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实验研究

顺铂诱导颗粒细胞损伤及二仙汤含药血清

保护颗粒细胞的作用机制
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摘要　目的：探讨顺铂对卵巢颗粒细胞的影响及二仙汤含药血清改善大鼠卵巢颗粒细胞损伤的作用机制。方法：选取大
鼠原代卵巢颗粒细胞体外培养及顺铂处理的方法，将顺铂处理后卵巢颗粒细胞随机分为：ｃＤＤＰ组、ｃＤＤＰ＋雌二醇组、ｃＤ
ＤＰ＋二仙汤组，另设正常组，加入相应药理血清连续培养４８ｈ。采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ法检测各组大鼠卵巢颗粒细胞 ｂｃｌ
２、ｂａｘ蛋白表达；ＲＴＰＣＲ法检测各组大鼠卵巢颗粒细胞 ｂｃｌ２、ｂａｘｍＲＮＡ表达。结果：与正常对照组比较，ｃＤＤＰ组 ｂａｘ
ｍＲＮＡ及蛋白表达上调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与ｃＤＤＰ组比较，ＣＤＤＰ＋雌二醇组及 ｃＤＤＰ＋二仙汤组 ＢａｘｍＲ
ＮＡ及蛋白表达均下调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与正常组比较，ｃＤＤＰ组 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ水平及蛋白表达下调，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。与ｃＤＤＰ组比较，ＣＤＤＰ＋雌二醇组及 ｃＤＤＰ＋二仙汤组 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ转录及蛋白表达上调，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：二仙汤能够抑制 ｃＤＤＰ诱导的卵巢颗粒细胞损伤，其作用机制可能与调节 ｂｃｌ２／ｂａｘ
平衡有关。
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一线化疗药物已被广泛应用于临床，ｃＤＤＰ的作用机
制主要是通过诱导细胞凋亡程序，杀死肿瘤细胞；在

此过程中死亡受体通路以及多种蛋白质参与其中，

其中包括 ＪＮＫ信号通路、ｐ５３和 Ｂｃｌ２家族蛋白
等［１］。研究发现化疗药物在治疗疾病的过程中不仅
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能够杀死部分肿瘤细胞，同时也会对正常组织细胞

产生细胞毒作用［２］，而 ｃＤＤＰ引起的女性生殖系统
损害已成为医学界研究的热点之一［３］。有报道指

出，ｃＤＤＰ能够引起女性卵巢储备功能下降（Ｄｉｍｉｎ
ｉｓｈｅｄＯｖａｒｉａｎＲｅｓｅｒｖｅ，ＤＯＲ），而 ＤＯＲ是形成卵巢早
衰（ＰｒｅｍａｔｕｒｅＯｖａｒｉａｎＦａｉｌｕｒｅ，ＰＯＦ）的一个重要诱
因［４］。李艳梅等［５］发现，ｃＤＤＰ会引起女性患者出
现月经紊乱、闭经、甚至 ＰＯＦ。因此，在治疗肿瘤的
同时保护卵巢功能、减少卵巢损伤尤为重要。二仙

汤对围绝经期综合征的疗效为临床所公认，其治疗

效果得到国内外中医界的认同［６１２］。相关动物实验

采用石蜡切片及ｍａｌｌｏｒｙ染色的方法，观察二仙汤对
ｃＤＤＰ模型小鼠的保护机制，结果显示，二仙汤能够
有效改善模型小鼠卵巢功能，抑制氧化应激［７］。

本课题组前期研究发现二仙汤含药血清能够提

高ｃＤＤＰ处理后颗粒细胞中 Ｅ２、Ｐ表达，能够降低卵
巢颗粒细胞凋亡率，同时二仙汤含药血清能够上调

卵巢颗粒细胞中 ＰＩ３ｋ、ｐＡｋｔ、Ａｋｔ的表达，通过调节
ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ信号通路途径，抑制卵巢颗粒细胞凋亡［８］。

本实验继续建立 ｃＤＤＰ处理卵巢颗粒细胞模型，通
过观察各组药物干预后 ｂｃｌ２／ｂａｘｍＲＮＡ基因和蛋
白表达情况，进一步探究二仙汤含药血清保护卵巢

颗粒细胞的作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物与细胞　选取 ＳＰＦ级雌性 ＳＤ大鼠
（２２～２４ｄ）１０只，体质量（６０±１０）ｇ，购自（北京）斯
贝福实验动物科技有限公司，使用许可证：ＳＣＸＫ
（京）２０１１～０００４。自由饮水，１２ｈ／ｄ光照，适应性
喂养１周后，常规灌胃，制备药理血清。本实验获北
京中医药大学东方医院动物实验伦理委员会批准

（ＮｏＢＵＣＭ２０１６０１０５０８１９９５）。１０％水合氯醛麻醉
处死后，立即置于７５％乙醇中浸泡３ｍｉｎ，于超净台
下取双侧卵巢，用预冷的 Ｈａｎｋ液清洗３次，将双侧
卵巢置于无血清培养基中，刺破卵巢收集颗粒细胞。

１１２　药物　二仙汤组方，淫羊藿９ｇ、巴戟天６ｇ、
当归１０ｇ、黄柏１５ｇ、仙茅１２ｇ、知母１０ｇ。由北京
中医药大学东直门医院提供，根据颗粒／饮片固有比
计算，每只鼠用量：７５ｋｇ／ｄ。注射用顺铂（齐鲁制
药有限公司，国药准字 Ｈ３７０２１３５８）、戊酸雌二醇片
（拜耳医药有限公司，生产批号：Ｂ０１００７１０２）均购自
北京中医药大学东直门医院，戊酸雌二醇片每只大

鼠用量：０００９ｍｇ／ｋｇ。
１１３　试剂与仪器　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（美国 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司，生产批号：ＳＨ３００２３）；胎牛血清（美国
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，生产批号：１３００５１０）；孕马血清促性腺
激素（以色列 Ｐｒｏｓｐｅｃ公司，生产批号：ｈｏｒ２７２）；
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，
生产批号：２０１６０６２７）、ＲＩＰＡ蛋白裂解液（北京索莱
宝科技有限公司，生产批号：２０１６０３０７）、ＳＤＳＰＡＧＥ
分离胶缓冲液（北京索莱宝科技有限公司，生产批

号：Ｓ１０５１）、浓缩胶缓冲液（北京索莱宝科技有限公
司，生产批号：Ｓ１０５２）蛋白相对分子质量 Ｍａｒｋｅｒ（美
国Ｔｈｅｒｍｏ公司，生产批号：００３３２４８４）；ＥＣＬ超敏发
光液（北京普利莱基因技术有限公司，生产批号：

Ｐ１０１０）；二抗 ＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ／ＨＲＰ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司，生产批号：ｓｉ３００８６）和 ＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ／ＨＲＰ（美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，生产批号：ｓｉ３００８６）；ＲＮＡ提取试
剂 盒： Ｚｙｍｏ ＱｕｉｃｋＲＮＡＴＭＭｉｃｒｏＰｒｅｐ （Ｃａｔａｌｏｇ
ＮｏｓＲ１０５０＆Ｒ１０５１）；反转录试剂盒：ＭＭＬＶＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄＲＴＫｉｔ（目录号：ＲＴ０３）；ＰＣＲ酶：ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（Ｃａｔａｌｏｇ：ＤＢＩ２０４３）；ｂａｘ、ｂｃｌ２抗体（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，生产批号：ＳＣ１３０９，ＳＣ１６６２）。

ＣＯ２培养箱（ＭＣＯ２０ＡＩＣ，日本）；倒置显微镜
（ＴＳ１００，日本）；低温离心机（３Ｋ１５，美国）；多功能荧
光酶标仪（ＳＡＦＩＲＥ２，瑞士）。

表１　引物设计及合成情况

基因名称 引物序列（５′３′） 产物长度（ｂｐ）

ｂｃｌ２ 上游引物Ａｔｇｇｃｇｃａａｇｃｃｇｇｇａｇａａｃ １００
下游引物Ｇａｃｇｔｃｃｔｇｇｃａｇｃｃｇｔｇｔｃ

ｂａｘ 上游引物Ｔｇｇｇｔｇｇａｔｇｇｇｔｃａｇｇｔｃｃ １００
下游引物Ｇｃｔｃａｇｇｃａｔｃｔｃｃｃｃａａａｇｔ

ＧＡＰＤＨ 上游引物Ｃａｇｔｇｃｃａｇｃｃｔｃｇｔｃｔｃａｔ ９６
下游引物Ａｇｇｇｇｃｃａｔｃｃａｃａｇｔｃｔｔｃ

１２　方法
１２１　分组及模型制备　将卵巢颗粒细胞以５×
１０５接种于９６孔板中，待细胞生长至底壁的７５％～
８０％时，将细胞分为４组：正常组，ｃＤＤＰ组，ｃＤＤＰ＋
雌二醇组，ｃＤＤＰ＋二仙汤组。除正常组外，其余各
组每孔加２００μＬ（终浓度为２５μｇ／ｍＬ）ｃＤＤＰ进行
处理，３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱，培养１２ｈ。

参照文献［２１］血清制备方法，将 ＳＤ大鼠随机分
为：正常组、雌二醇组、二仙汤组，每组灌胃３ｄ，于第
４天７点末次灌胃１ｈ后，采用心脏取血方式，全血
静置２ｈ，离心提取血清，滤膜无菌过滤，－２０℃保
存。

１２２　给药方法　ｃＤＤＰ诱导１２ｈ后，各组进行给
药干预，正常组及 ｃＤＤＰ组弃培养基，每孔均加入正
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常血清２００μＬ；ｃＤＤＰ＋雌二醇组及 ｃＤＤＰ＋二仙汤
组弃培养基，依次加入各组治疗雌二醇、二仙汤含药

血清 ２００μＬ，３７℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养
２４ｈ。
１２３　检测指标与方法　蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测各组颗粒细胞中 ｂａｘ、ｂｃｌ２蛋白表达：
分别提取各组卵巢颗粒细胞，加入蛋白裂解液，提取

总蛋白。经ＳＤＳ聚丙烯凝胶进行电泳，转移至聚偏
二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ膜），一抗、二抗孵育后，使用发
光底物进行显影，对ｂａｘ、ｂｃｌ２蛋白进行目的条带定
性和定量分析，处理图像，分析目标条带。

ＲＴＰＣＲ检测各组卵巢颗粒细胞中 ｂａｘ、ｂｃｌ
２ｍＲＮＡ表达：提取各组大鼠卵巢颗粒细胞，加入 Ｔｒ
ｉｚｏｌ裂解后提取总 ＲＮＡ，加 ｄＮＴＰ、ＭＭＬＶ和 Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）１５等进行逆转录合成ｃＤＮＡ第一链，加入 ＰＣＲ
引物扩充目的基因，经琼脂糖凝胶电泳，对ｂａｘ、ｂｃｌ２
的目的条带进行分析。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２００统计软件进行
数据分析，计量资料以（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用
单因素方差分析，方差齐时，各组间两两比较采用

ＬＳＤ检验，方差不齐时，则采用 Ｔａｍｈａｎｃｅ′ｓＴ２检验，
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠卵巢颗粒细胞 ｂｃｌ２、ｂａｘ蛋白表达比
较　与正常组比较，ｃＤＤＰ处理后各组 ｂｃｌ２表达明
显减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与 ｃＤＤＰ组
比较，ｃＤＤＰ＋雌二醇组 ｂｃｌ２蛋白表达上调，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５）。与正常组比较，ｃＤＤＰ处理
后各组 ｂａｘ蛋白表达均上调，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；与 ｃＤＤＰ组比较，ｃＤＤＰ＋雌二醇组、ｃＤ
ＤＰ＋二仙汤组 ｂａｘ蛋白表达减少，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。见表２，图１、２。

表２　各组大鼠卵巢颗粒细胞中ｂｃｌ２／ｂａｘ
蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｂｃｌ２ ｂａｘ

正常组（ｎ＝６） ２２２±０３０ ０６２±００２
ｃＤＤＰ组（ｎ＝６） ０６０±０２０ １５５±０１４

ｃＤＤＰ＋雌二醇组（ｎ＝６） １５７±０６３△ ０７７±０２０△

ｃＤＤＰ＋二仙汤组（ｎ＝６） １４８±０６９△ ０９９±０４５△

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与ｃＤＤＰ组比较，△Ｐ＜００５

２２　各组大鼠卵巢颗粒细胞 ｂｃｌ２、ｂａｘｍＲＮＡ表达
的比较　与正常组比较，ｃＤＤＰ干预后各组 ｂｃｌ
２ｍＲＮＡ表达下调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；
与ｃＤＤＰ组比较，ｃＤＤＰ＋雌二醇组、ｃＤＤＰ＋二仙汤

组 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达上调，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；与正常组比较，ｃＤＤＰ干预后，各组ｂａｘｍＲＮＡ
表达上调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与 ｃＤＤＰ
组比较，ｃＤＤＰ＋雌二醇组、ｃＤＤＰ＋二仙汤组 ｂａｘ
ｍＲＮＡ表达均下调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表３。

图１　各组颗粒细胞ｂｃｌ２蛋白表达情况

图２　各组颗粒细胞ｂａｘ蛋白表达情况

表３　各组大鼠卵巢细胞中ｂｃｌ２、ｂａｘ基因表达量（珋ｘ±ｓ）

组别 ｂｃｌ２ ｂａｘ

正常组（ｎ＝６） １９５５±０３５７ ０１９±００４７
ｃＤＤＰ组（ｎ＝６） １０３４±００４３ ０５０５±００９２

ｃＤＤＰ＋雌二醇组（ｎ＝６） １７６６±０３５８△ ０３４８±００８３△

ｃＤＤＰ＋二仙汤组（ｎ＝６） １５７０±０５６７△ ０３７９±００２８△

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与ｃＤＤＰ组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
ＤＯＲ是指女性卵巢产生卵母细胞数量和质量

的能力下降，并可引起女性体内性激素的异常、生育

能力障碍，临床表现为月经稀少，绝经，不孕等［９］。

导致 ＤＯＲ最常见医源性因素即是化疗药物损伤。
化疗药物在杀死肿瘤细胞的同时，存在着严重的细

胞毒性作用，严重影响女性患者的身心健康。随着

癌症、血液病及自身免疫性疾病发病率上升，化疗药

物的使用率随之上升，因此保护卵巢功能成为医学

界关注的热点问题之一。

ｃＤＤＰ作为一线化疗药物，可诱导卵母细胞和颗
粒细胞发生凋亡，刺激原始静止卵泡过度活化，增加

卵泡对药物的敏感性，导致颗粒细胞凋亡［１０］。ｃＤＤＰ
动物模型能够增加颗粒细胞凋亡，加速卵泡募集，使

卵泡闭锁增多［１１］。本课题组前期实验研究已明确

ｃＤＤＰ能够建立大鼠卵巢颗粒细胞损伤的细胞模型，
而二仙汤中药血清可以增加大鼠卵巢颗粒细胞中

Ｅ２、Ｐ的表达，延缓颗粒细胞损伤
［８］。那么，二仙汤

通过激活或抑制哪条信号途径而发挥上调模型细胞
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中Ｅ２、Ｐ的作用呢？我们继续探究，建立 ｃＤＤＰ诱导
原代卵巢颗粒细胞损伤模型，通过基因及蛋白角度，

观察颗粒细胞中 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ的表达情况，结果显示
二仙汤改善损伤性卵巢颗粒细胞的作用机制，可能

与激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路有关［９］。目前ｂｃｌ２、ｂａｘ
基因是最受关注的细胞凋亡调控基因，ｂｃｌ２能抑制
细胞凋亡，延长细胞生存周期，而 ｂａｘ则促进细胞凋
亡，二者相互拮抗，共同影响着细胞凋亡的发生［１２］。

因此本实验通过 ｃＤＤＰ处理大鼠原代卵巢颗粒细
胞，运用分子生物学手段，探究二仙汤是否通过调控

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路下游靶蛋白 ｂａｘ／ｂｃｌ２对 ｃＤＤＰ
大鼠卵巢颗粒细胞发挥保护作用。

本实验ｃＤＤＰ能够诱导大鼠卵巢颗粒细胞促进
凋亡基因ｂａｘ表达、降低凋亡抑制基因 ｂｃｌ２表达，
与张春燕和何援利［１３］的研究结果一致。研究表明，

卵泡的生长发育及闭锁主要的作用靶点可能位于卵

泡表面，依赖体内内分泌系统及卵泡的三维结构特

性，通过调控颗粒细胞或卵母细胞生长增殖，而影响

卵泡的作用［１４］。在细胞凋亡发生过程中，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号途径发挥着重要的生物学作用，活化的 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号途径，通过调节下游多个靶分子，参与细胞
的凋亡［１５］。ＡＫＴ被磷酸化后可诱导 ｂａｘ／ｂｃｌ２、
Ｃａｓｐａｓｅ３／８／９和 ＦＯＸ家族磷酸化，影响细胞调
亡［１６］；这与课题组近期工作发现相一致（论文待发

表）。本实验通过蛋白和基因水平均发现二仙汤能

够下调ｃＤＤＰ诱导的大鼠卵巢颗粒细胞中 ｂａｘ蛋白
表达，上调 ｂｃｌ２表达。ｂａｘ／ｂｃｌ２之间的动态平衡
是细胞代谢关键环节。研究表明，ｂｃｌ２可以通过影
响氧自由基、Ｐ５３、活化 Ｒａｆ基因等途径抑制细胞凋
亡，而ｂａｘ在接受死亡信号后，进入线粒体膜，促使
大量细胞色素 Ｃ进入细胞质，激活 ｃａｓｐａｓｅ，诱导细
胞凋亡。ｂａｘ／ｂｃｌ２之间的动态平衡使细胞保持正
常的代谢状态，一旦这种增殖和凋亡的平衡被打破，

细胞代谢将出现紊乱，引起疾病的发生［１７１８］。同时，

ｂｃｌ２能够减少线粒体膜的通透性，抑制 ｂａｘ的促凋
亡的生物学作用［１９２０］。

综上所述，二仙汤能够通过调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路，调控下游靶蛋白ｂａｘ／ｂｃｌ２的平衡，改善ＣＤＤＰ
诱导的大鼠卵巢颗粒细胞损伤，纠正颗粒细胞微环

境，为临床治疗卵巢储备功能低下等疾病提供理论

依据。
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巢颗粒细胞凋亡调控蛋白 ｂｃｌ２、ｂａｘ表达的影响［Ｊ］．世界中医

药，２０１７，１２（４）：８６５８６９．

［９］蔡欣悦．ＳＦ１介导四物合剂药理血清干预顺铂损伤后大鼠卵巢

颗粒细胞 Ｃｙｐ１９ａ１活性及表达的研究［Ｄ］．北京：北京中医药大

学，２０１７．

［１０］赵笛，赵丕文，武虹波，等．二仙汤对顺铂所致大鼠卵巢早衰模型

中卵巢颗粒细胞增殖及周期的影响［Ｊ］．环球中医药，２０１７，１０

（２）：１３１１３６．

［１１］ＬｉｕＸ，ＺｈａｏＪＸ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｈｉｋｏｎｉｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＭｅｄ，

２０１８，４（３）：１２１１２６．

［１２］王艳，赵上，苏衍萍，等．亚硒酸钠通过线粒体途径诱导人胃癌

ＳＧＣ７９０１细胞凋亡的机制［Ｊ］．解剖学报，２０１６，４７（３）：３５３

３５８．

［１３］张春燕，何援利．顺铂对人卵巢黄素化颗粒细胞的毒性及凋亡的

影响［Ｊ］．中国药理学通报，２００８，２４（６）：７９６７９９．

［１４］杨癑，房丽红，王雪峰．Ｆｏｘｏ３ａ基因调控大鼠卵巢颗粒细胞体外

发育及预防顺铂对卵巢的毒性作用［Ｊ］．南方医科大学学报，

２０１６，３６（６）：７９６８０１＋８１３．

［１５］周斌，孙博，吕会娟，等．ｓｉＲＮＡ降低 ＭＡＣＣ１基因表达对子宫内

膜癌细胞增殖凋亡及ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响研究［Ｊ］．癌症

进展，２０１８，１６（１２）：１４９４１４９７．

［１６］叶敏，刘志强，王李俊，等．猪苓酮Ａ通过调节Ｂｃｌ２／Ｂａｘ信号通

路诱导雌激素受体阴性的乳腺癌细胞凋亡研究［Ｊ］．中草药，

２０１８，４９（２２）：５３３４５３３８．

［１７］续云洁．Ｂｃｌ２抑制剂ＡＢＴ７３７通过调节糖代谢增加卵巢癌顺铂

耐药细胞凋亡敏感性机制的研究［Ｄ］．长春：吉林大学，２０１８．

［１８］
!

洁，胡晓佳，段海婧，等．白藜芦醇通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路诱

导子宫内膜癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞凋亡机制研究［Ｊ］．云南中医学院学

报，２０１８，４１（４）：１３１６．

［１９］赵笛，赵丕文．基于ＦＯＸＯ３ａ转录因子探讨二仙汤对顺铂损伤大

鼠卵巢颗粒细胞的保护机制［Ｄ］．北京：北京中医药大学，２０１７．

［２０］李杨，谢莉，刘建，等．二仙汤对过氧化氢诱导的人卵巢颗粒细胞

氧化损伤的保护作用［Ｊ］．中国中西医结合杂志，２０１９，３９（３）：

３１７３２２．
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