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【摘) 要】目的：探讨化疗药物所致的卵巢病理损伤以及

TIKV 在化疗卵巢中的表达. 方法：将成年大鼠随机分为两

组：生理盐水组和环磷酰胺组. 大鼠单次腹腔注射环磷酰胺，

观察卵巢形态学改变并计数卵泡数目. 荧光定量 RPV 方法检

测大鼠卵巢 TIKV 3VWJ 的表达. 结果：环磷酰胺可引起原

始卵泡大量丢失，卵巢间质严重损害，且卵巢局部发生纤维

化. 化疗组卵巢窦卵泡比例显著低于对照组（6 Z ". "+）；化疗

组大鼠动 情 周 期 日 数［（,. ’* ] !. !$）9］显 著 高 于 对 照 组

［（(. +" ] ". ’$）9，6 Z ". "+］. 荧光定量 RPV 显示，环磷酰胺

组 TIKV 3VWJ 水平显著低于对照组（6 Z ". "+）. 结论：化疗

大鼠卵巢 TIKV 表达减少，可能是导致化疗卵巢局部窦卵泡

比例减少和动情周期延长的原因之一.
【关键词】药物疗法；卵巢；受体，TIK；荧光定量 RPV
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GH 引言

临床上，女性癌症患者在接受化疗药物后多短暂

性闭经，随之月经恢复，但日后月经紊乱和卵巢早衰

的发生率显著升高［!］. 一般认为，化疗影响卵巢功能

的机制有两种可能：一为直接影响卵巢激素产生，二

为干扰甾体激素效应，即通过作用于下丘脑或者垂体

而发挥其干预作用. 最近的几组临床资料显示了接受

化疗的妇女其卵巢局部雌激素水平显著降低［$］. 近年

研究发现，卵泡刺激素受体（ E@115>10 <D53=14D578 O@C#
3@70 C0>0BD@C，TIKV）基因与卵泡的发育、雌激素的产

生以及性腺的状态密切相关；卵巢的反应性亦与卵巢

局部 TIKV 表达水平的高低有关［*］. 本研究以大鼠为

模型，检测化疗卵巢局部 TIKV 的表达情况，以期深入

探讨化疗药物损伤卵巢的具体机制.

IH 材料和方法

I. IH 材料H 健康 , XQ 龄 IA 雌性大鼠 *, 只，购自中

山大学动物试验部，试验动物遗传背景稳定，所处环

境为 IRT 级. 鼠笼、饲料、饮水和室内空气均经消毒

处理. 动物平均体质量为（$"" ] !"）8. 采用完全随

机分组方法，将动物随机分为 $ 组：生理盐水组和环

磷酰胺组（," 38 ^ Q8）. 大鼠一次性接受腹腔注射生

理盐水或环磷酰胺；注射时注意每次从同一位置同

一角度进针.
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!! "# 方法

"! #! "$ 卵巢处理 $ 于术后 % &’（ ( ) *）将大鼠麻

醉，无菌状态下开腹，取双侧卵巢! 一侧立即投入

+, - . /甲醛固定 "# 0 #+ 1，用于 23 染色! 另一侧无

菌取出卵巢，置于冰上，使用生理盐水冲洗局部血液，

并用无菌镊轻轻除去周围的脂肪组织，将卵巢置于无

菌 34 管内（冰上），留待提取 5678! 取自制微细棉

签蘸以生理盐水后，轻轻于大鼠阴道内旋转 " 圈，行

阴道涂片，用 9), 5/ . / 乙醇固定 ) 5:;，23 染色，显

微镜下观察，以确定发情周期! 术后 % &’ 于动情期

处死大鼠!
"! #! # $ 卵 泡 计 数 $ 卵 泡 分 类 标 准 描 述 参 考 文 献

［+］! 原始卵泡计数以卵母细胞核作为标记物! 连续

) !5 切片，间隔切片计数! 初级卵泡、次级卵泡和窦

状卵泡计数以卵母细胞核仁为标记物观察每张切片!
按照上述方法，计数每个标本原始卵泡和窦卵泡数!
采用单盲法独立观察所有切片!
"! #! <$ 卵巢总 678 的提取$ 无菌状态下分离大鼠

卵巢组织，液氮冷冻后置于研钵中捣碎匀浆! 将样

品组织挑入高压灭菌的 "! ) 5/ 344=;*>? 管中，每管

加 " 5/ @3AB 水，混匀，吸去上清，重复以上操作! 将

冲洗后的组织挑出，加液氮，研碎! 将研磨好的样本

放入新的 "! ) 5/ 344=;*>? 管，加入 " 5/ CD:E>F，混

匀，室温静置 ") 5:;! 再加入 #,, !/ 氯仿，颠倒混

匀，室温静置 ", 5:;，"< ,,, ! 离心 ", 5:;! 取上清液

转移至新的 "! ) 5/ 344=;*>? 管，加入等体积异丙醇，

颠倒混匀，静置 ", 5:;，"< ,,, ! 离心 ", 5:;! 弃上

清，加 " 5/ G), 5/ . / 乙醇（用 @3AB 水配置）洗涤沉

淀，%),, ! 离心 ) 5:;，吸去上清! 空气干燥沉淀，加

+, !/ @3AB 水溶解 678! H #,I冰箱保存备用!
"! #! + $ 引物设计 $ 设计大鼠 JK26 荧光定量 AB6
引物! 上游引物：)LM NCBBCB8CB88NBN8B8BB8 M
<L；下 游 引 物：)LMNN8NNB8N888CNNB888N8M<L!
片断全长 ",< O4! 大鼠 N8@A2 内参照荧光定量上游

引物：)LMBCBBB8CCBBCBB8BBCCCNM<L；下 游 引 物：

)LMBCBBB8CCBBCBB8BBCCCNM<L! 片断全长 "", O4!
引物均由 P;Q:RD>-=; 公司合成!
"! #! ) $ 荧光定量 AB6 检测 JK26 5678$ 取 + !/
678 模板做逆转录反应，反应体系如下：) S 逆转录

OT??=D + !/；上游引物（", 45>F . !/）,! + !/；下游引

物（", 45>F . !/）,! + !/；*7CAU（", 55>F . !/）,! #
!/；VV/W（#,, X . !/）" !/；@3AB 水 9 !/；678
模板 ) !/；总体积 #, !/! 逆转录 OT??=D 成分：),
55>F CD:UM2BF （42%! ,），), 55>F YBF， + 55>F
V-BF#，", 55>F @CC! 反应条件：<GI " 1，然后 9)I

< 5:;! 荧光定量 AB6 反应，样本按以下反应体系进

行：) S 定量 AB6 OT??=D（美国 8ZP 公司）", !/；上游

引物 J（", 45>F . !/）" !/；下游引物 6（", 45>F . !/）

" !/；K[Z6 ND==; P " !/；*7CAU（", 55>F）（K:-5\ 公

司）" !/；C\] 酶 " !/；̂@78 ) !/；**2#_ <, !/；总

体积 ), !/! AB6 OT??=D 成分：", 55>F CD:UM2BF（42
%! ,），), 55>F YBF，# 55>F V-BF# ! 反应条件为：9<I
< 5:;，然后 9<I +) U，))I " 5:;，共 +, 个循环! 反

应结束后，由电脑自动分析并记录相应 BC 值! 使用

BC 值比较法对结果进行分析，其计算公式是：相对含

量（‘）a # H ""BC S ",,‘ ! 所用内对照是 N8@A2 基

因，测定结果均为 BC 值! 计算相对于基准样品的

""BC，相对基因含量，处理 . 未处理!
统计学处理：应用 KAKK "<! , 统计软件进行数据

分析，所用统计分析方法有 " 检验和直线相关分析!

"# 结果

"! !# 环磷酰胺作用下成年大鼠卵巢的病理特征# 术

后 % &’ 环磷酰胺作用下的成年大鼠卵巢可见间质血

管充血，管壁增厚变性，局部发生纤维化，尚可见残留

的卵泡（图 "）!

8：环磷酰胺作用下原始卵泡丢失组大鼠残存的原始卵泡和初级卵泡；

Z：环磷酰胺作用下原始卵泡严重丢失组大鼠卵巢间质血管损伤，管

腔变窄，卵巢大面积严重纤维化!

图 "$ 环磷酰胺处理组大鼠卵巢$ 23 S #,,
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!! !" 环磷酰胺作用下成年大鼠卵巢原始卵泡和窦卵

泡计数" 与对照组相比，化疗组卵巢原始卵泡数目显

著性减少，窦卵泡 " 窦前卵泡比例显著降低，差异均具

有统计学意义（! # $! $%）!
!! #" 环磷酰胺作用下成年大鼠动情周期的变化" 动

情周期确定：于动情前期见大量有核上皮细胞，动情

期见大量无核角化细胞，动情后期见角化细胞和白细

胞以及少许有核上皮细胞，动情间期见大量白细胞!
环磷酰胺作用下成年大鼠术后动情周期恢复；实验组

大鼠动情周期日数为（&! ’( ) *! *+）,，显著高于对照

组［（-! %$ ) $! ’+）,，! # $! $%］!
!$ %" 环磷酰胺作用下成年大鼠 &’() *)+, 的荧

光定量表达" 使用荧光定量 ./0 方法，我们检测了

化疗大鼠卵巢 1230 4056 的表达! 统计结果显示，

环磷酰胺组 1230 4056 的水平低于对照组，差异

有统计学意义［（$! ’% ) *! $(）"#（$! (’ ) $! 7-），!
# $! $%］! 所有检测样本未发现基因组 856 的污染，

所有阴性对照未见扩增产物!
!! - " 相 关 因 素 分 析 " 相 关 分 析 表 明，化 疗 卵 巢

1230 与窦卵泡比例呈正相关关系（ $ % $& 7%%，! #
$! $%），与 大 鼠 动 情 周 期 日 数 呈 负 相 关 关 系（ $ %
$& 7’*，! # $! $%）!

#" 讨论

本研究中，化疗 ’ 9: 后的卵巢虽然可见一定数

量的原始卵泡，动情周期亦可恢复，但卵巢间质的血

管损伤和局部纤维化仍为其主要的病理改变! 近年

发现，卵巢局部血液供给是决定卵巢反应性和状态的

重要因素之一! 化疗 ’ 9: 时大鼠卵巢异常的病理学

改变，很 可 能 是 其 表 现 为 动 情 周 期 延 长 的“ 结 构

基础”!
123 是腺垂体分泌的一种糖蛋白激素，主要促

进女性卵巢内的卵泡发育! 123 主要通过与卵巢颗

粒细胞膜表面的特异性卵泡刺激素受体（1230）相

结合，激活 1230 启动子，活化 056 聚合酶，使之与

模板 856 准确地结合并启动基因转录，引起 1230
基因转录后水平的变化，从而介导促性腺激素的反

应信号，导致第二信使产生以及激发后续的细胞内

反应、颗粒细胞的增殖分化和雌激素的产生，参与卵

泡和生殖细胞的发育和成熟，从而影响女性卵巢的

生殖和内分泌功能［%］! 1230 结构、功能和数量发生

改变会直接影响到 123 作用的发挥! 体外将 1230
质粒转染大鼠颗粒细胞，证实 123 信号传导功能取

决于颗粒细胞表面 1230 的密度和转染的 1230 质

粒数量! 1230 密度越高，信号越强；转染的 1230 质

粒越多，信号传导功能越大［&］! 一项临床研究结果发

现［7］，颗粒细胞 1230 表达水平与卵巢的反应性有

关，低反应组患者 1230 表达低、卵泡发育少、雌二醇

峰值低；而高反应组 1230 表达高、获卵数多、雌二

醇峰值高；另外，1230 蛋白的表达量与卵泡数和血

清雌二醇峰值呈显著正相关关系! 本研究发现，化疗

大鼠动情期卵巢局部 1230 4056 表达显著减少，而

且与窦卵泡比例和发情周期具有高度相关性，提示我

们尽管化疗状态下 123 水平可能升高，但卵巢局部

较低的 1230 密度将削弱 123;1230 的信号传导强

度，影响其生物学作用的发挥，即卵泡发育或成熟受

到影响，从而使得大鼠在动情周期方面发生异常表

现! 本研究未检测卵巢局部雌激素水平的变化，主要

是考虑到现有的商品化大鼠卵巢激素检测试剂盒尚

存在很多缺陷，可能会对结果分析造成一定的影响!
国外学者进行了重金属铅等对于卵巢生殖毒性

的影响，结果发现，铅和镉等都可以明显减少卵巢促

性腺激素的结合能力，并改变颗粒细胞甾体激素生成

酶的活性；同时这种改变与颗粒细胞胞膜的改变呈显

著正相关［’］! 我们的结果与上述研究结果一致! 旁

分泌因子可能参与 1230 表达的调节［<］! 用表皮生

长因子、成纤维生长因子或胰岛素样生长因子等刺激

颗粒细胞，可减弱其对 123 作用的反应! 因此，有

理由推测化疗状态下 1230 表达的减少与卵巢局部

异常分泌的某些旁分泌因子有关! 卵巢局部细胞因

子的功能紊乱和生长因子系统的异常调节、以及其与

1230 的相关性研究，将有助于深入探讨化疗状态下

卵巢功能低下的分子机制!
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#$ 引言$ 立体定向放射治疗（ #’"!",’%)’*) !%$*,’("!%/5，LPQ）

作为一种最先进和重要的方法已经在肿瘤治疗中得到普及1
与常规放射治疗相比，Y3刀作为一种精确放射治疗技术，具有

高精度、高剂量、高疗效的特征，因此防止误差非常重要1 现将

我们在执行 LPQ 过程中发现的一种误差报道如下，以供借鉴1

%$ 材料和方法

91 9U 材料U 677:379 Z 677;378 第四军医大学唐都医院放疗科

收治的 <>6 例肿瘤患者的 Y3刀治疗计划，其中头颈部肿瘤

9:M 例，胸部肿瘤 99< 例，腹部肿瘤 89 例，盆腔肿瘤 ;7 例1 应

用核动力研究设计院生产的 CFE3[X 放射治疗模拟机1
91 6U Y3刀治疗计划照射野等中心的验证方法U ! 测试和校

准 CFE3[X 放射治疗模拟机各项参数，在去除模拟定位机和

治疗用直线加速器系统误差前提下；" 将 Y3刀治疗床置于放

射治疗模拟定位机的床上，按照每例患者 Y3刀治疗计划的照

射野参数，应用激光灯摆位；# 观察 Y3刀治疗计划照射野等

中心与患者实际等中心是否吻合1 不同部位肿瘤患者可辅以

不同条件以保证更准确确定实际等中心，例如，食道、胃癌患

者吞钡，膀胱经导尿管注入 ;77 4 Z A 泛影葡胺，对某些腹部或

者盆腔肿瘤以解剖标志点为参照确定实际等中心；测量 Y3刀
治疗计划照射野等中心与实际等中心二者“ 十”字在 Y，D，V
方向的误差并记录；测量方法为：在机架 7\时，分别标记出 Y3
刀计划等中心和实际等中心，用直尺测量 Y，V 方向误差，使

用光标尺测量 D 方向误差；$ 对三维适形放疗，其照射野中

心移位误差严格控制在 < HH 以内［9］1 对超出以上范围的患

者，分析原因，及时纠正或重新做计划，再次验证；% 记录误

差超标的 Y3刀治疗计划例数，纳入统计1

&$ 结果$ 应用放射治疗模拟定位机对 <>6 例 Y3刀治疗计划

进行治疗过程模拟，总的误差率为 81 =]（66 Z <>6）1 其中，

81 9]（9= Z <>6）等中心误差由摆位、器官运动、空腔脏器充盈

度不一致、计划设计者的经验等所致，误差范围 71 < ^ 61 9 )H1
6 例食道癌患者 Y3刀治疗计划照射野等中心与实际等中心在

V 方向上误差 97 )H，9 例第 M，= 胸椎预照射者 Y3刀治疗计划

照射野在 V 方向亦误差 97 )H1

’$ 讨论$ 传统放疗方法因受正常组织及关键器官放射耐受

剂量影响，对一些肿瘤局控率较低［6］1 而局控率是预后的影

响因素之一，提高局控率，有望提高生存率［6 ? <］1 三维适形放

疗（<E@PQ）和调强放疗（ [FPQ）可达到在相同正常组织耐受

量的情况下提高肿瘤放射剂量，从而有望提高局控率［6 ? :］1
<E@PQ 是通过三维治疗计划设计，共面与非共面的多野照射，

使高剂量区域的形态与所放射的肿瘤形态一致1 然而在实施

其治疗过程中，即从患者的体摸固定到完成治疗，存在诸多不

确定因素导致的误差，从而影响放疗的疗效1 作为一种精确

放射治疗技术，必须贯穿三精原则于治疗全过程，即精确定

位、精确计划、精确治疗［;］1 因此，发现、分析、防止任何误差

对立体定向放射治疗都具有非常重要的意义1
本组验证发现：6 例食道癌患者 Y3刀治疗计划照射野等

中心与实际等中心在 V 方向上误差 97 )H，9 例第 M，= 胸椎预

照射者 Y3刀治疗计划照射野在 V 方向亦误差 97 )H1 分析原

因可能为：@Q 定位时，@Q 扫描面与定位床的纵轴未能保持垂

直，或者 @Q 扫描层厚使得某一百位内毫米坐标点与邻近整百

毫米坐标点出现在同一扫描层内，当等中心正好确定在这一

扫描层时，拓能 Y3刀 QGL 软件识别 V 坐标值误差 97 )H1 定位

床逆时针偏移时，V 坐标值比实际大 97 )H；顺时针偏移引起

的误差尚未检出，从理论上分析应当不会出现这种情况1 因

此，要按照 LPQ 质量控制和保证的要求定期检测定位用 @Q
机及其激光灯，在定位时应用激光灯和定位床两侧的标尺使

定位床纵轴与 @Q 扫描面保持垂直，治疗前必须验证治疗计

划，这样才能有助于这一误差的控制1 由于我们对每例 Y3刀
治疗计划必须执行治疗前验证，使得这些误差得以发现并在

投照前得到纠正1
综上所述，这是 Y3刀治疗计划系统中的一种特殊误差，

在立体定向放射治疗中值得注意1 治疗前验证是发现、分析

和避免各种误差的有效手段1
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