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摘要# 目的!探究坤泰胶囊 "黄连’ 黄芩’ 阿胶% 等# 对去氧乙烯基环乙烯 "a@]# 所致卵巢功能不全 "?cT# 模型
大鼠的疗效& 方法!&’ 只 (" 日龄离乳大鼠% 随机均分为佐剂对照组% 模型组% 坤泰胶囊低’ 中’ 高剂量组& 除佐剂
对照组腹腔注射芝麻油外% 其余 0 组均给予腹腔注射a@]溶液& 灌胃给药 0’ V& 每组选取 * 只持续处于动情间期或
持续动情周期紊乱的大鼠% 进行检测大鼠血清促卵泡生成素 "HB_#’ 促黄体生成素 "N_#’ 雌二醇 "1(#’ 抗苗勒管
激素 "DS_#( 剖腹取出卵巢’ 子宫称重并进行形态学观察& 结果!与佐剂对照组相比% 模型组大鼠血清HB_明显增
高且DS_’ 1( 显著降低% N_有所增高( 经坤泰中’ 高剂量干预后% HB_水平显著降低% DS_水平明显增加( 模型
组大鼠卵巢湿重较佐剂对照组减轻% 坤泰胶囊干预后% 低剂量组卵巢湿重增加明显( 模型组大鼠各级卵泡及黄体计数
均明显减少% 坤泰胶囊干预后% 各级卵泡计数明显增加% 黄体计数有所增加( 光镜下% 模型组子宫内膜变薄% 管壁子
宫腺体数量明显减少& 经坤泰胶囊干预后% 内膜有所增厚% 腺体数量明显增加& 结论!坤泰胶囊可以减缓模型大鼠卵
巢功能衰减的速度&
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!!有文献报道% 临床上 ’%!确诊为卵巢早衰
"X<.23;O<.8\3<43= Y34/O<.% ?cH# 的患者还能间歇
性排卵% 甚至 ’!‘"%!的患者在确诊为?cH后还
能自然受孕% 说明卵巢功能的过早衰竭不是一蹴而
就的% 而是一个连续的发展过程% 而 ?cH相当于
其发病的最终阶段*")(+ % 现国内外多数专家提议用
卵巢功能不全 "X<423<W8\3<43= 4=:OYY474.=7W% ?cT#
代替?cH& 根据 (%"$ 年欧洲人类生殖与胚胎学会
指南! ?cT是指 0% 岁之前出现月经过少F闭经 0 个
月以上并伴有促性腺激素水平升高 "促卵泡生成
素% Y8//47/.:;42O/3=;U8<28=.% HB_p(’ TMFN# *++ &
据统计国外 0% 岁之前 ?cT的发病率约 "!% 在中
国发病率为 +E*!% 其中非特异性 ?cT占 *%!*0+ &
临床上?cT给患者带来一系列问题% 如增加女性心
血管疾病’ 骨质疏松症发病率等*’)$+ % 并且由 ?cT
而导致的不孕症发病率逐年增高% 并且趋向年轻
化& 由于?cT病因错综复杂% 现国际上还未有较好
的治疗方案% 本实验为探究坤泰胶囊对于?cT模型
大鼠卵巢功能是否具有改善作用而开展&

现有对?cT的研究多局限于动物实验& 合适的
动物模型为探究疾病病因和治疗提供了良好的实验
基础& 但现有的造模方法% 皆各有优点% 同时也各
具偏向% 例如卵巢切除造模法% 虽然能有效地降低
卵巢功能% 但其属于机械性损伤未能模拟卵巢自然
衰竭的过程& 工业化学品 a@]是乙烯基环乙烯
"0)\4=W/7W7/8U.Q.=.% a@_# 卵巢毒性的主要活性
形式% a@]可以选择性地损伤卵巢储备池中的原
始卵泡及初级卵泡% 诱导大鼠的卵巢功能逐步衰
竭% 较好的模拟自然状态下卵巢功能衰竭的进
程*&+ & 有文献报道**)"%+ % 连续腹腔注射 *% 2JF̂J
a@]"’ V% 待停止注射后 "&% b’# V 时% 大鼠的
卵巢状态接近?cT的临床特征% 因此本实验研究选
用a@]为造就?cT大鼠模型的造模药&
KL材料与方法
"E"!动物及分组!选取 (" 日龄离乳雌性 B]大鼠
&’ 只% 体质量 "’% b"%# J% 购自北京维通利华实
验动物技术有限公司 *许可证号! B@PZ "京#
(%"()%%%"+& 饲养于南京中医药大学动物实验中心
B?H环境% 自由摄入饮水和食物& 适应性饲养 " 周
后% 采用随机分组% 每组 "’ 只% 共分为佐剂对照

组% 模型组% 坤泰胶囊低’ 中’ 坤高剂量组& 除佐
剂对照组外的 0 组均给予 "’ V 腹腔注射质量浓度
为 *% 2JF̂Ja@] 溶液 "以芝麻油为溶媒 #
(E’ 2NF"^J-V#% 佐剂对照组腹腔注射 "’ V 同等
剂量芝麻油 (E’ 2NF"^J-V#& 于a@]腹腔注射同
时% 坤泰胶囊低’ 中’ 高剂量组分别灌胃给药至
a@]停药后 +% V% 坤泰胶囊低’ 中’ 高剂量组分
别为 %E+"’’ %E$+’ "E($ JF"^J-V#% 其中坤泰胶
囊中剂量组相当于临床等效剂量% 给药剂量为
" 2NF"%% J&

a@]干预后% 上午 * f%% ‘"" f%% 统一称重%
同时观察大鼠阴门开始情况% 阴门开启后观察大鼠
阴道涂片& 待饲养至 a@]停药后 "&% b’# V% 根
据大鼠阴道涂片% 选取持续动情周期紊乱或持续处
于动情间期的大鼠麻醉麻醉后取材% 每组随机选取
* 只& 剩余大鼠继续饲养% 开展其他相关实验&
"E(!方法
"E(E"!标本制备!大鼠按照 %E+’ 2NF"%% J计算
腹腔注射的 "%!水合氯醛麻醉用量% 腹主动脉取
血% 0 n离心后% 将血清置于 m*% n冰箱保存待
测& 每组大鼠的卵巢’ 子宫在解剖显微镜下剥离脂
肪组织等% 记录湿重% 每只大鼠随机选取一侧卵巢
和一半的子宫置于 m*% n冰箱保存待用% 剩余的
卵巢和子宫 0!多聚甲醛固定% 常温放置% 进行
_1病理检查&
"E(E(!内分泌指标检测!促卵泡生成素 "Y8//47/.)
:;42O/3;4=JU8<28=.% HB_#’ 促黄体生成素 "/.O)
;.4=4j4=JU8<28=.% N_#’ 雌二醇 ".:;<3V48/% 1( #’
抗苗勒管激素 "3=;4)SO//.<43= U8<28=.% DS_# 的
检测采用酶联免疫吸附 "1NTBD# 方法% 试剂盒均
购于武汉1/3>:74.=7.公司&
"E(E+!相关制剂与仪器!a@]’ 芝麻油均购自
B4J23公司( 坤泰胶囊 "批号 "’%*%’% 贵阳新天药
业股份有限公司% 国药准字 R(%%%%%*+#( 奥林巴
斯@ZP0" 显微镜( 德国赛多利斯 @?D"%%+?电子
称( ?.<̂4=1/2.<公司 1=:X4<.-S多功能酶标仪( 德
国1XX.=V8<Y@.=;<4YOJ.’*"%A台式高速冷冻离心
机( 载玻片( 医用棉签等&
"E(E0!大鼠动情周期的观察!大鼠青春期启动标
志为阴门开启% 排卵标志为动情间期的出现& 自
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a@]干预后% 每日上午定时观察大鼠阴门开启情
况& 阴门开启后每日观察大鼠阴道涂片% 观察大鼠
动情周期的变化& 动情周期的判定及阴道涂片的操
作方法参考文献 *""+&
"E(E’!统计方法!采用 B?BB ",E% 统计软件进行
统计分析& 计量资料以均数 b标准差表示% 用方
差分析各组间的比较% /检验进行两两对比% 以
%o%E%’的标准% Ig%E%’ 为差异具有统计学

意义&
ML结果
(E"!大鼠内分泌情况!模型组HB_’ DS_’ 1( 与
佐剂对照组相比存在明显差异 "Ig%E%’#% 模型
组N_与佐剂对照组相比有所升高% 但无统计学差
异 "Ip%E%’#& 坤泰胶囊干预后% 坤泰胶囊低’
中’ 高剂量组 DS_’ HB_’ N_’ 1( 均有所改变%
其中坤泰中剂量组尤为明显 "Ig%E%’#% 见表 "&

表 KL各项性激素对比 $!R"% #X̂ &
)&;QKL(0>:4’0Z 2->4-30’<0T0<’-5>&=’.3,.550>03=9>-:?’$!R"% #X̂ &

组别! HB_F"=J-2Nm"# N_F"2TM-2Nm"# 1( F"XJ-2Nm"# DS_F"=J-2Nm"#
佐剂对照组 %E",% b%E%($ ",*E*, b’%E&$ 00*E*( b*%E&, ,E&’ b"E(+
模型组 %E(*’ b%E%&,! (0%E%+ b+,E++ +*(E(’ b+,E"(! &E’’ b"E%,!

坤泰低剂量组 %E(0% b%E%0+! ("$E*" b0&E(* 0%%E&$ b0’E"( &E$& b"E(&!

坤泰中剂量组 %E((% b%E%(,h ("(E,+ b0(E"$ +,+E*+ b(’E(’ "%E%0 b"E($h

坤泰高剂量组 %E("% b%E%’0h (%’E$, b$%E"" 0%’E,$ b*"E,+ ,E$" b%E*+

!!注! 与佐剂对照组比较%!Ig%E%’( 与模型组比较%hIg%E%’

(E(!卵巢! 子宫湿重!与佐剂对照组相比% 模型
组大鼠卵巢湿重明显减轻% 经坤泰胶囊干预后% 坤
泰胶囊低’ 中’ 高 + 组的卵巢湿重较模型组有所增
加% 其中坤泰胶囊低剂量组增重差异有统计学意义
"Ig%E%’#& 各组子宫湿重的差异无统计学意义
"Ip%E%’#& 见表 (&

表 ML子宫’ 卵巢湿重对比 $!R"% #X̂ &
)&;QMLJ0=@0.92=-5>&=’c-T&>7 &3,:=0>:’$! R"% #X

^&

组别 子宫湿重FJ 卵巢湿重FJ
佐剂对照组 %E0* b%E%’* %E"0 b%E%+,
模型组 %E0+ b%E%+0 %E"" b%E%"&!

坤泰低剂量组 %E0’ b%E%+" %E"’ b%E%+0h

坤泰中剂量组 %E0$ b%E"%% %E"( b%E%(&
坤泰高剂量组 %E0( b%E%$" %E"+ b%E%+&

!!注! 与佐剂对照组比较%!Ig%E%’( 与模型组比较%hIg%E%’

(E+!卵巢组织学变化及卵泡计数
(E+E"!_1染色光镜检查结果!观察发现% 佐剂
对照组各级卵泡数量丰富% 黄体发育良好’ 体积
大( 模型组各级卵泡较佐剂对照组数量大量减少%
尤其是原始卵泡’ 初级卵泡% 黄体数量亦减少% 体

积明显变小( 坤泰低’ 中’ 高剂量组与模型组比
较% 各级卵泡数量有所增加% 黄体体积亦增大&
(E+E(!卵巢各级卵泡及黄体计数比较!将每组大
鼠卵巢_1切片在合适的放大倍数下全卵巢计数原
始卵泡’ 初级卵泡’ 次级卵泡’ 窦卵泡和黄体数%
每张切片计数 + 次% 取平均值& 参考标准! 原始卵
泡% 有初级卵母细胞及其周围的单层扁平颗粒细胞
组成( 初级卵泡% 有初级卵母细胞及其周围的单层
立方形颗粒细胞组成( 次级卵泡% 卵母细胞周围有
多层颗粒细胞围成( 窦卵泡% 含有窦腔结构的卵
泡& 为避免重复计数% 原始卵泡和初级卵泡以卵母
细胞核为标记物计数% 次级卵泡和窦卵泡以卵母细
胞核仁为标记物计数& 模型组各级卵泡及黄体数量
与佐剂对照组相比明显减少 "Ig%E%’#% 经坤泰
胶囊干预后% 坤泰胶囊低剂量组较模型组初级卵泡
数有所增加 "Ig%E%’#( 坤泰胶囊中’ 高剂量组
与模型组相比均发现原始卵泡’ 初级卵泡数量明显
增加 "Ig%E%’#& 见表 +% _1染色光镜检查结果
见图 "&

表 +L各级卵泡及黄体计数 $!R"% #X̂ &
)&;Q+L6:4;0>-55-<<.1<0’&=&<<<0T0<’&3,1->?->& <:=0& -5>&=’$!R"% #X̂ &

组别 原始卵泡 初级卵泡 次级卵泡 窦卵泡 黄体

佐剂对照组 0E"& b%E,0 +E&’ b%E&’ ’E%% b%E*’ $E’% b(E’0 "(E%% b(E,*

模型组 "E%% b%E,’! "E’% b%E$’! +E’* b%E,%! 0E+% b"E0+! $E*’ b"E,0!

坤泰低剂量组 "E+$ b%E,(! (E(& b%E,%!h +E"* b"E+(! (E&+ b"E0(!h ""E*" b"E(’h

坤泰中剂量组 (E*+ b"E0$!h (E’* b"E"$!h +E%% b"E$’! +E(’ b"E("! *E0" b0E(%!

坤泰高剂量组 +E%* b"E"$!h +E’% b%E,%h +E$$ b"E%%! +E&’ b"E&$! ""E++ b0E*+h

!!注! 与佐剂对照组比较%!Ig%E%’( 与模型组比较%hIg%E%’
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注! 为黄体( %为成熟卵泡( #为次级卵泡( 为初级卵泡( &为原始卵泡

图 KL卵巢光镜下表现 $D#% OMNN% 放大小图OM NNN&
P.9QKL/->?2-<-97 -5=20-T&>7 .3,.550>03=9>-:?’-5>&=’-;’0>T0,:3,0>=20<.92=4.1>-’1-?0$D#% OMNN% 03<&>90,%

OM NNN&

(E0!子宫的形态学改变!内膜’ 基层以及外模构 成了大鼠子宫% 外观各组未见明显差异& _1染色
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光镜检查佐剂对照组子宫可见内膜上皮为单层柱状
上皮% 较厚( 固有层有丰富的基质细胞’ 腺体& 与
佐剂对照组相比% 模型组内膜变薄% 腺体数量减
少( 坤泰胶囊低剂量组内膜厚度与模型组接近% 腺
体数量较模型组有所增多( 坤泰胶囊中剂量组内膜
厚度较低剂量组相比有所增厚% 腺体数量丰富( 坤
泰胶囊高剂量组内膜厚度与佐剂对照组接近% 腺体
数量丰富& 见图 (&

图 ML子宫光镜下表现 $D#% OMNN&
P.9QML/->?2-<-97 -5=20:=0>:’.3,.550>03=9>-:?’-5

>&=’-;’0>T0,:3,0>=20<.92=4.1>-’1-?0$D#%
OMNN&

+L讨论
?cT是一种多因素导致的高特异质疾病% 与现

代生活方式’ 环境’ 情志等关系密切% 其致病因素
复杂% 其主要包括遗传因素’ 免疫因素’ 酶缺陷’
外源性因素 "如盆腔手术’ 放化疗’ 流行性腮腺
炎’ 长期服用雷公藤等# 及无明显原因的特发性
?cT% 其中特发性 ?cT占多数& ?cT的发病机制目
前尚不明确% 存在多种学说% 但是卵巢储备池中卵
泡的过度耗竭与 ?cT之间的关系得到很多专家
的共识&

现已有大量实验证明 a@]能成功建立卵巢功
能衰竭的模型% 实验方法简便% 建模成功率高% 并
且a@]选择性破坏原始卵泡和初级卵泡% 最终引
起次级卵泡及窦卵泡的减少至消亡& 本实验通过各
项检测显示% 通过 a@]造成 ?cT的大鼠模型% 其

血清DS_明显降低% DS_主要是由窦前卵泡的颗
粒细胞产生% DS_是评估卵巢功能很敏感的一项
指标% 甚至优于 HB_’ 1(

*"(+ ( 同时模型组各级卵
泡计数较佐剂对照组明显减少% 这些检测结果与
?cT临床特征较为符合% 提示我们 a@]所致的卵
巢功能早衰过程类似于女性生理性的卵巢早衰过
程% 这一实验条件有助于我们更加贴切地观察到雌
性大鼠卵巢功能自然衰竭的进程&

?cT其发病因素错综复杂% 现代医疗水平治疗
此病还未有较好的疗效& 西医治疗?cT是根据患者
个体情况制定方案的% 主要由以下几个方面! 雌孕
激素补充治疗% 促排卵治疗% 赠卵人工授精’ 胚胎
移植% 免疫抑制剂治疗等& 中医并没有此病名% 根
据中医理论% 多数学者认为?cT的主要病机是由于
肾虚% 总体上遵循补肾为治疗原则( 国医大师夏桂
成教授认为*"++单纯补肾% 对于 ?cT虽有一定的效
果% 但尚不能令人满意& 他认为在当今社会心肾不
交是?cT的主要发病机制% 提出 .交济心肾% 以
调心为主/ 是治疗 ?cT的主要治法& 坤泰胶囊化
裁于张仲景 0伤寒杂病论1 中的黄连阿胶汤% 由
黄连’ 黄芩’ 阿胶’ 熟地’ 芍药’ 茯苓组成% 具有
滋阴养血’ 清虚热’ 安神除烦的功效& 现代药理研
究表明*"0)"’+坤泰胶囊具有植物雌激素样作用% 可
以改善绝经后妇女性激素分泌紊乱& 另有实验提
示*"$+坤泰胶囊有效成分可促进卵泡发育% 恢复卵
巢分泌激素( 改善卵巢血供% 延长卵巢的生命力&

故本实验在前期实验研究的条件下观察坤泰胶
囊对?cT模型大鼠的卵巢功能是否具有改善卵巢功
能的作用% 并且帮助我们发现那些在卵巢生殖寿命
中起到重要调控作用的因子& 对比各组间卵巢湿重
显示% 模型组与佐剂对照组存在明显差异% 经坤泰
胶囊干预后% 上述情况得到改善( 各组子宫湿重差
异无统计学意义% 可能与 a@]的靶目标是卵巢有
关( 通过卵巢形态学研究发现% 坤泰胶囊低’ 中’
高剂量组与模型组比较% 原始卵泡’ 初级卵泡的计
数均存在不同程度的增加( 且发现坤泰胶囊可以有
效调节 ?cT模型大鼠 HB_’ DS_水平& 由于卵巢
组织学观察并未见炎性反应及坏死组织% 推测卵巢
功能早衰的机制是通过凋亡机制% 现国外已开展此
项探究% 根据已有实验数据学者们提出假设*"&)"*+ !
卵巢生理性的早衰主要通过 d7/家族凋亡机制和
ZT-FZT-N信号通路 ( 种方式% 但想证实这两点还
需要更多的实验数据& 生理性的?cT通过过多募集
卵巢中的原始卵泡和初级卵泡% 过度耗竭卵巢储备
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池中的储备% 最终使得卵巢功能过早衰竭% 而坤泰
胶囊可能通过抑制这种作用对卵巢起到一定的保护
和改善作用& 但坤泰胶囊是通过何种机制起作用
的% 还需要进一步的机制研究探讨& 总之% 坤泰胶
囊可以减缓模型大鼠卵巢功能衰减的速度% 对雌性
大鼠卵巢起到一定的保护作用% 可以调节改善大鼠
卵巢内分泌功能&
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