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金匮肾气丸对肾阳虚小鼠睾丸组织

端粒酶活性的促进作用

许翠萍#

#朱庆均!

#宋#洁$

#李#震!

#张#丹!

摘要#目的#探讨金匮肾气丸对肾阳虚小鼠睾丸组织端粒酶活性的影响! 方法#以"劳倦过度#房事不

节$制备肾阳虚小鼠模型#随机分为模型组及金匮肾气丸治疗组%治疗组&#每组
#9

只#另选取
#9

只正常雄

鼠作为正常组! 正常组常规饲养#每天灌胃蒸馏水
"

$

# >HI#" D

'模型组造模同时每天灌胃蒸馏水
"

$

# >HI

#" D

'治疗组造模同时每天灌胃金匮肾气丸混悬液
"

$

# >HI#" D

%浓度
"

$

!8# DI>H

&! 共干预
8

周!

8

周后

采用
=H'JK

法检测各组小鼠睾丸组织端粒酶活性! 结果#"劳倦过度(房事不节$法复制肾阳虚模型成功#

同时金匮肾气丸对肾阳虚模型小鼠的体征有一定的改善作用! 与正常组比较#模型组小鼠睾丸端粒酶活性

降低%

L M"

$

"#

&'与模型组比较#治疗组端粒酶活性升高%

L M"

$

"#

&! 结论#"劳倦过度(房事不节$肾阳虚

小鼠睾丸端粒酶活性较之正常小鼠明显降低#金匮肾气丸可使肾阳虚小鼠睾丸端粒酶活性得以恢复!

关键词#金匮肾气丸'肾阳虚'睾丸组织端粒酶活性
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##'肾主生殖(理论是中医藏象学说的组成部分) 实验研究表明"肾阳虚存在下丘脑*垂体*性腺轴不

同环节+不同程度的功能紊乱"补肾中药可从各个环节

调节下丘脑*垂体*性腺轴功能状态"改善下丘脑*

垂体*性腺轴功能紊乱"使生殖功能得到不同程度的

改善,

#

"

!

-

) 端粒酶$

N,43>,.0F,

%是使端粒延伸的反

转录
R6K

合成酶"其功能是合成染色体末端的端粒"

使因每次细胞分裂而逐渐缩短的端粒长度得以补偿"
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进而稳定端粒长度) 目前已证实在大多数正常人体细

胞中无端粒酶活性"而在干细胞+生殖细胞和
7"b

的

恶性肿瘤细胞中有端粒酶活性表达,

$

"

8

-

) 生殖细胞中

端粒酶活性被认为在保证全长的染色体转移至子代细

胞及生殖细胞减数分裂中起重要作用,

9

-

) 肾阳虚导

致生殖能力下降,

#

-

) 端粒酶在睾丸组织中的活性可

作为评价生殖能力的指标"也反映了肾阳虚的严重程

度,

9

"

;

-

) 近年来"端粒与端粒酶的研究已成为国际研

究热点"其与人类的衰老及肿瘤的发生发展密切

相关,

;

"

<

-

)

本研究主要观察'劳倦过度+房事不节(肾阳虚小

鼠睾丸组织端粒酶活性表达的变化" 探讨金匮肾气丸

对肾阳虚小鼠睾丸组织端粒酶活性的影响"从而探明

金匮肾气丸治疗肾阳虚的作用机制"为临床治疗肾阳

虚证提供实验依据)

材料与方法
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龄"雄性
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) 普通饲料#山东大学实验动物中心提

供"合格证号#鲁动饲字#
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#药物#金匮肾气丸$

7 D

"由熟地黄+山药+山

萸肉+茯苓+泽泻+丹皮+附子+肉桂组成"由济南宏济堂

制药有限责任公司生产"批号#

!"";"$#!

%"研碎溶于

水中"配制成浓度
"

$

!8# DI>H

的混悬液) 戊酸雌二

醇由法国
JAG,.?CD J5K

公司生产"批号#
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$

!"":#!!!
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"德国%&恒温震荡器$
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&

%
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#模型制备及分组#动情期雌鼠的准备及雄鼠

的筛 选# 雌 鼠 每 天 灌 胃 戊 酸 雌 二 醇 混 悬 液

$

"

$

"$$ >DI>H

"

"

$

# >HI#" D

%"以阴道涂片检查角

化细胞证实动情期的出现) 将每只雄鼠与
!

只动情期

雌鼠共笼"次日凡雌鼠有阴道栓的笼中的雄鼠为交配

功能正常的健康雄鼠"用作实验用雄鼠) 选取
$"

只

实验用雄鼠"随机分为模型组及金匮肾气丸治疗组

$治疗组%"每组
#9

只"制备劳倦过度
c

房事不节模型#

每天上午
:

#

""

在水深
!9 A>

+水温
!9

)+容积

9 """ >H

的圆型玻璃缸内强迫小鼠游泳至无力而下

沉时捞出"造成劳倦过度&每只雄鼠与
;

只动情期雌鼠

同笼"注意每天更换动情期雌鼠以诱导房事不节) 实

验共进行
8

周) 小鼠出现自主活动减少"倦怠"精神萎

靡"弓背"蜷缩"拥挤在一起"体毛枯疏+失去光泽+采食

量+饮水量减少"游泳时间缩短"耐寒能力明显下降"大

便变稀"尿量增多"腹部皮毛潮湿"阴囊皱缩"睾丸回

升"舌色淡白"舌体胖嫩"舌边有齿痕为造模成功,

:

-

)

另选取
#9

只正常雄鼠作为正常组)

9

#干预方法#正常组#常规饲养"每天灌胃蒸馏

水
"

$

# >HI#" D

) 模型组#造模同时每天灌胃蒸馏水

"

$

# >HI#" D

) 治疗组#造模同时每天灌胃金匮肾气

丸混悬液
"

$

# >HI#" D

$相当于临床临床用药剂量
<

倍%) 共干预
8

周)

;

#检测指标及方法#干预后称动物体重"快速颈

椎脱臼处死"取小鼠睾丸)

;

$

#

#睾丸组织中提取物的制备#取%

:"

)保存

的睾丸组织$每组
$

个%"用手术刀片切取米粒大小组

织"加入
!"" !H

裂解液"电动匀浆机冰浴匀浆
!" F

&

冰上孵育
$" >?C

&

8

)"

#! """ . I>?C

离心
!" >?C

&

取上清调整浓度至
# !DI!H

)

;

$

!

#端粒酶重复序列扩增步骤$

(\KL

反应%

反应体系#

!9 !H L%\ *?@N/., c !$ !H

无菌去离子

水
c! !H

$

! !D

%组织裂解液) 反应条件#$

#

%

!9

)

# >?C

&$

!

%

78

)

9 >?C

& $

$

%

78

)

$"

秒"

9"

)

$" F

"

<!

)

#

$

9 >?C

"

!9

个 循 环& $

8

%

<!

)

#" >?C

"

8

)保存)

;

$

$

#端粒酶活性检测#采用
=H'JK

法) 每个样

品取
!" !H

变性试剂加入离心管中"加入
9 !H

扩增

产物"室温孵育
#" >?C

"每个反应产物做两复孔&每个

离心管内加入
!!9 !H

杂交缓冲液"用振荡器完全混

匀&取
#"" !H

混合物加入试剂盒中已包被的微孔板

的每个孔中"并用自粘贴盖住小孔以防蒸发"将微孔板

置于恒温震荡器中"

$<

)"

$"" . I>?C

孵育
! G

&仔细

弃去全部杂交液"以清洗缓冲液洗
$

次"每孔
!9" !H

每次
$" F

"小心弃去冲洗液&每孔加入
#"" !H

抗&

R'Z

&

LYR

工作液"盖微孔板"置于恒温震荡器中"

!"

)"

$"" . I>?C

孵育
$" >?C

&完全弃去溶液"以每孔

!9" !H

清洗缓冲液冲洗
9

次"每次
$" F

"小心弃去冲

洗缓冲液&每孔加入
#"" !H(*]

底物溶液预热至室

温"盖上盖子"在恒温震荡器中"

!"

)"

$"" . I>?C

"孵

育
#9 >?C

) 不弃去反应底物"每孔加入
#"" !H

终止

试剂以终止反应"等已反应的
LYR

底物的颜色从蓝
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转黄"使用
=H'JK

酶标仪"测定标本
89" C>

吸光

度值)

;

$

8

#结果判断#吸光度值为
K89" C>

"参照空

白对照读数
K;7" C>

) $

#

%阴性对照#随意取
#

个

# !DI!H

的组织提取物"

:9

)加热
#" >?C

灭活端粒

酶"作为阴性对照"阴性对照最大的吸光度值低于

"

$

!9

$

K89"

'

;7" C>

%)$

!

%阳性对照#阳性对照的

吸光度值在底物反应
!" >?C

后检测"高于
#

$

9

$

K89"

'

;7" C>

%)$

$

%样本#将样本的吸光度值减去

阴性对照的值"即为样本端粒酶活性的检测值"该值应

d"

$

!

方可认为有端粒酶活性)

<

#统计学方法#采用
JLJJ #"

$

"

软件"所得计

量资料用
@

(

F

表示"组间比较用单因素方差分析"

L M"

$

"9

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组小鼠一般状态比较#与正常组比较"模型

组自主活动明显减少"倦怠"精神萎靡"弓背"蜷缩"拥

挤在一起"体毛枯疏+失去光泽+采食量+饮水量减少"

游泳时间缩短"耐寒能力明显下降"大便变稀"尿量增

多"腹部皮毛潮湿"阴囊皱缩"睾丸回升"舌色淡白"舌

体胖嫩"舌边有齿痕) 与模型组比较"治疗组自主活动

次数明显增加"游泳时间延长"耐寒能力明显提高"与

雌鼠同笼时可见阴道拴"舌色淡白"舌边齿痕不明显)

造模期间模型组
!

只小鼠死亡"治疗组
#

只小鼠死亡"

其余小鼠均造模成功"成功率
7"b

) 提示'劳倦过度+

房事不节(法复制肾阳虚模型成功"同时金匮肾气丸

对肾阳虚模型小鼠的体征有一定的改善作用)

!

#各组小鼠端粒酶活性比较$表
#

%#与正常组

比较"模型组小鼠睾丸端粒酶活性降低$

L M"

$

"#

%&与

模型组比较"治疗组端粒酶活性升高$

L M"

$

"#

%)

表
#

!各组小鼠端粒酶活性比较!$

@

(

F

%

组别
C

端粒酶活性$

YR

%

正常
#9

#

+

$:

(

"

+

!$

!

模型
#$ "

+

;"

(

"

+

#9

治疗
#8

#

+

89

(

"

+

!;

!

##注#与模型组比较"

!

L M"

+

"#

讨##论

对肾阳虚本质和补肾中药作用机制的探讨" 广泛

涉及神经系统+内分泌系统+免疫学和基础代谢等方

面"研究结果表明肾阳虚证累及下丘脑*垂体*性腺

轴"存在下丘脑*垂体*性腺轴不同环节+不同程度的

功能紊乱,

#

"

!

"

7

"

#"

-

"补肾中药可从各个环节调节下丘

脑*垂体*性腺轴功能状态"使其生殖功能得到不同

程度的改善)

金匮肾气丸为中医学经典补肾壮阳方药"是治疗

肾阳虚的经典方剂"首见于.金匮要略/"又名八味肾

气丸) 原方由'干地黄八两+山茱萸四两+薯蓣四两+

泽泻三两+茯苓三两+牡丹皮三两+桂枝一两+附子

$炮%一两(共八味药物组成"研末"'炼蜜和丸("以酒

下之) 干地黄为君"山药+山萸肉+桂枝+附子为臣"茯

苓+泽泻+丹皮为佐) 张景岳之'阴中求阳(理论"奠定

了肾气丸为温补元阳之理论基础) 金匮肾气丸既可以

补阳+又可以补阴"阴中求阳+阳中求阴"从阴引阳+从

阳引阴"为阴阳双补开辟了广阔的天地,

##

-

) 其具有提

高机体免疫功能+抗衰老+抗突变+抗辐射损伤+调节神

经体液+影响实验动物的生殖+神经内分泌+造血及免

疫等系统"改善心血管+血糖+血脂代谢等多方面的

作用,

#!

"

#$

-

)

前期研究发现'劳倦过度+房事不节(所致肾阳虚

小鼠出现了下丘脑*垂体*性腺轴的功能紊乱"导致

睾丸的生精功能受损,

#

"

!

-

) 在此基础上"进一步进行

了'劳倦过度+房事不节(肾阳虚小鼠生殖力实验,

!

-

"

发现'劳倦过度+房事不节(肾阳虚小鼠雌鼠妊娠率较

正常组显著降低$

L M"

$

"#

%"金匮肾气丸治疗组较模

型组显著升高$

L M"

$

"#

%&模型组雌鼠每窝平均活胎

数较正常组显著下降$

L M"

$

"#

%"金匮肾气丸治疗组

较模型组显著升高$

L M"

$

"#

%) 说明'劳倦过度+房事

不节(肾阳虚小鼠生殖力较之正常小鼠明显降低"金

匮肾气丸治疗后可使肾阳虚小鼠生殖力得以恢复) 端

粒酶缩短和功能不足可使细胞凋亡增加,

#8

-

"本研究结

果表明肾阳虚小鼠睾丸端粒酶活性降低"与前期研究

'劳倦过度+房事不节(导致肾阳虚小鼠睾丸生殖细胞

凋亡率上升"金匮肾气丸可以通过提高睾丸内睾酮含

量"调节
+0F

+

+0FH

表达"可以降低肾阳虚小鼠的睾丸

生殖细胞凋亡,

!

-一致)

本研究利用
(\KL

&

=H'JK

法检测了'劳倦过度+

房事不节(肾阳虚小鼠睾丸组织端粒酶活性"结果显

示"模型组小鼠睾丸端粒酶活性较正常组显著降低"肾

气丸治疗后端粒酶活性较模型组显著增高&说明'劳

倦过度+房事不节(肾阳虚小鼠睾丸端粒酶活性降低"

金匮肾气丸可以通过增强端粒酶活性表达"改善下丘

脑*垂体*性腺轴功能紊乱"通过鼓舞肾阳"提高小鼠

生殖力"从分子水平揭示了'肾(与生殖的关系) 本研

究不足之处在于没有对端粒酶活性表达与细胞增殖+

凋亡的关系进行深入研究"同时不同肾阳虚造模方法

性腺端粒酶活性表达及细胞凋亡的差异也需要进一步
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