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六味地黄汤对快速老化模型小鼠下丘脑.垂体.
卵巢轴的调节作用及机理研究

马 渊 周文霞 程军平 张永祥

摘要 目的 研究快速老化模型小鼠（>,8,><,8<,4<<,-,?4@,A35<,，BCD）增龄过程中下丘脑.垂体.卵
巢（EFG）轴功能的变化及六味地黄汤（HI）的调节作用。方法 采用阴道涂片法确定动物的动情周期；放
射免疫分析法检测血清雌二醇（1J）水平及下丘脑"2内啡肽（"21F）和F物质（BF）含量；蛋白免疫印迹法
（I,>@,?8=-"@@589法）检测垂体促黄体生成素（HE）、垂体及卵巢雌激素受体#（1K#）水平。结果 在增龄过
程中BCD快速老化亚系BCD2L?"8,／*（BCDF*）的动情周期和动情间期均较同龄抗快速老化系BCD2?,>5>2
@48<,／%（BCDK%）明显延长，血清1J水平显著降低、垂体HE水平显著升高，下丘脑"21F含量随增龄逐渐下
降，BF含量一过性升高后又下降，卵巢1K#表达量明显低下。HI能显著缩短BCDF*动情间期，增加卵巢
重量，升高血清1J水平，明显降低垂体HE水平；并能升高下丘脑"21F含量，提高卵巢1K#的表达量，但却
明显降低下丘脑BF含量。口服雌激素能显著提高BCDF*血清1J水平，降低垂体HE水平，升高下丘脑"2
1F及BF含量，并增加垂体1K#表达量，但明显降低卵巢重量及1K#水平。结论 BCDF*在衰老过程中所
表现的进行性EFG轴功能紊乱与下丘脑肽类神经递质含量及卵巢1K#水平的变化具有密切关系。HI对

BCDF*EFG轴功能紊乱具有改善或调节作用。
关键词 快速老化模型小鼠；下丘脑.垂体.卵巢轴；六味地黄汤；促黄体生成素；雌二醇
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六味地黄汤（49）是中医学滋补肾阴的经典代表
名方，由熟地、山茱萸、山药、泽泻、牡丹皮及茯苓所组

成，用于滋补肾阴、填补肾精，主治肝肾阴虚、腰膝酸

软、头晕目眩、耳鸣耳聋、遗精、消渴、盗汗、骨蒸潮热、

小便淋沥等肾阴不足之证。在近代临床医疗实践中，

49仍被广泛用于神经衰弱、糖尿病、系统性红斑狼
疮、肾炎、更年期综合征、前列腺炎、男性不育、支气管

哮喘等多系统、上百种疾病的治疗，其依据是上述疾病

均表现有肾阴虚证候。不难看出，上述疾病几乎均与

神经内分泌免疫调节（:;<）网络平衡失调有关。因
此，我们对49的研究思路是将中医学“肾”的概念与
现代医学:;<网络理论相联系，肾虚则可能与:;<
网络平衡失调具有相似的病理生理学过程。因此，补

肾方剂的基本药理作用可能在于调节和恢复:;<网
络的平衡。近年来我室围绕:;<网络对49的现代
药理作用、作用机理及物质基础进行了较为系统的研

究，获得了大量实验结果〔=〕。我们研究发现，49对多
种原因引起的下丘脑>垂体>肾上腺（?@A）轴平衡
失调具有调节或纠正作用，该作用是49调节:;<网
络平衡的重要基础之一〔B〕。下丘脑>垂体>性腺
（?@C）轴是介导:;<网络相互作用与调节的另一重
要环节。为研究49对?@C轴的作用，本研究选用快
速老化模型小鼠（!"#"!$"#$"%$$"&"’%(")*1$"，DA<），
观察了49对衰老时下丘脑>垂体>卵巢（?@E）轴
平衡紊乱的调节作用，并对其作用机理进行了初步

探讨。

材料与方法

= 动物 DA<包括快速老化亚系DA<@F及抗
快速老化亚系DA<G=，于=HHI年由日本京都大学引
进，在我院动物实验室普通清洁环境下饲养繁殖。

B 药物 六味地黄汤按本所植物化学室制定的
标准制备方法制备。熟地、山茱萸、山药、泽泻、牡丹皮

和茯苓的饮片购自北京同仁堂药店，经生药学鉴定为

合格药材。将上述J味中药的饮片按FKIKIKLKLKL的
比例混合，J倍沸水煎煮B次，每次B-。每次煎煮后用

J层纱布，内加一层脱脂棉过滤，合并两次滤液，并浓
缩至浓度为=7生药／*&，高压灭菌后IM保存备用。

L 试剂 雌二醇（NB）、!0内啡肽（!0N@）和@物
质（D@）检测试剂盒均为天津协和生物技术研究所产
品；结合型雌激素为 9."(-0A."’!(公司产品；山羊抗

鼠促黄体生成素（4?）多克隆抗体及兔抗鼠雌激素受
体"（NG"）多克隆抗体均购自美国D%#(%$’,8公司，辣
根过氧化物酶标记的兔抗山羊;7C及羊抗兔;7C购
自北京中山生物技术有限公司。

I 动物分组及给药 本研究使用L、O、P、H、==
月龄处于动情间期的雌性DA<用于研究?@E轴的
增龄性变化，每组=O只。选择H月龄DA<用于药理
学实验。实验时DA<随机分为O组，每组=O只，即

DA<@F对照组、雌激素给药组（QRP*7／S7）、49给药
组（O、=Q、=O7／S7）。雌激素及49 均采用灌胃给药，
每天给药=次，连续BQ天，对照组给予等体积蒸馏水，
给药结束后选取处于动情间期的动物处死取材。

O 检测指标及方法

OR= 动情周期的测定 用消毒棉签插入小鼠阴
道约QRO$*，轻轻转动后取出，将棉签上的阴道脱落细
胞均匀涂于洁净的载玻片上，待涂片自然风干后用碱

性美蓝溶液染色O*1#，然后用蒸馏水冲洗，自然风干
后镜检，观察细胞形态，确定动情周期。

ORB NB、!0N@和D@检测 用放射免疫法检测

NB、!0N@及D@含量，均按试剂盒的操作说明进行。

ORL 4?及 NG"测定 采用蛋白免疫印迹
（9"!("’#T&+((1#7）法测定垂体4?、垂体及卵巢NG"
水平。将动物垂体或卵巢称重后裂解，以FQQ#7／孔上
样量于=OU聚丙烯酰胺凝胶中电泳（电压JQ／=QQV），
以=RF*A／$*B半干转印=-，OU脱脂奶粉封闭，一抗

=KIQQ，二抗=KJQQ，化学发光法（NW4）显色，底片曝光
后扫描测定。

J 统计学处理 数据处理使用D@DD软件，多组
间比较用E#"5%.0A:EVA，两组间比较用6,##"(X
检验。

结 果

= DA<@F增龄过程中?@E轴的变化 见表=，
图=。与同龄DA<G=比较，O、P、H月龄DA<@F的动
情周期、动情间期时间明显延长，动情间期占动情周期

百分率明显增加（!!QRQ=）。血清NB和垂体4?测
定结果表明，在增龄过程中DA<@F血清NB水平明显
下降，垂体4?水平则明显升高（!!QRQO，!!QRQ=）。
与同龄DA<G=比较，DA<@F在增龄过程中下丘脑!0
N@含量逐渐下降，D@含量一过性升高后又下降，垂体
及卵巢NG"水平明显降低（!!QRQO，!!QRQ=）。
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表! !"#$%与!"#&’增龄过程中动情周期变化 （!!("）

组别
鼠龄
（月） #

动情周期
（)）

动情期

持续时间（)） 构成比（*）
动情间期

持续时间（)） 构成比（*）

!"#$% + %, ,-.(/-0 1-1(/-2 3/(’ 1-/(/-, +.(’
, %, ,-%(/-3 %-0(/-3 +2(2 1-%(/-3 3%(3
2 %, .-,(%-1 1-0(%-% 33(%1 %-0(/-. 1’(’
0 %, 2-/(%-0 1-2(/-, +’(2 1-’(/-’ 3%(%1
%% %, %%-+(1-0"" %-’(%-1 %2(%1"" 2-,(+-+"" .3(%,""

!"#&’ + %, ,-/(/-. %-,(/-, +/(0 %-’(/-3 +.(.
, %, 0-/(1-’"## %-/(%-% %%(%%## .-1(1-3""## .’(%%""##

2 %, %/-1(+-/""# 1-2(%-’ +/(%. ,-2(+-3"# ,%(%’##

0 %, %%-’(1-.""## 1-+(%-/ 1/(2 ’-1(1-,""## 2/(2""##

%% %, %1-+(%-."" %-2(%-1 %3(0 ’-’(%-+"" 21(,""

注：与同亚系+月龄组比较，"$$/-/,，""$$/-/%；与!"#$%同月龄组比较，#$$/-/,，##$$/-/%
表" 45及雌激素对!"#&’动情周期的影响 （!!("）

组别
剂量
（6／76） #

动情周期
（)）

动情期

持续时间（)） 构成比（*）
动情间期

持续时间（)） 构成比（*）
对照 — %, %%-1(%-0 1-/(/-’ %’(’ 2-3(%-’ .2(%1
雌激素给药 28%/93 %, %1-%(%-2 0-3(%-1"" 2’(."" 1-+(/-0"" %0(2""

45给药 , %, %%-3(%-. 1-,(/-, 1+(, .-+(%-3 ,.(%1
%/ %, 0-0(1-, 1-’(%-1 1’(%% ,-3(%-1"" ,2(%,
%, %, ’-,(%-1" 1-2(/-0 +1(0"" ,-%(%-%"" ./(%1

注：与对照组比较，"$$/-/,，""$$/-/%

1 六味地黄汤对!"#&’动情周期及卵巢重量
的影响 见表1、+。灌胃给予雌激素〔/-2:6／（76·)），

1/天〕使0月龄!"#&’的动情期时间及其占动情周
期的百分率明显增加（$$/-/%），动情间期时间及其
占动情周期百分率显著下降（$$/-/%）。给予45能
缩短!"#&’动情周期及动情间期时间，使动情期在
动情周期所占百分率增加，其中，45%,6／76组作用
最为显著，与对照组比较，差异有显著性（$$/-/%）。
雌激素给药组!"#&’双侧卵巢重量显著下降（$$
/-/%），给予不同剂量45（,、%/、%,6／76）则使!"#&’
卵巢重量明显升高（$$/-/,，$$/-/%）。

+ 六味地黄汤对!"#&’血清;1及垂体4<水
平的影响 见图1。给予雌激素使!"#&’血清;1浓
度明显升高（$$/-/%），灌服45亦能升高!"#&’血
清;1浓度，但与对照组比较，差异无显著性（$%
/-/,）。给予雌激素/-2:6／（76·)）及不同剂量45均
能明显降低!"#&’垂体4<水平（$$/-/%），其中，
雌激素和45,6／76组垂体4<降低的幅度较大。

3 六味地黄汤对!"#&’下丘脑!=;&及!&水
平的影响 见图1。雌激素能显著升高!"#&’下丘
脑!=;&含量（$$/-/,），给予45亦能剂量依赖地升
高!"#&’下丘脑!=;&含量，在剂量为%/、%,6／76时
作用最为明显（$$/-/%）。雌激素处理使!"#&’下
丘脑!&含量明显提高（$$/-/%），但45对!&的影
响与其剂量有关，,6／76时能明显降低!"#&’下丘脑

!&含量（$$/-/%），而在%,6／76时则使之表现为升
高的趋势。

, 六味地黄汤对!"#&’垂体及卵巢;$"水平
的影响 见图1。雌激素给药组!"#&’垂体;$"表
达量明显增高（$$/-/,），但45对此则无明显影响。
雌激素能使!"#&’卵巢;$"表达量明显降低（$$
/-/,），45 在,、%/6／76剂量时对!"#&’卵巢;$"
表达量无明显影响，在大剂量（%,6／76）则使卵巢;$"
的表达量明显增高（$$/-/,）。

表# 45及雌激素对!"#&’卵巢重量的影响 （!!("）

组别 剂量（6／76） # 卵巢重（:6）
对照 — 2 %/-.(/-0
雌激素给药 28%/93 0 2-1(%-3""

45给药 , 0 %+-2(%-2""

%/ 0 %+-.(%-."

%, 2 %+-.(1-,""

注：与对照组比较，"$$/-/,，""$$/-/%

讨 论

衰老是导致<&>轴功能紊乱的重要原因，研究衰
老所致<&?轴紊乱发生发展规律及药物对其调节作
用已成为了国内外医药研究领域的热点之一。快速老

化模型小鼠!"# 由日本京都大学竹田教授培育成
功，包 括 快 速 老 化 的 & 系 !"#& 和 抗 快 速
老化的$系!"#$两大系，其中!"#&’亚系出生后
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随增龄表现为以中枢学习记忆功能衰退为主要特征的

快速进行性全身性衰老〔!〕，但有关"#$%&增龄过程
中’%(轴功能是否存在明显地增龄性变化或紊乱尚

未见报道。

本研究发现，)月龄"#$%&动情周期即明显延
长，而其对照"#$*+增龄至++月龄时动情周期才明
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显延长；!!"月龄#$%&’的动情周期与同龄#$%()
比较，明显延长，说明#$%&’出现性周期紊 乱的时间
明显早于#$%()。观察并比较#$%&’和#$%()
*&+轴激素的增龄性变化的结果表明，增龄过程中

#$%()血清 ,- 及垂体 .* 水平无明显变化，而

#$%&’血清,-水平随增龄明显降低，垂体.*水平
随增龄明显升高，说明#$%&’存在明显的增龄性

*&+轴功能紊乱，提示其随增龄而发生的性周期紊乱
与其*&+轴功能紊乱具有密切关系。
随着机体的衰老，性腺功能逐渐下降，性激素水平

的进行性降低使其对性腺轴上层中枢的负反馈抑制减

弱，导致促性腺激素水平升高〔/01〕。然而性腺功能的

改变并不是性腺轴平衡机能衰退的唯一原因。大量研

究表明中枢调节能力的改变也参与了性腺轴功能的增

龄性下降过程。研究表明，衰老过程中脑内肽类和单

胺类神经递质平衡被破坏〔2〕。$34567等发现下丘脑"8
,&含量随机体衰老逐渐下降，#&含量升高；性腺功能
减退及衰老会造成脑内9,、:$水平逐渐下降，!8*;
含量升高〔’，"〕。我室以住的研究也发现#$%&’增龄
过程中脑内单胺类神经递质含量逐渐增高，且多高于

同龄#$%()对照，提示单胺类神经递质与#$%&’的
老化过程有关。

本研究发现，#$%&’下丘脑"8,&含量随增龄进
行性下降，#&含量除在!月龄时一过性升高外，2月
龄后持续下降。此结果与$34567等〔’〕的报道基本一
致。目前认为，"8,&含量的下降一方面减弱了其对性
腺轴上层中枢的抑制，导致促性腺激素水平的持续升

高，另一方面使阿片肽受体介导的欣快、镇痛等作用减

弱，导致老年人群更容易产生自卑、焦虑、抑郁等不良

心理倾向，并使老年人对疾病（如慢性纤维肌痛、类风

湿等）的抵抗能力减弱。<=>?=@A=B和CD7>D发现阿片
受体阻断剂纳络酮可以使青年及老年受试者促性腺激

素释放增加〔)E，))〕，而性激素和一些中药活性物质可以

使衰老大鼠下丘脑"8,&含量升高，同时降低已升高的
促性腺激素水平。上述研究提示"8,&和#&对促性
腺激素的释放具有抑制作用。提示本实验所观察到的

#$%&’衰老过程中垂体.*水平的进行性升高可能
也与下丘脑"8,&和#&含量下降，导致垂体促性腺激
素释放受到的抑制作用减弱有关。据此我们认为，下

丘脑"8,&和#&参与了#$%&’增龄过程中*&+轴
的紊乱。

与同龄#$%()比较，"月龄#$%&’血清,-水
平稍低，但垂体 .* 水平明显升高，提示此月龄

#$%&’可能处于不规则动情周期（F,）或无排卵持续

动情期（&,），其卵巢功能并未完全衰退，对生殖内分
泌系统具有调节或改善作用的药物尚有发挥药理作用

的可能。因此，本实验选用"月龄#$%&’观察了.G
对其*&+轴紊乱的调节作用。结果表明，口服.G能
明显缩短"月龄#$%&’动情周期及动情间期时间，
使动情期时间略有增加，并能剂量依赖性地提高动情

期占动情周期的比率，同时增加#$%&’卵巢重量，提
示.G对#$%&’动情周期的紊乱具有明显调节作
用。进一步观察.G对*&+轴激素变化的影响，发现

.G可剂量依赖地使#$%&’血清,-水平升高，对垂
体.*水平的升高具有明显降低作用，提示.G 对

#$%&’衰老性*&+轴紊乱具有明显纠正作用。
由于性腺分泌性激素能力的降低是衰老过程中生

殖内分泌功能紊乱的重要原因之一，因此我们认为雌

激素替代对衰老性*&+轴紊乱可能具有纠正作用。
因此，在本实验中我们观察了雌激素的作用。结果表

明，口服雌激素能明显延长"月龄#$%&’的动情期
及其在动情周期中所占的百分率，但对其卵巢重量却

具有降低作用。同时发现，雌激素能明显升高#$%&’
血清,-水平，明显降低垂体.*水平，提示雌激素对

#$%&’*&+轴的功能紊乱具有调节作用。
将雌激素和.G对*&+轴的调节作用进行比较

发现，它们的相同之处在于都能降低垂体.*的水平；
不同之处有H点，一是口服雌激素后血清,-水平明显
提高，是补充外源性雌激素的结果，而口服.G后血
清雌激素水平仅有轻度升高；二是雌激素是通过延长

动情期时间及其占动情周期的百分率来调节动情周期

的，使整个动情周期的时间有所延长，而.G则是通
过缩短动情间期来调节动情周期的，它能明显缩短整

个动情周期的时间；三是雌激素使卵巢重量明显减轻，

可能是反馈调节的结果，而.G 使卵巢重量明显增
加。提示雌激素和.G对#$%&’*&+轴紊乱的调节
作用不同，发挥调节作用的环节或机理也不同。本研

究还发现，外源雌激素可提高#$%&’下丘脑"8,&及

#&含量，升高垂体,(#水平，而使卵巢,(#表达量进
一步下降；.G虽可升高下丘脑"8,&含量，但却降低

#&含量，提高卵巢,(#水平，从而证实雌激素和.G
对#$%&’*&+轴紊乱发挥调节作用环节上的差异。
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第五次全国中西医结合中青年学术研讨会征文通知

中国中西医结合学会青年工作委员会定于%LL’年T月中
旬在贵阳举办第五次全国中西医结合中青年学术研讨会暨青

年工作委员会工作会议，现将会议征文有关事宜通知如下。

征文内容 （!）中西医结合理论研究；（%）中西医结合临床
研究及进展；（E）中西医结合基础及实验研究；（’）中西医结合
临床、基础研究思路与方法；（"）中药新药研究与开发；（S）其他
与中西医结合相关内容；（T）全国中西医结合临床与药学研究
学术研讨会征文仍然有效，并继续征文。

征文要求 （!）来稿请寄全文（ELLL字以内）和摘要（&LL
!!LLL字）各!份。无摘要的论文恕不受理。（%）来稿请打
印，并附软盘。稿件须加盖单位公章。并请自留底稿，会议征

文不退稿。（E）来稿务必请注明作者姓名、单位、邮政编码，如
属国家或省部级课题者请注明。（’）来稿请寄：北京市海淀区
西苑医院 宋军收，邮政编码：!LLL#!，信封请注明“中青年学
术会议征文”；也可发送电子邮件，YK9/*;：_>0<501&S"<5.>$
:59。
截稿日期 %LL’年"月EL日（以邮戳为准）。本次会议可

授予国家级继续教育学分，会议具体时间及地点另行通知。

全国中西医结合防治肺部感染性疾病

学术研讨会征文通知

由中国中西医结合学会呼吸病专业委员会主办的“全国中

西医结合防治肺部感染性疾病学术研讨会”拟于%LL’年!L月

中旬在上海举行。现将征文具体事宜通知如下。

征文内容 （!）中西医结合防治HIRH临床、实验、科研课
题小结，文献研究，流行病学调查和HIRH的多学科研究；（%）

HIRH病例追踪观察（包括后遗症、药物不良反应、体质研究
等）；（E）中西医结合治疗间质性肺炎的基础理论、临床及实验
研究；（’）中医药干预肺纤维化的实验研究；（"）中西医结合治
疗肺炎的临床及实验总结；（S）中药抗感染静脉注射剂对急性
呼吸系统感染的临床和实验；（T）中医理论对呼吸系统疾病的
认识；（&）中西医结合研究和诊治呼吸系统疾病思路与方法探
索；（#）慢性肺源性心脏病、慢性心衰的诊治经验和实验研究；
（!L）中西医结合治疗肺部肿瘤的临床及实验研究；（!!）中西医
结合应用机械呼吸设备指征、方法、经验和技术改进；（!%）肺部
感染性疾病的少见病种、典型病例、个案报告；（!E）中医、中西
医结合治疗肺部感染性疾病的临床误诊或教训总结。

征文要求 ELLL字左右全文以及SLL字左右摘要各!
份。来稿请用I’纸打印，!‘"倍行距，论文请加盖单位公章。
截稿日期 %LL’年S月EL日（以邮戳为准）；来稿请寄：上

海宛平南路T%"号龙华医院吴银根教授或张惠勇主任收，邮政
编码：%LLLE%；联系人及电话：吴银根：L%!ZS’E&"TLL转E’!S；
张惠勇：L%!ZS’E&"TLL转!#LE；传真：L%!ZS’&T!TS!（自动）；

YK9/*;：A>M*01+0<.".5=9/*;$:59。
论文被录用并参加会议者，可获得论文证书及#类继续医

学教育学分。参加学习班可获得$类继续医学教育学分。
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