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人工光环境对雌性豚鼠生殖内分泌的
影响及日钟阴阳方的干预作用

施加裕1 谈 勇2

摘要  目的 研究人工光环境对雌性豚鼠生殖内分泌的影响及日钟阴阳方对雌性豚鼠下丘脑中吻素

Kisspeptin 及吻素受体（KISS1R）的作用机制。方法 将 3 月龄雌性豚鼠按体重的大小从 1 到 36 编号，获

取随机数字，按余数分为 6 组，分别为自然光组、自然光食疗组、LED 灯组、LED 灯食疗组、荧光灯组和

荧光灯食疗组，每组 6 只。用日钟阴阳方对自然光食疗组、LED 灯食疗组、荧光灯食疗组进行干预 12 周。

饲养 12 周后，于动情前期取材，HE 染色，电镜下观察卵巢形态；ELISA 测定豚鼠血清中雌二醇（E2）、促

黄体生成素（LH）、促卵泡生成素（FSH）、睾酮（T）、抗苗勒氏管激素（AMH）、泌乳素（PRL）水平；

Western Blot 测定豚鼠卵巢内雄激素受体（AR）、促黄体生成素受体（LHR）、促卵泡生成素受体（FSHR）

及下丘脑中 KISS1R 的蛋白含量及逆转录聚合酶链式反应法（RT-PCR）测定豚鼠卵巢内 AR、LHR、FSHR 
mRNA 及下丘脑中 KISS1R mRNA 表达水平。结果 （1）自然光照组及自然光食疗组可见结构完整的卵母

细胞，未见明显病理变化；荧光灯组及 LED 灯组卵巢卵母细胞消失，见大量炎性细胞浸润；荧光灯食疗组及

LED 灯食疗组卵巢可见卵母细胞，但卵母细胞周围粒细胞排列疏松，间隙增大。（2）与自然光照组比较，自

然光食疗组血清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含量下降，下丘脑内 KISS1R 及卵巢内 LHR、FSHR、AR
蛋白含量下降（P<0.05）；与荧光灯组比较，荧光灯食疗组血清血清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含量下

降，下丘脑内 KISS1R 及卵巢内 LHR、FSHR、AR 蛋白含量下降（P<0.05）；与 LED 灯组比较，LED 灯食

疗组血清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含量均下降，下丘脑内 KISS1R 及卵巢内 LHR、FSHR、AR 蛋白

含量下降（P<0.05）；与自然光照组比较，荧光灯、LED 灯组血清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含量上升，

下丘脑内 KISS1R 及卵巢内 LHR、FSHR、AR 蛋白含量上升（P<0.05）；与自然光食疗组比较，荧光灯食疗、

LED 灯食疗组血清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含量上升，下丘脑内 KISS1R 及卵巢内 LHR、FSHR、

AR 蛋白含量上升（P<0.05）。结论 人工光环境的改变会对豚鼠生殖内分泌造成影响，日钟阴阳方可有效

改善豚鼠生殖内分泌紊乱的结局。其可能机制与通过调控豚鼠下丘脑内 KISS1R 的表达，影响 Kisspeptin 的

分泌有关。
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ABSTRACT Objective To study the effect of artificial light environment on reproductive endocrine of 
female guinea pigs and to observe the intervention effect of Rizhong Yinyang Formula （RZYYF） on Kisspeptin 
and its receptor KISS1R in hypothalamus of female guinea pigs. Methods The 3-month-old female guinea pigs 
were numbered from 1 to 36 according to their body weight， and the random numbers were obtained. They were 
divided into 6 groups according to the remainder： natural light group， natural light diet group， LED light group， 
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近年来，大量人工光源出现，其光谱与自然光

源的光谱大不相同，这打破了人类原本已经适应的光

环境。光环境的改变使人体所接受到的光信号发生改

变，人体原有的生物节律发生变化。有研究发现，生

物节律失调人群，如习惯熬夜、上夜班的女性月经周

期紊乱、排卵障碍、不孕等疾病的比例要高于一般女

性 [1]。本团队前期研究表明，持续光照会导致雌性大

鼠动情周期的紊乱及内分泌紊乱，而中药具有诱导

雌性大鼠周期重建及诱导排卵和黄体支持的作用 [2]。

Kisspeptin 信号可通过刺激下丘脑促性腺激素释放激

素（gonadotropin-releasing hormone，GnRH）神

经元释放促性腺激素释放激素，起到调节下丘脑—垂

体—卵巢（hypothalamus-pituitary-ovary，HPO）轴

的功能，发挥调控机体生殖功能的关键性作用 [3]。

日钟阴阳方是根据国医大师夏桂成教授阴阳时

辰钟理论创立而成，其机制以调节阴阳以达到机体平

衡。时辰钟理论主要来源于子午流注学说以及运气学

说，月经周期及生殖节律的阴阳变化于时辰钟关系密

切。根据时辰钟理论提出的月经调周法在妇科疾病，

尤其是优生优育方面效果显著 [4]。本团队前期临床

研究中，将 80 例多囊卵巢综合征（polycystic ovary 
syndrome，PCOS）行试管婴儿治疗的不孕症患者

随机分为试管常规长方案组及补肾调周联合试管常规

长方案组，研究结果表明，补肾调周法联合常规长方

案组患者原核细胞数、优质胚胎数、子宫内膜容受性、

最终妊娠结局均优于常规长方案组 [5]。在治疗妇科疾

病方面，夏桂成教授提倡阴时用阴药，阳时用阳药，

顺应一日阴阳消长之变化，以便药物达到更好的治疗

LED light diet group， fluorescent light group， and fluorescent light diet group， 6 guinea pigs in each group. The 
natural light diet group， LED light diet group， and fluorescent light diet group were intervened for 12 weeks. After 
feeding for 12 weeks， the materials were taken in the pre estrus period， stained with HE， and the morphology of 
ovary was observed under electron microscope. The hormone levels of estradiol （E2）， luteinizing hormone （LH）， 
follicle stimulating hormone （FSH）， testosterone （T）， anti-Mϋllerian hormone （AMH） and prolactin （PRL） in 
guinea pig serum were measured by ELISA. The protein contents of androgen receptor （AR）， luteinizing hormone 
receptor （LHR）， follicle stimulating hormone receptor （FSHR） in guinea pig ovary and KISS1R in hypothalamus 
were measured by Western Blot， and mRNA expression levels of AR， LHR， FSHR in guinea pig ovary and 
KISS1R mRNA in hypothalamus were measured by reverse transcription polymerase chain reaction （RT-PCR）.  
Results （1）Oocytes with complete structure were observed in natural light group and natural light diet group， 
and no obvious pathological changes were found. In the fluorescent lamp group and LED lamp group， ovarian 
oocytes disappeared and a large number of infiltrated inflammatory cells were seen. Oocytes could be seen in the 
ovaries of the two groups， but the arrangement of granulocytes around the oocytes was loose and the gap was 
enlarged.（2）Compared with the natural light group， the contents of serum E2， LH， FSH， T， AMH， and PRL 
in the natural light diet group decreased， and the protein contents of KISS1R in hypothalamus and LHR， FSHR 
and AR in ovary decreased （P<0.05）. Compared with the fluorescent lamp group， the contents of serum E2， 
LH， FSH， T， AMH， and PRL in the fluorescent lamp diet group decreased， and the protein contents of KISS1R 
in hypothalamus and LHR， FSHR， and AR in ovary decreased （P<0.05）. Compared with the LED light group， 
the contents of serum E2， LH， FSH， T， AMH， and PRL in the LED light diet group decreased， and the protein 
contents of KISS1R in hypothalamus and LHR， FSHR and AR in ovary decreased， except AMH in the LED light 
diet group （P<0.05）. Compared with natural light group， the contents of serum E2， LH， FSH， T， AMH， and 
PRL in fluorescent lamp and LED lamp group increased， and the contents of KISS1R in hypothalamus and LHR， 
FSHR and AR in ovary increased （P<0.05）. Compared with the natural light diet group， the contents of serum 
E2， LH， FSH， T， AMH， and PRL in the fluorescent light diet group and LED light diet group increased， and the 
contents of KISS1R in hypothalamus and LHR， FSHR and AR protein in ovary increased in the fluorescent light 
diet group and LED light diet group （P<0.05）. Conclusions The changes of artificial light environment will affect 
the reproductive endocrine of guinea pigs. RZYYF effectively improved the outcomes of reproductive endocrine 
disorders of guinea pigs. The possible mechanism might be through regulating the expression of KISS1R in the 
hypothalamus of guinea pigs， which might be related to regulating KISS1R expression in hypothalamus of guinea 
pigs and affecting the secretion of Kisspeptin.

KEYWORDS light environment； Rizhong Yinyang Formula； sex hormone level； Kisspeptin；Kisspeptin receptor
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效果 [6]。

本实验以人工光源作为造模条件，观察人工光

环境对豚鼠生殖内分泌的影响，以日钟阴阳方作为

干预药物的调节作用，通过检测下丘脑内吻素受体

（Kisspeptin receptor，KISS1R）的蛋白表达量及

KISS1R mRNA 的表达水平，探讨其作用机制。

材料与方法

1 动物及分组 健康雌性豚鼠 36 只，3 月

龄，体重 250~300 g，由江苏省南京市青龙山动

物养殖场提供，动物生产许可证号：SCXK（苏） 
2017-001 ；本实验通过南京中医药大学动物伦理委

员会审查（No.201811A022）。按豚鼠体重的大小

从 1~36 编号，获取随机数字，按余数分为 6 组，分

别为自然光照组（N 组）、自然光食疗组（NM 组）、

LED 灯组（L 组）、LED 灯食疗组（LM 组），荧光灯

组（Y 组），荧光灯食疗组（YM 组），每组 6 只。

2 药物 日钟阴阳方：子时养阴方：珍珠粉（货号： 
2 10405）10 g 龟板粉（货号：200501）10 g 银耳 

（ 货 号：A598302）10 g 百 合（ 货 号：A503985）
10 g，午时补阳方：核桃粉（货号：A590234）10 g  
板栗粉（货号：A503424）10 g 黑小豆（货号：

A504672）10 g 羊肉（货号：A510094）10 g。日钟

阴阳方的制作方法：根据体表面积法，按成人 70 kg
体表面积等效剂量进行折算。公式：a 动物的体表面

积 /b 动物的体表面积 =a 动物的给药量 /b 动物的给

药量，计算出动物所需药量 [7]；根据豚鼠每只每日每

顿喂食量为 20 g，计算出食疗方动物所需总的饲料

量；将总药量与豚鼠常规饲料原材料混合制成特制食

疗方，制成的总量同豚鼠 12 周所需常规饲料量。

3 试剂及仪器 豚鼠雌二醇（estradiol，E2； 
货号：ADGu40038）、豚鼠促黄体生成素（luteinizin 
hormone，LH；货号：ADGu40602）、豚鼠促卵泡 
生成素（follicle-stimulating hormone，FSH；货号：

ADGu40007）、豚鼠睾酮（testosterone，T；货号：

ADGu46657）、豚鼠泌乳素（prolactin，PRL；货号：

ADGu40014）、豚鼠抗苗勒试管激素（anti-Müllerian 
hormone，AMH；货号：ADGu46621）酶联免疫试

剂盒，均购自扬州鑫磊科技贸易有限公司；Tubulin
抗 体（ 货 号：10094-1-AP）、 抗 LHCGR（ 货 号：

26424-1-AP）购自武汉三鹰生物科技有限公司；抗

Androgen（Abcam；货号：ab198394）、抗 KISS1R
（货号：bs-2501R）、抗 FSHR（货号：bs-0895R）， 
购自北京博奥森科技生物有限公司；RIPA 裂解液（货

号 ：G2002）、PMSF（货号：G2008）、HE 染色液 
（货号：G1005），分化液（货号：G1005-3）、返蓝液 
（货号：G2005-4）、RNA 提取液（货号：G303）、DEPC 
水（货号：G2039）、购自武汉塞维尔生物科技有限

公司；无水乙醇（货号：10009218）、二甲苯（货

号：10023418 ）、 中 性 树 胶（ 货 号：10004160）、
异 丙 醇（ 货 号：80109218 ）、 三 氯 甲 烷（ 货 号：

10006818 ）购自国药集团化学试剂有限公司；反转

录试剂盒（Takara；货号：RR047A），LHR 上游引

物（货号：2512383856）、LHR 下游引物（货号： 
2512383857）、FSHR 上游引物（货号：2512383858）、 
FSHR 下游引物（货号：2512383859）、AR 上游引物 

（货号：2512383860）、AR 下游引物（货号 2512383861）、 
Tubulin 上游引物（货号：2512383862）、Tubulin 下

游 引 物（ 货 号：2512383863），KISS1R 上 游 引

物（ 货 号：2512383864）、KISS1R 下 游 引 物（ 货

号：2512383865）购自生工生物工程（上海）股

份有限公司；AceQqPCR SYBR Green Master Mix
（Vazyme；货号：Q131-02），脱水机（型号：JJ-12J ）、
包埋机（型号：JB-P5 ）、冻台（型号：JB-L5）购自

武汉俊杰有限公司；酶标仪（赛默飞；型号：352 型）、

洗板机（雷勃；型号：AC8）、微量高速离心机（湘仪

集团；型号：TG16W）、病理切片机（上海徕卡有限

公司；型号：RM2016）、组织摊片机（浙江省金华市

科迪仪器设备有限公司，型号：KD-P）、烤箱（上海

慧泰仪器制造有限公司；型号：DHG-9140A）、匀浆

仪（康涛科技；型号：KZ- Ⅱ）、荧光定量 PCR 仪（ABI；
型号：Stepone plus）。

4 方法

4.1 光照动物模型制作 参照徐金华 [8] 光照

模型的制作方法，将 N 组饲养在自然光线的环境

下， L 组饲养在 LED 灯光线的环境下、Y 组饲养在

荧光灯光线的环境下，由定时开关控制光照时间为 
6：00~19：00（本实验在南京夏季进行，自然光照的

昼夜时间大约为 13 h/11 h）。NM 组饲养在自然光线

的环境下并每日喂予日钟阴阳方，LM 组饲养在 LED
灯光线的环境下并每日喂予日钟阴阳方、YM 组饲养

在荧光灯光线的环境下并喂予日钟阴阳方。实验室内

温度控制在 22~24 ℃。实验观察时间为 12 周。

4.2 给药方法 由青龙山动物养殖场加工饲料，

将日钟阴阳方焙干研粉，制成特制饲料的子时养阴方

和午时补阳方。给药方式参考文献 [9]。实验开始后，

N、Y、L 组上午 10：00 及晚上 10：00 予常规饲料，

NM、YM、LM 组上午 10：00 予以午时补阳方、晚上
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10：00 予以子时养阴方。成年豚鼠每只每日每顿喂

食疗方 20 g。
4.3 取材 饲养 12 周后，每日动态观察豚

鼠阴道脱落细胞，若阴道涂片提示动情周期紊乱

即造模成功 [10]。阴道涂片观察见大量有核细胞则

为动情前期 [11]，选取动情前期取材，3% 戊巴比妥

钠按 40~50 mg/kg 麻醉，腹主动脉取血 5~8 mL， 
3 500 r/15 min 离心后取血清，-80 ℃保存；取下丘脑

及一侧卵巢 -80 ℃保存，另一侧卵巢4%多聚甲醛固定。

4.4 检测指标及方法

4.4.1 各组豚鼠卵巢形态学观察 将于多聚甲

醛中固定的卵巢组织制作成石蜡切片，厚 3~5μm。

于二甲苯中脱蜡 2 次，每次 10 min。脱蜡后依次加

入无水乙醇、90% 无水乙醇、80% 无水乙醇、70%
无水乙醇、双蒸水各 2 min。HE 染色 5 min，染色后

冲去多余的染色液，双蒸水再次洗涤，持续数秒。分

化数秒，冲洗。切片依次放入 85%、95% 乙醇中脱水，

各持续 5 min；伊红染液染色 5 min。切片放入无水乙

醇各 3 次，每次持续 5 min，二甲苯 2 次，每次持续

时间 5 min，直至透明，中性树胶封片。电镜下观察

结果。

4.4.2 各组豚鼠 E2、LH、FSH、T、PRL、AMH 
含量的检测 采用 ELISA 法检测。取出 -80 ℃保存

的血清，配置标准品溶液，96 孔板分别设置空白孔、

标准孔、待测样品孔，其中空白空不加样品及酶标试

剂。加样后 37 ℃温育 30 min，温育结束后洗板 5 次，

洗板 5 次后，弃去废液，轻轻甩干，加入酶标试剂，

37 ℃温育 30 min，再次洗板 5 次，加入显色液 A、B，

37 ℃显色 10 min。10 min 后加入终止液，加入终止

液 15 min 后于酶标检测仪中读取 OD 值，算取每组

平均值及标准差。

4.4.3 各 组 豚 鼠 下 丘 脑 中 KISS1R、 卵 巢

中 FSHR、LHR、AR 蛋白表达水平的检测 采用

Western Blot 法测定。取出 -80 ℃保存的下丘脑组

织 RIPA+PMSF 裂解，在 4℃下 12 000 r/min 离心

10 min 取上清液，配制蛋白标准品，计算标准曲线，

99 ℃ 10 min 使蛋白变性。SDS-PAGE 电泳分离，

PVDF 膜半干转转膜，3%BSA 封闭 1 h，抗原抗体

反应，显色曝光。用 Image J 软件分析灰度值。

4.4.4 各组豚鼠下丘脑内 KISS1R、卵巢中

FSHR、LHR、AR mRNA 表 达 水 平 检 测 采 用

逆转录聚合酶链式反应法（reverse transcription 
polymerase chain reaction，RT-PCR） 检 测 。 取

出 -80 ℃中冻存组织 50~100 mg，于液氮中迅速敲

碎，后转移至离心管中。加入 1 mL 的 Trizol，于匀

浆器中匀浆，于离心机 4 ℃条件下 12 000 r/10min，
收集上清液。常温放置 5 min 后加入氯仿，剧烈

震荡至粉红色，常温放置 2 min 后，4 ℃条件下 
12 000 r/15 min 离心，取上清液。常温放置 10 min， 
4 ℃条件下 15 000 r/15 min 离心。弃去上清液，加入

75% 乙醇沉淀，4 ℃条件下 12 000 r/10min 离心，控

干乙醇，加入 DEPC 水，至浓度在 500~1 000 ng/mL。 
将提取后的 RNA 溶液与 5×PrimeScrip RT Master 
Mix、RNase Free DH20 混合后进行逆转录反应，将

逆转录反应后的 cDNA 溶液与 SYBR qPCR Master 
Mix 溶液、PCR Forward Primer、PCR Reverse Primer、
DEPC 混合配置 PCR 反应液，PCR 反应。最后导出

曲线，计算结果。

5 统计学方法 采用 GraphPad Prism 9 软件

进行统计分析，计量资料采用 x–±s 表示，组间两两

比较采用独立样本 t 检验，多组比较采用单因素方差

分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组豚鼠 HE 染色结果（图 1） N 组视野中

部分卵泡中卵母细胞外可见多层粒膜细胞分布，形成

卵丘结构；卵泡周围由多层纤维细胞包裹；组织形态

结构正常，未见明显病理变化。NM 组视野中可见多

层粒细胞排列组成的卵泡壁结构；卵泡周围由多层纤

维细胞包裹，各卵泡排列紧密，间隙大小均匀；组织

形态结构正常，未见明显病理变化。L 组视野中部分

卵泡中卵母细胞消失，可见大量炎性细胞灶性浸润，

如黑色箭头所示。LM 组视野中可见部分卵泡内卵母

细胞周围粒细胞间隙增大，排列疏松，如黄色箭头所

示。Y 组视野中部分卵泡内卵母细胞消失，并可见大

量炎性细胞浸润；部分卵泡中卵母细胞周围粒细胞排

列重度紊乱，细胞间隙增大，如黄色箭头所示。YM
组视野中部分卵泡壁颗粒细胞层局部细胞排列疏松，

细胞间隙增大，如红色箭头所示。

  注：A 为 N 组；B 为 NM 组；C 为 L 组；D 为 LM 组；E 为 Y 组；F

为 YM 组；箭头表示卵母细胞结构

图 1 各组豚鼠卵巢组织 HE 染色结果 （× 200）
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表 1 各组豚鼠 E2、LH、FSH、PRL、T、AMH 含量比较 （x–±s）
组别 n E2（ng/L）       LH（ng/L）    FSH （IU/L）     T （nmol/L） AMH （ng/mL） PRL （ng/L）

N 6 23.56±1.55 1730.00±44.71   7.60±0.16 111.58±2.21 10.85±0.24 197.22±10.98

NM 6 21.19±1.39 1461.00±70.66   6.41±0.27 102.12±3.80 8.66±0.18 178.26±5.22

Y 6 34.23±1.50 ○ 2281.68±49.14 ○ 11.24±0.42 ○ 145.16±8.65 ○ 15.02±1.11 ○ 290.05±12.53 ○

YM 6 30.30±1.95 △● 1952.01±115.66 △△●   8.91±0.0.38 △△● 132.80±3.07 △△● 13.85±0.58 △● 236.61±4.11 △△●

L 6 36.19±2.36 ○ 2264.38±182.87 ○ 11.27±0.21 ○ 151.04±7.17 ○ 16.03±1.21 ○ 273.78±10.20 ○

LM 6 30.96±2.40 ▲▲● 2009.98±97.66 ▲●   9.40±0.58 ▲▲● 135.36±9.56 ▲▲● 15.47±0.38 ● 243.07±6.54 ▲▲●

  注：与 N 组比较，  P<0.05，  P<0.01；与 Y 组比较，△P<0.05，△△P<0.01；与 L 组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；与 N 组比较，○P<0.01；与

NM 组比较，●P<0.01

差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）；与 NM 组比

较，YM 组、LM 组下丘脑内 KISS1R、卵巢内 LHR、

FSHR、AR 蛋白水平均上升（F 值分别为 0.147、
0.018、0.005、0.012、0.009、0.023、0.018、0.053），
差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。

4 各组豚鼠卵巢内 AR、LHR 、FSHR mRNA

2 各 组 豚 鼠 E2、LH、FSH、PRL、T、AMH
含 量 水 平 比 较（ 表 1） 与 N 组 比 较，NM 组 血

清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含 量 均 下 降（t
值 分 别 为 0.019、0.000、0.000、0.000、0.000、
0.003），差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）；

与 Y 组 比 较，YM 组 血 清 血 清 E2、LH、FSH、T、
AMH、PRL 含量均下降（t 值分别为 0.002、0.000、
0.000、0.008、0.04、0.000）， 差 异 有 统 计 学 意

义（P<0.05，P<0.01）； 与 L 组 比 较，LM 组 血

清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 含 量 均 下 降 
（t 值 分 别 为 0.003、0.013、0.000、0.009、0.301、
0.000），差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）；

与 N 组比较，Y 组、L 组较血清 E2、LH、FSH、T、
AMH、PRL 含量均上升（F 值分别为 0.000、0.000、
0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、
0.000、0.000、0.000），差异有统计学意义（P<0.01）；
与 NM 组比较，YM 组、LM 组血清 E2、LH、FSH、T、
AMH、PRL 含量均上升（F 值分别为 0.000、0.000、
0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、
0.000、0.000、0.000），差异有统计学意义（P<0.01）。

3 各组豚鼠卵巢内 AR、LHR、FSHR 及下丘

脑中 KISS1R 蛋白表达水平比较（图 2，表 2） 与

N 组比较，NM 组下丘脑内 KISS1R、卵巢内 LHR、

FSHR、AR 蛋白表达均下降（t 值分别为 0.047、
0.048、0.046、0.041），差异有统计学意义（P<0.05）；
Y 组比较，YM 组下丘脑内 KISS1R、卵巢内 LHR、

FSHR、AR蛋白表达均下降（t 值分别为 0.043、0.045、
0.049、0.018），差异有统计学意义（P<0.05）；与

L 组比较，LM 组下丘脑内 KISS1R、卵巢内 LHR、

FSHR、AR蛋白表达均下降（t 值分别为 0.030、0.049、
0.032、0.047），差异有统计学意义（P<0.05）；与

N 组比较，Y 组、L 组下丘脑内 KISS1R、卵巢内

LHR、FSHR、AR 蛋白表达均上升（F 值分别为 0.047、
0.005、0.003、0.017、0.033、0.017、0.010、0.020），

比较及下丘脑中 KISS1R mRNA 基因表达水平比

较（表 3） 与 N 组比较，NM 组下丘脑内 KISS1R 
mRNA、卵巢内 LHR 、FSHR、AR mRNA 的基因表

达下调（t 值分别为 0.000、0.018、0.025、0.033），
差异有统计学意义（P<0.05，P<0.01）；与 Y 组比

较，YM 组下丘脑内 KISS1R mRNA、卵巢内 LHR、

FSHR 、AR mRNA 基因表达下调（t 值分别为 0.000、
0.000、0.000、0.000），差异有统计学意义（P<0.05）；
与 L 组比较，LM 组下丘脑内 KISS1R mRNA、卵巢

内 LHR、FSHR、AR mRNA 基因表达下调（t 值分

别 为 0.015、0.000、0.000、0.000）， 差 异 有 统 计

  注：A 为卵巢内 LHR、FSHR、AR 的蛋白含量表达；B 为下丘脑

内KISSR的蛋白含量表达；1为N组；2为NM组；3为Y组；4为YM组；

5 为 L 组；6 为 LM 组

图 2 各组豚鼠 AR、LHR、FSHR、KISS1R 蛋白

表达免疫印迹图
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学意义（P<0.05，P<0.01）；与 N 组比较，Y 组、L
组下丘脑内 KISS1R mRNA、卵巢内 LHR、FSHR、

AR mRNA 基因表达上调（F 值分别为 0.000、0.003、
0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、0.000）， 差

异有统计学意义（P<0.01）；与 NM 组比较，YM
组、LM 组下丘脑内 KISS1R mRNA、卵巢内 LHR、

FSHR、AR mRNA 基因表达上调（F 值分别为 0.000、
0.000、0.000、0.000、0.000、0.000、0.006、0.001），
差异有统计学意义（P<0.01）。

讨  论

光信号的改变使人类固有的日节律模式发生紊

乱。导致多种疾病发病的风险日益增加，尤其是在生

殖内分泌方面 [12]。有研究表明，光信号对人体的影

响主要有两条神经通路：光照通过视网膜将信号传导

至大脑皮层，其一是通过内膝状体联结视觉皮层，形

成影像视觉功能的神经通路，是视觉信息通路。二是

经过视交叉上核联结松果体，传递非视觉信息的通 
路 [13]。非视觉信号通路与应激、代谢、情绪、感知

等息息相关，具有光照生物效应。光照以非视觉信息

的模式影响哺乳动物的昼夜节律及与光环境的同步的

观点在视神经节细胞被发现后逐渐得到重视 [14]。

Kisspeptin 是一种由 Kiss1 基因编码的神经肽，

它最初于 1996 年被发现 [15]。有学者证实 GPR54/
KISS1R 是 Kisspeptin 的 受 体 [16]。GPR54/KISS1R

是一种 G 蛋白耦联受体，属于视黄素家族蛋白，其

在大脑组织和外周组织中均有表达，同时在胎盘、

垂体、睾丸、卵巢和脊髓中也被发现高度表达 [17]。

Kisspeptin 在青春期启动及排卵中起着关键作用 [18]。

有研究表明，低促性腺功能减退的人类具有 KISS1R
的失活突变，并且在小鼠模型中靶向 KISS1R 缺失显

示不育表型 [19]。国内有学者以禽类为模型，研究表

明 Kisspeptin 及其受体 GPR54/KISS1R 通过光信号

通路接受光照的调控，调节 GnRH 的分泌，进而调

节禽类的生殖机能 [20]。Kisspeptin 信号可通过影响

刺激下丘脑 GnRH 神经元释放促性腺激素释放激素，

起到调节 HPO 轴的功能，从而发挥调控机体生殖功

能的关键性作用 [21]。HPO 轴功能异常或靶细胞效应

异常导致的一系列疾病。在生殖轴的工作过程中，下

丘脑分泌 GnRH，GnRH 作用于垂体前叶，引起垂体

前叶分泌 FSH 及 LH，FSH 和 LH 作用于卵巢，FSH
可刺激卵巢的生长及促进卵泡的发育，LH 可促进

卵泡最后成熟，且起到促发排卵，形成黄体的功能，

FSH 和 LH 相互作用，促进卵巢分泌雌激素、孕激素、

雄激素 [22，23]。AMH 主要由窦前卵泡及小窦卵泡分泌，

是评估卵巢储备功能的敏感指标 [24]。PRL 由垂体前

叶泌乳素细胞合成及分泌，临床研究中，泌乳素分泌

紊乱会导致一系列生殖障碍性疾病的发生 [25]。

日钟阴阳方是基于阴阳时辰钟理论创立而成，其

与圆运动生物钟节律密切相关 [26]。日钟即日节律，

表 3 各组豚鼠 KISS1R、AR 、LHR 、FSHRmRNA 表达水平比较 （x–±s）
组别 n KISS1R mRNA LHR mRNA FSHR mRNA AR mRNA 

N 6 0.48±0.04 0.80±0.06 0.71±0.07 0.76±0.08

NM 6 0.36±0.04 0.72±0.05 0.59±0.08 0.66±0.07

Y 6 1.57±0.14 ○ 9.64±0.67 ○ 3.75±0.72 ○ 1.24±0.09 ○

YM 6 1.07±0.06 △● 3.44±0.80 △● 1.72±0.25 △● 0.88±0.09 △●

L 6 1.32±0.36 ○ 8.00±0.73 ○ 5.59±0.65 ○ 1.28±0.07 ○

LM 6 0.88±0.05 ▲● 4.52±1.11 ▲▲● 1.74±0.28 ▲▲● 1.01±0.09 ▲▲●

  注：与 N 组比较，  P<0.05，  P<0.01；与 Y 组比较，△P<0.01；与 L 组比较，▲P<0.05，▲▲P<0.01；与 N 组比较，○P<0.01；与 NM 组比较，
●P<0.01

表 2 各组豚鼠 KISS1R、AR、LHR、FSHR 蛋白相对表达含量比较 （x–±s）
组别 n KISS1R LHR FSHR AR

N 6 1.05±0.11 0.25±0.08 0.88±0.10 0.86±0.07

NM 6 0.70±0.18 0.08±0.06 0.67±0.09 0.73±0.03

Y 6 1.32±0.03 ○ 0.53±0.13 ○○ 1.40±0.19 ○ 1.12±0.09 ○

YM 6 0.98±0.20 △ 0.28±0.06 △●● 1.07±0.07 △●● 0.88±0.05 △●

L 6 1.53±0.14 ○○ 0.46±0.09 ○ 1.31±0.17 ○ 1.15±0.11 ○

LM 6 1.20±0.10 ▲● 0.31±0.03 ▲● 0.94±0.09 ▲● 0.93±0.07 ▲

  注：与 N 组比较，  P<0.05；与 Y 组比较，△P<0.05；与 L 组比较，▲P<0.05；与 N 组比较，○P<0.05，○○P<0.01；与 NM 组比较，●P<0.05，
●●P<0.01



• •1474中国中西医结合杂志 2021 年 12 月第 41 卷第 12 期 CJITWM，December 2021，Vol. 41，No. 12

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

中
国
中
西
医
结
合
杂
志

昼夜之间循环， 按阴阳消长转化规律运行。子时阴中

之阴，午时为阳中之阳，卯时阳出于阴， 酉时阴出于

阳 [27]。于一日之中的阳时予补阳药物，阴时予补阴

药物，顺应日节律特征，阳时用阳药，阴时用阴药。

该用药理念是夏桂成教授根据《周易》的阴阳学说凝

练而成，其顺应自然环境的阴阳变化，调整机体阴阳

消长的相对平衡，达到预防及治疗因阴阳失衡导致的

一系列生殖障碍性疾病的目的。

本实验所用药物既可作为药物，也可作为日常食

物。午时补阳方选用羊肉、核桃粉、板栗粉、黑小豆。

羊肉性温味甘，在元代已出现大量以羊肉为主的食疗

方 [28]。中医学认为，羊肉具有助元阳、补精血、疗肺

虚、益劳损的功能。核桃性温，味甘平，具有温肾利

尿，补气养血之功，可用于治疗肾阳亏虚所致疾病 [29]。 
板栗性甘温，有补肾、壮腰、强筋等功效。黑小豆，

味甘性平，具有补血安神、补肾益阴的作用。本方中

羊肉大补元阳，核桃、板栗平补肾阳，佐以黑小豆，

阴中求阳。子时养阴方选用龟板粉、珍珠粉、银耳、

百合。龟板粉味咸，性甘平，有滋阴潜阳、益肾健骨、

补血养心的作用，长于滋补肾阴，兼能滋养肝阴 [30]。

珍珠粉味甘咸，性寒，有镇心安神，养阴熄风的作用。

银耳味甘淡，性平，有滋阴润肺的作用。百合味微寒，

性平，有养阴清肺的功效。《素问》中提到“毒药攻邪，

五谷为养，五果为助，五畜为益，五菜为充，气味合

而服之，以补血益气”“谷肉果菜，食养尽之，无使

过之，伤其正也”“食宜同法”[31]，其均体现了药食

同源、食中求疗的思想。

本课题组前期已证实持续光照会造成大鼠生殖节

律紊乱及排卵障碍，而中药可达到重建周期，改善光

损伤大鼠结局的作用 [32]。本实验以光谱改变为切入

点，基于 Kisspeptin 探讨人工光环境对豚鼠生殖内分

泌的影响及日钟阴阳方的干预作用。本实验研究结果

表明光谱的改变会造成豚鼠生殖内分泌的紊乱，主要

表现在人工光源环境下卵巢卵母细胞结构遭到破坏，

外周血清 E2、LH、FSH、T、AMH、PRL 的改变，

下丘脑内 KISS1R、卵巢内 LHR、FSHR、AR 的蛋

白表达及基因表达异常，其机制可能是光照影响了

Kisspeptin 的分泌，进而导致 HPO 轴异常工作，豚

鼠生殖内分泌发生改变。本实验还证实了食疗方的正

面作用，各项数据表明可利用中医药的微环境调整作

用，减轻因大环境改变而造成的平衡紊乱现象。本实

验采用由阴阳时辰钟理论所研制的食疗方，旨在证实

顺应自然规律，调整阴阳平衡，可抑制降低不良光照

带来的损害。

利益冲突：无。
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