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六味地黄丸通过抑制TGF-β1/SMAD信号通路对多囊卵巢综合征大鼠内分泌

代谢的影响
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摘 要：目的 建立多囊卵巢综合征（PCOS）大鼠模型，探究六味地黄丸是否通过转化生长因子 β1（TGF-β1）/SMAD信

号通路对PCOS大鼠内分泌代谢产生影响。方法 将 60只SD雌性大鼠随机分为对照组、模型组、二甲双胍（阳性药，50 mg·kg−1）组、

六味地黄丸（50 mg·kg−1）组、六味地黄丸（50 mg·kg−1）＋SRI-011381（TGF-β1/SMAD通路激活剂，100 ng·kg−1）组，除对照组外，其余各组每

天 ig 1 mg·kg−1来曲唑（溶于 0.5%羧甲基纤维素钠），并喂食高脂饲料，连续 15 d，构建 PCOS大鼠模型；对照组每日 ig等体积

0.5%羧甲基纤维素钠，并喂食普通饲料。造模完成后，各组 ig给药，对照组、模型组分别 ig等体积0.9%氯化钠溶液，连续10 d。

苏木精-伊红（HE）染色法检测各组大鼠卵巢、子宫的病理变化情况；采用酶联免疫试剂盒（ELISA）法检测各组大鼠血清

睾酮（T）、黄体生成素（LH）、卵泡刺激素（FSH）水平；采用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测各组卵巢组织中

TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA的表达水平，采用Western blotting法检测各组卵巢组织中TGF-β1、SMAD2、SMAD3蛋

白表达水平。结果 对照组大鼠卵巢及子宫结构完整；与对照组相比，模型组大鼠子宫腔缩小，卵巢多囊化严重，血清T、

FSH、LH水平均显著提高，TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA及蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）；与模型组比较，阳性

药物二甲双胍及六味地黄丸处理后，大鼠卵巢多囊化明显缓解，子宫腔扩张，血清T、FSH、LH水平均显著降低，TGF-β1、

SMAD2、SMAD3 mRNA及蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），且两组以上指标表达无显著差异；与六味地黄丸组相比，

六味地黄丸＋SRI-011381组大鼠卵巢多囊化加重，血清T、FSH、LH水平均显著升高，TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA

及蛋白表达水平显著升高（P＜0.05）。结论 六味地黄丸可有效抑制TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA及蛋白的表达，缓

解卵巢多囊化、子宫腔扩张，调节内分泌代谢，从而改善PCOS病情。
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Effects of Liuwei Dihuang Pills on endocrine metabolism in rats with polycystic

ovary syndrome by inhibiting TGF-β1/SMAD signal pathway
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Abstract: Objective To establish a rat model of polycystic ovary syndrome (PCOS), to explore whether Liuwei Dihuang Pill (LDP)

affects endocrine metabolism in PCOS rats by regulating TGF-β1/SMAD signaling pathway. Methods Sixty SD female rats were

randomly divided into control group, model group, metformin (positive drug, 50 mg·kg−1) group, LDP (50 mg·kg−1) group, LDP

(50 mg·kg−1)+SRI-011381 (TGF-β1/SMAD pathway activator, 100 ng·kg−1) group. Except the control group, the other groups were

ig with 1 mg·kg−1 letrozole (dissolved in 0.5% sodium carboxymethyl cellulose) and fed high-fat diet every day for 15 days to

establish PCOS rat model. The control group was ig 0.5% sodium carboxymethyl cellulose daily and fed ordinary diet. After
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modeling, each group was ig given the drug, and the control group and model group were given the same volume 0.9% sodium

chloride solution intragaically, respectively, for consecutive 10 days. Hematoxylin-eosin (HE) staining method was used to detect the

pathological changes of the ovaries and uterus of rats in each group, enzyme-linked immunoassay kit (ELISA) method was used to

detect levels of serum testosterone (T), luteinizing hormone (LH), and follicle stimulating hormone (FSH) of rats in each group,

fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression levels of TGF-β1, SMAD2, and SMAD3 mRNA in the

ovarian tissues of each group, Western blotting was used to detect the expression levels of TGF-β1, SMAD2, and SMAD3 proteins

in ovarian tissues of each group. Results The structures of the ovary and uterus in the control group were complete. Compared with

the control group, the uterine cavity of the model group was reduced, the ovarian polycystication was serious, the levels of serum T,

FSH, and LH were significantly higher, and the expression levels of TGF- β1, SMAD2, SMAD3 mRNA and protein were

significantly higher (P < 0.05). Compared with model group, after treatment with the metformin and LDP, the rat ovarian

polycystication was significantly relieved, the uterine cavity was dilated, the levels of serum T, FSH, and LH were significantly

reduced, and the expression levels of TGF-β1, SMAD2, SMAD3 mRNA and protein were significantly reduced (P < 0.05), and there

was no significant difference in the expression of indicators between the two groups. Compared with the medication group, the

polycystication of the ovaries in the rats in the medication + SRI-011381 group increased significantly, the levels of serum T, FSH,

and LH were significantly increased, and the expression levels of TGF-β1, SMAD2, SMAD3 mRNA and protein were significantly

increased (P < 0.05). Conclusion LDP can effectively inhibit the expression of TGF- β1, SMAD2, SMAD3 mRNA and protein,

relieve ovarian polycystication and uterine cavity dilatation, regulate endocrine metabolism, and improve the condition of PCOS.

Key words: polycystic ovary syndrome; Liuwei Dihuang Pill; transforming growth factor β1; SMAD; endocrine metabolism

多囊卵巢综合征（PCOS）是一种常见的生殖内

分泌代谢性疾病，在育龄期妇女中最为常见，常常

会造成代谢功能紊乱，引发内分泌代谢失调，影响

患者的生理健康，严重时会伴随其它高危型并发症

的发生［1-2］。PCOS发病因素多种多样，临床表现呈

多态性，因此其发病机制尚未完全明确。目前仅通

过药物缓解和减轻相关症状，新的治疗方法还有待

探索［3-4］。转化生长因子 β1（TGF- β1）被证实在

PCOS患者血清中高表达，成熟的TGF-β1与TGF-βR2形

成四聚体，使 TGF-βR1磷酸化，活化的 TGF-βR1磷

酸化SMAD2/SMAD3，参与调控PCOS疾病［5-7］。

近年来，利用中药治疗PCOS的研究逐渐增多，

已被证实具有多种优势，可多途径、多靶点作用于

疾病［8-9］。六味地黄丸作为常见中成药，有降低血

糖、调节内分泌代谢等多种功效，已被用于PCOS的

治疗，但其作用机制尚未明确［10-11］。六味地黄丸已

证实可参与调控 TGF-β1/SMAD 通路［12］，但能否通

过调控 TGF-β1/SMAD信号通路改善 PCOS大鼠内

分泌代谢，从而缓解 PCOS病情尚无定论。本实验

探究六味地黄丸对 PCOS大鼠 TGF-β1/SMAD信号

通路及内分泌代谢的影响。

1 材料

1.1 药物及主要试剂

六味地黄丸（批号 18110401，规格 9 g×10 丸）

购于北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂；来

曲唑片（批号 22003161，规格 2.5 mg×10片）购于江

苏恒瑞医药股份有限公司；二甲双胍片（批号

02000913，规格 0.5 g×20片）购于中美上海施贵宝

制药有限公司；TGF-β1/SMAD 通路激活剂（SRI-

011381，货号M05956）购于北京百奥莱博科技有限

公司；苏木精-伊红（HE）染色试剂盒（货号 BC-DL-

001）购于南京生航生物技术有限公司；大鼠血清睾

酮（T）定量检测试剂盒（货号 2400012）购于博奥赛

斯（天津）生物科技有限公司；卵泡刺激素（FSH）酶

联免疫（ELISA）试剂盒（货号 JL45058）购于上海江

莱生物技术有限公司；黄体生成素（LH）ELISA试剂

盒（货号 SP12626）购于武汉赛培生物科技有限公

司；TGF-β1抗体（货号 ab179695）、SMAD2抗体（货

号 ab280888）、SMAD3 抗 体（ 货 号 ab208182）、

GAPDH抗体（货号 ab8245）购于Abcam公司。

1.2 主要仪器

7500荧光定量PCR仪（ABI公司）；HE-120凝胶

成像系统（上海生工生物有限公司）。

1.3 实验动物

清洁级SD雌性大鼠 60只，体质量（200±10）g，

6～7周龄，购于河北省实验动物中心，实验动物生

产许可证号 SCXK（冀）2018-004。本实验经海口市

妇幼保健院的动物伦理委员会批准（批准文号

H20200645）。

2 方法

2.1 动物模型的构建

清洁级SD雌性大鼠随机分为对照组、模型组、二甲

双胍（50 mg·kg−1）组、六味地黄丸（50 mg·kg−1，剂量通过预

试验确定，是临床常用剂量的等效剂量）组、六味地黄
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丸（50 mg·kg−1）＋SRI-011381（100 ng·kg−1）组，每组 12

只。除对照组外，其余各组每天 ig 1 mg·kg−1 来曲

唑（溶于 0.5%羧甲基纤维素钠），并喂食高脂饲料，

连续 15 d，构建PCOS大鼠模型［13］；对照组每日 ig等

体积 0.5%羧甲基纤维素钠，并喂食普通饲料。造模

完成后，各组 ig给药，对照组、模型组分别 ig等体积

0.9%氯化钠溶液，连续10 d。

2.2 大鼠内分泌代谢指标检测

末次干预后，各组大鼠禁食12 h，麻醉大鼠，解剖腹

部，分离脂肪暴露主动脉，经腹部主动脉穿刺抽血5 mL，

4℃、2 000 r·min−1离心10 min，取上清液，采用ELISA试

剂盒，严格按照试剂盒说明书检测T、LH、FSH水平。

2.3 大鼠子宫及卵巢组织病理学变化观察

抽取血液后，解剖取出各组大鼠子宫及卵巢，

子宫及左侧卵巢切下置于 4% 多聚甲醛中固定，右

侧卵巢取出液氮处理，研磨至粉，冻存备用。子宫

及左侧卵巢固定 24 h后，不同浓度乙醇梯度脱水，

二甲苯透明，石蜡包埋制作切片，切片厚度 4 μm。

切片脱蜡至水，苏木精染液染色 3 min，清水冲洗干

净，直至返蓝，0.5% 伊红染液染色 3 min，清水冲洗

干净，不同浓度乙醇梯度脱水，二甲苯透明后中性

树脂封片，置于显微镜下观察染色结果。

2.4 实时荧光定量PCR（（qRT-PCR））检测

取出预先冻存备用的卵巢组织粉末少许，Trizol

法提取RNA，加入无酶水溶解，定量后反转录，上机

检测 TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA的表达水平。

mRNA 引物由 Primer 5.0 软件设计，合成于北京擎

科生物技术有限公司。引物序列见表1。

2.5 Western blotting实验

取出预先冻存备用的卵巢组织粉末少许，加入

组织裂解液 0.5 mL，充分震荡混匀，加入 1 mL 蛋

白提取液，低温静置 5 min，4 ℃、10 000 r·min−1

离心 10 min，收集上清液体，敞口干燥 15 min，加入

上样缓冲液充分混合，加热 10 min，倒入 10% SDS-

PAGE凝胶板的孔道中进行凝胶电泳实验，之后取

出凝胶，将蛋白电泳产物转印至膜上，5%脱脂牛奶

封闭 2 h，加入一抗（GAPDH、TGF- β1、SMAD2、

SMAD3抗体，1∶1 500），4 ℃孵育过夜，TBST 清

洗 3 次，每次 5 min，加入二抗（1∶1 000），常温

孵育 40 min，TBST清洗 3次，每次 5 min。将发光液

ECL混合倒于膜上，室温下浸泡 1 min，用吸水纸吸

去多余液体，置于 Syngene光密度扫描系统上进行

条带灰度分析。

2.6 统计学方法

数据用 x
—
±s 表示，组间差异比较均采用 SPSS

25.0软件中的单因素方差分析（one-way ANOVA），

进一步两两比较采用SNK-q检验。

3 结果

3.1 六味地黄丸对PCOS大鼠内分泌代谢的影响

与对照组相比，模型组大鼠血清T、FSH、LH水

平均显著提高（P＜0.05）；与模型组相比，二甲双胍

组、六味地黄丸组大鼠血清T、FSH、LH水平均显著

降低（P＜0.05）；与六味地黄丸组相比，六味地黄

丸＋SRI-011381 组大鼠血清 T、FSH、LH 水平均显

著提高（P＜0.05）；二甲双胍组与六味地黄丸组之间

大鼠血清 T、FSH、LH 水平无显著性差异，结果

见表2。

3.2 六味地黄丸对 PCOS大鼠子宫及卵巢组织病

理变化的影响

显微镜下观察发现，对照组大鼠子宫组织及卵

巢结构完好，腔上皮细胞及腺上皮细胞排列整齐，

腺体及血管清晰分布，卵巢内卵母细胞、卵泡清晰

可见，且排列整齐；模型组子宫体积缩小，腔上皮细

胞及腺上皮细胞排列混乱呈扁平状，肌层厚度增

加，卵巢内多囊状扩张明显，卵巢内仅有少量卵母

细胞，出现多个闭锁卵泡排列；二甲双胍组及六味

地黄丸组子宫腔明显扩张，腔上皮细胞及腺上皮细

胞排列较为整齐，腺体和血管数目增多，卵巢内

多囊状扩张得到缓解，卵母细胞数量增多，细

胞 与 细 胞 间 排 列 紧 密 ；六 味 地 黄 丸 ＋SRI-

011381 组子宫腔有一定程度扩张，但不如六味

地黄丸组明显，腺体和血管数目较多，卵巢内

卵母细胞数量缓慢增长，仍有少量闭锁卵泡，

见图 1、2。

表1 引物序列

Table 1 Sequence of primers

基因

β-actin

TGF-β1

SMAD2

SMAD3

正向引物（5’→3’）

CCACCATGTACCCAGGCATT

TGGCGTTACCTTGGTAACC

CCACTACCAGAGGGTGGAGA

GAGACATTCCACGCTTCACA

反向引物（5’→3’）

ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

GGTGTTGAGCCCTTTCCAG

CCTGCTGGGAAATTTGTGTT

GCTGCATTCCGGTTAACATT
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3.3 六味地黄丸对 PCOS 大鼠卵巢 TGF- β1、

SMAD2、SMAD3 mRNA表达的影响

模型组大鼠卵巢 TGF- β1、SMAD2、SMAD3

mRNA 表达显著高于对照组（P＜0.05）；二甲双胍

组 、六味地黄丸组大鼠卵巢 TGF- β1、SMAD2、

SMAD3 mRNA 表达显著低于模型组（P＜0.05）；六

味 地 黄 丸 ＋SRI-011381 组 大 鼠 卵 巢 TGF- β1、

SMAD2、SMAD3 mRNA 表达显著高于六味地黄丸

组（P＜0.05）；二甲双胍组与六味地黄丸组比较大鼠

卵巢TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA表达无显著差

异，见表3。

3.4 六味地黄丸对 PCOS 大鼠卵巢 TGF- β1、

SMAD2、SMAD3蛋白表达的影响

模型组大鼠卵巢 TGF-β1、SMAD2、SMAD3 蛋

白表达量显著高于对照组（P＜0.05）；二甲双胍组、

六味地黄丸组大鼠卵巢 TGF-β1、SMAD2、SMAD3

蛋白表达量显著低于模型组（P＜0.05）；六味地黄

丸 ＋SRI-011381 组 大 鼠 卵 巢 TGF- β1、SMAD2、

SMAD3 蛋白表达量显著高于六味地黄丸组（P＜

0.05）；二甲双胍组与六味地黄丸组比较大鼠卵巢

TGF-β1、SMAD2、SMAD3 蛋白表达量无显著性差

异。结果见图3、表4。

表2 各组PCOS大鼠血清T、FSH、LH水平比较（x̄±s，n=12）

Table 2 Comparison of serum T，FSH and LH levels of PCOS rats in each group (x̄±s, n=12)

组别

对照

模型

二甲双胍

六味地黄丸

六味地黄丸＋SRI-011381

剂量/（mg·kg−1）

—

—

50

50

50＋100 ng·kg−1

T/（ng·mL−1）

0.23±0.08

2.78±0.27*

0.53±0.16#

0.48±0.18#

1.86±0.35#△

FSH/（mU·mL−1）

3.25±0.37

6.56±0.58*

4.23±0.31#

4.18±0.23#

5.71±0.27#△

LH/（mU·mL−1）

2.73±0.26

13.74±2.38*

6.02±1.23#

5.12±0.78#

8.34±0.62#△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与六味地黄丸组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P＜0.05 vs LDP group

 

 

  

 
对照                     模型                     二甲双胍                 六味地黄丸         六味地黄丸＋SRI-011381 

图2 HE染色观察PCOS大鼠子宫组织病理变化（××200）

Fig. 2 Pathological changes of uterus tissue of PCOS rats observed by HE staining (×200)

 

 

  

 
对照                     模型                     二甲双胍                 六味地黄丸          六味地黄丸＋SRI-011381 

图1 HE染色观察PCOS大鼠卵巢组织病理变化（××40）

Fig. 1 Pathological changes of ovarian tissues of PCOS rats observed by HE staining (×40)

表3 各组PCOS大鼠卵巢TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA表达量的比较（x̄±s，n=12）

Table 3 Comparison of mRNA expressions of TGF-β1，SMAD2 and SMAD3 in ovary of PCOS rats in each group (x̄±s, n=12)

组别

对照

模型

二甲双胍

六味地黄丸

六味地黄丸＋SRI-011381

剂量/（mg·kg−1）

—

—

50

50

50＋100 ng·kg−1

TGF-β1/β-actin

1.00±0.22

2.94±0.28*

1.34±0.41#

1.38±0.37#

2.37±0.11#△

SMAD2/β-actin

1.00±0.18

3.25±0.25*

1.31±0.08#

1.26±0.14#

2.73±0.26#△

SMAD3/β-actin

1.00±0.17

4.37±0.36*

1.68±0.24#

1.74±0.48#

3.36±0.33#△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与六味地黄丸组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P＜0.05 vs LDP group
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4 讨论

PCOS 作为常见的代谢异常类疾病，往往会造

成代谢功能紊乱，严重影响内分泌系统的正常功

能［14］。本研究通过检测大鼠血清 T、LH、FSH 含量

判断内分泌功能情况，发现模型组大鼠血清中 T、

FSH、LH水平均显著提高，说明模型组大鼠内分泌

功能紊乱，模型构建成功。有文献指出［15］，六味地

黄丸可应用于 PCOS的治疗，但其作用机制和作用

途径尚未明确。另有研究发现［16］，六味地黄丸可通

过改善内分泌功能缓解围绝经期综合征等代谢异

常类疾病，推测六味地黄丸可能通过缓解 PCOS患

者的内分泌功能，改善 PCOS病情。二甲双胍已被

证实对PCOS具有很好的疗效，可以有效缓解病状，

因此本实验选用二甲双胍作为阳性对照，实验用药

剂量参考文献中常用剂量［17］。本研究发现，使用二

甲双胍和六味地黄丸分别处理后，PCOS大鼠血清

T、FSH、LH水平均显著降低，表明六味地黄丸同治

疗PCOS的常规药物一样，可有效改善内分泌功能。

文献指出，PCOS患者主要表现为子宫缩小，卵

巢增大，卵泡密集成多囊状，从而影响内分泌功能

正常，因此子宫及卵巢的结构形态变化是判别

PCOS病情的重要病理学依据［18］。通过对不同组大

鼠进行染色观察发现，对照组大鼠具有完整的子宫

及卵巢结构，而模型组子宫体积缩小，且卵巢内多

囊状扩张明显，这与文献中报道一致，进一步验证

了模型有效性。二甲双胍组及六味地黄丸组大鼠

的子宫腔扩张明显，卵巢多囊化明显缓解，说明六

味地黄丸可以有效缓解 PCOS症状，而子宫及卵巢

作为内分泌功能发挥作用的重要器官，也进一步验

证了六味地黄丸对大鼠内分泌功能的改善作用，但

其作用机制仍待进一步阐释。

有文献指出［19-20］，TGF-β1作为卵巢局部产生的

重要的生物活性因子，在卵巢多囊化过程中发挥重

要的作用，卵巢间质纤维化引起的 PCOS病情加重

也与TGF-β1的高表达有关。TGF-β1受体的下游信

号转导因子 SMAD 在卵巢多囊化过程中发挥重要

的作用，其中 SMAD2 和 SMAD3 是 TGF-β1 下游最

重要的信号因子，两者具有高同源性的同时，在

TGF-β1通路发挥不同的作用［21］。本研究发现，模型

组大鼠卵巢 TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA 及蛋

白的表达量显著高于对照组，而阳性药物二甲双胍

及六味地黄丸组 TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA

及蛋白的表达量显著降低，且阳性药物与六味地黄

丸之间无显著差异，说明六味地黄丸可以有效作

用，且效果近似于常规药物，很可能在 TGF-β1/

SMAD 信号通路中发挥重要的调节作用。为进一

步探究六味地黄丸是否通过参与调控 TGF-β1/

SMAD信号通路发挥对 PCOS的疗效，本实验在用

药的同时，利用通路激活剂激活相关通路，发现与

六味地黄丸组相比，六味地黄丸＋SRI-011381组的

大鼠卵巢 TGF-β1、SMAD2、SMAD3 mRNA 及蛋白

的表达量均显著升高，同时大鼠血清T、FSH、LH水

表4 各组PCOS大鼠卵巢TGF-β1、SMAD2、SMAD3蛋白的表达（x̄±s，n=12）

Table 4 Expression of TGF-β1，SMAD2 and SMAD3 proteins in ovary of PCOS rats in each group (x̄±s, n=12)

组别

对照

模型

二甲双胍

六味地黄丸

六味地黄丸＋SRI-011381

剂量/（mg·kg−1）

—

—

50

50

50＋100 ng·kg−1

TGF-β1/GAPDH

0.23±0.06

1.27±0.17*

0.42±0.21#

0.47±0.16#

0.79±0.21#△

SMAD2/GAPDH

0.21±0.04

1.53±0.16*

0.39±0.25#

0.45±0.14#

0.86±0.23#△

SMAD3/GAPDH

0.57±0.18

1.69±0.15*

0.67±0.17#

0.75±0.21#

1.13±0.17#△

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与六味地黄丸组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs control group；#P < 0.05 vs model group；△P＜0.05 vs LDP group
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 图3 各组PCOS大鼠卵巢TGF-β1、SMAD2、SMAD3蛋白

表达情况

Fig. 3 Protein expressions of TGF-β1，SMAD2 and

SMAD3 in ovary of PCOS rats in each group
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平均显著升高，且卵巢多囊化更加明显。这进一步

验证了六味地黄丸通过抑制TGF-β1/SMAD信号通

路影响激素分泌，从而改善 PCOS大鼠的内分泌代

谢功能。

本研究结果表明，六味地黄丸可通过调节TGF-

β1/SMAD 信 号 通 路 ，抑 制 TGF- β1、SMAD2、

SMAD3 mRNA 及蛋白的表达，从而降低大鼠血清

T、FSH、LH水平，改善内分泌代谢功能，同时消除卵

巢内多囊状扩张及卵泡，缓解PCOS相关症状，最终

有效治疗和改善 PCOS。六味地黄丸对于 PCOS有

很好的疗效，因此有很大的应用空间，TGF-β1/

SMAD 信号通路可作为六味地黄丸作用的靶点之

一，可对其深层次的内在联系进行进一步的探究。

但六味地黄丸是否还通过调节其他通路参与调控

PCOS，仍有待进一步的实验加以探究。
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