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一次性腹腔注射环磷酰胺致卵巢储备功能

下降模型大鼠意外死亡的病理分析
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摘 要:目的 基于病理学观察探析一次性腹腔注射环磷酰胺致卵巢储备功能下降(diminishedovarianreserve,DOR)

模型大鼠意外死亡的影响。方法 将动情周期正常的雌性未孕SD大鼠60只,按随机数字表法分为空白对照组10只和

造模组50只,造模组大鼠使用一次性腹腔注射环磷酰胺90mg/kg,空白对照组大鼠注射相同剂量0.9%生理盐水。分

别于注射环磷酰胺前和注射后第1周、第2周测量两组大鼠体重;对意外死亡大鼠立即解剖,肉眼观察其内脏大体形态

学变化,并摘取双肺、心脏、肝脏、胃及双侧肾脏进行 HE染色,于光镜下观察意外死亡大鼠重要器官病理形态学改变。

结果 实验期间空白对照组大鼠体重逐渐增长,未出现死亡大鼠;造模组大鼠体重逐渐下降,与空白对照组大鼠相比差

异有统计学意义(P<0.001),并于腹腔注射环磷酰胺后至灌胃前共计12只大鼠死亡,死亡率为24.00%(12/50)。对

意外死亡大鼠重要脏器进行 HE染色病理学观察发现与对照组相比,造模组大鼠肺组织呈广泛淤血,肺泡间隔增宽,肺

上皮细胞水肿改变;胃浅表黏膜糜烂,浅表上皮细胞脱落。结论 一次性腹腔注射环磷酰胺诱导DOR模型可使大鼠出

现肺和胃的损伤,可能对造模组大鼠的意外死亡有重要影响。
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Pathologicalanalysisofone-timeintraperitonealinjectionofcyclophosphamideon
accidentaldeathofratsmodeledwithdiminishedovarianreserve
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MedicalUniversity,Luzhou646000,Sichuan,China;2.DepartmentofPathology,The
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  Abstract: Objective Toexploretheeffectsofone-timeintraperitonealinjectionofcyclophosphamideon
accidentaldeathofratsmodeledwithdiminishedovarianreserve(DOR)basedonpathologicalobservations. 
Methods Sixtynon-pregnantfemaleSDratsduringthenormalestrouscycleweredividedintoablankcontrol
group(n=10)andamodelgroup(n=50)accordingtorandomnumbertable.Ratsinthemodelgroupwere
givenone-timeintraperitonealinjectionofcyclophosphamideat90mg/kg,whileratsintheblankgroupwere
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injectedwith0.9%normalsalineatthesamedose.Thebodyweightofratsintwogroupswasmeasuredbefore
injectionandatthefirstweekaswellasthesecondweekafterinjectionofcyclophosphamide,respectively.The
ratsthatdiedaccidentallyweredissectedimmediatelyandthegrossmorphologicalchangesoftheirviscerawere
observedbynakedeye.Thelungs,heart,liver,stomachandkidneysofdiedratswerecollectedforHEstai-
ning,andthepathologicalchangesoftheirimportantorganswereobservedunderthelightmicroscope. Re-
sults Duringexperiment,theweightofratsintheblankcontrolgroupincreasedgradually,andnoratsdied.
Theweightofratsinthemodelgroupdecreasedgradually,andthedifferenceinweightbetweentwogroups
wasstatisticallysignificant(P<0.001).Atotalof12ratsinthemodelgroupdiedafterintraperitonealinjec-
tionofcyclophosphamideandbeforeintragastricadministration,withamortalityrateof24.00% (12/50).Im-
portantorgansoftheratsthatdiedbyaccidentwerepathologicallyobservedafterHEstaining.Theobserva-
tionresultsshowedthat,comparedwiththoseoftheblankgroup,theratsinthemodelgrouphadextensive
congestioninthelungtissue,widenedalveolarseptum,edemaofpulmonaryepithelialcells,erosionofsuperfi-
cialgastricmucosaaswellassheddingofgastricsuperficialepithelialcells. Conclusion ModelingDORin-
ducedbyone-timeintraperitonealinjectionofcyclophosphamidecancauselungandstomachinjuryinrats,

whichmayhaveanimportantinfluenceontheaccidentaldeathofratsinthemodelgroup.
  Keywords: intraperitonealinjection;cyclophosphamide;diminishedovarianreserve;rats

  卵巢储备功能下降(diminishedovarianreserve,

DOR)是女性生育能力降低和月经稀发的重要原因,
并以卵泡刺激素水平(folliclestimulatinghormone,

FSH)升高和抗苗勒管激素水平(anti-Müllerianhor-
mone,AMH)下降为特征,也是早发性卵巢功能不全

和卵巢早衰的初始阶段[1-3]。因此,越来越多的研究更

积极于探索此病的发病机制以及治疗药物的作用靶

点,故使用DOR模型大鼠成为目前实验研究的主要

方法,其中使用一次性腹腔注射环磷酰胺(cyclophos-
phamide,CTX)诱导DOR模型大鼠法成为应用较为

广泛的方式[4-6]。然而,使用CTX所引起的不良反应

包括骨髓抑制(全血细胞减少)、胃肠道反应(腹泻和便

秘等)和泌尿系统反应(尿血和出血性膀胱炎等)、生殖

系统反应(卵巢早衰和精子减少症等),且与药物剂量

和用药时间呈相关性。但对于一次性腹腔注射CTX
诱导DOR模型大鼠的剂量尚无统一标准,国内外研

究所常用的剂量有90mg/kg[4]和75mg/kg[7],尽管

诸多研究对造模所使用的CTX不同剂量进行了比

较[8-9],但鲜有文献对造模过程中药物对意外死亡大鼠

的影响进行分析。故笔者通过对实验过程中大鼠以

90mg/kg剂量一次性腹腔注射CTX后至药物灌胃前

期间意外死亡大鼠进行大体解剖并对心、肺、肾、肝和

胃行HE染色观察,以探究药物可能对大鼠意外死亡

的影响,从而提高DOR模型大鼠存活率,为将来研究

减少甚至避免大鼠意外死亡提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验动物 清洁级10~12周龄SD雌性未孕大

鼠60只,购于西南医科大学动物实验中心(城北校

区),动物许可证号:SCXK(川)2018-17,体重(247±

14)g,饲养室温度23~25℃,每笼饲养箱饲养5只大

鼠,所有大鼠均自由饮水及摄食大鼠维持饲料,12h
昼夜交替,每2~3天更换垫料1次。适应性喂养1
周,观察大鼠一般情况,包括:体质量、小便颜色、大便

质地、精神状态、皮毛疏密程度等;随后两周行阴道脱

落细胞学检查,筛选动情周期正常的大鼠纳入本实验。

1.2 实验主要试剂 注射用CTX(江苏盛迪医药有

限公司)规格:0.2克/支,保存于4℃冰箱,购自西南

医科大学附属中医医院;黏附载玻片(江苏世泰实验器

材有限公司);定性滤纸、瑞氏-姬姆萨复合染液(北京

索莱宝科技有限公司);苏木素-伊红染色试剂盒(杭州

昊鑫生物科技股份有限公司);4%多聚甲醛溶液(Bio-
sharp生物科技);二甲苯(中国山东莱阳铁塔化工制

品厂)。

1.3 实验分组及造模 选取清洁级10~12周龄SD
雌性未孕大鼠60只,适应性喂养一周后,连续两周定

时行阴道脱落学细胞检查。使用20μl移液器吸取

0.9%氯化钠溶液,缓慢插入大鼠阴道内约0.2~0.4
cm,反复抽吸2~3遍,将移液器枪头中含有脱落细胞

的液体均匀转移至载玻片上,按照瑞氏-姬姆萨复合染

液说明书操作进行细胞染色观察,大鼠正常动情周期

包括动情前期:大量有核上皮细胞;动情期:大量无核

角化细胞;动情后期:大量无核角化细胞混杂少量有核

上皮细胞;动情间期:白细胞占优势,偶见少量有核上

皮细胞(见图1)。将有正常动情周期大鼠随机分为空

白组对照组10只和造模组50只。参照一次性腹腔注

射CTX90mg/kg诱导DOR模型法[4,10],造模前所有

大鼠均禁食禁饮12h,用10ml0.9%氯化钠溶液配制

0.2gCTX,将配制好的溶液置于4℃冰箱保存并于2
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h内注射完毕,腹腔注射部位均选择大鼠左侧下腹部,
同时将大鼠处于头低位,针头与腹壁呈40°~50°角之

间,避免刺伤膀胱及腹腔脏器,针头刺入腹腔约0.5
cm后回抽,确保针头进入腹腔,缓慢推注药物,用拇指

顺时针轻柔大鼠腹部10s促使药物分布。空白组大

鼠注射同剂量生理盐水。以上操作均由同一实验人员

和助手进行。

A:动情前期;B:动情期;C:动情后期;D:动情间期。

图1 大鼠正常动情周期阴道脱落细胞观察(瑞氏-姬姆萨染色,×100)

1.4 病理学观察 造模组大鼠腹腔注射CTX后均按

前期方式正常饲养,每天定时观察各组大鼠一般情况

并详细记录,当发现意外死亡大鼠后立即于无菌操作

台上解剖,先观察大鼠内脏的一般大体形态,随后摘取

双肺、心脏、肝脏、胃和双侧肾脏组织,去除多余脂肪组

织后用PBS溶液(pH值7.2)洗去多余血渍,放入盛有

4%多聚甲醛溶液的EP管中固定,并于4℃冰箱保

存,组织与多聚甲醛溶液比例为1∶10,石蜡包埋所取

组织、切片、HE染色、光镜下观察各组织病理学变化。

1.5 统计学方法 数据使用统计学SPSS23.0软件

处理,计量资料采用(췍x±s)表示,采用方差分析(One-
WayANOVA),组间比较用LSD检验,成组设计两样

本均数比较用t检验,方差不齐时采用t′检验,独立样

本资料采用χ2 检验,计数资料采用率(%)表示,P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠一般情况观察 与对照组相比,造模组

大鼠精神萎靡,活动量减少,进食减少,体质量逐渐下

降。造模后第2周体重与对照组比较,差异具有统计

学意义(P<0.001)。见表1。

2.2 病理学结果

2.2.1 大鼠胃组织病理学结果 肉眼观察造模组大

鼠胃组织均出现胃体积气,未见胃内容物;肉眼观察对

照组大鼠胃组织形态正常,可见胃内容物;两组标本均

未见胃穿孔及溃疡表现。通过对两组大鼠胃组织进行

病理形态学观察发现,与对照组相比,造模组大鼠胃浅

表黏膜糜烂,浅表上皮细胞脱落(见图2)。

表1 各组大鼠一般情况比较

一般情况
对照组

(n=10)

造模组

(n=50)
t′/χ2 P

体重/g
 造模前 261.80±8.38 263.72±16.26 -0.547 0.584
 造模后1周 267.00±7.06 261.64±17.03 1.632 0.102
 造模后2周 272.70±8.65 253.64±17.33 5.190 0.000
死亡数

 造模后1周 0(0/10) 8.00(4/50) 0.857 0.354
 造模后2周 0(0/10) 17.39(8/46) 2.029 0.154
不良反应数

 大便干燥 0(0/10) 4.00(2/50) 0.413 0.520
 大便稀溏 0(0/10) 30.00(15/50) 4.000 0.045
 尿血 0(0/10) 4.00(2/50) 0.414 0.520
 鼻出血 0(0/10) 22.00(11/50) 2.693 0.101
 眼眶出血 0(0/10) 18.00(9/50) 2.118 0.146
 脱毛 0(0/10) 4.00(2/50) 0.414 0.520
 喘息样呼吸 0(0/10) 4.00(2/50) 0.414 0.520
 合并多种以上情况 0(0/10) 20.00(10/50) 2.400 0.121

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示,计数资料数据用[n
(%)]表示。

2.2.2 大鼠肺组织病理学结果 肉眼观察造模组大

鼠肺组织呈深红色或暗红色,多数大鼠肺组织有明显

的肺水肿改变,并且有2例大鼠出现胸腔积液表现;肉
眼观察对照组大鼠肺组织呈粉红色,均未见胸腔积液

表现。通过对两组大鼠肺组织进行病理形态学观察发

现,与对照组相比,造模组大鼠肺组织呈广泛淤血,肺
泡间隔增宽,肺上皮细胞水肿改变(见图3)。

2.2.3 大鼠心脏、肝脏和双侧肾脏组织病理学结果 
分别通过肉眼及病理形态学对比观察两组大鼠心脏、
肝脏和双侧肾脏组织均未见明显异常。
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1A和2A分别为造模组和对照组肉眼观;1B和2B分别为造模组和对照

组(HE×100);1C和2C分别为造模组和对照组(HE×400)。

图2 造模组与对照组大鼠胃组织

3A和4A分别为造模组和对照组肉眼观;3B和4B分别为造模组和对照

组(HE×100);3C和4C分别为造模组和对照组(HE×400)。

图3 造模组与对照组大鼠肺脏

3 讨论

对DOR模型大鼠的建立方法主要包括腹腔注射

CTX[4]、灌胃雷公藤多甙[11]、腹腔注射去氧乙烯基环

己烯和顺铂[12-13]、重复制动应激[14]、慢性应激[15]、γ射

线照射[16]等。其中使用一次性腹腔注射CTX能对正

常卵巢结构和功能产生影响,加速卵巢颗粒细胞凋亡,
诱导卵泡的质量和数量发生改变,其特点与人类DOR
表现相似,且兼有操作简单、成本低和可重复性稳定等

优点,故 目 前 研 究 常 利 用 此 法 诱 导 DOR 模 型 大

鼠[17-18]。虽然CTX对卵巢的毒性作用机制尚未被完

全阐释,但目前已被证实的主要途径包括:①CTX被

CYP2B和CYP3A激活生成4-羟基环磷酰胺(4-OH-
CPA),随后转化为醛磷酰胺,醛磷酰胺又被代谢为磷

酰胺氮芥,通过DNA损伤诱导凋亡途径,快速破坏增

殖细胞[19];②CTX通过激活PI3K/PTEN/AKT信号

通路使卵母细胞中FOXO3a磷酸化增加,进一步与卵
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巢Puma启动子中的位点结合,并以不依赖p53的方

式激 活 其 表 达,也 可 诱 导 DNAPK-γH2AX-CHK2-
p53/TAp63α信 号 轴 激 活,最 终 促 使 卵 母 细 胞 凋

亡[20-21];③CTX药理作用具有非细胞周期特异性,一
方面能破坏静止期细胞,使其迅速裂解,另一方面也可

加速卵巢内原始卵泡耗竭,表现出卵巢分泌的卵泡刺

激素和黄体生成素水平升高,雌二醇水平降低[22-23]。

CTX对卵巢的毒性影响并不是“有或无”效应,而
是与药物剂量呈相关性。MamanE等[24]通过对38只

成年雌性小鼠分别一次性腹腔注射CTX100mg/kg
(8只)、50mg/kg(12只)和0mg/kg(18只),观察小

鼠卵巢内原始卵泡数量(primordialfollicles,PMF)发
现未注射CTX组大鼠PMF为(469±24)个,注射100
mg/kg和50mg/kg组大鼠PMF分别为(234±19)个
和(307±27)个,明显少于未注射CTX组,且药物剂量

越大PMF越少(P <0.0001)。WangZY等[25]研究

使用CTX50mg/kg剂量,每隔1d,连续8d腹腔注

射后发现大鼠肠黏膜派氏结(PPs)计数、CD19+ 细胞

比例、脾脏和胸腺指数、体质量和肠道黏膜sIgA、IFN-
γ、IL-4和IFN-γ/IL-4比值降低,CD3+ 细胞比例升高

(P<0.05),大鼠出现腹泻和大便干燥现象。另外,
腹腔注射CTX可直接损伤实验小鼠肝脏和凝血功能,
表现出凝血酶原时间、凝血酶时间和活化部分凝血活

酶时间延长,血浆纤维蛋白原增多,淋巴细胞、血小板、
白细胞和中性粒细胞减低;其中,对电解质的影响以钾

离子降低和氯离子升高为主,且与药物剂量和用药时

间关系紧密[26-29]。由此推断:①CTX对大鼠免疫功能

的抑制使机体抗病能力降低,更易受外界病原体侵袭

出现机会性感染;②CTX所致凝血功能异常可能是我

们实验中大鼠出现尿血、眼眶和鼻腔出血的重要原因;

③CTX对胃肠道细胞因子和血清电解质的影响均可

能导致大鼠进食减少、体重降低甚至出现腹泻或大便

干燥等异常;反之,注射CTX后大鼠出现腹泻和摄食

减少亦可加重电解质紊乱,使大鼠出现精神萎靡,活动

量减少等表现,恰与本实验大鼠表现一致。
本实验通过对雌性SD大鼠一次性腹腔注射CTX

(剂量为90mg/kg)发现大鼠出现不良反应较多,死亡

率较高,造模后第一周死亡率为8%(4/50),略低于文

献报道的12%(6/50)[30],但于 灌 胃 前 总 死 亡 率 为

24%(12/50),通过检查腹腔注射部位,未见红肿、渗血

及渗液等感染迹象。为减少由腹腔注射CTX所引起

的不良反应,降低大鼠死亡率,WangXH等[31]研究发

现,CTX腹腔注射前予以桦木酸预处理可降低小鼠肠

道中丙二醛(MDA)和还原型谷胱甘肽(GSH)的含量,
抑制超氧化物歧化酶(SOD)活性;并且桦木酸可显著

下调小 鼠 血 清 促 炎 细 胞 因 子IL-5、IL-17、IL-12和

TNF-α水平,通过增强ZO-1和 Claudin-1mRNA 表

达,以改善由CTX破坏的胃肠道物理和免疫屏障,增
强抗炎和抗氧化效果。此外,维生素E作为天然的抗

氧化剂可通过降低IL-1β和TNF-αmRNA水平,改善

CTX对大鼠肝脏产生的氧化应激损伤和炎性反应,促
进氧化应激标志物(SOD、GPX、CAT和 MDA)和肝功

能标志物(ALT、AST、ALP)恢复正常[32-33]。
然而,本研究尚存以下不足:①大鼠死亡后易出现

溶血现象,无法通过血液检测方法评估大鼠肝肾功能、
电解质及免疫功能状况,使重要脏器的病理形态学结

果作为证据较单一且缺乏特异性;②对照组大鼠和造

模组大鼠数量差异较大,不排除由于对照组大鼠样本

量小而出现统计学结果偏倚,尚需大样本实验研究支

持;③本实验大鼠死亡时间有差异,不排除注射CTX
后因大鼠个体差异对药物产生的副作用表现不明显或

趋于自愈情况,造成本实验所观察结果不能反映所有

大鼠的真实状况;④未使用代谢笼单独饲养大鼠,无法

准确评估每只大鼠摄食和饮水量变化,也无法获取其

代谢情况,使支持本实验结果的数据不够丰富;⑤未对

照注射不同剂量或于不同时间注射CTX对意外死亡

大鼠的影响,也没有对照同一剂量对不同周龄或不同

品系和级别大鼠的影响;⑥我们后续实验改用75mg/

kg剂量造模,发现大鼠出现的不良反应及死亡率明显

下降,但由于缺乏同期对照研究,故无法说明不同

CTX注射剂量对本实验大鼠意外死亡产生影响。

4 结论

通过病理HE染色观察意外死亡大鼠重要脏器,
发现大鼠肺组织充血、水肿明显;胃组织浅表黏膜糜

烂。尽管以上因素可能不是大鼠致死的直接原因,但
不排除上述病变分别是本实验大鼠出现异常呼吸,进
食减少和体重降低的重要原因。因此,为使本实验更

具科学性,后期可将一次性腹腔注射CTX诱导DOR
模型法中大鼠死亡原因为实验思路,进行深入的相关

课题研究,并将血液检测结合病理学结果进行分析大

鼠意外死亡原因,提前干预由腹腔注射CTX所诱发的

一系列“脱靶效应”,对比是否采取相应干预措施后能

降低或避免由药物所致的大鼠死亡,为提高造模大鼠

生存质量,降低不良反应及死亡率极具重要的现实意

义。
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