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"摘要#

!

目的
!

利用环磷酰胺"

9J_

%建立
;A

成年雌性大鼠卵巢功能减退"

ARO

%模型&方法
!

取健康

;KT

级成年雌性
;A

大鼠
$1%

只!分为
M$

组"生理盐水组%和
M1

组"

9J_

组%!每组
)%

只&

M1

组大鼠予
9J_

->@

B

$

5

B

腹腔单次注射造模!

M$

组予
%&(]

生理盐水
$@I

单次腹腔注射&于造模后的第
$

'

1

'

'

'

0

'

)

'

/

周!断

颈处死处于动情间期的大鼠各
$%

只&观察大鼠一般情况'动情周期'卵巢指数!血清雌二醇"

L1

%'促卵泡激素

"

T;H

%'促黄体生成素"

IH

%'抗苗勒氏激素"

N:H

%'抑制素
P

"

QFHP

%水平!以及卵巢病理结构&结果
!

造模

后
M1

组较
M$

组!动情周期与间期延长!卵巢皮质纤维化增生!髓质萎缩!原始卵泡减少!颗粒细胞减少!血管壁

增厚!卵巢指数'

L1

'

N:H

'

QFHP

明显降低"

"

$

%&%>

%!

T;H

'

IH

明显升高"

"

$

%&%>

%&结论
!

采用
->@

B

$

5

B

9J_

单次腹腔注射能成功建立
;A

大鼠
ARO

模型!该方法操作简便易行'造模时间短'成功率高!值得推广

应用&
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卵巢功能减退#

ARO

$是一种临床表现多样*病因

复杂且进行性发展的疾病)它指既往正常的卵巢产

生卵子的能力减弱%卵泡的质量下降)引起
ARO

的

病因很多%化疗是目前已经明确的病因)环磷酰胺

#

9J_

$是引起卵巢功能损害最大的化疗药物之一)

临床上长期周期性使用
9J_

%可引起月经不调*闭经*

早发性卵巢功能不全#

KRQ

$或卵巢早衰#

KRT

$%停药

后一段时间月经可恢复%恢复的时间与用药剂量和化

疗的时间有关)本研究采用适当剂量的
9J_

建立

;A

雌性大鼠
ARO

模型%以供实验研究使用)

A

!

材料与方法

A&A

!

主要材料

A&A&A

!

实验动物
!

;KT

级
;

4

?<

B

,7.A<D=7

E

#

;A

$成

年大鼠%雌性%鼠龄
$1

周%体质量#

1'%̀ $%

$

B

%由广东

省医学实验动物中心提供%实验设施合格证号和动物

合格 证 号 分 别 为
;9_8

#粤$

1%$'.%%%1

和
FR&

00%%-1%%%%1$/1

)本实验
;KT

级动物实验室设施使

用许可证号!

;U_8

#粤$

1%$%.%%>(

)

A&A&B

!

实验仪器
!

bb1%%%

动物电子秤%

P;110;

万分

之一电子天平%

P#".ONA)/%

酶标仪%

UA)1

型石蜡包

埋机%

I7#6<O:11'>

轮式切片机%

I7#6<JK$%1%

型全

自动脱水机%

UA.NP

型摊烘烤片机%

UA.)I

型智能冰

冻包埋机%

;2<,!",M7@#,#

染色机%

AHM.(1%'

型电

热恒温干燥鼓风干燥箱%

R=

E

@

4

C+AK1.P;c

型病理

图像采集系统%

-%1

超低温冰箱)

A&A&C

!

实验药物
!

注射用
9J_

#每支
%&1

B

%购自山

西普德药业有限公司%批号
%0$'%'%$

$)

%&(]

生理盐

水%每支
$%@I

)雌二醇#

L1

$

LIQ;N

试剂盒#批号

$'%)10)

$%促卵泡激素#

T;H

$

LIQ;N

试剂盒#批号

$'%)1>$

$%促黄体生成素#

IH

$

LIQ;N

试剂盒#批号

$'%01>1

$%抗苗勒氏激素#

N:H

$

LIQ;N

试剂盒#批号

$'%0$-$

$%抑制素
P

#

QFHP

$

LIQ;N

试剂盒#批号

$'%01)$

$%均购自上海西唐生物科技有限公司)

A&B

!

方法
!

给予大鼠标准光照#

$02

光照%

$%2

黑

夜$%全价颗粒饲料喂养%自由摄食%室温
1%

$

1>^

%

相对湿度
0>]

$

>>]

)适应性喂养
-!

%行阴道脱落

细胞涂片观察其性周期变化%选取动情周期为
0

$

>!

的大鼠
$1%

只开展实验)将动物分为
M$

组#生理盐

水组%即空白对照组$和
M1

组%每组
)%

只)参照刘惠

芬等'

$

(的方法对
M1

组大鼠予
9J_

腹腔单次注射造

模#按
9J_->@

B

"

5

B

的剂量加
%&(]

生理盐水配成

$@I9J_

药液$%

M$

组予
%&(]

生理盐水
$@I

单次

腹腔注射)两组于腹腔注射造模后的第
$

*

1

*

'

*

0

*

)

*

/

周%断颈处死处于动情间期的大鼠各
$%

只)

A&C

!

观察指标
!

一般情况!每周观察大鼠体质量*精

神*饮食*皮毛*排便及活动情况)动情周期!每天
%/

!

'%

取自制细棉签蘸取
%&(]

生理盐水后%轻轻在大鼠

阴道内旋转
$

周%行阴道涂片%用
(>]

乙醇固定

>@#,

%在显微镜下观察细胞的种类和形态'

1

(

)激素

及细胞因子检测!腹主动脉取血%静置
'%@#,

后%

'%%%?

"

@#,

离心
$%@#,

%分离血清置于
\/%^

保存

待测)以双抗体夹心
LIQ;N

法测定大鼠血清中

T;H

*

IH

*

L1

*

N:H

*

QFHP

水平%实验步骤严格按试

剂盒操作)卵巢指数!完整取出大鼠双侧卵巢%去掉

筋膜及脂肪组织%电子天平称质量%将称得的卵巢湿

重分别除以体质量%卵巢指数
G

卵巢湿重#

@

B

$"体质

量#

B

$

a$%%]

)卵巢组织形态结构观察!称质量后左

侧卵巢置于甲醛固定%梯度乙醇脱水%石蜡包埋%切

片%行组织形态学观察)病理切片为连续
>

%

@

切片%

每间隔
(

张取
$

张切片#即第
$%

张$%

HL

染色'

$

(

)

A&D

!

统计学处理
!

采用
;K;;$(&%

统计软件进行分

析)计量资料以
I 3̀

表示%多组间比较采用单因素

方差分析#

R,7.c<

E

NFRdN

$&组间两两比较方差齐

时采用
;F8

法%方差不齐时采用
AC,,733h+P'

法)

以
"

$

%&%>

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

一般情况
!

两组大鼠观察期间全部存活)

M$

组大鼠外观体征*行为活动*精神状态*摄食*饮水*被

毛*呼吸*口*眼*鼻*耳*大小便形状颜色等均正常)

M1

组大鼠给药后出现被毛疏松*活动减少*精神不

振*四肢无力等%第
)

*

/

周可恢复正常)

B&B

!

动情周期
!

M$

组大鼠阴道涂片均有规则的动

情周期变化%周期
0

$

>!

%中位数
0&>!

%动情间期

$&>

$

1&>!

%中位数
1!

)

M1

组大鼠在
9J_

造模后第

$

*

1

*

'

*

0

周阴道涂片显示动情周期发生改变%规则的

动情周期变化消失%延长
-

$

$)!

%中位数
$$!

)阴道

涂片显示分泌物少%有较多散在的白细胞%少量上皮

细胞%部分有少量的角化细胞和有核细胞%动情间期

>

$

-!

%中位数
)!

)造模后第
)

周基本恢复正常的动

情周期)

B&C

!

卵巢指数
!

与
M$

组比较%

M1

组大鼠卵巢指数

在造模后第
$

*

1

*

'

*

0

*

)

周明显降低#

"

$

%&%$

$%第
/

周无差异#

"

&

%&%>

$)

M1

组造模后第
'

*

0

*

)

周较第

$

周明显降低#

"

$

%&%>

$%第
/

周较第
$

周无明显变

化#

"

&

%&%>

$%见表
$

)

B&D

!

卵巢组织
!

显微镜下
M$

组大鼠卵巢可清楚地

分为皮质和髓质两部分%皮髓质结构清晰%各级卵泡

及黄体的形态和结构均完整%间质腺少见%血管丰富%

未发现间质炎症变化及纤维化等病变&髓质充盈%含

有丰富的神经*淋巴管和较多的血管%未见充血*变性

坏死等异常改变)

M1

组大鼠造模后从
$

周开始可见

卵巢髓质部分萎缩%皮质明显增生且纤维化样变%颗

$/$1

重庆医学
1%$(

年
-

月第
0/

卷第
$'

期



粒细胞层数减少%排列疏松%甚至空泡%原始卵泡*成

熟卵泡数减少%初级卵泡*次级卵泡*闭锁卵泡增加)

血管壁增厚%玻璃样变%内膜纤维化%肌层增厚%部分

血管腔狭窄甚至消失)从第
0

周开始%卵巢形态开始

恢复%第
/

周卵巢形态部分恢复%原始卵泡减少%见

图
$

)

B&H

!

血清
T;H

*

IH

*

L1

*
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KRQ

是女性在
0%

岁之前卵巢衰退的临床综合

征%以月经紊乱#如停经或稀发月经$伴有高促性腺激

素和低雌激素为特征'

'

(

%

KRQ

是
ARO

进一步发展的

结果)

ARO

发病的危险因素包括晚生育#年龄大于

'>

岁$*早绝经家族史*染色体异常*

T:O$

基因前突

变携带者*患有卵巢损伤性疾病#如子宫内膜异位症*

盆腔炎症等$或手术史*放化疗史*有吸烟嗜好等'

0.>

(

)

使用具有生殖毒性的化疗药物是引起
ARO

*

KRQ

*

KRT

的一个明确病因)化疗制剂对卵巢功能的影响

取决于它破坏细胞的速度和能力%最早损害的是生长

卵泡的颗粒细胞和卵泡膜细胞)一些化疗剂特别是

烷基类可以通过损害
AFN

来杀伤细胞%甚至是不处

于增殖状态的原始卵泡'

>

(

)人体内
AFN

修复基因随

着年龄的增长而逐渐下调表达%化疗药物还可引起这

些修复基因发生突变%明显增加化疗药物对卵泡的损

伤作用而引起
ARO

'

)

(

)

9J_

是影响卵巢功能最大的化疗药物之一)它

属于细胞周期非特异性药物%作用于细胞
AFN

而引

起
AFN

单链或双链的断裂%导致
AFN

*

OFN

和蛋白

质的合成受到抑制而使卵巢功能损伤)长时间使用

高剂量
9J_

%容易引发永久性卵巢损伤%继而导致卵

巢衰竭'

-

(

)研究认为!

9J_

可破坏卵巢生长卵泡的颗

粒细胞%使
L1

分泌减少%反馈引起
T;H

*

IH

升高'

$

(

%

另外
9J_

可使
N:H

*

QFHP

表达降低%促进原始卵

泡的.起始募集/%使原始卵泡向窦前卵泡发育%最终

走向闭锁'

/.(

(

)研究还表明%

9J_

能同时作用于原始

卵泡的卵母细胞和前颗粒细胞%干扰卵泡的成熟%耗

尽原始卵泡%使卵泡损伤'

$%

(

)

ARO

属于
KRQ

*

KRT

的前期状态%病情相对较

轻%尽早治疗%卵巢功能尚有机会恢复正常)

KRT

属

于卵巢衰竭终末期%卵巢功能基本不能逆转)因此制

造
ARO

动物模型要求大鼠卵巢功能有一定的损害%

但又不能损害太严重)有学者'

$

(采用
->@
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9J_

单次腹腔注射制造大鼠卵巢功能损害模型%发现用药

后
'!

*
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周*
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周卵巢功能均受到一定损害%原始卵泡

数目减少%引起卵巢储备功能下降)

9J_->@

B

"

5

B

单次腹腔注射建立卵巢功能损害的大鼠模型成本低%

手术操作简便%建模成功率高%但未对
N:H
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QFHP

*

IH

等指标进行检测)陈小平'

$$

(复制了这一动物模

型%发现用
9J_->@
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B

单次腹腔注射造模后
$
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*
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周大鼠卵巢功能均受到一定损害%提示大鼠卵巢

功能损害模型建模成功)但观察时间短%只进行了
0

周的研究%对于模型是否有自我恢复能力未做进一步

观察)因此%结合前两个实验的优点与不足%设计了

本实验)

本研究发现!在整个观察期间%两组造模大鼠无

死亡%说明这种造模方法安全)

9J_

造模后
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%动情间期延长
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&卵巢

组织中原始卵泡*成熟卵泡数减少%初级卵泡*次级卵

泡*闭锁卵泡增加&卵巢指数在造模后第
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原始卵泡数减少)造模后第
/

周卵巢指数较前
)

周

稍有升高)说明
9J_

对卵巢储备功能损伤是肯定

的%但模型有一定的自我修复能力%并未形成卵巢衰

竭的状态%符合
ARO

的疾病发病特点)众所周知%卵

巢功能一旦到了衰竭状态%治疗难度很大%目前尚未

发现有药物能逆转已经衰竭的卵巢功能%但如果在疾

病发生的早期就给予药物干预%卵巢功能衰竭的速度

可减慢%甚至有逆转可能)

综上所述%采用
->@

B

"

5

B

9J_

单次腹腔注射能

成功制造
;A

大鼠
ARO

模型)该法操作简便易行*

造模时间短*成功率高%模型有一定的自我修复能力%

值得推广应用)
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