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［摘　要］　目的　探讨逍遥丸对卵巢颗粒细胞内分泌功能影响可能的分子机制。 方法　１２只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为逍遥丸

低、中、高剂量组（每日灌服逍遥丸混悬液１ｍｌ／１００ｇ、２ｍｌ／１００ｇ、３ｍｌ／１００ｇ）和对照组（每日灌服生理盐水２ｍｌ／１００ｇ），连续４
天，于末次灌胃后１ｈ大鼠股动脉采血制备低、中、高剂量逍遥丸大鼠含药血清及正常大鼠血清。收集行体外受精－胚胎移植患

者卵泡液，提取颗粒细胞原代细胞培养２４ｈ，以低、中、高剂量逍遥丸大鼠含药血清以及正常大鼠血清分别与体外培养的人卵

巢颗粒细胞共同孵育４８ｈ，分为逍遥丸低、中、高剂量组以及对照组。采用放射免疫方法测定培养液中雌二醇（Ｅ２）、孕酮（Ｐ）、

环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）的水平，采用蛋白印迹法和实时定量荧光ＰＣＲ法分别检测促卵泡素受体（ＦＳＨＲ）蛋白和ＦＳＨＲ　ｍＲＮＡ、

Ｐ４５０芳香化酶ｍＲＮＡ、过氧化物酶体增殖物激活受体－γ（ＰＰＡＲγ）ｍＲＮＡ在卵巢颗粒细胞的表达。 结果　与对照组比较，逍

遥丸中、高剂量组培养液中Ｅ２、ｃＡＭＰ水平明显升高，逍遥丸低、中、高剂量组ＦＳＨＲ蛋白表达明显升高，逍遥丸高剂量组

ＦＳＨＲ、Ｐ４５０芳香化酶ｍＲＮＡ表达明显升高，逍遥丸中剂量组ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。与逍遥

丸低剂量组比较，逍遥丸高剂量组Ｅ２、ｃＡＭＰ、ＦＳＨＲ蛋白及ｍＲＮＡ水平明显升高（Ｐ＜０．０１）。 结论　逍遥丸可能通过增加

卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ蛋白及其ｍＲＮＡ的表达，使ＦＳＨ更好发挥促进卵泡发育、排卵的作用，并通过调节ＦＳＨＲ、ｃＡＭＰ、Ｐ４５０
芳香化酶、Ｅ２ 水平促进卵巢颗粒细胞的内分泌功能。
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　　卵巢功能失调可引起排卵障碍及生殖内分泌紊
乱而发生功能失调性子宫出血、闭经、不孕症等多种
妇科疾病。现代医学采用激素类药物治疗上述疾病
取得了显著疗效，但其局限性和副作用限制了其临
床应用［１－２］。中医学认为，肝主藏血，主疏泄，肝为
血脏，血海蓄溢受肝所司，是女性生殖调节的枢纽。

临床上运用疏肝法治疗不孕症、月经不调等卵巢功
能障碍性疾病疗效显著［３－５］。在卵泡的发育、排卵、

性激素的合成过程中，卵泡刺激素（ＦＳＨ）通过与其
受体（ＦＳＨＲ）结合发挥重要作用。ＦＳＨ通过颗粒细
胞环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）－蛋白激酶 Ａ（ＰＫＡ）信号转
导通路诱导雌激素生成［６］，而卵巢局部的雌激素对
维持卵泡发育、成熟卵子的质量发挥重要的作
用［７－８］。本实验通过观察逍遥丸含药血清对体外培
养的人卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ、ｃＡＭＰ、Ｐ４５０芳香化
酶、雌二醇（Ｅ２）、孕酮（Ｐ）等的影响，探讨逍遥丸促
进卵泡发育、改善卵巢颗粒细胞内分泌功能的可能
分子机制。

１　材料与方法

１．１　药物和试剂
逍遥丸由柴胡、当归、白芍、茯苓、白术、甘草、生

姜、薄荷组成 （河南宛西制药有限公司，批号：

２００８１０１０）。ＲＰＭＩ　１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｉｃｏ公
司），逆转录酶（Ｍ－ＭＬＶ）、核糖核酸酶抑制剂（ＲＮａ－
ｓｉｎ）、随机引物、琼脂糖、Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ
（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），ＨＲＰ标记二抗（北京博奥森
生物技术有限公司），ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅａ－
ｇｅｎｔ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＦＳＨＲ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），Ｅ２、Ｐ 放免 试 剂 盒 （批 号 分 别 为：

ＲＧ６０９０５，ＲＧ５０９０５，天津九鼎医学生物工程有限公
司），ｃＡＭＰ放免试剂盒（北京普尔伟业生物技术有
限公司，批号：２００９０５２５）。

１．２　实验动物
健康 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠 １２ 只，６ 周龄，体重

１６０～１７０ｇ，清洁级，由河北医科大学实验动物中心
提供，动物合格证号：８１０１６４。

１．３　大鼠含药血清的制备
将２４丸（每８丸相当于生药３ｇ）逍遥丸溶于

１００ｍｌ蒸馏水中制成混悬液，每毫升混悬液含生药

０．０９ｇ，放置于４℃冰箱中密闭保存。根据大鼠体重
按随机数字表法分为４组，每组３只。逍遥丸低、

中、高剂量组大鼠每日灌服逍遥丸混悬液１ｍｌ／

１００ｇ、２ｍｌ／１００ｇ、３ｍｌ／１００ｇ，对照组大鼠每日灌服
生理盐水２ｍｌ／１００ｇ，各组大鼠均每日灌胃２次，连
续４天。于末次灌胃后１ｈ大鼠股动脉采血，室温
静置２ｈ，离心（３　０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取上清，５６℃水
浴３０ｍｉｎ灭活补体，０．２２μｍ无菌滤器过滤除菌、分
装，制备低、中、高剂量逍遥丸大鼠含药血清及正常
大鼠血清，－２０℃保存备用。

１．４　卵巢颗粒细胞的采集
收集２００９年６月至２００９年１１月在河北医科

大学第二医院生殖医学科就诊行体外受精－胚胎移
植（ＩＶＦ－ＥＴ）或卵细胞浆内单精子注射（ＩＣＳＩ）的不
孕症患者２８例，年龄２３～３７岁，平均（２６．４６±
４．７９）岁，基础体温呈双相型，血清催乳素在正常范
围，受试前３个月内未服用激素类药物，患者均知情
同意。

所有 患 者 均 采 用 ＧｎＲＨ－α／Ｇｏｎａｌ－Ｆ／ＨＭＧ／

ＨＣＧ长周期降调节方案超促排卵，于前一个月经周
期黄体中期开始皮下注射达菲林（ＧｎＲＨ－α，Ｂｅａｕｆｏｕｒ
Ｉｐｓｅｎ，批号：Ｖ００３）０．０５～０．１ｍｇ，降调节达到血

ＦＳＨ＜５ｍＩＵ／ｍｌ、黄体生成素（ＬＨ）＜５ｍＩＵ／ｍｌ、

Ｅ２＜５０ｐｇ／ｍｌ后，于月经第３～７天开始每日注射果
纳芬（Ｇｏｎａｌ－Ｆ，Ｍｅｒｃｋ　Ｓｅｒｏｎｏ，批号：Ｖ１６Ｂ２２０９）以
刺激卵泡发育。用药期间监测卵泡发育情况、血清

Ｅ２ 和ＬＨ水平，根据患者卵泡发育情况及时调整药
物剂量，促排卵后期可酌情改用人绝经期促性腺激
素（ＨＭＧ）２～３天，当两侧卵巢至少有３个卵泡直
径≥１８ｍｍ 时停药，肌肉注射人绒毛促性腺激素
（ＨＣＧ，Ｍｅｒｃｋ　Ｓｅｒｏｎｏ，批号：Ｖ１４Ｂ８２０９）１０　０００ＩＵ，

３４～３６ｈ后在阴道Ｂ超检测下阴道后穹隆穿刺取
卵，收集卵泡液。

１．５　卵巢颗粒细胞的分离、培养、分组及给药
将含有颗粒细胞的卵泡液，离心，弃上清液，沉

淀颗粒细胞，用 ＤＭＥＭ 培养基洗涤后，经Ｐｅｒｃｏｌｌ
密度梯度离心（１　５００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ），分离除去红细

·１５８１·２０１３年第２１期 杨宏敏等　逍遥丸含药血清对人卵巢颗粒细胞内分泌功能的影响



胞。加入０．２５％的胰蛋白酶，３７℃消化５～１０ｍｉｎ，
加入含有１６４０培养液和１０％胎牛血清终止消化。

ＰＢＳ冲洗，离心。经台盼蓝染色显示细胞存活率为

８５％～９０％。用含有１６４０培养液和１０％胎牛血清
将颗粒细胞浓度调整为２×１０５／ｍｌ的单细胞悬液，
将其放入２４孔的培养板，每板１ｍｌ，在５％的ＣＯ２、

３７℃孵育箱中培养２４ｈ贴壁，更换新鲜培养基。以
低剂量、中剂量、高剂量逍遥丸大鼠含药血清、正常
大鼠血清分别与培养的卵巢颗粒细胞共同孵育４８ｈ
（以上操作至少重复３次，每次每种浓度重复３个培
养皿），分为逍遥丸低、中、高剂量组和对照组。收集
颗粒细胞，取上清液（培养液），－２０℃保存待测。

１．６　观察指标及方法

１．６．１　卵巢颗粒细胞培养液中Ｅ２、Ｐ、ｃＡＭＰ的测
定　采用放射免疫法，严格按照试剂盒说明书进行
操作。

１．６．２　卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ蛋白的测定　采用蛋
白印迹法。取大约５００～６００ｍｇ颗粒细胞，加１ｍｌ
提取液匀浆，４℃，离心（１２　０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），取上
清，加入等体积２×ＳＤＳ上样缓冲液，１００℃中煮沸５
ｍｉｎ。进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，每孔上样等量总
蛋白。采用水浴式电印迹法将蛋白转移至膜上，室
温振荡。封闭膜２ｈ后，加入１∶２５０（封闭液稀释）
的第一抗体稀释液，室温缓慢摇动２ｈ，用 ＰＢＳ－
Ｔｗｅｅｎ洗膜３次后，加入１∶５　０００（封闭液稀释）的

ＨＲＰ标记的第二抗体稀释液，室温振摇１ｈ，ＰＢＳ－
Ｔｗｅｅｎ充分洗膜，将其浸入ＤＡＢ显色液中，室温充
分显色，用蒸馏水洗膜，将膜转入ＰＢＳ中观察、照
相。采用Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ软件分析数据，获得各组电
泳条带的平均光密度值，以ＦＳＨＲ与 Ａｃｔｉｎ的灰度
比值表示ＦＳＨＲ的相对表达含量。

１．６．３　卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ、Ｐ４５０芳香化酶、过氧
化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）ｍＲＮＡ的测
定　采用实时定量荧光ＰＣＲ法，目的基因引物由上
海生工生物工程公司合成。将培养的颗粒细胞

５０ｍｇ参考说明书采用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总ＲＮＡ。

１％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ完整性，紫外分光光
度计检测ＲＮＡ浓度和纯度。以总ＲＮＡ为此模板，
以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１６为引物，按照 Ｍ－ＭＬＶ说明书反转
录合成ｃＤＮＡ，－２０℃保存。ＰＣＲ 热循环参数：

９６℃４ｍｉｎ，然后三步反应，即９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，进行４０个循环，于每个循环的第三步收集
荧光信号。扩增完毕后，进入结果分析界面，以甘油

醛－３－磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参照基因，与对照组
相比，得到目的基因表达的相对定量值（ＲＱ值）。

１．７　统计学方法
应用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件进行统计处理，计量资

料采用均数±标准差（珔ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因
素方差分析，均数间两两比较用ＳＮＫ法Ｑ检验。

２　结果

２．１　各组人卵巢颗粒细胞培养液中Ｅ２、Ｐ、ｃＡＭＰ
水平的比较

表１示，与对照组比较，逍遥丸低、中、高剂量组
培养液中Ｅ２ 水平明显升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；
逍遥丸中、高剂量组ｃＡＭＰ明显增加（Ｐ＜０．０１）。
与逍遥丸低剂量组比较，逍遥丸中、高剂量组培养液
中Ｅ２ 水平明显升高（Ｐ＜０．０１）；逍遥丸高剂量组

ｃＡＭＰ亦明显增加（Ｐ＜０．０１）。各组Ｐ水平差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　各组人卵巢颗粒细胞培养液中Ｅ２、Ｐ、

　　ｃＡＭＰ水平比较（珚ｘ±ｓ）

　组别
样本
数

Ｅ２（ｐｇ／ｍｌ） Ｐ（ｎｇ／ｍｌ）
ｃＡＭＰ
（ｐｍｏｌ／ｍｌ）

对照组 ５　３４．２７±６．９４　 ５．３２±１．７８　１．７０±１．２９
逍遥丸低剂量组 ５　４６．２５±１０．０５＊ ４．０１±２．１８　２．９７±１．０６
逍遥丸中剂量组 ５　７５．４３±９．５６＊＊△ ４．８８±２．０２　３．６２±０．７２＊＊

逍遥丸高剂量组 ５　９０．６４±１２．２２＊＊△７．５２±２．４６　５．０６±０．９２＊＊△

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与逍遥丸低剂量

组比较，△Ｐ＜０．０１

２．２　各组人卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ蛋白表达比较
表２示，与对照组比较，逍遥丸低、中、高剂量组

卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。
与逍遥丸低剂量组比较，逍遥丸中、高剂量组卵巢颗
粒细胞ＦＳＨＲ蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０１）。

表２　各组人卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ蛋白表达比较（珚ｘ±ｓ）

　组别 样本数 ＦＳＨＲ／Ａｃｔｉｎ

对照组 ３　 ０．８８±０．１１
逍遥丸低剂量组 ３　 ０．９８±０．１２＊

逍遥丸中剂量组 ３　 １．１１±０．１３＊△

逍遥丸高剂量组 ３　 １．１９±０．２５＊△

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与逍遥丸低剂量组比较，△Ｐ＜０．０１

２．３　各组人卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ、Ｐ４５０芳香化酶
及ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达比较
表３示，与对照组比较，逍遥丸高剂量组卵巢颗

粒细胞ＦＳＨＲ、Ｐ４５０芳香化酶 ｍＲＮＡ表达明显升
高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；逍遥丸中剂量组ＰＰＡＲγ
ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜０．０１）。与逍遥丸低剂量
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组比较，逍遥丸高剂量组ＦＳＨＲ　ｍＲＮＡ表达明显升
高（Ｐ＜０．０１）。

表３　各组人卵巢颗粒细胞ＦＳＨＲ、Ｐ４５０芳香化酶、

　　ＰＰＡＲγｍＲＮＡ表达比较（ＲＱ值，珚ｘ±ｓ）

　组别
样本
数

ＦＳＨＲ
ｍＲＮＡ

Ｐ４５０芳香化
酶ｍＲＮＡ

ＰＰＡＲγ
ｍＲＮＡ

对照组 ３　 １．０１±０．２２　 ０．０８±０．０２　 ８．６７±１．９０
逍遥丸低剂量组 ３　 ０．６９±０．２５　 ０．５０±０．１５　 ５．８７±２．３０
逍遥丸中剂量组 ３　 １．７７±０．９１　 ０．５２±０．１５　 ３．５５±１．２５＊＊

逍遥丸高剂量组 ３　 ３．０６±１．０９＊＊△０．５６±０．１６＊ ５．２５±１．９７

　　注：与对照组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与逍遥丸低剂量

组比较，△Ｐ＜０．０１

３　讨论
逍遥丸是在《太平惠民和剂局方》逍遥散的基础

上应用现代工艺生产的新型中药制剂。方中柴胡为
君药，疏肝理气，使肝经、冲任气血调畅。当归、白芍
皆入肝经，均能补血，共为臣药，两药合用养血调经，
调补冲任，与君药同用，既养肝体助肝用，又防柴胡
劫肝阴。白术、茯苓健脾益气，助脾生化气血以养肝
阴而使肝气疏达，以增当归、白芍养血之功，共为佐
药。薄荷疏散透达肝经之郁滞；生姜降逆和中，且能
辛散达郁，亦为佐药。甘草调和诸药为使药。诸药
合用，疏肝解郁、养血活血，佐以健脾，使气血调匀、
冲任二脉调畅，达到改善卵巢功能的效果。

ＦＳＨ是卵巢功能重要的调节激素，参与卵泡发
育、排卵、黄体的生成以及甾体激素的合成［９］，ＦＳＨ
必须与分布于卵巢颗粒细胞的ＦＳＨＲ结合才能发
挥其生理功能。ＦＳＨ通过颗粒细胞ｃＡＭＰ－ＰＫＡ信
号转导通路，活化Ｐ４５０芳香化酶系统，诱导雌激素
的生成。ＦＳＨＲ与ＦＳＨ 结合后可顺序激活刺激性

Ｇ蛋白以及腺苷酸环化酶（ＡＣ），后者使 ＡＴＰ转化
为第二信使ｃＡＭＰ，进而激活ＰＫＡ，使ｃＡＭＰ反应
元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）磷酸化，磷酸化的ＣＲＥＢ与

Ｐ４５０芳香化酶启动子Ⅱ的ｃＡＭＰ的反应元件结
合，刺激Ｐ４５０芳香化酶的转录［１０－１１］。Ｐ４５０芳香化
酶将卵巢颗粒细胞产生的睾酮转化为Ｅ２ 进入血液
和卵泡液中，Ｐ４５０芳香化酶的表达水平与活性直接
决定了卵巢组织中雌激素的水平［１２］，而ＰＰＡＲγ对
卵巢颗粒细胞的芳香化酶活性和Ｐ４５０芳香化酶

ｍＲＮＡ的水平有抑制作用［１３］。雌激素协同ＦＳＨ
促进卵泡的生长和发育，并在决定优势卵泡形成、延
缓卵泡的闭锁的过程中发挥了决定性作用［８］。雌激
素是卵母细胞自分泌、旁分泌的调节因素，直接影响
成熟卵子的质量［７］。

本研究结果显示，逍遥丸含药血清可上调卵巢
颗粒细胞ＦＳＨＲ及其 ｍＲＮＡ表达，提高颗粒细胞
对ＦＳＨ的敏感性，使ＦＳＨ更好发挥促进卵泡发育、
排卵的作用。逍遥丸高剂量组使卵巢颗粒细胞培养
液中ｃＡＭＰ、Ｅ２ 水平升高，并上调颗粒细胞Ｐ４５０芳
香化酶ｍＲＮＡ的表达，逍遥丸中剂量组抑制颗粒细
胞ＰＰＡＲγｍＲＮＡ的表达。推测逍遥丸可能通过增
加颗粒细胞ＦＳＨＲ及其ｍＲＮＡ的表达，使ＦＳＨ与
其受体结合后经ｃＡＭＰ－ＰＫＡ信号转导通路，激活

ＡＣ，使ｃＡＭＰ含量升高，进而激活ＰＫＡ，从而调节
下游靶基因Ｐ４５０芳香化酶转录，并通过降低Ｐ４５０
芳香化酶的抑制物ＰＰＡＲγｍＲＮＡ在颗粒细胞的表
达，使Ｐ４５０芳香化酶更地好发挥作用。更多活化
的Ｐ４５０芳香化酶将睾酮转化为Ｅ２ 使培养液中Ｅ２
升高。据报道逍遥口服液有温和的雌激素样作
用［１４］，而卵巢局部更多的雌激素有助于卵泡生长和
发育，延缓卵泡的闭锁，并对成熟卵子的质量发挥重
要作用。
综上所述，逍遥丸一方面可能通过增加卵巢颗

粒细胞ＦＳＨＲ及其ｍＲＮＡ的表达，使ＦＳＨ更好发
挥促进卵泡发育、排卵的作用，另一方面可能通过调
节卵巢颗粒细胞ＦＳＨ／ｃＡＭＰ－ＰＫＡ通路中已明确
的主要效应分子ＦＳＨＲ、ｃＡＭＰ、Ｐ４５０芳香化酶，促
进了卵巢颗粒细胞的内分泌功能。这为临床应用逍
遥丸治疗卵巢功能障碍性疾病提供了实验依据。
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病。甘草功效补脾益气、清热解毒、祛痰止咳、缓急
止痛、调和诸药，甘遂功效泄水逐饮、消肿散结，结合
甘草、甘遂功效及治疗疾病情况可见两者同用治疗
疾病的范围与甘遂“泄水逐饮”以及甘草“祛痰、解
毒”的功效相符合。
甘草、甘遂临床同用时具体用药剂量及配伍比

例方面，甘草用药剂量文献记载大部分在《中国药
典》规定的用药范围之内，且以６ｇ和１０ｇ的使用频
率较高，高于《中国药典》范围高限也有出现，但使用
较少；甘遂用药剂量大部分大于《中国药典》给出的
用药范围的高限，且以５ｇ的使用频率最高，在《中
国药典》规定范围内入药的剂量也有部分文献，且以

１ｇ应用最多。临床上甘草、甘遂同用时多以“生甘
草”、“醋甘遂”的形式入药，以１∶１的比例配伍使用
最多，入药剂型和给药途径方面多以“汤剂”、“内服”
使用，但同时也存在“外用”等其他给药途径。
实验研究发现，甘草中的甘草酸与甘遂中醇溶

性甾萜类物质形成复合物，该复合物易溶于５０％乙
醇中，即在甘草与甘遂乙醇浸出液中，甘草酸增加了
甘遂毒性成分甾萜类物质的溶出率，使共浸液的毒
性成分增加而出现毒性［７］；另有研究者通过肿瘤病
毒抗原表达的体外实验系统表明，甘遂在适当的比
例和剂量配伍条件下是可以和甘草进行配伍使用

的，而且在配伍后，其毒性并未增加，反而明显降
低［８］。可以看出，甘草、甘遂同用有效的前提是两者
适当的配伍比例以及剂量，也就是说两者临床同用
是“有效”还是“有毒”是基于一定的前提应用条件
的。这些条件是否与我们上述文献特征分析所得结
果相符，这一点还有待研究证实。至于两者同用相
互之间化学成分作用后是否能明确提高临床疗效，
目前尚未检索到相关报道，提示我们在今后的研究

中在基于临床两者可同用的研究基础上，需从化学
成分方面探讨一下两者同用的物质基础情况。
值得注意的是，本研究甘草、甘遂同用情况仅是

从检索到的文献中得出的结论，至于临床上甘草、甘
遂反药组合是否能安全、有效、合理的应用，还要经
过进一步的临床试验研究来证实。
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