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黄芩苷对高龄小鼠卵巢糖代谢限速酶

活性和凋亡蛋白表达的影响

黄莉，王段珩，周艾玲，钱明明，周崇
（广西中医药大学，广西 南宁 530200）

　　摘要：目的 探讨中药活性成分黄芩苷对高龄小鼠卵巢糖酵解进程的影响作用。方法 选择 1 0 月龄雌性 ICR小鼠作
为高龄小鼠模型，分为高龄对照组和黄芩苷给药组，同时 7 周龄小鼠设为正常对照组。黄芩苷给药组小鼠灌胃给予 25
mg/kg黄芩苷，1 次/d，连续 30 d，其他各组小鼠给予同剂量的生理盐水。实验结束后，采集小鼠外周血、卵巢、肝、肾、脾
等，检测血中性激素含量，分析卵巢组织中糖代谢关键限速酶活性和凋亡及磷脂酰肌醇 3 -激酶/蛋白激酶 B/雷帕霉素
靶蛋白（phosphatidylinositol -3 -kinase/protein kinase B/mammalian target of rapamycin，PI3K/AKT/mTOR）信号通路相关
蛋白表达水平。结果 结果显示，与高龄对照小鼠相比，黄芩苷组高龄小鼠的一般临床表现正常，血中促卵泡激素明显下

降（P<0.05）而雌二醇显著上升（P<0.05），糖代谢关键限速酶活性显著提高（P<0.01），凋亡蛋白如细胞凋亡调控因
子（BCL2 Associated X Protein，BAX）和半胱氨酸 -天冬氨酸蛋白酶 -3（Caspase -3）表达抑制（P<0.05），PI3K、AKT、
mTOR蛋白表达及其磷酸化水平显著下降（P<0.05）。结论 以上结果表明黄芩苷可通过 PI3K/AKT/mTOR通路，调控
高龄小鼠卵巢组织中糖代谢关键限速酶活性和凋亡蛋白 BAX和 Caspase -3 表达，进而缓解和改善卵巢的衰老。
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Effects of Baicalin on Activities of Glycometabolism Rate -Limiting Enzymes
and Expression of Pro -Apoptotic Proteins in Aged Mice

HUANG Li，WANG Duanheng，ZHOU Ailing，QIAN Mingming，ZHOU Chong
（Guangxi University of Chinese Medicine，Nanning 530200，Guangxi，China）

Abstract：Objective This study was aimed to investigate effects of baicalin on ovarian glycometabolism process in aged mice.
Methods Female ICR mice at the age of 1 0 months old were selected as the aged model，and were divided into the aged control
group and baicalin group.Meanwhile，the mice aged 7 weeks old were set as the young control.The aged mice were orally admin-
istrated with 25 mg/kg baicalin，once a day for continuous 30 days.The other groups were orally administrated with the same dose
of physiological saline solution.After the end of the experiments，peripheral blood，ovaries，liver，kidney and spleen of mice of
each group were collected for assays of enzyme activities of glycometabolism key rate -limiting enzymes and expression levels of
pro -apoptotic proteins as well as phosphatidylinositol -3 -kinase/protein kinase B/mammalian target of rapamycin （PI3K/
AKT/mTOR）pathway.Results The results showed that compared with those of the aged control，the general clinical manifesta-
tions of the aged mice with baicalin treatment were normal，the levels of serum follicle -stimulating hormone（FSH）diseased
（P<0.05），the level of serum estradiol（E2）increased（P<0.05），the activity of glycometabolism key rate -limiting enzymes
enhanced（P<0.001），the expressions of pro -apoptosis protein including BCL2 associated X protein（BAX）and cysteine
aspartate -specific protease -3（Caspase -3）were inhibited and the expressions of PI3K，AKT，mTOR and their phosphorylated
forms were suppressed.Conclusion These data above indicated that baicalin can regulate activities of glycometabolism key rate -
limiting enzymes and expressions of pro -apoptotic proteins through PI3K/AKT/mTOR pathway，so as to improve ovarian aging.

Keywords：baicalin；ovarian aging；glycometabolism key rate -limiting enzymes；pro -apoptotic proteins；PI3K/AKT/mTOR
pathway
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　　随着当前社会生育年龄普遍推迟，尤其国家“三孩”生育
政策的开放，我国高龄女性生育问题日益凸显［1］。女性的生

育能力随着年龄增长，逐渐下降，呈负相关关系，临床上出现妊

娠率下降，流产率及胎儿异常率增加，乃至不孕不育，已成为新

的社会公共卫生问题［2］。卵巢作为女性的性腺器官，对于维

持女性正常生理周期和生育力至关重要。卵巢衰老也是导致

现代女性生育能力下降的主要原因之一［3］。卵巢功能出现衰

退后，会伴随卵泡细胞数量急剧下降、卵泡闭锁加速、卵母细胞

质量下降、颗粒细胞凋亡等一系列问题，引起女性内分泌失调，

最终导致生育力水平下降，并引发其他相关疾病［4 -5］。因此，

探寻女性生育能力下降的关键因素及其可能的分子机制，已成

为生殖领域的研究热点。

葡萄糖是卵巢和体外培养卵泡的主要能量来源，是影响卵

巢卵泡发育的关键因素之一，也参与了卵母细胞成熟以及早期

胚胎发育的分子调控过程［6 -9］。卵巢颗粒细胞通过糖酵解途

径代谢葡萄糖，支持卵母细胞成熟［1 0 -1 1］。糖酵解速率受到其

关键限速酶的调控，糖酵解速率受限则影响卵泡发育，导致细

胞衰老；糖酵解激活则促进细胞生长［1 2 -1 4］。研究发现，磷脂酰

肌醇 3 -激酶/蛋白激酶 B/雷帕霉素靶蛋白（phosphatidylinosi-
tol -3 -kinase/protein kinase B/mammalian target of rapamycin，
PI3K/AKT/mTOR）信号通路相关因子参与卵巢颗粒细胞增殖
和分化、卵泡生长及排卵等多个过程，也是胰岛素调节糖代谢

传递方向的关键通路，可调控糖酵解进程，阻断糖异生，增加葡

萄糖的利用［1 5 -1 6］。但是，PI3K/AKT/mTOR 通路对卵巢中糖
代谢进程的调控作用尚未清楚。

近年来，中医药作为补充与替代医学的重要组成部分，在

生殖医学领域发挥明显功效作用，受到越来越多的关注［1 7 -1 8］。

黄芩苷是中药黄芩的主要活性成分之一，在抗氧化、抗炎、抗病

毒、抗肿瘤、调节女性生理周期等方面具有良好功效，在雌性不

孕不育及保胎上有着广泛应用［1 9 -20］。但是，黄芩苷对衰老卵

巢的糖代谢进程影响尚不清楚。因此，本实验选择高龄小鼠卵

巢作为研究对象，从葡萄糖代谢角度，旨在探讨中药活性成分

黄芩苷对卵巢衰老的调节作用，为有效改善高龄女性卵巢功能

衰退提供中医药临床用药思路，也对我国“三孩”政策的实施

具有重要意义。

1 　材料
1 .1 　实验动物　选 1 0 月龄和 7 周龄健康的雌性 ICR小鼠作
为试验动物，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司［许可证

号：SCXK（湘）201 9 -0004］，饲养于广西中医药大学实验动物
中心小鼠饲养室［实验动物使用许可证号：SYXK（桂）201 9 -
0001］。其中，1 0 月龄小鼠作为高龄小鼠模型，7 周龄小鼠作为
正常对照组。本实验方案经广西中医药大学动物伦理委员会

批准同意，动物伦理审批号：DW20220430 -064。饲养温度保
持 22 ~24 ℃，实行 1 2 h光照循环，自由采食饮水。
1 .2　主要试剂和仪器　黄芩苷（纯度≥ 97%）购自美国 Sigma
公司；己糖激酶（Hexokinase，HK）活性检测试剂盒（货号：
BC0745）、丙酮酸激酶（Pyruvate kinase，PK）活性检测试剂盒
（货号：BC0545）和 6 -磷酸葡萄糖脱氢酶（Glucose 6 -phos-
phate dehydrogenase，G6PDH）活性检测试剂盒（货号：BC0265）
均购自索莱宝；小鼠雌二醇（Estradiol，E2）酶联免疫吸附测定
试剂盒（货号：E -OSEL -M0008）、小鼠促卵泡激素（Follicle -
stimulating hormone，FSH）酶联免疫吸附测定试剂盒（货号：E -
EL -M051 1 c）购自武汉伊莱瑞特；RIPA 裂解液（货号：PG1 2）、
Bradford 蛋白浓度测定试剂盒（货号：P0006C）购自碧云天；蛋

白Marker、1 0%PAGE 快速制备试剂盒（货号：PG1 2）、Omni -
FlashTM免冰浴快速转膜缓冲液（货号：PS201 S）、Tris/甘氨酸/
SDS 电泳缓冲液（货号：PS1 05S）购于上海雅酶；GAPDH Mono-
clonal antibody （货号：60004 -1 -Ig）、BAX Monoclonal anti-
body（货号：60267 -1 -Ig）、PI3 Kinase p1 1 0 Beta Polyclonal
antibody（货号：20584 -1 -AP）、AKT Monoclonal antibody
（货号：60203 -2 -Ig）、mTOR Monoclonal antibody（货号：
66888 -1 -Ig）等 抗 体 购 自 武 汉 三 鹰；anti -cleaved
Caspase -3 （货 号：#9664S）、Phospho -AKT （Ser473）
（D9E） （货 号：#4060）、Phospho -mTOR （Ser2448）
（D9C2 ） （货 号：#5536 ）、Phospho - PI3 Kinase p85
（Tyr458）/p55（Tyr1 99）（货号：#4228）购自美国 CST 公
司；Bio -Rad Western 电泳电转仪；Bio -Rad Western 凝胶
成像系统；ThermoFisher全波长酶标仪。
2　方法
2.1　动物分组、给药及取样　将 1 0 月龄小鼠随机分为高龄对
照组和黄芩苷组，每组各 1 2 只；7 周龄小鼠作为正常对照组，
1 2 只。参考试剂黄芩苷的使用说明书，使用二甲基亚砜进行
溶解后，先配制成 5 mmol/L 黄芩苷贮存液，分装并于 -20 ℃
低温保存待用。给药前，以生理盐水稀释黄芩苷，黄芩苷组小

鼠每天以 25 mg/kg，灌胃给与黄芩苷，连续 30 d，对照组小鼠给
与同样剂量的生理盐水。在整个给药过程中，每天观察并记录

小鼠的临床表现，所有小鼠均存活至实验结束。给药结束后，

收集各组小鼠外周血、卵巢，进行血中生殖激素、卵巢中糖代谢

相关激酶及相关蛋白的检测，采集肝、肾、脾、腹部脂肪等，4%
多聚甲醛固定，石蜡包埋，制作病理切片观察。

2.2　血中生殖激素检测　将采集的小鼠外周血离心处理，收
集血清，按照雌二醇、促卵泡激素酶联免疫吸附检测试剂盒使

用说明，进行样品检测和分析。

2.3　卵巢组织糖代谢酶的检测　将卵巢研磨匀浆，取上清，按
照己糖激酶、丙酮酸激酶和 6 -磷酸葡萄糖脱氢酶活性检测试
剂盒的操作说明，进行检测。

2.4　蛋白免疫印迹（Western blot）检测卵巢组织相关蛋白的
表达　提取卵巢组织中的全蛋白，Bradford 法蛋白定量，加入
上样缓冲液后，经 1 00 ℃金属浴加热处理，进行 1 0%聚丙烯酰
胺凝胶电泳，1 00 V 电转 30 min，将蛋白转移至聚偏二氟乙烯
（Polyvinylidene fluoride，PVDF）膜。经 5%脱脂奶粉室温下封
闭 1 h 后，加入一抗 AKT、p -AKT、mTOR、p -mTOR、Bax、
Caspase -3 和 GAPDH 分别孵育 PVDF 膜 4 ℃过夜，1 ×TBST
缓冲液漂洗 5 次，每次 5 min 后，室温下和相应辣根过氧化物
酶标记二抗孵育 2 h。最后，ECL 法显色拍照，采用 Image J 图
像分析软件进行结果分析，以 GAPDH 蛋白作为内参，计算各
目的蛋白的相对表达量。

2.5　数据统计分析　所有实验数据均按照均值±标准差（■x±
s）表示，采用 GraphPad Prism 9.0 对数据进行分析处理，组间比
较采用单因素方差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义，P<
0.01 表示差异有显著统计学意义，P<0.001 表示差异有极显
著统计学意义，P<0.000 1 表示差异有极极显著统计学意义。
3　结果与分析
3.1　小鼠的一般情况及组织器官情况　实验期间，黄芩苷组
小鼠的临床表现和对照组小鼠没有明显差异，饮食饮水均正

常，精神状态良好，活动正常，反应灵敏。与正常对照组小鼠相

比，高龄小鼠体质量明显偏重，腹部脂肪增加。与高龄对照组

小鼠相比，黄芩苷组小鼠的卵巢、脂肪、脾等器重比，以及肝、肾
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和脾等的病理形态学，均没有明显差异（数据未显示）。结果

也说明黄芩苷的给予剂量为 25 mg/kg对高龄小鼠没有明显的
不良反应。

3.2　黄芩苷对高龄小鼠血清雌二醇、促卵泡激素水平的影响
　如图 1 A、图 1 B所示，随着小鼠月龄增加，血清促卵泡激素水
平明显升高，雌二醇含量则显著降低。高龄小鼠给予黄芩苷

后，血清过高的促卵泡激素水平明显下降，雌二醇含量则明显

升高。结果说明黄芩苷可调节高龄引起紊乱的血清性激素

水平。

　　注：A.促卵泡激素　B.雌二醇。*P<0.05，**P<
0.01，***P<0.001。

图 1 　黄芩苷对高龄小鼠血中性激素水平的影响

3.3　黄芩苷对高龄小鼠卵巢组织中葡萄糖代谢关键限速酶活
性的影响　糖代谢限速酶活性检测实验结果显示，与正常对照
组小鼠相比，高龄小鼠卵巢组织中 3 种糖代谢限速酶活性均显
著降低（P<0.01，P<0.001）。给与黄芩苷后，给药组小鼠卵
巢组织己糖激酶、丙酮酸激酶和 6 -磷酸葡萄糖脱氢酶活性显
著升高（P<0.01，P<0.001），且统计学差异依序增大，恢复至
与正常对照组小鼠相当水平，甚至超过，结果见图 2A、图 2B 和
图 2C。这个结果提示黄芩苷可明显提高高龄小鼠卵巢组织中
葡萄糖代谢关键限速酶活性。

3.4　黄芩苷对高龄小鼠卵巢凋亡及通路相关蛋白表达的影响
　Western blot试验检测了给予黄芩苷后高龄小鼠卵巢组织中
凋亡及通路相关蛋白的表达情况。图 3 是凋亡相关蛋白的表
达情况。与正常对照组小鼠相比，高龄小鼠卵巢组织中凋亡相

关蛋白 BAX 和 Caspase -3 的表达显著上调（P<0.01，P<
0.001），提示高龄小鼠卵巢组织呈凋亡状态，与 BAX 和
Caspase -3 蛋白的表达上调有关。值得注意的是，黄芩苷给予
后，高龄小鼠卵巢组织中 BAX 和 Caspase -3 蛋白的表达显著
下调（P<0.05），提示高龄小鼠卵巢组织的凋亡状态得到缓解
和改善。

　　注：A.丙酮酸激酶；B.己糖激酶；C.6 -磷酸葡萄糖脱氢酶。
**P<0.01，***P<0.001。
图 2　黄芩苷对高龄小鼠卵巢组织中糖代谢相关限速酶活性的影响

图 4 是 PI3K/AKT/mTOR通路相关关键因子蛋白的表达
情况。与正常对照组小鼠相比，高龄小鼠卵巢组织中 PI3K、
AKT、mTOR蛋白表达及其磷酸化水平均明显升高，提示 PI3K/
AKT/mTOR通路被激活。而黄芩苷给予后，PI3K/AKT/mTOR
通路相关关键因子蛋白在高龄小鼠卵巢组织的表达及其磷酸

化水平显著下降，提示该通路被抑制。

4　讨论
随着现代社会生活节奏加快、生活压力增加及环境变化，

女性平均生育年龄不断推迟，国家三孩政策下部分再生育女性

年龄接近甚至超过 40 岁。女性生育力受卵巢功能直接影响，
育龄推迟往往伴随卵巢功能下降甚至衰退。卵巢衰老以年龄

为主线，功能减退为核心，卵泡数量及质量下降为基础，表现生

育力下降及多种不良妊娠结局的发生率上升，已成为影响国家

人口安全、社会家庭稳定和子代健康的重大问题［21］。因此，探

究卵巢衰老的影响因素、发生发展机制，寻求有效的治疗药物

和措施，对于女性生殖健康及社会发展有着深远意义。本研究

从卵巢糖代谢角度，分析卵巢衰老的可能因素，探讨中药活性

成分黄芩苷对卵巢衰老的影响及其潜在的调控机制。

葡萄糖是细胞的关键供能物质，主要通过有氧氧化和无氧

注：A凋亡相关蛋白印迹　B.蛋白相对表达量。*P<0.05，***P<0.001。
图 3　黄芩苷对高龄小鼠卵巢凋亡相关蛋白表达的影响

341



第 43 卷　第 2 期
2 0 2 5 年 2 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.2
Feb.2 0 2 5

注：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001。
图 4　黄芩苷对高龄小鼠卵巢中 PI3K/AKT/mTOR通路相关关键分子蛋白表达的影响

氧化两个途径释放三磷酸腺苷（ATP）供能。己糖激酶、丙酮酸
激酶和 6 -磷酸葡萄糖脱氢酶是葡萄糖代谢的关键限速酶，其
中己糖激酶、丙酮酸激酶是糖酵解途径的限速酶，6 -磷酸葡萄
糖脱氢酶对磷酸戊糖旁路至关重要，协助产生还原型辅酶。限

速酶的活性高低决定了糖代谢效率和方向，也影响了 ATP 产
生。细胞内 ATP减少引起细胞功能异常，进而影响卵巢的正
常功能。研究表明卵母细胞 ATP 含量与卵母细胞体内着床
和/或后期发育潜能紧密相关［22］。葡萄糖能量代谢过程会产
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生副产物活性氧。当活性氧过剩时会引起氧化应激，造成线粒

体功能障碍和细胞凋亡［23］。而氧化应激被认为是卵巢衰老的

主要因素之一。清燥救肺汤被证实可通过抑制烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸氧化酶表达，减少活性氧含量，抑制限速酶

G6PD 的表达，减少磷酸戊糖代谢途径提供的肺癌细胞 DNA
合成原料，发挥抑制肺癌细胞能量代谢及细胞增殖的功效［24］。

梁爱红等发现白藜芦醇可通过上调多囊卵巢综合征大鼠卵巢

糖酵解关键限速酶基因如己糖激-2、乳酸脱氢酶 A及 丙酮酸
激酶M2，逆转紊乱的糖酵解进程［25］。黄芩苷具有较强的抗氧

化性和抗凋亡性，已被证实具有清除自由基、抑制活性氧产生

和凋亡基因表达、提高抗氧化酶活性以及调控生殖激素等能

力［26 -27］。在本实验中，黄芩苷明显地升高高龄小鼠卵巢中己

糖激酶、丙酮酸激酶和 6 -磷酸葡萄糖脱氢酶活性，说明卵巢
中糖酵解途径和磷酸戊糖途径被激发，提示黄芩苷可通过调控

糖代谢关键限速酶活性，调控糖酵解途径和磷酸戊糖途径提供

给的能量物质，发挥促进卵巢能量代谢功效。

PI3K/AKT/mTOR信号通路是广泛存在于细胞内重要的
生存信号转导通路之一，与细胞增殖分化、凋亡、自噬、迁移及

免疫反应密切相关。越来越多研究发现，PI3K/AKT/mTOR与
卵巢功能相关，参与原始卵泡招募、颗粒细胞凋亡和自噬、卵母

细胞成熟等［28］。白藜芦醇灌胃［20 mg/（kg·d）］治疗可激活
PI3K/AKT 信号通路，减轻卵巢早衰大鼠颗粒细胞的氧化应激
并抑制颗粒细胞的凋亡［29］。褪黑素通过激活 PI3K/AKT/
mTOR通路，调节性激素，增加原始卵泡、初级卵泡和窦卵泡数
量，减少闭锁卵泡数，进而发挥对 POI 大鼠卵巢的保护作
用［30］。本实验结果证实黄芩苷可通过抑制 PI3K/AKT/mTOR
通路，逆转紊乱的性激素，下调凋亡蛋白 BAX和 Caspase -3 表
达，来改善高龄小鼠卵巢功能。

因此，本实验结果表明，黄芩苷具有较强的抗卵巢衰老功

效，可通过 PI3K/AKT/mTOR 通路，调控卵巢能量代谢，发挥
其对卵巢功能的改善作用。但是，其对高龄小鼠繁殖性能及相

关的具体机制尚需进一步研究。
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