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【摘　要】　目的：探讨针刺通过丝裂原活化蛋白激酶激酶/细胞外信号调节激酶（MEK/ERK）通路调控炎性

反应和细胞凋亡改善早发性卵巢功能不全（POI）大鼠卵巢功能的可能机制。方法：SD 大鼠采用随机数字表

法分为空白组、POI 组和针刺组，每组 15 只。POI 组和针刺组大鼠连续 15 d 腹腔注射环磷酰胺复制 POI 模

型。针刺组大鼠针刺“关元”和双侧“三阴交”，每次 30 min，每日 1 次，治疗 3 周。观察各组大鼠动情周期；检

测体质量、卵巢湿重并计算卵巢指数；HE 染色观察卵巢病理形态并对各阶段卵泡计数；ELISA 法检测血清

抗缪勒管激素（AMH）、雌二醇（E2）、促卵泡生成素（FSH）、白细胞介素（IL）-1β、IL-10、肿瘤坏死因子 -α
（TNF-α）和卵巢 IL-1β、IL-10、TNF-α 的含量；流式细胞术检测卵巢颗粒细胞凋亡水平；实时荧光定量 PCR
法检测卵巢 MEK1/2、ERK1/2、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）、B 细胞淋巴瘤-2 蛋白（Bcl-2）、核因子 κB p65（NF-κB 
p65）及环氧合酶-2（COX-2）mRNA 表达；Western blot 法检测卵巢磷酸化（p）-MEK1/2、MEK1/2、p-ERK1/2、
ERK1/2、Bax、Bcl-2、NF-κB p65、COX-2 蛋白表达；免疫荧光法检测卵巢 p-ERK1/2 蛋白的表达。结果：与空

白组相比，POI 组动情周期紊乱率升高（P<0.01），体质量、卵巢湿重与卵巢指数降低（P<0.01）；卵巢病理结

构紊乱，原始、初级、次级、成熟卵泡数量下降（P<0.01），闭锁卵泡数量升高（P<0.01）；血清 FSH、IL-1β、
TNF-α 和卵巢 IL-1β、TNF-α 含量升高（P<0.01），血清 AMH、E2、IL-10 和卵巢 IL-10 含量下降（P<0.01）；卵

巢颗粒细胞凋亡水平提高（P<0.01），MEK1/2、ERK1/2、Bax、NF-κB p65、COX-2 mRNA 表达升高（P<
0.01），Bcl-2 mRNA 表达下降（P<0.01）；卵巢 p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2、Bax、NF-κB p65、
COX-2 蛋白表达升高（P<0.01），Bcl-2 蛋白表达下降（P<0.01）；卵巢 p-ERK1/2 荧光表达增强（P<0.01）。

与 POI 组相比，针刺组上述指标均发生逆转（P<0.01，P<0.05）。结论：针刺能够改善 POI 大鼠卵巢功能，其

作用可能与调控 MEK/ERK 信号通路，进而减轻卵巢炎性反应并抑制颗粒细胞凋亡有关。
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【ABSTRACT】　 Objective　 To explore the mechanism of acupuncture in improving ovarian function in rats with 

premature ovarian insufficiency （POI） by regulating the inflammatory response and apoptosis via the mitogen-activated 

protein kinase kinase/extracellular signal-regulated kinase （MEK/ERK） pathway. Methods　 SD rats were randomly 

divided into blank， model and acupuncture groups， with 15 rats in each group. The POI model was established by 

intraperitoneal injection of cyclophosphamide for 15 consecutive days. Rats in the acupuncture group received 
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acupuncture at “Guanyuan” （CV4） and bilateral “Sanyinjiao” （SP6） for 30 min， once daily for 3 weeks. The estrous 

cycle of rats was observed. Body weight and ovarian wet weight were measured， and the ovarian index was calculated. 

Ovarian histopathology was observed by HE staining， and follicles at different stages were counted. The serum levels of 

anti-Mullerian hormone （AMH）， estradiol （E2）， follicle-stimulating hormone （FSH）， interleukin （IL）-1β， IL-10， and 

tumor necrosis factor- α （TNF- α）， and the ovarian levels of IL-1β， IL-10， and TNF- α， were detected by ELISA. The 

apoptosis level of granulosa cells was assessed by flow cytometry. The mRNA expressions of MEK1/2， ERK1/2， Bcl-2 

associated X protein （Bax）， B-cell lymphoma-2 （Bcl-2）， nuclear factor- κB p65 （NF- κB p65）， and cyclooxygenase-2 

（COX-2） in the ovary were detected by qPCR. The protein expressions of phosphorylated （p）-MEK1/2， MEK1/2， 

p-ERK1/2， ERK1/2， Bax， Bcl-2， NF- κB p65， and COX-2 were detected by Western blot. Immunofluorescence was 

used to detect the expression of p-ERK1/2 protein in ovarian tissue. Results　Compared with the blank group， the POI 

group showed an increased disorder rate of the estrous cycle （P<0.01）， and decreased body weight， ovarian wet 

weight， and ovarian index （P<0.01）； disordered ovarian pathological structure， decreased numbers of primordial， 

primary， secondary， and mature follicles （P<0.01）， and increased number of atretic follicles （P<0.01）. Additionally， the 

contents of serum FSH， IL-1β， and TNF-α， as well as ovarian IL-1β and TNF-α were increased （P<0.01）， whereas the 

contents of serum AMH， E2， IL-10， and ovarian IL-10 were decreased （P<0.01）. The apoptosis level of granulosa cells 

was elevated （P<0.01）. The mRNA expressions of MEK1/2， ERK1/2， Bax， NF- κB p65 and COX-2 in the ovary were 

increased （P<0.01）， while Bcl-2 mRNA expression was decreased （P<0.01）. The protein expression p-MEK1/2/MEK1/

2， p-ERK1/2/ERK1/2， Bax， NF- κB p65 and COX-2 were increased （P<0.01）， while Bcl-2 protein expression was 

decreased （P<0.01）. The immunofluorescence expression of p-ERK1/2 in the ovary was enhanced （P<0.01）. 

Compared with the POI group， all the above indicators were significantly reversed in the acupuncture group （P<0.01， 

P<0.05）. Conclusion　 Acupuncture can improve ovarian function in POI rats. The mechanism may be related to 

regulating the MEK/ERK signaling pathway， thereby alleviating ovarian inflammatory response and inhibiting granulosa 

cell apoptosis.

【KEYWORDS】　 Premature ovarian insufficiency； Acupuncture； MEK/ERK signaling pathway； Inflammatory 

Response； Apoptosis

随着我国人口老龄化进程的加速，国家相继出

台多项生育支持与鼓励政策，旨在提升生育水平并

缓解人口结构失衡带来的社会挑战。在此背景下，

育龄女性生殖健康问题日益凸显，其中早发性卵巢

功能不全（POI）已成为制约女性生育能力的重要因

素之一。POI 是指女性在 40 岁前卵巢功能衰竭，导

致卵泡耗竭、雌激素缺乏和高促性腺激素水平升

高，多表现为月经紊乱、不孕等症状，不仅严重威胁

女性的生殖健康，还可能引发骨质疏松、心血管疾

病及心理障碍等远期并发症，降低患者生活质量和

整体健康水平 [1-2]。流行病学调查 [3-4]显示，POI 的发

病率逐年上升，且发病年龄呈年轻化趋势。当前，

POI 的临床治疗主要依赖激素替代疗法，虽可缓解

部分症状，但存在疗效有限、个体差异大及长期用

药安全等问题 [5-6]。已有研究 [7-8] 提示针灸在改善

POI 患者激素水平和卵巢功能方面具有一定潜力，

但其作用机制仍未完全阐明。

POI 的发病机制复杂，其中炎性反应和细胞凋

亡被视为 POI 发生发展的核心环节。卵巢局部炎

性微环境失衡时，促炎因子的大量释放可损伤卵泡

颗粒细胞并加速卵泡闭锁；而颗粒细胞作为维持卵

巢功能和卵泡发育的核心细胞，其凋亡水平升高又

进一步破坏卵巢微环境，导致卵巢储备功能持续衰

退，二者相互促进，形成“炎性反应 -凋亡”恶性循

环 [9-10]。丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）家族成员之

一的丝裂原活化蛋白激酶激酶/细胞外信号调节激

酶通路（MEK/ERK）在调控细胞增殖分化、炎性反

应和凋亡中发挥重要作用，并广泛参与卵泡发育及

颗粒细胞功能维持 [11]。已有研究 [12-13]表明，MEK/
ERK 通路活性变化可通过影响下游炎性因子和凋

亡相关蛋白，参与多种卵巢疾病的发生发展。尽管

目前研究显示针灸可改善 POI 患者激素水平和卵

巢功能，但其是否通过调控 MEK/ERK 通路介导炎

性反应与凋亡仍不明确。因此，本研究拟以 POI 大
鼠模型为对象，探讨针刺通过 MEK/ERK 通路调控

炎性反应-凋亡改善卵巢功能的潜在机制，为临床应

用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

本研究选用 45 只 7~8 周龄雌性 SD 大鼠，体质
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量（190±10）g，购自北京斯贝福实验动物有限公

司，动物生产许可证号：SCXK（京）2019-0010。所

有动物饲养及实验操作均在山西中医药大学实验

动物中心进行，饲养环境为 12 h 明/12 h 暗循环，室

温控制在（25±2） ℃，相对湿度（55±5）%，大鼠自

由摄食饮水。本实验方案经山西中医药大学动物

伦理委员会审批，伦理批准号：2022DW266。
1.2　主要试剂和仪器

环磷酰胺（大连美仑），异氟烷（深圳瑞沃德），

苏木精 -伊红（HE）染色试剂盒、雌二醇（E2）试剂

盒、促卵泡激素（FSH）试剂盒、白细胞介素（IL）-1β
试剂盒、IL-10 试剂盒、肿瘤坏死因子（TNF）-α 试剂

盒（北京索莱宝），细胞筛网、细胞凋亡检测试剂盒、

RNA 提取液、一管化一步法基因组 DNA 去除与反

转录试剂盒、MEK1/2 抗体、磷酸化（p）-MEK1/2 抗

体、ERK1/2 抗体、p-ERK1/2 抗体、核因子 κB p65 亚

基（NF-κB p65）抗体、羊抗兔 IgG 二抗、GAPDH 抗

体、RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量试剂盒、ECL 发光

液、荧光二抗（武汉赛维尔），抗缪勒管激素（AMH）

试剂盒、B 细胞淋巴瘤 -2 蛋白（Bcl-2）抗体、Bcl-2 相

关 X 蛋白（Bax）抗体、环氧化酶 -2（COX-2）抗体（武

汉爱博泰克）。

无菌针灸针（0.25 mm×25 mm，苏州华佗），小

动物专用吸入麻醉机（北京众实迪创），酶标仪（美

国 MD），离心机（美国 SCILOGEX），石蜡切片机

（美国赛默飞），流式细胞仪（美国 BD），荧光定量

PCR 仪（美国 Bio-Rad），凝胶电泳仪、图像采集与分

析系统（上海天能），转印电泳仪（武汉赛维尔），荧

光显微镜、体视显微镜（德国 Leica）。

1.3　造模及分组方法

大鼠购入后，在标准饲养环境下适应性喂养

7 d。随后采用随机数字表法将大鼠分为空白组、

POI 组和针刺组，每组 15 只。POI 组和针刺组大鼠

首日腹腔注射环磷酰胺负荷剂量 50 mg·kg-1，随后

以 8 mg·kg-1·d-1 剂量每日腹腔注射 1 次，连续 15 d；
空白组同期腹腔注射等体积 0.9% 氯化钠溶液，每

日 1 次，连续 15 d。造模期间进行阴道涂片观察动

情周期，当出现动情周期紊乱时，即视为模型制备

成功 [14]。

1.4　干预方法

造模完成次日，针刺组大鼠参照文献 [15]进行

针刺干预：选取“关元”（腹正中线，脐下约 25 mm
处）和双侧“三阴交”（后肢内踝尖直上 10 mm 处），

穴位常规消毒后，将针灸针直刺进穴位约 3 mm，

不施提插捻转手法，留针 30 min，每日 1 次，连续

3 周。空白组与 POI 组大鼠在相同时间段仅进行抓

取和固定处理，不予针刺干预。

1.5　观察指标及检测方法

动情周期观察：实验期间，每日固定时间采用

阴道涂片法对各组所有大鼠进行动情周期观察，使

用无菌 0.9% 氯化钠溶液浸湿的棉签进入大鼠阴道

旋转 1~2 圈，取出后均匀涂抹于载玻片上，自然风

干后进行 HE 染色，在光学显微镜下观察阴道涂片

并判定动情周期。

取材方法：治疗结束后次日，将各组大鼠采用

异氟烷吸入麻醉，经腹主动脉采血。采血后处死大

鼠，分离双侧卵巢组织并称取湿重，将部分卵巢组

织置于 4% 多聚甲醛固定液固定，用于 HE 和免疫

荧光染色，部分新鲜卵巢用于流式细胞检测，部分

卵巢置于-80 ℃冰箱冻存用于后续 Western blot 和
PCR 检测。

体质量、卵巢湿重与卵巢指数检测：称取各组

所有大鼠体质量，取完血后处死大鼠，迅速分离双

侧卵巢，去除周围脂肪，用滤纸轻轻吸去表面血液

后立即称量卵巢湿重并计算卵巢指数。卵巢指数

（mg/g）＝卵巢湿重（mg）÷体质量（g）。

HE 染色观察卵巢病理形态：随机选取各组 5 只

大鼠双侧卵巢固定于 4% 多聚甲醛中，常规脱水、石

蜡包埋并制成切片（4 µm）；随机取每组 5 张切片经

二甲苯脱蜡、梯度乙醇复水后，依次进行苏木精和

伊红染液染色；梯度乙醇脱水；二甲苯透明封片；光

学显微镜下观察卵巢病理变化并进行各级卵泡

计数。

ELISA 法 检 测 血 清 AMH、E2、FSH、IL-1β、
IL-10、TNF-α 含量：将各组所有大鼠血液室温静置

1 h 后，离心 20 min 取血清，按照 ELISA 试剂盒说明

书，将标准品及各组血清样本加入包被有相应抗体

的酶标板孔中，孵育、洗板后依次加入检测抗体及

酶结合物，显色反应终止后，于酶标仪 450 nm 波长

下测定各孔吸光度值，根据标准曲线计算各指标的

含量。

流式细胞术检测卵巢颗粒细胞凋亡水平：随机

取各组 5 只大鼠左侧卵巢组织 40 mg，置于含 1 mL 
PBS 的培养皿中。在体视显微镜下，用无菌注射器

针头轻轻挑破卵泡，释放颗粒细胞，经 200 目细胞筛

过滤后获得颗粒细胞混悬液；然后 4 ℃离心 5 min，
弃上清，PBS 重悬洗涤 2 次，调整细胞浓度至 1×
106~1×107 个细胞/mL。按照试剂盒说明书操作，
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取适量颗粒细胞悬液，加入 Annexin V-FITC 和 PI
工作液，避光条件下室温孵育 15 min；孵育结束后采

用流式细胞仪检测颗粒细胞凋亡水平。

ELISA 法检测卵巢 IL-1β、IL-10、TNF-α 含量：

随机取各组 5 只大鼠左侧卵巢组织 40 mg，加入组织

裂解液充分匀浆，4 ℃离心 15 min，收集上清。根据

ELISA 试剂盒说明书，将标准品及样本加入包被有

相应抗体的酶标板孔中，室温孵育后洗板；依次加

入生物素标记抗体和酶结合物，洗涤后加入显色底

物反应，终止反应后于酶标仪上测定 450 nm 处吸光

度值，根据标准曲线计算其不同指标的含量。

实时荧光定量 PCR 法检测卵巢组织 MEK1/2、
ERK1/2、Bax、Bcl-2、NF-κB p65、COX-2 mRNA 表

达：随机选取各组 5 只大鼠右侧卵巢组织，采用

Trizol 法提取总 RNA，按照反转录试剂盒说明，将

RNA 反 转 录 为 cDNA；以 该 cDNA 为 模 板 ，进 行

PCR 扩增：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 10 s，58~
62 ℃ 退火 30 s，共 40 个循环。反应结束后采用

2-△△Ct法以 GAPDH 为内参计算各基因的相对表达。

引物序列由武汉赛维尔合成，引物序列见表 1。

Western blot 法 检 测 卵 巢 组 织 p-MEK1/2、
MEK1/2、p-ERK1/2、ERK1/2、Bax、Bcl-2、NF- κB 
p65、COX-2 蛋白表达：随机选取各组 5 只大鼠右侧

卵巢组织 40 mg，加入适量 RIPA 裂解液进行充分裂

解；4 ℃离心 15 min 取上清测定蛋白浓度；按等量蛋

白进行电泳分离后，将蛋白转移至 PVDF 膜；转膜

完成后，使用 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h；随后分别

加入一抗和内参：MEK1/2、Bcl-2（1∶5 000），ERK1/2、
Bax 、Bcl-2 、GAPDH（1∶ 1 000），p-MEK1/2 、

p-ERK1/2（1∶500），4 ℃孵育过夜。次日用 TBST
洗膜 3 次；再加入相应二抗（1∶5 000），于室温孵育

1.5 h；TBST 洗膜后，滴加 ECL 发光试剂上机显影，

使用 Image J分析灰度值，并计算目的蛋白相对表达

水平。

免疫荧光法检测卵巢组织 p-ERK1/2 蛋白的表

达：随机取上述每组 5 个大鼠卵巢石蜡切片，脱蜡至

水后，采用枸橼酸缓冲液进行抗原修复；室温下用

5% 牛血清白蛋白封闭非特异性结合 30 min；后加

入 p-ERK1/2 一抗（1∶800），4 ℃ 孵育过夜。次日

PBS 清洗后，加入二抗（1∶500）避光孵育 1 h；使用

DAPI 对细胞核进行复染；抗荧光淬灭封片后，采用

荧光显微镜观察并采集图像，用 Image J软件分析荧

光强度。

1.6　统计学处理

采用 GraphPad Prism 8 软件进行统计分析。计

数资料以百分比（%）表示，计量资料以均值±标准

差（x̄±s）表示。多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较方差齐性时进行 LSD 法事后检验，方差不

齐 时 采 用 Tamhane’s T2 检 验 ；两 两 比 较 采 用

Dunnett’s t3 检验。以 P≤0.05 为差异具有统计学

意义的标准。

2　结果

2.1　各组大鼠动情周期比较

大鼠动情周期通常持续 4~5 d，分为动情前期

（有核上皮细胞为主）、动情期（角化上皮细胞为

主）、动情后期（角化上皮细胞与白细胞混合）和动

情间期（白细胞为主，伴少量有核和角化上皮细

胞）。当动情周期时长超过 5 d 或长时间滞于某期，

为动情周期紊乱。接受治疗后，与空白组相比，POI
组大鼠的动情周期延长，节律紊乱，长时间停留在

动情间期，紊乱率升高（P<0.01）；与 POI组相比，针

刺组大鼠的动情周期改善，紊乱率下降（P<0.01）。

见图 1、表 2。

表  1　引物序列

Table 1　Primer sequences

基因

MEK1/2

ERK1/2

Bax

Bcl-2

NF-κB 
p65

COX-2

GAPDH

序列（5'→3'）

上游 GACGAGCAGCAGCGG
下游 CTTGAACACCACTCCACCATTG

上游 CCAGAGTGGCTATCAAGAAG
下游 GGATGTCTCGGATGCCTA

上游 CGAATTGGCGATGAACTGGA
下游 CAAACATGTCAGCTGCCACAC

上游 GACTGAGTACCTGAACCGGCATC
下游 CTGAGCAGCGTCTTCAGAGACA

上游 GACCTGGAGCAAGCCATTAG
下游 CACTGTCACCTGGAAGCAGA

上游 TTTGTTGAGTCATTCACCAGACAG
下游 ACGATGTGTAAGGTTTCAGGGA

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

产物

长度/
bp

126

123

109

135

123

169

138

注：MEK 为丝裂原活化蛋白激酶，ERK 为细胞外信号

调节激酶，Bax为 Bcl-2相关 X 蛋白，Bcl-2为 B 细胞淋巴瘤-2，
NF-κB p65 为核因子 κB p65 亚基，COX-2 为环氧合酶-2。
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2.2　各组大鼠体质量、卵巢湿重与卵巢指数比较

与空白组相比，POI组体质量、卵巢湿重与卵巢

指数降低（P<0.01）；与 POI组相比，针刺组体质量、

卵巢湿重与卵巢指数升高（P<0.01）。见图 2。

2.3　各组大鼠卵巢病理损伤情况比较

空白组卵巢结构完整，不同发育阶段卵泡数量

丰富、形态正常，颗粒细胞层排列紧密，间质分布均

匀，无明显炎性反应或纤维化；POI 组卵巢结构紊

乱，卵泡数量减少且多为闭锁卵泡，颗粒细胞层变

薄松散伴纤维化；针刺组卵巢病理损伤较 POI 组改

善，卵泡数量增多，形态趋于正常。见图 3。与空白

组相比，POI组卵巢中原始、初级、次级、成熟卵泡数

量减少（P<0.01），闭锁卵泡数量增加（P<0.01）；与

POI组相比，针刺组原始、初级、次级、成熟卵泡数量

增加（P<0.01，P<0.05），闭锁卵泡数量减少（P<
0.01）。见图 4。

2.4　各组大鼠血清 AMH、E2、FSH、IL-1β、IL-10、
TNF-α 含量比较

与 空 白 组 相 比 ，POI 组 血 清 FSH、IL-1β 和

TNF-α 含量升高（P<0.01），AMH、E2 和 IL-10 含量

下降（P<0.01）；与 POI 组相比，针刺组血清 FSH、

IL-1β 和 TNF-α 含量下降（P<0.01），AMH、E2 和

IL-10 含量升高（P<0.01）。见图 5。

2.5　各组大鼠卵巢颗粒细胞凋亡水平比较

图 6 中右上、右下象限数值之和为细胞总凋亡

率。与空白组相比，POI 组卵巢颗粒细胞凋亡水平

提高（P<0.01）；与 POI 组相比，针刺组卵巢颗粒细

胞凋亡水平下降（P<0.01）。见图 6。
2.6　各组大鼠卵巢 IL-1β、IL-10、TNF-α 含量比较

与空白组相比，POI 组卵巢 IL-1β、TNF-α 含量

升高（P<0.01），IL-10 含量下降（P<0.01）；与 POI

注：标尺=100 µm。红色箭头示有核上皮细胞，黑色箭头示角化上皮细胞，黄色箭头示白细胞。

图 1　大鼠不同阶段动情周期标志性涂片比较（HE染色）

Fig. 1　Comparison of representative vaginal cytology at different stages of the estrous cycle of rats （HE staining）

**
##

空白组  POI组   针刺组

体质量

质
量

/g

300

200

100

0

**

##

空白组  POI组   针刺组

卵巢湿重

质
量

/m
g

150

100

50

0

**
##

空白组  POI组   针刺组

卵巢指数

指
数

/m
g·

g-1

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

注：与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，##P<0.01。
图 2　各组大鼠体质量、卵巢湿重与卵巢指数比较（x̄±s，15只鼠/组）

Fig. 2　Comparison of body weight， ovarian wet weight， and ovarian index of rats in the 3 groups 

（x̄±s， 15 rats/group）

表 2　各组大鼠动情周期紊乱情况比较

Table 2　Comparison of estrous cycle disorder rates of rats 

in the 3 groups

组别

空白组

POI组

针刺组

只数

15

15

15

造模后

正常/
只

15

0

0

紊乱/
只

0

15

15

紊乱

率/%

0

100**

100**

干预后

正常/
只

15

0

12

紊乱/
只

0

15

3

紊乱

率/%

0

100**

20##

注：与同时间空白组比较，**P<0.01；与同时间 POI 组比

较，##P<0.01。
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空白组                                            POI组                                              针刺组

注：标尺=100 µm。黑色箭头示各阶段发育正常的卵泡，红色箭头示闭锁卵泡。

图 3　各组大鼠卵巢病理损伤情况比较（HE染色）

Fig. 3　Comparison of ovarian histopathological damage of rats in the 3 groups （HE staining）

**

##

空白组   POI组    针刺组

原始卵泡

数
量

/个

15

10

5

0

**

##

空白组   POI组    针刺组

初级卵泡
数

量
/个

10

8

6

4

2

0

**

##

空白组   POI组    针刺组

次级卵泡

数
量

/个

8

6

4

2

0

**

#

空白组   POI组    针刺组

成熟卵泡

数
量

/个

5

4

3

2

1

0

**

##

空白组   POI组    针刺组

闭锁卵泡

数
量

/个

15

10

5

0

注：与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，#P<0.05，##P<0.01。
图 4　各组大鼠不同类型卵泡数量比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 4　Comparison of different types of follicle numbers of rats in the 3 groups （x̄±s， 5 rats/group）

**

##

空白组   POI组   针刺组

AMH

质
量

/n
g·

m
L-1

5

4

3

2

1

0

**

##

空白组   POI组   针刺组

E2

质
量

/p
g·

m
L-1

100

80

60

40

20

0

**

##

空白组   POI组   针刺组

IL-10

含
量

/p
g·

m
L-1

100

80

60

40

20

0

**

##

空白组   POI组   针刺组

IL-1β

含
量

/p
g·

m
L-1

80

60

40

20

0

**

##

空白组   POI组   针刺组

FSH

质
量

/IU
·L

-1

30

20

10

0

**

##

空白组   POI组   针刺组

TNF-α

含
量

/p
g·

m
L-1

150

100

50

0

注：AMH 为抗缪勒管激素，E2 为雌二醇，FSH 为促卵泡生成素，IL-1β 为白细胞介素 1β、IL-10 为白细胞介素 10、TNF-α 为肿瘤

坏死因子-α。与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，##P<0.01。
图 5　各组大鼠血清 AMH、E2、FSH、IL-1β、IL-10、TNF-α含量比较（x̄±s，15只鼠/组）

Fig. 5　Comparison of serum AMH， E2， FSH， IL-1β， IL-10 and TNF-α contents of rats in the 3 groups （x̄±s， 15 rats/group）
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组相比，针刺组卵巢 IL-1β、TNF-α 含量下降（P<
0.01），IL-10 含量升高（P<0.05）。见图 7。
2.7　各组大鼠卵巢 MEK1/2、ERK1/2、Bax、Bcl-2、
NF-κB p65、COX-2 mRNA 表达比较

与空白组相比，POI组卵巢 MEK1/2、ERK1/2、

Bax、NF- κB p65、COX-2 mRNA 表 达 升 高（P<
0.01），Bcl-2 mRNA 表达下降（P<0.01）；与 POI 组
相比，针刺组卵巢 MEK1/2、ERK1/2、Bax、NF-κB 
p65、COX-2 mRNA 表 达 下 降（P<0.01），Bcl-2 
mRNA 表达升高（P<0.05）。见图 8。

2.8　各组大鼠卵巢 p-MEK1/2、MEK1/2、p-ERK1/
2、ERK1/2、Bax、Bcl-2、NF-κB p65、COX-2 蛋白表

达比较

与空白组相比，POI组卵巢 p-MEK1/2/MEK1/
2、p-ERK1/2/ERK1/2 比 值 及 Bax、NF- κB p65、
COX-2 蛋白表达升高（P<0.01），Bcl-2 蛋白表达下

降（P<0.01）；与 POI 组相比，针刺组卵巢 p-MEK1/
2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2 比值及 Bax、NF-κB 
p65、COX-2蛋白表达下降（P<0.05，P<0.01），Bcl-2
蛋白表达升高（P<0.05）。见图 9。
2.9　各组大鼠卵巢 p-ERK1/2 蛋白荧光表达比较

图中 p-ERK1/2 蛋白呈现绿色荧光 ，主要分

布在颗粒细胞周围。与空白组相比，POI 组卵巢

p-ERK1/2 蛋白荧光表达增强（P<0.01）；与 POI 组
相比，针刺组卵巢 p-ERK1/2 蛋白荧光表达下降

（P<0.01）。见图 10。

3　讨论

POI 是指女性在 40 岁之前出现的卵巢功能过

早衰退状态，其主要特征包括卵泡储备加速耗竭、

卵巢内分泌功能减退及生殖能力下降。临床上常

表现为月经紊乱或闭经，伴随雌激素水平降低、促

性腺激素异常升高，并可进一步引发不孕及一系列

内分泌相关并发症 [16]。在本研究中，与空白组相比，

POI 组大鼠出现动情周期延长和不规律等紊乱情

况，卵巢湿重及卵巢指数降低；血清 AMH 和 E2 含

量下降，FSH 含量升高。同时卵巢结构完整性受

损，形态异常，成熟卵泡数量减少，闭锁卵泡比例增

加。这些变化与临床 POI 患者的表现基本一致 [17]，

表明 POI 大鼠模型复制成功，为后续机制探讨和干

空白组                                                 POI组                                                   针刺组

**

##

空白组  POI组   针刺组

凋亡率

百
分

比
/%

50

40

30

20

10

0

注：PI为碘化丙啶，FITC 为异硫氰酸荧光素，Annexin V 为膜联蛋白 V。右上象限为晚期凋亡细胞，右下象限为早期凋亡细

胞。与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，##P<0.01。
图 6　各组大鼠卵巢颗粒细胞凋亡水平比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 6　Comparison of granulosa cell apoptosis of rats in the 3 groups （x̄±s， 5 rats/group）

**

##

空白组  POI组   针刺组

IL-1β

含
量

/p
g·

m
g-1

80

60

40

20

0

**

#

空白组  POI组   针刺组

IL-10

含
量

/p
g·

m
g-1

80

60

40

20

0

**

##

空白组  POI组   针刺组

TNF-α
含

量
/p

g·
m

g-1
150

100

50

0

注：IL-1β 为白细胞介素 1β，IL-10 为白细胞介素 10，TNF-α 为肿瘤坏死因子-α。与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，#P<
0.05，##P<0.01。

图 7　各组大鼠卵巢 IL-1β、IL-10、TNF-α含量比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 7　Comparison of ovarian IL-1β， IL-10 and TNF-α contents of rats in the 3 groups （x̄±s， 5 rats/group）
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**
#

##

空白组  POI组   针刺组

空白组 POI组 针刺组

空白组 POI组 针刺组

空白组 POI组 针刺组

p-MEK1/2/MEK1/2

比
值

1.5

1.0

0.5

0

**

空白组  POI组   针刺组

p-ERK1/2/ERK1/2
比

值
1.5

1.0

0.5

0

**
##

空白组  POI组   针刺组

Bax

相
对

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0

**
#

空白组  POI组   针刺组

Bcl-2

相
对

表
达

量

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

**
##

空白组  POI组   针刺组

NF-κB p65

相
对

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0

**

##

空白组  POI组   针刺组

COX-2

相
对

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0

MEK1/2

p-MEK1/2

ERK1/2

p-ERK1/2

GAPDH

43 kDa

43 kDa

42/44 kDa

42/44 kDa

36 kDa

Bax

Bcl-2

GAPDH

21 kDa

26 kDa

36 kDa

NF-κB p65

COX-2

GAPDH

65 kDa

74 kDa

36 kDa

注：MEK 为丝裂原活化蛋白激酶激酶，p-MEK 为磷酸化丝裂原活化蛋白激酶激酶，ERK 为细胞外信号调节激酶，p-ERK 为磷

酸化细胞外信号调节激酶，Bax 为 Bcl-2 相关 X 蛋白，Bcl-2 为 B 细胞淋巴瘤-2，NF-κB p65 为核因子 κB p65 亚基，COX-2 为环氧

合酶-2。与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，，#P<0.05##P<0.01。
图 9　各组大鼠卵巢 p-MEK1/2、MEK1/2、p-ERK1/2、ERK1/2、Bax、Bcl-2、NF-κB p65、COX-2蛋白表达比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 9　Comparison of ovarian p-MEK1/2， MEK1/2， p-ERK1/2， ERK1/2， Bax， Bcl-2， NF-κB p65 and COX-2 protein 

expression of rats in the 3 groups （x̄±s， 5 rats/group）

**

##

空白组  POI组   针刺组

MEK1/2

相
对

表
达

量

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

**

##

空白组  POI组   针刺组

ERK1/2

相
对

表
达

量

3

2

1

0

**
##

空白组  POI组   针刺组

Bax

相
对

表
达

量

2.0

1.5

1.0

0.5

0

**

#

空白组  POI组   针刺组

Bcl-2

相
对

表
达

量

1.5

1.0

0.5

0

**
##

空白组  POI组   针刺组

NF-κB p65

相
对

表
达

量

2.0

1.5

1.0

0.5

0

**

##

空白组  POI组   针刺组

COX-2

相
对

表
达

量

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

注：MEK 为丝裂原活化蛋白激酶激酶，ERK 为细胞外信号调节激酶，Bax 为 Bcl-2 相关 X 蛋白，Bcl-2 为 B 细胞淋巴瘤-2，NF-κB 
p65 为核因子 κB p65 亚基，COX-2 为环氧合酶-2。与空白组比较，**P<0.01；与 POI组比较，#P<0.05，##P<0.01。

图 8　各组大鼠卵巢 MEK1/2、ERK1/2、Bax、Bcl-2、NF-κB p65、COX-2 mRNA表达比较（x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 8　Comparison of ovarian MEK1/2， ERK1/2， Bax， Bcl-2， NF-κB p65 and COX-2 mRNA expression of rats in the 3 

groups （x̄±s， 5 rats/group）
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预研究提供了可靠的实验基础。

中医认为，POI属于“闭经”“不孕”等范畴，其核

心病机以肾虚为本，兼夹肝郁、血瘀等标证 [18-19]。肾

主生殖，肾精亏虚则卵巢失养，卵泡发育受阻，导致

卵巢功能衰退；而肝郁、血瘀等兼证则会导致气血

运行不畅，瘀阻冲任二脉，影响卵巢气血濡养。基

于此，中医治疗 POI 以补肾益精、调理冲任、疏调气

血为核心治疗原则。针刺作为中医外治法的重要

组成部分，具有疏通经络、调和气血等功效，在 POI
治疗中疗效确切。本研究选取“关元”“三阴交”为

干预穴位：关元为任脉要穴，且为任脉与足三阴经

之交会穴，具有温补元气、益肾填精、调理冲任之

功；三阴交为脾、肝、肾三经交会穴，具有健脾益气、

滋养肝肾、活血化瘀之效。两穴配伍可补肾益精、

协调冲任，从整体上改善卵巢功能失调状态 [20]。既

往动物实验研究 [21]提示，针刺能够调控动情周期及

性激素水平，进而改善卵巢功能。本研究结果显

示，针刺干预后，POI 大鼠动情周期紊乱得到改善，

卵巢湿重及卵巢指数升高；血清性激素水平紊乱得

到纠正；卵巢病理损伤改善，卵泡闭锁程度减轻，提

示针刺能够有效改善 POI大鼠的卵巢功能。

MEK/ERK 信号通路是 MAPK 家族的重要组

成部分，在卵巢生理与病理过程中发挥关键调控作

用。该通路广泛参与卵泡发育、颗粒细胞增殖与存

活及卵巢局部微环境稳态的维持。已有研究 [22-23]表

明，MEK/ERK 信号异常与卵巢功能减退密切相

关，其活化状态的改变可通过影响炎性反应及细胞

凋亡过程，推动卵巢功能损伤并参与多种卵巢疾病

的发生发展。本研究结果显示，POI 组卵巢 MEK1/
2、ERK1/2 mRNA 表达升高，p-MEK1/2/MEK1/2、
p-ERK1/2/ERK1/2 蛋白表达比值升高；免疫荧光

进一步表明，卵巢颗粒细胞周围 p-ERK1/2 荧光阳

性信号明显增强，提示 MEK/ERK 通路在 POI 状态

下被异常激活。针刺干预后，上述指标被不同程度

逆转，提示针刺可能有效抑制 MEK/ERK 通路的异

常激活。

在炎性反应层面，MEK/ERK 信号通路可通过

调控多种炎性相关转录因子的活性，进而影响炎性

介质的表达，是连接细胞内信号转导与炎性反应的

重要枢纽。当该通路异常激活时，促炎信号持续增

强，炎性因子释放增加，可破坏卵泡发育所需的微

环境稳态，加重颗粒细胞损伤并促进卵泡闭锁 [24-25]。

本研究结果显示，POI 模型组卵巢中 NF-κB p65 和

COX-2 蛋白及其 mRNA 表达升高，同时卵巢及血清

中促炎因子 IL-1β、TNF-α 表达升高，而抗炎因子

IL-10 水平下降，提示 POI 状态下卵巢局部及全身

均存在炎性反应增强。针刺后，上述炎性相关指标

不同程度改善，提示针刺可能通过抑制 MEK/ERK

**

##

空白组  POI组   针刺组空白组                                  POI组                                     针刺组
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强
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注：p-ERK 为磷酸化细胞外信号调节激酶。标尺=50 μm，p-ERK1/2 阳性表达呈现绿色荧光。与空白组比较，**P<0.01；
与 POI组比较，##P<0.01。

图 10　各组大鼠卵巢 p-ERK1/2蛋白荧光表达比较（免疫荧光染色，x̄±s，5只鼠/组）

Fig. 10　Comparison of ovarian p-ERK1/2 protein expression of rats in the 3 groups 

（immunofluorescence staining， x̄±s， 5 rats/group）
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通路活性，减轻卵巢局部及系统性炎性反应，从而

改善 POI相关病理状态。

在细胞凋亡层面，MEK/ERK 信号通路可以通

过调节 Bax、Bcl-2 等凋亡相关蛋白的表达，参与维

持颗粒细胞增殖与凋亡之间的动态平衡，从而对卵

泡发育及卵巢储备功能发挥重要调控作用。当该

信号通路异常激活或调控失衡时，促凋亡信号相对

增强，可导致颗粒细胞凋亡水平升高，进而加速卵

泡闭锁进程，促进卵巢功能减退 [26-27]。本研究显示，

POI 模型组卵巢中促凋亡蛋白 Bax 表达升高，抗凋

亡蛋白 Bcl-2 表达下降；同时流式细胞术结果显示

卵巢颗粒细胞凋亡水平明显升高。针刺干预后，

Bax 表达下调、Bcl-2 表达上调，颗粒细胞凋亡率降

低，提示针刺可能通过调节 MEK/ERK 信号通路，

恢复促凋亡与抗凋亡信号之间的平衡，从而维持颗

粒细胞存活，延缓卵泡闭锁进程。

综上，本研究表明，POI大鼠卵巢中 MEK/ERK
信号通路活性异常，针刺干预可以改善 POI 大鼠的

生殖内分泌异常，减轻卵巢病理损伤，其作用可能

与调控 MEK/ERK 通路，抑制卵巢局部炎性反应并

减少颗粒细胞凋亡有关。本研究仅探讨了针刺通

过 MEK/ERK 通路分别调控炎性反应和凋亡的作

用，未深入分析炎性反应与凋亡之间的内在联系，

未来我们将进一步研究以明确二者的协同作用

机制。
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