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促性腺激素释放激素类似物缓解环磷酰胺导致卵巢损伤的机制研究 *
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摘要 目的：通过动物实验和细胞实验初步探索促性腺激素释放激素类似物在环磷酰胺暴露下保护卵巢功能的机制。方法：构建

乳腺癌荷瘤小鼠 36只，随机分成 Control组，CTX组和 CG (CTX+GnRHa)组，药物干预后麻醉下剥离肿瘤和子宫卵巢并称重，计

数卵巢原始卵泡和生长卵泡数目，提卵巢蛋白进行Western blot检测抗缪勒氏管激素 (Anti-M俟llerian hormone, AMH)蛋白表达

量，提取卵巢 RNA进行 qRT-PCR实验检测 mRNA水平，心尖取血检测血清 AMH水平。卵巢颗粒细胞加药处理 36小时后，收细

胞蛋白进行Western blot检测 AMH蛋白表达量，提细胞 RNA进行 qRT-PCR检测 mRNA水平，ELISA法检测细胞培养基上清中

AMH水平。结果：成瘤后第 21天，CTX组和 CG组小鼠肿瘤质量无统计学差异（P>0.05）且均小于 Control组（P<0.05）；CTX组子
宫和卵巢的总重量均显著低于 Control组和 CG组（P<0.01），卵巢内原始卵泡数量均低于 Control组和 CG组（P<0.001），生长卵
泡数量无统计学差异（P>0.05）。动物实验，Western blot结果提示，CTX组卵巢AMH蛋白含量显著高于 Control组或 CG组（P<0.05）；
由 ELISA结果提示，CTX组血清 AMH蛋白浓度显著低于 CG组（P<0.01）。细胞实验，由Western blot可见，CTX组 AMH蛋白含

量显著高于 Control组和 CG组（P<0.05）；由 ELISA实验可见，CG 750组和 CG1000组培养基上清的 AMH蛋白浓度均高于对应

CTX剂量组（P<0.01）。无论在动物实验还是细胞实验中，各组 AMH的 mRNA表达水平均无统计学差异（P>0.05）。结论：在 CTX

化疗的同时运用 GnRHa,可以在不干扰化疗疗效的前提下，通过减少 CTX所致细胞内 AMH潴留程度，增加细胞外和血清中的

AMH浓度从而发挥保护卵巢储备的功能。
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The Mechanism of Gonadotropin-releasing Hormone Analogs to Relieve
Ovarian Injury Induced by Cyclophosphamide*

To explore the mechanism of gonadotropin-releasing hormone analogs (GnRHa) on protecting ovarian

function during cyclophosphamide (CTX) exposure via animal and cell experiments. Thirty six breast cancer tumor-bearing

mice were randomly divided into the Control group, CTX group, and CG (CTX+ GnRHa) group. After intervention, the tumor, uterine,

and ovary were removed form mice and weighed under anesthesia. The number of primordial follicles and growing follicles in ovary

were counted. The protein of the ovary was extracted to detect the protein expression of AMH by Western blot. The RNA of ovary was

purified to detect the mRNA level of AMH by qRT-PCR assay. Then the blood of the heart apical was collected to detect the serum AMH

level. Meanwhile, after 36 hours of treatment of ovarian granulosa cells, the cells were harvested for Western blot and qRT-PCR to detect

AMH protein expression and mRNA level. ELISA assay was applied to detect AMH level in the cell culture supernatant. On the

21st day after subcutaneous tumor formation, there was no significant difference in tumor mass from mice between the CTX group and

the CG group (P>0.05), and both of them were smaller than the Control group (P<0.05). The weight of uterus and ovaries in the CTX
group was significantly lower than Control group and CG group (P<0.01). Compared with the Control group and the CG group, the num-

ber of primordial follicles in the CTX group was significantly lower(P<0.001). There was no difference in the number of growing follicles
between three group (P>0.05). In animal experiments, Western blot showed that the content of AMH protein in ovary of CTX group was

significantly higher than that of Control group or CG group (P<0.05). The result of ELISA assay indicated that the concentration of AMH

protein in serum of CTX group was significantly lower than that of CG group(P<0.01). In cell experiments, Western blot revealed that the

content of AMH protein in CTX group was significantly higher than that in Control group and CG group (P<0.05). The result of ELISA
assay indicated that the concentration of AMH protein in the medium supernatant of CG 750 and CG1000 groups was higher than that of

CTX group(P<0.01). No matter in animal experiments or cell experiments, the mRNA expression levels of AMH in all the groups did not
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change significantly. The application of GnRHa with CTX can protect ovarian reserve by reducing the level of AMH

retained in the cells caused by CTX, and increasing the concentration of AMH outside the KGN cells and in the serum without interfering

with the efficacy of chemotherapy.

Gonadotropin-releasing hormone analogue (GnRHa); Cyclophosphamide (CTX); Anti-M俟llerian hormone (AMH);

Ovarian reserve

前言

癌症是全球人口死亡的第二大原因[1]，优化癌症治疗策略、

改善癌症幸存者的生活质量仍是亟待解决和值得探讨的问题。

对于女性来说，乳腺癌高居癌症发生率榜首。近年来，随着乳腺

相关检查技术的发展，乳腺癌检出年龄逐渐提前，更多的女性

得益于早发现和早治疗[2]。与此同时，乳腺癌治疗策略的完善和

更多药物的临床发展也延长了患者的生命，使死亡率在近几年

有所下降[3]。

化疗是最重要的抗肿瘤全身治疗，对降低肿瘤的复发率和

提高肿瘤患者的生存率具有重要价值。化疗药物在杀伤肿瘤细

胞的同时，对人体正常的组织细胞也具有毒性作用，其中对卵

巢的毒性作用可引起卵巢功能不全、月经紊乱、闭经甚至卵巢

功能早衰[4,5]。对于罹患乳腺癌的女性，年纪越小死亡风险越高，

更应早期、足量、规律地接受化疗。而年轻女性乳腺癌治疗后，

对于生育和生活质量的要求逐渐提高。因此，如何降低化疗药

物对育龄女性卵巢的毒性是十分重要的研究课题。环磷酰胺

（Cyclophosphamide, CTX）是乳腺癌一线化疗药的主要成分[6]，

但其作为烷化剂是公认的的对卵巢功能损伤最大的化疗药

物[7]，因此目前大多对乳腺癌化疗药物引发卵巢毒性的研究多

聚焦在环磷酰胺。

促性腺激素释放激素类似物（Gonadotropin-releasing hor-

mone analogue，GnRHa）是人工合成的促性腺激素释放激素的

激动剂和拮抗剂，可与垂体上促性腺激素释放激素受体竞争性

地结合，从而抑制黄体生成素和卵泡刺激素的分泌，使绝经前

女性体内雌激素达到绝经后水平，其作用与手术去势（双侧卵

巢切除或卵巢照射）及化疗相当[8]。近年来，它也逐渐被接受用

于绝经前 HR受体阳性的乳腺癌患者的辅助内分泌治疗[9]。除

此之外，有多项临床随机对照试验发现在化疗期间联合运用

GnRHa（依据女性排排卵周期，每 28天皮下注射一次）可以明

显增加患者化疗后的月经恢复率，并增加自然怀孕的可能性,

对绝经前乳腺癌患者卵巢功能起到保护作用[10-13]。欧洲圣加伦

（StGallen）会议共识和美国国家综合癌症网（National Compre-

hensive Cancer Network，NCCN）指南甚至已建议同时使用

GnRHa来降低绝经前乳腺癌患者接受化疗时卵巢功能衰竭的

风险[14]，但其中的作用机制并不明确。

抗缪勒氏管激素(Anti-M俟llerian hormone, AMH)是一种在

哺乳动物胚胎期促进生殖系统分化的同型二聚体，属于转化生

长因子 茁家族 [15]。抗缪勒氏管激素二型受体（Anti-M俟llerian
hormone receptor type 2，AMHR2）是一种跨膜感受器，它与

AMH特异性结合，通过调节下游信号通路去改变细胞核内的

转录来发挥作用[16,17]。AMH在雌性哺乳动物主要由生长卵泡的

颗粒细胞分泌，与卵巢内的 AMHR2受体结合后抑制原始卵泡

募集后转化为生长卵泡，负性调控卵泡的生长和成熟。大样本

数据表明女性血清 AMH水平从出生时开始上升，在青春期大

约 25岁达到峰值，直到更年期年龄，有一个稳定的下降直到无

法检测的水平[18]。因此，血清 AMH水平较高代表更好的卵巢储

备，更丰富的原始卵泡[19]。

探明 GnRHa保护化疗暴露下卵巢功能的机制，给这一药

物在卵巢保护方面的运用提供证据，使更多年轻乳腺癌患者保

留生育功能、提高生活质量，有重要意义。在本研究中，我们拟

通过动物实验和细胞实验初步探索 GnRHa在 CTX暴露下保

护卵巢功能的机制。

1 材料与方法

1.1 动物实验

1.1.1 实验动物及试剂 5周龄 SPF级雌性 Balb/c裸鼠，购自

常州科康生物科技有限公司，动物实验经医学实验动物管理委

员会批准；人乳腺癌细胞 MCF7购自上海市中科院；环磷酰胺

（CTX）购自江苏恒瑞公司，醋酸戈舍瑞林缓释植入剂（GnRHa）

购自阿斯利康制药有限公司，生理盐水购自安徽丰原药业，戊

巴比妥购自上海索莱宝生物科技有限公司，小鼠血清

AMH-ELISA试剂盒购自上海优培诺生物科技有限公司。

1.1.2 方法 36 只 5 周龄、体重 18-20 g 的雌性近交系

BALB/c裸鼠，按 SPF级条件适应性喂养一周后开始动物实

验。随机分成 Control组，CTX组和 CG (CTX+GnRHa)组，每组

12只小鼠，在小鼠背部进针，进针至皮下时针尖朝上，约进 0.5 cm，

皮下注射 1× 107个MCF7细胞，每 2天观察并记录肿瘤生长

情况，用游标卡尺测量肿瘤最长和最短部位，V=1/2*a*b2（a为

长轴，b为短轴）[20]。当肿瘤体积达到 30 mm3以上时，开始进行

后续药物处理。皮下成瘤后 13天，Control组、CTX组和 CG组

分别皮下注射生理盐水、生理盐水、0.09 mg/kg GnRHa[21]。皮下

成瘤后 14天即小鼠 8周龄时 [22]，3组分别腹腔注射生理盐水、

200 mg/kg CTX、200 mg/kg CTX。皮下成瘤后 18天，再次分别

皮下注射生理盐水、生理盐水、0.09 mg/kg GnRHa。皮下成瘤后

21天即小鼠 9周龄时，3组 36只小鼠麻醉下心尖采血，剥离肿

瘤并称重，剥离子宫卵巢并称重。全血静置 1小时后 4℃过夜，

3000 rpm，离心 10分钟后吸取上清液，血清中 AMH水平通过

酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒测定。显微镜下分离卵巢，一

半卵巢制成全卵巢切片，每张切片厚度 5 滋m并标序号，H&E
染色后，每 5张切片取一张显微镜下计数卵泡数量，每个卵巢

计数五张切片，每个卵巢的卵泡数量运用 5倍校正因子估计[23]。

另一半提取卵巢蛋白后进行免疫印迹检测，提取卵巢 RNA后

进行实时荧光定量。整个动物实验过程中，每 2天观察并记录

肿瘤生长情况。荷瘤小鼠实验流程如图 1。
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Western blot：将小鼠卵巢组织捣碎，每只小鼠卵巢约 20 mg

加入 200 滋L的裂解液，涡旋仪充分震荡，使组织裂解充分，
14000 rpm，离心 10分钟。取上清 1:1加入 2× loading buffer，

100℃水浴蛋白变性 10分钟。SDS-PAGE蛋白恒压电泳，恒流

转膜，5 %脱脂奶粉室温封闭 1小时，兔抗人 AMH单克隆抗

体、兔抗人 AMHR2单克隆抗体，1：500稀释，4℃摇床孵育 12

小时，TBST洗涤 3次，每次 5分钟，HRP标记的羊抗兔二抗室

温孵育 1小时，TBST洗 3次，每次 5分钟。ECL发光液显影获

图像。独立重复 3次。

Real-time PCR：按照说明书步骤提取 RNA，测定 RNA浓

度，逆转录 RNA成 cDNA后进行 qRT-PCR检测，95℃ 5 min

预变性；扩增 30个循环：95℃45 s，55℃ 45 s，72℃ 45 s。然后

72℃ 5 min，4℃ 1 h。使用 2-△ △ CT算法处理原始 CT数值。AMH

正向引物：5' - CCGAGACCTACCAGGCCAACAA-3'，反向引

物 5'- GCATCTTCAGCAGCAGCACCA-3'；AMHR2正向引物：

5'- AAGGATGCCGAGACAGTGATG -3'，反向引物 5'- AGCAG

GAGGAGGAGGAACAG -3'；内参基因 ACTIN 正向引物：5'-

CTACGTCGCCCTGGAC TTCGAGC -3'，反向引物：5'- GATG-

GAGCCGCCGATCCACACGG -3'。每组 3复孔。

1.2 细胞实验

1.2.1 细胞系及试剂 卵巢颗粒细胞 KGN（购自上海市中科

院）；环磷酰胺（CTX）购自江苏恒瑞制药厂，醋酸戈舍瑞林缓释

植入剂（GnRHa）购自阿斯利康制药有限公司，rabbit anti-AMH

和 rabbit anti-AMHR2购自 Abcam公司，rabbit anti-beta-Actin、

二抗购自 Absin公司，PrimeScript RT试剂盒和 Real time PCR

试剂盒购自 Takara公司，胎牛血清、培养基 DMEM均购自

Gibco公司。

1.2.2 方法 细胞培养与药物处理：KGN细胞培养于含 10%

的胎牛血清的 DMED培养基内，置 5 %的 CO2，37℃培养箱中

培养。铺六孔板，待细胞生长汇合度达 70%-80%左右。换液后

加药，Control组：生理盐水；CTX750组：CTX 750 滋g/mL；CG
(CTX+GnRHa)750 组：CTX 750 滋g/mL + GnRHa 100 滋g/mL；

CTX1000组：CTX1000 滋g/mL；CG1000组: CTX 1000 滋g/mL+
GnRHa 100 滋g/mL。培养箱内继续培养。提取细胞蛋白进行
Western blot，提取 RNA 并在逆转录 RNA 成 cDNA 后进行

qRT-PCR检测转录水平 AMH的表达。

ELISA法检测细胞培养基上清：收取六孔板内细胞培养上

清，离心 20分钟左右（2500 rpm）,吸取上清。加 100 滋L标准品、
100 滋L培养基上清于相应反应板中，混匀后 37℃孵育 90 min，

反复清洗反应板 5次。每孔加入 100 滋L生物素化抗体工作液，
混匀后 37℃孵育 60 min，反复清洗反应板 5次。每孔中加入

100 滋L酶结合工作液，混匀后 37℃温育 30 min。反复清洗反应

板 5次。每孔分别加入 100 滋L TMB显色液，混匀后 37℃暗处

温育 10 min。每孔加入 100 滋L终止液，混匀后 30 min内在

450 nm处读 OD值。每组 3复孔。

1.3 统计学分析

运用 GraphPad Prism 7软件进行统计学分析和绘图，各组

数据用平均数± 标准差表示，三组间比较采用单因素方差分

析，组间进行 Lsd-t检验。以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 GnRHa不影响 CTX的抗肿瘤作用

三组小鼠皮下成瘤后每 2天观察并记录肿瘤生长情况（图

2 A）。三组小鼠皮下成瘤后第 21天即小鼠 9周龄时，剥离肿瘤

后称重（图 2，B），结果显示 CTX组和 CG组肿瘤质量均小于

Control组（P<0.05），CTX组和 CG组间肿瘤质量无显著差异

（P>0.05）(图 2，C)。

2.2 GnRHa可以减轻 CTX所致的卵巢内原始卵泡丢失

三组小鼠皮下成瘤后进行药物干预，干预后，腹腔麻醉剥

离子宫和卵巢。我们发现 CTX组子宫和卵巢的总重量显著低

于 Control组（P<0.01），CTX和 GnRHa共同处理的 CG组子宫

和卵巢的总重量显著高于 CTX组（P<0.01），且 CG组与 Con-

trol组子宫和卵巢的总重量无显著差异（P>0.05）(图 3, A)。计数

卵巢内卵泡数量，我们观察到原始卵泡在 CTX组丢失严重

图 1 动物实验示意图

Fig. 1 Schematic diagram of animal experiment
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图 2 实验过程中小鼠在体肿瘤体积变化和离体肿瘤重量

*P<0.05
Fig.2 Changes of the tumor size in vivo during experimental and tumor weight in vitro

*P<0.05

（P<0.001），CG组的原始卵泡数量与 Control组比较无统计学

差异（P>0.05）且比 CTX组显著增加（P<0.001）(图 3, B)。三组

间生长卵泡的数量无统计学差异（P>0.05）(图 3, B)。

2.3 GnRHa可以缓解 CTX导致的 AMH在小鼠卵巢和 KGN

细胞内的蓄积

在显微镜下精细剥离出单独的卵巢组织，然后提取卵巢组

织蛋白。Western blot显示，与对照组相比，CTX处理过的小鼠

图 3小鼠子宫卵巢总重量和卵泡计数

**P<0.01, ***P<0.001。
Fig.3 Total weight of uterus and ovaries and the number of ovarian follicles in mice

**P<0.01, ***P<0.001.
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2.4 GnRHa可以逆转 CTX导致的 AMH在小鼠血清和 KGN

细胞培养基的浓度降低

通过酶联免疫吸附试验检测三组小鼠血清中 AMH浓度，

我们发现 CTX 组 AMH 血清浓度显著低于 Control 组和 CG

组（P<0.01），而 CG组 AMH浓度与 Control组比较无统计学差

异（P>0.05）（图 5，A）。检测培养基中颗粒细胞分泌的 AMH水

平发现，细胞培养基中 AMH的浓度在 CTX暴露组中显著下

降（P<0.01），且在 CTX浓度更高的 CTX1000组中 AMH浓度

更低 (P<0.001）。CG750组、CG1000组的 AMH水平与 Control

组比较均无统计学差异（P>0.05），但均分别高于 CTX750组和

CTX1000组，差异均有统计学意义（P<0.01）（图 5，B）。

2.5 CTX和 GnRHa不在转录水平改变 AMH的表达

运用 RT-qPCR 技术检测药物处理的三组小鼠卵巢和

KGN细胞，我们发现，各组间 AMH的 mRNA表达水平均无统

计学差异（P>0.05）（图 6）。

3 讨论

随着恶性肿瘤患者的年轻化和患者生育需求的增加，避免

生殖毒性化疗药物所带来的卵巢损伤是肿瘤生殖学研究的重

点。临床工作中，GnRHa与化疗联合应用保护卵巢功能已经较

为普遍，探明其中的机制是十分急迫的。

我们的研究分为动物实验和细胞实验，动物实验中小鼠腹

腔注射 CTX 的剂量是根据既往研究确定，即 200 mg/kg 的

CTX能导致小鼠大约 45%的卵泡丢失[24,25]；GnRHa的小鼠皮下

注射剂量由人的注射剂量推算得出，注射周期为每 5天一次，

依据小鼠排卵周期制定；细胞实验中，CTX的浓度是依据我们

前期的实验，用 250-1250 滋g/mL的 CTX浓度梯度处理 KGN

细胞 36小时后，在≥ 750 滋g/mL的 CTX处理后的细胞中，培

养基中分泌的 AMH水平降低，CTX 1250 滋g/mL时，细胞死亡
增多 [26]，因此确定 CTX 的加药浓度为 750 滋g/mL 和 1000

滋g/mL。在本研究中，首先通过比较小鼠药物治疗后肿块大小
证明了 GnRHa 与 CTX联合应用并不影响 CTX 的抗肿瘤作

用。再通过比较组间化疗后卵巢内原始卵泡和生长卵泡的数量

发现 GnRHa可以缓解 CTX所致的原始卵泡丢失。CTX损伤

卵巢的机制主要分为直接和间接两方面：一方面，CTX可能对

各级卵泡和其他卵巢间质细胞产生直接毒性，诱导 DNA损伤

和细胞凋亡[25,27]。另一方面，CTX过度募集原始卵泡引起原始卵

泡的耗竭，间接损伤卵巢储备[28]。因此，我们认为 GnRHa可以

逆转 CTX对卵巢储备的损伤。接下来我们通过对小鼠卵巢蛋

白和 KGN细胞蛋白进行免疫印迹实验，对小鼠血清和 KGN

卵巢内 AMH蛋白含量显著增多（P<0.01）；GnRHa和 CTX共同

处理的小鼠，卵巢内 AMH蛋白含量显著少于 CTX单独处理

组（P<0.05），但与 Control组无统计学差异（P>0.05）（图 4，A）。

为了进一步验证这一现象，我们用稳定培养的 KGN细胞

加药处理 36小时后收取细胞蛋白，进行蛋白免疫印迹实验。

CTX750组和 CTX1000组 KGN细胞内 AMH蛋白含量均显著

高于对照组（P<0.05）；加入 GnRHa后，KGN细胞内 AMH蛋白

的含量均显著低于对应 CTX组（P<0.05）（图 4，B）。

图 4 与 Control组比较，加药处理后的小鼠卵巢（A）和 KGN细胞（B）内 AMH蛋白含量

Fig.4 Protein content of AMH in mouse ovary (A) and KGN cells (B) after drug treatment compared with Control group
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图 5 加药处理后的小鼠血清（A）和 KGN细胞培养基（B）内 AMH蛋白浓度

**P<0.01, ***P<0.001。
Fig.5 Protein concentration of AMH in mouse serum (A) and culture medium of KGN cells (B) after drug treatment

**P<0.01, ***P<0.001.

图 6 加药处理后的小鼠卵巢（A）和 KGN细胞（B）内 AMHmRNA表达

Fig.6 Relative mRNA expression of AMH in mouse ovary(A) and KGN cells (B) after drug treatment

细胞培养基进行免疫吸附实验，对小鼠卵巢 RNA和 KGN细

胞 RNA进行 PCR实验，分析出 CTX不在转录水平改变 AMH

的表达，而是增加 AMH潴留在颗粒细胞内，并使得细胞外的

AMH水平减少；而 GnRHa也不在转录水平改变 AMH的表

达，而是将 CTX潴留在颗粒细胞内的 AMH浓度降低，同时增

加细胞外和血清中的 AMH浓度，这些游离的 AMH通过靶向

卵巢 AMHR2抑制原始卵泡耗竭，保留卵巢储备。GnRHa是否

将 CTX潴留在颗粒细胞内的 AMH分泌至细胞外，其中的具

体机制是我们团队后续的研究方向。现在科学界普遍认为

PI3K/AKT /MTOR信号通路是调节原始卵泡的静止和存活的

途径之一[29]。FoxO3A是该通路上一个重要的分子，它磷酸化时

可以激活原始卵泡 [30]。有研究报道用 AMH治疗小鼠卵巢后，

AMH可能通过阻止环磷酰胺诱导的 FoxO3A的磷酸化来抑制

原始卵泡募集[27]。

此外，有研究证实 GnRHa可以通过减少垂体卵泡刺激素

的分泌，因此导致生长卵泡发育停滞、凋亡减少，使原始卵泡处

于静止状态，从而达到卵巢功能抑制[31]。这也许是 GnRHa保护

卵巢储备的另一种思路。

我们的研究发现，在 CTX化疗的同时运用 GnRHa，可以

在不干扰化疗疗效的前提下，通过减少 CTX导致的潴留在细

胞内的 AMH水平，增加细胞外和血清中的 AMH浓度从而发

挥保护卵巢储备的功能。这一发现为后续的深入研究提供了思

路，也为 GnRHa在化疗暴露下卵巢功能保护方面的运用提供

了初步的参考依据。
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