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研究报告
D-半乳糖诱导小鼠多囊卵巢综合征的动物模型研究
D-半乳糖诱导建立的小鼠多囊卵巢综合征模型
周越1，董英1*，陆嘉伟1，何远清2 ，费倩1，蔣王英1，李思斌1，

（1. 江苏大学食品与生物工程学院 镇江212013；2. 江苏大学实验动物中心 镇江212013）
【摘要】目的 研究D-半乳糖诱导ICR中年雌性小鼠多囊卵巢综合症（PCOS）动物模型的卵巢形态学、性激素以及胰岛素水平变化，并探讨D-半乳糖引致小鼠PCOS的意义。方法 以D-半乳糖腹腔注射20周龄ICR雌性小鼠8周，观察卵巢形态的变化，检测血糖值及动情周期排卵情况，并采用ELISA法测定血清胰岛素、雌二醇（E2）、促卵泡生长激素（FSH）、睾酮（T）水平。结果 D-半乳糖处理组小鼠的卵巢重量显著高于对照组 (P < 0.05)，有80% (10/12) 的单侧或双侧卵巢呈现多囊性扩张，卵巢闭锁增多及颗粒细胞层数减少，并表现为紊乱的动情周期，提示无排卵；与对照组比较，D-半乳糖组小鼠血清T、E2 和空腹血糖水平明显升高（P<0.001），FSH水平下降（P< 0.0001），空腹血胰岛素水平显著高于对照组 (P < 0.01)，胰岛素敏感指数显著低于对照组 (P < 0.05)。结论 使用D-半乳糖诱导小鼠PCOS模型，无论在影响血清性激素还是卵巢局部形态学改变方面都与临床表现相似，并存在胰岛素抵抗现象，符合PCOS的典型特征，可作为动物模型用于科学研究。
【关键词】D-半乳糖；PCOS模型；激素；卵巢形态；动情周期；小鼠
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A mouse model of polycystic ovary syndrome induced by D-galactose

ZHOU Yue 1, DONG Ying 1 *, LU Jia-wei 1, HE Yuan-qing 2, FEI Qian 1, JIANG Wang-ying 1, LI Shi-bing1
(1. School of Food and Biological Engineering，2. Laboratory Animal Center, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China)

【Abstract】 Objective  To investigate the morphological changes in the ovaries and the serum levels of several related hormones, insulin and glucose in the mouse model of polycystic ovary syndrome ( PCOS) induced by D-galactose, and to discuss the significance. Methods 20-week-old female ICR mice were injected daily (i. p) with D-galactose for up to 8 weeks. ELISA was used to determine the serum levels of follicle-stimulating hormone (FSH), estrogen (E2), testosterone (T) and insulin (INS). HE staining was used for the pathological examination pf morphological changes of the ovaries. The stages of estrous cycle were verified by vaginal cytology. Results The ovaries of the D-galactose-treated mice showed polycystic changes of ovarian cysts and atretic follicles. Abnormal estrous cycles were induced in the D-galactose-treated mice. Comparing with the normal group, the serum estrogen (E2) and testosterone (T) were significantly increased and serum FSH was reduced in the D-galactose group (P<0.001 or P<0.0001). The level of serum insulin was significantly higher in the D-galactose-treated mice than in the normal group (P< 0.01). In comparison with the normal group, the value of 1/ (INS×G) was significantly decreased in the D-galactose-treated mice (P<0.05). Conclusions The level of serum sex hormones and the ovarian morphology of the D-galactose-treated mice are similar to those of the patients with PCOS, and insulin resistance is observed. Our results indicate that the D-galactose-treated mouse model may be a useful animal model for future experimental research of polycystic ovary syndrome.
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多囊卵巢综合征（PCOS）是以卵巢形态学改变为基础、伴随高雄激素紊乱现象，且具备长期无排卵症状的综合症[1]。1935年Stein-Leventhal首次归纳此症为闭经、多毛、肥胖、不孕和双侧卵巢囊性增大，被称为Stein-Leventhal综合征，其发病率占全球育龄女性的10%[2, 3]。PCOS还与肥胖、2-型糖尿病、心血管疾病及激素依赖的肿瘤等疾病的发生发展密切相关，因而已成为妇科内分泌领域内关注的热点[4]。因其发生涉及下丘脑、垂体、卵巢、肾上腺、胰腺及遗传等诸多因素，且生化改变及临床表现高度的异质性，所以PCOS的病因及发病机制目前并无定论。为了深入研究和探讨PCOS的发生、发展、预防和治疗，陆续建立了许多细胞及动物模型[4]。有关多囊卵巢综合征的动物模型已有多种，其中应用比较多较为成熟的有：①雄激素造模法；②来曲唑造模法；③雌激素造模法；④孕激素联合HCG造模法；⑤胰岛素联合HCG造模法；⑥芳香化酶抑制剂造模法等[5]，但由于多囊卵巢综合症的异质性，故迄今为止尚无一种公认的标准动物模型来囊括PCOS所有的特征。因此，寻找一种理想的能够符合PCOS的病理研究的实验动物模型，仍然是目前科研面临的重要问题。
D-半乳糖一般用于诱导动物产生亚急性衰老效应，能引致脑、肝、肾、血细胞等多种组织的氧化损伤[6]。Ji-Hun Park首次提出：相对于能引起生殖器官衰老而言，D-半乳糖更易引起小鼠PCOS表型[7]。本研究在此基础上，进一步对D-半乳糖诱导ICR雌性小鼠PCOS 动物模型进行系统的研究，从而探讨一种新的PCOS动物造模方法，以期为深入研究PCOS的发生与防治机制提供基础和条件。
1材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验动物：清洁级ICR小鼠24只，雌性，20周龄，体重40-44 g，购于扬州大学比较医学中心（动物生产许可证号SCXK（苏）2007-0001）。所有试验动物均饲养在江苏大学动物中心（动物试验许可证号：SYXK（苏）2008-0024）；饲养室温度为22±2°C，相对湿度为40-60%，每天12 h日光灯照明，所有小鼠均自由进食和饮水。并按实验动物使用的3R原则给予人道主义的关怀。
1.1.2主要试剂：D-半乳糖（Sigma公司，美国），雌二醇(estradiol，E2)， 睾酮( testosterone，T )、胰岛素(insulin，INS)及促卵泡生长激素(follicle stimulating hormone，FSH) 检测试剂盒（R&D公司，美国）。
1.2 方法
1.2.1 动物分组与造模
实验动物随机分为D-半乳糖组及对照组，每组12只，两组小鼠适应性喂养3 d后，D-半乳糖组小鼠每日腹腔注射D-半乳糖200 mg／kg（生理盐水配制），对照组同期每日腹腔注射等量的生理盐水，两组小鼠分别连续注射8周。
1.2.2 指标检测
（1）动情周期检查
实验动物饲养到第36天开始，每天上午9点采集阴道脱落细胞涂片。每天1次，连续10天。手持吸管，吸取生理盐水0.1~0.2 mL，轻轻插入小鼠阴道内0. 5~1 cm，抽吸2-3次，将吸液滴于载玻片上。再滴入适量95%乙醇溶液固定细胞，晾干后置于普通光学显微镜下进行细胞学检查。
（2）卵巢形态学观察 

在最后1次注射24 h (并禁食12 h)后，采血后颈椎脱臼法处死小鼠并摘取双侧卵巢，在解剖显微镜下去除卵巢表面脂肪组织，称重，分别用4%多聚甲醛固定，采用石蜡包埋、切片、HE染色并作光镜检查。
（3）性激素水平测定 

于最后1次注射24 h (并禁食12 h) 后，对两组小鼠采取眼眶采血，1500 rpm／min离心10 min，收集血清，-20°C保存。血清雌二醇(estradiol，E2)、睾酮( testosterone，T )、促卵泡生长激素(follicle stimulating hormone，FSH)的检测均采用ELISA法，严格按照试剂盒说明书进行操作。
（4）血糖值与胰岛素含量测定 

空腹血糖值(glucose，G)采用全自动生化分析仪测定；胰岛素（insulin，INS）含量采用ELISA法测定，其胰岛素敏感性指数为空腹血清血胰岛素和空腹血糖乘积的倒数(1/INS×G)[8]。
1.2.3统计方法
采用SPSS 17.00分析软件进行处理，数据均以采用平均数±标准差(
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 ±s)表示。两组间比较结果经t 检验，以α = 0.05 作为检验标准。
2 结果
2. 1 卵巢形态学观察
D-半乳糖组的卵巢指数为7.5± 0.8 mg/g，显著高于对照组( 5.2±0.5 mg/g)，P < 0. 05；对照组12只小鼠的卵巢形态正常，色泽红润，而D-半乳糖组12只小鼠中有10只呈现出单侧或双侧卵巢增大，以及典型的多囊状。其形态见图1 A。
对照组卵巢光镜下可见多个不同发育阶段的卵泡, 卵泡内颗粒细胞呈多层, 多为8~ 9 层（图1B）。D-半乳糖组卵巢颗粒细胞层数减少至2~ 3 层。卵巢闭锁增多及囊状扩张卵泡内外泡膜细胞层分层明显（图1C）。
2.2 动情周期变化
小鼠正常动情周期包括4个时期：即动情前期、动情期、动情后期和动情间期。各时期阴道分泌物显示出如图2所示的细胞形态。
动情前期可见大量上皮细胞，胞浆呈粒状，少量角化(无核)上皮细胞，无白细胞；动情期见大量角化上皮细胞，形状大而不规则；动情后期可见大量白细胞，尚有融合的角化上皮细胞；动情间期可见大量多核白细胞，极少量上皮细胞[9]。
经过连续10天的观察发现：对照组小鼠均有明显的4-5天的动情周期；而D-半乳糖处理组11/12只小鼠无明显的动情周期存在，表现为持续的动情间期或动情后期，提示无排卵。结果见图3。
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注：动情周期包括4个时期：动情前期、动情期、动情后期和动情间期。 三种代表细胞：白细胞(圆形), 角化细胞 (黑箭头), 有核上皮细胞 (白箭头)。
图2  小鼠各动情时期细胞形态图（×40）
Note: Stages of estrous cycle include proestrus, estrus, metestrus and diestrus. Three cell types are identified: leukocytes (circle), cornified epithelial (black arrowhead), and nucleated epithelial (white arrowhead). 

Fig. 2 Vaginal cytology representing each stage of estrous cycle
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注：对照组小鼠呈现4-5天的动情周期(n=11)，D-半乳糖处理组小鼠显示不正常的动情周期(n=11)；图中p为动情前期；e为动情期；m为动情后期；d为动情间期
图3 两组小鼠的动情周期变化图
Note: Control mice displayed a normal 4- or 5-day cycle (n = 11), D-gal-treated mice showed abnormal estrous cycles (n = 11). p: Proestrus; e: Estrus; m: Metestrus; d: Diestrus.

Fig. 3 Estrous cycles of mice in the two groups

2.3 血清性激素的测定
性激素的测定值为每组6只小鼠的平均值，各只小鼠的三种性激素测定结果见图4A、4C及图4E，由此可见：虽然同一组各小鼠个体之间性激素水平存在差异，但相对于对照组而言，D-半乳糖组的变化趋势是一致的。另外，D-半乳糖组小鼠血清E2浓度显著高于对照组( P<0. 0001，图4B) ，而血清FSH与对照组比较均值显著降低(P<0. 0001，图4D) ；血清T 浓度非常显著地高于对照组( P<0. 001，图4F)。
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注：每组分析6只小鼠，B、D和F显示两组之间各激素水平的比较结果(
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 ±s，n = 6)；****示为P<0.0001，***示为P<0.001

图4 两组小鼠血清性激素E2 (A, B)、FSH （C,D）及T（E, F）水平比较
Note: Six mice (#1–6) in each group are examined. Panels B, D and F show the level of each hormone (from panels A, C and E, 
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 ±s，n = 6). **** P<0.0001，*** P< 0.001. 

Fig. 4 Serum levels of estradiol (A, B), follicle stimulating hormone (C, D) and testosterone (E, F) in the two groups
2.4 胰岛素水平测定结果
从空腹血胰岛素（INS）测定值、血糖和胰岛素敏感率(1/INS×G)结果看，同一组6只小鼠个体之间存在差异（见图5A、 5C及5E），但与对照组比较，D-半乳糖组的变化趋势明显。D-半乳糖组小鼠的空腹血胰岛素和血糖值显著高于对照组，P<0. 01或P<0.001（图5B、5D），而胰岛素敏感率显著低于对照组, P<0.001 (图5F)。
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注：每组分析6只小鼠，B、D和F分别显示两组之间胰岛素水平、血糖及胰岛素敏感性指数的比较结果(
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 ±s，n=6)；**示为P<0.01，***示为P<0.001

图5 两组小鼠血清中胰岛素水平(A, B)、血糖（C,D）及胰岛素敏感性指数（E, F）比较
Note: Six mice (#1–6) in each group were examined. Panels B, D and F showed the level of each hormone (from Panels A, C and E, 
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±s，n=6). **P < 0.01，***P< 0.001. 

Fig. 5 Serum levels of insulin (A, B), glucose (C, D) and insulin sensitivity index (E, F) in the two groups

3. 讨论
自Christopher等人在1979年提出了半乳糖致白内障发生，国内学者利用大剂量的D-半乳糖造成动物的代谢障碍，致使动物不仅出现老年性白内障，而且还出现其它组织一系列退行性变化，符合人类衰老时所出现的症状[10]，但是D-半乳糖对雌性生殖器官的影响少见报道。而我们在采用D-半乳糖诱导小鼠衰老及抗衰研究的过程中意外地发现，D-半乳糖能够使小鼠产生典型的PCOS特征，该现象与Ji-Hun Park报道的结果一致[7]。
虽然PCOS的病因复杂，临床表现具有异质性。但卵巢形态学的病理改变是临床诊断PCOS的主要依据之一。本研究发现D-半乳糖明显引致小鼠单侧或双侧卵巢囊肿及多囊性改变，未使用D-半乳糖的小鼠未出现卵巢多囊样特征，且D-半乳糖诱发卵巢卵泡发生闭锁及囊状扩张卵泡改变, 与PCOS 病人卵巢病理改变相似。
临床研究发现，PCOS病人于更年期来临前的3-4年，雄激素就开始增长，并保持稳定的高水平状态，这说明高雄激素水平是PCOS最重要的内分泌特征，也是诊断PCOS的重要标准[11]。本研究发现D-半乳糖诱导ICR雌性中年小鼠可产生明显的高雄激素血症, 睾酮含量极显著高于对照组。而睾酮含量过高可影响卵泡的发育，又反馈性引起中枢分泌LH增加，LH/FSH比值上升，导致排卵障碍。Ji-Hun Park发现D-半乳糖能诱导幼龄小鼠体内高雄激素睾酮水平升高，与抗穆勒激素(anti-Müllerian hormone，AMH）的水平升高有关[7]。而高水平的AMH可能通过减少卵泡对促滤泡激素FSH的敏感性而引起PCOS的卵泡发育异常[12]，所以PCOS往往表现为低水平的FSH。本研究还发现D-半乳糖也能引起FSH水平显著下降，而低水平的FSH可能使雄激素不能在颗粒细胞中充分转化为雌激素，从而表现为过高的雄激素。因此D-半乳糖引起的激素水平的变化是与卵巢多囊样病理改变是相一致的，且与PCOS患者类似。
此外，PCOS患者也存在明显的高胰岛素血症。 PCOS就是以高胰岛素水平及胰岛素抵抗为特征的内分泌代谢疾病[13]。本研究结果表明，D-半乳糖诱导ICR 雌性中年小鼠不仅会导致其血雄激素水平升高，同时还伴有高胰岛素血症及空腹血糖升高，这与前人研究的D-半乳糖诱导大鼠胰岛素含量升高，同时胰岛素敏感指数降低的结果[14]一致。因此，高雄激素血症可能是导致高胰岛素血症的一个直接原因，而高胰岛素血症也可以进一步增强高雄激素血症，从而引起长期无排卵[15]。
目前为止，尽管国内外已建立多种PCOS动物模型，但仍存在不同程度的局限性。如研究发现采用来曲唑、硫酸普拉睾酮钠、硫酸普拉睾酮钠联合HCG 诱导大鼠PCOS模型,未能表现出PCOS 患者临床常表现的INS抵抗[16]。也有学者认为，注射外源性雄激素造模法虽可诱发卵巢多囊改变，但在形态、激素改变及对治疗的反应等方面与人PCOS也有很大差别[17]。研究者们仍在尝试和探索新的诱导方法，以求建立更为理想的PCOS 动物模型。
本研究采用D-半乳糖处理中年小鼠建立的一种PCOS 动物模型，表现为无排卵、血清雄激素和胰岛素水平明显增加, FSH水平及胰岛素敏感性下降，卵巢组织病理学检查结果呈典型的PCOS 样改变，其特点与临床症状相似。因此，采用D-半乳糖诱导小鼠是建立PCOS动物模型的理想选择。但是其形成机制仍有待于进一步探讨。
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注：A为两组卵巢形态比较；B为对照组卵巢显微切片(HE×100)；C为D-半乳糖组卵巢显微切片（HE×100） 
图1 D-半乳糖组和对照组小鼠卵巢对比 
Note: A: Morphology of control and D-galactose-treated ovaries; B: Photomicrograph of a control mouse (HE×100); C: Photomicrograph of a D-galactose-treated mouse (HE×100)

Fig. 1 Morphological changes of the ovaries
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