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中药天癸方对雄激素致不孕大鼠下丘脑

前阿黑皮原 )*!+的影响!
王 莉 俞 瑾

内容提要 目的：探讨中药天癸方对雄激素致不孕大鼠（+,*）的作用机理。方法：取新生 ,-雌性大鼠
随机分为 .组，于 $日龄时注射丙酸睾丸酮，制成 +,*模型，用中药天癸方治疗 ’/天，于 ’&%日龄左右（动情
前期）处死，并取血清，用放免法测定总睾酮（00）、游离睾酮（10），下丘脑前阿黑皮原 )*!+（2345 )*!+）。
结果：模型组大鼠均无排卵，对照组（未造模）大鼠均排卵，中药组大鼠排卵率为 678。00和 10模型组均明
显高于对照组和中药组（! 9 &:&’）。.组大鼠在下丘脑弓状核神经元雄激素受体（+*）和!;内啡肽（!;<2）共
存。下丘脑 2345)*!+水平模型组高于对照组（! 9 &:&’），中药组降至基本正常。结论：+,*模型的血清雄
激素水平升高，有可能通过下丘脑!;<2神经元上的 +*引起 2345)*!+表达增加，中药天癸方可使血清雄
激素水平和下丘脑 2345)*!+下降。
关键词 天癸方 雄激素致不孕大鼠 雄激素受体 前阿黑皮原 )*!+
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高雄激素是引起青春期和生育期妇女不排卵和多

囊卵巢的重要原因之一。雄激素在外周可以引起多

毛、痤疮、肥胖、卵巢多囊改变和不排卵等，但高雄激素

通过中枢对性腺轴产生的影响尚未见报道，尤其在合

并高胰岛素血症时其治疗方法还是个难点。俞瑾等（’）

采用天癸方对高雄激素、高胰岛素型的多囊卵巢综合

征（253,）有 %&8的促排卵效果，并采用 $日龄 ,-雌
性大鼠皮下注射丙酸睾丸酮成功诱发出不完全排卵障

碍，即雄激素致不孕大鼠（+,*）模型，观察到该大鼠成

年后具有高雄激素、高胰岛素、低促性腺激素、无排卵

和多囊卵巢等，认为这是研究高雄激素致不排卵的良

好动物模型。本研究通过 +,*模型研究了高雄激素
对下丘脑前阿黑皮原（2345）)*!+所产生的影响，同
时观察了补肾中药天癸方在促使 +,*模型恢复排卵
过程中血清 2345 )*!+含量的变化。

材料和方法

’ 药物 天癸方由生地、桃仁、仙灵脾、补骨脂、
女贞子等组成，复旦大学药学院生药教研室提取水溶

性部分，制成浸膏 ./()O Z )H，每毫升含生药 .O。
( 分组与模型的制备 新生雌性 ,-大鼠，购自
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复旦大学医学院实验动物部，清洁级饲养，每日光照

!"#，喂以标准大鼠颗粒饲料。随机分为 $组，每组 !"
只。造模：取 %日龄大鼠，颈背部皮下注射丙酸睾丸酮
!&"’()（* +*’(,），对照组大鼠于 % 日龄颈背部皮下注
射中性茶油 *&*’(,，"!日龄断乳。-*日龄起每天作阴
道涂片，连续 !!天，观察到阴道上皮持续角化者作为
./0造模成功。对照组 -*日龄后阴道涂片呈现动情
周期。中药组为 ./0模型 1!日龄起，按成人剂量 "*
倍灌服天癸方 !(, 2 !**) 体重，每天 ! 次，连续 !3 天。
对照组和模型组大鼠同期灌服蒸馏水 !(, 2 !**)体重。
%’日龄起各组大鼠连续阴道涂片 !! 天，观察排卵情
况。

$ 取材 !*4日龄左右，各组大鼠于动情前期或
阴道细胞成角化状态时，腹腔注入 35 水合氯醛
（3**() 2 6)体重）麻醉，抽取下腔静脉血，离心后取血
清 7 "*8待测；每组随机取 4只新鲜下丘脑组织匀浆，
抽提 09.。

3 血清总睾酮（::）、游离睾酮（;:）测定 采用
放射免疫法测定，由复旦大学妇产科研究所内分泌室

按程序操作 ，批内误差 < ’5，批间误差 < !*5，激素
放免药盒均购自美国 =>?公司。

’ 下丘脑弓状核神经元雄激素受体（.0）和!@内
啡肽（!@A>）测定 大鼠麻醉后行心脏灌注，取脑，依次
放置于 "*5蔗糖、多聚甲醛和 $*5蔗糖缓冲液中至下
沉，根据 BB 大鼠脑定位图谱（"），取 CDE)(F "+ !" G
$&1*((平面进行切片，脑片厚 $*"(，经双标荧光免疫
组织化学法测定，激光共聚焦显微镜观察。抗体分别

购自美国 /H)(F 公司、>#FD(HI)EI 公司、=.BJ 公司及
德国宝灵曼公司。

4 大鼠下丘脑 >JK?(09.的 9LDM#EDI C,LM 分析
一步法抽提下丘脑组织 09.，!5琼脂糖变性凝胶
电泳后转移至尼龙膜，进行预杂交、杂交、洗膜、显色。

>JK?(09.探针及 !1/探针由北京赛百盛公司合成，
其碱基顺序如下（$）：

>JK? 探针：’N@?::O???.??OO?::O???@?.O?O@
$N

!1/ 09. 探 针：’N@.?OO:.:?:O.:?O:?:@:?@
O..??@$N
探针采用末端标记法进行 $N末端异羟基洋地黄毒

甙（=PO）标记。尼龙膜、=PO标记及检测药盒均购自德
国宝灵曼公司。

- 计算机图像处理 所有图像均在 JQMHRSETM
U43! =H)HMF, P(F)HI) V .IF,WTHT /WTME(T（.,Q#F,(F)ED
"***，.,Q#F PIILMEX#公司）进行分析。

1 统计学方法 应用 /./统计软件进行统计。

结 果

! $组大鼠排卵情况 中药组大鼠 !"只中 -只
出现连续 "个动情周期，占 ’15；模型组大鼠 !"只阴
道细胞涂片持续角化，无动情周期出现；对照组 !"只
大鼠均出现连续 "个动情周期。

" $组大鼠血清 ::、;:的含量测定结果 见表
!。血清 ::和 ;:含量：模型组大鼠均高于对照组（!
< *&*!），中药组大鼠比模型组显著下降（! < *&*!）。
表 ! $组大鼠血清 ::、;:测定结果比较 （I) 2 Y，!" Z #）

组别 $ :: ;:
对照 !" !&"! Z *&$4 *&*’- Z *&*’1
模型 !" ’&"* Z !&’%" *&$4% Z *&*3’"
中药 !" !&1" Z *&’1# *&*-" Z *&*41#

注：与对照组比较，"! < *&*!；与模型组比较，#! < *&*!

$ 下丘脑 .0和!@A>的共存情况 用双标荧光
免疫组织化学法，激光共聚焦显微镜观察到 $组大鼠
弓状核神经元中存在!@A>和 .0共存。

3 $ 组大鼠下丘脑 >JK?(09.的表达 以 !1/
09.作为内标，用 9LDM#EDI印迹方法观察下丘脑 >JK@
?(09.水平。杂交结果（见图 !）显示：模型组大鼠下
丘脑 >JK?(09. 水平表达比对照组显著上升（ ! <
*&*!），与模型组比较，中药组显著下降（! < *&*!），见
表 "。
表 " $组大鼠 >JK?(09.水平测定结果比较 （!" Z #）

组别 $ >JK?(09.（灰度比）

对照 4 *&3** Z *&*$-
模型 4 *&43$ Z *&*’1"
中药 4 *&3"" Z *&*4$#

注：与对照组比较，"! < *&*!；与模型组比较，#! < *&*!

图 ! $组大鼠下丘脑 >JK?(09. 9LDM#EDI杂交结果
注：! 7 $，!* 7 !"为对照组，3 7 %为模型组，!$ 7 !1为中药

组
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讨 论

大鼠下丘脑的!!"#主要来源于弓状核，!!"#的前
体物质是 #$%&，’(世纪 )(年代中期即已证实!!"#神
经元内存在有雌、孕激素受体，下丘脑 #$%&基因表达
受雌激素和孕激素的影响（*）。在体和离体实验均观察

到睾酮可以使雄性大鼠下丘脑 #$%&+,-.表达及!!
"#分泌增加（/，0），但未阐明雄激素对!!"#神经元的影
响途径。本研究发现，在 .1,模型大鼠下丘脑弓状核

!!"#神经元中存在 .,，提示雄激素可能直接作用于
分布在!!"#神经元上的受体，影响!!"#的合成。
本研究证实 .1,模型大鼠血中总睾酮和游离睾

酮均高于正常（对照组）雌性大鼠，#$%&+,-.局部表
达也明显升高，提示在 .1,模型中高雄激素可以通过
血脑屏障使!!"#神经元 #$%&+,-.表达升高。当然
在这里也应考虑雌激素对!!"#神经元的影响。’(世
纪 )(年代中期，234567等（8）报道了高水平的雌激素可
以降低大鼠下丘脑 #$%&+,-.的水平。杨淑萍等（)）

证实在排卵前血清雌激素出现峰值时下调了下丘脑弓

状核内雌激素受体，相伴出现 #$%&+,-.表达的明显
下降，所以 .1, 模型中 #$%&+,-. 表达升高可能主
要是该大鼠血中高雄激素通过其受体对 #$%&神经元
的作用。

’(世纪 /(年代 9:;;:546<=>等就已证实内阿片肽
参与调节促性腺激素的分泌，!!"#是其中最重要的一
种。下丘脑!!"#神经元纤维大量投射到促性腺激素
释放激素（?@,A）神经元密集的内侧视前区，?@,A神
经元上有!!"#受体，!!"#可抑制 ?@,A神经元分泌，

!!"#还可以通过突触前机制调节去甲肾上腺素（-"）
的释放，或抑制兴奋性氨基酸（-%B.）及一氧化氮
（-$）的产生，进而影响 ?@,A神经元的活动，即!!"#
是抑制 ?@,A合成和释放的基本物质（C）。孙斐等（D(）亦
报道了 .1, 模型大鼠血清黄体生成素、促卵泡激素
（E1A）含量低于正常，由此可见，在 .1, 模型中!!"#
合成增加，进而可以对 ?@,A的合成和释放产生直接
抑制作用，或者间接通过抑制下丘脑 -"神经元而使
?@,A合成和分泌减少，从而造成 .1,模型的低促性
腺激素的状态。

俞瑾教授根据中医肾主生殖理论并结合多年临床

经验，研制成补肾、活血、化痰为主的中药天癸方已在

临床多囊卵巢综合征中取得良好的促排卵效果。本研

究 .1,模型大鼠灌服中药天癸方两周后排卵率达到
/)F，血清 GG、EG均降至基本正常，这与其诱发排卵的
结果相符；.1,模型灌服中药后，在血清 GG、EG下降的
同时，局部的 #$%&+,-.水平也降至正常。提示补肾
中药天癸方可能同时调整了 .1,模型外周血性激素
与下丘脑 #$%&水平，或在降低血雄激素时通过其受
体调控下丘脑 #$%&含量而对下丘脑—垂体—卵巢轴
具有中枢性的良性调节作用。
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