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　　［摘要］　目的　观察补肾活血化痰方（ＢＨＨＲ）对雄激素致不孕大鼠（ＡＳＲ）高雄激素血症的治疗作用及治疗前后 ＡＳＲ
卵巢内雄激素合成酶和代谢酶的表达量的变化，并探讨其可能的作用机制。方法　ＳＤ雌性大鼠于９日龄在颈背部皮下一次
性注射丙酸睾丸酮（１．２５ｍｇ）制备ＡＳＲ模型。将造模成功的ＡＳＲ随机分为３组，分别为模型组（蒸馏水１０ｍＬ／ｋｇ灌胃）、二

甲双胍治疗组（０．１ｇ／ｋｇ灌胃）和ＢＨＨＲ治疗组（１０ｍＬ／ｋｇ灌胃），每组各１３只。另设正常对照组（ｎ＝１０）。疗程（２８ｄ）结束

后观察大鼠的性周期恢复情况、体质量及卵巢质量／体质量比值。采用放射免疫分析法测定血清睾酮（Ｔ）水平；免疫组织化学

定量方法检测卵巢３β羟甾脱氢酶、细胞色素Ｐ４５０１７α羟化酶／１７，２０裂解酶和Ｐ４５０芳香化酶的表达量。结果　（１）性周期
恢复：ＢＨＨＲ治疗组及二甲双胍治疗组中恢复性周期的大鼠数量多于模型组（Ｐ＜０．０１）。（２）体质量：模型组大鼠体质量高于

正常对照组（Ｐ＜０．０１）；ＢＨＨＲ治疗组与二甲双胍治疗组大鼠体质量均较模型组降低（Ｐ＜０．０１）。（３）卵巢质量／体质量比值：

模型组大鼠卵巢质量／体质量比值高于正常对照组、ＢＨＨＲ治疗组及二甲双胍治疗组（Ｐ＜０．０１）。（４）血清Ｔ水平：模型组大

鼠血清Ｔ值高于正常对照组、ＢＨＨＲ治疗组及二甲双胍治疗组（Ｐ＜０．０１）。（５）免疫组织化学结果：与模型组和正常对照组相

比，ＢＨＨＲ治疗组大鼠Ｐ４５０ａｒｏｍ表达升高 （Ｐ＜０．０１）；ＢＨＨＲ治疗组３β羟甾脱氢酶、细胞色素Ｐ４５０１７α羟化酶／１７，２０裂解

酶的表达与模型组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＢＨＨＲ可以降低ＡＳＲ模型大鼠血清Ｔ水平，其机制可能是通过
上调雄激素代谢酶Ｐ４５０ａｒｏｍ的表达而实现的。

　　［关键词］　补肾活血化痰方；雄激素增多症；３β羟甾脱氢酶；类固醇１７α羟化酶；Ｐ４５０芳香化酶
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理模型［１］。补肾活血化痰方（Ｂｕｓｈｅｎｈｕｏｘｕｅｈｕａｔａｎ

ｒｅｃｉｐｅ，ＢＨＨＲ）用于临床治疗ＰＣＯＳ患者已取得良好

的效果［２］，本研究通过观察ＢＨＨＲ对ＡＳＲ模型血清

睾酮（Ｔ）及卵巢内雄激素合成酶和代谢酶表达的影

响，探讨该方治疗ＰＣＯＳ的作用机制。

１　材料和方法

１．１　动物　３个月龄雌性及雄性成年 Ｓｐｒａｇｙｅ

Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠由上海斯莱克实验动物有限公司

提供［许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００３０００３］，第二军医大

学长海医院动物中心饲养。雌、雄大鼠按４１合

笼，交配后根据阴栓估计分娩日期，常规大鼠颗粒饲

料喂养，自由摄食和饮水，分娩８ｄ后选出雌性幼鼠，

２１ｄ断奶后按清洁级标准饲养。

１．２　药物及试剂　ＢＨＨＲ由当归、赤芍、白芍、炒黄

芩、桑椹子、枸杞子、瓦楞子、制首乌、麦冬等中药组成，

由第二军医大学长海医院中药房提供；自制成浓度相

当于生药２．８ｇ／ｍＬ的溶液，按临床剂量２０倍计算给

药，每１００ｇ体质量灌胃给药１ｍＬ［３］。丙酸睾丸酮

（上海第九制药厂，生产批号：１２０１０８１），中性茶油（江

西金海棠药用油有限公司，生产批号：Ｃ３５４７），二甲双

胍（深圳市中联制药有限公司，生产批号：１２０５１６）。

　　血清Ｔ试剂盒（美国Ｎｏｖｅｒｔａｉｎｅ公司）；免疫组

织化学ＳＰ试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；

免 疫 组 织 化 学 兔 抗 鼠 ３β羟 甾 脱 氢 酶

（３βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，３βＨＳＤ）、细胞

色素 Ｐ４５０１７α羟化酶／１７，２０裂解酶（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ

Ｐ４５０１７αｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ／１７，２０ｌｙａｓｅ，ＣＹＰ１７）、Ｐ４５０
芳香化酶（Ｐ４５０ａｒｏｍａｔａｓｅ，Ｐ４５０ａｒｏｍ）多克隆抗体

购于北京博奥森生物技术有限公司。

１．３　ＡＳＲ模型的制备　采用俞瑾等［４］的方法制备

ＡＳＲ模型。９日龄ＳＤ雌性大鼠于颈背部皮下一次

性注射丙酸睾丸酮１．２５ｍｇ（０．０５ｍＬ，溶剂为中性

茶油）；空白对照组大鼠于颈背部皮下注射中性茶油

０．０５ｍＬ。于７０日龄起每日行阴道脱落细胞学检

查，如大鼠连续１０ｄ阴道涂片中上皮细胞呈角化状

态、无动情周期出现者为 ＡＳＲ模型制备成功，进入

后续实验，不典型者弃去不用。空白对照组大鼠阴

道涂片呈现正常动情周期。

１．４　实验分组及药物干预　按照随机数字表法将造

模成功的ＡＳＲ随机分为３组：模型组、二甲双胍治疗

组和ＢＨＨＲ治疗组，每组各１３只。另从具有正常动

情周期的空白对照组大鼠中按照随机数字表法随机

选取１０只，作为正常对照组（简称“正常组”）。

　　自８１日龄起，ＢＨＨＲ治疗组每天灌服ＢＨＨＲ

１０ｍＬ／ｋｇ，二甲双胍治疗组灌服二甲双胍０．１ｇ／ｋｇ
（每ｍＬ含二甲双胍０．０１ｇ，按大鼠与人体质量系数

折算剂量），正常组及模型组分别灌以等量蒸馏水，４
组大鼠均连续灌胃２８ｄ，灌胃过程中未发生动物死

亡。１０９日龄起，４组大鼠再次行阴道涂片，连续１０

ｄ，观察各组大鼠性周期情况。

１．５　标本收集与制备　１０９日龄起，根据阴道脱落

细胞学检查，将处于动情前期或阴道上皮细胞持续

呈角化状态的大鼠用电子天平称体质量，腹腔注入

３．５％质量百分浓度的水合氯醛麻醉后行腹主动脉

取血，并迅速摘取双侧卵巢组织。

　　大鼠血清标本：每只大鼠腹主动脉取血约４

ｍＬ，将全血静置２ｈ后，１０２５×ｇ离心１５ｍｉｎ，分离
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血清，置于－２０℃冰箱保存。待检测前１ｄ将血清标

本转入４℃冰箱。大鼠卵巢组织：每组随机抽取６只

大鼠，麻醉后手术摘取双侧卵巢组织，用电子天平称

取湿质量后迅速置于液氮中保存。

１．６　血清Ｔ水平的测定　采用放射免疫法对大鼠

血清Ｔ进行检测，具体操作步骤严格按试剂盒操作

指南进行。

１．７　卵巢组织雄激素合成酶、代谢酶的检测　采用

免疫组织化学法对大鼠卵巢组织雄激素合成酶（３β

ＨＳＤ、ＣＹＰ１７）和代谢酶（Ｐ４５０ａｒｏｍ）进行检测，具体

操作步骤严格按 ＡＢＣ试剂盒操作指南进行。应用

上海求为生物科技有限公司 ＭＩＱＡＳ医学图像定量

分析系统、医学图像定量分析软件进行分析，每种标

本取６张切片，每张切片取３个视野，取积分光密度

值的平均值。免疫组织化学阳性指数＝阳性面积×
光密度值／总面积。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计

分析。计量资料若方差齐则采用方差分析，方差不

齐则用秩和检验；计数资料采用χ
２检验。检验水平

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　各组大鼠用药后性周期恢复情况　治疗后，

ＢＨＨＲ治疗组中有８只（６１．５％，８／１３）大鼠恢复性

周期，二甲双胍治疗组中有６只（４６．２％，６／１３）大鼠

恢复性周期，与模型组（０／１３）比较差异均有统计学

意义（Ｐ＜０．０１），ＢＨＨＲ治疗组与二甲双胍治疗组

之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　各组大鼠用药后体质量变化　模型组大鼠体

质量高于正常组（Ｐ＜０．０１）；ＢＨＨＲ治疗组与二甲

双胍治疗组大鼠体质量均较模型组降低（Ｐ＜０．０１），

其中二甲双胍治疗组大鼠体质量高于ＢＨＨＲ治疗

组（Ｐ＜０．０１）。正常组大鼠体质量与ＢＨＨＲ治疗组

相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠体质量、卵巢质量／体质量比值和血清Ｔ值

Ｔａｂ１　Ｂｏｄｙｍａｓｓ，Ｏｖａｒｙｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓｒａｔｉｏａｎｄｓｅｒｕｍｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ（Ｔ）ｌｅｖｅｌｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｂｏｄｙｍａｓｓ
ｍ／ｇ

Ｏｖａｒｙｍａｓｓ／ｂｏｄｙｍａｓｓｒａｔｉｏ
ｗＢ／（ｍｇ·ｋｇ－１）

Ｔ
ρＢ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｎｏｒｍａｌ １０ １８６．３０±５．３１△△ ２９２．９±５３．２ ０．３３±０．０７３

ＡＳＲｍｏｄｅｌ １３ ２０９．７５±７．４４△△ ４３８．８±７２．９△△ ０．５５±０．１８△△

ＢＨＨＲｔｒｅａｔｅｄ １３ １８７．９２±８．０４△△ ３１８．２±４４．４ ０．４０±０．１２

Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｅｄ １３ １９７．１５±８．２７ ３０６．８±６７．０ ０．３７±０．０９

　ＡＳＲ：Ａｎｄｒｏｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｓｔｅｒｉｌｅｒａｔ；ＢＨＨＲ：Ｂｕｓｈｅｎｈｕｏｘｕｅｈｕａｔａｎｒｅｃｉｐｅ；Ｐ＜０．０１ｖｓＡＳＲｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１

ｖｓｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．３　各组大鼠卵巢质量／体质量比值　模型组大鼠

卵巢质量／体质量比值高于正常组、ＢＨＨＲ治疗组

和二甲双胍治疗组（Ｐ＜０．０１）；正常组、ＢＨＨＲ治疗

组和二甲双胍治疗组之间大鼠卵巢质量／体质量比

值比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１。

２．４　各组大鼠血清Ｔ水平测定结果　模型组大鼠血

清Ｔ值高于正常组、ＢＨＨＲ治疗组和二甲双胍治疗组

（Ｐ＜０．０１）；正常组、ＢＨＨＲ治疗组和二甲双胍治疗组

之间血清Ｔ值差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。见表１。

２．５　各组大鼠卵巢内雄激素合成酶３βＨＳＤ和

ＣＹＰ１７的表达　由表２可知，各组大鼠卵巢３βＨＳＤ
阳性表达差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。模型组与

正常组之间ＣＹＰ１７阳性表达差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），ＢＨＨＲ治疗组与正常组、模型组之间ＣＹＰ１７
表达差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而二甲双胍治疗

组ＣＹＰ１７阳性表达低于正常组、模型组和ＢＨＨＲ治

疗组 （Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

２．６　各组大鼠卵巢内雄激素代谢酶Ｐ４５０ａｒｏｍ的

表达　由表２可知，模型组Ｐ４５０ａｒｏｍ阳性表达与

正常组相比，差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。

ＢＨＨＲ治疗组Ｐ４５０ａｒｏｍ阳性表达高于正常组和模

型组（Ｐ＜０．０１）。二甲双胍治疗组与模型组、正常组

和ＢＨＨＲ治疗组比较，Ｐ４５０ａｒｏｍ阳性表达差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　高雄激素血症是 ＰＣＯＳ的病理生理特征之

一［５］，６０％～８０％的 ＰＣＯＳ患者伴有高雄激素血

症［６］，高雄激素血症在卵巢内引起被膜纤维化增厚，

抑制卵泡发育与排卵，造成卵巢增大。
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表２　各组大鼠卵巢３βＨＳＤ、ＣＹＰ１７和Ｐ４５０ａｒｏｍ的表达

Ｔａｂ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ３βＨＳＤ，ＣＹＰ１７ａｎｄＰ４５０ａｒｏｍｉｎｒａｔｏｖａｒｙｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ ３βＨＳＤ ＣＹＰ１７ Ｐ４５０ａｒｏｍ

Ｎｏｒｍａｌ ５．５６±２．９４ ６．５９±２．０１ ４．６３±０．７２△△

ＡＳＲｍｏｄｅｌ ６．７８±２．３３ ６．２５±１．５４ ５．１１±０．９８△△

ＢＨＨＲｔｒｅａｔｅｄ ６．５５±１．８１ ６．６１±２．２２ ８．７５±２．８８
Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｔｒｅａｔｅｄ ６．６３±１．９７ ４．７２±１．７１ ６．６５±３．６１

　３βＨＳＤ：３βｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＣＹＰ１７：ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１７αｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ１７，２０ｌｙａｓｅ；Ｐ４５０ａｒｏｍ：Ｐ４５０ａｒｏ

ｍａｔａｓｅ；ＡＳＲ：Ａｎｄｒｏｇｅｎｉｎｄｕｃｅｄｓｔｅｒｉｌｅｒａｔ；ＢＨＨＲ：Ｂｕｓｈｅｎｈｕｏｘｕｅｈｕａｔａｎｒｅｃｉｐｅ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｍｅｔｆｏｒｍｉｎ

ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢＨＨＲｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

　　ＰＣＯＳ病因病机复杂，大多数学者认为ＰＣＯＳ
的中医病机以肾虚为主，痰湿瘀血是其病理产物［７］。
本研究所采用的ＢＨＨＲ是俞超芹教授依据传统中
医理论进行深入研究，并结合多年诊治ＰＣＯＳ患者
的临床经验总结而得，其中桑椹子、枸杞子、制首乌、
白芍、麦冬滋阴补肾；当归、赤芍活血化瘀；炒黄芩、
瓦楞子消痰散结，全方以补肾为主，辅以活血化痰，
佐以调畅气血，使月经如期，并能摄精成孕。ＢＨＨＲ
在临床应用中也取得了满意的疗效［８］。本研究发现

ＢＨＨＲ可降低 ＡＳＲ体质量及卵巢质量／体质量比
值，并降低ＡＳＲ雄激素水平、促进卵泡发育，恢复其
性周期，证明ＢＨＨＲ对 ＡＳＲ高雄激素血症具有治
疗作用。

　　影响雄激素合成代谢的基因有：（１）３βＨＳＤ 和

ＣＹＰ１７基因；（２）胆固醇侧链裂解酶基因；（３）芳香
化酶基因；（４）性激素结合蛋白基因等［９］。其中３β
ＨＳＤ和ＣＹＰ１７是雄激素合成过程中的关键酶，然
而我们在研究中发现ＢＨＨＲ对这两种雄激素合成
酶无明显影响。

　　卵巢颗粒细胞内Ｐ４５０ａｒｏｍ是雄激素转化为雌激
素的限速酶，是催化雄烯二酮（Ａ２）和Ｔ转变为雌酮
（Ｅ１）和雌二醇（Ｅ２）的关键酶，其表达水平及活性直接
决定了卵泡液及外周组织中的Ｔ水平。有研究表明，

Ｐ４５０ａｒｏｍｍＲＮＡ在ＰＣＯＳ大鼠卵巢组织中呈低表
达［１０］。说明ＰＣＯＳ的高雄激素血症与卵巢Ｐ４５０ａｒｏｍ
表达异常相关，若刺激表达或增加Ｐ４５０ａｒｏｍ的活性，
能有效促进雄激素向雌激素转化，降低血清Ｔ水平。
本研究结果显示模型组与正常组大鼠卵巢内

Ｐ４５０ａｒｏｍ阳性表达情况差异无统计学意义，这可能
与模型建立方法有关，因为丙酸睾丸酮直接诱导雄激
素的产生而不影响芳香化酶的活性强弱。而ＢＨＨＲ
治疗组大鼠血清Ｔ值低于模型组（Ｐ＜０．０１），而卵巢
组织的Ｐ４５０ａｒｏｍ的阳性表达高于模型组（Ｐ＜０．０１），
提示ＢＨＨＲ可能是通过增强Ｐ４５０ａｒｏｍ的活性，促进
雄激素的代谢，从而降低雄激素的水平。

　　综上所述，ＢＨＨＲ对 ＡＳＲ高雄激素血症具有
明显的治疗作用，其机制可能是通过诱导Ｐ４５０ａｒｏｍ
的表达，促进雄激素的代谢，从而降低 ＡＳＲ模型血
清Ｔ水平，纠正其紊乱的内分泌环境，改善卵巢功
能，促进性周期的恢复，但不能排除Ｐ４５０ａｒｏｍ的上
调是ＢＨＨＲ治疗后 ＡＳＲ状态好转的一种伴随现
象，因此，其作用机制有待进一步深入研究。
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