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!基础研究!

补肾温阳化瘀方对子宫内膜异位症肾阳虚血瘀证

模型大鼠
F(G

#

#!

'

HFD!

'

3FI

表达的影响

贾云波#

$杜惠兰#

"

!

$高$星#

$边文会%

$林晓华%

$班光国#

$田茜华#

摘要$目的$观察补肾温阳化瘀方对子宫内膜异位症#

1B?/<1.2>/J>J

"

;+

$肾阳虚血瘀证模型大鼠缺

氧诱导因子#

#!

#

AKL/M>= >B?@->041 N=-./2

#

#

"

F(G

#

#!

$%脯氨酸羟化酶
!

#

L2/4>B1 AK?2/MK4=J1!

"

HFD!

$%

希佩尔"林道抑癌基因#

O/B F>LL14 I>B?=@ ?>J1=J1

"

3FI

$表达的影响"探讨
;+

发病机制及补肾温阳化瘀

方治疗
;+

的作用机制& 方法$将
$"

只
PD

大鼠随机分为正常组%假手术组%模型组%中药组%西药组"每组
#"

只& 其中正常组%假手术组常规饲养"模型组%中药组%西药组采用'延长冰箱冷冻加冰水浸泡(

%"

天"再结合

'自体移植法(创建
;+

肾阳虚血瘀证模型& 术后中药组给予补肾温阳化瘀方 #

%

!

%% QE<I

$

# <I

灌胃"西药

组予以孕三烯酮
"

!

$ <QE

#

RQ

!

?

$灌胃"模型组%正常组%假手术组灌服等体积的生理盐水"共给药
S

周& 观

察大鼠异位灶大小及形态"放免法检测血清
&T#!$

%血浆环磷酸腺苷#

-T+H

$%血浆环磷酸鸟苷#

-U+H

$的

表达"

F;

染色光镜观察子宫在位内膜及异位组织形态学的变化"免疫组化
PTV&

法%

*1J.12B 04/.

法检测

F(G

#

#!

%

HFD!

%

3FI

蛋白表达及含量"

W)

#

H&W

方法检测
F(G

#

#!

%

HFD!

%

3FI <W6T

表达& 结果$模型

组大鼠异位灶生长明显"中药组%西药组治疗后"异位灶体积明显缩小& 与正常组及假手术组比较"模型组

&T#!$

及
-U+H

水平明显升高"

-T+H

水平明显降低#

H X"

!

"$

$)

F(G

#

#!<W6T

%蛋白表达及含量均升高

#

H X"

!

"$

$"

HFD!

%

3FI <W6T

%蛋白表达及含量均降低#

H X "

!

"$

$& 与模型组比较"中药组及西药组

&T#!$

及
-U+H

水平明显降低"

-T+H

水平明显升高"

F(G

#

#!<W6T

%蛋白表达及含量均降低"

HFD!

%

3FI <W6T

%蛋白表达及含量均升高"差异均有统计学意义#

H X"

!

"$

$& 与中药组比较"西药组
HFD!

蛋白

含量更高#

H X "

!

"$

$&

F(G

#

#!

与
HFD!

呈负相关#

2 Y

"

"

!

788

"

H Y "

!

""

$"

F(G

#

#!

与
3FI

呈负相关

#

2 Y

"

"

!

:!$

"

H Y"

!

""%

$& 结论$补肾温阳化瘀方可有效治疗
;+

"其作用机制可能与降低
F(G

#

#!

%

&T#!$

%

-U+H

含量"上调
HFD!

%

3FI

%

-T+H

表达有关&

关键词$子宫内膜异位症)肾阳虚血瘀证) 缺氧诱导因子#

#!

)脯氨酸羟化酶
!

)希佩尔"林道抑癌基因)

补肾温阳化瘀方

;NN1-.J /N V@JA1B *1BK=BQ F@=K@ W1->L1 /B ;ML21JJ>/BJ /N F(G

#

#!

"

HFD!

"

=B? 3FI >B ;B?/<1

#

.2 >/J>J W=.J Z>.A PA1B [=BQ D1N>->1B-K V4//? P.=J>J PKB?2/<1

$

'(T [@B

#

0/

#

"

D\ F@>

#

4=B

#

"

!

"

UT,

]>BQ

#

"

V(T6 *1B

#

A@>

%

"

I(6 ]>=/

#

A@=

%

"

VT6 U@=BQ

#

Q@/

#

"

=B? )(T6 ^>=B

#

A@=

#

$

# U2=?@=.1 &/441Q1

"

F101> +1?>-=4 \B>O12J>.K

"

PA>_>=`A@=BQ

$

"$""#7

%&

! D1L=2.<1B. /N UKB1-/4/QK

"

F101> &/441Q1 /N &A>

#

B1J1 +1?>->B1

&

&//L12=.>O1 (BB/O=.>/B &1B.12 N/2 (B.1Q2=.>O1 +1?>-=4 U1B>.=4 D>J1=J1

"

PA>_>=`A@=BQ

$

"$""8#

%&

% D1L=2.<1B. /N UKB1-/4/QK

"

F101> H2/O>B->=4 F/JL>.=4 /N )2=?>.>/B=4 &A>B1J1 +1?>->B1

"

PA>_>

#

=`A@=BQ

$

"$""##

%

TVP)WT&)

$

,0_1-.>O1

$

)/ /0J12O1 .A1 1NN1-. /N V@JA1B *1BK=BQ F@=K@ W1->L1

$

V*FW

%

/B AK

#

L/M>= >B?@->041 N=-./2

#

#!

$

F(G

#

#!

%"

L2/4>B1 AK?2/MK4=J1!

$

HFD!

%"

O/B F>LL14 I>B?=@ ?>J1=J1

$

3FI

%

J@L

#

L21JJ/2 Q1B1 1ML21JJ>/BJ >B 1B?/<1.2>/J>J

$

;+

%

2=.J Z>.A PA1B K=BQ ?1N>->1B-K 04//? J.=J>J JKB?2/<1
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P[DVPP

%"

=B? ./ 1ML4/21 .A1 L=.A/Q1B1J>J /N ;+ =B? .A1 <1-A=B>J< /N V*FW N/2 .21=.>BQ ;+5 +1.A

#

/?J

$

)/.=44K $" PD 2=.J Z121 2=B?/<4K ?>O>?1? >B./ N>O1 Q2/@LJ

"

>515

"

.A1 04=BR -/B.2/4 Q2/@L

"

.A1 JA=<

#

/L12=.>/B Q2/@L

"

.A1 </?14 Q2/@L

"

.A1 &A>B1J1 <1?>->B1

$

&+

%

Q2/@L

"

=B? .A1 *1J.12B <1?>->B1

$

*+

%

Q2/@L

"

#" >B 1=-A Q2/@L5 W=.J >B .A1 04=BR -/B.2/4 Q2/@L =B? .A1 JA=<

#

/L12=.>/B Q2/@L Z121 N1? 2/@.>B14K 5

W=.J >B .A1 21J. % Q2/@LJ 21-1>O1? %"

#

?=K a 1M.1B?1? 21N2>Q12=./2 N211`>BQ =B? >-1 Z=.12 ><<12J>/Ba =B?

-/<0>B1? Z>.A a =@./.2=BJL4=B.=.>/B a ./ 1J.=04>JA ;+ 2=. </?14 Z>.A P[DVPP5 ,B1 +>44>4>.12 V*FW =.

%

%

%% QE<I Z=J =?<>B>J.121? ./ 2=.J >B .A1 &+ Q2/@L 0K Q=J.2/Q=O=Q15 U1J.2>B/B1 =. .A1 ?=>4K ?/J1 /N

"

%

$ <QERQ Z=J =?<>B>J.121? ./ 2=.J >B .A1 *+ Q2/@L 0K Q=J.2/Q=O=Q15 ;b@=4 O/4@<1 /N B/2<=4 J=4>B1 Z=J

=?<>B>J.121? ./ 2=.J >B .A1 </?14 Q2/@L

"

.A1 04=BR -/B.2/4 Q2/@L

"

=B? .A1 JA=<

#

/L12=.>/B Q2/@L5 )A1 J>`1

=B? </2LA/4/QK /N 1-./L>- N/-> >B 2=.J Z121 /0J12O1? =N.12 S Z11RJ /N <1?>-=.>/B5 ;ML21JJ>/BJ /N J12@<

&T#!$

"

L4=J<= -K-4>- =?1B/J>B1 </B/LA/JLA=.1

$

-T+H

%"

=B? L4=J<= -K-4>- Q@=B/J>B1 </B/LA/JLA=.1

$

-U+H

%

Z121 ?1.1-.1? 0K 2=?>/><<@B/=JJ=K5 +/2LA/4/Q>-=4 -A=BQ1J /N 1@./L>- 1B?/<1.2>@< =B? 1-./L

#

>- .>JJ@1 Z121 /0J12O1? @B?12 .A1 /L.>-=4 <>-2/J-/L1 0K F; J.=>B>BQ5 H2/.1>B 1ML21JJ>/BJ =B? -/B.1B.J /N

F(G

#

#!

"

HFD!

"

=B? 3FI Z121 ?1.1-.1? 0K ><<@B/A>J./-A1<>-=4 PTV& <1.A/? =B? *1J.12B 04/.5 <W6T

1ML21JJ>/BJ /N F(G

#

#!

"

HFD!

"

=B? 3FI Z121 ?1.1-.1? 0K W)

#

H&W5 W1J@4.J

$

)A1 1-./L>- N/-> Q21Z J>QB>N>

#

-=B.4K >B .A1 </?14 Q2/@L5 )A1>2 O/4@<1J Z121 /0O>/@J4K -/B.2=-.1? =N.12 .21=.1? 0K &+ =B? *+5 &/<

#

L=21? Z>.A .A1 04=BR -/B.2/4 Q2/@L =B? .A1 JA=<

#

/L12=.>/B Q2/@L

"

J12@< &T#!$ =B? L4=J<= -U+H /0O>

#

/@J4K >B-21=J1?

"

-T+H /0O>/@J4K ?1-21=J1?

$

H X"

%

"$

%&

1ML21JJ>/BJ =B? -/B.1B.J /N F(G

#

#!<W6T =B?

L2/.1>B =44 ?1-21=J1?

$

H X"

%

"$

%&

<W6T =B? L2/.1>B 1ML21JJ>/BJ =B? -/B.1B.J /N HFD! =B? 3FI =44 ?1

#

-21=J1? >B .A1 </?14 Q2/@L

$

H X"

%

"$

%

5 &/<L=21? Z>.A </?14 Q2/@L

"

41O14J /N &T#!$ =B? -U+H /0O>/@J

#

4K ?1-21=J1?

&

-T+H 41O14J /0O>/@J4K >B-21=J1?

"

1ML21JJ>/BJ =B? -/B.1B.J /N F(G

#

#!<W6T =B? L2/.1>B

=44 >B-21=J1?

"

<W6T =B? L2/.1>B 1ML21JJ>/BJ =B? -/B.1B.J /N HFD! =B? 3FI =44 >B-21=J1? >B .A1 *+

Q2/@L =B? .A1 &+ Q2/@L

$

H X"

%

"$

%

5 &/<L=21? Z>.A .A1 &+ Q2/@L

"

HFD! L2/.1>B -/B.1B.J Z121 A>QA12 >B

.A1 *+ Q2/@L

$

H X "

%

"$

%

5 F(G

#

#!Z=J B1Q=.>O14K -/2214=.1? Z>.A HFD!

$

2 Y

&

"

%

788

"

H Y "

%

""

%

5 F(G

#

#!

Z=J B1Q=.>O14K -/2214=.1? Z>.A 3FI

$

2 Y

&

"

%

:!$

"

H Y"

%

""%

%

5 &/B-4@J>/BJ

$

V*FW -/@4? 1NN1-.>O14K .21=.

;+5 (.J <1-A=B>J< <>QA. 01 =JJ/->=.1? Z>.A 21?@->BQ -/B.1B.J /N F(G

#

#!

"

J12@< &T#!$

"

=B? L4=J<=

-U+H

"

=B? @L

#

21Q@4=.>BQ 1ML21JJ>/BJ /N HFD!

"

3FI

"

=B? -T+H5

c;[*,WDP

$

1B?/<1.2>/J>J

&

PA1B K=BQ ?1N>->1B-K 04//? J.=J>J JKB?2/<1

&

AKL/M>= >B?@->041 N=-./2

#

#!

&

L2/4>B1 AK?2/MK4=J1!

&

O/B F>LL14 I>B?=@ D>J1=J1

&

V@JA1B *1BK=BQ F@=K@ W1->L1

$$子宫内膜异位症$

1B?/<1.2>/J>J

"

;+

%指具有

生长功能的子宫内膜组织于子宫腔外部生长的疾病"

有易复发'浸润'转移等临床特性"易发生恶变"目前

;+

的发病机制尚不明确( 笔者前期的临床研究表

明"

;+

发病与缺氧诱导因子#

#!

$

AKL/M>= >B?@->041

N=-./2

#

#!

"

F(G

#

#!

%的表达异常升高有关)

#

*

( 近期研

究发现"

F(G

#

#!

有希佩尔林道抑癌基因$

O/B F>LL14

I>B?=@ ?>J1=J1

"

3FI

%调控途径)

!

*

"脯氨酸羟化酶

$

L2/4>B1 AK?2/MK4=J1!

"

HFD!

%在调控
F(G

#

#!

中也

有重要作用)

%

*

&癌抗原
#!$

$

-=B-12 =B.>Q1B #!$

"

&T#!$

%也是
;+

的特异性指标( 课题组多年临床

研究发现"本病患者病程较长"+久病及肾,"易致肾

虚"且结合患者临床表现"当属虚寒"肾阳虚血瘀是本

病发生发展的主要病理基础( 前期的临床及动物实验

证实补肾温阳化瘀方治疗
;+

疗效确定( 同时环磷酸

鸟苷$

-K-4>- Q@=B/J>B1 </B/LA/JLA=.1

"

-U+H

%'

环磷酸腺苷 $

-K-4>- =?1B/J>B1 </B/LA/JLA=.1

"

-T+H

%是代表肾阳虚证的两个重要指标)

S

*

( 为进一

步明确
;+

与乏氧关系及补肾温阳化瘀方治疗的作用

机制"本研究在前期研究及预实验的基础上"建立
;+

肾阳虚血瘀证大鼠模型"观察补肾温阳化瘀方对模型

大鼠子宫在位内膜和异位灶组织中
F(G

#

#!

'

HFD!

'

3FI

表达及血清
&T#!$

'

-U+H

'

-T+H

的影响"试探

讨补肾温阳化瘀方的作用机制"为临床治疗提供实验

依据(

材料与方法

#

$动物$清洁级
$"

只健康
PD

大鼠"雌性"鼠龄

%

个月"体重$

!""

%

!"

%

Q

"河北医科大学实验动物中

心提供"许可证号#

P&]c!"#%

"

#

"

""%

"合格证
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号#

#S"7"#S

(

!

$药物$补肾温阳化瘀方)制附子
: Q

$先煎%

肉桂
#" Q

$延胡索
#$ Q

$小茴香
#" Q

$川芎
#" Q

桑寄生
%" Q

$制没药
#" Q

$党参
#$ Q

$炒白术
#$ Q

川楝子
#$ Q

$川牛膝
#" Q

*"购自河北省中医院( 将

上述中药煎煮浓缩
%

!

%% QE<I

"置于
S

&冰箱中保存&

孕三烯酮胶囊
!

!

$ <QE

粒"华润紫竹药业公司"批号#

$%#S"S"###%

&庆大霉素"

! <IE

支"天津金耀有限公

司"批号#

#S"$"9#

(

%

$试剂及仪器$一抗
F(G

#

#!

兔抗
(QU

多克隆

抗体$

V>/Z/24?1

公司"美国%&

HFD!

兔抗
(QU

多克隆

抗体及
3FI

兔抗
(QU

多克隆抗体$

TNN>B>.K1

公司"美

国%&

PH8""#

试剂盒'

DTV

显色剂$均购自北京中山

生物技术有限公司%&

-U+H

试剂盒'

-T+H

试剂盒

$北京华英生物技术研究所"批号#

!"#S##!$

%&

&T

#

#!$

试剂盒$天津九鼎医学生物工程有限公司"批号#

)&#S##

%( 电热干燥箱$

DUV

#

!"

"上海光华仪器厂%'

恒温水浴震荡器$

PFT

#

V

"常州国华%'

,4K<L@J:#

全

能显 微 镜
V]

#

\&V

$

,4K<L@J

" 日 本 %'

I1>-=

W+!#%$

石蜡切片机$

I1>-=

"德国%'倒置相差显微镜

$

(]

#

7" ,4K<L@J

"日本%'

&,

!

培养箱$

%""E%"""

美

国
W1O-/

%'基因扩增仪$

H;

#

8:""

"美国
H;

%'紫外"

可见分光光度计$

7$:+&

型"国产上海精密科学仪器

有限公司%'红外荧光扫描成像系统$型号#

,?KJJ1K

"

美国
U1B1

公司%'匀浆机$

D[98

#

#

"宁波新芝生物科

技股份有限公司%等(

S

$肾阳虚血瘀证
;+

模型的建立'分组及给药方

法$参考徐丁洁等)

$

*

+延长冰箱冷冻加冰水浸泡,结

合
;+

+自体移植法,改进)

:

*建立肾阳虚血瘀证
;+

模

型( 将动情周期正常的
PD

大鼠适应性喂养
#

周后按

随机数字表法分为正常组'假手术组'模型组'中药组'

西药组"每组
#"

只( 正常组及假手术组常规饲养"模

型组'中药组'西药组大鼠冰冻笼中加入冰水 $

" d

#

&%"深度
#$" <<

"置于
S

&冰箱中"

!

次
E

天$

8

#

""

=<

及
8

#

""L<

冰冻%"

!" <>BE

次"共
%"

天" 每天阴

道涂片观察大鼠的动情周期"当模型组'中药组'西药

组大鼠体温降低$与正常组比较差异有统计学意义%'

阴道涂片显示动情周期紊乱'大鼠表现为身脏毛污"反

应迟钝"蜷缩懒动"后肢行动迟缓'寒战"扎堆怕冷'爪

尾部苍白"尾部皮下瘀紫'耳色苍白等时"提示肾阳虚

寒证造模成功( 模型组'中药组'西药组再行+自体移

植法,造模"将大鼠称重后"

%e

水合氯醛麻醉"待麻醉

满意后"将大鼠仰卧位"头部及四肢固定在手术板上"

取下腹部
$ -<

'

S -<

大小的皮肤备皮"腹部剪毛(

在无菌条件下"取下腹正中
#

!

$ -<

切口"进入腹腔

后"分离后结扎右侧子宫及子宫系膜上的血管"再结扎

需要切除子宫的两端"取中间段
! -<

"切下的子宫组

织"迅速放入装有
HVP

溶液的玻璃皿中"纵向切开子

宫组织"纵行剪开宫腔并剥离宫内膜"将宫内膜剪成同

等大的两块"缝合于左侧卵巢及左侧腹膜壁层"检查腹

腔内无出血"逐层缝合腹壁及皮肤"关腹前腹腔内注射

庆大霉素
"

!

# <I

( 将剩余的内膜组织进行组织学检

查"以证实移植物为子宫内膜( 术后
%

天连续肌肉注

射庆大霉素$每只
"

!

# <I

"

#

次
E

天%( 假手术组开腹

不做处理( 术后第
S

天"手术大鼠腹部刀口无感染"继

续冷冻"方法同前( 总体造模成功率
8:

!

:e

"中药组

大鼠因感染死亡
#

只( 术后同时中药组每日灌服补肾

温阳化瘀方
# <I

"西药组每日灌服孕三烯酮
"

!

$ <QE

$

RQ

!

?

%"模型组'假手术组'正常组每日灌服生理盐

水
# <I

"各组给药
S

周(

$

$组织取材$末次给药后禁食
9 A

"动情间期处

死大鼠( 大鼠
#"e

水合氯醛$

"

!

: <IE#"" Q

%腹腔麻

醉"股动脉取血约
% <I

"以
% """ 2 E<>B

"离心

#" <>B

"分离血清""

!"

&冰箱保存备用( 采血后逐层

开腹"观察异位灶的形态( 随后迅速取出正常组'假手

术组大鼠子宫以及模型组'中药组及西药组大鼠异位灶

组织"各组子宫用于组织形态学观察( 正常组'假手术

组子宫在位内膜及模型组'中药组及西药组大鼠异位灶

的部分组织立即置于
Se

多聚甲醛溶液中固定"用于免

疫组化检测&其余部分组织立即置于液氮灌中"后转入

"

9"

&冰箱用于
*1J.12B 04/.

及
W)

#

H&W

检测(

:

$检测指标及方法

:

!

#

$血清
&T#!$

'

-T+H

'

-U+H

检测$放免法

检测血清
&T#!$

'

-T+H

'

-U+H

的含量"严格按照试

剂盒说明书操作(

:

!

!

$大鼠子宫及异位组织形态学观察$大鼠子

宫及异位组织用
Se

的多聚甲醛固定
!S A

"再经梯度

脱水'透明'浸蜡包埋'切片$

S "<

%"常规
F;

染色"光

学显微镜下观察(

:

!

%

$免疫组化
PTV&

法检测
F(G

#

#!

'

HFD!

'

3FI

蛋白的表达$免疫组化
PTV&

实验步骤#二甲苯

和梯度酒精对组织切片进行脱蜡'水化"自来水冲洗

$ <>B

"

"

!

%e F

!

,

!

去离子水孵育
%" <>B

"缓冲液冲洗

$ <>B

"血清封闭#稀释的正常血清室温孵育组织

!" <>B

"血清尽量与二抗来源一致"除去多余的血清"忌

洗"缓冲液稀释的一抗中孵育组织
%" <>B

"缓冲液冲洗

切片
$ <>B

"滴加生物素标记的二抗中孵育组织

%" <>B

"缓冲液冲洗切片
$ <>B

"将组织置于
3;&

#



中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

!!"!'$!

)TP)T(6 TV&

试剂
%" <>B

"缓冲液冲洗切片
$ <>B

"

组织在过氧化物酶底物溶液中孵育达到所需的染色强

度"自来水冲洗组织"复染'脱水'透明( 所有标本均在

+/.>- +1? :

!

"

数码医学图像分析系统内在相同的放

大倍数下观察抗原表达量"

F(G

#

#!

'

HFD!

及
3FI

以阳

性细胞染色的平均光密度值$

,D

%表示抗原表达量(

:

!

S

$

*1J.12B 04/.

法检测
F(G

#

#!

'

HFD!

'

3FI

蛋白含量的表达$取大约
!"" <Q

组织加
"

!

S <I

提

取液匀浆提取"

S

&

#! """ 2E<>B

离心
$ <>B

"取上清"

测定总蛋白浓度( 加入等体积
!

'

PDP

上样缓冲液"

#""

&煮沸
$ <>B

( 每孔上样等量总蛋白"进行聚丙烯

酰胺凝胶电泳( 利用水浴式电印迹法将蛋白转移至膜

上( 室温振荡封闭膜
! A

后"加入
#

(

!""

$封闭液稀释%的

第一抗体"

S

&过夜"用
HVP

#

)Z11B

洗膜
%

次后"再加入

#

(

9 """

$封闭液稀释%的
FWH

标记的第二抗体"室温振

摇
# A

"

HVP

#

)Z11B

充分洗膜后"将膜浸入
DTV

显色液

中"室温充分显色后"立即用蒸馏水洗膜" 然后将膜转入

HVP

中观察(

,?KJJ1K

发光仪扫描抗体特异性结合条

带"以
UTHDF

为内参"进行半定量分析(

:

!

$

$

W)

#

H&W

法检测
HFD!

'

3FI

及
F(G

#

#!

<W6T

的表达$用
W6T>J/ H4@J

提取总
W6T

"紫外

分光光度计测定
W6T

纯度及浓度( 取总
W6T ! "Q

"

加入
W)

反应体系$含
T+3 V@NN12

"

?6)HJ

"

,4>Q/ ?)

H2><12

"

T+3

"

WB=J1 (BA>0>./2

等%管中"并用
D;H&

处理水补足到
$" "I

反应液体积"于
H&W

仪
S!

&

%" <>B

$

-D6T

合成%"

88

&

$ <>B

$逆转录酶失活%"

$

&

$ <>B

( 引物序列及扩增条件为#

F(G

#

#!

上游引

物#

$

)#

)U&)UU&)&&&)T)T)&&&T

#

%

)"下游引物#

$

)#

))&T)&TU)UU)UU&TU))U

#

%

)" 扩增片段为

#9! 0L

&

HFD!

上游引物#

$

)#

&TU)&&U)&&U)&)

#

UU&

#

%

)"下游引物#

$

)#

&&)&&&&TUT)U&)&&)

#

UTT

#

%

)"扩增片段为
S%" 0L

&

3FI

上游引物#

$

)#

T&T)&&)U)TUTUU&&&TU)

#

%

)"下游引物#

$

)#

)&&&TT)U&)UT&T&T&)&&

#

%

)" 扩增片段为

%!$ 0L

&

UTHDF

上游引物#

$

)#

&&)&&)UTT&))

#

UTUU&TU)))T

#

%

)"下游引物#

$

)#

&)&)UUUU&)

#

U)&TU)&))U

#

%

)"扩增片段为
:%9 0L

(

H&W

扩增

条件#

8S

&变性
% <>B

$

8S

&

%" J

"各自的退火温度

S" J

"

7!

&

:" J

%

!9

个循环&

7!

& 延伸
#" <>B5

取

每个标本的扩增产物
: "I

于
#e

的含
U3

核酸染料

的琼脂糖凝胶电泳"以
D6T +=2R12

$

DI!"""

%作为

标准片段标记"电泳后于紫外透射仪观察"并用数码相

机照相"输入微机应用
^@=B.>.K ,B1

凝胶图像分析软

件对目的电泳条带进行分析"以相应的内参电泳条带

作为参照"结果以两者之积分吸光度的比值表示(

:

!

:

$相关性检测$观察
F(G

#

#!

与
HFD!

'

3FI

表达的相关性(

7

$统计学方法$采用
PHPP #%

!

"

统计软件进

行数据分析( 计量资料用
M

%

J

表示"对所得数据进行

正态性及方差齐性检验"多组间比较用单因素方差分

析(

H1=2J/B

直线相关法检测双变量的相关性(

H X

"

!

"$

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组大鼠异位灶形态学观察$中药组'西药组'

模型组均见移植物生长良好"体积明显增大"呈隆起暗

红色或透亮的小囊状"内部充满积液"表面血管清晰可

见"异位组织周围血管丰富"有些异位组织与腹腔脏器

粘连( 中药组'西药组治疗后"异位灶体积明显缩小(

!

$各组大鼠血清
&T#!$

'

-T+H

'

-U+H

结果比

较$表
#

%$正常组
&T#!$

'

-T+H

'

-U+H

表达与假

手术组比较"差异无统计学意义$

H f"

!

"$

%&与正常组

及假手术组比较"模型组
&T#!$

及
-U+H

水平明显

升高"

-T+H

水平明显降低"差异有统计学意义

$

H X"

!

"$

%(与模型组比较"中药组及西药组
&T#!$

及
-U+H

水平明显降低"

-T+H

水平明显升高"差异

有统计学意义$

H X"

!

"$

%(

表
#

$各组大鼠血清
&T#!$

'

-T+H

'

-U+H

结果比较$$

M

%

J

%

组别
B

&T#!$

$

\E<I

%

-T+H

$

L</4E<I

%

-U+H

$

L</4E<I

%

正常
#"

#:

*

8#

%

!

*

"9

!

!!

*

89

%

!

*

7!

!

S

*

:#

%

"

*

:%

!

假手术
#"

8

*

$8

%

%

*

"%

!

!!

*

!8

%

%

*

87

!

S

*

7%

%

"

*

:8

!

模型
#" !:

*

8!

%

#

*

!9 #7

*

9!

%

#

*

$: :

*

#7

%

#

*

#"

中药
8

!#

*

7$

%

$

*

:7

!

!#

*

78

%

S

*

%:

!

$

*

#:

%

"

*

9S

!

西药
#"

!"

*

98

%

S

*

::

!

!#

*

!#

%

!

*

%#

!

$

*

"8

%

"

*

8$

!

$$注#与模型组比较"

!

H

+

"

*

"$

%

$各组大鼠子宫及异位内膜组织形态学观察比

较$图
#

%$正常组子宫内膜规整"中膜内有腺腔'完

整'排列整齐"细胞排列齐整&假手术组子宫内膜较正

常组稍增厚"中膜内有腺腔"细胞排列紊乱&模型组异

位内膜较假手术组内膜更厚"腺体不明显"管腔消失"

细胞排列紊乱"炎性细胞增多&中药组异位内膜管腔完

整"但形态不规则"内膜排列整齐"中膜细胞排列不整

齐&西药组异位内膜不完整"腺腔不规则"中膜细胞收

缩"细胞排列不整齐(

S

$各组大鼠
HFD!

'

3FI

'

F(G

#

#!

蛋白表达比较

$表
!

"图
!

"

S

%$

F(G

#

#!

阳性颗粒呈棕黄色"主要表达
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!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

在子宫内膜'中膜'腺腔细胞核及胞浆中&

HFD!

主要表

达在细胞膜上"胞浆少量表达&

3FI

阳性染色主要位于

细胞核'细胞浆中( 正常组与假手术组各指标蛋白表达

差异无统计学意义$

H f"

!

"$

%( 与正常组及假手术组

比较"模型组大鼠
F(G

#

#!

表达升高$

H X"

!

"$

%"

HFD!

'

3FI

的表达降低$

H X"

!

"$

%&与模型组比较"中药组'西

药组
F(G

#

#!

表达降低$

H X"

!

"$

%"

HFD!

'

3FI

表达升

高"差异有统计学意义$

H X"

!

"$

%(

图
#

$各组大鼠子宫组织形态学结果$$

F;

" '

S""

%

图
!

$各组大鼠
F(G

#

#!

免疫组化表达$$

PTV&

法" '

S""

%

图
%

$各组大鼠
HFD!

免疫组化表达$$

PTV&

法" '

S""

%
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年
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月第
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卷第
#"

期
&'()*+

"

,-./012 !"#$

"

3/45 %$

"

6/

!

#"

!!"!)$!

图
S

$各组大鼠
3FI

免疫组化表达$$

PTV&

法" '

S""

%

表
!

$各组大鼠
HFD!

'

3FI

'

F(G

#

#!

蛋白表达比较$$

M

%

J

%

组别
B HFD! 3FI F(G

#

#!

正常
#"

"

*

$8#

%

"

*

""8

!

"

*

%8$

%

"

*

""9

!

"

*

%"%

%

"

*

""9

!

假手术
#"

"

*

$#$

%

"

*

""9

!

"

*

%7$

%

"

*

"#"

!

"

*

%%!

%

"

*

#"!

!

模型
#" "

*

!#:

%

"

*

"": "

*

!#8

%

"

*

##% "

*

:"8

%

"

*

#"!

中药
8

"

*

!8!

%

"

*

S""

!

"

*

!97

%

"

*

"##

!

"

*

S#8

%

"

*

""8

!

西药
#"

"

*

!7:

%

"

*

#""

!

"

*

!:7

%

"

*

""9

!

"

*

S:7

%

"

*

"##

!

$$注#与模型组比较"

!

H

+

"

*

"$

$

$各组大鼠
F(G

#

#!

'

HFD!

'

3FI

蛋白含量比较

$表
%

"图
$

%$正常组及假手术组各指标蛋白含量表

达差异无统计学意义$

H f"

!

"$

%&与正常组及假手术

组比较"模型组
F(G

#

#!

蛋白含量明显升高"

HFD!

'

3FI

蛋白含量降低"差异有统计学意义$

H X "

!

"$

%&

与模型组比较"中药组及西药组
F(G

#

#!

蛋白含量明显

降低"

HFD!

'

3FI
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组
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较$图
:
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3FI

及

F(G

#
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$
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3FI
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为假手术组&
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为中药组&
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为西药组

图
:

$各组
HFD!

'

3FI

'

F(G

#

#!<W6T

表达电泳图

讨$$论

;+

是临床常见病及多发病"虽是一种良性疾病"

却具有盆腔内种植和易于复发转移等恶性肿瘤的生物

学行为"且部分可能发生组织学改变"成为癌瘤)

7

*

(

目前
;+

发病机制不明"有子宫内膜种植学说'在位内

膜学说'体腔上皮化生学说'干细胞学说'遗传学说'免

疫学说等多种学说(

子宫内膜发生异位时会出现局部缺血'缺氧等微

环境的改变"诱导
F(G

过度表达"此被认为是
;+

播

散'种植的原因之一)

9

*

(

F(G

在多种恶性肿瘤及癌前

病变中过度表达)

8

"

#"

*

"

F(G

#

#!

过度表达是多种肿瘤预

后不良的指标)

##

*

(

F(G

#

#!

的表达受多种因素的调

控"其中
HFD!

'

3FI

与其关系密切"成为许多疾病研

究的热点及重点"但在
;+

的研究中相关报道少见(

在常氧条件下"

HFD!

活化"

F(G

发生羟基化反应"羟

基化的
F(G

#

#!

可被肿瘤抑制基因产物$

.A1 O/B F>L

#

L14 I>B?=@ .@</2 J@LL21JJ/2

"

L3FI

% "泛素
;%

连接酶识别"在蛋白酶体内被降解&一旦长期缺氧"组

织中蓄积增多的
F(G

#

#!

会反射性地诱导
HFD!

表

达"它们之间可形成一个负反馈调节环)

#!

*

(

3FI

是调

节
F(G

#

#!

亚基稳定性的关键分子"在常氧条件下"

L3FI

与
F(G

#

#!

亚基结合而使后者多聚遍在蛋白化

从而被蛋白酶降解&而在缺氧条件下"

L3FI

不能识别

F(G

#

#!

亚基"而使后者与
F(G

#

##

亚基聚合调节下游

靶基因而发挥生理作用)

#%

*

"本研究结果表明#在
;+

中
F(G

#

#!

的表达升高"与前期研究一致)

#

*

( 模型组

中
HFD!

'

3FI

在
;+

的表达降低"可能在缺氧条件

下"

HFD!

不能被活化"不能从蛋白含量和转录活性两

方面介导
F(G

#

#!

的降解"使其活性反而增加( 在缺氧

条件下"

3FI

基因发生突变"其功能受损"不能识别

F(G

#

#!

的亚基"

F(G

#

#!

不能被降解( 通过相关性研究

证实
F(G

#

#!

与
HFD!

'

3FI

呈负相关"进一步说明

;+

中存在乏氧状态(

;+

中
F(G

#

#!

表达升高"导致

其转录活性增高"进一步促进侵袭'黏附'血管生成"从

而参与
;+

的发生与发展(

本病患者病程较长"+久病及肾,"容易导致肾虚&

患者多表现为腹部畏寒喜暖'甚至腰以下冰冷"当属虚

寒( 肾阳不足"虚寒内生"阳气不足血运迟滞"寒蕴冲

任胞宫"恶血凝集"致使冲任气血失调"离经之血凝集

而发生内异症"因此"笔者认为+瘀血阻滞冲任'胞宫,

是
;+

的基本病机"肾阳虚血瘀是本病发生发展的病

理基础)

#S

*

( 前期研究表明"补肾温阳化瘀方可有效改

善
;+

患者的临床症状和体征"疗效确切"并具有调节

生殖内分泌激素水平' 降低
&T#!$

水平等作

用)

#$

"

#9

*

( 血清
&T#!$

是一种糖蛋白"用于
;+

疗效

评价及预防复发)

8

*

( 肾阳虚患者中常见
-T+H

含量

相对降低"

-U+H

含量相对升高"

-T+HE-U+H

比值

降低)

S

*

( 本实验中模型组血清
&T#!$

的表达升高"

-T+H

含量相对降低"

-U+H

含量相对升高"符合肾阳

虚证的特点( +自体移植法,是将子宫内膜移植到盆

腔"形成+子宫内膜异位灶,"即中医所讲的+瘕,"当

为血瘀( 本实验建立的肾阳虚血瘀证
;+

大鼠模型"

符合临床肾阳虚血瘀证和
;+

的特点"提示模型成功(

补肾温阳化瘀方由肉桂'制附子'小茴香'延胡索'川

芎'川楝子等组成"方中肉桂性热"归肾'脾'心'肝经"

具有补火助阳'散寒止痛'温通经脉之功"制附子大辛'

大热"归心肾脾经"具有回阳救逆'补火助阳'散寒止痛

之功"小茴香味辛'性温"具有暖肝温肾'散寒止痛之

功"延胡索味辛苦"性温"归心'肝'脾经"具有活血行气

止痛之功"纵观全方"共奏补肾温阳'化瘀止痛之功(

本研究结果提示"补肾温阳化瘀方可通过降低血清

-U+H

含量"提高
-T+H

水平"发挥其补肾温阳的作

用( 同时"补肾温阳化瘀方可降低模型大鼠子宫在位

内膜及异位组织中
F(G

#

#!

的表达"上调模型大鼠子宫

在位内膜及异位组织中
HFD!

'

3FI

的表达"提示补

肾温阳化瘀方可能通过降低
F(G

#

#!

的表达改善
;+

的乏氧状态"降低
&T#!$

水平起到治疗
;+

的作用"

与前期研究结果一致)

#

*

( 而该方降低
F(G

#

#!

表达的

机制可能与上调
HFD!

'

3FI

表达有关(

本课题组将在临床上进一步观察
F(G

#

#!

'

HFD!

'

3FI

的表达"进一步明确
;+

的发病机制"并

观察补肾温阳化瘀方对
;+

患者的治疗作用(
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中西结合医学家张亭栋教授荣获求是杰出科学家奖

中国科学技术大学举行的'求是杰出科学家奖(颁奖大会上"原哈尔滨医科大学附属第一医院中

医科教研室主任%原中国中西医结合学会副会长%*中国中西医结合杂志+编委张亭栋教授因在使用砒

霜#三氧化二砷$治疗白血病上所做出的奠基性贡献"获得了香港求是科技基金颁发的
#""

万元奖金&

张亭栋教授最早于
#878

年在与合作者发表的论文中提出三氧化二砷是抑制白血病的有效成分"其对

急性早幼粒细胞白血病患者尤好&

据求是基金会介绍"'求是杰出科学家奖(是该基金会最重要的奖项& 除
#88S

年设奖当年曾一

次性为
#"

人颁出奖项外"此后多年空缺& 至今"仅有
!S

位中国科学奖荣膺此奖项&

摘录自*中国中医药报+
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