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研究中药补肾调冲方对雷公藤多苷片"
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%所致卵巢早衰"
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%雌性大鼠性激素水平和卵巢中肿瘤坏死

因子
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表达的影响&方法
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将
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雌性大鼠!分为空白组!模型组!结合雌激素组"对照

组%!中药补肾调冲方高'中'低剂量组&运用酶联免疫吸附试验"

T̂ O54

%法检测血清中雌二醇"

T1

%'卵泡刺激素"

Q53

%'抗苗勒管

激素"
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%水平$
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法检测卵巢组织中
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的表达水平&结果
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水平显著低于空白

组"
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%$中药补肾调冲方各给药组和对照组
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水平均高于模型组"
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%$其中中药补肾调冲方中'高剂量组和

对照组
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水平与空白组比较!差异无统计学意义"
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%&模型组
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水平显著高于空白组"
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%$中药补肾调

冲方各给药组和对照组
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水平均低于模型组"
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%$其中中药补肾调冲方中'高剂量组和对照组
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水平与空白组比

较!差异无统计学意义"
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%$中药补肾调冲方各给药组和对照组
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水平均低于模型组"
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%$其中补肾调冲方中'高剂量组
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水平与空白组比较!差

异无统计学意义"
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中药补肾调冲方对卵巢具有调节作用!可以预防卵巢早衰的发生&
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&是指正常发育

的妇女在
0%

岁以前因某种原因引起卵巢功能衰竭#具有高促

性腺激素及低雌激素特征#卵巢组织呈围绝经期或老年妇女绝

经后改变'
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发生率约
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$
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#闭经患者
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重庆医学
1%$)

年
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月第
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卷第
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期

"

基金项目$河北省省级重大医学科研项目$

M

K

M!1%$'%$/

&%河北省政府资助临床医学优秀人才培养项目$

1%$02-$%10

&%国家中医药管理局

高慧全国名老中医药专家传承工作室建设项目$

1%$2%0/$2-
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作者简介$梁策$
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&#硕士#主要从事中医妇科方面的研究*
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中约
1A

$

$%A

发生
RcQ

#并且呈现逐年上升趋势'

1.'
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*西医

主要采用激素替代疗法)促排卵等方法进行治疗#疗效明显#但

不良反应多#易复发*中医药主要采用补肾填精)调理冲任的

治法辨证施治#改善卵巢功能#促进卵巢功能的恢复#临床上取

得了良好的效果*本课题通过检测大鼠性激素水平的变化及

卵巢中肿瘤坏死因子
.
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表达#探讨中药补肾调冲方对大鼠
RNQ

的预防作用*
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材料与方法
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实验动物
!

雌性
5N

大鼠#

$1

周龄#体质量
12%

$

1-%

@

#

由北京华阜康生物科技股份有限公司提供#许可证号!

5U\W

$京&

1%$0.%%%0

*自由饮水#室温
12]

左右#湿度
)%A

$

-%A

#

自然光照#通风良好*纳入标准!购入动物后适应性喂养
-!

#

连续
$%!

行阴道涂片检查#选取动情周期正常大鼠为受试

动物*

>&?

!

药品
!

雷公藤多苷片!

$%G

@

$̀%%

片"瓶#远大医药黄石

飞云制药有限公司#生产批号
1%$0%'%$

#国药准字
e01%1$1$1

*

结合雌激素片!

%&)12G

@

"片#新疆新资源生物制药有限责任

公司#生产批号
1%$'%(%2

#国药准字
31%%(%$-1

*补肾调冲

方!中药饮片均由承德医学院附属医院提供*菟丝子
$2

@

#黄

精
$2

@

#熟地
$2

@

#肉苁蓉
$%

@

#巴戟天
$%

@

#当归
$%

@

#川芎
)

@

#紫石英
$2

@

#五味子
)

@

*水煎并浓缩#相当于每毫升
1&2

@

生药#

0]

冰箱中储存备用*
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试剂
!

CVQ.

!

"

OQV.

)

引物购自美国
O,D#9:"

@

8,

公司%

1

"

S8,>EC"

I
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C=

Z

6=+98:6#L

购自美国
S#"G#

@

=

公司%
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试剂盒购自北京天根生化科技有限公司*大鼠
T1

)

Q53

)

463T̂O54

试剂盒购自上海联科生物技术有限公司*

>&A

!

仪器
!

6H<9#+?=,6W'

酶标仪购自美国
CE8:G"T<8>.

9:",

公司%

#U

K

><8:RUB

仪购自美国
S#".B=!

公司%

Nii.)S

型

稳压稳流电泳仪购自北京六一仪器厂%紫外线透射反射分析仪

$

eQ

型&购自上海嘉鹏科技有限公司*
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方法
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将
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雌性大鼠分为空白组#模型组#结合

雌激素组$对照组&#中药补肾调冲方高)中)低剂量组#每组
-

只*空白组正常喂养*模型组用雷公藤多苷片
-2G

@

"

?

@

灌

胃#每日
$

次#连续造模
$0!

#造模后用生理盐水
1Ĝ

"

?

@

灌

胃#每日
$

次#共
')!

#合计
2%!

*根据中药补肾调冲方临床常

用剂量以及每公斤体质量用药量的人鼠比例换算'

0

(

#高)中)低

剂量组于造模前分别以
10

)

$1

)

)

@

"

?

@

灌胃#每日
$

次#共
')

!

%之后用雷公藤多苷片
-2G

@

"

?

@

灌胃#每日
$

次#连续造模

$0!

#合计
2%!

*对照组以
%&%-2G

@
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?

@

灌胃#每日
$

次*方

法同中药补肾调冲方组*

>&I&>

!

酶联免疫吸附试验$

T̂ O54

&法测定性激素水平
!

大鼠

血清性激素'雌二醇$

T1

&)卵泡刺激素$

Q53

&)抗苗勒管激素

$

463

&(检测#按照
T̂ O54

试剂盒说明书操作进行*

>&I&?
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BC.RUB

法检测大鼠卵巢组织中
CVQ.
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表达
!

取大鼠新鲜的卵巢组
$%%G

@

#采用
C:#M"<

一步法提

取总
BV4

*紫外线分光光度计测定总
BV4

纯度#以
41)%

"

1/%

比值为基础#介于
$&(

$

1&$

之间#纯度良好*并计算

BV4

浓度*取
1

&

@

总
BV4

模板量进行反转录成
>NV4

#反

应体系为
1%

&

^

#反应条件为!

01]

#孵育
'G#,

%加入反转录反

应中的
6#L

#

01]

孵育
$2G#,

%

(2]

孵育
'G#,

后低温保存备

用*

RUB

扩增反应体系为!

(0]

预变性
1G#,

%

(0]

变性
'%+

%

各引物不同的退火温度见表
$

#退火时间
'%+

%

-1 ]

延伸

$G#,

%

$%]

保存*

(0 ]

变性开始循环#共
'%

次*取
$%

&

^

RUB

产物进行琼脂糖凝胶电泳#

b_R

分析系统拍照#用
lH=,.

9#9

K

c,8

软件定量分析#以目的条带和
#

.=>9#,

条带的吸光度比

值作为
GBV4

的表达水平*

表
$

!!

不同目的基因的引物序列'退火温度'产物大小

基因 引物序列
产物

大小

退火

温度

CVQ.

!

上游
2a.4CUPPCUUU44U44PP4PP4P44PC.'a$$(;

I

2/]

下游
2a.4UPCPPPUC4UPPPUCCPCU4UCU.'a

OQV.

)

上游
2a.U44UU4PPUU4CU4PU44U44U4C4.'a$1-;

I

2-]

下游
2a.UCPCPPPCCPCCU4UUCUP44UCCP.'a

#

.=>9#,

上游
2a.CCUUCPPPC4CPP44CUUCP.'a $2%;

I

2-]

下游
2a.UCCUCPU4CUUCPCU4PU44.'a
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统计学处理
!

采用
5R55$(&%

软件进行统计学分析#计

量资料以
-f;

表示#多组间比较采用单因素方差分析#两两比

较采用
7

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

各组大鼠血清性激素$

T1

)

Q53

)

463

&水平表达
!

模型

组
T1

)

463

水平显著低于空白组$

!

$

%&%2

&%中药补肾调冲

方各给药组和对照组
T1

)

463

水平均高于模型组$

!

$

%&%$

&%其中中药补肾调冲方中)高剂量组和对照组
T1

)

463

水平与空白组比较#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&*模型组

Q53

水平显著高于空白组$

!

$

%&%2
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