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模拟高原间断缺氧暴露对雌性大鼠动情周期的影响
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　　［摘要］　目的　探讨模拟高原间断低氧暴露对雌性大鼠动情周期的影响。方法　健康雌性ＳＤ大
鼠适应性喂养５ｄ后随机分为两组，每组 １１只，分别为（１）正常对照组：在标准温湿度条件下饲养；
（２）低氧暴露组：每天于低压舱进行８ｈ模拟高度为６０００ｍ的低氧暴露。实验周期为４周，实验期间
动物自由摄食饮水，每天记录摄食量，每周称量２次体质量，计算低氧暴露对雌性大鼠体质量及摄食量
的影响；采取脏器质量／体质量计算低氧暴露对雌性大鼠重要脏器系数的影响；阴道脱落细胞形态变化
（２次／ｄ）观察大鼠动情周期的变化情况；放免法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＲＩＡ）检测血清性激素水平；分别采
用二硫代二硝基苯甲酸（ｄｉｔｈｉｏｂｉｓｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，ＤＴＮＢ）法、羟胺法和硫代巴比妥酸（ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃａｃｉｄ，
ＴＢＡ）法检测血清谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）和超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性以及血清丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量。结果　与正常对照组相比，低氧
暴露７ｄ内大鼠摄食量显著降低，低氧暴露１０ｄ内大鼠体质量显著降低；脏器系数结果表明低氧暴露可
导致雌性大鼠肾脏、肝脏、脾脏系数显著升高，但对雌性大鼠子宫、卵巢系数无显著影响；阴道脱落细胞

形态分析结果显示低氧暴露显著导致雌性大鼠动情期和动情后期的延长以及动情间期的缩短；血清性

激素结果显示低氧暴露导致雌性大鼠血清孕酮（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，Ｐ）和促黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
ＬＨ）水平显著降低；血清氧化抗氧化指标结果显示，与正常对照组相比，低氧暴露组血清 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ
活性显著降低，ＭＤＡ含量显著升高。结论　低氧暴露可显著导致雌性大鼠动情周期紊乱，这可能与机
体氧化和抗氧化能力失衡有关。

　　［关键词］　低氧；动情周期；氧化应激
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　　以往的研究表明高原地区低压、低氧、寒冷等多种
环境因素对于机体的生理功能具有显著影响，其中低

氧是影响人类生命活动的主要因素，而高原环境对雌

性生殖系统影响的研究较少，本研究通过模拟海拔

６０００ｍ低压低氧环境，建立低氧诱导大鼠生理周期
紊乱模型，拟从氧化抗氧化角度，初步揭示低氧暴露
对雌性大鼠生殖功能的影响，为探索低氧暴露环境下

女性生殖功能损伤防护提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及主要试剂、仪器
　　ＳＰＦ级健康雌性 ＳＤ大鼠，体质量２１０～２３０ｇ（军
事医学科学院实验动物中心提供）。清洁级动物房，

恒温（２５±１）℃，恒湿（５０±５）％，光暗周期１２ｈ。动物
低压氧舱，台式高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ），
多功能读板仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓＭ５）。ＧＳＨＰｘ、
ＳＯＤ、ＭＤＡ测定试剂盒（南京建成生物工程公司）。
１．２　实验分组及方法
１．２．１　动物实验　　动物适应性喂养５ｄ后，按照体
质量分为正常对照组和低氧暴露组，每组１１只，各组
均自由摄食饮水，实验周期为４周。低氧暴露组每天
进行８ｈ的模拟高度为６０００ｍ的暴露，过程如下：以
１０００ｍ／ｍｉｎ的速度由海平面高度上升至５０００ｍ，停
留３ｍｉｎ；再以５００ｍ／ｍｉｎ速度上升至６０００ｍ，停留８ｈ；
此后再以５００ｍ／ｍｉｎ速度下降至５０００ｍ，停留３ｍｉｎ，
再以１０００ｍ／ｍｉｎ的速度下降至海平面高度［１］。实验

结束后，１０％水合氯醛麻醉，腹主动脉取血，分离血清，
剥离组织迅速置于液氮保存。

１．２．２　摄食量和体质量记录　　每日记录动物的摄
食量，观察动物精神状态、活动及饮水等情况，每周称

量２次体质量。
１．２．３　脏器系数测定　　称取大鼠体质量、心脏、肝
脏、脾脏、肺脏、肾脏、胸腺、垂体、肾上腺、卵巢和子宫

质量，计算脏器系数。

　　脏器系数＝脏器质量（ｍｇ）／体质量（ｇ）
１．２．４　动情周期观察　　每天上午８∶００－９∶００、下午
１９∶００－２０∶００进行阴道脱落细胞涂片检查，根据阴道
脱落细胞的形态学变化确定大鼠的动情周期。固定大

鼠，暴露阴道后，用移液枪吸取１００μＬ无菌生理盐水，
打入雌性大鼠阴道内部并来回抽吸两次，均匀平铺到载

玻片中央，自然风干，９５％乙醇固定１５ｍｉｎ，室温下自然
晾干，进行 ＨＥ染色１５ｍｉｎ，蒸馏水冲洗干净后镜检。
按照参考文献［２－３］中大鼠性周期阴道涂片的细胞变
化特点来划分大鼠性周期的各个阶段：①动情前期：图
片可见大量有核上皮细胞、少量角化上皮细胞；②动情
期：图片可见满视野角化上皮细胞、少量有核上皮细胞；

③动情后期：图片可见有核上皮细胞、角化上皮细胞及
白细胞；④动情间期：图片可见大量白细胞和少量黏液。
１．２．５　血清性激素水平测定　　血清雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，
Ｅ２）、孕酮（Ｐ）、促卵泡生成素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
ＦＳＨ）、促黄体生成素（ＬＨ）、催乳素（ｐｒｏｌａｃｔｉｎ，Ｐｒｌ）、睾
酮（ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，Ｔ）的水平采用 ＲＩＡ进行测定。按照
说明书上的程序进行加样操作，在放免仪上测定各管

沉淀的放射性计数（ｃｏｕｎｔｐｅｒｍｉｎｕｔｅ，ｃｐｍ），最后通过
标准曲线计算出各个血清激素水平。

１．２．６　血清抗氧化水平测定　　血清 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ
活性和ＭＤＡ含量测定，分别采用 ＤＴＮＢ法、羟胺法和
ＴＢＡ法检测，按照试剂盒操作说明，通过标准曲线计
算出血清抗氧化水平。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行统计分析，所有实
验数据均以 珋ｘ±ｓ表示。体质量、摄食量比较采用重复
测量的方差分析，进行独立样本ｔ检验，以建立实验组
间统计显著性。

２　结果

２．１　摄食量和体质量
　　正常对照组雌性大鼠摄食量稳定，维持２０ｇ左右
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表１　低氧暴露对雌性大鼠摄食量的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１１）
组别 第１周 第２周 第３周 第４周

正常对照组 ２０．０７±０．８２ ２１．２７±１．０５ １９．０３±１．０９ ２０．３１±０．７９ａ

低氧暴露组 １６．９６±０．７９ａ １９．８４±１．３９ １９．２３±１．１７ １９．５６±１．０３

ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较

水平，低氧暴露组雌性大鼠摄食量在第１周出现了下
降趋势，且与正常对照组相比具有显著差异（Ｐ＜０．０５），
第２周之后与正常对照组相比无显著性差异（Ｐ＞
００５，表１）。
　　实验期间，各组动物均无咬伤现象，毛色光泽。体
质量随喂养天数延长而增加。低氧暴露组雌性大鼠体

质量在低氧暴露前１０ｄ较对照组增长缓慢，具有统计
学差异（Ｐ＜０．０５），低氧暴露两周之后体质量增加与正
常对照组变化一致，无显著差异（Ｐ＞００５，图１）。
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图１　大鼠体质量增长情况 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１１）

２．２　脏器系数变化
　　对各组大鼠的脏器系数进行分析，研究结果显示，
低氧暴露组雌性大鼠肝脏、肺脏和脾脏系数较正常对

照组显著增加（Ｐ＜０．０５），低氧暴露组雌性大鼠胸腺系数
较正常对照组显著下降（Ｐ＜０．０５）。但低氧暴露组雌性大
鼠心脏、肾脏、下丘脑、垂体、子宫与卵巢的脏器系数与正

常对照组比较均无显著差异（Ｐ＞００５，表２）。

表２　低氧暴露对雌性大鼠各器官脏器系数的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１１）
脏器 正常对照组（ｍｇ／ｇ） 低氧暴露组（ｍｇ／ｇ）
心脏 ３．７２±０．３０ ３．８９±０．３７
肝脏 ３４．５３±２．５６ ３７．０２±２．７３ａ

脾脏 ２．１２±０．２８ ２．３６±０．２９ａ

肺脏 ４．８８±０．４２ ５．５７±０．７５ａ

肾脏 ７．２５±０．４９ ７．２２±０．４５
胸腺 １．９９±０．２３ １．７８±０．２６ａ

下丘脑 ０．２０１±０．０４１ ０．２１±０．０６７
垂体 ０．０６２±０．００９ ０．０５３±０．０１５
子宫 ２．１５±０．６９ ２．０７±０．５５
卵巢 ０．０６２±０．００９ ０．０５３±０．０１５

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较

２．３　生理周期的变化
　　通过对雌性大鼠阴道脱落细胞学观察到的细胞类

型来判断动情周期的不同阶段（动情前期、动情期、动

情后期和动情间期）。①动情前期：镜下可见大量椭
圆形有核上皮细胞和少量角化上皮细胞（图２Ａ）；②动
情期：镜下可见大量外形不规则的角化上皮细胞，多成

堆积状互相连成一片、呈落雪状，间有少量有核上皮细

胞（图２Ｂ）；③动情后期：镜下可见有核上皮细胞、不规
则角化上皮细胞及白细胞，且比例相当（图２Ｃ）；④动
情间期：镜下可见大量白细胞及少量有核上皮细胞黏

液（图２Ｄ）。
　　正常的动情周期一般持续４～５ｄ，与正常对照组
相比，低氧暴露组的大鼠动情周期出现了显著性的变

化，表现为动情期和动情后期显著延长（Ｐ＜０．０１），动
情间期显著缩短（Ｐ＜０．０５），两组的动情前期无显著性
差异（图３）。
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Ａ：动情前期；Ｂ：动情期；Ｃ：动情后期；Ｄ：动情间期

图２　大鼠各生理周期阴道脱落细胞形态　（ＬＭ×２００）
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图３　低氧暴露对雌性大鼠的生理周期变化　（ｎ＝１１，珋ｘ±ｓ）
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２．４　性激素水平
　　对雌性大鼠血清的性激素水平进行分析，结果显
示，与正常对照组相比，低氧暴露组雌性大鼠血清 Ｐ
及ＬＨ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），低氧暴露组雌性大鼠
血清Ｅ２、ＦＳＨ、ＰＲＬ、Ｔ水平与正常对照组虽有下降趋
势，但无统计学意义（表３）。

表３　低氧暴露对雌性大鼠血清性激素水平的影响 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝１１）

组别 正常对照组 低氧暴露组

雌二醇（ｐｇ／ｍＬ） １１．０２±１．８２ １０．３７±２．７９
孕酮（ｎｇ／ｍＬ） ４．２１±１．９１ ２．５９±０．９３ａ

促卵泡生成素（ｍＩＵ／ｍＬ） ３．０９±１．０５ ２．９１±０．９４
促黄体生成素（ｍＩＵ／ｍＬ） ８．６０±１．６２ ６．７１±１．２７ａ

催乳素（ｍＩＵ／ｍＬ） １１２．９８±４１．３５ ８３．１６±２５．０９
睾酮（ｎｇ／ｍＬ） ０．０９７±０．０４１ ０．０８５±０．０４３

ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较

２．５　血清ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ酶活性
　　与正常对照组［（８６．７１±３．７２）Ｕ／ｍＬ］相比，低氧
暴露组［（７８．３３±８．１４）Ｕ／ｍＬ］大鼠血清 ＳＯＤ酶活性
显著降低（Ｐ＜０．０５）；同时，低氧暴露组［（２３０．７６±
１７．８９）Ｕ／ｍＬ］大鼠血清 ＧＳＨ－Ｐｘ酶活性与正常对照
组［（２５１．４３±１９．３８）Ｕ／ｍＬ］相比也显著降低（Ｐ＜０．０５），
表明低氧暴露可显著影响雌性大鼠的机体抗氧化能力。

２．６　血清ＭＤＡ含量
　　与正常对照组［（７．０７±１．０５）ｎｍｏｌ／Ｌ］相比，低氧
暴露组［１１．１４±２．４０）ｎｍｏｌ／Ｌ］雌性大鼠血清 ＭＤＡ量
显著升高（Ｐ＜０．０１），表明低氧暴露可显著影响雌性大
鼠机体的氧化水平。

３　讨论

　　大量研究表明高原低氧环境对机体的各个器官和
系统有着不同程度的损害，低氧暴露能够在神经内分

泌水平、细胞水平、基因水平等多个环节引发机体产生

一系列复杂的连锁反应。以往研究主要关注了低氧暴

露对雄性动物的调控作用，高原低氧对雌性生理功能

的研究目前尚缺乏，本研究主要围绕模拟间断低氧暴

露状态下雌性大鼠动情周期以及机体氧化与抗氧化水

平评价了间断低氧暴露对雌性大鼠生理功能的影响。

　　雌性哺乳动物的动情周期一般分为４个阶段：动
情前期（ｐｒｏｅｓｔｒｕｓ）、动情期（ｅｓｔｒｕｓ）、动情后期
（ｍｅｔｅｓｔｒｕｓ）和动情间期（ｄｉｅｓｔｒｕｓ）［３］。在雌性的非妊

娠期间，动情状态呈周期性变化，卵子的形成和性激素

的分泌也呈周期性波动，雌性大鼠的动情周期常被作

为体内激素水平变化以及生殖器官如卵巢和子宫病理

生理状态的重要标志物［４］。已有研究发现动情周期

会影响雌性动物的行为和情绪等［５－７］。本研究发现间

断低氧暴露可显著导致雌性大鼠动情期、动情后期及

动情间期的紊乱。而正常的生理周期不仅受到卵巢的

调节，中枢神经系统、内分泌免疫系统以及机体的生理

状态等对于生理周期调节也有重要作用。研究结果发

现低氧暴露组雌性大鼠肝脏系数、肺脏系数较正常对

照组显著增加，已有研究显示小鼠在低氧状态下肝脏

与肺组织中低氧诱导因子表达水平升高［８］，参与了缺

氧诱导适应性调节［８－９］，但长时间低氧暴露可能会造

成脏器实质性损伤，间断低氧暴露导致雌性大鼠肝脏、

肺脏系数异常引起的肝肺功能改变是否是低氧暴露导

致雌性大鼠动情周期紊乱的重要原因仍需进一步探

讨。此外，本研究观察了低氧暴露对重要免疫器官脾

脏与胸腺的影响，结果发现，低氧诱导组大鼠脾脏指数

显著升高、胸腺指数显著降低，这与田云梅等［１０］研究

的低氧暴露后雄性大鼠机体免疫功能紊乱的结果相一

致，这也提示低氧暴露导致的免疫功能异常可能是雌

性大鼠生理周期紊乱的重要原因之一。

　　下丘脑垂体卵巢轴是由下丘脑垂体以及卵巢构
成的一个完整而协调的神经内分泌系统，并受大脑皮

层的控制，参与调节子宫内膜的周期性变化。本研究

结果显示间断低氧暴露对雌性大鼠的下丘脑、垂体、子

宫与卵巢系数无显著性影响。但生殖周期的形成是性

类固醇激素通过作用于脑和垂体正负反馈机制调节了

ＬＨ和ＦＳＨ的分泌而产生的。下丘脑垂体调节并释
放促性腺激素调节卵巢中 Ｅ２和 Ｐ的合成，这些性激
素的水平随着卵泡发育与排卵的发生，发生周期性的

改变，对于子宫内膜的周期性变化和生理周期的循环

非常重要［１１］。有文献报道，阴道上皮细胞受生殖激素

水平的影响，在动情前期 ＦＳＨ水平的升高刺激了 Ｅ２
和Ｐ水平的升高，Ｅ２水平升高继而诱发了动情期 ＬＨ
的激增，在动情后期 Ｐ浓度逐渐增加，形成第二个高
峰，而动情间期以 Ｅ２水平的升高为特征。性激素分
泌水平的异常可导致生理周期紊乱的发生［１２］。李素

芝等［１３］研究表明进驻高原低氧环境一个月后，女性

Ｐ、Ｅ２的含量较平原对照组显著降低，一年后 Ｐ、Ｅ２含
量略有回升但仍显著低于对照组，说明低氧环境下，机

体为适应低氧环境产生的适应性变化导致性激素发生

了变化。在本研究中我们观察到间断低氧暴露可以显

著导致雌性大鼠血清 Ｐ及 ＬＨ水平的下降，这提示间
断低氧暴露导致的下丘脑垂体卵巢轴的神经内分泌
紊乱可能是低氧暴露导致雌性大鼠动情周期紊乱的重

要原因。

　　有研究报道高原低氧暴露能够导致机体活性氧族
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）代谢紊乱，氧化应激反
应增强［１４］。高原低氧环境下机体氧自由基代谢紊乱、

抗氧化系统受到破坏是机体损伤的重要原因。已有研

究报道低氧诱发的氧化应激在雄性慢性生殖功能损伤
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的发生发展过程中起着非常重要的作用［１５］。ＬＩＭ
等［１６］研究发现氧化应激影响卵巢的内分泌功能，参与

窦卵泡的凋亡，影响卵母细胞的质量。氧化应激导致

的卵巢分泌功能改变可能会导致生理周期紊乱的发

生。而低氧暴露对雌性动物氧化与抗氧化水平的影响

尚未见报道。ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ活性以及 ＭＤＡ含量是衡
量机体氧化与抗氧化能力的常规指标。在本研究中，

低氧暴露组雌性大鼠抗氧化酶 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ的活性
较正常对照组显著降低，而脂质过氧化反应的终产物

ＭＤＡ的水平较正常对照组显著升高，表明低氧暴露雌
性大鼠在模拟间断低氧暴露条件下机体自由基含量增

多，脂质过氧化反应增强，抗氧化能力减弱。机体氧化

与抗氧化能力失衡可能是低氧暴露导致雌性大鼠生理

功能异常的重要原因之一。

　　本研究结果表明了低氧暴露可显著导致雌性大鼠
动情周期紊乱，肝脏、肺脏、免疫器官的改变以及性激

素水平的紊乱可能是低氧暴露致雌性大鼠生理周期紊

乱的重要原因，并进一步证实了间断低氧暴露导致机

体氧化与抗氧化能力失衡是导致雌性大鼠生理功能紊

乱的重要诱因。这项研究为高海拔环境雌性机体生理

功能紊乱的机制研究奠定了基础，而关于低氧暴露下

雌性动物生理周期紊乱调控机制及防护措施仍需深入

研究。
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