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橄榄苦甙对卵巢辐射损伤的防治效果

陈桂莲１，黄惠娟１，田黎明２

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨橄榄苦甙减轻卵巢辐射损伤的效果及其机制。 　 方法　 ３２ 只成熟雌性 ＳＤ 大鼠随机分为 ４ 组，正常

对照组和辐射组予蒸馏水 １０ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ），橄榄苦甙组和辐射＋橄榄苦甙组予橄榄苦甙 １００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ），连续灌喂 １２ 周。 １２ 周

后，辐射组和辐射＋橄榄苦甙组大鼠动情期时，接受 ５ Ｇｙ 的 Ｘ 线盆腔照射 １ 次。 辐射后 ７ｄ 检测血清抗苗勒氏管激素（ＡＭＨ）、
ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 含量，计算卵巢组织各级卵泡数。 　 结果 　 与正常对照组比较，辐射组血清 ＡＭＨ 浓度显著降低（Ｐ＜
０􀆰 ０５），血清 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 浓度升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；卵巢中卵泡数减少。 与辐射组比较，辐射＋橄榄苦甙组血清 ＡＭＨ 升高，ＩＬ⁃
１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 浓度降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；卵泡总数增加。 　 结论　 橄榄苦甙可通过抑制辐射诱导的炎症反应，减轻卵巢的辐射性

损伤。
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　 　 橄榄苦甙（ｏｌｅｕｒｏｐｅｉｎ）是一种天然裂环烯醚萜

苷类多酚化合物，为橄榄叶中的主要有效活性成

分，具有多种药理活性，如降压［１］、抗氧化［２⁃３］、抗肿

瘤［４⁃５］等。 卵巢是女性生殖内分泌功能的主要器

官，产生卵子并分泌激素。 对年轻女性患者而言，
放疗引起的卵巢功能损伤严重影响其生活质量。
年轻宫颈癌患者术中保留卵巢，后期接受放疗的过

程中，卵巢功能受到损伤，血清促性腺激素水平增

高，血清雌激素、孕激素水平下降，出现围绝经期症

状［６］。 因此，如何减轻放射性卵巢损伤也成为研究

的热点。 本研究通过建立合适的辐射模型，首次探

讨橄榄苦甙对卵巢辐射损伤的防治效果及潜在作

用机制。

·６７５· 东南国防医药 ２０１７ 年 １１ 月第 １９ 卷第 ６ 期　 Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ，Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．６，Ｎｏｖ． ２０１７



１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１．１．１　 实验动物　 清洁级雌性 ＳＤ 大鼠 ４０ 只，６ ～ ７
周龄，体重 （１９０±２０） ｇ，购于上海斯莱克实验动物

有限责任公司［ＳＣＸＫ（沪）２０１２⁃０００２］，动物合格证

编号：２０１５０００５２１３２７，饲养于南京军区福州总医院

比较医学科屏蔽环境［ＳＹＸＫ（闽）２０１３⁃０００４］，单笼

饲养全价颗粒饲料喂养，环境温度（２２±１）℃，光照

１２ ｈ，自由摄食和饮水。 适应 ３ ｄ 后，连续 １０ ｄ 每日

晨 ８：００ 取阴道分泌物涂片，光镜下观察性周期，选
用规律动情周期且周期为 ４～５ ｄ 的大鼠进入实验。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂 　 橄榄苦甙（购于西安普莱特生

物工程有限公司，橄榄苦苷 ９０％ＨＰＬＣ），１０％水合氯

醛（购于南京军区福州总医院药学科制剂室，水合

氯醛溶液，１００ ｍＬ：１０ ｇ），大鼠卵泡刺激素（ＦＳＨ）、
大鼠黄体生成素（ＬＨ）、大鼠雌二醇（Ｅ２）、大鼠抗苗

勒氏管激素（ＡＭＨ）、大鼠肿瘤坏死因子⁃α （ ＴＮＦ⁃
α）、大鼠白细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）、ＩＬ⁃１ 测定所用酶联免

疫吸附法 （ ＥＬＩＳＡ） 试剂盒均购自上海西唐生物

公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器　 ＤＥＮＬＥＹ ＤＲＡＧＯＮ Ｗｅｌｌｓｃａｎ ＭＫ
３ 酶 标 仪 （ ＴＨＥＲＭＯ）； Ｗｅｌｌｗａｓｈ ４ ＭＫ２ 洗 板 机

（ＴＨＥＲＭＯ）；ＴＧＬ⁃１６８ 离心机（上海安亭科学仪器

厂）；ＸＷ⁃８０Ａ 漩涡混合器（上海青浦沪西仪器厂）；
Ｏｌｙｍｐｕｓ（ＢＸ４１）光学显微镜（ＯＬＭＰＵＳ）。
１．２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物分组及给药　 橄榄苦甙溶解于蒸馏水

形成 １ ｇ ／ １００ ｍＬ 混悬液，经口灌胃给药，入选的 ３２
只大鼠，按随机数表法分 ４ 组，每组 ８ 只。 ①正常对

照组；② 橄榄苦甙组；③辐射组；④辐射＋橄榄苦甙

组。 各组大鼠连续灌喂 １２ 周，正常对照组和辐射组

予蒸馏水 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）；辐射组和辐射＋橄榄苦甙

组予橄榄苦甙 １００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｄ［相当于橄榄苦甙混悬

液 １０ ｍＬ ／ （ｋｇ·ｄ）］。
１􀆰 ２􀆰 ２　 辐射条件 大鼠于动情期时进行照射。 将每

只大鼠予 １０％水合氯醛按 ０􀆰 ３ｍＬ ／ １００ ｇ 体重进行腹

腔麻醉后，固定于自制模具中，采用瓦里安（Ｖａｒｉａｎ）
直线加速器 ６ ＭＶＸ 射线进行盆腔一次性照射，照射

剂量 ５ Ｇｙ，吸收剂量率 １００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ，照射野 ５ × ５
ｃｍ２，源皮距 １００ ｃｍ。
１􀆰 ３　 观察指标

１􀆰 ３􀆰 １　 一般情况　 测量大鼠体重，观察毛发及活动

情况。 比较大鼠照射前后及用药与否，体重的变化。

１􀆰 ３􀆰 ２　 大鼠卵巢湿重及器官系数分析　 大鼠麻醉

后称重，开腹分离卵巢组织，剔除周围组织，并用冰

生理盐水冲净卵巢表面血污，滤纸吸干后称重。 器

官系数＝（器官重量 ／体重）×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ３ 　 各组大鼠血清 ＡＭＨ、 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
含量的检测　 各组分别于照射后 ７ ｄ（正常对照组

和橄榄苦甙组也在同一天取材），用 １０％水合氯醛

腹腔注射麻醉，腹部乙醇常规消毒，打开胸腔、腹
腔，左心室采血 ３ ～ ５ ｍＬ，以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，离心半径 １３􀆰 ５ ｃｍ，取上清液，－８０ ℃保存，均
采用 ＥＬＩＳＡ 法检测，操作步骤严格按试剂盒说明

进行。 采用 ４５０ ｎｍ 吸光度，根据标准曲线确定所

测指标的浓度。
１􀆰 ３􀆰 ４　 动情周期观察 　 照射后连续 ７ ｄ，每日晨

８：００取阴道脱落细胞涂片，光镜下观察进行动情周

期判断［７］并记录。
１􀆰 ３􀆰 ５　 卵巢 ＨＥ 染色　 分离右侧卵巢，用 １０％中性

甲醛固定，依次行脱水，石蜡包埋，４ μｍ 连续切片，
隔 ２０ 片取 １ 片，随机选取 ３ 片，常规 ＨＥ 染色，光镜

下计数整张切片各级卵泡数［８］。
１􀆰 ４　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ２２􀆰 ０ 软件包对数据进

行统计处理。 计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ） 表示，
数据进行正态性检验，不符合正态分布用非参数检

验 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验，符合正态分布采用单因素方

差分析（ＯｎｅＷａｙ ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＬＳＤ
法，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 一般情况　 各组大鼠经过 １２ 周灌喂， 体重稳

定增长，活动自如，毛发有光泽， 摄食饮水及排便正

常，照射前对比各组未见明显差异。 照射后 ７ ｄ，对
比照射前后及组间各组大鼠体重、摄食及饮水无明

显变化。
２􀆰 ２　 大鼠卵巢湿重及器官系数分析　 照射后 ７ ｄ，
对比各组大鼠卵巢系数及脏器系数比值差异均无

统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见图 １。
２􀆰 ３　 大鼠血清 ＡＭＨ 浓度的测定 　 接受辐射的大

鼠 ＡＭＨ 分泌减少，而单纯给予橄榄苦甙大鼠 ＡＭＨ
的分泌无影响。 与正常对照组比较，橄榄苦甙组橄

榄苦甙干预后，ＡＭＨ 差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；
辐射组照射后，ＡＭＨ 值显著减少（Ｐ＜０􀆰 ０５）；辐射＋
橄榄苦甙组接受橄榄苦甙干预后进行辐射，其 ＡＭＨ
值较正常对照组下降但差异无统计学意义 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５），明显高于辐射组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２。
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１：正常对照组；２：橄榄苦甙组；３：辐射组；４：辐射＋
橄榄苦甙组

图 １　 各组大鼠卵巢湿重和脏器系数比较

１：正常对照组；２：橄榄苦甙组；３：辐射组；４：辐射＋
橄榄苦甙组

与辐射组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ２　 各组大鼠血清 ＡＭＨ 浓度比较

２􀆰 ４　 大鼠血清 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的测定 　 橄榄

苦甙组 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度较正常对照组略

有下降，其中 ＴＮＦ⁃α 下降显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 辐射组

ＩＬ⁃１、 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度均显著高于正常对照组

和辐射＋橄榄苦甙组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 辐射＋橄榄苦甙组

大鼠 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度与正常对照组比较

差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 见表 １。

表 １　 各组大鼠血清 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度比较（􀭰ｘ±ｓ，
ｐｇ ／ ｍＬ）

组别 ｎ ＩＬ⁃１ ＩＬ⁃６ ＴＮＦ⁃α

正常对照组 ８ １６􀆰 ９６±１０􀆰 ３３ ２４４􀆰 ５７±４６􀆰 １２ ３０􀆰 ７７±１１􀆰 ７６
橄榄苦甙组 ８ １６􀆰 ３６±１０􀆰 ０２ ２２７􀆰 ７１±６１􀆰 ３７ ２１􀆰 ７５±６􀆰 ６４∗

辐射组 ８ ２８􀆰 １４±１０􀆰 ２６∗ ３７６􀆰 ０７±７０􀆰 ２８∗ ４５􀆰 ２３±１７􀆰 ８８∗

辐射＋橄榄苦甙组 ８ １６􀆰 ６７±６􀆰 ４４＃ ２７７􀆰 ０５±６６􀆰 ４０＃ ３８􀆰 ２２±４６􀆰 ４２＃

与正常对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与辐射组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ５　 大鼠动情周期变化　 连续 ７ ｄ 阴道涂片，观察

到正常对照组和橄榄苦甙组大鼠均可观察到下一

次动情期改变；辐射组 ３ ／ ８ 大鼠出现动情周期延长，
未见下一动情期；辐射＋橄榄苦甙组大鼠均可出现

下一动情期。
２􀆰 ６　 大鼠卵巢组织光镜下改变及卵泡数变化 　
正常对照组卵巢结构清晰，卵巢中可见原始卵

泡，各级发育中卵泡及成熟卵泡；辐射组卵巢结

构混乱，皮质中原始卵泡和初级卵泡数量锐减，
可见大量闭锁卵泡及多个大的陈旧样黄体组织；
橄榄苦甙组卵巢结构清晰，各级卵泡数未见明显

变化；辐射＋橄榄苦甙组卵巢结构相对清晰，原始

卵泡明显减少，可见少量闭锁卵泡及黄体样组

织。 见图 ３。
橄榄苦甙组大鼠卵泡总数及各级生长卵泡数

较正常对照组正常大鼠差异无统计学意义（ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 辐射组大鼠卵泡总数较正常对照组显著

减少（Ｐ＜０􀆰 ０５），各级卵泡中，原始卵泡、初级卵泡

数减少明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 辐射＋橄榄苦甙组大鼠，
各组卵泡数较正常对照组减少，但差异无统计学

意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；辐射＋橄榄苦甙组较辐射组卵泡

总数多，以原始卵泡，初级卵泡数保留多 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ２。

图 ３　 各组大鼠卵巢组织 ＨＥ 染色（×４０）
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表 ２　 各组大鼠各级卵泡数比较（􀭰ｘ±ｓ）

组别 原始卵泡 初级卵泡 次级卵泡 窦状卵泡 总卵泡数

正常对照组 １６􀆰 １３±７􀆰 ２６∗ １４􀆰 ８８±４􀆰 ４２∗ １３􀆰 ７５±９􀆰 ９０ ３􀆰 １３±２􀆰 ９５ ４７􀆰 ８８±１７􀆰 ０８∗

橄榄苦甙组 １４􀆰 ３８±６􀆰 ２８ １２􀆰 ６３±６􀆰 ６３ ９􀆰 ５０±４􀆰 ７２ ０􀆰 ５０±０􀆰 ９３ ３７􀆰 ００±９􀆰 ２４
辐射组 ３􀆰 １３±３􀆰 ９４ ７􀆰 ００±３􀆰 ７０ ８􀆰 ００±３􀆰 ３０ １􀆰 １３±１􀆰 ４６ １９􀆰 ２５±６􀆰 １８
橄榄苦甙＋辐射组 １３􀆰 ３８±７􀆰 １９∗ １４􀆰 ６３±７􀆰 ０５∗ １０􀆰 ２５±５􀆰 ６８ １􀆰 ００±１􀆰 ５１ ３９􀆰 ２５±７􀆰 ５０∗

与辐射组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５

３　 讨　 论

３􀆰 １　 卵巢储备功能评估方式　 卵巢储备功能指的

是卵巢内存留原始卵泡的数量和质量，反映了女性

的生育潜能。 近年来常用 ＡＭＨ 评估卵巢储备功

能［９］。 研究认为，ＡＭＨ 能更好地用于预测绝经年

龄，其与年龄相关的卵巢储备功能下降相关性最

强。 初级卵泡，次级卵泡及直径 ２ ～ ８ ｍｍ 的早期窦

卵泡中高表达 ＡＭＨ［１０⁃１１］。 目前认为，ＡＭＨ 分泌在

月经周期过程中相对稳定［１２］。 卵泡数目出生时已

固定，不能再生，且仅 ０􀆰 １％的卵泡可发育成熟并排

卵，绝大部分的卵泡闭锁消失。 这也导致了卵巢功

能易受损。 始基卵泡作为卵巢功能的基本生殖单

位。 卵泡的耗竭及卵泡对垂体促性腺激素的无反

应性可导致卵巢功能衰竭。 由于原始卵泡并不分

泌 ＡＭＨ，部分学者认为，ＡＭＨ 只能反映生长卵泡的

数量，而无法反映处于休眠期的原始卵泡的数

量［１３］。 卵巢组织中，各级卵泡的数量是反应卵巢储

备功能的最直接的证据。 本实验取大鼠卵巢制作

组织切片，计数各级卵泡数，作为评估卵巢储备功

能的手段之一。
３􀆰 ２　 建立适宜辐射模型　 现有卵巢辐射损伤模型

各有不同。 Ｐｅｓｔｙ 等［１４］ 用不同剂量的射线（０􀆰 ５、１、
３、６ Ｇｙ）一次全身照射 ６ 周龄小鼠，各个剂量组均可

发现原始卵泡和初级卵泡显著减少。 Ｓａｉｄ 等［３］ 用

３􀆰 ２ Ｇｙ 的 γ 射线一次全身照射 ２３ ｄ 龄未成熟 ＳＤ 大

鼠，各级生长卵泡减少，闭锁卵泡增加。 ６ ～ ８ 周龄

的 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠接受 ７􀆰 ２ Ｇｙ 的 γ 射线全身照射后，
卵母细胞发育延迟，大多数处于减数分裂Ⅰ期，卵
母细胞形态结构异常增加，且小鼠排卵率降低［１５］。
体外研究中，学者分离卵巢置于适宜的培养基培

养，用 ０􀆰 ２ Ｇｙ 的射线照射，可观察到直径＞５００ μｍ的

卵泡数较未照射组显著减少，且平均直径小；除此

外卵母细胞裂解增多［１６］。 本实验中，接受盆腔 ５ Ｇｙ
照射后，辐射组血清 ＡＭＨ 明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；３ ／ ８
大鼠动情周期延长；卵巢组织见总卵泡数减少，原
始卵泡和初级卵泡为主，大量闭锁卵泡。 成功建立

卵巢辐射损伤模型。 既往研究大多采用全身照射，
辐射面积大，辐射损伤重，本实验采用盆腔照射，减
少全身照射引起相邻器官及相关组织的影响，使辐

射损伤更集中作用于卵巢，并采用多种直接和间接

方法对卵巢储备功能进行评价。
３􀆰 ３　 橄榄苦甙对抗炎症反应以减轻辐射性卵巢损

伤　 卵巢辐射损伤机制主要有氧化应激［３］ 和 ＤＮＡ
损伤［１６］。 其他辐射模型证实电离辐射诱导血清

ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０、ＴＮＦ⁃α 等炎症因子发生变化，炎症

反应参与放射性损伤［１７⁃１９］。 Ｄａｓ 等［２０］发现照射后小

鼠体内除氧化应激反应，同时激活 ＮＦ⁃ｋＢ 通路，增
加 ＣＯＸ⁃２ 表达，提高炎症因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 血清浓

度，证实氧化应激反应和炎症反应均参与辐射损

伤。 橄榄苦甙可降低 ＩＬ⁃１ 和 ＩＬ⁃６ 的释放对抗炎症

反应［２１］。 因此，我们猜想橄榄苦甙可通过调节

ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等炎症因子的释放，减轻卵巢辐射

性损伤。 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 是介导急性期炎症反应

最重要的细胞因子。 ＩＬ⁃１、ＴＮＦ⁃α 主要由激活的巨

噬细胞产生，可引起发热、食欲不振、嗜睡等症状。
ＴＮＦ⁃α 还是炎症反应的启动因子，可损伤血管内皮

细胞，增加血管通透性，刺激内皮细胞生成 ＩＬ⁃１、内
皮素等炎症介质，导致组织损伤；刺激单核巨噬细

胞等合成分泌 ＩＬ⁃１、６、８、ＴＮＦ⁃α 等形成“瀑布效应”
加重组织损伤。 本实验中，辐射组较对照组炎症因

子 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的释放显著增加，而橄榄苦甙

的干预有效降低辐射＋橄榄苦甙组血清 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α 浓度，减轻辐射诱导的炎症反应。 对比辐射

组，辐射＋橄榄苦甙组血清 ＡＭＨ 浓度明显升高；阴
道涂片未见动情周期异常；卵巢病理切片示，保留

更多生长卵泡数，以原始卵泡和初级卵泡差异显

著，可能为原始卵泡对辐射更为敏感［２２］。 因此，橄
榄苦甙可在一定程度上减轻卵巢辐射损伤。 结合

炎症因子的改变及卵巢储备功能情况，我们有理由

认为，橄榄苦甙通过抑制辐射诱导的炎症反应，减
轻卵巢储备功能的损伤。

综上所述，橄榄苦甙可通过抑制炎症因子 ＩＬ⁃１、
ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 的合成和释放，减轻辐射诱导的炎症
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反应，改善卵巢储备功能。
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