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基于AMPK/SIRT1信号通路探讨
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[摘要] 目的：从能量代谢角度探讨补肾健脾（BSJP）方调控大鼠卵巢储备功能下降的机制。方法：将50只动

情周期正常的雌性SD大鼠随机分成正常组10只和造模组40只。造模组予环磷酰胺75 mg/kg一次性腹腔注射造模。造

模成功后随机分成模型组、西药组[芬吗通0.204 mg/（kg·d）]、BSJP等量组[6.43 g/（kg·d）]及BSJP高量组[12.85 g/（kg·d）]，

连续给药15 d。酶联免疫吸附试验（ELISA）测定血清中卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）、雌二醇（E2）、抗米勒

管激素（AMH）水平；苏木精-伊红（HE）染色观察大鼠卵巢结构；免疫组化法检测卵巢AMPK蛋白表达量；蛋白质

印迹法（Western blotting）及实时定量聚合酶链反应（qPCR）检测卵巢AMPK、SIRT1蛋白及基因表达量。结果：与

正常组比较，模型组大鼠动情周期紊乱，FSH、LH水平明显升高（ <0.01），E2、AMH明显降低（ <0.01）；HE染色显示

大鼠卵巢结构破坏；ATP水平、AMPK蛋白、SIRT1蛋白及基因表达降低（ <0.01或 <0.05）。与模型组比较，给药干

预后各组大鼠FSH、LH水平均明显下降（ <0.01），E2、AMH均明显升高（ <0.01）；卵巢结构均有不同程度的恢复；

西药组、BSJP高量组、BSJP等量组大鼠干预后ATP均增多（ <0.01或 <0.05）；BSJP等量组及BSJP高量组大鼠免

疫组化检测AMPK蛋白表达升高（ <0.01），西药组AMPK蛋白表达差异无统计学意义（ 跃0.05）；Western blotting

检测西药组、BSJP高量组及BSJP等量组大鼠AMPK蛋白表达升高（ <0.05或 <0.01），西药组和BSJP高剂量组大鼠

AMPK基因表达明显升高（ <0.05或 <0.01），BSJP等量组大鼠AMPK基因表达变化差异无统计学意义（ >0.05），

西药组和BSJP高量组大鼠SIRT1蛋白及基因表达量均显著升高（ <0.01），BSJP等量组大鼠SIRT1蛋白表达量、基

因表达差异均无统计学意义（ >0.05）。结论：补肾健脾方能改善卵巢储备功能，其可能通过激活AMPK/SIRT1通

路，促进AMPK、SIRT1表达，增加ATP合成，改善卵巢能量代谢障碍，从而治疗环磷酰胺对大鼠卵巢储备功能

的损伤。
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卵 巢 储 备 功 能 下 降 （ decreased ovarian reserve ， DOR） 严

重 影 响 女 性 生 殖 健 康 [1-2]， 若 不 积 极 干 预 ， 可 快 速 发 展 为 卵 巢

早 衰 且 无 法 逆 转 [3]。 临 床 常 采 用 促 排 卵 、 周 期 性 激 素 治 疗 ， 但

卵 泡 质 量 无 保 证 ， 且 存 在 用 药 禁 忌 、 副 作 用 繁 杂 、 需 要 长 期 治

疗 等 风 险 [4]。 全 国 名 中 医 尤 昭 玲 教 授 创 立 “ 冰 山 论 ” [5]， 提 出 “ 取

肾 之 火 ， 融 冰 醒 泡 ” 的 治 疗 思 路 。 临 床 发 现 补 肾 健 脾 （ BSJP） 方

能 改 善 卵 巢 相 关 激 素 水 平 ， 提 高 妊 娠 率 [6]。 动 物 研 究 提 示 BSJP

方 能 改 善 卵 巢 病 理 变 化 、 提 高 卵 巢 储 备 功 能 ， 改 善 卵 泡 内 部

缺 氧 状 态 [7-8]。

卵 泡 的 数 量 和 质 量 反 映 了 卵 巢 储 备 功 能 。 线 粒 体 活 性 可

能 是 决 定 生 殖 能 力 的 关 键 因 素 [9]。 卵 巢 中 颗 粒 细 胞 依 靠 线 粒

体 合 成 大 量 三 磷 酸 腺 苷 （ adenosine triphosphate ， ATP） ， 为 卵

泡 发 育 和 成 熟 提 供 必 需 能 量 [10]。 研 究 发 现 ， 5-单 磷 酸 腺 苷 活 化

蛋 白 激 酶 （ AMP-activated protein kinase ， AMPK） 是 线 粒 体 生

物 发 生 和 能 量 代 谢 的 关 键 调 节 因 子 [11]。 沉 默 信 息 调 节 因 子 2 相

关 酶 类 1（ silence information regulator 2 related enzymes 1 ，

SIRT1） 可 调 控 AMPK 的 表 达 [12]。 AMPK、 SIRT1 是 能 量 代 谢 的 核

心 ， 二 者 相 互 依 赖 、 相 互 作 用 ， 维 持 能 量 平 衡 [13]。 据 此 推 测 ，

BSJP 方 可 能 通 过 调 控 AMPK/SIRT1 信 号 通 路 改 善 能 量 代 谢 。

本 研 究 基 于 AMPK/SIRT1 通 路 ， 从 能 量 代 谢 角 度 ， 研 究 BSJP 方

干 预 DOR 大 鼠 的 作 用 机 制 ， 以 期 为 BSJP 方 临 床 应 用 提 供 可 靠

实 验 依 据 。

1 材 料

1.1 动物 50 只 SPF 级 健 康 雌 性 SD 大 鼠 （ 8 周 龄 左 右 ） ， 体 质

量 180耀220 g ， 购 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 ， 动 物

生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2019耀0004 。 于 湖 南 中 医 药 大 学 动

物 实 验 中 心 SPF级 屏 障 环 境 中 分 笼 饲 养 ， 温 度 （ 24依2） 益 ， 湿 度

（ 60依5） % ， 12 h/12 h 光 暗 交 替 ， 自 由 摄 取 食 物 、 饮 水 ， 适 应 性 喂

[Abstract] Objective: To explore the mechanism by which the Bushen Jianpi formula (BSJP) regulates

diminished ovarian reserve in rats from the perspective of energy metabolism. Method: Totally 50 normal female

SD rats were randomly divided into the normal group (n=10) and the modeling group (n=40). The modeling

group was given cyclophosphamide (75 mg/kg) by one-time intraperitoneal injection. After successful modeling,

the rats were randomly divided into a model group, a Western medicine group [Femoston 0.204 mg/(kg·d)], a

BSJP equivalent-dose group [6.43 g/(kg·d)], and a BSJP high-dose group [12.85 g/(kg·d)], and the rats were

treated continuously for 15 days. The levels of follicle-stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH),

estradiol (E2) and anti-Muller-tube hormone (AMH) were determined by enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA). The ovarian structure of rats was observed by HE staining. The expression of AMPK protein in ovary

was detected by immunohistochemistry. Ovarian AMPK, SIRT1 protein and gene expression were detected by

Western blotting and Real time quantitative polymerase chain reaction (qPCR). Results: Compared with the

normal group, the estrous cycle of rats in the model group was disordered, the levels of FSH and LH were

significantly increased (P<0.01), and E2 and AMH were significantly decreased (P<0.01). HE staining showed

that the ovarian structure of rats was severely damaged in the model group. The levels of ATP, AMPK protein,

SIRT1 protein and gene expressions decreased in the model group (P<0.01 or P<0.05). Compared with the

model group, after drug administration intervention, the levels of FSH and LH in each group of rats decreased

significantly (P<0.01), and E2 and AMH increased significantly (P<0.01). HE staining showed that the ovarian

structures all recovered to varying degrees. The ATP of the ovaries increased significantly in the Western

medicine group, BSJP equivalent -dose group and BSJP high -dose group (P <0.01 or P <0.05), and

immunohistochemical tests showed that the expression of AMPK protein increased in the BSJP equivalent-dose

group and BSJP high-dose group (P<0.01), while there was no statistically significant expression of AMPK

protein in the Western medicine group (P跃0.05). The expression of AMPK protein, detected by Western blotting,

in the Western medicine group, BSJP equivalent -dose group and BSJP high -dose group was significantly

increased (P<0.05 or P<0.01). The expression of AMPK gene in the Western medicine group and BSJP high-

dose group was significantly increased (P<0.05 or P<0.01). There was no statistically significant change in the

expression of AMPK gene in the BSJP equivalent-dose group (P>0.05). The expression levels of SIRT1 protein

and gene in the Western medicine group and BSJP high-dose group were significantly increased (P<0.01), while

there was no statistically significant change in the expression level of SIRT1 protein in BSJP equivalent-dose

group (P>0.05). Conclusion: Bushen Jianpi formula can improve ovarian reserve function, possibly by activating

the AMPK/SIRT1 signaling pathway, promoting the expression of AMPK and SIRT1, increasing ATP synthesis,

and ameliorating ovarian energy metabolism disorders, thereby treating cyclophosphamide -induced damage to

ovarian reserve function in rats.

[Keywords] decreased ovarian reserve function; Bushen Jianpi formula; AMPK/SIRT1 pathway; ATP; rat
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养 7 d 。 本 实 验 经 湖 南 中 医 药 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理

号 ： 20241111-91） 。

1.2 药物 补 肾 健 脾 方 组 成 ： 党 参 10 g（ 批 号 ： CK23123101） 、

黄 芪 10 g（ 批 号 ： RS23012401） 、 山 药 10 g（ 批 号 ： NG23011403） 、

白 术 10 g（ 批 号 ： SX23123001） 、 菟 丝 子 10 g（ 批 号 ： NG22123012） 、

橘 叶 10 g（ 批 号 ： 231101） 、 桑 椹 10 g（ 批 号 ： 2322068） 、 莲 子 10 g

（ 批 号 ： 2321018） 、 甘 草 5 g（ 批 号 ： ZR23123104） 等 。 中 药 饮 片 均

购 于 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 。 药 材 加 入 10 倍 量 水 煮 沸

1 h， 过 滤 出 药 液 ， 再 加 入 8 倍 量 水 煎 煮 30 min ， 合 并 混 匀 2 次 滤

液 ， 浓 缩 至 含 生 药 量 2 g/mL， 4 益 冰 箱 冷 藏 备 用 。 雌 二 醇 片 /雌

二 醇 地 屈 孕 酮 片 复 合 包 装 （ 商 品 名 ： 芬 吗 通 ， 2 mg/10 mg， Abbott

Healthcare Products B.V.生 产 ， 进 口 药 品 注 册 证 号 ： H20150345，

批 号 ： 370667） 。

1.3 试剂 环 磷 酰 胺 （ 200 mg/瓶 ， 德 国 Baxter Oncology GmbH

公 司 ， 批 号 ： 2F554A） ； 苏 木 素 染 液 （ 批 号 ： BA-4041） 、 伊 红 染

色 液 （ 批 号 ： BA-4042） 均 购 自 珠 海 贝 索 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 大

鼠 卵 泡 刺 激 素 （ follice-stimulating hormone ， FSH） 酶 联 免 疫 吸

附 试 验 （ enzyme-linked immunosorbent assay ， ELISA） 试 剂 盒

（ 批 号 ： RA20044-96T） 、 黄 体 生 成 素 （ luteinizing hormone ， LH）

ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： RA20133-96T） 、 雌 二 醇 （ estradiol ， E2）

ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： E-EL-R3022） 、 抗 米 勒 管 激 素 （ anti-

M俟llerian hormone， AMH） ELISA试 剂 盒 （ 批 号 ： EK-R37835） 均

购 自 武 汉 华 联 生 物 技 术 有 限 公 司 ； Trizol 试 剂 （ 新 景 生 物 有 限

公 司 ， 批 号 ： 5301082） ； AMPK 抗 体 （ 批 号 ： BA07196914） 、 SIRT1

抗 体 （ 批 号 ： BB03 081306） 、 茁-actin 抗 体 （ 批 号 ： AG07197947）

均 购 自 北 京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 ； ATP含 量 测 试 盒 （ 南 京 建

成 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： 20231267） 。

1.4 仪器 酶 标 仪 （ Synergy2 公 司 ， 型 号 ： Bio-tek） ； 隔 水 式 恒

温 培 养 箱 （ 金 坛 有 限 公 司 ， 型 号 ： DHP-500） ； 精 密 分 析 天 平

（ 瑞 士 Mettler 公 司 ， 型 号 ： AE240） ； 冷 冻 离 心 机 （ 力 新 仪 器 有 限

公 司 ， 型 号 为 ： neofuge 15R） ； 电 泳 仪 （ 北 京 六 一 生 物 科 技 有 限

公 司 ， 型 号 ： DYY-6C） ； 实 时 定 量 PCR 仪 （ 美 国 Bio-Rad 公 司 生

产 ， 型 号 ： CFX Maestro） ； 脱 色 摇 床 （ 北 京 六 一 生 物 科 技 有 限 公

司 ， 型 号 ： WD-9405A） 。

2 方 法

2.1 DOR大鼠模型制备、分组及给药 50 只 8 周 龄 健 康 雌 性

SD 大 鼠 ， 体 质 量 180~220 g ， 喂 养 1 周 后 每 日 09:30:00 进 行 阴 道

涂 片 ， 并 镜 下 观 察 、 记 录 。 50 只 大 鼠 动 情 周 期 均 正 常 ， 随 机 分

为 正 常 组 10 只 和 造 模 组 40 只 ， 参 考 国 内 外 文 献 [14-15] 和 预 实

验 造 模 结 果 ， 采 用 一 次 性 腹 腔 注 射 环 磷 酰 胺 75 mg/kg 制 备

DOR 模 型 。 正 常 组 予 腹 腔 注 射 等 体 积 生 理 盐 水 作 为 对 照 。 造

模 后 每 天 进 行 阴 道 细 胞 学 涂 片 镜 检 ， 观 察 到 大 鼠 失 去 正 常 动

情 周 期 提 示 造 模 成 功 [16]。

依 据 随 机 数 字 表 将 造 模 成 功 的 40 只 模 型 大 鼠 随 机 分 为

模 型 组 、 西 药 组 、 BSJP方 等 量 组 及 BSJP方 高 量 组 （ 二 倍 量 ） ， 每

组 10 只 。 正 常 组 、 模 型 组 予 等 体 积 蒸 馏 水 灌 胃 ； 西 药 组 予 芬 吗

通 砖 红 片 0.204 mg/（ kg· d） 灌 胃 ， 第 4天 改 用 黄 片 0.204 mg/（ kg· d） ，

疗 程 6 d， 两 药 同 时 停 用 1 d后 ， 第 8天 开 始 重 复 下 一 疗 程 ； BSJP生

药 临 床 用 量 为 125g/d， 分 别 予 BSJP方 等 、 高 量 [6.43、 12.85g/（ kg· d） ]

灌 胃 。 各 组 灌 胃 体 积 均 为 10 mL/（ kg· d） ， 1 次 /d ， 疗 程 15 d。

2.2 样本取材 给 药 15 d 后 处 死 大 鼠 取 材 。 取 材 12 h 前 大 鼠

仅 可 饮 水 ， 逐 个 称 重 后 腹 腔 注 射 3% 戊 巴 比 妥 钠 （ 30 mg/kg） 麻

醉 ， 摘 取 大 鼠 卵 巢 。 将 左 侧 卵 巢 组 织 剔 除 多 余 组 织 称 重 后 ， 浸

入 4%多 聚 甲 醛 溶 液 中 固 定 。 固 定 后 ， 对 组 织 进 行 病 理 染 色 ， 观

察 卵 巢 的 病 理 形 态 学 变 化 。 将 右 侧 卵 巢 组 织 放 置 在 -80 益 的

冰 箱 中 存 储 ； 完 成 腹 主 动 脉 采 血 ， 静 置 离 心 后 取 上 层 清 液 部

分 ， 置 于 -80 益 冰 箱 待 ELISA检 测 。

2.3 观察指标及检测方法

2.3.1 大 鼠 动 情 周 期 每 日 上 午 09:30:00 进 行 大 鼠 阴 道 脱 落

细 胞 涂 片 ， 按 照 瑞 氏 染 液 说 明 书 进 行 染 色 后 显 微 镜 下 观 察 ，

动 情 周 期 处 于 动 态 稳 定 的 状 态 中 ， 正 常 情 况 下 主 要 根 据 细 胞

比 例 判 断 周 期 [17]。 动 情 前 期 ： 大 量 有 核 上 皮 细 胞 及 少 量 角 化 上

皮 细 胞 ； 动 情 期 ： 视 野 内 大 量 无 核 角 化 细 胞 ， 无 规 则 分 布 ； 动

情 后 期 ： 大 量 白 细 胞 ， 夹 杂 部 分 无 核 细 胞 ； 动 情 间 期 ： 白 细 胞

占 大 比 例 ， 有 核 细 胞 、 无 核 细 胞 各 少 量 存 在 其 间 。

2.3.2 ELISA 法 检 测 大 鼠 血 清 中 性 激 素 含 量 腹 主 动 脉 采

血 ， 3 000 r/min 、 15 min 离 心 后 取 上 层 血 清 保 存 于 -80 益 超 低

温 冰 箱 。 检 测 时 严 格 按 照 ELISA 试 剂 盒 操 作 步 骤 ： 稀 释 标 准

品 、 加 样 、 洗 涤 后 检 测 吸 光 度 （ OD） 值 ， 指 标 包 括 FSH、 LH、 E2、

AMH。

2.3.3 HE 染 色 观 察 大 鼠 卵 巢 形 态 结 构 染 色 时 取 出 卵 巢 予

以 梯 度 乙 醇 脱 水 ， 二 甲 苯 透 明 后 石 蜡 包 埋 、 切 成 5 滋m 的 切 片 。

按 照 HE 染 色 步 骤 染 色 后 ， 脱 水 、 封 片 、 晾 干 。 显 微 镜 观 察 同 时

采 集 图 像 ， Image Scope软 件 记 录 。

2.3.4 卵 巢 ATP含 量 检 测 准 确 称 取 组 织 ， 按 比 例 加 入 冷 双 蒸

水 后 制 成 10% 的 匀 浆 液 ； 取 出 部 分 离 心 （ 3 500 r/min， 10 min） ，

取 上 清 测 定 蛋 白 浓 度 ； 将 剩 余 液 体 置 于 沸 水 浴 中 ， 煮 10 min 后

漩 涡 混 匀 1 min ； 3 500 r/min 、 10 min 离 心 后 取 上 清 液 待 测 。 配

制 试 剂 ， 设 置 空 白 管 、 标 准 管 、 对 照 管 、 测 定 管 ， 按 照 要 求 分 别

加 入 标 准 液 、 试 剂 A/B、 样 本 、 双 蒸 水 后 37 益 水 浴 30 min ， 加 入

试 剂 四 ， 4 000 r/min 、 5 min 离 心 后 取 300 滋L 上 清 液 。 加 入 显 色

剂 后 室 温 静 置 2 min ， 加 入 终 止 剂 并 室 温 静 置 5 min， 测 各 管 OD

值 。 注 意 操 作 过 程 中 严 格 按 照 步 骤 进 行 并 注 意 混 匀 。

2.3.5 免 疫 组 化 法 检 测 卵 巢 组 织 AMPK 蛋 白 表 达 取 出 包 埋

好 的 卵 巢 切 片 脱 蜡 ， PBS 冲 洗 3 次 ， 室 温 孵 育 10 min后 蒸 馏 水 冲

洗 ， 先 滴 加 一 抗 （ 稀 释 浓 度 1:200） ， 37 益 避 光 孵 育 1耀2 h 后 加

二 抗 ， 再 次 37 益 避 光 孵 育 30 min ， 最 后 滴 加 DAB 显 色 液 显 色 ，

苏 木 素 复 染 ， 封 片 。 光 镜 下 观 察 拍 照 ， Image J 图 像 处 理 软 件 分

析 平 均 光 密 度 。

2.3.6 蛋 白 质 印 迹 法 （ Western blotting） 检 测 卵 巢 组 织 AMPK、

SIRT1 蛋 白 表 达 RIPA 裂 解 大 鼠 新 鲜 卵 巢 组 织 后 研 磨 ， BCA

定 量 。 SDS 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ， 转 膜 ， 封 闭 ， 稀 释 一 抗 （ TBST

溶 解 的 5% 脱 脂 牛 奶 ， 磷 酸 化 蛋 白 使 用 TBST 溶 解 的 5%BSA） ，

4 益孵 育 过 夜 ， 用 TBST 在 室 温 下 脱 色 摇 床 上 洗 3 次 ， 5 min/ 次 。

将 二 抗 用 TBST稀 释 3 000 倍 ， 室 温 下 孵 育 30 min 后 洗 3 次 。 去 尽

残 液 ， 包 好 ， 放 入 暗 匣 中 曝 光 。 最 后 用 显 影 、 定 影 试 剂 进 行 显

影 和 定 影 。 Image J软 件 分 析 条 带 灰 度 值 。

2.3.7 Real-time PCR 法 检 测 各 组 大 鼠 卵 巢 AMPK、 SIRT1 基
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因 表 达 从 卵 巢 组 织 中 提 取 RNA后 反 转 录 得 到 cDNA， 以 cDNA

为 模 板 ， 提 前 按 照 目 的 基 因 设 计 合 成 qPCR 引 物 ， 并 以 此 进 行

real-time PCR。 根 据 扩 增 结 果 ， 按 照 2-吟吟CT计 算 RQ值 。

2.4 统计学方法 应 用 软 件 SPSS 30.0、 GraphPadPrism10.1.0、

Image J、 Image Scope 统 计 、 分 析 数 据 及 图 片 ， 计 量 资 料 用 “ 均

数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两

组 间 比 较 采 用 Tukey检 验 。 约0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 BSJP方对DOR大鼠动情周期的影响 大 鼠 正 常 动 情 周

期 约 4耀5 d ， 造 模 后 ， 阴 道 细 胞 涂 片 镜 检 观 察 到 模 型 大 鼠 无 性

周 期 变 化 （ 逸3 d） 或 动 情 周 期 延 长 （ 逸6 d） ， 提 示 大 鼠 动 情 周

期 紊 乱 。 予 以 BSJP 方 和 西 药 芬 吗 通 干 预 后 ， 大 鼠 动 情 周 期 恢

复 至 正 常 状 态 。 （ 见 图 1）

动 情 前 期 动 情 期 动 情 后 期 动 情 间 期

图 1 大鼠正常动情周期（GIEMSA，伊4）

3.2 BSJP方对DOR大鼠血清中FSH、LH、E2、AMH水平的影响

与 正 常 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 血 清 FSH及 LH水 平 显 著 上 升 、 E2及

AMH 水 平 显 著 下 降 （ <0.01） 。 与 模 型 组 比 较 ， 给 药 干 预 后 ， 各

给 药 组 大 鼠 FSH 及 LH 水 平 显 著 降 低 、 E2 及 AMH 水 平 显 著 升

高 （ <0.01） 。 （ 见 表 1）

表 1 各组大鼠血清 FSH、LH、E2、AMH水平比较 （x依s）

组 别 n 剂 量 / [ m g /（ k g · d ） ] F S H /（ m I U / m L ） L H /（ m I U / m L ） E 2 /（ p g / m L ） A M H /（ n g / L ）

正 常 组 1 0 0 . 4 5 ± 0 . 0 9 0 . 4 7 ± 0 . 0 4 1 . 0 6 ± 0 . 0 8 1 . 1 0 ± 0 . 0 6

模 型 组 1 0 1 . 0 6 ± 0 . 0 8 a 1 . 0 4 ± 0 . 1 1 a 0 . 4 3 ± 0 . 0 7 a 0 . 4 4 ± 0 . 0 7 a

西 药 组 1 0 0 . 2 0 4 0 . 5 7 ± 0 . 0 9 b 0 . 5 8 ± 0 . 0 6 b 0 . 8 7 ± 0 . 0 7 b 0 . 6 1 ± 0 . 0 5 b

B S J P 等 量 组 1 0 6 . 4 3 0 0 . 8 1 ± 0 . 0 7 b 0 . 8 4 ± 0 . 1 0 b 0 . 5 8 ± 0 . 0 9 b 0 . 6 0 ± 0 . 1 0 b

B S J P 高 量 组 1 0 1 2 . 8 5 0 0 . 6 3 ± 0 . 0 6 b 0 . 6 2 ± 0 . 0 9 b 0 . 8 1 ± 0 . 0 9 b 0 . 8 2 ± 0 . 0 8 b

注：与正常组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01。

3.3 BSJP方对DOR大鼠卵巢结构的影响 正 常 组 大 鼠 卵 巢

结 构 未 见 病 理 改 变 ， 各 级 卵 泡 发 育 正 常 、 数 量 未 见 减 少 ， 卵 巢

间 质 组 织 结 构 清 晰 。 模 型 组 大 鼠 卵 巢 结 构 明 显 紊 乱 ， 闭 锁 卵

泡 占 比 增 大 ， 仅 夹 杂 少 量 成 熟 卵 泡 ， 卵 巢 间 质 组 织 粘 连 。 西 药

组 大 鼠 各 级 卵 泡 及 成 熟 卵 泡 明 显 存 在 ， 闭 锁 卵 泡 占 比 明 显 减

少 ， 间 质 组 织 较 清 晰 。 经 中 药 干 预 的 大 鼠 卵 巢 功 能 有 一 定 程

度 的 恢 复 ， BSJP 高 量 组 大 鼠 卵 巢 形 态 改 善 更 明 显 ， 视 野 内 未

见 闭 锁 卵 泡 ， 各 级 卵 泡 数 量 较 西 药 组 稍 有 增 加 。 （ 见 图 2）

正 常 组 模 型 组 西 药 组 B S J P 等 量 组 B S J P 高 量 组

图 2 各组大鼠卵巢组织病理形态（HE染色，伊100）

3.4 BSJP方对DOR大鼠卵巢组织中ATP含量的影响 与 正

常 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 ATP水 平 明 显 减 少 （ <0.01） ； 与 模 型 组

比 较 ， 西 药 组 、 BSJP等 量 组 、 BSJP高 量 组 大 鼠 干 预 后 ATP均 升

高 （ <0.05 或 <0.01） 。 （ 见 表 2）

表 2 各组大鼠卵巢组织 ATP含量比较 （x依s袁滋mol/g）

组 别 n 剂 量 /[mg/（ kg· d） ] ATP

正 常 组 10 117.46依6.53

模 型 组 10 59.89依4.64a

西 药 组 10 0.204 76.46依4.15c

BSJP等 量 组 10 6.430 79.63依4.29b

BSJP高 量 组 10 12.850 98.75依5.08c

注：与正常组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05，c <

0.01。

3.5 BSJP方对DOR大鼠卵巢组织中AMPK蛋白表达的影响 与

正 常 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 AMPK 蛋 白 阳 性 表 达 降 低 （ <0.01） ；

与 模 型 组 比 较 ， BSJP 等 量 组 及 BSJP 高 量 组 大 鼠 AMPK 蛋 白 表

达 水 平 均 升 高 （ <0.01） ， 而 西 药 组 大 鼠 AMPK 蛋 白 表 达 则 差

异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 3 、 图 3）

表 3 各组大鼠卵巢组织 AMPK蛋白表达水平比较 （x依s）

组 别 n 剂 量 /[mg/（ kg· d） ] AMPK

正 常 组 10 9.25依0.75

模 型 组 10 3.05依1.02a

西 药 组 10 0.204 3.70依1.41

BSJP等 量 组 10 6.430 5.70依1.43b

BSJP高 量 组 10 12.850 8.25依0.60b

注：与正常组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01。

正 常 组 模 型 组 西 药 组

BSJP等 量 组 BSJP高 量 组

图 3 各组大鼠卵巢组织中 AMPK阳性表达情况

（免疫组化染色，伊200）

3.6 BSJP方对DOR大鼠卵巢组织中AMPK、SIRT1蛋白表达

的影响 与 正 常 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 卵 巢 AMPK 及 SIRT1 蛋 白

表 达 水 平 均 显 著 下 降 （ <0.01） 。 与 模 型 组 比 较 ， 西 药 组 和 BSJP

高 量 组 大 鼠 AMPK 和 SIRT1 蛋 白 表 达 均 显 著 升 高 （ <0.01） ，

BSJP等 量 组 大 鼠 AMPK 蛋 白 表 达 有 所 升 高 （ <0.05） 、 而 SIRT1

蛋 白 表 达 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） 。 （ 见 表 4、 图 4）

表 4 各组大鼠卵巢组织中 AMPK、SIRT1蛋白表达的影响

（x依s）

组 别 n 剂 量 / [ m g /（ k g · d ） ] A M P K / β - a c t i n S I R T 1 / β - a c t i n

正 常 组 1 0 1 . 0 3 ± 0 . 0 2 0 . 9 9 ± 0 . 0 3

模 型 组 1 0 0 . 1 9 ± 0 . 0 1 a 0 . 3 5 ± 0 . 0 9 a

西 药 组 1 0 0 . 2 0 4 0 . 4 1 ± 0 . 0 5 b 0 . 9 3 ± 0 . 0 4 b

B S J P 等 量 组 1 0 6 . 4 3 0 0 . 3 3 ± 0 . 0 5 c 0 . 3 1 ± 0 . 0 7 d

B S J P 高 量 组 1 0 1 2 . 8 5 0 0 . 7 1 ± 0 . 1 3 b 0 . 8 4 ± 0 . 0 1 b

注：与正常组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.01，c <0.05，

d 跃0.05。
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注：Z.正常组；M.模型组；X.西药组；D.BSJP等量组；

G.BSJP高量组。

图 4 各组大鼠卵巢组织中 AMPK、SIRT1蛋白表达条带图

3.7 BSJP方对DOR大鼠卵巢组织中AMPK、SIRT1基因表达

水平的影响 与 正 常 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 AMPK mRNA、 SIRT1

mRNA 表 达 量 均 明 显 降 低 （ <0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， BSJP 高 量

组 大 鼠 AMPK mRNA、 SIRT1 mRNA表 达 量 明 显 升 高 （ <0.01） ，

西 药 组 大 鼠 AMPK mRNA、 SIRT1 mRNA 表 达 量 升 高 （ <0.05

或 <0.01） ， BSJP 等 量 组 大 鼠 AMPK mRNA、 SIRT1 mRNA 表

达 量 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 5 、 图 5~7）

表 5 各组大鼠卵巢组织中 AMPK、SIRT1基因表达水平比较

（x依s）

组 别 n 剂 量 /[mg/（ kg· d） ] AMPK mRNA SIRT1 mRNA

正 常 组 10 1.00依0.10 1.00依0.08

模 型 组 10 0.42依0.06a 0.20依0.06a

西 药 组 10 0.204 0.65依0.11b 0.55依0.11c

BSJP等 量 组 10 6.430 0.55依0.09d 0.33依0.10d

BSJP高 量 组 10 12.850 0.75依0.08c 0.66依0.11c

注：与正常组比较，a <0.01；与模型组比较，b <0.05，c <

0.01，d 跃0.05。

图 5 SIRT1 mRNA的扩增曲线（左）和溶解曲线（右）

图 6 AMPK mRNA的扩增曲线（左）和溶解曲线（右）

图 7 内参基因（茁-actin）的扩增曲线（左）和溶解曲线（右）

4 讨 论

DOR 是 导 致 排 卵 障 碍 性 不 孕 的 常 见 原 因 ， 临 床 妊 娠 率 只

有 2%耀4%[18]。 DOR发 病 率 为 10%耀35%[19]， 且 有 逐 年 攀 升 和 年 轻

化 趋 势 [20]， 若 不 及 时 干 预 ， 可 迅 速 发 展 为 卵 巢 早 衰 [21]。 目 前 ， 针

对 DOR 不 孕 的 治 疗 ， 西 医 主 要 使 用 性 激 素 替 代 、 免 疫 调 节 、 辅

助 生 殖 技 术 [22]等 ， 然 而 均 存 在 不 同 程 度 的 局 限 性 。 中 医 药 疗 法

因 安 全 性 更 高 ， 副 作 用 更 小 ， 且 在 缓 解 临 床 症 状 和 提 高 患 者

生 育 能 力 和 生 活 质 量 等 方 面 有 显 著 优 势 ， 已 成 为 治 疗 DOR 的

重 要 手 段 。

根 据 DOR 临 床 症 状 ， 可 将 其 归 入 中 医 学 “ 月 经 过 少 ” “ 月

经 后 期 ” “ 闭 经 ” “ 不 孕 ” 等 范 畴 。 《 医 学 正 传 》 记 载 “ 月 水 全 赖 肾

水 施 化 ” ， 肾 精 的 盛 衰 直 接 影 响 经 血 的 盈 亏 及 孕 育 的 难 易 。 全

国 名 中 医 尤 昭 玲 针 对 DOR 的 病 机 特 点 ， 提 出 “ 冰 山 论 ” ， 将 尚

未 担 当 繁 育 之 责 的 始 基 卵 泡 比 喻 成 沉 眠 于 冰 山 之 下 ， 可 以 运

用 温 补 肾 脾 之 药 ， 取 肾 之 火 ， 融 化 冰 山 ， 唤 醒 这 些 卵 泡 使 其 担

当 孕 育 之 责 [23]。 BSJP方 是 尤 昭 玲 团 队 的 临 床 经 验 方 ， 临 床 使 用

率 高 ， 安 全 有 效 [6]。 该 方 在 五 子 衍 宗 丸 合 四 君 子 汤 基 础 上 加 减

而 成 。 菟 丝 子 、 枸 杞 子 、 莲 子 取 “ 以 子 补 子 ” 之 义 ， 补 肾 益 精 以

暖 巢 养 泡 ， 党 参 、 黄 芪 、 山 药 、 莲 子 益 气 健 脾 ， 以 期 “ 后 天 补 养

先 天 ” 助 巢 长 泡 。 橘 叶 疏 肝 理 气 通 络 ， 促 进 卵 泡 破 膜 。 炙 甘 草

调 和 诸 药 。 全 方 共 奏 补 肾 益 精 ， 疏 肝 理 气 之 功 ， 补 而 不 滞 ， 行

而 不 伤 ， 特 别 适 合 有 妊 娠 要 求 的 DOR 患 者 。 现 代 药 理 学 发 现 ，

方 中 多 种 中 药 活 性 成 分 均 能 调 节 AMPK 及 其 交 互 信 号 通 路 ，

能 调 控 肿 瘤 细 胞 能 量 代 谢 [24]， 为 本 方 提 供 能 量 代 谢 相 关 的 生

物 学 基 础 。 本 实 验 以 能 量 代 谢 改 善 卵 巢 功 能 为 切 入 点 ， 进 一 步

探 索 BSJP方 对 DOR的 作 用 机 制 。

卵 子 发 育 、 成 熟 、 排 出 及 分 泌 激 素 等 多 种 生 物 学 过 程 均

需 要 大 量 能 量 的 参 与 。 卵 巢 颗 粒 细 胞 内 存 在 大 量 细 胞 器 线 粒

体 ， 其 与 卵 泡 发 育 、 卵 巢 储 备 功 能 密 切 相 关 [25]。 线 粒 体 是 细 胞

的 能 量 工 厂 ， ATP均 由 线 粒 体 通 过 氧 化 磷 酸 化 过 程 产 生 ， 为 各

组 织 器 官 提 供 能 量 。 已 有 大 量 研 究 证 实 ， 卵 巢 功 能 减 退 类 疾

病 存 在 线 粒 体 形 态 和 功 能 异 常 [26-27]。 线 粒 体 能 量 代 谢 障 碍 会

干 扰 卵 巢 颗 粒 细 胞 能 量 供 应 途 径 ， 致 其 卵 泡 生 长 发 育 过 程 缺

乏 所 必 需 的 能 量 供 应 ， 严 重 损 害 卵 泡 发 育 和 成 熟 过 程 ， 引 起

DOR[28-29]。 AMPK 和 SIRT1 是 细 胞 内 两 个 关 键 的 能 量 和 代 谢 感

受 器 及 调 节 器 。 AMPK 是 体 内 的 “ 能 量 感 受 器 ” ， AMP 激 活

AMPK 后 磷 酸 化 下 游 因 子 ， 调 节 细 胞 的 能 量 代 谢 ， SIRT1 是 其

下 游 效 应 器 之 一 ， 二 者 常 相 互 作 用 [30]。 AMPK/SIRT1 轴 共 同 调

控 细 胞 的 能 量 稳 态 、 氧 化 应 激 、 线 粒 体 功 能 、 自 噬 和 炎 症 反 应

等 过 程 。 AMPK/SIRT1 通 路 在 卵 巢 功 能 维 持 中 的 作 用 主 要 有

5 个 方 面 ： （ 1） 维 持 线 粒 体 健 康 。 AMPK 激 活 可 以 增 加 NAD+ 水

平 从 而 激 活 SIRT1 ， SIRT1 反 过 来 也 可 以 激 活 AMPK， 形 成 一 个

正 反 馈 循 环 ， 共 同 维 持 卵 巢 细 胞 的 能 量 稳 态 和 线 粒 体 健 康 。

（ 2） 抗 氧 化 应 激 ： AMPK/SIRT1 轴 共 同 增 强 卵 巢 细 胞 抵 抗 氧 化

损 伤 的 能 力 ， 延 缓 卵 泡 闭 锁 和 卵 巢 衰 老 。 （ 3） 抑 制 炎 症 反 应 ：

AMPK 多 种 途 径 抑 制 NF-资B 激 活 ， SIRT1 抑 制 NF-资B 转 录 活

性 ， AMPK/SIRT1 抑 制 炎 症 有 助 于 保 护 卵 泡 免 受 炎 症 损 伤 。

（ 4） 促 进 自 噬 ： AMPK 启 动 自 噬 ， SIRT1 促 进 自 噬 体 的 形 成 和 成

熟 。 AMPK/SIRT1 协 同 激 活 自 噬 ， 维 持 细 胞 稳 态 。 （ 5） 延 缓 细 胞

衰 老 ： SIRT1 是 著 名 的 “ 长 寿 蛋 白 ” ， 可 抑 制 细 胞 衰 老 相 关 分 泌

表 型 ， 维 持 基 因 组 稳 定 性 。 AMPK 通 过 调 节 代 谢 、 抑 制 mTOR 信

号 （ 促 衰 老 通 路 ） 等 ， 间 接 延 缓 衰 老 。

本 研 究 选 择 雌 性 SD 大 鼠 为 研 究 对 象 ， 选 择 《 卵 巢 储 备 功

能 减 退 临 床 诊 治 专 家 共 识 》 [31]推 荐 的 芬 吗 通 作 为 阳 性 对 照 药 ，

运 用 临 床 常 规 血 清 FSH 、 LH 、 E2、 AMH 等 指 标 来 评 价 卵 巢 功
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能 [32]， 选 择 AMPK/SIRT1 作 为 能 量 代 谢 的 评 估 指 标 。 本 研 究 结

果 显 示 ， DOR 模 型 组 大 鼠 动 情 周 期 紊 乱 ， 卵 巢 结 构 严 重 破 坏 ，

FSH、 LH 水 平 明 显 升 高 ， E2、 AMH、 ATP 水 平 均 下 降 ， AMPK 蛋

白 、 SIRT1蛋 白 及 基 因 表 达 降 低 。 给 予 芬 吗 通 及 BSJP方 干 预 后 ，

卵 巢 结 构 有 不 同 程 度 的 恢 复 ， FSH、 LH 水 平 下 降 ， E2、 AMH 水

平 明 显 升 高 。 BSJP 高 量 组 ATP 均 明 显 增 多 ， BAMPK、 SIRT1 蛋

白 及 基 因 表 达 量 表 达 均 升 高 ， BSJP 等 量 组 AMPK 基 因 表 达 无

明 显 变 化 、 SIRT1 蛋 白 表 达 量 稍 有 降 低 、 基 因 表 达 稍 高 。 提 示

BSJP高 量 组 效 果 优 于 等 量 组 ， 临 床 应 用 时 可 适 当 调 整 剂 量 。 由

此 可 见 ， 本 研 究 证 实 BSJP 方 可 能 通 过 激 活 AMPK/SIRT1 通 路 ，

上 调 上 游 因 子 AMPK的 表 达 ， 作 用 于 SIRT1， 调 整 卵 巢 内 能 量 代

谢 平 衡 ， 从 而 改 善 激 素 水 平 ， 提 高 卵 巢 储 备 功 能 。 本 实 验 结 果

与 前 期 研 究 结 果 BSJP 方 可 能 通 过 激 活 HIF-1琢/VEGF 通 路 改

善 卵 泡 内 部 缺 氧 状 态 ， 调 控 血 管 生 成 、 激 活 mTOR 通 路 抑 制 大

鼠 卵 巢 颗 粒 细 胞 的 自 噬 与 凋 亡 的 结 论 相 一 致 [7-8]。

本 研 究 仍 然 存 在 不 足 ， 在 找 到 BSJP方 可 以 通 过 激 活 AMPK/

SIRT1 信 号 通 路 达 到 改 善 能 量 代 谢 后 ， 未 使 用 相 关 抑 制 剂 或

者 激 动 剂 进 行 反 向 通 路 验 证 ， 还 需 进 一 步 研 究 论 证 。

综 上 所 述 ， BSJP 方 可 以 改 善 DOR 大 鼠 卵 巢 线 粒 体 功 能 ，

维 持 线 粒 体 健 康 ， 最 终 发 挥 治 疗 DOR 的 目 的 。 从 中 医 “ 未 病 先

防 ， 既 病 防 变 ” 的 角 度 出 发 ， 针 对 卵 巢 储 备 功 能 下 降 ， 应 积 极

预 防 、 尽 早 发 现 、 尽 早 治 疗 。 BSJP方 是 靶 向 线 粒 体 能 量 代 谢 逆

转 卵 巢 功 能 的 潜 在 方 剂 ， 值 得 深 入 研 究 。
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