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小檗碱对胰岛素抵抗卵巢甾体激素体外合成
和代谢的调控作用

王秀秀 李 威 刘逸超侯丽辉 吴效科

·16l·

摘要 目的研究体外培养的胰岛素抵抗卵巢模型的功能和代谢变化，观察具有胰岛素增敏作用中药

单体小檗碱对胰岛素抵抗的改善情况。方法体外培养小鼠卵巢，地塞米松(dexamethasone，Dex)诱导卵巢

胰岛素抵抗模型，通过检测培养液葡萄糖含量、激素水平及逆转录一聚合酶链反应(RT·PCR)评估胰岛素抵

抗模型卵巢功能的变化情况，检测胰岛素通路及激素合成通路关键分子的表达情况以及小檗碱对胰岛素抵

抗的改善情况。结果 (1)Dex诱导卵巢胰岛素抵抗的效果存在时间剂量依赖性，经浓度为300 nmol／L

Dex处理48 h后，卵巢对葡萄糖的摄取量[(2．48±0．29)mg／s]较未用Dex培养卵巢48 h组[(9．05±0．75)

mg／g]下降(P<0．05)；在胰岛素刺激下，Dex处理的卵巢对葡萄糖的摄取量[(1．94-I-0．19)mg／g]下降，与

未用Dex处理72 h组[(9．59±1．74)mg／g]比较，差异有统计学意义(P<0．01)，卵巢胰岛素抵抗模型理想。

应用中药小檗碱后，卵巢葡萄糖摄取量[(13．95±3．30)mg／g]较模型组[(1．89±0．33)mg／g]明显升高(P

<0．05)。(2)模型组培养液中睾酮(T)和雄烯二酮(A：)水平升高，孕酮(P)和17一羟孕酮(17一OHP)水平明

显下降，小檗碱能显著进一步降低T和A：浓度，并使得培养液17一OHP水平升高，但对P水平影响不大。

(3)RT—PCR结果显示：Dex诱导后，卵巢17一羟化酶(CYPl7)、极微染色体维持蛋白(MCM-2)的mRNA表

达水平升高，细胞外信号调节激酶．1(ERK．1)、蛋白激酶B(AKT一2)、糖原舍酶激酶-3(GSK一3B)的mRNA表

达水平下降，应用小檗碱后，上述分子指标明显逆转。结论 (1)Dex能够诱导卵巢器官胰岛素抵抗，卵巢产

生胰岛素抵抗对雄激素合成可能存在促进作用。(2)中药小檗碱能降低卵巢的胰岛素抵抗程度和雄激素合

成，提示对胰岛素有增敏作用的中药，对多囊卵巢综合征有良好的治疗作用。

关键词 胰岛素抵抗；多囊卵巢综合征；卵巢；小檗碱
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ABSTRACT Objective To investigate the functional and metabolic alterations in cultured insulin resistant

ovary modeI／n vitro．and to observe the effect of berberine(Ber，a Chinese medicaI monomer)in improving in·

sulin resistance(IR)．Methods Ovary of mouse was cultured／n vitro and treated by dexamethasone(Dex)to

induce IR for establishing IR modeI ovary．The functional alteration jn modeI ovary was assessed through detec-

ting glucose and hormone levels in medium using RT·PCR，meanwhile，the expression of key molecules in insu。

Iin signal and steroid synthetic pathway were detected．and condition of IR improved by berberine was evaluated

also．Results (1)The model ovary was made by Dex in dose-and acting time·dependent manner．After being

treated by 300 nmoVL Dex for 48 h．the glucose uptake of ovary reduced from 9．05±0．75 mg／g to 2．48±0．29

mg／g(P<0．05)；it further decreased(from 9．59±1．74 mg／g to 1．94±0．19 mg／g，P<0．01)under the stim·

ulation of insulin，which proved that the IR model ovary was made successfully．Berberine significantly increased

the glucose uptake of model ovaries(1．89±0．33 mg／g to 13．95±3．30 mg／g，P<0．05)．(2)As compared

with control group。levels of testosterone(T)and androstenedione(A2)were higher，and levels of progesterone

(P)and 1 7-hydroxyprogesterone(1 7一OHP)were lower significantly in the model．Berberine reversed the alter-
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nations of T，A，and 17-OHP Ievels，but did not influence the IeveI of P．(3)RT—PCR showed that the mRNA ex-

pressions of cytochrome 1 7-hydroxylase(CYPl7)and mini-chromosome maintenance protein-2(MCM-2)ele-

vated，but extracellular regulated protein-1(ERK-1)，protein kinase B(AKT-2)and glycogen synthase kinase-3

(GSK-3B)Iowered in the medium after Dex inducing．Berberine treatment restored these molecular index obvi-

ously．Conclusions (1)Dex could induce IR in mouse ovaw，which might enhance the androgenic synthesis．

(2)Berberine could alleviate the degree of IR and the androgen synthesis，indicating that the Chinese sensitizing

agents has favorable therapeutic effect for the treatment of polycystic ovaries．

KEYWORDS insulin resistance；polycystic ovarian syndrome；ovaw；berberine

多囊卵巢综合征(polycystic ovarian syndrome，

PCOS)以月经稀发、无排卵、高雄激素血症为主要特

征。PCOS患者存在明显的糖代谢异常，表现为胰岛

素抵抗(insulin resistance，IR)及高胰岛素血症。IR

是PCOS糖代谢异常和卵巢功能障碍的共同病理生理

学机制，并且胰岛素增敏剂能同时治疗IR和卵巢功能

障碍。吴效科等¨。的研究表明，多囊卵巢组织中存在

IR，卵巢自身的IR可能是PCOS发病的主要原因之

一。研究表明，小檗碱作为中药胰岛素增敏剂有治疗

2型糖尿病的作用旧1，可以明显改善患者的IR，本实验

选取小檗碱进行研究，观察其对于卵巢IR的作用以及

对卵巢功能的改善情况。地塞米松能诱导猪卵巢细胞

(包括卵泡膜细胞和颗粒细胞)的IR¨。’，本研究旨在

探讨IR与卵巢功能异常之间的关系及相关的分子机

制，并在此基础上探讨小檗碱对IR卵巢的增敏

作用。

材料与方法

1 主要试剂DMEM／F12培养基，青、链霉素

(SM—PC)，为美国Hyclone公司产品；5％牛血清白蛋

白(BSA)、二甲基证砜(DMSO)、地塞米松(Dex)、曲格

列酮、小檗碱(中药单体，B3251—10G)，均为美国Sig—

ma公司产品；胰岛素为美国NovoNordisk公司产品；

RT—PCR所需试剂为美国Invitrogen公司产品。

2卵巢培养实验动物由黑龙江中医药大学实

验动物中心提供，选取雌性昆明小白鼠[体重为(18士

1)g／只]，经阴道涂片确定周期稳定并处于动情间期

的雌性鼠为实验对象。取出卵巢在显微镜下剥离周围

组织，用配备好的DMEM和5％BSA的混合液冲洗卵

巢3次以上。每组随机放人4个小鼠卵巢用DMEM／

F12培养基(含5％BSA、0．1％DMSO和10 nmol／L

胰岛素)进行体外培养(培养箱空气湿度100％，CO：

含量5％)。应用不同浓度(100 nmol／L、300 nmol／L)

的Dex分别体外诱导小鼠卵巢48 h和72 h，分为6

组：未用Dex培养卵巢48 h组(AI)，100 nmol／L Dex

诱导48h组(A2)，300nmol／L Dex诱导48 h组(A3)，

未用Dex培养卵巢72 h组(B1)，100 nmol／L Dex诱导

72 h组(B2)及300 nmoi／L Dex诱导72 h组(B3)。根

据体外培养的卵巢糖代谢的变化情况来确定理想的卵

巢IR模型，用药组使用曲格列酮3×104 nmoL／L、小檗

碱0．5斗g／L分别处理模型卵巢72 h。

3 卵巢葡萄糖摄取量的测定 体外培养卵巢前

将卵巢称重，采用(空白培养液葡萄糖浓度一体外培

养卵巢组的培养液葡萄糖浓度)X培养液体积／卵巢

重量的方法计算葡萄糖摄取量。造模阶段卵巢葡萄糖

摄取量的测定分为基础组和胰岛素刺激组。基础组为

应用Dex培养相应时间后取6组培养液测定葡萄糖含

量，更换培养液后每组均加入200 nmol／L的胰岛素刺

激2 h，再测定培养液含糖量。应用上述公式分别计算

卵巢葡萄糖摄取量。用药组在使用药物干预模型卵巢

72 h后取培养液，测定葡萄糖含量，分析药物对卵巢

糖代谢的影响。

4各组卵巢分泌激素水平测定 在造模阶段，采

用放射免疫测定法测定培养液睾酮(T)、孕酮(P)、雌

二醇(E，)水平。在用药阶段，测定空白组、模型组、曲

格列酮组及小檗碱组培养液中T、P、E：、雄烯二酮

(A，)、17．羟孕酮(17一OHP)水平。

5逆转录一聚合酶链反应(RT．PCR)检测mRNA

表达量 (1)总RNA提取及逆转录：取每组4个卵巢

加入1 mL Trizol，提取总RNA，按照试剂盒说明书方法

在20¨L体系下完成逆转录和PCR扩增。(2)PCR引

物序列(表1)。(3)扩增产物分析：取5斗L产物在80

V电压下经2％琼脂糖凝胶电泳50 rain，利用凝聚成

像系统分析、扫描、拍照，获取条带平均密度和面积数

据，计算CYPl7、19一羟化酶(CYPl9)、ERK-1、AKT-2、

GSK．313、MCM-2、甘油醛．3一磷酸脱氢酶(GAPDH)的

mRNA相对含量，即GSR计算方法为：测得的目的基

因的平均密度X面积／GAPDH的平均密度X面积。

6统计学方法所有数据用元±s表示，采用SPSS

11．0系统软件，对资料进行t检验和方差分析。
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表1 PCR反应引物序列表

结 果

1卵巢IR模型的建立

1．1 Dex诱导的卵巢的糖代谢(表2) 基础组中，

两种浓度的Dex诱导的卵巢葡萄糖摄取量都显著低于同

期对照组，培养液葡萄糖摄取量A3组明显低于Al组(P

<0．05)；胰岛素刺激后培养48 h组呈现对Dex剂量依赖

性的下降，葡萄糖摄取量A3组明显低于Al组(P<

0．01)，延长培养时间至72 h，葡萄糖摄取没有进一步的下

降，B3组明显高于A3组。结果说明，应用300 nmol／L

Dex诱导48 h，卵巢IR模型理想。

表2 各组Dex诱导的卵巢葡萄糖摄取量比较 (髫土5)

注：与A1组比较，+P<0．05；与B】组比较，6Jp<0．05

1．2各组卵巢甾体激素分泌水平比较(表3)

同一时间组(包括48 h组和72 h组)T水平呈现剂量

依赖性上升，P呈现剂量依赖性下降，但P的水平有明

显时间依赖性升高。A3组T水平与A1组比较明显

升高(P<0．05)，P水平明显下降(P<0．05)。各组问

E：水平差异无统计学意义(尸>0．05)。

表3 各组卵巢甾体激素分泌水平比较 (孑±s)

注：与Al组比较，’P<0．05；与Bl组比较，△P<0．05

1．3 Dex诱导下与卵巢代谢及甾体激素合成相

关的重要分子的表达(图1) 分子基因表达的灰度

比一GSR分析I冬I能反映其mRNA的相对含苗和基因的

转录水平。从图中看到：CYPl7、MCM-2的表达水平呈

现剂量依赖性的升高，CYPl9的表达水平在各组问无

差异。A3组与A1组相比：CYPl7、MCM一2的表达水

平明显升高，ERK一1、AKT-2、GSK一3B的表达水平明显

下降。

图1与卵巢代谢及甾体激素合成相关的重要分子表达

2胰岛素增敏剂对IR模型卵巢的影响 根据时

间剂量依赖实验所提供的基础组及胰岛素刺激后卵巢

对葡萄糖摄取的变化情况，确定300 nmol／L Dex作用

48 h为诱导卵巢IR的最佧浓度和时间。在此条件下

诱导IR卵巢模唰进行胰岛素增敏剂调控作用的研究。

2．1 胰岛素增敏剂对模型卵巢葡萄糖摄取量的

影响 模型组卵巢葡萄糖摄取量为(1．89±0．33)

mg／g，曲格列酮组为(2．25-t-O．39)mg／g，小檗碱组为

(13．95±3．30)mg／g。应用药物后，曲格列酮组和小

檗碱组的葡萄糖摄取量均升高(P<0．05)，其中以小

檗碱组升高更为显著(P<0．01)。

2．2胰岛素增敏剂对模型卵巢甾体激素分泌的

影响(表4) 模型组与空白组比较，T和A：水平升高

(P<0．05)，P和17一OHP下降(P<0．05)，E，水平无

明显变化。曲格列酮组与模型组比较，T水平下降

(P<0．05)，P、17一OHP水平升高(P<0．05)，而A：水

平未见明显变化。小檗碱组与模型组比较，T、A：水平

下降(P<0．05)，l 7-OHP水平升高(尸<0．05)，曲格

列酮组和小檗碱组E：水平均无明显变化。因此，可以

看出发生IR时，T和A：水平升高，小檗碱可以降低T

和A：水平。

根据CYPl7、CYPl9、MCM．2 mRNA的表达水平

(图2)，计算它们的GSR值。小檗碱组CYPl7的GSR

为0．195，较模型组的GSR(0．713)降低了2．65倍，较

曲格列酮组的GSR(0．433)降低了0．65倍(60．7％)。

模型卵巢MCM-2表达明湿，应用小檗碱后，MCM-2明
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表4 各组T、A2、P、17一OHP及E2水平比较 (牙±5)

注：与空白组比较，。P<0．05；与模型组比较，△P<O．05

显下降。不同处理组CYPl9的GSR差异无统计学意

义。从中可以看出，小檗碱和曲格列酮均有抑制

CYPl7的作用，且小檗碱比曲格列酮对CYPl7的影

响大。

注：Mod：模型组；Tro：曲格列酮组；Ber．-'J、檗碱组

图2胰岛素增敏剂对卵巢代谢及甾体激素合成相关的

重要分子表达的影响

2．3 胰岛素增敏剂对卵巢IR模型胰岛素信号传

导通路重要分子的调控(图2) ERK-1、AKT-2、GSK．

38都是胰岛素信号传导通路上的重要分子。模型组

ERK一1的GSR为0．178，加入中药后小檗碱组的GSR

(0．982)增加了4．5倍。模型组AKT-2的GSR为

0．108，小檗碱组与模型组比较升高了3．3倍。模型组

GSK·313的GSR为0．069，加入小檗碱后升高了0．9

倍。可以看出：卵巢IR模型在应用小檗碱后，胰岛素

信号传导通路上的这些分子指标明显逆转。

讨 论

l 卵巢IR模型的构建及机理长期应用糖皮质

激素会引起患者胰岛素生物效应降低，机体对葡萄糖

的摄取利用减少，血糖升高，最终引起患者发生胰岛素

抵抗冲。。因此糖皮质激素成为研究IR的重要激素，其

中Dex应用最多，体外实验己经证明它能诱导动物和

细胞产生胰岛素抵抗¨3。Sakoda H等¨’用Dex联合

胰岛素作用于3T3一L1脂肪细胞，发现3T3一L1脂肪细

胞产生IR，其作用机制为抑制GLUT4由细胞质向细

胞表面转位，从而抑制细胞对葡萄糖的摄取。脂肪细

胞的IR反映的是外周组织的变化，不能反映卵巢组织

本身，本实验研究了卵巢组织这一器官IR的情况和分

子机制，证明Dex可以体外诱导小鼠卵巢lR模型，并

且Dex对卵巢糖代谢的影响表现出剂量依赖性和时间

依赖性。

2 IR卵巢甾体激素水平的变化及机制 卵巢是

PCOS生殖功能障碍的关键器官，虽然IR在PCOS患

者当中较为普遍，但IR对生殖功能的影响尚不清楚。

临床应用胰岛素增敏剂改善IR，其生殖功能障碍也得

到明显纠正。上述结果说明胰岛素抵抗可能是PCOS

卵巢功能障碍的关键机制。高雄激素血症是PCOS的

主要生化特征，CYPl7编码P450e17et酶，是催化雄激

素合成的限速酶，在PCOS患者中此酶的活性是上升

的¨。并且促进孕酮转化为17ct．OHP及17ct—OHP进一

步转化为A：及T∽’。本研究中模型组卵巢T和A：水

平明显升高而P和17-OHP水平下降，CYPl7mRNA表

达水平上升，说明此模型符合PCOS高雄表现，并且实

验结果解释了高雄激素的产生与CYPl7mRNA表达水

平的上升有关。CYPl9编码芳香化酶，促进雄激素向

雌激素转化，一些研究表明在PCOS患者的卵泡中芳

香化酶的活性是下降的，但是在本实验中，CYPl9在

模型卵巢中的表达与空白组比较，差异无统计学意义，

这与E：水平没有明显变化相符，可能是由于在体外培

养的环境下，缺乏促性腺激素等对卵巢的刺激作用，导

致E，水平没有产生明屁的变化。另外，PCOS会出现

小的生长卵泡数量增多的现象，MCM-2与DNA有关

并且可以标记DNA的复制，MCM-2是研究细胞增殖

的一个很好的指标¨⋯。实验结果显示正常卵巢中

MCM．2mRNA表达很低，而IR的卵巢中MCM．2mRNA

表达明显增强，说明模型卵巢出现了细胞增殖的趋势，

这可能是颗粒细胞增殖亢进'-3l起的¨⋯。

3模型卵巢内胰岛素信号传导的变化胰岛素

介导生物学效应的细胞内信号传递主要有两条通路：

(1)磷脂酰肌醇3一激酶(P13K)途径，调节细胞的葡萄

糖代谢。(2)丝裂原激活蛋白激酶(MAPK)途径，调节

细胞的分裂增殖。正常的信号传导主要是通过胰岛素

与受体结合并发生酪氨酸磷酸化，进一步激活PI一3激

酶¨h12’，通过一系列的作用使葡萄糖载体蛋白(Glu-
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cose transporter，Glut)发挥由细胞外向细胞内转运葡

萄糖的功能⋯。。不同组织(例如骨骼肌、脂肪细胞、成

纤维细胞)中IR的分子机制有很大差异，卵巢中不同

细胞(包括卵泡膜细胞和颗粒细胞)中IR的分子机制

也表现出不同。例如在卵泡膜细胞的研究中、显示，

PCOS患者较正常对照组卵泡膜细胞中的MEKl和

MEK2的水平降低了70％，ERK—l和ERK·2的水平降

低了50％，MAPK途径是非胰岛素依赖性的途径，与

PCOS患者卵巢产生过多雄激素相关旧1。而对IR的

颗粒细胞的研究显示P13K途径被阻断，胰岛素有丝

分裂信号通路增强，说明卵巢颗粒细胞中存在不同胰

岛素信号通路之间的对话机制，这和近年有些学者提

出的“选择性”胰岛素抵抗学说¨4’”。相似。本实验研

究了P13K通路下游的重要信号分子AKT．2、GSK一3B

和MAPK通路中ERK．1，结果显示模型卵巢中AKT一2、

GSK．38、ERK—l的表达都下降，P13K通路和MAPK通

路同时受到了抑制，糖代谢和分裂增殖途径都受损。

这可能与胰岛素受体底物．1(IRS一1)的表达水平下

降¨’2’有关，IRS．1同时抑制了P13K和MAPK通路。

4中药胰岛素增敏剂小檗碱的作用 有研究表

明曲格列酮可通过促进Dex快速代谢而降低Dex诱导

的IRⅢ’。本实验选取曲格列酮用于比较小檗碱改善

IR的程度和分子机制。Kong W等¨副研究发现小檗碱

具有降血糖、纠正脂质紊乱作用，但无促胰岛素分泌作

用，并发现小檗碱能促进葡萄糖在脂肪细胞内的转运

和淌耗，抑制脂肪细胞分化的作用，因此证实了小檗碱

通过促进外周组织利用葡萄糖而起到降糖的作用。在

对db／db小鼠的研究中表明小檗碱有胰岛素增敏的作

用并且可以减轻体重、降低脂肪¨’。其他研究证明小

檗碱可以降低高脂饮食Wistar大鼠的体重和血脂水平

并且有改善胰岛素的作用；在脂肪组织和肌肉中，小檗

碱降调了与脂肪代谢相关的基因表达并且上调了与能

量消耗有关的基冈表达。这些发现都揭示了小檗碱在

治疗肥胖和改善胰岛素抵抗方面有很好的作用。本课

题组前期实验表明小檗碱町以改善猪卵泡膜细胞和颗

粒细胞的胰岛素抵抗H’。本研究证明小檗碱作用于

小鼠IR的卵巢，葡萄糖摄取量明显下降，改善了卵巢

糖代谢的异常，使胰岛素信号分子AKT-2、GSK3B、

ERKmRNA表达明显逆转，抑制了CYPl7、MCM-2 mR—

NA的表达，并且显著降低雄激素水平。说明小檗碱

是很好的胰岛素增敏中药，可以明显改善胰岛素抵抗

和降低雄激素。

综上所述，Dex能够诱导IR卵巢的模型，小檗碱

具有改善卵巢IR的作用，并能进一步降低雄激素的合

成，从而改善卵巢功能障碍。虽然小檗碱的作用机理

有些方面还不清楚，还有待于进一步深入的研究，但是

前期实验以及本实验都揭示小檗碱作为中药胰岛素增

敏剂对治疗PCOS将具有良好的应用前景。
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中国中西医结合学会第七次中青年学术研讨会暨福建中西医结合研究院2009学术年会在福州召开

中国中西医结合学会第七次中青年学术研讨会暨福建中西医结合研究院2009学术年会于2009年11月27—29日在福建省福

州市召开。本次会议由中国中西医结合学会青年工作委员会、福建中医学院·福建中西医结合研究院共同主办。参加本次会议的

有陈可冀、秦伯益、曾毅、陈凯先院士以及来自北京、上海、台湾、美国等地的专家，全国各地的青年学术代表。

本次大会由福建中医学院党委罗萤书记主持，院长陈立典教授致开幕词。福建中医学院副院长、福建中西医结合研究院副院

长刘献祥教授首先向与会代表介绍了福建中西医结合研究院2009年的工作情况及相关研究进展。福建中西医结合研究院成立4

年来承担了15项国家级课题，35项省部级课题，19项科研成果获省部级科技进步奖，其中包括中国中西医结合学会科学技术奖一

等奖l项，实现了省部级科学技术奖一等奖零的突破。该院的中药药理(细胞结构与功能)实验室、中药生药学实验室和细胞生物

学实验室在2009年同时成为国家中医药管理局中医药科研三级实验室。

原中国军事医学科学院院长、中国工程院院士秦伯益教授为大会作了“当前我国的科研道德建设”的报告。他联系社会实际，

以生动的例子，批评了当前科技界的浮躁现象，提倡弘扬科学精神，建立良好的科学道德。北京工业大学生命科学与生物工程学

院、中国科学院院士曾毅教授在“艾滋病的防治”的报告中介绍了国内外艾滋病流行病学情况、艾滋病的干预措施、疫苗研究现状。

福建中医学院院长陈立典教授的报告“传统康复方法在脑卒中治疗中的应用”系统介绍了传统康复学结合现代综合康复理念在脑

卒中治疗中的应用以及注意事项，提出了早期综合康复治疗的观点。

美国洛衫矶加州大学医学院东西方医学中心主任许家杰教授题为“Developing Whole Systems Research Evidence Base for Tradi-

tional Chinese Medicine”的报告，介绍了加州大学医学院东西方医学中心的组成和研究工作，以及结合医学在美国的研究现状。美

国中医药针灸学会会长李永明教授在“中医药临床研究的十大学术难题”的报告中提出了中医药研究的十大难题以及可能的解决

办法，对与会青年学术代表颇有启发。中国中医科学院中药研究所廖福龙研究员的报告“生物力药理学与活血化瘀”介绍了应用物

理学理论研究血流动力变化，观察血管内皮细胞生物学效应，以探讨动脉粥样硬化、高黏血症形成机理以及活血化瘀作用。台湾养

生保健协会秘书长、台湾中西整合医学会监事长李春兴教授“养生睡姿探讨暨俯卧睡、伏案趴桌睡之工学平台简介”的报告探讨了

睡姿与养生的关系。

(蔡 晶 张松富整理)
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