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实验研究

顺铂建立大鼠卵巢早衰模型的实验研究

张丽娟　赵丕文　陶仕英　冒湘琳
（北京中医药大学基础医学院，北京，１０００２９）

摘要　目的：探讨采用临床常用药物顺铂建立化疗性损伤卵巢早衰动物模型的方法。方法：通过观察阴道脱落细胞选取
有正常动情周期的雌性ＳＤ大鼠６０只随机分为正常组，低剂量组和高剂量组。按４ｍｇ／ｋｇ和６ｍｇ／ｋｇ分别给予低、高剂量
组腹腔注射顺铂注射液，每周１次，连续２周。每天观察大鼠一般情况，体重，动情周期。取材后测定血清中Ｅ２、ＦＳＨ、ＬＨ
和Ｐｒｏ含量，光镜下观察卵巢病理组织形态变化。结果：体重下降，动情周期紊乱，动情间期延长。与正常比较，高、低剂
量组Ｅ２水平不同程度降低，ＦＳＨ、ＬＨ水平升高（Ｐ＜００５）。孕酮含量各组比较无统计学意义（Ｐ＞００５）。卵泡计数减少。
结论：化疗药物顺铂可致大鼠卵巢功能明显衰退，卵泡发育障碍，生殖能力受损。为基础研究建立稳定的卵巢早衰动物模

型提供一种操作简单，成功率高，结果可靠的实验方法。
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　　卵巢功能早衰（ＰｒｅｍａｔｕｒｅＯｖａｒｉａｎＦａｉｌｕｒｅ，ＰＯＦ）
是指妇女青春期发育后若在４０岁前发生闭经、卵巢
萎缩、体内雌激素水平低落、促性腺激素水平高达绝

经期水平的现象。是常见的妇科内分泌疾病，近年

来研究证实，由于卵巢早衰患者卵巢分泌的雌激素

量减少，即可导致一些其他疾病，如骨质疏松、泌尿

生殖道萎缩、脂质代谢紊乱、心血管类等疾病［１４］。

顺铂是一种可以用来治疗多种肿瘤的化疗药

物，但又有一定的不良反应，与卵巢的损害有直接关

系［５６］。有研究表明顺铂可诱导卵巢细胞凋亡，引起

组织坏死，从而导致卵巢功能早衰［７９］。本实验根据

这一原理建立化疗性损伤卵巢早衰动物模型。

１　实验材料
１１　实验动物　健康雌性 ＳＤ大鼠６０只，体重１９０
～２１０ｇ，均为清洁动物，检疫合格，由北京维通利华
实验技术有限公司提供。动物饲养在室温、自然光
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照的清洁级实验室内，食水充足。饲料为维通利华

提供的普通大鼠饲料，饮水为去离子水。

１２　实验试剂　注射用顺铂（ＣＤＤＰ），每支１０ｍｇ，
由齐鲁制药有限公司生产，批号：Ｈ３７０２１３５８。注射
用顺铂用生理盐水配制成０５ｍｇ／ｍＬ，按４ｍｇ／ｋｇ、６
ｍｇ／ｋｇ腹腔注射。ＦＳＨ批号：２０１４１２０；ＬＨ批号：
２０１４０１２０；Ｐｒｏ批号：１２２０，厂家：北京北方生物技术
研究所。Ｅ２批号：０１２０，厂家：深圳拉尔文。亚甲基
蓝批号：Ａ２０２０３１，国产。
２　实验方法
２１　实验对象筛选　适应性喂养３ｄ后，对大鼠进
行阴道脱落细胞学涂片，连续７ｄ光镜下观察，筛选
出动情周期正常的６０只健康雌性大鼠进入正式实
验。随机分为正常组，低剂量组和高剂量组，每组

２０只。
２２　化疗性损伤卵巢模型的建立　低剂量组和高
剂量组分别按４ｍｇ／ｋｇ、６ｍｇ／ｋｇ腹腔注射顺铂注射
液，正常组腹腔注射１ｍＬ生理盐水。每周同一时间
注射１次，连续２周。造模期间每天定时进行阴道
涂片实验，观察动情周期的变化，以确定造模成功。

２３　观察大鼠情况　每日观察并记录大鼠的进食
进水情况，生命体征，行为活动及体毛变化。每日上

午９点进行阴道涂片实验和体重测量。
２４　取材　第２次注射７ｄ后，进行取材。大鼠腹
主动脉取血，以３０００ｒ／ｍｉｎ速度离心１０ｍｉｎ，分离
提取上层血清，存于－２０℃冰箱待测。取大鼠双侧
卵巢至于４％甲醛溶液中固定，经梯度酒精脱水、二
甲苯透明、浸蜡、包埋，进行石蜡切片的制备。

２５　指标检测
２５１　动情周期检测　将棉签蘸取少量生理盐水
徐徐插入大鼠阴道取少量分泌物，迅速在载玻片上

朝单侧转动，滴少量亚甲基蓝溶液光镜下观察。

２５２　激素水平检测　采用放免检测 ＦＳＨ、Ｅ２、Ｐｒｏ
和ＬＨ水平含量，实验步骤按照试剂说明进行试验。
１）包被：用００５ＭＰＨ９糣碳酸盐包被缓冲液将抗体
稀释至蛋白质含量为１～１０μｇ／ｍＬ。在每个聚苯乙
烯板的反应孔中加０１ｍＬ，４℃过夜。次日，弃去孔
内溶液，用洗涤缓冲液洗３次，３ｍｉｎ／次。２）加样：
加一定稀释的待检样品０１ｍＬ于上述已包被之反
应孔中，置３７℃孵育１ｈ。然后洗涤。（同时做空白
孔对照）。３）加酶标抗体：于各反应孔中，加入新鲜
稀释的酶标抗体（经滴定后的稀释度）０１ｍＬ。３７
℃孵育０５～１ｈ，洗涤。４）加底物液显色：于各反应
孔中加入临时配制的 ＴＭＢ底物溶液０１ｍＬ，３７℃

１０～３０ｍｉｎ。５）终止反应：于各反应孔中加入２Ｍ硫
酸００５ｍＬ。６）结果判定：在 ＥＬＩＳＡ检测仪上，于
４５０ｎｍ处，以空白对照孔调零后测各孔值。
２５３　ＨＥ染色观察各级卵泡　１）脱蜡：将石蜡切
片至于二甲苯Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ中各１０ｍｉｎ进行脱蜡。２）复
水：浸入梯度酒精和去离子水各３ｍｉｎ。３）染色：苏
木素溶液中５～１０ｍｉｎ冲洗，盐酸酒精分色３ｓ，冲水
５～１０ｍｉｎ反蓝。伊红溶液中１～３ｍｉｎ，蒸馏水洗２
ｓ。４）脱水：９５％乙醇 Ｉ、ＩＩ各５ｓ，无水乙醇 Ｉ、ＩＩ各５
ｍｉｎ。５）固定：二甲苯 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ各５ｍｉｎ。６）封片：中
性树胶封片，静置１２ｈ。镜下观察各级卵泡。
２６　统计学方法　所有数据均采用 ＳＰＳＳ１６０统
计软件进行统计分析，数值采用均数 ±标准差（珋ｘ±
ｓ）表示，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。
３　结果
３１　大鼠一般情况　正常组大鼠活动、进食正常，
体毛光滑有光泽，有正常的动情周期；不同剂量组大

鼠给药后体重均有不同程度下降，行动缓慢，喜弓

背、蜷缩，食欲下降，体毛晦暗无光泽，高剂量组更为

明显。正常组大鼠注射生理盐水体重增加迅速且平

稳，不同剂量组注射顺铂４ｄ后较正常组体重均有
不同程度的下降，而高剂量组在注射顺铂８ｄ体重
较低剂量组明显下降，各组大鼠体重变化（见图１）。

图１　各组大鼠体重变化对比柱状图

３２　不同剂量对大鼠动情周期的影响　正常大鼠
动情周期［１０］４～５ｄ。分为四个阶段，动情前期：椭圆
形有核上皮细胞占绝大多数，白细胞和角化上皮细

胞很少。动情期：角化上皮细胞占多大多数，由散在

增至集块，白细胞和有核上皮细胞很少。动情后期：

片状角化上皮细胞，有核上皮细胞和白细胞３种都
有，无太大差异。动情间期：白细胞占绝大多数，有

核上皮细胞和角化上皮细胞很少（见图２）。低剂量
组用药后动情周期紊乱，动情间期延长，动情缩短。

但停用药１周后部分大鼠动情周期有所恢复。高剂
量组大鼠动情周期延长，甚至长期停留在动情间期，

不出现动情期。停药后１周动情周期没有恢复。
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图２　光镜下４０倍大鼠动情周期阴道涂片

３３　大鼠血清中ＬＨ、ＦＳＨ、Ｅ２及孕酮含量的变化　
从表１可以看出，高剂量组与正常组比较大鼠血的
ＦＳＨ值升高有统计学意义（Ｐ＜００５），卵泡对 ＦＳＨ
敏感度降低是卵巢功能衰退的早期征象［５］。低剂量

组血清中 ＦＳＨ较正常组差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。顺铂对大鼠血清中孕酮含量的影响，给药前
后各组均无明显差异。Ｅ２水平在给药后２组差异
均有统计学意义（Ｐ＜００５）。

表１　大鼠血清ＬＨ、ＦＳＨ、Ｅ２及孕酮含量

组别 孕酮（ｎｇ／ｍＬ） ＦＳＨ（ｍＩＵ／ｍＬ） Ｅ２（ｐｇ／ｄＬ） ＬＨ（ｍＩＵ／ｍＬ）

正常组 ２３７±０３９ ６８５±０３６ ３４２５±６６８ ２１３±０４６
高剂量组 １５２±０３２ｂ ７６８±０６２ａ １４０３６±４３４ａ １８８±０６２ａ

低剂量组 ２６９±０１６ｂ ６９７±０５５ｂ ２１０６±３６２ａ １９１±０３１ｂ

　　注：ａ代表Ｐ＜００５；与正常对照，ｂ代表 Ｐ＞００５；与正常对照（珋ｘ±ｓ，ｎ＝

４）。

３４　各大鼠卵巢形态学影响　正常组大鼠卵巢增
大，各级卵泡生长活跃，可见各级卵泡，且大多数为

原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡和成熟卵泡，闭锁卵

泡很少。且卵泡颗粒细胞层较多，卵泡液丰富，黄体

发育较好。而低剂量组原始卵泡和初级卵泡减少，

闭锁卵泡增加，黄体数量减少。高剂量组可见很少

次级卵泡和成熟卵泡，大多数为闭锁卵泡，卵泡颗粒

细胞层明显变薄，黄体明显减少。（见图３）

图３　光镜下４０倍ＨＥ染色

４　讨论
卵巢早衰是一种多病因所致的卵巢功能衰竭，

但其具体发病机理仍不清楚，所以模型研究是深入

探讨疾病发生和发展的必要条件。有研究表明［１１］

顺铂对不同发育时期的卵泡有不同程度的损伤，并

可导致血清中相应激素水平发生变化。因此本实验

对化疗药物顺铂建立大鼠卵巢早衰模型方法及可行

性进行探讨。

从实验结果可以看出：大鼠在给予顺铂造模

后［１２１３］表现为弓背、蜷缩，行动缓慢，食欲下降，体毛

枯黄。阴道涂片显示：低剂量组用药后动情，动情周

期延长，但停用药一周后部分大鼠动情周期有所恢

复。高剂量组大鼠不仅长期停滞在动情间期，且行

阴道涂片时可感到阴道松弛，偶见血性分泌物。以

上表现与临床上妇女阴道成老年性改变相似。

ＦＳＨ是检测卵巢早衰的常用指标，也用来判断
损伤程度［１４１５］。卵泡对 ＦＳＨ敏感度降低是卵巢功
能衰退的早期征象［１６１７］，与临床上血虚型闭经相

似［１８］。本研究结果显示低剂量组大鼠血清中 ＦＳＨ
水平较正常组有所升高，但无统计学意义（Ｐ＞
００５）；而高剂量组明显高于正常组，有统计学意义
（Ｐ＜００５）。Ｅ２可促进卵泡生长，改善卵巢功能，造
模后血清中 Ｅ２水平都有所降低，高剂量组更为明
显，自然导致卵泡发育，使卵巢受损。

卵巢功能完成的物质基础是初级卵泡的存在及

发育，初级卵泡由原始卵泡发育而来，原始卵泡不能

再生，他的破坏终将导致卵巢功能早衰［１９２０］。实验

结果高剂量组可见原始卵泡，次级卵泡和成熟卵泡

显著减少，闭锁卵泡明显增加。提示：顺铂刺激了凋

亡机制，导致大量卵泡停止发育继而凋亡。

综上所述，本实验研究给予大鼠不同剂量的顺

铂注射后，卵巢功能出现不同程度的损伤，而高剂量

组模型更为理想。本研究优势在于成功率高，模型

稳定，资源易得，费用低廉，可作为探讨卵巢早衰发

病机制的动物模型。
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刺激因子，通过刺激牙周膜细胞向成骨细胞分化，从

而修复牙周损伤组织［１１］。研究揭示了牙周炎广泛

存在牙周炎症损伤病变组织。其中通过 ２０％、
４０％、８０％干黄茶乳剂处理１、２ｈ时，８０％干黄茶乳
剂处理的牙周炎小鼠模型 ＧＩ值、血清 ＩｇＧ水平最
低，揭示了在药物处理２ｈ内，８０％干黄茶乳剂的抑
菌消炎作用作为显著，但随着时间的延长，其抑菌消

炎效果呈下降趋势。而４０％干黄茶乳剂处理４、６ｈ
时，牙周炎小鼠模型ＧＩ值、血清ＩｇＧ水平最低，揭示
了药物处理２ｈ后，４０％干黄茶乳剂的抗牙周菌斑
微生物的作用最为显著，且随着作用时间的延长，其

抗牙周菌斑微生物的作用逐渐增强，间接反映了

４０％干黄茶乳剂对牙周炎抗牙周菌斑微生物的持续
作用最长，而２０％干黄茶乳剂处理的牙周炎小鼠模
型对抑菌作用最弱，可能与局部低血药浓度具有明

显的相关性［１２］。同时，药物处理６ｈ后，采用免疫组
化方法检测牙周组织ＢＭＰ２、ＩＧＦ１、ｂＦＧＦ表达量的比
较结果显示，４０％干黄茶乳剂处理的牙周组织
ＢＭＰ２、ＩＧＦ１、ｂＦＧＦ阳性表达量最高，其次为８０％干
黄茶乳剂，而２０％干黄茶乳剂最低，揭示了４０％干
黄茶乳剂对牙周炎抗菌斑微生物的维持作用明显延

长，可能与４０％血药浓度更有利于牙周损伤组织的
修复［１３］。但关于给药方式、渗透性对干黄茶乳剂抑

菌抗炎与牙周组织修复的影响作用尚有待进一步的

研究。

综上所述，干黄茶乳剂通过发挥抗炎与修复牙

周损伤组织，从而有效治疗牙周炎，且与药物浓度具

有相关性，４０％干黄茶乳剂维持作用４ｈ对牙周炎

的抗炎效果最佳，有助于指导牙周炎临床治疗。
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（ＢＨ３）ｄｏｍａｉｎａｔｂｏｔｈｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｎｄｎｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｉｔｅｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０００，２７５（２）：１４３９１４４８．

［１７］ＢｏｒｏｖｓｋａｙａＴＧ，ＧｏｌｄｂｅｒｇＶＥ，ＦｏｍｉｎａＴＩ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔａｔｅｏｆｒａｔｖａｒｉｅｓｉｎｅａｒｌｙａｎｄｌａｔｅｐｅｒｉｏｄｓ［Ｊ］．ａｆｔｅｒａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｉｎｕｍｃｙｔｏｓｔａｔｉｃｓ．ＢｕｌｌＥｘｐＢｉｏｌＭｅｄ，２００４，１３７
（４）：３３１５．

［１８］卢晓男，徐向荣，林丽君．补肾二仙汤治疗卵巢早衰的临床观察
［Ｊ］．中国中西医结合杂志，２００８，２８（７）：５９４５９６．

［１９］王世阆．卵巢疾病［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，２００４：３１６．
［２０］李秀华，雷小敏．卵巢早衰与免疫［Ｊ］．中国老年学杂志，２００４，
２４（８）：７７６７７８．

（２０１４－０９－２８收稿　责任编辑：张文婷）
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