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摘要： 目的　 观察孕康口服液对早发性卵巢功能不全小鼠的影响。 方法　 采用正常动情周期 ＩＣＲ 小鼠灌胃给予雷公藤

多苷溶液 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 构建早发性卵巢功能不全模型， 大鼠随机分为正常组、 模型组及孕康口服液高、 中、 低剂量组

（３６、 １８、 ９ ｍＬ ／ ｋｇ）， 灌胃给药 １０ 周。 给药期间定期观察小鼠动情周期； ＥＬＩＳＡ 法检测血清中雌二醇 （Ｅ２）、 孕激素

（Ｐ）、 促卵泡生成素 （ＦＳＨ）、 促黄体生成素 （ＬＨ）、 催乳素 （ＰＲＬ）、 抗苗勒管激素 （ＡＭＨ）、 抑制素 Ｂ （ＩＮＨＢ） 水

平； ＨＥ 染色观察卵巢组织形态； ＴＵＮＥＬ 染色检测卵巢颗粒细胞凋亡； 免疫组化检测 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与

模型组比较， 孕康口服液高剂量组能缩短小鼠动情周期 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 改善卵巢组织形态学并增加窦状卵泡数量 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 升高血清 Ｅ２ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 减少卵巢颗粒细胞凋亡数量， 并能降低 Ｂａｘ 表达以及升高 Ｂｃｌ⁃２ 表达。 结论　
孕康口服液能改善雷公藤多苷致小鼠早发性卵巢功能不全， 其机制可能是通过调节凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的表达，
减少卵巢颗粒细胞凋亡。
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　 　 早发性卵巢功能不全 （ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉｎ ｉｎｓｕｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ， ＰＯＩ） 指女性在 ４０ 岁以前出现卵巢功能减

退， 主要表现为月经异常、 雌激素下降、 促性腺激

素升高等［１］。 据调查［２］ 显示， ４０ 岁女性 ＰＯＩ 发病

率约为 １％ ， ３０ 岁为 ０􀆰 １％ ， ２０ 岁为 ０􀆰 ０１％ 。 近年

来， ＰＯＩ 发病率呈逐年升高且向低龄化发展， 严重

威胁女性生殖健康。 雷公藤多苷是治疗类风湿性关

节炎的常用药物， 其副作用会引起 ＰＯＩ。 目前临床

上一般采用激素替代疗法治疗 ＰＯＩ， 但其停药后易

复发且副作用大， 因此尚缺乏治疗 ＰＯＩ 的有效

药物。
中医认为 “肾虚精亏、 血海枯竭” 为 ＰＯＩ 的

主要病因， 并以补肾养血为主要治则。 临床研

究［３⁃５］表明， 补肾养血中药能够通过调节性激素，
起到改善卵巢功能的作用。 孕康口服液由山药、 黄

芪、 当归、 菟丝子、 杜仲 （炒）、 续断等 ２３ 味中

药组成， 具有补肾健脾、 益气养血的功效， 临床上

能有效预防及治疗流产［６⁃８］。 本实验室前期研究已

发现孕康口服液能增加肾虚型、 复发性及 ＬＰＳ 诱

导等多种流产模型动物的性激素水平， 促使卵巢黄

体化， 维持卵泡正常发育［９⁃１３］。 因此， 本研究进一

步采用雷公藤多苷致 ＰＯＩ 模型小鼠， 通过对动情

周期、 内分泌激素、 卵巢组织形态学以及卵巢颗粒

细胞凋亡等进行检测， 探索孕康口服液对 ＰＯＩ 的

作用及可能机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＩＣＲ 雌性小鼠 ６０ 只， ＳＰＦ 级， 体质量

（２０±２） ｇ， 购自上海斯莱克实验动物有限责任公

司， 合格证编号 ２０１５００００５６３２４６， 生产许可证号

ＳＣＸＫ （沪） ２０１７⁃０００５。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 孕康口服液 （回音必齐齐制药有

限公司， 国药准字 Ｚ１０９７００６８）； 醋酸甲羟孕酮片

（浙 江 仙 琚 制 药 股 份 有 限 公 司， 国 药 准 字

Ｈ３３０２０７１５， 批号 １６０９２２）； 戊酸雌二醇片 （法国

Ｄｅｌｐｈａｒｍ Ｌｉｌｌｅ Ｓ． Ａ． Ｓ．公司， 国药准字 Ｊ２０１７１０３８，

批号 ４１１ Ａ）； 雷公藤多苷片 （浙江得恩德制药股份

有限公司， 国药准字 Ｚ３３０２０４２２， 批号 １８０４１３８Ｂ）；
ＥＬＩＳＡ 试剂盒孕酮 （Ｐ， 批号 Ｅ２０１９０１０１Ａ）、 雌二醇

（Ｅ２， 批号 Ｅ２０１９０１０１Ａ）、 抗苗勒管激素 （ＡＭＨ，
批 号 Ｅ２０１９０１０１Ａ ）、 抑 制 素 Ｂ （ ＩＮＨＢ， 批 号

Ｅ２０１９０１０１Ａ）、 催乳素 （ＰＲＬ， 批号 Ｅ２０１９０１０１Ａ）
均购自上海源叶生物科技有限公司； ＥＬＩＳＡ 试剂盒

促黄体生成素 （ＬＨ， 批号 ＭＭ⁃４４０３９Ｍ１）、 促卵泡

生成素 （ＦＳＨ， 批号 ＭＭ⁃０５５５Ｍ１） 购自江苏科特生

物技术有限公司； 改良型柠檬酸钠抗原修复液 （货
号 Ｐ００８３）、 ＢＳＡ （货号 ＳＴ０２３）、 一步法 ＴＵＮＥＬ 细

胞凋亡检测试剂盒 （货号 Ｃ１０８８） 购自碧云天生物

技术研究所； 兔二步法免疫组化试剂盒 （货号

ＰＶ⁃６００１） 购自北京中杉金桥生物技术有限公司；
Ｂａｘ 抗体 （货号 １４７９６ｓ） 购自美国 ＣＳＴ 公司； Ｂｃｌ⁃２
抗 体 （ 货 号 ａｂ１９６４９５ ）、 ＤＡＢ 试 剂 盒 （ 货 号

ａｂ６４２３８） 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＬＥＩＣＡＲＭ２２４５ 型半自动切片机 （德国

Ｌｅｉｃａ 公司）； Ｔｉｓｓｕｅ⁃ＴｅｋＶＩＰ５Ｊｒ 自动脱水机 （日本

樱花检验仪器株式会社）； ＭＥＩＫＯＥＣ３６０ 包埋机

（德国 Ｍｅｉｋｏ 公司）； ＢＡ４１０ 生物显微镜 ［麦克奥

迪 （厦门） 电气股份有限公司］； Ｐｏｗｅｒｗａｖｅ３４０ 酶

标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ 公司）； ＡＸＩＯ ＳＣＯＰＥ． Ａ１ 正

置荧光显微镜 （德国蔡司公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 通过阴道涂片法对 ６０ 只

ＩＣＲ 小鼠进行动情周期检测， 筛选得到 ５６ 只正常

动情周期 ＩＣＲ 小鼠用于正式实验， 并将这 ５６ 只正

常动情周期 ＩＣＲ 小鼠， 随机分为正常组 １０ 只、 模

型组 １０ 只、 阳性组 ９ 只、 孕康口服液高剂量组 ９
只， 孕康口服液中剂量组 ９ 只， 孕康口服液低剂量

组 ９ 只。 造模期间， 除正常组外， 其余各组灌胃给

予 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 雷公藤多苷溶液［１４］， 正常组灌胃给予

生理盐水， １ 次 ／ ｄ。 通过动情周期变化， 在第 １１
周确认造模成功后， 开始给药， 孕康口服液高、
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中、 低剂量组为临床等效剂量 ４、 ２、 １ 倍 （３６、
１８、 ９ ｍＬ ／ ｋｇ）， 阳性组给药剂量为临床等效剂量

（戊酸雌二醇 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｋｇ， 连续 ４ ｄ； 用醋酸甲羟

孕酮片 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ， 仅 １ ｄ， 停药 １ ｄ， 继续按以上

序贯方法用药）， 连续给药 １０ 周。
２􀆰 ２　 动情周期观察 　 本实验观察小鼠在不同给

药时间段的动情周期变化， 并以此来判断是否有

药效。 故将整个给药过程分为 ３ 个阶段， 给药第

１ 阶段为第 １ ～ ２ 周， 给药第 ２ 阶段为第 ４ ～ ５ 周，
给药第 ３ 阶段为第 ９ ～ １０ 周。 每天早晨 ９ 点对所

有小鼠进行阴道脱落细胞涂片检查， 显微镜观察

脱落细胞形态。 具体操作为用移液枪吸取 １５０ μＬ
生理盐水， 滴入小鼠阴道， 反复抽吸 ３ 次， 将液

体滴在载玻片上， 盖上盖玻片后置于光学显微镜

下观察。 判定标准为 （１） 动情前期， 大量椭圆

形有核上皮细胞， 伴少量角化上皮细胞； （２） 动

情期， 大量角化上皮细胞， 呈落叶堆叠状； （３）
动情后期， 数量相近的角化上皮细胞、 白细胞及

有核上皮细胞； （４） 动情间期， 以白细胞为主，
少量上皮细胞和黏液。
２􀆰 ３　 子宫和卵巢指数测定　 末次给药后， 于动情

间期， 眼眶取血， 脱颈小鼠， 取出完整子宫和双侧

卵巢， 用电子天平称取子宫和双侧卵巢湿重后。 卵

巢指数＝ （脏器湿重 ／小鼠处死前体质量） ×１００％ 。
２􀆰 ４　 血清内分泌激素水平检测　 末次给药后， 眼

眶静脉丛取血， ３７ ℃静置 ０􀆰 ５ ｈ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离

心 １０ ｍｉｎ， 吸取上清， ⁃８０ ℃冰箱保存备用。 采用

ＥＬＩＳＡ 法检测 血 清 中 Ｅ２、 Ｐ、 ＦＳＨ、 ＬＨ、 ＰＲＬ、
ＡＭＨ、 ＩＮＨＢ 水平。
２􀆰 ５　 卵巢组织形态学观察 　 将 ４％ 多聚甲醛固定

的子宫和卵巢组织进行脱水、 包埋、 切制 ４ μｍ 厚

的石蜡切片后， 进行常规 ＨＥ 染色。 于光学显微镜

下观察组织形态， 并每组选取 ６ 个切片， 观察卵巢

中窦前卵泡、 窦状卵泡、 排卵前卵泡、 黄体和闭锁

卵泡数目。

２􀆰 ６　 卵巢颗粒细胞凋亡情况观察　 将卵巢组织石

蜡切片脱蜡， 梯度乙醇分化， 滴加不含 ＤＮａｓｅ 的

蛋白酶 Ｋ ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后， 滴加

ＴＵＮＥＬ 检测液 ３７ ℃ 避光孵育 ６０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤

后， 用抗荧光淬灭封片液封片后， 荧光显微镜下观

察拍照。
２􀆰 ７　 卵巢颗粒细胞中 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 表达检测　 将卵

巢组织石蜡切片脱蜡、 梯度乙醇分化、 微波抗原修

复和 ３％ 过氧化氢处理后， ５％ ＢＳＡ ３７ ℃封闭１ ｈ，
滴加一抗 Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ ２００）、 Ｂａｘ （１ ∶ ４００）， ４ ℃过

夜， ＰＢＳ 洗涤后， 滴加抗酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 聚合物

３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤后， ＤＡＢ 显色， 苏木

素复染， 梯度乙醇脱水， 二甲苯透明， 中性树脂封

片， 显微镜下观察拍照。
２􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行统计

学分析， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析， 以 Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 孕康口服液对动情周期的影响　 正常小鼠动

情周期是 １ 个时间段， 一般为 ５～６ ｄ， 一个完整的

动情周期表现为动情前期、 动情期、 动情后期和动

情间期的循环交替； 而动情周期不正常的小鼠， 常

表现为无动情周期循环或动情周期延长。
与正常组比较， 在整个给药阶段中， 模型组动

情周期延长的小鼠数量增加， 平均动情周期延长

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 在整个给药

阶段中， 阳性组动情周期延长的小鼠数量减少， 平

均动情周期天数均缩短， 其中给药第 １、 ３ 阶段，
平均动情周期天数缩短 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 给药第 ２ 阶

段， 孕康口服液组动情周期延长的小鼠数量减少，
平均动情周期天数有缩短趋势， 但差异无统计学意

义； 给药第 ３ 阶段， 孕康口服液高剂量组动情周期

延长的小鼠数量减少， 平均动情周期天数缩短

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １～２。
表 １　 孕康口服液对 ＰＯＩ 模型小鼠动情周期的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９～ １０）

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＰＯＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９⁃１０）

组别
给药第 １ 阶段 ／ 只 给药第 ２ 阶段 ／ 只 给药第 ３ 阶段 ／ 只

正常 延长 无周期 正常 延长 无周期 正常 延长 无周期

正常组 ７ ３ ０ ９ １ ０ １０ ０ ０
模型组 １ ７ ２ ２ ８ ０ １ ９ ０
阳性组 ４ ５ ０ ６ ３ ０ ８ １ ０
孕康口服液高剂量组 １ ６ ２ ３ ６ ０ ５ ４ ０
孕康口服液中剂量组 １ ６ ２ ３ ４ ２ ４ ５ ０
孕康口服液低剂量组 ０ ７ ２ ３ ５ １ ２ ７ ０
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表 ２　 孕康口服液对 ＰＯＩ 模型小鼠平均动情周期天数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９～ １０）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ ａｖｅｒａｇｅ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄａｙｓ ｏｆ ＰＯＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９⁃１０）

组别 给药第 １ 阶段 ／ ｄ 给药第 ２ 阶段 ／ ｄ 给药第 ３ 阶段 ／ ｄ
正常组 ６􀆰 ２±１􀆰 ３ ５􀆰 ７±０􀆰 ７ ５􀆰 ４±０􀆰 ５
模型组 ７􀆰 ９±２􀆰 ０∗ ８􀆰 ６±２􀆰 ４∗ ８􀆰 ２±１􀆰 ６∗∗

阳性组 ６􀆰 １±０􀆰 ９＃ ６􀆰 ３±０􀆰 ５ ５􀆰 ８±０􀆰 ７＃

孕康口服液高剂量组 ８􀆰 ０±１􀆰 ８ ７􀆰 ５±１􀆰 ５ ６􀆰 １±０􀆰 ８＃

孕康口服液中剂量组 ８􀆰 １±１􀆰 ６ ７􀆰 ４±２􀆰 ２ ６􀆰 ８±１􀆰 １
孕康口服液低剂量组 ８􀆰 ４±１􀆰 ６ ７􀆰 ８±１􀆰 ８ ６􀆰 ９±１􀆰 １

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ２　 孕康口服液对卵巢组织形态与各级卵泡数量

的影响　 与正常组比较， 模型组颗粒细胞层数减

少， 窦前卵泡、 窦状卵泡和黄体数量减少， 闭锁卵

泡数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较，
阳性组颗粒细胞层数增加， 窦前卵泡和窦状卵泡数

量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 孕康口服液高剂量组窦状卵泡

数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 孕康口服液各剂量组颗粒细

胞层数增加， 窦前卵泡、 窦状卵泡数量有增加趋

势， 闭锁卵泡数量有减少趋势； 孕康口服液高、 中

剂量组排卵前卵泡数量有增加趋势， 孕康口服液

高、 低剂量组黄体数量有增加趋势， 但差异均无统

计学意义。 见图 １～２、 表 ３。
３􀆰 ３ 　 孕康口服液对血清内分泌激素水平的影

响　 与正常组比较， 模型组血清 Ｅ２、 Ｐ、 ＡＭＨ 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 孕康口服液高

剂量组和阳性组 Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 孕康口

服液中剂量组和阳性组 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见表 ４。

图 １　 各组卵巢组织 ＨＥ 染色 （×４０）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４０）

图 ２　 各级卵泡 ＨＥ 染色 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ

ｌｅｖｅｌｓ （×４００）

表 ３　 孕康口服液对 ＰＯＩ 模型小鼠各级卵泡数量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＯＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 窦前卵泡 窦状卵泡 排卵前卵泡 黄体 闭锁卵泡

正常组 １３􀆰 ８±３􀆰 ６ ４􀆰 ３±０􀆰 ８ １􀆰 ２±１􀆰 ５ １２􀆰 ８±６􀆰 ５ １􀆰 ０±０􀆰 ６
模型组 ５􀆰 ０±２􀆰 ５∗∗ １􀆰 ８±０􀆰 ８∗∗ １􀆰 ３±１􀆰 ４ ４􀆰 ７±１􀆰 ５∗∗ ２􀆰 ５±１􀆰 ６∗

阳性组 １２􀆰 ５±３􀆰 ４＃＃ ４􀆰 ２±１􀆰 ２＃＃ ０􀆰 ８±０􀆰 ８ ６􀆰 ３±４􀆰 ７ １􀆰 ８±１􀆰 ０
孕康口服液高剂量组 ７􀆰 ７±０􀆰 ８ ３􀆰 ３±１􀆰 ５＃ １􀆰 ５±１􀆰 ０ ５􀆰 ７±２􀆰 ７ １􀆰 ８±０􀆰 ８
孕康口服液中剂量组 ６􀆰 ７±３􀆰 １ ２􀆰 ７±０􀆰 ８ ２􀆰 ３±１􀆰 ２ ４􀆰 ２±２􀆰 ５ ２􀆰 ０±１􀆰 ４
孕康口服液低剂量组 ７􀆰 ２±２􀆰 ０ ２􀆰 ５±１􀆰 ０ １􀆰 ２±１􀆰 ２ ５􀆰 ８±１􀆰 ３ ２􀆰 ３±１􀆰 ５

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 孕康口服液对 ＰＯＩ 模型小鼠血清内分泌激素水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９～ １０）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＯＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９－１０）

组别
Ｅ２ ／

（ｐｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｐ ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＦＳＨ ／

（ｍＩＵ·ｍＬ－１）

ＬＨ ／

（ｍＩＵ·ｍＬ－１）

ＰＲＬ ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＡＭＨ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＮＨＢ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
正常组 ４３􀆰 ８５±８􀆰 １０ ９􀆰 ５２±１􀆰 ２０ ４２􀆰 ６０±６􀆰 ２８ ４􀆰 ４９±０􀆰 ６５ ２６􀆰 ２３±３􀆰 ２９ ３ ４１５􀆰 ００±７３７􀆰 ９４ ２７􀆰 １９±３􀆰 ８６
模型组 ３８􀆰 ６９±２􀆰 ５８∗ ７􀆰 ５６±１􀆰 ２１∗ ６０􀆰 ３３±２６􀆰 １８ ５􀆰 ８４±２􀆰 ６６ ２４􀆰 ７５±２􀆰 ８８ ２ ７６５􀆰 ００±２２２􀆰 ７５∗ ２６􀆰 ８１±５􀆰 ０６
阳性组 ４４􀆰 ７８±３􀆰 ９９＃ ８􀆰 ５６±１􀆰 ４４ ４７􀆰 ９０±７􀆰 ８５ ４􀆰 ２７±０􀆰 ７３ ２４􀆰 ６０±２􀆰 ３１ ３ ６１８􀆰 ３３±６５４􀆰 ２６＃＃ ２４􀆰 ７４±３􀆰 ７９
孕康口服液高剂量组 ４３􀆰 ９９±４􀆰 ７３＃ ８􀆰 ５４±２􀆰 ２９ ４０􀆰 ５９±６􀆰 ４５ ４􀆰 １１±０􀆰 ６６ ２４􀆰 ５９±１􀆰 ６９ ３ ２８６􀆰 ８５±６６３􀆰 ０３ ２５􀆰 １４±５􀆰 ３０
孕康口服液中剂量组 ４２􀆰 ２５±４􀆰 ３９ ８􀆰 ２１±３􀆰 ０５ ４８􀆰 ０８±６􀆰 ３１ ４􀆰 ３８±０􀆰 ５３ ２４􀆰 ４２±１􀆰 ９１ ３ ３６６􀆰 ４８±９４５􀆰 ４７＃ ２８􀆰 １３±４􀆰 ２３
孕康口服液低剂量组 ４１􀆰 ２１±３􀆰 １７ ８􀆰 ４０±１􀆰 ７３ ４６􀆰 ５１±６􀆰 ６９ ４􀆰 ８３±０􀆰 ７２ ２４􀆰 ７９±１􀆰 ８４ ３ ２５１􀆰 ６７±４２９􀆰 ７９ ２８􀆰 ３２±１􀆰 ５６

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ４　 孕康口服液对子宫指数和卵巢指数的影响　
与正常组比较， 模型组子宫指数与卵巢指数降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 阳性药组子宫指数升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 孕康口服液各剂量组子宫指数与卵

巢指数有升高趋势， 但差异无统计学意义。 见

表 ５。
表 ５　 孕康口服液对 ＰＯＩ 模型小鼠子宫指数和卵巢指数的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝９～ １０）
Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｖａｒｉａｂｌｅｓ

ｏｆ ＰＯＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝９－１０）
组别 子宫指数 ／ ％ 卵巢指数 ／ ％

正常组 ０􀆰 ３５２±０􀆰 １７８ ０􀆰 ０７７±０􀆰 ０１４
模型组 ０􀆰 ２５０±０􀆰 ０５３∗ ０􀆰 ０５７±０􀆰 ０２１∗

阳性组 ０􀆰 ４５５±０􀆰 ０７６＃＃ ０􀆰 ０６８±０􀆰 ０２７
孕康口服液高剂量组 ０􀆰 ２９２±０􀆰 １０９ ０􀆰 ０５９±０􀆰 ０１６
孕康口服液中剂量组 ０􀆰 ２６８±０􀆰 １００ ０􀆰 ０５８±０􀆰 ０１６
孕康口服液低剂量组 ０􀆰 ２８９±０􀆰 １０７ ０􀆰 ０６６±０􀆰 ０１３

　 　 注：与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 孕康口服液对卵巢颗粒细胞凋亡的影响　 与

正常组比较， 模型组小鼠卵巢颗粒细胞凋亡数量增

加， Ｂｃｌ⁃２ 阳性表达减少， Ｂａｘ 阳性表达增加。 与

模型组比较， 孕康口服液各剂量组和阳性组小鼠卵

巢颗粒细胞凋亡数量减少， Ｂｃｌ⁃２ 阳性表达增多，
Ｂａｘ 阳性表达减少。 见图 ３～５。

图 ３　 孕康口服液对卵巢颗粒细胞凋亡的影响 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕ⁃

ｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ （×４００）

４　 讨论

ＰＯＩ 是一种多病因所致的卵巢功能低下疾病，
多数患者病因并不明确［１５⁃１６］。 雷公藤多苷片常用

于治疗类风湿性关节炎， 肾病综合征等疾病的同

时， 副作用也越来越引人注意， 尤其是使用药物过

量引起的 ＰＯＩ。 临床研究［１７⁃１８］表明， 雷公藤多苷可

导致 ＰＯＩ， 患者表现为月经不调或闭经， Ｅ２ 水平

下降， ＦＳＨ、 ＬＨ 水 平 升 高。 同 时 现 代 药 理 结

果［１９⁃２０］表明， 雷公藤多苷可制备 ＰＯＩ 动物模型，

图 ４　 孕康口服液对卵巢颗粒细胞 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达的影

响 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ Ｂｃｌ⁃２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ （×４００）

图 ５　 孕康口服液对卵巢颗粒细胞 Ｂａｘ 蛋白表达的影响

（×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＹＫＯＬ ｏｎ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ （×４００）

模型动物出现动情周期延长或无动情周期， 各级卵

泡数量减少， Ｅ２、 Ｐ 等性激素水平紊乱， 还能促使

卵巢颗粒细胞凋亡。 本实验采用雷公藤多苷制备

ＰＯＩ 模型小鼠， 结果显示模型小鼠出现平均动情周

期延长， 颗粒细胞层数减少， 窦前卵泡、 窦状卵泡

和黄体数量减少， 闭锁卵泡数量增加， 血清 Ｅ２、
Ｐ、 ＡＭＨ 水平降低， 卵巢颗粒细胞凋亡数量增加，
提示造模成功。

西医临床上， ＰＯＩ 患者一般采用激素替代疗

法、 赠卵移植法、 促排卵法、 免疫抑制疗法和基因

疗法。 卵子捐赠是患者实现怀孕的唯一可靠方法，
但其存在一系列并发症和伦理问题， 未得到有效应

用， 故临床上一般采用激素替代疗法。 激素替代疗

法目前常用于治疗无生育要求的 ＰＯＩ 患者， 此法

通过周期性补充雌孕激素， 经负反馈作用使促性腺

激素水平降低， 从而减少卵泡受到的刺激， 并协同

体内 ＦＳＨ 诱导卵泡颗粒细胞上的自身促性腺激素

受体生成， 使卵泡复苏。 但此法只能改善低雌激素
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引起的症状， 并不能从根本上恢复卵巢正常的内分

泌功能， 且停药后易复发。 有报道［２１］ 表明， 长期

用药可加大中风、 心脏病、 腿部及肺部栓塞的患病

率， 影响血糖、 血脂、 肝肾等功能， 尤其是会增加

患乳腺癌和子宫内膜癌的患病率。 因此， 目前临床

上尚缺乏用于治疗 ＰＯＩ 的有效药物。
中医学将 ＰＯＩ 归为 “经闭” “血枯” “年未老

经水断” “不孕症” 等范畴。 《素问·上古天真论》
载， “女子七岁， 肾气盛， 齿更发长； 二七而天癸

至， 任脉通， 太冲脉盛， 月事以时下， 故有子

……； 七七， 任脉虚， 太冲脉衰少， 天癸竭， 地道

不通， 故形坏而无子也”； 《傅青主女科》 中论述，
“经水早断， 似乎肾水衰涸”。 肾乃先天之本， 主

生殖， 肾气盛、 天癸至、 任通冲盛、 胞宫定期藏

泄， 则月事以时下。 肾藏精， 肾中精气为化血之

源， 若肾精亏损， 则天癸不充， 任冲气血不足， 胞

脉失于濡养， 致肾⁃天癸⁃冲任⁃胞宫轴功能紊乱， 月

经不至。 由此可见女子月经不仅与肾中精气有关，
还与气血的盈亏密切相关。 故中医认为 “肾虚精

亏、 血海枯竭” 为 ＰＯＩ 的主要病因， 并将补肾养

血作为主要治则［２２］。 临床研究［３⁃５］ 表明， 补肾养血

中药能够通过调节性激素， 起到改善卵巢功能的

作用。
孕康口服液由山药、 黄芪、 当归、 狗脊 （去

毛）、 菟丝子、 桑寄生、 杜仲 （炒）、 续断、 补骨

脂、 党参、 茯苓、 砂仁、 白术 （焦）、 阿胶、 苎麻

根、 地黄、 山茱萸、 枸杞子、 乌梅、 白芍、 益智、
黄芩、 艾叶等 ２３ 味药组成， 其中续断、 桑寄生、
杜仲、 菟丝子和枸杞子等具有固肾纳气的功效； 当

归、 芍药、 阿胶等可养血； 黄芪、 党参、 白术等具

有健脾益气的功效； 诸药合用， 可达 “补肾养血”
的功效， 临床上能有效预防及治疗流产［６⁃８］。 本课

题组前期研究［９⁃１３］ 发现， 采用肾虚型流产模型大

鼠、 复发性流产模型小鼠以及 ＬＰＳ 诱导流产模型

小鼠， 孕康口服液能增加模型动物的性激素水平，
促使卵巢黄体化， 维持卵泡正常发育。 因此， 基于

孕康口服液 “补肾养血” 的功效以及前期发现改

善卵巢功能， 推测其可能具有改善 ＰＯＩ 的作用。
本研究通过雷公藤多苷溶液灌胃成功建立 ＰＯＩ 模

型小鼠， 观察了孕康口服液对 ＰＯＩ 小鼠的药效作

用。 研究显示， 孕康口服液能明显缩短 ＰＯＩ 模型

小鼠动情周期， 改善卵巢组织形态学并增加窦状卵

泡数量， 表明孕康口服液具有改善雷公藤多苷所致

ＰＯＩ 模型的作用。 在明确药效作用基础上， 还进一

步对可能的机制进行了研究。
现代研究［２３⁃２４］表明， ＰＯＩ 与内分泌激素之间有

着密切的联系。 过高的 ＬＨ 水平将引起卵母细胞的

过早发育， 但不成熟， 导致卵泡闭缩或不排卵。 异

常 （过高或过低） 的 ＰＲＬ 水平将引起黄体功能不

全， 卵泡中 ＦＳＨ 分泌不足， 进而导致卵泡发育不

成熟。 Ｅ２ 是由子宫和卵巢分泌的性激素， Ｐ 是由

卵巢黄体细胞分泌， ２ 者的主要功能是促进子宫、
卵巢等性器官的发育成熟， 同时 Ｅ２ 能通过负反馈

调节， 降低高浓度的 ＦＳＨ 水平， 从而调节卵泡的

正常发育。 ＡＭＨ 是肽类生长因子， 最早在初级卵

泡的颗粒细胞层表达， 其浓度与发育卵泡数密切相

关［２５］。 ＩＮＨＢ 是转化生长因子 Ｂ 超家族成员之一，
其主要由卵巢窦卵泡颗粒细胞分泌， 可反馈性地抑

制 ＦＳＨ， 对生殖功能具有调节作用［２６⁃２７］。 由此可

见， 各种内分泌激素的分泌水平与卵泡的发育或闭

锁密切相关。 本研究显示， 孕康口服液能明显升高

ＰＯＩ 模型小鼠血清 Ｅ２ 和 ＡＭＨ 水平， 一定程度上可

以降低 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平， 升高 Ｐ 水平， 对 ＰＲＬ 和

ＩＮＨＢ 无显著影响。 表明孕康口服液可以通过调节

Ｅ２ 和 ＡＭＨ 等内分泌激素， 从而产生改善卵巢功能

的作用。 其中 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平未显著下降的原因可

能是在小鼠动情间期取血， ２ 种激素水平表达较

弱； 对 ＩＮＨＢ 未有显著影响的原因， 可能是 ＩＮＨＢ
较 ＡＭＨ 不敏感。

另有研究［２８］ 表明， 卵巢颗粒细胞凋亡是导致

卵泡闭锁、 卵泡数目减少的主要原因。 卵巢颗粒细

胞为卵母细胞的成熟和减数分裂提供重要的营养和

信号； 在一定条件下， 卵巢颗粒细胞可以直接或间

接地引起卵泡闭锁加快， 从而导致 ＰＯＩ。 Ｂｃｌ⁃２ 和

Ｂａｘ 属于 Ｂｃｌ⁃２ 家族， 是参与颗粒细胞凋亡的重要

因子， Ｂｃｌ⁃２ 具有抑制凋亡作用， Ｂａｘ 具有促进凋

亡作用， Ｂａｘ 的过度表达能拮抗 Ｂｃｌ⁃２ 对细胞凋亡

的抑制作用， 从而促使细胞凋亡。 ＴＵＮＥＬ 检测结

果显示， 雷公藤多苷能引起卵巢颗粒细胞凋亡， 而

孕康口服液能减少卵巢颗粒细胞的凋亡； 免疫组化

结果显示， 雷公藤多苷能降低颗粒细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达， 升高 Ｂａｘ 蛋白表达， 而孕康口服液能升高

颗粒细胞中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 降低 Ｂａｘ 蛋白表达。
表明孕康口服液可能通过调节 Ｂｃｌ⁃２ 以及 Ｂａｘ 的蛋

白表达， 从而起到减少卵巢颗粒细胞凋亡的作用。
因此， 具有 “补肾养血” 功效的孕康口服液

对雷公藤多苷致早发性卵巢功能不全模型小鼠卵巢

颗粒细胞具有改善作用， 其机制可能是其能调节凋
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亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 的表达， 继而减少卵巢颗

粒细胞凋亡， 调节 Ｅ２ 和 ＡＭＨ 等内分泌激素水平，
从而增加卵巢窦状卵泡， 并改善卵巢功能。
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