
© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

中国新药与临床杂志 邵
,

年 月
,

第 卷 第 期

〔文章编号 〕 一 一 一

曲普瑞林治疗真性性早熟的中枢机制
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,

上海

〔关键词 」 曲普瑞林 青春期
,

早熟 达那哇 大鼠

摘要 」 目的 观察 曲普瑞林对真性性早熟的治疗作用
,

并探讨其药理作用 的中枢机制
。

方 法 雌性
一

大 鼠 只
,

分为正 常组
、

模型组和曲普瑞林组
。

模型组和 曲普瑞林组 动物 日龄时皮下

注射达那哇 林 曲普瑞林组在 巧 日龄时开始给予曲普瑞林 ’
一 , 体重 肌 内注射

,

每

一 次
,

共 次
。

观察 组大鼠性周期和动物脏器系数
,

并采用逆转录聚合酶链式反应
一

检测大

鼠下丘脑神经肤 和 蛋 白偶联受体 的表达
。

结果 与正 常组相 比
,

模型组

大 鼠阴门开启及建立规律性周期时间均明显提前
,

卵巢和子宫的脏器系数也明显增加 尸 和模型

组相比
,

曲普瑞林组大 鼠阴门开启及建立规律性周期时间均明显延迟
,

卵巢和子宫的脏器 系数明显减小
,

而与正 常组无明显差异 尸
。

模型组大鼠下丘脑 愉 和 的 值为
土 和 土 ,

高于正 常组 土 和 士 和 曲普瑞林组

【 土 和 士 」
,

曲普瑞林组和正 常组相比无 明显差异
。

结论

曲普瑞林可抑制性早熟大 鼠下丘脑一垂体一性腺轴的过早启动
,

其对下丘脑 内 表

达的抑制可能是其中枢作用机制之一
。
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那
,

,

性早熟 是一种生长发育

异常性疾病
,

是儿科常见的内分泌疾病之一
。

其

主要临床表现为下丘脑神经 内分泌功能失调
,

导

致下 丘 脑 一 垂 体一 性 腺轴
一

叮

,

功能提前启动
,

第二性征提早

出现
,

同时伴有骨骼生长加速
、

骨髓提前融合等

症状和体征
。

致使成年后身材矮小
,

心理和社会

适应能力受到影响
。

下 丘脑分泌 的促性腺激素

释放激素
,

是 行使功能的始动因素和核心
。

目前多采用 类似物类药物治疗性早熟
,

效果 明显
,

能有效 抑 制 提 前启动 的 功

能 周 。

蛋白偶联受体
,

是调控青春期发育的关键分子回
,

为视黄酸家族的 蛋 白偶联受体
,

其内源性配体

是 由 、一

基 因编码的神经肤 冈 ,

姚

‘ 别 的表达可能参与了儿童性早熟的发病机

制
。

本研究探讨 类似物曲普瑞林

对真性性早熟动物模型的作用及其可能的中枢机

制
,

现报道如下
。

材料和方法

实验动物和分组 日龄雌性
一

大鼠

只
,

购 自复旦大学实验动物部
、

放射医学研究

所动物部
。

仔 鼠与母 鼠共 同饲养在 光照 和

黑暗的环境中
,

自由摄食和饮水
。

动物出生

后 断奶
。

动物随机分为正常组
、

模型组和曲

普瑞林组
。

模型制备和评价 阁

模型的制备 达那哇 卜 溶解于 乙二醇一 乙

醇
,

混合液 卜 中
。

模型组和曲

普瑞林组大鼠于 日龄时每只臀部皮下注射达那

哇 林
。

曲普瑞林组大鼠在 巧 日龄时给与曲普

瑞林
· 一 ,

体重 肌 内注射
,

每 一

次
,

共 次
。

性周期和体重观察 大鼠 日龄时
,

开始每

天检查 阴门开 口情况
,

如动物在第一次检查时阴

门已经开 口
,

则阴门开 口 时间记为
。

从大鼠

阴门开 口 日起
,

每天上午定时做阴道涂片
,

直至

大鼠建立正常性周期
。

记录大 鼠阴门开启时间和

建立第一个正 常性周期的时间
。

并分别在 日

龄
、

日龄
、

日龄时
,

称量各组大鼠的体重
。

动物脏器系数的测定 大鼠在建立正常性周期

后
,

称量体重后断头处死
,

取子宫及卵巢等脏器

称重
,

计算各脏器的脏器系数
。

大鼠处死后
,

剖

开腹腔
,

以剪刀摘取子宫及卵巢
,

除去脂肪组织
,

放于滤纸上
,

迅速 以天平称重
。

计算子宫和卵巢

湿重与每 体重的百分率
,

即为脏器系数
。

下丘脑 截忍 一

尸双脚 的检测

组织总 提取 一步法 将动物断

头处死
,

立 即取脑并在冰浴上分离下丘脑
,

置 于

消毒试管中 按每 组织加人

试剂
,

冰浴 中用电动高速匀浆器制备匀浆
,

按每 试剂加人 氯仿的 比例加

人氯仿
,

快速震荡 巧
,

室温孵育 ℃
,
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离心 巧
,

吸取上层水相转移到另一

干净离心管内 加人与 等体积的异丙醇
,

缓

慢混匀
,

室温孵育 ℃
,

离心
,

弃上清
,

将离心管倒置在消毒滤纸上
,

吸

干异丙醇 加人 乙醇
,

重悬沉淀
,

,

℃离心
,

弃上清
,

在消毒滤纸上吸干乙醇

并重复上述步骤一次
,

最后置空气中干燥 将沉

淀溶于
,

置一 ℃贮存 实验时取 林

总 溶液稀 释至
,

紫外

分光光度计检测 和 值
,

测定其浓度和

纯度
。

逆转录一聚合酶链式反应
一

逆转录合成 。 第一链 在 无

的 管 中依 次 加 入 总
, 一 , 林

、

· 一 , 林 和
一

至总体积为 林
,

在 ℃变性
,

冰浴 后
,

再加人 缓冲液 林
、

· 一 , 林
、 、

·

林
一 ,

林 和
一

逆转录酶
·

卜
一 , 林

,

℃ 水浴
,

℃水浴
。

扩增 在 管中依次加人逆转

录产物 协
、

缓 冲液 林
、 · 一 ,

溶液 林
、

和 各 林
、

· 一 , 林
、

聚合酶 琳
一 ,

林 和
一

卜
,

瞬时离

心后
,

用 仪 美国

公 司 进行扩增
。

扩增条件为
,

℃
,

℃
,

℃ 和 ℃ 为

一 个循 环
,

共进 行 个循 环
,

最后 ℃延 伸
。

本研 究所用 引物核昔酸序列 为
一

上 游
’ 一 一

‘

下游引物序列为
‘一

一 ’ ,

产物大小为
。

上游引

物序列为
‘

一

一
’

下游引物序列 为
、 ’

一

一 ’ ,

产物大小
。

上 游 引 物 序 列 为
’ 一

一 ’

下游引物序列 为
’一

件 一
’ ,

产物大小
。

电泳鉴定及 图像分析 产物 林

上样于 琼脂糖凝胶
,

电压为
,

在核酸 电

泳槽 美国
一

公司 进行电泳
。

应用凝胶图

像分析系统 进 行条带光

密度分析
,

经 阶 丽 校正得到相对 值

统计学方法 多组间计量资料比较采用方差分析
,

率的比较采用 才检验
。

数据用 软件处

理
。

定义 尸 为差别有显著意义
。

结 果

性早熟大鼠模型的建立和评价 模型组 大鼠阴门

开启和出现第一个规律性周期的时间比正 常组提

前
,

差异有显著意 义 尸 同时
,

模型组

大鼠卵巢和子宫的脏器系数也比正常组增加 尸

。

见表
。

曲普瑞林对性早熟大 鼠青春期发育的影响 曲普

瑞林组大鼠阴门开启及建立第一 个规律性周期时

间与模型组相 比延缓 尸 大 鼠子宫
、

卵

巢的脏器系数较模型组降低
,

组相 比有显著差异

尸
。

见表
〔

表 模型建立后 组大鼠各项指标比较

竺 别
阴门开启
时问八

常性周期
出现时问川

脏器系数 雌
·

。 ’

体币

常

模型

午瑞林

士

土

士 夕
‘

士

士 口

士 幸

卵巢 气宫
土 士

土 土

士 甲
‘

】士 兮
‘

组 比较 经 方旅分 析
,

两 两 比较
’

常组 比较 甲

刀
,

尹 力 与模所全 比较
, ·

刀

大鼠下丘脑 孟众 的表达 模型组大鼠青

春期启动时 。
一

的相 对 值为 士

,

高于正常组 士 。

曲

普瑞 林组 大 鼠 洲 的相 对 光 密 度值 为
士 ,

较模型组降低 尸
,

和正常

组相 比无明显差异 尸 见图
。

图 下丘脑 盆众 的表达

组 曲沁瑞林组

、 正常红 模烈

大鼠下丘脑 尸双 的表达 模型组大 鼠青

春期启动时 ‘ 的相 对 值为 士

,

明 显高于正 常组 士 ,

曲普瑞林组大 鼠 ‘ 的相对光密度值为
士 ,

较模型组降低 尸
,

和正常组

相比无明显差异 尸
。

见图
。
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图 下丘脑 ‘尸 的表达

塑组 曲普瑞林组

正
‘

常到生 干莫

讨 论

曲普瑞林是天然 分子结构的改 良产物
,

将分子中的第 个左旋氨基酸 甘氨酸
,

以右旋

色氨酸取代
,

作用与 相同
,

但其血浆 二 延

长 口对 受体的亲和力更强
,

是 受体

的强力激动剂
。

本研究结果表明
,

曲普瑞林肌 内

给药 次后
,

动物阴门开启和规律性周期建立 的

时间与比不给药的模型动物明显延迟
,

子宫
、

卵

巢的脏器系数明显减小
,

接近正常发育大鼠水平

提示曲普瑞林对达那哗诱导的性早熟动物有明显

的治疗作用
。

年
,

美国
、

法 和沙特阿拉伯的 个研

究小组 几乎同时向全 世界宣布
,

发现 了调控青春

期发育的关键分子 —
例 。

临床流行病学

和动物基 因敲除实验研究都发现
,

‘ 基 因的

功能缺失性突变或敲除
,

可导致人或小 鼠发生 以

性发育不 良
、

青春期启动延迟 甚至缺失为病理特

征 的原 发 性 促性 腺 激 素依 赖性 性 机 能 减 退 症
、

、 , 。

后来的研究结果表明
,

、
一

‘ , 及蛋

白在生殖 内分泌调节的关键 区域 —下 丘脑 弓状

核
、

内侧视前 区 以 及下 庄脑外侧区都有较 高的表

达伙 在大鼠出生时
,

下丘脑 、戈一

万

仅微量表达
,

青春期启动时其表达急剧升高
,

青

春期维持在较高水平陈‘ 〔

这些研究均提示
,

”

了‘ 的表达与青春期 发育密切相关
,

可能参

与了儿童性早熟的发病机制
。

与青春期发育有 着不 可或

缺 的联 系
,

可能是调 控青春期 发育 的关 键 分子
,

国际上将其称 为青春期启动 的
“

’’ 川

爪、一

了 ‘ 舅 和蛋 白在下丘脑 多个 调节生

殖内分泌的核团上分布 ’,。 两者在青春期发育的不

同阶段 表达不 同
,

青春期启动时表达最高
’ 。

并

且
,

大鼠和恒河猴外周或中枢给予 可促

进 分泌增加
,

造成性 发育提前 小 鼠和人

‘ 基 因缺失则导致 释放减 少
,

兴奋实验曲线左移
,

血促性腺激素水平 显著降低
,

性器官发育明显缺陷
,

生殖能力丧失囚 。

由此可以

推测
, 、一

‘ 拜 与青春期启动及 的释

放有着极其密 切的联 系
,

可能参 与了促进

的过量表达 及 的提前启动
。

本研究结果表

明
,

曲普瑞林 叮明 显 抑制性 早熟动物下 丘脑 内

。
一

‘ 义 表 达
,

从 而 可 能 减 少 了

和 、 的合成和释放
,

阻 上了达那哩

诱导的大鼠的早熟进程
,

这 可能是曲杏瑞林治疗

真性性早熟的中枢机制之一
。
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