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滋阴泻火中药对性早熟模型大鼠促性腺激素

释放激素及其受体4>!?表达的影响!
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摘要 目的：观察滋阴泻火中药对达那唑诱导的性早熟模型大鼠下丘脑促性腺激素释放激素（@9>A）

和垂体@9>A受体4>!?表达的影响，探讨滋阴泻火中药的作用机制。方法：将动物分为正常组、模型组、

生理盐水组和中药组。模型组、生理盐水组和中药组动物/日龄时皮下注射达那唑*%%"<；中药组在&/日

龄时开始喂饲滋阴泻火中药，生理盐水组同时给予等量的生理盐水。免疫组织化学?BC法观察大鼠下丘脑

@9>A的表达；逆转录聚合酶链式反应（>+3DC>）观察下丘脑@9>A4>!?和垂体@9>A受体4>!?的表

达。结果：和正常组比较，模型组和生理盐水组大鼠阴门开启和建立性周期的时间提前，下丘脑@9>A4>3
!?和垂体@9>A受体4>!?的表达升高，下丘脑@9>A免疫阳性神经元减少；中药组大鼠阴门开启和建

立性周期的时间延缓，下丘脑@9>A4>!?和垂体@9>A受体4>!?的表达降低，下丘脑@9>A免疫阳性

神经元增多。结论：滋阴泻火中药可能通过抑制下丘脑@9>A的合成和释放以及降低垂体对@9>A的反应

性，抑制提前启动的下丘脑.垂体.性腺轴功能，这可能是滋阴泻火中药治疗性早熟的机理。
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促性腺激素释放激素（!"#$）是下丘脑分泌的十

肽。!"#$神经元整合各种环境和内部信息，是中枢

生殖功能调控的最终共同通路（%&"’()*++*",’-./
0’1）〔2〕，在个体生殖发育中起关键性的作用。真性性

早熟患儿的下丘脑3垂体3性腺轴（$4!5）的功能提

前启动，下丘脑过早分泌大量的!"#$，血浆促性腺激

素卵泡刺激素（67$）、黄体生成素（8$）水平显著升

高。临床应用滋阴泻火中药治疗儿童性早熟，可使患

儿血清67$、8$水平下降，延缓骨骺愈合，明显改善

临床症状，取得了较好的疗效〔9〕。实验研究发现，滋阴

泻火中药可使正常青春发育期大鼠下丘脑!"#$含

量显著减少，!"#$释放的频率和幅度明显降低〔:〕。

但有关滋阴泻火中药对性早熟模型大鼠!"#$及其

受体表达的研究尚未见报道。本研究拟采用免疫组织

化学和逆转录聚合酶式反应（#;/4<#）方法，在达那

唑诱导的大鼠性早熟模型〔=〕上，研究滋阴泻火中药对

性早熟大鼠下丘脑!"#$及垂体!"#$受体表达的

影响，进一步探讨滋阴泻火中药治疗性早熟的中枢机

理。

材料与方法

2 动物 >日龄雌性7?大鼠，购自复旦大学上

海医学院实验动物中心。

9 试剂和药物 达那唑为上海华联制药有限公

司产品，每:@@!A溶解于9>!(乙二醇／乙醇（2B2）混合

液中。;#CD*(购自8&%E;E)."*(*A&EF公司。G/GH8I
逆转录酶购自GJC公司，;’K酶、#L5F&"为华美生物

工程公司产品，ML;4及所有引物为上海生物工程公

司产品。紫外分光分度计（JE)N+’"?OP>@@）；凝胶图

像分析系统（71"AE"E）；4<#仪（!E"E5+,4<#71F-E+
QR@@，4ESN&"T(+ES）。滋阴泻火中药由生地、炙龟版、

黄柏、知母等组成，由复旦大学附属儿科医院中药制剂

室煎制成浓缩合剂，每毫升约含生药:A。

: 动物分组及处理 性早熟大鼠模型制备参考

文献〔=〕方法。动物随机分为正常组、模型组、生理盐水

组和中药组。模型组、生理盐水组和中药组大鼠于>
日龄时每只皮下注射达那唑:@@!A。大鼠在生后9:
天断奶，9>天起每天检查阴道开口情况。阴道开口

后，每天上午定时做阴道涂片，观察雌激素依赖的阴道

脱落细胞的周期性变化，直至模型组大鼠建立正常的

动情周期。中药组大鼠在2>日龄时开始用灌胃法喂

饲滋阴泻火中药，每只每次:+(，每天2次，直至处死；

生理盐水组同时给予等量的生理盐水灌胃。模型组大

鼠在动情间期时处死，其他各组动物也同时处死。

= 下丘脑及垂体组织总#L5提取 动物断头

取脑，分离下丘脑和垂体。;#CD*(一步法提取下丘脑

和垂体组织总#L5。紫外分光分度计测定#L5浓度

和纯度，U?9R@／U?9V@比值在2WV"9@之间。

> 引物〔>，R〕 !"#$上游5;;<;5<;!5<;
;!!;!<!;!，下 游 !!55;5;!;!<55<;
;!!;!;，产物:V@X,；!"#$受体上游!;5;!<
;!!5!5!;;5<;<;!<5，下游!!5;!5;!5
5!5!!<5!<;!55!，产物:=PX,；组蛋白$:W:
上游!<55!5!;!<!<<<;<;5<;!，下游!!<
<;<5<;;!<<;<<;!<55，产物92:X,。

R 下丘脑!"#$+#L5和垂体!"#$受体+#/
L5的表达 采用#;/4<#方法 G/GH8I逆转录酶

催化合成)?L5第一链，反应总体积9@!(：#L5模板

9!A，下游引物9>,+*(，2YXH%%ES，ML;4F9++*(／8，

#L5F&"9@O，G/GH8I 逆 转 录 酶 2!(。=9Z 反 应

=@+&"。4<#反应总体积>@!(；逆转录产物2@!(，2Y
XH%%ES，上、下 游 引 物 各9>,+*(，ML;4F@[9++*(／8，

GA<(99[>++*(／8，;’K酶>O。反应条件：Q=Z预变

性>+&"；Q=Z变性2+&"，R9Z（!"#$）或RVZ（!"#$
受体）退火=>F，P9Z延伸2+&"，共:@个循环。

P #;/4<#产物的检测 4<#产物>!(上样于

9\琼脂糖凝胶进行电泳，电压2@@I。8E&)’]>@@Ĉ
图像分析系统进行条带光密度分析，经组蛋白$:W:
校正，得到!"#$和!"#$受体+#L5的相对光密

度值。

V 下丘脑!"#$表达 采用免疫组织化学5J<
法，动物麻醉后，=\中性多聚甲醛灌流固定，取脑，放

入含9@\蔗糖的=\多聚甲醛液中固定9=.后，浸入

:@\蔗糖磷酸缓冲液中，待脑组织完全下沉后，将下丘

脑制成:>!+厚的冠状位连续冰冻切片，隔张取片用

于!"#$免疫组织化学染色。兔抗大鼠!"#$多克

隆抗体购自<.E+&)*"公司，工作浓度2B9@@@，=Z孵

育P@.后，移至:PZ再孵育2.。?5J显色，常规脱水

透 明，中 性 树 胶 封 片。 分 别 用 正 常 兔 血 清 和

@W@2+*(／84J7代替一抗作为阴性对照。

根据大鼠脑组织图谱，对内侧隔核、JS*)’斜角带

核和内侧视前区的阳性细胞进行计数。按!"#$细

胞表面棘样结构的多寡，将其分为光滑型和棘型〔P〕。

在高倍镜下（9@@Y）确定所有细胞的类型，最后计算各

型细胞的构成比。

Q 统计学方法 数据统计应用74772@W@软件，

各均值之间的显著性用双侧!检验。
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结 果

! 滋阴泻火中药对性早熟模型大鼠阴门开启和建

立性周期时间的影响 正常组大鼠阴门开启的时间为

出生后（"#$%%&%$’(）天，出现第!个性周期的时间为

（#!$)*&)$"+）天；模型组分别为（)+$’,&)$)#）天和

（")$#"&%$,+）天，比正常组明显提前（!!%$%!）。生理

盐水组分别为（)#$,(&!$%#）天和（"#$+*&%$(’）天；中

药组大鼠阴门开启时间（")$+*&!$")）天，比模型组和

生理盐水组显著延迟，被处死时仍未建立性周期。

) 滋阴泻火中药对大鼠下丘脑-./01/23和

垂体-./0受体1/23表达的影响 见图!、)和表

!。模型组和生理盐水组大鼠-./01/23和-./0
受体1/23表达比正常组增强，中药组-./01/23
和-./0受体1/23表达比模型组和生理盐水组明

显降低。

图! 滋阴泻火中药对大鼠下丘脑-./01/23的影响

注：2为正常组，4为模型组，5为生理盐水组，6为中药

组；下图同

图" 滋阴泻火中药对大鼠垂体-./0受体1/23表达

的影响

表! 滋阴泻火中药对大鼠下丘脑-./01/23和垂体

-./0受体1/23表达的影响 （相对密度，""&#）

组别 $
下丘脑-./01/23

的表达

垂体-./0受体

1/23的表达

正常 !% %$%’"*&%$%%( %$)+",&%$!),)
模型 !% %$#%!*&%$%,’#$ %$+"%,&%$!*(+#$

生理盐水 !% %$"’(’&%$%%’$ %$++,)&%$!)*%$
中药 !% %$)*"#&%$%##% %$)!)%&%$%)#,

注：与正常组比较，#!!%$%!；与中药组比较，$!!%$%!

" 滋 阴 泻 火 中 药 对 性 早 熟 模 型 大 鼠 下 丘 脑

-./0表达的影响 见表)。-./0阳性细胞主要分

布于内侧隔核、789:;斜角带核以及内侧视前区。模型

组大鼠下丘脑-./0免疫阳性细胞数量减少，与正常

组比较差异有显著性；中药组大鼠-./0免疫阳性细

胞数量增多，和模型组及生理盐水组比较差异有显著

性。但各组-./0阳性细胞亚型的构成比差异无显

著性。

表" 滋阴泻火中药对大鼠下丘脑-./0免疫阳性

神经元数目的影响 （""&#）

组别 $
-./0免疫阳性

细胞数（个）

细胞构成比（<）

光滑型 棘型

正常 + "!%$+%&+)$"# +*$(*&($*# #"$!#&($#*
模型 * )))$%%&+,$!+#$ +*$,)&*$") #"$)(&*$+#

生理盐水 + !’($+%&#"$+)$ +($,(&($," #!$))&($"*
中药 * "))$+%&"#$*’ *%$%"&"$,) "’$’,&"$,!

注：与正常组比较，#!!%$%!；与中药组比较，$!!%$%!

讨 论

-./0在调控哺乳动物性成熟过程中起关键性作

用，其合成和释放受多种神经递质、神经肽、细胞因子

和性激素等组成的调节系统的调节〔(，’〕。在婴幼儿期

此调节系统对0=-3的功能主要起抑制作用。-./0
的脉冲式分泌处于低水平〔!%>!)〕。随着个体的生长发

育，此调节系统对-./0的抑制性调节减弱，兴奋性

调节增强，-./0释放的脉冲幅度及频率不断增加〔’〕。

到青春期中晚期，-./0的正反馈调节机制建立，诱发

排卵所必须的?0峰出现，动物开始排卵，性机能成

熟〔!!〕。如脑内过早分泌大量的-./0，0=-3功能提

前发动，生殖器官和性征的发育提前出现，患儿临床表

现为性早熟。

长期以来，性早熟的研究多采用处于青春发动期

的正常动物〔"〕和外源性给予-./0拟似物〔!"〕的“性早

熟”模型。应用这些模型探讨性早熟发病的中枢机制

有较大的局限性。0;@A1B等〔#〕报道给予+日龄雌性大

鼠皮下注射达那唑!次，可诱发大鼠性早熟，是一种比

较理想的性早熟模型。

中医学认为性早熟的病机为“肾阴虚而相火旺”，
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肾对生殖机能调节障碍。复旦大学附属儿科医院研制

的滋阴泻火中药主要由生地、炙龟版、黄柏、知母等组

成，在临床上用于治疗性早熟，取得了满意的疗效。患

儿服药后血中!"#、$#及%&等激素水平显著下降，

生殖器官及性征的发育明显消退，阻断了骨骺的过早

愈合〔&〕。本研究从现代生物医学的角度，在达那唑诱

导的性早熟大鼠模型上，探讨了滋阴泻火中药治疗性

早熟的中枢机理。结果表明，滋阴泻火中药可能通过

下调下丘脑’()#*)+,的表达，抑制’()#的合

成；免疫组化结果表明，下丘脑’()#阳性神经元数

目增多，可能滋阴泻火中药也抑制了下丘脑’()#的

释放，提示滋阴泻火中药可能有抑制#-’,功能过早

启动的作用。

./01等〔23〕发现大鼠出生前’()#神经元以光滑

型为主，随着性机能成熟，棘型神经元的比例逐渐增

高。棘型神经元的胞体和突起比光滑型者有较多的突

触连接〔4〕，可能接受和整合各种内外信息的传入，其可

能参与’()#向正中隆起的脉冲性释放；而光滑型

’()#神经元可能参与紧张性的’()#分泌。本研

究观察到虽然各组大鼠’()#细胞亚型的构成比没

有变化，但模型组大鼠’()#棘型神经元的绝对数目

减少，可能由于病理性的’()#脉冲释放增加所致，

进而导致#-’,功能的提前启动，这可能是性早熟发

病的形态学机制。本研究实验结果表明，滋阴泻火中

药上调了棘型’()#神经元的数量，从形态学角度提

示，滋阴泻火中药可能抑制了下丘脑’()#的释放，

抑制了提前启动的#-’,功能。

本研究还观察到滋阴泻火中药可下调模型组大鼠

异常升高的垂体’()#受体*)+,的表达，提示服药

后，大鼠垂体前叶细胞对’()#的反应性可能降低，

也抑制了#-’,的功能，这可能是滋阴泻火中药治疗

性早熟的机理之一。
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