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[摘要] 目的　探究人脐带间充质干细胞(hUCMSCs)联合高压氧治疗(HBO)对模拟高原环境下小鼠卵巢损伤的修复

作用。方法　将64只BALB/c雌性小鼠随机分为对照组、模型组、hUCMSCs组和hUCMSCs+HBO组，每组16只。除对照

组外，小鼠于模拟海拔6500米的低压氧舱中饲养15 d，建立卵巢缺氧损伤模型。hUCMSCs组和hUCMSCs+HBO组小鼠尾

静脉注射 0.2 ml hUCMSCs(1×106个细胞)，1次/周，共 5次，对照组和模型组注射等量生理盐水；hUCMSCs+HBO组同时

接受HBO干预，100 min/次，1次/d，共 30 d。观察小鼠的一般状况、体重、动情周期、血清性激素水平、卵巢湿重指

数、各级卵泡计数，卵巢组织病理学变化、转化生长因子-β1 (TGF-β1)、Smad 家族成员3(Smad3)蛋白表达水平。评估各组

小鼠生育能力和子代一般情况。结果　干预30 d后，与对照组比较，模型组小鼠体重、双侧卵巢湿重、卵巢指数、原始

卵泡数量、TGF-β1表达水平、窝仔数均明显降低或减少(P<0.01或P<0.001)，卵巢组织间质区域纤维化面积占比明显升高

(P<0.05)；与模型组比较，hUCMSCs组和hUCMSCs+HBO组小鼠体重、卵巢湿重与卵巢指数均明显增高(P<0.001)，卵巢

组织间质区域纤维化面积占比明显降低(P<0.05)；hUCMSCs+HBO组TGF-β1、Smad3蛋白表达水平明显增高(P<0.01或P<

0.001)，窝仔数明显增多(P<0.05)。各组小鼠血清性激素水平差异均无统计学意义(P>0.05)。各组子代小鼠除数量外，一般

情况无明显差异。结论　对模拟高原缺氧环境引起的小鼠卵巢损伤，hUCMSCs 联合 HBO 干预的修复作用优于单一

hUCMSCs，其机制可能与减缓组织纤维化、上调TGF-β1/Smad3信号通路及促进卵泡生长有关。
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exposure in mice. Methods　A total of 64 female BALB/c mice were randomized into control group, model group, hUCMSCs group, 

and hUCMSCs+HBO group, with 16 mice in each group. Except for control group, all mice were placed in a hypobaric chamber 

mimicking an altitude of 6500 m for 15 days to generate ovarian hypoxic lesions. Mice in hUCMSCs group and hUCMSCs+HBO 

group received 0.2 ml of hUCMSC suspension (1×10⁶ cells) via the tail vein once per week for five consecutive weeks, whereas mice in 

control group and model group were given sterile saline at matching volumes. Mice in hUCMSCs+HBO group was additionally 

subjected to 100-min HBO sessions once daily for 30 days. Multiple parameters were recorded, including general health status, body-

weight fluctuations, estrous cycle regularity, serum sex hormone concentrations, ovarian wet-weight index, differential follicle counts, 

ovarian histomorphological features, and protein levels of TGF‐β1 and Smad3 as determined by immunoblotting. Fertility 

performance and offspring condition were also documented. Results　After 30 days of treatment, compared with control group, mice 

in model group showed a significant reduction in body weight, bilateral ovarian wet weight, ovarian index, primordial follicle stock, 

TGF-β1 protein content, and litter production (P<0.01 or P<0.001), concurrent with a pronounced expansion of fibrotic deposition 

within the ovarian stroma (P<0.05). Compared with model group, mice in hUCMSCs group and hUCMSCs+HBO group showed a 

significant increase in body weight, ovarian mass, and ovarian index (P<0.001), and a notable regression of stromal fibrotic areas (P<

0.05); and mice in hUCMSCs+HBO group showed a significant increase of TGF-β1 and Smad3 expression (P<0.01 or P<0.001) and 

augmented litter size (P<0.05). Serum sex hormone assays revealed no significant intergroup differences (P>0.05). Other than litter-

size variations, all offspring appeared phenotypically unremarkable across four groups. Conclusions　In the setting of simulated high-

altitude-induced ovarian injury, combining HBO with hUCMSCs produces superior restorative outcomes compared with hUCMSC 

administration alone. The improved efficacy likely arises from coordinated actions involving fibrosis mitigation, TGF-β1/Smad3 

pathway engagement, and stimulation of follicular maturation. 

[Key words] plateau; ovarian injury; hyperbaric oxygen; human umbilical cord mesenchymal stem cells; combination therapy

高原地区低压、低氧、寒冷、干燥及强紫外线

照射的环境，可造成急进高原人员的一系列应激性

损伤。其中，低压低氧是改变人体血流动力学并诱

发应激反应的关键因素之一，而生殖系统对低氧尤

为敏感[1-4]。早发性卵巢功能不全(premature ovarian 

insufficiency，POI)是女性因多种因素刺激导致的卵

巢功能减退，如放化疗、手术损伤、遗传性、自身

免疫性疾病等。POI 常表现为内分泌紊乱、卵泡受

损及生育力下降等，若不及时干预可发展为卵巢早

衰(premature ovarian failure，POF)[5-6]。本课题组前期

研究显示，高原环境可导致小鼠卵巢功能受损及内

分泌紊乱[7-8]；钟艳等[9]关于雌鼠生殖系统的研究也

得出类似结论。

研究显示，间充质干细胞 (mesenchymal stem 

cells，MSCs)及其外泌体可减轻自噬及缺氧造成的氧

化应激，减少颗粒细胞凋亡及促进血管生成，维持

正常的性激素水平并减轻卵巢组织的结构性损

伤[10-13]。人脐带间充质干细胞(hUCMSCs)因来源广

泛且伦理争议较小，成为卵巢损伤修复研究的重要

选择[14-15]。高压氧(hyperbaric oxygen，HBO)可迅速提

高肺氧分压、增加组织含氧量，快速改善缺血缺氧

状态，减少再灌注损伤及局部 CO2潴留，减轻缺氧

损伤[16-21]。本研究采用hUCMSCs联合HBO对高原缺

氧环境下的 POI 小鼠模型进行干预，观察其对小鼠

卵巢组织损伤的修复作用及相关机制，旨在为高原

缺氧环境下的生育力保护提供新思路。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组　6 周龄 SPF 级 BALB/c 雌性小

鼠64只、雄性小鼠12只，体重18~21 g，购自斯贝福

(北京)生物技术有限公司[实验动物生产许可证号：

SCXK( 京)2024-0001； 合 格 证 号 ：

110324241101775671]。小鼠在室温 18－22 ℃、湿度

60%±10%、昼夜比=1:1的环境下适应性饲养2周。选

择连续 2 周动情周期正常的 64 只雌性小鼠，按随机

数 表 法 分 为 对 照 组 、 模 型 组 、 hUCMSCs 组 、

hUCMSCs+HBO 组(n=16)。对照组外的雌性小鼠均

制备卵巢缺氧损伤模型。本研究获解放军联勤保障

部队第940医院伦理委员会审批(2023KYLL178)。
1.2　主要试剂与仪器　MSC 无血清基础培养基套

装、胎牛血清、胰酶、细胞冻存液 (46100802、 
46162209、46206003、46180201、46084603，浙江百

迪生物科技有限公司)；小鼠生殖性激素酶联免疫吸

附试验(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)试
剂盒(上海江莱生物科技有限公司)；兔抗转化生长

因子-β1 (TGF-β1)、Smad家族成员3(Smad3)抗体，山

羊抗兔 IgG 二抗(ab215715、ab84177、ab205718，英

国Abcam公司)；兔抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)
抗体(9880689，江苏亲科生物研究中心有限公司)。
单人双面净化工作台(SW-CJ-IF型，苏州净化设备有

限公司)；CO2培养箱(美国赛默飞世尔科技公司)；
荧光倒置显微镜(日本Olympus公司)；扫描电子显微

镜 ( 日 本 日 立 公 司)； 透 射 电 子 显 微 镜 (JEM-
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1400FLASH，日本电子株式会社)；低温高通量组织

研磨仪(Scientz-48L，宁波新芝生物科技股份有限公

司)； 全 波 长 多 功 能 微 孔 板 分 析 系 统 (Infinite 
M200PRO， 瑞 士 TECAN 公 司)； 病 理 切 片 机

(RM2016，上海徕卡仪器有限公司)；流式细胞仪

(LongCyteTM C2060，北京层浪生物科技有限公司)；
动物高压氧舱(Pro0x-820V，上海塔望智能科技有限

公司)；低压低氧动物试验舱(贵州风雷航空军械有

限责任公司)。
1.3　hUCMSCs分离、培养、鉴定与诱导分化　经解

放军联勤保障部队第 940 医院伦理委员会审批，所

有入组产妇均自愿签署知情同意书。

1.3.1　hUCMSCs 分离、培养　选择 30 例无基础疾

病、妊娠并发症、传染病、遗传病及羊水污染等高

危因素且定期产检产妇。经产妇同意，待胎盘娩出

后，在无菌条件下留取 10 cm脐带血管无迂曲扩张、

华通胶组织丰富的新鲜脐带组织，立即放入 4 ℃组

织保存液中保存并 1h内转送至生物超净工作台。立

即使用磷酸盐缓冲盐水(PBS)清洗数次，75%乙醇消

毒 10~20 s 后再次清洗 2 次，使用眼科镊及眼科剪剔

除脐带外包膜及动静脉血管，将留取的华通胶组织

剪碎后均匀贴附于 T75 细胞培养瓶底部，加入适量

完全培养基，放入37 ℃、5%的CO2培养箱中静置培

养 3 d，随后每 3天半量换液，观察组织周围贴壁细

胞生长情况，待细胞密度达 70%~80%融合时，用重

组胰蛋白酶(含 EDTA)消化 2 min，离心后 1 ml 完全

培养基重悬，以 3×103~5×103/cm2密度传代，记为第

1代细胞(P1)。
1.3.2　hUCMSCs细胞冻存及复苏　P1贴壁细胞生长

密度达 85% 以上，用重组胰蛋白酶(含 EDTA)消化，

按照重组胰蛋白酶︰完全培养基=1︰2 终止消化后

离心，加入细胞冻存液 1 ml，按细胞冻存程序降温

方式降温，再-80 ℃冻存。复苏将细胞冻存管迅速

投入预热至 37 ℃的水浴锅中，摇晃冻存管加速溶

解，时间<1min，快速放入生物超净台上，按冻存

液:完全培养基=1:10加入完全培养基，离心 5 min后

去上清，加入适量完全培养基重悬后按比例放入培

养瓶中，加入合适培养基后放入CO2培养箱中培养。

1.3.3　hUCMSCs 鉴定　选取细胞生长状态良好的

P3 hUCMSCs、重组胰酶消化离心后制成单细胞悬

液 ， 分 别 加 入 5 ul 抗 人 CD105、 CD73、 CD90、
CD29、 CD44、 CD45、 CD34、 CD19、 CD11B、
CD106、CD14、CD133、HLA-DR 单抗，小鼠 IgG1、
IgG2a为同型对照，4 ℃孵育 30 min 后行流式细胞仪

检测。

1.3.4　hUCMSCs 成骨、成脂、成软骨三系诱导分

化　分别在已加好明胶的六孔板和离心管内加入 2×

104 个细胞/cm2、(3~4)×105 个细胞/cm2 已重悬的 P3 
hUCMSCs，分别按说明说换液及观察细胞生长情

况，适时加入成骨、成脂及成软骨诱导分化培养液。

待诱导完成后按步骤分别使用茜素红、油红O及阿

利新蓝染色，显微镜下观察拍照。

1.4　小鼠卵巢损伤模型构建、分组干预及取材　

1.4.1　模型构建和分组干预　取 4 组 64 只动情周期

正常雌性小鼠适应性饲养1周后，给予0.36 mg/kg左
炔诺孕酮炔雌醚片(2 倍人体常用剂量)灌胃，使≥
80%的小鼠达动情周期同步化；除对照组外，其余3
组小鼠放入模拟海拔6500 m高原环境的低压低氧舱，

持续饲养 15 d，完成卵巢损伤模型构建。该模型构

建方法是本课题组前期实验探索所得[7-8]。

小鼠模型构建成功后第一天开始，hUCMSCs组
和 hUCMSCs+HBO组每隔 7 d，尾静脉注射 0.2 ml(1×
106个细胞)hUCMSCs 细胞悬液，共 5 次。考虑到尾

静脉注射相较于原位注射安全性更高且不易造成损

伤，采用小鼠安全剂量 0.2 ml/只(1×106个细胞)的尾

静脉多次注射方案，以克服 hUCMSCs 聚团问

题[22-24]。对照组和模型组小鼠尾静脉注射等量生理

盐水。hUCMSCs+HBO 组小鼠同时予以 HBO 干预：

高压氧舱参数设置为 15 min 压力上升至 0.12 MPa，
氧气浓度 87%±2%，持续稳定压力吸氧 60 min，随后

降压25 min；1次/d，共30 d。
1.4.2　取材　小鼠模型构建成功后 30 d 取材观察。

(1)血清。各组小鼠均使用 1% 戊巴比妥进行腹腔注

射麻醉，内眦静脉取血，离心管收集静脉血(0.5~1)
ml/只。室温静置 30 min~1 h，低速(3000~5000) rpm
离心 15 min，留取上层血清用于性激素测定，多余

血清-80 ℃保存。(2)卵巢组织。颈椎脱臼法处死小

鼠，按解剖位置沿着子宫找到双侧卵巢组织，并将

其周围组织完整剥离后，称重计算双侧卵巢指数(卵
巢指数=双侧卵巢湿重/小鼠体质量×100%)。左侧卵

巢组织使用4%多聚甲醛溶液固定、室温保存，用于

HE染色；右侧卵巢留取 2例放于电镜固定液中 4 ℃
保存，用于透射电镜检查，其余卵巢组织于-80 ℃
低温保存，用于后续实验。

1.5　观察指标　

1.5.1　小鼠体重及动情周期　小鼠出氧舱后第一天

开始，每天 8:00 观察各组小鼠阴道脱落细胞涂片，

判断动情周期。一个动情周期为4~5 d，记为一个完

整动情周期观察期，即分为 6 个时间段：分别是出

氧舱后第 1－5 d、第 6－10 d、第 11－15 d、第 16－
20 d、第 21－25 d、第 26－30 d。同时记录小鼠体重

变化情况。

1.5.2　小鼠血清性激素水平　血清性激素抗缪勒管

激素(AMH)、雌二醇(E2)、卵泡刺激素(FSH)、黄体
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生成素(LH)、孕酮(PROG)，均使用同一批ELISA试

剂盒，按照说明书进行检测。各试剂盒测定的灵敏

度分别为 0.08 ng/ml(AMH)、 0.29 pg/ml(E2)、 0.58 
mIU/ml(FSH)， 0.75 mIU/ml(LH)、 38.87 pg/ml
(PROG)。
1.5.3　HE染色观察小鼠卵巢组织病理变化及卵泡计

数　卵巢组织使用石蜡包埋法进行脱水、浸蜡、包

埋，选择卵巢组织最大面进行切片，HE染色封片后

在显微镜下观察拍照。光学显微镜下分别记录原始

卵 泡 (rimordial follicle， PF)、 生 长 卵 泡 (growing 
follicle，GF；初级卵泡+次级卵泡+窦卵泡)、成熟卵

泡 (mature follicle， MF)、 闭 锁 卵 泡 (atresic follicle，
AF)的数量。

1.5.4　Masson 染色观察小鼠卵巢组织纤维化程度　

对已固定的卵巢组织进行脱水、石蜡包埋、切片

(5 μm)，待Masson染色封片后，显微镜下观察拍照。

使用Aipathwell®软件手动圈出待测组织区域，软件自

行及人工选择纤维化阳性区域，以纤维化面积占比

判断卵巢组织间质的纤维化程度：纤维化面积占比

(%)=(Masson阳性面积/组织面积)×100%。

1.5.5　小鼠卵巢组织超微结构的透射电镜观察　电

镜固定液固定新鲜卵巢组织，PBS 漂洗，1%锇酸避

光再固定、脱水，Epon-812 纯包埋剂包埋，待样本

干燥后使用半薄固定、超薄切片，依次使用醋酸铀

染色 10~15 min、柠檬酸铅染色 1~2 min、室温下染

色，扫描观察并采图。

1.5.6　Western blotting 检测小鼠卵巢组织 TGF-β1、

Smad3 蛋白表达水平　称取 20 mg 卵巢组织(约 4 颗)
剪碎，按组织:RIPA 裂解液=1 mg:10 μl，加入 4 颗小

号匀浆珠，在已预冷完成的研磨仪中匀浆，静置

15~30 min后取上清，采用BCA法测定蛋白浓度，按

等质量计算各组上样体积。SDS-聚丙烯酰胺凝胶制

胶、上样、电泳、电转、5% 脱脂牛奶封闭 2 h、洗

膜、一抗 4 ℃摇床孵育过夜、洗膜、二抗孵育、再

次洗膜、在目的条带位置滴加1:1等体积混匀的超敏

ECL 发光液在暗室中曝光成像。最后采用 Image J 软
件分析条带灰度值，蛋白表达量以GAPDH作为内参

进行分析。

1.5.7　小鼠生育力评估　每组 6 只雌性小鼠，另选

择性成熟且正常的雄鼠 3只合笼，合笼时间为 19:00
―次日 8:00，期间为黑暗环境，合笼期间记录小鼠

体重及阴栓情况，出现阴栓的第 2 d记录为妊娠第 1
天，记录小鼠窝仔数及子代出生体重。

1.6　统计学处理　采用 SPSS 27.0 软件进行统计分

析，GraphPad Prism 9 软件作图。计量资料符合正态

分布者以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用LSD 法；非正态分布者采

用 K 个独立样本非参数检验。所有实验至少重复三

次。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　hUCMSCs培养、鉴定及诱导分化　

2.1.1　hUCMSCs 培养　原代 hUCMSCs 细胞呈梭形

生长，细胞生长状态良好，融合度达 60%~70%；将

复苏后细胞传第三代(P3)，细胞生长状态良好，约

第 3 天可铺满培养瓶瓶底，呈旋涡状可见细胞生长

(图1A-C)。
2.1.2　hUCMSCs 鉴定　取 P3 hUCMSCs，流式细胞

仪细胞表面抗原检测结果显示，CD105(99.94%)、
CD90(99.93%)、 CD73(99.97%)、 CD44(99.85%)、
CD29(99.99%)、 CD133(0.26%)、 CD106(0.45%)、
CD45(0.01%)、 CD34(0.04%)、 CD19(0.05%)、 CD14
(0.00%)、CD11B(0.13%)、HLA-DR(0.06%) (附图 1)，
均符合国际细胞治疗协会提出的MSCs鉴定标准，提

示培养细胞为高纯度的hUCMSCs，且复苏率较高。

2.1.3　hUCMSCs的诱导分化　随着成脂诱导分化时

间的延长，hUCMSCs 由梭形逐渐变圆，2 周后使用

油红 O 染色可见红色脂滴形成；成骨诱导分化 3 周

后使用茜素红染色，显微镜下可见红色钙结节形成；

成软骨诱导分化 3 周，石蜡包埋切片，阿利新蓝染

色后呈蓝色(图 1D-F)。提示培养的 hUCMSCs 具有

多向分化潜能，符合hUCMSCs特征。

2.2　各组小鼠经实验干预30 d后指标变化　

2.2.1　小鼠一般情况、体重及动情周期的变化　各

组小鼠毛发有光泽，饮食习性、活动度及灵敏度均

良好，无明显差异(附图2)。干预30 d后，与对照组

比 较 ， 模 型 组 小 鼠 体 重 明 显 降 低 (P<0.001)，
hUCMSCs组和hUCMSCs+HBO组小鼠体重差异无统

计学意义(P>0.05)；与模型组比较，hUCMSCs 组和

hUCMSCs+HBO 组 小 鼠 体 重 明 显 增 加 (P<
0.001，图2)。

小鼠正常动情周期为4~5 d。对照组小鼠动情周

期正常，模型组有 25%(4/16)的小鼠动情周期紊乱，

动情周期延长，停滞在动情间期或动情后期，部分

小鼠阴道口可见少许淡粉色分泌物。hUCMSCs组及

hUCMSCs+HBO组均恢复正常动情周期。

2.2.2　小鼠双侧卵巢湿重及卵巢指数　与对照组比

较，模型组小鼠双侧卵巢湿重及卵巢指数均明显降

低 (P<0.001)； 与 模 型 组 比 较 ， hUCMSCs 组 和

hUCMSCs+HBO 组小鼠卵巢湿重与卵巢指数均明显

增高 (P<0.001)；与 hUCMSCs 组比较， hUCMSCs+
HBO组的卵巢湿重及卵巢指数差异无统计学意义(P
>0.05，图3)。
2.2.3　小鼠血清生殖性激素水平变化　各组小鼠血
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清 AMH、E2、PROG、FSH、LH 水平比较，均差异

无统计学意义(P>0.05，图3)。

2.2.4　小鼠卵巢组织形态学改变及卵泡计数　与对

照组比较，模型组小鼠卵巢萎缩、体积缩小，部分

可见淤血区；hUCMSCs+HBO组卵巢组织体积略小。

与模型组比较，hUCMSCs组及hUCMSCs+HBO组卵

巢组织体积增大(图4A)。

HE染色结果显示，与对照组比较，模型组小鼠

卵巢组织原始卵泡数量明显减少(P<0.001)，生长卵

泡、成熟卵泡、闭锁卵泡数量差异无统计学意义(P>

0.05)，髓质中可见部分毛细血管扩张充血、可见少

许血池存下，部分纤维化组织形成。与模型组比较，

hUCMSCs组及hUCMSCs+HBO组卵泡结构正常，原

始卵泡数量明显增多(P<0.01)，生长卵泡、成熟卵

泡、闭锁卵泡数量差异无统计学意义(P>0.05)，髓质

间毛细血管正常、无扩张，组织间可见个别纤维化

(图4B、附表1)。
2.2.5　小鼠卵巢组织纤维化程度及超微结构变化　

Masson染色结果显示，与对照组比较，模型组小鼠

卵巢组织间质区域纤维化面积占比明显升高(P<
0.05)；与模型组比较，hUCMSCs 组和 hUCMSCs+
HBO 组卵巢组织内纤维化面积占比明显降低(P<
0.05，图5A)。

电镜观察显示，对照组颗粒细胞形态结构正常，

细胞核可见，染色质分布均匀，核仁明显，线粒体

形态结构正常，呈长梭形，线粒体嵴结构清晰，粗

面内质网形态结构正常，表面有核糖体颗粒附着，

高尔基体形态正常。模型组颗粒细胞形态异常，细

胞核呈椭圆形，核仁明显，核周隙轻度增宽，包浆

内线粒体肿胀明显，线粒体嵴溶解断裂，基质大量

丢失，粗面内质网扩张，扁平囊结构间隙增宽，高

尔基体部分扩张。hUCMSCs组颗粒细胞形态结构轻

度异常，细胞核呈椭圆形或不规则形，少量异染色

质边集，核仁明显，胞浆中极少数线粒体轻微肿胀，

基质电子密度不均匀，外膜破裂，粗面内质网结构

较正常高尔基体形态正常。hUCMSCs+HBO 组颗粒

细胞形态结构轻度异常，细胞核呈类椭圆形，少量

异染色质边集，胞浆中少数线粒体轻微肿胀，基质

电子密度不均匀，粗面内质网少许扩张(图5B)。
2.2.6　小鼠卵巢组织 TGF-β1、Smad3 蛋白表达水

平　Western Blotting 检测结果显示，与对照组比较，

模型组小鼠卵巢组织TGF-β1表达水平降低(P<0.01)，
Smad3蛋白表达水平差异无统计学意义(P>0.05)；与

图1　人脐带间充质干细胞(hUCMSCs)形态及其诱导分化

Fig.1　Cell morphology and induced differentiation of hUCMSCs
A. 原代细胞贴壁生长情况；B. 原代细胞形态；C. 原代细胞复苏后第三代(P3)生长情况；D. 成脂诱导分化；E. 成骨诱导分化；F. 成软

骨诱导分化

图2　各组小鼠体重比较

Fig.2　Comparison of body mass of mice in each group
与对照组比较，***P<0.001；与模型组比较，###P<0.001。hUC‐

MSCs. 人脐带间充质干细胞；HBO. 高压氧
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图3　各组小鼠卵巢湿重、卵巢指数、生殖性激素水平比较

Fig.3　Changes of ovary wet weight, ovary index and reproductive hormone levels in each group of mice
***P<0.001

图4　各组小鼠卵巢大体观和左侧卵巢组织各级卵泡数量

Fig.4　Gross view ovarian and the number of follicles at all levels in the left ovarian tissue of mice in each group
A. 卵巢大体观；B. HE染色及各级卵泡数量。**P<0.01，***P<0.001
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模型组比较，hUCMSCs组TGF-β1、Smad3蛋白表达

水平差异无计学意义(P>0.05)，hUCMSCs+HBO 组

TGF-β1、Smad3蛋白表达水平明显增高(P<0.01或P<

0.001)；与 hUCMSCs 组比较， hUCMSCs+HBO 组

TGF-β1、Smad3 蛋白表达水平均明显增高(P<0.05 或

P<0.001，图6)。

2.2.7　小鼠生育力评估及子代一般情况　与对照组

比较，模型组小鼠窝仔数明显减少[9.0±1.4 v.s. 6.5±1.0

(个)，P<0.01]，且模型组小鼠出生的部分子代体重

更轻，子代生长稍缓慢，部分子代出现臀背部脱毛

情况(附图 2)。与模型组比较，hUCMSCs 组小鼠窝

仔数差异无统计学意义[8.0±0.9 v.s. 6.5±1.0(个)，P>

0.05]，hUCMSCs+HBO 组小鼠窝仔数明显增多[8.5±

1.0 v.s. 6.5±1.0(个)，P<0.05]，子代小鼠出生体重、饮

图5　各组小鼠卵巢组织纤维化情况及超微结构 (n=10)
Fig.5　Masson staining, and ultrastructure of ovarian tissue of mice in each group

A. Masson染色及纤维化面积占比；B. 超微结构(电镜观察)。***P<0.001。N. 细胞核；No. 核仁；M. 线粒体；RER. 粗面内质网；GB示

高尔基体；LD. 脂滴

图6　各组小鼠卵巢组织TGF-β1、Smad3蛋白表达情况(Western blotting)
Fig.6　Expression of TGF-β1 and Smad3 in ovarian tissue of mice in each group (Western blotting)

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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食习性、反应灵敏度及活动无明显差异。与

hUCMSCs组比较，hUCMSCs+HBO组小鼠窝仔数差

异无统计学意义(P>0.05，附图3)。

3　讨　　论

急性高原环境可造成肠系膜上动脉 (superior 
mesenteric artery，SMA)血流动力学改变和肠黏膜屏

障损伤[25-26]；与简单鼻导管给氧比较，HBO 干预可

更有效地缓解损伤。此外，在糖尿病足溃疡、一氧

化碳中毒、脑梗死、神经退行性疾病等多种疾病治

疗中[27-28]，HBO 均可改善组织缺血缺氧。因而，

HBO在临床治疗中值得进一步探索。

当人体急进高原缺氧环境时，体内肺泡O2与肺

动脉血中 CO2交换速率降低，导致体内供氧不足。

而卵巢髓质血管丰富、皮质对缺氧敏感性较高。因

此，缺氧也将影响女性卵巢储备功能及生育力[29]。

为进一步探索高原缺氧与卵巢功能之间的关系，我

们前期通过模拟海拔 6500 m高原低压低氧环境持续

饲养小鼠15 d，发现小鼠出现卵巢损伤及激素紊乱。

本研究采用同样方法构建雌性小鼠卵巢组织缺氧损

伤模型，观察了 hUCMSCs 和 HBO 治疗对小鼠受损

卵巢组织的修复作用及其潜在机制。

本课题组的前期研究显示，hUCMSCs单一及联

合HBO干预 15 d后，小鼠生活习性、体重、卵巢指

数、激素水平、卵巢结构、卵泡数量均比模型组明

显好转，且联合干预较单一干预的效果更好，但联

合干预组与对照组仍有一定差距[30]。高原环境下的

卵巢损伤多因急性缺氧导致，及时予以 HBO 及

hUCMSCs干预后有明显改善效果。为进一步观察该

干预效果是否随着时间延长出现正向作用，本研究

进一步观察了hUCMSCs及联合HBO干预30 d，发现

单一和联合干预组的激素水平与对照组比较相无明

显差异，但卵巢组织病理及超微结构均有显著改善。

相比单一hUCMSCs干预，hUCMSCs+HBO联合干预

后小鼠性激素恢复与卵巢组织修复上更为显著。这

提示对于模拟高原环境诱导的小鼠卵巢组织损伤，

hUCMSCs单一及联合HBO干预时间延长至30 d均有

一定的修复作用，其中联合 HBO 的修复效果略突

出。这与既往研究结果一致[31]。尽管延长干预时间

有修复作用，但 HBO 及 hUCMSCs 干预成本高、费

用昂贵，因此，未来需进一步探究最佳干预时间

节点。

在急性缺氧状态下，氧化应激会产生大量活性

氧(ROS)并破坏机体 ROS 平衡，造成大量 ROS 堆

积[32]。而特定条件如 PH 改变、活性氧 ROS 堆积及

辐射等可激活转化生长因子-β(TGF-β)信号转导。本

课题组前期研究及本研究中，联合干预 15 d 及 30 d

的TGF-β1和 Smad3蛋白表达水平均明显升高，这可

能是由于小鼠急进缺氧环境造成卵巢组织损伤，引

起机体ROS异常堆积，进而激活了TGF-β1/Smad3信

号通路。在小鼠卵巢组织损伤模型构建完成后，立

即退出低压低氧舱并给予 hUCMSCs 及 HBO 保护性

干预，可迅速缓解缺血缺氧，可能进一步促进了

TGF-β1和Smad3蛋白表达。

TGF-β 超家族配体不仅是哺乳动物卵泡生长发

育的关键调节因子，还与组织纤维化有关联[33]。组

织纤维化是由细胞外基质(ECM)蛋白过度沉积或紊

乱沉积引起，其形成与肾素-血管紧张素系统、炎症

和氧化应激，TGF-β/Smad、Wnt/β-catenin 信号转导

和脂质代谢等密切相关[34-39]。同样，纤维化形成也

可导致卵巢疾病发生。有研究显示，hUCMSCs可通

过抑制TGF-β1/Smad3信号通路，减少卵巢组织纤维

化形成，提高大鼠生育力[40-41]。然而，本研究结果

显示，尽管 hUCMSCs 及联合 HBO 干预后小鼠卵巢

组织TGF-β1和 Smad3蛋白表达明显增高，但纤维化

程度较模型组明显降低；究其原因，可能是高原低

压低氧环境造成组织缺血缺氧，进而激活缺氧诱导

因子 -1α(hypoxia-inducible factor-1α，HIF-1α)刺激上

皮-间质转换，促进纤维化形成[42-43]。联合HBO干预

可通过高浓度氧气吸入快速打破机体缺血缺氧状态，

抑制纤维化；而 hUCMSCs 还可促进血管生成。因

此，hUCMSCs 联合 HBO 干预对卵巢组织损伤的修

复作用，相比单一 hUCMSCs 干预效果更佳。此前，

苗竹林等[44]发现，TGF-β1参与卵泡的生长发育及闭

锁卵泡的调控，主要通过 Smad2和 Smad3信号转导。

从原始卵泡到窦早期卵泡中持续表达，通常以自分

泌及旁分泌形式协调卵泡从原始阶段到排卵的生长

发育和黄体形成的全过程；若窦前卵泡对FSH刺激

反应能力降低，可导致卵巢反应性低下及卵泡发育

异常[45-47]。本研究显示，经hUCMSCs及联合HBO干

预后，小鼠卵巢组织内生长卵泡显著升高、闭锁卵

泡减少，TGF-β1/Smad3蛋白表达显著升高。由此推

测，TGF-β1/Smad3信号通路可能与卵泡的生长发育

有直接关联。卵泡是卵巢的功能单位，其生长发育、

成熟及优势卵泡的选择均与垂体分泌的 FSH 相关。

研究显示，FSH 可增强 TGF-β表达，促进黄体酮生

成及 LH 受体表达，提高排卵前卵泡存活率。若

TGF-β和 FSH 失衡，可能导致 PI3K/Akt 通路异常，

增加闭锁卵泡数目，降低生育力[48]。本研究结果显

示，hUCMSCs 及联合 HBO 干预后小鼠性激素水平

与对照组无明显差异，提示下丘脑-垂体-卵巢轴性腺

激素分泌良好，这可快速提升TGF-β/Smad3蛋白表

达及FSH水平，减少闭锁卵泡数量并促进卵泡生长

发育。
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正常激素分泌是恢复动情周期的前提，也是子

宫内膜周期性改变的先决条件，优势卵泡的排出是

妊娠的基础；可通过改善两者情况提高小鼠生育力。

本研究显示，干预组子代小鼠的生活习性与对照组

无明显差异，且与前期研究干预 15 d 相比，子代小

鼠背部脱毛减少，暂未发现安全性问题。Park 等[20]

在 hBM-MSCs 干预的 POI 小鼠子代中也未发现人类

DNA 的存在。因此，hUCMSCs 及联合 HBO 干预有

望成为未来治疗POI患者的潜在方案[49]。

综上，本研究进一步延长干预时间发现，对模

拟高原低氧环境引起的小鼠卵巢功能损伤，采用

hUCMSCs 联合 HBO 干预，相比单一 hUCMSCs 干
预，可减少组织纤维化形成，上调TGF-β1/Smad3信

号通路，促进卵泡生长发育，提高生育力，且未见

明显的安全性问题。未来需要聚焦于最佳干预时间

窗的探索，同时结合蛋白质组学及代谢组学技术，

探究 hUCMSCs 联合 HBO 协同作用的生物学机制，

推动该联合疗法从基础研究向临床转化，以期为高

原地区女性的生殖健康保护提供新方案。

【附加材料】

附 图 1－3 及 附 表 1 见 https://dx. doi. org/
10.11855/j.issn.0577-7402.2600.2026.0708FJ。
请扫描右方二维码获取。
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