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滋阴泻火中药对雌性性早熟模型大鼠下丘脑生长激素

释放肽及其受体
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摘要"目的"观察滋阴泻火中药对达那唑诱导的雌性性早熟模型大鼠青春期启动时下丘脑生长激素释放
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#及其受体"
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#表达的影响$ 方法
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只雌性
ID

大鼠随机分为正常组%模型组%生理盐水干预组及中药干预组!每组
#"

只$ 模型组%生理盐水

干预组及中药干预组于大鼠
$

日龄时一次性皮下注射达那唑
&"" "L

制备性早熟大鼠模型$

#$

日龄起中药干

预组%生理盐水干预组分别予滋阴泻火中药及生理盐水灌胃!给药干预
% P#"

天!正常组不予处理$ 记录阴门

开启情况!计算卵巢及子宫指数!检测外周血雌二醇"
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#%卵泡雌激素"

QIH

#%黄体生成素"
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#%下丘脑促性腺

激素释放激素"
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#含量%下丘脑
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基因表达水平$ 结果"与正常组比较!模型

组大鼠阴门开启时间提前!外周血
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水平%子宫指数%下丘脑
GCJH
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#&与模型组及生理盐水干预组比较!中药干预组大鼠阴

门开启时间未提前!外周血
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组间下丘脑
G@K7.<C

及受体个数及活性比较!差

异无统计学意义"
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#$ 结论"在基因转录水平上滋阴泻火中药对性早熟大鼠下丘脑
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及其受体

有一定的调节作用$
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""性早熟是儿童常见的青春期发育异常性疾病之

一"尤以女孩的特发性性早熟最为常见"其逐年增多

的发病趋势及对儿童身心健康的不良影响使人们对

其关注日益增加' 研究显示"性早熟患儿性腺轴功

能过早启动"可导致骨龄发育超前"影响患儿的生长

潜力及最终身高&且第二性征提前出现(月经提前初

潮会增加患儿心理负担"易出现抑郁(社交退缩(攻

击性等心理行为异常)
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' 目前关于青春期发育机

制的研究认为"下丘脑促性腺激素释放激素$
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%脉冲性释放

增多是青春期启动的关键)
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$
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"
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%轴功能的多肽类分子' 连续给予

未发育的雄性大鼠
G@K7.<C

可抑制其伴随青春期启

动而出现的黄体生成素$

.-N7<C<^<CL @1K:1C7

"
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及睾酮$

N7?N1?N7K1C7

"
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%增高"使雄性大鼠阴茎 #

包皮分离时间延迟"从而延缓雄性大鼠的青春期启

动' 高剂量持续皮下注射
G@K7.<C

也可使雌性大鼠

阴门开启时间延迟(卵巢湿重降低)
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"
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' 动物实验显

示"

G@K7.<C

对雌激素化的去卵巢大鼠下丘脑视前区

`<??O7ON<C

基因表达具有抑制作用)
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"而
`<??O7O

$

N<C

是促进
GCJH

分泌的关键因子之一"此可能是其

调节生殖轴功能的机制之一"但青春期发育时其中

枢水平的基因表达变化尚不明确'

滋阴泻火中药是复旦大学附属儿科医院治疗儿

童性早熟的常用方剂"可降低患儿血清卵泡刺激素

$

W1..<B.7 ?N<:-.;N<CL @1K:1C7
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醇$
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%水平"使增大的乳核变软(消退"亦

可延缓骨龄超前发育)

%

"

5

*

' 动物实验研究显示"滋阴

泻火中药可使性早熟模型大鼠下丘脑中
GCJH

:J3S

显著减少)

4

"
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*

"但其机制尚不完全明确' 本

研究以达那唑诱导的雌性性早熟大鼠为研究对象"

初步观察性早熟模型大鼠青春期启动时
G@K7.<C

及

其受体在中枢水平的表达变化&应用滋阴泻火中药

干预性早熟模型大鼠"观察其对大鼠下丘脑
G@K7.<C

及其受体$
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%的调节作用"从而进一步探

讨其延缓青春期发育的机制'

材料与方法

#

"动物"

6"

只清洁级
$

日龄雌性
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大鼠与其

母鼠"购自上海中科院实验动物中心"动物许可证号#

I'a`

$沪%

!""%

#

"""$

"共同饲养在
#! @

光照
F#! @

黑暗的环境中"自由摄食和饮水"

!#

日龄断奶'

!

"药物"滋阴泻火中药$批号#

S#&"##%"

%由生

地(炙龟板(黄柏(知母等组成"含生药
!

!
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"为复

旦大学附属儿科医院治疗儿童性早熟的院内制

剂)
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"由复旦大学附属儿科医院中药制剂室制备和

提供'
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I-O7KIBK<O #

(

"

!

# ::1.FR A**

(

#"

&

T'J Z-WW7K

均购自美国
)C

$

NK1Y<L7C

公司&
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及
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放免试剂盒均购自北京华英生物研究所&

)c$

J7;.

$
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仪 $美国
_<1

$

J;A

生物公司 %"

H7K;7-?

低温高速离心机$德国
H7K;7-?

公司%&电

动高速匀浆机$美国
)`S +1Kd?

公司%"

T_

$

!" OH

酸

度计$美国
I;KN1K<-?

公司%"恒温控制器$上海曹行无

线电元件厂%"紫外分光分度计$

_7Bd:;C D\%$""

%

$德国
_7Bd:;C

公司%"

K

$
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全自动放免计数仪$中

国科技大学实业总公司%'
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"动物分组及给药"
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只
ID

大鼠随机分为正

常组(模型组(生理盐水干预组和中药干预组"每组
#"

只' 参照文献)
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"
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*"模型组(生理盐水干预组及中
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药干预组大鼠于
$

日龄时一次性皮下注射达那唑$江

苏联环药业股份有限公司"生产批号#

D3!""%"""#

%

&"" "L

$每
&"" "L

达那唑溶于
!$ "R

体积比为
#

'

#

乙二醇
F

乙醇混合液中%'

#$

日龄$造模
#"

天后%起中

药干预组和生理盐水干预组大鼠每日分别予滋阴泻火

中药和生理盐水灌胃' 采用 ,中药药理研究方法

学-

)

#6

* 中的公式计算中药干预组的给药剂量为

#

!

!$ :RF

$

#"" L

体重!

A

%"相当于临床用药的
&"

倍"给药干预至大鼠被处死时$约
% P 4

天%' 正常组

处死前未进行任何处理'

$

"观察指标及检测方法

$

!

#

"阴门开启时间及性器官指数"

!"

日龄起

每日
4

#

""

准时观察大鼠阴门开启状况' 选择模型

组动物阴门开启的时间为处死时间点$约
!# P!&

日

龄%"同时选择相应数量的其余
&

组大鼠一并处死"

留取外周血(卵巢(子宫(下丘脑"计算脏器湿重

$

:L

%与每
#"" L

的比值"分别记作卵巢指数和子宫

指数'
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"血清
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(
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及其受体水平检测"采用放射免疫法' 大鼠断

头处死后留取外周血和下丘脑"外周血于
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! @

后低温高速离心$
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& """ K F:<C

"离心
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"连续离心两次%后留取上清液"检测血清
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(下剥去下丘脑组织并快速

称重后于煮沸的生理盐水
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中继续煮沸
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# :1.FR
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"
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# :1.FR 3;EH "
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中和"
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测下丘脑
GCJH
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水平(
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$
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活性'
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GHIJ#

$

!:J3S

水平

测定"采用
J7;.

$

N<:7 T'J

方法进行检测' $

#

%

J3S

抽提及逆转录#从 #

5"

(的低温冰箱中取出下

丘脑组织"采用
*K<^1.

法抽提
J3S

"并将其逆转录为

BD3S

" #

!"

(保存' $

!

%实时荧光定量
T'J

检测#

采用
IX_J GK77C

染料法' 引物采用
TK<:7K OK7:

$

<7K $

!

"

辅助设计"由上海生工生物工程有限公司合

成"以
$

$

;BN<C

为内参"采用
!

#

!!'N方法分析检测结

果"

!!

'N e

样本
'N

值平均数#内参
'N

值平均数' 目

的基因引物序列见表
#

'

$

!

6

"下丘脑
GHIJ#

$

!

个数及活性检测"制

备#!$

)

$

G@K7.<C

"取
&$ 4$"F#"" "R

的
'T,

试验备用'

取
G@K7.<C # !$" CLF#"" "R

用
OH %26

的缓冲液倍比

稀释至
#42$ CLF#"" "R

"共
%

管"将下丘脑组织用生理

盐水匀浆后以
#! """ K F:<C

高速离心
!

次"取上清"

将蛋白含量调至
#" P&" LFR

"再以
#! """ K F:<C

离心

一次后取上清"将该上清液分别取
#"" "R

加入上述
%

管中"将上述反应管混匀"在
6

(下反应
!6 @

"加入分

离剂
!$f

聚乙二醇
8""" $"" "R

"混匀室温
&" :<C

"

& $"" K F:<C

离心
#$ :<C

后取其沉淀测其
'T,

"通

过受体与配体结合方式利用
IB;NB@;KA

图分析采用

相应的计算机软件计算结果"其中
G@K7.<C

受体结合

配体时最大的亲和常数即为
`#

"

G@K7.<C

受体结合配

体时最小的亲和常数即为
`!

"

c#

(

c!

表示结合位点

的数目"即为配体的数目'

表
#

$目的基因引物序列

基因 引物序列
产物

长度$

ZO

%

$

$

;BN<C

上游#

$

%$

GS''*'*S*G''SS'S'SG*G'

$

&

%

#54

下游#

$

%$

'*G'*GGSSGG*GGS'SG*GS

$

&

%

G@K7.<C

上游#

$

%$

SSG'SGSSGSGG'SGSGGSGGSG

$

&

%

#45

下游#

$

%$

SGGSGGSSSG*S'SGGGS''SG*'

$

&

%

GHIJ#

$

!

上游#

$

%$

GG*'**'*G''*'S'*G*G'*'*S

$

&

%

##8

下游#

$

%$

*'**'S'*G*'*G'**G*GG**'*G

$

&

%

8

"统计学方法"采用
ITII #&

!

"

软件进行统计

分析"计量资料以
[

)

?

表示' 首先对数据进行正态检

验和方差齐性检验"同时符合正态分布且方差齐性的数

据"采用单因素方差分析"组间两两比较采用
RID

法&

若不符合正态分布或方差不齐则采用
`K-?d;.

$

+;..<?

H

检验进行秩次的非参数检验"组间两两比较采用

,;CC

$

+@<NC7/ \

检验'

T U "

!

"$

为差异有统计学

意义'

结""果

#

"各组大鼠阴门开启时间及性器官指数比较

$表
!

(

&

%"

!&

日龄时"模型组与生理盐水干预组大鼠

阴门已基本开启$

!# P!&

日龄%"而中药干预组及正常

组大鼠尚未开启' 与正常组比较"模型组子宫指数明显

升高$

T U"

!

"#

%&与模型组与生理盐水干预组比较"中

药干预组子宫指数明显降低$

T U"

!

"#

%' 中药干预组

卵巢指数明显低于生理盐水干预组$

T U"

!

"$

%"其他组

间比较"差异无统计学意义$

T V"

!

"$

%'

表
!

$各组大鼠阴门开启情况比较$$只%

组别
C !"

日龄
!#

日龄
!!

日龄
!&

日龄

正常
#" " " " "

模型
#" " # 6 $

生理盐水干预
#" " ! 6 6

中药干预
#" " " " "
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!

%

!!"($$!

表
&

$各组大鼠性器官指数比较$$

:LF#"" L

"

[

)

?

%

组别
C

子宫指数 卵巢指数

正常
#" $$

*

%!

)

&

*

5% $#

*

#5

)

$

*

""

模型
#"

84

*

&6

)

4

*

8"

"

64

*

!4

)

$

*

65

生理盐水干预
#" 88

*

$&

)

8

*

5% $$

*

"&

)

5

*

"!

中药干预
#"

64

*

%#

)

$

*

$"

!#

66

*

68

)

%

*

$#

#

""注#与正常组比较"

"

T U "

*

"#

&与模型组比较"

!

T U "

*

"#

&与生理

盐水干预组比较"

#

T U"

*

"#

!

"各组大鼠外周血激素水平比较$表
6

%"与正常

组比较"模型组大鼠外周血
9

!

及
RH

水平明显增高"

QIH

水平降低$

T U"

!

"$

%&与模型组与生理盐水干预组

比较"中药干预组
9

!

和
RH

水平降低$

T U"

!

"$

%'

表
6

$各组大鼠外周血激素水平比较$$

[

)

?

%

组别
C

9

!

$

OLF:R

%

QIH

$

:)\F:R

%

RH

$

:)\F:R

%

正常
#" !"

*

84

)

!

*

8# #%

*

44

)

#

*

4% #8

*

86

)

#

*

#"

模型
#"

!6

*

8%

)

6

*

"$

"

#$

*

%4

)

#

*

!6

"

#5

*

5&

)

#

*

##

"

生理盐水干预
#" !6

*

##

)

!

*

$! #%

*

#$

)

#

*

&5 #5

*

5#

)

#

*

"5

中药干预
#"

#4

*

4%

)

!

*

8!

!#

#8

*

6%

)

!

*

"6

#8

*

48

)

#

*

&#

!#

""注#与正常组比较"

"

T U "

*

"$

&与模型组比较"

!

T U "

*

"$

&与生理

盐水干预组比较"

#

T U"

*

"$

&

"各组大鼠下丘脑
GCJH

(

G@K7.<C

及
GHIJ#

$

!

水平比较$表
$

(

8

%"与正常组比较"模型组下丘脑

G@K7.<C

(

GHIJ#

$

!:J3S

水平明显降低"而
GCJH

含量升高$均
T U"

!

"#

%' 与模型组和生理盐水干预组

比较"中药干预组下丘脑
G@K7.<C

(

GHIJ#

$

!:J3S

升高"

GCJH

含量降低 $

T U "

!

"#

%'

6

组间下丘脑

G@K7.<C

及受体个数及活性比较"差异无统计学意义

$

T V"

!

"$

%'

表
$

$各组下丘脑
GCJH

(

G@K7.<C

(

GHIJ#

$

!:J3S

及

G@K7.<C

水平比较"$

[

)

?

%

组别
C GCJH

$

OLF:R

%

G@K7.<C :J3S

GHIJ#

$

!

:J3S

G@K7.<C

$

OLF:R

%

正常
$ #5

*

"%

)

!

*

"5 #

*

""

)

"

*

"! #

*

""

)

"

*

"$ 5

*

6

)

"

*

4%

模型
$

!&

*

5#

)

&

*

44

"

"

*

5!

)

"

*

"&

"

"

*

4#

)

"

*

"$

"

#"

*

!4

)

!

*

#&

生理盐水干预
$ !!

*

%"

)

!

*

$! "

*

5%

)

"

*

"& "

*

55

)

"

*

"& 4

*

8"

)

!

*

!&

中药干预
$

#5

*

#$

)

&

*

8%

!#

"

*

48

)

"

*

"$

!#

#

*

""

)

"

*

"!

!#

5

*

44

)

#

*

45

""注#与正常组比较"

"

T U "

*

"#

&与模型组比较"

!

T U "

*

"#

&与生理

盐水干预组比较"

#

T U"

*

"#

表
8

$各组大鼠下丘脑
GHIJ#

$

!

个数及活性比较"$

[

)

?

%

组别
C

`

#

$ &

#"

8

RF:1.

%

`

!

$ &

#"

$

RF:1.

%

c

#

$ &

#"

#%个
F

细胞%

c

!

$ &

#"

#%个
F

细胞%

正常
$ #&

*

&6

)

#

*

$% #

*

6&

)

"

*

!5 #

*

8$

)

"

*

%" %

*

%5

)

#

*

#$

模型
$ 4

*

!&

)

&

*

6& #

*

%&

)

"

*

64 #

*

8!

)

"

*

6$ %

*

&#

)

#

*

%#

生理盐水干预
$ 5

*

5%

)

!

*

&! #

*

&$

)

"

*

&& #

*

$$

)

"

*

64 5

*

""

)

#

*

&8

中药干预
$ #"

*

""

)

!

*

!" #

*

6#

)

"

*

&$ #

*

$$

)

"

*

&4 5

*

#6

)

#

*

$#

""注#

`

#

(

`

!

为亲和常数&

c

#

(

c

!

为有效受体个数

讨""论

青春期是儿童期向成人期过渡的特殊时期"此时

体内发生一系列形态(功能(代谢以及心理(智力及行

为的显著变化"最明显的是生殖系统迅速发育与成熟"

这也是由多种因素参与调控下的
HTG

轴功能的成熟

过程' 其中"下丘脑
GCJH

脉冲性释放增多是青春期

启动的起始关键"但促使其分泌增加的机制尚不明确'

目前发现
GCJH

神经元同时受到多种兴奋性和抑制

性神经递质(调质或因子如
`<??O7ON<C

(

%

#氨基丁

酸(神经肽
X

等的调节"外在环境影响因素如营养(环

境内分泌干扰物(光照等通过作用于相关的因子使兴

奋性和抑制性分子之间的动态平衡被打破"导致青春

期发育异常)

#$

*

'

对新生
ID

大鼠
$

日龄时采用一次性微量达那唑

皮下注射的干预方法制备性早熟模型"大鼠阴道脱落

细胞学改变和正常的成年大鼠一致"是目前应用较多(

研究较为成熟的性早熟动物模型)

#!

"

#&

"

#8

"

#%

*

' 既往关

于达那唑性早熟动物模型的研究显示"一次性皮下注

射
!$ "R

体积比为
#

'

#

乙二醇
F

乙醇混合液并未对
$

日龄大鼠的青春期启动产生影响)

##

"

#8

"

#%

*

"故在本次研

究中并未设立乙二醇
F

乙醇混合液干预的实验动物组'

本研究结果显示"模型组大鼠阴门开启明显提前"血清

性激素水平明显增高"外周性腺发育较成熟"下丘脑

GCJH

含量明显增加"提示本实验中诱导早熟的动物

模型制备成功'

G@K7.<C

主要由胃的
aFS

样内分泌细胞$大鼠%(

TFD#

型细胞$人%分泌' 在脑组织中"

G@K7.<C

及其受

体在下丘脑的弓状核(正中隆起(室旁核(内侧视前区(

视交叉均有分布"上述核团亦是
`<??O7ON<C

和
GCJH

神经元胞体及纤维所在地" 其分布特点为其参与生殖

轴功能提供了解剖学依据)

#5

*

'

G@K7.<C

的基因转录与

生殖轴功能状态有一定关系' 张文龙等)

#4

*研究发现"

整个动情周期中"大鼠下丘脑和垂体中
G@K7.<C

均处

于转录活性状态"但伴随动情周期的变化具有一定的

波动性#动情间期$生殖轴功能处于相对抑制的状态%

其转录水平明显增加"动情期$生殖轴功能处于相对

活跃状态%则降低"与
GCJH

基因的转录变化则相反&

猪下丘脑
G@K7.<C

基因转录伴随动情周期的变化也存

在同样的变化趋势)

!"

*

"以上提示下丘脑的
G@K7.<C

基

因转录与机体生殖轴的功能状态密切相关' 本研究显

示"模型组大鼠阴门已开启时$

HTG

轴功能激活"青春

期发育启动%"下丘脑
G@K7.<C

及受体基因的转录水平

较低&同龄的正常大鼠阴门未开启$

HTG

功能未激活"
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%

青春期尚未启动%"其基因转录水平较高&而
'-< RR

等)

!#

*发现下丘脑中的
G@K7.<C

参与营养状态影响青

春期发育的过程'

G@K7.<C

及其受体同时参与机体营

养(能量代谢的过程"外周血中
G@K7.<C

的水平受机体

进食(营养状态的影响)

!!

"

!&

*

' 本研究中初步发现未给

予饮食干预的性早熟模型大鼠在青春期启动时仅在基

因转录水平呈现一定的变化"此变化可能与青春期启

动有关'

本科在中医药诊疗性早熟的临床实践中发现"大

多数早熟患儿在性征发育提前的同时伴有怕热(口渴(

面红(烦躁易怒(五心烦热(便秘(盗汗(舌质红等
5

项

阴虚火旺征象"提出.肾阴虚(相火旺/是性早熟的病

机"并制订了.滋肾阴(泻相火/的治疗原则"以知柏地

黄丸方药为主进行加减的滋阴泻火中药可以延缓儿童

的性征发育"改善患儿的阴虚火旺证侯)

%

*

' 蔡德培

等)

!6

*认为"亢进的
HTG

轴功能可能是性早熟患儿阴

虚火旺的本质' 相关的分子生物学研究提示#滋阴泻

火中药可以降低青春期和性早熟大鼠下丘脑
GCJH

基因的表达)

4

*

&降低大鼠下丘脑内侧视前区兴奋性氨

基酸如门冬氨酸和谷氨酸的含量"增加抑制性
%

#氨

基丁酸和神经肽类物质如神经肽
%

和
$

$内啡肽以及

37-K1d<C<C _

等物质的释放)

!$

*

"也可抑制下丘脑内

侧视前区(弓状核(室周核
`<??O7ON<C

基因表达"降低

以上核团内
`<??O7ON<C

神经元的数目)

##

*

&通过增加

外周长骨骨骼板雌激素受体
;

(胰岛素样生长因子
#

及其受体基因的表达延缓骨龄发育)

!8

"

!%

*

"由此可见滋

阴泻火中药通过多靶点机制延缓青春期的启动和骨龄

的发育' 流行病学调查提示儿童营养状态的改善是青

春期发育提前的原因之一"此现象可能与儿童后天调

补太过(多食肥甘厚味之品等有关' 小儿属于稚阴稚

阳之体"容易出现阴阳失衡的特点"加之过于调补或嗜

食肥甘厚腻之品致使肾气过早充盛"所谓.气有余便

是火/"火旺而肾阴相对不足"无以制阳"肾的阴阳不

平衡"造成青春期发育提前' 而滋阴泻火合剂能够有

效地延缓青春期的启动"但其是否具有联系机体营养

状况与生殖轴功能的桥梁因子间的调节作用尚不

明确'

综上"本研究显示予滋阴泻火中药干预的达那唑

大鼠下丘脑
G@K7.<C

及其受体
:J3S

的转录显示降

低的趋势"提示滋阴泻火中药可能对参与机体营养代

谢与生殖轴功能的
G@K7.<C

及其受体的基因表达存在

一定的调节作用'
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