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左归丸对磷酰胺氮芥体外诱导损伤颗粒细胞
自噬与凋亡的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨磷酰胺氮芥(ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ ｍｕｓｔａｒｄꎬＰＭ)诱导卵巢颗粒细胞损伤的机制及左归丸含药血

清对受损颗粒细胞自噬与凋亡的影响ꎮ 方法　 制备左归丸含药血清ꎬ体外培养原代大鼠卵巢颗粒细胞ꎬ待细胞生

长至底壁的 ７５％~８０％时随机分为 ４ 组:①对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ②模型组(Ｍ)ꎻ③左归丸含药血清组(１０％ＺＧＷ)ꎻ④模

型＋左归丸含药血清组(Ｍ＋１０％ＺＧＷ)、以 ＰＭ 处理②④组 ２４ ｈ 建立化疗源性颗粒细胞损伤模型后ꎬ①②组中加入

１０％正常大鼠血清ꎬ③④组中加入 １０％左归丸含药血清ꎬ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈꎮ 流式细胞术检测各组颗

粒细胞凋亡率ꎬ蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测卵巢自噬启动因子 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、微管结合蛋白轻链 ３(ＬＣ３Ｂ)、自噬

受体蛋白 Ｐ６２、凋亡蛋白 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达ꎮ 结果 　 与对照组相比:模型组细胞凋亡率明显上升ꎬＢｅｃｌｉｎ￣１、
ＬＣ３Ｂ、Ｂａｘ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达量增高ꎬＰ６２ 蛋白表达量下降ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ １０％左归丸含药

血清可显著降低模型组颗粒细胞凋亡率ꎬ下调受损颗粒细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３Ｂ、Ｂａｘ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的表达ꎬ上调受

损颗粒细胞中 Ｐ６２ 蛋白的表达ꎬ差异均具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 ＰＭ 诱导了卵巢颗粒细胞损伤ꎬ促进了

颗粒细胞凋亡ꎬ激活了颗粒细胞自噬 /溶酶体降解途径ꎻ１０％左归丸含药血清可降低化疗损伤性颗粒细胞凋亡率ꎬ
与自噬相关蛋白的表达相关ꎮ
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　 　 卵巢早衰(Ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅꎬＰＯＦ)是指

各种因素导致的女性卵巢储备功能下降ꎬ由此引发

提前绝经(４０ 岁之前)以及低雌激素、高促性腺激素

症状ꎮ 近年来医源性因素逐渐发展为 ＰＯＦ 的重要

因素[１－２]ꎬ化疗为其中之一ꎬ常见药物有环磷酰胺

(ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅꎬＣＴＸ)、顺铂等ꎮ 化疗所造成的

ＰＯＦ 给女性患者带来严重的生理问题和心理困

扰[３]ꎮ 因此ꎬ如何恢复化疗后女性卵巢功能ꎬ从而

提高患者生存质量显得尤为重要ꎮ 颗粒细胞围绕

在卵母细胞周围ꎬ不仅为卵母细胞提供营养支持ꎬ
而且对卵泡的发育和成熟起重要作用[４－５]ꎮ 大量研

究证实:ＣＴＸ 在体内被激活成具有活性的细胞毒性

代谢物丙烯醛和 ＰＭꎬ通过形成共价 ＤＮＡ 加合物造

成 ＤＮＡ 结构破坏ꎬ从而阻断 ＤＮＡ 复制ꎬ抑制细胞的

增殖ꎬ甚至诱导其凋亡ꎮ 左归丸是中医妇科临床治

疗 ＰＯＦ 的常用方药ꎬ临床多以其为基本方加减ꎮ 本

课题组前期药效学研究的卵巢组织免疫组化检测

结果显示:在体内动物实验中ꎬ左归丸降低了化疗

源性 ＰＯＦ 小鼠颗粒细胞凋亡[６]ꎮ 自噬与凋亡能通

过多种通路相互协调转化ꎬ共同促进细胞死亡ꎬ而
目前关于 ＣＴＸ 损伤颗粒细胞以及左归丸保护颗粒

细胞的机制中是否存在自噬过程的研究甚少ꎮ 本

实验以 ＰＭ(ＣＴＸ 的体外活性成分)建立化疗源性体

外颗粒细胞损伤模型ꎬ通过流式细胞术和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测各实验组颗粒细胞凋亡率及自噬与凋亡相

关蛋白如卵巢自噬启动因子 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、微管结合蛋

白轻链 ３(ＬＣ３ＢＩ / ＬＣ３ＢＩＩ)、自噬受体蛋白 Ｐ６２、凋亡

蛋白 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达ꎬ进一步探讨 ＣＴＸ 的活性

成分———ＰＭ 建立体外诱导颗粒细胞损伤模型以及

左归丸含药血清对颗粒细胞损伤的保护作用及相

关机制ꎬ为进一步揭示此过程中是否存在自噬与凋

亡的交叉对话关系奠定基础ꎬ以期为临床靶向治疗

提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

雌性 ＳＤ 大鼠 ６０ 只ꎬＳＰＦ 级ꎬ体重 ２５０~ ２７０ ｇꎬ８
周龄ꎬ购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司

[ＳＣＸＫ(湘)２０１９－０００４]ꎬ在湖南省药物安全评价研

究中心 ＆ 新药药效与安全性评价湖南省重点实验

室 ＳＰＦ 级实验室饲养[ＳＹＸＫ(湘)２０１５－００１６]ꎮ 动

物实验经湖南省药物安全评价研究中心伦理委员

会批准(２０１９０２４)ꎬ过程中遵循实验动物学的 ３Ｒ
原则ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 实验细胞

原代大鼠卵巢颗粒细胞ꎬ批号:ｉＣｅｌｌ２０１９１００２７ꎬ
赛百慷上海生物技术股份有限公司产品ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

左归丸方剂由熟地、山药、枸杞、山茱萸、川牛

膝、菟丝子、鹿角胶、龟板胶组成ꎬ购自湖南中医药

大学附属一医院ꎬ按照 ８ ∶４ ∶４ ∶３ ∶４ ∶４ ∶４ ∶４比例制成

３２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



生药 １ ｇ / ｍＬ 的中药浸膏备用ꎻＰＭ(江苏倍达医药科

技有限公司合成ꎬ批号 ２０１８０９０８)ꎻ电泳仪ꎬ北京六

一公司产品ꎻ化学发光仪ꎬ博路腾公司产品ꎻ流式细

胞仪ꎬＣｙｔｏＦｌｅｘ 公司产品ꎻ倒置显微镜ꎬＯＬＹＭＰＵＳ
ＩＸ７１ 产品ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡检测

试剂盒ꎬ批号:６４０９１４ꎬＢｉｏｌｅｇｅｎｄ 产品ꎻＢＣＡ 蛋白定

量试剂盒ꎬ批号:Ｐ００１２Ｓꎬ碧云天产品ꎻＲＩＰＡ 蛋白裂

解液ꎬ批号:Ｐ００１３Ｂꎬ碧云天产品ꎻ二抗:Ａｎｔｉ Ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ / ＨＲＰꎬ批号:ＡＳ０１４Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司产品ꎮ 一抗:兔
抗 Ｐ６２ꎬ批号:Ａ１９７００、兔抗 ＢＥＣＬＩＮꎬ批号:Ａ７３５３、
兔抗 ＣＡＳＰ３ꎬ 批 号: Ａ１９６５４、 兔 抗 ＢＡＸꎬ 批 号:
Ａ１９６８４、兔抗 ＬＣ３Ｂꎬ批号:Ａ１９６６５ꎬ均为 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公
司产品ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 内参ꎬ批号:ＡＣ０２６ꎬ Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司

产品ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 造模与分组

将原代大鼠卵巢颗粒细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ待
细胞生长至底壁的 ７５％~８０％时ꎬ将细胞分为 ４ 组:
①对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ②模型组(Ｍ)ꎻ③左归丸含药

血清组(１０％ＺＧＷ)ꎻ④模型＋左归丸含药血清组(Ｍ
＋１０％ＺＧＷ)ꎮ 除对照组及左归丸含药血清组外ꎬ其
余 ２ 组每孔加入 ２００ μＬ 终浓度为 ３０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＭ
进行处理ꎬ３７℃ꎬ５％ＣＯ２ 细胞培养箱ꎬ培养 ２４ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 左归丸含药血清制备与给药

ＳＤ 大鼠 ６０ 只随机分为 ２ 组:即正常血清组和

ＺＧ 血清组各 ３０ 只ꎮ １ ｇ / ｍＬ 的 ＺＧ 浸膏ꎬ根据成人

与大鼠体表面积ꎬ换算成大鼠的用量ꎬ相当于临床

等效剂量的 ９ 倍ꎬ即按照 ２４５􀆰 ７ ｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ每天分两

次给 ＺＧ 血清组大鼠灌服ꎬ连续 ３ ｄꎬ正常血清组给

予等量纯净水ꎬ于末次灌胃后 ２ ~ ２􀆰 ５ ｈ 麻醉后腹主

动脉采血ꎬ静置 ３０ ｍｉｎꎬ离心后ꎬ无菌分离血清ꎬ
－２０℃保存ꎬ实验前 ５６℃ ３０ ｍｉｎ 灭活ꎬ０􀆰 ２２ μｍ 滤器

过滤后使用ꎮ ＰＭ 处理相应组 ２４ ｈ 后ꎬＣｏｎｔｒｏｌ 组及

Ｍ 组加入 １０％正常大鼠血清ꎻ１０％ ＺＧＷ 组及 Ｍ＋
１０％ＺＧＷ 组加入 １０％左归丸含药血清ꎬ３７℃ꎬ５％
ＣＯ２ 细胞培养箱ꎬ培养 ２４ ｈꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞术测定细胞凋亡情况

各组细胞离心收集ꎬ用 ４℃预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ
然后用 ５００ μＬ 结合缓冲液重悬细胞ꎬ调节其浓度为

１０６ / ｍＬꎬ取 １００ μＬ 细胞悬浮于 ５ ｍＬ 流式管中ꎬ加
入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＡＰＣ 混 匀 后ꎬ 再 加 入 ５ μＬ
Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ 混匀ꎬ于室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ随
后重悬于 ４００ μＬ ＰＢＳꎬ４００ 目筛网过滤ꎬ加样于流式

细胞仪(ＦＡＣＳ)检测细胞凋亡ꎮ 获得细胞凋亡数据

后用 ＭｏｄＦｉｔＬＴ 软件进行细胞凋亡相对定量分析ꎮ
实验重复 ３ 次ꎬ结果取 ３ 次平均值ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组目标蛋白的表达

用胰酶消化好各组细胞后加入新鲜培养基ꎬ反
复吹打使其脱壁并分散ꎬ制成细胞悬液ꎬ取各组适

量细胞悬液置于已编号的 ＥＰ 管内经 １０００ ｒ / ｍｉｎ 的

速度离心 ５ ｍｉｎ 后ꎬ弃去上清液ꎬ加入适量生理盐水

再次离心ꎬ弃去生理盐水ꎮ 在 ＥＰ 管内加入一定量

ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取蛋白后ꎬ以 １４０００ ｒ / ｍｉｎ 的速

度离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎮ 按照相应的稀释倍数将

上样缓冲液加入上清液中ꎬ在 １０５℃环境中变性蛋

白 １０ ｍｉｎꎬ备用ꎮ 变性后的各组蛋白经 ＳＤＳ 凝胶电

泳(１~２ ｈ)、转膜(６０~８０ ｍｉｎ)、封闭(３０~６０ ｍｉｎ)、
孵一抗(４℃过夜)、洗膜(１０ ｍｉｎ×３ 次)、孵二抗(６０
ｍｉｎ)、再次洗膜(１０ ｍｉｎ×３ 次)等步骤后ꎬ使用 ＥＣＬ
显影液进行显影ꎬ处理图像ꎬ定性和定量分析各组

条带 Ｂｅｃｌｉｎ￣１、ＬＣ３Ｂ、Ｂａｘ 及 Ｐ６２ 的表达ꎮ 实验重复

３ 次ꎬ结果取 ３ 次平均值ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

计量资料以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )的形式表

示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 进行统计分析ꎬ统计学意义的水

平设定为 Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ用 Ｌｅｖｅｎ’ｓ ｔｅｓｔ 方法检验正态性

和方差齐性ꎬ如果符合正态性和方差齐性ꎬ用单因

素方差分析(ＡＮＯＶＡ)和 ＬＳＤ￣ｔ 进行统计分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 左归丸含药血清对颗粒细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测凋亡结果见表 １、图 １ꎮ 可知:
模型组较对照组颗粒细胞早期和晚期凋亡率上升ꎬ
差异具有统计学意义ꎮ 而 １０％左归丸含药血清不

仅能降低正常颗粒细胞的凋亡率ꎬ还可以降低 ＰＭ
诱发的卵巢颗粒细胞凋亡ꎬ且早期凋亡率有近 ４ 倍

差异ꎬ晚期凋亡率也有超过 ２ 倍的差异ꎬ差异具有统

计学意义ꎮ
２􀆰 ２　 左归丸含药血清对 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１、Ｐ６２
及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响

如图 ２、表 ２ 所示ꎬ模型组较对照组 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、
Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达上升ꎬＰ６２ 蛋白表达

下降ꎬ差异具有统计学意义ꎻ而 １０％左归丸含药血

清可降低正常和受损颗粒细胞 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１
及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达ꎬ升高正常和受损颗粒细胞

Ｐ６２ 蛋白表达ꎬ差异具有统计学意义ꎮ

４２ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



表 １　 左归丸含药血清对颗粒细胞凋亡的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌｓ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

左归丸含药血清组
１０％ＺＧＷ

模型组
Ｍ

模型组＋左归丸含药血清组
Ｍ＋１０％ＺＧＷ

早期凋亡率(％)Ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ３􀆰 ２１±０􀆰 ２９ １􀆰 ４３±０􀆰 ０７∗ ９􀆰 １２±０􀆰 ８４∗ ２􀆰 ４１±０􀆰 １３＃

晚期凋亡率(％)Ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ３１􀆰 ８６±２􀆰 １７ ９􀆰 ５１±０􀆰 ４９∗ ４８􀆰 ９２±０􀆰 ６５∗ ２２􀆰 ４４±０􀆰 ５０＃

总凋亡率(％)Ｔｏｔａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ３５􀆰 ０７±２􀆰 １９ １０􀆰 ９５±０􀆰 ５６∗ ５８􀆰 ０４±０􀆰 ９０∗ ２４􀆰 ８５±０􀆰 ４７＃

注:与对照组比较ꎬ∗Ｐ <０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ＃Ｐ <０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

图 １　 各组细胞周期分布

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 左归丸含药血清对 Ｂａｘ、ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ￣１、
Ｐ６２ 及 Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｚｕｏｇｕｉ Ｐｉｌｌ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘꎬ ＬＣ３Ｂꎬ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ꎬ Ｐ６２ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ３

表 ２　 各组目标蛋白灰度分析数值统计( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒａｙ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｖａｌｕｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ

左归丸含药血清组
１０％ＺＧＷ

模型组
Ｍ

模型组＋左归丸含药血清组
Ｍ＋１０％ＺＧＷ

Ｐ６２ / β￣ａｃｔｉｎ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ２２ １􀆰 ７０ ± ０􀆰 ２９∗ ０􀆰 ６９ ± ０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ９２ ± ０􀆰 ０６＃

ＢＥＣＬＩＮ￣１ / β￣ａｃｔｉｎ ０􀆰 ９４ ± ０􀆰 １１ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 １２∗ １􀆰 ８３ ± ０􀆰 １８∗ １􀆰 ３０ ± ０􀆰 １６＃

ＣＡＳＰ３ / β￣ａｃｔｉｎ ０􀆰 ９１ ± ０􀆰 ０７ ０􀆰 ４６ ± ０􀆰 １６∗ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ２９∗ １􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０６＃

ＢＡＸ / β￣ａｃｔｉｎ １􀆰 ０６ ± ０􀆰 ２９ ０􀆰 ７１ ± ０􀆰 １４∗ ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 ７２∗ １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ５３＃

ＬＣ３Ｂ / β￣ａｃｔｉｎ ０􀆰 ９７ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０８∗ １􀆰 ９５ ± ０􀆰 ２４∗ １􀆰 ４０ ± ０􀆰 ２１＃

注:与对照组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比较ꎬ＃ Ｐ <０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ< ０􀆰 ０５.

３　 讨论

随着肿瘤发病的年轻化以及自身免疫性疾病

发病率的升高ꎬ化疗药物的使用也随之上升ꎬ由此

对女性患者所带来的 ＰＯＦ 问题引起许多学者的关

注ꎮ 化疗药物对卵巢的影响主要与其对颗粒细胞

和卵母细胞的损害有关ꎬ且呈剂量依赖性[７]ꎮ ＣＴＸ
是基础的化疗药物ꎬ其可影响卵巢血供[８]、诱导颗

粒细胞凋亡[９]以及形成卵巢氧化应激损伤[１０]ꎬ大多

数研究集中在 ＣＴＸ 诱导颗粒细胞凋亡这一机制上ꎮ

细胞自噬和凋亡被认为是代表细胞死亡机制

的连续部分:自噬为凋亡所必需ꎬ自噬先于凋亡ꎬ进
而促进凋亡ꎻ或自噬抑制凋亡ꎻ或者自噬与凋亡共

同促进细胞死亡ꎬ抑制其中之一都会转变为另一种

细胞死亡途径ꎮ 自噬作为真核细胞内广泛存在的

降解和再循环系统ꎬ在废物清除、结构重建、细胞生

长发育、蛋白代谢平衡维持和细胞内环境稳定中起

重要作用[１１]ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 是自噬启动关键因子ꎻＬＣ３Ｂ
是自噬体的标记蛋白ꎬ新合成的 ＬＣ３Ｂ 蛋白经加工

后成为 ＬＣ３Ｂ￣Ｉꎬ位于细胞质中ꎬ随后 ＬＣ３Ｂ￣Ｉ 与磷脂

５２中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



酰乙醇胺连接ꎬ通过泛素化样酶促反应成为 ＬＣ３Ｂ￣
ＩＩꎬ与自噬体的内膜和外膜均结合ꎬ自噬体内膜的

ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ 在自噬溶酶体中被降解而进入再循环ꎬ
ＬＣ３Ｂ 的合成、ＬＣ３Ｂ￣Ｉ 到 ＬＣ３Ｂ￣ＩＩ 的转化率是检测

自噬的通用指标ꎻ自噬底物的降解通过标记细胞内

部受体蛋白 Ｐ６２ 的降解来佐证自噬的完成ꎬＰ６２ 蛋

白水平高低与自噬活性成反比ꎬ其增加提示自噬 /
溶酶体降解途径被抑制ꎬ其表达量变化可用于监测

自噬流[１２]ꎮ 研究发现自噬与凋亡存在着分子联系ꎬ
在死亡受体和线粒体介导的细胞凋亡通路中ꎬ自噬

的调控蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１ 是 Ｃａｓｐａｓｅ￣３、－７、－８ 的剪切对

象[１３]ꎬ而 Ｂａｘ 属于 Ｂｃｌ￣２ 家族成员之一ꎬ可作为

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的上游调控蛋白ꎬ启动 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反

应[１４]ꎮ 目前尚未有研究揭示 ＰＭ 损伤颗粒细胞的

机制中是否同时存在自噬与凋亡现象? 二者是否

存在交叉对话?
中医临床上治疗 ＰＯＦ 时针对不同病因并无特

定的治疗方法ꎬ而是从辩证论治出发ꎬ以补肾填精

为主、活血理气为辅ꎬ左归丸是补肾填精的主要方

剂ꎮ 课题组前期研究及其他相关研究证实:以 ＣＴＸ
为代表的一些化疗药物可通过上调 Ｂａｘ 蛋白的表

达、下调 Ｂｃｌ￣２ 蛋白的表达、促进卵巢颗粒细胞凋亡

从而造成卵巢损伤ꎮ 而左归丸可降低化疗源性

ＰＯＦ 小鼠颗粒细胞凋亡率ꎬ保护卵巢功能[６ꎬ１５－１６]ꎮ
本实验建立 ＰＭ 体外诱导原代卵巢颗粒细胞损伤模

型ꎬ使用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率并通过蛋

白表达角度观察颗粒细胞中自噬相关蛋白如

Ｂｅｃｌｉｎ￣１、 ＬＣ３ＢＩ / ＬＣ３ＢＩＩ 及 凋 亡 相 关 蛋 白 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达情况ꎮ 结果显示:①模型组颗粒细

胞凋亡率较对照组而言显著升高ꎬ１０％左归丸含药

血清可降低颗粒细胞凋亡率ꎻ②自噬相关蛋白如

Ｂｅｃｌｉｎ￣１、 ＬＣ３ＢＩ / ＬＣ３ＢＩＩ 及 凋 亡 相 关 蛋 白 Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３ 在 ＰＭ 作用的颗粒细胞中ꎬ相对于对照组

而言有高表达ꎬ１０％左归丸含药血清可下调上述蛋

白在模型组中的表达ꎻ然而受体蛋白 Ｐ６２ 的表达较

对照组降低ꎬ１０％左归丸含药血清可上调模型组

Ｐ６２ 蛋白的表达ꎮ 以上结果说明 ＰＭ 可通过促进凋

亡、激活自噬 /溶酶体降解途径的机制损伤颗粒细

胞ꎻ１０％左归丸含药血清能缓解由此带来的损伤ꎬ同
时影响了颗粒细胞自噬和凋亡过程ꎬ二者同时存

在ꎬ且可能存在交叉对话ꎮ
综上所述ꎬＰＭ 促进了颗粒细胞的凋亡过程ꎬ与

自噬相关ꎬ二者可能存在交叉对话ꎮ 左归丸含药血

清抑制了化疗损伤源性卵巢颗粒细胞凋亡ꎬ降低此

过程中自噬与凋亡的活性ꎬ为下一步深入探讨自噬

与凋亡间交叉对话点奠定了实验基础ꎬ同时为左归

丸的药效学研究提供了新的理论及实验基础ꎬ也为

ＰＯＦ 的防治提供新理论ꎮ 如能选择性地抑制卵巢

细胞的自噬与凋亡过程ꎬ保护卵巢逃避化疗药物的

作用或化疗后帮助恢复卵巢功能ꎬ则能极大地造福

于化疗后 ＰＯＦ 患者ꎬ对于临床具有重要意义ꎮ
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