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龄期妇女最常见的生殖内分泌疾病之一" 临床以持续无排
卵$雄激素分泌过多$胰岛素抵抗等为主要特征% 其中胰岛素
抵抗在 V,CB患者的发生率可达 FGW!XGW% 近年大量研究表
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应用基因芯片技术!从基因水平分析隐丹参酮对胰岛素抵抗卵巢颗粒细胞基因表达的影响" 采用猪卵巢颗粒细胞作为体外

研究对象!利用磷酯酰肌醇23 激酶#45236$特异性抑制剂%&&沃曼青霉素人工诱导猪卵巢胰岛素抵抗的细胞模型!以 .780 9:; 隐
丹参酮进行干预!继续培养 <= > 后!以 ?%@A,B 法提取总 CDE!采用猪全基因表达谱芯片技术筛选出差异表达基因’ 隐丹参酮组与
沃曼处理组相比!共筛查出 <0 个差异基因!其中 00个基因表达下调!08 个基因表达上调" 研究表明!隐丹参酮可以通过调节多个
基因(作用多个信号途径来改善胰岛素抵抗卵巢颗粒细胞的状态"
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明!!"#$ 的卵巢功能异常与其局部胰岛素抵抗有关 %&’" 中医
临床上!采用#活血化淤$的中药治疗 !(#$ 代谢异常和生殖
障碍!其症状得到明显改善!但作用机理尚不明确% 本研究选
用猪卵巢颗粒细胞作为体外研究的对象!用 !)*+, 特异性抑
断剂作为干预因素!诱导胰岛素抵抗的细胞模型 %-’!使用具有
&活血化瘀$ 作用的中药丹参提取物’((隐丹参酮作用于模
型细胞!应用芯片技术从基因水平探讨胰岛素抵抗的卵巢内
各种信号传导途径间的相互关系 %+’!探讨隐丹参酮在改善和
治疗卵巢功能障碍方面的作用%

! 材料
成熟雌性家猪卵巢颗粒细胞) 沃曼青霉素 ./01234454

*美国 $5623 公司+)隐丹参酮*上海康九化工有限公司+)猪全
基因组 789: 芯片*北京博奥生物科技有限责任公司+,

" 方法
"#! 卵巢颗粒细胞的培养
获取新鲜猪卵巢放入预先准备好的加有双抗*各 ;<万单

位的青霉素-链霉素=><< 2?+的无菌生理盐水中*@A!+!在 B
C内带回实验室! 用加有双抗的无菌生理盐水反复冲洗卵巢
表面!剪去卵巢周围多余组织!在超净台中剥离卵巢外膜!用
无菌磷酸盐缓冲液*!D$+再冲洗 + 次!将卵巢放入无菌玻璃
平皿中)用 B 2E 的注射器刺破卵泡抽取卵泡液!然后将卵泡
液注入到 B> 2E 离心管中!放入离心机!B ><< 0=254!离心 B<
254)离心后弃上清!向离心管中的细胞沉淀加入无菌 !D$ 液
反复吹匀!B ><< 0=254!离心 B< 254)弃上清后再加入 !D$!反
复冲洗 + 次 ! 最后一次离心后向细胞沉淀中加入培养基
*8FGF=HBI!B<J HK$+稀释后计数!以 B"B<L=2? 的密度接种
到 I> 72I培养瓶中!放入 +A!->J KMI的细胞培养箱中培养

N; C,
"#" 胰岛素抵抗细胞模型的建立
胰岛素抵抗模型的诱导方法参考 O/4573 O/41364345%I’!运

用 !)*+, 的特异性抑制剂沃曼青霉素阻断 !)*+, 信号转导
通路!阻断细胞对葡萄糖的摄取!从而诱导卵巢颗粒细胞的
胰岛素抵抗,

"#$ 实验分组
细胞培养 N; C 贴壁后换无血清培养液! 随机分为 + 组.

! 溶剂组.加 8O$M*对照组+)" 沃曼处理组.沃曼青霉素
I>< 42/P=E%N’)# 隐丹参酮组.同时加入沃曼青霉素 I>< 42/P=E
和隐丹参酮 <Q<I 6=?% 加入相应的干预药物后继续培养 N; C%
"#% &’()*+法提取总 ,-.
细胞干预 N; C 后弃上清!!D$ 冲洗细胞 B 次! 在细胞沉

淀*细胞数为 B"B<L=2?+中加 IQ> 2? R05S/P!彻底匀浆后用细
胞刮刀轻刮!室温静置 B< 254% 在倒置显微镜下观察!细胞悬
浮!转至 BQ> 2E无酶的离心管% 标记后在低温条件下*干冰+
邮寄至北京博奥生物有限公司!进行猪全基因组基因芯片分
析%

$ 结果
$#! 芯片扫描图!散点图

@组基因芯片扫描图像分别见图 B#图 @) 质控芯片扫描图
像见图 N)基因表达荧光信号散点图见图 >-图 L!分别为沃曼青
霉素组=对照组!隐丹参酮组=对照组细胞的荧光信号散点图!其
差异表达基因分布在远离散点图对角线*!"#+位点上%

图 ! 溶剂组基因表达芯片扫描图
/(0#! 1’*23 4’’45 6748*0’49 *: ;<=> 0’*?@

图 " 沃曼组基因表达芯片扫描图
/(0# " 1’*23 4’’45 6748*0’49 *: A*’B9488(8 0’*?@

图 $ 隐丹参酮组基因表达芯片扫描图
/(0# $ 1’*23 4’’45 6748*0’49 *: C’5 0’*?@
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!"# 差异表达基因的筛选
隐丹参酮组的基因信号值分别与沃曼青霉素组对比!筛

选出比值大于 !倍或小于 "#$ 倍的基因"
!"! 差异基因的结果分析
将筛选出的数据项 !输入 %&’ #%()*+,)* &--(./.0(-

’12.*3$系统中进行 4/.56/1显著性统计分析!发现 7!个差异
基因!其中 !!个基因表达下调#表 8$!!"个基因表达上调#表
!$% 这些差异表达的基因具有多种生物学功能!如脂类代谢
调节&细胞间的信号传导和免疫炎症反应等"

表 $ 下调基因
%&’() $ *)+), -+ ./0+12)34(&5-/+

基因库序号 基因名称
信号值

沃曼组 隐丹参酮组

9%:!87;"<#8
9%:!87!$=#8
9%:!877!>#8
9%:!8777?#8
9%:""8"";==!#8
9%:!878?!#8
@A";">">
9%:!877;<#8
9%:!87!<<#8
9%:!8;?;8#8
BC?7$>8<
BC?7=!>>
9%:!87"<<#8
@D8<!8<8
9%:!87!8;#8
9%:!878$;#8
9%:!8;<?8#8
E8?$7"#8
&F!;!=??#!
9%:!878?$#8
9%:!8;<<!#8
&F88>=$$#8

!"#$%"&"’&()%* +
%*,-$%*.$%/) 0’&1(2 345(&’
67(&68’&9) :7$" 88;8
68&’<&0&*4=&(’&"<* ’>5>"(&’
?&$$<,(4(<*
@)$4(<*4,) ;
A’4*,?&’9<*@ @’&1(8 ?45(&’.B>(4 ;
54C>&$<* 8
D>-’&">"(<=> E E8 ’>6>"(&’
4’468<F&*4(> 8!G$<"&G7@>*4,>
HIJG8
KLM$;8 NOD; 3&’ 5&PP40)* (7") $ 4P"24 8
575P%* I!
=)5&’%*
"2&,"2&P4NB4*
;A:.=%"2&,"2&27=’&P4,)
C4,5-P4’ 5)PP 4=2),%&* N&P)5-P)
Q%*5-P%*
;GB)(4.27=’&G7,()’&%= =)27=’&0)*4,)
4P"24.497P4,)
)*=&(2)P%*
$GRA8I ’)5)"(&’

<<"#<"=
;7=#<?$
;?<#!$!
8!!#!=>
?">#7$$

8 8;;#8<
;=!#$<$
8<<#=?8
$$?#>>!
$$7#$?;

?#7?> !
8=;7#!
8 $<>#$?
7<<#""=
!$"#>;

8 ;>?#!=
;7?#>=<
!=!#;7>
!8>#;8<

8 ;?;#"$
7>=#"<
!<8#>>=

;=<#8!<
>!#$=$ $
88$#!<;
;?#7>! =
!<;#=;;
<7;#?"$
$;#>;" !
$$#8=$ =
!><#=$?
8?#>== 7
!#!=! 87

=;;#"??
$7"#>7!
8!"#=8$
!!#>;? !
!??#=$!
8>"#7<=
8""#=>=
?7#?7= >
;>"#7;?
!;"#=?<
8!"#=<$

图 6 质控芯片扫描图
7-3" 6 *)+)89-: 5),5

图 ; 沃曼组<溶剂组基因表达散点图
7-3" ; =8&55)2 .-&32&> /? @/25>&++-+ A, BC=D

图 E 沃曼F隐丹参酮组<溶剂组基因表达散点图
7-3G E =8&55)2 .-&32&> /? H2I A, BC=D
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! 讨论
中医学将 !"#$ 归属于!月经后期"#!闭经"#!不孕"等范

畴$认为 !%&$ 与肾#肝#脾多个脏器以及痰湿#瘀血多个病理
产物相关$将 !%&$ 归结为肾虚导致!痰瘀胞宫"的生殖障碍
性疾病$其病机核心为!痰瘀胞宫" ’()$可见西医卵巢局部!胰
岛素抵抗"与中医!痰瘀胞宫"理论具有关联性% 中医临床采
用!活血化瘀"的中药丹参治疗 !%&$ 内分泌紊乱和高雄激素
血症具有一定作用% 本实验采用丹参提取物&&&隐丹参酮$
应用基因芯片技术$ 从基因水平初步分析中药丹参在治疗

!%&$ 卵巢功能障碍的作用机制%
*’ %+,-. 氨基端激酶 (!",-. #"/0123.45 63.470$,89’是

在哺乳动物体内发现的第 : 类促分裂原活化蛋白激酶
(;3/<=0. >?/3@4/0A !1</03. 93.470$;>!9’ 的家族成员之一%
,89广泛参与胚胎发育#细胞分化和凋亡#免疫反应以及胰岛
素抵抗 (B.7-53. C0737/4.?0$BC’ 等多种生理病理过程% 抑制
,89 蛋白的表达或者过度活化可以显著改善机体的 BC 状态
’D)% 本实验应用基因芯片检测后发现$ 隐丹参酮过渡活化 $%
&’(基因的表达%沃曼处理组与正常溶剂组相比 )%&’(基因
的表达没有明显改变$说明 *+,:-途径阻断后并没有引起 $%
&’(的变化%使用隐丹参酮后 $%&’(基因上调且上升为沃曼
处理组的 : 倍$推测 $%&’( 过渡活化$结果是改善了 BC% 其
进一步说明隐丹参酮通过过渡活化 $%&’(达到改善 BC%

E’ FGH+* 的结构和功能与胰岛素相似$ 对细胞的增殖#

生长#分化和代谢有重要作用% FGH+* 在 !%&$ 高雄激素血症
的形成和无排卵中起着重要的作用$ 作为 !%&$ 特征的肥胖
和高胰岛素血症又影响着 FGH+* 的作用和水平% 近年来的研
究表明$FGH+*在 !%&$发生中表达明显上调 ’I+J)% 本实验结果
显示$使用隐丹参酮后 BGH+* 表达明显下调$说明隐丹参酮
通过调控 BGH+* 达到改善卵巢局部 BC 及高雄激素状况$从
而逐渐恢复排卵%

:’ 卵泡抑素(H<5537/4/3.$H$K’是近年来受到重视的具有
重要生殖调节作用的一种多肽$是主要由性腺分泌的糖蛋白
激素%许多研究表明$来自卵巢及其他组织的 H$K与 !%&$妇
女的卵泡发育停滞有很大关系$H$K 基因是 !%&$ 的主要候
选基因之一% 研究发现 H$K 2C8> 的异常表达可能与 !%&$
发病相关 ’L)% 至今未发现 !%&$ 患者 H$K 的编码基因有突变
点 ’*M)$说明 !"&$ 基因对 N$K 的致病作用并不是通过基因突
变改变编码蛋白质来发挥作用$而有可能是通过 ./0 基因在
局部表达的上调来发挥作用的% 并且 N$K 的升高还与高雄激
素和高胰岛素血症有关 ’**)%本实验结果显示$使用隐丹参酮后

N$K基因明显下调$推测隐丹参酮作用 N$K 从而改善了 BC 的
水平$进一步恢复卵巢的生殖功能%

O’ 高雄激素血症是 !"&$ 突出的特征$参与合成类固醇
激素的酶活性的改变可能是 !"&$ 高雄激素形成的原因之
一%胆固醇侧链裂解酶(!O(M7??’是类固醇激素合成过程中第
一个关键酶$由 )1***! 基因编码$ )1***! 基因的任何突变

表 " 上调基因
#$%&’ " (’)’* +) ,-./’0,&$1+2)

基因库序号 基因名称
信号值

沃曼组 隐丹参酮组

;JDI:MP*
>QO(REJIS*
8;TE*OE*OS*
>URLILEDS*
>QRIEI:OS*
8;TE*:JJRS*
>,D(IJO*
8;TE*:II:S*
8;TE*OO*ES*
8;TE*OR(RS*
8;TE*O:JLS*
8;TE*ORE:S*
VDRDIIS*
>H*(DI*ES*
8WTE*O*J*S*
8;TE*O:((S*
8;TE*OER*S*
8;TE*O:E*S*
>Q:OLOEDS*
8;TE*:LO:S*

23456758923 *+:7;<:
23456758923%*J
=>3>!?45 !<5=>:446:!4:34 ;6>4523 *
;56>@2A>=5 ;6>72B56:4>6,:!42C:45D 65!5;4>6 E:==: *
C:A!87:6 53D>4<572:7 E6>F4< B:!4>6
),G’( ;6>4523
H5:4 A<>!9 ;6>4523 IRSE XI/*IMPEYJ =K(L
$M$KO
!?4>!<6>=5 *O(R *N*
E784:4<2>35 /,46:3AB56:A5 >=5E:
E784:4<2>35 /,46:3AB56:A5
A5!6545D ;<>A;<>;6>4523,B
<5=5 >@?E53:A5
23456!57787:6 :D<5A2>3 =>75!875,*
;84:42C5 23<2O24>6 >B :;>;4>A2A
5;>@2D5 <?D6>7:A5
!?4>A>72! E784:4<2>35 ;56>@2D:A5
;6>A4:E7:3D23 PQI A?34<:A5"E
!>=;75=534 !>=;>3534 $*A
;?62D>@:7 923:A5

OJIPI((
*IOPOI
*RDPLJD
JOP:*L E
*E(PIID
I(IPIRI

* RE*
ERPJR* O
EOPEOE L

* :JEPRE
EDP::E D
JLPRJR O

* ((:PE(
O*P:I: J
D*LPDI:
:J*P*OO

E DEDP:*
*DP:(:
*EJPD
:E:P::D

LIIPDD:
O(DP::I
(:JPE*
E:DPJ*I
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或变异将可能导致 !"#$%&& 酶活性的提高! 从而增加卵巢或
肾上腺雄激素的分泌 ’()*!故 !"#((! 与高雄激素血症关系密
切" 本实验结果显示! 使用隐丹参酮后 !"$((! 基因表达下
调!可能进一步引起 !+,-%&& 酶活性下降!最终导致雄激素分
泌的降低! 说明隐丹参酮在治疗 !./0 高雄激素血症上有直
接作用!进而还可以改善 12!恢复卵巢正常排卵"

,# 3!4 是较早发现的下丘脑产生的促进食欲的神经肽
类!在对胰岛素敏感的情况下!瘦素抑制 3!4 的生成!其间构
成一种闭合的负反馈环路"在 !./0 妇女!瘦素水平较对照组
高!血浆瘦素与 3!4 水平呈正相关!即随着瘦素的升高!3!4
亦增加! 这是瘦素在下丘脑作用的调定点上移! 不能抑制

3!4的结果’(5*" !./0妇女瘦素$3!4水平较高!且与 67$89$
胰岛素分泌异常升高有关!高 3!4 和瘦素水平与 !./0 患者
的肥胖和胰岛素抵抗密切相关" 本实验通过基因芯片筛查出

3!4 的受体基因!其表达在隐丹参酮作用后下调!亦反映出

3!4的含量降低! 推测隐丹参酮通过下调 3!4 受体基因!从
而在一定程度上改善 12!同时还可以控制肥胖的发生"

:% $$%&" 已被公认在调控脂肪细胞分化和多种代谢
&糖$脂肪$能量代谢等%中起重要作用’近年发现 $$%&"基因
的多态性及对脂肪细胞因子的调控作用与 !./0 12 的发生
密切相关 ! 而噻唑烷二酮类药物激活 $$%&" 后可以改善
!./0 12 的研究结果 ! 进一步说明 $$%&" 的作用可能是
!./0 12 多种形成机制中的重要途径之一 ’;+*" 本实验显示隐
丹参酮作用后其表达上调!加强了胰岛素的信号转导!从而
改善了 12"推测隐丹参酮通过上调 $$%&"!增强其作用!进一
步达到治疗 !./0 12 和继发引起的高雄激素血症"

! 结论
本研究在卵巢颗粒细胞发生 12的基础上!用隐丹参酮干

预后!从基因水平分析了差异基因的变化!发现隐丹参酮可
以通过调节多个基因$作用多个信号途径来改善卵巢颗粒细
胞胰岛素抵抗的程度$降低其雄激素的合成!提示中药丹参
在临床治疗 !./0的内分泌紊乱和生殖障碍方面具有一定的
疗效!同时也为中医对 !./0 病机认识的(痰瘀胞宫)理论提
供了实验支持* 由于中药作用(多靶点)的特点!隐丹参酮影
响各途径的综合效应还不十分确切!需要在以后的工作中进
一步地深入探索和研究* 前期的细胞培养虽然进行了多次的
重复试验!但是基因芯片的筛选工作没有进行重复!本课题
组将在随后的工作中对筛选出的与 !./0 有密切关系的基因
进行 !.2或蛋白方面的研究!并且期待着将类似的工作延伸
到 !./0患者的卵巢颗粒细胞的研究中*
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