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也摘要页 目的 观察补肾健脾方对环磷酰胺诱导的卵巢储备功能减退大鼠模型卵巢功能的影响袁并基于肿瘤坏死因子诱导相关

细胞凋亡途径探讨补肾健脾方调控大鼠卵巢储备功能减退的机制研究遥 方法 60只动情周期正常的健康雌性 SD大鼠袁随机分成正

常组 10只和造模组 50只袁造模组采用环磷酰胺 75 mg/kg 单次腹腔注射造模遥 造模成功的大鼠再随机分为模型组尧西药组[戊酸雌

二醇 0.103 mg/渊kg窑d冤+黄体酮胶囊 2.575 mg/渊kg窑d冤]尧补肾健脾方低剂量组[3.21 g/渊kg窑d冤]尧补肾健脾方中剂量组[6.43 g/渊kg窑d冤]尧补
肾健脾方高剂量组[12.85 g/渊kg窑d冤]袁每组 10只遥正常组及模型组均予等体积蒸馏水灌胃袁每组干预 1次/d袁干预 14 d遥检测各组大鼠

动情周期尧体质量尧卵巢脏器指数尧子宫脏器指数曰ELISA 法检测大鼠血清肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤尧酌干扰

素渊interferon-酌, IFN-酌冤含量曰免疫荧光法检测大鼠卵巢颗粒细胞内 B 细胞淋巴瘤-2渊B-cell lymphoma-2, Bcl-2冤尧Bcl-2 相关 X 蛋

白渊Bcl-2 associated X protein, Bax冤蛋白表达情况曰HE 染色检测卵巢组织病理情况曰Western blot 法检测卵巢磷酸化蛋白激酶 月
渊posphorylated-proteinkinase B, p-AKT冤尧磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白渊p-mammalian target of rapamycin, p-mTOR冤尧自噬蛋白

苄氯素-1渊Beclin-1冤表达情况遥 结果 与正常组比较袁模型组大鼠动情周期紊乱袁可见卵巢结构紊乱尧各级卵泡数量不同程度的减少尧
未见成熟卵泡袁卵巢间质中见到明显炎细胞浸润曰大鼠体质量尧卵巢脏器指数和子宫脏器指数无明显变化曰血清 TNF-琢尧IFN-酌水平

升高渊P<0.05袁P<0.01冤曰卵巢颗粒细胞 Bcl-2尧Bax尧Beclin-1 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P<0.01冤袁p-AKT尧p-mTOR 蛋白表达水平降低

渊P约0.01冤遥 与模型组比较袁西药组及补肾健脾方低尧中剂量组血清 TNF-琢尧IFN-酌 水平降低渊P<0.05袁P<0.01冤曰补肾健脾方中剂量组

Bax蛋白表达水平降低渊P<0.05冤曰补肾健脾方高剂量组 Bcl-2蛋白阳性表达升高渊P<0.05冤曰西药组尧补肾健脾方低剂量组 Beclin-1 蛋

白表达水平降低渊P<0.05袁P约0.01冤袁p-AKT尧p-mTOR 蛋白表达水平升高渊P约0.01冤遥 与西药组比较袁补肾健脾方高剂量组 TNF-琢 水平

升高渊P<0.01冤曰补肾健脾方低尧高剂量组 IFN-酌 水平降低渊P<0.05冤曰补肾健脾方低剂量组 Bax 蛋白表达水平升高渊P<0.05冤袁补肾健脾

方中剂量组 Bcl-2 蛋白水平表达升高渊P<0.05冤曰补肾健脾方中尧高剂量组 Beclin-1 蛋白表达水平升高渊P<0.05袁P约0.01冤袁p-AKT尧p-
mTOR 蛋白表达水平降低渊P约0.01冤遥结论 补肾健脾方可改善卵巢病理变化尧提高卵巢储备功能袁其机制可能通过抑制肿瘤坏死因子

TNF-琢尧IFN-酌表达袁增强 Bcl-2 蛋白表达水平袁降低 Bax 蛋白表达水平袁激活 mTOR 通路抑制大鼠卵巢颗粒细胞的自噬与凋亡袁从
而改善环磷酰胺造模所致的大鼠卵巢储备功能减退的影响遥

也关键词页 卵巢储备功能减退曰补肾健脾方曰肿瘤坏死因子曰细胞自噬曰细胞凋亡
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基于相关细胞凋亡途径探讨补肾健脾方调控大鼠
卵巢储备功能减退的机制研究
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the effects of Bushen Jianpi Formula (BSJPF) on ovarian function in rats with cycloph鄄
osphamide-induced decreased ovarian reserve function, and to investigate the mechanism of BSJPF regulating diminished ovarian
reserve (DOR) in rats based on tumor necrosis factor-induced apoptosis pathway. Methods A total of 60 healthy female SD rats
with normal estrous cycle were randomly divided into normal group (10 rats) and modeling group (50 rats). The modeling group was
treated with a single intraperitoneal injection of cyclophosphamide at 75 mg/kg to establish models. The successful modeling rats
were then randomly divided into model group, western medicine control group (estradiol valerate 0.103 mg/kg窑d + progesterone
capsule 2.575 mg/kg窑d), and low- (3.21 g/kg窑d), medium- (6.43 g/kg窑d), and high-dose (12.85 g/kg窑d) BSJPF groups, with 10 rats in
each group. Normal group and model group were given equal volume of distilled water by gavage once a day, for 14 consecutive
days. Estrous cycle, body mass, ovarian organ index, and uterine organ index were checked. The content of tumor necrosis factor-琢
(TNF-琢) and interferon-酌 (IFN-酌) in serum of rats were determined by ELISA. The expressions of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) and
Bcl-2 associated X protein (Bax) in ovarian granulosa cells were measured by immunofluorescence assay. HE staining was used to
examine the pathological status of ovarian tissues. Western blot analysis was used to check the ovarian posphorylated-proteinkinase
B (p-AKT), p-mammalian target of rapamycin (p-mTOR), and Beclin-1 expressions. Results Compared with the normal group, the
estrous cycle of the model group was disturbed, the ovarian structure was disturbed, the number of follicles at all levels was
reduced to different degrees, no mature follicles were seen, and obvious inflammatory cell infiltration was seen in the ovarian
stroma. There were no significant changes in body mass, ovarian organ index, or uterine organ index. Serum levels of TNF-琢 and
IFN-酌 were higher (P<0.05, P<0.01). The protein expressions of Bcl-2, Bax, and Beclin-1 in ovarian granulosa cells were higher (P<
0.05, P<0.01), while the protein expressions of p-AKT and p-mTOR were lower (P<0.01). Compared with model group, serum levels
of TNF-琢 and IFN-酌 were reduced in western medicine control group, and low- and medium-dose BSJPF groups (P<0.05, P<0.01).
The expression level of Bax protein in medium-dose BSJPF group decreased (P<0.05); the expression level of Bcl-2 protein in high-
dose BSJPF group increased (P<0.05); Beclin-1 protein expressions in western medicine control group and low-dose BSJPF group
decreased (P<0.05, P<0.01), and P-AKT and p-mTOR protein expression levels increased (P<0.01). Compared with western medicine
control group, the level of TNF-琢 in high-dose BSJPF group increased (P<0.01); the levels of IFN-酌 in the low- and high-dose
BSJPF groups decreased (P<0.05); the expression level of Bax protein in low-dose BSJPF group increased (P<0.05), and the expression
levels of Bcl-2 protein in medium-dose BSJPF group increased (P<0.05). In medium- and high-dose BSJPF groups, Beclin-1 protein
expression levels increased (P<0.05, P<0.01), and p-AKT and p-mTOR protein expression levels decreased (P<0.01). Conclusion
BSJPF can decrease the pathological changes of ovary and strengthen ovarian reserve function. The mechanism may involve
inhibiting the expressions of TNF-琢 and IFN-酌 of tumor necrosis factor, increasing the expression of Bcl-2 and lowering the
expression of Bax, and activating mTOR pathway to inhibit the autophagy and apoptosis of rat ovarian granulosa cells. The effects of
cyclophosphamide modeling on DOR in rats were improved.

也运藻赠憎燥则凿泽页 diminished ovarian reserve; Bushen Jianpi Formula; tumor necrosis factor; autophagy; apoptosis

卵巢储备功能减退渊diminished ovarian reserve,
DOR冤也称卵巢储备功能下降袁是指卵巢产生卵泡的

能力下降导致卵巢内可募集卵泡数量减少袁伴或不

伴卵母细胞质量下降袁最终导致女性生育能力减弱

的一种疾病[1-2]遥 该病发生率为 10豫耀35豫[3]袁呈逐年

升高和年轻化趋势[4]袁此阶段卵巢功能尚且可逆袁一
旦进一步发展为卵巢早衰袁则不可逆转[5]袁因而早期

干预极为重要遥现代医学运用激素替代尧促排卵及辅

助生殖技术等方法治疗袁不仅存在诸多用药禁忌袁且
长期运用可致深静脉血栓尧卵巢癌尧乳腺癌等发生袁
更无法保证卵子质量[6]遥

全国名中医尤昭玲教授认为始基卵泡长期休眠

于卵巢之中袁功能尚存袁是治疗的靶点遥 补肾健脾方

是尤昭玲教授从业几十年所创经验方袁经过多年临

床验证其能增加卵泡数量尧改善卵泡质量尧改善卵巢

功能[7]遥 研究表明袁卵巢储备功能的下降多由于卵巢

颗粒细胞的过度死亡而导致卵泡闭锁[8]遥 颗粒细胞

的死亡方式包括细胞自噬和细胞凋亡两种袁卵泡闭

锁通常在两者的共同作用下导致[9]遥 前期基础研究

证实袁补肾健脾方可以通过激活磷脂酰肌醇 猿 激酶

渊phosphatidylinositol 3 -kinase, PI3K冤/蛋白激酶 月
渊posphorylated-proteinkinase B, AKT冤/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白渊phosphorylated-mammaliantargetofra pa 鄄
mycin, mTOR冤通路逆转大鼠卵巢储备功能减退袁其
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机制是抑制颗粒细胞过度自噬的发生和改善免疫平

衡调节机制[10]遥 B细胞淋巴瘤-2渊B-cell lymphoma-2,
Bcl-2冤/Bcl-2 相关 X 蛋白渊Bcl-2 associated X pro鄄
tein, Bax冤的蛋白表达水平受上游 Bcl-2 关联死亡启

动因子渊Bcl-2 associated death, BAD冤调控袁研究表

明袁Bcl-2/Bax 的表达可以减少卵巢颗粒细胞凋亡袁
促进卵泡的生长发育和排卵[11-12]遥 肿瘤坏死因子-琢
渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤尧酌 干扰素渊inter鄄
feron-酌, IFN-酌冤等因子参与了炎症的激活和细胞凋

亡的发生[13-14]遥 本研究拟从细胞凋亡角度袁探讨补肾

健脾方调控大鼠卵巢储备功能减退的机制袁进一步

为临床应用提供理论依据遥
1 材料

1.1 动物

70 只 SPF 级雌性 SD 大鼠袁8 周龄袁体质量180耀
220 g[购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁动
物合格证号院SCXK渊湘冤2019-0004]袁于湖南中医药

大学第一附属医院动物实验中心 SPF 级屏障环境

中分笼饲养袁温度渊24依2冤 益袁湿度渊60依5冤%袁12 h明
暗交替袁适应性喂养 7 d遥 本实验经湖南中医药大学

动物伦理委员会批准渊伦理审批号院LL2021101301冤遥
1.2 主要药物与试剂

补肾健脾方院菟丝子 10 g袁莲子 10 g袁白术 10 g袁
石斛 10 g袁桑椹 10 g袁黄精 10 g袁党参 10 g袁玉竹 10 g袁
黄芪 10 g袁甘草 5 g袁三七花 10 g袁橘叶 10 g袁山药

10 g遥 中药饮片均于湖南中医药大学第一附属医院

购买袁经湖南中医药大学第一附属医院药学教研室

主任戴冰教授鉴定为正品遥
环磷酰胺渊规格院200 mg/瓶袁德国百特制药有限

公司袁批号院2F554A冤曰戊酸雌二醇片渊补佳乐袁规格院
1 mg/片袁拜耳医药保健有限公司广州分公司袁批号院
J20171038冤曰Bax 一抗渊稀释比 1颐200冤尧Bax 二抗渊CY3
山羊抗兔袁稀释比 1颐300冤尧Bcl-2 一抗渊稀释比 1颐200冤尧
Bcl-2二抗渊CY3山羊抗小鼠袁稀释比 1颐300冤渊赛维尔生

物科技有限公司袁批号院GB114122尧GB21303尧GB13439尧
GB21301冤曰TNF-琢尧IFN-酌 ELISA 试剂盒渊武汉华联

生物技术有限公司袁批号院RA20666-96T尧RA20211-
96T冤遥
1.3 主要仪器

酶标分析仪尧酶标洗板机渊杭州奥盛仪器有限公

司袁型号院AMR-100尧APW-200冤曰病理切片机渊上海

徕卡仪器有限公司袁型号院RM2016冤曰超速冷冻离心

机渊美国 Thermo Fisher Scientific公司袁型号院Heraeus
Fresco 17 型冤曰包埋机渊武汉俊杰电子有限公司袁型
号院JB-P5冤曰脱色摇床尧涡旋混合器尧掌上离心机渊武
汉赛维尔生物科技有限公司袁型号院DS-2S100尧MV-
100尧MS6000冤袁正置光学显微镜尧正置荧光显微镜

渊日本尼康袁型号院NIKON ECLIPSE E100尧NIKON
ECLIPSE C1冤曰成像系统渊日本尼康袁型号院NIKON DS-
U3冤曰扫描仪渊北京博知源生物科技有限公司袁型号院
Pannoramic MIDI冤遥
2 方法

2.1 DOR 大鼠模型制备尧分组及给药方法

70只 8周龄健康雌性 SD大鼠袁适应性喂养 7 d
后袁每天进行 1 次阴道细胞学涂片观察袁连续 2 周遥
选出动情周期正常的大鼠 60 只袁随机分为正常组10
只和造模组 50 只袁参考文献[15-16]和预实验造模

结果袁采用环磷酰胺 75 mg/kg 一次性腹腔注射制

备 DOR 大鼠模型遥 正常组腹腔注射等体积生理盐

水遥造模后第 1 天起袁进行阴道细胞学涂片袁观察大鼠

动情周期袁连续 2 周袁涂片显示无性周期变化渊逸2 个

性周期冤或动情周期明显延长渊逸6 d冤袁提示动情周

期紊乱袁即造模成功[17]遥
依据随机数字表将造模成功的模型大鼠随机分

为模型组尧西药组以及补肾健脾方低尧中尧高剂量组袁
每组 10 只遥正常组尧模型组予等体积蒸馏水灌胃曰参
照灌服剂量[D]按动物与人体表面积比值系数渊R冤公
式[D鼠=D人伊R鼠/R人]换算[18]遥 西药组予补佳乐 0.103 mg/
渊kg窑d冤灌胃袁第 4 天开始加用黄体酮胶囊2.575 mg/
渊kg窑d冤[19]遥补肾健脾方生药临床用量为125 g/d袁补肾健

脾方低尧中尧高剂量组分别予3.21尧6.43尧12.85 g/渊kg窑d冤
灌胃遥 各组灌胃体积均为 10 mL/渊kg窑d冤袁1次/d袁疗
程 14 d遥
2.2 检测指标及方法

2.2.1 大鼠动情周期 每天上午 8:30~9:30 进行大

鼠阴道细胞涂片袁按照瑞氏染液说明书进行染色袁显
微镜下观察袁根据有核和角化的上皮细胞和白细胞

的比例判断动情周期[20]袁连续观察 2 周遥观察并记录

各组大鼠造模后动情周期变化遥
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图 1 正常组大鼠动情周期 GIEMSA染色渊伊40冤
Fig.1 Estrual cycle of rats GIEMSA (伊40冤

动情前期 动情期 动情后期 动情间期

2.2.2 大鼠体质量尧卵巢脏器指数与子宫脏器指数 大

鼠适应性喂养 7 d 后袁隔天记录大鼠体质量遥 取材

时称取大鼠体质量尧双侧卵巢质量及子宫质量袁计算

卵巢脏器指数及子宫脏器指数遥 卵巢指数=卵巢湿

质量渊g冤/体质量渊g冤伊100%曰子宫指数=子宫湿质量

渊g冤/体质量渊g冤伊100%遥
2.2.3 大鼠卵巢病理形态学 将去除周围脂肪组织

的卵巢用 4%多聚甲醛固定袁取出后石蜡包埋尧切片

渊5 滋m冤遥 HE 染色后袁脱水尧中性树胶封片袁晾干遥 显

微镜观察并采集图像袁用 Image Scope 软件记录遥
2.2.4 大鼠外周血清 TNF-琢尧IFN-酌 水平 大鼠腹

主动脉取血袁以 3 000 r/min 离心 15 min渊离心半

径 10 cm冤后取上层血清后于-80 益超低温保存待检遥
检测严格按照 ELISA 试剂盒说明书操作袁标准品稀

释尧加样后袁设标准品孔尧空白孔尧样本孔遥 于样本孔

中先加样品稀释液 40 滋L袁然后再加待测样品 10 滋L袁
每孔加入酶标试剂 50 滋L袁封板后置于 37 益温育

60 min遥 倒去液体袁甩干后每孔加满洗涤液袁静置30 s
后倒掉袁重复 5 次后拍干遥 各孔先后加入 A尧B 显色

剂各 50 滋L袁轻轻振荡混匀袁37 益避光显色 15 min袁
450 nm 波长按序测量各孔吸光度遥
2.2.5 大鼠印巢颗粒细胞内 Bax尧Bcl-2蛋白表达 依

次将制备好的石蜡切片脱蜡至水袁修复抗原袁自然冷

却后 PBS渊pH 7.4冤清洗 OCT 胶袁画圈血清封闭袁滴
加配好的一抗袁4 益孵育过夜袁PBS渊pH 7.4冤洗涤 3
次袁加入二抗袁避光孵育 50 min袁PBS渊pH 7.4冤洗涤

3 次袁加 DAPI 染液袁避光室温孵育 10 min袁抗荧光

淬灭封片剂封片后拍照袁用 Image Pro Plus 6.0 软件

进行计算分析遥
2.2.6 大鼠卵巢组织 PI3K/AKT/mTOR 通路蛋白及

Beclin-1 的蛋白表达 RIPA 裂解大鼠卵巢组织后

研磨袁BCA 定量遥 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳袁转膜袁
封闭袁加入 Beclin-1渊1颐1 000冤尧p-AKT渊1颐1 000冤尧
p-mTOR渊1颐1 000冤袁4 益孵育过夜遥 再加入二抗渊1颐
5 000袁HRP 标记冤室温孵育 1 h袁ECL 显影后拍照袁
用 Image J软件分析条带灰度值遥
2.3 统计学分析

应用软件 SPSS 29.0尧GraphPad Prism 10.1.0 统

计分析数据遥 计量资料用野曾依s冶表示袁采用单因素方

差分析组间均值的比较袁事后多重比较采用 Tukey
检验曰两样本的均数比较采用独立样本 t 检验曰自身

前后对照采用配对 t 检验遥 以 P约0.05 表示差异有统

计学意义遥
3 结果

3.1 大鼠动情周期的情况

正常组动情前期可见有核上皮细胞夹杂无核

角化细胞曰动情期可见大量无核角化细胞袁形态欠

规则曰动情后期同时可见有核上皮细胞尧白细胞和

无核角化细胞曰动情间期可见大量白细胞袁偶见有核

上皮细胞遥 详见图 1遥
3.2 大鼠体质量以及卵巢尧子宫脏器指数的情况

各组大鼠给药前后体质量尧卵巢脏器指数尧子宫

脏器指数之间比较袁差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥
详见表 1遥
3.3 大鼠卵巢组织结构病理改变

正常组大鼠卵巢结构清晰袁包括原始卵泡尧初级

卵泡等各级卵泡发育良好袁可见完整的卵母细胞袁卵
巢间质中未见明显炎细胞浸润遥 模型组大鼠卵巢结

构明显紊乱袁原始卵泡尧初级卵泡等各级卵泡均数目

减少袁闭锁卵泡显著增多袁未见成熟卵泡袁卵巢间质

中见明显炎细胞浸润遥 西药组及中药各剂量组卵巢

组织病理形态较模型组改善袁各级卵泡及成熟卵泡
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表 1 补肾健脾方对 DOR大鼠体质量尧卵巢脏器指数和子宫脏器指数的影响渊曾依s袁n=10冤
Table 1 Effects of Bushen Jianpi Decoction on body mass, ovarian organ index and uterine organ index of DOR rats (曾依s袁n=10)

组别

正常组

模型组

西药组

补肾健脾方低剂量组

补肾健脾方中剂量组

补肾健脾方高剂量组

给药前体质量/g
189.75依9.54
207.38依9.03
183.51依9.33
203.25依10.13
195.88依9.88
209.95依9.57

给药后体质量/g
289.75依22.17
301.13依12.15
299.13依16.30
307.05依19.11
291.20依19.88
310.95依11.57

卵巢脏器指数/伊10-3

0.34依0.05
0.31依0.02
0.37依0.06
0.35依0.06
0.29依0.04
0.33依0.05

子宫脏器指数/伊10-3

3.35依0.14
3.12依0.09
3.28依0.11
3.19依0.08
3.28依0.11
3.11依0.10

表 2 补肾健脾方对 DOR大鼠血清中 TNF-琢尧IFN-酌
水平的影响渊曾依s袁n=10袁pg/mL冤

Table 2 Effects of Bushen Jianpi Formula on serum levels
of TNF-琢 and IFN-酌 in rats with DOR (曾依s袁n=10袁pg/mL)

注院与正常组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁^P<0.05袁
^^P<0.01曰与西药组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

组别

正常组

模型组

西药组

补肾健脾方低剂量组

补肾健脾方中剂量组

补肾健脾方高剂量组

TNF-琢
0.074依0.031
0.151依0.027**
0.089依0.012**^^
0.076依0.033**^^
0.092依0.041**^^
0.138依0.025**##

IFN-酌
0.207依0.021
0.383依0.042*
0.275依0.027*^
0.254依0.033*^#
0.281依0.039*^
0.254依0.033*^#

表 3 各组大鼠卵巢颗粒细胞内 Bax尧Bcl-2 蛋白

表达水平渊曾依s袁n=5冤
Table 3 Protein expression levels of Bax and Bcl-2 in
ovarian granulosa cells of rats in each group (曾依s袁n=5)

注院与正常组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁^P<0.05曰与
西药组比较袁#P<0.05遥

组别

正常组

模型组

西药组

补肾健脾方低剂量组

补肾健脾方中剂量组

补肾健脾方高剂量组

Bcl-2
325.45依43.46

1 210.63依117.13**
1 167.68依175.36**
1 172.35依160.29**
1 236.12依151.24**
1 635.07依504.35**^#

Bax
22.54依5.01
87.62依11.14*
40.24依6.34*^
72.49依7.29*#

43.39依3.37*^
69.43依6.15*

图 2 各组大鼠卵巢组织病理形态 HE 染色渊伊100冤
Fig.2 Pathological morphology of ovarian tissue in each group HE渊伊100冤

注院A.正常组曰B.模型组曰C.西药组曰D.补肾健脾方低剂量组曰E.补肾健脾方中剂量组曰F.补肾健脾方高剂量组遥

A B C D E F

数量增加曰而西药组尧补肾健脾方低剂量组仍见部

分闭锁卵泡袁卵巢间质可见少量炎细胞浸润及纤维

化曰补肾健脾方中剂量组大鼠卵巢组织病理形态改

善较西药组尧补肾健脾方低剂量组明显袁闭锁卵泡较

少袁补肾健脾方高剂量组改善最明显袁各级卵泡数明

显增加袁成熟卵泡数量明显增加袁未见闭锁卵泡遥 详

见图 2遥
3.4 大鼠血清中 TNF-琢尧IFN-酌水平比较

与正常组比较袁模型组 TNF-琢尧IFN-酌 水平均升

高渊P<0.05袁P<0.01冤曰与模型组比较袁西药组和补肾

健脾方低尧中剂量组 TNF-琢尧IFN-酌水平降低渊P<0.05袁
P<0.01冤袁补肾健脾高剂量组 IFN-酌水平降低渊P<0.05冤曰
与西药组比较袁补肾健脾高剂量组 TNF-琢 水平升高

渊P<0.01冤袁补肾健脾方低尧高剂量组 IFN-酌 水平降低

渊P<0.05冤遥 详见表 2遥
3.5 大鼠卵巢颗粒细胞中 Bcl-2尧Bax 蛋白表达水平

比较

与正常组比较袁模型组 Bcl-2尧Bax 表达水平升

高渊P<0.05袁P<0.01冤曰与模型组比较袁西药组及补肾

健脾方中剂量组 Bax 蛋白表达水平降低渊P<0.05冤袁补
肾健脾高剂量组 Bcl-2 蛋白表达水平升高曰与西药

组比较袁补肾健脾方高剂量组 Bcl-2 蛋白表达水平

升高渊P<0.05冤袁补肾健脾方低剂量组 Bax 蛋白表达

水平升高渊P<0.05冤遥 详见表 3 及图 3要4遥
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图 3 Bcl-2 蛋白阳性表达情况免疫荧光染色渊伊100冤
Fig.3 Positive expression of Bcl-2 protein immunofluorescence staining (伊100)

注院A.正常组曰B.模型组曰C.西药组曰D.补肾健脾方低剂量组曰E.补肾健脾方中剂量组曰F.补肾健脾方高剂量组遥

A B C D E F

图 4 Bax 蛋白阳性表达情况免疫荧光染色渊伊100冤
Fig.4 Positive expression of Bax protein immunofluorescence staining(伊100)

注院A.正常组曰B.模型组曰C.西药组曰D.补肾健脾方低剂量组曰E.补肾健脾方中剂量组曰F.补肾健脾方高剂量组遥

A B C D E F

图 5 各组大鼠卵巢组织 Beclin-1尧p-AKT尧
p-mTOR蛋白的表达

Fig.5 Expression of Beclin-1, p-AKT and p-mTOR
proteins in ovarian tissue of rats in each group

注院A.正常组曰B.模型组曰C.西药组曰D.补肾健脾方低剂量

组曰E.补肾健脾方中剂量组曰F.补肾健脾方高剂量组遥

3.6 大鼠卵巢组织 Beclin-1尧p-AKT尧p-mTOR 蛋白

表达水平比较

与正常组比较袁模型组 Beclin-1 蛋白表达水平

明显升高渊P约0.01冤袁p-AKT尧p-mTOR 蛋白表达水平

均明显降低渊P约0.01冤曰与模型组比较袁西药组和补

肾健脾方低剂量组 p-AKT尧p-mTOR 蛋白表达水平

升高渊P约0.01冤袁Beclin-1 蛋白表达水平降低渊P约0.05袁
P约0.01冤曰与西药组比较袁补肾健脾方中尧高剂量组

Beclin-1 蛋白表达水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁p-AKT尧
p-mTOR 蛋白表达水平降低渊P约0.01冤遥详见表 4尧
图5遥 4 讨论

DOR 是导致排卵障碍性不孕的常见原因袁经过

1~6 年可发展为卵巢早衰[21]袁临床妊娠率仅 2%耀4%[22]遥
中医治疗 DOR 优势突出袁能调节卵巢生殖轴的激素

分泌尧降低卵巢氧化损伤程度尧促进卵子生长发育尧
调整月经周期尧提高生育能力袁临床效果显著[23]袁有
多靶点尧多环节尧毒副作用少等优势[24]遥

DOR 无中医学病名袁通常归属于野月经过少冶
野不孕冶[25]范畴遥 叶医学正传窑妇人科曳载院野月水全赖肾

水施化袁肾水既乏袁则经水日以干涸遥 冶肾为生殖之根袁
肾精亏则阴血少袁胞宫不能满溢袁可致闭经甚至不孕

等[26]袁可见肾精盛衰直接影响经血盈亏及育胎遥 脾虚

无以运化则精血生化乏源袁可致肾精亏虚尧天癸不

表 4 各组大鼠卵巢组织 Beclin-1尧p-AKT和 p-mTOR
蛋白相对表达量比较渊曾依s袁n=5冤

Table 4 Comparison of Beclin1, p-AKT and p-mTOR
protein relative expression levels in ovarian tissue of

rats in each group (曾依s袁n=5)

注院与正常组比较袁*P<0.05袁**P<0.01曰与模型组比较袁^P<0.05袁
^^P<0.01曰与西药组比较袁#P<0.05袁##P<0.01遥

分组

正常组

模型组

西药组

补肾健脾方低剂量组

补肾健脾方中剂量组

补肾健脾方高剂量组

Beclin-1
0.627依0.061
1.021依0.058**
0.665依0.049^^
0.711依0.047**^
1.025依0.030**##

0.976依0.044**#

p-AKT
0.497依0.077
0.123依0.061**
0.339依0.091*^^
0.377依0.068^^
0.155依0.047**##

0.137依0.088**##

p-mTOR
0.661依0.211
0.214依0.173**
0.568依0.317**^^
0.597依0.338*^^
0.243依0.134**##

0.337依0.187**##
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充袁严重影响卵巢储备功能[27]遥 肾乃先天之本尧脾为

后天之本袁共调女子野经尧带尧胎尧产冶袁对女子野调经种

子冶至关重要[28]遥 尤昭玲教授认为患者卵巢中担当

繁育之责的卵泡虽已凋亡袁但深眠冰山之下的始

基卵泡保存尚好袁功能尤存[23]遥 病机以脾肾亏虚为

主袁运用补肾健脾方加减袁以养先后天之精袁滋阴增

液尧暖巢养泡袁促进始基卵泡的复苏袁重新担当月

经尧繁育之责[29]袁则能事半功倍遥
补肾健脾方袁源于五子衍宗丸袁具有补肾益精尧

种嗣衍宗之效遥 补肾健脾方在其基础上袁减收涩之

五味子尧下行之车前子袁加桑椹尧莲子袁增强补肾益精

之效遥 方中党参尧黄芪尧白术均益气健脾曰党参又有

生津之效袁合石斛益胃生津之效显袁辅以玉竹滋阴清

热袁合用而健脾补气尧滋阴增液袁助益补肾益精袁濡养

卵泡袁促进卵泡发育尧成熟遥 方中怀山药健脾补肺尧
温肾益精曰酒黄精补脾气尧润肺生津曰莲肉补脾益肾

涩精尧养心安神遥 三药合用袁正所谓野先天生后天袁后
天养先天冶遥 为宣散胞宫脉络之瘀袁善用橘叶尧三七

花袁轻清宣气尧活血调经尧因势利导袁促进卵泡破膜遥
炙甘草调和诸药遥

TNF-琢尧IFN-酌 可诱发炎症袁损伤卵巢颗粒细胞袁
与促进颗粒细胞凋亡联系密切[30-31]遥 本实验研究结

果显示袁造模后大鼠动情周期紊乱袁TNF-琢尧IFN-酌
含量升高袁提示卵巢发生炎症反应尧功能受损袁用药

后 TNF-琢尧IFN-酌 含量下降袁提示补肾健脾方改善卵

巢功能袁可能与方中党参尧三七花等药具有免疫调节

作用有关[32-33]遥Bcl-2/Bax 被称为野凋亡开关冶袁参与诱

导或抑制凋亡过程袁从而恢复卵巢功能[34]遥 NIE 等[35]

研究发现袁环磷酰胺造模提高了活性氧自由基在细

胞内的表达水平袁Beclin-1 表达上调袁自噬过度激

活袁卵泡损伤增加遥 PI3K/AKT/mTOR 通路是调控自

噬的关键信号通路袁Beclin-1 是自噬标志性蛋白袁其
表达与自噬程度呈正相关[36-37]遥 此次实验研究模型组

Bcl-2尧Bax尧Beclin-1 表达升高袁p-AKT 和 p-mTOR
蛋白表达下降袁给药治疗后改善了环磷酰胺对通路

的影响袁提示中药通过激活 PI3K/AKT/mTOR 通路袁
活化 BAD 调控 Bcl-2/Bax 和 Beclin-1 的表达袁以此

减少卵巢颗粒细胞自噬袁可能与石斛可抑制抗凋亡

蛋白 [38]尧菟丝子具有雌性生殖功能调节[39]等药理作

用密切相关遥
本实验研究结果显示袁造模后大鼠体质量尧子宫

和卵巢脏器指数未有明显变化袁而阴道涂片显示大

鼠动情周期紊乱尧卵巢结构损伤袁提示环磷酰胺造

模成功遥与正常组相比袁TNF-琢尧IFN-酌尧Bcl-2尧Bax尧
Beclin-1 表达升高袁p-AKT 和 p-mTOR 蛋白表达下

降袁各治疗组给药后各指标均较模型组有所改善袁卵
巢功能有明显好转遥 综上所述袁补肾健脾方治疗

DOR袁其机制可能通过抑制肿瘤坏死因子 TNF-琢尧
IFN-酌 表达袁增强 Bcl-2 蛋白表达水平袁降低 Bax 蛋

白表达水平袁激活 mTOR 通路抑制卵巢颗粒细胞

的自噬及凋亡袁从而改善卵巢储备功能袁疗效显著袁
安全性高袁值得临床推广遥
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