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雌激素替代治疗对中老年卵巢切除大鼠海马ＣＡ１区有髓神经纤维的影响

肖　倩１，２，吕福林１，２，罗艳敏１，２，何　琦１，２，晁凤蕾１，２，黄春霞３，张琪娟４，肖晓秋５，唐　勇１，２，吴　宏１，２　　（４０００１６
重庆，重庆医科大学：基础医学院人体解剖与组织胚胎学教研室１，干细胞与组织工程教研室２，基础医学院生理学教研室３，附属第一

医院临床营养科４，附属第一医院脂糖代谢实验室５）

　　［摘要］　目的　研究雌激素替代治疗（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＥＲＴ）对中老年卵巢切除（ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ，ＯＶＸ）大鼠
海马ＣＡ１区有髓神经纤维的影响。方法　 选取１０月龄ＳＤ雌性大鼠切除双侧卵巢，术后１个月将大鼠随机分为雌激素
替代治疗组（ＯＶＸ＋Ｅ２组）（１０只）和安慰剂组（ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组）（９只）。其中ＯＶＸ＋Ｅ２组给予连续４周的１７β雌二醇皮
下注射，ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组给予连续４周的安慰剂（芝麻油）皮下注射。应用Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫对其空间记忆能力进行测试。应用
冰冻切片技术、电镜技术及体视学方法对海马及其ＣＡ１区体积，有髓神经纤维总长度、总体积、髓鞘总体积、轴突总体积以
及平均直径进行定量研究。结果　 ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫的寻台潜伏期明显较ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组短 （Ｐ＜００５），但
两组大鼠的海马及ＣＡ１区的平均体积没有显著性改变（Ｐ＝０．１００，Ｐ＝０．３６６）。ＯＶＸ＋Ｅ２组有髓神经纤维总体积及髓鞘
总体积均较ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组显著增加（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．００９）。结论 　雌激素替代治疗对中老年卵巢切除大鼠空间记忆能
力及海马ＣＡ１区有髓神经纤维及其髓鞘结构均具有积极的保护作用。
　　［关键词］　 卵巢切除术；雌激素替代治疗；Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫；海马；ＣＡ１；有髓神经纤维；体视学
　　［中图法分类号］　Ｒ３３２；Ｒ３２２．８１；Ｒ９７７．１２　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金（８１１７１２３８，３１２７１２８８）；重庆市首批“百名学术学科领军人才”培养计划（２０１２）

［通信作者］　吴　宏，Ｅｍａｉｌ：ｗｕｈｏｎｇ６３６８＠１２６．ｃｏｍ

［优先出版］　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１０９５．Ｒ．２０１３１２１９．２０２９．０１４．ｈｔｍｌ（２０１３１２１９）

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙｏｎｍｙｅｌｉｎａｔｅｄｆｉｂｅｒｓｉｎＣＡ１ｏｆｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ
ｉｎｍｉｄｄｌｅａｇｅｄｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓ
ＸｉａｏＱｉａｎ１，２，ＬｙｕＦｕｌｉｎ１，２，ＬｕｏＹａｎｍｉｎ１，２，ＨｅＱｉ１，２，ＣｈａｏＦｅｎｇｌｅｉ１，２，ＨｕａｎｇＣｈｕｎｘｉａ３，ＺｈａｎｇＱｉｊｕａｎ４，ＸｉａｏＸｉａｏ
ｑｉｕ５，ＴａｎｇＹｏｎｇ１，２，ＷｕＨｏｎｇ１，２（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｉｓｔｏｌｏｇｙａｎｄＥｍｂｒｙｏｌｏｇｙ，２ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｔｅｍＣｅｌｌｓａｎｄＴｉｓｓｕｅＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ；４ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，５ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＬｉｐｉｄａｎｄＧｌｕｃｏｓｅＭｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ（ＥＲＴ）ｏｎｔｈｅ
ｍｙｅｌｉｎａｔｅｄｆｉｂｅｒｓｉｎＣＡ１ｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｉｎｍｉｄｄｌｅｏｌｄｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ（ＯＶＸ）ｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｆｅｍａｌｅ
ｒａｔｓｏｆ１０ｍｏｎｔｈｓｏｌｄｗｅｒｅｂｉｌａｔｅｒａｌｌｙｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＯＶＸ＋Ｅ２ｇｒｏｕｐａｎｄＯＶＸ
＋Ｖｅｈｇｒｏｕｐ．Ｉｎ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ，１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ（０．１ｍｇ／ｍＬ，０．２５μＬ／ｇ）ａｎｄｐｌａｃｅｂｏ（ｓｅｓａｍｅｏｉｌ，
０．２５μＬ／ｇ）ｗｅｒｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｏＯＶＸ＋Ｅ２ｒａｔｓａｎｄＯＶＸ＋Ｖｅｈｒａｔｓｆｏｒ４ｗｅｅｋｓ．
Ｔｈｅｎ，Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｓｐａｔｉａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｍｏｒｙ．Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｓｔｅｒｅｏｌｏｇｙｗｅｒｅ
ａｐｐｌｉｅｄｔｏｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｓｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，ｔｈｅＣＡ１ｏｆｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，ｔｈｅ
ｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈ，ｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅ，ａｎｄｍｅａｎｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｔｈｅｍｙｅｌｉｎａｔｅｄｆｉｂｅｒｓａｎｄｔｈｅｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ
ＣＡ１．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＴｈｅｍｅａｎｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｉｎｓｐａｔｉａｌｎａｖｉｇａｔｉｏｎｏｆＭｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｎｅｄ
ｉｎＯＶＸ＋Ｅ２ｇｒｏｕｐｆｒｏｍｄａｙ１ｔｏ５ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＯＶＸ＋Ｖｅｈｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｖｏｌｕｍｅａｎｄＣＡ１ｖｏｌｕｍｅｂｅｔｗｅｅｎ２ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＝０．１００，Ｐ＝０．３６６）．Ｗｈｅｎ
ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＯＶＸ＋Ｖｅｈｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｏｆｔｈｅｍｙｅｌｉｎａｔｅｄｆｉｂｅｒｓａｎｄｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｓｉｎＯＶＸ＋Ｅ２ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．００９）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ４ｗｅｅｋｓ’ＥＲＴｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅ
ｓｐａｔｉａｌｍｅｍｏｒｙａｎｄｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｙｅｌｉｎａｔｅｄｆｉｂｅｒｓａｎｄｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌＣＡ１ｏｆｍｉｄｄｌｅ
ａｇｅｄｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓ．

２３４
第３６卷第５期
２０１４年３月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５
Ｍａｒ．１５　２０１４



　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｙ；ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ；Ｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅ；ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；ＣＡ１；ｍｙｅｌｉ
ｎａｔｅｄｆｉｂｅｒ；ｓｔｅｒｅｏｌｏｇｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１１７１２３８，３１２７１２８８）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆｔｈｅＦｉｒｓｔＢａｔｃｈｏｆ１００ＡｃａｄｅｍｉｃａｎｄＤｉｓｃｉｐｌｉｎｅＴａｌｅｎｔｅｄ
ＬｅａｄｅｒｓｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷｕＨｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｗｕｈｏｎｇ６３６８＠１２６．ｃｏｍ．ｃｎ

　　大量流行病学研究显示，应用雌激素替代治疗围
绝经期女性可以明显降低阿尔茨海默病的患病

率［１－２］。在动物实验中同样发现，给予卵巢切除后的

年轻及中老年啮齿类动物外源性雌激素替代治疗可以

显著性增加其包括空间参考记忆在内的海马相关记忆

能力［３－４］。而关于雌激素替代治疗对海马内结构的影

响，有研究显示外源性雌激素不但改善双侧卵巢切除

后大鼠 ＣＡ１椎体细胞树突棘密度的下降，还增加了
ＣＡ１区突触密度［５－６］。雌激素还有助于维持少突胶质

前体细胞及少突胶质细胞的生物活动［７－８］。值得注意

的是，树突棘和突触密度的增加并不一定代表其数量

的增加，其中还可能存在参照空间体积（海马分区体

积）的变化；而少突胶质细胞作为髓鞘形成细胞，其生

物活动可以直接影响有髓神经纤维的功能，已有大量

研究结果显示，有髓神经纤维及其髓鞘的结构异常同

样是导致认知功能下降的一个重要原因［９］。因此，明

确雌激素对海马及其分区总体积以及其对 ＣＡ１区有
髓神经纤维的影响就变得尤为重要了。现有的关于雌

激素替代治疗对海马体积作用的研究结果仍有争

议［１０－１２］，且大脑海马总体积的改变并不能反映各分区

体积的改变，目前关于雌激素替代治疗对海马总体积

作用的研究仅限于对老年女性的影像学研究，雌激素

替代治疗对实验动物海马及其 ＣＡ１区体积影响尚不
清楚。本团队前期研究［１３］以及 Ｐａｔｅｌ等［１４］的研究结

果均提示雌激素与有髓神经纤维及其髓鞘之间存在相

互作用。因此，本实验旨在进一步研究雌激素替代治

疗作用中枢神经系统的具体机制，并提供有效的数据

基础和理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　１９只１０月龄的 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雌性大鼠（第三军医大学
实验动物中心提供），体质量（３２２±１１）ｇ，饲养于重庆医科大学
实验动物中心，室温（２２±２）℃，每日光照１２ｈ，正常饲养。
１．２　双侧卵巢切除术
　　１％的戊巴比妥钠４ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉。然后备皮，消
毒。于肋缘下０．５ｃｍ，脊柱旁１ｃｍ处依次剪开皮肤、皮下组
织、肌肉和腹膜，找到并切除大鼠卵巢。最后逐层关闭腹膜和

皮肤。术后在温暖环境下待大鼠苏醒后再放归笼中饲养，并且

给予术后连续３ｄ的青霉素（１６Ｕ／大鼠）腹腔注射以预防感染。
１．３　阴道涂片与血清雌激素测定
　　术后１周即对所有大鼠施行为期６ｄ的连续阴道涂片检查
以监测其动情周期变化，术后１个月在乙醚麻醉条件下采集大

鼠尾静脉血１～２ｍＬ，用化学发光法（ＵｎｉＣｅｌＤｘＩ８００Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ
ＳｙｓｔｅｍｆｒｏｍＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，重庆医科大学附一医院内分泌科
实验室）测定血清雌激素水平，并以大鼠阴道涂片结果呈持续

动情后期（图１），血清雌激素平均水平在１１ｐｇ／ｍＬ左右作为
双侧卵巢切除手术成功的标准［１５］。
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Ａ：ＨＥ染色观察；Ｂ：计数落在海马（红线所绘区域）以及 ＣＡ１区
（绿线所绘区域）的点数

图１　海马分区定位和体视学计算海马及其分区体积的方法

１．４　雌激素替代治疗
　　将成功去势的 ＳＤ大鼠按完全随机抽样方法分成 ＯＶＸ＋
Ｅ２组（１０只大鼠）和 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组（９只大鼠），于注射前１ｄ
剪除大鼠颈背部毛发，充分暴露注射区皮肤，以确保每次注射

成功。然后称量记录。接着于每日同一时间（８：００左右）准时
给予每只实验大鼠 ０．１ｍｇ／ｍＬ１７β雌二醇溶液（ＡＢｃａｍ
ａｂ１２０６５７）（０．０００２５ｍＬ／ｇ）皮下注射，持续４周。同时，为避免
长期注射所形成的皮肤硬结，应尽量避免在同一皮肤位置重复

注射，每只动物注射后应观察数分钟以确保注射处无药液溢

出。ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组 给 予 皮 下 注 射 相 同 剂 量 的 芝 麻 油
（０．０００２５ｍＬ／ｇ），操作细节同ＯＶＸ＋Ｅ２组。
１．５　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫
　　采用 ＤＭＳ２型电脑全自动程控 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫（中国医学
科学院药物研究所）。水迷宫直径为 １５０ｃｍ，高为 ５０ｃｍ，将圆
桶等分为４个象限，设置Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个入水点。将有机玻璃制
圆柱形平台（直径 ９．５ｃｍ，高 ２８．５ｃｍ）随机放入某一象限的中
间。用墨汁将水染黑，水温控制在 ２３～２５℃之间，同时保持周
围环境的安静。两组大鼠均用 Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫进行连续 ６ｄ的
空间记忆能力的测试。前５ｄ为隐藏平台实验，水面高于平台
１～２ｃｍ，每个入水点均要测试 １次，入水点顺序随机选择，先
把动物置于平台上 １５ｓ，让其熟悉周围环境，放动物入水时头
朝向池壁，轻放入水。记录动物的寻台时间（从入水到找到平

台且四肢爬上平台的时间，即潜伏期）。若入水１８０ｓ仍未找到
水池中的平台，则将其置于平台上１５ｓ，并且记录寻台时间为
１８０ｓ。若动物爬上平台停留未足１５ｓ又入水游泳则继续计
时，直到其爬上平台停留１５ｓ或游泳时间超过１８０ｓ。一个入
水点测试结束，从平台上取下休息６０ｓ后再进行下一个入水点
的测试。测试环境及平台位置保持不变。第６天为可见平台
实验，重新选择１个象限放置平台，并把水放出一些，使平台高
出水面１～２ｃｍ。仅选择两个离平台距离较远的入水点测试，
其他过程同隐藏平台实验［１６］。
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１．６　标本的固定与取材
　　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结束后，给予大鼠 １％戊巴比妥钠
（４ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉后，使用２％多聚甲醛和２．５％戊二醛混合
固定液（ｐＨ＝７．４）进行心脏灌流固定，固定后取出大脑。以冠
状方向切成１ｍｍ厚的连续脑组织切片，平均每个大脑半球可
切１４～１７张切片。从每只大鼠随机抽取一侧大脑半球，取出
包含有海马结构的脑组织切片（６～８片），以枕面朝上用解剖
显微镜拍照（×１５），然后用冰冻切片包埋剂（ＯＣＴ）包埋速冻并
切取１张１０μｍ厚的脑片做苏木精染色显示神经元，以区分
ＣＡ１区范围［１７］。然后结合大鼠解剖学图谱，在对应的脑片上

明确ＣＡ１的范围（图１Ａ）。
１．７　制作各向同性电镜切片
　　取另一侧大脑半球，取出包含有海马结构的脑组织切片
（６～８片）。然后将透明的等距测点框随机地叠加在抽取的脑
组织切片上，然后将与测点重叠处的海马 ＣＡ１区组织块
（１ｍｍ３）取出，每只动物抽取５块标本。这样抽取组织块的目
的是保证海马 ＣＡ１区内各个部位的组织有相同的概率被抽
取［１８］。将组织块在４℃冰箱中用４％的戊二醛浸泡固定２ｈ，
经０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ＝７．２）冲洗３次后用锇酸（ＯｓＯ４）在４℃
条件下染色２ｈ。经５０％、７０％、９０％的乙醇，９０％乙醇与９０％
丙酮混合物及１００％丙酮溶液中逐渐脱水后，浸泡在１００％环
氧树脂（６１８）（四川晨光化工研究所）中，将浸透好的组织块先
用球切法（ｉｓｅｃｔｏｒ）［１９］包埋成直径为５ｍｍ的小球（“球切法”包
埋的目的是保证海马ＣＡ１区的神经纤维在三维空间内各个方
向上有相同的概率被抽取）再按常规电镜包埋方法包埋小球。

从包埋好的每个组织块上随机切取１张６０ｎｍ厚的超薄切片，
在透射电子显微镜下，每张超薄切片放大８０００倍后随机选取
１５个视野进行拍照（第１个视野在左上部随机选择，随后“之”
形等距移动视野 ），每个动物拍得 ７５张海马 ＣＡ１区有髓神经
纤维的电镜照片。

１．８　体视学分析
１．８．１　海马总体积与ＣＡ１区总体积　　在获得的脑片照片上
随机叠加等距测点框，分别计数落在海马及 ＣＡ１区的测点数
（图１Ｂ），其中ＯＶＸ＋Ｅ２组海马及ＣＡ１平均测点数分别为２６２个
和８２个，ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组海马及 ＣＡ１平均测点数分别为２５６个
和７９个，然后利用卡瓦列里原理［１９］分别计算每只动物的海马

总体积和ＣＡ１区总体积。
１．８．２　海马ＣＡ１区有髓神经纤维体积密度和有髓神经纤维总
体积　　在所得到的电镜照片上随机叠加等距测点框，分别计
数落在整个 ＣＡ１区、有髓神经纤维上的测点数，平均每侧 ＣＡ１
区有髓神经纤维上的测点数为３３５４个（其中 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组为
２８９６个，ＯＶＸ＋Ｅ２组为３７３６个），然后利用卡瓦列里原理［１９］

分别计算每只动物的ＣＡ１区有髓神经纤维体积密度和有髓神
经纤维总体积。

１．８．３　海马ＣＡ１区髓鞘体积密度和髓鞘总体积　在所得到的
电镜照片上随机叠加等距测点框，分别计数落在整个 ＣＡ１区、
有髓神经纤维髓鞘上的测点数，平均每侧ＣＡ１区有髓神经纤维
髓鞘上的测点数为１５６７个（其中 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组为１３３５个，
ＯＶＸ＋Ｅ２组为１７６１个），然后利用卡瓦列里原理［１９］分别计算

每只动物的ＣＡ１区有髓神经纤维髓鞘体积密度和有髓神经纤
维髓鞘总体积。

１．８．４　海马ＣＡ１区轴突体积密度和轴突总体积　　在所得到

的电镜照片上随机叠加等距测点框，分别计数落在整个 ＣＡ１
区、有髓神经纤维轴突上的测点数，平均每侧 ＣＡ１区有髓神经
纤维轴突上的测点数为１７８７个（其中ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组为１６１个，
ＯＶＸ＋Ｅ２组为１７５个），然后利用卡瓦列里原理［１９］分别计算每

只动物的ＣＡ１区有髓神经纤维轴突体积密度和有髓神经纤维
轴突总体积。

１．８．５　海马ＣＡ１区有髓神经纤维长度密度和总长度　　在所
得到的电镜照片上随机叠加无偏计数框（２３７０ｍｍ２），计数框
内以及仅与计数线相交的有髓神经纤维断面数，平均每侧海马

ＣＡ１区有髓神经纤维断面数为４１１个（其中 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组为
３６６个，ＯＶＸ＋Ｅ２组为４４８个），然后利用卡瓦列里原理［１９］分

别计算每只动物的ＣＡ１区有髓神经纤维长度密度和有髓神经
纤维总长度。

１．８．６　海马ＣＡ１区有髓神经纤维平均直径　　测量所有被无
偏计数框计数的有髓神经纤维断面的直径。在确定有髓神经

纤维断面的最长轴的基础上，与这个最长轴相垂直的所有横轴

中最长的一条横径为其直径［１９］。

１．９　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，经过正态分布检验后对 Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫隐藏平台实验数据进行重复测量数据的方差分析，可见

平台实验数据用非参数检验进行分析；对给药前的全部大鼠、

ＯＶＸ＋Ｅ２组和ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组大鼠血清雌激素浓度进行单因素
方差分析，对给药后ＯＶＸ＋Ｅ２组和 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组大鼠血清雌
激素浓度、海马及其分区 ＣＡ１体积及 ＣＡ１区有髓神经纤维各
项参数采用 ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。

２　结果

２．１　双侧卵巢切除术后模型鉴定结果
　　术后１周连续６ｄ的阴道涂片结果为持续性的动情后期表
现，其特点为阴道涂片含有大量白细胞以及角化阴道上皮细胞

（图２）。术后４周全体大鼠尾静脉血血清雌激素平均水平为
（１０．４±６．２）ｐｇ／ｍＬ，给药前随机分为 ＯＶＸ＋Ｅ２组（１０只）和
ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组（９只），其血清雌激素平均浓度分别为（１１．１±
７８）ｐｇ／ｍＬ和（１０．６±４．２）ｐｇ／ｍＬ，三者之间的差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。连续４周雌激素替代治疗后，ＯＶＸ＋Ｅ２组血
清雌激素浓度为（１６２．４±７８．８）ｐｇ／ｍＬ，显著高于 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ
组（Ｐ＜０．０１）。结果显示无论是双侧卵巢切除建模还是雌激素
替代治疗均已成功。

红色箭头示阴道涂片含有大量白细胞；绿色箭头示角化阴道上皮

细胞

图２　阴道涂片观察大鼠动情周期变化　（ＨＥ×４００）
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２．２　水迷宫结果
　　在前５ｄ的隐藏平台实验中，ＯＶＸ＋Ｅ２组平均潜伏期较
ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组明显缩短（Ｐ＜０．０５，图３），而在第６天的可见平
台实验，两组大鼠的寻台时间未见显著性差异（Ｐ＞０．０５，
图３）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组比较
图３　２组大鼠Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫测试结果

２．３　体视学结果
　　结果见表１。连续４周雌激素替代治疗后，与 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ
组相比，ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠海马平均体积无显著性改变（Ｆ＝
２１９９，Ｐ＝０１００）；ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠和 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组大鼠的
ＣＡ１平均体积的差异无统计学意义（Ｆ＝０．８４８，Ｐ＝０．３６６）。
而ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠ＣＡ１区有髓神经纤维总体积较ＯＶＸ＋Ｖｅｈ
组显著增加了３１．４％ （Ｐ＝０．０１６），ＯＶＸ＋Ｅ２组大鼠有髓神经
纤维髓鞘总体积较 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组显著增加了 ３７．８％ （Ｐ＝
０００９）。而相较ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组，ＯＶＸ＋Ｅ２组 ＣＡ１区有髓神经
纤维轴突总体积（Ｐ＝０．０８７）、有髓神经纤维总长度（Ｐ＝０１０５）
以及有髓神经纤维平均直径（Ｐ＝０．８２８）均无统计学差异。

３　讨论

　　１９５２年Ｃａｌｄｗｅｌｌ和 Ｗａｔｓｏｎ的临床评估报告首次
提出雌激素治疗有助于提升老年妇女的记忆力［２０］，此

后已有大量临床研究及动物实验结果支持雌激素替代

治疗可以改善年龄相关卵巢激素撤退造成的记忆力减

退［３－４，２１］。本实验中应用水迷宫测试大鼠空间记忆能

力，其结果显示连续４周雌激素替代治疗后的中老年
卵巢切除大鼠的寻台潜伏期较安慰剂治疗组明显缩

短。这一结果与既往的研究［３－４］报道相一致，说明雌

激素对大鼠空间记忆能力确实具有保护作用。而

Ｗｉｄｅ等［２２］应用Ｔ字迷宫研究苯甲酸雌二醇对记忆的
影响发现雌激素损害记忆能力。由于不同行为学手段

用于检测不同脑区的功能，得出不同的行为学结

果［２３］。因此，本实验结果与 Ｗｉｄｅ等的研究结果不一
致可能是因为所使用的行为学检测手段不同：本实验

所采用的水迷宫测试的重点是海马相关空间记忆能

力，而Ｗｉｄｅ等［２２］的实验所采用的 Ｔ字迷宫测试的主
要是反映前额皮质相关记忆能力。

　　已有研究指出人类老年海马的体积可以作为反映
老年记忆能力［８］和预兆痴呆发生［５］的指标。已有研

究者运用影像学手段研究雌激素替代治疗对海马体积

的影响，但是研究结果仍存在争议。Ｅｂｅｒｌｉｎｇ等［１１］研

究发现雌激素替代治疗显著性增加右侧及额侧海马体

积。Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ等［１０］应用核磁共振成像技术研究并发

现接受雌激素替代治疗的老年女性其海马总体积较对

照组没有显著性差异。而女性记忆健康倡议研究

（ＷＨＩＭＳ）则显示绝经后女性接受雌激素替代治疗其
海马体积反较对照组的缩小［１２］。ＷＨＩＭＳ在替代治疗
中所采用的是结合雌激素。研究表明，结合雌激素替

代治疗可能损害老年认知功能，加重老年海马体积萎

缩［１２，２４］。因此，我们推测所选用的雌激素不同可能是

造成上述结果不一致的主要原因。而神经影像学技术

虽然是一种很好的进行活体研究的手段，但通过影像

学成像技术获取的海马数据仍然是间接且不精确

的［２５］。因此，本实验采用新的体视学方法精确定量研

究了海马及其 ＣＡ１区体积。结果显示雌激素替代治
疗４周对海马总体积没有显著性影响，这与 Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ
等［１０］的研究结果一致，但与Ｅｂｅｒｌｉｎｇ等［１１］的研究结果

不同。其中定量研究方法的不同及对海马分区定义的

不同可能是导致结果不一致的重要原因。

　　此外，本团队的前期研究和国外的研究报道均提
示雌激素可能对中枢神经系统有髓神经纤维具有保护

作用［１３－１４］。Ｐａｔｅｌ等［１４］应用雌激素治疗ＣＰＺ处理过的
去性腺小鼠，发现接受雌激素替代治疗的小鼠其胼胝

体内的有髓神经纤维数量明显较安慰剂组增加，而且

其胼胝体内轴突的ｇ比率（轴突直径／有髓神经纤维直
径）明显低于安慰剂组。尽管这些研究提示雌激素替

代治疗对有髓神经纤维及其髓鞘具有保护作用，但因

为没有正确运用定量研究方法，其研究结果仅为半定

量信息。因此，我们应用电镜技术结合体视学三维定

量方法研究海马ＣＡ１区有髓神经纤维并发现，雌激素
替代治疗后海马ＣＡ１区有髓神经纤维的总体积以及髓

表１　连续４周雌激素替代治疗对ＯＶＸ大鼠海马ＣＡ１区有髓神经纤维的影响

有髓神经纤维
组别 ｎ

海马平均

体积（ｍｍ３）

ＣＡ１平均

体积（ｍｍ３） 总体积（ｍｍ３） 髓鞘总体积（ｍｍ３） 轴突总体积（ｍｍ３） 总长度（ｋｍ） 平均直径（μｍ）
ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组 ９ ８７．３０８ ２６．８４８ １．６８９ ０．７７３ ０．８５２ ３．６１２ ０．７２１
ＯＶＸ＋Ｅ２组 １０ ８９．０２３ ２７．８８０ ２．２１９ａ １．０６６ｂ １．１５０ ４．６３０ ０．７１２

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组比较

５３４
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鞘的总体积较安慰剂治疗组显著增加，这与 Ｐａｔｅｌ
等［１４］的研究结果相一致。但因 ＣＡ１区有髓神经纤维
的总体积占ＣＡ１区体积的比例很小，ＣＡ１区内有髓神
经纤维体积的增加不足以显著性影响 ＣＡ１区总体积。
因此，本研究发现 ＯＶＸ＋Ｅ２组 ＣＡ１区有髓神经纤维
及髓鞘的总体积较 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组显著性增加，但是
ＯＶＸ＋Ｅ２组和 ＯＶＸ＋Ｖｅｈ组的 ＣＡ１区体积并不存在
显著性差异。而中枢神经系统有髓神经纤维髓鞘是由

少突胶质细胞包裹轴突形成的，而少突胶质细胞又是

由胶质前体细胞分化而来。大量研究显示１７β雌二
醇有助于卵巢切除大鼠胶质前体细胞的增殖［７］、促进

少突胶质细胞对髓鞘板层样结构的构建以及髓鞘碱性

蛋白的合成［８］。根据这些研究结果，我们推测雌激素

替代治疗可能是通过活化前体细胞以及少突胶质细

胞，从而增加了有髓神经纤维总体积及其髓鞘总体积。

同时，我们必须承认４周的雌激素替代治疗相对较短。
为明确雌激素替代治疗对中老年海马的影响，我们将

在后期进一步的研究长期雌激素替代治疗对中老年海

马及ＣＡ１区体积的影响。
　　综上所述，给予双侧卵巢切除大鼠为期４周的雌
激素替代治疗可以明显保护大鼠的空间记忆能力，增

加海马 ＣＡ１区有髓神经纤维总体积和髓鞘总体积。
本研究结果表明雌激素替代治疗对中老年卵巢切除大

鼠空间记忆能力及海马 ＣＡ１区有髓神经纤维及其髓
鞘结构均具有积极的保护作用。
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