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［摘要］ 目的 探讨补肾健脾方治疗卵巢储备功能减退的可能作用机理。 方法 60 只小鼠随机分为空白
组、模型组、倍美力组和补肾健脾方高、中、低剂量组，每组 10 只。除空白组外，其余各组建立免疫性卵
巢功能衰退小鼠模型。于造模后 1 周开始补肾健脾方低、中、高剂量组分别给予浓度为 0. 54、1. 08、
2. 16 g /ml的补肾健脾方灌胃，每次 0. 3 ml，倍美力组给予倍美力片溶液 ( 浓度 0. 002 mg /ml) 0. 3 ml 灌胃，
空白组和模型组均予生理盐水 0. 3 ml 灌胃，连续 90 天，每周休息 1 天。测定各组小鼠血清卵泡刺激素
( FSH) 、黄体生成素 ( LH) 、雌二醇 ( E2 ) 水平，测量卵巢重量并进行卵巢组织 HE染色，计数卵母细胞数
目，电镜下观察卵巢组织形态学改变。 结果 与正常组比较，模型组小鼠血清 FSH、LH水平明显升高，E2

水平明显降低，卵巢重量降低，卵母细胞数减少 ( P ＜ 0. 01) 。与模型组比较，补肾健脾方高剂量组与倍美
力组均能降低血清 LH与 FSH水平，升高 E2 水平，提高卵巢重量和卵母细胞数 ( P ＜ 0. 01) 。电镜显示，模
型组小鼠的卵母细胞透明带厚度不均匀，边界不清晰，可见到髓样小体和许多微绒毛; 补肾健脾方高剂量组

和倍美力组小鼠的卵母细胞透明带厚度比较均匀，边界也比较清晰。 结论 补肾健脾方可调节卵巢储备功能
下降小鼠的生殖激素水平，提高卵子数量与质量，可能是其治疗卵巢储备功能减退的作用机理之一。
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生育期卵巢功能衰退 ( decreasing ovarian
reserve，DOＲ) 可以引起女性月经紊乱、闭经、不
孕不育等病症，在辅助生殖技术中也可导致卵巢低

反应的发生，增加试管婴儿失败的几率［1］。我们
在临床研究中发现，补肾健脾方通过调理女性机体

脏腑、阴阳、气血关系，从而改善女性月经不调，
治疗不孕不育，可提高卵巢反应性［2］。为了进一
步阐明补肾健脾方治疗月经不调、不孕症及提高卵
巢反应性的可能作用机制，本实验观察补肾健脾方

对免疫性卵巢功能减退小鼠性激素、卵巢质量及组
织形态学的影响，现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 动物
健康雌性 BALB /C 小鼠 60 只，SPF 级，8 周

龄，体重 ( 25 ± 5 ) g，由北京维通利华实验动物

技术有限公司提供，实验动物合格证号: SCXK-
( 京) 2012 － 0001。每笼饲养 5 只，光亮 ∶ 黑暗时
间为 14 ∶ 10，自由饮水取食，温度 20 ～ 25℃，相
对湿度 65% ～75%。
1. 2 药物
补肾健脾方组成: 熟地黄 10 g，莲子 10 g，山

药 10 g，菟丝子 10 g，巴戟天 10 g，覆盆子 10 g，
黄精 10 g，石斛 10 g，橘叶 10 g，香附 10 g，甘草
3 g，由北京同仁堂药业有限公司提供，每剂总质量
103 g; 倍 美 力 ( 0. 625 mg /片，批 准 文 号:
H20100586) ，惠氏制药有限公司。
1. 3 主要试剂及仪器
弗氏完全佐剂 ( 批号: F5881 ) 、弗氏不完全

佐剂 ( 批号: F5506 ) 均为 Sigma 公司产品; 小鼠
透明带 3 ( ZP3 ) 由杭州中肽生化有限公司合成;
CX43 免疫组化试剂盒 ( 货号: BA1727 ) 、BMP-15
免疫组化试剂盒 ( 货号: BA2018 ) 均为武汉博士
德生物工程有限公司产品; 小鼠雌二醇 ( E2 ) 检

测试剂盒 ( 货号: sc-elisa2464 ) 购自上海广锐生
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物科技有限公司; 卵泡刺激素 ( FSH，货号: ZA-
0264) 、黄体生成素 ( LH，货号: ZA-0344 ) 试剂
盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
相差倒置显微镜 ( Coic 公司，型号 XDS-1B) ，

低速台式离心机 ( 湖南湘仪仪器有限公司，型号

TDZ4-WS) ; 涡旋仪 ( IKA 公司，型号 MS3 ) ，纯
水仪 ( Milipore 公司，型号 Millipore-D24UV ) ，酶
标仪 ( Bio-Ｒad 公司，型号 680 ) ，冰箱 ( Siemens
公司，型号 BCD610W) ，超低温冰箱 ( New bruns-
wick scientific 公司，型号 U410 ) ，超声波清洗器
( 昆山超声仪器有限公司公司，型号 KQ500DV) ，
电热恒温鼓风干燥机 ( 上海精宏实验设备有限公

司，型号 DHG) ，微量天平 ( Mettler-Toledo 公司，
型号 PL403 ) ，透射电镜 ( 日本日立公司，型号
H7650) 。
1. 4 动物分组及模型建立

60 只小鼠采用随机数字表法分为空白组、模
型组、倍美力组和补肾健脾方高、中、低剂量组，
每组 10 只。除空白组外，其余各组参考文献 ［3］
建立免疫性卵巢功能衰退小鼠模型: 取 6 mg ZP3
透明带多肽粉末，加入 6 ml 双蒸水配成溶液，与
弗氏完全佐剂按 1 ∶ 1 配置成免疫试剂，与弗氏不
完全佐剂按 1 ∶ 1 配置成免疫强化试剂。每鼠予
0. 15 ml免疫试剂注射双后脚掌处及腹腔皮下，14
天后以免疫强化试剂 0. 15 ml 再次注射双后脚掌及
腹腔皮下。空白组每次造模时小鼠予以 0. 15 ml 生
理盐水注射双后脚掌处及腹腔皮下。
1. 5 给药方法
补肾健脾方低、中、高剂量组分别按 “人和

动物体表面积折算的等效剂量表”［4］折算成临床成
人用药剂量的 1、2、4 倍，制备成浓缩剂，浓度分
别为 0. 54、1. 08、2. 16 g /ml，每次灌胃 0. 3 ml; 倍
美力组给予倍美力片溶液 ( 浓度 0. 002 mg /ml )
0. 3 ml灌胃; 空白组和模型组均予生理盐水 0. 3 ml
灌胃。于造模后 1 周开始灌胃给药，连续 90 天，
每周休息 1 天。

1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 激素水平检测 实验结束后从小鼠颌下静
脉丛采血 0. 5 ml，室温下分离血清，行放射免疫法
测定 FSH、LH、E2 水平，按照试剂盒说明书操作。
1. 6. 2 卵巢重量检测 小鼠脊髓离断处死，剪开
小鼠腹膜，沿双侧子宫角上行，分别找到双侧卵

巢，摘取双侧卵巢，去除表面脂肪组织，动物天平

秤质量，然后放入液氮罐保存。
1. 6. 3 卵巢组织病理学分析 标本固定后经充分
水洗 2 h，先后经 70%、80%、95%、100%酒精梯
度脱水，二甲苯透明、浸蜡、石蜡包埋后，连续切
片，切片厚度 4un，分别进行 HE 染色。HE 染色
后，随机取 5 处镜下视野，计数卵母细胞数。
1. 6. 4 电镜下卵巢组织形态学观察 样本用
2. 5%戊二醛、1%锇酸各固定 1h。然后用 2%醋酸
油溶液染色，酒精脱水，用环氧树脂包埋。切片后
薄片用醋酸油盒枸橼酸铅染色，用透射电镜观察。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS19. 0 软件进行统计学处理。计量资

料数据以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，采用方差分
析; 如方差齐性，则组间两两比较采用 LSD 法或
Bonferroni法; 方差不齐采用 Tamhanes T2 法。P ＜
0. 05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组小鼠血清 E2、LH、FSH水平比较
表 1 示，与正常组比较，模型组小鼠血清

FSH、LH水平明显升高，E2 水平明显降低 ( P ＜
0. 01) 。与模型组比较，补肾健脾方高剂量组与倍
美力组均能降低血清 LH 与 FSH 水平，升高 E2 水

平 ( P ＜ 0. 01 ) ; 补肾健脾方中剂量组仅降低 FSH
水平，升高 E2 水平 ( P ＜ 0. 05) ，而补肾健脾方低
剂量组血清 LH、FSH、E2 水平与模型组比较差异

无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。与倍美力组比较，补
肾健脾方低、中剂量组血清 LH、FSH、E2 水平差

异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组小鼠血清 FSH、LH、E2 水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 FSH ( IU /L) LH ( IU /L) E2 ( ng /L)

正常组 10 0. 54 ± 0. 16 2. 93 ± 0. 26 25. 44 ± 3. 21
模型组 10 1. 15 ± 0. 08* 4. 74 ± 0. 34* 10. 04 ± 1. 17*

倍美力组 10 0. 62 ± 0. 11△△ 3. 05 ± 0. 26△△ 23. 22 ± 2. 63△△

补肾健脾方低剂量组 10 0. 97 ± 0. 08▲▲ 4. 12 ± 0. 37▲▲ 17. 38 ± 1. 06▲▲

补肾健脾方中剂量组 10 0. 78 ± 0. 12△▲ 3. 49 ± 0. 33▲ 19. 40 ± 2. 22△▲

补肾健脾方高剂量组 10 0. 66 ± 0. 13△△ 3. 16 ± 0. 42△△ 21. 24 ± 1. 55△△

注: FSH，卵泡刺激素; LH，黄体生成素; E2，雌二醇; 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与倍力
美组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01
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2. 2 各组小鼠卵巢重量和卵母细胞数比较
表 2 示，与正常组比较，模型组小鼠卵巢重量

减轻，卵母细胞数目减少 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组
比较，倍美力组和补肾健脾方中、高剂量组小鼠卵
巢重量升高，卵母细胞数目增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。补肾健脾方低剂量组卵巢重量、卵母细胞
数目均低于倍美力组，补肾健脾方中剂量组仅卵母

细胞数目低于倍美力组 ( P ＜ 0. 01 ) ，而补肾健脾
方高剂量组卵巢重量、卵母细胞数目与倍美力组差
异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 2 各组小鼠卵巢重量和卵母细胞数比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数
卵巢重量
( mg)

卵母细胞数目
( 个)

正常组 10 21. 45 ± 3. 12 146. 3 ± 9. 4
模型组 10 13. 21 ± 3. 25* 52. 2 ± 4. 4*

倍美力组 10 20. 56 ± 3. 70△△ 135. 6 ± 10. 4△△

补肾健脾方低剂量组 10 14. 06 ± 3. 83▲ 76. 7 ± 8. 0▲

补肾健脾方中剂量组 10 17. 08 ± 3. 69△ 95. 5 ± 8. 6△▲

补肾健脾方高剂量组 10 18. 66 ± 3. 15△△ 127. 1 ± 12. 5△△

注: 与正常组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，

△△P ＜ 0. 01; 与倍力美组比较，▲P ＜ 0. 01

2. 3 各组小鼠卵巢组织 HE染色结果比较
图 1 示，与正常组比较，模型组小鼠发育中的

卵泡及成熟的卵泡数目明显减少，而补肾健脾方

高、中剂量组以及倍美力组卵泡数量比模型组明显
较多; 相对于正常组，模型组卵巢颗粒细胞排列比

较紊乱，补肾健脾方高剂量组和倍美力组较模型组

有明显改善。模型组卵母细胞形态畸形，缩小或消
失，倍美力组和补肾健脾方高、中剂量组的卵母细

胞形态比较接近正常组，而补肾健脾方低剂量组也

有改善。
2. 4 各组小鼠透射电镜下卵巢组织形态学比较
图 2 示，空白组小鼠的卵母细胞透明带厚度均

匀，边界比较清晰，可见到插入透明带的微绒毛;

模型组小鼠的卵母细胞透明带厚度不均匀，边界

不清晰，可见到髓样小体和许多微绒毛; 补肾健脾

方低剂量组透明带边界不清晰; 补肾健脾方中剂量

组透明带边界尚清晰，但是厚薄不一，可见到微绒

毛和髓样小体; 补肾健脾方高剂量组和倍美力组小

鼠的卵母细胞透明带厚度比较均匀，边界也比较

清晰。

3 讨论

随着年龄的增长，卵巢功能逐渐衰退属于生理

现象，但生育年龄阶段由于疾病或其他因素所致的

卵巢功能衰退属于病理现象。根据其临床表现可以
将其归属于中医学 “月经不调” “闭经” “不孕”
等范畴。现代中医学家对于卵巢功能衰退病因病机
的认识不一，归纳起来有肾虚、肝郁、血瘀等几种
学说，但多数医家认为以肾虚为主［5 － 9］。夏桂成教
授认为，该病本于肾而关乎肝脾，辨证要点在于肾

阴亏虚、阴虚火旺等，日久夹痰夹瘀［10］。换言之，
该病病本在肾，与肝脾关系密切，而痰、瘀仅仅是
其病理产物而已。脾肾二脏在生理上相互配合，发
挥协同作用; 病理上也常相互影响，互为因果，

久之形成脾肾两虚的病证。尤昭玲认为，“养卵泡
先暖巢”［11］。根据“治病必求其本”“虚则补之”

图 1 各组小鼠卵巢组织 HE染色病理图 ( × 200)
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图 2 各组小鼠卵巢组织透射电镜下组织形态学改变 ( × 15000)

“损者益之”的治疗原则，本病的治疗原则以补肾、
补脾为主，化痰、祛瘀、疏肝为辅。本方中熟地黄
益精填髓，覆盆子补肾固精，二者合温补肾阳之菟

丝子、巴戟天，兼涩精之莲子，共启滋补肾精之
功; 黄精补中益气，石斛生津益胃，莲子益肾补脾，

山药健脾开胃，四者合奏益胃健脾化痰之功，橘叶、
香附疏肝理气祛瘀，兼顾脾运，甘草调和诸药。
美国生殖医学会把该病分为 4 个阶段: 正常阶

段、隐匿型阶段、生化异常阶段、临床异常阶段，
生化异常阶段主要是指 FSH异常升高与 E2 水平下

降［12］。随着研究的深入，多数学者一致认为，在
卵巢功能衰退早期 E2 水平升高，FSH、LH 维持在
正常水平; 当卵泡耗竭过多，卵巢储备明显下降

时，E2 则明显降低
［13］。另外，FSH升高，LH ( 相

对) 降低，或 FSH /LH 比值升高，预示着卵巢储
备降低、卵巢低反应的发生，LH 水平降低可能影
响卵巢对促性腺激素的反应性［14］。卵巢组织内的
窦卵泡及发育中的卵泡的数目能够很好地反应卵泡

池中剩余的原始卵泡，是卵巢储备能力常用的主要

指标［15］。透明带是由卵母细胞分泌的、围绕在卵
外周的糖蛋白基质，随着卵母细胞成熟过程中的直

径增加，透明带厚度也增加［16 － 17］，卵母细胞透明

带形态异常是影响卵子质量的一个重要因素［18］。
本实验结果证明，补肾健脾方高剂量组和倍美

力组可以下调卵巢功能减退小鼠的 LH、FSH水平，

同时提高其 E2 水平，增加卵巢重量，增加其发育

中的卵泡数目; 也可以使卵泡的透明带厚度比较均

匀，边界也比较清晰。说明补肾健脾方不仅增加卵
母细胞数目，而且可以提高卵子质量，有利于精卵

结合，从而提高该病患者的受孕率，以高剂量效果

最好，疗效与倍美力相当。总之，补肾健脾方能缓
解自身免疫反应对卵巢组织的损伤，可能与平衡性

激素水平、提高卵子质量有关，从而改善卵巢功
能，其具体机理期待深入研究。
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Effect of Bushen Jianpi Fang ( 补肾健脾方) on Sex Hormone and Oocyte quality in Mice with Immune Ovarian
Function Decline
FENG Guiling1，LI Jing2，ZHOU Xiaolin3

( 1． College of Life Science，Nanyang Normal University，Nanyang，473000; 2． Kaifeng Children's Hospital; 3． Nanyang Medical
College)

ABSTＲACT Objective To investigate the possible mechanism of Bushen Jianpi Fang ( 补肾健脾方) in the treat-
ment of ovarian reserve function decline． Methods Sixty mice were randomly divided into blank group，model
group，premarin group and Bushen Jianpi Fang high，middle and low dose groups，with 10 mice in each group．
Except for blank group，the other groups were established into mice model with immune ovarian function decline．
Experiment began one week after the modeling． Bushen Jianpi Fang high，middle and low dose groups were given
0. 54 g /ml，1. 08 g /ml，or 2. 16 g /ml of Bushen Jianpi Fang for gavage respectively，0. 3 ml each time． Premarin
group was given 0. 3 ml of premarin tablet solution ( concentration of 0. 002 mg /ml) for gavage，while the blank group
and model group were given 0. 3 ml of normal saline for gavage，respectively． The gavage lasted for 90 days，with one
day off every week． Serum levels of follicle stimulating prime ( FSH) ，luteinizing hormone ( LH) and estradiol ( E2 )

were tested，weight of ovary was measured，and ovarian tissues were stained with HE staining to count the number of
oocytes and observe the ovarian morphology change under the electron microscope． Ｒesults Compared with those
in the normal group mice，serum levels of FSH and LH were significantly increased，level of E2 was significantly
decreased，the ovarian weight was decreased，and the number of oocytes was decreased in the model group ( P ＜
0. 01) ． Compared with those in the model group，serum levels of LH and FSH reduced，level of E2，weight of ovary
and the number of oocytes increased in both the Bushen Jianpi Fang high dose group and premarin group ( P ＜
0. 01) ． Electron microscopy showed that the thickness of the oocyte zona pellucida of mice is not uniform，the boun-
dary is not clear，with the myeloid bodies and many microvilli in the model group，but the thickness of the oocyte zona
pellucida was more uniform，and the boundary was clear in the Bushen Jianpi Fang high dose group and the premarin
group． Conclusion Bushen Jianpi Fang can regulate the level of sex hormone in mice with ovarian reserve function
decline，and improve the quantity and quality of oocyte，which may be the one of the mechanisms of this herbal medi-
cine in the treatment of ovarian reserve function decline．
Keywords ovarian function decline; Bushen Jianpi Fang; sex hormone; the quality of oocyte; zona pellucida
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