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中药对大鼠下丘脑生长抑素及垂体生长激素

基因表达与蛋白表达的调节作用!

李 嫔’" 向正华) 蔡德培’""

摘要 目的：观察滋阴泻火及益肾填精中药对大鼠下丘脑生长激素释放激素（>?@?）、生长抑素（AA）、垂

体生长激素（>?）的基因表达及蛋白表达水平的影响。方法：将青春期 AB 雌性大白鼠分为 , 组，即对照组

（喂饲生理盐水）、滋阴泻火组（喂饲滋阴泻火中药合剂）及益肾填精组（喂饲益肾填精中药合剂）。采用原位

杂交、免疫组化技术分别检测下丘脑室周核 AA 5@!C 及 AA 表达水平，弓状核 >?@? 5@!C 及垂体 >? 的表

达水平。结果：滋阴泻火组大鼠的下丘脑室周核 AA 基因表达、蛋白表达明显上调（! D +*+0），垂体 >? 蛋白

表达明显下调（! D +*+0）；而益肾填精组大鼠则相反，其室周核 AA 基因表达、蛋白表达明显下调（! D +*+0），

垂体 >? 蛋白表达明显上调（! D +*+0）。但两组下丘脑弓状核 >?@? 基因表达无明显变化。结论：滋阴泻火

和益肾填精中药可转录水平及蛋白合成水平，调节下丘脑室周核 AA 的基因表达及蛋白表达，从而调节垂体

>? 的合成及翻译，但对弓状核 >?@? 的基因表达无明显影响。
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生长激素
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青春期是从少年到成年的过渡时期，即从第二性

征出现至性成熟及体格发育完善的一段时期。进入青

春期，体格发育方面的重要标志是生长突增，最显著的

表现是身高的线性生长明显加速，这是在下丘脑 ! 垂

体 ! 生长轴及下丘脑 ! 垂体 ! 性腺轴的协同调控作用

下实现的。临床上真性特发性性早熟的患儿下丘脑 !
垂体 ! 性腺轴及下丘脑 ! 垂体 ! 生长轴提前启动，功

能亢进。中医辨证属肾阴虚相火旺〔"〕，采用滋阴泻火

中药不仅可明显缓解其下丘脑 ! 垂体 ! 性腺轴的功能

亢进，并消退性征，还可明显抑制其成骨细胞过度亢进

的功能活动，减慢骨骼生长，延缓骨骼成熟，防止骨骺

过早融合〔#〕。而当患儿到达青春期年龄时改用益肾填

精中药，则可使成骨细胞的功能活动重新活跃。本课

题采用原位杂交及免疫组化方法，观察滋阴泻火及益

肾填精中药对下丘脑生长激素释放激素（$%&’() )&%*
+&,- %-.-/01,$ )&%+&,-，2343）、生长抑素（0&+/(&0(/(1,，

55）及垂体生长激素（$%&’() )&%+&,-，23）的基因表达

及蛋白表达水平的影响，探讨两类中药对下丘脑 ! 垂

体促生长机能的调节作用。

材料与方法

" 中药方剂及剂量 滋阴泻火中药方由生地

"#$ 炙龟版 "#$ 黄柏 6$ 知母 6$ 牡丹皮 6$ 组成；

益肾填精中药方由熟地 "#$ 龟版胶 "#$ 菟丝子

6$ 仙灵脾6$ 鹿角胶6$组成，均由本院中药制剂

室煎制成浓缩合剂，系将 " 个月的药量浓缩制成每毫

升约含生药 7$。
# 主要试剂 地高辛标记的 2343 849: 探针、

55 849: 探针及杂交试剂盒均由上海第二军医大学组

织胚 胎 教 研 室 提 供。免 疫 组 化 5:;< 试 剂 盒 购 自

=:>? 公司。兔抗 55、23 抗独特型抗体由上海第二军

医大学神经生物学教研室提供。生物素标记的羊抗兔

@$2 抗体购自 =:>? 公司。

7 动物及分组 健康清洁级雌性 5= 大白鼠 "A
只，体重 "BC D "EC$，E 周龄（相当于青春期），由上海西

普尔*必凯实验动物有限公司提供。自然光照下常规

饲养，平均温度 ##F，相对湿度 7CG。"A 只大鼠分为

7组，每组 H 只。对照组喂饲生理盐水，滋阴泻火组

（简称中药 " 组）喂饲滋阴泻火中药合剂，益肾填精组

（简称中药 # 组）喂饲益肾填精中药合剂；均每天 " 次，

每次 E+.（含生药 "E$），疗程 7C 天。

B 组织取材、冰冻及石蜡切片 所有动物均在最

后 " 次给药后第 # 天上午 A：CC D 6：CC 时取材，动物用

"CG水合氯醛（CI7+. J "CC$ 体重）腹腔麻醉后开胸，主

动脉插管，先灌注生理盐水 "CC+.，再灌注 BG多聚甲

醛液约 7CC+.，直至动物僵硬。取出大脑（包括下丘脑

及垂体），在 BG多聚甲醛液中 BF固定 "# D "H)。下丘

脑置 #CG葡萄糖、BG多聚甲醛液中 BF保存，直至组

织块下沉。采用冰冻切片机作下丘脑连续冠状切片，

厚度为 #E!+，按大鼠脑立体定位图从 ; ! "IC D ; ! #IC
区间，每 7 张切片取一张用作 55 原位杂交及免疫组化

检查。从 ; ! #IB D ; ! 7I# 区间每 7 张切片取一张用

作 2343 原位杂交检查。垂体按常规石蜡切片方法，

脱水、透明、包埋后水平切片，厚度为 B!+，用作 23 免

疫组化检查。

E 漂浮法原位杂交染色程序 参照向正华等报

道方法〔7〕。切片先在 CI"+&. J K 甘氨酸中洗涤 E+1,，以

去除游离醛基，后在 CIBG L%1(&, M*"CC 中洗 "E+1,（增

加探针穿透力），蛋白酶 > 处理 7C+1,（以暴露待测的

+49:），CI#EG乙酸酐洗 "C+1,（消除非特异性反应）

后，切片入杂交液中（55 探针浓度为 " N "CC，2343 为 "
NEC）EHF "# D "H)，后置于含 4,/0- : 的 # O 55<，" O
55<，CIE O 55< 及 CI" O 55< 中冲洗各 "E+1,，加入碱性

磷酸酶标记抗地高辛抗体（" N "CCC）BF过夜。9;L 和

;<@P 显色液中 #IE D 7)，最后贴片，中性树胶封片。阴

性对照：杂交液中不加探针，其余步骤相同。

H 漂浮法免疫组化染色程序 按常规 :;< 方

法。切片用 CI"+&. J K P;5 洗后，加入纯甲醇及 3#?# 液

中（终浓度 CIEG）7C+1,，P;5 洗后加入一抗（55 一抗浓

度 " N"CCC），BF过夜。再加入二抗（" N"CCC）7QF ")，切

片入 :; 液（" N EC）7QF 6C+1,，CI"+&. J K P;5 洗后 =:;
染色，CI"+&. J K P;5 终止反应，贴片，中性树胶封片。

阴性对照：一抗用 CI"+&. J K P;5 代替，其余步骤相同。

Q 石蜡切片免疫组化染色检测垂体 23 程序

按常规 :;< 方法。兔抗 23—抗浓度为 " N "CCC。阴性

对照：一抗用 CI"+&. J K P;5 代替。

A 图像分析 于上海复旦大学基础医学院图像

处理中心，采用 @R5 细胞图像分析系统，以医学图像分

析软件，作各组大鼠下丘脑室周核 55 +49:、55 蛋白

及弓状核 2343 +49: 免疫反应阳性神经元计数，并

检测其阳性细胞面积光密度值来反应其基因表达及蛋

白表达的水平。垂体 23 免疫反应阳性细胞的检测系

通过每张切片随机选 "C 个不重叠的视野，计数每个视

野细胞数，每个视野随机选 "C 个细胞，计算单个细胞

面积及阳性细胞总面积来反映垂体 23 蛋白的表达水

平。

6 统计学方法 用 5P55 软件包，数据通过 ?,-*
’/S :9?T: 处理，组间差异采用 ! 检验。
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结 果

! 中药对大鼠下丘脑室周核 "" #$%& 表达水平

的影响 见表 !。中药 ! 组大鼠下丘脑室周核 "" #$’
%& 阳性神经元数、单位面积阳性神经元数及阳性细胞

面积光密度值均明显高于对照组（! ( )*)+），而中药 ,
组则相反，其阳性神经元数、单位面积阳性神经元数及

阳性 细 胞 面 积 光 密 度 值 均 显 著 低 于 对 照 组（ ! (
)*)+）。说明滋阴泻火中药可使下丘脑室周核 "" 基因

表达显著上调，而益肾填精中药使其显著下调。

表 ! 各组大鼠下丘脑 "" #$%& 表达水平的变化 （!" - #）

组别 $
阳性神经元

（个）

单位面积阳性

神经元（个 . ##,）

阳性细胞面积

光密度值（&）

对照 / !,0*,1 - !0*!2 ++*,3 - +*4+ 0/11*4, - 41/*/!
中药 ! / !/+*,, - 3/*00" 43*03 - !+*/0" /1!3*/) - 112*!1"
中药 , / 2!*/! - !)*2!" 0)*4, - 4*0!" ,2!,*33 - !3,*04"

注：与对照组比较，"! ( )*)+

, 中药对大鼠下丘脑室周核 "" 蛋白表达水平的

影响 见表 ,。中药 ! 组大鼠下丘脑室周核 "" 阳性神

经元数、单位面积阳性神经元数及阳性细胞面积光密

度值均明显高于对照组（! ( )*)+）；中药 , 组大鼠阳

性神经元数、单位面积阳性神经元数及阳性细胞面积

光密度值则显著低于对照组（! ( )*)+）。说明滋阴泻

火中药可使下丘脑室周核 "" 蛋白表达水平显著上调，

益肾填精中药则可使室周核 "" 蛋白表达水平显著下

调。

表 " 各组大鼠下丘脑室周核 "" 蛋白表达

水平的变化 （!" - #）

组别 $
阳性神经元

（个）

单位面积阳性

神经元（个 . ##,）

阳性细胞面积

光密度值（&）

对照 / 21*!! - !+*+) 03*/) - /*30 0/+!*4, - /)4*33
中药 ! / !03*13 - ,3*,0" /,*1, - !)*!3" 13,!*,, - !)0!*0)"
中药 , / /!*32 - 2*+!" ,+*1) - 0*,4" 30,0*20 - 110*+/"

注：与对照组比较，"! ( )*)+

3 中药对大鼠下丘脑弓状核 56$6 #$%& 表达

水平的影响 见表 3。中药 !、, 组大鼠弓状核 56$6
#$%& 阳性神经元数及阳性细胞光密度值与对照组比

较差异无显著性（! 7 )*)+）。说明滋阴泻火中药及益

肾填精中药对大鼠下丘脑弓状核 56$6 #$%& 表达无

明显影响。

0 中药对大鼠腺垂体 56 蛋白表达水平的影响

见表 0。中药 ! 组大鼠腺垂体 56 单个细胞面积、每个

视野 阳 性 细 胞 数 及 阳 性 细 胞 面 积 均 低 于 对 照 组

（! ( )*)+）；而中药 , 组每个视野阳性细胞数及阳性

细胞面积则高于对照组（! ( )*)+），但单个细胞面积

与对照组比较差异无显著性（! 7 )*)+）。说明滋阴泻

火中药可抑制腺垂体生长激素细胞合成 56，而益肾填

精中药则促进其合成 56。

表 # 各组大鼠下丘脑弓状核 56$6 #$%& 表达

水平的变化 （!" - #）

组别 $ 阳性神经元（个） 阳性细胞光密度值（&）

对照 / ,4*!4 - 0*0) )*!,+ - )*),/
中药 ! / ,4*00 - +*)) )*!,) - )*),4
中药 , / ,1*)/ - 3*+) )*!,4 - )*),1

表 $ 各组大鼠腺垂体 56 细胞的变化 （!" - #）

组别 $
单个细胞面积

（!#,）

阳性细胞

（个 .视野）

阳性细胞面积

（!#,）

对照 / 04*// - +*+3 ++4*)1 - /,*40 ,+44/*1+ - ,!!)*34
中药 ! / 30*,! - 3*)/" 0++*)2 - 3+*2/" ,)1)/*++ - !410*4+"
中药 , / 03*03 - 0*,2 4)0*1) - ++*//" ,2122*/) - 0)!0*0+"

注：与对照组比较，"! ( )*)+

讨 论

青春期长骨线性生长加速是由于下丘脑 8 垂体 8
生长轴及下丘脑 8 垂体 8 性腺轴功能活跃并协同调控

的结果，垂体 56 合成及分泌显著增加，通过血循环到

达长骨干骺端的软骨生长板，刺激该部位的成骨细胞及

软骨细胞合成，分泌大量的胰岛素样生长因子（95:），

56可直接作用，也可经 95:! 的介导促使软骨细胞、成

骨细胞增殖，胶原及硫酸粘多糖增多，同时伴有骨矿物

质沉积，加速骨形成，从而促进骨线性生长〔0〕。在促进

骨线性生长过程中，56 起着重要的作用。56 是由垂体

前叶嗜酸细胞分泌的一种蛋白质激素，但 56 的合成、

释放受下丘脑 56$6 及 "" 的调控。56$6 神经元位于

下丘脑的弓状核及腹内侧核，其神经纤维伸入正中隆

起，分泌的 56$6 通过垂体门脉系统，作用于垂体生长

激素细胞，促进 56 的合成、分泌。而 "" 神经元在下丘

脑分布广泛，作用也广泛，对骨骼生长起调节作用的主

要是位于下丘脑室周核的 "" 神经元，"" 纤维也伸入到

正中隆起，分泌的 "" 经垂体门脉系统，作用于垂体生长

激素细胞，抑制 56 的释放。此外，室周核 "" 神经元的

突起伸入到弓状核，抑制 56$6 神经元的作用，从而抑

制垂体 56 的合成。

我们既往的临床研究已证实，滋阴泻火中药不仅可

使真性性早熟患儿下丘脑 8 垂体 8 性腺轴功能亢进的

程度明显好转，内生殖器官回缩，第二性征消退，而且可

明显抑制其成骨细胞过度亢进的功能活动，减慢骨骼线

性生长，延缓骨骼成熟，防止骨骺过早融合，从而显著改

善其最终身高〔+，/〕，还可使青春期大鼠长骨干骺端软骨

生长板的反映成骨细胞活性的骨钙素（;5<）基因表达

显著下调。益肾填精中药则可使患儿成骨细胞的功能

活动重新活跃，使青春期大鼠长骨干骺端软骨生长板的

反映成骨细胞活性的 ;5< 基因表达显著上调〔4〕。
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本课题的研究结果显示，滋阴泻火中药可使下丘

脑室周核 !! 基因表达、蛋白表达水平显著上调，腺垂

体 "# 的蛋白表达显著下调；而益肾填精中药则相反，

可使该核团 !! 基因表达、蛋白表达水平显著下调，腺

垂体 "# 的蛋白表达显著上调，说明这两类中药可通

过对下丘脑 !! 基因表达及蛋白表达的调控作用来调

节腺垂体 "# 的合成及分泌，从而调节下丘脑 $ 垂体

的促生长机能。既往的研究结果系从长骨干骺端软骨

生长板的成骨细胞活性的角度研究两类中药可有效的

调整性早熟患儿骨骼发育的进程，而本课题的研究结

果则从下丘脑 $ 垂体 $ 生长轴的角度证实这两类中药

可通过对下丘脑 !! 基因表达、蛋白表达及垂体 "# 蛋

白表达的调控作用，调节下丘脑 $ 垂体的促生长机能，

从而为临床上采用这两类中药改善真性特发性性早熟

患儿的骨骼发育提供了实验室依据。
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如意金黄散外涂治疗化疗药物性静脉炎 %+- 例
吴小玲 唐菊英 苏 荣

中国人民解放军总医院血液科（北京 %--,/*）

+--- 年 % 月—+--+ 年 % 月，笔者对 ++4 例因化疗药物所致

的静脉炎患者，采用如意金黄散外涂及与美得喜乳膏外涂治疗

进行了对照观察，现报告如下。

临床资料 ++4 例均为白血病住院患者，经病理学、细胞学

和影像学检查证实，在化疗过程中出现不同程度的静脉炎。按

抽签法将其分为两组，治疗组 %+- 例，男 ., 例，女 /+ 例；年龄 %,
X (+ 岁，平均 /%Y. 岁；根据 V#Z 化疗毒性分级标准，!级（无

痛，但局部发红）%( 例，"级（轻度疼痛，局部发红）4- 例，#级

（中度疼痛，局部轻度肿胀、灼热）4, 例，$级（重度顽固性疼痛，

中、重度肿胀）%/ 例；首次化疗引起者 /, 例（其中静脉滴注柔红

霉素 ** 例，表阿霉素 %- 例，卡氮介 %/ 例）。对照组 %-4 例，男

.4 例，女 4- 例；年龄 +* X .’ 岁，平均 /-Y’ 岁；化疗毒性分级：!
级 4. 例，"级 +, 例，#级 ++ 例，$级 , 例；为首次化疗引起者

.- 例（其中静脉滴注柔红霉素 *. 例，表阿霉素 %% 例，卡氮介 %*
例）。两组资料比较差异无显著性（! [ -Y-/），具有可比性。

治疗方法 治疗组：根据静脉炎部位大小取如意金黄散

（北京市同仁堂股份有限公司同仁堂制药厂生产，每袋 %+G）适

量，以食醋或芝麻油调成糊状外涂，所涂范围超过病灶约 + X
*J0，最初每日外涂 4 X . 次；药膏均匀涂敷，保持 +00 左右厚

度，纱布外包一层保护薄膜，能保持其湿度，有利于药物渗透，

效果较佳；随着病情好转，逐渐减少外涂次数 ，用药过程中观

察患者自觉和局部病变的变化，(+= 为 % 个疗程。对照组：取美

得喜乳膏（西安萃生药业有限公司生产，英文名为 #7M<AD8 !5KDE
?0 9A7<0，主要成分及其化学名称为肝素钠，规格为 +-G：/---\）

适量外涂于病变部位，方法与疗程同治疗组。

结 果 治疗组 %+- 例显效（红肿热痛完全消退，血管壁

变软，弹性恢复正常）%-% 例（,4Y+]），有效（局部症状消失，但

静脉血管硬化，不能再作为输液用血管使用）%4 例（%%Y.]），无

效（无变化或合并感染或局部病灶进展）/ 例（4Y+]），总有效率

为 ’/Y,]；对 照 组 %-4 例，显 效 +% 例（+-Y+]），有 效 /- 例

（4,Y%]），无效 ** 例（*%Y(]），总有效率为 .,Y*]。两组总有

效率比较差异有显著性（%
+ ^ %.Y’，! _ -Y-/），说明治疗组的疗

效明显优于对照组。治愈所需时间：治疗组为 4 X ./=，中位数

为 +’Y,=；对照组为 ’Y, X (+=，中位数为 /-Y/=。不良反应：两药

对皮肤均无任何不良反应。

讨 论 如意金黄散为外科常用剂，主要成分是大黄、黄

柏、天花粉、白芷、天南星、陈皮、甘草，方中大黄、黄柏能活血消

炎，天花粉、白芷、天南星散风驱湿解毒，陈皮、甘草理气，诸药

配合使气血通畅，清热解毒，消肿止痛。临床观察发现，发生静

脉炎后，使用如意金黄散越早，疗效越明显。如意金黄散具有

渗透性好、见效迅速、药性温和、使用方便等优点，局部用药未

见明显过敏反应，它也适用于其他原因造成的浅表性静脉炎。

注意请勿直接涂于溃烂伤口和粘膜组织上。

（收稿：+--+ $ %% $ %- 修回：+--+ $ %+ $ +.）
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