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地黄苦苷元的雌激素样活性筛选研究

赵莹莹 1, 陈 燕 1, 韩杜菀 1, 单增福 1, 李 孟 1, 冯卫生 1,2, 郑晓珂 1,2*

(河南中医药大学 1. 药学院, 2. 呼吸疾病诊疗与新药研发河南省协同创新中心, 河南 郑州 450046)

摘要: 探讨地黄苦苷元 (rehmapicrogenin) 的植物雌激素活性及其作用机制。采用小鼠子宫增重实验和MCF-7

细胞增殖实验对地黄苦苷元进行雌激素样活性筛选。动物实验操作符合中华人民共和国“实验动物管理条例”。

Western blot法检测子宫组织雌激素受体表达量, ELISA法检测小鼠血清雌二醇 (E2)、黄体生成素 (LH)、卵泡刺激素

(FSH) 水平的变化。采用特异性雌激素受体拮抗剂 (ICI182,780)、雌激素受体 α阻断剂 (MPP)、雌激素受体 β阻断剂

(THC)、雌激素膜受体GPR30阻断剂 (G15) 进行MCF-7细胞增殖拮抗实验探讨其作用机制。结果表明, 地黄苦苷

元 (50 mg·kg-1) 显著提高性未成熟小鼠子宫指数 (P<0.05), 显著降低血清卵泡刺激素 (FSH)、黄体生成素 (LH) 的水

平 (P<0.01); 地黄苦苷元 (6和 8 μmol·L-1) 能极显著促进MCF-7细胞增殖 (P<0.01), 且其对MCF-7细胞的促增殖作

用可被 ICI182,780、MPP、G15拮抗; Western blot结果显示, 地黄苦苷元能显著增加小鼠子宫ERα、GPR30表达。本

研究结果表明地黄苦苷元具有雌激素样活性, 且通过ERα、GPR30共同介导。
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Evaluation of the estrogenic effects of rehmapicrogenin
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Abstract: This study offers preliminary insight into the phytoestrogen activity and mechanism of rehmapi‐

crogenin. In this study, we characterized the estrogenic activity of rehmapicrogenin using immature female mice

in vivo and MCF-7 cell proliferation assay in vitro. All the procedures for the care of the mice were conducted

in accordance with the Regulations of Experimental Animal Administration issued by the State Committee of

Science and Technology of the People’s Republic of China. Uterine wet weight/body mass ratios, Western blot

assay for estrogen receptor, and serum estrogen levels of estradiol (E2), luteinizing hormone (LH) and follicle

stimulating hormone (FSH) were investigated. The effects of rehmapicrogenin, and the estrogen receptor antagonist

ICI182,780, the estrogen receptor alpha antagonist MPP, the estrogen receptor beta antagonist THC, the G-protein

coupled receptor 30 antagonist G15 combined with rehmapicrogenin on cell proliferation were examined in

MCF-7 cells. Rehmapicrogenin (50 mg · kg-1) treatments demonstrated significant estrogenic activity by promoting

the development of uterus in immature female mice, as well as increasing the expression of estrogen receptor

alpha (ERα) and G-protein coupled receptor 30 (GPR30) at the protein level in uterus, and decreasing FSH and

LH compared with the control group. Meanwhile, rehmapicrogenin (6 and 8 μmol · L-1) promoted the proliferation
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of MCF-7 cells, which were significantly antagonized by ICI182, 780, MPP and G15. This study demonstrates

rehmapicrogenin exerts estrogenic effects through ERα and GPR30.
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雌激素为甾体类化合物, 具有广泛的生物活性, 不

仅在女性生殖器官的发育、第二性征的维持中起着重

要的作用, 而且对骨质代谢、脂类代谢、心血管和神经

系统等也有重要作用[1]。妇女绝经后卵巢功能衰竭 ,

体内雌激素水平下降, 产生一系列相关的症状和并发

症, 如潮热、骨质疏松、心血管疾病等, 而长期的雌激素

替代治疗可能会增加乳腺癌、子宫内膜癌的危险性, 植

物雌激素因其不良反应小而引起广泛关注。植物雌激

素是指存在于植物中, 分子结构和药理作用与雌激素

相似的化合物。植物雌激素的雌激素样作用是双重

的: 在体内雌激素水平低于正常水平时发挥类雌激素

作用, 在绝经期症状的防治、癌症的治疗、心血管系统

的保护、骨质疏松的缓解与治疗等方面发挥重要作用;

当体内雌激素水平较高时, 可产生雌激素拮抗作用, 抑

制乳腺增生、子宫肌瘤等病症的恶化[2]。因此, 人们又

把植物雌激素的这种作用称为“选择性雌激素受体调

节剂”(selective estrogen receptor modulators, SERMs),

其临床价值受到众多学者的关注, 找寻疗效显著的植

物雌激素也成为研究的热点。

许多中药中的植物药被广泛应用于妇女保健和妇

科病症的治疗, 如淫羊藿、丹参和黄芪[3-5]等, 其中所含

的植物雌激素发挥的药效不容忽视。地黄为中国传统

草药, 归肝肾经, 始载于《神农本草经》, 列为上品。目

前有关地黄的化学成分及药理活性的研究已广泛且深

入, 地黄主要的化学成分为环烯醚萜及其苷类、紫罗兰

酮类、糖类、氨基酸类、挥发油类和无机盐类等[6]; 现代

药理活性研究表明, 地黄具有止血、提高机体免疫功

能、改善中枢神经系统、保护肾脏器官、降血糖、抗衰

老、抗炎、抗骨质疏松等作用[7]。研究报道, 六味地黄

丸具有雌激素样活性, 并能在一定程度上改善卵巢功

能[8]。本课题组前期对生地黄雌激素样活性进行筛选

发现其能增加性未成熟小鼠子宫指数, 具有雌激素样

活性[9]。同时, 从生地黄中分离出了较多的地黄苦苷

元, 目前尚未有关地黄苦苷元雌激素样活性的报道。

本研究以地黄苦苷元为研究对象, 通过观察地黄苦苷

元对性未成熟小鼠子宫及对MCF-7细胞增殖作用的

影响, 以期探讨地黄苦苷元是否为生地黄发挥雌激素

样作用的物质基础, 并研究其雌激素样活性及作用机

制, 为开发利用植物雌激素的新药源奠定理论基础。

材料与方法

药物与试剂 地黄苦苷元由本实验室自制。生地

黄购自河南省温县, 经河南中医药大学董诚明教授鉴

定为玄参科植物地黄 (Rehmannia glutinosa Libosch.)

的干燥块根; 经提取和分离得到地黄苦苷元[10], 纯度为

95%, 分子量为 184.11; 戊酸雌二醇片 (拜耳医药 , Ev,

动物实验阳性药); 17-β雌二醇 (17-βE2, 细胞实验阳性

药)、特异性雌激素受体拮抗剂 (faslodex, ICI182,780)、

雌激素受体α阻断剂 (methylpiperidino-pyrazole, MPP)、

雌激素受体 β阻断剂 (Delta (9)- tetrahydrocannabinol,

THC)、特异性雌激素受体拮抗剂 (G15) (Sigma公司);

DMEM高糖培养基 (Gibco公司); 胎牛血清 (浙江天杭

生物科技股份有限公司);无酚红DMEM、葡聚糖-活性炭

去激素胎牛血清 (Hyclone 公司); 雌二醇 (estradiol,

E2)、黄体生成素 (luteinizing hormone, LH)、卵泡刺激

素 (follicle stimulating hormone, FSH) ELISA试剂盒 (苏

州卡尔文生物科技有限公司); estrogen receptor alpha

(ERα ) 抗体、estrogen receptor beta (ERβ ) 抗体、G-

protein coupled receptor 30 (GPR30) 抗体 (Abcam 公

司); β-Actin抗体 (武汉爱博泰克生物科技有限公司)。

仪器 iMarkTM 型酶标仪、半干转膜仪、电泳仪

(BIO-RAD公司); 超净工作台 (江苏苏净集团); 化学发

光仪 (Beckman Coulter 公司); 高速低温冷冻离心机

(Thermo Fisher Scientific公司); 二氧化碳培养箱 (STIK

公司); 倒置显微镜 (NIKON ECLIPSE TS100)。

小鼠子宫增重实验 本研究按照中华人民共和

国国家科学技术委员会颁布的“实验动物管理条例”

进行, 所有操作符合动物饲养管理和使用指南。选用

昆明种小鼠 30只, 刚断乳 (21天), 清洁级, 雌性, 体重

9～12 g, 购自北京维通利华实验动物技术有限公司

[许可证号: SCXK (京) 2016-0011], 饲养于河南中医药

大学动物研究中心。保持平均室温在 (22±2) ℃, 自由

进食饮水, 动物房明暗交替 12 h∶12 h, 动物适应环境

3天后进行实验。随机分为正常组灌胃蒸馏水 (0.02

mL·kg-1), 阳性药组灌胃戊酸雌二醇 (0.33 mg·kg-1), 地

黄苦苷元组灌胃地黄苦苷元混悬液 (50 mg·kg-1), 每组

10只, 给药 7天, 取血后颈椎脱臼处死动物, 解剖并摘

取子宫称重 , 计算子宫指数 , 子宫指数=子宫湿重/体

重×100%。

MCF-7细胞增殖实验 MCF-7细胞购自中国医
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学科学院基础医学研究所细胞资源中心。MCF-7细

胞经含 5% 去雌激素血清的无酚红 DMEM 培养 1 周 ,

除去内源性雌激素的干扰, 取对数生长期细胞, 以每毫

升 2×104个细胞接种于 96孔板, 每孔 200 μL, 待细胞贴

壁后, 换为含药培养基继续培养 24 h, MTT法检测药

物对细胞活力的影响 , 结果以吸光度 (A) 和增殖率

(PR%) 表示 , PR%=A实验组/A对照组×100%。实验独立平

行重复3次。

MCF-7细胞增殖拮抗实验 实验方法同“MCF-7

细胞增殖实验”, 其中给药培养时 , 拮抗剂组在给药

前 2 h 加 ICI182,780 (0.01 μmol · L-1), 给药前 0.5 h 加

MPP (0.01 μmol · L-1)、THC (0.01 μmol · L-1)、G15 (0.01

μmol·L-1)。同“MCF-7细胞增殖实验”检测细胞活力。

ELISA法检测血清E2、、FSH、、LH 小鼠颈椎脱臼

处死前摘眼球取血, 血液室温静置 1 h后, 3 000 r·min-1

离心 10 min, 取上清。按照ELISA试剂盒说明书操作

检测E2、FSH、LH水平。

Western blot法检测小鼠子宫ERα、、ERβ、、GPR30

蛋白表达 将小鼠子宫组织按照总蛋白提取试剂盒提

取各组子宫总蛋白, 用BCA蛋白定量试剂盒测定总蛋

白的浓度。以每孔上样量相同为前提, 经聚丙烯凝胶

酰胺电泳后, 电转膜至 PVDF膜上, 室温下 5%脱脂奶

粉封闭 1.5 h, 加入一抗ERα (1∶1 000)、ERβ (1∶1 000)、

GPR30 (1∶1 000), 4 ℃孵育过夜, 用PBST洗膜 5次, 每

次 5 min, 避光孵育二抗 (1∶20 000) 1 h, PBST 洗膜 3

次, 每次 5 min, 最后用 PBS洗 5 min, 待膜干后用近红

外荧光显影。

统计学处理 实验结果以 x̄±s 表示 , 采用 SPSS

17.0软件中的相应程序处理数据, 各组数据采用单因

素方差分析 (one-way ANOVA) 后, 组间比较应用 t检

验。P<0.05为统计学差异有显著性, P<0.01为统计学

差异有极显著性。

结果

1 地黄苦苷元对性未成熟小鼠子宫指数的影响

与正常组 (0.053 62 ± 0.012 61) 相比, 0.33 mg·kg-1

阳性药戊酸雌二醇极显著增加性未成熟小鼠的子宫指

数 (0.152 6 ± 0.025 94, P<0.01), 地黄苦苷元在剂量为

50 mg · kg-1 时能显著诱导子宫指数增加 (0.078 85 ±

0.015 56, P<0.05), 说明地黄苦苷元在体内具有雌激素

样活性。

2 地黄苦苷元对血清E2、FSH、LH的影响

与正常组相比, 50 mg · kg-1地黄苦苷元能极显著

降低 FSH、LH的水平 (P<0.01), 但对E2没有显著影响;

阳性药戊酸雌二醇能显著增加 E2的水平 , 显著降低

FSH及LH的水平 (P<0.05或P<0.01)。见表1。

3 地黄苦苷元对小鼠子宫ERα、ERβ和GPR30表达

的影响

Western blot结果显示, 50 mg · kg-1地黄苦苷元能

极显著促进ERα和GPR30的表达 (P<0.01), 但对ERβ

表达影响较小; 阳性药戊酸雌二醇能显著促进 ERα、

ERβ和GPR30的表达 (P<0.01)。如图1。

4 地黄苦苷元对MCF-7细胞促增殖作用

与正常组相比 , 地黄苦苷元在浓度为 6 和 8

μmol · L-1给药 24 h 时能极显著促进 MCF-7 细胞增殖

(P<0.01), 说明地黄苦苷元在体外具有雌激素样活性;

阳性对照组 17β-E2能极显著地促进MCF-7细胞增殖

(P<0.01)。见表2。

5 ICI182, 780、MPP、THC、G15 对地黄苦苷元促

MCF-7细胞增殖的影响

与正常组相比, 6和 8 μmol·L-1地黄苦苷元能显著

促进细胞增殖, ICI182,780 (0.01 μmol ·L-1)、MPP (0.01

μmol·L-1) 及G15 (0.01 μmol·L-1) 能拮抗地黄苦苷元促

MCF-7细胞增殖的作用, 但THC (0.01 μmol·L-1) 不能拮

抗地黄苦苷元对MCF-7细胞的促增殖作用; 阳性对照

组17β-E2对MCF-7细胞的促增殖作用能被 ICI182,780、

MPP、THC 及 G15 拮抗。ICI182,780、MPP、THC、G15

对 10 μmol ·L-1地黄苦苷元作用于MCF-7细胞增殖无

影响。如图2。

Table 2 Effect on MCF-7 cell proliferation culturing with rehma‐

picrogenin for 24 h. n = 4, x̄ ± s.**P<0.01 vs control. 17β-E2: 17β-

Estradiol

Group
Control
17β-E2

Rehmapicrogenin

Dose/μmol·L-1

-
0.01
2
4
6
8

10

Cell viability
0

21.30**

1.670
9.725

14.85**

15.32**

6.328

Table 1 Effect on estradiol (E2), follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH) after 7 days oral administration on

rehmapicrogenin. n = 10, x̄ ± s. **P<0.01 vs control. Ev: Estradiol valerate, the positive group

Group
Control
Ev
Rehmapicrogenin

Dose/mg·kg-1

-
0.33

50

E2

42.66±3.784
58.46±7.101**

40.33±6.063

FSH
32.68±6.336
24.99±3.164**

23.29±3.753**

LH
8.935±0.7599
7.213±0.5417**

6.227±0.6281**
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讨论

雌激素在游离状态才具有生物学效应, 游离雌激

素通过被动扩散或特异性主动转运进入靶细胞, 与雌

激素受体结合发挥生物学效应。雌激素受体主要包括

ERα、ERβ[11,12]及GPR30[13]。植物雌激素在结构和功能

上与雌激素类似, 因其与雌激素相比不良反应小, 近年

来成为研究的热点。地黄是中医临床最常用的中药之

一, 在妇科用于调经、改善绝经前后诸症等。课题组前

期研究表明生地黄具有雌激素样活性[9], 为进一步探

讨其发挥雌激素样作用的物质基础, 本研究对生地黄

主要成分之一地黄苦苷元进行研究。

采用小鼠子宫增重实验[14]对地黄苦苷元进行雌

激素样活性筛选, 其原理是雌激素或雌激素样物质与

子宫组织雌激素受体结合 , 使子宫组织的诱导蛋白

(induced protein, IP) 含量增加 , 子宫组织增生变厚而

使子宫增重[15]; 地黄苦苷元 (50 mg · kg-1) 与戊酸雌二

醇均能显著增加小鼠子宫指数, 但戊酸雌二醇组小鼠

出现子宫水肿现象, 表明地黄苦苷元与戊酸雌二醇产

生的雌激素效应仍有较大差异, 认为地黄苦苷元在性

未成熟小鼠体内发挥弱雌激素样作用。实验结果显

示, 地黄苦苷元能激活雌激素受体 ERα和 GPR30, 但

对 ERβ无影响 , 提示其雌激素样作用通过 ERα和

GPR30介导, 这与Hall等[16]报道的ERβ要在完全激动

剂作用下才能被激活, 而ERα可以被激动剂和部分激

Figure 1 Effect on the expression of estrogen receptor alpha (ERα), estrogen receptor beta (ERβ) and G-protein coupled receptor 30

(GPR30) in uterus after 7 days oral administration with rehmapicrogenin (50 mg · kg-1). A: Protein expression levels of ERα, ERβ and

GPR30 as determined using Western blot; B-D: Histogram analysis of the protein expression levels of ERα (B), ERβ (C), GPR30 (D). n = 3,

x̄ ± s. **P<0.01 vs control

Figure 2 Effect of ICI182,780 (ICI, A), methylpiperidino-pyrazole (MPP, B), delta (9)- tetrahydrocannabinol (THC, C) and G15 (D) on

MCF-7 cell proliferation. n = 4, x̄ ± s. **P<0.01 vs control
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动剂 (如SERMs) 激活相符; 地黄苦苷元能调节体内性

激素的水平, 显著降低FSH、LH, 可能是通过与下丘脑

雌激素受体结合 , 调节下丘脑-垂体-卵巢轴而抑制

FSH和LH的水平, 但其对E2无影响, 推测可能与给药

时间有关。

人乳腺癌细胞系 (MCF-7细胞) 是雌激素受体阳

性的细胞系, 富含雌激素受体, 对雌激素或雌激素类活

性物质非常敏感, 雌激素或雌激素类活性物质能显著

诱导该细胞的增殖, 因此MCF-7细胞已被广泛用于筛

选和评价植物雌激素的活性[17]。6和 8 μmol ·L-1地黄

苦苷元对MCF-7细胞有促增殖作用并能被特异性雌

激素受体拮抗剂 ICI182,780[18]和膜受体GPR30阻断剂

G15[19]拮抗, 提示地黄苦苷元在体外具有激素样活性,

且是通过经典 ER和GPR30共同介导的; 为进一步探

究其机制, 采用雌激素受体 α阻断剂MPP[20]和雌激素

受体 β阻断剂 THC[21]进行MCF-7细胞增殖拮抗实验,

MPP明显抑制地黄苦苷元的促增殖作用, THC对其无

影响 , 提示地黄苦苷元促 MCF-7 细胞增殖由 ERα和

GPR30 共同介导 , 这与动物实验结果相符。李建民

等[22]研究表明高浓度植物雌激素可以抑制MCF-7细

胞增殖 , 本实验结果显示 10 μmol · L-1地黄苦苷元对

MCF-7细胞有促增殖的趋势, 但无显著性差异, 这可

能与植物雌激素的双向调节作用有关。

本研究结果表明, 地黄苦苷元具有雌激素样活性,

可归为植物雌激素, 为生地黄发挥雌激素样作用的物

质基础之一。这一结果为指导临床用药及围绝经期妇

女保健用药提供了理论依据。
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