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摘要 目的：探讨小鼠骨髓间充质干细胞（MSCs）移植对去氧乙烯基环己烯（VCD）所致卵巢早衰治疗的可行性。方法：采用 VCD
（160mg kg-1,day-1）连续腹腔注射来诱导小鼠卵巢早衰。每侧卵巢注射转染了绿色荧光基因小鼠骨髓来源的 MSCs，于移植后 14、
28 天及 45 天，取各组血液标本及卵巢组织，同时观察小鼠动情周期的变化；酶联免疫法检测血清 FSH、LH 水平，显微镜下观察

MSC 在卵巢的分布。结果：MSCs 移植后各组均可见绿色荧光，并且主要分布于卵巢间质区，卵巢泡膜细胞区也可见绿色荧光细

胞。MSCs 组动情周期较实验对照组缩短，FSH 与 LH 水平较实验对照组低，差异具有显著性。结论:骨髓间充质干细胞可改善卵巢

早衰小鼠的卵巢内分泌功能，并且长时间存在于卵巢组织。骨髓间充质干细胞可能成为卵巢早衰治疗的新方法。
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ABSTRACT Objective: To investigate the therapeutic potency of MSCs transplantation on premature ovarian failure induced by

4-vinylcyclohexene diepoxide (VCD).Methods: Female C57 mice were dosed with VCD (160mg kg-1 day-1, ip) daily to induce ovarian
failure. GFP-labeled BMSCs were injected into the ovary. The FSH and LH in the serum were detected and the ovaries were collected at
14d, 28d and 45d after transpantatipn. GFP-labeled MSCs were tracked in the ovaries. Ovarian follicle populations were also determined.
Results: There were fluorescent cells in ovarian tissues of every time after transplantation. Estrous cycles were shorten in the
transplantation group than that in the model group. The FSH and LH in transplantation group at 14, 28, 45days after transplantation were
significantly lower than those in the model group. Conclusions: The transplantation MSCs can improve the ovary function which
damaged by VCD. MSCs can migrate in the mouse ovaries and exist in ovarian tissues of mouse for a long time. MSCs may be a new
treatment for premature ovary failure.
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前言

卵巢早衰（premature ovarian failure,POF）常指女性 40 岁之

前出现促性腺激素水平升高、雌激素缺乏、闭经以及不育为特

征的疾病。目前已知 POF 的病因有基因、免疫、环境及医源性

等因素；POF 不仅会引起女性内分泌的紊乱，长期还可增加女

性骨质疏松、心血管病、阿尔茨海默尔等疾病的发生率[1,2]，危害

女性身心健康。骨髓间充质干细胞（bone marrow Mesenchymal
stem cell,MSCs）为具有多潜能分化能力的细胞群，其不仅具有

成骨，软骨，脂肪三系分化能力，还具有免疫原性，并且能分泌

许多与细胞生长发育相关的因子；近年来许多研究发现 MSCs
对神经[3,4]、心肌[5,6]、肝[7,8]、肺[9,10]、肾[11,12]等多种组织损伤具有修复

功能。本文用环境毒素 VCD 诱导建立小鼠卵巢早衰模型，将

MSCs 移植入模型小鼠卵巢，观察 MSCs 在卵巢的分布及对卵

巢内分泌的影响，以期为将 MSCs 用于卵巢早衰治疗提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料与设备

α-MEM（Gibco）,胎牛血清（Gibco）,VCD（sigma）,芝麻油
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（sigma），Ellisa 试剂盒（RD）,OP9 细胞（解放军 307 医院肿瘤学

研究室提供），解剖显微镜（Leica），荧光显微镜（OLYMPUS）。
1.2 实验动物及分组

SPF 级 C57 雌性小鼠，6 周，购自军事医学科学院动物中

心。将有正常性周期的小鼠纳入实验，在恒温（22℃），光照周期

12h：12h 环境中饲养。随机分为 4 组，分别为移植组（A）、模型

组（B）、实验对照组（C），每组 15 只。将建立的小鼠模型分成

A、B 两组，A 组给予细胞移植，B 组用 PBS 代替细胞，注入方

法同 A 组；C 组作为模型对照组注射佐剂芝麻油。
1.3 建立卵巢早衰模型

VCD 以 160 mg/Kg，连续腹腔注射 20 天，实验对照组给予

芝麻油[1]。于注射第 29 天开始行阴道脱落细胞检查，出现 10 天

或 10 天以上发情间期，视为早衰模型建立。诱导组平均成模时

间为 50-70 天，于药物注射后第 100 天行细胞移植。
1.4 细胞移植

给药第 100 天时行细胞移植，本实验选用 OP9 细胞系，

α-MEM (20%FBS、链霉素、青霉素各 100U/mL、谷胺酰胺 2mM)
体外扩增培养；胰酶消化，将 2×105 细胞用 5μl 含 1% FBS 的

PBS 重悬。0.5 %戊巴比妥麻醉，消毒皮肤，于小鼠腰背部脊柱

两侧切一小口，逐层切开皮下脂肪及腹膜，暴露卵巢。解剖镜下

用细玻璃管（内径约 100μm）将细胞悬液注入小鼠双侧卵巢内，

模型对照组注入等量 PBS，10 号线缝合皮肤。
1.5 阴道脱落细胞涂片

每天 8-9 点用棉签取小鼠阴道脱落细胞涂片，巴氏染色

法，观察各组小鼠动情周期情况。
1.6 观察卵巢组织结构及 MSCs 分布

取血后脱颈处死小鼠，取各组小鼠一侧卵巢，4%多聚甲醛

固定，4℃过度。梯度脱水，常规石膜包埋。7μm 切片，二甲苯脱

腊，苏木精 - 伊红染色，脱水，透明，中性树脂封片，光镜观察卵

巢组织结构。卵巢固定后切片，荧光显微镜观察 MSCs 分布。
1.7 血清学检测

分别于移植后 14、28 及 45 天摘眼球取血，2000 转离心 10 分

钟，-20℃保存。按 Ellisa 试剂盒说明书检测血清 FSH，LH水平。
1.8 数据统计

使用 SPSS12.0 软件分析。完全随机对照设计统计学法对

数据进行分析，P＜0.05。

2 结果

2.1 动情周期观察

C 组和 D 组阴道脱落细胞涂片检测表现为规律出现动情

前期、动情期、动情后期和动情间期，C 组动情周期为 3-5 天，D
组为 4-6 天。B 组动情周期逐渐延长，周期为 10-15 天，5 只出

现持续动情间期表现。A 组移植细胞后动情周期较 B 组短，动

情周期 7-10 天。
2.2 卵巢结构及MSCs 在卵巢的分布

对照组卵巢可见发育中的各级卵泡，VCD 诱导组卵巢皮

质无明显卵泡结构。MSCs 移植后 14 天即可在 A 组卵巢中观

察到有绿色荧光信号，并在之后的各观察时间点持续存在（见

图 2），未移植组无绿色荧光信号。

图 1 对照组与 VCD 诱导组卵巢 HE 染色：A（10x）和 C（20x）为对照组,
B（10x）D（20x）为 VCD 诱导组

Fig.1 Imagines of H&E-stained slides were taken to show ovaries from
control group(A, C) and VCD-treated group(B, D).
Original magnification ×10（A, B）and×20（C, D）

图 2 MSCs 移植后分别于 2w(A),4w(B),6w(C)在移植组小鼠卵巢中可

观测到绿色荧光细胞(10x)
FFig 2 Geen fluorescence could be seen in ovaries under flurescent

microscope at different time point,A(2W),B(4W),C(6W),after
transplantation.

表 1 MSCs 移植后不同时间点各组血清 FSH 及 LH 浓度

Table 1 Level of FSH and LH among groups at differet time points after MSCs transplantation

Groups 14d 28d 48d

血清 FSH 浓度（IU/L,mean±SD,n=5） C 13.7±2.10 15.1±1.67 14.9±2.01

B 24.3±1.85 26.0±1.36 27.8±2.07

A 23.9±1.85 23.1±1.55* 21.7±2.01**

血清 LH 浓度（ng/L,mean±SD,n=5） C 46.4±10.54 60.5±9.51 53.8±10.64

B 86.2±7.66 114.3±7.53 96.7±9.99

A 93.2±10.72 97.7±8.26* 79.8±9.58**

*P<0.05, **P<0.01, A vs B
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2.3 MSCs 移植对卵巢早衰小鼠血清 FSH 和 LH 的影响

A 组血清 FSH 和 LH 水平于移植后 14 天高于实验对照组和空

白对照组，在之后 28 天和 45 天其水平逐渐降低。模型组对照组 FSH、
LH 水平与实验对照组和空白对照组相比逐渐升高（见表 1）。

3 讨论

工业的快速发展为经济进步作出了巨大贡献，同时也带

来了环境污染隐患，危及人类身体健康。随着时代的改变，女性

在劳动者中所占的比例越来越大，环境污染对女性健康的危害

受到人们的关注。POF 为妇科临床常见病，据国外流行病学统

计，女性 40 岁前的发病率为 1/100，30 岁之前为 1/1000，20 岁

之前为 1/10000[13]；POF 对女性身心健康的影响，在近期可表现

在为面部潮热、情绪波动、易怒等围绝经期综合征，生育方面表

现为闭经，不育[14,15]；远期可出现生殖器官萎缩[16]、骨质疏松[17]、
心脑血管疾病[18,19]及肿瘤发生[20]。对 POF 的治疗主要为外源性

激素替代治疗，其对 POF 女性的围绝经症状具有较好改善作

用，但也增加了肿瘤发生和发展的潜在危险。
MSCs 是具有多潜能性干细胞，在体内分布广泛，体外易

扩增，免疫原性低，特定环境下可诱导分化。起初 MSCs 是作为

再生治疗方法用于骨组织损伤修复，最近研究发现其具有调节

内源性组织和免疫细胞的功能，目前被临床作为一种新疗法应

用于多种组织的损伤修复。将 MSCs 经冠状动脉注入心梗患者

体内，能明显改善患者心脏的射血分数[4]，在对多系统萎缩症患

者应用冠状动脉输注 MSCs 后，患者神经障碍进展速度减慢[3]，

而在干细胞对肝损伤修复的体外研究发现 MSCs 与肝细胞共

培养后能够表达肝细胞特异性蛋白[7]，说明 MSCs 在体外能够

诱导分化为肝细胞。目前认为 MSCs 对于损伤组织的修复主要

通过三种途径：1、定植于受损部位并分化，修复其功能；二、
MSCs 本身能够分泌 VEGF、HGF、IGF-1 等多种细胞因子[21]，抑

制细胞凋亡；三、通过免疫调节，促进组织的自身修复。有研究

显示，静脉给予 MSCs 治疗，其在体内停留的时间很短，注射一

周后仅存 1%[22]；而在许多研究中 MSCs 注入后早期即可对靶

组织功能起到改善作用，而短期内 MSCs 分化的可能性很小，

故多数学者认为 MSCs 对损伤组织的修复在早期可能是通过

旁分泌与靶组织相互作用的。
去氧乙烯基环已烯（4-vinylcyclohexene diepoxide,VCD）为

VCH（4-vinylcyclohexene）的代谢产物，是生产橡胶、塑料、杀虫

剂、灭火剂等过程中所产生的副产品。以往研究显示 VCD 能够

破坏原始及初级卵泡，其机制为加速卵泡自然闭锁进程，随着

成熟卵泡的正常排卵，没有新的卵泡募集补充，最终导致雌性

小鼠卵巢卵泡耗竭，引起卵巢功能衰竭，长期还可引发卵巢肿

瘤[23,24]。本实验用 VCD 诱导小鼠卵巢功能早衰模型，连续腹腔

用药 20 天，45 天起小鼠阴道脱落细胞涂片出现连续 10 天或

10 天以上，平均成模时间为 45-70 天，模型组小鼠卵巢与对照

组相比明显缩小，卵巢中各级卵泡数量减少，尤其以原始卵泡

及初级卵泡减少显著。MSCs 移植组动情周期较模型组缩短，

FSH 及 LH 浓度比未移植组低，移植组内各时间点 FSH 及 LH
浓度比较虽无统计学意义，但呈现逐渐下降趋势，说明 MSCs
移植后不仅能保护损伤的卵巢组织，对残余组织的功能还具有

保护作用，对其机制有待进一步研究。

本研究发现，在移植后 15 天、28 天、45 天均可见到绿色荧

光细胞，并且移植后的 MSCs 主要分布于卵巢组织的间质部

分，卵泡内未见绿色信号，说明 MSCs 能够在受损卵巢中能够

存活；血清学检测结果显示，MSCs 移植对 VCD 诱导的卵巢衰

竭残余组织功能具有改善作用。体外培养 MSCs 发现其可分泌

VEGF、EGF、HGF 等多种细胞因子，减少细胞凋亡，促进上皮增

生，抑制炎症反应[12]。MSCs 移植对 VCD 诱导的卵巢早衰功能

的改善，一方面可能是通过其分泌的细胞因子，抑制卵巢细胞

的凋亡，促进分泌类固醇激素细胞的增殖；另一方面可能通过

分化为卵巢细胞，促进组织的损伤修复。
骨髓 MSCs 作为组织损伤修复治疗的一种新方法，为临床

治疗提供了一条新途径，在心脏和神经损伤修复的临床应用中

已取得可喜成果，在卵巢组织修复方面仍处于探索中，本实验

证实了 MSCs 能够修复环境毒素对卵巢组织的损伤，对其机制

及安全性仍需进一步的研究。
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百分比变化做了相关性分析后表明：再灌注 12h、1d、3 d、5d、
7d 及 14 d 大鼠血清 VEGF 表达和凋亡神经元百分比的变化均

呈负相关关系(P＜0.05 )，脑缺血后 VEGF 表达的增加可能是

一种代偿性保护机制，另外有研究证实, VEGF 还可刺激轴索

生长,减少缺氧和兴奋性氨基酸所诱导的神经元死亡等直接促

神经发生和保护神经元[10-13]。
本研究中但值得注意的是：VEGF 值在再灌注 12 h 时显

著提高,说明这可能是微循环重建的一个关键时期,有利于新生

血管的形成,从而对改善缺血组织微循环,恢复缺血神经元的血

供有重要意义；再灌注 12 h 凋亡神经元还没检测到有显著的

变化（P＞0.05），估计由于凋亡的程序性和检测手段的原因，致

使检测到的结果具有滞后性，在 1 天后，已经造成显著性神经

元凋亡（P＜0.05）, VEGF 对神经元的直接和间接的保护作用是

值得肯定的，但是在缺乏外源性干预的情况下，内源性 VEGF
的启动需要复杂的程序与时间，而且含量相对于机体的需要极

为有限，所以在缺血再灌注 1 天内开始及时、持续应用外源性

VEGF 来增加再灌注损伤过程中 VEGF 的浓度，从而改善缺血

组织微循环，减轻神经元损伤程度，以直接或间接的途径促进

神经元修复，可以最大程度的减少脑损伤，但 VEGF 抑制神经

元凋亡的相关机制、应用外源性 VEGF 的给药方式、途径及达

到梗死灶的最佳时间窗有待进一步深入研究确定。
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