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"摘要#

!

目的
!

探讨滋肾育胎丸对雷公藤多甙诱导的卵巢储备功能下降"

649

$大鼠模型卵泡凋亡及相关

蛋白表达的影响&方法
!

将
0%

只大鼠分为对照组%模型组%补佳乐组及滋肾育胎丸低%高剂量组!每组
/

只&

采用灌胃雷公藤多甙片建立大鼠
649

模型!

2V

染色检测大鼠卵巢病理!对各级卵泡进行计数!免疫组织化学

法检测各组大鼠卵泡%卵巢间质的
3?I.1

%

3>F

蛋白表达变化&结果
!

与对照组比较!模型组大%小卵泡数量减

少!闭锁卵泡的数量增加!并且在各类卵泡中
3?I.1

表达均降低!

3>F

表达均升高!差异有统计学意义"

'

$

%&%7

$&与模型组比较!滋肾育胎丸高%低剂量及补佳乐组大鼠的大%小卵泡数量增加!闭锁卵泡数量减少!大%

小卵泡的
3?I.1

表达均有明显升高!

3>F

表达均明显降低!差异均有统计学意义"

'

$

%&%7

$&结论
!

滋肾育胎丸

可通过上调
3?I.1

蛋白和下调
3>F

蛋白表达!抑制卵泡过早%过快凋亡!从而起到治疗
649

的作用&
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卵巢产生成熟卵子的数量减少#或卵泡质量下

降#均将导致妇女生育能力下降及性激素失调#称为

卵巢 储 备 功 能 下 降 $
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#
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&#临床表现为月经量少,闭经,排卵障碍,不孕

等#同时临床中以血清基础卵泡雌激素$

EL52

&

$

0%

Pa

"
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#结合
3

超及其他血清学检查评估辅助诊断

649

%若其进一步发展可导致卵巢功能衰竭#给患者

的生活及工作带来巨大影响'
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(

+中医学中虽未有

'7/$

重庆医学
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年
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月第
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卷第
$0
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649

的病名记录#但根据临床表现#可归于月经过

少,月经后期,闭经,不孕,年未老水断等病证中+现

代中医认为肾在
649

的发病中起到了至关重要的作

用#因此在治疗上均提倡以补肾为主+滋肾育胎丸为

罗元恺教授之经验方#具有补肾健脾,益气养血之功#

基于)肾主生殖*的原理#抓住其补肾以调经,助孕,安

胎的主线#在临床上也被用于治疗
649

'

0

(

#但关于其

治疗机制的研究较少#因此本研究将通过探讨滋肾育

胎丸对
649

大鼠模型的卵泡,卵泡间质
3?I.1

,

3>F

蛋

白表达的影响#探讨其治疗
649

的机制#为滋肾育胎

丸进一步在临床上推广应用提供科学依据+

@
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材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

实验动物
!

5\L

级
56

大鼠
)%

只#体质量

$-7

G

左右#由广东省医学实验动物中心提供#生产许

可证号!

5XYZ

$粤&

1%$'.%%%1

+实验动物质量合格证

明编号!

00%%-1%%%1-(1)

+对购入动物检疫
'!

#期间

每天检查动物
$

次#未发现不健康动物#则全部纳入

实验+观察大鼠动情周期#筛选
7%

只有规律动情周

期的大鼠进行下一步实验+

@&@&A

!

药物与试剂
!

滋肾育胎丸$批号!

[%%0'

&#购

自广州白云中一药业有限公司%补佳乐 $批号!

1%$7%0$7

&#购自拜耳医药保健有限公司广州分公司%

雷公藤多甙片$批号!

1%$7%0%0

&#购自远大医药黄石

飞云制药有限公司%
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#
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%羧甲基纤维素钠$批号!

1%$7%$$(

&#

购自天津市大茂化学试剂厂+

@&@&B

!

实验仪器
!

_=#?>;\$%1%

脱水机#

_=#?>

VR$$0%2

包埋机#

_=#?>9T1177

切片机#

_=#?>:H.

A"+A>#,=<Y_

染色机购自徕卡显微系统$上海&贸易有

限公司&#奥林巴斯
PY-$

倒置显微镜购自奥林巴斯

$中国&有限公司+

@&A

!

方法

@&A&@

!

试剂剂量设计
!

雷公藤多甙片剂量为
77

8

G

"

O

G

#每天灌胃
$

次%滋肾育胎丸低剂量为
%&-(

G

"

O

G

#每天灌胃
$

次%高剂量为
'&$7

G

"

O

G

#每天灌胃
1

次%阳性药补佳乐剂量为
%&'%8

G

"

O

G

#每天灌胃
$

次+

@&A&A

!

试剂配备
!

$

$

&

%&7W

羧甲基纤维素钠$

XTX.

M>

&溶液!取
0

"

7

总配置量的纯净水至烧杯中#准确称

量
XTX.M>

#磁力搅拌器边加热边搅拌下缓慢加入烧

杯中#搅拌至完全溶解#放入
1

%

/]

冰箱过夜#第
1

天定容至所需量即可+$

1

&雷公藤多甙片混悬液!取

-%

片雷公藤多甙片#研磨粉碎后#加
0&(%

G

吐温
/%

#

搅拌均有后#加纯净水至
$1-8_

#搅拌溶解即可+

$

'

&滋肾育胎丸!将滋肾育胎丸研磨后加入
%&7W

XTX.M>

溶液研磨搅拌均匀#使其分别为
-&(%W

$

8jN

&及
$7&-7W

$

8jN

&两个浓度+$

0

&补佳乐!将

补佳乐加入
%&7WXTX.M>

溶液研磨搅拌均匀使其浓

度为
%&%'8

G

"

8_

+

@&A&B
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649

模型制备
!

选取动情周期规律的大鼠

0%

只#其中
/

只作为对照组#给予
%&$%8_

"

O

G

的

%&7WXTX.M>

溶液灌胃#每天
$

次#连续
$0!

+余下

的
'1

只大鼠#按
%&$%8_

"

O

G

体质量的剂量灌胃雷公

藤多甙片溶液制作
649

模型#每天
$

次#连续
$0!

+

自灌胃造模后第
0

%

$0

天#每天进行阴道涂片#观察

动情周期+

@&A&E

!

分组及给药
!

将
649

模型制作成功的动情

周期紊乱大鼠
'1

只#随机分为模型组,补佳乐组及滋

肾育胎丸低,高剂量组$低,高剂量治疗组&#每组
/

只+补佳乐组按
%&$%8_

"

O

G

体质量灌胃补佳乐溶液

作为阳性对照%低,高剂量治疗组按
%&$%8_

"

O

G

体质

量灌胃相应浓度的滋肾育胎丸溶液#低剂量治疗组
$

次"天#高剂量治疗组
1

次"天%模型组和对照组给予

等量的
%&7WXTX.M>

溶液#

$

次"天#连续
'7!

+

@&A&F

!

卵巢内卵泡计数
!

末次给药
10@

内#取大鼠

的卵巢组织#进行石蜡包埋#切片+病理切片为连续
7

'

8

切片#每间隔
(

张取
$

张切片进行
2V

染色#观察

卵巢组织变化并计算各类卵泡数+观察
$

个卵巢#卵

泡中见卵丘,卵泡腔者称为大卵泡$窦状卵泡或成熟

卵泡&#卵泡中未见卵丘及明显卵泡腔者称为小卵泡

$窦前卵泡或始基卵泡&#卵泡的形态不规则#卵母细

胞表现为核偏位,固缩,透明带塌陷#颗粒细胞及卵泡

膜细胞松散,萎缩并脱落入卵泡腔称为卵泡闭锁+累

积计算可得大卵泡,小卵泡及闭锁卵泡的数量+

@&A&L

!

卵巢
3?I.1

,

3>F

蛋白表达的检测
!

采用免疫

组织化学法检测各组大鼠卵巢组织
3?I.1

,

3>F

蛋白的

表达+经抗原修复$微波法&,封闭内源性过氧化物

酶,血清封闭,一抗孵育,二抗孵育,

6:3

显色,苏木素

复染,脱水透明,封片+置于普通显微镜
0%%

倍数下

观察拍片#每个标本挑选大,小,闭锁卵泡及卵巢间质

各
'

个区域进行拍片+运用
P8>

G

=.\<"\IH+7&$

图像

处理系统#对图片进行分析#测定并记录每张图片的

平均面积,平均光密度值#计算出累积光密度值

$

P46

&+

@&B

!

统计学处理
!

采用
5\551$&%

软件进行统计分

析#计量资料以
Jh@

表示#数据方差齐或数据经转换

后方差齐#采用组间两两比较的单因素方差分析%若

数据经转换后方差仍不齐#则采用秩和检验进行统计

分析+检验水准
(

g%&%7

#以
'

$

%&%7

为差异有统计

学意义+

A

!

结
!!

果

A&@

!

各组大鼠卵巢组织形态比较
!

对照组大鼠卵巢

皮质部有数个卵泡#处于不同发育阶段#以小卵泡为

主%原始卵泡位于皮质深层#间质未见炎性细胞浸润+

模型组大鼠卵巢萎缩#卵泡数量较少#卵巢皮质部有

数个卵泡#处于不同发育阶段#以闭锁卵泡为主#卵泡

07/$

重庆医学
1%$/

年
7

月第
0-

卷第
$0

期



图
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各组大鼠卵巢组织病理形态%

$̂%%

'

颗粒细胞层次减少#间隙增大%间质见不同程度的炎

性细胞浸润+高剂量治疗组大鼠卵巢较对照组小#卵

巢皮质部有数个卵泡#数量较对照组少#处于不同发

育阶段#以小卵泡为主%间质见少量炎性细胞浸润+

低剂量治疗组大鼠卵巢较对照组少#卵巢皮质部有数

个卵泡#处于不同发育阶段#数量较对照组少#以小卵

泡为主%卵泡颗粒细胞层次减少#间隙增大%间质见少

量炎性细胞浸润+补佳乐组大鼠卵巢较对照组少#卵

巢皮质部有数个卵泡#处于不同发育阶段#以小卵泡

为主#间质未见炎性细胞浸润+各组大鼠卵巢组织病

理形态#见图
$

+

A&A

!

各组大鼠卵巢卵泡计数比较
!

与对照组比较#

模型组大鼠小卵泡,大卵泡数量减少#且其闭锁卵泡

数量增加#差异均有统计学意义$

'

$

%&%$

&%高剂量治

疗组大鼠小卵泡,大卵泡数量及闭锁卵泡数量与对照

组比较#差异均无统计学意义$

'

%

%&%7

&%低剂量治疗

组,补佳乐组的小卵泡数量明显低于对照组$

'

$

%&%7

&#大卵泡数量及闭锁卵泡数量与对照组比较差

异无统计学意义$

'

%

%&%7

&+与模型组比较#高剂量

治疗组,低剂量治疗组,补佳乐组的小卵泡,大卵泡均

明显增加#闭锁卵泡数量明显减少#差异均有统计学

意义$

'

$

%&%7

&#见表
$

+

A&B

!

各组大鼠卵巢
3?I.1

蛋白表达水平比较
!

与对

照组比较#模型组大鼠的大卵泡,小卵泡及闭锁卵泡

的
3?I.1

蛋白表达均降低$

'

$

%&%7

&#卵巢间质的
3?I.

1

表达也略有降低#但差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&+

与模型组比较#高剂量组治疗,低剂量治疗组,补佳乐

组的大卵泡及小卵泡的
3?I.1

蛋白表达均明显升高

$

'

$

%&%7

&#闭锁卵泡和卵巢间质的
3?I.1

表达也略

有升高#但差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&+低,高剂量

治疗组大鼠大卵泡及小卵泡的
3?I.1

蛋白表达水平比

较#差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&#见表
1

+

表
$

!!

各组大鼠卵巢卵泡计数比较%

Jh@

&

+g/

'

组别 小卵泡 大卵泡 闭锁卵泡

对照组
1%&7%h$&11

>

$/&'/h1&07

>

)&//h$&07

>

模型组
$'&$'h$&') $%&)'h1&'0 $-&17h1&(%

高剂量治疗组
$(&%%h0&%)

>

$-&$'h0&7$

>

/&)'h1&$/

>

低剂量治疗组
$-&-7h'&0)

>?

$)&$'h'&$0

E

(&17h1&)'

>

补佳乐组
$-&//h'&%1

>?

$-&17h'&((

>

/&-7h1&''

>

!!

>

!

'

$

%&%$

#

E

!

'

$

%&%7

#与模型组比较%

?

!

'

$

%&%7

#与对照组比较

A&E

!

各组大鼠卵巢
3>F

蛋白表达水平比较
!

与对照

组比较#模型组的大卵泡,小卵泡及闭锁卵泡中的
3>F

表达水平均明显上升$

'

$

%&%7

&#卵巢间质的
3>F

表

达水平也略有上升#但差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&+

与模型组比较#高剂量治疗组,低剂量治疗组,补佳乐

组大鼠的大卵泡,小卵泡及闭锁卵泡
3>F

表达水平有

明显降低$

'

$

%&%7

&#卵巢间质中的
3>F

表达水平也

略有降低#但差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&#见表
'

+

表
1

!!

各组大鼠卵巢
3?I.1

蛋白表达水平比较%

Jh@

&

+g/

'

组别 大卵泡 小卵泡 闭锁卵泡 卵巢间质

对照组
%&%07'h%&%%70

>

%&%1(1h%&%%7/

>

%&%1)-h%&%%7(

>

%&%%71h%&%%'-

模型组
%&%10-h%&%%)' %&%$/)h%&%%)( %&%$-'h%&%%77 %&%%7$h%&%%1$

高剂量治疗组
%&%')$h%&%%-'

>

%&%1/%h%&%%-%

>

%&%1$/h%&%%)) %&%%7-h%&%%1%

低剂量治疗组
%&%0%'h%&%%(-

>

%&%1-1h%&%%(7

>

%&%1$7h%&%%70 %&%%7'h%&%%1)

补佳乐组
%&%0$)h%&%$$(

>

%&%1/)h%&%%$%

>

%&%1%1h%&%%// %&%%71h%&%%1(

!!

>

!

'

$

%&%7

#与模型组比较

表
'

!!

各组大鼠卵巢
3>F

蛋白表达水平比较%

Jh@

&

+g/

'

组别 大卵泡 小卵泡 闭锁卵泡 卵巢间质

对照组
%&%$'7h%&%%0-

>

%&%$'7h%&%%)1

>

%&%0%'h%&%%(0

>

%&%%$1h%&%%1$

模型组
%&%10(h%&%%0/ %&%1)1h%&%$$0 %&%7//h%&%$%' %&%%1'h%&%%1)

高剂量治疗组
%&%$-)h%&%%'/

>

%&%$7)h%&%%-(

>

%&%0)1h%&%$%)

>

%&%%%7h%&%%%0

低剂量治疗组
%&%$7/h%&%%-/

>

%&%$/1h%&%%0(

>

%&%0-1h%&%%(-

>

%&%%$/h%&%%$'

补佳乐组
%&%$-0h%&%%-)

>

%&%$70h%&%%-7

>

%&%001h%&%$00

>

%&%%%)h%&%%%7

!!

>

!

'

$

%&%7

#与模型组比较
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!

讨
!!

论

!!

流行学研究发现#

649

在人群中的发生率约为

$%W

#一般需要
$

%

)

年发展为卵巢早衰$

\4L

&#严重

影响女性的身心健康'

$.1

(

+由于
649

的发病是多因

素综合作用的结果#其具体发病机制尚不明确#因此

临床上亟须发现更有效,不良反应小的治疗方法改善

卵巢储备功能#提高女性的生育能力#调节女性的性

激素水平+中医学认为肾在
649

中起到了至关重要

的作用'

7.)

(

+-素问0上古天真论.曰!)女子11二七

天癸至#任脉通#太冲脉盛#月事以时下#故有子11

七七#任脉虚#太冲脉衰少#天癸竭#地道不通#故形坏

而无子也+*阐释了肾藏精气为化血之源#为妇女的月

事,胎孕提供物质基础+因此肾中精气是否充足#直

接影响到妇女经血及胎产情况+适孕妇女出现卵巢

功能低下等不孕的症状#也须从肾之精气亏虚来

考虑+

滋肾育胎丸是全国著名中医学家罗元恺的经验

方#由广州白云中一药业集团生产#由党参,白术,巴

戟天,何首乌,杜仲,续断,菟丝子,熟地黄等组成#具

有补肾健脾,益气培元,养血安胎的功能#基于)肾主

生殖*的原理#岭南罗氏妇科流派抓住以补肾调经,助

孕,安胎的主线#在临床上不仅应用自然流产的防治#

也用于月经不调,不孕症,未破裂卵泡黄素化综合征,

卵巢损伤,先兆流产等治疗#提高体外受精
.

胚胎移植

$

P[L.V;

&的成功率#以及用于
\4L

和
649

的

治疗'

-.$$

(

+

正常的细胞凋亡在机体生长发育及维持内环境

稳定等方面发挥重要作用#凋亡过度或不足均会导致

不同类型的疾病+

3?I.1

是
3

细胞滤泡性淋巴瘤染色

体断裂点发现的凋亡抑制基因+而
3>F

则是
3?I.1

家

族中研究最为广泛的促凋亡基因#在凋亡过程中起着

枢纽作用'

)

(

+女性从胎儿至青春期#卵母细胞不断减

少#在此过程中#大量卵泡发生凋亡#以确保最终有适

量优质卵泡维护卵巢功能'

$1

(

#目前发现尤其是
3?I.1

和
3>F

的表达对卵泡在生长发育有重要作用+卵泡

在生长发育过程中的大量丢失与
3>F

的持续表达相

关#而当卵泡需要进一步增殖时#

3?I.1

选择性表达#

可与
3>F

互相调节#使卵巢储备维持在合理水

平'

$'.$7

(

+然而#当
3?I.1

与
3>F

表达失调时#在发育过

程中的卵泡开始凋亡#形成闭锁卵泡#最终导致

649

'

$)

(

+

本研究发现#与对照组比较#模型组的大卵泡,小

卵泡计数下降#闭锁卵泡数量增加#各类卵泡的
3?I.1

表达降低#

3>F

表达上升#提示雷公藤多甙可影响卵

巢各类卵泡
3?I.1

及
3>F

的表达#一方面导致小卵泡

$窦前卵泡或始基卵泡&不能发育为大卵泡$窦状卵泡

或成熟卵泡&或诱导小卵泡形成闭锁卵泡#成熟卵泡

数量下降%另一方面导致大卵泡凋亡加速#成熟卵泡

质量下降#共同促进
649

的发生与发展+与模型组

比较#高剂量治疗组,低剂量治疗组,补佳乐组大鼠的

大卵泡,小卵泡数量明显增加$

'

$

%&%7

&#闭锁卵泡数

量明显减少$

'

$

%&%$

&#且使大,小卵泡的
3?I.1

表达

水平均明显升高$

'

$

%&%7

&#

3>F

表达水平均明显下

降$

'

$

%&%7

&+提示滋肾育胎丸可通过上调
3?I.1

表

达水平#下调
3>F

表达水平#从而促进
649

模型大鼠

的卵巢卵泡发育生长+但与模型组比较#高剂量治疗

组,低剂量治疗组,补佳乐组的闭锁卵泡
3?I.1

表达均

增加#但差异无统计学意义$

'

%

%&%7

&#而其
3>F

表达

均下降#差异均有统计学意义$

'

$

%&%7

&+提示滋肾

育胎丸可能通过调控
3?I.1

家族其他抑制凋亡的基因

作用于闭锁卵泡#需进一步研究探讨+

在滋肾育胎丸治疗中#高剂量治疗组大鼠的大卵

泡,小卵泡计数增加明显+但在大卵泡,小卵泡的

3?I.1

及
3>F

表达水平中#高,低剂量无明显线性关

系#其原因可在日后的研究中进一步探究#可能与滋

肾育胎丸的有效浓度相关+在高剂量治疗组,低剂量

治疗组,补佳乐组中#补佳乐组的小卵泡
3?I.1

表达水

平最高#

3>F

表达水平最低%但在卵泡计数方面#高剂

量治疗组的小卵泡计数最高#闭锁卵泡计数最少#这

提示滋肾育胎丸除通过调节
3?I.1

,

3>F

表达水平外#

还可通过其他治疗机制多靶点,高效性地治疗
649

#

有待进一步研究阐明+

综上所述#滋肾育胎丸使
649

模型大鼠
3?I.1

表

达水平上升#

3>F

表达水平下降#抑制卵泡过早,过快

地凋亡#促进卵巢中的卵泡生长发育#恢复卵巢各类

卵泡数量#从而改善卵巢储备功能#该过程是其治疗

649

的机制之一+因此#滋肾育胎丸是治疗
649

具

有良好前景的药物#需深入研究其治疗
649

的机制#

有利于其在临床上进一步推广#为
649

的防治奠定

有效的基础+
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