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黄芪总皂苷联合骨髓间充质干细胞调控 SDF － 1 /CXCＲ4 通路
治疗自身免疫性卵巢早衰模型大鼠的作用及机制

赵莉娜1，2，张宸铭1，2，孙自学2，陈建设2

［1 河南中医药大学第二临床医学院，郑州 450046;
2 河南省中医院( 河南中医药大学第二附属医院) 男科与生殖诊疗中心，郑州 450002］

摘要 目的 探讨黄芪总皂苷联合骨髓间充质干细胞( BMSCs) 调控基质细胞衍生因子-1 ( SDF-1 ) /CXC 型趋化因子受体 4
( CXCＲ4) 通路治疗自身免疫性卵巢早衰( POF) 模型大鼠的作用及机制。方法 大鼠随机分为 POF 组、黄芪总皂苷组、BMSCs
组、联合组、联合 + SDF-1 /CXCＲ4 通路抑制剂( AMD3100) 组、对照组，每组 12 只。除对照组外，其他组大鼠均需构建 POF 模

型，建模成功后，开始处理，尾静脉注射的药物每周处理 1 次，腹腔注射的药物每天处理 1 次，持续 4 周。ELISA 检测血清中抗

卵巢抗体( AOAB) 、β-内啡肽( β-EP) 、血管内皮生长因子( VEGF) 、肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 、干扰素-γ( INF-γ) 水平; 检测卵巢

指数的变化; HE 染色检测卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数、闭锁卵泡数; 流式细胞术检测卵巢中 BMSCs 数占比; qＲT-PCＲ 检测

卵巢组织中细胞间质上皮转换因子( cMET) 、肝细胞生长因子( HGF) 、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 表达; Western blot 检测卵巢组织

中 SDF-1、CXCＲ4 蛋白水平。结果 与对照组比较，POF 组血清中 AOAB、TNF-α、INF-γ 水平、卵巢中闭锁卵泡数升高，β-EP、
VEGF 水平、卵巢指数、卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 及蛋白表达降低( P ＜ 0. 05) ; 与 POF 组比较，黄

芪总皂苷组、BMSCs 组、联合组血清中 AOAB、TNF-α、INF-γ水平、卵巢中闭锁卵泡数降低，β-EP、VEGF 水平、卵巢指数、卵巢中

成熟卵泡数、发育卵泡数、BMSCs 数占比、cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 及 SDF-1、CXCＲ4 蛋白表达升高，且联合组对应指

标变化趋势最明显( P ＜ 0. 05) ; AMD3100 逆转了黄芪总皂苷联合 BMSCs 对 POF 大鼠的影响。结论 黄芪总皂苷联合 BMSCs
可能通过激活 SDF-1 /CXCＲ4 通路抑制 POF 大鼠炎症、促进卵泡发育、提高卵巢中 BMSCs 数占比、促进 BMSCs 归巢，进而改善

卵巢功能。
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卵巢早衰( premature ovarian failure，POF) 是一

种常见的生殖疾病，其不仅影响卵母细胞的数量和

质量，而且会降低妊娠率，增加流产率，严重影响女

性的生活质量。既往研究［1］表明，约 10% ～ 30% 的

POF 是由自身免疫机制引起的。目前，激素替代疗

法是治疗 POF 相关症状的最常见方法，然而，这种

治疗方法有许多副作用，并增加了女性患乳腺癌和

子宫内膜癌的风险。因此，找到更安全的 POF 治疗

方法至关重要。研究［2 － 3］表明，黄芪总皂苷可增强

多囊卵巢综合征大鼠的卵巢功能，骨髓间充质干细

胞( bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs) 移

植可促进 POF 大鼠卵巢功能重建。但黄芪总皂苷

联合 BMSCs 对 POF 大鼠的影响鲜有报道。相关研

究［4］显示，基质细胞衍生因子-1 ( stromal cell-derived
factor-1，SDF-1) /CXC 型趋化因子受体 4 ( chemokine
receptor 4，CXCＲ4 ) 通路的激活促进了大鼠薄型子

宫内膜修复。但黄芪总皂苷联合 BMSCs 能否通过

调控 SDF-1 /CXCＲ4 通路影响大鼠 POF 尚不可知。
因此，该研究主要探究黄芪总皂苷联合 BMSCs 对

POF 大鼠的影响及机制，为 POF 的治疗提供新思

路。

1 材料与方法

1． 1 动物与细胞 7 周龄 SPF 级雌性 SD 大鼠 72
只，体质量( 200 ± 5) g，购自杭州启真实验动物科技

有限公司，许可证号为 SCXK( 浙) 2022-0005。饲养

环境温度( 23 ± 2) ℃，相对湿度 50% ～ 70%。大鼠

BMSCs 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。本研

究获得河南中医药大学第二临床医学院动物实验伦

理委员会批准，批准号: HNSZYYWZ-2022002037。
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1． 2 试剂与仪器 弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐

剂、SDF-1 /CXCＲ4 通路抑制剂 AMD3100( 货号: HY-
153808、HY-153808A、HY-10046，美国 MCE 公司) ;

黄芪总皂苷( 货号: 20231106，上海研生实业有限公

司) ; 大鼠抗卵巢抗体( anti ovary antibody，AOAB) 、
β-内啡肽( β-Endorphin，β-EP) 、血管内皮生长因子

( vascular endothelial growth factor，VEGF) 、肿瘤坏死

因子-α ( tumor necrosis factor-α，TNF-α ) 、干 扰 素-γ
( interferon-γ，INF-γ ) 的 ELISA 试 剂 盒 ( 货 号:

20231223、20231129、20231009、20231119、20231124，

上海美旋生物科技有限公司) ; 兔源一抗 SDF-1、甘

油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶 ( glyceraldehyde-3-phosphatede-
hydrogenase，GAPDH ) 、CXCＲ4 及 二 抗 ( 批 号:

ab25117、ab8245、ab124824、ab6721，英国 Abcam 公

司) 。酶标仪( 型号: SpectraMax iD3，美谷分子仪器

有限公司) ; 电子天平( 型号: PX84ZH，上海格赛德

生物技术有限公司) ; 光学显微镜( 型号: CX53，日本

奥林巴斯公司) ; 流式细胞仪( 型号: CytoFLEX LX，

贝克曼库尔特国际贸易有限公司) ; 荧光定量 PCＲ
( 型号: PrismⓇ 7500，美国 ABI 公司) ; 成像系统( 型

号: ChemiDoc MP，美国伯乐公司) 。
1． 3 卵巢抗原的制备 收集大鼠整个卵巢组织，称

重，0. 9%氯化钠溶液冲洗，切碎，在 Tris-HCl 缓冲液

中研磨成匀浆后再用超声粉碎 5 min，然后在低温下

离心去除上清液，调整浓度，使每 0. 1 mL 液体中含

有 20 mg 卵巢组织。
1． 4 建模与分组 大鼠通过皮下多点注射 0. 25
mL 卵巢抗原免疫，连续免疫 3 次，每隔 14 d 免疫 1
次，第 1 次免疫加入等量弗氏完全佐剂，第 2、3 次免

疫加入等量弗氏不完全佐剂的方式建模［5］。以大

鼠血清中 AOAB 水平升高，β-EP、VEGF 水平降低，

卵巢指数降低，卵巢病理显示成熟卵泡数、发育卵泡

数降低，闭锁卵泡数升高作为造模成功的依据。大

鼠随机分为 POF 组、黄芪总皂苷组、BMSCs 组、联合

组、联合 + AMD3100 组、对照组，每组 12 只。对照

组以 0. 9%氯化钠溶液代替卵巢抗原，其它操作同

造模过程。除对照组外，其他组大鼠均需构建 POF
模型，建模成功后，开始处理，各组处理剂量是在参

考文献的基础上再进行预实验确定的，黄芪总皂苷

组［6］: 大鼠腹腔注射 53. 33 mg /kg 黄芪总皂苷，且尾

静脉注射 1 mL 0. 9% 氯化钠溶液; BMSCs 组［4］: 大

鼠尾静脉注射 1 mL BMSCs 悬液( 1 × 106 个 /mL) 且

腹腔注射与黄芪总皂苷等量的 0. 9% 氯化钠溶液;

联合组: 大鼠腹腔注射 53. 33 mg /kg 黄芪总皂苷且

尾静脉 注 射 1 mL BMSCs 悬 液; 联 合 + AMD3100
组［4］: 大鼠腹腔注射 53. 33 mg /kg 黄芪总皂苷和 5
mg /kg AMD3100，且尾静脉注射 1 mL BMSCs 悬液;

POF 组、对照组大鼠尾静脉注射 1 mL 0. 9% 氯化钠

溶液且腹腔注射与黄芪总皂苷等量的 0. 9% 氯化钠

溶液。尾静脉注射的药物每周处理 1 次，腹腔注射

的药物每天处理 1 次，持续 4 周。
1． 5 血清中 AOAB、β-EP、VEGF、TNF-α、INF-γ
水平的检测 末次处理 24 h 后，麻醉所有大鼠，收

集腹主动脉血，经离心得血清，使用 ELISA 测定法

检测血清 AOAB、β-EP、VEGF、TNF-α、INF-γ水平。
1． 6 卵巢指数的检测 采血后，称量所有大鼠体质

量，麻醉并处死大鼠，取大鼠双侧卵巢，迅速称量卵

巢湿重，计算卵巢指数 = 双侧卵巢( mg) /大鼠体质

量( g) 。
1． 7 卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数、闭锁卵泡数

的 HE 染色检测 随机取 6 只大鼠的卵巢组织，用

4%多聚甲醛固定卵巢 24 h，乙醇梯度脱水，并包埋

在石蜡中。使用石蜡切片机制备一系列 5 μm 组织

切片，切片用 HE 染色。观察卵巢形态并在光学显

微镜下拍照。最后计算成熟卵泡数、发育卵泡数、闭
锁卵泡数。
1． 8 卵巢中 BMSCs 数占比的流式细胞术检测

取各组剩余 6 只大鼠的卵巢组织，剪碎后用组织消

化液消化 2 h 后过滤并收集滤液，将滤液离心弃上

清液，加入 2 mL 红细胞裂解液裂解 5 min，加入 5
mL 磷酸缓冲盐溶液离心后弃上清液，于细胞沉淀中

加入 ＲPMI-1640 培养基重悬细胞，通过流式细胞仪

检测细胞悬液中 BMSCs 数占比。
1． 9 卵巢组织中细胞间质上皮转换因子( c-Mesen-
chymal-epithelial transition factor，cMET)、肝细胞

生长因子( hepatocyte growth factor，HGF)、SDF-
1、CXCＲ4 mＲNA 表达的检测 取卵巢组织，使用

TＲIzol 试剂提取总 ＲNA。取 2 μg 总 ＲNA 合成 cD-
NA。在 ABI PrismⓇ 7500 型荧光定量 PCＲ 系统上使

用特异性引物进行荧光定量 PCＲ。通过公式 2 － ΔΔCT

计算 cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 相对表达水

平。本研究中使用的引物序列见表 1。
1． 10 卵巢组织中 SDF-1、CXCＲ4 蛋白的检测 取

卵巢组织，用 ＲIPA 裂解缓冲液提取蛋白后，进行蛋

白质浓度测定。将 40 μg 蛋白质样品加载到 12%十

二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶的每个泳道中，并

进行电泳。蛋白质印迹电转移到聚偏二氟乙烯膜

上。再将聚偏二氟乙烯膜预孵育在 5%脱脂牛奶中
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表 1 引物序列

Tab． 1 Primers sequence

Gene Primers sequence ( 5'-3')
cMET F: AAGTCGGACCACAGCGAT

Ｒ: CGTTATCAAAAGTCTGTCGG
HGF F: GATACCACACGAACACAGCTTT

Ｒ: TCATGGATCATACAGAATCA
SDF-1 F: GTTAGGGAAGGGCCCATAGC

Ｒ: GACCTTTTCTGAATAGTGGCTC
CXCＲ4 F: TGCACCTGTCAGTGGCCG

Ｒ: CTGGCCTTCATCAGTCTG
GAPDH F: GGCCTCCAAGGAGTAAGAAA

Ｒ: GCCCCTCCTGTTATTATGG

阻断膜 1 h，在 4 ℃ 下与一抗 SDF-1 ( 1 ∶ 3 000 ) 、
GAPDH( 1 ∶ 3 000) 、CXCＲ4( 1 ∶ 4 000) 过夜孵育，再

与二抗( 1 ∶ 5 000 ) 一起孵育 1 h。最后，使用 ECL
试剂和 ChemiDoc MP 成像系统可视化蛋白质表达

信号。使用 ImageJ 软件计算蛋白灰度值。
1． 11 统计学处理 采用 SPSS25. 0 软件进行统计

分析。数据用 �x ± s 表示，采用单因素方差分析及事

后 SNK-q 检验进行多组重复数据之间的比较。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 黄芪总皂苷联合 BMSCs 对大鼠血清中 AO-
AB、β-EP、VEGF、TNF-α、INF-γ 水平的影响 与

对照组比较，POF 组血清中 AOAB、TNF-α、INF-γ 水

平升高，β-EP、VEGF 水平降低( P ＜ 0. 05 ) ; 与 POF
组比较，黄芪总皂苷组、BMSCs 组、联合组血清中

AOAB、TNF-α、INF-γ水平降低，β-EP、VEGF 水平升

高( P ＜ 0. 05 ) ; 与黄芪总皂苷组、BMSCs 组比较，联

合组血清中 AOAB、TNF-α、INF-γ 水平降低，β-EP、
VEGF 水平升高( P ＜ 0. 05) ; 与联合组比较，联合 +
AMD3100 组血清中 AOAB、TNF-α、INF-γ水平升高，

β-EP、VEGF 水平降低( P ＜ 0. 05) 。见表 2。

2． 2 黄芪总皂苷联合 BMSCs 对大鼠卵巢指数的

影响 与对照组比较，POF 组卵巢指数降低( P ＜
0. 05) ; 与 POF 组比较，黄芪总皂苷组、BMSCs 组、联
合组卵巢指数升高( P ＜ 0. 05 ) ; 与黄芪总皂苷组、
BMSCs 组比较，联合组卵巢指数升高( P ＜ 0. 05) ; 与

联合组比较，联合 + AMD3100 组卵巢指数降低( P ＜
0. 05) 。见图 1。

图 1 各组大鼠卵巢指数比较

Fig． 1 Comparison of ovarian index in rats in each group

a: Control group; b: POF group; c: Total saponins of astragalus

membranaceus group; d: BMSCs group; e: Combination group; f: Com-

bination + AMD3100 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs

POF group; ＆P ＜ 0. 05 vs Total saponins of astragalus membranaceus

group; ∇P ＜ 0. 05 vs BMSCs group; ΔP ＜ 0. 05 vs Combination group．

2． 3 黄芪总皂苷联合 BMSCs 对大鼠卵巢中卵泡

数的影响 与对照组比较，POF 组大鼠卵巢中成熟

卵泡数、发育卵泡数降低，闭锁卵泡数升高 ( P ＜
0. 05) ; 与 POF 组比较，黄芪总皂苷组、BMSCs 组、联
合组大鼠卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数升高，闭锁

卵泡数降低( P ＜ 0. 05) ; 与黄芪总皂苷组、BMSCs 组

比较，联合组大鼠卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数升

高，闭锁卵泡数降低( P ＜ 0. 05) ; 与联合组比较，联合

+ AMD3100 组大鼠卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数

降低，闭锁卵泡数升高( P ＜0. 05) 。见图 2 和表 3。

表 2 各组大鼠血清中 AOAB、β-EP、VEGF、TNF-α、INF-γ水平比较( �x ± s，n = 12)

Tab． 2 Comparison of serum levels of AOAB，β-EP，VEGF，TNF-α，and INF-γ in rats of each group( �x ± s，n = 12)

Group
AOAB

( ng /mL)

β-EP

( U /mL)

VEGF

( pg /mL)

TNF-α
( pg /mL)

INF-γ
( pg /mL)

Control 0． 60 ± 0． 05 80． 55 ± 3． 96 260． 67 ± 12． 99 56． 65 ± 2． 34 25． 54 ± 1． 01
POF 1． 94 ± 0． 18* 41． 15 ± 2． 03* 138． 88 ± 6． 75* 123． 34 ± 5． 78* 79． 93 ± 3． 03*

Total saponins of astragalus membranaceus 1． 23 ± 0． 09# 47． 73 ± 2． 02# 152． 26 ± 7． 14# 108． 54 ± 5． 13# 68． 89 ± 3． 05#

BMSCs 1． 04 ± 0． 08# 56． 69 ± 2． 17# 180． 54 ± 8． 93# 93． 23 ± 4． 01# 57． 78 ± 2． 18#

Combination 0． 73 ± 0． 06#＆∇ 68． 83 ± 3． 02#＆∇ 235． 55 ± 10． 64#＆∇ 71． 14 ± 3． 13#＆∇ 33． 45 ± 1． 58#＆∇

Combination + AMD3100 1． 15 ± 0． 12Δ 51． 77 ± 2． 44Δ 168． 85 ± 7． 15Δ 98． 99 ± 4． 05Δ 60． 65 ± 2． 93Δ

* P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs POF group; ＆P ＜ 0. 05 vs Total saponins of astragalus membranaceus group; ∇P ＜ 0. 05 vs BMSCs group;
ΔP ＜ 0. 05 vs Combination group．
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图 2 大鼠卵巢的 HE 染色 × 20

Fig． 2 Pathological examination of rat ovaries HE × 20

a: Control group; b: POF group; c: Total saponins of astragalus membranaceus group; d: BMSCs group; e: Combination group; f: Combination +

AMD3100 group．

表 3 各组大鼠卵巢中成熟卵泡数、发育卵泡数、闭锁卵泡数比较( �x ± s，n = 6)

Tab． 3 Comparison of the number of mature follicles，developing follicles，and atretic follicles

in the ovaries of rats in each group( �x ± s，n = 6)

Group
Mature follicles

( number)

Developing follicles

( number)

Atretic follicles

( number)
Control 5． 23 ± 0． 20 21． 53 ± 1． 05 2． 45 ± 0． 12
POF 1． 26 ± 0． 10* 14． 68 ± 0． 63* 9． 88 ± 0． 41*

Total saponins of astragalus membranaceus 2． 08 ± 0． 13# 16． 00 ± 0． 71# 8． 05 ± 0． 39#

BMSCs 2． 95 ± 0． 16# 18． 17 ± 0． 83# 6． 78 ± 0． 31#

Combination 4． 34 ± 0． 21#＆∇ 20． 22 ± 0． 95#＆∇ 4． 10 ± 0． 19#＆∇

Combination + AMD3100 2． 59 ± 0． 13Δ 17． 78 ± 0． 83Δ 7． 03 ± 0． 32Δ

* P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs POF group; ＆P ＜ 0. 05 vs Total saponins of astragalus membranaceus group; ∇P ＜ 0. 05 vs BMSCs group;
ΔP ＜ 0. 05 vs Combination group．

2． 4 黄芪总皂苷联合 BMSCs 对大鼠卵巢中 BM-
SCs 数占比的影响 与对照组比较，POF 组大鼠卵

巢中 BMSCs 数占比变化差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) ; 与 POF 组比较，黄芪总皂苷组、BMSCs 组、联
合组大鼠卵巢中 BMSCs 数占比升高( P ＜ 0. 05 ) ; 与

黄芪总皂苷组、BMSCs 组比较，联合组大鼠卵巢中

BMSCs 数占比升高( P ＜ 0. 05) ; 与联合组比较，联合

+ AMD3100 组大鼠卵巢中 BMSCs 数占比降低( P ＜
0. 05) 。见图 3。
2． 5 黄芪总皂苷联合 BMSCs 对大鼠卵巢组织中

cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 表达的影响

与对照组比较，POF 组大鼠卵巢组织中 SDF-1、CX-
CＲ4 mＲNA 表达降低( P ＜ 0. 05) ; 与 POF 组比较，黄

芪总皂 苷 组、BMSCs 组、联 合 组 大 鼠 卵 巢 组 织 中

cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 表 达 升 高 ( P ＜
0. 05) ; 与黄芪总皂苷组、BMSCs 组比较，联合组大

鼠卵巢组织中 cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 表

达升高( P ＜ 0. 05) ; 与联合组比较，联合 + AMD3100
组大鼠卵巢组织中 cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲ-
NA 表达降低( P ＜ 0. 05) 。见表 4。
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图 3 大鼠卵巢中 BMSCs 数占比的检测

Fig． 3 Detection of the proportion of BMSCs in the ovaries of rats

A: Flow diagram of the proportion of BMSCs in the ovaries of rats; B:

Statistical histogram of the proportion of BMSCs in the ovaries of rats; a:

Control group; b: POF group; c: Total saponins of astragalus membranaceus

group; d: BMSCs group; e: Combination group; f: Combination +

AMD3100 group; #P ＜ 0. 05 vs POF group; ＆P ＜ 0. 05 vs Total saponins of

astragalus membranaceus group; ∇P ＜ 0. 05 vs BMSCs group; ΔP ＜ 0. 05 vs

Combination group．

表 4 各组大鼠卵巢组织中 cMET、HGF、SDF-1、CXCＲ4 mＲNA 表达比较( �x ± s，n = 6)

Tab． 4 Comparison of cMET，HGF，SDF-1，and CXCＲ4 mＲNA expression in ovarian tissues of rats in each group( �x ± s，n = 6)

Group cMET mＲNA HGF mＲNA SDF-1 mＲNA CXCＲ4 mＲNA
Control 1． 00 ± 0 1． 00 ± 0 1． 00 ± 0 1． 00 ± 0
POF 1． 01 ± 0． 02 1． 02 ± 0． 02 0． 32 ± 0． 03* 0． 20 ± 0． 02*

Total saponins of astragalus membranaceus 1． 19 ± 0． 08# 1． 23 ± 0． 09# 0． 44 ± 0． 04# 0． 29 ± 0． 02#

BMSCs 1． 54 ± 0． 12# 1． 57 ± 0． 13# 0． 58 ± 0． 05# 0． 40 ± 0． 04#

Combination 1． 95 ± 0． 15#＆∇ 1． 83 ± 0． 17#＆∇ 0． 72 ± 0． 07#＆∇ 0． 70 ± 0． 06#＆∇

Combination + AMD3100 1． 27 ± 0． 12Δ 1． 35 ± 0． 14Δ 0． 50 ± 0． 05Δ 0． 39 ± 0． 03Δ

* P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs POF group; ＆P ＜ 0. 05 vs Total saponins of astragalus membranaceus group; ∇P ＜ 0. 05 vs BMSCs group;
ΔP ＜ 0. 05 vs Combination group．

2． 6 黄芪总皂苷联合 BMSCs 对大鼠卵巢组织中

SDF-1、CXCＲ4 蛋白表达的影响 与对照组比较，

POF 组大鼠卵巢组织中 SDF-1、CXCＲ4 蛋白降低( P
＜ 0. 05) ; 与 POF 组比较，黄芪总皂苷组、BMSCs 组、

联合组大鼠卵巢组织中 SDF-1、CXCＲ4 蛋白升高( P
＜ 0. 05) ; 与黄芪总皂苷组、BMSCs 组比较，联合组

大鼠 卵 巢 组 织 中 SDF-1、CXCＲ4 蛋 白 升 高 ( P ＜
0. 05) ; 与联合组比较，联合 + AMD3100 组大鼠卵巢
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组织中 SDF-1、CXCＲ4 蛋 白 降 低 ( P ＜ 0. 05 ) 。见

图 4。

图 4 卵巢组织中 SDF-1、CXCＲ4 蛋白的检测结果

Fig． 4 Detection results of SDF-1 and CXCＲ4

proteins in ovarian tissue

A: Protein expression blot; B: Statistical results of protein expres-

sion data; a: Control group; b: POF group; c: Total saponins of astraga-

lus membranaceus group; d: BMSCs group; e: Combination group; f:

Combination + AMD3100 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05

vs POF group; ＆P ＜ 0. 05 vs Total saponins of astragalus membranaceus

group; ∇P ＜ 0. 05 vs BMSCs group; ΔP ＜ 0. 05 vs Combination group．

3 讨论

POF 是指女性在 40 岁之前因卵巢衰竭而出现

闭经、不孕、绝经等生殖系统异常的一种疾病。自身

免疫系统紊乱是其主要病因之一，主要表现为自身

免疫抗体 AOAB 等水平上升。本研究中 POF 大鼠

血清中 AOAB 水平变化表明成功构建了 POF 大鼠

模型。β-EP 含 量 降 低 会 导 致 卵 巢 功 能 异 常［7］;

VEGF 可改善受损卵巢血管的通透性，进而促进卵

巢发挥正常功能［8］。本研究中 POF 组血清中 β-
EP、VEGF 水平、卵巢指数低于对照组，表明 POF 大

鼠卵巢功能异常。有研究［9］表明，卵泡的发育直接

影响卵巢功能; 而炎症在卵泡发育过程中起着重要

的作用［10］。本研究中炎症可导致 POF 大鼠卵泡发

育异常，进而影响卵巢功能。提示抑制炎症，促进卵

泡发育对于维持卵巢正常功能至关重要。此外，

BMSCs 具有自我更新能力、多能性、低免疫原性、损
伤趋化性等优势，其在修复卵巢损伤和恢复卵巢功

能方面具有巨大的潜力［11］。HGF、cMET 作为归巢

相关因子，HGF 在组织损伤后被激活并释放到循环

中，随后刺激 BMSCs 上特异性受体 cMET 的表达，

最终二者共同调节 BMSCs 迁移和归巢到病变部位，

进而达到修复组织损伤的目的［12］。本研究中，对照

组与 POF 组卵巢中 BMSCs 数占比、cMET、HGF mＲ-
NA 表达变化差异无统计学意义，这可能是由于卵

巢局部微环境的改变导致 POF 大鼠存在骨髓抑制，

因此即使有少量归巢的 BMSCs 也可能无法恢复卵

巢正常功能。提示提高卵巢中 BMSCs 数占比，促进

BMSCs 归巢也是恢复 POF 大鼠卵巢功能的有效途

径之一。
黄芪总皂苷具有抗炎和免疫调节特性。据报

道［13］，黄芪总皂苷可修复小鼠薄型子宫内膜。且已

有 BMSCs 能促进 POF 小鼠卵泡发育和卵巢组织结

构恢复的研究［14］。本研究结果提示黄芪总皂苷联

合 BMSCs 可能是治疗 POF 的有效方式之一。
SDF-1 可通过其特异性受体 CXCＲ4 作用于间

充质干细胞，对于间充质干细胞归巢于损伤组织至

关重要［15］。据报道［16］，激活 SDF-1 /CXCＲ4 通路促

进移植的 BMSCs 迁移到受伤的子宫内，可用于治疗

大鼠宫腔粘连。本研究中黄芪总皂苷联合 BMSCs
可上调 POF 大鼠卵巢组织中 SDF-1、CXCＲ4 蛋白表

达，推 测 黄 芪 总 皂 苷 联 合 BMSCs 可 能 通 过 激 活

SDF-1 /CXCＲ4 通路改善 POF 大鼠卵巢功能。为验

证 猜 想，本 研 究 用 SDF-1 /CXCＲ4 通 路 抑 制 剂

AMD3100 进行了恢复实验，结果显示，AMD3100 逆

转了黄芪总皂苷联合 BMSCs 对 POF 大鼠的影响，证

实了推测的合理性。未单独设置 AMD3100 组是考

虑到 AMD3100 单独处理会加重大鼠 POF，不利于病

情恢复，不符合动物实验 3Ｒ 原则。
综上所述，黄芪总皂苷联合 BMSCs 可能通过激

活 SDF-1 /CXCＲ4 通路抑制 POF 大鼠炎症、促进卵

泡发育、提高卵巢中 BMSCs 数占比、促进 BMSCs 归

巢，进而改善卵巢功能。考虑到本研究中的模型为

POF( 免疫系统错误地将卵巢组织内的生殖细胞当

做外来异物进行攻击) ，故仅仅用离体培养的大鼠

卵巢颗粒细胞诱导 POF 模型，未用雷公藤多苷、环

磷酰胺、D-半乳糖等诱导剂构建 POF 模型以佐证实

验结论是本研究设计的不足之一，后期将深入探究。
此外，未补充基因通路富集分析以进一步明确 SDF-
1 /CXCＲ4 通路是否是联合疗法调控大鼠 POF 的主

要作用途径是本研究的另一缺陷，这将是课题组下

一步研究的重点方向之一。
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The effect and mechanism of total saponins of astragalus membranaceus
combined with bone marrow mesenchymal stem cells in treating
autoimmune premature ovarian failure model rats by regulating

the SDF － 1 /CXCＲ4 pathway
Zhao Lina1，2，Zhang Chenming1，2，Sun Zixue2，Chen Jianshe2

［1The Second Clinical College of Medicine，Henan University of Traditional Chinese Medicine，Zhengzhou 450046;
2Andrology and Ｒeproductive Medicine Center，Henan Hospital of Traditional Chinese Medicine

( The Second Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine) ，Zhengzhou 450002］

Abstract Objective To explore the effect and mechanism of total saponins of astragalus membranaceus combined
with bone marrow mesenchymal stem cells ( BMSCs) regulating the stromal cell-derived factor-1 ( SDF-1) / chemo-
kine receptor 4 ( CXCＲ4 ) pathway in the treatment of autoimmune premature ovarian failure ( POF) model rats．
Methods Ｒats were randomly divided into POF group，total saponins of astragalus membranaceus group，BMSCs
group，combination group，combination + SDF-1 /CXCＲ4 pathway inhibitor ( AMD3100 ) group，and control
group，with 12 rats in each group． Except for the control group，all other groups of rats needed to construct a POF
model． After successful modeling，treatment would begin． The drug injected into the tail vein once a week，and the
drug injected into the abdominal cavity once a day for 4 weeks． ELISA was applied to detect the levels of anti ovari-
an antibodies ( AOAB) ，β-endorphin ( β-EP) ，vascular endothelial growth factor ( VEGF) ，tumor necrosis factor-
α ( TNF-α) ，and interferon-γ ( INF-γ) in serum． Changes in ovarian index were detected． HE staining was ap-
plied to detect the number of mature follicles，developing follicles，and blocked follicles in the ovary． Flow cytome-
try was applied to detect the proportion of BMSCs in the ovaries． QＲT-PCＲ was applied to detect the mＲNA ex-
pression of mesenchymal transition factor ( cMET) ，hepatocyte growth factor ( HGF) ，SDF-1，and CXCＲ4 in ovar-
ian tissue． Western blot was applied to detect SDF-1 and CXCＲ4 proteins in ovarian tissue． Ｒesults Compared
with the control group，the serum levels of AOAB，TNF-α，INF-γ，and the number of blocked follicles in the ova-
ries were higher，while the serum levels of β-EP，VEGF，ovarian index，the numbers of mature follicles and devel-
oping follicles in the ovary，the expression of SDF-1，CXCＲ4 mＲNA and protein were lower in the POF group ( P
＜ 0. 05) ． Compared with the POF group，the serum levels of AOAB，TNF-α，INF-γ，and the number of blocked
follicles in the ovaries were lower，while the serum levels of β-EP，VEGF，ovarian index，the numbers of mature
follicles and developing follicles in the ovary，the proportion of BMSCs，the expression of cMET，HGF，SDF-1，

CXCＲ4 mＲNA and SDF-1，CXCＲ4 protein were higher in the total saponins of astragalus membranaceus group，

BMSCs group，and combination group，and the corresponding indicators in the combination group showed the most
obvious change trend ( P ＜ 0. 05) ． AMD3100 reversed the effect of total saponins of astragalus membranaceus com-
bined with BMSCs on POF rats． Conclusion The combination of total saponins of astragalus membranaceus and
BMSCs may inhibit inflammation in POF rats，promote follicular development，increase the proportion of BMSCs in
the ovaries，and promote their homing by activating the SDF-1 /CXCＲ4 pathway，thereby improving ovarian func-
tion．
Key words total saponins of astragalus membranaceus; bone marrow mesenchymal stem cells; autoimmune pre-
mature ovarian failure; ovarian follicle; homing; inflammation
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