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[摘要] 目的：基于磷酸肌醇3-激酶（PI3K）-蛋白激酶B（Akt）-哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）及PI3K-

Akt-葡萄糖转运蛋白4（GLUT4）信号通路探讨芪苓温肾消囊方治疗多囊卵巢综合征（PCOS）大鼠的作用机制。方

法：从65只雌性SD大鼠中随机选10只作为对照组，正常饲料喂养，剩余55只大鼠以来曲唑联合高脂饲料诱导建

立PCOS大鼠模型。将造模成功的大鼠随机分为模型组、二甲双胍组（0.1 g/kg）、芪苓温肾低剂量组（1.8 g/kg）、芪

苓温肾中剂量组（3.6 g/kg）、芪苓温肾高剂量组（7.2 g/kg），每组10只。对照组和模型组大鼠予生理盐水灌胃，其余

各组给予对应药物，1次/d，连续21 d。记录各组大鼠体质量。HE染色观察卵巢形态学变化；血糖仪检测空腹血糖

（FBG）水平；酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测血清卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素（LH）、雌激素（E2）、总睾酮

（T）、甘油三酯（TG）、总胆固醇（TC）、空腹胰岛素（FINS）含量，计算稳态模型评估胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）；

Real-time PCR法检测卵巢组织PI3K mRNA、Akt mRNA、mTOR mRNA及GLUT4 mRNA表达水平；Western blotting

法检测卵巢组织PI3K、Akt、mTOR及GLUT4蛋白表达水平。结果：对照组大鼠卵巢组织结构基本正常；与对照组

比较，模型组大鼠卵巢组织呈多囊样改变；与模型组比较，芪苓温肾低剂量组、芪苓温肾中剂量组、芪苓温肾高

剂量组及二甲双胍组大鼠卵巢组织多囊样改变均改善。模型组大鼠体质量、TG、TC、T、LH、FBG、FINS及HOMA-IR

均高于对照组（ 约0.05），FSH及E2水平均低于对照组（ 约0.05）；芪苓温肾中剂量组、芪苓温肾高剂量组及二甲双

胍组大鼠体质量、TG、TC、T、LH、FBG、FINS及HOMA-IR均低于模型组（ 约0.05），FSH及E2水平均高于模型组（ 约

0.05）。模型组大鼠卵巢组织PI3K mRNA、Akt mRNA、mTOR mRNA及GLUT4 mRNA相对表达量均低于对照组

（ 约0.05）；芪苓温肾中剂量组、芪苓温肾高剂量组及二甲双胍组大鼠卵巢组织PI3K mRNA、Akt mRNA、mTOR

mRNA及GLUT4 mRNA相对表达量均高于模型组（ 约0.05）。模型组大鼠卵巢组织PI3K、Akt、mTOR及GLUT4蛋白相

对表达量均低于对照组（ 约0.05）；芪苓温肾中剂量组、芪苓温肾高剂量组及二甲双胍组大鼠卵巢组织PI3K、Akt、

mTOR及GLUT4蛋白相对表达量均高于模型组（ 约0.05）。结论：芪苓温肾消囊方能改善来曲唑联合高脂饲料诱导

的PCOS大鼠糖脂代谢、内分泌及卵巢形态学，抑制胰岛素抵抗，其机制可能与激活PI3K-Akt-mTOR及PI3K-

Akt-GLUT4信号通路相关。
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多 囊 卵 巢 综 合 征 （ polycystic ovary syndrome， PCOS） 是 育

龄 期 女 性 常 见 的 生 殖 内 分 泌 及 代 谢 紊 乱 性 疾 病 ， 常 见 特 征 为

胰 岛 素 抵 抗 （ insulin resistance， IR） 、 高 雄 激 素 血 症 、 糖 脂 代 谢

异 常 、 卵 巢 多 囊 样 改 变 、 排 卵 障 碍 、 不 孕 等 [1]。 PCOS 全 球 发 病 率

为 4%~20%， 中 国 发 病 率 已 由 5.6%逐 年 上 升 至 10.01%， 且 发 病

群 体 逐 渐 趋 于 年 轻 化 [2]。 PCOS病 因 及 遗 传 背 景 复 杂 ， 发 病 机 制

至 今 不 明 。 当 前 治 疗 PCOS 的 药 物 主 要 为 达 英 -35 、 来 曲 唑 、 克

罗 米 芬 、 二 甲 双 胍 等 药 物 。 上 述 药 物 属 于 避 孕 药 、 排 卵 诱 导 剂

及 胰 岛 素 增 敏 剂 ， 都 是 针 对 PCOS 的 某 一 种 症 状 。 目 前 尚 无 完

全 根 治 PCOS 的 综 合 药 物 。 因 此 ， 寻 找 有 效 且 全 面 治 疗 PCOS 的

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of Qiling Wenshen Xiaonang prescription (芪苓温肾消囊

方) in treating polycystic ovary syndrome (PCOS) based on the expression of phosphoinositide 3-kinase (PI3K) -

protein kinase B (Akt) -mammalian target of rapamycin (mammalian target of rapamycin) rapamycin (mTOR) and

PI3K-Akt-glucose transporter type4 (GLUT4) signaling pathway. Methods: Among 65 female SD rats, 10 rats

were randomly selected as the control group and fed with normal diet. The remaining 55 rats were used to

establish the PCOS model by letrozole combined with high-fat diet. The successful model rats were randomly

divided into model group, metformin group (0.1 g/kg), Qiling Wenshen low-dose group (1.8 g/kg), Qiling Wenshen

medium-dose group (3.6 g/kg), and Qiling Wenshen high-dose group (7.2 g/kg), with 10 rats in each group. The

rats in the control group and the model group were given normal saline by gavage, and the other groups were

given corresponding drugs once a day for 21 consecutive days. The body weight of rats in each group was

recorded. HE staining was used to observe ovarian morphological changes. Fasting blood glucose (FBG) was

measured with a blood glucose meter. The levels of serum follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing

hormone (LH), estrogen (E2), total testosterone (T), triglyceride (TG), total cholesterol (TC) and fasting insulin (FINS)

were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the insulin resistance index (HOMA-IR)

was calculated. Real-time PCR was used to detect the expression of PI3K mRNA, Akt mRNA, mTOR mRNA

and GLUT4 mRNA in ovarian tissue. Western blotting was used to detect the expression levels of PI3K, Akt,

mTOR and GLUT4 proteins in ovarian tissues. Results: The ovarian tissue structure was basically normal in

control group. Compared with the control group, the ovarian tissue of the model group showed polycystic

changes. Compared with the model group, the polycystic changes of ovarian tissue were improved in the Qiling

Wenshen low -dose group, Qiling Wenshen medium -dose group, Qiling Wenshen high -dose group and

metformin group. The model group showed higher body weight, TG, TC, T, LH, FBG, FINS and HOMA-IR

than control group (P<0.05), while lower levels of FSH and E2 than control group (P<0.05). Qiling Wenshen

medium-dose group, Qiling Wenshen high-dose group and metformin group showed lower body weight, TG, TC,

T, LH, FBG, FINS and HOMA-IR than model group (P<0.05), while higher levels of FSH and E2 than model

group (P<0.05). The model group showed lower relative expression levels of PI3K mRNA, Akt mRNA, mTOR

mRNA and GLUT4 mRNA in ovarian tissue than control group (P<0.05). The Qiling Wenshen medium-dose

group, Qiling Wenshen high -dose group and metformin group showed higher relative expression of PI3K

mRNA, Akt mRNA, mTOR mRNA and GLUT4 mRNA than model group (P<0.05). The model group showed

lower relative expression levels of PI3K, Akt, mTOR and GLUT4 protein in ovarian tissue than control group

(P<0.05). The Qiling Wenshen medium-dose group, Qiling Wenshen high -dose group and metformin group

showed higher relative expression of PI3K, Akt, mTOR and GLUT4 protein in ovarian tissue than model group

(P <0.05). Conclusion: Qiling Wenshen Xiaonang prescription can improve glucose and lipid metabolism,

endocrine and ovarian morphology and inhibit insulin resistance in PCOS rats induced by letrozole and high-

fat diet, which may be related to the activation of PI3K-Akt-mTOR and PI3K-Akt-GLUT4 signaling pathways.

[Keywords] polycystic ovary syndrome; Qiling Wenshen Xiaonang prescription; PI3K-Akt-mTOR signaling

pathway; PI3K-Akt-GLUT4 signaling pathway; rat
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药 物 是 亟 须 解 决 的 医 学 问 题 [3-5]。

中 医 学 并 无 PCOS之 名 ， 当 代 学 者 根 据 临 床 症 状 将 其 归 于

“ 不 孕 ” “ 肥 胖 ” “ 消 渴 ” 等 范 畴 。 中 医 主 要 从 肾 、 脾 、 肝 三 脏 以 及

气 滞 、 血 瘀 、 痰 湿 辨 证 论 治 PCOS 。 肾 虚 痰 湿 证 在 PCOS 患 者 中

最 为 常 见 [6-7]。 黑 龙 江 省 名 中 医 侯 丽 辉 教 授 认 为 PCOS的 中 医 病

机 为 “ 痰 湿 壅 滞 胞 宫 ， 肾 虚 失 养 ” ， 故 创 立 芪 苓 温 肾 消 囊 方 治

疗 PCOS 。 芪 苓 温 肾 消 囊 方 可 化 痰 祛 湿 ， 温 肾 消 囊 。 前 期 研 究 已

证 实 芪 苓 温 肾 消 囊 方 可 降 低 PCOS患 者 的 高 雄 激 素 血 症 ， 调 节

脂 质 代 谢 ， 纠 正 胰 岛 素 抵 抗 ， 调 节 生 殖 内 分 泌 水 平 ， 促 进 月 经

恢 复 及 排 卵 恢 复 [7-8]， 但 其 作 用 机 制 尚 不 明 确 。 网 络 药 理 学 研

究 发 现 ， 磷 酸 肌 醇 3- 激 酶 （ phosphoinositide 3-kinase ， PI3K） -

蛋 白 激 酶 B （ protein kinase B， Akt） - 哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋

白 （ mammalian target of rapamycin ， mTOR） 及 PI3K-Akt- 葡 萄

糖 转 运 蛋 白 4（ glucose transporter type4 ， GLUT4） 可 能 是 芪 苓

温 肾 消 囊 方 治 疗 PCOS发 挥 作 用 的 信 号 通 路 [9]。 基 于 此 ， 本 研 究

通 过 构 建 PCOS 大 鼠 模 型 ， 从 整 体 、 分 子 、 基 因 水 平 探 讨 芪 苓 温

肾 消 囊 方 对 PCOS 的 治 疗 作 用 及 其 对 PI3K-Akt-mTOR、 PI3K-

Akt-GLUT4信 号 通 路 的 影 响 ， 以 期 为 PCOS提 供 新 的 治 疗 靶 点 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 65只 SPF级 SD雌 性 大 鼠 ， 体 质 量 （ 200.26依20.43） g ，

8 周 龄 ， 购 自 河 南 德 润 康 生 物 科 技 有 限 公 司 。 动 物 生 产 许 可 证

号 ： （ 鲁 ） 2022-0008； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 430727281106404748 。

大 鼠 分 笼 饲 养 于 河 南 省 中 医 药 研 究 院 实 验 室 ， 饲 养 室 光 线

12 h 明 暗 交 替 ， 室 温 为 21耀24 益 ， 相 对 湿 度 为 45%耀60% 。 本 实

验 获 得 河 南 省 中 医 药 研 究 院 伦 理 委 员 会 批 准 （ HNTCMDW-

20230716） 。

1.2 药物与试剂 芪 苓 温 肾 消 囊 方 组 成 ： 黄 芪 15 g ， 淫 羊 藿

12 g ， 茯 苓 9 g， 苍 术 12 g ， 丹 参 15 g。 黄 芪 （ 批 号 ： 2408012） 、 淫 羊

藿 （ 批 号 ： 240707） 、 茯 苓 （ 批 号 ： 2409016） 、 苍 术 （ 批 号 ：

2408014） 、 丹 参 （ 批 号 ： 2407010） 中 药 饮 片 均 购 自 安 徽 普 仁 中

药 饮 片 有 限 公 司 ， 经 河 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 主 任 中 药

师 董 申 鉴 定 为 正 品 。 河 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 提 供 并 负

责 煎 煮 浓 缩 中 药 液 。

盐 酸 二 甲 双 胍 片 （ 默 克 制 药 有 限 公 司 ， 批 号 ： H20227043） ；

来 曲 唑 （ 浙 江 海 正 药 业 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： H20133109） ； 羧

甲 基 纤 维 素 钠 （ 澳 美 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： 9004324） ； 黄

体 生 成 素 （ luteinizing， LH） 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （ enzyme-linked

immunosorbent assy ， ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： SP13577） 、 卵 泡 刺

激 素 （ follicle stimulating hormone ， FSH） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

SP13464） 、 甘 油 三 酯 （ triglyceride ， TG） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

SP12560） 、 总 胆 固 醇 （ total cholesterol， TC） ELISA 试 剂 盒 （ 批

号 ： SP12535） 、 雌 激 素 （ estrogen ， E2） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

SP13503） 、 睾 酮 （ total testosterone ， T） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

SP12645） 、 胰 岛 素 ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： SP13565） 均 购 自 武 汉

赛 培 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 兔 抗 大 鼠 PI3K 抗 体 （ 批 号 ： K23092） 、

兔 抗 大 鼠 Akt抗 体 （ 批 号 ： YT636） 、 兔 抗 大 鼠 mTOR 抗 体 （ 批 号 ：

Z21264） 、 兔 抗 大 鼠 GLUT4 抗 体 （ 批 号 ： ZN0602） 均 购 自 北 京 百

奥 莱 博 科 技 有 限 公 司 ； 全 蛋 白 提 取 试 剂 盒 （ 批 号 ： E-BC-

E002） 、 BCA蛋 白 浓 度 含 量 检 测 试 剂 盒 （ 批 号 ： E-BC-K318-M）

均 购 自 武 汉 伊 莱 瑞 特 生 物 科 技 有 限 公 司 ； ECL 超 敏 发 光 液

（ 美 国 Biogen 公 司 ， 批 号 ： HY-K1005） ； 苏 木 素 染 色 液 （ 批 号 ：

BL700A-1） 、 伊 红 染 液 （ 批 号 ： BL700A-2） 均 购 自 中 国 Biosharp

公 司 ； 戊 巴 比 妥 钠 （ 北 京 智 杰 方 远 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

P11011） ； HRP 标 记 羊 抗 鼠 抗 体 IgG （ 批 号 ： A0218） 、 HRP 标

记 羊 抗 兔 IgG（ 批 号 ： A0236） 、 一 抗 稀 释 液 （ 批 号 ： P0023A） 、

二 抗 稀 释 液 （ 批 号 ： P0023D） 、 GAPDH 抗 体 （ 批 号 ： AG019） 均

购 自 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒 （ 福

州 飞 净 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： PH0120） ； 普 通 饲 料 （ 20% 蛋

白 、 70% 碳 水 化 合 物 、 10% 脂 肪 ， 批 号 ： STHF37） 、 高 脂 饲 料

（ 20% 蛋 白 、 2% 胆 固 醇 、 30% 碳 水 化 合 物 、 48% 脂 肪 ， 批 号 ：

XTHF45） 均 购 自 郑 州 市 金 水 区 嘉 年 实 验 室 用 材 料 经 营 部 。

1.3 主要仪器 高 速 匀 浆 机 （ 北 京 中 瑞 祥 科 技 有 限 公 司 ， 型

号 ： ZRX-24210） ； 电 热 恒 温 培 养 箱 （ 重 庆 松 朗 电 子 仪 器 有 限

公 司 ， 型 号 ： MJX-50） ； -80益超 低 温 冰 箱 （ 中 科 西 冷 公 司 ， 型 号 ：

DL-178-86） ； 光 谱 仪 （ 武 汉 曲 尺 技 术 有 限 公 司 ， 型 号 ： 6362D） ；

血 糖 仪 （ 广 东 爱 奥 乐 医 疗 器 械 有 限 公 司 ， 型 号 ： G-425-2） ； 超

净 工 作 台 （ 深 圳 益 洁 净 化 有 限 公 司 ， 型 号 ： YUIE-1950） ； 酶 标

仪 （ 美 国 Bio Tek 公 司 ， 型 号 ： Epoch） ； 电 泳 仪 （ 美 国 Bio-rad 公

司 ， 型 号 ： Power HC） ； 荧 光 定 量 PCR 仪 （ 上 海 闪 谱 生 物 科 技 有

限 公 司 ， 型 号 ： 1800） ； 切 片 扫 描 仪 （ 日 本 滨 松 光 子 学 株 式 会

社 ， 型 号 ： NanoZoomer S60） ； 光 学 显 微 镜 （ Nikon 公 司 ， 型 号 ：

ECLIPSE E100） 。

1.4 造模与分组 65 只 SD 大 鼠 适 应 性 饲 养 1 周 后 ， 随 机 选 取

10 只 作 为 对 照 组 ， 其 余 55 只 参 照 文 献 方 法 [10-12]进 行 造 模 。 将 来

曲 唑 溶 解 于 1%的 羧 甲 基 纤 维 素 钠 中 ， 大 鼠 灌 胃 来 曲 唑 ， 1mg/kg ，

1 次 /d ， 持 续 21 d 。 对 照 组 大 鼠 予 普 通 饲 料 喂 养 21 d， 造 模 大 鼠

予 高 脂 饲 料 喂 养 21 d 。 第 22~25 天 （ 大 鼠 1 个 动 情 周 期 为 4 d） 连

续 将 棉 拭 子 浸 润 生 理 盐 水 后 取 大 鼠 （ 对 照 组 除 外 ） 阴 道 上 皮 ，

涂 片 后 于 显 微 镜 下 观 察 。 其 中 51 只 大 鼠 阴 道 上 皮 持 续 角 化 、

失 去 动 情 周 期 ， 且 大 鼠 体 质 量 比 对 照 组 平 均 体 质 量 增 加 15% ，

胰 岛 素 抵 抗 指 数 比 对 照 组 均 数 增 加 1.96 个 标 准 差 ， 视 为 造 模

成 功 。 用 随 机 标 号 法 将 成 功 造 模 的 51 只 大 鼠 分 为 模 型 组 、 二

甲 双 胍 组 、 芪 苓 温 肾 低 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾

高 剂 量 组 ， 每 组 10 只 。 剩 余 1 只 大 鼠 单 笼 饲 养 ， 不 纳 入 实 验 。

1.5 给药 根 据 体 表 面 积 计 算 二 甲 双 胍 组 和 芪 苓 温 肾 中 剂

量 组 大 鼠 给 药 剂 量 ， 并 按 1颐2颐4 比 例 设 置 芪 苓 温 肾 消 囊 方 低 、

中 、 高 剂 量 。 二 甲 双 胍 组 大 鼠 予 二 甲 双 胍 灌 胃 ， 0.1 g/kg ； 芪 苓

温 肾 低 、 中 、 高 剂 量 组 大 鼠 分 别 予 低 剂 量 （ 1.8 g/kg） 、 中 剂 量

（ 3.6 g/kg） 、 高 剂 量 （ 7.2 g/kg） 芪 苓 温 肾 消 囊 方 溶 液 灌 胃 ； 对 照

组 、 模 型 组 大 鼠 予 0.9%氯 化 钠 溶 液 灌 胃 。 各 组 均 每 日 20： 00： 00

灌 胃 ， 连 续 21 d。

1.6 取材 所 有 大 鼠 末 次 给 药 后 ， 第 2 天 08:00:00 称 体 质 量 ，

血 糖 仪 检 测 血 糖 ， 腹 腔 注 射 戊 巴 比 妥 钠 （ 40 mg/kg） 麻 醉 ， 腹 主

动 脉 取 血 ， 血 液 采 集 后 立 刻 取 大 鼠 双 侧 卵 巢 ， 去 除 表 面 脂 肪

后 ， 随 机 分 为 2 份 样 本 ， 一 份 放 入 超 低 温 冰 箱 ， 另 一 份 放 入 4%

多 聚 甲 醛 内 进 行 保 存 。

1.7 观察指标

1.7.1 大 鼠 体 质 量 每 周 的 周 三 、 周 六 08:00:00 — 09:00:00 称
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量 大 鼠 体 质 量 。

1.7.2 卵 巢 形 态 将 卵 巢 进 行 固 定 、 脱 水 、 包 埋 ， 切 片 厚 度 为

5 滋m， 脱 蜡 后 行 HE 染 色 ， 于 光 镜 下 观 察 卵 巢 组 织 形 态 并 进 行

图 像 采 集 。

1.7.3 血 清 FSH、 LH、 E2、 T、 TG、 TC、 空 腹 胰 岛 素 （ fasting insulin，

FINS） 水 平 及 空 腹 血 糖 （ fasting blood glucose ， FBG） 水 平 按

照 ELISA 试 剂 盒 说 明 书 操 作 ， 测 定 大 鼠 血 清 中 FSH 、 LH 、 E2 、

T 、 TG 、 TC 、 FINS水 平 ， 酶 标 仪 测 量 各 孔 在 450 nm 处 吸 光 度 值 ，

并 计 算 各 样 品 含 量 。 采 用 血 糖 仪 检 测 FBG， 并 计 算 稳 态 模 型 评

估 胰 岛 素 抵 抗 指 数 （ homeostasis model assessment of insulin

resistance ， HOMA-IR） 。 HOMA-IR=FBG伊FINS/22.5。

1.7.4 卵 巢 组 织 PI3K mRNA、 Akt mRNA、 mTOR mRNA 及

GLUT4 mRNA 表 达 采 用 Real-time PCR 检 测 卵 巢 组 织 PI3K

mRNA、 Akt mRNA、 mTOR mRNA 及 GLUT4 mRNA 表 达 水 平 。

取 适 量 清 洗 后 的 卵 巢 组 织 并 加 入 TRIzol 试 剂 提 取 RNA ， 于 冰

上 反 转 录 为 cDNA， 将 GAPDH 作 为 内 参 进 行 扩 增 ， 扩 增 条 件 ：

95 益 预 变 性 30 s ； 95 益 变 性 3 s ， 60 益 退 火 30 s ， 共 进 行 40 个 循

环 。 通 过 2-驻驻Ct法 分 析 各 组 大 鼠 PI3K mRNA、 Akt mRNA、 mTOR

mRNA 及 GLUT4 mRNA 相 对 表 达 量 。 引 物 序 列 见 表 1， 由 武 汉

赛 维 尔 生 物 科 技 有 限 公 司 合 成 。

表 1 引物序列

目 的 基 因 引 物 （ 5 ’ → 3 ’ ） 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

P I 3 K 上 游 引 物 ： A G A G C T T G G A G G A C G A T G A C G 1 7 4

下 游 引 物 ： T G G A C T G G G C T A T C T C A C T T C G

A k t 上 游 引 物 ： C G A C G T A G C C A T T G T G A A G G A G 1 7 3

下 游 引 物 ： A T T G T G C C A C T G A G A A G T T G T T G

m T O R 上 游 引 物 ： C T C T G A C T A C A G C A C C A G T G A A A T G 1 6 9

下 游 引 物 ： C A G G G A C T T G A A G A T G A A G G T G A T

G L D T 4 上 游 引 物 ： G C T G A A G G A T G A G A A A C G G A A G T 2 5 5

下 游 引 物 ： A C T A A G A G C A C C G A G A C C A A C G

G A P D H 上 游 引 物 ： C T G G A G A A A C C T G C C A A G T A T G 1 3 8

下 游 引 物 ： G G T G G A A G A A T G G G A G T T G C T

1.7.5 卵 巢 组 织 PI3K、 Akt、 mTOR 及 GLUT4 蛋 白 表 达 采 用

Western blotting 法 检 测 大 鼠 卵 巢 组 织 PI3K、 Akt、 mTOR 及

GLUT4蛋 白 表 水 平 。 大 鼠 卵 巢 称 质 量 ， 切 块 后 匀 浆 ， 加 入 10倍 质

量 的 RIPA裂 解 液 ， 置 于 冰 上 2h保 证 其 充 分 裂 解 ， 4益15000 r/min

（ 离 心 半 径 为 10 cm） 离 心 10 min。 BCA 法 检 测 上 清 液 中 蛋 白 浓

度 ， 将 样 品 与 SDS-PAGE 蛋 白 上 样 缓 冲 液 按 1颐1 的 体 积 比 混 合

均 匀 ， 10% SDS-PAGE分 离 蛋 白 样 品 后 ， 转 至 PVDF薄 膜 上 ， 严

格 按 照 说 明 书 加 入 一 抗 、 二 抗 ， 经 TBST洗 涤 3 次 后 ， 添 加 ECL 试

剂 显 影 并 拍 照 ， 用 AIWBwellTM软 件 分 析 图 像 。 GAPDH为 内 参 。

1.8 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 数 据 统 计 ， 计 量

资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 且

方 差 齐 ， 采 用 ANOVA 进 行 多 组 间 比 较 ， 两 组 间 比 较 采 用 LSD

法 ， 约0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 各组大鼠体质量比较 造 模 前 ， 各 组 大 鼠 体 质 量 呈 生 理

性 上 升 趋 势 。 造 模 后 ， 各 组 大 鼠 体 质 量 呈 上 升 趋 势 ， 模 型 组 大

鼠 体 质 量 高 于 对 照 组 （ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾

高 剂 量 组 及 二 甲 双 胍 组 大 鼠 体 质 量 均 低 于 模 型 组 （ 约0.05） ；

芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 大 鼠 体 质 量 与 二 甲 双 胍 组 比 较 ， 差 异 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 1）

注：与模型组比较，a 约0.05；与二甲双胍组比较，b 约0.05。

图 1 各组大鼠体质量比较 （n=10）

2.2 大鼠卵巢组织形态 对 照 组 大 鼠 卵 巢 组 织 结 构 基 本 正

常 ， 各 期 卵 泡 均 可 见 ， 黄 体 数 量 多 且 发 育 良 好 ， 颗 粒 细 胞 紧

密 、 规 则 且 整 齐 ； 模 型 组 大 鼠 卵 巢 组 织 内 闭 锁 卵 泡 数 明 显 增

加 ， 多 囊 样 ， 较 少 成 熟 卵 泡 及 黄 体 ， 颗 粒 细 胞 层 排 列 稀 疏 ； 芪

苓 温 肾 低 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 及

二 甲 双 胍 组 大 鼠 卵 巢 组 织 内 可 见 成 熟 卵 泡 ， 闭 锁 卵 泡 及 囊 性

卵 泡 数 均 减 少 ， 颗 粒 细 胞 层 数 增 加 ， 且 芪 苓 温 肾 消 囊 方 作 用

呈 剂 量 依 赖 性 。 （ 见 图 2）

对 照 组 模 型 组 芪 苓 温 肾 低 剂 量 组

芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 二 甲 双 胍 组

图 2 大鼠卵巢组织形态 （HE，伊100）

2.3 各组大鼠血清性激素水平比较 模 型 组 大 鼠 血 清 FSH、

E2水 平 低 于 对 照 组 ， 血 清 LH、 T 水 平 高 于 对 照 组 ， 差 异 均 有 统

计 学 意 义 （ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 低 剂 量 组 大 鼠 血 清 FSH、 E2、 LH、

T 水 平 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 芪 苓 温

肾 中 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 及 二 甲 双 胍 组 大 鼠 血 清 FSH、

E2 水 平 均 高 于 模 型 组 （ 约0.05） ， 血 清 LH 、 T 水 平 均 低 于 模 型

组 （ 约0.05） ； 二 甲 双 胍 组 大 鼠 血 清 FSH、 E2水 平 高 于 芪 苓 温 肾

中 剂 量 组 ， 血 清 LH、 T 水 平 低 于 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 ， 差 异 均 有

统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 3）

注：与模型组比较，a 约0.05；与二甲双胍组比较，b 约0.05。

图 3 各组大鼠血清性激素水平比较 （x依s，n=10）

a
a a

ab ab

ab
ab

a
a a

aaa

a aa
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2.4 各组大鼠FBG、FINS及HOMA-IR比较 模 型 组 大 鼠

FBG、 FINS 及 HOMA-IR 均 高 于 对 照 组 （ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 低

剂 量 组 大 鼠 FBG、 FINS及 HOMA-IR与 模 型 组 比 较 ， 差 异 均 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 及

二 甲 双 胍 组 大 鼠 FBG 、 FINS 及 HOMA-IR 均 低 于 模 型 组

（ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 大 鼠 FBG 、 FINS 及 HOMA-IR 与

二 甲 双 胍 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 4）

注：与模型组比较，a 约0.05；与二甲双胍组比较，b 跃0.05。

图 4 各组大鼠 FBG、FINS及 HOMA-IR比较 （x依s，n=10）

2.5 各组大鼠血脂水平比较 模 型 组 大 鼠 TC、 TG 水 平 高 于

对 照 组 （ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 低 剂 量 组 大 鼠 TC、 TG 水 平 与 模 型

组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 、 芪

苓 温 肾 高 剂 量 组 及 二 甲 双 胍 组 大 鼠 TC、 TG水 平 均 低 于 模 型 组

（ 约0.05) ； 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 大 鼠 TC 、 TG 水 平 与 二 甲 双 胍 组

比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 5）

注：与模型组比较，a 约0.05；与二甲双胍组比较，b 跃0.05。

图 5 各组大鼠血脂水平比较 （x依s，n=10）

2.6 各组大鼠卵巢组织PI3K mRNA、Akt mRNA、mTOR mRNA

及GLUT4 mRNA相对表达量比较 模 型 组 大 鼠 卵 巢 组 织 PI3K

mRNA、 Akt mRNA、 mTOR mRNA 及 GLUT4 mRNA 相 对 表 达

量 低 于 对 照 组 （ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 低 剂 量 组 大 鼠 卵 巢 组 织

PI3K mRNA、 Akt mRNA、 mTOR mRNA 及 GLUT4 mRNA 相 对

表 达 量 与 模 型 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 芪 苓 温 肾

中 剂 量 组 、 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 及 二 甲 双 胍 组 大 鼠 卵 巢 组 织 PI3K

mRNA、 Akt mRNA、 mTOR mRNA 及 GLUT4 mRNA 相 对 表 达

量 均 高 于 模 型 组 （ 约0.05)； 芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 大 鼠 卵 巢 组 织

PI3K mRNA、 Akt mRNA、 mTOR mRNA及 GLUT4 mRNA相 对 表

达 量 与 二 甲 双 胍 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 6）

2.7 各组大鼠卵巢组织PI3K、Akt、mTOR及GLUT4蛋白相对表

达量比较 模 型 组 大 鼠 卵 巢 组 织 PI3K、 Akt、 mTOR 及 GLUT4

蛋 白 相 对 表 达 量 低 于 对 照 组 （ 约0.05） ； 芪 苓 温 肾 低 剂 量 组 大

鼠 卵 巢 组 织 PI3K、 Akt、 mTOR 及 GLUT4 蛋 白 相 对 表 达 量 与 模

型 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 芪 苓 温 肾 中 剂 量 组 、

芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 及 二 甲 双 胍 组 大 鼠 卵 巢 组 织 PI3K 、 Akt 、

mTOR 及 GLUT4 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 模 型 组 （ 约0.05） ；

芪 苓 温 肾 高 剂 量 组 大 鼠 卵 巢 组 织 PI3K 、 Akt 、 mTOR 及 GLUT4

蛋 白 相 对 表 达 量 与 二 甲 双 胍 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃

0.05） 。 （ 见 图 7~8）

注：与模型组比较，a 约0.05；与二甲双胍组比较，b 跃0.05。

图 6 各组大鼠卵巢组织 PI3K mRNA、Akt mRNA、

mTOR mRNA及GLUT4 mRNA相对表达量比较 （x依s，n=10）

图 7 各组大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR及 GLUT4

蛋白表达Western blotting图

注：与模型组比较，a 约0.05；与二甲双胍组比较，b 跃0.05。

图 8 各组大鼠卵巢组织 PI3K、Akt、mTOR及 GLUT4蛋白

相对表达量比较 （x依s，n=10）

3 讨 论

肾 为 先 天 之 本 ， 主 藏 精 、 生 长 发 育 、 生 殖 。 若 肾 阳 不 足 ， 气

血 津 液 失 于 温 煦 ， 则 聚 而 成 痰 、 成 湿 [13]。 痰 湿 为 妇 科 疾 病 的 重

要 病 理 因 素 。 朱 丹 溪 云 ： “ 若 是 肥 盛 妇 人 … … 经 水 不 调 ， 不 能

成 孕 ， 谓 之 躯 脂 满 溢 ， 闭 塞 子 宫 。 ” 《 女 科 切 要 》 言 ： “ 肥 白 妇 人 ，

经 闭 而 不 通 者 ， 必 是 痰 湿 与 脂 膜 壅 塞 之 故 也 。 ” 痰 湿 壅 滞 胞 宫 、

胞 脉 ， 阻 滞 冲 任 ， 致 胞 宫 不 能 摄 精 成 孕 。 冲 任 失 调 则 月 事 不 以

时 下 ， 故 痰 湿 为 女 性 不 孕 、 月 经 失 调 的 重 要 病 因 ， 肾 虚 则 为 内
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因 。 研 究 表 明 ， 痰 湿 证 为 PCOS合 并 糖 脂 代 谢 异 常 的 主 要 证 型 ，

约 占 63.7% 。 痰 湿 既 为 PCOS 的 重 要 病 理 因 素 ， 亦 为 其 主 要 病

理 产 物 [14-16]。 《 素 问 · 经 脉 别 论 篇 》 曰 ： “ 饮 入 于 胃 ， 游 溢 精 气 ， 上

输 于 脾 ， 脾 气 散 精 ， 上 归 于 肺 ， 通 调 水 道 ， 下 输 膀 胱 ， 水 精 四

布 ， 五 经 并 行 。 ” 水 液 经 口 入 胃 ， 经 肺 、 脾 、 肾 、 三 焦 之 气 化 作 用

化 为 精 微 以 滋 养 全 身 。 代 谢 废 物 经 皮 肤 汗 液 或 尿 液 排 泄 。 此

为 人 体 推 陈 纳 新 ， 维 持 水 液 平 衡 之 过 程 。 先 天 之 本 肾 虚 致 机

体 气 化 、 推 动 水 液 运 行 无 力 。 痰 湿 日 久 积 于 人 体 各 处 ， 阻 滞 经

络 ， 阻 碍 气 机 ， 使 脏 腑 功 能 失 调 。 水 谷 入 多 出 少 ， 代 谢 废 物 积

滞 于 内 不 得 出 ， 亦 生 痰 湿 。 周 而 复 始 ， 如 环 无 端 ， 机 体 推 陈 纳

新 减 缓 ， 日 久 则 形 体 肥 胖 。 水 液 代 谢 失 常 ， 滋 养 机 体 减 少 ， 则

呈 多 饮 、 多 食 之 状 ， 即 为 消 渴 [17-19]。

芪 苓 温 肾 消 囊 方 中 黄 芪 益 气 健 脾 以 杜 生 痰 之 源 ， 为 君

药 ； 淫 羊 藿 甘 温 补 肾 ， 温 先 天 之 肾 阳 ， 为 臣 药 ； 茯 苓 利 水 渗 湿 、

苍 术 燥 湿 健 脾 ， 促 水 液 代 谢 ， 共 为 佐 药 ； 丹 参 温 经 活 血 以 通

脉 ， 为 使 药 。 本 方 药 简 力 专 ， 标 本 兼 治 。 全 方 共 奏 化 痰 祛 湿 、 温

肾 消 囊 之 功 。 刘 冷 等 [20] 研 究 表 明 ， 黄 芪 甲 苷 可 减 轻 肥 胖 PCOS

大 鼠 卵 巢 多 囊 样 改 变 ， 并 拮 抗 其 IR 状 态 。 徐 彩 生 等 [21] 研 究

表 明 ， 淫 羊 藿 总 黄 酮 能 明 显 下 调 大 鼠 血 清 T、 LH 含 量 ， 改 善 高

雄 激 素 血 症 ， 提 高 卵 巢 功 能 。 李 美 玲 [22]研 究 表 明 ， 淫 羊 藿 苷 可

显 著 促 进 人 体 卵 巢 颗 粒 细 胞 增 殖 ， 促 进 卵 巢 颗 粒 细 胞 分 泌 E2，

具 有 雌 激 素 样 作 用 。 裴 莉 昕 等 [23]表 明 淫 羊 藿 木 兰 花 碱 可 提 高

IR 大 鼠 对 葡 萄 糖 的 吸 收 利 用 ， 从 而 改 善 IR， 并 可 抑 制 脂 多 糖

诱 导 的 炎 症 。 郑 彩 云 [24]研 究 表 明 ， 茯 苓 多 糖 具 有 降 低 糖 尿 病 模

型 大 鼠 血 糖 、 抗 脂 质 过 氧 化 、 减 肥 及 降 血 脂 的 作 用 ， 且 效 果 与

浓 度 呈 正 相 关 。 张 叶 茁 [25] 研 究 表 明 ， 茯 苓 多 糖 可 促 进 高 IR 的

Hep G2细 胞 消 耗 葡 萄 糖 ， 且 具 有 剂 量 依 赖 性 。 王 梦 羽 等
[26]研 究

表 明 ， 苍 术 酮 能 抑 制 脂 肪 累 积 ， 具 有 较 好 的 降 脂 作 用 。 何 洪 静

等 [27]研 究 表 明 ， 丹 参 可 明 显 改 善 微 血 管 痉 挛 及 血 液 流 态 ， 改 善

微 循 环 障 碍 ， 防 止 血 栓 形 成 ， 治 疗 月 经 不 调 。 综 上 ， 芪 苓 温 肾

消 囊 方 中 药 物 成 分 与 血 糖 、 血 脂 、 性 激 素 及 卵 巢 颗 粒 细 胞 具

有 相 关 性 。

PI3K 为 p110 催 化 亚 基 及 p85 调 节 亚 基 所 组 成 的 胞 内 磷 脂

酰 肌 醇 激 酶 ， 具 有 SH2 结 构 域 [28]。 Akt 是 一 种 丝 氨 酸 /苏 氨 酸 蛋

白 激 酶 ， 哺 乳 动 物 中 主 要 有 Akt1 、 Akt2 和 Akt3 三 种 亚 型 。 Akt 以

非 活 性 状 态 存 在 于 细 胞 质 基 质 中 。 PI3K 催 化 底 物 PIP 衍 变 成

PIP2 ， 再 催 化 后 者 生 成 PIP3 。 这 些 第 二 信 使 ， 通 过 激 活 PDK-1

磷 酸 化 Akt 结 合 位 点 上 的 Thr308 和 Ser473 ， 使 Akt 由 非 活 性 状

态 转 变 至 激 活 状 态 [29-30]。 PI3K/Akt通 路 为 酶 联 受 体 介 导 的 重 要

信 号 转 导 通 路 ， 可 通 过 磷 酸 化 Akt不 同 位 点 精 准 调 控 其 下 游 靶

蛋 白 ， 发 挥 不 同 的 生 物 效 应 ， 主 要 包 括 调 节 氧 化 应 激 、 炎 症 反

应 、 能 量 代 谢 ， 调 节 细 胞 周 期 ， 促 进 细 胞 代 谢 、 生 长 及 增 殖 ， 以

及 抑 制 细 胞 凋 亡 等 [31-32]。 mTOR与 GLUT4 是 该 通 路 的 下 游 靶 点 ，

mTOR 可 影 响 卵 泡 的 生 长 发 育 、 性 激 素 分 泌 、 胰 岛 素 敏 感 性 及

葡 萄 糖 利 用 率 [33-34]。 GLUT4 被 激 活 后 ， 会 促 进 卵 泡 生 长 与 分 化 ，

增 加 卵 母 细 胞 质 量 ， 促 进 葡 萄 糖 摄 取 [35-36]。 本 研 究 表 明 ， 芪 苓

温 肾 消 囊 方 能 降 低 PCOS 大 鼠 体 质 量 及 血 清 FBG、 TG、 TC水 平 ，

说 明 芪 苓 温 肾 消 囊 方 能 通 过 改 善 PCOS 大 鼠 糖 代 谢 、 脂 代 谢

减 轻 体 质 量 。 芪 苓 温 肾 消 囊 方 能 降 低 PCOS 大 鼠 FINS 含 量 及

HOMA-IR， 说 明 芪 苓 温 肾 消 囊 方 能 抑 制 PCOS 大 鼠 IR。 芪 苓 温

肾 消 囊 方 能 降 低 PCOS 大 鼠 T、 LH 水 平 ， 提 高 FSH、 E2水 平 ， 说 明

芪 苓 温 肾 消 囊 方 能 通 过 调 节 PCOS 大 鼠 性 激 素 紊 乱 改 善 卵 巢

组 织 多 囊 样 形 态 。 芪 苓 温 肾 消 囊 方 能 上 调 卵 巢 组 织 内 PI3K mR原

NA 、 Akt mRNA、 mTOR mRNA、 GLUT4 mRNA 及 PI3K、 Akt、

mTOR、 GLUT4蛋 白 表 达 水 平 ， 说 明 芪 苓 温 肾 消 囊 方 可 通 过 激

活 PI3K-Akt-mTOR及 PI3K-Akt-GLUT4 信 号 通 路 发 挥 作 用 。

综 上 所 述 ， 芪 苓 温 肾 消 囊 方 能 改 善 来 曲 唑 联 合 高 脂 饲 料

诱 导 的 PCOS 大 鼠 糖 脂 代 谢 、 内 分 泌 及 卵 巢 形 态 学 ， 抑 制 IR， 其

机 制 可 能 与 激 活 PI3K-Akt-mTOR 及 PI3K-Akt - GLUT4 信

号 通 路 相 关 。
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