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摘要 : [目的1 观察白介素 l以IL 一lp)在大鼠卵泡发育过程中的表达以及功血宁 n号冲剂对其表达的影响
,

探讨该药促进卵泡发育诱发排卵的作用机制
。

〔方法] 将未成年雌性大鼠随机分为模型对照组
、

阳性对照组和

功血宁 n号高
、

低剂量组
,

分别给予蒸馏水
、

安坤赞育丸和功血宁 n号冲剂
,

14 d 后皮下注射妊马血清促性腺激

素(PM SG )+人绒毛膜促性腺激素(hCG )制备诱发排卵大鼠的模型
。

分别在卵泡发育期和排卵前期处死动物摘取

卵巢
,

常规制备卵巢切片
,

免疫组化法检测各组动物卵泡不同发育时期 IL 一lp表达
。

〔结果] IL 一l日在模型对照

组中的表达
,

排卵前期的阳性细胞面积
、

阳性面积率
、

积分光密度
、

平均光密度均显著高于卵泡发育期(P< 0. 05 );

功血宁 n号组在卵泡发育期和排卵前期 IL 一lp表达的上述指标均明显高于模型对照组(P< 0. 05 或 P< 0. ol )
,

排卵

前期的上述指标均明显高于相应卵泡发育期仔女0
.

05 或 P< 0. 01 )
,

其中高剂量组的作用较低剂量组和阳性对照组

显著
。

[结论] lL 一lp在大鼠卵泡发育过程中均有表达并逐渐增强
。

功血宁n 号冲剂能够显著提高 IL 一lp 的表

达
,

通过其参与卵母细胞成熟
,

诱导卵巢排卵因子的产生
,

在卵泡破裂激发排卵过程中发挥作用
,

促进卵泡发育

诱发排卵
。

关键词 : 白介素 lp ; 功血宁11 号冲剂 ;卵泡发育

中图分类号
: R 2 85 .5 文献标识码 : A 文章编号

: 16 73 一904 3 (200 9 )0 1一00 16 一04

E x Pre SSi o n o f int e ri e u ld n lp du ri ng ds ve lo Pm eat Of fo Uicle a n d

th e e月免c t Of Go
n

gX
u eNin g Cho n幻1NO

.

11 o n it

W ANG U n g
,

FAN Qi
o n g

一

lin
,

11 R u i
一

hu a n , e t al

爪anj in Un 动ers itr of TC 从 Ti anj in 了00 1牡 Ch ina)
A b st r ac t: [o bj ecti ve] To

o bs e rv e the e x p r essio n o f in te rl e u kin lp(IL
一lp) d

u ri n g th e d e v e lo pm e n t o f

fo llie le a n d the e
ffe

e t o f G o n

酥
u e N in g Cho n

幻1 N
o

.

II (St
o p pin g th e h em o

rrh
a g e

fro m th e u te ru s
)

o n it
.

[M
e th o ds 』im m a tu re fe m al e ra ts w e re ra n d o

耐y d iv id e d in to m o d e l e o n tro l卿
u p

,

p o sitiv e e o n tro l

脚
u p

,

Go
n

吓
u e N in g 11 high a n d lo w d o s略e

脚
u p

.

Th
ey w e re tre at ed wi th d is tille d w a te r

,

A n ku n z a n yu

Pill a n d Go
n g X u e Nin g Cho n

幻1 N o
.

II (tak
e n m e die in e

aft
e r infu

s ed in bo ilin g w a ter) re sp e e tiv e ly
.

14 d叮5 lat e r a m o d el o fo
vu lat io n in r at s w as in d u e ed b y s u b eu ta n e o u s FMSG + hCG

.

Th
e a n im a ls w e re

s a e ri fi e e d a t dev elo pm eni p eri o d of fo ll ie le a n d pre o v u lato 可 p e ri o d an d th eir o v

翻
e s w e re h arv e s te d

.

Th
e e x pre s sio n o f IL 一1p

ofPat ho lo g ie s e e tio n in the d iffe
r e n t d ev elo pm e n t p eri o d s w a s m e a s

ure d w ith

inun
u n o histo e he

而
s tw

.

[Re sul ts ] In the

mo d e lgro
u P the IL 一lp

e x p re s sio n ,

the p o sitive e e ll are a ,
the

ra te o fPo sitiv e a re a ,
the in te g ra te d o p tie al d e n sity

,

th e av e r嗯e o p tieal d e n sity in pre o vu lato 叮 p eri o d

we re ob vio u sl y high er tha n tha t in th e d e ve lo p m e n t veri
o d Of fol liele s

(P< 0
.

05 )
.

In G o n

班
u e Nin g N o

.

II

gro
u p th e a bo v e p ar am ete rs o f IL一1p

e x Pre ssio n a t the d ev elo Pme
n t p e ri o d o f fo llie le s

an d pre o v u lat o巧

p eri o d w e re
all h igh

e r than the m o d e l e o n tro l脚
u p (P< 0

.

0 5 o r

P< 0
.

0 1)
.

A ll the p a ra m e te rs d e s e ribe d

ab
o v e at pre o vu lat o 叮 p eri o d w ere o bv io u sly high

er than that at the e o

rre
sp o n din g p e ri o d o f fo ll ie le d e -

ve lo pm e n t (P< O
.

05 o r

P< 0
.

o l)
.

A m o n g th em
,

th e e
ffe

e t Of high d o s a ge 脚
u p w a s

mo
r e o bv io u s tha n that

*

基金项目 : 天津市卫生局 中医
、

中西医结合科研基金项 目(03 03 3 )
。

作者单位 : 3 00 193 天津中医药大学(王 玲
,

范琼琳
,

李瑞环
,

孙艳明
,

哈孝贤
,

陈 静
,

玄明实)

300 21 1 天津医院(徐 瑾 )

作者简介 : 王 玲(195 0一 )
,

女
,

研究员
,

硕士生导师
,

主要从事中医妇科科研和临床工作
。

l6



第 28 卷 第 l期
200 9 年 3 月

天津 中医 药大 学 学报 V ol. 28 N o. 1

Jo u rn aj of T i咧in Uul v ers ity o f T ra 山廿0 . 目 C刊恤es e Me山咖
e Mar. 2 (刀9

in low d o sa ge gro
u p an d the p o sitiv e e o n tro l『o u p

.

[C o nc lusi
o n ] IL一 1pw

a s e
xP re ssed an d in e re as e d

盯a d u
all y d u ri n g th e pro e e s s o f fo lliele d ev e lo p m e n t

.

Go
n gX u e N in g Cho n

自1 N
o

.

11 e a n 51, ifi e
an ily in

-

e re a se th e e x pre s sio n of IL一 1pan d e a n a e e elerat
e the de v elo Pm en t of fo lliele an d in d u e e th e o v u la tio n

.

K eywo
r ds : in terl e u kin lp : Go

n g X u e N in g Cho n
幻iN

o
.

ll : d e ve lo pm e n t o ffo ll iele

白介素 1(IL 一 l) 是一种主要由血液中的单核细

胞和巨噬细胞以及其他多种类型细胞合成和分泌

的细胞因子和多肤调节因子
,

不仅对多种免疫活性

细胞具有调节作用
,

而且在生殖过程中的作用 日益

受到关注
。

IL 一 lp 是 IL-- 1 系统具有生物活性的亚型

之一
,

与生殖活动关系最为密切
,

在调节卵细胞发

育
、

成熟
、

排卵等卵巢功能方面发挥重要作用
。

功血宁 11 号冲剂是治疗功能失调性子宫出血

(简称功血 )肝肾阴虚证型的中药方剂
,

主要用于血

止后调理月经周期
,

促进排卵
。

经临床和实验研究

表明
,

功血宁 11 号冲剂通过调节下丘脑一垂体一卵

巢轴的功能
,

具有促进卵泡生长发育及其排卵的作

用 11闷
。

本研究以未成年大鼠诱发排卵模型为研究

对象
,

通过动态观察 IL 一lp 在大鼠卵泡发育过程中

的表达
,

以及功血宁 n 号冲剂对其表达的影响
,

探

讨功血宁 n 号冲剂促进卵泡发育诱发排卵的分子

作用机制
。

1 材料与方法

L l 材料

L L I 实验动物 Wi st ar 雌性大鼠
,

25 ~ 2 8 日龄
,

体

质量 60 ~ 80 9
,

由天津药物研究院动物中心提供
。

L LZ 药物 功血宁 n 号冲剂由熟地黄
、

山茱英
、

山药
、

女贞子
、

拘祀子
、

冤丝子
、

仙灵脾
、

当归
、

白芍
、

香附等组成
。

药物用水煎煮 3 次
,

过滤
,

滤液减压浓

缩成浸膏
,

加 95 % 乙醇制粒
,

整粒
,

真空干燥即得
。

每克冲剂含 4 9 生药
,

由天津中医药大学制剂中心

提供
。

安坤赞育丸
,

天津达仁堂制药二厂产品

(9 1006 6 )
。

L L 3 主要试剂和仪器 兔抗鼠 IL 一lp 单克隆抗

体 (H
一 153)

: s e 一7 5 54 ; sP一9003 co at H is to s t成n 一P一u s

幻 ts 免疫组化染色试剂盒
,

由天津颧洋生物制品有

限责任公司提供
。

妊马血清促性腺激素(PMsC )
,

天

津正江科技有限公司产品 ; 人绒毛膜促性腺激素

伍CG)
,

上海生物化学制药厂产品
。

R M2 135 切片机
,

德国莱卡仪器有限公司 ;Jap an OLYPus一B HT 光学

显微镜 ;O LYPU S 数码照相机
。

L Z 实验方法

1 .2. 1 动物分组与给药方法 选取 W ist ar 未成年

雌性大鼠 80 只
,

随机分为模型对照组
、

阳性对照组

和功血宁 n 号高
、

低剂量组 4 组
,

每组 20 只
。

实验

前用蒸馏水将功血宁 n 号冲剂和安坤赞育丸配成

不同浓度的药液
。

功血宁 n号组剂量分别为 26 眺g

和 13 妙g
,

药物浓度为 2. 6 k叭 和 1
.

3 k昨
; 阳性对

照组给予安坤赞育丸
,

剂量为 3 妙g
,

药物浓度为

0. 3 k妙
;各组均按 ro m IJk g 灌胃给药

。

空白对照组

给予等量蒸馏水
。

每 日定时灌胃给药 2 次
,

连续给

药 14 d
。

1:2 动物模型的制备及处理 在 PMSG + hCG 超

排卵动物模型基础上制备诱发排卵大鼠模型
。

于实

验第 14 天给药 l h 后
,

各组大鼠每只颈部皮下注射
PMSG 50 U

,

48 h 后每组随机选取 10 只大鼠
,

处死

后摘取卵巢
,

此为卵泡发育期模型
。

每组各余下 10
.

只

大鼠
,

每只颈部皮下注射 hCG 30 U
。

根据文献报道
,

用 hCG 诱导大鼠排卵
,

排卵从 14 一 16 h 开始
,

延续

8一10 h[3]
,

注射 hCG 后 12 h
,

在其开始排卵前即将各

组所有大鼠处死
,

摘取卵巢
,

此为排卵前期模型
。

L 2. 3 卵巢组织切片的制备 以上各时间点摘取

的卵巢
,

置于 4 %多聚甲醛固定 8 一24 h
,

经脱水
,

透

明后石蜡包埋
,

连续切片厚 5 卜m
,

用于免疫组化

染色
。

L 2. 4 免疫组化染色 按试剂盒操作指南进行
。

采

用 S一P法
,

D AB 显色
,

苏木素复染
,

工作稀释浓度为

1: 50
,

以 0. 0 1 mo 巩 PBS 代替一抗作为空白对照
,

已

知阳性切片作为阳性对照
。

L 2. 5 免疫组化结果判断 免疫组化检测结果以

切片细胞中出现的棕黄色染色为阳性
,

无棕黄色染

色为阴性
。

IL 一lp 主要分布于卵泡膜细胞和颗粒细

胞胞浆中
,

成熟卵泡的卵丘细胞
、

卵泡液中均有表

达
。

表达强度依照阳性细胞着色程度判定
:
淡黄色

为弱阳性 (+)
,

黄色为较弱阳性(+ +)
,

棕黄色为阳性

(+ + + )
,

棕褐色为强阳性(+ + + + )
。

1 .2. 6 图像分析 选用同批染色切片
,

每组动物各

取 5 张切片
,

每张切片选择阳性细胞较密集清晰的

区域并能反映该切片染色强度的部位为代表部位
,

在光学显微镜下
,

用同一光强度和同一放大倍数(x

40 0 )采集 5 个视野照相
,

用 Im ag e

Pro Pl u s 5. 0 图像

l7
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分析软件进行图像分析
,

以 0. 222 5 协m 像素点长
,

在 3
.

0 27 lx1 0 , 林m 测量窗下
,

测量阳性细胞面积

(ar
e a
)
、

阳性面积率(are
a% )

、

积分光密度(ro D )和平

均光密度(M o n )
。

1 .2. 7 统计学处理 采用 SPS S 12 .0 统计学软件进

行分析
,

实验数据以均数土标准差(无七 )表示
,

组内比

较采用 t检验
,

组间比较采用单因素方差分析
。

2 结果

2. 1 各组大鼠卵泡不同发育时期 IL 一lp 的表达分

布和强度 光学显微镜下观察
,

几一lp 蛋白阳性颗

粒在初级卵泡
、

次级卵泡和成熟卵泡中表达
,

主要

定位于细胞浆内
,

卵泡膜细胞
、

颗粒细胞以及成熟

卵泡的卵丘细胞
、

卵泡液中均有表达
。

在卵泡发育

期和排卵前期
,

模型对照组
、

功血宁 n号低剂量组
、

阳性对照组和功血宁H号高剂量组 IL 一
甲 的表达

强度依次增强 (+
一 + + + +) ;排卵前期各组 IL 一 lp 的

表达均强于卵泡发育期相应各组
。

2. 2 各组大鼠卵泡不同发育时期 IL 一 lp 的表达水

平 见表 l
。

表 1所示
,

模型对照组中IL 一lp 的表达

水平随卵泡发育而提高
,

排卵前期的阳性细胞面

积
、

阳性面积率
、

积分光密度和平均光密度均显著

高于卵泡发育期(P< 0. 05 )
。

功血宁 11 号高
、

低剂量组

和阳性对照组在卵泡发育 IL 一 lp 的阳性细胞面积
、

阳性面积率
、

积分光密度和平均光密度均高于模型

对照组(P< 0. 05 或卢狱0
.

01 ) ;3 组的阳性细胞面积
、

阳

性面积率和平均光密度之间无显著性差异(P> 0. 05 );

功血宁 n 号高剂量组的积分光密度高于低剂量组

和阳性对照组 (P<
0. 05 )

,

低剂量组和阳性对照组之

间无显著性差异(P< 0. 05 )
。

在排卵前期
,

功血宁 n号

高
、

低剂量组和阳性对照组 IL 一 lp 的阳性细胞面

积
、

阳性面积率
、

积分光密度和平均光密度均高于

模型对照组 (P< 0. 05 或 尸狱0
.

01 )
,

功血宁 n 号高剂量

组的阳性细胞面积
、

阳性面积率
、

积分光密度高于

低剂量组和阳性对照组护狱0
.

05)
,

而平均光密度 3组

之间无显著性差异必0. 05 );低剂量组的积分光密度

高于阳性对照组 (P< 0. 05 )
,

低剂量组和阳性对照组

的阳性细胞面积
、

阳性面积率和平均光密度无显著

性差异(乃0. 05 )
。

排卵前期各组的上述指标均高于

卵泡发育期
,

有显著性差异(P< 0. 05 或P< 0. 01 )
。

3 讨论

IL 一 lp 存在于卵巢中
,

国外学者臼
征实了卵泡液

中 IL 一lp 的存在并较血清中检测到的比例大 ; 在卵

细胞发育全过程卵泡液都有 IL 一 lp 呈强阳性表达阎
。

排卵前
,

在黄体生成激素(研)高峰或人绒毛膜促性

腺素伍CG) 刺激后的卵泡膜细胞及颗粒细胞中显示

IL 一lpm RNA 存在
,

卵丘细胞中也可检测到高水平

的 IL 一 lp
,

并有学者研究认为排卵时卵泡内存在一

个 IL 一lp 波峰
,

显示 IL 一 lp 具有调节卵泡生长发

育
、

直至成熟的作用
。

本研究结果与文献报道相似
,

在模型对照组大鼠的卵泡发育期
,

初级卵泡和次级

卵泡的卵胞膜细胞
、

颗粒细胞中
,

均有 IL 一 lp 免疫

组化阳性产物的棕黄色颗粒着色
,

在排卵前期
,

成

熟卵泡的卵丘细胞及卵泡液中亦有 lL
一8 的表达且

明显增强
,

提示 IL 一 lp 参与卵泡发育和成熟
。

IL 一lp 参与卵母细胞成熟和排卵
。

研究表明
,

IL 一lp 的蛋白及 m R NA 存在于成熟的卵母细胞中
。

以大鼠体内外研究发现
,

IL 一
甲 具有与 LH 或 hc G

相似的可诱导排卵的功能
,

以及通过增加排卵卵母

细胞的比例来增强 LH 诱发排卵的效力
。

排卵是一

个周期性的类炎症过程
,

炎症过程中有许多抗感染

机制发动
,

如前列腺素类激素(PG) 和一氧化氮(No)

的生成
、

蛋白水解酶的合成等
,

这些因子在体细胞

中的活性可受 IL 一 lp 的调控
。

由于在排卵前期可以

在卵巢中检测到这些因子
,

就此可以认为 IL 一lp 与

表 1 各组大鼠卵巢卵泡发育期
、

排卵前期 IL 一 lp 表达水平的比较侄公)

时间 阳性细胞面积(卜m
,
) 阳性面积率(% )

卵泡发育期

排卵前期

组 别

模型对照组

阳性对照组

功血宁n号低剂量组

功血宁n号高剂量组

模型对照组

阳性对照组

功血宁 11 号低剂量组

功血宁n号高剂量组

8 0
.

12土 7
.

3 3

l(X)
.

5 8土 9
.

6 5
.

9 8
.

6 5士 9
.

9 8
.

106
.

5 4士10
.

04
.

10 3
.

66
土 9

.

8 8 ▲

12 8
.

6 9土13
.

7 5
.
‘

12 4
.

6 1上12
.

4 8
. ▲

l6()
.

2 5土16
.

0 8 . 0 △么盛

2
.

4 5士0
.

2 2

3
.

0 7士0
.

3 0
.

3
.

0 2士0
.

3 1
.

3
.

2 6印
.

3 1
.

3
.

17印
.

3 0 .

3
.

9 3士0
.

4 2
.
▲

3
.

8 1劝
.

3 8
.
▲

4
.

9 0功
.

49
. 0 么▲么

4
.

2 2印 3 6

5
.

8 4印
.

6 5
.

5
.

5 8印
.

6 1
.

7名5印 8 1. 0 △

5
.

4 1功j s.

1 0
.

3 6土1
.

1 8神 . 合

7
.

18土0
.

76
t
0 盛

1 2
.

5 8土1
.

3 2 . 0 △△
“

0. 040 6功
.

《X)闷1

0
.

05 8 1士0
.

《洲拓 8 .

0
.

0 5 4 6印
.

(洲拓 5
.

0
.

06 3 7劲
.

00 7 3..

0
.

0 5 2 2士0
.

(X) 5 4 ‘

0
.

0 7 0 5士0
.

叨7 2
.
▲‘

0
.

0 6 7 6土0
.

《X巧 l
’
山

0
.

07 8 5川
.

加7 2 林▲

注
:

与模型对照组比较
, ’

为P< 0. 05
”
为P< 001 ; 与阳性对照组比较

, 。
为P< 0. 05; 与功血宁 11 号低剂量组比较

, “
为 P< 0. 05

, △△
为P< 0. ol ; 排

卵前期与卵泡发育期比较
, ‘
为 P< 0. 05

,

“为 P< 0. ol
。
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排卵过程有关
。

研究结果显示
,

模型对照组大鼠在

排卵前期
,

IL 一 1日免疫组化的阳性细胞面积
、

阳性面

积率
、

积分光密度和平均光密度
,

均高于卵泡发育

期
,

有显著性差异
,

表明 IL 一 lp 可通过促进卵母细

胞成熟诱导排卵
,

以及调控 PG
、

NO 的产生并激活

蛋白水解酶等在卵泡破裂过程发挥作用
,

从而参与

排卵过程
。

功血宁 n号冲剂在卵泡发育期和排卵前期
,

IL -

lp 的阳性细胞面积
、

阳性面积率
、

积分光密度以及

平均光密度均显著高于模型对照组
,

其中功血宁 n

号高剂量组的作用较低剂量组和阳性对照组更加

显著
。

在排卵前期
,

功血宁n 号高
、

低剂量组的上述

指标均明显高于相应卵泡发育期的各组
,

有显著差

异
。

表明功血宁 11 号冲剂能够使 IL 一lp 的表达增

加
,

且随着卵泡的生长发育
,

其表达逐渐增强
,

尤其

是在排卵前期
,

几一lp 表达量达到高峰
。

表明了功血

宁 n 号冲剂通过增强卵泡 IL 一 lp 的表达
,

从而发挥

其促进卵泡发育成熟
,

特别是在卵泡破裂激发排卵

过程中的重要作用
。

功血宁 n 号冲剂具有滋肾调冲的功效
,

用治肝

肾阴虚而致冲脉失调的功血疾病
。

方中熟地黄甘温

味厚
,

滋肾填精而育真阴 ; 山茱英微温味酸
,

滋肾养

肝而固冲任 ;构祀子甘平质润
,

补肾益肝而生精血
。

女贞子甘凉
,

滋肾水而益肝阴 ;冤丝子甘温
,

益肾阴

且补肾阳
,

两药相伍可收阴阳相济之妙用
。

且上述

诸药俱归经肝肾
,

深符
“

乙癸同源
”

之旨
。

又
,

山药滋

脾肾之阴 ;仙灵脾补肾中之阳
,

使能
“

阳中求阴
” 。

兼

用当归补血养肝
,

白芍养血柔肝
,

使血能
“

归精于肾

而为精
” 。

以上虽有养肝
、

益脾之味
,

但总的功用还

在于滋肾
。

方用香附一味
,

为血中气药
,

意在行气活

血
,

活泼气机
,

以防补药滋腻之弊
。

诸药配合
,

使肾

精得以充沛
,

冲脉得以盛通
,

血海得以满盈
,

可促进

卵泡的发育成熟以及卵子的排出
,

从而达到调整月

经周期的目的
。

药理研究表明
,

冤丝子黄酮类提取

物具有雌激素样活性
,

可增强卵巢 hC公黄体生成素

(LH ) 受体功能及垂体对促性腺激素释放激素的反

应性 【叼
。

淫羊蕾水提液能提高雌性大鼠垂体及卵巢

对 LH 的反应
,

增加垂体前叶
、

卵巢及子宫的质量
。

拘祀子能够增加垂体和卵巢的质量
,

具有诱发排卵

作用
。

当归可促进卵泡和卵母细胞的增殖和分化
,

并增加卵巢血流量
,

提高排卵率
。

香附挥发油有轻

度雌激素样活性
,

是治疗月经不调的主要依据
。

本研究结果表明
,

IL 一lp 在大鼠卵泡发育过程

中均有表达
,

且随卵泡发育逐渐增强
。

功血宁n 号

冲剂能够显著提高大鼠卵泡不同发育时期 IL 一 lp

的表达
,

通过 IL 一lp 参与卵母细胞成熟
,

诱导卵巢

排卵因子的产生
,

在卵泡破裂激发排卵过程中发挥

作用
,

从而促进卵泡发育成熟以诱发排卵
。
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