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［基金项目］国家自然科学基金（８１６６０８１３）。
Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１６６０８１３）．
［作者简介］刘自钰，女，在读硕士研究生，研究方向：中西药和干细胞改善生殖障碍疾病。 Ｅｍａｉｌ：１４７０９５３９２９６＠ １６３． ｃｏｍ
［通信作者］马会明，男，博士，教授，硕士生导师，研究方向：中西药和干细胞改善生殖障碍疾病。 Ｅｍａｉｌ：ｍｈｍ２８９＠ ｎｘｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

基于网络药理学探讨月见草油改善多囊卵巢综合征
大鼠主动脉内皮损伤的机制研究

刘自钰１ ，惠亮２ ，马文欣１ ，刘畅１ ，虎娜１ ，赵帅１ ，陈冬梅３ ，杨丽４ ，
蒲静１ ，穆胜２ ，马会明１∗

（１． 宁夏医科大学生育力保持教育部重点实验室，银川　 ７５０００４；２． 宁夏医科大学中医学院，
银川　 ７５０００４；３． 宁夏医科大学总医院宁夏干细胞与再生医学重点实验室，银川　 ７５０００３；

４． 宁夏医科大学实验动物中心，银川　 ７５０００４）

　 　 【摘要】 　 目的　 基于网络药理学和体内实验探究月见草油（ｅｖｅｎｉｎｇ ｐｒｉｍｒｏｓｅ ｏｉｌ，ＥＰＯ）对多囊卵巢综合

征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＣＯＳ）大鼠主动脉血管内皮损伤的改善作用机制。 方法　 通过网络药理学技术

预测 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉内皮损伤可能的靶点，并且通过实验对筛选出的核心靶点及通路进行验证。
５８ 只雌性 ＳＤ 大鼠随机分为：空白对照组（１０ 只）、造模组（４８ 只）；空白对照组给予正常饮食，造模组给予高

脂饮食 ８ 周，第 ６ 周联合来曲唑（１ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ））灌胃 ２１ ｄ 进行 ＰＣＯＳ 模型制备，造模结束尾静脉取血，收集血

清检测激素水平后，模型大鼠随机分为 ４ 组，给予相应药物灌胃治疗 ６ 周。 给药结束后收集大鼠血液、血管及

卵巢组织。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察组织形态，ＥＬＩＳＡ 检测血清中促黄体生成素（ＬＨ）、睾酮（Ｔ）、促卵泡激

素（ＦＳＨ）、内皮素（ＥＴ⁃１）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ⁃α）水平，分光光度法测定大鼠血清中一氧化氮（ＮＯ）水平。
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 及免疫组织化学法（ＩＨＣ）分别检测核心靶点与 ＲＡＳ 通路相关因子等蛋白表达水平。 结果　 网络

药理学分析得到 ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 交集靶点 ２５ 个，ＫＥＧＧ 结果显示 ＥＰＯ 通过肾素⁃血管紧张素通路（ ｒｅｎｉｎ⁃
ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＲＡＳ）等多条通路改善 ＰＣＯＳ 大鼠血管损伤。 与模型组相比，ＥＰＯ 低、高剂量组血清中

ＴＮＦ⁃α、ＦＳＨ、ＬＨ 以及 Ｔ 含量均有所下降，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＥＰＯ 低、高剂量组主动脉 Ａｎｇ Ⅰ、
ＶＥＧＦ⁃Ｂ、ＡＴ２Ｒ、ＥＴ⁃１ 和 ＴＮＦ⁃α 蛋白表达量显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ａｎｇ Ⅱ、ＣＤ３１ 蛋白显著升高，差异具有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＥＰＯ 高剂量组 ｅＮＯＳ 蛋白显著升高，差异具有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论　 ＥＰＯ 可能通过抑制

ＲＡＳ 信号通路 ＡＣＥ ／ Ａｎｇ Ⅱ ／ ＡＴ１ 轴过度活化改善 ＰＣＯＳ 模型大鼠血管内皮损伤。
【关键词】 　 多囊卵巢综合征；肾素⁃血管紧张素通路；主动脉内皮损伤；月见草油；网络药理学
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ａｎｄ Ｔ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ＥＰＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）． ＥＰＯ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｎｇⅠ， ＶＥＧＦ⁃Ｂ， ＡＴ２Ｒ， ＥＴ⁃１， ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ｔｈｅ ａｏｒｔａ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａｎｇ Ⅱ， ＣＤ３１， ａｎｄ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＮＯ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＥＰＯ ｍａｙ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＰＣＯＳ ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ＲＡＳ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｂｙ ｏｖｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＣＥ ／ Ａｎｇ Ⅱ ／ ＡＴ１ ａｘｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｒｅｎｉｎ⁃ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ； ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ； ｅｖｅｎｉｎｇ
ｐｒｉｍｒｏｓｅ ｏｉｌ； ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 多囊卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＣＯＳ）是一种影响内分泌和激素代谢的生殖系统

相关疾病，好发于 １８ ～ ４５ 岁育龄女性［１］，ＰＣＯＳ
患者大多激素紊乱，产生不孕、肥胖、月经紊乱以

及多毛和痤疮等症状［２］，且在疾病初期心血管受
累［３］，ＰＣＯＳ 所具备的高雄激素血症、胰岛素抵抗

以及脂代谢异常等现象与血管内皮损伤有

关［４－５］。 内皮损伤主要表现在一氧化氮 （ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ，ＮＯ）和内皮素⁃１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ⁃１，ＥＴ⁃１）表达失

衡［６］。 研究显示 ＰＣＯＳ 患者的内皮损伤是一个长
期演变的过程［７］，血管内皮损伤主要由血管活性

物质、氧化应激、炎症反应及凝血系统失衡等因

素引起［８］。 中草药中的一些有效成分可以通过

减少 ＮＯ 的含量，缓解机体长期的氧化应激以达

到改善血管内皮损伤的目的［９－１０］。
月见草油（ｅｖｅｎｉｎｇ ｐｒｉｍｒｏｓｅ ｏｉｌ，ＥＰＯ）属于月

见草种子提取物，富含亚麻酸。 ＥＰＯ 的降血脂及

降胆固醇等功效对保护心血管功能具有明显作

用［１１］，常制备为胶囊用于心血管疾病的临床治

疗［１２］。 ＰＣＯＳ 常 伴 随 肾 素⁃血 管 紧 张 素 系 统

（ｒｅｎｉｎ⁃ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）过度激活［１３］，已证
实内皮损伤与 ＲＡＳ 密切相关［１４］。 ＥＰＯ 也可用于

治疗女性的经前症候群以及更年期综合症、潮热

等［１５－１７］生殖相关疾病。 因此，本研究建立 ＰＣＯＳ
大鼠模型［１８］，探讨 ＥＰＯ 是否可以通过 ＲＡＳ 信号

通路改善 ＰＣＯＳ 模型大鼠主动脉内皮损伤，以期

５２３
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为 ＥＰＯ 应用于临床前预防 ＰＣＯＳ 患者心血管疾

病相关研究提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

雌性 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ５８ 只，８ 周龄，体质量

１８０ ～ ２００ ｇ，购买于宁夏医科大学实验动物中心

【ＳＣＸＫ（宁）２０２０⁃０００１】，饲养于宁夏医科大学实

验动物中心动物实验室【ＳＹＸＫ（宁）２０２０⁃０００１】。
大鼠饲育条件为：相对温度 ２３ ～ ２５ ℃、相对湿度

４０％ ～ ７０％、通风良好，自由采食以及饮水，１２ ｈ
昼夜交替循环。 本实验研究方案经过宁夏医科

大学实验动物伦理委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃ＮＹＬＡＣ⁃
２０２０⁃１４３）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

月见草油胶丸（青岛双鲸药业股份有限公

司，Ｈ３７０２３１６０）；芙瑞来曲唑片（江苏恒瑞医药股

份有限公司，Ｈ１９９９１００１）；格华止盐酸二甲双胍

片（中美上海施贵宝制药有限公司，Ｈ２００２３３７１）；
血管紧张素Ⅰ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅰ，Ａｎｇ Ⅰ）（北京博奥

森生物技术有限公司，ｂｓ⁃０８００Ｒ）；血管紧张素受

体 ２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＡＴ２Ｒ）（北京博奥森生

物技术有限公司， ｂｓ⁃０４３８Ｒ）； 血管紧张素 Ⅱ
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ，Ａｎｇ Ⅱ）（武汉博士德生物工程有

限公司， ＢＡ１５３０）；血小板⁃内皮细胞黏附分子

（ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，
ＣＤ３１） （ 北京博奥森生物技术有限公司， ｂｓ⁃
０１９５Ｒ；艾比玛特医药科技 （上海） 有限公司，
ＴＡ６１９１Ｓ ）； 血 管 内 皮 生 长 因 子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ⁃Ｂ ） （ ｓａｎｔａ ｃｒｕｚ
ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｓｃ⁃８０４４２）；ＧＡＰＤＨ（兰博利德生物

技术有限公司，Ｇ１１００）；ＥＴ⁃１（万类生物科技有限

公 司， ＷＬ０２７８０ ）； 内 皮 型 一 氧 化 氮 合 酶

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ） （万类生

物科技有限公司， ＷＬ０１７８９）； 肿瘤坏死因子

（ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ⁃α）（艾博抗贸易有限

公司，ａｂ６６７１）；β⁃ａｃｔｉｎ（兰博利德生物技术有限公

司，Ａ１１０１）；促黄体生成素（ ｌｕｔｅｉｎｉｓｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，
ＬＨ），（博研生物科技有限公司，ＢＹ⁃ＥＲ３３８３２０）；
睾酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ），（博研生物科技有限公司，
ＢＹ⁃ＥＲ３３０７７３）；促卵泡激素 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ

ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）， （博研生物科技有限公司，ＢＹ⁃
ＥＲ３３８３１０）；ＴＮＦ⁃α（晶美生物科技有限公司，ＪＭ⁃
５３６３Ｈ２）；ＥＴ⁃１ （晶美生物科技有限公司， ＪＭ⁃
０１９６６Ｒ２）。

动物无创血压测试系统（ＢＰ⁃６，成都泰盟科

技有限公司）；蛋白电泳仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
正置光学显微镜（德国 ＬＥＩＣＡ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 网络药理学研究方法

（１）ＥＰＯ 活性成分及 ＰＣＯＳ 相关基因的收集

与筛选：以 “月见草油” 为关键词， 通过检索

ＴＣＭＳＰ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｌｄ． ｔｃｍｓｐ⁃ｅ． ｃｏｍ ／ ｔｃｍｓｐ．
ｐｈｐ ）、 ＴＣＭＩＤ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｄｄ． ｇｒｏｕｐ ／
ＴＣＭＩＤ ／ ）、ＨＥＲＢ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｅｒｂ． ａｃ． ｃｎ ／ ）以
及中国知网、ＰｕｂＭｅｄ 等网站获取 ＥＰＯ 的化学成

分。 使用 Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． Ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）获取 ＥＰＯ 成分的

作用靶点。 以“多囊卵巢综合征”为关键词检索

ＧＥＯ 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｇｅｏ ／ ）获取数据集 ＧＳＥ９８５９５ 平台 ＧＰＬ６２４４ 信息，
利用 ＧＥＯ２Ｒ 进行分析得到 ＰＣＯＳ 差异表达基因。

（２）ＥＰＯ 和 ＰＣＯＳ 交集靶点的获取：将 ＥＰＯ
活性成分作用相关靶点与 ＰＣＯＳ 潜在靶点取交集

获得共同靶点，作为 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉

血管功能障碍的关键靶点。 使用 Ｄｒａｗ Ｖｅｎｎ
ｄｉａｇｒａｍｓ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／
ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ Ｖｅｎｎ ／ ）获得 ＥＰＯ、ＰＣＯＳ 交集靶点。

（３）蛋白质⁃蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络构建及核心查找：将 ＥＰＯ 成

分靶点与 ＰＣＯＳ 交集靶点基因导入 ＳＴＲＩＮＧ 网站

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ），设置如下：蛋白种类

为“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”，将 ｍｉｎｉｍｕｍ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｓｃｏｒｅ 选择为 ｈｉｇｈｅｓｔ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ（０􀆰 ９００），同时去除

游离节点，在线预测各基因间的相互联系。 使用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 中 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件对 ＰＰＩ 网络

进行可视化，然后根据度值大小筛选核心靶点。
（４）基因本体（ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能及京

都基因与基因组百科全书（ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析：使用 Ｒ
４􀆰 ４􀆰 １ 及 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｐｒｏｆｉｌｅｒ 包 ３􀆰 １９ 对 ＥＰＯ 改善

ＰＣＯＳ 患者血管损伤的关键靶点基因分别进行

ＧＯ 生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、分子功能

６２３
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（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ＭＦ） 和细胞 成 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ） 分析和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分

析，借助 ｇｇｐｌｏｔ２ 包 ３􀆰 ５􀆰 １ 进行可视化处理。
（５）分子对接：利用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／

ｗｗｗ． ｕｎｉｐｒｏｔ． ｏｒｇ ／ ） 检索月见草核心成分 ２Ｄ 结

构，使用 Ｃｈｅｍ ３Ｄ １４􀆰 ０􀆰 ０􀆰 １７ 软件绘制 ３Ｄ 结构并

优化能量，利用 ＲＣＳＢＰＤＢ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒｃｓｂ． ｏｒｇ ／ ） 下载核心蛋白 ３Ｄ 结构，使用 Ｐｙｍｏｌ
３􀆰 １􀆰 ３ 软件去除水分子及配体生成 ＰＤＢ 文件，使
用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ｖｉｎａ １１２ ｗｉｎ３２ 软件［１９］ 进行分子

对接。
１􀆰 ２􀆰 ２　 体内实验方法

（１）ＰＣＯＳ 模型大鼠制备：５８ 只雌性 ＳＤ 大鼠

适应性饲养 １ 周后随机分为：空白对照组（１０ 只）
和造模组（４８ 只）；空白对照组给予正常饮食，造
模组给予高脂饲料（蛋白质 ２３􀆰 ７％、碳水化合物

４１􀆰 ４％、脂肪 ２３􀆰 ６％） ８ 周，第 ６ 周联合来曲唑

（１ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）） 灌胃 ２１ ｄ 进行 ＰＣＯＳ 模型制

备［２０］，空白对照组给予等量生理盐水灌胃 ２１ ｄ。
造模结束尾静脉取血，收集血清检测生殖激素水

平，初步鉴定模型制备成功。
（２）分组及给药：生殖激素水平分析后选取

成模大鼠随机分为 ４ 组，每组剔除 ２ 只偏差较大

的模型大鼠（每组 １０ 只），给予相应药物灌胃治

疗 ６ 周。 剂量如下：对照组（等量 １％纤维素钠溶

液）；模型组（等量 １％纤维素钠溶液）；阳性药物

组（按 ０􀆰 １ ｇ ／ （ｋｇ·ｄ）二甲双胍溶于 １％纤维素钠

溶液）；ＥＰＯ 低剂量组（按 ０􀆰 ３ ｇ ／ （ ｋｇ·ｄ） ＥＰＯ 溶

于 １％纤维素钠溶液）；ＥＰＯ 高剂量组（按 ０􀆰 ６ ｇ ／
（ｋｇ·ｄ） ＥＰＯ 溶于 １％纤维素钠溶液）。 以上药物

给药剂量根据动物与成人每千克体质量折算系

数来计算。
（３）大鼠体质量监测：分别于造模前 １ 周及

造模后每 ７ ｄ 于 ８ ∶００ ～ ８ ∶３０ 称量体质量并记录，
观察体质量变化。

（４）血压指标监测：将大鼠固定于大鼠固定

器中，使其尾巴暴露于固定器之外，将加压感应

器环套于大鼠尾巴根部近心端，待大鼠安静后使

用无创血压计测量大鼠清醒血压。 造模给药前 １
周，每天 ８ ∶００ 检测血压，使大鼠适应血压测量。
造模给药后每隔 ７ ｄ 测量血压直至 ＥＰＯ 治疗结

束，每只大鼠测量 ３ 次取平均值。

（５）血清指标检测：治疗结束后，禁食 １２ ｈ 后

心脏采集血液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，并分离血

清，采 用 酶 联 免 疫 吸 附 实 验 （ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测定 ＦＳＨ、ＬＨ、ＥＴ⁃１
含量；分光光度法（５４０ ｎｍ 测定吸光值）测定 ＮＯ
含量。

（６）苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察组织形态学

变化：血液采集结束后取大鼠主动脉（主动脉根

部至髂总动脉分叉处）及同侧卵巢于 ４％多聚甲

醛中固定，另一侧卵巢于液氮冷冻后进行后续实

验。 将 ４％多聚甲醛固定后的组织，常规脱水、透
明、石蜡包埋，将制备好的石蜡切片（厚度 ４ ～
６ μｍ）进行 ＨＥ 染色（苏木素 ４ ｍｉｎ，伊红 １ ｍｉｎ），
光镜下观察主动脉形态变化、卵巢卵泡发育情况

并进行卵泡计数［２１］。
（７）免疫组织化学法（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

ＩＨＣ）检测血管组织相关因子蛋白：组织石蜡切片

进行烤片、脱蜡、水化，进行抗原修复后，一抗

（Ａｎｇ Ⅰ、ＶＥＧＦ⁃Ｂ、ＡＴ２Ｒ、Ａｎｇ Ⅱ、ＣＤ３１ 抗体浓度

均为 １ ∶ ２５０）４ ℃孵育过夜，次日孵育二抗后进行

显色，苏木素复染、分化、返蓝后脱水封片，光学

显微镜下进行观察。
（８）Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测血管组织相关因子蛋

白表达：提取各组大鼠主动脉的总蛋白，ＢＣＡ 法

测定蛋白浓度，蛋白变性后经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转
膜，一抗（ＧＡＰＤＨ、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体浓度为 １ ∶ ８０００，
目的蛋白抗体浓度均为 １ ∶ １０００）４ ℃孵育过夜，
二抗（１ ∶ ２０ ０００）常温孵育 ２ ｈ。 使用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 化

学发光仪曝光 ＰＶＤＦ 膜上各条带，Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ５４ ｈ
软件分析、计算各条带的相对灰度值，用以表示

相关蛋白的相对表达量。
１􀆰 ３　 统计学分析

用统计软件 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 计量数据以平均值 ±
标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较用单因素方差分

析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统

计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＥＰＯ 活性成分及靶基因的收集与筛选

通过各数据库及检索到的 ＥＰＯ 相关文献，共
收集到 ＥＰＯ 相关化学成分 ３８ 个，去除不规范名

称、Ｓｗｉｓｓ Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 平台无法识别信息的数

７２３
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注：Ａ：ＰＣＯＳ 患者与正常人群差异基因火山图；Ｂ：ＥＰＯ 和 ＰＣＯＳ 相关共同靶基因 Ｖｅｎｎ 图。

图 １　 ＰＣＯＳ 差异基因以及与 ＥＰＯ 交集靶点

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｖｏｌｃａｎｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＰＣＯＳ ｖｅｒｓｕｓ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌｓ． Ｂ． Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
ＥＰＯ ａｎｄ ＰＣＯＳ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＰＣＯＳ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｉｔｈ ＥＰＯ

图 ２　 ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 的“活性成分⁃靶点”拓扑网络

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 “Ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ⁃ｔａｒｇｅｔ” ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＥＰＯ ａｎｄ ＰＣＯＳ

据后，得到 ３４ 个 ＥＰＯ 有效成分，并且获得 ＥＰＯ
有效成分的预测靶标 ４７９ 个，ＧＳＥ９８５９５ 数据集获

得 ＰＣＯＳ 患者与正常人群差异基因 ３０４ 个，差异

基因火山图如图 １Ａ 所示。 将以上数据上传 Ｄｒａｗ
Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ．

ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ Ｖｅｎｎ ／ ）得到 ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 之间交集

靶点 ２４ 个，绘制 Ｖｅｎｎ 图，如图 １Ｂ 所示。
２􀆰 ２　 构建“活性成分⁃靶点”拓扑网络

将得到的药物⁃疾病共有靶点导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 １０􀆰 ２ 软件构建“活性成分⁃靶点”网络图，如图 ２

８２３



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ３ 月第 ３３ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ３

所示。 图中共有节点 ５２６ 个，边 ２１４６ 条，利用

ＣｙｔｏＮＣＡ 插件计算 ｄｅｇｒｅｅ 值，ｄｅｇｒｅｅ 值前 １０ 的

ＥＰＯ 活性成分如表 １ 所示，其中度值最高的有效

活性成分依次是辛酸乙酯、亚油酸甲酯、γ⁃亚麻酸

甲酯、亚油酸，提示其为该网络关键的有效活性

成分，推测在 ＥＰＯ 干预 ＰＣＯＳ 的过程中可能发

挥着重要作用。 从网络图中可以看出，部分活

性成分具有相同靶点，说明各有效成分具有协

同作用。

２􀆰 ３　 ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 交集靶点 ＰＰＩ 网络分析

采用 ＥＰＯ 和 ＰＣＯＳ 的共同靶点构建 ＰＰＩ 网

络图，如图 ３Ａ 所示，通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 １０􀆰 ２ 中的

ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件，进行拓扑学参数筛选，以 ｄｅｇｒｅｅ
值排序得到核心靶点 ２５ 个：ＴＮＦ、ＥＧＦＲ、ＡＫＴ１、
ＰＴＥＮ、 ＨＲＡＳ、 ＭＡＰＫ１、 ＫＲＡＳ、 ＩＣＡＭ１、 ＮＲＡＳ、
ＫＤＲ、ＭＣＬ１、 ＢＲＡＦ、ＭＡＰ２Ｋ２、ＭＡＰ２Ｋ１、 ＦＧＦＲ１、
ＰＤＧＦＲＡ、 ＡＣＥ、 ＰＴＰＲＦ、 ＨＳＰＡ１Ａ、 ＣＤ８１、 ＡＣＥ２、
ＮＯＳ２、ＮＲ４Ａ１、ＮＡＡＡ、ＭＧＬＬ，如图 ３Ｂ 所示。

注：Ａ：ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 的共同靶点 ＰＰＩ 网络；Ｂ：ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 的核心靶点。

图 ３　 ＥＰＯ 与 ＰＣＯＳ 靶点

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ＥＰＯ ａｎｄ ＰＣＯＳ． Ｂ． Ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ＥＰＯ ａｎｄ ＰＣＯＳ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＥＰＯ ａｎｄ ＰＣＯＳ ｔａｒｇｅｔｓ

表 １　 Ｄｅｇｒｅｅ 值前 １０ 的 ＥＰＯ 活性成分

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｐ １０ ＥＰＯ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｅｇｒｅｅ ｖａｌｕｅｓ
度值
Ｄｅｇｒｅｅ

名称
Ｎａｍｅ

１３３ 辛酸乙酯
Ｅｔｈｙｌ ｏｃｔａｎｏａｔｅ

１３１ 亚油酸甲酯
Ｍｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅａｔｅ

１２５ γ⁃亚麻酸甲酯
Ｍｅｔｈｙｌ γ⁃ｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ

１２３ 亚油酸
Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ

１１９ γ⁃亚麻酸
γ⁃ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ

１１９ 棕榈油酸乙酯
Ｅｔｈｙｌ ｐａｌｍｉｔｏｌｅａｔｅ

１１８ 亚麻醇
Ｌｉｎｓｅｅｄ ａｌｃｏｈｏｌ

１１５ 癸酸乙酯
Ｅｔｈｙｌ ｄｅｃａｎｏａｔｅ

１１４ 亚油酸乙酯
Ｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅａｔｅ

１０６
棕榈油酸甲酯

Ｍｅｔｈｙｌ ｐａｌｍｉｔｏｌｅａｔｅ

２􀆰 ４　 关键靶点基因 ＧＯ 功能及 ＫＥＧＧ 富集分析

在 ＧＯ 富集分析结果中，ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大

鼠主动脉血管功能障碍从 ＢＰ 方面主要富集到上

皮细胞增殖的正向调控、上皮细胞增殖的调节、
内皮细胞增殖的调节等方面；在 ＭＦ 方面涉及生

长因子结合、Ｇ 蛋白偶联受体活性等方面；在 ＣＣ
方面富集到膜筏等。 结果按照排序选取前 ３０ 条，
如图 ４ 所示。

对 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉血管功能障

碍的关键靶点基因进行 ＫＥＧＧ 通路分析，得到

２６１ 条信号通路，排序前 ３０ 的核心通路如图 ５ 所

示。 主要富集在丝裂原活化蛋白酶 （ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ，ＭＡＰＫ）、ＲＡＳ、表皮生长因子受

体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ ） 等

通路。
２􀆰 ５　 分子对接

为进一步验证 ＥＰＯ 干预 ＰＣＯＳ 的分子机制，
利用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库检索 ＥＰＯ 核心成分 ２Ｄ 结构，

９２３
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图 ４　 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉内皮损伤关键靶点的 ＧＯ 分析（前 ３０）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＥＰＯ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＰＣＯＳ ｒａｔｓ （ｔｏｐ ３０）

使用 Ｃｈｅｍ３Ｄ １４􀆰 ０􀆰 ０􀆰 １７ 软件绘制 ３Ｄ 结构并运

行使其能量最小化，利用 ＲＣＳＢＰＤＢ 数据库下载

核心蛋白 ３Ｄ 结构，使用 Ｐｙｍｏｌ ３􀆰 １􀆰 ３ 软件去除水

分子及配体生成 ＰＤＢ 文件，使用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ｖｉｎａ
１􀆰 ２􀆰 ５ 软件通过对核心靶点 ＴＮＦ⁃α、 Ａｎｇ Ⅰ、

Ａｎｇ Ⅱ与 ｄｅｇｒｅｅ 值前 ４ 的有效活性成分辛酸乙

酯、亚油酸甲酯、γ⁃亚麻酸甲酯、亚油酸进行分子

对接，如图 ６ 所示，预测小分子配体和蛋白受体结

合模式并估算结合强弱，表 ２ 所示为 ＥＰＯ 治疗

ＰＣＯＳ 的关键活性成分与目标靶点的结合能。

０３３
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图 ５　 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉内皮损伤关键靶点的 ＫＥＧＧ 分析（前 ３０）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ＥＰＯ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ

ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＰＣＯＳ （ｔｏｐ ３０）

表 ２　 ＥＰＯ 治疗 ＰＣＯＳ 的关键活性成分与目标靶点的结合能

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ｋｅｙ ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ＥＰＯ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＰＣＯＳ ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ｔａｒｇｅｔｓ

ＥＰＯ 主要成分
ＥＰＯ ｍａｉｎ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

结合能 ／ （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）
Ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ／ （ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

ＴＮＦ⁃α Ａｎｇ Ⅰ Ａｎｇ Ⅱ
辛酸乙酯 Ｅｔｈｙｌ ｏｃｔａｎｏａｔｅ －４􀆰 ０ －４􀆰 ６ －４􀆰 ５

亚油酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｌｉｎｏｌｅａｔｅ －４􀆰 ０ －４􀆰 ４ －５􀆰 ４
γ⁃亚麻酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ γ⁃ｌｉｎｏｌｅｎａｔｅ －４􀆰 ５ －５􀆰 ２ －５􀆰 ２

亚油酸 Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ －３􀆰 ９ －４􀆰 ０ －５􀆰 ３

２􀆰 ６　 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢病理改变

如图 ７、表 ３ 所示，对照组大鼠卵巢 ＨＥ 染色

后在光镜下观察，见发育时期不同的初级卵泡、
次级卵泡、黄体。 与对照组比较，模型组大鼠卵

巢内初级卵泡数目及成熟卵泡数目降低，囊状卵

泡数增多，卵泡内放射冠消失，颗粒细胞层数减

少，符合临床患者指征。 ＥＰＯ 低、高剂量组及阳

性药物组初级卵泡及成熟卵泡数目增加，囊状卵

泡数目减少，均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），提示

造模成功，ＥＰＯ 可有效改善卵巢结构紊乱。

２􀆰 ７　 ＥＰＯ 对 ＰＣＯＳ 大鼠体质量及大鼠血压的

影响

２􀆰 ７􀆰 １　 ＥＰＯ 对大鼠体质量的影响

如表 ４ 所示，与对照组比较，模型组体质量在

ＥＰＯ 治疗前升高，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０１）；
与模型组比较，阳性药物组、ＥＰＯ 低剂量组、ＥＰＯ
高剂量组在治疗前体质量，无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；治疗后 ＥＰＯ 低剂量组、ＥＰＯ 高剂量组体

质量较模型组均有所下降，具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；阳性药物组体质量较模型组有所下降，具
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图 ６　 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉损伤关键靶点与 ＴＮＦ⁃α、Ａｎｇ Ⅱ分子对接

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＥＰＯ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ｋｅｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｉｔｈ ＴＮＦ⁃α， Ａｎｇ Ⅱ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＰＣＯＳ

注： ：初级卵泡； ：次级卵泡； ：黄体；↑：囊状卵泡。

图 ７　 各组大鼠单侧卵巢 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． ． Ｐｒｉｍａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅ． ． Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅ． ． Ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅｕｍ． ↑． Ｃｙｓｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｕｎｉｌａｔｅｒａｌ ｏｖａｒｉａｎ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ７􀆰 ２　 ＥＰＯ 对收缩压的影响

如表 ５ 所示，治疗后与对照组比较，模型组收

缩压明显升高，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；与模

型组比较，阳性药物组、ＥＰＯ 低剂量组、ＥＰＯ 高剂

量组治疗前收缩压，无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；给
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 ＥＰＯ 对各组大鼠卵泡数量的影响（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＰＯ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

各级卵泡总数数量 ／ 个
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ／ ｐｃｓ

初级卵泡数量 ／ 个
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ／ ｐｃｓ

囊状卵泡数量 ／ 个
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｙｓｔｉｃ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ／ ｐｃｓ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １４􀆰 ４０ ± １􀆰 ２６∗∗ １２􀆰 ００ ± ０􀆰 ９４∗∗ ３􀆰 ８０ ± １􀆰 １４∗∗

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ７０ ± １􀆰 １６ ３􀆰 ５０ ± ０􀆰 ７１ １２􀆰 ６０ ± １􀆰 ５８＃＃

阳性药物组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １０􀆰 ６０ ± １􀆰 ４３∗∗＃＃ ６􀆰 ９０ ± ０􀆰 ８８∗∗＃＃ ３􀆰 ６０ ± ０􀆰 ５２∗∗

ＥＰＯ 低剂量组 ＥＰＯ ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ９０ ± ０􀆰 ７４∗∗＃＃ ７􀆰 ２０ ± ０􀆰 ６３∗∗＃＃ ３􀆰 ５０ ± ０􀆰 ６３∗∗

ＥＰＯ 高剂量组 ＥＰＯ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ５０ ± ０􀆰 ８５∗∗＃＃ ６􀆰 ６０ ± １􀆰 ４３∗∗＃＃ ３􀆰 ２０ ± ０􀆰 ６３∗∗

注：与对照组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

表 ４　 ＥＰＯ 对各组大鼠体质量的影响（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｇ）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＰＯ ｏｎ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｇ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

初始体质量
Ｉｎｉｔｉａｌ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ

治疗前体质量
Ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ

治疗后体质量
Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １７８􀆰 ００ ± ５􀆰 ２６ ４５２􀆰 ００ ± ５􀆰 ２３∗∗ ５７０􀆰 ００ ± ４􀆰 １４∗∗

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １８０􀆰 ００ ± ４􀆰 ６７ ４７２􀆰 ００ ± ２􀆰 ８７＃＃ ５９２􀆰 ００ ± ２􀆰 ８７＃＃

阳性药物组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １８１􀆰 ００ ± ６􀆰 ０２ ４６３􀆰 ００ ± ５􀆰 ７５＃ ５８２􀆰 ００ ± ３􀆰 ０９∗＃

ＥＰＯ 低剂量组 ＥＰＯ ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １７９􀆰 ００ ± ５􀆰 ５７ ４６９􀆰 ００ ± ２􀆰 ４２＃＃ ５７８􀆰 ００ ± ３􀆰 ６７∗∗

ＥＰＯ 高剂量组 ＥＰＯ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ １７７􀆰 ００ ± ８􀆰 ９０＃ ４６７􀆰 ００ ± ３􀆰 ２３＃＃ ５７８􀆰 ００ ± ４􀆰 ８７∗∗

注：与对照组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与模型组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

表 ５　 ＥＰＯ 对各组大鼠收缩压的影响（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｍｍＨｇ）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＰＯ ｏｎ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｍｍＨｇ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

初始收缩压
Ｉｎｉｔｉａｌ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

治疗前收缩压
Ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

治疗后收缩压
Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｙｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １２２􀆰 ６０ ± ５􀆰 ２６ １２２􀆰 ７０ ± ６􀆰 ４５∗∗ １２３􀆰 ０７ ± ４􀆰 ０３∗∗

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １２３􀆰 ４４ ± ３􀆰 ６７ １６１􀆰 ０６ ± ５􀆰 ０６＃＃ １６２􀆰 ４２ ± ５􀆰 ５３＃＃

阳性药物组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ １２３􀆰 ３３ ± ３􀆰 ０２ １５８􀆰 ６０ ± ５􀆰 ８７＃＃ １３８􀆰 ７５ ± ５􀆰 ４５∗∗＃

ＥＰＯ 低剂量组 ＥＰＯ ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １２３􀆰 ９０ ± ２􀆰 ５６ １５９􀆰 ２３ ± ５􀆰 ４４＃＃ １１９􀆰 ９６ ± ７􀆰 １７∗∗

ＥＰＯ 高剂量组 ＥＰＯ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ １２３􀆰 ７０ ± ２􀆰 ９０ １５７􀆰 ６０ ± ０􀆰 ８７＃＃ １２６􀆰 ８０ ± ３􀆰 ０９∗∗

药后阳性药物组、ＥＰＯ 低剂量组、ＥＰＯ 高剂量组

收缩压均显著降低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ７􀆰 ３　 ＥＰＯ 对舒张压的影响

如表 ６ 所示，与对照组比较，治疗前模型组舒

张压明显升高，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），与模

型组比较，阳性药物组、ＥＰＯ 低剂量组、ＥＰＯ 高剂

量组舒张压，无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；治疗后阳

性药物组、ＥＰＯ 低剂量组舒张压较模型组均显著

降低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＥＰＯ 高剂量

组舒张压较模型组有所降低，具有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。
２􀆰 ８　 ＥＰＯ 对 ＰＣＯＳ 大鼠血清指标的影响

如表 ７ 所示，与对照组比较，模型组大鼠血清

中 ＦＳＨ、ＬＨ、Ｔ、显著增高，具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与模型组比较，ＥＰＯ 低、高剂量组及阳性

药物组血清中 ＦＳＨ、ＬＨ、Ｔ 均显著降低，具有统计

学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果表明 ＰＣＯＳ 大鼠血

清性激素水平发生紊乱，符合 ＰＣＯＳ 模型激素变

化特征，经过不同剂量的 ＥＰＯ 治疗后性激素水平

恢复。
如表 ８ 所示，与对照组比较，模型组大鼠血清

中 ＴＮＦ⁃α 显著增高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＥＴ⁃１ 增高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＮＯ 显著降低，具有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；与模型组比较，ＥＰＯ 低、高剂量组及阳性

药物组血清中 ＴＮＦ⁃α 均显著降低，具有统计学意

义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＥＰＯ 高剂量组 ＥＴ⁃１ 水平降低（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），ＥＰＯ 低剂量组和阳性药物组 ＥＴ⁃１ 水平

显著降低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＥＰＯ 低、
高剂量组及阳性药物组血清中 ＮＯ 显著升高，具
有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果表明 ＰＣＯＳ
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　 　 　 　 　 　 表 ６　 ＥＰＯ 对各组大鼠舒张压的影响（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｍｍＨｇ）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＰＯ ｏｎ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ （􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０， ｍｍＨｇ）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

初始舒张压
Ｉｎｉｔｉａｌ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

治疗前舒张压
Ｐｒｅ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

治疗后舒张压
Ｐｏｓｔ⁃ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｉａｓｔｏｌｉｃ ｂｌｏｏｄ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８２􀆰 ０９ ± ０􀆰 ２３ ８５􀆰 ４５ ± ９􀆰 ４８∗ ８５􀆰 １０ ± ５􀆰 ４５∗∗

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８９􀆰 ７７ ± ７􀆰 ５２ １０３􀆰 ５６ ± ７􀆰 ８６＃ １０７􀆰 ２５ ± ８􀆰 ８５＃＃

阳性药物组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ９２􀆰 ２１ ± ３􀆰 ５４ ９９􀆰 ３３ ± ８􀆰 ５６ ８５􀆰 ３４ ± ７􀆰 ６６∗∗

ＥＰＯ 低剂量组 ＥＰＯ ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ８６􀆰 ７５ ± ７􀆰 ３３ ９９􀆰 ３０ ± １０􀆰 １６ ７９􀆰 ６０ ± ８􀆰 ２４∗∗

ＥＰＯ 高剂量组 ＥＰＯ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ８６􀆰 ８９ ± ２􀆰 ４１ ９９􀆰 ６３ ± ６􀆰 ７３ ８８􀆰 ６０ ± ５􀆰 ８９∗

表 ７　 ＥＰＯ 对 ＰＣＯＳ 大鼠血清 ＦＳＨ、ＬＨ 和 Ｔ 水平的影响（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＰＯ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＳＨ， ＬＨ ａｎｄ Ｔ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＰＣＯＳ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
组别
Ｇｒｏｕｐｓ ＦＳＨ ／ （ｍＵ ／ ｍＬ） ＬＨ ／ （ｍＵ ／ ｍＬ） Ｔ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０５∗∗ ５􀆰 ３２ ± ０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 １８ ± ０􀆰 ０２∗∗

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 １９ ± ０􀆰 ０３＃＃ １１􀆰 ７６ ± ０􀆰 ０６＃＃ ２􀆰 ７５ ± ０􀆰 ０５＃＃

阳性药物组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０９∗∗＃＃ ８􀆰 ４５ ± ０􀆰 ２２∗∗＃＃ １􀆰 ６３ ± ０􀆰 １０∗∗＃＃

ＥＰＯ 低剂量组 ＥＰＯ ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ９５ ± ０􀆰 １２∗∗＃＃ ９􀆰 ４８ ± ０􀆰 ２４∗∗＃＃ １􀆰 ９４ ± ０􀆰 １４∗∗＃＃

ＥＰＯ 高剂量组 ＥＰＯ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 ９１ ± ０􀆰 １４∗∗＃＃ ９􀆰 ８０ ± ０􀆰 １４∗∗＃＃ １􀆰 ８３ ± ０􀆰 １２∗∗＃＃

表 ８　 ＥＰＯ 对 ＰＣＯＳ 大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、ＮＯ 和 ＥＴ⁃１ 水平的影响（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＰＯ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＮＯ ａｎｄ ＥＴ⁃１ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＰＣＯＳ（􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ １０）
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＮＦ⁃α ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） ＮＯ ／ （μｍｏｌ ／ Ｌ） ＥＴ⁃１ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０９∗∗ １０􀆰 ７２ ± ０􀆰 ９１∗∗ ５８􀆰 ６８ ± ２􀆰 ８１∗

模型组 Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ９８ ± ０􀆰 １１＃＃ ６􀆰 ５５ ± １􀆰 １３＃＃ ６３􀆰 ９５ ± １􀆰 １２＃

阳性药物组 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ３７ ± ０􀆰 ５３∗∗＃＃ １１􀆰 ２３ ± ０􀆰 １５∗∗ ５６􀆰 ７５ ± ０􀆰 １６∗∗

ＥＰＯ 低剂量组 ＥＰＯ ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ６８ ± ０􀆰 ５３∗∗＃＃ １１􀆰 １６ ± ０􀆰 ７２∗∗ ５４􀆰 ６５ ± ０􀆰 ３５∗∗

ＥＰＯ 高剂量组 ＥＰＯ ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ５􀆰 １３ ± ０􀆰 １５∗∗ １３􀆰 ２６ ± ０􀆰 ８４∗∗ ５８􀆰 ０５ ± ０􀆰 ７４∗

大鼠 ＮＯ 与 ＥＴ⁃１ 激素水平失衡，显示 ＰＣＯＳ 大鼠

主动脉血管损伤，经过不同剂量的 ＥＰＯ 治疗后激

素水平恢复，血管损伤得到修复。
２􀆰 ９　 ＥＰＯ 对 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉血管组织形态学

的影响

２􀆰 ９􀆰 １　 ＨＥ 染色结果

由 ＨＥ 染色（图 ８）可见：与对照组比较，模型

组大鼠主动脉血管内皮组织出现凸起与凹陷，且
血管组织的中膜明显增厚，细胞排列紊乱，表明

模型组血管细胞之间生物排列出现了异常；对照

组大鼠主动脉血管结构完整，内皮光滑平整，动
脉中膜平滑肌细胞呈连续的规则排列；阳性药物

组大鼠主动脉中膜细胞排列明显紊乱，ＥＰＯ 低、
高剂量治疗组大鼠的主动脉较 ＰＣＯＳ 模型组大鼠

主动脉，血管内皮的形态得到一定的改善，主动

脉血管内皮组织较为平滑，血管中膜的平滑肌细

胞的排列基本得到恢复。 表明不同剂量的 ＥＰＯ

可以改善 ＰＣＯＳ 大鼠血管形态。
２􀆰 ９􀆰 ２　 ＩＨＣ 检测各组血管内皮相关因子及 ＲＡＳ
通路相关因子表达及定位

由图 ９、 图 １０ 可 知， ＶＥＧＦ⁃Ｂ、 ＡＴ２Ｒ 以 及

Ａｎｇ Ⅱ主要分布在大鼠主动脉中的内皮组织以及

外膜组织中，而主动脉中膜中分布较少；Ａｎｇ Ⅰ
及 ＣＤ３１ 在各组大鼠的主动脉中主要分布于血管

内皮细胞中；经过分析可知：与对照组相比，Ａｎｇ
Ⅰ、ＶＥＧＦ⁃Ｂ、ＡＴ２Ｒ 在模型组大鼠主动脉内皮中高

表达，Ａｎｇ Ⅱ、ＣＤ３１ 在模型组大鼠主动脉内皮中

低表达，均具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；经过不同

剂量的 ＥＰＯ 治疗后均有所恢复。 以上结果表明

经过不同剂量的 ＥＰＯ 治疗后，ＶＥＧＦ⁃Ｂ、ＣＤ３１ 表

达产生相应变化使血管功能损伤有所改善，初步

表明 ＥＰＯ 可以通过影响血管紧张素系统相关蛋

白 Ａｎｇ Ⅰ、Ａｎｇ Ⅱ、ＡＴ２Ｒ 的表达以改善 ＰＣＯＳ 大

鼠主动脉血管损伤。

４３３
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注： ：血管中膜； ：血管内皮。

图 ８　 各组大鼠主动脉形态 ＨＥ 染色

Ｎｏｔｅ． ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｄｉａ． ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｒａｔｓ

注： ：血管中膜； ：血管内皮。

图 ９　 各组大鼠主动脉各因子的阳性表达情况

Ｎｏｔｅ． ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｍｅｄｉａ． ． Ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 １０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组血管相关蛋白表

达量

由图 １１ 可知 ＰＣＯＳ 模型组与对照组相比，
ＥＴ⁃１、ＶＥＧＦ⁃Ｂ 的蛋白表达量均显著上升，具有统

计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＣＤ３１、内皮型一氧化氮合

酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）显著降

低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 经过低、高剂量

的 ＥＰＯ 治疗后，与模型组相比，ＥＴ⁃１、ＶＥＧＦ⁃Ｂ 的

表达量均显著降低，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
ＥＰＯ 高剂量组 ＣＤ３１、ｅＮＯＳ 显著上升，具有统计

图 １０　 各组大鼠主动脉各因子的阳性表达情况统计

Ｆｉｇｕｒｅ １０　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｏｒｔａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＥＰＯ 低剂量组 ＣＤ３１ 显著上

升，具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），表明 ＥＰＯ 可以

改善 ＰＣＯＳ 大鼠的血管内皮细胞增殖，降低内皮

损伤。 经过阳性药物治疗后与模型组相比，阳性

药物组 ＣＤ３１ 的表达量上升，具有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），ｅＮＯＳ 表达量显著上升，具有统计学意义

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＶＥＧＦ⁃Ｂ 的表达量降低，具有统计学

意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＥＴ⁃１ 的表达量显著降低，具有

统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果表明 ＥＰＯ 及

阳性药物二甲双胍可以通过调节 ｅＮＯＳ、ＥＴ⁃１ 的

表达，改善 ＰＣＯＳ 大鼠的血管收缩舒张平衡及血

管内皮细胞增殖，改善内皮损伤。
２􀆰 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组网络药理学核心靶

点及信号通路相关蛋白表达量

由图 １２ 可知 ＰＣＯＳ 模型组与对照组相比

ＴＮＦ⁃α、Ａｎｇ Ⅰ、ＡＴ２Ｒ 的蛋白表达量均显著上升，
具有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ａｎｇ Ⅱ显著降低，具
有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 经过低、高剂量的

ＥＰＯ 治疗后，与模型组相比，ＴＮＦ⁃α、Ａｎｇ Ⅰ、ＡＴ２Ｒ
的表达量均显著降低，具有统计学意义 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），而 Ａｎｇ Ⅱ则显著上升，具有统计学意义（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）。 经过阳性药物治疗后与模型组相比，
Ａｎｇ Ⅰ的表达量有所上升，具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），而 ＡＴ２Ｒ、Ａｎｇ Ⅱ、ＴＮＦ⁃α 的表达量变化无

显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。
综上所述，ＥＰＯ 可以降低 ＰＣＯＳ 大鼠 ＴＮＦ⁃α

的表达，降低炎症水平，并且通过降低 Ａｎｇ Ⅰ、
ＡＴ２Ｒ、ＶＥＧＦ⁃Ｂ 及上升 Ａｎｇ Ⅱ的蛋白表达，改善

６３３
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图 １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组大鼠主动脉血管相关蛋白的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ １１　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｏｒｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

血管内皮收缩舒张平衡以及内皮细胞增殖，达到

有效改善血管内皮功能的目的。

３　 讨论

已有研究显示 ＰＣＯＳ 患者机体内的多条激素

代谢途径均有不同程度的异常［２１］，影响着女性生

殖系统健康［２２］。 ＰＣＯＳ 会影响患者的瘦素代谢，
引起机体的脂代谢异常，脂肪蓄积诱发患者的血

管内皮损伤，进而引发心血管并发症［２３］。 本研究

选用 ＥＰＯ 作为治疗药物，其内含多种活性成分，
包括 ８％ ～ ９％的 γ⁃亚麻酸［２４］，可降低 ＰＣＯＳ 大鼠

的炎症反应［２５］，同时可增加机体对胰岛素的敏感

性，进一步改善高胰岛素血症［２６］，降低诱发 ＰＣＯＳ
心血管疾病的危险。 而 ＥＰＯ 降低 ＰＣＯＳ 大鼠炎

症，改善主动脉内皮损伤的具体机制尚未完全阐

明，故而本研究运用网络药理学及分子对接技术

进行研究，并结合体内实验进行验证。
本研究通过网络药理学构建了 ＥＰＯ“活性成

分⁃靶点”拓扑网络图，其中度值最高的活性成分

依次为辛酸乙酯、亚油酸甲酯、γ⁃亚麻酸甲酯和亚

油酸；使用生物信息学工具筛选得到 “药物⁃疾
病”核心靶点 ２５ 个。 经过对靶点 ＴＮＦ⁃α、Ａｎｇ Ⅰ、
Ａｎｇ Ⅱ与 ｄｅｇｒｅｅ 值前 ４ 的有效活性成分进行分子

对接，预测小分子配体和蛋白受体结合模式并估

算结合强弱。 ＧＯ 富集分析表明 ＥＰＯ 在 ＰＣＯＳ 大

鼠中的作用主要富集到上皮细胞增殖的正向调

控、上皮细胞增殖的调节、内皮细胞增殖的调节

等方 面。 ＫＥＧＧ 富 集 分 析 发 现 靶 点 富 集 于

ＭＡＰＫ、ＲＡＳ、 ＥＧＦＲ 等 通 路。 表 明 ＥＰＯ 治 疗

ＰＣＯＳ 的机制可能与细胞增殖及机体炎症相关，
已有证据表明 ＭＡＰＫ 信号通路的激活与动脉粥

样硬化的形成密切相关，表明该通路与降低炎症

反应，稳定血管增殖有关［２７］。 而 ＲＡＳ 信号通路

与 ＭＡＰＫ 信号通路为 ＶＥＧＦ 下游通路常参与血

管增殖［２８］及改善机体胰岛素抵抗状态［２９］。 基于

网络药理学研究得到 ＥＰＯ 治疗 ＰＣＯＳ 大鼠的核

７３３
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图 １２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测核心靶点及 ＲＡＳ 通路相关蛋白的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ １２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｅ ｔａｒｇｅｔｓ ａｎｄ ＲＡＳ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

心靶点及通路后，进一步进行了体内实验验证

ＲＡＳ 信号通路在 ＥＰＯ 改善 ＰＣＯＳ 大鼠血管损伤

中的作用机制。 在脉管系统中，ＮＯ 与 ＥＴ⁃１ 在血

管内皮细胞中发挥主要作用，二者的相对稳定对

于调节血管收缩、舒张有着重要的作用［３０］，二者

表达失衡通常被认为会导致血管内皮损伤，例如

继发于内皮功能障碍的 ＮＯ 生成减少［３１－３２］，血管

损伤后内皮细胞会分泌过多的内皮素［３３］，破坏血

管调节稳态。 本研究结果显示 ｅＮＯＳ 与 ＣＤ３１ 在

模型组中蛋白低表达，而 ＴＮＦ⁃α、ＥＴ⁃１、ＶＥＧＦ⁃Ｂ
则表达升高，表明 ＰＣＯＳ 大鼠机体的高炎性状态

导致血管收缩、舒张稳态失衡，内皮相关标志物

ＶＥＧＦ⁃Ｂ［３４］、ＣＤ３１［３５］ 表达异常，显示血管内皮损

伤，ＥＰＯ 治疗后 ＴＮＦ⁃α 表达降低，ＰＣＯＳ 大鼠炎症

水平降低，血管 ＥＴ⁃１ 及 ｅＮＯＳ 蛋白表达有所恢

复，以上结果表明月见草治疗后血管功能障碍得

到改善。
脉管系统相关的疾病发生与 ＲＡＳ 通路的激

素分泌水平密切相关［３６］。 ＡＣＥ 作为 ＲＡＳ 系统的

关键酶，参与 ＲＡＳ 系统的多条通路构成。 血液中

含有的内源性的 Ａｎｇ Ⅱ由 ＡＣＥ 转化而来，Ａｎｇ Ⅱ
是 ＲＡＳ 系统的核心效应因子之一［３７］，其主要功

能发挥需要依靠受体 ＡＴ２Ｒ，ＡＴ１Ｒ，而 ＡＴ２Ｒ 的活

化对心血管的生理功能调控有重要意义，Ａｎｇ Ⅱ
作用于 ＡＴ２ 时，可使缓激肽 Ｂ２ 受体、ｅＮＯＳ 激活，
以达到使血管舒张，降低血压的作用效果，同时

还具有部分拮抗 ＡＴ１ 受体的作用［３８］。 研究结果

显示：在 ＰＣＯＳ 模型组大鼠主动脉血管中 ＡＴ２Ｒ
蛋白高表达，ＥＰＯ 治疗后，表达量明显降低，表明

ＰＣＯＳ 大鼠血管存在损伤，ＥＰＯ 治疗后损伤有所

改善。 结合以上数据显示 ＰＣＯＳ 模型大鼠血压升

高，激活 ＡＣＥ ／ Ａｎｇ（１⁃７） ／ Ｍａｓ 轴［３９］，以拮抗 ＲＡＳ
系统的 ＡＣＥ ／ Ａｎｇ Ⅱ ／ ＡＴ１ 轴［４０］过度活化，因此模

型组 Ａｎｇ Ⅰ、ＡＴ２Ｒ 表达［４１］升高以维持血管稳态。
而 ＥＰＯ 的有效成分可以抑制 ＡＣＥ ／ Ａｎｇ Ⅱ ／ ＡＴ１

轴过度活化，因此 ＡＣＥ ／ Ａｎｇ（１⁃７） ／ Ｍａｓ 轴的拮抗
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作用减弱，使 ＡＴ２Ｒ 表达下降至正常水平，Ａｎｇ
Ⅱ［４２］表达上升，激活 ｅＮＯＳ，使 ＥＴ⁃１ 表达下降，以
调节血管收缩、舒张稳态，进而达到改善 ＰＣＯＳ 模

型大鼠血管功能障碍的作用。

４　 结论

综上所述，通过网络药理学筛选到 ＴＮＦ⁃α、
Ａｎｇ Ⅰ、Ａｎｇ Ⅱ等靶点及 ＲＡＳ 信号通路，以 ＲＡＳ
信号通路为切入点。 通过动物实验验证：ＥＰＯ 改

善了大鼠体质量、血压及血清性激素水平以及

ＮＯ、ＥＴ⁃１ 的血清及蛋白表达水平，以调节大鼠血

管收缩舒张平衡，降低血压；降低了 ＰＣＯＳ 大鼠炎

症水平，改善了 ＰＣＯＳ 大鼠主动脉血管内皮损伤，
其作用机制是通过抑制 ＲＡＳ 信号通路 ＡＣＥ ／ Ａｎｇ
Ⅱ ／ ＡＴ１ 轴过度活化，这为 ＥＰＯ 应用于临床前预

防 ＰＣＯＳ 引起的心血管疾病相关研究提供新

思路。
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