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脐带间充质干细胞对卵巢早衰家兔的治疗效果及机制研究 *
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摘要 目的：分析脐带间充质干细胞对卵巢早衰家兔的治疗效果及机制研究。方法：经腹腔连续注射 2 d环磷酰胺 50 mg/（kg·d）建

立卵巢早衰家兔模型。将建模成功的 10只家兔随机分成模型组和治疗组，每组 5只。建模一周后，治疗组家兔每天经耳缘静脉注

射 5× 106/mL脐带间充质干细胞混悬液 2 mL，连续注射 3 d。模型组家兔经耳缘静脉注射等量无菌生理盐水。于治疗后 0 d、7 d、

14 d和 28 d，取家兔静脉血检查血清激素表达水平。于治疗后 28 d，检测家兔卵巢中生长卵泡数、封闭卵泡数、黄体数、富半胱氨

酸蛋白 61（CYR61）和结缔组织生长因子（CTGF）mRNA及蛋白质相对表达量。结果：治疗前，模型组和治疗组家兔血清雌二醇

（E2）、促卵泡生成素（FSH）、FSH/黄体生成素（LH）、抑制素 B（INHB）和抗苗勒管激素（AMH）、均无显著差异（P＞0.05）。与模型组

相比，治疗后治疗组家兔血清 E2和 INHB水平显著上升（P＜0.05），FSH水平显著下降（P＜0.05），FSH/LH均无显著差异（P＞0.05）。随着

治疗时间延长，治疗组家兔血清 E2和 FSH水平周期性波动。治疗 28 d后，与模型组相比，治疗组家兔血清 AMH水平显著升高

（P＜0.05）；卵巢组织中 CYR61和 CTGFmRNA及蛋白质相对表达量均显著升高（P＜0.05）；生长卵泡数显著升高（P＜0.05）；封闭卵

泡数和黄体数均显著降低（P＜0.05）。结论：静脉注射脐带间充质干细胞可通过上调 CYR61和 CTGF的表达，促进卵泡生成，恢复

卵巢功能，达到治疗卵巢早衰的临床效应。
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Therapeutic Effect and Mechanism of Umbilical Cord Mesenchymal Stem
Cells on Premature Ovarian Failure in Rabbits*

To analyze the therapeutic effect and mechanism of umbilical cord mesenchymal stem cells on premature

ovarian failure in rabbits. The rabbit model of premature ovarian failure was established by intraperitoneal injection of

cyclophosphamide 50 mg/ (kg·d) for 2 days. Ten rabbits were randomly divided into model group and treatment group, with 5 rabbits in

each group. One week after modeling, rabbits in the treatment group were injected with 2 mL of 5× 106/mL umbilical cord mesenchymal

stem cells suspension via ear vein every day for 3 days. The rabbits in the model group were injected with the same amount of sterile nor-

mal saline through ear vein. After treatment for 0, 7, 14 and 28 days, the venous blood of rabbits was taken to check the level of serum

hormone expression. On the 28th day after treatment, the number of growing follicles, blocked follicles and corpus luteum, the relative

expression of Cyr61 and CTGF mRNA and protein were detected. Before treatment, there was no significant difference in serum

estradiol (E2), follicle stimulating hormone (FSH), FSH / luteinizing hormone (LH), inhibin B (inhb) and anti Mullerian hormone (AMH)

between model group and treatment group(P>0.05). Compared with the model group, the serum E2 and inhb levels in the treatment group

increasedsignificantly (P<0.05), the FSH level decreased significantly (P<0.05), and theFSH /LH ratio had no significant difference (P>0.05).
With the prolongation of treatment time, the serum E2 and FSH levels of rabbits in the treatment group fluctuated periodically. After 28

days of treatment, compared with the model group, the serum AMH level of the treatment group was significantly increased (P<0.05); the
relative expression levels of Cyr61 and CTGF mRNA and protein in ovarian tissue were significantly increased (P<0.05); the number of
growing follicles was significantly increased (P<0.05); the number of blocked follicles and corpus luteum were significantly decreased

(P<0.05). Intravenous injection of umbilical cord mesenchymal stem cells can up regulate the expression of Cyr61 and CTGF,

promote follicle formation, restore ovarian function, and achieve the effect of treatment of premature ovarian failure.

*基金项目：贵州省中医药管理局中医药、民族医药科学技术研究项目（QZYY-2019-035）

作者简介：张丽（1987-），女，硕士，住院医师，研究方向：妇科内分泌或复发性流产，电话：15085989548，E-mail：zhangli871128@163.com

△ 通讯作者：李启玉（1985-），男，硕士，主治医师，研究方向：中医药防治动脉粥样硬化疾病，

电话：18166715119，E-mail：452984587@qq.com

（收稿日期：2021-02-04 接受日期：2021-02-28）

2432窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.13 JUL.2021

Umbilical cord mesenchymal stem cells; Premature ovarian failure; Cysteine rich protein 61; Connective tissue growth

factor; Estradiol; Follicle stimulating hormone; Luteinizing hormone; Inhibin B; Anti Mullerian hormone

前言

卵巢早衰（premature ovarian failure，POF）是指 40 岁之前

的女性出现卵巢功能过早衰竭的一种综合性疾病，临床以血清

中雌激素水平降低，促性腺激素水平升高为主要特征，以月经

稀发、性欲减退、闭经、不孕为主要表现[1-3]。30～39岁妇女 POF

的发病率为 1 %，呈上升趋势，已成为影响女性不孕的主要原

因之一[4]。POF的病因及发病机制尚不明确，其引发因素可能有

自身免疫损伤、代谢异常[5]、精神刺激、环境破坏、不良工作或生

活方式等，其中抗肿瘤治疗等医源性因素占 37 %，遗传和免疫

因素各占 19 %。目前 POF的治疗研究主要从卵巢功能和生育

力恢复和改善为研究方向[6,7]。近年来，研究发现干细胞具有自

我复制和多项分化的潜能，干细胞分泌的细胞因子具有免疫调

节、支持造血、修复损伤组织等功能[8,9]。间充质干细胞是来源于

中胚层的成体干细胞，间充质干细胞疗法被认为是一种修复受

损组织、重建正常组织功能的替代治疗手段[10]。人脐带间充质

干细胞具有取材方便、免疫原性低等优点，是一种理想的种子

源细胞，已被广泛用于各种损伤组织的修复。本研究以家兔为

研究对象，通过静脉注射环磷酰胺（cyclophosphamide，CTX）建

立卵巢早衰家兔模型，通过对治疗后家兔卵巢中生长卵泡数、

封闭卵泡数、黄体数、CYR61和 CTGF表达检测，评测脐带间

充质干细胞对卵巢早衰家兔的治疗效果及机制研究进行分析，

报道如下。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

注射用环磷酰胺购自山西普德药业股份有限公司；兔雌二

醇（E2）ELISA检测试剂盒购自上海信帆生物科技有限公司；兔

促卵泡激素（FSH）、抑制素 B（INH-B）ELISA检测试剂盒和购

自上海将来实业股份有限公司；兔黄体生成素（FH）ELISA检

测试剂盒购自上海仁捷生物科技有限公司；兔抗苗勒管激素

（AMH）ELISA检测试剂盒购自上海晶抗生物工程有限公司；

反转录试剂盒购自北京智杰方远科技有限公司；CRY61兔抗

兔多克隆抗体购自美国 Novus Biologicals；CTGF兔抗兔多克

隆抗体和 GAPDH小鼠抗兔单克隆抗体购自博士德生物工程

有限公司；DMEM-F12 培养基购自武汉普诺赛生命科技有限

公司；APC Mouse anti-Human CD29、PE Mouse anti-Human

CD34、PE Mouse anti-Human CD44、BB515 Mouse anti-Human

CD45购自美国 BD BIOSCIENCES；实时荧光定量 PCR仪购

自德国耶拿分析仪器股份公司；荧光显微镜购自日本 Olympus。

1.2 脐带间充质干细胞的培养及鉴定

收集妇产科足月剖腹产健康胎儿脐带，用 PBS冲洗干净

后，剔除血管，采用无菌剪刀将脐带剪成 1～2 mm组织块，加

入适量 10 %胎牛血清的 DMEM-F12培养基，置于 5 % CO2、

37℃培养箱中培养。5~7 d后传代、扩增。取第三代间脐带充质

干细胞，制成单细胞悬液，取 200 滋L于 1.5 mL EP管中，分别

加入 20 滋L CD29-APC、20 滋L CD34-PE、20 滋L CD44-PE、5 滋L
CD45-BB515，于室温下避光孵育 20 min，采用流式细胞仪检

测。若细胞表达 CD29和 CD44，不表达 CD34和 CD45，则鉴定

为脐带间充质干细胞。

1.3 实验动物

普通级健康日本大耳兔 10只，体重 2.6～2.8 kg，购自上海

奉贤辉煌养殖场。将所有大耳兔饲养在温度 20～24℃，相对湿

度为 40 %～60 %，每天光照 12 h，自由摄食和饮水，适应性喂

养一周，经阴道脱落细胞图片检查确定其动情周期正常后开始

实验。

1.4 动物模型的建立与分组

经腹腔连续注射 2 d环磷酰胺 50 mg/（kg·d）建立卵巢早

衰家兔模型[11,12]。采用随机数字法将建模成功的 10只家兔随机

分成模型组和治疗组，每组 5只。建模一周后，治疗组家兔每天

经耳缘静脉注射 5× 106/mL脐带间充质干细胞混悬液 2 mL，

连续注射 3 d。模型组家兔经耳缘静脉注射等量无菌生理盐水。

1.5 正常观察指标与评价方法

1.5.1 血清激素水平测定 细胞注射治疗后 0 d、7 d、14 d 和

28 d，取家兔静脉血检查血清激素雌二醇（E2）、促卵泡生成素

（FSH）、黄体生成素（LH）、抑制素 B（INHB）和抗苗勒管激素

（AMH）表达水平。

1.5.2 卵巢组织 CYR61和 CTGF mRNA表达 细胞注射治疗

28 d后，经静脉注射空气处死家兔，取一次卵巢，切取适量新鲜

卵巢组织按 Trizol法提取总 RNA，检测其纯度和浓度后，逆转

录、扩增。采用实时荧光定量 PCR技术检测组织中 CYR61和

CTGF mRNA表达量。

1.5.3 蛋白免疫印迹法检测卵巢组织 CYR61和 CTGF蛋白表

达 切取适量新鲜卵巢组织于液氮中速冻，组织研磨后，加入

1000 滋L RIPA裂解液，匀浆、裂解，12000 r/min离心 5 min，取

上清液，采用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。然后，采用蛋白免疫

印迹法检测卵巢组织中 CYR61和 CTGF蛋白表达情况，获得

的图片采用 Image J 1.8.0软件对灰度值进行分析。

1.5.4 HE染色 取部分组织放入 4 %多聚甲醛溶液中固定，

石蜡包埋后切片、HE染色，计算卵巢中生长卵泡、封闭卵泡与

黄体数。

1.5.5 免疫组化检测卵巢组织 CYR61和 CTGF蛋白表达 将

剩余组织放入 4 %多聚甲醛溶液中固定，石蜡包埋后，切片、脱

蜡、封闭后，一抗孵育过夜。二抗于常温下孵育 30 min后，清

洗、显色。然后滴加 200 滋L苏木素染液孵育 30 s，封片、拍照，

并对平均光密度值进行统计、分析。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 20.0统计学软件对数据进行统计学分析，计量

资料以均数± 标准差表示，以 t检验作差异显著性分析。P＜
0.05为方差有统计学意义。
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2 结果

2.1 血清 E2、FSH水平测定

治疗前，模型组和治疗组家兔血清 E2和 FSH水平均无显

著差异（P＞0.05）。治疗组家兔治疗后血清 E2水平上升，FSH

水平下降，与模型组相比，差异均有统计学意义（P＜0.05）。随

着治疗时间延长，治疗组家兔血清 E2和 FSH水平周期性波动，

见表 1。

Note: *Compared with the model group, P＜0.05.

表 1 两组家兔不同时间点 E2和 FSH水平比较（n=5，x± s）
Table 1 Comparison of E2 and FSH levels of two groups of rabbits at different time points (n=5, x± s)

2.2 卵巢储备功能比较

治疗前，模型组和治疗组家兔血清 FSH/LH、INHB 和

AMH水平均无显著差异（P＞0.05）。与模型组相比，治疗后治

疗组家兔血清 FSH/LH均无显著差异（P＞0.05）；血清 INHB表

达水平显著升高（P＜0.05）；血清 AMH表达水平显著升高，治

疗 28 d差异有统计学意义（P＜0.05），见表 2。

Surveillance project Groups 0 d 7 d 14 d 28 d

E2（pg/mL）
Model group 477.78± 4.57 433.86± 6.09 427.56± 5.09 408.38± 4.68

Treatment group 476.98± 5.48 607.22± 5.71* 515.32± 3.00* 614.38± 8.02*

FSH（mIU/mL）
Model group 65.68± 1.18 70.60± 1.90 76.74± 0.82 79.64± 1.24

Treatment group 64.90± 1.54 50.30± 1.33* 59.38± 1.05* 42.78± 1.51*

Note: *Compared with the model group, P＜0.05.

表 2 两组家兔卵巢储备功能比较（n=5，x± s）
Table 2 Comparison of ovarian reserve function of the two groups of rabbits (n=5, x± s)

Surveillance project Groups 0 d 7 d 14 d 28 d

FSH/LH
Model group 1.60± 0.27 1.59± 0.25 1.59± 0.27 1.59± 0.29

Treatment group 1.56± 0.04 1.55± 0.06 1.55± 0.08 1.57± 0.12

INHB（pg/mL）
Model group 923.3± 58.7 791.7± 13.7 780.4± 15.2 755.4± 10.6

Treatment group 925.7± 65.0 935.2± 6.7* 971.0± 7.6* 987.0± 6.8*

AMH（ng/mL）
Model group 10.70± 1.57 10.98± 1.61 11.26± 1.66 11.44± 1.69

Treatment group 10.64± 1.69 11.42± 0.89 12.00± 0.97 13.48± 0.74*

2.3 卵巢组织 CYR61和 CTGF mRNA表达

治疗 28 d 后，与模型组相比，治疗组家兔卵巢组织中

CYR61和 CTGF mRNA相对表达量均显著升高，差异均有统

计学意义（P＜0.05），见表 3。

Note: *Compared with the model group, P＜0.05.

表 3 两组家兔卵巢组织 CYR61和 CTGF mRNA相对表达量比较（n=5，x± s）
Table 3 Comparison of the relative expression of CYR61 and CTGF mRNA in the ovarian tissues of the two groups of rabbits (n=5, x± s)

2.4 蛋白免疫印迹法检测卵巢组织 CYR61和 CTGF蛋白表达

治疗 28 d 后，与模型组相比，治疗组家兔卵巢组织中

CYR61和 CTGF蛋白相对灰度值均显著升高，差异均有统计

学意义（P＜0.05），见表 4。

Note: *Compared with the model group, P＜0.05.

表 4 两组家兔卵巢组织 CYR61和 CTGF蛋白相对灰度值比较（n=5，x± s）
Table 4 Comparison of the relative gray values of CYR61 and CTGF proteins in the ovarian tissues of the two groups of rabbits (n=5, x± s)

Groups CYR61 mRNA CTGFmRNA

Model group 0.0031± 0.0003 0.0019± 0.0003

Treatment group 0.0103± 0.0006* 0.0162± 0.0005*

2.5 卵巢组织 HE染色结果

治疗 28 d后，与模型组相比，治疗组家兔卵巢组织中生长

卵泡数显著升高，封闭卵泡数和黄体数均显著降低，差异均有

统计学意义（P＜0.05），见表 5。

Groups CYR61 relative gray value CTGF relative gray value

Model group 0.39± 0.07 0.20± 0.05

Treatment group 0.76± 0.04* 0.66± 0.05*
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2.6 免疫组化检测卵巢组织 CYR61和 CTGF蛋白表达

治疗 28 d 后，与模型组相比，治疗组家兔卵巢组织中

CYR61和 CTGF蛋白平均光密度均显著升高，差异均有统计

学意义（P＜0.05），见表 6。

Groups CYR61 average optical density CTGF average optical density

Model group 0.169± 0.006 0.196± 0.005

Treatment group 0.222± 0.006* 0.229± 0.007*

Note: *Compared with the model group, P＜0.05.

表 5 两组家兔卵巢组织卵泡等计数比较（n=5，x± s）
Table 5 Comparison of follicle counts in ovarian tissue of two groups of rabbits (n=5, x± s)

Groups Growing follicle Closed follicles Corpora luteum

Model group 18.0± 5.4 22.2± 4.4 15.4± 2.1

Treatment group 28.4± 3.6* 11.0± 2.5* 10.0± 1.2*

Note: *Compared with the model group, P＜0.05.

3 讨论

POF是由多种病因导致的卵泡功能衰退，国外普通人群的

发病率约为 1 %，中国约为 1 %～3.8 %，其中特发性 POF约占

80 %[13,14]。POF发病率近年来呈上升趋势，已成为威胁女性生殖

系统健康的最大问题之一。POF的致病因素较多，发病机制尚

不明确。目前，临床上常用激素替代疗法进行治疗，该方法虽然

有一定的缓解作用，但无法从根本上修复卵巢，恢复卵巢功

能[15]。干细胞被誉为医学界的 "万用细胞 "，具有自我复制和多

向分化潜能，研究证实间充质干细胞（mesenchyma stem cell，

MSCs）对卵巢功能具有一定的修复作用[16,17]。MSCs是来源于中

胚层的成本干细胞，存在于多种组织器官中，如脊髓、脐带、脐

血、胎盘、脂肪组织等[18,19]，其中脐带间充质干细胞（Umbilical

cord mesenchymal stem cells，UCMSCs）取材简单，来源广泛，易

于收集、保存，可保证实验室和临床应用，应用前景广阔。研究

证实，UCMSCs对糖尿病[20]、类风湿关节炎[21]、肝衰竭[22]、神经障

碍性疾病[23]等均有较好的修复和治疗效果。Mu Y[24]研究表明，

MSCs通过调节胰岛素靶器官和胰岛的巨噬细胞极化和自噬

恢复，改善 T2D患者的胰岛素抵抗和 茁细胞功能。Shichang

Zhang[25]等研究表明，UCMSCs可通过改变巨噬细胞表型，抑制

炎症因子的产生，促进血管内皮细胞功能的恢复，从而促进糖

尿病小鼠创面愈合。Bi Z-M等[26]证明 HUCMSCs可能通过抑制

miR-199激活 KGF而改善肝硬化。UCMSCs可通过成纤维细

胞样滑膜细胞（FLS）抑制类风湿关节炎（RA）中钙粘蛋白 -11

（CDH11）的表达来治疗类风湿性关节炎。近年来多项研究证

明，UCMSCs可通过增加卵泡数量，提高雌激素水平，减少颗粒

细胞凋亡，恢复卵巢，其作用机制可能为 UCMSCs可通过旁分

泌方式促进卵巢组织中 VEGF、HGF和 IGF等表达，改善卵巢

功能。也可能是 UCMSCs通过增加 SOD2和过氧化氢酶的表

达，增强抗氧化和抗凋亡酶基因表达，减少细胞凋亡，恢复卵巢

氧化损伤。本研究结果表明，UCMSCs对可通过上调 CYR61和

CTGF的表达，促进卵泡生成，恢复卵巢功能，达到治疗卵巢早

衰的作用。

环磷酰胺（cyclophosphamide，CTX）是临床上常用的烷化

剂类细胞毒性药物，用于恶性肿瘤、类风湿性关节炎、系统性红

斑狼疮、肾病综合征等治疗[27-29]。CTX会造成颗粒细胞损伤，可

通过 DNA链的断裂，抑制蛋白合成，对卵巢产生不可逆损伤，

造成卵巢功能障碍。本研究选择 CTX经腹腔连续注射 2 d建

立卵巢早衰家兔模型。

卵巢储备功能即卵巢皮质区卵泡生长、发育、形成可受精

卵母细胞的能力，卵巢储备功能的评估就是评估对卵巢卵泡数

量和质量等的评估，临床上多用性激素检测和妇科阴道超声两

种方法，其中 E2、FSH、FSH/LH、INHB、AMH是常用参考指标。

AMH为转化生长因子 茁超家族的一员，是一种二聚糖蛋白，由
卵巢窦状卵泡、窦前卵泡中的颗粒细胞分泌，与女性卵巢功能

密切联系[30]。INHB由卵巢中、小窦卵泡的颗粒细胞产生，变化

较 FSH、E2、LH等有更早、更准确的反应卵巢储备功能[31]。E2、

FSH、FSH/LH、INHB、AMH联合检测可提高卵巢储备功能评价

准确性，因此选用 5个指标联合检测进行评价。

CYR61是 CNN家族成员，是一个重要的信号传导因袭，

对细胞的黏附、迁移、增殖、炎症反应、血管生成等生理和病理

过程中发挥这重要的调节作用。另外，CYR61受雌激素激素调

节，与卵巢上皮癌和子宫内膜异位症的发生和发展密切相关[32]。

CTGF也是 CNN家族成员，是一种多效能生物因子，参与组织

的纤维化、转移、增殖等过程，在卵巢癌、多囊卵巢综合症患者

体内高表达[33]。血管内皮生长因子（VEGF），是一种促进血管生

成的因子，CYR61和 CTGF均可上调 VEGF的表达，间接促进

血管生成。张娟等[34]研究表明 UCMSCs可能通过上调 CYR61和

CTGF在局部组织内的表达，影响 VEGF等表达，促进新生血

管的形成，从而促进卵泡再生和组织修复，与本研究结果类似。

POF的发病机制与代谢异常、化疗药物损伤、自身免疫功

能、遗传等相关，激素替代治疗虽可改变一些临床症状，但不能

有效恢复卵巢功能和生育力。近年来，大量研究表明不同来源

的间充质干细胞可通过对卵巢组织微环境、激素水平、卵巢发

育等均有一定的改善效果。但 UCMSCs在临床上的应用较少，

体内试验主要集中在对小鼠和大鼠的研究，对其他动物的研究

表 6 两组家兔卵巢组织 CYR61和 CTGF蛋白平均光密度比较（n=5，x± s）
Table 6 Comparison of the average optical density of CYR61 and CTGF protein in ovarian tissues of two groups of rabbits (n=5, x± s)
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较少。本研究通过腹腔连续注射环磷酰胺建立卵巢早衰家兔模

型，观察了 UCMSCs的治疗效果并全面了分析其对相关激素

水平、卵巢功能等影响。结果显示，UCMSCs对 POF具有较显

著的治疗效果。本研究揭示了 UCMSCs对 POF的作用机制，详

细分析了 UCMSCs对卵巢早衰家兔的治疗效果，为 UCMSCs

应用于临床卵巢衰竭治疗提供了一定的理论依据。

综上所述，UCMSCs对 POF具有一定治疗效果，可能与

CYR61和 CTGF表达上调，卵泡生成增多等有关。本研究为

UCMSCs应用于临床卵巢衰竭治疗提供了一定的理论依据，但

在临床上应用剂量、毒副作用等亟待进一步研究。
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