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卵巢早衰(POF)指女性患者 40 岁之前出现闭经、不孕，

围绝经期症候群或绝经期症状、低雌激素血症和高促性腺激素

血症。近年来，随着中医中药研究的发展和不断深入，以中药

替代性激素治疗 POF 已为世人瞩目。本实验拟观察补肾调肝

活血方对雌激素水平、卵泡颗粒细胞凋亡的影响，并探讨其作

用机理。
1 材料

1.1 实验动物 SD 大鼠，8～12 周龄，体重(200±20)g，60
只，雌性，动情周期规律(4～5 天)，健康清洁级，由上海西普

尔 - 必凯实验动物有限公司提供，合格证号：0047638。
1.2 药物 补肾调肝活血方：龟板胶、鹿角胶、女贞子、熟

地黄、山茱萸、当归、淫羊藿各 15g，菟丝子、香附、玫瑰

花各 10g，水蛭 3g。将煎取的药汁根据给药剂量以及给药体

积(后述)制备成不同浓度的药液。己烯雌酚：合肥久联制药

有限公司生产，规格：0.5mg/ 片，批号 20080104。雷公藤

多苷片：湖南协力药业有限公司生产，规格：10mg/ 片，批

号 20080801。
1.3 主要试剂 细胞凋亡试剂盒，试剂编号：KGA7032，购

自凯基生物科技发展有限公司。雌二醇(E2)、促黄体生成激素

(LH)、促卵泡生成激素(FSH)、催乳素(PRL)放免试剂盒，批

号：081120，购自北京北方生物技术研究所。
2 方法

2.1 动物分组 按大鼠重量根据随机数字表法将 60 只大鼠分

为 6 组各 10 只：空白对照组(简称空白组)、模型组、中药预

防组(简称预防组)，己烯雌酚组(简称西药组)、中药低剂量组

(简称中药低组)、中药高剂量组(简称中药高组)。
2.2 动物造模 采用药物型卵巢早衰动物模型，参照高慧等[1]

报道的雷公藤多苷片灌胃法。将雷公藤多苷片研碎后，用蒸馏

水 溶 化 ， 配 成 悬 浮 液 ， 除 空 白 组 外 ， 其 余 各 组 大 鼠 予 以

50mg/kg/ 天灌胃 1 次，空白组予等体积蒸馏水灌胃，连续 14
天，灌胃体积为 20mL/kg。
2.3 给药 给药剂量按动物与人体表面积折算，将药物配成

不同浓度的药液。己烯雌酚组、预防组、中药低组予以临床

等效剂量分别为 0.045mg/kg/d、12g/kg/d、12g/kg/d。中药高

组予以临床 4 倍量 48g/kg/d，空白组与模型组给相应体积的

蒸馏水。除预防组从造模时开始给药，共 34 天；其余各组从

造模结束后 1 天给药，共 20 天。给药体积均为 20mL/kg。
2.4 指标检测 末次给药 24h 后，各组大鼠摘除眼眶取血，

室温静置自然凝固收缩后，离心，分离血清，用放免法测定性

激素 E2、FSH、LH、PRL 水平。将所有大鼠断颈处死，剖腹

取双侧卵巢，用 10% (体积分数)的多聚甲醛液固定，常规石蜡

包埋、切片，采用末端脱氧核酸转移酶介导的末端标记技术

(TUNEL 法)测定卵巢颗粒细胞凋亡率。光镜下观察，细胞核

着棕色者为阳性细胞，采用 MIAS 医学图象分析系统，放大

倍数为 400 倍，凋亡率(面密度)= 阳性细胞面积(目标面积)/ 总

面积(统计场面积)，每张切片观察 5 个视野，计算凋亡率的平
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均值。
2.5 统计学方法 所有数据均以(x±s)表示，采用 SPSS12.0
统计学软件进行数据的分析。
3 结果

3.1 各组大鼠血清 E2、FSH、LH、PRL 水平比较 见表 1。
除中药低组外，其余各组 E2 水平较模型组均有提高，与模型

组比较，差异有显著性或非常显著性意义 (P < 0.05，P <
0.01)；FSH、LH、PRL 水平各组间比较，差异无显著性意义

(P > 0.05)。

表1 各组大鼠血清E2、FSH、LH、PRL水平比较(x±s)

与模型组比较，①P < 0.05，②P < 0.01

3.2 各组卵巢颗粒细胞凋亡率比较 见表 2。TUNEL 法测定

卵巢颗粒细胞凋亡率。预防组、中药高组的颗粒细胞凋亡率与

模型组比较，差异有显著性意义(P < 0.05)。

表2 各组卵巢颗粒细胞凋亡率比较(x±s) %

与模型组比较：①P < 0.05。

3.3 各组光镜下卵巢大体形态及颗粒凋亡情况 见图 1～图

6。空白组细胞核着深棕色者的凋亡颗粒细胞数目很少，卵泡

发育良好(见图 1)。模型组细胞核着深棕色的凋亡颗粒细胞数

目多，卵泡发育不良(见图 2)。预防组细胞核着深棕色的凋亡

颗粒细胞数目很少，卵泡发育良好(见图 3)。中药高组细胞核

着深棕色者的凋亡颗粒细胞数目较少，卵泡发育正常(见图 4)。
西药组细胞核着深棕色的凋亡颗粒细胞数目较模型组少，卵泡

发育基本正常(见图 5)。中药低组细胞核着深棕色的凋亡的颗

粒细胞较多，卵泡发育不良(见图 6)。
4 讨论

4.1 模型评价 本实验中模型组 FSH 和 LH 以及 PRL水平与

空白组比较，差异无显著性意义(P > 0.05)，与文献报道的雷

公藤多苷所致大鼠卵巢早衰模型性激素水平较一致。此结果提

示：其一，由于种属原因，大鼠无低雌激素引起 FSH、LH 升

高的负反馈效应；其二，大鼠虽有高促性腺激素的持续无动情

周期，但由于实验时间短，FSH、LH 的变化在试验结束时尚

未反应出来；其三，雷公藤多苷对垂体的促性腺激素无明显影

响。总之，虽然该模型的性激素水平与人类卵巢早衰不完全相

同，但参考其卵巢的形态、病理改变以及颗粒细胞的凋亡情

况，此种造模仍是成功的。
4.2 疗效机制初探 目前 POF 的发病机制还不甚明确，一般

认为遗传、免疫、外界致病因素等一系列病因导致卵巢先天性

细胞数量减少(卵巢发育不良)、或卵泡闭锁加速、或直接损害

卵巢实体，最终致卵巢合成雌激素减少，FSH、LH 反馈性升

高，卵巢功能衰竭，形成 POF[2]。本研究显示：补肾调肝活血

方一方面产生类激素样作用，其提高 E2 的效果同西药己烯雌

酚相似。且中药预防组给药时间早、持续时间长，提高雌激素

水平最为明显，提示早期用药可有效稳定雌激素的水平，防止

POF 的发生。另一方面补肾调肝活血方抑制雷公藤多苷所致

大鼠的卵巢颗粒细胞凋亡，从而阻止了大鼠 POF 的发生和加

重。由上可知，补肾调肝活血方的疗效机制主要是通过改善

POF 发病机制中的两个关键点，即雌激素水平以及卵泡颗粒

细胞凋亡而防治 POF 的发生与发展。但本实验中药低组的疗

效不明显，其原因值得进一步的探讨。
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组 别

空白组

模型组

西药组

预防组

中药低组

中药高组

n
10
10
10
10
10
10

E2(pg/mL)
744.21±91 .04
616.1 5±77.42
728.28±91 .03①

774.23±74.47②

705.06±74.97
726.1 6±122.26①

FSH(mIU/mL)
11 .09±1 .95
11 .37±2.20
12.89±1 .77
12.48±1 .60
13.24±3.88
12.83±1 .67

LH(mIU/mL)
8.88±1 .77
9.02±1 .04
8.61±0.77
8.72±0.74
8.39±1 .25
8.77±1 .58

PRL(mIU/mL)
31 .99±6.80
32.31±9.60
35.08±7.1 1
34.67±5.76
33.94±8.92
34.1 3±8.21

组 别

空白组

模型组

西药组

预防组

中药低组

中药高组

n
10
10
10
10
10
10

凋亡率

27.69±6.30
50.25±14.25
37.1 6±6.65
28.01±9.02①

40.8±11 .64
28.79±7.1 7①

图 1：空白组

（40×10）
图 2：模型组

（40×10）
图 3：预防组

（40×10）

图 4：高剂量组

（40×10）
图 5：西药组

（40×10）
图 6：低剂量组

（40×10）
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