
!本课题为国家卫生部科学研究基金资助项目（!"#$%&’&’()）

’*上海医科大学儿科医院（上海)+++,)）；)*上海医科大学医学神经生物学国家重点实验室

滋阴泻火中药对下丘脑-./0的合成、

分泌及其调节机制的影响!

蔡德培’ 陈伯英) 庄振杰)

内容提要 目的：探讨滋肾阴泻相火（简称滋阴泻火）中药对下丘脑促性腺激素释放激素（-./0）的合

成、分泌及其调节机制的影响。方法：青春期大白鼠喂饲滋阴泻火中药后，采用内侧基底下丘脑区的脑片孵

育法，测定123刺激后孵育液中-./0的含量，观察其下丘脑-./0的紧张性分泌中心（弓状核及腹内侧

核）-./0合成水平的变化；采用免疫组化及计算机图像处理技术，测定其下丘脑视前区-./0阳性物质的

积分光密度值，观察其下丘脑-./0的脉冲性分泌中心（视前内侧核）-./0含量的变化；采用下丘脑的内

侧视前区的推挽灌流技术，以放射免疫法测定序列的灌流液中-./0的含量，观察其下丘脑视前内侧核

-./0脉冲释放频率及幅度的变化；以高效液相色谱4荧光检测法，测定灌流液中门冬氨酸、谷氨酸及!氨基

丁酸的含量，并以放射免疫法测定灌流液中"4内啡肽的含量，观察其下丘脑-./0的脉冲性分泌中心（视前

内侧核区）兴奋性、抑制性氨基酸递质及"4内啡肽释放量的变化。结果：滋阴泻火中药可使内侧基底下丘脑

区（弓状核、腹内侧核）及下丘脑视前区（视前内侧核）的-./0含量显著减少，并可使下丘脑视前内侧核

-./0脉冲释放的频率及幅度明显降低。滋阴泻火中药还可使下丘脑内侧视前区门冬氨酸和谷氨酸的释放

明显减少，而使!氨基丁酸和"4内啡肽的释放明显增加。结论：滋阴泻火中药可通过抑制中枢兴奋性氨基酸

递质的释放及促进中枢抑制性氨基酸递质和"4内啡肽的释放，使下丘脑-./0神经元的功能活动显著降

低，从而使下丘脑-./0的紧张性分泌中心和脉冲性分泌中心-./0的合成及分泌明显减少，这可能是滋

阴泻火中药能有效地治疗特发性真性性早熟的主要作用机理之一。
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特发性真性性早熟患儿的下丘脑—垂体—性腺轴

提前发动、功能亢进，血清促性腺激素（AB$、C$）水平

显著升高（D）。临床上采用滋肾阴泻相火中药（以下简

称滋阴泻火中药）可使其下丘脑—垂体—性腺轴功能

亢进显著缓解，血清AB$、C$水平下降（E）。我们曾采

用分子生物学方法，证实了补肾中药可在转录水平调

节下 丘 脑 促 性 腺 激 素 释 放 激 素（!"#$）及 腺 垂 体

AB$、C$的基因表达，其中滋阴泻火中药可使下丘脑

!"#$及腺垂体AB$、C$的&#FG表达水平显著下

调（H）。本实验拟采用下丘脑推挽灌流、脑片孵育及免

疫组化等神经生物学方法，观察实验动物喂饲滋阴泻

火中药后，下丘脑促性腺区!"#$的含量、脉冲释放

的频率与幅度，以及中枢氨基酸递质、"6内啡肽释放的

变化，以探讨滋阴泻火中药对下丘脑!"#$合成、分

泌及其调节机制的影响。

材料与方法

D 实验动物及分组 同窝的BI大白鼠，体重

DJK#DLK:，DMN月龄（相当于青春期），共DKK只，其中

雌性LK只，雄性EK只，饲养于自然光照环境中。由上

海西普尔O必凯实验动物有限公司提供。分为两组，

给药组及对照组各NK只，其中雌性PK只，雄性DK只。

E 药物 滋阴泻火中药方由生地DN: 炙龟版

DE: 黄柏Q: 知母Q:等组成，由本院中药制剂室煎

制成浓缩合剂，每毫升约含生药H:。

H 试剂及仪器 免疫组化GR>试剂盒由华美试

剂公司提供；!"#$放免试剂盒由中国科学院动物研

究所提供；"6内啡肽放免试剂盒由第二军医大学神经

生物学教研室提供；谷氨酸、天门冬氨酸及!氨基丁酸

标准品由B%:&)公司提供。图像分析处理软件由C’6
%4)公司提供，ST$6>型脑立体定位仪由第二军医大

学仪器厂生产；高效液相色谱系统及DNU型荧光检测

器为R’4<&)"公司产品。

P 实验方法

PMD 给药方法 给药组喂饲滋阴泻火中药合剂，

每次每只大鼠用灌胃法喂饲N&*，每天D次，疗程EN
天。对照组喂饲等量生理盐水。

PME 脑片孵育 大鼠断头，迅速取出脑组织，分

离内侧基底下丘脑区（含下丘脑弓状核及腹内侧核），

垂直切为两片，迅速移入预先置于HUV水浴并通以

QNWXE 和NW>XE 的KMN&*人 工 脑 脊 液〔成 分 为

（&&0*／C）：F)>*DDL，Y>*H，?:>*EE，F)$>XHEP，

>)>*EDMN，!*240,’DE〕中 孵 育。 孵 育 的 脑 片 平 衡

HK&%"后更换新的脑脊液KMN&*，再孵育HK&%"后，收

集孵育液。然后将Y>*浓度升高至EL&&0*／C，再孵

育HK&%"后，收集孵育液。收集的样品中加入杆菌肽，

以抑制氨基肽酶活性，减少肽类降解，然后于OUKV保

存，用于!"#$测定。

PMH 免疫组化 大鼠用DKW水合氯醛麻醉后，

开胸暴露心脏，将注射针头插入左心室，以HKK&*生理

盐水快速冲洗后，继以KMD&0*／C磷酸缓冲液（/$UMP）

配制的PW多聚甲醛灌注固定KMN-，取出全脑。再以

PW多聚甲醛固定J#L-后，先后移入EKW及HKW蔗

糖磷酸缓冲液中，待下沉后用冰冻切片机将下丘脑部

分切成HN%&厚的冠状切片，按GR>法常规免疫组化

染色后，用C’%4)图像分析处理系统，测定视前区阳性

物质的积分光密度值。

PMP 推挽灌流 大鼠在DKW水合氯醛麻醉下，

用脑立体定位仪固定头部，将推挽套管定位埋置于内

侧视前区（含视前内侧核）。在清醒状态下进行灌流，

用恒速灌流泵推动人工脑脊液（成分同上），以NK%*／

&%"的速度注入内侧视前区，平衡灌流HK&%"后开始

收集灌流液，每DK&%"收集一管，连续收集H-。收集

管置于冰浴内并加入杆菌肽以减少肽类降解。收集的
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样品于!"#$保存，用于%&’(、!)内啡肽及氨基酸递

质的测定。灌流结束后，在灌流套管内注入*#"+黑墨

水，取出全脑，用,#-多聚甲醛固定一周，在冰冻切片

机上切片，观察套管位置，定位准确者可用于样品检

测，定位不准者，弃去不用。

./0 %&’(及!)内啡肽的放射免疫测定 上述

收集的孵育液、灌流液样品中的%&’(及!)内啡肽含

量均按常规放射免疫法测定，操作步骤按药盒说明书

执行。

./1 氨基酸类递质的高效液相测定 灌流液样

品中的兴奋性氨基酸递质（谷氨酸，门冬氨酸）及抑制

性氨基酸递质（#氨基丁酸）的含量，采用高效液相色

谱—荧光法检测，以234567&公司%8+9:;:<36软件

进行梯度控制及色谱数据处理，以外标法计算样品浓

度，操作步骤按仪器说明书执行。

0 统计学方法 两组数据间比较采用!检验。

结 果

, 滋阴泻火中药对内侧基底下丘脑%&’(释放

的影响 见表,。孵育液中的%&’(含量，特别是以

=>+激活释放后孵育液中的%&’(含量代表下丘脑弓

状核及腹内侧核%&’(的储备状况，可反映该部位

%&’(合成的水平。从实验结果可见给药组%&’(
的激活释放量比对照组显著减少，说明给药组的下丘

脑弓状核及腹内侧核中%&’(的储备量显著减少，提

示滋阴泻火中药可抑制下丘脑%&’(的合成。

* 滋阴泻火中药对下丘脑视前区%&’(含量的

影响 见表*。下丘脑视前区免疫组化染色阳性物质

的积分光密度值可代表视前内侧核%&’(的含量。

从实验结果可见给药组%&’(含量比对照组显著减

少，提 示 滋 阴 泻 火 中 药 可 抑 制 下 丘 脑 视 前 内 侧 核

%&’(的合成和（或）促进其%&’(的释放。

? 滋阴泻火中药对下丘脑内侧视前区%&’(脉

冲释放频率及幅度的影响 见表?。从一系列按时间

顺序的灌流液样品的检测，可反映下丘脑视前内侧核

%&’(脉冲释放的频率与幅度。由实验结果可见给药

组%&’(脉冲释放的幅度比对照组显著降低，在雌性

大白鼠其脉冲释放的频率也明显减低，说明滋阴泻火

中药可明显抑制下丘脑视前内侧核%&’(的脉冲分

泌。

表! 滋阴泻火中药对内侧基底下丘脑%&’(
释放的影响 （!"@#）

组别 $
孵育液中%&’(的含量（"A／B）

基础水平 激活释放

给药 ,# ?1/,#@*,/*? 10/*,@?#/.#"
对照 ,# ?./C*@,C/#D C?/..@,./?C

注：与对照组比较，"%##/#0，""%##/#,；下表同

表" 滋阴泻火中药对下丘脑视前区%&’(
含量的影响 （!"@#）

组别 $ 积分光密度值

给药 1 D0/C#@0#/#0"
对照 1 ,1#/".@0C/01

表# 滋阴泻火中药对下丘脑视前区%&’(
脉冲释放方式的影响 （!"@#）

组别 $
脉冲间隔（6E&）

雄性 雌性

脉冲幅度（"A／B）

雄性 雌性

给药 0C#/##@,0/C, $,C#"" C0/1#@**/D." *C/?,@0/CC"
对照 01*/##@0/"# ,#./##@**/C#,0#/1#@0C/"# .#/?1@,#/#0

. 滋阴泻火中药对下丘脑内侧视前区氨基酸递

质及!)内啡肽释放的影响 见表.。给药组下丘脑内

侧视前区门冬氨酸和谷氨酸的释放比对照组明显减

少，而#氨基丁酸及!)内啡肽的释放明显增加，说明滋

阴泻火中药可使下丘脑内侧视前区兴奋性氨基酸递质

的释放明显减少，而抑制性氨基酸递质的释放明显增

加，并可明显促进!)内啡肽的释放。

讨 论

下丘脑的弓状核及腹内侧核是%&’(的紧张性

分泌中心，其功能活动与维持%&’(的基础分泌水平

有关。而下丘脑的视前内侧核是%&’(的脉冲性分

泌中心，其功能活动则与%&’(的周期性脉冲式的分

泌有关（.）。青春发动的显著标志不仅是下丘脑%&’(
基础分泌的增加，更重要的是%&’(脉冲分泌的频率

和幅度的显著提高（0）。女性在青春期的后期，当血中

雌二醇浓度升高到一个临界水平并持续一定时间后，

即引起下丘脑%&’(脉冲分泌突然剧增，导致腺垂体

B(分泌剧增，达到峰值，从而诱发卵巢排卵（1）。本实

验的结果表明滋阴泻火中药对下丘脑%&’(的紧张

性分泌中心及脉冲性分泌中心均有显著的抑制作用，

不仅可明显抑制其%&’(的合成，而且使%&’(的脉

冲释放也显著减少。

多种中枢神经递质及神经肽均参与下丘脑%&’(

表$ 滋阴泻火中药对视前区氨基酸递质及!)内啡肽释放的影响 （!"@#）

组别 $
门冬氨酸（&68+／B）

雄性 雌性

谷氨酸（&68+／B）

雄性 雌性

#氨基丁酸（&68+／B）

雄性 雌性
!)内啡肽（"A／B）

雄性 雌性

给药 1 "*/*C@*"/??" ??/,#@,?/?." ,,,/,.@"1/00" "1/,0@.1/,#" *00/*,@,"C/CD" *?C/"D@,#./,?""0D?/"0@,1D/"#" 1,D/0,@,D0/*#"
对照 1,*./*#@00/## ,*#/*D@,,"/#, *"./1,@,"1/C" ,1,/0?@,#,/"0 ,#"/".@""/D0 ,#./".@",/C, ?.D/D"@,,*/#. ?"*/0"@,01/*.
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合成与分泌的调节。兴奋性氨基酸递质（门冬氨酸、谷

氨酸）可促进!"#$的释放，引起垂体%$分泌的增加，

并参与了雌性大鼠排卵前%$峰形成的机制（&）。抑制性

氨基酸递质（!氨基丁酸）可抑制!"#$的释放，!"#$
神经元受到!氨基丁酸的紧张性抑制作用，在青春发动

前及垂体%$分泌峰值出现前均出现!氨基丁酸水平

的下降（’）。"(内啡肽也可明显抑制!"#$的释放（)）。本

实验结果表明滋阴泻火中药可通过抑制下丘脑!"#$
脉冲分泌中心兴奋性氨基酸递质的释放，促进抑制性氨

基酸递质和"(内啡肽的释放，从而抑制下丘脑!"#$神

经元的功能活动，使!"#$的分泌减少。

特发性真性性早熟患儿的下丘脑—垂体—性腺轴

提前发动、功能亢进，血清*+$、%$的水平显著升高，生

殖器官及性征的发育明显提前。临床上采用滋阴泻火

中药可使其下丘脑—垂体—性腺轴功能亢进显著缓解，

血清*+$、%$水平下降，生殖器官及性征的发育明显消

退。我们曾采用定量的逆转录(聚合酶链式反应（定量

的#,(-.#）方法，证实了滋阴泻火中药可使下丘脑

!"#$、腺垂体*+$、%$的/#01表达水平显著下调。

结合本实验的结果，我们认为滋阴泻火中药可通过抑制

兴奋性氨基酸递质的释放及促进抑制性氨基酸递质和

"(内啡肽的释放，使下丘脑!"#$神经元的功能活动显

著降低，!"#$的基因表达水平显著下调，从而使!"#$
的合成及分泌明显减少，这可能是滋阴泻火中药能有效

地治疗特发性真性性早熟的主要作用机理之一。
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第五届全国胃病学术大会征文通知

为加强学术交流，提高胃病学的研究和诊治水平，促进我国消化医学事业的发展，中国胃病专业委员会决定于6WW6年7月在

广州召开第五届全国胃病学术大会。现将征文有关事项通知如下：

征文内容 （2）幽门螺杆菌相关性疾病：慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌、B1%,淋巴瘤、增生性胃息肉等病因病机研究和诊断治

疗；（6）胃动力障碍性疾病：胃食管反流病、反流性食管炎、贲门失弛缓症、功能性消化不良、胃轻瘫、胆汁反流性胃炎等疾病的基础

和临床研究；（4）上消化道出血：急性胃粘膜病变、消化性溃疡、肝硬化食道胃底静脉曲张破裂出血的临床表现、诊断评估和抢救治

疗；（7）其他胃部疾病：胃血管病变（SF;H>@LIJ病、西瓜胃、胃弥漫性血管扩张症）、胃泌素瘤、胃憩室、胃肿瘤、胃内异物等诊断与治

疗。上述各类疾病的中医、西医、中西医结合的基础、临床研究和经验总结以及内镜诊断、介入治疗等均欢迎投稿，欢迎消化内科、

消化病理、消化影像、消化内镜、胃肠外科、小儿科、肿瘤科、中医科、中西医结合脾胃专科等医学同仁踊跃参加。

征文要求 （2）论文全文4WWW字左右及结构式摘要（目的、方法、结果、讨论）各2份文稿及软盘2件。同时配有内镜、]线、手

术录像的请注明；（6）征文上请注明作者姓名、单位、通讯地址、邮编、单位盖章；（4）请自留底稿，不退稿；（7）论文请寄至大会秘书处

（邮编Q2WQ2Q）广州市同和南方医院全军消化内科研究所 智发朝、姜 泊教授；或R(/@F>：MLA#LF//H3;NH3A"。

征文截稿日期 6WW6年2月2Q日。
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