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低强度脉冲超声对环磷酰胺致卵巢早衰大鼠卵巢

GDF9和 BMP15表达的影响

唐华均 杨 欢 范艺巾 李成志

摘 要 目的

探讨低强度脉冲超声通过调节卵母细胞自分泌因子即生长分化因子 9（GDF9）和骨形态发生蛋白

15（BMP15）的表达在预防环磷酰胺致大鼠卵巢早衰发病中的作用。

方法

选取 63只雌性 SD 大鼠，其中 13只为空白组，

其余 50只连续 5 d腹腔注射环磷酰胺 30 mg/kg，建立卵巢早衰动物模型。 将造模成功的 43只大鼠分为实验对照组（n=21）

和治疗组（n=22），治疗组给予低强度脉冲超声辐照，空白组和实验对照组采用与治疗组相同的方法治疗，但仪器无功率

输出。Western blotting检测 GDF9和 BMP15的表达情况。

结果

最终共纳入大鼠 48只，其中空白组 11只，实验对照组 17只，

治疗组 20 只。 实验对照组大鼠腹腔注射环磷酰胺后食欲下降，毛发无光泽，活动差；治疗组大鼠超声辐照后较实验对照

组一般情况明显好转，毛色恢复光泽，反应较为灵敏。与空白组比较，实验对照组超声辐照后 GDF9和 BMP15表达均显著

下降（均 P=0.00）；与实验对照组比较，治疗组超声辐照后 GDF9 和 BMP15表达均显著增强（P=0.01、0.00）。

结论

低强度

脉冲超声能促进大鼠卵巢 GDF9 和 BMP15 的表达，从而修复卵巢功能，促进卵泡的发育。

关键词 脉冲超声，低强度；卵巢早衰；生长分化因子 9；骨形态发生蛋白 15；大鼠
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Effects of low intensity pulsed ultrasound on expression of GDF9 and BMP15 in

ovaries of premature ovarian failure rats induced by cyclophosphamide

TANG Huajun，YANG Huan，FAN Yijin，LI Chengzhi

College of Biomedical Engineering，Chongqing Medical University，Chongqing 400016，China

ABSTRACT Objective To explore the preventive effect of low intensity pulsed ultrasound on cyclophosphamide induced

premature ovarian failure through regulation of expression of oocyte autocrine factor growth differentiation factor 9（GDF9） and

bone morphogenetic protein 15（BMP15）.Methods Sixty-three rats were selected. 13 rats were randomly selected as normal

group，and the other 50 rats were intraperitoneally injected with cyclophosphamide 30 mg/kg for 5 d to establish the animal model

of premature ovarian failure. The successfully established 43 animal model rats were randomly divided into control group（n=21）

and treatment group（n=22）.The treatment group was treated with low-intensity pulsed ultrasound，and the normal and control

group were treated with the same method as the treatment group，but the instrument had no power output.Western blotting was used

to detect the expression of GDF9 and BMP15. Results A total of 48 rats were enrolled in this study，11 rats in normal group，

17 rats in control group，and 20 rats in treatment group.In control group，the appetite was decreased，hair was no lustrous and

activity was poor in rats after the intraperitoneal injection of cyclophosphamide. Compared with control group，the general situation

of the rats in treatment group was improved significantly after ultrasonic irradiation，and the hair was recovered lustrous and the

reaction was sensitive. Compared with normal group，the expression of GDF9 and BMP15 decreased significantly after ultrasonic

irradiation in control group （both P =0.00）.Compared with control group，the expression of GDF9 and BMP15 increased

significantly after ultrasonic irradiation in treatment group（P=0 .01，0 .00）.Conclusion Low intensity pulsed ultrasound

can promote the expression of GDF9 and BMP15，repaire the function of the ovary and promote the follicular development.

KEY WORDS Pulsed ultrasound， low - intensity；Premature ovarian failure；Growth differentiation factor 9；Bone

morphogenetic protein 15；Rat
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卵巢早衰是指女性 40岁前出现闭经，以高促卵泡

刺激素和低雌激素水平为特征，临床症状以潮热盗汗、

不孕为主。 研究

［

1

］

发现，低强度脉冲超声辐照可以促进

SD 大鼠的卵泡发育，促进围绝经期大鼠卵巢功能的修

复。 卵巢的功能是由促性腺激素、促卵泡刺激素、促黄

体生成素及卵巢局部影响因子如骨形态发生蛋白 15

（bone morphogenetic protein 15，BMP15）和生长分化因

子 9（growth differentiation factor 9，GDF9）等联合调节

的

［

2

］

。 静止期和生长早期卵泡的生长主要由卵巢的自

分泌及旁分泌因子调控，其中 GDF9 和 BMP15 是近年

研究较多的两个重要的卵母细胞自分泌因子。 GDF9

和 BMP15是由卵母细胞分泌的糖蛋白，可以调节大多

数哺乳动物的生育能力

［

3-4

］

。GDF9和 BMP15的适当表

达在哺乳动物的卵泡发育中十分重要。 本实验旨在观

察低强度脉冲超声对卵巢早衰大鼠卵巢组织 GDF9 和

BMP15 表达的影响，进一步阐明低强度脉冲超声通过

调节卵母细胞自分泌因子的表达对卵巢的保护作用。

材料与方法

一、实验动物

健康雌性 SD大鼠，月龄 3个月，体质量 180~200 g，

由重庆医科大学实验动物中心提供。自由饮食，室温控

制在 25℃，湿度 70%，通风良好。 适应性喂养 5 d 后，

每天上午相同时间点对大鼠进行阴道涂片，连续观察

10 d，将连续出现 2 个规律动情周期的 63 只大鼠纳入

本实验。

二、主要试剂与仪器

1.试剂：环磷酰胺（江苏恒瑞医药股份有限公司）；

自制碱性美蓝染液；GDF9 抗体［艾博抗（上海）贸易有

限公司］和 BMP15抗体（Gene Tex，Inc.）。

2.仪器：低功率聚焦超声实验装置（重庆海扶医疗

科技股份有限公司研制），频率 0.5~1.5 MHz，Ⅰ~Ⅷ档

连续可调，治疗探头直径≤2 cm，脉冲波。

三、实验方法

1.动物模型的制备：采用腹腔注射环磷酰胺的方

法

［

5

］

建立卵巢早衰动物模型。 50 只 SD 大鼠腹腔注射

环磷酰胺 30 mg/kg，每天 １次，持续 ５ d。从腹腔注药第

1 天开始，连续 15 d每日定时观察，阴道涂片出现持续

动情周期表示造模成功。

2.分组及干预方式：将造模成功的大鼠随机分为

实验对照组和治疗组，另 13只大鼠为空白组。 治疗组采

用低强度脉冲超声每天辐照 30 min， 频率 900 kHz，声

强 0.8 W/cm

2

，共辐照 10 d。 空白组和实验对照组采用

与治疗组相同的方法治疗，但仪器无功率输出。

3.取材及处理方法：各组大鼠分别于超声辐照结

束后 5 d 处死，处死前禁食 4 h，戊巴比妥钠麻醉后剖

腹迅速取出卵巢， 将卵巢组织置于 EP 管中，-80℃保

存，用于检测蛋白表达情况。

4.Western blotting 检测： 取保存于-80℃的各组卵

巢组织， 按照蛋白提取试剂盒说明书提取卵巢蛋白，

Bradford法测定蛋白质浓度。 蛋白样品在 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶中电泳分离， 然后采用湿转法将凝胶上的蛋

白质转移到 PVDF 膜上（300 mA，90 min），5%脱脂奶粉

封闭 4 h，先后加入 GAPDH、GDF9 抗体（1 ∶1000）、

BMP15 抗体（1∶1000）及相对应的二抗山羊抗兔 IgG

（1∶1000）， 最后经化学发光法显像。 使用美国 Blo-

RAO Gel Doc 2000 凝胶成像系统进行图像分析， 计算

光密度值，进行半定量分析，蛋白相对表达量以目的蛋

白/β-actin值统计。

四、统计学处理

应用 SPSS 22.0 统计软件， 计量资料以 x±s 表示，

若满足方差齐性或正态性采用单因素方差分析；不满

足方差齐性或正态性行非参数检验。多次重复测量数

据采用重复测量资料方差分析。 P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

将最终造模成功的 43 只大鼠纳入本实验，随机分

为实验对照组 21只和治疗组 22只。 实验过程中大鼠

共死亡 8 只（3 只因恶病质，2 只因麻醉剂过量，3 只原

因不明），故最终纳入 48只大鼠，其中空白组 11 只，实

验对照组 17只，治疗组 20 只。

一、各组大鼠一般情况

空白组大鼠进食好，毛发光亮，反应灵敏。 实验对

照组大鼠腹腔注射环磷酰胺后食欲下降，毛发无光泽，

活动差； 治疗组大鼠超声辐照后较实验对照组一般情

况明显好转，毛色恢复光泽，反应较为灵敏。

二、超声辐照后各组大鼠卵巢 GDF9 和 BMP15 表

达变化

超声辐照后 Western blot 检测结果显示各组均有

GDF9和 BMP15表达（图 1）。 与空白组比较，超声辐照

后实验对照组 GDF9 和 BMP15 表达均显著下降（均

A：空白组；B：实验对照组；C：治疗组。

图

1 超声辐照后各组大鼠卵巢 GDF9和 BMP15表达情况

GDF9

BMP15

GAPDH

A� B� C� A� B� C� A� B� C
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P=0.00）；与实验对照组比较，治疗组 GDF9 和 BMP15

表达均显著增强（P=0.01、0.00）。 见表 1。

组别 GDF9 BMP15

治疗组（20） 1.17±0.17

△

1.34±0.12

△

空白组（11） 1.97±0.76 2.09±0.16

实验对照组（17） 0.78±0.80

*

0.83±0.22

*

表

1 超声辐照后各组大鼠卵巢 GDF9和 BMP15

相对表达情况（x±s）

与空白组比较，

*

P＜0.05；与实验对照组比较，

△

P＜0.05。GDF9：生长分

化因子 9；BMP15：骨形态发生蛋白 15。

讨 论

卵巢功能的影响因素主要有个体性因素（遗传学

因素及免疫学因素等）和卵巢破坏性因素（化疗、放射

治疗及盆腔手术等）。目前临床发现患者在接受化疗后

卵巢功能受损的情况日益增多， 并逐渐成为卵巢早衰

发病的重要原因， 故本研究使用环磷酰胺来建立卵巢

早衰的动物模型。

卵泡的发育可分为促性腺激素不依赖阶段和促性

腺激素依赖阶段。 尽管卵泡刺激素是调节优势卵泡发

育的主要因素，但卵母细胞自身分泌的生长因子（主

要有 GDF9 和 BMP15）可通过自分泌或旁分泌的方式

调节卵泡的发育， 影响优势卵泡的选择和闭锁卵泡的

形成。 GDF9仅在卵巢或卵母细胞中表达，对卵泡的生

长发育和生殖功能等有重要影响。 GDF9 的表达产物

可以形成非共价异二聚体，与卵母细胞周围颗粒细胞的

功能具有协同作用

［

6

］

；GDF9 还可以改变颗粒细胞的增

殖和分化能力

［

7-10

］

。 BMP15是一种分泌型信号分子，也

仅在卵母细胞中特异性表达，具有刺激颗粒细胞生长、

调节卵泡颗粒细胞对卵泡刺激素敏感、 阻止颗粒细胞

凋亡及促进卵母细胞发育能力的作用

［

11-13

］

。Pierre等

［

14

］

研究发现，BMP15 还可以刺激抗苗勒氏管激素（AMH）

和苗勒管激素 2型抗体受体在初级卵泡中的表达或维

持其在窦状卵泡中的表达。 AMH 是转化生长因子 β

超家族成员，是由卵巢窦前卵泡和小窦卵泡的颗粒细

胞所分泌的一种糖蛋白。卵巢内的小窦卵泡数量越多，

AMH 的浓度便越高；反之，当卵泡随着年龄及各种因

素逐渐消耗，AMH 浓度也会随之降低，接近绝经期时，

AMH 渐趋于 0，可作为预测卵巢储备的标志物，说明

GDF9 和 BMP15 是哺乳动物卵泡发育至关重要的因

素。 此外，GDF9 和 BMP15 均属于转化生长因子 β 超

家族的重要成员，有研究

［

15

］

证实低强度脉冲超声可以

增强 TGF-βmRNA 的表达和蛋白产物的增加。 故本实

验旨在观察低强度脉冲超声能否通过增加 GDF9 和

BMP15的表达来促进卵巢早衰模型大鼠的卵泡发育。

本实验结果表明， 腹腔注射环磷酰胺而未采取任

何治疗措施的实验对照组大鼠卵巢 GDF9 和 BMP15

表达下降， 说明非细胞周期抑制剂环磷酰胺导致的卵

巢损伤，可以影响卵巢的自身分泌调节功能，抑制卵巢

组织 GDF9 和 BMP15 的分泌， 从而干扰卵泡的发育，

最终导致卵巢早衰的发生。 而经低强度脉冲超声辐照

后，治疗组大鼠卵巢组织 GDF9 和 BMP15 表达明显增

加， 说明低强度脉冲超声对卵巢组织具有修复和保护

作用， 能够促进卵巢组织中 GDF9 和 BMP15 的表达，

从而促进卵泡的发育。 但因低强度脉冲超声还具有促

进血管生成、改善组织纤维化等作用，且卵泡的生长、

发育及成熟是一个精细而复杂的过程，影响因素众多，

故本实验仅是一个初步探索。

综上所述， 低强度脉冲超声能促进卵巢 GDF9 和

BMP15 的表达，从而修复卵巢功能，促进卵泡的发育。

本实验的不足是未排除其他影响卵巢功能的因素， 且样

本量有限，今后尚需更加深入和大样本的研究。相信随

着研究的不断深入，可以揭示卵泡的发育和闭锁机制，

阐明卵巢储备功能减退的发病机制， 对防治卵巢早衰

具有重要意义。
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作者单位：215300� 江苏省昆山市第一人民医院超声科

·病例报道·

孕妇，23岁，孕 38周，既往无畸形胎儿分娩史。 超声检查：宫

内单活胎，右上腹见胎头光环，双顶径 9.4 cm，头围 34.5 cm，腹围

34.0 cm，股骨径 7.0 cm；脊柱、双肾、膀胱及心脏均未见明显异

常。胎盘位于宫底，厚 3.3 cm；羊水指数 20.6 cm；胎心 141次/min；

脐动脉收缩压与舒张压比值 2.32， 阻力指数 0.57。 胎儿颅内丘

脑下方见一 2.5 cm×1.6 cm椭圆形囊性结构， 彩色多普勒示湍流

（图 1），脉冲多普勒示高速低阻型频谱（图 2）。 胎儿左侧大脑半球

后方内见一 3.9 cm×3.0 cm椭圆形囊性结构， 彩色多普勒示“阴阳

征”（图 3），脉冲多普勒示低速高阻型频谱（图 4）。 上述二者之间通

过扩张的血管相连，前者又汇入扩张的直窦。超声诊断：①单活胎，

臀位；②胎儿颅内左侧大脑半球后方囊性占位（考虑动脉瘤）；③胎

儿颅内丘脑下方囊性占位（考虑 Galen静脉瘤）；④羊水较多。

图

1 Galen静脉瘤彩色血流图

图

2 Galen静脉瘤脉冲多普勒图

图

3 颅内动脉瘤彩色血流图

图

4 颅内动脉瘤脉冲多普勒图

Fetal intracranial aneurysm with Galen vein tumor diagnosed by ultrasound:

a case report

超声诊断胎儿颅内动脉瘤合并 Galen 静脉瘤 1 例

唐 琪 张厚胜
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；

R445.1

［文献标识码］

B

讨论： 胎儿 Galen静脉瘤是一种少见的散发性血管畸形，其

发病机制是由于动脉血通过动静脉瘘道直接注入 Galen静脉，导

致 Galen静脉呈瘤样扩张， 其供血动脉为起源于Willis环或椎-

基底动脉系统的一条或多条小动脉

［

1

］

。 Galen静脉瘤特征性超声

表现为颅内丘脑后下方探及椭圆形囊性结构，囊壁光滑，形态规

则；彩色多普勒示囊性结构内见血流信号；脉冲多普勒示静脉动

脉化频谱。 颅内动脉瘤特征性超声表现为颅内椭圆形囊性结构，

壁光滑；彩色多普勒示囊性结构内见“阴阳征”；脉冲多普勒示动

脉频谱。 本病例符合颅内动脉瘤合并 Galen静脉瘤声像图特征。

胎儿颅内动脉瘤合并 Galen 静脉瘤罕见， 主要应与胎儿颅

内其他囊性占位（如蛛网膜囊肿、脑穿通囊肿及第三脑室扩张

等）相鉴别。 彩色多普勒超声是产前鉴别胎儿颅内囊肿与颅内

血管瘤的理想方法。 颅内囊肿表现为囊性占位内无血流信号；

颅内血管瘤则表现为囊性占位内有血流信号，再根据频谱类型

可确诊。 胎儿颅内血管瘤预后较差， 但多数在晚孕期才能被检

出，掌握其发病机制及特征性超声表现可做出准确诊断。
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