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补肾调冲方对卵巢早衰大鼠性激素水平及 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达的影响 
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摘  要：目的  观察补肾调冲方对卵巢早衰模型大鼠血清促卵泡刺激素（FSH）、促黄体生成素（LH）、抗缪勒管激素（AMH）

水平及卵巢组织肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、干扰素-γ（IFN-γ）蛋白表达的影响。方法  60 只 SD 雌性大鼠随机分为 6 组：

对照组，模型组，补肾调冲方低、中、高剂量（以生药计 24、12、6 g/kg）组，结合雌激素片（阳性药）组，每组 10 只。

除对照组外，其余各组均 ig 雷公藤多苷片造模 14 d，造模结束 24 h 后，给予相应药物治疗 36 d。给药结束后，酶联免疫吸

附（Elisa）法检测大鼠血清 FSH、LH、AMH 水平，免疫组化法检测卵巢组织 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达。结果  与对照组比

较，模型组血清 FSH、LH 水平、卵巢 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达均显著升高，AMH 水平显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，

各给药组 FSH、LH 水平、卵巢 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达均显著降低，AMH 水平显著升高（P＜0.01）。结论  补肾调冲方可

提高卵巢早衰大鼠卵巢储备能力，抑制卵泡封闭及黄体细胞凋亡，对卵巢早衰可能有治疗作用。 
关键词：补肾调冲方；卵巢早衰；促卵泡刺激素；促黄体生成素；抗缪勒管激素；肿瘤坏死因子-α；干扰素-γ 
中图分类号：R965      文献标志码：A      文章编号：1674 - 6376(2016)06 - 0953 - 05 
DOI: 10.7501/j.issn.1674-6376.2016.06.007 

Effect of Bushen Tiaochong Prescription on sex hormone level and TNF-α and 
IFN-γ protein expression in rats with premature ovarian failure 
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2. Affiliated Hospital of Chengde Medical University, Chengde 067000, China 

Abstract: Objective  To observe the effect of Bushen Tiaochong Prescription (BTP) on sex hormone level and TNF-α, IFN-γ protein 
expression in rats with premature ovarian failure. Methods  Totally 60 SD female rats were randomly divided into six groups with 10 
rats in each group: control group, model group, BTP low, medium, and high dose (24, 12 and 6 g/kg in crude drugs) groups, and 
Conjugated Estrogens Tablets (positive drug) group. Rats were ig administered with tripterygium glycosides for 14 d to make model of 
premature ovarian failure except for control group. Rats were treated with corresponding medicines for 36 d 24 h after that. Then the 
enzyme linked immunosorbent assay (Elisa) method was used to detect the levels of AMH, LH, and FSH in serum, and the expression 
of TNF-α and IFN-γ in ovarian tissue was detected by immunohistochemistry. Results  Compared with control group, the levels of 
serum FSH, LH and ovarian TNF-α, IFN-γ protein expression of model group was increased significantly, and the level of serum AMH 
was significantly decreased (P < 0.05); Compared with model group, levels of FSH, LH, TNF-α, and IFN-γ of BTP groups and 
Conjugated Estrogens Tablets group were significantly decreased, AMH level was significantly increased (P < 0.01)  Conclusion  
BTP can improve the ovarian reserve, inhibit follicle blocking and apoptosis of corpus lutein cells of the premature ovarian rats, which 
suggests that BTP may have a therapeutic effect on premature ovarian disease. 
Key words: Bushen Tiaochong Prescription; premature ovarian failure; follicle-stimulating hormone; Luteinizing hormone; anti 
mullerian hormone; TNF-α; IFN-γ 
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卵巢早衰即卵巢提前衰老，一般女性在 48～
50 周岁左右卵巢衰老，但在 40 周岁以前卵巢内

卵泡消耗殆尽，不能分泌激素，并出现身体器官

失去营养，则属于卵巢早衰范畴。卵巢早衰的诊

断标准为：年龄＜40 周岁；停经 4 个月以上；促

卵泡刺激素（FSH）＞40 mIU/mL，促黄体生成素

（LH）＞30 mIU/mL，雌二醇（E2）＜25 mIU/mL。
卵巢早衰主要的病理机制为卵巢储备能力的降低，

抗缪勒管激素（AMH）由窦卵泡分泌，可在卵巢损

伤早期更准确评估卵巢储备及剩余卵泡数[1-2]；肿瘤

坏死因子-α（TNF-α）、干扰素-γ（IFN-γ）通过抑制

大鼠 FSH 刺激的颗粒细胞分化与芳香化酶活性，刺

激颗粒黄体细胞前列腺素 F2α（PGF2α）的生成，加

速卵泡闭锁及黄体细胞凋亡[3]。本实验通过观察补

肾调冲方对卵巢早衰大鼠血清中 FSH、LH、E2 及

TNF-α、IFN-γ 蛋白表达的影响，为补肾调冲方干预

卵巢早衰的临床应用提供依据。 
1 材料 
1.1  动物 

SPF 级 SD 雌性大鼠 60 只，12 周龄，体质量

250～280 g，由北京华阜康生物科技股份有限公司

提供，许可证号 SCXK（京）2014-0004，自然光照

射，通风良好。 
1.2  药物及主要试剂 

中药配制：补肾调冲方含菟丝子 15 g、黄精 15 
g、熟地 15 g、肉苁蓉 10 g、巴戟天 10 g、当归 10 g、
川芎 6 g、紫石英 15 g、五味子 6 g，所有饮片由承

德医学院附属医院附属中药房同济大药房药剂科提

供，专业药剂师保证浓度和品质。每 100 克药材加

800 mL 水按常规方法进行煎煮，滤汁浓缩至生药

2.5 g/mL，4 ℃冰箱储存。 
结合雌激素片，规格：每片 0.625 mg，购自新疆

新资源生物制药有限责任公司，生产批号 20150608。
雷公藤多苷片，规格：每片 10 mg，购自远大医药黄

石飞云制药有限公司，生产批号 201506172。 
大鼠的 FSH、LH、AMH 酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测试剂盒，购自上海联科生物技术有限

公司；兔抗鼠 TNF-α 多克隆抗体，购自北京博奥森

公司；兔抗鼠 IFN-γ 多克隆抗体，购自北京中杉金

桥生物科技有限公司；即用型免疫组化试剂盒，购

自北京四正柏生物科技有限公司。 
1.3 主要仪器 

Thermo ExcelsiorTM ES 自动组织脱水机（美国

Thermo Electron Corporation）；显微镜照相系统（德

国Lecia公司）；Multiskan MK3酶标仪（芬兰Thermo
公司有限公司）。 
2  方法 
2.1  动物模型的制备及分组给药 

健康雌性 SD 大鼠 60 只，体质量 250～280 g，
随机分为 6 组：对照组，模型组，补肾调冲方高、

中、低剂量组，结合雌激素片（阳性药）组，每组

10 只。除对照组外，其余各组均 ig 雷公藤多苷片

造模。雷公藤多苷片研碎后加等体积双蒸水融化，

根据前期实验[4]，以给药剂量 75 mg/kg 连续 ig 14 d。
造模结束后称质量，连续行阴道涂片两个性周期，

动情周期紊乱提示造模成功。造模结束后 24 h，ig
给予补肾调冲方，高、中、低剂量分别为 24、12、
6 g/kg（以生药计，根据每千克体质量用药量的人

鼠比例换算，12 g/kg 为临床等效用药剂量）；结合

雌激素片水溶液制法同雷公藤多苷片水溶液，以 75 
µg/kg 剂量 ig 给药。除模型组和对照组自由饮水外，

各给药组给药体积均为 0.1 mL/kg，连续给药 36 d，
于处死动物前 10 d，每日行阴道涂片检测。 
2.2  取材 

腹主动脉取血，处死动物，常规无菌操作方法

取卵巢、子宫组织称质量。 
2.3  血清性激素水平的检测 

将大鼠血液标本静置，取上层血清，3 000 r/min
离心 16 min，取上层血清置于 EP 管中，严格按照

ELISA 试剂盒说明书要求，测定 FSH、LH、AMH
水平，在 Multiskan MK3 酶标仪上，450 nm 波长依

序测量各孔吸光度（A）值。 
2.4  免疫组化法染色 

切片脱蜡，PBS 洗 3 次，微波炉内不同温度进

行抗原修复，加 H2O2处理，滴加封闭液，PBS 洗 3
次后滴加稀释好的 TNF-α、IFN-γ 抗体（1∶100）
孵育 30 min 后，4 ℃过夜。次日给予辣根过氧化物

酶标记链霉卵白素工作夜，37 ℃孵育 25 min，滴

加生物偶联素的二抗工作液，37 ℃孵育 25 min，
二氨基联苯胺（DAB）显色，苏木素复染。中性树

胶封片，显微镜下观察染色结果。 
免疫组化染色结果处理：卵巢组织标本中细

胞胞浆出现淡黄色或黄色颗粒状着色为阳性表

达。摄像，采用 IPP 6.0 软件在同等条件下检测每

张组织切片中的 TNF-α 及 IFN-γ 表达的积分光密

度（A）值。 
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2.5  统计学方法 
所得数据使用 SPSS 21.0 进行分析，结果采用

±x s 表示，各组间采用单因素方差分析方式。 
3  结果 
3.1  血清 FSH、LH、AMH 水平的测定 

与对照组比较，模型组血清中 FSH、LH 水平

明显升高，AMH 水平明显降低（P＜0.05）；与模型

组比较，补肾调冲方低、中、高剂量组及结合雌激

素片组血清 FSH、LH 水平明显降低，AMH 水平显

著升高（P＜0.01）；与结合雌激素片组比较，补肾

调冲方中、高剂量组 FSH、LH、AMH 水平无显著

性差异，低剂量组差异显著（P＜0.05）。 
3.2  免疫组化法检测 TNF-α、IFN-γ 蛋白的表达 

与对照组比较，模型组 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达

显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，补肾调冲方各

组及结合雌激素片组 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达明显降

低（P＜0.01），说明补肾调冲方有抑制卵泡过度凋亡、

闭锁的作用；与结合雌激素片组比较，补肾调冲方

低、中剂量组 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达差异显著（P
＜0.05），高剂量组差异不显著。见表 2 和图 1。 

表 1  各组大鼠血清 FSH、LH、AMH 的水平变化( x ±s, n = 10) 
Table1  Changes of serum FSH, LH, and AMH levels of rats in each group( x ±s, n = 10) 

组别 剂量/(g·kg−1) FSH/(IU·L−1) LH/(ng·L−1) AMH/(pg·mL−1) 
对照 — 16.58±1.98 19.63±2.17  279.34±20.83 
模型 — 32.88±2.94* 40.48±4.61* 143.85±14.83* 
结合雌激素片 7.5×10−5 21.56±2.23*△ 20.86±8.10△ 249.64±28.24△ 
补肾调冲方 6 24.91±2.87*△# 28.48±3.84*△# 214.21±32.33*△# 
 12 24.81±2.23*△# 25.00±5.29*△ 241.11±30.49△ 
 24 20.29±3.08*△ 23.57±4.33*△ 253.14±26.34△ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：
△P＜0.01；与结合雌激素片组比较：#P＜0.05，下同 

*P < 0.05 vs control group; △P < 0.01 vs model group; #P < 0.05 vs conjugated estrogens tablets group, same as below 

表 2  大鼠卵巢 TNF-α、IFN-γ 蛋白的表达( x ±s, n = 10) 
Table 2  Expression of TNF-α and IFN-γ protein in rat ovary ( x ±s, n = 10) 

组别 剂量/(g·kg−1) 
A 值 

TNF-α IFN-γ 
对照 — 0.026±0.014 0.024±0.011 
模型 — 0.192±0.028* 0.199±0.015* 
结合雌激素片 7.5×10−5 0.039±0.018△ 0.033±0.013△ 
补肾调冲方 6 0.086±0.103*△# 0.083±0.012*△# 

 12 0.071±0.018*△# 0.070±0.024*△# 
 24 0.050±0.175*△ 0.041±0.121△ 

 

4  讨论 
近年来卵巢早衰发病率呈逐年上升的趋势，受

到妇科届广泛的关注。西医认为此现象的发生可能

由多因素导致，其中环境、社会及遗传因素、自身

免疫性因素、医源性因素等均导致卵泡提前闭锁甚

至或早耗竭，卵巢储备能力降低[5-6]。中医并无卵巢

早衰这一病名，相关论述多见于“血枯”“血竭”“经

闭”等。相对于西医的局部治疗，中医多从整体论

治，以肾气-天癸-冲任-胞宫性腺轴为基础，从源头

论治，提高甚至恢复卵巢储备能力，使卵巢功能恢

复到应有的年龄水平，补肾调冲方在此基础上产生，

从肾论治、调理冲任，使之达到“和”的状态。补

肾调冲方由以补肾为主的菟丝子、巴戟天、川芎、

黄精、熟地、肉苁蓉和以调理冲任为主的当归、紫

石英、川芎、五味子等两部分药组成，具有滋补肝

肾，调理冲任之效，其作用既能补肾气之虚，又能祛

实开结，则肾气盛，任冲脉通，月事以时下[7]。 
雷公藤多苷片本为临床上治疗风湿免疫类疾病

药，大量使用造成女性卵巢储备功能下降，至闭经。

前期实验研究表明雷公藤多苷片可致卵巢早衰大鼠

始基卵泡数减少，卵泡发育不良，从而导致高促性

腺激素性卵巢功能低下。由 Elisa 实验可知：补肾调

冲方各组可降低血清 FSH 及 LH 水平，与模型组比

较，差异显著（P＜0.01），说明补肾调冲方可改善 
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TNF-α 

       
对照                                    模型                            补肾调冲方 6 g·kg−1 

       
补肾调冲方 12 g·kg−1                      补肾调冲方 24 g·kg−1                         结合雌激素片 

IFN-γ 

       

对照                                     模型                               补肾调冲方 6 g·kg−1 

       

补肾调冲方 12 g·kg−1                  补肾调冲方 24 g·kg−1                     结合雌激素片 

图 1  大鼠卵巢 TNF-α、IFN-γ 蛋白的表达情况 
Fig. 1  Protein expression of TNF-α and IFN-γ in rat ovary 

高促性腺性卵巢功能低下，提高卵巢对激素水平的

敏感性。 
卵巢早衰的病理机制主要为卵巢储备功能降

低[8]，卵巢储备是指卵巢内卵泡发育为可受精卵母

细胞的能力，主要取决于卵母细胞的质量及数量。

AMH 作为窦卵泡分泌的激素能抑制始基卵泡的募

集，防止其过早过快的消耗，能更好的反应卵巢内

窦卵泡的数量。体外培养发现 AMH 可抑制 FSH 依

赖性的窦前卵泡生长，减弱 FSH 介导的颗粒细胞芳

香化酶活性及 LH 受体的表达，抑制颗粒细胞对

FSH 的敏感性，从而在优势卵泡选择中发挥作用[9]。

本研究显示：模型组血清 AMH 水平与给药组及对
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照组比较，明显降低（P＜0.01），说明雷公藤多苷

片可导致窦前卵泡及小窦卵泡生成的 AMH 明显减

少，抑制始基卵泡募集作用减弱，从而加速了卵泡

的耗竭，导致卵泡闭锁，最终导致卵巢功能过早衰

竭。补肾调冲方各组血清 AMH 水平明显升高（P＜
0.05），说明补肾调冲方可改善卵巢早衰大鼠的卵巢

功能，防止卵泡的过度耗竭和闭锁，提高卵巢储备

力。 
TNF-α 是由单核细胞和巨噬细胞共同分泌的多

活性细胞因子，可通过旁分泌或自分泌的方式引起

细胞的增殖与凋亡；研究表明在某些阶段下调血清

及卵巢组织中 TNF-α 的表达，对受损卵巢起保护作

用，减轻卵巢损伤[10]。IFN-γ 为多功能的细胞调节

因子，其对生殖轴控的研究主要集中在对卵巢的作

用上[11]。在正常情况下，卵泡从始基卵泡发育至成

熟卵泡、排卵和闭锁，细胞因子参与了全过程的调

控。多通过内分泌、旁分泌或自分泌机制实现[12]。

根据 Russell 等的报道[13]，卵泡闭锁是由 IFN-γ 开始

并启动一系列细胞因子而引起。且 IFN-γ 与 FSH/LH
呈显著正相关，表明随着 IFN-γ 的升高，卵巢储备

功能逐渐下降。IFN-γ 可导致卵巢的抗原靶细胞损

伤或凋亡，由于卵巢的过度损伤及凋亡，造成卵泡

过度闭锁，排卵障碍，形成卵巢早衰[14]。本研究显

示，与对照组比较，模型组 TNF-α、IFN-γ 蛋白表

达明显升高（P＜0.01），图片显示模型组 TNF-α、
IFN-γ 黄染颗粒数量多且黄染色深，阳性表达率最

高。说明雷公藤多苷片可导致 TNF-α、IFN-γ 等因

子在早衰卵巢中的升高，致卵泡过度闭锁甚至凋亡；

与模型组比较，补肾调冲方各组 TNF-α、IFN-γ 蛋

白的表达明显降低（P＜0.05），图片显示黄染颗粒

数量减少，颜色较浅，阳性表达率较低；与结合雌

激素片组比较，补肾调冲方高剂量组 TNF-α、IFN-γ
蛋白表达无显著性差异，图片显示黄染颗粒数量及

颜色无显著差异（P＞0.05）。说明补肾调冲方可降

调 TNF-α、IFN-γ 蛋白表达，尤其高剂量组作用明

显，减少了对卵巢抗原靶细胞的损伤，降低细胞凋

亡率，降低了卵泡闭锁的速度，促进了卵巢组织的

修复，从而降低了卵巢过早耗竭的速度。 
综上所述，补肾调冲方治疗卵巢早衰的作用机

制之一可能是通过改善高促性腺性卵巢功能低下，

提高卵巢对激素水平的敏感性，通过提高卵巢局部

始基卵泡募集因子 AMH 的水平，降低 FSH、LH

的水平，降调 TNF-α、IFN-γ 蛋白的表达，促进卵

泡的生长发育，抑制卵泡的过度耗竭与闭锁，恢复

始基卵泡的正常募集状态，从而抑制卵巢功能的过

早衰竭。 
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