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摘要： 目的　 探究二至天癸方对早发性卵巢功能不全 （ＰＯＩ） 小鼠卵巢功能及免疫稳态的调节作用。 方法　 ５０ 只雌性

小鼠随机分为空白组、 模型组和二至天癸方低、 中、 高剂量组 （２􀆰 ７３、 ５􀆰 ４６、 １０􀆰 ９２ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 采用皮下多

点注射透明带 ３ 多肽 （ＺＰ３） 构建 ＰＯＩ 小鼠模型， 灌胃给药 ２８ ｄ， 期间监测动情周期变化。 给药结束后， 计算卵巢指

数； ＨＥ 染色观察卵巢组织病理变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＡＭＨ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１、
ＩＬ⁃２３ 水平； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 Ｆｏｘｐ３、 ＲＯＲγｔ、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ 表达； 流式细胞术检测脾

脏及卵巢组织中调节性 Ｔ 细胞 （ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ） 和辅助性 Ｔ 细胞 １ （ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１） 比例； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵

巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 模型组小鼠卵巢指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 动情周期紊乱， 各级生

长卵泡数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡数量增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＡＭＨ、 Ｅ２、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＦＳＨ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢组织 Ｆｏｘｐ３、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 和 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ、 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢及脾脏组织 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 二至天癸方中、 高剂量组小鼠卵巢指数升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 动情周期紊乱减轻， 各级生长卵泡数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
血清中 Ｅ２、 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢组织 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 和

Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ 和 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢及脾

脏组织 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１ 细胞比例降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与

模型组比较， 二至天癸方高剂量组小鼠血清 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢组织 Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 二至天癸方能有效改善 ＰＯＩ 小鼠卵巢功能和结构损伤， 其作用机制可能与调节 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ 细

胞平衡， 抑制相关促炎因子释放， 促进抗炎因子表达， 从而改善卵巢局部免疫炎症微环境密切相关。
关键词： 二至天癸方； 早发性卵巢功能不全； Ｔ 淋巴细胞； 炎症因子； Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ 免疫平衡
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ： ＡＩＭ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｅｒｚｈｉ Ｔｉａｎｇｕｉ Ｆｏｒｍｕｌａ （ＥＺＴＧＦ） ｏｎ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ ＰＯＩ）． ＭＥＴＨＯＤＳ 　 Ｆｉｆｔｙ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｌｏｗ⁃， ｍｅｄｉｕｍ⁃， ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＥＺＴＧＦ ｇｒｏｕｐｓ
（２􀆰 ７３， ５􀆰 ４６， ａｎｄ １０􀆰 ９２ ｇ ／ ｋｇ）， ｗｉｔｈ １０ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＰＯＩ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｍｕｌｔｉ⁃ｐｏｉｎｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｚｏｎａ ｐｅｌｌｕｃｉｄａ ３ （ＺＰ３） ｐｅｐｔｉｄｅ． Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｇａｓｔｒｉｃ
ｇａｖａｇｅ ｆｏｒ ２８ ｄａｙｓ， ｄｕｒｉｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｅｒｅ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｉｎｄｅｘ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． ＥＬＩＳＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅ２， ＦＳＨ， ＡＭＨ， ＩＦＮ⁃γ， ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１７Ａ， ＩＬ⁃１０， ＴＧＦ⁃β１， ａｎｄ ＩＬ⁃２３． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｆｏｘｐ３， ＲＯＲγｔ， ＩＬ⁃１７Ａ， ＩＬ⁃１０， ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ Ｔ⁃ｂｅｔ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ （ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ） ａｎｄ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ １ ｃｅｌｌｓ （ＣＤ４＋

ＩＦＮ⁃γ＋ Ｔｈ１） ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｔ⁃ｂｅｔ ａｎｄ
Ｆｏｘｐ３ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ． ＲＥＳＵＬＴＳ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｄｅｘ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ， ｒｅｄｕｃｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｒｏｗｉｎｇ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＭＨ， Ｅ２， ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ＦＳＨ， ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｔｈｅ
Ｆｏｘｐ３ ａｎｄ ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ Ｆｏｘｐ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅ
ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ， ａｎｄ ＲＯＲγｔ ａｎｄ Ｔ⁃ｂｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ⁃ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ
ＥＴＰＦ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｄｅｘ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ，
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｒｏｗｉｎｇ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｔｒｅｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｅ２ ａｎｄ ＡＭＨ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ＦＳＨ， ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α
ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｔｈｅ ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＩＦＮ⁃γ ａｎｄ Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ， ａｎｄ Ｔ⁃ｂｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｗａｓ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ＥＺＴＧＦ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ
ＴＧＦ⁃β１ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｆｏｘｐ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）．
ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　 Ｅｒｚｈｉ Ｔｉａｎｇｕｉ Ｆｏｒｍｕｌａ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＰＯＩ
ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ ｃｅｌｌ ｂａｌａｎｃｅ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｅｚｈｉ Ｔｉａｎｇｕｉ Ｆｏｒｍｕｌａ； ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ；
Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ ｉｍｍｕｎｅ ｂａｌａｎｃｅ

　 　 早 发 性 卵 巢 功 能 不 全 （ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ＰＯＩ） 是指女性在 ４０ 岁以前发生卵

巢功能减退， 以月经紊乱、 高促性腺激素和低雌激

素状态为主要特征， 全球发病率约为 ３􀆰 ７％ ， 并呈

现上升及年轻化趋势［１⁃２］。 ＰＯＩ 严重损害患者的生

育力与心理健康， 其中免疫因素占据重要地位， 约

２０％ 的 ＰＯＩ 与卵巢自身免疫直接相关， ３０％ 患者合

并其他自身免疫性疾病［１］。 免疫性 ＰＯＩ 的核心病

理机制为自身免疫攻击卵巢组织， 其中 Ｔ 淋巴细

胞亚群失衡尤为重要调节性 Ｔ 细胞 （ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ
ｃｅｌｌｓ， Ｔｒｅｇ） 数量减少及功能衰竭， 导致免疫抑制

能力减弱， 促炎因子异常活化和释放， 进而损伤卵
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巢功能。 Ｔｒｅｇ 细胞过继转移疗法为 ＰＯＩ 的免疫干

预提供新思路， 但面临靶向性、 安全性等挑战［３］。
中医药凭借其多靶点、 整体调节的优势在 ＰＯＩ

的治疗中发挥重要作用， 连方教授基于 “调整脏

腑， 调气和血” 的原则创制二至天癸方， 该方汲

取二至丸、 四物汤等经典方义， 具补肾填精、 养血

调气之效［４］。 前期研究表明， 该方可改善卵巢颗

粒细胞内质网应激［５］， 抑制氧化应激损伤［６］， 并

改善高龄女性体外受精⁃胚胎移植结局［７］， 还可重

塑 Ｔ 淋巴细胞亚群平衡， 增强母胎界面免疫耐受

以提高胚胎着床率［８］， 但该方对免疫性 ＰＯＩ 的作

用机制尚未阐明。 本研究拟探讨二至天癸方对 ＰＯＩ
小鼠卵巢结构及功能的改善作用， 并重点关注其对

卵巢局部 Ｔ 淋巴细胞平衡及相关炎症因子的影响，
以阐明其部分作用机制， 为中医药防治 ＰＯＩ 提供

新的实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ＳＰＦ 级健康雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ５０ 只，
６ 周龄， 体质量 １８～ ２２ ｇ， 购自北京维通利华实验

动物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（京） ２０２１⁃０００６］， 饲养于山东中医药大学实验动

物中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （鲁）
２０２３⁃００３１］， 环境温度 （ ２２ ± ２）℃， 相对湿 度

（５５±５）％ ， １２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替光照周期， 自由摄

食饮水。 本实验经山东中医药大学附属医院伦理委

员 会 审 批 通 过 （ 伦 理 批 号 ＳＤＳＺＹＹＡＷＥ
２０２５０４０１００２）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 二至天癸方由女贞子 １５ ｇ、 墨

旱莲 １５ ｇ、 枸杞子 １５ ｇ、 菟丝子 １５ ｇ、 熟地黄

１２ ｇ、 当归 １２ ｇ、 白芍 １２ ｇ、 川芎 ９ ｇ、 制香附

１２ ｇ、 甘草 ６ ｇ 组成， 所用药物为颗粒剂， 由山东

中医药大学附属医院药物制剂室批量制作， 院内批

号 （０１） ＦＺ０３２⁃０３。 透明带 ３ 多肽 （ｚｏｎａ ｐｅｌｌｕｃｉｄａ
３ ｐｅｐｔｉｄｅ， ＺＰ３， ＮＳＳＳＳＱＦＱＩＨＧＰＲ， 纯度 ９７％ ， 货

号 ＮＲ⁃１３） 购自吉尔生化 （上海） 有限公司； 弗

氏完全佐剂、 弗氏不完全佐剂 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，
批 号 Ｆ５８８１、 Ｆ５５０６ ）； 促 卵 泡 激 素 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ ）、 雌 二 醇 （ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，
Ｅ２ ）、 抗 缪 勒 管 激 素 （ ａｎｔｉ⁃ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＡＭＨ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （货号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ３０１５、 Ｅ⁃
ＯＳＥＬ⁃Ｍ０００８、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ０５１１） 购自武汉伊莱瑞特生

物科 技 股 份 有 限 公 司； 干 扰 素⁃γ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃
ｇａｍｍａ， ＩＦＮ⁃γ）、 肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，

ＩＬ ） ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＩＬ⁃２３ 转 化 生 长 因 子⁃β１
（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ １， ＴＧＦ⁃β１） ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒， 小鼠 Ｔｒｅｇ 细胞、 辅助性 Ｔ 淋巴细胞 １
型 （Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅ １， Ｔｈ１） 检测试剂盒 （货号

７０⁃ＥＫ２８０ ／ ３⁃４８、 ７０⁃ＥＫ２８２ ／ ４⁃４８、 ７０⁃ＥＫ２１７ ／ ４⁃４８、
７０⁃ＥＫ２１０ ／ ４⁃４８、 ７０⁃ＥＫ２２３⁃４８、 ７０⁃ＥＫ９８１⁃４８、
ＫＴＲ２０１、 ＫＴＨ２０１） 购自杭州联科生物技术股份有

限公司； ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 （货号 Ｐ００１０） 购

自上海碧云天生物技术股份有限公司； ＲＩＰＡ 裂解

液 （货号 Ｐ６７３０） 购自北京索莱宝科技有限公司；
Ｓｕｐｅｒ⁃ＰＡＧＥＴＭ免染预制胶 （货号 ＬＫ４０４） 购自上

海雅酶生物医药科技有限公司； Ｔ 盒转录因子 （Ｔ⁃
ｂｏｘ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｔ ｃｅｌｌｓ， Ｔ⁃ｂｅｔ） 抗体、 叉头状螺旋

转录因子 Ｐ３ （ ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ３， Ｆｏｘｐ３） 抗

体、 内参 ＧＡＰＤＨ 抗体 （货号 １３７００⁃１⁃ＡＰ、 ８５１２８⁃
４⁃ＲＲ、 ６０００４⁃１⁃Ｉｇ） 购自武汉三鹰生物技术有限

公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＢＭＪ⁃Ⅲ型组织包埋机 （常州市中威电

子仪器有限公司）； Ｐ２５０ ＦＬＡＳＨ 型数字切片扫描

仪 （济南丹吉尔电子有限公司）； ＲＭ２０１６ 型轮转

式切片机、 ＤＭ ＩＬ ＬＥＤ 型荧光倒置显微镜 （上海

徕卡仪器有限公司）； ＫＺ⁃５Ｆ⁃３Ｄ 型高通量组织研磨

仪 （武汉赛维尔生物科技有限公司）； ４８０ 型实时

定量 ＰＣＲ 仪 （瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）； ＰＥＰ⁃ｍｉｎｉ４⁃Ａ 型

双垂直电泳仪、 ＰＴＭ⁃ｍｉｎｉ４ 型转印电泳仪 （上海雅

酶生物医药科技有限公司）； Ｖ３００ 型扫描仪 （日
本 Ｅｐｓｏｎ 公司）； ＥａｓｙＦＬＯ ２ 型全光谱流式细胞仪

［普康 （杭州） 健康科技有限公司］； 蛋白印迹多

功能显影仪 （上海天能科技有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＰＯＩ 模型小鼠建立与分组处理　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

适应性饲养 １ 周后， 连续监测 ２ 个动情周期， 筛选

动情周期规律的小鼠纳入本研究， 随机分为空白

组、 模型组和二至天癸方低、 中、 高剂量组， 每组

１０ 只， 除空白组外， 其余各组小鼠采用皮下多点注

射 ＺＰ３ 的方法复制免疫性 ＰＯＩ 小鼠模型［９⁃１０］。 将 １０
ｍｇ ＺＰ３ 多肽溶于 １０ ｍＬ 双蒸水， 按照 １ ∶ １ 比例加入

等量弗氏完全佐剂配制成免疫试剂， 另外按照 １ ∶ １
比例等量加入弗氏不完全佐剂配制成免疫强化试

剂。 实验第 ０ 天， 皮下多点注射免疫试剂 ０􀆰 １５ ｍＬ
（含 ＺＰ３ ７５ μｇ）。 第 １４ 天， 于相同部位注射免疫

强化试剂 ０􀆰 １５ ｍＬ （含 ＺＰ３ ７５ μｇ）。 首次免疫约 ５
周后， 观察小鼠动情周期， 发现连续 ２ 个动情周期

紊乱， 视为造模成功， 并记录该时间点。 造模成功
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后， 各组随即开始为期 ４ 周的药物干预。 根据人与

小鼠体表面积换算公式， 将二至天癸方的成人剂量

换算为等效剂量， 二至天癸方低、 中、 高剂量组分

别灌胃二至天癸方 ２􀆰 ７３、 ５􀆰 ４６、 １０􀆰 ９２ ｇ ／ ｋｇ， 空白组

和模型组灌胃给予等体积生理盐水， 每天 １ 次。
２􀆰 ２　 动情周期监测及卵巢指数计算　 于每天上午

９： ００ 对小鼠进行阴道涂片， 苏木素⁃伊红 （ＨＥ）
染色后， 在光学显微镜下观察细胞形态以判定动情

周期。 末次给药后， 异氟烷麻醉小鼠， 取卵巢组

织， 用生理盐水清洗， 滤纸擦干， 称定质量， 计算

小鼠卵巢指数， 公式为卵巢指数 ＝卵巢质量 ／体质

量×１００％ 。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色检测卵巢组织病理学 　 去除卵巢周

围组织， ４％ 多聚甲醛固定， 脱水， 石蜡包埋， 切

片， 脱蜡， 水化， ＨＥ 染色， 脱水， 封片， 在显微

镜下观察卵巢组织病理形态。
２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清性激素及炎症因子水平　 小

鼠麻醉后， 摘眼球取血， ５ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
取上清， 然后严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书步骤

操作， 分别检测血清性激素 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＡＭＨ 及炎

症因子 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β１、
ＩＬ⁃２３ 水平。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 ＲＯＲγｔ、 Ｆｏｘｐ３、
ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃１０、 ＩＦＮ⁃γ、 Ｔ⁃ｂｅｔ ｍＲＮＡ 表达 　 提取卵

巢组织 ＲＮＡ， 测定 ＲＮＡ 浓度和纯度， 反转录成

ｃＤＮＡ 后进行扩增反应， 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 采用

２－ΔΔＣＴ法计算各目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达， 引物由

生工生物工程 （上海） 股份有限公司设计合成，
序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 序列
产物长度 ／

ｂｐ
Ｆｏｘｐ３ 正向 ５′⁃ＡＡＧＡＡＴＧＣＣＡＴＣＣＧＣＣＡＣＡＡＣ⁃３′ ８６

反向 ５′⁃ＴＣＡＴＣＴＡＣＧＧＴＣＣＡＣＡＣＴＧＣＴＣ⁃３′
ＩＬ⁃１０ 正向 ５′⁃ＧＧＴＴＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＡＴＣＧＧＡＡＡＴＧ⁃３′ １３３

反向 ５′⁃ＧＣＣＧＣＡＴＣＣＴＧＡＧＧＧＴＣＴＴＣ⁃３′
Ｔ⁃ｂｅｔ 正向 ５′⁃ＡＴＧＴＡＣＧＣＡＴＣＴＧＴＴＧＡＴＡＣＧＡＧＴＧ⁃３′ ９５

反向 ５′⁃ＴＧＧＴＴＧＧＡＴＡＧＡＡＧＡＧＧＴＧＡＧＡＡＧＧ⁃３′
ＩＦＮ⁃γ 正向 ５′⁃ＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧＡＣ⁃３′ １１７

反向 ５′⁃ＴＧＡＣＧＣＴＴＡＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＡＴＧＧ⁃３′
ＲＯＲγｔ 正向 ５′⁃ＣＣＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＴＣＡＡＧＴＴＴＧＧ⁃３′ ９８

反向 ５′⁃ＴＴＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＧ⁃３′
ＩＬ⁃１７Ａ 正向 ５′⁃ＴＧＧＣＧＧＣＴＡＣＡＧＴＧＡＡＧＧＣ⁃３′ １１５

反向 ５′⁃ＡＧＧＧＡＧＴＴＡＡＡＧＡＣＴＴＴＧＡＧＧＴＴＧＡＣ⁃３′
ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧ⁃３′ ８１

反向 ５′⁃ＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ⁃３′

２􀆰 ６　 流式细胞术检测脾脏及卵巢组织 Ｔ 淋巴细胞

比例　 取新鲜脾脏及卵巢组织， 置于预冷 ＰＢＳ 中

洗涤。 卵巢组织转移至含消化液 （４ ｍｇ ／ ｍＬ 胶原

酶Ⅳ ＋ ０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｍＬ ＤＮＡ 酶， ＲＰＭＩ⁃１６４０ 配制） 的

培养皿中， ３７ ℃消化 ２０ ｍｉｎ， 期间轻柔吹打数次；
加入等体积含 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基

终止消化。 将消化后的卵巢组织及洗涤后的脾脏组

织分别置于 ７０ μｍ 无菌筛网上研磨过滤。 收集细

胞悬液， １ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清； ＰＢＳ 重

悬细胞沉淀， 小心叠加于淋巴细胞分离液上， 梯度

离心后收集中间白膜层细胞。 Ｔｒｅｇ 细胞检测： 细

胞经 ＦＶＤ、 ＣＤ４５、 ＣＤ４ 表面染色， 固定破膜后进

行胞内 Ｆｏｘｐ３ 染色。 Ｔｈ１ 细胞检测： 取适量细胞重

悬于完全培养基， 加入刺激剂及阻断剂， ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中刺激 ４ ｈ （期间每 ３０ ｍｉｎ 混匀 １
次）， 刺激结束后进行 ＣＤ３、 ＣＤ４ 表面染色及胞内

ＩＦＮ⁃γ 染色。 所有染色步骤均严格按照相应试剂盒

说明书进行， 最后使用光谱流式细胞仪检测， 流式

数据采用 ＦｌｏｗＪｏ 软件进行分析。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋

白表达　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解小鼠卵巢组织， 离

心后取上清， 并采用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 将蛋

白样品与上样缓冲液混合， 于 １００ ℃煮沸 ５ ｍｉｎ 进

行变性。 １０％ ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 转移至 ＰＶＤＦ
膜上， 封闭， 洗膜后加入一抗 Ｔ⁃ｂｅｔ （１ ∶ １ ０００）、
Ｆｏｘｐ３ （１ ∶ １０ ０００）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ １００ ０００） ４ ℃
孵育过夜。 次日， 加入相应 ＨＲＰ 标记的二抗， 室

温摇床孵育 １ ｈ， 洗膜后采用 ＥＣＬ 化学发光液检测

蛋白条带， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 计

算目标蛋白相对表达量。
２􀆰 ８　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以平均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示， 数据经

正态性、 方差齐性检验， 符合正态分布和方差齐性

时， 组间比较采用单因素方差分析， 两两比较采用

ＬＳＤ 法； 符合正态分布但方差不齐时采用韦尔奇方

差分析； 不符合正态分布时采用克鲁斯卡尔⁃沃利

斯 Ｈ 秩和检验。 计数资料以频数 （百分数） 表示，
组间比较采用卡方检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 二至天癸方对 ＰＯＩ 小鼠动情周期及卵巢指数

的影响　 空白组小鼠动情周期规律， ４ ～ ５ ｄ 循环 １
次。 与空白组比较， 模型组小鼠动情周期明显紊

乱， 长期停滞在动情前期或动情期延长， 或未见完
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整动情周期， 提示造模成功。 与模型组比较， 二至

天癸方各剂量组小鼠动情周期逐渐恢复， 且二至天

癸方高剂量组小鼠动情周期接近正常组， 见图 １、
表 ２。

注： Ａ 为动情前期， Ｂ 为动情期， Ｃ 为动情后期， Ｄ 为动情间期。

图 １　 小鼠正常动情周期 （ＨＥ， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｎｏｒｍａｌ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｍｉｃｅ （ＨＥ， ×１００）

表 ２　 各组小鼠动情周期紊乱率比较

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒｕｓ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
正常动情周期

数量 ／ 只
紊乱动情周期

数量 ／ 只
紊乱率 ／ ％

空白组 １０ ０ ０
模型组 ０ １０ １００∗∗

二至天癸方低剂量组 ５ ５ ５０＃

二至天癸方中剂量组 ７ ３ ３０＃＃

二至天癸方高剂量组 ９ １ １０＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

　 　 与空白组比较， 模型组小鼠卵巢指数降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 二至天癸方各剂量

组小鼠卵巢指数升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 见

表 ３。
表 ３　 各组小鼠卵巢湿重及指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｗｅｔ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 卵巢湿重 ／ ｍｇ 卵巢指数 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
空白组 ４０􀆰 ７２±１􀆰 ８６ １􀆰 ９１±０􀆰 １１

模型组 ２４􀆰 ７６±３􀆰 ４０∗∗ １􀆰 ３０±０􀆰 １８∗∗

二至天癸方低剂量组 ３０􀆰 ２８±１􀆰 ０９＃＃ １􀆰 ５８±０􀆰 ０９＃

二至天癸方中剂量组 ３５􀆰 ８０±０􀆰 ９９＃＃ １􀆰 ８０±０􀆰 ０７＃＃

二至天癸方高剂量组 ３７􀆰 ８８±０􀆰 ５９＃＃ １􀆰 ８７±０􀆰 ０８＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 二至天癸方对 ＰＯＩ 小鼠卵巢结构及卵泡计数

的影响　 空白组小鼠卵巢形态正常， 结构清晰， 血

运丰富， 各级卵泡发育正常； 模型组小鼠卵巢皮髓

质结构异常， 颗粒细胞层数减少， 各级卵泡数量减

少， 伴随卵泡闭锁增多， 证实模型建立成功； 二至

天癸方干预后， 小鼠卵巢组织学结构改善， 血运改

善， 卵泡发育完整， 闭锁减少， 见图 ２。 如表 ４ 所

示， 与空白组比较， 模型组原始、 窦前、 窦状卵泡

数减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡数增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二至天癸方中、 高剂

量组原始、 窦前、 窦状卵泡数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为二至天癸方低、 中、 高剂量组。 红色箭头指示生长卵泡， 黑

色箭头指示闭锁卵泡， 黄色箭头指示黄体。

图 ２　 各组小鼠卵巢组织 ＨＥ 染色 （×２０）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２０）

表 ４　 各组小鼠卵巢各级卵泡计数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｏｕｎｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 原始 窦前 窦状 闭锁

空白组 １８􀆰 ６７±４􀆰 １３ １４􀆰 ６７±４􀆰 １８ ６􀆰 ３３±１􀆰 ６３ ４􀆰 ５０±２􀆰 ７４

模型组 ８􀆰 ６７±２􀆰 １６∗ ７􀆰 ５０±１􀆰 ５２∗∗ ２􀆰 ８３±１􀆰 ７２∗∗ １２􀆰 １７±２􀆰 ４８∗∗

二至天癸方低剂量组 ９􀆰 ００±１􀆰 ７９ ７􀆰 ８３±１􀆰 ９４ ３􀆰 １７±１􀆰 ３３ １０􀆰 ８３±１􀆰 ４７＃＃

二至天癸方中剂量组 １１􀆰 ８３±１􀆰 ６０＃ ８􀆰 ８３±１􀆰 ７２＃ ３􀆰 ８３±１􀆰 ４７＃ ９􀆰 ６７±２􀆰 １６＃＃

二至天癸方高剂量组 １３􀆰 ８３±１􀆰 ７２＃＃ １１􀆰 ５０±１􀆰 ８７＃＃ ５􀆰 ００±１􀆰 ４１＃＃ ８􀆰 ００±１􀆰 ４１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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３􀆰 ３　 二至天癸方对 ＰＯＩ 小鼠血清 Ｅ２、 ＡＭＨ、 ＦＳＨ
水平的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠血清 Ｅ２、
ＡＭＨ 水平降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＦＳＨ 水平升高 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二至天癸方低剂量组小鼠

血清 Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 二至天癸方中、 高剂量组小鼠血清 Ｅ２、
ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ５。
表 ５　 各组小鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＡＭＨ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｅ２， ＦＳＨ ａｎｄ ＡＭＨ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｅ２ ／ （ｐｍｏｌ·Ｌ－１） ＦＳＨ ／ （ｍＩＵ·ｍＬ－１） ＡＭＨ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

正常组 ８３􀆰 ３８±５􀆰 ６５ １４􀆰 １４±０􀆰 ５１ ８􀆰 ４２±１􀆰 １１
模型组 ４２􀆰 ６８±６􀆰 ９４∗∗ ３４􀆰 ７１±４􀆰 ４６∗∗ ２􀆰 ５６±０􀆰 １８∗∗

二至天癸方低剂量组 ６０􀆰 ８８±３􀆰 ９８＃＃ ２８􀆰 ３７±３􀆰 ８０＃＃ ３􀆰 ２９±０􀆰 ３３
二至天癸方中剂量组 ７４􀆰 ３１±４􀆰 ４７＃＃ ２１􀆰 １９±０􀆰 ９９＃＃ ４􀆰 ２６±０􀆰 １４＃

二至天癸方高剂量组 ８２􀆰 ３３±１􀆰 ３７＃＃ １９􀆰 ６０±０􀆰 ６８＃＃ ４􀆰 ９７±０􀆰 ４９＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 二至天癸方对 ＰＯＩ 小鼠血清炎症因子水平的

影响 　 与空白组比较， 模型组小鼠血清 ＴＧＦ⁃β１、
ＩＬ⁃１０ 水平降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、
ＩＦＮ⁃γ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二至

天癸方中剂量组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 高剂量组小鼠血清 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１０ 水

平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６。
表 ６　 各组小鼠血清 ＴＧＦ⁃β１、 ＩＬ⁃１０、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃１７Ａ、 ＩＬ⁃２３ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， ＩＬ⁃１０， ＴＮＦ⁃α， ＩＦＮ⁃γ， ＩＬ⁃１７Ａ ａｎｄ ＩＬ⁃２３ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＴＧＦ⁃β１ ＩＬ⁃１０ ＴＮＦ⁃α ＩＦＮ⁃γ ＩＬ⁃１７Ａ ＩＬ⁃２３

空白组 ７０􀆰 ５４±６􀆰 ５１ ３０􀆰 ２３±５􀆰 ２７ ３１􀆰 ８１±６􀆰 ３７ ８５􀆰 ２８±６􀆰 ５８ ５􀆰 ３１±１􀆰 ５９ ０􀆰 ７１±０􀆰 １７
模型组 ６０􀆰 ３７±４􀆰 ７２∗ １９􀆰 ２１±１􀆰 ２７∗∗ ５１􀆰 ４５±５􀆰 ７３∗∗ １３２􀆰 ８３±３􀆰 ０９∗∗ ４􀆰 ６８±１􀆰 ２１ ０􀆰 ８０±０􀆰 １４

二至天癸方低剂量组 ６３􀆰 ０７±１１􀆰 ３１ ２２􀆰 ９１±３􀆰 ６３ ４３􀆰 ４７±３􀆰 ４８ １２０􀆰 ８９±５􀆰 ９８ ４􀆰 ６８±１􀆰 ２１ ０􀆰 ７１±０􀆰 ２２
二至天癸方中剂量组 ６６􀆰 ７７±６􀆰 ７２ ２３􀆰 ８８±２􀆰 ０４ ３６􀆰 ４８±２􀆰 ８８＃＃ １１０􀆰 ６１±５􀆰 ７７＃＃ ４􀆰 ３７±０􀆰 ７３ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０９
二至天癸方高剂量组 ６８􀆰 ９４±３􀆰 ７１＃ ２７􀆰 １７±１􀆰 １９＃＃ ３９􀆰 ６０±４􀆰 １３＃＃ ９３􀆰 ４２±２􀆰 ７７＃＃ ５􀆰 ００±１􀆰 ０３ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０８

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 二至天癸方对 ＰＯＩ 小鼠卵巢组织炎症因子转

录水平的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠卵巢组

织 Ｆｏｘｐ３、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｔ⁃
ｂｅｔ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 二至天癸方低剂量组小鼠卵巢组织

ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中剂

量组小鼠卵巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ 表达升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 高 剂 量 组 小 鼠 卵 巢 组 织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 ＩＦＮ⁃γ
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｆｏｘｐ３、 ＩＬ⁃１０ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ７。

表 ７　 各组小鼠卵巢组织 Ｆｏｘｐ３、 ＩＬ⁃１０、 Ｔ⁃ｂｅｔ、 ＩＦＮ⁃γ、 ＲＯＲγｔ、 ＩＬ⁃１７Ａ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｆｏｘｐ３， ＩＬ⁃１０， Ｔ⁃ｂｅｔ， ＩＦＮ⁃γ， ＲＯＲγｔ ａｎｄ ＩＬ⁃１７Ａ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ

ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｆｏｘｐ３ ＩＬ⁃１０ Ｔ⁃ｂｅｔ ＩＦＮ⁃γ ＲＯＲγｔ ＩＬ⁃１７Ａ

空白组 １􀆰 ０３±０􀆰 ３０ １􀆰 ０１±０􀆰 １４ １􀆰 ０２±０􀆰 ２５ １􀆰 ０２±０􀆰 ２４ １􀆰 ０３±０􀆰 ２９ １􀆰 ０１±０􀆰 １７
模型组 ０􀆰 ３８±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０６∗∗ ５􀆰 ３３±１􀆰 ２２∗∗ ８􀆰 ９９±２􀆰 １９∗∗ １􀆰 ６８±０􀆰 １２∗∗ １􀆰 ７５±０􀆰 ９０

二至天癸方低剂量组 ０􀆰 ４３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０５ ４􀆰 １１±０􀆰 ５７ ３􀆰 ６８±１􀆰 ４６＃＃ １􀆰 ６０±０􀆰 ０５ １􀆰 ５２±０􀆰 ６５
二至天癸方中剂量组 ０􀆰 ５３±０􀆰 １６ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０２＃ ２􀆰 ６５±１􀆰 ８３＃ ３􀆰 ０９±１􀆰 ７５＃＃ １􀆰 ５２±０􀆰 ２１ １􀆰 ３０±０􀆰 １４
二至天癸方高剂量组 ０􀆰 ９１±０􀆰 ２７＃＃ ０􀆰 ８１±０􀆰 ２４＃ １􀆰 ９２±１􀆰 ０５＃＃ １􀆰 ５５±０􀆰 ５７＃＃ １􀆰 ３９±０􀆰 ０９ １􀆰 ２９±０􀆰 ３６

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 二至天癸方对 ＰＯＩ 小鼠脾脏及卵巢组织 Ｔｈ１、
Ｔｒｅｇ 细胞比例的影响 　 与空白组比较， 模型组小

鼠脾脏及卵巢组织 ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ 细胞活化数量

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１ 细胞活化数量增

加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 证实了 ＺＰ３ 诱导的 ＰＯＩ 小鼠模型

处于致炎状态， 卵巢内存在炎性细胞浸润； 与模型

组比较， 二至天癸方各剂量组小鼠脾脏和卵巢组织

ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ 细胞活化数量增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＣＤ４＋ ＩＦＮ⁃γ＋Ｔｈ１ 细胞活化数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３、 表 ８。
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注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～Ｅ 分别为二至天癸方低、 中、 高剂量组。

图 ３　 各组小鼠卵巢组织和脾脏组织 Ｔｒｅｇ、 Ｔｈ１ 细胞比例流式图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｔｒｅｇ ａｎｄ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ８　 各组小鼠卵巢组织 ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞亚群比例比较 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＤ４＋Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （％， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
卵巢组织 脾脏组织

ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ ／ ＣＤ４＋Ｔ ＣＤ４＋ ＩＦＮγ＋Ｔｈ１ ／ ＣＤ４＋Ｔ ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋Ｔｒｅｇ ／ ＣＤ４＋Ｔ ＣＤ４＋ ＩＦＮγ＋Ｔｈ１ ／ ＣＤ４＋Ｔ
空白组 ２􀆰 ２６±０􀆰 １１ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０８ ３􀆰 ２１±０􀆰 ６４ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４
模型组 ０􀆰 ７５±０􀆰 ０９∗∗ ２􀆰 ５３±０􀆰 ３６∗∗ ０􀆰 １４±０􀆰 １０∗∗ ３􀆰 ４０±０􀆰 ２６∗∗

二至天癸方低剂量组 １􀆰 ３５±０􀆰 ２２＃＃ １􀆰 ８６±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ６０±０􀆰 １８ １􀆰 ７４±０􀆰 １１＃＃

二至天癸方中剂量组 １􀆰 ７８±０􀆰 １０＃＃ １􀆰 ０８±０􀆰 １０＃＃ １􀆰 １３±０􀆰 ２７＃ ０􀆰 ９４±０􀆰 １２＃＃

二至天癸方高剂量组 ２􀆰 ０４±０􀆰 １１＃＃ ０􀆰 ７９±０􀆰 ２０＃＃ １􀆰 ８７±０􀆰 ２１＃＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 １０＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７ 　 二 至 天 癸 方 对 ＰＯＩ 小 鼠 卵 巢 组 织 Ｔ⁃ｂｅｔ、
Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达的影响　 与空白组比较， 模型组小

鼠卵巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｆｏｘｐ３
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 二至天

癸方各剂量组小鼠卵巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 二至天癸方中、 高剂量组小

鼠卵巢组织 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图

４、 表 ９。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ～ Ｅ 分别为二至天癸方低、
中、 高剂量组。
图 ４　 各组小鼠卵巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋白条带图
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ｔ⁃ｂｅｔ ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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表 ９　 各组小鼠卵巢组织 Ｔ⁃ｂｅｔ、 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达比较

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｔ⁃ｂｅｔ ａｎｄ Ｆｏｘｐ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ ｘ ± ｓ，
ｎ＝３）

组别 Ｔ⁃ｂｅｔ ／ ＧＡＰＤＨ Ｆｏｘｐ３ ／ ＧＡＰＤＨ
空白组 １􀆰 ００±０􀆰 １５ １􀆰 ００±０􀆰 ０４
模型组 ３􀆰 ６８±０􀆰 １７∗∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０５∗∗

二至天癸方低剂量组 ３􀆰 １０±０􀆰 １３＃ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０３
二至天癸方中剂量组 ２􀆰 ４９±０􀆰 ５７＃＃ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０３＃＃

二至天癸方高剂量组 １􀆰 ５２±０􀆰 ２３＃＃ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０２＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

ＰＯＩ 与自身免疫紊乱密切相关， 其核心在于 Ｔ
淋巴细胞亚群失衡， 即 Ｔｒｅｇ 细胞功能衰竭与效应 Ｔ
细胞异常活化［１１］。 在自身免疫性 ＰＯＩ 模型小鼠中，
已证实存在脾脏 Ｔｒｅｇ 细胞比例下降［１２］。 此外， 临

床研究证实 ＰＯＩ 患者存在外周血 Ｔｒｅｇ 数量减少和

效应 Ｔ 细胞异常活化， 其中 ＣＤ８＋Ｔ 细胞浸润与卵

巢萎缩程度呈正相关［１３⁃１４］。 最新单细胞研究提示，
ＣＤ８＋Ｔ 细胞和单核细胞显著下调与 ＡＭＨ 水平呈正

相关， 或可作为 ＰＯＩ 诊断的潜在免疫标志物［１５］。
中医学将 ＰＯＩ 归属于 “血枯” “经水早断” 范

畴， 其核心病机在于肾精亏， 致天癸化源匮乏， 冲

任血海空虚， 胞宫失养， 故未老经断［１６］。 此过程

常累及肝脾， 致气血失调、 冲任失调， 形成本虚标

实之候［１７］。 二至天癸方以 “补肾填精为主， 养血

疏肝为辅” 为治则， 方中菟丝子温肾填精， 女贞

子滋水涵木， 二者相须为用， 共为君药， 成阴阳互

济之枢， 共调肝肾阴阳之本［１８］； 佐以墨旱莲凉血

养阴， 枸杞子填精养血， 协同四物汤调和冲任气

血， 更入香附疏肝理气， 全方共奏补肾调肝、 养血

填精调和冲任之效。 本研究采用 ＺＰ３ 皮下注射诱

导 ＰＯＩ 模型， 模型小鼠出现动情周期紊乱， 体质

量及卵巢指数下降， 生殖内分泌紊乱， 与既往报道

一致［１９］。 经二至天癸方干预后， 卵巢组织病理学

改善， 生殖内分泌指标及动情周期亦趋于正常。
卵巢功能的正常维系高度依赖于其局部免疫微

环境的精密稳态［２０］。 在 ＰＯＩ 病理过程中， 在 ＰＯＩ
病理过程中， 过度活化的 Ｔｈ１ 细胞通过分泌 ＩＦＮ⁃γ
和 ＴＮＦ⁃α， 介导卵巢损伤与雌二醇合成障碍［２１⁃２２］。
Ｔｒｅｇ 细胞通 ＴＩＧＩＴ 等分子抑制树突状细胞分泌 ＩＬ⁃
１２［２３］， 并分泌 ＩＬ⁃１０ 诱导免疫耐受分子表达［２４］，
从而遏制 Ｔｈ１ 细胞的活化与扩增［２５］。 因此， ＰＯＩ

中 Ｔｒｅｇ 细胞数量减少或功能衰竭， 将直接导致免

疫稳态失衡， 加剧卵巢免疫损伤。 动物实验证实，
过继性移植 Ｔｒｅｇ 细胞可显著改善 ＰＯＩ 卵巢功能，
表现为成熟卵泡数量增加， 颗粒细胞凋亡减少，
Ｅ２ 水平升高及卵巢淋巴细胞浸润减轻［２６］。 因此，
靶向 Ｔｒｅｇ 以恢复 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ 平衡， 可为 ＰＯＩ 的免疫

干预提供转化方向。 本研究发现， ＰＯＩ 模型小鼠外

周血中由 Ｔｈ１ 等细胞产生的促炎因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃
γ 水平升高， 而主要由 Ｔｒｅｇ 细胞产生的抗炎因子

ＩＬ⁃１０、 ＴＧＦ⁃β 水平则降低。 脾脏及卵巢组织中

Ｆｏｘｐ３＋ Ｔｒｅｇ 细胞比例降低， 而 ＩＦＮ⁃γ＋ Ｔｈ１ 细胞比

例升高； 卵巢组织中促炎转录因子 Ｔ⁃ｂｅｔ 及其调控

的效应因子 ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达升高， 与 Ｔｈ１７ 细胞

分化相关的转录因子 ＲＯＲγｔ ｍＲＮＡ 表达也升高，
而 Ｔｒｅｇ 的特征性转录因子 Ｆｏｘｐ３ 及其功能介质 ＩＬ⁃
１０ ｍＲＮＡ 表达降低； 卵巢组织中 Ｆｏｘｐ３ 蛋白表达

降低， 而 Ｔ⁃ｂｅｔ 蛋白表达升高。 经二至天癸方干预

后， 小鼠脾脏及卵巢组织 Ｔｒｅｇ 细胞比例增加， 伴

随其分泌的 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＧＦ⁃β 水平升高； 而 Ｔｈ１ 细胞

比例降低， 其分泌的 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α 水平也同步

降低， 说明二至天癸方可能通过促进 Ｔｒｅｇ 细胞增

殖及功能， 抑制 Ｔｈ１ 细胞的异常活化， 最终重塑卵

巢免疫微环境稳态。
综上所述， 本研究发现二至天癸方可有效上调

ＰＯＩ 模型小鼠 Ｔｒｅｇ 细胞比例及功能， 抑制 Ｔｈ１ 细

胞极化， 通过重塑 Ｔｒｅｇ ／ Ｔｈ１ 免疫平衡改善卵巢炎

症微环境与功能。
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