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“秩边透水道”针法对卵巢低反应小鼠内质网凋亡途径的影响

常博雅１，任佳１，金旭１，郝健亨１，高珍１，张艳林１，曹玉霞２，王海军１

（１．山西中医药大学第二临床学院，山西 晋中 ０３０６１９；２．山西省针灸医院，山西 太原 ０３０００６）

　　摘要：目的 通过观察“秩边透水道”针法对卵巢低反应（ｐｏｏｒｏｖａｒｉａｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＯＲ）小鼠卵巢组织内质网凋亡（ｅｎｄｏ
ｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）途径关键蛋白的影响，探讨针刺改善ＰＯＲ小鼠卵巢功能的可能机制。方法 根据随机数字

表法选出动情周期正常的４５只小鼠，分为空白组、模型组和针刺组（ｎ＝１５）；空白组采用０．９％氯化钠溶液等体积灌胃，
模型组和针刺组采用雷公藤混悬液灌胃（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１），连续１４ｄ以制备ＰＯＲ小鼠模型，造模完成后，针刺组选取
“秩边透水道”针法进行干预治疗，每日１次，每次２０ｍｉｎ，连续治疗１４ｄ后进行促排，次日完成取材。阴道涂片法观测
小鼠动情周期变化；比较各组小鼠卵巢指数；ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清中促卵泡生成素（ｆｏｌｌｉｃｌｅ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
ＦＳＨ）、促黄体生成激素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）、雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）、抗缪勒管激素（ａｎｔｉ－ｍｕｌｌｅｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）含
量；ＨＥ染色法检测卵巢组织病理形态；透射电镜检测卵巢组织超微结构；ＴＵＮＥＬ染色法检测卵巢组织阳性细胞凋亡率；
免疫组化法检测卵巢组织葡萄糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）阳性表达；荧光定量ＰＣＲ法和Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法测蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）、真核细胞起始因子２α
（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）、活化转录因子４（ｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、Ｃ／ＥＢＰ环磷酸腺苷反应
元件结合转录因子同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、半胱氨酸蛋白酶（ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅａｓｅ，
Ｃａｓｐａｓｅ）－３ｍＲＮＡ和蛋白表达变化。结果 与空白组相比，模型组小鼠动情周期紊乱率升高（Ｐ＜００１）；取卵数、卵巢
湿重和卵巢指数不同程度降低（Ｐ＜００１）；血清中ＦＳＨ、ＬＨ表达量升高（Ｐ＜００１），Ｅ２、ＡＭＨ表达量下降（Ｐ＜００１）；卵
巢组织形态破坏，闭锁卵泡增多；电镜下卵泡变形，线粒体肿胀皱缩，线粒体嵴消失；卵巢细胞凋亡面积增高（Ｐ＜００１）；
卵巢ＧＲＰ７８阳性表达增加（Ｐ＜００１）；卵巢组织 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高
（Ｐ＜００１）。与模型组比较，针刺组小鼠动情周期紊乱率降低（Ｐ＜００１）；获卵数、卵巢湿重、卵巢指数升高（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５）；血清中ＦＳＨ、ＬＨ表达量下降（Ｐ＜００１），ＡＭＨ、Ｅ２表达量提高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；卵巢组织形态改善，闭锁
卵泡减少；电镜下卵泡内线粒体增多，结构、形状及排列均有不同程度改善；卵巢细胞凋亡面积减少（Ｐ＜００１）；卵巢
ＧＲＰ７８阳性表达下降（Ｐ＜００１）；卵巢组织ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均有不同程度
下降（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。结论 “秩边透水道”针法可以改善ＰＯＲ小鼠的卵巢功能，降低卵巢颗粒细胞凋亡，其机制可
能与调控内质网凋亡通路上的关键因子相关。

　　关键词：卵巢低反应；“秩边透水道”针法；内质网；凋亡
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ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｈａｄａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｒａｔｅｏｆｅｓｔｒｏｕｓｃｙｃｌｅｄｉｓｏｒｄｅｒ（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｇｇｓｒｅｔｒｉｅｖｅｄ，ｏｖａｒｉａｎ
ｗｅｔｗｅｉｇｈｔａｎｄｏｖａｒｉａｎｉｎｄｅｘｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏｖａｒｙｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦＳＨａｎｄＬＨｉｎｓｅｒｕｍｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜００１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥ２ａｎｄＡＭＨｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｍｏｒｐｈｏｌｏ
ｇｙａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆａｔｒｅｓｉａｆｏｌｌｉｃｌｅｓ．Ｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｄｅｆｏｒｍｅｄ，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｓｗｅｌｌｅｄａｎｄｓｈｒａｎｋ，ａｎｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｒｉｓｔａｅｄｉｓａｐｐｅａｒｒｅｄ．Ｔｈｅａｒｅａｏｆｏｖａｒｉａｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎ
ＧＲＰ７８ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＯｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅＰＥＲＫ，ｅＩＦ２α，ＥｌｅｖａｔｅｄｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＴＦ４，ＣＨＯＰ，ａｎｄ
Ｃａｓｐａｓｅ－３（Ｐ＜００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒａｔｅｏｆｅｓｔｒｕｓｃｙｃｌｅｄｉｓｏｒｄｅｒｉｎｔｈｅａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｇｒｏｕｐｍｉｃｅｄｅ
ｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｔｒｉｅｖｅｄｅｇｇｓ，ｗｅｔｗｅｉｇｈｔｏｆｏｖａｒｉｅｓ，ａｎｄｏｖａｒｉａｎｉｎｄｅｘｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）．Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦＳＨａｎｄＬＨｉｎｓｅｒｕｍｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１），ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＭＨａｎｄＥ２ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００１，Ｐ＜００５）．Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｉｎｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｔｒｅｓｉａｆｏｌｌｉｃｌｅｓ．Ｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｆｏｌｌｉｃｌｅｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｓｈａｐｅ，ａｎｄａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｉｍｐｒｏｖｅｄｔｏｖａｒｙｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓ．Ｔｈｅａｒｅａｏｆ
ｏｖａｒｉａｎｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎＧＲＰ７８ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜００１）．ｔｈｅｍＲＮＡａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＥＲＫ，ｅＩＦ２α，ＡＴＦ４，ＣＨＯＰａｎｄＣａｓｐａｓｅ－３ｉｎｔｈｅｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅａｌｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏｖａｒｙｉｎｇｄｅｇｒｅｅｓ
（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎＴｈｅ“Ｚｈｉｂｉａｎ（ＢＬ５４）－ｔｏ－Ｓｈｕｉｄａｏ（ＳＴ２８）”ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｏｖａｒｉａｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄ
ｒｅｄｕｃｅｏｖａｒｉａｎｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＰＯＲｍｉｃｅ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｋｅｙｆａｃｔｏｒｓｏｆｅｎｄｏｐｌａｓ
ｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｏｏｒｏｖａｒｉａｎｒｅｓｐｏｎｓｅ（ＰＯＲ）；“Ｚｈｉｂｉａｎ（ＢＬ５４）－ｔｏ－Ｓｈｕｉｄａｏ（ＳＴ２８）”ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　近些年来，卵巢低反应（ｐｏｏｒｏｖａｒｉａｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＯＲ）发病率
的提高给辅助生殖技术的成功带来了挑战，目前已经成为导致

我国不孕人数逐渐增加的主要原因之一［１］。女性卵巢在正常

状态下或促排卵后可以获得正常数量和质量的卵泡，ＰＯＲ会
导致卵巢对促性腺激素（ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎｓ，Ｇｎ）反应不良，其特点
是Ｇｎ使用量高、血清雌激素峰值低、卵泡数量不足和质量下
降，最终造成临床妊娠率降低［１－２］。目前临床针对 ＰＯＲ患者
主要采用激素或手术疗法，但这些治疗方法费用过高且治疗成

功率有限，还可能带来一系列并发症［３］。因此，越来越多患者

开始寻求一些补充代替手段进行干预。

“秩边透水道”针法源于《内经》，由冀来喜教授改革创新，

是由秩边穴进针斜向刺入同方向的水道穴的一种特殊针法。

研究发现［４－６］，该针法对于治疗早发性卵巢功能不全、原发性

痛经、多囊卵巢综合征等多种妇科疾病均有积极作用。内质网

凋亡是一种重要的细胞程序性死亡过程，它的正常调控对于维

持细胞和组织的稳态至关重要，当内质网受损时会引起内质网

应激，从而导致细胞凋亡。研究证明，多种卵巢疾病与内质网

引发细胞凋亡相关［７－８］，但“秩边透水道”针法能否通过内质

网途径改善ＰＯＲ卵巢功能的机制尚不明确，因此，本实验通过
观察“秩边透水道”针法对ＰＯＲ小鼠内质网凋亡通路上关键因
子的影响，以期为针刺治疗ＰＯＲ提供更全面的科学依据。
１　材料与方法
１．１　实验动物及分组　５０只ＳＰＦ级雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质
量１６～１７ｇ，７～８周龄，购于北京斯贝福实验动物有限公司，
合格证号：ＳＣＸＫ（京）－２０１９－００１０，饲养于山西中医药大学动
物实验中心，室温２５～２７℃，自由饮食饮水，昼夜循环１２ｈ／１２
ｈ。适应性喂养１周后，通过阴道涂片法筛选出动情周期正常
的４５只小鼠，随机数字法分为空白组、模型组和针刺组，每组
１５只。实验经山西中医药大学伦理委员会批准（审批号：
ＡＷＥ２０２３０３３８２）。
１．２　主要实验试剂与仪器　（１）实验试剂：雷公藤多苷片（湖
南千金协力药业有限公司，批号：Ｚ４３０２０１３８）；孕马血清促性腺
释放激素（ｐｒｅｇｎａｎｔｍａｒｅｓｅｒｕｍｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ＰＭＳＧ）、人绒毛膜
促性腺激素（ｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ，ＨＣＧ）、鼠胚胎干细
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胞维持培养液（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｍｅｄｉｕｍ
２，Ｍ２）（南京爱贝生物科技有限公司，批号分别为 Ｍ２６２０、
Ｍ２５２０、Ｍ１２５０）；苏木素伊红试剂盒（北京雷根生物技术有限
公司，批号：ＤＨ００２０）；促卵泡生成素（ｆｏｌｌｉｃｌｅ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＦＳＨ）试剂盒、抗缪勒管激素（ａｎｔｉ－ｍｕｌｌｅｒｉａｎｈｏｒｍｏｎｅ，
ＡＭＨ）试剂盒、促黄体生成激素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）试剂
盒、雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）试剂盒（武汉贝茵莱生物科技有限公
司，批号分别为 ＭＵ３０２６５、ＭＵ３０３９９、ＭＵ３０３８２、ＭＵ３０３９５）；
ＴＵＮＥＬ染色试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒、ＲＮＡ提取液、ＳｗｅＳｃｒｉｐｔ
Ａｌｌ－ｉｎ－ＯｎｅＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ、２×ＵｎｉｖｅｒｓａｌＢｌｕｅＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、蛋白激酶 Ｒ样内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅＲ－ｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）抗体、葡萄糖
调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）抗体、活化
转录因子４（ｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）抗体、半
胱氨酸蛋白酶（ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｐｒｏｔｅａｓｅ，Ｃａｓｐａｓｅ）－３抗
体、β－肌动蛋白（ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，β－ａｃｔｉｎ）抗体、ＨＲＰ－山羊抗兔
抗体（武汉赛维尔生物技术有限公司，批号分别为：Ｇ１５０１、
Ｇ１２１２、Ｇ３０１３、Ｇ３３３７、Ｇ３３２６、ＧＢ１１５１０、ＧＢ１１０９８、ＧＢ１１８１３、
ＧＢ１１５６００、ＧＢ１１００１、ＧＢ２３３０３）；Ｃ／ＥＢＰ环磷酸腺苷反应元件
结合转录因子同源蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）抗
体、真核细胞起始因子２α（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２α，ｅＩＦ２α）
抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司，批号分别为：Ａ２１９０２、
Ａ０７６４）、异氟烷（深圳瑞沃德生命科技有限公司，批号：Ｒ５１０－
２２－１０）。

（２）仪器：一次性无菌针灸针０．２５ｍｍ×１３ｍｍ（苏州华佗
医疗器械有限公司，２０１６２２００９７０）；Ｐｉｃｏ２１低温高速离心机、
Ｆｏｒｍａ９００超低温冷冻储存箱（上海赛默飞世尔科技有限公
司），ＲＭ２１４５石蜡切片机、ＤＭ７５０荧光显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公
司），ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ凝胶电泳仪、ＨＯＯＤ－Ⅱ凝胶成像分析仪、
Ｃ１０００Ｔｏｕｃｈ基因扩增仪、ＣＦＸ９６ＴｏｕｃｈＤｅｅｐＷｅｌｌ荧光定量
ＰＣＲ仪（美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司），ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＰｌｕｓ３８４酶标仪
（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司），ＨＴ７８００透射电子显微镜（日本
ＨＩＴＡＣＨＩ公司），ＢＳＤ－Ｔ×２７０恒温孵育箱（上海博迅实业有
限公司医疗设备厂）；ＷＢ－４恒温水浴锅（常州峥嵘仪器有限
公司）；ＧＬ１２０４Ｃ电子天平（上海佑科仪器仪表有限公司）；Ｉｍ
ａｇｅＪ图像分析系统（Ｆｉｊｉ，美国 ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ公
司）。

１．３　模型制备　在课题组前期研究的基础上，采用雷公藤多
苷混悬液（５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）灌胃制备ＰＯＲ小鼠模型［９］。模

型组和针刺组小鼠每日灌胃雷公藤多苷混悬液，连续１４ｄ；空
白组小鼠等剂量０．９％氯化钠溶液进行灌胃，连续１４ｄ。主要
通过动情周期的紊乱（镜下观察阴道细胞无明显周期性变化

或周期延长）来判断造模是否成功。

１．４　干预方法　针刺组穴位参照中国针灸学会发布的团体标
准Ｔ／ＣＡＡＭ０００２－２０２０《实验动物常用穴位名称与定位第３
部分：小鼠》和实验室前期研究基础，并结合小鼠的解剖学标

志进行定位［１０－１１］。模型制备结束后，将小鼠固定在小鼠固定

器上，选取０．２５ｍｍ×１３ｍｍ毫针，局部常规消毒，从小鼠双侧
秩边穴，斜向同侧水道穴透刺约５ｍｍ，留针２０ｍｉｎ，１次／ｄ，不

进行提插捻转，连续针刺１４ｄ。空白组与模型组小鼠只进行固
定，不进行其他干预。

１．５　组织取材　干预结束后当日各组小鼠腹腔注射 ＰＭＳＧ，
４８ｈ后注射 ＨＣＧ，次日异氟烷麻醉小鼠用眼球摘除法取小鼠
静脉血置于离心管中，静置３０ｍｉｎ，在４℃下３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清－８０℃保存用于后续检测。脱颈法处死小鼠，
快速剪取小鼠卵巢及输卵管，卵巢部分置于多聚甲醛中固定用

于后续形态学检测，部分液氮处理后置于－８０℃中冷冻保存。
１．６　观察指标与检测方法　（１）动情周期检测：每日进行小
鼠阴道细胞涂片检测，连续２个周期；正常小鼠动情周期４～５
ｄ一个周期，分为动情前期、动情间期、动情期、动情后期，当出
现动情周期延长（≥６ｄ）、动情周期不完整或无明显动情周期
变化（≥３ｄ），均视为动情周期紊乱［１２］。

（２）卵巢相关指数检测：剪取下的输卵管置于提前制好的
Ｍ２培养液中，一次性针头挑起输卵管膨大处，培养箱培养 ５
ｍｉｎ，倒置显微镜下观察并计算卵母细胞；剪取下的卵巢吸取多
余水分，精密天平称取卵巢湿重，计算卵巢指数（小鼠双侧卵

巢湿重／小鼠处死前体质量×１００％）。
（３）ＥＬＩＳＡ法检测小鼠ＡＭＨ、ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２含量：将提前采

集的血清待测样本解冻，酶标板上设标准孔、空白孔和样品孔，

标准孔加入稀释后不同浓度的标准品５０μＬ，空白孔不加样
本，样品孔依次加待测样品 ４０μＬ及生物素标记的抗体 １０
μＬ，混匀；除空白孔外每孔加入酶标试剂５０μＬ，混匀；封板膜
封板，３７℃孵育３０ｍｉｎ；弃去液体，ＰＢＳ洗涤，重复５次；每孔依
次加入显色剂 Ａ、Ｂ各 ５０μＬ，混匀；封板避光 ３７℃孵育 １０
ｍｉｎ；每孔加入终止剂５０μＬ终止反应；测出 ＯＤ值，绘制出标
准曲线，测算ＡＭＨ、ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２含量。

（４）ＨＥ染色法检测卵巢组织病理形态：将多聚甲醛中固
定的卵巢组织常规脱水、透蜡、包埋后制成５μｍ的石蜡切片，
脱蜡后行常规苏木素－伊红染色：苏木素染色５～８ｍｉｎ，冲洗；
伊红染色４～５ｍｉｎ，冲洗；脱水；中性树胶固封后置于显微镜下
观察小鼠卵巢组织。

（５）透射电镜检测卵巢组织超微结构：快速取下的卵巢组
织投入电镜固定液培养皿内，手术刀在培养皿内将卵巢切成１
ｍｍ３小块，室温避光固定２ｈ，漂洗、脱水、包埋、切片及染色，置
于透射电子显微镜下观察卵巢组织。

（６）ＴＵＮＥＬ染色法检测卵巢组织阳性细胞凋亡率：上述部
分卵巢石蜡切片常规脱蜡至水、ＰＢＳ洗涤；滴加蛋白酶 Ｋ１００
μＬ，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤；滴加破膜液，３７℃孵育 ２０
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤；滴加平衡缓冲液５０μＬ，室温孵育１０ｍｉｎ；滴加
５０μＬ孵育缓冲液，３７℃湿盒避光孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤；样本染
色，ＰＢＳ洗涤；封片剂封片，荧光显微镜下观察并计算卵巢细胞
的凋亡面积（凋亡细胞面积／总面积×１００％）。

（７）免疫组化法检测卵巢组织ＧＲＰ７８阳性表达：上述部分
卵巢石蜡切片常规脱蜡、透水，放入抗原修复液中，于微波炉内

抗原修复，ＰＢＳ洗涤；滴加双氧水，室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤；
滴加封闭液，室温封闭３０ｍｉｎ；滴加一抗（ＧＲＰ７８１∶５００），４℃
孵育过夜；ＰＢＳ洗涤后滴加二抗（山羊抗兔 ｌｇＧ１∶１０００），室温
孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤；滴加 ＤＢＡ显色液，镜下观察出现棕黄
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色为阳性反应后，用水冲洗切片终止显色；脱水封片后晾干。

置于镜下观察拍照，Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ计算阳性细胞百分比。
（８）荧光定量 ＰＣＲ法检测卵巢组织 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、

ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达：各组小鼠卵巢组织放入离心管
中，研磨后按试剂盒操作提取总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，设计
合成ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３，用 ＰＣＲ试剂盒扩
增目的基因，在ＰＣＲ仪上进行检测，设定条件为：９５℃ ×３０ｓ，
１次循环；９５℃×１５ｓ，６０℃ ×３０ｓ，４０个循环。反应结束后，
读取各孔Ｃｔ值，以 ＧＡＰＤＨ为内参，２－△△ＣＴ公式计算目的基因
ｍＲＮＡ表达量。引物序列由武汉赛维尔设计。见表１。

表１　ＰＣＲ引物

基因 方向 引物序列（５＇－３＇）
产物长度／
（ｂｐ）

ＰＥＲＫ 上游 ＧＡＡＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＡＧＧＡＣＧ ２５２
下游 ＧＧＡＡＧＴＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＣＣＣ

ｅＩＦ２α 上游 ＣＣＣＡＧＧＡＡＧＴＡＡＡＧＧＴＧＣＣＣ １８４
下游 ＧＧＡＧＧＣＴＣＣＴＧＴＣＴＴＧＴＣＡＡＣＣ

ＡＴＦ４ 上游 ＡＧＡＣＡＣＣＧＧＣＡＡＧＧＡＧＧＡＴＧ １２６
下游 ＡＡＧＡＧＣＴＣＡＴＣＴＧＧＣＡＴＧＧＴＴＴ

ＣＨＯＰ 上游 ＣＣＡＧＧＡＡＡＣＧＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＡＴ ２０６
下游 ＣＡＣＴＧＡＣＣＡＣＴＣＴＧＴＴＴＣＣＧＴＴＴ

Ｃａｓｐａｓｅ－３ 上游 ＡＧＣＡＣＣＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＴＣＣＴＧＧＡＧ １９１
下游 ＧＧＡＴＣＴＧＴＴＴＣＴＴＴＧＣＧＴＧＧＡ

ＧＡＰＤＨ 上游 ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ １３３
下游 ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

　　（９）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测卵巢组织 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、
ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达量：各组小鼠卵巢组织分别加
入ＲＩＰＡ裂解液１５０μＬ，充分研磨后４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心
１０ｍｉｎ，提取上清，根据ＢＣＡ蛋白定量检测试剂盒操作测定蛋
白浓度，算出上样量，配胶后每孔滴加蛋白样本１０μＬ进行电
泳操作，湿转法转膜２ｈ；５％脱脂奶粉封闭２ｈ，洗膜后滴加所
需一抗（ＰＥＲＫ１∶１０００，ｅＩＦ２α１∶１０００，ＡＴＦ４１∶１０００，ＣＨＯＰ
１∶１０００、Ｃａｓｐａｓｅ－３１∶１０００），４℃过夜；ＴＢＳＴ洗膜，滴加二抗
（山羊抗兔 ｌｇＧ１∶３０００），室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，滴加显影
液显影，ＩｍａｇｅＪ软件测定条带灰度值。
１．７　统计学方法　数据采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９统计软件分析
数据，单因素方差分析，符合正态分布的计量资料均以均值 ±
标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两两比较时，方差齐采用 ＬＳＤ检验，方差
不齐选用Ｔａｍｈａｎｅ检验。Ｐ≤００５时，差异有统计学意义。
２　结果
２．１　各组小鼠一般情况比较　造模前，各组小鼠精神状态良
好，喜动，毛发顺滑，饮食二便正常；造模后，除空白组外，模型

组和针刺组小鼠精神萎靡，喜静蜷卧，背部毛发脱落，饮食减

少，大便稀软不成形；针刺组小鼠经治疗干预后，精神状况与脱

毛情况有所改善。

治疗前，与空白组小鼠相比，模型组与针刺组小鼠体质量

均明显下降（Ｐ＜００１）；治疗后，与空白组小鼠相比，模型组与
针刺组小鼠体质量均明显下降（Ｐ＜００１），与模型组小鼠相
比，针刺组小鼠体质量无明显改变（Ｐ＞００５）。见表２。
２．２　各组小鼠动情周期检测　造模前，各组小鼠动情周期正
常，无明显差异（Ｐ＞００５）；造模后，除空白组外，模型组和针

刺组小鼠动情周期紊乱率提高（Ｐ＜００１），针刺组小鼠经治疗
干预后，紊乱率得到明显改善（Ｐ＜００１）。见插页ⅩⅩⅧ图 １、
表３。

表２　各组小鼠治疗前后体质量比较（珋ｘ±ｓ） 单位：ｇ

组别 ｎ 治疗前 治疗后

空白组 １５ １９．６６±０．７１ ２１．１６±０．９７
模型组 １５ １７．９５±０．５８ １８．０１±０．７２

针刺组 １５ １７．９２±０．６６ １８．６５±０．６３

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１。

表３　各组小鼠动情周期紊乱率比较

组别 ｎ

造模期间

周期

正常

周期

不明显

周期

延长

紊乱率／
（％）

治疗期间

周期

正常

周期

不明显

周期

延长

紊乱率／
（％）

空白组 １５ １５ ０ ０ 　０ １５ ０ ０ ０
模型组 １５ ０ ０ １５ １００ ２ ０ １３ ８６．７

针刺组 １５ ０ １ １４ １００ ９ ２ ４ ４０．０＃＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

２．３　各组小鼠卵巢功能比较　与空白组相比，模型组小鼠获
卵数、卵巢湿重、卵巢指数均明显下降（Ｐ＜００１）；与模型组相
比，针刺组获卵数、卵巢湿重、卵巢指数有所升高（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５）。见表４。

表４　各组小鼠卵巢功能比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 获卵数／（个） 卵巢湿重／（ｍｇ） 卵巢指数／（％）

空白组 １５ ２７．８０±３．５３　 １７．８７±０．６１　 ０．０８６±０．００１　
模型组 １５ １４．７３±２．５２ １３．９３±０．３９ ０．０７２±０．００１

针刺组 １５ ２２．０７±２．９２＃＃ １４．４２±０．４７＃ ０．０７４±０．００２＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；＃与

模型组比较，Ｐ＜００５。

２．４　各组小鼠血清中 ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２、ＡＭＨ含量比较　与空白
组相比，模型组小鼠血清 ＦＳＨ、ＬＨ含量升高（Ｐ＜００１），Ｅ２、
ＡＭＨ含量下降（Ｐ＜００１）；与模型组相比，针刺组的血清
ＦＳＨ、ＬＨ含量下降（Ｐ＜００１），Ｅ２、ＡＭＨ含量提高（Ｐ＜００１，
Ｐ＜００５）。见表５。

表５　各组小鼠血清ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２、ＡＭＨ含量比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＦＳＨ／

（ＩＵ·Ｌ－１）

ＬＨ／

（ｍＩＵ·ｍＬ－１）

Ｅ２／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＡＭＨ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
空白组 １５ ９．１７±１．８３　 ２８．９１±５．４３　 ２５８．０±２２．１４　 ２．０９±０．３３　
模型组 １５ ２３．６９±２．９６ ６２．１８±５．６２ １１４．３±２１．４８ １．１０±０．１８

针刺组 １５ １６．８１±１．９６＃＃ ４３．４４±３．８７＃＃ １８７．４±７．２３＃＃ １．４０±０．０６＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

２．５　各组小鼠卵巢组织形态比较　空白组小鼠卵巢形态良
好，卵泡丰富，排列密集，各级生长卵泡丰富；模型组小鼠卵巢

形态破坏，闭锁卵泡增多，正常卵泡减少，排列松散；针刺组小

鼠卵巢形态改善，闭锁卵泡减少，正常卵泡增多。见插页ⅩⅩⅧ
图２。
２．６　各组小鼠卵巢超微结构比较　空白组小鼠电镜下可见正
常形态卵泡，卵泡细胞中有大量形态正常的线粒体，线粒体排

列紧密整齐，结构清晰，线粒体嵴数目丰富；模型组小鼠电镜下

卵泡变形，线粒体数量减少，线粒体肿胀皱缩，结构模糊，线粒
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体嵴消失；针刺组小鼠电镜下卵泡有所改善，线粒体数量增多，

线粒体结构良好，形状及排列均有不同程度改善。见插页ⅩⅩⅨ
图３。
２．７　各组小鼠卵巢细胞凋亡比较　ＴＵＮＥＬ阳性荧光染色为
绿色，与空白组相比，模型组卵巢细胞凋亡面积明显增高（Ｐ＜
００１）；与模型组相比，针刺组卵巢细胞凋亡面积减少（Ｐ＜
００１）。见插页ⅩⅩⅨ图４、表６。

表６　各组小鼠卵巢细胞凋亡比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 卵巢细胞凋亡率／（％）

空白组 ６ ９．４８±０．９１　
模型组 ６ ３７．１０±４．９１

针刺组 ６ １６．３７±１．４３＃＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

２．８　各组小鼠卵巢 ＧＲＰ７８阳性表达比较　ＧＲＰ７８阳性表达
主要位于卵巢颗粒细胞和卵母周围颗粒细胞中，呈颗粒状及片

状棕褐色。与空白组相比，模型组小鼠卵巢 ＧＲＰ７８阳性表达
增加（Ｐ＜００１）；与模型组相比，针刺组小鼠卵巢 ＧＲＰ７８阳性
表达减少（Ｐ＜００１）。见插页ⅩⅩⅩ图５、表７。

表７　各组小鼠卵巢ＧＲＰ７８阳性表达比较

组别 ｎ 阳性表达面积／（％）

空白组 ６ ３．０３±１．１７　
模型组 ６ ２２．６１±１．４８

针刺组 ６ １０．２２±１．７１＃＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

２．９　各组小鼠卵巢组织ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－
３ｍＲＮＡ表达水平比较　与正常组相比，模型组小鼠卵巢组织
ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达均有不同程
度提高（Ｐ＜００１）；与模型组相比，针刺组小鼠卵巢组织
ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达水平下降
（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。见表８。

表８　各组小鼠卵巢组织ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、
Ｃａｓｐａｓｅ－３ｍＲＮＡ表达水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＰＥＲＫ ｅＩＦ２α ＡＴＦ４ ＣＨＯＰ Ｃａｓｐａｓｅ－３

空白组 ５ １．００ １．００ １．００ １．００ １．００
模型组 ５ １．４０±０．０３ １．１７±０．０５ ２．００±０．０１ １．３８±０．０６ １．６６±０．０５

针刺组 ５ １．２２±０．０４＃＃ １．０６±０．０２＃ １．４２±０．０４＃＃ １．１０±０．０２＃＃ １．４０±０．０４＃＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１；＃与模型组比较，Ｐ＜００５。

２．１０　 各组小鼠卵巢组织 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达比较　与正常组相比，模型组小鼠卵巢组
织ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达量有不同
程度的提高（Ｐ＜００１）。与模型组相比，针刺组小鼠卵巢组织
ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达量均有下
降（Ｐ＜００１）。见图６、表９。
３　讨论

近年来，由于环境污染加重和生育年龄的推迟，不孕不育

患者的数量逐年增加［１３］。ＰＯＲ是指卵巢对促性腺激素反应低
下的病理状态，目前全球范围内的发病率为９％～２４％［１４］。雷

公藤常用于风湿免疫性疾病的治疗，但大量服用会引起生殖毒

性［１５］。研究发现［１６］，雷公藤多苷可能导致小鼠的卵巢功能降

低，抑制卵泡生长发育，影响卵母细胞的质量和数量。因此，本

研究使用雷公藤多苷和促排的方式进行模型建立。卵巢的功

能可以通过血清激素水平的变化来表达［１７－１９］，本研究发现，与

空白组相比，模型组小鼠血清中ＦＳＨ和ＬＨ含量均有不同程度
的升高，ＡＭＨ和Ｅ２含量均有不同程度的下降；获卵数减少，卵
巢湿重、卵巢指数下降，卵巢组织形态遭到破坏，闭锁卵泡增

多；超微镜下线粒体皱缩，线粒体嵴减少甚至消失，提示造模

成功。

图６　各组小鼠卵巢ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达

表９　各组小鼠卵巢组织ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、
Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＰＥＲＫ ｅＩＦ２α ＡＴＦ４ ＣＨＯＰ Ｃａｅｐａｓｅ－３

空白组 ５ ０．２７±０．０２　 ０．３９±０．０２　 ０．０９±０．０３　 ０．４１±０．０２　 ０．２６±０．０１　
模型组 ５ ０．７５±０．０３０．８８±０．０２０．７７±０．０２０．９３±０．０３０．８０±０．０２

针刺组 ５ ０．４４±０．０３＃＃ ０．４６±０．０３＃＃ ０．３８±０．０２＃＃ ０．５６±０．０２＃＃ ０．３６±０．０１＃＃

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００１；＃＃与模型组比较，Ｐ＜００１。

　　ＰＯＲ的病位在卵巢，根据其生理病理特性，ＰＯＲ的发生与
五脏中的肾有密切联系。五脏中肾属水，主生殖，藏父母所赋

的生殖之精，肾精充盛则“天癸”至，而当女子“七七”时“天癸

竭……形坏而无子”，所以提示 ＰＯＲ的病位可以归于肾，并与
女性年龄增大有关。同时，脾属土，主运化，为后天之本，吸纳

水谷精微以充养肾所藏的先天之精，两者相互依存，相互为用，

先天之精为后天之精提供物质基础，后天之精不断供养先天之

精，两者相辅相成，当脾虚无力运化时，就不能为肾提供所需的

精微，从而影响生殖功能。所以，选取与肾经相表里的足太阳

膀胱经上的“秩边穴”透向与脾经相表里的足阳明胃经上的

“水道穴”，一针双穴以疏通局部气血、经络，补肾填精，使气至

病所［２０］。本研究结果证明，针刺组小鼠血清中 ＦＳＨ和 ＬＨ含
量均有不同程度下降，ＡＭＨ和 Ｅ２含量有不同程度升高；与模
型组相比，针刺组小鼠卵巢形态得到改善，闭锁卵泡减少，说明

３９１
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可以通过“秩边透水道”针法调节卵巢功能，减少ＰＯＲ的发病。
ＧＲＰ７８作为分子伴侣，可以与错误折叠的蛋白质和未组

装的复合物结合并引发内质网的降解，当内质网稳态不能恢复

时，未折叠的蛋白就会诱导细胞凋亡。研究证明［２１］，在卵巢中

ＧＲＰ７８起着至关重要的作用，当卵巢内质网产生应激时，作为
内质网伴侣蛋白的 ＧＲＰ７８活性增加，会加重卵巢病理损伤。
本研究结果证明，与空白组相比，模型组 ＧＲＰ７８阳性表达增
加；与模型组相比，针刺组 ＧＲＰ７８阳性表达下降，提示 ＧＲＰ７８
在内质网中扮演平衡的角色。

内质网凋亡是一种重要的细胞程序性死亡过程［２２］，它的

正常调控对于维持细胞和组织的稳态至关重要。当细胞受到

内质网应激时［２２－２３］，内质网传感器 ＰＥＲＫ被激活，导致 ｅＩＦ２α
的磷酸化，抑制全局蛋白质合成，同时也促使 ＡＴＦ４的表达上
调，从而诱导ＣＨＯＰ的表达。ＣＨＯＰ是内质网应激引发的细胞
凋亡过程中的关键调节蛋白，可以调控细胞凋亡相关基因

Ｃａｓｐａｓｅ－３的激活，最终导致细胞凋亡。研究发现，多种卵巢
疾病与内质网应激诱导的凋亡过程之间存在联系。在多囊卵

巢综合征中，内质网应激的出现可能与胰岛素抵抗和慢性低级

炎症有关，对卵巢功能产生负面影响，影响卵泡的发育和排卵。

同时，卵巢肿瘤中的一些细胞可能经历内质网应激并引发细胞

凋亡。牛琴等［２４］研究发现，丹皮酚通过内质网应激途径促进

卵巢癌细胞凋亡。史露露等［２５］发现，补肾助孕方可以改善黄

体功能不全，其机制可能与缓解内质网应激作用有关。本研究

发现，相比于正常组，模型组小鼠卵巢组织 ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、
ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３表达水平升高，而针刺组小鼠卵巢组
织ＰＥＲＫ、ｅＩＦ２α、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ、Ｃａｓｐａｓｅ－３表达水平降低。因
此“秩边透水道”针法可以通过调节内质网凋亡通路的关键蛋

白保护ＰＯＲ小鼠的卵巢功能。见插页ⅩⅩⅩ图７。
综上，“秩边透水道”针法可以改善ＰＯＲ小鼠卵巢反应性，

促进卵泡的正常发育和排出，增加获卵量，其潜在机制可能与

调节内质网信号通路上的关键分子相关。但本文仅局限于研

究内质网凋亡途径，未来还应该从其他凋亡信号通路进行全面

研究，以期为“秩边透水道”针法的临床应用提供可靠的研究

基础。
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ⅩⅩⅧ

“秩边透水道”针法对卵巢低反应小鼠内质网凋亡途径的影响

（正文见１８９－１９４页）

图１　小鼠动情周期各阶段阴道涂片（×１００）

注：黑色箭头代表正常卵泡；黄色箭头代表闭锁卵泡。

图２　各组小鼠卵巢组织形态比较（ＨＥ染色，×１００）
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ⅩⅩⅨ

注：上层图片×４．０ｋ；下层图片×２０．０ｋ。
图３　各组小鼠卵巢超微结构比较

图４　各组小鼠卵巢细胞凋亡比较（ＴＵＮＥＬ染色，×２００）
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ⅩⅩⅩ

注：棕黄色颗粒为卵巢组织中ＧＲＰ７８阳性表达。
图５　各组小鼠卵巢ＧＲＰ７８阳性表达比较（免疫组化，×２００）

图７　“秩边透水道”针法通过内质网凋亡途径改善ＰＯＲ小鼠卵巢细胞凋亡


