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环磷酰胺对卵母细胞发育潜能影响的研究
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［摘 要］ 目的：探究环磷酰胺活性代谢物 4⁃羟基环磷酰胺（4⁃hydroxycyclophosphamide，4⁃HC）对卵母细胞质量的影响及机

制。方法：将小鼠生发泡（germinal vesicle，GV）期卵丘卵母细胞复合体（cumulus⁃oocyte complex，COC）随机分为8组，空白对照

组不做处理，溶剂对照组中添加与实验组相同浓度溶剂DMSO，实验组中分别加入终浓度为0.3、1.0、3.0、10.0、30.0、100.0 μmol/L
的4⁃HC，观察各组COC在体外培养后的第一极体排出率、二细胞率、囊胚率，最终确定实验组最佳浓度。检测1 μmol/L浓度

下卵母细胞内活性氧水平、线粒体膜电位水平、还原型谷胱甘肽水平等以评估卵母细胞质量。RT⁃qPCR、免疫荧光等检测

4⁃HC对卵母细胞DNMT3A表达的影响。结果：随着4⁃HC浓度的增加，各组卵母细胞2⁃细胞率相当或略有下降，实验组卵母细

胞受精后囊胚率随4⁃HC浓度增加而降低（P < 0.05）。1 μmol/L 4⁃HC下，小鼠卵母细胞线粒体膜电位下降、细胞内超氧化物阴

离子含量上升、还原型谷胱甘肽含量下降（P均< 0.05）且囊胚形成率下降（0.809 ±0.087 vs. 0.566±0.175，P < 0.05），RT⁃qPCR及免

疫荧光结果显示卵母细胞DNMT3A表达增加（P < 0.05）。结论：4⁃HC会引发卵母细胞发生氧化应激，线粒体损伤，导致其发育

潜能降低，并对卵母细胞表观遗传产生影响。
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Effect of cyclophosphamide on developmental potential of oocytes
CHENG Li，NI Man，WANG Jie，GUO Shuang，QIN Lianju*，MA Xiang*

Reproductive Medicine Center，the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University，Nanjing 210029，China

［Abstract］ Objective：This study investigated the effect and mechanism of 4⁃hydroxycyclophosphamide（4⁃HC），the active metabolite
of cyclophosphamide（CTX），on oocyte quality. Methods：Mouse cumulus⁃oocyte complexes（COCs）in the germinal vesicle（GV）stage
were randomly divided into eight groups. The blank control group received no treatment，while the solvent control group was treated
with DMSO at the same concentration as the experimental group. The experimental groups were exposed to 4⁃HC at concentrations of
0.3，1.0，3.0，10.0，30.0，and 100.0 μmol/L. The in vitro matured oocytes were observed for the first polar body discharge rate，2⁃cell
rate，and blastocyst rate. The 1 μmol/L concentration group was further evaluated for reactive oxygen species（ROS）levels，
mitochondrial membrane potential（MMP），and reduced glutathione（GSH）content to assess oocyte quality and explore the mechanism.
RT⁃qPCR and immunofluorescence were used to detect the effect of 4⁃HC on DNMT3A expression in oocytes. Results：With increasing
4⁃HC concentration，the 2⁃cell rate of oocytes remained similar or slightly decreased，while the blastocyst rate decreased significantly
（P < 0.05）. Treatment with 1 μmol/L 4 ⁃ HC reduced mitochondrial membrane potential，increased intracellular superoxide anion
content，and decreased reduced glutathione content（all P < 0.05）. Additionally，the blastocyst formation rate（0.809±0.087 vs. 0.566±
0.175，P < 0.05）was significantly reduced. PCR and immunofluorescence results showed increased DNMT3A expression in oocytes
（P < 0.05）. Conclusion：4⁃HC induces oxidative stress and mitochondrial damage in oocytes，impairing their developmental potential
and affecting oocyte epigenetics.
［Key words］ oxidative stress；epigenetics；cyclophosphamide；glutathione；oocytes

［J Nanjing Med Univ，2024，44（12）：1621⁃1628，1648］

·基础研究·

南京医科大学学报（自然科学版）
Journal of Nanjing Medical University（Natural Sciences）

第44卷第12期
2024年12月 ··1621



南 京 医 科 大 学 学 报
第44卷第12期
2024年12月

化疗作为治疗恶性肿瘤的常用手段，有导致卵

巢功能不全和不孕的风险［1］。环磷酰胺（cyclophos⁃
phamide，CTX）是临床常用的烷化剂型化疗药物，广

泛应用于包括儿童血液系统肿瘤在内的多种恶性

肿瘤和系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病的治疗

中。在体内CTX通过肝脏细胞色素p450（cytochrome
P450，CYP450）转化为 4⁃羟基环磷酰胺（4⁃hydroxy⁃
cyclophosphamide，4⁃HC）［2］。4⁃HC作为CTX在体内

的主要活性物质［3］，可用于体外CTX细胞损伤模型

的制备［4］，该种造模方法被证明可以在体外造成培

养卵泡的缺失［5］，颗粒细胞的凋亡［6］等CTX体内作

用相似表型。

有研究报道，CTX可导致40%女性发生早发性卵

巢功能不全（premature ovarian insufficiency，POI）［7］，

严重影响女性生育力。基于此，越来越多的青春期

前女性在化疗前采用卵巢组织冷冻进行生育力保

存［8］。然而如何提高生育力保存的效率，特别是

对经历过化疗的患者，成为临床近年来讨论的热

点和焦点问题。随着技术的不断进步，卵巢组织

冷冻的同时进行未成熟卵巢组织卵母细胞体外成

熟（ovarian tissue oocyte⁃in vitromaturation，OTO⁃IVM）

技术，已在许多紧急抗癌治疗患者中得到了越来越

广泛的临床应用［9］。研究数据显示，IVM联合 IVF获
得的活产率与常规控制性促排卵进行 IVF助孕的活

产率相当［10］，因此，OTO⁃IVM有望成为化疗人群生

育力保存的有效候选方案。本研究通过在体外培

养过程中直接添加 4⁃HC，模拟CTX化疗，探究其对

卵母细胞发育潜能的影响，并探索CTX作用的可能

潜在靶点，为女性生育力保护和提高 IVM⁃IVF的活

产率提供坚实的理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

孕马血清促性腺激素（pregnant mare serum go⁃
nadotropin，PMSG，宁波第二激素厂）；4⁃HC（Cayman
公司，德国）；IVM液、透明质酸酶、TYH液、HTF液、

KSOM液、M2培养液（南京爱贝生物有限公司）；4%
多聚甲醛固定液、封闭液、聚乙烯醇、活性氧（reactive
oxygen species，ROS）检测试剂盒、JC⁃1增强型线粒

体膜电位检测试剂盒（上海碧云天公司）；Triton X⁃
100（BioFroxx公司，德国）；PBS缓冲液（武汉塞维尔

公司）；Dapi ⁃ Fluoromount ⁃ G 抗荧光淬灭封片剂

（SouthernBiotech公司，美国）；LCA⁃FITC、还原型谷

胱甘肽（glutathione，GSH）荧光探针（Invitrogen公司，

美国）；DNMT3A（Thermo公司，美国）；Micro RNA Kit
（QIAGEN公司，德国）、High⁃Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit（Thermo公司，美国）；QIAGEN Micro
RNA kit（QIAGEN 公司，美国）ChamQ SYBR qPCR
Master Mix（南京诺维赞公司）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠饲养

实验采用 3~6周青春期前期C57/B6J小鼠。所

有小鼠均购于南京医科大学实验动物基地生产

部。小鼠在 22 ℃下保持 12 h/12 h的暗⁃光循环，自

由进食饮水。动物实验方案由南京医科大学动物

伦理委员会批准（实验伦理号：IACUC⁃2202033），遵
循3R原则。

1.2.2 卵母细胞获取和体外成熟

下午4：00-5：00，小鼠腹腔内注射PMSG10 U/只。

46~48 h后取卵巢生发泡期（germinal vesicle，GV）卵
丘 卵 母 细 胞 复 合 体（cumulus oocyte complex，
COC），随机分组，于 IVM 培养液中加入 4⁃HC 储

存液（10 mg 4⁃HC加入341 μL溶剂DMSO中，配制成

100 mmol/L的储存液，分装并充入惰性气体，-80 ℃保

存），根据培养微滴内 4⁃HC浓度分为空白对照组

（Mock）、溶剂对照组（Ctrl）、0.3 μmol/L 4⁃HC 组、

1.0 μmol/L 4⁃HC组、3.0 μmol/L 4⁃HC组、10.0 μmol/L
4⁃HC组、30.0 μmol/L 4⁃HC组和100.0μmol/L4⁃HC组。

用 100.0 μL枪头迅速轻柔吹吸 5下，混合均匀后

放置 37 ℃、5% CO2培养箱培养 14~16 h（空白对照

组为 IVM培养液，溶剂对照组为DMSO 1∶1 000稀
释液），然后使用透明质酸酶脱去颗粒细胞，在显

微镜下观察卵母细胞第一极体排出情况，以第一

极体排出作为卵母细胞核成熟的表征。收集减数

第二次分裂中期（metaphaseⅡ，MⅡ）卵母细胞用于

后续实验。每组使用 20~30枚卵母细胞，实验至

少重复 3次。

1.2.3 观察测量卵丘颗粒细胞扩张

上述1.2.2方法培养14~16 h后，4倍显微镜下拍

摄观察卵丘颗粒细胞扩张，并使用 Image J测量成熟

COC长轴直径与短轴直径，取平均值作为卵丘颗粒

细胞扩散直径。

1.2.4 体外胚胎培养

处死 C57/B6J 雄鼠，取附睾尾部并划开输精

管，使精子在 TYH 液中获能 60 min。将卵母体

外成熟的 COC 在 HTF 液中清洗 3 次后置于新的

液滴中，加入已获能精子共培养受精 4~6 h。在

KSOM 培养液中清洗卵母细胞并在新鲜的液滴
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中继续培养。受精后 12 h能观察到双原核的细

胞作为受精卵。在胚胎发育至二细胞期（受精

后 24~30 h）和囊胚期（受精后 96~100 h）进行拍

照观察。以上培养均在 37 ℃、5%CO2 培养箱中

完成，每组使用 20~30 枚卵母细胞，实验至少重

复 3次。

1.2.5 卵母细胞免疫荧光

卵母细胞脱颗粒后清洗 3次，随后在 4% 多聚

甲醛中室温固定 30 min，在添加了 0.5%聚乙烯醇

（polyvinyl alcohol，PVA）的 PBS溶液中清洗 3次后

移入 0.5% Triton X⁃100中室温破膜 20 min。0.5%
PVA清洗3次后使用封闭液室温封闭1 h。将卵母细

胞移入相应的一抗中 4 ℃过夜，0.5% PVA清洗 3次
后避光室温孵育二抗 1 h。0.5% PVA清洗 3次后

使用DAPI染细胞核，封片。共聚焦显微镜下进行

拍照观察，使用 Image J软件进行共定位及半定量

分析。每组使用 15~30枚卵母细胞，实验至少重复

3次。

1.2.6 ROS、还原型（GSH）和线粒体膜电位测定

使用DHE、还原型GSH探针和 JC⁃1检测MⅡ期

卵母细胞ROS、GSH和线粒体膜电位水平。将卵母

细胞分别与DHE和 JC⁃1工作液在 37 ℃、5%CO2培

养箱中孵育 30 min，然后使用M2培养液清洗 3次
后置于共聚焦皿中。使用Nikon Eclipse Ti共聚焦显

微镜检测荧光强度。每种指标每组使用 10~15枚
卵母细胞，实验至少重复3次。

1.2.8 RNA提取及RT⁃qPCR
使用QIAGEN Micro RNA Kit提取卵母细胞总

RNA，提取的RNA立刻冰上加入High⁃capacity tran⁃
scription Kit逆转录试剂25 ℃ 10 min、37 ℃ 120 min、
85 ℃ 5 min将RNA逆转录为 cDNA。各组基因表达

通过实时荧光定量 PCR仪进行扩增检测，条件为

95 ℃预变性 5 min、PCR 反应为 95 ℃ 15 s、65 ℃
1 min共 40个循环，熔解曲线为 65~95 ℃每隔 0.5 ℃
进行信号检测绘制。各组基因表达差异采用 2-ΔΔCT

相对定量法进行分析。本实验引物序列见表1。
表1 引物序列表

Table 1 Primer sequences

Gene
Gapdh

Dnmt3a

Forward（5′→3′）
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
GATGAGCCTGAGTATGAGGATGG

Reverse（5′→3′）
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
GATGAGCCTGAGTATGAGGATGG

1.3 统计学方法

所有统计学结果均采用GraphPad Prism 8进行

分析，数据均以均数±标准差（x ± s）表示，两组间比

较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同浓度4⁃HC对卵母细胞发育潜能的影响

为探究4⁃HC对卵母细胞的直接作用及其机制，

基于先前 4⁃HC相关研究［4］，本研究设定了 4⁃HC浓

度梯度：0.3、1.0、3.0、10.0、30.0、100.0 μmol/L，将GV
期COC取出后，直接在培养基中添加上述不同浓度

的4⁃HC，结果发现，随着 4⁃HC浓度的增加，卵母细

胞的二细胞率及囊胚率呈下降趋势（图 1A、B），
这提示 4⁃HC会损害卵母细胞的发育潜能。基于

1.0 μmol/L浓度组的囊胚率与溶剂对照组相比已

显著降低（0.809±0.050 vs. 0.565±0.101，P < 0.05，
图 1C），且该浓度与CTX化疗患者血清中的药物浓

度相当［11］，故后续将此浓度用于实验组进行进一

步探究。

2.2 1.0 μmol/L 4⁃HC作用下卵母细胞体外成熟及

囊胚发育情况

与溶剂对照组相比，1.0 μmol/L 4⁃HC作用下GV
期COC体外成熟后扩散程度降低（152.200±26.780
vs. 132.600±23.130，P < 0.05，图2A、B），第一极体排

出率下降（0.804±0.053 vs. 0.653 ± 0.074，P < 0.05，
图 2A、C），囊胚形成率下降（0.809±0.087 vs. 0.566±
0.175，P < 0.05）。这些结果提示1.0 μmol/L 4⁃HC作

用下GV期COC体外成熟后成熟率下降，进而影响

卵母细胞胚胎发育，造成囊胚形成率降低。

2.3 4⁃HC作用下卵母细胞发生氧化应激

GSH与DHE染色结果显示 1.0 μmol/L 4⁃HC使

体外培养至MⅡ期的COC中卵母细胞内GSH含量

降低（图 3A、B），超氧化物阴离子含量升高（图 3A、
C），提示1.0 μmol/L 4⁃HC影响下卵母细胞发生氧化

应激。

2.4 4⁃HC导致卵母细胞线粒体功能下降

线粒体在卵母细胞功能中起着至关重要的作

用，线粒体功能受损将严重影响卵母细胞发育，造

成卵母细胞质量受损［12］。本课题组对培养至MⅡ期
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A：Early embryo development of IVM oocytes under different concentrations of 4⁃HC after fertilization（scale bar=100 μm）. B：The rates of 2⁃cell

embryos in IVM oocytes treated with different concentrations of 4⁃HC. C：The blastocyst rate in IVM oocytes treated with different concentrations of 4⁃
HC. Compared with the Ctrl group，*P < 0.05 and ***P < 0.001（n=60）.

图1 不同浓度4⁃HC对体外成熟卵母细胞受精及囊胚形成的影响

Figure 1 Effects of different concentrations of 4⁃HC on the fertilization and subsequent blastocyst formation of IVM oocytes

COC中的卵母细胞进行了 JC⁃1染色，结果显示，与

溶剂对照组相比，1.0 μmol/L 4⁃HC使MⅡ期卵母细

胞线粒体膜电位下降（图 4A、B），这与既往一些相

关研究结果相一致［13］，并进一步说明4⁃HC作用下卵

母细胞质量下降。

2.5 卵丘细胞、受精卵、二细胞胚胎中Dnmt3a表达情况

既往研究显示，在小鼠早期胚胎中，Dnmt3a的表

达增加将导致其整体5⁃甲基胞嘧啶（5⁃methylcytosine，
5mC）水平升高并进而引发小鼠胚胎发育阻滞［14］。

由于卵母细胞在GV期停止转录，本课题组将从GV
期培养至MⅡ期的COC中的原代颗粒细胞收集起

来，并检测了这些颗粒细胞中Dnmt3a的表达水平，

3.0 μmol/L 4⁃HC 10.0 μmol/L 4⁃HC 30.0 μmol/L 4⁃HC 100.0 μmol/L 4⁃HC
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A：Compared with the Ctrl group，the expansion of cumulus cells in COC treated with 1.0μmol/L 4⁃HC was poor，the extrusion rate of the first polar
body（PB1）was decreased，and the formation of blastocyst was decreased（scale bar=100 μm）. B：Cumulus cell diffusion diameter in each group. C：The
PB1 extrusion rate of each group. D：Blastocyst rate of each group. *P < 0.05（n=60）.

图2 1.0 μmol/L 4⁃HC作用下COC体外成熟培养结果

Figure 2 In vitro maturationresults of COC treated with 1.0 μmol/L 4⁃HC
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图3 1.0 μmol/L 4⁃HC作用下MⅡ期卵母细胞氧化应激水平

Figure 3 Oxidative stress levels in MⅡoocytes treated with 1.0 μmol/L 4⁃HC
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A：Mitochondrial membrane potential decreased in oocytes treated with 1.0 μmol/L 4⁃HC（scale bar=150 μm）. B：Semi⁃quantitative ratios of
mitochondrial membrane potential fluorescence levels in oocytes of each group. *P < 0.05（n=60）.

图4 1.0 μmol/L 4⁃HC作用下MⅡ期卵母细胞线粒体膜电位

Figure 4 Mitochondrial membrane potential in MⅡoocytes treated with 1.0 μmol/L 4⁃HC
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图5 1.0 μmol/L 4⁃HC作用下颗粒细胞、2PN期受精卵及2⁃细胞胚胎中Dnmt3a表达水平

Figure 5 Relative mRNA expression levels of Dnmt3a in cumulus cells，2PN，and 2⁃cell embryos under 1.0 μmol/L 4⁃HC
treatment

并检测了 2个原核（2 pronuclear，2PN）期受精卵及

二细胞胚胎中Dnmt3a表达水平。结果显示，与溶

剂对照组相比，1.0 μmol/L 4⁃HC作用下Dnmt3a的

mRNA水平在颗粒细胞、受精卵及二细胞胚胎中均

显著表达升高（图 5），这提示 4⁃HC可能通过上调

卵母细胞中DNMT3A表达引发小鼠早期胚胎发育

阻滞。

2.6 MⅡ期卵母细胞中DNMT3A表达情况

通过DNMT3A免疫荧光染色的方式对体外培

养至MⅡ期的COC中卵母细胞DNMT3A表达情况进

行了检测。结果同样也显示，与溶剂对照组相比，

1.0 μmol/L 4⁃HC作用下MⅡ期卵母细胞中DNMT3A
表达上升（图6A）。

3 讨 论

在卵母细胞中，ROS的主要来源是线粒体电

子呼吸链上的电子泄漏［15］，正常状态下，卵母细胞

的抗氧化体系能够有效抵御自身产生的ROS，从而

维持氧化 ⁃抗氧化体系的平衡。既往研究发现，

CTX在代谢过程中，其活性代谢产物通过醇脱氢酶

（alcoholdehydrogenase，ADH）、醛脱氢酶（aldehyde
dehydrogenase，ALDH）和谷胱甘肽 S⁃转移酶（gluta⁃
thione S⁃transferases，GST）等酶的作用，利用GSH作

为辅因子解毒为无活性代谢物。与先前的一些研

究结果相一致［16］，本研究结果显示，CTX的活性代

谢产物 4⁃HC可引发卵母细胞内GSH含量消耗和
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ROS含量上升，从而削弱抗氧化能力，导致氧化应

激的发生。进一步的线粒体膜电位检测实验发现，

4⁃HC还可引发卵母细胞线粒体膜电位的下降，这提

示4⁃HC诱导的氧化应激可能已造成线粒体损伤，而

受损的线粒体会进一步导致ROS泄漏［17］，形成恶性

循环，最终影响卵母细胞的能量生成，降低其后续

发育潜能［18］。

多细胞生物从受精卵发育而来，依赖于组织和

细胞特异性转录程序的时空调控，其中DNA甲基

化过程是重要机制之一。DNA甲基化指的是甲基

（—CH3）基团与胞嘧啶（C）嘧啶环的 5⁃碳原子形成

共价键的过程，通常发生在鸟嘌呤（G）核苷酸与胞

嘧啶核苷酸以磷酸键相连的胞嘧啶嘧啶环上，称为

CpG岛［19］。CpG岛多位于基因的启动子和外显子

区域，因而DNA甲基化可以通过影响启动子的读

取来调控 DNA转录。在未甲基化的胞嘧啶中添

加甲基称为从头甲基化，由 DNMT3家族酶催化，

包括 DNMT3A、DNMT3B、DNMT3C和 DNMT3L［20］。

DNMT3A和DNMT3B是在胚胎发育中建立DNA甲

基化的主要酶［21］。先前研究发现，CTX早期作用会

导致后代卵母细胞中H19、Igf2r和Peg3e等印记基因

的甲基化水平异常［15，22-23］，并下调多种转录因子［17］，

从而影响卵母细胞的表观遗传。一些研究还观察

到，在环磷酰胺作用下，尽管仍有卵母细胞存活，

但这些存活卵母细胞的表观遗传受到了影响，如

Dnmt1表达下降，并同时影响了卵母细胞受精后胚

胎的发育潜能［24-25］。因此，本研究重点讨论了CTX
对卵母细胞DNA甲基化酶等表达的影响。结果显

示，在 CTX作用下，卵丘颗粒细胞、受精卵和二细

胞胚胎中Dnmt3a表达水平升高。此外，卵母细胞

的免疫荧光结果显示，4⁃HC作用下，卵母细胞内

DNMT3A蛋白表达增加，这提示，尽管部分受损的

卵母细胞仍能完成受精甚至发育至囊胚阶段，但这

些细胞可能已经发生了表观遗传等长期改变。

此外，本研究发现，4⁃HC作用下卵母细胞受精

后2⁃细胞形成率并未发生显著下降，但囊胚形成率
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A：Increased expression of DNMT3A in MⅡ oocytes treated with 1.0 μmol/L 4⁃HC（scale bar=25 μm）. B：Semi⁃quantitative results of DNMT3A
immunofluorescence. *P < 0.05（n=20）.

图6 1.0 μmol/L 4⁃HC作用下MⅡ期卵母细胞DNMT3A表达水平

Figure 6 DNMT3A expression levels in MⅡ⁃stage oocytes treated with 1.0 μmol/L 4⁃HC
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明显降低。这提示CTX可能对二细胞发育至囊胚

阶段所需的关键储备产生了重大影响，而人类胚胎

基因组中的可访问区域的数量在二细胞到囊胚阶

段之间逐渐增加［26］。相关文献表明，人类染色质可

及性变化最大的区域是低甲基化区域［27］，这表明低

水平甲基化可能支持染色质可及性的可变性，低甲

基化可能构成一种允许其他因子结合的状态，使得

早期胚胎细胞具有可塑性。而本研究提示CTX可

能通过上调卵母细胞及早期胚胎中DNMT3A的表

达，使细胞内整体甲基化水平升高，从而降低早期

胚胎细胞的可塑性，造成其发育阻滞。

综上，本研究表明，4⁃HC可引发卵母细胞氧化

应激，降低卵母细胞胚胎发育潜能并影响其表观遗

传。本研究首次关注到4⁃HC对卵母细胞内DNMT3A
表达情况的影响。然而，尽管4⁃HC作用下卵母细胞

内DNMT3A表达上升，但仍无法确定其酶活性是否

也会发生相应改变。后续仍需观察卵母细胞整体

甲基化水平，进一步验证CTX对卵母细胞各发育时

期甲基化水平的具体影响。
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