
新中医 2023年3月第55卷第5期
NEW CHINESE MEDICINE March 2023 Vol.55 No.5

［收稿日期］ 2022-10-10
［修回日期］ 2022-01-02
［基金项目］杭州市医药卫生科技项目（B20210428）
［作者简介］闫凤乐（1983-），女，主治中医师，E-mail：yanfengle2022@163.com。

基于多囊卵巢综合征大鼠模型分析补肾促排卵汤
对下丘脑-垂体-卵巢轴的调控机制
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［摘要］目的：通过多囊卵巢综合征（PCOS）大鼠模型，探究补肾促排卵汤对下丘脑-垂体-卵巢轴的调控

机制。方法：将 150 只 6 周龄的 SD 大鼠，随机分为空白对照组（鼠数=30）及 PCOS 观察组（鼠数=120），再

将观察组随机分为模型组、阳性对照组、中药低剂量组及中药高剂量组 4 组，每组 30 只；空白对照组正常环

境下饲养，观察组均给予脂多糖（LPS）腹腔注射，阳性对照组给予达英 35 溶液，中药低剂量组给予低剂量

补肾促排卵汤，中药高剂量组给予高剂量补肾促排卵汤。分析各组大鼠卵巢系数、子宫系数及动情周期变化，

分析其血清性激素水平；观察各组大鼠下丘脑 Kisspeptin、GnRH 蛋白表达及 mRNA 水平。结果：中药高剂量

组各观察指标水平与空白对照组对比差异无统法学意义（P＞0.05）；中药高剂量组卵巢系数及动情周期均低于

模型组、阳性对照组及中药低剂量组（P＜0.05）；空白对照组卵巢系数及动情周期均低于模型组、阳性对照组

及中药低剂量组（P＜0.05）；垂体促黄体生成素（LH）、睾酮（T）水平中药高剂量组及空白对照组均低于其

他各组，而雌二醇 （E2） 及孕酮 （P） 均高于其他组 （P＜0.05）；中药高剂量组 E2 显著高于阳性对照组 （P＜

0.05）；中药高剂量组及空白对照组下丘脑 Kisspeptin 蛋白表达及 mRNA 水平均高于其他各组，GnRH 蛋白表达

及 mRNA 水平均低于其他各组 （P＜0.05）。结论：补肾促排卵汤可以调节卵巢功能，规律性激素水平，且可

以调节垂体 Kisspeptin 及 GnRH 表达，降低垂体对两者的敏感度，促进排卵。
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Analysis of the RegulatoryMechanism of Bushen Cupailuan Decoction on Hypothalamus-
Pituitary-Ovary Axis Based on the Rat Model of Polycystic Ovary Syndrome

YAN Fengle，LIU Rong
Abstract： Objective： To explore the regulatory mechanism of Bushen Cupailuan Decoction on

hypothalamus-pituitary-ovary axis through the rat model of polycystic ovary syndrome (PCOS). Methods：
A total of 150 6- week old SD rats were randomly divided into blank control group (n=30) and PCOS

observation group (n=120). The observation group was randomly divided into four groups：model group，

positive control group， low- dose group and high- dose group，with 30 rats in each group. The blank

control group was fed in the normal environment. The observation group was given intraperitoneal injection

of bacterial lipopolysaccharide (LPS)，the positive control group was given Diane 35 solution，the low-dose

group of Chinese medicine was given low-dose of Bushen Cupailuan decoction，and the high-dose group

of Chinese medicine was given high- dose of Bushen Cupailuan decoction. The changes of ovary

coefficient，uterus coefficient and estrous cycle of rats in each group were analyzed，and their serum sex
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多囊卵巢综合征（PCOS）是女性无排卵性不孕的

主要因素，属于常见的育龄期妇女内分泌疾病 [1-2]。

PCOS 主要特征为持续无排卵、高雄激素血症、胰岛

素抵抗等，其发病率约占生育期妇女疾病的 10%，

在无排卵性不孕疾病中占比高达 60%[3-4]。对于该疾

病的发病机制医学界尚未得出统一结论，其在神

经、内分泌、卵巢局部的调控均有所涉及，并且还

与脂肪、糖及蛋白质的代谢有关 [5- 6]。有文献报道

称，补肾促排卵汤在 PCOS 治疗方面具有一定疗效，

可以显著恢复卵泡质量、调节下丘脑-垂体-卵巢轴

作用机制，改善妊娠结局[7]。故本研究通过 PCOS 大

鼠模型的建立，观察补肾促排卵汤对下丘脑-垂体-
卵巢轴的干预机制，现报道如下。

1 动物来源与方法

1.1 动物来源及分组 150 只 6 周龄 SD 大鼠，体质

量 180～200 g，平均体质量（189.23±23.54）g，首先采

用进行为期 5 d 的分笼喂养，给予正常饲料和水。随

机分为空白对照组及观察组，空白对照组共 30 只，

观察组共 120 只；依据大鼠动情周期进行模型评

估，模型鉴定成功后，将观察组随机分为模型组、

阳性对照组、中药低剂量组及中药高剂量组各 30 只。

本研究经杭州市余杭区妇幼保健院伦理委员会

批准（伦理审批号：LLSC-KYKT-2021-0036-A）。
1.2 给药方法 空白对照组予以正常条件饲养，观

察组均持续灌胃 3 周溶解在羧甲基纤维素水溶液中

的来曲唑。同时每周 2 次进行脂多糖（LPS）（规格：

2.5 mg/kg）腹腔注射，维持 4 周；129 g 补肾促排卵汤

依据成人 70 kg 体质量折算至大鼠，中药低剂量组

和中药高剂量组大鼠的给药剂量分别为 5.68 g/kg、
21.56 g/kg。达英 35 溶液：成人每天 1 片，折合到大

鼠，每只每天 1/96 片，将该剂量达英 35 于 100 mL
纯净水中稀释，每克大鼠每天需 0.009 mL。用药完

成后各组大鼠还需连续检测 3 个动情周期。

1.3 动情周期检测 大鼠体质量在造模后 21～79 d
内进行每周称重，时间为上午 9 点左右，大鼠阴道

采用 0.9%氯化钠溶液进行重复冲洗，在载玻片上滴

取少量液体，在 37 ℃条件下于烤箱中烘干，后在甲

苯胺蓝溶液中浸泡 5 s，以缓慢干净水流冲洗，最后

风干封片，观察。

1.4 标本采集及血清激素水平检测 阴道涂片完成

hormone levels were analyzed. The protein expressions and mRNA levels of Kisspeptin and GnRH in

hypothalamus of rats in each group were observed. Results：There was no significant difference between

the high-dose group and the blank control group (P＞0.05). The ovarian coefficient and estrous cycle in the

Chinese medicine high-dose group were lower than those in the model group，the positive control group

and the Chinese medicine low-dose group (P＜0.05). The ovarian coefficient and estrous cycle of the blank

control group were lower than those of the model group， the positive control group and the Chinese

medicine low- dose group (P＜0.05). The levels of luteinizing hormone (LH) and testosterone (T) in the

pituitary gland of the Chinese medicine high-dose group and the blank control group were lower than those

of the other groups，while estradiol (E2) and progesterone (P) were higher than those of the other groups

(P＜0.05). The level of E2 in Chinese medicine high-dose group was significantly higher than that in positive

control group (P＜0.05). The expressions of kisspeptin protein and mRNA in hypothalamus of Chinese

medicine high- dose group and blank control group were higher than those of other groups，while the

protein and mRNA expressions of GnRH were lower than those of other groups (P＜0.05). Conclusion：
Bushen Cupailuan Decoction can regulate ovarian function， regular hormone level， and regulate the

expressions of Kisspeptin and GnRH in pituitary，reduce the sensitivity of pituitary to Kisspeptin and GnRH，

and promote ovulation.

Keywords： Polycystic ovary syndrome； Bushen Cupailuan Decoction； Pathogenesis； Rat model；

Hypothalamus-pituitary-ovary axis
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后，对大鼠进行麻醉，采集腹主动脉血液，随后将

完整的脑组织及双侧卵巢经解剖拿出，去除卵巢多

余脂肪组织，称取湿重（精密电子天平），选取多聚

甲醛固定液对一侧卵巢进行固定，浓度为 4%，剩余

一侧卵巢于液氮内固定。在 4 ℃下以离心机进行血清

分离，置于-80 ℃中保存待检，血清中促黄体生成

素（LH）、卵泡刺激素（FSH）、雌二醇（E2）、睾

酮（T）、孕酮（P）水平采用酶联免疫吸附法（ELISA）试
剂盒检测。

1.5 组织病理学观察 固定卵巢组织后，将其放入

梯度乙醇中，进行脱水处理，后采用石蜡包埋。连

续切片位置自卵巢中心开始，顺最长轴面积最大

处，每片 5 μm，石蜡脱去后采用苏木精-伊红染色法

进行染色，进而对卵巢大体形态和颗粒细胞排列进

行观测，统计各类卵泡数据。

1.6 Kisspeptin 及 GnRH 表达水平检测 将在动情

前期或动情期间的大鼠进行麻醉，对其进行固定，

固定液选取 4%的多聚甲醛灌注，将脑组织完整取出

后再次放入固定液中过夜，后通过不同浓度蔗糖溶

液进行脱水，视前区（POA）、前腹侧视旁核（AVPV）
及弓状核（ARC）通过冰冻切片机切成 30 μm 的切

片。采用 0.1%Triton 进行脑片破膜，内源性氧化物

的消耗采用 3%H2O2，随后，进行 1 h 正常胎羊血清

封闭，清洗干净后，进行 Kisspeptin 和 GnRH 多克隆

抗体孵育，在 4 ℃条件下存放一夜，随后在 37 ℃下

孵育 60 min，出现 DAB 显色。对 AVPV、ARC 中

Kisspeptin 和 POA 中 GnRH 出现的阳性细胞进行计

数，随后对 AVPV、ARC 中 Kisspeptin 免疫反应的光

密度进行 Image J 测量，计算每组平均值，平均值选

用每 5 只大鼠的值。

1.7 蛋白提取及 Western blot 检测 将下丘脑中的

AVPV、ARC 在冰冻切片机中进行剥离，通过 RIPA
蛋白裂解液对 AVPV、ARC 中脑组织及卵巢组织进

行组织匀浆，裂解完毕后，将蛋白上清收集，同时

测定蛋白浓度。随后采用凝胶电泳将同质量的蛋白进

行分离，置于 PVDF 膜上，封闭完成后将 Kisspeptin、
FSHR等蛋白一抗及相对应蛋白二抗孵育，滴入 ECL发

光液，仪器（化学成像仪）检验印记强度，记录灰度值。

1.8 目的基因 mRNA 水平检测 RNA 提取选用

Trizol 试剂盒，纯度选择紫外分光光度计检测 OD260
及 OD280，通过逆转录试剂盒将 RNA 合成 Kiss-1、

GnRH，表达水平采用 SYBR Green 检测，引物序列

如下：Kiss-1，5′-GAATGATCTCAATGGCTTCTTGG-
3′（正向），5′-TTTCCCAGGCATTAACGAGTT-3′（反

向）；GnRH，5′-GGGAAAGAGAAACACTGAACA-
3′（正向），5′-GGACAGTACATTCGAAGTGCT-3′（反向）。

2 观察指标与统计学方法

2.1 观察指标 分析各组大鼠卵巢系数（卵巢质量/
大鼠体质量）、子宫系数（子宫质量/大鼠体质量）及动

情周期；分析各组大鼠垂体性激素水平；观察各组

大鼠下丘脑 Kisspeptin、GnRH 蛋白表达及 mRNA
水平。

2.2 统计学方法 在本次研究中，将所有数据整

理，并为其建立相应的数据库，将所有数据库录入

SPSS26.0 中行数据处理，其中将计量数据行正态检

验，表示方法为均数±标准差（x ± s），组间数据使用

独立样本 t 检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 各组大鼠卵巢系数、子宫系数及动情周期比

较 见表 1。中药高剂量组与空白对照组卵巢系数及

动情周期对比差异无统计学意义（P＞0.05），但中药

高剂量组与其他 3 组相比，卵巢系数及动情周期

低（P＜0.05）；其他 3 组高于空白对照组（P＜0.05）；

子宫系数各组间差异无统计学意义（P＞0.05）。
表 1 各组大鼠卵巢系数、子宫系数及动情周期比较（x ± s）
组 别

空白对照组

模型组

阳性对照组

中药高剂量组

中药低剂量组

鼠数

30
30
30
30
30

卵巢系数

55.87 ± 8.35
85.02 ± 12.04①②

74.23 ± 8.56①②

58.66 ± 14.62
63.42 ± 13.11①②

子宫系数

153.05 ± 20.54
148.57 ± 25.42
147.32 ± 20.81
156.62 ± 22.46
155.43 ± 21.02

动情周期（d）
34.32 ± 1.23
37.86 ± 1.92①②

36.77 ± 1.75①②

35.14 ± 1.59
36.47 ± 1.46①②

注：①与中药高剂量组比较，P＜0.05；②与空白对照组比

较，P＜0.05

3.2 各组大鼠垂体性激素水平比较 见表 2。中药

高剂量组、中药低剂量组、阳性对照组与空白对照

组 LH、T 水平比较，差异无统计学意义（P＞0.05），

模型组与空白对照组及中药高剂量 LH、T 水平差异

较大，模型组 LH、T 水平均高于空白对照组及中药

高剂量组（P＜0.05）；且 E2、P 水平空白对照组及中

药高剂量显著高于模型组（P＜0.05）。中药高剂量组

E2显著高于阳性对照组（P＜0.05）。
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3.3 各组大鼠下丘脑 Kisspeptin及 GnRH蛋白表达

水平比较 见表 3。中药高剂量组与空白对照组

Kisspeptin 及 GnRH 蛋白表达水平差异无统计学

意义（P＞0.05），而空白对照组均高于模型组、阳性

对照组、中药低剂量组（P＜0.05）。中药高剂量组

Kisspeptin 及 GnRH 蛋白表达水平与除空白对照组外

的其余造模组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。
表 2 各组大鼠垂体性激素水平比较（x ± s）

组 别

空白对照组

模型组

阳性对照组

中药高剂量组

中药低剂量组

鼠数

30
30
30
30
30

LH（mIU/mL）
4.54 ± 1.12
7.78 ± 2.83①②

4.98 ± 1.81
4.13 ± 1.85
5.76 ± 0.72

E2（pg/mL）
46.03 ± 5.27
39.12 ± 6.21①②

43.30 ± 1.68①②

45.04 ± 3.75②

44.21 ± 2.32②

T（mIU/mL）
0.148 ± 0.031
0.178 ± 0.038①②

0.165 ± 0.022
0.143 ± 0.035
0.151 ± 0.024

P（ng/mL）
14.59 ± 6.79
10.82 ± 5.98①②

10.76 ± 2.94②

12.37 ± 4.34②

11.87 ± 2.32②

注：①与中药高剂量组比较，P＜0.05；②与空白对照组比

较，P＜0.05
表 3 各组大鼠下丘脑 Kisspeptin及

GnRH蛋白表达水平比较（x ± s）
组 别

空白对照组

模型组

阳性对照组

中药高剂量组

中药低剂量组

鼠数

30
30
30
30
30

Kisspeptin 蛋白

11.31 ± 3.45
5.38 ± 1.56①②

7.14 ± 2.26①②

10.24 ± 3.17
8.97 ± 3.02①②

GnRH 蛋白

6.98 ± 1.93
24.75 ± 3.67①②

15.36 ± 2.43①②

7.24 ± 1.68
11.32 ± 2.02①②

注：①与中药高剂量组比较，P＜0.05；②与空白对照组比

较，P＜0.05
3.4 各组大鼠下丘脑 Kisspeptin及 GnRHmRNA表

达比较 见表 4。Kisspeptin mRNA 空白对照组显著

高于模型组、阳性对照组及中药低剂量组，GnRH
mRNA 显著低于各组（P＜0.05），而与中药高剂量组

比较，空白对照组 Kisspeptin mRNA、GnRH mRNA
差异无统计学意义（P＞0.05）。中药高剂量组 Kisspeptin
及 GnRH mRNA 表达水平与除空白对照组的其余造

模组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。
4 讨论

PCOS 相关发病机制不明确，可能与遗传、基因

表达异常、青春期生理特点及环境影响有关 [8-9]。现

阶段，人们生活方式及饮食结构的变化也使得该疾

病发病率持续上升，同时增加患者并发心血管疾

病、子宫内膜疾病及心理疾病的风险[10-11]。目前，该

疾病主要通过西药进行干预，该药物服用方便，可

以有效提升排卵率，但该药物存在一定局限性，妊

娠率较低，容易流产，可能引发一系列不良反应（多

胎妊娠、卵巢过度刺激综合征等），故寻找高效安全

的治疗药物对改善 PCOS 疾病具有重要价值[12-13]。

夏桂成教授所提倡的“补肾调周法”为治疗女

性疑难杂症提供了新思路[14]。有文献报道称，夏教授

的补肾促排卵汤可以缓解肾虚血瘀，促进血液循

环，活血排卵[15]。笔者也研究发现，补肾促排卵汤可

以有效恢复卵巢功能，改善动情周期，调节下丘脑-
垂体-卵巢轴功能。究其原因，补肾促排卵汤由丹

参、赤芍、白芍、淮山药、山萸肉、炒牡丹皮、茯

苓、红花、菟丝子等中药材组合而成，丹参可以促

进血液循环，改善 PCOS 患者体内高雄激素血症的病

理状态；赤芍和白芍中的活性成分芍药苷可以有效

补血；菟丝子具有滋阴补阳功效，其中提取的黄酮

类化合物可以对下丘脑、垂体、卵巢中雌激素受体

的表达及卵巢中 LH 的表达产生一定调理作用；具有

较强滋补肾阴肾阳、补血及促排卵作用。PCOS 病理

特点之一便是双侧卵巢均匀增大，补肾促排卵汤则

可以有效促进颗粒细胞的增生、分化，使卵泡膜细

胞层及卵巢包膜有效变薄。同时，雄激素由卵巢泡

膜和卵巢间质合成，雌激素由卵泡膜细胞和颗粒细

胞与 FSH 及 LH 联合作用合成[16]，卵泡膜上 LH 受体

结合后，通过细胞内胆固醇产生 T，该物质可以进入

颗粒细胞内作为雌激素前身；此外，FSH 受体结合

后可有效促进芳香化酶活性，促进 T 转化为 E2，随

后参与血液循环，说明补肾促排卵汤可以在改善卵

巢结构的同时调节雌激素水平[17]。本研究结果与上述

结论一致。

PCOS 病理机制还伴随下丘脑-垂体-卵巢轴功能

失调，本研究结果显示，中药高剂量组及空白对照

表 4 各组大鼠下丘脑 Kisspeptin及
GnRH mRNA表达比较（x ± s）

组 别

空白对照组

模型组

阳性对照组

中药高剂量组

中药低剂量组

鼠数

30
30
30
30
30

KisspeptinmRNA
14.51 ± 1.03
12.35 ± 0.89①②

13.47 ± 0.79①②

14.23 ± 1.02
13.99 ± 0.78①②

GnRHmRNA
11.92 ± 2.24
17.57 ± 3.87①②

15.48 ± 3.21①②

12.32 ± 2.17
13.98 ± 3.01①②

注：①与中药高剂量组比较，P＜0.05；②与空白对照组比

较，P＜0.05
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组 GnRH 蛋白表达均低于模型组，刘嵩平[18]学者得出

相似结论，说明补肾促排卵汤可以进一步降低 GnRH
蛋白表达水平，分析该机制可能为 GnRH 分泌异常

表现为 FSH 及 LH 分泌异常，影响下丘脑-垂体-卵
巢轴功能，而补肾促排卵汤可以改善 FSH 及 LH 分

泌，导致 PCOS 大鼠对 GnRH 敏感度降低，促进卵泡

及卵子的生长发育，进一步改善下丘脑-垂体-卵巢

轴机制。既往文献研究显示，生殖功能成熟及完

善的信息传递者主要是 Kisspeptin，其可以有效调

节下丘脑-垂体-卵巢轴功能 [19]，笔者研究显示，空

白对照组及中药高剂量组 Kisspeptin 蛋白表达较其他

3 组水平更高，说明补肾促排卵汤对 Kisspeptin 蛋白

表达具有一定促进作用，且高剂量补肾促排卵汤具

有更强的促进作用。此外，本研究证实补肾促排卵

汤高剂量对 Kisspeptin mRNA 表达具有一定的促进作

用，对 GnRH mRNA 表达具有一定抑制作用，分析

其原因可能为：下丘脑 ARC Kisspeptin 的表达与

PCOS 神经内分泌关联性较大，可能与 PCOS 大鼠雄

激素水平反馈作用于 Kisspeptin 有关，GnRH 可以

调节垂体促性腺激素合成与分泌，Kisspeptin、GnRH
异常表达不仅会影响下丘脑-垂体-卵巢轴功能，还

会影响动情周期规律，补肾促排卵汤可以补肾祛

瘀，调节卵巢功能，促进排卵率的提高，有效改善

不良妊娠结局，且补肾促排卵汤均为天然草本材料

具有较高安全性。

综上所述，补肾促排卵汤可以直接或间接调节

下丘脑-垂体-卵巢轴机制，恢复卵巢功能，促进排

卵，恢复排卵周期规律，改善疾病。但中药治疗存

在疗程长进度缓慢等特征，因此后续研究需加大对

中西医结合治疗的探索，为 PCOS 治疗奠定基础。
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