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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨脐带间充质干细胞对卵巢早衰家兔性激素、ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 表达的影响ꎬ揭示其治疗作

用及其内在机制ꎮ 方法　 将 １０ 只家兔随机分为模型组和治疗组各 ５ 只ꎬ均采用腹腔注射 ＣＴＸ(５０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ连
续 ２ ｄ)建造 ＰＯＦ 模型ꎬ其中治疗组采用耳缘静脉注射 ＵＣＭＳＣｓ(５×１０６ / ｍＬꎬ每次 ２ ｍＬꎬ连续 ３ ｄ)治疗ꎬ模型组注射

等量的灭菌用水ꎮ 分别在 ＵＣＭＳＣｓ 治疗后 ０ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 和 ２８ ｄ 抽取静脉血ꎬ分析血清激素水平变化ꎻ在 ＵＣＭＳＣｓ 治

疗 ２８ ｄ 后取卵巢组织标本ꎬ检测卵巢组织内 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白及其 ｍＲＮＡ 的表达ꎮ 结果　 １、模型组和治疗组

在未治疗前血清 Ｅ２ 和 ＦＳＨ 水平无差异ꎬ有可比性(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 治疗后家兔血清 Ｅ２ 水平上升ꎬＦＳＨ 水平下降ꎬ与模

型组相比ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且随着时间出现周期性波动ꎻ而模型组家兔一直处于低 Ｅ２ 和高 ＦＳＨ
水平ꎬ随着时间未出现周期性的波动ꎮ ２、与模型组相比ꎬ治疗组 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白表达明显增多ꎬ差异均有统计

学意义( ｔＣＹＲ６１ ＝ ８􀆰 ６８８ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻｔＣＴＧＦ ＝ １０􀆰 １４２ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ ３、与模型组相比ꎬ治疗组 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平

明显升高ꎬ差异均有统计学意义( ｔＣＹＲ６１ ＝ ３８􀆰 １５６ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻｔＣＴＧＦ ＝ １４􀆰 ６４６ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ ４、ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 主要表达在颗

粒细胞和卵泡细胞膜ꎬ与模型组相比ꎬ治疗组表达明显增多ꎬ差异均有统计学意义( ｔＣＹＲ６１ ＝ ３􀆰 ９８１ꎬＰ<０􀆰 ０５ꎻｔＣＴＧＦ ＝
４􀆰 １１１ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 脐带间充质干细胞治疗能改善 ＰＯＦ 家兔性激素水平ꎬ上调 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 的表达ꎬ从而

激活休眠卵泡生成、恢复卵巢功能ꎬ对 ＰＯＦ 起到治疗作用ꎮ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｅｘ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ＣＹＲ６１ ａｎｄ ＣＴＧＦ ｉｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅꎬ ａｎｄ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ
ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｅｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ ( ＰＯＦ) ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＴＸ [ ５０ ｍｇ / ( ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ ２
ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｄａｙｓ]. Ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＵＣＭＳＣｓ (５×１０６ / ｍｌꎬ ２ ｍｌ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
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ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｒｅａｔｉｎｇ ＰＯＦ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎻ ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅꎻ ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅꎻ ｓｅｘ
ｈｏｒｍｏｎｅꎻ ｒａｂｂｉｔ

　 　 卵巢早衰(ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅꎬＰＯＦ)是指

４０ 岁以下的妇女卵巢内卵泡迅速减少ꎬ没有或几乎

没有卵泡残留的一种疾病ꎬ临床以无生育能力和闭

经为主要表现[１]ꎮ 该病临床发病率为 １％ꎬ但一旦

发病ꎬ常给患者带来身体上和心理上的双重打击ꎬ
患者会出现焦虑、抑郁等精神症状[２]ꎮ 研究显示ꎬ
该病的发生可能与自身免疫、代谢、感染和医源性

因素等有关[３－４]ꎮ 目前临床上普遍的治疗方法为激

素替代疗法[５]ꎬ虽能改善临床症状ꎬ但很难恢复卵

巢功能ꎬ而且长期使用会增加患癌症的风险ꎬ所以

临床上亟待寻求一种更加有效和安全的治疗方法ꎮ
研究阐明[６]ꎬ脐带间充质干细胞 ( ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣
ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＵＣＭＳＣｓ)具有自我

更新、多方向分化、促进损伤修复和调节免疫等功

能ꎬ并且有取材简单、免疫原性低、无伦理学争议等

优点ꎮ 近来有研究显示[７－８]ꎬＵＣＭＳＣｓ 能依赖于旁分

泌提高卵巢储备ꎬ在治疗 ＰＯＦ 中起到一定疗效ꎬ是
针对 ＰＯＦ 的非常有前景的一种疗法ꎮ 本实验研究

以家兔为对象ꎬ观察 ＵＣＭＳＣｓ 治疗后富半胱氨酸蛋

白 ６１(ＣＹＲ６１)和结缔组织生长因子(ＣＴＧＦ)的表

达、 ｍＲＮＡ 的表达和激素水平变化ꎬ 探讨研 究

ＵＣＭＳＣｓ 对卵巢早衰的治疗作用及其机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

选取普通级 ５ 月龄雌性未交配日本大耳兔 １０
只ꎬ体重 ２􀆰 ６ ~ ２􀆰 ８ ｋｇꎬ购自武汉市万千佳兴生物科

技有限公司[ＳＣＸＫ(鄂)２０１６－００１１]ꎬ饲养于中国人

民解放军中部战区总医院医学实验中心 [ ＳＹＸＫ
(鄂)２０１４－００８２]ꎬ室温为(２２±２)℃ꎬ相对湿度为 ５０
~６０％ꎬ１２ ｈ 明暗交替光照ꎬ自由饮食饮水ꎬ适应性

饲养 １ 周ꎬ经阴道脱落细胞涂片检查确定其动情周

期正常后开始实验ꎮ 实验方案经我院伦理委员会

批准(２０１６０２０)ꎬ按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人

道的关怀ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

注射用环磷酰胺(Ｂａｘｔｅｒ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ＧｍｂＨꎬ注册

证号:Ｈ２０１１０４０７)ꎻ兔雌二醇酶联免疫试剂盒(武汉

博欧特生物科技有限公司ꎬ产品编号:ｏｒｂ４０９９９９)ꎻ
兔促卵泡激素酶联免疫试剂盒(武汉博欧特生物科

技有限公司ꎬ产品编号:ｏｒｂ４１０００１)ꎻｃＤＮＡ 第一链合

成试剂盒(ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ ＲＴ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔꎬ
Ｋ１６２１ꎬＴｈｅｒｍｏ)、反转录试剂盒(ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ ＭｉｘꎬＫＫ４６０４ꎬｓｉｇｍａ)ꎻＣＲＹ６１ 兔抗兔多克隆

抗体(ＮｏｖｕｓꎬＮＢ１００－３５６)ꎻＣＴＧＦ 兔抗兔多克隆抗
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体(ＢｏｓｔｅｒꎬＢＡ０７５２)ꎻＧＡＰＤＨ 小鼠抗兔单克隆抗体

(Ａｂｃａｍꎬａｂ８２４５)ꎻ流式抗体 ＡＰＣ Ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ￣Ｈｕｍａｎ
ＣＤ２９ ( ＢＤꎬ ５５９８８３)、 ＰＥ Ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ￣Ｈｕｍａｎ ＣＤ３４
(ＢＤꎬ５５０７６１)、 ＰＥ Ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ￣Ｈｕｍａｎ ＣＤ４４ ( ＢＤꎬ
５６１８５８ )、 ＢＢ５１５ Ｍｏｕｓｅ ａｎｔｉ￣Ｈｕｍａｎ ＣＤ４５ ( ＢＤꎬ
５６４５８５ )ꎻ ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ ９６ 型 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪

(ＲＯＣＨＥ)ꎻＬ６００ 型离心机(湘仪仪器厂)ꎻＲＭ２０１６
型轮转式切片机(上海徕卡仪器有限公司)ꎻＢＸ５１
型奥林巴斯荧光显微镜ꎻＹＤ￣６ Ｌ 生物组织包埋机

(金华市益迪医疗设备有限公司)ꎮ

图 １　 ＵＣＭＳＣｓ 流式细胞仪检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＵＣＭＳＣｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 模型制备

根据团队前期研究[９]ꎬ以 ５０ ｍｇ / ｋｇ 剂量连续注

射 ２ ｄ 是建立环磷酰胺(ＣＴＸ)诱导家兔 ＰＯＦ 模型的

最佳造模方式ꎮ 故本实验采取 ＣＴＸ 腹腔注射的方

法建造 ＰＯＦ 模型ꎬ１０ 只家兔均用 ＣＴＸ ５０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰
ｄ)腹腔注射ꎬ连续注射 ２ ｄꎮ 造模后家兔出现不同

程度脱毛ꎬ进食减少ꎬ活动反应降低ꎬ体重下降等症

状ꎬ并且采血检查显示有血清雌二醇(Ｅ２)水平下

降ꎬ促卵泡生成素(ＦＳＨ)水平上升ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 分组

采用随机数字表法将 １０ 只家兔随机分为模型

组和治疗组各 ５ 只ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 干预

(１)ＵＣＭＳＣｓ 培养及鉴定

取中国人民解放军中部战区总医院妇产科足

月妊娠剖宫产健康胎儿的脐带ꎬ产妇签署知情同意

书ꎬ并报医院伦理委员会批准ꎮ 所取标本用 ＰＢＳ 冲

洗干净ꎬ并剔除血管ꎬ将组织处理至 １ ~ ２ ｍｍꎬ加入

培养基(１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 培养液)ꎬ置于

５％ ＣＯ２、３７℃饱和湿度培养箱中培养ꎮ ５ ~ ７ ｄ 后第

１ 次传代后每 ３ ｄ 按 １ ∶３比例传代ꎬ进行扩增培养ꎮ
取第 ３ 代 ＵＣＭＳＣｓꎬ制成单细胞悬液 ２００ μＬ 于 ＥＰ
管ꎬ分别加入抗体 ＣＤ２９￣ＡＰＣ(２０ μＬ)、ＣＤ３４￣ＰＥ(２０

μＬ)、ＣＤ４４ ￣ＰＥ(２０ μＬ)、ＣＤ４５￣ＢＢ５１５(５ μＬ)ꎬ室温

避光孵育 ２０ ｍｉｎꎬ流式细胞仪检测结果示:贴壁细胞

表达 ＣＤ２９ 和 ＣＤ４４ꎬ不表达 ＣＤ３４ 和 ＣＤ４５ꎬ为人体

脐带间充质干细胞ꎮ 详见图 １ꎮ
(２)干预治疗

治疗组 ５ 只 ＰＯＦ 家兔在造模一周后ꎬ通过耳缘

静脉注射 ５×１０６ / ｍＬ 的 ＵＣＭＳＣｓꎬ每天注射 ２ ｍＬꎬ连
续注射 ３ ｄꎮ 模型组注射等量的灭菌用水ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 观察指标

(１)激素水平测定

ＵＣＭＳＣｓ 治疗后 ０ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 和 ２８ ｄꎬ分别取

模型组和治疗组家兔各 ３ 只ꎬ抽取静脉血查激素

水平ꎮ
(２)卵巢组织 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白表达

采用蛋白免疫印迹法检测ꎮ 治疗 ２８ ｄ 后ꎬ将两

组家兔处死后取一侧卵巢ꎬ切取适量新鲜组织液氮

速冻ꎬ放入－８０℃冰箱中ꎬ后取 １００ ｍｇ 剪切成细小的

碎片ꎬ加入 １０００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ匀浆ꎬ充分裂解ꎬ
１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬＢＣＡ 试剂盒测定

蛋白浓度ꎮ 每个样本取 ４０ μｇ 进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶

电泳ꎬ按浓缩胶 ８０ Ｖ、分离胶 １２０ Ｖ 进行恒压电泳ꎬ
至溴酚蓝刚出胶ꎮ 将凝胶上蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ按
１５０ ｍＡ 恒流转膜ꎮ 稀 释 一 抗 ( ＣＲＹ６１ ∶ １ / ２００ꎬ
ＣＴＧＦ:１ / １０００ꎬ ＧＡＰＤＨ: １ / ２０００)ꎬ ４℃ 过夜ꎬ 二抗

(ＴＢＳＴ 溶解的 ５％脱脂牛奶)稀释 １００００ 倍ꎬ室温下

３０ ｍｉｎꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ滴加等体积混匀 ＥＣＬ 显影液ꎬ放
入凝胶成像仪中曝光成像ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参ꎬ
采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件分析灰度值ꎮ

(３)卵巢组织 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ 表达

采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测ꎮ 卵巢组织

按 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡꎬ测定纯度和浓度ꎬ逆转录后

进行扩增ꎮ 引物:ＧＡＰＤＨ:上游 ５’￣ＴＴＣＣＡＣＧＧＣＡＣ
ＧＧＴＣＡＡＧ￣３’ꎬ下游 ５’￣ＡＣＴＣＧＧＣＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣ￣
３’ꎻＣＹＲ６１:上游 ５’￣ＧＡＡＧＴＣＴＣＣＣＧＡＡＧＣＡＧＴＣＡＧ￣
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３’ꎬ下游 ５’￣ＧＴＣＴＣＧＣＣＧＴＣＣＴＣＡＣＡＧ￣３’ꎻＣＴＧＦ:上
游 ５ ’￣ＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＧＴＧＡＣＧＡＧ￣３ ’ꎬ ５ ’￣ＣＣＧＣ
ＡＧＧＴＣＴＴＧＧＡＡＣＡＧＧ￣３’ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ 法进行相对

表达量分析ꎮ
(４)免疫组化检测卵巢组织 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋

白表达

除上述冻存新鲜组织外ꎬ剩余组织放入 ４％多

聚甲醛常温固定ꎬ石蜡包埋后ꎬ６ μｍ 连续切片使用ꎬ
切片组织脱蜡、抗原修复后封闭ꎬ滴加 １００ μＬ 稀释

的一抗 ( ＣＲＹ６１ ∶ １ / ２００、 ＣＴＧＦ: １ / １００)ꎬ ４℃ 过夜ꎬ
ＰＢＳ 冲洗ꎮ 滴加 １００ μＬ 生物素标记二抗工作液(１ /
１５０ 稀释)ꎬ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ孵育 ＳＡＢＣꎬ
滴加 ＤＡＢ 显色液ꎬ室温显色ꎮ 滴加 ２００ μＬ 苏木素

染色液孵育 ３０ ｓꎬ饱和磷酸氢二钠溶液浸泡 １ ｍｉｎ
返蓝ꎬ以中性树胶封片ꎬ显微镜下观察并拍照ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 版统计软件进行统计学分析ꎮ
先采用单样本 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检验法对数据进行正态

性检验ꎬ符合正态分布的计量资料采用平均值±标
准差( 􀭰ｘ± ｓ )表示ꎬ两组不同时间点采血激素水平比

较采用重复测量方差分析ꎬ组间比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎬ两组表达量和光密度值比较采用独立样本 ｔ 检
验ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 认为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 两组激素水平比较

模型组和治疗组在未治疗前血清 Ｅ２ 和 ＦＳＨ 水

平无差异ꎬ有可比性(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 治疗后家兔血清

Ｅ２ 水平上升ꎬＦＳＨ 水平下降ꎬ与模型组相比差异具

有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并且随着时间出现周期性

波动ꎻ而模型组家兔一直处于低 Ｅ２ 和高 ＦＳＨ 水平ꎬ
随着时间未出现周期性的波动ꎮ 详见表 １、２ 和图

２、３ꎮ
２􀆰 ２　 两组 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白表达比较

模型组 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白表达较低ꎬ分别为

０􀆰 ３９０±０􀆰 ０４０ 和 ０􀆰 １８６±０􀆰 ０５４ꎬ治疗组蛋白表达量

明显增多ꎬ分别为 ０􀆰 ７５６±０􀆰 ０８５ 和 ０􀆰 ６９３±０􀆰 ０９８ꎬ与
模型组相比较ꎬ差异均有统计学意义( ｔＣＹＲ６１ ＝ ８􀆰 ６８８ꎬ
Ｐ<０􀆰 ０５ꎻｔＣＴＧＦ ＝ １０􀆰 １４２ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ４ 和图 ５ꎮ
２􀆰 ３　 两组 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ 表达比较

模型组 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ 表达水平较低ꎬ
分别为 ０􀆰 ００３ ± ０􀆰 ００１ 和 ０􀆰 ００２ ± ０􀆰 ００１ꎬ而治疗组

ｍＲＮＡ 的表达水平明显升高ꎬ分别为 ０􀆰 ０１０±０􀆰 ００１
和 ０􀆰 ０１６±０􀆰 ００２ꎬ与模型组比较ꎬ差异均有统计学意

义( ｔＣＹＲ６１ ＝ ３８􀆰 １５６ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０５ꎻ ｔＣＴＧＦ ＝ １４􀆰 ６４６ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ详见图 ６ꎮ

表 １　 两组不同采血点 Ｅ２ 水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍＬ)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３ ４７７􀆰 １８±４􀆰 ６１ ４３３􀆰 ９１±７􀆰 ９３ ４３０􀆰 １６±７􀆰 ５５ ４１０􀆰 ６１±７􀆰 １４

治疗组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ３ ４７０􀆰 ９２±６􀆰 ９６ ６０５􀆰 ４２±７􀆰 ３４ ５１５􀆰 ９７±３􀆰 ７３ ６１６􀆰 ３９±１３􀆰 ２０

ｔ ｖａｌｕｅ １􀆰 ２９９ ２７􀆰 ４８９ １７􀆰 ６５６ ２３􀆰 ７４８
Ｐ ｖａｌｕｅ ０􀆰 ２６４ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:Ｆ组间 ＝ ３２１􀆰 ９１４ꎬＰ组间<０􀆰 ００１ꎻＦ时间 ＝ ５１􀆰 ７４５ꎻＰ时间<０􀆰 ００１ꎻＦ交互 ＝ １８６􀆰 ６２０ꎬＰ交互<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｆｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ ＝ ３２１􀆰 ９１４ꎬ Ｐｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ<０􀆰 ００１. Ｆｔｉｍｅ ＝ ５１􀆰 ７４５. Ｐｔｉｍｅ<０􀆰 ００１. Ｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ＝ １８６􀆰 ６２０ꎬ Ｐｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ<０􀆰 ００１.

表 ２　 两组不同采血点 ＦＳＨ 水平比较(􀭰ｘ±ｓꎬｍＩＵ / ｍＬ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＦＳＨ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｌｏｏｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ０ ｄ ７ ｄ １４ ｄ ２８ ｄ

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３ ６５􀆰 ２１±０􀆰 ７６ ７０􀆰 ８４±２􀆰 ２３ ７７􀆰 １３±１􀆰 ２３ ８０􀆰 ２５±１􀆰 ６４

治疗组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ３ ６３􀆰 ０２±１􀆰 ２９ ４９􀆰 ０２±２􀆰 １４ ５９􀆰 ９１±１􀆰 ５３ ４３􀆰 ２４±１􀆰 ６９

ｔ ｖａｌｕｅ ２􀆰 ５３５ １２􀆰 ２１７ １５􀆰 １６５ ２７􀆰 ２３６
Ｐ ｖａｌｕｅ ０􀆰 ０６４ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１ <０􀆰 ００１

注:Ｆ组间 ＝ ６９４􀆰 ５６１ꎬＰ组间<０􀆰 ００１ꎻＦ时间 ＝ ３３􀆰 ９９０ꎻＰ时间<０􀆰 ００１ꎻＦ交互 ＝ １２６􀆰 ６１６ꎬＰ交互<０􀆰 ００１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｆｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ ＝ ６９４􀆰 ５６１ꎬ Ｐｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ<０􀆰 ００１. Ｆｔｉｍｅ ＝ ３３􀆰 ９９０. Ｐｔｉｍｅ<０􀆰 ００１. Ｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ＝ １２６􀆰 ６１６ꎬ Ｐｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ<０􀆰 ００１.
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图 ２　 两组不同采血点 Ｅ２ 水平比较( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｐｇ / ｍＬ)
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｌｏｏｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

图 ３　 两组不同采血点 ＦＳＨ 水平比较( 􀭰ｘ ± ｓ ꎬｍＩＵ / ｍＬ)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＦＳＨ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｌｏｏｄ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

图 ４　 两组家兔卵巢组织内 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白表达(１－５:治疗组ꎬ６－１０:模型组)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＲ６１ ａｎｄ ＣＴＧＦ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ (１－５ꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. ６－１０ꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ)

图 ５　 两组家兔卵巢组织内 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白

相对表达量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＣＹＲ６１ ａｎｄ ＣＴＧＦ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ

２􀆰 ４　 两组免疫组化检测结果比较

图 ７、８ 可知ꎬＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白表达在模型

组较少ꎬ散在分布ꎬ平均光密度值分别为(０􀆰 １６６ ±
０􀆰 ００９)和(０􀆰 １９３±０􀆰 ００８)ꎻ治疗组表达明显增多ꎬ呈
深棕色颗粒状ꎬ主要表达在颗粒细胞和卵泡细胞

膜ꎬ在卵泡细胞膜处更是呈深棕色环状ꎬ平均光密

度值分别为(０􀆰 ２２２±０􀆰 ０３０)和(０􀆰 ２２４±０􀆰 ０１４)ꎬ与模

型组比较ꎬ差异均有统计学意义( ｔＣＹＲ６１ ＝ ３􀆰 ９８１ꎬＰ<
０􀆰 ０５ꎻｔＣＴＧＦ ＝ ４􀆰 １１１ꎬＰ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ６　 两组家兔卵巢组织内 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ
相对表达量比较

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＲ６１ ａｎｄ
ＣＴＧＦ ｍＲＮＡ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ

３　 讨论

随着社会的发展ꎬ各种间充质干细胞越来越多

的被应用于医学ꎬ也是现代再生医学研究的一大热

点ꎮ 其中 ＵＣＭＳＣｓ 取材简单ꎬ来源丰富ꎬ无伦理学争

议ꎬ被 认 为 是 同 种 异 体 移 植 的 最 佳 来 源[６－１０]ꎬ
ＵＣＭＳＣｓ 是指存在于新生儿脐带组织中的一种多功

能干细胞ꎬ它能分化成许多种组织细胞ꎬ在医学中

具有广阔的应用前景ꎮ 现代研究表明ꎬＵＣＭＳＣｓ 能

０６ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



注:Ａ:模型组ꎻＢ:治疗组ꎬＣＹＲ６１ 检测ꎻＣ:模型组ꎻＤ:为治疗组ꎬＣＴＧＦ 检测ꎮ

图 ７　 两组家兔卵巢组织内 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 表达

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ＣＹＲ６１. Ｃꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ＣＴＧＦ.

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＲ６１ ａｎｄ ＣＴＧＦ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ

图 ８　 两组家兔卵巢组织内 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ
表达平均光密度值比较

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅａｎ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ
ＣＹＲ６１ ａｎｄ ＣＴＧＦ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ

够在许多疾病的治疗中起到一定作用ꎬ如在治疗糖

尿病方面[１１]ꎬＵＣＭＳＣｓ 能阻断相关的炎症因子和炎

症激活ꎬ有效缓解胰岛素抵抗ꎻ在治疗肝方面[１２]ꎬ
ＵＣＭＳＣｓ 能够通过调节 ｍｉＲ－２０ 来调控 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 等

活性因子减轻细胞凋亡和基因异常表达ꎬ从而改善

肝脏缺血再灌注损伤ꎻ在治疗骨骼方面[１３]ꎬＵＣＭＳＣｓ
联合骨胶原蛋白能够促进骨再生ꎬ修复腰椎板缺

损ꎮ 多项研究阐明ꎬ人体间充质干细胞能对 ＣＴＸ 诱

导的卵巢损伤起到一定的修复作用ꎮ Ｍｃｈａｍｅｄ
等[１４]的动物试验研究就显示ꎬ人体的骨髓间充质干

细胞能够刺激 ＰＯＦ 小鼠卵巢内卵泡的生成和改善

相关激素水平ꎮ 另有一项临床研究显示[１５]ꎬ在自体

骨髓间充质干细胞移植后ꎬ２ 例 ＰＯＦ 患者第三个月

恢复了月经ꎬ１ 例 ＰＯＦ 患者成功受孕并产下健康胎

儿ꎬ充分表明应用自体的骨髓间充质干细胞对治疗

ＰＯＦ 有很好的疗效ꎮ
本实验研究中应用注射 ＣＴＸ 建造 ＰＯＦ 模型ꎬ

始终具有高 ＦＳＨ 和低 Ｅ２ 水平ꎬ生理学上能代表人

类 ＰＯＦꎮ 有研究阐明[１６]ꎬ虽然动物卵巢结构和激素

周期和人体存在差异ꎬ但 ＣＴＸ 诱导的动物 ＰＯＦ 模

型是目前该领域研究中最被接受的临床前模型ꎮ
本研究显示经 ＵＣＭＳＣｓ 治疗后ꎬＰＯＦ 家兔体内的 Ｅ２
水平上升ꎬＦＳＨ 水平下降ꎬ并且在治疗后恢复了周

期性的波动ꎬ证实其治疗有效ꎮ 最近的证据表

明[１７]ꎬ间充质干细胞的作用不是直接恢复受损的细

胞ꎬ而是通过阻碍和抑制异常的免疫反应来帮助组

织再生ꎬ并传递生长因子来实现修复的ꎮ ＣＹＲ６１ 和

ＣＴＧＦ 均为 ＣＣＮ 家族的一员ꎬ为细胞外基质相关蛋

白[１８]ꎮ 生理情况下ꎬＣＹＲ６１ 保持低表达维持机体

生理需要ꎬ但炎症刺激等多种因素均可导致 ＣＹＲ６１
表达增加ꎻ高表达的 ＣＹＲ６１ 能分泌到胞外基质ꎬ通
过与细胞表面受体结合ꎬ起到促进细胞增殖分化、
血管形成以及组织损伤修复等多种作用[１９]ꎮ 相关

研究显示[２０]ꎬ高表达 ＣＹＲ６１ 的人子宫内膜血管周

围细胞移植能促进子宫部分全层切除术后大鼠子

宫血管生成以及内膜和肌层再生ꎬ提高大鼠的妊娠

率ꎮ ＣＴＧＦ 具有促细胞增殖、迁移及分化等作用ꎬ与
ＣＹＲ６１ 共同参与细胞内外信号传导ꎮ 本实验研究

中ꎬ治疗后 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达呈

正相关ꎬ表达的主要部位为颗粒细胞和卵泡细胞

膜ꎬ表明其具有协同作用ꎬ共同参与 ＵＣＭＳＣｓ 对 ＰＯＦ
的治疗调节机制ꎮ 研究显示ꎬＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 除自

身能促进新生血管生成外ꎬ还能一起上调血管内皮

生长因子(ＶＥＧＦ)的表达间接促进血管生成[２１]ꎮ 另

有研究阐明ꎬＥ２ 等雌激素能上调 ＣＴＧＦ 表达ꎬ并且

此过程受 ＦＳＨ 的负调控[２２]ꎮ ＵＣＭＳＣｓ 也能够分泌

ＶＥＧＦꎬ抑制次级卵泡和囊状卵泡凋亡ꎬ促进血管生

成ꎻ也能分泌多种生长因子ꎬ逆转 ＣＴＸ 阻断的 Ｅ２ 对

ＦＳＨ 的负反馈作用ꎬ阻止生长卵泡过度耗竭ꎬ最终

改善卵泡的发育[２３－２４]ꎮ
综上所述ꎬＵＣＭＳＣｓ 对 ＰＯＦ 具有一定的治疗作

用ꎬ其作用机制可能是通过调节卵巢内 Ｅ２ 和 ＦＳＨ
水平以及上调 ＣＹＲ６１ 和 ＣＴＧＦ 在局部组织内的表
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达ꎬ进而影响 ＶＥＧＦ 等表达ꎬ促进新生血管的形成ꎬ
从而促进卵泡再生和组织修复来实现的ꎮ
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ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＵＣ￣ＭＳＣｓ) [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ
Ｈｅｍａｔｏｌ Ｏｎｃｏｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ １２(３): ２３０－２３４.

[１１] 　 Ｓｕｎ Ｘꎬ Ｈａｏ Ｈꎬ Ｈａｎ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ￣ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ
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[１７] 　 Ｇｉｒｄｌｅｓｔｏｎｅ Ｊ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ [Ｊ] . Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙꎬ ２０１６ꎬ ８(１２): １４０５
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