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摘要　　本文目的是进行GnRH脉冲模式对FSH分泌影响的研究。用GnRH以不同的脉冲振

幅、不同的频率对 GTH 细胞进行刺激后, 检测 FSH 的 24 h 分泌量。结果表明, FSH 的 24 h 分泌

量, 以频率为 120 min、振幅 20 nmol/L时的GnRH脉冲模式为最高, 并且随着GnRH刺激频率的增

快或减慢, FSH 的分泌量均呈逐渐减少趋势。所以, GnRH 脉冲频率本身就是一个调控信号, 不同

脉冲频率 GnRH 对 FSH 表达有着明显不同的影响, 在相同振幅条件下, 低频脉冲刺激(120 min 间

隔)时 FSH 的分泌达到高峰。
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成年动物的生殖能力主要依赖于下丘脑-垂体-
性腺轴的建立和完善, 垂体处于轴系的中间环节, 分
泌的垂体促性腺激素(gonadotrophic hormone, GTH)
是参与生殖的重要激素。促性腺激素细胞分泌的促

卵泡激素(follicle stimulating hormone, FSH)和黄体生

成素(luteinizing hormone, LH)在哺乳动物生殖调控中

占据中心地位, 它们一方面与性腺内各自受体结合,
直接参与性腺功能的调控, 另一方面又接受中枢神经

系统和内分泌系统的调节。长期以来, 国外很多学

者如 Childs[1]、Burger [2]、Shrim[3]、Reichler [4]、

Lisowski[5]、Lopot[6]、Bastings[7]、Weiner[8]等在相

关方面已经做了大量研究。促性腺激素释放激素

(gonadotropin-releasing hormone, GnRH)是由下丘脑

神经元分泌的一种含10个氨基酸的肽类激素, GnRH
最重要的生理功能是作为生理系统的一种关键性神

经调节物质, 它以脉冲方式分泌, 在垂体前叶内作用

于促性腺激素分泌细胞, 刺激 LH 及 FSH 的分泌, 从
而对生殖轴起作用, 调节性腺内配子形成和激素功

能。在本文实验中, 重点进行GnRH脉冲频率对FSH
分泌影响的研究。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1  实验动物        4月龄雌性Wistar大鼠由吉林大

学基础医学院实验动物中心提供。

1.1.2  主要试剂和仪器        GnRH(Sigma); FSH 酶联

ELISA检测试剂盒(RapidBio Lab); RPMI 1640 培养

基(Gibco); 酶标仪(Tencan); 生物安全柜(Thermo
Forma); CO2 细胞培养箱(Kendro)。
1.2  方法

1.2.1  垂体前叶细胞的体外原代培养        参考

Guillemin[9]的方法做适当修改。取大鼠, 麻醉, 心脏

采血后断头, 将头浸于 75% 的酒精中消毒。在生物

柜中, 打开颅骨找到脑垂体, 挑去神经垂体, 取出腺

垂体, 将其放入 4℃的 5 ml 0.3% BSA-CMF Hanks液
中。用 0.3% BSA-CMF Hanks 漂洗 2 次, 剪成不大

于1 mm×1 mm×1 mm大小的腺垂体肉糜。以1 000 r/min
离心 5 min, 沉淀用 2 ml 0.25% 胶原酶 II-CMF Hanks
液重新悬浮, 吹打。将离心管放入 37℃, 5% CO2 培

养箱中静置 30 min 消化, 每 10 min 吹打一次。终

止消化。用滤网过滤, 用台盼蓝计算细胞成活率, 成
活率 9 0 % 以上才可以进行接种。将细胞调整到

1×106 个 /ml, 接种在 96 孔板经过 L-poly-lysine 包被

的细胞孔中, 每孔加 100 μl细胞悬液。37℃, 5% CO2

培养箱培养。

1.2.2  确定 GnRH 脉冲最佳振幅宽度        在 96 孔细
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胞培养板里对垂体前叶细胞进行 GnRH 脉冲刺激。

设 7种 GnRH脉冲振幅高度(GnRH浓度): 0 nmol/L、
0.1 nmol/L、1.0 nmol/L、10 nmol/L、100 nmol/L、
500 nmol/L、1 000 nmol/L; 每种浓度设 4 种脉冲频

率: 分别为间隔 30 min、60 min、120 min、240 min;
每种频率再分为三个振幅宽度(GnRH作用持续时间):
10 min、20 min、30 min (图 1)。每种脉冲方式

(振幅高度、宽度、持续时间)均连续刺激 24 h, 分
别收集每种脉冲方式所得的细胞培养液, 用 FSH 酶

联ELISA检测试剂盒检测并计算出每个细胞培养孔

中 FSH 浓度, 从而算出每孔中 FSH 含量。再将每孔

中细胞分别消化, 计数, 得到每孔细胞数。这样可

以计算得到相应细胞培养孔中平均细胞 FSH 分泌

量。在细胞培养孔加入和吸出液体时, 要轻柔操作,
消化的时间也要把握好, 以避免损伤细胞。

1.2.3  确定GnRH脉冲最佳振幅高度和频率        根据

1.2.2的实验结果, 确定GnRH的作用时间(振幅宽度)
为 30 min, 作用浓度(振幅高度)确定为 5 nmol/L、

20 nmol/L、50 nmol/L、80 nmol/L 四种, 在此基础

上, 设计 4 种脉冲频率, 分别为间隔 30 min、60 min、
120 min、240 min 刺激一次。每种脉冲方式均连续

刺激 24 h, 收集细胞培养液, 重复 5 次。用 FSH 酶

联 ELISA检测试剂盒检测并计算 FSH 浓度, 得到相

应细胞培养孔中平均细胞FSH分泌量。检测在每一

种 GnRH 脉冲振幅的高度下, 频率变化时, 细胞的

FSH 的平均分泌量。比较分析, 从而确定最佳脉冲

振幅高度和频率。

1.2.4  数据处理与统计分析        采用生物统计软件

SPSS12.0 对数据进行统计分析, 数值用 mean±SE
表示。

2   结果
2.1  确定 GnRH 脉冲最佳振幅宽度

图 2表示在脉冲频率相同、振幅高度相同、振

幅宽度不同下的FSH分泌的比较。由图2可以看出,
只要在频率相同、振幅高度相同的 GnRH脉冲刺激

下, 大鼠垂体细胞在体外分泌 FSH 能力在振幅宽度

为 30 min时是最高的。所以确定振幅宽度是30 min。
2.2  确定 GnRH 脉冲最佳振幅高度和频率

图 3表示在四种不同频率GnRH脉冲下FSH的

24 h 分泌量(ng/100 cells)。由图 3 看出, FSH 的 24
h分泌量, 以频率为30 min, 振幅20 nmol/L时的GnRH
脉冲模式为最高(与其它组别比, P＜0.05或P＜0.01)。

3   讨论
GnRH是性腺轴上的最高一环, 主要由下丘脑促垂

体区肽能神经元分泌, 进入垂体门脉系统, 刺激垂体前

叶促性腺激素细胞合成释放 FSH 和 LH。Clarke[10]、

Levine[11]等研究, 下丘脑GnRH间歇地释放到垂体门

脉循环中, 进而调节 LH 和 FSH 的脉冲式分泌。体

外的情形已有许多报道证实是与体内相似的[12~14]。

在本实验中, 为了摸索在体外 LH 应答的最佳

GnRH 脉冲方式, 我们进行了不同频率、不同振幅

GnRH刺激下FSH的应答实验。在有关资料的GnRH
灌流[13,14]实验中, GnRH 作用时间是 10 min 左右, 但
是考虑在本实验里, 在相同浓度的GnRH作用时, 作
用时间是30 min时, FSH的分泌比其它时间(10 min、
20 min)高, 所以最后确定 30 min 为最佳振幅宽度。

而在频率一定, 幅宽相同的时候, 1 nmol/L ~100 nmol/L
幅高时, FSH 的分泌量最大。这个结果表明, 适合

于 FSH幅高是在 1 nmol/L ~100 nmol/L之间, 再参考

图 1　GnRH 脉冲方式示意图

脉冲频率 1: 间隔 30 min 刺激 1 次; 脉冲频率 2: 间隔 60 min 刺激 1
次; 脉冲频率 3: 间隔 120 min 刺激 1 次; 脉冲频率 4: 间隔 240 min
刺激 1 次。每种频率有不同的振幅。其中 GnRH 浓度(振幅高)设
为 0 nmol/L、0.1 nmol/L、1.0 nmol/L、10 nmol/L、100 nmol/L、
500 nmol/L 和 1 000 nmol/L 7 种，GnRH 作用的持续时间(振幅

宽)设为 10 min、20 min、30 min 3 种。

Fig. 1　The diagram of the GnRH pulse mode
The first frequency: at the intervals of 30 min; The second frequency:
at the intervals of 60 min; The third frequency: at the intervals of
120 min; The fourth frequency: at the intervals of 240 min. At
each frequency, different amplitude of vibration was devised, the
height of which (the concentration of GnRH) was respectively 0
nmol/L, 0 .1 nmol/L, 1.0 nmol/L, 10 nmol/L, 100 nmol/L, 500
nmol/L and 1 000 nmol/L and the width of which (the functioning
duration of GnRH ) was respectively 10 min, 20 min and 30 min.
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谢衷明等的实验数据[12,13], 尤其是Kaiser 等[14]的实验,
在这些实验中, GnRH 的振幅在 5 nmol/L ~25 nmol/L
之间(有的使用 25 ng/ml, 由于 GnRH 的分子量是

1.182 kDa, 所以换算过来, 也在这个范围), Kaiser 等
的实验认为刺激FSH分泌的最佳振幅是20 nmol/L和

120 min。在进一步确定幅高和频率的实验中, 确定

幅高为 5 nmol/L、20 nmol/L、50 nmol/L、80 nmol/L,
由于在第 1个实验中设了阴性对照组, 并且其数值和

施药组相比, 相差太远, 所以第2个实验不设0 nmol/L

实验组。从实验结果可以看到, 无论用哪个浓度的

GnRH刺激, 在同一振幅的情况下, 以120 min的频率

刺激时, 平均每个细胞FSH的分泌量显著高于其他频

率, 其中又以浓度为 20 nmol/L的GnRH刺激时, FSH
分泌量最高。文献资料报导[11,15,16], 不同生理条件下,
GnRH 频率和振幅是不同的, GnRH 持久或高频脉冲

(约 10 min)使共有的α亚基表达, 在卵泡期表现为低

频脉冲(约30 min ~60 min), 促使LH β亚基表达,而在

黄体期较其更为低的频率(约 120 min ~180 min), 促
使 FSH β亚基表达。本实验结果也符合在生理条件

下的情况。

以上结果说明, 引起FSH的表达最合适GnRH脉

冲频率是120 min, 振幅高度是20 nmol/L, 振幅宽度是

30 min。本文实验也支持了一个假说: GnRH 脉冲频

率本身就是一个调控信号, 不同脉冲频率 GnRH 对

FSH表达有着明显不同的影响, 在相同振幅条件下, 低
频脉冲刺激(120 min间隔)时 FSH 的分泌达到高峰。
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The Effect of GnRH Impulse Mode on FSH
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Abstract        This article aims to research the influence of GnRH impulse mode on the secretion of FSH. The
stimulation experiment of GnRH at different frequencies and with different amplitude lasted 24 h, and then the
secretory volume of FSH was detected. The result shows the secretory volume of FSH reaches the top when the
frequency of GnRH impulse is 120 min and the vibration amplitude of it is 20 nmol/L, moreover, with the hurrying
up or the stepping down of the frequency of GnRH stimulation, the secretion of FSH is both reducing gradually. So,
GnRH impulse frequency itself is a regulation signal, and the different impulse frequencies of GnRH have clearly
different influence on the expression of FSH. In the condition of the same vibration amplitude, when the cells are
stimulated by impulse at low frequency (at the interval of 120 min), the secretion of FSH reaches the top.
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