据进

行统计学分析。本研究所有计量资料均符合正态分

布，以（x-±s）表示。2组间数值比较采用 t 检验，多
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组间比较采用单因素方差分析

（one-way  ANOVA）。P＜0.05表

示差异具有统计学意义。

3 实验结果

3.1  各组大鼠血压比较  与假

手术组比较，模型组大鼠收缩压、

舒张压均显著升高（P＜0.05）；

与模型组比较，各给药组大鼠

收缩压均显著降低（P＜0.05，

P＜0.01）；益坤饮高、低剂量组

大鼠收缩压均显著高于阳性药物

组（P＜0.05，P＜0.01），益坤饮

高剂量组大鼠收缩压明显低于

低剂量组（P＜0.01）。在舒张压

方面，各给药组大鼠与模型组比

较，各给药组之间比较，差异均

无统计学意义（P＞0.05）。详

见表1。

3.2  各组大鼠RVLM组织ROS、

SOD、MDA水平比较  与假手术组比较，模型组大

鼠RVLM组织ROS、MDA水平显著升高（P＜0.01），

SOD含 量 显 著 降 低（P＜0.01）。 与 模 型 组 比

较，各给药组大鼠RVLM组织ROS水平显著降

低（P＜0.05，P＜0.01）；阳性药物组、益坤饮高剂

量组大鼠RVLM组织MDA含量显著降低（P＜0.01），

SOD含量显著升高（P＜0.01）。阳性药物、高剂量

益坤饮对上述指标的改善显著优于低剂量益坤饮

（P＜0.01），阳性药物组与益坤饮高剂量组上述指标

比较差异无统计学意义（P＞0.05）。详见表2。

3.3  各组大鼠RVLM组织NOX4蛋白表达比较  见

图1、表3。与假手术组比较，模型组大鼠RVLM组织

NOX4蛋白表达显著升高（P＜0.01）；与模型组比

较，各给药组大鼠RVLM组织NOX4蛋白表达均显著

降低（P＜0.05，P＜0.01）；益坤饮高剂量组、阳性

药物组大鼠RVLM组织NOX4水平比较，差异无统计

学意义（P＞0.05），且均显著低于益坤饮低剂量组

（P＜0.01）。

图1  Western  Blot法检测各组大鼠RVLM组织NOX4蛋白表达

表3  各组大鼠RVLM组织NOX4蛋白表达比较（x-±s）
组别 动物数/只 剂量 NOX4

假手术组 3 － 1.00±0.17

模型组 3 － 3.81±0.25##

阳性药物组 3 0.25 mg/kg 1.73±0.18**

益坤饮低剂量组 3 3.40 g/kg 3.22±0.27*△△

益坤饮高剂量组 3 6.80 g/kg 2.34±0.18**▲▲

注： 与假手术组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，
**P＜0.01；与阳性药物组比较，△△P＜0.01；与益坤

饮低剂量组比较，▲▲P＜0.01。

3.4  各组大鼠尿NE含量比较  与假手术组比较，模

型组大鼠尿NE含量显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，阳性药物组、益坤饮高剂量组大鼠尿NE含量

显著降低（P＜0.01）。益坤饮各剂量组大鼠尿NE含

量显著高于阳性药物组（P＜0.01），其中高剂量组显

著低于低剂量组（P＜0.01）。详见表4。

表4  各组大鼠尿NE含量比较（x-±s）
组别 动物数/只 剂量 NE/（ng/mL）

假手术组 6 － 0.87±0.05

模型组 6 － 1.54±0.07##

阳性药物组 6 0.25 mg/kg 1.00±0.07**

益坤饮低剂量组 6 3.40 g/kg 1.45±0.07△△

益坤饮高剂量组 6 6.80 g/kg 1.30±0.07**△△▲▲

注： 与假手术组比较，##P＜ 0.01；与模型组比较，

**P＜ 0.01；与阳性药物组比较，△△P＜0.01；与益

坤饮低剂量组比较，▲▲P＜0.01。

表1  各组大鼠血压比较（x-±s）            单位：mmHg

组别 动物数/只 剂量 收缩压 舒张压

假手术组 6 － 90.34±1.60 77.55±1.74

模型组 6 － 108.90±1.37# 79.98±1.48#

阳性药物组 6 0.25 mg/kg 93.58±1.75** 77.88±1.36

益坤饮低剂量组 6 3.40 g/kg 105.40±2.04*△△ 79.75±1.20

益坤饮高剂量组 6 6.80 g/kg 96.23±1.86**△▲▲ 78.28±0.81

注： 与假手术组比较，#P＜0.05；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与阳性药

物组比较，△P＜0.05，△△P＜0.01；与益坤饮低剂量组比较，▲▲P＜0.01。
1 mmHg≈0.133 kPa。

表2  各组大鼠RVLM组织ROS、MDA、SOD水平比较（x-±s）
组别 动物数/只 剂量 ROS/AU MDA/（nmol/mgprot） SOD/（U/mgprot）

假手术组 6 － 29.59±7.74 7.88±1.83 35.12±2.91

模型组 6 － 90.08±4.13## 22.83±0.92## 11.91±1.60##

阳性药物组 6 0.25 mg/kg 57.69±5.89** 12.99±2.34** 28.30±2.99**

益坤饮低剂量组 6 3.40 g/kg 81.10±5.52*△△ 20.13±2.28△△ 14.36±1.68△△

益坤饮高剂量组 6 6.80 g/kg 61.63±4.97**▲▲ 14.65±2.84**▲▲ 22.65±3.38**▲▲

注： 与假手术组比较，##P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与阳

性药物组比较，△△P＜0.01；与益坤饮低剂量组比较，▲▲P＜0.01。
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4 讨论

《素问·至真要大论》记载：“诸风掉眩，皆属于

肝。”由此可认为，血压的波动主要责之于肝。肾藏

精，肝藏血，精聚为髓，精髓化生为血（精血同源），肝

肾同源于精血。女性一生经孕产乳耗伤精血，故女

子发病多由“真阴不足”所致。女子七七，任脉虚，

太冲脉衰少，天癸竭，肾精亏虚，故而围绝经期肝肾

阴分不足。阴分不足，肝阳上亢，故绝经后女性易发

生血压升高的情况。益坤饮由《景岳全书》中“归肾

丸”化裁而来，方中君药熟地黄、枸杞子、白芍滋阴

补肾、养血柔肝；钩藤清降心肝郁火，生牡蛎平肝潜

阳、重镇安神，合欢皮行气解郁除烦，共为臣药；淫

羊藿补肾阳，于阳中求阴，为佐药；黄芪、茯苓健脾益

气，后天气血以养先天，又以茯苓化痰利湿助运，可

防止补益药滋腻碍胃，均为使药。全方共奏滋肾养

阴、平肝宁心之功。

NADPH氧化酶，即还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸，是中枢神经系统内活性氧的主要来源，其中

NOX4是大脑中含量最丰富的NOX同系物，是催化生

成ROS的关键酶[12-14]。NOX4表达上调会产生大量的

ROS，ROS与其他物质发生氧化反应时会产生MDA。

MDA作为脂质过氧化的产物，其含量反映了体内氧

化应激的情况，MDA含量升高说明氧化应激增强。

SOD是体内重要的抗氧化酶，可分解清除机体有害

氧自由基，起到抗氧化的作用[15]。本研究结果表明，

模型组大鼠RVLM组织NOX4、ROS、MDA水平较假

手术组显著升高，SOD含量显著下降，说明OVX大鼠

RVLM组织氧化剂抗氧化平衡被打破，存在氧化应激

增强。

RVLM区包含了几乎所有的运动前交感神经

血管收缩神经元，控制脊髓外侧角的交感神经节前

神经元。同时，本研究观察到模型组大鼠尿NE含

量、收缩压较假手术组显著升高。因此我们认为，

RVLM区氧化应激增强而致交感中枢神经元活性增

强，导致交感信号流出[14]，交感神经系统活性亢进引

起血压升高。

研究显示雌激素可通过降低RVLM区氧化应激

抑制交感亢进从而改善大鼠绝经后的心血管功能[6]。

孙嫘等[16]研究发现针刺人迎穴可提高自发性高血压

大鼠RVLM区抗氧化能力，降低交感神经活性从而有

效缓解高血压症状。本研究结果表明，益坤饮各剂

量组大鼠RVLM组织ROS及NOX4水平较模型组下降，

收缩压较模型组下降，差异均具有统计学意义，说明

益坤饮可通过降低NADPH氧化酶降低RVLM组织活

性氧水平从而影响收缩压。本研究发现，与模型组

比较，高剂量益坤饮及阳性药物替勃龙均能显著上

调RVLM组织SOD水平，降低RVLM组织ROS、MDA水

平以及尿NE含量，因此我们推测高剂量益坤饮及替

勃龙能够有效提高中枢抗氧化能力，降低中枢氧化应

激，减弱交感神经元活性，降低交感神经亢进，从而

控制OVX大鼠收缩压的升高。因激素替代存在一定

的副作用及远期风险，2018年中国绝经管理与绝经

激素治疗指南指出不推荐仅为预防心血管疾病而采

用激素替代[17]，因此中医药用于预防绝经后心血管疾

病有较高的研究价值。

本研究中针对交感亢进的情况评估仅进行了尿

液NE测定，后期研究可进行RVLM区交感神经活动

记录，进一步明确益坤饮对RVLM交感输出的影响，

为益坤饮预防心血管疾病的发生提供科学依据。
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糖尿病抑郁是一种因长期生理变化引起心理变

化的身心疾病，除糖代谢水平较差以外，还带有情绪

低落、精神困顿以及乐趣丧失等主要临床特征，严重

者甚至有自杀倾向[1]。糖尿病抑郁是在糖尿病基础

上继发抑郁，被现代医家称之为“消渴郁证”[2]，也可

将其归于中医学“脾瘅”“百合病”“脏躁”“梅核气”“癫

证”等范畴。本病基本病机可归纳为以消渴为本，郁

证为标，逐渐累及肝、心、脾、肾等脏器，继而产生痰

饮、瘀血等病理产物，导致脾失健运、气血亏虚、肝

肾阴虚等证。现代医家治疗消渴郁证多从肝、肝肾、

肝脾、心肺、痰浊、瘀来论治，均能改善患者的抑郁障

碍，获得较好的临床疗效[3]。众多研究表明，针灸在

治疗糖尿病抑郁方面疗效明显，还能减轻抗抑郁药

物的不良反应及其带来的经济负担[4]。现将近年来

针灸疗法为主治疗糖尿病抑郁的临床研究进展综述

如下。

1 针刺疗法

针刺疗法是在中医辨证论治指导下，根据患者

针灸疗法为主治疗糖尿病抑郁临床研究进展

符 喆  陈 欢  周静珠  徐万里  周 帅  张朝晖

（南京医科大学第一附属医院，江苏南京210029）

摘 要 糖尿病抑郁是指易发生于糖尿病患者的一种心理障碍疾病，近年来以针灸疗法为主治疗糖尿病抑郁已展示

出其安全性高和疗效稳定的独特优势，其治疗方法主要分为传统针法、特色针法、艾灸疗法、耳针疗法、耳穴埋丸、穴位敷

贴、联合疗法等。但针灸治疗本病的临床研究仍存在一些不足之处，如样本量较少，缺少多中心的随机对照试验研究，也少

有客观性评价指标等。因此，未来应进行高质量的针灸临床与机制研究，以增加更多可靠可信的循证依据。
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