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补肾健脾方改善自然衰老小鼠卵巢反应性的

实验研究
沈明洁，齐　聪
上海中医药大学附属曙光医院妇科（上海　２０１２０３）

【摘要】　目的　观察补肾健脾方对自然衰老小鼠卵巢反应性及卵巢储备的影响。方法　将４８只１０月龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠随机分
为老年对照组、补肾健脾方组、ＤＨＥＡ组，给予相应处理；并以２～３月龄小鼠为青年对照组。观察各组干预前后血清抗苗勒管激素
（ＡＭＨ）水平，获取卵数、ＭＩＩ卵子数、受精卵数、受精率及各级卵泡计数变化情况。结果　①补肾健脾方组小鼠血清ＡＭＨ水平较老年
对照组和ＤＨＥＡ组均升高（Ｐ＜０．０５）；②补肾健脾方组小鼠在体外受精过程中获卵数、ＭＩＩ卵子数、受精卵数及受精率均明显高于较
老年对照组和ＤＨＥＡ组（Ｐ＜０．０５）；③补肾健脾方组小鼠成熟卵泡数较老年对照组和ＤＨＥＡ组均显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　补肾
健脾方可改善衰老小鼠的卵巢低反应性和提高卵巢动态储备。
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　　卵巢低反应（ｐｏｏｒｏｖａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＯＲ）即在实施体
外受精 胚胎移植（ｉｎｖｉｒｔｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｍｂｒｙｏ
ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＩＶＦＥＴ）的药物超排卵过程中，以卵巢对促性
腺激素（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，Ｇｎ）的刺激反应不良、Ｇｎ用量多、
发育的卵泡少为特征。近年来，我国二胎政策的开放，

越来越多的大龄甚至高龄女性求助于辅助生殖技术。

而卵巢储备（ｏｖａｒｉａｎｒｅｓｅｒｖｅ）随着女性年龄的增长显著
下降，４０岁女性仅保留３％的卵巢储备［１］。年龄是导

致ＰＯＲ发生的主要原因，高龄女性（大于 ４０岁）是
ＰＯＲ人群的主要组成部分，与之伴随的是高龄女性极
低的妊娠率与活产率［２３］。目前虽然有大量的方案应

用于ＰＯＲ患者，但是其成功率均非常有限。寻找一种
有效可靠的治疗方法，探索改善大龄女性卵巢储备及

卵巢反应性，对于提高大龄女性的生育能力有着不可

估量的意义。本实验在齐聪教授所研制的补肾健脾方

应用于临床ＰＯＲ患者取得良好疗效的基础上，进一步
研究该方对于自然衰老小鼠模型卵巢反应性及卵巢储

备的影响。
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１　材料与方法

１．１　 实验动物　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠，ＳＰＦ级，９月龄，
共４８只，购于北京维通利华实验动物有限公司（动物
批号：１１４００７０００７２９０８）；购入动物后适应性喂养 １周
后，连续２周做阴道涂片，动情周期紊乱或消失，１０月
龄时纳入实验。青年 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠 ＳＰＦ级，共
１５只，购于北京维通利华实验动物有限公司（动物批
号：１１４００７０００８１３３９）；购入动物后喂养至２～３月龄纳
入实验。

１．２　 主要试药　①补肾健脾方：黄精１５ｇ，党参１５ｇ，
白术９ｇ，白芍１０ｇ，黄芪１５ｇ，女贞子９ｇ，菟丝子１０ｇ，
肉苁蓉１２ｇ，巴戟天９ｇ，当归９ｇ，炙甘草６ｇ；均为免煎
颗粒剂，购于我院中药房，华润三九医药股份有限公司

生产。按比例溶解于纯水后浓缩成４ｇ／ｍｌ生药浓度，分
装后４℃冰箱保存，备用。小鼠灌胃按与人体表面积比
等效剂量换算：２．５５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。②脱氢表雄酮［４］

（ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＥＡ）购于美国 ＧＮＣ公司，根
据成人口服剂量（７５ｍｇ／ｄ），溶解于蒸馏水后小鼠灌胃
按与人体表面积比等效剂量换算：１．２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。
③试剂：ＡＭＨＥｌｉｓａｋｉｔ（ｕｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ，２３４５２，ＵＳＡ）。
１．３　分组和用药　将自然衰老４８只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
随机分为补肾健脾方组（老年小鼠，１８只）、ＤＨＥＡ组
（老年小鼠，１５只）、老年对照组（老年小鼠，１５只），另
取青年小鼠（２～３月龄）１５只作为青年对照组。补肾健
脾方组自１０月龄起每日灌胃补肾健脾方（０．３ｍｌ／ｄ），
ＤＨＥＡ组自１０月龄起每日灌胃ＤＨＥＡ（０．３ｍｌ／ｄ）。老
年对照组给予等量生理盐水灌胃。共灌胃３个月。除
青年对照组外，其余组均饲养至１２月龄末。
１．４　 观察项目与方法
１．４．１　 血清 ＡＭＨ值　小鼠血清抗苗勒管激素（ａｎｔｉ
ｍｉｉｌｌｅｒｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）水平采用ＥＬＩＳＡ法检测，选用
小鼠ＡＭＨＥｌｉｓａｋｉｔ试剂盒（ｕｓｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ，２３４５２，ＵＳＡ），试
剂盒敏感度为０．０５ｎｇ／ｍｌ，标准曲线范围０．１～４０ｎｇ／ｍｌ。
１．４．２　卵巢反应性的评价指标
１．４．２．１　卵子的获取及受精　各组小鼠均于月龄
１２月末（青年对照组于月龄２～３月）随机选择６只于
１６∶００注射妊马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）１０ＩＵ，４８ｈ
后注射 ＨＣＧ１０ＩＵ。在注射 ＨＣＧ１６ｈ后脱臼处死小
鼠，快速剖腹，剪下两侧输卵管，置于预温好的 ＨＴＦ
（ＥｍｂｒｙＭａｘＨＴＦ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）中。在解剖镜下，用
１ｍｌ的针头剖开输卵管壶腹部，使卵丘复合物流出。
用巴氏管将卵丘复合物移出，转移至干净的 ＨＴＦ中洗
净后受精，转入已经过 ４ｈ以上平衡的 ＫＭＯＳ
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２的胚胎

培养箱中培养。观察镜下获卵数、ＭＩＩ卵子数、受精卵
数等。

１．４．２．２　体外受精及胚胎培养　脱臼处死雄性鼠龄
１２周的 ＩＣＲ小鼠 １只，快速剖腹，分离附睾尾，采用
１ｍｌ针头挤压附睾尾，使精子排出。转移精子在 ＨＴＦ
中上游１．５ｈ。将上游好的精子（１×１０６）／ｍｌ加入处理
好的卵丘复合物中，置于３７℃、５％ＣＯ２的胚胎培养箱
中。６ｈ后观察受精情况，并记录受精卵数。
１．４．２．３　卵巢切片及各级卵泡计数　各组随机选择
６只小鼠脱臼处死，快速剖腹后取出卵巢，固定于１０％
中性缓冲福尔马林固定液１２ｈ。随后包裹于石蜡中，
并以４μｍ的厚度连续快速切片，ＨＥ染色后在放大
２００倍的倒置显微镜下对每五张切片中第五张进行全
切片原始卵泡及初级卵泡计数，由不同的两个实验人

员计数对照。通过该方法计算整个卵巢中各级卵泡的

数目［５６］。原始卵泡：含有一个完整的卵母细胞，可见

细胞核，且被单层梭型颗粒细胞包围（如果卵泡含有的

单层颗粒细胞中既有梭型细胞，又有立方型细胞，此类

卵泡仍被定义为原始卵泡）；初级卵泡：含有一个完整

且增大的卵母细胞，可见细胞核，且被单层立方型的颗

粒细胞包围；次级卵泡：有超过一层的颗粒细胞，但无

可见的窦腔；窦卵泡或成熟卵泡：含有数个卵泡液形成

的小窦腔，或含有单个大窦腔的卵泡。如果观察到卵

泡在早期发育阶段即退化（变形或浓缩）或破碎，即便

ＨＥ染色后仍可观察到，则定义为闭锁卵泡。
１．５　 统计学方法　观察数据采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进
行统计学分析。计量资料均采用 ｘ±ｓ进行描述，组间
比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ法。
所有检验均采用双侧检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　血清 ＡＭＨ水平比较　补肾健脾方组小鼠血清
ＡＭＨ水平高于老年对照组和 ＤＨＥＡ组，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。青年对照组小鼠血清 ＡＭＨ水平高
于各老年组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１。
表１　各组小鼠血清ＡＭＨ水平比较（ｘ±ｓ，ｎｇ／ｍｌ）

组别 ｎ ＡＭＨ　 Ｆ Ｐ

补肾健脾方 ６ ４．６９±１．５２

ＤＨＥＡ ６ ２．２５±０．２８＃

老年对照 ６ ３．０５±０．７５＃

青年对照 ６ ６．１４±０．４７

１９．７０７ ＜０．００１

注：与补肾健脾方组比较，Ｐ＜０．０５；与青年对照组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．２　ＩＶＦ结果比较　补肾健脾方组小鼠在ＩＶＦ过程中
获卵数、ＭＩＩ卵数、受精卵数及受精率较老年对照组和
ＤＨＥＡ组小鼠增多，且存在统计学差异（Ｐ＜０．０５）。青
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年对照组小鼠在获卵数、ＭＩＩ卵数、受精卵数较其余各
组均显著增多，存在统计学差异（Ｐ＜０．０５）；青年对照
组小鼠受精率较老年对照组和ＤＨＥＡ组小鼠显著增高

（Ｐ＜０．０５），但较补肾健脾方组虽有增高，但无统计学
差异（Ｐ＞０．０５）。见表２。

表２　各组小鼠ＩＶＦ结果比较（ｘ±ｓ）
组别 ｎ 获卵数（个） ＭＩＩ卵数（个） 受精卵数（个） 受精率（％）

补肾健脾方 ６ ４．５０±１．０５ ３．３３±１．０３ ２．５０±１．３８ ７２±２７

ＤＨＥＡ ６ １．１７±１．１７＃ ０．６７±０．８２＃ ０．３３±０．５２＃ ２５±４２＃

老年对照 ６ ０．８３±０．９８＃ ０．５０±０．８４＃ ０．３３±０．５２＃ ２５±４２＃

青年对照 ６ １２．００±２．４５ ９．６７±２．５８ ９．３３±２．４２ ９７±５

Ｆ　　　　　 ６８．４７５　 ４８．４１９　　 ５２．５５０　　 ７．１９２　　　

Ｐ　　　　　 ＜０．００１　 ＜０．００１　　 ＜０．００１　　 ０．００２　　　

注：与补肾健脾方组比较，Ｐ＜０．０５；与青年对照组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．３　 卵泡计数比较　补肾健脾方组小鼠成熟卵泡数
量较老年对照组和 ＤＨＥＡ组增多，闭锁卵泡数量较老
年对照组明显减少，均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）；次级
卵泡及窦卵泡数量均有明显增多趋势，但无统计学差

异（Ｐ＞０．０５）。青年对照组各级卵泡较补肾健脾方组
及老年对照组明显增多，均有统计学差异（Ｐ＜０．０５），

青年对照组闭锁卵泡数较老年对照明显减少，有统计

学差异（Ｐ＜０．０５），但与补肾健脾方组及 ＤＨＥＡ组比
较无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。ＤＨＥＡ组初级卵泡数较
补肾健脾方组增多，有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。见
表３。

表３　各组卵泡计数结果比较（ｘ±ｓ，个）
组别 ｎ 　原始卵泡 　初级卵泡 　次级卵泡 　 窦卵泡 成熟卵泡 闭锁卵泡

补肾健脾方 ６ １３．３３±９．９３ ８．６７±７．９７ １３．６７±８．２４ １８．１７±２．３２ ６．００±３．２２ ０．８３±１．１７

ＤＨＥＡ ６ １１．５０±３．１５＃ １５．１７±４．７１ １０．３３±３．２７＃ ８．００±２．８３＃ ０．３３±０．５２＃ ０．３３±０．５２＃

老年对照 ６ ７．８３±５．７４＃ １０．８３±２．４８＃ ６．００±２．９７＃ ７．３３±２．８０＃ １．６７±２．２５＃ ３．８３±２．１４＃

青年对照 ６ ２３．００±６．１３ １９．５０±４．２３ ２９．６７±１０．５２ ６３．６７±２０．１３ ９．３３±２．８０ ０．５０±０．８４

Ｆ 　　５．６１３ 　　５．０５０ 　　１２．９１５ 　　４０．１７７ 　 １７．２５０ 　 ９．４９３

Ｐ 　　０．００６ 　　０．００９ 　＜０．００１ 　＜０．００１ 　＜０．００１ 　＜０．００１

注：与补肾健脾方组比较，Ｐ＜０．０５；与青年对照组比较，＃Ｐ＜０．０５

３　讨论

近年来，由于我国女性婚育年龄的延后，求助于辅

助生殖技术女性的平均年龄不断升高，二胎政策的全

面开放，进一步加剧这一现象。人类的生育能力随着

年龄的增长而逐步下降，卵巢储备（即卵巢中原始卵泡

数量）的急剧减少，ＩＶＦＥＴ中卵巢反应性显著下降，最
终导致ＩＶＦＥＴ结局失败是大龄女性不得不面临的困
境。目前，大多数学者倾向于人类出生后的卵子资源

是有限的，无法再生［７］，并随着年龄增加而逐渐耗竭。

这意味着，大龄女性无法补充原始卵泡的数量，卵巢储

备下降是不可逆的。而与之平行的，是在 ＩＶＦＥＴ中更
为关键的小窦卵泡数量及卵子质量的下降，与排卵密

切相关的重要动态卵巢储备［２］。虽然卵巢储备从本质

上是无法再生的，但是提高卵泡发育的效率，提高小窦

卵泡的数量及卵子的质量，对于大龄女性而言并非是

不可能的。

齐聪教授结合传统中医理论及现代生殖医学知

识，认为大龄女性卵巢低反应的主要病机在于“脾肾亏

虚”［８］，研制补肾健脾方并应用于临床获得肯定疗效。

方中菟丝子填补肾精，善补肾中阴阳，温而不燥，补而

不滞；肉苁蓉补肾阳、益精血，肝肾足则精血盛，精血盛

则多子；女贞子滋肾益阴，巴戟天温肾助阳。四药水火

既济，强肾益精。黄精平补气血而润，黄芪、党参、白术

益气健脾，以资气血生化之源。白芍酸甘敛阴而柔肝，

得当归相助，养血调冲。全方共奏补肾健脾、调冲养卵

之效。

ＡＭＨ由发育中的窦前卵泡及小窦卵泡颗粒细胞
所分泌，是目前临床用于评价卵巢储备及 ＩＶＦ中卵巢
反应性的重要且敏感的指标［９］。小鼠的卵泡计数可以

从本质上评价卵巢的储备功能及卵泡发育的情况。对

于临床的辅助生殖技术而言，卵巢储备功能（原始卵泡

的数量）固然非常重要，但是动态卵巢储备（次级卵泡

及窦卵泡）更是直接影响 ＩＶＦ结局的关键因素。本研
究应用自然衰老小鼠为研究模型，通过对小鼠血清

ＡＭＨ水平、ＩＶＦ结果及卵泡计数等指标的观察，评价补
肾健脾方对衰老小鼠卵巢反应性及卵巢储备的影响。

研究发现，补肾健脾方组小鼠血清ＡＭＨ水平较老年对
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照组及 ＤＨＥＡ组显著升高，原始卵泡和初级卵泡数量
较老年对照组并无明显增加，次级卵泡及窦卵泡数量

较老年对照组有明显增加趋势，其原因可能与样本量

较小、且青年对照组与其余三组老年组小鼠的卵泡数

量差异较大，导致方差不齐，而未出现统计学差异，但

是其次级卵泡及窦卵泡的增长趋势是明确的。补肾健

脾方组小鼠的成熟卵泡的数量较老年对照组及 ＤＨＥＡ
组显著增加。根据血清ＡＭＨ水平及卵泡计数结果，本
研究提示中药补肾健脾方可有效改善自然衰老小鼠的

动态卵巢储备（次级卵泡及窦卵泡），在衰老小鼠卵巢

储备下降的基础上，提高卵泡发育效率，获得更多可能

排卵的成熟卵子。我们同时发现，补肾健脾方组小鼠

的ＩＶＦ结果要明显优于老年对照组及 ＤＨＥＡ组，其获
卵数、ＭＩＩ卵数、受精卵数及受精率均显著增加。提示
中药补肾健脾方在提高自然衰老小鼠卵巢动态储备的

基础上，可提高小鼠 ＩＶＦ中卵巢的反应性及卵子的质
量，获得更加理想的ＩＶＦ结果。

本研究结果提示，中药补肾健脾方可有效改善自

然衰老小鼠卵巢动态储备和 ＩＶＦ过程中卵巢的反应
性，但是由于其样本量较小，其疗效的广泛性还有待进

一步的大样本研究证实，其作用机制还有待进一步

阐明。
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近年来，大量研究结果表明，ＣＯＸ２蛋白过度表达

与消化系统肿瘤的发生和发展密切相关，在胃正常黏

膜中表达较低；在ＣＡＧ伴ＰＬＧＣ中已经被激活，并且随
着向癌变的发展，ＣＯＸ２蛋白表达逐渐增高［７］。ＣＯＸ
２蛋白过表达可能会加重组织损伤、降低机体免疫力及
促进细胞癌变，与胃癌的发生关系密切，所以在 ＣＡＧ
伴ＰＬＧＣ阶段，降低 ＣＯＸ２的表达可以为临床防治胃
癌的发生和发展提供有效途径［８］。本研究治疗２个疗
程后，治疗组ＣＯＸ２的表达较治疗前有显著降低，治疗
前后差异显著（Ｐ＜０．０５），表明降低胃黏膜 ＣＯＸ２的
表达可能是胃康宁组方治疗 ＣＡＧ伴 ＰＬＧＣ的机制
之一。

本研究结果表明，胃康宁治疗脾虚寒热瘀毒型慢

性萎缩性胃炎伴胃癌前病变临床疗效满意，可显著改

善患者临床症状，缓解胃黏膜炎症，逆转胃黏膜萎缩和

肠上皮化生，降低胃黏膜ＣＯＸ２蛋白表达，这对于预防
胃癌的发生有一定的积极意义，值得临床推广应用。
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