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　 　 【摘要】 　 目的　 评估高脂饮食诱导肥胖对雌性大鼠卵巢功能的影响,并探讨其作用机制。 方法　 80 只雌性

Wistar 大鼠随机分为高脂饮食(HFD)组(n= 40)和正常饮食(对照)组(n= 40)。 饲养 60 d 后评估各组大鼠发情周

期及大鼠卵泡发育各个阶段细胞数量及凋亡情况,并检测各组大鼠血清孕酮和雌二醇浓度。 然后按 1 ∶2比例雄雌

大鼠合笼 3 周。 结果　 HDF 诱导大鼠产生肥胖和高血糖,但是不影响大鼠血清甘油三酯、胆固醇和 C-反应蛋白浓

度。 肥胖也改变卵巢功能,HFD 大鼠发情间期延长,血清雌二醇浓度降低及窦闭锁卵泡数量增加。 此外,HFD 组

大鼠也出现卵泡囊肿。 而且 HFD 组大鼠怀孕晚于对照组大鼠。 结论　 肥胖诱导大鼠出现卵泡囊肿,并干扰排卵,
导致妊娠延迟。
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　 　 【Abstract】 　 Objective　 To evaluate whether high-fat diet-induced obesity affects ovarian function in rats and to
contribute to an understanding of the mechanisms involved. Methods　 Female 5-week-old Wistar rats were fed a high-fat
diet (HFD group, n= 40) or a normal diet (control group, n= 40). After 2 months of feeding, the estrous cycle and the
number of cells in each stage of rat follicular development were evaluated. The levels of serum progesterone and estradiol in
each group were also measured. Male and female rats (1 ∶ 2) were then mated over a period of 1 week. Results 　 HFD
induced obesity and hyperglycemia, without altering levels of serum triglycerides, cholesterol, or C-reactive protein. HFD
also altered ovarian function by prolonging diestrous phases, decreasing serum estradiol concentrations, and increasing the
number of antral atretic follicles. Moreover, the HFD group developed follicular cysts and became pregnant later than
control group rats. Conclusions　 HFD induces follicular cyst development and disturbs the ovulatory process, leading to
delayed pregnancy.
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　 　 肥胖是世界范围内的一个公共健康问题。 肥

胖可影响女性的生殖能力。 肥胖妇女发生不孕症

几率为正常体重者 3 倍[1]。 肥胖导致女性无排卵

周期和月经不规则,降低植入率和妊娠率,还可能

与多囊性卵巢综合征有关[2]。 以往研究表明,肥胖

可通过影响卵子生长发育、排卵、内膜生长、胚胎发

育和胚胎种植等多方面影响女性生育能力[3]。 也

有研究指出,高脂饮食(high-fat diet, HFD)诱导肥

胖可促进卵泡发育及卵泡丢失,导致卵巢早衰[4]。
还有研究表明,机体中过多脂肪不仅对女性,而且

对肥胖动物模型生殖功能均有负面影响[5]。 然而,
过量体脂干扰正常卵巢功能机制还不清楚,特别是

性激素及凋亡在其中作用。 因而,本研究采用高脂

肪 /高热量饲料喂养,建立 Wistar 雌性大鼠肥胖模

型,深入探讨肥胖对 Wistar 雌性大鼠卵巢功能的影

响机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

80 只雌性 SPF 级 Wistar 大鼠(5 周)由山西医

科大学实验动物中心提供 [ SCXK (晋) 2015 -
0001],体重 120~130 g。 饲养于山西医科大学实验

动物中心 SPF 级环境中 [ SYXK (晋) 2015 -
0001]。 动物实验严格按照山西医科大学实验动物

管 理 委 员 会 制 定 的 操 作 规 程 ( IACUC 号:
2015011),符合 3R 原则。 Wistar 大鼠随机分为正

常饮食组(对照组, n = 40)和高脂饮食组(HFD 组,
n= 40)。 正常饮食大鼠以标准饲料配方饲养;而
HFD 大鼠以高脂肪 /高碳水化合物饮食饲养,高脂

饮食主要包括 20%蛋白、35%碳水化合物和 45%脂

肪(购于中国医学科学院实验动物研究所)。 饲养

周期为 2 个月,每周测 2 次体重。 肥胖判定标准:
HFD 大鼠体重超过 control 组 20%,而且 Lee’s 指数

显著高于 control 组,即肥胖模型成功[6]。
1. 2　 实验试剂

马松三色染料(美国 Sigma 公司); TUNEL 细

胞凋亡试剂盒(武汉博士德生物科技有限公司);放
射免疫分析试剂盒(武汉博士德生物科技有限公

司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 大鼠阴道涂片方法

饲养 50 d 时,在 9 ~ 11 点间对每只大鼠进行大

鼠阴道涂片,通过显微镜检查及时准确判断大鼠的

发情周期。
1. 3. 2　 生化检测及马松三色染色

40 只大鼠(每组各 20 只)在饲养 60 d 后第 1
个发情周期中的发情期麻醉后经心脏穿刺采血。
血液储存在试管,立即检测血糖。 血液进行离心处

理,留取上部血清,置于-70℃冰箱中储存。 通过生

化分析仪检测甘油三酯、胆固醇和 C-反应蛋白。 然

后取出卵巢,称重,固定,脱水,切片,贴片,马松三

色染色。
1. 3. 3　 怀孕准备

饲养大鼠 60 d 时,40 大鼠(每组各 20 只)与有

生育能力健康雄性大鼠合笼交配 3 周,雌雄大鼠比

例为 2 ∶1。 分离雌鼠继续饲喂,直至怀孕。
1. 3. 4　 雌二醇和孕酮测定

从冰箱中取出储存的血液。 采用放射免疫分

析试剂盒分别检测血液中雌二醇和孕酮。
1. 3. 5　 卵泡计数

如前面所述的大鼠卵巢马松三色染色。 在光

学显微镜下观察大鼠卵泡发育不同阶段的细胞数

量,包括原始、初级、次级、窦状和排卵前卵泡[7]。
1. 3. 6　 凋亡检测

取出进行马松三色染色的卵巢切片,参照试剂

盒说明进行 TUNEL 原位染色,凋亡细胞核呈棕色。
1. 4　 统计学方法

数据用 SPSS 21. 0 统计软件分析,结果以平均

数±标准差(x±s)表示。 组间比较采用 t 检验或方差

分析。 以 P<0. 05 为差异有统计学差异。

2　 结果

2. 1　 体重与代谢标志物

在研究开始之前,两组大鼠体重无统计学差

异。 不同形式喂养后,两组大鼠体重均增高。 饲养

60 d 后,HFD 组大鼠体重高于对照组大鼠,有统计

学差异(P< 0. 05) (图 1),而且 HFD 组大鼠 Lee’ s
指数高于对照组(P< 0. 05)。 尽管 HFD 组大鼠体

重增高,但是 HFD 组大鼠血清甘油三酯、胆固醇和

C-反应蛋白浓度未发生明显改变。 相比较,HFD 组

大鼠空腹血糖浓度高于对照组,有统计学差异(P<
0. 001),提示 HFD 诱导肥胖和高血糖。
2. 2　 发情周期分析

如图 2 所示,阴道细胞学检查发现,与对照组相

比,HFD 组大鼠发情周期较长,而发情后期持续时

间较长,发情间期也较长。
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表 1　 研究前 1 d 及饲养 60 d 体重及代谢参数变化(n= 40)
Table 1　 Changes of body weight and metabolic parameters in the rats at first day of studyand 60 days of feeding
参数

Parameter
时间(d)

Time
Control 组

Control group
HFD 组

HFD group
体重(g)
Weight

1 128. 73 ± 5. 20 127. 09 ± 4. 76
60 262. 56 ± 9. 04 310. 41 ± 10. 13∗#

空腹血糖(mg / dL)
Fasting blood glucose

1 170. 83 ± 7. 86 172. 81 ± 8. 37
60 191. 50 ± 9. 84 324. 73 ± 31. 68∗#

甘油三酯(mg / dL)
Triglyceride

1 72. 58 ± 10. 53 　 48. 06 ± 20. 35
60 70. 45 ± 12. 78 51. 05 ± 25. 57

胆固醇(mg / dL)
Cholesterol

1 0. 97 ± 0. 29 　 1. 23 ± 0. 07
60 0. 95 ± 0. 23 1. 26 ± 0. 19

C-反应蛋白(mg / dL)
C-reactive protein

1 7. 46 ± 1. 45 　 7. 24 ± 2. 06
60 7. 51 ± 2. 72 7. 64 ± 2. 58

注:与对照组相比,∗P<0. 01;与第 1 天相比, #P<0. 01。
Note. Compared with the control group, ∗P < 0. 01. Compared with the first day, #P < 0. 01.

注:与对照组相比,∗P<0. 05。

图 1　 两组饲养大鼠体重变化(n= 40)
Note. Compared with the control group, ∗P < 0. 05.

Figure 1　 Weight change of the rats in two groups

注: D:发情间期; M:发情后期; P:发情前期;O:发情期。

图 2　 肥胖对大鼠发情周情的影响(n= 20)
Note. D, Interestrus. M,Late estrus. P,Preestrus. O,Estrus.

Figure 2　 Effects of obesity on estrous cycle in the rats

2. 3　 血清孕酮和雌二醇测定

由于大鼠发情周期发生变化,下面进一步分析

卵巢功能是否受到肥胖的影响。 因而对血清孕酮

和雌二醇浓度进行分析。 其中两组大鼠血清孕酮

浓度无统计学差异;而 HFD 组大鼠血清雌二醇浓度

低于对照组( P< 0. 05)(图 3)。
2. 4　 卵巢形态分析

肥胖导致大鼠血清雌二醇浓度降低,下面进一

步观察肥胖对卵泡发育各阶段的影响。 如图 4 所

示,两组大鼠卵泡发育各个阶段(原始、初级、次级、
窦状和排卵前卵泡)卵泡数量无统计学差异。 此

外,两组大鼠黄体数量也无统计学差异。 然而,在
HFD 组大鼠发现卵泡囊肿。
2. 5　 凋亡分析

TUNEL 分析显示,两组大鼠窦状前、窦状、排卵

前卵泡及黄体均有凋亡细胞(图 5)。 其中 HFD 组

大鼠窦状卵泡凋亡数量高于对照组,有统计学差异

(P< 0. 001);然而两组间窦状前、排卵前卵泡及黄

体凋亡细胞数量无统计学差异(图 6)。
2. 6　 妊娠分析

与雄性大鼠合笼 3 周,绝大多数 HFD 组大鼠
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注:与对照组相比,∗P<0. 05。

图 3　 肥胖对大鼠血清孕酮和雌二醇影响(n= 20)
Note. Compared with the control group, ∗P < 0. 05.

Figure 3　 Effects of obesity on serum progesterone and
estradiol in the rats

图 4　 定量分析原始、初级、次级、窦状、
排卵前卵泡及黄体和囊肿(n= 10)

Figure 4　 Quantitative analysis of primitive, primary,
secondary, sinusoidal, preovulatory follicles,

corpora lutea and cyst in the rats

图 5　 典型卵巢切片 TUNEL 染色(箭头指示凋亡细胞,× 400)
Figure 5　 Typical histology of a rat ovary. An arrow indicates

apoptotic cells. TUNEL staining

(9 / 10)均怀孕。 然而,HFD 组大鼠怀孕晚于对照组

大鼠。 HFD 组大鼠在发情周期循环 2 ~ 3 次才能怀

孕,而对照组大鼠在第 1 个发情周期内怀孕(P <
0. 01)(图 7)。

3　 讨论

本研究结果表明,HFD 诱导的肥胖可影响雌性

大鼠生殖功能。 以往研究表明,肥胖与葡萄糖稳态

紊乱密切相关,可能与胰岛素调节外周组织葡萄糖

代谢能力下降有关[8]。 这些失衡也存在于 HFD 诱

导的肥胖中[9]。 因为 HFD 可增加动物能量摄入,并
引起肥胖。 在本研究中,HFD 喂养的老鼠不仅发生

肥胖,而且血糖浓度异常升高,从而也支持上述观

点,HFD 可减少胰岛素调节糖代谢的能力。 肥胖与

炎症状态有关,而且膳食中脂肪含量影响炎症[10]。
为了检测 HFD 是否引起炎症反应,测定大鼠中血清

C-反应蛋白浓度,但无变化。 结果提示肥胖老鼠不

形成炎性反应。 一个可能的解释是 HFD 中除了脂

肪,碳水化合物含量也较高,再加上饲养时间只有 2
个月,所以没有提供足够脂肪来激活炎症通路[11]。
此外,也有报道称饮食诱导胰岛素抵抗初始阶段与

炎症不相关[12]。

注:与对照组相比,∗∗∗P<0. 001。

图 6　 定量分析大鼠动情周期中各期卵泡和

黄体的凋亡细胞情况(n= 10)
Note. Compared with the control group, ∗∗∗P<0. 001.

Figure 6　 Analysis of the apoptotic cells in the rat follicles and
corpora lutea during the estrous cycle

图 7　 肥胖对大鼠生殖的影响(n= 20)
Note. Compared with the control group, ∗∗ P< 0. 001.

Figure 7　 Effects of obesity on reproduction in the rats
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雌激素是由卵泡颗粒细胞在生育期间产生的,
肥胖对其合成影响是有争议的。 已有研究报道,肥
胖女性血清雌激素浓度高于正常体重女性;但是也

有研究指出,肥胖女性血清雌激素浓度较低,可能

是由于体重可直接抑制促性腺激素和雌激素的产

生[13-14]。 与以往研究结果一样,在本研究中发现

HFD 大鼠血清雌激素浓度降低。 众所周知,雌激素

抑制女性食物的摄入和饮水。 在啮齿类动物中,卵
巢切除术导致肥胖发生,而补充雌激素可抑制肥胖

的发生[15]。 所以 HFD 会导致肥胖,而较低雌激素

浓度可能也是肥胖发展的一个重要原因。 低浓度

雌激素诱导大鼠发情间期延长。 据报道,45 d 高脂

饮食与大鼠发情周期及发情间期延长有关,而跟换

普通饲料可纠正不规则的发情周期[16]。 在本研究

中,人们发 60 d HFD 饲养导致大鼠血清雌激素降

低,以及发情间期延长。 雌激素在生殖过程中起着

关键作用,可影响卵泡的生成。 雌激素缺乏导致卵

泡闭锁,最终引起毛囊早期衰竭[17]。 此外,雌激素

可抑制颗粒细胞凋亡和维持黄体功能[18]。 在本研

究中,与对照组大鼠比较,肥胖大鼠血清雌激素降

低,同时伴随着窦状卵泡凋亡数量增加,结果提示

HFD 诱导的雌激素降低与闭锁卵泡数量增加相关。
总之,目前结果表明,HFD 可诱发大鼠产生肥

胖,肥胖可通过降低血清雌激素浓度,卵泡闭锁,延
迟怀孕,最终降低成年雌性大鼠的生殖能力。
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