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基于微生物组学研究枸杞叶对来曲唑诱导PCOS小鼠的干预作用
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摘要: 本研究旨在探讨枸杞叶对来曲唑诱导的多囊卵巢综合征 (polycystic ovary syndrome, PCOS) 小鼠的干预

作用及其机制。采用来曲唑联合高脂饮食制备PCOS模型, 造模成功后将 40只小鼠随机分为PCOS组、阳性药二甲

双胍组、枸杞叶低剂量组和枸杞叶高剂量组, 灌胃给予相应药物, 持续 29天。实验结束摘眼球取血并收集卵巢组

织, 检测各组小鼠卵巢质量、空腹血糖 (FBG)、空腹胰岛素 (FINS)、睾酮 (T)、抗苗勒管激素 (AMH)、促黄体生成素 

(LH)、促卵泡刺激素 (FSH)、雌二醇 (E2)水平。采用苏木精-伊红染色观察卵巢组织形态, 并计数卵母细胞、囊性卵泡

和黄体。采集小鼠盲肠内容物进行肠道菌群组成和差异菌群等分析。动物实验过程经南京中医药大学动物伦理委

员会审核通过。结果显示, PCOS小鼠动情周期紊乱。与PCOS组相比, 枸杞叶组能明显减轻小鼠卵巢损伤, 减少囊

状扩张卵泡数, 使动情周期正常化。经枸杞叶干预后的FBG、FINS、T、AMH、LH、FSH、LH/FSH水平显著降低 (P < 

0.05), 而E2水平显著升高 (P < 0.001)。此外, 枸杞叶能调节PCOS小鼠肠道菌群多样性紊乱, 提高拟杆菌门丰度, 降

低厚壁菌门、回肠杆菌属、罗姆布茨菌属、类杆菌属的丰度。综上, 枸杞叶可通过改善胰岛素抵抗、调节生殖激素紊

乱及肠道菌群失调而发挥对PCOS小鼠的治疗作用, 为枸杞叶的合理利用及开发提供了科学依据和有益参考。
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Abstract: The purpose of this study was to investigate the intervention effect and mechanism of Lycium 

barbarum leaves on letrozole-induced polycystic ovary syndrome (PCOS) mice. The PCOS model was prepared by 

letrozole combined with high-fat diet. After successful modeling, 40 mice were randomly divided into PCOS 
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group, positive drug metformin group, low-dose Lycium barbarum leaves group, and high-dose Lycium barbarum 

leaves group. The corresponding drugs were given by gavage for 29 days. At the end of the experiment, the 

eyeballs were removed for blood collection and ovarian tissue was collected. The ovarian mass, fasting blood 

glucose (FBG), fasting insulin (FINS), testosterone (T), anti-Mullerian hormone (AMH), luteinizing hormone 

(LH), follicle stimulating hormone (FSH), and estradiol (E2) levels were measured in each group. The morphology 

of ovarian tissue was observed by hematoxylin-eosin staining, and the oocytes, cystic follicles and corpus luteum 

were counted. Cecal contents of mice were collected for analysis of intestinal flora composition and differential 

flora. The animal experiment process was approved by the Animal Ethics Committee of Nanjing University of 

Traditional Chinese Medicine. The results showed that the estrous cycle of PCOS mice was disordered. Compared 

with the PCOS group, the Lycium barbarum leaves group can significantly reduce the ovarian damage of mice, 

reduce the number of cystic dilated follicles, and normalize the estrous cycle. After the intervention of Lycium 

barbarum leaves, the levels of FBG, FINS, T, AMH, LH, FSH and LH/FSH were significantly decreased (P < 

0.05), while the level of E2 was significantly increased (P < 0.001). In addition, Lycium barbarum leaves can 

regulate the disorder of intestinal flora diversity in PCOS mice, increase the abundance of Bacteroidetes, and 

reduce the abundance of Firmicutes, Ileibacterium, Romboutsia and Faecalibaculum. In summary, Lycium 

barbarum leaves can play a therapeutic role in PCOS mice by improving insulin resistance, regulating reproductive 

hormone disorders and gut microbiota imbalance. It provides scientific basis and useful reference for the rational 

utilization and development of Lycium barbarum leaves.
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多 囊 卵 巢 综 合 征 (polycystic ovary syndrome, 

PCOS) 是一种复杂的妇科内分泌和代谢疾病, 在女性

青春期、育龄期和围绝经期较为常见, 是指患者伴有肥

胖、多毛、痤疮, 雄激素水平升高和月经紊乱的现象[1], 

不受控制的 PCOS会导致 2型糖尿病、心血管疾病、妊

娠期糖尿病和子宫内膜癌等患病风险增加[2], 严重影

响人类健康和生活质量。根据社会人口指数, 全球范

围内的育龄妇女 (15～49岁) PCOS年龄标准化发病率

和伤残调整生命年在持续上升[3]。PCOS患者表现出

高雄激素血症、高胰岛素血症和持续性无排卵或月经

稀发, 病因复杂, 对症治疗是其主要的治疗方案, 虽然

部分药物 (复方口服避孕药、雄激素受体拮抗剂、二甲

双胍、克罗米芬等) 已用于PCOS的临床治疗[4], 但因药

物疗效有限, 患者往往需要同时服用几种药物, 依从性

差。因此, 需要开发更便宜、更有效、更安全的药物。

中医药因其活性成分多、不良反应少, 越来越受到人们

的重视。

枸杞叶 (俗称天精草) 为茄科枸杞属植物宁夏枸

杞 (Lycium barbarum L.) 或 枸 杞 (Lycium chinense 

Mill.) 的嫩茎叶, 具有滋补肝肾、补虚益精、清热明目

的功效[5]。在我国应用历史悠久, 自古便作为药食两

用品种。现代研究发现, 枸杞叶富含黄酮、酚酸[6]、多

糖[7]和甜菜碱等多类型资源性化学成分。现代药理学

研究表明, 枸杞叶具有抗氧化、降血糖、降血脂、免疫保

护、抗菌等多种生物学活性[7-9], 对糖尿病及其并发症

的治疗效果较好[8,10,11], 《小品方》中以枸杞枝叶为君药

的“枸杞汤”主治“内消”[12], 课题组前期研究也表明, 枸

杞叶对糖尿病大鼠的血糖、血脂水平有明显的调节作

用[8]。PCOS的代谢特征如胰岛素抵抗和高胰岛素血

症与糖尿病相似 , 近 50%～60% 的 PCOS 患者存在胰

岛素抵抗。有研究证实, 地骨皮 (枸杞根皮) 提取液可

以调节 PCOS大鼠的糖脂代谢紊乱, 改善胰岛素抵抗, 

降低血清激素水平, 改善卵巢功能, 在一定程度上具有

恢复排卵的作用[13]。基于以上背景, 本研究旨在评价

枸杞叶对PCOS的干预作用。

肠道菌群在控制宿主生殖和代谢方面发挥着重要

作用。研究表明, 肠道微生物可能通过影响代谢间接

调节生殖轴, 或通过对类固醇激素的再激活促进肝肠

循环, 促进雌激素反应的增长, 从而对生殖产生直接影

响[14]。临床研究显示 , PCOS 患者的肠道菌群存在失

调, 表现为粪杆菌属、双歧杆菌属和布劳特氏菌属的丰

度降低, 副拟杆菌属和梭菌属的丰度增加[15]。研究发

现, 在来曲唑诱导的PCOS大鼠体内, 肠道微生物群的

物种多样性和丰富度降低, 乳杆菌属数量显著增加, 异

源芽孢杆菌属和拟杆菌属数量显著减少[16], 这表明肠

道菌群紊乱与 PCOS的发生和发展有关。因此, 本研

究采用来曲唑联合高脂饮食制备 PCOS模型, 考察枸

杞叶对 PCOS 小鼠生殖代谢紊乱的改善作用 , 采用

16S rDNA 高通量测序法阐明枸杞叶对 PCOS 小鼠盲

肠内容物中肠道菌群的调控作用, 并与生化指标进行

相关性分析, 从而揭示枸杞叶治疗 PCOS的作用机制, 

为临床应用提供研究基础。
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材料与方法

药物与试剂 枸杞叶 (批号 2205195) 购于宁夏明

德中药饮片公司, 经南京中医药大学段金廒教授鉴定

为宁夏枸杞 (Lycium barbarum L.) 的嫩茎叶 ; 新绿原

酸 (批号 906-33-2)、隐绿原酸 (批号 905-99-7) 购于武

汉天植生物技术有限公司 ; 绿原酸 (批号 110753-

202119)、芦丁 (批号 100080-202012) 购于中国食品药

品检定研究院; 盐酸二甲双胍 (MET, 批号 ACH0111) 

购于默克制药有限公司; 来曲唑 (批号C11830352) 购

于上海麦克林公司; 羧甲基纤维素钠 (CMC-Na, 批号

J14HS173796) 购于上海源叶公司; 瑞氏染色液 (批号

C0315) 购于上海碧云天生物技术有限公司; 60% kcal

脂肪热量高脂鼠粮 (批号HF60)、10% kcal脂肪热量低

脂鼠粮 (批号 LF10C) 购于戴茨生物科技 (无锡) 有限

公司; 促黄体生成素 (luteinizing hormone, LH)、促卵泡

刺 激 素 (follicle stimulating hormone, FSH)、睾 酮 

(testosterone, T)、空腹胰岛素 (fasting insulin, FINS)、抗

苗勒管激素 (anti-Mullerian hormone, AMH)、雌二醇 

(estradiol, E2) 试剂盒均购于湖南艾方生物科技有限

公司。

仪器 LEICA DFC 7000T体视荧光显微镜 (德国

Leica公司); 三诺安稳+血糖仪 (批号 2K01B200724, 三

诺生物传感公司); 电子计量秤 (永康市华鹰衡器公

司); ML105电子天平 (上海梅特勒−托利多公司); 大龙

D3024R高速冷冻离心机 (北京大龙兴创公司); Enspire

多功能酶标仪 (美国PerkinElmer公司)。

供试药物的制备与成分分析 将 0.5 kg枸杞叶与

蒸馏水按 1∶10 (g∶mL) 的比例混合, 水蒸气蒸馏法提

取 (2次, 每次 60 min), 合并滤液后用旋转蒸发器浓缩

至浓度约 1.0 g·mL-1 (生药量)。冷冻干燥后得药粉

196.16 g, 计算得率为 39.23%。按《宁夏中药饮片炮制

规范》[5]人用剂量 15 g·d-1, 根据体表面积换算得到枸杞

叶低、高剂量分别为 880、1 760 mg·kg-1·d-1。取枸杞叶

水提取物采用 75% 甲醇溶解后离心 (3 500 r·min-1, 

15 min), 取上清液, 经 0.22 μm 微孔滤膜过滤, 即得枸

杞叶供试品溶液。采用高效液相色谱仪对上述供试品

溶液进行成分分析。高效液相色谱检测条件 : 采用

GL Sciences Inertsil ODS 色谱柱 (4.6 mm×250 mm, 

3.5 μm), 流动相为乙腈 (A)-0.1%磷酸水溶液 (B), 梯度

洗 脱 (0～18 min, 5%～12% A; 18～38 min, 12%～

16% A; 38～39 min, 16%～21% A; 39～44 min: 21%～

22% A; 44～46 min, 22%～100% A), 流速 1 mL·min-1, 

进样量10 μL, 柱温25 ℃, 检测波长340 nm。

实验动物 SPF级C57BL/6J雌性小鼠, 体重 14～

17 g, 购于上海斯莱克实验动物有限责任公司 [SCXK 

(沪) 2022-0004], 动物饲养在南京中医药大学实验动

物中心的屏障环境 , 温度为 (22 ± 2) ℃ , 相对湿度为 

(55 ± 10) %, 交替光照 12 h, 小鼠自由吃喝。本实验经

南京中医药大学动物伦理委员会审核通过, 伦理申请

号: 202302A062。

动物造模及给药 适应性喂养 1周后, 按体重分

层分组法将小鼠随机分为空白组 (CON, n = 10) 和

PCOS组 (n = 40)。将来曲唑溶于 0.3% CMC-Na的溶

液中, PCOS组每日灌胃给予 1 mg·kg-1来曲唑溶液, 并

饲喂高脂饲料。空白组灌胃给予等量药物溶媒, 并饲

喂低脂饲料。造模第 21天起对小鼠进行阴道涂片采

集, 监测各组小鼠的动情周期变化, 连续 11天。以动

情周期紊乱表示小鼠 PCOS模型制备成功, 将成功造

模的 40只小鼠根据体重随机分为PCOS组 (n = 10), 二

甲双胍组 (MET, 200 mg·kg-1·d-1, n = 10)、枸杞叶低剂

量组 (GQY-L, 880 mg·kg-1·d-1, n = 10)、枸杞叶高剂量

组 (GQY-H, 1 760 mg·kg-1·d-1, n = 10)。每天给予相应

药物灌胃1次, 灌胃体积为10 mL·kg-1, 除空白组灌胃给

予 0.3% CMC-Na溶液外, 其余各组灌胃给予 1 mg·kg-1

来曲唑溶液继续造模。给药第 18天起对小鼠进行阴

道涂片采集, 观察动情周期是否恢复, 连续11天。

阴道涂片的采集 小鼠的动情周期一般为 4～

5天, 每天同一时间采用生理盐水冲洗法对小鼠进行

阴道涂片采集, 使用移液枪吸取生理盐水, 插入小鼠阴

道后吹打 2～3次后吸出液体, 滴至载玻片, 于室温下

风干后, 用瑞氏染液染色 10 min。在荧光显微镜下检

查涂片中的细胞。根据小鼠阴道涂片的细胞变化特点

来划分动情周期的各阶段: 动情前期可见大量有核上

皮细胞; 动情期可见大量不规则角化上皮细胞; 动情

后期可见角化上皮细胞、有核上皮细胞和白细胞, 且比

例相当; 动情间期可见大量白细胞及少量有核上皮细

胞黏液[17]。

血清和组织样本的采集与处理 药物干预持续

29天, 每 4天对小鼠进行一次体重的测量。末次给药

后 , 将小鼠禁食不禁水 12 h, 尾尖取血测定空腹血糖

值 (FBG), 麻醉后摘眼球取血, 室温保存小鼠全血 2 h

后, 3 000 r·min-1离心 15 min后取上清, 于−80 ℃冰箱

保存。取冷冻血清样本, 采用ELISA试剂盒按说明书

测定 T、AMH、LH、FSH、E2、FINS水平, 采用稳态模型

计算胰岛素抵抗指数 (HOMA-IR): FBG (mmol·L-1) ×

FINS (mIU·L-1)/22.5。摘取两侧卵巢, 称重后将左侧卵

巢固定在 4% 多聚甲醛中, 用于组织学分析, 脱水、包

埋、切片、组织病理学检查染色。切片显微图像在

Panorama DESK/ MIDI/250/1000扫描仪 (3DHISTECH, 

记录) 下观察, 并统计卵母细胞、囊性卵泡和黄体数量。
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16S rDNA测序分析 取各组小鼠新鲜的盲肠内

容物进行肠道菌群测序 , 进行微生物群落总基因组

DNA 提取和 16S rDNA 基因 V3～V4 高变区的扩增。

使用 Illumina 的 MiSeq PE300 平台进行测序。利用

UPARSE软件按照 97%相似性阈值对质量控制剪接后

的序列进行 OTU (operational taxonomic units) 聚类操

作 , 消除嵌合现象。利用 motherur 软件计算 Alpha 多

样性。基于Bray Curtis距离进行主坐标分析 (principal 

co-ordinates analysis, PCoA), 检测样品间微生物群落

结构的相似性或差异性。对不同组样本进行线性判别

分析 (linear discriminant analysis, LDA), 识别在属水平

分类上存在显著差异物种。应用R语言工具对生化指

标与肠道菌群之间的 Spearman 相关系数进行评价。

利用 PICRUSt2 软件对 16S rDNA 测序数据进行功能

预测分析。

统计学分析 采用GraphPad Prism 8软件进行统

计分析 , 组间比较采用单因素方差分析和 Kruskal-

Wallis检验, P < 0.05有统计学意义。

结果

1　供试药物成分分析

采用标准曲线法对枸杞叶水提取物中 4个有效成

分进行含量分析, 即 3个酚酸类成分 (新绿原酸、绿原

酸、隐绿原酸)、1个黄酮类成分 (芦丁), 结果显示枸杞

叶水提取物中新绿原酸、绿原酸、隐绿原酸和芦丁的含

量分别为0.63%、0.56%、0.58%和2.75%。

2　枸杞叶对PCOS小鼠体重、卵巢重量及动情周期的

影响

与空白组比较, PCOS 组及给药组小鼠的体重有

明显增长 (图 1A); 与 PCOS 组比较, GQY-L 组小鼠末

次给药体重较PCOS组有所下降 (P < 0.05, 图 1B)。同

时 , PCOS 组小鼠卵巢质量较空白组小鼠明显增加 

Figure 1　The effects of administration on body weight (A), body weight at the last administration (B), and ovarian weight (C). n = 10, x ± 

s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs CON group; *P < 0.05, ***P < 0.001 vs PCOS group; D: Wright staining of vaginal smears (×100, scale bar = 

100 μm); E: Changes in the estrous cycle of representative mice in each group for 11 consecutive days; F: The relative time span of each 

stage in the estrous cycle (n = 10). CON: Blank group; PCOS: Polycystic ovary syndrome; MET: Metformin group (200 mg·kg-1·d-1); GQY-

L: Low dose group of Lycium barbarum leaves (880 mg·kg-1·d-1); GQY-H: High dose group of Lycium barbarum leaves (1 760 mg·kg-1·d-1); 

P: Proestrus; E: Estrous; M: Metestrus; D: Diestrus
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(P < 0.01), 经枸杞叶干预后有效减轻了 PCOS增加的

卵巢质量 (P < 0.05, 图 1C)。通过阴道涂片测定小鼠

动情周期的各个阶段 (图 1D), 空白组小鼠有正常的动

情周期 (图 1E), 而经来曲唑造模和高脂饮食饲喂后 , 

PCOS小鼠经历了更长的动情后期和动情间期、更短

的动情前期和动情期 (图 1F), 给予枸杞叶治疗后, 一

定程度上改善了PCOS所致的动情周期紊乱。

3　枸杞叶对PCOS小鼠血清生化指标及卵巢结构的

影响

如图 2 所示 , 与空白组比较 , PCOS 组小鼠 FBG、

FINS、HOMA-IR、T、AMH、LH、FSH、LH/FSH 水平显

著升高 (P < 0.01), E2 水平显著降低 (P < 0.001); 与

PCOS组比较, 枸杞叶给药组小鼠血清中 FBG、FINS、

HOMA-IR、T、AMH、LH、FSH、LH/FSH水平显著降低 

(P < 0.05), 而E2水平显著升高 (P < 0.001)。光学显微

镜下苏木精-伊红染色结果显示 (图 3A), 空白组小鼠

卵巢组织结构正常, 可见多个黄体和卵母细胞, 颗粒细

胞层数较多, 排列整齐。PCOS组小鼠卵巢囊性卵泡

较多, 且卵泡内颗粒细胞层变薄或消失, 囊性扩张严

重, 未见黄体和卵母细胞。经枸杞叶或二甲双胍治疗

后, 小鼠受损的卵巢组织结构部分恢复, 卵母细胞出

现, 颗粒细胞层数增多, 囊性扩张得到改善, 囊性卵泡

数减少 (图3B)。

4　维恩图分析

5 组样本中共检测到 1 683 个 OTU, 其中空白组

952个OTU, PCOS组 665个OTU, MET组 566个OTU, 

GQY-L 组 797个 OTU, GQY-H 组 881个 OTU (图 4A)。

通过Venn图分析各组在OTU水平上组成的相似性及

重叠情况, 结果表明枸杞叶治疗后的 OTU 数量增多, 

有正常化的趋势。

5　多样性分析

当稀释曲线趋向平坦时, 说明测序数据量渐进合

理, 测序量足够覆盖样本中的大部分微生物 (图 4B)。

空白组盲肠内容物样本中代表肠道菌群丰富度的

Sobs、Ace、Chao指数, 以及代表多样性的Shannon指数

均显著高于 PCOS组 (P < 0.01), 经药物治疗后均有显

著回调趋势 (图 4D), 提示枸杞叶能够改善 PCOS小鼠

肠道微生物区的多样性及丰富度。PCoA图表明空白

组与 PCOS组距离较远, 枸杞叶干预后距离向空白组

靠近, 说明枸杞叶对 PCOS小鼠肠道微生物的组成具

Figure 2　Effects of GQY treatment on FBG (A), FINS (B), HOMA-IR (C), LH (D), AMH (E), E2 (F), T (G), FSH (H), LH/FSH (I). n = 8,

x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs CON group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs PCOS group. GQY: Lycium barbarum leaves; FBG: 

Fasting blood glucose; FINS: Fasting insulin; HOMA-IR: Insulin resistance index; T: Testosterone; AMH: Anti-Mullerian hormone; LH: 

Luteinizing hormone; FSH: Follicle stimulating hormone; E2: Estradiol
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有调节作用 (图4C)。

6　菌群群落组成分析

通过从门、属水平研究枸杞叶对肠道菌群组成的

影响, 结果发现在门水平上, 厚壁菌门 (Firmicutes)、放

线菌门 (Actinobacteria) 和疣微菌门 (Verrucomicrobiota) 

是 5 个组中的优势门 (图 5A)。与空白组相比 , PCOS

组 Firmicutes和 Actinobacteria丰度升高, Verrucomicro‐

biota丰度降低, 给予枸杞叶水提取物后具有不同程度

的回调趋势。在属水平上, 按所占比例依次为回肠杆

菌属 (Ileibacterium)、乳杆菌属(Lactobacillus)、粪杆菌

属 (Faecalibaculum) 等。空白组与 PCOS 组在属水平

的构成上差异较大 (图 5B)。给药后小鼠肠道菌群组

成不断向对照组靠近, 提示枸杞叶对来曲唑诱导的小

鼠肠道菌群紊乱具有一定的调节作用。

7　差异菌的筛选和药物调节作用

通过 LEfSe软件分析鉴定, 在属水平上差异显著

Figure 3　Effect of GQY on ovarian structure. A: Hematoxylin-eosin staining of ovaries (×50, scale bar = 200 μm; ×200, scale bar = 50 

μm); B: The number of oocytes, cystic follicles and corpus luteum in each group (n = 3)

Figure 4　The effect of GQY on the diversity of gut microbiota in PCOS mice. A: Venn diagram of OTU; B: Shannon sparse curves analy‐

sis; C: PCoA analysis; D: α diversity index analysis (Shannon, Ace, Sobs, Chao index). n = 8, x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs CON group; 
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs PCOS group. OTU: Operational taxonomic units; PCoA: Principal co-ordinates analysis
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的共 62 种 (图 5C), 并对其进行统计分析, 比较各组菌

群的相对丰度。结果表明, 与空白组相比, PCOS组在

回肠杆菌属 (Ileibacterium)、粪杆菌属 (Faecalibaculum)、

罗 姆 布 茨 菌 属 (Romboutsia)、梭 状 芽 孢 杆 菌 属 

(Clostridium_sensu_stricto_1) 中丰度显著上升 (P < 

0.05), 在 Lachnospiraceae_NK4A136_group、未分类产

粪甾烷真杆菌 (norank_f Eubacterium coprostanoligenes 

group)、norank_f_Oscillospiraceae和另枝菌属 (Alistipes) 

中丰度显著下降 (P < 0.05) (图 5D)。经枸杞叶处理后

具有不同程度的回调效应, 表现为能促进益生菌的生

长, 抑制有害菌的增殖, 在一定程度上改善PCOS小鼠

体内肠道菌群紊乱的状态。

8　相关性分析和COG的功能预测

盲肠内容物中肠道菌群变化与临床生化指标之间

的相关性结果表明 (图 6A), 在门水平上 , 拟杆菌门 

(Bacteroidota) 与 FBG、T、FSH、INS、AMH、LH 等异常

代谢指标呈负相关 , 与 E2 呈正相关。在属水平上 , 

PCOS 组 富 集 的 肠 道 菌 如 Romboutsia、Clostrid‐

ium_sensu_stricto_1、Ileibacterium与血脂异常、性激素

紊乱水平呈正相关, 枸杞叶组富集的肠道菌如Lachno‐

spiraceae_NK4A136_group、norank_f Eubacterium copros‐

tanoligenes group 与生殖代谢异常指标呈负相关。

Figure 5　The differences in the community composition between the phylum levels (A) and the genus levels (B); C: LEfSe hierarchical 

tree map of multistage species in cecal content; D: Average relative abundance of difference features flora of different groups in cecal 

content. n = 8, x ± s. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs CON group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs PCOS group. LDA: Linear discriminant 

analysis
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COG的功能分析表明, 氨基酸转运和代谢、翻译及碳

水化合物转运与代谢途径起主要作用 (图 6B)。结果

提示, 枸杞叶可影响肠道菌群组成结构, 调节代谢, 这

可能是治疗 PCOS 的潜在机制 , 尚有待进一步验证

研究。

讨论

多囊卵巢综合征是一种终生生殖、神经内分泌和

代谢紊乱疾病 , 其模糊的诊断标准和极其复杂的表

型[18], 使得这种具有高度异质性临床表现的综合征更

具挑战性, 治疗效果欠佳。目前, 中医药是PCOS患者

的主要治疗方法, 其作用涉及多个途径和靶点。中医

认为脾肾亏虚、肝气郁结是 PCOS之本, 痰血、痰湿是

本病之标, 随着时间的推移, 湿、痰、瘀血等病理产物在

体内积聚, 如果不及时治愈, 最终会阻塞冲任经络和子

宫, 进而导致肾−天癸−冲任−胞宫轴功能失调, 导致多

囊卵巢综合征发生。故应以补肾、疏肝理气泻火、健脾

化痰为治则, 从多个方面改善PCOS症状与体征[19]。

来曲唑是一种非甾体芳香酶抑制剂, 限制雄激素

向雌激素的转化, 造成类固醇激素水平紊乱, 导致持续

无排卵及卵巢的多囊样改变, 已被广泛应用于 PCOS

模型的制备[20]。但来曲唑造模法存在糖脂代谢异常表

Figure 6　Heat map of correlation analysis between biochemical indexes and gut microbiota (A) and metabolic function prediction of 

community samples (B). COG: Cluster of orthologous groups
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现不明显的弊端, 如适度的体重增加和腹部肥胖、最低

限度升高的空腹血糖和不可检测的胰岛素抵抗。而高

脂饮食可诱导炎性反应, 导致异常的葡萄糖和脂质代

谢, 复制出较稳定可靠的糖脂代谢异常模型[21]。来曲

唑联合高脂饮食诱导的PCOS小鼠模型可以表现出高

雄激素血症、动情周期紊乱、卵巢多囊样变化和性激素

紊乱等生殖特征, 体重增加、空腹血糖水平升高、胰岛

素抵抗和血脂异常等代谢特征[19,22]。采用上述造模方

法, 更适合研究 PCOS发病中生殖内分泌及糖脂代谢

的异常, 可用于研究 PCOS的各种治疗方案。二甲双

胍是一种胰岛素增敏剂, 已被美国糖尿病协会推荐为

治疗 2型糖尿病和 PCOS的一线药物。在 PCOS研究

中, 二甲双胍被广泛用作阳性对照[23]。二甲双胍可改

善与生殖功能障碍相关的高雄激素血症和高胰岛素血

症, 并适用于诱导排卵[24]。二甲双胍作为一种双胍类

抗糖尿病药物, 可修复肌细胞和骨骼肌的胰岛素信号

转导, 促进内脏脂肪中葡萄糖的吸收, 抑制肝脏糖异

生, 降低血清胰岛素表达水平来改善胰岛素抵抗, 同时

其还具有明显的减重作用。二甲双胍还可通过减少卵

巢产生雄激素、降低睾酮和雄烯二酮水平、增加肝脏中

性激素结合球蛋白的产生和增加卵巢雌激素分泌来改

善月经不规律、排卵频率和高雄激素血症等临床

症状[25]。

PCOS的病理机制与下丘脑−垂体−卵巢或肾上腺

轴异常密切相关, 促性腺激素释放激素 (GnRH) 的负

反馈调节紊乱, 导致 LH/FSH 比值相对升高。血清中

过量的 LH 刺激卵巢内雄激素的产生, 而相对不足的

FSH则进一步损害卵泡发育, 导致患者排卵困难[26,27]。

本文研究结果表明, 经枸杞叶干预后, PCOS小鼠动情

周期逐渐恢复, 睾酮、LH/FSH 水平降低, 卵泡囊性扩

张明显改善, 卵巢内颗粒细胞层数增加, 胰岛素抵抗得

到了改善, 降低了PCOS相关并发症的风险; 二甲双胍

也可显著降低空腹血糖及空腹胰岛素, 从而改善胰岛

素抵抗。然而 , 在恢复紊乱的动情周期 , 过量的 LH/

FSH水平方面, 枸杞叶效果优于二甲双胍。综上看出, 

枸杞叶改善多囊卵巢综合征的症状表现具有较好的应

用价值和临床意义。

近年来, 肠道菌群被认为是影响健康和疾病的关

键因素, 为代谢性疾病的研究提供了新视角。肠道菌

群失调与高雄激素血症、胰岛素抵抗[28]和肥胖[29]等疾

病表型密切相关。PCOS患者肠道微生物群多样性的

减少可能是其肠道功能改变, 加重 PCOS及产生相关

疾病的潜在机制。来曲唑可导致啮齿动物肠道微生物

菌群结构改变 , 相比健康小鼠肠道菌群的多样性下

降[16], 使用共居模式发现小鼠通过粪−口途径暴露于健

康的肠道微生物组, 可以防止 PCOS代谢和生殖表型

的发展[30], 这表明肠道微生物组的失调可能在代谢紊

乱的发展中发挥关键作用。采用 16S rDNA高通量测

序技术分析PCOS小鼠盲肠内容物样本中肠道菌群的

变化, 发现枸杞叶增加了小鼠肠道菌群的多样性及丰

富度, 物种组成有正常化的趋势。由于中药具有有效

成分复杂、作用靶点及通路不清晰等特点, 因此量效关

系难以如西方医学那样易于判定。枸杞叶给药高、低

剂量组虽然在药效指标和 16S rDNA测序结果中没有

显示出显著的剂量依赖性, 但在激素水平及肠道菌群

多样性调节方面存在一定的量效关系, GQY-H组回调

趋势更为明显。

研究表明, 大约 80%的人类肠道细菌来自厚壁菌

门和拟杆菌门。Firmicutes/Bacteroidetes (F/B) 比值的

异常被认为是肠道菌群发生紊乱的生物学标志[28]。虽

然门水平上各组的相对丰度差异无统计学意义, 但枸

杞叶能够下调 Firmicutes 丰度 , 上调 Bacteroidetes 丰

度, 降低了F/B比值, 其肠道菌群组成有趋于正常。在

给药组中富集的 Lachnospiraceae_NK4A136_group 菌

属是一种公认的有益菌, 能促进丁酸的生成, 在维持小

鼠肠道屏障的完整性方面发挥着至关重要的作用, 并

表现出显著的抗炎特性[31]。研究表明, 该菌属能通过

增强线粒体功能改善胰岛素敏感性并增加能量消耗, 

还可抑制组蛋白脱乙酰基酶的表达和活性, 并通过不

同基因表达和激素调节途径激活肠道新生, 从而预防

代谢性内毒素血症[32]。本研究发现 , Lachnospira‐

ceae_NK4A136_group 与 E2 水平呈正相关 , 与 FSH、

LH、AMH 水平呈负相关, 且该菌群丰度在 GQY-H 组

中明显增加。有研究发现, PCOS小鼠的 Lachnospira‐

ceae_NK4A136_group 菌 群 与 LH、LH/FSH 呈 负 相

关[33], 这与本实验研究结果相一致。Romboutsia作为

高脂饮食诱导肥胖个体代谢紊乱的菌群生物标志物, 

与体重和血清脂质呈正相关[34]。Romboutsia 在糖尿

病[35]和溃疡性结肠炎[36]患者的肠道中相对丰度高于健

康人, 并与促炎因子呈正相关。这表明Romboutsia可

能是一种潜在的致病菌, 参与加重肝脂肪变性和破坏

肠屏障。一旦肠道菌群平衡被扰乱, Romboutsia可通

过肠道黏膜进入正常组织, 进而导致不同疾病的发展。

本研究发现, Romboutsia菌属在 PCOS组中高度富集, 

且与血糖血脂代谢异常指标呈正相关, 说明枸杞叶可

以促进益生菌的生长, 抑制有害菌的增殖, 从而改善

PCOS小鼠肠道微生物群的失调。

综上所述, 枸杞叶通过改善胰岛素抵抗、减轻卵巢

形态学损伤、调节血清激素水平及肠道菌群紊乱, 从而

在PCOS治疗中发挥作用。研究结果为枸杞叶治疗多
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囊卵巢综合征的临床应用及开发利用提供了科学依据, 

为阐明其调控肠道菌群的作用机制研究提供了指引。
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