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7,8-二羟基黄酮纳米粒子通过保护卵巢储备缓解
代谢综合征
赵镇雷1,2，薛凡2，徐小刚1，毛根祥1，张英2*
（1. 浙江医院 浙江省老年医学研究所 & 浙江省老年医学重点实验室，浙江 杭州 310013；2. 浙江大学 生物系统工程与食品科学学院，浙江 杭州 310058）

摘要：以芜菁多糖构建的7,8-二羟基黄酮（7,8-DHF）纳米粒子对两种不同膳食模式（高脂和低脂）饲养的C57BL/6J雌性小鼠进行24周的干预，采用分子生物学方法对代谢综合征（MetS）各项指标、炎症因子及卵巢储备功能进行了测定，探究了其对小鼠MetS的改善作用和机制。结果表明，7,8-DHF及其纳米粒子均可有效缓解小鼠MetS的症状：可显著降低高脂膳食（HFD）诱导的小鼠体重过度增长，与HFD对照组相比，7,8-DHF及7,8-DHF纳米粒子组体重分别下降了8.5%和16.4%；可显著改善血脂、血糖及血胰岛水平、小鼠的葡萄糖耐受性和胰岛素敏感性；能够显著降低血清中循环脂多糖、肿瘤坏死因子alpha和白介素-6等炎症相关指标；可以有效保护小鼠卵巢储备功能，维持其正常的动情周期和血清雌二醇、卵泡雌激素的水平稳态。7,8-DHF纳米粒子对MetS各项指标的干预效果显著优于单独的7,8-DHF。7,8-DHF及其纳米粒子对雌性小鼠MetS的干预作用可能是通过缓解肠道菌群介导的全身炎症并作用于对卵巢储备功能的保护而实现的。
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7,8-Dihydroxyflavone nanoparticles alleviate metabolic syndrome
by protecting ovarian reserve
ZHAO Zhenlei1,2, XUE Fan2, XU Xiaogang1, MAO Genxiang1, ZHANG Ying2*
（1. Zhejiang Provincial Key Lab of Geriatrics and Geriatrics Institute of Zhejiang Province, Department of Geriatrics, Zhejiang Hospital, Hangzhou 310013, Zhejiang, China; 2. College of Biosystems Engineering and Food Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, Zhejiang, China）
Abstract: 7, 8-dihydroxyflavone (7,8-DHF) nanoparticles constructed from turnip polysaccharides were used to intervene C57BL/6J female mice fed two different dietary patterns (high fat and low fat) for 24 weeks. Metabolic syndrome (MetS) indicators, inflammatory factors and ovarian reserve function were measured using molecular biological methods after intervention. The improvement effect and mechanism of MetS in mice were explored. It was found that both 7,8-DHF and its nanoparticles could alleviate symptoms of MetS. Compared with that of high fat diet (HFD) control group, the body mass of 7,8-DHF and 7,8-DHF nanoparticles treated groups decreased by 8.5% and 16.4%, respectively. In addition, they could obviously improve blood lipid, fasting blood glucose and insulin levels, glucose tolerance and insulin sensitivity of mice, obviously decrease the serum levels of circulating lipopolysaccharide, tumor necrosis factor alpha and interleukin-6. Moreover, they could effectively protect the ovarian reserve function of mice, maintain the normal estrous cycle and the homeostasis of serum estradiol and follicular estrogen. 7,8-DHF nanoparticles exhibited better anti-MetS effect than 7,8-DHF alone. The intervention of 7,8-DHF and its nanoparticles on MetS in female mice might be achieved by alleviating systemic inflammation mediated by intestinal flora and protecting ovarian reserve function. 
Key words: 7,8-dihydroxyflavone; turnips polysaccharide; metabolic syndrome; nanoparticles; ovarian reserve; Chinese herbal ingredients 
代谢综合征（MetS）是多种代谢异常的症候群，包括腹型肥胖、胰岛素抵抗、高血压和血脂异常等[1]。近年来MetS在全球范围内高发，并且其发病存在显著的性别差异[2-3]。相比同龄男性，女性在步入围绝经期以后更易罹患MetS[4-5]。这与绝经后卵巢功能衰退导致的性激素水平的变化密切相关：以雌二醇（E2）为代表的雌激素水平的下降和卵泡刺激素（FSH）的急剧上升会导致MetS在内的多种慢性病的发生[5-7]。

目前，治疗MetS的手段大都是通过控制肥胖、高血糖、高血脂等相关危险因素。抗肥胖的药物，当前市面上合格的寥寥无几，允许使用的主要有芬特明、盐酸安非拉酮、奥利司他和劳卡色林，但这些药品大多是通过抑制食欲或者减少脂肪吸收发挥作用，临床上存在一定的副作用[8-9]，之前，西布曲明、列莫那班和氟苯丙胺就分别因严重的精神及神经系统副反应和心血管疾病风险被禁用退市；临床上调节糖脂代谢、降血糖的药物主要包括二甲双胍、罗格列酮、辛伐他汀以及糖苷酶抑制剂等，药物起效较快，能满足对血糖的控制，但长期服用均存在引发多重副作用的风险[10-11]；手术治疗目前一般应用于较为严重的肥胖症，常见的如抽脂手术、缩胃手术，属于严重情况下的特殊手段，对机体损伤较大，安全风险较高；针对女性绝经后MetS防治的手段目前最常用的是雌孕激素替代疗法，但往往用于更年期综合征症状比较严重的患者，而且激素的使用褒贬不一，需在医生严格的指导下使用，存在一定安全风险。相比服用西药或手术治疗，采用膳食来源的功能性成分或者传统中药资源中的有效活性成分（如黄酮、多酚、多糖和生物碱等）防治肥胖及其相关代谢紊乱疾病[12-13]，符合WHO倡导的21世纪医学发展方向，具有显著的科学意义、实践价值和社会效益。

7,8-二羟基黄酮（7,8-DHF）是自然界中天然存在的一种植物黄酮，具有极高的口服安全性和重要的生理活性，已经被证明是脑源性神经营养因子（BDNF）的小分子模拟物[14]。目前发现其存在于Godmania aesculifolia、报春花（Primula）树叶、长柄菊（Tridax procumbens）以及药食同源的湖北海棠叶（Malus hupehensis）中 [15-16]，化学结构式如下所示：
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本课题组前期研究发现，7,8-DHF能够性别依赖性的改善高脂膳食（HFD）诱导的雌性小鼠肥胖[17]，并且这种性别差异与其对小鼠下丘脑-垂体-卵巢（HPO）轴功能的调控密切相关[18]。此外，尽管7,8-DHF具有一定的生物利用度，但是7,8-DHF口服进入胃肠道后，很容易被糖醛酸化、硫酸化和甲酯化，较低的生物利用度限制了其生物学功效的发挥。为此，本课题组前期通过采用前药（R13）[19]或构建纳米复合材料[20-22]的方法以提高7,8-DHF的口服生物利用度，均取得了良好的效果。而且，考虑到多糖类化合物特殊的化学结构和多重生物活性，本课题组前期选用天然芜菁多糖为壁材，制备了多种黄酮-多糖复合纳米粒子[23-24]，并对其结构进行了表征。但对于这种复合纳米粒子在体内生物学功效的促进作用始终缺乏验证。

为此，本研究选用本课题组前期所制备的芜菁多糖-7,8-DHF复合纳米粒子作为研究对象，从雌性特有的HPO轴角度探究了7,8-DHF及其纳米粒子对雌鼠卵巢储备功能的保护以及对MetS的缓解作用。以期为芜菁多糖和7,8-DHF（两种来自药食同源植物资源的天然活性成分）的组合在功能食品或药品的开发应用上提供实验基础和理论依据，也为针对MetS性别差异机制的研究方法提供可行的方案。
1  实验部分

1.1  试剂与仪器
7,8-二羟基黄酮（7,8-DHF，质量分数 > 98%），日本东京化工公司；芜菁多糖（质量分数为94.6%），浙江大学天然产物与人类健康中心制备[25]；ε-多聚赖氨酸（质量分数 > 95%），浙江银象生物工程有限公司；羧甲基纤维素钠（黏度为300~800 mPa.s，USP级），上海阿拉丁有限公司；二甲基亚砜（DMSO，分析纯），上海麦克林生化科技有限公司；体积分数4%多聚甲醛固定液，北京Biosharp科技有限公司；苏木精伊红染液（H-E，生化试剂级），北京普利莱基因技术有限公司；姬姆萨染料（生化试剂级），北京索莱宝科技有限公司；重组人胰岛素（质量分数 > 98%，生化试剂），丹麦Novo Nordisk公司；葡萄糖（分析纯），美国Sigma-Aldrich公司；甘油三酯（TG）检测试剂盒、总胆固醇（T-CHO）检测试剂盒和游离脂肪酸（FFA）检测试剂盒，南京建成生物工程研究所；血清雌二醇（E2）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒，上海西唐生物科技有限公司；血清卵泡刺激素（FSH）、抗缪勒管激素（AMH）、内毒素脂多糖（LPS）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-6（IL-6）ELISA试剂盒，武汉华美生物工程有限公司；纯化型10%低脂饲料（LFD，编号D12450J，10%代表脂肪热量供能占比，下同），纯化型60%高脂饲料（HFD，编号D12492，60%代表脂肪热量供能占比，下同），美国Research Diets公司。
ACCU-CHEK血糖仪，瑞士Roche公司；Eon酶标仪，美国BioTek公司；Nikon Eclipse E100双目显微镜，日本Nikon公司；3K15高速离心机，德国Sigma公司；Milli-Q超纯水仪，法国MERCK公司。

1.2  实验动物
8周龄SPF级C57BL/6J雌性小鼠购自上海Sippr BK实验动物有限公司。所有动物实验均经浙江中医药大学动物实验中心动物保护与使用委员会（IACUC）批准（批准文号：IACUC-20180514-03）。于浙江中医药大学实验动物中心SPF屏障系统内饲养，每天12 h光照和12 h黑暗交替循环，自由饮水和摄食。

1.3  方法
1.3.1 7,8-DHF纳米粒子制备方法

7,8-DHF纳米粒子由浙江大学天然产物与人类健康中心制备，方法参考之前已报道文献[23-24]。称取20 mg的7,8-DHF预溶于100 μL DMSO中，采用碱滴定法将其充分溶解至10 mL超纯水中，测得pH为7.6；称取250 mg的芜菁多糖并溶解于50 mL超纯水中，在≤50 ℃的恒温磁力搅拌器上，将上述10 mL的7,8-DHF溶液与50 mL的芜菁多糖溶液充分混匀；另将预先配制的质量度为2.5 g/L的ε-多聚赖氨酸溶液（20 mL）通过恒流泵（流速为300 mL/h）滴入7,8-DHF和芜菁多糖混合溶液中，继续缓慢搅拌30 min，得到80 mL 7,8-DHF纳米粒子混悬液，加入质量分数为8%的γ-环糊精作为冻干保护剂于-40 ℃进行冻干，制得7,8-DHF纳米粒子，用于后续动物实验。

1.3.2 动物实验设计

小鼠经过一周的适应性饲养以后，剪脚趾编号并随机分为6组（每组12只，详细分组见表1）。分别饲喂10%LFD和60%HFD饲料，期间，每日以灌胃方式给予10 mg/kg·BW的7,8-DHF、含有相当剂量7,8-DHF（10 mg/kg·BW）的纳米粒子、没有负载7,8-DHF的纳米粒子对照或相应的溶剂对照。7,8-DHF的剂量是依据课题组前期的相关研究确定的[17-19]。每周对小鼠的体重跟踪测定，每周测定2次摄食量。

表1 动物分组详情

Table 1  Animal grouping

	组别
	膳食模式
	给药

	LFD 对照
	10%低脂饲料（D12450J）
	5% DMSO/0.5% CMC-Na

	HFD 对照
	10%低脂饲料（D12450J）
	5% DMSO/0.5% CMC-Na

	HFD+DHF
	60%高脂饲料（D12492）
	7,8-DHF 

	HFD+No-load
	60%高脂饲料（D12492）
	无7,8-DHF的空载纳米粒子

	HFD+DHF-load
	60%高脂饲料（D12492）
	7,8-DHF纳米粒子


注: 每组12只小鼠，每笼4只； LFD 对照: 低脂对照组；HFD 对照: 高脂对照组；HFD+DHF: 高脂膳食+7,8-DHF (剂量: 10 mg/kg·BW/day)；HFD+No-load: 高脂膳食+无7,8-DHF的空载纳米粒子对照组；HFD+DHF-load：高脂膳食+7,8-DHF纳米粒子, 相当于7,8-DHF的剂量为10 mg/kg·BW/day；7,8-DHF 或纳米粒子混悬于体积分数5%DMSO/质量分数0.5%羧甲基纤维素钠溶液（5% DMSO/0.5% CMC-Na）。

MetS一般可由HFD诱导而成，同时也与年龄有密切关系，尤其是对于雌性小鼠。因此，本研究对实验小鼠进行长达24周的干预。从开始干预的第16周（小鼠年龄为24周龄）开始，对小鼠的动情周期进行监测，每日上午9~11点进行阴道涂片检测，直到对照组与实验组的动情周期出现显著差异为止。

1.3.3小鼠动情周期监测

自干预的第16周起，对小鼠动情周期进行监测（每天上午9~11点阴道涂片采样）。小鼠的动情周期通常持续4~5 d，包括动情前期、动情期、动情后期和动情间期。参照先前报道的方法，通过阴道涂片的细胞学分析方法确定所处的动情周期[26]。

1.3.4 葡萄糖和胰岛素耐受测试

在饲养即将结束的最后一周（干预的第23周），进行腹腔注射葡萄糖耐受（GTT）和胰岛素耐受测试（ITT）。小鼠禁食一定时间后（对于GTT，禁食12~16 h；对于ITT，禁食4~6 h），剪鼠尾尖取血测定的空腹血糖值作为零时刻（0 min）血糖值。之后，通过腹腔内注射将质量浓度为0.2 kg/L的葡萄糖溶液（剂量为2 g/kg体重）或0.075 U/mL的胰岛素溶液（剂量为0.75 U/kg体重）注射进小鼠体内，并准确记录每只小鼠注射完毕的时间。分别在注射后的30、60、90、120 min时间点从尾静脉取血，采用罗氏血糖仪测定血糖水平，并绘制血糖-时间变化曲线，计算曲线下面积（AUC）。测试结束后，恢复供食。

1.3.5 血液生化指标测试
干预24周（小鼠年龄32周龄）后，禁食过夜。给小鼠注射麻醉剂（质量分数5%的水合氯醛溶液）进行麻醉，之后收集血液，经过静置、离心分离获得血清样本，用于血糖、血胰岛素、血脂（TG、FFA和T-CHO）、前促炎因子（IL-6、TNF-α）、脂多糖内毒素（LPS）以及卵巢储备功能相关性激素（AMH、E2、FSH）的检测。

1.3.6 组织切片及染色

剪取少量小鼠的新鲜肝脏组织，放入体积分数4%的多聚甲醛固定液中固定24~48 h，之后进行石蜡包埋及切片，并采用苏木精-伊红染色（H-E染色），置于显微镜上观察并拍照。

1.3.7 数据统计与分析

实验数据采用GraphPad Prism 6.0软件进行分析。所有测定数据以均值±标准差（Mean±SD）表示，所用样本数量用n表示。各组多变量之间的比较使用单因素方差分析（one-way ANOVA）进行检验，误差线顶端上标的不同字母代表两组之间具有统计学差异（P < 0.05）

2  结果与讨论

2.1 7,8-DHF纳米粒子对小鼠体重和摄食量的影响
各组小鼠在干预的24周内，体重生长曲线如图1a所示。与LFD对照组相比，HFD膳食能诱导小鼠体重迅速增长。同时，与HFD对照组相比，7,8-DHF干预组（HFD+DHF）、负载7,8-DHF的纳米粒子组（HFD+DHF-load）以及没有负载7,8-DHF的空载纳米粒子对照组（HFD+No-load）均能在一定程度上缓解HFD诱导的小鼠体重过度增长，并且以HFD+DHF-load组效果最为明显。对小鼠32周龄的体重进行了统计分析，结果见图1b，HFD+DHF组、HFD+DHF-load组以及HFD+No-load组小鼠的体重均显著低于HFD对照组（P < 0.05），并且7,8-DHF纳米粒子的减重效果显著优于7,8-DHF（P < 0.05），相比于HFD对照组，HFD+DHF组、HFD+DHF-load组小鼠体重分别降低了8.5%和16.4%。
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a—体重生长曲线；b—干预24周后体重；c—每只小鼠的平均摄食量，样本量n = 10~12，下同
图1 7,8-DHF纳米粒子对小鼠体重及摄食的影响

Fig. 1  Effects of 7,8-DHF nanoparticles on body mass and food intake of mice 

对于摄食量（图1c），虽然各组之间并未出现显著差异，但是HFD+No-load组小鼠的摄食量相较于其他各组有所降低，而含有7,8-DHF的HFD+DHF和HFD+DHF-load组摄食量较HFD对照组则有所增加。说明7,8-DHF并不是通过降低食欲控制体重过度增长的。

2.2 7,8-DHF纳米粒子对小鼠血脂水平的影响

对各组小鼠血脂（TG、FFA和T-CHO）的测定结果见图2。MetS往往伴随着脂代谢的异常。图2显示，HFD对照组TG、FFA和T-CHO水平均显著高于LFD对照组（P < 0.05）；而7,8-DHF纳米粒子或7,8-DHF单独干预均能有效降低HFD小鼠血清TG、FFA和T-CHO的水平，并且7,8-DHF纳米粒子的作用效果最优。同时，没有负载7,8-DHF的空载纳米粒子对血脂水平也具有一定的降低作用，推测与空载纳米粒子中所含的芜菁多糖的有益活性相关。
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图2    7,8-DHF纳米粒子对血脂的影响

Fig. 2   Effect of 7,8-DHF nanoparticles on serum lipids 

2.3 7,8-DHF纳米粒子对小鼠肝脏病理学的影响

各组小鼠肝脏病理学切片及H-E染色结果见图3。HFD对照组小鼠经过长达6个月的高脂饲养后，肝脏中出现了大量的圆形脂肪滴积聚（图3）。而相比于HFD对照组，HFD+DHF-load、HFD+DHF组的肝脏脂肪积聚现象均得到了明显缓解。同时也发现，在LFD对照组小鼠的肝脏也出现了一些密集的小脂肪滴。说明，无论是HFD还是LFD膳食模式，小鼠经过长达24周的饲养后，由于衰老导致的性激素内分泌的变化，肝脏中脂肪代谢功能都出现了一定程度的障碍，并且HFD膳食进一步加剧了肝脏中脂肪的异位堆积，而7,8-DHF长期干预则能有效改善肝脏脂质代谢情况。
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图3   肝脏组织病理切片及H-E染色

Fig. 3  Representative photomicrographs of liver sections using H-E staining

2.4 7,8-DHF纳米粒子对小鼠葡萄糖耐量及胰岛素耐受的影响

对小鼠空腹血糖和血胰岛素水平进行了测定，结果见图4。较LFD膳食模式，长期的HFD膳食显著增加了小鼠的空腹血糖（图4a）和血胰岛素水平（图4b）。7,8-DHF及负载7,8-DHF的纳米粒子干预均能显著降低HFD小鼠的空腹血糖和血胰岛素水平（P < 0.05），由于芜菁多糖的有益调节作用，HFD+No-load组小鼠的空腹血胰岛素水平也有了显著降低。
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a—禁食葡萄糖；b—禁食胰岛素；c—葡萄糖耐受测试 (GTT)；d—胰岛素耐受测试 (ITT)；e—GTT曲线下面积 (AUU)；f—ITT曲线下面积 (AUU)

图4  7,8-DHF纳米粒子对葡萄糖稳态的影响

Fig. 4  Effects of 7,8-DHF nanoparticles on glucose homeostasis
GTT和ITT结果显示，长期HFD膳食小鼠出现了严重的葡萄糖不耐受和胰岛素抵抗（HFD对照组vs. LFD对照组）（图4c, d）。通过统计GTT和ITT曲线下面积AUC（图4e, f）可知，相比于HFD对照组，HFD+DHF组和HFD+DHF-load纳米粒子组小鼠的葡萄糖耐受性和胰岛素敏感性均有显著的改善（P < 0.05），尤其是在7,8-DHF纳米粒子干预作用下。以上结果表明，7,8-DHF可明显改善HFD小鼠的葡萄糖耐受能力及胰岛素敏感性，并且7,8-DHF纳米粒子的作用效果更优。

2.5 7,8-DHF纳米粒子对小鼠血清促炎因子的影响

对各组小鼠血清炎症相关指标的测定结果见图5。由图5可知，与LFD对照组相比，HFD对照组小鼠的血清促炎因子IL-6（图5a）和TNF-α（图5b）水平都显著升高（P < 0.01），表明HFD诱导了促炎因子水平升高。7,8-DHF和7,8-DHF纳米粒子干预都能够显著下调促炎因子水平（P < 0.01）；并且，空载的纳米粒子对照组（HFD+No-load）小鼠血清的IL-6也有显著降低（P < 0.05）。

对各组小鼠血清中LPS的检测结果如图5c所示。HFD模式能够极显著增加小鼠血清中循环LPS的水平（P < 0.001），7,8-DHF、7,8-DHF纳米粒子以及空载的纳米粒子对照组干预HFD小鼠的LPS水平均表现出极显著的下调作用（P < 0.01），与其对血清促炎因子的下调作用相对应。
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a—白细胞介素-6（IL-6）；b—肿瘤坏死因子-α（TNF-α）；c—血清内毒素脂多糖（LPS）。
图5    7,8-DHF纳米粒子对血清促炎症因子的影响

Fig. 5  Effects of 7,8-DHF nanoparticles on serum pro-inflammatory cytokines 

2.6 7,8-DHF纳米粒子对卵巢储备功能的影响
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a—动情频率；b—血清雌二醇 (E2)；c—血清卵泡刺激素 (FSH)；d—血清抗缪勒管激素 (AMH)

图6  7,8-DHF纳米粒子对卵巢储备功能的影响 

Fig. 6  Effects of 7,8-DHF nanoparticles on ovarian reserve function

一般地，小鼠的正常动情频率是4~5 d一个周期，但是当小鼠卵巢储备功能不足或早衰时，动情频率会出现延长、停滞或紊乱现象。对小鼠进行连续约一个月的动情周期监测，结果如图6a所示。发现LFD和HFD对照组小鼠的动情频率显著降低，分别下降到0.88次/周和0.81次/周。相应地，有7,8-DHF或7,8-DHF纳米粒子干预组小鼠的发情频率均维持在1.5次/周左右，也就是4~5 d一个动情周期，全部处于正常范围。此外，发现没有7,8-DHF负载的纳米粒子对照组小鼠的发情频率也得到了一定的维持，推测与芜菁多糖对炎症的改善进而作用于对卵巢储备的保护有关。

动情周期是由生殖轴调控相关性激素控制的，卵巢功能衰竭往往伴随着循环FSH水平的上升和循环E2水平的降低。由图6b可知，虽然HFD膳食对于E2的水平并没有产生显著影响（LFD 对照组vs. HFD对照组，P > 0.05），但是发现与HFD对照组相比，HFD+DHF、HFD+DHF-load和HFD+No-load组的E2水平均有显著提升（P < 0.05）。由图6c可知，HFD膳食能够显著增加血清FSH的水平（LFD 对照组 vs. HFD对照组，P < 0.05），并且发现，在7,8-DHF和纳米粒子干预下，高的FSH水平得到显著改善。此外，AMH是临床上用于卵巢储备功能评估的重要指标，测定结果见图6d。可以看出，相比于LFD和HFD对照组，7,8-DHF和7,8-DHF纳米粒子的干预能够显著改善卵巢储备功能。

2.7 讨论 

本研究发现，无7,8-DHF负载的空载纳米粒子对小鼠的MetS症状也具有一定的缓解作用，推测这与芜菁多糖的有益功能活性相关。多糖作为一种重要的生物活性大分子，在肠道中可以作为益生元与肠道菌群交互作用，发挥抗炎、抗氧化以及免疫调节等功能。本课题组前期研究也发现多糖能够通过调节肠道菌群改善全身炎症，从而发挥抗肥胖的生物学活性[27]。

此外，通过对代表性炎症相关指标的测定，发现相比单独的7,8-DHF，负载7,8-DHF的纳米粒子可以更有效地降低肠道内一些革兰氏阴性菌释放产生的LPS。LPS已被广泛认为是低度炎症的早期触发因素之一[27-28]，并可通过肠道菌群失调导致的肠屏障功能受损而进入血液循环。LPS的流入可激活Toll样受体4（TLR4）依赖的信号通路，诱导炎症的发生，从而加剧肥胖和胰岛素抵抗[29-30]。同时，作为对照的无7,8-DHF负载的空载纳米粒子也能够显著降低LPS的水平及相关促炎因子IL-6和TNF-α的水平，说明芜菁多糖本身就能够作用于肠道微生态的改善，这与之前的报道结果一致[27]。另外，普遍认为慢性炎症是生殖轴功能衰退的特征之一[31-32]。已有研究表明，包括IL-6、TNF-α和IL-1在内的促炎细胞因子的增加与绝经后卵巢功能减退和雌激素下降密切相关[33-34]。炎症也参与了肥胖、T2D和更年期相关骨质疏松的发病，且会进一步加速机体衰老的进程。

在本研究中与炎症水平相对应地，LFD和HFD对照组均表现出动情周期延长，并伴随FSH升高，E2和AMH水平的降低，说明对照组小鼠已经步入了绝经期，卵巢储备功能已经衰退。一般来说，C57BL/6J雌鼠在10~14月龄时进入围绝经期[35]。而在本研究中，LFD和HFD对照组的小鼠在8月龄时就出现了明显的围绝经症状，在HFD模式下更为严重，推测小鼠的提前衰老与长期灌胃引发的应激及慢性炎症相关。有文献报道，灌胃给药方式可诱导小鼠应激反应，从而干扰内分泌相关检测结果[36-37]。而且，长期应激会加速衰老进程，这与人类长期在压力环境下会出现早衰和早更的结果类似[38]。相应地，7,8-DHF及其纳米粒子则可以显著保护卵巢储备功能，并维持生殖轴调控的E2、FSH激素水平的稳态。而且，也发现无7,8-DHF负载的空载纳米粒子对照组在一定程度上对卵巢储备功能也有显著的保护作用，进一步验证了芜菁多糖可能是通过调节肠道菌群介导的全身炎症改善发挥对卵巢储备功能的保护作用。

综上，7,8-DHF及其纳米粒子对小鼠因应激早衰或HFD饲喂导致的MetS的发生具有显著的缓解作用，其作用机制可能与改善炎症导致的卵巢储备功能有关。并且，经过芜菁多糖构建的7,8-DHF纳米粒子表现出更好的抗MetS的生物学活性，推测有两个方面的原因：一是，芜菁多糖本身作为肠道益生元就有调节肠道菌群和改善炎症的作用；二是，7,8-DHF纳米化以后，可能增加了其稳定性和口服生物利用度，促进更多的7,8-DHF进入血液循环并作用于靶组织发挥功效。

3  结论

采用天然芜菁多糖构建的7,8-DHF纳米粒子对LFD和HFD饲喂的成年雌鼠进行长达24周的干预，发现7,8-DHF及其纳米粒子均能有效缓解小鼠MetS的发生，并且7,8-DHF纳米粒子表现出更有效的抗MetS活性：7,8-DHF纳米粒子对HFD诱导的体重过度增长具有显著的（P < 0.05）抑制作用，与 HFD对照组相比，7,8-DHF及纳米粒子组小鼠的体重分别降低了约8.5%和16.4%；此外，7,8-DHF纳米粒子对两种不同膳食模式小鼠的血脂、血糖、葡萄糖耐受和胰岛素敏感性也均具有明显的改善作用。进一步地，探究其抗MetS的潜在机制，发现7,8-DHF及其纳米粒子能够缓解与肠道菌群相关的全身慢性炎症，显著（P < 0.05）降低血清中肠道微生物分泌的LPS并降低以TNF-α和IL-6为代表的血清促炎因子水平。而且，7,8-DHF及其纳米粒子对全身慢性炎症的改善可以有效作用于对卵巢储备功能的保护，维持血清E2和FSH水平的稳态。该研究为以芜菁多糖为壁材构建的7,8-DHF纳米粒子用于针对女性MetS防治的功能食品及药品的开发上提供了新的思路。此外，由于该纳米粒子所用材料均为食品或药食同源植物来源，具有较高的食用安全性，后期可进一步用于女性卵巢早衰相关疾病的研究。
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