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摘要： 目的　 研究左归丸通过调控细胞自噬对卵巢早衰 （ＰＯＦ） 大鼠卵巢功能的改善作用。 方法　 随机选取 ７ 只大鼠

作为空白组， 剩余大鼠通过腹腔注射顺铂 （４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ） 建立 ＰＯＦ 模型， 通过观察动情周期变化以评估模型是否建立

成功。 将造模成功的 ２１ 只大鼠随机均分为模型组、 雌二醇组 （０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｍＬ） 和左归丸组 （１􀆰 ８５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ７ 只，
连续给药 ２１ ｄ。 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｅ２、 ＦＳＨ 及 ＬＨ 水平； ＨＥ 染色观察卵巢组织病理形态学； 免疫组化 （ＩＨＣ） 法检测

卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法检测卵巢组织 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达。 结果　 与空白组比较， 模型组大鼠卵巢指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
血清 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢结构紊乱， 以闭锁卵泡为主； 卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＣ３Ｂ、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 雌二醇组和左归丸组大鼠卵巢指数升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 血清 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢内原始卵泡数量增多， 闭锁卵泡数量减少； 卵巢组织中 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ５
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＬＣ３Ｂ、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 左归丸可能通过激活 ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路来抑制细胞自噬， 从而改善 ＰＯＦ 大鼠病理状态， 调节大鼠性激素

水平， 恢复内分泌平衡， 增强卵巢储备功能， 促进卵泡的正常发育， 延缓 ＰＯＦ 的进程。
关键词： 左归丸； 卵巢早衰； ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路； 自噬
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ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ａｔｒｅｓｉａ ｆｏｌｌｉｃｌｅ； ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＣ３Ｂ， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ａｎｄ Ａｔｇ５ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜
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　 　 卵巢早衰 （ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ， ＰＯＦ） 是

一种以雌激素水平降低、 促性腺激素水平升高和闭

经等为临床表现的疾病［１⁃２］。 目前西医治疗 ＰＯＦ 以

雌激素替代疗法为主， 长期使用雌激素可引发子宫

内膜增生、 月经紊乱、 高血压及糖尿病等［３］。 左

归丸首次见于 《景岳全书·新方八阵》， 其主要功

效为补肾生精兼活血［４］。 研究发现左归丸对 ＰＯＦ
具有良好的治疗作用［５⁃６］， 但其具体的作用机制尚

未完全阐明。 因此， 深入研究左归丸治疗 ＰＯＦ 的

潜在机制， 对明确其疗效和扩大临床应用范围具有

重要意义。
自噬是溶酶体介导的细胞内降解途径， 通过清

除受损细胞器和代谢物维持稳态。 在卵巢中， 自噬

调控卵泡发育与凋亡， 适度自噬可抵抗氧化应激，
但过度自噬可能导致 ＰＯＦ［７⁃８］。 沉默信息调节因子

１ （ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １， ＳＩＲＴ１） ／叉头框

蛋白 １ （ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏ１， ＦｏｘＯ１） 通路是自

噬关键调控途径。 ＦｏｘＯ１ 通过调控蛋白 １ 轻链 ３
（ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ１ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，
ＬＣ３）、 自噬相关蛋白 ５ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
５， Ａｔｇ５ ） 和 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 等 蛋 白 影 响 自 噬［９］， 而

ＳＩＲＴ１ 通过去乙酰化 ＦｏｘＯ１ 抑制自噬［１０］。 研究表

明， ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路介导的自噬可通过调节

氧化应激延缓衰老［１１⁃１４］， 但其在左归丸卵巢保护

中的作用尚未明确。 本研究拟探讨左归丸是否通过

ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１ 信号通路调控自噬， 从而改善 ＰＯＦ
大鼠卵巢功能， 以揭示其潜在机制。

１　 材料

１􀆰 １　 药物　 左归丸由熟地黄 ２４ ｇ、 川牛膝 ９ ｇ、 山

茱萸 １２ ｇ、 山药 １２ ｇ、 鹿角胶 １２ ｇ、 菟丝子 １２ ｇ、
枸杞子 １２ ｇ、 龟板胶 １２ ｇ 组成， 药材由湖南中医

药大学第一附属医院中药房提供。 取上述药材

（除鹿角胶和龟板胶）， 加水至完全覆盖药材， 浸

泡 ３０ ｍｉｎ 后煎煮 ３０ ｍｉｎ， 随后将烊化的鹿角胶和

龟板胶加入药液， 混匀， 浓缩后备用。 戊酸雌二醇

片 （规格 １ ｍｇ ／片， 批号 ７３０Ａ， 德国拜耳公司），
配制成 ０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液备用； 顺铂 （批号

ＧＣ１１９０８， 美国 ＧｌｐＢｉｏ 公司）， 配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的

溶液备用。
１􀆰 ２　 实验动物 　 健康雌性 ＳＤ 大鼠， ６ ～ ８ 周龄，
体质量 １４０～１８０ ｇ， 购自湖南斯莱克景达实验动物

有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （湘）
２０１９⁃０００４］， 饲养于湖南中医药大学 ＳＰＦ 级动物房

［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘） ２０１９⁃０００９］，
温度 （２２ ± ２）℃， 相对湿度 （ ５０ ± １０）％ ， １２ ｈ ／
１２ ｈ光 ／暗周期 （光照时间为 ８： ００ 至 ２０： ００），
自由摄食标准实验饲料及饮水。 所有实验操作严格

遵循实验动物伦理委员会的动物研究指导原则， 经

湖南中医药大学实验动物伦理委员会审批通过

（伦理批号 ＬＬＢＨ⁃２０２３０３２４０００１）。
１􀆰 ３　 试剂　 雌二醇 （ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２） ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（厦门仑昌硕生物科技有限公司， 货号 ＹＤ３０２６７）；
促卵 泡 激 素 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海酶联生物科技有限公司， 货号
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Ｍ１０５９０３４Ｖ）； 促黄体生成素 （ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＬＨ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司， 货号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｒ００２６ｃ）； 戊巴比妥钠 （美
国 Ｍｅｒｃｋ 公司， 货号 ２２０９１１６ ）； ＬＣ３Ｂ、 ＳＩＲＴ１、
ＦｏｘＯ１ 抗体 （Ａｌｐｈａ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司， 货号

Ａ１６９５４、 Ａ２１５５７、 Ａ１４７１３）； Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 抗体 （武

汉三鹰生物技术有限公司， 货号 ２８７５７⁃１⁃ａｐ）；
ＲＮＡ 提取试剂盒 ［天根生化科技 （北京） 有限公

司， 货 号 Ｙ１４１０ ］； ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ 逆 转 录、
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒 （北京百奥创新科技有限

公司， 货号 ０５２７５７０１、 ０５２５６５０２）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 随机选取 ７ 只大鼠作为

空白组， 不进行任何处理； 其余 ２１ 只大鼠腹腔注

射顺铂 （４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ） 以建立 ＰＯＦ 大鼠模型， 连续

７ ｄ 通过大鼠阴道涂片观察其动情周期变化。 正常

大鼠动情周期应该按动情前期、 动情期、 动情后期

和动情间期的顺序循环依次出现， 且一个周期平均

为 ４～５ ｄ， 若动情周期杂乱无章或延长 （超过 ６ ｄ）
或长期停留在某一时期则认为大鼠动情周期紊乱，
提示模型建立成功［１５］。 将造模成功的大鼠按照数

字表法随机分为模型组、 雌二醇组和左归丸组。 按

临床等效剂量换算给药剂量， 空白组和模型组灌胃

给予无菌水； 雌二醇组灌胃给予雌二醇片水溶液

（０􀆰 ０１ ｍｇ ／ ｍＬ）； 左归丸组灌胃给予 １􀆰 ８５ ｇ ／ ｋｇ 左归

丸浓缩药液［１６］。 连续给药 ２１ ｄ 后， 大鼠腹腔注射

２％ 戊巴比妥钠 （１􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ） 进行麻醉， 经腹主

动脉采血， 处死后分离双侧卵巢， 一侧卵巢固定于

４％多聚甲醛中， 另一侧卵巢置于－８０ ℃冰箱保存

备用。
２􀆰 ２　 体质量增量与卵巢指数测定　 根据各组大鼠

实验前后体质量的差值， 计算体质量增量。 使用精

密电子天平称量双侧卵巢的湿重， 并计算卵巢指

数， 公 式 为 卵 巢 指 数 ＝ 卵 巢 湿 重 ／大 鼠 体 质

量×１００％ 。
２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 Ｅ２、 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平 　 将

冷冻保存的血清样本取出， 于室温平衡至完全解

冻； 同时将 ＥＬＩＳＡ 试剂盒的所有试剂和标准品放

置于室温平衡。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行操

作， 检测大鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平。
２􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察卵巢组织病理变化 　 取出于多

聚甲醛中固定的卵巢组织， 依次置于不同体积分数

（７０％ 、 ８０％ 、 ９０％ 、 ９５％ 、 １００％ ） 的酒精中每级

脱水 １０ ｍｉｎ， 置于二甲苯中透明化处理， 制成石蜡

块， 用切片机切制约 ５ μｍ 的连续切片。 依次将切

片进行脱蜡、 ＨＥ 染色、 透明和封片处理， 最后于

显微镜下观察卵巢组织病理变化。
２􀆰 ５ 　 免疫组化 （ ＩＨＣ） 法检测卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、
ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达 　 取卵巢组织石蜡切片，
脱蜡， 抗原修复， 灭活内源酶， 孵育一抗， 孵育二

抗， ＤＡＢ 显色， 苏木素复染细胞核， 封片， 干燥

后， 于显微镜下选取黄色区域进行拍摄， 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析阳性表达区域， 以评估蛋白表达。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、
Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达 　 取于－８０ ℃冰箱保存的卵巢组

织， 将组织在液氮中迅速研磨， 立即加入 Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂进行充分裂解匀浆； 接着加入氯仿离心分层， 吸

取上清液后加入异丙醇沉淀 ＲＮＡ； 随后用乙醇清

洗沉淀， 短暂干燥后溶于无 ＲＮａｓｅ 水中即为总

ＲＮＡ， 将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ， 随后进行 ＰＣＲ
扩增反应， 扩增反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 ３０ ｓ， ６５ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 终延伸 ５
ｍｉｎ。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算 ＬＣ３Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 相对表达量。 引物由武汉金

开瑞生物工程有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ＣＴＧＡＡＣＧＴＧＡＡＡＴＴＧＴＣＣＧＡＧＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡ⁃３′

ＬＣ３Ｂ 正向 ５′⁃ＣＣＡＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＧ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＣＴＣＣＴＧＧＧＡＧＧＣＡＴＡＧＡＣＣ⁃３′

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 正向 ５′⁃ＧＣＣＴＣＴＧＡＡＡＣＴＧＧＡＣＡＣＧＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＧＣＴＣＴＣＴＣＣＴ⁃３′

Ａｔｇ５ 正向 ５′⁃ＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＣＴＣＴＧＧＡＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＡＣＡＧＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＣＴＧ⁃３′

２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１、
Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达 　 取于－８０ ℃冰箱保存的卵巢

组织， 将组织碎片放入预冷的研磨管中， 加入含有

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的裂解液， 在冰上进

行机械研磨或匀浆， 充分裂解卵巢组织， ４ ℃离心

１５ ｍｉｎ， 吸取上清液 （即总蛋白溶液）， 分装后于

－８０ ℃保存。 采用 ＢＣＡ 法检测蛋白浓度， 将蛋白

浓度调整至一致。 配制电泳凝胶， 上样， 经 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳后， 用湿转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜。
以 ５％ 脱脂牛奶在室温下封闭 ２ ｈ， 洗膜 ３ 次； 加一

抗 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１、 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１、 β⁃ａｃｔｉｎ 于 ４ ℃孵育

过夜， 再次洗膜 ３ 次； 加相应的山羊抗兔、 山羊抗

小鼠二抗于室温下摇床孵育 １ ｈ， 洗膜 ３ 次； 将
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ＰＶＤＦ 膜置于 ＥＣＬ 发光液中， 于凝胶成像仪中显

影。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白条带灰度值， 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参， 对目的蛋白进行半定量分析。
２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件进行

处理， 若服从正态分布， 计量资料以 （ ｘ ± ｓ） 表

示， 多组间比较采用单因素方差分析， 事后检验采

用 ＬＳＤ 法； 若不服从正态分布， 则使用非参数统

计法。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠动情周期变化的影响　 大

鼠的动情周期通常持续 ４～５ ｄ， 包括动情前期、 动

情期、 动情后期和动情间期 ４ 个阶段。 动情前期以

核上皮细胞为主； 动情期多为无核的角化上皮细

胞； 动情后期有大量白细胞， 同时可见少量角化上

皮细胞和核上皮细胞； 动情间期主要为白细胞， 混

有少量上皮细胞， 见图 １。 本实验结果显示， 空白

组大鼠动情周期正常； 而顺铂造模 ２ 周后， 造模组

则动情周期紊乱， 未观察到完整的动情周期， 表明

　 　 　

腹腔注射顺铂可以导致大鼠卵巢功能受损， 提示

ＰＯＦ 大鼠模型建立成功。

注： 黑色箭头所指为核上皮细胞， 黄色箭头所指为无核的角化上

皮细胞， 红色箭头所指为白细胞。

图 １　 大鼠动情周期示意图 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｓｔｒｕｓ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｒａｔｓ （×２００）

３􀆰 ２　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠体质量增量及卵巢指数的

影响　 与空白组比较， 模型组大鼠体质量增量及卵

巢指数均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示卵巢功能受损； 与

模型组比较， 左归丸组和雌二醇组大鼠体质量增量

及卵巢指数均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明两种干预均有

助于改善卵巢功能。 进一步比较显示， 左归丸组与

雌二醇组大鼠的卵巢指数差异无统计学意义 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 表明两者对卵巢功能的改善效果相近。 结

果见表 ２。
表 ２　 各组大鼠体质量增量及卵巢指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝７）
组别 体质量 ／ ｇ 体质量增量 ／ ｇ 卵巢指数 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

空白组 ２５７􀆰 ０００±７􀆰 ８５３ ８０􀆰 ３４５±４􀆰 ７６０ ０􀆰 ３０７±０􀆰 ２４２
模型组 ２０３􀆰 ８５７±９􀆰 １７３∗∗ ３４􀆰 ０９８±２􀆰 ０９０∗∗ ０􀆰 １５１±０􀆰 ０４９∗∗

雌二醇组 ２３８􀆰 ８５７±１３􀆰 ９６９＃＃ ６７􀆰 ０４５±３􀆰 ２６１＃＃ ０􀆰 ２４４±０􀆰 ０３３＃＃

左归丸组 ２２９􀆰 １４３±８􀆰 ５１３＃＃ ５３􀆰 ０２８±４􀆰 ８７４＃＃ ０􀆰 ２４７±０􀆰 ０２１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平

的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠血清 ＦＳＨ 和

ＬＨ 水平升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， Ｅ２ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 提示 ＰＯＦ 大鼠卵巢内分泌减退； 与模型组

比较， 左归丸和雌二醇组大鼠血清 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示

左归丸和雌二醇可以改善卵巢功能； 左归丸组与雌

二醇组大鼠血清激素水平无差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 提示

２ 组干预在调节血清性激素水平方面效果相近， 见

表 ３。
表 ３　 各组大鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ 及 ＬＨ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝７）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ Ｅ２， ＦＳＨ ａｎｄ ＬＨ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝７）
组别 Ｅ２ ／ （ｐｍｏｌ·Ｌ－１） ＦＳＨ ／ （ｍＩＵ·ｍＬ－１） ＬＨ ／ （ｍＩＵ·ｍＬ－１）

空白组 ５９􀆰 ３０４±１􀆰 １６７ ２􀆰 ４０３±０􀆰 ６７０ ４􀆰 ０２３±０􀆰 ７５５
模型组 ８􀆰 ４３９±０􀆰 ９８３∗∗ ３７􀆰 ９８３±１􀆰 １２２∗∗ ３７􀆰 １０４±３􀆰 ２１４∗∗

雌二醇组 ４４􀆰 ２５３±７􀆰 １０５＃＃ １１􀆰 ３０３±２􀆰 ５５５＃＃ １４􀆰 ３３３±１􀆰 ６２９＃＃

左归丸组 ３７􀆰 ０６２±１９􀆰 １８３＃＃ １４􀆰 ９０７±１􀆰 ０８５＃＃ １４􀆰 ８５１±０􀆰 ９４１＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠卵巢组织病理形态学的影

响　 空白组卵巢组织可见大量原始卵泡和部分成熟

卵泡； 模型组卵巢结构紊乱， 且以闭锁卵泡为主，
表明模型组大鼠卵巢功能受损； 与模型组比较， 左

归丸组卵巢组织可见原始卵泡数量较多， 卵巢结构

有所改善； 雌二醇组大鼠卵巢形态也明显恢复正

常， 各级卵泡数量增多， 其卵巢结构接近空白组，

见图 ２。
３􀆰 ５　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 ＳＩＲＴ１ 和

ＦｏｘＯ１ 蛋白表达的影响 　 与空白组比较， 模型组

ＬＣ３Ｂ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 左归丸

组和雌二醇组大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达降低

（ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ）， ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋 白 表 达 升 高
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注： 黑色箭头所指为闭锁卵泡， 红色箭头所指为原始卵泡和成

熟卵泡。

图 ２　 各组大鼠卵巢组织形态学变化 （ＨＥ， ×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｒａｔｓ

ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ， ×１００）

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 左归丸组与雌二醇组 ＬＣ３Ｂ、 ＳＩＲＴ１ 和

ＦｏｘＯ１ 蛋白表达无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ３、
表 ４。

注： 棕黄色区域代表阳性表达。

图 ３　 各组大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 ＦｏｘＯ１ 和 ＳＩＲＴ１ 蛋白

免疫组化染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｏｆ ＬＣ３Ｂ， ＦｏｘＯ１ ａｎｄ

ＳＩＲＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

表 ４　 各组大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 ＦｏｘＯ１ 和 ＳＩＲＴ１ 蛋白表

达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＣ３Ｂ，

ＦｏｘＯ１ ａｎｄ ＳＩＲＴ１ ｉｎ ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＬＣ３Ｂ ＦｏｘＯ１ ＳＩＲＴ１
空白组 ０􀆰 ２７４±０􀆰 ０２５ ０􀆰 ６３９±０􀆰 ０６８ ０􀆰 ５６４±０􀆰 ０１１
模型组 ０􀆰 ６０６±０􀆰 ０２９∗∗ ０􀆰 ２９９±０􀆰 ０２５∗∗ ０􀆰 ２７５±０􀆰 １１３∗∗

雌二醇组 ０􀆰 ２５５±０􀆰 ０１２＃＃ ０􀆰 ４８３±０􀆰 １５４＃＃ ０􀆰 ４３０±０􀆰 ０２５＃＃

左归丸组 ０􀆰 ２４２±０􀆰 ０１０＃＃ ０􀆰 ４７９±０􀆰 ０２０＃＃ ０􀆰 ４２６±０􀆰 ０１８＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ６　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
和 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与空白组比较， 模型

组大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 左归丸组和雌

二醇 组 大 鼠 卵 巢 组 织 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ａｔｇ５
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 左归丸组与雌二醇组

ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达无显著差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ５。
表 ５　 各组大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１和 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表

达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ５ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＬＣ３Ｂ，

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ ａｎｄ Ａｔｇ５ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＬＣ３Ｂ Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ Ａｔｇ５
空白组 ０􀆰 ６８３±０􀆰 ２７５ ０􀆰 ７２０±０􀆰 ２４３ ０􀆰 ４６３±０􀆰 ５８２
模型组 ３􀆰 ９９３±０􀆰 ９３６∗∗ ５􀆰 ０５３±０􀆰 ４９６∗∗ ５􀆰 ８２３±０􀆰 ４３９∗∗

雌二醇组 １􀆰 ４５３±０􀆰 ０８１＃＃ １􀆰 ３７０±０􀆰 ０９５＃＃ １􀆰 ２３３±０􀆰 １４６＃＃

左归丸组 １􀆰 ７７７±０􀆰 １２９＃＃ １􀆰 ８４３±０􀆰 ２２８＃＃ ２􀆰 １７３±０􀆰 ２８０＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 左归丸对 ＰＯＦ 大鼠卵巢组织 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１
和 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达的影响　 与空白组比较， 模

型组大鼠卵巢组织 ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 左归丸和雌二醇组大鼠卵巢组织

ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ａｃ⁃
ＦｏｘＯ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 左归丸组与雌二

醇组 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１ 和 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白表达无显著差

异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ４、 表 ６。

图 ４　 各组大鼠卵巢组织 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１ 和 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋
白条带图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｂａｎｄｓ ｏｆ ＳＩＲＴ１， ＦｏｘＯ１ ａｎｄ Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ６　 各组大鼠卵巢组织 ＳＩＲＴ１、 ＦｏｘＯ１ 和 Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ 蛋白

表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＳＩＲＴ１，

ＦｏｘＯ１ ａｎｄ Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＳＩＲＴ１ ＦｏｘＯ１ Ａｃ⁃ＦｏｘＯ１
空白组 ０􀆰 ８５０±０􀆰 ０３６ １􀆰 ０５０±０􀆰 ０７６ ０􀆰 ２４０±０􀆰 ０５３
模型组 ０􀆰 ４５７±０􀆰 ０５５∗∗ ０􀆰 ４４３±０􀆰 ０５１∗∗ ０􀆰 ５０７±０􀆰 ０５１∗∗

雌二醇组 ０􀆰 ７７０±０􀆰 ０４０＃＃ ０􀆰 ８５７±０􀆰 ０５５＃＃ ０􀆰 １８３±０􀆰 ０４５＃＃

左归丸组 ０􀆰 ６９７±０􀆰 ０２５＃＃ ０􀆰 ７７３±０􀆰 ０７５＃＃ ０􀆰 ３６０±０􀆰 ０５６＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

ＰＯＦ 的中医病机以肾虚为核心， 治疗以补肾

填精为主， 可促进卵泡发育， 改善卵巢功能［１７］。
５０６３
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左归丸专治真阴不足诸证， 方中熟地黄为君滋肾填

精， 配伍枸杞、 山萸肉等滋阴益精， 龟鹿二胶沟通

任督， 共奏滋阴补阳之效。 顺铂是一种经典的抗肿

瘤药物， 通过与 ＤＮＡ 形成加合物抑制细胞增殖。
然而， 顺铂的毒性作用不仅局限于肿瘤细胞， 对卵

巢颗粒细胞、 卵母细胞及基质细胞亦可造成不可逆

的损伤［１８⁃１９］。 本研究通过腹腔注射顺铂成功构建

ＰＯＦ 模型， 模型大鼠表现为动情周期紊乱等典型

特征。 而左归丸干预能显著改善 ＰＯＦ 大鼠的卵巢

功能， 增加体质量及卵巢指数， 促进卵泡发育

（各级卵泡数量增加， 闭锁卵泡减少）， 并调节血

清性激素水平 （提高 Ｅ２ 水平， 降低 ＦＳＨ 和 ＬＨ 水

平）， 有效改善内分泌紊乱。 这些结果表明， 左归

丸对顺铂诱导的卵巢损伤具有保护作用， 为临床应

用提供了实验依据。
氧化应激是 ＰＯＦ 的重要致病机制， 其通过活

性氧 （ＲＯＳ） 累积破坏细胞稳态， 而自噬作为细胞

自我保护机制可降解受损成分维持内环境平衡。 研

究表明， 适度自噬能缓解氧化损伤， 但过度自噬则

导致细胞损伤［２０⁃２１］。 ＳＩＲＴ１ 作为 ＮＡＤ＋依赖性去乙

酰化酶， 在卵巢颗粒细胞和卵母细胞中通过调控自

噬发挥关键作用。 一方面通过去乙酰化 ＦｏｘＯ１ 调

控自噬相关基因表达， 另一方面通过 ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１
通路减轻氧化应激损伤［２２⁃２３］。 激活该通路不仅能

抑制氧化应激， 还可改善卵巢衰老［１２］， 而抑制

ＦｏｘＯ１ 介导的过度自噬能有效保护颗粒细胞［２４］，
提示 ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１ 通路在维持卵巢功能中的核心

调控作用。 本研究发现， ＰＯＦ 大鼠卵巢组织 ＬＣ３Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 和 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 以及 ＬＣ３Ｂ 蛋白表达升高，
表明 ＰＯＦ 大鼠卵巢组织中自噬水平呈现被激活的

状态； 而 ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１ 蛋白表达降低， ＬＣ３Ｂ 蛋

白表达升高， 这表明自噬的激活可能与 ＳＩＲＴ１ 表达

下调从而引起 ＬＣ３Ｂ 水平上调有关。 在给予左归丸

和雌二醇干预后， 大鼠卵巢组织中 ＳＩＲＴ１ 和 ＦｏｘＯ１
蛋白表达升高， 同时自噬相关因子 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１
和 Ａｔｇ５ 表达降低， 表明可能通过调控 ＳＩＲＴ１ ／
ＦｏｘＯ１ 信号通路抑制过度自噬。

综上所述， 左归丸可能通过激活 ＳＩＲＴ１ ／ ＦｏｘＯ１
信号通路来抑制细胞自噬， 从而改善 ＰＯＦ 大鼠病

理状态， 调节大鼠性激素水平， 恢复内分泌平衡，
增强卵巢储备功能， 促进卵泡的正常发育， 延缓

ＰＯＦ 的进程。 本研究为左归丸治疗 ＰＯＦ 提供了新

的理论依据， 也表明了抑制过度自噬可能是左归丸

发挥疗效的重要途径之一。
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摘要： 目的　 探讨芩藿方对于高脂饮食诱导的肥胖症小鼠的改善作用。 方法　 采用高脂饲料喂养方法诱导建立肥胖小

鼠模型， 将造模成功的小鼠随机分为模型组、 奥利司他组 （１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｋｇ） 和芩藿方低、 高剂量组 （１３􀆰 ５、 ２２􀆰 ５
ｇ ／ ｋｇ）， 另取正常小鼠为对照组， 每组 １０ 只， 药物连续干预 ８ 周。 给药结束后， 检测小鼠体质量、 腹围、 空腹血糖

（ＦＢＧ）、 糖耐量， 并计算口服葡萄糖耐量实验 （ＯＧＴＴ） 曲线下面积 （ＡＵＣ）、 Ｌｅｅ’ ｓ 指数、 脂肪指数； 采用血液生化

仪检测小鼠血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ、 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平； ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平； ＨＥ 染色观察附睾白色

脂肪和肝组织病理变化； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肝组织 ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８ 和 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 与

模型组比较， 芩藿方各剂量组小鼠体质量、 腹围、 Ｌｅｅ’ ｓ 指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＯＧＴＴ⁃ＡＵＣ 降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 内脏脂

肪指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＴＧ、 ＴＣ、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 附睾脂肪细胞直径减小， 排列紧

密且规则， 肝组织脂滴空洞减少， 肝细胞形态恢复； ＴＬＲ４、 ＭｙＤ８８、 ＮＦ⁃κＢ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 结论　 芩藿方能有效改善肥胖小鼠的糖脂代谢， 减轻炎症， 其机制可能与抑制 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路

有关。
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