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摘要： 目的　 考察不同炮制程度地黄对小鼠卵巢的影响， 并分析其寒热药性相关成分。 方法　 小鼠随机分为空白组、
生地组、 一晒熟地组、 九晒熟地组、 妈富隆组， 灌胃给予 ４􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 蒸馏水、 不同炮制程度地黄、 １２􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 妈富隆

３０ ｄ， 阴道涂片观察小鼠动情周期， ＨＥ 染色观察卵泡形态并计数， ＩＨＣ 法比较各组 ＦＳＨＲ 表达。 ＨＰＬＣ 法建立地黄指

纹图谱， 多元统计法分析其寒热药性相关成分。 结果　 与空白组、 九晒组比较， 生地组小鼠动情周期延长； 九晒组小

鼠闭锁卵泡较生地组减少， 九晒组小鼠窦前卵泡较空白组增加， 九晒组小鼠窦状卵泡较空白组、 生地组增加； 九晒组

小鼠卵巢 ＦＳＨＲ 表达水平较空白、 生地、 一晒熟地组升高。 九晒熟地与生地、 一晒熟地存在成分差异， １ ～ ４、 ６ 号峰

ＶＩＰ 得分＞１， １～４ 号峰峰面积随炮制增加， ６ 号峰随炮制减少， 其中 １ 号峰为 ５⁃ＨＭＦ。 结论　 九晒熟地性温， 能促进

小鼠卵泡发育， ＦＳＨＲ 可能为其靶点， ５⁃ＨＭＦ 可能为其潜在温性成分。
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　 　 生地黄为玄参科植物地黄 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ Ｌｉｂｏｓｃｈ．
的干燥根， 熟地黄为生地炮制而来。 古籍记载熟地以 “色
黑如漆” 的九蒸九晒熟地 （下文称九晒熟地） 入药为

佳［１］ ， 现今熟地多采用一次性炮制， 包括一次性蒸烘炮制

（下文称一烘熟地） 和一次性蒸晒炮制 （下文称一晒熟

地）。 中医认为肾主生殖， 卵子为生殖之精， 熟地传统功

效为补肾填精［２］ ， 课题组前期证明九晒熟地与一烘熟地对

卵巢排卵的影响不同， 提示地黄未炮制透则会影响卵巢

排卵［３］ 。
生地性寒， 熟地性温， 将生地炮制为熟地的目的是为

了制约生地的寒性， 不同炮制程度的地黄作用物质基础发

生改变［４］ ， 其寒热药性不同， 从而可能使其对卵巢的作用

不同。 为了进一步探究地黄的寒热药性对卵巢的影响， 本

研究将进一步比较生地、 一晒熟地与九晒熟地三种不同炮

制程度的地黄对小鼠卵巢卵泡的影响， 并分析可能与寒热

药性相关的化学成分， 丰富地黄的药性理论研究， 并为地

黄的科学炮制提供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级 ＫＭ 雌性小鼠 ３０ 只， 性成熟， 体质量

（２０±２） ｇ， 购自广州中医药大学实验动物中心， 动物生产

许可证号 ＳＣＸＫ （粤） ２０１８００３４， 动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（粤） ２０１８⁃００８５， 适应性喂养 １ 周， 维持 １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交

替照明， 自由进食饮水。

１􀆰 ２　 试剂与药物　 生地黄购于河南省焦作市武陟县地黄种

植户， 经广州中医药大学中药学院中药鉴定教研室吴文如

副教授鉴定为玄参科植物地黄 Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ Ｌｉｂｏｓｃｈ．
的干燥块根。 苏木素⁃伊红染色液 （北京里根生物技术有限

公司）； ＰＢＳ 粉末 （武汉博士德生物工程有限公司）；免疫

组化笔（福州迈新生物技术开发有限公司）；５⁃羟甲基糠醛、
毛蕊花糖苷（纯度＞９８％ ，北京索莱宝科技有限公司）；ＦＳＨＲ
抗体（杭州华安生物技术有限公司）。 甲醇、甲酸（色谱纯，
德国默克公司）；甲醇（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；福
尔马林（广州永津生物科技有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＬＣ⁃２０ＡＴ 型高效液相色谱仪、 ＳＩＬ⁃２０Ａ 自动进

样器、 ＬＣ⁃２０Ａ 色谱工作站 （日本岛津公司）； ＳＴＰ１２０ 梯度

脱水机、 Ｈｉｓｔｏｓｔａ 石蜡包埋机、 ＨＭ３４０Ｅ 半自动轮转石蜡切

片机、 Ｇｅｍｉｎｉ ＡＳ 自动染色机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；
ＢＸ５３ 生物显微镜 （日本奥林巴斯公司）； ＥＬ２０４ 电子分析

天平 （十万分之一， 瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜 （天津市科亿隆实验设备有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 熟地黄制备 　 取个头相近的生地若干， 洗净表面泥

沙， 以 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ｇ 水润制 ４ ｈ， 蒸制 １２ ｈ， 晒制 ７ ｈ， 为一次

蒸制， 所记为一晒熟地半成品， 重复上述步骤 ８ 次， 得九

蒸九晒熟地半成品， 切成 ２～３ ｍｍ 厚片， 置于 ５０ ℃烘箱中

干燥 ７ ｈ， 即得， 拍照后避光保存于干燥罐中。
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２􀆰 ２　 不同炮制程度地黄对小鼠卵巢的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 药液制备　 取生地或熟地 ２０􀆰 ０ ｇ， 加 １００ ｍＬ 蒸馏

水煎煮 １ ｈ， 滤过， 滤渣加 ５０ ｍＬ 蒸馏水煎煮 ０􀆰 ５ ｈ， 滤过，
合并滤液， 浓缩至 ５０ ｍＬ， 制成质量浓度为 ０􀆰 ４ ｇ ／ ｍＬ 的水

提液。 取妈富隆片 １ 片 （０􀆰 ０８１ ｇ）， 加 ９０ ｍＬ 蒸馏水溶解，
制成质量浓度为 ０􀆰 ９ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。
２􀆰 ２􀆰 ２　 分组与给药　 ３０ 只小鼠随机分为空白组、 生地组、
一晒熟地组、 九晒熟地组、 妈富隆组， 每组 ６ 只， 灌胃给

予 ４􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ 蒸馏水、 不同炮制程度地黄、 １２􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ 妈富

隆， 每天 １ 次， 共 ３０ ｄ。
２􀆰 ２􀆰 ３　 动情周期观察　 给药期间， 每日早晨 ８ 点对小鼠进

行阴道涂片检查［５］ ， 显微镜观察脱落细胞形态， 判断小鼠

所处动情周期阶段。
２􀆰 ２􀆰 ４　 卵巢组织形态学观察 　 处死小鼠， 分离左侧卵巢，
置于福尔马林溶液中固定 ４８ ｈ， 经脱水、 包埋、 切制 ５ μｍ
石蜡切片 （连续切片） 后进行常规 ＨＥ 染色， 在显微镜下

观察每个卵巢样本第 ５ 片切片的卵泡形态， 对窦前卵泡、
窦状卵泡进行计数， 拍照。
２􀆰 ２􀆰 ５　 卵巢组织促卵泡生成素受体 （ＦＳＨＲ） 表达检测 　
小鼠左侧卵巢组织石蜡切片经脱蜡后， 按照相关说明书采

用免疫组织化学法检测 ＦＳＨＲ 表达。
２􀆰 ３　 寒热药性相关成分分析

２􀆰 ３􀆰 １　 对照品溶液制备 　 精密称定对照品 ５⁃羟甲基糠醛

２ ｍｇ、 毛蕊花糖苷 ０􀆰 ５ ｍｇ， ４０％ 甲醇定容于 ２ ｍＬ 量瓶中，
各移取 １ ｍＬ 于 ５ ｍＬ 量瓶中， ４０％ 甲醇稀释并定容至刻度，
即得。

２􀆰 ３􀆰 ２　 供试品溶液制备　 取生地、 熟地饮片剪碎， 精密称

取 １􀆰 ０００ ｇ 至平底烧瓶中， 加入 ４０％ 甲醇 ２０􀆰 ００ ｍＬ 冷浸

２４ ｈ， 滤过， 收集滤液， 移取 １０􀆰 ００ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 量瓶中，
即得。
２􀆰 ３􀆰 ３　 地黄 ＨＰＬＣ 指纹图谱建立　 色谱条件为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８

色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃水
（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸） （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～ １０ ｍｉｎ， ０％ ～ ０􀆰 １％
Ａ； １０～２０ ｍｉｎ， ０􀆰 １％ ～０􀆰 ５％ Ａ； ２０～２５ ｍｉｎ， ０􀆰 ５％ ～ １％ Ａ；
２５～３０ ｍｉｎ， １％ ～ ２％ Ａ； ３０ ～ ４０ ｍｉｎ， ２％ ～ ７％ Ａ； ４０ ～
６０ ｍｉｎ， ７％ ～ １５％ Ａ； ６０ ～ ７０ ｍｉｎ， １５％ ～ ２１％ Ａ； ７０ ～
８０ ｍｉｎ， ２１％ ～３０％ Ａ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃；
检测波长 ２８４ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ４　 多元统计分析　 将不同炮制程度地黄 ＨＰＬＣ 指纹图

谱共有峰数据导入 ＳＩＭＣＡ １４􀆰 １􀆰 ０ 多元统计分析软件， 进行

偏最小二乘判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）， 分析 ＶＩＰ 得分＞１ 的成

分， 比较其在不同炮制程度地黄中的变化。
２􀆰 ４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 统计软件进行处理， 数

据以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采

用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同炮制程度地黄对小鼠动情周期的影响　 阴道涂片

结果见图 １Ａ。 如图 １Ｂ 所示， 给药前各组小鼠动情周期无

明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 如图 １Ｃ 所示， 给药后与空白组比

较， 九晒熟地对小鼠动情周期无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 而

生地、 妈富隆有所延长 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与九晒组比较， 生地、
妈富隆可延长小鼠动情周期 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 黑色圆圈为有核上皮细胞， 黑色箭头为无核角化上皮细胞， 红色圆圈为白细胞。 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；

与九晒熟地组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组小鼠动情周期变化 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ２　 不同炮制程度地黄对卵泡形态及数量的影响 　 卵巢

ＨＥ 染色结果 （×２００） 见图 ２Ａ。 如图 ２Ｂ 所示， 各组闭锁卵

泡与空白组比较无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 而九晒组闭锁卵

泡较生地组、 妈富隆组减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 如图 ２Ｃ 所示， 九

晒组窦前卵泡较空白组增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 如图 ２Ｄ 所示， 九

晒组较生地组和空白组窦状卵泡增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与九晒熟地组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠卵巢组织切片及卵泡数量 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

３􀆰 ３　 不同炮制程度地黄对卵巢组织 ＦＳＨＲ 表达的影响　 如

图 ３ 所示， 九晒组 ＦＳＨＲ 表达较生地组、 一晒熟地组、 妈

　 　 　 　

富隆组增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 九晒熟地组、 一晒熟地组、 妈富

隆组 ＦＳＨＲ 表达较空白组增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与九晒熟地组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组小鼠卵巢组织 ＦＳＨＲ 表达水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 寒热药性相关成分分析 　 ３ 种炮制程度地黄在 ２０５、
２８４ ｎｍ 波长处， 共标定 ９ 个共有峰， 见图 ４。 在用于分析

九晒熟地与生地之间成分差异的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型中， Ｒ２Ｘ ＝
０􀆰 ９９０， Ｒ２Ｙ＝ ０􀆰 ９９６， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９９３； 在用于分析九晒熟地与一

晒熟地之间成分差异的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型中， Ｒ２Ｘ ＝ ０􀆰 ８４５，
Ｒ２Ｙ＝ ０􀆰 ９８１， Ｑ２ ＝ ０􀆰 ９７３。 九晒熟地聚为一类， 生地聚为一

类 （图 ５Ａ）； １～４ 号峰的 ＶＩＰ 得分＞１ （图 ５Ｂ）； 一晒熟地

聚为一类， 九晒熟地聚为一类 （图 ５Ｃ）； １ ～ ４、 ６ 号峰 ＶＩＰ
得分＞１ （图 ５Ｄ）。 另外， １～ ４ 号峰峰面积随炮制程度加深

增加， ６ 号峰随炮制程度加深峰面积减少， 见图 ６。
４　 讨论

卵巢是女性主要的生殖器官， 为水火之脏， 卵子的顺

利发育、 排出与肾中阴阳的顺利转化有关［６⁃７］ 。 动情周期是

雌性哺乳动物性成熟后， 生殖器官发生增生退化的周期性

变化， 动情周期延长或停滞提示排卵受影响［８］ ， 本研究中，
生地延长小鼠动情周期， 而一晒熟地、 九晒熟地对小鼠动

情周期无影响， 说明熟地性温， 入肾经能够顺应肾中阴阳

转化， 使卵子顺利排出， 而生地性寒， 入肾经不利肾中阴

阳转化， 导致排卵推迟。
卵巢中卵泡在排卵前的发育需经历窦前卵泡、 窦状卵

泡等的一系列过程， ＦＳＨＲ 在卵泡的发育过程中有重要作

用， ＦＳＨＲ 与其配体促卵泡生成素 （ＦＳＨ） 结合， 可以激活

多种酶促反应， 促进卵巢中性激素的合成， 从而促进卵泡

发育［９］ 。 高表达 ＦＳＨＲ 的卵泡， 在卵泡募集、 选择的阶段，
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注： Ａ～Ｂ 中 ＲＲＲ 为生地， ＳＤＰＲＲ１ 为一晒熟地， ＳＤＰＲＲ９ 为九晒熟地； Ｃ、 Ｄ 分别为 ２８４ ｎｍ、
２０５ ｎｍ 下对照品； Ｅ 为 ４０％ 甲醇的 ＨＰＬＣ 谱图。

图 ４　 ３ 种炮制程度地黄 ＨＰＬＣ 指纹图谱

图 ５　 多元统计分析

即使在 ＦＳＨ 水平低的情况下， 亦能利用低水平 ＦＳＨ， 促进

卵泡的发育， 而低表达 ＦＳＨＲ 的卵泡则不能顺利发育， 最

终趋于闭锁［１０］ 。 本实验中， 九晒熟地较空白组增加小鼠卵

巢窦前卵泡、 窦状卵泡的数量， 而生地、 一晒熟地与空白

组比较对窦前卵泡、 窦状卵泡无影响， 且九晒熟地较生地

组窦状卵泡数量增加， 可能是由于九晒熟地性温， 补肾填

精而够促进卵泡发育， 而生地性寒， 一晒熟地的温热药性

不及九晒熟地， 故未表现出促进卵泡发育的作用， 说明地

黄的寒热药性会影响地黄对卵巢排卵的作用。 九晒熟地组

小鼠卵巢组织 ＦＳＨＲ 表达高于空白组、 生地组、 一晒熟地

组小鼠， 提示 ＦＳＨＲ 可能是九晒熟地促进排卵的靶点之一。
炮制改变中药的物质基础， 为探究九晒熟地中区别于

生地、 一晒熟地的温性成分， 本研究采用了色谱法结合多

元统计分析方法。 该方法是利用降维的思想， 根据化合物

的色谱信息， 选取与化合物最相关的特征来参与分类， 能

够最大程度简化具有众多复杂化学变量的样本［１１］ 。 结果显

示 １ ～ ４ 号峰、 ６ 号峰为九晒熟地区别于生地、 一晒熟地的

主要差异成分。 １～ ４ 号峰其随炮制程度加深而增加， 在九
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图 ６　 地黄 ＨＰＬＣ 共有峰峰面积变化

晒熟地中含量最高， 可能为九晒熟地中的温性成分， 其中 １
号峰为 ５⁃羟甲基糠醛。 ５⁃羟甲基糠醛是由糖类、 氨基酸在

炮制过程中经美拉德反应生成的化合物， 如党参［１２］ 、 女贞

子［１３］等药材经过炮制后 ５⁃羟甲基糠醛含量增加， 其被认为

可能是引起这些中药炮制前后寒热药性发生改变的成分

之一。
综上所述， 不同炮制程度地黄寒热药性不同， 对卵泡

发育的影响不同， 九晒熟地性温， 能促进卵泡发育， ＦＳＨＲ
为其作用靶点之一， ５⁃羟甲基糠醛可能为九晒熟地区别于

生地、 一晒熟地的温性成分之一。
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