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灵术颗粒对多囊卵巢综合征伴胰岛素抵抗大鼠

PI3K/Akt通路的影响*
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  [摘要] 目的 探究灵术颗粒对多囊卵巢综合征(PCOS)伴随胰岛素抵抗大鼠磷脂酰肌醇3-激酶/丝氨酸

激酶(PI3K/Akt)通路的调节作用。方法 选取3周龄雌性SD大鼠,采用注射脱氢表雄酮(DHEA)法进行造

模。给予不同剂量的灵术颗粒进行干预治疗,计算胰岛素抵抗指数(HOMA-IR),RT-qPCR法检测卵巢中磷脂

酰肌醇3激酶(PI3K)、蛋白激酶B(Akt)、糖原合成酶激酶-3β(GSK-3β)、葡萄糖转运蛋白4(GLUT4)mRNA
 

的

相对表达水平,Western
 

blot法检测PI3K、Akt表达水平。结果 与模型对照组相比,灵术颗粒中、高剂量组大

鼠体重明显降低(P<0.05)。灵术颗粒低、中、高剂量组的空腹血糖、空腹胰岛素、HOMA-IR均明显低于模型

对照组,差异有统计学意义(P<0.01)。灵术颗粒中、高剂量组的PI3K、Akt、GSK-3β、GLUT4
 

mRNA相对表

达水平均高于模型对照组(P<0.05)。灵术颗粒低、中、高剂量组卵巢组织中PI3K、Akt相对表达水平高于模

型对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 灵术颗粒可通过提高PI3K、Akt合成,有效改善PCOS大鼠

的胰岛素抵抗状态。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

Lingzhu
 

Granules
 

on
 

the
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway
 

in
 

the
 

rats
 

with
 

polycystic
 

ovary
 

syndrome
 

(PCOS)
 

accompanied
 

by
 

insulin
 

resistance.Methods Fe-
male

 

Sprague-Dawley
 

(SD)
 

rats
 

aged
 

3
 

weeks
 

d
 

old
 

were
 

selected
 

to
 

establish
 

the
 

model
 

by
 

using
 

the
 

DHEA
 

method.
The

 

intervention
 

treatment
 

was
 

administered
 

by
 

different
 

doses
 

of
 

Lingzhu
 

Granules
 

and
 

the
 

homeostasis
 

model
 

as-
sessment

 

of
 

insulin
 

resistance
 

(HOMA-IR)
 

was
 

calculated.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K,Akt,GSK-3β
 

and
 

GLUT4
 

mRNA
 

in
 

the
 

ovaries
 

was
 

detected
 

by
 

RT-PCR.The
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

model
 

control
 

group,the
 

rat
 

body
 

weight
 

in
 

the
 

medium
 

and
 

high
 

doses
 

Lingzhu
 

Granules
 

groups
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05).The
 

fasting
 

blood
 

glucose,fasting
 

insulin
 

and
 

HOMA-IR
 

index
 

in
 

the
 

Lingzhu
 

Granules
 

low,medium
 

and
 

high
 

doses
 

groups
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).The
 

mRNA
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K,Akt,GSK-3β
 

and
 

GLUT4
 

in
 

the
 

Lingzhu
 

Granules
 

medium
 

and
 

high
 

doses
 

groups
 

all
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt
 

in
 

the
 

ovarian
 

tissue
 

in
 

the
 

Lingzhu
 

Granules
 

low,medium
 

and
 

high
 

doses
 

groups
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Lingzhu
 

Granules
 

could
 

effectively
 

improve
 

the
 

insulin
 

resistance
 

status
 

of
 

PCOS
 

rats
 

by
 

enhancing
 

the
 

synthesis
 

of
 

PI3K
 

and
 

Akt.
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  多囊卵巢综合征(polycystic
 

ovarian
 

syndrome,P-
COS)临床表现多样,包括排卵停滞、高雄激素、卵巢多

囊样改变及胰岛素抵抗(insulin
 

resistance,IR)等[1]。IR
是影响PCOS

 

代谢表型的关键因素,同时也可能在推动

PCOS生殖表型方面发挥作用。胰岛素已被证实能够

增加卵泡膜雄激素的生成,并可能通过促使卵泡膜细胞

增殖,介导PCOS中典型的卵巢形态特征[2]。灵术颗粒

作为本院自制的中药制剂,已在PCOS治疗领域应用长

达十余年,该冲剂由淫羊蕾、仙茅、黄芪、鸡血藤等10味

中药组成,其中主药淫羊蕾、仙茅温肾壮阳,现代药理学

研究表明,淫羊蕾能提高机体免疫功能,特别是对肾虚

患者的免疫功能低下有改善作用;仙茅有增加大鼠垂体

前叶、卵巢和子宫等质量,同时可增加下丘脑-垂体-卵
巢促黄体生成作用;当归是补血的要药,当归对子宫的

作用取决于子宫的功能状态而呈双向调节作用[3]。多

年的临床应用表明灵术颗粒能够调节PCOS患者的性

激素水平,尤其在改善IR方面成效显著[4-5]。
磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B(phosphatidyli-

nositol
 

3-kinase/protein
 

kinase
 

B,PI3K/Akt)信号通

路可参与细胞分化、增殖、凋亡等生理过程[6-9]。目前

已有研究证实,PI3K/Akt信号通路参与了由PCOS
导致的IR[10-11]。在胰岛素信号通路中,糖原合成酶激

酶-3β(glycogen
 

synthase
 

kinase-3β,GSK-3β)也是重

要的转导因子之一,在糖尿病研究中已成为较为经典

的信号通路。葡萄糖转运蛋白4(glucose
 

transporter
 

4,GLUT4)是葡萄糖类中重要的转运蛋白,而PI3K/

Akt/GSK-3β
 

信号通路通过调节
 

GLUT4
 

转运,可以

调节糖的代谢[12]。由此,推测灵术颗粒或许是通过

PI3K/Akt通路来缓解PCOS的IR作用。本研究拟

通过检测PI3K/Akt信号通路,深入探讨灵术颗粒改

善PCOS患者IR作用的机制,为该药的科学应用提

供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

实验动物选用3周龄的雌性SPF级SD大鼠,体
质量40~70

 

g,购自南方医科大学实验动物中心,实
验动物生产许可证号为

 

SCXK(粤)2021-0041。本研

究已通过广州中医药大学第二附属医院/广东省中医

院实验动物伦理委员会审批(审批号:2020072)。

1.1.2 试剂与仪器

灵术颗粒(粤药准字为Z20071371,每袋6
 

g),主
要成分包含淫羊藿、仙茅、黄芪、鸡血藤等。实验试剂

有脱氢表雄酮(dehydroepiandrosterone,DHEA,上海

源叶生物科技有限公司)、注射用油(浙江天雨山药用

油有限公司)、二甲双胍(上海施贵宝)。空腹胰岛素

ELISA检测试剂盒(上海酶联生物科技有限公司),抗
体分别为兔抗单克隆抗体(PI3K

 

p85、Akt、GAPDH、

IgG)、HRP偶联的抗生物素二抗(HRP-linked
 

Anti-
body),均购自美国 CST 公司。此外,还有 TRIzol

 

(InvitrogenTM,美国赛默飞世尔公司)、ChamQ
 

Uni-
versal

 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(南京诺唯赞医疗科

技有限公司),引物序列由美国Life
 

Technology公司

合成。见表1。主要实验仪器包括高速匀质仪(法国

Bertin公司)、超微量分光光度计(美国赛默飞世尔公

司),基因扩增仪、荧光定量PCR仪及高灵敏度发光

成像系统,均购自美国Bio-Rad公司。

表1  RT-qPCR
 

引物序列

基因名称 方向 引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

GSK-3β
 

正向 CAC
 

CTG
 

CCC
 

TCT
 

TCA
 

ACT
 

T 161

反向 ATT
 

GGT
 

CTG
 

TCC
 

ACG
 

GTC
 

T

Glut4
 

正向 CCT
 

TTG
 

CAC
 

ACC
 

ACT
 

TCC
 

GA 155

反向 GAG
 

GGG
 

GTT
 

CCC
 

CAT
 

CTT
 

CA

PI3K 正向 GAT
 

TTC
 

GTA
 

TCC
 

ACC
 

TGT
 

CC 222

反向 GCC
 

TCT
 

AAT
 

CTT
 

CTC
 

CCT
 

CT

Akt 正向 GCT
 

CTT
 

CTT
 

CCA
 

CCT
 

GTC
 

TCG 184

反向 CAG
 

CCC
 

GAA
 

GTC
 

CGT
 

TAT
 

CT

β-actin
 

正向 GGA
 

GAT
 

TAC
 

TGC
 

CCT
 

GGC
 

TCC
 

TAG
 

C 155

反向 GGC
 

CGG
 

ACT
 

CAT
 

CGT
 

ACT
 

CCT
 

GCT
 

T
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1.2 方法

1.2.1 构建大鼠PCOS-IR
 

模型

选取3周龄的SPF级雌性SD大鼠,饲养于广州

中医药大学第二附属医院/广东省中医院动物实验中

心屏障环境,室温维持在20~25
 

℃,湿度为40%~
70%,给予普通饲料喂养(参照美国营养学会制定的

93M啮齿类动物饲料配方),自由饮食,12
 

h∶12
 

h昼

夜明暗交替。适应性喂养7
 

d后,采用注射DHEA法

构建PCOS大鼠模型。实验组大鼠腹腔注射DHEA
 

6
 

mg·(100
 

g·d)-1+0.2
 

mL注射用油,而10只对

照组大鼠则注射相应剂量的生理盐水。在连续注射

31
 

d
 

DHEA后,对大鼠进行连续两个性周期的阴道脱

落细胞涂片染色。若阴道上皮细胞出现角化且动情

周期不完整,同时空腹血糖(fasting
 

plasma
 

glucose,

FPG)>7.0
 

mmol/L、随机血糖>11.1
 

mmol/L,则判

定造模成功。本实验共选取50只造模成功的大鼠,
分为模型对照组、西药治疗组、灵术颗粒低剂量组、灵
术颗粒中剂量组和灵术颗粒高剂量组,每组10只。
空白对照组和模型对照组给予0.9%生理盐水,灵术

颗粒 低、中、高 剂 量 组 分 别 给 予 0.392、0.783、

1.566
 

g·(100
 

g·d)-1 的灵术颗粒,西药治疗组中

大鼠给予43
 

mg·(100
 

g·d)-1 二甲双胍溶液,每天

1次,连续灌胃14
 

d。给药剂量为临床成人用药剂量

按人与鼠体表面积比例折算。

1.2.2 大鼠血液标本留取

按0.15
 

mL/100
 

g体重的剂量给予大鼠腹腔注

射3%戊巴比妥钠进行麻醉。待大鼠昏迷后,对其进

行固定,打开腹腔后迅速找出下腔静脉,穿刺抽血5~
7

 

mL,测定血糖值,并分离血清,-80
 

℃冻存备用。
分离出两侧卵巢,用PBS冲洗后,分装于组织冻存管

中,液氮速冻,然后-80
 

℃冻存。

1.2.3 FPG、空腹胰岛素(fasting
 

insulin,FINS)、胰

岛素抵抗指数(homeostasis
 

model
 

assessment
 

of
 

in-
sulin

 

resistance,HOMA-IR)检测

采用血糖仪测定FPG,通过ELISA法检测FINS
水平,并计算 HOMA-IR,计算公式为

 

HOMA-IR
 

=
 

FINS×FPG/22.5。

1.2.4 卵巢组织中PI3K、Akt、GSK-3β及GLUT-4
 

mRNA相对表达水平测定

提取卵巢组织总RNA,运用RT-qPCR法检测胰

岛素 抵 抗 相 关 信 号 分 子 PI3K、Akt、GSK-3β 及

GLUT-4的 mRNA相对表达水平。RT-qPCR反应

条件:95
 

℃预变性30
 

s;95
 

℃变性5
 

s,60
 

℃退火

30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共40个循环;72
 

℃总延 伸

7
 

min;扩增产物在4
 

℃保存。

1.2.5 卵巢组织中PI3K、Akt
 

相对表达水平测定

采用 Western
 

blot法检测卵巢组织内PI3K、Akt
相对表达水平。提取卵巢组织总蛋白质,利用BCA
法测定蛋白浓度;蛋白变性后,进行十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyac-
rylamide

 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)、转膜和封

闭;加入稀释后的一抗,4
 

℃
 

孵育过夜;洗涤后加入辣

根过氧化物酶标记的兔二抗,室温孵育1
 

h;洗涤后,

1∶1混合高灵敏度化学发光显色液,显影。以甘油

醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehy-
drogenase,GAPDH)作为内参,利用Image

 

J软件分

析处理化学发光检测的结果,计算PI3K、Akt相对表

达水平。

1.3统计学处理

采用SPSS22.0软件进行统计学分析。计量资料

采用x±s表示,多组间比较采用方差分析;组间两两

比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 中药干预前后各组大鼠体重的比较

造模成功后各组内分别有大鼠10只,在药物干

预过程中,西药治疗组有3只大鼠死亡,灵术颗粒中、
高剂量组各有1只和2只大鼠死亡,推测可能与大鼠

在药物灌胃过程中不适应相关。中药干预后,模型对

照组的体重明显高于空白对照组,差异有统计学意义

(P<0.01)。灵术颗粒低剂量组与模型对照组比较差

异无统计学意义(P>0.05),灵术颗粒中剂量组明显

高于模型对照组,差异有统计学意义(P<0.05),灵术

颗粒高剂量组明显低于模型对照组,差异有统计学意

义(P<0.01),见表2。
表2  各组大鼠中药干预前后体重比较(x±s,g)

 

组别 n 中药干预前 中药干预后

空白对照组 10 168.5±16.5 223.3±14.9

模型对照组 10 177.8±17.2 247.6±16.0a

西药治疗组 7 183.1±14.9 238.6±15.3b

灵术颗粒低剂量组 10 185.6±22.3 253.4±20.8

灵术颗粒中剂量组 9 187.6±8.1 250.3±23.1b

灵术颗粒高剂量组 8 182.0±19.1 237.6±21.2b

F 1.372 8.789

P 0.251 <0.001

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型对照组比较。

2.2 中药干预前后各组大鼠FBG、FINS、HOMA-IR
的比较

中药干预结束后,对各组大鼠的FBG、FINS及

HOMA-IR 进 行 比 较。结 果 显 示,模 型 对 照 组 的

FBG、FINS、HOMA-IR均高于空白对照组,差异有统
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计学意义(P<0.01)。而灵术颗粒低、中、高剂量组及

西药治疗组的FBG、FINS、HOMA-IR均明显低于模

型对照组,差异有统计学(P<0.01),见表3。

表3  中药干预前后各组大鼠FBG、FINS、HOMA-IR水平比较(x±s)

组别 n
FBG(mmol/L)

中药干预前 中药干预后

FINS(mIU/mL)

中药干预前 中药干预后

HOMA-IR

中药干预前 中药干预后

空白对照组 10 5.2±0.4 5.3±0.6 25.1±1.8 25.6±1.9 5.8±0.7 6.0±0.8

模型对照组 10 8.3±1.3a 8.7±1.7a 34.9±1.5a 34.5±1.5a 12.9±2.1a 13.4±2.7a

西药治疗组 7 8.6±0.9 7.4±0.5b 34.6±1.9 27.1±1.1b 13.3±1.4 8.9±0.6b

灵术颗粒低剂量组 10 8.5±0.9 7.9±0.9b 34.1±0.5 26.1±3.1b 12.9±1.5 9.2±1.8b

灵术颗粒中剂量组 9 8.5±0.4 7.2±0.7b 34.9±1.4 25.9±2.5b 13.1±1.0 8.4±1.1b

灵术颗粒高剂量组 8 8.5±1.0a 6.9±0.7b 35.0±1.5 25.4±2.9b 13.2±2.1 7.8±1.6b

F 22.767 14.347 59.414 22.465 36.627 22.130

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型对照组比较。

2.3 中 药 干 预 后 各 组 卵 巢 PI3K、Akt、GSK-3β、

GLUT4
 

mRNA相对表达水平的比较

模型对照组的卵巢组织中PI3K、Akt、GSK-3β、

GLUT4
 

mRNA相对表达水平低于空白对照组,差异

有统计学意义(P<0.01)。与模型对照组相比,灵术

颗粒低、中、高剂量组的PI3K
 

mRNA相对表达水平

增高,差异有统计学意义(P<0.01)。灵术颗粒低剂

量组的Akt
 

mRNA相对表达水平有所增高,但差异

无统计学意义(P>0.05);而灵术颗粒中、高剂量组的

Akt
 

mRNA相对表达水平增高,差异有统计学意义

(P<0.01)。灵术颗粒低、中、高剂量组的
 

GSK-3β、

GLUT4
 

mRNA相对表达水平高于模型对照组,差异

有统计学意义(P<0.05),见图1。

2.4 中药干预后各组卵巢PI3K、Akt相对表达水平

模型对照组的卵巢组织中PI3K和Akt的相对表

达水平低于空白对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。灵术颗粒低、中、高剂量组的PI3K相对表达水

平均高于模型对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
灵术颗粒低、中、高剂量组的Akt相对表达水平高于模

型对照组,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。

  ①:空白对照组;②:模型对照组;③:西药治疗组;④:灵术颗粒低剂量组;⑤:灵术颗粒中剂量组;⑥:灵术颗粒高剂量组。A~D分别为各组

PI3K、Akt、GSK-3β、GLUT4
 

mRNA相对表达水平的比较。a:P<0.05,与空白对照组比较;b:P<0.05,与模型对照组比较。

图1  各组卵巢组织PI3K、Akt、GSK-3β、GLUT4
 

mRNA相对表达水平的比较
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  ①:空白对照组;②:模型对照组;③:西药治疗组;④:灵术颗粒低剂量组;⑤:灵术颗粒中剂量组;⑥:灵术颗粒高剂量组。a:P<0.05,与空白对

照组比较;b:P<0.05,与模型对照组比较。A、B分别为各组PI3K、Akt表达水平的比较;C:PI3K、Akt凝胶成像。

图2  各组卵巢组织PI3K、Akt蛋白相对表达水平

3 讨  论

  在中医学范畴,目前普遍认为IR主要与脾主运

化功能失常紧密相关。当“脾主运化”功能失调时,会
引发脾虚湿盛之态。脾失健运致使水湿内停,进而聚

湿成痰,长久下去则湿热内蕴,湿热交阻且灼津为痰,
这严重影响了物质交换,使得胰岛素和葡萄糖、脂质

等活性物质难以正常透过血管抵达组织细胞,成为IR
的关键因素之一[13-14]。

灵术颗粒作为中药复合制剂,以益气养阴、补肾

健脾为主要功效。它既能改善患者的生殖内分泌状

况,又能降低患者体重,还可纠正IR,发挥胰岛素增敏

作用[15-16]。
从生理角度看,IR可调节体内代谢平衡。然而,

慢性IR在机体中的出现通常具有病理性。IR是由

多种原因致使机体对胰岛素不敏感,从而代偿性地分

泌过多胰岛素,引发高胰岛素血症,其主要临床表现

有黑 棘 皮、肥 胖 等[17-19]。IR 会 抑 制 PI3K/Akt/

GLUT4信号通路,而PI3K/Akt/GLUT4信号通路

异常又会进一步加剧IR的发展,形成恶性循环。此

外,PI3K/Akt/GLUT4信号通路对卵巢功能也有影

响。既往研究表明,当IR发生时,该通路可作用于卵

巢颗粒细胞膜表面的胰岛素受体,促使雄激素升高,
这是PCOS高雄激素表现的重要成因之一[20-21]。

分子生物学技术的发展为揭示PCOS相关信号

通路提供新的途径,中药干预PCOS也逐渐成为研究

热点。现有研究表明,PI3K/Akt信号通路主要通过

调节肝脏内糖脂代谢来影响IR程度和血糖水平,因
此众多关于中药改善IR机制的研究也表明PI3K/

Akt信号通路在改善IR 方面具有积极作用,陈旭

等[22]研究指出,中医滋阴潜阳方药能明显增加卵巢

PI3K、Akt
 

mRNA 和蛋白表达水平,进而改善大鼠

IR。林安盈等[23]研究发现,健脾化痰方可能通过

PI3K/Akt/mTOR和 PI3K/Akt/GLUT4信号通路

缓解大鼠PCOS伴IR,调节糖脂代谢及改善性激素水

平及卵泡发育。刘菏婧等[24]研究表明,补肾化痰活血

方能够改善PCOS伴IR大鼠性激素水平,改善多囊

卵巢及IR状态,其作用机制可能与上调PI3K/Akt
信号通路有关。梁晨等[25]发现补肾化痰复方对P-
COS模型大鼠卵巢内胰岛素信号传导分子具有调控

作用,可以改善卵巢组织PI3K信号传导通路,起到改

善糖代谢的作用。本研究与上述研究取得类似的治

疗效果,通过中药灵术颗粒的干预,大鼠的IR作用得

到明显缓解,且卵巢组织PI3K/Akt信号通路功能得

到明显改善。
综上所述,本研究结果显示,灵术颗粒可有效降

低PCOS伴IR大鼠的FBG、FINS及HOMA-IR。经

检测,灵术颗粒低、中、高剂量组的PI3K、Akt、GSK-
3β、GLUT4

 

mRNA相对表达水平明显增加,同时卵

巢PI3K、Akt表达水平也有所增加。由此推测,灵术

颗粒可能通过
 

PI3K/Akt
 

信号通路改善PCOS伴IR
大鼠的相关症状,为后续研究提供了依据。
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