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摘要： 目的　 探讨何氏育麟方含药血清对卵巢储备功能减退 （ＤＯＲ） 大鼠卵巢颗粒细胞线粒体功能及凋亡的影响。
方法　 分离并培养 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞， 设置对照组 １、 模型组 １ ［环磷酰胺 （ＣＴＸ） 含药血清］、 阳性组 １ （ＣＴＸ
含药血清＋补佳乐含药血清）、 育麟方组 １ （ＣＴＸ 含药血清＋育麟方含药血清） 和对照组 ２ （ＬＹ２９４００２）、 模型组 ２
（ＬＹ２９４００２＋ＣＴＸ 含药血清）、 阳性组 ２ （ＬＹ２９４００２＋ＣＴＸ 含药血清＋补佳乐含药血清）、 育麟方组 ２ （ＬＹ２９４００２＋ＣＴＸ 含

药血清＋育麟方含药血清）。 应用流式细胞术、 荧光探针、 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术分别检测细胞活力、 细胞周期

及凋亡率、 线粒体膜电位， 以及 ＡＴＰ 水平， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达， ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 育麟方组颗粒细胞活力及线粒体膜电位、 ＡＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 凋亡率

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达及 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 同时伴随下游促凋

亡蛋白 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１） 及抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 育麟方可能通过调

控线粒体依赖性 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路改善 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞线粒体功能， 抑制颗粒细胞凋亡。
关键词： 何氏育麟方； 卵巢储备功能减退； 细胞凋亡； 线粒体； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路

中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２４）０７⁃２３８２⁃０８
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２４􀆰 ０７􀆰 ０４４

　 　 卵巢储备功能减退 （ＤＯＲ） 主要表现为卵子数量和质

量下降、 颗粒细胞分泌不足、 生育能力下降和性激素失

调［１］ ， 其发病人群正在逐渐年轻化［２］ 。 作为卵巢衰老的表

现， 它除了临床症状外还会导致临床妊娠、 活产率下降及

流产率增加［３］ 。 因此， 如何改善 ＤＯＲ 女性的卵巢储备功能

是亟待解决的问题， 也是生殖医学研究的热点。
目前， ＤＯＲ 的西医治疗仍无公认的有效方法［４］ ， 以激

素替代、 辅助生殖技术为主， 但无法从根本上解决患者的

卵巢功能损伤问题。 中医药在治疗 ＤＯＲ 方面疗效显著， 可

有效改善患者生殖激素水平与生育能力， 提高体外受精－
胚胎移植技术 （ＩＶＦ⁃ＥＴ） 成功率［５］ 。 育麟方是浙江何氏妇

科验效临床的名方， 由 《济阴纲目》 苁蓉菟丝丸化裁而

成， 目前已成为辨治肾虚型不孕症等疾病的有效方剂， 可

改善 ＤＯＲ 患者卵巢功能， 改善 ＤＯＲ 大鼠卵泡数量及颗粒

细胞超微结构， 抑制颗粒细胞凋亡［６⁃８］ ， 但其机制并未得到

深入研究。
颗粒细胞凋亡被认为与线粒体功能障碍密切相关［９］ ，

而 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路为经典的线粒体凋亡途径。 本研究通

过构建体外颗粒细胞损伤模型， 给予育麟方含药血清干预，
探讨该方对线粒体依赖性颗粒细胞凋亡的调控作用， 阐明

其分子作用机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ２２～２４ ｄ 雌性大鼠 １０ 只， 体质量 （３５±１５） ｇ，
用于提取卵巢颗粒细胞； ８ 周龄雌性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只， 体质

量 （２２０±１０） ｇ， 用于含药血清制备， 均购自浙江维通利

华实验动物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（浙） ２０１９⁃０００１］， 饲养于浙江中医药大学动物中心的 ＳＰＦ
级动物房 ［实验动物使用 许可证号 ＳＹＸＫ （浙） ２０２１⁃
００１２］， 温度 ２０～２６ ℃， １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗循环。 研究经

浙江中医药大学动物伦理委员会批准 （伦理号 ２０２１０９⁃０３）。
１􀆰 ２　 药材　 育麟方由菟丝子 ３０ ｇ、 枸杞子 １２ ｇ、 当归１０ ｇ、
川芎 １０ ｇ、 熟地 １０ ｇ、 巴戟天 １０ ｇ、 肉苁蓉 １０ ｇ、 仙灵脾

１５ ｇ、 蛇床子 ６ ｇ、 覆盆子 １５ ｇ、 党参 １５ ｇ、 炙甘草 ３ ｇ 组

成， 均购自杭州市中医院中药库房， 经浙江中医药大学章

勤教授鉴定为正品， 浸泡 ３０ ｍｉｎ 后加蒸馏水煮沸１ ｈ， 过滤

并浓缩至生药量 ２ ｇ ／ ｍＬ， 于 ４ ℃冷藏。
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１􀆰 ３　 试剂　 戊酸雌二醇片 （补佳乐） （拜耳医药保健有限

公司， 批 号 Ｊ２００８００３６ ）。 ＤＭＥＭ （ 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批号 ２４４５００５）； 胎牛血清 （浙江天杭生物

科技 有 限 公 司， 批 号 ２４４５００５ ）； 胰 蛋 白 酶 消 化 酶

（０􀆰 ２５％ ） （北京索莱宝科技有限公司， 批号 Ａ２０２２０７１１）；
环磷 酰 胺 （ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ， ＣＴＸ）、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 阻 断 剂

ＬＹ２９４００２ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司， 批号 Ｃ０７６８、 Ｌ９９０８）； ＭＴＴ、
ＡＴＰ 检测试剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限公司， 批

号 １１２０２０２１０２０９、 ２２０２２７５０００３３）； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 试剂

盒 ［ 翌 圣 生 物 科 技 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司， 批 号

Ｈ０１０８０４１］； 逆转录试剂盒 （江苏康为世纪生物科技股份

有限公司， 批号 ３６３２０）； Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＰＩ３Ｋ、 β⁃
ａｃｔｉｎ 一抗 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 批号 ＡＦ０１４６、 ＡＦ０１２０、
ＡＦ６１３９、 ＡＦ３２４２、 ＡＦ７０１８ ）； ＰＩＰ２ 一 抗 （ 美 国 Ｎｏｖｕｓ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ 公司， 批号 ＮＢＰ２⁃７６４３３）； Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 一抗、 二

抗 （美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 批号 ９２７２、 ４０６０、
７０７７）。
１􀆰 ４　 仪 器 　 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉＤ３ 酶标仪 （美国 ＭＤ 公司）；
Ｍｉｃｒｏ１７Ｒ 低温高速离心机、 ＢＢ１５０ 细胞培养箱、 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
ｏｎｅｍＲＮＡ 定量仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＡＥ２０００ 光学显微镜

（麦克奥迪实业集团有限公司）； Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 􀅺９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （瑞
氏罗氏公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 含药血清制备　 将 ６０ 只 ８ 周龄大鼠随机分为对照组、
模型组 （ＣＴＸ）、 阳性组 （补佳乐， ０􀆰 ２１ ｍｇ ／ ｋｇ）、 育麟方

组 （３０􀆰 ４ ｇ ／ ｋｇ） ［１０⁃１１］ ， 每组 １５ 只， 模型组和各给药组均腹

腔注射 ＣＴＸ （首日 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ， 之后 ８ ｍｇ ／ ｋｇ 连续 １４ ｄ） 进

行造模， 补佳乐组和育麟方组灌胃给予相应剂量药物， 对

照组和模型组灌胃给予去离子水， 连续 ７ ｄ。 末次给药后

１ ｈ， 无菌条件下腹主动脉取血， 静置后离心， 分离得到含

药血清。 将同组大鼠含药血清混匀， ５６ ℃ 水浴 ３０ ｍｉｎ 灭

活， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌， 冻存管分装， 于－７０ ℃
保存。
２􀆰 ２　 颗粒细胞提取与培养　 将 １０ 只 ２２～ ２４ ｄ 大鼠［１２⁃１３］ 适

应性喂养 １ ｄ， 注射孕马血清促性腺激素 （ ５０ ＩＵ ／只），
４８ ｈ后用 １０％ 水合氯醛麻醉后处死， 于无菌条件下摘除卵

巢， ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 去除周围脂肪和被膜， 用 １ ｍＬ 注射器

针头刺破卵巢卵泡， 收集颗粒细胞， 加入 ０􀆰 ３ ｍＬ ２􀆰 ５％ 胰

酶， 反复吹打悬液使颗粒细胞团块分离， 加入 １ ｍＬ 含血清

培养液终止消化， 静置 １０ ｍｉｎ， 悬液离心后弃上清， 加入

１０％ 胎牛血清 ０􀆰 ２ ｍＬ， 吹打均匀。 应用血球小板计数， 以

５􀆰 ０×１０５ ／ ｍＬ 密度接种于 ９６ 孔板中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养， 观察贴壁情况， 待细胞长满瓶底至 ７５％ ～
８０％ 融合时用于实验。
２􀆰 ３　 分组与干预　 将细胞分为对照组 １、 模型组 １ ［环磷

酰胺 （ＣＴＸ） 含药血清］、 阳性组 １ （ＣＴＸ 含药血清＋补佳

乐含药血清）、 育麟方组 １ （ＣＴＸ 含药血清＋育麟方含药血

清） 及对照组 ２ （ＬＹ２９４００２）、 模型组 ２ （ＬＹ２９４００２＋ＣＴＸ
含药血清）、 阳性组 ２ （ＬＹ２９４００２＋ＣＴＸ 含药血清＋补佳乐

含药血清）、 育麟方组 ２ （ＬＹ２９４００２＋ＣＴＸ 含药血清＋育麟

方含药血清）， 每组均设 ３ 个平行复孔。
２􀆰 ４　 ＭＴＴ 实验检测细胞活力 　 计数对数生长期的细胞，
０􀆰 ２５％ 胰酶消化后按每孔 ５􀆰 ０×１０３ 个的密度接种于 ９６ 孔

板， 加药干预后每孔加 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液 （ ５ ｍｇ ／ ｍＬ），
３７ ℃培养箱中孵育 ４ ｈ， 离心后吸弃培养基， 每孔加 １００
μＬ ＤＭＳＯ， 轻摇使紫蓝色结晶彻底溶解， 使用酶标仪检测

４９０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值， 计算细胞活力， 公式为

细胞活力＝ ［ （ＯＤ处理组－ＯＤ空白组） ／ （ＯＤ对照组－ＯＤ空白组） ］ ×
１００％ 。
２􀆰 ５　 流式细胞技术检测细胞周期和凋亡　 从培养瓶中用含

ＥＤＴＡ 的胰酶消化并收集细胞， 用 ＰＢＳ 液洗涤细胞并离心，
弃上清， 取单细胞悬液， 离心后弃上清， 用乙醇固定，
４ ℃保存过夜。 次日， 用 ＰＢＳ 液洗去固定液， 加入 ＲＮａｓｅ，
在 ３７ ℃水浴箱中静置 ３０ ｍｉｎ， 加入 ＰＩ 试剂染色， 充分混

匀， 于 ４ ℃冰箱中避光反应 ３０ ｍｉｎ， 上机检测， 观察各组

离体细胞的细胞周期和凋亡情况。
２􀆰 ６　 线粒体凋亡检测

２􀆰 ６􀆰 １　 ＪＣ⁃１ 法检测线粒体膜电位 （ＭＭＰ） 　 用 ＤＭＳＯ 溶

解 ＪＣ⁃１， 配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， 于－２０ ℃避光保存。 将细

胞及 ＪＣ⁃１ 用 ＰＢＳ 混匀， 使后者终浓度为５ μｍｏｌ ／ Ｌ， 振荡孵

育， 洗涤， 重悬， 于荧光显微镜下观察红色荧光和绿色荧

光， 正常线粒体显橘红色荧光， 提示线粒体处于极化状态

而病理形态下显绿色荧光， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析红绿荧光

强度， 以红光 ／绿光荧光强度比值表示线粒体膜电位。
２􀆰 ６􀆰 ２　 荧光素酶法检测细胞 ＡＴＰ 水平 　 收集对数生长期

的细胞， 吸弃培养液， 胰酶消化并收集细胞， 在检测孔或

检测管内加入 ２０ μＬ 样品或标准品， 混匀后测定 ＲＬＵ 值，
再代入标准曲线方程中计算 ＡＴＰ 水平。
２􀆰 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达　 ＴＲＩｚｏｌ 法提

取细胞总 ＲＮＡ， 经琼脂糖凝胶电泳检测其完整性， 分光光

度计校验其纯度， ＲＮＡ 逆转录后以 ２５ μＬ 反应体系进行

ＰＣＲ 扩增， ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， ９４ ℃变性 １ ｍｉｎ， 不同温度

下退火 ４０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， 循环 ３０ 次， ７２ ℃充分延伸

１０ ｍｉｎ， 所有样本均设 ３ 个平行孔。 实验结束后， 记录每

个反应管中荧光信号到达设定阈值时所经历的循环数 （ＣＴ

值）， 通过 ２－ΔΔＣＴ法计算目标基因相对于内参 ＧＡＰＤＨ 的倍

数来比较基因的表达差异。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 正向（５′→３′） 反向（５′→３′）
ＰＩ３Ｋ ＡＧＴＧＧＴＧＣＡＧＡＣＣＣＴＡＧＡＣＴ ＴＴＧＡＧＧＧＧＣＧＴＴＴＣＡＣＣＴＡＣ
Ａｋｔ ＡＣＡＴＧＧＣＣＣＣＣＧＧＴＴＡＡＡＡＡ ＡＧＴＴＧＴＴＧＡＧＴＧＧＧＧＡＣＴＣＧ

ＧＡＰＤＨ ＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴ ＣＴＴＴＧＴＣＡＣＡＡＧＡＧＡＡＧＧＣＡＧＣ

２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路及凋亡相关蛋

白表达　 收集各组细胞， 提取总蛋白后经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶

电泳， 电转移至 ＰＶＤＦ 膜上， 封闭， 分别加 ＰＩＰ３、 ＰＩＰ２、
３８３２
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ｐ⁃Ａｋｔ、 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 一抗 ４ ℃ 孵育过夜， ＴＢＳＴ 漂洗

后加二抗并显色， 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析系统对蛋白条带进行

分析， 蛋白相对表达以目的蛋白与内参蛋白条带光密度的

比值表示。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行处理， 若数据

符合正态分布， 以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差

分析和配对 ｔ 检验； 若不符合正态分布， 则采用非参数检

验中多个独立样本 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 原代大鼠卵巢颗粒细胞形态　 大鼠卵巢颗粒细胞培养

后贴壁聚集生长， 体积较大， 呈梭形或星形， 伪足延伸，
相互连接； 细胞核位于细胞中央， 呈卵圆形或者不规则形；
胞质为淡红色， 边缘清晰， 见图 １。

注： 标尺为 ５０ μｍ。

图 １　 原代大鼠卵巢颗粒细胞形态 （×１００）

３􀆰 ２　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞活性的影响　 由表 ２
可知， 与对照组 １ 比较， 模型组 １、 对照组 ２ 原代大鼠卵巢

颗粒细胞活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 １ 比较， 阳性组

１、 育麟方组 １ 原代大鼠卵巢颗粒细胞活性升高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与对照组 ２ 比较， 模型组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞

活性降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟方

组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ２　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞活性的影响 （ｘ±ｓ，

ｎ＝６）
组别 细胞活性 ／ ％

对照组 １ １００􀆰 ００±７􀆰 ４７
模型组 １ ３３􀆰 ３６±３􀆰 ８０▲▲

阳性组 １ ７５􀆰 ６５±５􀆰 ５５★★

育麟方组 １ ８０􀆰 ２１±２􀆰 ４３★★

对照组 ２ ４１􀆰 ４６±３􀆰 １７▲▲

模型组 ２ ２２􀆰 ３３±２􀆰 ５６＃＃

阳性组 ２ ６６􀆰 ９０±４􀆰 ９０∗∗

育麟方组 ２ ６３􀆰 ４５±５􀆰 ９０∗∗

　 　 注： 与对照组 １ 比较，▲▲ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★★ Ｐ ＜

０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 ２ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞周期分布的影响 　
由图 ２ 可知， 在相同的培养环境下与对照组 １ 比较， 模型

组 １、 对照组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞数

量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ 期细胞数量增多 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｇ２ ／ Ｍ
期细胞数量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与模型组 １ 比较， 阳

性组 １、 育麟方组 １ 原代大鼠卵巢颗粒细胞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细

胞数量增加 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， Ｓ 期细胞数量减少 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５），
Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量明显无变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 与对照组 ２ 比

较， 模型组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期和 Ｓ 期细

胞数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟方组 ２ 原代

大鼠卵巢颗粒细胞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞数量增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｓ
期细胞数量无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞数量减少

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞凋亡的影响　 由图 ３
可知， 与对照组 １ 比较， 模型组 １、 对照组 ２ 原代大鼠卵巢

颗粒细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 １ 比较， 阳性

组 １、 育麟方组 １ 原代大鼠卵巢颗粒细胞凋亡率降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与对照组 ２ 比较， 模型组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞

凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟

方组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ５　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞线粒体膜电位变化

的影响　 由图 ４ 可知， 与对照组 １ 比较， 模型组 １、 对照组

２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞线粒体膜电位降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组 １ 比较， 阳性组 １、 育麟方组 １ 原代大鼠卵巢颗粒

细胞线粒体膜电位升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与对照组 ２ 比较， 模

型组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞线粒体膜电位降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 与模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟方组 ２ 原代大鼠

卵巢颗粒细胞线粒体膜电位升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ６　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 ＡＴＰ 水平的影响　 由表

３ 可知， 与对照组 １ 比较， 模型组 １、 对照组 ２ 原代大鼠卵

巢颗粒细胞 ＡＴＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 １ 比较，
阳性组 １、 育麟方组 １ 原代大鼠卵巢颗粒细胞 ＡＴＰ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与对照组 ２ 比较， 模型组 ２ 原代大鼠卵巢

颗粒细胞 ＡＴＰ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 ２ 比较， 阳

性组 ２、 育麟方组 ２ 原代大鼠卵巢颗粒细胞 ＡＴＰ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
表 ３　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 ＡＴＰ 水平的影响 （ｘ±

ｓ， ｎ＝６）

组别 ＡＴＰ ／ （ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
对照组 １ ２ ０１５􀆰 ４９±１４５􀆰 ４７
模型组 １ ７９１􀆰 ５６±６３􀆰 ７１▲▲

阳性组 １ １ ６４６􀆰 ８３±１３２􀆰 ２１★★

育麟方组 １ １ ５６７􀆰 ９１±１４６􀆰 ５２★★

对照组 ２ ７４０􀆰 ４１±８１􀆰 ６９▲▲

模型组 ２ ４２４􀆰 ８７±３８􀆰 ６５＃＃

阳性组 ２ １ ２１８􀆰 ０１±９０􀆰 ０７∗∗

育麟方组 ２ １ ２７５􀆰 ８１±８３􀆰 ５６∗∗

　 　 注： 与对照组 １ 比较，▲▲ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★★ Ｐ ＜

０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 ２ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达的

影响　 由图 ５ 可知， 与对照组 １ 比较， 模型组 １、 对照组 ２
颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组

１ 比较， 阳性组 １、 育麟方组 １ 颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ
４８３２
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注： 与对照组 １ 比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★★Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 ２ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞周期分布的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与对照组 ２ 组比较， 模型组 ２ 颗粒

细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟方组 ２ 颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ８　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３、
Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达的影响　 由图 ６ 可知， 与对照组 １ 比

较， 模型组 １ 颗粒细胞 ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 １ 比较， 阳性组 １、 育麟方组 １ 颗粒

细胞 ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟方组 ２ 颗粒细胞

ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ９　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达的影响　 由图 ７ 可知， 与对照组 １ 比较， 模型组 １ 颗

粒细胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 １ 比较， 阳性组 １、 育麟方组

１ 颗粒细胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与对照组 ２ 比较， 模型组 ２ 颗粒

细胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组 ２ 比较， 阳性组 ２、 育麟方组 ２
颗粒细胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

ＤＯＲ 归属于中医 “经水早断” “月经过少” “闭经”
“不孕” 等范畴， “肾藏精、 主生殖” 理论是对人体生殖功

能的高度概括， 卵子数量的多少及质量的优劣主要取决于

肾精的盛衰， 只有肾气充盛， 天癸方旺盛， 冲任血海盈满，
经水方按时而至， 继而有子。 由此可见， 肾藏精气之盛衰

与女性生殖最为密切， 肾精肾气犹如人体生发之 “动力之

源”， 与现代医学中的线粒体功能不谋而合， 线粒体通过

不断合成 ＡＴＰ 给细胞供能， 以维持生殖细胞活性， 相当于

肾气温养胞宫， 不断推动生殖之精生发生长。 育麟方由

《济阴纲目》 中的苁蓉菟丝丸加减化裁而成， 方中以菟丝

子、 淫羊藿为君， 补肾温阳； 枸杞子、 巴戟天、 肉苁蓉、
覆盆子为臣， 补肝肾益精血； 当归、 川芎、 熟地黄， 补血

调血， 补而不滞； 川芎养血活血， 蛇床子益肾壮阳， 诸药

相伍， 以滋补肾精为核心， 阴阳同补， 佐以养精血， 血充

精足， 胞宫得以温养， 肾精得之充养， 故生殖细胞生发之

“动能” 有所来源， 则卵巢储备功能得以改善。
近年来， 线粒体活性被认为与生殖能力息息相关， 其

功能障碍可导致卵巢颗粒细胞的功能障碍与凋亡， 导致卵

泡闭锁甚至衰竭， 引起卵巢储备功能下降［１４⁃１５］ ， 故线粒体

依赖性颗粒细胞凋亡与 ＤＯＲ 的发生发展关系密切。 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ 信号通路被认为是是经典的线粒体凋亡途径［１６］ ， 也是

调节细胞的增殖、 生长和凋亡重要的信号通路， 其中 ＰＩ３Ｋ
５８３２
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注： Ａ 为对照组 １， Ｂ 为模型组 １， Ｃ 为阳性组 １， Ｄ 为育麟方组 １， Ｅ 为对照组 ２， Ｆ 为模型组 ２， Ｇ 为阳性组 ２， Ｈ 为育麟方组 ２。 与

对照组 １ 比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★★Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组 ２ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： ＪＣ⁃１ 染色图标尺为 １００ μｍ。 Ａ 为对照组 １， Ｂ 为模型组 １， Ｃ 为阳性组 １， Ｄ 为育麟方组 １， Ｅ 为对照组 ２， Ｆ 为模型组 ２， Ｇ 为阳

性组 ２， Ｈ 为育麟方组 ２。 与对照组 １ 比较，▲▲ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★★ Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃ Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组 ２ 比

较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠卵巢颗粒细胞线粒体膜电位变化的影响 （×２００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

是肌醇与磷脂酰肌醇 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ， ＰＩ） 的重要激

酶， 作为细胞外信号刺激的应答者， 其使磷脂酰肌醇二磷

酸 （ＰＩＰ２） 磷酸化为磷脂酰肌醇三磷酸 （ＰＩＰ３）， 从而导

致 Ａｋｔ 的磷酸化和激活； Ａｋｔ 作为 ＰＩ３Ｋ 的下游产物， 在该

６８３２
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注： 与对照组 １ 比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★★Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 ２ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与对照组 １ 比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★Ｐ＜０􀆰 ０５，★★Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 ２ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 ＰＩ３Ｋ、 ＰＩＰ２、 ＰＩＰ３、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

通路中起到了关键作用， 可通过调节下游促凋亡蛋白 （如
Ｂａｘ 等） 和抗凋亡蛋白 （如 Ｂｃｌ⁃２ 等） 的磷酸化表达来调节

细胞的功能。 促凋亡蛋白可通过破坏线粒体膜的完整性，
使线粒体内小分子物质释放， 膜电位丢失， 细胞色素 Ｃ
（Ｃｙｔ Ｃ） 等促凋亡小分子蛋白释放进入细胞质中， 招募细

胞质中的 ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 酶原形成凋亡复合体， 进而导致细胞凋

亡［１７⁃１８］ ； 反之， 抗凋亡蛋白则可以抑制这一过程， 而 Ａｋｔ
的活化可以抑制下游促凋亡蛋白的表达， 提高抗凋亡蛋白

表达， 从线粒体凋亡的角度调控细胞凋亡过程［１９］ 。
本研究发现， 与模型组比较， 育麟方组颗粒细胞的活

力以及线粒体膜电位和 ＡＴＰ 水平上升， 颗粒细胞的凋亡率

下降， ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ ｍＲＮＡ 相对表达量及 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＰＩＰ２、
７８３２
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注： 与对照组 １ 比较，▲▲Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组 １ 比较，★Ｐ＜０􀆰 ０５，★★Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组 ２ 比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

模型组 ２ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 育麟方对 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＰＩＰ３ 相对蛋白表达也有不同程度提高， 伴随下游促凋亡相

关蛋白 Ｃｙｔ Ｃ、 Ｂａｘ 表达降低与抑制凋亡的 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

上升； 在加入 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 及育麟方含药血清的

细胞组中， 这些功能被抑制； 单纯的 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组与对照

组比较， 同样有抑制作用， 说明抑制 ＰＩ３Ｋ 可使下游关键靶

点 Ａｋｔ 的磷酸化受到抑制， 进而降低颗粒细胞的各项生理

功能促进了凋亡的进程。 另外， 在抑制 ＰＩ３Ｋ 同时加入育麟

方含药血清后， 后者作用受到了抑制， 证实 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号

通路在育麟方降低颗粒细胞线粒体依赖性凋亡的过程中起

着重要的作用。
综上所述， 育麟方能抑制 ＤＯＲ 大鼠颗粒细胞凋亡， 改

善线粒体膜电位及 ＡＴＰ 水平， 减少凋亡相关蛋白表达， 可

能是基于调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路实现。 上述结果为育麟方

在治疗卵巢储备功能下降中的应用提供了分子生物学理论

依据， 也为该方后续开发和应用提供了实验基础。
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摘要： 目的　 探究齐墩果酸对病毒性心肌炎 （ＶＭＣ） 小鼠炎症及纤维化损伤的影响。 方法　 采用腹腔注射柯萨奇 Ｂ３
病毒 （ＣＶＢ３） 构建 ＶＭＣ 小鼠模型， 并随机分为模型组、 齐墩果酸组、 ＳＩＲＴ３ 抑制剂 （３⁃ＴＹＰ） 组、 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ
组， 每组 １５ 只； 另取 １５ 只小鼠作为正常组， 各组给予相应药物处理 ７ ｄ。 采用超声心动图检测心功能， ＥＬＩＳＡ 法检测

血清心肌损伤标志物 ［肌酸激酶同工酶 （ＣＫ⁃ＭＢ）、 肌钙蛋白 （ｃＴｎＩ） ］、 炎症因子 ［白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 白细

胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） ］ 水平， 流式细胞术检测外周血辅助性 Ｔ 细胞 １７ （Ｔｈ１７） ／调节性 Ｔ 细胞 （Ｔｒｅｇ） 比例以评价免疫

功能， ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 及 ＴＵＮＥＬ 染色观察心肌组织炎症、 纤维化、 凋亡等病理损伤， 免疫荧光法、 免疫组化法分别检测

心肌组织 ＳＩＲＴ３、 转化生长因子⁃β （ＴＧＦ⁃β） 阳性表达， 蛋白印迹法检测 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路及下游相关蛋白表达。
结果　 与正常组比较， 模型组小鼠饮食减少， 萎靡、 耸毛、 弓背蜷缩行为增多， 出现死亡， 心肌细胞病理损伤严重，
心率、 左心室射血分数、 心肌组织 ＳＩＲＴ３ 阳性表达、 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左心室收缩

末期内径、 左心室舒张末期内径、 血清 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平、 外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例、 心肌胶原容积分

数、 心肌细胞凋亡率、 ＴＧＦ⁃β 阳性表达、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ、 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 齐墩果酸可缓解小鼠 ＶＭＣ 病理症状， 上调 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路相关蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
下调其介导的炎症、 凋亡、 纤维化反应 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ３⁃ＴＹＰ 可逆转齐墩果酸的上述作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 齐墩果

酸可能通过激活 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路， 抑制 ＣＶＢ３ 感染引起的 ＶＭＣ 小鼠心肌组织炎症、 凋亡及纤维化反应， 从而改善

ＶＭＣ 小鼠心功能。
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