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【摘要】  目的　探讨金丝桃苷（Hyperin）对雷公藤苷（TG）诱导的早发性卵巢功能不全（POI）小鼠卵巢储备的改善作

用及机制。方法　以成年雌性BALB/c小鼠为研究对象，随机分为对照组、POI模型组和Hyperin治疗组，每组40只。雷公

藤苷40 mg/kg，每日2次，灌胃2周，构建POI小鼠模型，Hyperin治疗组于造模后给予Hyperin 75 mg/(kg·d)，灌胃4周。称取小

鼠体质量，计算性腺指数。HE染色观察卵巢组织学改变，计算各级卵泡数量。ELISA法检测血清雌二醇（E2）、促卵泡生成

素（FSH）、抗苗勒管激素（AMH）、超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）的水平。RT-qPCR和Western blot分别检测

卵巢颗粒细胞中核因子E2相关因子2（Nrf-2）、血红素氧化酶-1（HO-1）、Caspase3、Bcl-2、Bax的mRNA和蛋白水平，

Western blot检测颗粒细胞中磷酸化磷脂酰肌醇-3-羟激酶（p-PI3K）、磷酸化蛋白激酶B（p-Akt）的蛋白水平。H2DCFDA探

针法检测颗粒细胞活性氧簇（ROS）水平。TUNEL法检测颗粒细胞凋亡水平。结果　与POI模型组相比，Hyperin治疗组小

鼠体质量和性腺指数均上升（P<0.05）；卵巢病理损伤减轻，各级卵泡数和黄体数均增加（P<0.05）；血清E2、AMH、SOD、

CAT水平升高，FSH水平降低（P<0.05）；卵巢颗粒细胞中的Nrf-2、HO-1、p-PI3K、p-Akt、Bcl-2表达上升，Caspase3、Bax表
达下降（P<0.05）；ROS水平降低（P<0.05）；TUNEL显示颗粒细胞凋亡降低（P<0.05）。结论　Hyperin通过Nrf-2/HO-1抗氧

化应激和PI3K/Akt抗凋亡途径改善TG诱导的POI小鼠卵巢储备功能的下降。
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【Abstract】   Objective　To  investigate  the  effect  and  mechanism  of  hyperin  on  the  improvement  of  ovarian
reserve  of  tripterygium  glycosides  (TG)-induced  primary  ovarian  insufficiency  (POI)  in  mice. Methods　Adult  female
BALB/c  mice  were  used  as  research  subjects  and  were  randomly  assigned  to  the  control  group,  POI  model  group  and
hyperin  treatment  group,  with  40  mice  in  each group.  TG was  given at  40  mg/kg twice  a  day  by  gavage  for  2  weeks  to
create  the  POI  mouse  model.  Mice  in  the  hyperin  treatment  group  were  given  hyperin  at  75  mg/(kg·d)  by  gavage  for
4 weeks after the model was established. The body mass of the mice was weighed and the gonadal index was calculated.
Ovarian histological changes were observed by HE staining, and the number of follicles at all levels was calculated. Serum
estradiol  (E2),  follicle-stimulating  hormone  (FSH),  anti-mullerian  hormone  (AMH),  superoxide  dismutase  (SOD)  and
catalase (CAT) were assessed with ELISA. The mRNA and protein levels  of  nuclear  factor (erythroid-derived 2)-related
factor  2  (Nrf-2),  heme oxygenase-1  (HO-1),  Caspase3,  Bcl-2  and  Bax  in  ovarian  granulosa  cells  were  measured  by  RT-
qPCR  and  Western  blot.  The  protein  levels  of  phosphorylated  phosphatidylinositol  3-hydroxy  kinase  (p-PI3K)  and
phosphorylated  protein  kinase  B  (p-Akt)  were  measured  by  Western  blot.  The  reactive  oxygen  species  (ROS)  levels  in
granulosa  cells  were  determined  by  H2DCFDA.  The  apoptosis  of  granulosa  cells  was  examined  by  TUNEL  assay.
Results　Compared  with  mice   in  the  POI  model  group,  the  body  mass  and  gonadal  index  of  hyperin-treated  mice
increased  (all P<0.05).  The  pathological  damage  of  the  ovary  decreased,  and  the  number  of  follicles  at  all  levels  and
corpora  lutea  increased  (all P<0.05).  Serum  E2,  AMH, SOD  and  CAT  levels  increased,  and  FSH  level  decreased  (all
P<0.05).  At  the  molecular  level,  the  expression  of  Nrf-2,  HO-1,  p-PI3K,  p-Akt  and  Bcl-2  in  ovarian  granulosa  cells
increased, while the expression of Caspase3 and Bax decreased (all P<0.05). ROS level decreased (P<0.05). TUNEL assay
showed  reduced  apoptosis  of  granulosa  cells  (P<0.05). Conclusion　Hyperin  improved  ovarian  reserve  in  TG-induced
POI mice through Nrf-2/HO-1antioxidant stress response and the anti-apoptotic effect of PI3K/Akt pathways.

【Key words】　　Ovarian reserve　　Primary ovarian insufficiency　　Hyperin　　Tripterygium glycosides
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早发性卵巢功能不全（primary ovarian insufficiency，

POI）是以原始卵泡过早衰竭、月经不规律、性类固醇激

素缺乏和40岁以下女性不孕症为特征的综合征[1]。POI在
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40岁以下女性中发病率约1%，30岁以下发病率约0.1%[2]，

呈逐年上升趋势。POI可致不孕，临床自然妊娠率仅约为

5%～10%[3]，严重影响女性生殖健康。新近研究表明，氧

化应激可能是导致POI的潜在原因。氧化应激诱导的颗

粒细胞凋亡被认为是卵泡闭锁的重要原因[4]。

金丝桃苷（Hyperin）是补肾中药菟丝子种子中主要

的黄酮类化合物，被认为是菟丝子的主要生物活性成

分[5]。药理学研究表明，其具有抗氧化、抗抑郁、抗炎等

作用，对肝损伤、心脑缺血、高血压、冠心病等多种疾病

具有一定的治疗效果[6]。Hyperin是菟丝子雌激素样作用

的主要质量标志物 [7 ]。本课题组前期研究发现，金丝桃

苷-淫羊藿苷可以通过上调CYP17、CYP19促进卵巢颗粒

细胞分泌雌二醇（estradiol，E2）和孕酮（progesterone，

P）[8]。因此，本研究在建立POI小鼠模型的基础上，观察

Hyperin对卵巢储备的影响，以及探索可能的作用途径，

为中药提取物Hyperin防治POI提供实验依据。 

1     材料与方法
 

1.1    材料

120只动情周期正常的SPF级雌性BALB/c小鼠，日龄

8周，体质量19～23 g，未交配，购自浙江维通利华实验动

物技术有限公司〔动物许可证号SCXK（浙）2019-0001〕。

雷公藤苷（tripterygium glycosides，TG）粉末购自浙江绍兴

得恩德制药有限公司，加入0.05%羧甲基纤维素钠溶解，

配成质量浓度为4 g/L的混悬液。金丝桃苷粉末购自国家

食品药品监督管理局，加入0.05%羧甲基纤维素钠溶解，

配成质量浓度为7.5 g/L的混悬液。孕马血清促性腺激素

（PMSG）和人绒毛膜促性腺激素（hCG）均购自北京

Solarbio科技公司。E2、促卵泡生成素（follicle-stimulating

hormone，FSH）和抗苗勒管激素（anti-mullerian hormone，

AMH）试剂盒分别购自美国Cayman Chemicals公司、美

国Novus Biologicals公司和中国Cloud-Clone公司，超氧化

物歧化酶（superoxidedismutase，SOD）和过氧化氢酶

（catalase，CAT）试剂盒均购自南京建成生物研究所。RNA

提取试剂和反转录试剂盒购自日本TaKaRa公司。PCR试

剂盒购自中国Vazyme公司。兔抗小鼠核因子E2相关因

子2（nuclear factor E2 related factor 2，Nrf-2）、血红素氧化

酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、磷酸化磷脂酰肌醇-3-羟

激酶（phosphorylated phosphatidylinositol 3-hydroxy

kinase，p-PI3K）、磷酸化蛋白激酶B（phosphorylated

protein kinase B，p-Akt）、Bcl-2、Caspase3和Bax一抗购自

美国Santa Cruz公司，兔抗小鼠GAPDH一抗和山羊抗兔

二抗均购自美国Cell Signaling Technology公司，PBS缓冲

液和DMEM/F12培养液均购自Thermo Fisher Scientific公

司，一步法TUNNEL染色试剂盒购自碧云天生物技术公

司，H2DCFDA染色剂购自Med Chem Express公司。 

1.2    POI小鼠模型制备和分组处理

本动物实验过程遵循我国《实验动物福利伦理审查

指南（GB/T 35892 2018）》提出的原则与要求。小鼠适应

性喂养1周后，随机分为3组：对照组、POI模型（TG）组和

Hyperin治疗（TG+Hyperin）组（n=40）。参照文献[9]建立

POI小鼠模型。TG组和TG+Hyperin组小鼠均予TG混悬

液40 mg/kg，每日2次，灌胃2周，同时对照组小鼠予生理

盐水40 mg/kg，每日2次，灌胃2周。造模成功后，TG+

Hyperin组小鼠予Hyperin混悬液75 mg/(kg·d)，灌胃

4周，同时对照组和TG组小鼠予生理盐水75 mg/(kg·d)，灌

胃4周。期间观察小鼠动情周期变化。末次灌胃结束后，

3组小鼠中各随机挑选8只，称重后处死，备取卵巢和子宫

组织。各组的其余32只小鼠，腹腔注射PMSG 10 U/只，

48 h后腹腔注射hCG 10 U/只，注射hCG 13 h后处死。体

式镜下TB针划破输卵管壶腹部，收集包括卵子的颗粒

细胞团，透明质酸酶消化后过滤、离心、培养，提取卵巢

颗粒细胞。每组32只小鼠卵巢颗粒细胞随机分为4组，

每组8只。分别行实时荧光定量P C R（R T - q P C R）、

Western blot、活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）水

平检测以及TUNNEL凋亡检测。 

1.3    动情周期的观察

每日9:00，使用阴道涂片方法，取小鼠阴道分泌物用

生理盐水稀释放入96孔细胞板，光学显微镜下观察小鼠

阴道分泌物细胞形态，直接观察动情周期变化。观察标

准：①动情前期：大多数为椭圆形有核上皮细胞，偶见少

量白细胞和角化细胞；②动情期：大多数为片状无核角化

上皮细胞，或间有少量白细胞和有核上皮细胞；③动情后

期：白细胞、有核上皮细胞、片状角化上皮细胞均有，且

比例无明显差异；④动情间期：见大量白细胞和少量黏

液。①②③④按序出现，若顺序错乱，或某一期持续存

在，则认为是动情周期紊乱。动情周期紊乱比例（%）=动

情周期紊乱的小鼠数量/小鼠总数量×100%。 

1.4    性腺指数测定

取出子宫和双侧卵巢组织，剔除脂肪后称重。卵巢

指数以双侧卵巢湿重/体质量计算；子宫指数以子宫湿重/

体质量计算。其中，湿重单位为mg，体质量单位为g，卵

巢指数和子宫指数单位均为mg/g。 

1.5    卵巢组织HE染色

小鼠卵巢组织固定于体积分数为4%的多聚甲醛中，

石蜡包埋后，5 μm连续切片，常规方法进行HE染色。光
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学显微镜下阅片，根据卵泡数量统计方法[10]，计算卵巢中

各级卵泡和黄体的数量。 

1.6    ELISA法检测血清性激素和抗氧化物水平

颈椎脱臼法处死小鼠，眼眶取血。按照试剂盒说明

书操作，ELISA法检测血清性激素E2、FSH、AMH，抗氧化

物SOD、CAT的水平。 

1.7    RT-qPCR检测颗粒细胞中相关基因表达

卵巢颗粒细胞中分离出总RNA，逆转录成cDNA，以

cDNA为模板，采用RT-qPCR法检测卵巢颗粒细胞中Nrf-

2、HO-1、Bcl-2、Bax和Caspase3的mRNA表达水平。反应

体系：SYBG mix 5 μL，引物1 μL（含上游引物和下游引物，

浓度各为10 μmol/L），cDNA 1 μL，双蒸水 3 μL，总体系为

20 μL。按试剂盒说明书检测各孔的荧光值，并获得

Ct值。每个样本设3复孔，以GAPDH为内参，采用2−ΔΔCt法

计算各组样本目的基因的相对表达量。特异性引物由金

斯瑞生物科技股份有限公司合成，序列见表1。 

1.8    Western blot检测颗粒细胞中相关蛋白表达

提取卵巢颗粒细胞中蛋白，测蛋白浓度。每组取等

量蛋白，行SDS-PAGE分离，浓缩胶浓度为5%，分离胶为

12%。将目的蛋白转至PVDF膜上。在含5%脱脂奶粉的

TBST溶液中室温封闭2 h后，分别加入1∶1 000稀释的

兔抗小鼠Nrf-2、HO-1、p-PI3K、p-Akt、Bcl-2、Bax和

Caspase3一抗抗体，4 ℃孵育过夜。次日洗膜，加入1∶

1 000稀释的HRP标记的山羊抗兔二抗，室温孵育1 h，洗

膜后用增强化学发光法显色，曝光成像。用凝胶成像仪

拍照并测定各显色条带的灰度值，以目的蛋白/GAPDH

蛋白的比值作为目的蛋白的相对表达量。 

1.9    H2DCFDA法检测颗粒细胞内ROS水平

将收集的颗粒细胞加入DMEM/F12培养液中，加入

10 μL 10 μmol/L的H2DCFDA染色液避光培养，37 ℃培养

30 min。培养后收集各组细胞，加入体积分数为4%的多

聚甲醛进行固定30 min，PBS洗涤2次，加入Hoechst染色

5 min，50%甘油封片后共聚光下观察。使用Image J软件

进行相对荧光强度比较。 

1.10    TUNEL法检测颗粒细胞凋亡水平

收集卵巢颗粒细胞，加入PBS，洗涤2次，500 ×g离心

10 min后加入体积分数为4%的多聚甲醛4 ℃固定1 h。固

定后500×g离心10 min，弃上清。加入PBS洗涤1次后，加

入含体积分数0.3%Triton X-100的PBS，室温孵育5 min。

离心后加入TUNEL检测液，37 ℃避光孵育1 h。PBS清

洗，加入Hoechst染色5 min，PBS洗涤2遍，50%甘油封片后

共聚焦显微镜下观察，计数每个视野下平均凋亡细胞的

数量。 

1.11    统计学方法

x̄± s数据以 表示。组间差异比较采用单因素方差分析、

Bonferroni检验和t检验，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    Hyperin对小鼠动情周期的影响

对照组小鼠均表现为每5～6 d出现一次规律的动情

周期。TG干预后的小鼠动情周期紊乱比例逐渐上升，

2周达高峰，后保持稳定。Hyperin治疗后，小鼠动情周期

紊乱比例下降。在用药2周后比例明显下降（图1）。 

2.2    Hyperin对小鼠性腺指数的影响

结果见图2。TG诱导后，小鼠的体质量、卵巢湿重、

子宫湿重、卵巢指数、子宫指数下降（P均<0.05）。Hyperin

治疗4周后，卵巢湿重、子宫湿重、卵巢指数、子宫指数上

升（P均<0.05），但与对照组相比仍偏低（P均<0.05）。 

2.3    Hyperin对卵巢各级卵泡数量的影响

结果见图3、图4。TG诱导后导致原始卵泡、窦前卵

泡、窦状卵泡、成熟卵泡、黄体数量下降（P均<0.05）。

Hyperin治疗4周后，原始卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡、黄

体数量上升（P均<0.05），但与对照组相比仍较低（P均<

0.05）。 

2.4    Hyperin对小鼠血清性激素水平的影响

结果见图5。TG诱导后的POI小鼠，血清E2和AMH水

平下降，FSH水平升高（P均<0.05）。Hyperin治疗4周后，

血清E2和AMH水平上升（P均<0.05），但AMH仍低于对照

组（P均<0.05）；FSH水平与TG组比较则无明显变化

（P>0.05）。 

表 1    特异性引物序列

Table 1    Specific primer sequence

Gene Sequence (5′→3′) Length of
products/bp

Nrf-2 F：TCTTGGAGTAAGTCGAGAAGTGT 244

R：GTTGAAACTGAGCGAAAAAGGC

HO-1 F：AAGCCGAGAATGCTGAGTTCA 441

R：GCCGTGTAGATATGGTACAAGGA

Bcl-2 F：ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC 152

R：GGTATGCACCCAGAGTGATGC

Bax F：TGAAGACAGGGGCCTTTTTG 104

R：AATTCGCCGGAGACACTCG

Caspase3 F：TGGTGATGAAGGGGTCATTTATG 834

R：TTCGGCTTTCCAGTCAGACTC

GAPDH F：CTCATGACCACAGTCCATGC 155

R：TTCAGCTCTGGGATGACCTT
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2.5    Hyperin对小鼠血清抗氧化物指标的影响

结果见图6。TG诱导后的POI小鼠，血清SOD和

CAT水平降低（P均<0.05）。Hyperin治疗4周后血清

SOD和CAT水平上升（P均<0.05），但仍低于对照组（P均<

0.05）。 

2.6    Hyperin对颗粒细胞中氧化应激相关因子的影响

结果见图7。Western blot和RT-qPCR显示，TG诱导

后的POI小鼠，Nrf-2和HO-1蛋白和mRNA表达下调（P

均<0.05）；Hyperin处理4周后，Nrf-2和HO-1蛋白和

mRNA表达上调（P均<0.05），但仍低于对照组（P均<

0.05）。 

2.7    Hyperin对颗粒细胞中ROS水平的影响

结果见图8。对照组ROS水平1.05±0.05，TG诱导后的

POI小鼠，ROS水平2.63±0.15，较对照组上升（P<0.05）。

Hyperin处理4周后，ROS水平1.66±0.08，较TG组下降，但

仍高于对照组（P均<0.05）。 

2.8    Hyperin对颗粒细胞中凋亡相关因子的影响

结果见图9。Western blot和RT-qPCR显示，TG诱导

 

0 10 20 30 40 50

50

100

150

t/d

�
e 

ra
te

 o
f 

d
is

o
rd

er
ed

 e
st

ro
u

s 
cy

cl
e/

%
Control group

TG group

TG+Hyperin group

* *
* * * * * * * * * * * *

* * * * *

#
# # #

# # # #

 
图 1  Hyperin对TG诱导的POI小鼠动情周期的影响（n=40）

Fig 1  Effect of hyperin on the estrous cycle in TG-induced POI mice (n=40)

*P<0.05, vs. TG group and TG+Hyperin group at the same time point; # P<0.05, vs. TG+Hyperin group at the same time point.
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x̄± s图 2  Hyperin对TG诱导的POI小鼠体质量、性腺质量及性腺指数的影响（n=8, ）

x̄± sFig 2  Effect of hyperin on the body mass, gonadal mass and gonadal index of TG-induced POI mice  (n=8, )

*P<0.05.
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图 3  各组小鼠卵巢组织HE染色图片。×40

Fig 3  Representative picture of ovarian histology stained with hematoxylin and eosin (HE) in different groups of the study. ×40

Control group in which standard ovarian structure is evident (A). TG group in which severe ovarian damage is apparent (B). The TG group treated with hyperin in

which there was an improvement in the ovarian structure (C and D). Orange, blue, green, red and yellow arrows are pointed at primordium follicle, preantral follicle, antral

follicle, preovulatory follicle and corpus luteum, respectively.

 

0

10

20

30

40

P
ri

m
o

rd
iu

m
 f

o
ll

ic
le

/n
u

m
b

er

*

*

*

0

5

10

15

20

P
re

an
tr

al
 f

o
ll

ic
le

/n
u

m
b

er

Group

Control TG TG+Hyperin

Group

Control TG TG+Hyperin

*

*

*

0

2

4

6

8

10

A
n

tr
al

 f
o

ll
ic

le
/n

u
m

b
er

Group

Control TG TG+Hyperin

*

*

*

0

2

4

6

P
re

o
vu

la
to

ry
 f

o
ll

ic
le

/n
u

m
b

er

Group

Control TG TG+Hyperin

*

*

0

2

4

6

8

C
o

rp
u

s 
lu

te
u

m
/n

u
m

b
er

Group

Control TG TG+Hyperin

* *

*

 
x̄± s图 4  Hyperin对TG诱导的POI小鼠卵巢各级卵泡和黄体数量的影响（n=8, ）

x̄± sFig 4  Effect of hyperin on the the number of follicles at all levels and corpus luteum in the ovary of TG-induced POI mice (n=8, )

*P<0.05.
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x̄± s图 5  Hyperin对TG诱导的POI小鼠血清E2、FSH和AMH的影响（n=8, ）

x̄± sFig 5  Effect of hyperin on the serum E2, FSH, and AMH levels in TG-induced POI mice (n=8, )

*P<0.05.

 462 四川大学学报（医学版） 第 52卷



 

0

0.1

0.2

0.3 *
*

*

ρ 
(S

O
D

)/
(n

g/
m

L)

Group
Control TG TG+Hyperin

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

Group
Control TG TG+Hyperin

*
*

*

ρ 
(C

A
T)

/(
ng

/m
L)

 

x̄± s
图 6  Hyperin对TG诱导的POI小鼠血清SOD和CAT的影响（n=8,

）      

x̄± s
Fig 6  Effect of hyperin on the serum SOD and CAT in TG-induced POI

mice (n=8, )

*P<0.05.
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x̄± s
图 7  Hyperin对TG诱导的POI小鼠颗粒细胞中Nrf-2 和 HO-1蛋白（A，

B）和mRNA（C）表达的影响（n=8, ）

x̄± s

Fig 7  Effect of hyperin on the protein (A, B) and mRNA (C) expression
levels of Nrf-2 and HO-1 in the granule cells of TG-induced POI
mice (n=8, )

*P<0.05.
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图 8  H2DCFDA法检测颗粒细胞内ROS水平。×200

Fig 8  Detection of ROS levels in granular cells by H2DCFDA. ×200

A: Control group; B: TG group; C: TG+Hyperin group; a: H2DCFDA; b:

Hoechst; c: Merge.
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图 9  Hyperin对TG诱导的POI小鼠颗粒细胞中p-PI3K、p-Akt、Bcl-2、
Bax和Caspase3蛋白水平（A，B）以及Bcl-2、Bax和Caspase3
mRNA（C）表达的影响（n=8, ）

x̄± s

Fig 9  Effect of hyperin on the protein levels (A, B) of p-PI3K, p-Akt, Bcl-
2, Bax and Caspase3, and mRNA expression levels (C) of Bcl-2, Bax
and Caspase3 in the granule cells of TG-induced POI mice (n=8,

)

*P<0.05.
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后的POI小鼠，p-PI3K、p-Akt和Bcl-2蛋白表达下调，

Caspase3和Bax蛋白表达上调（P均<0.05）；Bcl-2 mRNA表

达下调，Caspase3和Bax mRNA表达上调（P均<0.05）。

Hyperin治疗4周后，p-PI3K、p-Akt和Bcl-2蛋白表达上调，

Caspase3和Bax蛋白表达下调（P均<0.05）；Bcl-2 mRNA表

达上调，Caspase3和Bax mRNA表达下调（P均<0.05）。 

2.9    Hyperin对颗粒细胞凋亡水平的影响

结果见图10。TUNNEL法检测显示，每个视野下，对

照组凋亡的颗粒细胞为（2.40±1.35）个，TG诱导后的

POI小鼠，凋亡的颗粒细胞为（11.60±2.74）个，较对照组增

加（P<0.01），Hyperin处理4周后，凋亡的颗粒细胞为

（5.15±1.57）个，较TG组下降，但仍高于对照组（P均<

0.05）。 

3     讨论

近年来研究发现，氧化应激参与了POI的发生发展。

颗粒细胞和卵母细胞暴露于高浓度氧分子或氧的化学衍

生物，引起细胞损伤，阻断囊状卵泡中卵子的发育，病理

性的加速凋亡，窦前卵泡提前闭锁等，最终导致原始卵泡

的减少甚至耗竭，卵巢储备急剧下降，生殖机能下降。本

研究结果显示，小鼠予TG 80 mg/(kg·d)灌胃14 d，动情周

期紊乱比例提高，体质量和性腺指数降低，卵巢切片显示

间质水肿及纤维化、卵泡颗粒细胞层排列松散紊乱等病

理性改变，各级卵泡数和黄体数均降低，血清性激素E2、

AMH水平降低，FSH水平升高，POI小鼠造模成功。且

TG组在造模停药后的4周，各方面均保持稳定状态，这些

与POI的临床表现吻合，证明了模型的稳定性。血清抗氧

化物SOD、CAT水平降低，颗粒细胞中的Nrf-2、HO-1表

达降低，ROS水平上升。提示存在氧化应激，与前人研究

结果一致[11]。

目前尚无有效方法恢复卵巢功能，优化的治疗方案

仍在探索中。既往众多临床研究显示补肾类中药具有促

进卵泡发育且药源天然的优势。菟丝子甘、温，归肾、

肝、脾经，具有滋补肝肾、固精缩尿、安胎、明目、止泻之

功效，在《神农本草经》中被列为上品。Hyperin是菟丝子

的主要生物活性成分，既往研究显示其对肝细胞、肾细

胞、心肌细胞等具有抗氧化、抗炎、抗凋亡等作用。本研

究在预实验中分别使用Hyperin 25 mg/(kg·d)灌胃4周、

50 mg/(kg·d)灌胃4周、75 mg/(kg·d)灌胃2周和75 mg/(kg·d)

灌胃4周，前3个剂量组相关指标与POI模型组差异均无统

计学意义，故最终我们选择Hyperin 75 mg/(kg·d)灌胃

4周。本研究结果显示，使用Hyperin 75 mg/(kg·d)灌胃

4周治疗后，POI小鼠体质量和性腺指数均上升，卵巢病理

损伤减轻，各级卵泡数和黄体数均增加，血清E2、AMH、

SOD、CAT水平升高，FSH水平降低，卵巢颗粒细胞中的

Nrf-2、HO-1、p-PI3K、p-Akt、Bcl-2表达上升，ROS水平降

低，Caspase3和Bax表达下降，TUNEL显示细胞凋亡水平

降低。提示Hyperin通过Nrf-2/HO-1抗氧化应激和

PI3K/Akt抗凋亡途径改善TG诱导的POI小鼠的卵巢储

备，增强卵巢功能。

ROS的堆积，产生氧化应激，改变线粒体形态和功

能，使线粒体基因（mitochondrial DNA，mtDNA）突变，导

致呼吸链部分解偶联，进而ATP合成减少, 恶性循环的方

式使mtDNA突变呈指数样增加，加速ROS的产生，则纺锤

体不稳定、染色体异常、端粒缩短，进而影响卵母细胞质

量[12]。在氧化应激原作用下，Nrf2与Keap1解偶联后转入

核内，启动下游HO-1等抗氧化基因及Ⅱ相解毒酶的表

达，同时产生SOD、CAT等抗氧化酶，发挥抗氧化损伤能

力[13-14]。TG诱导后制造了POI小鼠氧化应激状态，血清

SOD、CAT水平降低，颗粒细胞中的Nrf-2、HO-1表达降

低，ROS水平升高。经Hyperin治疗后，血清SOD、CAT水

平升高，颗粒细胞中的Nrf-2、HO-1表达升高，ROS水平降

低。揭示了Hyperin的抗氧化功效，与之前研究报道

Hyperin治疗顺铂诱导急性肾损伤和肝损伤的氧化应激

的结果一致[15-17]。

总卵巢储备包括非生长卵泡（原始卵泡）和周期性募

集的生长卵泡，是反映卵巢功能的良好指标。TG干预

后，原始卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡减少，AMH降低，
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图 10  TUNEL法检测颗粒细胞凋亡水平。×200

Fig 10  Detection of apoptosis levels in granular cells by TUNEL. ×200

A: Control group; B: TG group; C: TG+Hyperin group; a: TUNEL; b:

Hoechst; c: Merge.
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Hyperin治疗后各级卵泡数均上升，使得AMH升高，因为

AMH主要由原始卵泡、窦前卵泡和窦状卵泡分泌。也

说明了AMH是预测卵巢储备功能的敏感指标和最佳指

标[18]。FSH由垂体前叶促性腺激素分泌，部分通过抑制素

B和雌二醇的负反馈调节，属于“间接测量”结果[19]。E2是

卵泡颗粒细胞在FSH刺激下产生的。因此，FSH和E2本身

随周期波动大。可能由于Hyperin治疗仍未完全增强POI

小鼠发育中窦卵泡的功能，或者颗粒细胞受损后FSH受

体缺失，所以FSH并未显著降低。而Hyperin治疗增强了

部分颗粒细胞功能，所以E2上升，但由于E2、FSH本身随周

期波动大，所以仍然要结合月经周期中相对稳定又敏感

的AMH评价。总体分析，Hyperin治疗后E2、AMH上升，

但FSH仍较正常小鼠高，AMH仍较正常小鼠低，提示改善

了一部分卵巢功能，但卵巢仍处于功能受损状态。这与

HE染色的病理表现和各级卵泡数目变化相符合。

卵巢的基础功能单位是颗粒细胞，颗粒细胞在闭锁

卵泡中的凋亡早于卵母细胞和膜细胞，是卵泡闭锁的发

起者[20]。POI的大鼠实验发现[11]PI3K/Akt/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，mTOR）通路

对促进颗粒细胞增殖分化，抗颗粒细胞凋亡，促进原始卵

泡存活发育，以及调节卵母细胞的生长，发挥着重要作

用。PI3K在磷酸化后，与活化的磷酸化酪氨酸残基生长

因子作用，形成p-PI3Kp85a，导致二聚体构象改变、激活，

进而磷酸化Akt，从而抑制细胞凋亡[21]。氧化应激下，过

多的ROS激活线粒体凋亡通路，线粒体膜氧化磷酸化和

产生ATP的能力被攻击破坏，基质中钙离子水平降低，细

胞质中钙离子水平增加，导致细胞凋亡[22]。研究显示Bcl-

2家族成员严密调控细胞凋亡，Bax蛋白可与Bcl-2形成同

二聚体，同二聚体增加，线粒体通透性增加，加速细胞凋

亡；反之Bcl-2蛋白含量增高，Bcl-2/Bax异二聚体增多，则

抑制细胞凋亡。Caspase家族中介导细胞凋亡的最下游

分子Caspase3，是凋亡信号传导中起决定作用的关键分

子，其表达量可直接反映细胞凋亡情况[23]。Bax和Bcl-2分

别促进和抑制细胞色素C的释放，从而分别刺激和阻碍

Caspase3裂解和激活[24]。同时，PI3K/Akt通路在颗粒细胞

ROS堆积时，调节叉头框蛋白O1（ forkhead box O1，

FOXO1）的核/胞质穿梭以应对氧化应激损伤[25]。本研究

发现，TG干预后p-PI3K、p-Akt表达下降，促凋亡因子

Bax、Caspase3表达增加，抗凋亡因子Bcl-2表达下降，导致

了颗粒细胞凋亡，各级卵泡数减少，卵巢储备降低。而

Hyperin治疗后，逆转了这些改变，降低了Caspase3表达，

提高了p-PI3K、p-Akt和Bcl-2的表达，降低了Bax的表达，

减少卵巢颗粒细胞凋亡，增加了各级卵泡数，改善卵巢储

备。TUNNEL法检测亦体现了该趋势。

综上所述，本研究发现中药菟丝子提取物Hyperin能

够改善TG诱导的小鼠POI的卵巢储备，其机制可能与

Hyperin通过Nrf-2/HO-1抗氧化应激和PI3K/Akt抗凋亡

有关。本研究结果为中药应用于POI的防治提供了实验

依据。后续将通过沉默Nrf-2/HO-1和PI3K/Akt通路关键

基因，进一步深入研究Hyperin的作用靶点，为中医药防

治POI提供实验依据。

                         *                 *                 *
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