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摘要： 目的　 探讨补肾助排汤对多囊卵巢综合征 （ＰＣＯＳ） 大鼠卵巢颗粒细胞凋亡的影响。 方法　 ＳＤ 大鼠皮下注射 ６０
ｍｇ ／ ｋｇ 脱氢表雄酮 （ＤＨＥＡ） ２１ ｄ 构建 ＰＣＯＳ 模型， 将造模成功的大鼠随机分为模型组、 优思悦组 （０􀆰 ０１ ｇ ／ ｋｇ） 和中

药 （补肾助排汤） 低、 中、 高剂量组 （８􀆰 ８２、 １７􀆰 ６４、 ３５􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 另以 １０ 只皮下注射大豆油的大鼠为

空白组。 各组灌胃给药 ２８ ｄ 后， 观察大鼠一般状况、 动情周期及卵巢的形态学变化； ＥＬＩＳＡ 法检测血清睾酮水平；
ＨＥ 染色观察卵巢组织病理学； ＴＵＮＥＬ 染色检测卵巢颗粒细胞凋亡率； 透射电镜观察卵巢组织线粒体超微结构及自噬

变化； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织线粒体自噬信号通路和卵巢颗粒细胞凋亡相关 ｍＲＮＡ 及蛋白表达。
结果　 与空白组比较， 模型组大鼠失去规律动情周期； 卵巢组织中出现大量的小卵泡， 并呈现多囊样改变； 血清睾酮

水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵泡颗粒细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 杆状线粒体减少， 肿胀的线粒体逐渐增多， 且伴有线粒

体膜损伤、 线粒体嵴断裂， 同时自噬现象也随之增多； 卵巢组织 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ
ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 中药各剂量组和

优思悦组大鼠行为表现出现不同程度的改善； 卵巢组织中小卵泡数量减少； 血清睾酮水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵泡颗粒

细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 线粒体结构损伤程度减轻， 自噬现象减少； 中药低、 中、 高剂量组和优思悦组卵巢组织

Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ ｍＲＮＡ 及蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 补肾助排汤能够改善 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞凋亡， 其作用与调控 ＰＩＮＫ１ ／
Ｐａｒｋｉｎ 信号通路介导的线粒体自噬相关。
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ｓｍａｌｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ． Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ
ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄａｍａｇｅ ｗａｓ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ａｎｄ
ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂａｘ， Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， Ｂｅｃｌｉｎ１，
ＬＣ３Ｂ， ＰＩＮＫ１ ａｎｄ Ｐａｒｋｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＴＣＭ ａｎｄ ｔｈｅ
Ｙｏｕｓｉｙｕｅ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｐ６２ ａｎｄ Ｂｃｌ⁃２
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｔｈｅ Ｂｕｓｈｅｎ Ｚｈｕｐａｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＰＣＯＳ ｒａｔｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｂｕｓｈｅｎ Ｚｈｕｐａｉ Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ； ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｅｌｌｓ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ｍｉｔｏｐｈａｇｙ； ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 多囊卵巢综合征 （ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＣＯＳ） 是一种由生殖内分泌紊乱引起的， 症状多

样而发病机制复杂的系统性疾病［１］， 全球患病率

约 ８％ ～１３％ ［２］， 我国患病率约 ５􀆰 ６％ ［３］。 该病以雄

激素过高、 排卵障碍、 卵巢多囊样改变等为主要特

征， 同时 ＰＣＯＳ 患者常伴有胰岛素抵抗、 糖脂代谢

紊乱及心脑血管疾病， 严重威胁女性的身心健

康［４⁃５］。 因此寻求防治 ＰＣＯＳ 的理想方案， 已成为

妇科临床亟待解决的重点问题。
目前 ＰＣＯＳ 的发病机制尚不清楚。 研究显示卵

巢颗粒细胞过度凋亡可能会促进 ＰＣＯＳ 的发展［６］。
正常情况下， 在窦前卵泡后期， 卵巢颗粒细胞促性

腺激素会诱导颗粒细胞芳香化酶合成， 芳香化酶可

使颗粒细胞将睾酮转化成雌激素， 从而促进卵泡发

育， 形成优势卵泡［７］。 然而， 颗粒细胞过度凋亡

会阻止睾酮转变为雌激素， 导致雄激素累积， 发生

高雄激素血症， 雄激素的大量积累又造成卵泡发育

阻滞， 大量小窦状卵泡积聚， 卵巢发生多囊状改

变［８］， 最终形成 ＰＣＯＳ。 因此， 调控卵巢颗粒细胞

凋亡以防治 ＰＣＯＳ 已然成为临床治疗和实验研究的

焦点。 另有研究发现， 线粒体损伤可参与调控

ＰＣＯＳ 卵巢颗粒细胞的凋亡［９］， 而线粒体损伤可诱

发线粒体自噬。 故本研究拟探讨补肾助排汤通过线

粒体自噬途径发挥防治 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞凋

亡的分子机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ６０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雌性大鼠， ４ 周龄，
体质量 （１００±２０） ｇ， 购自中国农业科学院兰州兽

医研究所 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （甘）
２０２０⁃０００２］， 饲养于兰州兽医研究所 ＳＰＦ 级动物房
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［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （甘） ２０２０⁃００１０］。
适应性饲养后严格遵照动物伦理相关规定进行实验

操作 （伦理编号 ＬＶＲＩＡＥＣ⁃２０２４⁃０５７）。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 补肾助排汤 （仙茅 １５ ｇ、 炙仙

灵脾 １２ ｇ、 熟地 １５ ｇ、 当归 １８ ｇ、 川芎 １２ ｇ、 醋香

附 １５ ｇ、 丹参 １２ ｇ、 鸡血藤 １２ ｇ、 鹿角霜 １２ ｇ、 盐

巴戟天 １２ ｇ、 麸炒枳实 １２ ｇ、 厚朴 １２ ｇ、 皂角刺

１０ ｇ、 胆南星 ９ ｇ、 连翘 ９ ｇ、 桔梗 ９ ｇ） 饮片加 １０
倍量蒸馏水， 浸泡 １ ｈ， 按常规方法煎煮 ２ 次， 每

次 ４０ ｍｉｎ， 滤出药液， 并加热浓缩至每 １ ｍＬ 药液

含生药 ３􀆰 ５２８ ｇ， 高温灭菌冷却后置于 ４ ℃冰箱保

存备用， 使用时稀释至所需浓度； 优思悦 （屈螺

酮 ３ ｍｇ 和炔雌醇 ０􀆰 ０２ ｍｇ×２４ 片， 拜耳医药保健有

限公司， 批号 ＫＴ０ＣＴ９Ｋ）。 脱氢表雄酮 （ＤＨＥＡ，
北京酷来搏科技有限公司， 批号 ＣＤ３２１９３８２０）； 大

豆油 （上海阿拉丁生化科技有限公司， 批号

Ｊ２４２５７４８）； 睾酮试剂盒 （武汉赛维尔生物科技有

限公司， 货号 ＺＣ⁃１００７８）； ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ 抗体

（ 美 国 ＧｅｎｅＴｅｘ 公 司， 货 号 ＧＴＸ３１５８１、
ＧＴＸ２５６６７）； ＬＣ３ＢⅡ、 Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公 司， 货 号 ａｂ１９２８９０、 ａｂ１０９１０２、
ａｂ３０２６６９）； Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 抗体 ［艾比玛特医药科技

（上海） 有限公司， 货号 Ｔ４００５１Ｆ、 Ｔ４００５６Ｆ］；
ａｃｔｉｖｅ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体 （江苏佰嘉生物科技有限公

司， 货号 ＩＭＢ００１９）； 山羊抗兔 ＩｇＧ （杭州华安生

物技术有限公司， 货号 ＨＡ１００１）。
１􀆰 ３　 仪器　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪 （北京君意东方电

泳设备有限公司， 型号 ＪＹ⁃ＳＣＺ２＋）； 实时定量 ＰＣＲ
仪 （西安天隆科技有限公司， 型号 Ｇｅｎｔｉｅｒ ９６Ｒ）；
凝胶成像系统 （广州博鹭腾生物科技有限公司，
型号 ＧｅｌＶＡＣ ５０ ／ ６０ Ｈｚ）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＰＣＯＳ 大鼠模型构建　 将 ６０ 只大鼠适应性喂

养 ３ ｄ 后， 随机选取 １０ 只作空白组， 其余 ５０ 只作

为造模组， 参考文献 ［１０⁃１１］ 报道进行造模。 造

模组大鼠每天上午颈部皮下注射 ６０ ｍｇ ／ ｋｇ ＤＨＥＡ
（溶于 ０􀆰 ２ ｍＬ 大豆油中）， 空白组大鼠每天颈部皮

下注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 大豆油， 连续造模 ２１ ｄ， 期间给予

标准饲料喂养。 于造模第 １２ 天开始， 每日行阴道

涂片检测动情周期， 连续 １０ ｄ， 大鼠失去完整的动

情周期即为造模成功。
２􀆰 ２　 分组及药物干预　 造模组 ５０ 只大鼠造模成功

后， 随机分为模型组、 优思悦组和中药 （补肾助

排汤） 低、 中、 高剂量组， 每组 １０ 只。 按照体表

面积法换算， 中药低、 中、 高剂量组分别灌胃给予

补肾助排汤 ８􀆰 ８２、 １７􀆰 ６４、 ３５􀆰 ２８ ｇ ／ ｋｇ （相当于临

床 ７０ ｋｇ 成人等效量的 ０􀆰 ５、 １、 ２ 倍）； 优思悦组

灌胃给予屈螺酮炔雌醇片 ０􀆰 ０１ ｇ ／ ｋｇ； 空白组和模

型组大鼠灌胃给予等体积纯水， 灌胃体积 １０
ｍＬ ／ ｋｇ， 每天 １ 次， 连续给药 ２８ ｄ。
２􀆰 ３　 样本采集与制备 　 各组大鼠药物干预２８ ｄ后
取材。 大鼠腹腔注射 ３％ 戊巴比妥钠进行麻醉， 经

腹主动脉取血， 随后颈椎脱臼法处死大鼠。 取卵

巢， 肉眼观察卵巢的形态、 大小、 颜色等情况， 以

预冷的 ０􀆰 ９％ 氯化钠冲洗干净， 各组大鼠取一侧卵

巢放于电镜液中固定 （３ 只）， 或于 ４％ 多聚甲醛中

固定 （７ 只）； 取另一侧卵巢放于－８０ ℃冷冻。 从

实验动物的适应性喂养 （ ３ ｄ）、 疾病模型构建

（２１ ｄ）、 药物干预 （２８ ｄ）、 取材 （１ ｄ）， 共经历

了 ５３ ｄ。
２􀆰 ４　 指标检测

２􀆰 ４􀆰 １　 一般状态观察　 实验过程中， 定期观察大

鼠摄食、 毛发、 行为、 体质量等一般活动情况。
２􀆰 ４􀆰 ２　 动情周期　 于造模第 １２ 天开始， 每天行阴

道涂片检测大鼠动情周期， 连续 １０ ｄ， 以验证大鼠

造模是否成功。 药物干预 １８ ｄ 后， 再行阴道涂片

观察大鼠动情周期， 连续 １０ ｄ， 观察补肾助排汤及

优思悦的干预情况。
２􀆰 ４􀆰 ３　 卵巢形态学观察　 取材时， 将子宫和卵巢

剥离出体外， 观察各组大鼠卵巢大小、 颜色及子宫

长度、 血液供应等情况。
２􀆰 ４􀆰 ４　 ＨＥ 染色观察卵巢组织病理变化 　 取固定

于 ４％ 多聚甲醛中的卵巢组织， 经脱水、 透明、 浸

蜡、 包埋后切片， 进行 ＨＥ 染色， 于显微镜下观察

病理学变化。
２􀆰 ４􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清睾酮水平 　 大鼠全血于

低温离心机离心后取上清， 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书检测血清睾酮水平。
２􀆰 ４􀆰 ６　 ＴＵＮＥＬ 法观察卵巢颗粒细胞凋亡情况　 取

卵巢组织石蜡切片， 脱蜡后加入 ＴＵＮＥＬ 反应液

３７ ℃避光孵育 ６０ ｍｉｎ， 经 ＰＢＳ 清洗后， 于显微镜

下观察并拍照。
２􀆰 ４􀆰 ７　 透射电镜观察卵巢颗粒细胞线粒体超微结

构　 切取大小约 １ ～ ２ ｍｍ３ 的新鲜卵巢组织， 放置

于 ４ ℃预冷的 ２􀆰 ５％ 电镜固定液中固定 ２􀆰 ５ ｈ， 用乙

醇进行逐级梯度脱水处理， 脱水完成后进行包埋、
切片、 电子染色等步骤， 最后置于透射电镜下观察

并拍照。
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２􀆰 ４􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织自噬通路及凋亡

相关指标 ｍＲＮＡ 表达　 将 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解液加入大鼠卵

巢组织中， 按照试剂盒说明书提取 ＲＮＡ， 超微光

分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度， 再反转录为 ｃＤＮＡ，
随后进行扩增反应， 结果采用 ２－ΔΔＣＴ法计算。 引物

序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 引物序列（５′→３′） 长度 ／ ｂｐ
ＧＡＰＤＨ 正向 ＴＧＡＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧ １５２

反向 ＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧ
ＰＩＮＫ１ 正向 ＧＡＡＡＡＧＧＣＣＣＡＧＡＴＧＴＣＧＴＣ １６６

反向 ＴＴＴＧＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＧＧＣＴＴＣ
Ｐａｒｋｉｎ１ 正向 ＡＡＧＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＡＴＣＡＣＣＴ １９４

反向 ＡＧＧＡＴＡＴＧＧＣＴＧＣＴＧＡＧＧＴＣ
Ｐ６２ 正向 ＴＧＡＴＴＧＡＧＴＣＣＣＴＣＴＣＣＣＡＧＡＴＧＣ ９９

反向 ＣＣＧＣＴＣＣＧＡＴＧＴＣＡＴＡＧＴＴＣＴＴＧＧ
Ｂｃｌ⁃２ 正向 ＡＧＧＧＣＴＣＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴ １８３

反向 ＴＣＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＧＧＣＣＴＣＡＧ
ＬＣ３Ｂ 正向 ＴＣＴＴＧＧＡＣＧＣＴＴＧＴＡＣＧＣＡＴ １３８

反向 ＴＴＧＴＧＴＧＴＣＴＣＣＴＣＡＡＣＣＣＧ
Ｂａｘ 正向 ＧＡＧＡＣＡＣＣＴＧＡＧＣＴＧＡＣＣＴＴ １１１

反向 ＣＴＧＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＴＴＧＴＴＧＴ
Ｃａｓｐａｓｅ３ 正向 ＧＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＡＡＴＴＧＴＴＧＡＣ １４４

反向 ＴＧＣＴＣＣＧＧＣＴＣＡＡＡＣＣＡＴＣ
Ｂｅｃｌｉｎ１ 正向 ＡＣＡＴＣＴＧＧＣＡＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＴＴＴＧ １２５

反向 ＡＧＣＡＴＧＧＡＧＣＡＧＣＡＡＣＡＣＡＧＴＣ

２􀆰 ４􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织自噬及凋亡相

关蛋白表达　 取卵巢组织约 ０􀆰 １ ｇ， 剪碎， 加入含

蛋白磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液裂解， 经匀浆、
离心后取上清， 加入 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 煮沸变性。 蛋

白上样， 经电泳、 转膜、 孵育一抗、 二抗后， 曝

光、 显影， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。
２􀆰 ５　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件

进行处理， 计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异

具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠一般情况的影响　 造

模过程中， 模型组大鼠体质量与空白组相似， 呈稳

定上升趋势， 未见明显的体质量异常变化。 造模结

束后， 大鼠背部毛发干枯， 无光泽， 反应较为迟

钝， 双目无神， 倦怠少动。 ２８ ｄ 后， 各给药组大

鼠行为表现均有不同程度的改善， 毛发光泽逐渐恢

复， 自主活动逐渐增多， 其中以中药高剂量组情况

好转最为明显。
３􀆰 ２　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠动情周期的影响　 空

白组大鼠动情周期规律， 以淡紫色无核角化细胞为

主， 给予 ＤＨＥＡ 注射造模后， 大鼠动情周期紊乱，
多停留在动情间期， 以蓝紫色有核上皮细胞为主；
各给药组大鼠均有不同程度的好转， 其中中药高剂

量组及优思悦组改善最为显著， 动情周期逐渐恢复

规律， 呈周期性变化。 见图 １。

注： 红色三角标注有核上皮细胞， 绿色三角标注无核角化细胞。 Ｐ 为动情前期， Ｅ 为动情期， Ｍ 为动情后期， Ｄ 为动情间期。

图 １　 各组大鼠动情周期变化 （ＨＥ 染色）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

３􀆰 ３　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠子宫及卵巢组织形 态的影响　 与空白组比较， 模型组大鼠卵巢体积增
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大， 且伴有瘀点、 瘀斑的分布； 与模型组比较， 各

给药组大鼠卵巢组织均有不同程度的改善， 子宫长

度未见明显变化， 见图 ２。

图 ２　 各组大鼠子宫及卵巢形态学变化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｔｅｒｕｓ ａｎｄ ｏｖａｒｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

３􀆰 ４　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢组织病理结构

的影响　 空白组大鼠卵巢结构正常， 有正常成熟卵

泡， 卵泡内颗粒细胞排列紧密良好， 在即将排卵的

卵泡中可见成熟或将成熟的卵子； 模型组大鼠卵巢

囊性扩张小卵泡及闭锁卵泡增多， 卵巢颗粒细胞排

列松散， 数量减少； 各给药组大鼠卵巢小卵泡和闭

锁卵泡数量较模型组均有不同程度的减少， 中药高

剂量组改善最明显， 部分样本卵泡内可见成熟卵

泡， 见图 ３。

图 ３　 各组大鼠卵巢组织病理学变化 （ＨＥ 染色）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｏｖａｒｉｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

３􀆰 ５　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠血清睾酮水平的影

响　 与空白组比较， 模型组大鼠血清睾酮水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠血清睾

酮水平均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。

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

图 ４　 各组大鼠血清睾酮水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ

ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ６　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢颗粒细胞凋亡

的影响　 空白组大鼠仅可观察到零星散在的卵巢颗

粒细胞凋亡； 与空白组比较， 模型组大鼠存在大量

集中的卵巢颗粒细胞凋亡， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组大鼠卵巢颗粒细

胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。
３􀆰 ７　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢组织线粒体超

微结构的影响　 空白组大鼠卵巢颗粒细胞中正常线

粒体较多， 以杆状线粒体为主； 模型组大鼠卵巢颗

粒细胞中异常线粒体较多， 线粒体嵴消失， 线粒体

结构肿胀、 变形， 并以球形线粒体为主， 少见杆状

线粒体； 各给药组大鼠卵巢颗粒细胞中异常线粒体

数量均有所减少， 见图 ６。
３􀆰 ８　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢组织线粒体自

噬及凋亡相关指标 ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与空白组

比较， 模型组大鼠卵巢组织中线粒体自噬相关因子

ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 各组卵巢颗粒细胞凋亡情况比较 （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×４００， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： ａ 为正常线粒体， ｂ 为异常线粒体， ｃ 为自噬体， ｄ 为异常内质网。

图 ６　 各组大鼠卵巢组织线粒体超微结构

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

巢颗粒细胞凋亡相关因子 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 除中药低剂量组大鼠卵巢

组织 ＰＩＮＫ１ ｍＲＮＡ 表达无明显变化外 （Ｐ＞０􀆰 ０５），
其余 各 给 药 组 大 鼠 卵 巢 组 织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、
ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２、 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达均升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
３􀆰 ９　 补肾助排汤对 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢组织线粒体自

噬及凋亡相关蛋白表达的影响　 与空白组比较， 模

型组大鼠卵巢组织线粒体自噬相关蛋白 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ１ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 卵巢颗粒细胞凋亡相关

蛋白 ａｃｔｉｖｅ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ／
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组大鼠卵巢组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｐ６２， Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３Ｂ， Ｂａｘ，

Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｂａｘ 比值降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 中药

中、 高剂量组和优思悦组大鼠卵巢组织 ＰＩＮＫ１、
Ｐａｒｋｉｎ、 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ａｃｔｉｖｅ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｐ６２ 蛋白和 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ
比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
４　 讨论

细胞凋亡是细胞主动程序性死亡， 特征为细胞

体积缩小、 染色质凝聚及线粒体等细胞器结构和功

能损伤， 伴随分子生物学改变， 最终清除细胞以维

持内环境稳定［１２］。 在 ＰＣＯＳ 患者中， 卵巢颗粒细

胞过度凋亡是卵泡闭锁的关键诱因［１３］， 通过破坏

卵泡生物学功能与细胞间平衡， 引发卵母细胞和卵

泡膜细胞凋亡， 导致卵泡闭锁［１４］。 本研究结果显

示， 模型大鼠卵巢颗粒细胞凋亡明显增加， 卵巢组

织可见闭锁小卵泡增多， Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达升

高， Ｂｃｌ⁃２ 表达降低， 提示颗粒细胞凋亡增多会阻

碍卵泡发育与排卵， 导致 ＰＣＯＳ 排卵功能障碍。

线粒体自噬是细胞清除损伤线粒体的自我修复

过程， 自噬小体吞噬受损线粒体后与溶酶体融合形

成自噬溶酶体以降解受损线粒体， 是人体进行自我

修复及维持细胞健康的重要环节［１５］。 线粒体结构

异常是引发细胞凋亡的关键， 其损伤或坏死会激活

线粒体自噬， 线粒体正常自噬可维持代谢平衡， 过

度激活则会使线粒体严重受损， 造成代谢及功能失

衡， 进而导致细胞凋亡［１６］。 本研究结果显示， 模

型大鼠卵巢线粒体结构和数量异常， 球形线粒体增

多， 杆状减少， 线粒体嵴模糊， 并出现融合断裂现

象， 细胞质中自噬小体和自噬溶酶体明显增多， 提

示线粒体自噬被过度激活。 进一步研究发现， 模型

大鼠 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ 表 达 升 高，
Ｐ６２ 表达降低， 提示 ＰＩＮＫ１ ／ Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自

噬参与 ＰＣＯＳ 发病， 其异常激活程度与卵巢颗粒细

胞凋亡呈正相关。 因此， 线粒体自噬水平或可作为

评估颗粒细胞线粒体状态及药物疗效的重要方向。
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注： 与空白组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组大鼠卵巢组织 ＰＩＮＫ１、 Ｐａｒｋｉｎ、 Ｐ６２、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３Ｂ、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩＮＫ１， Ｐａｒｋｉｎ， Ｐ６２， Ｂｅｃｌｉｎ１， ＬＣ３Ｂ， Ｂｃｌ⁃２， Ｂａｘ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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　 　 中医药基于 “肾为先天之本” “肾主生殖” 理

论调控卵巢功能的疗效显著。 本课题组以补益先天

肾气发挥充盈天癸、 调补冲任作用， 配合行气以畅

胞脉、 散结以破瘀结药物， 创制补肾助排汤以防治

ＰＣＯＳ， 尤其对肾虚型患者疗效显著［１７］。 本方由经

典名方 “二仙汤” 与 “四物汤” 加减化裁而来，
以仙茅、 炙仙灵脾温肾助阳， 熟地、 当归、 川芎养

血活血， 鹿角霜、 盐巴戟天助肾火， 丹参、 鸡血藤

活血通瘀， 醋香附、 麸炒枳实、 桔梗、 厚朴调畅气

机， 皂角刺破滞通透、 破卵以助排， 佐胆南星、 连

翘化上焦痰热， 助皂角刺破卵散结。 本研究结果显

示， 该方可降低模型大鼠线粒体自噬水平和卵巢颗

粒细胞过度凋亡， 同时降低血清睾酮水平， 这或是

其调节线粒体自噬、 缓解颗粒细胞凋亡的重要因

素。 研究表明， 睾酮与 ＰＣＯＳ 患者体内 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６ 等炎性介质呈正相关［１８⁃１９］ ， 其水平降低提示

慢性炎症缓解， 线粒体损伤及颗粒细胞凋亡程度

减轻。
本研究电镜结果显示， 优思悦组卵巢颗粒细胞

异常线粒体数量减少， 形态有所恢复， 但局部出现

内质网异常， 表现为内质网形态扁平展开， 粗面内

质网核糖体丢失。 该药主要成分屈螺酮及炔雌醇并

无直接抗炎及抗氧化应激作用， 主要通过调控下丘

脑—垂体—卵巢轴调节性激素水平， 结合血清雄激

素变化， 提示其可能通过降低睾酮水平以缓解卵巢

颗粒细胞线粒体损伤［２０］。 但是何原因导致内质网

异常， 有待深入研究。
综上所述， 补肾助排汤可通过调控 ＰＩＮＫ１ ／

Ｐａｒｋｉｎ 介导的线粒体自噬改善线粒体损伤， 降低雄

激素水平， 从而发挥防治 ＰＣＯＳ 卵巢颗粒细胞凋亡

的作用。
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