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摘要： 目的　 探讨二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠学习记忆能力的影响。 方法　 ６０ 只雌性 ＳＤ 大鼠随机分

为假手术组、 模型组、 戊酸雌二醇组 （０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｋｇ） 和二仙二至甘麦大枣汤低、 中、 高剂量组 （１􀆰 ９０３ ５、 ３􀆰 ８０７、
７􀆰 ６１４ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 采用不完全去势法制备围绝经期综合征模型， 连续给药 １ 个月并记录体质量。 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫实验检测大鼠学习记忆能力； ＥＬＩＳＡ 法检测血清性激素 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ、 ＧｎＲＨ 和炎症因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α 水

平； ＨＥ 染色观察海马组织病理形态； 尼氏染色观察海马神经元数量； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＩＬ⁃１β 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测每马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比较， 各给药组大

鼠体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 学习记忆能力改善， 血清 Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＦＳＨ、 ＬＨ、 ＧｎＲＨ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、
ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 海马 ＣＡ１ 区神经元和尼氏小体数量增加， 海马组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 蛋白和 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 二仙二至甘麦大枣汤高剂量组和戊酸雌二醇组海马组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 二仙二至甘麦大枣汤能改善围绝经期综合征大鼠的学习记忆能力， 可能与抑制 ＮＬＲＰ３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＩＬ⁃１β 信号通路、 减少炎症因子释放、 减轻海马神经元损伤有关。
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　 　 围绝经期综合征是指女性在绝经前后雌激素波

动或减少， 导致出现潮热、 阴道干燥、 抑郁和焦

虑、 认知功能下降、 睡眠障碍、 骨质疏松等症状和

体征［１］。 据调查， 我国农村、 城市妇女围绝经期

患病率分别为 ５６􀆰 ３５％ 、 ４３􀆰 ４７％ ， 其严重程度随绝

经期进展而增加［２］， 卵巢功能衰退， 雌激素减少，
导致学习记忆能力减弱［３］。

最新证据表明， 围绝经期是促炎性的， 伴有相

关的全身、 中枢神经系统炎症［４］。 研究显示， ＮＯＤ
样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３ （ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３， ＮＬＲＰ３） ／
胱天蛋白酶⁃１ （ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１，
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１） ／白细胞介素⁃１β （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β， ＩＬ⁃１β）
信号通路是炎症反应介导的经典通路， 抑制该通路

可改善阿尔茨海默病 （Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＡＤ）
大鼠学习记忆能力［５］； ＮＬＲＰ３ 炎症小体信号通路

参与围绝经期抑郁症， 而白杨素通过调节 ＮＬＲＰ３

炎症小体信号通路， 对海马神经元具有保护作用，
从而改善围绝经期综合征模型大鼠的抑郁行为［６］。
二仙二至甘麦大枣汤是邓奕辉教授根据多年治疗围

绝经期综合征经验制成， 具有补肾阴阳、 养心安神

功效。 因此， 本研究采用不完全去势法构建围绝经

期综合征大鼠模型， 通过 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＩＬ⁃１β
信号通路来探讨二仙二至甘麦大枣汤改善其学习记

忆能力的机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ６０ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠， ６～８ 周龄，
体质量 ２００～２２０ ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ（湘） ２０２１⁃
０００２］， 饲养于湖南中医药大学实验中心 ［实验动

物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘） ２０２４⁃００１４］， 自由进

食饮水， 温度 ２２～２５ ℃， 相对湿度 ５０％ ～５５％ 。 本

研究经湖南中医药大学实验动物伦理委员会审批通

过 （伦理批号 ＳＬＢＨ⁃２０２４１２３１０００１）。
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１􀆰 ２　 药物　 二仙二至甘麦大枣汤由仙茅 １０ ｇ、 淫

羊藿 １０ ｇ、 巴戟天 １０ ｇ、 当归 １０ ｇ、 黄柏 ５ ｇ、 知

母 ５ ｇ、 女贞子 １０ ｇ、 墨旱莲 １０ ｇ、 浮小麦 １５ ｇ、
甘草 １０ ｇ、 大枣 １０ ｇ、 龙骨 １０ ｇ、 牡蛎 １０ ｇ （批号

９２２４０２２１、 ９２２３０９０８、 ９２２３０４０６、 ９２２３１１０３、 ９２２３１１３６、
９２２４０３１８、 ９２２４０２１１、 ９２２３０３１４、 ９２２３０１０８、 ９２２３１１０４、
９２２３１１２３、 ８１２４０１１０、 ８１２３０５１０） 组成， 其配方颗粒

和超微饮片均由湖南春光九汇现代中药有限公司提

供， 经湖南春光九汇现代中药有限公司杨灿药师鉴

定为正品； 戊酸雌二醇片 （国药准字 Ｊ２０１７１０３８，
批号 ７６９Ａ， １ ｍｇ ／片） 购自广州拜耳医药保健有限

公司。
１􀆰 ３　 试剂　 氨苄青霉素钠 （ＵＳＰ 级， 上海阿拉丁

生化科技股份有限公司， 批号 Ａ１０５４８３）； 促黄体

生成素 （ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ）、 促卵泡生长激

素 （ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）、 促性腺激

素 释 放 激 素 （ ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ⁃ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＧｎＲＨ）、 雌二醇 （ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２）、 白细胞介素⁃１８
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１８， ＩＬ⁃１８）、 肿瘤坏死因子 α （ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ α， ＴＮＦ⁃α）、 ＩＬ⁃１β ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（江苏晶美生物科技有限公司， 批号 ＪＭ⁃０２２０７Ｒ１、
ＪＭ⁃０１９７２Ｒ１、 ＪＭ⁃０１９２７Ｒ１、 ＪＭ⁃０６１２６０Ｏ１、 ＪＭ⁃
０１６０１Ｒ１、 ＪＭ⁃０１５８７Ｒ１、 ＪＭ⁃０１４５４Ｒ１）； 辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ、 ＮＬＲＰ３ 抗体、 β⁃ａｃｔｉｎ 抗

体 （英国 Ａｂｃａｍ ｐｌｃ 公司， 批号 ａｂ２０５７１８、 ａｂ８２２７、
ａｂ２６３８９９）； Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司， 批号 ＡＦ５４１８、 ＡＦ５１０３）。
１􀆰 ４　 仪器 　 Ｐｏｗｅｒ ｐａｃ Ｂａｓｉｃ 电泳仪、 Ｍｉｎｉ Ｐｒｏｔｅａｎ
Ｔｅｔｒａ 垂直电泳槽 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ５４２４Ｒ 低

温冷冻离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＬａｂＭａｚｅ 动

物行为分析系统 （北京众实迪创科技发展有限责

任公司）； 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组及造模　 大鼠适应性喂养 １ 周后， 按体

质量随机分为假手术组、 模型组、 戊酸雌二醇组及

二仙二至甘麦大枣汤低、 中、 高剂量组， 每组 １０
只。 参照 《围绝经期综合征动物模型制备规范

（草案） 》 ［７］， 假手术组仅切除卵巢周围的脂肪组

织而保留卵巢， 其余组切除左侧整个卵巢及右侧

８０％卵巢， 术后每天腹腔注射氨苄青霉素钠 （每只

每天 ５０ ０００ Ｕ、 ０􀆰 ３ ｍＬ）， 连续 ３ ｄ， 用于防感染。
２􀆰 ２　 阴道涂片 　 术后第 ６ 天起， 每天上午 ９： ００
进行阴道涂片， 双人配合进行采样， 一人用左手固

定大鼠腹部， 右手抓住尾巴向上提起， 使其暴露阴

道口， 另一人先用生理盐水将医用消毒棉签浸湿，
再缓慢插入大鼠阴道口内 ０􀆰 ５ ｃｍ， 旋转２～ ３ 圈。
在载玻片中央滴上一滴生理盐水， 然后将棉签均匀

涂在载玻片上， 待其自然风干后采用快速革兰染色

法［８］涂片， 每天 １ 次， 连续 ５ ｄ， 最终筛选出每组

８ 只造模成功者。
２􀆰 ３　 给药　 将配方颗粒和超微饮片传统饮片进行

剂量换算后， 再根据 《中药药理研究方法学》 ［９］ 中

等效剂量换算公式得出二仙二至甘麦大枣汤给药剂

量， 即中剂量组， 其低、 中、 高剂量组给药剂量分

别为 １􀆰 ９０３ ５、 ３􀆰 ８０７、 ７􀆰 ６１４ ｇ ／ ｋｇ， 戊酸雌二醇组

给药剂量为 ０􀆰 ０９ ｍｇ ／ ｋｇ， 假手术组和模型组给予

等体积生理盐水， 灌胃给药体积 １０ ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １
次， 持续 ３０ ｄ。
２􀆰 ４　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验　 给药结束后进行为期 ５ ｄ
的实验， 每天 １ 次， 将水迷宫池划分为 ４ 个象限，
在第Ⅳ象限放置一个直径 １０ ｃｍ 的平台， 水面需高

于平台 ２ ｃｍ。 实验分为定位航行试验和空间探索

试验 ２ 个阶段， 前 ４ ｄ 为定位航行试验， 将大鼠依

次从各个象限面向水池壁放入水中， 若在 ６０ ｓ 内

未找到平台则引导其至平台停留 １５ ｓ； 第５ ｄ为空

间探索实验， 撤出平台， 将大鼠从第Ⅱ象限放入水

中， 记录 ６０ ｓ 内在原平台象限的持续时间和进入

次数。
２􀆰 ５　 样本采集 　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验结束后， 大鼠

腹腔注射 ４％ 戊巴比妥钠麻醉， 剪开腹腔， 腹主动

脉取血， 每组随机选取 ３ 只， 进行心脏灌注后于冰

盒上快速断头取全脑， 放入 ４％ 多聚甲醛中固定

４８ ｈ； 其余取海马组织， 放到－８０ ℃冰箱中。
２􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清性激素、 炎症因子水平　 按

照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书， 检测 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ、
ＧｎＲＨ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２􀆰 ７　 ＨＥ 染色观察海马组织病理形态 　 海马组织

用多聚甲醛固定 ４８ ｈ， 乙醇梯度脱水， 石蜡包埋切

片， 进行苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色， 封片后在光学

显微镜下观察。
２􀆰 ８　 尼氏染色观察海马神经元数量　 取海马组织

切片， 放入二甲苯、 乙醇中脱蜡， 再放入尼氏染色

溶液中染色 ２０ ｍｉｎ， 纯水冲洗 ５ ｍｉｎ， 二甲苯透明，
中性树胶封片， 在显微镜下观察。
２􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、
ＩＬ⁃１β 蛋白表达 　 加入 ＲＩＰＡ 细胞裂解液超声裂解

细胞， 提取总蛋白， 测定蛋白浓度， 计算上样体
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积， 蛋白变性后 ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳，
电转膜， ５％ 脱脂奶封闭， ＴＢＳＴ 洗膜， 分别加入

ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 β⁃ａｃｔｉｎ 一抗， ４ ℃ 孵

育过夜， 稀释倍数分别为 １ ∶ １ ０００、 １ ∶ １ ０００、
１ ∶ １ ０００、 １ ∶ ５ ０００， ＴＢＳＴ 洗膜后加入辣根过氧化

物酶标记二抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育， 采用 ＥＣＬ
发光液和化学发光系统进行成像， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 蛋白

为内参， ＩｍａｇｅＪ 软件对条带灰度值进行分析。
２􀆰 １０　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达 　 取 ５０ ｍｇ 新鲜冻存海马组

织， 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 测定其浓度后提取

１ μｇ， 采用反转录试剂盒进行逆转录反应， 条件为

３７ ℃， １５ ｍｉｎ； ８５ ℃， ５ ｓ； 保持 ４ ℃， 再采用

ｑＰＣＲ 试剂盒进行扩增反应， 条件为 ９４ ℃ 预变性

２ ｍｉｎ， ４５ 个循环 （９４ ℃， ５ ｓ； ６０ ℃， ３０ ｓ）。 以

β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 根据 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因相对表

达量， 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＮＬＲＰ３ 正向 ＣＴＴＣＴＧＣＡＣＣＣＣＧＡＣＴＧＴＡＡ

反向 ＡＧＡＧＡＴＣＣＣＡＧＣＡＧＧＡＧＴＧＴ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 正向 ＴＧＡＡＡＧＡＡＴＴＴＧＣＴＧＣＣＴＧＣＣ

反向 ＧＣＴＴＧＧＧＣＡＣＴＴＣＡＡＴＧＴＧＴＴ
ＩＬ⁃１β 正向 ＣＡＣＣＴＣＴＣＡＡＧＣＡＧＡＧＣＡＣＡＧ

反向 ＧＧＧＴＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＴＣＡＡＣ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣ

反向 ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡ

２􀆰 １１　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处

理， 符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 不

符合者以 Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５） 表示， 若满足正态性、 方

差齐组内比较采用单因素方差分析， 组间两两比较

采用 ＬＳＤ⁃ｔ 法， 若方差不齐组间两两比较采用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔ３ 法； 若不满足正态性组间比较采用

Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 非参数检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具

有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大鼠动情周期观察　 大鼠完整的动情周期分

为 ４ 个阶段： 动情前期、 动情期、 动情后期和动情

间期， 一般持续 ４ ～ ５ ｄ［１０］。 假手术组呈现规律的

动情周期； 模型组大鼠动情周期紊乱， 长期处于动

情前期或者动情间期， 提示造模成功。 动情前期，
以大量有核上皮细胞为主， 细胞核为紫蓝色， 细胞

质为淡粉色， 偶尔可见角化细胞； 动情期， 大量不

规则、 像落叶堆积成片状的无核角化细胞， 细胞呈

现淡粉色， 密度大， 充满整个视野； 动情后期， 核

上皮细胞、 无核角化细胞和白细胞均可见， 比例相

当； 动情间期， 以大量白细胞为主， 呈圆形或者椭

圆形， 细胞数较少， 可见少量有核上皮细胞［１１］， 见

图 １。

注： Ａ 为动情前期， Ｂ 为动情期， Ｃ 为动情后期， Ｄ 为动情间期。

图 １　 大鼠动情周期 （快速革兰染色， ×２００）

３􀆰 ２　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠

体质量的影响　 与假手术组比较， 模型组大鼠体质

量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠

体质量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。
表 ２　 各组大鼠体质量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 体质量 ／ ｇ
假手术组 ２８６􀆰 ２５±１８􀆰 ９６
模型组 ３４０􀆰 ８８±２６􀆰 ５９＃＃

戊酸雌二醇组 ３００􀆰 ７５±１０􀆰 ２４∗∗

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 ３０４􀆰 ５０±１２􀆰 ２７∗∗

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 ３０１􀆰 ２５±１２􀆰 ５４∗∗

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 ２９４􀆰 ６３±１６􀆰 ３７∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠

学习记忆能力的影响　 在定向航行试验中， 与假手

术组比较， 模型组大鼠连续 ４ ｄ 逃避潜伏期延长

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 第 １ 天二仙二至甘麦

大枣汤高剂量组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
第 ２ 天戊酸雌二醇组和二仙二至甘麦大枣汤高剂量

组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 第 ３、 ４ 天各

给药组大鼠逃避潜伏期缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
见表 ３、 图 ２。
　 　 在空间探索试验中， 与假手术组比较， 模型组

大鼠原平台象限持续时间缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 进入次

数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠

原平台象限持续时间延长 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
进入次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
３􀆰 ４　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠

血清性激素水平的影响　 与假手术组比较， 模型组

大鼠血清 Ｅ２ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＦＳＨ、 ＬＨ、
ＧｎＲＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给
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　 　 　 表 ３　 各组大鼠逃避潜伏期比较（ｓ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天 第 ４ 天

假手术组 ２１􀆰 １５±６􀆰 ２０ １６􀆰 ６０±７􀆰 ６１ １１􀆰 ４６±２􀆰 ４６ １１􀆰 ６６±５􀆰 ５１
模型组 ３９􀆰 ３６±１２􀆰 ４５＃＃ ３６􀆰 ７５±９􀆰 ５３＃＃ ３６􀆰 ５７±１２􀆰 ５１＃＃ ３１􀆰 ０７±１０􀆰 ９９＃＃

戊酸雌二醇组 ２９􀆰 ８６±７􀆰 ５９ ２４􀆰 ０４±１０􀆰 ０１∗ ２２􀆰 ２６±９􀆰 ５９∗∗ １５􀆰 ３０±７􀆰 １１∗∗

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 ３５􀆰 ２６±６􀆰 ２８ ３１􀆰 ５４±４􀆰 １５ ２５􀆰 ５５±５􀆰 ０５∗ ２０􀆰 １２±８􀆰 ９０∗

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 ３８􀆰 ６１±８􀆰 ９５ ３１􀆰 ５３±１１􀆰 ８４ ２０􀆰 ８５±８􀆰 ８８∗∗ １０􀆰 １０±５􀆰 １８∗∗

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 ２５􀆰 ０４±６􀆰 ４２∗∗ ２２􀆰 ９１±１２􀆰 ８８∗ １５􀆰 ３６±８􀆰 ３２∗∗ １２􀆰 ２２±５􀆰 ２４∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为戊酸雌二醇组， Ｄ ～ Ｆ 分

别为二仙二至甘麦大枣汤低、 中、 高剂量组。

图 ２　 各组大鼠定向航线试验轨迹

药组大鼠血清 Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ、 ＬＨ、
　 　 　

表 ４　 各组大鼠原平台象限持续时间、 进入次数比较 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

组别
原平台象限

持续时间 ／ ｓ
原平台象限

进入次数 ／ 次
假手术组 ２１􀆰 ９３±５􀆰 ９５ １０􀆰 ８３±１􀆰 ９４

模型组 １０􀆰 １４±２􀆰 ２９＃＃ ４􀆰 ５０±１􀆰 ３８＃＃

戊酸雌二醇组 １７􀆰 ２３±１􀆰 ８２∗∗ ７􀆰 ５０±１􀆰 ０５∗∗

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 １４􀆰 ５５±０􀆰 ９１∗ ６􀆰 ５０±１􀆰 ０５∗

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 １５􀆰 １４±２􀆰 ４２∗ ７􀆰 ５０±１􀆰 ６４∗∗

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 ２１􀆰 ２９±５􀆰 ３７∗∗ ９􀆰 ８３±２􀆰 １４∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

ＧｎＲＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５。
表 ５　 各组大鼠血清性激素水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 Ｅ２ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＦＳＨ ／ （ＩＵ·Ｌ－１） ＬＨ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＧｎＲＨ ／ （ｎｇ·Ｌ－１）
假手术组 ９７􀆰 ６６±７􀆰 ９０ ２５􀆰 ９８±０􀆰 ９８ ４２􀆰 ８３±１􀆰 ８３ ５１􀆰 １２±１􀆰 ７３
模型组 ７６􀆰 １０±４􀆰 ８４＃＃ ３５􀆰 １８±１􀆰 ２１＃＃ ５１􀆰 １８±１􀆰 ８９＃＃ ６２􀆰 ７６±２􀆰 ７０＃＃

戊酸雌二醇组 ９４􀆰 ６５±３􀆰 ５２∗∗ ２７􀆰 ２０±１􀆰 ０８∗∗ ４４􀆰 ５７±２􀆰 ２９∗∗ ５４􀆰 ０８±２􀆰 ７５∗∗

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 ８９􀆰 ０５±３􀆰 ９４∗∗ ３１􀆰 ４８±１􀆰 ２２∗∗ ４７􀆰 ４４±１􀆰 ８６∗∗ ５９􀆰 ２６±２􀆰 ７６∗∗

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 ８８􀆰 ５３±４􀆰 ５２∗∗ ３０􀆰 ２２±１􀆰 ４１∗∗ ４５􀆰 ９０±２􀆰 ５１∗∗ ５７􀆰 ０４±２􀆰 ３３∗∗

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 ９５􀆰 ７１±３􀆰 ３６∗∗ ２９􀆰 ０２±１􀆰 １０∗∗ ４５􀆰 ２３±２􀆰 ５２∗∗ ５３􀆰 ９８±２􀆰 ０５∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠血

清炎症因子水平的影响　 与假手术组比较， 模型组大

鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；

与模型组比较， 各给药组大鼠血清 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、
ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６。

表 ６　 各组大鼠血清炎症因子水平比较 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝８）
组别 ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃１８ ＴＮＦ⁃α

假手术组 ６６􀆰 ０９±８􀆰 ７９ ２２９􀆰 ６０±４３􀆰 ３０ １９５􀆰 ３０±２７􀆰 ５４
模型组 １４６􀆰 １０±１１􀆰 ８６＃＃ ６２１􀆰 １９±４２􀆰 １７＃＃ ４７６􀆰 ６１±４５􀆰 ５７＃＃

戊酸雌二醇组 ８２􀆰 ４３±８􀆰 ２０∗∗ ３０７􀆰 ６６±４７􀆰 ３３∗∗ ２４９􀆰 ６１±２６􀆰 ２４∗∗

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 １２６􀆰 ７５±７􀆰 ８５∗∗ ５１５􀆰 ２５±２２􀆰 ９９∗∗ ３９７􀆰 ３６±４１􀆰 ３９∗∗

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 １０９􀆰 ８１±１１􀆰 ５０∗∗ ４８９􀆰 ７５±３７􀆰 ６５∗∗ ３５３􀆰 １９±２４􀆰 ４３∗∗

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 ９８􀆰 ２０±４􀆰 ８１∗∗ ３９５􀆰 ７８±３３􀆰 ０８∗∗ ２９０􀆰 ６６±３２􀆰 ７２∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠

海马 ＣＡ１ 区病理学的影响　 假手术组大鼠海马 ＣＡ１

区神经元数量多， 排列紧密， 形态结构完整， 轮廓

清晰； 与假手术组比较， 模型组大鼠海马 ＣＡ１ 区

神经元数量减少， 排列疏松紊乱， 细胞核深染固

缩， 轮廓模糊， 结构明显异常； 与模型组比较， 各

给药组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元数量增加， 排列紊

乱程度减轻， 细胞核深染固缩改善， 轮廓清晰， 结

构恢复， 见图 ３。
３􀆰 ７　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期大鼠海马

ＣＡ１ 区神经元数量的影响　 假手术组大鼠海马 ＣＡ１

区神经元数量多， 排列紧密， 形态结构完整； 与假
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注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为戊酸雌二醇组， Ｄ ～ Ｆ 分别为二仙二至甘麦大枣汤低、 中、
高剂量组。 黑色箭头表示细胞形态结构完整， 红色箭头表示细胞结构损伤。 标尺 ５０ μｍ。

图 ３　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区病理变化 （ＨＥ 染色， ×２００）

手术组比较， 模型组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元和尼

氏小体数量减少， 排列紊乱； 与模型组比较， 各给

　 　 　

药组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元、 尼氏小体数量增加，
排列紊乱程度减轻， 见图 ４。

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为戊酸雌二醇组， Ｄ～Ｆ 分别为二仙二至甘麦大枣汤低、 中、 高

剂量组。 黑色箭头表示细胞形态结构完整， 红色箭头表示细胞结构损伤。 标尺 ５０ μｍ。

图 ４　 各组大鼠海马 ＣＡ１ 区神经元变化（尼氏染色， ×２００）

３􀆰 ８　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠

海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 蛋白表达的影

响 　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马组织

ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二仙二至甘麦大枣汤低、
中剂量组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 二仙二至甘麦大枣汤高剂量组和戊

酸雌二醇组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 各给药组大鼠海马组织 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃
１β 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 见图 ５、
表 ７。
３􀆰 ９　 二仙二至甘麦大枣汤对围绝经期综合征大鼠

海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达的影

响　 与假手术组比较， 模型组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 各给药组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表

注： Ａ 为假手术组， Ｂ 为模型组， Ｃ ～ Ｅ 分别为二仙二至甘麦

大枣汤低、 中、 高剂量组， Ｆ 为戊酸雌二醇组。

图 ５　 各组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β
蛋白条带

达无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ８。
４　 讨论

围绝经期综合征的症状错综复杂， 临床上以肾

阴阳两虚者较多见［１２］。 《围绝经期综合征病证结合

诊疗指南》 指出， 治疗肾阴阳两虚证的代表方为

二仙汤合二至丸加减［１３］， 二仙汤方中淫羊藿、 仙

茅与巴戟天补助肾阳； 知母、 黄柏滋补肾阴， 清泻
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　 　 　 表 ７　 各组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＮＬＲＰ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＩＬ⁃１β ／ β⁃ａｃｔｉｎ

假手术组 １􀆰 ００±０􀆰 ２３ １􀆰 ００±０􀆰 ２２ １􀆰 ００±０􀆰 ０７

模型组 ２􀆰 ９６±０􀆰 ６０＃＃ ４􀆰 ６４±０􀆰 ８２＃＃ ２􀆰 ６１±０􀆰 ２４＃＃

戊酸雌二醇组 １􀆰 ４１±０􀆰 ３０∗∗ ２􀆰 １７±０􀆰 ３５∗ １􀆰 ３２±０􀆰 １５∗∗

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 ２􀆰 ４３±０􀆰 ５９ ３􀆰 ５６±０􀆰 ４０∗ １􀆰 ９８±０􀆰 ０４∗∗

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 ２􀆰 ２０±０􀆰 ６１ ３􀆰 ０６±０􀆰 ４０∗∗ １􀆰 ８５±０􀆰 １０∗∗

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 １􀆰 ４３±０􀆰 ３２∗∗ ２􀆰 ００±０􀆰 ３２∗∗ １􀆰 ３２±０􀆰 ２２∗∗

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ８　 各组大鼠海马组织 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达比较 ［ｘ±ｓ， Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５）， ｎ＝３］

组别 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＮＬＲＰ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＩＬ⁃１β ／ β⁃ａｃｔｉｎ

假手术组 １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０１ ０􀆰 ９９（０􀆰 ９８，１􀆰 ０１）

模型组 ４􀆰 ８５±０􀆰 ２９＃＃ ２􀆰 ８９±０􀆰 ０８＃＃ ２􀆰 ４３（２􀆰 ３８，２􀆰 ４３） ＃＃

戊酸雌二醇组 １􀆰 ９０±０􀆰 ２４∗∗ １􀆰 ３８±０􀆰 １２∗∗ １􀆰 ２３（１􀆰 １７，１􀆰 ２７）

二仙二至甘麦大枣汤低剂量组 ３􀆰 １１±０􀆰 ２３∗∗ ２􀆰 ４５±０􀆰 １１∗∗ １􀆰 ７５（１􀆰 ６７，１􀆰 ７９）

二仙二至甘麦大枣汤中剂量组 ３􀆰 ００±０􀆰 １７∗∗ ２􀆰 １４±０􀆰 １０∗∗ １􀆰 ６１（１􀆰 ５５，１，６７）

二仙二至甘麦大枣汤高剂量组 ２􀆰 ０５±０􀆰 １４∗∗ １􀆰 ４１±０􀆰 １４∗∗ １􀆰 ３３（１􀆰 １８，１，３５）

　 　 注： 与假手术组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

相火； 当归则可补血和血、 和调冲任［１４］， 而二至

丸方中女贞子补肾滋阴、 养肝明目， 墨旱莲养阴益

精、 凉血止血［１５］。 围绝经期综合征患者大多有焦

虑抑郁、 失眠多梦、 烦躁易怒等精神方面症状， 在

临床辩证论治的过程中常加入甘麦大枣汤， 方中小

麦安神除烦、 养心健脾、 和胃； 甘草中入心脾， 在

补益心脾之余还可缓肝之急； 大枣补脾和胃， 补气

安中［１６］； 龙骨、 牡蛎镇静安神、 潜阳滋阴。 二仙

二至甘麦大枣汤是针对围绝经期女性肾阴阳两虚兼

有心神失养的病机而创制的， 三者合而为一， 发挥

补肾阴阳、 养心安神功效， 临床治疗围绝经期综合

征疗效显著， 能有效缓解患者焦虑、 抑郁、 失眠症

状， 抑制 ＦＳＨ、 ＬＨ 释放， 不良反应少［１７⁃１８］。
现代医学普遍认为， 卵巢功能的衰退、 性激素

水平的降低是导致围绝经期综合征的主要原因。 雌

激素含量降低时由于负反馈调节的存在， ＦＳＨ、
ＬＨ、 ＧｎＲＨ 水平升高， 引起内分泌紊乱［１９］， 还会

引起脂肪重新分布和学习记忆能力下降［２０］。 本研

究中模型组大鼠出现体质量增加、 性激素紊乱和学

习记忆能力受损的现象， 而二仙二至甘麦大枣汤能

使其体质量降低、 性激素水平恢复到相对正常水

平， 学习记忆能力改善。 ＨＥ 染色和尼氏染色结果

表明， 二仙二至甘麦大枣汤可以减轻海马神经元损

伤情况， 具有保护神经元的作用。 本研究结果显

示， ２ 种药物展现出不同的疗效， 戊酸雌二醇在快

速提升性激素水平、 降低炎症因子方面表现出显著

优势， 而二仙二至甘麦大枣汤高剂量组在降低体质

量、 改善学习记忆能力、 调控 ＮＬＲＰ３ 炎症小体通

路关键分子方面呈现出与戊酸雌二醇相当甚至更优

的趋势。
研究表明， 卵巢切除术诱导的雌激素缺乏可激

活 ＮＬＲＰ３ 炎症小体信号通路， 从而引起不同器官

和组织的病理紊乱［２１］； 低水平雌激素环境可激活

ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导围绝经期综合征小鼠抑郁、
焦虑发生［２２］， 还能诱导海马神经炎症损伤， 导致

围绝经期轻度认知障碍［２３］。 ＮＬＲＰ３ 炎症小体是由

ＮＬＲＰ３ 蛋白、 凋亡相关斑点样蛋白 （ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ＣＡＲＤ，
ＡＳＣ） 和胱天蛋白酶⁃１ 前体蛋白共同组成的一种大

分子蛋白复合物［２４］， 一旦被激活就会募集 ＡＳＣ，
进而激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１， 被活化的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 会促进炎

症因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８ 成熟和释放， 诱导炎症反应和

神经元死亡［２５］， 其介导的神经炎症可能是导致围

绝经期综合征大鼠学习记忆下降的机制［２６］。 本研

究发现， 二仙二至甘麦大枣汤可降低海马 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃１β 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达， 以及炎症因

子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１８、 ＴＮＦ⁃α 水平。
综上所述， 二仙二至甘麦大枣汤能改善围绝经
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期综合征大鼠学习记忆能力， 可能与抑制 ＮＬＲＰ３ ／
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ／ ＩＬ⁃１β 信号通路、 减少炎症因子释放、
减轻海马神经元损伤有关。
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