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摘要摘要：：目的 探讨固本安神方对围绝经期综合征（PMS）模型大鼠性激素水平及卵巢雌激素受体蛋白表达水平的影响。方法 选取动

情周期规则的雌性 SD大鼠 60只，腹腔注射 160 mg / kg去氧乙烯基环己烯（VCD），以复制 PMS大鼠模型。造模成功后，将雌性 SD大鼠

随机分为模型组（B 组，等体积生理盐水），中药组［C 组，0. 56 g /（kg·d）更年安片］，西药组［D 组，0. 1 mg /（kg·d）戊酸雌二醇片］，固

本安神方高、中、低剂量组［E1组、E2组、E3组，18. 0，9. 0，4. 5 g /（kg·d）］，各 10只。另取雌性 SD大鼠 10只为正常组（A组，等体积生理

盐水）。各组大鼠分别灌胃给药 4周后，摘取其子宫、双侧卵巢，称定湿重，计算子宫指数、卵巢指数；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）法

测定血清中卵泡刺激素（FSH）、促黄体生成素（LH）、雌二醇（E2）的水平；采用免疫印记（Western blot）法测定卵巢组织中雌激素受体 α
（ERα）、雌激素受体 β（ERβ）、G蛋白偶联雌激素受体 1（GPER1）蛋白表达水平。结果 与 B组比较，C组、D组、E1组大鼠的子宫指数、卵

巢指数均显著升高（P < 0. 01）；C 组、D 组、E1组大鼠血清中 FSH 和 LH 水平均显著降低（P < 0. 01），E2水平均显著升高（P < 0. 01）；

C组、D组、E1组大鼠卵巢组织中 ERα，ERβ，GPER1蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 01），E2组、E3组大鼠卵巢组织中 ERα蛋白表达

水平均显著升高（P < 0. 05），E2组大鼠卵巢组织中 GPER1蛋白表达水平显著升高（P < 0. 05）。结论 固本安神方治疗 PMS模型大鼠

的作用机制可能与影响性激素分泌及提高卵巢雌激素受体的蛋白表达水平有关。
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Effect of Guben Anshen Formula on Sex Hormone Levels and Ovarian Estrogen Receptor
Protein Expression Levels in Perimenopausal Syndrome Model Rats

GUO Shanshan1，ZHOU Xiaohui1，DIAO Li1，QIU Bo2，PENG Jun1

（1. Cangzhou People′s Hospital，Cangzhou，Hebei，China 061000； 2. Hebei General Hospital，Shijiazhuang，Hebei，China 050000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of Guben Anshen Formula on sex hormone levels and ovarian estrogen receptor
protein expression levels in perimenopausal syndrome （PMS） model rats. Methods A total of 60 female SD rats with regular
estrous cycles were selected and intraperitoneally injected with 160 mg / kg deoxyethylcyclohexene （VCD） to replicate the PMS
model in rats. After successful modeling，60 female rats were randomly divided into the model group （group B，equal volume of
normal saline），traditional Chinese medicine group ［group C，0. 56 g /（kg·d） of Gengnian'an Tablets］，Western medicine group
［group D，0. 1 mg / （kg·d） of Estradiol Valerate Tablets］，and Guben Anshen Formula high - ，medium - ，and low - dose
groups（groups E1，E2，E3，18. 0，9. 0，4. 5 g /（kg·d）］，with 10 rats in each group. Another 10 female rats were selected as the
normal group （group A，equal volume of normal saline）. After four weeks of gavage administration，the uterus and bilateral
ovaries of rats in each group were removed and weighed with wet weight to calculated the uterine and ovarian indexes. Enzyme -
linked immunosorbent assay （ELISA） was used to determine the levels of serum follicle stimulating hormone （FSH），luteinizing
hormone （LH），and estradiol （E2）. Western blot was used to detect the expression levels of estrogen receptor α （ERα），ERβ
and G - protein coupled estrogen receptor 1（GPER1） proteins in ovarian tissues. Results Compared with those in group B，the
uterine and ovarian indexes in groups C，D，and E1 were significantly higher（P < 0. 01）；the levels of serum FSH and LH were
significantly lower（P < 0. 01），while the level of E2 was significantly higher in groups C，D，and E1 （P < 0. 01）；the expression
levels of ERα，ERβ，and GPER1 proteins in the ovarian tissues in groups C，D，and E1 were significantly higher（P < 0. 01），the
expression levels of ERα protein in the ovarian tissues in groups E2 and E3 were significantly higher （P < 0. 05），and the
expression levels of GPER1 protein in the ovarian tissues in group E2 were significantly higher （P < 0. 05）. Conclusion The
mechanism of Guben Anshen Formula in the treatment of PMS model rats may be related to its influence on sex hormone
secretion and the increase of expression levels of ovarian estrogen receptor proteins.
Key wordsKey words：：Guben Anshen Formula；perimenopausal syndrome；rat model；sex hormones；estrogen receptor
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围绝经期综合征（PMS）表现为卵巢功能日渐退化，

性激素水平分泌异常，下丘脑 - 垂体 - 卵巢轴（HPO）
功能紊乱，继而引起围绝经期妇女出现头晕、出汗、烦

躁、易怒、失眠、健忘、腰膝酸软等症状，好发于 45岁以

上的女性［1］。目前，我国约有 1. 3亿女性处于围绝经期，

其中 90%以上为 PMS患者［2］。PMS患者及其动物模型

均表现出雌激素水平低，卵泡刺激素（FSH）和促黄体生

成素（LH）水平高的现象［3 - 4］。西医多采用激素替代疗

法治疗 PMS，临床疗效显著，但有致癌风险，临床应用

受限［4］。中医辨证施治的毒副作用小，疗效明显。中医学

认为，PMS是肾气逐渐衰弱，女性天癸将尽，人体阴阳

失衡所致，故常采用补肾治疗，效果显著［5 - 6］。固本安神

方以二仙汤为基础方，临床用于治疗肾阴阳俱虚证。河

北省沧州市人民医院拟将其开发为新药，用于治疗肾

阴阳俱虚的 PMS。本研究中探讨了固本安神方对 PMS
模型大鼠性激素水平及卵巢雌激素受体蛋白表达水平

的影响，为临床治疗PMS提供依据。现报道如下。

1 资料与方法

1. 1 仪器、试药与动物

仪器：移液器（20～200 μL，芬兰Finnpipette公司）；

TGL16M型高速冷冻台式离心机（上海卢湘仪离心机仪

器有限公司）；PH - 140型恒温培养箱（武汉一恒苏净

科学仪器有限公司）；Tianshi - 988型洗板机（北京天石

天力医疗器械技术开发中心）；JD1000 - 2G型电子天平

（沈阳龙腾电子有限公司，精度为万分之一）；DYY - 7C型
电泳仪、DYCZ - 40D型转移槽（北京六一仪器厂）；

GENIUS 5K型电动组织匀浆器（美国Fluka公司）。

试药：淫羊藿、巴戟天、仙茅、知母、牡丹皮、葛根、

黄芩、五味子、生地黄、首乌藤、酸枣仁、远志均购自河

北省沧州市人民医院中药房；更年安片（江西南昌桑海

制药有限责任公司，批号为 190387）；戊酸雌二醇片（拜

耳医药保健有限公司广州分公司，批号为 491A）；去氧

乙 烯 基 环 己 烷（VCD，美 国 Sigma 公 司 ，批 号 为

BCBT2645）；芝麻油（中粮集团有限公司，批号为

20210830）；LH酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（货

号为MM - 0624R1），FSH ELISA试剂盒（货号为MM -
0566R1），雌二醇（E2）ELISA 试剂盒（货号为 MM -
0575R1），均购自江苏酶免实业有限公司；雌激素受体α
（ERα）抗体（货号为 orb1160737），雌激素受体 β（ERβ）
抗体（货号为 orb1158546），G蛋白偶联雌激素受体 1
（GPER1）抗体（货号为 orb390054），均购自武汉博欧特

生物科技有限公司；β -肌动蛋白（β - actin）抗体（沈阳

万类生物科技有限公司，货号为WL01372）。

动物：3月龄雌性 SD大鼠 70只，健康清洁级，体质

量（220 ± 20）g，购于辽宁长生生物技术股份有限公司

（动物生产许可证号为 SCXK <辽 > 2020 - 0001）。本研

究方案经医院医学伦理委员会审查批准（批件号为

2020KY038）。饲养于温度 22 ℃，相对湿度 60%，自然光

源的环境中，标准饲养，自由饮水7 d。
1. 2 方法

样品制备：按处方工艺称取适量淫羊藿、巴戟天、

仙茅、知母、牡丹皮、葛根、黄芩、五味子、生地黄、首乌

藤、酸枣仁、远志，加10倍量水浸泡0. 5 h，回流提取2次，

第 1次煎煮 90 min，第 2次煎煮 60 min，合并煎液，浓缩

成质量浓度为 1. 8 g / mL的药液（以生药量计），即得固

本安神方。

造模：将大鼠适应性喂养 1周，每天 9：00进行阴道

脱落上皮细胞学检查，取 10只动情周期规则的雌性 SD
大鼠为正常组（A组）。参考预实验及文献［7 - 8］方法。

除A组外，其余 SD雌性大鼠腹腔注射 160 mg / kg VCD
溶液（取VCD溶于芝麻油中，每 5 mL VCD溶液含VCD
0. 15 mL和芝麻油 4. 85 mL，即 2. 5 mL / kg VCD溶液），

每日1次，连续注射15 d。A组大鼠腹腔注射等体积生理

盐水，每日 1次，连续注射 15 d。每天 9：00进行阴道脱落

上皮细胞学检查，光镜下连续观察大鼠的动情周期变

化。大鼠阴道涂片显示大鼠动情周期延长、动情周期紊

乱，提示造模成功。

分组与给药：造模成功后，将 60只大鼠随机分为模

型组（B组），中药组（C组），西药组（D组），固本安神方

高、中、低剂量组（E1组、E2组、E3组），各 10只。A组、B组

大鼠按每100 g体质量灌胃1 mL生理盐水；其余各组大鼠

灌胃相应药物，根据体表面积比计算大鼠给药量。E1组、

E2组、E3组大鼠分别灌胃 18. 0，9. 0，4. 5 g /（kg·d）固本

安神方，C组大鼠予 0. 56 g /（kg·d）更年安片，D组大鼠

予0. 1 mg /（kg·d）戊酸雌二醇片。7组大鼠均给药4周。

子宫、卵巢指数检测：最后 1次给药后，大鼠禁食不

禁饮 12 h，根据大鼠体质量，腹腔注射 1%戊巴比妥钠

溶液以麻醉大鼠，取子宫和双侧卵巢，称定湿重，计算

子宫指数和卵巢指数。子宫指数（%）=子宫湿重 /大鼠

体质量 × 100%；卵巢指数（%）= 卵巢湿重 / 大鼠体质

量 × 100%。

ELISA法测定血清中 FSH，LH，E2水平：采集大鼠

腹主动脉血 5 mL，离心（转速为 3 000 r / min）15 min，提
取血清，严格按试剂盒说明书操作，采用ELISA法检测

血清中FSH，LH，E2的水平。

免疫印迹（Western blot）法检测卵巢组织中 ERα，
ERβ，GPER1蛋白表达水平：取大鼠卵巢组织 20 mg，提
取总蛋白，采用BCA法检测蛋白浓度后，进行十二烷基
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硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜。使用 5%脱脂奶

粉，室温封闭 1 h，加 ERα（稀释度为 1∶3 000）、ERβ（稀

释度为 1∶2 000）、GPER1（稀释度为 1∶1 000）、β - actin
（稀释度为 1∶400）一抗，4 ℃孵育过夜；TBST洗膜 4次，

每次 5 min；加入二抗（稀释度均为 1∶6 000），室温孵育

2 h；TBST洗膜 6次，每次 5 min。待电致化学发光（ECL）
显色、曝光定影后，使用凝胶成像定量分析软件ToTalLab
Quant分析灰度值。以 β - actin为内参，计算目的蛋白与

β - actin灰度值的比值。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 22. 0统计学软件分析。计量资料以X ± s
表示，组间比较行LSD - t检验。P < 0. 05为差异有统计

学意义。

2 结果

2. 1 子宫指数与卵巢指数

与A组比较，B组大鼠的子宫指数、卵巢指数均显

著降低（P < 0. 01）；与B组比较，C组、D组、E1组大鼠的

子宫指数、卵巢指数均显著升高（P < 0. 01）。详见表1。
表1 各组大鼠子宫指数与卵巢指数比较（X ± s，n = 10）

Tab. 1 Comparison of uterine and ovarian indexes of rats in
each group（X ± s，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D组

E1组
E2组
E3组

剂量

0. 56 g /（kg·d）
1 × 10 - 4 g /（kg·d）
18. 0 g /（kg·d）
9. 0 g /（kg·d）
4. 5 g /（kg·d）

子宫指数

2. 13 ± 0. 14
0. 91 ± 0. 20△△
1. 61 ± 0. 24**
1. 51 ± 0. 26**
1. 38 ± 0. 29**
1. 08 ± 0. 38
1. 06 ± 0. 34

卵巢指数

0. 37 ± 0. 03
0. 18 ± 0. 02△△
0. 28 ± 0. 03**
0. 25 ± 0. 04**
0. 25 ± 0. 02**
0. 20 ± 0. 06
0. 19 ± 0. 04

注：与 A组比较，△P < 0. 05，△△P < 0. 01；与 B组比较，
*P < 0. 05，**P < 0. 01。表2和表3同。

Note：Compared with those in group A，△P < 0. 05，△△P < 0. 01；
Compared with those in group B，*P < 0. 05，**P < 0. 01（for Tab. 1 - 3）.
2. 2 血清中 FSH，LH，E2水平

与A组比较，B组大鼠血清 FSH和 LH水平均显著

升高（P < 0. 01），E2水平显著降低（P < 0. 01）；与B组比

较，C组、D组、E1组大鼠血清 FSH和 LH水平均显著降

低（P < 0. 05），E2水平显著升高（P < 0. 01）。详见表2。
2. 3 卵巢组织中 ERα，ERβ，GPER1 蛋白表达水平

与 A组比较，B组大鼠卵巢组织中 ERα，ERβ，
GPER1蛋白表达水平均显著降低（P < 0. 01）；与 B组

比较，C组、D组、E1组大鼠卵巢组织中ERα，ERβ，GPER1
蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 01），E2组、E3组大鼠卵

巢组织中ERα蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05），E2组
大鼠卵巢组织中GPER1蛋白表达水显著升高（P < 0. 05）。

详见图1和表3。

A组 B组 C组 D组 E1组 E2组 E3组

ERa

ERβ

GPER1

β - actin

1 629. 2 1 027. 7 1 236. 3 1 208. 7 1 475. 1 1 327. 4 1 238. 8

465. 65 257. 43 398. 86 388. 92 404. 55 384. 55 393. 10

950. 90 609. 70 889. 06 903. 60 810. 37 760. 86 744. 90

1 357. 6 1 332. 00 1 348. 10 1 337. 00 1 300. 40 1 451. 00 1 513. 20

图1 固本安神方对大鼠卵巢组织中ERα，ERβ，GPER1蛋白

表达水平的影响（n = 10）
Fig. 1 Comparison of expression levels of ERα，ERβ，and GPER1

proteins in ovarian tissues of rats in each group（n = 10）

表3 各组大鼠卵巢组织中ERα，ERβ，GPER1蛋白表达水平

比较（X ± s，n = 10）
Tab. 3 Comparison of expression levels of ERα，ERβ and GPER1
proteins in ovarian tissues of rats in each group（X ± s，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D组

E1组
E2组
E3组

剂量

0. 56 g /（kg·d）
1 × 10 - 4 g /（kg·d）
18. 0 g /（kg·d）
9. 0 g /（kg·d）
4. 5 g /（kg·d）

ERα / β - actin
1. 20 ± 0. 09
0. 73 ± 0. 07△△
0. 95 ± 0. 12**
0. 95 ± 0. 14**
1. 07 ± 0. 19**
0. 87 ± 0. 12**
0. 85 ± 0. 12*

ERβ / β - actin
0. 33 ± 0. 05
0. 18 ± 0. 04△△
0. 31 ± 0. 06**
0. 27 ± 0. 04**
0. 29 ± 0. 03**
0. 22 ± 0. 05
0. 21 ± 0. 03

GPER1 / β - actin
0. 74 ± 0. 06
0. 45 ± 0. 07△△
0. 64 ± 0. 07**
0. 63 ± 0. 07**
0. 61 ± 0. 05**
0. 52 ± 0. 03*
0. 48 ± 0. 06

3 讨论

PMS在中医学属“脏躁”“百合病”范畴。《黄帝内

经》中记载，女子为“七七，任脉虚，太冲脉衰少，天癸

竭，地道不通，故形坏而无子也。”［9］七七之年，肾气日趋

减少，无以化生肾中精气，天癸则无以化生，生殖功能

逐渐衰退，故出现月经不调甚至闭经。固本安神方中，

淫羊藿与仙茅均可温肾阳、补肾精，助命门而调冲任，

共为君药；巴戟天温肾阳柔而不燥，生地黄养阴生津，

五味子益气生津，知母滋肾阴而泻虚火，共为臣药；黄

表2 各组中大鼠血清中FSH，LH，E2水平比较（X ± s，n = 10）
Tab. 2 Comparison of serum FSH，LH and E2 levels of rats in

each group（X ± s，n = 10）

组别

A组

B组

C组

D组

E1组
E2组
E3组

剂量

0. 56 g /（kg·d）
1 × 10 - 4 g /（kg·d）
18. 0 g /（kg·d）
9. 0 g /（kg·d）
4. 5 g /（kg·d）

FSH（IU / L）
4. 56 ± 0. 73
6. 67 ± 0. 85△△
5. 45 ± 0. 89*
5. 16 ± 0. 58**
5. 10 ± 0. 54**
6. 30 ± 0. 70
6. 44 ± 0. 96

LH（IU / L）
6. 53 ± 0. 70
9. 11 ± 0. 84△△
6. 38 ± 0. 74**
6. 36 ± 0. 53**
6. 30 ± 0. 69**
8. 40 ± 0. 87
8. 98 ± 0. 92

E2（pg / mL）
63. 77 ± 3. 80
32. 74 ± 4. 49△△
57. 22 ± 5. 25**
60. 88 ± 4. 49**
58. 61 ± 5. 62**
37. 92 ± 5. 49
37. 34 ± 6. 53
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芩、牡丹皮、葛根清热泻火，缓解君药的辛热猛烈之性，

共为佐药；酸枣仁、远志、首乌藤补心安神，交通心肾，

共为使药。诸药合用，共奏滋阴补阳、交通心肾之效，适

用于治疗围绝经期肾阴阳俱虚证。

围绝经期女性的卵巢功能日渐衰弱，雌激素水平

明显降低，引起 HPO轴功能紊乱，相关神经递质、激

素、细胞因子等代谢发生改变，进而出现围绝经期相

关症状［10 - 11］。本研究中腹腔注射 VCD诱导大鼠卵巢

功能降低，复制 PMS模型大鼠。结果显示，经 VCD腹

腔注射后，大鼠阴道涂片示大鼠动情周期延长、动情

周期紊乱，后期实验中，其子宫指数和卵巢指数均显

著降低，血清 E2水平降低，表明大鼠 PMS模型复制

成功。

HPO轴是调节女性生理现象的神经内分泌系统，

主要通过下丘脑弓状核和室旁核脉冲式分泌促性腺激

素并释放激素，再经门脉系统的微血管传递至垂体前

叶，刺激下丘脑腺垂体分泌 FSH和 LH，二者协同作用，

刺激卵巢分泌成熟卵泡，产生 E2，从而调节卵巢功

能［12］。在 PMS的生理病理过程中，E2能调节性腺、神经

内分泌、骨骼、心血管和其他组织的功能［13］。但雌激素

需与其受体结合才可激活下游激素受体，从而传递给

HPO轴。ER是维持卵巢颗粒细胞分化，以及卵泡和卵

母细胞生长发育和排卵功能的关键受体，主要包括

ERα，ERβ，GPER1。作为雌激素结合的靶点 ERα和

ERβ，在生物学特性上有许多差异，在调节HPO轴中发

挥重要作用［14 - 15］。GPER1为雌激素的新型受体，与经

典的ERα和ERβ不同，主要参与调节雌激素激活的快

速非基因信号通路［16］。雌激素通过激活GPER1调节细

胞内信号分子的活性，促进细胞生长和抵抗细胞凋

亡［17］。本研究结果显示，与A组比较，B组大鼠血清中

FSH和LH水平均显著升高，E2水平显著降低，卵巢组织

中ERα，ERβ，GPER1蛋白表达水平均显著降低。与B组

比较，E1组大鼠血清中 FSH和 LH水平均显著降低，E2
水平显著升高，大鼠卵巢组织中 ERα，ERβ，GPER1蛋
白表达水平均显著升高。表明固本安神方通过调节大

鼠的性激素及卵巢雌激素受体而改善PMS模型大鼠的

症状。

综上所述，固本安神方可改善 PMS模型大鼠的围

绝经期症状，对性激素水平及卵巢雌激素受体蛋白表

达水平的影响与更年安、戊酸雌二醇均表现出相同的

作用趋势，其作用机制可能与影响性激素分泌及上调

卵巢雌激素受体的蛋白表达有关。但尚需进一步深入

研究，为开发新药奠定实验基础。
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