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［摘　要］　目的　探讨经前期综合征（ＰＭＳ）肝气逆证的发病机制及经前平颗粒的干预机制。 方法　将３０只处于非接受期

的ＳＤ大鼠随机分为正常组、模型组、给药组，每组１０只。除正常组外，其余大鼠采用数字脉冲电刺激噪音干扰仪刺激５天，

制备ＰＭＳ肝气逆证模型。同时，正常组和模型组灌胃生理盐水１ｍｌ／１００ｇ体重，给药组予经前平颗粒（０．１６ｇ／１００ｇ体重）。每

天１次，连续５天。检测各组大鼠下丘脑和海马μ阿片受体ｍＲＮＡ和蛋白表达。 结果　ＰＭＳ肝气逆证大鼠下丘脑和海马μ
阿片受体ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著升高，经前平颗粒可使恢复至近似正常水平。 结论　下丘脑和海马μ阿片受体表达升高

是经前期综合征的发病机制之一，经前平颗粒可通过抑制该受体表达而发挥疗效。
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　　经前期综合征（ＰＭＳ）是影响女性身心健康的
常见病、多发病，中医证候分为肝气逆证和肝气郁
证，经前烦躁易怒是肝气逆证的主症。ＰＭＳ肝气逆
证的发生机制复杂，与内源性阿片肽系统有关［１－３］。
既往研究表明，ＰＭＳ肝气逆证大鼠血清中内吗啡肽
含量显著升高［４］，但μ阿片受体（μｏｐｉｏｉｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＭＯＲ）与ＰＭＳ肝气逆证关系仍不明确。本研究采
用ＰＭＳ肝气逆证模型大鼠，观察μ受体在下丘脑
和海马中的表达，从而探讨ＰＭＳ肝气逆证的发病
机制以及经前平颗粒的干预机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康未孕ＳＤ 雌性大鼠３０只，ＳＰＦ级，体重

（２００±２０）ｇ，购自山东中医药大学实验动物中心，实
验动物许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２００５００１５。

１．２　药品与试剂
经前平颗粒（江苏扬子江药业集团公司，批号：

０５１１１５０１），颗粒规格１∶１，即１ｍｌ药液含原生药

１ｇ。ｒＴａｑ 酶、ｄＮＴＰｓ、ＲＮＡｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ２０００（大连宝生物公司）；Ｍ－ＭＬＶ反转录
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酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ公司）；ＭＯＲ－１一
抗（羊抗大鼠多克隆抗体）、二抗（驴抗羊多克隆抗
体，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ公司，批号分别为ｓｃ－７４８８、ｓｃ－２０２０）；
预染蛋白ｍａｒｋｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；

ＲＩＰＡ裂解液、ＢｅｙｏＥＣＬ　Ｐｌｕｓ（碧云天生物技术研究
所）；ＮＣ膜（美国ＰＡＬＬ公司）。

１．３　模型制备及给药
参照课题组前期工作制备ＰＭＳ肝气逆证大鼠

模型［５］。大鼠称重，依阴道涂片法确定大鼠动情周
期的接受期（动情前期、动情期）与非接受期（动情后
期、动情间期），非接受期即相当于人经前期。按随
机数字表法将３０只处于非接受期的大鼠分为正常
组、模型组、给药组，每组１０只。模型组和给药组采
用ＳＴ－Ａ型数字脉冲电刺激噪音干扰仪（由济南空
军后勤装配总厂、山东中医药大学联合研制）给予刺
激，共５天，制备ＰＭＳ肝气逆证大鼠模型。在刺激
造模的同时，给药组大鼠每天灌胃给予经前平颗粒
（给药量相当于人临床８倍剂量即０．１６ｇ／１００ｇ体
重），正常组和模型组大鼠灌胃等体积（１ｍｌ／１００ｇ体
重）生理盐水，每天１次，连续５天。

１．４　样本制备
造模给药５天后，根据阴道涂片，记录大鼠各自

的动情周期，将处于非接受期的大鼠正常组８只、模
型组７只、给药组９只断头处死。快速剥离出脑组
织，在冰盒上分离下丘脑、海马，迅速放入液氮中储
存备用。

１．５　ＲＴ－ＰＣＲ法检测下丘脑和海马 ＭＯＲ－１ｍＲ－
ＮＡ表达
采用Ｐｒｅｍｉｅｒ５软件设计引物，ＭＯＲ－１上游引

物５＇－ａｃａｔｃｃｃｔｃｃａｃｇｇｃｔａａｔａｃ－３＇，下游引物５＇－ｃｔｃｔａｃａ－
ｇａａｇｇｔｇａｃｔｇｇｇｔｃ－３＇；内参β－ａｃｔｉｎ上游引物５＇－ｔｇｇｔ－
ｇｇｇｔａｔｇｇｇｔｃａｇａａｇｇａｃｔｃ－３＇，下 游 引 物 ５＇－ｃａｔｇｇｃｔ－
ｇｇｇｇｔｇｔｔｇａａｇｇｔｃｔｃａ－３＇，片 段 长 度 分 别 为 ５２５ｂｐ、

２６５ｂｐ。引物均由上海生工生物公司合成。
采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取脑组织总 ＲＮＡ，按照 Ｍ－

ＭＬＶ反转录酶说明书进行反转录合成ｃＤＮＡ。

ＰＣＲ扩增体系２５μｌ，９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性

３０ｓ，５７．５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３４个反应循
环，７２℃最后延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经２％琼脂糖凝
胶电泳后，采用ＳｍａｒｔＶｉｅｗ生物电泳图像分析系统
测定电泳条带的光密度值。计算目的基因与内参基
因的光密度值比值，以此作为目的基因的相对表
达量。

１．６　下丘脑和海马 ＭＯＲ－１蛋白表达的检测
取出研磨好的大鼠脑组织，冰浴中操作，加入适

量ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定
蛋白含量。以每孔５０μｇ总蛋白上样，经８％ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳分离后，湿法转移至ＮＣ膜上，用含５％
脱脂奶粉的ＴＢＳＴ溶液室温封闭１ｈ，与 ＭＯＲ－１一
抗（１∶１００）室温摇床孵育２ｈ（抗体均用５％脱脂奶
粉的ＴＢＳＴ溶液稀释），ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，
再与辣根过氧化酶标记的二抗（１∶２０００）室温孵育

１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，ＥＣＬ化学发光试剂
检测杂交信号，显影于Ｘ线片上，用凝胶成像分析
仪在可见光透射下对Ｘ线片进行扫描和图像分析。
以各条带的灰度值代表其蛋白的表达量，用内参β－
ａｃｔｉｎ条带的灰度值进行校正，得出各条带的相对灰
度值，即蛋白的相对表达量。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０统计分析软件处理，计量数据

以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素
方差分析。

２　结果

２．１　各组大鼠下丘脑和海马 ＭＯＲ－１ｍＲＮＡ表达
检测结果

图１、图２示，与正常组比较，模型组大鼠下丘
脑和海马中 ＭＯＲ－１的 ｍＲＮＡ表达量均显著升高
（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，给药组大鼠下丘脑和海
马中的 ＭＯＲ－１ｍＲＮＡ表达量显著降低（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１）。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ，１：正常组，２：模型组，３：给药组

图１　各组大鼠下丘脑和海马脑区 ＭＯＲ－１ｍＲＮＡ表达

比较

２．２　各组大鼠下丘脑和海马 ＭＯＲ－１蛋白表达的
比较

图３、图４示，与正常组比较，模型组大鼠下丘
脑和海马中 ＭＯＲ－１的蛋白表达量显著升高（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１），而与模型组比较，给药组大鼠下
丘脑中该受体的蛋白表达量呈下降趋势，海马中该
受体的蛋白表达量则显著降低（Ｐ＜０．０１）。
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图２各组大鼠下丘脑和海马 ＭＯＲ－１ｍＲＮＡ相对表达量

比较

（注：与正常组相比，＊Ｐ＜０．０５；与模型组相比，△Ｐ＜
０．０５，△△Ｐ＜０．０１）

图３　各组大鼠下丘脑和海马 ＭＯＲ－１蛋白表达比较

图４　大鼠下丘脑和海马 ＭＯＲ－１蛋白的相对表达量比

较

（注：与正常组相比，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组

相比，△△Ｐ＜０．０１）

３　讨论
肝气逆证占ＰＭＳ患者的５８．９％，以经前情志

亢奋、烦躁易怒、乳房胀痛为主要特点，属中医情志
病范畴。近年越来越多的研究显示出内阿片肽系统
与情绪活动及情感异常类疾病的密切相关性，如

ＭＯＲ－１激动剂吗啡腹侧海马区及伏核给药均可产
生明显抗焦虑作用［６］，而δ受体拮抗剂和κ受体内
源性配体则显示诱发焦虑效应［７］，内啡肽表现出抗
抑郁作用［８］。提示内阿片肽系统可能与情志病

ＰＭＳ的发生发展有关。进一步研究显示，ＰＭＳ患
者表现为血中β－内啡肽含量降低

［１－２］，阿片类活性
下降［３］。本课题组前期研究也证实［４］，ＰＭＳ肝气逆

证大鼠血清中内啡肽含量显著升高。但阿片受体与

ＰＭＳ直接相关性的研究未见报道。为此，本项目首
次观察了ＰＭＳ肝气逆证大鼠下丘脑和海马区域

ＭＯＲ－１表达，发现上述两区域 ＭＯＲ－１ｍＲＮＡ和蛋
白表达均显著高于正常大鼠。我们的研究证实除阿
片肽外，阿片受体同样参与ＰＭＳ的发生发展，对阿
片受体表达及活性改变的研究也有助于阐明ＰＭＳ
的发病机制。
内啡肽和 ＭＯＲ－１在中枢神经系统中主要分布

在边缘系统（隔膜、伏核、杏仁核）、丘脑核、蓝斑以及
脑干中的一些区域，已知这些区域与情绪紊乱，如焦
虑和抑郁的发生有关。有研究表明 ＭＯＲ－１基因敲
除小鼠对抗抑郁药的治疗不起反应［９］。Ｚａｒｒｉｎｄａｓｔ
等［６］指出，腹侧海马和伏核处内阿片肽系统与焦虑
样行为的发生密切相关，腹侧海马区是抗焦虑药物
发挥作用的主要区域。中药穗花牡荆广泛用于

ＰＭＳ治疗［１０］，现已证实其甲醇提取物为 ＭＯＲ－１激
动剂［１１］。上述研究为我们的结论提供了理论基础，
即ＰＭＳ的发生与中枢 ＭＯＲ－１表达变化密切相关，
为进一步开发相关的治疗药物提供了新的靶点。
经前平颗粒是针对ＰＭＳ肝气逆证具有平肝理

气、除胀止痛等功效的复方，能有效缓解经前烦躁易
怒、乳房胀痛、头痛腹胀诸症。方中主要含有白芍、
香附、柴胡、川芎等中药。现代药理研究表明经前平
颗粒组方中的多种成分，如芍药苷、香附酮等具有镇
静、镇痛作用，柴胡中的柴胡皂苷和柴胡挥发油均有
抗惊厥作用。提示这些成分可能是经前平颗粒对经
前烦躁易怒及其伴有的攻击行为发挥调节作用的物

质基础。本研究发现，经前平颗粒可显著抑制ＰＭＳ
肝气逆证大鼠下丘脑和海马区域 ＭＯＲ－１表达。由
此推测，抑制中枢 ＭＯＲ－１表达是经前平颗粒治疗

ＰＭＳ肝气逆证的分子机制之一。
内啡肽及其受体的分布区域中含有单胺类的神

经递质（如５－ＨＴ、ＤＡ、ＮＡ等），它们都与情感类疾
病的发生密切相关。现代研究表明，ＰＭＳ的发病可
能产生于卵巢甾体类激素雌二醇、孕酮及其代谢产
物的周期性改变，通过神经介质的介导（如５－ＨＴ、

ＧＡＢＡ等）而影响脑内某些区域功能，形成神经内
分泌障碍，产生ＰＭＳ症状［１２］。Ｆｉｃｈｎａ［８］认为内啡
肽的抗抑郁效果也可能是受到单胺类神经递质的介

导。我们的前期研究也发现，ＰＭＳ肝气逆证患者血
中雌二醇、孕酮卵泡期分泌峰值明显减低，黄体期的
分泌峰值未有形成［１３］，肝疏泄太过所致烦躁易怒等
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表现可能与边缘叶ＤＡ水平上升，下丘脑ＤＡ、边缘
叶５－ＨＴ水平下降密切相关［１４］。因此我们推测内
源性阿片肽系统可能通过神经甾体激素改变及随后

的单胺类神经递质变化而参与ＰＭＳ肝气逆证的发
生发展。对内源性阿片系统在ＰＭＳ肝气逆发生中
的具体机制尚待进一步研究。
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旨可平?降脂通络软胶囊有奖征文通知

神威药业旨可平?降脂通络软胶囊是ＳＦＤＡ批准用于治疗高脂血症的国家级新药，也是目前临
床上确证具有肝脏保护作用的调脂药。自２００４年上市以来，其确切的疗效及良好的安全性，获得了
临床医生和患者的一致认可。
为了促进临床用药经验交流，神威药业于２０１１年７－１２月面向全国临床医生征集旨可平？临床

研究和临床观察的论文，篇幅２０００字以上。获奖者名单将刊登于２０１２年第一期《中华心血管病杂
志》。奖项设定如下：
一等奖：１名，奖金５０００元；二等奖：２名，奖金３０００元；三等奖：５名，奖金２０００元；优秀奖：５０

名，价值５００元礼品一份；参与奖：名额不限，价值１５０元礼品一份（凡投寄论文者均可获此奖）
请将论文电子版发至：ｚｈｉｋｅｐｉｎｇ＠１２６．ｃｏｍ
有奖征文热线：０１０－８５８６００６６转６２３０
欢迎广大医生积极参与，踊跃投稿！
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