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摘要： 目的　 探讨滋肾育胎丸水提液对雷公藤甲素诱导的卵巢储备功能下降 （ＤＯＲ） 秀丽隐杆线虫生育力的作用及

其机制。 方法　 将年轻成虫期秀丽隐杆线虫随机分为空白对照组、 雷公藤甲素组 （０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ） 和滋肾育胎丸水提液

组 （５、 １０、 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ）。 雷公藤甲素诱导构建秀丽隐杆线虫 ＤＯＲ 模型， 滋肾育胎丸水提液处理 ２４、 ４８ 和 ７２ ｈ 后，
统计后代数目、 ＤＴＣ细胞荧光强度、 凋亡细胞和卵母细胞数目， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ测定卵子发生相关通路基因的 ｍＲＮＡ表达。
结果　 与空白对照组比较， 雷公藤甲素组秀丽隐杆线虫后代数目、 ＤＴＣ 细胞荧光强度和卵母细胞数目均减少 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 凋亡细胞数目升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｄａｆ⁃４ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与雷公藤甲素组比较， 滋肾育胎丸水提液 １０ ｍｇ ／ ｍＬ组线虫后代数目、 ＤＴＣ细胞荧光强度、 卵母细胞数目

均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 凋亡细胞数目降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｄａｆ⁃４、 ｓｍａ⁃２、
ｓｍａ⁃３ ｍＲＮＡ表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 滋肾育胎丸水提液对雷公藤甲素致秀丽隐杆线虫卵巢储备功能下降有改善

作用， 其可能通过 ＴＧＦ⁃β信号通路抑制细胞凋亡， 促进卵母细胞的发育而提高生育力。
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　 　 卵巢储备功能下降 （ｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄ ｏｖａｒｉａｎ ｒｅｓｅｒｖｅ， ＤＯＲ）
是指卵巢皮质区内的卵母细胞数量减少和 （或） 质量下

降， 属于生殖系统功能退行性疾病［１］ ， 进一步可发展为卵

巢早衰。 随着我国女性生育年龄的延迟， ＤＯＲ 的发病率持

续增高并呈现年轻化态势， 其在女性不孕因素中约占

１０％ ［２］ ， 严重影响了女性的生殖健康和生活质量。
滋肾育胎丸源于全国中医妇科泰斗罗元恺教授经验方，

临床研究发现其可以显著改善不孕症患者的卵巢储备功

能［３⁃７］ ， 但对其作用机制研究较少， 因此进一步深入探讨滋

肾育胎丸对 ＤＯＲ的干预作用机制对于临床合理用药具有重

要意义。
秀丽隐杆线虫 Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ， 以下简称线虫，

是目前生命科学研究中重要的模式动物之一， 具有分化完

整、 结构简单的生殖系统， 与哺乳动物卵子发生的生理过

程高度保守。 调控卵子发生的细胞凋亡通路， 调控卵母细

胞质量的转化生长因子⁃β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，
ＴＧＦ⁃β） 信号通路， 在线虫和哺乳动物之间也高度保守［８］ 。
这些基础研究的快速发展， 为以线虫为模型的药物筛选和

机制研究打下了很好的基础。 本实验拟采用可致卵巢功能

下降的雷公藤甲素进行应激暴露［９⁃１０］ ， 构建线虫 ＤＯＲ 模

型， 研究滋肾育胎丸水提液改善卵巢储备功能的作用机制，
明确其治疗靶点和分子通路， 为滋肾育胎丸的临床应用提

供理论依据。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 秀丽隐杆线虫虫株， 野生型线虫 Ｎ２， ＭＤ７０１
（ｂｃＩｓ３９ｖ）、 ＪＫ２８６８ （ｑＩｓ５６ｖ）， 均来源于美国明尼苏达大学

线虫遗传中心。
１􀆰 ２　 药物 　 滋肾育胎丸 （国药准字 Ｚ４４０２０００８， 批号

Ａ０１０２６） 购自广州白云山中一药业有限公司。 将药丸碾碎

成粉末， 称取 １５􀆰 ００ ｇ， 用适量去离子水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 大火

煮沸后转小火熬制 ３０ ｍｉｎ， 过滤后取滤液， 滤渣再次用适

量的去离子水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 大火煮沸后转小火熬制 ２５ ｍｉｎ，
过滤后， 合并 ２ 次滤液， 定容至 ５０ ｍＬ， 此时贮备液质量

浓度为 ３００ ｍｇ ／ ｍＬ （按生药量计） ［１１］ 。 临用时， 用纯水配

制成 ５、 １０、 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ使用。
１􀆰 ３ 　 试 剂 　 雷 公 藤 甲 素 对 照 品 （纯 度 ９８％ ， 批 号

ＦＹ１０５Ｂ２１１） 购自南通飞宇生物科技有限公司， 称取 １􀆰 ０
ｍｇ雷公藤甲素， 溶于 ５０􀆰 ０ μＬ二甲基亚砜， ５０ ℃超声振荡

３０ ｍｉｎ， 摇匀， 用 Ｋ溶液配制为 １ ｍｇ ／ ｍＬ溶液。 胰蛋白胨、
酵母提取物 （英国 Ｏｘｏｉｄ 公司， 批号 ３１７６５３９、 ４２６３６８０⁃
０２）； 琼脂糖 （美国 ＨｙｄｒａＧｅｎｅ 公司， 批号 ＥＺ６７８９Ａ１６０）；
ＴＲＩｚｏｌ （德国 ＢｉｏＦｒｏｘ公司， 批号 Ｒ００１６）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （日本 ＴａＫａＲａ 公司， 批号 ＡＬ２２２６３Ａ）； ＦＳＥ
ＤＮＡ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ （瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司， 批号 ５４４６０２００）；
Ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ⁃１００ （广 东 光 华 科 技 股 份 有 限 公 司， 批 号

２０１８１１１０６）。
１􀆰 ４　 仪器　 正置荧光显微镜 Ａｘｉｏ ＳｃｏｐｅＡ１ （德国 Ｚｅｉｓｓ 公
司）； Ｎａｎｏｄｒｏｐ１０００ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ （瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司）； 连续变倍体视显微镜 ＸＴＺ⁃Ｅ （上海光学仪器

六厂）。
２　 方法

２􀆰 １　 线虫分组、 造模与给药 　 线虫培养于含有大肠杆菌

ＯＰ５０ 的 线 虫 生 长 培 养 基 （ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｇｒｏｗｔｈ ｍｅｄｉｕｍ，
ＮＧＭ）， ２０ ℃恒温培养， 同步化获得大量年轻成虫期线

虫［１２］ 。 在表面涂布有大肠杆菌 ＯＰ５０的直径 ３０ ｍｍ 的琼脂

培养基上， 加入 ２００ μＬ ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ雷公藤甲素溶液， 使其

均匀分布于培养基表面。 待其晾干后将年轻成虫期线虫转

移到加入雷公藤甲素溶液的培养基中， 于 ２０ ℃培养箱中处

理１０ ｈ， 制备 ＤＯＲ线虫模型［１０］ 。 同期， 另挑取未喂饲雷公

藤甲素的线虫 １０条作为空白组。 将造模线虫随机分为雷公

藤甲素组和滋肾育胎丸水提液 ５、 １０、 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 组， 每组

１０条。 各组线虫分别处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 转移至无药物处

理液的 ＮＧＭ 培养基中， 观察后代数目、 ＤＴＣ 细胞荧光强

度、 粗线期凋亡细胞数目、 终变期卵母细胞数目。 处理

４８ ｈ后， 检测线虫细胞凋亡通路、 ＴＧＦ⁃β 通路关键基因

ｍＲＮＡ表达。
２􀆰 ２　 后代数目测定　 后代数目是指将一个年轻成虫期线虫

放入培养皿中处理， 处理结束后， 每隔 ２４ ｈ 将线虫转至 １
个新的 ＮＧＭ培养皿， 直至线虫停止产卵， 于体视显微镜下

观察， 将每天所产子代数目 （各期幼虫和受精卵） 相加，
即得该线虫的后代数目。
２􀆰 ３　 ＤＴＣ细胞荧光强度分析　 于荧光显微镜下观察处理结

束后的 ＪＫ２８６８线虫 （ＧＦＰ 特异性标记 ＤＴＣ 细胞的转基因

线虫）， 分别在 Ｕ 型性腺臂双侧远端顶部确定 ＤＴＣ 细胞，
荧光显微镜下 ＤＴＣ细胞为边界清晰、 亮绿色伞状细胞， 固

定曝光时间， 定焦拍照， 应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 ＤＴＣ 细胞的

荧光强度进行分析。
２􀆰 ４　 粗线期细胞凋亡数目测定　 于荧光显微镜下观察处理

结束后的 ＭＤ７０１线虫 （ＧＦＰ 特异性标记生殖腺凋亡细胞的

转基因线虫）， 凋亡细胞呈亮绿色圆形纽扣状。 于荧光显

微镜下统计线虫单侧性腺臂减数分裂区凋亡细胞的数目。
２􀆰 ５　 终变期卵母细胞数目测定　 于显微镜下观察处理结束

后的 Ｎ２线虫， 统计线虫单侧性腺臂远端 Ｌｏｏｐ 区转折处到

性腺臂近端纳精囊之间卵母细胞的数目。
２􀆰 ６　 线虫卵子发生相关通路关键基因 ｍＲＮＡ表达检测　 每

组取约 ６ ０００条线虫， 以 ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＲＮＡ 后， 逆转录为

ｃＤＮＡ， 配制 ２５ μＬ 体系 （ ｃＤＮＡ ２ μＬ、 ＦＳＥ ＤＮＡ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ １２􀆰 ５ μＬ、 正向引物 １􀆰 ０ μＬ、 反向引物 １􀆰 ０ μＬ、 Ｈ２Ｏ
８􀆰 ５ μＬ）， 在荧光实时定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增反应， 条件

为 ９５ ℃预变性 ５ ｓ， 特异退火 ３０ ｓ， 采集荧光信号 ４０个循

环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ， 并绘制熔解曲线。 目的基因的引物

用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０设计， 序列见表 １。 以比较域值法测定目的基

因相对表达， 以 ２－ΔΔＣＴ相对定量法计算目的基因与内参基

因荧光的比值， 用于表示目的基因的表达情况。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０软件进行处理， 计量资
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　 　 　 　 　 表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃
ａｃｔ⁃３正向 ＡＴＣＣＧＴＡＡＧＧＡＣＴＴＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣ １３０ ６２􀆰 ９３
ａｃｔ⁃３反向 ＧＧＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＧ １３０ ６１􀆰 ６３
ｃｅｄ⁃３正向 ＡＣＧＧＧＡＧＡＴＣＧＴＧＡＡＡＧＣ ３８８ ５５􀆰 ５６
ｃｅｄ⁃３反向 ＡＧＡＧＴＴＧＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＧ ３８８ ５５􀆰 ５６
ｃｅｄ⁃４正向 ＡＧＴＣＡＣＴＣＧＣＡＡＴＧＧＣＴＣＴ ４１８ ５９􀆰 ０２
ｃｅｄ⁃４反向 ＧＣＴＧＡＴＧＡＡＣＧＡＣＧＧＡＡＴ ４１８ ５５􀆰 １７
ｓｍａ⁃６正向 ＧＣＣＡＡＧＡＣＧＧＴＧＴＣＴＣＴＧＡＡ ３０４ ５９􀆰 ９７
ｓｍａ⁃６反向 ＴＡＴＣＡＧＣＣＧＣＣＡＣＧＡＡＴＴＧＡ ３０４ ５９􀆰 ８２
ｄａｆ⁃４正向 ＧＣＣＡＡＧＧＡＣＧＡＴＣＡＴＴＴＣＧＣ ３５８ ５９􀆰 ９７
ｄａｆ⁃４反向 ＴＣＣＡＣＧＡＧＡＧＧＣＡＣＡＴＴＴＣＣ ３５８ ６０􀆰 ０４
ｓｍａ⁃２正向 ＧＣＧＧＴＣＡＣＴＡＧＡＴＧＧＡＣＧＡＣ ４３９ ６０􀆰 ２５
ｓｍａ⁃２反向 ＴＧＧＣＡＣＧＡＧＡＣＡＴＧＴＴＧＧＡＡ ４３９ ５９􀆰 ８９
ｓｍａ⁃３正向 ＡＡＧＴＣＴＧＣＣＧＡＡＴＡＣＣＡＣＣＧ ２０４ ６０􀆰 １１
ｓｍａ⁃３反向 ＧＡＡＧＴＴＣＡＡＧＣＣＡＧＣＡＡＧＧＣ ２０４ ６０􀆰 ０４
ｓｍａ⁃４正向 ＣＧＣＣＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＴＣＴＣＴＡ １７９ ６０􀆰 ２５
ｓｍａ⁃４反向 ＡＴＣＧＡＧＡＡＣＧＴＣＧＧＡＧＣＡＴＣ １７９ ５９􀆰 ９７

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 各组间比较采用方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 雷公藤甲素致线虫卵巢储备功能下降模型评判　 如表

２所示， 与空白对照组比较， Ｎ２ 线虫经 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 雷公藤

甲素处理 １０ ｈ 后， 后代数目、 卵母细胞数量减少 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结果显示雷公藤甲素对线虫的生育能力

和卵母细胞形成能力有抑制作用， 可用于构建卵巢储备功

能下降模型。
表 ２　 雷公藤甲素对 Ｎ２ 线虫生育能力的影响 （个， ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 后代数目 ７２ ｈ卵母细胞数目

空白对照组 １４４􀆰 ５±１０􀆰 ３ ９􀆰 ７±０􀆰 ４
雷公藤甲素组 １０２􀆰 ２±６􀆰 ３＃ ４􀆰 ８±０􀆰 ４＃＃

　 　 注： 与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫后代数目的影响 　 如

表 ３所示， 与空白对照组比较， 雷公藤甲素组后代数目减

少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与雷公藤甲素组比较， 滋肾育胎丸水提液

５、 １０、 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ组线虫后代数目均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 滋肾

育胎丸水提液 １、 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 组线虫后代数目无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 因此， 后续实验使用 ５、 １０、 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 这 ３ 个

剂量进行。
表 ３　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ线虫后代数目的影响（ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） 后代数目 ／个

空白对照组 — １４４􀆰 ５±１０􀆰 ４
雷公藤甲素组 ０􀆰 １ １０２􀆰 ２±６􀆰 ３＃＃

滋肾育胎丸水提液组 １ １１２􀆰 ９±８􀆰 ０
２􀆰 ５ １３４􀆰 ０±１４􀆰 ４
５ １６２􀆰 ８±１４􀆰 １∗∗

１０ ２３１􀆰 ９±１２􀆰 ５∗∗

２０ １８５􀆰 ７±１８􀆰 ８∗∗

　 　 注： 与空白对照组比较，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与雷公藤甲素组比较，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫卵母细胞数量的影

响　 如表 ４所示， 与空白对照组比较， 雷公藤甲素组线虫

卵母细胞数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与雷公藤甲素组比较， 处

理 ２４、 ４８ ｈ后， 滋肾育胎丸水提液 ５、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 组线虫

卵母细胞数量均增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１） ， 处理 ７２ ｈ 后， 滋肾育

胎丸水提液各剂量组线虫卵母细胞数量均增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１） 。

表 ４　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫卵母细胞数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
卵母细胞数目 ／个

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白对照组 — ９􀆰 ７±０􀆰 ３ ９􀆰 ３±０􀆰 ４ ９􀆰 ７±０􀆰 ４

雷公藤甲素组 ０􀆰 １ ５􀆰 ５±０􀆰 ３＃＃ ５􀆰 ２±０􀆰 ５＃＃ ４􀆰 ８±０􀆰 ４＃＃

滋肾育胎丸水提液组 ５ ７􀆰 ７±０􀆰 ４∗∗ ７􀆰 ４±０􀆰 ４∗∗ ８􀆰 １±０􀆰 ４∗∗

１０ ８􀆰 ４±０􀆰 ３∗∗ ８􀆰 ３±０􀆰 ６∗∗ ８􀆰 ９±０􀆰 ６∗∗

２０ ６􀆰 ３±０􀆰 ５ ６􀆰 ０±０􀆰 ３ ６􀆰 ５±０􀆰 ３∗∗

　 　 注： 与空白对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与雷公藤甲素组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫 ＤＴＣ 伞状细胞荧光强

度的影响　 如表 ５ 所示， 处理 ２４、 ４８ ｈ 后， 与空白对照组

比较， 雷公藤甲素组线虫 ＤＴＣ伞状细胞荧光强度减弱 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与雷公藤甲素组比较， 滋肾育胎丸水提液 １０ ｍｇ ／
ｍＬ组线虫 ＤＴＣ伞状细胞荧光强度增强 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３􀆰 ５　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫凋亡细胞数量的影

响　 如表 ６所示， 处理 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 与空白对照组比

较， 雷公藤甲素组线虫凋亡细胞数量均增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）；
与雷公藤甲素组比较， 滋肾育胎丸水提液 ５、 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 组

线虫凋亡细胞数量均减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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表 ５　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫 ＤＴＣ 细胞荧光强度的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
ＤＴＣ细胞荧光强度 ／ ＡＵ

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白对照组 — ０􀆰 ０９６±０􀆰 ００８ ０􀆰 ０８３±０􀆰 ００７ ０􀆰 ０６６±０􀆰 ００４

雷公藤甲素组 ０􀆰 １ ０􀆰 ０７０±０􀆰 ００６＃ ０􀆰 ０５７±０􀆰 ００８＃ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ００５
滋肾育胎丸水提液组 ５ ０􀆰 ０５０±０􀆰 ００３ ０􀆰 ０５９±０􀆰 ００６ ０􀆰 ０５３±０􀆰 ００３

１０ ０􀆰 ０９２±０􀆰 ００７∗ ０􀆰 ０７９±０􀆰 ００４∗ ０􀆰 ０６８±０􀆰 ００６
２０ ０􀆰 ０６９±０􀆰 ００７ ０􀆰 ０５８±０􀆰 ００４ ０􀆰 ０４６±０􀆰 ００９

　 　 注： 与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与雷公藤甲素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ６　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫凋亡细胞数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
凋亡细胞数目 ／ （个）

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白对照组 — ９􀆰 ２±０􀆰 ９ ９􀆰 ０±１􀆰 １ ８􀆰 ７±０􀆰 ６

雷公藤甲素组 ０􀆰 １ １３􀆰 ２±１􀆰 ５＃ １２􀆰 ６±０􀆰 ８＃ １１􀆰 ２±０􀆰 ９＃

滋肾育胎丸水提液组 ５ ７􀆰 ６±１􀆰 １∗∗ ７􀆰 ９±０􀆰 ７∗∗ ７􀆰 ５±０􀆰 ７∗

１０ ５􀆰 ４±０􀆰 ５∗∗ ６􀆰 ６±１􀆰 １∗∗ ７􀆰 ０±１􀆰 １∗∗

２０ １０􀆰 ５±０􀆰 ８ １０􀆰 ２±０􀆰 ７ １０􀆰 ５±１􀆰 ０

　 　 注： 与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与雷公藤甲素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫卵子发生相关信号通

路基因 ｍＲＮＡ表达的影响　 如表 ７～ ８所示， 与空白对照组

比较， 雷公藤甲素组线虫细胞凋亡通路 ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ
表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β 信号通路上 ｄａｆ⁃４ ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与雷公藤甲素组比较， 滋肾育胎丸水提

液 １０ ｍｇ ／ ｍＬ组线虫细胞 ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｄａｆ⁃４、 ｓｍａ⁃２、 ｓｍａ⁃３ ｍＲＮＡ表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 ７　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫凋亡通路基因 ｍＲＮＡ
表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ｃｅｄ⁃３ ｃｅｄ⁃４
空白对照组 — １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

雷公藤甲素组 ０􀆰 １ １􀆰 ２２±０􀆰 ０２＃ １􀆰 ２６±０􀆰 ０３＃

滋肾育胎丸水提液组 １０ ０􀆰 ９５±０􀆰 ０１∗ ０􀆰 ８±０􀆰 ０６∗

　 　 注： 与空白对照组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； 与雷公藤甲素组比较，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

表 ８　 滋肾育胎丸水提液对 ＤＯＲ 线虫 ＴＧＦ⁃β通路基因 ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ｓｍａ⁃６ ｄａｆ⁃４ ｓｍａ⁃２ ｓｍａ⁃３ ｓｍａ⁃４

空白对照组 — １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００
雷公藤甲素组 ０􀆰 １ １􀆰 ００±０􀆰 １２ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ９０±０􀆰 ０５ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ９５±０􀆰 １０

滋肾育胎丸水提液组 １０ １􀆰 ２１±０􀆰 １４ １􀆰 ５３±０􀆰 １２∗ １􀆰 ６１±０􀆰 ０４∗ １􀆰 ６１±０􀆰 ０８∗ １􀆰 ０１±０􀆰 ２６

　 　 注： 与空白对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与雷公藤甲素组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

４　 讨论

中医理论认为肾主宰女性生殖机能的发育、 旺盛与衰

退， 对女性卵巢生理功能起决定作用。 滋肾育胎丸方中菟

丝子和人参能补肾益精， 而巴戟天、 续断和杜仲能协同菟

丝子补肾壮阳， 白术和党参有补气健脾之功， 全方合奏滋

补肝肾、 益气培元之功， 临床上多用于脾肾虚弱型卵巢储

备功能减退的治疗［１３⁃１４］ 。
滋肾育胎丸包含多种中药成分， 检测任何一种活性成

分均不能很好的体现其复方整体疗效， 最好采用复方给药。
但秀丽隐杆线虫体积极其微小， 成年线虫也仅 １􀆰 ０ ｍｍ左右

长， 无法采用啮齿类动物的给药方式。 常规的线虫给药途

径多采用将药物配制成溶液铺涂在琼脂培养板上给药。 滋

肾育胎丸为浓缩水蜜丸， 为较好的保留复方中的有效成分，
且利于给药， 本实验对药物进行了水提， 配制成适宜秀丽

隐杆线虫给药的形式， 但水提液和蜜丸状药物在制备方法

上还是存在差异， 可能会导致药物成分的改变， 也可能会

影响药物的药理作用， 这些尚需进一步的研究。 本实验先

就滋肾育胎丸水提液提高生育力的药理作用进行初步研究。
本研究发现低剂量滋肾育胎丸水提液能提高 ＤＯＲ 秀丽

隐杆线虫后代数目， 提示其具有恢复卵巢功能的作用， 继

而确定低剂量滋肾育胎丸水提液能恢复 ＤＴＣ 细胞， 降低凋

亡细胞、 提高终变期卵母细胞的生成。 凋亡是卵母细胞发

生中必不可少的过程， 与雷公藤甲素组比较， １０ ｍｇ ／ ｍＬ 滋

肾育胎丸水提液能降低 ｃｅｄ⁃３、 ｃｅｄ⁃４ ｍＲＮＡ表达， 提示药物

能通过抑制细胞凋亡来提高卵母细胞的生成。
ＴＧＦ⁃β信号通路在卵泡的发育中也起着重要作用， 是

调节秀丽隐杆线虫卵母细胞质量的信号通路， 在秀丽隐杆

线虫和哺乳动物中高度保守［８］ 。 ｓｍａ⁃６和 ｄａｆ⁃４编码Ⅰ型和

Ⅱ型受体， 配体受体复合物募集和磷酸化信号传导蛋白，
该蛋白由 ｓｍａ⁃２、 ｓｍａ⁃３、 ｓｍａ⁃４和 ｓｍａ⁃９编码形成［１５⁃１７］ 。 磷

酸化后的信号传导蛋白进入细胞核， 与 ＤＮＡ结合后通过调

控下游基因， 调控卵母细胞质量［１８］ 。 与雷公藤甲素组比

较， １０ ｍｇ ／ ｍＬ 滋肾育胎丸水提液能升高 ｄａｆ⁃４、 ｓｍａ⁃２、
ｓｍａ⁃３ ｍＲＮＡ表达。 ＴＧＦ⁃β 与细胞凋亡有相关性［１９］ ， 提示

药物可能通过 ＴＧＦ⁃β通路影响细胞凋亡， 从而促进卵母细

胞的生成。
综上所述， 滋肾育胎丸水提液可以通过影响 ＴＧＦ⁃β 通

路抑制细胞凋亡， 从而提高卵母细胞的质量和数量， 促进
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卵母细胞的发育成熟， 提高卵巢储备功能。 但滋肾育胎丸

成分复杂， 富含丰富的活性物质， 其具体的活性成分和作

用机制尚需进一步的研究。
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