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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨雷公藤多苷致早发性卵巢功能不全（ＰＯＩ）小鼠模型相关指标的变化，确定采取干预措施

的最佳时间点。 方法　 将 ４０ 只 ＩＣＲ 雌性小鼠随机分为对照组、Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组，每组 ８ 只。 对照组灌胃纯水 １４ ｄ
（０􀆰 ０１ ｍＬ ／ １０ ｇ），其余各组给予雷公藤多苷混悬液（８０ ｍｇ ／ ｋｇ，０􀆰 ０１ ｍＬ ／ １０ ｇ）分别连续灌胃 １ ｄ（Ａ 模型组）、３ ｄ（Ｂ
模型组）、７ ｄ（Ｃ 模型组）、１４ ｄ（Ｄ 模型组），并分批次取材。 称量各组小鼠体重、湿重子宫和双侧卵巢；酶联免疫法

检测各组小鼠血清 ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２、Ｐ、ＡＭＨ、ＩＮＨ⁃Ｂ、Ｔ 含量；ＨＥ 染色观察各组小鼠各级卵泡、黄体的数量及发育状态；
ＴＵＮＥＬ 荧光染色法检测各组小鼠卵巢内凋亡面积；ＩＨＣ 法检测各组小鼠卵巢中 ＶＥＧＦＡ、ＣＤ３４、ＥＰＯ 蛋白阳性表达；
ＰＣＲ 法检测各组小鼠 ＨＩＦ⁃１α、ＳＤＦ⁃１、ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量。 结果　 与对照组比较，Ａ 模型组各指标变化不符合

ＰＯＩ 成模标准；Ｂ 模型组小鼠卵巢指数、子宫指数、体重显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｃ 模型组体重显著下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｄ 模

型组卵巢指数明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组血清指标 ＦＳＨ、ＬＨ 含量升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｅ２、ＰＲＯＧ、ＡＭＨ、
ＩＮＨ⁃Ｂ、Ｔ 含量下降（Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡、排卵前卵泡及黄体数量明显减少（Ｐ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），闭锁卵泡数量显著增多（Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组 ＴＵＮＥＬ 荧光染色凋亡面积明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组 ＣＤ３４、ＶＥＧＦＡ、ＥＰＯ 阳性表达明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ａ、Ｂ 模型组 ＨＩＦ⁃１α、ＳＤＦ⁃１、
ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达量明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｂ 模型组相比，Ｃ、Ｄ 模型组相关指标发生明显变化，提示

Ｃ、Ｄ 模型较严重，趋向 ＰＯＦ 发展。 结论　 Ｂ 模型组是卵巢功能从受损状态 ＰＯＩ 发展到不可逆卵巢早衰（ＰＯＦ）的转

折点，提示雷公藤多苷给药 ３ ｄ 是诱导 ＰＯＩ 疾病模型及药物有效干预的最佳时间。
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ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ３４， ＶＥＧＦＡ， ａｎｄ ＥＰＯ ｉｎ Ｂ， Ｃ， ａｎｄ Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）． ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， ＳＤＦ⁃１， ａｎｄ ＣＸＣＲ４ ｉｎ Ａ ａｎｄ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｎｇｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓ ａｎｄ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ＰＯＦ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｔｈｅ ｔｕｒｎｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｉｍｐａｉｒｅｄ ＰＯＩ ｔｏ ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ＰＯＦ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ３ ｄａｙｓ ｏｆ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｎｇ Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｉｓ ｏｐｔｉｍａｌ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａ ＰＯＩ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｓｉｄｅ； ｇｒａｎｕｌｅ ｃｅｌｌｓ； ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｈｙｐｏｘｉａ

Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 早 发 性 卵 巢 功 能 不 全 （ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＯＩ）是指由于卵巢功能异常或卵泡过

度损耗所引起的女性（ ＜４０ 岁）性腺激素功能减退

疾病［１］，美国生殖协会按照促卵泡激素 （ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）水平、生育能力和月经情

况将 ＰＯＩ 疾病进程分为隐匿性－生化异常－临床异

常 ３ 个阶段［２］，其中隐匿性仅表现为生育力下降；
生化异常阶段是间隔 ４ 周的 ２ 次 ＦＳＨ 血清检查结

果显示＞２５ ＩＵ ／ Ｌ 伴生育力下降，但月经规律；临床

异常阶段是生化异常的基础上月经紊乱甚至闭经。
中医学中虽无早发性卵巢功能不全这一疾病的记

载，但可归于“不孕”这一疾病，结合《上古天真论》
对女子生殖能力变化的描述“二七而天癸至，任脉

通，太冲脉盛，月事以时下，故有子”，到“七七，任脉

虚，太冲脉衰少，天癸竭，地道不通，故形坏而无子

也”，可以认识到中西医均认为 ＰＯＩ 是一种卵巢功

能渐进型衰退的疾病，若不及时医治则发展为卵巢

功能不可逆衰竭的卵巢早衰 （ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ
ｆａｉｌｕｒｅ，ＰＯＦ），最终引发更年期提前所致的心脑血

管、神经退行性病变等一系列疾病［３］。
目前对于女性生殖疾病的研究因受限于临床

伦理、患者配合度等因素，多采用动物模型进行机

制探索，其中啮齿类动物如小鼠因价格低廉、易饲

养、与人体遗传学相似度较高［４］ 而在 ＰＯＩ 动物模型

中广泛应用。 国内较为主流的 ＰＯＩ 小鼠模型以化

疗 药 物 如 雷 公 藤 多 苷 （ Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ
ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｓｉｄｅ，ＴＷＰ）灌胃造模为主，但通过观察发

现，其与 ＰＯＦ 等卵巢功能受损的小鼠动物模型存在

造模药、评价指标相同［５－６］，且不同模型界限判定模

糊等情况。 此外，应用此模型进行药效学、机制学

研究的实验中，治疗药物的干预时间点多样，其中

以造模和治疗同时进行［７］、模型成功后再治疗［８］ 这
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两种形式为主。 由此引发模型进展程度的评价标

准模糊、给药节点无证据支持等系列问题，对界定

ＰＯＩ 疾病模型及寻找治疗 ＰＯＩ 疾病有效治疗药物十

分不利。 本课题组经过前期实验研究建立 ＴＷＰ 致

小鼠 ＰＯＩ 模型［９］，其造模周期、成模标准均已有相

关基础，基于此对造模过程中不同时间点小鼠的卵

巢功能进行检测，以期通过对卵巢衰退过程的生物

指标变化监测，探寻到小鼠卵巢“早期”功能衰退且

尚有恢复能力的转折点，确定治疗药物对 ＰＯＩ 小鼠

模型干预的最佳治疗时间点，为丰富 ＰＯＩ 动物模型

的实验方法研究提供可靠的数据支持。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 ＩＣＲ 小鼠 ５０ 只，雌性，６ 周龄，体重 １８ ～ ２０ ｇ，
ＳＰＦ 级，均购自斯贝福（北京）生物技术有限公司

［ＳＣＸＫ（京）２０１９－００１０］。 饲养于中国中医科学院

西苑医院动物实验中心［ ＳＹＸＫ（京） ２０２３－００５３］。
饲养条件为恒温 ２４ ℃左右，湿度（４５±５）％，光照和

黑暗各 １２ ｈ 交替进行，饮水不限，自由进食标准颗

粒饲料。 实验遵循实验动物“３Ｒ”原则，实验方案经

过中国中医科学院西苑医院医学伦理委员会审批

通过（２０２１ＸＬＣ０５５⁃２）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 雷公藤多苷片（远大医药黄石飞云制药有限公

司，批号 Ｚ４２０２１２１２）；小鼠 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒：促卵

泡素 （批号 ＩＮＳ⁃２０２３９）、促黄体激素 （批号 ＩＮＳ⁃
２１４６８）、雌二醇（批号 ＩＮＳ⁃Ｊ２０２３１）、孕酮（批号 ＩＮＳ⁃
Ｊ２０２３１）、睾酮 （批号 ＩＮＳ⁃Ｊ２０３２０）、抗缪勒管激素

（批号 ＩＮＳ⁃２０５１４）、抑制素 Ｂ（批号 ＩＮＳ⁃２０８０８）均购

自黄石市艾恩斯生物科技有限公司；瑞氏吉姆萨复

合染色液 （北京索莱宝生物科技有限公司，批号

Ｇ１０２０）； ＲＮＡ 提 取 液 （ 批 号 Ｇ３０１３ ）、 无 酶 水

（Ｇ４７００）均购于武汉赛维尔生物科技有限公司；一
抗鼠 抗 ＶＥＧＦ （ 批 号 ＧＢ１３０３４ ）、 ＣＤ３４ （ 批 号

ＧＢ１３５８４）、 ＥＰＯ （ 批 号 ＧＢ１１３２３ ）、 ＨＲＰ （ 批 号

ＧＢ２３３０３）均购于武汉赛维尔生物科技有限公司；三
氯甲烷（批号 １０００６８１８）、异丙醇（批号 ８０１０９２１８）、
无水乙醇（批号 １０００９２１８）均购于国药集团化学试

剂有限公司。
酶标仪（美国 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司，ＢＩＯ⁃ＲＡＤ６８０）；台式

高速冷冻离心机 （赛默飞世尔科技有限公司，
Ｈｅｒａｅｕｓ ＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸ３Ｒ）；显微镜 （尼康仪器有限公

司，Ｅ１００）；显微镜载玻片（江苏世泰实验器材有限

公司，批号 ８０３０２⁃２１０１）；电子天平（上海精密科学

仪器有限公司，ＦＡ２２０４Ｂ）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃
ｒａｄ，ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 药品制备

　 　 造模药配置：４０ ｍＬ 纯水中添加 ０􀆰 １ ｇ 羧甲基纤

维素钠、０􀆰 １２５ ｍＬ 吐温 ８０，随后加入 １６００ ｍｇ 雷公

藤多苷片并定容至 ５０ ｍＬ，超声装置中震荡均匀为 ４
ｍｇ ／ ｍＬ ＴＷＰ 混悬液，置于－４ ℃冰箱避光保存备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 实验动物分组

　 　 将 ５０ 只 ６ 周龄，１８ ～ ２０ ｇ ＩＣＲ 雌性小鼠适应性

喂养 ３ ｄ 后每日早上 ９ ∶００ 行阴道涂片，监测动情周

期，以 ５ ｄ 为 １ 个周期循环。 １０ ｄ 后剔除动情周期

紊乱小鼠 １０ 只，将余下 ４０ 只小鼠采用随机分组法

分为对照组、Ａ 模型组、Ｂ 模型组、Ｃ 模型组、Ｄ 模型

组，每组 ８ 只。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物模型制备和取材

　 　 参照前期实验基础制定模型制备方法，于上午

９ ∶００ 称重后进行模型制备给药。 对照组：每日灌胃

纯水 ０􀆰 ０１ ｍＬ ／ １０ ｇ；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组：每日以 ８０
ｍｇ ／ ｋｇ 灌胃 ＴＷＰ 混悬液。 各组小鼠在最后 １ ｄ 灌

胃造模后禁食不禁水，并于第 ２ 日上午 ８ ∶００ 行眼眶

后静脉丛采血，离心后将血清置于－８０ ℃冰箱冻存。
精密天平称取脏器质量后，将小鼠两个卵巢分别随

机放入 １０％甲醛液固定和－８０ ℃冰箱冷冻保存，具
体安排如表 １。
１􀆰 ３􀆰 ４　 检测指标

　 　 （１）称重：小鼠体重 ／ ｇ；子宫系数 ＝子宫湿量 ／
ｍｇ× １００ ／体重 ／ ｇ；卵巢系数 ＝ 双侧卵巢湿重 ／ ｍｇ ×
１００ ／体重 ／ ｇ；

（２）血清指标检测：按照试剂盒说明书以酶联

免疫法检测各组小鼠血清中促卵泡激素（ ｆｏｌｌｉｃｌｅ⁃
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）、促黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ ）、 雌 二 醇 （ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２ ）、 孕 酮

（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，ＰＲＯＧ）、抗缪勒管激素（ａｎｔｉ⁃Ｍüｌｌｅｒｉａｎ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＡＭＨ）、抑制素 Ｂ（ ｉｎｈｉｂｉｎ Ｂ，ＩＮＨ⁃Ｂ）、睾酮

（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）浓度水平；
（３）卵巢病理学观察：将小鼠卵巢放入甲醛溶

液固定，组织脱水后行石蜡包埋切片，并用苏木精

对其染色。 每组选取 ６ 张切片，在×２００ 倍光学显微

镜对每张切片任选 ５ 个视野，并对始基卵泡、窦前卵

泡、窦状卵泡、排卵前卵泡、排卵后囊腔、黄体和闭
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锁卵泡进行数目统计。 正常小鼠卵巢皮质、髓质结

构清晰；颗粒细胞层清晰且排列整齐；各级卵泡形

态正常，卵母细胞无萎缩、核无固缩；闭锁卵泡少或

无。 以上描述若有一项不符则视为异常卵泡。
（４）ＴＵＮＥＬ 染色：将卵巢制成蜡块后进行脱蜡；

经 ＰＢＳ 漂洗和蛋白酶打孔后加入 Ｎａｓｅｌ 反应液，漂
洗后避光滴入 ＤＡＰＩ、甘油混合液，封盖后 ４８ ｈ 内在

荧光显微镜下以激发波长 ４５０ ～ ５００ ｎｍ，发射波长

５１５～５６５ ｎｍ 进行观察拍照。 每组选取 ６ 个卵巢制

片，每张切片在×２００ 高倍镜下随机拍摄 ５ 个视野，
分析累计光密度（ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）及

染色区 域 的 面 积 （ Ａｒｅａ ）， 计 算 出 平 均 光 密 度

（ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）＝ ＩＯＤ ／ Ａｒｅａ。
（５）免疫组化检测：将卵巢制成石蜡切片并进

行脱蜡水洗和抗原修复，之后进行内源性过氧化物

酶阻断；添加一抗进行孵育过夜，ＰＢＳ 洗涤后加二抗

进行室温孵育；在玻片洗涤后滴加 ＤＡＢ 显色液、自
来水冲洗后进行复染；流水冲洗后，将切片依次放

入酒精、无水乙醇、正丁醇、二甲苯中脱水，晾干后

封片。 每组选取 ６ 个卵巢制片，每张 ＣＤ３４、ＥＰＯ 免

疫组化切片在×４００ 高倍镜下随机拍摄 ３ 个视野，每
张 ＶＥＧＦ 免疫组化切片在×２００ 高倍镜下随机拍摄 ３
个视野，检测各蛋白阳性表达。

（６）荧光定量 ＰＣＲ 检测：抽提卵巢总 ＲＮＡ 后使

用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检测 ＲＮＡ 浓度及纯度，定容至 ２０
μＬ，最终浓度为 ２００ ｎｇ ／ μＬ；混匀离心后在 ＰＣＲ 仪

上完成逆转录；取 ０􀆰 １ ｍＬ ＰＣＲ 反应板，每个反转录

产物配制 ３ 管；点样后完成封膜，于荧光定量 ＰＣＲ
仪上进行扩增（表 ２），记录 ＨＩＦ⁃１α、ＳＤＦ⁃１、ＣＸＣＲ４
的 ｍＲＮＡ 表达量，采用 ２－△△Ｃｔ 法进行差异性检验。

表 １　 雷公藤多苷致早发性卵巢功能不全小鼠模型取材时间点
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ ｐｏｌｙｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

灌胃类型及剂量
Ｔｙｐｅ ａｎｄ ｄｏｓｅ ｏｆ ｇａｖａｇｅ

灌胃频次
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｇａｖａｇｅ

取材
Ｍａｔｅｒｉａｌ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

雷公藤多苷 ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）
ＴＷＰ ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）

１ 次
１ ｔｉｍｅ

造模期第 ２ 天
Ｄａｙ ２ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍａｋｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

雷公藤多苷 ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）
ＴＷＰ ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）

３ 次
３ ｔｉｍｅｓ

造模期第 ４ 天
Ｄａｙ ４ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍａｋｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

雷公藤多苷 ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）
ＴＷＰ ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）

７ 次
７ ｔｉｍｅｓ

造模期第 ８ 天
Ｄａｙ ８ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍａｋｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

雷公藤多苷 ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）
ＴＷＰ ８０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）

１４ 次
１４ ｔｉｍｅｓ

造模期第 １５ 天
Ｄａｙ １５ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍａｋｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

纯水 ０􀆰 ０１ ｍＬ·２０ ｇ ／ ｄ
Ｗａｔｅｒ ０􀆰 ０１ ｍＬ·２０ ｇ ／ ｄ

１４ 次
１４ ｔｉｍｅｓ

造模期第 １５ 天
Ｄａｙ １５ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｍａｋｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅ

序列（５’－３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

产物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ－正向
ＧＡＰＤＨ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ １３３

ＧＡＰＤＨ－反向
ＧＡＰＤＨ⁃ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

ＣＸＣＲ４（ＲＺ）－正向
ＣＸＣＲ４（ＲＺ）⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＧＣＴＡＡＧＧＡＧＣＡＴＧＡＣＧＧＡＣＡＡ ２３２

ＣＸＣＲ４（ＲＺ）－反向
ＣＸＣＲ４（ＲＺ）⁃ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＧＡＣＴＧＴＴＧＧＴＧＧＣＧＴＧＧＡ

ＨｉＦ１α－正向
ＨｉＦ１α⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＴＴＧＣＴＴＴＧＡＴＧＴＧＧＡＴＡＧＣＧＡＴＡ ２２３

ＨｉＦ１α－反向
ＨｉＦ１α⁃ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＴＡＣＴＴＧＧＡＧＧＧＣＴＴＧＧＡＧＡＡＴ

ＣＸＣＬ１２－正向
ＣＸＣＬ１２⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＡＧＴＧＡＣＧＧＴＡＡＡＣＣＡＧＴＣＡＧＣＣ １１６

ＣＸＣＬ１２－反向
ＣＸＣＬ１２⁃ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＧＧＣＡＣＡＧＴＴＴＧＧＡＧＴＧＴＴＧＡ
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１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 运用 ＩｍａｇｅＪ ６􀆰 ０ 软件计算 ＴＵＮＥＬ 图片凋亡区

域和免疫组化图片平均光密度值；运用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０
软件进行统计分析；单因素方差分析进行组间比较

和 ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义；以平均数±
标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，ｎ≥３。

２　 结果

２􀆰 １　 各组小鼠性腺指数以及体重比较

　 　 如表 ３ 所示，与对照组相比，Ｂ 模型组卵巢指

数、子宫指数和体重显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ａ、Ｃ 模型

组体重显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｄ 模型组卵巢指数明显

下降（Ｐ＜０􀆰 ０５），其余无统计学差异（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与

Ｂ 模型组相比，Ｃ 模型组体重和 Ｄ 模型组子宫指数、
体重上升（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），其余无统计学意义（Ｐ
＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 各组小鼠血清生化指标比较

　 　 如表 ４ 所示，与对照组相比，Ａ 模型组各指标无

显著变化（Ｐ＞０􀆰 ０５），Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组血清中 ＦＳＨ、ＬＨ
浓度显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｅ２、ＰＲＯＧ 浓度显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｂ 模型组相比，Ｃ 模型组血清

中 ＦＳＨ 浓度升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｅ２、ＰＲＯＧ 浓度降低（Ｐ
＜０􀆰 ０１），Ｄ 模型组血清中 ＦＳＨ、ＬＨ 浓度升高（Ｐ ＜
０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｅ２、ＰＲＯＧ 浓度降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

如表 ５ 所示，与对照组相比，Ａ 模型组血清中

ＡＭＨ 浓度显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组血清

中 ＡＭＨ、ＩＮＨ⁃Ｂ、Ｔ 浓度降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），其
余无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 Ｂ 模型组相比，Ｃ 模

型组血清 ＡＭＨ、Ｔ 浓度下降（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ ＜０􀆰 ０１）；Ｄ
模型组血清 ＡＭＨ、ＩＮＨ⁃Ｂ、Ｔ 浓度降低（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜
０􀆰 ０１），其余无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 各组小鼠卵巢 ＨＥ 染色观察

　 　 如图 １ 所示，与对照组相比，Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组小

鼠卵巢中始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡、排卵前卵

泡、黄体减少（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），闭锁卵泡增多（Ｐ＜
０􀆰 ０１），其余无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与 Ｂ 模型组

表 ３　 各组小鼠性腺指数以及体重比较（ｎ＝ ８）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｏｎａｄａｌ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

卵巢指数 ／ （ｍｇ ／ ｇ）
Ｏｖａｒｉａｎ ｉｎｄｅｘ

子宫指数 ／ （ｍｇ ／ ｇ）
Ｕｔｅｒｉｎｅ ｉｎｄｅｘ

体重 ／ ｇ
Ｗｅｉｇｈｔ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ２１±０􀆰 １３ ７􀆰 ６９±１􀆰 ３１ ２９􀆰 ２７±０􀆰 ９２

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０５±０􀆰 １９ ６􀆰 ５２±１􀆰 ５９ ２７􀆰 ２０±０􀆰 ９８∗∗

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９８±０􀆰 ０９∗∗ ５􀆰 ２２±０􀆰 ７３∗∗ ２６􀆰 ７８±１􀆰 ２２∗∗

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０４±０􀆰 ２４ ６􀆰 １８±２􀆰 ３６ ２８􀆰 ４６±１􀆰 １２

∗∗△

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００±０􀆰 １９∗ ７􀆰 ５１±２􀆰 ８３△ ２９􀆰 ３４±１􀆰 ７４△△

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

表 ４　 各组小鼠血清 ＦＳＨ、ＬＨ、Ｅ２ 和 ＰＲＯＧ 浓度比较（ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＦＳＨ， ＬＨ， Ｅ２ ａｎｄ ＰＲＯＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＦＳＨ ／ （ｍＩＵ ／ ｍＬ） ＬＨ ／ （ｍＩＵ ／ ｍＬ） Ｅ２ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ＰＲＯＧ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３２􀆰 ４±６􀆰 ３２ ３５􀆰 ５９±３􀆰 ０１ ４１１９􀆰 ３１±２８４􀆰 １２ ３３􀆰 ８２±２􀆰 １４

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４０􀆰 １２±８􀆰 ３１ ３３􀆰 ７８±３􀆰 ２８ ３８３３􀆰 ０９±３０６􀆰 ９ ３１􀆰 ５２±２􀆰 ２

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４３􀆰 ７７±６􀆰 ４４∗ ４１􀆰 ４１±３􀆰 ５１∗ ３４３９􀆰 ９５±１９３􀆰 ５３∗∗ ２９􀆰 ６５±１􀆰 ３∗∗

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ５９􀆰 ０２±７

∗∗△△ ４３􀆰 １２±４􀆰 ２５∗∗ ２６９７􀆰 ０１±２２６􀆰 ０８
∗∗△△ ２２􀆰 ４９±１􀆰 ８２

∗∗△△

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６０􀆰 ７２±１２􀆰 １１

∗∗△ ４８􀆰 ６２±４􀆰 ０４
∗∗△△ ２１８７􀆰 ０３±２４４􀆰 ７６

∗∗△△ ２０􀆰 ７±１􀆰 ７４
∗∗△△

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．
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相比，Ｃ 模型组始基卵泡、黄体减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜
０􀆰 ０１），闭锁卵泡显著增多（Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ｄ 模型组始基

卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡、黄体减少（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜
０􀆰 ０１），闭锁卵泡显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１），其余无统计

学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），见图 ２。
２􀆰 ４　 ＴＵＮＥＬ 法检测各组小鼠卵巢颗粒细胞凋亡

　 　 如图 ３ 所示，在卵巢髓质部的各级卵泡内绿色

荧光增强，在卵巢皮质部未见绿色荧光表达。 与对

表 ５　 各组小鼠血清 ＡＭＨ、ＩＮＨ⁃Ｂ、Ｔ 浓度比较（ｎ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ＡＭＨ， ＩＮＨ⁃Ｂ ａｎｄ Ｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＡＭＨ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） ＩＮＨ⁃Ｂ ／ （ｐｇ ／ ｍＬ） Ｔ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ３８０９􀆰 ３６±３９１􀆰 ４８ ４０􀆰 ８６±５􀆰 ５９ ２１􀆰 ６０±１􀆰 ７６

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３０４４􀆰 ５±３７８􀆰 ２３∗∗ ３６􀆰 ２８±３􀆰 ７６ ２０􀆰 １７±１􀆰 ８７

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２４００􀆰 ８８±１０２􀆰 ０５∗∗ ３０􀆰 １９±５􀆰 ０６∗∗ １６􀆰 ０５±１􀆰 ４２∗∗

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２０５６􀆰 ９±２６１􀆰 ９３

∗∗△△ ２７􀆰 ４２±１􀆰 ９６∗∗ １４􀆰 ４５±１􀆰 ０２
∗∗△

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １５９５􀆰 ６±５０１􀆰 １９

∗∗△△ ２３􀆰 ５９±３􀆰 ０５
∗∗△ １１􀆰 ９３±２􀆰 ３

∗∗△△

注：与对照组相比， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

注：绿色三角标示始基卵泡；黄色三角标示窦前卵泡；红色三角表示窦状卵泡；灰色标示排卵前卵泡；棕色标示排卵后囊腔；蓝色三角标

示黄体；黑色三角标示闭锁卵泡。

图 １　 各组小鼠卵巢 ＨＥ 染色病理图

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｅｅｎ ｔｒｉａｎｇｌｅ ｍａｒｋｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ． Ｙｅｌｌｏｗ ｔｒｉａｎｇｌｅ ｍａｒｋｉｎｇ ｐｒｅａｎｉｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ． Ｒｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ． Ｇｒａｙ ｍａｒｋｓ
ｐｒｅｏｖｕｌａｔｏｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ． Ｂｒｏｗｎ ｍａｒｋｓ ｔｈｅ ｐｏｓｔｏｖｕｌａｔｏｒｙ ｃｙｓｔｉｃ ｃａｖｉｔｙ． Ｂｌｕｅ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｃｏｒｐｕｓ ｌｕｔｅ． Ｂｌａｃｋ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｔｒｅｔｉｃ
ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｏｖａｒｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组小鼠卵泡计数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｃｏｕｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

０４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ２ 月第 ３４ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ２



照组相比，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组小鼠卵巢组织 ＴＵＮＥＬ
荧光强度增强（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与 Ｂ 模型组相

比，Ｄ 模型组小鼠卵巢组织 ＴＵＮＥＬ 荧光强度增强

（Ｐ＜０􀆰 ０１），其余无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），见表 ６。
２􀆰 ５　 各组小鼠卵巢免疫组化指标 ＣＤ３４、ＶＥＧＦＡ
及 ＥＰＯ 蛋白表达比较

　 　 如图 ４ 所示，与对照组相比，Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组

ＣＤ３４、ＶＥＧＦＡ、ＥＰＯ 蛋白的表达降低且具有统计学

意义（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１），其余无统计学意义（Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 与 Ｂ 模型组相比，Ｃ 模型组 ＥＰＯ 蛋白的表

达降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），Ｄ 模型组 ＣＤ３４、ＶＥＧＦＡ、ＥＰＯ 蛋

白的表达降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），其余无统计学意义（Ｐ＞

０􀆰 ０５），见表 ７。
２􀆰 ６　 各组小鼠卵巢 ＨＩＦ⁃１α／ ＳＤＦ⁃１ ／ ＣＸＣＲ４ 通路

相关基因 ｍＲＮＡ 表达比较

　 　 如表 ８ 所示，与对照组相比，Ａ、Ｂ 模型组 ＨＩＦ⁃
１α、ＳＤＦ⁃１ 和 ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜
０􀆰 ０１）；Ｃ 模型组 ＨＩＦ⁃１α 的 ｍＲＮＡ 表达显著升高（Ｐ＜
０􀆰 ０１）；Ｄ 模型组ＨＩＦ⁃１α 和 ＳＤＦ⁃１ 的ｍＲＮＡ 表达均升

高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），其余均无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 与 Ｂ 模型组相比，Ｃ 模型组 ＳＤＦ⁃１、ＣＸＣＲ４ 的

ｍＲＮＡ 表达明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｄ 模型组 ＨＩＦ⁃１α、
ＳＤＦ⁃１、ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１），其余无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ３　 卵巢颗粒细胞凋亡图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｏｖａｒｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ６　 各组小鼠卵巢颗粒细胞凋亡平均光密度（ｎ＝ ６，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ

ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＡＯＤ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２４􀆰 ４６±３􀆰 ４８

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３０􀆰 ３３±４􀆰 ８６∗

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３３􀆰 ５８±６􀆰 １５∗

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３８􀆰 ６４±１０􀆰 １２∗∗

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４４􀆰 ８２±７􀆰 ８３

∗∗△

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ
＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５．

表 ７　 各组小鼠卵巢免疫组化指标比较（ｎ＝ ６，􀭰ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＣＤ３４ ＶＥＧＦＡ ＥＰＯ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９±０􀆰 １ ０􀆰 ６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６±０􀆰 １

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０７

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０１∗

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２９±０􀆰 １∗∗ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０２∗△△

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０５

∗∗△ ０􀆰 ３±０􀆰 ０５
∗∗△ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０７

∗∗△

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ＜
０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．
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图 ４　 各组小鼠卵巢 ＣＤ３４、ＶＥＧＦＡ 和 ＥＰＯ 蛋白染色结果（免疫组化染色）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ＣＤ３４， ＶＥＧＦＡ ａｎｄ ＥＰＯ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ （ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

表 ８　 各组小鼠卵巢 ＨＩＦ⁃１α、ＳＤＦ⁃１ 和 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ 表达
比较（ｎ＝ ３，􀭰ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ＨＩＦ⁃１α、ＳＤＦ⁃１ ａｎｄ
ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＨＩＦ⁃１α ＳＤＦ⁃１ ＣＸＣＲ４
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０３

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ３４±０􀆰 ３１∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０２±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ９４±０􀆰 ２６∗∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０２∗

Ｃ 模型组
Ｃ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０８±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 ０２±０􀆰 ３７△ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０１△

Ｄ 模型组
Ｄ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０３

∗∗△ ０􀆰 ８８±０􀆰 １４∗△△ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０３△

注：与对照组相比， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｂ 模型组相比， △Ｐ＜
０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， △Ｐ＜０􀆰 ０５， △△Ｐ＜０􀆰 ０１．

３　 讨论

　 　 研究发现 ＴＷＰ 可通过发挥细胞功能毒性，诱导

靶器官发生特异性自身免疫，产生促炎效应，破坏

卵巢功能，进而影响子宫发育和小鼠生长［１０］。 目前

临床 ＰＯＩ 病人主要致病原因之一是服用具有生殖

毒性药物所致的医源性伤害，而 ＴＷＰ 所诱导的小鼠

ＰＯＩ 模型是比较符合此发病机制的实验模型。
３􀆰 １　 评价小鼠 ＰＯＩ 模型不同时间点的相关生物学

指标

　 　 既往研究证明 ＦＳＨ 诱导颗粒细胞增殖、分泌

Ｅ２，联合 Ｔ 激素促进卵泡发育［１１］，ＬＨ 作用于成熟卵

泡启动排卵［１２］，排卵后囊腔内颗粒细胞分化为黄体

并分泌 ＰＲＯＧ 维持黄体功能［１３］，因此在临床诊断中

常根据患者内分泌激素水平来判断卵巢功能状态。
本实验以 ８０ ｍｇ ／ ｋｇ ＴＷＰ 分别灌胃 １ ｄ（Ａ 模型组）、
３ ｄ（Ｂ 模型组）、７ ｄ（Ｃ 模型组）、１４ ｄ（Ｄ 模型组）监
测模型小鼠卵巢功能的发展进程，通过血清激素检

测发现 ＴＷＰ 灌胃 ３ ｄ 后 ＩＣＲ 小鼠血液中 Ｅ２、
ＰＲＯＧ、Ｔ 水平显著下降，ＦＳＨ、ＬＨ 水平显著上升，卵
巢和子宫指数下降，这一现象与临床生化异常阶段

ＰＯＩ 患者的血清生化指标趋势和影像学特征相吻

合［１４］。 此外，始基卵泡、窦前卵泡中颗粒细胞分泌

的 ＡＭＨ，以及窦前卵泡、窦卵泡中颗粒细胞分泌的

ＩＮＨ⁃Ｂ 均呈下降趋势，表明 ＴＷＰ 对于卵巢的生殖毒

性可能与各级卵泡中颗粒细胞的功能状态及凋亡

密切相关［１５］。
大量研究已证实 ＴＷＰ 可以导致小鼠卵巢细胞

凋亡水平升高［１６］，但缺少 ＴＷＰ 对小鼠卵巢功能损

伤动态监测的相关性研究。 本实验采用 ＴＵＮＥＬ 荧

光检测技术，通过对各组小鼠卵巢凋亡情况进行观

察，发现与对照组相比，各模型组卵巢荧光凋亡强

度增加，证明了 ＴＷＰ 诱导了卵巢内细胞凋亡。 结合

ＨＥ 染色病理结果发现，与对照组相比，Ｂ 模型组出

现卵巢损伤，颗粒细胞层排列疏松、始基卵泡减少、
闭锁卵泡增多，证明了 ＴＷＰ 通过损伤颗粒细胞，使
其凋亡率升高，导致卵泡发育异常、闭锁。 Ｃ、Ｄ 模

型组相较于 Ｂ 模型组，荧光凋亡强度明显升高，颗

２４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ２ 月第 ３４ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ２



粒细胞层更加稀薄、卵母细胞萎缩和核固缩严重，
始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡和黄体数量明显减

少，闭锁卵泡数量增加，表明 ＴＷＰ 对小鼠卵巢损伤

程度与作用时长呈正相关，且 ＴＷＰ 灌胃 ３ ｄ 时病理

指标符合“ＰＯＩ”动物模型标准且具有统计学意义。
本实验通过免疫组化检测发现，与对照组相

比，Ｂ 模型组 ＶＥＧＦＡ、ＣＤ３４ 蛋白表达明显下降，
ＣＤ３４ 作为血管内皮细胞标志物，在卵巢组织中常

锚定卵泡膜微血管，其蛋白表达降低抑制卵泡血管

新生，影响卵泡成熟［１７］。 ＶＥＧＦＡ 基因表达下降会

降低排卵期卵泡膜血管通透性［１８］、抑制卵泡成熟以

及破坏黄体功能［１９］，从而导致卵子排出障碍。 实验

结果表明，ＴＷＰ 通过抑制卵泡膜血管新生，降低卵

泡成熟率，诱导 ＰＯＩ 的发生。 与对照组小鼠卵巢

ＥＰＯ 蛋白阳性表达相比，自 Ｂ 模型组起二者在各级

卵泡、黄体中的表达量明显下降，且随着造模时间

的延长其阳性面积明显减少，ＥＰＯ 是促进血管新生

的主要表达因子之一，其分泌量的减少，使内皮细

胞增殖、迁移行为被抑制，造成受损血管修复失败、
无法维持血管形态，导致血管新生不足［２０］。 由此可

以得出 ＴＷＰ 通过营造卵巢病理性缺氧环境，抑制卵

泡血管新生、提高闭锁卵泡率、破坏黄体功能，建立

了小鼠 ＰＯＩ 模型。 通过检测各组小鼠卵巢中 ＨＩＦ⁃
１α、ＳＤＦ⁃１、ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达发现，与对照组比

较，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 模型组 ＨＩＦ⁃１α、ＳＤＦ⁃１、ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ
呈高表达状态，当卵巢组织在受到损伤后试图通过

激活 ＨＩＦ⁃１α ／ ＳＤＦ⁃１ ／ ＣＸＣＲ４ 通路，影响间充质干细

胞归巢于卵巢，以达到修复卵巢组织和内分泌功

能，这与已有研究的实验趋势相一致［２１］。 与 Ｂ 模型

组相比，Ｃ、Ｄ 模型组 ＳＤＦ⁃１ ／ ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达

量呈明显降低趋势，在 ＴＷＰ 灌胃第 ３ 天小鼠通过促

进 ＳＤＦ⁃１ ／ ＣＸＣＲ４ 的 ｍＲＮＡ 表达导致卵巢自我修复

能力处于“高位点”，诱导卵巢组织分泌血管生成因

子、抑制卵泡凋亡。 若此时不采取干预措施，卵巢

组织持续受损会造成自我调节和修复能力降低，导
致 ＳＤＦ⁃１ ／ ＣＸＣＲ４ 信号通路表达强度下降［２２］，由此

可见 Ｂ 模型组即 ＴＷＰ 造模 ３ ｄ 不仅是采取药物干

预措施的关键点，更是决定是否进展为 ＰＯＦ 的

节点。
３􀆰 ２　 ＰＯＩ 动物模型建立的意义与应用

　 　 ＰＯＩ 是 ＰＯＦ 的“前哨”，ＰＯＦ 是卵巢功能衰退的

“终端”。 将对卵巢功能诊断的关口前移，其目的是

通过及时治疗，阻止卵巢功能不可逆衰退的到

来［２３］。 目前常采用激素替代疗法对 ＰＯＩ 进行干预，
但效果仍不理想。 流行病学调查显示，ＰＯＩ 发病人

群中 ３０ 岁以下女性占比逐年升高［２４］， 且约有

６９􀆰 ２％继发性闭经女性从月经异常发展到 ＰＯＩ 的过

程用时不到 １ 年［２５］，这提示 ＰＯＩ 发病人群低龄化且

病程进展迅速。 因此，制作 ＰＯＩ 动物模型时要注意

实验动物的生殖寿命，避免造模周期过长［２６］ 使实验

动物在取材时已处在生理性初老阶段［２７］，而对实验

结果造成干扰。 此外，目前临床、动物研究中对于

ＰＯＩ 到 ＰＯＦ 的进展时长均未有明确定义。 因此，在
建立 ＰＯＩ 动物模型时，既需要符合临床发病规律，
也要注意与 ＰＯＦ 动物模型进行区分。 既往研究中

出现 ＰＯＩ［２８］和 ＰＯＦ［２９］模型动物、造模药、剂量、造模

时长均相同的情况，说明 ＴＷＰ 虽可以造成卵巢功能

衰退，但存在长时间损伤而未及时给予干预治疗，
进展为 ＰＯＦ 动物模型的可能性；同时引发了因实验

动物卵巢功能过度损伤，与临床 ＰＯＩ 患者实际情况

存在偏差，导致评估 ＰＯＩ 治疗药物出现遗漏或错误

的结果。 因此，寻找模型成立及药物干预的最佳时

间点对 ＰＯＩ 疾病的治疗具有重要意义。
针对 ＴＷＰ 灌胃致小鼠 ＰＯＩ 模型实验研究中，

发现在 Ｂ 模型组时期（造模 ３ ｄ）小鼠血清指标、卵
巢病理、免疫组化和免疫荧光结果均符合 ＰＯＩ 动物

模型标准［３０］，同时也是小鼠卵巢丧失自我修复能力

的“转折点”，更是药物干预治疗的最佳时间点，此
实验方法回答了既往实验模型存在的问题和争议，
最大程度体现了 ＰＯＩ 的发病本质（卵巢功能早期的

病理状态）和干预原则（早发现、早治疗），同时为

ＰＯＩ 小鼠动物模型药效学研究的干预时间点提供数

据支持，也为临床针对 ＰＯＩ 患者在不同时间节点的

疾病进程采取更加优质、细化的治疗方案提供理论

基础和思考方向。
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