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!基础研究!

补肾填精中药仙子益真胶囊对卵巢早衰模型

小鼠卵巢
I(%JGKJ)

通路的影响

黄晋琰"徐"珉"王彦彦"温丹婷"林夏静

摘要"目的"研究补肾填精中药仙子益真胶囊对卵巢早衰小鼠磷酯酰肌醇
%

激酶"
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#$蛋白激酶
L
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KJ)
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J?DF

蛋白表达及各级卵泡数量的影响% 方法"选用动情周期规律的
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只
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级雌性
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型小

鼠随机分为空白对照组"

F

只#$模型组"
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只#% 模型组使用雷公藤多苷片造模&将成功造模的
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只小鼠随机

分为模型组$益真低剂量组'仙子益真胶囊
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益真高剂量组'仙子益真胶囊
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#(和西药组'戊酸雌二醇片
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#(&每组
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只% 给予

相应药物治疗&治疗
!#

天后采用
S<

染色法检测卵巢组织的形态变化&计算各级卵泡数目&免疫组化方法检测

J?DF

蛋白表达&

*19.12B 04/.

法检测小鼠卵巢
KJ)

及
I(%J

蛋白表达% 结果"与空白对照组比较&模型组原

始卵泡$次级卵泡$窦状卵泡百分比降低&
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表达$

KJ)

及
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蛋白表达降低"
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#&闭锁卵

泡百分比升高"

I T"
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#% 与模型组比较&益真低$中$高剂量组及西药组原始卵泡$次级卵泡$窦状卵泡百分比
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表达$
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蛋白表达增高"
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#% 结论

补肾填精中药仙子益真胶囊改善卵巢功能的机制可能与提高了卵巢细胞中
I(%JGKJ)

通路活性及细胞增殖状

态相关&从而增加了原始卵泡$次级卵泡$窦状卵泡的含量&降低了闭锁卵泡的含量%
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""卵巢早衰$
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%是

妇科内分泌领域的常见病!是指卵巢内卵泡耗竭或被

破坏!或因手术切除卵巢而发生的卵巢功能衰竭!出现

持续性闭经和卵巢萎缩!体内雌激素水平低落)促性腺

激素高达绝经期水平的现象!临床上伴见不同程度的

潮热多汗)阴道干涩)性欲下降等绝经前后诸症'

#

(

*

研究发现!卵泡的正常生长)成熟)排卵和黄体形成过

程中!通过多条信号通路形成复杂的网络系统进行调

控'

!

(

* 其中磷酯酰肌醇
%

激酶$
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!
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蛋白激酶
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[2/.1?B Q?B>91 L

!

KJ)

%通路在卵泡发育中起到重要作用!在人类卵母

细胞中!

I(%J

通路中个信号分子异常表达可能会导致

原始卵泡生存和发育的缺陷!造成卵巢的病理状态!引

起
I,N

'

%

(

* 调节
I(%JGKJ)

通路信号分子在卵巢中

的表达!对改善颗粒细胞的生存及卵泡的发育!有效恢

复卵巢功能有重要意义'

;

(

*

目前中医治疗方面已有研究表明!补肾中药能够

改善下丘脑+垂体+卵巢性腺轴调控功能!促进卵泡

生长发育)成熟!一定程度上能够改善月经和生殖功

能'

:

(

*

!"#;

年一项
+1.>

分析发现中药能有效改善

I,N

患者卵巢性激素水平!一定程度恢复了卵巢功

能!长期使用安全且患者受益更多'

D

(

* 补肾填精中药

制剂仙子益真胶囊为广东省名中医李丽芸教授经验

方!有滋肾养阴!益精养血之功!在治疗月经失调)不孕

不育等疾病中有较好的临床疗效'

F

%

7

(

* 本实验拟采用

补肾填精中药仙子益真胶囊干预治疗
I,N

小鼠!通过

观察小鼠卵巢
Q?DF

表达水平!

*19.12B 04/.

实验检

测小鼠卵巢
KJ)

及
I(%J

的蛋白表达水平!研究基于

I(%JGKJ)

通路调节卵泡增殖与凋亡的作用!为进一

步阐述补肾填精中药仙子益真胶囊在治疗
I,N

的作

用机理提供实验依据和理论基础*

材料与方法

#

"动物"健康雌性
&:FLOGD'

小鼠
:F

只!体重

$

!#

!

!;

&

"

!

7%

%

P

!由广东省中医院科研动物实验中

心提供!购自北京维通利华实验动物技术有限公司

'许可证号
M&XJ

$京%

!"#D

%

""##

(!动物合格证号

为
##;""F""!"%:%#

* 所有小鼠均经阴道脱落细胞

涂片筛查动情周期正常* 清洁环境饲养!室温恒温

!;

'!相对湿度
D"b

!自然昼夜节律光照!普通饲料

饲养!自由进食饮水* 本实验通过广东省中医院实验

动物伦理委员会审核!

6/5 !"#D";#

*

!

"药物"所有实验药物均购自广东省中医院药

房* 雷公藤多苷片!远大医药黄石飞云制药有限公司

出品!批号
!"#D#""#

!规格为
#" =PG

片* 仙子益真胶

囊为广东省中医院院内制剂$批号
#D"7";

%!其主要

成分为熟地)女贞子)旱莲草)川断)菟丝子)仙灵脾*

由院内制剂室按上述药物组成分别选料!经过清洁)干

燥)粉碎)消毒)浸泡)提取)制粒!粉碎装胶囊!每粒重

"

!

: P

!约含生药量
#

!

D: P

* 戊酸雌二醇片$补佳乐%!

拜耳医药保健有限公司出品 $批号#

!"#D!F$K

%!

# =PG

片*

%

"试剂及仪器"主要试剂有#伊红$天津光复精

细化工有限公司!批号
#F%F!

#

$F

#

#

%!苏木素 $美国

M(^+K

公司!批号
S7D!F

#

#""^

%!抗体稀释液$北京

中杉金桥生物技术有限公司!批号
###"7FK

%!

J?

#

DF

抗体)

KJ)

抗体)

I(%J

抗体 $美国
&144 M?PB>4?BP

)1-VB/4/PW

!批号
"""%

!

""!"

!

"""D

%!全蛋白抽提试

剂盒$凯基生物!批号
!"#F"%":

%!

!

#巯基乙醇$

K=

#

219-/

!批号
!;D%&";$

%!

)<+<E

$

M?P=>

!批号
*X

#

LLF;%#3

%!

L&K

蛋白定量试剂盒 $

L?/=?P>

!批号

I*"#";

%!

S_I

标记的
^KIES

优质内参$上海康成

生物工程有限公司!批号
#D#!

%!

L1W/<&O M.>2

$碧

云天公司!批号
!"#FI""#$K

%!

^/>. KB.?

#

2>00?. (P^

$

JIO

!批号
#"#;F::!

%!

(==/0?4/B

#

I I3EN

膜

$

+?44?[/21 &/2[/2>.?/B

!批号
J;EK#$:;M

%!

MEM

)

丙烯酰胺)甘氨酸 $

3<)<&

!批号
37""$:7

!

*X

#

LLF"#73

!

*XL&:$!F3

%!溴酚蓝)甲叉双丙烯酰胺

$

L(,MSK_I

!批号
_

#

"#!D

!

+F!:D

%!

K40A=?B L/

#

\?B1 3

$

L(,MSK_I

!批号
#"F%:"F

%!

K==/B?A=

I129A4[V>.1

$

+EL?/

!批号
O"#"#%"#

%!其余常规试

剂为国产分析纯*
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主要仪器有#酶标仪$

)V12=/

!型号
+A4.?9Q>B

N&

%!凝胶成像分析仪$培清!型号
'M

#

D$"L

%!漩涡混

合器$上海精科实业有限公司!型号
X*

#

$"K

%!台式

高速冷冻离心机$湘南湘仪!型号
)^O

#

#D

%!转移电泳

槽$广州誉维生物科技仪器有限公司!型号
3<K

#

#$D

%!垂直电泳槽$广州誉维生物科技仪器有限公司!

型号
3<K

#

#$"L

%! 组 织 切 片 机 $

O1?->

! 型 号

_+!!;:

%!显微镜$

,4W=[A9

!型号
LXD#

%!显微镜成

像系统$

,4W=[A9

!型号
EIF!

%!染色机$

MKJ]_K

!

型号
)?99A<K

#

)1Q E_M !"""

%*

;

"造模及分组"选择性周期正常的健康雌性

&:FLOGD'

小鼠
:F

只!编号按随机数字表法随机分为

!

组#空白对照组
F

只!模型组
:"

只* 空白对照组予

等容量生理盐水喂养* 模型组参照文献'

#"

(造模方

法!用雷公藤多甙片
:" =PG

$

QP

"

R

%!连续喂养
#;

天

造模* 模型建立开始!每天通过观察小鼠阴道脱落细

胞涂片!了解小鼠动情周期变化!当出现动情周期延

长!阴道角化上皮细胞减少!有核上皮细胞混杂!表示

建立模型成功* 共有
%:

只小鼠造模成功!予以编号!

按随机数字表法随机分为模型组)益真低)中)高剂量

组)西药组进行给药!每组
F

只*

:

"给药方法"益真低剂量组#仙子益真胶囊

"

!

F: PG

$

QP

"

R

%!相当于成人常规用量&益真中剂量

组#仙子益真胶囊
#

!

: PG

$

QR

"

R

%!相当于成人常规用

量的
!

倍& 益 真 高 剂 量 组# 仙 子 益 真 胶 囊

%

!

" PG

$

QP

"

R

%!相当于成人常规用量的
%

倍&西药组#

戊酸雌二醇片
"

!

#: =PG

$

QP

"

R

%&空白对照组及模型

组等容量生理盐水喂养* 连续喂养
!#

天*

D

"动物处理和取材"实验末次给药结束后!在动

情周期!各组小鼠禁食
!; V

!不禁水!以颈椎脱臼法!

处死小鼠!摘除小鼠双侧卵巢!一侧卵巢组织置于
;b

多聚甲醛中固定!梯度酒精脱水!石蜡包埋!切片

! "=

!脱蜡!常规
S<

染色!光镜下观察染色后的病理

切片!详细观察并记录卵巢组织的形态学变化* 摘除

另一侧卵巢冻于%

$"

'冰箱用于提取蛋白*

F

"各级卵泡百分比"

S<

染色的小鼠卵巢切片

于
!"

倍光学显微镜下观察!计数每张切片上各级卵

泡计数* 各级卵泡分类参照
+W129 +

等'

##

(的分类方

法#$

#

%原始卵泡#包括始基卵泡和初级卵泡&$

!

%次级

卵泡&$

%

%窦状卵泡&$

;

%闭锁卵泡* 计数方法#以每个

卵巢切面上不同发育阶段卵泡占整个卵泡切面上总卵

母细胞数的百分比表示各级卵泡的数目*

$

"

J?DF

蛋白表达检测"各组小鼠卵巢组织

J?DF

蛋白表达采用免疫组织化学
MI

二步法检测!所

有切片显微镜下盲法观察!以卵巢颗粒细胞呈黄色或

棕黄色颗粒为阳性表达* 结果采用半定量积分法!对

每个点的阳性细胞率及阳性细胞着色强度分别进行分

级记分!然后根据两项之和确定其阳性强度*

7

"小鼠卵巢
KJ)

及
I(%J

蛋白表达检测"采用

*19.12B 04/.

法检测小鼠卵巢
KJ)

及
I(%J

蛋白表

达* 提取各组小鼠卵巢总蛋白!采用
L&K

法测定总

蛋白浓度!

*19.12B 04/.

检测小鼠卵巢
KJ)

及
I(%J

蛋白表达* 取
#" =O)LM)

液加
"

!

F: P K40A=?B

L/\?B1 3

混匀!分别与
#

(

# """

稀释的
KJ)

抗体及

I(%J

抗体配制一抗溶液!

;

'孵育过夜!加入二抗

$

^/>. KB.?

#

2>00?. (P^ #

(

#" """

稀释加
#" =O

)LM)

液加
"

!

F: P K40A=?B L/\?B1 3

混匀%!孵育

# V

!制膜* 扫描
I3EN

膜上各条带!用
(I*(6D"

软件

对蛋白印迹进行光密度分析!计算每个蛋白条带的灰

度$

(,E

%值!用以表达卵巢蛋白
KJ)

及
I(%J

的相对

表达值*

#"

"统计学方法"数据采用
MIMM !"

$

"

统计分

析软件处理!计量资料数据以
@

&

9

表示!用单因素方

差分析进行多重组间差异性比较!

I T"

!

":

为差异有

统计学意义*

结""果

#

"各组小鼠卵巢组织形态学影响$图
#

%"镜下

观察空白对照组卵巢结构清晰!可见各级生长卵泡形

态正常!卵泡内卵丘)卵母细胞可见!颗粒细胞呈多层*

模型组卵巢结构紊乱!内可见较多囊泡!颗粒细胞层数

较少!排列疏松!黄体数目较少* 益真低剂量组)益真

中剂量组)益真高剂量组)西药组内!卵巢组织中各级

卵泡数目及黄体数目较模型空白组增多!细胞排列紧密!

颗粒细胞呈多层!形态学与空白对照组接近*

!

"各组各级卵泡百分比比较$表
#

%"与空白对

""注#

K

为空白对照组&

L

为模型组&

&

为西药组&

E

为益真

低剂量组&

<

为益真中剂量组&

N

为益真高剂量组& 图中标识#黑

色箭头为原始卵泡&绿色箭头为次级卵泡&蓝色箭头为窦状卵

泡&红色箭头为闭锁卵泡&黄色箭头为黄体

图
#

%各组小鼠卵巢组织变化%$

S<

染色! )

#""

%
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!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
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!
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!

3/45 %$

!
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!

#"

表
#

%各组小鼠各级卵泡百分比的比较%$

b

!

@

&

9

%

组别
B

原始卵泡 次级卵泡 窦状卵泡 闭锁卵泡

空白对照
F %F

$

%#;

&

$

$

:$7 #$

$

$""

&

F

$

#!$ !%

$

;!7

&

;

$

7:$ !"

$

%F#

&

D

$

"##

模型
F

!%

$

":F

&

#"

$

$!7

!

F

$

;:F

&

:

$

##$

!!

7

$

:#;

&

:

$

"#D

!!

%%

$

7""

&

F

$

7$:

!!

益真低剂量
F

;!

$

D%%

&

;

$

D#F

""

!#

$

7:"

&

:

$

7F;

""

!"

$

F%%

&

D

$

;;F

""

!"

$

:%%

&

:

$

$!:

""

益真中剂量
F

%D

$

7;%

&

D

$

7":

"

!!

$

#;%

&

D

$

%D!

""

#$

$

!#;

&

D

$

;"7

"

!!

$

!F#

&

:

$

#D%

""

益真高剂量
F

%F

$

$:"

&

##

$

!7#

"

!:

$

7""

&

##

$

7$"

"

#$

$

##F

&

:

$

7%7

"

#7

$

:#F

&

F

$

"#F

""

西药
F

;%

$

7""

&

#!

$

F7"

""

!D

$

!$D

&

#%

$

;D%

""

!;

$

#""

&

$

$

F"D

""

#7

$

;;%

&

##

$

:$7

"

""注#与空白对照组比较!

!

I T"

!

":

!

!!

I T"

!

"#

&与模型组比较!

"

I T"

!

":

!

""

I T"

!

"#

照组比较!模型组原始卵泡)次级卵泡)窦状卵泡百分

比降低$

I T "

!

":

!

I T "

!

"#

%!闭锁卵泡百分比升高

$

I T"

!

"#

%*与模型组比较!益真低)中)高剂量组及西

药组原始卵泡)次级卵泡)窦状卵泡百分比升高!闭锁

卵泡百分比降低$

I T"

!

":

!

I T"

!

"#

%* 益真各剂量

组与西药组比较!差异无统计学意义$

I c"

!

":

%*

%

"各组小鼠卵巢组织中
J?DF

的表达比较$表
!

!

图
!

%"空白对照组)益真低剂量组)益真中剂量组)益

真高剂量组)西药组小鼠各级卵泡染色较深!而模型组

各级卵泡几乎不着色或着色浅* 与空白对照组比较!

模型组
J?DF

表达降低!而益真各剂量组及西药组均

较模型组增高$

I T"

!

":

%* 益真各剂量组与西药组比

较!差异无统计学意义$

I c"

!

":

%*

表
!

%各组小鼠卵巢组织中
Q?DF

表达记分比较"$分!

@

&

9

%

组别
B J?DF

表达记分

空白对照
F %

$

!$D

&

"

$

F:D

模型
F

#

$

;!7

&

"

$

:%:

!

益真低剂量
F

!

$

$%%

&

"

$

7$%

"

益真中剂量
F

!

$

:F#

&

"

$

7$%

"

益真高剂量
F

%

$

"""

&

"

$

$#F

"

西药
F

%

$

;!7

&

"

$

:%;

"

""注#与空白对照组比较!

!

I T"

!

":

&与模型组对照!

"

I T"

!

":

""注#

K

为空白对照组&

L

为模型空白组&

&

为西药组&

E

为益

真低剂量组&

<

为益真中剂量组&

N

为益真高剂量组&箭头所指

为
J?DF

表达

图
!

%各组小鼠卵巢组织中
J?DF

的表达分布

$免疫组化染色! )

!""

%

;

"各组小鼠卵巢组织中
KJ)

及
I(%J

蛋白表达

比较$图
%

!表
%

%"与空白对照组比较!模型组
KJ)

及
I(%J

蛋白表达均降低$

I T "

!

":

%!而益真各剂量

组及西药组均较模型组升高$

I T"

!

":

%* 益真各剂量

组与西药组比较!差异无统计学意义$

I c"

!

":

%*

""注#

K

为空白对照组&

L

为模型组&

&

为西药组&

E

为益真低

剂量组&

<

为益真中剂量组&

N

为益真高剂量组

图
%

%各组小鼠卵巢组织中
KJ)

及
I(%J

蛋白电泳图

表
%

%各组小鼠卵巢组织中
KJ)

及

I(%J

蛋白表达"$

@

&

9

%

组别
B KJ) I(%J [$:

空白对照
F "

$

$#"

&

"

$

#"! "

$

:!"

&

"

$

"D$

模型
F

"

$

;%;

&

"

$

":F

!

"

$

!77

&

"

$

";D

!

益真低剂量
F

"

$

7$F

&

"

$

!!#

"

"

$

D:%

&

"

$

"7F

"

益真中剂量
F

"

$

F7D

&

"

$

#:F

"

"

$

:F%

&

"

$

"F%

"

益真高剂量
F

"

$

F!F

&

"

$

!F!

"

"

$

;7%

&

"

$

#F%

"

西药
F

"

$

$"%

&

"

$

!D7

"

"

$

:D"

&

"

$

#!7

"

""注#与空白对照组比较!

!

I T"

!

":

&与模型组比较!

"

I T"

!

":

讨""论

中医学无
I,N

病名!根据临床症状属,月经过

少-),血枯-),血隔-),闭经-),月水先闭-),经水早

断-等范畴* 其病机以肝)脾)肾虚为主要原因'

#!

(

!其

中肾虚为本病的根本'

#%

(

* 有研究发现!,肾-与生殖

轴)生殖内分泌密切相关'

#;

(

!补肾药能整合调节生殖

轴内分泌生物因子之间的关系!起到改善机体功能的

作用'

#:

(

!补肾药能通过调控卵泡凋亡因子改善卵巢

功能'

#D

(

*

李丽芸教授是当代岭南中医妇科的代表性人物!

广东省名中医!尊先师罗元恺教授,脾肾为本)气血为

用-的理论观点!认为肾为先天之本!藏五脏六腑之

精!与胞宫)天癸)冲任)督带关系尤为密切&而脾为后

天之本!与胃互资气血生化!女子一生经历经)孕)产)

乳!屡伤于血!故治疗妇科病首重在肾!同时应顾护脾

胃!保养气血* 其经验方仙子益真胶囊!由熟地)女贞



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

"!"#*%"

子)旱莲草)川断)菟丝子)仙灵脾组成!有滋肾养阴!益

精养血之功* 既往研究显示!补肾中药周期疗法可促

进肾中阴阳平衡及其协调转化!达到健全黄体功能以

助孕的目的'

#F

(

&补肾中药益真胶囊通过观察围排卵期

经阴道多普勒超声下卵子大小)形态及卵巢间质血流

的变化!提示可改善高龄不孕妇女围排卵期卵巢间质

血流!加快卵泡生长!减少小卵泡排卵!具有改善卵子

质量!提高卵巢储备的作用'

#$

(

!对卵巢功能衰退有较

好的治疗作用*

本实验研究中!模型组卵巢组织内可见较多囊泡!

颗粒细胞层数较少!排列疏松!黄体数目较少!各级卵

泡计数与空白对照组比较!差异有统计学意义$

I T

"

!

":

%!从卵泡质量及数量上反映了实验中所用的模

型复制方法是成功的* 应用补肾填精制剂仙子益真胶

囊后!低)中)高剂量组卵巢组织中各级卵泡数目及黄

体数目较模型组增多!细胞排列紧密!颗粒细胞呈多

层!卵巢中各级卵泡计数明显优于模型组!差异有统计

学意义$

I T"

!

":

%!提示补肾填精中药能够改善卵巢

卵泡的质量!使之逐步恢复正常水平*

J?DF

是一种增殖细胞相关的核抗原!它主要表达

于增殖分化的细胞中!在静止细胞中很少表达'

#7

!

!"

(

!

可作为标记细胞增殖状态的抗原!在益真低)中)高剂

量组小鼠卵巢中
Q?DF

的含量表达增高!提示补肾中药

有提高细胞增殖状态的作用*

I(%JGKJ)

信号通路是一条与细胞
!

殖)分化密

切相关的通路!近年来!许多学者借助于基因突变模型

研究该通路与卵泡发育的关系!证明在卵泡中存在完

整的
I(%JGKJ)

信号通路!调节着卵泡的闭锁或凋

亡'

!#

!

!!

(

* 在卵母细胞中!

I(%JGKJ)

通路决定着卵泡

的静止和激活!在颗粒细胞中同样存在
I(%JGKJ)

信

号通路!调节着颗粒细胞的
!

殖与分化!进一步的调节

着卵泡的发育和排卵'

#%

!

!;

(

*

KJ)

基因缺失的小鼠次

级卵泡的颗粒细胞
!

殖减少!成熟卵泡数目减少!闭锁

卵泡数目增多!动情周期延长!生育能力下降'

!:

(

* 应

用补肾填精中药仙子益真胶囊后!小鼠卵巢中
I(%J

及
KJ)

蛋白含量增加!与模型组比较差异有统计学意

义$

I T "

!

":

%!提示补肾中药可能通过提高
I(%JG

KJ)

通路活性!达到提高卵巢功能的作用* 这与相关

研究结果有一致性'

!D

!

!F

(

*

综上所述!补肾填精中药仙子益真胶囊具有增强

卵巢功能!改善卵巢卵泡的质量的功能!对
I,N

有较

好的治疗作用!其作用机制可能与提高了卵巢细胞中

I(%JGKJ)

通路活性及细胞增殖状态相关!从而增加

了原始卵泡)次级卵泡)窦状卵泡的含量!降低了闭锁

卵泡的含量!进而提高了卵巢功能!改善了
I,N

的情

况* 另外!益真低)中)高
%

个剂量组在各级卵泡含量)

J?DF

染色及
I(%J

)

KJ)

蛋白测定中!组间比较无差

异!提示在治疗过程中!增加补肾中药的剂量!对提高

卵巢细胞的活性可能无明显意义* 这也提示在治疗过

程中!注意同类别中药的叠加使用!包括在饮食方面的

摄入!可能并不增加治疗效果*

I,N

的病因复杂!如

何恢复促进卵泡的发育!促进卵巢功能的复原!还有待

深入研究*

利益冲突# 无*
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