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摘要# 目的!通过观察左归丸 "熟地( 山药( 枸杞( 山茱萸( 川牛膝( 菟丝子( 鹿角胶( 龟板胶# 对化疗致卵巢早衰
模型小鼠卵巢功能的影响& 探讨其作用机制’ 方法!将 /# 只昆明雌性小鼠随机分为空白组& 模型组& 戊酸雌二醇片
组& 左归丸低( 中( 高剂量组’ 除空白组小鼠腹腔注射等量生理盐水外& 其余各组小鼠腹腔注射环磷酰胺复制卵巢早
衰模型& 连续灌胃给药 *& <’ 每天测小鼠动情周期’ 末次给药 # = 后各组小鼠取血& 4>?-@法测定外周血清雌二醇
"4##( 促卵泡激素 "A-B# 含有量’ 子宫称重计算脏器系数’ B4染色进行双侧卵巢组织病理学检查’ 部分卵巢采用
CD@末端原位标记法& 以0ED4>细胞凋亡检测试剂盒检测卵巢颗粒细胞凋亡’ 结果!左归丸可有效改善化疗致卵巢
早衰小鼠动情周期紊乱& 有效升高血清4# 含有量& 降低 A-B含有量& 提高子宫( 卵巢系数& 改善卵巢组织病理学改
变& 下调卵巢颗粒细胞凋亡’ 结论!左归丸可有效改善化疗致卵巢早衰小鼠衰老进程& 恢复卵巢功能’
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6M7JMXW;:1II;P:=15;S=1W6XT)7J<Q:1< VRA57:16J< W1:;Y1WS=1;Y6W76J PQJ:S7;J$
G$HIB=C;! UQ;MQ7V722I$ XW156SQW1;Y6W76J P672QW1"VRA#$ 1ISW6<7;2"4# #$ P;227:21IS75Q26S7JM=;W5;J1
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!!卵巢早衰 "XW156SQW1;Y6W76J P672QW1& VRA# 是
指妇女在 %& 岁之前因环境( 心理( 疾病等因素引
起雌激素分泌失调& 内分泌功能紊乱& 进而引发诸
如月经不调( 闭经( 性欲低下( 潮热汗出( 心烦失
眠等症状的一系列症候群)")#* ’ 其主要表现为生殖
器官萎缩退化& 4# 降低& A-B与黄体生成素
">B# 升高& 卵巢储备卵泡功能下降& 同时伴有精
神情志症状或泌尿生殖道症状& 严重影响女性正常
生活与工作)** ’ 化疗是治疗恶性肿瘤与自身免疫
性疾病重要手段之一& 其对卵巢不可避免的损害作
用已成为诱发卵巢早衰的主要原因)%* ’ 目前常用
化疗药物为环磷酰胺 ".0O#& 属于烷化剂& 除作
为化疗药物作用于肿瘤细胞外& 也作用于正常体细
胞与生殖细胞& 引发一系列毒性反应& 是诱发VRA
的重要因素之一)(* ’ 随着现代医学发展以及对恶
性肿瘤与免疫性疾病治疗的深入& 对保护由化疗药
物.0O导致卵巢早衰的研究已引起人们广泛关注&
对其保护机制与治疗方法的研究显得愈发重要)3)/* ’

本实验以 .0O腹腔注射小鼠复制 VRA模型&
研究左归丸对化疗致 VRA模型小鼠动情周期( 外
周血性激素 "4#( A-B#( 卵巢形态病理学改变以
及颗粒细胞凋亡的影响& 探讨补肾填精代表方左归
丸对VRA模型小鼠卵巢保护作用与机制& 为研究
补肾填精法对生殖功能的保护作用提供实验依据’
JK材料与仪器
"F"!实验动物!昆明小鼠& -VA级& 雌性& 体质
量 "’ ‘## M& 许可证号! -.[ "湘# #&"")&&&*&
湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供’
"F#!药物与试剂!左归丸& 由熟地( 山药( 枸杞(
山茱萸( 川牛膝( 菟丝子( 鹿角胶( 龟板胶组成&
由湖南中医药大学附属第一医院提供& 按照 ’ a
% a% a* a% a% a% a% 比例制成中药浸膏& 每克浸
膏含生药量 " M$ 戊酸雌二醇片& 德国拜耳医药保
健有限公司提供& 批号 ""*@$ 注射用环磷酰胺&
通化茂祥制药有限公司提供& 批号 "*"#&"$ %!多
聚甲醛& 湖南中医药大学组胚教研室提供$ 氯化钠
注射液& 湖南科伦制药有限公司提供& 批号
C"%&3"’B"$ 小鼠4>?-@试剂盒 "4##& 上海江莱
生物科技有限公司提供& 批号 [b""(#($ 小鼠
4>?-@试剂盒 "A-B#& 上海江莱生物科技有限公

司提供& 批号 [b"*#("$ 0ED4>细胞凋亡检测试
剂盒& 武汉博士德生物工程有限公司提供& 批
号 &+b"’b#&’
"F*!仪器!0L>)"3 型台式冷冻离心机 "湖南湘仪
离心机仪器有限公司#$ -0)*3& 型酶标仪 "上海科
华生物工程股份有限公司#$ cK*&&# 型电子天平
"上海精密科学仪器有限公司#$ Ab##* 型自动内
校电子分析天平 "上海舜宇恒平科学仪器有限公
司#$ BB-)# 电子恒温不锈钢水浴锅 "上海南阳仪
器有限公司#$ B671W医用微波炉 "青岛 B671W集
团#$ -#)+* 自动双重纯水蒸馏器 "上海亚荣生化
仪器厂#$ [C##(’ 型石蜡切片机 "浙江省金华市
科迪仪器设备有限公司#$ CDV)+"3# 型电热恒温培
养箱 "上海精宏实验设备有限公司#$ >4?.@C]
>b# 型双目显微镜 "德国 >17:6公司#$ ];S7:b(
显微摄像图像分析系统 "麦克奥迪实业集团
公司#’
LK方法
#F"!卵巢早衰模型建立!’)+"!参考文献方法与预实
验结果& 取昆明雌性小鼠 /# 只& 按体质量与随机
数字表随机分为空白组& 模型组& 戊酸雌二醇片
组& 左归丸低( 中( 高剂量组& 每组 "# 只’ 除空
白组小鼠腹腔注射等量生理盐水外& 其余 ( 组小鼠
均以 *& 5MĜM剂量腹腔注射环磷酰胺& 注射体积
为 #& 5>ĜM& 左右腹交替进行& 每天 " 次& 连续
注射 #& <& 复制VRA模型’
#F#!分组与给药!造模第 " 天开始& 分别将戊酸
雌二醇片组 "&F"* 5MĜM#& 左归丸低( 中( 高剂
量组 ""*F3(( %&F+(( "##F’( MĜM& 分别相当于
临床等效剂量 "( *( + 倍# 以 #& 5>ĜM体积灌胃
给药& 每天 " 次& 连续给药 *& <’
#F*!指标检测方法
#F*F"!对化疗致VRA模型小鼠动情周期观察)"&*!
每天上午 ’ a&& 进行阴道细胞涂片检查& 观察并比
较各组小鼠动情周期变化’ 动情周期判断依据如
下! 动情前期& 大量有核上皮细胞& 少量角化上皮
细胞$ 动情期& 大量角化上皮细胞$ 动情后期& 角
化上皮细胞为主& 伴有少量白细胞$ 动情间期& 大
量白细胞’
#F*F#!对化疗致VRA模型小鼠外周血清 4#( A-B

’"/

#&"3 年 % 月
第 *’ 卷!第 % 期

中 成 药
.=7J1I10W6<7S7;J62V6S1JS]1<7:7J1

@XW72#&"3
_;2$*’!D;$%



水平测定!于末次给药 # = 后& 摘眼球取血& 室温
静置 *& 57J后以 * &&& WG57J 离心 #& 57J& 制备血
清& 液氮保存& 参照试剂盒说明要求& 以 4>?-@
法测定小鼠外周血清中4#( A-B含有量’
#F*F*!对化疗致VRA模型小鼠卵巢组织病理学切
片检查!小鼠采血后& 迅速剖开腹腔& 摘取双侧卵
巢与子宫& 剔除周围附着的脂肪与结缔组织& 以分
析天平称湿重& 计算脏器系数$ 同时将双侧卵巢以
%!多聚甲醛溶液固定& 石蜡包埋& 连续切片& B4
染色等方法处理后& 制作卵巢病理切片进行显微镜
观察’
#F*F%!对化疗致VRA模型小鼠卵巢颗粒细胞凋亡
检测!参照 0ED4>细胞凋亡检测试剂盒说明书&
对卵巢颗粒细胞凋亡情况进行检测’ 具体方法为!
切片常规脱蜡 入 水& B#R# 处 理& 标 本 片 加
&F&" 5;2G>0b- " a#&& 新鲜稀释的蛋白酶[ "VW;)
S17J6I1[# 消化& 标记缓冲液湿润& 末端脱氧核糖
核酸转移酶 "0<0# 与地高辛标记的脱氧尿苷三磷
酸 "C?L)<)E0V# 标记& 封闭液封闭& 加入生物素
化抗地高辛抗体与链霉亲和素%过氧化物酶
"-@b.#& */ d反应& C@b显色& 苏木素轻度复
染& 脱水& 透明& 封片& 显微镜观察’ 细胞核中有
棕黄色颗粒者为阳性细胞& 即凋亡的细胞& 采用
];S7:b( 显微摄像图像分析系统进行凋亡细胞平均
光密度值分析’
#F%!统计学分析!所有实验数据用@e6表示& 数
据采用 -V-- "+F& 软件分析’ 组间比较& 计量资料
首先做正态性和方差齐性检验& 满足方差齐性& 采
用单因素分析法进行方差分析& 不满足方差齐性采
用非参数法检验’ 以 )f&F&( 为差异有统计学
意义’
MK结果
*F"!左归丸对化疗致VRA模型小鼠动情周期的影
响!空白组小鼠动情周期稳定在 % ‘( < 左右$ 模
型组小鼠经化疗造模后动情周期出现无规律性紊
乱& 周期延长至 ’ ‘"" <$ 左归丸治疗组小鼠动情
周期紊乱状态得到不同程度改善& 出现较为规律动
情周期交替& 时间为 3 ‘+ < 不等’ 提示左归丸可
较好地调节化疗致 VRA模型小鼠动情周期紊乱状
态& 使之趋于正常’
*F#!左归丸对化疗致 VRA模型小鼠外周血清 4##
A-B含有量的影响!与空白组比较& 模型组小鼠
血清4# 含有量明显降低 ")f&F&"#& A-B含有量
明显升高 ")f&F&"#’ 经左归丸治疗后& 与模型

组比较& 左归丸高( 中( 低剂量组小鼠血清 4# 含
有量均明显升高 ")f&F&(& )f&F&"#& A-B含有
量均明显降低 ")f&F&(& )f&F&"#’ 提示左归丸
可有效调节化疗致VRA模型小鼠血清性激素水平&
改善内分泌功能紊乱’ 结果见表 "’
表 JK左归丸对化疗致,BN小鼠外周血清$L$ N;A含有量

的影响 %!O"& #PJL’
<1QRJK$%%&’(."%)*"+*#,#--."/(5&.&2*3$L& N;A’"/8

(&/(.#/’5&3"(5&2167 #/!*’&!3#’&3"!&-"%62&8
31(*2&"012#1/%1#-*2&%,BN’ %!O"& #PJL’

组别
剂量G

"M+̂Mg"#

4# G

"XM+5>g"#

A-BG

"XM+5>g"#
空白组 % "F"%" e&F3(/ &F/"3 e&F&#%
模型组 % &F3## e&F&%+"" "F#/* e&F"*&""

戊酸雌二醇片组 &F&&& "* "F&"3 e&F""#!! &F+&& e&F&/+!!

左归丸低剂量组 "*F3( &F/&* e&F&%/! "F"3% e&F"#%!

左归丸中剂量组 %&F+( &F’(* e&F"&%!! "F&%& e&F"*(!!

左归丸高剂量组 "##F’( "F&%# e&F""&!! &F’’& e&F&+’!!

!!注! 与空白组比较&"")f&F&"$ 与模型组比较&!)f&F&(&!!

)f&F&"

*F*!左归丸对化疗致 VRA模型小鼠卵巢# 子宫系
数的影响!与空白组比较& 模型组小鼠卵巢( 子宫
系数均明显降低 ")f&F&"#’ 经左归丸治疗后&
与模型组比较& 左归丸高( 中剂量组小鼠子宫( 卵
巢系数均明显升高 ")f&F&(& )f&F&"#’ 提示左
归丸可有效增加化疗致 VRA模型小鼠生殖器官质
量& 增强生殖功能’ 结果见表 #’
表 LK左归丸对化疗致 ,BN小鼠卵巢$ 子宫系数的影响

%!O"& #PJL’
<1QRLK$%%&’(."%)*"+*#,#--."/(5&"012#1/%1’("21/!*8

(&2#/&%1’("2#/’5&3"(5&2167 #/!*’&!3#’&3"!&-"%
62&31(*2&"012#1/%1#-*2&%,BN’ %!O"& #PJL’

组别
剂量G

"M+̂Mg"#

卵巢系数G

"M+"&& Mg"#

子宫系数G

"M+"&& Mg"#
空白组 % &F"*( e&F&#" &F%"% e&F&//
模型组 % &F&’’ e&F&#*"" &F#&( e&F&%/""

戊酸雌二醇片组 &F&&& "* &F""# e&F&#+! &F#/3 e&F&(’!

左归丸低剂量组 "*F3( &F&+’ e&F&#’ &F#*" e&F&+%
左归丸中剂量组 %&F+( &F""+ e&F&#3! &F#+3 e&F"""!

左归丸高剂量组 "##F’( &F"*& e&F&%"!! &F*#( e&F&+3!!

!!注! 与空白组比较&"")f&F&"$ 与模型组比较&!)f&F&(&
!!)f&F&"

*F%!左归丸对化疗致VRA模型小鼠卵巢组织病理
学改变的影响!与空白组比较& 模型组小鼠卵巢原
始卵泡和生长( 成熟卵泡均明显减少& 卵泡闭锁(
坏死程度加深& 间质纤维化( 增厚& 血管逐步萎
缩$ 与模型组比较& 左归丸治疗组小鼠卵泡组织萎
缩病变明显改善& 卵泡数量增加& 卵泡充盈度良
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好& 间质纤维化逐步减轻& 血管萎缩病变明显改
善& 并呈现一定剂量相关性’ 提示左归丸可有效改
善化疗所致 VRA模型小鼠卵巢功能退化& 缓解卵

巢组织病变& 抑制卵泡闭锁与消亡& 增加卵泡数
目& 提高卵泡质量& 增强卵巢的储备能力& 改善卵
巢功能’ 结果见图 "’

图 JK左归丸对化疗致,BN小鼠卵巢组织病理学改变的影响 %A$& SLTT’
N#+RJK$%%&’("%)*"+*#,#--."/(5&"012#1/5#.("61(5"-"+#’1-’51/+&.#/’5&3"(5&2167 #/!*’&!3#’&3"!&-"%62&318

(*2&"012#1/%1#-*2&%,BN’ %A$& SLTT’

*F(!左归丸对化疗致VRA模型小鼠卵巢颗粒细胞
凋亡的影响!空白组颗粒细胞凋亡程度较轻& 凋亡
阳性细胞数较少’ 与空白组比较& 模型组小鼠凋亡
阳性细胞明显增多& 凋亡平均光密度值明显升高
")f&F&"#’ 经左归丸治疗后& 与模型组比较& 左
归丸高( 中剂量组小鼠凋亡颗粒细胞数量明显减
少& 凋亡平均光密度值明显降低 ")f&F&(& )f
&F&"#’ 提示左归丸可有效抑制化疗致VRA模型小
鼠卵巢颗粒细胞凋亡& 延缓卵巢过早衰老进程& 改
善与恢复卵巢功能’ 结果见表 * 及图 #’
表 MK左归丸对化疗致,BN小鼠卵巢颗粒细胞凋亡的影响

%!O"& #PJL’

<1QRMK$%%&’(."%)*"+*#,#--."/(5&"012#1/+21/*-".1 168

"6(".#.#/’5&3"(5&2167 #/!*’&!3#’&3"!&-"%

62&31(*2&"012#1/%1#-*2&%,BN’ %!O"& #PJL’

组别 剂量G"M+̂Mg"# 平均光密度值
空白组 % &F(&& e&F*#3
模型组 % &F+&& e&F*"+""

戊酸雌二醇片组 &F&&& "* &F/"& e&F"*3
左归丸低剂量组 "*F3( &F’*+ e&F"%"
左归丸中剂量组 %&F+( &F3/" e&F"/’!

左归丸高剂量组 "##F’( &F("" e&F""3!!

!!注! 与空白组比较&"")f&F&"$ 与模型组比较&!)f&F&(&!!

)f&F&"

UK讨论
卵巢早衰 "VRA# 致病因素较多& 目前了解的

有遗传异常( 自身免疫性疾病( 感染( 医源性( 环
境以及心理等& 其中医源性因素包括盆腔手术( 放
化疗( 免疫抑制药物 "如环磷酰胺#( 子宫动脉栓
塞等)""* ’ 随着化疗药物的应用& 患者的存活率和
治愈率得到了提高& 但是化疗药物对靶组织及细胞
的选择性差& 在杀灭病变细胞的同时& 对正常组织
和细胞也有不同程度的损伤’ 在女性生殖系统中&
卵巢对化疗药物尤为敏感& 化疗会破坏卵巢组织&
导致卵泡闭锁和卵巢组织纤维化& 引起卵巢的萎
缩& 成为VRA发生的一个重要原因)"#* ’ 环磷酰胺
".0O# 是一种广泛使用的免疫抑制剂& 对恶性肿
瘤 "如乳腺癌# 与免疫性疾病 "如红斑狼疮# 具
有较好的治疗作用& 研究发现 ’&!的儿童和青春
期癌症患者使用 .0O可明显延长存活期& 但是长
期使用.0O等烷化剂可影响女性卵巢的正常储备
功能& 损害生殖功能& 并与服药年龄( 给药剂量与
方式有密切关系& 特别对于青年妇女& 虽化疗后有
正常月经出现& 但同样面临卵巢早衰的风险)"*)"%* ’

研究发现 .0O导致卵巢早衰的主要机制为
.0O破坏了卵泡颗粒细胞增殖& 激活活性氧
",R-# 介导的细胞凋亡信号通路& 加快生长卵泡
的凋亡& 导致卵巢分泌性激素减少& 反馈性引起下
丘脑促性腺激素释放激素 "LJ,B#( 垂体促性腺
激素 "A-B( >B# 分泌增加& 加速了卵巢内原始
卵泡向生长卵泡的转化& 同时转化后的生长卵泡又
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图 LK左归丸对化疗致,BN模型小鼠卵巢颗粒细胞凋亡的影响 %<DF$E& SLTT’
N#+RLK$%%&’(."%)*"+*#,#--."/(5&"012#1/+21/*-".1 16"6(".#.#/’5&3"(5&2167 #/!*’&!3#’&3"!&-"%

62&31(*2&"012#1/%1#-*2&%,BN’ %<DF$E& SLTT’

受到.0O的损害& 从而加速了卵泡的耗竭& 最终
导致卵巢早衰 "VRA# 的发生)"()"/* ’ 在对 VRA不
同角度的病因研究中& 发现无论从组织水平( 分子
水平甚至是基因水平& 都存在卵巢颗粒细胞凋亡现
象)"’)"+* ’ 女性卵巢储备功能总量从出生就已确定&
卵母细胞数量处于不断耗竭的过程& 其中 ++F+!
的卵泡在发育不同阶段即发生闭锁& 仅有少数卵泡
可发育成熟并排卵’ 早期卵泡发生闭锁时& 卵母细
胞发生凋亡& 其次卵泡颗粒细胞由内层开始逐渐凋
亡$ 卵泡发育晚期发生闭锁& 则是颗粒细胞先发生
凋亡& 再诱导卵母细胞凋亡& 完成卵泡闭锁过程’
同时& VRA对细胞凋亡的调控可发生于转录( 翻
译( 修饰( 转运等不同阶段& 也可在细胞核( 细胞
质( 线粒体( 质膜等不同区域& 并通过死亡受体途
径和线粒体途径实现’ 其中死亡受体途径起始于死
亡受体与配体的结合& 如凋亡诱导配体 "0,@?>#
与死亡受体 % "C,%# 和C,( 结合可促进颗粒细胞
凋亡& 而线粒体途径是通过介导 b淋巴细胞瘤)#
基因 "b:2)## 相关O蛋白基因表达& 启动半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶 ".6IX6I1I# 相关反应促进细胞
凋亡)#&* ’ 卵巢颗粒细胞是合成雌激素的重要场所&
可调节机体内分泌功能& 而化疗通过激活特定信号
通路导致卵泡颗粒细胞异常凋亡& 进而引发卵泡提
前闭锁& 破坏卵巢功能)#"* ’

中医认为肾为先天之本与五脏阴阳之本& 肾在
,肾气)天癸)冲任)胞宫- 的月经与生殖机制中具有
核心推动作用& 是人生( 长( 壮( 老( 已的根本&
肾气亏虚& 精血衰少& 是卵巢早衰的主要机制之

一)##* ’ 研究发现中医药在防治化疗损伤性 VRA具
有独特优势& 通过补肾填精等多系统( 多环节的整
体调节作用& 能明显调动人体机能& 提高卵巢对化
疗环境的适应性& 进而恢复和改善卵巢功能& 比单
纯应用西药针对雌激素水平降低的干预措施有着明
显优势& 并且能够避免性激素带来的不良反应与依
赖性’ 补肾填精之代表方剂左归丸出自张介宾的
.景岳全书/& 由熟地( 山药( 枸杞( 山茱萸( 川
牛膝( 鹿角胶( 龟板胶( 菟丝子组成& 具有滋阴补
肾& 填精益髓之功& 在临床上常用于卵巢早衰( 围
绝经期综合征等病症的治疗)#** ’ 研究发现左归丸
的补肾填精作用可明显改善骨质疏松& 调节性激素
分泌& 促进卵巢损伤修复& 抑制细胞凋亡& 促进细
胞增殖( 分化和修复)#%* ’ 前期研究已证实左归丸
对增龄小鼠卵巢具有明显保护作用)#(* ’

本研究通过实验发现& 左归丸可有效改善
.0O致VRA模型小鼠动情周期改变& 调节外周血
性激素 "4#( A-B# 含有量& 增加生殖器官质量&
保护并修复卵巢病变组织& 增加卵泡数量充盈度&
并通过抑制卵巢颗粒细胞凋亡延缓卵巢衰老进程&
从而改善卵巢功能& 调节并恢复生殖功能& 提示补
肾填精法可有效治疗化疗致卵巢早衰& 为其临床使
用提供一定实验依据& 但对其抑制卵巢细胞凋亡具
体机制& 还需进一步研究’
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