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目的#通过研究不同浓度顺铂对
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小鼠卵巢功能的影响#探讨能够引起
G)*̂Y

%

(

小鼠卵巢早衰的最低有

效浓度#从而为临床研究提供一种安全'可靠'便捷的早发性卵巢功能不全!

7JK

"模型构建方案&方法#随机选择
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级雌性
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顺铂&结果#
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组小鼠卵巢受损较轻#卵巢组织形态'卵泡计数及血清激素水平与对照组相比#变化程

度较小#无法用于建模(

&+)

组小鼠卵巢受损较重#体质量下降平稳#一般状态好#死亡率低#动情周期恢复率低#卵巢组织形态'

卵泡计数及血清激素水平与对照组差异均有统计学意义!
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"#但变化较为平缓#适宜建立
7JK

模型(

!+"

组小鼠卵巢受

损严重#体质量下降明显#全身状况差#出现持续的动情间期#卵巢组织形态'卵泡计数及血清激素水平与对照组差异均有统计

学意义!
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"#但变化大#不利于实验研究&结论#
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为建立
G)*̂Y

%

(

小鼠
7JK

模型的合适有效浓度#采用该给药

方案建立的模型#卵巢组织损伤较为稳定#能够较好地模拟
7JK

患者的激素水平变化#动物耐受性好#有利于治疗研究的开展#

适用于
7JK

治疗方案的评价&
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正常卵巢功能的建立和维持决定了女性的生

殖寿命#若卵巢功能提前衰退#则会严重影响女性

的身心健康&早发性卵巢功能不全!
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#

7JK

"是指女性在
$"

岁以前

出现卵巢功能减退#主要表现为月经异常!闭经'月

经稀发或频发"'促性腺激素水平升高)卵泡刺激素

!
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*'雌激素水平波动性下降)

&

*

&其

在一般人群发病率为
&g

'

Lg

)

!

*

&近年来#由于受

到基因'环境等多种因素的影响#

7JK

的发病率呈上

升趋势)

L

*

#然而目前尚缺乏对其有效的治疗方法及

药物#因此如何对
7JK

患者进行有效的干预和治疗

成为亟待解决的问题)

$

*

&构建动物模型进行
7JK

的病因及治疗措施的研究是一种有效的方法&目

前有多种构建
7JK

动物模型的方法#化疗药物诱导

是其中之一&本研究将不同浓度的顺铂作用于小

鼠卵巢#探讨能够引起小鼠
7JK

的最低有效浓度#

从而为临床研究提供一种安全'可靠'便捷的模型

构建方案&

8
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材料与方法
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只#体质量
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#购于上海西普尔
#

必凯实验动物有限公司#使用许可证编号$
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'相对湿度
)"g

'

*"g

的条件下#饲养于标准塑料笼内#

$

只%笼&每日光

照
&!6

#自由饮食'饮水#适应性喂养
&

周后#每日早

晨
%

点进行阴道涂片#连续
&"3

#将具有正常动情周

期的小鼠纳入实验&

&+!

!

药物%试剂和仪器
!

顺铂为粉剂#

!"A

=

%支#

购自海南齐鲁制药&用
"+'gN;GC

溶液将顺铂分

别配制成
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工作液#随用随配&伊红染液'苏木精染液'
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甲

醛溶液#小鼠性激素
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批号$
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(雌激素!
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"批号$
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*购自上海沪峰生

物科技有限公司&主要实验仪器$光学显微镜!上

海光学仪器厂"#赛默飞离心机#海尔超低温冰箱等&
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动物分组及给药方案
!

将
G)*̂Y

%

(

小鼠随机

分为
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组#每组
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只!由
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软件计算得

出"#每组按照
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"进行腹腔

!小鼠左侧腹股沟上方"给药#连续
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&小鼠腹腔注

射顺铂的半数致死量!
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&参

考
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*的研究#制定给药方案&!

&

"对照组$腹

腔注射
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"剂量
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取材方法
!

各组于停药后
&$3

取材&小鼠以

"+'g

水合氯醛腹腔注射麻醉后#眼眶取血
&AY

#然

后取双侧卵巢#测量后保存于
$g

多聚甲醛溶液中

备用&
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观察指标
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一般状态
!

小鼠的皮肤色泽'饮食'排便及

活动情况#每日记录体质量&
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动情周期
!

每日早晨
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$
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$
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对小鼠

进行阴道脱落细胞!主要为上皮细胞'角化细胞和

白细胞"涂片#方法如下$将消毒婴儿棉签用
"+'g

N;GC

溶液湿润后插入小鼠阴道约
"+)9A

#顺时针

旋转
L

'

$

周#抽出棉签#将其上的阴道脱落物旋转

涂抹于玻片上!切勿重叠"#以
$g

多聚甲醛固定后

进行苏木精
#

伊红!
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"染色&光镜下观察细胞形

态#判断小鼠动情周期变化&小鼠的正常动情周期

一般为
$

'

)3

#分为动情前期'动情期'动情后期和

动情间期&各期阴道涂片的特征如下)

*

*

$动情前期

为椭圆形有核上皮细胞占大多数#角质化上皮细胞

和白细胞很少(动情期为角化上皮细胞占大多数#

有核上皮细胞和白细胞很少(动情后期为片状角化

上皮细胞'有核上皮细胞和白细胞
L

种细胞均有#比

例无明显差异(动情间期为白细胞占大多数#有核

上皮细胞和角质化上皮细胞很少!图
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小鼠动情周期阴道涂片特征$
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A;

=

<>:>9;1>/<

$

,+#

&+)+L

!

卵巢组织学形态
!

将以
$g

多聚甲醛固定

后的卵巢进行常规石蜡包埋#制备
$

,

A

切片#

S#B

染色后#在光镜下计数各类卵泡)

%

*

#分别计算卵泡总

$#!

!
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!
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年
"

月
!

第
"$

卷
!

第
!

期
!!
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#
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#

O/C+"$

#

N/+!



数'生长卵泡数及闭锁卵泡%卵泡总数比值&

&+)+$

!

性激素水平
!

将血液标本离心取上清液#

采用
BYK,P

法进行小鼠性激素测定&

&+(

!

统计学处理
!

采用
,7,,!L+"

软件进行统计

分析和描述#对数据进行正态性检验和方差齐性检

验(计量资料采用独立样本
*

检验和单因素方差分

析#计数资料采用
!

!检验#检验水准!

"

"为
"+")

(应

用
X0;

.

6

.

;370>@A%

软件作图&

9

!

结
!

果

!+&

!

一般情况
!

除对照组以外#其余各组小鼠从

给药第
L

天开始均出现摄食减少'精神萎靡'消瘦'

体毛枯燥黯淡&

&+"

组程度较轻#停药后迅速恢复(

&+)

组停药后
&

周开始好转(

!+"

组最为严重#持续

恶化&给药过程中对照组和
&+"

组无死亡(

&+)

组

死亡
&

只!解剖示腹膜积液"#死亡率为
*g

(

!+"

组

死亡
$

只!解剖示腹膜积液
&

只#

L

只原因不明"#死

亡率为
!(g

&

对照组体质量有所增加#而各给药组在给药
L3

起均开始减少&

&+"

组体质量下降较轻#停药后
!3

体质量开始回升#停药
!

周后处死时#体质量基本恢

复到给药前水平#平均下降率为
&g

(

&+)

组体质量

下降较为明显#停药后
(3

体质量趋于平稳#停药

%3

开始缓慢回升#停药
!

周后处死时#体质量仍低

于给药前#体质量平均下降率为
%+)g

(

!+"

组体质

量下降最明显#且持续下降#全身状况差#停药
!

周

后处死时#体质量平均下降率为
L!+(g

&各给药组

小鼠体质量与对照组差异有统计学意义!

+

'

"+")

"#

&+)

组与
!+"

组差异有统计学意义!

+

'

"+")

"&结果!图
!

"表明#各给药组小鼠体质量均下

降#以
!+"

组体质量下降最明显#对小鼠全身状态影

响较大#小鼠死亡数量较多#不利于实验研究&

图
9

!

各组小鼠体质量变化曲线

#

+

'

#+#*

与对照组比较(

"

+

'

#+#*

与
"+#

组比较

!+!

!

动情周期
!

停药后第
&

天开始进行阴道涂片#

判断小鼠动情周期变化情况#直至取材当天&结果

!图
L

"表明$对照组小鼠动情周期基本正常#仅
!

只

偶发动情周期紊乱#分别表现为动情前期及动情间

期延长#均自然恢复#紊乱率为
&L+Lg

!

!

%

&)

"#恢复

率为
&""g

(

&+"

组
$

只出现动情周期紊乱#同样表

现为动情后期和动情间期延长#停药
*3

后陆续恢

复正常#其余
&&

只表现正常#紊乱率为
!(+*g

!

$

%

&)

"#恢复率为
&""g

#与对照组差异无统计学意

义(

&+)

组从停药后第
$

天陆续出现持续的动情间

期或动情后期#停药
!

周后处死时#仅
&

只恢复动情

周期#紊乱率为
&""g

!

&$

%

&$

"#恢复率为
*+&g

#与

对照组差异有统计学意义!

+

'

"+"&

"#与
&+"

组差

异有统计学意义!

+

'

"+"&

"(

!+"

组小鼠阴道干涩#

除
&

只!于第
!

天开始"外均于停药后第
&

天出现持

续的动情间期#无其余各期出现#停药
!

周后处死

时#均未恢复正常动情期#紊乱率为
&""g

!

&&

%

&&

"#

恢复率为
"g

#与对照组差异有统计学意义!

+

'

"+"&

"#与
&+)

组差异无统计学意义&

!+L

!

卵巢形态学
!

结果!图
$

"表明$对照组及
&+"

组小鼠卵巢表面有多个不规则颗粒状囊泡#颜色红

润#各级卵泡!

S#B

切片"在光镜下清晰可见&

&+)

组及
!+"

组小鼠卵巢体积减小#表面无光泽#略发

图
<

!

各组动物的动情周期紊乱率和紊乱恢复率对比

##

+

'

#+#!

)#!

G6><2@2]/-0<;C/:GC><>9;CQ23>9><2

#

!"!"

#

O/C+!*

#

N/+&

!!
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!

!"!"

年
!

月
!

第
!*

卷
!

第
&

期
!



图
=

!

卵巢细胞形态学
BMF

结果

!!

P

$对照组#各级卵泡清晰可见(

^

$顺铂
!+#A

=

组各级卵泡可见#结构正常(

G

$顺铂
!+*A

=

组#各级卵泡减少#间质纤维化明显#闭锁卵泡

数增加#可见较为成熟的卵泡(

I

$顺铂
"+#A

=

组#较顺铂
!+*A

=

组进一步改变#成熟卵泡几乎不可见
+J0>

=

><;CA;

=

<>:>9;1>/<

$

,+#

白#颗粒状囊泡明显减少'有不同程度的萎缩(光镜

下见卵巢皮质变薄#间质纤维化明显#血管数目减

少#各级卵泡明显减少#闭锁卵泡增加#但
&+)

组可

见较为成熟的卵泡#而
!+"

组几乎没有发育成熟的

卵泡&各给药组卵泡总数'生长卵泡数均少于对照

组#闭锁卵泡占总卵泡比例均高于对照组#其中
&+"

组与对照组差异无统计学意义(

&+)

组及
!+"

组与

对照组差异有统计学意义!

+

'

"+")

"(

&+)

组各项指

标与
!+"

组差异无统计学意义!表
&

"&

表
8

!

各组小鼠卵泡计数比较

组
!

别 卵泡总数%个 生长卵泡%个 闭锁卵泡占比

对照组
+$++*-(+!+ +*+##-"+(' #+#*-#+#)

!+#

组
+*+*)-(+'$ +"+()-(+!* #+#$-#+#'

!+*

组
""+(*-++*(

#

!"+('-(+('

#

#+++-#+#+

#

"+#

组
"#++&-(+')

#

&+++-"+&'

#

#+*+-#+#$

#

!!

#

+

'

#+#*

与对照组比较

!+$

!

血清激素水平
!

各给药组与对照组相比#

a,S

均上升'

B!

水平均下降#其中
&+"

组与对照组

差异无统计学意义(

&+)

组及
!+"

组与对照组差异

有统计学意义!

+

'

"+")

"(

&+)

组与
!+"

组差异无统

计学意义!表
!

"&

表
9

!

各组小鼠血清性激素水平比较

+

,m-

组
!

别
a,S0

^

%!

`

4

Y

.!

"

B"

#

^

%!

<

=

4

Y

.!

"

对照组
'+++-#+$# $*+'(-*++(

!+#

组
$+**-#+*" $#+('-++""

!+*

组
!"+(*-#+&'

#

+#+()-(+''

#

"+#

组
!!+(*-#+"(

#

()+&'-"+$'

#

!!

a,S

$卵泡刺激素(

B"

$雌二醇
+

#

+

'

#+#*

与对照组比较

<

!

讨
!

论

7JK

是卵巢早衰!

7Ja

"的前驱阶段#如果在此

阶段能够实施有效的治疗措施#会使患者避免或延

缓
7Ja

的发生&建立动物模型是治疗研究的重要

前提&

顺铂是治疗妇科恶性肿瘤的一线药物#对卵巢

的毒性作用缓和)

'

*

#是一种
7JK

动物模型的常用诱

导药物)

(

*

&顺铂能够使不同发育阶段的卵泡受到损

伤#并且能够抑制卵巢颗粒细胞生长#促进其凋亡#

从而使卵泡发育受阻#引起性激素水平变化#最终

导致卵巢功能减退)

&"

*

&国内外多项研究采用小鼠

腹腔连续注射顺铂的方法建立
7JK

的模型#但方案

差异较大#且对能够引起小鼠最低有效建模浓度的

研究较少&

本实验采用
&A

=

%

Z

=

'

&+)A

=

%

Z

=

'

!A

=

%

Z

=

L

种浓度#连续
*3

的给药方式#进行最低建模浓度的

研究&结果显示$

&+"

组小鼠卵巢受损程度较轻#停

药后一般状态和动情周期迅速恢复正常#取材时卵

巢组织形态'卵泡计数及血清激素水平与对照组相

比#变化程度较轻#差异无统计学意义#不能导致小

鼠
7JK

的发生#无法用于建模(

&+)

组小鼠卵巢受损

较重#体质量下降平稳#一般状态好#死亡率低#动

情周期恢复率低#取材时卵巢组织形态'卵泡计数

及血清激素水平与对照组差异均有统计学意义#但

变化程度较为平缓#更加符合
7JK

发生的自然变化

情况#适宜建立
7JK

模型(

!+"

组小鼠卵巢受损严

重#体质量下降幅度大#全身状况差#耐受性不佳#

死亡率高#出现持续的动情间期#取材时卵巢组织

形态'卵泡计数及血清激素水平与对照组差异均有

统计学意义#但变化剧烈#不利于实验研究&

综上所述#本研究结果显示#

&+)A

=

%

Z

=

为建立

G)*̂Y

%

(

小鼠
7JK

模型的合适有效浓度#采用该给

药方案建立的模型卵巢组织损伤较为稳定#能够较

好地模拟
7JK

患者的激素水平变化#动物耐受性

好'死亡率低#代谢功能基本正常#有利于治疗研究

的开展#适用于
7JK

治疗方案的评价&
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