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摘要 目的：探讨蛇床子素（OST）对卵巢储备功能减退（DOR）大鼠的改善作用及其可能机制。方

法：取80只大鼠，64只以50 mg·（kg·d）-1雷公藤多苷混悬液灌胃建立DOR大鼠模型，随机分为模

型组、OST低剂量组、OST中剂量组、OST高剂量组，每组16只大鼠，其余16只为空白组。OST低、

中、高剂量组按照2 mL·d-1分别腹腔注射20、40和80 μg·mL-1 OST溶液，空白组、模型组注射等体

积生理盐水，1次·d-1，给药21 d。比较各组大鼠卵巢组织学形态变化、脏器指数和血清中抗苗勒管激

素（AMH）、雌二醇激素（E2）、促黄体生成激素（LH）、卵泡刺激素（FSH）、白细胞介素4（IL-

4）、γ干扰素（IFN-γ）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素10（IL-10）水平，以及卵巢

组织中超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）活性、丙二醛（MDA）水平和转录因子核因子

E2相关因子2（Nrf2）、血红素氧合酶1（HO-1）、核苷酸结合寡聚化结构域受体3（NLRP3）蛋白表达

水平。结果：HE染色结果显示，OST各剂量组卵巢组织卵泡和黄体数较模型组增加；与模型组比，OST

各剂量组AMH、E2、IL-4、IL-10水平，卵巢指数，子宫指数，SOD、CAT活性和Nrf2、HO-1蛋白表

达水平均升高，LH、FSH、IFN-γ、TNF-α、MDA水平和NLRP3蛋白表达水平均降低（P＜0.05）。

AMH、E2、IL-4、IL-10水平，卵巢指数，子宫指数，SOD、CAT活性和Nrf2、HO-1蛋白表达水平与

OST呈剂量依赖性升高，LH、FSH、IFN-γ、TNF-α、MDA水平和NLRP3蛋白表达水平与OST呈剂量

依赖性降低（P＜0.05）。结论：OST可有效改善DOR大鼠内分泌代谢，减轻卵巢炎症反应和氧化应激损

伤，恢复卵巢储备功能，可能通过调控Nrf2/HO-1/NLRP3信号通路发挥作用。
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Abstract   Objective:  To investigate the improvement eff ect of osthole (OST) on diminished ovarian reserve 
(DOR) rats and its possible mechanism. Methods: Eighty rats were taken as experimental subjects, 64 of 
which were made DOR rat model by intragastric administration of 50 mg·(kg·d)-1 tripterygium glycosides 
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卵巢储备功能减退（Dimin i shed  Ovar i an 

Reserve，DOR）是指女性在40岁前卵母细胞数量

或质量下降，导致卵巢功能衰退、生殖力降低的一

种妇科疾病[1]。在中医学中，DOR被归入“妇人血

枯”的范畴[2]。蛇床子素（Osthole，OST）又名甲

氧基欧芹酚，属于香豆素类植物雌激素，是蛇床

子的主要有效组成成分[3]，现代中药药理研究表明

OST在多囊卵巢综合征疾病治疗中发挥了抗氧化应

激的作用[4]，且常被用于组方治疗“妇人血枯”之

症。有研究表明DOR大鼠卵巢组织中转录因子核因

子E2相关因子2（Nuclear Factor Ervthroicl2-Related 

Factor 2，Nrf2）和血红素氧合酶1（Hemeoxygenase 

l，HO-1）的蛋白表达水平下降[5]，即Nrf2信号通

路参与了卵巢储备功能的调节[6]。基于OST对多囊

卵巢综合征卵巢功能作用，本研究以雷公藤多苷

给大鼠灌胃建立DOR模型，探讨OST是否会通过

调控Nrf2/HO-1/核苷酸结合寡聚化结构域样受体

3（Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like 

Receptor Protein 3，NLRP3）轴改善DOR大鼠的卵

巢储备功能。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物

SPF级雌性SD大鼠，80只，10w龄，体质量

（200±20）g，由上海南方模式生物科技股份有限

公司提供，许可证号SCXK（沪）2017-0010，室温

饲养，实验前适应性饲养5 d。

1.1.2   药物、主要试剂和仪器

OST（纯度：≥98%，上海源叶生物科技有限

公司），雷公藤多苷（纯度：＞98%，上海依赫

生物科技有限公司），雌二醇（Estradiol, E2）、

促黄体生成激素（Luteinizinghor-mone，LH）、卵

泡刺激素（Follicle Stimulating Hormone，FSH）放

射免疫检测试剂盒（均为美国Beckman公司），抗

苗勒管激素（Anti-MüllerianHormone，AMH）、

肿瘤坏死因子-α（Tumor Necrosis Factor-α，

TNF-α）、γ干扰素（Interferon-γ，IFN-γ）、

白细胞介素4（Interleukin-4，IL-4）、白细胞

介素10（Interleukin-10，IL-10）、超氧化物歧

化酶（Superoxide Dismutase，SOD）、过氧化氢

suspension, randomly divided into model group, low dose of OST group, medium dose of OST group and 
high dose of OST group, there were 16 rats in each group, and the remaining 16 rats were blank group. The 
low, medium and high dose of OST groups were intraperitoneally injected with 20, 40 and 80 μg·mL-1 OST 
solution at 2 mL·d-1, the blank group and model group were injected with equal volume of saline, once per 
day, for 21 days. The morphological changes of the ovaries, organ index, the levels of anti-Müllerian hormone 
(AMH), estradiol (E2), luteinizinghormone (LH), follicle stimulating hormone (FSH), interleukin-4 (IL-4), 
interferon-γ (IFN-γ), tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-10 (IL-10) in serum, the activity of superoxide 
dismutase (SOD) and catalase (CAT), malondialdehyde (MDA) level and the expression levels of nuclear factor 
ervthroicl2-related factor 2 (Nrf2), hemeoxygenasel-1 (HO-1), nucleotide-binding oligomerization domain-
like receptor protein 3 (NLRP3) protein in ovarian tissue were compared. Results: The results of HE staining 
showed that the number of follicles and corpus luteum in the ovarian tissue of each dose group of OST increased 
compared with the model group. Compared with the model group, the levels of AMH, E2, IL-4, IL-10, ovarian 
index, uterine index, the activity of SOD and CAT, the expression levels of Nrf2, HO-1 protein increased, while 
the levels of LH, FSH, IFN-γ, TNF-α, MDA and the expression level of NLRP3 protein decreased in each dose 
group of OST (P＜0.05). AMH, E2, IL-4, IL-10 levels, ovarian index, uterine index, the activity of SOD and 
CAT, the expression levels of Nrf2, HO-1 protein increased in a dose-dependent manner with OST, the levels of 
LH, FSH, IFN-γ, TNF-α, MDA and the expression level of NLRP3 protein decreased in a dose-dependent manner 
with OST (P＜0.05). Conclusion: OST could effectively improve endocrine metabolism in DOR rats, reduce 
ovarian infl ammation and oxidative stress damage, and restore ovarian reserve function, which may play a role by 
regulating the Nrf2/HO-1/NLRP3 signaling pathway.
Keywords:   osthole; diminished ovarian reserve; infl ammatory factor; oxidative stress; signaling pathway
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酶（Catalase, CAT）和丙二醛（Malondialdehyde, 

MDA）ELISA试剂盒（均为美国DSL公司），BCA

蛋白定量分析试剂盒（美国Sigma-Aldrich公司），

Nrf2抗体、HO-1抗体、NLRP3抗体（均为英国

Abcam公司），生物素化山羊抗兔Ig G（H+L）

（美国Abcam公司），RM2235徕卡切片机（德国

徕卡显微系统贸易公司），PowerPac电泳仪（美国

BIO-RAD公司），iBright CL750成像系统（美国赛

默飞世尔科技公司）。

1.2   方法

1.2.1   DOR大鼠模型建立

80只大鼠连续10 d进行阴道细胞涂片观察动

情周期，随机选择64只动情周期完整的大鼠，

以5 mg·mL-1雷公藤多苷生理盐水混悬液灌胃，

按50 mg·（kg·d）-1连续灌胃14 d[7]。从造模

第8天起观察大鼠阴道细胞涂片，动情周期≥6 d

或在某一阶段停滞≥3 d为动情周期紊乱，即造

模成功[8]。

1.2.2   干预方法

取建模成功的64只大鼠随机分为模型组、OST

低剂量组、OST中剂量组、OST高剂量组，剩余大

鼠为空白组，每组16只。OST低、中、高剂量组

按照2 mL·d-1分别腹腔注射20、40和80 μg·mL-1 

OST[9]，空白组、模型组注射等体积生理盐水，

1 次·d-1，连续21 d。

1.2.3   激素水平检测

末次干预结束后各组大鼠空腹12 h，准确称取

体质量后，以30 mg·kg-1戊巴比妥麻醉大鼠，快速

心脏取血5 mL，10000 r·min-1离心10 min（离心半

径为10 cm），取离心后1 mL血清样本用放射免疫

法检测血清AMH、E2、LH、FSH水平。

1.2.4   IL-4、IFN-γ、TNF-α、IL-10水平检测

取上述“1.2.3”节中的血清样本1 mL，按

照ELISA试剂盒说明书检测，酶标仪测定OD值

（450 nm），根据样品吸光度值计算样品IL-4、

IFN-γ、TNF-α、IL-10水平。

1.2.5   卵巢脏器指数观察

摘取各组大鼠卵巢和子宫，清除脂肪结缔组织

后准确称取卵巢和子宫湿质量，计算脏器指数。卵

巢指数（%）=[卵巢湿质量（mg）/体质量（g）×

100%]，子宫指数（%）=[子宫湿质量（mg）/体质

量（g）×100%]。

1.2.6   组织学观察

取8只大鼠左侧卵巢于10%中性甲醛中固定

48 h，酒精梯度脱水，石蜡包埋后，制作厚度为6 

μm的连续切片，采用常规HE染色：苏木素染液

染3 min，冲洗、1%盐酸酒精分化、1%氨水溶液返

蓝，伊红染液染2 min，最后脱水、封片，显微镜

下观察卵巢形态学变化。

1.2.7   卵巢组织SOD、MDA、CAT检测

取各组剩余8只大鼠卵巢组织，加入1 mL磷

酸盐缓冲液（Phosphate Buffer，PBS）制成匀浆，

匀浆液10000 r·min-1离心10 min（离心半径为

10 cm），获得上清。采用BCA试剂盒测定蛋白浓

度。按照ELISA试剂盒说明书检测，酶标仪于波

长450 nm处测定SOD、CAT吸光度，于波长535 nm

处测定MDA吸光度，根据样品吸光度值计算样品

SOD、CAT和MDA水平。

1.2.8   卵巢组织Nrf2、HO-1、NLRP3蛋白表达量

检测

取“1.2.7”节卵巢组织样本100 mg置于1.5 mL

无酶EP管中，加入0.6 mL RIPA裂解液充分裂解，

匀浆摇匀，静置后于离心机离心（4℃、10000 

r·min-1、10min），取上清。BCA试剂盒蛋白定

量，取20 μg样本与等量上样缓冲液混匀进行SDS-

PAGE电泳，100 V电转30 min，转至PVDF膜上，

加入适量封闭液室温封闭2 h，将膜放入1∶2000稀

释的Nrf2、HO-1、NLRP3一抗中，4℃摇床孵育过

夜，TBST洗膜，再放入1∶10000稀释的二抗中，室

温摇床孵育1 h，TBST洗膜。将PVDF膜置于凝胶成

像仪的显影区，ECL显影，Image J软件分析条带。

1.3   统计学分析

采用软件SPSS 24.0分析处理数据，计量资料

均以（—x±s）表示，多样本计量资料比较采用单

因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。

P＜0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   各组大鼠激素水平比较

与空白组比，模型组E2、AMH水平降低，

LH、FSH水平升高（P＜0.05）；与模型组比，

OST各剂量组E2、AMH水平升高，LH、FSH水平

降低（P＜0.05）；E2、AMH水平与OST呈剂量依

赖性升高，LH、FSH水平与OST呈剂量依赖性降低

（P＜0.05）。见表1。
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表 1   各组大鼠激素水平比较（—x±s，n=16）

组别 E2/（pg·mL-1） LH/（mIU·mL-1） FSH/（mIU·mL-1） AMH/（ng·mL-1）

空白组 42.36±3.14 3.47±0.43 3.86±0.92 8.41±0.81

模型组 21.67±3.21a 7.91±0.64a 15.23±1.32a 3.23±0.64a

OST 低剂量组 25.74±3.77ab 6.84±0.71ab 12.34±1.21ab 4.62±0.66ab

OST 中剂量组 32.44±3.64abc 5.74±0.62abc 9.84±1.17abc 5.74±0.58abc

OST 高剂量组 38.93±3.91abcd 4.56±0.57abcd 6.12±1.24abcd 7.82±0.60abcd

注：与空白组比，aP ＜ 0.05；与模型组比，bP ＜ 0.05；与 OST 低剂量组比，cP ＜ 0.05；与 OST 中剂量组比，dP ＜ 0.05。

表 2   各组大鼠 IL-4、IFN-γ、TNF-α、IL-10 水平比较（—x±s，n=16）

组别 IL-4/（μg·L-1） IFN-γ/（ng·L-1） TNF-α/（μg·L-1） IL-10/（μg·L-1）

空白组 117.34±8.12 43.26±6.78 30.45±6.54 78.21±6.43

模型组 53.47±6.23a 97.64±7.33a 83.16±6.77a 24.31±5.73a

OST 低剂量组 67.12±7.24ab 82.45±7.11ab 68.31±5.98ab 34.46±5.79ab

OST 中剂量组 84.66±7.46abc 67.81±7.43abc 57.74±5.64abc 52.24±6.37abc

OST 高剂量组 102.94±8.65abcd 56.49±6.91abcd 41.37±6.12abcd 64.89±6.78abcd

注：与空白组比，aP ＜ 0.05；与模型组比，bP ＜ 0.05；与 OST 低剂量组比，cP ＜ 0.05；与 OST 中剂量组比，dP ＜ 0.05。

表 3   各组大鼠脏器指数比较（—x±s，n=16）

组别 卵巢指数 /% 子宫指数 /%

空白组 71.25±4.52 246.79±23.62

模型组 42.15±3.26a 165.68±19.54a

OST 低剂量组 49.96±3.63ab 186.91±18.42ab

OST 中剂量组 57.18±3.37abc 203.48±20.29abc

OST 高剂量组 64.57±4.28abcd 221.75±22.83abcd

注：与空白组比，aP ＜ 0.05；与模型组比，bP ＜ 0.05；与 OST 低剂量组比，cP ＜ 0.05；与 OST 中剂量组比，dP ＜ 0.05。

2.2   各组大鼠IL-4、IFN-γ、TNF-α、IL-10水平

比较

与 空 白 组 比 ， 模 型 组 I L - 4 、 I L - 1 0 水 平 降

低，IFN-γ、TNF-α水平升高（P＜0.05）；

与模型组比，OST各剂量组IL-4、IL-10水平升

高，IFN-γ、TNF-α水平降低（P＜0.05）；

IL-4、IL-10水平与OST呈剂量依赖性升高，

IFN-γ、TNF-α水平与OST呈剂量依赖性降低

（P＜0.05）。见表2。

2.3   各组大鼠脏器指数比较

与空白组比，模型组卵巢指数和子宫指数降

低（P＜0.05）；与模型组比，OST各剂量组卵巢

指数和子宫指数升高（P＜0.05）；卵巢指数和子

宫指数与OST呈剂量依赖性升高（P＜0.05）。见

表3。
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表 4   各组大鼠卵巢组织 SOD、MDA、CAT 比较（—x±s，n=8）

组别 SOD/（U·mg-1） MDA/（U·mg-1） CAT/（g·L-1）

空白组 96.21±7.29 3.41±0.47 6.45±0.41

模型组 54.47±6.87a 7.63±0.81a 2.74±0.46a

OST 低剂量组 65.34±5.12ab 6.73±0.71ab 3.54±0.39ab

OST 中剂量组 76.23±7.31abc 5.44±0.49abc 4.23±0.36abc

OST 高剂量组 87.64±6.93abcd 4.62±0.46abcd 5.39±0.51abcd

注：与空白组比，aP ＜ 0.05；与模型组比，bP ＜ 0.05；与 OST 低剂量组比，cP ＜ 0.05；与 OST 中剂量组比，dP ＜ 0.05。

2.4   各组大鼠卵巢组织形态学比较

空白组大鼠卵巢可见不同发育时期卵泡，黄

体丰富，卵泡颗粒细胞层多、发育良好、紧凑有

序，闭锁卵泡少；模型组大鼠卵巢组织卵泡数减

少，卵泡颗粒细胞层减少且排列疏松，闭锁卵泡和

萎缩黄体增多，见大量炎性细胞浸润；OST各剂量

组卵巢组织结构较清晰，可见各级卵泡，颗粒细胞

层较模型组增多，黄体数目增多，闭锁卵泡减少，

见少量炎性细胞浸润。卵巢组织改善情况随OST剂

量呈增加趋势。见图1。

图 1   卵巢组织学观察（HE×100，标尺 =50 μm）

2.5   卵巢组织SOD、MDA、CAT比较

与空白组比，模型组大鼠卵巢组织中SOD、

CAT水平降低，MDA水平升高（P＜0.05）；与模

型组比，OST各剂量组大鼠卵巢组织中SOD、CAT

水平升高，MDA水平降低（P＜0.05）；SOD、

CAT水平与OST呈剂量依赖性升高，MDA水平与

OST呈剂量依赖性降低（P＜0.05）。见表4。

2.6   卵巢组织Nrf2、HO-1、NLRP3蛋白表达量

比较

与空白组比，模型组大鼠卵巢组织中Nrf2、

HO-1蛋白表达水平降低，NLRP3蛋白表达水平

升高（P＜0.05）；与模型组比，OST各剂量组大

鼠卵巢组织中Nrf2、HO-1蛋白表达水平升高，

NLRP3蛋白表达水平降低（P＜0.05）；Nrf2、

HO-1蛋白表达水平与OST呈剂量依赖性升高，

NLRP3蛋白表达水平与OST呈剂量依赖性降低

（P＜0.05），见表5，图2。
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表5   卵巢组织Nrf2、HO-1、NLRP3蛋白表达量比较（—x±s，n=8）

组别 Nrf2 HO-1 NLRP3

空白组 0.97±0.09 0.95±0.10 0.72±0.06

模型组 0.43±0.05a 0.31±0.05a 1.24±0.12a

OST 低剂量组 0.54±0.06ab 0.47±0.06ab 1.12±0.09ab

OST 中剂量组 0.67±0.07abc 0.68±0.08abc 1.01±0.10abc

OST 高剂量组 0.82±0.08abcd 0.83±0.09abcd 0.90±0.09abcd

注：与空白组比，aP ＜ 0.05；与模型组比，bP ＜ 0.05；与 OST 低剂量组比，cP ＜ 0.05；与 OST 中剂量组比，dP ＜ 0.05。

注：A. 空白组；B. 模型组；C. OST 低剂量组；D. OST 中剂量组；E. OST 高剂量组

图 2   卵巢组织Nrf2、HO-1、NLRP3 蛋白检测

3   讨论
DOR的患病率在患有不育症的妇女占比约为

10%，目前存在上升趋势，并逐渐年轻化，给患者

的家庭生活带来了挫折和痛苦[10]。中医学辩证认为

DOR病理是肾虚，与冲任、肝、脾功能失调有关。

目前西医治疗方法主要为激素补充疗法且存在明显

副作用。OST具有抗炎[11]、抗肿瘤[12]和抗氧化[13]等

作用，常用于男科、妇科、皮肤科疾病等的治疗。

《本草纲目》中记载蛇床子“乃右肾命门、少阳，

三焦气分之药”；神农列之为上品，可“暖丈夫阳

气，助女人阴气”。因此，本研究建立DOR大鼠模

型，深入探讨OST对DOR大鼠卵巢功能的改善作用

及其机制。

本研究中，OST各剂量组卵巢指数和子宫指数

较模型组升高，HE结果显示卵巢组织中黄体和成

熟卵泡数升高，提示了OST促进卵泡生长、发育，

恢复卵巢储备功能。AMH是预测卵巢储备的重要

标志物，反映卵巢中生长卵泡数量[14]；E2维持卵

泡生长发育，并负反馈调控FSH[15]；FSH、LH是反

映卵巢储备能力的间接指标，FSH/LH失衡预示卵

巢储备能力降低[16]。本研究中OST各剂量组AMH、

E2水平升高，FSH、LH水平降低，提示OST可以改

善DOR大鼠内分泌紊乱，促进卵泡生长发育及排

卵，改善卵巢储备能力。炎症和氧化应激损伤是改

变卵巢储备功能的重要因素。持续的炎症反应加

速卵巢衰老，TNF-α和IFN-γ是促炎细胞因子，

抑制雌激素合成分泌[17]、破坏卵泡微环境。IL-10

和IL-4是抗炎细胞因子，限制炎症对卵巢组织的破

坏[18]。有研究表明氧自由基增多，会影响卵母细胞

的生长发育，导致卵泡闭锁，卵巢内氧化应激压

力上升促使卵巢衰老[19]，增加卵泡凋亡，致使女

性生育力下降[20]。MDA是评估氧化应激损伤的重

要指标，反映了脂质过氧化反应的程度[21]。SOD在

生物体内催化超氧阴离子（O2
-）生成氧和过氧化

NLRP3

HO-1

Nrf2

β-actin
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氢，CAT在生物体内催化过氧化氢还原成水，SOD

和CAT在机体氧化平衡中有至关重要的作用[22]。本

研究中OST各剂量组IL-10和IL-4水平、SOD和CAT

活性升高，TNF-α、IFN-γ和MDA水平降低，提

示OST可以减少炎症因子释放，减轻卵巢组织过氧

化，改善炎症反应，降低氧化应激损伤，促进卵巢

储备功能恢复。

Nrf2信号通路的激活不仅调控机体氧化还原反

应，也调控炎性反应，其活化是细胞的主要防御机

制之一[23]。研究证明，HO-1作为Nrf2的下游抗氧化

靶因子，通过调节免疫和炎症反应减轻组织和器官

的损伤[24]。NLRP3作为Nrf2/HO-1信号通路下游因子

可促进促炎细胞因子的分泌，加剧细胞损伤[25]。有

研究表明调节Nrf2/HO-1蛋白及mRNA含量可以改

善卵巢功能损伤，恢复大鼠的卵巢功能[6]。本研究

中OST各剂量组卵巢组织中Nrf2、HO-1蛋白表达水

平升高，NLRP3蛋白表达水平降低，提示了OST可

能是通过调控Nrf2/HO-1/NLRP3信号通路蛋白水平

减轻DOR大鼠的炎性反应和氧化应激损伤。

综上所述，OST可减轻DOR大鼠炎症反应和氧

化应激损伤，改善内分泌紊乱，促进卵泡正常生长

发育，恢复卵巢储备功能，其作用机制可能与调控

Nrf2/HO-1/NLRP3信号通路有关，为临床治疗DOR

提供理论支持。
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