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补肾中药对下丘脑 ����
、

垂体 ���
、

�� 及成骨细胞
���基因表达的调节作用

蔡德培
，
张 炜

“

摘要 目的
�

探讨补肾中药对下丘脑促性腺激素释放激素

������
、

腺垂体促性腺激素卵泡刺激素�����
、

黄体生成素

����及成骨细胞骨钙素�����基因表达的调节作用
。

方法
�

采

用定量的逆转录 一聚合酶链式反应 �定量的 ��一 ����方法
，

观察青春期大白鼠喂饲滋阴泻火或益肾填精中药后
，

下丘脑

����
、

腺垂体 ���
、
�� 及成骨细胞 ��� 的信使核糖核酸

������表达水平的变化
。

结果
�

滋阴泻火药可使下丘脑

����
、

腺垂体 ���
、

�� 及成骨细胞 ���的 ���� 表达水平

显著下调
，

而益肾填精药可使下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、

��

及成骨细胞 ���的 ���� 表达水平显著上调
。

结论
�

说明补

肾中药可在转录水平调节下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、

�� 及成

骨细胞 ���基因表达
，

这可能是补肾中药调整性早熟患儿青

春发育进程和改善骨骼发育的主要作用机理之一
。

主题词 基因表达�药物作用 补肾药�药理学 下丘脑一体

垂系统�药物作用

真性特发性性早熟患儿的下丘脑一垂体一性腺轴

提前发动
、

功能亢进
，

血清促性腺激素卵泡刺激素

�����
、

黄体生成素����水平显著升高
。

患儿的骨骼

往往生长加速
、

成熟提前
，

成骨细胞的功能活动显著亢

进
，

血清骨钙素�����水平明显升高
，

临床上采用滋肾

阴泻相火中药�以下简称滋阴泻火药�可使其下丘脑一

垂体一性腺轴的功能亢进显著缓解
，

血清 ���
、

�� 下

降
，

同时其成骨细胞过度亢进的功能活动被明显抑制
，

血清 ���水平下降
。

当患儿到达正常青春期年龄后
，

改用益肾填精中药
，

则可使其下丘脑一垂体一性腺轴

及成骨细胞的功能重新活跃
，

血清 ���
、

�� 及 ���

水 平 升高
。

鉴 于 下丘 脑 的促性腺激 素释放激 素

������
、

成骨细胞 ���的分子结构均为多肤
，

而腺

垂体 ���
、

�� 的分子结构均为糖蛋白
，

它们的生物合

成必然受到相应基因的调控
，

所以补肾中药治疗后
，

它

们在外周血中浓度的变化很可能是相应基因调控变化

的结果
。

为此
，

我们采用定量的逆转录一聚合酶链式反

应 �定量的 ��一 ����方法
，

观察实验动物喂饲滋阴
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�����一 ��一 ��

泻火或益肾填精中药后
，

下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、

�� 及成骨细胞 ��� 的 ���� 表达水平的变化
，
以

探讨补肾中药对相应的基因表达的影响
。

� 材料与方法

�
�

� 实验动物及分组
�

同窝的 ��种雌性大自鼠
，
�月

龄
，

体重 ���� �����相当于青春期�
，

共 ��只
，

分为 �

组
，

每组 �� 只
。

对照组喂饲生理盐水
，

滋阴泻火药组喂

饲滋阴泻火中药合剂
，

益肾填精药组喂饲益肾填精中

药合剂
。

�
�

� 补肾中药及剂量
�

滋阴泻火中药方由生地黄
、

炙

龟甲
、

黄柏
、

知母等组成
�益肾填精中药方由热地黄

、

龟

甲胶
、

淫羊霍
、

鹿角胶等组成
。

由本院中药制剂室煎制

成浓缩合剂
，

每毫升约合生药 ��
，

每次每只大鼠用灌

胃法喂饲 ���
，

每 日 �次
。

疗程 �个月
。

�
�

� 实验室方法
�

各种 ���� 的表达水平采用定量

的 ��一���方法测定
。

�
�

�
�

� 标本制备
�

疗程完成时
，

将各组大鼠处死
，
立即

断头取出下丘脑及垂体
，

同时截取包括骨箭软骨在内

的一段后肢骨关节
。

标本置于一��
‘

�冰箱保存
。

�
�

�
�

� 总 ���� 的提取
�

下丘脑及垂体组织经脱脂
，

制成匀浆
，

然后提取总 ���
，

再经 ��� �� 柱纯化

���� 后
，
����� 比色定量

。

骨筋软骨经肌肉消化液

及裂解液处理后
，

提取总 ���
，

再经 ����� �� 柱纯化

����
，
然后用紫外光 比色定量

。

比色定量的标准为

光密度 ���一 ��拼�������
。

�
�

�
�

� 逆转录 ����方法
�

各份提取出的 ���� 样

品
，

采用六分子随机 引物以 ��� 逆转录其所有的

���� 为
����

，

作为 ��� 的模板
。

�
�

�
�

� 基 因 扩 增 ���� �方 法
�

引 物 合 成 采 用

������软件检索出大鼠 ����
、

���
、

�� 及 ���

的基因序列
，

根据各个靶基因的保护序列分别设计上

游及下游引物各一条
。

见表 �
。

用 ������� �����

������� 自动合成仪合成引物
，

引物中的一条带有

������ 标 记
。

反 应 体 系 的组 成
� ���� ���� 一 ���

���
�

�
，
��� �� ���

，
������ ������

，

引 物 各

�������
，
����� �����

，
��� ��� 聚合酶 �����拌�

，

���� 模板 �拜����拼�
。

扩增条件
�

在 ��一 ������ 扩

增仪上
，
��

‘

�预变性 ����
，

然后按 ��� ����
，
��

‘

�
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����
、

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

表 � ����
、
���

、

�� 及 ���基因扩增的引物序列

上游引物 下游引物

〔二���

���

��

����

�℃�����������������������’

�℃���升�����二���������������’

�℃������������������������’

�七�����������������������
’

�，�������������������
，

���������
’

�七����������������������二�
’

�℃�����������������������’

����������������������������
’

表 � ����
、
���

、
�� 及 ���基因扩增产物的探针序列

探 针

�夕��� �七��������������������������������������������
’

��� �七������������������������������
，

�� �℃������������������������������������������������，

��� �℃������������������������������������������������������’

表 � 各组动物下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、
�� 及成骨细胞 ���的

���� 扩增产物光密度值的比较 ‘ 士 ，�

组 别 鼠数 ���� ���� ��� ���� �� ���� ��� ����

对照组

滋阴泻火药组

益肾填精药组

��

��

��

�
�

���士 �
�

���

�
�

���士 �
�

���
赞 长

�
�

���土 �
�

���
借 甘

�
�

���士�
�

���

�
�

���士�
�

���
� 书

�
�

���士 �
�

���
� 怪

�
�

���士 �
�

���

�
�

���士 �
�

���二
�

�

���士 �
�

���
锌 哥

�
�

���士�
�

���

� ���土�
�

���
件

�
�

���士 �
�

���
否 ‘

与对照组比较
， ， 尸� 。

�

��
· ， ‘ 尸��� ��

����
，
��

‘

�����
，

做 ��次循环
，

最后于 ��
‘

�延伸 ����
。

扩增产物及其电泳检测
�

每个扩增产物均带有 ������

标 记
。

预计的 ���� ���� 扩增产物 片段大 小为

�����
，
��� 者为 �����

，
�
�

� 者为 �����
，
��� 者为

�����
。

取 ��川扩增产物进行 ��琼脂糖凝胶电泳
，

出

现与预计扩增产物大小相等的电泳区带者为阳性
。

�
�

�
�

� ��� 产物的定量检测
�

根据每个扩增的序列分

别设计出一条针对扩增产物的 ��� 探针
，

见表 �

探针固定化
�

在 ���
�
�� 孔酶标板上 以共价方式

连接手臂分子 ���
，

经活化后
，
加入探针分子

，

使成为

载体一手臂一探针之复合物
。

定量检测
�

将 ��� 产物稀释 ��� 倍后
，

取 ��。川加

到 已制备好有固定化探针的 �� 孔酶标板中
，

��
‘

�保温

�小时
，

进行固一液杂交
。

反复洗涤后
，

加入 ������一

���
，
��

‘

�反应 �小时
，

对杂交产物进行显色反应
。

最

后用酶标仪 ����一 ����读数定量检测
。

读出的各
���� 扩增产物的光密度值即代表相应的各 ����

的含量
。

�
�

� 统计方法
�

数据以 牙士
�
表示

，

两组间比较采用 �

检验
。

� 结果

表 �示
，

滋阴泻火药组 ����
、

���
、

�� 及 ���

的
。��� 扩增产物的含量均较对照组显著或极显著降

低
，

说明滋阴泻火药可使下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、

�� 及成骨细胞 ���的 ���� 表达水平显著下调
。

而

益肾填精药组的 ����
、

���
、

�
�

� 及 ���的
。 ��� 扩

增产物的含量均较对照组极显著增高
，

说明益肾填精

药可使下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、

�� 及成骨细胞

���的 ���� 表达水平显著上调
。

� 讨论

�
�

� 补肾中药对下丘脑一垂体促性腺激素基因表达

的调节作用
�

真性特发性性早熟患儿的下丘脑 一垂体

一性腺轴提前发动
、

功能亢进
。

其血清 ���
、
�� 及雌

二醇��
��水平较正常同龄儿显著升高

，
���� 兴奋试

验呈现功能亢进的特征性变化���
。

中医辨证发现
，

患儿

均具有不同程度的阴虚火旺现象
，

且大多十分显著
。

采

用滋肾阴泻相火中药治疗病情缓解后
，

随着临床上阴

虚火旺证的显著改善
，

其下丘脑一垂体一性腺轴功能

亢进的程度显著好转
，

血清 ���
、
��

、

��
水平下降

，

子

宫卵巢回缩
，

第二性征消退图
。

本文的结果显示
，

滋阴

泻 火 药可使 下 丘 脑 ���� 及 腺 垂 体 ���
、

�� 的

���� 表达水平显著下调
，

这可能是滋阴泻火药使性

早熟患儿下丘脑一垂体一性腺轴功能亢进显著缓解的

主要作用环节之一
。

当性早熟患儿到达正常青春期年

龄后
，

临床上改用益肾填精中药
，

可使其下丘脑一垂体

一性腺轴功能重新活跃
，

血清 ���
、
�� 水平升高

。

本

文的结果则显示
，

益肾填精药可使下丘脑 ���� 及腺

垂体 ���
、
�� 的 ���� 表达水平显著上调

，

这可能

是益肾填精药使性早熟患儿在到达正常青春期年龄后

下丘脑一垂体 一性腺轴功能重新活跃的主要作用环节

之一
。

�
�

� 补肾中药对成骨细胞骨钙素基因表达的调节作

用
�

真性特发性性早熟患儿骨骼生长加速
、

成熟提前
，

但由于其骨能过早融合
，

故最终身高往往较矮
。

临床上
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采用滋阴泻火中药可明显减慢患儿骨骼的线性生长
，

延缓骨骼的成熟
，

从而可防止骨能过早融合并改善最

终身高川
。

进一步的研究显示
，

性早熟患儿体内反映成

骨细胞功能活动状态的血清 ���水平较正常同龄儿

显著增高
，

而经滋阴泻火中药治疗后
，

血清 ��� 水平

显著降低阁
。

本文的结果显示
，

滋阴泻火药可使成骨细

胞 ���的 ���� 表达水平显著下调
，

这可能是滋阴

泻火药抑制成骨细胞过度亢进的功能活动的主要作用

环节之一
。

当性早熟患儿到达正常青春期年龄后
，

临床

上改用益肾填精中药
，

可使其成骨细胞的功能重新活

跃
，

血清 ���水平升高
。

本文的结果显示
，

益肾填精药

可使成骨细胞 ���的 ���� 表达水平显著上调
，

这

可能是益肾填精药使性早熟患儿成骨细胞功能重新活

跃的主要作用环节之一
。

综合本文的研究结果
，

我们认为补 肾中药可以在

转录水平调节下丘脑 ����
、

腺垂体 ���
、

�� 及成

骨细胞 ���的基因表达
，

这可能是补肾中药调整性早

熟患儿青春发育进程和改善骨骼发育的主要作用机理

之一
。
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椎间盘突出症特效治疗提高班
��月 �一��

尸 日�我校特聘有关专家系统讲授本病的规范治疗及确有疗效的各种特色疗法
。

内容
�①�线

、

�� 诊断
、

物理诊断
、

鉴别诊断
，②本病各期的规

�范治疗 �③牵弓�及手法治疗 �④能管疗法 �⑤小针刀疗法 �⑥特殊针具疗法 �⑦中西药物特色疗法 �⑧蒙医五疗法治疗椎间盘突出症 �⑨药浴

卜 疗法及专用药物配制
。

学费
���� 元

。

垂层疑难病杨氏综合疗法进修班
��月 ����� 日

。

特聘全国疑难病专家杨同福教授亲自主讲
�

如何运

肠 用现代疼痛治疗学理论
，

采用多种方法治疗颈肩腰腿痛
、

关节炎等疼痛性疾病 �
特技注射

、

灌注
、

硬化疗法等治疗下肢静脉曲张
、

病气
、

腋臭
、

乡 面瘫
、

攀丸炎
、

关节腔积液
、

附件囊肿
、

血管瘤
、

阳痪早泄
、

前列腺增生和炎症
、

牛皮癣
、

白斑风等
�
中西医综合疗法治疗

�

气管炎
、

哮喘
、

乳腺增

� 十
‘

赚管疥 斑费
、

咽炎
、

扁材�休炎
、

耳鸣耳聋
、

便秘
、

腹泻
、

肛裂
、

遗尿等
�
埋线疗法治疗胃病

、

癫痛等
。

本班适合基层医生学习
。

学费 �。 。 元
。

， 心脑血管病特效治疗高级进修班
乡 心脑血管病占人类死亡率的第 几位

，

为了使各级临床医生提高其治疗技术
，

特聘请承担国家级心脑血管病课题的北京中医药大学和中国中医研究院西苑

卜 医院
、

中日友好医院的专家们讲授���脑血管病的��诊断 ����急性脑血管病
、

急性心梗
、

高血压急症的中西医救治
����高血压

、

冠心病
、

心纹痛
、

心衰的中西医

� 治疗
����中风及眩晕的中药治疗经验

����针灸治疗中风及各种顽固性后遗症
、

头痛
、

高血压
、

心纹痛等
�
���药浴治疗高血压

、

高血脂
、

中风
。

时间
��月 ��一��

犷 日
�

学费
����元

。

� 以上各班报到地址
�

北京中医药大学主楼
，
以下各斑报到地址

�

中国中医研究院刮莎培训基地 �楼
。

� 白�风
、

牛皮�断疗法专�培训班
��月 �� 日一 ‘ 月 �日

。

介绍维医治疗白瘫风的特效五联法
，

包热 “ ，维医对该病病因布机
、
病理变竺的独特认些

， ���如何检查
、

诊断该病
�

���如何根据病情组方
、

用药
。

�� �如何判定疗效预后
。
���如何观察治疗过程中的生理病理变化

，

如
�

健皮岛现象
�

并聘请中国中医研

乡 究院著名皮科专家魏雅川教授讲述
“
养血柔肝法

”
根治牛皮癣和银屑康的临床运用

、

牛皮癣各期中西药用药特点
、

辨证分型各型治疗经验
。

结合病例分析治疗

， 失败的原因
。

学费 ��� 元
。

药浴析技术推广培训班
��月 �一� 日

。

学费
���� 元

。

中医英容特色疗法缘合进修班
��月 � 日��月 �� 日

。

系统介绍各种中医药

卜 美容方法
，
包括针灸减肥

、

关容
�埋线减肥

、

中医药减肥
、

美容
�
耳穴减肥

、

美容
�
火针除痣

、

减肥
、

美容特殊手法
，药浴

、

刮疹减肥美容
。

学费
����� 元

�

报名费 ���

乡 元
。

本班适合中医墓础薄弱或无墓础者学习
。

限额 �� 名
，
学员必须提前报名

�

额满为止
。

如 以上各班第 �天为报到时间
，

报到时带身份证及 �张 �寸照片
，

学习结束后发本校钢印结业证书
，

欢迎索取招生简章
。

咨询电话
�
�。 ���

����
，
���������地址

�

北京市北三环东路 ��号北京中医药大学主楼
，

邮编
�������

。

京教丰�广宇�东城 ������魂�号 �广告编号 ������一 ��

沪�‘ 留。 姗舀侧�咧�场户 必声 剧心叼声切心
爷岁门、 产

、

副‘ 矽 ‘ 吃少� 灼声 吃护‘ 、 声
沪沪

吕尹‘
沪

￡产、 沪�

沪
“ 声

，

学声

沪沪
怡沪�

沪
，声

、

沪沪
别�

、

沪沪沪
�声 灼，‘

沪沪增‘ 油声�


