左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢缝隙连接蛋白Cx37及mRNA表达的影响
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摘要：目的  通过观察左归丸对化疗致卵巢早衰（POF）模型小鼠卵巢Cx37蛋白、mRNA表达的影响，探讨左归丸治疗POF的作用与机制。方法  将昆明雌性小鼠72只随机分为空白组、模型组、戊酸雌二醇片组、左归丸低、中、高剂量组。除空白组小鼠腹腔注射等量生理盐水外，其余各组小鼠均按30 mg·kg-1剂量腹腔注射环磷酰胺，每天1次，连续注射20 d，复制POF模型；同时从造模第1天开始按剂量要求进行灌胃给药，每天1次，连续给药30天。末次给药2 h后，摘眼球法处死小鼠，随即剖开腹腔，摘取双侧卵巢，剔除周围附着的脂肪组织，一部分卵巢组织液氮保存，采用RT-PCR法检测卵巢Cx37 mRNA表达；一部分卵巢组织进行匀浆后采用western-blot 法检测卵巢Cx37蛋白的表达；一部分卵巢以4%多聚甲醛溶液固定，常规石蜡包埋，切片后采用免疫组化方法检测卵巢组织Cx37蛋白的分布。结果  左归丸可有效增强化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37mRNA基因表达（P<0.05，P<0.01），增强卵巢组织Cx37蛋白表达（P<0.05），增加Cx37蛋白在卵巢颗粒细胞中的分布（P<0.05）。结论  左归丸可有效增强化疗致POF模型小鼠卵巢组织Cx37mRNA表达，上调Cx37蛋白在卵巢组织中的分布与表达，改善化疗致POF模型小鼠卵巢组织缝隙连接功能，恢复卵巢功能。
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Effect of ZuoGuiWan on the expression of ovarian gap junction protein Cx37 and mRNA of chemotherapy-induced POF mice model
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Abstract  objective  By observing the effect of ZuoGuiWan on the expression of ovarian gap junction protein Cx37 and mRNA of chemotherapy-induced POF mice model,and to explore the mechanism.Methods  72 KM female mice were randomly divided into control group,model group,estradiol valerate tables group,ZuoGuiWan low,medium and high dose groups.In addition to the control group of mice were injected with saline,the remaining mice in each group wrer intraperitoneal injection of CTX,once a day for consecutive 20 days to copy POF model.At the same time from the first day of modeling, the mice were administered orally according to the dosage requirements,once a day for consecutive 30 days.2 h after the last administration,mice were sacrificed by taken the eyes,the cut open the abdominal cavity,take both ovaries and remove the attachment of adipose tissue,part of the ovarian tissue was preserved in liquid nitrogen,using RT-PCR method to detect ovarian Cx37 mRNA expression;Part of the ovarian tissue was homogenized using western-blot method to detect the expression of Cx37 protein in ovarian;Part of the ovarian was fixed with 4% parafomaldehyde,paraffin-embedded,and sliced,using immunohistochemistry method to detect ovarian tissue distribution of Cx37 protein.Results  ZuoGuiWan can effectively enhance Cx37mRNA gene expression in the ovarian of chemotherapy-induced POF mice model(P<0.05,P<0.01),enhace the expression of ovarian tissue Cx37(P<0.05),increase the distribution of Cx37 protein in ovarian granulosa cells(P<0.05).Conclusion  ZuoGuiWan can effectively enhance Cx37mRNA gene expression in the ovarian of chemotherapy-induced POF mice model,upregulated the distribution and expression of Cx37 protein in ovarian tissue,improve the ovarian tissue gap junction function of chemotherapy-induced POF mice model,and recover ovarian function.
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 细胞缝隙连接（gap junction，GJ）是指广泛存在于机体组织细胞（如中枢神经、心脏、卵巢等）之间的，由一种由特殊通道蛋白—连接蛋白（connexin，Cx）构成的蛋白质连接通道，是细胞间直接进行信号传递与物质能量交换的重要方式，可以快速、可逆地进行相邻非刺激细胞对外界信号的协同反应，对细胞新陈代谢、内环境稳定、增殖与分化等生理过程起着重要作用[1-2]。研究[3]发现，缝隙连接广泛存在于生殖细胞之间，如卵母细胞与颗粒细胞间、颗粒细胞间、膜细胞与颗粒细胞间、膜细胞间等。此外，各种细胞间形成的缝隙连接对卵泡发育的调控很大程度上影响着生殖功能。其中，Cx37 构成了卵母细胞与颗粒细胞间的缝隙连接细胞间通讯，为卵母细胞的正常发育提供营养，以及传递其成熟分化的信号分子。

卵巢早衰（premature ovarian failure，POF）是指妇女40岁之前因多种致病因素导致卵巢功能衰退，出现持续性闭经和性器官萎缩，同时，血液性激素分泌发生紊乱，并伴有因性激素失常所导致的血管舒缩症状、精神情志症状以及泌尿生殖感染等，如心烦失眠、潮热多汗、性欲低下等[4]。研究[5]发现，POF的发生与化疗密切相关，化疗是妇科恶性肿瘤（如乳腺癌）与自身免疫性疾病（如红斑狼疮）的主要治疗措施之一，随着医疗技术的不断提高，患者生存状况不断改善，但化疗对生殖系统不可避免的损害而引发的医源性POF严重威胁女性健康，同时，该发生率有逐年升高且向低龄化人群发展的趋势。目前，尚无有效措施从根本上恢复POF患者卵巢功能，因此，对POF的防治研究显得尤为重要[6-7]。

本实验以化疗药物环磷酰胺（CTX）腹腔注射雌性小鼠复制POF模型，采用RT-PCR、western-blot与免疫组化技术研究左归丸对POF模型小鼠卵巢缝隙连接蛋白Cx37以及mRNA表达的影响，研究补肾填精法对POF的治疗作用，并探讨其作用机制。

1  材料与方法

1.1  动物  昆明种小鼠，SPF级，雌性，体质量18~22 g，动物许可证号：SCK（湘）2011-0003，湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供。

1.2  药物与试剂  左归丸，由熟地、山药、枸杞、山茱萸、川牛膝、菟丝子、鹿角胶、龟板胶组成，由湖南中医药大学附属第一医院提供，按照8:4:4:3:4:4:4:4比例制成中药浸膏，每克浸膏含生药量1 g；戊酸雌二醇片，德国拜耳医药保健有限公司，批号：113A；注射用环磷酰胺，通话茂祥制药有限公司，批号：131201；4 %多聚甲醛，湖南中医药大学组胚教研室提供；氯化钠注射液，湖南科伦制药有限公司，批号：D140618H1；兔抗人Cx37抗体，北京博奥森公司，批号：bs-0651R；Goat Anti Rabbit IgG/HRP，SANTA公司，批号：sc-2030；Western及IP细胞裂解液，碧云天生物研究所，批号：P0013；BCA法蛋白测定试剂盒，碧云天生物研究所提供，批号：P0010S；Trizol试剂，美国Invitrogen公司，批号：15596-026；RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit，立陶宛Fermentas公司，批号：K1631；Deoxyribonuclease I (DNase I)，立陶宛Fermentas公司，批号：EN0521；RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor，立陶宛Fermentas公司，批号：EO0381；SYBR GreenPCR Master Mix，美国ABI公司，批号：4309155；Rabbit Anti-Connexin-37，北京博奥森公司，批号：140625；二步法免疫组化检测试剂，北京金杉中桥公司，批号：K126816B。

1.3  仪器  7900型Realtime-PCR仪（美国ABI公司）；JY-SPC型水平电泳槽（北京君意东方仪器公司）；DG-Ⅲ双稳数显电泳仪（北京鼎国生物技术发展中心）；1-13型高速离心机（美国SIGMA公司）；TGL-16型台式冷冻离心机（湘仪公司）；S2-93自动双重纯水蒸馏器（上海亚荣生化仪器厂）；HHS-2电子恒温不锈钢水浴锅（上海南阳仪器有限公司）；OLYMPUS BX43型双目生物摄像显微镜（日本奥林巴斯公司）；Motic B5 显微摄像图像分析系统（麦克奥迪实业集团公司）；KD2258型石蜡切片机（中国浙江金华公司）；DNP-9162 型电热恒温培养箱（上海精宏实验设备有限公司）。
1.4 分组、模型复制与给药  取昆明种小鼠72只，按体质量与随机数字表，随机分为空白组、模型组、戊酸雌二醇片组、左归丸低、中、高剂量组，每组12只。参考文献报道与预实验结果[8]，除空白组小鼠腹腔注射等量生理盐水外，其余5组小鼠均腹腔注射30 mg·kg-1环磷酰胺建立POF模型，注射体积为20 mL·kg-1，左右腹交替进行，每天1次，连续注射20 d。造模第1 天开始，分别将戊酸雌二醇片组（0.13 mg·kg-1）、左归丸低、中、高剂量组（13.65，40.95，122.85 g·kg-1，分别相当于临床等效剂量的1，3，9倍）以20 mL·kg-1体积灌胃给药，每天1次，连续给药30 d。

1.5  实时定量RT-PCR法检测化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37 mRNA表达  末次给药2 h后，处死小鼠剖开腹腔取双侧卵巢，剔除周围附着的结缔组织，部分卵巢液氮保存。使用Trizol试剂提取小鼠卵巢总RNA，采用A260/A280法检测RNA纯度及浓度，采用琼脂糖电泳法检测RNA完整性。参照操作说明，将1 μg总RNA反转录后进行扩增，Cx37上游引物序列：5’-CTGGGCCACGTCATTTACCT-3’，下游引物序列：5’-CATGGTCCAGCCGTAGAGAC-3’，产物大小267bp；GAPDH内参上游序列：5’-CTCATGACCACAGTCCATGC-3’，下游序列：5’-TTCAGCTCTGGGATGACCTT-3’，产物大小155 bp。扩增条件为94 ℃、3 min预变性，94 ℃、30 s，59 ℃、30 s，72 ℃、45 s，共40个循环进行扩增。参照文献方法[9]分析实验数据，以2-ΔΔCt（Ct表示基本循环值）法测定Cx37 mRNA基因相对表达量。

1.6  Western-blot 法检测化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白表达  取部分小鼠卵巢以Western及IP细胞裂解液处理，充分匀浆后提取卵巢组织总蛋白，参照BCA法蛋白测定试剂盒操作说明，测定蛋白浓度。将含总蛋白的组织裂解液经SDS-PAGE电泳，凝胶玻璃板半干后经转膜操作转至NC膜，以5 %脱脂奶粉37 ℃封闭2 h，加入一抗（1:300稀释），室温下摇床孵育2 h，PBST室温漂洗4次后加入二抗（1:40000稀释），室温摇床孵育1 h，PBST室温漂洗4次后将膜风干，贴在玻璃纸上，加底物，做化学发光，得到胶片。将背景较高的底片放入PIERCE公司X光片背景去除液中，清水清洗去除不需发光的背景。阳性条带以Gel Pro 4.0版凝胶光密度分析软件进行分析，测定IOD累积光密度参考值。

1.7 免疫组织化学法检测化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白分布  取部分小鼠卵巢以4 %多聚甲醛固定，石蜡包埋切片。采用PV-9000二步法免疫组化方法，参照试剂盒说明书将小鼠卵巢组织样本脱蜡，水化组织切片，3 % H2O2去离子水孵育阻断内源性过氧化氢酶，PBS冲洗3次后滴加1:100一抗4 ℃过夜，PBS冲洗3次，滴加二步法免疫组化检测试剂1，37 ℃孵育30 min，PBS冲洗3次，滴加试剂2，37 ℃孵育30 min，PBS冲洗3次，DAB溶液显色，自来水充分冲洗、复染、脱水、透明、封片，采用Motic B5 显微摄像图像分析系统进行图像光密度值分析。

2  结果

2.1  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37 mRNA基因表达的影响  在实时荧光PCR扩增反应中，目的基因扩增曲线符合基线期、指数期初期、指数期、平台期4个特征性阶段的平滑S型曲线，阴性对照无显著荧光信号，提示荧光定量PCR反应程序正常运行，目的基因得到有效扩增；Cx37、内参GAPDH熔点曲线显示均为单一峰，说明Cx37为特异性扩增，利于结果分析；A260/A280与琼脂糖电泳检测提示无严重DNA污染，RNA纯度较高，样本没有出现严重RNA降解，满足实验要求。数据分析结果显示，与空白组比较，POF模型组小鼠卵巢Cx37 mRNA表达明显减弱（P<0.01）。经左归丸治疗后，左归丸低剂量组小鼠卵巢Cx37 mRNA表达明显增强（P<0.05）；左归丸中、高剂量组小鼠卵巢Cx37 mRNA表达明显增强（P<0.01）。提示左归丸可有效增强化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37 mRNA表达，从而调节模型小鼠卵巢细胞缝隙连接功能，恢复卵巢功能。结果见表1。

表1  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37 mRNA表达的影响（
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±s，n＝3）
Table 1  The effect of ZuoGuiWan on the expression of Cx37 mRNA in ovaries of chemotherapy-induced POF mice model

	组别
	剂量/g·kg-1
	Cx37mRNA表达量

	空白组
	-
	9.122±1.037

	模型组
	-
	1.177±0.133△△

	戊酸雌二醇片组
	0.00013
	6.512±1.063**

	左归丸低剂量组
	13.65
	2.829±0.769*

	左归丸中剂量组
	40.95
	3.849±1.068**

	左归丸高剂量组
	122.85
	5.384±0.433**


注：与空白对照组比较，△△P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
2.2  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37 蛋白表达的影响  与空白组比较，POF模型组小鼠卵巢Cx37蛋白表达明显减弱（P<0.01）。经左归丸治疗后，左归丸中、高剂量组小鼠卵巢Cx37蛋白表达明显增强（P<0.05）。提示左归丸可有效增强化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白表达，从而调节卵巢细胞缝隙连接功能，恢复卵巢功能。结果见表2及图1。
表2   左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白表达的影响（X±S，n=3）

Table 2  The effect of ZuoGuiWan on the expression of Cx37 protein in ovaries of chemotherapy-induced POF mice model（X±S，n=3）

	组别
	剂量/g·kg-1
	IOD值（Cx37/GAPDH）

	空白组
	-
	0.945±0.106

	模型组
	-
	0.359±0.154△△

	戊酸雌二醇片组
	0.00013
	0.746±0.142**

	左归丸低剂量组
	13.65
	0.416±0.085

	左归丸中剂量组
	40.95
	0.605±0.156*

	左归丸高剂量组
	122.85
	0.683±0.159*


注：与空白对照组比较，△△P<0.01；与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01。
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	1.空白组；2.模型组；3.戊酸雌二醇片组；4.左归丸低剂量组；5.左归丸中剂量组；6.左归丸高剂量组

	图1  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白表达的影响（western-blot）

	Figure 1  The effect of ZuoGuiWan on the expression of Cx37 protein in ovaries of chemotherapy-induced POF mice model（western-blot）


2.3  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白分布的影响  免疫组化结果显示，Cx37蛋白主要在卵巢颗粒细胞中表达。与空白组比较，模型组小鼠卵巢Cx37蛋白表达明显减弱（P<0.01）。经左归丸治疗后，左归丸中、高剂量组小鼠卵巢Cx37蛋白表达均明显增强（P<0.05）。提示左归丸可有效增加化疗致POF模型小鼠卵巢颗粒细胞中Cx37蛋白的分布，从而改善卵巢缝隙连接功能，恢复卵巢功能。结果见表3及图2。

表3  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白分布的影响（
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Table 3  The effect of ZuoGuiWan on the distribution of Cx37 protein in ovaries of chemotherapy-induced POF mice model

	组别
	剂量/g·kg-1
	Cx37平均光密度值

	空白组
	-
	0.390±0.368

	模型组
	-
	0.157±0.014△△

	戊酸雌二醇片组
	0.00013
	0.294±0.078*

	左归丸低剂量组
	13.65
	0.228±0.078

	左归丸中剂量组
	40.95
	0.299±0.093*

	左归丸高剂量组
	122.85
	0.316±0.060*


注：与空白对照组比较，△△P<0.01；与模型组比较，*P<0.05。
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	图2  左归丸对化疗致POF模型小鼠卵巢Cx37蛋白分布的影响（免疫组化，400×）

	Fig 2  The effect of ZuoGuiWan on the distribution of Cx37 protein in ovaries of chemotherapy-induced POF mice model（Immunohistochemistry ，400×）


3  讨论

细胞之间的通讯方式分为两种，一种以体循环远程分泌、旁分泌或自分泌方式经第二信使完成，称为间接通讯；一种以缝隙连接在细胞间直接进行的信息交换，称为直接通讯或缝隙连接（gap junction, GJ），又称缝隙连接细胞通讯（gap junctional intercellular communication, GJIC）[10]。缝隙连接相邻细胞的质膜各提供一半组分构成许多排列规则的微型管道，每一半管道由6个跨膜蛋白分子环状排列而成，形成的结构单元称为连接子，围绕连接子形成的跨膜蛋白称为连接蛋白（connexin, Cx），多个连接子转运至细胞膜后聚集为GJ斑，直接影响缝隙连接的功能[11]。卵泡处于无血管微环境中，因此缝隙连接是卵泡细胞与周围体细胞进行信号传递与物质交换的主要方式，其中Cx37是卵巢缝隙连接中数量最丰富的连接蛋白之一，主要存在于卵泡颗粒细胞中与卵母细胞表面细胞骨架上，构成了卵母细胞与颗粒细胞间缝隙连接细胞通讯，为卵母细胞的正常发育提供必要的物质基础与信号交换，具有重要生理功能[12]。

抗肿瘤药物环磷酰胺（CTX）为一种广泛使用的烷化剂，具有明显的性腺毒性，通过其化学键与DNA结合，引发碱基配对异常，从而造成细胞结构与功能发生紊乱，使患者卵巢细胞出现不可逆的损伤，同时CTX还可加速卵巢原始卵泡向成熟卵泡发育进程，造成卵泡储备功能下降，最终引发卵巢功能衰竭，在年轻女性人群中则表现为卵巢早衰（POF）[13]。使用CTX的患者，大部分出现月经紊乱、闭经、不孕、性欲冷淡等症状，严重的还可导致卵巢早衰[14]，其机理主要为卵巢各级卵泡不同程度减少，间质纤维化和坏死，卵巢内分泌改变，性激素水平发生变化[15]。本实验发现CTX可明显降低缝隙连接蛋白Cx37在POF模型小鼠卵巢中的分布与表达，并且下调Cx37mRNA表达，说明CTX对卵巢细胞缝隙连接的损害作用也是CTX致卵巢早衰的机制之一。

中医认为卵巢早衰的主要病机是肾虚，肾主藏精为生殖先天之本。《傅青主女科》记载：“经水出诸肾…经水早断，似乎肾水衰涸…肾气本虚，又何能盈满，而能化精血外泄耶”，说明肾精充足，任通冲盛，月事才能时下[16]。若肾精亏虚，冲任气血不足，血海空虚，不能按时满盈，则干扰“肾-天癸-冲任-胞宫”的正常运化，因而出现诸如“血枯”、“经水早断”、“不孕”等病症[17]。补肾填精法是防治卵巢早衰的基本治法，现代医家从理论、实验及临床方面对“肾藏精，主生殖”进行了大量的研究，补肾填精中药已被肯定具有增强生殖机能、抗衰老的作用。

补肾填精代表方剂左归丸出自张介宾的《景岳全书》，由熟地、山药、枸杞、山茱萸、川牛膝、鹿角胶、龟板胶、菟丝子等组成，具有滋阴补肾，填精益髓之功在临床上常用于卵巢早衰、围绝经期综合征、老年骨质疏松症等的治疗，与西医比较具有疗效确切，副作用少等优点[18]。前期研究发现，左归丸对增龄小鼠卵巢具有明显保护作用[19]。本实验研究发现，左归丸可有效增强化疗致POF模型小鼠卵巢组织Cx37 mRNA表达，上调Cx37蛋白在卵巢组织中的分布与表达，调节卵泡与周围体细胞的物质交换与信号传导，从而改善化疗致卵巢早衰小鼠卵巢组织缝隙连接功能，保护卵巢功能。
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