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[摘要] 　 目的:观察电针联合补肾活血方对多囊卵巢综合征(PCOS)模型大鼠的作用机制。 方法:将 280 只大鼠随机分

为正常组(A 组)、模型组(B 组)、克罗米芬组(C 组)、克罗米芬+补佳乐组(D 组)、克罗米芬+电针组(E 组)、克罗米芬+补肾

活血方组(F 组)、克罗米芬+电针+补肾活血方组(G 组)。 B、C、D、E、F、G 组大鼠予以皮下注射脱氢表雄酮(DHEA)20
 

d 建立

PCOS 模型,造模成功后 C、D、E、F、G 组分别给予相应药物干预,A、B 组不作任何处理,连续干预 5
 

d。 观察大鼠动情周期的改

变情况以及血清性激素[促卵泡生成激素(FSH)、促黄体生成激素(LH)、睾酮(T)、LH / FSH]水平、孕鼠数、总着床率、平均着

床胚泡数。 结果:动情期角化上皮细胞明显增多,未角化上皮细胞明显减少(P<0. 05)。 各项性激素指标、总着床率、平均着床

胚泡数方面,G 组与 A 组比较,差异无统计学意义(P>0. 05);B、C、D、E、F 组与 A 组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05)。 总

着床率、平均着床胚泡数方面,E、F、G 组与 B 组比较,G 组与 C、D、E、F 组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01)。 结

论:电针、补肾活血方联合克罗米芬能有效改善 PCOS 大鼠性激素水平,提高 PCOS 大鼠总着床率和平均着床胚泡数。
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[Abstract]　 Objective:To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

action
 

of
 

electroacupuncture
 

combined
 

with
 

kidney-
tonifying

 

and
 

blood-activating
 

prescription
 

on
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

polycystic
 

ovary
 

syndrome
 

(PCOS). Methods:A
 

total
 

of
 

280
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

group
 

(group
 

A),model
 

group
 

(group
 

B),clomiphene
 

group
 

(group
 

C),clomiphene+Progynova
 

group
 

(group
 

D),clomiphene+electroacupuncture
 

group
 

( group
 

E),clomiphene+kid-
ney-tonifying

 

and
 

blood-activating
 

prescription
 

group
 

(group
 

F),and
 

clomiphene+electroacupuncture+kidney-ton-
ifying

 

and
 

blood-activating
 

prescription
 

(group
 

G). The
 

rats
 

in
 

groups
 

B,C,D,E,F,and
 

G
 

were
 

subcutaneously
 

in-
jected

 

with
 

dehydroepiandrosterone
 

for
 

20
 

days
 

to
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

PCOS,and
 

after
 

successful
 

modeling,the
 

rats
 

in
 

groups
 

C,D,E,F,and
 

G
 

were
 

given
 

corresponding
 

drug
 

interventions
 

for
 

5
 

consecutive
 

days,while
 

no
 

treatment
 

was
 

performed
 

for
 

groups
 

A
 

and
 

B. The
 

rats
 

were
 

observed
 

in
 

terms
 

of
 

the
 

change
 

in
 

estrous
 

cycle,serum
 

levels
 

of
 

sex
 

hormones
 

[follicle-stimulating
 

hormone
 

(FSH),luteinizing
 

hormone
 

(LH),testosterone
 

(T),and
 

LH / FSH],
number

 

of
 

pregnant
 

rats,overall
 

implantation
 

rate,and
 

mean
 

number
 

of
 

implanted
 

blastocysts. Results:There
 

was
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

keratinizing
 

epithelial
 

cells
 

and
 

a
 

significant
 

reduction
 

in
 

non-keratinizing
 

epithelial
 

cells
 

in
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the
 

estrous
 

cycle
 

(P<0. 05). There
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

between
 

groups
 

G
 

and
 

A
 

in
 

sex
 

hormones,overall
 

implantation
 

rate,and
 

mean
 

number
 

of
 

implanted
 

blastocysts
 

(P>0. 05),while
 

there
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

these
 

indices
 

between
 

groups
 

B / C / D / E / F
 

and
 

group
 

A
 

(P<0. 05). There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

overall
 

im-
plantation

 

rate
 

and
 

mean
 

number
 

of
 

implanted
 

blastocysts
 

between
 

groups
 

E / F / G
 

and
 

group
 

B
 

and
 

between
 

group
 

G
 

and
 

groups
 

C / D / E / F
 

(P<0. 05
 

or
 

P<0. 01). Conclusion:Electroacupuncture
 

combined
 

with
 

kidney-tonifying
 

and
 

blood-activating
 

prescription
 

and
 

clomiphene
 

can
 

effectively
 

improve
 

levels
 

of
 

sex
 

hormones,overall
 

implantation
 

rate,and
 

mean
 

number
 

of
 

implanted
 

blastocysts
 

in
 

rats
 

with
 

PCOS.
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　 　 多囊卵巢综合征( polycystic

 

ovarian
 

syndrome,PCOS)是

以内分泌紊乱为特征的疾病,主要表现为雄激素过多和排

卵障碍[1] 。 由于患者长期处于排卵障碍状态,内分泌水平

失调,导致卵母细胞质量低下、子宫环境不良,最终可致不

孕[2] 。 目前关于 PCOS 排卵障碍,促排卵疗法大大提高了排

卵率,却不能大幅度提高妊娠率,如一线促排卵药克罗米

芬,其排卵率为 70% ~ 80%,但妊娠率仅 30%左右[3-4] 。 为

此,本研究针对 PCOS 模型大鼠,从促排卵着手的同时,联合

电针与补肾活血方,行性成熟期促排卵干预,观察该法对其

激素、动情周期、妊娠率的影响。
1　 实验材料

1. 1　 动物 　 选用 21 日龄、体质量 60 ~ 80
 

g 的清洁级雌性

SD 大鼠 280 只,所用实验大鼠均购自于湖北省实验动物研

究中心,动物许可证号:SCXK(鄂) 2008-0005。 适应性喂养

3
 

d,断奶,以颗粒饲料喂养。
1. 2　 药物与试剂　 1)药物。 补肾活血方(中药颗粒剂):当
归 3

 

g,白芍 1
 

g,熟地黄 3
 

g,丹参 1. 5
 

g,山茱萸 1
 

g,黄芪 1
 

g,
盐杜仲 1

 

g,桑寄生 1
 

g,续断 1. 5
 

g,菟丝子 0. 5
 

g,紫河车

1
 

g,制香附 1
 

g。 由深圳三九医药股份有限公司提供,标准

包装,每味药以 1 ∶1相混合并加入适量的沸水,用搅拌机搅

拌均匀,以无菌冲剂密封并保存于 4℃ 冰箱。 克罗米芬(塞

浦路斯高特制药有限公司,批准文号:国药准字 H20091079,
规格:50

 

mg / 片);戊酸雌二醇片(补佳乐,拜耳医药保健有

限公司广州分公司,批准文号:国药准字 J20130009,规格:
1

 

mg / 片);麻油选用食用金龙鱼芝麻油。 2) 试剂。 脱氢表

雄酮(DHEA,湖北芳通药业),孕激素放免试剂盒(上海抚生

实业有限公司),促卵泡生长激素( FSH)放免试剂盒(上海

抚生实业有限公司),蛋白酶(德国默克公司),大鼠血清白

蛋白(美国 Sigma 公司)。
1. 3　 主要仪器　 Sartorius

 

Arium611UF 纯水机(北京赛多利

斯仪器系统有限公司);GDS-8000 型凝胶成像分析系统(美

国
 

MEDIA
 

CYBERNETICS
 

公司);HIMAS-2000 高清晰彩色

医学图文分析系统(武汉千屏技术有限公司)。
2　 实验方法

2. 1　 模型制备　 参照文献[5] 中的方法建立 DHEA 诱导

的 PCOS 大鼠模型:实验组大鼠于 24 日龄起于颈背部皮下

注射 DHEA
 

6
 

mg / (100
 

g·d) +麻油
 

0. 2ml / d,连续 20
 

d。
正常组( A 组) 同期每天颈背部皮下注射麻油 0. 2

 

ml / d。
自注射第 10 天开始,每天观察阴道涂片,造模结束后实验

组大鼠始终处于动情间期,无动情周期变化;于造模结束

后次日,各组大鼠随机取 5 只处死,腹主动脉取血,以实验

组大鼠血清睾酮( T) 、促黄体素( LH)水平异常升高表示造

模成功。
2. 2　 动物分组　 将造模成功的 240 只大鼠用随机数字表法

分为 6 组,每组各 40 只。 具体组别为模型组(B 组)、克罗米

芬组(C 组)、克罗米芬+补佳乐组(D 组)、克罗米芬+电针组

(E 组)、克罗米芬+补肾活血方组(F 组)、克罗米芬+针药结

合组(G 组)。
2. 3　 干预方法　 各实验组大鼠均于 80 日龄起进行干预,连
续 5

 

d。 采用许文生氏人与动物体表面积换算公式[6] 计算

给药剂量。 A 组、B 组不作任何处理。 其他各组给予相应药

物干预。 克罗米芬,10
 

mg / ( 100
 

g·d) ( 1
 

ml / 100g);补佳

乐,0. 104
 

mg / (kg·d) (1
 

ml / 100
 

g);补肾活血方,按 1 ∶1比
例,将 16. 5

 

g 中药颗粒溶入 30
 

ml 蒸馏水,1
 

ml / (100
 

g·d)。
均每天 1 次,连续灌胃 5

 

d。 电针干预:大鼠穿自制鼠衣,选
取关元、双侧三阴交、子宫穴,参照 《 大鼠穴位图谱的研

制》 [7] 取穴。 关元穴在脐下约 25
 

mm 处;三阴交穴在后肢内

踝尖上 10mm 左右侧各一穴;子宫穴在腹部前正中线,脐下

约 35
 

mm 处 ( 中极穴) 旁开 25
 

mm 左右侧各一穴。 以

0. 30
 

mm×15
 

mm 毫针针刺,针刺深度分别约 2
 

mm、5
 

mm,接
HANS- 200 电针仪, 连续波, 频率 2Hz, 电流强度 1mA。
1 次 / d,20

 

min / 次,连续 5
 

d。
2. 4　 观察指标　 1)阴道涂片。 用无菌棉拭子于大鼠阴道

壁前 1 / 3 处涂抹,以获取阴道细胞样本并制作阴道涂片,进
行 HE 染色,并在显微镜下评估主要细胞类型。 2)每组各取

10 只检测血清性激素水平。 摘取双侧卵巢及子宫,腹主动

脉取血,离心,分离血清,采用 ELISA 法检测 FSH、LH、T 水

平,计算 LH / FSH。 3)各组孕鼠数及胚泡着床情况。 干预结

束后,各组均随机取 30 只雌鼠与雄鼠按 2 ∶1合笼,次日查雌

鼠阴道涂片,发现有大量精子者记为妊娠第 1 天( d1);如未

见大量精子,则计为未孕鼠。 分别于妊娠第 4、5、8 天处死孕

鼠,摘取双侧子宫,记录所有孕鼠数及每只孕鼠的胚泡着床
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数,比较各组孕鼠总着床率及各组孕鼠的平均胚泡着床数。
着床率=孕鼠数 / 雌鼠数×100%。
2. 5　 统计学方法　 采用 SPSS

 

22. 0 软件进行统计学分析,
计量资料以均数±标准差( x±s)表示,各组间比较采用单因

素方差分析。 两两比较方差齐时采用 LSD 法检验,方差不

齐时采用 Dunnett’s 检验;计数资料以率(%)表示,采用 2

检验。 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。
3　 实验结果

3. 1　 各组大鼠造模后血清性激素比较 　 各实验组大鼠血

清 FSH、LH、T、LH / FSH 水平组间比较,差异无统计学意义

(P>0. 05)。 各实验组与 A 组比较,差异均有统计学意义

(P<0. 05),提示造模成功。 (见表 1)
表 1　 各组大鼠造模后血清性激素比较(x±s)

组别 只数
FSH

(μg / L)
LH

(μg / L)
T

(pg / ml) LH / FSH

A 组 5 7. 34±1. 8 6. 34±0. 16 2243. 34±211. 8 0. 87±0. 41
B 组 5 5. 23±1. 9 17. 32±0. 23a 4235. 94±316. 2a 3. 37±0. 32a

C 组 5 5. 15±1. 7 17. 04±0. 18a 3423. 78±338. 4a 3. 30±0. 23a

D 组 5 5. 23±1. 8 16. 36±0. 23a 3823. 34±239. 8a 3. 13±0. 31a

E 组 5 5. 23±1. 8 17. 34±0. 41a 3923. 64±312. 6a 3. 32±0. 21a

F 组 5 5. 12±1. 4 17. 54±0. 48a 4023. 04±323. 9a 3. 42±0. 12a

　 　 注:与 A 组比较,aP<0. 05。
3. 2　 各组大鼠动情周期阴道细胞情况比较　 造模成功后,
约 80 日龄大鼠用克罗米芬灌胃促排卵,各组 5

 

d 灌胃结束

后,进行大鼠阴道涂片检查。 各组取 10 只大鼠,共 70 只大

鼠。 结果发现动情期角化上皮细胞明显增多,未角化上皮

细胞明显减少,差异有统计学意义(P<0. 05),提示有正常动

情周期,有明显的排卵周期。 (见表 2)
表 2　 各组大鼠动情周期阴道细胞情况比较(x±s,%)

细胞类型 动情前期 动情期 动情后期 动情间期

白细胞 8. 4±4. 8 18. 2±4. 4 31. 3±4. 3 52. 2±2. 5
未角化上皮细胞 71. 9±5. 3 6. 6±3. 4 40. 1±3. 3 26. 3±3. 9
角化上皮细胞 19. 6±4. 2 65. 2±3. 6a 28. 6±5. 1 22. 5±3. 1

　 　 注:与同期其他细胞比较,aP<0. 05。
3. 3　 各组大鼠干预后血清 FSH、LH、T、LH / FSH 比较　 模型

组与 A 组比较,差异有统计学意义(P< 0. 05),说明造模成

功。 B、C、D、E、F 组大鼠血清 FSH、LH、T、LH / FSH 与 A 组比

较,G 组与除 A 组外的各组比较,差异均有统计学意义(P<
0. 05)。 (见表 3)
3. 4　 各组妊娠大鼠不同时间着床率、平均胚泡着床数比较

　 B、C、D、E、F、G 组在造模结束后突然撤退 DHEA 激素,分
别死亡 4、2、3、4、3、5 只实验大鼠。 总着床率、平均胚泡着床

数方面,G 组与 A 组比较,差异无统计学意义(P>0. 05);B、
C、D、E、F 组与 A 组比较,E、F、G 组与 B 组比较,G 组与 C、
D、E、F 组比较,差异均有统计学意义(P<0. 05 或 P<0. 01)。
(见表 4)

表 3　 各组大鼠干预后血清 FSH、LH、T、LH / FSH 比较(x±s)

组别 只数 FSH(μg / L) LH(μg / L) T(pg / mL) LH / FSH
A 组 10 7. 39±1. 5 6. 35±0. 31 2221. 36±211. 7 1. 26±0. 22
B 组 10 6. 23±1. 5 18. 32±0. 27ab 4136. 64±316. 2ab 3. 72±0. 43ab

C 组 10 6. 14±1. 9 19. 04±0. 29ab 3414. 78±315. 3ab 3. 61±0. 31ab

D 组 10 6. 21±1. 7 19. 36±0. 26ab 3823. 38±239. 7ab 3. 53±0. 62ab

E 组 10 6. 23±1. 8 18. 34±0. 61ab 3920. 64±312. 9ab 3. 42±0. 24ab

F 组 10 6. 12±1. 5 17. 54±0. 67ab 3923. 17±313. 8ab 3. 56±0. 41ab

G 组 10 6. 24±1. 6 8. 11±0. 32 4243. 30±322. 8 1. 46±0. 22

　 　 注:与 A 组比较,aP<0. 05;与 G 组比较,bP<0. 05。
表 4　 各组妊娠大鼠不同时间着床率、平均胚泡着床数比较

组别
孕鼠数(只)

第 4 天 第 5 天 第 8 天
总着床率

(%)
平均胚泡着床数

(个)
A 组 10 10 10 100. 0(30 / 30) 12. 1±0. 56
B 组 2 4 2 30. 8(8 / 26) a 1. 1±1. 76a

C 组 5 5 4 50. 0(14 / 28) bd 5. 8±2. 57bd

D 组 5 5 5 55. 5(15 / 27) bd 6. 1±2. 74bd

E 组 6 6 6 66. 7b(18 / 27) bcd 7. 8±3. 76bcd

F 组 4 8 4 61. 5(16 / 26) bcd 7. 3±3. 46bcd

G 组 7 8 7 88. 0(22 / 25) c 9. 1±4. 58c

　 　 注:与 A 组比较,aP< 0. 01,bP< 0. 05;与 B 组比较,cP<
0. 01;与 G 组比较,dP<0. 05。
4　 讨　 　 论

　 　 PCOS 是育龄期妇女最常见的一种内分泌疾病,常以不

孕、月经不调等症状就诊而被确诊。 PCOS 导致的不孕症多

为排卵障碍性不孕,约占无排卵性不孕的 50% ~ 70% [8-9] 。
近年来该病发病率呈上升趋势,且其临床表现呈多态性、复
杂性、病情表现轻重不一。 PCOS 生殖障碍以往主要归因于

卵泡发育障碍,尽管随着促排卵药的广泛应用,PCOS 患者

排卵率可达 70% ~ 80%,但仍易出现低妊娠率和高流产

率[10] 。 PCOS 有两个重要特征———雄激素过多和持续不排

卵,其与下丘脑-垂体-卵巢轴调节功能紊乱有关,高雄激素

血症以 LH / FSH 比值、LH 升高为基本特征,雄激素升高引起

发育中的卵泡闭锁,影响卵泡进一步排卵,在形态学上则表

现为多个囊性卵泡和间质增生[11] 。 PCOS 患者排卵期激素

水平变化意义重大,能据此估计排卵期时间并了解排卵情

况。 FSH 的主要作用靶点为卵巢,可以刺激原始卵泡生长

及进一步发育成熟;另一方面 FSH 可以协调 LH,让发育成

熟的卵泡排卵以及分泌雌激素。
典型 PCOS 所导致的不孕症多为高雄激素血症,FSH、

LH 比例严重失调,T 明显增高,临床表现有明显的多毛、痤
疮、肥胖或消瘦,稀发排卵或不排卵,少数合并有胰岛素抵

抗等代谢异常。 基于以上典型特征,高雄激素血症明显,因
而选择 DHEA 作为造模剂。 由于 PCOS 起病多在青春期月

经初潮前后,其病理生理改变与肾上腺功能初现的生理变

化相似,而肾上腺初现的典型表现就是 DHEA 水平显著增
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高[12] 。 基于这种理论,笔者从雌性大鼠幼年时期就进行皮

下注射,建立一种理想的 PCOS 动物模型。 各组的卵巢指数

从侧面反应了激素对卵巢体质量的影响,这和临床卵巢多

囊改变、卵巢容积增加是相吻合的。 本实验造模成功后,在
性成熟期( 80 日龄) 进行促排卵干预(给予克罗米芬灌胃

5
 

d),观察是否有正常的动情周期(即排卵)。 克罗米芬为

常用口服药,药理作用同雌激素类似,该药物可通过同下丘

脑雌激素受体结合,让内源雌激素的负反馈作用消失,刺激

卵泡发育。
本实验结果显示,克罗米芬可以促使 PCOS 大鼠排卵,

但联合电针、补肾活血方较单用克罗米芬、克罗米芬合补佳

乐,克罗米芬合电针、克罗米芬合补肾活血方排卵明显,其
机制可能与改善动情周期、提高排卵率,以及对子宫内膜形

态学及性激素的改善作用有关。 电针可以提高中药的作用

敏感性和靶向性,补肾活血中药可以弥补电针干预的局限

性,电针联合中药有协同作用,可以改善单一干预之不足,
提高整体疗效。 克罗米芬联合电针、补肾活血方能改善大

鼠血清性激素、胚泡着床情况,与其他药物干预比较,差异

均有统计学意义(P<0. 05 或 P< 0. 01),说明针药结合较之

于单纯的中药、电针、补佳乐干预而言,其改善子宫内膜容

受性疗效明显,在某种程度上可显著提高大鼠排卵率,改善

子宫内膜容受性,提高胚泡着床率。
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