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·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

人类女性生殖系统比绝大部分机体系统衰老得更

迅速，生殖能力与年龄呈负相关犤１犦。随着年龄的增长，卵

母细胞、卵丘细胞和卵泡液中活性氧增加和抗氧化水平

降低引起女性生殖系统氧化应激压力增高，生育能力降

低犤２犦。目前，临床主要治疗手段有免疫治疗、内分泌治疗

等，有关中医药的治疗较少。黄芪（ＡＳ）在临床常用于防
治免疫功能紊乱性疾病、心脑血管疾病、肿瘤等多种疾

病，疗效确切犤３犦。黄芪可发挥抗衰老作用，可能是通过抗

氧化、调节免疫功能、改善衰老基因和相关酶表达、抑制

端粒酶缩短等作用机制而实现犤４－５犦，但其对女性氧化应

激和卵巢生殖功能方面的作用未见报道。现代药理学研

究表明，黄芪的安全有效剂量范围为９～３０ｇ犤６犦。故本研
究中选取黄芪平均治疗量为２０ｇ，按体表面积换算，小
鼠用量为４００ｍｇ／ｋｇ。Ｄ－半乳糖在半乳糖氧化酶作用
下分解成过氧化氢和醛糖，导致机体活性氧和超氧自由

基累积，氧化应激增加，造成组织和细胞损伤，是用于构

建衰老小鼠的常用药物犤７犦。本研究中探讨了黄芪对卵巢

衰老生殖功能的影响及机制，为临床治疗卵巢衰老提供

参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与动物
仪器：ＥＴＣ８１１型基因扩增仪（苏州东胜兴业科学仪

黄芪改善衰老小鼠生殖功能的抗氧化机制研究

朱嵩岳，伯 乐，杨光照，尹 娜，吴晨婷，茅彩萍△

（苏州大学附属第一医院生殖医学中心，江苏 苏州 ２１５００６）
摘要：目的 探讨黄芪（ＡＳ）对 Ｄ－半乳糖（Ｄ－ｇａｌ）致雌性小鼠卵巢衰老的改善作用及其抗氧化机制。方法 将 ６０只 ＩＣＲ雌鼠随机分
为空白对照（ＣＯＮ）组、Ｄ－ｇａｌ组、Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组，每组２０只。每组各取６只小鼠行体外受精实验，计数并比较各组的二细胞数、四细胞
数及囊胚数；收集各组其余小鼠卵巢组织和血清，采用酶联免疫吸附牗ＥＬＩＳＡ牘法检测其中超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）含量；
采用逆转录 －聚合酶链式反应牗ＲＴ－ＰＣＲ牘法检测囊胚 ＳＯＤ１和 ＳＯＤ２基因表达。结果 小鼠体外受精实验中，Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组各阶段胚
胎数均高于 Ｄ－ｇａｌ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组卵巢和血清中 ＳＯＤ含量均高于 Ｄ－ｇａｌ组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＭＤＡ含量均低于

Ｄ－ｇａｌ组（Ｐ＜０．０５）；囊胚中 Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组 ＳＯＤ１和 ＳＯＤ２基因表达均高于 Ｄ－ｇａｌ组（Ｐ＜０．０５）。结论 黄芪可通过增加血液及卵巢

组织中抗氧化物 ＳＯＤ含量，降低生殖系统氧化应激反应，并通过调控卵巢抗氧化基因的表达，有效改善卵巢衰老小鼠的生殖功能，可
为临床应用黄芪防治卵巢衰老提供参考。

关键词：黄芪；卵巢衰老模型；胚胎；抗氧化作用
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆａｓｔｒａｇａｌｕｓ（ＡＳ）ｏｎｏｖａｒｉａｎａｇｉｎｇｉｎｄｕｃｅｄｂｙＤ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ（Ｄ－ｇａｌ）ｉｎｆｅ
ｍａｌｅｍｉｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＳｉｘｔｙＩＣＲ ｆｅｍａｌｅｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＣＯＮ）ｇｒｏｕｐ，Ｄ－ｇａｌｇｒｏｕｐａｎｄ Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ
ｇｒｏｕｐ，２０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｓｉｘｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｉｎｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｗｏ
ｃｅｌｌｓ，ｆｏｕｒｃｅｌｌｓａｎｄｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｓｅｒｕｍ ｏｆｔｈｅｏｔｈｅｒｒａｔｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＳＯＤ
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ）ａｎｄＭＤＡ（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）．ＳＯＤ１ ａｎｄＳＯＤ２
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ＰＣＲ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｓｉｎ Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ Ｄ－ｇａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳＯＤ ｉｎ Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳｇｒｏｕｐｗａｓ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＤ－ｇａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ Ｄ－ｇａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＳＯＤ１ ａｎｄＳＯＤ２ ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＤ－ｇａｌ＋ＡＳｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎＤ－ｇａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｃａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ ｂｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＳＯＤａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎａｇｉｎｇｍｉｃｅｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｖａｒｉａｎａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｇｅｎｅｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｐｒｏｖｉｄｅ
ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｊａｕｎｄｉｃｅｉｎｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｖａｒｉａｎａｇｉｎｇ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｓｔｒａｇａｌｕｓ；ｏｖａｒｉａｎａｇｉｎｇｍｏｄｅｌ；ｅｍｂｒｙｏ；ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔ
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·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

器有限公司）；ＧｅｎｅＡｍｐ９７００型 Ｑ－ＰＣＲ仪（美国 Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＴＥＣ－ＶＥＭＪ２型全自动组织包
埋机（日本樱花公司）。

试药：Ｄ－半乳糖（Ｄ－Ｇａｌａａｃｔｏｓｅ，Ｔ０５９１，批号为
２０１６０４０６，美国 ＴａｒｇｒｔＭｏｌ公司）；黄芪 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍ
ｂｒａｎａｃｅｕｓ（Ｆｉｓｃｈ．）Ｂｇｅ干燥根提取物（ｂ２１６１６－１ｇ，批
号为 ２０１６０６０５，上海源叶生物科技有限公司）；孕马血
清促性腺激素（ＰＭＳＧ，Ｐ９９７０，批号为２０１６１０１２，北京索
莱宝科技有限公司）；人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ，
ＢＭ００６６，批号为 ２０１６０８１５，武汉博士德生物工程有限
公司）；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和丙二醛（ＭＤＡ）检测试
剂盒牗苏州绿叶日用品有限公司牘；ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ
（７４１０１，批号为Ａ１８０５０２Ａ，美国Ｑｉａｇｅｎ公司）；逆转录－
聚合酶 链式反应牗ＲＴ－ＰＣＲ牘试剂盒（ＲＲ０４７Ａ，批号为
１５７０１９５４８，日 本 Ｔａｋａｒａ公 司 ）；引 物 （批 号 为
ＨＧ１８１１２９００２２，南京锐真生物公司）。

动物：６０只 ＳＰＦ级 ＩＣＲ雌性小鼠和 １０只 ＳＰＦ级
ＩＣＲ雄性小鼠，８周龄，体质量（２２．１±２．９）ｇ，购自昭衍
（苏州）新药研究中心有限公司，实验动物生产许可证号

为 ＳＣＸＫ（苏）２０１８－０００６。自由饮食饮水，期间喂食标
准颗粒饲料，饲养环境温度为 １８～２５℃，相对湿度为
４０％～６０％，光照周期１２ｈ∶１２ｈ。所有动物实验方案均
按苏州大学第一附属医院伦理委员会规定进行。

１．２ 方法
动物模型建立：选取 ６０只 ８周龄 ＩＣＲ雌鼠，体质

量均在（２２±３）ｇ，随机分为空白对照（ＣＯＮ）组、衰老模
型（Ｄ－ｇａｌ）组、黄芪治疗组（Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ）组，每组
２０只。在相同环境下饲养，饲料和水均经过灭菌处理。
Ｄ－ｇａｌ组皮下注射 Ｄ－ｇａｌ犤（２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）犦４２ｄ，超
纯水灌胃（每 １０ｇ体质量 ０．２ｍＬ）３０ｄ，小鼠出现精神
萎靡、毛色枯黄、行动迟缓等现象为造模成功；空白对照

组注射与 Ｄ－ｇａｌ组等体积的生理盐水 ４２ｄ，超纯水灌
胃（每 １０ｇ体质量 ０．２ｍＬ）３０ｄ；Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组皮下注
射 Ｄ－ｇａｌ犤２００ｍｇ（ｋｇ·ｄ）犦４２ｄ，黄芪犤４００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）犦灌
胃（每１０ｇ体质量０．２ｍＬ）３０ｄ。

体外受精实验：造模后，各组均取６只小鼠腹腔注
射ＰＭＳＧ０．１ｍＬ（５Ｕ），４８ｈ后，注射ＨＣＧ０．１ｍＬ（５Ｕ）。在
注射ＰＭＳＧ后第４天清晨９：００，处死小鼠，取出卵丘－
卵泡复合物；同时，处死雄鼠，取附睾尾内精子在体外与

卵丘－卵泡复合物结合６ｈ后置二氧化碳牗ＣＯ２牘培养箱
（ＣＯ２体积分数为 ５％，温度为 ３７℃）培养，并将受精卵
体外培养至囊胚阶段，观察受精卵及各阶段胚胎情况，

计数并比较各组的二细胞数、四细胞数及囊胚数。

血清和卵巢ＳＯＤ和ＭＤＡ检测：其余小鼠颈部脱臼
法处死后收集血样，离心，取上清液；同时，取卵巢组织，

迅速用生理盐水洗净，在冰上用小组织剪剪碎，放入匀

浆管，用匀浆机匀浆，取上清液；上清液行 ＳＯＤ活性、
ＭＤＡ含量测定。操作方法均严格按试剂盒说明书进行。

囊胚相关氧化应激基因 ｍＲＮＡ表达检测：用研钵
在液氮环境下将体外培养的囊胚组织研磨成粉末，放入

１．５ｍＬ无ＲＮＡ酶离心管内，用 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒
提取ＲＮＡ，用ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒逆转录为ｃＤＮＡ，用于目
的基因扩增，用 Ｑ－ＰＣＲ仪连续荧光检测扩增，程序设
定为ＵＤＧ酶激活５０℃，时间２ｍｉｎ，预变性温度９５℃，
时间２ｍｉｎ；变性温度９５℃，３ｓ，退火、延伸，温度６０℃，
３０ｓ，持续４０个循环，于６０℃处收集荧光，每个样本均
以 β－ａｃｔｉｎ作为对照，行三复孔检测。采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ７软件进行分析。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析，行 ＬＳＤ－ｔ检验
和单因素方差（ＡＮＯＶＡ）分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２ 结果

２．１ 一般情况
连续造模４２ｄ后，各组小鼠均未出现呕吐、拒食等

病理情况。

２．２ 促排卵后体外受精结果
３组小鼠平均排卵数无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；与

ＣＯＮ组相比，Ｄ－ｇａｌ组小鼠平均二细胞数、四细胞数及
囊胚数均显著减少（Ｐ＜０．０５）；Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组中二细胞
数、四细胞数及囊胚数较Ｄ－ｇａｌ组显著增加（Ｐ＜０．０５）。
详见表１。

２．３ 小鼠血清、卵巢、囊胚中ＳＯＤ和ＭＤＡ水平
Ｄ－ｇａｌ组小鼠血清中 ＳＯＤ水平较 ＣＯＮ组显著降

低（Ｐ＜０．０５），Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组较 Ｄ－ｇａｌ组ＳＯＤ水平显著升
高；Ｄ－ｇａｌ组中ＭＤＡ水平较正常组显著升高（Ｐ＜０．０５），
Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组 ＭＤＡ水平较 Ｄ－ｇａｌ组显著降低
（Ｐ＜０．０５）。Ｄ－ｇａｌ组小鼠卵巢组织中 ＳＯＤ水平较
ＣＯＮ组显著降低（Ｐ＜０．０５），Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组较 Ｄ－ｇａｌ
组ＳＯＤ水平显著升高（Ｐ＜０．０１）；Ｄ－ｇａｌ组中ＭＤＡ水
平较ＣＯＮ组显著升高（Ｐ＜０．０５），Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组ＭＤＡ
水平较 Ｄ－ｇａｌ组显著降低（Ｐ＜０．０５）。Ｄ－ｇａｌ组与
ＣＯＮ组相比，囊胚 ＳＯＤ１和 ＳＯＤ２基因表达水平显著降
低（Ｐ＜０．０５）；与 Ｄ－ｇａｌ组相比，Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组中囊

表１ ３组小鼠排卵数及早期胚胎各阶段正常胚胎数（Ｘ±ｓ，ｎ＝６）

注：与 Ｄ－ｇａｌ组相比，Ｐ＜０．０５。图１和图２同。

组别

ＣＯＮ组

Ｄ－ｇａｌ组

Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组

排卵数

２９．５５±２．８４
２５．１６±３．５１
３２．１２±４．０５

二细胞数

２０．９１±４．４８

１６．２７±４．２７
２６．５０±５．４３

四细胞数

２０．６１±４．１８

１４．２７±３．６９
２３．３８±５．７４

囊胚数

１６．０５±６．３４

９．６６±１．６６
１７．７７±３．９９
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相对 ｍＲＮＡ表达ＳＯＤ１和ＳＯＤ２基因表达水平

１５０

１００

５０

０
ＳＯＤ１ ＳＯＤ２

图２ 囊胚中ＳＯＤ１和ＳＯＤ２表达水平（ｎ＝１４）

ＣＯＮ组
Ｄ－ｇａｌ组
Ｄ－ｇａｌ＋ＡＳ组




胚ＳＯＤ１和 ＳＯＤ２表达水平显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见
图１和图２。
３ 讨论

高龄所伴随着的卵巢衰老是影响生殖健康的重要

原因犤１犦。卵巢衰老直接影响卵子质量，而卵子老化导致

卵母细胞线粒体结构异常、纺锤体及染色体排列异常、

活性氧（ＲＯＳ）增加等问题，进一步导致卵母细胞质量下
降，可能出现低生育率、胚胎发育异常和先天性缺陷等

生殖相关疾病，其中最主要的原因是 ＲＯＳ增加犤８－９犦。机

体一般处于 ＲＯＳ平衡状态，即抗氧化水平与氧化水平
持平，但当抗氧化水平降低或氧化水平增高时，则会产

生过多的ＲＯＳ，会对机体中的 ＤＮＡ、脂质等大分子造成
损害犤１０犦。脂质氧化最终产物为ＭＤＡ，是机体氧化程度判
定的重要指标之一，过量的 ＭＤＡ会破坏细胞膜中的不
饱和脂肪酸，Ｄ－半乳糖可能产生过量的超氧阴离子和
过氧化氢，导致脂质过氧化物在细胞膜中过量沉积，从

而增加了 ＭＤＡ的含量犤１１犦。ＳＯＤ是机体最重要的抗氧化
酶之一，是抵挡ＲＯＳ的第一道防线，催化超氧化物向过
氧化氢转化，对于正常细胞功能有重要意义犤１２犦。当ＭＤＡ
代谢过量和 ＳＯＤ水平下降时，则表示机体氧化应激水
平增强，ＲＯＳ增加，引发衰老犤１３犦。

黄芪多糖、黄芪提取物均有抗衰老、降低氧化应激

水平的功能犤１４犦，主要是通过清除多余的 ＲＯＳ及改善线
粒体功能障碍等途径，最终改善机体能量代谢犤１５犦。本研

究结果显示，黄芪改善了小鼠胚胎的发育能力，增强了

抗氧化酶的活性，且减少了氧化代谢产物的减少，表明

黄芪改善了衰老小鼠卵母细胞的氧化应激状态，增强了

卵母细胞的抗氧化能力，促进受精卵的成熟。初步推测

与相关基因上调有关。

褪黑素可通过降低生殖系统氧化应激、去除 ＲＯＳ
及抗卵母细胞凋亡等途径实现改善小鼠生殖功能的作

用，其主要功能蛋白为 ＳＯＤ２；同时，ＳＯＤ２蛋白将体内代
谢生成的超氧化物转变成过氧化物，在过程中产生的

超氧阴离子和过氧化氢对卵泡发育也起到了关键作

用犤１６犦。体外培养的囊胚在黄芪的作用下，ＳＯＤ１和ＳＯＤ２基
因表达增加，表明黄芪通过增加ＳＯＤ基因的表达也发挥
了类似褪黑素的功能。目前，ＳＯＤ１的功能尚不明确，但应
注意卵丘细胞ＳＯＤ１蛋白活性降低会导致体外受精－胚胎
移植术（ＩＶＦ－ＥＴ）成功率下降犤１７犦，可推断黄芪可能会影响

ＩＶＦ－ＥＴ的成功率，但仍需后续研究进一步证实。
综上所述，黄芪可能通过增强抗氧化基因的表达，

降低衰老小鼠的全身氧化应激作用，改善其生殖功能，

均为临床黄芪治疗卵巢衰老提供了理论基础。
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图１ ３组小鼠血清、卵巢、囊胚中ＳＯＤ和 ＭＤＡ水平（ｎ＝１４）


