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证 的 研 究

益气止血中药复方对脾不统血证大鼠脑组织
���� ���� 表达的影响

陈家旭
‘

班德然
‘

季绍 良
’

摘典 目的
�

观察益气止血中药对脾不统血证棋型大鼠前阿黑

皮索������羞因表达的影响
。

方法
�

以原位杂交结合图像分

析的方法检测大脑皮层
、

海马
、

下丘脑前阿黑皮索信使核糖核

酸����� �����的积分光密度和面积
。

结果
�

脾不统血证模

型大限脑组织 ���� ���� 的积分光密度和面积均较正常显

若增强
，

益气止血中药�方对各部位 ����� 的羞 因表达均有

下调作用
�

结论
�

益气止血中药复方对各部位 ����的荃因表

达均有较好的调节作用
�

表现出单纯用药的协同作用
�

且其作

用也略强于阳性对照药归脾丸
�

主�询 脾不统血�中医药疗法 羞因表达 脑�药物作用

一般认为
，

机体内外许多因素如精神过度紧张
、

忧

伤
、

恐惧
，

过度劳累
，

环境和气候的骤变及其他全身性

疾病
，

均可通过大脑皮层的神经递质影响下丘脑 一垂

体一卵巢轴的相互调节
，

导致卵巢功能的紊乱
，

而致子

宫内膜异常出血
。

阿片肤 �俘
一

���是调控促性腺激素释

放 激素 ����� �分泌及女性生殖 的一种重要神经递

质
，

在精神因素对生殖的影响中起重要的作用
，

前阿黑

皮素������是 昆�� 的前体
。

以往我们在建立脾不统

血证模型的基础上
，

探讨了模型的出血因素
、

子宫内膜

细胞凋亡及细胞周期的变化二‘
·

之二，

本实验通过研究脾不

统血证大鼠模型脑组织 ���� 基因表达的变化
，

探讨

益气止血中药对功血脾不统血证脑组织 ���� 基因

表达的作用机理
。

� 材料与方法

�
�

� 实验 动物
�

二级 ������
雌性 大 鼠

，

体重 ��。 一

����
，

由中国预防医学科学院流行病学微生物学研究

所实验动物中心提供
，

尽量选择同一批出生并在一起

饲养的大鼠
，

这样它们的性周期比较一致
。

�
�

� 实验药物
�

治疗用药以益气止血为组方原则
�

主

要 由黄蔑
、

丫 七等药物组成 黄茂 以 �� 少 乙醇回流提

取 �次
，

�
�

�一 ���次
，

合并回流液
�

过滤
�

水浴蒸发至稠

基金项 ��
�

国家中医 药管理局资助 课题��小州 一 �一 �一 ��� �
，

高等

学 校博 十基金课题

北京中医 药大学 基础次学院诊断教研室
�

北京 市北 环 东路

��号��。 �〕�一艺��

收稿 日期
��川��一

‘
�� 一 �

‘
�

膏状
，

减压干燥得干浸膏
。

三七用 ��写乙醇回流提取 �

次
�

�
�

�� ���次
，

合并回流液
，

过滤
，

水浴熬发至稠膏

状
，

减压干燥得干浸膏
。

由本校中药学院制剂研究室制

备
。

阳性对照药人参归脾丸由北京同仁堂制药厂生产

�批号 ��������
。

造模用药
����番泻叶水漫剂

�

将 自来

水放人烧杯中
，

�于电炉上煮沸后
，

迅速将番泻叶按照

�。 。 。��水 ���� 药的比例投人沸水中浸泡
�

冷却后过

滤出番泻叶
，

余液 ��保存备用
。
���水蛙粉水溶液

�

将

水蛙榨碎
，

研磨成粉
，
��� 目网过筛

，

以 。 �

�� 水蛙粉

��� 水的比例配�
。
���番泻叶水蛙粉溶液

�
以 �� 馆 水

蛙粉 ���番泻叶水浸剂的比例制成
，
��保存备用

。

上

述各液在使用时
，

充分摇匀
。

�
�

� 试剂
�

原位杂交检测 试剂盒 �组成
�

蛋 白酶 �
、

���� 液
、

���� 液 即生物 素标记 ����� 探针
、

马血

清
、

�����
，
��� 公司产品

�甲酞胺
、

碱性磷酸酶
，
���

�

��
公司产品

�
多聚甲醛

、

乙醇
、

磷酸氢二钠
、

磷酸二氢

钠
、

氯化钠
、

盐酸
、

氯化镁
，

柠檬 酸三钠
·

�� ��
�

分析

纯
，

北京化工厂产品
。

�
�

� 动物分组
�

将 �� 只大鼠按照体重随机分为 �组
，

� 组为正常对照组
�� 组为脾不统血证模 型组 �模 型

组 ��� 组为脾不统血证模型 十益气药组 �益气药组 ��

� 组为脾不统血证模型 �止血药组 �止血药组 ��� 组

为脾不统血证模型 十益气止血药组 �益气止血药组 ��

� 组为脾不统 血证模型 � 阳性 对照药组 �阳性对照药

组 �
。

每组 ��只
。

实验全过程中 �组大鼠均在北京中

医药大学中医证候病理生理实验室动物室 �清洁级 �中

饲养
。

�
�

� 造模方法
�

实验动物置 于室温 ��〔
‘

动物实验室

中
，

�只一笼
�

自由进食饮水
�

适应环境 �天
。

第 �天除

正常对照组外其余 �组 开始造模
�

每组 每大予 以 番泻

叶水蛙粉溶液 ���灌胃
�

并游泳 �����
，

水深 �加��
，

水

温 ��士 ��
，

每 �只一组
�
实验第 ���

�

�组大鼠每天予

以 益气中药 ���灌 胃�其中生药含量
�

黄蔑 ���只 �
�

�

组大鼠每天予 以止血中药 ���灌 胃�其中生药含量
，

三

七 �� ���只�
，
� 组大鼠每天予 以益气止血中药 ���灌

胃 ‘其 中 生 药 含 量
，

黄 茂
、

三 七分 别为 �馆
�
只

， 。
�

�到
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只�
，

�组大鼠每天予以归脾丸�同仁堂制药厂生产
，

用

药量为等效量的 �倍 �水溶液 ���灌 胃
。

第 �� 天
、

��

天实验结束
，

每天每组半数大鼠处死取材
口

�
�

� 测 定 方 法
�

大 鼠 ���水 合氯醛 麻 醉 �������

���
、

取血
、

断头后
，

立即取出脑组织
，

从下丘脑 中间将

脑组织分为前后两部分
，

分别放在硬纸片上
，

并用锡纸

包好
，

放人液氮中
，

后置一 ���冰箱保存
。

于一�� �在

�
�

����
一

������型恒冷箱切片机中制备 ��拌� 切片
，

裱贴在预先经 �������购 自北京中山生物技术有限

公 司 �胶处理 的载玻片上
，

置 一�� �冰箱 中备用
。

含

����
���� 片段的质粒 �克隆载体为 ����

一

��
，

含

��艺�� 的 ����� ���� 片 段 �由 澳 大 利 亚 ���
�

���
�

����� �����
一

���� 赠送
。

质粒的转化
、

扩增
、

提取

及生物素标记探针的制备
，

由北京大学医学部病理室

进行
。

原位杂交按常规方法进行
，

以 ������
� ��� 稀

释 �及 ���
一

������
� ���稀释 �显色

。

采用 ��
一

����

型 图 像 分 析 系 统 ���� ������ �������� ���
，

对

����杂交阳性细胞进行定量检测
。

每组随机测试 �

张切片
，

每一部位随机测试 �个视野
。

分别测量 ����

阳性物面积 ���及积分光密度
。

图像分析在北京中医

药大学组胚教研室进行
。

�
�

� 统计学方法
�

实验结果 以 �于士
、 �表示

。

组间差异

的比较采用 ������ 、 检验及方差分析
。

� 结果

�
�

� 光镜下观察
�

����� 杂交阳性信号位于胞浆内
，

胞核不着色
，

呈深蓝色颗粒
，

阳性细胞广泛分布于皮

质
、

海马
、

丘脑
、

下丘脑等脑区 及其核团
。

�� � 各组大 鼠额叶皮层前 阿黑皮素信使核糖核酸

������ ���� �表达 图像分析结果 比较
�

表 �示
，

脾

不统血证模型组 ���� 阳性信号在额叶皮层 的积分

光密度及面积均较正常组显著增加 ����
�

�� �
。

各组

中药治疗后
，

积分光密度均较脾不统血证模型组显著

降低 �尸��
�

�� �
，

但益气止血药组及 阳性对照药组却

显著高于正常对照组 �尸��
�

�� 或 尸� �
�

�� ��除止血

药组阳性物面积较模型组高以外 �尸� �
�

�� �
，

其余各

中药组 面积均较模 型组及止血药组显 著降低 �尸�

�
�

�� �
，

但止血药组
、

益气药组仍显著高于正常 �尸�

�� ���
，

而益气止血药组及阳性对照药组与正常组比较

无显著性差异�尸��
�

���
。

�
�

� 各组大 鼠海马 �� �
区 ���� ���� 表达图像

分析结果 比较
，

表 �示
，

模型组 ���� 阳性信号在海

马 ��
，
区的积分光密度及面积均较正常组显著升高

�尸��� ��或 �� 。
�

�� �
。

各中药组治疗后
，

积分光密度

表 � 各组大鼠额叶皮层 ���� ���� 表达图像

分析结果比较 ‘ 士 ��

组 别 鼠数 积分光密度 面积 ���

正常对照组 � ��
�

��土 �
�

�� �
·

��士 �
·

��

模型组 � ���
�

��士 ��
�

��
“ ’

�
�

��士 �
�

��
� ’

益气药组 � ��
�

��士 ��
�

��” △ �
�

��士 �
�

��
� ‘ △ ‘

止血药组 � ��
�

��士 ��
�

��△ �
�

��士 �
�

��
’ ‘ △

益气止血药组 � ��
�

��士 �
�

��
’ △ �

�

��士 。
�

��泣 ▲

阳性对照药组 � ��
�

��士 �
�

��
� ‘ △ �

�

��士 �
�

��△▲

与正常对照组比较
， ， 尸��

�

��
， ， ， 尸� 。

�

�� �
与模型组 比较

，△尸

� 。
�

�� �与止血药组 比较
，▲���

�

��

表 � 各组大鼠海马 �� 、
区 ����� ����

表达图像分析结果 比较 �全士
、 �

组 别 鼠数 积分光密度 面积 ���

正常对照组 � ��
�

��士 �
�

�� �
�

��士 �
�

��

模型组 � ���
�

��土 ��
�

��“ �
�

��士 �
�

��
’

益气药组 � ���
�

��土 ��
�

��二 �
�

��士 �
�

��
�

止血药组 � ��
�

��士 �
�

��
· “ △ △ 亡 �

�

��士 。
�

��△

益气止血药组 � ��
�

��士 ��
�

��△ △ 亡 �
�

��士 。
�

��△△

阳性对照药组 � ��
�

��士 �
�

��△△山 。
�

�� 土 。
�

��△

与正常对照组 比较
， � �� 。

�

��
， ， ， 尸� �

�

�� �
与模型组 比较

，△尸

彭 。
�

��
，△△�了 。

�

��
�
与止血药组 比较

�▲�� 。
�

�� �

与益气药组 比较
，

☆尸��
�

��

表 � 各组大鼠下丘脑 ����� ���� 表达

图像分析结果 比较行土
、 �

组 别 鼠数 积分光密度 面积 ���

正常对照组 � ��
�

��士 �
�

�� �
�

��土 �
�

��

模型组 � ���
�

��士 ��
�

��
， ·

�
�

��士 ��
�

��
，

益气药组 � ��
�

��士��
�

���一 泣 �
�

��士 �
�

��
· ‘

止血药组 � ����
�

��士 ��
�

��� 一 �
�

��� 士 �
�

��
·

益气止血药组 � ��
�

�� 士 ��
�

��
乙乙 ‘ �

�

��士 �
�

��二 注 乙 ‘

阳性对照药组 � ��
�

��士 �
�

��一 △ △ ‘ �
�

��士 �
�

��△应

与正常对照组 比较
， ， �� 。

�

��
， ， ， ���

�

�� �
与模型组 比较

，△�

� 。
�

��
，△△�� 。

�

��
�
与止血药组 比较

，▲尸��
�

��

及面积均较模型组下降
，

且止血药组
、

益气止血药组及

阳性对照药组较模 型组 显 著降低 �尸� �
�

�� 或 ��

�� ���
，

但益气药组及止血药组的积分光密度仍显著高

于正常组 �尸��
�

�� �
，

益气药组还显著高于其它 �个

治疗组 �尸� 。
�

�� �
，

止血药组显著高于阳性对照组�尸

��
�

���
。

�
�

� 各组大鼠下丘脑 ���� ���� 表达图像分析

结果 比较
�

表 �示
，

模型组 ���� 阳性信号在下丘脑

的积分光密度及面积均较正常组显著升高 �尸��
�

��

或 尸� �� �� �
。

各 中药组治疗后
，

积分光密度均降低
，

且益气药组
、

益气止血药组及阳性对照药组显著下降

�尸��� ���
，

但益气药组
、

止血药组及 阳性对照药组仍



�

���
·

����
�

���
�

����
，

���
�

��
�

��
�

�

显 著高于 正常组 �尸� 。
�

�� 或 �� 。
�

���
，

止血药组显

著高于益气止血药组 及 阳性对照药组 �尸� 。
�

�� ��除

止血药组 阳性物面积高于模型组外
，

其余 �个治疗组

均下降
，

且益气止血药及阳性对照药组显著下降�尸�

�
�

��或 尸� �
�

�� �
，

益气止 血药组还显著低于正常组

��� 。
�

�� �
，

而止血药组却显著高于其它 �个治疗组

及正常组 ����
�

�� �
。

� 讨论

前阿黑皮 素 ����������������������
，

�����是 由

于 含有 汗��
、

促黑激素 ���� �和促肾上腺皮质激素

����� �而 得 名
。

主 要 在 垂 体 合 成
，

除 垂 体 之 外
�

����� 基 因表达部位还有下丘脑
，

杏仁核
、

大脑皮质

以 及卵巢和翠丸
、

肾 上腺髓质工
、

胃肠道
、

肺
、

脾
一 “ ·

习与

免疫细胞
‘�

一

等
。

�����纤维少量分布于下丘脑弓状核
，

但腹侧正 中至 前连 合区 域有大量 的 ���� 神经分

布
几 应激与 ����� 系统有关二“

一 。

件��是调控 ���� 分泌及女性生殖的一种重要

的神经递质
。

有学者认为
，

日
一

��神经元内有 �� 存在
，

而 ���� 神经元内无 ��川
。

另外
，

电镜观察到 件��

神经元和 ���� 神经元有突触连接 二’ �已
。

多种应激因素

如剧烈运动
、

焦虑
、

节食等可引起功能性子宫出血
，

心

理因素在功能性子宫出血发生中也起着重要作用
。

有

人提出 浮
一

��调控正常生殖机能的作用是通过 以下途

径完 成 的
�

应激 可 以 导致 促 肾上 腺 皮 质 释 放 因 子

��’ ���
、

牡
’ ‘

�� 及 价�� 分泌增加
�

由此 导致 ��� 直接

或间接抑制性腺分泌
��助减弱垂体对 �栩�� 的应答

�

使 �� 分泌减少
· ‘ ����直接刺激下丘脑 ��� 的分泌

�

从中枢机制减少 ���� 的分泌
。

体内外实验均 表明
，

内源性 ��� 可促进下 丘脑内的 件�� 分泌
，

从而抑制

�扣�� 释放
’

本实验采用原位杂交方法
，

显示 ����� 阳性细胞

�
’ 一

泛 分布于 大脑皮质
、

海 马
、

丘脑
、

下 丘脑等脑 区 及

其核团 对于脾不统血证大鼠模型
�

����� 的积分光

密度 及血积在额叶皮质
、

海 马
、

下丘脑均较正常组显

著增加 经过 中药治疗后
，

单纯益气药对海马 ���
区

�� ��� 积分光密度降低作用不明显
�

但对额叶皮质及

下丘脑的 �，���� 积分光密度和面积均有较好的作用 �

单纯止 血药组 讨
一

下丘脑 �，�冰�� 积 分光密度作用不 显

著
，

����使额叶
一

皮质及下 氏脑 �� ��� 面积进一 步增加
�

益气止血中药复力
一

及阳性对照药均使 �个部位 �����

的从因 表达下降
。

相 比较 而言
�

阳性对照药除使海 马

� 、 �

区 �，� ��� 积 分光密度降低较益气止 血 中药复方

明 城外
�

对其它部位的作用均略逊于益气止血中药复

力
�

心理
、

精神因素在功能性子宫出血的发生 中有重

要作用
，

而这些因素常可导致脑内神经肤的改变
。

本研

究证实了功能性子宫出血脾不统血证动物模型脑组织

件�� 的前体 ���� 基因表达增强
，

其它实验也得 出

下丘脑 件��含量增加 �待发表 �
，

而 件��与 ����� 及

心血管系统有密切的联系
，

可影响女性内分泌生殖功

能及心血管状态
，

可能导致雌激素的降低
、

血管舒缩因

子或血液出
、

凝血系统的失衡
，

出现功血脾不统 血证的

一系列病理生理改变
。

可见
，

脑组织 ����� 基因表达

的增强是功血脾不统血证的主要病理生理基础之一
。

此实验结果表明
，

脾不统 血证大鼠模型 脑组织 中

���� 基因表达增强 是脾不统 血 证主 要和基 本的病

理生理基础
，

单纯益气药对额叶皮质及下丘脑 �����

基 因表达增强 的降低作用较好
，

单纯 止 血药对海 马

�� 区 ����� 的治疗作用较好
�

而益气止血中药复方

对各部位 ����� 的基因表达均有较好的治疗作用
，

表

现出单纯用药的协同作用
，

且其作用也略强于 阳性对

照药归脾丸
。
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