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摘要： 目的　 探讨关黄母颗粒改善更年期小鼠卵巢功能的作用机制。 方法　 将小鼠随机分为空白组、 模型组、 补佳乐

组 （０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ） 及关黄母低、 中、 高剂量组 （１􀆰 ７５５、 ３􀆰 ５１、 ７􀆰 ０２ ｇ ／ ｋｇ）。 除空白组外， 其余各组小鼠采用腹腔注射

４⁃ＶＣＤ 构建更年期模型， 分别灌胃相应药物， 每天 １ 次， 持续 ２１ ｄ。 观察小鼠一般状况及体质量， ＨＥ 染色观察卵巢

组织病理形态， ＥＬＩＳＡ 法检测血清性激素 （ Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ） 水平， ＤＩＡ 定量蛋白质组学技术筛选差异表达蛋白

（ＤＥＰｓ）， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测核心基因 ｍＲＮＡ 表达， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测核心蛋白表达。 结果　 与模型组比较， 关黄母颗粒

能够减轻更年期小鼠卵巢组织病理损伤， 增加卵泡数量， 促进卵泡发育； 关黄母中、 高剂量组小鼠血清 Ｅ２ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＦＳＨ、 ＬＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 蛋白质组学共筛选出 ９０８ 个 ＤＥＰｓ， 结合 ＧＯ、 ＫＥＧＧ、 Ｒｅａｃｔｏｍｅ
富集分析发现， 关黄母颗粒改善更年期小鼠卵巢功能的作用主要涉及免疫相关反应、 人乳头瘤病毒感染、 ＮＯＤ 样受

体信号通路、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、 内体 Ｔｏｌｌ 样受体的运输与加工等途径； 蛋白功能互作分析表明 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、
Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 为核心蛋白。 关黄母颗粒给药后 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ ｍＲＮＡ 及蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
结论　 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７ 及 Ｃｔｓｓ 是关黄母颗粒改善更年期小鼠卵巢功能的关键蛋白， 关黄母颗粒可能通过调控

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７ ／ ＮＦ⁃κＢ 等信号通路， 介导免疫与炎症相关反应， 减轻更年期小鼠卵巢功能损伤。
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　 　 更 年 期 综 合 征 （ ｐｅｒｉｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＭＳ） 是指女性绝经前后因性激素水平波动或减少

引起的一系列躯体及精神心理症状［１］。 临床表现

包括月经失调、 潮热汗出、 烦躁易怒、 失眠健忘、
神疲乏力、 腰膝酸痛、 手足心热、 性欲减退或阴道

干涩等［２］。 女性绝经前后雌激素 （ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２）
水 平 降 低， 促 卵 泡 激 素 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ ） 与 促 黄 体 生 成 素 （ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ） 水平升高［３］， Ｅ２ 长期缺乏会增加

代谢性疾病的风险， 并伴随情绪波动， 严重时影响

患者正常生活［４］。 目前， 激素替代疗法因接受度有

限、 禁忌症明确， 且漏服易导致治疗效果不理想，
使用率有限［５］。 因此， 寻找接受度更高、 普适性更

强、 安全性更可靠的治疗方案显得尤为重要。
关黄母颗粒由古方 《丹溪心法》 中 “大补阴

丸” 化裁而成， 在原方熟地、 龟甲胶、 盐关黄柏、
盐知母基础之上， 创新性地加入白芍， 以达补益肝

肾、 滋阴降火的功效， 临床用于肝肾阴虚型 ＰＭＳ。
既往研究证实， 关黄母颗粒具有改善睡眠状况、 提

高生活质量、 纠正内分泌紊乱的临床疗效［６］， 并

基于质谱分析、 网络药理学与分子对接技术， 鉴定

出关黄母颗粒的有效成分、 入脑组织成分［７⁃８］ 及可

能作用靶点［９⁃１０］。 为进一步深化研究内容， 本研究

将评价关黄母颗粒对更年期小鼠卵巢功能的影响，
并基于 ＤＩＡ 定量蛋白质组学技术探讨其可能作用

机制。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 ７ ～ ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠， 雌

性， 体质量 （２８±２） ｇ， 购自北京维通利华实验动

物技术有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（京） ２０１６⁃００１１］， 饲养于北京中医药大学和平街

校区动物中心屏障系统 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （京） ２０２０⁃００３３］， 环境温度 ２２～ ２６ ℃， 相

对湿度 ４５％ ～ ５５％ ， 自由进食饮水， 适应性饲养
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５ ｄ后开始正式实验。 本实验经北京中医药大学动

物 实 验 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理 号 ＢＵＣＭ⁃
２０２４１０１００９⁃４０７１）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 关黄母颗粒 （安徽太阳升药业

有限公司， 国药准字 Ｚ２０１８０００１， 批号 ０４２４０４２０）；
补佳乐 （德国拜耳集团， １ ｍｇ， 批号 ６４０１１１０７）。
４⁃ＶＣＤ （上海蓝木化工有限公司， 批号 Ｅ００２４０２）；
玉米油 （上海源叶生物科技有限公司， 批号

Ｓ５０８５６）； 小鼠雌二醇、 卵泡刺激素、 促黄体生成

素 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （上海江莱生物科技有限公

司， 批 号 ＪＬ１１７９０ ／ ９６Ｔ、 ＪＬ１０２３９ ／ ９６Ｔ、 ＪＬ１０４３２ ／
９６Ｔ）； 苏木精⁃伊红染色试剂盒 （上海碧云天生物

技术有限公司， 批号 Ｃ０１０５Ｓ）； ＨＲＰ⁃山羊抗小鼠

二抗、 ＨＲＰ⁃兔抗大鼠 ＩｇＧ、 ＨＲＰ⁃山羊抗兔 ＩｇＧ （上
海赛尔维医疗 科 技 有 限 公 司， 批 号 Ｃ０３０２０５、
Ｃ０３０２２６、 Ｃ０３０２１２）； ＧＡＰＤＨ、 Ｔｌｒ７ 抗体 （江苏亲

科生物研究中心有限公司， 批号 ＡＦ７０２１、 ＤＦ６１７３⁃
５０）； Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｃｔｓｓ 抗体 （苏州博奥龙科技

有 限 公 司， 批 号 ＢＤ⁃ＰＥ２４６７、 ＲＭ８３９７、 ＢＤ⁃
ＰＮ２０６０）。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ａｓｔｒａｌ 质谱仪、 Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｎｅｏ
超高效液相色谱系统、 μＰＡＣ Ｎｅｏ 高通量色谱柱

（美国赛默飞世尔科技公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 造模分组与给药 　 从 ３６ 只动情周期正常的

ＩＣＲ 小鼠中随机选择 ６ 只小鼠作为空白组， 腹腔注

射玉米油； 其余 ３０ 只小鼠腹腔注射 ４⁃ＶＣＤ （１６０
ｍｇ ／ ｋｇ， 溶于玉米油中） 溶液， 连续 ２０ ｄ。 末次给

药结束 ２５ ｄ 后， 连续观察小鼠阴道脱落细胞涂片

１０ ｄ， 直至出现小鼠动情周期紊乱， 即造模成

功［１１］。 将造模成功的小鼠随机分为模型组、 补佳

乐组及关黄母颗粒低、 中、 高剂量组。 根据临床剂

量换算， 补佳乐组以 ０􀆰 １３ ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃； 关黄母中

剂量组参考临床常规用量 （成人剂量 ２７ ｇ ／ ｄ）， 并

以临床常规用量 ０􀆰 ５、 ２ 倍定为关黄母低、 高剂量

组灌胃剂量， 换算后关黄母低、 中、 高剂量组给药

质量分别为 １􀆰 ７５５、 ３􀆰 ５１、 ７􀆰 ０２ ｇ ／ ｋｇ。 各药物均溶

于小鼠饮用水中， 连续 ２１ ｄ， 每天 １ 次。 空白组小

鼠每天灌胃等量饮用水。
２􀆰 ２　 一般情况与体质量观察　 观察各组小鼠一般

情况， 并比较给药前后小鼠体质量变化。
２􀆰 ３　 标本采集 　 末次给药当晚， 各组小鼠禁食、
水 １２ ｈ， 异氟烷吸入麻醉后摘眼球取血， 静置

３０ ｍｉｎ， ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上层血清。 脱

颈处死小鼠， 迅速分离小鼠双侧卵巢， 使用预冷的

ＰＢＳ 缓冲液冲洗干净后， 一侧卵巢置于 ４％ 多聚甲

醛中固定， 另一侧卵巢置于液氮中速冻并保存

于－８０ ℃冰箱。
２􀆰 ４　 卵巢组织病理学观察　 取出于多聚甲醛中固

定的卵巢组织， 制备石蜡切片， 经苏木精⁃伊红染

色后于数字病理切片系统 １０ 倍物镜下扫描拍照，
拍照后使用 Ｃａｓｅｖｉｅｗｅｒ 软件以 １００ μｍ 为标尺放大

观察卵巢组织病理形态及卵泡发育情况， 并截取关

键病理改变区域。
２􀆰 ５　 血清性激素水平检测　 严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明操作， 采用 ＥＬＩＳＡ Ｃａｌｃ 软件进行数据分析，
分别检测小鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平。
２􀆰 ６　 卵巢组织蛋白质组学检测

２􀆰 ６􀆰 １　 样品制备　 从空白组、 模型组及关黄母颗

粒高剂量组各随机选取 ３ 个卵巢组织样本液氮研

磨， 分别加入适量 ＳＤＴ 裂解液， 沸水浴 ３ ｍｉｎ， 超

声破碎 ２ ｍｉｎ， ４ ℃、 １６ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上

清， 使用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 蛋白定量后每例

样本各取 １５ μｇ 蛋白质样品按 ５ ︰ １ 比例加入 ５×上
样缓冲液， 沸水浴 ５ ｍｉｎ， 进行 ８％ ～ １６％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳。 另取适量蛋白进行 ＦＡＳＰ 酶解，
加 ＤＴＴ 至 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 沸水浴 ５ ｍｉｎ， 冷却至室

温； 加 ２００ μＬ ＵＡ ｂｕｆｆｅｒ （ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｕｒｅａ， １５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ ８􀆰 ０） 混匀， １２ ０００×ｇ 离心

１５ ｍｉｎ， 重复 ２ 次后弃滤液； 加 １００ μＬ ＩＡＡ （５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＡＡ 溶于 ＵＡ）， ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 １ ｍｉｎ， 避

光室温 ３０ ｍｉｎ， １２ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ。 加 １００ μＬ
ＵＡ ｂｕｆｆｅｒ， １２ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 重复 ２ 次。 加

１００ μＬ ＮＨ４ＨＣＯ３ ｂｕｆｆｅｒ， １４ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ， 重

复 ２ 次。 加入 ４０ μＬ Ｔｒｙｐｓｉｎ ｂｕｆｆｅｒ （６ μｇ Ｔｒｙｐｓｉｎ 溶

于 ４０ μＬ ＮＨ４ＨＣＯ３ ｂｕｆｆｅｒ）， ６００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 １ ｍｉｎ，
３７ ℃下反应 １６ ～ １８ ｈ。 换新收集管， １２ ０００×ｇ 离

心 １０ ｍｉｎ， 收集滤液， 加入适量 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 溶液，
酶解后的肽段使用 Ｃ１８ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ 脱盐， 真空冻干。
酶解后的肽段干燥后用 ０􀆰 １％ ＦＡ 复溶， 肽段浓度

测定， 以备液相色谱质谱分析。
２􀆰 ６􀆰 ２　 质谱数据采集　 每例样本取适量肽段， 使

用 Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｎｅｏ ＵＨＰＬＣ 系统进行色谱分离。 色谱

柱为 μＰＡＣ Ｎｅｏ Ｈｉｇｈ Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ 分析柱， 流动相

０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃８０％ 乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （Ｂ），
梯度洗脱 （０～８ ｍｉｎ， ４％ ～９９％ Ｂ）， 分离后的肽段

在 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ａｓｔｒａｌ 质谱仪上进行 ＤＩＡ 质谱分析。
２􀆰 ６􀆰 ３　 质谱数据检索与分析 　 通过软件 ＤＩＡ⁃ＮＮ
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合并所有质谱数据。 将所有样本的数据同时导入并

进行数据库与定量分析， 所用数据库为 ｕｎｉｐｒｏｔｋｂ⁃
Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ （Ｍｏｕｓｅ） ［１００９０］ ⁃８７４９１⁃２０２４１２０４．
ｆａｓｔ， 来 源 于 网 址 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／
ｔａｘｏｎｏｍｙ ／ １００９０。
２􀆰 ７ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、
Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ ｍＲＮＡ 表达 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 提取样本总

ＲＮＡ， 使用核酸浓度测定仪测定 ＲＮＡ 浓度和纯度，
使用 ＥｘｏｎＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｗｉｔｈ ｄｓＤＮａｓｅ 试剂盒将

总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 反应体系总体积为 ２０
μＬ， 包含 １ μｇ 总 ＲＮＡ、 ４ μＬ ５×缓冲液、 ３ μＬ 逆

转录酶混合物。 反应条件为 ２５ ℃ 孵育 １０ ｍｉｎ，
５５ ℃孵育 １５ ｍｉｎ 进行逆转录反应， 在 ８５ ℃下加热

５ ｍｉｎ 使酶失活。 合成的 ｃＤＮＡ 用保存于－２０ ℃备

用。 在 ＬｏｎｇＧｅｎｅ Ｑ２０００Ｂ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行

ｑＰＣＲ 反应。 总反应体积为 ２０ μＬ， 包含 １ μＬ
ｃＤＮＡ 模板、 １０ μＬ ２ ×ｑＰＣＲ ｍｉｘ、 正反向引物各

０􀆰 ４ μＬ （终浓度 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 扩增程序为 ９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ 变性 １０ ｓ， ５８ ℃ 退火 ２０ ｓ，
７２ ℃延伸 ２０ ｓ， ４０ 个循环。 扩增结束后进行熔解

曲线分析， ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ， 以０􀆰 １５ ℃ ／ ｓ
速率从 ６０ ℃升温至 ９５ ℃， 连续采集荧光信号。 每

个样品设置 ３ 个技术重复。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因，
采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达量。 引

物由北京百奥思科生物医学技术有限公司设计合

成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 引物序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ 正向 ＣＴＣＣＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＴＡＣＴＣＴ ９１

反向 ＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣ

Ｐｉｋ３ｃｄ 正向 ＡＣＣＡＴＣＡＧＴＧＧＣＴＣＴＧＣＧＧＴＴＴ １５０

反向 ＧＴＧＧＴＣＴＴＣＴＧＧＧＡＡＣＴＣＡＣＣＴ

Ｃａｓｐ１ 正向 ＧＧＣＡＣＡＴＴＴＣＣＡＧＧＡＣＴＧＡＣＴＧ １２５

反向 ＧＣＡＡＧＡＣＧＴＧＴＡＣＧＡＧＴＧＧＴＴＧ

Ｔｌｒ７ 正向 ＧＴＧＡＴＧＣＴＧＴＧＴＧＧＴＴＴＧＴＣＴＧＧ １００

反向 ＣＣＴＴＴＧＴＧＴＧＣＴＣＣＴＧＧＡＣＣＴＡ

Ｃｔｓｓ 正向 ＧＣＡＴＡＧＡＧＧＣＡＧＡＣＧＣＴＴＣＣＴＡ １３８

反向 ＣＣＡＣＴＧＣＴＴＣＴＴＴＣＡＧＧＧＣＡＴＣ

２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、
Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 蛋白表达 　 提取各卵巢组织样本总蛋

白， ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白浓度测定， 上样、 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳、 转膜、 封闭、 １×ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 滴

加一抗 ４ ℃ 孵育过夜， 次日复温后清洗 ３ 次， 用

３％ 脱脂奶粉的 １×ＴＢＳＴ 稀释二抗， 室温下孵育 １ ｈ

再次清洗 ３ 次， 滴加 ＥＣＬ 发光液曝光， 并置于化

学发光成像仪中成像， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带

灰度值， 计算各蛋白相对表达量。
２􀆰 ９　 统计学分析 　 使用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
１０􀆰 ６ 软件进行数据分析及绘图， 计量资料以均数±
标准差 （ｘ± ｓ） 表示， 使用 Ｓｈａｐｉｒｏ⁃Ｗｉｌｋ 正态性检

验确定样本分布， 符合正态分布且方差齐性的样

本， ２ 组间比较采用独立样本 ｔ 检验； 方差不齐的

样本， ２ 组间比较采用校正后的 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 关黄母颗粒对更年期小鼠一般情况及体质量

的影响　 与空白组比较， 模型组小鼠饮食减少， 躁

动不安， 易激惹， 抓取时弓背回身明显， 毛发无光

泽、 脱落明显； 与模型组比较， 各给药组小鼠在情

绪及活动性方面有明显改善。 与空白组比较， 其余

各组小鼠体质量均减轻 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 各给药组小鼠体质量变化无明显变化

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ２。
表 ２　 各组小鼠体质量比较 （ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 造模前 造模后 给药后

空白组 ２９􀆰 ３０±０􀆰 ８５ ３３􀆰 ３０±１􀆰 ２４ ３４􀆰 ８０±１􀆰 ３４
模型组 ２９􀆰 １０±１􀆰 ２５ ３３􀆰 ７０±１􀆰 ３０ ３０􀆰 １０±１􀆰 １２∗∗

补佳乐组 ２８􀆰 ７０±１􀆰 １５ ３３􀆰 ２０±１􀆰 ２３ ３１􀆰 ５０±１􀆰 ６７∗∗

关黄母低剂量组 ２９􀆰 ００±１􀆰 １１ ３３􀆰 ４０±１􀆰 １３ ３０􀆰 ２０±１􀆰 ４６∗

关黄母中剂量组 ２８􀆰 ７０±１􀆰 ０５ ３３􀆰 ７０±１􀆰 ６３ ３０􀆰 ８０±１􀆰 ２０∗

关黄母高剂量组 ２８􀆰 ９０±０􀆰 ８０ ３２􀆰 ７０±１􀆰 １８ ３０􀆰 ２０±１􀆰 ５７∗

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 关黄母颗粒对更年期小鼠卵巢组织病理学形

态的影响　 如图 １ 所示， 空白组可见各级卵泡及黄

体； 模型组卵巢结构紊乱， 组织偏实性， 未见各级

成熟卵泡或黄体； 补佳乐组卵巢结构较模型组明显

改善， 可见少量卵泡及黄体， 黄体边界清晰； 关黄

母低、 中剂量组卵巢组织结构紊乱同模型组， 大部

分卵巢组织被纤维结缔组织替代， 皮质变薄， 其内

可见逐渐向白体转化的无功能性黄体， 边界不清；
关黄母高剂量组可见少量卵泡及黄体， 但黄体边界

不及补佳乐组清晰。
３􀆰 ３　 关黄母颗粒对更年期小鼠血清 Ｅ２、 ＦＳＨ、 ＬＨ
水平的影响　 如表 ３ 所示， 与空白组比较， 模型组

小鼠血清 Ｅ２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 血清 ＦＳＨ、 ＬＨ
水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 补佳乐组和

关黄母中、 高剂量组小鼠血清 Ｅ２ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 血清 ＦＳＨ、 ＬＨ 水平降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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注： ↘为各级卵泡， ▲为黄体， ◆为无功能性黄体。 Ａ 为空白组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为补佳乐组， Ｄ～Ｆ 分别为关黄母低、 中、 高剂量组。

图 １　 各组小鼠卵巢组织病理形态

表 ３　 各组小鼠血清性激素水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ｅ２ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＦＳＨ ／ （ｍＩＵ·ｍＬ－１） ＬＨ ／ （ｍＩＵ·ｍＬ－１）

空白组 １９􀆰 ８５±２􀆰 １５ １４􀆰 ６１±０􀆰 ９６ １１􀆰 ４９±０􀆰 ９１
模型组 １６􀆰 ３９±０􀆰 ７５∗∗ ２０􀆰 ２１±１􀆰 ９８∗∗ １６􀆰 ０３±０􀆰 ６４∗∗

补佳乐组 ２１􀆰 ２９±２􀆰 ４０＃＃ １４􀆰 ６８±１􀆰 ９３＃＃ １２􀆰 ４３±１􀆰 ９８＃＃

关黄母低剂量组 １６􀆰 ８９±１􀆰 ５２ １８􀆰 ３４±１􀆰 ６８ １５􀆰 ２９±２􀆰 ０３
关黄母中剂量组 １７􀆰 ６４±０􀆰 ８４＃ １７􀆰 ６５±１􀆰 ９０＃ １３􀆰 ９０±１􀆰 ３２＃＃

关黄母高剂量组 １８􀆰 ６３±２􀆰 ０１＃ １６􀆰 ５２±１􀆰 ７２＃＃ １３􀆰 １６±１􀆰 ７８＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 关黄母颗粒对更年期小鼠卵巢 ＤＩＡ 蛋白质组

学的影响　 结合血清性激素水平及卵巢组织病理学

形态结果， 关黄母颗粒具有改善更年期小鼠卵巢功

能的作用， 且高剂量组效果最佳。 因此， 选择空白

组、 模型组、 关黄母高剂量组进行蛋白质组学研

究， 以筛选差异表达蛋白 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＤＥＰｓ）。

３􀆰 ４􀆰 １　 数据质控　 如图 ２Ａ 所示， ９ 例样本中位数

接近同一水平线， 表明数据质量及重复性良好； 如

图 ２Ｂ 所示， ３ 组样本之间区分度良好， 且 ９ 例样

本均在置信区间内； 如图 ２Ｃ 所示， 每 ２ 例样本间

相关性系数绝对值均接近于 １， 表明样本相关性

良好。

注： Ｃｏｎｔｒｏｌ 为空白组， Ｍｏｄｅｌ 为模型组， Ｈ⁃ＧＨＭ 为关黄母高剂量组。 Ａ 为样本表达分布箱式图， Ｂ 为 ＰＣＡ 得分图， Ｃ 为样本相关性图。

图 ２　 数据质控

３􀆰 ４􀆰 ２　 ＤＥＰｓ 鉴定筛选　 如图 ３Ａ～ ３Ｂ 所示， 空白

组和模型组样本、 模型组和关黄母高剂量组样本在

聚类中明显分开。 从 ９ 例小鼠卵巢样本中共鉴定出

１１９ ４５３ 种肽段、 １１ ２９２ 种蛋白， ３ 组间 ＤＥＰｓ 共

９０８ 种 （以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 且 ＦＣ≥１􀆰 ５ 或≤１ ／ １􀆰 ５ 为筛选

条件）。 与空白组比较， 模型组发现 １５５ 个蛋白表

达上调， ９２ 个蛋白表达下调； 与模型组比较， 关

黄母高剂量组发现 １４０ 个蛋白表达上调， ２８５ 个蛋

白表达下调， 见图 ３Ｃ～３Ｅ。
３􀆰 ４􀆰 ３　 差异蛋白功能分析

３􀆰 ４􀆰 ３􀆰 １　 ＧＯ 功能富集分析 　 对关黄母高剂量组

和模型组 ＤＥＰｓ 进行 ＧＯ 功能富集分析， 并从生物

过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、 细胞组分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）、 分子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
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注： Ｃｏｎｔｒｏｌ 为空白组， Ｍｏｄｅｌ 为模型组， Ｈ⁃ＧＨＭ 为关黄母高剂量组。 Ａ～Ｂ 分别为 ３ 组间两两比较聚类热图， Ｃ 为 ３ 组间两两比较差异蛋

白数量柱状图， Ｄ～Ｅ 分别为 ３ 组间两两比较火山图。

图 ３　 ＤＥＰｓ 鉴定筛选

ＭＦ） ３ 个方面进行注释， 共富集到 ５ ０１４ 条 ＧＯ 条

目， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 作为显著性阈值对 ＧＯ 条目进行筛

选， 最终得到 ４５３ 条具有统计学意义的 ＧＯ 条目，
其中包括 ３８８ 个 ＢＰ， ３０ 个 ＣＣ， ３５ 个 ＭＦ。 ＢＰ 主

要涉及免疫系统过程、 免疫应答、 细胞过程、 免疫

效应过程、 代谢过程、 免疫系统过程调控、 刺激应

答、 适应性免疫应答、 防御应答、 抗其他生物体防

御应答等； ＣＣ 主要涉及细胞解剖学实体、 细胞质、
免疫球蛋白复合体、 胞内细胞器等； ＭＦ 主要涉及

结合功能、 催化活性、 蛋白质结合、 同源蛋白结

合、 抗原结合、 水解酶活性等， 见图 ４Ａ～４Ｄ。
３􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ２　 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 对关黄母高剂量

组和模型组 ＤＥＰｓ 进行 ＫＥＧＧ 通路注释与富集分

析， 结果显示， 关黄母颗粒改善更年期小鼠卵巢功

能的 ＤＥＰｓ 主要参与黏着斑、 溶酶体、 乙醛酸和二

羧酸代谢、 细胞外基质⁃受体相互作用、 人乳头瘤

病毒感染、 冠状病毒病、 Ｃ 型凝集素受体信号通

路、 ＮＯＤ 样受体信号通路、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、
中性粒细胞胞外诱捕网形成、 Ｒａｓ 信号通路、 ＥＢ
病毒感染等， 见图 ５Ａ。 此外， 本研究绘制 ＤＥＰｓ
与通路相关联的桑基图以展示蛋白与通路之间的关

联性， 见图 ５Ｂ。
３􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ３　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路分析　 对关黄母高剂量组

和模型组 ＤＥＰｓ 进行 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路分析， 结果显

示， 共富集到 ４２２ 条通路， 以 Ｐ⁃ｖａｌｕｅ ＜ ０􀆰 ０５ 作为

显著性阈值对 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路进行筛选， 最终得到

２０ 条具有统计学意义的 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路， 其中富集

程度较高的通路分别是胶原蛋白形成、 核苷酸结合
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注： Ａ 为关黄母高剂量组对比模型组 ＤＥＰｓ ＧＯ 功能蛋白数统计柱状图， Ｂ～ Ｄ 分别为关黄母高剂量组对比模型组 ＤＥＰｓ ＢＰ、 ＣＣ、 ＭＦ
ｔｅｒｍ 富集气泡图。

图 ４　 ＧＯ 功能富集分析

注： Ａ 为关黄母高剂量组对比模型组 ＤＥＰｓ ＫＥＧＧ 通路富集分析 ｂａｒ 图， Ｂ 为关黄母高剂量组对比模型组差异蛋白与通路的关系桑基图。

图 ５　 ＫＥＧＧ 通路富集分析

域及富含亮氨酸重复序列受体信号通路、 胶原纤维

及其他多聚体结构的组装、 ＮＯＤ１ ／ ２ 信号通路、 内

体 Ｔｏｌｌ 样受体的运输与加工、 Ｔｏｌｌ 样受体级联反

应、 血管紧张素原代谢为血管紧张素、 Ｔｏｌｌ 样受体

７ ／ ８ （Ｔｌｒ７ ／ ８） 级联反应等， 见图 ６。
３􀆰 ４􀆰 ３􀆰 ４　 蛋白功能互作网络分析 　 对关黄母高剂

量组和模型组 ＤＥＰｓ 进行蛋白功能互作网络分析，
在含富集通路信息的蛋白质与蛋白质相互作用网络

中， 以人乳头瘤病毒感染为关键通路， 以 Ｐｉｋ３ｃｄ、

Ｃａｓｐ１、 Ｉｋｂｋｅ、 Ｈｓｐａ１ｂ、 Ｔｌｒ７、 Ｂｔｋ、 Ｍｅｔ、 Ｃｔｓｓ、
Ｐｘｄｎ 为关键蛋白， 见图 ７Ａ。 通过蛋白质与蛋白质

相互作用网络分析发现， Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃａｓｐ１、
Ｈｓｐａ１ｂ、 Ｐｘｄｎ 为关键蛋白， 见图 ７Ｂ。 通过查阅文

献， 最终选定 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 为目标蛋

白， 并进一步验证。
３􀆰 ５　 关黄母颗粒对更年期小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、
Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ ｍＲＮＡ 表达的影响　 与空白组比

较， 模型组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、
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注： 关黄母高剂量组对比模型组 ＤＥＰｓ Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路分析气泡图。

图 ６　 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路分析

注： Ａ 为含富集通路信息的蛋白质与蛋白质相互作用网络图， Ｂ 为蛋白质与蛋白质相互作用网络图。

图 ７　 蛋白功能互作网络分析

Ｃｔｓｓ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
关黄母高剂量组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、
Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。
３􀆰 ６　 关黄母颗粒对更年期小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、
Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 蛋白表达的影响 　 与空白组比

　 　 　

较， 模型组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、
Ｃｔｓｓ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 关黄母高剂量组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、
Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ５、 图 ８。

表 ４　 各组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｐｉｋ３ｃｄ Ｃａｓｐ１ Ｔｌｒ７ Ｃｔｓｓ

空白组 ０􀆰 ９６２±０􀆰 ０５４ ０􀆰 ９８４±０􀆰 ０７３ １􀆰 ００９±０􀆰 ４６７ １􀆰 ００６±０􀆰 ０９０

模型组 ０􀆰 ４５２±０􀆰 １００∗∗ ０􀆰 ３９９±０􀆰 ０５５∗∗ ０􀆰 ４６７±０􀆰 ０８１∗∗ ０􀆰 ４４７±０􀆰 ０６９∗∗

关黄母高剂量组 ０􀆰 ７２５±０􀆰 ０８７＃＃ ０􀆰 ６１３±０􀆰 １２４＃＃ ０􀆰 ８７０±０􀆰 １０３＃＃ ０􀆰 ７３０±０􀆰 ０９４＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。
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表 ５　 各组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 Ｐｉｋ３ｃｄ Ｃａｓｐ１ Ｔｌｒ７ Ｃｔｓｓ

空白组 ０􀆰 ９１０±０􀆰 １２８ ０􀆰 ６９５±０􀆰 ０７３ ０􀆰 ６９７±０􀆰 ０７０ ０􀆰 ６７１±０􀆰 ０６３

模型组 ０􀆰 ５５２±０􀆰 ０９５∗ ０􀆰 ４５５±０􀆰 ０４４∗ ０􀆰 ４８９±０􀆰 ０６５∗ ０􀆰 ３９８±０􀆰 ０４６∗∗

关黄母高剂量组 ０􀆰 ７５７±０􀆰 ０６３＃ ０􀆰 ５５７±０􀆰 ０８５＃ ０􀆰 ５８７±０􀆰 ０５１＃ ０􀆰 ６０７±０􀆰 ０５６＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 各组小鼠卵巢组织 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、
Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 蛋白印迹图

４　 讨论

本研究采用蛋白质组学技术探究关黄母颗粒改

善更年期小鼠卵巢功能的作用机制， ３ 组间共发现

９０８ 个 ＤＥＰｓ。 与模型组比较， 关黄母高剂量组共

发现上调蛋白 １４０ 个， 下调蛋白 ２８５ 个， 经蛋白功

能互作分析与文献筛选， 共得到目标蛋白 ４ 个， 并

通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证获得一致结果，
初步证明 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７、 Ｃｔｓｓ 可能为关黄母

颗粒改善更年期小鼠卵巢功能的作用靶点。
Ｐｉｋ３ｃｄ 编码 ｐ１１０δ 的形成， 是磷脂酰肌醇 ３⁃

激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） 的重要

组成部分， 参与调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路， 与免

疫反应密切相关［１２］。 研究发现， Ｐｉｋ３ｃｄ 基因缺失

雌鼠表现为生育力低下， 各初级、 次级卵泡数量减

少而闭锁窦卵泡增多， 且对外源性促性腺激素反应

较弱， 而正常小鼠颗粒细胞中， ＦＳＨ 与 Ｅ２ 能显著

激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路［１３］， 一方面证实 Ｐｉｋ３ｃｄ 影响

卵泡发育及卵巢功能， 另一方面阐明 Ｐｉｋ３ｃｄ 是

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通 路 激 活 的 关 键 关 键 蛋 白。 同 时，
Ｐｉｋ３ｃｄ 激活后， 上调卵巢类固醇生成及相关基因

的表达， 从而诱导 Ｆ１ 代雌鼠卵巢发育， 提前启动

青春期［１４］。 此外， 研究发现 Ｐｉｋ３ｃｄ 的表达在不同

繁殖力绵羊品种间存在显著差异， 提示其与生育力

具有直接相关性［１５］。
Ｃａｓｐ１ 编 码 半 胱 氨 酸 天 冬 氨 酸 蛋 白 酶⁃１

（ ｃｙｓｔｅｉｎｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ⁃１，
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１） 的形成， 后者是触发细胞焦亡与诱导

强烈炎症因子的关键效应蛋白［１６］。 通过体内外研

究发现， 抑制 ＮＬＲＰ３ ／ Ｃａｓｐ１ ／ ＧＳＤＭＤ 通路引起的

焦亡反应， 能有效恢复自身免疫性早发性卵巢功能

不全的卵巢功能［１７］。 另有一项研究表明， 经环磷

酰胺诱导的卵巢损伤小鼠， 其体内 Ｃａｓｐ１ ｍＲＮＡ 表

达显著低于空白小鼠， 提示 Ｃａｓｐ１ 与卵巢损伤具有

相关性［１８］。
Ｔｌｒ７ 编码 Ｔｏｌｌ 样受体 ７ （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７，

Ｔｌｒ７） 的形成， 为 Ｔｏｌｌ 样受体 （Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＴＬＲ） 的重要组成部分。 ＴＬＲ 是先天免疫的重要组

成部分， 被称为 “第一道防线” ［１９］。 此前 ＴＬＲ 在

肿瘤进展中讨论较多［２０］， 近年来， 其对生殖功能

影响的研究日趋深入。 Ｗａｎｇ 等［２１］在雌性绵羊生殖

系统中发现， 所有 ＴＬＲ 均在输卵管、 子宫和卵巢

中表达， 且高繁殖力组绵羊 Ｔｌｒ７ 表达最低， 其大

量表达于卵巢颗粒细胞的凋亡体周围， 提示 Ｔｌｒ７
可能在调节颗粒细胞凋亡中发挥重要作用， 兼具免

疫哨兵和生殖调控因子的双重角色， 从而影响绵羊

的繁殖能力。 但目前以鼠作为对象的研究相对空

白， 未来可在此方面展开进一步探讨。
Ｃｔｓｓ 编码组织蛋白酶 Ｓ （ ｃａｔｈｅｐｓｉｎｓ Ｓ， Ｃｔｓｓ）

的形成， 属溶酶体半胱氨酸蛋白酶家族， 其功能主

要是参与多种蛋白水解过程， 包括细胞外基质的降

解［２２］。 研究证实 Ｃｔｓｓ 是与卵丘扩增相关的基

因［２３］， 不同组织蛋白酶在小鼠卵巢中与动情周期

呈现同步的周期性变化， 且不同蛋白酶所表达分布

的空间位置有所不同， 其中 Ｃｔｓｓ 主要表达在发育

阶段颗粒细胞的外膜层及黄体中， 提示特定组织蛋

白酶在卵泡发育、 生长和破裂过程中具有不同的功

能［２４］。 本研究发现， 核心蛋白与免疫及炎症反应

密切相关， 同时这也与 ＧＯ 分析、 ＫＥＧＧ 通路富集

分析、 Ｒｅａｃｔｏｍｅ 通路分析结果一致。
综上所述， 本研究通过运用蛋白质组学、 生物

信息学分析技术发现 Ｐｉｋ３ｃｄ、 Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７ 及 Ｃｔｓｓ
为关黄母颗粒改善更年期小鼠卵巢功能的核心蛋

白， 关黄母颗粒可能通过调控 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ、 ＮＬＲＰ３ ／
Ｃａｓｐ１、 Ｔｌｒ７ ／ ＮＦ⁃κＢ 等通路， 参与免疫系统过程、
免疫应答、 细胞过程、 免疫效应过程、 代谢过程、
免疫系统过程调控等生物过程影响卵巢功能。 本研
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究通过检测目标靶点 ｍＲＮＡ 及蛋白表达， 为其在

ＰＭＳ 中的可能作用机制提供了初步验证。
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