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肝豆补肾汤通过AGE/RAGE/NF-κB信号通路
干预小鼠肝豆状核变性卵巢损伤
江鹏宇 1，吴丽敏 2，韩 辉 1

1. 安徽中医药大学第一附属医院脑病中心，安徽 合肥 230031
2. 中国科学技术大学附属第一医院生殖与遗传分院，安徽 合肥 230001

［摘 要］　目的: 探讨肝豆补肾汤对肝豆状核变性小鼠卵巢损伤的干预作用及

机制。方法: 采用液相色谱-质谱法（LC-MS）分析肝豆补肾汤的化学成分。取

40 只 6 周龄雌性 C3He-Atp7btx-J小鼠随机分为模型对照组、青霉胺组（阳性对照）和

肝豆补肾汤小、大剂量组，10 只雌性 DL 同系小鼠为正常对照组。记录小鼠体重、

卵巢质量以评估卵巢系数；采用络合比色法检测卵巢组织的铜含量；苏木精-伊红

染色、透射电镜观察卵巢组织的形态及超微结构变化；酶联免疫吸附试验（ELISA）

法检测卵泡刺激素（FSH）、黄体生成素、雌二醇和孕酮水平；RNA 测序分析治疗前

后组织差异表达基因变化，并对差异表达基因进行基因本体（GO）和京都基因与

基因组百科全书（KEGG）富集分析。构建硫酸铜诱导的卵巢颗粒细胞铜负荷模

型，设置正常对照组、模型对照组和肝豆补肾汤小、中、大剂量组。定量逆转录聚

合酶链反应检测 FSH受体（FSHR）、类固醇生成急性调节蛋白（StAR）、胰岛素样生

长因子（IGF）-1、晚期糖基化终末产物受体（RAGE）、核因子 κB（NF-κB）的 mRNA
表达；ELISA法检测肿瘤坏死因子（TNF）-α、IL-1β、IL-6水平；水溶性四氮唑-1比色

法检测超氧化物歧化酶（SOD）水平；荧光探针结合流式细胞术测定活性氧含量和

线粒体损伤；蛋白质印迹法检测 B 细胞淋巴瘤蛋白（BCL）-2、BCL-2 相关 X 蛋白

（BAX）、胱天蛋白酶（caspase）、晚期糖基化终末产物（AGE）、RAGE、NF-κB 蛋白表

达水平。结果:肝豆补肾汤样品中共含有 1465 种化学成分。与正常对照组比较，

模型对照组体重、卵巢质量及卵巢系数降低（均 P<0.01）。小、大剂量肝豆补肾汤

均可减轻组织铜含量（均 P<0.01），改善小鼠卵巢组织形态、超微结构损伤，上调血

清 FSH、黄体生成素、雌二醇和孕酮水平（均 P<0.01）。RNA测序结果显示，差异表

达基因数有 507 个。KEGG 富集分析结果显示，肝豆补肾汤的治疗机制重点涉及

AGE/RAGE/NF-κB 信号通路。细胞实验结果显示，与模型对照组比较，肝豆补肾

汤各剂量组 FSHR、StAR、IGF-1 mRNA 表达水平升高，TNF-α、IL-1β、IL-6 水平降

DOI：10.3724/zdxbyxb-2025-0228

收稿日期（Received）：2025-03-24 修改返回日期（Revised）：2025-07-24 接受日期（Accepted）：2025-09-24 网络预发表

日期（Online）：2025-11-07
基金项目（Funding）:国家自然科学基金（82374212，81673811）；安徽省重点研究与开发计划（202204295107020044）
第一作者（First author）:江鹏宇，博士研究生，医师，主要从事中西医结合治疗神经系统疾病研究；E-mail：18297475477@
163.com；ORCID：0009-0002-8592-6736
通信作者（Corresponding author）:韩 辉，主任医师，副教授，博士生导师，主要从事中西医结合治疗神经系统疾病研

究；E-mail：hanhuidoctor2022@163.com；ORCID：0009-0007-5909-8523

· 专题报道 ·生育力保护

Open Access



浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）
低，SOD 表达增加、活性氧荧光强度降低（均 P<0.01），中、大剂量组线粒体损伤率

下降（均 P<0.01）。与模型对照组比较，肝豆补肾汤各剂量组促凋亡蛋白 BAX 和

caspase-3 表达减少（均 P<0.05），中、大剂量组抗凋亡蛋白 BCL-2 表达增加（均 P<
0.05）。与模型对照组比较，肝豆补肾汤中、大剂量组 AGE、RAGE 和 NF-κB 蛋白

表达减少（均 P<0.05），各剂量组 RAGE、NF-κB mRNA 表达水平下降（均 P<0.01）。

结论:肝豆补肾汤能改善肝豆状核变性卵巢损伤，其作用机制可能与 AGE/RAGE/
NF-κB 信号通路有关。

［关键词］  肝豆状核变性；卵巢损伤；肝豆补肾汤；AGE/RAGE/NF-κB 信号通路；

氧化应激；铜代谢；小鼠；颗粒细胞

［中图分类号］ R277. 7   ［文献标志码］  A
Gandou Bushen decoction ameliorates ovarian injury in 
murine hepatolenticular degeneration via the AGE/RAGE/
NF-κB signaling pathway
JIANG Pengyu1, WU Limin2, HAN Hui1 （1. Brain Disease Center, the First Affiliated 
Hospital of Anhui University of Traditional Chinese Medicine, Hefei 230031, China; 2. Repro-

ductive and Genetic Branch, the First Affiliated Hospital of University of Science and 
Technology of China, Hefei 230001, China）
Corresponding author: HAN Hui, E-mail: hanhuidoctor2022@163.com, ORCID: 0009-0007-

5909-8523

［Abstract］  Objective: To investigate the protective effect and underlying mechanism 
of Chinese herbal medicine Gandou Bushen decoction (GBD) on ovarian injury in murine 
hepatolenticular degeneration (HLD) model. Methods: The chemical constituents of 
GBD were analyzed using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS). Forty female 
C3He-Atp7btx-J mice (6-week-old) were randomly divided into model, penicillamine 
(positive control), low-dose GBD, and high-dose GBD groups. Ten DL syngeneic female 
mice served as the normal control group. Body and ovarian weights were measured to 
calculate the ovarian coefficient. Ovarian copper content was detected by complexometric 
colorimetry. Histopathological and ultrastructural changes were observed by hematoxylin-

eosin staining and transmission electron microscopy, respectively. Serum levels of follicle-

stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), estradiol, and progesterone were 
measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). RNA sequencing was performed 
to identify differentially expressed genes, followed by Gene Ontology (GO) and Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analyses. A copper 
overloaded cell model was established in ovarian granulosa cells (iCell-0114a) by treating 
them with copper sulfate. Cells were divided into normal control, model control, and low-, 
medium- , and high-dose GBD groups. The mRNA expressions of FSH receptor (FSHR), 
steroidogenic acute regulatory protein (StAR), insulin-like growth factor-1 (IGF-1), receptor 
for advanced glycation end products (RAGE), and nuclear factor κB (NF-κB) were detected 
by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. The levels of TNF-α, IL-1β, 
and IL-6 were measured by ELISA. Superoxide dismutase (SOD) activity was measured 

·· 806



江鹏宇，等 . 肝豆补肾汤通过 AGE/RAGE/NF-κB 信号通路干预小鼠肝豆状核变性卵巢损伤

using WST-1 assay. Reactive oxygen species (ROS) levels were measured using DCFH-DA 
fluorescence, and mitochondrial membrane potential was assessed using JC-1 staining 
coupled with flow cytometry. Protein expression of B-cell lymphoma 2 protein (BCL-2), 
BCL-2-associated X protein (BAX), caspase-3, advanced glycation end products (AGE), 
RAGE, and NF-κB was determined by Western blotting. Results: A total of 1465 chemical 
components were identified in GBD. Compared with the normal control group, the model 
group showed decreased body weight, ovarian weight, and ovarian coefficient (all P<
0.01). GBD treatment alleviated tissue copper deposition (both P<0.01), improved ovarian 
histomorphology and ultrastructure, and increased serum levels of FSH, LH, estradiol, 
and progesterone (all P<0.01). RNA sequencing identified 507 differentially expressed 
genes. KEGG enrichment analysis indicated that the mechanism underlying GBD’s 
protective effects primarily involved the AGE/RAGE/NF-κB signaling pathway. In copper-
overloaded granulosa cells, GBD dose-dependently increased the mRNA expression of 
FSHR, StAR, and IGF-1, reduced the levels of TNF-α, IL-1β, and IL-6, increased SOD 
activity, and decreased ROS levels (all P<0.01). The medium- and high-dose GBD groups 
showed a lower percentage of cells with mitochondrial depolarization (both P<0.01). All 
GBD dose groups showed decreased expression of BAX and caspase-3 (all P<0.05), while 
the medium- and high-dose groups showed increased BCL-2 expression (all P<0.05). 
Furthermore, medium and high doses of GBD reduced the protein expression of AGE, 
RAGE, and NF-κB (all P<0.05), and all doses downregulated the mRNA expression of 
RAGE and NF-κB (all P<0.01). Conclusion: GBD ameliorates ovarian injury in HLD, 
and its mechanism of action is associated with the suppression of the AGE/RAGE/NF-κB 
signaling pathway.

［Key words］ Hepatolenticular degeneration; Injury of ovary; Gandou Bushen 
decoction; AGE/RAGE/NF-κB signaling pathway; Oxidative stress; Copper metabolism; 
Mice; Granular cells

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2025, 54(6): 805-819.]
［缩略语］ 铜转运 ATP 酶 β（ATPase copper transporting beta，ATP7B）；液相色

谱-质谱法（liquid chromatography-mass spectrometry，LC-MS）；苏木精-伊红染色

（hematoxylin and eosin staining，HE 染色）；孕马血清促性腺激素（pregnant mare 
serum gonadotropin，PMSG）；人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotropin，

HCG）；卵泡刺激素（follicle-stimulating hormone，FSH）；酶联免疫吸附试验（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA）；肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）；杜

氏改良 Eagle 培养基（Dulbecco’s modified Eagle medium，DMEM）；细胞计数试剂盒

（cell counting kit，CCK）；晚期糖基化终末产物（advanced glycation end products，
AGE）；AGE受体（receptor for AGE，RAGE）；超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）；B 细胞淋巴瘤蛋白（B-cell lymphoma protein，BCL）；BCL-2相关 X 蛋白（BCL-2 
associated X protein，BAX）；胱天蛋白酶（cysteine aspartic acid specific protease，
caspase）；核因子κB（nuclear factor κB，NF-κB）；基因本体（gene ontology，GO）；京都

基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）；每千

碱基外显子每百万映射片段片段数（fragments per kilobase of exon model per 
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million mapped fragments，FPKM）；聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）；

FSH 受体（FSH receptor，FSHR）；类固醇生成急性调节蛋白（steroidogenic acute 
regulatory protein，StAR）；胰岛素样生长因子（insulin-like growth factor，IGF）；水

溶性四氮唑（water-soluble tetrazolium，WST）；2'，7'-二氯荧光素二乙酸酯（2'，7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH-DA）；放射免疫沉淀法（radioimmunopre-

cipitation assay，RIPA）；SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecylsulfate-polyacryla-

mide gel electrophoresis，SDS-PAGE）
肝豆状核变性是一种由 ATP7B 突变引起的常

染色体隐性遗传性铜代谢障碍疾病［1］。该病全球

患病率约为 1/30 000［2］，但其遗传患病率可能远高

于流行病学预估值，且临床上存在漏诊［3］。铜异

常蓄积于大脑、肝脏等器官可造成多系统损伤，导

致患者出现神经、精神和肝损伤等表现［4］。生殖

系统损害在肝豆状核变性女性中也十分常见，甚

至可能成为诊断肝豆状核变性的首发症状［5］，患者

的临床表现有月经不调、妊娠受损或反复流产［6-7］。
合理的治疗可以预防或逆转肝豆状核变性

的许多症状。螯合剂是肝豆状核变性的常用治

疗药物，可诱导尿铜排泄以阻止疾病进展［8］，但由

于不良事件发生率较高，其安全性存在较大争

议［9］，临床上往往需要停药或更改用药方案以限

制或规避其严重不良反应［10］。因此，寻求更为安

全的药物治疗方案是当前亟待解决的问题。目

前，药物研发范式正从单一靶点向多靶点转变［11］。

肝豆补肾汤由丹参、姜黄、黄连、杜仲、熟地黄、枸

杞子、淫羊藿及大黄等十多味中药组成，研究显

示该方有助于优势卵泡发育，改善肝豆状核变性

患者的月经紊乱症状［12］。由于肝豆补肾汤具有

显著的疗效和良好的安全性，目前已在临床实践

中应用逾十年［13］，但其治疗肝豆状核变性卵巢损

伤的机制尚未完全阐明。本研究采用 LC-MS 对

肝豆补肾汤的主要成分进行鉴定，并通过 HE 染

色、透射电镜和激素水平测试验证肝豆补肾汤对

模型小鼠卵巢的保护作用；利用 RNA 测序技术揭

示肝豆补肾汤治疗肝豆状核变性卵巢损伤的机

制，并以铜过载卵巢颗粒细胞模型加以验证。本

研究旨在为肝豆补肾汤治疗肝豆状核变性生殖

系统损伤提供依据。

1　材料与方法

1. 1　实验细胞、动物、药物、试剂及仪器

小鼠卵巢颗粒细胞（iCell-0114a）购自中国镜

像绮点（上海）细胞技术有限公司。40 只 6 周龄雌

性 C3He-Atp7btx-J小鼠（毒乳小鼠）购自美国 Jackson
实验室，10 只正常对照小鼠为雌性 DL 同系小鼠

［实验动物使用许可证号 SYXK（皖）2021-009］。

小鼠饲养于合肥综合性国家科学中心大健康研

究院无特定病原体级动物房，每天光照 12 h、黑

暗 12 h，温度 18~20 ℃，湿度 50%~60%，允许自由

摄食和饮水。

肝豆补肾汤含丹参 20 g，黄连、莪术、姜黄、鸡

血藤、杜仲、枸杞子、熟地黄、益母草、当归各 10 g，

菟丝子、大黄、淫羊藿各 6 g。所有药材均由安徽

中医药大学第一附属医院中药房提供。青霉胺

（国药准字 H31022286）为中国上海上药信谊药厂

有限公司产品；PMSG（20240401）为中国四川金

科药业有限责任公司产品；注射用 HCG（国药准

字 H44020674）为中国丽珠医药集团股份有限公

司产品；硫酸铜（10008216）为中国国药集团化学

试剂有限公司产品。

甲 酸 水 溶 液（94318）为 美 国 Honeywell 公

司产品；甲醇（A452-4）、乙腈溶液（A955-4）为美

国 Fisher Chemical 公 司 产 品 ；戊 二 醛 固 定 液

（18426）、锇酸（115355）为美国 Ted Pella Inc 公

司产品；小鼠 FSH ELISA 试剂盒（JYM0417Mo）、

小鼠黄体生成素 ELISA 试剂盒（JYM0341Mo）、

小鼠雌二醇 ELISA 试剂盒（JYM0379Mo）、小鼠

孕 酮 ELISA 试 剂 盒（JYM0374Mo）、小 鼠 TNF-α 
ELISA 试 剂 盒（JYM0218Mo）、小鼠 IL-1β ELISA
试 剂 盒（JYM0531Mo）、小 鼠 IL-6 ELISA 试 剂 盒

（JYM0012Mo）均为中国武汉基因美生物科技有

限公司产品；胎牛血清（04-001-1ACS）、DMEM 培

养基（SH30022.01）为美国 Cytiva 公司产品；活性

氧检测试剂盒（S0033S）、线粒体膜电位检测试

剂盒（JC-1）（C2006）均为中国上海碧云天生物技

术有限公司产品；CCK-8（BA00208）、AGE 抗体

（bs-1158R）、RAGE 抗体（bs-0177R）均为中国北
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京 博 奥 森 生 物 技 术 有 限 公 司 产 品 ；TRIzol 为

（15596018）美国 Life Technologies 公司产品；铜离

子 检 测 试 剂 盒（E010-1-1）、SOD 测 定 试 剂 盒

（A001-3）为中国南京建成生物工程研究院产品；

BAX 多克隆抗体（50599-2-Ig）为美国 Proteintech
公司产品；重组抗 caspase-3 抗体（AB184787）、

抗 BCL-2 抗 体（AB32124）、抗 NF- κB p65 抗 体

（AB32536）均为英国 Abcam 公司产品。

UHPLC Vanquish 超 高 效 液 相 色 谱 仪 、Q-

Exactive HFX 质谱仪为德国 Thermo Scientific 公

司产品；光学显微镜（CX41）、透射电镜（JEM1400）
为 日 本 Olympus 公 司 产 品 ；Agilent 2100 生 物 分

析仪为美国 Agilent 公司产品；酶联免疫检测仪

（RT-6100）为中国深圳雷杜生命科学股份有限公

司产品。

1. 2　制备肝豆补肾汤

参照 2020 版《中国药典》中的标准及院内制

剂规范［14-16］进行制备。将所有药材用十倍量的蒸

馏水浸泡 30 min 后，煮沸 60 min 得到第一次水煎

液；将残余物用八倍体积的水再煎煮 40 min，得

到第二次水煎液；将两次水煎液混匀、离心、浓

缩，最后在真空烘箱中干燥成粉末备用。

1. 3　LC-MS 鉴定肝豆补肾汤成分

利用 UHPLC Vanquish 超高效液相色谱仪系

统进行 LC-MS 分析。流速设定为 0.3 mL/min，样

品进样体积设定为 4 μL。移动相由 0.1% 甲酸水

溶液和 0.1% 甲酸乙腈溶液组成。使用 Q-Exactive 
HFX 质谱仪采集数据。

1. 4　实验动物分组及标本采集

将 10 只 DL 小鼠设为正常对照组，并将 40 只

模型小鼠随机分为四组：模型对照组、青霉胺组

（阳性对照）、肝豆补肾汤小剂量组和肝豆补肾汤

大剂量组，每组各 10 只。模型对照组和正常对照

组给予等渗氯化钠溶液；青霉胺组给予青霉胺

0.1 g/kg；肝豆补肾汤组的给药剂量按 70 kg 体重

成人体表面积 6.25 倍的日用量换算，肝豆补肾汤

小剂量组的给药剂量是肝豆补肾汤大剂量组的

1/2（分别为 5.7 和 11.4 g/kg）。各组均以 20 mL/kg
容量灌胃，每天 1 次，连续 4 周。

灌胃结束后第二天 9：00—10：00，各组注射

10 IU PMSG。24 h 后每组取 4 只小鼠注射 1% 戊

巴比妥钠（50 mg/kg）进行麻醉。左侧卵巢保存

于甲醛中用于 HE 染色，右侧卵巢固定于戊二醛

溶液中用于透射电镜观察。注射 PMSG 48 h 后，

将每组剩余 6 只小鼠腹腔注射 10 IU HCG。间隔

14 h 后，腹腔注射戊巴比妥钠麻醉，从眼静脉收

集血液标本，离心，取血清，－80 ℃保存。随后，

脱颈法处死小鼠并取双侧卵巢置于－80 ℃保存，

以备铜含量测定和 RNA 测序分析。

1. 5　根据体重和卵巢质量计算卵巢系数

所有小鼠在麻醉前称重，麻醉后取出双侧卵

巢，经等渗氯化钠溶液冲洗、滤纸吸干后称重，计

算卵巢系数：卵巢系数=双侧卵巢质量÷小鼠体

重×100%［17］。

1. 6　络合比色法检测卵巢组织铜含量

根据铜离子检测试剂盒说明书，将双蒸水、

标准品和卵巢组织上清液分别加至 96 孔板中。

使用酶联免疫检测仪，设置主波长 600 nm，辅助

波长 700 nm，检测吸光度值［18］。

1. 7　HE 染色观察卵巢组织形态

将各组小鼠卵巢组织切片后放入干燥箱，

66 ℃烤片 20 min。经二甲苯溶液处理三次，每次

5 min；用 100%、95% 和 80% 乙醇溶液分别处理

3 min。苏木素溶液浸染 5 min，1% 盐酸乙醇分化

后使用饱和碳酸锂溶液蓝化数秒，流水冲洗干

净。95% 乙醇脱水 2 min，伊红染色液浸染数秒。

常规脱水、透明、封片，显微镜观察卵巢组织的形

态变化。

1. 8　透射电镜观察卵巢组织超微结构

取新鲜卵巢组织切成约 1 mm3 的组织块，于

2.5% 戊二醛中固定 24 h。经磷酸盐缓冲液浸洗，

置于 1% 锇酸固定液中固定 2 h，并通过 85%、90%

和 100% 乙醇溶液进行脱水。使用环氧丙烷透明

处理 30 min，在 1∶1 制备的环氧树脂和环氧丙烷

混合液中浸透 2 h 后包埋于环氧树脂中。将包埋

后的组织块烘烤并取出切片，厚度为 70 nm。将

切片进行双染，双蒸水冲洗，于透射电镜下观察

卵巢组织的超微结构变化。

1. 9　ELISA 法测定生殖激素水平

收集血液标本，自然静置 20 min 后以 1000×g
离 心 20 min，然 后 使 用 ELISA 试 剂 盒 分 析 血 清

FSH、黄体生成素、雌二醇和孕酮水平。

1. 10　RNA 测序筛选差异表达基因并进行 GO 和

KEGG 富集分析

从正常对照组、模型对照组和肝豆补肾汤大

剂量组卵巢组织中提取总 RNA，并使用 Agilent 
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2100 生物分析仪检测 RNA 的完整性和总量。库

检合格后，将不同文库按照有效浓度及目标下机

数据量的需求进行混合，后用 Illumina NovaSeq 
6000 测序，产生 150 bp 配对末端读数。去除接头

和聚 N 序列（含连续未知碱基的序列）以及低质量

读数以将读数进行过滤，并利用 HISAT2（2.0.5）将

双 端 清 洁 读 数 与 参 照 基 因 组 进 行比对。利用

featureCounts（1.5.0-p3）计算映射到每个基因的读

数。然后根据基因长度计算每个基因的 FPKM，

并计算映射到该基因的读数。以 P<0.05 和 |log2
差异倍数|>1 为筛选标准，采用 DESeq2 进行差异

表达基因分析。使用 clusterProfiler 软件进行差

异表达基因的 GO 和 KEGG 富集分析。

1. 11　细胞培养和分组

卵 巢 颗 粒 细 胞 培 养 于 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM（含 100 IU/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素）

中，并置于 37 ℃、5% 二氧化碳恒温培养箱中。细

胞每 2~3 d 传代一次，培养至对数生长期时备用。

取对数生长期的卵巢颗粒细胞接种于 96 孔

板（每孔约 1×104 个）中，分为正常对照组、模型

对 照 组 和 肝 豆 补 肾 汤 组 。 正 常 对 照 组 仅 加 入

DMEM；模型对照组分别加入含不同浓度硫酸

铜（0、100、200、300、400、500 和 600 μmol/L）的

DMEM，在不同时段（12、24、48、72 h）加入 CCK-8
以筛选硫酸铜的最佳浓度。肝豆补肾汤组分别

加入含不同浓度的肝豆补肾汤冻干粉（0.1、0.2、

0.4、0.8、1.6 和 3.2 mg/mL）和最佳作用浓度硫酸铜

的 DMEM。在硫酸铜最佳作用时间点分别换液

三次后，弃培养液，每孔加入 10 μL CCK-8，继续

培养 1 h 后在酶联免疫检测仪 450 nm 处测量各孔

的吸光度值，确定肝豆补肾汤的最佳作用剂量。

1. 12　 定 量 逆 转 录 PCR 检 测 细 胞 功 能 及 AGE/
RAGE/NF-κB 通路相关基因 mRNA 表达

收集卵巢颗粒细胞，加入 1 mL TRIzol 提取总

RNA，匀浆后依次用氯仿、异丙醇和 75% 乙醇处

理。将 RNA 逆转录为 cDNA，然后进行 PCR 扩增。

扩增条件如下：95 ℃，1 min；95 ℃，20 s；60 ℃，

1 min，循环 40 次。内参基因 β-actin 上游引物 5'-
AGTGTGACGTTGACATCCGT-3'，下 游 引 物 5'-
TGCTAGGAGCCAGAGCAGTA-3'；FSHR 上 游 引

物 5'-TAAGCACCTTCCAGATGTTC-3'，下 游 引 物

5'-ATCACACTTTCAAAGCTCAG-3'；StAR 上 游 引

物 5'-GGTTCAGGCCCCTAAAATAA-3'，下游引物

5'-ATTCTTGAGCCCATAAAGCA-3'；IGF-1 上游引

物 5'-CCTGTCCACCCTTGAGAATC-3'，下 游 引 物

5'-TAGCACCACATTGGCATAGC-3'；RAGE 上 游

引物 5'-ACGGGACTCTTTACACTGCG-3'，下游引

物 5'-CCTTCAGGCTCAACCAAC-3'；NF-κB 上 游

引 物 5'-GCTCCTGTTCGAGTCTCCAT-3'，下 游 引

物 5'-TTGCGCTTCTCTTCAATCCG-3'。采用 2－ΔΔCt

法计算各基因的相对表达量。

1. 13　ELISA 法测定 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平

收集卵巢颗粒细胞，使用磷酸盐缓冲液稀释

细胞悬液，经反复冻融裂解细胞，随后于 1000×g
离心 20 min。收集上清液，使用 ELISA 试剂盒分

析 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 表达水平。

1. 14　WST-1 比色法测定 SOD 水平

将细胞样本裂解并离心后，取 20 μL 上清液，

按照 SOD 测定试剂盒说明书检测细胞 SOD 水平。

1. 15　荧光探针结合流式细胞术测定活性氧含

量和线粒体损伤

收集各组细胞并调整细胞浓度至（1~10）×
106/mL；加入 10 μmol/L DCFH-DA 荧光探针，37 ℃
孵育 20 min，其间每隔 3~5 min 混匀。同时将未

染色细胞作为阴性对照。孵育后，用磷酸盐缓冲

液洗涤细胞两次以去除未内化探针。采用流式

细胞术检测活性氧水平。

收集各组细胞，用磷酸盐缓冲液洗涤细胞两

次。取 10 万~60 万个细胞重悬于 0.5 mL 培养基

中。用 500 μL JC-1 染色工作液重悬细胞，37 ℃、

5% 二氧化碳培养箱中孵育 20 min，600×g 离心

4 min 收集细胞，利用 JC-1 试剂盒染色缓冲液洗

涤两次，再用适量 JC-1 染色缓冲液重悬，最后使

用流式细胞仪对细胞进行检测。计算线粒体损

伤率，即线粒体膜电位受损细胞（绿色荧光）占全

部细胞的比例。

1. 16　蛋白质印迹法检测细胞凋亡及 AGE/RAGE/
NF-κB 通路相关蛋白表达

收取细胞样本，加入 RIPA 细胞裂解液 600 μL
裂解。12 000×g 离心 15 min，收集总蛋白。将 5×
SDS-PAGE 蛋白上样品缓冲液以 1∶4 的比例加入

收 集 的 蛋 白 样 品 中 。 蛋 白 质 在 沸 水 浴 中 加 热

15 min 以 充 分 变 性 。 将 蛋 白 样 品 直 接 上 样 到

SDS-PAGE 胶加样孔内，每孔加 5~10 μL，80 V 恒

压电泳，时间为 1 h。将预先裁好与胶条同样大

小的滤纸和聚偏氟乙烯膜（预先在甲醇中浸泡 2~
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3 min）浸入转膜缓冲液中 5 min，在恒定电流下转

移。用 5% 脱脂奶粉在室温下密封 2 h 后，加入

BAX、caspase-3、BCL-2、AGE、RAGE 和 NF-κB 抗体，

caspase-3 和 NF-κB 抗体稀释比例为 1∶5000，BAX
和 BCL-2 抗体稀释比例为 1∶2000，其余抗体稀释

比例均为 1∶1000。用二抗稀释液稀释辣根过氧

化物酶标记的二抗，室温孵育 1.2 h。加入洗涤

液，每次洗涤 10 min，共洗涤三次。使用电化学

发光试剂盒检测蛋白，然后使用 ImageJ 软件分析

蛋白水平。

1. 17　统计学方法

采 用 SPSS 23.0 软 件 进 行 统 计 分 析 。 使 用 
GraphPad Prism 9.0 绘图。计量数据以均数±标准

差（x̄±s）表示，多组间比较采用单向方差分析，两

个独立样本比较采用 t 检验。P<0.05 表示差异具

有统计学意义。

2　结 果

2. 1　肝豆补肾汤成分鉴定结果

肝豆补肾汤在正离子和负离子模式下的基

峰离子色谱图见附图 1，图中标峰化学成分见附

表 1。肝豆补肾汤样品中共含有 1465 种化学成

分，主要为生物碱类（18.5%）、萜类（15.7%）、脂肪

酸类（10.9%）、聚酮类（6.3%）、苯丙素类（4.8%）、

类 黄 酮 类（8.2%）、酚 酸 类（4.5%）、木 脂 素 类

（2.6%）等，其中值得关注的化合物包括黄连素、

丹酚酸 B、表小檗碱、巴马汀、木兰素、迷迭香酸、

大黄酸等（附表 2）。

2. 2　肝豆补肾汤改善模型鼠卵巢系数、促进卵

巢组织铜代谢

与正常对照组比较，模型对照组卵巢系数降

低，卵巢组织中铜含量增加（均 P<0.01）；与模型对

照组比较，青霉胺组及肝豆补肾汤大、小剂量组卵

巢系数均有升高趋势，卵巢组织的铜含量减小（均

P<0.01）。见表 1。结果提示，肝豆补肾汤可促进

卵巢组织铜代谢，在一定程度上改善卵巢系数。

2. 3　肝豆补肾汤改善模型鼠卵巢组织病理损伤

和超微结构损伤

HE 染色结果显示，正常对照组各级卵泡发

育正常，其中卵母细胞呈圆形，颗粒细胞在周围

包绕，排列整齐；模型对照组卵巢出现明显的病

理变化，包括卵泡萎缩，闭锁卵泡增加，成熟卵泡

减少；肝豆补肾汤小剂量组、大剂量组闭锁卵泡

减少，次级卵泡和窦状卵泡形态较模型对照组改

善。见图 1。结果提示，肝豆补肾汤可改善卵巢

组织的病理损伤。

透射电镜观察发现，与正常对照组比较，模

型对照组线粒体明显改变，如线粒体数减少，明

显肿胀，空泡线粒体增加，线粒体嵴减少或消失。

与模型对照组比较，青霉胺组和肝豆补肾汤大剂

量组线粒体结构明显改善，异常线粒体减少。见

图 2。结果提示，肝豆补肾汤可改善卵巢超微结

构损伤。

2. 4　肝豆补肾汤提升模型鼠血清生殖激素水平

与正常对照组比较，模型对照组血清 FSH、黄

体生成素、雌二醇、孕酮水平均降低（均 P<0.01）；

与模型对照组比较，青霉胺组和不同剂量肝豆补

肾汤组血清 FSH、黄体生成素、雌二醇、孕酮水平

均升高（均 P<0.01），且肝豆补肾汤组升高程度与

药物剂量显著相关。见表 2。结果提示，肝豆补

肾汤可调控铜负荷造成的生殖激素紊乱。

2. 5　肝豆补肾汤影响模型鼠卵巢组织基因表达

与正常对照组比较，模型对照组有 2174 个差

异表达基因；与模型对照组比较，肝豆补肾汤组

有 1119 个差异表达基因。其中

共有的差异表达基因数（即交

集部分）为 507 个。

GO 富集分析结果显示（附

图 2A），生物过程排名前三的是

细胞对 β 干扰素的反应、对 β 干

扰素的反应、细胞外结构组织，

细胞组分排名前三的是细胞外

基质、胶原蛋白三聚体、胶原蛋

白三聚体复合物，分子功能排

名前三的是细胞外基质结构组

表1　各组卵巢系数和卵巢组织铜含量比较
Table 1　Comparison of ovarian coefficients and copper content in ovarian tissues 

among different groups of mice
（x̄±s，n=10）

组 别

正常对照组

模型对照组

青霉胺组

肝豆补肾汤小剂量组

肝豆补肾汤大剂量组

体重（g）
24.10±0.29**

22.83±0.81
23.78±0.67*

23.19±0.85
23.40±0.78

卵巢质量（mg）
21.9±1.4**

17.4±2.8
19.5±2.8
18.1±2.8
18.8±2.5

卵巢系数（%）

0.091±0.005**

0.076±0.010
0.082±0.010
0.078±0.009
0.080±0.008

铜含量（μmol/L）#

0.69±0.34**

22.55±1.66
6.51±0.80**

13.04±1.60**

7.61±0.93**

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. #n=6.
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成、赋予抗张强度的细胞外基质结构组成、GTP
酶活性。

KEGG 分析结果显示（附图 2B、附表 3），AGE-

RAGE 信号通路、谷胱甘肽代谢、TNF 信号通路、

类固醇生成通路等显著富集，提示肝豆补肾汤可

能通过靶向 AGE/RAGE/NF-κB 信号通路发挥治

疗作用。

2. 6　硫酸铜和肝豆补肾汤剂量的确定

硫酸铜在不同时段呈剂量依赖地

抑制卵巢颗粒细胞增殖；在 300 μmol/L
硫酸铜处理 24 h 时，卵巢颗粒细胞存活

率为 50.5%（图 3A）。因此，本研究使用

300 μmol/L 硫酸铜作为最佳剂量，以制

备铜过载卵巢颗粒细胞模型。

与 0.8、1.6 和 3.2 mg/mL 浓度比较，肝

豆补肾汤浓度为 0.1、0.2、0.4 mg/mL 时

细胞存活率升高优势明显，且细胞存活

率随药物浓度增加而升高（均 P<0.05），
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正常对照组正常线粒体数多；模型对照组正常线粒体

数减少，异常线粒体（肿胀、空泡、嵴消失）增多；青霉胺组

及肝豆补肾汤各剂量组线粒体结构改善，异常线粒体减

少 . 红色矩形指示局部放大区域，箭头指示线粒体 .
图2　各组小鼠卵巢组织超微结构
Figure 2　Ovarian tissue ultrastructure of mice in each 

group
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正常对照组各级卵泡发育正常；模型对照组出现卵泡

萎缩，闭锁卵泡增加，成熟卵泡减少；青霉胺组及肝豆补肾

汤各剂量组闭锁卵泡减少，次级卵泡和窦状卵泡形态改

善 . 红色矩形指示局部放大区域 .
图1　各组小鼠卵巢组织形态（苏木精-伊红染色）
Figure 1　Ovarian tissue morphology of mice in each 

group (hematoxylin and eosin staining)

表2　各组小鼠激素水平比较
Table 2　Comparison of hormone levels among different groups of mice

（x̄±s，n=6）
组 别

正常对照组

模型对照组

青霉胺组

肝豆补肾汤小剂量组

肝豆补肾汤大剂量组

FSH
（ng/mL）

56.4±2.5**

18.6±1.1
44.2±0.9**

28.5±1.2**

45.0±0.5**

黄体生成素
（pg/mL）

8271±119**

1847±123
5425±200**

2607±91**

5784±197**

雌二醇
（pg/mL）

241.1±6.5**

90.1±4.4
176.3±2.6**

118.2±7.0**

181.8±2.0**

孕酮
（ng/mL）

13.81±0.94**

2.52±0.29
9.62±0.22**

4.60±0.47**

10.00±0.53**

与模型对照组比较，**P<0.01. FSH：卵泡刺激素 .
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见图 3B。因此，将 0.1、0.2、0.4 mg/mL 确定为后续

实验中肝豆补肾汤小、中、大给药剂量。

2. 7　肝豆补肾汤促进铜过载卵巢颗粒细胞功能

相关 mRNA 表达修复

与正常对照组比较，模型对照组 FSHR、StAR、

IGF-1 mRNA 表达减少（均 P<0.01）；与模型对照

组比较，肝豆补肾汤各剂量组 FSHR、StAR、IGF-1 
mRNA 表达均增加（均 P<0.01）。见表 3。结果提

示，肝豆补肾汤促进铜过载卵巢颗粒细胞中关键

基因 mRNA 表达。

2. 8　肝豆补肾汤降低铜过载卵巢颗粒细胞炎症

水平

与 正 常 对 照 组 比 较 ，模 型 对 照 组 TNF- α、

IL-1β、IL-6 水平升高（均 P<0.01）；与模型对照组

比较，肝豆补肾汤各剂量组 TNF-α、IL-1β、IL-6 水

平降低（均 P<0.01），见表 4。结果提示，肝豆补肾

汤降低铜过载卵巢颗粒细胞炎症水平作用。

2. 9　肝豆补肾汤减少铜过载卵巢颗粒细胞中氧

化应激和线粒体损伤发生

与正常对照组比较，模型对照组 SOD 表达减

少、活性氧荧光强度升高；与模型对照组比较，肝

豆补肾汤各剂量组 SOD 表达增加、活性氧荧光强

度降低（均 P<0.01）。见附图 3A 和表 5。结果提

示，肝豆补肾汤减少抗铜过载卵巢颗粒细胞的氧

化水平。

与正常对照组比较，模型对照组线粒体损伤

率更高（P<0.01）；与模型对照组比较，肝豆补肾汤

中、大剂量组线粒体损伤率下降（均 P<0.01），见附

图 3B 和表 5。结果提示，肝豆补肾汤可减少铜过

载卵巢颗粒细胞线粒体损伤的发生。

2. 10　肝豆补肾汤抑制铜过载卵巢颗粒细胞凋亡

相关蛋白表达

与正常对照组比较，模型对照组促凋亡蛋白

BAX 和 caspase-3 表达增加（均 P<0.01），抗凋亡蛋

白 BCL-2 表达减少（P<0.01）；与模型对照组比较，

肝豆补肾汤各剂量组 BAX 和 caspase-3 蛋白减少

（均 P<0.05），肝 豆 补 肾 汤 中 剂 量 组 、大 剂 量 组

BCL-2 蛋白表达增加（均 P<0.05）。见图 4 和表 6。

提示肝豆补肾汤具有一定的抗凋亡作用。

表4　各组卵巢颗粒细胞中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 表达水
平比较

Table 4　Expression levels of TNF- α, IL-1β, and IL-6 in 
each group

（pg/mL，x̄±s，n=6）
组 别

正常对照组

模型对照组

肝豆补肾汤小剂量组

肝豆补肾汤中剂量组

肝豆补肾汤大剂量组

TNF-α
507±30**

1093±19
1032±6**

943±11**

739±28**

IL-1β
57.0±3.8**

165.7±4.4
143.5±5.6**

108.1±1.6**

90.3±3.4**

IL-6
54±5**

320±4
290±7**

245±5**

203±6**

与模型对照组比较，**P<0.01. TNF-α：肿瘤坏死因子-α.

表3　各组卵巢颗粒细胞中 FSHR、StAR 和 IGF-1 mRNA 表
达水平比较

Table 3　Expression levels of FSHR, StAR, and IGF-1 mRNA 
in each group

（x̄±s，n=6）
组 别

正常对照组

模型对照组

肝豆补肾汤小剂量组

肝豆补肾汤中剂量组

肝豆补肾汤大剂量组

FSHR

1.00±0.04**

0.64±0.04
0.75±0.01**

0.83±0.02**

0.89±0.02**

StAR

1.00±0.06**

0.54±0.08
0.70±0.01**

0.78±0.01**

0.84±0.02**

IGF-1

1.00±0.04**

0.53±0.04
0.63±0.02**

0.72±0.01**

0.83±0.06**

与 模 型 对 照 组 比 较 ，**P<0.01. FSHR：卵 泡 刺 激 素 受 体 ；

StAR：类固醇生成急性调节蛋白；IGF-1：胰岛素样生长因子 1.
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A：不同浓度硫酸铜处理后细胞存活率变化；B：不同

浓度肝豆补肾汤处理后细胞存活率变化 . 与同时段前一浓

度比较，*P<0.05，**P<0.01.
图3　硫酸铜和肝豆补肾汤处理后卵巢颗粒细胞增

殖情况
Figure 3　Effects of copper sulfate and Gandou Bushen 

decoction on the proliferation of ovarian 
granulosa cells
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2. 11　肝豆补肾汤抑制 AGE/RAGE/NF-κB 通路

的激活

与正常对照组比较，模型对照组 AGE、RAGE、

NF-κB 蛋白和 RAGE、NF-κB mRNA 表达水平上调

（均 P<0.01）；与模型对照组比较，肝豆补肾汤中、

大剂量组 AGE、RAGE 和 NF-κB 蛋白表达水平均

表现出不同程度的下降（均 P<0.05），肝豆补肾汤

各剂量组 RAGE、NF-κB mRNA 表达水平均下调

（均 P<0.01）。见图 5 和表 7。结果提示，肝豆补

肾汤可能通过靶向 AGE/RAGE/NF-κB 通路发挥

治疗作用，从而改善卵巢损伤。

3　讨 论

作为一种潜在可治疗的遗传性铜代谢障碍

疾病，肝豆状核变性的特征是铜的病理性积累。

女性肝豆状核变性患者通常存在生殖系统损伤

的症状［6，19］。研究表明，铜可以进入并在卵巢中

蓄积，进而导致卵巢功能受损［20］。目前，肝豆状

核变性的主要药物治疗策略是降低患者体内的

铜水平，尚无法针对 ATP7B 的潜在突变进行根

治 。 降 铜 治 疗 将 在 患 者 的 整 个 生 命 周 期 中 持

续［21］，故规避药物的毒副作用非常重要。青霉胺

是目前治疗肝豆状核变性的首选药物，但其存在

许多不良反应，包括胃肠道症状、过敏反应、重症

肌无力和自身免疫性疾病等［22］。因此，仍须开发

更合适的药物治疗肝豆状核变性。

中草药被认为是天然的“组合化学库”，也是

药物发现的绝佳来源。肝豆补肾汤是临床治疗肝

豆状核变性生殖系统损害的常用经验方，但其疗

效背后的机制尚待发掘。本研究通过非靶向代谢

组学技术成功鉴定了肝豆补肾汤的主要成分，为

了解药物与疾病靶点之间的联系打开了突破口。

铜针对卵巢的生殖毒性源于直接损伤和激素干

扰引起的共毒性［23］。研究显示，肝豆补肾汤中所

含的小檗碱可以通过抑制铁死亡来改善肝豆状

核变性中铜沉积引起的卵巢损伤［24］。本研究通
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AGE 62 000

RAGE 42 000

NF-κB 65 000

GAPDH 36 000

AGE：晚期糖基化终末产物 ；RAGE：AGE 受体 ；NF-

κB：核因子 κB；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶 .
图5　各组 AGE/RAGE/NF-κB 信号通路相关蛋白电

泳图
Figure 5　Electrophoretograms of AGE/RAGE/NF-

κB signaling pathway-related proteins in 
each group

表5　各组卵巢颗粒细胞中 SOD、活性氧水平和线粒体损
伤率比较

Table 5　SOD, reactive oxygen species levels, and mitochon-
drial damage rates in each group

（x̄±s，n=6）
组 别

正常对照组

模型对照组

肝豆补肾汤
小剂量组

肝豆补肾汤
中剂量组

肝豆补肾汤
大剂量组

SOD
（U/mg prot）
17.68±0.32**

8.16±0.25
9.13±0.18**

13.05±0.24**

15.78±0.60**

活性氧
荧光强度

38 352±1808**

188 315±6285
161 580±2562**

113 366±1519**

96 064±4673**

线粒体
损伤率（%）

8.33±0.50**

20.33±1.38
18.50±0.26

17.17±0.55**

14.10±0.17**

与模型对照组比较，**P<0.01. SOD：超氧化物歧化酶 .

表6　各组卵巢颗粒细胞中凋亡相关蛋白表达水平比较
Table 6　Expression levels of apoptosis-related proteins in 

each group
（x̄±s，n=3）

组 别

正常对照组

模型对照组

肝豆补肾汤小剂量组

肝豆补肾汤中剂量组

肝豆补肾汤大剂量组

BAX
0.13±0.05**

1.06±0.06
0.80±0.07*

0.47±0.09**

0.29±0.09**

BCL-2
1.27±0.09**

0.53±0.05
0.64±0.02
0.74±0.09*

0.94±0.03**

caspase-3
0.12±0.03**

1.55±0.05
1.15±0.10**

0.79±0.09**

0.66±0.08**

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. BCL：B 细胞淋巴瘤蛋

白；BAX：BCL-2 相关 X 蛋白；caspase：胱天蛋白酶 .
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BCL-2 26 000

caspase-3 32 000

GAPDH 36 000

BAX 21 000

BCL：B 细胞淋巴瘤蛋白；BAX：BCL-2 相关 X 蛋白；

caspase：胱天蛋白酶；GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶 .
图4　各组凋亡相关蛋白电泳图
Figure 4　Electrophoretograms of apoptosis-related 

proteins in each group
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过 HE 染色和透射电镜观察证实肝豆补肾汤可修

复肝豆状核变性模型小鼠卵巢组织形态和线粒

体结构损伤。研究显示，卵泡发育与性激素水平

密切相关［25］。Yang 等［20］发现，暴露于铜纳米粒可

显著降低雌性大鼠 FSH、黄体生成素和孕酮水

平。另有研究显示，铜还能降低血清雌二醇水

平［26-27］。本文资料显示，模型小鼠血清 FSH、黄体

生成素、雌二醇、孕酮水平均显示出不同程度的

下降，青霉胺和肝豆补肾汤可显著提升铜过载下

血清 FSH、黄体生成素、雌二醇和孕酮水平，缓解

生殖激素紊乱。有趣的是，我们发现肝豆补肾汤

对于血清激素水平的修复能力甚至优于单纯的

铜螯合剂，这可能得益于中药本身对于激素表达

水平的促进作用。此外，肝豆状核变性的药物开

发中铜排泄能力格外重要。本文资料显示，肝豆

补肾汤可明显减少模型小鼠卵巢组织铜含量，证

实肝豆补肾汤对于卵巢组织具有一定的铜排泄

作用。上述结果说明，肝豆补肾汤具有应用于肝

豆状核变性卵巢受损修复的潜力。

为探究肝豆补肾汤的潜在机制，研究进行

了 RNA 测序分析。本文资料显示，507 个差异

表达基因可作为肝豆补肾汤干预治疗肝豆状核

变性卵巢损伤的潜在靶点。KEGG 富集分析显

示，AGE/RAGE 信号通路是富集程度较高的通路

之一。据报道，AGE/RAGE 信号通路的激活及其

有害作用被称为 AGE/RAGE 应激［28］。AGE 是游

离还原糖与蛋白质、脂质或核酸间非酶促反应的

结果，通过与 RAGE 相互作用影响不同病理状态

或疾病的发生进展［29］。AGE/RAGE 信号通路能诱

导促炎性细胞因子的表达，通过激活 NF-κB 刺激

活性氧的产生并上调 RAGE［30］。RAGE 是细胞凋

亡过程中关键的信号通路，其活

化控制凋亡、增殖、自噬或炎症

等关键的细胞功能［31］。因此，肝

豆 补 肾 汤 可 能 通 过 调 节 AGE/
RAGE/NF- κB 信 号 通 路 改 善 炎

症、氧化应激及凋亡水平来修复

铜过载导致的卵巢损伤，这为后

续的细胞实验奠定了研究基础

和方向。

卵巢颗粒细胞作为卵巢组

织的基本成分，在维持激素合成

和排卵等正常卵巢功能方面发

挥着不可或缺的作用。本研究采用经硫酸铜诱

导的卵巢颗粒细胞构建铜负荷模型细胞，并通过

多时段观察不同给药浓度下模型细胞的存活率

成功筛选出肝豆补肾汤的适宜剂量，并证实其在

促进细胞增殖方面发挥作用。FSHR 是一种 G 蛋

白偶联受体，且仅位于卵巢颗粒细胞中，其与配体

FSH 结合后可促进多种信号通路触发卵泡成熟和

雌激素产生［32］。铜暴露可阻碍 FSH 与 FSHR 结

合，进而抑制 FSHR/CYP19A1 通路，导致卵巢颗

粒细胞类固醇合成功能障碍，并改变 SF-1 启动子

上的 DNA 甲基化［33］。类固醇生成能力是卵巢颗

粒细胞的重要功能，是卵母细胞正常生长发育和

细胞增殖分化的重要诱导因子［34］。游离胆固醇

被转运到线粒体后可通过 StAR 进一步从线粒体

外膜转移到线粒体内膜，可见 StAR 在参与类固

醇生成限速步骤中发挥关键调节作用［35］。Zhang
等［36］指出，铜可能是一种有效的内分泌干扰物，

包括 StAR 在内的类固醇生物合成 mRNA 水平随

着铜浓度的增加而显著下降，并表现出生殖毒

性。IGF-1 是卵巢颗粒细胞和卵泡膜细胞有丝分

裂和卵巢类固醇产生的重要刺激剂，是细胞发育

以及下丘脑和垂体的激素反馈信号所必需的［37］。

研究显示，猪卵巢中 IGF-1 可通过促进颗粒细胞

增殖、卵泡窦形成和减少细胞凋亡刺激卵泡的生

长和发育［38］。重金属暴露是生殖障碍的重要原

因。本文资料显示，铜过载可以抑制卵巢颗粒细

胞中 FSHR 和 StAR 的表达，与先前的研究结果一

致［33］；IGF-1 的表达水平也呈现明显下调；经肝豆

补肾汤干预后，FSHR、StAR、IGF-1 的表达水平均

显著提升。可见肝豆补肾汤在一定程度上发挥

了对卵巢颗粒细胞的保护作用，其具有促进卵巢

表7　各组 AGE/RAGE/NF-κB 通路相关蛋白及其 mRNA 表达水平比较
Table 7　Expression levels of AGE/RAGE/NF-κB pathway-related proteins and 

mRNAs in each group
（x̄±s）

组 别

正常对照组

模型对照组

肝豆补肾汤小剂量组

肝豆补肾汤中剂量组

肝豆补肾汤大剂量组

蛋白质（n=3）
AGE

0.30±0.09**

1.03±0.10
0.83±0.09
0.73±0.06*

0.48±0.09**

RAGE
0.36±0.09**

1.09±0.07
0.80±0.10*

0.61±0.10**

0.46±0.03**

NF-κB
0.18±0.10**

1.07±0.11
0.88±0.09
0.58±0.04**

0.38±0.06**

mRNA（n=6）
RAGE

1.03±0.28**

2.49±0.05
2.13±0.11**

1.88±0.05**

1.39±0.13**

NF-κB

1.00±0.02**

1.78±0.04
1.55±0.05**

1.45±0.02**

1.20±0.03**

与模型对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. AGE：晚期糖基化终末产物；RAGE：AGE 受

体；NF-κB：核因子 κB；mRNA：信使 RNA.
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颗粒细胞增殖及功能修复的能力。

炎症是身体对有害刺激的特征性反应，旨在

消除损伤源并使组织恢复到功能性稳态［39］。肝

豆状核变性患者体内促炎性细胞因子升高，且炎

性水平与疾病严重程度呈正比［40］。在肝豆状核

变性患者中，病理性铜暴露可通过诱导炎症和

泛凋亡导致睾丸损伤和生精受损［41］。肝豆状核

变性中不同部位的炎症反应可能与铜蓄积的程

度有关［42］，目前对卵巢组织或细胞炎症的研究

仍相对缺乏。本文资料显示，铜过载可以诱导

卵巢颗粒细胞炎症的发生。肝豆补肾汤可抑制

炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 的表达，证实肝豆补

肾汤具有抗炎作用。活性氧含量增加是铜诱导

细胞毒性的主要因素［43］。肝豆状核变性铜沉积

可引起睾丸的氧化应激、线粒体损伤和细胞凋亡

造成生精功能受损［44］。卵巢颗粒细胞对活性氧

敏感，过量活性氧产生可能超过抗氧化防御系统

的极限，诱发卵巢颗粒细胞功能障碍甚至细胞凋

亡［45］。研究表明，铜可显著增加卵巢组织及卵巢

颗粒细胞内氧化产物活性氧和丙二醛的水平，诱

导氧化应激对卵巢产生毒性作用［20，46］。线粒体在

产生 ATP 以及细胞损伤时传递细胞内外信号的

过程中发挥关键作用，是卵巢颗粒细胞的重要细

胞器［47］。持续的线粒体功能障碍使氧化应激并产

生卵巢颗粒细胞损伤，进而导致细胞凋亡增加、增

殖减少、生物学功能受损和卵泡发育异常，甚至卵

巢疾病［48-49］。铜暴露诱导卵巢颗粒细胞凋亡由

caspase 依赖性细胞凋亡信号通路触发，且 miRNA
可能参与这一过程［50］。本文资料显示，模型组卵

巢颗粒细胞的 SOD 水平较低，而活性氧水平、线

粒体损伤率较高，促凋亡蛋白 BAX 和 caspase-3 表

达水平明显升高，抗凋亡蛋白 BCL-2 水平降低；

经肝豆补肾汤干预后，细胞内 SOD 水平升高，活

性氧水平、线粒体损伤率显著下调，凋亡相关蛋

白的表达得到抑制。

研究显示，AGE 和 RAGE 的表达水平在具有

内分泌问题的女性中升高［51］。另外，AGE 能抑制

原代人卵巢颗粒细胞和人卵巢颗粒细胞瘤细胞

的增殖，与黄体生成素受体下调和黄体酮分泌减

少有关［52］。AGE 与 RAGE 的相互作用促使卵巢

氧化应激、炎症产生以及乙二醛酶和沉默信息调

节因子 1 活性降低，导致类固醇生成改变、排卵功

能障碍、内皮损伤和胰岛素抵抗［53］。因此，AGE

和 RAGE 在卵巢疾病的发病机制中具有重要意

义。研究显示，铜可以促进 AGE 形成和 RAGE 的

表达［54］。Wang 等［55］研究表明，曲恩汀作为铜螯

合剂处理后抑制了 APP/PS1 小鼠大脑淀粉样蛋

白 生 成 途 径 ，包 括 靶 向 RAGE 和 NF- κB 下 调 。

NF-κB 可以影响细胞免疫、增殖、炎症、存活、死亡

等各种过程，因为其参与细胞稳态，对诸多基因

的转录具有影响，如 IL-6、TNF-α、细胞间黏附分

子 1、环氧合酶 2、诱生型一氧化氮合酶等［56］。作

为一种模式识别受体，RAGE 过表达会触发多种

信号传递事件，至少部分涉及 p21 大鼠肉瘤蛋

白、MAPK 和 PI3K/Akt，这些信号最终导致 NF-κB
激活［57］。一项研究发现，AGE、RAGE 和 NF-κB 在

引发活性氧介导的线粒体功能障碍和细胞凋亡

中发挥作用，从而导致脂肪性肝炎［58］。因此，靶

向抑制 AGE、RAGE 和 NF-κB 活化可能是减轻铜

诱导卵巢损伤的一种有益策略。本文资料重点关

注 AGE/RAGE/NF-κB 信号通路，并发现在模型卵

巢颗粒细胞中硫酸铜可升高 AGE、RAGE 和 NF-κB
蛋白及 RAGE、NF-κB mRNA 的表达水平。然而，

在肝豆补肾汤作用后，AGE、RAGE、NF-κB 蛋白

的高表达受到限制，RAGE、NF-κB mRNA 表达得

到下调，提示肝豆补肾汤在一定程度上抑制了

AGE/RAGE/NF-κB 信号通路的激活。

综上，肝豆补肾汤可以缓解模型小鼠卵巢组

织的损伤及生殖激素紊乱，并减少组织中铜积

累，这种对卵巢损伤的保护作用可能是通过靶向

AGE/RAGE/NF-κB 信号通路抑制铜过载来实现

的。本研究结果凸显了肝豆补肾汤在治疗肝豆

状核变性生殖系统损伤的独特价值，为其更好地

投入临床应用提供了理论支持。

本文附加文件见电子版。
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