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摘要： 目的　 探讨补肾调泡周期疗法对多囊卵巢综合征 （ＰＣＯＳ） 大鼠卵巢颗粒细胞的影响。 方法　 将 ＳＤ 大鼠随机分

成正常组、 模型组、 逍遥散组 （１１ ９７ ｇ ／ ｋｇ）、 三子汤组 （１５ ７５ ｇ ／ ｋｇ）、 补肾调泡周期疗法组、 阳性药物组 （克罗米

芬 ５ ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只。 采用来曲唑 （１ ｍｇ ／ ｋｇ） 构建 ＰＣＯＳ 大鼠模型， 造模后正常组与模型组灌胃给予蒸馏水， 各

给药组灌胃给予相应剂量药物， 持续 １２ ｄ。 记录大鼠体质量、 卵巢质量及子宫质量， 瑞氏染色法观察大鼠动情周期，
ＨＥ 染色法观察卵巢组织形态， ＥＬＩＳＡ 法检测大鼠血清性激素 ［促黄体生成素 （ＬＨ）、 促卵泡生长激素 （ＦＳＨ）、 雌二

醇 （Ｅ２）、 睾酮 （ Ｔ）、 孕酮 （ Ｐ） ］ 及抗苗勒氏激素 （ＡＭＨ） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、
ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｐ５３、 ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与正常

组比较， 模型组大鼠体质量、 卵巢质量升高 （Ｐ＜０ ０１）， 子宫质量降低 （Ｐ＜０ ０５）； 动情周期紊乱； 颗粒细胞减少，
囊性卵泡增加； 血清 ＬＨ、 ＬＨ ／ ＦＳＨ、 Ｔ、 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＦＳＨ、 Ｅ２、 Ｐ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）； 卵

巢颗粒细胞 ｐ５３、 ｍＴＯＲ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＡＭＰＫ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０１），
ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）。 与模型组比较， 补肾调泡周期疗法组大鼠卵巢质量降低 （Ｐ＜０ ０５）， 子宫质量升

高 （Ｐ＜０ ０５）； 各动情阶段规律出现； 颗粒细胞层数增加， 优势卵泡可见； 血清 ＬＨ、 ＬＨ ／ ＦＳＨ、 Ｔ、 ＡＭＨ 水平降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＦＳＨ、 Ｅ２、 Ｐ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 卵巢颗粒细胞 ｐ５３、 ｍＴＯＲ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＡＭＰＫ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）， ＬＣ３Ⅱ ／Ⅰ表达降低 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 补

肾调泡周期疗法可通过调控 ｐ５３ ／ ＡＭＰＫ 通路相关蛋白及自噬相关因子的表达， 调节 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞自噬平

衡， 促进卵泡发育。
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　 　 多囊卵巢综合征 （ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＣＯＳ）
是育龄期女性高发的生殖内分泌代谢性疾病， 在临床上以

稀发排卵或无排卵、 高雄激素血症 （临床和 ／或生化表现）
及卵巢多囊样改变为特征［１］ 。 临床常用治疗药物为达英⁃
３５、 二甲双胍等［２］ 。

补肾调泡周期疗法由全国名中医尤昭玲教授创立， 该

疗法是尤教授结合 ３０ 多年治疗妇科生殖疾病的临床经验，
专门针对育龄期 ＰＣＯＳ 患者卵泡发育异常所提出的补肾调

泡、 调肝周期序贯疗法， 具有恢复月经周期、 促进卵泡发

育及排卵、 助孕的治疗效果。 课题组前期系列研究证实，
补肾调泡周期疗法的组方 （逍遥散、 三子汤） 可通过多维

度调控生殖内分泌功能。 通过培养 ＳＤ 大鼠原代卵巢颗粒

细胞发现， 该疗法能促进卵巢颗粒细胞增殖， 其核心与升

高抗苗勒氏激素 （ ＡＭＨ） 及 其 Ⅱ 型 受 体 （ ＡＭＨＲ２）、

Ｓｍａｄ４ 蛋白及 ｍＲＮＡ 表达有关［３］ 。 该疗法通过调节 ＰＣＯＳ
大鼠卵巢组织 ＡＭＨ ／ ＡＭＨＲ２ 蛋白动态平衡， 改善卵泡发育

异常［４］ ； 且逍遥散核心中药可能通过调控子宫内膜血管内

皮生长因子 （ＶＥＧＦ） 介导的血管生成通路， 增加子宫内

膜微血管密度， 为改善 ＰＣＯＳ 患者子宫内膜容受性提供新

的干预靶点［５］ 。 研究表明， 卵巢颗粒细胞在卵泡闭锁期间

诱导自噬发生， 通过过度自我消化和降解细胞成分促进细

胞凋亡， 维持自噬的稳态平衡， 促进卵泡发育［６］ 。 ｐ５３ ／腺
苷酸活化蛋白激酶 （ＡＭＰＫ） 信号转导通路对细胞自噬起

到双向的调节作用， 可参与调控卵巢颗粒细胞自噬， 通过

抑制 ＰＣＯＳ 卵巢颗粒细胞过度自噬， 可改善卵巢功能［７］ 。
因此， 本研究通过来曲唑构建 ＰＣＯＳ 大鼠模型， 基于

ｐ５３ ／ ＡＭＰＫ 信号通路探讨补肾调泡周期疗法调控卵巢颗粒

细胞自噬， 参与调控卵泡发育及排卵的作用机制。
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１　 材料

１ １　 动物 　 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 大鼠 ３６ 只， ６ 周龄， 体质量

（１８０±２０） 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

中医药大学动物实验中心 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（湘） ２０１９⁃０００９］。 大鼠均采用灭菌的颗粒饲料进行喂养，
自由饮水， １２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗交替， 环境温度 （ ２２ ±
１）℃， 相对湿度 （５５±５）％ ， 每天定时更换垫料并进行环

境消毒。 本实验方案经湖南中医药大学动物实验中心伦理

委员会审查通过 （伦理号 ＬＬ２０２１０４２８０２）。
１ ２　 药物　 逍遥散组方饮片柴胡 ６ ｇ， 当归、 白术、 白芍、
茯苓各 １０ ｇ， 生姜 （自备）、 薄荷各 ３ ｇ， 炙甘草 ５ ｇ； 三子

汤组方饮片菟丝子、 桑葚子、 覆盆子、 生地黄、 熟地黄、
北沙参、 麦冬各 １０ ｇ， 炙甘草 ５ ｇ， 以上饮片均购于湖南中

医药大学第一附属医院中药房， 经该院药学教研室戴冰教

授鉴定为正品。 分别称取逍遥散及三子汤组方饮片， 浸泡

２０ ｍｉｎ 后进行第 １ 次煎煮， 其中逍遥散中生姜、 薄荷后

下， 于关火前 ５ ｍｉｎ 加入； 过滤， 药渣加水进行 ２ 次煎

煮， 时间为 ２０ ｍｉｎ； 将逍遥散、 三子汤的 ２ 次药液分别合

并， 减压浓缩至 １ ６７、 １ １５ ｇ ／ ｍＬ， ４ ℃保存备用。 来曲

唑 （江苏恒瑞医药股份有限公司， 批号 ２１１０２６ＫＬ）， 给

药质量浓度为 ０ １２５ ｍｇ ／ ｍＬ； 枸橼酸钠氯米芬 （塞浦路斯

高特 制 药 有 限 公 司， 批 号 Ｍ０７０６）， 给 药 质 量 浓 度

为１ ｍｇ ／ ｍＬ。
１ ３　 试剂　 瑞氏染液 （北京索莱宝科技有限公司， 货号

Ｇ１０４０）； ｐ５３、 ＡＭＰＫ、 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ｍＴＯＲ）
抗 体 （ 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号 ａｂ１３１４４２、 ａｂ３２０４７、
ａｂ３２０２８）； 轻链 ３ （ ＬＣ３）、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 磷酸化 ｍＴＯＲ 抗体

（ｐ⁃ｍＴＯＲ） ［艾比玛特医药科技 （上海） 有限公司， 货号

Ｔ５５９９２Ｓ、 Ｔ５５０９２Ｓ、 Ｔ５６５７１Ｆ］； 磷酸化 ＡＭＰＫ 抗体 （ ｐ⁃
ＡＭＰＫ） （杭州华安生物技术有限公司， 货号 ＥＴ１６１２⁃７２）；
ＧＡＰＤＨ 抗体 （美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司， 货号 ＡＦ７０２１）； ＥＣＬ 高

效化学发光试剂盒 （美国 Ｇｅｎｖｉｅｗ 公司， 货号 ＧＥ２３０１⁃
１００）； 苏木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色液 （北京中杉金桥生物技

术有限公司， 货号 ＺＬＩ⁃１０４０、 ＺＬＩ⁃９６１０）； ＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒、 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ （武汉伊莱瑞特

生物科技股份有限公司， 货号 Ｅ⁃ＢＣ⁃Ｋ３１８⁃Ｍ、 Ｅ⁃ＡＢ⁃１００３）；
大鼠促卵泡生长激素 （ＦＳＨ）、 睾酮 （Ｔ）、 促黄体生成素

（ＬＨ）、 雌二醇 （Ｅ２）、 孕酮 （Ｐ） ＡＭＨ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上
海抚生实业有限公司， 货号 Ａ１０８２０５⁃９６Ｔ、 Ａ１０９２３４⁃９６Ｔ、
Ａ１０７９８６⁃９６Ｔ、 Ａ１０８２１９⁃９６Ｔ、 Ａ１０７２６７⁃９６Ｔ、 Ａ１０９０７５⁃
９６Ｔ）； 逆转录试剂盒、 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 （上海近岸科

技有限公司， 批号 Ｅ０４７⁃０１Ｂ、 Ｅ０９６⁃０１Ａ）。
１ ４　 仪器 　 ＨＭ３５５Ｓ 型石蜡切片机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； Ｍｏｔｉｃ ＡＥ２０００ 型号倒置荧光显微镜 （麦克

奥迪实业集团有限公司）； ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮ Ｔｅｔｒａ 型电泳槽、
ＣＦＸ９６ 实时荧光定量基因扩增仪、 Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ＋凝胶成像系

统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。

２　 方法

２ １　 造模、 分组与给药　 大鼠适应性饲养 ３ ｄ 后， 通过阴

道涂片筛选动情周期正常的大鼠并纳入研究。 按随机数字

表法随机抽取 ６ 只作为正常组， 正常组全程给予普通饲料，
自由 饮 水； 剩 余 ３０ 只 大 鼠 每 天 灌 胃 来 曲 唑 溶 液

（１ ｍｇ ／ ｋｇ）， 连续 ２１ ｄ， 构建 ＰＣＯＳ 大鼠模型［８］ 。 大鼠阴道

脱落细胞学检测显示上皮细胞数减少， 白细胞升高， 动情

周期紊乱， 动情间期延长且伴有体质量明显升高， 提示造

模成功［４，８］ 。
ＰＣＯＳ 大鼠模型按随机数字表法分为模型组、 逍遥散

组、 三子汤组、 补肾调泡周期疗法组和阳性药物组。 正常

组、 模型组每天灌胃给予蒸馏水； 逍遥散组、 三子汤组分

别按 １１ ９７、 １５ ７５ ｇ ／ ｋｇ 剂量 （均为临床等效剂量的 ２ 倍）
灌胃给药［４］ ， 连续 １２ ｄ， 即 ３ 个动情周期； 补肾调泡周期

疗法组用逍遥散灌胃 ２ ｄ、 三子汤灌胃 ２ ｄ， 序贯给药 １２ ｄ；
阳性药物组前 ７ ｄ 灌胃给予蒸馏水， 后 ５ ｄ 灌胃给予克罗米

芬 （５ ２５ ｇ ／ ｋｇ）。
２ ２　 大鼠一般情况观察 　 每天定时监测并记录大鼠体质

量， ２％ 戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠， 经腹主动脉采血，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取血清， －８０ ℃冰箱保存； 分离

大鼠卵巢及子宫， 并记录其质量， 将一侧卵巢固定于 ４％ 多

聚甲醛中， 用于病理形态观察； 另一侧卵巢于－８０ ℃保存，
用于后续检测。
２ ３　 瑞氏染色法观察大鼠动情周期 　 每天上午 ８： ００ ～
９： ００进行阴道细胞学检测， 取无菌棉签用生理盐水浸湿

后， 旋转进入大鼠阴道内轻轻刮取脱落细胞， 随即均匀涂

布于载玻片上， 经室温自然干燥后， 严格按照瑞氏染液说

明书进行染色， 置于光学显微镜下观察并拍照。
２ ４　 ＨＥ 染色法观察卵巢组织病理形态　 取经多聚甲醛固

定后的卵巢组织， 梯度乙醇脱水， 石蜡包埋并成切成 ４ μｍ
切片。 切片经二甲苯脱蜡处理后， 按照常规 ＨＥ 染色流程

进行细胞核染色 （苏木精 ５ ｍｉｎ） 和胞质染色 （伊红 １
ｍｉｎ）， 再经梯度乙醇脱水及二甲苯透明化处理， 以中性树

脂封固， 在显微镜下观察并拍照。
２ ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清性激素及 ＡＭＨ 水平　 从－８０ ℃冰

箱中取出大鼠血清， 在冰浴条件下复温， 从 ４ ℃冰箱中取

出 ＥＬＩＳＡ 试剂盒， 在室温环境下平衡 ３０ ｍｉｎ， 按照试剂盒

说明书检测血清 ＬＨ、 ＦＳＨ、 Ｅ２、 Ｔ、 Ｐ 及 ＡＭＨ 水平。
２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 卵 巢 颗 粒 细 胞 ｐ５３、 ＡＭＰＫ、
ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３ 蛋白表达 　 取冻存的卵巢组织， 加

入 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液， 通过低温组织研磨仪制备组织匀浆，
冰上裂解后离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，
并调整蛋白质量浓度为 ２ μｇ ／ μＬ， 作为上样液。 取上样液

１０ μＬ， 经过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转膜， 封闭 １ ｈ 后， 加入１ ∶
２ ０００ 的一抗 ｐ５３、 ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３ 和 １ ∶
１０ ０００的内参抗体 ＧＡＰＤＨ， ４ ℃ 孵育过夜， 洗膜后加入

１ ∶ １０ ０００二抗， ３７ ℃振荡孵育 １ ｈ， 洗膜， 加入 ＥＣＬ 显影

后拍照， 分析蛋白的相对表达。
７７９１
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２ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢颗粒细胞 ｐ５３、 ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、
Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达　 取卵巢组织适量， 按照试剂盒说明书

提取总 ＲＮＡ， 经逆转录合成双链 ｃＤＮＡ， 再进行扩增， 反

应程序为 ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ２０ ｓ， ６０ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ，
４５ 个循环； 每个样本设置 ３ 次重复实验。 在 ＰＣＲ 扩增反应

结束后， 对熔解曲线进行分析以验证产物特异性， 记录各

样本的循环阈值 （ＣＴ） 并计算其平均值。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参

基因， 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算靶基因的相对表达。 引物由生工

生物工程 （上海） 股份有限公司设计并合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′）
ＡＭＰＫ 正向 ＡＣＡＧＧＡＧＡＡＴＡＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＣＣＡＡ

反向 ＡＴＧＣＣＡＴＴＴＴＧＣＴＴＴＣＣＴＴＡＣＡＣＣＴ
Ｂｅｃｌｉｎ １ 正向 ＣＡＧＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＣＣＡＴＧＣＴ

反向 ＴＧＣＡＣＡＣＡＧＴＣＣＡＧＡＡＡＡＧＣ
ｐ５３ 正向 ＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＴＣＡＣＡＣＴＧＧＡＡＧＡＣ

反向 ＧＴＣＴＣＴＣＣＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＡＣＡＡＡＣ
ｍＴＯＲ 正向 ＡＡＡＡＣＣＴＣＡＧＣＡＴＣＣＡＧＡＧＡＴＡＣＧＣ

反向 ＣＡＴＣＡＧＡＧＴＣＡＡＧＴＧＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧ
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ

反向 ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ

２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２９ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态性且方差齐， 组间比较采用单

因素方差分析， 两两比较采用最小显著性差异法。 Ｐ＜０ ０５
表示差异具有统计学意义。

３　 结果

３ １　 补肾调泡周期疗法对 ＰＣＯＳ 大鼠体质量、 卵巢质量及

子宫质量的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠体质量、 卵

巢质量升高 （Ｐ＜０ ０１）， 子宫质量降低 （Ｐ＜０ ０５）。 与模

型组比较， 补肾调泡周期疗法组大鼠卵巢质量降低 （Ｐ＜
０ ０５）、 子宫质量升高 （Ｐ＜０ ０５）； 阳性药物组大鼠体质

量、 卵巢质量降低 （Ｐ＜０ ０５）。 分别与逍遥散组、 三子汤

组、 补肾调泡周期疗法组比较， 阳性药物组大鼠子宫质量

均降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结果表明， 补肾调泡周期疗

法组能降低 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢质量， 升高子宫质量， 作用效

果优于其组方逍遥散组、 三子汤组， 且对子宫质量的改善

优于阳性药物组。 见表 ２。
３ ２　 补肾调泡周期疗法对 ＰＣＯＳ 大鼠动情周期的影响　 正

常组大鼠动情周期为 ４～５ ｄ， 动情周期 ４ 个阶段规律出现，
动情前期以有核上皮细胞为主； 动情期以角化鳞状上皮细

胞为主； 动情后期白细胞、 角化鳞状上皮细胞、 有核上皮

细胞三者混合存在； 动情间期以白细胞为主。 模型组大鼠

动情周期紊乱， 且大部分时间处于动情间期或动情后期；
经过 ３ 个动情周期后， 模型组大鼠动情周期依旧紊乱。 逍

遥散组、 三子汤组、 补肾调泡周期疗法组及阳性药物组大

鼠均能出现动情期， 且各动情阶段规律出现。 结果表明，
逍遥散组、 三子汤组、 补肾调泡周期疗法组及阳性药物组

均能改善 ＰＣＯＳ 大鼠动情周期紊乱， 恢复正常动情周期。
见图 １。

表 ２　 各组大鼠体质量、 卵巢质量及子宫质量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 体质量 ／ ｇ 卵巢质量 ／ ｍｇ 子宫质量 ／ ｇ

正常组 ２７５ ００±２３ ４５ ５２ ８３±４ ５８ ０ ４５±０ １０
模型组 ３２９ １７±２７ ５６∗∗ ７２ １７±１１ ７２∗∗ ０ ２９±０ ０４∗

逍遥散组 ３１３ ００±２６ ４９ ６４ ６７±１１ ８４ ０ ３５±０ ０６
三子汤组 ３１０ ６７±２５ ７３ ６５ ００±８ １７ ０ ３７±０ １４

补肾调泡周期疗法组 ３０３ ００±１４ ４５ ５８ ６７±１４ ４９＃ ０ ４２±０ １０＃

阳性药物组 ２９８ １７±３４ ３５＃ ５８ ５０±７ ８７＃ ０ ２３±０ ０４△▲▲ ＄ ＄

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与逍遥散组比较，△Ｐ＜０ ０５； 与三子汤组比较，▲▲Ｐ＜０ ０１； 与补肾

调泡周期疗法组比较， ＄ ＄ Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 补肾调泡周期疗法对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢组织病理形态的

影响　 正常组大鼠卵巢组织可见各个发育阶段的卵泡有序

分布， 卵母细胞结构完整清晰， 颗粒细胞呈规律性复层排

列。 与正常组比较， 模型组大鼠卵巢组织中囊性卵泡扩张

增加， 黄体生成数量减少， 颗粒细胞层变薄且排列紊乱，
未见成熟卵泡。 逍遥散组、 三子汤组、 补肾调泡周期疗法

组及阳性药物组卵巢组织中囊性卵泡减少， 可见优势卵泡，
黄体及各级卵泡可见， 颗粒细胞呈复层有序排列。 结果表

明， 各药物组可通过调控卵泡发育进程进而不同程度地改

善 ＰＣＯＳ 大鼠的卵巢组织病理状态。 见图 ２。
３ ４　 补肾调泡周期疗法对 ＰＣＯＳ 大鼠血清性激素及 ＡＭＨ
水平的影响 　 与正常组比较， 模型组大鼠血清 ＬＨ、 ＬＨ ／
ＦＳＨ、 Ｔ、 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＦＳＨ、 Ｅ２、
Ｐ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）， 提示模型构建成功。 与模型组比

较， 各给药组血清 ＬＨ、 ＬＨ ／ ＦＳＨ、 ＡＭＨ 水平降低 （ Ｐ ＜

０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＦＳＨ、 Ｐ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）；
三子汤组、 补肾调泡周期疗法组、 阳性药物组血清 Ｅ２ 水平

升高 （Ｐ＜０ ０１）； 逍遥散组、 补肾调泡周期疗法组、 阳性

药物组血清 Ｔ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结果表明，
补肾调泡周期疗法能调整紊乱的血清性激素水平， 降低血

清 ＡＭＨ 表达， 且对血清 Ｅ２ 的调控优于逍遥散， 对血清 Ｔ
的调控优于三子汤。 见表 ３。
３ ５　 补肾调泡周期疗法对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、
ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３ 蛋白表达的影响　 与正常组

比较， 模型组大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白

表达降低 （Ｐ＜ ０ ０１）， ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３Ⅱ ／
Ⅰ蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０１）。 与模型组比较， 各给药组 ｐ⁃
ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１ ）， ｐ⁃
ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３ Ⅱ ／Ⅰ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０ ０５， Ｐ＜０ ０１）； 逍遥散组、 补肾调泡周期疗法组、 阳性
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为逍遥散组， Ｄ 为三子汤组， Ｅ 为补肾调泡周期疗法组， Ｆ 为阳性药物组。 红色箭头指示有

核上皮细胞， 绿色箭头指示角化鳞状上皮细胞， 黄色箭头指示白细胞。

图 １　 各组大鼠动情周期变化 （瑞氏染色， ×１００）

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为逍遥散组， Ｄ 为三子汤组， Ｅ 为补肾调泡周期疗法组， Ｆ 为阳

性药物组。 红色箭头指示卵母细胞， 黑色箭头指示黄体， 绿色箭头指示囊性卵泡。

图 ２　 各组大鼠卵巢组织病理形态 （ＨＥ 染色， ×４０）

表 ３　 各组大鼠血清性激素及 ＡＭＨ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＬＨ ／ （ＩＵ·Ｌ－１） ＦＳＨ ／ （ＩＵ·Ｌ－１） ＬＨ ／ ＦＳＨ Ｅ２ ／ （ｐｍｏｌ·Ｌ－１） Ｔ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） Ｐ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＡＭＨ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

正常组 １１ ４４±３ ５０ ９ ２３±１ ９３ １ ３０±０ ５１ ３７ ８１±６ ５０ ２２２ ０１±３７ ８５ ７ ８５±１ ４８ ３ ４８５ ４９±２８１ ５１
模型组 ２２ ０８±６ ９３∗∗ ６ １１±１ ３０∗∗ ３ ６８±１ ２３∗∗ ２２ ８７±６ ５２∗∗ ３０４ ０６±４５ ５３∗∗ ５ ４３±０ ７０∗∗ ４ ０９２ ３１±４６３ ７３∗

逍遥散组 １６ ２６±５ ３０＃ ８ ９３±１ ７８＃＃ １ ８７±０ ７６＃＃ ２７ ６１±４ １４ ２３７ ２０±６３ ３１＃ ８ １５±０ ９５＃＃ ３ １１５ ９１±４７２ ０３＃＃

三子汤组 １１ ８６±４ ０１＃＃ ８ １２±２ ４２＃ １ ４７±０ ３１＃＃ ３４ ７４±８ ６６＃＃ ２７２ ７１±２９ ５３ ７ ９６±１ ５０＃＃ ３ ３８５ ５９±７７１ １０＃

补肾调泡周期疗法组 １６ ３６±３ ２１＃ ８ ３０±０ ７０＃ １ ９７±０ ３４＃＃ ３３ ９１±４ ９４＃＃ ２４２ ６０±３４ ７６＃ ８ ５２±１ ４８＃＃ ３ ３６８ ８４±４５１ ６９＃

阳性药物组 １２ ３８±３ ５１＃＃ ８ ４６±１ ５０＃ １ ５２±０ ５３＃＃ ３５ ６１±４ １２＃＃△ ２２６ ５３±３１ ０８＃＃ ７ ３５±０ ８８＃ ３ ４６１ ６７±２９５ ２１＃

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０ ０５，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与逍遥散组比较，△Ｐ＜０ ０５。

药物组 ｐ５３ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结果表明，
补肾调泡周期疗法可升高 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３ 蛋白

表达， 抑制 ＡＭＰＫ 蛋白磷酸化， 促进 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化，
降低自噬因子 Ｂｅｃｌｉｎ １ 表达， 抑制 ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ的转化。
见图 ３。
３ ６　 补肾调泡周期疗法对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、

ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比

较， 模型组大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０ ０１）， ＡＭＰＫ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜ ０ ０１）。
与模型组比较， 各给药组 ｍＴＯＲ ｍＲＮＡ 升高 （Ｐ＜ ０ ０１），
ＡＭＰＫ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 逍遥散组、 补

肾调泡周期疗法组、 阳性药物组 ｐ５３ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
９７９１
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为逍遥散组， Ｄ 为三子汤组， Ｅ 为补肾调泡周期疗法组， Ｆ 为阳性药物组。 与正常

组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

图 ３　 各组大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、 ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １、 ＬＣ３ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 分别与逍遥散组、 三子汤组、 补肾调泡

周期疗法组比较， 阳性药物组 ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ 表达均升高

（Ｐ＜０ ０５）。 结果表明， 补肾调泡周期疗法通过调控 ｐ５３、
ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达， 抑制自噬水平， 促进

卵泡发育； 补肾调泡周期疗法及其组方对 ＡＭＰＫ ｍＲＮＡ 的

调控优于阳性药物。 见图 ４。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为逍遥散组， Ｄ 为三子汤

组， Ｅ 为补肾调泡周期疗法组， Ｆ 为阳性药物组。 与正常组

比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１； 与逍

遥散组比较，△Ｐ＜０ ０５； 与三子汤组比较，▲ Ｐ＜０ ０５； 与补

肾调泡周期疗法组比较， ＄ Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 各组大鼠卵巢颗粒细胞 ｐ５３、 ＡＭＰＫ、 ｍＴＯＲ、
Ｂｅｃｌｉｎ １ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

补肾调泡周期疗法针对以排卵障碍为主要临床表现的

ＰＣＯＳ 患者， 在月经周期的第 １～ ６ 天应用逍遥散疏肝调经；

第 ７～１６ 天运用三子汤补肾健脾、 护卵养泡， 促进卵泡发育

与子宫内膜发育同步。 本研究显示， 该疗法能改善大鼠卵

巢组织病理状态， 调节血清性激素水平， 降低血清 ＡＭＨ 水

平， 其调控大鼠卵巢质量及子宫质量的效果优于其组方及

阳性药物组。 阳性药物组虽能实现促排卵， 但子宫质量低

于补肾调泡周期疗法组。 促排药克罗米芬可能引发卵巢过

度刺激及内膜抑制［９］ 。 子宫内膜作为胚胎着床和妊娠结局

的关键因素， 亦是治疗 ＰＣＯＳ 不孕症需考量的问题， 相较

其他组方及阳性药物组， 补肾调泡周期疗法组疗效确切，
能够达到助卵与调膜并重的良好效果。

自噬是细胞通过溶酶体降解自身成分的过程［１０］ 。 ｐ５３ ／
ＡＭＰＫ 信号轴对自噬具有双相调控作用， 其中 ｐ５３ 的功能

与其在细胞内的分布密切相关， 核内 ｐ５３ 通过转录调控促

进自噬， 胞质 ｐ５３ 则抑制 ｍＴＯＲ 活性间接抑制自噬［１１］ 。
ＡＭＰＫ 作为进化保守的蛋白激酶， 通过影响细胞内的代谢

和能量平衡， 在多种代谢性疾病及衰老进程中发挥重要的

调控作用［１２］ 。 ｍＴＯＲ 是调节细胞生长、 存活和自噬信号通

路的核心节点， 对自噬的启动具有关键性作用［１３］ 。 ｐ５３ 通

过 Ｓｅｓｔｒｉｎ１ ／ ２ 介导的磷酸化作用促进 ＡＭＰＫ 活化， 活化的

ＡＭＰＫ 通过抑制 ｍＴＯＲ 复合体活性， 进而增强细胞自噬水

平［１４］ 。 Ｂｅｃｌｉｎ １ 通过与 Ａｔｇ１４Ｌ 等因子结合， 促进 Ｂｅｃｌｉｎ １⁃
Ｖｐｓ３４⁃Ｖｐｓ１５ 复合物的形成， 其表达与自噬活性正相关［１５］ 。
ＬＣ３ 蛋白被广泛用作自噬体的标记物， 自噬过程中， ＬＣ３
蛋白经剪切产生细胞浆定位的 ＬＣ３ Ⅰ， ＬＣ３ Ⅰ被修饰和加

工后产生 ＬＣ３ Ⅱ， 并定位于自噬体内膜和外膜， 二者的转

０８９１
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化率可用于监测自噬活性［１６］ 。 本研究发现， 模型组 Ｂｅｃｌｉｎ
１ 蛋白及 ｍＲＮＡ、 ＬＣ３ Ⅱ ／Ⅰ蛋白表达升高， 而以上指标在

补肾调泡周期疗法组中下降， 表明 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细

胞中自噬异常激活。 与模型组比较， 补肾调泡周期疗法组

ｐ５３、 ｐ⁃ｍＴＯＲ ／ ｍＴＯＲ 蛋白表达升高， ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白

表达降低， 表明该疗法可能通过调控 ｐ５３ ／ ＡＭＰＫ 信号通路

调控卵巢颗粒细胞自噬水平， 维持卵泡内稳态平衡并发挥

促排卵的作用。
ＡＭＨ 作为早期卵泡颗粒细胞分泌的卵泡调控因子， 其

水平异常升高可抑制 ＦＳＨ 诱导的雌激素合成并降低 ＦＳＨ 受

体表达， 影响原始卵泡的募集和选择性生长［１７⁃１８］ 。 ＰＣＯＳ 卵

巢组织中 ＡＭＨ ／ ＡＭＨＲ２ 异常高表达与卵泡发育障碍密切相

关［４］ 。 研究表明， ＡＭＨ 干预可降低卵巢组织 ｐ６２ 水平， 减

少叉头蛋白 Ｏ３Ａ （ＦＯＸＯ３Ａ） 磷酸化并升高 ＬＣ３ Ⅱ蛋白水

平， 促进自噬体生物合成。 这些结果表明 ＡＭＨ 可能通过

ＦＯＸＯ３Ａ 信号轴激活自噬以抑制原始卵泡生长， 影响卵巢

储备［１９⁃２０］ 。 本研究发现， 模型组血清 ＡＭＨ 水平升高， 补肾

调泡周期疗法组中降低， 且趋势变化与自噬因子 ＬＣ３ 及

Ｂｅｃｌｉｎ １ 表达一致。
综上所述， 卵巢颗粒细胞过度自噬可能是引起 ＰＣＯＳ

卵泡发育异常的原因， 补肾调泡周期疗法可升高 ＰＣＯＳ 大

鼠卵巢颗粒细胞中 ｐ５３ 蛋白表达， 抑制 ＡＭＰＫ 蛋白磷酸化，
促进 ｍＴＯＲ 蛋白磷酸化， 降低自噬因子 Ｂｅｃｌｉｎ １ 的表达并抑

制 ＬＣ３ Ⅰ向 ＬＣ３ Ⅱ的转化， 从而抑制卵巢颗粒细胞过度自

噬并促进卵泡正常发育。 值得注意的是， 血清 ＡＭＨ 的表达

趋势与自噬因子 ＬＣ３ Ⅱ、 Ｂｅｃｌｉｎ １ 一致， 补肾调泡周期疗法

是否通影响血清 ＡＭＨ 的表达从而影响卵巢颗粒自噬还需要

进一步验证。
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