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基于 PI3K/Akt信号通路探讨哈蟆油对卵泡发育作用的影响

赵宏宇，王玉，孙雪缘，宋莲莲，刘新宇*，邸琳*

（吉林省中医药科学院，长春 130012）

［摘要］ 目的：探讨哈蟆油对大鼠卵巢卵泡发育、卵巢磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路及怀胎功能的

影响，以及哈蟆油雌激素样作用机制。方法：雌性 Wistar 大鼠 70 只，随机分为正常组、戊酸雌二醇+黄体酮组（1 mg·kg-1+

40 mg·kg-1），克罗米芬（10 mg·kg-1）组，哈蟆油高、低剂量（400，200 mg·kg-1）组，连续灌胃 8 周。灌胃 7 周时，所有大鼠测定发情

周期。灌胃 8 周时，每组取 4 只大鼠进行产仔实验，其余大鼠在测定出发情期当天采血，测定血清雌二醇（E2），孕酮（P），睾酮

（T），促卵泡生成素（FSH），促黄体生成素（LH）含量，摘取子宫、卵巢，称量重量计算器官指数，一侧卵巢制成病理切片，进行不

同发育阶段卵泡及黄体计数，另一侧卵巢进行实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白免疫印迹法（Westen blot）
检测 PI3K/Akt 信号通路 mRNA 及蛋白变化。雌性昆明种小鼠 40 只，随机分为正常组、哈蟆油 14 d 组（400 mg·kg-1），哈蟆油

28 d 组（400 mg·kg-1），哈蟆油 56 d 组（400 mg·kg-1）。哈蟆油各组小鼠分别在灌胃 14，28，56 d 后与雄性小鼠合笼饲养，18 d 后

观察两侧子宫内胎鼠数目及发育不良胎数目。结果：8 周灌胃哈蟆油后，大鼠子宫指数明显降低（P<0.05），血清 LH 明显降低

（P<0.05），卵巢中黄体数明显减少（P<0.01），初级卵泡数明显减少（P<0.05），卵泡闭锁率显著上升（P<0.01），卵巢皮质层中出

现短期内较多黄体或间质腺退化为间质的结构，卵巢 PI3K 和 Akt mRNA 表达水平显著升高（P<0.01），哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）mRNA 和人第 10 号染色体缺失的磷酸酶（PTEN）mRNA 表达水平显著降低（P<0.01）；Akt 蛋白磷酸化水平有降低

趋势，差异无统计学意义；大鼠产仔数明显减少（P<0.05）。小鼠不同时长灌胃哈蟆油后，受孕率不同程度下降，服用 14 d 受孕

率最低仅 30%。灌胃哈蟆油 28 d，左右子宫怀胎差值明显增大（P<0.05）。结论：哈蟆油长期灌胃后表现出与长期使用克罗米

芬类似的使卵巢过度刺激进而呈现早衰的现象；短期灌胃出现怀孕率下降，一侧卵巢超数排卵，一侧卵巢排卵抑制等现象，对

卵泡的影响机制需进一步研究。
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Effect of Ranae Oviductus on Follicular Development Based on PI3K/Akt Signaling Pathway
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（Jilin Academy of Chinese Medicine Science， Changchun 130012， China）

［［Abstract］］ Objective：： To investigate the effect of Ranae Oviductus (RO) on ovarian follicular

development，phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) signaling pathway，and pregnancy

function in rats, and the estrogen-like mechanism of OR. Method：：Seventy female Wistar rats were randomly

divided into a normal group，a progynova+ luteohormone group (1 mg·kg-1+40 mg·kg-1), a clomiphene group

(10 mg·kg-1), and high-dose(400 mg·kg-1) and low-dose(200 mg·kg-1) RO groups. Rats were administered

correspondingly by gavage for eight weeks. After seven weeks of intragastric administration, the estrus cycle of

all rats was measured. After eight weeks of intragastric administration，four rats from each group were selected to
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give birth. For other rats, blood was collected on the day of estrus，and the serum levels of estradiol (E2)，

progesterone (P)，testosterone (T)，follicle-stimulating hormone (FSH)，and luteotropic hormone (LH) were

detected. Uterus and ovaries were extracted and weighed to calculate organ index. One ovary was made into

pathological sections, and the follicles at different developmental stages and corpus luteum were counted. Real-

time fluorescence-based quantitative polymerase chain reaction（Real-time PCR） and Western blot were

performed on the other ovary to detect mRNA and protein changes in the PI3K/Akt signaling pathway. Forty

female Kunming mice were randomly divided into a normal group and RO groups (400 mg·kg-1) with 14 days，

28 days，and 56 days of intervention. Mice in the RO groups were raised with male mice in cages after

intragastric administration of OR for 14，28，and 56 days，respectively. After 18 days, the number of intrauterine

fetuses on both sides and the number of stunted fetuses were counted. Result: After eight weeks of intragastric

administration of OR，the rats showed decreased uterine index (P<0.05)，declining serum LH (P<0.05)，reduced

luteum (P<0.01)， dwindled primary follicles (P<0.05)， and increased rate of follicle atresia (P<0.01).

Additionally，more luteal or interstitial glands degenerated into interstitial structures in the ovarian cortex in a

short time. The mRNA expression levels of PI3K and Akt in the ovary were elevated (P<0.01)，while the mRNA

expression levels of mTOR and PTEN were reduced (P<0.01). The phosphorylation level of Akt protein showed a

downward trend without significant difference. For the rats，the number of fetuses was decreased (P<0.05). The

pregnancy rate of mice was decreased to varying degrees after administration of RO for different durations，with

the lowest in the 14 day RO group，as low as 30%. After 28 days of intragastric administration of RO，the

difference in left and right uterine pregnancy increased (P<0.05). Conclusion: Long-term administration of RO

can lead to premature ovarian failure by over-stimulating the ovary，which is similar to clomiphene. Short-term

administration can result in decreased pregnancy rate，excessive ovulation on one side，and inhibition of

ovulation on the other side. The influence on follicles needs further exploration.

［［Keywords］］ Ranae Oviductus；ovary；follicle；phosphatidylinositol 3-kinase（PI3K）/protein kinase B

（Akt）signaling pathway；sex hormone

哈蟆油又称林蛙油，为中国林蛙输卵管干制

品，我国自宋朝时期就有使用哈蟆油的记载，清朝

时期被誉为“八珍之首”，是珍贵的保健品。哈蟆油

味甘咸、性平、归肾、肺经，具有益精补肾、滋阴润肺

的功效［1］。现代科学研究表明，哈蟆油在抗疲劳、抗

衰老、增强免疫力方面有一定的功效［2-5］，女性使用

后在改善围绝经期症状方面有一定的疗效［6-7］。在

哈蟆油治疗绝经后骨质疏松症的报道［8］中，患者虽

然未能提高骨密度，但血清雌二醇（E2）含量却提升

了 1 倍。很多动物实验也报道服用哈蟆油后，动物

血清 E2 含量显著上升［9-10］，说明哈蟆油具有明显的

雌激素样作用。

目前关于哈蟆油提升血清雌激素水平功能的

研究，主要集中在林蛙油中的雌激素样物质上，多

数研究认为服用后雌激素水平升高是通过外源性

摄入哈蟆油中的雌激素样物质所起的作用，因此主

要关注点在于服用哈蟆油后，激素水平变化、子宫

和卵巢病理组织学变化以及风险性的评估。目前

通过气相色谱 -质谱联用检测到不同产地的哈蟆油

中 E2含量在 3~7.65 μg，但干虾仁和奶粉等产品中 E2

含量也能达到 1~2 μg·g-1［11］，而且哈蟆油食用量远

低于水产品和奶粉。再者口服 E2 由于消化液分解

失活以及较强的肝脏首过效应，能进入血液的微乎

其微，几乎不能产生雌激素生物活性。因此哈蟆油

的雌激素样作用来自于外源性激素补充没有充足

的科学依据。

在实验室前期的研究中［12］，以 200 mg·kg-1的剂

量灌胃哈蟆油 4 周，正常大鼠的血清 E2显著升高，而

去卵巢大鼠血清 E2并无明显变化，而且病理组织学

检查中发现服用哈蟆油的正常大鼠卵巢中黄体增

多，而康岚［11］也发现大鼠服用哈蟆油后闭锁卵泡增

多。提示哈蟆油的雌激素样作用可能是刺激大鼠

卵巢的内源作用，且可能和卵巢中卵泡生长相关，

由此提出假说“服用林蛙油刺激生长期卵泡发育，

使发育成熟的卵泡相应增多，从而形成的黄体也增

多，这个过程中增多的卵泡和黄体会导致服用者雌

激素水平提高”，本次实验围绕该假说而设计。磷

脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路
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广泛存在于细胞中，是细胞增殖、生长、分化的重要

信号通路，在原始卵泡激活、生长期卵泡发育中均

有广泛研究［13-14］，本次实验通过研究服用哈蟆油后

大鼠卵巢中 PI3K/Akt 信号通路变化希望为假说的

验证提供更多证据。

1 材料

1.1 动 物 雌 性 Wistar 大 鼠 80 只 ，体 质 量 180~

200 g；雌性昆明种小鼠 40 只，体质量 20~22 g，均购

自辽宁长生生物技术股份有限公司，动物合格证号

SCXK（辽）2020-0001，动物使用许可证号 SYXK

（吉）2015-0009，由吉林省中医药科学院实验动物伦

理委员会审核通过，符合实验动物伦理委员会规定

（批准号 JLSZYYKXY2020011）。
1.2 药品与试剂 林蛙油，由通化德正堂野生资源

开发有限公司提供，经吉林省中医药科学院邸琳主

任药师鉴定为中国林蛙（Rana chensinesis）雌蛙输卵

管干制品。戊酸雌二醇（法国 DELPHARM Lille S

AS 公 司 ，批 号 537A）；克 罗 米 芬 片（塞 浦 路 斯

Medochemie Ltd 公司，批号 L1202）；黄体酮软胶囊

（浙江医药股份有限公司，批号 190701）；E2，孕酮

（P），促黄体生成素（LH），促卵泡生成素（FSH），睾
酮（T）放射免疫法试剂盒（北京北方生物技术研究

所 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 E9096，E8896，E8696，

E8596，E8996）；革兰氏染色液（快速法）试剂盒（珠

海贝索生物技术有限公司，批号 419061）；BCA 蛋白

浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，

批号 090120201014）；β-肌动蛋白（β-actin）抗体，磷

酸化蛋白激酶 B（p-Akt），辣根过氧化物酶（HRP）标
记二抗（美国 CST 公司，批号分别为 12-4970s，2-

12178s，29-7074s）；Akt，PI3K 抗体（武汉爱博泰克生

物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 4000000238，

4000002268）；牛血清白蛋白（BSA，美国 VWR 公

司，批号 20D0656194）；SDS-PAGE 凝胶配置试剂盒

（北 京 鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司 ，批 号

B08000150）；聚偏氟乙烯（PVDF）印记膜，ECL 化学

发光显色试剂盒（德国密理博公司，批号分别为

R9SA30527，2203001）；TRIzol，实时荧光定量聚合

酶 链 式 反 应（Real-time PCR）反 转 录 试 剂 盒 ，TB

GreenTM Premix Ex TaqTMⅡ荧光染料（大连宝生物工

程有限公司，批号分别为 AJ31096A，AK71622A，

AJF2574A）。
1.3 仪器 XH6080 型放免仪（西安核仪器厂）；
HC-3618R 型高速冷冻离心机（安徽中科中佳科学

仪器有限公司）；JA2003B 型千分之一电子天平（上

海越平科学仪器有限公司）；Y-2000 型电子天平（常

熟双杰测试仪器厂）；L18-Y928 型搅拌机（九阳股份

有限公司）；CX23 型光学显微镜（日本 Olympus 公

司）；FLUOstar Omega 型全自动酶标仪（德国 BMG

公司）；SpectroArt200S 型超微量核酸测定仪（美国

Wealtec 公司）；Agilent Stratagene Mx3000P 型 Real-

time PCR 仪（美国安捷伦公司）；Allegra X-30R 型高

速离心机（美国 Beckman 公司）；Mini-PROTEAN

Tetra Cell 型电泳槽，Trans-Blot SD 型半干转印槽

（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 哈蟆油样品制备及阳性药选择 哈蟆油的处

理遵循传统方法以水泡发制备，以料液比 1∶100 预

先在蒸馏水中泡发 16 h，经高速搅拌器搅拌 3 min 后

备用，灌胃前需重新搅拌 15 s。在前期实验中发现，

哈蟆油水泡发后的凝胶状溶液经高速搅拌器搅拌

后会分布的非常均匀易吸取，可见哈蟆油的水泡发

液确为假塑性流体［15］，具有典型的剪切稀化现象，

并在稀化后会维持一段时间，期间哈蟆油凝胶分布

均匀且易被灌胃器抽取。

为验证哈蟆油雌激素样作用符合“外源激素补

充假说”或“促卵泡发育假说”，阳性药依照两种假

说选择雌激素、孕酮补充剂和促排卵药两套方案，

分别是戊酸雌二醇+黄体酮胶囊以及克罗米芬片，

与哈蟆油进行对比。

2.2 动物分组及取材 雌性 Wistar大鼠 80 只，所有

大鼠采阴道分泌物涂片 ，快速革兰氏染色法染

色［16］，观察并测定发情周期，选择发情周期明确且

周期在 4~5 d 的雌性大鼠 70 只，将其随机分为正常

组、戊酸雌二醇+黄体酮组、克罗米芬组、哈蟆油高、

低剂量组。正常组大鼠灌胃蒸馏水，戊酸雌二醇+

黄体酮组大鼠灌胃戊酸雌二醇 1 mg·kg-1 和黄体酮

40 mg·kg-1，克 罗 米 芬 组 大 鼠 灌 胃 克 罗 米 芬

10 mg·kg-1，哈蟆油高、低剂量组大鼠灌胃哈蟆油

400，200 mg·kg-1［11］，哈蟆油高剂量组大鼠上、下午

2 次灌胃哈蟆油溶液，其他组大鼠上午灌胃受试样

品，下午灌胃同体积蒸馏水，所有大鼠每次灌胃体

积均为 20 mL·kg-1，每日 2 次，连续灌胃 8 周，每周称

量体质量。每组取 4 只大鼠进行产仔实验，末次灌

胃后，与雄性大鼠合笼 10 d，怀孕后期单笼饲养并记

录产仔数。其他大鼠在测定出第 2 个发情期到来当

天 ，末 次 灌 胃 1 h 后 戊 巴 比 妥 钠 麻 醉 采 血 ，

3 000 r·min-1 离心 10 min（离心半径 8.1 cm），取血

清，保存至−20 ℃备用；摘取子宫、卵巢，称量质量，
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计 算 器 官 指 数（器 官 指 数 = 器 官 重 量/体 质 量 ×

1 000），一侧卵巢 4% 多聚甲醛固定保存备用，另一

侧卵巢液氮保存备用。

2.3 指标检测

2.3.1 一般情况观察及发情周期检测 每日观察

大鼠外观及活动状态，灌胃 7 周后，所有大鼠每日灌

胃受试物后采阴道分泌物涂片，快速革兰氏染色法

染色，观察并测定发情周期，直至测定到第 2 次发情

期，计算两次发情期之间时间作为发情周期。

2.3.2 血清性激素检测 取 2.2 项下的大鼠血清，

依照放免法试剂盒说明书中步骤操作，测定其中

E2，P，T，FSH，LH 含量。

2.3.3 不同发育阶段卵泡及黄体计数［17-18］ 取 2.2

项下 4% 多聚甲醛固定的大鼠卵巢，固定 48 h 后常

规脱水，石蜡包埋，选取卵巢切面最大位置切片，行

苏木素 -伊红（HE）染色，中性树胶封片。显微镜下

观察，不同发育阶段的卵泡，根据结构对其分类计

数，本实验中不对原始卵泡进行统计，闭锁卵泡也

针对闭锁的初级卵泡和次级卵泡（即生长期卵泡闭

锁情况）进行统计。卵泡闭锁率=闭锁卵泡数/（初级

卵泡数+次级卵泡数+闭锁卵泡数）×100%。

卵泡镜下分类标准：初级卵泡，100 倍镜下观

察，1~3 层颗粒细胞紧密围绕包裹初级卵母细胞的

卵泡；次级卵泡，颗粒细胞层结构紧密，出现明显卵

泡腔和卵丘结构的窦状卵泡和成熟卵泡，如切片位

置有卵母细胞还可观察透明带和放射冠结构确认；
闭锁卵泡，颗粒细胞层疏松，颗粒细胞发生固缩，卵

泡结构坍塌大量颗粒细胞无规则的脱落至卵泡腔，

以及发生纤维化间质化的卵泡；黄体，400 倍镜下观

察，外层膜黄体细胞和内部粒黄体细胞胞浆充盈，

细胞质中充满黄色颗粒和脂滴，发育良好的新鲜黄

体作为黄体计数，退化过程中的黄体不予计数。

2.3.4 Real-time PCR 检测卵巢中 PI3K，Akt，哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）和人第 10 号染色体

缺失的磷酸酶（PTEN）mRNA 表达水平 在低温、

灭酶条件下用 TRIzol 试剂从卵巢组织中提取总

RNA，用反转录试剂盒将 RNA 反转录为 cDNA，定

量 PCR 反应程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，

57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40 个循环。结果

以 β -actin 作为内参，采用 2-ΔΔCt 相对定量法分析各

mRNA 表达的影响。引物由吉林省库美生物科技

有限公司合成，引物序列见表 1。

2.3.5 蛋白免疫印迹法（Westen blot）检测卵巢中

PI3K，Akt，p-Akt 蛋白表达水平 低温条件下提取

卵巢组织蛋白，用 BCA 试剂盒定量，经 SDS-PAGE

凝胶电泳分离后转印到 PVDF 膜上，用含 5%BSA 的

TBST 缓冲液封闭 20 min，加入相应抗体 PI3K，Akt，

p-Akt，β -actin（稀释倍数均为 1∶1 000），室温孵育

20 min，TBST 洗膜，加入二抗（1∶2 000），室温孵育

20 min，将 PVDF 膜浸泡到 TBST 溶液中，配制化学

发光液，将其滴加到 PVDF 膜目的蛋白条带上，室温

避光孵育 2 min，使用化学发光系统采集条带图片，

利用 Image J软件对条带灰度值进行定量分析。

2.4 小鼠怀胎实验 选择雌性昆明种小鼠 40 只，

将其随机分为正常组、哈蟆油 14 d 组、哈蟆油 28 d

组、哈蟆油 56 d 组。正常组小鼠灌胃蒸馏水，哈蟆

油各组小鼠灌胃哈蟆油剂量为 400 mg·kg-1，每日分

上、下午各灌胃 1 次（哈蟆油样品配制方式同 1.2.1

项），灌胃体积 20 mL·kg-1，正常组小鼠灌胃等体积

蒸馏水。哈蟆油各组小鼠灌胃 14，28，56 d 后与雄

性小鼠按 2∶1 合笼饲养 5 d，每日更换雄性小鼠，正

常组小鼠在灌胃 21 d 与哈蟆油组小鼠做同样处置。

所有小鼠合笼交配 18 d 后，选取怀孕成功且体质量

大于 50 g 的小鼠，戊巴比妥钠麻醉开腹，观察两侧

子宫内胎鼠数目及发育不良胎数目，不良胎标准为

有胎盘位但胎鼠发育初期停滞萎缩、胎鼠发育缓慢

体积明显低于其他胎鼠、胎鼠与胎盘发育不良致缺

血颜色灰白等。

2.5 统计学处理 使用 SPSS 20.0 进行统计学分

析，数据用 x̄ ± s 表示，多样本均数间比较采用 One-

way ANOVA，发情周期稳定率、产仔率、怀胎率采用

卡方检验，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 大鼠一般情况及发情周期 哈蟆油高、低剂量

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

PTEN

PI3K

Akt

mTOR

β-actin

序列（5'-3'）
上游 TGTAAAGCTGGAAAGGGACG

下游 CCTCTGACTGGGAATTGTGAC

上游 GGATGCTGAATGGTACTGGG

下游 TGTAAGAGTGTAATCGCCGTG

上游 GCCCTCAAGTACTCATTCCAG

下游 ACACAATCTCCGCACCATAG

上游 ATTCAATCCATAGCCCCGTC

下游 TGCATCACTCGTTCATCCTG

上游 ACCTTCTACAATGAGCTGCG

下游 CTGGATGGCTACGTACATGG

长度/bp

20

21

20

21

21

20

20

20

20

20
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组大鼠外观状态良好，体质量增长正常，能观察到

“发情前期 -发情期 -发情后期 -间期”的稳定发情周

期，与正常组大鼠比较，发情周期天数有延长趋势，

无显著性差异；克罗米芬组大鼠后期状态萎靡，毛

发枯槁发黄，与正常组大鼠比较，体质量增长速度

显著降低（P<0.01），观察不到明确发情周期，阴道分

泌物涂片长期观察到大量有核细胞和无核角化细

胞，由于无明确发情周期，无法计算发情周期天数；
戊酸雌二醇+黄体酮组大鼠外观状态良好，与正常

组大鼠比较，体质量增长速度有降低趋势，差异无

统计学意义，部分大鼠发情周期紊乱，观察不到明

确的发情周期，考虑可能受外源激素影响所致，其

中发情周期稳定的大鼠测得发情周期天数与正常

组大鼠比较无明显差异。见表 2。

3.2 对大鼠子宫、卵巢湿重及器官指数的影响 与

正常组大鼠比较，哈蟆油高、低剂量组大鼠卵巢指

数无明显差异，子宫指数明显降低（P<0.05），呈现一

定的剂量关系；克罗米芬组大鼠卵巢和子宫萎缩严

重，卵巢指数和子宫指数皆显著降低（P<0.01）；服用

戊酸雌二醇+黄体酮大鼠，卵巢指数显著降低，差异

有统计学意义（P<0.01），子宫指数无明显变化。

见表 3。

3.3 对大鼠血清 E2，P，LH，FSH，T 含量的影响 与

正常组大鼠比较，哈蟆油高剂量组大鼠各血清性激

素含量均无明显变化；哈蟆油低剂量组大鼠血清

LH 明显降低（P<0.05），FSH 有降低的趋势，E2 有降

低趋势，P 有升高趋势，差异均无统计学意义；克罗

米芬组大鼠血清 FSH 明显降低（P<0.05），血清 T 明

显降低（P<0.05）；戊酸雌二醇+黄体酮组大鼠血清

E2 明显上升（P<0.05），血清 P 有上升趋势，血清 LH

和 FSH 有 降 低 趋 势 ，但 差 异 均 无 统 计 学 意 义 。

见表 4。

表 2 哈蟆油对大鼠体质量及发情周期的影响（x̄± s，n=14）

Table 2 Effect of Ranae Oviductus on body weight and estrus cycle in rats（x̄± s，n=14）

组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量/mg·kg-1

400

200

10

1+40

初始体质量/g

200.17±7.78

200.48±7.07

200.30±6.73

200.52±6.93

200.68±7.18

最终体质量/g

260.16±13.50

260.38±15.94

264.64±15.62

229.20±19.972）

251.84±13.68

发情周期稳定率/%

100

100

100

02）

35.71）

发情周期/d

4.00±0.59

4.54±0.78

4.31±0.75

-

4.10±0.65

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 3~9 同）。

表 3 哈蟆油对大鼠子宫、卵巢湿重及器官指数的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Ranae Oviductus on wet weight of uterus and ovary and organ index in rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量

/mg·kg-1

400

200

10

1+40

卵巢质量

/mg

136.70±22.04

134.44±23.38

138.33±13.68

77.78±15.642）

103.22±11.782）

卵巢指数

/mg·g-1

0.51±0.08

0.50±0.09

0.51±0.05

0.35±0.072）

0.41±0.052）

子宫质量

/mg

477.60±91.75

378.33±74.381）

404.00±60.56

284.00±44.242）

412.88±85.03

子宫指数

/mg·g-1

1.79±0.32

1.40±0.251）

1.46±0.251）

1.28±0.232）

1.64±0.39

表 4 哈蟆油对大鼠血清性激素含量的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of Ranae Oviductus on serum sex hormone content in rats（x̄± s，n=10）

组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量/mg·kg-1

400

200

10

1+40

E2/ng·L-1

8.25±2.71

8.46±3.71

5.90±2.38

6.44±2.70

17.35±10.781）

P/μg·L-1

6.39±2.79

7.70±4.54

8.71±4.90

8.16±5.69

10.43±5.79

LH/U·L-1

5.29±2.17

4.33±1.15

3.05±1.261）

4.32±1.96

3.58±1.19

FSH/U·L-1

3.13±0.85

2.98±0.86

2.63±1.01

2.26±0.671）

2.52±1.03

T/μg·L-1

0.08±0.05

0.06±0.03

0.05±0.05

0.03±0.021）

0.09±0.06
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3.4 对大鼠卵巢各时期卵泡的影响 正常组大鼠

卵巢切片镜下可见皮质内不同发育阶段的各级卵

泡和新鲜黄体，卵泡周围为由皮质内纤维结缔组织

间质支撑，髓质层内可见丰富血管，血管截面直径

较大。与正常组比较，哈蟆油高剂量组大鼠卵巢黄

体数显著减少（P<0.01）。哈蟆油低剂量组大鼠初级

卵泡数明显减少（P<0.05），黄体数明显减少（P<

0.05），卵泡闭锁率显著上升（P<0.01）。哈蟆油组大

鼠卵巢中观察到皮质层中较多的纤维化间质结构，

其中无卵泡，考虑为短期内大量间质腺（次级卵泡

闭锁形成）以及黄体退化而形成。克罗米芬组大鼠

初级卵泡、次级卵泡、黄体均显著减少（P<0.01），卵
泡闭锁率显著上升（P<0.01）。克罗米芬组大鼠卵巢

萎缩严重，卵巢切片面积明显较小，皮质层内各阶

段卵泡均较少，该组所有大鼠的卵巢切片中均未观

察到新鲜黄体，髓质层萎缩严重，内部血管较少且

血管截面直径小。戊酸雌二醇+黄体酮组大鼠初级

卵泡、次级卵泡显著减少（P<0.01），卵泡闭锁率显著

上升（P<0.01）。戊酸雌二醇+黄体酮组大鼠卵巢有

一定程度的萎缩，皮质层内各阶段卵泡数相应减

少，但能观察到新鲜的黄体，髓质层基本正常，可见

丰富的血管，血管截面直径较大。见图 1，表 5。

3.5 对卵巢 PI3K，Akt，mTOR，PTEN mRNA 表达

水平的影响 与正常组大鼠比较，哈蟆油高剂量组

大鼠卵巢 PI3K，Akt mRNA 表达水平显著升高（P<

0.01），mTOR，PTEN mRNA 表达水平显著降低（P<

0.01）；哈蟆油低剂量组大鼠卵巢 PI3K，Akt mRNA

表达水平显著升高（P<0.01），mTOR mRNA 表达水

平显著降低（P<0.01）；克罗米芬组大鼠卵巢 Akt

mRNA 表达水平显著升高（P<0.01）；戊酸雌二醇+

黄体酮组大鼠卵巢 mTOR，PTEN mRNA 表达水平

显著降低（P<0.01）。见表 6。

3.6 对卵巢中 PI3K，Akt，p-Akt 蛋白表达水平及

Akt 磷酸化水平的影响 与正常组大鼠比较，各组

大鼠卵巢 PI3K 蛋白表达水平均无明显变化。克罗

米芬组和戊酸雌二醇+黄体酮组大鼠卵巢 Akt 蛋白

A. 正常组；B. 哈蟆油高剂量组；C. 哈蟆油低剂量组；D. 克罗米芬组；E. 戊酸雌二醇+黄体酮组

图 1 哈蟆油对大鼠卵巢组织病理的影响（HE，×40）
Fig. 1 Effect of Oviductus Ranae on ovarian histopathology in rats（HE，×40）
表 5 哈蟆油对大鼠卵巢各时期卵泡的影响（x̄± s，n=10）

Table 5 Effect of Ranae Oviductus on follicles of rat ovary at various stages（x̄± s，n=10））
组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量/mg·kg-1

400

200

10

1+40

初级卵泡/个

9.70±4.37

7.11±4.59

4.89±2.621）

3.89±3.102）

4.22±2.112）

次级卵泡/个

9.50±3.78

7.33±5.07

7.22±4.68

5.56±3.742）

4.67±2.231）

黄体/个

2.80±1.55

0.67±0.712）

1.33±0.711）

0.00±0.002）

2.00±1.12

闭锁卵泡/个

17.40±9.04

16.44±9.21

22.33±6.89

19.00±10.46

15.67±5.74

卵泡闭锁率/%

46.31±11.07

54.71±13.20

65.38±11.852）

67.53±10.482）

63.98±11.212）

表 6 哈蟆油对卵巢 PI3K，Akt，mTOR，PTEN mRNA表达水平影响（x̄± s，n=6）

Table 6 Effect of Ranae Oviductus on mRNA expression levels of PI3K，Akt，mTOR and PTEN in ovary（x̄± s，n=6）

组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量/mg·kg-1

400

200

10

1+40

PI3K

1.00±0.04

1.46±0.052）

1.25±0.062）

0.91±0.08

0.99±0.06

Akt

1.00±0.03

1.52±0.062）

1.82±0.052）

1.45±0.052）

1.10±0.27

mTOR

1.00±0.03

0.83±0.042）

0.89±0.012）

1.00±0.02

0.69±0.012）

PTEN

1.00±0.05

0.69±0.052）

0.93±0.09

0.95±0.04

0.79±0.012）
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表达水平显著升高（P<0.01），哈蟆油高、低剂量组大

鼠卵巢 Akt 蛋白表达水平有升高趋势，但差异无统

计学意义。各组大鼠卵巢 p-Akt 蛋白表达水平均无

明显变化。与正常组大鼠比较，克罗米芬组和戊酸

雌二醇+黄体酮组大鼠卵巢 Akt 蛋白磷酸化水平明

显降低（P<0.05），哈蟆油高剂量组大鼠卵巢 Akt 蛋

白磷酸化水平有降低趋势，但差异无统计学意义。

见图 2，表 7。

3.7 对大鼠产仔情况的影响 哈蟆油高、低剂量组

大鼠在合笼 10 d 内皆成功受孕，与正常组大鼠比

较，哈蟆油低剂量组产仔数明显减少（P<0.05），且合

笼至产仔的时间较正常组增长，停止哈蟆油灌胃

后，部分大鼠未能在第 1 个发情周期内怀孕，如果缩

短雌性大鼠的合笼时间至 5 d，可能有部分大鼠无法

受孕。服用克罗米芬大鼠全部未受孕。服用戊酸

雌二醇+黄体酮大鼠受孕率 75%，产仔数与正常组

比较无明显差异。考虑到母鼠有啃食死胎现象，产

仔率不能完全反应排卵情况，因此后续实验采用了

怀胎实验，直接观察胎鼠，避免此现象对结果数据

产生影响。见表 8。

3.8 哈蟆油不同服用时间对小鼠怀胎情况的影响

正常组小鼠怀孕率 100%，与正常组小鼠比较，哈

蟆油 14 d 组小鼠怀孕率明显降低（P<0.05），其他哈

蟆油不同服用时间雌性小鼠怀孕率不同程度下降。

与正常组小鼠比较，各组成功怀孕的雌鼠总怀胎数

无显著性差异，但哈蟆油 28 d 组及 56 d 组标准差较

大，表现出怀胎数两极分化趋势。与正常组小鼠比

较，服用哈蟆油有怀不良胎数增加的趋势，差异无

统计学意义。与正常组小鼠比较，服用哈蟆油 28 d

两侧子宫怀胎差值明显增大（P<0.05）。哈蟆油 28 d

组中出现多只雌鼠两侧子宫怀胎差值在 7 只以上的

情况，最大差值达到 11 只。两侧子宫怀胎差值较大

往往也出现怀胎多一侧的子宫内不良胎数较多，两

者具有一定相关性。见表 9。

4 讨论

女性卵巢中的卵泡发育过程不仅影响着女性

排卵生育功能，同时也决定了女性月经周期、更年

期、绝经期时间以及各时期性激素水平，对依赖于

雌激素水平的骨密度、外观皮肤状态、脂肪代谢等

都有重要影响。卵泡发育过程大体可以分为四个

阶段，原始卵泡 -初级生长卵泡 -次级生长卵泡 -成熟

卵泡。原始卵泡作为卵泡发育的起点，同时也是卵

泡储备形式，在女性出生前就已经存在于其卵巢皮

质层浅层，形成后处于休眠状态，随着时间推进，整

A，B. 正常组；C，D. 哈蟆油高剂量组；E，F. 哈蟆油低剂量组；G，H.

克罗米芬组；I，J. 戊酸雌二醇+黄体酮组

图 2 卵巢中 PI3K，Akt，p-Akt蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of expression of PI3K，Akt and p-Akt

protein in ovary

表 7 哈蟆油对卵巢 PI3K，Akt，p-Akt蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of Ranae Oviductus on expression of PI3K，Akt，p-Akt protein in ovary（x̄± s，n=3）

组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量/mg·kg-1

400

200

10

1+40

PI3K/β-actin

1.14±0.10

0.98±0.02

1.07±0.02

0.84±0.22

1.12±0.15

Akt/β-actin

0.73±0.03

0.92±0.02

0.78±0.08

1.04±0.132）

1.08±0.282）

p-Akt/β-actin

1.01±0.01

0.92±0.22

0.94±0.02

0.72±0.08

0.72±0.06

p-Akt/Akt

1.39±0.05

1.00±0.26

1.22±0.15

0.69±0.012）

0.70±0.242）

表 8 哈蟆油对大鼠产仔数量的影响（x̄± s，n=4）

Table 8 Effect of Ranae Oviductus on birth of rats（x̄± s，n=4）

组别

正常

哈蟆油

克罗米芬

戊酸雌二醇+黄体酮

剂量/mg·kg-1

400

200

10

1+40

怀孕率/%

100

100

100

01）

75

产仔数/只

14.75±2.50

7.75±7.80

6.75±5.321）

0.00±0.002）

11.00±2.00

合笼-产仔时间/d

23.25±0.50

26.00±2.71

25.50±2.08

-

25.00±2.00
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个原始卵泡池中原始卵泡以相对稳定的速度被激

活［19］，转变为初级卵泡，但这个激活过程不受促性

腺激素调控，目前研究认为原始卵泡的激活受卵巢

内 PI3K 信号通路调控［20］，特别是 PI3K 的负调控因

子 PTEN［21］，但其上游调控机制目前仍然未知。原

始卵泡一旦激活转变为初级卵泡便进入一个不可

逆的生长过程，初期卵母细胞快速增长，颗粒细胞

增殖，颗粒细胞层数增加，更重要的是细胞内产生

了促性腺激素受体，开始接受下丘脑和垂体的调

控，但研究显示在形成卵泡腔之前的初级卵泡阶

段，卵泡生长并不依赖于促性腺激素，主要受卵母

细胞-颗粒细胞-膜层细胞相互协调的调控［22］。随着

卵泡继续生长至卵泡腔形成，即到达次级卵泡阶

段，细胞内产生足够的促性腺激素受体，卵泡开始

真正的响应月经周期（发情周期），随着月经初期下

丘脑大量分泌 FSH 和 LH，次级卵泡快速生长成熟，

直至排卵期生长成为成熟卵泡，在垂体分泌的 LH

达到峰值时发生排卵，而后排卵后的卵泡转化为黄

体。但实际上能完成整个卵泡生长过程的卵泡不

到总数的 1%，99% 以上的卵泡在原始卵泡 -成熟卵

泡的发育过程中的不同阶段闭锁退化，甚至在原始

卵泡休眠状态中直接闭锁。卵泡闭锁是的一种自

发的、受基因调控的程序性死亡，其机制复杂，目前

还未明确，主流的假说包括“最优卵泡及卵母细胞

选择”“外层颗粒细胞损伤”等［23-24］。

卵泡另一主要功能是生成雌激素，卵泡颗粒细

胞是雌二醇生成的主要场所，细胞内有大量芳香化

酶，可将卵泡内膜细胞生成的睾酮转化为雌二醇后

释放至外周血液中，从初级卵泡阶段开始，伴随着

卵泡生长颗粒细胞增多，直到成熟卵泡，雌二醇生

成量逐渐增大，卵泡排卵后逐步转化为黄体，黄体

颗粒细胞拥有合成孕酮的功能。人体的晚期次级

卵泡和成熟卵泡一般不发生闭锁，如若发生未排卵

即发生闭锁黄素化，称为未破裂卵泡黄素化综合

征［25］，属于疾病范畴，而猫和啮齿类动物等的晚期

次级卵泡闭锁却可以正常发生，次级卵泡闭锁后发

生黄素化称为“间质腺”，类似成熟卵泡排卵后生成

黄体的反应，同样可以分泌孕酮，但分泌功能弱于

黄体。

本次研究中选择克罗米芬作为促排卵机制的

阳性药，其促排卵的主要机制是通过竞争性结合下

丘脑的雌激素受体，降低雌激素对下丘脑的反馈抑

制，从而使下丘脑大量分泌促性腺激素释放激素

（GnRH），继而垂体大量分泌 FSH 和 LH，刺激超过

正常数目的次级卵泡成熟。在实验过程中，由于给

药周期过长，大鼠长期过度刺激排卵，后期反而发

生了明显的卵巢早衰的一系列现象，包括发情周期

紊乱，卵巢和子宫萎缩，卵巢各级生长卵泡数目减

少，卵泡闭锁率增大，没有黄体生成，失去产仔能力

等。服用戊酸雌二醇+黄体酮的大鼠，由于外源激

素的长期补充，自身雌激素分泌器官功能受抑制，

部分大鼠发情周期紊乱，卵巢发生了一些萎缩，但

由于血清雌激素水平良好，子宫基本正常，卵巢各

级生长卵泡数目减少，卵泡闭锁率升高，但能正常

生成黄体，因而产仔能力基本正常。

在之前的实验中［12］，连续 4 周灌胃 200 mg·kg-1

哈蟆油，大鼠出现了雌激素水平升高，卵巢内观察

到较多黄体的现象。本次实验加倍了灌胃时间和

剂量，连续 8 周灌胃 200，400 mg·kg-1哈蟆油，低剂量

组大鼠反而出现了雌二醇降低，孕酮少量增加的趋

势，新鲜黄体的数目明显减少，与之前 4 周灌胃实验

结果截然相反，体现出大鼠卵巢功能抑制的表现。

其他方面，哈蟆油组大鼠发情周期略有延长，但基

本稳定，没有出现紊乱，卵巢质量稳定，子宫质量出

现了降低的现象，子宫质量高度依赖于雌二醇水

平，结合雌二醇表现，可以判断近期雌二醇水平是

偏低的。大鼠促性腺激素水平整体降低，一般雌激

素水平降低，会反馈给下丘脑和垂体导致促激素水

平升高，但克罗米芬组大鼠也出现了促激素水平降

低的现象，考虑可能与之前高促状态或其他对下丘

脑、垂体有反馈抑制的因子有关系，还需要进一步

研究，但促性腺激素水平降低的情况与卵泡闭锁率

表 9 哈蟆油对小鼠怀胎数量的影响（x̄± s）

Table 9 Effect of Ranae Oviductus on gestation of mice（x̄± s）

组别

正常

哈蟆油 14 d

哈蟆油 28 d

哈蟆油 56 d

剂量/mg·kg-1

400

400

400

n

11

10

9

9

怀孕率/%

100

301）

77.7

66.6

总胎数/只

15.45±2.25

14.67±1.15

15.86±4.38

14.67±4.08

不良胎数/只

0.36±0.50

1.33±1.53

1.28±2.21

1.17±1.60

左右子宫怀胎差/只

0.91±1.44

0.67±1.15

4.71±3.991）

1.50±1.52
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升高是相符的。在 PI3K/Akt 信号通路方面，哈蟆油

组的 PI3K 和 Akt mRNA 表达水平都有明显上升，

PTEN mRNA 表达水平都有明显下降，但 PI3K 和

Akt蛋白水平没有明显变化，甚至 Akt蛋白磷酸化水

平有降低的趋势，可见卵巢内 mRNA 水平有促进生

长发育增殖的趋势，但蛋白表达水平却没有变化，

这种表现可能与卵巢卵泡过度使用进入衰退耗竭

状态有关。

大鼠卵巢病理组织学方面，卵泡闭锁率明显上

升，高剂量组新鲜黄体明显较少，在多只大鼠的卵

巢切片中未观察到新鲜黄体，多数大鼠卵巢黄体颗

粒细胞的细胞质不充盈，黄体质量较差，无法达到

正常组新鲜黄体的标准，但较多的次级闭锁卵泡黄

素化成为间质腺，间质腺具有分泌孕酮功能，这与

雌激素水平降低，孕酮的性激素检测结果稍高相

符。有趣的是，在哈蟆油组大鼠的卵巢切片上观察

到卵巢皮质层内特殊的纤维化间质非常多，这些间

质结构上有别于正常卵巢间质，体积较大，外观呈

近圆形，边缘非常清晰相对独立，在这些间质的浅

层几乎不存在原始卵泡，内部也不存在生长期卵

泡，经判断，这些间质很可能是黄体或者晚期次级

卵泡闭锁退化过程中的产物，由于退化时间不久，

还未充分代谢转化成正常的卵巢间质结构，由此推

断，在之前一段时间，卵巢可能出现黄体或次级卵

泡数目的高峰，数目上明显超过正常组。克罗米芬

组也有类似的间质结构，但由于卵巢衰退太久，严

重萎缩，所以数目很少，从病理组织学考虑，哈蟆油

组大鼠卵巢的状态接近于卵巢过度激活使用后的

衰退早期。

大鼠产仔实验中，哈蟆油组大鼠产仔数明显减

少，实际表现为部分大鼠产仔数接近正常组大鼠，

而部分大鼠产仔数非常少的两极分化情况。母鼠

有啃食死胎的补充营养的情况，由于大鼠往往在夜

间产仔，而次日白天才能进行计数统计，所以无法

准确统计死胎，包含死胎的实际产仔数可能高于统

计值，而且大鼠合笼时间 10 d，部分大鼠并未能在第

一个发情周期内怀孕，可能为停药一段时间后，才

能恢复产仔能力，因此吸取产仔实验的经验，补充

了小鼠怀胎实验，观察哈蟆油不同服用时间对小鼠

怀胎情况的影响。小鼠怀胎实验合笼时间为 5 d，也

就是保证小鼠可交配时间只包含一个发情周期，服

用哈蟆油 14 d，小鼠怀孕率仅为 30%，结合之前的研

究分析，这可能和短期服用大剂量哈蟆油导致次级

卵泡过多升高雌激素，抑制促性腺激素而导致无法

排卵有关，但缺乏更多的实验证据，需待进一步进

行实验验证，服用 28 d 和 56 d，怀孕率有一定提高，

但仍然明显低于正常组（怀孕率 100%），服用哈蟆

油 28 d，大量小鼠出现左右子宫怀胎数差值较大的

情况，最严重小鼠的一侧子宫怀胎数高达 16 只，而

正常小鼠一侧子宫怀胎一般在 6~8 只，一侧子宫怀

胎数高导致该侧胎鼠发育迟缓，且不良胎数较高。

这种一侧怀胎数高，另一侧低的情况，反映出双侧

卵巢可能一侧在超排状态，而一侧在抑制状态。

综上，哈蟆油对大、小鼠卵巢及卵泡发育表现

出较大的生物活性，长期灌胃后表现出与长期使用

克罗米芬类似的使卵巢过度刺激进而呈现早衰的

现象，发育成熟卵泡减少（黄体减少，产仔数降低），
闭锁或形成间质腺的卵泡增多，整个 PI3K/Akt 信号

通路在 DNA 转录表达方面表现出促进作用，但在蛋

白表达方面没有变化甚至略有抑制；短期灌胃出现

怀孕率下降，一侧子宫超数排卵，另一侧子宫排卵

抑制等现象。由于实验设计之初低估了哈蟆油在

卵巢卵泡方面的生物活性，灌胃周期设计过长，导

致对卵巢刺激影响过度，但也为明确哈蟆油对卵巢

卵泡的影响机制提供了新的实验证据。根据实验

结果，将调整机制假说，并将对哈蟆油短期灌胃的

效果进一步研究。
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