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基金项目#浙江省科技厅项目$

857 !"#&'&&!##

%&浙江省中医药管理局项目$

857 !"#&9:"!;

%&浙江省卫生厅项目$

857 !"#&<=>#?@

%&杭

州市科技局项目$

857 !"#A"$&&:&#

%&全国名老中医药专家傅萍传承工作室建设项目$

857

'

!"#A

(

!"

号%&浙江省名老中医专家傅萍传承工作室

研究项目$

857 B9-!"#!"!&

%

作者单位#

#7

杭州市中医院中医妇科$杭州
&#"""$

%&

!7

杭州市萧山区第一人民医院中医科$杭州
&##!""

%&

&7

湖州市中心医院中医科$浙江

&#&"""

%&

A7

河南中医药大学第一附属医院生殖医学科$郑州
A;""""

%

通讯作者#傅萍!

*.6

#

#&@;$#";!?#

!

C

"

1DE6

#

FG/EHIJJK#?&7L51

MN)

#

#"7$??#OP7LPE17!"#$"$"!7#$;

!基础研究!

欢乐宁方对围绝经期大鼠下丘脑
<8MQ

的影响

马#娴#

#傅#萍#

#张国丽!

#凌博越&

#王#晶A

摘要#目的#观察欢乐宁方对围绝经期大鼠下丘脑"

<EJJ

"

#

#

8<R

及
M=8

$

<8MQ

%编码基因及其相关

受体的影响& 方法#取
?"

只
#&

月龄雌性
-M

大鼠$随机分为模型组#欢乐宁方低#中#高剂量组"低#中#高

剂量组%#补佳乐组#六味地黄丸组"地黄丸组%$每组各
#"

只$另取
#"

只
&

月龄雌性
-M

大鼠作为正常组$

观察各组大鼠水迷宫活动#皮肤含水量#血清
C

!

#

S-T

水平和下丘脑组织
<EJJ

"

#

及其相关受体
BUV;A

#

8<R

#

M=8 1V8>

的表达& 结果#与正常组比较$模型组逃避潜伏期#

S-T

及
<EJJ

"

#

#

BUV;A

#

8<R

#

M=8

1V8>

升高$皮肤含水量#

C

!

降低"

U W "

!

"#

$

U W "

!

";

%& 与模型组比较$各给药组逃避潜伏期#

S-T

及

<EJJ

"

#

#

BUV;A

#

8<R

#

M=8 1V8>

降低 "

U W "

!

"#

$

U W "

!

";

%$皮肤含水量#

C

!

升高 "

U W "

!

"#

$

U W

"

!

";

%& 与补佳乐组比较$低#中剂量组及地黄丸组皮肤含水量降低"

U W"

!

"#

$

U W"

!

";

%& 结论#欢乐宁

方可抑制
<8MQ

神经元表达$上调
C

!

水平$下调
S-T

水平&

关键词#欢乐宁方' 围绝经期综合征' 自然衰老'

<8MQ

基因

CFF.L0 5F TGDH6.HEHI V.LE/. 5H <8MQ CX/3.JJE5H EH TQ/50YD6D1GJ 5F U.3E1.H5/DGJD6 VD0J

,> ZEDH

#

!

S[ UEHI

#

!

9T>8B BG5

"

6E

!

!

\)8B R5

"

QG.

&

!

DH] +>8B (EHI

A

#

# M./D301.H0 5F *', BQ

"

HD.L565IQ

!

TDHI^Y5G T5J/E0D6 5F *',

!

TDHI^Y5G

$

&#"""$

%&

! M./D301.H0 5F *',

!

*Y. SE3J0 U.5/6.

$

J

T5J/E0D6 5F ZED5JYDH

!

TDHI^Y5G

$

&##!""

%&

& M./D301.H0 5F *',

!

TG^Y5G '.H03D6 T5J/E0D6

!

9Y.PEDHI

$

&#&"""

%&

A M./D301.H0 5F V./35]GL0E_. ,.]ELEH.

!

*Y. SE3J0 >FFE6ED0.] T5J/E0D6 5F T.HDH [HE_.3JE0Q 5F

*',

!

9Y.HI^Y5G

$

A;""""

%

>R-*V>'*

#

N2P.L0E_.

#

*5 52J.3_. 0Y. .FF.L0 5F TGDH6.HEHI V.LE/. 5H 0Y. .X/3.JJE5H 5F <8MQ

$

<EJJ

"

#

!

8<R

!

M=8

%

L5]EHI I.H.J DH] E0J 3.6D0.] 3.L./053J EH YQ/50YD6D1GJ 5F /.3E1.H5/DGJD6 3D0J7,.0Y

"

5]J

#

-EX0Q #&

"

15H0Y

"

56] F.1D6. -M 3D0J `.3. 3DH]516Q ]E_E].] EH05 ? I35G/J

!

15].6 I35G/

!

TGDH6.HEHI

V.LE/. `E0Y 65`

!

1.]EG1 DH] YEIY ]5JDI. I35G/

!

/35IQH5_D I35G/

!

DH] \EG`.E MEYGDHI UE66

$

MEYGDHI /E66

%

I35G/

!

.DLY F53 #" 3D0J7 >H50Y.3 #" &

"

15H0Y

"

56] F.1D6. -M 3D0J `.3. /ELa.] DJ 0Y. H531D6 I35G/7 *Y. `D0.3

1D^. DL0E_E0Q `DJ ].0.L0.]

!

0Y. `D0.3 L5H0.H0 EH JaEH

!

C

!

DH] S-T 6._.6J EH J.3G1 `.3. 1.DJG3.]

!

DH] 0Y.

.X/3.JJE5H 5F <EJJ

"

# DH] E0J 3.6D0.] 3.L./053 1V8> .X/3.JJE5H

!

EHL6G]EHI BUV;A

!

8<R DH] M=8 EH YQ/5

"

0YD6D1GJ `.3. ].0.L0.]7 V.JG60J

#

'51/D3.] `E0Y 0Y. H531D6 I35G/

!

0Y. .JLD/. 6D0.HLQ

!

S-T

!

DH] 1V8>

.X/3.JJE5H 5F <EJJ

"

#

!

BUV;A

!

8<R

!

M=8 EHL3.DJ.]

!

`YE6. `D0.3 L5H0.H0 EH JaEH DH] C

!

].L3.DJ.] EH 0Y.

15].6 I35G/

$

U W"

$

"#

!

U W"

$

";

%

7 '51/D3.] `E0Y 0Y. 15].6 I35G/

!

0Y. .JLD/. 6D0.HLQ

!

S-T

!

DH] 1V8>

.X/3.JJE5H 5F <EJJ

"

#

!

BUV;A

!

8<R

!

M=8 ].L3.DJ.]

!

`D0.3 L5H0.H0 EH JaEH DH] C

!

EHL3.DJ.] EH .DLY 1.]E

"

LD0.] I35G/

$

U W "

$

"#

!

U W "

$

";

%

7 '51/D3.] `E0Y /35IQH5_D I35G/

!

`D0.3 L5H0.H0 EH JaEH ].L3.DJ.] EH

TGDH6.HEHI V.LE/. `E0Y 65` ]5J. DH] 1.]EG1 ]5J. I35G/ DH] MEYGDHI UE66 I35G/7 '5HL6GJE5H

#

TGDH6.HEHI

V.LE/. L5G6] EHYE2E0 0Y. .X/3.JJE5H 5F <8MQ H.G35H

!

G/

"

3.IG6D0. 0Y. C

!

6._.6

!

]5`H

"

3.IG6D0. 0Y. S-T 6._.67

<C=+NVM-

#

TGDH6.HEHI V.LE/.

&

/.3E1.H5/DGJD6 JQH]351.

&

HD0G3D6 DIEHI

&

<8MQ I.H.
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##围 绝 经 期 综 合 征 $

/.3 E1.H5/DGJD6 JQH

"

]351.

!

U,-

%属于中医学 )绝经前后诸证*的范

畴+ 目前
U,-

的发病率高达
@"b

以上!是困扰

U,-

患者的主要病症+ 欢乐宁方在临床实践中已

应用多年!取得较好的临床疗效 '

#

!

!

(

+ 本研究参照

前期研究结果 '

&

!

A

(

!选择自然衰老
U,-

大鼠!拟通

过观察欢乐宁方对下丘脑
<EJJ

"

#

,

8<R

及
M=8

$

<8MQ

%编码基因及其相关受体的影响!为研究

U,-

发病机理及药物防治提供基础+

材料与方法

#

#动物#

-M

雌性大鼠!清洁级!

@"

只
##

月

龄!体重$

&""

%

!" I

%!

#"

只
&

月龄!体重$

!;"

%

#"

%

I

+ 由北京维通利华提供!浙江中医药大学动物

实验中心饲养+ 动物许可证号#

-'<

$京%

!"#!

&

"""!

+ 造模前置动物于实验室内!室温控制在
#@ c

!!

'!采用架式分笼喂养!标准饲料!饮水为自来

水+ 实验过程中对动物的处置符合-关于善待实验

动物的指导性意见.+

!

#药物#欢乐宁方$由淮小麦
&" I

,甘草
? I

,

大枣
;

枚,天冬
!" I

,山药
#! I

,葛根
!" I

,刺五加

? I

等共
%

味药组成%!杭州市中医院提供!经水煎后

制成含生药
& IO1\

药液+ 戊酸雌二醇片!

# 1IO

片!

法国
M.6/YD31 \E06. -7>7-7

生产!批号#

!"#&"?"!

!

使用时磨粉加蒸馏水制成浓度为
"

!

"!; 1IO1\

混悬

液+ 六味地黄丸!

& IO@

丸!河南省宛西制药股份有限

公司生产!批号#

#&"$#;

!使用时磨粉加蒸馏水制成浓

度为
"

!

#@ IO 1\

的混悬液+

&

#试剂及仪器#大鼠
S-T

,

C

!

C\)->

试剂盒,

TESE-L3E/0 LM8>

第一链合成试剂盒,

[603D-=RV

,EX0G3.

$

+E0Y VNZ

%试剂盒,

*3E^56

总
V8>

提取试

剂均购自北京康为世纪生物科技有限公司!批号分别

为
!"#&"!"$

,

""%#&#;

,

""@#!#&

,

V""!A

+

-03D05J

低温高速冷冻离心机!德国
T.3D.GJ

公司&

,U?""$

水迷宫!深圳市瑞沃德生命科技有限公司&

,<&

酶联

免疫检测仪!赛默飞世尔仪器有限公司+

E'QL6.3

$;"" U'V

仪!美国
>R)

公司+

A

#

U,-

大鼠模型建立#取
@"

只
##

月龄性
-M

大鼠!每日
#

次阴道脱落细胞涂片!连续
!

月!动情周

期紊乱,动情间期延长为
U,-

大鼠模型'

;

&

$

(

+ 本次

造模成功率
%"b

+ 随机选取
?"

只进行实验+

;

#分组及干预方法#模型大鼠根据随机数字表

分为自然衰老模型组$模型组%,欢乐宁方高剂量组

$高剂量组%,欢乐宁方中剂量组$中剂量组%,欢乐宁

方低剂量组$低剂量组%,补佳乐组,六味地黄丸组$地

黄丸组%!另取
#"

只
&

月龄雌性
-M

大鼠为正常青年

组$正常组%+ 按体表面积折算!欢乐宁方高,中,低剂

量组分别按临床剂量的
!"

倍,

#"

倍,

;

倍给予欢乐宁

方!给药剂量分别为
?@

,

&A

,

#$ I

生药
OaI

!补佳乐组

给药剂量为
"

!

!; 1IOaI

!地黄丸组给药剂量为

#

!

@ IOaI

!模型组及正常组灌胃等体积生理盐水!各组

每日灌胃
#

次!连续
#A

天+

?

#检测指标及方法#干预结束后大鼠腹主动脉

取血!血液经离心$

& """ 3 O1EH

%后取出血清!置于

&

!"

'低温冰箱保存!用于
S-T

,

C

!

含量检测+ 采用

腹主动脉放血法处死大鼠后!迅速取下丘脑组织放冻

存管中液氮保存!然后再转至 &

@"

'冰箱中保存!用

于
V.D6

"

*E1. U'V

检测+

?

!

#

#水迷宫实验#给药第
#"

天!取各组大鼠进

行水迷宫实验'

@

(

+ 将水池分为
A

个象限!平台置于其

中一个象限区的中央+ 在
A

个象限随机选取一个起始

位置!将大鼠头朝池壁轻轻放入水中+ 记录动物找到

水下平台的时间$

J

%+ 每天
#

次!连续训练
;

天+ 第
;

天下午进行测试!记录大鼠逃避潜伏期+

?

!

!

#皮肤含水量测定#干预结束后将大鼠颈背

部皮肤去毛清洁后!切取
# L1

!皮肤!精密称其湿重

$

1湿%!随即将其放入烘箱中!于
@"

'烘干
#! Y

!称

其干重 $

1干 %!计算皮肤含水百分率#

U含水 $

b

%

d

$

1湿 &

1干% O1湿 (

#""b

'

%

(

+

?

!

&

#血清
C

!

,

S-T

含量测定#采用双抗体夹心

C\)->

法检测+ 操作步骤按说明书进行+ 酶标仪双

波长$主波
A;" H1

!辅助波长
?&" H1

%测量各组标本

NM

值!绘制标准曲线!分别计算各组标本
S-T

及
C

!

含量+

?

!

A

#下丘脑组织
<EJJ

"

#

及其相关受体
BUV;A

,

8<R

,

M=8 1V8>

的表达检测#

*3E^56

一步法提取

下丘脑组织总
V8>

!紫外分光光度计分别测定样品

>

!?"

和
>

!@"

!分析
V8>

纯度并计算其含量+ 取总

V8> ! !I

按
TESE-L3E/0 LM8>

第一链合成试剂盒说

明书进行逆转录!合成
LM8> !" !\

+ 引物序列由生

工生物工程$上海%股份有限公司设计!以
"

"

DL0EH

作

为内参照!序列见表
#

+ 采用
V.D6

"

0E1. U'V

法检

测+ 反应体系#

!

(

[603D-=RV ,EX0G3. #!

!

; !\

!

S53`D3] U3E1.3 "

!

; !\

!

V._.3J. U3E1.3 "

!

; !\

!

*.1/6D0. M8> # !\

!加
V8DJ.

"

S3.. +D0.3

至

!; !\

+

U'V

扩增条件#

%;

'

#" 1EH

!

%;

'

#; J

,

?"

'

# 1EH A"

个循环!

%;

'

#; J

!

?"

'

# 1EH

!

%;

'

#; J

!

?"

'

#; J

+ 反应在
$;"" U'V

仪上进
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行+ 结果采用
!

&

!!L0法计算目的基因相对表达量+

表
#

#大鼠相关基因引物序列

基因 序列 $

;e

"

&e

% 长度$

2/

%

"

"

DL0EH

上游#

>>'''*>>BB''>>''B*B>>>>B

下游#

*'>*B>BB*>B*'*'*'>BB*

!A

!#

<EJJ

"

#

上游#

>*B>*'*'B'*BB'**'**B

下游#

>BB'**B'*'*'*B'>*>''

!"

!"

BUV;A

上游#

'*BBB>B>'**'>*B*B'>>

下游#

BBB>>'>'>B*'>'B*>''>

!"

!"

8<R

上游#

B>>BB>**B'*B>>>B*B'*B

下游#

>B*B*'*BB**BB'*B**''

!#

!"

M=8

上游#

BB>B>>*B>BB**B'***BB

下游#

>B>'B'*BB*>>BB>B**BB

!"

!"

$

#统计学方法#采用统计软件
-U-- #$

!

"

统

计!计量数据符合正态分布采用
X

%

J

表示!采用方差

分析+ 非正态分布采用
,

$

U

!;

!

U

$;

%表示!采用秩和

检验+

U W"

!

";

为差异有统计学意义+

结##果

#

#各组大鼠一般情况#各组大鼠实验期间体重

随时间增长!以正常组,欢乐宁方各剂量组,补佳乐

组较为明显+ 灌药期间!正常组大鼠毛色光泽!活动

自如!灌胃较配合&模型组大鼠毛发较为杂乱!欠光

泽!易激动!灌胃较不配合&欢乐宁方各剂量组和补

佳乐组毛色欠光泽!灌胃配合尚可+ 各组大鼠二便

正常+

!

#各组大鼠逃避潜伏期及皮肤含水量比较$表

!

%#各组逃避潜伏期有差异 $

#

!

d #;

!

#@"

!

U d

"

!

"#%

%+ 与正常组比较!模型组逃避潜伏期升高!皮

肤含水量降低$

U W"

!

";

%+ 与模型组比较!各给药组

逃避潜伏期降低$

U W"

!

"#

!

U W"

!

";

%!皮肤含水量升

高$

U W"

!

"#

!

U W"

!

";

%+ 与补佳乐组比较!低,中剂

量组及地黄丸组皮肤含水量降低 $

U W "

!

"#

!

U W

"

!

";
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欢乐宁方由第五批全国名老中医药学术经验指导

老师傅萍主任医师在继承国家级名中医何子淮主任医
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图
!

#扩增曲线及溶解曲线

师治疗
U,-

经验方的基础上!遵循中医学整体观和

辨证施治原则而创制'

#

(

+ 该方以滋补心肾,除烦安神

为根本大法+ 淮小麦,大枣养心安神!并疗妇人脏躁之

失眠多梦之证&何首乌,山茱萸,山药功于补肝肾益精

血&天冬,葛根共奏滋肾养阴之效&刺五加补气养血!安

神益智&甘草养心安神!缓急和中'

!

(

+ 现代药理研究

显示方中刺五加具有调节内分泌功能紊乱,促性腺等

作用'

#"

(

&葛根素能提高去卵巢大鼠血清
C

!

水平!具有

雌激素样作用+ 全方滋肾养心!补血填精!心肾合治!

清滋通用'

##

(

+

,533EJ

水迷宫是应用于脑学习记忆机制研究的

一种实验手段!本研究选用其中的定位航行试验来检

测各组大鼠空间学习记忆能力+

U,-

患者肾阴亏虚!

精亏不能化血!不能上荣于脑!则脑髓失养!学习记忆

功能减退!而欢乐宁方能滋补脾肾!有助于填精生髓!

实验结果显示#欢乐宁方能有效提高
U,-

大鼠的学

习记忆能力+

水分是皮肤表皮角质层重要的塑形物质之一!增

龄使角质层变薄!自然润泽因子含量不断减少!皮肤水

合能力降低!细胞组织皱缩老化'

#!

(

+ 测定皮肤组织中

水分含量可作为判定受试动物皮肤衰老程度的一个指

标+ 本实验显示欢乐宁方能提高
U,-

大鼠皮肤水分

含量延缓皮肤衰老+ 中医学认为皮肤衰老的病理基础

从五脏出发!以肾为中心!欢乐宁方滋肾养心!补血填

精!遂能延缓皮肤衰老+

本实验选取
C

!

,

S-T

这两个与生殖内分泌关系最

密切的激素作为研究指标!结果显示欢乐宁方能显著

降低
U,-

大鼠的
S-T

水平!升高
C

!

水平!说明欢乐

宁方可调节性激素水平!使
U,-

大鼠生殖轴趋向正

常水平+

近年来!一群神经元亚型细胞在下丘脑弓状核被

鉴定出可以共表达
<8MQ

!这三种神经肽中的任何一

个在调控生殖的中枢机制中都起着关键性的作

用'

#&

!

#A

(

+ 研究表明
<8MQ

细胞在
BHVT

神经元的生

理调控中起着非常重要的作用+

<8MQ

细胞是类固醇

激素的主要靶细胞!它们之间能够形成一种互相关联

的网络结构!并且对
BHVT

神经元的胞体和轴突末端

有直接的映射作用!这些特征不仅使得
<8MQ

细胞能

够有效地将激素反馈调节信号及时的传递给
BHVT

神经元!而且能够使其作为
BHVT

脉冲性释放调节网

络的一种潜在成分'

#;

(

+ 研究发现!在神经/内分泌网

络系统中!

<8MQ

作用于
BHVT

神经元上可反馈甾体

类激素的分泌!调节
BHVT

的合成和脉冲性分泌!调

节下丘脑垂体性腺轴'

#;

(

+ 本研究亦与此相一致!提示

<8MQ

神经元的表达能影响
BHVT

神经元调节性激

素的分泌+

本研究仅从下丘脑的关键神经元
<8MQ

着手观

察欢乐宁方对
U,-

大鼠的治疗作用!但也许还有其

他通路会影响
BHVT

的分泌!以后的实验尚需进一步

研究+ 本研究显示
U,-

大鼠
<EJJ

"

#

及其相关受体,

8<R

,

M=8 1V8>

表达量均显著上升!提示
<8MQ

基因及其相关受体通路在
U,-

的发生中起重要作

用!推测
U,-

的发生有可能是
<8MQ

神经元作用于

BHVT

神经元!进而影响性激素水平导致各种生理活

动+ 而欢乐宁方能明显下调
<EJJ

"

#

,

BUV;A

,

8<R

,

M=8 1V8>

的表达量!以中,高剂量为佳!与补佳乐

相仿!推测药物治疗
U,-

有可能也是通过这一机制+

综上所述!欢乐宁方能提高
U,-

大鼠的学习记

忆能力!增加皮肤含水量!延缓皮肤衰老!调节性激素

水平!其机制与通过抑制
<8MQ

神经元!从而影响

BHVT

的分泌!上调
C

!

水平!下调
S-T

水平来调节

TUN

轴+
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赵芳芳

第五次世界中西医结合大会将于
#!

月在广州召开

由中国中西医结合学会主办的第五次世界中西医结合大会定于
!"#$

年
#!

月
$

(

#"

日在中国广州白云国际会议

中心召开$本次大会主题是)弘扬结合医学成果$服务人类健康*& 世界中西医结合大会是一次凝聚中西医学结合智慧的

最高学术盛典$每五年举办一次$得到中国政府的有力支持和世界各国结合医学工作者的高度赞誉&

中西医结合医学是具有中国特色的一种医学模式$是联系中医西医的桥梁与纽带$经历了一个甲子的发展与壮

大$培养和造就了一大批医德高尚#医术精湛的医学大师$取得了可喜的成就$深受广大医务工作者和患者的热爱$为

促进人类的健康事业作出了巨大贡献$这些成绩是中国的也是世界的& 会议将邀请中西医结合相关领域的两院院士#

国内外著名专家学者就中西医结合医学的发展#研究成果#创新领域做特邀报告和专题报告$致力于打造一个最具影

响力的中西医结合学术交流与知识互享的平台$推动世界中西医结合事业的繁荣与发展&

大会另设六个分会场$分别从眼科学#耳鼻咽喉科学#麻醉医学#代谢病#烧伤医学#生殖医学等多个专业领域开展

学术活动$涉及+"

#

%中西医结合理论研究'"

!

%近五年来中西医结合医学在临床研究#基础研究#药学研究#教学研究#

学科建设#政策研究等方面取得的重要成果和宝贵经验'"

&

%各临床专业学科新诊疗经验的总结和分析$中西医结合新

技术#新方法的推介与评价$以及实现科研成果向临床应用转化的新经验与新模式'"

A

%中西医结合优势病种临床诊疗

路径的实践经验与临床共性问题的探讨$中西医结合标准化研究'"

;

%中西医结合医学未来的合作与研究领域等专题&

诚邀海内外同道踊跃投稿$积极参会$交流研讨$共襄盛举&

联系方式#网址
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