
Drug Evaluation Research第44卷 第6期 2021年6月 Vol. 44 No. 6 June 2021

丁香酚与甲基丁香酚的抗焦虑作用机制研究
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摘 要：目的 探究丁香酚及甲基丁香酚的抗焦虑作用及机制。方法 90只雄性SPF级SD大鼠，随机分为对照组，模型组，

地西泮（1 mg/kg）组，丁香酚低、中、高剂量（10、20、40 mg/kg）组和甲基丁香酚低、中、高剂量（10、20、40 mg/kg）

组，每组 10只，对照组和模型组给予 0.5% CMC-Na溶液，每只大鼠给药 1 mL，ig给药，给药 7 d后，除对照组外，进行高

架十字迷宫实验。采用酶联免疫法（ELISA）测定焦虑大鼠血清中沉默信息调节因子 2 相关酶 1（SIRT1）、单胺氧化酶

A（MAO-A）、儿茶酚-O-甲基转移酶（COMT）、乙醛脱氢酶（ALDH）及醛糖还原酶（AR）的表达量，同时通过逆转录-

聚合酶链反应（RT-PCR）检测各组海马体组织中相应的基因表达水平。结果 丁香酚高剂量组大鼠进入开放臂次数（OE）

百分比和开放臂停留时间（OT）百分比显著高于模型组（P＜0.01），作用呈剂量相关性；随着剂量的增加，甲基丁香酚表

现出抗焦虑作用趋势，但差异无统计学意义。与对照组比较，模型组大鼠 SIRT1和 MAO-A 酶含量及基因表达显著升

高（P＜0.05、0.01），丁香酚与甲基丁香酚均发挥显著回调作用（P＜0.01）。与对照组比较，模型组大鼠血清中ALDH与

AR含量显著下降，COMT含量显著升高（P＜0.01）；海马组织中COMT与ALDH的基因表达显著上调，AR的基因表达显

著下调（P＜0.01）。与模型组比较，丁香酚可显著回调血清COMT、ALDH及AR含量（P＜0.05、0.01），甲基丁香酚显著

回调血清COMT、AR含量（P＜0.05、0.01）；丁香酚与甲基丁香酚能够显著抑制焦虑大鼠海马体COMT与ALDH的基因表

达上调（P＜0.01），甲基丁香酚显著抑制AR的基因表达下调（P＜0.05）。结论 丁香酚和甲基丁香酚抗焦虑活性良好，可

通过调控 SIRT1-MAO-A 信号通路进而影响单胺类神经递质 5-羟色胺（5-HT）的代谢以及儿茶酚胺代谢通路中 COMT、

ALDH及AR酶的活性和基因表达发挥作用。
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Abstract: Objective To explore the anti-anxiety effect of eugenol and methyleugenol and its possible mechanisms. Methods

Totally ninety male Sprague-Dawley Rats (SPF) were randomly divided into nine groups: control group, model group, diazepam

(1 mg/kg) group, eugenol low, middle and high-dose (10, 20, and 40 mg/kg) group, methyleugenol low, middle and high-dose (10,

20, and 40 mg/kg) group. Then the coments of NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 (SIRT1), monoamine oxidase-A (MAO-A),

catechol-o-methyl transferase (COMT), acetaldehyde dehydrogenase (ALDH) and aldose reductase (AR) in serum of anxiety rats

were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), at the same time, the corresponding gene expression level in

hippocampus was detected by Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). Results The percentage of OE and OT

in eugenol high-dose group were significantly higher than those in model group (P < 0.01); With the increase of dosage, methyl

eugenol showed the trend of anti anxiety effect, but the difference was not statistically significant. Compared with the control group,

SIRT1 and MAO-A enzyme contents and mRNA levels in the anxiety model rats were significantly increased (P < 0.05 and 0.01),

and eugenol and methyleugenol treatment reversed this trend (P < 0.01). The contents of ALDH and AR in serum of anxiety rats
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decreased significantly, while the contents of COMT increased (P < 0.01); The mRNA levels of COMT and ALDH were up-

regulated, while AR gene expression was down-regulated (P < 0.01). Compared with model group, eugenol reversed the change

trend of COMT, ALDH and AR (P < 0.05, 0.01), and methyl eugenol significantly reversed the change trend of serum COMT and

AR (P < 0.05, 0.01); Eugenol and methyl eugenol significantly inhibited the up regulation of COMT and ALDH gene expression in

hippocampus of anxiety rats (P < 0.01), while methyl eugenol significantly inhibited the down regulation of AR gene expression

(P < 0.05). Conclusion Eugenol and methyleugenol have good anti-anxiety activity. They can adjust the metabolism of 5-

hydroxytryptamine (5-HT) by regulating SIRT1-MAO-A signal pathway and affect the enzyme activity and gene expression of

COMT, ALDH and AR in the metabolic pathway of catecholamine.
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焦虑症（anxiety disorder）是一种以焦虑情绪体

验为主要特征的常见精神性疾病，患者临床常表现

出无明确客观对象的紧张、恐惧、不安等，并伴有头

晕、出汗、呼吸困难等症状［1］。目前临床上治疗焦虑

症以缓解症状为主［2］，主要的治疗药物包括苯二氮

䓬类及选择性 5-羟色胺（5-HT）再摄取抑制剂等，但

因具有成瘾性、认知损害等副作用，已不能满足治

疗焦虑症的需要。由于对化学药安全性的争议，越

来越多的学者将目光转向天然药物，希望能从中找

到安全有效的抗焦虑药［3］。研究发现，含有酚羟基

的小分子酚类成分具有抗焦虑作用，包括去氢厄弗

酚、厄弗酚、灯心草酚等菲类成分，黄芩素、芹菜素

等黄酮类成分，咖啡酸、丹参素、芥子酸等苯丙素类

成分以及没食子酸、香芹酚等成分［4-5］。

丁香酚（图 1）是一种从罗勒、肉豆蔻、月桂叶、

丁香油和肉桂等精油中分离出来的小分子酚类成

分［6］。课题组前期研究发现［4］，5 mg/kg丁香酚具有

明显的抗焦虑活性，能显著增加小鼠在高架十字迷

宫装置中开放臂的停留时间与进入开放臂的次数，

但其作用机制尚不明确。甲基丁香酚（图 1）是丁香

酚的甲基醚，其结构中没有酚羟基，是肉豆蔻、罗

勒、山茱萸、肉桂、毛茛及其精油组分的天然成分［6］。

据报道，甲基丁香酚具有抗抑郁、抗惊厥、神经保护

等 中 枢 药 理 活 性 ，可 能 通 过 激 活 γ - 氨 基 丁

酸（GABA）受体发挥作用［7］，其是否具有抗焦虑作

用尚待进一步研究。

焦虑症的发病机制非常复杂，目前尚未完全清

晰，主要的生化病理机制包括神经递质假说、神经

内分泌功能紊乱假说及免疫功能紊乱假说。现代

医学认为焦虑的发生与突触间隙单胺类神经递质

浓度的变化密切相关［8］。单胺类神经递质是参与情

绪调控的一类重要神经递质，包括吲哚胺和儿茶酚

胺两大类，吲哚胺主要包括 5-HT，儿茶酚胺包括多

巴胺（DA）、去甲肾上腺素（NE）和肾上腺素（E）等。

研究发现，当突触间隙单胺类神经递质浓度异常

时，个体会表现出焦虑症状。

调节单胺类神经递质代谢是中药抗焦虑机制

研究的重要切入点。沉默信息调节因子 2 相关

酶 1（SIRT1）、单胺氧化酶（MAO）、儿茶酚-O-甲基

转移酶（COMT）、乙醛脱氢酶（ALDH）及醛糖还原

酶（AR）对单胺类神经递质的代谢发挥重要作

用［9-18］。其中，单胺氧化酶 A（MAO-A）是调节大脑

5-HT水平的关键酶。MAO抑制剂是一种传统的抗

焦虑抑郁药，它通过抑制MAO的活性，减少单胺类

神经递质的降解以发挥抗焦虑作用［10］。SIRT1又称

为NAD-依赖性去乙酰化酶 Sirtuin-1，是MAO-A基

因转录的重要调节酶［11］。研究发现，SIRT1基因在

焦虑情绪的产生中具有重要作用，它能通过激活

MAO-A基因来驱动患者的焦虑情绪上升［12］。研究

证实，COMT 基因是焦虑的易感基因，敲除 COMT

基因会导致雌性小鼠情绪低落，雄性小鼠产生更强

攻击性［13-14］。AR是人交感神经节NE神经内代谢中

的一种醛清除酶［15］，越来越多的研究表明，内源性

醛类物质具有一定的神经毒性，焦虑症的发生可能

与内源性醛的水平增加有关［16-17］，消耗内源性醛可

能对焦虑症的治疗产生正面影响。此外，ALDH-2

基因多态性与嗜酒者焦虑抑郁、自杀行为及反社会

人格障碍等相关［18］。

高架十字迷宫（EPM）是开展焦虑抑郁研究的

经典行为学实验，它利用动物对新异环境的探究特

性和对高悬敞开臂的恐惧形成矛盾冲突行为，来考

察动物的焦虑状态［19］。本研究首先应用高架十字

丁香酚 甲基丁香酚

图1 丁香酚与甲基丁香酚的结构式

Fig. 1 Structural formula of eugenol and methyl eugenol
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迷宫实验诱导大鼠焦虑状态，同时评价丁香酚和甲

基丁香酚的抗焦虑作用。进一步采用酶联免疫

法（ELISA）考察焦虑大鼠血清中 SIRT1、MAO-A、

COMT、ALDH及AR的酶浓度，同时通过逆转录-聚

合酶链反应（RT-PCR）检测海马体中相应的基因表

达情况，拟阐释丁香酚和甲基丁香酚抗焦虑作用的

机制。

1 材料

1.1 实验动物

SPF 级健康雄性 SD 大鼠，体质量 220～250 g，

购自北京斯贝福实验动物技术有限公司，饲养于北

京中医药大学动物实验中心 SPF级动物房，实验动

物生产许可证号 SCXK（京）2012-0001。大鼠适应

性喂养 3 d，期间自由饮水饮食，光照节律 12 h∶

12 h（7：00—19：00），室温（23±2）℃，湿度（55±

10）%，保持安静。

1.2 药品与主要试剂

丁香酚、甲基丁香酚（质量分数≥98%），购于上

海源叶生物科技有限公司；地西泮来自北京大学医

学部药物依赖性研究所；羧甲基纤维素钠（CMC-

Na）购于天津光复精细化工研究所；氯仿、异丙

醇（色谱纯）购于国药集团化学试剂有限公司；RNA

溶解液、TRIZOL、qRT-PCR试剂盒购于北京全式金

生物技术有限公司；焦碳酸二乙酯水（DEPC）购于

Amresco（美国，E174）；FastKingcDNA 第一链合成

试剂盒购于天根生化科技有限公司；大鼠SIRT1、大

鼠 MAO-A、大 鼠 COMT、大 鼠 ALDH、大 鼠 AR

ELISA试剂盒均购自江苏酶标生物科技有限公司。

1.3 实验仪器

Thermo FC酶标仪（450 nm）购自北京普朗新技

术有限公司；Thermo 37 ℃恒温箱购自上海建恒仪

器有限公司；Centrifuge5415R离心机及 5333PCR仪

购自 Eppendorf 公司；ABI7500 实时荧光定量 PCR

仪购自美国应用生物系统公司。

2 方法

2.1 动物分组与给药

将 90 只大鼠随机分为对照组，模型组，地西

泮（1 mg/kg）组，丁香酚低、中、高剂量（10、20、

40 mg/kg）组和甲基丁香酚低、中、高剂量（10、20、

40 mg/kg）组，对照组和模型组给予 0.5% CMC-Na

溶液，每组10只，每只大鼠给药1 mL，ig给药，给药7 d。

2.2 高架十字迷宫实验（EPM）

高架十字迷宫装置是由两个开放臂（50 cm×

10 cm×1 cm）、两个闭合臂（50 cm×10 cm×40 cm）

以及 1个连接四臂的中央平台（10 cm×10 cm）组成

的 1个类似“十”字形的迷宫，迷宫装置比房间地板

高 50 cm，四周有布幔遮挡。除对照组外，第 7天给

药后 30 min，进行高架十字迷宫实验。将大鼠置于

高架十字迷宫中央平台，面向其中 1个开放臂，背对

实验操作者，释放后即开始记录 6 min内大鼠进入

各臂的次数和停留时间：①进入开放臂次数（OE）；

②进入闭合臂次数（CE）；③开放臂停留时间（OT，

s）；④闭合臂停留时间（CT，s）。并根据以上数据分

别计算出：①OE 百分比＝OE/（OE＋CE）；②OT 百

分比＝OT/（OT＋CT），以OE和OT百分比作为评价

大鼠焦虑的指标。测试过程中大鼠进入任一臂以

四足都进入到臂内为准，任一足退出该臂则表示此

次活动的完成。每只大鼠测试后，清除装置中的粪

便并用 75%乙醇溶液擦拭实验装置，以去除大鼠残

留气味的影响。

2.3 酶含量测定

EPM结束后，立即麻醉大鼠（3%戊巴比妥钠），

腹主动脉取血，置于 5 mL EP管内，4 ℃、3 000 r/min

离心 15 min，上清液于 4 ℃、3 500 r/min离心 8 min，

取上清液，置于−80 ℃冰箱保存。ELISA实验检测

血清SIRT1、MAO-A、COMT、ALDH、AR活性。

2.4 转录水平检测

取血后立即处死大鼠，断头取脑，分离出海马

体。取海马组织剪碎后，应用 Trizol 试剂提取总

RNA，逆转录为 cDNA，以 cDNA为模板进行PCR扩

增。引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成，序列

见表 1。扩增产物于 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，自动

电泳凝胶成像分析仪采集并测定灰度值。以目的

条带与β-actin灰度值比值反映各基因相对表达水平。

表1 引物序列

Table 1 Primer sequence

引物

GAPDH

SIRT1

MAO-A

COMT

ALDH

AR

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

正向

反向

序列

5’-GATGACATCAAGAAGGTGGTGA-3’

5’-ACCCTGTTGCTGTAGCCATATTC-3’

5’-GCTGGCCTAATAGACTTGCAA-3’

5’-TCCGTCAGCTCCAGATCCT-3’

5’-TGTGGCTGCATGATCATTG-3’

5’-TAGCAGCCCCCGGAGTA-3’

5’-AGTCCACAACCTGATCATGG-3’

5’-GCTGTACTCCCGAATCACTG-3’

5’-GCTGGCTGACTTAATGGAGA-3’

5’-TGTTTGACCATGGATCTTGTC-3’

5’-CCATCCACGTTGTCCCTACT-3’

5’-GATATGGTCGAATTGCCCC-3’
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2.5 统计方法学

以 2-ΔΔCt法计算各mRNA的相对表达水平，对试

验数据进行描述性统计，使用单向 ANOVA分析所

有数据，SPSS 22.0软件进行单因素方差分析。

3 结果

3.1 行为学测试结果

通过 EPM研究丁香酚和甲基丁香酚的抗焦虑

作用，结果见图 2。丁香酚高剂量组大鼠OE百分比

和OT百分比显著高于模型组（P＜0.01），且与阳性

药地西泮的抗焦虑表现相似，作用呈剂量相关性，

说明丁香酚具有明显的抗焦虑活性。随着剂量的

增加，甲基丁香酚表现出抗焦虑作用趋势，但差异

无统计学意义。

3.2 丁香酚和甲基丁香酚对焦虑大鼠 SIRT1-

MAO-A信号通路的影响

3.2.1 对焦虑大鼠血清中的 SIRT1与MAO-A酶含

量的影响 结果如图 3所示，与对照组比较，模型组

大鼠血清中的 SIRT1及MAO-A水平显著升高（P＜

0.05）；与模型组比较，丁香酚与甲基丁香酚显著回

调SIRT1与MAO-A水平（P＜0.01）。

3.2.2 对焦虑大鼠海马体中 SIRT1与MAO-A基因

表达的影响 结果如图 4所示，模型组大鼠海马中

SIRT1 及 MAO-A 的基因表达水平显著上调（P＜

0.01）；与模型组比较，丁香酚与甲基丁香酚能够显

著抑制焦虑大鼠海马中 SIRT1及MAO-A的基因表

达上调（P＜0.01）。

与模型组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs model group

图2 丁香酚和甲基丁香酚对大鼠焦虑样行为的影响（x
—

±s，n=10）

Fig. 2 Effects of eugenol and methyl eugenol on anxie-like behavior in rats (x
—

±s，n=10)

与对照组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
#P < 0.01 ##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图3 各组大鼠血清中SIRT1、MAO-A、COMT、ALDH、

AR水平比较（x
—

±s，n=10）

Fig. 3 Serum levels of SIRT1，MAO-A，COMT，ALDH

and AR in each group were compared (x
—

±s，n=10)

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05 **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group

图4 各组大鼠海马体中SIRT1、MAO-A、COMT、ALDH、

AR的基因水平比较（x
—

±s，n=10）

Fig. 4 Comparison of SIRT1，MAO-A，COMT，ALDH

and AR gene levels in hippocampus of rats in each group

(x
—

±s，n=10)
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3.3 丁香酚和甲基丁香酚对焦虑大鼠 COMT、

ALDH与AR酶含量及基因表达的影响

3.3.1 对焦虑大鼠血清中 COMT、ALDH 及 AR 酶

含量的影响 如图 3所示，与对照组比较，模型组大

鼠血清中的ALDH与AR含量显著下降（P＜0.01），

COMT含量显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，丁

香酚可显著回调 COMT、ALDH 及 AR 含量（P＜

0.05、0.01），甲基丁香酚显著回调 COMT、AR 含

量（P＜0.05、0.01）。

3.3.2 对焦虑大鼠海马体中 COMT、ALDH 与 AR

基因表达的影响 如图 4所示，与对照组比较，模型

组大鼠海马体 COMT 与 ALDH 的基因表达水平显

著上调，而AR的基因表达显著下调（P＜0.01）。与

模型组比较，丁香酚与甲基丁香酚能够显著抑制焦

虑大鼠海马体 COMT 与 ALDH 的基因表达上

调（P＜0.01），甲基丁香酚显著抑制AR的基因表达

下调（P＜0.05）。

4 讨论

课题组前期采用高架十字迷宫评价丁香酚（5、

10、20 mg/kg）和甲基丁香酚（1.25、2.5、5 mg/kg）对

小鼠焦虑行为的影响，结果发现，5 mg/kg的丁香酚

具有抗焦虑作用［20］；随着剂量增加，5 mg/kg的甲基

丁香酚表现出明显的致焦虑活性［21］。甲基丁香酚

具有抗抑郁［22］和抗惊厥［23-24］等生物活性，但其是否

具有抗焦虑作用仍存在争议。另有研究通过旷场、

社交干预、十字迷宫和孔板测试等多种行为学方法

来评价甲基丁香酚的抗焦虑作用，结果发现各给药

组与对照组相比，大鼠的焦虑行为并没有改变［22］。

本研究发现 40 mg/kg 的丁香酚能明显改善模型大

鼠的焦虑行为。随着剂量的增加（10、20、40 mg/kg），甲

基丁香酚表现出抗焦虑作用趋势，但并不显著。

单胺类神经递质功能紊乱是焦虑症的重要发

病机制［25］。5-HT、DA、NE、E 是中枢神经重要的单

胺类神经递质，参与情绪的调节，其浓度变化与焦

虑情绪的产生密切相关［26-28］。

MAO-A 是调节大脑 5-HT 的关键酶，SIRT1 是

MAO-A 基因转录的重要调节酶，而螺旋环螺旋蛋

白 2（NHLH2）是调节MAO-A的上游转录因子。有

研究显示SIRT1可以通过使NHLH2去乙酰化，间接

调控 MAO-A的转录，影响 MAO-A表达，进而影响

小鼠大脑的5-HT代谢，导致焦虑样行为［12］。本研究

结果显示，丁香酚与甲基丁香酚治疗可以显著降低

焦虑大鼠 SIRT1 和 MAO-A 的酶含量及基因表达，

且丁香酚将 SIRT1和MAO-A基因表达及酶含量调

控至正常水平的能力优于甲基丁香酚。因此，丁香

酚可能通过抑制 SIRT1基因表达及 SIRT1酶活性，

进而抑制SIRT1对NHLH2的去乙酰化作用，间接调

控 MAO-A的转录，抑制 MAO-A酶活性，进而影响

5-HT的代谢，最终发挥抗焦虑作用。

在儿茶酚胺类神经递质的合成过程中，苯丙氨

酸和酪氨酸在酶的作用下先产生DA［29］，DA又在多

巴胺 β羟化酶（DBH）作用下生成NE，然后NE甲基

化生成E［30］。MAO、COMT、ALDH和AR在单胺类

神经递质DA、NE和E的代谢过程中发挥重要作用。

DA、NE 和 E 经过 MAO、COMT、ALDH 和 AR 的作

用 ，分 别 代 谢 为 香 草 扁 桃 酸（VMA）和 香 草

酸（HVA）。

COMT是儿茶酚胺的代谢酶，也是 DA 的降解

酶。COMT 基因已被证明与多种精神障碍疾病密

切相关，如精神分裂症、焦虑障碍、抑郁、强迫性神

经症等［31］。研究发现 COMT 低活性者更易受到刺

激，焦虑易感性更高［32-33］。本实验结果显示，模型组

大鼠COMT酶含量与基因表达均显著上调，而丁香

酚和甲基丁香酚治疗显著降低了这种变化，表明丁

香酚可能通过抑制 COMT基因表达和酶活性来发

挥抗焦虑作用。

近年的研究表明，ALDH2参与机体氧化应激、

细胞凋亡等病理和生理过程［34］。本研究结果显示

ALDH的酶含量与基因表达的变化趋势相反，模型

组大鼠血清中的ALDH酶含量显著下降，而海马体

中相对的基因表达却显著上调。造成 ALDH 的基

因表达水平与酶表达量不一致的原因可能与转录

水平的调控、转录后调控、翻译及翻译后调控，以及

mRNA的降解、蛋白的降解、修饰折叠等因素相关，

具体原因还需进一步研究探讨。

AR是大鼠交感神经元的主要酶，AR抑制剂可

以降低 3，4-二羟基苯基二醇（DHPG）的水平，增加

2-（3，4-二羟基苯基）2-羟基-乙醛（DOPEGAL）的水

平［15］。本实验结果显示，模型组大鼠 AR酶含量及

基因表达显著下调。经过丁香酚治疗后，显著回调

了 AR酶表达量至正常水平，但基因表达却没有明

显变化。甲基丁香酚将AR酶含量及基因表达均调

控至正常水平。

本研究发现丁香酚与甲基丁香酚均可将焦虑

大鼠血清中的SIRT1、MAO-A、COMT、ALDH与AR

酶含量及海马体中相应的基因表达回调至正常水

平。在行为学实验中，40 mg/kg的丁香酚表现出明

显的抗焦虑活性，甲基丁香酚则表现出抗焦虑作用

··1263



Drug Evaluation Research第44卷 第6期 2021年6月 Vol. 44 No. 6 June 2021

趋势，这似乎与之前的研究结果相悖，推测可能与

给药剂量、实验动物差异及行为学实验结果的不稳

定性有关。在行为学测试中，技术参数设置、检测

流程、环境、动物的种属、性别等因素均会对实验结

果产生影响［35］。因此，甲基丁香酚是否具有明确的

抗焦虑作用仍需要通过更多的行为学实验进行验

证。此外，本研究仅对丁香酚和甲基丁香酚的抗焦

虑作用机制进行了初步探索，发现两者通过调节单

胺类神经递质代谢发挥作用，具体机制仍未阐明，

尚待进一步研究。

丁香酚和甲基丁香酚可通过调节单胺类神经

递质的代谢发挥抗焦虑作用，主要通过调控5-HT代

谢通路中的 SIRT1-MAO-A 信号通路，以及影响儿

茶酚胺类神经递质代谢通路中COMT、ALDH与AR

代谢酶含量及相应的基因表达产生发挥作用。
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