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摘要!目的,探究丹酚酸S对卵巢早衰模型小鼠卵泡发育的影响& 方法,选取 +)只 $周龄雌性昆明

小鼠#按照随机数字表法分为对照组'模型组和实验组#每组 ' 只#对每只小鼠均给药#定期测量体

重#给药结束后收集小鼠血清和卵巢组织& NU?@F检测血清 N+'FRJ和 P@J水平%JN染色观察卵

巢窦状卵泡%免疫组化检测颗粒细胞 HBAF的表达%OKANU检测卵巢颗粒细胞凋亡情况%实时荧光

定量HBD和Y80.8[; E5\.测定卵巢组织中S75W+和 S<16DAF表达和其蛋白表达情况& 结果,模型

组小鼠体重明显低于对照组和实验组!9g(3(%"%与模型组比较#实验组血清N+和FRJ水平升高且

P@J水平降低#窦状卵泡数量增多#颗粒细胞中HBAF与S75W+表达增加#同时S<1表达减少#凋亡细

胞数量减少!9g(3(%"& 结论,丹酚酸S能抑制卵巢早衰小鼠颗粒细胞凋亡#促进卵泡发育&

关键词#卵巢早衰%丹酚酸S%颗粒细胞%卵泡发育
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!!随着我国社会老龄化进程的加快和国家生育政

策的改革&生育问题受到广泛关注&同时也促进了生

殖健康相关研究的发展- 卵巢早衰 ( /[86<.:[8

\̂8[=<; ]<=5:[8& HQP*是指女性 &( 岁之前因卵泡耗

尽或停止发育所致卵巢功能减退的疾病状态&其发

病率逐年增高且日益年轻化&成为危害女性生育能

力的因素之一+"*+, - HQP常表现为原发性或继发性

闭经伴随促性腺激素升高和雌激素水平降低&并伴

有不同程度的围绝经期综合征!骨质疏松!心血管疾

病!自身免疫力下降甚至自杀倾向等+#*&, - 有大量研

究表明&卵巢早衰的发生与卵泡中颗粒细胞的异常凋

亡密切相关+%*), - 卵泡中的颗粒细胞给卵母细胞提供

营养支持&并对排卵和黄体功能有重要的调节作用-

颗粒细胞可合成分泌大量雌二醇(80.[<9=\5& N+*!孕

激素(/[\480.=;& H*&并分泌在卵泡早期发育过程中

起重 要 作 用 的 抗 苗 勒 管 激 素 ( <;.=W6:558[=<;

-\[6\;8& FRJ*- N+!H及FRJ通过负反馈调节参

与卵泡发育+,, - 因此&颗粒细胞的数量和功能对卵

泡发育和卵巢功能维持至关重要- 研究发现活性氧

是卵泡闭锁的促发因素之一&而抗氧化剂能显著地

抑制颗粒细胞凋亡和卵泡闭锁+', - 丹酚酸类化合物

是丹参中的有效成分&其中含量最高的水溶性成分

丹酚酸S(0<5̂=<;\5=7<7=9 S& @<5S*具有很强的抗氧

化!清除自由基的作用+"(, &但 @<5S对卵巢早衰的作

用尚未见报道- 本研究通过 XW半乳糖(XW4<5<7.\08&

XW4<5*构建卵巢早衰模型小鼠&使用 @<5S进行预防

性干预&发现 @<5S对卵巢早衰小鼠卵泡颗粒细胞的

凋亡有抑制作用&提示 @<5S可能通过抑制颗粒细胞

的凋亡来维持卵泡发育&缓解卵巢早衰-

./材料与方法

.3./材料
"3"3"!动物!+)只 $ 周龄雌性昆明小鼠(购自湖南

斯莱克景达实验动物有限公司*&实验动物生产许可

证号#@BLV(湘*+("'*(((&- 所有小鼠在动物实验

中心饲养&正常进食饮水&室温 +( f+# n!湿度

%(!f$%!&昼夜交替光照- 本研究通过湖南医药

学院动物伦理委员会审批&实验动物伦理批号#湖医

伦审 +(++(F("(""*号-

"3"3+!药物与主要试剂!丹酚酸 S(购自上海源叶

生物科技有限公司*)XW半乳糖(购自上海麦克林生

化科技有限公司*)N+!P@J!FRJ! NU?@F试剂盒

(购自上海酶联生物科技有限公司*)OKANU试剂盒

(购自武汉博士德生物工程有限公司*)HBAF兔单

克隆抗体(B855@=4;<5=;4O87-;\5\42公司*)JDHW羊

抗兔?4T二抗试剂盒(购自武汉博士德生物工程有

限公司*)组织细胞DAF提取试剂盒+购自生工生物

工程(上海*股份有限公司,)F55WQ;8DOR<0.8[R=1

试剂盒(购自镇江爱必梦生物科技有限公司*)@2E[

T[88; aHBDR<0.8[R=1试剂盒(购自上海星汉生物

科技有限公司*)S75W+兔多克隆抗体!S<1兔单克隆

抗体!TFHXJ兔多克隆抗体(购自武汉博士德生物

""""
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工程有限公司*-

.3#/方法
"3+3"!小鼠的分组及处理!+)只 $周龄雌性昆明小

鼠适应性喂养 "周后&按照随机数字表法分为#F对照

组('只*!S模型组('只*!B实验组('只*- 对照组

连续颈背部皮下注射 (3'!氯化钠水溶液 &+ 9&于第

"%天开始&每天同时腹腔注射等量 (3'!氯化钠水溶

液)模型组!实验组连续颈背部皮下注射 XW4<5溶液

(+(( 64"b4*"" 9*"* &+ 9&第 "%天开始模型组每天

同时腹腔注射等体积的 (3'!氯化钠水溶液&实验组每

天同时腹腔注射等体积 @<5S溶液($( 64"b4*""9*"*

至 &+ 9止- 给药结束后所有动物经戊巴比妥钠麻醉后

取血&待血液凝固离心取血清冻存&处死后收集卵巢组

织&一侧用 &!多聚甲醛固定&另外一侧冻存-

"3+3+!NU?@F法检测小鼠激素水平!NU?@F试剂盒

室温平衡 #( 6=;- 取血清样本置于冰上溶解- 设置

空白!标准!待检样品 # 个孔进行加样&所有操作严

格按照说明书进行&滴加终止液后 "% 6=; 内在酶标

仪 &%( ;6处检测各孔 QX值&根据标准品 QX值及

浓度绘制标准曲线&计算出各样本浓度-

"3+3#!小鼠卵巢组织石蜡切片制备及 JN染色!将

&!多聚甲醛固定后的卵巢水洗&梯度酒精脱水后二

甲苯透明&浸蜡&包埋&制成卵巢石蜡组织块- 切片

机切成厚度为 % .6的石蜡切片&常规 JN染色&封

片- 光学显微镜下观察卵巢组织和窦状卵泡并摄取

图像-

"3+3&!免疫组织化学染色检测颗粒细胞增殖细胞核

抗原!HBAF"表达!取卵巢石蜡组织切片常规二甲

苯及梯度酒精脱蜡复水&HS@水洗 #次&% 6=;C次- 抗

原修复(', n枸橼酸钠抗原修复液处理 "( 6=;*&冷却

至室温&"(!山羊血清室温封闭 "( 6=;- 滴加一抗

(" o"((*置于湿盒中&& n冰箱孵育过夜&取出恢复至

室温&HS@水洗#次&% 6=;C次- 滴加辣根酶标记二抗&

然后置于 #) pB孵育 #( 6=;&HS@水洗 #次&% 6=;C次-

滴加XFS显色剂显微镜下控制显色时间&流水冲洗

后苏木精复染&脱水封片&干燥后于光学显微镜下观

察并摄取图像-

"3+3%!OKANU法检测颗粒细胞凋亡情况!取卵巢石

蜡组织切片常规二甲苯及梯度酒精脱蜡复水&滴加

+( .4C65不含 XA<08的蛋白酶 V&#) n作用"% 6=;&

HS@水洗 #次&% 6=;C次- 配制OKANU检测液&向卵

巢组织中滴加 %( .5检测液置于湿盒中&#) n反应

" -&加入终止液&#) n终止 #( 6=;&HS@ 水洗 # 次&

% 6=;C次&滴加新鲜配制的 XFS溶液室温显色&蒸

馏水洗#次&% 6=;C次&苏木精复染 " 6=;&流水冲洗&

干燥后封片&于光学显微镜下观察并摄取图像-

"3+3$!aHBD检测卵巢组织中S<1和S75W+ 6DAF的

表达!将卵巢组织剪碎加 " 65O[=G\5(D"+((W"((*&置

于预冷的匀浆器中研磨溶解细胞&按照组织细胞DAF

提取试剂盒说明提取卵巢组织总DAF- 用A<;\X[\/

+(((分光光度计测定总 DAF的浓度- 取出 "(( ;4

DAF&使用F55WQ;8DOR<0.8[R=1试剂盒将总DAF逆

转为7XAF- 最后&采用 @2E[T[88; aHBDR<0.8[R=1

试剂盒按照说明书&使用特定的引物(%c*#c*(S<1#正

义引物# BFOTOOOOBOTFBTTBFFBOO&反义引物#

BBFTFOBFBTBBFOOOBF)S75W+#正义引物#FFTFT

BFTFBTTFOTTFFFFFTT&反义引物#TTTBFFFTF

FFOTBFFTOTFFOT) TFHXJ#正义引物# TFBBOT

FBBOTBBTOBOFT&反义引物#FTTFTOTTTOTOBT

BOTO*在 aHBD仪上测定S<1!S75W+ 6DAF水平- 反

应体系如下#"( ;6的正义!反义引物各 (3+ .5&%( ;4

7XAF&"( .5aHBDR<0.8[R=1(+q*&最后无菌水定容

至 +( .5- 反应条件如下#'% n预变性 + 6=;)'% n变

性 "% 0&$( n退火 +( 0&)+ n延伸 +( 0&反应 &(个周

期- 以TFHXJ作为内参&采用 +*$$ B.法计算 S<1

和S75W+ 6DAF相对表达量-

"3+3)!Y80.8[; E5\.法检测S<1和S75W+蛋白的表达

取*,( n冻存的卵巢组织加裂解液经超声波破碎仪破

碎&充分裂解后提取总蛋白&离心&取上清液用SBF蛋

白定量试剂盒定量- "(! @X@WHFTN凝胶电泳分离&

经转膜!封闭后&滴加S75W+一抗(" o" (((*!S<1一抗

(" o" (((*和TFHXJ一抗(" o% (((*&& n孵育过

夜&用HS@O洗涤 #次&"( 6=;C次- 加入对应的二抗

(" o"( (((*室温孵育 5-- 再用 HS@O洗涤 # 次&

"( 6=;C次&用SBU发光底物后使用凝胶成像仪显

影&通过?6<48e软件统计条带灰度值-

.3!/统计学方法
采用 @H@@ +$3(统计软件分析数据&计量资料以

(%LrK*表示&组间比较采用 O检验)多组间比较采用

方差分析- 9g(3(%为差异具有统计学意义-

"+""
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#/结果
#3./小鼠体重变化

小鼠体重变化是反映其一般情况的指标之一-

实验第 "天&#组小鼠体重比较&差异无统计学意义

(9s(3(%*)第 &+ 天时&模型组小鼠体重明显低于对

照组(9g(3(%*&显示 XW4<5能抑制小鼠体重的增长)

同时发现实验组小鼠体重高于模型组(9g(3(%*&说

明 @<5S能缓解XW4<5抑制的小鼠体重增长情况&见

图 "-

与对照组比较#"9g(3(%%与模型

组比较#t9g(3(%

图 "!#组小鼠第 "天'第 &+天体重情况

#3#/小鼠血清N#'P@J'FRJ水平
血清N+水平能在一定程度上反映颗粒细胞的

功能- FRJ水平是评价卵巢储备功能的临床指标

之一- NU?@F检测结果表明#与对照组比较&模型组

小鼠血清N+和 FRJ水平降低&P@J水平升高(9g

(3(%*)与模型组比较&实验组小鼠血清 N+ 和 FRJ

水平升高&P@J水平降低(9g(3(%*&见表 "- 此结果

说明XW4<5使得小鼠卵巢功能下降&@<5S可改善小

鼠卵巢功能-

表 "!#组小鼠血清激素水平比较 (%LrK%4u')

组别 N+(/6\5CU* P@J(/4C65* FRJ(6?KC65*

对照组 "(,3$)r#3%( &3,+r(3'% %"3%+r$3+,

模型组 $)3,,r%3))" ,3",r"3%#" +)3(&r#3#'"

实验组 ,)3$+r%3)#t $3&%r"3##t $,3&"r)3't

!!与对照组比较#"9g(3(%%与模型组比较#t9g(3(%

#3!/小鼠卵巢形态及窦状卵泡数量变化
为了观察各组小鼠卵巢组织结构和窦状卵泡数

量&将卵巢组织切片进行 JN染色- 结果显示#对照

组可见多个不同发育阶段的卵泡&窦状卵泡数量较

多&卵泡中颗粒细胞规则排列)模型组卵巢内窦状卵

泡数量明显减少)实验组也可见大量的窦状卵泡&见

图 +- 此结果表明&经 XW4<5诱导的模型小鼠中卵泡

发育异常&经 @<5S的预防性干预可维持卵泡的正常

发育-

F3卵巢JN染色图#橙色箭头所示为窦状卵泡%S3卵巢窦状卵泡统计图& 与对照组比较#"9g(3(%%与模型

组比较#t9g(3(%

图 +!#组小鼠卵巢形态及窦状卵泡数量

#3%/颗粒细胞中增殖相关蛋白HBAF表达情况
对照组卵泡内可见大量的棕黑色颗粒细胞&模

型组窦状卵泡中阳性颗粒细胞明显减少&实验组卵

泡中阳性颗粒细胞数量则比模型组有明显增多&见
图 #- 由此可见&XW4<5能抑制卵泡内颗粒细胞增殖&
而 @<5S能改善XW4<5抑制颗粒细胞增殖的情况-

"#""
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图 #!#组小鼠卵巢内颗粒细胞增殖相关蛋白HBAF表达情况

#30/颗粒细胞凋亡情况
通过 OKANU法检测各组卵巢颗粒细胞的凋亡

情况&结果发现#对照组窦状卵泡中可见少量棕褐色
的颗粒细胞&模型组中的窦状卵泡内存在着大量的

棕褐色颗粒细胞&实验组窦状卵泡内棕褐色颗粒细
胞数量明显减少&见图 &- 这些结果说明&XW4<5会导
致卵泡内颗粒细胞大量凋亡&而 @<5S能明显抑制
XW4<5诱导的颗粒细胞凋亡-

图 &!#组小鼠卵巢内颗粒细胞凋亡情况

#3"/S75W#和S<16DAF表达情况
#组小鼠卵巢组织S75W+和S<16DAF表达水平

见图 %- 模型组中 S<16DAF的表达明显高于对照
组和实验组&见图 %F)而与对照组和实验组比较&模
型组中的 S75W+ 6DAF的表达明显下降&见图 %S-
这些结果表明XW4<5能上调S<16DAF的表达&同时
下调S75W+ 6DAF的表达&@<5S能有效抑制XW4<5引
起的S<1和S75W+ 6DAF的表达变化-

F3卵巢组织中S<16DAF表达水平统计图%S3卵巢组织

中S75W+ 6DAF表达水平统计图& 与对照组比较#"9g

(3(%%与模型组比较#t9g(3(%

图 %!#组小鼠卵巢组织S<1和S75W+ 6DAF表达水平

#31/S75W#和S<1蛋白表达情况
Y80.8[; E5\.检测结果表明#与对照组比较&模型

组卵巢组织 S75W+蛋白表达显著减少&S<1蛋白表达

增加(9g(3(%*)与模型组比较&实验组 S75W+蛋白表
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达增加&S<1表达减少(9g(3(%*&见图 $- 以上结果

进一步提示&@<5S能有效抑制 XW4<5诱导的颗粒细

胞凋亡发生-

F3卵巢组织中S<1和S75W+蛋白表达图%S3卵巢组织中S<1蛋白统计分析图%B3卵巢组

织中S75W+蛋白统计分析图& 与对照组比较#"9g(3(%%与模型组比较#t9g(3(%

图 $!#组小鼠卵巢组织中凋亡相关蛋白表达情况

!/讨论
HQP常导致低雌激素状态及生育能力下降-

HQP和半乳糖血症有关&半乳糖血症是由于 "W磷酸

半乳糖尿苷转移酶缺乏导致- 因此&可以利用 XW4<5

建立HQP模型&且此模型的表现同其他非遗传原因

引起的HQP表现较为一致&可以为HQP病理研究动

物模型奠定基础+""*"&, -

HQP的治疗方法很多&如激素替代治疗!免疫疗

法!卵巢移植!干细胞治疗!基因治疗等&但这些治疗

方法都有一定的依赖性或副作用- 丹参作为一种古

老的中药材&其临床应用历史可追溯到 + ((( 多年

前+"%, - 药典记载丹参的主要功效为祛瘀止痛!活血

通经!补血益气等- 现代研究认为丹参具有抗氧化!

改善微循环等作用- 丹参在临床上也常用于治疗女

性生殖系统疾病&如月经不调!多囊卵巢综合征

等+"$, - 在治疗卵巢早衰的中医药方中&丹参也是必

不可少的中药材+")*",, - 丹酚酸类化合物是丹参中的

主要有效成分- 含量最高的水溶性成分 @<5S具有

很强的抗氧化作用- @<5S的抗氧化作用主要表现

为#&丹酚酸S比维生素N作用强数百倍&是当今发

现的抗氧化活性最强的天然产物之一- '清除羟自

由基的作用- (清除超氧阴离子的作用+"', - 因此&

本研究采用 XW4<5成功构建 HQP小鼠模型&对实验

组使用 @<5S腹腔注射进行预防性给药- 本研究结

果显示&实验组中的小鼠激素水平得到改善&窦状卵

泡明显增加&卵泡中颗粒细胞凋亡情况也有明显改

善&提示 @<5S可能通过抑制颗粒细胞凋亡维持卵泡

发育&进而改善XW4<5诱导的HQP-

通常情况下&卵巢功能的衰竭时间主要取决于

卵巢内卵泡的数目与卵泡闭锁速度&卵泡消耗过快&

卵巢将过早进入衰竭状态++(, - 颗粒细胞为卵母细

胞的成熟提供营养支持和重要的信号转导&所以颗

粒细胞的状态对卵泡的发育和卵巢功能的维持具有

重要作用- 在一定条件下&颗粒细胞的凋亡可以直

接或间接地使得卵泡停止发育出现闭锁&进而导致

卵巢早衰++"*+#, - 这可能是因为颗粒细胞受垂体释放

的促性腺激素(P@J!UJ*的刺激分泌 N+!H和 FRJ

来调节卵泡发育++&, - FRJ是现在临床上广泛用于

检测卵巢储备功能的重要指标++%, - HQP患者常表

现为血清P@J水平升高&N+!H和 FRJ水平降低伴

卵泡发育不成熟++$, - 本研究结果显示&模型组小鼠

血清N+和FRJ水平明显低于对照组&实验组的N+

和FRJ水平高于模型组&P@J呈现相反的变化- 以

上结果与JN染色显示的窦状卵泡数量相对应-

另外&使用HBAF免疫组化和 OKANU法分析各

组卵巢卵泡中颗粒细胞增殖和凋亡情况也可以发

现&在HQP小鼠卵巢中&窦状卵泡内HBAF阳性颗粒

细胞较少&OKANU阳性颗粒细胞明显增加- 这部分

结果也证实了颗粒细胞增殖!凋亡改变与 HQP发生

的关系- 但经 @<5S干预后的 HQP小鼠窦状卵泡数

量明显增加&与模型组比较&HBAF阳性细胞明显增

加而OKANU阳性颗粒细胞减少&说明 @<5S可抑制
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颗粒细胞凋亡- 在颗粒细胞凋亡的过程中&S75W+基

因具有促进颗粒细胞生存的作用&S<1基因是 S75W+

基因家族中的一员&但其可诱导颗粒细胞的凋亡-

S75W+和S<1通过形成同C异源二聚体的形式参与凋

亡过程&两者具有拮抗作用++)*+,, - aHBD和 Y80.8[;

E5\.结果显示&模型组S75W+表达明显降低&同时S<1

表达显著升高&而实验组较模型组 S75W+ 表达增高&

S<1表达明显降低&说明 @<5S的预防性给药可抑制

颗粒细胞的凋亡&促进卵泡的发育-

综上所述&可以推测出 @<5S可抑制卵泡中颗粒

细胞的凋亡&从而维持卵泡的发育和改善卵巢功能&

缓解HQP发展进程&这将为 @<5S用于治疗 HQP提

供理论依据-
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