
　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１７０３９４１）；山东省中医

药科技发展计划项目 （２０１７－００５）；山东中医药大学 ＳＲＴ项目

（２０１８０９７）

作者单位：２５０３５５　济南，山东中医药大学动物行为学实验平台

通讯作者：魏盛，电子信箱：ｗａｙｓａｉｎｔ＠ １６３．ｃｏｍ

外源性雌孕激素联合给药诱导雌性大鼠

人工动情周期的方法学探讨
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摘　要　目的　对 Ｗｉｓｔａｒ雌性性成熟大鼠在卵巢切除术后进行外源性雌、孕激素注射以诱导人工动情周期，为诱导大鼠同步

且规律的动情周期提供一种可靠的方法。方法　用阴道电阻仪测量 Ｗｉｓｔａｒ雌性大鼠阴道电阻值，按照动情周期是否规律将大鼠分

为两组，对两组大鼠均进行卵巢切除术，恢复１周后进行雌孕激素联合给药法诱导大鼠的动情周期（动情周期规律大鼠作为对照），

测量大鼠阴道电阻值，观察电阻值的变化趋势，判断其动情周期的规律性和同步性。结果　对筛选出的 １０只动情周期规律的大鼠

及９０只动情周期不规律的大鼠均进行卵巢摘除术后的外源性雌孕激素联合给药诱导，大鼠的阴道电阻值显示诱导后的人工动情

周期均呈现以４天为１个周期，持续两个周期的特点。结论　外源性雌孕激素联合给药法可以诱导大鼠规律且同步的动情周期。
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　　雌性性成熟大鼠规律的动情周期一般为 ４～５
天，分为动情前期、动情期、动情后期和动情间期

［１］
。

在动情周期的不同阶段大鼠的生殖及内分泌系统会

发生组织学与生理学上的变化
［２］
。动情周期规律的

雌性大鼠作为一种动物模型在探索女性月经周期相

关疾病的发生机制、评价药物的作用效果以及相应药

物开发的实验中应用广泛。但自然状态下动情周期

规律的雌性大鼠只占 １０％左右，并且其动情周期并
不同步，极大干扰了相关研究工作的进行

［３］
。探索

人工诱导雌性大鼠动情周期的方法可以在诱导大

鼠规律动情周期的同时保证其同步性，以便于在进

行动物数量较多的实验中进行平行对照。同时，通

过掌握对大鼠进行激素诱导的时间可推断大鼠所

处动情周期的阶段，避免了在确定大鼠动情周期的

阶段时进行的实验操作并可以减少其对大鼠的刺

激与影响。此方法在实验研究中无疑具有重要的

应用价值。

人工诱导雌性大鼠动情周期的方法在国内外鲜

有报道。Ｈｏ等［４］
通过注射苯甲酸雌二醇、雌二醇和

孕酮的方式成功诱导出与正常雌性大鼠阴道的周期

性改变一致的动物模型，并运用于 ＰＭＳ大鼠模型的
制备中，验证了此种方法的可靠性。笔者课题组在前

期的研究中已经证实此种方法可以诱导出动情周期
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规律且同步的大鼠，本实验在前期经验的基础上将溶

解的溶剂由麻油改为二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），以解决激
素在麻油中不能充分溶解的问题，应用于大鼠动情周

期的人工诱导中。

本研究用阴道电阻仪检测大鼠阴道电阻值，将动

情周期规律与不规律的大鼠分为两组（将动情周期

规律的大鼠组作为对照），均进行卵巢切除术后行

雌、孕激素联合给药以人工诱导大鼠同步且规律的动

情周期，为相关的实验提供可靠的大鼠模型。

材料与方法

１．实验动物：１００只 ＳＰＦ级雌性性成熟 Ｗｉｓｔａｒ大
鼠，６～８周龄，体质量１２０～１６０ｇ，由北京维通利华实
验动物技术有限公司提供［生产许可证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１６－０００６］。进入实验室后，所有大鼠均在屏
障环境［使用许可证号：ＳＹＸＫ（鲁）２０１７－００２２］中单
笼饲养，保持 １２ｈ／１２ｈ明暗周期，昼夜颠倒（８：００时
关灯，２０：００时开灯）。饲养大鼠房间保持室温 ２１±
１℃，相对湿度４５％，自由采食和饮水。实验前进行 ７
天的适应性饲养以适应环境，定时进行抓握以平行操

作
［５］
。所有实验操作遵从于美国 ＮＩＨ颁布的《实验

动物护理和使用指南》，并由山东中医药大学实验动

物伦理委员会批准（批准号：ＤＷＳＹ２０１７０３０１３）。
２．器材和试剂：大鼠受孕期分析仪（ＭＫ－１１）购

自室町机械株式会社；苯甲酸雌二醇、雌二醇购自麦

克林（上海）贸易有限公司；孕酮购自西格玛奥德里

奇（上海）贸易有限公司；青霉素钾购自江苏南农高

科动物药业有限公司；水合氯醛购自国药集团化学试

剂有限公司。苯甲酸雌二醇（０．５微克／只）、雌二醇
（０．５微克／只）、孕酮（０．５毫克／只）在使用前用 ＤＭ
ＳＯ溶剂配成相应浓度溶液，青霉素钾使用前用
０９％氯化钠注射液配成相应浓度溶液（２单位／只），
水合氯醛使用前用 ０．９％氯化钠注射液配成 １０％浓
度溶液。

３．阴道电阻法检测大鼠动情周期并根据动情周
期是否规律对大鼠进行分组：通过测量大鼠的阴道电

阻值并观察其变化趋势可以判断大鼠的动情周期是

否规律。动情周期规律大鼠的阴道电阻值满足以 ４
天为１个周期，且非接受期（动情后期、动情间期）阴
道电阻值 ＜３ｋΩ，接受期（动情前期、动情期）阴道电
阻值≥３ｋΩ的规律。对实验的１００只雌性成熟 Ｗｉｓｔ
ａｒ大鼠进行阴道电阻值测量。正常大鼠的动情周期
一般为４天，少数为５天。因此阴道电阻值至少需测
量两个周期，即９天左右。为避免测量时间不合适导

致数据偏差及傍晚测量造成假孕，阴道电阻的测量时

间选择在下午 １３：００时 ～１５：００时。阴道电阻测量
方法：打开大鼠受孕分析仪电源开关，检查设备相关

状况，确认设备初始值为 １０００ｋΩ后，用 ０．９％氯化
钠注射液清洗阴道探头并消毒，放置在一侧待用。左

手抓取大鼠，将其头部置于中指和示指之间，使其处

于仰卧位，抓握大鼠时应尽量保持动作轻柔温和，减

少大鼠的痛苦
［６］
。待大鼠四肢放松在最舒适状态时

进行测量。将阴道探针轻轻的插入大鼠阴道内约

３０ｓ测量阴道电阻，每次测量前用 ０．９％氯化钠注射
液清洗。待电阻仪显示数值稳定后读取数据并做好

记录。测定完成，检查仪器正常，关闭电源并消毒

探针。

４．卵巢切除术后雌孕激素联合给药诱导：进行阴
道电阻值测量后，通过观察大鼠阴道电阻值的特点将

大鼠分为两组，１０只为动情周期规律的大鼠，９０只为
动情周期不规律的大鼠，为验证激素诱导实验的可靠

性，笔者对两组大鼠均进行了卵巢切除术后的雌孕激

素联合诱导。

（１）卵巢切除术：术前大鼠禁食禁水（１２ｈ）。用
水合氯醛（１０％）按照 ３ｍｌ／ｋｇ剂量注射进行麻醉。
麻醉指征：呼吸平稳、角膜反射小或迟钝、皮肤夹捏反

应消失、全身肌肉松弛。仰卧位固定大鼠四肢。以腹

正中线距离阴道口 ２．５ｃｍ处为中心，半径 １．５ｃｍ的
范围用剪刀剪掉大鼠皮毛，碘伏消毒。在低于触诊肋

骨的 １．５ｃｍ处做一切口，逐层钝性分离，进入腹腔，
使用弯镊从切口处向腹腔下方找到子宫角，顺着子宫

可以慢慢拉出脂肪包裹呈粉红色桑葚状的卵巢，然后

在大鼠卵巢与输卵管相交部位 ０．５～１．０ｃｍ处按照
缝合打结的方法进行结扎，结扎完成剪下大鼠卵

巢
［７］
。青霉素消炎后将子宫送回腹腔，分层缝合后

青霉素消炎，术后恢复１周。卵巢摘除后的大鼠于每
天下午的 １４：００、１５：００、１６：００、１７：００时检测阴道电
阻，检测１个动情周期。

（２）激素诱导：卵巢切除术后的大鼠于 ０ｈ（第 １
次皮下注射激素作为计时开始）、３２ｈ、４４ｈ分别皮下
注射苯甲酸雌二醇、雌二醇、孕酮

［４］
。第 １次注射激

素时间（即０ｈ）选择在中午１１：３０时注射苯甲酸雌二
醇，３２ｈ后即第２天下午１９：３０时注射雌二醇，４４ｈ即
第３天早上 ７：３０时注射孕酮，第 ４天不注射。连续
激素诱导两个动情周期，检测此期间大鼠阴道电阻

值。注射时左手拇指和示指揪起背部皮肤 １ｃｍ左
右，手掌蒙住大鼠眼睛并起固定作用，右手持针从揪
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起的两层皮肤中间进针，保持进针方向与皮肤平行，

感觉到针尖传来突破感即针尖穿破皮质，此时便可推

动注射器注入激素。注射激素过程中要确保针尖在

皮肤里，防止用力过大导致针尖穿透两层皮肤而刺出

皮肤外。

５．统计学方法：采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０统计学
软件对数据进行统计描述。

结　　果
１．阴道电阻法检测大鼠动情周期的结果：动情周

期规律大鼠各时期阴道表皮细胞的电阻值符合一定

规律：满足 ４天 １个周期循环，且接受期电阻值≥
３ｋΩ，非接受期电阻值 ＜３ｋΩ，说明大鼠动情周期规
律（图１）。动情周期不规律大鼠的阴道电阻值曲线
未呈现共同的电阻值变化规律，因此笔者列举了两种

典型的电阻图情况。大鼠的阴道电阻值保持 ＜３ｋΩ

图 １　动情周期规律大鼠阴道电阻波动情况（ｎ＝１０）
此图对动情周期规律大鼠不同时间测得的阴道

电阻值进行了同步化调整

　
的水平而无周期性波动（图 ２Ａ）；大鼠的阴道电阻值
仅出现一个动情周期而无连续的周期性变化（图

２Ｂ）。此类大鼠的动情周期不规律。

图 ２　动情周期不规律大鼠两种典型的阴道电阻波动情况
Ａ．大鼠的阴道电阻值保持 ＜３ｋΩ的水平而无周期性波动；Ｂ．大鼠的阴道电阻值仅

出现一个动情周期而无连续的周期性变化

　

　　２．卵巢切除后大鼠的阴道电阻值结果：连续检测
５天卵巢切除后的大鼠的阴道电阻值，阴道电阻值失
去周期性变化，且处于 ＜３ｋΩ的水平（图３）。

图 ３　卵巢切除后大鼠的阴道电阻波动情况（ｎ＝１００）

　

３．激素诱导后大鼠的阴道电阻值结果：由图 ４中
电阻值的变化规律可知，进行雌孕激素诱导后两组大

鼠的阴道电阻值均出现以４天为１个周期，连续两个

周期的动情周期变化趋势。其第 １、２、４天阴道电阻
值 ＜３ｋΩ，第３天≥３ｋΩ，证明外源性雌孕激素联合给
药可以诱导雌性大鼠规律且同步的动情周期。

讨　　论
雌性性成熟大鼠动情周期的变化与其体内卵巢

分泌雌孕激素的状况密切相关。卵巢内性激素导致

的卵泡和黄体发生的一系列变化对应了大鼠动情周

期的不同阶段。本实验依据动情周期与雌孕激素的

相关性，通过雌孕激素联合给药的方法诱导雌性大鼠

的人工周期，为相关研究提供可靠的大鼠模型。

Ｉｗａｓａｋｉ等［８］
的研究指出由阴道电阻法测得大鼠

的阴道电阻值与大鼠动情周期的相关性较高。Ｊａｒａ
ｍｉｌｌｏ等［６］

通过检测大鼠阴道电阻值的方法确定了大

鼠的动情前期，提出此种方法准确率高，并可以降低

大鼠假孕的概率。在使用阴道电阻值筛选动情周期

规律的大鼠时，合格大鼠的阴道电阻图呈现动情周期

持续４天，接受期电阻值≥３ｋΩ，非接受期电阻值 ＜

·３６·
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图 ４　激素诱导两个周期后大鼠的阴道电阻波动情况（ｎ＝１００）
Ａ．动情周期规律大鼠；Ｂ．动情周期不规律大鼠

　

３ｋΩ的特点。而动情周期不规律大鼠的阴道电阻值
无相同的规律可寻。郭浩等

［９］
在文献中提出电阻值

的变化主要是由于在动情周期的不同阶段，激素发生

周期性变化，其作用于阴道，使黏液的分泌量及内容

物发生了改变，从而阴道内的导电性发生改变，所以

电阻值表现为从发情前期到发情期的不同变化状态。

而≥３ｋΩ的峰值出现的原因可能与黄体分泌的高峰
期有关。而这些研究发现佐证了激素与大鼠动情周

期的相关性。但并非所有雌性性成熟大鼠的动情周

期都是规律变化的，很多大鼠的动情周期并不规律，

出现这一现象的原因可能为大鼠本身及外界因素的

影响，比如一些气味的影响以及过频的电阻仪测量可

能会作为一种刺激影响动物的发情。

卵巢切除术后大鼠阴道电阻值的波动特点显示，

两组大鼠的阴道电阻值在进行卵巢切除术后均处于

较低的水平。动情周期规律的大鼠其阴道电阻值失

去其周期性变化处于较低的水平，其≥３ｋΩ的峰值也
消失。Ｗｉｓｔａｒ雌性性成熟大鼠在切除卵巢后不能持
续分泌性激素，大鼠的子宫内膜及阴道不能受到来自

性激素的调控，其生理学变化消失，因此大鼠的阴道

电阻值处于较低的水平且其周期性变化消失；卵巢切

除后，卵泡及黄体的生理学变化消失，在此基础上发

生的激素分泌水平的变化随之消失，由黄体分泌的孕

酮即处于低水平状态，这与大鼠的阴道电阻值失去其

峰值有关
［１０］
。动情周期不规律大鼠的阴道电阻值不

再无规律可循，同处于低水平。这也证实了卵巢切除

后大鼠的动情周期排除了内源性激素的影响。

进行雌孕激素联合给药诱导后两组大鼠连续两

个动情周期的阴道电阻图均呈现规律且同步的变化。

同时证明了此方法同样适用于动情周期不规律的大

鼠群体。即在对大鼠进行激素诱导之前已经排除了

其自身激素的影响。在注射苯甲酸雌二醇及雌二醇

的第１、２天及未注射激素的第４天，大鼠的阴道电阻
值水平 ＜３ｋΩ，其与大鼠处于非接受期的特点一致；
在注射孕酮的第 ３天，大鼠的阴道电阻值≥３ｋΩ，与
大鼠处于接受期的特点一致。Ｍａｒｃｏｎｄｅｓ等［１１］

研究

报道雌二醇在大鼠的发情期开始升高，发情前达到峰

值，发情时回到基线，孕酮分泌在动情间期和动情后

期增加，随后减少。此项研究发现在一定程度上证实

了体外激素注射诱导动物动情周期的可靠性。苯甲

酸雌二醇与雌二醇均为雌激素类药物，但其代谢途径

及代谢产物不尽相同，另外３种激素在大鼠体内的代
谢速率也会影响大鼠体内的激素水平从而表现为阴

道电阻值的变化。

本实验通过测量阴道电阻值的方法确定大鼠的

动情周期并通过外源性雌孕激素注射的方法成功诱

导大鼠规律的动情周期，为制备动情周期同步且规律

的大鼠模型提供了新的方法。同时，笔者在前期的

ＰＭＤＤ药效实验证实了在雌孕激素联合给药诱导大
鼠人工动情周期的过程中如果进行其他的药物试验

并不会对其产生影响。但关于如何对激素注射后的

大鼠体内的内分泌代谢改变进行实时检测以掌握激

素在大鼠体内的详细代谢机制等问题的解答仍需要

开展进一步的实验研究。
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如凋亡、增殖、转化等
［１９，２０］

。本研究发现，二氮嗪能够

显著抑制冠心病大鼠心肌细胞 ＥＲＫ１／２的表达。
综上所述，线粒体 ＡＴＰ敏感性钾离子通道开放

剂二氮嗪能够对心肌组织结构有显著的保护作用，并

且能够缓解冠心病大鼠心肌细胞的凋亡，其作用机制

可能为抑制体内炎性反应，以及降低冠心病大鼠心肌

组织中 ＥＲＫ１／２的表达，从而抑制心肌细胞的凋亡，
但具体的治疗机制还需要进一步探讨。
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