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摘要# 目的!研究左归丸及右归丸对卵巢早衰小鼠卵巢功能及卵巢沉默调节蛋白 "BMD.># 表达的影响’ 方法!+* 只
‘%,e5K’ 小鼠随机分为正常组( 模型组 "给予生理盐水#( 左归丸及右归丸 + 组& 除正常组外& 其余 ) 组动物腹腔注
射环磷酰胺建立卵巢早衰模型’ 给药 * 周后& 采用卵泡计数和血清黄体生成素 "5C#( 基础卵泡刺激素 "ABC#( 抗
苗勒管激素 " GHC#( 基础抑制素e"MECe# 评价卵巢功能’ D.(I‘D法和f/></X: _06<法测定卵巢组织 BMD.>2DEG

和蛋白的表达’ 结果!模型组小鼠卵巢卵泡计数( BMD."( BMD.) 及血清 GHC( MECe显著低于正常组$ 血清 5C(
ABC显著高于正常组’ 左归丸和右归丸组卵泡计数( BMD." 及血清GHC( MECe显著高于模型组$ 血清5C( ABC显著
低于模型组’ 右归丸组原始卵泡数显著高于左归丸组’ 结论!左归丸和右归丸具有显著的抗卵巢衰老作用& 其作用机
制与对卵巢 BMD." 表达的上调作用有关’
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F%7GA<B:! 7=6O=4I400>$ Q6=O=4I400>$ WX/23<=X/6̂3X43: ;340=X/$ BMD.>

!!卵巢衰老是以卵泡数目减少和卵巢储备功能降
低等为标志的生理或病理过程’ 沉默调节蛋白
">4X<=4:>& BMD.>#& 包括 BMD." b,& 在微生物及动
物体内广泛分布& 与细胞分化( 凋亡( 能量代谢及
衰老等多种生理病理过程有关)"* ’ 其中& BMD."(
#( )( %( ’ 已在哺乳动物卵巢组织内发现)#(+* ’ 近
年研究表明& BMD.>与卵巢衰老显著相关)#* ’
BMD." 基因敲除可导致早衰和生育功能丧失)%* ’

左归丸和右归丸出自明代 +景岳全书,& 是传
统补肾抗衰方药& # 种方药配方存在诸多相似之
处’ 文献报道& 二者对衰老相关的骨质疏松)’* (
精弱),* ( 卵 巢 早 衰 " WX/23<=X/6̂3X43: ;340=X/&
IFA# )**等具有调节作用’ 课题组前期研究表明&
左归丸对衰老小鼠海马损伤具有保护作用)-* ’ 然
而& 目前关于二者抗衰老& 尤其是抗 IFA作用机
制的研究多集中于抗氧化应激方面’ 关于二者对
BMD.>表达的影响鲜有报道’ 因此课题组采用 IFA
小鼠研究二者对衰老小鼠卵巢功能及卵巢 BMD.>表
达的影响& 为左归丸和右归丸在 IFA领域的应用
提供科学依据’
HI材料与仪器
"L"!实验动物!BIA级雌性 ‘%,e5K’ 小鼠& * 周
龄& 体质量 "’ b"- O& 购自北京维通利华实验动物
技术有限公司 "合格证号 B‘Nc )京 * #&"#(
&&&"#’ 饲养环境! #+ b#% d& 湿度 %&! b’&!&
"# 8K"# 8明暗循环’
"L#!药品! 试剂及仪器!左归丸 "熟地黄 #+ O(
山药 "# O( 菟丝子 "# O( 枸杞子 "# O( 山茱萸
"# O( 川牛膝 - O( 龟板胶 "# O( 鹿角胶 "# O& 批
号7#&"%&’",#$ 右归丸 "熟地黄 #+ O( 山药 "# O(
枸杞子 "# O( 山茱萸 - O( 菟丝子 "# O( 鹿角胶
"# O( 杜仲 "# O( 当归 - O( 肉桂 ’ O( 附子 ’ O& 批
号7#&"%&’"##$ 炒山药( 制菟丝子( 炒山茱萸(
炒杜仲( 酒蒸川牛膝( 炒珠龟板胶( 炒珠鹿角胶(
制附子等中药饮片购自黑龙江中医药大学& 由本院
药剂科制备& 取药材饮片加水没过药材& 煎煮 #
次& 合并煎液& 药液浓缩至 ’L) O生药K25)-* ’ 环
磷酰胺 "美国 B4O23公司#$ BMD."( #( )( %( ’
蛋白 "英国G_?32公司#$ 小鼠黄体生成素 "0=</(
4:4T4:O86X26:/& 5C#( 基础卵泡刺激素 ";6004?0/(
><42=03<4:O86X26:/& ABC#( 抗苗勒管激素 "3:<4(
2=00/X43: 86X26:/& GHC#( 基础抑制素e "4:84_4:

e& MECe# 15MBG试剂盒 "美国 54;/B?4/:?/>公
司#$ .X4T60试剂 "美国 M: 4̂<X6O/: 公司#$ D.(I‘D
试剂盒 "美国IX62/O3公司#$ F5QHIPB eN(+" 显
微镜 "日本奥林巴斯公司#$ 硝酸纤维素膜 "美国
e46.X3?/公司#’
JI方法
#L"!造模及给药!小鼠 +* 只随机分为正常组( 模
型组( 左归丸组和右归丸组& 每组 "# 只’ 参考文
献方法略作改进建立卵巢早衰模型 " WX/23<=X/6(
3̂X43: ;340=X/& IFA# )#* ’ 环磷酰胺溶于磷酸盐缓冲
液 "WC,L+#& 首次腹腔注射剂量为 "&& 2OK[O&
随后以 "& 2OK[O每日腹腔注射 " 次& 连续注射 #
周$ 正常组腹腔注射等体积磷酸盐缓冲液 " WC
,L+#’

造模之日起正常组和模型组灌胃给予生理盐
水$ 左归丸组( 右归丸组灌胃给予 ."L#/ 项下水
煎液 )"L% OK[O"按照实验动物与人体给药剂量换
算& 相当于成人给药剂量为 )L+’% OK[O$ 按照左K
右归丸成人每日口服剂量 "* b#, O计算& 该剂量
相当于人体给药剂量的 ,L, b""L%% 倍#’ 各组每日
给药 " 次& 连续给药 * 周’ 末次给药后禁食 #+ 8&
每组随机选取 ’ 只小鼠& 吸入乙醚处死’ 取同侧卵
巢用于卵泡计数& 剩余小鼠眼眶静脉采血用于卵巢
储备功能评价& 后取双侧卵巢用于 BMD.>2DEG和
蛋白含有量测定’
#L#!卵泡计数!取卵巢& 去除周围组织& 室温下
"&!福尔马林固定& 乙醇梯度脱水& 石蜡包埋& 纵
向连续切片 "+ !2#& 隔 "& 张取 " 张& 每只动物
取 # 张切片& 每组取 "# 张切片$ ’& d脱蜡& C1
染色& 双人盲法阅片& 光学显微镜下计数各级卵泡
数量& 包括原始卵泡 " WX426XY430;6004?0/& IUA#(
初级卵泡 " WX423X\;6004?0/& IHA#( 次级卵泡
">/?6:Y3X\;6004?0/>& BUA#( 窦状卵泡 ">4:=>;6004(
?0/& BEA# 及闭锁卵泡 "3<X/>4?;6004?0/& GBA#’ 为
防止重复& 仅计数卵母细胞核可辨识的卵泡’ 卵泡
计数以每22# 卵巢组织中卵泡数计算’
#L)!卵巢储备功能评价!取小鼠血浆& 离心取血
清& 采用15MBG试剂盒根据试剂盒说明书操作测
定血清5C( ABC( GHC( MECe含有量’
#L+!荧光定量 D.(I‘D法测定卵巢组织 7&;’)2D(
EG的表达!取左侧卵巢液氮冻存后备用’ 参考文
献方法)"&*采用荧光定量 D.(I‘D法测定卵巢组织
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7&;’!( 6( K( 3( 5 2DEG的表达’ 测定时取样品
加入.X4T60试剂匀浆提取总 DEG& 逆转录为 ?UEG
") !5DEGK"& !5反应液#& 取 #L% !5反应产物
用于D.(I‘D’ 7&;’! 正( 反向引物分别为 %q(.GJ‘(
‘..J.‘GJG.GGJJGGJJG()q& %q(G‘GJ‘..‘G‘G
J.‘GG‘...J.()q$ 7&;’# 正( 反向引物分别为 %q(
.J‘JJGG‘..G..‘.‘‘‘GJG()q& %q(JGJGJ‘JGG
GJ.‘JJJJG.()q$ 7&;’K 正( 反向引物分别为 %q(
G‘‘‘GJ.JJ‘G..‘‘GJG‘()q& %q(JJ‘..JJJJ..(
J.JGGGJGGJ()q$ 7&;’3 正( 反向引物分别为 %q(
J‘‘G.GJ‘‘JGJ.J.JGJG‘()q&%q(‘GG‘.‘‘G‘GG(
JGJJ.G‘G.‘J()q$ 7&;’5 正( 反向引物分别为 %q(
‘‘‘G‘JJGJ.‘.JJG‘‘G.()q&%q(‘.‘.J‘‘GJ...(
J.‘‘‘.J()q’ 内源性 0,M/+ 作为对照& 正( 反向
引物分别为 %q(GJ.‘.GJJ.J‘‘.J.J.)q& %q(JGJ(
JG‘J‘.JGGJ..‘J..()q’ -% d 预 变 性 )& >&
-% d变性 +& 循环& ’& d退火 )& >’ # g%%‘.法定量
分析’
#L%!f/></X: _06<法测定卵巢组织 BMD.>蛋白含有
量!取右侧卵巢液氮冻存后备用’ 参考文献方
法)#*采用 f/></X: _06<法测定卵巢组织 BMD.>蛋白
含有量’ 样品加入 IHBA和 DMIG蛋白裂解液& 冰
浴孵育 )& 24:& + u‘下 "# &&& XK24: 离心 "% 24:’
取上清液加入二辛可宁酸溶液测定蛋白含有量’ 蛋
白分析采用 BUB(IGJ1电泳( 硝酸纤维素膜& #(
G?<4:作为内参 "" h" &&&#& BMD."( #( )( %( ’
蛋白稀释度分别为 " h* &&&( " h"&&( " h%&&(
" h"&&( " h"&&& 加入辣根过氧化物酶标记羊抗小
鼠MOJ孵育 )& 24:& IeB.洗膜 ) 次& 1‘5显色液
孵育 % 24:& 采用凝胶成像系统进行分析’
#L’!数据统计分析!数据以Di)表示& 采用 BIBB
"%L& 进行分析’ 组间比较采用单因素 GEFaG分
析’ :k&L&% 视为差异显著& :k&L&" 视为极差异
显著’
KI结果
)L"!病理检查与卵泡计数!各组动物卵巢组织典
型病理图片见图 "’ IFA造模后& 模型组小鼠卵巢
组织卵泡显著减少’ 正常组及给药组小鼠卵泡较
多& 且各阶段卵泡均可发现’

各组不同类型卵泡计数结果见表 "’ 模型组
IUA( IHA( BUA( BEA均显著低于正常组 ":k
&L&"#$ 左归丸组 IUA( IHA( BUA( BEA均显著
高于模型组 ":k&L&% 或 :k&L&"#& 其中 IUA(
BUA显著低于正常组 ":k&L&% 或 :k&L&"#$ 右

图 HI各组动物卵巢组织切片 %@%& WHXX’
N$0MHIA+.$+/*-’($4’/*#&"$&&’.’/)0.#2-*%@%& WHXX’

归丸组与正常组无显著差异 ":n&L&%#& 其中
IUA显著高于左归丸组 ":k&L&%#’ + 组动物GBA
无显著差异 ":n&L&%#’ 结果表明左归丸( 右归
丸对IFA小鼠卵泡发育具有改善作用& 右归丸改
善作用优于左归丸’
表 HI各组动物卵巢切片的卵泡计数 %V44J& %QHJ’

;+LMHIN#,,$(,’(#2/)*$/#[+.$+/*-’($4’/*&.#4"$&&’.’/)
0.#2-*%V44J& %QHJ’

指标 正常组 模型组 左归丸组 右归丸组

IUA "L+ i&L+!!# &L) i&L" &L, i&L%!jj "L# i&L"!!#

IHA "L" i&L,!! &L% i&L# &L- i&L,!! "L& i&L’!!

BUA #L’ i&L)!!# &L% i&L+ "L* i&L-!!j #L" i&L%!!

BEA "L- i&L%!! &L* i&L+ "L, i&L+!! #L& i&L-!!

GBA &L+ i&L" &L) i&L" &L% i&L# &L+ i&L"

!!注! 与模型组比较&!:k&L&%&!!:k&L&"$ 与正常组比较&
j:k&L&%& jj :k&L&"$ 与左归丸组比较&#:k&L&%

)L#!卵巢储备功能评价!各组小鼠血清 5C(
ABC( GHC( MECe含有量测定结果见表 #’ 模型
组小鼠 5C( ABC显著高于正常组 ":k&L&%#&
GHC( MECe显著低于正常组 ":k&L&% 或 :k
&L&"#’ 左归丸( 右归丸组 ABC( MECe含有量与
正常组无显著差异 ":n&L&%#& 5C均显著低于模
型组 ":k&L&%#& 高于正常组 ":k&L&%#$ GHC
均显著高于模型组 ":k&L&%#& 低于正常组 ":k
&L&%#’ 表明左归丸( 右归丸对IFA小鼠卵巢储备
功能具有改善作用& 二者对 5C( ABC( GHC( ME(
Ce的改善作用无显著差异 ":n&L&%#’
)L)!卵巢组织 7&;’)2DEG表达差异!D.(I‘D测
定结果见图 #’ 由图 # 可见 IFA造模后卵巢 7&;’!
及 7&;’K 2DEG表达显著降低 "正常组 >̂模型组&
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!! 表 JI各组动物血清D@$ N:@$ 8?@$ >E@9含有量 %%QY’
;+LMJI:’.24D@& N:@& 8?@+/">E@9#&4$(’&.#4"$&&’.’/)0.#2-*%%QY’

!!指标 正常组 模型组 左归丸组 右归丸组
5CK"MP-5g"# )"+L- i%,L#! %++L* i-&L" +&"L’ i+)L&!j )-#L" i’"L)!j

ABCK"MP-5g"# ,L% i#L+! ""L) i"L’ *L) i#L-! ,L- i)L"!

GHCK":O-25g"# ’L" i#L’!! #L% i&L+ +L+ i&L,!j +L, i"L*!j

MECeK"2O-25g"# ",L& i+L"! ")L" i%L) ",L- i#L)! "*L% i+L’!

!!注! 与模型组比较&!:k&L&%&!!:k&L&"$ 与正常组比较&j:k&L&%

:k&L&"#’ 左归丸组和右归丸组 7&;’! 2DEG表达
水平显著低于正常组 ":k&L&%#& 但高于模型组
":k&L&%#’ 左归丸组和右归丸组 7&;’K 2DEG表
达水平显著低于正常组 ":k&L&"#& 与模型组无

显著差异 ":n&L&%#’ 结果表明环磷酰胺 IFA模
型可导致小鼠卵巢 7&;’!( 7&;’K 2DEG表达降低&
左归丸和右归丸可显著提高 IFA小鼠卵巢 7&;’!
2DEG表达水平’

注! 与模型组比较&!:k&L&%&!!:k&L&"$ 与正常组比较&j:k&L&%&jj:k&L&"

图 JI各组动物卵巢组织;$#4*4<E8相对表达量
N$0MJI<’,+)$[’’5-.’**$#/#&;$#4*4<E8$/#[+.$+/)$**2’*#&"$&&’.’/)0.#2-*

)L+!卵巢组织 BMD.>蛋白含有量差异!采用f/><(
/X: _06<法测定卵巢组织 BMD.>蛋白含有量& 结果
见图 )’ 由图 ) 可见 IFA模型组卵巢组织 BMD."(
BMD.) 显著低于正常组 ":k&L&"#’ 左归丸及右
归丸组 BMD." 蛋白含有量显著高于模型组 ":k

&L&%#’ 左归丸及右归丸组 BMD.#( )( %( ’ 蛋白含
有量与模型组无显著差异 ":n&L&%#’ 结果表明
环磷酰胺IFA模型可导致小鼠卵巢 BMD." 蛋白含
有量降低& 左归丸和右归丸可显著提高 IFA小鼠
卵巢组织 BMD." 蛋白含有量’

注! 与模型组比较&!:k&L&%&!!:k&L&"$ 与正常组比较&j:k&L&%

图 KI各组动物卵巢组织:><;*蛋白相对含有量 %%QY’
N$0MKI<’,+)$[’(#/)’/)*#&:><;*-.#)’$/$/#[+.$+/)$**2’*#&"$&&’.’/)0.#2-*%%QY’
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OI讨论及结论
卵巢衰老是年龄( 遗传因素( 自身免疫( 外部

刺激等多重因素导致的女性生殖功能退化过程’ 目
前关于卵巢衰老的具体机制尚不明确)""* ’ 分子生
物学研究显示& 多种基因 "如 G5FN"#( eDcB"#(
化疗药物 "如环磷酰胺( 顺铂# 及蛋白质 "如
BMD.>( BFU# 与卵巢衰老进程有关)"#* ’ 中医学认
为该病属于血枯( 闭经等范畴& 与肾气不足( 情志
郁结等有关& 因此在卵巢衰老的治疗中补肾方药属
于常用中药)*&")* ’ BMD.>是近年发现的参与衰老进
程的调控因子’ 早期研究认为& BMD." 能够促进卵
泡发育( 改善卵巢储备功能& 延长卵巢寿命)"&* ’
最近783:O等)#*通过多种 IFA模型研究显示& 多
种 BMD.>中 BMD."( )( ’ 均与卵巢衰老有显著
关联’

课题组采用环磷酰胺建立小鼠 IFA模型& 研
究了左归丸( 右归丸 # 种常用抗衰方药对 IFA小
鼠卵泡计数( 卵巢储备功能及 BMD.>2DEG和蛋白
表达的影响’ 由表 " b# 可见& 环磷酰胺注射可显
著降低小鼠卵泡计数和卵巢储备功能’ 该结果与文
献报道结果相似)#&"+* ’ 但采用荧光定量 D.(I‘D和
f/></X: _06<法研究显示& 卵巢 BMD.>对环磷酰胺
的相应存在显著差别& IFA造模后卵巢 BMD."(
BMD.) 2DEG及蛋白均显著低于正常组& 而 BMD.’
蛋白虽呈现降低趋势& 但与正常组相比无显著差
异’ 该结果与 783:O等)#* 报道的结果相似& 但
BMD.’ 蛋白对环磷酰胺的响应存在差异’ 由于本研
究与文献报道所采用的动物品系及周龄相同& 造成
结果差异的原因可能与环磷酰胺剂量及 f/></X:
_06<法的方法差异有关’

卵泡计数( 卵巢储备功能( 卵巢体积等是目前
常用的卵巢功能评价指标’ 其中卵泡计数及用于评
价卵巢储备功能5C( ABC( GHC( MECe及雌二醇
等指标用于预测卵巢功能准确性尚待验证’ 由表 "
可见& 左归丸( 右归丸组小鼠 IUA( IHA( BUA(
BEA计数均显著高于模型组& 其中右归丸组 IUA
计数显著高于左归丸组& 提示右归丸对小鼠卵泡计
数的改善作用可能高于左归丸’ # 种补肾方药的组
方相似& 主要在于左归丸含有牛膝( 龟板胶& 右归
丸含有当归( 肉桂( 附子’ 当归本身对辐射导致的
卵泡发育损伤具有改善作用)"%* & 因此推测右归丸
中的当归可能是造成导致二者对卵泡计数影响差异
的主要因素’ 从中医角度比较& 左归丸功效为滋阴
补肾& 填精益髓$ 右归丸功效为温补肾阳& 填精益

髓’ 而环磷酰胺小鼠腹腔注射已被用于建立小鼠肾
阳虚模型)"’* ’ 因此& # 种补肾方药对环磷酰胺致
小鼠卵巢早衰模型卵泡计数的影响差异也可能与模
型本身属于肾阳虚模型有关’ 但具体原因仍待拆方
研究验证’

荧光定量 D.(I‘D和 f/></X: _06<法研究表明
"图 # b)#& 左归丸和右归丸均可显著提高 IFA小
鼠卵巢组织 BMD." 2DEG及蛋白的表达& 对其他
BMD.>无显著影响’ 但左归丸和右归丸组 BMD."
2DEG及蛋白含有量显著低于正常组’ 对比该实验
条件下& 二者对小鼠卵泡计数和卵巢储备功能指标
的影响可见& 二者对 IUA( BUA卵泡计数及血清
5C( GHC的改善作用存在相似的趋势’ 因此& 对
BMD." 的表达上调作用可能是左归丸和右归丸抗卵
巢衰老的作用机制之一’

综合上述实验结果& 左归丸和右归丸对 IFA
模型具有显著的抗卵巢衰老作用& 其作用机制与卵
巢 BMD." 有关’
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