
ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０５Ｅ０１８１２０ ·基础研究·

白芨多糖对围绝经期大鼠卵巢 ＶＥＧＦ、血清 ＭＤＡ、子宫内膜形态学的影响
颜文斌，曾祥涛，戴孟诗，叶　杭，房　源，黄春霞　（长沙医学院基础医学院，湖南 长沙 ４１０２１９）

［摘　要］　目的　观察白芨多糖对围绝经期大鼠卵巢血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、血清丙二醛（ＭＤＡ）、子宫内膜形态学的影
响。方法　采用自然老化法建立围绝经期大鼠模型。１２～１４月龄ＳＤ雌性大鼠４０只，随机分为低、中、高剂量白芨多糖（０．５ｇ／ｋｇ，
１ｇ／ｋｇ，２ｇ／ｋｇ）及老年组，灌胃给药８周。免疫蛋白印迹法检测卵巢ＶＥＧＦ蛋白含量变化；用ＴＢＡ法检测血清丙二醛（ＭＤＡ）含量；
ＨＥ染色法观察大鼠子宫内膜形态学。结果　用药８周后，与老年对照组比较，ＶＥＧＦ蛋白表达在白芨多糖低、中、高剂量组中表达
呈阶梯性升高，血清ＭＤＡ含量在白芨多糖低、中、高剂量组中表达呈阶梯性降低，差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１），并存在剂量依
赖性，子宫内膜随剂量的增加而出现内膜层增厚以及腺体增多。结论　白芨多糖可通过升高卵巢ＶＥＧＦ蛋白表达、降低血清ＭＤＡ
的水平，改善子宫功能，从而延缓大鼠围绝经期的进程。
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　　围绝经期综合征是卵巢功能减退引起下丘脑垂
体卵巢内分泌轴（ＨＰＯＡ）的功能失调，从而出现以生
殖系统改变、机体老化、神经精神状态异常等临床表现

的一组症候群［１］。白芨多糖具有敛疮止血、活血化瘀

的功效且药物不良反应少。本研究通过建立围绝经期

大鼠模型，采用免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）、ＴＢＡ
法和ＨＥ染色法，分别观察白芨多糖对围绝经期大鼠
卵巢ＶＥＧＦ蛋白、血清ＭＤＡ、子宫内膜形态学影响，探
讨白芨多糖改善围绝经期大鼠卵巢的可能机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
动物健康雌性大鼠４０只，６～８月龄，体质量３５０～

４５０ｇ；湖南斯莱克景达实验动物有限公司提供，动物
合格证号ＳＣＸＫ（湘）２０１６０００２。
１．２　药材与器材

主要的药材包括白芨多糖提取物（西安四季生物

科技有限公司，水提醇沉，纯度９０％）、ＨＥ染液（ｓｅｒｖｉ
ｃｅｂｉｏ，产品批号：Ｇ１００５）、蛋白 ＭａｒｋｅｒＴｈｅｒｍ（ＦＥＲ
ＭＥＮＴＡＳ２６６１６）、ＰＶＤＦ膜（ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ）、ＨＲＰ标记山
羊抗大鼠（ＧＢ２３３０２）、ＰＭＳＦ（１００ｍＭ，Ｇ２００８）、ＲＩＰＡ
裂解液（Ｇ２００２）、５×蛋白上样缓冲液（Ｇ２０１３）、ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒（Ｇ２００３）武汉赛维尔生物科技
有限公司提供。主要的器材包括冷冻离心机（ＨＥＡＬ
ＦＯＲＣＥＮＥＯＦＵＧＥ，１３Ｒ型）、酶标检测仪（ＲＡＹＴＯ，
ＲＴ２１００Ｃ型）、电泳仪（北京六一仪器厂，ＤＹＹ６Ｃ型）、
丙二醛试剂盒（南京建成生物工程研究所）、病理切片

机（上海徕卡仪器有限公司，产品批号：ＲＭ２０１６）。
１．３　模型建立、分组及给药

４０只６～８月龄雌性大鼠无菌条件下饲养 ６个
月，对１２～１４个月大鼠进行每日１次、连续１５ｄ阴道
涂片观察，经阴道脱落细胞涂片镜下检查，大鼠出现动

情周期紊乱、动情间期延长为围绝经期大鼠模型。将

４０只围绝经期大鼠随机分为４组，每组１０只，分别是
中药低、中、高剂量、老年对照组。用白芨多糖溶剂按

等效剂量分为低（０．５ｇ／ｋｇ）、中（１ｇ／ｋｇ）、高（２ｇ／ｋｇ）
剂量分别灌胃低、中、高剂量组，用生理盐水２ｍＬ灌胃
老年对照组。每天给药１次，持续８周。

１．４　取材及处理
大鼠末次给药２４ｈ后眼球取血４ｍＬ，离心后取上

清液，用于 ＭＤＡ检测；迅速处死后，取出卵巢后于
－８０℃冰箱冻存，用于 ＷＢ检测；取出子宫组织用中
性甲醛固定后制成石蜡切片，用于光镜观察。

１．５　蛋白免疫印迹法检测卵巢组织中ＶＥＧＦ蛋白表达
取适量卵巢组织，加入适量含ＰＭＳＦ及ＲＩＰＡ裂解

液确保细胞完全裂解，离心后取上清液即为总蛋白溶

液。加蛋白上样缓冲液，沸水浴变性１５ｍｉｎ，配制所需
浓度的分离胶，加入 ＴＥＭＥＤ后进行灌胶与上样，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳至溴酚蓝刚跑出即可终止电泳，进行转膜。
ＴＢＳＴ溶解的５％脱脂牛奶封闭１ｈ，稀释一抗４℃过
夜，洗膜后加入二抗（ＴＢＳＴ稀释３０００倍），室温下孵
育３０ｍｉｎ后，用ＴＢＳＴ在室温下脱色摇床上洗３次，每
次５ｍｉｎ。在暗室中将 ＰＶＤＦ膜的蛋白进行曝光。曝
光后的胶片进行显影和定影。根据不同的发光强度调

整曝光条件，ＡＬＰＨＡ软件处理系统分析蛋白条带灰度
值，以目的蛋白灰度值／ＧＡＰＤＨ灰度值反映目的蛋白
表达半定量水平。

１．６　ＴＢＡ法测定丙二醛
具体操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。

１．７　子宫内膜形态学采用ＨＥ染色法
切片脱蜡，苏木素染胞核５ｍｉｎ，水洗，盐酸酒精分

色数秒，流水冲洗１０ｍｉｎ，１％伊红染胞浆５ｍｉｎ，水洗，
梯度酒精脱水（９０％、９５％、无水酒精），二甲苯透明，
中性树胶封片、烤干，显微镜观察并摄片。

１．８　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，计量资

料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多样本均数间两两比
较采用方差分析，率的比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　不同剂量白芨多糖对各组围绝经期大鼠卵巢
ＶＥＧＦ蛋白灰度值分析
用药８周后，与老年对照组比较，ＶＥＧＦ蛋白表达

在白芨多糖低、中、高剂量组中呈阶梯性升高

（Ｐ＜０．０１），并存在一定剂量依赖性（图１、表１）。
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１：对照组；２：低剂量组；３：中剂量组；４：高剂量组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检测大鼠卵巢ＶＥＧＦ蛋白表达的电泳条带
表１　白芨多糖对大鼠卵巢中 ＶＥＧＦ蛋白质表达比较（珔ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）

组别 剂量（ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１） ＶＥＧＦ蛋白

老年对照组 － ０．０７５±０．００５

白芨多糖低剂量组 ０．５ ０．１５３±０．０８３

白芨多糖中剂量组 １ ０．１８４±０．０３２

白芨多糖高剂量组 ２ ０．２５５±０．０７９＃

：与老年对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与中剂量组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　不同剂量白芨多糖对各组围绝经期大鼠血清
ＭＤＡ含量分析
与老年对照组比较，血清 ＭＤＡ含量在白芨多糖

低、中、高剂量组中表达呈阶梯性降低（Ｐ＜０．０１），并
存在剂量依赖性（表２）。
表２　白芨多糖对大鼠血清中ＭＤＡ含量的影响（珔ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／ｍＬ）

老年对照组 － １０．３７２±０．１９８

白芨多糖低剂量组 ０．５ ７．９１８±０．１７３

白芨多糖中剂量组 １ ５．２０６±０．１５９＃

白芨多糖高剂量组 ２ ４．１５０±０．１３３＃△

：与老年对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与低剂量组比较，Ｐ＜０．０１；
△：与中剂量组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　围绝经期大鼠子宫内膜形态学观察
随着剂量增加子宫内膜单层柱状上皮排列更为紧

密整齐，固有层的基质细胞、血管逐渐增多，腺体增生、

活跃，说明白芨多糖对子宫有营养作用，并能刺激子宫

内膜的增生（图２）。

３　讨论

围绝经期综合征是指由于卵巢血管结构及微循环

血流的改变导致卵巢功能减退，引起下丘脑垂体卵
巢内分泌轴（ＨＰＯＡ）的功能失调，而表现出以自主神
经系统功能紊乱为主的临床症状。据估计，到２０３０年
世界上的围绝经期和绝经后期妇女将达到１２亿人口。
现代实验研究表明白芨多糖具有活血化瘀、调节血液

系统、提高机体抗氧化能力及抗细胞衰老作用［２６］。

基于以上理论基础，本实验对白芨多糖能否改善

下丘脑垂体卵巢内分泌轴（ＨＰＯＡ）的功能进行研究，
寻求其治疗围绝经期的机制。实验中采用生殖功能衰

退表现与围绝经期妇女相似的１２～１８月龄雌性大鼠
建立围绝经期模型，因此得出的结果也更具现实参考

价值及临床指导意义，为中药治疗卵巢衰老提供一定

的参考依据［７８］。

卵巢的功能主要依靠卵泡的血管生成而产生。血

管生成受多种血管生长因子（如 ＴＧＦＡ、ＴＧＦＢ、ＶＥＧＦ
等）的调控。ＶＥＧＦ是已知最重要的血管生长因子，能
增加血管的通透性、有利于卵泡液的形成、促进卵泡的

成熟同时维持血管内皮细胞功能，进一步调控血管生

成和改善卵巢微循环［９１４］。Ｂｒｕｎｏ等［１５］证实 ＶＥＧＦ在
雌性哺乳动物卵巢中有特异表达，ＶＥＧＦ蛋白表达丰
度随卵泡发育而逐渐增强。同时Ｚｉｍｍｅｒｍａｎｎ等［１６］指

出通过减弱ＶＥＧＦ信号的传递，会降低卵泡膜细胞层

ａ：老年对照组（ＨＥ×２００）；ｂ：白芨多糖低剂量组（ＨＥ×２００）；ｃ：白芨多糖中剂量组（ＨＥ×２００）；ｄ：白芨多糖高剂量组（ＨＥ×２００）；
ｅ：老年对照组（ＨＥ×４００）；ｆ：白芨多糖低剂量组（ＨＥ×４００）；ｇ：白芨多糖中剂量组（ＨＥ×４００）；ｈ：白芨多糖高剂量组（ＨＥ×４００）

图２　大鼠子宫内膜形态学观察
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的血管生成而阻止卵泡、卵泡腔的发育与形成，抑制颗

粒细胞增殖和雌激素的产生。

女性月经周期循环导致原始卵泡不断消耗，颗粒

细胞需氧量提高，使卵泡处于缺氧状态导致卵泡质量

下降，同时体内超氧化物歧化酶等抗氧化酶系的活性

下降使得卵巢内正常代谢产生的活性氧不断累积进而

影响细胞正常功能［１７１９］，本实验测定的 ＭＤＡ作为一
种脂质过氧化产物，既是评价衰老的重要指标之一，又

可反映组织氧化的程度［２０］。

本实验发现中药各剂量组和老年对照组比较，提

示其作用机制。一方面降低血清中 ＭＤＡ的含量，阻
止氧自由基的累积对衰老卵巢微循环的破坏，进而改

善其血供；另一方面提高衰老卵巢中 ＶＥＧＦ蛋白的含
量，可能通过旁分泌的形式刺激卵泡膜内皮细胞增生，

调控血管生成和改善卵巢微循环从而延缓卵巢衰老过

程。白芨多糖以其局部滞留性、无刺激性、无毒副作用

等特点，能够有效避免激素替代疗法（ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｐｌａｃｅ
ｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＨＲＴ）产生的副作用。但是，白芨多糖中
何种类成分使ＶＥＧＦ含量发生改变及其具体的作用机
制有待于进一步实验研究。
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力改变的对比研究［Ｊ］．中国老年学杂志，２００３，２３（７）：４４８－４５０．
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