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［摘　要］　目的　观察益肾调肝汤Ⅱ号方对多囊卵巢综合征（ＰＣＯＳ）模型大鼠卵泡发育、卵巢黄体生成素受体（ＬＨＲ）表达的

影响。 方法　２４日龄 Ｗｉｓｔａｒ大鼠进行皮下埋植左炔诺孕酮结合皮下注射人绒毛膜促性腺激素造模，将造模成功６０只大鼠

随机分为６组，每组１０只，未造模１０只大鼠为正常组。分组灌服生理盐水、盐酸二甲双胍片、益肾调肝汤Ⅰ号方、益肾调肝汤

Ⅱ号方低、中、高剂量１５天后，观察动物卵巢重量，光镜观察卵巢卵泡的大小、黄体数；免疫组化分析ＬＨＲ在卵巢中的表达情

况。 结果　运用益肾调肝汤Ⅱ号方中、高剂量后，大鼠发育卵泡数增加，不成熟的早期发育卵泡减少，黄体数量增加，ＬＨＲ表

达增加。 结论　益肾调肝汤Ⅱ号方能明显增加大鼠卵巢重量、减少小卵泡数、增加黄体数，可明显增强ＬＨＲ在卵巢中的表

达，有利于卵泡的发育及排卵。
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　　多囊卵巢综合征（ＰＣＯＳ）是常见的代谢及内分
泌紊乱性疾病，无排卵妇女中多囊卵巢检出率为

７５％，多囊卵巢是多种功能性紊乱的最终结果，而不
是中枢或局部的特异性疾病［１］，常表现为排卵障碍
及不孕。属于中医学闭经、不孕、崩漏、癥瘕等范畴，

并多从肾虚、痰湿、瘀血来论治。我们在临床上应用
益肾调肝Ⅱ号方治疗ＰＣＯＳ取得满意疗效，本研究
旨在通过动物实验研究，了解其作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验药品、主要仪器和试剂
益肾调肝汤Ⅰ号方：山茱萸１５ｇ、怀牛膝１５ｇ、菟

丝子１５ｇ、枸杞子１２ｇ、淫羊藿１０ｇ、当归１０ｇ、丹参

１２ｇ、柴胡１０ｇ、香附１２ｇ、白术１２ｇ、陈皮１２ｇ、茯苓

１２ｇ等；益肾调肝汤Ⅱ号方：在Ⅰ号方基础上加（炮）

穿山甲１２ｇ、鳖甲３０ｇ等，中药由青岛市海慈医院药
剂科提供。盐酸二甲双胍片：上海信谊九福药业有
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限公司生产，规格０．２５ｇ，批号０８１１１３。左旋１８甲
基炔诺酮硅胶棒产自上海达华药业有限公司，每根
硅胶棒含７５ｍｇ左旋１８甲基炔诺酮，规格３９ｍｍ×
２．４ｍｍ，批号０８０５２８。注射用人绒毛膜促性腺激素
（ＨＣＧ）购自广东丽珠医药集团股份有限公司，规
格：１　０００ＩＵ／支，批号０８１１０２。黄体生成素受体
（ＬＨＲ）检测试剂（兔抗大鼠 ＬＨＲＩｇＧ）、抗原修复
液、即用型ＳＡＢＣ（过氧化物酶）试剂盒、ＤＡＢ显色
试剂盒（棕黄色）、ＰＢＳ缓冲液由武汉博士德生物工
程有限公司提供。显微镜：日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司生产
（型号ＢＸ６０），分析天平：上海精科天平公司生产
（ＴＧ３２８Ａ型），组织石蜡切片机：德国产Ｌｅｉｃａ　ＲＭ
２１３５型，ＢＨ－２显微照相系统：日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司
产品。

１．２　实验动物

２４日龄 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠，７０只，清洁级，体重

４５～５５ｇ，由青岛市动物研究所提供，动物许可证号：

ＳＣＸＫ（鲁）２００３００１０。用标准大鼠饲料分笼喂养，
人工控制光照，自由饮水，１２ｈ交替照明。

１．３　造模方法［２］

将大鼠麻醉后皮下埋植左旋１８甲基炔诺酮硅
胶棒３ｍｍ／只，３天后实验组每次皮下注射 ＨＣＧ
１．５ＩＵ，每天２次，共９天；对照组大鼠３天后每日颈
背部皮下注射与实验组等量生理盐水，共９天。采
用阴道细胞学检查来判定是否造模成功。

１．４　分组给药
选择造模成功６０只大鼠及未造模１０只大鼠，

分７组，未造模１０只大鼠为正常组；造模的６０只大
鼠随机分为６小组，每组１０只。依据人与各种动物
以及各种动物之间用药剂量换算系数表换算实验给

药剂量，灌胃给药，每天１次，持续１５天。模型组与
正常组每日１次生理盐水；西药组每日１次盐酸二
甲双胍片按成人剂量（５００ｍｇ／６０ｋｇ）的７倍（５８ｍｇ／

ｋｇ）；益肾调肝汤Ⅰ号方（简称Ⅰ号方组）每日１次
益肾调肝汤Ⅰ号方按成人剂量（２．９５ｇ／ｋｇ）的７倍
（２１．７ｇ／ｋｇ）；中药益肾调肝汤Ⅱ号方低、中、高剂量
组（简称Ⅱ高组、Ⅱ中组、Ⅱ低组）：每日１次益肾调
肝汤 Ⅱ 号方按成人剂量 （３．３７ｇ／ｋｇ）的 ３．５ 倍
（１１．８ｇ／ｋｇ）、７倍（２３．６ｇ／ｋｇ）、１４倍（４７．２ｇ／ｋｇ）。
实验全过程动物自由饮水、进食。

１．５　观察指标
灌胃完成后１天晚２０∶００起禁食，次日麻醉各

组大鼠，开胸心脏采血，取动物双侧卵巢组织，称重，

每个大鼠双侧卵巢组织放入同一标本中，经固定、切
片（每个切片中含同一大鼠个体的双侧卵巢组织），
每个标本切片２张，分别做苏木素－伊红（ＨＥ）染色
分析，光镜观察卵巢卵泡的大小和数量，黄体数等及

ＬＨＲ免疫组化分析。
免疫组化测定：漂烘、脱蜡、水化、微波修复、

ＰＢＳ缓冲液洗涤后滴加 ５％ＢＳＡ 封闭液，室温

２０ｍｉｎ，甩去多余液体，不洗。滴加一抗（效价１∶５０
的兔抗大鼠ＬＨＲＩｇＧ），３７℃２ｈ，ＰＢＳ液洗２ｍｉｎ×３
次。滴加生物素化兔抗大鼠ＩｇＧ，３７℃２０ｍｉｎ，ＰＢＳ
液洗２ｍｉｎ×３次。滴加试剂ＳＡＢＣ（大鼠ＩｇＧ），

３７℃２０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗５ｍｉｎ×４次。使用ＤＡＢ显色
试剂盒。取１ｍｌ蒸馏水，加试剂盒中 Ａ、Ｂ、Ｃ试剂
各１滴，混匀后加至切片。室温显色，镜下控制反应
时间，一般在５～１０ｍｉｎ。蒸馏水洗涤。苏木素复
染，脱水、透明、封片。显微镜观察。
免疫组化染色结果判定标准：观察阳性反应采

用双盲法，以细胞胞浆及包膜出现黄色颗粒为阳性
判定标准，采用显色强度结合阳性百分比率判断结
果，其中计算百分比率随机选取５个高倍镜视野记
数，阳性细胞个数／全部细胞百分比，计算×４００，得
出阳性细胞百分比率。按阳性细胞率及显色程度分
别评分，将两种评分结合起来分为４级：无论染色强
度如何，细胞阳性率＜２０％为阴性（－）；评３～４分
的为弱阳性（＋）；５～６分为中度阳性（＋＋）；７～８
分为强阳性（＋＋＋）。

１．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件进行数据处理，计量

资料的组间比较采用方差分析，免疫组化结果运用
秩和检验。

２　结果

２．１　各组大鼠卵巢重量、早期发育卵泡／卵泡总数
及黄体数比较

表１示，模型组大鼠较正常组卵巢重量增加，早
期发育卵泡／卵泡总数比例增加，黄体数减少（Ｐ＜
０．０５）；西药组、Ⅱ中组、Ⅱ高组较模型组卵巢重量减
轻（Ｐ＜０．０５）；Ⅱ中组、Ⅱ高组较模型组早期发育卵
泡／卵泡总数增加，黄体数减少，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。Ⅱ号方组、Ⅱ低组以上指标与正常
组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），与模型组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　各组大鼠卵巢组织中的ＬＨＲ表达
表２示，正常组、Ⅰ号方组、Ⅱ中组与Ⅱ高组的
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表１　各组大鼠卵巢重量、早期发育卵泡／卵泡

　　总数、黄体数的比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 双卵巢重量（ｇ）
早期发育卵泡／
卵泡总数（％）

黄体数

正常组 １０　０．１３７５±０．０１７５　 ５１．６３±４．３１　 ２５．６０±６．４７
模型组 １０　０．１７５２±０．０２８２△ ６２．６２±７．９０△ １６．４０±５．１０△

西药组 １０　０．１４３０±０．０１１２＊ ５９．１８±７．１１　 １６．８０±４．１９

Ⅰ号方组 １０　０．１７１３±０．０２００△ ５９．５８±９．４６△ ２０．７０±６．３８△

Ⅱ低组 １０　０．１７１２±０．０３１５△ ５６．８３±４．５４△ １８．８０±４．０５△

Ⅱ中组 １０　０．１４２５±０．０１３９＊ ５０．３１±２．４３＊ ２５．５０±３．８４＊

Ⅱ高组 １０　０．１４３２±０．０１２４＊ ４７．４０±３．７５＊ ２６．６０±５．４２＊

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５；与正常组比较，△Ｐ＜０．０５

颗粒细胞、卵胞膜细胞、间质细胞上ＬＨＲ的表达情
况各组间的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但与模
型组、西药组、Ⅱ低组各组间的差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），而后３组间的差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。
图１示，正常情况下ＬＨＲ在颗粒细胞、卵胞膜

细胞、间质细胞上能表达（见图１ａ），经造模后ＰＣＯＳ
模型大鼠卵巢ＬＨＲ表达下降（见图１ｂ），盐酸二甲
双胍片、益肾调肝Ⅱ号方低剂量不能改善ＬＨＲ低
表达状态（分别见图１ｃ、图１ｄ），而益肾调肝Ⅰ号方、
益肾调肝Ⅱ号方中剂量及高剂量改善（见图１ｅ、图

１ｆ、图１ｇ）。

３　讨论
卵泡液中黄体生成素与ＬＨＲ结合后，激活腺

苷酸环化酶系统而刺激甾体激素的合成，参与女性
生殖过程，如受精卵着床、性腺发育及功能活动的调
节。研究表明，用组织化学方法观察卵巢中促性腺
激素受体的分布情况，结果显示：①正常卵巢ＬＨＲ
主要分布在颗粒细胞及卵泡膜；②ＰＣＯＳ的ＬＨＲ主
要分布在增生的卵泡膜；增生的间质细胞只含少量；
颗粒细胞层退化、变薄，ＬＨＲ较少；③正常卵巢及

ＰＣＯＳ的白膜均不含ＬＨＲ。本研究显示，正常情况
下ＬＨＲ在颗粒细胞、卵胞膜细胞、间质细胞上能表
达，经造模后大鼠卵巢ＬＨＲ表达下降，这与一些研
究结果相符［３－４］。
中医药作为一种自然疗法已被证实治疗ＰＣＯＳ

具有可靠的疗效［５］。我们通过临床观察研究认为，

ＰＣＯＳ以肾虚为本，肝失调畅为要，瘀血、痰浊阻滞
为标。肝肾亏虚，肝郁克脾，气血津液运行失常，气
滞血瘀，痰湿内停，脉络受阻，故经血满溢失常。其
病位在冲任，病久则虚实夹杂、寒热转化不定。治疗
以治本同治，补肾调肝为治疗ＰＣＯＳ的根本大法，活
血化瘀、健脾燥湿是必要手段。益肾调肝汤Ⅰ号方
以山茱萸、菟丝子补肾填精为君，肝肾同补，阴阳俱

图１　各组大鼠卵巢组织中ＬＨＲ的表达（×１００）
（ａ正常组，ｂ模型组，ｃ西药组，ｄⅡ低组，ｅⅠ号方组，ｆⅡ中组，ｇⅡ高组）

表２　各组大鼠卵巢组织中ＬＨＲ的表达情况（只）

组别 鼠数
颗粒细胞

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
卵胞膜细胞

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
间质细胞

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋

正常组 １０　 ２　 ０　 ２　 ６　 １　 ２　 ３　 ４　 １　 ０　 ４　 ５
模型组 １０　 ５　 ２　 ３　 ０△ １　 ７　 ２　 ０△ ２　 ２　 ６　 ０△

西药组 １０　 ７　 ３　 ０　 ０△△ ４　 ６　 ０　 ０△△ ０　 ６　 ３　 １△

Ⅰ号方组 １０　 ０　 ２　 ６　 ２＊＊ ０　 ２　 ５　 ３＊＊ ０　 １　 ６　 ３＊

Ⅱ低组 １０　 ５　 ４　 １　 ０△△ ２　 ５　 ３　 ０△ ２　 ３　 ４　 １△

Ⅱ中组 １０　 １　 ４　 ０　 ５＊ ０　 ３　 ４　 ３＊ ０　 ２　 ４　 ４＊

Ⅱ高组 １０　 １　 ０　 ２　 ７＊＊ ０　 ０　 ４　 ６＊＊ ０　 １　 １　 ８＊＊

　　注：与模型组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与正常组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１
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全。枸杞子、淫羊藿等补益肝肾，当归补肝养血，柴
胡、为要，标本香附疏肝理气，共为臣药。补肾调肝
使精血互生，肝血充而肾精足，肝气调且精血畅。方
中白术、陈皮、茯苓等疏肝健脾除湿为佐，怀牛膝、丹
参等行气和血为使，活血通脉，促进益肾养精之功。
全方补肝益肾、理气活血、疏肝调经、除湿祛痰，可祛
除卵巢免疫因素，改善卵巢功能，促进卵泡发育及排
卵［６］。本研究表明中药益肾调肝Ⅰ号方能改善

ＬＨＲ低表达状态，但不能使ＰＣＯＳ模型大鼠变大增
重的卵巢减轻，不能降低早期发育卵泡／卵泡总数比
例，增加黄体数。盐酸二甲双胍片虽可改善模型大
鼠的不良病理变化，却不能改善ＬＨＲ低表达状态，
因此二者治疗均不能达到理想效果。
我们分析认为，ＰＣＯＳ患者体内多脉络瘀阻、血

脉不畅，有碍肾阴、肾阳的化生，惟瘀去而新生，故活
血有助于肾阴、肾阳的化生，临床实践证明使用活血
化瘀攻破的中药能提高排卵率［７］。此外，由于Ｐ－
ＣＯＳ病机变化错综复杂，病程较长，多为顽疾，用药
需要效专力猛，因此，我们研究出益肾调肝汤Ⅱ号
方，在Ⅰ号方基础上加用鳖甲、穿山甲等药，能入肝
而调气血、散瘀结，助药达病所，理论上应能取得较

Ⅰ号方更好的疗效。现代研究鳖甲具有免疫调节、
抗肿瘤、抗纤维化、补血等作用［８］。穿山甲水煎液对
小鼠有降低血液黏度及延长凝血时间的作用［９］。益
肾调肝汤Ⅱ号方全方补肾调肝、破血消癥、除湿祛
痰，标本兼治，甚合本证之肝肾不足，肝郁气滞，气滞
血瘀，脾虚痰阻，本虚标实的病机。因此Ⅱ号方中剂
量及高剂量不仅可使变大增重的卵巢减轻，增加卵
巢的发育卵泡数，使黄体数增多，有利于卵泡的发育
及排卵，还可增加ＬＨＲ在卵巢组织相应部位的表

达，有利于维持及增强黄体的功能。益肾调肝Ⅱ号
方低剂量不能改善ＬＨＲ低表达状态，表明中药需
达到一定剂量时才能发挥上述作用。本研究还显示
益肾调肝Ⅱ号方中高剂量与Ⅰ号方均可改善ＬＨＲ
在卵巢组织相应部位的表达，印证了补肾中药能促
进垂体及卵巢功能，改善神经内分泌调节功能，促进
卵泡发育，改善黄体功能［１０］。
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