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定坤丹对雷公藤多苷诱导卵巢储备功能低下小鼠
性激素和卵泡计数的影响
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［摘要］ 目的：建立雷公藤多苷诱导卵巢储备功能低下（DOR）小鼠模型，探讨定坤丹对 DOR 的治疗作用，为其临床应用

提供科学依据。方法：将 60 只动情周期规律的雌性小鼠随机分为空白组、模型组、定坤丹低、中、高剂量组和戊酸雌二醇组，每

组 10 只。除空白组外，其余各组予 40 mg·kg-1雷公藤多苷混悬液灌胃；同时定坤丹低、中、高剂量组分别予 1. 64，3. 28，6. 56 g·kg-1

定坤丹混悬液灌胃，戊酸雌二醇组予 0. 15 mg·kg-1戊酸雌二醇混悬液灌胃，1 次/d，连续 30 d。观察小鼠的一般状况、体质量、性

腺指数和动情周期变化，采用放射免疫法检测血清促卵泡生成素（FSH），促黄体生成素（LH）和雌激素（E2）水平，苏木素-伊红

（HE）染色观察卵巢形态和卵泡计数。结果：与空白组比较，模型组小鼠动情周期处于紊乱状态，子宫和卵巢指数明显下降（P<

0. 05），血清 FSH 水平明显上升（P<0. 05），LH 呈上升趋势，E2呈下降趋势，各级生长卵泡和黄体数减少、闭锁卵泡明显增加（P<

0. 05）。与模型组比较，定坤丹组半数小鼠恢复规律动情周期，戊酸雌二醇组小鼠动情周期停滞在动情期；定坤丹中、高剂量组

和戊酸雌二醇组小鼠子宫和卵巢指数增加，血清 FSH 值明显下降（P<0. 05），LH 呈下降趋势；定坤丹高剂量组和戊酸雌二醇组

血清 E2值明显上升（P<0. 05）；定坤丹能增加各级生长卵泡和黄体数、减少闭锁卵泡数，其中以中剂量效果更佳（P<0. 05），戊酸

雌二醇组能明显增加原始卵泡、窦状卵泡和黄体数（P<0. 05），但不能减少闭锁卵泡数。结论：定坤丹能够通过改善血清性激

素，促进卵泡发育、减少卵泡闭锁从而对 DOR 起到治疗作用。
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Effect of Dingkundan on Sex Hormone and Follicle Count in Mice of Tripterygium Wilfordii

Polyglycosides Induced Diminished Ovarian Reserve

CHEN Yan-xia，YUAN Yuan，MA Kun*，FAN Xiao-di，WANG Kai-li，TIAN Cai-die，LI Min

（Xiyuan Hospital， China Academy of Chinese Medical Science， Beijing 100091， China）

［Abstract］ Objective：To establish a mouse model of diminished ovarian reserve（DOR）induced by

tripterygium wilfordii polyglycosides（TWP），and to explore the therapeutic effect of Dingkundan（DKD）on

DOR，so as to provide scientific basis for its clinical application. Method： The 60 female Blab/c mice with

regular estrous cycle were randomly divided into blank group，model group，low，medium and high-dose DKD

group，DKD group and estradiol valerate group，with 10 mice in each group. Except the blank group，the other

groups were given 40 mg·kg-1 TWP suspension. Meantime，low，medium and high-dose DKD group were given

1. 64，3. 28，6. 56 g·kg-1 DKD suspension respectively，and estradiol valerate group was given 0. 15 mg·kg-1

estradiol valerate suspension by gastric lavage once a day for 30 days. The general condition，body weight，

estrous cycle and gonad index of mice were observed，serum follicle-stimulating hormone（FSH），luteinizing
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hormone（LH）and estradiol（E2）were determined by radioimmunoassay，ovarian morphology and follicle

count were observed by hematoxylin-eosin staining（HE）staining. Result： Compared with the blank group，

most of the mice in model group had disordered estrous cycle，uterine and ovarian indexes decreased（P<0. 05），
serum FSH increased（P<0. 05），LH was on an upward trajectory，E2 was on a downward trend，and the

number of growth follicles and corpus luteum decreased and the number of atresia follicles increased（P<0. 05）.

Compared with the model group，half of the mice in DKD group resumed regular estrous cycle，however，the

estrous cycles of mice in estradiol valerate group were stagnated during estrous period. In medium-dose，high-

dose DKD group and estradiol valerate group，the uterine and ovarian indexes of the mice were increased，the

serum FSH value decreased（P<0. 05）and serum LH was on a downward trend，high-dose DKD group and

estradiol valerate group increased the levels of serum E2（P<0. 05）. In DKD group，the number of growth

follicles and corpus luteum were increased and the number of atresia follicles were reduced（P<0. 05），with the

best effect at medium dosage. And in estradiol valerate group，the number of primitive follicles，sinusoidal

follicles and corpus luteum were increased（P<0. 05），but the number of atresia follicles had no difference to the

model group. Conclusion：DKD can improve serum sex hormones，promote follicular development and reduce

follicular atresia，which can play a therapeutic role in the treatment of DOR.

［Key words］ Dingkundan （DKD） ； diminished ovarian reserve； tripterygium wilfordii

polyglycosides；sex hormone；follicle count

卵巢储备功能低下（DOR）可导致女性生育力

下降，生殖寿命缩短，严重影响女性的生殖和身心

健康。流行病学调查显示，年轻女性中 DOR 的发病

率高达 10% 左右［1］。2016 年美国全国辅助生殖技

术调查显示，DOR 女性约占助孕人群的 30%［2］。随

着全球生育年龄的后移，寻求生育的高龄妇女逐年

不断攀升，毫无疑问 DOR 的发病率也随之激增。目

前有关 DOR 的发病机制尚不明确，大多患者病因不

明，临床治疗仍较为困难。

对于大多数哺乳动物而言，原始卵泡的形成与

数量决定发生在出生前或新生阶段［3］。在随后的生

殖周期中，原始卵泡逐渐被激活，进而发育为初级

卵泡、次级卵泡、窦状卵泡，最终发育成熟并排卵［4］。

任何影响卵泡池中原始卵泡数量及质量的因素，都

将影响女性的生育能力和生殖寿命。中医认为女

子以肾为本，以血为用，肾虚血瘀是贯穿 DOR 发生

发展全过程的基本病机，临床和实验研究证实补肾

活血中药对卵巢功能具有较好的保护作用［5-6］。定

坤丹作为妇科经典用药，在临床中已沿用数百年，

该方由清代《竹林寺女科证治》中补经汤化裁而来，

书中云：“妇人二十五六岁，血海虚冷，经水不调，腰

腹疼痛，或下白带……此气血两虚也，补经汤、温经

丸主之。”方中含有八珍汤、逍遥散、柴胡疏肝散、理

中汤、胶艾汤和当归芍药散等名方于一体，共奏补

益肝肾、益气养血、活血疏肝之功效，广泛应用于痛

经、月经不调、不孕症等妇科疾病中，疗效显著。临

床研究表明，定坤丹对 DOR 患者的卵巢和内分泌功

能具有较好保护作用［7-8］。本研究采用雷公藤多苷

构建 DOR 小鼠模型，观察定坤丹对模型小鼠卵巢储

备的影响，为临床应用提供科学依据。

1 材料

1. 1 动物 8 周龄 SPF 级雌性 BLAB/c 小鼠 80 只，

体质量 18~20 g，均购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，合格证号 SCXK（京）2012-0001。分笼饲

养于中国中医科学院西苑医院 SPF 级动物房，自由

摄食饮水，人工控制室内照明（8：00~20：00 光照，

20：00~次日 8：00 黑暗）。本研究所涉及的动物实验

均符合动物伦理委员会的准则。

1. 2 药物 雷公藤多苷片（每片 80 mg，含雷公藤

多苷 10 mg），湖北黄石飞云制药有限公司生产，批

号 20180720；定坤丹（每丸 10.8 g），山西广誉远国药

有限公司生产，批号 20180921；戊酸雌二醇片（商品

名补佳乐，每片含雌二醇 1 mg），拜耳医药有限公司

生产，批号 H20160679。

1. 3 试剂 瑞氏-姬姆萨复合染液，苏木素染液，伊

红染色液，中性树胶封片剂（北京索莱宝生物科技

有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 G1020，G1080，G1100，

G8590）；促卵泡生成激素（FSH），雌二醇（E2），黄体

生成激素（LH）放射免疫试剂盒（北京北方生物技术

研 究 所 ，批 号 分 别 为 20180720，20180720，

20180720）。
1. 4 仪器 XH-6080 型放免仪（西安中核核仪器有
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限公司）；JT-12S 型脱水机，JB-P7 型包埋机（武汉俊

杰电子有限公司）；RM2235 型病理切片机（德国

Lecai 公司）；KD-P 型组织摊片机（浙江省金华市科

迪仪器设备有限公司）；DB-B2 型烤片机（常州国华

电 器 有 限 公 司）；NIKON CI-S 型 倒 置 显 微 镜 ，

NIKON DS-U3 成像系统（日本 Nikon 公司）。
2 方法

2. 1 动物筛选及分组 将 80 只小鼠称体质量后，

适应性喂养 3 d，连续 12 d 观察动情周期变化，选取

60 只周期规则的小鼠纳入实验，按照随机数字表法

分为 6 组，每组各 10 只，分别为空白组、模型组、定

坤丹低、中、高剂量组和戊酸雌二醇组。

2. 2 造模及给药 根据文献及前期预实验结果，

予 40 mg·kg-1 雷公藤多苷混悬液连续灌胃 30 d，小

鼠卵巢卵泡计数减少，当动情周期全部紊乱时提示

DOR 小鼠模型建立成功［9］。故本研究每日上午空

白组予生理盐水灌胃，其余各组予 40 mg·kg-1 雷公

藤多苷混悬液灌胃造模；下午各治疗组分别予相应

药物进行干预。按药理实验中小鼠与人体等效剂

量换算公式计算［10-11］，定坤丹低、中、高剂量组分别

予 1.64，3.28，6.56 g·kg-1 定坤丹混悬液灌胃，相当于

人临床用量 0.5，1，2倍；戊酸雌二醇组予以 0.15 mg·kg-1

戊酸雌二醇混悬液灌胃；空白组和模型组予等量生

理盐水灌胃，给药容积为 12.5 mL·kg-1，各组均连续

灌胃 30 d。

2. 3 标本采集 末次给药当天下午各组小鼠禁食

不禁水，次日麻醉取材。麻醉前称体质量，1% 戊巴

比妥钠溶液以 50 mg·kg-1 浓度进行腹腔注射麻醉，

采用眼眶取血，室温静置 2 h，置于 4 ℃，3 000 r·min-1

（离心半径 8.4 cm）离心 10 min，取上清液再次离心，

将收集到的血清标记好储存于-80 ℃冰箱，待测。

脱颈处死后，剖开腹腔，取出完整子宫和卵巢，去掉

外周附着的筋膜和脂肪组织，电子天平称质量并记

录，每组取 6 个卵巢用 4% 多聚甲醛固定。

2. 4 观察指标

2. 4. 1 一般状况及体质量 每日观察各组小鼠的

存活情况，记录其外观体征、行为活动、精神状态、

进食、大小便等变化。各组小鼠分别于纳入实验

（第 0 天）、适应性喂养第 3 天、筛选动情周期第 12

天、给药第 7 天、给药第 14 天、给药 21 干预、药物干

预第 28 天称量体质量。

2. 4. 2 动情周期 每日上午 9 点进行阴道脱落细

胞涂片，用移液器吸取生理盐水 15 µL，注入小鼠阴

道内，反复抽吸 3~5 次，将其涂于事先标记好的载玻

片上，待晾干后用 95% 乙醇固定 30 min，再用瑞氏 -

姬姆萨复合染液染色后在光学显微镜下观察脱落

细胞形态，以确定小鼠所处动情周期阶段，通过连

续涂片判定动情周期正常、延长、停滞和无周期小

鼠数目及比例。

2. 4. 3 性腺指数 小鼠性腺指数按以下公式计

算：卵巢指数=双侧卵巢湿重（g）/处死前小鼠体质量

（g）×100%，子宫指数=子宫湿重（g）/处死前小鼠体

质量（g）×100%。

2. 4. 4 放射免疫法检测血清性激素水平 采用放

射免疫法检测血清 FSH，LH 和 E2水平，严格按照试

剂盒说明书进行操作，将标准品及样本加标记物抗

体后 4 ℃温育 20 h，3 800 r·min-1（离心半径 8.4 cm）
离心 15 min，弃上清液，留沉淀物待测。

2. 4. 5 苏木素 -伊红（HE）染色观察卵巢形态和卵

泡计数 将甲醛固定的卵巢组织脱水、包埋、切片，

HE 染色后，将组织切片置于光学显微镜下观察卵

巢组织形态和卵泡结构，并计算各级卵泡和黄体

数目。

2. 5 统计学方法 所有数据均采用 SPSS 16.0 统

计软件进行处理。计量数据以 x̄± s表示，多组间均

数的比较采用单因素方差分析，方差齐者采用 LSD

分析，方差不齐者用两独立样本非参数检验；计数

数 据 采 用 卡 方 检 验 ，P<0.05 为 差 异 具 有 统 计 学

意义。

3 结果

3. 1 对 DOR 小鼠一般状况和体质量的影响 与空

白组比较，模型组小鼠体毛松散稍晦暗，个别小鼠

出现易激惹或喜蜷缩。与模型组比较，定坤丹中、

高剂量组小鼠体毛致密有光泽，各组小鼠进食、活

动、大小便均无明显异常。各组小鼠在干预前体质

量与喂养时间呈正比，组间比较均无统计学差异，

予雷公藤多苷及药物灌胃后小鼠体质量先呈下降

趋势，随后逐渐上升。与空白组比较，给药第 7，14

天各组小鼠体质量明显下降（P<0.05），随后定坤丹

组小鼠体质量增加速度较戊酸雌二醇组和模型组

快。见表 1。

3. 2 对 DOR 小鼠动情周期的影响 通过前期筛选

发现，BALB/c小鼠动情周期一般为 5~6 d，表现为以

白细胞为主的动情间期、有核细胞为主的动情前

期、无核角化细胞为主的动情期和 3 种细胞共存的

动情后期规律交替出现。见图 1。给药 30 d 后，与

空白组比较，模型组小鼠绝大多数出现动情周期紊

乱（P<0.05），表现为周期延长、停滞或无明显周期；
··80



第 26 卷第 14 期
2020 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 26，No. 14

Jul. ，2020

与模型组比较，定坤丹低、中、高剂量组均有小鼠恢

复正常周期（P<0.05），而戊酸雌二醇组小鼠周期均

停滞在动情期阶段。见表 2。

3. 3 对 DOR 小鼠性腺指数的影响 与空白组比

较，模型 组 小 鼠 子 宫 指 数 和 卵 巢 指 数 均 明 显 下

降（P<0.05），定坤丹低、中、高剂量组和戊酸雌二醇

组小鼠子宫指数无统计学差异；与空白组和戊酸雌

二醇组比较，定坤丹低剂量组小鼠卵巢指数明显下

降（P<0.05），其余各治疗组小鼠卵巢指数与空白组

比较无统计学差异。定坤丹低、中、高剂量组小鼠

子宫指数和卵巢指数随药物浓度增加呈上升趋势。

见图 2，表 3。

3. 4 对 DOR 小鼠血清性激素的影响 与空白组比

较，模型组小鼠血清 FSH 明显上升（P<0.05），血清

LH 呈上调趋势，E2呈下调趋势；与模型组比较，定坤

丹中、高剂量组和戊酸雌二醇组血清 FSH 明显下降

（P<0.05），定坤丹低剂量组血清 FSH 呈下降趋势；
与模型组比较，定坤丹给药组血清 LH 呈下降趋势，

但差异无统计学意义；与模型组、定坤丹低、中剂量

组比较，定坤丹高剂量组和戊酸雌二醇组血清 E2明

显升高（P<0.05）。见表 4。

3. 5 对 DOR 小鼠卵巢组织形态和卵泡计数的影

响 镜下观察，空白组卵巢结构清晰，各级生长卵

泡数较多、形态正常，颗粒细胞呈多层且排列整齐，

卵泡液含量较多，可见多个发育好、体积大的黄体；
与空白组比较，模型组部分卵巢萎缩，各级生长卵

表 2 定坤丹对 DOR小鼠动情周期的影响（χ2，n=10）

Table 2 Effect of Dingkundan on estrous cycle in DOR mice（χ2，n=10）

组别

空白

模型

定坤丹

戊酸雌二醇

剂量/g·kg-1

-

-

1.64

3.28

6.56

1.5×10-4

第 4~15 天/个

正常

10

10

10

10

10

10

第 16~29 天/个

正常

9

2

3

2

2

0

延长

1

3

4

6

5

0

停滞

0

3

1

1

2

10

无周期

0

2

2

1

1

0

紊乱

比例/%

10

801）

701）

801）

801）

1001）

第 30~43 天/个

正常

8

0

5

6

5

0

延长

1

4

2

2

4

0

停滞

1

3

2

1

0

10

无周期

0

3

1

1

1

0

紊乱

比例/%

20

1001）

501,2,3）

402,3）

501,2,3）

1001）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与戊酸雌二醇组比较 3）P<0.05；与定坤丹低剂量组比较 4）P<0.05；与定坤丹中剂量组比

较 5）P<0.05（表 3~5 同）。

A.动情间期；B.动情前期；C.动情期；D.动情后期

图 1 小鼠阴道脱落细胞涂片（瑞氏-姬姆萨，×200）

Fig. 1 Mouse vaginal exfoliated cell smear（Wright-Gimsa，×200）

表 1 定坤丹对 DOR小鼠体质量的影响（x̄± s，n=10）

Table 1 Effect of Dingkundan on body weight in DOR mice（x̄± s，n=10） g
组别

空白

模型

定坤丹

戊酸雌二醇

剂量/g·kg-1

-

-

1.64

3.28

6.56

1.5×10-4

第 0 天

17.71±0.53

17.31±0.93

17.54±0.83

17.56±0.73

17.54±0.78

17.73±0.77

第 3 天

18.80±0.42

18.61±1.00

18.49±0.65

18.87±0.31

18.56±0.73

18.45±0.53

筛选动情周期第 12 天

19.58±0.54

19.41±0.81

19.42±0.75

19.64±0.71

19.44±0.64

19.43±0.44

给药第 7 天

20.18±0.67

19.14±0.641）

19.36±0.821）

19.48±0.761）

19.44±0.731）

19.26±0.391）

给药第 14 天

20.37±0.84

19.04±0.641）

19.27±0.841）

19.41±0.851）

19.46±0.651）

19.44±0.361）

给药第 21 天

20.31±0.78

19.75±0.52

20.21±0.76

19.80±1.01

20.05±0.70

19.64±0.71

给药第 28 天

20.18±0.53

19.78±0.51

20.16±0.60

19.98±0.73

19.99±0.78

19.77±0.59

注：与空白组比较 1）P<0.05。
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泡数减少、闭锁卵泡数增多，颗粒细胞层数减少且

排列疏松紊乱，黄体数减少、部分黄体体积较小，间

质血管数减少；与模型组比较，定坤丹低剂量组

卵巢组织形态有所改善；定坤丹中、高剂量组卵巢

形态与空白组相似，各级生长卵泡结构清晰，闭锁

卵泡数减少，间质血管丰富；戊酸雌二醇组小鼠卵

巢 形 态 也 与 空 白 组 接 近 ，但 闭 锁 卵 泡 数 增 多 。

见图 3。

与空白组比较，模型组小鼠原始卵泡、窦前卵

泡、窦状卵泡和黄体数明显减少（P<0.05），排卵前卵

泡呈下降趋势，闭锁卵泡数明显增多（P<0.05）。与

模型组比较，定坤丹低剂量组闭锁卵泡数明显减少

（P<0.05），各级生长卵泡和黄体数呈上升趋势；定坤

丹中剂量组各级生长卵泡和黄体数明显增多（P<

0.05），闭锁卵泡明显减少（P<0.05）；定坤丹高剂量

组原始卵泡、窦状卵泡明显增加（P<0.05），窦前卵

泡、黄体数呈上升趋势，闭锁卵泡明显减少（P<

0.05）。与模型组比较，戊酸雌二醇组原始卵泡、窦

状卵泡和黄体数明显增加（P<0.05）。见表 5。

4 讨论

卵巢储备功能是指卵巢皮质区卵泡生长、发育

并形成可受精卵母细胞的能力，主要取决于卵巢内

尚存的可募集卵泡数量和质量，可反映女性的生育

潜能［12］。由于各种原因使卵巢内卵泡数量减少、卵

图 3 定坤丹对 DOR小鼠卵巢组织形态的影响（HE，×100）

Fig. 3 Effect of Dingkundan on ovarian morphology in DOR

mice（HE，×100）

A. 正常组；B. 模型组；C. 定坤丹低剂量组；D. 定坤丹中剂量组；E. 定

坤丹高剂量组；F.戊酸雌二醇组（图 3 同）
图 2 定坤丹对 DOR小鼠子宫和卵巢结构的影响

Fig. 2 Effect of Dingkundan on uterine and ovarian shape in

DOR mice

表 3 定坤丹对 DOR小鼠性腺指数的影响（x̄± s，n=10）

Table 3 Effect of Dingkundan on gonad index in DOR mice（x̄± s，

n=10） %
组别

空白

模型

定坤丹

戊酸雌二醇

剂量/g·kg-1

-

-

1.64

3.28

6.56

1.5×10-4

子宫指数

0.345±0.024

0.271±0.0321）

0.293±0.026

0.304±0.023

0.299±0.015

0.298±0.034

卵巢指数

0.107±0.014

0.071±0.0101）

0.065±0.0131,3）

0.087±0.012

0.096±0.015

0.098±0.012

表 4 定坤丹对 DOR小鼠血清性激素的影响（x̄± s，n=10）

Table 4 Effect of Dingkundan on serum sex hormone in DOR

mice（x̄± s，n=10）

组别

空白

模型

定坤丹

戊酸雌二醇

剂量/g·kg-1

-

-

1.64

3.28

6.56

1.5×10-4

FSH/U·L-1

2.39±0.32

3.56±0.141）

3.03±0.15

2.89±0.262）

2.90±0.192）

2.88±0.12）

LH/U·L-1

5.18±0.25

5.33±0.23

5.00±0.31

5.08±0.43

5.27±0.40

5.38±0.31

E2/ng·L-1

23.40±1.22

22.16±0.56

21.72±0.67

21.73±0.65

26.10±1.312,4,5）

25.89±0.962,4,5）
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细胞质量降低从而导致生育能力下降，即可称为

DOR［13］，是卵巢低反应的最常见病因［14］。若不进行

及时干预，则可在 1~6 年间进一步发展为卵巢早

衰［15］。现代医学有关 DOR 的发病机制尚不十分清

楚，除年龄外，目前主要认为与基因遗传、免疫内分

泌、促性腺激素作用障碍、酶缺陷等因素相关。临

床治疗主要有激素替代、辅助生殖技术、恶性肿瘤

患者生育力保存等，但疗效仍有待进一步提高。

中医认为，肾主生殖，为先天之本、元气之根，

肾藏精，精生血。卵子属肾中生殖之精，卵泡的正

常发育有赖于精血的滋养，卵子的顺利排出有赖于

肾气的鼓动。若肾中精气不足，无力推动血行，则

致血瘀；反之，血行不畅，脉络瘀阻，亦可影响肾的

封藏，有碍肾中精气的化生，导致肾虚。故肾虚日

久必致血瘀，血瘀又可加重肾虚，两者互为因果使

卵泡发育不良、成熟延迟、闭锁，最终出现 DOR［16］。

此外，由于肝肾同源，精血不足，水不涵木，则肝主

疏泄功能失常，亦有碍卵子的排出，加重肾虚血瘀

之证。由此可知，肾虚血瘀是贯穿于 DOR 发病全过

程的基本病机，并与肝气郁滞密切相关。

定坤丹主要由补益肝肾之鹿茸、鹿角霜、熟地

黄、枸杞子、杜仲、川牛膝，益气养血之红参、阿胶、

当归、白芍，活血化瘀之西红花、川芎、三七粉、延胡

索、益母草、五灵脂、鸡血藤膏，疏肝解郁之香附、柴

胡、乌药，健脾益气之白术、茯苓、砂仁、炙甘草等 30

味药物精心炮制而成。全方配伍严谨，养精血，祛

恶血，补而不滞，养而不腻，攻而不伤，疏而不散，共

奏补益肝肾、益气养血、活血疏肝之功效，临床研究

显示定坤丹可明显提高不孕不育患者的妊娠率［17］。

有学者通过研究定坤丹联合克罗米芬对比单纯使

用克罗米芬促排卵效果，结果发现定坤丹可以提高

克罗米芬的排卵率和妊娠率［18-19］，多项临床试验证

实定坤丹可明显改善和恢复 DOR 患者的卵巢储备

功能［20］。

本研究在前期预实验的基础上采用 40 mg·kg-1

雷公藤多苷混悬液［9］，每日 1 次连续灌胃 30 d 构建

DOR 小鼠模型。与空白组比较，雷公藤多苷造模期

间小鼠体质量先呈下降趋势，随后各组小鼠体质量

逐渐上升。实验期间，模型组大部分小鼠动情周期

处于紊乱状态，子宫和卵巢指数下降；血清 FSH 水

平上升，LH 呈上调趋势，E2呈下调趋势；卵巢组织病

理切片提示模型小鼠卵巢形态受损，原始卵泡、窦

前卵泡、窦状卵泡及黄体数目均明显减少，闭锁卵

泡增多。这些结果均符合 DOR 诊断指征［21］，故可在

此期间内给予相应药物进行干预。

本实验结果显示，予定坤丹和戊酸雌二醇片治

疗后，各干预组小鼠体质量逐渐恢复至与正常小鼠

相当，其中定坤丹组小鼠体质量增加速度较戊酸雌

二醇组和模型组快。脾胃为后天之本、气血生化之

源，脾气健则水谷能正常转化成精微物质，以养四

肢肌肉，定坤丹组方蕴含四君子汤之意，红参、白

术、茯苓、炙甘草健脾益气，促使小鼠体质量较快恢

复、毛发浓密有光泽。定坤丹干预组小鼠约半数左

右动情周期恢复正常状态，而空白组小鼠动情周期

停滞在动情期，这与单纯使用雌激素有关，在下一

步的实验中可改用雌孕激素序贯疗法进行干预，以

避免出现类似情况。除低剂量组外，中、高剂量组

小鼠子宫和卵巢指数恢复至与空白组相当，因此推

测定坤丹可以改善卵巢储备功能。基础血清 FSH

水平是反映卵巢功能的重要指标之一，也是临床最

常用的评估指标［22］。定坤丹低、中、高剂量组小鼠

血清 FSH 与模型组比较均呈下降趋势，其中中、高

剂量组作用与戊酸雌二醇相当，且高剂量组在升高

血清 E2水平方面与戊酸雌二醇相当，说明定坤丹能

改善 DOR 小鼠性激素水平，其降低 FSH 和升高 E2

的作用与剂量有关。卵巢组织病理切片观察各级

生长卵泡和闭锁卵泡计数能直观的反映卵巢储备

功能，是诊断 DOR 的金标准［2］。定坤丹各组均能增

表 5 定坤丹对 DOR小鼠各级卵泡计数的影响（x̄± s，n=6）

Table 5 Effect of Dingkundan on follicle counts in DOR mice（x̄± s，n=6） 个

组别

空白

模型

定坤丹

戊酸雌二醇

剂量/g·kg-1

-

-

1.64

3.28

6.56

1.5×10-4

原始卵泡

21.67±1.23

14.00±1.241）

15.67±1.36

19.33±1.802）

18.33±1.692）

18.50±1.062）

窦前卵泡

8.83±0.95

6.33±0.921）

7.17±0.65

8.83±0.792）

7.50±0.85

8.17±0.95

窦状卵泡

4.83±0.48

2.33±0.491）

3.67±0.49

4.67±0.212）

4.67±0.802）

4.17±0.702）

排卵前卵泡

1.67±0.335）

1.17±0.475）

1.33±0.215）

2.83±0.31

1.50±0.435）

1.50±0.435）

黄体

4.50±0.43

2.50±0.431）

3.17±0.31

4.00±0.372）

3.50±0.81

4.33±0.492）

闭锁卵泡

6.17±0.65

10.67±1.171）

8.17±0.912）

6.67±0.492）

6.33±0.842,3）

8.83±0.48
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加小鼠生长卵泡和黄体计数，并减少闭锁卵泡数

目，其中定坤丹中剂量组疗效最佳且优于戊酸雌二

醇，单纯补充雌激素虽能在一定程度促进卵泡发

育，但卵泡闭锁并无明显改善。肾藏精、主封藏，肝

藏血、主疏泄，卵泡的发育成熟需要精血的濡养，卵

子的顺利排出需要肝肾之气的鼓动，同时脾胃化生

的精微物质也是卵泡发育所必需的。定坤丹不仅

可以通过补益肝肾、益气养血促进原始卵泡发育成

为窦状卵泡，还可通过疏肝解郁、理气活血促进卵

子排出，从而减少卵泡异常闭锁，改善和恢复正常

卵巢卵巢储备。

综上所述，本研究证实定坤丹能通过改善性激

素水平，促进卵泡正常发育成熟，减少卵泡闭锁，起

到保护卵巢储备的功能，从而对 DOR 发挥治疗

作用。
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