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信号通路介导养精种玉汤有效部位调节
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摘要$目的$通过丝裂原活化蛋白激酶"
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#信号通路探讨养

精种玉汤正丁醇"

OE'

#及乙酸乙酯"

PQPO

#提取物降低猪卵巢颗粒细胞雄激素水平的作用机制$ 方法$分

离并培养猪卵巢颗粒细胞!将细胞按不同浓度的
,HIJ

抑制剂
IER4"$R

孵育!分为
"

"空白对照#%

#

%

&

%

#"

%

!$ !91.GS

共
$

组!培养
!7 @

后!采用实时荧光定量
I'T

"

T6:.

#

>;96 I'T

#法检测
#% "

"羟化酶
G

'#%

!

!"

"裂解酶"

=/>1=@?196 I7$"=#%:

!

'PI#%

#

9T3H

表达水平!应用放射免疫测定法"

T)H

#检测细

胞上清液雄激素"睾酮#含量!筛选最佳的
IER4"$R

作用浓度&采用
#" !91.GS IER4"$R

干预卵巢颗粒细

胞
!7 @

后!将细胞培养液更换成含或不含有不同浓度"

"

%

#

%

$

%

!$

%

$" 9BG9S

#的养精种玉汤有效成分提取

物
OE'

及
PQPO

干预不同的时间"

&

%

5

%

#4

%

!7 @

#后!采用
+6N>6?A U.1>

法检测各组磷酸化的细胞外信号调节

激酶"

L

#

8TJ#G!

#%

=

#

V1N

及
'PI#%

蛋白表达水平!

T)H

法检测细胞上清液睾酮含量$ 结果$

#" !91.GS

IER4"$R

可明显降低猪卵巢颗粒细胞
L

#

8TJ#G!

蛋白表达!增加
'PI#% 9T3H

表达!并可增加细胞上清

液睾酮含量"

I W"

!

"$

#$ 当养精种玉汤
OE'

%

PQPO

提取物浓度为
!$ ABG9S

%作用时间为
5 @

时!可增加猪

卵巢颗粒细胞
L

#

8TJ#G !

%

=

#

V1N

蛋白水平并降低
'PI#%

蛋白的表达!降低细胞上清液睾酮含量

"

I W"

!

"$

#$结论$养精种玉汤有效成分通过增加
,HIJ

的活性从而降低猪卵巢颗粒细胞的雄激素生成$

关键词$养精种玉汤&雄激素&猪卵巢颗粒细胞&丝裂原活化蛋白激酶
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$$多囊卵巢综合征 $

L1./=/N>;= 1K:?;:A N/A

#

<?196

!

I'FQ

% 又称
Q>6;A

#

S6K6A>@:.

综合征!在

#R&$

年由
Q>6;A

#

S6K6A>@:.

提出!是一组表现为肥

胖'不孕'闭经'多毛'双侧卵巢呈多囊样改变的综合

征(

I'FQ

的主要病理生理改变为体内雄激素增多(

由于雄激素的来源复杂!

I'FQ

患者抗雄激素的治疗

也是多方面的( 如口服避孕药'雄激素受体拮抗剂'

$"

#还原酶抑制剂等( 但这些药物本身存在一些不良

反应!如长期口服避孕药可能导致血脂异常'糖耐量异

常'胰岛素抵抗'血栓形成以及停药后复发等)

#

!

!

*

( 中

药复方具有多效应及不良反应小的特点!对于复杂的

病症可经多途径'多环节'多靶点进行调节(

养精种玉汤出自+傅青主女科,!用于补肾养血!

为调经种子的有效方剂( 本课题组前期研究表明!养

精种玉汤能降低
I'FQ

大鼠模型血清睾酮$

>6N>1N

#

>6?1A6

!

*

%及相应底物
#%"

#羟孕酮浓度水平!升高血

清雌二醇$

8

!

%水平!并促进卵巢颗粒细胞增殖分化相

关基因的表达!其主要有效部位是正丁醇$

OE'

%和

PQPO

提取物)

&

!

7

*

( 本研究从雄激素生成关键酶
#% "

#

羟化酶
G'#%

!

!"

"裂解酶$

'PI#%

%的基因表达及其

调控因子
=

#

V1N

与主要信号转导途径-丝裂原活化

蛋 白 激 酶 $

9;>1B6A

#

:=>;K:>6< L?1>6;A M;A:N6

!

,HIJ

%探讨养精种玉汤主要有效部位
OE'

及
PQPO

提取物降低猪卵巢颗粒细胞雄激素合成的机制(

材料与方法

#

$动物$

7 a5

月龄大白猪!猪卵巢在
&%

%保温

条件下
#

小时内从当地的屠宰场带回实验室!猪卵巢

颗粒细胞从猪卵巢中提取(

!

$药物与试剂$养精种玉汤组成#大熟地
&" B

当归
#$ B

$白芍
#$ B

$山萸肉
#$ B

( 采用
OE'

和

PQPO

提取有效部位!样品浓度为
# BG9S

$即每毫升含

# B

生药%!由广东药学院制备!"

!"

%冰冻保存( 使用

前先室温自然解冻!

& """ ?G9;A

以上转速离心

#$ 9;A

!取上清液!再用
"

!

! !9

微孔滤膜过滤除菌( 青

链霉 素 混 合 液 $双 抗!

#""

&! 青 霉 素 含 量 为

#" """ ^G9S

!链霉素含量为
#" 9BG9S

%由
Q1.:?U;1

公司提供 $批号#

I#7""

"

#""

%&

,HIJ

抑制剂

IER4"$R

购自
Q6..6=M '@69;=:.N

$批号#

Q##%%

%&

培养基
E8,8GV#!

$批号#

QT&"""&2J*

%和胎牛血清

购自
]/=.1A6

公司 $批号#

Q]&""47

!

"&

%&兔抗
I77G

7! ,HIJ

$

8TJ#G !

% )

L@1NL@1

#

L77G7! 9;>1B6A

#

:=>;K:>6< L?1>6;A M;A:N6

$

6C>?:=6..-.:? ?6B-.:>6<

L?1>6;A M;A:N6N

%*购自
'6.. Q;BA:.;AB *6=@A1.1B/

$批号#

R#"#Q

%&兔抗人
=

#

V1N

$

VZ( 1N>61N:?=19:

1A=1B6A6

%购自美国
Q:A>: '?-_

公司 $批号#

Q'

#

#5#5

%&兔多克隆抗体
'PI#%

购自英国
Z)FZP*

公

司 $批号#

1?U$R74

%&兔抗
\HIE]

$

B./=6?:.<6

#

@/<6

#

&

#

L@1NL@:>6 <6@/<?1B6A:N6

% 购自
HZ':9

$

:U%4&&5

%&

+6N>6?A U.1>

所需试剂购自上海碧云天

生物技术有限公司( 山羊抗兔
)B\

二抗!

]TI

辣根过

氧化物酶标记购自
8:?>@FC

公司$批号#

8"&"#!"

%(

&

$猪卵巢颗粒细胞的分离与培养$取新鲜的猪

卵巢!置于含高浓度双抗 $每
$"" 9S

生理盐水含

$ 9S

的青链霉素混合液%生理盐水中!用含有
#b

双

抗的
IZQ

$

3:'. #&% 991.GS

!

J'. !

!

% 991.GS

!

3:

!

]IF

7

#" 991.GS

!

J]

!

IF

7

! 991.GS

!

L]

%

!

! a%

!

7

%反复冲洗
&

遍!放入含有少量培养基的培

养皿中!选取未成熟的'直径小或中等大小的卵泡

$

! a7 99

%!

# 9S

注射器刺破并吸出卵泡液!加入含

有
! 9S

生理盐水的离心管$

#$ 9S

%中!以
# $"" ?G9;A

离心
$ 9;A

!弃上清液( 采用培养基 $

E,8,GV#!

!

#"b VZQ

%洗涤细胞
#

次!离心去上清( 获得的细胞

即为较纯的颗粒细胞)

$

!

5

*

( 将上述方法获得的颗粒细

胞悬浮于
#"b VZQ

的培养基中!反复吹打!使之分

散( 以
#

&

#"

5

GS

的细胞浓度接种于
5

孔板后!将细胞

放入
$b'F

!

'

R$b

空气'

&%

%的培养箱中培养(

7

$

IER4"$R

有效浓度筛选$参照文献)

%

*!通

过
IER4"$R

作用颗粒细胞!检测
'PI#% 9T3H

以

筛选
IER4"$R

最佳浓度( 上述方法培养的卵巢颗粒

细胞按照含有不同浓度的
IER4"$R

分为
"

$空白对

照%'

#

'

&

'

#"

'

!$ !91.GS

组!共
$

组( 各组培养
!7 @

后!提取细胞
T3H

!采用
T6:.

#

>;96 I'T

法检测

'PI#% 9T3H

的表达( 用
*T)_1.

提取细胞总
T3H

!

并按反转录试剂盒说明进行反转录( 在
HZ) %R""

荧

光定量
I'T

系统中对
'PI#%

的水平进行检测!以
#

#
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为对照(

'PI#%

上游引物#

$

'#

*\*'\*'\*

#

'HH*'*\*\\\

#

&

'! 下游引物#

$

'#

\\\*\\H\*

#

'H\\H\\*H'*

#

&

'!引物长度
#7% UL

( 内参
#

#

:=

#

>;A

上游引物#

$

'#

*'*H'H''\'*H''H\**'\

#

&

'!

下游引物#

$

'#

*'\H*\\\\*H'**\H\\\*

#

&

'!引

物长度
#&! UL

(

` T*

#

I'T

循环参数#$

#

%

R$

%预

变性
&" N

!

#

个循环&$

!

%

R$

%

$ N

!

5"

%

&" N

!

7"

个循环&$

&

%溶解曲线
R$

%

#$ N

!

5"

%

# 9;A

!

R$

%

#$ N

(

'PI#% 9T3H

表达量以
!

"

!!'>来表示!其值

为以
'PI#% 9T3H

表达量与
#

#

:=>;A

表达量的比

值!再将对照组的量设为
#

!其余样本的数值与其相

除!得到相对定量值( 每个目的基因重复测定
&

次(

$

$

*

含量测定$将培养细胞分为两组!实验组

$

IE

组%为最佳浓度的
IER4"$R

干预卵巢颗粒细

胞
!7 @

!对照组为无药物干预组( 收集各组的细胞

上清液!并保存于 "

!"

%冰箱中( 采用
T)H

法检测

细胞上清液的
*

含量( 每组重复测定
&

次(

5

$养精种玉汤有效成分
OE'

和
PQPO

最佳作用

浓度及作用时间的探索

5

!

#

$最佳作用浓度的探索$将细胞分为两大

组!第
#

组为
OE'

干预组!第
!

组为
PQPO

干预组(

根据含或不含有效成分 $

OE'

或
PQPO

%及干预浓度!

各组再分为
5

个小组#分别为$

IE

#

OE'

#%组'$

IE c

OE'

#%组'$

IE cOE'#

%组'$

IE c OE'$

%组'$

IE c

OE'!$

%组及$

IE cOE'$"

%组&或$

IE

"

PQPO

"%组'

$

IE cPQPO

#%组'$

IE cPQPO #

%组'$

IE cPQPO $

%

组'$

IE cPQPO !$

%组及$

IE cPQPO $"

%组( 第
#

小

组不进行任何药物干预( 其余
$

组为上述实验筛选出

的最佳浓度$

#" !91.GS

%的
IER4"$R

干预
!7 @

后!

换成含有不同浓度$

"

'

#

'

$

'

!$

'

$" 9BG9S

%的
OE'

或
PQPO

培养基中干预
!7 @

( 收集各组细胞上清液!

采用
+6N>6?A U.1>

检测各组
L

#

8TJ#G!

蛋白水平(

每组实验重复
&

次( 筛选
OE'

及
PQPO

的最佳作用

浓度(

5

!

!

$最佳作用时间的探索$将上述
OE'

干预组

和
PQPO

干预组分别分为
4

个小组( 各组卵巢颗粒细

胞经
#" !91.GS IER4"$R

干预
!7 @

后!更换成含有或

不含有
5

!

#

实验筛选出的最佳浓度的
OE'

或
PQPO

分

别干预不同时间$

&

'

5

'

#4

'

!7 @

%( 其分组为$

IE c

OE' & @

"%组'$

IE c OE' & @ c

%组'$

IE c OE'

5 @

"%组'$

IE c OE' 5 @ c

%'$

IE c OE' #4 @

"%

组'$

IE c OE' #4 @ c

%组'$

IE c OE' !7 @

"%组及

$

IE c OE' !7 @ c

%组&或$

IE c PQPO & @

"%组'

$

IE c PQPO & @ c

%组' $

IE c PQPO 5 @

"%组'

$

IE cPQPO 5 @ c

%组' $

IE c PQPO #4 @

"%组'

$

IE cPQPO #4 @ c

%组'$

IE c PQPO !7 @

"%组'

$

IE cPQPO !7 @ c

%组( 收集各组细胞上清液! 采

用
+6N>6?A U.1>

法检测各组
L

#

8TJ#G!

蛋白表达(

每组实验重复
&

次( 筛选
OE'

及
PQPO

的最佳作用

时间(

%

$实验分组$将培养的猪卵巢颗粒细胞分为

OE'

及
PQPO

干预组( 各组在
#" !91.GS IER4"$R

干预
!7 @

后!更换成含有或不含有最佳浓度的养精种

玉汤有效成分提取物后干预最佳作用时间( 收集各组

蛋白质及细胞上清液( 采用
T)H

检测细胞上清液的

睾酮含量( 每组实验重复
&

次(

4

$卵巢颗粒细胞
L

#

8TJ#G!

'

=

#

V1N

及
'PI#%

蛋白表达检测$采用
+6N>6?A U.1>

法( 将
5

孔板中的

细胞用预冷的
IZQ

洗
!

遍后加入
T)IH

裂解液及蛋白

酶抑制剂苯甲基磺酰氟$

I,QV

%!冰上孵育
&" 9;A

!收

集细胞裂解产物(

7

%

#7 """

&

B

离心
$ 9;A

!将上清

移至另一预冷的
#

!

$ 9S 8I

管中!

Z'H

法测定蛋白质

浓度!并分装( 蛋白质与
!

&

S1:<;AB U-XX6?

混合( 沸

水煮
$ 9;A

!置冰上
! 9;A

( 取
&" !B

蛋白上样!

#"b

QEQ

#

IH\8

在
4" 90

!

#"" 9;A

下进行电泳( 并于

7

%冷库!

&"" 9H

!

#

!

$ @

条件下转膜(

I0EV

膜用封

闭液$含
$b

脱脂奶粉的磷酸盐缓冲液%室温孵育
# @

!

倒去封闭液!加入一抗
7

%孵育过夜(

*ZQ*

$

*?;N

#

Z-XX6?6< Q:.;A6 :A< *[66A !"

% 洗膜
&

次!每次

#" 9;A

(加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育

# @

(

*ZQ*

洗膜
&

次!每次
#" 9;A

(膜稍干后加入化学

发光试剂孵育
# 9;A

(于暗室曝光( 曝光时间
$ N a

&" 9;A

(以
\HIE]

为内参( 其中兔抗
L

#

8TJ#G!

稀释

比例为
#

(

# """

!兔抗
=

#

V1N

为
#

(

7""

!兔抗
'PI#%

为

#

(

4""

!兔抗
\HIE]

为
#

(

# """

!山羊抗兔
)B\

二抗比

例为
#

(

$ """

(采用
)9:B6 (

对
+6N>6?A U.1>

图片进

行灰度分析!计算目的基因
G

内参基因灰度值比值(

R

$统计学方法$采用
QIQQ #%

!

"

统计学软件

进行数据分析!计量资料以
C

)

N

表示( 各组间比较采

用单因素方差分析!两两比较采用
SQE

法!

I W"

!

"$

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$卵巢颗粒细胞培养$图
#

%$卵巢颗粒细胞呈

单层贴壁性生长!培养
!7 @

后细胞开始贴壁'增殖(

倒置显微镜下观察可见!细胞核大'胞浆饱满'颗粒丰

富均匀'透光好( 细胞生长呈星形或梭形!细胞与细胞

间有延长的伪足相互连接(
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%

图
#

$培养
!7 @

贴壁生长的卵巢颗粒细胞

$倒置显微镜! &

!"

%

!

$不同浓度的
IER4"$R

作用下各组
'PI#%

9T3H

表达水平比较$表
#

%$与空白对照组比较!各

组
'PI#% 9T3H

表达均增加 $

I W "

!

"$

%!且当

IER4"$R

浓度为
#" !91.GS

时!

'PI#% 9T3H

的表

达增加
#"

倍左右!故后续实验
IER4"$R

均采用此

浓度(

表
#

$不同浓度的
IER4"$R

作用下各组
'PI#% 9T3H

相对表达量比较$$

C

)

N

%

组别
A 'PI#% 9T3H

空白对照
& #

IER4"$R # !91.GS &

5

*

57

)

#

*

"$

"

$

$ !91.GS &

7

*

$7

)

#

*

##

"

$

#" !91.GS &

#"

*

"!

)

#

*

&"

"

$

!$ !91.GS &

$

*

#4

)

#

*

$&

"

$$注#与空白对照组!

"

I W"

*

"$

&

A

为实验重复次数&下表同

&

$对照组与
IE

组
*

含量比较$对照组
*

含量为

$

"

!

"7

)

"

!

"!

%

ABG9S

!

IE

组
*

含量为$

"

!

#4

)

"

!

"!

%

ABG9S

!

IE

组较对照组明显升高$

I W"

!

"$

%(

7

$不同浓度的
OE'

和
PQPO

提取物干预后各组

卵巢颗粒细胞
L

#

8TJ#G!

蛋白水平比较

7

!

#

$不同浓度的
OE'

提取物与
IER4"$R

共孵

育后各组
L

#

8TJ#G!

蛋白水平比较 $表
!

!图
!

%$与

$

IE

#

OE'

#%组比较!$

IE c OE'

#%组
L

#

8TJ#G!

表达

减少$

I W "

!

"$

%( 与$

IE c OE'

#%组比较! $

IE c

OE'!$

% 组
L

#

8TJ#G !

表达增加!且增加最明显

$

I W"

!

"#

%(因而后续
OE'

的浓度选取
!$ 9BG9S

(

7

!

!

$不同浓度的
PQPO

提取物与
IER4"$R

共孵

育后各组
L

#

8TJ#G!

蛋白水平比较$表
&

!图
&

%$与

$

IE

"

PQPO

"%组比较!$

IE cPQPO

#%组
L

#

8TJ#G!

表

达减少$

I W"

!

"$

%( 与$

IE cPQPO

"%组比较!$

IE c

PQPO!$

%组
L

#

8TJ#G!

表达增加最明显$

I W"

!

"#

%(

表
!

$不同浓度的
OE'

与
IER4"$R

共孵育后各组

细胞上清
L

#

8TJ#G!

蛋白表达比较$$

C

)

N

%

组别
A L

#

8TJ#G!

蛋白

IE

"

OE'

"

& #

*

&$

)

"

*

&$

IE c OE'

"

&

"

*

$7

)

"

*

##

"

IE c OE'# & "

*

4#

)

"

*

"5

IE c OE'$ & "

*

5R

)

"

*

!$

IE c OE'!$ &

#

*

#"

)

"

*

#&

!

IE c OE'$" & "

*

4&

)

"

*

#$

$$注#与 $

IE

#

OE'

#%组比较!

"

I W "

*

"$

&与 $

IE c OE'

#% 组比

较!

!

I W"

*

"#

$$注#

#

为$

IE

"

OE'

"%组&

O

为$

IE c OE'

"组%&

&

为

$

IE c OE'#

%组&

7

为$

IE c OE'$

%组&

$

为$

IE c OE'!$

%

组&

5

为$

IE c OE'$"

%组

图
!

$不同浓度的
OE'

与
IER4"$R

共孵育后

各组
L

#

8TJ#G!

蛋白表达

表
&

$不同浓度的
PQPO

与
IER4"$R

共孵育后

各组细胞上清
L

#

8TJ#G!

蛋白表达比较$$

C

)

N

%

组别
A L

#

8TJ#G!

蛋白

IE

"

PQPO

"

& #

*

#7

)

"

*

!5

IE cPQPO

"

&

"

*

&"

)

"

*

!R

"

IE cPQPO# & "

*

%!

)

"

*

#!

IE cPQPO$ &

#

*

!R

)

"

*

5"

!

IE cPQPO!$ &

#

*

&$

)

"

*

!R

!

IE cPQPO$" & "

*

4"

)

"

*

#&

$$注#与$

IE

"

PQPO

"%组比较!

"

I W "

*

"$

&与$

IE c PQPO

#%比

较!

!

I W"

*

"#

$$注#

#

为$

IE

"

PQPO

"%组&

!

为$

IE c PQPO

"%组&

&

为

$

IE c PQPO#

% 组&

7

为 $

IE c PQPO$

% 组&

$

为 $

IE c

PQPO!$

%组&

5

为$

IE cPQPO$"

%组

图
&

$不同浓度的
PQPO

与
IER4"$R

共孵育后

各组细胞上清
L

#

8TJ#G!

蛋白表达水平

故后续
PQPO

的浓度选取
!$ 9BG9S

(

$

$养精种玉汤有效部位与
IER4"$R

共孵育不

同时间后各组细胞上清
L

#

8TJ#G!

蛋白水平比较

$

!

#

$

OE'

与
IER4"$R

共孵育不同时间后各组

细胞上清
L

#

8TJ#G!

蛋白水平比较$表
7

!图
7

%$$

IE c

OE' 5 @ c

%组与$

IE c OE' 5 @

"%组'$

IE c OE'

#4 @ c

%组与 $

IE c OE' #4 @

"%组比较!前者
L

#

8TJ#G!

表达水平均高于后者$

I W "

*

"$

%( $

IE c
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!

%

"!')$$"

OE' 5 @ c

%组较$

IE cOE' 5 @

"%组
L

#

8TJ#G!

表

达增加约
#

!

%

倍(

表
7

$

OE'

与
IER4"$R

共孵育不同时间后各组细胞上清

L

#

8TJ#G!

蛋白表达水平比较$$

C

)

N

%

组别
A L

#

8TJ#G!

蛋白

IE c OE' & @

"

& #

*

"$

)

"

*

!"

IE c OE' & @ c & #

*

!7

)

"

*

!$

IE c OE' 5 @

"

& "

*

4"

)

"

*

&R

IE c OE' 5 @ c &

#

*

&%

)

"

*

#R

"

IE c OE' #4 @

"

& "

*

%#

)

"

*

##

IE c OE' #4 @ c &

#

*

#!

)

"

*

"$

!

IE c OE' !7 @

"

& "

*

$&

)

"

*

#$

IE c OE' !7 @ c & "

*

44

)

"

*

7!

$$注#与$

IE c OE' 5 @

"%比较!

"

I W"

*

"$

&与$

IE c OE' #4 @

#%

比较!

!

I W"

*

"$

$$注#

#

为$

IE c OE'& @

"%组&

!

为$

IE c OE'& @ c

%组&

&

为$

IE c OE'5 @

"%组&

7

为$

IE c OE'5 @ c

%组&

$

为$

IE c

OE'#4 @

"%组&

5

为$

IE c OE'#4 @ c

%组&

%

为$

IE c OE'

!7 @

"%组&

4

为$

IE c OE'!7 @ c

%组

图
7

$

OE'

与
IER4"$R

共孵育不同时间后各组细胞上清

L

#

8TJ#G!

蛋白表达

$

!

!

$

PQPO

与
IER4"$R

共孵育不同时间后各

组细胞上清
L

#

8TJ#G!

蛋白水平比较$表
$

!图
$

%$

$

IE c PQPO 5 @ c

%组与 $

IE c PQPO 5 @

#%组'

$

IE cPQPO #4 @ c

%组与$

IE c PQPO #4 @

#%组比

较! 前者
L

#

8TJ#G !

表达均高于后者 $

I W "

*

"$

%(

$

IE c PQPO 5 @ c

%组较$

IE c PQPO 5 @

#%组
L

#

8TJ#G!

表达增加约
!

倍(

表
$

$

PQPO

与
IER4"$R

共孵育不同时间后各组细胞上清

L

#

8TJ#G!

蛋白表达比较$$

C

)

N

%

组别
A L

#

8TJ#G!

蛋白

IE cPQPO & @

"

& "

*

R$

)

"

*

!4

IE cPQPO & @ c & #

*

"%

)

"

*

77

IE cPQPO 5 @

"

& "

*

7"

)

"

*

#$

IE cPQPO 5 @ c &

"

*

R$

)

"

*

$!

"

IE cPQPO #4 @

"

& "

*

$%

)

"

*

#"

IE cPQPO#4 @ c &

#

*

"&

)

"

*

#$

!

IE cPQPO !7 @

"

& "

*

!#

)

"

*

!#

IE cPQPO !7 @ c & "

*

$$

)

"

*

#"

$$注#与$

IE cPQPO 5 @

"%比较!

"

I W"

*

"$

&与$

IE cPQPO #4 @

"%比

较!

!

I W"

*

"$

$$注#

#

为$

IE c PQPO & @

"%组&

!

为$

IE c PQPO & @ c

%

组&

&

为$

IE c PQPO 5 @

#%组&

7

为$

IE c PQPO 5 @ c

%组&

$

为$

IE c PQPO #4 @

#%组&

5

为$

IE c PQPO #4 @ c

%组&

%

为

$

IE c PQPO !7 @

#%组&

4

为$

IE c PQPO !7 @ c

%组

图
$

$

PQPO

与
IE

共孵育不同时间后

L

#

8TJ#G!

蛋白表达

5

$各组卵巢颗粒细胞
=

#

V1N

及
'PI#%

蛋白水

平比较$表
5

!图
5

%$与$

IE c OE' 5 @

"%组比较!

$

IE cOE' 5 @ c

%组
=

#

V1N

表达增加!

'PI#%

表达

减少$

I W "

!

"$

%( 与 $

IE c PQPO 5 @

"%组比较!

$

IE c PQPO 5 @ c

% 组
=

#

V1N

表达增加!

'PI#%

表

达减少$

I W"

!

"$

%(

表
5

$各组卵巢颗粒细胞
=

#

V1N

及
'PI#%

蛋白表达水平比较$$

C

)

N

%

组别
A =

#

V1N

蛋白
'PI#%

蛋白

IE c OE' 5 @

"

& "

*

&R

)

"

*

"% #

*

47

)

#

*

#&

IE c OE' 5 @ c &

#

*

"$

)

"

*

!"

"

"

*

5%

)

"

*

##

#

IE cPQPO 5 @

"

& "

*

%7

)

"

*

#5 #

*

7&

)

"

*

#5

IE cPQPO 5 @ c &

!
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图
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$养精种玉汤有效成分提取物作用后
=

#

V1N

及

'PI#%

蛋白表达电泳

%

$养精种玉汤有效成分提取物作用
5 @

后各组

颗粒细胞
*

水平比较$表
%

%$与$

IE c OE' 5 @
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组比较!$

IE c OE' 5 @ c

%组细胞上清液
*

含量降
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讨$$论

根据中医.肾藏精!主生殖/'.女子血海盈亏有

期/及女性月经周期中阴阳消长转化规律!经后期予

以滋肾养精血治疗以促进卵泡发育!养精种玉汤是滋

肾养精血的代表方!是调经种子的有效方剂)

4

!

R

*

( 有

研究表明!养精种玉汤能增加颗粒细胞孕酮与雌二醇

的分泌)

#"

!

##

*

!提高子宫内膜对胚泡种植的接受

性)

#!

!

#&

*

!有助于提高试管婴儿成功率)

#7

*

( 本课题组

前期的研究表明养精种玉汤有效成分
PQPO

和
OE'

提取物可以促进雄激素向雌激素的转化!又可以降低

雄激素的生成)

&

!

7

*

( 本研究主要探讨养精种玉汤主要

有效部位降低猪卵巢颗粒细胞雄激素生成的机制(

I'FQ

为生育年龄女性常见疾病!

I'FQ

常表现

为高胰岛素血症!雄激素增多等( 其发病机制尚未阐

明!但研究认为高雄激素血症在
I'FQ

的发病机制中

发挥着重要的作用( 在卵巢和肾上腺!类固醇合成的

核心途径涉及到细胞色素
I7$"

基因家族(

I7$"=#%

具有
#%

羟化酶和
#%

!

!"

裂解酶活性!在肾上腺类固

醇和性腺雄激素的合成中起到关键的限速作用(

I'FQ

妇女中分离出的膜细胞与正常膜细胞比较!毛

猴素刺激的
'PI#%

增加更加明显)

#$

*

(

I'FQ

膜细

胞长期培养后
'PI#%

基因的转录及
I7$"#%

"羟化

酶
G'#%

!

!"

裂解酶的活性增强!表明
I'FQ

膜细胞中

增加的
'PI#%

导致生成雄激素的类固醇生成酶的

升高)

#5

*

(

'PI#%

的调节涉及多种分子途径的相互作用(

研究表明!在
S]

水平升高的典型
I'FQ

中!升高的

S]

水平可能导致
#%

!

!"

裂解酶的增加*

#%

*

( 近年有

研究认为
,HIJ

途径也可能参与了类固醇的生成(

,HIJN

是一种使信号从细胞质到细胞核的信号转

导介质)

#4

*

( 本实验中!颗粒细胞在含有
,HIJ

抑制

剂
IER4"$R

的培养基中培养后!

'PI#% 9T,H

的

表达升高!表明
,HIJ

途径的抑制可增加
'PI#%

9T3H

的活性( 研究表明!

I'FQ

卵巢中分裂原活

化抑制剂$

,8J

%

#G!

和
8TJ#G!

信号降低!并且降

低的
,8J #G!

和
8TJ#G!

的活性可导致
'PI#%

基

因表达的增加和雄激素合成增多)

#R

!

!"

*

( 在本研究

中!颗粒细胞在含有
,HIJ

抑制剂
IER4"$R

的培

养基中培养后!

L

#

8TJ#G!

蛋白减少!睾酮水平增高(

以上表明猪卵巢颗粒细胞中雄激素的调控可能是通

过
,HIJ

途径来调控
'PI#%

的表达!从而调节雄

激素的生成(

因此本课题组从
,HIJ

途径来研究养精种玉汤

有效成分降低雄激素的机制( 笔者假设养精种玉汤有

效成分可以通过活化
,HIJ

途径来降低
'PI#%

和雄

激素的合成( 当
,HIJ

抑制剂浓度为
#" !91.GS

时!

与对照组比较!

'PI#% 9T3H

表达增加最明显( 因

而本实验后续实验采用
#" !91.GS

的
IER4"$R

干预

颗粒细胞( 结果表明!颗粒细胞经
#" !91.GS ,HIJ

抑制剂
IER4"$R

处理后!再用
OE'

或
PQPO

提取物

干预!当其浓度均为
!$ 9BG9S

时!

L

#

8TJ#G!

表达的

增加相对于其他组最明显( 当
OE'

或
PQPO

提取物

作用于颗粒细胞的时间为
5 @

时!磷酸化
8TJ#G!

表

达的增加相对于其他组最明显( 颗粒细胞在

#" !91.GS IER4"$R

干预后!

!$ 9BG9S

的
OE'

或

PQPO

提取物作用于细胞
5 @

!

'PI#%

和睾酮的表达

水平降低(

在人类卵巢膜细胞模型中!

=

#

V1N

可能是抑制

'PI#%

表达的一种因子(

=

#

V1N

属于激活蛋白 "

#

家族的转录因子!

=

#

V1NG=

#

Y-A

异源二聚体可以阻止

QV#

与
'PI#%

基因启动子的结合( 研究表明!

,HIJ

途径的阻断导致
'PI#%

的增加可能涉及到

=

#

V1N

)

%

*

(本研究结果表明!养精种玉汤
PQPO

提取物

和
OE'

提取物均增加了颗粒细胞
=

#

V1N

基因的

表达(

综上所述!本实验表明养精种玉汤
PQPO

和
OE'

提取物可能通过增加磷酸化
8TJ

的活性而抑制

'PI#%

和雄激素的生成!并且其对
'PI#%

的抑制机

制可能涉及
=

#

V1N

表达的增加(
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