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调神益肾针法对更年期大鼠卵巢芳香化酶细胞色素
�������� 表达的影响
沈晓明

」
杜元濒

“
胡 玲

‘
指导

�

石 学敏
“

摘要 目的
�

研究调神益肾针法对更年期大鼠卵巢芳香化醉细

胞色素 ��������。 。 。 � �。 ��� 表达的影响
。

方法
�

采用组织细

胞原位杂交技术
，

辅以计算机图像分析
。

结果
�

更年期大鼠卵巢

窦状卵泡
、

成熟黄体细胞中 ������、 ���� 的表达减弱
，

间质

腺细胞中的表达则基本维持正常
�经针刺干预后

，

这些部位尤

其是窦状卵泡
、

成熟黄体该酶 ���� 的表达明显增强 结论
�

促进卵巢 ���。 ��。 ，
���� 的 表达

，

有利于增加雌激素合成限

速酶的含量
，

这可能是调神益肾针法升高体内雌激素水平的分

子机制之一

主题询 细胞色素 �
一

�加 �针灸效应 更年期
�

针灸效应 �

调神益
‘
肾针法

芳香化酶在体内分布较广
，

包括卵巢及脑
、

脂肪组

织
、

子宫内膜
、

胎盘
、

皮肤成纤维细胞等二’一 �〕 ，

显示体内

雄激素向雌激素的最后转化所涉及的部位非常复杂
。

然而
，

就女性雌激素主要合成
、

转化部位而言
，

�
����

�

��。 。
等指出

，

在绝经前是卵巢 中卵泡的颗粒细胞
，

怀

孕期是胎盘组织
�

绝经后是脂肪组织川
。

另外
，

更年期

时体内重要的生理变化就是卵巢功能减退
，

合成雌激

素的能力下降
。

所以
，

卵巢芳香化酶的变化与更年期体

内雌激素水平关系密切
。

调神益肾针法是天津中医学院第一附属医院石学

敏院士 等专家创立 的针灸处方
，

主穴为风府
、

百会
、

气

海
、 ’

肾俞
，

临床治疗女性更年期综合征疗效确切
。

动物

实验初步证实
�

这与针刺能明显升高更年期大 鼠原下

降的血清雌二醇 �� �水平
、

降低原升高的血清卵泡刺

激 素���� �和黄体生成素 �� � �水平门 以 及能改善更

年期大鼠卵巢的形态功能活动有关川
。

为进一步揭示

针刺的作用机制
，

本研究采用地高辛标记的多相寡核

营酸探针进行组织细胞原位杂交
，

辅 以计算机图像分

析
，

观测更年期大 鼠卵巢中 �理�叭��
�二 ���� 的表达

、

分布情况 以及针刺的干预效应
。

� 材料

�
�

� 主要仪器
���，�����一���� ����普通切 片机

，

德

国产
��������� ��

一

�显 微镜
，

日本产
������

一

���高

基金项 日 安徽省 自然科学基金 �昭���加呱 �
、

江苏省教育厅针灸

重点实验室 开放课题资助项 目��������们

� 安徽中医学院临床医学二系
�

合肥市梅山路 �岭 号 ���。 。 �助

� 天津中队学 院第一附属浅院

收稿 日期 ， �
昭 一 �臼一 工��修问 臼期 ， 旧一 �� 一 断

清晰度彩色病理图文分析系统
、

武汉同济 医科大学千

屏影像公司提供 �恒温孵育箱
，

日本产
。

�
�

� 主要试剂
�
���������

原位杂交检测试剂盒
，

包

括 �� 火 复合消化液 ������
��

、

含地高辛标记 的 ���
�

������
多相寡核昔酸探针的杂交液

、

�� 又 杂交探针稳

定液 �
、

杂交探针稳定液 �
、

封闭液
、

兔抗地高辛
、

生物

素化羊抗兔 ���
、

链霉亲和素一生物素一过氧化物酶

复合物 ����������
，

武汉博士 德公 司产
���� 显 色

试剂盒
，

武汉博士德公司产
。

�
�

� 实验动物
�

选用 �月龄雌性 ������ 大鼠 巧 只
，

平均体重 ���� 左右
�

�� 月龄雌性 ������ 大 鼠 �� 只
，

平均体重 ����左右
，

均由天津市劳动职业病卫生研究

所动物室提供
。

喂养在 ���光照
、

���黑暗的条件下
，

自由摄食
、

饮水
，

室温控制在 ��一���
。

� 方法

�
�

� 动物造模及分组
�

根据文献
，

采用 自然老化的更

年期大鼠模型工
。

购进的动物适应性 喂养 �周后
，

�。

只 ��月龄雌性 ����
�� 大 鼠随机分为更年组 ��只

、

针

刺组 巧 只
，

巧 只 �月龄雌性 �肉
。 �
大鼠作为青年组

。

针刺组根据华兴邦等制定 的大 鼠穴位图谱
‘ 一 ，

选取
“
风府

” 、 ‘ ’

百会
” 、 “ ‘

气海
” 、 “ ’
肾俞

” 、 � ‘

风府
”
缓慢向下 直刺

。
�

�����
‘

百 会
”
向后平刺 二 万〔

、

��
�

“ 交海 ”
直刺 。�� 几。 ��

�

均

行中等幅度的提插捻转 手法
，

平补平泻
�“ ‘

肾俞
”
向脊卞卜

方 向斜刺 。
�

���
，

行 小幅 度高频 捻转 补法
。

均 留针

�����
，

中间行针 �次
，

加强刺激
。

每 「��次
�

连续 �天
�

中间休息 �天
，

�周为 �个疗程
。

青年组
、

更年组动物

每天 只进行抓取刺激
，

不作针刺
。

�
�

� 标本采集
一

与制备
�

为避免 日夜节律对观察指标的

影响
，

标本采集均在上午 �
� �。 一 �� �

�� 进行
。

待针刺

组动物接受针刺刺激满 �个疗程后
，

所有大鼠断头处

死
、

迅速摘取卵巢
，

置 ���中性福尔马林液中固定约

����上行梯度乙醇脱水
、

二 甲苯透 明
、

浸蜡
、

包埋
、

切

片
。

光镜下观察
，

含 ���仇
�〔 ，、 ，

���� 细胞的胞质着色
，

呈淡黄至棕褐色
。

�
�

� 组织细胞原位杂交
�

二甲苯脱蜡
，

下 行梯度乙醇

人水
����

����

甲醇溶液处理切片 �����
，

灭活内源性

过氧化物酶
�
滴加 ��厂 复合消化液

，

作用 ����
，

暴露

��� 入 片段
����洗涤

�

� 、 三��� �

切 片上滴加 含地 高
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����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

辛标记的 ���������多相寡核昔酸探针的杂交液
，

置湿

盒 中
�

十 ���孵 育箱 内杂 交 ����只 ��� 洗 涤
，

�又

����
，

去除未结合的探针 �滴加杂交探针稳定液 � 和

杂交探 针稳定液 � 的混 合液
，

�� �作用 ����� ���

��� 洗涤
，
�� ���� �滴加封闭液

，
���作用 �����

，

甩

去液体
�
滴加兔抗地高辛

，

�� �作用 ����� ����洗涤
，

�只 ���� �滴加生物素化羊抗兔 ���
，
���作用 ����� �

��� 洗 涤
，
� 只 ���� �滴 加 ����

一

���
，
���作 用

����� �����洗涤
，
�� ���� ���� 避光显色约 �����

，

蒸馏水洗涤
，

终止显色反应
�上行梯度乙醇脱水

，

二 甲

苯透明
，

封片
。

�
�

� 计算机图像分析
�

采用 �����
一

����彩色病理图

文分析系统
，

放大倍数 ����
。

�
�

� 观察指标及方法
�

在尽量控制其灰度值一致的基

础上
，

分别测定各组卵巢窦状卵泡
、

成熟黄体
、

间质腺

细胞 ������、 �
���� 阳性反应物的总面积

，

积分光度

值
。

具体操作如下
�

每组切片每个观察项 目按统一标准

随机截取 �� 个视野
，

输人计算机进行定量分析
，

获取

该组该项 目的 �� 个阳性反应物总面积
、

积分光度值
。

�
�

� 统计学方法
�

数据用 牙士 、
表示

，

分析借助 ����

��
�

� ��� ��
�����

统计软件作方差分析
。

� 结果

�
�

� �组大鼠卵巢窦状卵泡 ������
��、 ，
���� 表达范

围及强度 比较
�

青年组
�
��只大鼠 ��个卵巢低倍镜下

观察
，

卵泡液特异性着色最深
，

呈棕褐色
�

颗粒细胞着

色中等
，

为棕色
，

且从卵泡腔周围至卵泡壁逐渐衰减
�

而围绕卵泡壁的膜内层细胞着色较浅
，

呈淡棕色
。

高倍

镜下观察
，

卵泡液中 ����从、 ，���� 阳性反应物呈颗

粒状
，

多数排列成线条
，

或聚结成团块 �����������
、
��

�

�� 阳性细胞为胞质着色
，

近细胞膜周围尤为显著
。

其

阳性反应物平均面积
、

平均积分光度值见表 �
。

更年组
�
��只大鼠 �� 个卵巢镜下观察

，

窦状卵泡

特异性着色
、

分布模式同 上
，

但相应部位 ������、
�
��

�

�� 的表达强度较青年组明显减弱
，

阳性细胞数减少
，

两者之间差异有显著性 �尸��
�

���
。

其阳性反应物平

均面积
、

平均积分光度值见表 �
。

针刺组
�

�� 只大鼠 �� 个卵巢镜下观察
，

窦状卵泡

特异性着色
、

分布模式未见 明显改变
，

������
〕、 ，
��

�

�� 的表达强度
、

阳性细胞数则较更年组明显增加 �尸

��
�

���
。

其阳性反应物平均面积
、

平均积分光度值见

表 �
。

�
�

� �组大鼠卵巢成熟黄体 ��������、 ，���� 表达范

围及强度 比较
�

青年组
�

�� 只大 鼠 �� 个卵巢镜下 观

察
，

颗粒黄体细胞
、

膜黄体细胞呈特异性着色
，

且中间

表 � 针刺后 �组大鼠卵巢窦状卵泡 ����二、 ����

表达范围
、

强度 比较 �厉士 ，�

组别 鼠数卵巢数 阳性反应物平均面积 �尽��� 平均积分光度值

青年组 �� ��

更年组 �� ��

针刺组 �� ��

与青年组 比较
，

�� �� �下表同

表 � 针刺后

����
�

��士 ���
�

�� ����
�

��士 ���
�

��

����
�

��士 ���
�

��
苍

���
�

��士 ���
�

��
�

����
�

��士 ���
�

��左乙 ����
�

��土 ���
�

��△乙
� �� �

�

���与更 年组 比较
，△�� �

�

��
，△△��

�组大鼠卵巢成熟黄体 ������、�� ����

表达范围
、

强度 比较 �二士 ，�

组别 鼠数卵巢数 阳性反应物平均面积 �仁���

青年组 ��

更年组 ��

针刺组 �石

��
����

�

��士 ����
�

��

����
�

三�士 ���
�

��
’

���� ��士 ��生
�

��一 一

平均积分光度值

����
�

��� ���
�

吕�

���
�

��士 ���
�

��

����
�

��士 ���
�

��
‘ �

表 � 针刺后 �组大鼠卵巢间质腺 �朽 。 、 。 � ����

表达范围
、

强度 比较 �二
一

士 ，�

组别 鼠数卵巢数 阳性反应物平均面积 �拼�之�

青年组 ��

更年组 ��

针刺组 ��

��
����

�

��士 ���
�

��

����
�

��士 ����
�

��

����
�

��士 ���
�

��

平均积分光度值

���
�

��士 ���
�

��

���
�

��士 ���
�

��

����
�

��士 ���
�

��乙

部颗粒黄体细胞反应强度大于周边部
。

其阳性反应物

平均面积
、

平均积分光度值见表 �
。

更年组
�

�� 只大鼠 ��个卵巢镜下观察
，

成熟黄体

特异性着色
、

分布模式同上
，

但相应部位 ������、 ���

�� 表达强度较青年组明显减弱
，

阳性细胞数减少
，

两

者之间差异有显著性 �尸��
�

���
。

其 阳性反应物平均

面积
、

平均积分光度值见表 �
。

针刺组
�

�� 只大鼠 �。 个卵巢镜下观察
，

成熟黄体

特异性着色
、

分布模式未见明显改变
，

����。 ���， ��
�

�� 的表达强度
、

阳性细胞数则较更年组明显增加 ��

��
�

���
。

其阳性反应物平均面积
、

平均积分光度值见

表 �
。

�
�

� �组大鼠卵巢间质腺 ������
�、 ���� 表达范围

及强度 比较
�

青年组
�

�� 只大 鼠 �� 个卵巢镜下观察
，

散在于卵巢基质中的间质腺细胞着色程度中等
，

呈棕

色
。

其阳性反应物平均面积
、

平均积分光度值见表 �
。

更年组
�

�� 只大鼠 �� 个卵巢镜下观察
，

间质腺细

胞 ���� 。 比����� 的表达与青年组基本接近
�

两者之

间无统计学差异�尸��
�

�� �
。

其 阳性反应物平均面积
、

平均积分光度值见表 �
。

针刺组
�

�� 只大鼠 �。 个卵巢镜下观察
，

间质腺细

胞 ����服
���� ���� 的表达有进一步加深的趋势

，

部分

甚至超过青年组
，

但无统计学差异�尸� 。
�

�� �
。

其阳性

反应物平均面积
、

平均积分光度值见表 �
。

� 讨论

更年期综合征中医学称为
“
绝经前后诸症

” ，

是妇
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女在绝经前后因卵巢功能减退
，

雌激素分泌减少
，

下丘

脑一垂体一卵巢轴平衡失调
，

出现潮热
、

汗出
、

心悸
、

头

痛
、

眩晕
、

情绪改变
、

失眠
、

注意力不集中
、

感觉异常等

植物神经功能紊乱为主的症候群
。

对于其病机
，

多数以

肾虚为本
，

兼及肝
、

脾
、

心
，

因而治疗上或直接补肾
，

或

调肝补肾
，

或健脾益肾
，

或交通心肾
。

我们结合多年的

�晦床实践
，

提出
“
肾精亏虚

，

脑肾失济
”
为更年期综合征

病机的新思路
，

制定调神益肾的治疗法则 ， ’ 〕 。

方中风

府
、

百会位居头部
，

属督脉
，

故二穴能醒脑调神
，

通利督

脉
，

交通脑肾 �’
肾俞为肾之背俞穴

，

乃肾脏精气汇聚
、

转

输之处
，

所以能补肾填精
，

生髓养神
�
气海属任脉

�

能理

气
，

益肾
，

固精
，

平衡任督
。

诸穴合用
，

调元神
�

益肾精
�

交通脑肾
，

正切本病病机
。

从组织细胞原位杂交结 果来看
，

首先
�

������
。 。�。

���� 的卵巢分布
。

在窦状卵泡
、

成熟黄体 及间质腺

中 ����胭
。 、、�
���� 均有表达

，

且颗粒细胞
、

颗粒黄体

细胞的丰度明显高于内泡膜细胞
、

膜黄体细胞
，

这种分

布模式与其编码的蛋白 ������
��、 ，
基本一致 二’�〕 ，

提示细

胞 内 ���������
的基因表达部位与相应的功能蛋 白大

致相同
�
同时也提示颗粒细胞

、

颗粒黄体细胞转换雄激

素为雌激素的能力大于内泡膜细胞
，

膜黄体细胞
。

对于

卵泡液中 ����
、 �。 、、， ���� 阳性 反应物 的来源

、

生理

意 义 目前 尚不 清 楚
。

其 次
�

进 入 更 年 期 时
，

卵 巢

����服���
，���� 表达的变化

，

较之青年组大鼠
，

更年

组大鼠的窦状卵泡
、

成熟黄体中 ����二比
，
���� 表达

明显减弱
，

显示这些部位转化雄激素为雌激素的能力

降低
。

有资料表明
，

生育期内
�

排卵前高水平的 ��� 及

随后升高的 �
了

�� 能增加窦状卵泡中芳香化酶的基因表

达及其蛋白含量二’气
· ’�二

。

本实验观察到
，

更年期时虽有

体 内 ���
、

�� 水平 的升高
，

但窦状 卵泡 中 �����
�。 ，�

���� 表达强度仍明显减弱
，

推测其 ���� 。 �，、 ，
����

的 表 达 不 仅 受 ���
、

�� 水 平 的 调 节
，

而 且 还 与

���讯��
� ���� 阳性细胞本身对这些调节 因子 的反

应性有关
。

另外
，

有研究认为
，

更年期时卵巢仍有分泌

��

的功能
，
且主要部位是在卵巢间质腺细胞，气〕 。

我们

也发现
，

更年组大鼠卵巢间质腺 ���叭
�。�� ���� 的表

达与青年组水平接近
，

显示该部位转化雌激素的能力

在更年期时并未下降
，

而是基本维持原来水平
。

第三
，

针刺对更年期大鼠卵巢 �������
，� ���� 表达的影响

。

与更年组大鼠相比
，

针刺组大鼠卵巢窦状卵泡
、

成熟黄

体 中 ��������� ���� 表 达 明 显 增 强
，

间 质 腺

������
�� ���� 表达也有提升

，

提示针刺可加强这些

部位尤其是卵巢窦状卵泡
、

成熟黄体转化雄激素为雌

激素的能力
。

由丁针刺并不能改变更年期大鼠卵巢中

下降的窦状卵泡数 目川
，

因此
，

针刺使更年期综合征患

者血清 �
�

水平上升的机制主要在于激发
、

促进了衰老

卵巢残存的合成
、

分泌功能及维持间质腺的正常作用
。
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