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摘要： 目的　 研究浓缩当归丸对二氧化乙烯基环己烯 （ＶＣＤ） 诱导的早发性卵巢功能不全 （ＰＯＩ） 大鼠卵巢血管新生

及铁死亡的作用。 方法　 体内实验选取 １００ 只动情周期正常的雌性 ＳＤ 大鼠， 其中 ８５ 只腹腔注射 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＣＤ 建立

ＰＯＩ 模型， １５ 只腹腔注射等体积玉米油作为正常组。 将 ７５ 只造模成功 （动情周期停滞或紊乱） 大鼠随机分为模型组、
芬吗通组和浓缩当归丸低、 中、 高剂量组 （２􀆰 ０８、 ４􀆰 １６、 ８􀆰 ３２ ｇ ／ ｋｇ）， 给药干预 ２１ ｄ。 给药结束后， ＥＬＩＳＡ 法检测血

清雌二醇 （Ｅ２）、 抗缪勒管激素 （ＡＭＨ）、 促卵泡生成素 （ＦＳＨ） 和黄体生成素 （ＬＨ） 水平； ＨＥ 染色观察卵巢病理

学并进行卵泡计数； 免疫荧光染色观察血管分布； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织铁死亡相关蛋白 （ＡＣＳＬ４、 ＦＴＨ１、
ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＴＦＲ） 表达。 体外实验采用血管内皮细胞 （ＨＵＶＥＣ） 铁死亡模型， 分析浓缩当归丸含药血清对血

管形成、 ｅＮＯＳ ／ ＥＲＫ 信号通路相关蛋白 （ＶＥＧＦ、 ＶＥＧＦＲⅡ、 ｅＮＯＳ、 ＥＲＫ１ ／ ２） 和铁死亡相关蛋白 （ＡＣＳＬ４、 ＦＴＨ１、
ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＴＦＲ） 表达的影响。 结果　 与模型组比较， 浓缩当归丸组血清 Ｅ２、 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＳＨ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 闭锁卵泡数量减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 卵巢血管密度增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＦＴＨ１、 ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＴＦＲ
蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＣＳＬ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 浓缩当归丸含药血清可促进 ＨＵＶＥＣ
血管生成， 上调 ＶＥＧＦＡ、 ＶＥＧＦＲⅡ、 ｅＮＯＳ 及 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 浓缩当归丸可能通过

激活 ｅＮＯＳ ／ ＥＲＫ 信号通路抑制血管内皮细胞铁死亡， 改善卵巢血流与功能， 缓解 ＶＣＤ 诱导的 ＰＯＩ。
关键词： 浓缩当归丸； 早发性卵巢功能不全； 铁死亡； ｅＮＯＳ ／ ＥＲＫ 信号通路； 血管生成
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　 　 早 发 性 卵 巢 功 能 不 全 （ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ
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加因长期雌激素缺乏引发的多种疾病的发生和死亡

风险。 延缓卵巢衰老已成为维持女性生育力和内分

泌功能的重要策略［１］。 典型的 ＰＯＩ 多见于 ４０ 岁以

下 女 性， 以 闭 经、 高 促 卵 泡 激 素 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ） 和低雌二醇 （ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，
Ｅ２） 为特征， 伴随卵巢微循环障碍与纤维化加

重［２］。 中医认为 ＰＯＩ 与 “肾阴不足， 冲任失养”
相关， 其关键病机之一在于卵巢微血管重构障碍，
导致卵泡缺血缺氧、 颗粒细胞凋亡和雌激素分泌减

少［３］。 浓缩当归丸作为经典补益气血中药， 既往

临床研究表明含当归复方可改善患者 ＦＳＨ、 促黄体

生成素 （ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ）、 Ｅ２ 及抗缪勒管

激素 （ ａｎｔｉ⁃Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＡＭＨ） 水平［４］。 基

础实验也发现， 当归补血汤可促进缺氧环境下血管

内皮细胞增殖与血管内皮生长因子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＶＥＧＦ） 表达， 提示其具

有促血管生成的潜力［５］。 然而， 当归单药是否能

够独立改善卵巢微循环与储备功能， 其机制尚不明

确。 在 ＰＯＩ 状态下， 氧化应激与脂质过氧化加剧，
铁积累可诱发血管内皮细胞铁死亡， 进一步损害卵

巢血供与卵泡发育。 本研究旨在探讨浓缩当归丸是

否通过激活内皮型一氧化氮合酶 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｅＮＯＳ ） ／细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ， ＥＲＫ） 信号

通路， 抑制卵巢血管内皮细胞铁死亡， 促进血管新

生， 从而改善卵巢功能， 以期为临床应用提供理论

依据， 并为补益中药在女性生殖健康领域的应用提

供实验支持。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物 　 １００ 只 ＳＰＦ 级性成熟雌性 ＳＤ 大

鼠， １０ 周龄， 体质量 ２３０～２５０ ｇ， 购买并饲养于宁

夏医科大学动物实验中心 ［实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ （宁） ２０２０⁃０００１， 实验动物使用许可证

号 ＳＹＸＫ （宁） ２０２０⁃０００１］， 独立通风笼分笼饲养

（每笼 ３ 只）， 自由进食和饮水， １２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜交

替， 适应饲养 １ 周。 本实验内容已通过宁夏医科大

学总医院医学科研伦理审查委员会批准 （伦理审

查号 ＫＹＬＬ⁃２０２３⁃００６４）。
１􀆰 ２　 细胞 　 人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ， 批号

ＤＦＶＥ２２１２１９０１） 购自国家干细胞转化资源库。
１􀆰 ３　 药物　 二氧化乙烯基环己烯 （４⁃ｖｉｎｙｌｃｙｃｌｏｈｅｘｅｎｅ
ｄｉｅｐｏｘｉｄｅ， ＶＣＤ） （１􀆰 ０９４ ｇ ／ ｍＬ， 批号 ＢＣＢＶ１３５２，
德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）， 参照文献 ［６］ 方法， 大鼠每

日腹腔注射剂量为 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ。 浓缩当归丸 （每丸

相当于生药 ０􀆰 ２５ ｇ， 国药准字 Ｚ６２０２０６７２， 批号

２１１２３６， 兰州佛慈制药股份有限公司）， 成人日常

用量为每日 １０～ ４０ 丸， 即 ２􀆰 ５ ～ １０ ｇ ／ ｄ， 在此范围

内， 等比选取低、 中、 高剂量为 ２􀆰 ５、 ５、 １０ ｇ ／ ｄ，
根据 《中药药理实验方法学》， 以体表面积换算，
按照临床人类常用剂量换算为大鼠灌胃剂量为
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２􀆰 ０８、 ４􀆰 １６、 ８􀆰 ３２ ｇ ／ ｋｇ。 取浓缩当归丸 ４２ 丸 （含
当归原药约 １０ ｇ） 研磨后置于 １０ ｍＬ 蒸馏水中，
６０ ℃隔水加热搅拌直至完全溶解， 冷却至室温后

定容至 ２０ ｍＬ， 制得原药混悬液， 分别以低、 中、
高剂量 １􀆰 ２５、 ２􀆰 ５、 ５ ｍＬ ／ （天·只）灌胃。 雌二醇 ／
地屈孕酮片复合包装 （芬吗通， 含 Ｅ２ １ ｍｇ ／片和地

屈孕酮 １０ ｍｇ ／片， 国药准字 ＨＪ２０１５０３４６， 荷兰

Ａｂｂｏｔｔ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ Ｂ． Ｖ． 公司）， 按照临床人类常用

剂量换算为大鼠灌胃剂量为 Ｅ２ ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｋｇ、 地屈孕

酮 ３ ｍｇ ／ ｋｇ， 溶于生理盐水中配制成灌胃溶液。
１􀆰 ４　 试剂　 Ｅ２、 ＡＭＨ、 ＦＳＨ、 ＬＨ ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒 （货号 ＪＬ１１５２５、 ＪＬ１２４６２、 ＪＬ１０２３９、 ＪＬ１１７０６）
均购 自 上 海 江 莱 生 物 科 技 有 限 公 司； ＧＰＸ４、
ＦＴＨ１、 转铁蛋白受体 （ＴＦＲ）、 ＶＥＧＦ、 ＶＥＧＦＲⅡ、
β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 抗 体 （ 货 号 ＥＴ１７０６⁃４５、 ＥＴ１６１０⁃７８、
Ｍ１５１０⁃１７、 ＥＴ１６０４⁃２８、 ＥＴ１６０８⁃３３、 ＥＭ０１０３） 均

购自 杭 州 华 安 生 物 技 术 有 限 公 司； ＳＬＣ７Ａ１１、
ＡＣＳＬ４、 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ （ Ｈ ＋ Ｌ ） ⁃ＨＲＰ 抗 体、
Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质胶 （货号 ３１４６０、 ＰＡ１⁃１６７７５、
ＰＡ５⁃２７１３７、 ３５６２３４） 均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； ｅＮＯＳ、 Ｅｒｋ１ ＋ Ｅｒｋ２ 抗体 （ 货号

ａｂ３０００７１、 ａｂ７６２９９） 均购自艾博抗 （上海） 贸易

有限公司； α⁃ＳＭＡ、 磷酸化 （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ｐ⁃）
ＥＲＫ１ ／ ２ 抗体 （货号 １４９６８Ｓ、 ４３７０Ｓ） 均购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＹＦ４８８ 羊抗兔二抗

（货号 Ｙ６１０５Ｌ） 购自苏州优逸兰迪生物科技有限

公司； 铁死亡抑制剂 Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ （Ｆｅｒ⁃１）、铁死亡

诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ （货号 ＨＹ⁃１００５７９、 ＨＹ⁃１５７６３） 均

购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司。
１􀆰 ５ 　 仪 器 　 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 型 显 微 镜 （ 日 本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＪＸＦＳＴＰＲＰ⁃ＣＬ 型全自动冷冻研磨

仪 （上海净信实业发展有限公司）； Ｃｅｎｔｒｉｓａｒｔ 􀅺 Ｄ⁃
１６Ｃ 型高速低温离心机 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）；
ＫＤ⁃ＢＭⅡ型石蜡包埋机 （浙江省金华市科迪仪器

设备有限公司）； ＧＥ⁃ＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａｇｅｒ ６００ 型多功能

成像仪 （美国 ＧＥ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 ＰＯＩ 大鼠模型制备　 具有正常动情周期的 １００
只雌性 ＳＤ 大鼠适应性喂养 ７ ｄ， 随机选取 １５ 只大

鼠作为正常组， 腹腔注射玉米油， 连续 １５ ｄ； 其余

８５ 只大鼠诱导建立 ＰＯＩ 模型， 每天腹腔注射 ８０
ｍｇ ／ ｋｇ ＶＣＤ （０􀆰 ３ ｍＬ ＶＣＤ 溶于 ９􀆰 ７ ｍＬ 玉米油），
连续 １５ ｄ［６］。 在 ＰＯＩ 大鼠模型制备结束前， 连续

５ ｄ， 每天早上 ９ 时采集阴道脱落细胞， 观察其动

情周期变化； 并结合血浆激素水平和卵巢组织形态

学判断模型成功与否。
２􀆰 ２　 分组与给药　 将造模成功的大鼠随机分为模

型组、 芬吗通组和浓缩当归丸低、 中、 高剂量组，
正常组和模型组灌胃给予生理盐水； 芬吗通组以

５ ｄ为 １ 个周期重复给药， 前 ３ ｄ 用白色片 （含 Ｅ２

１ ｍｇ）， 第 ４、 ５ 天用灰色片 （含 Ｅ２ １ ｍｇ 和地屈孕

酮 １０ ｍｇ）； 浓缩当归丸低、 中、 高剂量组分别灌

胃给予 ２􀆰 ０８、 ４􀆰 １６、 ８􀆰 ３２ ｇ ／ ｋｇ 浓缩当归丸药液，
每天 １ 次， 连续给药 ２１ ｄ。
２􀆰 ３　 标本采集与处理　 给药 ２１ ｄ 后， 在大鼠动情

前 ／间期使用戊巴比妥钠麻醉， 心脏采血， 分离得

到血清， 用于 ＥＬＩＳＡ 检测； 手术取双侧卵巢组织，
一侧于 ４％ 多聚甲醛中固定， 用于 ＨＥ 染色和免疫

组织化学染色， 另一侧用液氮速冻后于－８０ ℃ 保

存， 用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
２􀆰 ４　 大鼠动情周期监测　 阴道脱落细胞涂片， 巴

氏染色后于显微镜下观察大鼠动情周期， 判断标准

参考文献 ［７］ 报道。 动情周期停滞＞５ ｄ 表示大鼠

动情周期紊乱， 动情周期正常率 ＝正常大鼠只数 ／
大鼠总只数×１００％ 。
２􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清激素水平 　 按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书步骤操作， 检测大鼠血清 Ｅ２、 ＡＭＨ、
ＦＳＨ 和 ＬＨ 水平。
２􀆰 ６　 ＨＥ 染色观察卵巢组织形态　 卵巢组织于 ４％
多聚甲醛中 ４ ℃固定 ２４ ｈ 后， 进行梯度乙醇脱水、
透明、 浸蜡、 包埋， ５ μｍ 切片， 每组选取 ３ 只大

鼠的卵巢， 每个卵巢以 １００ μｍ 间隔选取 ２ 张切

片， 按照常规步骤进行 ＨＥ 染色， 拍照并计数

卵泡。
２􀆰 ７　 免疫荧光染色法检测卵巢血管分布　 取卵巢

组织石蜡切片， 在常规方法基础上重复脱蜡 １ 次，
１０％山羊血清封闭， 加一抗 α⁃ＳＭＡ （１ ∶ ２００） ４ ℃
孵育过夜， 用 ＰＢＳ 做阴性对照， 使用荧光二抗

ＹＦ４８８ 羊抗兔 （１ ∶ １ ０００） 显色后 ＤＡＰＩ 复染细胞

核， 封片后于荧光显微镜下观察染色结果并拍照。
２􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各目的蛋白表达　 使用含

蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解液提取大鼠卵

巢组织和 ＨＵＶＥＣｓ 细胞的全蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋

白浓度。 蛋白变性后进行电泳、 转膜、 封闭， 分别

加入一抗 ＧＰＸ４、 ＦＴＨ１、 ＴＦＲ、 ＶＥＧＦ、 ＶＥＧＦＲⅡ、
ＳＬＣ７Ａ１１、 ＡＣＳＬ４、 ｅＮＯＳ、 ＥＲＫ１ ／ ２、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２
（１ ∶ １ ０００） 和 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ （１ ∶ ５ ０００） ４ ℃孵育过

夜， ＴＢＳＴ 漂洗后加入山羊抗兔 ＩｇＧ （Ｈ＋Ｌ） ⁃ＨＲＰ
９０４
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二抗 （１ ∶ ２０ ０００） 室温孵育 １ ｈ， 化学发光仪成像

并保存图片， 以 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件计算目的蛋白相对表达。
２􀆰 ９　 含药血清制备　 采用随机数字表法将 １２ 只雌

性 ８ 周龄 ＳＤ 大鼠随机分为对照组和浓缩当归丸，
浓缩当归丸组灌胃给予 ４􀆰 １６ ｇ ／ ｋｇ 浓缩当归丸， 对

照组灌胃给予等体积生理盐水， 连续给药 ５ ｄ。 最

后 １ 次给药 １ ｈ 后， 大鼠腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴比

妥钠进行麻醉， 心脏采血。 全血在室温下静置 １ ｈ，
３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 获得血清。 合并同组血

清， ５６ ℃灭活 ３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤，
于－８０ ℃保存备用。
２􀆰 １０　 血管形成实验检测浓缩当归丸含药血清的体

外促血管形成能力 　 将基质胶在 ４ ℃ 冰上孵化，
１５０ μＬ 预冷凝胶包被 ４８ 孔板， ３７ ℃凝固 ３０ ｍｉｎ，
每孔加入 ４×１０５ 个 ＨＵＶＥＣｓ 细胞。 将 ＨＵＶＥＣｓ 细

胞分为对照组 （１０％ ＦＢＳ＋９０％ ＤＭＥＭ）、 Ｅｒａｓｔｉｎ 组

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｅｒａｓｔｉｎ＋１０％ ＦＢＳ＋９０％ ＤＭＥＭ）、 Ｆｅｒ⁃１ 组

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１ ＋ １０％ ＦＢＳ ＋ ９０％ ＤＭＥＭ）

和浓缩当归丸低、 中、 高剂量组 （３％ 、 ６％ 、 ９％
含药血清＋７％ ＦＢＳ＋９０％ ＤＭＥＭ 培养基）， 于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ。 使用 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 倒

置显微镜对管状网络进行成像。 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析分支和节点数量及管长度。
２􀆰 １１　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ９􀆰 ０ 软件

进行处理， 符合正态分布的计量资料以均数±标准

差 （ｘ± ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分

析， 事后多重比较 ＬＳＤ 检验； 计数资料以卡方检

验验证差异性。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠动情周期的影响　 正

常组大鼠动情周期正常率为 ９０􀆰 ００％ ， 模型组动情

周期正常率为 ２６􀆰 ６７％ ， 浓缩当归丸低、 中、 高剂

量组动情周期正常率分别为 ８０％ 、 ９３􀆰 ３３％ 和

８６􀆰 ６７％ ， 芬吗通组动情周期正常率为 ８６􀆰 ６７％ ， 各

组动情周期正常率均较模型组有显著差异 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 １。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠动情周期的影响 （χ２， ｎ＝１５）
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｅｓｔｒｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＰＯＩ ｒａｔｓ （χ２， ｎ＝１５）

３􀆰 ２　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠性激素水平的影

响　 与正常组比较， 模型组大鼠血清 ＦＳＨ 水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｅ２ 和 ＡＭＨ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 浓缩当归丸各剂量组大鼠血清 ＦＳＨ
水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｅ２ 和 ＡＭＨ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 芬吗通组大鼠血清 ＦＳＨ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， Ｅ２ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 各组大鼠血清

ＬＨ 水平均无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ２。
３􀆰 ３　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠卵巢组织形态的影

响　 正常组大鼠卵巢组织形态规则， 可见不同发育

阶段的卵泡； 模型组大鼠卵巢组织结构紊乱， 卵泡

总数减少 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 闭锁卵泡数量增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 浓缩当归丸中、 高剂量组大鼠卵巢组织结

构有所改善， 卵泡总数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 闭锁卵泡

数量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 髓质区域毛细血管组织数量

增多； 芬吗通组大鼠卵泡总数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但

闭锁卵泡数量无明显变化 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）， 见图 ３。
３􀆰 ４　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠卵巢组织内血管数量

和分布的影响　 正常组大鼠卵巢组织内绿色荧光标

记的微血管网络分布均匀、 信号强度高； 模型组大

鼠卵巢组织内绿色荧光信号明显减弱， 血管密度和

分支数量下降， 提示卵巢血管生成受损。 浓缩当归
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 浓缩当归丸对大鼠血清性激素水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｓｅｒｕｍ ｓｅｘ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

注： 标尺 ２００ μｍ。 红色星号标记各级卵泡， 红色三角标记闭锁卵泡， ＣＬ 标记黄体。 与正常组比较，＃＃ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠卵巢组织形态及卵泡数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｏｖａｒｙ ｈｉｓｔｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＰＯＩ ｒａｔｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

丸各剂量组大鼠卵巢组织中绿色荧光标记的血管数

量增加， 荧光强度恢复至接近正常组水平， 且微血

管分支更为丰富、 网络结构更为完整， 见图 ４。
３􀆰 ５　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠卵巢组织铁死亡相关

蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组大鼠卵巢

组织促铁死亡蛋白 ＡＣＳＬ４ 表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１），
而抗氧化 ／铁结合蛋白 ＦＴＨ１、 ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１ 和

ＴＦＲ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 浓缩当归丸中、 高剂量组及芬吗通组大鼠卵巢

组织 ＦＴＨ１、 ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＴＦＲ 蛋白表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 浓缩当归丸低、 中剂量

组大鼠卵巢组织 ＡＣＳＬ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ５。
３􀆰 ６　 浓缩当归丸含药血清对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞血管生

成的影响　 对照组内皮细胞形成了完整、 分支丰富

的管状网络； Ｅｒａｓｔｉｎ 处理后， 管网结构严重受损；
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注： 标尺 １００ μｍ。

图 ４　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠卵巢组织内血管分布的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｖｅｓｓｅｌｓ ｉｎ ｏｖａｒｙ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ＰＯＩ ｒａｔｓ

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 浓缩当归丸对 ＰＯＩ 大鼠卵巢组织 ＡＣＳＬ４、 ＦＴＨ１、 ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＴＦＲ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＣＳＬ４， ＦＴＨ１， ＧＰＸ４， ＳＬＣ７Ａ１１ ａｎｄ ＴＦＲ ｉｎ

ｏｖａｒｙ ｏｆ ＰＯＩ ｒａｔｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｆｅｒ⁃１ 可部分恢复管网； 浓缩当归丸各剂量组则呈

剂量依赖性修复， 低剂量组恢复较有限， 中剂量组

几乎恢复至对照组水平， 高剂量组管网最为完整，
分支和连通性与对照组相当。 与对照组比较，
Ｅｒａｓｔｉｎ 组节点数、 主连接点数和管总长度均减少

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较， 浓缩当归丸含药血

清各剂量组节点数、 主连接点数和管总长度均增加

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。
３􀆰 ７　 浓缩当归丸含药血清对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ｅＮＯＳ ／
ＥＲＫ 信号通路和 ＶＥＧＦ⁃Ａ ／ ＶＥＧＦＲⅡ蛋白表达的影

响 　 与 对 照 组 比 较， Ｅｒａｓｔｉｎ 组 细 胞 ＶＥＧＦ⁃Ａ、
ＶＥＧＦＲⅡ、 ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较， 浓缩当归丸含

药血 清 中、 高 剂 量 组 和 Ｆｅｒ⁃１ 组 细 胞 ＶＥＧＦ⁃Ａ、
ＶＥＧＦＲⅡ、 ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ＥＲＫ１／ ２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，

Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
３􀆰 ８　 浓缩当归丸含药血清对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞铁死亡

相关蛋白表达的影响 　 与对照组比较， Ｅｒａｓｔｉｎ 组

细胞 ＡＣＳＬ４ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ＧＰＸ４、
ＴＦＲ、 ＦＴＨ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 Ｅｒａｓｔｉｎ
组比较， 浓缩当归丸含药血清各剂量组和 Ｆｅｒ⁃１ 组

细胞 ＧＰＸ４、 ＴＦＲ、 ＦＴＨ１ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 浓缩当归丸含药血清高剂量组和 Ｆｅｒ⁃１
组细胞 ＡＣＳＬ４ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ８。
４　 讨论

在成年哺乳动物中， 卵巢是生理性血管生成与

重塑最显著且最快的器官之一， 其微循环障碍可导

致卵泡发育闭锁和卵巢功能下降［８⁃９］。 卵泡发育与

排卵高度依赖卵巢局部血管、 固有神经及神经血管

耦合， 因而 ＰＯＩ 卵巢内血管密度、 分布异常可能
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注： 标尺 １００ μｍ。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 浓缩当归丸含药血清对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞血管生成的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： 与对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 浓缩当归丸含药血清对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＶＥＧＦＲⅡ、 ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＶＥＧＦ⁃Ａ， ＶＥＧＦＲⅡ， ｅＮＯＳ

ａｎｄ ｐ⁃ＥＲＫ１ ／ ２ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

是窦状卵泡不能成熟并闭锁的主要原因。 中医药治

疗能促进功能不全卵巢的血管新生、 重塑卵泡周围

血管， 为受损卵泡提供所需的细胞因子、 营养和

激素［１０⁃１１］。
当归在微循环障碍环境中表现出以功能性再血

管化为核心的促重塑作用［１２］。 研究显示， 在缺血

再灌注模型中， 当归可通过上调 ｐ３８ＭＡＰＫ ／ ＨＩＦ⁃１ ／

ＶＥＧＦ 轴起到抗凋亡和抗氧化作用， 推动血管成

熟， 改善局部灌注与功能恢复［１３⁃１４］。 黄芪⁃当归配

伍在心肌梗死与重构中显示保护效应， 且对剂量与

配比敏感， 提示 “补气活血” 组合可协同提升内

皮保护与新生血管功能［１５］。 新构型当归多糖可上

调 ＶＥＧＦＡ 等血管生成标志物， 增强内皮增殖与迁

移， 促进血管修复［１６］。 在代谢层面， 当归及相关
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 Ｅｒａｓｔｉｎ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ８　 浓缩当归丸含药血清对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＡＣＳＬ４、 ＦＴＨ１、 ＧＰＸ４、 ＳＬＣ７Ａ１１、 ＴＦＲ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ Ｄａｎｇｇｕｉ Ｐｉｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＣＳＬ４， ＦＴＨ１， ＧＰＸ４，

ＳＬＣ７Ａ１１ ａｎｄ ＴＦＲ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

方剂通过抑制铁死亡、 维持 ＳＩＲＴ１ 介导的线粒体稳

态， 缓解内皮代谢应激、 减少微血管稀疏， 从而提

高血管重塑效率与稳定性［１７］。 含当归的制剂还能

促进内皮细胞增殖， 加速创面愈合， 增加微血管数

量并上调 ＶＥＧＦ 与 ｍｉＲＮＡ⁃２１ 表达［１８］。 由此可见，
当归通过内皮保护、 ＨＩＦ⁃１ ／ ＶＥＧＦ 主导的血管生成

及代谢 ／细胞死亡调控， 促进缺血相关疾病中的有

利血管重塑。 本研究动物实验结果显示， 浓缩当归

丸可促进卵巢局部血管生成与微循环改善， 维持卵

泡生长并恢复卵巢分泌功能。
铁死亡是一种以铁依赖性脂质过氧化为核心的

调控性细胞死亡方式。 本研究动物与细胞实验均显

示， ＰＯＩ 模型 ＡＣＳＬ４ 表示升高， 提示脂质过氧化

底物富集。 ＳＬＣ７Ａ１１ 抑制与 ＧＰＸ４ 失活破坏 Ｓｙｓｔｅｍ
Ｘｃ－ ／ ＧＳＨ ／ ＧＰＸ４ 抗氧化屏障； ＦＴＨ１ 与 ＴＦＲ 下降削

弱铁封存与转运， 促成游离铁积累［１９］。 浓缩当归

丸对铁死亡的抑制呈剂量依赖性。 Ｅｒａｓｔｉｎ 诱导铁死

亡时， ｅＮＯＳ、 ｐ⁃ＥＲＫ ／ ＥＲＫ、 ＶＥＧＦ⁃Ａ、 ＶＥＧＦＲⅡ等

表达降低， 说明铁死亡产生的大量 ＲＯＳ 不仅破坏

内皮细胞膜， 还抑制 ｅＮＯＳ 活性， 削弱下游 ＥＲＫ
信号； 并增强铁⁃过氧化氮自由基反应， 加剧脂质

过氧化， 形成恶性循环［２０］ 。 ｅＮＯＳ 产生的 ＮＯ 通

过促血管舒张、 减轻炎症和抑制血小板聚集对维

持血管功能至关重要； 抑制 ｅＮＯＳ 与 ＮＯ 生成会

增加内皮细胞凋亡［２１⁃２２］ 。 ＥＲＫ 作为 ＭＡＰＫ 家族成

员， 参与调控内皮细胞生长、 分化、 增殖与存

活［２３⁃２４］ ； ＥＲＫ２ 缺失会导致内皮增殖下降， ｅＮＯＳ
表达减弱及动脉生成减少［２２，２５］ 。 川芎与当归提取

物能增加 ＥＲＫ 磷酸化并促进 ｅＮＯＳ 表达， 保护细

胞免受氧化损伤［２６］ 。 黄芪与当归配伍可增加磷酸

化 ｅＮＯＳ 表达并促进血管生成［１５］ 。 本研究体外血

管形成实验中， Ｅｒａｓｔｉｎ 组管网节点、 连通性与总

长度均减少， 与上述信号通路抑制相对应。 浓缩

当归丸高剂量组管网总长度和节点数得以恢复，
提示其既可通过降低脂质底物与游离铁直接阻断

铁死亡， 也可通过重建 ｅＮＯＳ ／ ＥＲＫ ／ ＶＥＧＦ 轴改善

微循环， 实现双重保护。 由此可见， 浓缩当归丸

具备 “铁稳态⁃抗氧化⁃血管生成” 多靶点优势，
其有效成分如阿魏酸、 多糖与挥发油可能通过上

调 Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃１ 通路， 提高谷胱甘肽与 Ｆｅｒｒｉｔｉｎ 表

达； 激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ⁃ｅＮＯＳ 及 ＥＲＫ１ ／ ２ 促进血管生

成； 调节铁转运 （ ＴＦ ／ ＴＦＲ） 与铁输出 （ ＦＰＮ），
降低游离铁［２７⁃２８］ ， 多层级作用共同构成其抗铁死

亡的综合效应。
综上所述， 本研究揭示了铁死亡在卵巢血管内

皮损伤中的关键作用， 证明浓缩当归丸可通过多靶

点协同抑制铁死亡并激活 ｅＮＯＳ ／ ＥＲＫ ／ ＶＥＧＦ 信号，
最终促进 ＰＯＩ 模型大鼠血管重塑与卵巢功能恢复，
为 ＰＯＩ 的干预提供了新的药理思路。
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