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健脾化痰方通过调控 ＦＯＸＯ１ ／ ＰＤＫ４ 信号通路干预
ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠脂代谢的作用机制研究

杨璐瑜１，林安盈２，杨正望１，李岚３，余曦明２∗

（１． 湖南中医药大学第一附属医院，长沙　 ４１００２１； ２． 湖南中医药大学，
长沙　 ４１０２０８； ３． 湖南中医药大学第二附属医院，长沙　 ４１０００５）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨健脾化痰方对多囊卵巢综合征合并胰岛素抵抗（ＰＣＯＳ⁃ＩＲ）大鼠脂代谢及叉头盒转录因

子⁃１（ＦＯＸＯ１） ／丙酮酸脱氢酶激酶 ４（ＰＤＫ４）信号通路的影响。 方法　 ４０ 只雌性 ＳＤ 大鼠随机分为空白对照组 １０
只和造模组 ３０ 只。 采用高脂饮食（８ 周）联合来曲唑（第 ４ ～ ８ 周加入）建立 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠模型。 完成造模后，将
造模组大鼠随机分为模型对照组、健脾化痰方组、二甲双胍组，药物干预 ４ 周。 观察各组一般情况，测定中医证候

评分，计算体重变化；采用苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察卵巢组织病理学改变；血液生化仪测定空腹血糖（ＦＢＧ）和血

脂四项；酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法测定性激素如卵泡刺激素（ＦＳＨ）、促黄体生成素（ＬＨ）、睾酮（Ｔ）、雌激素（Ｅ２）、胰
岛素（ＦＩＮＳ）水平；蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）法及实时荧光定量 ＰＣＲ 法测定卵巢 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４ 表达的变化。 结

果　 与空白对照组相比，模型对照组出现脾虚痰湿症状，体重明显增加，血清 ＬＨ、Ｔ、ＬＨ ／ ＦＳＨ 升高，Ｅ２、ＦＳＨ 降低，
卵巢多囊性改变明显，糖脂代谢调控失常（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组相比，健脾化痰方组与二甲双胍组大鼠体重

增速放缓，卵泡发育情况见好，血清 ＬＨ、Ｔ、ＬＨ ／ ＦＳＨ、ＦＢＧ、ＦＩＮＳ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ 降低，Ｅ２、ＦＳＨ 升高，卵巢

ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４ ｍＲＮＡ 及蛋白表达下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；可升高血清 ＨＤＬ⁃Ｃ 含量，但是组间差别无统计学意义

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 健脾化痰方能有效调节性激素分泌，改善 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠卵巢生殖功能，调节糖脂代谢，其机制

可能是通过抑制 ＦＯＸＯ１ ／ ＰＤＫ４ 通路发挥作用。
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ｏｖａｒｉａｎ ＦＯＸＯ１ ａｎｄ ＰＤＫ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｓｅｒｕｍ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｃａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｅｘ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ｉｍｐｒｏｖｅ ｏｖａｒｉａｎ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｏｂｅｓｅ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔｓ， ｐｏｓｓｉｂｌｙ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＦＯＸＯ１ ／ ＰＤＫ４ ｐａｔｈｗａｙ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ＦＯＸＯ１； ＰＤＫ４； Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 多囊卵巢综合征 （ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｄｒｏｍｅ，
ＰＣＯＳ）作为一类常见且难以治愈的妇科疾病，对全

球 ８％ ～ １３％的育龄期女性造成了负面影响［１］，与
生殖内分泌异常及代谢紊乱相关，临床表现主要包

括月经异常及排卵异常、高雄激素表现、胰岛素抵

抗（ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）等代谢异常。 ＩＲ 是该病的

核心发病机制。 研究认为脂代谢异常既是胰岛素

抵抗的结果，也是胰岛素抵抗的重要致病因素［２］。
在我国，约 ７０％的 ＰＣＯＳ 患者存在脂代谢异常［３］。
胰岛素抵抗与脂代谢异常也是引起许多难治性慢

性疾病的重要因素，如肥胖症、糖调节受损及 ２ 型糖

尿病、非酒精性脂肪性肝病、冠心病等，严重影响

ＰＣＯＳ 患者的远期生活质量。 叉头盒转录因子⁃１
（ＦＯＸＯ１）是近年 ＰＣＯＳ 研究中的新靶点，通过对自

身蛋白质和 ｍＲＮＡ 的修饰参与控制介导代谢调节

的下游基因的转录，与糖脂代谢、ＩＲ 密切相关［４－５］。
丙酮酸脱氢酶激酶 ４（ＰＤＫ４）是 ＦＯＸＯ１ 的主要下游

靶基因，参与调控线粒体能量，也在胰岛素抵抗及

脂代谢中起到了重要作用［６－８］。
健脾化痰方是杨正望教授临床经验方，临床上

针对脾虚痰湿型 ＰＣＯＳ 临床疗效显著，可以改善脂

代谢紊乱、胰岛素抵抗等症状，对调整内分泌及预

防远期并发症有积极意义［９－１０］。 但目前多为临床研

究报道，因此，本研究构建 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠模型，深入

探究本方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠糖脂代谢的影响，以及研

究其是否与 ＦＯＸＯ１ ／ ＰＤＫ４ 通路相关。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

４０ 只 ２１ 日龄 ＳＰＦ 级雌性 ＳＤ 健康大鼠，体重

４７ ～ ５９ ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司

【 ＳＣＸＫ （ 湘 ） ２０１９ － ０００４ 】， 动 物 合 格 证 号

４３０７２７２２１１００２０４７４８。 可自由获得标准饮用水和相

应颗粒饲料，１２ ｈ 光 ／暗循环，室温 ２０ ～ ２６ ℃，相对

湿度 ４０％ ～ ６０％，环境安静，通风干燥，饲养于湖南

中医药大学动物实验中心【ＳＹＸＫ（湘）２０１９－０００９】。
大鼠分笼饲养，每笼饲养 ３ 只。 本实验经湖南中医

药大学实验动物伦理委员会审批（ＬＬ２０２２０２０８０１）。
１􀆰 １􀆰 ２　 药物

健脾化痰方由茯苓 １５ ｇ、黄芪 １５ ｇ、浙贝 １０ ｇ、
柴胡 １０ ｇ、当归 １０ ｇ、苍术 １０ ｇ、陈皮 １０ ｇ、法半夏

２５４
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１０ ｇ、 石菖蒲 １０ ｇ、枳壳 １０ ｇ、黄连 ５ ｇ、川芎 ５ ｇ、甘
草 ３ ｇ 组成（购自湖南中医药大学第一附属医院急

诊颗粒中药房）；盐酸二甲双胍片（石家庄以岭药业

股份有限公司，批号：国药准字 Ｈ２００５４７９０，规格：每
片 ０􀆰 ５ ｇ）；来曲唑片（江苏恒瑞医药股份有限公司，
批号：Ｈ１９９９１００１，规格：每片 ２􀆰 ５ ｍｇ）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂与仪器

ＦＳＨ、ＬＨ、Ｔ、胰岛素、脂联素酶联免疫吸附法

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（分别购自江苏酶免实业有限公司

及江苏菲亚生物科技有限公司， 批号分别为：
ＦＹ３４４１⁃Ｂ、 ＦＹ３６７６⁃Ｂ、 ＦＹ３４５２⁃Ｂ、 ２２０５Ｒ４２、
２２０５Ｒ３６，中国）； ＦＯＸＯ１ 抗体、 ＰＤＫ４ 抗体 （购自

Ｂｉｏｓｗａｍｐ，批号分别为： ＰＡＢ４０７８１、 ＰＡＢ３１４７４，中

国）；ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４ 的上下游引物，购自北京擎科

生物科技有限公司。
Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃６１００ 酶标仪（深圳雷杜生命科学股份

有限公司，中国）；Ｃｈｅｍｒａｙ２４０ 全自动生化分析仪

（深 圳 雷 杜 生 命 科 学 股 份 有 限 公 司， 中 国 ）；
ＰＩＫＯＲＥＡＬ９６ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 构建 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 动物模型

将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为空白对照组 １０ 只和

造模组 ３０ 只。 造模持续 ８ 周：造模组大鼠持续喂食

高脂饲料（购自北京科澳协力饲料有限公司，组成

百分比为：脂肪 ４５％、碳水化合物 ３５％、蛋白质

２０％），第 ４ 周开始增加来曲唑溶液（１ ｍｇ ／ ｋｇ）灌胃；
空白对照组大鼠持续喂食普通饲料，第 ４ 周开始增

加 ０􀆰 ５％羧甲基纤维素钠溶液灌胃。 灌胃时给予体

积为 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分组及给药

将造模成功的 ３０ 只 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠再次随机分

组，分为模型对照组、健脾化痰方组、二甲双胍组，
每组 １０ 只。 给药组灌胃相应药物，灌胃时给予体积

为 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ），给药剂量均按体表面积换算：二
甲双胍折合大鼠用药剂量为 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ，溶液调配至

２０ ｇ ／ Ｌ；健脾化痰方折合大鼠用药剂量为 １１􀆰 ０７ ｇ ／ ｋｇ，
溶液调配至含生药 １􀆰 １１ ｇ ／ ｍＬ；空白对照组和模型

对照组灌胃等体积的蒸馏水，连续 ４ 周。
１􀆰 ２􀆰 ３　 脾虚痰湿证证候评估

造模及治疗期间，观察各组小鼠精神状态、活
动状况、体型、毛发、粪便等项目，进行中医证候评

估。 脾虚从精神状态（良好、倦怠、朦胧欲睡、多怒

撕咬）、活动（自如、蜷缩、畏寒喜暖、拱背发抖）、呼
吸（平顺、气喘、喘急、呼吸微弱）、皮毛（光滑、无光

泽、竖毛蓬松、枯黄稀少）、大便质地（正常、偏湿、湿
烂、黏液便）及有无异味（无异味、淡臭、臭、恶臭）分
项计算积分［１１－１３］，评价脾虚的严重程度，其中各项

正常为 １ 分，根据严重程度逐分递增，最终得分 ≤ ６
分为无脾虚，７ ～ １２ 分为轻度脾虚，１３ ～ １８ 分为典

型脾虚，１９ ～ ２４ 分为重度脾虚；根据形体肥胖、血
脂水平升高评估痰湿证。
１􀆰 ２􀆰 ４　 样本采集

造模及治疗期间，每周定时检测 ２ 次大鼠体重。
各组大鼠末次给药后，２０：００ 开始禁食不禁水。 次

日 ８：００ 称取体重后，先取尾尖血检测各组大鼠的空

腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＰＧ），再进行腹腔注

射麻醉，确定深度麻醉后，腹主动脉取血 ４ ～ ５ ｍＬ，
静置 １ ｈ 后离心 １５ ｍｉｎ（３０００ ｒ ／ ｍｉｎ），取上层血清保

存于－８０ ℃冰箱备用。 分离两侧卵巢组织，分别放入

４％多聚甲醛中固定及液氮中速冻保存备用。
１􀆰 ２􀆰 ５　 卵巢组织病理学观察

卵巢组织固定 ２４ ｈ，依次进行脱水、浸蜡，制成

厚为 ４ μｍ 的组织薄片，烘干后进行苏木素⁃伊红

（ＨＥ）染色处理，光镜下观察卵巢组织形态变化。
１􀆰 ２􀆰 ６　 血脂检测

在全自动生化分析仪中设置相应参数，上样后

自动检测大鼠血清中的甘油三酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓ，
ＴＧ）、胆固醇（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）、高密度脂蛋白胆固醇

（ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＨＤＬ⁃Ｃ）、低密度

脂蛋白胆固醇 （ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，
ＬＤＬ⁃Ｃ）水平。
１􀆰 ２􀆰 ７　 血清性激素及胰岛素检测

取保存的血清， ＥＬＩＳＡ 法检测卵泡刺激素

（ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）、促黄体生成素

（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ）、睾酮（ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ， Ｔ）、
雌激素（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２）、胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ）水平，
并通过稳态胰岛素抵抗指数（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）评估胰岛

素抵抗程度。 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ＝ ＦＢＧ（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） × ＦＩＮＳ
（ｍＩＵ ／ Ｌ） ／ ２２􀆰 ５。
１􀆰 ２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测 ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４ 蛋白

的表达

取 ０􀆰 ０２ ｇ 卵巢组织放入预冷离心管中，分 ２ 次

加入 ２００ μＬ 裂解液，塑料棒研磨后室温孵育 １ ～

３５４
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２ ｍｉｎ，以 １４ ０００ ～ １６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ～ ２ ｍｉｎ，收
集上清。 根据 ＢＣＡ 法测定蛋白量。 备制胶架，实时

配制分离胶，灌入玻璃板间隙，再缓慢加注异丙酮

压平。 待分离胶凝固后倒掉异丙酮。 最后加入现

配浓缩胶，插上梳子，等待凝固。 将凝固好的胶固

定在电泳槽中，拔出梳子，上样。 上样结束后加盖

开始电泳。 电泳完成后剪切所需分离胶部分，制作

三明治夹层：中心为分离胶及上层的 ＮＣ 膜（０􀆰 ４５
μｍ），依次为润湿的白色滤纸、黑色纤维垫，最外层

下为黑色负极板、上为透明正极板。 转膜夹固定后

放入干转仪中进行转膜。 转膜成功后封闭、孵抗

体。 最后往膜上均匀加入显影剂，放入显影机中进

行发光成像。

注：Ａ：来曲唑联合高脂饲料喂养对体重的影响；Ｂ：健脾化痰方对体重的影响；与空白对照组相比，＃＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型对照组相

比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 １　 来曲唑联合高脂饲料和健脾化痰方对体重的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｅｔｒｏｚｏｌｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｆｅｅｄ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ． Ｂ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌｅｔｒｏｚｏｌｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｆａｔ ｆｅｅｄ ａｎｄ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ

表 １　 ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ＦＯＸＯ１ ａｎｄ ＰＤＫ４
引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

上游引物（５’⁃３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’⁃３’）

下游引物（５’⁃３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’⁃３’）

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ＦＯＸＯ１ ＣＧＣＧＴＣＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＣＴＣＴＧ ＧＴＧＧＴＣＧＡＧＴＴＧＧＡＣＴＧＧＴ １６３
ＰＤＫ４ ＴＣＣＣＧＴＣＴＣＴＡＣＧＣＣＡＡＧＴＡ ＧＧＣＡＴＣＴＧＴＣＣＣＡＴＡＧＣＣＴＧ ７２
ＧＡＰＤＨ ＡＣＡＧＣＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣ ＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＣＡＧＣＧＡＡＣＴＴ ２５２

１􀆰 ２􀆰 ９　 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４
ｍＲＮＡ 的表达

取 ０􀆰 ０２ ｇ 卵巢组织，加入 １ ｍＬ 总 ＲＮＡ 抽提试

剂研磨匀浆，经过室温裂解、离心沉淀，提取样本总

ＤＮＡ，在 ２６０ ～ ２８０ ｎｍ 处测其吸光度值，并计算其

浓度与纯度。 以组织总 ｍＲＮＡ 为模板逆转录合成

ｃＤＮＡ。 取 ｃＤＮＡ ２ μＬ，加入上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １１ μＬ，２ × ＳＹＢＧＲＥＥＮ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １５ μＬ，共 ３０ μＬ，进入扩增程序，９５ ℃预变性 １５
ｍｉｎ 后，以 ９５ ℃ １５ ｓ、６０ ℃ １５ ｓ 为 １ 次，循环 ４０ 次。
以 ＧＡＰＤＨ 为内参，分析 ＦＯＸＯ１ 及 ＰＤＫ４ 的相对表

达水平。 引物序列见表 １。

１􀆰 ３　 统计学分析

实验所得数据均采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 统计软件进行

整理和分析。 计量资料采用平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，各组资料经过正态分布检测，多组组间比较

采用单因素方差分析，方差若齐采用 ＬＳＤ 检验。 若

Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示组间差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 各组大鼠体重的变化情况

造模期间，造模组体重增长率明显高于空白对

照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 药物干预结束后，与空白对照组

相比，其余 ３ 组大鼠体重仍具有显著性差异（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；但与模型对照组相比，两个给药组大鼠的体

重得到控制（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），其中健脾化痰方组改善更

为明显（见图 １）。
２􀆰 ２　 各组大鼠一般情况与脾虚证候积分情况

空白对照组精神状态好，毛发光亮柔顺，体形

正常，大便质可成形；模型对照组大鼠精神尚可，容
易激惹，体形肥胖，后期进食量减少、体重增速放

缓，被毛油腻，大便稀软，垫料潮湿，与空白对照组

相比，脾虚证候积分显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型

对照组相比，健脾化痰方组、二甲双胍组精神活动

明显好转，体重减轻，大便溏症状缓解，垫料轻度潮

湿，证候积分明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ２）。

４５４
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注：与模型对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ２　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠脾虚证候积分的影响

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎｔｅｇｒａｌ ｉｎ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔ

２􀆰 ３　 各组大鼠卵巢组织病理形态学表现　 　
空白对照组大鼠卵巢组织可见体积大、形态

圆、结构完整的成熟卵泡，颗粒细胞层厚实紧密，有

图 ４　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠性激素水平的影响（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｓｅｘｕａｌ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔｓ （ｎ ＝ ６）

较多发育良好的黄体；模型对照组大鼠卵巢组织中

卵泡发育差，形态不规则，有较多小卵泡、闭锁卵

泡，颗粒细胞层松散、脱落，黄体数量少；二甲双胍

组卵巢组织与模型对照组相比，闭锁卵泡数目减

少，卵泡体积增大、形态稍圆，透明带完整，颗粒细

胞层厚度增加，可见成熟黄体；健脾化痰方较二甲

双胍组略差（见图 ３）。

图 ３　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠卵巢组织病理形态的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔ

２􀆰 ４　 各组大鼠性激素水平情况

由图 ４ 知，与空白对照组相比，模型对照组大鼠

５５４
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图 ５　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠胰岛素抵抗的影响（ｎ ＝ ６）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔｓ（ｎ ＝ ６）

注：与空白对照组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠脂代谢的影响（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔｓ（ｎ ＝ ６）

性激素水平趋向 ＰＣＯＳ 改变，血清 ＬＨ、Ｔ 水平及

ＬＨ ／ ＦＳＨ 比值显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＦＳＨ、Ｅ２ 分泌显

著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组相比，在给药干

预后，二甲双胍组及健脾化痰方组大鼠的 ＬＨ、Ｔ 水

平及 ＬＨ ／ ＦＳＨ 比值明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｅ２ 分泌明

显增多、ＦＳＨ 升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。

２􀆰 ５　 各组大鼠胰岛素抵抗情况

由图 ５ 知，与空白对照组相比，模型对照组大鼠

出现糖代谢紊乱，ＦＢＧ、ＦＩＮＳ 水平和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 显著

升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 与模型对照组相比，给药组大鼠

的 ＦＢＧ、ＦＩＮＳ 水平和 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 都有不同程度的下

降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。

６５４
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２􀆰 ６　 各组大鼠脂代谢情况

与空白对照组相比，模型对照组大鼠脂代谢紊

乱，血清 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平显著升高，ＨＤＬ⁃Ｃ 水

平明显降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 与模型对照组

相比，两给药组可明显调控 ＴＣ、ＴＧ 及 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ），可升高 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平，但组间差别无统

计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）（见图 ６）。
２􀆰 ７　 各组大鼠 ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４ 蛋白表达情况

与空白对照组相比，模型对照组 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４

蛋白表达量显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组相

比，两给药组 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４ 蛋白表达量下降（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ７）。
２􀆰 ８　 各组大鼠 ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４ ｍＲＮＡ 表达情况

与空白对照组相比，模型对照组 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４
ｍＲＮＡ 表达显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模型对照组相

比，两给药组 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４ ｍＲＮＡ 表达明显下调

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（见图 ８）。

图 ７　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠卵巢 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４ 蛋白的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ＦＯＸＯ１ ａｎｄ ＰＤＫ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔｓ

图 ８　 健脾化痰方对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠卵巢 ＦＯＸＯ１、ＰＤＫ４ ｍＲＮＡ 的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｊｉａｎｐｉ Ｈｕａｔａｎ Ｆａｎｇ ｏｎ ＦＯＸＯ１ ａｎｄ ＰＤＫ４ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉｅｓ ｏｆ ＰＣＯＳ⁃ＩＲ ｒａｔｓ

７５４
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３ 讨论

ＰＣＯＳ 作为青春期及育龄期女性最常见的内分

泌疾病之一，涉及多系统紊乱。 该病一般病程较

长、病情复杂，对女性的生殖、代谢产生严重影响。
中医根据 ＰＣＯＳ 的临床表现及特征将其纳入

“月经过少”“不孕”“月经后期”等，多为虚实夹杂、
本虚标实之证。 现代根据对 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 患者证型、体
质等归类分析，ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 患者确实多见痰湿体质、痰
湿证型［１４－１５］。 ＰＣＯＳ 代谢异常表型患者临床多见形

体肥胖、头晕胸闷、乏力、苔白腻等，且多高脂高糖

饮食，与痰湿证是大致相符的。 《丹溪心法》 《医门

法律》提到肥人多痰湿，且《内经》早有记载，肥胖与

消渴等多种疾病相关，均由摄入过多导致。 故

ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 患者以痰湿为标。 而此类妇人痰从何来，
何以出现经迟涩少不孕等。 程若水言：“妇人经水

与乳，俱由脾胃所生。”《妇人大全良方·调经门》云：
“脾胃久虚，以致气血俱衰，遂而月经不行。” 《丹溪

心法》谓：“经不行者非无血也， 为痰碍所不化也。”
《万氏妇人科》中也有类似表述：“肥人经水来少者，
责其痰碍经隧也。”而痰湿乃“过食……油腻之物，
有伤脾胃，遂致脾土虚湿，不能运化而成”。 妇人素

体脾虚或肥膏厚味碍脾困脾，影响脾正常机能的发

挥，一则化源不足，二则不能运化水湿，聚而成痰化

饮，阻滞冲任胞脉，故经候不能如期、经血乏源。 清

代《女科正宗》言及“……女经调，有子之道也”。 受

孕成功在于肾气、天癸、冲任、胞宫各个环节协调。
历代医家如傅山、朱丹溪、吴谦均认为肥盛妇人不

能成孕源于痰湿闭塞子宫。 或后天虚弱不足以补

充培育先天，肾气虚而不孕；或痰湿脂膜壅于冲任

而胎孕难成；或幸而有孕，但“胎气系于脾，脾虚则

蒂无所附……易落”。 综上，ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 患者以脾虚

为本，痰湿为标。 治痰当先复脾之健运，而痰可

自化。
杨正望教授临床针对脾虚痰湿证 ＰＣＯＳ 患者自

拟健脾化痰方以理血调经。 方中茯苓主健脾补中，
浙贝主化痰散结，标本共治，共为君药。 黄芪助茯

苓补气健脾、助肺行津，法夏、陈皮助浙贝燥湿行

气，苍术燥湿健脾，共为臣药。 痰湿困于脾胃，以石

菖蒲力清中焦湿浊；阻滞气机，以柴胡、枳壳一升一

降，畅中焦气机枢纽；碍于血行，以当归、川芎行气

活血；恐内郁化火，佐少许黄连入中焦清热燥湿；甘
草调和诸药；上药合用，标本兼顾，共奏健脾化痰除

湿、行气理血调经之功。
尽管目前 ＰＣＯＳ 的病因不明，但临床统计研究

发现其常伴随 ＩＲ 及高脂血症等代谢异常。 在疾病

发生发展过程中脂代谢异常和 ＩＲ 亦会互相促

进［１６］。 高水平胰岛素促进甘油三酯合成又抑制脂

肪动员，造成脂质堆积。 经典的葡萄糖⁃脂肪酸循环

假说的提出与验证表明胰岛素抵抗的葡萄糖代谢

受损继发于脂代谢紊乱［１７］。 同时研究发现，肥胖与

脂代谢异常和 ＩＲ 均关系密切。 ＡＭＩＳＩ［１８］认为 ＰＣＯＳ
患者 ＩＲ 的严重程度与肥胖有关，尤其是腹型肥胖。
堆积的内脏脂肪可直接降低胰岛素敏感性，也可通

过水解生成的游离脂肪酸促进胰岛素分泌，造成

ＩＲ［１９］。 肥胖也是血脂异常的重要危险因素［２０］。 实

际上，肥胖加剧了所有代谢异常，如胰岛素抵抗、血
脂异常、生殖功能障碍等。 本研究结果显示，健脾

化痰方能有效减缓 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠体重增长速度、明
显降低 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ、ＴＧ、ＬＤＬ⁃Ｃ，但对于调控 ＨＤＬ⁃Ｃ
水平略有欠缺。

ＦＯＸＯ１ 是叉头转录因子家族中的成员，在各种

哺乳动物组织细胞中广泛表达，参与多种病理生理

过程，如 ＩＲ、协调脂肪细胞相关的基因表达与分化、
脂肪转换及氧化应激等［４，２１］。 在肝细胞中，靶向抑

制 ＦＯＸＯ１ 可以改善非酒精性脂肪性肝病小鼠的脂

质积累［２２－２３］。 ＦＯＸＯ１ 的激活将脂肪酸转移酶 ＣＤ３６
募集到细胞质膜，并增加脂肪酸的摄取和氧化［２４］。
过表达的 ＦＯＸＯ１ 通过升高血糖水平、产生炎症因子

（白介素⁃１β、白介素⁃６ 等）来加速胰岛素抵抗的产

生，同时通过调控固醇 调 节 元 件 结 合 蛋 白⁃１Ｃ
（ＳＲＥＢＰ⁃１Ｃ）及载脂蛋白 Ｃ⁃Ⅲ（ＡｐｏＣ⁃Ⅲ）影响脂质

水平［２５－２７］。 近期研究发现 ＦＯＸＯ１ 还与下丘脑中的

瘦素受体及胰岛素受体互相作用，增加食物摄入并

导致肥胖， 也有可能参与到下丘脑炎症中［２８］。
ＰＤＫ４ 是催化丙酮酸生成乙酰辅酶 Ａ 的关键，促进

脂肪酸的合成［２９］。 目前研究均认可抑制 ＰＤＫ４ 可

缓解肝细胞内脂滴聚集及血清中血脂升高等情

况［３０－３１］。 本研究结果显示，健脾化痰方能抑制卵巢

组织中的 ＦＯＸＯ１ 和 ＰＤＫ４ 的表达，提示其改善脂代

谢的作用可能与 ＦＯＸＯ１ ／ ＰＤＫ４ 信号通路相关。
综上所述，健脾化痰方治疗 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 的作用机

制可能是通过抑制 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 大鼠卵巢组织中的

ＦＯＸＯ１ ／ ＰＤＫ４ 信号通路，减轻胰岛素抵抗，改善脂

代谢，调节性激素水平。 本研究结果可为健脾化痰

方治疗 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 提供科学依据，但由于 ＰＣＯＳ⁃ＩＲ 发

８５４
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病机制复杂，而中药复方治疗疾病具有多途径、多
靶点的特性，其背后所涉及的分子机制及治疗过程

中的关键靶点还有待进一步深入研究。
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