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加种植体一骨界面的B O N
,

提高骨结合的质量
,

具有一定的

l隋床治疗和推广价值
。
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子宫内膜异位症不孕小鼠水通道蛋白表达及获棱胶囊的干预作用
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【摘要」目的 : 探讨子宫内膜异位症 (E M T动 不孕 小鼠水通道蛋白 (A Q功 表达的差异性及羲棱胶囊的干预作用
。

方法 : 将

小鼠随机分为正常组
、

模型组
、

达那哇组
、

羲棱胶囊组
。

正常组与模型组
:

灌胃蒸馏水 0 2 5 m L/ 10 g
。

达那哇组
:

灌胃达那哇

04 9 / 仅g
·

由
。

羲棱胶囊组
:

灌胃羲棱胶囊 4 9 / (k g
·

由
。

共 30 天
。

用直接化学发光法测定血清雌二醇水平
,

用 R T 一 P c R 技术测定

各组子宫内膜组织 A Q P m R N A 表达
。

结果 : 造模后 小鼠雌二醇水平增高
,

模型组与正常组比较
,

差异有显著性意义 (尸
< O刀动

。

达那哇组和羲棱胶囊组雌二醇接近正常组
,

与正常组比较
,

差异均无显著性意义 (尸
> o刀动

。

模型组
、

达那哇组
、

羲棱胶囊组

A Q P
I

的相对表达量接近正常组
,

但组间比较
,

差异均无显著性意义 (尸
> o刀动

。

模型组
、

达那哇组
、

羲棱胶囊组 A Q P
Z

的相对表

达量较正常组有所降低
,

但组间比较
,

差异均无显著性意义 (尸
> O刀动

。

结论 : 子宫 内膜异位症 不孕 小鼠血清雌激素水平增高
,

达那哇和羲棱胶囊均可降低雌二醇水平 ; 子宫 内膜异位症不孕小鼠水通道蛋白表达以及羲棱胶囊等的干预作用尚需进一步的研究
。

〔关键词〕 子宫 内膜异位症 (E M T动 ; 雌二醇 ; 水通道蛋白 (A Q功 ; 羲棱胶囊
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子宫内膜异位症 (E n d o m e t r io s is ,

E M T S )是指具有生长功

能的子宫内膜组织出现在子宫腔被覆钻膜以外的其他部位所致

的疾病
。

E M 下S 是妇女不孕的主要病因之一 1[] ,

但具体机制还

不清楚
。

获棱胶囊是本院妇科专家司徒仪教授的经验方
,

有活

血理气
、

化痕消瘤散结之功效
,

主治 E M下S
。

已有研究表明获

棱胶囊能有效治疗气滞血痕型 E M 下S
,

缓解痛经
、

缩小卵巢巧

克力囊肿团 ,

对 E M 下S 的发生及大小有显著的抑制作用 团 ,

可

显著提高 E M 下S 大鼠胎鼠的成活率
,

下调 Eot ax in c/ C R3 表达

等 4[] ,

但其确切的分子机制尚不明确
。

本实验采用 R下
一

p C R 等

技术
,

从水通道蛋白(A Q )P差异性表达角度
,

观察 E M 下S 不孕

小鼠 A Q p 表达
,

研究 E M 下S 病理微环境生理改变及其致不孕

作用机制
,

并观察获棱胶囊的干预作用
,

为探讨获棱胶囊作用

的分子机制提供实验室依据
。

1 材料与方法

1
.

1 动物 雌性 N IH 小鼠
,

S p「级
,

体重 2 0 ~ 2 2 9
,

质量合

格证号为 0 1 00 0 5 2 ; 雄性 N IH 小鼠
,

S p 「级
,

体重 2 5 ~ 3 0 9
,

质量合格证号为 01 0 9 01 2
。

均购自广东省医学实验动物中心
。

1
.

2 试剂 获棱胶囊
,

每粒 .0 4 5 9
,

批号 : 10 12 03
,

广东省

中医院生产 ; 达那哩
,

每粒 0
.

1 9
,

批号 : 2 01 0 0 901
,

江苏联

环药业股份有限公司产品 ; 乙烯雌酚注射液
,

每支 1 m L
,

批

号 : 2 01 00 5 0 4
,

上海通用药业有限公司产品 ; 雌二醇测定试

剂盒
,

批号 : 12 7 0 2 1
,

西门子医学诊断产品 (上海 )有限公司生

产
。

R NA 提取试剂任r iz o l)
,

批号 : 244 04
,

In v it or g e n 公司产

品 ; RT
一

P C R 试剂
,

批号 : 8 2 1 11 02
,

I n v it or g e n 公 司产品 ;

逆转录酶
,

批号 : 8 0 53 8 1
,

I n v it or g e n 公司产品 ; d N T P s ,

批

号 : 8 13 4 1 6
,

In v it or g e n 公司产品 ; D E P C
,

批号 : A 4 3 0 2
一

1
,

美 国 S ig m a 公 司 产 品 ; R N a s in ,

批 号 : 26 5 9 7 2
,

美 国

p or m e g a 公司产品
。

1
.

3 仪器 A D V执⑧ C e n t a u r X P 全自动化学发光免疫分析

仪
,

德 国 西 门 子 ; 紫 外 分 光 光 度 计 (UV
一

12 0 6)
,

日本

S日I M 0 O Z U 公司产品 ; 水平式电泳仪
,

北京东方仪器厂产

品 ; G O S 7 6 0 0 凝胶扫描系统 ( O异 2 3 B)
,

英国 U V p 公司产品 ;

S t ar t a g e n e M X 3 0 0 0 p R e a l t im e p c R 仪
,

美国 A g ile n t 公司

产品
。

1
.

4 造模方法 E M 下S 小鼠模型的构建 5[] : S p F 级 NI H 小鼠
,

动物麻醉消毒后分离左侧子宫
,

置于 4℃的生理盐水中
,

用眼

科镊夹住近卵巢端子宫角
,

用 4 号针头从近输卵管端逐渐向

子宫颈方挤压滚动
,

直至子宫内膜呈长条状完整滑出
。

3 段等

分子宫内膜 : 每段 1 〔 m
,

并分别接种于腹腔壁
、

右侧子宫体

和小肠系膜
。

最后缝合切口
,

术毕动物自然苏醒
。

术后第 2

天每只小鼠肌肉注射乙烯雌酚 0
.

03 m L
,

以促种植内膜的生

长
。

接种术后第 7 天每只小鼠肌肉注射乙烯雌酚 0
.

03 m L
。

接

种术后 1 6 0 天
,

雄 : 雌动物按 1 : 3 的比例同笼交配 1 周
,

观

察 15 天
,

凡不孕者纳入实验对象
,

即为 E M 下S 不孕鼠
。

1
.

5 实验分组 接种术后 17 5 天
,

筛选入围实验动物进行随

机分组 (每组 10 只
,

共 4 0 只 ) : 正常组
、

模型组
、

达那哩组
、

获棱胶囊组
。

正常组与模型组 : 灌 胃蒸馏水 .0 25 m L门 0 9

30 天
。

达那哩组 : 灌胃达那哩水溶液 .0 4 9(/ kg
·

d)
,

3 0 天
。

获棱胶囊组 : 灌胃获棱胶囊水溶液 4 9 (/ kg
·

d)
,

3 0 天
。

严格无

菌操作
,

在末次给药后 l h
,

麻醉小鼠
,

取血
。

开腹
,

分别正

常子宫内膜和异位内膜
,

所有内膜分装置
一

8 0 ℃保存备用
。

1
.

6 雌 二 醇测 定 采 用 直接 化 学发 光 法
,

于 A OV执 @

C e nt au r X p 全自动化学发光免疫分析仪测定所取血清的雌二

醇
。

1
.

7 内膜组织水通道蛋白 m R N A 表达 每组随机取 8 只
,

行

A Q P m R N A i则定
。

1
.

7
.

1 引物的设计和合成 从 G e n B a n k 中检索出根据生物信

息学的分析
,

设计针对小鼠 A Q P
、

A Q P :
和 G A P D H基因的

R e al it m e p C R 检测的引物
,

选择小鼠 G A p O日基因作为内参

(由上海 in v it or g e n 公司合成 )
。

A Q p
、

A Q p Z
和 G A p D H 引物

序列 A Q P : F : 3
, 一

G C C TT G T C T G G G G C A G T A A T
一

5
’ ,

R : 3
’ -

C T AA G G T G G G G G A C T T G C T G
一

5
’

; A Q P : F : 3
’ 一

A G GT G C

A T A G A G A C C A C C C T
一

5
, ,

R : 3
’ 一

AA C A C G C A G A G A T G G A C G

A G
一

5
’

; G A P D H F : 3
’ 一

C G T G C C G C C T G G A G A A A C C T G
一

5
’

R : 3
’ 一

A G A G T G G G A G T T G C T G T T G A A G T C G
一

5
, 。

1
.

7
.

2 组织总 R N A 的提取 用 rT iz ol 法
,

按照说明书从小鼠

内膜组织中提取 R N A
。

1
.

7
.

3 RT
一

cP R 实验 以 2 吃 总 R N A 为 模 板
,

按 照

p ri m e s c r iP碑 l s t s t ar n d c D NA Sy n t h e s is K it任A KA RA )说明书

配制逆转录反应体系
,

总体系为 2 0 匹
,

合成 〔 O N A 第一链
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并收集备用
。

常规 T R
一

P C R扩增目的基因( A QP
、

A QP :
和

P G A D H基因
,

下同 )
,

按 照 93 oC
,

3 m in ; 9 3oC
,

3 0 5 ,

5 7oC
,

4 5 5 ,

7 2 oC
,

4 5 5 ,

4 0 循环 ; 7 2 oC
,

10 m in ; 4 oC
,

保存
,

扩增 目的基因
。

反应结束后
,

取 5 匹 扩增产物进行

2% 琼脂糖凝胶电泳分析
。

1
.

7
.

4 R T 一 P C R 检测 A QP I 、 A QP Z

和 G A P D H 基 因方 法的建立

荧光定量 R下
一

p C R 的条件优化
,

对 M g +2 、

引物等浓度进行优

化
。

R e a l t im e P C R 扩增的反应体系为 25 口L任A KA RA S Y B R

P re m ix Ex T a q k it )
。

按照 : 9 5 oC 3 0 5 ,

9 5oC 5 5 ,

60 oC 3 0 5 ,

4 0 循环
,

用 A g ile n t S t r a t a g e n e 荧光定量 p c R 仪 M x 3 00 0 p

进行荧光定量 p C R 实验
。

数据分析采用目的基因 / 内参基因

的方法进行表达水平的分析
。

1
.

8 统计学方法 使用 pA SW
.

S tiat ist cs
.

v1 .8 0 统计软件
,

其

中 A Q p 实验结果采用
△△

ct 法进行分析
。

计量资料 以饭士
、

)描

述
,

2 组样本间均数比较采用独立样本 t 检验 (并做方差齐性检

验 )
。

2 结果

2
.

1 各组小鼠雌二醇含量比较 见表 1
。

造模后小鼠雌二醇

水平增高
,

模型组与正常组比较
,

差 异有显著性意义 (P <

0
.

0 5)
。

达那哩组和获棱胶囊组接近正常组
,

与正常组比较
,

差异无显著性意义 (P > 0
.

0 5)
。

表 1 各组小鼠雌二醇含量比较卜士
、

)

组 别

正常组

模型组

达那哩组

获棱胶囊组

剂量 雌二醇含量 ( pg力-IT )

0
.

2 5 FL[ 1/ 0 9

0
.

2 5 FL[ 1/ 0 9

.0 4 9k/ g

4
.

0 9k/ g

3 5
.

6 1 士 5
.

26

4 2
.

叭士 8
.

5 1 ①

3 7
.

8 1 士 5
.

7 1

3 9
.

02 士 7
.

59

门U八U八U八U月..月..月..月..

与正常组比较
,

①尸 < 住05

2
.

2 各组小鼠 A QP I 、 A QR 表达比较 见表 2
。

模型组
、

达那

哩组
、

获棱胶囊组 A Q p :
的相对表达量在数值上都较正常组有

增高的趋势
,

但组间比较差异均无显著性意义 (P > 0
.

05)
。

模型

组
、

达那哩组
、

获棱胶囊组 A Q p :
的相对表达量在数值上都较

正常组有所降低
,

但组间比较
,

差异均无显著性意义 (P >

0
.

0 5 )
。

达那哩是一种合成昌体 17
一 。 乙炔肇丸酮的衍生物

,

主要通

过抑制下丘脑 G n R日 的产生
,

导致卵巢功能暂时受到抑制
,

亦可直接影响卵巢昌体激素的合成或竞争性与雌孕激素受体

结合
,

导致正常位置与异位子宫内膜萎缩 曰 。

获棱胶囊有活

血理气
、

化痕消瘤散结之功效
,

但其确切的分子机制尚不明

确
。

本研究结果提示
,

模型组雌二醇水平增高
,

达那哩组和

获棱胶囊组雌二醇水平均有所下降
,

这和既往的研究结果一

致叹

A Q p 家族是广泛存在于原核和真核细胞膜上的一组水通

透性蛋白
。

一些研究发现
,

子宫内膜疾病常伴随 A Q p 的异常

表达 9[ 团 , ] ,

A Q p 在子宫上的表达与性激素有相关性
,

A Q p :

表

达于子宫内膜血管上皮
,

在增殖期和分泌期均有表达
,

A Q p Z

的表达明显受到雌二醇的调节 12[]
。

E M 下S 病灶的存活和生长依

赖于足够的血液供应
,

因此
,

血管生成在 E M 下S 的发病中起

重要作用
。

在 E M下S 患者血液或组织中多种细胞和分子
,

如

V E G「
、

碱性成纤维母细胞生长因子
、

血管抑素等
,

不同程度

影响 E M 下S 病灶中新生血管形成
。

W 0 0 d pA 等 ! ,
胜及道

,

在整

个月经周期中
,

E M下S 患者在位子宫内膜中的微血管密度高于

非 E M下S 妇女的子宫内膜
。

A Q p 亦与新生血管形成具有相关

性
,

A Q p 广泛表达于血管内皮细胞
。

S a a d o u n s 等 14[] 发现
,

在 A Q p :

缺失小鼠皮下和颅内肿瘤生长较野生型缓慢
,

在肿瘤

内新生血管生长减少
,

导致肿瘤广泛坏死
。

综上所述
,

A Q p

与 E M 下S 可能具有相关性
。

笔者认为 E M 下S 的产生一定有其

严谨的物质基础和适宜的生理微环境 : 日2 0 和 日2 0 代谢系统
,

也非常符合 E M 下S 基本病机是血痕
,

其所见的不孕
、

痛经
、

月经不调等均由痕血蓄积下焦
、

阻滞胞宫经络所致的中医理论

观点
。

A Q p 介导的水代谢运动可能在 E M 下S 病理生理微环境

和 日2 0 代谢系统构建
、

血管新生过程中起重要作用
,

探讨

E M 下5 A Q p 差异表达与不孕的相关性具有重要意义
。

本研究

结果提示 : 模型组
、

达那哩组
、

获棱胶囊组 A Q p :
的相对表达

量在数值上都较正常组有所增高
,

而 A Q p :

表达有所降低
。

A Q p 在 E M 下S 不孕小鼠的作用尚需进一步的研究
。

表 2 各组小鼠A Q P , 、

A Q P Z

表达 t匕较肠士
、

)

剂量 点于

754332

组 别

正常组

模型组

达那哩组

获棱胶囊组

0
.

25 1们了1 0 9

0
.

25 1们了1 0 9

8 .0 4 9吨
8 .4 0 9吨

1
.

1 3 士 0
.

门礴

1
.

3 1 士 0
.

7 5

1
.

4 1 士 0
.

3 3

1
.

4 1 士 0
.

20

点尹

1
.

19 士 0
.

0
.

99 士 0
.

1
.

0 1士 0
.

0
.

76 士 0
.

1 6

3 讨论

E M下S 是雌激素依赖性疾病
,

雌激素可以直接刺激异位病

灶的细胞增殖
,

还可刺激多种因子参与 E M 下S 的发病过程吼
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宫炎平胶囊联合抗生素治疗慢性盆腔炎 54 例临床观察

周 良女己

嗓州市甘霖镇中心卫生院
,

浙江 嗓州 31 2 4 6 2

【摘要」目的 : 观察宫炎平胶囊联合抗生素治万慢性盆腔炎的万效及安全性
。

方法 : 将 10 8 例慢性盆腔炎患者随机分为 2 组各

54 例
,

对照组于月经期给予盐酸左氧氟沙星注射液
、

替稍哇氯化钠 注射液静脉滴注治万
,

观察组在对照组治万基础上给予宫炎平

胶囊 口服
。

治万 3 个月经周期
。

比较 2 组的临床万效
。

结果 : 治 万 3 月后
,

总有效率观察组 9 2 5 9 %
,

对照组 77 万8 %
,

2 组总有效

率比较
,

差异有显著性意义 (尸
< o刀动

。
2 组用药期 间血常规

、

尿常规
、

肝肾功能均无 明显异常
。

结论 : 宫炎平胶囊联合抗生素

治 万慢性盆腔炎的临床万效优于单用抗生素
,

且无明显不 良反应
。

〔关键词」慢性盆腔炎 ; 中西 医结合万 法 ; 宫炎平胶囊
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慢性盆腔炎是育龄期妇女最为常见的妇科疾病之一
,

治疗 1 临床资料

相对棘手
,

病情易反复发作
。

为探讨提高慢性盆腔炎疗效的新 以 2 01 1 年 12 月 一 201 3 年 5 月于本院就诊的 10 8 例慢性

方法
,

本院在常规抗生素治疗外另予患者宫炎平胶囊口服
,

现 盆腔炎患者为观察对象
。

所有患者未闭经
,

符合慢性盆腔炎相

将观察结果报道如下
。

关诊断标准
,

有肛门坠胀不适
、

腰骼部酸痛且劳累
、

性生活后
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