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摘要：目的 探讨葛根素对顺铂诱导小鼠卵巢早衰的作用。方法 选取雌性C57BL/6J小鼠，随机分为3组，

每组10只。给药途径均为腹腔注射。模型组给予生理盐水（4.0 ml/kg×9 d），顺铂（4.5 mg/kg×5 d）及生理盐水

（4.0 ml/kg×5 d）；实验组给予葛根素（200.0 mg/kg×9 d），葛根素（200.0 mg/kg×5 d）及顺铂（4.5 mg/kg×5 d）；对

照组给予同体积生理盐水14 d。 实验第9天，称重小鼠并记录，观察小鼠一般活动。酶联免疫吸附试验（ELISA）检

测血浆中激素水平；HE染色观察卵巢组织形态结构；免疫荧光染色检测小鼠卵巢组织中Cleaved caspase-3、Bcl-

2、Bax的表达；Western blotting法检测小鼠卵巢组织中Cleaved caspase-3、Bcl-2、Bax蛋白的相对表达量。结

果 模型组小鼠一般情况差；实验组小鼠相对于模型组，一般情况有所改善；对照组、模型组及实验组小鼠的体

重有差异，其中模型组与对照组相比体重呈现下降趋势，实验组相比模型组体重下降更加平缓（P <0.05）。模型

组小鼠动情间期占动情周期的比例高于对照组（P <0.05）；实验组小鼠动情间期占动情周期的比例低于模型组

（P <0.05）。模型组小鼠血清FSH水平升高（P <0.05），E2、AMH水平降低（P <0.05），实验组小鼠血清E2、

AMH水平较模型组升高（P <0.05），FSH水平降低（P <0.05）。对照组小鼠卵巢组织可见不同发育阶段的卵泡，

成熟卵泡位于卵巢的边缘，颗粒细胞规则排列；模型组小鼠卵泡闭锁，颗粒细胞减少、排列紊乱；实验组小鼠闭

锁卵泡减少，颗粒细胞有序排列且数目多。Cleaved caspase-3、Bcl-2、Bax在3组小鼠卵巢组织中均有表达，且

以颗粒细胞为主。模型组与对照癌比较，卵巢组织细胞中Bax、Cleaved caspase-3蛋白相对表达量增加（P <

0.05），Bcl-2蛋白相对表达量减少（P <0.05）；实验组与模型组相比，卵巢组织细胞中Bax、Cleaved caspase-3蛋

白相对表达量减少（P <0.05），Bcl-2蛋白相对表达量增加（P <0.05）。结论 葛根素可以抑制卵巢组织细胞凋

亡，恢复顺铂损伤小鼠卵巢的功能，改善小鼠一般活动。
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Abstract: Objective To reveal the anti-apoptotic effect of puerarin on ovarian tissue cells, and to explain its

protection of premature ovarian failure induced by cisplatin in mice. Methods Female C57BL / 6J mice were
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group was given normal saline (9 days) and cisplatin with normal saline (4.5 mg/kg ×5 days). The experimental

group was given puerarin (200.0 mg/kg× 9 d) and puerarin with cisplatin (200.0 mg/kg and 4.5 mg/kg× 5 d). The

Reference group was given the same volume of normal saline for 14 days. On the 9th day of the experiment, weight

of mice were recorded to observe general activities. Concentration of hormone in plasma through the ELISA method

and expression of apoptosis related proteins (cleaved Caspase-3, Bcl-2, Bax) in mouse ovary through the Western

blotting were detected. Results The general condition of mice in the experimental group was better than that in the

model group；the body weight of the control group, model group, and experimental group were different. Compared

with the control group, the weight of the model group showed a downward trend, and the weight loss of the

experimental group was more gentle than that of the model group, and the difference was statistically significant (P <

0.05). The proportion of estrous intervals in the estrous cycle was significantly higher than that in the control group

(P < 0.05), while the proportion of estrous intervals in the experimental group was lower in the model group (P <

0.05); in the model group, the levels of serum FSH increased (P < 0.05), while the levels of E2 and AMH decreased

(P < 0.05). The levels of serum E2 and AMH in the experimental group were higher than those in the model group

(P < 0.05), and FSH level decreased (P < 0.05). HE staining showed that follicles at different developmental stages

could be observed in the ovarian tissue of mice in the control group. Besides, the mature follicles were located at the

edge of the ovary, and the granulosa cells arranged regularly. In the model group, the follicles were atresia, and

granulosa cells decreased and arranged disorderly. However, in the experimental group, atresia follicles decreased,

granulosa cells arranged orderly, and the number of granulosa cells was larger. Apoptosis-related proteins were

expressed in all the three groups, mainly granulosa cells. In the model group, the expression of Bax and Cleaved

caspase-3 increased significantly (P < 0.05), while the expression of Bcl-2 decreased (P < 0.05). Compared with the

model group, the expression of Bax and Cleaved caspase-3 decreased (P < 0.05), and the expression of Bcl-2

increased (P < 0.05) in the experimental group. Conclusion Puerarin can restrain apoptosis of ovarian tissue,

restore the function of ovary injured by cisplatin, and improve the general activities of mice.

Keywords: premature ovarian failure; puerarin; apoptosis

卵巢早衰 （premature overian failure, POF） 是<

40岁女性因卵泡耗尽或停止发育所致卵巢功能减退

到一定阶段所呈现的疾病状态[1]。导致POF的因素很

多，如化疗或放疗、医源性因素、遗传变异、自身

免疫性卵巢萎缩、各种环境因素（病毒、毒素和吸

烟）等[2]。顺铂是目前应用最为广泛的化疗药物之一，

能损伤卵巢功能结构[3-4]，严重影响女性的身心健康。

激素替代疗法已成为治疗POF的首选方案，但也存

在很大的致病风险。近年来由于化疗药物的广泛应

用，使POF的发病率逐年上升。对患有恶性肿瘤的

育龄女性患者来说，化疗损伤性腺功能，是导致

POF的一个重要原因。随着恶性肿瘤育龄女性患者

远期生存率的升高，为满足这些患者的生育需求及

提高其生活质量，临床需要寻找新的治疗POF的方

法。葛根素是从葛根中提取的主要成分[5]，具有与植

物雌激素大豆异黄酮相似的化学结构[6]，而且有抗凋

亡的作用[7]。葛根素在治疗POF的研究报道甚少。本

研究应用顺铂诱导复制小鼠卵巢早衰模型，探讨葛

根素对顺铂诱导小鼠卵巢早衰的作用，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 选取 30 只 6 周龄雌性 C57BL/6J

小鼠，体重19～24 g，购自北京围通利华实验动物技

术有限公司，实验动物生产许可证号：SCXK（京）

2016-0006，1100111911080486。所有小鼠在 SPF 级

动物实验中心饲养，自由进食饮水，室温20～23℃、

湿度50%～65%，12 h/12 h昼夜交替光照。小鼠随机

分为对照组、模型组及实验组，每组10只。所有实

验操作均符合锦州医科大学动物伦理委员会要求。

1.1.2 药物和试剂 顺铂粉剂（购自美国Sigma公

司），葛根素注射液（购自成都天台山制药有限公

司），Cleaved caspase-3 多克隆抗体、Bcl-2 多克隆

抗体、Bax多克隆抗体（购自美国Abcam公司），山

羊血清、过氧化氢、PBS、柠檬酸、柠檬酸钠、荧光二

抗、PI、抗荧光衰减封片剂（购自北京中山生物技术

有限公司），小鼠E2、FSH、AMH的酶联免疫吸附

试验（ELISA）试剂盒（购自江苏酶标生物公司），

DAB显色试剂盒（购自上海碧云天生物公司）。
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1.1.3 实验仪器 BT224S 电子秤、PB-21PH 仪

（德国赛多利斯有限公司），LEICA-TP1020全自动脱

水机、LEICA-EG-115OH 包埋机、低温超速离心机

（德国徕卡公司），SZX-7体视显微镜、BX41正置荧光

显微镜（日本奥林巴斯公司），酶标仪（英国Biochrom

Anthos公司），光学显微镜（德国莱卡公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物模型的复制 小鼠给药途径均为腹腔

注射。模型组先给予9 d生理盐水 （4.0 ml/kg），再

给予5 d顺铂（4.5 mg/kg）及生理盐水（4.0 ml/kg）。

实验组先给予 9 d 葛根素（200.0 mg/kg），再给予 5 d

葛根素 （200.0 mg/kg）及顺铂（4.5 mg/kg）。对照组

给予同体积生理盐水14 d。实验第9天时，称重小

鼠并记录，观察小鼠的活动、饮食及皮毛光泽度。

实验第 15 天脱颈处死所有小鼠，迅速心尖取血，

3 000 r/min离心 15 min，取上清液待测。将小鼠卵

巢标本放入Davision's溶液中固定24 h，待石蜡包埋

切片。

1.2.2 小鼠阴道涂片 每天观察3组小鼠的饮食、

活动及皮毛变化等情况，每天8:00将 10 μl 生理盐

水注入小鼠阴道内，反复冲洗3次后用消毒棉签插

入小鼠阴道约0.4 cm，轻柔转动取出分泌物后置于

载玻片上，亚甲蓝染色，观察结果。

1.2.3 ELISA 法检测 E2、FSH 及 AMH 水平 ELISA

试剂盒室温平衡30 min。血清标本置冰上溶解30 min。

标准品稀释，分别设置空白、标准、待检样品3个孔，

加样，37℃温育30 min，洗涤后加入酶标试剂50 μl，
温育，依次加显色液A、B，37℃显色10 min，滴加

终止液，加入终止液的15 min内在酶标仪 450 nm 处

检测各孔的光密度（OD）值，根据标准品的OD值及

浓度绘制标准曲线，计算出各样品的浓度。

1.2.4 小鼠卵巢组织石蜡切片制备及HE染色 室

温下，固定好的卵巢组织放入组织盒内水洗，置于

脱水机中，梯度酒精脱水及二甲苯透明，浸蜡，置入

包埋框中，放平其底部，倒入液体石蜡，制成卵巢石

蜡组织块。石蜡组织切片，厚度为 5 μm。切片在

53℃温水中展开，平整贴附在载玻片上，60℃烤片机

烤片3 h，脱蜡水化，苏木精染色，分化反蓝处理，伊

红染色，PBS水洗，脱水透明封片，光学显微镜观察

结果。

1.2.5 免疫荧光染色 卵巢石蜡组织切片60℃烤

片机烤片45 min，常规二甲苯及梯度酒精脱蜡至水，

PBST水洗3次，每次5 min，抗原修复（98℃柠檬酸钠

抗原修复液处理 10 min），自然冷却 20 min，加速冷

却至室温，10%山羊血清室温封闭60 min，滴加一抗

（1∶200）置于湿盒中，4℃冰箱孵育过夜，取出湿盒

恢复至室温，滴加二抗室温避光孵育 30 min，PBST

水洗3次，每次5 min，滴加抗荧光淬灭剂，盖好盖玻

片，应用荧光显微镜激发光 460～550 nm 激发出绿

色荧光图，激发光530～550 nm激发出红色荧光图，

取图并分析结果。

1.2.6 western blotting法检测Cleaved caspase-3、Bcl-

2、Bax蛋白相对表达量 将细胞裂解液RIPA加入各

组卵巢组织，置于冰面裂解30 min，卵巢组织经研磨

后吸出1.5 ml置于EP管，5 000 r/min离心5 min，吸出

1.5 ml上清液，用BCA法测定卵巢组织中蛋白浓度，

根据SDS-PAGE试剂盒制胶，电泳，将胶片上的蛋白

湿转转印至PVDF膜，将转印膜置于1％ BSA中，室

温封闭2 h，加一抗稀释液Cleaved caspase-3、Bcl-2、

Bax（浓度为1∶1 000），4℃孵育过夜，TBST洗涤，加入

HRP标记的山羊抗兔的二抗，室温中孵育1 h，采用

底物化学发光ECL法显影，β-actin为内参。

1.3 统计学方法

数据分析 SPSS 22.0 统计软件，计量资料以均

数±标准差（x±s）表示，比较采用单因素方差分析

或重量复测量设计的方差分析，进一步两两比较

用LSD-t检验。P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠一般情况

正常组小鼠的毛光亮、动作灵敏、活跃、摄

食频繁，对外界刺激的反应性良好。模型组小鼠

毛色泽暗淡、活动少、摄食少、对外界刺激的反

应性差。实验组小鼠毛的光泽度、活动、摄食对

外界刺激的反应性及灵活性相对模型组有改善。

2.1.1 小鼠体重变化 实验第10天、第11天、第

12天、第13天、第14天3组小鼠体重比较，采用重复

测量设计的方差分析，结果：①不同时间点小鼠的

体重有差异（F =397.937，P =0.000）；②3组小鼠的体

重有差异（F =16.386，P =0.000）；③3 组小鼠体重的

变化趋势有差异（F =546.834，P =0.000），模型组与

对照组相比体重呈现下降趋势，实验组与模型组相

比小鼠体重下降更加平缓。见表1和图1。
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2.1.2 动情周期观察 正常小鼠动情周期（4～6 d）

分为4个阶段，各个时期阴道脱落细胞的变化为：

①动情前期见大量的有核上皮细胞和少量的角化

细胞，无白细胞；②动情期可见满视野的无核角化

上皮细胞和少量有核上皮细胞；③动情后期有大量

的白细胞出现，见少量的有核上皮细胞；④动情间

期则出现大量的白细胞（见图2）。实验过程中通过

阴道分泌物涂片发现，对照组有正常的动情周期，

动情周期较为规则。3组的动情间期构成比（动情

间期与总动情周期的比值）分别为对照组（36.33±

0.09）％，模型组（76.62±0.08）％，实验组（58.33±

0.08）％，3组比较，差异有统计学意义（F =29.955，

P =0.000）；进一步两两比较，模型组小鼠动情间

期构成比高于对照组（P <0.05）；实验组小鼠动情

间期构成比低于模型组（P <0.05）（见图3）。

2.2 3组小鼠血清E2、AMH、FSH水平比较

3组小鼠血清E2、AMH和FSH水平比较，差异有

统计学意义（P <0.05）。进一步两两比较，与对照组比

较，模型组小鼠血清E2和AMH水平降低，FSH水平

升高（P <0.05）；与模型组比较，实验组小鼠血清E2和

AMH水平升高，FSH水平降低（P <0.05）。见表2。

2.3 3组小鼠卵巢组织形态

对照组可见不同发育阶段的卵泡，成熟卵泡

处于卵巢的边缘，颗粒细胞规则排列，有时呈现

动情前期 动情期 动情间期 动情后期

图2 正常小鼠动情周期4个时期的阴道图 （亚甲蓝染色×400）

对照组 模型组 实验组
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①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

图3 3组小鼠动情间期构成比比较 （n =10，x±s）

表2 3组小鼠血清激素水平比较 （n =10，x±s）

组别

对照组

模型组

实验组

F 值

P 值

E2/（pmol/L）

117.79±2.81

74.55±2.81①

98.00±6.24②

100.131

0.000

AMH/（mlU/ml）

40.01±0.69

23.70±2.09①

65.38±3.15②

358.040

0.000

FSH/（Pg/ml）

2.59±0.12

3.60±0.04①

3.12±0.04②

180.365

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。

表1 3组小鼠体重比较 （n =10，g，x±s）

组别

对照组

模型组

实验组

第10天

21.16±0.84

22.24±1.48

23.18±0.70

第11天

21.22±0.85

20.92±1.33

22.66±0.67

第12天

21.24±0.79

19.18±1.38

21.80±0.69

第13天

21.32±0.73

18.00±1.17

21.20±0.53

第14天

21.52±0.68

16.56±1.06

21.32±0.63

第15天

21.54±0.72

15.66±1.02

20.68±0.59

第10天 第11天 第12天 第13天 第14天 第15天

24.00

22.00

20.00

18.00

16.00

14.00

体
重
/g

对照组

模型组

实验组

图1 3组小鼠体重随时间变化趋势
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放射状；模型组的卵巢间质出现纤维化改变，卵

泡闭锁，卵泡颗粒细胞减少、排列紊乱，甚至消

失、转化为结缔组织细胞；实验组可见闭锁卵泡

很少，成熟卵泡处于卵巢边缘，颗粒细胞有序排

列并且数目多。见图4。

2.4 3 组小鼠卵巢组织 Bcl-2、Bax、Cleaved

caspase-3的表达

免疫荧光染色结果显示 Bax、Bcl-2、Cleaved

caspase-3在3组小鼠卵巢组织中均有表达，且以颗

粒细胞为主。见图5。

2.5 3 组小鼠卵巢组织 Bcl-2、Bax、Cleaved

caspase-3蛋白相对表达量比较

3组小鼠卵巢组织Bcl-2、Bax、Cleaved caspase-3

蛋白相对表达量比较，差异有统计学意义（P <0.05）。

进一步两两比较，模型组与对照组比较，卵巢组织

细胞 Bcl-2 蛋白相对表达量减少，Bax、Cleaved

caspase-3蛋白相对表达量增加 （P <0.05）；实验组

与模型组比较，卵巢组织Bcl-2蛋白相对表达量增

加，Bax、Cleaved caspase-3 蛋白相对表达量减少

（P <0.05）。见图6和表3。

对照组 模型组 实验组

（×100）

（×400）

白色箭头：始基卵泡；绿色箭头：初级卵泡；红色箭头：次级卵泡；黑色箭头：窦卵泡；白三角形：闭锁卵泡。

图4 3组小鼠卵巢组织形态 （HE染色）

Bcl-2 PI Merge Bax PI Merge Cleaved caspase-3 PI Merge

对照组

模型组

实验组

凋亡细胞显示为绿色荧光，细胞核用PI染色，显示为红色荧光。

图5 3组小鼠卵巢Bcl-2、Bax、Cleaved caspase-3的表达 （免疫荧光染色×200）

·· 71



中国现代医学杂志 第 31 卷

3 讨论

POF 是早发性卵巢功能不全（premature ovarian

insufficiency, POI）的最后阶段。近年来化疗药物的广

泛应用是POF发病率逐年提升的主要因素[8]。卵巢由

含有大量卵泡的皮质和髓质构成，成熟卵泡位于卵

巢边缘。卵泡是由卵母细胞及其周围排列规则、具

有分泌雌激素功能的颗粒细胞等结构组成。POF的

特点是垂体分泌的FSH水平升高，雌激素不足[9-11]。

POF主要临床表现有月经量减少、生育率低，潮热

多汗、神经质、性欲减退，此外还有心脑血管疾病

及骨质疏松、泌尿生殖道萎缩、抑郁症等风险，严

重者有自杀倾向[12]。POF的治疗方法很多，如激素

替代治疗、免疫疗法、低温保卵技术及卵巢移植、

心理治疗、干细胞治疗、基因治疗、中药及天然植

物提取物治疗。激素替代治疗可以改善POF女性的

潮热及阴道和泌尿系统症状，有助于保持骨骼健康，

减少骨质疏松的机会，还可预防心脏病[13]，但是存

在很大的患病风险如乳腺癌、子宫内膜癌及静脉血

栓栓塞等[14-16]。骨髓间充质干细胞（BMSC）对恢复顺

铂引起POF中的受损卵巢起重要作用[17]，还可以在

化疗引起的POF小鼠模型中恢复卵巢激素的产生并

重新激活卵泡形成[18]。POF的治疗方法很多，但尚

无长期应用于临床的方法。

有研究通过体内及体外实验证实了葛根素可以

竞争E2受体，抑制雌激素发生作用，从而在子宫内

膜异位症中起调控作用[19]。本研究结果发现，模型

组小鼠毛色泽暗淡、活动少、摄食少、对外界刺激

的反应性差，体重下降明显，动情间期延长。虽然

实验组的E2水平相对于模型组增加，但并不能证明

葛根素有改善卵巢功能的作用。随之检测小鼠血清

FSH、AMH水平，结果显示，相较于模型组，实验

组小鼠血清FSH水平降低，AMH水平升高，这表示

模型复制成功，同时表明，葛根素可以改善顺铂损

伤的卵巢功能。小鼠卵巢组织切片HE染色结果显

示，相对于模型组，实验组可见闭锁卵泡少，成熟

卵泡位于卵巢周围，颗粒细胞排列有序且数目多，

这通过体内实验证明葛根素对顺铂损伤的小鼠卵巢

结构及功能具有保护作用。

凋亡是通过清除机体内病变细胞来维持正常组

织生长的一种重要的程序性细胞死亡[20]。凋亡途径

的失调是导致人类疾病的重要因素。Bax是Bcl-2家

族中重要组成部分，它包含BH1、BH2、BH33个结

构域，并能诱导线粒体外膜释放细胞色素 Ç，导致

Caspase家族的激活引起级联反应[21-22]。Bcl-2家族抗

凋亡蛋白包括的Bcl-2和Bcl-X，可以通过阻止细胞

色素C的释放，从而抑制凋亡发生[23-24]。YU等[7]通

过体外实验证明葛根素可以通过调控Bax和Bcl-2的

活性来抑制细胞色素C的释放和Cleaved caspase-3的

降解，来抑制hFOB1.19细胞的凋亡。YUAN等[24]通

过实验证实葛根素通过抑制NF-κB的级联反应，从

而下调Bax及上调Bcl-2，对LPS诱导的H9c2心肌细

胞凋亡具有保护作用。有研究指出在体外实验中葛

根素对于卵巢颗粒细胞具有保护作用[25-26]。本研究

免疫荧光染色检测结果显示 Bax、Bcl-2、Cleaved

caspase-3在3组小鼠卵巢组织中均有表达，且以颗

粒细胞为主。Western blotting 法检测 Bcl-2、Bax、

Cleaved caspase-3蛋白相对表达量发现，模型组与对

照组相比，卵巢组织细胞中Bax、Cleaved caspase-3

蛋白相对表达量增加，Bcl-2蛋白相对表达量减少；

实 验 组 与 模 型 组 比 较 ， 卵 巢 组 织 细 胞 中 Bax、

Cleaved caspase-3蛋白相对表达量减少，Bcl-2蛋白

相对表达量增加。因为卵巢由浅层的皮质和深层髓

质构成，皮质占大多数，并且被大量的卵泡所占据，

A B C

21 kD

26 kD

17 kD

43 kD

Bax

Bcl-2

Cleaved caspase-3

β-actin
A：对照组；B：模型组；C：实验组。

图6 3组小鼠卵巢组织Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3

蛋白表达

表3 3组小鼠卵巢组织Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3

蛋白相对表达量比较 （n =10，x±s）

组别

对照组

模型组

实验组

F 值

P 值

Bcl-2

96.52±1.33

55.95±1.75①

89.18±2.11②

452.710

0.000

Bax

46.42±2.13

100.21±1.22①

63.94±2.54②

542.075

0.000

Cleaved-caspase-3

96.07±4.18

139.99±2.77①

113.71±5.32②

82.301

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与模型组比较，P <0.05。
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卵泡主要是由卵母细胞及其周围的颗粒细胞构成，

结果表明凋亡蛋白大多数表达在颗粒细胞中。

CHENG等[19]通过免疫组织化学及免疫蛋白印记等技

术发现顺铂诱导的小鼠POF模型中，颗粒细胞异常

凋亡，小鼠卵巢组织细胞Bax上调，Bcl-2下调。本

研究结果与其他研究结果一致。

综上所述，顺铂可导致小鼠卵巢组织细胞凋

亡，以颗粒细胞为主，引起卵巢功能减退。葛根素

能抑制卵巢组织细胞凋亡，恢复卵巢功能，改善

POF小鼠的一般活动及状态。葛根素对顺铂损伤的

小鼠卵巢结构及功能均有保护作用，为临床治疗化

疗引起的POF提供新的治疗思路，同时为完善葛根

素的临床应用提供参考。
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