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人胎盘来源的间充质干细胞移植对递增负荷训练
诱导的 POI大鼠卵巢功能的影响
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(1. 南京体育学院 运动健康学院, 中国江苏 南京 210014; 2. 三和(南京)生物科技有限公司 再生医学研究中心, 中国江苏

南京 210031; 3. 南京市再生医学工程技术研究中心, 中国江苏 南京 210031)
摘 要:随着女性生育年龄的推迟, 30~39岁早发性卵巢功能不全(premature ovarian insufficiency, POI)患者的
治疗需求增加。先前的研究证实,不同组织来源的干细胞可以恢复 POI小鼠的卵巢功能。本研究旨在探讨人胎
盘间充质干细胞(human placenta-derived mesenchymal stem cell, hpMSC)移植治疗递增负荷训练诱导的 POI的
效果和潜在机制。首先,采用为期 9周的递增负荷跑台训练建立 POI大鼠模型;然后,通过尾静脉注射给予
hpMSC移植治疗;最后,通过激素水平和组织学分析评估卵巢功能,利用 hpMSC示踪、酶联免疫吸附试验(en-
zyme linked immunosorbent assay, ELISA)、免疫印迹分析、免疫组织化学染色和实时荧光定量 PCR评估损伤和
修复的分子机制。结果显示,移植后的 hpMSC定植在卵巢间质; hpMSC移植增加了卵母细胞的端粒长度,减
少了氧化应激反应,下调了 Bax (Bcl-2-associated X protein)和胱天蛋白酶 -3 (caspase-3)的蛋白质水平,与此同
时,卵泡刺激素(follicle-stimulating hormone, FSH)的水平、FSH与黄体生成素(luteinizing hormone, LH)的比值
(FSH/LH)下降,各级卵泡数量增加。实验结果表明, hpMSC移植可以修复递增负荷训练诱导的 POI大鼠的卵
巢损伤,改善卵巢功能。
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Abstract: With the delay of female childbearing age, the need for treatment of premature ovarian insuffi-
ciency (POI) in women aged 30~39 is increasing. Previous studies confirmed that different tissue-derived stem
cells could restore ovarian function of POI mice. The purpose of this study was to explore the efficacy and
underlying mechanisms of human placenta-derived mesenchymal stem cell (hpMSC) transplantation for incre-
mental load training-induced POI. After establishment of a POI rat model by 9-week treadmill training with
incremental load, the POI rats were administered with hpMSCs by tail vein injection. Ovarian function was
evaluated by detection of hormone levels and histological analysis. hpMSC tracking, enzyme linked im -
munosorbent assay (ELISA), Western-blot, immunohistochemistry staining, and real-time fluorescence quan-
titative PCR were used to assess the molecular mechanisms of ovarian function injury and repair. The results
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图 1 大鼠实验程序示意图
Fig.1 Schematic of the experimental procedure with rats

早发性卵巢功能不全(premature ovarian insu-
fficiency, POI)是女性生殖系统健康的主要威胁之
一, 其诊断标准是: 女性在 40岁之前出现 4个月
以上的月经稀发或停经, 并且间隔 1个月以上的
两次卵泡刺激素(follicle-stimulating hormone, FSH)
检测值高于 25 U/L[1]。一直以来, 如何治疗各种原
因导致的 POI都比较棘手, 当前临床上多采用激
素替代疗法 [2]、免疫调节 [3]以及褪黑激素疗法 [4]等
治疗手段, 虽然它们具有一定的缓解作用, 但无
法从根本上治疗功能早衰的卵巢, 并且长期使用
药物还会带来许多副作用。此外, POI是一种高度
异质性疾病, 大多数 POI患者的病因并不明确[5]。
因此, 通过不同的方式建立 POI 动物模型, 并探
索其治疗方式, 阐明修复机制, 对于 POI的预防、
诊断及治疗十分重要。

近年来, 针对卵巢早衰疾病, 国内外的科研
工作者都在努力探索新的治疗办法。其中, 干细
胞疗法被认为是最有希望应用于治疗卵巢损伤的

方法。干细胞是一类具有自我复制和多向分化潜

能的早期未分化细胞[6], 间充质干细胞(mesenchy-
mal stem cell, MSC)来源于胚胎发育早期的中胚
层, 人体几乎所有的组织都含有 MSC, MSC普遍
具有自我更新能力、多向分化潜能和免疫调节功

能[7]。研究表明, 骨髓[8-9]、脂肪[10]、羊膜[11]以及脐带[12]

来源的 MSC均可以修复 POI模型鼠的卵巢损伤,
甚至可在临床上帮助 POI女性获得自然妊娠 [12]。
人胎盘间充质干细胞(human placenta-derived MSC,

hpMSC)来源于胎盘的胚外中胚层,易于获取,没有
伦理限制, 已被广泛用于心脑血管疾病、肺部疾
病、肝脏疾病等多种疾病的治疗研究, 并在动物
实验和临床试验中获得了很好的效果[13]。
本研究创新地采用递增负荷训练方案构建

POI模型, 通过移植 hpMSC对 POI大鼠进行治疗,
并分析了 hpMSC 移植对递增负荷训练诱导的
POI大鼠卵巢功能的影响以及对卵母细胞和颗粒
细胞的调控, 以确定 hpMSC治疗 POI大鼠的作用
机制, 拓展 MSC在 POI治疗领域的研究, 为 POI
的临床治疗提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验对象与分组

从斯贝福(北京)生物技术有限公司购买无特
定病原体(specific pathogen free, SPF)级 2月龄雌
性 SD大鼠, 许可证号: SCXK(京)2019-0010。适应
性饲养 1周后采用阴道涂片检测法观察动情周期,
将连续 3个动情周期正常的 30只大鼠纳入实验。
所有涉及大鼠的实验程序均经过先声药业实验动

物研究及使用计划批准(IACUC No.SL-019-00)。
为了研究 hpMSC移植对 POI模型大鼠的影

响, 30 只大鼠被随机分为 3 组: 空白对照组(10
只)、POI组(10只)和 POI+hpMSC组(10只)。大鼠
的实验程序示意图见图 1。
1.2 hpMSC的制备和鉴定

hpMSC由南京市再生医学工程技术研究中

showed that hpMSCs colonized the ovarian stroma. hpMSC transplantation increased oocyte telomere length,
reduced oxidative stress, downregulated Bcl-2-associated X protein (Bax) and caspase-3 expression levels. In
addition, after transplantation, the follicle-stimulating hormone (FSH) levels and ratio of FSH to luteinizing
hormone (FSH/LH) decreased, and the number of follicles at all stages increased. These results demonstrated
that hpMSC transplantation could repair ovarian injury and improve ovarian function in incremental load
training-induced POI rats.
Key words: premature ovarian insufficiency (POI); mesenchymal stem cell (MSC); telomere; oxidative stress;
granulosa cell

（Life Science Research，2023，27（2）：114-127）
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表 1 大鼠运动负荷方案

Table 1 The exercise load protocol for rats
心提供。对细胞进行复苏后,每 3 d按照 1︰3的比
例传代, 进行扩增培养, 使用光学显微镜观察细
胞的形态。用磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer sa-
line, PBS)冲洗后,经胰酶消化制成单细胞悬液, 加
入 CD29-PE (Abcam, ab218273)、CD34-FITC (Ab-
cam, ab18227)、CD71-FITC (Abcam, ab253356)和
CD90-PE (Abcam, ab157072),在 4益下孵育 30 min,
用流式细胞仪进行检测。为了证明其多向分化能

力, 取第 3 代 hpMSC 以 3伊104 cm-2 接种于低糖
DMEM培养基(BasalMedia, L170KJ)中, 当细胞融
合率为 90%左右时, 用诱导培养基取代低糖 DM-
EM培养基。成骨诱导培养基是在低糖 DMEM培
养基中补充 50 滋mol/L的抗坏血酸、0.1 滋mol/L的
地塞米松和 10 mmol/L的 茁-甘油磷酸钠; 成脂诱
导培养基是补充 1.0 滋mol/L的地塞米松、10 mg/L
的胰岛素、100 滋mol/L的吲哚美辛和 500 滋mol/L
的 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤。细胞诱导培养 20 d,
成脂诱导采用油红 O染色检测脂滴, 成骨诱导采
用茜素红 S染色检测钙质。后续实验均采用第 3
代 hpMSC, 使用 PKH26红色荧光细胞标记试剂
盒(Sigma-Aldrich, MINI26)对 hpMSC进行 PKH26
标记。

1.3 递增负荷训练构建 POI大鼠模型
POI 组和 POI+hpMSC组大鼠进行跑台适应

性训练 3 d 后开始为期 9 周的递增负荷跑台训
练, 每周运动 6 d, 休息 1 d。参照 Bedford动物负
荷训练标准[14]及过度训练动物模型[15]的建立方法,
采用 KW-PT型小动物跑台(南京卡尔文生物科技
有限公司)进行训练,大鼠的运动负荷方案见表1。
在训练的第 3周、第 6周、第 9周以及建模完

成后 2 d共 4个时间点, 对各组大鼠进行体重测
定、疲劳程度检查、血液生化指标检测和阴道脱落

细胞检测, 以监控造模过程。其中, 大鼠的疲劳程
度判断标准见表 2。血液生化指标包括血红蛋白
(hemoglobin, Hb)、血乳酸(blood lactate, BLA)、血清
总睾酮(serum total testosterone, T)、血尿素(blood

urea nitrogen, BUN)、血清游离睾酮与皮质醇比值
(ratio of serum testosterone to cortisol, T/C), 采血时
间为休息日。阴道脱落细胞检测方法为: 取无菌
棉签, 经阴道顺时针轻转一周, 涂布于细胞计数
板或载玻片上, 斜角轻缓加盖盖玻片, 显微镜下
计数或拍照。

在建模完成后 2 d检测各组大鼠 FSH、黄体生
成素(luteinizing hormone, LH)、抗米勒管激素(anti-
M俟llerian hormone, AMH)、雌二醇(estradiol, E2)等
卵巢储备功能评价指标, 结合体重及阴道脱落细
胞检测结果评估建模是否成功。

1.4 活体大鼠移植实验

将大鼠固定于大鼠固定器上, 用 75%酒精擦
拭尾部后进行静脉注射。空白对照组注射 1 mL生
理盐水, POI组注射 1 mL生理盐水, POI+hpMSC
组注射 1 mL hpMSC细胞悬液, 细胞密度为 1.5伊
106 mL-1。移植疗程为: 建模结束后 2 d第 1次注
射, 每次注射间隔 5 d, 共注射 3次, 即在建模结

Stage/week
1
2
3
4
5

6

7
8
9

Speed/(m·min-1)
15
20
20
22
20
25
25
30
25
28
30
28
30
35
30
35
40
45
45
50

Duration/min
20
40
20
40
20
40
20
40
20
20
30
20
20
30
30
40
30
40
30
40

Slope/(毅)
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

表 2 大鼠疲劳程度判断标准
Table 2 Criteria for judging fatigue degree of rats

Degree
1
2
3
4
5

Loading
Very relax
Relax
Laborious
Very laborious
Incomplete

Scleral color
Red
Red
Reddish
Grey
Pale

Fur gloss
Bright
Bright
Lusterless
Sparse
Depilated

Injury level
None
Slight
Moderate
Severe
Severe

Flexibility
Good
Good
Acceptable
Poor
Poor

Excitability
Very high
High
Moderate
Poor
Escaped

Wheeze severity
Very slight
Slight
Moderate
Severe
Severe

Stimulus response
Very obvious
Obvious
Moderate
Poor
Very poor

116



第 2期

束后 2 d、8 d、14 d注射。
1.5 标本的采集与分析

建模完成后 2 d、15 d (即移植疗程完成后 1 d)、
19 d (即移植疗程完成后 5 d)经腹主动脉采血, 通
过酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosor-
bent assay, ELISA)检测 FSH、LH、AMH和 E2的水
平, 对比 FSH/LH。建模完成后的 15 d和 19 d, 分
别处死大鼠, 每个时间点每组各检测 3只大鼠,
取卵巢、肝、肾进行活体成像。成像结束后右侧卵

巢用组织固定液固定, 进行苏木精-伊红(hema-
toxylin-eosin, HE)染色及免疫组织化学(immuno-
histochemistry, IHC)染色。提取左侧卵巢蛋白质
Bcl-2、Bax (Bcl-2-associated X protein)、胱天蛋白
酶-3 (caspase-3)进行免疫印迹实验; 采用 ELISA
检测各组大鼠左侧卵巢组织的活性氧 (reactive
oxygen species, ROS)、超氧化物歧化酶(superoxide
dismutase, SOD)和丙二醛(malondialdehyde, MDA)
含量;收集卵母细胞,采用实时荧光定量 PCR (real-
time fluorescence quantitative PCR, RT -qPCR)检
测各组大鼠卵母细胞的端粒相对长度,采用ELISA
检测端粒酶(telomerase, TE)活性。
1.6 活体成像实验

取卵巢、肝、肾后在 PBS中洗去表面血渍, 置
于活体成像仪中。预览拍照记录位置, 以 530 nm
激发波长和 595 nm发射波长成像, 并将两张图
合并, 保存原始图像, 检测标记了 PKH26的hpM原
SC在大鼠体内的归巢和分布。
1.7 ELISA检测
建模结束后 15 d、19 d收集每组 3只大鼠的

血液和卵巢组织匀浆, 分离出上清液。采用大鼠
FSH ELISA检测试剂盒(mlbio, ml002872)、LH EL-
ISA检测试剂盒(mlbio, ml002860)、MIS/AMH EL-
ISA检测试剂盒(mlbio, ml003371)、E2 ELISA检测
试剂盒(江莱生物, JL11525)检测血清 FSH、LH、
AMH、E2水平; 采用大鼠 ROS ELISA检测试剂盒
(江莱生物, JL21051)、MDA含量检测试剂盒(So原
larbio, BC0025)、SOD ELISA试剂盒(哈灵生物, H-
LE20008)检测卵巢组织 ROS、MDA、SOD水平; 采
用大鼠端粒酶 ELISA 试剂盒 (CUSABIO, CSB-
E08023r)检测端粒酶活性。
1.8 HE染色
为了分析卵巢形态和卵泡计数, 卵巢在 4 益

下用 4%多聚甲醛固定过夜, 石蜡包埋后, 连续切
片并使用 HE染色。使用光学显微镜观察卵巢形

态。卵泡计数方法: 每 5张切片计数各级卵泡数
量, 计算总数为整个卵巢中的卵泡数。
1.9 免疫印迹分析

用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RI原
PA裂解液(Sbjbio, BI-WB015)裂解匀浆细胞和卵
巢组织, 裂解完成后 4 益离心 10 min, 收集上清
液。采用 BCA 蛋白质浓度测定试剂盒 (Thermo
Fisher Scientific, 23225)进行蛋白质定量, 严格按
照其说明书要求测量总蛋白质的浓度。根据各样

本蛋白质浓度, 计算相同蛋白质量所需体积。对
蛋白质样品进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝
胶电泳 (sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE)后, 实施湿转转膜, 随
后将其置于含 5%脱脂奶的 TBST封闭液, 室温摇
床上封闭; 加入特异性一抗, 在 4 益的冰箱中孵育
过夜, 然后与相应的二抗室温孵育。使用 Tanon
4600全自动化学发光成像系统(上海天龙科技有
限公司)检测蛋白质条带。本研究使用的抗体包括:
Bax 单克隆抗体(Proteintech, 60267-1-Ig)、Bcl-2
多克隆抗体(Proteintech, 26593-1-AP)和 anti-cas-
pase-3抗体(Abcam, ab32351)。
1.10 免疫组织化学分析

将卵巢组织切片置于 EDTA抗原修复缓冲液
中, 于微波炉内进行抗原修复, PBS洗涤 3次。将
3%的过氧化氢滴加于切片组织上 , 室温孵育
15 min, PBS洗涤 3次后甩干。用组化笔在组织周
围画圈以防止抗体流走, 甩干 PBS, 封闭 30 min,
并与一抗平放于湿盒内 4 益孵育过夜, 然后将切
片与滴加辣根过氧化物酶标记的二抗在 37 益下
孵育 30 min。过氧化物酶底物由 3,3忆-二氨基联苯
胺(3,3忆-diaminobenzidine, DAB)显色液显色, 载玻
片用苏木素复染 30~60 s后晾干, 使用 Image-Pro
Plus 6.0软件进行光密度值量化分析。
1.11 DNA提取以及实时荧光定量 PCR分析
使用哺乳动物基因组 DNA抽提试剂盒(Be-

yotime, D0061)提取 DNA。RT-qRCR反应体系为
20 滋L: 2 伊 PerfectStartTM Green qPCR SuperMix
10 滋L, 正、反向引物(10 滋mol/L)各 0.4 滋L, DNA
模板 1 滋L,无核酸酶水(nuclease-free water) 8.2 滋L。
反应步骤包括: 95 益预变性 30 s; 95 益、10 s, 58 益、
20 s, 72 益、30 s,共 40个循环。引物序列如下: GA-
PDH-F, 5忆CAACAGCAACTCCCATTCTTCC3忆; GA-
PDH-R, 5忆GTAGGCCATGAGGTCCACCAC3忆; TE-
F, 5忆GTAATTGCGTAAGACTTAAAACC3忆 ; TE-R,
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5忆CCTAGAAATAAGAGGATTTAAACC3忆。反应中
Ct值数据的采集采用校正的阈值; 以 GAPDH 作
为内参基因, 采用 2-吟吟Ct法进行相对定量。
1.12 统计学处理

数据采用平均值依标准差(x依s)表示, 两组间比
较采用独立样本 贼检验, 多组间比较采用单因素
方差分析。使用 SPSS 17.0和 GraphPad Prism 8.0统
计软件进行分析,以 P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 hpMSC的鉴定
形态鉴定结果显示, 第 1代和第 3代细胞表

现出与成纤维细胞样的贴壁细胞相同的形态特征

(图 2A)。流式细胞分析结果显示, 培养的细胞阳
性表达 CD29 和 CD90, 阴性表达 CD34 和 CD71
(图 2B)。细胞在成脂诱导培养 20 d后, 经油红 O
染色可见明显的脂滴(图 2C);在成骨诱导培养 20 d
后, 茜素红 S染色呈阳性(图 2C)。这些结果表明,
培养所得的细胞为间充质干细胞。

2.2 POI大鼠模型的建立
建模过程监控结果显示, 随着训练的进行,

POI组和 POI+hpMSC组大鼠的疲劳程度加深(图
3B)。与空白对照组相比, POI组和 POI+hpMSC组
大鼠的体重(图 3A)和血液生化指标(图 4)均存在
显著变化: 体重降低, 且训练至第 9周时体重有
明显降低(P<0.05) (图 3A); Hb水平自第 3周起下

图 2 hpMSC的鉴定
(A) hpMSC的形态学观察。细胞在第 1代和第 3代都表现出典型的成纤维细胞样形态(倒置显微镜, 伊100); (B) 流式细胞仪
检测结果。hpMSC阳性表达 CD29 (99.9%)和 CD90 (80.5%), 阴性表达 CD34 (1.3%)和 CD71 (1.2%), 异硫氰酸荧光素(fluo-
rescein isothiocyanate, FITC)和藻红蛋白(phycoerythrin, PE)为空白对照; (C) hpMSC的成脂、成骨诱导分化结果。诱导 20 d
后用油红 O和茜素红 S染色, 细胞可以成功分化为脂肪细胞和骨细胞, 未经诱导的细胞用作阴性对照, 标尺: 50 滋m。
Fig.2 Identification of hpMSCs
(A) Morphological observations of hpMSCs. Cells exhibited typical fibroblast-like morphology at both passage 1 and passage 3
(inverted microscope, 伊100); (B) Flow cytometry analysis confirmed that the cells expressed CD29 (99.9%) and CD90 (80.5%),
but did not express CD34 (1.3%) and CD71 (1.2%), with fluorescein isothiocyanate (FITC) and phycoerythrin (PE) as blank con-
trol; (C) Adipogenic and osteogenic differentiation of hpMSCs. After 20 days of induction, cells were stained with oil red O and
alizarin red S respectively, showing that cells could differentiate into osteocytes and adipocytes successfully (scale bar: 50 滋m).
The uninduced cells served as negative control.
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图 3 大鼠体重(A)及疲劳程度(B)评估
与空白对照组相比, *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001。与 POI组相比, #: P<0.05; ##: P<0.01; ###: P<0.001。后续图版中的统计
分析同此图。

Fig.3 Weight (A) and fatigue degree (B) evaluation of rats
Compared with the control group, *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. Compared with the POI group, #: P<0.05; ##: P<0.01; ###: P<
0.001. The same statistical analysis is used in the following figures.

图 4 大鼠血液生化指标
Fig.4 Blood biochemical profile in rats
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降, 从第 6周开始显著降低(P<0.001); BLA含量自
第 3周起显著升高(P<0.001),并随训练时间增加逐
步上升; T水平在训练第 3周结束时略有升高, 自
第 6周起显著降低(P<0.001); BUN含量自第 3周
起显著升高(P<0.001), 并呈现先升高、后降低、又
升高的趋势; T/C比值在训练第 3周结束时显著升
高(P<0.001),自第 6周起显著降低(P<0.001) (图4)。
此外, POI组和 POI+hpMSC组大鼠白细胞与上皮
细胞的比值在各监测点均高于空白对照组(图 5)。
图 6的卵巢储备功能评价指标检测结果显

示, 与空白对照组相比, POI组和 POI+hpMSC组

的 FSH水平均显著升高(P<0.01)、AMH和 E2含量
均显著降低(P<0.05)、FSH/LH均显著升高(P<0.05)。

这些结果表明, 通过递增负荷跑台训练成功
建立了 POI大鼠模型。
2.3 hpMSC的体内追踪
为了追踪移植的 hpMSC在体内的定位, 用

PKH26预先标记 hpMSC, 其在荧光显微镜下呈红
色(图 7)。

每组在建模完成后 15 d、19 d分别处死 3只
大鼠, 取材卵巢、肝、肾以追踪标记了 PKH26 的
hpMSC的归巢和分布。结果如图 8所示, 在建模
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图 5 大鼠阴道脱落细胞检测结果(标尺: 400μm)
Fig.5 Vaginal cytology of rats (scale bar: 400μm)

图 6 建模完成后 2 d时大鼠卵巢储备功能的评估
Fig.6 Evaluation of ovarian reserve function in rats 2 days after modeling
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完成后 15 d、19 d, 卵巢组织均存在 PKH26标记
的 hpMSC, 并且其主要定位于卵巢间质; 肝、肾组
织也存在 PKH26 标记的 hpMSC, 但其数量少于
卵巢组织。

2.4 hpMSC对 POI大鼠激素水平的影响
为了研究 hpMSC移植对大鼠激素水平的影

响, 检测了建模完成后 15 d、19 d各组大鼠 FSH、
LH、AMH、E2的水平。结果显示: 与空白对照组相
比, POI组在建模完成后 15 d和 19 d时,血清FSH
水平显著升高(P<0.01), FSH/LH显著升高(P<0.05),
AMH和 E2水平显著降低(P<0.05);与 POI组相比,
POI+hpMSC组在建模完成后 15 d时, FSH、AMH
和 E2的水平以及 FSH/LH的比值均无显著差异,
在建模完成后 19 d时, FSH水平、FSH/LH比值均
显著降低(P<0.05), AMH及 E2的水平虽有升高,

但无统计学差异(图 9)。
2.5 hpMSC对 POI大鼠卵泡数量的影响

在建模完成后 15 d和 19 d分别收集各组大
鼠的卵巢用于组织学分析。图 10A的结果显示,
空白对照组大鼠在两个取样点均表现为: 卵巢体
积大, 卵泡生长活跃, 各级卵泡可见, 颗粒细胞层
次多, 黄体细胞丰富且发育较好。相比之下, POI
组大鼠卵巢萎缩明显, 卵泡数量少, 闭锁卵泡数
量增多, 卵泡颗粒细胞层减少, 黄体数量减少。
POI+hpMSC组的卵巢皮质内则可见大量初级卵
泡及生长卵泡, 较多接近于成熟卵泡, 颗粒细胞
层次多, 黄体发育细胞较多。
进一步对各组大鼠的卵泡数量进行统计分

析, 结果如图 10B~C所示。与空白对照组相比,
POI组在建模完成后 15 d和 19 d时的生长卵泡
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图 8 PKH26标记的 hpMSC在体内的归巢与分布
颜色标尺表示荧光强度。

Fig.8 In vivo tracking of PKH26-labelled hpMSCs
Color bar indicates relative fluorescence intensity.

图 7 PKH26 标记的 hpMSC 在 200 倍显微镜下的观察
结果
(A)光镜下观察 PKH26标记的 hpMSC; (B)荧光显微镜下观
察 PKH26标记的 hpMSC。
Fig.7 PKH26-labelled hpMSCs observed at 200伊 mag-
nification
(A) PKH26-labelled hpMSCs observed by light microscopy;
(B) PKH26-labelled hpMSCs observed by fluorescent micro-
scopy.
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数量显著降低(P<0.001), 虽然闭锁卵泡数量升高,
黄体数量减少, 但这两个指标无统计学差异。与
POI组相比, POI+hpMSC组在建模完成后 15 d、
19 d的生长卵泡数量均有升高, 且 19 d时差异显
著(P<0.001), 此时, 闭锁卵泡数量减少, 黄体数量
升高,但差异无统计学意义。此外,与空白对照组相
比, POI+hpMSC组的生长卵泡数量在建模完成后
15 d时明显降低(P<0.01), 在 19 d时无明显差异,
说明其在建模完成后 19 d已经恢复到正常水平。
2.6 hpMSC对 POI 大鼠卵母细胞端粒长度和
端粒酶活性的影响

为了研究 hpMSC移植对卵母细胞的影响, 在
建模完成后 15 d、19 d分别收集各组大鼠的卵母
细胞, 对其端粒长度和端粒酶活性进行检测。图

11的结果显示: 建模完成后 15 d, 与空白对照组
相比, POI组端粒酶活性显著降低(P<0.01),端粒长
度明显缩短(P<0.001); 建模完成后 19 d, 与空白对
照相比, POI组端粒酶活性显著降低(P<0.01),端粒
长度明显缩短(P<0.001)。此外, 建模完成后 15 d,
POI+hpMSC组较 POI组的端粒酶活性升高(无统
计学差异), 端粒长度显著增加(P<0.05); 建模完成
后 19 d, POI+hpMSC组较 POI组的端粒酶活性升
高(无统计学差异), 端粒长度显著增加(P<0.01)。
2.7 hpMSC对 POI大鼠卵巢氧化应激指标的
影响

为了进一步探究 hpMSC移植对卵母细胞的
影响, 在建模完成后 15 d、19 d, 对各组大鼠取卵
巢组织, 分析 ROS、MDA和 SOD含量。图 12的结
果显示, 与空白对照组相比, 建模完成后 15 d,
POI组 ROS和 MDA含量明显上升(P<0.05), SOD
含量明显降低(P<0.001); 建模完成后 19 d, POI组
ROS含量明显上升(P<0.001), MDA含量明显上升
(P<0.01), SOD含量明显降低(P<0.001)。同样与空
白对照组相比, 建模完成后 15 d, POI+hpMSC组
SOD含量明显降低(P<0.001), ROS和MDA含量虽
有上升, 但差异无统计学意义; 建模完成后 19 d,
POI+hpMSC组 ROS含量明显上升(P<0.001), MDA
含量明显上升(P<0.05), SOD含量明显降低(P<0.001)。
此外, 建模完成后 19 d, POI+hpMSC组较 POI 组
的 ROS和 MDA含量下降(无统计学差异), SOD含
量显著上升(P<0.05)。
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图 10 大鼠卵巢组织学分析
(A) HE染色观察组织形态(伊40); (B) 建模完成后 15 d时的卵泡数量; (C) 建模完成后 19 d时的卵泡数量。
Fig.10 Histological analysis of ovarian tissue in rats
(A) Observation of tissue morphology by HE staining (伊40); (B) Number of follicle 15 days after modeling; (C) Number of follicle
19 days after modeling.

图 9 建模完成后 15 d和 19 d各组大鼠激素水平的变化
Fig.9 Hormone level changes in rats of each group 15 and 19 days after modeling
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2.8 hpMSC对 POI大鼠卵巢 Bax、Bcl-2和cas-
pase-3表达的影响
为了探讨 hpMSC移植对 POI大鼠卵巢颗粒

细胞的影响, 对各组大鼠颗粒细胞 3种关键凋亡
蛋白 Bax、Bcl-2和 caspase-3的表达进行免疫印
迹和免疫组织化学分析。

图 13的免疫印迹分析结果显示: 与空白对照
组相比,建模完成后 15 d (即移植完成后 1 d), POI
组 Bax和 caspase-3的表达量明显增多(P<0.001),
Bcl-2的表达量明显降低(P<0.01);建模完成后 19 d
(即移植完成后 5 d), POI 组 Bax 和 caspase-3 的
表达量明显增多(P<0.001), Bcl-2的表达量明显降
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图 11 hpMSC移植对各组大鼠端粒长度及端粒酶活性的影响
(A) 建模完成后 15 d的端粒长度; (B) 建模完成后 15 d的端粒酶活性; (C) 建模完成后 19 d的端粒长度; (D) 建模完成后
19 d的端粒酶活性。
Fig.11 Effects of hpMSC transplantation on telomere length and TE activity
(A) Telomere length 15 days after modeling; (B) TE activity 15 days after modeling; (C) Telomere length 19 days after modeling;
(D) TE activity 19 days after modeling.
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低(P<0.001)。此外,与 POI组相比,建模完成后 15 d,
POI+hpMSC组 Bax (P<0.05)、caspase-3 (P<0.01)的
表达量均明显减少, Bcl-2的表达量虽有增加, 但
差异无统计学意义; 建模完成后 19 d, POI+hpM-
SC组 Bax的表达量明显减少(P<0.05), 虽然 cas-
pase-3的表达量也有减少, 但差异无统计学意义,
同样 Bcl-2的表达量增加也无统计学意义。
图 14的免疫组织化学结果显示:与空白对照

组相比, 建模完成后 15 d, POI组 Bax的表达量明
显增多(P<0.001), Bcl-2的表达量明显降低(P<0.001),
caspase-3的表达量明显增多(P<0.05); 建模完成后
19 d, Bax的表达量明显增多(P<0.001), Bcl-2的表
达量明显降低(P<0.001), caspase-3的表达量明显
增多(P<0.05)。此外, 建模完成后 15 d和 19 d (即
移植完成后 1 d和 5 d), 与 POI组相比, POI+hp-
MSC组 Bax和 caspase-3的表达量有所降低, Bcl-
2的表达量略有升高, 但差异均无统计学意义。
3 讨论

POI在 30~39岁女性中的发生率为 1%, 严重
损害了女性的身心健康, 已成为女性不孕症的主
要原因之一[16]。卵泡耗竭或卵泡功能障碍是导致
POI的主要原因, 卵泡耗竭表明卵巢中没有原始
卵泡, 卵泡功能障碍表明卵巢中有卵泡, 但病理

变化让它们无法发挥正常功能[17]。因此, 减少卵泡
闭锁、改善卵泡质量以增加健康卵泡的数量, 对
于恢复卵巢功能和患者的生育能力非常重要。

本研究通过递增负荷跑台训练成功建立 POI
大鼠模型后, 采用标记了 PKH26的 hpMSC通过
尾静脉移植进行体内治疗。结果显示, hpMSC成
功定植到卵巢间质, 其通过增加端粒长度和调节
氧化应激水平减缓卵母细胞衰老, 同时通过调节
颗粒细胞凋亡蛋白水平减少颗粒细胞凋亡, 从而
提高了卵泡质量, 增加了健康卵泡的数量, 改善
了卵巢功能。

诱发 POI的因素包括染色体异常、遗传因素、
自身免疫性疾病、医源性因素等[18], 但 70%的患者
是特发性的, 病因不明[17]。目前, 科研人员广泛使
用化疗药物诱导[19-22]、胸腺切除术[23]、基因及受体
敲除[24-25]3种方式建立 POI模型。但由于 POI的高
度异质性, 使用不同方式建立 POI动物模型十分
有必要, 以便为 POI的临床诊断及治疗提供更完
善的思路和方法。本研究尝试通过递增负荷跑台

训练导致卵巢损伤来建立 POI大鼠模型, 建模期
间的监控数据显示, 大鼠的体重、疲劳程度、血液
生化指标均符合递增负荷训练要求(图 3~4), 并且
建模大鼠的阴道脱落白细胞与上皮细胞比明显升

高(图 5)。同时, 组织学分析显示: 建模大鼠的卵巢
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图 12 hpMSC移植对各组大鼠 ROS、MDA、SOD含量的影响
(A~C) 建模完成后 15 d的 ROS、MDA和 SOD含量; (D~F) 建模完成后 19 d的 ROS、MDA和 SOD含量。
Fig.12 Effects of hpMSC transplantation on contents of ROS, MDA and SOD in rats
(A~C) Contents of ROS, MDA and SOD 15 days after modeling; (D~F) Contents of ROS, MDA and SOD 19 days after modeling.

图 13 免疫印迹分析 hpMSC移植对各组大鼠 Bax、Bcl-2和 caspase-3表达量的影响
(A~B) 建模完成后 15 d; (C~D) 建模完成后 19 d。
Fig.13 Effects of hpMSC transplantation on expression of Bax, Bcl-2 and caspase-3 by Western-blot
(A~B) Fifteen days after modeling; (C~D) Nineteen days after modeling.
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萎缩明显, 卵巢组织皮质较薄, 间质部分明显疏
松、纤维化, 窦状卵泡数量明显减少, 黄体数量减
少, 卵泡颗粒细胞层减少, 闭锁卵泡数量增加

(图10)。与空白对照组相比, 建模大鼠的 FSH水
平、FSH/LH比值显著升高, AMH和 E2水平显著
降低(图 6)。在运动医学领域, 研究人员通过急性
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图 14 免疫组织化学检测 hpMSC移植对各组大鼠 Bax、Bcl-2和 caspase-3表达量的影响
(A~B) 建模完成后 15 d; (C~D) 建模完成后 19 d。标尺: 400 滋m。
Fig.14 Effects of hpMSC transplantation on expression of Bax, Bcl-2 and caspase-3 by immunohistochemistry
(A~B) Fifteen days after modeling; (C~D) Nineteen days after modeling. Scale bar: 400 滋m.
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高强度负荷训练[26]、周期性耐力训练[27]等方式建立
运动闭经动物模型。这是因为过度训练可能会导

致下丘脑-垂体轴异常, 表现为垂体促性腺激素
FSH和 LH检测不到或异常低表达, 机体发生低
促性腺激素性腺功能减退; 当训练停止后生殖激
素水平逐渐恢复[28]。郑陆等[29-30]通过持续大运动量
跑台训练建立了运动闭经大鼠模型, 并对训练过
程及训练停止后的 20 d进行了连续、动态的观察,
发现在训练停止后的 15 d内, 大鼠的生殖激素水
平已经恢复。在本研究中, 建模结果为 FSH和 LH
的水平均升高,同时伴有 E2水平降低(图 6), 可以
排除下丘脑功能障碍, 推测模型大鼠是发生了高
性腺激素性腺功能减退, 即出现了原发性性腺功
能障碍;并且,在训练停止后的 15 d和 19 d, FSH、
LH和 E2的水平均未恢复(图 9)。这与 Mcgowan
等[31]的研究报道一致, 该研究认为虽然下丘脑-垂
体轴异常是长跑运动员闭经的原因之一, 但研究
案例中的 POI 长跑运动员的 FSH 和 LH 水平异

常升高, 可以排除下丘脑功能障碍。综上所述, 在
本研究中, 通过 9周的递增负荷跑台训练, 大鼠
出现了高性腺激素性腺功能减退的症状, 并且在
停止运动后的 19 d内未得到恢复, 同时卵巢功能
明显受损, 这与 POI的诊断标准以及以往研究建
立 POI动物模型的数据[1, 32]一致, 可以说明成功建
立了 POI模型。
近年来, MSC在再生医学领域显示出巨大的

潜力, 多种来源的MSC已被用于治疗包括 POI在
内的各种卵巢损伤。Fu等[8]通过环磷酰胺诱导建
立了 POI大鼠模型, 采用骨髓来源的 MSC实施移
植治疗后, 大鼠的 E2水平升高, Bcl-2表达增加,
颗粒细胞凋亡减少。Sun 等 [33]用人脂肪来源的
MSC治疗 POI小鼠后, 检测到颗粒细胞凋亡减少,
卵泡数量增加。Feng等[34]将人羊膜来源的MSC注
射到 POI大鼠的卵巢组织, 结果显示大鼠的体重
增加, AMH水平和卵泡数量改善, 卵巢功能得到
了修复。Ding等[12]发现, 利用胶原包裹脐带来源的
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MSC移植卵巢可降低 POI患者的 FSH水平, 提高
雌激素浓度, 恢复卵巢功能。在我们的研究中, 培
养的 hpMSC具有 MSC的共同特征, 符合国际细
胞治疗协会(International Society for Cellular The-
rapy, ISCT)关于MSC的鉴定标准。这些 hpMSC移
植到 POI大鼠体内 1 d后, POI+hpMSC组卵巢组
织的功能和结构较 POI组有明显改善, 包括卵巢
体积增大、健康的卵泡数量增加、FSH水平和 FSH/
LH比值降低、AMH和 E2水平增加; 移植 5 d后,
卵巢功能恢复更为显著且几乎正常, 治疗效果与
其他关于骨髓 [8]、脂肪 [33]、羊膜 [34]和脐带 [12]来源的
MSC的研究相同。这些数据有力地表明, hpMSC
在递增负荷跑台训练诱导的 POI大鼠中成功调节
了激素水平, 增加了健康卵泡的数量, 修复了卵
巢损伤, 恢复了卵巢功能。
卵巢的主要功能单位是卵泡, 卵泡对卵巢的

功能起决定性作用。卵泡功能障碍和卵泡耗竭导

致功能性卵巢储备下降, 进而引发 POI[35-38]。卵泡
由卵母细胞和包绕在其周围的颗粒细胞组成, 卵
母细胞和颗粒细胞在促进卵泡启动、发育和维持

卵巢功能中发挥决定性作用。研究已经证实, 端
粒酶活性低、端粒缩短以及氧化应激损伤与雌性

小鼠的卵母细胞衰老有关, 卵巢损伤女性的卵母
细胞表现出更高的复制衰老和端粒缩短[39]。本研
究结果显示, POI大鼠的端粒酶活性降低、端粒长
度缩短(图 11), 且机体发生了氧化应激反应(图12),
提示 POI大鼠卵母细胞衰老; hpMSC移植有效减
少了卵母细胞端粒缩短, 调节了氧化应激水平,
减缓了卵母细胞衰老。颗粒细胞是包裹在卵泡表

面的一层壁细胞, 支持卵泡的形成和发育, 并通
过分泌性腺激素维持卵巢功能。颗粒细胞凋亡导

致卵泡闭锁,继而导致卵泡数量减少[40-42]。所以,抑
制颗粒细胞凋亡对于改善 POI至关重要。颗粒细
胞凋亡在自身基因调控和细胞外环境因素的共同

影响下发生, 颗粒细胞凋亡相关基因分为促进凋
亡基因和抑制凋亡基因。Bcl-2是一种抗凋亡蛋
白, 通过调节线粒体膜电位及通透性来控制细胞
凋亡[43]。Bcl-2缺失的小鼠颗粒细胞凋亡增加, 进
而卵泡闭锁增加, 卵泡数量下降[44]。Bax是一种促
凋亡蛋白, 通过促进凋亡信号, 控制线粒体释放
细胞色素 c[45], Bax过表达会增加颗粒细胞凋亡[46]。
Caspase-3 是 caspase 家族中关键的凋亡执行分
子[47-48], 能较好地反映细胞凋亡程度, 通常在凋亡
的早期阶段被激活, 它的活化说明细胞凋亡开始

进入不可逆阶段[49]。本研究的实验结果表明, 递增
负荷训练诱导的 POI与卵巢中 Bcl-2表达减少和
Bax、caspase-3 的表达增加有关, 而 hpMSC移植
可减少 Bax 和 caspase-3的表达, 进而减少卵巢
颗粒细胞的凋亡。

综上所述, hpMSC移植可以调节递增负荷训
练诱导的 POI大鼠的激素水平, 提高健康卵泡的
数量, 修复卵巢功能。当然, 动物模型实验与临床
试验及应用存在一定的差距 , hpMSC 移植治疗
POI大鼠的效果不能准确地预测该方法应用于临
床患者治疗时可能出现的生物学反应。后续我们

仍需要采用不同方式、不同种类的动物建立 POI模
型, 进一步研究 hpMSC的治疗效果及作用机制,
为临床实践提供更多的理论依据和参考。
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