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!基础研究!

养精种玉汤对高雄激素培养的卵巢颗粒细胞
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

与蛋白表达的影响

郑艳华#

$丁$涛!

$马红霞%

$叶丹凤%

$苏念军$

$吴效科7

摘要$目的$观察养精种玉汤对高雄激素培养的卵巢颗粒细胞"

M&

#增殖细胞核抗原"

G&4H

#$类固

醇激素合成急性调节蛋白"

I?HJ

#与促卵泡生成素受体"

KILJ

#

<J4H

及其蛋白表达的影响% 方法$以原

代培养猪卵巢
M&

为实验对象% 分别将促卵泡生成素"

KIL

#$养精种玉汤加入受过量丙酸睾酮处理的
M&

培养体系中%

$8 /

后&利用
J)

#

G&J

和
*9N?9-@ O21?

分别检测
G&4H

$

I?HJ

$

KILJ <J4H

及其蛋白表

达量% 结果$过量雄激素抑制
M&

的
G&4H

$

I?HJ

$

KILJ <J4H

及蛋白的表达&养精种玉汤和
KIL

能逆

转雄激素的抑制作用&促进
M& G&4H

$

I?HJ

$

KILJ <J4H

与蛋白的表达% 结论$养精种玉汤有拮抗过

量雄激素对
G&4H

$

I?HJ

$

KILJ <J4H

及其蛋白表达的抑制作用&推测养精种玉汤通过促进
G&4H

$

I?HJ

$

KILJ <J4H

与蛋白的表达以及拮抗过多雄激素的负作用&改善卵泡发育异常%

关键词$卵巢颗粒细胞'养精种玉汤'雄激素'增殖'分化
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$$雄激素对卵泡发育具有双重调控作用"生理剂量

下促进早期卵泡生长"但过量雄激素能诱导颗粒细胞

$

A-,@U21<, .922

"

M&

%凋亡和卵泡闭锁"导致卵泡发

育异常和排卵障碍(

#

)

* 养精种玉汤系+傅青主女科,

所载"是中医治疗不孕症的常用和基础方剂"有研究发

现其能增加
M&

雌二醇$

9N?-,>=12

"

;

!

%与孕酮$

V-1

#

A9N?9-1@9

"

G

%的分泌(

!

"

%

)

"促进子宫内膜细胞外基质

降解而适于胚泡种植"还可以促进子宫内膜分化(

$

)

"

提高子宫内膜对胚泡种植的容受性(

7

)

"并可提高其妊

娠率和保胎成功率(

:

)

* 临床上"排卵障碍性疾病如多

囊卵巢综合征 $

V12T.TN?=. 1W,-T NT@>-1<9

"

G

#

&EI

%"其高雄激素血症能引起排卵障碍* 因此"可以

通过高雄激素处理的
M&

"模拟排卵障碍病理状态下

的
M&

"为研究养精玉汤治疗卵泡发育异常与排卵障

碍的作用机制提供理论依据*

材料与方法

#

$

M&

细胞及培养$获取新鲜的猪卵巢$选取性

成熟母猪"临近排卵期"具有圆'大'有弹性的卵泡的猪

卵巢%"放入预先注入高浓度双抗 $青'链霉素各含

8"

万
XF7"" <_ G\I

缓冲液%的无菌
G\I

缓冲液

中"于
%5

&条件下
# /

内带回实验室" 用此种缓冲液

反复冲洗猪卵巢
%

次"在无菌条件下剥离卵巢外膜"然

后用
# <_

注射器抽吸卵泡液* 将卵泡液注入装有

G\I

$含
!`

双抗%的
7" <_

离心管中
# 7"" - F<=@

"

离心
#7 <=@

"弃上清"再次用此种
G\I

缓冲液洗涤细

胞
#

次*离心后弃上清"然后用预先配好的
D+;+

培

养$含
#"` K\I

和
#`

双抗%稀释细胞并计数"

7`

&E

!

"

67`

空气'饱和湿度
%5

&培养箱培养*

!

$药物$养精种玉汤复方水溶液$熟地黄
%" A

山茱萸
#7 A

$白芍
#7 A

$当归
#7 A

%由广东药学院

统一制备# 将
57 A

的上述复方加
:

倍水回流提取
!

次"每次
# /

"过滤浓缩至
57 <_

"采用高温高压灭菌

方式"最终的复方质量浓度为
# AF<_

*

%

$试剂及仪器$

D+;+

高糖培养基$美国
LT

#

.21@9

公司%"胎牛血清'青链霉素'胰酶溶液均购自北

京索莱宝科技有限公司&丙酸睾丸酮$

)G

"天津金耀氨

基酸有限公司%"重组人促卵泡生成素$

+9-.Z I9-1

#

@1 IH HUO1@@9 \-,@./

%&

*9N?9-@ O21?

所需一抗

与二抗$美国
I,@?, &-U[

公司%"预染蛋白
+,Z9-

$美

国
+\(

公司%&

G&J

引物$上海生工生物有限公司%*

&E

!

培养箱$美国
I/92_,O

公司%"酶标仪$美国
\=1

#

J,>

公司%"凝胶成像系统$美国
\=1

#

J,>

公司%"

0;

#

#8:

转移电泳槽
;GI

#

%""

电泳仪$上海天能科技有限

公司%"超净工作台$中国苏净集团有限公司%"

&^

#

S

型普通光学显微镜$日本
E2T<VUN

公司%*

$

$方法

$

!

#

$分组及给药方法$将
M&

培养
$8 /

后"随

机分为
$

个组* 对照组$

4

组%#加入不含任何药物的

培养液$

!`K\I

的
D+;+

%&单纯过量雄激素组$

+

组%#加入含
!"" !<12F_ )G

的培养液$

!` K\I

的

D+;+

%&

KIL

组#在
+

组基础上加入
KIL

$终浓度

#" @AF<_

%&

H

组#在
+

组基础上加上养精种玉汤复

方水溶液$终浓度
!7 <AF<_

%*

$

!

!

$细胞培养液上清
;

!

与
G

测定$加药干预

M& $8 /

后"收集细胞上清培养采用放射免疫法测定

;

!

和
G

"按说明书操作*

$

!

%

$逆转录 "聚合酶链反应 $

J)

#

G&J

%检测

<J4H

表达量$$

#

%提取各实验组总
<J4H

* $

!

%

逆转录 $

J)

%反应体系为
!" !_

"

$!

&'

:" <=@

!

67

&'

7 <=@

!

$

&'

7 <=@

* $

%

%

G&J

反应体系为

!7 !_

"预变性"

67

&'

7 <=@

&变性"

6$

&'

%" N

&退

火"

76

&$

G&4H

%'

:"

&$

KILJ

%'

78

!

7

&$

I?HJ

%'

75

!

%

&$

"

"

,.?=@

%

%" N

&延伸"

5!

&'

%" N

&

%7

个循

环"充分延伸"

5!

&'

5 <=@

"结束温度为
$

&* $

$

%扩

增产物分析#取
! !_

产物在
##" 0

下经
!`

琼脂糖凝

胶电泳
%" <=@

"利用凝聚成像系统分析'扫描'拍照"

获取条带光密度和面积* 计算相对光密度比值
a

$测

得的目的基因的光密度'面积%

F

$

"

#

,.?=@

的光密度 '

面积%"进行半定量分析* 引物序列见表
#

*

表
#

$引物序列

基因名称 引物序列
产物大小

$

OV

%

G&4H

上游
7

%"

H&& M&) M&M H&& M&H H)) )M

"

%

%

下游
7

%"

H&M )M& HHH ))& H&& HMH HMM &H) &

"

%

%

!:"

KILJ

上游
7

%"

)MM &HH H&) MMH M&H MM& )M) M

"

%

%

下游
7

%"

H)M MM& HMM &HM H)M &)& H&& )

"

%

%

!7$

I?HJ

上游
7

%"

)&M )MM MM& &&& MHM H&) ))

"

%

%

下游
7

%"

&&H &)M &HH &H) &&& &H& )M) &

"

%

%

$$!

"

#

,.?=@

上游
7

%"

)M) &H) MMH &)& )MM MMH )MM M

"

%

%

下游
7

%"

&MH M)) MHH MM) MM) &)& M)M M

"

%

%

%6#

$

!

$

$蛋白印迹$

*9N?9-@ O21?

%检测蛋白表达量

$

#

%提取各实验组
M&

总蛋白质"

\-,>P1->

法测定其

浓度* $

!

%取
$" !A

蛋白进行
IDI

#

GHM;

电泳"转

膜"封闭"加入增殖细胞核抗原$

G&4H

%'类固醇激素

合成急性调节蛋白 $

I?HJ

%'促卵泡生成素受体

$

KILJ

%一抗孵育过夜$稀释倍数
#

(

7""

%* $

%

%洗涤



!!"%$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
%$

卷第
%

期
&'()*+

"

+,-./ !"#$

"

0123 %$

"

41

!

%

后加入辣根过氧化酶标记的二抗"孵育
! /

$稀释倍数

#

(

! """

%"充分洗涤"加入
;&_

超敏发光液"反应约
7

<=@

后"在暗室内用
Y

光片曝光数秒到
"

!

7 /

* 将最

后显液与定液出来的
Y

光片利用凝胶成像系统软件

分析条带积分光密度值及面积"计算相对光密度比值

a

$测得目的蛋白光密度 '面积%

F

$

"

"

,.?=@

的光密

度'面积%"进行半定量分析*

$

!

7

$统计学方法$数据采用
B

)

N

表示"采用

IGII #%

!

"

统计软件进行
+,@@

#

*/=?@9T X

检验"

G b"

!

"7

表示差异有统计学意义*

结$$果

#

$细胞培养结果 $图
#

%$

M& !$ /

内贴壁*

$8 /

倒置显微镜下观察"细胞生长呈梭形或星状"细胞

与细胞间有延长的伪足相互连接* 细胞核大'圆'胞浆

饱满'透光好'颗粒丰富均匀*

图
#

$不同培养时间段的卵巢颗粒细胞$ '

#""

%

!

$细胞药物毒性实验$ $

#

% 当
)G

浓度为

#7

!

:!7

'

%#

!

!7

'

:!

!

7

'

#!7 !<12F_

时"

ED

值均较
4

组

高"但是差异无统计学意义$

G c"

!

"7

%&当浓度为
!7"

!<12F_

时"

ED

值较
4

组低$

G c"

!

"7

%&而浓度为
7""

!<12F_

时"

ED

值明显低于
4

组$

G b"

!

"7

%"且差异有

统计学意义* 因此"根据
)G

对
M&

的毒性性试验"本研

究后期所加的
)G

浓度为
!7" !<12F_

* $

!

%各不同浓

度
KIL

组的
ED

值均较
4

组高"但是当浓度为
#" @AF

<_

时"

ED

升高最为明显$

G b"

!

""#

%* 因此"后续实

验中"所加
KIL

浓度定为
#" @AF<_

* $

%

%当细胞培养

液中含
!7 <AF<_

养精种玉汤复方水溶液时"

ED

值较

4

组高"且差异有统计学意义$

G b"

!

"7

%"因此"后续实

验中"所加养精种玉汤定为
!7 <AF<_

*

%

$各组细胞培养液上清
;

!

及
G

含量测定结果

比较$表
!

%$与
4

组比较"各药物刺激组
;

!

分泌均

明显升高$

G b"

!

"#

%"其中
KIL

组
;

!

分泌量升高最

为明显"

+

组次之"

H

组最低&

G

分泌量只有
+

组明显

低于
4

组$

G b"

!

"#

%* 与
+

组比较"

H

组
;

!

分泌量

明显降低$

G b"

!

"#

%"

KIL

组差异无统计学意义$

G c

"

!

"7

%*

KIL

组的
G

分泌量较
+

组显著升高$

G b

"

!

"#

%"与
+

组比较"

H

组
G

分泌量差异无统计学意

义$

G c"

!

"7

%*

表
!

$各组细胞培养液上清
;

!

及
G

含量

测定结果比较$$

B

)

N

%

组别
@

;

!

$

@<12F_

%

G

$

!<12F_

%

4 % %#

*

#%

)

"

*

6% 5$

*

!7

)

5

*

%6

+ %

#" $5$

*

#8

)

# $86

*

75

"

$:

*

57

)

$

*

"6

"

KIL %

!" !:7

*

:"

)

! %78

*

":

"

68

*

%%

)

:

*

""

#

H %

7 :"7

*

7$

)

7:!

*

68

"#

76

*

!:

)

:

*

8!

$$注#与
4

组比较"

"

G b"

!

"#

&与
+

组比较"

#

G b"

!

"#

$

$各组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

表达比较

$图
!

'

%

%$

+

组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

表达较

4

组均明显下降$

G b"

!

"7

%&

KIL

组与
H

组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

较
+

组均升高$

G b"

!

"7

%*

图
!

$各组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

电泳图

$$注#与
4

组比较"

"

G b "

!

"#

&与
+

组比较"

#

G b "

!

"#

&下

图同

图
%

$各组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

表达水平比较
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!

%

!!"&$$!

$$

7

$各组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ

蛋白表达的比较

$图
$

'

7

%$与
4

组比较"

+

组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ

蛋

白表达量均下降$

G b"

!

"7

%* 与
+

组比较"

KIL

与
H

组

G&4H

'

I?HJ

'

KILJ

蛋白表达量均增加$

G b"

!

"7

%*

H

组
G&4H

'

KILJ

蛋白表达量均较
4

组高$

G b"

!

"#

%"而

I?HJ

蛋白表达量较
4

组低$

G b"

!

"#

%*

图
$

$各组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ

蛋白电泳图

图
7

$各组
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ

蛋白表达水平比较

讨$$论

M&

的生长分化是原始卵泡启动和生长的关键"其

通过受体介导途径调控着卵泡期卵泡的发育'闭锁及凋

亡"从而在卵泡发育过程中起重要的调控作用(

5

)

"抑制

M&

增殖或
M&

凋亡"均能阻断卵泡生长程序而导致无

排卵(

8

)

* 适量的雄激素可提高
M&

芳香化酶的活性和

雌激素的产生"但高雄激素则抑制芳香化酶的活性(

6

)

"

并提高血促黄体生成素$

2U?9=@=[=@A /1-<1@9

"

_L

%水

平"阻止卵泡发育而引起卵泡的闭锁与退化(

#"

)

"导致妊

娠率下降与流产率增高(

##

)

* 本实验参照文献(

#!

"

#%

)

以增
G&4H

评价
M&

的增殖能力"发现过量雄激素会

抑制
G&4H <J4H

及其蛋白在卵巢
M&

中的表达"推

测过量雄激素将抑制
M&

的增殖分化*

芳香化酶受
KIL

的作用而活化"将
M&

中的雄激

素转化为雌激素(

#$

)

*

KIL

与其受体
KILJ

结合后激

活
.H+GFG^H

通路"促进
M&

增殖分化及卵巢性激素

的合成(

#7

)

"外源性给予
KIL

能诱导
G&EI

患者卵泡

正常生长'成熟优势卵泡选择与排卵"而敲除促卵泡生

成素
"

亚基$

"NUOU@=? 1P P122=.29 N?=<U2,?=@A /1-

#

<1@9

"

KIL\

%与
KILJ

都会引起小鼠的不孕(

#:

)

*

I?HJ

是甾体生成限速蛋白"胆固醇快速通过线粒体

内膜"在细胞色素
G$7"

胆固醇侧链裂解酶的作用下"

发生羟化和侧链裂解的类固醇激素合成限速步骤需要

I?HJ

的参与(

#5

"

#8

)

*

I?HJ <J4H

的表达在转录水

平上通过
.H+G

激活的信号转导系统来调节"而

.H+G

依赖的
G^H

介导的磷酸化可使
I?HJ

蛋白活

性快速增强(

#6

)

* 本实验中加入过量雄激素刺激后"

KILJ

'

I?HJ <J4H

及其蛋白表达较
4

组显著降低

$

G b"

!

"#

%"而孕酮分泌也显著减少*

G&4H

'

I?HJ

'

和
G

分别能评价
M&

的增殖与分化能力* 高雄激素能

抑制
M&

增殖与分化"将会影响卵母细胞$

11.T?9

"

E&

%成熟以及激素的合成"从而导致卵泡的不发育"进

一步导致无排卵* 而同时加入养精种玉汤或
KIL

"则上

调
M& G&4H

'

I?HJ

与
KILJ <J4H

和蛋白的表达"

以及升高
;

!

与
G

的分泌* 因此"我们可以推测养精种

玉汤能改善高雄激素对
M&

增殖分化的抑制作用"提高

高雄激素处理过的
M& I?HJ <J4H

与蛋白表达"拮抗

高雄激素对
M&

分泌激素的抑制作用"并显著升高
;

!

与
G

的水平"维持卵泡的生长与发育* 同时可能会提高

M&

对
KIL

的敏感性"促进
M&

增殖分化*

综上"通过本次实验发现养精种玉汤能促进
M&

增

殖与分化"通过升高
G&4H

'

I?HJ

'

KILJ <J4H

和蛋

白的表达"促进
M&

分泌
;

!

与
G

"并拮抗过多雄激素的

抑制作用"促进
M&

增殖分化* 推测养精种玉汤改善高

雄激素引起的排卵障碍'低妊娠率与高流产率的机制可

能为#$

#

%拮抗高雄激素的不利作用&$

!

%促进
M&

增

殖"维持
E&

成熟"并提供营养物质&$

%

%促进
M& I?HJ

的表达"增加
;

!

与
G

的合成* 雌激素的正反馈调节使

得
KIL

升高"进一步促进
M&

的增殖&$

$

%上调
M&

KILJ <J4H

与蛋白的表达"进而增加
M&

对
KIL

的

敏感性以及增强
KIL

的生理活性*
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次全国中西医结合肝病学术会议征文通知

中国中西医结合学会肝病专业委员会
!"#$

年学术年会((()第
!%

次全国中西医结合肝病学术

会议*拟于
!"#$

年
8

月中旬在贵州省贵阳市举行% 会议将以常见慢性肝病"慢性病毒性肝炎$肝纤

维化$肝硬化$肝癌$脂肪性肝病$酒精性肝病#的中西医结合防治研究进展和临床经验总结交流为重

点内容&并将邀请国内知名专家做特邀报告%

征文要求$ "

#

#提交
7""

(

# """

字中英文摘要% 摘要须按照)目的$方法$结果$结论*格式撰

写&用于会刊印刷"注意结果中提供重要的数据资料#% 另提交中文论文全文"用于评审优秀论文#%
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