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

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对放疗性卵巢损伤 的防护效应及机制研究

摘 要

一

、 研究背景

包括放疗在 内 的肿瘤综合诊疗措施的不断发展 ， 使得肿瘤患者的生存率得到 了

极大的提高 ， 也对肿瘤幸存者的生活质量提出 了更高的要求 。 卵巢作为维持女性正

常生理功能的重要器官 ， 对放射线十分敏感 ， 较低剂量的放射线照射就会造成严重

的不 良结局 ， 包括性腺功能减退以及随之而来的生育力降低甚至丧失 。

越来越多的肿瘤科医生及肿瘤患者的随访人员开始致力于肿瘤患者生育力保留

的宣传和研宄 ，

“

Ｏｎｃｏｆｅｒｔｉ ｌｉｔｙ

”

在此境况下应运而生 ， 并逐渐发展成新兴热 门话题 。

目 前在肿瘤患者生育力保留实践过程中的具体措施主要包含以下三类 ， 分别是物理

防护 、 生物防护 、 药物防护 。 物理防护因其作用有限 ， 且不能有效避免类似于头颅

放疗等影响下丘脑 －垂体－性腺轴 ， 进而影响卵巢功能 ， 效果不甚理想 。 生物防护措

施包括胚胎冷冻保存和移植 、 卵母细胞冻存和移植 、 卵巢组织冻存和移植及卵巢移

植等 ， 受限于技术开展的范围 、 技术操作的难度以及肿瘤治疗与卵巢刺激的时间冲

突 ， 乃至经济原因等 ， 现阶段难以大范围开展 。 药物防护因其操作便利 ， 时间及经

济花费较少 ， 逐渐得到 了学者们的关注 ， 并取得
一

定进展 。

在药物防护方面 ， 目 前国际上效果最佳的药物为美国制备的 ＷＲ－２７２ １ ， 但毒性

较大 ， 副反应较多 ， 在
一

定程度上限制 了其的使用 。 国 内 目 前的辐射损伤防治药物

包括雌激素类和茜草提取物等 ， 在实践过程中均被证实疗效不佳 。 正处于研究阶段

的多数辐射损伤防治药物存在效应不明确 、 机制不清晰 、 毒性反应大等缺点 。 因

此 ， 亟需开发高效低毒的 、 针对电离辐射作用新靶点的药物 。

近 １ ５ 年以来 ， 有多项研宄证实了ＴＬＲｓ 受体及其配体在抗辐射损伤中发挥着重

要作用 ， ＴＬＲｓ 受体家族在抗辐射损伤研究领域得到了极大关注 ， 逐渐成为该领域研

究的新热点 。

前期 ， 我们对 ＴＬＲｓ 通路相关配体进行了预实验筛选及后续的实验验证 ， 最终

得到
一

种耙向 ＴＬＲ２ 受体的化合物 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ，Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 中文全称酵母多糖－Ａ ，

是
一

类通过 Ｐ
－

ｌ
，

３ 糖苷键连接的葡聚糖 。 我们的相关研究结果已经证实了其可以对肠

道消化系统 、 骨髓造血系统发挥抗辐射损伤作用 ， 并对其毒性进行了初步探索 ， 未

－

１
－
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

发现明显急性毒性的相关报道 。 关于其是否可以对卵巢发挥抗辐射损伤作用 ， 目前

国 内外尚未见报道。 基于此 ， 我们将首先通过对该化合物的毒性进
一

步研宄来验证

其在动物体内 的安全性 ， 在构建出较合适的卵巢放射性损伤模型的情况下 ， 通过
一

系列体内外实验来探讨 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应研宄 ， 最后通过

ＲＮＡ ｓｅｑ筛选出 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护效应的潜在机制并初步验证 ，

为卵巢的抗辐射损伤研宄提供新的研宄思路和千预途径 。

二 、 研究 目 的

１ ． 构建
一

个放射性卵巢损伤动物模型 。

２ ． 系统性研宄 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对放疗致卵巢损伤的防护效应。

３ ． 对 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护效应的机制进行初步探索 ， 筛选出潜

在的放射性卵巢损伤防护作用通路 。

４ ． 通过对卵巢辐射损伤防治药物研宄 ， 为育龄期女性肿瘤患者的生育力保存提

供新的理论和实践支持 。

三、 研究内容和方法

１ ． 放射性卵巢损伤模型的构建及 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 药物安全性研宄

（ １ ） 放射性卵巢损伤的模型构建 ： 模拟临床盆腔放疗过程 ， 通过给予小 鼠不同

剂量和 ／或不同次数的 Ｙ射线盆腔局部照射 ，

一

方面运用 ＥＬＩＳＡ 方法检测盆腔照射结

束后小 鼠的卵巢性激素水平 ， 从卵巢内分泌功能层面筛选出
一

个较为合适的放射性

卵巢损伤模型的照射剂量及照射次数 。 另
一

方面 ， 将辐照雌鼠经促排卵后与性成熟

期雄鼠合笼 ， 通过在计数妊娠小 鼠的胎儿数量从卵巢生殖功能层面筛选出
一

个较为

合适的放射性卵巢损伤模型的照射剂量及照射次数 。 结合上述两方面结果 ， 综合评

估 ， 筛选出
一

个合适的照射剂量及照射次数 ， 构建
一

个放射性卵巢损伤动物模型 。

（ ２ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 药物安全性研究 ： 查阅文献了解既往相关研宄所用的药物浓

度 ， 腹腔注射同等剂量的该药物 ， 通过 ＥＬＩＳＡ 方法检测给药后小 鼠的血清丙氨酸氨

基转移酶和天门冬氨酸氨基转移酶水平来评估该药物的肝脏毒性 ， 通过检测小 鼠血

清肌酐值来评估该药物的肾毒性 ， 并在小 鼠卵巢内分泌及生殖功能层面开展相关研

宄来评估其生殖毒性 。

２ ．Ｚｙｍｏｓａｎ＿Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应研宄

－ ２ －



Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应及机制研究

（ １ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对辐照后小 鼠卵巢组织重量及卵巢器官系数的影响 ： 辐照前给

予小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 在辐照后某
一

时间点称量各组小 鼠的卵巢湿重及小 鼠

体重 。

（ ２ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对辐照后小 鼠动情周期的影响 ： 辐照前给予小 鼠 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ

预处理 ， 在辐照后对各组小 鼠进行阴道脱落细胞学检查 。

（ ３ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对辐照后小 鼠卵巢激素水平的影响 ： 在辐照前给予小鼠腹腔注

射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 通过 ＥＬＩＳＡ 方法检测辐照后各组小 鼠的卵巢性激素水平变化 。

（ ４ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对辐照后小 鼠卵巢卵泡成熟的影响 ： 辐照前给予小 鼠

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ预处理 ， 在辐照后某
一

时间点通过解剖得到小 鼠卵巢组织 ， 通过对小鼠

卵巢组织 ＨＥ 切片上各级卵泡数量计数 ， 并统计总卵泡数量 。

（ ５ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对辐照后小 鼠卵巢生殖功能的影响 ： 辐照前给予小 鼠腹腔注射

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 辐照结束后将雌鼠经促排卵后与性成熟期雄鼠合笼 ， 在妊娠后某
一

时

间点解剖小 鼠子宫 ， 计数各组小 鼠子宫 内胚胎数量 。

（ ６ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对辐照后小 鼠子代体重的影响 ： 在辐照前给予小 鼠腹腔注射

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 在辐照后将雌鼠经促排卵后与性成熟期雄鼠合笼 ， 在出生后多个时间

点称量各组小 鼠后代的体重 。

（ ７ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对辐照后小 鼠卵巢颗粒细胞增殖的影响 ： 在照射前给予细胞

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 预处理 ， 在辐照后运用 ＣＣＫ－

８ 检测小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖情况 。

（ ８ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞存活率的影响 ： 在照射前给予细胞

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ预处理 ， 在辐照后某
一

时间点统计细胞克隆形成数量 。

（ ９ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞凋亡的影响 ： 在照射前给予细胞

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 预处理 ， 在辐照后某
一

时间点通过流式细胞术来统计各组细胞凋亡情

况 。

３ ．Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护效应的初步机制探讨

（ １ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ发挥放疗性卵巢损伤防护效应的差异基因筛选 ： 辐照前给予

小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 在辐照后某
一

时间点解剖得到小 鼠卵巢组织 ， 并进行高

通量测序 。

（ ２ ） 通过构建 ＴＬＲ２ ＫＯ（Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ） 小 鼠 ， 并在 ＴＬＲ２ ＫＯ 小 鼠体内开展研宄

－ ３
－
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

验证 ＴＬＲ２ 受体在放射性卵巢损伤防护中的作用 。

（ ３ ） 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 功能富集分析 ： 通过在公共数据分析平台按照操

作指南对前述差异基因进行 ＫＥＧＧ分析 。

（ ４ ） 卵巢组织测序结果相关差异表达基因的定量 ＰＣＲ验证 ： 在辐照前给予小

鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 辐照后某
一

时间点解剖得到小 鼠卵巢组织并进行 ＲＮＡ抽

提 ， 按照 ＲＴ－ＰＣＲ操作指南完成相关筛选出来的差异基因表达量的验证 。

（ ５ ） 靶向 ＴＬＲｓ 通路及 ＮＦ－ｋＢ 通路相关蛋白表达量验证 ： 在辐照前给予小 鼠

腹腔注射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 辐照后某
一

时间点解剖得到小 鼠卵巢组织并进行蛋白提取 ，

运用 Ｗｅｓｔｅｍ－ｂｌｏｔ方法评估相应蛋 白表达量。

四 、 研宄结果

１ ． 放射性卵巢损伤模型的构建及 Ｚｙｍｏｓａｕ－Ａ药物安全性研究

（ １ ） 通过在小 鼠卵巢内分泌功能层面及生殖功能层面开展研宄 ， 并对两部分

结果综合分析 ， 初步证实了小鼠卵巢放射性损伤模型适当的造模条件为 ２Ｇｙ单次盆

腔局部照射 。

（ ２ ） 前期相关辖射损伤防护研宄开展过程中所用的 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 给药条件 ： 小

鼠 （ ５０ｍｇ／ｋｇ ） 、 细胞 （ ４０ｕｇ／ｍＬ ） 均较为适宜 。

２ ．Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应研究

（ １ ） 与单纯辐照组相 比 ， Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 照射前给药会增加小 鼠卵巢组织重量及

卵巢器官系数 ， 且两组间存在统计学差异 。

（ ２ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的单纯给药不会引起小 鼠的动情周期紊乱 ， 在照射前给予小

鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 其动情周期总体紊乱率显著低于单纯辐照组 。

（ ３ ） 在照射前通过腹腔注射给予小 鼠 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 在辐照后该组小 鼠的卵巢

雌激素 （Ｅ２ ） 及抗缪勒管激素 （ＡＭＨ ） 水平较单纯辐照组显著升高 ， 且卵泡刺激素

（ＦＳＨ ） 和黄体生成素 （ＬＨ ）７ｊＣ平显著降低 。

（ ４ ） 辐照诱发小 鼠卵巢卵泡成熟障碍 ， 与单纯辐照组相 比 ， 照射前应用

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可降低闭锁卵泡数量 ， 增加原始卵泡、 初级卵泡、 窦前卵泡和窦卵泡、

总卵泡数量 。

（ ５ ） 在小 鼠生殖功能评估上 ， 与单纯辐照组相比 ， Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的预处理会增

－ ４ －



Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性印巢损伤的防护效应及机制研究

加小 鼠的妊娠率 ； 同时 ， 对妊娠后小 鼠的胚胎计数结果显示 ， Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的照前使

用会使其数量明显增加 。

（ ６ ） 辐照前应用 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的母代 ， 其子代出生后第 ３ 天 、 第 ５ 天、 第 ７ 天

体重均较单纯辐照组后代体重明显升高 ， 且该趋势在出生后第 ４２ 天体重统计上也
一

致 。

（ ７ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ会增加辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖率 ， 与单纯辖射组相

比 ，
二者间存在统计学差异 。

（ ８ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ会增加辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞的存活率 ， 在各个剂量的辐

照组中 ，
Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ预处理组克隆形成率较单纯辖照组均明显升高 。

（ ９ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ会降低辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞的凋亡率 ， 辐照给药组小 鼠

卵巢颗粒细胞的凋亡率约为单纯辖照组的
一

半 。

３ ．Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护效应的初步机制探讨

（ １ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ给药组小 鼠卵巢组织测序与单纯辐照组共筛选出差异基因 ２６ ８

个 ， 其中有 １ ５６ 个基因上调 ， 有 １ １ ２ 个基因下调 。

（ ２ ） 上调差异基因最显著的是 ７７ｒ２ ．

（ ３ ） 相较于单纯辖照组小 鼠 ， ＴＬＲ２ ＫＯ辐照组小 鼠卵巢性激素紊乱程度及生

殖功能障碍更重 ， 且 ＴＬＲ２ＫＯ 能逆转 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对辐照小 鼠卵巢性激素水平紊乱

的改善作用及生殖障碍的改善作用 。

（ ４ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤发挥防护效应可能主要是通过靶向 Ｔｏｌｌ
－

ｌ ｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ 
及
ＮＦ －ｋａｐｐａ Ｂｓｉｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ 

产生作用 。

（ ５ ） 与单纯辐照组相 比 ， 祀向Ｔｏｌ ｌ
－

ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
及ＮＦ－ｋａｐｐａ

Ｂｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ 中部分表达差异基因 ， 包括 Ｉ７ｒ２ 、 ＣＷ５ 、 Ｃｃ／３ 、 、 场泌谷及

及 的基因表达量均上调 ， 且存在统计学差异 。

（ ６ ） 进
一

步关于靶向 ＴＬＲｓ通路及 ＮＦ －ｋ Ｂ 通路相关蛋 白 的表达量的验证结果

显示 ， 辐照给药组较单纯辐照组相关蛋 白表达量均明显升高 。

五、 研究结论

本研宄前期通过文献调研及配体筛选 ， 从大量 ＴＬＲｓ配体中筛选出
一

种高效低

毒的抗辐射药物 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 初步的毒性研宄提示其动物实验毒性较低 。 目 前国 内

－

５
－
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

外在放射性卵巢损伤研究中使用的动物模型及造模条件差异性较大 ， 故本研究的开

始通过在小 鼠卵巢内分泌功能层面及生殖功能层面开展研宄 ， 构建
一

个操作性较稳

定的放射性卵巢损伤动物模型 ， 为后续的研究开展提供了支持。 在开展具体的卵巢

辐射损伤防护效应研宄之前 ， 我们首先对其毒性进行了更为具体的相关验证 。 在明

确了其安全性之后 ， 通过在小 鼠及小 鼠卵巢颗粒细胞中开展研究 ， 证实了Ｚｙｍｏｓａｎ－

Ａ 可以对放射性卵巢损伤发挥防护效应 。 最后通过对单纯辐照组及辐照给药组小 鼠

卵巢组织进行 ＲＮＡ测序分析 ， 筛选出两条潜在的卵巢辐射损伤防护作用通路 ， 并通

过 ＲＴ－ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 实验进行了初步验证。 通过该研宄的开展 ， 为放疗性卵巢

损伤构建了
一个相对动物模型 ， 同时为放疗性卵巢损伤防护找寻到了

一

种潜在的防

护剂及潜在的作用通路 。

关键词 ： Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 放射治疗 ， 卵巢辐射损伤 ， 生育力保留 ， 辐射损伤防护

－ ６ －



Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放持性即巢损伤 的防护效应及机制研究
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一

项最新的统计数据显示 ， 全世界每年约有 １ ２０ 万例恶性肿瘤新发病例在 １ ５ 至

３ ９ 岁 的年轻患者中得到诊断 该年龄段新发人数约 占全年所有癌症诊断人数的 ６％

左右 ［
２

］

。 以放化疗为主的肿瘤综合治疗措施的不断发展 ， 使得肿瘤患者 的生存率不

断提高 ［
３

］

。 得 以幸存的肿瘤患者 ， 在很长
一

段时 间 内均需面临肿瘤综合治疗副反应

的影响 。 对于年轻女性肿瘤患者 ， 包括放疗在 内 的肿瘤治疗手段往往会对卵巢功能

产生影响 ， 出现卵巢功能紊乱 ， 严重时可能发生卵巢早衰 。 在儿童肿瘤幸存者 中 ，

有研宄提示她们的卵巢早衰的发生率约为 ８％ ， 与之相对应的是 ， 她们的姐妹发生卵

巢早衰的 比例小于 １％Ｗ 。 尽管肿瘤治疗的益处包括缓解和治愈 ， 但卵巢功能过早丧

失的后遗症无疑会对女性产生不 良影响 。 除 了丧失生育能力外 ， 卵巢功能下降还可

能导致更年期提前 ， 这与潮热 、 骨密度降低和心血管不 良事件相关 ［
５〃

］

。 卵巢功能减

退或卵巢功能衰竭的总体效应还包括可能导致生活质量下降 ， 甚至过早死亡 ［
６

，

８
］

。

卵巢组织对放射线十分敏感 ， Ｗａ ｌ ｌａｃｅ 及其团队通过模型预测可引起人类育龄期

女性卵巢组织中 ５ ０％卵泡闭锁的射线剂量约为 ２Ｇｙ ， 并将其定义为人类卵巢组织的

ＬＤ ５ ０
［
９

］

。 较大剂量的放射线照射可直接导致女性卵巢功能丧失 ， 该剂量随着年龄增

加不断降低 ， 出生时约为 ２０ ． ３Ｇｙ ，１ ０ 岁 时约为 １ ８ ．４Ｇｙ ，２０ 岁时 １ ６ ． ５Ｇｙ ， ３ ０ 岁 时

１ ４ ． ３Ｇｙ
［

１ ０
］

。

现阶段 ， 仅有少数年轻肿瘤患者在治疗前或治疗过程中接受 了遗传咨询 ， 生育

力保留 己经成为此类人群继生存之后第二大需要考虑的 问题 。

“

Ｏｎｃｏｆｅｒｔ ｉ ｌ ｉｔｙ

”

在此情

况下逐渐发展起来 ， 并逐渐成为近些年来相对热 门 的话题 ， 吸引 了越来越多 的临床

肿瘤医生及生育专家们 的注意 ， 使越来越多 的学者致力于肿瘤患者的生育力保留措

施的相关研宄 ［
１ １？

］

。

在
“

Ｏｎ ｃｏ ｆｅｒｔ ｉ ｌ ｉｔｙ

”

具体实践过程中主要包含 以下三方面措施 ， 物理防护 、 生物防

护 、 药物防护 。 物理防护主要是通过屏障作用来减少放射线 引 起的损伤 ， 但不能有

效避免类似于头颅放疗 ， 通过影响下丘脑－垂体－性腺轴 ， 进而导致卵巢功能障碍 ，

效果不甚理想 ［
１ ４

Ｌ 近些年来 ， 卵巢移位术的开展为需要接受盆腔放疗的 育龄期女性

肿瘤患者卵巢功能的保留提供了
一

个新的选择 ， 但同样面临着
一

些条件的限制 ， 例

－

１ ８
－




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如卵巢储备能力差 、 有卵巢转移的高风险 、 只 单纯进行化疗等 ［
１ ４

，
１ ５

］

。 包括胚胎冷冻

保存和移植 、 卵母细胞冻存和移植 、 卵巢组织冻存和移植及卵巢移植等在 内 的生物

防护是现阶段育龄期女性肿瘤患者生育力保留实践过程中开展最多 的项 目
［
１＆２ ＜）

］

。 但

该类防护手段 同样面临着诸多 的挑战和限制 ， 例如 ， 该类项 目 在具体实践过程中技

术操作的难度较大 、 开展此类技术的医疗机构较少 、 社会家庭经济因素 以及相关医

疗禁忌症等 。 药物防护手段因其操作过程相对简便 ， 与肿瘤的治疗极少产生冲突 ，

得到 了众多学者的关注 ， 并取得
一

定进展 。

在药物防护方面 ， 目 前 国 际上效果最佳的药物为 ＦＤＡ 批准的 ＷＲ－２７２ １ ， 但其在

实践过程中被证实毒性较大 ， 副反应较多 ，

一

定程度上限制 了其的使用 ［
２ １

］

。 国 内 目

前配备的辐射损伤防治药物包括雌激素类和茜草提取物等 ， 在实践过程中均被证实

疗效不佳Ｐ Ｕ
。 近些年来 ， 我 国学者在中 医药领域开展 了 多项基础研究结果提示多种

中药或汤剂可 以减轻辐射诱导的卵巢组织损伤 ［
２Ｍ４

］

， 为减轻卵巢的辐射损伤防护带

来了新希望 ， 但均面临着效应不明确 、 具体机制不清晰 、 毒副反应较大等多重挑战 。

因此 ， 亟需开发高效低毒 、 针对电离辐射作用新靶点的药物 。

２００８ 年 ， 美国学者 Ｂｕｒｄｅｌｙａ ＬＧ 及其团队在 《 Ｓｃｉｅｎｃｅ》 杂志上首次报道 了ＴＬＲ５

受体改 良型激动剂 ＣＢＬＢ ５ ０２ 可 以通过靶向 ＮＦ －ｋＢ通路对辐射损伤发挥极强的防护效

应 。 这
一

研究成果的发表在短时间 内就得到 了众多辐射损伤防护领域研究者的关

注 ， 关于 ＴＬＲｓ受体家族及其配体在辐射损伤防护领域的研究逐渐成为该领域研究的

新热点 。

近些年来 ， ＴＬＲｓ（ Ｔｏｌ ｌ
－

ｌ ｉｋｅｒｅｃｅｐｔｅｒｓ
，Ｔｏ ｌ ｌ 样受体家族 ） 及其通路在天然免疫 中

的重要作 用 逐渐被证实 ， 其是参与机体天然免疫过程 的
一

类关键模式识 别受体

（ ＰａｔｔｅｒｎＲｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎＲｅｃｅｐｔｏｒ
，ＰＲＲ ） （ 图１ ）

［
２ ６

－

２８
］

， 在１ ９９５年 由美国 的Ｈａｓｈｉｍｏ ｔｏ

研宄团队在果蝇中首次发现和报道 ［
２ ９

＊
３ Ｇ

］

。 后续 Ｈｏｆｆｉｎａｎｎ ＪＡ 博士团队的进
一

步研宄

发现 Ｔｏｌ ｌ 蛋 白在果蝇天然免疫中发挥重要作用 ， 此项研究成果的发表让 Ｈｏｆｆｉｎａｍ ＪＡ

博士在 ２０ １ １ 年获得 了诺贝 尔生理学与医学奖 ［
３ １

，
３ ２

］

。 最新的研究表明在人类体 内有 １ ０

种 ＴＬＲｓ ， 分别被命名为 ＴＬＲ １
－

１ ０ ， 而在小 鼠体 内发现 了１ ２ 种 ＴＬＲｓ
，
因不含 ＴＬＲ １ ２ ，

故按照顺序将其命名为 ＴＬＲ １
－

１ ３
［
２６

］

。

ＴＬＲｓ 在进化上高度保守 ， 不同 ＴＬＲｓ 受体间结构较为相似 ， 都属于Ｉ型跨膜蛋 白 ，

－

１ ９ －
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

结构上 的相似使其在功能上也有相通之处 ， 主要表现在信号转导通路和相应 的生物

活性等方面 。 不 同ＴＬＲ ｓ识别的ＤＡＭＰ ｓ（ ｄａｍ ａ
ｇ
ｅ
－

ａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒ
ｐａｔｔｅ ｒｎｓ

，
损伤

相关分子模式 ）
（ 图 ２

）存在
一

些差异 ， 例如 ： ＴＬＲ １ 、 ２ 、 ４ 和 ６ 通常识别病原体的脂

类部分 ；
ＴＬＲ５ 、 １ １ 和 １ ２ 通常识别病原体的蛋 白质结构 ；

ＴＬＲ３ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 和 １ ３ 通常

识别病原体的核酸结构 ［

２ ６
］

。 相关 ＴＬＲ ｓ 识别不 同 的配体结构后 ， 开始启 动特异性的

下游信号通路和免疫反应＾
３ ２

］

。 大量的研究结果证实 ， 多数的 ＴＬＲ 受体靶 向 ＴＬＲｓ

信号通路的下游均可依赖 ＭｙＤ ８ ８ 通路激活 ＮＦ －ｋＢ ， 从而发挥抑制细胞凋亡 ， 促进细

胞增殖 ， 清除 自 由基的作用 ［
３ ３

＿

３ ７

ＬＮＦ － ｋＢ 分子位于 ＴＬＲｓ 下游信号通路的枢纽位置 ，

ＴＬＲ ｓ 及其配体 （ 除 ＴＬＲ３ 外 ） 以 ＭｙＤ ８ ８ ／Ｔ ＩＲＡＰ依赖方式使 ＮＦ －ｋＢ 磷酸化 、 泛素化 ，

解除其对 ＮＦ －ｋＢ 核定位的控制 ， 从而激活核 内 ＮＦ －ｋＢＷ
３ ８

＾ ＮＦ －

ｋＢ 被激活后 ，

一

方

面参与细胞增殖和分化 ， 抑制细胞凋亡 ， 从而增强细胞及组织 的适应性 。 另
一

方面

可 启 动 下游多 种靶基因转录表达 ， 合成蛋 白 ， 如细胞生长 因子 （ １１＾ ６ 、 １＾心 〇（ 、 ０ －

Ｃ ＳＦ 、 Ｍ－Ｃ ＳＦ 、 ＧＭ－Ｃ ＳＦ等 ） ， 细胞粘附因子 （ ＩＣＡＭ－

１ 、 ＶＣＡＭ－

１ 、 ＭＭＰ －９等 ）
丨

２６ ＇

３ ２
］

〇

ａＨＭＧ Ｂ ｌ ． 
Ｈ Ｓ Ｐ． 

ｈ
ｉｓ ｔ ｏｎ ｅ

，

ｈ
ｙ
ａ ｌｕ ｒｏｎ ｉ ｃ  ａｃ ｉｄ ， 

ｂ ｉ

ｇ
ｉ

ｙ
ｃａｎ

丨广

。 。
』■  Ｊ ｅ ｄ  Ｔ ｕｍ ｏ ｕ ｒ

 ｄ ｅ ｂ ｒ ｉ ｓ

ＴＢ


Ｅ ｘ ｏ ｓｏｍ ＊

－ Ｄ ＭＡ Ａ
Ｐ ．
Ｍ Ｃ ．

ｒ
—

１
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？Ｔ

—

丨
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ｅ ｄ ｉ ｔ ｔ ｎ

ｇ 〇
Ｓｅ Ｗ

－ ＤＮＡ

Ｓ ｅ ｌ
＾Ｓ ｃ^ ａ ｃ ｉ ｄＡ

ｆ

ＲＶ Ａ
Ｐ ．

ｅ ， Ｃ

，

．Ｘ．

汾 免 工
卿

丨

赠 —

由 （Ｓ＞

ｄ ｉ ｓｐｅ ｒｓ ｉ ｏｎ ｌ



ｐ

＝：
（

Ｗ
）
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^



 
ＳｅＨ

－ ＤＮＡ Ｎ ＬＲ Ｐ ３ 
ｏ ｒ  Ａ １ Ｍ ２

Ｃ

（
Ｃ＾）ＣＴ ）



，
ｉ ｎ ｆｌ ａｍｍ ａｓｏｍｅ

Ｊ＼ｙ
ＤＮ Ｃ Ｒ ｌ

＇

Ｍ Ｉ ＮＣ ＬＥＤｅｃ ｔ ｉ ｎ  １ 

＇＾
＾

Ｎ ｕ ｃ ｌｅ ｕｓ

＾ 

^

ｎ ｎ
Ｑ

 ？＝＝ ？ ｃ＝ ＞ ｃ＝ ＞ ｃ＝ ＞  ？＝＝ ＞

Ｖ


ｙ

ｂ

Ｑ〇 ｕＱ
ｊａｐｈｏ

．
Ｎ －

ｇ ｌ

ｙ
ｔ ａｍ

ｐ
－

ｇ ｌ ｕｃ ｏｓ
ｙ

ｌ ｃ ｅ ｒａｍ ｉｄ ｅ

图 １  ？模式识别受体 （ Ｐａ ｔｔｅｒｎｒｅ ｃｏｇｎ
ｉ ｔ ｉｏｎｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒｓ ， ＰＲＲｓ ） 信号转导通路及其

调控 。 （摘 自Ｎ ａ ｔＲｅｖＩｍｍ ｕｎ ｏ ｌ ．２０２０Ｆｅｂ
；
２ ０

（
２

）
： ９５

－

１ １ ２
ｌ

３ ９Ｕ

－ ２ ０
－





Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ
－Ａ 对放疗 性 卵 巢损 伤 的 防护 效应 及机制 研 究

在辐射损伤防护领域 ， 继 ２ ００ ８ 年 ＴＬＲ ５ 受体及其配体被证实可 以在辐射损伤防

护 中发挥作用之后 ， 围绕 ＴＬＲ 家族其他受体及其配体的研究在不断深入 ， 相应的效

应也被逐
一

证实 ［
４ （ ）＃

］

。 本课题组前期深耕于辐射损伤防护机理的探讨 ， 聚焦于 ＴＬＲ ｓ

通路相关研究 ， 证实 了ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 受体是 电离辐射损伤防治 的重要新靶点 ｔ
５ １ ５ ２

］

。

相 关配体在辐射损伤防护领域 的 作 用 也在 随 后 被证实 ， 但 目 前所报道 的 ＴＬＲ２ 及

ＴＬＲ４ 的配体不能 同时兼具高效和低毒 的特征 ， 例如 ＴＬＲ４ 配体 ＬＰ Ｓ 效价高但其毒性

也高 ， 进行各种修饰改进后 出现减毒减效的情况 ， 而 ＴＬＲ２ 配体 Ｐａｍ２ 、 Ｐ ａｍ ３ 虽然毒

副作用低但是本身防护效价较低 ， 限制 了 其深入研究的价值
４ ９ ＿ ５ ３

１

。 尽管 目 前

关于 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 在辐射损伤防护领域的研究和报道给辐射损伤防护研究带来 了 相

对光明 的前景 ， 但是迄今为止仍未完全解决上述难题 。

ＡＴ Ｌ Ｒ ｓｔ ｈａ ｔｄｅ ｔｅ ｃ ｔｂ ａ ｃ ｔｅ ｒ ｉ ａ ｌＰＡＭ Ｐｓ

ＴＬＲ２／ １

Ｔ ＬＲ ４Ｔ ＬＲ １ ３ＴＬＲ ９ＴＬＲ ２／６Ｔ ＬＲ Ｓ

ＬＰＳＲ ｉ ｔ＞ｏ？〇ｍａ ｌＲ ＮＡＣｐＧ Ｌ ｉ ｐｏｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎＦ ｉ ａｇｅ ｌ ｌｍ

ＩＴ一／



一






Ｊ

ＢＴＬＲ ｓｔｈ ａ ｔｄ ｅ ｔｅｃ ｔｖ ｉ ｒａ ｌｏ ｒｐａ ｒａ ｓ ｉ ｔｅＰＡＭ Ｐｓ

Ｔ ＬＲ ３ Ｔ Ｌ Ｒ ７ ．Ｔ Ｌ Ｒ ８Ｔ ＬＲ ９

ｄ ｓＲ ＮＡｓｓＲＮＡＣｐＧＤＮＡ



Ｖ ｉ ｒｕ ｓ


Ｔ Ｌ Ｒ ２／ １  ．Ｔ ＬＲ ２ ／６ＴＬＲ９Ｔ ＬＲ ７Ｔ ＬＲ １ １ ／ １ ２

Ｌ ｉ ｐｏｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎＣｐＧＤＮＡｓｓＲＮＡＰ ｒｏ ｆ ｉ ｈｎ

Ｉ＼ ＿ ｜

丨 

图２不同的ＴＬＲ ｓ及其识别 的ＤＡＭＰ Ｓ 。
（摘 自Ｃ ｅ ｌ ｌ ．２ ０２ ０Ｍ ａ ｒ１ ９

；
１ ８０
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

针对以上瓶颈 问题 ， 本课题前期进行 了大量的文献检索 ， 并进行理论分析和预

实验验证 ， 从 １ ３ 种 己知 ＴＬＲ２／４ 相关配体中筛选到
一

种具有较强辐射防治作用 的新

型 ＴＬＲ２ 耙向配体 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 。

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 中文全称酵母多糖 －Ａ ， 主要 由 啤酒糖酵母真菌壁制备而成 ， 是
一

类通过 Ｐ
－

１
，
３ 糖苷键连接的葡聚糖 ， 它也是第

一

个被发现具有免疫活性的葡聚糖 ， 来

源广泛 、 价格便宜 ， 毒副作用低 。 前期我们研究 己经证实 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对肠道以及血

液系统具有显著的辐射防治效果 ［
４２

，
５４

］

。 在卵巢的辐射防护方面 ， 前期的小样本预实

验结果提示 ， 辐照前给予小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ ， 小 鼠卵巢组织病理中各级效应

卵泡数量均明 显多于未给药组 ， 且小 鼠性激素水平也有相 同提示 ， 这些结果都初步

表明 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 对卵巢辐射损伤同样可以发挥防护效应 。 另
一

方面 ， 前期实验过程

中进行的相关毒性实验提示其毒性显著低于 ＬＰＳ 。 以上结果表明 ， Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可能

是
一

种新型高效低毒的辐射损伤防护剂 。

在既往的研究过程中 ， 关于卵巢辐射损伤模型的造模条件和造模方式差异性较

大 ［
２２？

，
５５

，

５ ６
］

， 本研究将首先通过改变照射剂量及照射次数 ， 模拟临床放射治疗过

程 ， 建立
一

个相对稳定的放射性卵巢损伤动物模型 ， 并开展 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 相关毒性实

验 。 在进
一

步明确 了其毒性较低之后 ， 通过在体内外进行多方面实验研究探讨其对

卵巢发挥放射性损伤防护的具体效应 ， 最后利用高通量 ＲＮＡ 测序等技术手段 ， 筛选

出其发挥作用 的潜在靶分子和靶通路 ， 并通过相关实验加 以验证 。 希望通过本课题

的研究 ， 获得
一

种髙效低毒的卵巢辖射损伤防护新制剂 ， 为卵巢辐射损伤防护的研

究提供新的途径和新的靶点 ； 同时为今后研制新型 、 安全 、 高效的卵巢辐射防护剂

提供理论和实验基础 。

－ ２２ －
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

第一部分 ： 放射性卵巢损伤模型的构建及

Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 药物安全性研究

—

、 刖 目

随着肿瘤综合治疗的不断发展 ， 肿瘤患者的生存率得到 了极大提高 ， 提高了肿

瘤患者生存率的 同时 ， 如何提高肿瘤幸存者生活质量的得到 了越来越多研究者的关

注 ｔ
ｉ

］

。 女性卵巢组织对放疗极度敏感 ， 较低剂量的放射线就会引 起卵巢功能紊乱 ，

严重者会 出现卵巢早衰 。 近些年来围绕女性卵巢辐射损伤防护的研究在不断开展 ，

但相关研究的结果提示其效果较差 另
一

方面 ， 不 同 团 队的研宄在在造模过程中

采用 的照射剂量差异较大 ， 从 ３Ｇｙ 到 ８Ｇｙ不等 ， 且均采用全身照射 ， 严重偏离临床

放疗的操作过程 。

２００ ８ 年 ， 相关学者在 《 Ｓ ｃ ｉｅｎｃｅ 》 杂志上首次报道 ＴＬＲ５ 受体激动剂 ＣＢＬＢ ５ ０２

在小 鼠体 内具有明显的辐射损伤防护效应 。 随后 ， 多 国学者将 目 光聚焦于 ＴＬＲ 受体

及 ＴＬＲｓ 通路 ， 使其在辐射损伤防护研究领域的关注度越来越高 ， 逐渐成为辐射损

伤防护研宄领域新的热 门方向 ［
７＾

］

。 本课题组紧扣热点 ， 前期通过在基因敲除小 鼠

中开展实验 ， 证实 了ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４在辐射辐射损伤防护 中发挥着关键作用 ［
１ １

，

１ ２
］

。

在此基础上 ， 我们更深
一

步的进行 了文献阅读 、 综合分析 ， 并开展了大量的预实

验 ， 从而成功筛选出
一

种新型 ＴＬＲ 配体 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 。 并在肠道系统及血液系统对其

辐射损伤防护效果开展 了具体研究 ， 验证了其有效性 ［
１ ３

，

１ ４
］

。 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 作为 Ｐ
－葡聚

糖的
一

员 ， 此前 已有多篇文献报道其可通过靶向激活 ＴＬＲ２ 刺激机体免疫 ， 发挥机

体免疫调节的作用 ［
１ ５

＿

１ ８
］

。 我们在预实验中发现 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ对卵巢具有明显的辐射损

伤防护作用 ， 且并未发现其在卵巢辐射损伤防护领域的报道 。

鉴于在 以往相关研宄过程中存在的照射方式不同 、 辐照剂量差异较大等 问题 ，

在研究的开始 ， 我们通过模拟临床放疗过程 ， 釆用盆腔局部放疗 、 分割照射的方式

进行造模 ， 试图构建
一

个较为稳定的放疗性卵巢损伤动物模型 ， 为后续的研究打好

良好的基础 。 新型卵巢辐射防护剂的筛选既需满足生存安全要求 ， 同时更应该关注

生育安全 。 因此本部分 内容还包括 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 药物安全性的进
一

步验证 。 我们在

Ｃ ５ ７ＢＬ ／６ 雌性小 鼠和小 鼠卵巢颗粒细胞中开展研宄 。 通过盆腔局部放疗 ， 设置不 同

－ ２ ８ －





Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤 的 防护效应及机制研究

照射剂量、 不同照射次数 ， 在照射后检测小 鼠卵巢性激素水平 ， 并计数胚胎数量 ，

综合两者结果筛选出
一

个相对合适的辐照条件 。 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的毒性研究包括体内和

体外试验 ， 通过检测 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ刺激后小 鼠肝酶 、 肌酐及相关血液学指标变化来评

估其生存毒性 ， 给药后小 鼠的卵巢性激素水平变化及胚胎数量来评估其生殖毒性 ，

并通过检测小 鼠卵巢颗粒细胞活力水平 ， 系统的探讨 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的毒性 。

二 、 材料和方法

（ １ ） 实验材料

１ ． 实验动物 ：

本实验所选用 的小 鼠遗传背景为 ： Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ ， 购置于上海吉辉实验动物饲养有

限公司 ， 周龄为 ６
－

８ 周 ， 严格遵循我校动物伦理及管理指南进行 。

２ ． 实验细胞

本实验所用到的小 鼠卵巢颗粒细胞 （ ＣＰ－Ｍ０５０ ） 购置于武汉普诺赛生命科技有

限公司 。

３ ． 主要实验试剂及耗材

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ：Ｓ ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（ ）

０ ．９％生理盐水 ： 华仁药业股份有限公司

小 鼠雌激素 （
Ｅ２

）
、 黄体生成素 （

ＬＨ
）
、 卵泡刺激素 （

ＦＳＨ
）
及抗缪勒管激素（

ＡＭＨ
）

ＥＬＩＳＡ检测试剂 ： 上海茁彩生物科技有限公司

小 鼠丙氨酸氨基转移酶 （
ＡＬＴ

）
、 天门冬氨酸氨基转移酶 （

ＡＳＴ
）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 ： 上

海茁彩生物科技有限公司

小 鼠肌酐
（
Ｃｒ

） 检测试剂盒 ： 上海茁彩生物科技有限公司

细胞培养基 ： 武汉普诺赛生命科技有限公司

ＥＤＴＡ－胰酶 ： 上海雅酶生物医药科技有限公司

ＰＢ Ｓ（不含Ｍｇ
２

＇Ｃａ
２＋

） ： 美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司

ＣＣＫ－

８ 检测试剂盒 ： 日本同仁化学研宄所

ＰＭＳＧ ： 宁波第二激素厂

－ ２９ －
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

Ｈｃｇ ： 杭州动物药品厂

兽用即用型麻醉剂 ： 南京爱贝生物科技有限公司

９６ 孔板 ： 杭州博 日科技有限公司

２５ｃｍ２ 培养瓶 、 ７５ｃｍ２ 培养瓶 ： 美国 Ｃｏｓｔａｒ 公司

６０ｘ １ ５ 培养皿、 ＫＫＫ２０培养皿 ： 美国 Ｃｏｓｔａｒ 公司

１ ５ｍＬ 离心管 ： 美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

２ｍＬ 细胞冻存管 ： 美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

细胞冻存液 ： 苏州新赛美生物科技有限公司

含肝素的 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 ： 江苏宇杰医疗器械有限公司

不含肝素的 １ ．５ｍＬ 、 ２００ｕＬ ＥＰ 管 ： 美国 Ｃｏｍｉｎｇ公司

高精度移液器 ： 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

枪头 （ ０ ． ５
－

１ ０ｕＬ 、 ２－２０ｕＬ 、 ２０－２００ｕＬ 、 ２００－

１ ０００ｕＬ ） ： 湖南比克曼生物科技有限

公司

４ ． 主要实验仪器

小动物麻醉手术专用附属升温台 ： 江苏易核科学仪器有限公司

全 自动模块式动物血液体液分析仪 ： 希森美康医用 电子 （上海 ） 有限公司

生物安全柜 ： 上海瑞仰净化装备有限公司

细胞培养箱 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ公司

－８０
°

Ｃ超低温冰箱 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司

满旋混合器 ： 美国 Ｓｃ ｉ ｌｏｇｅｘ 公司

４
°

Ｃ离心机 ： 美国 Ｓｃｉ ｌｏｇｅｘ 公司

可变温度水浴锅 ： 上海精宏实验设备有限公司

自动细胞计数仪 ： 上海百翱杰生物科技有限公司

１ ５ｍＬ 管水平离心机 ： 湖南湘仪实验仪器有限公司

倒置生物显微镜 ： 日本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

可调式恒温孵箱 ： 上海跃进医疗器械厂

纯水机 ： 美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司

－ ３０ －
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制冰机 ： 日 本 ＳＡＮＹＯ 公司

高精度 电子天平 ： 青岛精诚仪器仪表有限公司

（二 ） 实验方法 ：

１ ．Ｙ 射线造模

本研究造模所采用 的照射源为我校辐照 中 心
６ （ ）

Ｃ ｏ 照射源 ， 辐照时温度为室温 。

照射前所有小 鼠均接受腹腔注射麻醉 ， 并 以特定体位 固 定于特定装置 中 ， 以降低在

辐照进行中 由于小 鼠体位改变造成的差异 （ 图 １
－

１Ａ ） 。 在实验进行 中 ， 所有的细胞

在照射前均 以封 口膜封 口 ， 并置于避光保温的装置 中 （ 图 １
－

１Ｂ ） 。 根据实验条件的

不 同 ， 小 鼠或细胞接受不 同剂量的辐照 ， 辐射剂量率经换算后为 ｌ Ｇｙ／ｍ ｉｎ 。 照射结

束后 ， 立即将小 鼠从固定装置 中取下 ， 快速置于升温 台上 ， 在保温条件下使其缓慢

苏醒 ， 待小 鼠完全苏醒后 ， 将小 鼠转运至实验动物饲养 间继续饲养 。 细胞在辐照结

束后 ， 去除封 口 膜 ， 经 ７ ５％的 乙醇溶液表面消毒后 ， 继续放置细胞培养箱 中培养 。

ｌｉｉｎｉ^
｜＿｜

图 １
－

１ 辐照过程中小 鼠及细胞的固定或封 口方式 。 （ Ａ ） 辐照过程 中 小 鼠 的 固 定方式 ；

（ Ｂ ） 辐照过程中细胞培养皿的封 口方式 。

２ ．Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ的配置

小 鼠注射用 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 在无菌条件下使用微量电子天平称量 ， 在无菌操作 台 中

将其倒进 １ ５ｍＬ 离心管 中 ， 加入适量无菌生理盐水 ， 置于震荡器上震荡混匀 ， 最终

配制成母液浓度为 ５ ０ｍｇ／ｍＬ ， 在注射前采用倍 比稀释法将其稀释成工作浓度为 ５

ｍｇ／ｍＬ 。

细胞实验过程中所有的 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 配置操作与动物实验基本类似 ， 使用微量电

子天平称量 ， 在无菌操作 台 中将其倒进 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管中 ， 加入适量无菌 ＰＢ Ｓ ， 置于震

－

３ １－
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

荡器上震荡混匀 ， 最终配制成工作液浓度为 １ ０ｍｇ／ｍＬ 。

３ ． 实验分组与相关检测样本收集

３ ． １ 实验动物分组

（ １ ） 辐照实验分组 ： 从上海吉辉实验动物饲养有限公司购入实验小 鼠后 ， 随机

将雌性小 鼠分为对照组和辐照组 ， 辐照组又按照不同 的辐射剂量分为 ： ０ ． ５Ｇｙ１ 次组

（ ０ ．５Ｇｙ
＊

ｌ ） 、 ０ ． ５Ｇｙ２次组 （ ０ ． ５Ｇｙ
＊
２ ） 、 ｌ Ｇｙ１次组 （ ｌＧｙ

＊
ｌ ） 、 ｌ Ｇｙ２次 组

（ ｌＧｙ
＊
２ ） 、 ２Ｇｙ ｌ 次组 （ ２Ｇｙ

＊
ｌ ） 及 ２Ｇｙ２ 次组 （ ２Ｇｙ

＊
２ ） ， 每组 ８ 只小 鼠 ， 在实验

开始前均先适应性饲养于我校动物中心 １
－

３ 周 。

（ ２ ） 毒性实验分组 ： 从上海吉辉实验动物饲养有限公司购入实验小 鼠后 ， 随机

将雌性小 鼠分为对照组和给药组 ， 每组 ８ 只 小 鼠 ， 在实验开始前均先适应性饲养于

我校动物中心 １
－

３ 周 。

３ ．２ 实验动物的处理

（ １ ） 在辐照实验中 ， 按照前述伽马射线造模方法进行 。

（ ２ ） 在毒性验证实验中 ， 根据既往研究 ｔ
１ ３

，
１ ４

］

， 按照给药浓度为 ５０ｍｇ／ｋｇ ， 间隔

１ ０ 小时 ， 分别两次采用腹腔注射的方法在小 鼠的左下腹注射 ０ ．２ｍＬ Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 对

照组在相 同部位腹腔注射同等体积的无菌生理盐水 。

３ ．３ 实验样本收集

（ １ ）ＥＬ ＩＳＡ样本收集与制备 ： 辐照或给药刺激结束后 １ 周 ， 对小 鼠进行腹腔注

射麻醉 ， 待麻醉药物起效后 ， 按照 眼球取血法将小 鼠 的血液收集于不含肝素 的

１ ． ５ｍＬ 无菌 ＥＰ 管中 ， 每只小 鼠血液样本收集完成后均需尽快将 ＥＰ 管放置于含有碎

冰的容器 内 ， 操作过程中尽量避免溶血现象 。 待所有血液样本收集完成后 ， 将其放

置于 ４
°

Ｃ冰箱中过夜 ， 第二天将样本 以 ３０００ｒｐｍ 、 ４
°

Ｃ 、 １ ５ｍｉｎ 离心取上清 ， 并将上

清用移液枪收集于不含 内毒素的 ２００ｕｌ 无菌 ＥＰ 管中 ， 放置于 －２０
°

Ｃ冰箱保存 。

（ ２ ） 血常规样本收集 ： 辐照或给药刺激结束后 １ 周 ， 对小 鼠进行腹腔注射麻醉 ，

待麻醉药物起效后 ， 按照眼球取血法用含肝素的 １ ． ５ｍＬ 无菌 ＥＰ 管收集约 ３００ｕＬ 血

液 ， 每只小 鼠血液样本收集完成后均需尽快将 ＥＰ 管放置于含有碎冰的容器内 ， 操作

过程中尽量避免溶血现象 ， 并尽快完成检测 。

－

３２ －
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４ ． 细胞培养

小 鼠卵巢颗粒细胞以 ３ ７
°
Ｃ 、 ５％Ｃ〇２ 的条件培养于标准培养箱中 ， 采用专用培养

基培养 （含 ＤＭＥＭ 培养基 ） 。 在实验过程中 ， 根据细胞倍增时间 ， 每 ２－

３ 天换液
一

次 ， 并在细胞长满整个培养皿的 ７０％－

８０％时按照 １ ：２ 的比例进行细胞传代 。

５ ． 小 鼠胎儿数量

辖照或药物刺激结束后 ３ 天 ， 在雌性小 鼠的右下腹通过腹腔注射方法给予注射

ＰＭＳＧ８ ＩＵ ， ４８ 小时后采用 同样的方法于雌 鼠右下腹注射 Ｈｃｇ
１ ０ ＩＵ ， 在 Ｈｃｇ注射当

天按照雌鼠 ： 雄鼠＝２ ： １ 的比例进行合笼 ， 并在合笼后第 １ 天通过检查是否有阴道粘

液栓的情况确定有无怀孕 ， 有阴道粘液栓的雌 鼠从原有 鼠笼中取出单独饲养 ， 并将

单独饲养当天记为 Ｄ １ ， 后于 Ｄ７ 给予孕鼠腹腔注射麻醉 ， 待麻醉起效后经颈椎脱 臼

法处死小 鼠 ， 在实验动物解剖台上解剖得到小 鼠子宫 ， 计数胎儿数量 。

６ ． 细胞的药物毒性试验检测

本实验采用 ＣＣＫ－

８ 法进行细胞毒性的检测 。 ＣＣＫ－

８ 试剂主要包含水溶性四唑盐

－ＷＳＴ
？

－８ 和 电子载体 （
１
－Ｍｅｔｈｏｘｙ ＰＭＳ

）
。 ＷＳＴ

？
－８ 具有高水溶性 ， 它存在于细胞外而

不渗透活细胞膜 ， 可通过 １
－Ｍｅｔｈｏｘｙ ＰＭＳ 接受细胞线粒体 内乳酸脱氢酶的辅酶

ＮＡＤＨ 的 电子而被还原 ， 生成水溶性 ＷＳＴ
？

－

８ 甲臜产物 ， 甲臜产物同样具有高度水

溶性 。 之后用酶标仪测定 甲臜产物在 ４５ ０ｎｍ波长处的 ＯＤ值 ， ＯＤ值大小与药物毒性

情况成反比 。

具体操作步骤为 ：

（ １ ） 铺板 ：

（ ａ ） 消化 ： 实验开始前 ， 取处于对数生长期的小 鼠卵巢颗粒细胞 ， 用移液枪吸

净培养皿 内 的培养基 ， 加入 ２ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 缓慢润洗后用移液枪吸净 ， 紧接着往培养

皿中加入 ｌｍＬ 含 ＥＤＴＡ －胰酶 ， 并轻轻晃动 ， 保证胰酶分布于培养皿底部的所有表面 ，

常温消化 ３ｍｉｎ ， 加入 ３ｍＬ专用培养基终止消化 ， 用移液枪轻轻吹打保证细胞从培养

皿上消化下来 ；

（ ｂ ） 离心 ： 微量移液枪将上述所有消化后混合液体全部转移至 １ ５ｍＬ 无菌离心

管 内 ， 离心机在常温环境下 以 ｌ ＯＯＯｒｐｍ 的速度离心 ３ｍｉｎ
；

－ ３３ －
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（ ｃ ） 重悬 ： 倾倒掉上层含胰酶的无细胞培养基 ， 加入 ３ｍＬ 专用培养基重悬 ；

（ ｄ ） 计数 ： 移液枪吸出 ２０ｕＬ 加至细胞计数板 ， 用细胞计数机器进行细胞计数 ，

总共计数 ５ 个视野 ， 最终取平均数即为该细胞浓度 ；

（ ｅ ） 调整浓度 ： 根据前述细胞浓度 ， 吸取
一

定体积的细胞混悬液至另
一

新的

１ ５ｍＬ 离心管 ， 加入适量专用培养基调整其最终浓度为 ２ ． ５ ｘ ｌ 〇
４

个／ｍＬ
；

（ ｆ） 铺板 ： 按照 ５０００个／孔在 ９６ 孔板每个孔内各加入 ２００ｕＬ 细胞悬液 ， 铺板结

束后轻轻拍打 ９６？Ｌ板顶部及四周 ， 使细胞在板内分布更加均匀 。 将 ９６ 孔板水平放

置于标准细胞培养箱中培养 。 在实验进行的过程中 ， 实验样本外围的 ９６ 孔板内按照

２００ｕＬ／孔加入无菌 ＰＢＳ ， 以防止在实验过程中因水分蒸发影响细胞生长状态而带来

的误差 。

（ ２ ） 药物处理 ： 在铺板后
一

段时间 ， 观察细胞贴壁情况及细胞形态无异常 ， 根

据既往研宄 ， 按照 ４０ｕｇ／ｍＬ 的给药浓度间隔 １ ０小时给予小 鼠卵巢颗粒细胞 Ｚｙｍｏｓａｎ－

Ａ 共刺激 ２ 次 ， 对照组给予同等体积的无菌 ＰＢＳ 处理。 每组设置复孔 ６ 个 ， 每次药

物处理完成后均需轻轻拍打 ９６板使药物分布均匀 。 继续水平放置于标准细胞培养

箱中培养。

（ ３ ）ＣＣＫ－

８ 检测 ： 在第二次药物刺激结束后 ４８ 小时 ， 自培养箱中取出待检测

９６ 孔板 ， 移液枪吸去上清 ， 每个孔内加入 ２００ｕＬ无菌 ＰＢＳ 洗涤三遍 ， 尽可能清除每

个孔内残留培养基 。 将 ＤＭＥＭ 培养基与 ＣＣＫ－

８ 试剂原液按 ９ ：１ 比例配制检测工作

液 ， 随后往每孔添加工作液 １ ００ｕＬ ， 细胞培养箱内避光孵育 ２ 小时后取出 ， 使用酶

标仪检测 （吸收波长 ４５０ ｎｍ ） 每孔吸光度 （ＯＤ值 ） ， 并以 ＯＤ值为检测指标作图 。

７ ． 辐照后细胞活力检测

本实验采用 ＣＣＫ－８ 法进行细胞活力 的检测 。 具体的实验原理如前所述 ， 最终在

４５０ｎｍ 处检测到的 ＯＤ值大小与细胞活性呈现正相关 。

具体的操作步骤跟前述相比基本类似 ：

（ １ ） 铺板。

（ ２ ） 辐照 ： 在铺板后 ３ ６ 小时 ， 按照剂量梯度设置辐照剂量 ， 小鼠卵巢颗粒细

胞分别接受 ３Ｇｙ 、 ６Ｇｙ 、 ９Ｇｙ 、 １ ２Ｇｙ及 １ ５Ｇｙ 的 ｙ 射线辐照 ， 每组设置复孔 ６ 个 ， 在

辐照结束后将 ９６ 孔板继续水平放置于标准细胞培养箱中培养 。

－ ３４ －
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（ ３ ）ＣＣＫ－

８ 检测 ： 在辐照结束后 ４８ 小时 ， 自培养箱中取出待检测 ９６ 孔板 ， 移

液枪吸去上清 ， 每个孔内加入 ２００ｕＬ 无菌 ＰＢＳ 洗涤三遍 ， 尽可能清除每个孔内残留

培养基 。 将 ＤＭＥＭ 培养基与 ＣＣＫ－

８ 试剂原液按 ９ ：１ 比例配制检测工作液 ， 随后往

每孔添加工作液 １ ００ｕＬ ， 细胞培养箱 内避光孵育 ２ 小时后取出 ， 使用酶标仪检测

（吸收波长 ４５ ０ｒａｎ ） 每孔吸光度 （ＯＤ 值 ） ， 并以 ＯＤ 值为检测指标作图 。

舖赶力 ＝

各处理孔 值－各空白孔〇Ｄ值
〇〇％细凰萡７７ －

对照孔抑值 空白孔〇１）值
ｌ ＵＵ／ｏ

８ ． 酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ 实验 ）

实验原理 ： 本实验采用夹心法进行检测 ， 简而言之 ， 向 己包被有 目标抗体的工

作微板 中加入标准 品或标本 ， 以及可与 目 标抗体特异性结合 的辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ ） 标记 的抗体 ， 在反应结束后将未结合的特异性抗体彻底洗净 ， 并加入

３
，
３

＇

，
５

，
５

＇

－四 甲基联苯胺 （ １＾６ ） 底物 。 １〇０＞

中含有的过氧化物酶可催化 １＾ 生成蓝

色的反应底物 ， 并在反应体系 中各种酸的催化下生成最终的黄色反应底物 。 反应结

束后颜色的深浅和样品 中的含量呈现正相关 。 通过酶标仪在测量 ４５０ｎｍ 波长下的吸

光度 （ＯＤ 值 ） ， 通过计算可得出具体的样品浓度 。

具体操作步骤为 ：

（ １ ） 实验前准备 ： 在实验开始前 ， 从冰箱中取出待测血清样本及 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒 ， 在室温条件下 （ １ ８
－２５

°

Ｃ ） 缓慢平衡 ３ ０ｍｉｎ ， 并在室温条件下以 ｌ ＯＯＯｒｐｍ 对血清

进行离心 ３ｍｉｎ ， 保证血清都沉于 ＥＰ 管下半部分 ， 注意血清不可反复冻融 ；

（ ２ ） 样本稀释 ： 按照样本 ： 样本稀释液＝
１ ：７ 的 比例将小 鼠血清稀释 ， 稀释过程

中保证混匀充分 ， 操作轻柔 ， 避免产生气泡 ；

（ ３ ） 分组及加样 ： 按照实验要求设置标准品孔及样品孔 ， 每个样本设置 ３ 个复

？Ｌ ， 在每个标准品孔中各加入 ５０ｕＬ 标准品 ， 实验样品孔中各加入 ５ ０ｕＬ 实验样本 ，

空 白孔中不加 ；

（ ４ ）ＨＲＰ标记 ： 除空 白孔之外 ， 在标准品孔和样本孔中每孔各加入辣根过氧化

物酶 （ＨＲＰ ） 标记的特异性检测抗体 １ ００ｕＬ ；

（ ５ ） 孵育 ： 吸水纸吸净反应板表面的液体后 ， 用封板膜封住各反应孔 ， 在 ３ ７
°

Ｃ

避光恒温箱中孵育 ６０ｍ ｉｎ
；

（ ５ ） 洗板 ： 避光孵育结束后 ， 从恒温孵箱中取出反应孔板 ， 微量移液器去除反

－

３５
－
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

应孔 内 的液体 ， 将反应板反扣在吸水纸上轻轻拍打底部 ， 接着往每孔加入 ３００ｕＬ 洗

涤液 ， 静置 ７５ ｓ ， 微量移液器吸净洗涤液 ， 在吸水纸上拍干 ， 如此重复洗板 ３ 次 ；

（ ６ ）ＴＭＢ 显色 ： 往每孔加入含有 ＴＭＢ 的底物 Ａ 和底物 Ｂ 各 ５０ｕＬ ， 在 ３ ７
°
Ｃ避

光恒温箱孵育 ２０ｍｉｎ
；

（ ７ ） 终止反应 ： 避光孵育结束后 ， 往每个孔中各加入反应终止液 ５０ｕＬ ， 并将

反应板置入避光容器中 ；

（ ８ ） ０Ｄ 值检测 ： 用酶标仪检测各孔在 ４５０ｎｍ 波长处的 ０Ｄ 值 ， 并绘制标准曲

线 ， 根据已知的标准品浓度计算各检测样本的具体浓度 。

９ ． 小 鼠血清肌酐水平检测

实验原理 ： 小 鼠血清中的肌酐可以在碱性环境中与苦味酸盐发生 Ｊａｆｆｅ 反应 ， 生

成
一

种橘红色的苦味酸肌酐复合物 ， 反应结束后的颜色深浅与肌酐的浓度成正 比 ，

运用酶标仪检测在 ５ １ ０ｎｍ 处吸光度 （０Ｄ值 ） ， 通过计算可得出具体的样品浓度 。

具体操作步骤为 ：

（ １ ） 实验前准备 ： 在实验开始前 ， 从冰箱中取出待测血清样本 ， 在室温条件下

（ １ ８
－２５

°

Ｃ ） 缓慢解冻 ， 解冻完成后 ， 微量移液器轻轻混匀血清并吸取 ０ ．０５ｍＬ 至
一

新的 １ ． ５ｍＬ无菌 ＥＰ 管中 ， 往该 ＥＰ 管中加入蛋白沉淀液 ０ ．４５ｍＬ ， 充分混匀 ， 在 ４
°

Ｃ

条件下 以 ３ ５０〇 ｘｇ 的速度离心 ｌ 〇ｍｉｎ ， 离心结束后 ， 吸取适量上清液加入新的 １ ． ５ ｍＬ

ＥＰ 管中 ， 继续下
一

步操作 ；

（ ２ ） 标准品反应液的配制 ： 未稀释的肌酐标准品浓度为 １ ０ｍｍｏ ｌ／Ｌ ， 在血清肌

酐浓度检测之前 ， 根据说明书的指示 ， 用标准品稀释液将其稀释 １ ００ 倍至终浓度为

１ ００ｕｍｏｌ／Ｌ
；

（ ３ ） 肌酐浓度检测步骤 ： 按照下表分别设置各孔组 ， 其中测定孔组每个样本均

需设置 ３ 个复孔 ， 每种试剂在操作过程中均需按照顺序依次添加 ， 遵照
“

吸 １ 打 ２
”

的原则加入 ， 尽量避免产生气泡 ；

表 １ －

１ 小鼠 Ｃｒ检测试剂盒各体系具体配置体积

加入物〇ｉｌ
）空 白孔Ｗｍ测定孔

蒸馏水 １ ５０Ｆ ）Ｆ ）

肌酐标准品 （

一

） １ ５０ （

－

）

－ ３６ －
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血清无蛋 白上清液（

一

） （

一

） １ ５０

肌酐显色液 ５０ ５０ ５ ０

肌酐Ａｓ ｓａｙ
Ｂｕｆｆｅｒ５０ ５０ ５０

４ 、 ＯＤ 值检测 ： 上述各溶液添加完毕后 ， 充分混勾 ， 在室温 （ １ ８
－

２５
°

Ｃ ） 中放置

１ ５ｍ ｉｎ ， 用酶标仪检测各孔在 ４５ ０ｎｍ 波长处的 ＯＤ 值 ， 分别为 义＿ 、 Ｘ 测定 。

血清肌酐 （ｕｍｏ ｌｊＬ ）＝
＾^

＾ １００

１ ０ ． 统计学分析

本部分涉及检测 的 实验均重复 ３ 次 以上 ， 所有数据都采用 平均值±标准差

（ＭｅａｎｓｉＳＤ ） 来表示 。 计量资料 间 的差异性分析采用 了 不配对 的 ｔ 检验进行 ，

Ｐ＜０ ． ０５ 被认为在统计学上具有显著性差异 。

三 、 实验结果

（ １ ） 不同辐照剂量对小 鼠生殖功能的影响

为 了研究不同辐照剂量对小 鼠卵巢生殖功能的具体影响 ， 从而从生殖功能层面

筛选出
一

个小 鼠卵巢放射性损伤模型适当的照射剂量 ， 我们将小 鼠分成 ７ 组 ， 分别

为 ： 对照组 （ ＯＧｙ ） 、 ０ ． ５Ｇｙ ｌ次组 （ ０ ． ５Ｇｙ
＊

ｌ ） 、 ０ ． ５Ｇｙ ２次组 （ ０ ． ５Ｇｙ
＊
２ ） 、 ｌＧｙ ｌ

次组 （ ｌ Ｇｙ
＊

ｌ ） 、 ｌＧｙ ２次组 （ ｌ Ｇｙ
＊
２ ） 、 ２Ｇｙ ｌ次组 （ ２Ｇｙ

＊
ｌ ） 及２Ｇｙ２次组

（ ２Ｇｙ
＊
２ ） ， 所有辐照均为盆腔局部照射 。 在辐照结束后 ， 通过促排卵并与性成熟

雄 鼠按照 ２ ： １ 合笼 ， 在怀孕后第 ７ 天通过解剖小 鼠子宫并计数胎儿数量 。 结果如 图

１
－２ 所示 ， 随着辐照总剂量的增加 ， 怀孕小 鼠的胎儿数量在逐渐较少 ， 与对照相 比 ，

所有辐照组均有统计学差异 ， 且在 ２Ｇｙ
＊
２ 组 ， 所有小 鼠胎儿数量均为 ０ 。

－

３ ７ －
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３０
－
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图 １
－２ 不同辐照剂量对小 鼠生殖功能的影响 （

＊
： Ｊ

°＜ ０ ． ０５
；

＊ ＊
：Ｐ＜ ０ ． ０ １

；＊ ＊ ＊
： 尸＜ ０ ． ００ １ ）

（ ２ ） 不同辐照剂量对小 鼠卵巢激素水平的影响

更进
一

步 ， 为 了在小 鼠卵巢激素水平层面筛选 出
一

个小 鼠卵巢放射性损伤模型

适 当 的照射剂量 ， 我们对小 鼠 的盆腔给予不 同辐照次数及不 同辐照剂量 的局部照射 。

在辐照结束后
一

周 ， 通过小 鼠眼球取血制得血清 ， 并利用 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法检测小 鼠血清

中 卵巢抗缪勒管激素 （ＡＭＨ ） ， 雌激素 （ Ｅ２ ） ， 卵泡刺激素 （ Ｆ ＳＨ ） 及黄体生成素

（ ＬＨ ） 水平 。 结果如 图 １
－

３ 所示 ， 随着辐照总剂量的增加 ， 辐照组小 鼠 卵巢的抗缪

勒管激素 （ ＡＭＨ ） 水平不断降低 ， 除 ０ ． ５Ｇｙ
＊

ｌ 组之外的其他辐照组与对照组相 比均

有统计学差异 （ 图 １
－

３Ａ ） 。 在雌激素水平统计上 ， 随着辐照总剂量的增加 ， 辐照组

小 鼠卵巢的雌激素 （ Ｅ２ ） 水平不断降低 ， 除 ０ ． ５Ｇｙ
＊

ｌ 组及 ０ ． ５Ｇｙ
＊
２ 组之外的其他辐照

组与对照组相 比均有统计学差异 （ 图 １
－

３Ｂ ） 。 在小 鼠 的卵巢卵泡刺激素 （ Ｆ ＳＨ ） 及

黄体生成素 （ ＬＨ ） 的统计上 ， 结果显示 ， 随着辐照总剂量的增加 ， 辐照组小 鼠卵巢

的卵泡刺激素 （ ＦＳＨ ） 及黄体生成素水平 （ ＬＨ ） 不断升高 ， 所有辐照组与对照组相

比均有统计学差异 （ 图 １
－

３Ｃ ／Ｄ ） 。 结合 １

－

１ 小 鼠生殖功能与 １
－２ 小 鼠卵巢性激素水平

的结果 ， 我们初步选定 ２Ｇｙ
＊

ｌ 为小 鼠 卵巢放射性损伤模型适当 的造模条件 ， 并在后

续实验造模过程中 以此为基础 。

－

３ ８
－
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图 １
－

３ 不同辐照剂量对小 鼠卵巢激素水平的影响 。 （ Ａ ） 不同辐照剂量对小 鼠抗缪勒管激素

ＡＭＨ 水平的影响 ：
（ Ｂ ） 不 同辐照剂量对小 鼠雌激素 Ｅ２ 水平的影响 ： （ Ｃ ） 不同辐照剂量对小

鼠黄体生成素 ＬＨ 水平的影响 ：
（ Ｄ ） 不 同辐照剂量对小 鼠 卵泡刺激素 ＦＳＨ 水平的影响 。 （

＊
：

Ｐ＜ ０ ． ０ ５
；

＊ ＊
：Ｐ＜ ０ ． ０ １  ：＊ ＊ ＊

：Ｐ＜ ０ ． ００ １ ）

（ ３ ） 不同辐照剂量对小 鼠卵巢颗粒细胞活力的影响

为探讨不 同辐照剂量对 小 鼠 卵巢颗粒细胞增殖的影响 ， 从何筛选 出细胞实验开

展过程中合适的辐照剂量范 围 ， 我们将细胞分成对照组 （ 〇Ｇｙ ） 、 ２Ｇｙ辐照组 、 ４Ｇｙ

辐照组 、 ６Ｇｙ 辐照组 、 ８Ｇｙ 辐照组 、 １ ０Ｇｙ 辐照组及 １ ２Ｇｙ 辐照组 。 在辐照结束后 ２４

小时通过 ＣＣＫ－

８ 实验评估细胞的增殖活力 ， 结果如 图 １
－

９ 所示 ， 与对照组相 比 ， 辐

照均会影响小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖 ， 除 ２Ｇｙ 组 以外 ， 其他组均有统计学差异 。

－

３ ９ －
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图 １
－４ 不同辐照剂量对小 鼠卵巢颗粒细胞活力的影响 （

＊
： 尸＜ ０ ． ０ ５

；

＊ ＊
： ＪＰ＜ ０ ． ０ １

：＊ ＊ ＊
： 尸＜

０ ． ００ １ ）

（ ４ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 用药对小 鼠肝肾功能的影响

在既往的关于 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 对小 鼠肠道及血液系统辐射损伤防护研究过程中 ， 我

们初步证实 了 小 鼠 的用药剂量为 ５ ０ｍｇ／ｋ
ｇ ， 但是在前期 的研究过程中关于其肝肾毒

性的探讨并未具体开展 ， 在此 ， 我们系统探讨 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 对小 鼠肝肾功能的影响 。

按照 ５ ０ｍｇ
／ｋｇ 的剂量给小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ ， 在给药结束后 １ 周 ， 通过小 鼠眼

球取血制得血清 ， 并利用 ＥＬ ＩＳＡ 方法检测小 鼠血清丙氨酸氨基转移酶 （ ＡＬＴ ） 及天

门 冬氨酸氨基转移酶 （ Ａ ＳＴ ） 水平 ， 同时检测 小 鼠血清肌酐水平评估该药物对小 鼠

肾 功 能 的影响 。 结 果如 图 １
－

３ 所示 ， 与对照组相 比 ， 给药组丙氨酸氨基转移酶

（ ＡＬＴ ） 、 天 门 冬氨酸氨基转移 酶 （ Ａ ＳＴ ） 的 水平未见 明 显统计学差 异 （ 图 １
－４

Ａ ／Ｂ ） 。 在肌酐水平上 ， 给药组与对照组相 比也未见明显统计学差异 （ 图 １

－４ Ｃ ） 。

－ ４０ －
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图 １
－

５Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 用药对小 鼠肝肾功能的影响 。 （ Ａ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ －Ａ 用药对小 鼠丙氨酸氨基转

移酶 （ ＡＬＴ ） 的影响 ；
（ Ｂ ）Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ

－Ａ 用 药对 小 鼠 天 门 冬氨酸氨基转移酶 （Ａ ＳＴ ） 的影响 ；

（ Ｃ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 用药对小 鼠肌酐 （ Ｃ ｒ ） 的影响 。 （ Ｎ ． Ｓ ． ： 无统计学意义 ）

（ ５ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 用药对小 鼠血液学指标的影响

药物的慢性损伤除 了 会影响 小 鼠 的肝 肾功能 以外 ， 可能还会造成血液系统损伤 ，

在此我们也对 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ用 药后 的血液学相关指标进行 了检测 ， 结果如 图 １
－

５ 所致 ，

与对照组相 比 ， 给药组小 鼠血液 中 白细胞计数 、 红细胞计数 、 血小板计数 、 血红蛋

白计数 以及 中性粒细胞百分 比均无明显统计学差异 。
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图 １
－６Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ

－Ａ 用药对小 鼠血液学指标的影响 。 （ Ａ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ －Ａ 用药对小 鼠血液 白细胞

（ ＷＢＣ ） 的影 卩向 ；
（ Ｂ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ

－Ａ 用药对小 鼠血液红细胞 （ ＲＢＣ ） 的影响 ：
（ Ｃ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ

－Ａ

－ ４ １－
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

用药对小 鼠血液血小板 的影响 ；
（ Ｄ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ－Ａ 用药对小 鼠血液血红蛋 白 的影响 ；

（ Ｅ ）

Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ －Ａ 用药对小 鼠血液中性粒细胞百分 比 的影响 。 （Ｎ ． Ｓ ． ： 无统计学意义 ）

（ ６ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ 用药对小 鼠卵巢激素水平的影响

通过给予小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ ， 并在给药结束后第七天 ， 经眼球取血制得

血清 ， 利用 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法检测小 鼠性激素水平 ， 包括抗缪勒管激素 （ ＡＭＨ ） ， 雌激素

（ Ｅ ２ ） ， 卵泡刺激素 （ Ｆ ＳＨ ） 及黄体生成素 （ ＬＨ ） 。 结果如 图 １
－

６ 所示 ， 与对照组

相 比 ， 给药组卵巢性激素水平包括 ＡＭＨ（ 图 １
－

６Ａ ） 、 Ｅ２（ 图 １
－

６Ｂ ） 、 ＦＳＨ（ 图 １
－

６Ｃ ） 及 ＬＨ（ 图 １
－

６Ｄ ） 均未见明显统计学差异 。
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图 １
－

７Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ－Ａ 用药对小 鼠卵巢激素水平的影响 。 （ Ａ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 用药对小 鼠抗缪勒管

激素 ＡＭＨ 水平 的影响 ；
（ Ｂ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 用药对小 鼠雌激素 Ｅ２ 水平的影响 ；

（ Ｃ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ －Ａ

用药对小 鼠黄体生成素 ＬＨ 水平的影响 ；
（ Ｄ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ

－Ａ 用药对小 鼠 卵泡刺激素 Ｆ ＳＨ 水平的影

响 。 （ Ｎ ． Ｓ ． ： 无统计学意义 ）

－ ４２ －





Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ
－Ａ 对放疗 性 卵 巢损 伤 的 防护 效应 及机制研 究

（ ７ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ 用药对小 鼠生殖功能的影响

为 了验证 Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ－Ａ 给药是否会影响小 鼠生殖功能 ， 通过腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ
－Ａ ，

并在给药后给予雌 鼠促排卵处理并与性成熟雄 鼠按照 ２ ： １ 合笼 ， 在怀孕后第 ７ 天通过

解剖 小 鼠子宫并计数胎儿数量 。 结果如 图 １
－ ７ 所示 ， 与对照组相 比 ， 给药组小 鼠胎儿

数量未见明 显统计学差异 。

２８
－
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Ｎ ．Ｓ ．

＿２ １
－ＱｊＯ

５
＇

ａ
ｊ
Ｆｌ

＾１ ４ －

ｒｅ

￡

〇 Ｊ
１



１



图 １
＿８Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ－Ａ 用药对小 鼠生殖功能的影响 。 （ Ｎ ． Ｓ ． ： 无统计学意义 ）

（ ８ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 对小 鼠卵巢颗粒细胞活力的影响

前期 ， 我们在小 鼠肠道辐射损伤防护 中证实 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 在细胞水平发挥辐射

损伤防护 的最佳用 药剂量为 ４０ｕｇ／ｍＬ 。 卵巢作为维持女性正常生理功能的重要器官 ，

其药物敏感性相对于肠道器官更敏感 ， 所 以 ， 我们开展 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 对小 鼠卵巢颗

粒细胞毒性的研究 。 按照 ４０ｕｇ
／ｍＬ 的给药浓度 间隔 １ ０ 小时两次给予小 鼠卵巢颗粒细

胞 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 刺激 ， 并在刺激结束后 ２４ 小时利用 ＣＣＫ －

８ 实验对细胞活力进行检测 。

结果如 图 １
－

８ 所示 ， 与对照组相 比 ， 给药组细胞增殖率增加 ， 且存在统计学差异 ， 说

明该浓度的 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 对小 鼠 卵巢颗粒细胞的增殖不仅没有明显危害 ， 反而会有益

处 。

－ ４ ３－
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图 １
－９Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 对小 鼠卵巢颗粒细胞活力的影响 。 （

＊ ＊屮＜ ０ ． ０ １ ）

四 、 小结

通过本部分的研究 ， 我们可 以得出 以下几方面结论 ：

（ １ ） 辐照会 引 起小 鼠继发性卵巢功能不全 ， 具体表现为可 引 起小 鼠卵巢抗缪勒

管激素及雌激素水平降低 ， 卵泡刺激素和黄体生成素水平升高 ， 并可导致辐照后妊

娠小 鼠的胎儿数量降低 ；

（ ２ ） 通过在小 鼠卵巢激素水平层面及生殖功能层面开展研究 ， 初步筛选 出 小 鼠

卵巢放射性损伤模型适当 的造模条件为 ２Ｇｙ 单次盆腔局部照射 ；

（ ３ ） 前期研究开展过程中所用 的 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 给药剂量 ： 即 小 鼠 （ ５ ０ｍｇ
／ｋｇ ） 、

细胞 （ ４０ｕｇ／ｍＬ ） ， 在小 鼠体 内 未 出现 明 显肝 肾毒性及生殖毒性 ， 且在细胞 中 不影

响其增殖 ；

（ ４ ） 辐照会造成小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖率降低 ， 且在 ８Ｇｙ 以上 ， 细胞的增殖

率下降到 ５ ０％以下 ， 提示在后期细胞实验开展过程中 ， ４Ｇｙ 至 ８Ｇｙ 之间 的辐照剂量

是相对更合适的实验条件 。

五 、 讨论

近些年来 ，

“

Ｏｎｃ ｏ ｆｅｒｔ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

”

概念的深入人心 ， 使得国 内 外学者在卵巢辐射损伤防

护的药物研宄上取得了
一

定进展 ， 但在既往研宄报道中 ， 存在着照射方式不统
一

，

照射剂量差异大等缺点 ［
１ ９

＿

２ ２
］

。 本研究通过查阅文献 ， 从实际实验条件出发 ， 尽可能

的模拟临床盆腔放疗过程 ， 选择对小 鼠进行盆腔局部放疗 ， 按照分割照射原则 ， 通

－ ４４ －
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过设置辐射剂量梯度及次数差异 ， 综合小 鼠卵巢性激素水平变化结果及小 鼠胎儿数

量差异的结果 ， 最终筛选出 ２Ｇｙ单次盆腔局部照射作为后续研究的造模条件 。

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 又称酵母多糖 ， 现阶段主要由啤酒糖酵母真菌壁制备 ， 其化学性质

是
一

类 Ｐ
－葡聚糖 ， 结构中含有 ５ ０ －５７％的 １

－

３ 糖苷键 ［
２３

１

。 Ｐ
－葡聚糖因其结构特殊 ， 通

常具有天然免疫活性 ， 有报告指出其可作为免疫调节剂发挥抗肿瘤 、 心血管保护及

缓解胰岛素抵抗等多重作用 ［
２４

＿２６
］

。 此外 ， Ｐ
－葡聚糖在血脂调节方面也发挥着重要作

用 ， 英美等国均在近些年强烈推荐其作为降血脂食品或药品的重要添加剂之一 ［
２７

］

。

Ｐ
－葡聚糖发挥具体效应不仅与其来源相关 ， 更与特异性的分子结构密切相关

［
２８

］

。 为了更好地研宄 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 卵巢辐射损伤防护作用 ， 我们在既往急性毒性实验

结果的基础上 ， 进
一

步通过小 鼠体内肝肾毒性和血液毒性以及体外细胞学实验来对

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的慢性毒性进行相关论证 ， 为其作为卵巢潜在辐射损伤防护剂的假设提

供理论支持 。 体内慢性动物毒性实验证实给予小 鼠发挥有效辐射防护作用的药物浓

度即 ５０ｍｇ／ｋｇ 时 ， 其肝脏丙氨酸氨基转移酶和天门冬氨酸氨基转移酶浓度未见明显

升高 ， 肌酐水平也未见明显差异。 此外 ， 在血液学相关指标的评估上 ， 也未见明显

统计学差异 。 生殖毒性实验的结果证实了给予小 鼠腹腔注射 ５０ｍｇ／ｋｇ 的 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ

不会影响其卵巢功能 。 在体外细胞毒性实验中我们选用小 鼠卵巢颗粒细胞 ， 发现给

予小 鼠卵巢颗粒细胞发挥有效辐射防护作用 的药物浓度即 ４０ｕｇ／ｍｌ 时 ， 其细胞增殖

率未见降低 。

综上所述 ， 本部分的研究内容基本证实了Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ在小 鼠体内和体外毒性较

弱 ， 具备成为卵巢辐射损伤防护剂的可能性 。 在下
一

部分 ， 我们将通过一系列体内

外实验具体研究其对小 鼠及小 鼠卵巢颗粒细胞的辖射防护效应 。

－ ４５ －



海军军 医 大学硕士学位论文


参考文献

［
１
］ＭＥＬＡＮＫ

， 

ＡＭＡＮＴ Ｆ
，
ＶＥＲＯＮＩＱＵＥ

－ＢＡＵＤＩＮ Ｊ
，
ｅｔａｌ ．Ｆｅｒｔｉ ｌ ｉｔｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

ｈｅａｌｔｈｃａｒｅｃｉｒｃｕｉｔａｎｄｎｅｔｗｏｒｋｓｉｎｃａｎｃｅｒ
ｐａｔ

ｉｅｎｔｓｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ：ｗｈａｔａｒｅｔｈｅｉｓｓｕｅｓ？
［
Ｊ
］

．

ＢＭＣｃａｎｃｅｒ
，
２０ １ ８

，
１ ８

（
１
）

：１ ９２ ．

［
２
］ 陈桂莲， 黄惠娟 ，

田黎明 ． 橄榄苦试对卵巢辐射损伤的防治效果 ［
Ｊ
］

． 东南国防医药 ，

２０ １ ７
，

１ ９
（
０６

）
：５７６－８０ ．

［
３

］
匡振坤 ， 杨云霜 ，

赵雪
，
ｅｔａｌ ． 补肾解毒方对核辐射致雌鼠生殖系统损伤的防护作

用
［
Ｊ
］

． 中华中医药杂志 ，
２０ １ ８

，
３ ３

（
０７

）
：２８ １ ６

－

９ ．

［
４

］ＳＩＭＳＥＫ Ｙ
，
ＧＵＲＯＣＡＫＳ

，
ＴＵＲＫＯＺ Ｙ

，
ｅｔａｌ ． Ａｍｅｌｉｏｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｏｎ

ａｃｕｔｅｏｖａｒｉａｎ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ 

ｔｏｔａｌ ｂｏｄｙ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎ

ｙｏｕｎｇ
ａｄｕｌｔ ｒａｔｓ

［
Ｊ
］

．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ

ｐｅｄｉａｔｒｉｃａｎｄａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ

ｇｙｎｅｃｏｌｏｇｙ，
２０ １ ２

，
２５

（
４
）

：２６２－６ ．

［
５

］ＡＫＴＡＳＣ
，
ＫＡＮＴＥＲ Ｍ

，
ＫＯＣＡＫ Ｚ ． Ａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃａｎｄ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖ ｉｔｙ
ｏｆ

ｃｕｒｃｕｍｉｎｏｎｏｖａｒｉａｎｆｏ ｌ ｌｉｃｌｅｓｉｎ ｍｉｃｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏｗｈｏｌｅ ｂｏｄｙ
ｉｏｎｉｚｉｎｇ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ
［
Ｊ
］

．

Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ
ａｎｄｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｈｅａｌｔｈ

，
２０ １２

，
２８

（
９
）

：８５２ －６３ ．

［
６

］ＧＡＯＷ
，
ＬＩＡＮＧＪＸ

，
ＭＡ Ｃ

，
ｅｔａｌ ．ＴｈｅＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅＥｆｆｅｃｔｏｆ Ｎ－Ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅ ｉｎｅｏｎ

Ｉｏｎｉｚｉｎｇ

ＲａｄｉａｔｉｏｎＩｎｄｕｃｅｄＯｖａｒｉａｎＦａｉｌｕｒｅａｎｄＬｏｓｓｏｆ ＯｖａｒｉａｎＲｅｓｅｒｖｅｉｎＦｅｍａｌｅ

Ｍｏｕｓｅ
［
Ｊ
］

．Ｂ ｉｏＭｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
，
２０ １ ７

，
２０ １ ７

（
４ １ ７６ １ ７０ ．

［
７

］ＬＩＵ Ｄ
，
ＤＯＮＧＳ

，
ＬＩＵＣ

，
ｅｔａｌ ．ＣＲＸ－

５２７ｉｎｄｕｃｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ ＨＳＣｓ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ

ｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌ ｉｕｍｆｒｏｍｒａｄｉａｔｉｏｎｄａｍａｇｅ［
Ｊ
］

．Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎｉｍｍｉｍｏｌｏｇｙ，
２０２２

，

１ ３
（
９２７２ １ ３ ．

［
８

］ＦＥＮＧＺ
，
ＸＵ

Ｑ ，
ＨＥ Ｘ

，
ｅｔａｌ ．ＦＧ－４５９２

ｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅｆｒｏｍｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
－

ｉｎｄｕｃｅｄ

ｉｎ
ｊ
ｕｒｙ 

ｂｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｔｈｅＴＬＲ４ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［
Ｊ
］

．Ｓ ｔｅｍｃｅｌ ｌｒｅｓｅａｒｃｈ＆ｔｈｅｒａｐｙ，

２０２２
，

１ ３
（
１
）

：２７ １ ．

［
９

］ＣＨＥＮ Ｙ
，
ＣＡＯＫ

，
ＬＩＵ Ｈ

，
ｅｔａｌ ．Ｈｅａｔ Ｋｉｌ ｌｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍＰｒｏｔｅｃｔｓ

Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ Ａｇａｉｎｓｔ ＲａｄｉａｔｉｏｎＩｎ
ｊ
ｕｒｙ

ＴｈｒｏｕｇｈＷｎｔＳ ｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｐａｔｈｗａｙ［

Ｊ
］

．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ｏｎｃｏｌｏｇｙ，
２０２ １

，

２０２ １
（
５ ５ ５０９５ ６ ．

［
１ ０

］
ＲＤＥＨＬ Ｔ Ｅ

， 
ＡＬＶＡＲＡＤＯＤ

，
ＥＥ Ｘ

，
ｅｔａｌ ．Ｌａｃｔｏｂａｃ ｉ ｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓＧＧ

ｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｆｒｏｍｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎ
ｊ
ｕｒｙ

ｔｈｒｏｕｇｈｒｅｌｅａｓｅｏｆ ｌｉｐｏｔｅ
ｉｃｈｏｉｃａｃ ｉｄ

，

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
［
Ｊ
］

．Ｇｕｔ
，
２０ １ ９

，

６８
（
６
）

：１ ００３ －

１ ３ ．

［
１ １

］
ＬＩＵＣ

５
ＺＨＡＮＧＣ

，
ＭＩＴＣＨＥＬ Ｒ Ｅ

，
ｅｔａｌ ． Ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏ ｌｅｏｆ 

ｔｏ ｌ ｌ
－

ｌ ｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ４
（
ＴＬＲ４

）

ａｎｄｉｔｓ

＇

ｉｎｖｉｖｏｌ ｉｇａｎｄｓｉｎｂａｓａｌｒａｄｉｏ
－

ｒｅｓ ｉｓｔａｎｃｅ
［
Ｊ
］

．Ｃｅｌｌｄｅａｔｈ ＆ｄｉ ｓｅａｓｅ
，
２０ １ ３

，

４
（
ｅ６４９ ．

－ ４６ －





Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应及机制研究

［
１ ２

］ＧＡＯＦ
，
ＺＨＡＮＧＣ

，
ＺＨＯＵＣ

，
ｅｔａｌ ． Ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅｏｆ ｔｏｌ ｌ

－

ｌ ｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２
（
ＴＬＲ２

）
ａｎｄ

ｉｔｓ

１

ｉｎｖｉｖｏｌ ｉｇａｎｄｓｉｎｒａｄｉｏ－

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
［
Ｊ
］

．Ｓｃ ｉＲｅｐ ，
２０ １ ５

，
５
（
１ ３００４ ．

［
１ ３

］
ＤＵ Ｊ

，
ＣＨＥＮＧ Ｙ

，
ＤＯＮＧＳ

，ｅｔａｌ ．Ｚｙｍｏｓａｎ－

ａ ＰｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅＨｅｍａｔｏｐｏ ｉｅｔｉｃＳｙｓｔｅｍ

ｆｒｏｍ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ－

ＩｎｄｕｃｅｄＤａｍａｇｅｂｙ

Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＴＬＲ２Ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ

Ｐａｔｈｗａｙ［
Ｊ
］

，Ｃｅ ｌ ｌ

Ｐｈｙｓ ｉｏｌＢ ｉｏｃｈｅｍ
，
２０ １ ７

，
４３

（
２
）

：４５ ７
－６４ ．

［
１ ４

］
ＤＵ Ｊ

，
ＺＨＡＮＧ Ｐ

，
ＺＨＡＯＨ

，
ｅｔａｌ ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｆｏｒｔｈｅｒａｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ｉｎｍ ｉｃｅ
［
Ｊ
］

．Ｊｏｘｉｍａｌｏｆ ｃｅｌ ｌｕｌａｒａｎｄｍｏ ｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
，
２０ １ ８

，
２２

（
４
）

：

２４ １ ３
－２ １ ．

［
１ ５

］ＳＡＳＡ Ｒ
，
ＣＡＲＢＡＪＡＬ Ｋ Ｓ

３
ＪＥＲＯＭＥ Ａ Ｄ

，
ｅｔａｌ ． Ａ ｎｅｗ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｕｂｓｅｔ

ｐｒｏｍｏｔｅｓ

ＣＮＳｎｅｕｒｏｎｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄａｘｏｎｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［
Ｊ
］

，Ｎａｔｕｒｅｉｍｍｕｎｏ ｌｏｇｙ，
２０２０

，
２ １

（
１２

）
：

１ ４９６
－

５０５ ．

［
１ ６

］
ＫＯＲＥＮＴ

， 
ＹＩＦＡ Ｒ

， 
ＡＭＥＲ Ｍ

，
ｅｔａｌ ．Ｉｎｓｕｌａｒｃｏｒｔｅｘｎｅｕｒｏｎｓｅｎｃｏｄｅａｎｄｒｅｔｒｉｅｖｅ

ｓｐｅｃ ｉｆｉｃｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
［
Ｊ
］

，Ｃｅ ｌ ｌ
，
２０２ １

，
１ ８４

（
２４

）
：５９０２ －

１ ５ ． ｅ ｌ ７ ．

［
１ ７

］
ＤＥＧＲＡＡＦＦＰ

，
ＢＥＲＲＥＶＯＥＴＳＣ

３
ＲＯＳＣＨＣ

？
ｅｔａｌ ．Ｃｘｉｒｄｌａｎ

，
ｚｙｍｏｓａｎａｎｄａ

ｙｅａｓｔ
－

ｄｅｒｉｖｅｄ
ｐ

－

ｇｌｕｃａｎｒｅｓｈａｐｅｔｕｍｏｒ－ａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅｒｓｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｈｅｍｏ－

ａｔｔｒａｃｔａｎｔｓ
［
Ｊ
］

，Ｃ ａｎｃｅｒｉｍｍｉｍｏｌｏｇｙ，
ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ

：ＣＩＩ
５
２０２ １

，

７０
（
２
）

：５４７ －６ １ ．

［
１ ８

］Ｓ ＩＬＶＡ  ＜３Ｓ
，
ＳＩＬＶＡ Ｄ Ａ

，
ＧＵＩＬＨＥＬＭＥＬＬＩ Ｆ

，
ｅｔａｌ ．Ｚｙｍｏｓａｎｅｎｈａｎｃｅｓｉｎｖｉｔｒｏ

ｐｈａｇｏｃｙｔｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ ｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈＰａｒａｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ

ｂｒａｓｉ ｌ ｉｅｎｓ ｉ ｓ
［
Ｊ
］

．Ｍｅｄｉｃａｌｍｙｃｏｌｏｇｙ，
２０２ １

，
５９

（
８
）

：７４９
－６２ ．

［
１ ９

］ 李孝鹏 ，
王章桂 ， 魏南 ． 表没食子儿茶素没食子酸脂联合阿米福汀对小鼠卵巢的辐

射保护作用 ［
Ｊ
］

． 安徽医学
，
２０２０

，
４ １

（
０８

）
：８６７

－７ １ ．

［
２０

］ 刘云 肖 ， 马惠荣 ， 陈景伟 ，
ｅｔａｌ ． 滋肾育胎丸对电磁辐射大 鼠卵巢组织氧化损伤和

Ｎｒｆ２ 蛋白表达的影响 ［
Ｊ
］

． 中 国药房 ，
２０ １ ６

，
２７

（
０４

）
：４７０－

３ ．

［
２ １

］
赵粉琴 ，

安明霞 ，
丁晓南

，
ｅｔａｌ ． 基于 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路探讨左归丸对

￣

（
６０

）
Ｃｏ－

ｙ射线损伤大鼠卵泡凋亡调控作用 ［
Ｊ
］

． 中 国实验方剂学杂志 ，
２０２２

，

２８
（
１ ８

）
：１ ２－９ ．

［
２２

］
ＷＵ Ｄ

，
ＨＡＮ Ｒ

，
ＤＥＮＧＳ

，
ｅｔａｌ ．ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅＥｆｆｅｃｔｓｏｆ Ｆ ｌａｇｅｌ ｌ ｉｎ Ａ Ｎ／Ｃ Ａｇａｉｎｓｔ

Ｒａｄｉａｔｉｏｎ－

Ｉｎｄｕｃｅｄ ＮＬＲＰｙｒｉｎＤｏｍａｉｎＣｏｎｔａｉｎｉｎｇ
３Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ－Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

Ｐｙｒｏｐｔｏｓ ｉｓｉｎＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＣｅｌｌｓ
［
Ｊ
］

，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｃｏ ｌｏｇｙ，

ｂｉｏ ｌｏｇｙ，

ｐｈｙｓ ｉｃｓ
，
２０ １ ８

，
１ ０ １

（
１
）

：１ ０７
－

１ ７ ．

［
２３

］ＧＡＮＴＮＥＲ Ｂ Ｎ
，ＳＩＭＭＯＮＳＲ Ｍ

５
ＣＡＮＡＶＥＲＡ ＳＪ

，
ｅｔａｌ ．Ｃｏ ｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ 

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｂｙ
ｄｅｃｔｉｎ－

１ａｎｄＴｏ ｌｌ
－

ｌ ｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ２
［
Ｊ
］

．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆ

－ ４７ －



海军军 医 大学硕士学位论文


ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｅｄｉｃｉｎｅ
，
２００３

，
１ ９７

（
９
）

：１ １０７－

１ ７ ．

［
２４

］
ＷＵＬ

，
ＺＨＡＯＪ

，
ＺＨＡＮＧＸ

，
ｅｔａｌ ． Ａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ

Ｐ
－

ｇｌｕｃａｎａｓａｎｉｍｍｕｎｅ

ｓｔｉｍｕｌａｎｔ
［
Ｊ
］

．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

，
２０２ １

，

１ ７９
（
１ １ ６ －２４ ．

Ｐ５
］
ＷＯＵＫ Ｊ

，
ＤＥＫＫＥＲ Ｒ Ｆ Ｈ

，ＱＵＥＩＲＯＺＥ
，
ｅｔａｌ ．

Ｐ
－Ｇｌｕｃａｎｓａｓａ

ｐａｎａｃｅａｆｏｒａｈｅａｌｔｈｙ

ｈｅａｒｔ？Ｔｈｅ ｉｒ ｒｏ ｌｅｓｉｎ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ

ａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇ
ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ

［
Ｊ
］

．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

，
２０２ １

，
１ ７７

（
１ ７６－２０３ ．

［
２６

］
ＭＯ Ｘ

，
ＳＵＮ Ｙ

，
ＬＩＡＮＧ Ｘ

，
ｅｔａｌ ．Ｉｎｓｏ ｌｕｂｌｅ

ｙｅａｓｔｐ
－

ｇ ｌｕｃａｎａｔｔｅｎｕａｔｅｓｈｉｇｈ
－ｆａｔｄｉｅｔ

－

ｉｎｄｕｃｅｄｏｂｅｓ ｉｔｙ

ｂｙ

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｇｕｔ ｍ ｉｃｒｏｂｉｏｔａａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌ ｉｔｅｓ
［
Ｊ
］

．Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ

ｐｏｌｙｍｅｒｓ
，
２０２２

，
２８ １

（
１ １ ９０４６ ．

［
２７

］
ＯＴＨＭＡＮＲ Ａ

， 
ＭＯＧＨＡＤＡＳＩＡＮ ＭＨ

，
ＪＯＮＥＳＰＪ ．Ｃｈｏ ｌｅｓｔｅｒｏｌ

－

ｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｅｆｌＦｅｃｔｓｏｆ

ｏａｔ
 ｜

３
－

ｇｌｕｃａｎ
［
Ｊ
］

． Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ｒｅｖｉｅｗｓ
，
２０ １ １

，
６９

（
６
）

：２９９－

３０９ ．

［
２８

］
ＤＵ Ｂ

，
ＭＥＥＮＵ Ｍ

，
ＬＩＵＨ

，
ｅｔａｌ ． Ａ ＣｏｎｃｉｓｅＲｅｖｉｅｗｏｎｔｈｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ

ＦｕｎｃｔｉｏｎＲｅ ｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｏｆ

ｐ
－Ｇｌｕｃａｎ

［
Ｊ
］

．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｃｉｅｎｃｅｓ

，

２０ １ ９
，
２０

（
１ ６

）
：

－ ４８ －





Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性印巢损伤的 防＃效应及机制研究

第二部分 ： Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的

防护效应研究

一

＼ 削 目

卵巢作为维持女性正常生理功能的重要器官 ， 对放射线极其敏感 ， 较低剂量的

辖照就可以影响卵巢功能 ， 导致出现继发性卵巢功能不全 卵巢功能不全又称卵

巢早衰 ， 是指女性在 ４０ 岁之前就出现卵巢功能衰竭进而出现闭经的现象 ［
３

，

４
］

。 卵巢

早衰的特点是卵巢性激素水平紊乱和卵巢卵泡储备减少 ， 这两者共同导致卵巢功能

的下降和绝经期提前Ｗ 。 卵巢功能不全患者体内雌激素水平较低 ， 较低的雌激素水

平会使患者出现月经不规律和妊娠失败 ， 以及生育能力低下或不孕 ［
４

］

。 雌激素分泌

的减少也会导致多种更年期症状 ， 如潮热 、 盗汗和失眠等 ［
３

＊
４

］

。 另外 ， 卵巢功能过早

丧失的远期影响还包括增加骨质疏松、 心血管意外和神经认知障碍的终生风险 ［
４

，
５

］

。

放射性卵巢损伤除表现在卵巢组织本身之外 ， 还可以通过卵巢效应器官的功能

障碍表现出来 。 有研宄提示 ， 曾接受过放疗的育龄期女性 ， 其在之后的妊娠结局上

出现早期流产 、 早产 、 低出生体重儿等风险显著增加 ［
６

，火

在本部分的研宄中 ， 我们 以前
一

部分构建的卵巢放射性损伤动物模型为基础开

展实验 。 通过比较不同组别间小 鼠卵巢性激素水平 、 卵巢重量和器官系数、 小 鼠动

情周期 、 妊娠率和妊娠后胚胎数量以及子代小 鼠体重指标等差异来评价 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ

对小 鼠放射性卵巢损伤防护效应 。 此外 ， 通过在小 鼠卵巢颗粒细胞层面开展体外细

胞学实验 ， 评价 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ对卵巢细胞的抗辐射损伤效应 。

二 、 材料和方法

（

一

） 实验材料

１ ． 实验动物

本实验所选用 的小 鼠遗传背景为 ： Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ ， 购置于上海吉辉实验动物饲养有

限公司 ， 周龄为 ６
－

８ 周 ， 严格遵循我校动物伦理及管理指南进行 。

２ ． 实验细胞

－ ４９ －
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本实验所用到的小 鼠卵巢颗粒细胞 （ ＣＰ－Ｍ０５０ ） 购置于武汉普诺赛生命科技有

限公司 。

３ ． 主要实验试剂及耗材

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ：Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司

０ ．９％生理盐水 ： 华仁药业股份有限公司

小 鼠雌激素（
Ｅ２

）
、 黄体生成素（

ＬＨ
）
、 卵泡刺激素 （

ＦＳＨ
）及抗缪勒管激素 （

Ａ＿

ＥＬＩＳＡ检测试剂 ： 上海茁彩生物科技有限公司

细胞培养基 ： 武汉普诺赛生命科技有限公司

ＣＣＫ－

８ 检测试剂盒 ： 日本同仁化学研宄所

ＰＭＳＧ ： 宁波第二激素厂

Ｈｃｇ ： 杭州动物药品厂

兽用 即用型麻醉剂 ： 南京爱贝生物科技有限公司

结晶紫染料 ： 国药集团化学试剂有限公司

石蜡 ： 武汉谷歌生物科技有限公司

苏木素染料 ： 珠海贝索生物技术有限公司

吉姆萨染料 ： 珠海贝索生物技术有限公司

伊红染料 ： 珠海贝索生物技术有限公司

无水乙醇 ： 成都市科隆化学品有限公司

７５％乙醇 ： 成都市科隆化学品有限公司

稀盐酸 ： 南京化学试剂股份有限公司

氨水 ： 北京华英生物技术研宄所

二 甲苯 ： 无锡新叶临化工贸易有限公司

ＡｎｎｅｘｉｎＶ
（
ＦＩＴＣ／ＰＩ

）凋亡检测试剂盒 ： 北京全式金生物技术有限公司

ＤＥＰＣ７ｊＣ（不含 ＤＮＡ 酶及 ＲＮＡ 酶）
： 上海碧云天生物技术有限公司

多聚 甲醛 ： 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

Ｔｒｉｔｏｎ－

１ ００ ： 上海碧云天生物技术有限公司

ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒 ： 上海雅酶生物医药科技有限公司

脱脂奶粉 ： 武汉赛维尔生物科技有限公司

－ ５０ －
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三色预染蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ ： 上海雅酶生物医药科技有限公司

一

抗稀释液 ： 上海碧云天生物技术有限公司

二抗稀释液 ： 上海碧云天生物技术有限公司

蛋 白上样缓冲液 ．

？ 上海雅酶生物医药科技有限公司

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳缓冲液 （干粉 ） ： 广州硕谱生物 （
Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ）科技有限公司

转膜液 ： 南京金斯瑞生物科技有限公司

２ ．０ｕｒｎ ＰＡＤＦ
膜 ： 美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司

ｌｍＬ
—

次性无菌注射器 ： 浙江康德莱医疗器械股份有限公司

４ ． 主要实验仪器

小动物麻醉手术专用 附属升温台 ： 江苏易核科学仪器有限公司

生物安全柜 ： 上海瑞仰净化装备有限公司

细胞培养箱 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司

－

８０
°

Ｃ超低温冰箱 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ 公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ 公司

变温水浴锅 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ公司

祸旋混合器 ： 美国 Ｓｃ ｉｌｏｇｅｘ 公司

４
°
Ｃ离心机 ： 美国 Ｓ ｃ ｉｌｏｇｅｘ 公司

自动细胞计数仪 ： 上海百翱杰生物科技有限公司

１ ５ｍｌ 管水平离心机 ： 湖南湘仪实验仪器有限公司

倒置生物显微镜 ： 日本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

可调式恒温孵箱 ： 上海跃进医疗器械厂

纯水机 ： 美国 Ｍｉｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司

制冰机 ： 日本 ＳＡＮＹＯ 公司

高精度电子天平 ： 青岛精诚仪器仪表有限公司

实用 电子天平 ： 上海衡际科学仪器有限公司

包埋机 ： 徕卡显微系统 （上海 ） 贸易有限公司

切片机 ： 徕卡显微系统 （上海 ） 贸易有限公司

脱水机 ： 意大利 ＤＩＡＰＡＴＨ 公司

－ ５ １
－
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组织摊片机 ： 山东千司科学仪器有限公司

烤箱 ： 天津莱玻瑞仪器设备有限公司

包埋框 ： 武汉赛维尔生物科技有限公司

蛋白 电泳仪 ： 美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司

凝胶电泳电源 ： 美国 Ｂ ＩＯ－ＲＡＤ 公司

中号水平电泳槽 ： 美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司

电转膜仪器 ： 南京金斯瑞生物科技有限公司

凝胶成像系统 ： 广州博鹭腾生物科技有限公司

５ ． 抗体信息

表 ２ －１ 该部分所用到的抗体信息对应表

ＳＩｉＳｔｔ

Ｃ－

ｃａｓｐａｓｅ
－

３ＣＳＴ兔 １ ： １ ０００

Ｂｃｌ
－２ ＣＳＴ鼠 １ ： １ ０００

ＢＡＸ ＣＳＴ兔 １ ： １ ０００

ＰＣＮＡＣＳＴ兔 １ ： １ ０００

Ｔｕｂｕｌｉｎ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ鼠 １ ： ５ ０００

ＨＲＰ标记山羊抗 鼠Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ山羊 １ ： ５０００

ＨＲＰ标记山羊抗兔Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ山羊 １ ： ５ ０００

（二 ） 实验方法 ：

１ ．Ｙ射线造模

详见第
一

部分实验方法 。

２ ．Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ的配置

详见第
一

部分实验方法 。

３ ． 实验分组与相关检测样本收集

３ ．１ 实验动物分组

从上海吉辉实验动物饲养有限公司购入实验小 鼠后 ， 随机将雌性小 鼠分为对照

－

５２ －
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组 、 单纯给药组 、 单纯辐照组和给药辐照组 ， 每组 ８ 只 ， 辐照组根据第
一

部分实验

结果给予 ２Ｇｙ（ ２Ｇｙ
＊
ｌ ） 单次盆腔局部照射 ， 在实验开始前均先适应性饲养于我校动

物中心 １
－

３ 周 。

３ ．２ 实验动物的处理

详见第
一

部分实验方法 。

３ ．３ 实验样本收集

（ １ ）ＥＬＩＳＡ样本收集与制备 ： 详见第
一

部分实验方法 。

（ ２ ） 卵巢组织样本收集 ： ＥＬＩＳＡ 样本收集结束后 ， 以颈椎脱臼法处死小 鼠 ， 并

将小 鼠置于小动物解剖操作台上 ， 仔细解剖小 鼠盆腹腔 ， 去除小 鼠卵巢组织周 围 的

脂肪 ， 将小 鼠双侧卵巢组织取出置于 ＤＥＰＣ 水中涮洗 ， 取出卵巢组织用吸水纸上吸

掉卵巢表面的液体 ， 用精密 电子天平对双侧卵巢组织进行称重 。 并将
一

侧卵巢组织

固定在含 ４％的多聚 甲醛的组织固定液中 ， 另
一

侧卵巢组织置于 ２ ．０ｍｌ 细胞冻存管中

并迅速投入含液氮的容器中保存 。

４ ． 细胞培养

详见第
一

部分实验方法 。

５ ． 小 鼠胎儿数量

详见第
一

部分实验方法 。

６ ． 小 鼠动情周期检测

正常小 鼠的动情周期总时长约为 ４－

６ 天 ， 简而言之 ， 即在 ４－６ 天之内 ， 具有正常

动情周期的雌性小 鼠在体内激素水平的影响下依次出现动情前期 、 动情期 、 动情后

期 以及动情间期 ， 仅当动情前期 、 动情期 、 动情后期及动情间期依次连续出现才记

为
一

次规律的动情周期 。 如若上述四个时期未按照顺序出现 ， 或小 鼠持续处于某
一

时期无变化 ， 则视为动情周期紊乱或无规律动情周期 。

本实验中通过小 鼠阴道脱落细胞形态学变化来判断小 鼠具体的动情时期 ， 从辐

照后第三天开始 ， 每天均进行小 鼠动情周期评估 。 具体操作如下 ：

（ １ ） 用左手固定住小 鼠 ， 使其腹部及会阴部充分暴露在操作者面前 ， 右手持微

量移液枪吸取 ２０ｕＬ 无菌生理盐水反复冲洗 ３ 遍小 鼠的阴道 ， 冲洗结束后用微量移液

－ ５３ －
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器吸出全部冲洗液 ， 并将小 鼠重新放回 鼠笼 ；

（ ２ ） 将移液枪内 的液体均匀涂抹在经 ７５％酒精消毒过的载玻片表面 ， 置于通风

环境下 自然干燥 ， 分散面积不小于 ２ ｘ２ｃｍ
２

， 避免因分散面积较小造成的细胞团块及

细胞聚集 ， 涂抹结束后用防酒精记号笔做好标记 ；

（ ３ ） 将载玻片水平放置于托盘内 ， 往前述标记区域内滴加 ５００ｕＬ９５％酒精 ， 固

定５ｍ ｉｎ ；

（ ４ ） 在流动水流下洗去固定用酒精 ， 吸水纸沾千表面液体后 ， 往标记区域内滴

加 ５００ｕＬ 吉姆萨染液 Ａ液 ， 染色 ２ｍｉｎ
；

（ ５ ） 继续往吉姆萨染液 Ａ 液表面滴加 ２ｍＬ 吉姆萨染液 Ｂ 液 ， 并用洗耳球吹出

微风使 Ａ液和 Ｂ 液充分混合 ， 继续染色 ８ｍｉｎ
；

（ ６ ） 染色结束后 ， 在流动水流下冲洗掉载玻片表面染料 ， 置于通风条件下 自然

风千 ；

（ ７ ） 在光学显微镜下进行具体动情周期时期的评估 。

评估标准 ：

动情前期 ： 富含椭圆形有核上皮细胞 ， 而 白细胞及角质化上皮细胞很少 ；

动情期 ： 富含片状角化上皮细胞 ， 而 白细胞和有核上皮细胞较少 ；

动情后期 ： 富含白细胞 ， 而有核上皮细胞和角化上皮细胞较少 ；

动情间期 ：阴道分泌物较少 ， 只存在少量散在的 白细胞、 角化上皮细胞以及有核

细胞

７ ．ＨＥ 染色

（ １ ） 固定取材 ： 将前述小 鼠卵巢组织在含 ４％多聚甲醛的组织固定液中 固定 ２４ｈ

以上 ， 用眼科镊将固定完全的小 鼠卵巢组织小心取出 ， 用 ７５％酒精溶液洗涤 ３ 遍 ，

每遍 ５ｍ ｉｎ ， 直至卵巢组织无明显 甲醛刺激性气味后 ， 将卵巢组织和相对应的标签放

于包埋框内 ；

（ ２ ） 脱水浸蜡 ： 将上述包埋框放置在脱水盒内 ， 依次经梯度酒精脱水一醇苯混

合液 ｌ Ｏｍｉｎ
—二甲苯 １ ０ｍｉｎＸ ２ 次一 ６５

°

Ｃ融化的石蜡 ｌｈＸ ３ 次 ；

（ ３ ） 石蜡包埋 ： 组织浸蜡后 ， 标记好包埋框 ， 将组织纵切面朝上放置于含有融

化蜡液的包埋框中 ， ４
°

Ｃ冰箱中冷却 １２ 小时后修整蜡块 ；

－ ５４ －
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（ ４ ） 石蜡切片 ： 修整蜡块后 ， 将其放于切片机中 ， 设置厚度为 ４－

５ｕｍ 进行切片 ，

并将切片转移至载玻片上 ， 置于烘箱中 ， 设置温度 ６０

°

Ｃ
， 烘烤 ２ｈ后冷却至常温。 待

水烤干、 石蜡烤化后取出常温保存备用 ；

（ ５ ） 脱蜡 ： 将上述制备好的切片按照 以下步骤进行脱蜡 。 环保型脱蜡透明液 Ｉ

２０ｍｉｎ—环保型脱蜡透明液 ＩＩ—无水乙醇 Ｉ５ｍｉｎ—无水乙醇 ＩＩ５ｍｉｎ—７５％酒精 ５ｍｉｎ ，

最后在流动的 自来水下面进行水洗 ５ｍｉｎ
；

（ ６ ） 苏木素染色 ： 在脱完蜡的切片表面滴加 ５００ｕＬ 的苏木素染液 ， 染色 ５ｍ ｉｎ ，

染色结束后 ， 在流动的 自来水下面冲洗 ２ｍｉｎ ， 接着往切片表面滴加 ２００ｕＬ 苏木素分

化液 ， 反应 １ ５ ｓ 之后在流动的 自来水下面冲洗 ２ｍｉｎ ， 最后往切片表面滴加 ４００ｕＬ 的

苏木素返蓝液进行返蓝 ， 返蓝液滴加 ３ｍｉｎ后在流动的的 自来水下面进行冲洗 ３ｍｉｎ
；

（ ７ ） 伊红染色 ： 将切片依次在 ８５％酒精 、 ９５％酒精的反应容器内脱水 ３ｍｉｎ ， 之

后往每个切片表面滴加 ５ ００ｕＬ 伊红染液 ， 染色 ５ｍ ｉｎ ， 染色结束后在流动的 自来水下

面冲洗 ３ｍｉｎ
；

（ ８ ） 封片 ： 切片表面滴加中性树胶封片 。

８ ． 小鼠卵泡计数

卵巢作为维持女性正常生理功能的重要器官 ， 在下丘脑－垂体－性腺轴作用下产

生周期性排卵的过程 。 根据卵泡形态及具体的发育阶段 ， 可将卵泡分为原始卵泡 、

初级卵泡 、 窦前卵泡、 窦状卵泡及窦卵泡 ， 此外 ， 有极大部分不能发育为成熟卵泡

的卵泡退化成为闭锁卵泡 。 将前述制备好经 ＨＥ染色的卵巢病理切片在光学显微镜下

进行连续卵泡计数 。 各级卵泡卵泡形态学特点如下 ：

原始卵泡 ： 镜下主要表现为单层扁平卵巢颗粒细胞包绕卵母细胞 ；

初级卵泡 ： 镜下表现为单层立方上皮样的卵巢颗粒细胞包绕卵母细胞 ；

窦前卵泡 ： 镜下表现为卵泡周 围开始出现窦腔 ；

窦卵泡 ： 镜下表现为卵泡存在明显的窦腔 ；

闭锁卵泡 ： 闭锁卵泡形态不
一

， 常根据卵巢颗粒细胞的凋亡情况进行判断 ， 当

细胞凋亡时常表现为核固缩 、 核裂解以及核碎裂。

９ ？ 酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ 实验 ）

详见第
一

部分实验方法 。

－ ５ ５ －
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

１０ ．辐照后细胞活力检测

详见第
一

部分实验方法 。

１ １ ．细胞凋亡检测

实验原理 ： 正常细胞膜含有完整的磷脂双分子层 ， 磷脂酰丝氨酸（
ＰＳ

）只分布在

双分子层内侧 ， 在早期凋亡时 ， 分布在细胞膜内侧的 ＰＳ 因细胞膜结构变化发生外翻 。

ＡｎｎｅｘｉｎＶ 是
一

种 Ｃａ
２＋

依赖性憐脂结合蛋白 ， 与外翻的 ＰＳ 具有高亲和力 ， 我们根据

上述特征用其来检测细胞的早期凋亡。 碘化丙啶 （
ＰＩ

）是
一

种常用 的核酸染料 ， 可以透

过结构已经破坏了 的凋亡中晚期细胞和坏死细胞的细胞膜 ， 对细胞核进行染色 ， 但

不能透过细胞膜结构相对完整的正常细胞和发生早期凋亡细胞的细胞膜 。 ＦＩＴＣ 和 ＰＩ

在不同波长的激发光照射下显现出不同颜色 ， 根据以上特点及颜色差异 ， 同时使用

ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ 与 ＰＩ
－ＰＥ 染色 ， 可区分细胞的具体凋亡时期 。 具体操作步骤如下 ：

（ １ ） 铺板 ：

（ ａ ） 消化 ： 实验开始前 ， 取处于对数生长期的小 鼠卵巢颗粒细胞 ， 用移液枪吸

净培养皿内 的培养基 ， 加入 ２ｍＬ无菌 ＰＢＳ 缓慢润洗后用移液枪吸净 ， 紧接着往培养

皿中加入 ｌｍＬ 含 ＥＤＴＡ－胰酶 ， 并轻轻晃动 ， 保证胰酶分布于培养皿底部的所有表面 ，

常温消化 ３ｍｉｎ ， 加入 ３ｍＬ 专用培养基终止消化 ， 用移液枪轻轻吹打保证细胞从培养

皿上消化下来 ；

（ ｂ ） 离心 ： 移液枪将含有细胞及胰酶的培养基全部转移至 １ ５ｍＬ 离心管中 ， 离

心机 ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ３ｍ ｉｎ
；

（ ｃ ） 重悬 ： 倾倒掉上层含胰酶的无细胞培养基 ， 加入 ３ｍＬ 专用培养基重悬 ；

（ ｄ ） 计数 ： 移液枪吸出 ２０ｕＬ 加至细胞计数板 ， 用细胞计数机器进行细胞计数 ，

总共计数 ５ 个视野 ， 最终取平均数即为该细胞浓度 ；

（ ｅ ） 铺板 ： 调整细胞浓度后 ， 按照 ２ｘ ｌ ０
５ 个／孔在 １ ２ 孔板每个孔内各加入 ｌｍＬ

细胞悬液 ， 铺板结束后轻轻拍打 １ ２ 孔板顶部及四周 ， 使细胞在板内分布更加均匀 。

将 １２ 孔板水平放置于标准细胞培养箱中培养 。

（ ２ ） 给药 ： 在辐照前 １２ 小时 ， 观察细胞贴壁情况及细胞形态无异常 ， 按照

４０ｕｇ／ｍＬ 的给药浓度间隔 １ ０ 小时给予小鼠卵巢颗粒细胞 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 刺激 ２ 次 ， 对照

组给予同等体积的无菌 ＰＢ Ｓ 处理 。 每组设置复孔 ３ 个 ， 每次药物处理完成后均需轻

轻拍打 １２ 孔板使药物分布均匀 。 继续水平放置于标准细胞培养箱中培养 。

－ ５６ －
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（ ３ ） 辐照 ： 在铺板后 ３６ 小时 ， 按照第
一

部分辐照剂量筛选结果 ， 给予卵巢颗

粒细胞 ８Ｇｙ 的单次 Ｙ射线辐照 。 在辐照结束后将 １ ２ 孔板继续水平放置于标准细胞培

养箱中培养 。

（ ４ ） 细胞收集 ： 在照射结束后 ２４ 小时 ， 从细胞培养箱中取出 １２ 孔板 ， 将细胞

上清
一一

对应的收集于 １ ．５ｍＬＥＰ 管内 ， 加入适量胰酶消化 ３ｍｉｎ ， 再将细胞上清重新

加回原培养孔中终止消化 ， 重悬细胞后 ， 将细胞悬液
一一

对应的收集于前述 ＥＰ 管内 ，

以４
°
Ｃ 、 １ ５００ｒｐｍ 条件离心３ｍｉｎ 。

（ ５ ） 洗漆 ： 用微量移液器去除细胞上清 ， 每个 ＥＰ 管 内加入 ｌｍＬ 无菌预冷的

ＰＢＳ 重悬细胞 ， 再次以前述离心条件离心 ３ｍｉｎ ， 此过程重复 ３ 遍 。

（ ６ ） 分装 ： 离心结束后每个 ＥＰ 管内加入 ｌｍＬＩＸＢ ｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞 ， 并

用微量移液器吸取 ２０ｕＬ 重悬液加入新的无菌 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 内 ， 此过程操作过程中需

注意所有样本要
一一

对应 。

（ ７ ） 染色 ： 按照重悬液 ： ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ 染液＝
１ ０ ： １ 的 比例往每个 ＥＰ 管内加入

ＦＩＴＣ 染液 ， 并用微量移液器充分混匀 ， 避光孵育 ２５ｍｉｎ ， 之后按照相同 比例往每个

ＥＰ 管内加入 ＰＩ
－ＰＥ 染液 ， 充分混匀后 ， 避光孵育 ５ｍ ｉｎ 。

（ ８ ） 检测 ： 往每个 ＥＰ 管内加入 ｌｍＬ 无菌 ＰＢ Ｓ ， 将样本置入流式细胞检测仪器

上按标准操作流程检测 。

１２ ．细胞克隆

（ １ ） 在实验开始前 ３ ６ 小时 ， 取处于对数生长期的小 鼠卵巢颗粒细胞 ， 经细胞

消化 、 离心 、 重悬后制成单细胞悬液 ；

（ ２ ） 紧接着按照下表所示的细胞接种密度将小 鼠卵巢颗粒细胞接种在 ６ 孔板内 ，

每组设置 ３ 个复孔 ， 铺板结束后将 ６ 孔板置于 ３ ７
°

Ｃ含 ５％Ｃ〇２ 的标准细胞培养箱内培

养 ；

表 ２－２ 细胞克隆实验中细胞密度与照射剂量间对应表

照射剂量 （Ｇｙ ）细胞密度 （个／孔 ）

￣

０ ６００

２ １２００

－

５７ －
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

４ ２４００

８ ４８００

（ ３ ） 铺板结束后 ２４ 小时 ， 对细胞进行换液 ， 并按照 ４０ｕｇ／ｍＬ 的浓度浓度间隔

１ ０ 小时给予小 鼠卵巢颗粒细胞 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 刺激 ２ 次 ， 对照组给予同等体积的无菌

ＰＢ Ｓ 处理 ；

（ ４ ） 按照前述照射条件分别给予细胞不同剂量的辐照 ， 辐照结束后将 ６ 孔板继

续置于 ３７
°

Ｃ含 ５％Ｃ〇２ 的标准细胞培养箱 内培养 ；

（ ５ ） 培养过程中每 ２ －

３ 天肉眼观察
一

次克隆形成情况 ， 大约在辐照后 １ ２－

１ ６ 天 ，

６？Ｌ板中可见小的细胞团块 ， 此时取出 ６孔板 ， 在光学显微镜下观察确定非细菌及真

菌污染形成的团块后 ， 小心去除培养基 ， 每孔加入 ２ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 清洗 ２遍 ；

（ ６ ） 固定 ： 每孔加入 ２ｍＬ 含 ４％多聚甲醛的细胞固定液 ， 在室温条件下 （ １ ８
－

２５
°

Ｃ ） 固定 ２０ｍｉｎ ， 然后用移液器吸去各孔内 的多聚 甲醛 ；

（ ７ ） 染色 ： 每孔加入 ２ｍＬ 结晶紫染液 ， 在室温条件下 （ １ ８－２５
°

Ｃ ） 染色 １ ５ 分钟 ；

（ ８ ） 洗板 ： 染色结束后 ， 在流动的 自来水下方对 ６ 孔板进行清洗 ， 以去除培养

板中的残留染色液 ；

（ ９ ） 拍照及统计分析 ： 在室温条件下晾干 ６ 孔板 ， 用细胞克隆分析仪器进行拍

照 ， 同时进行克隆数 目 的计数和统计分析 。

克隆形成率 ＝

最终菌輕■

成数目
４ ００％兀ｍ神为午

初始细胞接种数目
ｖ

１３ ．Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ实验

（ １ ） 样本制备 ：

（ ａ ） 自液氮中取出装有小 鼠卵巢组织的细胞冻存管 ， 将卵巢组织取出 ， 置于不

含蛋白酶的 １ ． ５ｍＬ 无菌 ＥＰ 管 内 ， 每个管内添加两枚 １ｍｍ 经无水乙醇消毒并晾干的

钢珠 ， 再往管内添加 ３００ｕＬ 预先按照蛋 白裂解液 ： 蛋白酶抑制剂＝
１ ００ ： １ 配置好的蛋

白裂解工作液 。

（ ｂ ） 将 ＥＰ 管置于低温研磨震荡仪中 ， 按照操作流程以 ５ ５
－６０ＨＺ频率震荡 ３０ｓ ，

间隔 １ ０ｓ ， 循环 ３ 次。

（ ｃ ） 破碎结束后的将 ＥＰ管转至低温离心机中 ， 以 ４
°

Ｃ 、 ３０００ｒｐｍ离心 １ ０分钟 ；

（ ｄ ） 微量移液枪吸取 ２００ｕＬ 上清转至新的不含蛋白酶的 １ ． ５ｍＬ 无菌 ＥＰ 管 内 ，

－ ５８ －
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用超声波破碎仪中超声破碎 ６ｓ ， 然后将 ＥＰ管置于低温高速离心机 １ ３ ５００ｇ离心 １ ５ｍ ｉｎ
；

（ ｅ ） 微量移液枪吸取 １ ５０ｕＬ 上清转移至新的 １ ． ５ｍｌＥＰ 管中备用 。

（ ２ ） 蛋白浓度测定 ：

（ ａ ） 稀释待测样本 ： 将上述步骤制备的蛋 白样本吸取 ５ｕｌ至新的 ＥＰ 管中 ， 加入

４５ｕｌ ＰＢ Ｓ稀释１ ０倍 ；

（ ｂ ） 配置显色工作液 ： 本实验使用雅酶 Ｏｍｎｉ
－Ｒａｐｉｄ

？
快速蛋 白定量试剂盒进

行蛋 白定量 。 待测样本做 ３ 个复孔 ， 根据标准品的个数 （ ８个 ） 及需定量的组织样本

个数 （ ｎ 个 ） 计算所需显色工作液 Ａ液总量 （
８＋３ｎ

）
ｘ２００ｕｌ 。 紧接着按照该产品的操作

说明书 ， 将 Ａ液与 Ｂ 液按照 ５０ ： １ 体积混匀 ；

（ ｃ ） 在 ９６ 孔板中划好工作区域 ， 取待检测的样品与标准品各 ２０ｕｌ 加入相应区

域内 ， 标准品 １
－

８ 浓度详见下表 ：

表 ２－３ 蛋白浓度测定中标准品与浓度对应表

标准品 Ｉ２３４５６７８

̄

＋ ＃， ，Ｔ 、００ ． １ ２５０ ．２５０ ． ５０ ．７５ １ ．０ １ ． ５２ ．０

浓度 （ｍｇ／ｍＬ ）

（ ｄ ） 定量检测 ： 各样本孔加好之后 ， 继续往每孔中加入 ２００ｕｌ 提前配置好的显

色工作液 ， 轻轻拍打 ９６ 孔板 ， 使其充分混匀 ， 在室温条件下 （ １ ８ －２５
°

Ｃ ） 孵育 ５ｍ ｉｎ ，

用酶标仪检测 ４８０ｎｍ 波长的 ＯＤ 值 ， 根据结果绘制标准品拟合曲线 ， 最后按照已知

标准品浓度推算出各待测样本蛋白浓度 。

（ ３ ） 蛋白变性 ： 使用蛋 白裂解液及 ５ ｘＬｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ将己测好浓度的蛋 白样本

稀释成终浓度为 ｌｍｇ／ｍ ｌ ， 并放置于 １ ００
°

Ｃ金属浴锅煮 ｌ Ｏｍｉｎ完成蛋 白变性 。

（ ４ ） 配胶 ：

本实验使用上海雅酶生物医药科技有限公司生产的 ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒

进行制胶 ， 具体操作步骤如下 （ 以
一

块胶为例 ） ：

（ ａ ）５ｍＬ 移液枪分别吸取 ４ｍＬ 的下层凝胶缓冲液及下层胶加入千燥清洁容器

中充分混匀 ；

（ ｂ ） 按照 ｌｍＬ 混合液 ： １ ０ｕｌ 促凝剂的 比例 向上述容器中加入 ８０ｕＬ 的促凝剂 ，

－

５９ －
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

并充分混匀 ；

（ ｃ ） 用 ｌｍＬ微量移液枪将上述混合液小心注入制胶玻璃板中 ， 添加结束后 ， 在

液面上方加入适量的去离子水 ， 压平下层胶 ；

（ ｄ ） 室温条件下静置 １ ５ｍｉｎ ， 当下层胶与去离子水之间 出现明显分界线 ， 小心

去除去离子水 ， 并用吸水纸吸干残留的液体 ；

（ ｅ ） 用 ｌｍＬ 微量移液枪分别 ｌｍＬ 的下层凝胶缓冲液及下层胶加入干燥清洁容

器中充分混匀 ， 并添加 ２０ｕＬ 促凝剂充分混匀 ；

（ ｆ） 用 ｌｍＬ微量移液枪将上述混合液小心注入下层胶上方 ， 添加结束后 ， 插入

梳齿板 ；

（ ｇ ） 在室温条件下静置 ｌ Ｏｍｉｎ ， 待上层胶凝固后 ， 取出制胶玻璃板 ， 放置于 ４
°

Ｃ

冰箱备用 。

（ ５ ） 电泳 ：

（ ａ ） 自冰箱内取出 电泳玻璃板固定于电泳槽内 ， 加入电泳液检查其密闭性 良好

后 ， 继续加入配制好的 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳液 ， 随后垂直拔出梳齿板 ；

（ ｂ ） 自 －

８０
°
Ｃ冰箱里取出蛋 白样 ， 在冰上缓慢解冻后 ， 在振荡器上震荡混匀 １ ５ ｓ ，

在加样孔每孔加入样品各 ｌ Ｏｕｌ ， 样品左侧连续两个孔道加入预染蛋 白 ｍａｒｋｅｒ ５ｕｌ ， 样

品右侧
一

个孔道加入预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ５ｕｌ ， 确认好正负极位置正确后盖上电泳盖 ， 设

定电泳条件 ： 恒压 ， ３ ０Ｖ ， ２ ５ｍｉｎ—恒压 ， １ ２０Ｖ ，６０ｍｉｎ 。

（ ６ ） 转膜 ：

（ ａ ） 将提前配置好 ｌ
ｘ转膜液置于 ４

°

Ｃ冰箱过夜冷藏 ；

（ｂ ） 将 ＰＶＤＦ 膜裁剪成 ８ ． ５ ｘ ５ ． ５ｃｍ 的大小 ， 用塑料镊将其转运至包含甲醇溶液

的容器内激活 ３０ｓ
；

（ ｃ ） 将电泳完成的玻璃板用去离子水冲洗两遍 ， 撬胶板沿玻璃板的左上角小心

撬开 ， 接着用切胶板将预制胶切至合适大小 ， 放入预冷的转膜液中平衡 ；

（ ｄ ） 将转膜夹置于托盘中 ， 使其黑面朝下 ， 白面朝上 ， 倒入适量转膜液润湿海

绵垫及滤纸 ， 按海绵垫 （

一

层 ） —滤纸 （两层 ） ―胶―ＰＶＤＦ 膜—滤纸 （两层 ） —

海绵垫的顺序依次放置 ， 并用滚轮小心赶走之间的气泡 ， 合上转膜夹 ；

（ ｅ ） 将转膜夹按正负极对应的顺序放置到转膜槽中 ， 在转膜槽内放置合适数量

－ ６０ －
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的冰盒 ， 之后添加足够量的转膜液使其至少漫过 ＰＶＤＦ 膜 ， 并将整个电泳槽放置在

含包含碎冰的泡沫箱 内 ， 接通电源 ， ３ ００ｍＡ 恒流转膜 １ ２０ｍ ｉｎ 。

（ ７ ） 封闭 ：

（ ａ ） 用微量称量天平称取 ２ ． ０ｇ 脱脂奶粉加入 ｌ
ｘＴＢ ＳＴ ４０ｍＬ 配制成 ５％浓度的封

闭液置入 ４
°

Ｃ冰箱 中备用 ；

（ ｂ ） 转膜结束后 ， 将 ＰＶＤＦ 膜 自转膜夹中取出 ， 放置到装有提前配制好的预冷

牛奶中 ， 使牛奶充分漫过 ＰＶＤＦ 膜 ， 并于室温条件下 （ １ ８
－２ ５

°

Ｃ ） 在摇床上封闭 ｌ ｈ 。

（ ８ ）
—

抗孵育 ：

（ ａ ） 封闭结束后 ， 将 ＰＶＤＦ 膜 自牛奶中取出 ， 在干净容器内加入 ｌ ＯｍＬ ｌ
ｘＴＢ ＳＴ ，

在摇床上洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ ；

（ ｂ ） 按照前述抗体配置浓度吸取适量
一

抗原液加入足量的
一

抗稀释液配制
一

抗

孵化液 ；

（ ｃ ） 按照具体的分子大小裁剪 ＰＶＤＦ 膜 ， 并将裁剪好的 ＰＶＤＦ 膜加入具体的
一

抗孵化液中 ， 在 ４
°

Ｃ摇床上过夜孵化 。

（ ９ ） 二抗孵育 ？

？

（ ａ ）
—

抗孵育结束后
，将 ＰＶＤＦ 膜 自 含有

一

抗孵化液的 １ ５ｍＬ 离心管 内取出 ， 用

ｌ
ｘＴＢ ＳＴ 洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ

；

（ ｂ ） 按照前述抗体稀释浓度吸取适量二抗原液 ， 加入足量的二抗稀释液配制二

抗孵化液 ；

（ ｃ ） 室温条件下 （ １ ８ －２５
°

Ｃ ） ， 将 ＰＶＤＦ膜放进含有二抗孵化液的离心管 内 ， 在

室温条件下 （ １ ８
－２５

°

Ｃ ） 的摇床上孵育 ｌ ｈ 。

（ １ ０ ） 显影曝光 ：

（ ａ ） 二抗孵育结束后 ， 将 ＰＶＤＦ 膜取出 ， 用 ｌ
ｘＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ

；

（ ｂ ） 配制 ＥＣＬ 发光工作液 ， 取避光 １ ． ５ｍＬＥＰ 管 ， 按照 Ａ 液 ： Ｂ 液＝
１ ： １ 的 比例

用微量移液枪吸取适量液体 ， 并充分混匀 ；

（ ｃ ） 吸取适当发光液均匀滴在 ＰＶＤＦ 膜上 ， 轻轻晃动使其分布均匀 ， 室温避光

反应 ｌｍｉｉｉ 后置于曝光机曝光 。

１４ ．统计学分析

－ ６ １
－
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

本部分所有实验均重复 ３ 次及 以上 ， 所有统计 资料最终都用 平均值±标准差

（ Ｍｅａｎｓ±ＳＤ ） 来表示 。 计量资料间 的差异性分析 ， 两组之间 的差异 比较采用非配对

的 ｔ 检验 。 ３ 组及 ３ 组 以上之间 的差异分析 ， 若满足正态分布且方差齐 ， 采用单因素

方差分析 （ ＡＮＯＶＡ ） ， 进
一

步两两之间 的 比较采用 Ｂ ｏｎｆｅｒｒｏｎ ｉ 检验 。 若方差不齐 ，

则采用 Ｍ ａｎｎｅｒ－Ｗｈ ｉ ｔｎｅｙ 检验 。 计数资料间的差异性分析采用 了ｆｉ ｓｈｅｒ 确切概率法 ，

Ｐ＜０ ． ０ ５ 被认为在统计学上具有显著性差异 。

三 、 实验结果

（ １ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 对辐照小 鼠的体重变化无影响

小 鼠随机分组后 ， 进行 了初始体重称量 ， 结果显示各组之间小 鼠体重未见明显

差异 。 按照实验条件 ， 给予辐照组小 鼠 ２Ｇｙ 单次盆腔局部照射 ， 照射结束后 ７ 天 、

第 １ ４ 天 、 第 ３ ５ 天及第 ５ ６ 天分别称量单纯辐照组及辐照给药组小 鼠静息状态下 的体

重 ， 并进行统计学分析 ， 结果如 图 ２ －

１ 所示 ， 单纯辐照组小 鼠与辐照给药组小 鼠体

重间未见显著差异 。

？＝？ＮＳ＋ 丨 ＲＺｙｍ

＾
Ｒ

￡Ｌ§ ｒ

ｆ
■

ｏ

＇

１ ０ －

ｍ

〇
－ ■——

孑 汐
〇
今

图 ２ －

１ 辐照后母代小 鼠体重变化 。 （ ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ）

（ Ｎ ． Ｓ ． ： 无统计学意义 ）

（ ２ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 可 以减轻辐照 引起的小 鼠卵巢组织及卵巢器

官系数的下降

将小 鼠随机分成对照组 、 给药组 、 单纯辐照组及给药辐照组 ， 在辐照后第七天

称量小 鼠体重 ， 并解剖得到小 鼠卵巢组织进行称重 ， 结果显示 ： 辐照会引 起小 鼠卵

巢组织重量减轻 ， 福照前给予 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 会
一

定程度提高小 鼠卵巢组织重量 ， 与单

－ ６２ －
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纯辐照组相 比 ， 二者间具有统计学差异 （ 图 ２
－

２Ａ ） 。 在卵巢器官系数方面 ， 与对照

组相 比 ， 单纯辐照组小 鼠 的卵巢器官系数明显减轻 ， 在辐照前给予小 鼠腹腔注射

Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 会
一

定程度逆转这个趋势 ， 与单纯辐照组相 比 ，
二者在统计学上也具有

明 显差异 （ 图 ２ －２Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

３５
－

１ ２ ． ０
－

＊＊ ＊＿

〇
＇

 ０）

ｃ
；
３０

－

ａ１ ．６
＊

＊＊＊

“ １
專
５ｆ ， ， ．

卜Ｉ 卜
〇

１ ５
－Ｍ〇

〇１
０ ． ４

－ 。

丄 〇

０

／／ ／
、
／ｙ／ ／／

图 ２ －２ 各组小 鼠卵巢重量及卵巢组织器官系数变化 。 （ Ａ ） 辐照后小 鼠 卵巢组织湿重变化 。

（ Ｂ ） 辐照后 小 鼠 卵巢组织器官 系数变化 。 （ Ｃｏ ｉｒ． 对照组 ； Ｚｙｉｉｒ．单纯给药组 ；
ＩＲ＋Ｎ Ｓ

？

？ 单纯辐照

组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊ ＊ ＊
： 尸＜ ０ ． ００ １

； 赫 ：
尸＜ ０ ． ０ １ ）

（ ３ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可有效改善辐照引起的小 鼠动情周期紊乱

在辐照后第 ３ 天开始 ， 我们开始检测各组小 鼠 的动情周期变化 。 如表 ２ －

１ 所示 ：

对照组小 鼠及单纯给药组小 鼠在三批次的实验过程中 ， 所有的实验对象均存在正常

的动情周 期 ， 而辐照组及辐照给药组在三批次实验过程中均有部分小 鼠 出现 了动情

周期紊乱 ， 相 比于单纯辐照组小 鼠有 ７２ ． ２２±９ ． ６２％的小 鼠 出现 了动情周期紊乱 ， 辐照

给药组的小 鼠动情周期紊乱率为 ５ ５ ． ５ ６± ９ ． ６２ ，
二者在统计学上存在差异 。

－ ６ ３
－
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

分组规律比紊乱比

Ｃ ｏｎ １ ００ ０

̄

Ｚｙｍ １ ００ ０

ＩＲ＋Ｎ Ｓ ２ ７ ＿ ７ ８±９ ． ６２ ７２ ． ２２±９ ． ６２



ＩＲ＋Ｚｙｍ


４４ ． ４４±９ ． ６２


５ ５ ． ５ ６±９ ． ６２
（

＊ ＊

）

表 ２
－ ４ 各组小 鼠的动情周期紊乱率 。 （ Ｃｏｎ ：对照组 ；

Ｚｙｍ ：单纯给药组 ；
Ｉ Ｒ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；

Ｉ Ｒ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （
＊ ＊

： 尸＜ ０ ． ０ １ ）

（ ４ ）Ｚｙｍ ｏ ｓａ ｉｔ
－Ａ 可有效改善辐照 引起的小 鼠卵巢激素水平紊

乱

在辐照结束后 的第 ７ 天 ， 将各组小 鼠进行腹腔注射麻醉 ， 并通过眼球取血制得

血清 ， 运用 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法检测各组小 鼠 的血清抗缪勒管激素 （ ＡＭＨ ） 、 雌激素 （ Ｅ２ ） 、

卵泡刺激素 （ Ｆ ＳＨ ） 及黄体生成素 （ ＬＨ ） 水平 ， 并进行统计学分析 。 结果如 图 ２
－

３

所示 ， 与单纯辐照组相 比 ， 在辐照前给予小 鼠应用 Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ －Ａ 会显著升高辐照小 鼠

的抗缪勒管激素 Ｃ 图 ２ －

３Ａ ） 及雌激素 （图 ２
－

３Ｂ
）水平 ， 同时可 明显降低辐照小 鼠 的 卵

泡刺激素 （ 图 ２ －

３Ｃ ） 及黄体生成素 （ 图 ２ －

３Ｄ ） 水平 。

ＡＡＭＨＢＥ２
３ ５００ －

１ １ ６〇 ｉ

＿
３０００ －

＾
Ｓ－＊－

〇 １ ２０
－

〇

—
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图 ２ －

３Ｚｙｍ ｓａｎ －Ａ 可有效改善辐照 引起的小 鼠卵巢激素水平紊乱 。 （ Ａ ）Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ
－Ａ 对小 鼠

－

６４ －





Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 对放疗 性卵 巢 ４员伤 的 防狀效应及机制研究

抗缪勒管激素 ＡＭＨ 的 保护性作 用 ；
（ Ｂ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ－Ａ 对小 鼠雌激素 Ｅ２ 的 保护性作用 ；

（ Ｃ ）

Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ －Ａ 对小 鼠雌激素 Ｆ ＳＨ 的保护性作用 ；
（ Ｄ ）Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ

－Ａ 对小 鼠雌激素 ＬＨ 的保护性作用 。

（ Ｃ ｏｎ ：对照组 ；
Ｚｙｍ ：单纯给药组 ；

ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照 组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊ ＊ ＊
： 尸＜

０ ． ０ ０ １
；＃＃ ： 尸＜ ０ ． ０ １ ）

（ ５ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 可有效改善辐照小 鼠的生殖功能

如前所述 ， 辐照会损害小 鼠 的生殖功能 ， 显著减少辐照后妊娠小 鼠 的胚胎数量 。

在此部分 ， 我们通过辐照前给予小 鼠腹腔注射
一

定剂量 的 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ ， 辐照结束后 ，

通过促排卵并与性成熟雄 鼠按照 ２
：
１ 比例合笼 ， 在合笼后第

一

天通过观察小 鼠阴道粘

液栓情况判断其是否受孕 ， 并在怀孕后第 ７ 天通过解剖 小 鼠子宫并计数胎儿数量 。

结果如 图 ２
－４ Ａ 所示 ， 与单纯辐照组相 比 ， 辐照给药组小 鼠在妊娠率方面

一

定程度增

加 ，
二者存在统计学差异 。 在妊娠小 鼠胚胎数量的统计上 ， 结果如 图 ２ －４ Ｂ 所示 ， 与

单纯辐照组相 比 ， 辐照给药组小 鼠胎儿数量明显增加 。

Ａ Ｂ

１ ２
－

ｊ ２ ８
１＊＊

■ＮＯＴ■Ｙ ＥＳ ５

， ＊－
２ １

＇

ＴＪｎ

＾ ｉｍ南
－

％
。

内ｆ
〇
ｊ＿ ＾＿Ｊ＿＿ｒ

ＪＪ＿
ｉ

＿＿ ｌ

， １ １

，

＿

／／ 。
。？ｖｖ

，

图 ２ －４Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ
－Ａ 可有效改善辐照小 鼠 的生殖功能 。 （ Ａ ） 不同组别 小 鼠 的妊娠率 ：

（ Ｂ ）

不 同组别 小 鼠 的胎儿数量 。 （ Ｃｏｎ ：对照组 ；
Ｚｙｍ ：单纯给药组 ；

ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ：

给药辐照组 ） （
＊ ＊

： Ｐ＜０ ． ０ １
；尸＜ ０ ． ０５ ）

－

６ ５－
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

（ ６ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可以改善辐照引起的卵泡成熟障碍

在辐照结束后的第 ７ 天 ， 我们经解剖得到小 鼠卵巢组织 ， 固定后切片进行苏木

素 －伊红染色 ， 并按照 国 内外相关实验操作标准对各组小 鼠的卵泡进行计数 ， 从而评

估辐照对卵巢组织中卵泡发育情况的影响 以及 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 用药的保护性作用 。 根据

卵泡形态学的差异对各级卵泡数量进行统计 ， 包括 ： 原始卵泡数 目 、 初级卵泡数

目 、 窦前卵泡数 目 、 窦卵泡数 目 、 闭锁卵泡数 目 及总体卵泡数 目 。 如图 ２ －

５ 所示 ，

Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 的用药不影响小 鼠卵泡成熟 ， 在各级卵泡计数上及总卵泡数量统计上 ，

与对照组相 比均未见明显统计学差异 。 相反 ， 与对照组相 比 ， 辐照会引起小 鼠的卵

泡成熟障碍 。 在原始卵泡计数上 ， 辐照组小 鼠的原始卵泡数量明显减少 ，
二者间存

在统计学差异 ， 辐照前给予小鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ ， 其原始卵泡数量减少的 比例

显著降低 （ 图 ２ －

５Ｂ ） 。 在初级卵泡 （ 图 ２ －５Ｃ ） 、 窦前卵泡 （ 图 ２ －

５Ｄ ） 及窦卵泡

（ 图 ２ －

５Ｅ ） 的计数上 ， 也呈现相同的趋势 。 辐照会显著增加小 鼠卵巢闭锁卵泡数

量 ， 辐照前给予 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 预处理 ， 会
一

定程度的减少受辐照小 鼠卵巢中闭锁卵泡

数量 ，
二者在统计学上存在差异 （ 图 ２ －

５Ｆ ） 。 在总卵泡数量的统计上 ， 与对照组相

比 ， 辐照组小 鼠总卵泡数量明显减少 ， Ｚｙｍｏｓａｎ －Ａ 可
一

定程度逆转这个趋势 ， 增加

辐照小 鼠卵巢总卵泡数量 （ 图 ２ －５Ｇ ） 。

－ ６６ －
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图 ２ －５Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可以改善辐照 引起的卵泡成熟障碍 。 （ Ａ ） 各组小 鼠 的 卵巢组织 ＨＥ 染色

（ １ ０ ０Ｘ ） ： （ Ｂ ） 各组小 鼠原始卵泡计数 ：
（ Ｃ ） 各组 小 鼠初级 卵泡计数 ；

（ Ｄ ） 各组 小 鼠窦前

卵 泡计数 ：
（ Ｅ ） 各组小 鼠窦 卵泡计数 ：

（ Ｆ ） 各组 小 鼠 闭锁卵泡计数 ；

（ Ｇ ） 各组小 鼠总 卵泡

计数 。 （ Ｃｏｎ ：对照组 ；
Ｚｙｍ ：单纯给药组 ；

ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊ ＊ ＊
：

ｐ＜ｏ ． ｏｏ ｉ
；＃ ：ｐ＜ ｏ ． 〇５

；＃＃ ：ｐ＜ ｏ ． ｏ ｉ
；ｍ＃ ：ｐ＜ ｏ ． ｏ ｏ ｉ ）

（ ７ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 可提高辐照小 鼠子代的体重

将小 鼠分成对照组 ， 单纯给药组 ， 单纯辐射组及给药辐射组 ， 辐照前给药组小

鼠予 以腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ
－Ａ ， 然后给予辐照组小 鼠 ２Ｇｙ 单次盆腔局部照射 ， 在辐照

后经促排卵并与性成熟期雄 鼠合笼 ， 后每天观察小 鼠的妊娠状态 ， 并记录每只 小 鼠

的分娩时间 。 最后选择 出生时间相近的子代小 鼠进行体重称量并进行统计学分析 。

如 图 ２ －

６Ａ 所示 ， 在 出生后第 ３ 天 ， 与对照组相 比 ， 辐照组新生小 鼠体重明显减轻 ，

－

６７ －
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

仅为对照组的 ７５％左右 ， 辐照给药组新生小 鼠 的体重较单纯辐照组有所上升 ， 且存

在统计学差异 。 在出生后 的第 ５ 天 （ 图 ２
－

６Ｂ ） 及第 ７ 天 （ 图 ２ －

６Ｃ ） 的体重统计上 ，

辐照组新生小 鼠的体重较对照组均 明显减轻 ， 而辐照给药组新生小 鼠 的体重较单纯

辐照组均有所上升 ， 且存在统计学差异 。 在较远期的 出 生后第 ４２ 天的体重统计上 ，

辐照组新生小 鼠 的体重较对照组仍减轻 ， 存在 明显差异 ， 同样 ， 辐照给药组新生小

鼠 的体重较单纯辐照组仍增加 ， 存在统计学差异 （ 图 ２
－

６Ｄ ） 。
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图 ２
－

６Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ
－Ａ 可提高辐照小 鼠子代的体重 。 （ Ａ ） 各组小 鼠 出生后第 ３ 天体重 ；

（ Ｂ ）

各组小 鼠 出生后第 ５ 天体重 ；
（ Ｃ ） 各组小 鼠 出 生后第 ７ 天体重 ：

（ Ｄ ） 各组小 鼠 出生后第 ４２ 天

体重 ；
（ Ｅ ） 辐照组与辐照给药组新生小 鼠在 出生后第 ５ 天大体对 比代表性图片 ；

（ Ｆ ） 辐照组

与辐照给药组新生小 鼠在 出生后第 ７天大体对 比代表性图片 。 （ Ｃｏｎ ：对照组 ；
Ｚｙｍ ：单纯给药组 ；

ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （Ａ ＰｃＯ ．Ｏ ｌ

；＃ ： 戶＜ ０ ． ０ ５ ）

（ ８ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ ＿Ａ 可增加照射后小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖能力

我们使用 了ＣＣＫ－

８ 实验来探究 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 是否可 以对小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖

产生影响 。 将细胞分成对照组及辐射组 ， 其 中在辐射组之中 ， 根据前期的实验结果

－ ６ ８
－
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Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ－Ａ 对放疗 性卵 巢损伤 的 防护效应及机制研 究

设置 了４Ｇｙ 组 、 ６Ｇｙ 组及 ８Ｇｙ 组 ， 在辐照后 ２４ 小时 ， 我们分别检测 了各组细胞的增

殖情况 。 结果如 图 ２ － ７Ａ 所示
，
与单纯辐照组相 比 ， 辐照给药组细胞的增殖能力显著升

高 ， 在 不 同 辐 照 剂 量组趋势 基本
一

致 。 接 下 来我 们 从 蛋 白 层面 进
一

步验证 了

Ｚ
ｙ
ｍｏ ｓ ａｎ

－Ａ 可增加照射后小 鼠 卵巢颗粒细胞的增殖能力 ， 小 鼠卵巢颗粒细胞经 ６Ｇｙ

射线照射 ， 在辐照后 ２４ 小时检测増殖相关蛋 白 ＰＣＮＡ 的表达水平的变化 。 结果表明 ，

与单纯辐照组相 比 ， 给药辐照组 ＰＣＮＡ 的表达量增 加 ， 二者具有 明 显统计学差异

（ 图２
－

７ Ｂ ／Ｃ ） 。
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图 ２ －７ Ｚｙｍ 〇 ｓ ａｎ－Ａ 可增加照射后小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖能力 。 （ Ａ ） 不 同组别 间细胞增殖

率 ：
（ Ｂ ） 不 同 组 别 间细胞增 殖相关蛋 白 ＷＢ 的 结果 ；

（ Ｃ ） 不 同组别 间 细 胞增 殖相 关蛋 白

ＰＣＮＡ 相 对 表 达 量 。 （ ＩＲ＋ＰＢ Ｓ ： 单 纯辐 照 组 ： ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给 药 辐 照 组 ） （

＊ ＊
：ＰｃＯ ． Ｏ ｌ

；＊ ＊ ＊
：

尸＜ ０ ． ０ ０ １ ）

（ ９ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ 可升高辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞的存活率

ＣＣＫ－

８ 实验证实 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可 以对辐照后小 鼠 卵巢颗粒细胞的增殖产生影响 ，

但 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ
－Ａ 是否可 以对辐射诱导的小 鼠卵巢颗粒细胞的存活产生影响不得而知 。

我们在辐照前用 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 对细胞进行预处理 ， 然后接受不 同剂量的射线照射 ， 通

过细胞克隆形成率来反映细胞存活及增殖情况 。 结果如 图 ２ －

８ 所示 ： 在无辐射条件

下 ， 单纯的 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 刺激不会增加小 鼠 卵巢颗粒细胞的克隆形成 ， 但在辐射条件

下 ， Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 的预处理可 以显著提高小 鼠卵巢颗粒细胞克隆形成 的数量 ，

二者存

在明显的统计学差异 。

－ ６ ９
－
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：

■圍■議ＩＴ
ＯＧｙ ２Ｇｙ ４Ｇｙ ８Ｇｙ

％

图 ２ －８ Ｚｙｍ 〇 ｓ ａｎ－Ａ 可升髙辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞的存活率 。 （ Ａ ） 不 同辐照剂量下 ， 细胞

集落形成 的代表性 图 片 ；
（ Ｂ ） 不 同辐照剂量下细胞存活率的 定量分析 。 （ ＩＲ＋ＰＢ Ｓ ： 单纯辐照

组 ； ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊
： Ｐ＜０ ． ０５

；
＊ ＊

： 尸＜０ ． ０ １ ）

（ １ ０ ）Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 可降低辐射诱导的小 鼠卵巢颗粒细胞凋亡

细胞凋亡结果的检测主要采用流式细胞术进行 ， 根据实验原理提示不 问时期的

细胞与染料结合后荧光强度或颜色的不 同 ， 可 以 区分 出细胞的早期凋亡 、 晚期凋亡

及死亡 。 本实验幵展过程中 ， 在辐照前 １ ２ 小时和 ２ 小时分别给予小 鼠卵巢颗粒细胞

Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 刺激 ， 随后给予 ８ ． ０Ｇｙ 的福照 ， 在福照后 ２４ 小时检测各组小 鼠 卵巢颗粒

细胞的凋亡情况 。 结果如 图 ２ －

９Ａ ／Ｂ 所示 ， 与对照组相 比 ， 单纯的给予 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ
－Ａ

刺激不会增加 小 鼠 卵巢颗粒细胞的凋亡 。 相反 ， 辐照会引 起小 鼠 卵巢颗粒细胞的凋

亡率增加 ； 给药辐照组相较于单纯辐照组而言 ， 其细胞凋亡率明显降低 ， 具体表现

为右上象限 （ 晚期凋亡 ） 和右下象限 （ 早期凋亡 ） 细胞 比例的总和减少 。 紧接着 ，

我们在蛋 白 水平上又进
一

步的验证 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可降低辐射诱导的小 鼠 卵巢颗粒细

胞凋亡 。 小 鼠卵巢颗粒细胞在辐照前经药物处理 ， 然后接受 ６ ． ０Ｇｙ 的辐照 ， 并在辐

照后 ０ 小时 、 ２ 小时 、 ４ 小时 、 ８ 小时 、 １ ２ 小时及 ２４ 小时分别检测凋亡相关蛋 白

Ｂ ｃ ｌ

－

２ 、 ＢＡＸ 、 Ｃ ｌ ｅａｖｅｄ －

ｃａｓｐａ ｓｅ
３（ Ｃ －Ｃ ａｓｐａｓｅ

３ ） 表达量 （ 图２
－

９Ｃ ） 。 结果如 图２
－

９Ｄ ／Ｅ 所示 ， 与单纯辐照组相 比 ， 辐照给药组在任何时间点上 ， 促凋亡蛋 白 ＢＡＸ 及

Ｃ －Ｃ ａＳｐａ Ｓｅ３ 表达量均 明显降低 。 相反 ， 与单纯辐照组相 比 ， 辐照给药组在任何时间

－ ７０ －





Ｚｙｍ ｏ ｓ ａｎ
－Ａ 对放疗 性 卵 巢损伤 的 防护 效应及机制 研 究

点上 ， 抗凋亡蛋 白 Ｂｄ －２ 的表达量则显著增加 （ 图 ２
－

９Ｆ ） ， 说明 Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ －Ａ 的照前

给药可降低辐射诱导 的小 鼠 卵巢颗粒细胞凋亡率 。
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图 ２ －９Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ －Ａ 可降低辐射诱导的小 鼠卵巢颗粒细胞凋亡 。 （Ａ ） 细胞凋亡流式分析代表

性 图 片 ；
（ Ｂ ） 细胞凋亡定量分析统计 图 ：

（ Ｃ ） 凋亡通路相关蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔｅｍ－ｂ ｌｏ ｔ 代表性 图片 ；

（ Ｄ ） 对调亡相关分子 Ｃ －

ｃａｓｐａ ｓｅ
－

３ 蛋 白 相对表达量的 定量分析统计 图 ；
（ Ｅ ） 对 ｝周亡相关分子

ＢＡＸ 蛋 白 相对表达量的定量分析统计图 ；
（ Ｆ ） 对凋亡相关分子 Ｂｄ －２ 蛋 白 相对表达量的定量分

析统计 图 。 （ ＩＲ＋ＰＢ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊
： 尸＜０ ． ０ ５ ：＊ ＊
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；＊ ＊ ＊
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

四 、 小结

本部分我们在小 鼠体 内及小 鼠卵巢颗粒细胞中开展研究 ， 通过
一

系列体 内外实

验发现了Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可 以对放疗性卵巢损伤发挥防护效应 ， 具体表现在以下几方面 ：

（ １ ） 与单纯辐照组相 比 ， Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的照射前给药会增加小 鼠卵巢组织重量及

卵巢器官系数 ， 且二者存在统计学差异 。

（ ２ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的单纯给药不会引 起小 鼠动情周期紊乱 ， 相反 ， 在辐照前给予

小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ， 可以有效降低 由辐照诱导的小 鼠动情周期总体紊乱率 ，

且在统计学上存在明显差异。

（ ３ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 在照射前的预防性给药 ， 可 以升高辐照小 鼠血清中 的雌激素

（ Ｅ２ ） 及抗缪勒管激素 （ＡＭＨ ） 水平 ， 降低卵泡刺激素 （ ＦＳＨ ） 和黄体生成素

（ ＬＨ ） 水平 。

（ ４ ） 福照会诱发小 鼠卵巢卵泡成熟障碍 ， 与单纯辐照组相 比 ， 照射前预防性应

用 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可显著减少小 鼠卵巢闭锁卵泡数量 ， 增加原始卵泡 、 初级卵泡 、 窦前

卵泡和窦卵泡数量 。 在总卵泡数量的统计上 ， 与单纯辐照组相 比 ， 辐照给药组小 鼠

的总卵泡数量明显増加 。

（ ５ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 会改善辐照诱导的小 鼠生殖功能障碍 ， 具体表现为 ： 在辐照前

应用 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 不仅会提高辐照后雌性小 鼠的妊娠率 ， 还会增加辐照后妊娠小 鼠的

胎儿数量 。

（ ６ ） 辐照前应用 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的母代 ， 其子代在 出生后第 ３ 天 、 第 ５ 天 、 第 ７ 天

的体重均较单纯辐照组后代升高 ， 且该趋势在子代出生后第 ４２ 天体重统计上也
一

致 。

（ ７ ）Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 会显著增加辐射后小 鼠卵巢颗粒细胞的增殖率和小 鼠卵巢颗粒

的细胞存活率 ， 并降低辖射后小 鼠卵巢颗粒细胞凋亡率 。

五 、 讨论

大多数肿瘤患者在治疗过程中会接受放射治疗 ， 放疗在杀伤恶性肿瘤组织的同

时 ， 对正常组织造成的损伤在实际操作 中通常难以避免 ［
８

，
９

］

。 女性卵巢组织作为人体

内对放射线相对敏感的组织之
一

， 极易受到放射线的影响 。

－ ７２ －





Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 对放疗 性卵巢损伤 的 防护效应及机制研 究

放疗 引 起的卵巢组织损伤根据其发生的早晚可分为急性损伤及慢性损伤 。 急性

损伤发生早 ， 通常伴随在较大剂量的放射治疗之后 ， 卵巢组织短时 间 内发生不可逆

损伤 。 慢性损伤通常持续存在 ， 且影响较持久 。 在青春期之前接受盆腔 区域放疗的

女童 ， 可能 出现青春期 的发育障碍 ， 第二性征延迟 ， 月 经稀发 ， 甚至直接不发育 ［
１ ０

］

。

对于接受盆腔放疗的育龄期女性肿瘤患者 ， 因卵巢慢性损伤的影响 ， 可出现骨密度

降低 ， 表现为骨质减少 以及骨质疏松 ［
１ （Ｍ ２

］

。 另
一

方面 ， 有报道指 出 ， 放射治疗引 起

的卵巢慢性损伤还包括引 起某些心血管系统疾病 的发生率升高 ， 月 经量减少 、 月 经

稀发 ， 月 经期紊乱 ， 暂时性 闭经 ［
１ （Ｍ ２

］

。 辐照对卵巢功能的影响不光表现在卵巢组织

本身 ， 还可 以通过卵巢效应器官功能的变化间接反映 出来 。 有研宄提示 ， 接受过腹

盆放射治疗的癌症幸存者在之后的妊娠过程 中更有可能 出现低 出生体重儿 、 早产低

出生体重儿 以及围产期婴儿死亡率增加等 ［
７

， １ ３
］

， 且 围产期婴儿死亡率和低 出生体重

的可能性与辐射剂量显著相关 ［
１ ３

］

。 本部分研究的动物实验是在第
一

部分构建的小 鼠

放射性卵巢损伤模型 中开展的 ， 评估 了包括各组小 鼠卵巢性激素水平 、 卵巢病理切

片 、 小 鼠动情周期 、 小 鼠卵巢重量和卵巢器官系数 、 卵泡细胞计数 、 妊娠小 鼠胎儿

数量 以及辐照后小 鼠后代体重等指标的变化 。 同时 ， 我们检测 了各组小 鼠卵巢颗粒

细胞辐照后增殖及凋亡情况 ， 从体 内外两方面全面评价 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ 的卵巢辐射损伤

防护效应 。

在本部分研究 中 （ 图 ２ －

１ ０ ） ， 在福照前小 鼠腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ ， 然后给予小

鼠 ２Ｇｙ 单次的 Ｙ 射线盆腔局部照射 ， 对辐照后小 鼠 的卵巢激素水平进行评估发现 ，

给药辖照组较单纯辐照组小 鼠卵巢 ＡＭＨ 及 Ｅ２ 水平明显升高 ， Ｆ ＳＨ 及 ＬＨ 水平明显

降低 ， 从卵巢 内分泌水平上评估了其有效性 。 紧接着 ， 我们在辐照后将受辐照的雌

性小 鼠与性成熟的雄性小 鼠合笼 ， 通过评估雌性小 鼠的妊娠率及妊娠后小 鼠胚胎数

量 ， 从卵巢生殖功能水平评估了其有效性 。 同时 ， 我们也对各组小 鼠进行卵泡计

数 、 动情周期观察 ， 结果发现给药组小 鼠较单纯辐照组均有明显改善 。 对辐照小 鼠

的卵巢组织重量称量及卵巢器官系数的统计结果进
一

步验证了Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可 以对放

疗性卵巢损伤发挥防护效应 。 辐照会 引起受照小 鼠 的后代出生体重减轻 ， 在本部分

实验的开展过程中 ， 我们通过统计辐照后小 鼠子代的体重来评估 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 发挥放

疗性卵巢损伤防护效应的远期影响 。 更进
一

步 ， 我们采用体外细胞学实验探索

－ ７３－
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

Ｚｙｍｏｓａｎ －Ａ 对卵巢辖射损伤的防护作用 ， 通过细胞增殖、 细胞克隆形成率及细胞凋

亡实验证实照前 ２４ 小时和照前 ２ 小时给予小 鼠卵巢颗粒细胞 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ预刺激可

以 明显提高受照细胞的细胞活力并抑制辐射引起细胞凋亡率 。

该部分通过体内外研宄证实了Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的卵巢辐射损伤防护效应 ， 但其发挥

放射性卵巢损伤的具体机制尚未知 。 接下来 ， 我们将继续开展实验进
一

步对其发挥

效应的机制进行探讨 。

－ ７４ －
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：１ ２ ６ －

３ ０ ．

［
１ １

］ＧＡＯＷ
，
ＬＩＡＮＧＪＸ

，
ＹＡＮ

Ｑ ．Ｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｒａｄ ｉａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ
ｉ ｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉ ｔｈｆｅｍａｌｅ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｈｅａｌｔｈａｍｏｎｇ
ｃｈｉ ｌｄｈｏｏｄｃａｎｃｅｒｓｕｒｖｉｖｏｒｓ ：ａ ｍｅｔａ

－

ａｎａｌｙｓ ｉｓｓｔｕｄｙ［
Ｊ
］

．

Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ ａｓｓ ｉｓｔｅｄｒｅｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎａｎｄ
ｇｅｎｅｔｉｃｓ

，
２０ １ ５

，
３２

（
８
）

：１ １ ７９ －

８６ ．

［
１ ２

］
ＲＥＩＳＥＲＥ

，
ＢＡＺＺＡＮＯＭＶ

，
ＳＯＬＡＮＯＭＥ

，
ｅｔａｌ ．ＵｎｌａｉｄＥｇｇｓ ：ＯｖａｒｉａｎＤａｍａｇｅ

ａｆｔｅｒＬｏｗ－ＤｏｓｅＲａｄｉａｔ ｉｏｎ
［
Ｊ
］

．Ｃｅｌ ｌｓ
，
２０２２

，
１ １

（
７
）

：

－ ７６ －
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［
１ ３

］
ＧＲＥＥＮ ＤＭ

，
ＳＫＬＡＲ Ｃ Ａ

，
ＢＯＩＣＥＪ Ｄ

，
ＪＲ ．

，
ｅｔａｌ ．Ｏｖａｒｉａｎｆａｉｌｕｒｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ｏｕｔｃｏｍｅｓａｆｔｅｒｃｈｉｌｄｈｏｏｄｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ：ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍｔｈｅＣｈｉｌｄｈｏｏｄＣａｎｃｅｒ

ＳｕｒｖｉｖｏｒＳｔｕｄｙ［
Ｊ
］

．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ ｃ ｌ ｉｎｉｃａｌｏｎｃｏｌｏｇｙ ：ｏｆｆｉｃ ｉａｌ
ｊ
ｏｕｒｎａｌｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ

Ｓｏｃ ｉｅｔｙ
ｏｆ Ｃ ｌ ｉｎｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，

２００９
，
２７

（
１４

）
：２３ ７４－

８ １ ．

－ ７７ －
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

第三部分 ： Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤

防护效应的初步机制探讨

一

、 前言

通过前两部分实验研究的开展 ， 我们在体内和体外水平 已经证实 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对

放疗性卵巢损伤的低毒和高效的辐射防护作用 ， 在此部分研宄 内容中 ， 我们将重点

探索 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ发挥卵巢辐射损伤防护作用的初步机制 。

近些年来 ， 国 内外众多学者研宄报道了Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可通过靶向激活 ＴＬＲ２ 受体

参与机体的免疫反应 ［
Ｍ

］

。 在辐射损伤防护领域 ， 随着 ２００８年 ＴＬＲ５ 受体及其配体在

抗辐射损伤防护中的作用被报道之后 ， 国 内外学者通过研宄也证实了ＴＬＲ２ 受体及

其配体在辐射抗性中 同样发挥着重要的作用 ［
５ ＿９

］

。 既往的多项研究结果提示 Ｚｙｍｏｓａｎ－

Ａ 发挥作用可以通过耙向 ＮＦ －ｋＢ 通路 ［
１ Ｇ

，
１ １

］

。 因此在本实验研究内容中 ， 我们立足于

前期效应研究结果基础上 ， 通过 ＲＮＡ 转录组测序方法筛选给药辐照组和单纯辐照组

小 鼠卵巢组织的差异表达基因 ， 并通过功能富集分析进行探索和筛选 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发

挥辐射防护作用 的潜在作用靶点和作用机制 ， 最后开展相关实验对潜在作用靶点或

作用通路进行基本验证 。

二 、 材料和方法

（

一

） 实验材料

１ ．实验动物

本部分实验所选用的野生型小 鼠遗传背景为 ： Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ ， 购置于上海吉辉实验

动物饲养有限公司 ， 周龄为 ６－

８ 周 。 实验过程中使用的 ＴＬＲ２ ＫＯ 小 鼠购置于江苏集

萃药康生物科技股份有限公司 ， 周龄 ６ －

８ 周 。 严格遵循我校动物伦理及管理指南进

行 。

－ ７８
－





Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤 的防护效应及机制研究

２ ．主要实验试剂及耗材

Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ ：Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ：Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司

０ ．９％生理盐水 ： 华仁药业股份有限公司

兽用 即用型麻醉剂 ： 南京爱贝生物科技有限公司

Ｔｒｉｚｏｌ ： 美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司

氯仿 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司

无水乙醇 ： 国药集团化学试剂有限公司

小 鼠 ＴＬＲ２ ｓ ｉＲＮＡ ： 广州锐博生物技术有限公司

一

抗稀释液 ： 上海碧云天生物技术有限公司

ＰＣＲ 试剂盒 ： 日本 Ｔａｋａｒａ 公司

ＤＥＰＣ 水 （
不含 ＤＮＡ 酶及 ＲＮＡ 酶）

： 上海碧云天生物技术有限公司

二抗稀释液 ： 上海碧云天生物技术有限公司

鼠尾基因型快速鉴定试剂盒 ： 上海碧云天生物技术有限公司

ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒 ： 上海雅酶生物医药科技有限公司

蛋 白上样缓冲液 ： 上海雅酶生物医药科技有限公司

三色预染蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ ： 上海雅酶生物医药科技有限公司

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳缓冲液 （干粉 ） ： 广州硕谱生物 （
Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ）科技有限公司

脱脂奶粉 ： 武汉赛维尔生物科技有限公司

甲醇 ： 国药集团化学试剂有限公司

转膜液 ： 南京金斯瑞生物科技有限公司

２ ．０ｕｍＰＡＤＦ
膜 ： 美国Ｍｉｌ ｌｉｐｏｒｅ公司

ｌｍＬ
—

次性无菌注射器 ： 浙江康德莱医疗器械股份有限公司

３ ．主要实验仪器

高速组织研磨仪 ： 雷萌生物科技 （上海 ） 有限公司

震荡混合仪 ： 雷萌生物科技 （上海 ） 有限公司

ＰＣＲ扩増伩 ： 德国 Ｂ ｉｏｍｅｔｒａ 公司

定量 ＰＣＲ仪器 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司

－ ７９ －
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

核酸 自动提取仪 ： 杭州博 日科技有限公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ 风光光度计 ： 美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司

涡旋混合器 ： 美国 Ｓｃ ｉｌｏｇｅｘ 公司

４
°
Ｃ离心机 ： 美国 Ｓｃｉｌｏ

ｇｅｘ 公司

可变温度水浴锅 ： 上海精宏实验设备有限公司

纯水机 ： 美国 Ｍｉｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司

制冰机 ： 日本 ＳＡＮＹＯ 公司

蛋 白 电泳仪 ： 美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司

电转膜仪器．

？ 南京金斯瑞生物科技有限公司

凝胶成像系统 ： 广州博鹭腾生物科技有限公司

５ ． 抗体信息

表 ３ －

１ 该部分所用到的抗体信息对应表

ｉｌ ＃１稀释比

ｐ
－

ＩＫＫａ／ｐ ＣＳＴ １ ： １ ０００

Ｐ６５ ＣＳＴ兔 １ ： １０００

Ｐ
－Ｐ６５ ＣＳＴ兔 １ ： １ ０００

ＴＬＲ２ Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ鼠 １ ：
１ ０００

Ｍｙｄ８ ８ ＣＳＴ兔 １ ： １ ０００

ＧＡＰＤＨ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ鼠 １ ： ５０００

ＨＲＰ标记山羊抗鼠Ｓｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏ山羊 １ ： ５０００

ＨＲＰ标记山羊抗兔Ｓｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏ山羊 １ ： ５０００

６． 引物信息

表 ３－２ 该部分所用到的 ＰＣＲ 引物信息对应表

引物名称基因序列 （ ５Ｗ ）

ＭｏｕｓｅＧａｐｄｈＦｏｒｗａｒｄＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣ

ＭｏｕｓｅＧａｐｄｈＲｅｖｅｒｓｅＣＣＴＴＧＡＣＴＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＣＴ

ＭｏｕｓｅＴｌｒ２ＦｏｒｗａｒｄＴＧＴＣＡＴＧＴＧＡＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧＴＧ

－ ８０ －





Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗 性郎巢损伤的 防护效应及机制研究

ＭｏｕｓｅＴｌｒ２ＲｅｖｅｒｓｅＡＴＴＧＴＧＴＴＧＡＴＴＣＣＧＣＴＧＧＡＣＴＣＣ

ＭｏｕｓｅＣｃ／５ＦｏｒｗａｒｄＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＣＴＣＴＣ

ＭｏｕｓｅＣｃ／ＪＲｅｖｅｒｓｅＡＣＡＣＡＣＴＴＧＧＣＧＧＴＴＣＣＴＴＣＧＡ

ＭｏｕｓｅＣｃｌ３ＦｏｒｗａｒｄＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＣＴＧＴＡＣＣＡＴ

ＭｏｕｓｅＣｃｌＳＲｅｖｅｒｓｅＡＡＴＡＧＴＣＡＡＣＧＡＴＧＡＡＴＴＧＧＣＧ

Ｍｏｕｓｅ 施 ＦｏｒｗａｒｄＧＡＣＧＧＧＣＡＣＡＴＴＡＡＧＡＴＣＡＣ

ＭｏｕｓｅＲｅｖｅｒｓｅＴＧＡＧＧＡＴＧＡＧＣＴＣＡＡＡＡＡＧＣ

Ｍｏｕｓｅ
雄娜 ＦｏｒｗａｒｄＴＧＧＣＧＧＡＧＧＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＧ

Ｍｏｕｓｅ
均娜 ＲｅｖｅｒｓｅＡＧＣＣＴＧＣＣＧＡＣＣＧＡＣＧＡＧ

Ｍｏｕｓｅ ＩｋｂｋｂＦｏｒｗａｒｄＡＧＧＣＧＡＣＡＧＧＴＧＡＡＣＡＧＡＴ

Ｍｏｕｓｅ 臟６ＲｅｖｅｒｓｅＣＴＡＡＧＡＧＣＣＧＡＴＧＣＧＡＴＧ

７ ．ｓｉＲＮＡ信息

表 ３ －３ 该部分所用到的 ｓｉ
－ＲＮＡ 信息对应表

ｓ ｉＲＮＡ 名称基因序列 （ ５＾３０

ｓｉ
－ＴＬＲ２－ｍ

＿

ｌ ＣＣＡＡＴＣＴＣＡＣＡＡＡＴＴＴＡＣＡ

ｓ ｉ
－ＴＬＲ２－ｍ

＿

２ ＣＡＴＴＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣＴＧＡＴＡ

ｓ ｉ
－ＴＬＲ２－ｍ

＿

３ ＣＡＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＣＴＣＡＴＴＴ

（二 ） 实验方法 ：

１ ． Ｙ 射线造模

详见第
一

部分实验方法 。

２ ．Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ的配置

详见第
一

部分实验方法 。

３ ． 实验分组与相关检测样本收集

５ ． １ 实验动物分组

野生型小 鼠 ： 从上海吉辉实验动物饲养有限公司购入野生型实验小 鼠后 ， 随机

将雌性小 鼠分为单纯辐照组和给药辐照组 ， 每组 ６ 只 ， 辐照组根据第
一

部分实验结

果给予 ２Ｇｙ（ ２Ｇｙ
＊

ｌ ） 单次盆腔局部照射 ， 在实验开始前均先适应性饲养于我校动物

中心 １
－

３ 周 。

－ ８ １
－
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

ＴＬＲ２ Ｋ０ 小 鼠 ： 将周龄相近的雌性小 鼠随机分成单纯辖照组 、 辖照给药组、

ＴＬＲ２ Ｋ０ 辐照组和 ＴＬＲ２ Ｋ０ 给药辐照组 ， 每组 ８ 只 ， 给药组小鼠按照第
一

部分实验

结果给予 ５０ｍｇ／Ｋｇ 的 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 腹腔注射 ， 辐照组小 鼠根据实际实验操作过程最终

给予总计 ２Ｇｙ（ ｌＧｙ
＊
２ ） 盆腔局部照射 。

５ ．２ 实验动物的处理

详见第
一

部分实验方法 。

５ ．３ 实验样本收集

卵巢组织样本收集 ： 小 鼠腹腔注射麻醉后 ， 以颈椎脱臼法处死小 鼠 ， 并将小 鼠

置于小动物解剖操作台上 ， 仔细解剖小 鼠盆腹腔 ， 去除小鼠卵巢组织周 围的脂肪 ，

将小 鼠双侧卵巢组织取出置于 ＤＥＰＣ 水中涮洗 ， 取出卵巢组织用吸水纸上吸掉卵巢

表面的液体 。 将
一

侧卵巢组织置于 ２ ．０ｍＬ 细胞冻存管中并迅速投入含液氮的容器中

保存用于 ＲＮＡ 测序及 ＲＴ－ＰＣＲ 实验 ， 另
一

侧卵巢组织按照前述 ＷＢ 方法中蛋 白样制

备方法制成 Ｗｅｓｔｅｍ－ｂｌｏｔ实验样本。

４ ． 卵巢组织的 ＲＮＡ 测序

本实验涉及到的卵巢组织 ＲＮＡ测序是委托上海欧易生物科技有限公司开展 ， 后

续的分析过程通过欧易云平台 （ｈｔ中ｓ ：／／ｃ ｌｏｕｄ ．ｏｅｂｉｏｔｅｃｈ ．ｃｏｍ／ｔａｓｋ／ ） 进行 。

５ ．ＲＴ－ＰＣＲ

（ １ ）ＲＴ－ＰＣＲ 操作按照 Ｔａｋａｒａ 公司生产的 ＳＹＢＲ试剂盒操作说明进行 ， 具体操

作如下 ：

表 ３－４ＰＣＲ实验中各反应液的配比

拭剂组分反应体积 （
ｕＬ

）

ＴＢＧｒｅｅｎ母液 ｌ 〇ｉ〇

ＰＣＲ ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ
（
１ ０ｕＭ

） ０ ．４

ＰＣＲ ＦｏｒｗｏｒｄＰｒｉｍｅｒ
（
１ ０ｕＭ

） ０ ．４

ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ母液 ０ ．４

ＤＮＡ 模板 ２ ．０

无酶水 ６ ．８

－ ８２ －
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总体积 ２０ ．０

（ ２ ） 按上述体系往 ９６孔板中加液结束后 ， 按照下表所示的程序进行 ＲＴ－ＰＣＲ反

应 ：

表 ３－５ＰＣＲ 实验的反应条件

ｉｉ

Ａ ．预变性 ９ ５
＾
ｃＷｓ

Ｂ ．ＰＣＲ
扩增循环 （ ４５Ｘ ）９５

°

Ｃ ５ ｓ

６０
°
Ｃ ３４ｓ

Ｃ ．溶解曲线 ９５
°

Ｃ １ ５ ｓ

６０
°

Ｃ ６０ｓ

９ ５
°

Ｃ １ ５ ｓ

（ ３ ） 待 ＰＣＲ 仪器提示反应结束后 ， 及时确定实验结果的溶解曲线和扩增 曲线 ；

（ ４ ） 根据反应曲线的结果进行 目 的基因相对表达量的计算 ， 具体计算公式如下 ：

目 的基因 的相对表达量＝

２

ＡＡＣｔ
＝
（ Ｃｔ

目 的基因
—Ｃｔ 内参基因） 实验组

？（ Ｇｔ 目 的翻
－Ｇｔ 内参細 ） 对醒

６ ．ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠的鉴定

（ １ ） 基因扩增样本制备 ：

（ ａ ） 在 ＴＬＲ２ ＫＯ（Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ） 小 鼠 出生后第 ２８ －

３ ５ 天之间 ， 用高压灭菌过的眼

科剪剪下约 ２ ． ５ｍｍ 小 鼠末梢尾巴置于 １ ． ５ｍＬ 无菌且不含 ＤＮＡ 、 ＲＮＡ酶的 ＥＰ 管中 ；

（ ｂ ） 往每个 ＥＰ 管中加入约 １ ００ｕＬ裂解液 ， 轻轻晃动 ＥＰ管 ， 确保小 鼠尾巴完全

浸没在溶液中 ， 裂解液配制参考表 ：

表 ３ －

６ 鼠尾鉴定操作中裂解液的配制表 （单个样本 ）

试剂体积（
ｕＬ

）

ＤＮＡ 提取溶液 ９６

酶混合物 ４

总体积 １ ００

（ ｃ ） 将所有样本垂直插在泡沫板上 ， 并将泡沫板置于 ５ ５
°

Ｃ水浴锅中孵育 １ ８ｍｉｎ
；

（ ｄ ） 将上述泡沫板取出 ， 转至 ９５

°

Ｃ 水浴锅中孵育 ５ｍｉｎ
；

－

８３ －
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

（ ｅ ） 往每个 ＥＰ管中各加入 ｌ ＯＯｕＬ 的反应终止液 ， 并在涡旋震荡器上震荡 ３０ｓ使

其充分混匀 ；

（ ｆ） 将上述 ＥＰ 管置于低速离心机上以 ８００ｒｐｍ 室温离心 ２ｍｉｎ
；

（ ｇ ） 从各 ＥＰ 管中取适量体积的上清液至
一

新的不含 ＤＮＡ、 ＲＮＡ 酶的无菌 ＥＰ

管中进行 ＰＣＲ检测

（ ２ ）ＰＣＲ扩增

（ ａ ）ＰＣＲ 扩增过程操作按照碧云天公司生产的 鼠尾基因型快速鉴定试剂盒操作

说明进行 ， 具体操作如下 ：

表 ３
－

７ ． 鼠尾鉴定操作中 ＰＣＲ反应体系配置表 （单个样本 ）

ｍｉ 体积 （ ｕｌ ）

双蒸水 １Ａ

ＰＣＲ反应模板 １

反应引物混合物 １ ． ６

ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（ ２Ｘ ） １ ０

总体积 ２０

（ ｂ ） 按上述体系往 ９６？Ｌ板中加液结束后 ， 按照下表所示的程序进行 ＰＣＲ 扩增

过程 ：

表 ３
－

８ ． 鼠尾鉴定操作中 ＰＣＲ扩增的反应条件

温度 （

。

〇

Ａ ．预变性 ９４ ３ｍｉｎ

Ｂ ．ＰＣＲ
扩增循环 （ ３ ０－

３ ５个 ） ９４ ３０ｓ

５ ５ ３０ｓ

７２ ｌｋｂ／ｍｉｎ

Ｃ ．延伸 ７２ ｌ Ｏｍｉｎ

（ ３ ） 琼脂糖凝胶电泳

（ ａ ） 琼脂糖制备 ：

（ｍ ） 量筒量取适量 １ ０Ｘ 的 ＴＡＥ溶液 ， 加入 ９倍体积的去离子水 ， 稀释成 ＩＸ 的

－

８４ －
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ＴＡＥ 溶液倒入烧杯中备用 ；

（ ａ２ ） 微量天平称量 ２ ． １
ｇ琼脂糖粉末加入 １ ４０ｍＬ ＴＡＥ 溶液中 ；

（ ａ３ ） 用搅拌棒充分搅拌混勾 ；

（ ３４ ） 将装有上述混合液的饶杯置入微波炉 中 ， ７５

°

ｃ加热 ２ １ ０ｓ ；

（ ａ５ ） 取出烧杯 ， 室温条件下降温至 ６０

°

Ｃ左右 ， 按照混合液 ： 核酸染料＝

１ ０００ ： １

的 比例加入 １ ４ｕＬ 核酸染料 ， 并小心混句 ， 避免产生气泡 ；

（ ｂ ） 将上述琼脂糖溶液缓慢倒入模具中 ， 室温环境静置 ２５ｍｉｎ 等待凝固 ， 注意

模具中齿梳放置方向 ， 避免倒置 ；

（ ｃ ） 取 出 模具两侧 固定装置 ， 并将模具放置于水平 电泳仪 中 ， 加入足量 ＩＸ

ＴＡＥ 溶液 ， 保证 ＴＡＥ 溶液漫过凝胶 ， 垂直拔出凝胶上的梳子 ；

（ ｄ ） 各梳孔中加入 １ ２ｕＬ 前述 ＰＣＲ 扩增结束后的产物 ， 所有待测样本单侧各加

入６ｕＬ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ， 设置反应条件 ： １ ３ ５Ｖ ， ２５ｍｉｎ
；

（ ｅ ） 电泳结束后 ， 将凝胶取出 ， 并置于曝光仪中曝光留存结果 。

７ ．ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠的扩增

根据前述基因鉴定操作结果 ， 选取 ＴＬＲ ２
－

Ｚ
－

小 鼠 ， 按照雌性 ： 雄性＝２ ： １ 比例进行

合笼 ， 并在怀孕后将孕 鼠单独饲养 ， 并记录每次分娩时间及子代数量 。

８ ？ 联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ 实验 ）

详见第
一

部分实验方法 。

９ ． 小 鼠胎儿数量计数

详见第
一

部分实验方法 。

１０ ．Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ实验

详见第二部分实验方法 。

１ １ ． 统计学分析

本 文 涉 及 检 测 的 实 验 均 重 复 ３ 次 以 上 ， 所 有 数据 都 用 平 均 值±标 准 差

（ＭｅａｎｓｉＳＤ ） 来表示 。 计量资料间 的差异性分析 ， 两组之间 的差异 比较采用非配对

的 ｔ 检验 。 ３ 组及 ３ 组 以上之间的差异分析 ， 若满足正态分布且方差齐 ， 采用单因素

方差分析 （ＡＮＯＶＡ ） ， 进
一

步两两之间 的 比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验 。 若方差不齐 ，

－

８ ５ －
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

则采用 Ｍ ａｎｎｅｒ－Ｗｈｉ ｔｎｅｙ 检验 。 计数资料间 的差异性分析采用 了ｆｉ ｓｈｅｒ 确切概率法 ，

Ｐ＜０ ． ０５ 被认为在统计学上具有显著性差异 。

三 、 实验结果

（ １ ） 差异基因筛选

造模成功后第 ７ 天 ， 通过解剖将单纯辐照组小 鼠及辐照给药组小 鼠 的 卵巢组织

取 出 ， 在不含 ＤＮＡ 、 ＲＮＡ 酶的 ＤＥＰＣ 水中涮洗后 ， 立即置于液氮组织 中保存 ， 之后

将小 鼠卵巢组织按照标准操作流程进行基因表达谱分析 ， 差异基因按照 ｐ
＜ 〇 ． 〇５ 及

｜

ｌｏｇ２ＦＣ
｜

＞ ０ ． ８ ５ 这
一

阈值进行筛选 ， 结果如 图 ３
－

１ 所示 。 与单纯辐照组相 比 ， 给药辐

照组共筛选 出 ２ ６ ８ 个差异基因 ， 其中有 １ ５ ６ 个基因上调 ， 有 １ １ ２ 个基因 下调 。

Ａ Ｚ
ｙ
ｍ －ｖ ｓ

－Ｃ ｏ ｎ
：

ｐ
－

ｖ ａ ｌ ｕ ｅ
＜
０ ． ０５＆ ＆

 ｜

ｌ ｏｇ ２
ＦＣ

｜

＞ ０ ． ８ ５ Ｂ

Ｚ ｙ
ｍ 

－

ｖｓ
－

Ｃｏ ｎ  ：

 ｐ
－

ｖａ ｌ ｕ ｅ ＜ ０ ． ０ ５ ＆ ＆  ｌ ｌ ｏ
ｇ
２ ＦＣ Ｉ

＞  ０ ． ８ ５

￣

：

ｃｏ

ｉ
ｔ ｉ ｏｎ §

１ ？  ＳＴ
３

ｃｏｎ ｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ？  ｉｗ

■ 〇〇〇


〇 ８

＿
．

２ ｉ

１
？

．

．
？

 ．
？

． ｉ
＇

 ？

…
．

． ．
． ．

，

＾ ￣￣￣

？

６
－

４－

２ ０ ２ ４
６ ６

ｆ ｉ ｔ
，

？

ｕ－ １ Ｉ Ｓ ；
－ ？ｗ

图 ３ －

１Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ －Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护的差异基因筛选 。 （ Ａ ） 差异表达基因热图 ；

（ Ｂ ） 差异表达基因火山 图 。

（ ２ ） 卵巢组织测序结果相关差异表达基因 的定量 ＰＣＲ 验证

根据前期两组小 鼠卵巢组织转录组测序结果 ， 选取合适周龄的 Ｃ ５ ７ＢＬ／６ 雌性小

鼠 ， 在适应性饲养之后随机分成单纯辐照组及给药辐照组 。 辐照前通过腹腔注射两

次给药 ， 给药结束后所有小 鼠均接受 ２ ． ０Ｇｙ单次盆腔局部照射 ， 照后
一

周解剖小 鼠

－ ８ ６ －
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卵巢组织并进行抽提ＲＮＡ进行定量ＰＣＲ验证 。 结果如图 ３
－

２ 所示 ， 与单纯辐照组相

比 ， 给药辐照组小 鼠 卵巢组织的 ７７ｒ２ 、 Ｃｃ ／５ 、 Ｃｃ／Ｊ 、 说以 、 Ｗ狀及及 基因表达量

均上调 ， 存在 明显统计学差异 。 翻 阅差异分子列表及本部分的 ＰＣＲ结果验证 ， 均证

实在差异基因 中 ， ７７ｒ２ 基因 的差异倍数最大 。

＿
１ ５ ，ＴＬＲ２Ｂ

９ＣＣＬ３Ｃ
６ＣＣＬ５

０ ＞
＊

０ ）

Ｉ＊＊ Ｉ Ｉ＊＊

ＣＣＣ

￡ １ ０
－ ３６ － ＾４ －
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图 ３
－

２ 部分差异基因 的定量 ＰＣＲ 验证结果 。 （ Ａ ） 小 鼠 卵巢组织 中 ＴＬＲ２ 的相对表达量 ；

（ ２ ） 小 鼠 卵巢组织 中 ＴＬＲ２ 的相对表达量 ；
（ ３ ） 小 鼠卵巢组织 中 ＴＬＲ２ 的相对表达量 ：

（ ４ ）

小 鼠 卵巢组织 中 ＴＬＲ２ 的相对表达量 ；
（ ５ ） 小 鼠卵巢组织 中 ＴＬＲ２ 的相对表达量 ；

（ ６ ） 小 鼠 卵

巢组织 中 ＴＬＲ２ 的相对表达量 。 （ ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊
： Ｐ＜０ ． ０ ５

；

＊ ＊
： 尸＜０ ． ０ １ ：＊ ＊ ＊

：Ｐ＜０ ． ００ １ ）

（ ３ ）ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠的构建

ＴＬＲ２ 遗传性阻断小 鼠构建示意 图如下 图 ３
－

１ 所示 ， 前期我们查阅文献得知编码

小 鼠 ７７ｒ２ 的基因位于 ３ 号染色体 ， 共有 ３ 个外显子 ， 其 中 ＡＴＧ 起始密码子在外显子

３ 中 ， ＴＡＧ 终止密码子也在第 ３ 外显子中 ， 我们 以此选定外显子 ３ 作为敲除的靶位

点 ， 预计有效敲除的 区域约 １ ９ １ ５ｂ
ｐ ， 经过基 因文库查 阅和论证 ， 证实该敲除区域除

ＴＬＲ２ 以外不包含任何其他 已知基因 。 基于 以上理论 ， 采用 国 际上通用 的 ＣＲ Ｉ Ｓ ＰＲ －

Ｃ ａｓ９ 技术将 ｃａｓ９ 和 ｇＲＮＡ 共同注射到受精卵 中 ， 根据子代幼崽时期的基因 鉴定结果

－

８ ７
－
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

判断该基因敲除小 鼠构建的成功与否 。

Ａ Ｖ／ ｌ ｋｔｔｙ ｐｃ  ａ ｌ ｌｅ ｔｃ
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．＾
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 ■

图 ３ －３ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠的构建示意图

（ ４ ）ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠的鉴定

在小 鼠 出生后 ２ ８
－

３ ５ 天之间 ， 通过 鼠尾鉴定进行基因型鉴定 ， 根据 比对阳性

对照 （ Ｐ ： Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅＣｏｎｔｒｏ ｌ ） 、 野生型 （ＷＴ ／Ｂ ６ ：Ｗ ｉ ｌ ｄ ｔｙｐｅ ） 及空 白 对照组 （ Ｎ ：Ｎｏ
－

Ｔｅｍ
ｐ

ｌ ａ ｔｅ Ｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ ） 的显影进行最终结果判读 ， 并将 ＴＬＲ２
－＂
小 鼠按照雌雄 比＝

２ ： １

进行合笼 ， 进行 ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠的扩增 。
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１ ２０ １ ２ １ １ ２２ １ ２３ １ ２４ １ ２５ １ ２６ １ ２７ １ ２８ １ ２９ １
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图 ３ －５ＴＬＲ２ 基因遗传性阻断小 鼠鉴定结果图

（ ５ ）ＴＬＲ２ＫＯ 能够逆转 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 对辐照小 鼠卵巢激素水

－

８ ８ －





Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ
－Ａ 对放疗 性 卵 巢损 伤 的 防护 效应 及机制研 究

平紊乱的改善作用

如前所述 ， Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ
－Ａ 可 以对放疗性小 鼠卵巢激素的紊乱发挥改善性作用 ， 在

此部分 ， 我们在 ＴＬＲ２ ＫＯ 小 鼠体 内 幵展研究 ， 探讨 ＴＬＲ２ 受体在此过程 中 发挥的作

用 。 结果如 图 ３
－

５ 所示 ， 相较于单纯辐照组 ， ＴＬＲ２ ＫＯ 辐照组小 鼠卵巢性激素 ＡＭＨ 、

Ｅ２ 水平进
一

步降低 ， ＦＳＨ 、 ＬＨ 水平进
一

步升高 ， 且二者间均具有统计学意义 ， 提示

ＴＬＲ２ 受体在辐照 诱导 的 小 鼠 卵巢激素紊乱调节 中 发挥重要 作 用 。 另 外 ， 相较于

ＴＬＲ２ ＫＯ 辐照组 ， ＴＬＲ２ ＫＯ 给药辐照组小 鼠的 卵巢性激素包括 ＡＭＨ 、 Ｆ ＳＨ 、 ＬＨ 及

Ｅ２ 水平均未见明显提高 ， 表明 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ 对辐照小 鼠卵巢激素水平紊乱的改善主要

是通过靶 向 ＴＬＲ２ 受体发挥作用 的 。

Ａ
３ＳＯ〇

１
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图 ３ －

５ＴＬＲ２ＫＯ 能够逆转 Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ －Ａ 对辐照小 鼠卵巢激素水平紊乱的改善作用 。 （ Ａ ） 各

－

８ ９
－



海军 军 医 大学硕士学位论文


组小 鼠 卵巢 ＡＭＨ 水平变化 ；
（ Ｂ ） 各组小 鼠卵巢 Ｅ２ 水平变化 ；

（ Ｃ ） 各组小 鼠卵巢 ＦＳＨ 水平变

化 ；
（ Ｄ ） 各组小 鼠 卵巢 Ｅ２ 水平变化 。 （ＷＴ＋ ＩＲ ：单纯辐照组 ；

ＷＴ＋ ＩＲ＋Ｚｙｍ ：给药辐照组 ； ＴＬＲ２

ＫＯ＋ ＩＲ ：ＴＬＲ２ＫＯ辐照组 ； ＴＬＲ２ＫＯ＋ ＩＲ＋Ｚｙｍ ：丁ＬＲ２ＫＯ给药辐照组 ） （

＊
： 尸＜ ０ ． ０５

；＊ ＊
： 尸

＜ ０ ． ０ １
；

＊ ＊ ＊
： 尸＜ ０ ． ００ １ ）

（ ６ ）ＴＬＲ２ＫＯ 可 以逆转 Ｚｙｍｏ ｓａｎ ＿Ａ 对辐照小 鼠的生殖功能

的改善作用

如前所述 ， Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ－Ａ 可 以对辐照小 鼠 的生殖功能 的发挥改善作用 。 在此部分 ，

我们通过在 ＴＬＲ２Ｋ？ 小 鼠体 内 开展实验 ， 并对各组小 鼠的妊娠率及妊娠后胚胎数量

进行计数 。 结果如 图 ３
－

６ 所示 ， 与单纯辐照组相 比 ， ＴＬＲ２ ＫＯ 辐照组小 鼠无论在妊

娠率方面还是妊娠后胚胎数量计数上均更低 ， 二组间存在统计学差异 ， 提示 ＴＬＲ２

受体在辐照诱导的小 鼠生殖功能障碍中发挥重要作用 。 此外 ， 相较于 ＴＬＲ２ ＫＯ 辐照

组 ， ＴＬＲ２ＫＯ 辐照给药组小 鼠无论在妊娠率方面还是妊娠后胚胎数量计数上均未见

明显提高 ， 表明 Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ－Ａ 对辐照小 鼠生殖功能的改善主要是通过靶 向 ＴＬＲ２ 受体

发挥作用 的 。

Ａ
１ ２

］
Ｂ
２ ０ ．

■ＹＥＳ■ＮＯ

９
－

 ＊Ｎ ＿ Ｓ ．

一１ ５
－

＊＊

／／／／＃人， ＃

／ ｖ／，ｗ
图 ３

－６ＴＬＲ２ＫＯ 可 以逆转 Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ－Ａ 对辐照小 鼠 的生殖功能的改善作用 。 （ Ａ ） 不 同组别

小 鼠 的妊娠率 ；
（ Ｂ ） 不同组别 小 鼠的胎儿数量 。 ＷＴ＋ ＩＲ ：单纯辐照组 ；

ＷＴ＋ ＩＲ＋Ｚｙｍ ：给药辐照

组 ；
ＴＬＲ２ ＫＯ＋ ＩＲ ：ＴＬＲ２ ＫＯ 辐照组 ；

ＴＬＲ２ ＫＯ＋ ＩＲ＋Ｚｙｍ ：ＴＬＲ２ ＫＯ给药辐照组 。 （
＊

：

－ ９０ －





Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损 伤 的 防栌 效应及机制研究

Ｐ＜０ ． ０５
；＊ ＊

： Ｐ＜０ ．０ １ ）

（ ７ ） 上调差异表达基因的 ＫＥＧＧ 功能富集分析

紧接着 ， 我们开始 了Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放射性卵巢损伤防护的机制探索 。 在此 ，

我们根据前期 小 鼠 卵巢组织转录组测序结 果 ， 对筛选 出 来 的 上调 差异基 因进行

ＫＥＧＧ 功 能富集分析 ， 结果显示在上调差异基因 中 ， ＫＥＧＧ 首要富集于 Ｔｏ ｌ ｌ
－

ｌ ｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ， 这与前期相关研究的结果基本
一

致 。 对 ＫＥＧＧ 功能富集

列表继续分析 ， 我们发现 ， 其还可有富集于 ＮＦ －ｋａｐｐａ Ｂｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ， 于是我们

提 出假设 ， Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤发挥防护效应主要是通过靶 向 Ｔｏ ｌ ｌ
－

ｌｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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图 ３ －７Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ
－Ａ 发挥卵巢辐射损伤防护 的差异表达基因 ＫＥＧＧ 功能富集分析 。 （ Ａ ） 卵

巢组织测序上调基因 的 ＫＥＧＧ 差异 图 ；
（ Ｂ ） 卵巢组织测序的上调差异基因 ＫＥＧＧ 和弦图 。

（ ８ ） 靶向 ＴＬＲｓ 通路及 ＮＦ－ｋＢ 通路相关蛋 白表达量验证

最后 ， 我们在蛋 白 水平对 ＴＬＲ ｓ通路及 ＮＦ －ｋＢ 通路相关蛋 白 的表达量进行验证 。

将小 鼠分成单纯辐照组及给药辐照组 ， 在腹腔注射 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 后给予前述相 同条件

的辐照方式及辐照剂量 ， 在照射后第 ７ 天 ， 收集各组小 鼠 的 卵巢组织进行蛋 白提取 。

利 用 Ｗｅｓｔｅｍ
－Ｂ ｌｏｔ 方法进行蛋 白 表达量的验证 ， 然后将 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ－Ｂ ｌｏｔ 原始结 果经

ＩｍａｇｅＪ进行灰度定量 ， 并进行统计学分析 。 结果如 图 ３
－

８ 所示 ， 与单纯辐照组相 比 ，

给药辐照组小 鼠 卵巢组织的 ＴＬＲ２ 、 Ｍｙｄ ８ ８ 、 Ｐ ６ ５ 的表达量均显著上调 。 在磷酸化修

饰的蛋 白表达水平上 ， 给药辐照组小 鼠相较单纯辐 照组小 鼠 卵巢组织的 Ｐ
－Ｐ ６ ５ 、 ｐ

－

ＩＫＫａ／
卩 的表达量同样上调 ， 均具有统计学差异 。

－ ９２ －
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图 ３ －

８ 靶向 ＴＬＲ ｓ 通路及 ＮＦ－ｋＢ 通路相关蛋 白表达量验证 。 （ Ａ ） 靶向 ＴＬＲ ｓ 通路及 ＮＦ －ｋＢ

通路相关蛋 白 Ｗｅ ｓ ｔｅｍ－ｂ ｌｏ ｔ 代表性图片 ：
（ Ｂ ） 对 Ｐ６５ 、 ＴＬＲ２ 、 Ｍｙｄ８ ８ 及 ｐ

－Ｐ ６ ５ 、 ｐ
－

ＩＫＫａ／
ｐ 蛋 白

相对表达量的定量分析统计 图 。 （ ＩＲ＋Ｎ Ｓ ： 单纯辐照组 ；
ＩＲ＋Ｚｙｍ ： 给药辐照组 ） （

＊ ＊
：Ｐ＜０ ． ０ １ ：

＊ ＊ ＊
：／

＊

＜０ ． ０ ０ １ ）

四 、 小结

在本部分的研宄过程 中 ， 我们通过对单纯辐照组小 鼠及辐照给药组小 鼠的卵巢

组织进行转录组测序 ， 并对测序结果进行进
一

步分析和验证 ， 以及在 ＴＬＲ２ Ｋ？ 小 鼠

体 内 开展相关研究 ， 具体结果如下 ：

（ １ ） 通过对两组小 鼠 卵巢组织进行转录测序 ， 最终筛选 出 ２ ６ ８ 个差异基因 ， 其

中有 １ ５ ６ 个基因 上调 ， 有 １ １ ２ 个基因下调 ， 其中在上调差异基因 中差异最明显的是

７７／

－

２ 基因 ；

Ｃ ２ ） 与单纯照射组小 鼠相 比 ， ＴＬＲ２ 基因敲除会加重小 鼠卵巢的性激素水平紊

乱 ；

（ ３ ） 相较于单纯辐照组 ， ＴＬＲ２ ＫＯ 辐照组小 鼠 的生殖功能障碍更严重 ；

（ ４ ）Ｚｙｍ ｏ ｓａｎ－Ａ 发挥放射性卵巢损伤防护可能是主要耙向 ＴＬＲ２ 受体 ；

（ ５ ）Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 发挥放射性卵巢损伤防护 效应可能主要是通过耙 向 ＴＬＲ ｓ 通路

及 ＮＦ －ｋＢ 通路产生作用 ， ＲＴ－ＰＣＲ 及 Ｗｅ ｓ ｔｅｍ－ｂ ｌ ｏ ｔ 实验结果也基本证实 了上述提出

的潜在靶向通路假说 。

－ ９ ３
－
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

五 、 讨论

Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可 以通过耙向激活 ＴＬＲ２ 受体参与机体免疫活动 已得到 了 国 内外研

究者证实 。 近 １ ０ 年来 ， 围绕 ＴＬＲｓ 受体及其配体在辐射损伤防护中 的研宄相对热

门 ， ＴＬＲ２ 受体及其配体在抗辐射损伤中的重要作用 已被证实 ［
１ ２

，
１ ３

］

。 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 作

为
一

种 ＴＬＲ２ 配体 ， 既往的研究证实其可 以通过靶向激活 ＴＬＲ２ 诱导 ＮＦ －ｋＢ 磷酸化

和核转位 ， 进而发挥抑制细胞凋亡 ， 促进细胞増殖 ， 清除 自 由基的作用 ［
１ ４＿

１ ６
］

。

转录组是指在某
一

生理条件下 ， 特定组织或细胞转录出来的所有产物的集合 ，

包括信使 ＲＮＡ 、 核糖体 ＲＮＡ 、 转运 ＲＮＡ 及非编码 ＲＮＡ 。 对转录组开展研究 ， 可

以从整体层面把握基因的功能和结构 ， 对某
一

特定生物学进程和相关疾病发生过程

中 的分子机理探索具有十分重要的意义 ［
１ ７

，
１ ８

］

。 转录组测序 （ ＲＮＡ－Ｓｅｑ ） 是近些年来

发展起来的
一

种高效 、 快捷的转录组研究手段 ， 广泛应用于生物学研究 、 医学研

究 、 临床研究和药物研发等 。 在此部分研究中 ， 我们通过转录组测序技术 ， 在辐射

给药组和单纯辐照组小 鼠卵巢组织之间最终确定 ２６８ 个差异基因 ， 其中 １ ５６ 个差异

基因显著上调 ， １ １ ２ 个差异基因显著下调 。 对差异基因列表进行分析发现上调基因

差异最大的是 ７７ｒ２ ， 这与 国 内外研宄结果基本
一

致 。 由此 ， 我们构建了ＴＬＲ２ ＫＯ 小

鼠 ， 并在 ＴＬＲ２ ＫＯ 小 鼠体 内开展相关研究 。 结果显示 ， 相较于单纯辐射小 鼠 ，

ＴＬＲ２ 基因敲除小 鼠的卵巢 内分泌功能紊乱及生殖功能障碍更严重 ， 提示 ＴＬＲ２ 可能

是放射性卵巢损伤防护的重要靶点 。 此外 ， 我们通过对上调差异基因进行 ＫＥＧＧ 分

析 ， 其在 ＴＬＲｓ 通路及 ＮＦ －ｋＢ 通路显著富集 。 这与本课题组前期部分工作 己经证实

的 ＮＦ－ｋＢ 信号通路在辐射损伤防护 中发挥着重要作用 的结果基本
一

致 。 进
一

步我们

通过 ＲＴ－ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｍ－ｂ ｌｏｔ 实验对测序结果进行验证 ， 结果显示 ， 与单纯辐照组相

比 ， 辐照给药组卵巢组织中靶向 ＴＬＲｓ 通路及 ＮＦ －ｋＢ 通路部分基因及蛋 白 的表达量

显著上调 。

总之 ， 本部分研究通过转录组测序技术筛选出差异基因 ， 根据差异基因构建了

ＴＬＲ２ ＫＯ 小鼠 ， 并开展相关体内实验进行论证说明 ， 进
一

步对差异基因的分析筛选

出潜在的作用通路 ， 并从基因和蛋 白表达水平上加 以验证 ， 初步阐 明 Ｚ
ｙ
ｍｏｓａｎ

－Ａ 在

体 内和体外发挥福射损伤防护效应的机制 ： Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 通过耙向激活 ＴＬＲｓ 通路和

ＮＦ－ｋＢ 通路对放射性卵巢损伤防护发挥关键作用 。

－ ９４ －
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Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性郎巢损伤的防护效应及机制研究

全文总结

放射治疗作为肿瘤综合治疗中 的
一

项关键技术 ， 在为人类带来福利的 同时 ， 也

为人类健康带来了潜在影响 。 卵巢作为维持女性正常生理功能的重要器官 ， 是体 内

辐射敏感组织之
一

， 较低剂量的射线就会影响卵巢功能 。 在本研宄 中 ， 我们 以前期

筛选出来的 ＴＬＲ２ 配体 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 开展实验 ， 通过一系列体内外实验证实其可以对

小 鼠的卵巢辐射损伤发挥防护效应 ， 并通过相关实验对其机制进行了初步探索 。

Ｚ
ｙｍｏｓａｎ－Ａ 是

一

类通过 ｐ
－

ｌ
，
３ 糖苷键连接的葡聚糖 ， 主要 由啤酒糖酵母真菌壁制

备而成 。 近年来 ， 关于 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对机体发挥效应的研宄己有相关报道 ， 例如 ， 有

报道指出其可作为免疫佐剂参与机体的免疫调节 ， 从而发挥促进机体损伤修复以及

抗肿瘤等作用 。 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ可以通过｜Ｅ向 ＴＬＲｓ通路激活Ｍｙｄ８８ ， 其下游促使 ＮＦ－ｋＢ

激活 ， 诱导 ＮＦ－ｋＢ 的磷酸化和核转位 ， 在过去的研宄中 曾被用于诱发多器官功能衰

竭综合征及关节炎 。 近些年来 ， 其在辐射损伤防护领域的作用也被报道 ， 但其在辐

射防护 中的作用及其机制 尚未完全阐 明 。

本课题前期预实验证实 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可 以对放射性卵巢损伤发挥防护效应 ， 基于

此 ， 我们开展了具体研宄 。 研宄 内容主要分为三部分 ， 分别是放射性卵巢损伤模型

的构建及 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 药物安全性研宄 、 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应研

宄及 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护效应的初步机制探讨 。

一

、 放射性卵巢损伤模型的构建及 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 药物安全性

研究

在该部分研宄的初始 ， 我们通过设置辐照剂量梯度及不同的辐照次数 ， 采取盆

腔局部放疗 ， 通过对小 鼠卵巢性激素水平及小 鼠胚胎数 目 统计分析成功构建 了
一

个

相对稳定的放射性卵巢损伤动物模型 。 紧接着 ， 在前期毒性试验研宄的基础上 ， 继

续从小 鼠肝酶水平、 肌酐水平以及血液学等指标评估 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 的生存毒性 ， 并通

过小 鼠胚胎数量计数来评估其生殖毒性 。 另外 ， 我们还在小 鼠卵巢颗粒细胞上开展

了相关细胞毒性研宄 ， 从体内外水平共同评估其作为潜在卵巢辐射损伤防护剂的可

能性和应用前景 。

－ ９７ －
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

二、 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 对放疗性卵巢损伤的防护效应研究

在 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 发挥辐射损伤防护效应这
一

研宄 内容中 ， 我们从体 内外开展多方

面实验 。 在小 鼠体 内 ， 我们计数了单纯辐照组小 鼠及辐照给药组小 鼠 的卵巢性激素

水平 ， 结果表面 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 可显著降低辐射诱导的 Ｆ ＳＨ 及 ＬＨ 升高 ， 提升福照小 鼠

卵巢 ＡＭＨ 及 Ｅ２ 水平 。 在卵巢重量及卵巢器官系数的统计上 ， 相较于单纯辐照组 ，

给药辐照组小 鼠卵巢重量及卵巢器官系数在统计上均显著提升 。 紧接着 ， 我们根据

各组小 鼠 的卵巢组织病理切片进行卵泡计数 ， 结果显示 ， 辐照前给予 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 预

处理可有效增加小 鼠卵巢组织 中各级效应卵泡的数量 ， 而闭锁卵泡数 目 较单纯辐照

组 明显减少 。 在卵巢生殖功能的评估 中 ， 我们首先通过小 鼠 阴道粘液栓情况评估 了

其妊娠率 ， 紧接着通过计数各组妊娠小 鼠在其妊娠后某
一

时间点子宫 内胚胎的数 目

并进行统计分析 ， 证实 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 可 以对辐射诱导的小 鼠卵巢生殖功能损害发挥

一

定程度的改善作用 。 在小 鼠卵巢功能评估过程中 ， 我们还对各组小 鼠 的动情周 期

进行监测 ， 结果显示 ， 相较于单纯辐照组近 ２／３ 的小 鼠 出现了动情周期紊乱 ， 辐照给

药组仅有 ４ ５％左右发生了动情周期紊乱 。 在该部分研究过程中 ， 我们还开展相关实

验评估 了Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 对小 鼠卵巢辐射防护效应的远期影响 ， 实验结果表明 ， 与单纯

辐照组相 比 ， 辐照给药组小 鼠后代体重更高 ， 且具有 明显差异 。 体外细胞实验主要

以辐照后小 鼠卵巢颗粒细胞活力 、 小 鼠卵巢颗粒细胞克隆形成率及辐照后小 鼠卵巢

颗粒细胞凋亡率等指标来评价 Ｚｙｍｏ ｓａｎ
－Ａ 对放射线引起的小 鼠卵巢损伤的防护效应 。

在辐照前 １ ２ 小时和辐照前 ２ 小时分别给予小 鼠卵巢颗粒细胞 Ｚｙｍｏｓ ａｎ －Ａ 预刺激 ， 并

检测上述指标 ， 结果显示 ， Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 可 以 明显提高辐照后小 鼠卵巢颗粒细胞的细

胞活力和克隆形成率并降低辐照诱导的小 鼠卵巢颗粒细胞的凋亡率 。 综上所述 ， 此

部分研宄 内容从体 内到体外实验 ， 在多个方面 ， 通过多重指标全面评价 Ｚｙｍｏ ｓ ａｎ
－Ａ

的辐射防护作用 。

三 、 Ｚｙｍｏ ｓａｎ－Ａ 发挥放疗性卵巢损伤防护效应的初步机制

探讨

在 Ｚｙｍｏ ｓａｎ －Ａ 发挥卵巢辐射损伤防护作用初步机制探讨这
一

研究 内容 中我们首

先运用转录组测序方法进行差异基因筛选 ， 根据差异基因结果构建了ＴＬＲ２ＫＯ 小 鼠

－ ９ ８ －
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Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ 对放疗性郎巢损伤的 防护效应及机制研究

并开展相关实验进行验证 ， 最后通过 ＲＴ－ＰＣＲ 实验和 Ｗｅｓｔｅｍ
－ｂｌｏｔ 实验加 以验证 。 通

过对单纯辐照组及辐照给药组小 鼠卵巢组织进行转录组测序 ， 最终确定 ２６８ 个差异

表达基因 ， 其中 １ ５ ６ 个差异基因显著上调 ， １ １ ２个差异基因显著下调 。 对上调差异基

因分析发现 ， 的差异显著性最大 ， 根据这
一

结果 以及前期其他实验结果 ， 我们

构建了ＴＬＲ２ 基因敲除小 鼠并开展研宄 ， 结果证实 ， ＴＬＲ２ 基因的敲除会显著加重放

射线对小 鼠卵巢组织的损伤 。 进
一

步 ， 我们进行差异基因的 ＫＥＧＧ 分析 ， 发现上调

基因主要在 ＴＬＲｓ通路及 ＮＦ－ｋＢ 通路显著富集 。 这与课题组前期工作中 已经证实 ＮＦ－

ｋＢ信号通路与辖射防护有关相
一

致 。 最后 ， 我们通过 ＲＴ－ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｍ－ｂｌｏｔ实验进

一

步验证 ， 得出相同结论。

四 、 创新性

（ １ ） 模拟临床盆腔放疗过程 ， 通过设置放射剂量梯度及不同辐照次数 ， 构建了

一

个相对稳定的放射性卵巢损伤动物模型 ；

（ ２ ） 通过文献调研 、 理论分析和预实验验证 ， 筛选出潜在卵巢辐射损伤防护剂

Ｚｙｍｏｓａｎ
－Ａ ， 并对其毒性及卵巢辐射损伤防护作用进行了系统性研宄 ；

（ ３ ） 运用转录组测序筛选出 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ发挥卵巢辐射损伤防护效应的潜在靶点

和机制 。

五 ． 不足之处

（ １ ） 虽然我们通过体内外实验证实了其可 以对小 鼠卵巢组织发挥辖射损伤防护

效应 ， 但其发挥效应的具体耙细胞未知 ；

（ ２ ） 我们通过转录组测序筛选出 Ｚｙｍｏｓａｎ－Ａ发挥放射性卵巢损伤防护效应的潜

在通路 ， 但对其验证的工作 目 前尚不深入 ， 后期拟继续通过在基因敲除小 鼠层面开

展相关研究 ， 同时运用受体或通路抑制剂进行相关论证 ；

（ ３ ） 初步的转录组测序结果筛选出
一

个可能的关键基因 ： ｒ／ｒ２ ， 但其验证工作

开展的 尚不深入 ， 后续仍需在小 鼠及细胞等多个层面开展研宄 ； 此外 ， 后续研究过

程中拟继续对转录组测序结果进行分析和挖掘 ， 希望找寻出其他的参与卵巢辐射损

伤防护的关键基因 。

－ ９９ －
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

综述

放射治疗对卵巢功能影响的机制及防护研究

进展

摘要

随着肿瘤综合治疗措施的不断发展 ， 在提高肿瘤患者生存率的 同时 ， 对于年轻

女性肿瘤患者的生育力保存 ， 日 益 引 起重视 。 放疗作为肿瘤综合治疗中 的重要组成

部分 ， 可引 起青春期和育龄女性的卵巢损伤 ， 进而导致其生育力下降及
一

系列不 良

反应 。 放射线除直接作用于生物大分子进而 引 起卵巢损伤外 ， 还可 以通过增加各级

卵母细胞及卵巢颗粒细胞间 的氧化应激水平 引 起卵巢间接损伤 。 现阶段 ， 在接受放

射治疗的女性肿瘤患者生育力保存具体实践过程中 ， 主要包含物理防护 、 药物防护

及生物防护三方面措施 。 近些年来 ， 相关女性肿瘤患者的生育力保存新技术的发展

也为此带来 了新希望 ， 包括防护效果 、 患者年龄 、 具体肿瘤治疗措施的选择等在 内

的因素 ， 是生育力保存相关措施选择过程中主要考虑的方面 。 本文综述放射治疗 引

起卵巢损伤的研宄进展 ， 着重介绍对接受放疗的年轻女性肿瘤患者的生育力保存措

施与新技术进展 。

关键词 ： 放射治疗 ， 卵巢损伤 ， 继发性卵巢功能不全 ， 生殖功能 ， 生育力保存

２０２０ 年 ， 全世界新发女性恶性肿瘤患者达 ９２ ０ 万 以上 ， 其中相当部分为青春期

前和育龄女性 ［
１

］

。 以手术及放化疗为主的肿瘤综合治疗措施的不断发展 ， 使得肿瘤

患者的生存率得到极大提高 ， 同时也对肿瘤患者的生活质量提 出 了更高要求 ［
２

］

。 对

于育龄期女性 ， 包括放射治疗在 内 的肿瘤治疗在
一

定程度上均可能会造成卵巢功能

损伤 ， 致使卵巢储备过早耗尽 、 卵巢 内分泌功能紊乱 ， 从而导致育龄期女性肿瘤幸

存者生育能力下降和更年期提前等
一

系列远期影响 ［
３

＿

４
］

。

女性卵巢卵泡池 内 的卵泡数量是固定的 ， 出生后即不可再生 ， 并且随着年龄的

增长而下 降 。 越来越多 的临床肿瘤医生逐渐意识到在肿瘤治疗过程中及时评估育龄

期女性肿瘤患者的卵巢功能 ， 尽早地发现卵巢损伤 ， 及时采取千预措施 ， 对于保存

生育能力 ， 具有十分重要的意义 。 然而 ， 目 前 的研宄重点往往聚集于肿瘤治疗本身 ，

对于女性肿瘤患者的生殖 内分泌及生育能力保存的关注较少 。 鉴于此 ， 本文就近些

－

１ ０ ０ －
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年相关研宄及进展做
一

综述 。

一

、 放射治疗对卵巢功能的影响

所有接受盆腹腔 区域放疗的年轻女性肿瘤患者其卵巢功能均有可能受到影响 ，

具体的影响程度大小主要取决于放疗的剂量 、 照射的 区域 以及患者年龄 ［
５４

］

。 通常对

于在骨盆外 区域接受放疗及青春期前接受放疗的女性来说 ， 发生继发性卵巢功能不

全的风险相对较低 ［
６

］

。

放射治疗对女性肿瘤患者卵巢功能的影响根据发生的时间快慢可分为急性损伤

及慢性损伤 。 急性损伤通常发生在较大剂量的放射治疗之后 ， 导致卵巢组织在短时

间 内 发生不可逆损伤 ， 直接引 起卵巢功能的丧失 ， 出现更年期症状 ， 表现出潮热 、

情绪变化 、 阴道的干燥及萎缩 以及闭经等 。 慢性损伤通常持续存在 ， 且影响较持久 。

在青春期之前接受盆腔 区域放疗的女童 ， 可能 出现青春期 的发育障碍 ， 第二性征延

迟 ， 月 经稀发 ， 甚至直接不发育 ［
７

］

。 对于接受盆腔放疗的育龄期女性肿瘤患者 ， 因

卵巢慢性损伤的影响 ， 可出现骨密度降低 ， 表现为骨质减少 以及骨质疏松 ［
６

＿

８
］

。 另外 ，

有报道指 出放射治疗 引 起的卵巢慢性损伤还可增加某些心血管系统疾病的发病率 ［
？７

］

。

在月 经方面 ， 放射治疗 引 起的卵巢慢性损伤主要表现为月 经量减少 、 月 经稀发 ， 月

经期紊乱 ， 暂时性闭经等＞
８

］

。

卵泡是女性卵巢 的基本功能单位 ， 由 卵母细胞和卵巢颗粒细胞组成 。 卵母细胞

对辐 射高度敏感 ， Ｗａ ｌ ｌａｃｅ 等 的研宄证 实 ， 引 起人类
一

半 卵泡 闭锁 的放疗剂量

（ ＬＤ ５ ０ ）＜ ２Ｇｙ ， 且卵泡的放疗敏感性受年龄的影响 ： ４０ 岁 以下的妇女敏感性较低 ，

需要 ２０Ｇｙ 才能出现卵巢的永久性损伤 ， 而老年妇女仅需要 ６Ｇｙ 。 这种辐射剂量与

年龄的反 比关系可能是随着年龄的增长卵泡池 中原始卵泡数量下降的结果 ［
１ Ｇ

］

。 此外 ，

卵母细胞的辐射敏感性还与具体的卵泡阶段相关 ， 未成熟卵泡相 比成熟卵泡辐射敏

感性更低 ， 更不易受到 Ｙ 射线的损伤
［
９

］

。 卵巢颗粒细胞的增殖与分化直接影响着卵泡

的生长启动 、 发育 、 排卵 、 黄体形成 以及 留体激素分泌等卵巢功能活动 。 同时 ， 颗

粒细胞还与卵泡膜细胞共同完成卵巢激素的合成 ， 维持着有利于卵母细胞生长和成

熟的微环境 。 放射治疗可直接作用于正在分裂的卵巢颗粒细胞进而导致卵巢损伤 ，

有研宄证实在放疗后 的几小时 内就能够观察到 明显 的卵巢颗粒细胞死亡 ［
１ １

］

。 此外 ，

Ｓ ｔｒｏｕｄ 等 ［
１ １

］研究指 出 ， 放疗 引 起的卵巢损伤还可能与辖照 引起的卵巢基质血管损伤

－
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以及卵巢组织萎缩和纤维化有关 。

二 、 放射治疗引 起卵巢损伤的机制

放疗可通过直接效应对卵巢功能产生影响 ， 也可通过间接效应造成卵巢损伤 。

直接效应是指放射线对生物大分子的直接损伤 ， 如蛋 白质 、 脂类 以及 ＤＮＡ 等 ， 特别

是 ＤＮＡ ， 它是放疗 引 起卵巢损伤的主要效应物 ，

一

旦被破坏 ， 可 以 引起细胞分裂和

增殖延缓 ， 甚至导致细胞凋亡乃至坏死的发生 。 间接效应是指放疗产生的氧 自 由基

对生物大分子的影响 ， 主要是水 电解之后产生的活性氧 （ ＲＯＳ ） 的效应 。 最常见 的

活性氧 （ＲＯＳ ） 包括超氧化物 阴 离子 （ ０２ －

） 、 过氧化氢 （Ｈ２０２ ） 和羟基 自 由 基

（ ０Ｈ－

） ［
１ ２

］

。 少量的 ＲＯ Ｓ 对细胞反应和免疫功能表现出有益的作用 ， 而过量的 ＲＯＳ

会破坏身体的抗氧化防御系统 ， 从而导致氧化应激 ［
１ ３

］

。 这些 ＲＯＳ可与脂质 、 ＤＮＡ和

蛋 白质反应 ， 并在其中 引起氧化损伤 ， 导致生物分子的结构损伤 ， 如 ＤＮＡ 的单链断

裂 （ Ｓ ＳＢ ｓ ） 或双链断裂 （ Ｄ ＳＢ ｓ ） 以及 ＤＮＡ－ＤＮＡ 或 ＤＮＡ－蛋 白质 的交联 ， 导致细胞

死亡 ［
１ ４

＿

１ ５
］

。 ＲＯ Ｓ 还可 以通过破坏生物分子和激活相关信号通路来增加卵巢颗粒细胞

的凋亡＿
８

］

。 氧 自 由基有两个不成对的 电子 ， 可 以迅速添加到许多其他 自 由基 中 ，

进
一

步増加生物大分子的损伤 ， 产生新的反应性 自 由基 ， 并促进连锁反应 。

三 、 放疗相关卵巢损伤的防护措施

１ ． 物理防护 ： 针对放疗射线的物理防护 ， 已有多年的历史 ， 从最初的铅屏 ， 到

后来的铅衣 、 铅帽 ， 主要 目 的是为 了减少射线的直接损伤 ， 但因不能有效避免类似

于头颅放疗 ， 进而影响下丘脑－垂体－性腺轴导致的卵巢损伤 ， 效果不甚理想 。 近些

年来 ， 卵巢移位术的开展为需要接受盆腔放疗的肿瘤患者卵巢功能的保留带来 了希

望 ， 通过卵巢移位术可
一

定程度降低卵巢受到 Ｙ 射线 引 起的损伤 ［
１ ９

］

。 因此 ， 卵巢移

位术被认为是需要接受放疗的育龄期女性生育力保存的
一

项关键措施 ［
１ ＋２ （ ）

］

。 然而 ，

它在实际应用过程 中常常受到
一

些条件的限制 ， 例如卵巢储备能力差 、 有卵巢转移

的高风险 、 只单纯进行化疗等 。

２ ． 化学防护 ： 抗辐射药物的研制
一

直是临床放射医师和辐射损伤防治领域研究

者研宄的热点 ， 目 前的研宄主要聚集于天然化合物 ， 主要包括巯基类化合物 、 氮氧

自 由基 、 二苯并咪唑 、 富勒烯 、 超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ ） 等 ， 且大多数仍处于基础

研究阶段 。 临床上用于防治放射治疗引 起的副损伤的主要药物为氨磷汀 ， 但其不 良

－
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反应较大 ， 限制 了其临床应用 ［
２ １

］

。 近年来 ， 我 国学者在 中药领域也取得
一

定进展 ，

但均受到疗效或者副反应等方面的限制 ［
２２

＿

２ ３
］

。 因此 ， 目 前亟 需寻找
一

种不 良反应小 、

效果显著 的抗辐射药物 。

３ ． 生物防护

（ １ ） 胚胎冻存 ： 据报道 ， 胚胎冻存是现阶段育龄期女性肿瘤患者生育力保存的

最成熟方法 ， 同时也是育龄期女性肿瘤患者生育力保存的首选 ［
２４

］

。 目 前 已有多项研

宄证实 了该项技术的安全性和有效性 ［
２ ５

＿

２ ６
］

。 在近些年的临床实践 中 ， 不管是胚胎的

缓慢冷冻还是玻璃化冷冻方法均被证实具有 良好的效果 ， 得到广泛应用 ［
２ ７

］

。 在具体

实施方面 ， 相对于胚胎的缓慢冷冻 ， 胚胎玻璃化冷冻方法在妊娠率和活产率方面可

能效果更优 ［
２ ８

＿

３ （ ）
］

。 考虑到胚胎冷冻保存需要首先接受相应药物的卵巢刺激 以及在胚

胎构建过程中 需要精子 ， 因而此项技术在青春期前女性肿瘤患者及未婚育龄期女性

肿瘤患者群体中 的开展受到 了极大限制 。

（ ２ ） 卵母细胞冻存 ： 卵母细胞冻存是胚胎冻存之外的另
一

种 目 前被广泛使用 的

技术 ， 该技术是青春期前女性和相对年轻的育龄期女性肿瘤患者生育力保存的标准

技术 。 随着玻璃化冷冻技术逐步被 引 入辅助生殖领域 ， 现阶段利用冻存的卵母细胞

与新鲜卵母细胞进行辅助生殖操作几乎可 以取得相 同 的结果 ［￣
。 ２ ０ １ ３ 年 ， 美国生殖

医学学会 （Ａｍｅｒｉ ｃａｎＳ ｏ ｃ ｉ ｅｔｙｆｏｒＲｅｐ
ｒｏｄｕｃｔ ｉｖｅＭｅｄ ｉｃ ｉｎｅ ，ＡＳＲＭ ） 根据４项临床试验

的结果 已经批准 了将卵母细胞冻存技术用于肿瘤患者的生育力保存 ［
３ ２ ＿

３ ５

Ｌ 然而 ， 因

为 同样涉及到卵巢刺激 ， 该技术面临着与胚胎冷冻保存相似的缺点 ， 极大地限制 了

其在青春期前女性肿瘤患者群体 中 的开展 ， 但它为未婚育龄期女性肿瘤患者提供 了

另
一

种生育力保存的选择 。

（ ３ ） 卵巢组织冷冻保存与移植 ： 卵巢组织冻存是在肿瘤治疗之前 ， 通过卵巢活

检 、 卵巢部分切除术或卵巢全切获得卵巢组织进行冷冻保存 。 该项技术是患有癌症

的儿童或需要立即接受治疗的育龄期女性肿瘤患者生育力保存的唯
一

选择 。 该项技

术的实施 ， 可 以最大程度地保存卵母细胞 ， 并保护卵巢的激素功能 ， 从而提高年轻

女性肿瘤患者的生活质量 。 现阶段的研宄提示 ， 缓慢冷冻保存技术是卵巢组织冷冻

保存的首选方法 ［
３ ６

］

。 ２０ １ ９ 年的
一

项包含 ６０ 例患者的 回顾性研究显示 ， ９２ ． ９％的患者

在移植 了使用缓慢冷冻技术保存的卵巢组织后 ， 其卵巢功能均得到 了恢复 。 在卵

－
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巢功能恢复后妊娠结局上 ， 已有研宄证实 了其有效性 ［
３ ８

＿

３ ９
］

。 然而 ， 卵巢组织移植的

可实施性虽 己被证实 ， 但其在实施过程中也存在诸多 限制 ， 例如卵巢恶性肿瘤或血

液恶性肿瘤 ， 是该项技术开展的禁忌症 ， 因其卵巢组织 中可能 已包含肿瘤组织或细

胞 。

四 、 肿瘤患者生育力保存相关研宄新技术

生殖医学的进步给肿瘤患者的生育力保存带来了诸多可能 ， 但均面临着或多或

少 的限制 。 相关研究者在其他方面也提出 了新的尝试 ， 以期待为肿瘤患者的生育力

保存提供更多 的选择 。

１ ． 全卵巢移植 ： 全卵巢移植技术的提出有利于移植术后血管的吻合和卵巢血运

的重建 ， 从而减少卵巢的缺血性损伤 。 目 前 己有动物研宄报道 了成功 的全卵巢冷冻

保存和移植 ［
４ （Ｍ２

］

。 然而 ， 低温保存对卵巢血管的损伤等技术难题的存在 ， 使其短期

内很难用于临床实践 。 另
一

方面 ， 迄今为止 ， 尚没有成熟 的实验模型可 以用来探

索人类卵巢的冷冻保存和再移植技术 。 因此 ， 该项技术的研宄仍需要较多 的验证 。

２ ． 体外成熟技术 ： 现阶段 ， 体外成熟技术 的实践更多是针对多囊卵巢综合征

（ ｐｏ ｌｙｃｙｓｔｉ ｃｏｖａｒｉ ａｎｓｙｎｄｒｏｍｅ ， ＰＣＯＳ ） 患者 。 简而言之 ， 就是在未成熟卵泡阶段或

将卵泡在体外培养成熟后提取出未成熟卵母细胞并进行冷冻保存 这项技术也可

以用于缺乏足够时间进行卵巢刺激的癌症患者 ， 或需要立即治疗的育龄期女性 。 尽

管许多研宄人员试图通过联合体外成熟技术和玻璃化冷冻技术开展研究 ， 但 目 前该

项技术在肿瘤患者群体的小范围实施过程中仅有少数成功的案例 ［
４４

＿

４６
］

。 因此 ， 其后

续的开展可能需要更多 的技术改进及临床实践 。

３ ． 人工卵巢 ： 人工卵巢是通过将卵巢组织与部分小分子支架
一

同移植入体 内 ，

小分子支架通过释放多种生物活性材料 ， 加速组织血管化进而实现卵巢重建 ［
４ ７

—

４ ８
］

。

在前期的动物实验研宄 中 ， 研宄者通过这种方法恢复 了实验对象的生殖功能 ， 促使

其体 内 卵泡发育和妊娠成功 。 然而 ， 迄今为止 ， 该项技术在人类实践过程中 尚无成

功案例的报道 。

４ ． 卵巢干细胞 ： 干细胞在生育力保存中 的研宄是近些年来逐渐发展起来的新兴

方 向 。 这项技术可能为患有癌症的青春期前女性和传统生育力保存方法不适用 的

女性肿瘤患者提供另
一

种选择 。 然而 ， 该项技术的实施 ， 面临着人类辅助生殖证据

－
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不足 、 卵巢干细胞稀缺 ， 以及对相关伦理 问题等多方面挑战 ， 它在临床实践 中的具

体实施需要进
一

步论证 。

五 、 结语

近年来 ， 包括放化疗在 内 的肿瘤综合治疗措施的逐步发展 ， 使得肿瘤患者的生

存率得到了极大提高 ， 幸存的肿瘤患者在很长
一

段时间 内均需面临肿瘤治疗副反应

的影响 ［
５ Ｑ

］

。 包括放疗在 内 的肿瘤治疗手段往往会对卵巢功能产生影响 ， 使年轻女性

肿瘤患者出现卵巢功能紊乱 ， 严重时可造成卵巢早衰 。 尽管肿瘤治疗的益处包括缓

解或治愈 ， 但卵巢功能过早丧失无疑会对女性产生不 良影响 。 除了生育能力丧失外 ，

卵巢功能下降还可能导致更年期提前 ， 后者与潮热 、 骨密度降低和心血管不 良事件

的发生相关 ［
５ １

＿

５２
］

。 卵巢功能减退或卵巢功能衰竭的总体效应还可能导致女性肿瘤患

者生活质量下降 ， 甚至过早死亡 ［
５ ３

］

。

越来越多 的肿瘤医生及肿瘤患者的随访人员开始致力于肿瘤患者生育力保存的

宣传和研究 。

“

肿瘤生殖学 （
Ｏｎｃｏｆｅｒｔｉｌｉｔｙ）

”

逐渐发展成为新兴热 门学科 ［
５ ４

］

。 辅助生

殖技术的不断发展给青春期前女性和育龄女性肿瘤患者的生育力保存提供了 多种选

择 ， 但面临着技术难度大 、 短时间 内难以推广及相对禁忌证等多重挑战 。 药物防护

因操作过程相对简便 ， 且与肿瘤的治疗极少产生冲突 ， 受到 了越来越多 的研宄者和

临床医生关注 ， 但 目 前多数药物仍处于研宄阶段 。 生育力保存新技术的研究和发展 ，

有望在未来为青春期前和育龄期女性肿瘤患者的生育力保存提供更多可能性 。

－

１ ０５ －
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