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助卵汤调控 PI3K/Akt/mTOR 信号通路抑制 KGN 过度自噬改善
早发性卵巢功能不全的机制

陈瑶 1，2， 田赛男 2*， 曾晶 1， 易星星 1， 刘文娥 1， 雷磊 1，2， 唐丽 1*
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［摘要］ 目的：基于磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路探讨助卵汤

抑制人卵巢颗粒细胞（KGN）过度自噬改善早发性卵巢功能不全（POI）的作用机制。方法：通过细胞增殖与活性检测（CCK-8）
法确定环磷酰胺作用于 KGN 建立 POI细胞模型最优浓度，并基于此检测不同含量助卵汤含药血清对 KGN 细胞模型活力的影

响。确定最佳给药浓度后，将 KGN 分为空白组（20% 空白血清）、模型组（20% 空白血清+5 μmol·L-1环磷酰胺）、助卵汤含药血

清组（20% 助卵汤含药血清+5 μmol·L-1 环磷酰胺）、自噬抑制剂组（20% 空白血清+5 μmol·L-1 环磷酰胺+20 μmol·L-1 磷酸氯

喹）、自噬抑制剂+助卵汤含药血清组（20% 助卵汤含药血清+5 μmol·L-1环磷酰胺+20 μmol·L-1磷酸氯喹）、补佳乐组（20% 补佳

乐含药血清+5 μmol·L-1 环磷酰胺），培养 48 h 后，通过流式细胞术检测各组 KGN 的凋亡率，采用蛋白免疫印迹法（Western 

blot）检测各组 KGN 中 PI3K、p-Akt和 Akt、磷酸化（p）-mTOR 和 mTOR 信号通路蛋白表达情况，以及 Beclin1、ATG5 和微管相关

蛋白 1 轻链 3（LC3）等自噬相关蛋白的表达情况，采用单丹磺酰尸胺（MDC）染色检测各组自噬的程度。结果：5 μmol·L-1环磷

酰胺处理 KGN 细胞 48 h 可以构建 KGN 的 POI细胞模型，明显抑制 KGN 细胞增殖，且环磷酰胺对 KGN 细胞增殖的抑制能力与

环磷酰胺的浓度呈正相关；20% 及 30% 含量的助卵汤含药血清能促进细胞增殖，缓解环磷酰胺对 KGN 细胞增殖的抑制作用，

且 2 个浓度疗效相当；与空白组比较，模型组细胞凋亡率显著升高（P<0.01），PI3K、p-Akt 及 p-mTOR 蛋白表达水平显著降低

（P<0.01），自噬相关蛋白 Beclin1、LC3 及 ATG5 蛋白表达水平显著升高（P<0.01），而 Akt 与 mTOR 蛋白表达水平未见显著变

化，MDC 自噬荧光强度显著升高（P<0.01）；与模型组比较，空白组、模型组、卵汤含药血清组、自噬抑制剂组、自噬抑制剂+助卵

汤含药血清和补佳乐组细胞凋亡率均明显降低（P<0.05，P<0.01），自噬抑制剂+助卵汤含药血清组疗效最佳；PI3K、p-Akt 及

p-mTOR 蛋白表达水平明显升高（P<0.05，P<0.01），自噬抑制剂+助卵汤含药血清组升高最显著（P<0.01），自噬相关蛋白

Beclin1 和 ATG5 表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）；助卵汤含药血清组和补佳乐组 LC3 蛋白表达明显下降（P<0.05，P<

0.01），自噬抑制剂组和自噬抑制剂+助卵汤含药血清 LC3 蛋白表达下降，但差异无统计学意义。结论：助卵汤可能通过激活

PI3K/Akt/mTOR 通路抑制细胞过度自噬，逆转环磷酰胺对 KGN 细胞模型的损害作用，达到改善 POI的目的。
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［［Abstract］］  Objective：： To elucidate the underlying mechanism through which Zhuluan decoction suppresses excessive 

autophagy in human ovarian granulosa cells （KGN） and ameliorates premature ovarian insufficiency （POI） via the 

phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt）/mammalian target of rapamycin （mTOR） signaling pathway. 

Methods：： The optimal concentration of cyclophosphamide for inducing a POI model in KGN cells was identified via the cell 

counting kit-8 （CCK-8） assay. Subsequently， the impacts of varying concentrations of Zhuluan decoction-containing serum on the 

viability of the KGN cell model were assessed. After the optimal drug concentration was determined， KGN cells were categorized 

into the following groups： blank control （20% blank serum）， model （20% blank serum + 5 μmol·L-1 cyclophosphamide）， 

Zhuluan decoction-containing serum （20% Zhuluan decoction-containing serum + 5 μmol·L-1 cyclophosphamide）， autophagy 

inhibitor （20% blank serum + 5 μmol·L-1 cyclophosphamide + 20 μmol·L-1 chloroquine phosphate）， autophagy inhibitor + 

Zhuluan decoction-containing serum （20% Zhuluan decoction-containing serum + 5 μmol·L-1 cyclophosphamide + 20 μmol·L-1 

chloroquine phosphate）， and estradiol valerate （20% estradiol valerate-containing serum + 5 μmol·L-1 cyclophosphamide）. 

Following 48 hours of incubation， flow cytometry was utilized to measure the apoptosis rate of KGN cells in each group. Western 

blotting was employed to quantify the protein levels of PI3K， phosphorylated （p）-Akt， Akt， p-mTOR， and mTOR， along with the 

expression levels of autophagy-related proteins such as Beclin1， autophagy-related 5 homolog （ATG5）， and microtubule-

associated protein 1 light chain 3 （LC3）， in each group. Additionally， monodansylcadaverine （MDC） staining was performed to 

evaluate the extent of autophagy in each group. Results：： Incubation of KGN cells with 5 μmol·L-1 cyclophosphamide for 48 h 

successfully established a POI model， marked by a significant inhibition of KGN cell proliferation. Notably， the inhibitory effect of 

cyclophosphamide on KGN cell proliferation exhibited a positive correlation with its concentration. Zhuluan decoction-containing 

serum at 20% and 30% promoted cell proliferation and mitigated the inhibitory effect of cyclophosphamide on KGN cell 

proliferation， with comparable therapeutic efficacy observed at both concentrations. Compared with the blank control group， the 

model group displayed an elevated apoptosis rate （P<0.01）， reduced protein levels of PI3K， p-Akt， and p-mTOR （P<0.01）， 

increased protein levels of Beclin1， LC3， and ATG5 （P<0.01）， no significant alterations in the protein levels of Akt and mTOR， 

and an enhanced MDC autophagy fluorescence intensity （P<0.01）. In comparison to that the model group， the apoptosis rates in the 

blank control group， model group， Zhuluan decoction-containing serum group， autophagy inhibitor group， autophagy inhibitor + 

Zhuluan decoction-containing serum group， and estradiol valerate group all reduced （P<0.05， P<0.01）， with the most pronounced 

reduction observed in the autophagy inhibitor + Zhuluan decoction-containing serum group. The protein levels of PI3K， p-Akt， and 

p-mTOR were higher in other groups than in the model group （P<0.05， P<0.01）， being the highest in the autophagy inhibitor + 

Zhuluan decoctio-containing serum group （P<0.01）. The protein levels of Beclin1 and ATG5 were lower in other groups than in the 

model group （P<0.05， P<0.01）. The expression level of LC3 declined in the Zhuluan decoction-containing serum group and the 

estradiol valerate group （P<0.05， P<0.01）， while it decreased without statistical significance in the autophagy inhibitor group and 

the autophagy inhibitor + Zhuluan decoction-containing serum group. Conclusion：： Zhuluan decoction may activate the PI3K/Akt/

mTOR pathway to inhibit excessive autophagy and counteract the detrimental effects of cyclophosphamide on the KGN cell model， 

thus managing POI.

［［Keywords］］ Zhuluan decoction； premature ovarian insufficiency； cyclophosphamide； autophagy

早发性卵巢功能不全（POI）是指 40 岁前出现月

经紊乱、卵泡数量锐减、促性腺激素水平升高及雌

激素水平降低，其核心病理特征为卵巢功能过早减

退［1-2］。流行病学数据显示，全球 POI 患病率逐年上

升，且呈年轻化趋势，我国育龄期女性中 POI患病率

已高达 3%［3-4］，严重影响女性生殖健康，并显著增加

了骨质疏松、心血管疾病及认知功能障碍等远期并

发症风险［5］。然而，现有治疗手段，如激素替代疗

法，存在疗效局限性和潜在不良反应［6-7］，探索安全

有效的干预策略成为临床亟待解决的关键问题。

现有研究证实，卵巢颗粒细胞过度自噬是 POI

的关键病理环节之一［8-9］。自噬作为细胞应对营养

匮乏或氧化应激的适应性保护机制，在卵巢颗粒细

胞中过度激活可导致卵泡闭锁加速、原始卵泡池耗

竭及雌激素合成障碍，最终引发卵巢功能不可逆损

伤［10］。因此，抑制卵巢颗粒细胞过度自噬成为改善

POI 的重要治疗靶点。助卵汤是尤昭玲教授依据其

“冰山论”理论所创立的经验方，由菟丝子、黄芪、党

参等 12 味中药组成，是中医“健脾补肾，暖巢养泡”

理论的代表性方剂。磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋

白激酶 B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）
信号通路是细胞生长、代谢及自噬调控的核心枢

纽［11］。课题组前期研究发现，POI 模型动物卵巢组

织中 PI3K/Akt/mTOR 信号通路关键蛋白 PI3K、Akt、

mTOR 表达显著降低，且与自噬水平升高呈负相关，

助卵汤可上调 POI 模型大鼠卵巢组织中 PI3K、Akt

及 mTOR 蛋白表达，同时降低微管相关蛋白 1 轻链

3B（LC3B）蛋白水平，抑制卵巢颗粒细胞过度自噬

发 生 ，从 而 逆 转 造 模 对 大 鼠 卵 巢 储 备 功 能 的

影响［12］。
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基于此，本研究以人卵巢颗粒细胞（KGN）为模

型，结合化学诱导自噬抑制体系，系统探讨助卵汤

含药血清对 PI3K/Akt/mTOR 信号通路活性、自噬相

关蛋白表达及细胞存活率的影响，弥补当前研究局

限于整体动物水平，缺乏细胞模型及分子互作验证

的不足，进一步揭示助卵汤汤多靶点、多层次调控

卵巢颗粒细胞自噬的分子网络，为中医药治疗 POI

提供现代科学依据。

1 材料

1.1　 细 胞 与 动 物     KGN，编 号 PC-H2023021346

（ProcellCL-0603）由武汉普诺赛生命科技有限公司

提供。短串联重复序列（STR）鉴定显示，①未检测

到人源细胞交叉污染；②该细胞系 DNA 分型与细胞

库中细胞类型匹配度为 100.00%。SPF 级雌性 SD

大鼠 30 只，体质量 220~240 g，购自湖南斯莱克景达

实 验 动 物 有 限 公 司 ，合 格 证 号 SCXK（湘）2021-

0002。大鼠饲养于湖南中医药大学动物实验室，许

可证号 SYXK（湘）2024-0014，普通饲料喂养，自由

摄食饮水，温度（22±2） ℃，湿度（60±5）%，保持安

静，灯照周期为 12 h。

1.2　伦理     本研究动物均经湖南中医药大学医学

与 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 查 通 过（ 批 准 号

LL2021101301），符合相关伦理学要求。

1.3　药物与试剂     助卵汤：党参 15 g、黄芪 15 g、白

术 15 g、葛根 10 g、枸杞子 10 g、山药 10 g、盐菟丝子

10 g、石斛 10 g、百合 10 g（湖南中医药大学第一附

属 医 院 ，批 号 分 别 为 CK24092701、ZR24102501、

SX24101801、 ZR24091901、 SX24092704、

ZQ24101403、 NG24101604、 SX24092705、

SX24092702），三七花 5 g、覆盆子 10 g、玉竹 10 g（亳

州市沪谯药业有限公司，批号分别为 2410100142、

2406300062、2406200072），橘叶 10 g（长沙新林制药

有限公司，批号 240701），莲子 10 g（安徽亳药千草

中药饮片有限公司，批号 2407284），甘草 5 g（安徽

仁普中药饮片有限公司，批号 2409121），经湖南中

医药大学第一附属医院药学教研室主任戴冰教授

鉴定为正品。环磷酰胺、磷酸氯喹（美国 MCE 公司，

批号分别为 C3250000、PHR1404）；补佳乐（德国拜

耳集团，批号 J20171038）。
DMEM 培 养 基（ 美 国 Hyclone 公 司 ，批 号

12100046）；胎牛血清（德国 PAN 公司，批号 P30-

3306）；青 霉 素/链 霉 素（美 国 Gibco 公 司 ，批 号

15140）；PI3K、Akt、磷酸化（p）-Akt、mTOR、p-mTOR

抗体（美国 Proteintech 公司，批号分别为 20584-1-

AP、60203-2-Ig、66444-1-Ig、66888-1-Ig、67778-1-

Ig）；p-PI3K 抗体［艾比玛特生物医药（上海）有限公

司 ，批 号 T40116］；肌 球 蛋 白 样 B 细 胞 淋 巴 瘤 -2

（Bcl-2）结合蛋白（Beclin1）、自噬相关基因 5（ATG5）
及 LC3 抗 体（ 英 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

Ab302669、Ab108329、Ab63817）；山羊抗兔免疫球

蛋白（Ig）G （H+L）抗体、辣根过氧化物酶（HRP）-山

羊抗小鼠重组多克隆抗体（H+L）（长沙艾碧维生物

科 技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 AWS0002a、

RGAM001）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）、细胞自

噬染色检测试剂盒（MDC 法）（北京索莱宝科技有限

公司，批号分别为 CA1210、G0170）；AnnexinV/PI 细

胞凋亡检测试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限

公司，批号 A211）。
1.4　仪器     20160974 型酶标仪（美国伯腾仪器有限

公司），75002455 型离心机（美国赛默飞公司），TSB-

108 型摇床（海门市其林贝尔仪器制造有限公司），
VORTEX-6 型旋涡混合器（海门市其林贝尔仪器制

造有限公司），041BR358545 型电泳仪、552BR29732

7 型 垂 直 电 泳 槽 、153BR134653 型 转 印 槽 、

721BR12725 型化学发光凝胶成像仪（美国 Bio-Rad

公司），HLD-10002 型天平（杭州友恒称重设备有限

公司），CytoFLEX 型流式细胞仪（美国贝克曼库尔

特有限公司）。
2 方法

2.1　制备助卵汤水提液     根据既往动物实验结

果［12］，助卵汤中药饮片均匀混合先后加入 10、8 倍量

水，熬煮 1.5 h，合并 2 次过滤药液，经旋转蒸发仪浓

缩至生药质量浓度为 5.6 g·mL-1（按成人体质量

70 kg，临床用药 4 倍），冷却、4 ℃密封保存。

2.2　制备含药血清和空白血清     SPF 级雌性 SD 大

鼠分为助卵汤含药血清组 15 只、补佳乐含药血清组

5 只，空白血清组 10 只。每日上午 9 时和下午 6 时，

助卵汤含药血清组大鼠按照 56 g·kg-1·d-1 灌胃助卵

汤 水 提 液 ，补 佳 乐 含 药 血 清 组 大 鼠 ，按 照

0.09 mg·kg-1·d-1 灌胃补佳乐混悬液，空白组大鼠按

照 10 mL·kg-1·d-1灌胃蒸馏水，连续灌胃 1 周。末次

给药后 1 h，戊巴比妥钠腹腔麻醉后腹主动脉取血，

室温静置 2 h 后，离心机 4 ℃ ，3 500 r·min-1 离心

15 min（离心半径 10 cm，下同）。取上清液置于

56 ℃水浴锅中灭活 30 min，0.22 μm 滤膜过滤后分

装置于于-80 ℃冰箱保存备用。

2.3　制备环磷酰胺溶液     根据药品说明书，将环磷

酰 胺 溶 于 二 甲 基 亚 砜（DMSO）溶 液 中 ，制 备 成
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20 mmol·L-1 的环磷酰胺母液，以每管 20 μL 分装，

置于-80 ℃冰箱中保存。

2.4　制备磷酸氯喹溶液     根据药品说明书，将磷酸

氯喹溶于无酶水中，配置成 1 mmol·L-1 的磷酸氯喹

母液，用 0.22 μm 的滤膜过滤除菌后，以每管 100 μL

分装，置于-80 ℃冰箱中保存。

2.5　CCK-8 确定磷酰胺诱导 KGN 细胞模型条件       

    细胞达到对数生长期，用 0.25% EDTA 胰酶消化

至细胞变圆，加含有 10% FBS 和 1% 青霉素 -链霉素

的 DMEM 培养基 1 mL 轻轻吹散，收集至离心管，于

1 500 r·min-1 离心 5 min，去除上清，加 DMEM 培养

基 2 mL 轻轻吹散，按 1 000 个/孔的密度铺板细胞至

96 孔板，置于 37 ℃培养 12 h。取母液 20 mmol·L-1

环磷酰胺按 1∶1 000 稀释成 20 μmol·L-1，再按倍比

稀释成 10、5、2.5 μmol·L-1，去掉细胞上清，分别取

200 μL 药物（0、2.5、5、10、20 μmol·L-1）加入孔中，置

于 37 ℃ 、5% CO2，培养 48 h 后，每孔加入 CCK-8 

20 μL，混合均匀，置于 37 ℃、5% CO2，培养 4 h，在

450 nm 测定吸光度 A。

2.6　CCK-8 确定助卵汤含药血清缓解环磷酰胺诱

导 KGN 细胞模型最佳含量     同 2.5 项将细胞铺板至

96 孔板，分别添加不同浓度的助卵汤含药血清细胞

培养液，即 1% 青霉素-链霉素混合液分别添加 50%、

40%、30%、20%、10% 的含药血清，剩余体积用相应

体积的空白血清和基础培养基补齐。再取母液

20 mmol·L-1 环磷酰胺按 1∶4 000 加入（即终浓度

5 μmol·L-1）；去掉细胞上清，分别取 200 μL 加入孔

中 ，置于 37 ℃ 、5% CO2，培养 48 h 后 ，每孔加入

CCK-8 20 μL，混合均匀，置于 37 ℃、5% CO2，培养

4 h，在 450 nm 测定 A。

2.7　Annexin V-FITC/PI 标记流式细胞仪检测细胞

凋亡率     细胞达到对数生长期，按 50% 密度接种细

胞至 6 孔板，置于 37 ℃培养 12 h，去掉上清，基于

2.5、2.6 项实验结果，空白组加入含有 20% 空白血清

的培养基 2 mL，模型组加入含有 20% 空白血清及

5 μmol·L-1 环磷酰胺的培养基 2 mL，助卵汤含药血

清组加入含有 20% 助卵汤含药血清及 5 μmol·L-1环

磷酰胺的培养基 2 mL，自噬抑制剂组加入含有 20%

空白血清、5 μmol·L-1 环磷酰胺及 20 μmol·L-1 磷酸

氯喹的培养基 2 mL，自噬抑制剂+含药血清组加入

含有 20% 助卵汤含药血清、5 μmol·L-1 环磷酰胺及

20 μmol·L-1磷酸氯喹的培养基 2 mL，补佳乐组加入

含有 20% 补佳乐含药血清及 5 μmol·L-1环磷酰胺的

培养基（以上培养基均含有 1% 的青霉素 -链霉素混

合液）2 mL，置于 37 ℃、5% CO2，培养 48 h，收集细

胞上清，用不含 EDTA 胰酶消化 2 min，加 DMEM 培

养基 2 mL 进行终止，轻轻吹下，收集至离心管，置于

离心机 1 500 r·min-1，4 ℃离心 5 min，PBS 洗涤 2 次，

去掉细胞上清，用 Bingding Buffer 1 mL 重悬，加入

AnnexinV/FITC 5 μL 和 PI 染色液 5 μL，室温染色

10 min，置于流式细胞仪，检测细胞凋亡情况。

2.8　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞中

PI3K/Akt/mTOR 信 号 通 路 与 自 噬 相 关 蛋 白 表 达         

    同 2.5 项采用相应干预条件处理各组细胞，置于

37 ℃、5% CO2，培养 48 h，去掉细胞上清，用 PBS 清

洗 2 次，每孔加入 RIPA 裂解液（含有蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂）150 μL，混合均匀后，将细胞刮

下，收集至 1.5 mL 离心管，置于冰上裂解 30 min，间

隔 10 min 震荡 1 次，置于离心机 12 000 r·min-1，4 ℃

离心 10 min，吸取上清，用 BCA 法测定蛋白浓度。

取蛋白样品 30 μg，加入 4×Loading Buffer，沸水浴

10 min，10 000 r·min-1离心 10 min，根据蛋白分子量

制备 10% 或 15% 的十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）胶进行电泳分离蛋白样品。将

SDS-PAGE 胶上的蛋白通过电转移到 PVDF 膜上，

电转结束后，将 PVDF 浸泡在含 5% 脱脂奶粉的封闭

液中，室温孵育 1 h，加入相应的一抗 PI3K（1∶500）、
p-Akt（1∶2 000）、Akt（1∶5 000）、p-mTOR（1∶2 000）、
mTOR（1∶ 5 000）、Beclin1（1∶ 1 000）、ATG5

（1∶1 000）和 LC3（1∶500），4 ℃过夜后，TBST 洗膜

3 次，每次 10 min，加入相应的辣根过氧化物酶标记

的二抗溶液（兔二抗 1∶10 000，鼠二抗 1∶10 000），室
温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，将 PVDF 膜

与新鲜配制的增强型化学发光剂（ECL）溶液反应

2 min，快速于暗室中曝光显影，采用 Image J 软件进

行灰度分析。

2.9　单丹磺酰尸胺染色法（MDC）检测细胞自噬程

度     同 2.5 项采用相应干预条件处理各组细胞，参

照细胞自噬染色检测试剂盒说明书进行 MDC 染

色，荧光显微镜下观察计数并拍照。

2.10　统计学分析     所有数据通过 Graphad Prisim 5

软件进行作图分析，统计方法为多组单因素方差分

析法（One-way ANOVA），P<0.05 表示差异具有统计

学意义。

3 结果

3.1　CCK-8 法确定环磷酰胺诱导 KGN 细胞模型的

最佳剂量     与空白组比较，2.5 μmol·L-1环磷酰胺组

细胞增殖下降，但差异无统计意义，5 μmol·L-1环磷
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酰胺组细胞增殖明显下降（P<0.05），10 μmol·L-1环

磷酰胺组细胞增殖显著下降（P<0.01），20 μmol·L-1

环磷酰胺组细胞增殖显著下降（P<0.01）。见表 1。

故选择 5 μmol·L-1处理 KGN 细胞 48 h 作为 KGN 的

POI细胞模型。

3.2　CCK-8 确定助卵汤含药血清逆转环磷酰胺损

伤 KGN 细胞模型的最优浓度     与空白组比较，模型

组细胞增殖率显著降低（P<0.01）；与模型组比较，

10% 助卵汤含药血清组细胞增殖增加，但差异无统

计学意义，20% 和 30% 助卵汤含药血清细胞增殖率

均增加，差异有统计学意义（P<0.05），40% 和 50%

助卵汤含药血清细胞增殖增加，但差异无统计意

义。见表 2。综合考虑，选择 20% 含药血清作为治

疗药物条件。

3.3　助卵汤对 KGN 细胞凋亡情况的影响     与空白

组比较，模型组凋亡率显著性增加（P<0.01）；与模

型组比较，助卵汤含药血清组细胞凋亡率明显减少

（P<0.05），自噬抑制剂组细胞凋亡率明显减少（P<

0.05），自噬抑制剂+助卵汤含药血清组细胞凋亡率

显著减少（P<0.01），补佳乐组细胞凋亡率明显减少，

差异有统计学意义（P<0.05），自噬抑制剂+助卵汤

含药血清组抑制细胞凋亡率最佳，但各治疗组间差

异无统计学意义。见表 3 及增强出版附加材料。

3.4　助卵汤对 KGN 细胞 PI3K/Akt/mTOR 信号通路

蛋白及自噬蛋白表达情况的影响     与空白组比较，

模型组 PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达显著下降

（P<0.01），Beclin1 和 LC3 蛋白表达显著升高（P<

0.01），ATG5 蛋白表达显著升高（P<0.01），Akt 和

mTOR 蛋白表达无明显变化。与模型组比较，含药

血清组 PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达明显升高

（P<0.05），Beclin1、ATG5 和 LC3 蛋白表达明显下降

（P<0.05），Akt 和 mTOR 蛋白表达变化差异无统计

学意义。自噬抑制剂组 PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白

表达明显升高（P<0.05），Beclin1 和 ATG5 蛋白表达

下降（P<0.05），Akt、mTOR 和 LC3 蛋白表达变化差

异无统计学意义。自噬抑制剂+助卵汤含药血清组

PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达显著升高（P<0.01），
Beclin1 和 ATG5 蛋白表达显著下降（P<0.01），LC3

蛋白量下降，但差异无统计学意义，Akt 和 mTOR 蛋

白表达变化差异无统计学意义，补佳乐组 PI3K、

p-Akt、p-mTOR 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<0.05），

Beclin1 和 LC3 蛋白表达显著下降（P<0.01），ATG5

蛋白表达显著下降（P<0.01），Akt 和 mTOR 蛋白表

达变化差异无统计学意义。见图 1、表 4、表 5。

3.5　助卵汤对 KGN 细胞自噬程度的影响     与空白

组比较，模型组 MDC 荧光强度显著增加（P<0.01）。
与模型组比较，助卵汤含药血清组 MDC 荧光强度

明显下降（P<0.05），自噬抑制剂组 MDC 荧光强度

明显下降（P<0.05），自噬抑制剂+助卵汤含药血清

组 MDC 荧光强度显著下降（P<0.01），补佳乐组

MDC 荧光强度明显下降（P<0.05），自噬抑制剂+助

表  1　不同剂量环磷酰胺对 KGN 细胞增殖率的影响  （x̄± s，n=3）

Table 1　 Effect of different doses of cyclophosphamide on 

proliferation rate of KGN cells （x̄± s，n=3）

组别

环磷酰胺组

浓度/μmol·L-1

0

2.5

5

10

20

增殖率/%

100.00±8.89

94.50±12.71

75.71±7.661）

66.58±7.782）

49.71±7.192）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

表  2　 不 同 浓 度 助 卵 汤 含 药 血 清 对 KGN 细 胞 模 型 增 殖 率 的 影 响  

（x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of different concentrations of drug-containing 

serum on KGN cell model（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

助卵汤含药血清组

体积分数/%

10

20

30

40

50

增殖率/%

100.00±6.64

48.92±16.632）

56.84±11.70

82.18±10.693）

81.52±6.303）

72.24±14.86

64.60±10.80

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3-表 6 同）

表  3　助卵汤对 KGN 细胞凋亡率的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of Zhuluan decoction on apoptosis rate of KGN 

cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

助卵汤含药血清组

自噬抑制剂组

自噬抑制剂+助卵汤含药血清组

补佳乐组

体积分数/%

20

205）

205）+20

20

凋亡率/%

2.94±2.60

26.11±2.522）

17.36±4.043）

17.44±3.843）

11.55±3.084）

15.38±4.993）

注：5）浓度单位为 μmol·L-1（表 4-表 6 同）
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卵汤含药血清组荧光强度最弱，但各治疗组间差异

无统计学意义。见图 2、表 6。

4 讨论

自噬作为细胞维持稳态的核心机制，在成熟哺

乳动物卵巢中具有双重调控作用［13］。一方面，正常

的线粒体自噬可以清除老化线粒体，维持颗粒细胞

和卵母细胞的能量供应，确保卵泡正常发育［14］；其
次，正常的线粒体自噬通过清除异常蛋白质和细胞

器，减少 DNA 损伤积累，维持卵母细胞质量和促进

卵母细胞成熟［15］。另一方面，线粒体自噬过度激

活，细胞自噬凋亡影响卵母细胞的质量和数量，最

终影响女性生殖健康［15］。动物实验研究发现，POI

模型大鼠卵巢颗粒细胞中 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ转化率升

高，自噬底物 p62 表达下降，提示自噬过度激活，而

抑制卵巢颗粒细胞过度自噬，可以降低血清中促卵

泡生成素（FSH）和促黄体生成素（LH）水平，增加雌

二醇（E2）和抗苗勒氏管激素（AMH）水平，减少卵泡

闭锁，改善卵巢储备功能［16］。

中医无 POI 病名，根据临床表现可将其归属为

“月经过少”“闭经”“不孕”“经水早断”等范畴，肾虚

是 POI 的根本病因，并涉及心肝脾肺等多个脏腑失

调，卵巢及卵泡由肾所主宰，故以补肾大法。尤昭

玲教授经过长期临证认为论治 POI可从脾、肾着手，

通过滋养后天脾胃充养先天，温煦胞络，激活冰山

之下沉寂的始基卵泡 ，达到恢复卵巢功能的目

的［17］。助卵汤是尤昭玲教授依据其“冰山论”理论

表 4　助卵汤对 KGN 细胞 PI3K/Akt/mTOR 信号通路蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of Zhuluan decoction on protein expression of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in KGN cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

助卵汤含药血清组

自噬抑制剂

自噬抑制剂+助卵汤含药血清组

补佳乐组

体积分数/%

20

  205）

205）+20

20

PI3K/β-actin

1.00±0.14

0.43±0.062）

0.76±0.113）

0.73±0.073）

0.87±0.144）

0.73±0.153）

p-Akt/β-actin

1.00±0.07

0.45±0.122）

0.81±0.063）

0.81±0.063）

0.91±0.064）

0.99±0.183）

Akt/β-actin

1.00±0.11

0.98±0.10

0.96±0.19

1.05±0.13

0.96±0.24

1.12±0.20

p-mTOR/β-actin

1.00±0.14

0.47±0.072）

0.77±0.103）

0.73±0.083）

0.88±0.154）

0.73±0.053）

mTOR/β-actin

1.00±0.16

0.91±0.13

0.90±0.15

0.87±0.16

0.84±0.18

0.94±0.30

表  5　助卵汤对 KGN 细胞自噬相关蛋白水平表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of Zhuluan decoction on expression of autophagy-related proteins in KGN cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

助卵汤含药血清组

自噬抑制剂

自噬抑制剂+助卵汤含药血清组

补佳乐组

体积分数/%

20

  205）

205）+20

20

Beclin1/β-actin

1.00±0.14

2.49±0.362）

1.83±0.243）

1.87±0.163）

1.46±0.314）

1.69±0.174）

ATG5/β-actin

1.00±0.19

1.85±0.192）

1.34±0.163）

1.30±0.203）

1.09±0.184）

0.62±0.264）

LC3/β-actin

1.00±0.25

3.44±0.312）

2.04±0.183）

2.50±0.56

2.44±0.83

1.58±0.864）

注：A.空白组；B.模型组；C.助卵汤含药血清组；D.自噬抑制剂；
E.自噬抑制剂+助卵汤含药血清组；F.补佳乐组（图 2 同）
图 1　各组 PI3K/Akt/mTOR 信号通路蛋白及自噬蛋白表达电泳

Fig. 1　 Expression electrophoresis of PI3K/Akt/mTOR signaling 

pathway proteins and autophagy proteins in each group
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所创立的“健脾补肾，暖巢养泡”经验方，方中菟丝

子补益肝肾、固精安胎，黄芪补气升阳健脾、生津养

血，二药合用，共建脾肾二脏，共为君药；枸杞子滋

养肝肾阴血，党参、白术、山药健脾益肺补肾、补气

养血，石斛、玉竹益气养阴，共为臣药；君臣合用，共

行补脾滋肾之效，葛根升举阳气，与莲子共同交通

心肾阴阳，固涩肾精，覆盆子收敛固涩肾中阳气，三

七花清肝肾之虚实诸热，橘叶行胸膈之气，使补而

不滞，共为佐药；甘草调和诸药之性。全方共奏健

脾补肾，暖巢养泡之效［18-19］。临床研究表明，助卵汤

可显著降低 POI 患者血清 FSH 水平，升高 AMH 水

平，并增加卵巢窦卵泡数［20］。课题组前期研究发

现，助卵汤可上调 POI 模型大鼠卵巢组织中 PI3K、

Akt 及 mTOR 蛋白表达，同时降低 LC3B 蛋白水平，

抑制卵巢颗粒细胞过度自噬发生，从而逆转环磷酰

胺造模对大鼠卵巢储备功能的影响。然而，目前助

卵汤抑制卵巢颗粒细胞过度自噬的研究只开展于

整体动物层面，缺乏细胞模型及分子互作验证，且

助卵汤多组分协同调控的机制尚不清楚。本研究

采用 KGN 细胞进行体外验证，旨在揭示助卵汤多靶

点、多层次调控卵巢颗粒细胞自噬的分子网络，为

中医药治疗 POI提供现代科学依据。

KGN 细胞系是 KGN 肿瘤来源的永生化细胞，

作为卵巢的重要组成部分，保留正常卵巢颗粒细胞

的生物学特性（如 FSH 受体表达、雌激素合成能力

及自噬调控机制），能直接影响卵巢的生殖与内分

泌功能，其增殖与凋亡与卵泡的发育息息相关［21-22］，

是研究 POI 病理机制及药物干预的理想工具［23-25］。

已有研究发现环磷酰胺对 KGN 细胞有促凋亡作用，

从而可利用环磷酰胺构建 KGN 细胞的 POI模型［26］，

但其作用浓度有待进一步探索。本研究结果显示，

5 μmol·L-1环磷酰胺能明显抑制 KGN 细胞增殖，损

害卵巢颗粒细胞功能，且环磷酰胺对 KGN 细胞增殖

的抑制能力与环磷酰胺浓度正相关，5 μmol·L-1 处

理 KGN 细胞 48 h 可以建立人卵巢颗粒 KGN 细胞

POI 模型。磷酸氯喹作为溶酶体抑制剂，通过抑制

溶酶体对自噬小体的降解，来抑制自噬的发生［27］。

有研究表明，氯喹类药物的靶点是一种名为 PPT1

的 酶 ，PPT1 能 调 控 mTOR 从 而 影 响 自 噬［28-29］。

mTORC1 是自噬的关键调控因子，当营养充足时，

图 2　助卵汤对 KGN 细胞 MDC 染色荧光强度的影响  （免疫荧光，×200）
Fig. 2　Effect of Zhuluan decoction on fluorescence intensity of MDC staining in KGN cells （IF， ×200）
表 6　助卵汤对 KGN 细胞自噬荧光强度的量化分析的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 6　 Effect of Zhuluan decoction on quantitative analysis of 

autophagy fluorescence intensity detected by MDC method in 

KGN cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

助卵汤含药血清组

自噬抑制剂

自噬抑制剂+助卵汤含药血清组

补佳乐组

体积分数/%

20

  205）

205）+20

20

自噬平均荧光密度

1.00±0.14

1.70±0.092）

1.13±0.143）

1.08±0.193）

0.78±0.074）

0.97±0.033）
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mTORC1 被激活，抑制自噬；当营养缺乏或能量不

足时，mTORC1 被抑制，自噬被激活［30-31］。 PI3K/

Akt/mTOR 信号通路是细胞内重要的信号传导通

路，参与细胞生长、增殖、存活和代谢等过程［32］。研

究表明 PI3K/Akt/mTOR 信号通路参与颗粒细胞和

卵母细胞自噬的发生，PI3K 通过激活 Akt 进而激活

mTOR，抑制颗粒细胞自噬的发生［33］。在本研究发

现，环磷酰胺诱导的 KGN 细胞 POI 模型中 PI3K、

p-Akt、p-mTOR 的表达被抑制，而助卵汤含药血清

和自噬抑制剂磷酸氯喹能逆转这一改变，且二者具

有协同作用，并且减少了环磷酰胺对 KGN 细胞的损

伤，降低 KGN 细胞的凋亡率。Beclin1 通过与Ⅲ类

PI3K（Vps34）形成复合体，调控自噬前体膜的成核，

是自噬起始的标志性正性调节因子［34-35］，ATG5 是自

噬体形成与膜扩展的关键执行者，其脂化修饰是自

噬体成熟的关键步骤［36］，LC3 通过从 LC3Ⅰ转化为

LC3Ⅱ定位于自噬体膜，其分布及水平变化是监测

自 噬 活 性 的 关 键 指 标［37］，本 研 究 中 模 型 组 中

Beclin1、ATG5 及 LC3 呈现出高表达现象，说明在

KGN 细胞 POI 模型中自噬被过度激活，助卵汤含药

血 清 和 自 噬 抑 制 剂 磷 酸 氯 喹 可 以 降 低 Beclin1、

ATG5 及 LC3 的表达，抑制 KGN 细胞的过度自噬，

发挥卵巢颗粒细胞功能的保护作用。其次，MDC 染

色检测也直观地反映了助卵汤含药血清可以改善

环磷酰胺诱导的 KGN 细胞 POI模型过度自噬发生。

综上所述，本实验验证了助卵汤通过降低 KGN

细胞的凋亡率，激活 PI3K/Akt/mTOR 信号通路，降

低自噬相关蛋白 Beclin1、ATG5 及 LC3 的表达，抑制

环磷酰胺诱导的 KGN 细胞 POI模型的过度自噬，逆

转化疗性药物对卵巢颗粒细胞的损伤，达到改善卵

巢储备功能的作用，并从分子角度进一步证明在临

床有效方剂助卵汤治疗 POI 的可能机制与潜在

靶点。

正常情况下自噬和凋亡是相互抑制的关系，细

胞自噬通过吞噬“老弱病残”的细胞或细胞器，为正

常细胞提供更好的生存环境，从而起到保护细胞的

作用；凋亡是细胞程序性死亡的方式之一，是存在

于细胞中的自我毁灭机制，凋亡的发生会导致所有

的细胞组成成分都会被其他活细胞降解和消化；两
者互相作用，共同调控细胞死亡，维持生命活动的

有序进行［38］。然而有诸多研究证实，自噬对细胞死

亡的调节具有双重性，温和的自噬在一定程度上发

挥上述细胞保护作用，而过度自噬发生将诱导细胞

程序性死亡，促进细胞凋亡的发生［39-40］。环磷酰胺

通过抑制 PI3K/Akt 信号通路的激活，刺激小鼠过度

自噬的发生，从而促进卵巢细胞的凋亡，导致卵巢

功能受损［41］。符山花等［42］研究发现 ABT-737 能够

通过诱导卵巢癌细胞持续自噬的发生，促进卵巢癌

细胞的自噬性凋亡，从而发挥抗癌作用。张玲等［43］

研究发现氯化镉可能激活过度自噬的发生，使自噬

体异常聚集，从而诱导小鼠初级精母细胞发生凋

亡，影响小鼠的生殖功能。本研究中流式细胞术检

测结果提示环磷酰胺造模后细胞凋亡率明显增加，

Western blot 提示模型组自噬相关蛋白表达明显升

高，MDC 染色也提示模型组自噬荧光表达明显，考

虑环磷酰胺可能通过抑制 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路促使卵巢颗粒细胞过度自噬的发生，进而诱导

KGN 细胞自噬性凋亡，助卵汤可逆转这一损伤，且

联用自噬抑制剂发挥了更大的协同作用。故推测，

自噬抑制剂与助卵汤的联用可能并非简单的“抑制-

促进”关系，可能是通过多层次调控自噬 -凋亡网络

实现的动态平衡。未来研究应聚焦于自噬 -凋亡交

叉节点的精准调控，为个体化治疗提供理论依据。
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