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金匮肾气丸对肾阳虚大鼠垂体;<*=基因表达的影响

郑小伟 包素珍 刘明哲 宋 红 李荣群

摘要 目的 探讨金匮肾气丸（简称肾气丸）不同浓度、不同时间对肾阳虚大鼠垂体促肾上腺皮质激素

（;<*=）基因表达的影响。方法 造模大鼠随机分成模型组，肾气丸高、中、低剂量组，在喂药后不同时间

（(&、’&、$&天），用逆转录聚合酶链反应（>*2?<>）方法检测肾气丸对垂体组织;<*=基因表达的影响。结

果 与模型组比较，肾气丸中、高剂量组大鼠血清;<*=水平升高（!!&@&)或!"&@&(）及垂体组织

;<*=基因表达明显上调，差异有显著性（!!&@&)）；中剂量组与高、低剂量组比较明显增高（!!&@&)或!
!&@&(）。结论 肾气丸能上调;<*=基因表达可能是其治疗肾阳虚的机理之一。
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近年来国内外对肾虚本质和补肾药作用机制的探

讨取得了多方面进展，广泛涉及神经、内分泌系统、免

疫学和基础代谢等方面。现代研究表明，肾阳虚证具

有下 丘 脑—垂 体—肾 上 腺 皮 质 轴 功 能 紊 乱 的 表

现〔(.$〕，并累及性腺轴、甲状腺轴。金匮肾气丸（以下

简称肾气丸）为温补肾阳之名方，其治疗肾阳虚证，改

善垂体.肾上腺皮质功能低下，是否通过调节促肾上

腺皮质激素（;<*=）基因表达这一途径？对此我们从

分子水平进行研究，为临床诊治提供现代化客观依据。

材料与方法

( 动 物 清 洁 级 雄 性G[大 鼠’’&只，体 重

（’-&\(&9），由上海医学科学院实验动物中心提供。

’ 药物 肾气丸由炮附子、肉桂、熟地、山萸肉、

山药、茯苓、泽泻、丹皮组成，由本院制剂室按(](]/]
]̂̂]$]$]$加工制成（(@&9／3,）。中药饮片均购自浙

江中医学院门诊部中药房，符合’&&(年版中国药典。

$ 试 剂 及 仪 器 (0̂&培 养 液，美 国 JK_1
*1<=!FJFBK1G公 司 产 品；甲 状 腺 素（*̂）、睾 酮

（*）、皮质醇（_）、促肾上腺皮质激素（;<*=）试剂盒，

均为北京北方生物技术研究所产品；>*2?<>试剂盒

由上海博彩生物科技有限公司提供。"放射免疫计数

仪（B<2(’&&）为安徽中佳光电仪器公司产品；’̂&&型

?<>仪，英国*1<=!1公司产品；L‘’&&[紫外分光

光度 计，美 国 L!K<F 公 司 产 品；a65N+／L,NQ4V5",+N
*Q4785,,H3574N"Q凝胶 扫 描 仪，美 国B+7+公 司 产 品；

L>2̂(&&型酶标仪，美国[X74N+:6公司产品。

^ 方法

@̂( 分组与给药 将大鼠随机分为)组，即正常
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组，模型组，肾气丸高、中、低剂量组，每组!!只。正常

组大鼠每日给予"#$%&生理盐水灌胃，每天"次，共

’(天；其余!组按文献〔!〕方法造模，即给予大鼠腺嘌

呤（’(%)／"(()与蒸馏水混成悬浮液"#$%&）灌胃，每

天"次，共’(天。在造模’(天结束后，观察动物体征

变化。每组各随机取*只大鼠，检测血清+、,、,!、

-.,/，以观察大鼠造模成功情况。自’"天起正常

组、模型组给予生理盐水灌胃’(天；肾气丸高、中、低

剂量组分别给予肾气丸0(#’)、"’#$)、1#(*)／（2)·3），

即相当于成人剂量的"$倍、"(倍、$倍，连续灌胃’(
天。实验大鼠分别于第"(天、0(天、’(天每组各处死

"0只，摘眼球取血，并迅速取出垂体，0只为"个标本，

置于液氮中备用，进行4,56.4检测。

!#0 -.,/%47-的表达

!#0#" 引物设计 根据大鼠的-.,/的基因序

列设计和合成一对寡核苷酸引物（由上海博彩生物科

技有限公司合成）。

上 游 引 物 序 列 为$’5888.--8.8.,..,-.5
,..5’’，

下游引物序列为$’58888.8,.,88.,.,,.,.5
’’，长度’((9:。

!#0#0 垂 体 组 织47-提 取 用 异 硫 氰 酸 胍

酸;氯仿一步提取法提取垂体组织总47-。所提取

总47-经 电 泳 鉴 定 并 在 紫 外 分 光 光 度 计01(;
0*(<%处测定=>值，计算出47-浓度。

!#0#’ 逆 转 录 聚 合 酶 链（4,56.4）反 应 按

4,56.4试剂盒中方法操作，设!肌动蛋白的基因（!5
?@AB<）为内参基因。

!#0#! 6.4扩增产物分析 6.4产物电泳完毕

后在凝胶扫描仪上观察结果，用目的基因光密度值与

!5?@AB<光密度值的比值进行半定量分析，得出结果。

$ 统计学方法 采用统计软件包C6CC"(#(版

统计，采用!检验。

结 果

" 肾阳虚证造模情况 模型组动物造模’(天内

相继出现畏寒肢冷，精神萎顿，多尿，体毛干枯不齐、稀

疏、脱落现象，反应迟钝，少动闭眼，尾部苍白等症状。

"个月后，模型组大鼠血清,!、+、,、-.,/含量均明

显下降，与正常组大鼠比较差异有显著性（"!(#("，

见表"），表明肾阳虚证造模成立。

0 各组大鼠不同时间血清-.,/测定结果 见

表0。模型组-.,/水平降低。肾气丸各剂量组用药

"(天后，-.,/水平呈增高趋势；用药0(天时，中剂

表! 腺嘌呤对大鼠,!、+、,和-.,/的影响 （")／D，"#E$）

组别 鼠数 ,! + , -.,/
正常 *’!#**E$#("01#F0E*#(!(#11E(#"* 0$#"(E0#$"
模型 *0!#10E’#F1#"’#"1E"#$(#(#’0E(#"0#"F#1’E"#!*#

注：与正常组比较，#"!(#("

量组-.,/水平增高明显，与模型组比较差异有显著

性（"!(#($）；用药’(天时，中、高剂量组-.,/水平

升高，与模型组比较，差异有显著性（"!(#($或"!
(#("）；高、低剂量组与中剂量组比较差异有显著性

（"!(#($）。

表" 各组大鼠不同时间血清-.,/测定结果 （"#E$）

组别 鼠数
-.,/（<%G&／)）

"(3 0(3 ’(3
正常 1 0!#$"E’#!* 0!#0(E0#$* 0$#0HE"#*(
模型 1 "*#!FE"#11 "*#$FE0#10 "F#"0E"#’$

肾气丸高剂量 1 "F#!(E"#H’ 0(#((E"#F* 0"#’FE"#!"#$
中剂量 1 "F#$$E"#"$ 0"#!(E0#(1#0’#$’E"#HH##
低剂量 1 "F#!FE0#0’ "F#0!E0#"0 0(#"$E0#(F$

注：与模型组比较，#"!(#($，##"!(#("；与肾气丸中剂量组比

较，$"!(#($

’ 肾气丸对-.,/%47-表达的影响 见图

";’。用药"(天时，肾气丸各剂量组电泳色带强度无

明显差异；用药0(天时，正常组电泳色带明显比模型

组增强，模型组电泳色带最暗，其次为肾气丸低剂量
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组、高剂量组、中剂量组；!"天时，各组电泳色带趋势

同前，强度达到最明显。说明肾气丸可以增强#$%&
’()#的表达，并与浓度有关系。在不同的时间，基

因表达不同，随时间延长，电泳色带比同组增强。

* 各组大鼠垂体#$%&／!+,-./0光密度值比较

见表!。灰度测量分析结果表明，1"天时肾气丸高、

中、低剂量组#$%&’()#的表达量与模型组比较差

异无显著性；2"天时肾气丸中剂量组与模型组比较差

异有显著性（!!"3"4）；!"天时肾气丸高、中剂量组比

模型组显著升高（!!"3"4或!!"3"1），且中剂量组

比高、低剂量组#$%&’()#的 表 达 量 明 显（!!
"3"4）。

表! 各组大鼠垂体#$%&／!+,-./0光密度

值比较 （""5#）

组别 鼠数
#$%&／!+,-./0

1"6 2"6 !"6
正常 7 13815"3"8 13815"31" 138!5"31"
模型 7 "38*5"3"8 "3895"3"9 "39!5"312

肾气丸高剂量 7 "3925"311 13""5"3"8 13"75"311#$
中剂量 7 "39*5"3"9 13"*5"311# 13225"3"9##
低剂量 7 "38:5"3"9 "39*5"311 13"45"3"8$

注：与模型组比较，#!!"3"4，##!!"3"1；与肾气丸中剂量组比

较，$!!"3"4

讨 论

生理条件下，在下丘脑—垂体—肾上腺皮质轴中，

肾上腺皮质束状带、网状带产生皮质醇、雄激素及少量

雌激素。这两个带主要由#$%&调节〔4〕。本实验显

示，肾阳虚大鼠%*、;、%、#$%&较正常大鼠明显降

低。经用肾气丸治疗后大鼠阳虚症状减轻的同时各组

血清#$%&水平均明显改善。由此可知，#$%&’(+
)#表达量的多少可直接影响到肾上腺皮质类固醇激

素的分泌量。

本实验用药1"天时肾气丸各剂量组与模型组在

多项指标测定结果比较时，两者之间差异无统计学意

义。可能由于药物作用时间短暂，影响不明显；也存在

由于肾上腺皮质功能严重低下，引起机体自身的代偿

性增强，而使实验结果对比不明显。在用药2"、!"天

时，血清#$%&水平有了明显的升高。推测这可能与

中药调控了#$%&的基因表达有关。在观察了肾气

丸对#$%&’()#的基因表达影响中，肾阳虚大鼠

#$%&升高的同时伴有#$%&’()#水平升高，说明

肾气丸有改善#$%&的功能，进而影响肾上腺糖皮质

激素分泌。

本研究表明，虽然肾气丸各剂量均有上调#$%&

’()#表达的作用，而以肾气丸中剂量最佳。高剂量

时，可能由于药物浓度太高，药液黏稠，影响机体的吸

收功能，且方中熟地味甘而腻，高剂量服用，有碍消化，

亦影响药效。再有肾气丸存在着双相调节作用，当肾

气丸浓度过高时，可能引起某种拮抗作用，而使药效受

影响；低剂量时，可能药物浓度过低，致药效不显。在

不同的时间段，肾气丸对血清#$%&水平、#$%&基

因表达的影响又各不相同，但总的实验结果显示，随着

用药时间的延长，基因表达更加明显。从而可推测在

临床用药时用足疗程为佳。本研究表明，肾气丸通过

增高#$%&’()#的表达，进而增高#$%&的含量，

这可能是其治疗肾阳虚的作用机制之一。肾气丸对中

枢如下丘脑是否有调节作用，是否还通过其他途径进

行调节，调节机制如何，有待进一步研究。
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