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"摘要#

!

目的
!

采用
446./

法研究哈蟆油对体外培养大鼠卵巢颗粒细胞增殖的影响!对比分析哈蟆油含药血清对颗粒细胞

的最佳作用浓度和时间!为进一步体外试验奠定基础%方法
!

选用
12

日龄未成年雌性
R<

大鼠!腹腔注射孕马血清!

0/G

后脱颈

处死!收集卵巢颗粒细胞!在
<7X7.?$1

培养液中培养!并通过
=X

染色和免疫荧光技术对颗粒细胞进行鉴定%

12

只
R<

大鼠分

为正常对照组&阳性药对照组&哈蟆油低&中&高剂量组!灌胃给药
-!

后采血并分离血清%将体积分数为
$%]

!

1%]

!

0%]

!

/%]

各

组不同浓度的含药血清加入体外培养的大鼠卵巢颗粒细胞体系中!采用
446./

法检测各组
10

&

0/G

和
-1G

细胞增殖情况%结果

!

哈蟆油显著提高了颗粒细胞的增殖能力!有一定的量效和时效关系!随着哈蟆油浓度的增加!其促增殖能力逐渐增强!在作用

0/G

后!

1%]

浓度体积分数的哈蟆油含药血清组最为显著"

!

%

%&%2

$%结论
!

体外建立大鼠卵巢颗粒细胞的培养方法!有助于深

入研究哈蟆油等中药对卵巢的作用和机制%

"关键词#

!

哈蟆油'卵巢颗粒细胞'增殖'含药血清'
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女性进入围绝经期卵巢功能衰退可能导致多种疾病发

生&

$

'

)目前的实验研究中#体外培养卵巢颗粒细胞是研究卵巢

功能极好的切入点#但由于对颗粒细胞的分离纯化*培养方法

报道各异&

1.'

'

#如采用机械分离法*胰酶或透明质酸酶消化法

等#但研究报道不多#所用单一方法有其自身的优势#但获得纯

度高*量大的卵巢颗粒细胞并不确定)因此#建立一种有效的

分离纯化卵巢颗粒细胞的方法有助于深入研究围绝经期卵巢

功能的变化)传统中药哈蟆油$

VB#!Q9DQ+@F,FC

#

V@

%含有多

种有效成分#具有抗氧化*抗衰老等功效#常用于治疗女性更年

期综合征等)本课题前期研究发现#哈蟆油能明显提高雌性衰

老模型小鼠体内雌激素水平*延长动情期*增加小鼠卵巢和子

宫指数#明显改善卵巢和子宫的病理改变#降低卵巢*子宫中丙

二醛含量#提高其超氧化物歧化酶活力&

0

'

)关于哈蟆油体内研

究#已有诸多报道&

2.)

'

#但较少涉及其体外机制的研究)本研究

旨在前期研究基础上#通过优化的体外培养大鼠卵巢颗粒细胞

分离*鉴定的有效方法#探讨哈蟆油对卵巢颗粒细胞增殖的影

响#分析哈蟆油含药血清对卵巢颗粒细胞的最佳作用浓度和作

用时间#为进一步在体外研究哈蟆油调节卵巢功能的分子作用
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机制提供参考)
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材料与方法

?&?

!

实验动物
!

RT?

级
R<

雌性大鼠#体质量
1%%

#

11%

E

#用

于细胞原代培养动物!

12

日龄
RT?

级
R<

雌性大鼠#体质量

0%

#

2%

E

(均由广东省医学实验动物中心提供#实验动物中心

使用许可证号!

R4e6

$粤
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仪器与试剂
!

兽用血清促性腺激素$

K
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E
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E
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#
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#
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"支%购于杭州动物药品厂(

戊酸雌二醇$

C+DJF!#"HBFHCJFDC

#

X̀

%购于拜耳医药保健有限公

司广州分公司$国药准字
c1%$'%%%(

#批号!

$//A1

%(胎牛血清*

%&12]

胰蛋白酶*

<7X7

"

?$1

$

$g$

%培养基*青
.

链霉素均购于

美国
b#N9"

公司(

A,D#.?R=@

兔多克隆抗体$货号!

FN$%'/-0

%

购于
AN9FM

公司(一抗稀释液购于碧云天生物公司(二抗

$

?3:4

标记羊抗兔%购于谷歌生物有限公司(
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试剂盒购

于日本同仁化学研究所(

'$$$

型二氧化碳恒温培养箱$

:GCJM"

?#+GCJR9#C,D#I#9

%*

7QHD#+[F,b"

全波长酶标仪$

:GCJM"?#+GCJ

R9#C,D#I#9

%*

?@XR4V$-

型冷冻微量离心机$

:GCJM"?#+GCJ

R9#C,D#I#9

%*久保田常温低速离心机$

6QN"DF4"J

K

"JFD#",

%*倒

置显微镜$日本
VH

L
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K

+

%(

8e2$

正置显微镜$日本
VH

L

MQ

K

+

%)

?&A
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药材
!

哈蟆油样品$批号!

$2%-%$

%产地为吉林长白山#购

于广东大翔药业有限公司)

?&B

!

方法

?&B&?

!

研制哈蟆油药粉
!

称取
1%%

E

哈蟆油于
)%Z

恒温烘

箱中干燥
10G

#经粉碎后#得到白色粉末过
$1%

目筛网#

W1%

Z

保存备用)

?&B&@

!

含药血清的制备
!

将哈蟆油药粉和戊酸雌二醇片用植

物油研磨溶解成混悬液备用)哈蟆油按低中高
'

个剂量即

%&(

*

1&-

*

/&$

E

-

[

E

W$

-

!

W$

$分别为临床等效剂量
$

*

'

*

(

倍%#

阳性药对照组用
X̀ %&20M

E

-

[

E

W$

-

!

W$

$临床等效剂量
'

倍%给大鼠灌胃#连续给药
-!

#正常对照组灌服等量植物油#每

组
2

只)末次给药后
$&2G

#

$%]

水合氯醛麻醉#分离腹主动脉

采血#静置
$G

#

'2%%J

"

M#,

离心
$2M#,

#吸取血清并将同组血

清混均后#于
%&11

&

M

滤膜过滤除菌#

2)Z

水浴灭活
'%M#,

#

分装后#于
W/%Z

冰箱保存备用)

?&B&A

!

大鼠卵巢颗粒细胞的分离和原代培养
!

参照文献&

1

#

-

'的方法并加以改进)取
12

日龄雌性
R<

大鼠#腹腔注射血

清促性腺激素
)%35

#

0/G

后脱颈处死)浸入
-2]

乙醇中消毒

'M#,

#在超净工作台里迅速剖取卵巢后#放入预冷的无菌
T8R

中#除去卵巢周围脂肪*组织及表面包膜#

T8R

清洗
1

次后转移

至预冷的
<7X7

"

?$1

培养基中)用
$M;

注射器针头刺破卵

泡#使颗粒细胞释放于培养基中#

0%

&

M

无菌细胞筛过滤#收集

颗粒细胞悬液)将剩余的组织块移入培养皿中#加入约组织块

1

倍体积的
%&12]

胰蛋白酶$含乙二胺四乙酸%#培养皿内吹

打分散组织块#于二氧化碳恒温培养箱中消化
'%M#,

#加入含

有
$%]

胎牛血清的培养液终止消化#

0%

&

M

无菌细胞筛过滤#

将两次收集的颗粒细胞悬液合并#

$%%%J

"

M#,

离心
2M#,

#弃

上清液收集细胞)加入含
$%]

胎牛血清的
<7X7

"

?$1

培养

基$含
$%%5

"

M;

青霉素和链霉素%吹打混均成单细胞悬液)

台盼蓝染色#计数)调整细胞悬液浓度为
2&%\$%

2

"

M;

#接种

于培养瓶中#在二氧化碳恒温培养箱中培养
0/G

#收集贴壁颗

粒细胞)

?&B&B

!

卵巢颗粒细胞生长及形态学观察
!

将原代培养获得的

颗粒细胞稀释成
0\$%

0

"

M;

#接种于
()

孔细胞培养板中#每孔

$%%

&

;

#分别于
'-Z

#

2] 4V

1

培养箱中培养
10

*

0/

*

-1

*

()

*

$1%G

#每个时间点设
2

个复孔#实验终止前
1G

每孔按
446./

试剂盒说明书操作#于酶标仪
02%,M

处测定
T7

值#绘制细胞

生长曲线#计算细胞增殖率!细胞增殖率$

]

%

^

处理时间组

T7

值"
10G

对照组
T7

值
\$%%]

#并观察颗粒细胞生长及形

态学变化)

?&B&D

!

=X

染色法观察颗粒细胞形态
!

颗粒细胞悬液接种于

已预先放置无菌细胞爬片的
10

孔培养板中#每孔接种
2\$%

0

个细胞#

'-Z

#

2]4V

1

饱和湿度条件下进行培养#当细胞铺满

爬片
-%]

#

/%]

时#

T8R

洗涤爬片#

2M#,\'

次(

0]

多聚甲醛

固定
'%M#,

#

T8R

洗涤爬片#

2M#,\'

次(苏木素染色
'M#,

#

取出爬片#用流水冲去浮色
1M#,

(盐酸乙醇中分色数秒#流水

小心冲洗(醇溶性伊红染色
2M#,

#流水冲去浮色(梯度乙醇脱

水#二甲苯透明#中性树脂封片后镜下观察细胞形态并拍照)

?&B&E

!

促卵泡生成素受体$

?R=@

%表达鉴定颗粒细胞
!

将稀

释后的颗粒细胞悬液以
$\$%

2 个接种于含无菌细胞爬片的

$1

孔培养板中#当细胞长满爬片
-%]

#

/%]

时#

T8R

洗涤爬片

2M#,\'

次(

0]

多聚甲醛固定细胞
'%M#,

#

T8R$%%%

&

;

洗

涤爬片
1M#,\'

次(加入
2%%

&

;%&2]:J#D",e.$%%

室温通透

1%M#,

#

T8R$%%%

&

;

洗涤
'M#,\'

次)每孔加入
0%%

&

;$]

8RA

封闭
'%M#,

#弃去
$]8RA

#每孔加入
?R=@

一抗多克隆

抗体$按
$g$1%

比例稀释#一抗稀释液配置#浓度为
2M

E

"

;

%

0%%

&

;

#阴性对照组$只加入
0%%

&

;

一抗稀释液%#

0Z

过夜)

次日#

T8R$%%%

&

;

洗涤
2M#,\'

次#加入
0%%

&

;

相应的二

抗$按
$g1%%

#

T8R

稀释%#室温避光
$G

(

T8R$%%%

&

;

洗涤
1

M#,\'

次(每孔加入
0%%

&

;<AT3

$

2M

E

"

;

#

T8R

稀释%#室温

避光染色
$%M#,

(

T8R$%%%

&

;

洗涤
2M#,\'

次(用
'%]

甘油

封片$

T8R

稀释%#镜下观察拍片)

?&B&G

!

446./

法检测颗粒细胞活性$

T7

值%

!

将颗粒细胞传

代后#用细胞计数板计数#将细胞浓度调整为
$\$%

2

"

M;

#接种

于
()

孔板内#

'-Z

#

2] 4V

1

培养至
10G

后细胞完全贴壁#弃

去旧培养液#加入不同浓度的哈蟆油含药血清*戊酸雌二醇含

药血清*正常大鼠血清#各组血清均用含
2]

胎牛血清的新鲜

细胞培养基溶解#使血清体积分数分别为
$%]

#

1%]

#

0%]

#

/%]

#空白对照组加入等体积
2]

胎牛血清的细胞培养基#每

孔总体积
$%%

&

;

#每组设
0

个复孔#继续培养
10

*

0/

*

-1G

#弃

去培养液#每孔加入体积分数为
$%]

的
446./

溶液
$%%

&

;

#

继续培养
1G

#酶标仪
02%,M

处测
T7

值#细胞存活率$

]

%

^

处理组
T7

值"对照组
T7

值
\$%%]

)

?&D

!

统计学处理
!

采用
RTRR11&%

统计软件包进行统计分

析#计量资料用
-_A

表示#组间比较用单因素方差分析$

V,C.

OF

L

A>V̀ A

%(多组间两两比较#若方差齐则采用
;R<

检验(

若方差不齐#用
<Q,,CDDj+:1

法进行统计分析#以
!

%

%&%2

为

差异具有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

颗粒细胞生长曲线
!

初始培养至
10G

#细胞增殖率增加

不显著#此时细胞处于贴壁生长适应期(培养至
0/G

#随着培养

时间的增加#卵巢颗粒细胞明显增殖#细胞增殖率开始显著增

加#此时细胞迅速进入对数生长期(培养至
-1G

#细胞生长密度

达到顶峰#细胞增殖率达到最大值)随后由于细胞生长密度过

高而受到抑制#此时细胞生长进入平台期(培养至
()G

后细胞

增殖率逐渐下降$图
$

%)

@&@

!

卵巢颗粒细胞形态学观察
!

颗粒细胞培养
10G

#细胞开

始贴壁生长#呈椭圆形或多角形#出现聚集生长的特征(培养

0/G

后#细胞明显增殖#贴壁延伸#生长旺盛)

=X

染色后#显

'(-$

重庆医学
1%$-

年
2

月第
0)

卷第
$'

期



微镜下可见颗粒细胞形态完整#边缘清晰#大小均一#呈多角形

或梭形#核着深蓝色呈卵圆形或不规则形#胞质淡红色且含有

许多颗粒$图
1

%)

图
$

!!

大鼠卵巢颗粒细胞生长曲线

图
1

!!

大鼠卵巢颗粒细胞原代培养
10

(

0/G

的形态观察及
=X

染色%

\1%%

&

@&A

!

?R=@

表达鉴定卵巢颗粒细胞
!

?R=@

特定表达于颗粒

细胞的胞质上#该蛋白可作为分子标志物用于鉴定卵巢颗粒细

胞&

-

'

)因此#

?R=@

蛋白的表达水平可鉴别和检测原代颗粒细

胞的纯度)如图
'

所示#颗粒细胞经免疫荧光染色后#几乎所

有颗粒细胞胞质显现绿色荧光#说明细胞外
A,D#.?R=@

抗体

与颗粒细胞中
?R=@

结合于胞质显绿色#胞质未着色的细胞

只显现核为蓝色)随机计数
$%

个视野#计算胞质未着色的细

胞占总细胞的百分比#发现
?R=@

阳性率达
(%]

以上(阴性对

照不加入
?R=@

抗体只孵育
T8R

#胞质未着色#核呈蓝色)

@&B

!

不同浓度含药血清对颗粒细胞活性的影响
!

经方差齐性

检验后方差齐#采用单因素方差分析#进一步结合
;R<

分析#

各组不同浓度含药血清对颗粒细胞活性的影响因作用时间及

浓度的不同具有不同差异性#见表
$

)

10G

各组不同浓度含药

血清细胞存活率的变化!正常对照组&

O

$

0

#

$%

%

^1&(02

#

!^

%&%-)

'*

X̀

阳性对照组&

O

$

0

#

$%

%

$̂2&('(

#

!

%

%&%%$

'*

V@

低

剂量组&

O

$

0

#

$%

%

^$&1%(

#

!^%&'))

'*

V@

中剂量组&

O

$

0

#

$%

%

$̂&)2'

#

!^%&1')

'*

V@

高剂量&

O

$

0

#

$%

%

^0&/((

#

!

%̂&%$(

'(

0/G

各组不同浓度含药血清细胞存活率的变化!正

常对照组&

O

$

0

#

$%

%

^1%&/$(

#

!

%

%&%%$

'*

X̀

阳性对照组

&

O

$

0

#

$%

%

^'(&/2%

#

!

%

%&%%$

'*

V@

低剂量组&

O

$

0

#

$%

%

^

'2&'1%

#

!

%

%&%%$

'*

V@

中剂量组&

O

$

0

#

$%

%

^01&/-2

#

!

%

%&%%$

'*

V@

高剂量&

O

$

0

#

$%

%

^12&(%)

#

!

%

%&%%$

'(

-1G

各组

不同浓度含药血清细胞存活率的变化!正常对照组&

O

$

0

#

$%

%

1̂$&$/-

#

!

%

%&%%$

'*

X̀

阳性对照组&

O

$

0

#

$%

%

^0'&1)0

#

!

%

%&%%$

'*

V@

低剂量组&

O

$

0

#

$%

%

^(%&-0%

#

!

%

%&%%$

'*

V@

中剂量组&

O

$

0

#

$%

%

^$1$&(2%

#

!

%

%&%%$

'*

V@

高剂量&

O

$

0

#

$%

%

/̂%&$2(

#

!

%

%&%%$

')经统计分析发现#

10

*

0/

*

-1G

各组

不同浓度含药血清中#

10G

各组不同浓度体积分数的含药血清

之间大部分没有统计学差异#

0/G

各组
1%]

含药血清的细胞存

活率显著比同一组其他浓度高#

-1G

各组不同浓度体积分数的

含药血清之间具有统计学差异#但未呈现各组中某一相同浓度

体积分数的含药血清的细胞存活率均较其他浓度高的特点)

图
'

!!

大鼠卵巢颗粒细胞
?R=@

免疫荧光染色%

\1%%

&

@&D

!

1%]

含药血清作用不同时间对颗粒细胞活性的影响
!

结

合表
1

#进一步采用单因素方差分析
1%]

浓度体积分数不同含

药血清组作用不同时间点对颗粒细胞活性的影响#正常对照组

&

O

$

1

#

)

%

^11&-1-

#

!^%&%%1

'*

X̀

阳性对照组&

O

$

1

#

)

%

^

(($&)$0

#

!

%

%&%%$

'*

V@

低剂量组&

O

$

1

#

)

%

^(1&'20

#

!

%

%&%%$

'*

V@

中剂量组&

O

$

1

#

)

%

$̂%/&2$(

#

!

%

%&%%$

'*

V@

高剂

量&

O

$

1

#

)

%

'̂1&$'2

#

! %̂&%%$

'#与
10G

比较#

0/G

与
-1G

的

细胞存活率显著升高#具有统计学差异(与
0/G

比较#正常对

照组和
V@

低剂量组
0/G

与
-1G

的细胞存活率无统计学差

异#而
X̀

阳性对照组及
V@

中*高剂量组
-1G

的细胞存活率

显著升高#具有统计学差异)综合以上结果#哈蟆油作用颗粒

细胞的最佳反应条件为浓度体积分数为
1%]

哈蟆油含药血

清#作用时间为
0/G

)

表
$

!!

不同浓度含药血清对颗粒细胞活性的影响%

-_A

&

组别
细胞存活率$

]

%

10G 0/G -1G

空白对照组
$%%&%%_$2&'% $$(&0-_%&(( $'%&)/_0&)-

$%]

正常对照组
)0&%-_)&)(

$$(&)2_1&1'

,,

$1'&2/_$&((

,,

1%]

正常对照组
/0&/(_$(&(0

$'1&-%_'&)-

""

$0/&2(_0&(1

""

0%]

正常对照组
$%2&$(_11&/1

$'$&1%_1&%(

""

$0)&'%_'&-'

""

/%]

正常对照组
-/&1-_$0&0(

$10&$1_1&$$

",,

$0'&0'_0&01

""

$%]X̀

阳性对照组
)(&1)_$1&--

""

$12&$-_$&0(

"",,

$'2&-/_'&'%

,,

1%]X̀

阳性对照组
2(&((_1&0-

""

$'2&)0_$&/$

""

$2)&)0_'&-2

""

0%]X̀

阳性对照组
20&02_0&$/

""

$10&'-_$&)2

"",,

$2/&%-_0&-1

""

/%]X̀

阳性对照组
$%%&)1_)&%/

,,

$1)&(-_$&(/

"",,

$-1&((_2&((

"",,

$%]V@

低剂量组
$%/&0(_$'&//

$00&%2_-&0-

"",,

$2(&-2_0&$-

"",,

1%]V@

低剂量组
$%(&)1_2&02

$))&'0_/&1)

""

$-2&%$_2&%%

""

0(-$

重庆医学
1%$-

年
2

月第
0)

卷第
$'

期



续表
$

!!

不同浓度含药血清对颗粒细胞活性的影响%

-_A

&

组别
细胞存活率$

]

%

10G 0/G -1G

0%]V@

低剂量组
$$-&-/_)&1'

$)2&)0_1&0$

""

$/)&-2_0&'-

"",,

/%]V@

低剂量组
$%-&/-_%&))

$21&-)_2&1%

"""

$(1&)2_0&'$

"",,

$%]V@

中剂量组
()&)-_/&)'

$0%&$%_'&'1

"",,

$2$&%/_)&2%

"",,

1%]V@

中剂量组
$%'&1(_/&1-

$21&')_)&$2

""

$/$&$1_0&-$

""

0%]V@

中剂量组
-/&-0_$(&%$

$2'&'/_2&$%

""

$(/&(0_%&)1

"",,

/%]V@

中剂量组
(%&('_$%&1'

$22&')_$&-/

""

$($&($_0&%'

"",

$%]V@

高剂量组
2(&%)_$$&/(

"",,

$10&)1_1&-)

,,

$00&)/_'&2)

"",,

1%]V@

高剂量组
('&0(_1%&)%

$0$&1%_0&($

""

$-0&%)_$&-(

""

0%]V@

高剂量组
-2&21_'&02

"

$'0&12_'&''

"",

$))&')_%&1-

"",

/%]V@

高剂量组
/(&0'_1&2(

$11&0-_$&//

,,

$--&2'_)&1$

""

!!

"

!

!

%

%&%2

#

""

!

!

%

%&%$

#与空白对照组比较(

,

!

!

%

%&%2

#

,,

!

!

%

%&%$

#与
1%]

体积分数含药血清比较)

表
1

!!

1%]

含药血清作用不同时间对颗粒细胞活性的影响%

-_A

&

组别
细胞存活率$

]

%

10G 0/G -1G

正常对照组
/0&/(_$(&(0

,,

$'1&-%_'&)-

""

$0/&2(_0&(1

""

X̀

阳性对照组
2(&((_1&0-

,,

$'2&)0_$&/$

""

$2)&)0_'&-2

"",,

V@

低剂量组
$%(&)1_2&02

,,

$))&'0_/&1)

""

$-2&%$_2&%%

""

V@

中剂量组
$%'&1(_/&1-

,,

$21&')_)&$2

""

$/$&$1_0&-$

"",,

V@

高剂量组
('&0(_1%&)%

,,

$0$&1%_0&($

""

$-0&%)_$&-(

"",

!!

"

!

!

%

%&%2

#

""

!

!

%

%&%$

#与
10G

比较(

,

!

!

%

%&%2

#

,,

!

!

%

%&%$

#与
0/G

比较)

A

!

讨
!!

论

!!

目前#雌激素替代疗法已经广泛应用于围绝经期综合征#

但该法存在诸多的副作用和不良反应)因此#越来越多的学者

把目光转移至中医药对围绝经期综合征的研究*预防及治疗

上)围绝经期综合征与卵巢衰老密切相关)前期研究表明&

/

'

#

以哈蟆油为主要成分的复方能延缓卵巢衰老#缓解围绝经期不

适症状)因此深入研究哈蟆油体外研究#有助于探讨中药延缓

卵巢衰老的机制#为治疗围绝经期卵巢衰老提供确切的研究依

据)卵巢颗粒细胞作为卵巢的功能细胞群#其可通过多种方式

如缝隙连接#自分泌和旁分泌#维持有利于卵母细胞生长和成

熟的微环境)颗粒细胞的增殖*分化*凋亡直接影响着卵泡的

发育*排卵*黄体形成以及甾体激素的分泌&

(.$%

'

)因此#颗粒细

胞对于体外深入研究卵巢功能和卵巢衰老的作用机制非常重

要)研究者&

$$.$0

'已发现多种方法从卵巢中分离和纯化获得颗

粒细胞)

本实验采用
12

日龄雌性
R<

大鼠进行卵巢颗粒细胞体外

分离培养#与成年大鼠相比#未成年大鼠卵巢颗粒细胞还未接

触过内源性促性腺激素的刺激#因此#采用孕马血清刺激雌性

未成年大鼠#使之处于动情前期#获得大量相同发育阶段的颗

粒细胞)进一步在前期的实验方法上&

$2

'优化原代颗粒细胞分

离纯化的方法#采用机械分离方法使颗粒细胞释放#收集释放

出来的卵母细胞和颗粒细胞#经
0%

&

M

无菌细胞筛网$只允许

颗粒细胞通过%分离颗粒细胞可去除其他杂质的细胞$如卵母

细胞%及组织碎片#在剩余的组织块中加入胰蛋白酶#控制消化

时间#避免胰蛋白酶消化的时间过长对颗粒细胞的损伤#在经

0%

&

M

无菌细胞筛网分离过筛#结合低速离心后#合并两次收

集的颗粒细胞)因此#机械分离结合胰酶消化并通过细胞筛两

次分离$即分离*消化*再分离%纯化颗粒细胞#既能得到数量较

多颗粒细胞#减少对细胞的损伤#又使杂质细胞减少及提高颗

粒细胞存活率和纯度)原代卵巢颗粒细胞经体外预培养
10G

后#开始贴壁生长#

0/

#

-1G

之间细胞大量增殖#生长旺盛)显

微镜下观察颗粒细胞形态学特征并用
=X

染色观察细胞结构)

镜下观察可见#颗粒细胞呈多角行或梭行#

=X

染色发现核着

蓝色#胞质淡粉色#细胞形态结构完整)除此之外#与以往文献

报道应用免疫组化染色&

1

'对体外大鼠卵巢颗粒细胞鉴定方法

的不同#本实验采用免疫荧光技术#利用分子标记物
?R=@

鉴

别颗粒细胞#

?R=

是卵巢分泌的一种重要内调节激素#直接参

与刺激卵泡发育*排卵*黄体生成及甾体激素的合成&

$)

'

)但

?R=

必须与分布于卵巢颗粒细胞中的特异性
?R=@

相结合方

能发挥其生理功能)

?R=@

为
b

蛋白偶联受体家族的成员#

其主要分布于性腺*输卵管*子宫*卵细胞及移植前胚胎中表

达)

?R=@

的表达在卵巢对
?R=

起反应的过程中起关键作

用&

$-

'

)因此采用免疫荧光化学法检测
?R=@

表达#发现仅胞

质带有绿色荧光#而对照组没有荧光显示为阴性#该方法鉴定

颗粒细胞简便快速*直观)

本实验在前期的实验基础上&

$2

'

#采用
446./

法比较了不

同浓度的哈蟆油含药血清对体外培养大鼠卵巢颗粒细胞增殖

的影响#采用中药血清药理学方法#模拟哈蟆油在动物体内的

真实作用#观察其在机体内形成的代谢产物及其诱生的机体内

源性物质对体外培养的卵巢颗粒细胞的作用#避免了其理化性

质对实验结果的干扰#从而更能反映其促进颗粒细胞功能的整

体药理效应)但由于血清中含有许多活性成分#空白血清$即

不含任何药物的正常血清%本身亦具有活性#为了避免空白血

清带来的实验误差#实验过程中必须设立空白血清对照组)研

究者认为&

$/

'

#实验设计以不同剂量的药物给予动物#则取等体

积的血清作为不同剂量药物加入体外培养细胞系#则空白血清

对照组可只设
$

组$即加入等体积的空白血清作为对照%(以
$

种剂量的药物给予动物#以不同浓度体积分数的含药血清加入

量作为不同剂量组#则空白血清对照组应设相应不同加入量的

数个对照组)本实验以不同剂量的哈蟆油给予动物灌胃#同时

2(-$
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设立阳性对照药物戊酸雌二醇#避免了
$

种剂量给予动物#以

不同浓度体积分数的含药血清加入量作为不同剂量组#设置多

组空白血清对照组#并且通过与阳性对照药物戊酸雌二醇含药

血清对比分析#更加深入探讨哈蟆油含药血清对体外培养大鼠

卵巢颗粒细胞增殖的影响)实验结果证实#在一定的时间内#

随着浓度增加#哈蟆油对颗粒细胞的促增殖作用越明显#其中

作用
0/G

#

1%]

浓度体积分数的哈蟆油含药血清对颗粒细胞的

促增殖作用最明显)

哈蟆油促进卵巢颗粒细胞增殖#可能有以下两方面的原

因#一方面可能是哈蟆油本身的抗氧化作用对细胞的保护(另

一方面也可能是哈蟆油提高了性激素的浓度#而性激素对颗粒

细胞的营养及调控作用#延长了卵泡寿命#减少卵泡的闭锁#从

而增加卵泡颗粒细胞数目#使卵巢的功能得以总体改善#也进

一步增加了内源性雌激素分泌#达到防治围绝经期综合征的目

的)因此#哈蟆油如何通过保护卵巢颗粒细胞#延缓卵巢衰老#

达到防治围绝经期综合征的目的#这仍需在未来的机制研究中

进一步探讨)
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