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二仙汤含药血清对顺铂干预的大鼠卵巢颗粒细胞

凋亡调控蛋白 ｂｃｌ２、ｂａｘ表达的影响

杨　蕾　王继峰　牛建昭　赵丕文　孙丽萍　陶仕英　武洪波　蔡欣悦　齐明月
（北京中医药大学，北京，１０００２９）

摘要　目的：观察二仙汤含药血清对顺铂干预的大鼠卵巢颗粒细胞凋亡调控蛋白ｂｃｌ２、ｂａｘ表达的影响，从细胞凋亡的角
度探讨二仙汤含药血清对卵巢颗粒细胞凋亡的作用机制。方法：２２～２４ｄ的ＳＤ雌性大鼠３０只，随机分为３组，分别为生
理盐水组，补佳乐组，二仙汤组。每组大鼠１０只。给药４ｄ后处死大鼠，心脏取血，制备药物血清。２２～２４ｄ的ＳＤ大鼠卵
巢颗粒细胞，经培养贴壁后，用顺铂损伤大鼠原代卵巢颗粒细胞。经各组药理血清作用后，应用放免法，进行雌激素和孕

激素水平测定及分析。应用免疫组化法，测定各分组ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白的表达情况，并进行图像分析。结果：放免结果显示，
与正常组相比，模型组和补佳乐组Ｅ２表达明显改变，有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，补佳乐组、二仙汤组Ｅ２表
达均有增加；与正常组相比，模型组Ｐ表达水平有所变化，有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，二仙汤组 Ｐ表达略
高于补佳乐组，但低于正常组。免疫组化结果显示，在卵巢颗粒细胞细胞质上可见 ｂｃｌ２和 ｂａｘ蛋白表达的棕黄色颗粒。
和正常组相比较，顺铂干预后各组ｂｃｌ２表达均减弱，而以模型组最明显，有统计学意义（Ｐ＜００５）；和模型组比较，各药
物组均可见ｂｃｌ２阳性表达增加，但弱于正常组，有统计学意义（Ｐ＜００５）。ｂａｘ与 ｂｃｌ２表达强度结果相反，和正常组比
较，顺铂干预后的各组ｂａｘ均表达增强，模型组呈现极强表达现象，有统计学意义（Ｐ＜００５）；和模型组比较，各药物组均
可见阳性表达减弱，但表达高于正常组，有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：二仙汤能降低经顺铂干预后大鼠 ｂａｘ蛋白在卵
泡颗粒细胞表达，增强ｂｃｌ２蛋白的表达，二仙汤能够通过调节凋亡蛋白ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白的表达，抑制卵巢颗粒细胞发生凋
亡，从而保护卵巢功能。
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　　卵巢颗粒细胞对育龄期女性的生殖功能起着重
要的作用。正常卵泡生长、发育以及排卵均需要颗

粒细胞的正常的增殖和功能表达［１］。顺铂作为抗癌

药物，在临床治疗肿瘤的同时也具有细胞毒性作用。

它可以破坏正常的卵巢颗粒细胞，使其发生凋亡，甚

至形成卵巢早衰［２］。而传统医学认为卵巢功能发生

异常主要是肾气亏虚，精血不足所致，治当以填精益

髓，调理阴阳，补益天癸。二仙汤是张伯讷教授研制

出来的以补肾为主的方剂。在临床治疗卵巢功能异

常中具有明显的疗效。

本实验观察二仙汤含药血清对顺铂干预的大鼠

卵巢颗粒细胞凋亡调控蛋白ｂｃｌ２、ｂａｘ表达的影响，
旨在从细胞凋亡的角度探讨二仙汤含药血清对卵巢

颗粒细胞凋亡的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　２２～２４ｄ健康雌性 ＳＤ大鼠，共 ４０
只，体质量（６０±１０）ｇ。购于斯贝福（北京）实验动
物科技有限公司。使用许可证：ＳＣＸＫ（京）２０１１
０００４。
１１２　药物　二仙汤由淫羊藿、仙茅、巴戟天、当
归、黄柏和知母组成。按照《妇科临床方剂学》规定

的剂量比（９∶６∶１０∶１５∶１２∶１０）称取，由北京中医药大
学东直门医院提供，根据东直门院提供的中药颗粒

与中药饮片的固有比例进行计算，最终按照人用药

剂量计算大鼠用药剂量为７５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。注射
用顺铂（ＣＤＤＰ），每支１０ｍｇ，由齐鲁制药有限公司
生产。补佳乐（雌激素）购自东直门医院，规格：１
ｍｇ／片，由拜耳医药有 ～限公司生产。用法与剂量：
成人每日１ｍｇ，折算成大鼠所需剂量即０００９ｍｇ／
ｋｇ。
１１３　试剂　免疫组化试剂：１）Ｂａｘ（Ｒａｂｂｉｔｐｏｌｙ
ｃｌｏｎａｌＩｇＧ）、Ｂｃｌ２（ＲａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌＩｇＧ）购于北京欧
北科技有限公司。２）ＤＡＢ显色剂、二抗 ＳＰ９０００，
（羊抗兔）购于北京中山金桥生物技术有限公司。

放免试剂：１）血清孕酮放免测定盒 Ｐ（ＨＹ０３１）
ＲＩＡＫＩＴ、血清雌二醇放免测定盒 Ｅ２１７β（ＨＹ
１００２９）ＲＩＡＫＩＴ均购于北京华英生物有限公司。
１２　方法
１２１　制备卵巢颗粒细胞　２２～２４ｄ雌性ＳＤ大鼠
１０只，体质量３５ｇ，饲养在２３～２５℃，光照１２ｈ，食
水随意，适应性喂养１ｄ，注射 ＰＭＳＧ５０ＩＵ／只，４８ｈ
后，在无菌条件下取出双侧卵巢颗粒细胞进行培养。

具体操作如下：１）取 ＳＤ大鼠，１０％水合氯醛麻醉
后，经脱臼处死，浸泡７５％乙醇中消毒３ｍｉｎ。２）消
毒后放入已消毒托盘中在超净台中取双侧卵巢，放

入预冷的Ｈａｎｋ′ｓ液２７ｍＬ。３）用Ｈａｎｋ′ｓ液清洗３
次，将其中的脂肪、包膜等清理干净。４）将卵巢
移入无血清培养基中，用１ｍＬ一次性注射器刺破
卵巢，５ｍｉｎ／只，使颗粒细胞充分释放。５）加入
０３ｍＬ２５％胰酶反复用吸管吹打悬液数次，使颗
粒细胞团块分离。３７℃消化１０ｍｉｎ（每３ｍｉｎ，震
荡或吹打一次）。６）加入１ｍＬ含血清培养液终止
胰酶消化，并静置１０ｍｉｎ。取悬液加入１５ｍＬ离心
管中。７）１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清。加入
生理盐水５ｍＬ冲散细胞再次离心。８）弃上清，加
入１０％胎牛血清０２ｍＬ，吹打均匀。９）计数：应
用血球小板计数，调整悬液浓度，以５×１０５接种
于９６孔板中。在 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养。
观察贴壁情况，待细胞长满瓶底至 ７５％ ～８０％融
合时，用于实验。

１２２　制备药理血清组　２２～２４ｄ的雌性ＳＤ大鼠
５０只，体质量３５～４０ｇ，饲养在２３～２５℃，光照１２
ｈ，食水随意，适应性喂养１ｄ，第２天取药理血清。
具体操作如下。药理血清动物分３组：１）正常组：灌
胃蒸馏水０４ｍＬ／ｄ。２）补佳乐组：灌胃补佳乐０５
ｍＬ／ｄ。３）二仙汤组：灌胃二仙汤０４ｍＬ／ｄ，各组连
续灌胃３ｄ，于第４天晨起七点灌胃，２ｈ以后，心脏
取血并分离血清，－２０℃保存。
１２３　顺铂干预卵巢颗粒细胞　待细胞生长至底
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壁的７５％～８０％时，将模型组、补佳乐组、二仙汤组
的培养基吸出，每孔加入 ＣＤＤＰ（浓度为 ２５μｇ／
ｍＬ）２００μＬ，放入３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养１２
ｈ。
１２４　药理血清处理　于ＣＤＤＰ作用１２ｈ后，进行
给药处理，每孔加入相应的药理血清组２００μＬ，放
入３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ，进行指标测
定。

１２５　卵巢颗粒细胞ｂｃｌ２、ｂａｘ免疫组化染色步骤
　　免疫组化染色采用 ＳＡＢＣ法，其中 ｂｃｌ２、ｂａｘ的
一抗浓度均为 １∶２００。１）９６孔板每孔滴加 ２０μＬ
４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ。２）１ＰＢＳ清洗标本 ３
次，２ｍｉｎ／次。３）每孔滴加２０μＬ０５％ｔｒｉｔｏｘ１００，摇
匀，孵育２０ｍｉｎ。４）１ＰＢＳ清洗标本３次，２ｍｉｎ／
次。５）３％Ｈ２Ｏ２去离子水孵育７ｍｉｎ。６）１ＰＢＳ清
洗标本３次，３ｍｉｎ／次。７）滴加试剂Ａ（封闭用正常
山羊血清工作液）室温孵育１２ｍｉｎ，倾去，勿洗。８）
滴加一抗，３７℃孵育 ３ｈ。９）１ＰＢＳ清洗标本 ３
次，３ｍｉｎ／次。１０）滴加试剂 Ｂ（生物素化二抗工作
液ＩｇＧ／Ｂｉｏ），室温孵育１２ｍｉｎ。１１）１ＰＢＳ清洗标
本３次，３ｍｉｎ／次。１２）滴加试剂 Ｃ（辣根酶标记链
霉卵白素工作液ＳＡ／ＨＲＰ），室温孵育１２ｍｉｎ。１３）
１ＰＢＳ清洗标本３次，３ｍｉｎ／次。１４）ＤＡＢ显色剂
显色。１５）自来水冲洗，显微镜观察。

每孔随机选取 ６个视野，统一放大倍数为 ２００
倍，利用免疫组化软件包对卵巢颗粒细胞进行灰度

测量分析，并测算视野内阳性目标总面积，并与视野

面积相比得到阳性反应颗粒的灰度值。

１２６　放免法对 Ｅ２及 Ｐ的测定　取标本１００μＬ、
标准品１００μＬ，加 Ｅ２及 Ｐ抗体１００μＬ，加 Ｅ２及 Ｐ
标记物１００μＬ，３７℃２ｈ，加二抗分离剂１ｍＬ，室温
１５ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ。去上清，测沉淀
ＣＰＭ。自动放免分析仪出结果。
１３　统计学方法　实验结果采用均数 ±标准差（珋ｘ
±ｓ）表示，所有实验数据均采用 ＳＰＳＳ８０统计软件
组间比较用单因素方差分析法（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）
进行统计处理，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠雌二醇及孕激素实验分析结果　与
正常组相比，模型组和补佳乐组 Ｅ２表达明显改变，
有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型组相比，补佳乐
组Ｅ２表达明显增加，而二仙汤组无统计学意义，但
可看出与模型组相比较二仙汤组表达明显增加，见

图１；与正常组相比，模型组 Ｐ表达水平有所变化，

有统计学意义（Ｐ＜００５），可见模型组 Ｐ表达明显
减少，见图２。与模型组相比，补佳乐组、二仙汤组
均有所变化，有统计学意义（Ｐ＜００５），其中二仙汤
组Ｐ表达略高于补佳乐组。可看出二仙汤含药血清
能促进顺铂干预后的卵巢颗粒细胞 Ｅ２和 Ｐ的合成
与分泌能力。见表１。

表１　各组大鼠卵巢颗粒细胞中Ｅ２、Ｐ的

表达情况（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 Ｅ２ Ｐ

正常组 ５９７１±１１１１ ０３７９±００２１△△

模型组 ３４７１±０８７△ ０２２４±００４８

补佳乐组 ２５２８７±１８０３△△ ０３５８±００４７

二仙汤组 ５１１７±０８１８ ０３６３±００５６

　　注：与正常对照组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；与模型组比

较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

图１　各组大鼠卵巢颗粒细胞中Ｅ２分泌柱状图

图２　各组大鼠卵巢颗粒细胞中Ｐ分泌柱状图

２２　卵巢颗粒细胞中ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白表达比较　免
疫组化结果显示：各组ｂｃｌ２棕黄色阳性表达位于胞
质内，其中正常组表达最多，呈深棕色；模型组 ｂｃｌ２
阳性细胞表达明显减少，呈淡棕色。补佳乐组、二仙

汤组阳性细胞着色增强，而二仙汤组阳性表达最为

明显，但少于正常组。见图３。而ｂａｘ蛋白表达呈现
相反的趋势，各组ｂａｘ在细胞质内均有表达，可见棕
黄色阳性物质位于胞质内，正常组 ｂａｘ阳性细胞染
色较浅，呈棕色或浅棕色，表达较少。模型组阳性细

胞着色较深，呈深棕色，表达较多。补佳乐组、二仙

汤组和模型组相比，阳性表达细胞着色变浅，但不及

正常组。见图４。
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图３　检测各组大鼠卵巢颗粒细胞中ｂｃｌ２蛋白的表达情况（免疫组化×２００）
　　注：正常组：阳性颗粒表达多，染色呈深棕色；模型组：阳性颗粒表达明显减少，呈现淡棕色；补佳乐组：阳性表达较模型组
明显增多但不及正常组，呈现浅棕色；二仙汤组：阳性表达比补佳乐组表达多但不及正常组，呈现浅棕色偶有深棕色。

图４　检测各组大鼠卵巢颗粒细胞中ｂａｘ蛋白的表达情况（免疫组化×２００）
　　注：正常组：阳性颗粒表达少，染色呈浅棕色；模型组：阳性颗粒表达明显增多，呈现深棕色；补佳乐组：阳性表达较模型组
明显减少但不及正常组，呈现浅棕色；二仙汤组：阳性表达比补佳乐组表达少但不及正常组，呈现浅棕色。

２３　各组卵巢颗粒细ｂｃｌ２、ｂａｘ表达的比较　免疫
组化实验结果：和正常组相比较，顺铂干预后各组

ｂｃｌ２表达均减弱，而以模型组最明显，有统计学意
义（Ｐ＜００５）；和模型组比较，各药物组均可见 ｂｃｌ
２阳性表达增加，但弱于正常组，其中二仙汤组阳性
表达要高于补佳乐组，有统计学意义（Ｐ＜００５）（见
表２）。ｂａｘ与ｂｃｌ２表达强度结果相反，和正常组比
较，顺铂干预后的各组ｂａｘ均表达增强，模型组呈现
极强表达现象，有统计学意义（Ｐ＜００５）；和模型组
比较，各治疗组均可见阳性表达减弱，但表达高于正

常组，其中二仙汤组阳性表达略低于补佳乐组，有统

计学意义（Ｐ＜００５）。见表２。
表２　各组大鼠卵巢细胞中ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白
免疫组化图像分析结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ｂｃｌ２ ｂａｘ

正常组 ２００３３８±２３６６ ２０７２３３±２０７６

模型组 ２０６０９２±２３１２△△ １９６６４９±１１１５△△

补佳乐组 ２０３４６３±１２４５△△ １９７２９７±１４４１△△

二仙汤组 ２０２１８３±１４５６ ２００７９６±０７２９△△

　　注：与正常对照组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１；与模型组比

较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。

３　讨论
细胞凋亡是一个受严格调控的能量依赖性的自

杀程序，它引发细胞内一系列信号级联式放大反应，

最终导致细胞死亡。细胞凋亡是通过２个信号转导
途径实现：一种是内在途径另一种是外在途径［３］。

近年来研究表明，ｂｃｌ２蛋白广泛的存在于线粒体
膜、内质网膜以及外核膜上，但其主要存在于线粒体

外膜，ｂｃｌ２蛋白能够促进颗粒细胞的分裂，可以抑
制凋亡，近而使卵泡闭锁率降低也就是说ｂｃｌ２蛋白
表达缺失，会导致卵巢组织中有效卵泡减少，严重者

会出现无卵母细胞的卵泡［４］而 ｂａｘ蛋白约２１％与
ｂｃｌ２同源且有拮抗作用。高表达 ｂａｘ蛋白是卵子
细胞死亡的关键因素，同时，ｂａｘ的基因产物能加速
细胞凋亡［５］。ｂｃｌ２与 Ｂａｘ，组成一个平衡体系，ｂａｘ
过度表达可以加速细胞凋亡，而ｂｃｌ２过度表达则使
细胞凋亡得到抑制。免疫组化结果提示：ｂｃｌ２和
ｂａｘ蛋白表达与卵巢颗粒细胞凋亡密切相关，而细
胞凋亡则是通过促进或抑制参与细胞凋亡的相关基

因蛋白的表达情况来实现的［６］。实验结果表明二

仙汤可增加ｂｃｌ２蛋白的表达进而抑制颗粒细胞的
凋亡。同时，二仙汤也可以降低 ｂａｘ蛋白的表达进
而减缓颗粒细胞的凋亡。

雌二醇（Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）是女性激素中生物活性
最强的一种甾体类化合物，主要由卵巢合成和分泌，
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少量由肾上腺分泌。雌二醇浓度是检查下视丘—垂

体—生殖腺轴功能的指标之一［７］。孕酮（Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒ
ｏｎｅ，Ｐ）是一种重要性激素，不仅在月经周期的调节
中起重要作用，也是维持妊娠所必须的重要激素之

一，Ｐ由卵巢分泌，在卵巢内主要是由黄体产生，因
此，临床上测定血清孕酮的含量，对于妇女卵巢排卵

功能也有着重要的意义。本实验所反映出来的激素

水平，可能预示着正常卵泡由正常到功能衰竭之间

的一个过渡阶段。Ｅ２的升高可作为早期卵巢功能
不全或障碍的重要指标，可估计卵泡池中所剩卵泡

的数量。本次实验表明，二仙汤能够升高 Ｐ、Ｅ２水
平，进而改善卵巢功能。

二仙汤对顺铂损伤的卵巢颗粒细胞具有较好的

疗效。以往研究表明，二仙汤可以作用于垂体，改善

ＧＴＨ细胞的结构促性腺激素的合成和分泌，有效的
治疗绝经后高血压。可以调节自身性腺分泌，使性

激素增加，临床治疗月经不调。也可以延缓老年大

鼠弓状核退化，用于治疗女性更年期综合征［８１１］。

本次实验研究表明，二仙汤通过调节血清中激素含

量，能降低顺铂干预后大鼠卵巢颗粒细胞中 ｂａｘ蛋
白在卵泡颗粒细胞表达，增强 ｂｃｌ２蛋白的表达，二
仙汤可抑制卵巢颗粒细胞凋亡，降低顺铂对卵巢颗

粒细胞的损害，从而促进卵泡发育，改善卵巢功能。
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