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$系统和性腺激素水平的影响% 方法$
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只
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日龄大鼠于颈背部皮下一次性注射丙酸睾丸酮

#
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!: /QG

只"
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": /RG

只$制备无排卵大鼠模型% 将
:=

只造模成功大鼠按随机数字表法分为模型组

"
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只$&西药组"

#!

只$和温肾养血方大&中&小剂量"简称中药大&中&小剂量组#每组
#!

只$% 另选
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只

!!

日龄大鼠作为正常组% 正常组和模型组每天给予蒸馏水灌胃% 西药组给予枸橼酸氯米芬"

"
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用放射免疫法检测大鼠促卵泡刺激素"
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$含量% 结果$与正常组

比较#模型组大鼠血清
OP9

&

R9

升高#
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降低#差异均有统计学意义"
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$'模型组
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降低#
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升高#

差异有统计学意义"
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$% 与模型组比较#西药组和中药大&中&小剂量组大鼠血清
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$% 结论$温肾养血方可能是通过调节
(69

"

N&)

"

OP

系统

和性腺激素水平促进卵泡发育的%
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$$不孕症的总患病率为
=d

%

#:d

(

#

)

* 不孕症涉及

到每个家庭的幸福!是世界性的生殖健康问题* 正常

发育的卵泡是排卵及受孕的先决条件* 近年研究发

现!正常月经周期中卵泡的发育依赖于促性腺激

素(

!

)

* 中药温肾养血方是北京妇产医院中医科赵松

泉教授的经验方!临床应用
%"

余年!疗效较好(

%

#

$

)

*

本实验利用无排卵大鼠动物模型!通过观察大鼠血清

性激素水平及抑制素+激活素+卵泡抑素等相关指标的

变化!阐明温肾养血方促进卵泡发育的关键环节*

材料与方法

#

$动物$

F$

只
P,

大鼠!

<

日龄!雌性!

PWO

级!

合格证号#

P&[c

$京%

!"#!

#

"""#

!体重
#$

%

!= Q

*

利用自然光照!室温维持在
!"

&左右*

!

$药物$中药饮片购自北京同仁堂股份有限公

司* 温肾养血方为首都医科大学附属北京妇产医院赵

松泉主任医师自拟方!组成为#肉苁蓉
#" Q

$鹿角

#: Q

$淫羊藿
#" Q

$菟丝子
#" Q

$枸杞子
#" Q

$覆

盆子
#" Q

$泽兰
#" Q

$益母草
#! Q

$牛膝
#" Q

$鸡

血藤
#: Q

$红花
#" Q

$丹参
#" Q

$当归
#" Q

$蒲黄

#" Q

$柴胡
$ Q

$香附
#" Q

$木香
$ Q

$赤芍
#" Q

川芎
#" Q

$熟地
#" Q

$山茱萸
#" Q

$羌活
$ Q

$细

辛
% Q

共
!%

味药* 中药在首都医科大学中医药学院

中药制剂实验室!水煎后浓缩成药液!

>

&冰箱储存备

用* 枸橼酸氯米芬片 $

:" /QG

片!高特制药有限公

司"塞浦路斯!产品批号#

_@J.I

#

?,#">

%*

%

$主要试剂及仪器$促卵泡刺激素 $

L344A.4-

MJA/S4@JAHQ I31/3H-
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%+黄体生成激素$

4SJ-AHA

"

TAHQ I31/3H-

!
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%+雌二醇 $

-MJ1@UA34
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?

!

%+孕酮

$

V13Q-MJ-13H-

!

W

%+催乳素$

V134@.JAH
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%放免检

测药盒!北京华英生物技术研究所生产* 鼠
N&2N

?R(PN

!批号
?"!N"$>%

&鼠卵泡抑素 $

L344AMJ@JAH

!
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%

?R(PN
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&鼠抑制素$
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均为
_4S-]-H- _A3J-.I

*

酶免仪器#全自动多功能酶标仪#

+^R)(PcN6 +c%

!

)I-1/3

!

^PN

*

电热恒温培养箱#

,9>"""N
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#

+9

"

#

!

eZ4AH
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_-44 R@0 (HMJ1S/-HJM ;(R(6
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* 放免仪器#

1

#

<##

全自动放免计数仪$中国

科技大学实业总公司生产%&

_A3LSQ-#:X

低温离心机

$

9-1@-SM P-V@J-.I

德国%&

'N

"

#""%

电子分析天平

$上海精科天平厂%*

>

$动物模型的制备$按参考文献(

F

)*

F$

只

<

日龄大鼠于颈背部皮下一次性注射丙酸睾丸酮

#

!

!: /QG

只$

"

!

": /RG

只% 制备无排卵大鼠模型*

F"

日龄起连续阴道涂片
!

个性周期 $

#

个性周期

:

日%!阴道上皮无性周期变化!提示无排卵大鼠模型

制作成功!

:=

只大鼠造模成功!成功率为
F$

!

%!d

*

:

$分组及给药方法$造模成功的大鼠按随机数

字表法分为模型组$

#"

只%!温肾养血方大+中+小剂量

组$简称中药大+中+小剂量组!每组
#!

只%!枸橼酸氯

米芬组$简称西药组!

#!

只%* 另取第
<

日龄雌性
P,

大鼠
#"

只为正常组!于颈背部一次性皮下注射等量蒸

馏水!至第
F"

日龄阴道开口* 各组大鼠均于第
!!

日

龄 断 奶* 模 型 组 和 正 常 组 给 予 蒸 馏 水

#! /RG

$

eQ

"

U

%*西药组予枸橼酸氯米芬用蒸馏水将其

配成混悬液!每天灌胃
#

次!每次
"

!

:= /QG#"" Q

!连续

灌胃
:

天*中药大+中+小组分别给予温肾养血方大剂量

:

!

! /QG

$

#"" Q

"

U

%!相当于临床用量
#>

倍!温肾养血

方中剂量
!

!

$ /QG

$

#"" Q

"

U

%!相当于临床用量的

F

倍!温肾养血方小剂量
#

!

% /QG

$

#"" Q

"

U

%!相当于

临床用量
%

!

:

倍* 每日灌胃
#

次!连续
!#

日*

$

$样本采集$大鼠麻醉剖开腹腔!取腹主动脉血

清
>

%

$ /R

!血样置于各自试管内静置
%" /AH

后离

心$

% :"" 1 G/AH

!

#: /AH

%!分离血清!置于 #

!"

&低

温冰箱保存备检* 然后断头处死大鼠!取出子宫+双侧

卵巢!去掉周围脂肪组织* 其中正常组和模型组各有

#

只大鼠的血液出现溶血现象!中药大剂量组因为灌
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胃方法不当动物死亡
#

只!中药中剂量组
#

只大鼠因

为腿部出现自发性皮下囊肿!故舍弃* 部分动物卵巢

放入甲醛固定进行免疫组化检测!另一部分动物卵巢

放入冻存管中#

="

&冻存* 由于做
(69

+

N&)

+

OP

石

蜡切片免疫组化的抗体条件受限!所以取出冻存管中

冻存的组织!经过总蛋白定量后!用酶联免疫的方法对

这几个指标进行了定量检测!因此样本数为正常组

>

只+模型组
>

只+西药组
$

只+中药大剂量组
:

只+中

剂量组
:

只+小剂量组
$

只*

F

$检测指标及方法$末次给药
!> I

后!动物禁

食
#! I

!麻醉取血!分离血清!放免法检测血清
OP9

+

R9

+

?

!

+

WXR

+

W

* 经过总蛋白定量后!按说明书方法

进行酶联免疫方法定量检测卵巢组织
(69

+

N&)

+

OP

*

设标准孔
$

孔!分别为
"

+

#

+

!

!

:

+

:

+

#"

+

!: HQG/R

* 取

出酶标板!依照次序分别加入
:" !R

的标准品于空白

微孔中* 分别标记样品编号!将
!"d

组织匀浆
:" !R

加入测试孔&在样品孔中加入
#" !R

的生物素标记

液&在标准品孔和样品孔中分别加入
#"" !R

的酶标

记溶液&将反应板置
%F

&孵育反应
$" /AH

&洗板机清

洗
:

次!每次静置
#" M

&每孔加入底物
N

+

_

液各

:" !R

&置
%F

&避光反应
#: /AH

&每孔加入
:" !R

终

止液!中止反应&酶标仪
>:" H/

处读取各孔
E,

值*

根据标准管的光密度值!作标准曲线!然后根据标准曲

线计算每一样本的浓度* 计算时每个标准品和标本的

E,

值应减去空白孔的
E,

值* 标准曲线及样品浓度

采用
&1SK-?CV-1J#

!

%

软件计算*

=

$统计学方法$实验数据用
PWPP #F

!

"

统计

软件包处理!样品测定数据以
C

'

M

表示* 组间比较采

用单因素方差分析!

W Y"
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为差异有统计学意义*
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降低!

OP

升高!
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%&与模型组比较!西药

组和中药大+中+小剂量组
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OP
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药大剂量组
N&)

升高!差异均有统计学意义 $
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讨$$论

肾为先天之本!为生殖发育之源!是藏真阴而寓元

阳之脏* 生之本!本于阴阳!阴阳二气相互既济!以平

为顺* 命门+真阴乃阴阳合一的具有高层调节作用的

生命物质!是人体功能活动的总枢纽* 肾上通于脑!下

连冲任二脉!是贮藏五脏六腑精气之宅!为生命之根*

肾对生殖功能的调节是通过中医学的 ,脑'肾'冲

任'胞宫-进行的* 所以肾精滋长是排卵的基础!冲

任经脉气血和畅是排卵的条件!肾阴肾阳消长转化失

常是卵巢功能失调的病机关键所在!是排卵功能障碍

的根本因素* 若肾精充盈!精化阳气!阳气内动!即为

排出成熟卵泡的真机期* 抓住调节肾阴肾阳的消长转

化!就抓住了治疗本病的根本* 通过调整肾阴肾阳!使

阴阳二气达到相对平衡的状态* 肾精旺盛!肾阴充实!

促进天癸+冲任+气血的功能!卵巢才能温煦生化出成

熟的卵泡!激活真机期!以达到排卵受孕的目的* 温肾

养血方中淫羊霍+肉苁蓉+鹿角霜温补肾阳&覆盆子+枸

杞子+菟丝子滋补肝肾之阴&柴胡+木香+香附疏肝解郁

理气&熟地+当归+川芎+丹参+赤芍+蒲黄+鸡血藤+泽兰+
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年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
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!
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!

2345 %$

!
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!

#!

红花+益母草补血活血!疏通经脉!化瘀生新&牛膝引药

下行!走而能补!使气血得以畅行&羌活+细辛为引经

药!增强理气活血的作用!以上诸药意在补肝肾之精!

使气舒精足血畅!卵子成熟排出!月经如期而至!以摄

精成孕*

正常发育卵泡的出现是排卵及受孕的先决条件*

近年研究发现!正常月经周期中卵泡的发育依赖于促

性腺激素的刺激!而促性腺激素生物合成与分泌受两

个性腺反馈系统的调节!即性腺甾体系统和
(69

"

N&)

"

OP

系统!这两个系统作用于促性腺激素释放激

素$

]HX9

%脉冲刺激是叠加的(

=

)

*

OP9

是刺激卵泡

发育最首要的激素!是卵泡发育成熟的主要启动因子!

可以诱导颗粒细胞的芳香化酶活性!促进颗粒细胞的

分裂增殖(

<

)

* 而
R9

可协同卵泡发育晚期的
OP9

起

作用!与黄体生成素受体$

R9X

%作用引发卵母细胞成

熟(

#"

)

* 但是如果
OP9

过高则提示卵巢功能减退!卵

泡发育能力受限*

(69

+

N&)

+

OP

都属卵巢局部调控因子* 鉴于这

%

种多肽生物学特征的紧密相关性!

2-13HA.@ '

等(

##

)

首次提出
(69

"

N&)

"

OP

系统的概念!这一系统的异常所

致的卵泡膜细胞和颗粒细胞功能失常直接导致卵母细

胞成熟障碍* 众所周知!激活素抑制素和卵泡抑素系统

在调节垂体促性腺激素的合成和释放起着重要的作

用(

#!

)

*

(69

为转化生长因子
#

$

)]O

"

#

%超家族成员!

自卵巢颗粒细胞产生后!释放入血液*

(69

可作为卵泡

发育状况及卵子数量的标志物!直接反映颗粒细胞的功

能!能降低
OP9

的合成(

#%

!

#>

)

!其作用机理为通过激活

素受体拮抗剂和
#

聚糖拮抗激活素信号(

#:

)

*

N&)

具

有与
(69

相反的作用!可以促进垂体
OP9

分泌* 它能

提高
OP9

受体表达!增强垂体分泌
OP9

的能力进而促

进卵泡生长* 研究表明
N&)N

能促进未成年小鼠卵巢

卵泡中颗粒细胞分化!从而促进有腔卵泡的形成(

#$

)

!

N&)N

的升高可能是卵泡内优势卵泡选择的首发因

素(

#F

)

*

OP

是
N&)

+

(69

结合蛋白!它能抑制颗粒细胞

芳香化酶的活性!抑制
OP9

合成和分泌!对抗
N&)

对

卵泡的作用(

#=

)

* 动物实验也证实!

OP

可同时抑制促性

腺激素和
N&)

的促卵泡成熟作用(

#<

)

!同时
OP

可中和

N&)

的免疫活性而不改变
(69

的免疫活性*

*-4J

&c

(

!"

)认为血清
(69_

水平降低是女性卵泡减少!卵巢

老化的最早标志!同时
(69_

对
OP9

的负反馈效应是

女性卵巢老化时早期
OP9

水平增高的最重要的调节因

子* 与本实验结果一致!与模型组相比!正常组+西药组

和中药大中小剂量组
OP9

+

OP

降低!

(69

升高!且有显

著性差异!说明模型组大鼠的卵巢储备功能下降!产生

优质卵子的能力下降!卵母细胞质量下降!导致生育能

力下降&用药后!卵巢储备功能有所改善!各组药物均能

促进卵泡生长* 中药大剂量组的
N&)

含量比模型组显

著升高!这可能是中药组促进卵泡发育的关键作用环

节* 有研究结果显示在不成熟的卵母细胞体外成熟过

程中!

N&)

"

(69

"

OP

系统对卵母细胞早期胚胎的发育潜

能具有明显的促进作用(

#"

)

!早卵泡期血清
(69_

水平

可作为评价卵巢储备能力的指标! 可更好地评估促排

卵的临床结局(

##

)

!因此深入研究中药对
N&)

"

(69

"

OP

系统的作用机理是非常必要的* 但是中药小剂量组的

N&)

与模型组相比无显著性差异!说明中药促进卵泡

发育可能通过调节
(69

"

N&)

"

OP

系统和性腺甾体系统!

而且与剂量有关* 但是本实验由于经费限制!样本量略

显不足!下一步拟扩大样本量对温肾养血中药调控卵泡

发育的作用机制进行更深入的研究*
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