
DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2024.194

实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineAug . 2025, 45(4)

不同浓度环磷酰胺诱导早发性卵巢功能不全小鼠模
型及作用机制研究
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[ 摘 要] 目 的　 观 察 比 较 不 同 浓 度 环 磷 酰 胺 （cyclophosphamide， CTX） 诱 导 小 鼠 早 发 性 卵 巢 功 能 不 全
（premature ovarian insufficiency，POI） 模型的效果并探讨损伤机制。方法　32 只 6~8 周龄的 C57BL/6J 雌性小鼠
按体重随机区组法分为 4 组，每组 8 只，分别用 75 mg/kg CTX、120 mg/kg CTX、120 mg/kg CTX+12 mg/kg 白消安

（Busulfan） 和 同 体 积 生 理 盐 水 腹 腔 单 次 注 射 来 建 立 POI 模 型 ， 测 定 每 组 小 鼠 的 卵 巢 系 数 、 血 清 中 雌 二 醇
（estradiol，E2） 和卵泡刺激素 （follicle stimulating hormone，FSH） 水平，并通过蛋白质印迹法检测不同造模浓
度条件下卵巢组织内 NAD 依赖性蛋白脱酰酶 5 （NAD-dependent deacetylase sirtuin-5，SIRT5） 和叉头框蛋白
O3a （forkhead box protein O3a，FOXO3a） 蛋白表达水平的变化规律。筛选最佳造模浓度后，将 40 只 6~8 周龄
的 C57BL/6J 雌性小鼠按体重随机区组法分为 5 组，每组 8 只；以生理盐水作为对照，用 120 mg/kg CTX 造模后第
1、2、7、14 天，通过蛋白质印迹法检测不同造模时间内卵巢组织中 SIRT5 和 FOXO3a 蛋白表达水平的变化规律。
结果　与生理盐水对照组比较，不同浓度的 CTX （75 mg/kg 和 120 mg/kg） 和 120 mg/kg CTX+12 mg/kg Busulfan 均
可以诱导小鼠出现 POI 损伤，其中 120 mg/kg CTX 造模小鼠的卵巢系数 （P<0.001） 和 E2 水平变化较小 （P<0.05），
120 mg/kg CTX+12 mg/kg Busulfan 组小鼠被毛粗糙，光泽度下降，反应迟钝，状态最差。与生理盐水对照组相比，
75 mg/kg CTX 造模组小鼠的卵巢组织中 FOXO3a 表达显著下调 （P<0.05），SIRT5 表达没有显著变化 （P＞0.05），
而 120 mg/kg CTX 造模组的 SIRT5 （P<0.05） 和 FOXO3a （P<0.05） 表达均显著下调。120 mg/kg CTX 造模后第 2 和
7 天，SIRT5 （P<0.01） 和 FOXO3a （P<0.001） 表达均显著下调，且第 7 天时表达水平变化最大 （SIRT5，P<0.000 1；
FOXO3a，P<0.000 1）。结论　120 mg/kg CTX 诱导小鼠 POI 模型的卵巢损伤小于 75 mg/kg CTX 诱导的 POI 模型，并
且 120 mg/kg CTX 造模第 7 天的 SIRT5 和 FOXO3a 表达变化最为显著，其作用机制可能与 SIRT5-FOXO3a 通路活性受
抑制相关。
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the mechanism of injury. Methods　Thirty-two 6~8-week-old female C57BL/6J mice were randomly divided 
into four groups (n=8 per group) using a weight-based block randomization method. The POI model was 
established via a single intraperitoneal injection of 75 mg/kg cyclophosphamide (CTX), 120 mg/kg CTX, 120 
mg/kg CTX + 12 mg/kg Busulfan, or an equivalent volume of normal saline (control). Ovarian coefficients, 
serum estradiol (E2) and follicle-stimulating hormone (FSH) levels were measured. Western blotting was 
performed to assess changes in ovarian expression levels of NAD-dependent deacetylase sirtuin-5 (SIRT5) 
and forkhead box O3a (FOXO3a) under different modeling conditions. After determining the optimal CTX 
concentration for modeling, an additional forty 6~8-week-old femal C57BL/6J mice were randomly divided 
into five groups (n=8 per group) using a weight-based block randomization method: saline control, 120 mg/kg 
CTX sampling at 1, 2, 7, or 14 days after modeling. Western blotting was used to evaluate temporal changes 
of ovarian SIRT5 and FOXO3a protein expression. Results　 Compared with the saline control, all 
concentrations of CTX (75 mg/kg CTX, 120 mg/kg CTX) and 120 mg/kg CTX + 12 mg/kg Busulfan induced POI 
injury in mice. The 120 mg/kg CTX group exhibited smaller changes in ovarian coefficients (P<0.001) and E2 
levels (P<0.05), whereas the 120 mg/kg CTX + 12 mg/kg Busulfan group showed rough and reduced luster 
fur, sluggish response and was in the worst state. Compared with the saline control group, FOXO3a 
expression was significantly down-regulated (P<0.05), while SIRT5 remained unchanged in the 75 mg/kg 
CTX group (P>0.05). In contrast, both SIRT5 (P<0.05) and FOXO3a (P<0.05) were significantly down-
regulated in the 120 mg/kg CTX group. Further analysis revealed that on day 2 and 7 after 120 mg/kg CTX 
modeling, the expressions of SIRT5 (P<0.01) and FOXO3a (P<0.001) were significantly down-regulated, with 
the largest decrease observed on day 7 (SIRT5, P<0.000 1; FOXO3a, P<0.000 1). Conclusion　Ovarian injury 
in the POI model induced by 120 mg/kg CTX is milder than that in the POI model induced by 75 mg/kg CTX. 
Moreover, the expression changes of SIRT5 and FOXO3a are most significant on day 7 after modeling 
induced by 120 mg/kg CTX, which may be related to the inhibition of the SIRT5-FOXO3a signaling pathway.
[Key words]  Cyclophosphamide; Premature ovarian insufficiency; Mouse model; SIRT5-FOXO3a pathway

早发性卵巢功能不全（premature ovarian insuffi-
ciency，POI）是指女性在 40岁前出现卵巢功能减退，

主要表现为月经异常（月经稀发或频发、闭经）、雌激

素水平波动性下降和卵泡刺激素（follicle stimulating 
hormone，FSH）水平升高（FSH＞25 U/L）［1-2］。根据

是否出现过自发月经，将 POI分为原发性和继发性。

POI主要病因有遗传因素、医源性因素、自身免疫因

素、代谢/酶功能紊乱、社会心理因素等［3］。近年来

POI发病率呈上升趋势，其全球发病率约为 3.5%［4］，
我国发病率约为2.8%［5］。过早的雌激素缺乏严重影响

女性生存质量，干预不及时将导致不可逆的卵巢功能

衰竭，即卵巢早衰，提前进入更年期，对女性生育健

康和心理健康造成巨大影响［6-7］。因此，探究POI发病

机制已成为防治本病的研究重点，而科学构建病理学

特征与实际临床症状相符，且建模成功率高的动物疾

病模型是其研究至关重要的环节。

医源性因素是 POI的重要致病原因之一，主要包

括肿瘤放化疗过程，尤其是化疗药物可诱导卵母细胞

凋亡或破坏卵巢颗粒细胞功能［2，8］，其中代表性药物

为环磷酰胺（cyclophosphamide，CTX）。CTX是一种烷

化剂，是肝脏细胞色素P450代谢生成和转化成磷酰胺

氮芥的主要代谢产物。CTX可诱导细胞DNA断裂，抑

制RNA转录和蛋白质合成，从而产生细胞毒性，是临

床上许多肿瘤（包括妇科肿瘤如乳腺癌、卵巢癌等）

化疗方案的组成药物［9］。在POI动物模型中，医源性

造模的占比最高，其中使用CTX造模占比最高［7］。但

不同文献中，CTX造模浓度及时间不尽相同，药物浓

度以75 mg/kg或120 mg/kg为主，部分研究用120 mg/kg 
CTX +12 mg/kg白消安（Busulfan），药物处理时间为

1~2周［10-12］。目前，CTX诱导 POI模型的分子机制尚

未完全阐明，明确CTX对卵巢储备损伤的机制是研究

及开发有效卵巢保护剂的基础。因此，本研究基于已

发表文献，对不同浓度CTX和不同造模时间下诱导的

POI损伤进行对比研究，并对其诱导损伤机制进行初

步探索，以期为 POI模型建立提供有效的技术理论

参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组
6~8周龄雌性C57BL/6J小鼠 72只（体重 20±2 g），

404



实验动物与比较医学 Laboratory Animal and Comparative MedicineAug . 2025, 45(4)

购自北京大学医学部［SCXK（京）2022-0009］，质量合

格证号为110332241100005268、110332241100005326。
所有动物饲养于中国中医科学院中药研究所实验动物

中心［SYXK（京） 2023-0077］的屏障环境中，12 h/
12 h明暗交替，室温 22~25 ℃，所有动物均可自由饮

水和进食。动物实验经中国中医科学院中药研究所实

验动物福利伦理委员会审核（伦理编号为2023B354）。
将动物分为两个批次。第一批次按体重随机区组

法将 32 只小鼠均分为 4 组，分别为对照（Ctl）组、

75 mg/kg CTX组［10］、120 mg/kg CTX组［11］、120 mg/kg 
CTX+12 mg/kg Busulfan组［12］。第二批次40只小鼠同样

通过体重随机区组法均分为 5组，分别为 Ctl组以及

120 mg/kg CTX造模后第 1、2、7、14天组。

1.2　试剂及仪器
CTX（货号C126044）和Busulfan（批号B123234）

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。小鼠雌二醇

（estradiol，E2） 酶联免疫检测试剂盒 （货号 CSB-
E05109m）和小鼠 FSH 酶联免疫检测试剂盒（批号

CSB-E06871m）购自南京建成生物工程研究所。磷酸

盐缓冲液（货号 P1020）、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（货号 PC0020）、高效 RIPA 裂解液 （货号 R0010）、
ECL Plus超敏发光液（货号PE0010）、含 10×Tween 20
的 Tris 缓冲液（货号 T1081）和二甲基亚砜（货号

D8370）均购自北京索莱宝科技有限公司。兔抗NAD
依赖性蛋白脱酰酶 5 （NAD-dependent deacetylase 
sirtuin-5，SIRT5）单克隆抗体（货号 87795）、兔抗叉

头框蛋白O3a（forkhead box protein O3a，FOXO3a）单

克隆抗体（货号 12829）、小鼠抗 β-actin单克隆抗体

（货号 3700T）购自美国Cell Signaling Technology公司。

医用酒精消毒液（乙醇含量为70%~80%）购自北京贞

玉民生药业有限公司（货号 202307003）。巴比妥酸钠

（货号11715）购自德国Sigma公司。Eppendorf 5417c离
心机购自德国Eppendorf公司。蛋白电泳及配套仪器购

自美国Bio-Rad公司。WD-9405H型脱色摇床和WD-
2110A型恒温金属浴购自北京六一生物科技有限公司。

1.3　小鼠 POI 模型制备
第一批 32只小鼠适应性饲养 3 d后，用生理盐水

分别配制 75 mg/kg 和 120 mg/kg CTX。用 DMSO 溶解

Busulfan，再用生理盐水配制成 12 mg/kg Busulfan
（DMSO终浓度按体积百分比为 0.01%）。不同浓度的

CTX及CTX+Busulfan配制完成后，对第一批次小鼠按

照1.1节第一批次分组要求，单次腹腔注射给各组小鼠

进行造模（注射剂量：0.1 mL/10 g），对照组给予同体

积的无菌生理盐水。第一批小鼠造模后第 7天，禁食

12 h称重，按照50 mg/kg剂量腹腔注射1%戊巴比妥钠

进行麻醉，眶动脉和眶静脉混合采血法留取血样，4 ℃
冰箱静止 2 h 后，3 500 r/min 离心 15 min，取上清，

-20 ℃冷冻备用。取血完成后，医用酒精棉球消毒腹

部，沿下腹正中线剪开皮肤约 1 cm，双手向头尾牵拉

皮肤暴露腹腔，用镊子轻提腹膜并剪开，将肠管向上

推移，可见双侧卵巢（位于肾脏下方，呈粉红色或淡

黄色菜花状结构，连接输卵管和子宫角），用眼科镊夹

住子宫角与输卵管连接处，剪断输卵管系膜及卵巢韧

带，游离两侧卵巢，将卵巢置于含预冷PBS的培养皿

中，剔除周围脂肪和结缔组织，称重，卵巢组织于液

氮速冻，-80 ℃保存备用。第二批 40只小鼠适应性饲

养 3 d后，用生理盐水配制 120 mg/kg CTX，对第二批

次小鼠按照1.1节第二批分组要求，单次腹腔注射给各

组小鼠进行造模（注射体积：0.1 mL/10 g），对照组给

予同体积的无菌生理盐水。第二批小鼠分别于造模后

第1、2、7、14天，禁食12 h称重，按照50 mg/kg剂量

腹腔注射1%戊巴比妥钠进行麻醉，待小鼠呼吸深慢无

痛觉反应后，通过前述方法收取小鼠卵巢，称重后组

织经液氮速冻，-80 ℃保存备用。

1.4　小鼠状态及卵巢系数测定
在采用不同浓度CTX造模后，观察小鼠状态（包

括小鼠毛色和精神状态）及卵巢系数。卵巢系数高低

是反映卵巢损伤的重要标志之一，卵巢系数越低表明

卵巢损伤越重。卵巢系数计算方法如下：卵巢系数=卵
巢湿重（mg） /小鼠体重（g）×100%。
1.5　血清激素水平检测

实验前，从冰箱取出第一批各组小鼠血清样本和

E2 、FSH测试盒，两种试剂盒实验操作方法类似，具

体如下：试剂盒在室温下平衡半小时，前期先配制洗

涤液、标准品溶液、生物素抗原的稀释液和亲和

素-HRP的稀释液。（1）标准品孔：每孔加入稀释好的

标准品 50 µL，然后加入生物素抗原工作液 50 µL。
（2）空白孔：不加样，只加显色剂A、B和终止液用于

调零。（3）样品孔：加入样品50 µL，然后加入生物素

抗原工作液 50 µL。（4） 轻轻摇晃，盖上封板膜，

37 ℃培养箱中孵育 30 min。（5）第一次洗涤：小心揭

掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置

30 s后弃去，如此重复5次，拍干。（6）加入50 µL亲
和素-HRP到零孔、标准品孔和样品孔中，轻轻摇晃，
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盖上封板膜，37 ℃培养箱中孵育 30 min。（7）第二次

洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满

洗涤液，静置30 s后弃去，如此重复5次，拍干。（8）
显色：每孔先加入显色剂A 50 µL，再加入显色剂 B 
50 µL，轻轻震荡混匀，37 ℃避光显色10 min。（9）终

止：每孔加终止液50 µL，终止反应（此时孔内液体蓝

色立转黄色）。（10）测定：以空白孔调零，450 nm
波长依序测量各孔的吸光度。测定应在加终止液后

10 min内进行。（11）根据标准品浓度与吸光度值绘制

标准曲线，依据标准曲线测定小鼠血清样本中 E2和
FSH水平。

1.6　 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 卵 巢 组 织 中 SIRT5 和
FOXO3a 蛋白表达

将冻存的各组小鼠卵巢组织用预冷的PBS漂洗2~3
次后，加入RIPA裂解液，匀浆机充分匀浆，离心机

14 000 ×g 4 ℃ 离心 10 min，取上清蛋白用BCA试剂盒

测定蛋白浓度。用RIPA将所有蛋白样品浓度调整至

5 µg/µL。取50 µg蛋白，加入样品1/4体积的5×loading 
buffer，混匀，100 ℃水浴锅加热 10 min。10% SDS-
PAGE Gel，100 V稳压电泳（约1 h）。当样品进入分离

胶，将电压调整到 130 V，继续稳压电泳，直至

loading buffer 染料到达胶底部。停止电泳，拆板，进

行湿转转膜。转膜条件为 4 ℃ 100 V稳压转膜 60 min。
转膜后膜用 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h，4 ℃水平摇

床一抗孵育过夜，其中一抗抗体用 3% BSA 以稀释

比 1∶1 000进行稀释。一抗孵育完成后用 TBST洗膜

3次，每次 10 min。二抗用 5%脱脂牛奶稀释 1 000倍，

膜于二抗中室温孵育 60 min。将膜放入化学发光拍照

仪中通过化学发光法显影拍照。应用 Image J软件分析

目的蛋白条带的相对灰度值。

1.7　统计学方法
应用SPSS 24.0软件进行统计分析，数据以-x ± s表

示。采用GraphPad Prism 8.0软件进行绘图，计量资料

采用单因素方差分析比较多组间差异，组内两两比较

采用 LSD-t 检验，以 P＜0.05 表示差异具有统计学

意义。

2　结果

2.1　不同造模方法对小鼠卵巢系数的影响
不同浓度CTX及CTX+ Busulfan造模后第 7天，与

Ctl组小鼠相比，各实验组小鼠均出现精神萎靡、活动

量减少、体重下降。造模后第7天，与Ctl组相比，两

种浓度CTX或CTX+Busulfan造模组小鼠卵巢系数均显

著降低（P＜0.001，图 1A）；且与Ctl组比较，两种浓

度CTX或CTX+Busulfan造模组小鼠血清中E2水平显著

降低 （P＜0.05，图 1B），FSH 浓度显著升高 （P＜
0.05，图 1C），表明两种浓度 CTX或 CTX+Busulfan造
模组小鼠卵巢组织均受到损伤。其中CTX+Busulfan造

注：A，第一批次小鼠卵巢系数；B，第一批次小鼠血清 E2测定值；C，第一批次小鼠血清 FSH 测定值。Ctl 为对照组；75 CTX、120 CTX、120 
CTX+12 Busulfan 分别代表通过腹腔注射 75 mg/kg 环磷酰胺 （CTX）、120 mg/kg CTX、120 mg/kg CTX+12 mg/kg 白消安 （Busulfan） 构建的早
发性卵巢功能不全模型组；E2为雌二醇；FSH 为卵泡刺激素。与对照组比较 （n=8），∗P<0.05，∗∗P<0.01，∗∗∗P<0.001。
Note： A， Ovarian index of the first batch of mice； B， Serum E2 levels in the first batch of mice； C， Serum FSH levels in the first batch of 
mice. Ctl represents control group； 75 CTX， 120 CTX， 120 CTX+12 Busulfan represents premature ovarian insufficiency model group 
established by intraperitoneal injection of 75 mg/kg cyclophosphamide （CTX）， 120 mg/kg CTX， 120 mg/kg CTX+12 mg/kg Busulfan 
respectively； E2 represents estradiol； FSH represents follicle-stimulating hormone. Compared with Ctl （n=8）， ∗P<0.05， ∗∗P<0.01， ∗∗∗P<0.001.
图 1 CTX 或 CTX+Busulfan 造模后第 7 天的小鼠卵巢系数和血清激素变化水平
Figure 1 Ovarian coefficients and changes of serum hormone levels in mice on day 7 after modeling with CTX or CTX+

Busulfan
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模组，小鼠被毛粗糙，光泽度下降，反应迟钝，精神

状态最差，卵巢系数和E2下降程度最大，同时FSH升

高幅度最大，表明该组小鼠卵巢损伤程度最重；而

120 mg/kg CTX造模组小鼠卵巢系数和E2水平变化小于

75 mg/kg CTX（P＜0.001）组和CTX+Busulfan组（P＜
0.001），且该组小鼠精神状态优于 75 mg/kg CTX组和 
CTX+Busulfan组小鼠。

2.2　不同组别卵巢组织中 SIRT5 和 FOXO3a 蛋白
表达差异

蛋白质印迹结果表明，与Ctl组相比，两种浓度的

CTX和CTX+Busulfan造模后第 7天，小鼠卵巢组织中

SIRT5蛋白表达有降低趋势，其中 120 mg/kg CTX组和

CTX+Busulfan组的SIRT5蛋白表达水平显著降低（P＜
0.05，图2A和B）。相对于对照组，两种浓度的CTX组
和CTX+Busulfan组小鼠卵巢组织中 FOXO3a蛋白表达

水平均显著降低（P＜0.05，图2A、C）。
2.3　不同造模时间的卵巢组织中SIRT5和FOXO3a
蛋白表达差异

依据第一批实验小鼠造模后状态、卵巢系数、激

素水平以及蛋白表达结果，筛选出120 mg/kg作为第二

批实验的造模浓度，并于造模后第1、2、7、14天，检

测卵巢组织中SIRT5和FOXO3a蛋白水平变化。结果表

明，与Ctl组相比，FOXO3a表达在造模后第2和7天显

著下降（P＜0.01，图3B、C、J、K），且在第7天时含

量变化最大；而SIRT5同样在造模后第2和7天表达显

著降低（P＜0.01，图3F、G、J、K），且在第7天时含

量变化达到最大。

3　讨论

临床研究表明，CTX是一种与 POI和卵巢功能障

碍有关的化疗药物，具有极强的性腺毒性［13-16］。由

于伦理问题，仅有少数临床研究考察了 CTX对人体

卵巢组织的影响，这些研究表明，女性在暴露于

CTX后，卵巢内原始卵泡数量减少［17］。在小鼠模型

中，CTX不仅可以导致原始卵泡数量和激素水平下降，

还会诱导卵巢颗粒细胞凋亡和卵泡闭锁［18］。且母体孕

前CTX暴露会影响其卵母细胞功能［19］。本研究考察了

不同浓度的CTX和CTX+Busulfan诱导小鼠卵巢损伤模

型，发现在经不同浓度的CTX造模后，小鼠卵巢系数

降低，且 E2和 FSH激素水平发生紊乱，进一步证实

CTX可诱导卵巢损伤。

CTX损伤卵巢的机制之一是诱导细胞凋亡［20-22］，
其中涉及卵母细胞凋亡的途径为磷酸化的毛细管扩张

共济失调突变和RAD-3相关蛋白激酶（phosphorylated 
ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase，p-ATR） /
磷酸化检查点激酶 2 （phosphorylated checkpoint kinase 
2，p-CHK2） /p-p63/细胞质聚（腺苷二磷酸核糖）聚

合 酶 ［cytoplasmic poly （adenosine diphosphate-
ribose）  polymerase，cPARP］［22］；另有研究发现卵巢

中的p53上调凋亡调节因子（p53 upregulated modulator 
of apoptosis，PUMA）是CTX诱导DNA损伤后原始卵泡

耗竭的重要触发因素［23］。CTX损伤卵巢的另一机制为

激活氧化应激，在小鼠卵母细胞中，CTX通过诱导氧

化应激干扰细胞纺锤体形态和微管排列导致卵母细胞

注：A，不同浓度 CTX 及 CTX+Busulfan 造模后第 7 天 SIRT5 和 FOXO 蛋白质印迹图；B，不同浓度 CTX 及 CTX+Busulfan 造模后第 7 天 SIRT5 蛋
白表达变化；C，不同浓度 CTX 及 CTX+Busulfan 造模后第 7 天 FOXO3a 蛋白表达变化。与对照组比较 （n=8），∗P<0.05，∗∗P<0.01。
Note： A， Western blot results of SIRT5 and FOXO3a proteins on day 7 after modeling with different concentrations of CTX and CTX+
Busulfan； B， The expression of SIRT5 on day 7 after modeling with different concentrations of CTX and CTX + Busulfan； C， The expression 
of FOXO3a on day 7 after modeling with different concentrations of CTX and CTX + Busulfan. Compared with Ctl （n=8）， ∗P<0.05， ∗∗P<0.01.
图 2 不同浓度的 CTX 和 CTX+Busulfan 造模后第 7 天卵巢组织 SIRT5 和 FOXO3a 表达情况
Figure 2 Expressions of SIRT5 and FOXO3a in ovarian tissues on day 7 after modeling with different concentrations of CTX 

and CTX+Busulfan
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质量下降［24］；CTX毒性代谢物可通过与胞内还原性谷

胱甘肽结合，引发谷胱甘肽耗竭，诱导卵巢颗粒细胞

凋亡［25］；我们前期实验同样发现，在CTX诱导小鼠

POI 模型中，关键抗氧化酶超氧化物歧化酶 2
（superoxide dismutase 2，SOD2）表达下调［26］。已有研

究表明，卵巢储备减少或高龄产妇卵丘细胞和颗粒

细胞中 SIRT5 mRNA和蛋白水平降低会影响卵母细胞

质量［27］。FOXO3a缺失小鼠表现出一种特殊卵巢表型，

即卵泡全面活化导致卵母细胞死亡、功能性卵泡早期

耗竭和继发性不孕［28］。因此 SIRT5和FOXO3a表达变

化在一定程度上反映了卵巢组织的损伤。本研究在前

期基础上进一步探讨了不同CTX浓度及不同造模时间

对小鼠卵巢SIRT5和FOXO3a蛋白表达的影响效应，结

果发现 120 mg/kg CTX 和 120 mg/kg CTX+12 mg/kg 
Busulfan造模后，FOXO3a和 SIRT5表达均显著下调，

75 mg/kg CTX 造模后，FOXO3a 表达显著下调，而

SIRT5表达呈下降趋势，但差异无统计学意义。因此，

后续以120 mg/kg CTX作为最终造模浓度，进一步考察

注：A 和 E，造模后第 1 天 FOXO3a 和 SIRT5 表达变化；B 和 F，造模后第 2 天 FOXO3a 和 SIRT5 表达变化；C 和 G，造模后第 7 天 FOXO3a 和
SIRT5 表达变化；D 和 H，造模后第 14 天 FOXO3a 和 SIRT5 表达变化；I，造模后第 1 天 FOXO3a 和 SIRT5 蛋白质印迹图；J，造模后第 2 天 
FOXO3a 和 SIRT5 蛋白质印迹图；K，造模后第 7 天 FOXO3a 和 SIRT5 蛋白质印迹图；L，造模后第 14 天 FOXO3a 和 SIRT5 蛋白质印迹图。与对
照组比较 （n=5），∗∗P<0.01，∗∗∗P<0.001，∗∗∗∗P<0.000 1。
Note： A and E， The expression of FOXO3a and SIRT5 on day 1 after modeling； B and F， The expression of FOXO3a and SIRT5 on day 2 after 
modeling； C and G， The expression of FOXO3a and SIRT5 on day 7 after modeling； D and H， The expression of FOXO3a and SIRT5 on day 14 
after modeling； I， Western blot results of FOXO3a and SIRT5 on day 1 after modeling； J， Western blot results of FOXO3a and SIRT5 on day 2 
after modeling； K， Western blot results of FOXO3a and SIRT5 on day 7 after modeling； L， Western blot results of FOXO3a and SIRT5 on day 
14 after modeling. Compared with Ctl （n=5）， ∗∗P<0.01， ∗∗∗P<0.001， ∗∗∗∗P<0.000 1.
图 3 120 mg/kg CTX 造模不同时间后小鼠卵巢组织 SIRT5 和 FOXO3a 表达变化情况
Figure 3 Expression of SIRT5 and FOXO3a in mouse ovarian tissue at different times after 120 mg/kg CTX modeling
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CTX造模后，SIRT5和 FOXO3a表达随时间的变化规

律，结果表明造模后第 2和 7天的FOXO3a和 SIRT5表
达水平均显著下降，且在第 7天时表达水平最低；而

造模后第 14天的 SIRT5虽表达下调但无显著性差异，

而FOXO3a表达上调。已有研究表明SIRT5-FOXO3a在
维持胞内氧化还原平衡上发挥重要调节作用［27］。
SIRT5通过去乙酰化 FOXO3a促进其在细胞核中的定

位，上调抗氧化酶（如SOD2）活性，参与细胞抗氧化

防御效应［26，29-30］。因此，我们推测 CTX 通过抑制

SIRT5-FOXO3a通路活性诱导氧化应激在POI模型建立

中发挥重要作用。

本文研究也存在一定的不足，如在各组CTX造模

后，缺乏CTX诱导小鼠POI模型的组织病理研究和氧

化应激（如SOD2等相关分子）研究；不同浓度CTX诱
导 POI损伤产生差异影响的具体机制有待探讨；CTX
诱导小鼠POI的分子机制还需未来进一步研究确证。

综上所述，本研究考察了不同浓度CTX诱导 POI
的小鼠模型，发现 75 mg/kg以上浓度的CTX均可造模

成功，且 120 mg/kg CTX对小鼠卵巢和 E2激素影响较

小，进一步研究揭示 SIRT5-FOXO3a通路可能是CTX
诱导POI损伤的重要分子机制之一，这为阐明CTX化
疗诱导卵巢损伤病理机制及开发延缓卵巢衰老药物提

供了新的思路。
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