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卵巢功能早衰是化疗药物对女性性腺破坏的

一个常见表现。随着医学的进步 ,化疗患者生存率

显著提高 , 因此 , 如何在化疗的同时保存这些妇女

的卵巢功能 , 有着巨大的医学需求。近年 , 凋亡被

1-磷酸-神经鞘氨醇预防化疗大鼠卵巢功能损害的实验研究

彭 萍, 杨冬梓, 莫亚勤, 郑澄宇, 罗 璐, 张清学

( 中山大学附属第二医院妇产科 , 广东 广州 510120 )

摘 要 : 【目的】探讨 1-磷酸-神经鞘氨醇 ( S1P)对环磷酰胺 ( CTX)导致的大鼠卵巢功能损害的保护作用

及可能机制。【方法】40 只雌性 SD大鼠随机分为 4 组 , 即实验对照组 (生理盐水组 )、CTX组、S1P+ NS组及

S1P+CTX 组 , 每组 10 只 , 于结束用药的第 1～2 周内的动情间期处死 , 观察卵泡数量的变化 , 并采用半定量

RT- PCR 检测卵巢组织 Bcl- 2 及 Bax 的 mRNA变化。【结果】S1P+CTX组的原始卵泡、初级卵泡和生长卵泡数

与 S1P+NS组、对照组的差别不显著 ( P >0.05) , 而 CTX组的所有卵泡数均少于其余 3 组 , 其差异均有显著性意

义 ( P < 0.01)。卵巢组织中 , S1P 两组 Bcl- 2 mRNA的表达明显高于对照组及 CTX组 ( P < 0.01) , Bax mRNA表

达明显低于对照组及 CTX组 ( P < 0.01) ; 而 CTX组的 Bcl- 2 mRNA表达明显低于对照组及 S1P 两组 ( P <

0.01) , Bax mRNA表达明显高于对照组及及 S1P 两组 ( P < 0.01)。【结论】S1P 能预防 CTX导致的大鼠卵巢功

能损害 , 其抗凋亡作用可能是通过调节 Bcl- 2 家族成员表达而实现。
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Study of the Prevention of Chemotherapy- induced Ovar ian Damage by

Sphingosine- 1- Phosphate in Rat Model
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Abstract : 【Objective】To study the effect of sphingosine- 1- phosphate (S1P) against cyclophosphamide (CTX)

induced gonadotoxicity in female rats. 【Methods】 Forty SD female rats were divided randomly into four groups :

control (received normal saline( NS), CTX, S1P+NS, S1P+CTX respectively. All rats were killed between the first and

the second week in the diestrus stage after stopping medicines to compare the number of the primordial follicles, the

primary follicles and the growth follicles. The expression of the Bcl- 2 and Bax mRNA in the ovaries were examined

by the RT- PCR. [Results] The number of primordial follicles, primary follicles and growth follicles in the S1P+CTX

group was close to that in the control group and the S1P+NS group (P >0.05) .But the number of all kinds of follicles

was decreasing in the CTX group, and there were significant differences between that of these groups( P < 0.01) .The

levels of the Bcl - 2 mRNA in the two S1P groups were significantly higher than that in the CTX group and the

control group, but levels of the Bax mRNA were on the contrary ( P < 0.01) . The level of the Bcl- 2 mRNA in the

CTX group was significantly lower than that in the S1P groups and the control group, but the level of the Bax mRNA

was on the contrary( P < 0.01) . 【Conclusion】 S1P could reduce the cyclophosphamide- induced ovarian damage in

rats, and the role of its against apoptosis might through regulating the expression of the Bcl- 2 and Bax mRNA in

the ovary.
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认为是放化疗导致的卵泡丢失的可能机制 [1,2], 这

为降低放化疗导致的卵巢功能损害提供了新的途

径 。 1 - 磷 酸 - 神 经 鞘 氨 醇 ( sphingosine - 1 -

phosphate, S1P)是细胞凋亡启动因子—神经酰胺

进一步分解并磷酸化的产物。S1P 能抗衡膜渗透

性神经酰胺类似物或外源刺激后通过增加神经酰

胺水平而诱导的细胞凋亡。放化疗使卵泡细胞内

的神经酰胺生成增加 , 诱导细胞凋亡 , S1P 可阻断

神经酰胺的诱导作用 , 这在体外细胞培养中得到

较好证实 [2- 4], 但在体研究较少 [5], 国内尚无此项相

关的临床与基础研究 , 因此 , 我们旨在通过动物实

验进一步探讨 S1P 对环磷酰胺( cyclophosphamide,

CTX) 导致的大鼠卵巢功能损害的保护作用及可

能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物及主要实验试剂

8～9 周成年雌性 SD大鼠 40 只购自中山大学

实验动物中心 , 以标准大鼠颗粒喂养 , 室温 22℃,

相对湿度 85%左右。通过每天阴道涂片观察 ,连续

2 个动情期后进入实验。S1P 购自 sigma 公司 ,

Trizol 试剂购自 Introvingen 公司 , RT- PCR 试剂盒

购自 TaKaRa 公司 , 引物由上海生物工程公司合

成。

1.2 实验大鼠分组

将进入实验组的 40 只雌性大鼠随机分为 4

组 , 每组 10 只。分组如下 :实验对照组 :生理盐水

0.1 mL/d, 腹腔注射 , 连续 11d; CTX 组 : 50 mg/kg

的 CTX 腹腔注射后 , 第 2 天开始连续腹腔注射

CTX 5 mg/(kg·d), 共 11 d; S1P+ NS组 : 用 10 μg/

mL浓度的 S1P 每天 4 μg腹腔注射 , 连续 11 d, 于

2 h 后开始注射 NS, 量同 NS组 ; S1P+CTX组 : 同

S1P+ NS组注射同量的 S1P 后 ,于 2 h 后开始注射

CTX,量同 CTX组。以上用药剂量及用药时限的确

定参考相关文献[5]。

1.3 实验观察及取材

实验中每天通过阴道涂片观察大鼠的性周期

变化 , 于结束用药的第 1～2 周内的动情间期处死

动物 (动物处死均在上午进行 ) , 随机选取一侧卵

巢用中性甲醛固定 , 另一侧置去 RNA酶的冻存管

中于液氮罐中保存待用。

1.4 卵巢组织形态学观察及卵泡计数

上述待用双侧卵巢中随机选取一侧组织用中

性甲醛固定 24 h, 石蜡包埋 , 连续 5 μm 切片后

HE 染色,光镜(×200 倍)下计数具有正常结构的原

始卵泡、初级卵泡及生长卵泡 (包括次级卵泡、成

熟卵泡) [6]。

1.5 半定量 RT - PCR 检测卵巢组织 Bcl - 2 及

Bax mRNA 的变化

1.5.1 引物合成 依据相关文献合成以下引物

Bcl - 2: 正义引物 : 5′- GTATGATAACCGGGAGA

TCG- 3′, 反义引物 : 5′- AGCCAGGAGAAATCAA

ACAG- 3′, 扩增产物为 612bp[7]; Bax:正义引物 : 5′-

AAGAAGCTGAGCGAGTGTCT- 3′, 反义引物 : 5′-

CAAAGATGGTCACTGTCTGC- 3′, 扩增产物为 361

bp [8]; GAPDH : 正义引物 : 5′- CGGAGTCAACG

GATTTGGTCGTAT - 3′, 反 义 引 物 : 5′- AGCC

TTCTCCATGGTGGTGAAGAC- 3′, 扩增产物为 306

bp[9]。使用时用无菌去离子水配成 20 μmol/L。

1.5.2 总 RNA的提取 用 Trizol 试剂抽提卵巢组

织的总 RNA, 将所得 RNA用 1 g/L 焦碳酸二乙酯

( diethylyro carbonate,DEPC)水溶解 , 紫外分光光度

计测量 A260/A280比值 , 根据比值计算总 RNA的量 ,

- 80 ℃保存待用。

1.5.3 逆转录 取组织总 RNA 1μg, 以 Random 9

mers 为引物 ,在 AMV逆转录酶的作用下进行逆转

录 , 反应总体积为 10 μL, 包括 25 μmol/L MgCL2,

10×RT 缓冲液 , 10 mmol/L dNTP 混合液 , 5 U/μL

AMV逆转录酶,40 U/μL RNA 酶抑制剂, 用 DEPC

超纯水定容至 10 μL。反应条件为 30 ℃ 10 min,

42 ℃ 30 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min, 所获逆转录

产物置于- 20 ℃保存。

1.5.4 半定量 PCR 在上述逆转录反应管中分别

加入 5×PCR 缓冲液 , 5 U/μL TaKaRa Ex Taq HS

酶 , 20 μmol/L相应引物 ,灭菌水定容至 50 μL。反

应条件为 94℃预变性 5 min 后 , 于 PCR 仪 (美国

PE480 型 ) 中 , 94 ℃ 30 s,58 ℃( Bcl- 2)或 ( 59 ℃)

Bax 或 55 ℃( GAPDH) 45 s,72 ℃ 1min, 分别进行

32( Bcl- 2)或 29 ( Bax)或 30( GAPDH)个循环后 ,

72 ℃延伸 7 min。反应结束后 ,取 PCR 产物 5 μL

于 1.5%琼脂糖凝胶中电泳 , 用 UVPlabworks 图象

分析系统进行各目标基因与内参标基因 GAPDH

条带吸光度(OD)容积定量分析 ,两者的 OD比值代

表 Bcl- 2 及 Bax mRNA的相对表达量。

1.6 统计学方法
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图 1 4 组卵巢组织切片 HE 染色图 (×200 倍 )

Fig.1 Scanning microscopes of the ovar ian tissues in

the four groups

A: control group; B: CTX group; C: S1P+NS group; D: S1P+

CTX group

图 3 4 组卵巢组织 Bcl- 2 mRNA 和 Bax mRNA 的表达

Fig.3 Expression of Bcl - 2 mRNA , Bax mRNA in four

groups

结果用 x±s 表示 , 数据用 SPSS10.0 统计软件

处理 , 方差不齐用 welch 法分析 , 方差齐用 one

way ANOVA 分析 , 各组间的两两比较采用 LSD

法,检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 各组大鼠卵泡数量的变化

S1P+CTX组的原始卵泡、初级卵泡和生长卵

泡数与 S1P+NS 组、对照组的差别不显著 ( P >

0.05) , 但 CTX组的所有卵泡数均少于其余 3 组 ,

差异均有显著性意义( P < 0.01;图 1、2;表 1)。
2.2 各组大鼠卵巢组织 Bcl- 2 及 Bax mRNA 的

表达变化

S1P+NS组及 S1P+CTX组的 Bcl- 2 mRNA 表

达明显高于对照组及 CTX组 ( P< 0.01) , 而 Bax

mRNA表达明显低于对照组及 CTX组 ( P >0.05) ;

但 CTX组的 Bcl- 2 mRNA表达明显低于对照组及

S1P 两组 ( P < 0.01) , 而 Bax mRNA表达明显高于

对照组及及 S1P 两组( P < 0.01;表 2;图 3)。

3 讨 论

CTX是一种在临床上广泛应用于抗肿瘤或免

A B

C D

表 1 各组大鼠卵泡数量的变化

Table 1 Changes of the number of primordial follicles,

primary follicles and growth follicles in four groups (x±s)

S1P+CTX

S1P+NS

NS

CTX

F

P

n

10

10

10

10

Primordial follicle

475±3231)

481±231)

452±491)

204±162),3) ,4)

165.478

0.000

Primary follicle

30±91)

34±71)

31±71)

20±4 2),3) ,4)

6.916

0.001

Growth follicle

24±51)

25±41)

22±51)

12±42),3) ,4)

15.141

0.000
Compared with the ctx group, 1) P < 0.01; Compared with the ns

group 2) P <0.01; Compared with the s1p+ctx group 3) P < 0.01;

Compared with the s1p+ns group, 4) P < 0.01

图 2 4 组原始卵泡、初级卵泡和次级卵泡数的比较

Fig.2 Compar ing the number of pr imordial follicles,

pr imary follicles and growth follicles in four groups
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表 2 4 组卵巢组织 Bcl- 2 mRNA、Bax mRNA的表达

Table 2 Expression of Bcl - 2 mRNA, Bax mRNA in four

groups (x±s)

Compared with the ctx group,1) P < 0.01; Compared with the ns

group,2) P < 0.01; Compared with the s1p+ctx group, 3) P < 0.01;

Compared with the s1p+ns group, 4) P < 0.01

S1P+CTX

S1P+NS

NS

CTX

F

P

n

10

10

10

10

Bcl- 2

1.20±0.071),2)

1.28±0.111),2)

0.86±0.041),3),4)

0.55±0.042),3),4)

332.955

0.000

Bax

0.61±0.041),2),4)

0.53±0.371),2),3)

0.79±0.031),3),4)

1.14±0.0512),3),4)

455.465

0.001

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

疫抑制治疗的烷化剂 , 其诱导的卵巢功能损害机

制与卵母细胞及颗粒细胞的凋亡密切相关 , 由于

卵母细胞和颗粒细胞的凋亡 , 卵泡也随之消亡 , 最

终导致卵巢生殖与内分泌功能的丧失[10]。近期,体

外实验[2- 4]的研究结果发现 S1P 能够有效预防由抗

肿瘤药物所诱发的卵母细胞凋亡 , 而 Morita 等[5]的

在体试验亦发现在用放射线对雌性大鼠进行照射

前用 S1P进行干预, 能够防止接受辐射小鼠卵巢

内的成熟卵泡与未成熟卵泡的凋亡 , 并且随后的

体外受精也提示保存下来的卵子其受精率不受影

响及早期胚胎发育未见明显异常 [5,11]。本研究在雌

性大鼠接受 CTX前使用 S1P 预处理 ,结果也表明 ,

S1P+CTX组的原始卵泡、初级卵泡及生长卵泡数

与对照组及 S1P+NS组相比 , 无明显减少 , 但 CTX

组的所有卵泡数均少于其余 3 组 ; 这表明作为凋

亡抑制因子 , S1P 能有效降低放化疗后卵泡的丢

失。

凋亡是一个严密的程序性过程 , 受细胞内多

种基因和因子的调控 , 卵泡由于自身的特殊性 (女

性出生后卵母细胞停滞于第一次减数分裂前期 ) ,

凋亡的分子机制目前仍不尽清楚 , 主要线索来源

于基因修饰动物模型 , 其中主要是对 Bcl- 2 基因

家族的研究 , 例如该家族中抗凋亡基因 Bcl- 2 敲

除小鼠的卵巢内原始卵泡数量下降 , 相反 , 高表达

Bcl- 2 的转基因小鼠卵母细胞凋亡以及卵泡闭锁

明显减少 , 体外培养卵母细胞也表现对化疗药物

诱导凋亡的抵抗 [12,13]。另一方面 , 如果敲除该基因

家族中的促凋亡基因 Bax,小鼠卵巢内的卵泡在出

生时与正常小鼠相当 , 但进入青春期和生育期后

Bax基因缺如小鼠卵泡丢失的速率明显低于正常

小鼠 , 而且敲除 Bax基因的小鼠卵母细胞也表现

对化疗药物诱导凋亡的抵抗[14,15]。上述研究成果显

示 Bcl- 2 基因家族成员在卵泡凋亡调控中发挥重

要作用 , Bcl- 2/Bax的比例决定卵泡是否接受诱导

凋亡的信号。本研究结果发现 S1P能够增加Bcl- 2

mRNA的表达 , 同时减少 Bax mRNA的表达 , 从而

有效地预防 CTX导致的大鼠卵巢功能的损害。

综上所述 , S1P 能预防 CTX 导致的大鼠卵巢

功能损害 ,并且S1P的抗凋亡作用可能是通过调节

Bcl- 2 家族成员表达而实现 , 但 S1P 通过什么途径

调控对 Bcl- 2 家族成员的基因表达 , 是通过线粒

体途径还是通过死亡受体- /Caspase- 8 途径? 这将

是我们下一步研究的内容 ; 另外采用凋亡抑制因

子保护卵巢功能的同时 , 是否会对化疗效果造成

一定的影响 , 以及保护卵巢后 , 其子代有没有发育

异常 , 也有待于进一步的研究 , 尤其是随机、双盲

的大样本的临床研究。
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需要进行大量的耐药分子流行病学调查数据 , 由

于白念珠菌存在高度的遗传多态性 , 如果在了解

不同白念珠菌基因图谱上设计更为恰当和有针对

性的引物 , 采用精心设计的退火温度 , 就能准确的

识别基因型与耐药性的关系 , 从而大大加快耐药

分子机制的研究。
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