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基于 PI3K/Akt/mTOR 通路探讨助卵汤对大鼠早发性
卵巢功能不全的保护作用机制

唐丽， 牟珍妮， 申思楠， 雷磊*

（湖南中医药大学  中西医结合学院，长沙  410208）

［摘要］ 目的：观察助卵汤对环磷酰胺诱导的早发性卵巢功能不全模型大鼠卵巢储备功能的影响，并基于磷脂酰肌醇 3-

激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路探讨助卵汤对大鼠早发性卵巢功能不全的保护机制。

方法：60 只雌性 SD 大鼠随机分为正常组 10 只，模型组 50 只，模型组采用环磷酰胺（第 1 天 50 mg·kg-1 负荷剂量+第 2~15 天

8 mg·kg-1小剂量维持）腹腔注射进行造模，造模成功后随机分为模型组、阳性药物补佳乐组（0.1 mg·kg-1·d-1）、助卵汤低、中、高

剂量组（14、28、56 g·kg-1·d-1），每组 10 只，模型组与正常组予以等体积蒸馏水灌胃，每日 1 次，连续给药 21 d。检测各组大鼠动

情周期、体质量，计算卵巢脏器指数与子宫脏器指数，苏木素 -伊红（HE）染色检测卵巢组织病理情况及卵巢切面各级卵泡计

数，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测大鼠血清抗苗勒激素（AMH）、促卵泡激素（FSH）、黄体生成素（LH）、抑制素-B（INH-B）
激素含量，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达，免疫组化检测大鼠卵巢组织微管相

关蛋白 1 轻链 3B（LC3B）蛋白的表达。结果：与正常组比较，模型组大鼠动情周期紊乱，体质量及卵巢脏器指数与子宫脏器指

数减少，原始卵泡数量减少，次级卵泡和闭锁卵泡数量增多，FSH 升高（P<0.01），LH 升高（P<0.05），AMH 水平下降（P<0.05），
卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达量均降低（P<0.01），LC3B 蛋白表达量显著增加（P<0.01）；与模型组比较，补佳乐和助卵汤

各剂量组上述指标均改善，AMH 含量升高（P<0.05），FSH 降低（P<0.05），LC3B 蛋白表达量显著降低（P<0.01），PI3K、Akt、

mTOR 蛋白表达量均有升高趋势，且补佳乐组和助卵汤低、中剂量组升高差异具有统计学意义（P<0.05）。结论：助卵汤可能通

过激活 PI3K/Akt/mTOR 通路抑制卵巢颗粒细胞过度自噬的发生，从而逆转造模对大鼠卵巢储备功能的影响。

［关键词］ 早发性卵巢功能不全（POI）； 助卵汤； 冰山论； 磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（PI3K/Akt/mTOR）信号通路； 自噬
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Protective Mechanism of Zhuluan Decoction in Rats with Premature Ovarian Insufficiency 

Based on PI3K/Akt/mTOR Pathway
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（College of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，  Hunan University of Chinese Medicine，  

Changsha 410208，  China）

［［Abstract］］  Objective：： To observe the effect of Zhuluan decoction on the ovarian reserve function of 

rats with cyclophosphamide-induced premature ovarian insufficiency， and explore the protective mechanism of 

Zhuluan decoction in the rat model of premature ovarian insufficiency based on the phosphatidylinositol-3-

kinases/protein kinase B/mammalian target of rapamycin （PI3K/Akt/mTOR） signaling pathway. Method：： Sixty 

female SD rats were randomly divided into normal group （n=10） and model group （n=50）. The model group 
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was given intraperitoneal injection of cyclophosphamide （50 mg·kg-1 loading dose on the 1st day+8 mg·kg-1 low-

dose maintenance on the 2nd–15th days）. After successfully modeling， the rats were randomly divided into model 

group， positive drug （progynova） group （0.1 mg·kg-1·d-1）， and low- ， medium- ， and high-dose Zhuluan 

decoction groups （14， 28， 56 g·kg-1·d-1 ）， with 10 rats in each group. The model group and the normal group 

were given equal volume of distilled water by gavage， once a day， continuous administration for 21 d. The 

estrous cycle and body weight of rats in each group were detected， and the ovarian organ index and uterine organ 

index were calculated. The ovarian tissue pathology and ovarian follicle counts at all levels were determined by 

hematoxylin-eosin （HE） staining. The content of the serum antimullerian hormone （AMH）， follicle-stimulating 

hormone （FSH）， luteinizing hormone （LH）， and inhibin-B （INH-B） of rats was determined by enzyme-linked 

immunosorbent assay （ELISA）， and the protein expression levels of PI3K， Akt， mTOR in the rat ovarian tissue 

were determined by Western blot. The microtubule-associated protein 1 light chain 3B （LC3B） protein 

expression in the rat ovarian tissue was determined by immunohistochemistry. Result：： As compared with the 

blank group， the estrous cycle of rats in the model group was disordered， the body weight， ovarian organ index， 

and uterine organ index decreased， the number of primordial follicles decreased， and the number of secondary 

follicles and atretic follicles increased. In the model group， FSH increased （P<0.01）， LH increased （P<0.05）， 

AMH level decreased （P<0.05）， the protein expression levels of PI3K， Akt， and mTOR in the ovarian tissue 

decreased （P<0.01）， and the protein expression level of LC3B increased significantly （P<0.01）. As compared 

with the model group， the above indexes were improved in the progynova group and different doses of Zhuluan 

decoction groups， the content of AMH increased （P<0.05）， and FSH decreased （P<0.05）. In the progynova 

group and different doses of Zhuluan decoction groups， the protein expression level of LC3B decreased 

obviously （P<0.01）， and the protein expression levels of PI3K， Akt， and mTOR all showed an increasing trend. 

Moreover， there was a statistically significant difference in the progynova group and low- and medium-dose 

Zhuluan decoction groups （P<0.05）. Conclusion：： Zhuluan decoction may inhibit the occurrence of excessive 

autophagy in ovarian granulosa cells by activating the PI3K/Akt/mTOR pathway， thereby reversing the effect of 

modeling on ovarian reserve in rats.

［［Keywords］］ premature ovarian insufficiency； Zhuluan decoction； Bingshan theory； phosphatidylinositol-

3-kinases/protein kinase B/mammalian target of rapamycin （PI3K/Akt/mTOR） signaling pathway； autophagy

早发性卵巢功能不全（POI）是指妇女在月经初

潮以后到 40 岁以前由于卵巢功能衰退而引起月经

异常（闭经、月经稀发或频发）、生殖障碍、性欲下

降、围绝经综合征等一系列病症［1］。现代 POI 的发

病率不断上升，为 1%~5%［2］，并不断趋于年轻化［3］，

而导致本病的病因复杂，病证深重，严重影响妇女

的身心健康及家庭和谐，是妇科疑难病症。临床治

疗主要以激素替代治疗为主，然而该方法治标不治

本，只能改善症状，停止干预后症状反复，且具有血

栓形成风险增加、乳腺癌患病风险增加等不良反

应，不宜长期使用，具有较多的局限性［4］。因此，寻

找安全有效治疗 POI的新方案十分迫切。

助卵汤是尤昭玲教授依据其创新性理论“冰山

论”所创立的经验方，立“健脾补肾，暖巢养泡”之

法，以后天脾胃水谷精微充养转圜，“唤醒冰山之下

沉寂卵泡”，担当起行经孕育职责，临床疗效颇

丰［5-8］。前期已有研究发现助卵汤可通过提高小鼠卵

巢细胞中沉默信息调节子 1（SIRT1）/核转录因子-κB

（NF-κB）/p53/p21 通路活性，改变细胞凋亡状态，从

而改善卵巢储备功能［9］。然而对其分子机制的研究

尚不完善。自噬是程序性细胞死亡的另一种方式，

已有研究表明自噬在 POI 发病进程中发挥重要作

用［10-11］。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）激酶是

自噬诱导过程中的关键分子，磷脂酰肌醇 3-激酶

（PI3K）、蛋白激酶 B（Akt）作为其上游分子，可激活

mTOR 从而抑制自噬的发生。现代研究表明 PI3K/

磷酸酯酶与张力蛋白同源物（PTEN）/Akt 通路［12］、

PI3K/Akt/mTOR 信号通路［13］的功能作用在原始生

殖细胞发展和卵巢原始卵泡的动态储备，这些信号

通路的失调可能导致卵巢生殖细胞肿瘤和卵巢功

能障碍。且原始卵泡体外激活技术（IVA）原理与

PI3K/Akt 信号通路息息相关［14］，而 IVA 技术是 POI
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患者获取生育力的重要的现代技术手段。故本研

究通过环磷酰胺建立卵巢早衰大鼠模型，给予尤氏

助卵汤进行干预，从 PI3K/Akt/mTOR 自噬通路探讨

助卵汤治疗早发性卵巢功能不全的疗效机制，以期

为 POI的治疗提供新的思路。

1 材料

1.1　动物     8 周龄 SPF 级雌性 SD 大鼠 60 只，体质

量 220~250 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司

提供，动物合格证号 SCXK（湘）2019~0004。分笼饲

养于湖南中医药大学动物实验中心 SPF 级屏障环境

中，温度（22±2） ℃，湿度（50±5）%，12 h 光暗交替，

适应性喂养 7 d。本实验经湖南中医药大学动物伦

理委员会批准（LL2021101301）。
1.2　药物与试剂     助卵汤由党参 15 g、黄芪 15 g、

白术 15 g、三七花 5 g、橘叶 10 g、葛根 10 g、覆盆子

10 g、枸杞子 10 g、山药 10 g、盐菟丝子 15 g、莲子

10 g、石斛 10 g、玉竹 10 g、百合 10 g、甘草 5 g 组成，

饮片均购自湖南中医药大学第一附属医院，由湖南

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；戊酸雌二醇片（补佳乐，1 mg/片，拜

耳 医 药 保 健 有 限 公 司 广 州 分 公 司 ，批 号

J20171038）；环 磷 酰 胺（CTX，200 mg/瓶 ，德 国

Baxter Oncology GmbH 公司，批号 H20160467）；瑞
氏染液（北京索莱宝科技有限公司，货号 G1040），苏
木素、伊红染色液、免疫组化通用二步法检测试剂

盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，货号分别为

ZLI-9610、ZLI-9613、PV9000）；PI3K 抗体、Akt抗体、

mTOR 抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别

为 20584-1-AP、60203-2-Ig、66888-1-Ig）；LC3B 抗体

［艾 比 玛 特 生 物 医 药（ 上 海 ）有 限 公 司 ，货 号

T55992］；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美

国 Affinity 公司，货号 AF7021）；辣根过氧化物酶

（HRP）标记山羊抗小鼠免疫球蛋白（Ig）G、HRP 标

记山羊抗兔 IgG（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司，货号分别为 E-AB-1001、E-AB-1003）；ECL 高

效 化 学 发 光 试 剂 盒（美 国 Genview 公 司 ，货 号

GE2301-100ml）；大鼠抗缪勒管激素（AMH）、大鼠

促卵泡素（FSH）、大鼠黄体生成素（LH）、抑制素 B

（INH-B）酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上

海抚生实业有限公司，货号分别为 A109075-96T、

A108205-96T、A107986-96T、6900-96T）。
1.3　 仪 器     Bsis Hei-VAP 型 旋 转 蒸 发 仪（德 国

Heidolph 公司），Heraeus Fresco 17 型超速冷冻离心

机（ 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ），Mini-

PROTEAN Tetra 型电泳槽、Mini Trans-Blot 型转膜

槽、Gel Doc XR+凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公

司），CytationTM3 型多功能酶标仪（美国 BioTek 公

司），MOTIC/BA410E+S5 型生物显微镜及摄像系统

（中国麦克奥迪实业集团有限公司）。
2 方法

2.1　POI 大鼠模型制备及给药方法     将 60 只 SD 雌

性大鼠分笼适应性喂养 7 d，连续进行阴道分泌物涂

片 1 周并行瑞氏染色观察动情周期，60 只大鼠动情

周期均正常，纳入实验，采用随机数字表法分为正

常组 10 只和模型组 50 只。各组均喂养普通饲料，

正常饮水。造模参考文献［15-17］建立 POI 大鼠模

型，第 1 天予以 50 mg·kg-1 负荷剂量 CTX 腹腔注射

给药，后 8 mg·kg-1 小剂量腹腔注射给药维持 14 d。

并自造模第 1 天起继续监测动情周期 14 d，出现动

情周期紊乱、延长甚至停滞提示造模成功。正常组

予以等体积生理盐水腹腔注射给药。

将造模成功的 50 只大鼠按随机数字表法分为

模型组、阳性药补佳乐组、助卵汤低、中、高剂量组，

每组 10 只。助卵汤低、中、高剂量分别予以 14、28、

56 g·kg-1·d-1 灌胃，其中低剂量是大鼠与 60 kg 成人

的等效剂量，中、高剂量分别为低剂量的 2、4 倍；补
佳乐组予以补佳乐 0.1 mg·kg-1·d-1灌胃；模型组与正

常组予以等体积蒸馏水灌胃，各组灌胃体积均为

10 mL·kg-1，每日 1 次，连续给药 21 d。

2.2　检测指标及方法     

2.2.1　动物体质量、卵巢脏器指数与子宫脏器指数   

    大鼠适应性喂养 1 周后、造模给药前后、取材时分

别称取大鼠体质量并予以记录，开始给药后每隔 3 d

测量体质量并记录；取材时分别称取双侧卵巢及子

宫质量，计算卵巢脏器指数（双侧卵巢质量/体质量×

100%）及子宫脏器指数（子宫质量/体质量×100%）。
2.2.2　动情周期     每天上午 8：00—9：00 行阴道涂

片检查，涂片后参照瑞氏染液说明书进行染色，显

微镜下观察，根据有核和角化的上皮细胞和白细胞

的比例可判断动情周期［18］。记录并统计各组大鼠

造 模 后 动 情 周 期 变 化 ，正 常 周 期 持 续 4~5 d，有

序；≥5 d 但有序进展为动情周期延长；动情周期无规

律可循为动情周期紊乱；停滞在动情周期的某一阶

段为动情周期停滞。动情周期紊乱、动情周期延长

甚至停滞则提示造模成功。

2.2.3　苏木素-伊红（HE）染色检测卵巢组织病理情

况及卵巢切面各级卵泡计数     取出固定在 4% 多聚

甲醛中的一侧大鼠卵巢，梯度乙醇脱水，二甲苯透
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明，石蜡包埋，切片（5 μm 连续切片），脱蜡复水，常

规 HE 染色、盐酸乙醇分化，二甲苯透明，中性树胶

封片，置于通风橱中晾干后显微镜下观察并选取大

致相同卵巢切面进行各级卵泡计数并记录。

2.2.4　 ELISA 检 测 大 鼠 血 清 中 AMH、FSH、LH、

INH-B 含量     全血 3 000 r·min-1离心 15 min（离心半

径 6 cm），吸取上层血清，参照 ELISA 试剂盒操作步

骤进行操作，以空白孔凋零，450 nm 波长依序测定

各孔的吸光度 A。根据样品的 A 由标准曲线计算

AMH、FSH、LH、INH-B 含量。

2.2.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测大鼠卵

巢组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达     将冻存的卵巢

组织取出研磨匀浆，取上清弃沉淀，参照 BCA 蛋白

质量浓度测定试剂盒说明书测定蛋白含量，调整蛋

白浓度为 2 g·L-1。制备 5% 浓缩胶+10% 分离胶，将

样品与标准品蛋白按 10 μL/孔进行上样，电泳、封

闭、孵育对应一抗（PI3K，1∶1 000；Akt，1∶10 000；
mTOR，1∶20 000；GAPDH，1∶20 000）和二抗［PI3K

为 兔 抗 ，二 抗 选 择 羊 抗 兔 IgG（1∶10 000）；Akt、

mTOR、GAPDH 为鼠抗，二抗选择羊抗鼠 IgG（1∶

10 000）］。ECL 显影液显影，凝胶成像系统曝光显

影成像，用 Image J软件进行蛋白定量分析。

2.2.6　免疫组化检测大鼠卵巢组织 LC3B 蛋白的表

达     将制备好的石蜡切片烤片 65 ℃，1 h，常规脱蜡

至水，柠檬酸钠抗原修复，参照免疫组化通用二步

法检测试剂盒说明书进行相关操作，1∶200 稀释一

抗 LC3B。用 Image J软件进行蛋白定量分析。

2.3　 统 计 学 分 析     采 用 SPSS 25.0 统 计 软 件 和

GraphPad Prism 8.0.1 进行数据分析，计量数据资料

均使用 x̄ ± s 表示，数据符合正态分布且符合方差齐

性检验采用单因素方差分析，组间多重比较采用最

小显著性差异法（LSD），不符合正态分布使用独立

样本非参数检验，方差不齐者进行事后检验，计数

资 料 采 用 卡 方 检 验 ，P<0.05 表 示 差 异 有 统 计 学

意义。

3 结果

3.1　对 POI 大鼠体质量及卵巢和子宫脏器指数的

影响     与正常组比较，模型组大鼠体质量显著降低

（P<0.01）；与模型组比较，补佳乐组和助卵汤高剂量

组小鼠体质量明显升高（P<0.05，P<0.01）。与正常

组比较，模型组大鼠子宫和卵巢脏器指数均显著降

低（P<0.01）；与模型组比较，补佳乐组、助卵汤中、高

剂量组大鼠子宫指数显著升高（P<0.01），补佳乐组、

助卵汤高剂量组卵巢指数均显著升高（P<0.01）；与

补佳乐组比较，助卵汤高剂量组差异无统计学意

义。见表 1。

3.2　对 POI 大鼠动情周期的影响     CTX 造模后，大

鼠动情周期出现延长、紊乱甚至停滞。给予补佳乐

及中药助卵汤干预后，大鼠动情周期紊乱、延长、停

滞现象改善并逐渐恢复正常。

3.3　对 POI大鼠卵巢的保护作用     

3.3.1　对 POI大鼠卵巢病理结构的影响     正常组卵

巢组织结构完整，形态规则，卵泡发育正常，卵丘、

卵母细胞结构清晰；与正常组比较，模型组卵巢明

显缩小，形态不规则，发育不良，卵泡数量减少，卵

丘、卵母细胞结构不清晰；与模型组比较，补佳乐组

和中药干预组卵巢缩小情况改善，卵泡数量增多，

发育完整，卵丘、卵母细胞结构较模型组清晰。

见图 1。

3.3.2　助卵汤对 POI 大鼠卵巢各级卵泡数目的影

响     与正常组比较，模型组原始卵泡数目显著减少

（P<0.01），次级卵泡及闭锁卵泡数目显著增多（P<

0.01）；与模型组比较，各治疗组原始卵泡数量显著

增加（P<0.01），闭锁卵泡数目显著减少（P<0.01），补
佳乐组次级卵泡数量明显减少（P<0.05），初级卵泡、

成熟卵泡数目统计各组的差异均无统计学意义。

见表 2。

3.4　对 POI 大鼠血清 AMH、FSH、LH、INH-B 激素

含量的影响     与正常组比较，模型组 AMH 值明显

降低（P<0.05），FSH 与 LH 水平均明显升高（P<0.05，

P<0.01）；与模型组比较，各治疗组 AMH 水平明显

升 高（P<0.05），FSH 水 平 明 显 降 低（P<0.05，P<

0.01），且助卵汤各剂量组与补佳乐组比较差异无统

计学意义，补佳乐组和助卵汤中剂量组 LH 水平明

表 1　助卵汤对 POI 大鼠体质量、子宫脏器指数与卵巢脏器指数的

影响  （x̄± s，n=5）

Table 1　 Effect of Zhuluan decoction on body weight， uterine 

index and ovarian index of rats of POI （x̄± s，n=5）

组别

正常组

模型组

补佳乐组

助卵汤低剂量组

助卵汤中剂量组

助卵汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.000 1

14

28

56

体质量变化

值/g

49.80±3.77

36.60±3.292）

46.00±5.393）

28.40±7.23

40.00±4.64

47.40±6.664）

子宫脏器

指数/×10-3

2.38±0.15

1.69±0.122）

2.36±0.234）

1.81±0.07

2.06±0.134）

2.29±0.184）

卵巢脏器

指数/×10-3

0.54±0.06

0.35±0.052）

0.46±0.044）

0.37±0.04

0.37±0.05

0.44±0.064）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 2-表 6 同）
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显降低（P<0.05）。见表 3。

3.5　对 POI 大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表

达 的 影 响     与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 PI3K、Akt、

mTOR 蛋白表达均显著降低（P<0.01）；与模型组比

较，补佳乐组、助卵汤低剂量组 PI3K、Akt、mTOR 蛋

白表达显著升高（P<0.01），助卵汤中剂量组 PI3K、

Akt 蛋白表达显著升高（P<0.01），助卵汤高剂量组

上述蛋白表达与模型组比较差异均无统计学意义；
与 补 佳 乐 组 比 较 ，助 卵 汤 低 剂 量 组 PI3K、Akt、

mTOR 蛋白表达差异无统计学意义。见图 2、表 4。

3.6　对 POI 大鼠卵巢组织 LC3B 蛋白表达的影响     

　与正常组比较，模型组 LC3B 蛋白表达显著增加

（P<0.01）；与模型组比较，补佳乐组及助卵汤各剂量

组 LC3B 蛋白表达量显著降低（P<0.01），与补佳乐

组比较，助卵汤各剂量组 LC3B 蛋白表达差异无统

计学意义。见图 3、表 5。

4 讨论

中医没有 POI 的病名，从临床特点来看归属于

“血枯”“闭经”“不孕”等范畴。尤昭玲教授等认为

POI是以肾虚为基本病机［19］，卵巢中担当卵泡已耗

竭，肾虚先天封藏已尽，无法发挥生殖功能，故而

立“健脾补肾，暖巢养泡”之法，通过后天脾胃充养

转圜，激活冰山之下沉寂卵泡，发挥生殖内分泌

作用。

助卵汤由冰山理论指导而成，由黄芪、菟丝子、

党参、白术、覆盆子等药物组成，以黄芪、菟丝子为

君药，黄芪具有补气升阳健脾、生津养血等效用。

阳丽等［20］研究发现黄芪多糖可以抑制多囊卵巢综

合征（PCOS）卵巢颗粒细胞自噬现象，从而缓解自

噬过度对机体的影响，改善 PCOS 大鼠卵巢功能。

也有研究发现黄芪多糖通过 miRNA-27a/FBXW7 信

号通路抑制卵巢癌细胞生长，发挥对机体的保护

注：A.正常组；B.模型组；C.补佳乐组；D.助卵汤低剂量组；E.助

卵汤中剂量组；F.助卵汤高剂量组（图 2 和图 3 同）
图 1　助卵汤对 POI 大鼠卵巢结构的病理影响  （HE，×40）
Fig. 1　 Pathological effects of Zhuluan decoction on ovary 

structure of POI rats （HE，×40）

表 3　助卵汤对 POI 大鼠血清 AMH、FSH、LH、INH-B 激素含量的影响  （x̄± s，n=10）

Table 3　Effect of Zhuluan decoction on serum AMH， FSH， LH and INH-B hormone levels in POI rats （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

补佳乐组

助卵汤低剂量组

助卵汤中剂量组

助卵汤高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

14

28

56

AMH/ng·L-1

3 403.28±81.10

2 676.40±29.331）

3 260.34±22.964）

3 175.18±68.893）

3 239.05±45.624）

3 190.39±51.884）

FSH/U·L-1

8.78±0.20

11.45±0.182）

8.99±0.094）

8.95±0.053）

8.84±0.114）

9.25±0.094）

LH/U·L-1

41.90±1.02

54.32±1.751）

43.19±0.833）

44.05±0.64

42.30±0.963）

46.31±1.70

INH-B/ng·L-1

36.23±2.45

35.46±3.10

34.72±2.43

34.38±3.60

34.14±2.84

34.07±2.93

表 2　助卵汤对 POI 大鼠各级卵泡数目的影响  （x̄± s，n=5）

Table 2　Effect of Zhuluan decoction on number of follicles at all levels in POI rats （x̄± s，n=5） 个

组别

正常组

模型组

补佳乐组

助卵汤低剂量组

助卵汤中剂量组

助卵汤高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

14

28

56

原始卵泡

6.80±1.48

2.20±0.842）

5.20±1.924）

5.20±0.844）

6.20±1.644）

8.80±1.924）

初级卵泡

1.40±1.14

1.20±1.20

1.20±0.84

2.60±2.07

1.80±0.84

1.40±1.67

次级卵泡

7.60±2.07

11.80±2.172）

8.00±2.243）

13.80±2.59

12.00±2.83

10.00±1.58

成熟卵泡

0.80±0.45

0.40±0.55

0.20±0.45

0.40±0.55

0.40±0.55

0.60±0.55

闭锁卵泡

2.40±1.14

8.40±2.072）

4.40±1.144）

4.60±1.144）

2.60±1.144）

2.60±1.144）
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作用［21］。菟丝子具有补益肝肾、固精安胎之效，现

代药理学研究发现菟丝子具有雌激素样作用和抗

衰老作用［22-23］。上述两药共为君药，健脾补肾、暖巢

养泡，促进冰山之下沉寂于卵巢基质的始基卵泡发

挥功能；辅以党参、白术、覆盆子等增强健脾补肾之

功，促进卵泡生长发育。课题组前期研究发现助卵

汤可通过提高小鼠卵巢细胞中 SIRT1/NF-κB/p53/

p21 通路活性，改变细胞凋亡状态，从而改善卵巢储

备功能［9］，而有研究表明，上调 SIRT1 能抑制雷帕霉

素靶蛋白 C1（mTORC1），进而诱导自噬造成卵泡闭

锁［24］，且 FSH 可通过 c-Jun 氨基末端激酶（JNK）信号

通路抑制 NF-κB 的表达、促进 p65 表达，诱导颗粒细

胞自噬进而导致卵泡闭锁［25］。卵泡闭锁是 POI发病

的关键环节［26］，卵泡颗粒细胞凋亡与自噬作为细胞

程序性死亡的两种方式，共同参与卵泡闭锁的调控

过程［27-28］。故本研究通过化疗药物环磷酰胺建立大

鼠 POI 模型，从激素水平等方面验证助卵汤对卵巢

的保护作用并从自噬角度进一步探索助卵汤治疗

POI的作用机制。

本研究结果显示，环磷酰胺造模后，大鼠体质

量、卵巢和子宫脏器指数明显减少，动情周期紊乱，

提示造模方法可行，而阳性药物补佳乐及助卵汤均

能改善造模对大鼠上述指标的影响；卵泡发育方

面，造模后主要影响原始卵泡、次级卵泡、闭锁卵泡

的数量，造模后原始卵泡数量减少，次级卵泡和闭

锁卵泡数量增多，提示环磷酰胺造成卵巢功能损伤

的机制可能是过度刺激卵泡池卵泡的发育，使其向

次级卵泡和闭锁卵泡快速发展，从而导致卵泡池的

枯竭，卵巢储备功能下降，而补佳乐和助卵汤的干

预也能减缓这一进程，从而保护卵巢功能；激素水

平方面，造模后大鼠 FSH、LH 水平明显升高，AMH

水平显著下降，进一步验证了化疗药物环磷酰胺对

卵巢功能的损害，补佳乐和助卵汤干预后 FSH、LH

图 3　助卵汤对 POI 大鼠卵巢组织 LC3B 蛋白表达的影响  （免疫组

化，×200）
Fig. 3　Effect of Zhuluan decoction on expression of LC3B protein 

in ovarian tissue of POI rats （IHC， ×200）

表 5　 助 卵 汤 对 POI 大 鼠 卵 巢 组 织 LC3B 蛋 白 表 达 的 影 响  （x̄± s，

n=6）

Table 5　 Effect of Zhuluan decoction on expression of LC3B 

protein in ovarian tissue of POI rats （x̄± s，n=6）

组别

正常组

模型组

补佳乐组

助卵汤低剂量组

助卵汤中剂量组

助卵汤高剂量组

剂量/g·kg-1

0.000 1

14

28

56

LC3B

0.09±0.01

0.23±0.022）

0.13±0.024）

0.15±0.014）

0.13±0.034）

0.11±0.024）
图 2　POI 大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达电泳

Fig. 2　 Electrophoresis of protein expressions of PI3K， Akt and 

mTOR in ovarian tissue of POI rats

表 4　助卵汤对各组大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of Zhuluan decoction on expression of PI3K， Akt， 

mTOR proteins in ovarian tissues of rats in each group （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

补佳乐组

助卵汤低剂量组

助卵汤中剂量组

助卵汤高剂量组

剂量

/g·kg-1

0.000 1

14

28

56

PI3K

/GAPDH

0.80±0.06

0.39±0.152）

1.10±0.054）

0.83±0.234）

0.73±0.094）

0.42±0.04

Akt

/GAPDH

1.06±0.08

0.66±0.132）

1.17±0.064）

0.97±0.084）

0.98±0.064）

0.78±0.14

mTOR

/GAPDH

1.15±0.01

0.73±0.032）

1.27±0.264）

1.16±0.144）

0.79±0.19

0.72±0.08
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水平下降，AMH 水平上升，进一步证明了中药助卵

汤对卵巢功能的保护作用，而 INHB 在造模前后及

药物干预后差异均不明显，考虑种族检测指标差异

性可能，其检测的必要性及有效性有待临床进一步

研究。以上指标均证明化疗药物环磷酰胺对卵巢

功能的影响，提示模型复刻成功，并验证了中药助

卵汤对卵巢功能的保护作用。

自噬在卵泡发育过程中的作用是双刃剑，一方

面过度自噬可促进细胞凋亡诱导卵泡闭锁；另一方

面自噬可通过维持线粒体稳态保护卵泡发育过程。

基于课题组前期研究可初步推断助卵汤通过抑制

过度自噬改变细胞凋亡状态，从而阻断卵泡闭锁进

程。目前比较肯定的自噬抑制类信号通路主要有

两条，一是 Class Ⅰ  PI3K 通路，当机体血糖水平高

时，可接收胰岛素受体传来的信号，进而抑制自噬

作用；二是依赖 mTOR 途径的自噬。mTOR 是自噬

诱导过程中的关键分子，激活 mTOR 通路、Akt 和腺

苷酸活化蛋白激酶（AMPK）信号通路可抑制自噬，

而 负 调 控 mTOR 通 路 可 促 进 自 噬 。 PI3K 作 为

mTOR 上游分子，可与生长因子受体（EGFR）结合

改变 Akt 的蛋白结构并使其活化，并以磷酸化作用

激活 mTOR 从而抑制自噬的发生。已有较多研究

证实该通路与 POI 的发生发展密切相关，该通路失

调 可 能 导 致 卵 巢 功 能 障 碍［29-30］。 本 研 究 通 过

Western blot 检测大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR、

GAPDH 蛋 白 表 达 ，发 现 模 型 组 与 正 常 组 比 较 ，

PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达量均降低，而补佳乐组

及中药低中剂量组均能改善造模对该通路蛋白的

影响，提示助卵汤可能通过上调 PI3K/Akt/mTOR 通

路相关蛋白调节卵泡周期及发育过程，从而改善化

疗药物对卵巢功能的损伤；LC3 作为自噬过程标志

物，免疫组化结果显示，模型组 LC3B 蛋白表达量明

显增加，药物干预组表达量下降，提示助卵汤可能

通过激活 PI3K/Akt/mTOR 通路抑制卵巢颗粒细胞

过度自噬的发生，从而逆转 CTX 造模对大鼠生殖

内分泌功能的影响。

从 PI3K、Akt、mTOR 蛋白表达结果来看，助卵

汤高剂量组与模型组表达差异无统计学意义，考虑

高剂量药物过于浓稠，不利于大鼠的利用吸收，后

续实验可进一步摸索其他更适浓度。本研究进一

步完善了助卵汤治疗 POI 的疗效机制，但其作用机

制复杂多样，靶点丰富，后期将进一步在细胞及动

物研究层面展开探索。
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