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四物合剂干预顺铂作用卵巢颗粒细胞 E2

分泌水平的实验研究

武虹波摇 赵丕文摇 孙丽萍摇 蔡欣悦摇 赵笛摇 杨蕾摇 卢迪

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨四物合剂对顺铂损伤后颗粒细胞分泌 E2 水平的影响。 方法 摇 取 10 只

22 ~ 24天 SD 雌性大鼠卵巢颗粒细胞培养,另取 48 只 22 ~ 24 天 SD 雌鼠随机分为生理对照组、模型

组、阳性组、四物合剂大、中、小剂量组,每组 8 只,以生理盐水(生理对照组与模型组,0. 5 mL /天),
戊酸雌二醇片阳性组 (0. 4 mg / kg · d), 四物合剂大剂量组 ( 13. 5 mL / kg · d)、 中剂量组

(6郾 75 mL / kg·d)、小剂量组(3. 38 mL / kg·d)分别灌胃 3 天后取药理血清。 颗粒细胞用含 20 %药

理血清的细胞培养液分别培养 24 小时后检测指标。 MTT 法观察药理血清对顺铂损伤后原代颗粒

细胞增殖的影响;放射免疫法观测四物合剂药理血清对顺铂作用颗粒细胞 E2 分泌的干预效果;免
疫组化法检测四物合剂药理血清对顺铂作用颗粒细胞 CYP19a1 基因表达和 Smad2 / 3 激活的干预效

果。 结果摇 MTT 法检测结果表明:与模型组相比,阳性组、四物合剂各剂量组细胞吸光度均增强,四
物合剂大剂量数值最高(P<0. 01);放免法检测结果表明,四物合剂药理血清对 E2 的分泌有促进作

用,且大剂量效果最明显(P<0. 05);免疫组化法结果表明,四物合剂药理血清可以提高 CYP19a1 基

因、Smad2 / 3 蛋白、Psmad2 / 3 蛋白的表达,其中大剂量作用明显(P<0. 01)。 结论摇 四物合剂药理血

清对顺铂作用后的颗粒细胞 E2 的分泌水平有改善作用,但可能还不能起到完全修复的作用,还需

进一步的实验观察。
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揖Abstract铱摇 Objective 摇 To explore the effect of Siwu mixture on secretion level of E2 in ovarian
granulose cell induced by cisplatin chemotherapy. Methods摇 Ovarian granulosa cells from ten SD female
rat of 22 to 24 days were taken to culture cells. 48 healthy SD female rats from 22 to 24 days were randomly
divided into 6 groups: normal group, model group, positive medicine group, and the high、medium and low
dose of Siwu mixture group, 8 rats in each group. Rats were given corresponding drug by gavage for 3 days:
Physiological saline ( normal group and model group, 0. 5 mL / d), Estradiol valerate tablets ( positive
medicine group, 0. 4 mg / kg·d), Siwu mixture high group(13. 5 mL / kg·d), Siwu mixture medium
group(6. 75 mL / kg·d), Siwu mixture low group(3. 38 mL / kg·d). The ovarian granulosa cells were
cultured by 20% pharmacological serum for 24 hours. MTT method was used to observe the effect of phar鄄
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macological serum on proliferation of primary granulosa cells after cisplatin injury. RIA was used to observe
the intervention effect of pharmacological serum on E2 secretion. Mmunohistochemistry was used to detect
intervention effect of serum pharmacological on CYP19a1 gene expression and activation of Smad2 / 3.
Results摇 MTT assay results showed that absorbance of positive medicine group and Siwu mixture groups
were higher than the normal group, and the Siwu mixture high dose group was the highest(P<0. 01), RIA
method results showed that Siwu mixture had a auxo鄄action of E2, and high dose group was the most obvious
(P<0. 05). Immunohistochemical method results showed that Siwu mixture could improve the expression of
CYP19a1 gene and Smad2 / 3 and Psmad2 / 3 protein, the effect of high dose group was the most obvious
(P<0. 01,P<0. 01,P<0. 01). Conclusion摇 Siwu mixture has the effect of improvement on the secretion
of E2 . But it may not be able to play the role of completely repair, and need for further experimental obser鄄
vation.

揖Key words铱摇 Ovarian granulose cell;摇 Cisplatin;摇 Siwu mixture;摇 Estradiol

摇 摇 卵巢早衰(premature ovarian failure,POF)是指

妇女 40 岁之前卵巢功能衰退、闭经,伴有低雌激

素和高促性腺激素状态的一组疾病[1] ,其病因复

杂,具体发病机理目前仍有待探究。 近年来关于

癌症化疗药物导致卵巢雌激素分泌水平的下降形

成卵巢早衰的报道日益增多[2] 。 顺铂( cis鄄diamne
dichloroplatinum,CDDP)是一种用来治疗多种肿瘤

的化疗药物,有研究表明,顺铂的使用对卵巢有直

接的不良作用,可诱导卵巢颗粒细胞的凋亡,最终

形成卵巢早衰[3鄄4] 。 西医对该病多采取激素替代

疗法,但不良反应明显。 本实验选用四物汤中成

药即四物合剂来作为治疗药物。 人类细胞色素蛋

白 P450(CYP19a1)作为雌二醇(estradiol,E2)合成

关键酶,E2 的合成与分泌又与 TGF鄄茁鄄Smad 信号转

导通路有关[5] ,Smad2 / 3 蛋白作为该信号转导通

路的关键信号传导分子,故本研究拟通过使用四

物合剂作用于顺铂建立起来的大鼠卵巢早衰模

型,通过检测对 CYP19a1 以及 Smad2 / 3 蛋白表达

的影响,探讨四物合剂对卵巢颗粒细胞 E2 分泌水

平的作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

健康雌性 22 ~ 24 天 SD 大鼠,体质量 75 ~ 80 g,
清洁级,检疫合格,购自斯贝福(北京)实验动物科

技有限公司。 许可证号:SCXK(京) 2011鄄0004。
1. 2摇 药物、试剂与仪器

DMEM F鄄12 培养液 (批号:SH鄄30023,Hyclone
公司)、DAB 显色试剂(批号:ZLI鄄9018,中杉金桥),
免疫组化试剂盒(批号:SP鄄9001,中杉金桥),DMSO
(批号:DB370,Amresco)。 Smad2 / 3(批号:sc鄄8332,

Santa),Psmad2 / 3(批号:sc鄄11769,Santa),CYP19a1
(批号:sc鄄30086,Santa),二抗:山羊抗兔 IgG(批号:
ZB2301)、山羊抗小鼠 IgG(批号:ZB2305)由中杉金

桥公司生产。
顺铂粉针剂(CDDP,济南齐鲁制药,10 mg /支,

批号:H37021358),注射时使用生理盐水将其配制

浓度为 2. 5 滋g / mL 稀释液;四物合剂(吉泰安药业

有限公司,100 mL /瓶);补佳乐(拜耳医药有限公司

生产,1 mg /片,批号:B01007102)。
CO2培养箱(SANYO,MCO鄄18AIC);超净工作台

(北京亚泰隆实验技术中心,022鄄2522) ;低温离心

机 (SIGMA,3K15);倒置显微镜( NIKON,TS100);
多功能荧光酶标仪( TECAN,SAFIRE2 )。
1. 3摇 原代大鼠卵巢颗粒细胞分离收集

取 22 ~ 24 天 SD 雌性大鼠,腹腔注射孕马血

清(PMSG,50 IU /只),常规饲养 48 小时后,10%
水合氯醛麻醉后处死,无菌条件下取出双侧卵巢

并用预冷的 Hank爷 s 液清洗 3 次。 将卵巢移入

3 mL DMEM / F鄄12 培养液(含 100 U / mL 青霉素、
0. 1 mg / mL链霉素)中,用 1 mL 一次性注射器针头

刺破卵泡,释放颗粒细胞,加入 0. 25%胰酶 1mL,用
吸管反复吹打悬液数次,使颗粒细胞团块分离,37益
消化 10 分钟(其间每隔 3 分钟振荡或吹打 1 次)。
加入 5 mL DMEM / F鄄12 培养液(含 20 %胎牛血清、
100 U / mL 青霉素、0. 1 mg / mL 链霉素)终止胰酶消

化,并 静 置 10 分 钟, 取 悬 液 加 入 离 心 管 离 心

(1000 rpm,10 分钟),弃上清,加入 5 mL Hank爷 s
液,吹散细胞后再离心一次,弃上清,加入 1 mL
DMEM / F鄄12 培养液(含 20% 胎牛血清、100 U / mL
青霉素、0. 1 mg / mL 链霉素)后吹打,血球计数板计

数,调整细胞悬液浓度至 5伊105 / mL。
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1. 4摇 药理血清制备摇
将 48 只 22 ~ 24 天 SD 大鼠随机分六组,每组 8

只,分组及造模方法:(1)生理对照组:生理盐水灌

胃每天 0. 5 mL /次; (2) 模型组:同生理对照组;
(3)阳性组:每天 0. 4 mg / kg;(3)四物合剂大剂量组

(成人用药量 20 倍):每天 13. 5 mL / kg;(4)四物合

剂中剂量组(成人用药量 10 倍):每天 6. 75 mL / kg;
(5)四物合剂低剂量组(成人用药量 5 倍):每天

3郾 38 mL / kg。 各组连续灌胃 3 天,最后 1 次灌胃 1
小时后心脏取血并分离血清,在超净台过滤后分

装,-20益保存。
1. 5摇 检测指标

1. 5. 1摇 MTT 法观察药理血清对 CDDP 损伤后原代

颗粒细胞增殖的影响摇 细胞按 5伊105个 /孔的密度

接种于 96 孔板内,每孔培养液总体积为 200 滋L。
在盖上做好标记,每两列为一组,共六组,分为生理

对照组、模型组、阳性组、四物合剂大剂量组、四物

合剂中剂量组、四物合剂小剂量组。 培养 72 小时待

细胞贴壁后,除正常组外,其余吸去孔内培养液,加
入等体积的 CDDP 稀释液(浓度为 2. 5 滋g / mL),作
用 12 小时后,吸去所有孔内培养液,加入各组对应

血清(药理血清浓度为 20 % )。 培养 24 小时后,每
孔加 MTT 溶液 20 滋L (5 mg / mL, 用 PBS 配制,
pH=7. 4),37oC 孵育 4 小时后,终止培养,小心吸去

孔内培养液,每孔加 150 滋L DMSO,振荡 10 分钟,使
结晶物充分溶解。 酶标仪波长 490 nm,测吸光度值

(optical density,OD)。
1. 5. 2摇 放免法测定四物合剂药理血清对顺铂作用

颗粒细胞 E2 分泌水平的影响摇 细胞按 5伊105个 /孔
的密度接种于 48 孔板内,每孔培养液总体积为

400 滋L。 将 48 孔板分六组,方法同上。 培养 72 小

时待细胞贴壁后,除生理对照组外,其余组吸去孔

内培养液,每孔加入等体积的 CDDP 稀释液,作用

12 小时后,吸去所有孔内培养液,加入等量血清稀

释液(浓度为 20% )以及 E2 分泌诱导剂雄烯二酮

(0. 5 滋mol / L) 和卵泡刺激素 ( follicle鄄stimulating
hormone,FSH,14 IU / L)。 药理血清培养 24 小时后,
取每孔上清液测定 E2 水平。
1. 5. 3摇 免疫组化法观察四物合剂药理血清对顺铂

作用颗粒细胞 CYP19a1 基因表达的影响以及对

Smad2 / 3 蛋白的激活效果摇 选取细胞密度约 5伊105

个 /孔的 48 孔板,移去培养基,用 PBS 清洗一遍;

4%的多聚甲醛室温固定 20 分钟;PBS 室温漂洗三

次,3 分钟 /每次;含 0. 5% Triton鄄X鄄100 室温通透处

理 20 分钟;PBS 室温漂洗三次;3% H2O2 去离子水

孵育 10 分钟;PBS 室温漂洗三次;滴加试剂 A(封闭

用正常山羊血清工作液)室温孵育 15 分钟,倾去,
勿洗;各蛋白抗体作为一抗,室温孵育 2 ~ 3 小时;
PBS 室温漂洗三次;滴加试剂 B(生物素二抗工作

液),室温或 37益孵育 10 ~ 15 分钟;PBS 室温漂洗

三次;滴加试剂 C(辣根过氧化物酶标记的链霉素卵

白素工作液),37益 孵育 30 分钟,PBS 冲洗 3 次;
DAB 显色剂显色,室温孵育 10 ~ 15 分钟,自来水洗

两次;于倒置显微镜下观察拍照并使用 Image pro鄄
plus 进行图像分析,测定积分光密度值( immunity
group image gradation analysis integral light density,
IOD)。
1. 6摇 统计学处理

数据采用 SAS 9. 1 统计软件进行分析。 计量

资料以均数依标准差(x依s)表示。 统计时对各组数

据先进行方差齐性检验,如方差齐,则进行单因素

方差分析;如果方差不齐,则使用非参数检验。
P<0. 05表示差异有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 MTT 计数法及放免法观察药理血清对 CDDP
作用颗粒细胞吸光度、E2 分泌水平的影响

MTT 法结果显示:与生理对照组相比,模型组吸

光度值降低明显(P<0. 01),证明造模成功;与模型组

相比,阳性组、四物合剂各剂量组细胞吸光度均增强,
效果尤以四物合剂大剂量组明显(P<0. 01)。

放免法结果显示:模型组细胞在顺铂作用下 E2

分泌水平较生理对照组明显降低(P<0. 05),在阳性

药与四物合剂各剂量组的作用下,E2 分泌水平均较

模型组有所增加,除阳性组效果较为明显之外

(P<0. 01),四物合剂大剂量组也具有统计学意义

(P<0. 05)。 结果见表 1。
2. 2摇 免疫组化法检测四物合剂药理血清对顺铂作

用颗粒细胞 CYP19a1 基因表达和 Smad2 / 3 蛋白激

活的干预

顺铂作用后,颗粒细胞中 CYP19al 蛋白表达减

少(P<0. 01),在阳性药及四物合剂各剂量组作用

后,表达量有所提升,其中四物合剂组中以大剂量

组染色较深,蛋白表达量增加较显著(P<0. 01), 分
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表 2摇 各组大鼠卵巢颗粒细胞 CYP19a1、Smad2 / 3、Psmad2 / 3 表达的 IOD 值(x依s ,n=10)

组别 CYP19a1 Smad2 / 3 Psmad2 / 3

生理对照组 16635. 10依2542. 92 13037. 77依3454. 17 18959. 62依2497. 60

模型组 3919. 98依1730. 89a 5459. 21依1671. 97a 11620. 43依2261. 55a

阳性组 13642. 64依2755. 47c 14096. 54依 2889. 41c 16066. 49依1069. 02c

四物合剂大剂量组 13889. 61依1729. 30c 10764. 44依3144. 08c 15551. 13依3284. 25c

四物合剂中剂量组 9818. 28依2139. 09c 7409. 34依2194. 39b 14017. 57依2027. 27b

四物合剂小剂量组 5767. 02依1810. 94b 4887. 52依1306. 71 11839. 34依1131. 19

注: 与生理对照组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 05,cP<0. 01。

摇 摇 注: A. 生理对照组;B. 模型组;C. 阳性组;D. 四物合剂大剂量组;E. 四物合剂中剂量组;F. 四物合剂小剂量组

图 1摇 各组大鼠卵巢颗粒细胞 Cyp19al 基因的表达(DAB 染色法伊400)

摇 摇 注: A. 生理对照组;B. 模型组;C. 阳性组;D. 四物合剂大剂量组;E. 四物合剂中剂量组;F. 四物合剂小剂量组

图 2摇 各组大鼠卵巢颗粒细胞 Smad2 / 3 蛋白的表达(DAB 染色法伊400)

摇 摇 注: A. 生理对照组;B. 模型组;C. 阳性组;D. 四物合剂大剂量组;E. 四物合剂中剂量组;F. 四物合剂小剂量组

图 3摇 各组大鼠卵巢颗粒细胞 Psmad2 / 3 蛋白的表达(DAB 染色法伊400)

表 1摇 各组大鼠卵巢颗粒细胞吸光度值及 E2 分泌水平(x依s)

组别 吸光度 / A(n1 =10) E2(pg / mL,n2 =6)

生理对照组 0. 47依0. 10 20. 22依3. 67

模型组 0. 24依0. 05a 15. 43依2. 84a

阳性组 0. 36依0. 05c 54. 96依6. 56c

四物合剂大剂量组 0. 44依0. 11c 20. 48依3. 35b

四物合剂中剂量组 0. 31依0. 09b 19. 04依5. 28

四物合剂小剂量组 0. 24依0. 06 16. 34依3. 59

注: 与生理对照组比较,aP<0. 01;与模型组比较,bP<0. 05,cP<0. 01。

析 IOD 值后得出四物合剂各剂量组相比模型组均

有统计学意义(P<0. 01,P<0. 05),大剂量组效果最

为显著,中剂量次之。 结果见表 2。

Smad2 / 3 蛋白主要表达于细胞质中,磷酸化的

Smad2 / 3 蛋白即 Psmad2 / 3 蛋白主要表达于细胞核

中。 如图 1 ~ 3 所示,顺铂作用后的颗粒细胞,
Smad2 / 3 蛋 白 及 Psmad2 / 3 蛋 白 表 达 量 均 下 降

(P<0. 01),阳性药以及四物合剂作用后各组蛋白

表达量均较模型组增加,四物合剂组中以大剂量

效果较为显著(P<0. 01)。

3摇 讨论

四物合剂来源于补血调经的经典名方“四物

汤冶,是由熟地黄、当归、白芍、川芎四味药在传统方

剂的基础上,结合现代技术而制成的口服液。 四物
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汤出自唐人集著的《仙授理伤续断秘方》,在宋代的

《太平惠民和剂局方》中被列入治疗“妇科诸疾冶 [6],
历来都是医家治疗妇科疾病的经典要方。 本研究

旨在探讨四物合剂对顺铂损伤后的卵巢颗粒细胞

分泌 E2 水平的影响,明确四物合剂对卵巢早衰的治

疗效果,从而为四物合剂在临床上对卵巢早衰的治

疗提供实验依据。
研究表明,顺铂可引起卵巢抗氧化及氧化损伤

指标的异常,从而导致卵巢功能衰退[7],故本实验

采用顺铂作用于正常卵巢颗粒细胞造模。 MTT 计

数法和放免法检测结果表明,顺铂造模后的大鼠卵

巢颗粒细胞增殖能力减弱,且 E2 分泌水平降低,但
在四物合剂的作用下,细胞增殖能力以及 E2 分泌水

平均有所改善,且在本研究中,四物合剂各组中以

大剂量效果较为显著。
E2 作为女性体内最为重要的性激素之一,具有

促进卵泡生长,改善卵巢功能的作用。 E2 的合成原

料为胆固醇,在类固醇激素快速合成调节蛋白作用

下转运至线粒体,经一系列酶催化转化为 E2,此过

程中 CYP19a1 是 E2 生成的限速酶[8]。 实验结果表

明,顺铂作用下,影响颗粒细胞分泌 E2 能力的

CYP19a1 的表达水平下降,但在四物合剂药理血清

的干预下,CYP19a1 的表达水平上升,尤以大剂量

组效 果 最 为 明 显, 说 明 四 物 合 剂 可 通 过 影 响

CYP19a1 基因的表达而提高颗粒细胞 E2 的分泌

水平。
Samds 家族是一个在脊椎动物、昆虫和线虫体

内发现的转录因子家族,迄今为止在哺乳动物体内

已发现 8 个成员:Smad1 ~ 8[9]。 Smad 蛋白将细胞

表面转化生长因子 茁( transforming growth factor鄄茁,
TGF鄄茁)信号传递到细胞核中调控相关基因的表

达[10]。 Smad2 和 Smad3 是 TGF鄄茁 受体的直接底物,
在 TGF鄄茁 刺激下,Smad2 和 Smad3 蛋白被磷酸化,
与 Smad4 形成复合物,然后穿入细胞核调控靶基因

的转录[11]。 故 Smad 蛋白在 E2 的合成过程起到了

至关重要的作用。 本实验结果表明,在顺铂作用

下,Smad2 / 3 的胞核分布均减少,但在四物合剂药理

血清干预后,Smad2 / 3 蛋白的核质分布均增多,且大

剂量效果最为明显,表明四物合剂对颗粒细胞分泌

E2 有改善作用,且该作用经过了 TGF鄄茁 和 Smad2 / 3
信号系统的转导。

综上所述,对于化疗药物顺铂所致的大鼠卵巢

早衰,四物合剂确有疗效,可以提升颗粒细胞 E2 的

分泌水平,从而改善由卵巢早衰引起的低雌激素症

状。 但研究也表明,四物合剂的使用也有剂量上的

要求,大、中剂量表现出一定的治疗作用,而且治疗

作用随着剂量降低依次减弱。 此外,四物合剂对 E2

分泌的调节作用有可能是通过 TGF鄄茁 和 Smad2 / 3
信号转导通路实现的,但其具体的分子作用靶点还

有待进一步的考察。
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