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实验研究

含左归丸鼠血清对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞芳香
化酶 ｍＲＮＡ表达的影响

胡　翔１　王　静１　陆　华２

（１成都中医药大学，成都，６１００７５；２成都中医药大学第二附属医院，成都，６１００４１）

摘要　目的：观察含左归丸鼠血清对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞芳香化酶ｍＲＮＡ表达的影响。方法：将雌性育龄期大鼠分为正常

组２０只、假手术组１７只、模型组８只、阳性对照组１１只、左归丸高剂量组（左高组）６只、左归丸低剂量组（左低组）９只，
连续灌胃１１周，分离血清检测Ｅ２；以２％各类鼠血清加入培养液培养分化中的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞，４８ｈ后测细胞上清液
Ｅ２和细胞芳香化酶ｍＲＮＡ表达。结果：与模型组比较，左高组、左低组给药前后体重有升高趋势，但无明显统计学意义（Ｐ
＞００５）；左高组、左低组鼠血清Ｅ２值较模型组无明显统计学意义（Ｐ＞００５）；培养３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞４８ｈ后，细胞上清
液Ｅ２值左高组（９４０±３６１）ｐｇ／ｍＬ、左低组（８９４±２９１）ｐｇ／ｍＬ比模型组（３９９±０７６）ｐｇ／ｍＬ略有升高；模型组（０３９）
芳香化酶ｍＲＮＡ表达（Ｐ４５０ａｒｏｍ／ＧＡＰＤＨ）水平高于左高组（０２５）。结论：左归丸对去势雌鼠血清Ｅ２和体重无明显影响，
可增强３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的芳香化酶活性。
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　　中医学认为女性绝经前后诸症主要以肾阴虚证
为主［１］，临床实践证明中医补肾填精法对潮热心

悸［２］、阴道干涩、烦躁易怒、记忆力下降等低雌激素

症状体征有明显改善［３－４］。左归丸出自明代医家张

景岳的《景岳全书·新方八阵》，为补益肾阴经典

方，临床上可用于治疗女性绝经前后诸症［５－６］。

现代研究发现：绝经后女性卵巢功能衰退，体内

主要通过性腺外组织（脂肪组织间充质细胞［７］等）
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以肾上腺皮质产生的雄烯二酮为底物通过芳香化酶

（ＲｏｍａｔａｓｅＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，Ｐ４５０ａｒｏｍ）的催化作用
生成雌酮，再转化为活性强的雌二醇（Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）
发挥作用。脂肪是女性绝经后体内雌激素合成的主

要部位之一［８］，健康绝经后女性的内脏脂肪在制造

和转化雌酮上比外周脂肪更为重要［９］。３Ｔ３Ｌ１前脂
肪细胞是Ｇｒｅｅｎ和Ｋｅｈｉｎｄｅ于１９７４年从Ｓｗｉｓｓ３Ｔ３小
鼠胚胎中分离克隆所得，是目前国际上公认的研究

成脂过程的细胞株，能较好地模拟活体脂肪组织的

功能［１０－１１］，可作为研究脂肪组织芳香化酶表达的体

外实验载体［１２］。本研究以３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞为平
台，观察含左归丸去势大鼠血清对体外培养的３Ｔ３
Ｌ１前脂肪细胞芳香化酶 ｍＲＮＡ表达的影响，探索左
归丸改善绝经后低雌激素水平症状的作用机理。

１　材料与方法
１１　实验动物及环境　育龄期雌性♀ＳＤ大鼠，
（２３０±３０）ｇ，７７只；购于成都中医药大学实验动物
中心，饲养于二级动物实验室，合格证：ＳＣＸＫ（川）
２００４－１１。室温２２～２５℃，湿度４５％ ～６５％，昼夜
明暗交替时间为１２∶１２ｈ。
１２　主要药物和试剂　左归丸（上海雷允上封滨制
药有限公司），成人剂量１８ｇ／ｄ，批号：０４０８１０；倍美
力（惠氏艾尔斯特制药公司艾尔斯特药厂生产），规

格：０６２５ｍｇ／片，批号：ＰＫＧ０４０４００１；戊巴比妥钠
（上海化学试剂公司进口分装），批号：Ｆ２００２０４０５；
雌二醇试剂盒（ＡｌｐｈａＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司），
批号：０５１１４Ｂ；３－异丁基 －１－甲基黄嘌呤
（Ｉｓｏｂｕｔｈｙｌｍｅｔｈｙｌｘａｎｔｈｉｎｅ，ＩＢＭＸ）、地塞米松（Ｄｅｘａ
ｍｅｔｈａｓｏｎｅ，Ｄｅｘ）、胰岛素（Ｉｎｓｕｌｉｎ，Ｉｎｓ）均购于 Ｓｉｇｍａ
公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒：Ｔａｋａｒａ，Ｌｏｔ：ＢＫ３１０１；Ｍｏｕｓｅ
ＡｒｏｍａｔａｓｅＰｒｉｍｅｒ：上海申能博彩生物科技有限公司。
１３　主要仪器　ＣＫ４０倒置显微镜（日本 ＯＬＹＭ
ＰＵＳ）；ＢＢ５０６０ＣＯ２培养箱（德国 ＨＥＲＡＥＵＳ）；ＭＫ３
酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ）；Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ高速冷冻离心
机、ＤＵ６４０紫外分光光度计 （ＢＥＣＫＭＡＮ）；ＨＢ
ＰＸ２２０ＰＣＲ仪（Ｈｙｂａｉｄ）；凝胶成像系统及图象分析
软件（ＫｏｄａｋＥＤＡＳ２９０及Ｋｏｄａｋ１Ｄ３５）等。
１４　动物造模及分组　除正常组（２０只）外，所有
大鼠均腹腔注射麻醉剂戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ，１
ｍＬ／１００ｇ），麻醉成功后腹位固定，消毒手术区域。
假手术组（１７只）大鼠去除卵巢周围部分脂肪组织
（体积如卵巢大小），其余４０只大鼠行去卵巢手术。
术后注射抗生素预防感染，观察去卵巢大鼠阴道涂

片５ｄ，去势成功大鼠阴道涂片无动情周期表现。将

去势成功的大鼠随机分为模型组（８只）、阳性对照
组（１１只）、左归丸高剂量组（左高组，６只）、左归丸
低剂量组（左低组，９只），正常组、假手术组、模型组
每天灌服生理盐水，左高组、左低组分别灌服左归丸

混悬液（０６ｇ／１００ｇ，０１５ｇ／１００ｇ），阳性对照组灌
服倍美力水溶液（６２５μｇ／１００ｇ）［１３］，每组动物灌胃
体积均为１ｍＬ／１００ｇ，３ｄ称取一次体重，调整给药
剂量。连续灌胃１１周，每天阴道涂片观察阴道上皮
细胞角化率。末次灌药１ｈ后股动脉放血处死，所
得血液静置２ｈ后，离心３０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ，取上层
血清以酶联免疫法测定 Ｅ２值；剩余血清分组混匀，
以０２２μｍ的微孔滤膜过滤除菌，保存于 －７０℃冰
箱；将大鼠解剖后取得完整子宫称取湿重。以大鼠

子宫重量和血清Ｅ２值将正常组、假手术组大鼠分为
正常组动情期、正常组动情间期、假手术组动情期、

假手术组动情间期。

１５　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的培养和诱导分化　小鼠
３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞由地奥集团ｄ然药物筛选中心提
供。冻存细胞复苏后以含１０％新生小牛血清（Ｎｅｗ
ＢｒｏｎＣａｌｆＳｅｒｕｍ，ＮＣＳ）、青霉素１００μ／Ｌ、链霉素１００
μ／Ｌ的高糖 ＤＭＥＭ培养液培养，置于 ＣＯ２培养箱
中，４８ｈ更换一次培养液。待细胞增殖至对数增长
期后，将细胞接种于２４孔培养板内，数量约５×１０４
个／孔，培养１ｄ后，参照文献方法［１４］进行诱导分化。

１６　各类鼠血清培养 ３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞　小鼠
３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞诱导分化４８ｈ后，更换培养液：
高糖ＤＭＥＭ培养液中含胰岛素１０ｍｇ／Ｌ、丙酸睾酮
１０μＬ／ｍＬ和 ２％各类鼠血清。以无鼠血清组（含
２％ＮＣＳ、胰岛素和丙酸睾酮）、无丙酸睾酮组（含２％
ＮＣＳ和胰岛素）为对照。各组细胞培养４８ｈ后，镜
下观察细胞形态变化；取细胞培养液２００μＬ，３０００
ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ后，取上清液测定Ｅ２值。
１７　各类鼠血清对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞芳香化酶表
达的影响　总 ＲＮＡ提取方法参照文献［１５］进行，１％
琼脂糖凝胶电泳判断 ＲＮＡ质量。参照文献［１６］设计

小鼠芳香化酶上游引物５′ＣＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＧＴＣＡＧ
ＧＡＡＡＣＡ３′，下游引物：５′ＣＴＣＣＴＴＧＡＧＧＧＡＡＡＣＴ
ＣＡＴＧＣＴＣＣ３′（４３５ｂｐ）。以小鼠甘油醛－３－磷酸脱
氢酶（ＧｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅＰｈｏｓｐｈａｔｅＤｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰ
ＤＨ）为内对照（３２１ｂｐ）。以总 ＲＮＡ２μｇ，按 ｃＤＮＡ
试剂盒说明书操作，逆转录体系为２０μＬ，合成 ｃＤ
ＮＡ保存于－２０℃待用。按照 ＲＴＰＣＲ试剂盒说明
书，以ＴａｑＤＮＡ聚合酶进行 ＰＣＲ扩增，反应体系２０
μＬ。具体反应条件参照文献［１７］，产物经１５％琼脂

·８４０１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊｕｌｙ２０１５，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．７



糖凝胶电泳，紫外灯下观察并照相。采用 ＫＯＤＡＫ
１Ｄ图像分析软件分别检测样品 Ｐ４５０ａｒｏｍ目的带和
ＧＡＰＤＨ内对照带的光密度值，并以 Ｐ４５０ａｒｏｍ／ＧＡＰ
ＤＨ比值半定量分析Ｐ４５０ａｒｏｍｍＲＮＡ表达水平。
１８　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１００统计软件进行
分析，计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单因素
方差分析。

表１　灌服左归丸高低剂量１１周对去势雌鼠
体重差的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） 体重差（ｇ）

正常组 ２０ ３８００±１７６７
假手术组 １７ ３９４１±１３５１
模型组 ８ ４８３７±２０６８

阳性对照组 １１ ５８１±１３４９
左高组 ６ ５２７１±１１５１
左低组 ９ ４９７７±１４４５

表２　灌服左归丸高低剂量１１周对去势雌鼠
血清Ｅ２值的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） 血清Ｅ２值（ｐｇ／ｍＬ）

正常组动情期 １０ ６１６７±２４３６
正常组间情期 １０ ２８３０±１３３８
假手术组动情期 ７ ６１５６±１３５０
假手术组间情期 １０ ３６７７±１４４９

模型组 ８ １６２８±５９６
阳性对照组 １１ ５３０３２±２９５９７
左高组 ６ ２８１３±１５２３
左低组 ９ １７８０±６６３

表３　２％各类鼠血清培养３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞４８ｈ后

细胞上清Ｅ２值（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｅ２（ｐｇ／ｍＬ）

无丙酸睾酮组 ０６９±０２２
无鼠血清组 ２９０±０１８
正常组动情期 ５２０８±１５４３
正常组间情期 ６７６±２１４
假手术组动情期 ４３３３±１７５０
假手术组间情期 ６３１±１７４

模型组 ３９９±０７６
阳性对照组 ３５７５±６４０
左高组 ９４０±３６１
左低组 ８９４±２９１

２　结果
给予左归丸１１周后，左高组、左低组与模型组

比较，给药前后体重差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
给予左归丸１１周后，左高组、左低组与模型组比较，
血清Ｅ２值差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。２％各类
鼠血清培养３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞４８ｈ后，左高组、左
低组与模型组比较，血清Ｅ２值略有升高。各类鼠血
清培养诱导分化后的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞４８ｈ后，左

高组前脂肪细胞 Ｐ４５０ａｒｏｍｍＲＮＡ表达低于模型组
（总ＲＮＡ均为２μｇ），高于阳性对照组（总ＲＮＡ４μｇ
时仍未能成功扩增）。

图１　２％各类鼠血清对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞
Ｐ４５０ａｒｏｍｍＲＮＡ表达的影响

３　讨论
３１　左归丸与外源性雌激素作用于去势雌鼠脂肪
组织的机制可能不同　本研究发现左归丸作用去势
雌性大鼠１１周后，并不引起大鼠外周血中 Ｅ２明显
升高；与模型组相比，有增加大鼠体重的趋势，但无

明显统计学意义。前期研究证实左归丸对去势大鼠

子宫无明显影响［１８］，也说明左归丸对雌激素靶器官

的作用并非通过提高外周血中雌激素来实现。后续

研究表明补肾中药山茱萸内所含成分齐墩果酸可明

显增加分化后的３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的 Ｅ２分泌
［１９］，

本研究也证实含左归丸鼠血清培养分化中的３Ｔ３Ｌ１
前脂肪细胞，细胞上清液中 Ｅ２值有升高的趋势，说
明左归丸对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞生成 Ｅ２有一定促进
作用。在机体内，性腺外合成的雌激素是以旁分泌、

细胞内或细胞外自分泌的方式作用于局部组织细

胞［２０－２１］，局部的雌激素总量可能很少，但浓度高，生

物学效应强。推测左归丸可能通过某种途径作用于

脂肪细胞，在一定程度上能够促进脂肪细胞增殖和

分泌雌激素，但作用比较微弱。

很多研究认为在未给予外源性雌激素的情况

下，雄激素向雌激素的转化与人体脂肪量、超重程度

呈高度正相关［２２］，肥胖者脂肪组织较多，激素的转

化也增多［２３］。而本研究中给予外源性雌激素的去

势雌鼠，外周血Ｅ２远高于正常组、假手术组、模型组
和中药组，给药前后体重差远低于正常组、假手术

组、模型组和中药组，说明循环雌激素较高的情况下

可能会抑制脂肪细胞增殖。
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３２　左归丸不增加３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的芳香化酶
ｍＲＮＡ表达，可能通过增强芳香化酶的活性起作用
　　研究发现脂肪组织中的芳香化酶主要在未分化
间充质细胞中合成［２２］。有学者认为女性绝经后体

内雌激素水平降低而脂肪组织的芳香化酶表达增

强［２２］，芳香化酶的转录水平与酶活性无明显相关，

可能酶活性降低，而芳香化酶转录水平反而升

高［２３］。含左归丸鼠血清培养诱导分化中的３Ｔ３Ｌ１
前脂肪细胞后，细胞Ｐ４５０ａｒｏｍ的ｍＲＮＡ表达低于模
型组，而细胞上清液中 Ｅ２值升高，说明左归丸不增
加３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞的芳香化酶 ｍＲＮＡ表达，可使
Ｐ４５０ａｒｏｍ的活性增强。
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