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［摘要］ 目的　从卵巢机械微环境角度探讨温阳化浊方改善生殖衰老的可能作用机制。方法　实验设 5 个

组：20 只 3 月龄雌性小鼠设为 3 月龄组，20 只 6 月龄雌性小鼠设为 6 月龄组，20 只 5 月龄雌性小鼠设为 6 月

龄+温阳化浊方组，20只9月龄雌性小鼠设为9月龄组，20只8月龄雌性小鼠设为9月龄+温阳化浊方组。6月

龄+温阳化浊方组、9 月龄+温阳化浊方组小鼠给予温阳化浊方 41. 2 g/ （kg·d） 灌胃，每日 1 次，连续 4 周。

其余三组不给予任何干预。ELISA 方法检测生殖激素水平；HE 染色计数各级卵泡数量；测定卵巢组织透明

质酸 （HA） 含量和胶原纤维含量，评价卵巢机械微环境；采用超数促排法观察各组小鼠获卵数，以及产生

的子代数量和出生体质量情况评价生育力；观察各组小鼠子代雌性个体的卵母细胞体外受精和囊胚培养情

况，评价温阳化浊方对子代生殖潜能的影响。结果　与3月龄组比较，6月龄组、9月龄组小鼠血清促性腺激

素释放激素 （GnRH）、促卵泡素 （FSH） 和黄体生成素 （LH） 水平，卵巢胶原纤维含量，始基卵泡和次级

卵泡数量，获卵数、子代数量显著减少，初级卵泡、窦卵泡和闭锁卵泡数量均升高，抗缪勒管激素

（AMH）、卵巢基质 HA 含量及子代小鼠体外培养的卵母细胞受精率、卵裂率及囊胚形成率降低 （P＜0. 05）。

与6月龄组比较，6月龄+温阳化浊方组小鼠血清GnRH、FSH和LH水平，初级卵泡、窦卵泡和闭锁卵泡数量

减均显著少，AMH、卵巢基质 HA含量，子代小鼠卵母细胞的受精率，始基卵泡和次级卵泡数量，获卵数和

子代出生体质量增加 （P＜0. 05）。与9月龄组相比，9月龄+温阳化浊方组小鼠GnRH、FSH、胶原纤维含量，

初级卵泡、窦卵泡和闭锁卵泡数量均减少，AMH、卵巢基质 HA 含量，始基卵泡和次级卵泡数量，获卵数、

子代数量、出生体质量，子代小鼠卵母细胞的受精率、卵裂率及囊胚形成率均增加（P＜0. 05）。结论　温阳化

浊方可明显改善生殖中期及晚期的卵巢储备力、生殖力及其子代生殖潜能，其作用可能与改善衰老卵巢的机

械微环境重塑作用相关，且对生殖晚期卵巢机械微环境重塑作用，及其子代生殖潜能的提高作用更为显著。
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随着社会发展，女性延迟生育趋势增加，而

女性生育力自 35 岁起便呈断崖式下降［1］。卵巢衰

老导致的卵母细胞数量和质量下降，是高龄女性生

育力降低的主要原因［2］。卵巢微环境由基质内的

免疫细胞、血管、神经、间质细胞及细胞外基质

（extracelluar matrix，EMC）等组成［3］，通过产生的

各种激素、信号分子、代谢产物等，调控卵母细胞

的发育、成熟和排卵。卵巢机械微环境是指卵巢细

胞所处的物理学环境，主要由 ECM、机械力信号

传导系统以及细胞与ECM之间的相互作用组成［4］。

ECM 是卵巢机械微环境的重要组成部分，主要由

胶原蛋白、纤连蛋白、弹力蛋白、蛋白多糖等组

成，为卵巢提供机械支撑［5］，其过度积累会导致组

织纤维化，组织硬度增加［6］。卵巢纤维化是卵巢衰

老的早期标志［7］，衰老的卵巢机械微环境紊乱是限

制卵泡发育，影响卵巢储备力的重要原因［8-9］。因

此，重塑卵巢机械微环境是改善高龄女性生育力的

重要途径之一。
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既往研究表明，“脾肾阳虚”的病理状态可引

起水液代谢障碍，导致水湿内停，进而形成痰湿、

瘀血等病理产物，最终引起脏腑功能失调，这一病

理过程与肾或肝纤维化的发展机制类似，如炎症因

子积累、氧化应激、ECM 过度沉积［10-11］。故本团

队认为，卵巢机械微环境紊乱是不孕症女性“脾肾

阳虚，浊邪壅滞”导致病理产物积累的微观体现。

温阳化浊方是本团队基于不孕症“脾肾阳虚，浊邪

壅滞”的基本病机创制的经验方，前期研究证实，

其对子宫内膜炎合并反复种植失败、卵巢储备功能

减退、复发性流产等多种生殖障碍性疾病患者具有

改善妊娠结局的作用［12-14］，且可改善子宫内膜炎性

衰老，显著提高衰老小鼠的胚胎种植率［15］。本研

究基于卵巢机械微环境探讨温阳化浊方改善生殖衰

老的作用机制，并探讨温阳化浊方对高龄小鼠后代

生殖潜能的远期保护作用，为临床应用温阳化浊方

提高高龄女性卵巢储备力、生育力，及其后代生殖

潜力提供实验依据。本研究经南开医院实验动物伦

理委员会批准（批准号：NKYY-DWLL-2023146）。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及分组

SPF级雌性 3月龄（相当于生殖早期，体质量

19~21 g）、5 月龄（为温阳化浊方干预的生殖中期

小鼠，体质量20~23 g）、6月龄（相当于生殖中期，

体质量 21~24 g）、8月龄（为温阳化浊方干预的生

殖晚期小鼠，体质量 22~25 g）、9月龄（相当于生

殖晚期，体质量 23~25 g） C57BL/6JN小鼠各 20只，

SPF 级雄性 8~10 周龄 C57BL/6JN 小鼠 20 只，体质

量 22~24 g，均购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，动物使用许可证号：SCXK （京） 2016-
0006。于南开医院动物实验中心的标准实验室条件

下饲养：环境相对湿度（65±5）%，温度（22±2）℃，

昼夜各12 h，食水摄入自由，料垫定期更换。

1. 2　主要试剂及仪器

小鼠促性腺激素释放激素 （GnRH，货号：

HS1391-Mu）、促卵泡素（FSH，货号：HB967-Mu）、

黄体生成素 （LH，货号：HB970-Mu）、抗缪勒管

激素 （AMH，货号：HB1334-Mu）、雌二醇 （E2，

货号：HB975-Mu）、孕激素/孕酮 （PROG，货号：

HS094-Mu）、透明质酸 （HA，货号：HB025-Mu）
ELISA试剂盒，上海恒远生物科技有限公司；孕马

血清促性腺激素（PMSG，货号：P9970）、4%组织

细胞固定液（PFA，货号：P1110）、苏木素-伊红

（HE）染色试剂盒（货号：G1120）、改良天狼星红

染色试剂盒 （货号：G1472），北京索莱宝科技有

限公司；人绒毛膜促性腺激素（hCG），丽珠集团

丽珠制药厂；受精液 （货号：BN80001），北京拜

尔迪生物技术有限公司。

台式低速离心机 （型号：L530R），湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司；高通量组织研磨仪（型

号：xianou-24），南京先欧仪器制造有限公司；多

功能酶标仪 （型号：VLBLATGD2），美国 Thermo
公司；数字病理切片扫描仪（型号：KF-FL-005），

上海聚慕医疗器械有限公司；石蜡切片机（型号：

RM2235）、正置荧光显微镜 （型号：DM6000 B），

德国 Leica 公司；正置光学显微镜 （型号：SZX2-

ILLK）、体式显微镜（型号：SZX10），日本 Olym⁃
pus公司。

1. 3　药物

温阳化浊方组成：黄芪 30 g，菟丝子 30 g，鹿

角霜 （先煎） 30 g，肉苁蓉 10 g，炒薏苡仁 10 g，
茯苓 15 g，麸炒白术 10 g，苍术 5 g，巴戟天 10 g，
车前子（包煎） 20 g，陈皮 10 g，荷梗 10 g，藿香

10 g，黄柏5 g。饮片由安国市光明饮片加工厂提供。

按标准煎药方法煎煮，浓缩至浓度为 9. 56 g/ml 的
药液。

1. 4　分组及给药

实验设 5个组：20只 3月龄雌性小鼠设为 3月

龄组，20只 6月龄雌性小鼠设为 6月龄组，20只 5
月龄雌性小鼠设为 6 月龄+温阳化浊方组，20 只 9
月龄雌性小鼠设为 9月龄组，20只 8月龄雌性小鼠

设为 9月龄+温阳化浊方组。6月龄+温阳化浊方组、

9 月龄+温阳化浊方组小鼠给予温阳化浊方 42. 1 g/
（kg·d）灌胃，每日 1次，连续 4周。其余三组不给

予任何干预。温阳化浊方灌胃剂量根据人与小鼠的

等效剂量换算［16］。

1. 5　样本采集

采用随机数字表法从各组 20 只小鼠中选取 10
只小鼠，末次灌胃 2 h 后，摘取眼球收集外周血，

室温静置 30 min 后，3000 g、4 ℃离心 15 min，离

心半径 12 cm。吸取上清保存于-20 ℃，以备后续

血清生殖激素水平检测使用。收集卵巢组织，一侧

卵巢使用PBS漂洗，于 4%PFA固定，4 ℃过夜，后

于 75% 乙醇中 4 ℃保存，以备后续天狼星红和 HE
染色实验使用；另一侧新鲜卵巢组织，PBS漂洗保

存于-40 ℃，以备后续卵巢基质透明质酸含量检测

实验使用。
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1. 6　观察指标及方法

1. 6. 1　小鼠卵巢机械微环境的检测　ELISA 方法

检测卵巢基质HA含量：采用随机数字表法从各组

10个卵巢组织中选取 6个新鲜卵巢组织称重后（重

量：17~21 mg） 按 1∶9 比例加入生理盐水，使用

高通量组织研磨仪匀浆后，4 ℃ 12 000 g离心15 min，
离心半径 12 cm，静置后取上清，参照试剂盒说明

书方法检测HA含量。

天狼星红染色法检测卵巢胶原纤维含量：采用

随机数字表法从各组10个卵巢组织中选取6个卵巢

组织依次于75%乙醇、85%乙醇、95%乙醇、无水

乙醇Ⅰ、无水乙醇Ⅱ中脱水；经二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ
透明，石蜡包埋切5 μm厚切片。经65 ℃烤片30 min；
二甲苯脱蜡，梯度乙醇复水，苏木素滴染 15 min，
蒸馏水漂洗，天狼星红避光染色 25 min，依此于

75%、85%、95%、无水乙醇中脱水，再于二甲苯

中透明，最后在组织切片上滴加适量中性树胶封

片，于正置荧光显微镜下观察，每张切片随机选取

5个不重叠视野进行摄片记录，使用 Image J 1. 54g
软件测定胶原纤维面积占比。

1. 6. 2　小鼠卵巢储备功能的检测　血清生殖激素

水平：采用随机数字表法从各组 10管血清中选取 6
管，采用 ELISA 方法检测血清 GnRH、FSH、LH、

AMH、PROG含量，参照各试剂盒说明书方法操作。

卵泡发育情况及各级卵泡数量：采用 HE染色

法，随机选取各组5个卵巢石蜡组织，切片厚度5 μm，

使用苏木素染色 3 min，流动水冲洗 1 min，0. 1%
盐酸-乙醇溶液分化 20 s，流动水冲洗 1 min，PBS
溶液蓝化 5 min，流动水冲洗 1 min，75%、85%、

95% 乙醇各 10 s，伊红染色 2 min，后续脱水、透

明、封片同前。于光学显微镜下观察小鼠卵巢结

构，计数卵巢中始基卵泡、初级卵泡、次级卵泡、

窦状卵泡和闭锁卵泡的数量。计数方式：每隔 5个

连续的组织切片进行 1次计数，每一张切片上仅对

卵母细胞核清晰可见的卵母细胞核进行计数，从而

确保每个卵泡只被计数 1 次，避免重复计数的可

能性。

1. 6. 3　小鼠生殖功能的检测　超数促排卵方法［17］

后观察各组获卵数：采用随机数字表法从各组剩余

10只小鼠中选取 5只小鼠，腹腔注射 10 IU PMSG，

46 h 后注射 10 IU hCG。16 h 后颈椎脱臼处死，打

开腹腔，剪取输卵管和卵巢，置于盛有PBS的培养

皿中，在体式显微镜下用1 ml注射针头划开输卵管

壶腹部，使成熟的卵丘-卵母细胞复合体（COCs）

流出，100 IU 透明质酸酶滴消化 5 min，反复吹打

至脱去颗粒细胞，观察和比较各组获卵数。

小鼠子代数量、出生体重：将各组剩余 5只雌

性小鼠优先按雌雄 2∶1 比例进行合笼，剩余雌鼠

按雌雄比 1∶1 进行合笼，次日清晨查栓，以阴道

见栓为合笼成功。妊娠小鼠正常饲养至子代出生，

记录各组小鼠子代数量、出生体质量。

1. 6. 4　小鼠子代生殖潜能的评价　为研究温阳化

浊方干预对高龄小鼠子代生殖潜能的远期影响，实

验采用随机数字表法选取各组产生的子代 4周龄雌

性小鼠 6只，通过超数促排卵方法获取成熟COCs，
置于 HTF 受精滴。选取 10 周龄雄性小鼠 1~2 只收

集精子，将精子悬液转移至精子获能液中，于

37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 1 h。将精子加入受精

滴内与 COCs结合，次日将受精卵转移至 M16培养

皿液滴中，反复吹打以去除多余精子后，移入新液

滴中，覆盖矿物油，在 37 ℃、5% CO2培养箱中继

续培养至第 5天囊胚阶段。显微镜下每日观察早期

胚胎发育情况。受精率=二细胞胚胎数/获卵数×
100%；卵裂率 =四细胞胚胎数/二细胞胚胎数 ×
100%；囊胚形成率=囊胚形成数/二细胞胚胎数×
100% （受精后的最初阶段，受精卵会细胞分裂形

成二细胞，然后二细胞会细胞分裂形成四细胞）。

1. 7　统计学方法

采用 SPSS Statistics 26. 0 软件进行统计分析。

计量资料均符合正态分布，用均值±标准差（x̄±s）
表示。采用 Levene's test 进行方差齐性检验，若样

本数据方差齐，多组比较采用单因素方差分析，组

间多重比较采用 LSD 检验；若方差不齐，则使用

Dunnett's T3检验进行组间多重比较。P＜0. 05为差

异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　各组小鼠血清生殖激素水平比较

表 1示，与 3月龄组比较，6月龄组、9月龄组

和 9 月龄+温阳化浊方组小鼠血清 GnRH、FSH 和

LH 水平均升高，AMH 水平降低（P＜0. 05）；6 月

龄+温阳化浊方组小鼠 AMH水平也显著降低（P＜
0. 05）。与 6月龄组比较，9月龄组小鼠血清GnRH、

FSH和LH水平均升高，AMH和E2水平均降低（P＜
0. 05）； 6 月龄+温阳化浊方组小鼠血清 GnRH、

FSH 和 LH 水平均显著降低，AMH 水平明显升高

（P＜0. 05）。与 9月龄组比较，9月龄+温阳化浊方

组小鼠 GnRH 和 FSH 水平均降低，AMH 水平升高

··614



中医杂志 2025 年 3 月第 66 卷第 6 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2025，Vol. 66，No. 6

（P＜0. 05）。各组间血清 P 水平差异均无统计学意

义 （P＞0. 05）。与 6 月龄+温阳化浊方组比较，9
月龄+温阳化浊方组小鼠GnRH、FSH和 LH水平均

升高，AMH水平降低（P＜0. 05）。

2. 2　各组小鼠卵泡发育情况比较

图 1示，3月龄组小鼠卵泡结构完整，颗粒细

胞排列规则整齐。6 月龄组小鼠生长卵泡数量减

少，可见闭锁卵泡；9 月龄组始基卵泡数量较少，

颗粒细胞排列松散，甚至掉落至卵泡腔；6 月龄+

温阳化浊方组小鼠次级卵泡数量较 6 月龄组增加，

卵泡中颗粒细胞排列较整齐；9 月龄+温阳化浊组

始基卵泡数量较 9月龄组增加，各级生长卵泡结构

清晰。表 2示，与 3月龄组比较，6月龄组和 9月龄

组小鼠始基卵泡和次级卵泡数量显著减少，初级卵

泡、窦卵泡和闭锁卵泡数量显著增加（P＜0. 05）；

6 月龄+温阳化浊方组小鼠初级卵泡和次级卵泡数

量减少（P＜0. 05）；9 月龄+温阳化浊方组小鼠始

基卵泡和次级卵泡数量减少（P＜0. 05）。与 6月龄

表 1　各组小鼠血清生殖激素水平比较

Table 1　Comparison of serum reproductive hormone levels among groups of mice （x̄±s）

组别

3月龄组

6月龄组

9月龄组

6月龄+温阳化浊方组

9月龄+温阳化浊方组

组别

3月龄组

6月龄组

9月龄组

6月龄+温阳化浊方组

9月龄+温阳化浊方组

鼠数

6
6
6
6
6

鼠数

6
6
6
6
6

GnRH/ng·L-1
53. 02±3. 54
58. 67±3. 28a）

68. 20±3. 83a） b）

54. 04±2. 56b）

61. 48±1. 91a） c） d）

AMH/ng·ml-1
13. 89±1. 60

9. 70±0. 57a）

6. 70±1. 00a） b）

11. 58±0. 94a） b）

9. 61±0. 50a） c） d）

FSH /U·L-1
15. 68±1. 81
18. 67±1. 42a）

22. 80±2. 43a） b）

16. 35±1. 98b）

18. 62±1. 84a） c） d）

E2/pmol·L-1

210. 60±59. 56
218. 00±49. 54
156. 70±59. 59b）

204. 90±33. 60
200. 88±28. 37

LH /pg·ml-1
50. 13±1. 98
53. 88±1. 56a）

57. 53±2. 17a） b）

51. 54±1. 87b）

55. 36±1. 88a） d）

P/pmol·L-1

2165. 58±370. 89
2168. 92±309. 79
2439. 05±319. 76
2437. 00±263. 70
2469. 25±287. 64

注：GnRH，促性腺激素释放激素；FSH，促卵泡素；LH，黄体生成素；AMH，抗缪勒管激素；E2，雌二醇；P，孕酮。

a）与3月龄组比较，P＜0. 05；b）与6月龄组比较，P＜0. 05；c）与9月龄组比较，P＜0. 05；d）与6月龄+温阳化浊方组比较，P＜0. 05。

注：黑色箭头所指部位为始基卵泡；蓝色箭头所指部位为初级卵泡；红色箭头所指部位为窦卵泡；黄色箭头所指部

位为闭锁卵泡。

图 1　各组小鼠卵巢组织病理形态（HE染色）

Figure 1　Ovarian tissue pathological morphology in each group of mice （HE staining）
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组比较，9月龄组小鼠始基卵泡和次级卵泡数量减

少，初级卵泡数量增加（P＜0. 05），6 月龄+温阳

化浊方组小鼠始基卵泡和次级卵泡数量增加，初级

卵泡、窦卵泡和闭锁卵泡数量减少 （P＜0. 05）。

与 9月龄组比较，9月龄+温阳化浊方组小鼠始基卵

泡和次级卵泡数量增加，初级卵泡、窦卵泡和闭锁

卵泡数量减少（P＜0. 05）。与 6 月龄+温阳化浊方

组比较，9 月龄+温阳化浊方组小鼠始基卵泡数量

减少（P＜0. 05）。

2. 3　各组小鼠生殖能力比较

表 3示，与 3月龄组比较，6月龄组、9月龄组

和 9 月龄+温阳化浊方组小鼠获卵数、子代数量减

少（P＜0. 05），9月龄组的子代出生体质量亦下降

（P＜0. 05），6月龄+温阳化浊方组小鼠子代数量减

少，出生体质量增加 （P＜0. 05）。与 6 月龄组比

较，9月龄组小鼠获卵数、子代数量、出生体质量

减少（P＜0. 05），6 月龄+温阳化浊方组小鼠获卵

数和子代出生体质量增加（P＜0. 05）。与 9月龄组

比较，9 月龄+温阳化浊方组小鼠获卵数、子代数

量、出生体质量增加（P＜0. 05）。与 6 月龄+温阳

化浊组比较，9 月龄+温阳化浊组子代数量和出生

体质量均减少（P＜0. 05）。

2. 4　各组小鼠卵巢机械微环境情况比较

表 4 示，与 3 月龄组比较，6 月龄组、9 月龄

组、6月龄+温阳化浊方组和 9月龄+温阳化浊方组

小鼠的卵巢基质HA含量降低，胶原纤维含量增加

（P＜0. 05）。与 6月龄组比较，9月龄组小鼠卵巢基

质 HA 含量降低，胶原纤维含量增加 （P＜0. 05）；

6 月龄+温阳化浊方组小鼠卵巢基质 HA 含量增加

（P＜0. 05）。与 9月龄组比较，9月龄+温阳化浊方

组小鼠卵巢基质HA含量增加，胶原纤维含量降低

（P＜0. 05）。与 6 月龄+温阳化浊方组比较，9 月

龄+温阳化浊方组小鼠卵巢基质 HA 含量降低，胶

原纤维含量增加 （P＜0. 05）。使用天狼星红染液

对小鼠卵巢中的胶原纤维进行染色处理，并在偏振

光条件下观察结果。图 2示，3月龄组、6月龄组、

表 4　各组小鼠卵巢基质HA、胶原纤维含量比较

Table 4　Comparison of ovarian stroma HA and collagen fiber 
content among groups of mice （x̄±s）

组别

3月龄组

6月龄组

9月龄组

6月龄+温阳化浊方组

9月龄+温阳化浊方组

鼠数

6
6
6
6
6

HA/ng·ml-1

255. 08±3. 61
227. 93±3. 80a）

205. 78±6. 41a） b）

239. 40±1. 95a） b）

225. 62±9. 28a） c） d）

胶原纤维面积

占比/%
1. 56±0. 22
2. 62±0. 21a）

4. 70±0. 47a） b）

2. 16±0. 21a）

3. 09±0. 34a） c） d）

注：HA，透明质酸。

a） 与 3 月龄组比较，P＜0. 05；b） 与 6 月龄组比较，P＜

0. 05；c）与 9月龄组比较，P＜0. 05；d）与 6月龄+温阳化浊方组

比较，P＜0. 05。

表 2　各组小鼠卵泡发育情况比较

Table 2　Effects of WYHZ on the development of mice follicles （个， x̄±s）

组别

3月龄组

6月龄组

9月龄组

6月龄+温阳化浊方组

9月龄+温阳化浊方组

鼠数

5
5
5
5
5

始基卵泡

142. 33±18. 82
84. 67±11. 15a）

57. 00±4. 36a） b）

128. 67±1. 53b）

106. 00±13. 00a） c） d）

初级卵泡

55. 33±5. 03
70. 67±9. 71a）

90. 00±3. 61a） b）

42. 67±4. 51a） b）

44. 33±7. 51c）

次级卵泡

81. 67±4. 04
52. 00±5. 57a）

38. 00±7. 00a） b）

67. 00±10. 54a） b）

60. 33±7. 51a） c）

窦卵泡

12. 67±2. 08
17. 33±2. 08a）

21. 33±1. 53a）

11. 00±3. 61b）

13. 00±2. 65c）

闭锁卵泡

4. 00±3. 46
9. 66±1. 53a）

13. 33±3. 06a）

4. 00±1. 00b）

7. 33±4. 16c）

注：a）与 3月龄组比较，P＜0. 05；b）与 6月龄组比较，P＜0. 05；c）与 9月龄组比较，P＜0. 05；d）与 6月龄+温阳化浊方组比较，P＜

0. 05。

表 3　各组小鼠生殖能力比较

Table 3　Comparison of reproductive ability among groups of mice （x̄±s）

组别

3月龄组

6月龄组

9月龄组

6月龄+温阳化浊方组

9月龄+温阳化浊方组

鼠数

5
5
5
5
5

获卵数/个
20. 67±2. 52
14. 33±1. 15a）

7. 33±0. 58a） b）

18. 00±2. 65b）

13. 67±1. 53a） c）

子代数量/只
20. 67±1. 53
12. 67±0. 58a）

6. 33±1. 53a） b）

14. 33±1. 53a）

9. 67±1. 53a） c） d）

出生体质量/g
1. 22±0. 15
1. 27±0. 14
1. 01±0. 13a） b）

1. 40±0. 12a） b）

1. 24±0. 15c） d）

注：a）与 3月龄组比较，P＜0. 05；b）与 6月龄组比较，P＜0. 05；c）与 9月龄组比较，P＜0. 05；d）与 6月龄+温阳化浊方组比较，P＜

0. 05。
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9 月龄组小鼠卵巢内胶原纤维的红色染色逐渐明

显，且分布范围呈逐步扩大的趋势；6 月龄+温阳

化浊组小鼠卵巢内胶原纤维的红色染色范围较 6月

龄组缩小；9 月龄+温阳化浊组小鼠卵巢内胶原纤

维的红色染色范围较 9月龄组缩减，且红色程度相

对减弱。

2. 5　各组小鼠子代生殖潜能比较

表 5示，与 3月龄组比较，6月龄组和 9月龄组

子代小鼠体外培养的卵母细胞受精率、卵裂率及囊

胚形成率均显著降低（P＜0. 05），6 月龄+温阳化

浊方组和9月龄+温阳化浊方组囊胚形成率降低（P＜
0. 05）。与 6月龄组比较，9月龄组子代小鼠囊胚形

成率降低；6 月龄+温阳化浊方组子代小鼠卵母细

胞的受精率提高 （P＜0. 05），卵裂率、囊胚形成

率差异均无统计学意义（P＞0. 05）。与 9月龄组比

较，9 月龄+温阳化浊方组的子代小鼠卵母细胞的

受精率、卵裂率及囊胚形成率均升高（P＜0. 05）。

3　讨论

“脾肾阳虚，浊邪壅滞”是卵巢机械微环境紊

乱的主要病机。卵巢机械微环境紊乱主要表现为炎

症因子积累、ECM 结构改变 （如胶原纤维过度沉

积）等［18］。伴随卵巢衰老，卵巢胶原纤维含量增

加，透明质酸含量降低，卵巢组织硬度增加，产生

的机械束缚限制卵泡生长、发育，导致排卵障

碍［19-20］。中医理论认为，肾为先天之本，主藏精，

主生殖，若女子先天禀赋不足，或后天调养失宜，

易耗损肾中真阳，以致命门火衰，胞宫失于温养，

不能摄精成孕。肾阳不足则温煦与气化无力，不能

推动水液代谢，导致水湿停滞。同时，脾阳不振则

运化失司，水湿代谢与转输失常，导致水湿内停，

而脾的运化功能有赖于肾阳温煦以维持正常，肾阳

不足，脾阳亦失其温养，进而导致运化水谷精微及

代谢水湿的能力进一步减退，故脾肾阳虚促使湿、

痰、饮、瘀等浊邪壅滞积聚。卵巢作为“藏于阴而

注：箭头所指部位有明显的胶原纤维分布；标尺=50 μm。

图 2　各组小鼠卵巢组织胶原纤维分布情况（天狼星红染色，×40）
Figure 2　Distribution of collagen fibers in ovarian tissue of each group of mice

表 5　各组小鼠子代早期胚胎发育情况比较

Table 5　Comparison of early embryo development in offspring among groups of mice （x̄±s）

组别

3月龄组

6月龄组

9月龄组

6月龄+温阳化浊方组

9月龄+温阳化浊方组

鼠数

6
6
6
6
6

获卵总数/个
132
113

72
119

94

受精率/%
75. 55±4. 34
54. 38±12. 43a）

50. 88±11. 48a）

74. 10±13. 04b）

76. 56±0. 65c）

卵裂率/%
98. 85±1. 99
72. 88±9. 52a）

62. 70±11. 25a）

84. 26±16. 74
83. 14±5. 16c）

囊胚形成率/%
91. 89±7. 21
61. 68±15. 14a）

41. 51±1. 44a） b）

72. 22±10. 02a）

71. 04±6. 30a） c）

注：a）与3月龄组比较，P＜0. 05；b）与6月龄组比较，P＜0. 05；c）与9月龄组比较，P＜0. 05。
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象于地”的奇恒之府，易受浊邪侵袭。湿浊痰饮其

性黏腻胶着，重浊趋下，易壅滞于下焦卵巢之中，

导致卵巢微环境紊乱，阻碍卵泡激活、发育、成熟

和排卵，降低生殖能力。有研究［21］发现补肾养精

颗粒可通过降低 Rho 激酶 1、转化生长因子 β、白

细胞介素 1等表达，改善卵巢纤维化，进而促进早

发性卵巢功能不全模型大鼠的卵泡发育，改善卵巢

功能。温阳化浊方中以黄芪、鹿角霜为君，补气温

阳，助阴强精；臣以肉苁蓉、巴戟天、菟丝子，温

肾助阳，调冲促孕，同时加用茯苓、炒白术、炒薏

苡仁健脾益气，使气血生化有源，血脉通畅，荣养

卵巢；佐以苍术燥湿化浊，车前子淡渗以利湿，陈

皮温运以化痰浊，荷梗通宣以理郁浊，藿芳香以蠲

秽浊；最后以黄柏为使，引诸药入肾经，同时清热

燥湿坚阴，防诸药过于温燥。全方温补脾肾之阳，

兼顾益气调血，化湿蠲浊，填精益髓。

卵巢衰老是女性年龄相关性卵巢储备功能逐渐

衰退，从而导致女性生殖潜能降低的首要因素［22］。

始基卵泡池自胚胎期开始建立，在出生后，由于卵

泡的激活、发育、排卵和闭锁，使得始基卵泡池不

断被消耗，逐渐导致卵巢衰老［23］。延缓或逆转卵

巢衰老过程，是重塑高龄女性生殖能力的潜在干预

策略。随着年龄增长，卵巢储备功能逐渐减退，表

现为血清 AMH水平降低，FSH水平升高［24］。高龄

产妇往往面临高风险，如早产、低出生体重儿、围

产期死亡等不良妊娠结局的发生率显著增加［25］。

据报道，与年轻鼠相比，老龄鼠的子代出生数量及

体质量均显著降低［26］。本研究结果显示，3 月龄

组、6月龄组和 9月龄组小鼠血清 FSH 水平随年龄

增加呈逐步升高趋势，而 AMH 水平则逐渐下降，

获卵数及子代出生数量也逐渐减少，表明随着年龄

的增长，小鼠卵巢储备力、生殖力在不断下降。温

阳化浊方干预后，显著改善 6月龄组及 9月龄组小

鼠生殖激素水平，始基卵泡与次级卵泡数量增加，

闭锁卵泡数量减少，显著增加高龄小鼠的获卵数，

子代出生数量及体质量，提示温阳化浊方可改善高

龄女性卵巢储备力和生育力，为高龄女性生育力下

降提供了潜在的解决方案。

胶原纤维是卵巢 ECM 的主要成分，为卵巢组

织提供机械稳定性，其含量可直接影响卵巢的机械

特性 （如硬度），进而影响卵泡生长发育［27］。HA
是一种存在于 ECM 中的糖胺聚糖，通过调节 ECM
的流动性，维持卵巢组织的稳态性，影响原始生殖

细胞迁移，卵泡发育和排卵［28］。Nagamatsu 等［29］

发现卵巢 ECM 中胶原纤维含量的下降，导致卵巢

皮质机械应力降低，从而促进原始卵泡激活以及初

级卵泡的生长。有研究表明，卵巢质地会随着年龄

的增长而逐渐僵硬，这一现象与卵巢基质HA对卵

巢僵硬程度的调节作用有关，卵巢内的总HA含量

会随年龄的增长而降低［20］。本实验结果表明，3月

龄组、6月龄组和 9月龄组小鼠的卵巢组织中，HA
含量随年龄增长呈逐步下降趋势，而胶原纤维含量

则逐渐上升，这表明随着年龄的增长，小鼠卵巢组

织的纤维化程度在不断提高。在温阳化浊方干预

后，6 月龄组小鼠基质 HA 含量显著增加，而胶原

纤维含量无显著变化，提示温阳化浊方可通过提高

HA 含量，以改善生殖中期小鼠的卵巢纤维化；9
月龄组小鼠在给予温阳化浊方干预后，卵巢基质中

HA含量亦显著增加，并且伴随胶原纤维含量的显

著降低，提示温阳化浊方不仅可通过增加HA含量

以改善卵巢纤维化，还能通过降低胶原纤维含量以

达到这一结果。因此，与生殖中期小鼠相比，温阳

化浊方在改善生殖晚期小鼠卵巢纤维化方面作用更

为明显。

高龄妊娠会增加其后代女性月经不调、生育力

下降的风险［30］，高龄女性的后代生育能力显著降

低，新生儿死亡率显著增加［31］。本实验结果显示，

与 3 月龄组比较，6 月龄组和 9 月龄组小鼠子代体

外培养的卵母细胞受精卵、卵裂率及囊胚形成率均

显著降低，提示母代年龄与其子代生殖潜能有关，

且随着母代年龄增长，其子代卵母细胞的发育潜能

呈下降的趋势。在给予温阳化浊方干预后，6月龄

组小鼠子代卵母细胞受精率显著提高；9月龄组小

鼠子代卵母细胞不仅在受精率方面有显著提高，其

卵裂率及囊胚形成率均显著提高，提示生殖中期及

晚期小鼠经温阳化浊方干预能改善其子代卵母细胞

的发育潜能，并且温阳化浊方对生殖晚期小鼠的子

代卵母细胞发育潜能的改善作用更为明显。

综上所述，温阳化浊方可通过重塑衰老卵巢机

械微环境，改善高龄小鼠的卵巢储备力和生殖力，

同时对子代生殖潜力具有远期保护作用，且对生殖

晚期小鼠的改善作用更为明显。本研究仅考察了温

阳化浊方对卵巢基质中 HA 和胶原纤维含量的影

响，而未对其具体的影响机制进行深层次探究。此

外，未对卵巢机械微环境如何影响卵泡发育的机械

生物信号转导展开进一步的研究和阐述。
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Effect of Wenyang Huazhuo Formula （温阳化浊方） on Reproductive Aging， Ovarian Mechanical Micro-
environment，and Offspring Reproductive Potential in Aged Model Mice
XU Jiaqi1，2， ZHAO Xiaoli1，2， JIANG Nan1，2， LI Kaixi1，2， DING Yafei1，2， WEN Zimu1，2， JIA Yingying1，2， JIANG 
Mengjun3， XIA Tian1，2

1.  First Teaching Hospital of Tianjin University of Traditional Chinese Medicine，Tianjin，300193；2.  National Clinical Research 
Center for Chinese Medicine Acupuncture and Moxibustion；3.  Tianjin University of Traditional Chinese Medicine
ABSTRACT Objective　To explore the possible mechanisms of Wenyang Huazhuo Formula （温阳化浊方， WHF） 
in improving reproductive aging from the perspective of the ovarian mechanical microenvironment.   Methods　The 
experiment included five groups， 3-month group （20 female mice at 3 months of age）， 6-month group （20 female 
mice at 6 months of age）， 6-month + WHF group （20 female mice at 5 months of age treated with WHF）， 9-month 
group （20 female mice at 9 months of age）， and 9-month + WHF group （20 female mice at 8 months of age treated 
with WHF）.  The 6-month + WHF group and 9-month + WHF group were orally administered WHF 41. 2 g/（kg·d） 
once daily for 4 consecutive weeks.  The other three groups received no intervention.  Reproductive hormone levels 
were measured by ELISA.  HE staining was used to count the numbers of various stages of follicles.  Ovarian hyaluronic 
acid （HA） content and collagen fiber content were measured to evaluate the ovarian mechanical microenvironment.  
Superovulation was performed to observe the number of eggs obtained， as well as the number of offspring and birth 
weight to assess fertility.  The in vitro fertilization and blastocyst culture of oocytes from female offspring in each group 
were observed to evaluate the effect of WHF on offspring reproductive potential.   Results　Compared with the 3-
month group， the 6-month group and 9-month group showed significantly decreased serum levels of gonadotropin-re⁃
leasing hormone （GnRH）， follicle-stimulating hormone （FSH）， and luteinizing hormone （LH）， decreased ovarian 
collagen content， and reduced numbers of primordial and secondary follicles.  In contrast， the numbers of primary 
follicles， antral follicles， and atretic follicles increased.  The levels of anti-Müllerian hormone （AMH）， ovarian HA 
content， and the fertilization rate， cleavage rate， and blastocyst formation rate of oocytes from offspring were signifi⁃
cantly lower （P＜0. 05）.  Compared with the 6-month group， the 6-month + WHF group showed significantly reduced 
serum levels of GnRH， FSH， and LH， with a significant decrease in primary follicles， antral follicles， and atretic 
follicles as well as increase of AMH levels， ovarian HA content， number of primordial and secondary follicle， egg 
count， and offspring birth weight （P＜0. 05）.  Compared with the 9-month group， the 9-month + WHF group exhibited 
reduced GnRH， FSH， and collagen fiber content， as well as reduced number of primary follicles， antral follicles， and 
atretic follicles.  However， AMH levels， ovarian HA content， number of primordial and secondary follicle， egg count， off⁃
spring numbers， birth weight， fertilization rate， cleavage rate， and blastocyst formation rate of oocytes from offspring 
all significantly increased （P＜0. 05）.   Conclusion　WHF can significantly improve the ovarian reserve， fertility， 
and reproductive potential in offspring during reproductive mid-life and late-life stages.  Its effect may be related to the 
remodeling of the mechanical microenvironment of aging ovaries.  Moreover， the effect on the mechanical microenvi⁃
ronment remodeling of late-stage ovaries and the improvement of the offspring reproductive potential is more significant.
Keywords reproductive aging； ovarian mechanical microenvironment； Wenyang Huazhuo Formula （温阳化浊方）； 
ovarian reserve； reproductive hormones； reproductive potential
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