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过继转移过表达 Pellino-1 的调节性 T 细胞对自身免疫性早发性卵巢功能 
不全小鼠卵巢功能的修复作用

卓爱萍，王 袁，杨雨涛，谢嘉欣，高 萌，付霞霏*

南方医科大学珠江医院妇产科，广州 510220

［摘要］ 目的 探讨过继转移过表达 Pellino-1（Peli1）的调节性 T 细胞（Treg 细胞）对自身免疫性早发性卵巢

功能不全（POI）小鼠的卵巢功能是否有修复作用，以及对其免疫功能是否具有调控作用。方法 采用透明带 3 多肽

（pZP3）构建自身免疫性 POI 小鼠模型，将构建的过表达 Peli1 的慢病毒载体（LV-Peli1）转染至 Treg 细胞，最后将过

表达 Peli1 的 Treg 细胞过继转移到模型小鼠体内。将 POI 模型小鼠随机分为 4 组（n＝5），分别为 LV-Peli1-POI 组（过

继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞）、LV-POI 组（过继转移转染慢病毒空载体的 Treg 细胞）、Treg-POI 组（过继转移

未经任何处理的 Treg 细胞）、POI 模型组（经尾静脉注射等体积 PBS）。采用 H-E 染色观察各组卵巢结构并行各级卵

泡计数，免疫组织化学染色检测卵巢组织增殖蛋白 Ki-67 表达及 CD3＋ T 淋巴细胞水平，TUNEL 法检测卵巢颗粒细胞

凋亡情况，ELISA 法检测各组小鼠血清卵巢激素促卵泡激素（FSH）、雌二醇（E2）及细胞免疫因子 IL-10、TGF-β 的

表达水平，考察过表达 Peli1 对自身免疫性 POI 的作用。结果 与 LV-POI 组、Treg-POI 组及 POI 模型组相比，LV-Peli1-
POI 组中始基卵泡、初级卵泡、次级卵泡、成熟卵泡的数目均增加，Ki-67 表达增高，卵巢颗粒细胞凋亡减少，FSH 表达

水平下降，E2 表达水平升高（P＜0.05，P＜0.01）；LV-Peli1-POI 组的 CD3＋ T 淋巴细胞的数量减少，IL-10 和 TGF-β 表

达水平升高（P＜0.05，P＜0.01）。结论 过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞可有效促进 POI 小鼠卵巢颗粒细胞增殖、

抑制其凋亡，同时改善 POI 小鼠的卵巢内分泌功能和调节免疫功能，对自身免疫性 POI 有一定的修复作用。
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Repairing effect of adoptive transfer of regulatory T cells overexpressing Pellino-1 on ovarian function of mice 
with autoimmune premature ovarian insufficiency
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［ Abstract ］ Objective To investigate whether adoptive transfer of regulatory T cells (Treg cells) overexpressing 
Pellino-1 (Peli1) can repair the ovarian function of mice with autoimmune premature ovarian insufficiency (POI) and 
regulate its immune function. Methods The autoimmune POI mouse model was constructed using zona pellucida 3 
peptide (pZP3), and the lentiviral vector overexpressing Peli1 (LV-Peli1) was constructed. Then LV-Peli1 was transfected 
into Treg cells, and finally the Treg cells overexpressing Peli1 were adoptively transferred into the model mice. The POI 
model mice were randomly divided into 4 groups (5 in each group), namely, LV-Peli1-POI group (Treg cells overexpressing 
Peli1 were adoptively transferred to POI mice), LV-POI group (Treg cells transfected with empty-vector lentivirus were 
adoptively transferred to POI mice), Treg-POI group (Treg cells without any treatment were adoptively transferred to POI 
mice) and POI model group (an equal volume of phosphate-buffered saline was injected into POI mice via the tail vein). 
Hematoxylin-eosin staining was used to observe the ovarian structures and follicle counts at various stages of mice in each 
group. Immunohistochemical staining was used to detect the levels of proliferation protein Ki-67 and CD3＋ T lymphocytes 
in ovarian tissue, and terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling assay was used to detect 
the apoptosis of granulosa cells in ovarian. Enzyme-linked immunosorbent assay was used to detect the expression levels 
of serum ovarian hormones follicle-stimulating hormone (FSH), estradial (E2), and cellular immune factors interleukin 10 
(IL-10) and transforming growth factor β (TGF-β) in mice in each group, so as to explore the effect of Peli1 overexpression 
on autoimmune POI. Results Compared with the LV-POI group, Treg-POI group and POI model group, the numbers of 
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primordial follicles, primary follicles, secondary follicles and mature follicles were significantly increased, the expression of 
Ki-67 was significantly increased, the apoptosis of ovarian granulosa cells was significantly reduced, the expression level of 
FSH was decreased, and the expression level of E2 was significanly increased in the LV-Peli1-POI group (P＜0.05, P＜0.01). 
The level of CD3＋ T lymphocytes in the LV-Peli1-POI group was significantly decreased, and the expression levels of  
IL-10 and TGF-β were significantly increased (P＜0.05, P＜0.01). Conclusion Adoptive transfer of Treg cells 
overexpressing Peli1 can effectively promote the proliferation of POI ovarian granulosa cells of mice and inhibit their 
apoptosis. At the same time, it can improve the ovarian endocrine function and regulate immune function in POI mice, thereby 
producing a certain repairing effect on autoimmune POI.

［ Key words ］ autoimmune premature ovarian insufficiency; Pellino-1; regulatory T-lymphocytes; granulosa cell; 
autoimmune oophoritis

［Acad J Naval Med Univ, 2023, 44(4): 409-417］

早 发 性 卵 巢 功 能 不 全（premature ovarian 
insufficiency，POI）是妇科内分泌领域的常见疾

病，在一般人群中的发病率为 1%～3%，且近年

来呈逐渐上升趋势［1］。根据欧洲人类生殖与胚 
胎学会（European Society for Human Reproduction 
and Embryology，ESHRE）的标准，当年龄＜40 岁 
的女性闭经或月经稀发至少 4 个月且间隔 4 周

以上检测的 2 次促卵泡激素（follicle-stimulating 
hormone，FSH）水平升高（FSH＞25 IU/L）可诊

断为 POI［2］。POI 临床表现为女性在 40 岁之前出

现闭经、不孕、性欲下降、潮热等一系列卵巢功能

衰竭症状，其激素水平表现为低雌激素和高促性腺

激素等［3］。研究发现 POI 由多种病因及复杂机制

引起，包括特发性、遗传性、自身免疫性、医源性

及环境性等因素，其中免疫性因素占 5%～30%［4］，

且约 20% 的 POI 患者伴随其他自身免疫病，如自

身免疫性甲状腺炎、肾上腺自身免疫病、自身免疫

性多腺综合征等［5］。

自身免疫性 POI 与 T 淋巴细胞调节的细胞免疫

异常密切相关［6］，而 T 淋巴细胞亚群失衡是其免疫

异常及激素减退症状的主要原因，其中具有免疫抑

制功能的调节性T细胞（regulatory T cell，Treg细胞）

在促进免疫耐受及维持免疫稳态中起至关重要的作

用。研究表明，自身免疫性 POI 中 Treg 细胞及其分

泌的细胞因子 IL-10、TGF-β 水平降低［7］，提示 Treg
细胞可能在自身免疫性 POI 的发生、发展中发挥重

要作用。目前 Treg 细胞疗法被认为是自身免疫病的

潜在治疗方法，过继转移 CD4＋CD25＋ Treg 细胞可

部分修复胸腺切除术诱导的POI小鼠的卵巢损伤［8］。 
但单纯的 Treg 细胞疗法可能不足以诱导免疫耐受

而无法作为单一的治疗剂。基因编辑技术可快速有

效地产生遗传改变，从而改善 Treg 细胞的稳定性

及增殖能力，故有必要进一步探索 Treg 细胞具体

的治疗靶点以指导 POI 的治疗。本课题组发现了 
1 个与 Treg 细胞免疫抑制功能密切相关的基因，即

Pellino-1（Peli1）基因，它是一种免疫耐受中关键

的 E3 泛素化连接酶，在调控细胞坏死、细胞凋亡、

免疫细胞的激活与分化等方面发挥着重要作用。此

外，Peli1 在自身免疫性 POI 小鼠模型和患者中低表

达，其可能与自身免疫性 POI 的发病有关［9］。

Peli1 可介导靶蛋白泛素化，而泛素化是调节

Treg 细胞活化的重要机制［10］。研究发现，缺失

Peli1 的小鼠胸腺和外周血中 Treg 细胞数量减少，

TGF-β 表达降低，其 T 淋巴细胞免疫抑制功能减 
弱［11］，这表明 Peli1 可能通过调控 Treg 细胞的生

物学特性发挥免疫抑制功能，两者在发挥免疫抑

制功能方面具有协同作用。透明带 3 多肽（zona 
pellucida 3 peptide，pZP3）是卵巢特异性糖蛋白

抗原，与卵巢功能改变及卵泡耗竭相关，可导致卵

巢自身免疫病。本实验采用 pZP3 构建自身免疫性

POI 小鼠模型，考察 Peli1 是否对自身免疫性 POI
有调节功能，探讨过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细

胞对自身免疫性 POI 的卵巢内分泌功能是否具有修

复作用及对其免疫功能是否具有调控作用，以期为

POI 治疗提供更多理论依据。

1 材料和方法

1.1 动物 清洁级雌性 BALB/c 小鼠，7～8 周龄，

体重 18～22 g，购自南方医科大学实验动物中心，

实验动物生产许可证号为 SCXK（粤）2018-0034。
所有动物均在标准条件下饲养，即温度（24±1）℃， 
湿度 45%～55%，光照 12 h，自由摄食、饮水。每

天早上 8:00－9:00 进行阴道涂片，实验前均经阴道

脱落细胞涂片筛查提示动情周期正常。本研究获得
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南方医科大学珠江医院实验动物伦理委员会批准

（2020A1515010205）。

1.2 试剂及仪器 pZP3（中国广州杰特伟生物

科技有限公司）；小鼠 CD3e、CD28 抗体（美

国 eBioscience 公司）；过表达 Peli1 的慢病毒

（lentiviral，LV）载体（LV-Peli1）、空载对照

LV、聚凝胺（苏州吉玛基因股份有限公司）；

Peli1 抗体（英国 Abcam 公司）；小鼠 FSH、雌二

醇（estradial，E2）、IL-10、TGF-β ELISA 检测试

剂盒（杭州联科生物技术股份有限公司）；Treg
细胞分选试剂盒、EasySep 缓冲液（德国 Miltenyi 
Biotec 公司）；荧光倒置显微镜（德国 Zeiss 公
司）；β- 巯基乙醇（美国 Gibco 公司）；MEM-
非必需氨基酸（江苏恩莫阿赛生物技术有限公

司）；IL-2（美国 PeproTech 公司）；完全弗式佐

剂（complete Freund’s adjuvant，CFA）及不完全

弗 式 佐 剂（incomplete Freund’s adjuvant，IFA）

（美国 Sigma 公司）；柠檬酸盐缓冲液、3% H2O2

（山东永进生物科技有限公司）；兔源 Ki-67 多

克隆抗体、CD3 多克隆抗体及山羊抗兔 IgG（江

苏碧云天生物技术研究所）；Leica DM2500 明

场正置显微镜和成像系统（德国 Lecia 公司）；

TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒（武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司）；DAPI 及抗荧光衰减密封剂 
（北京索莱宝科技有限公司）；Ti2-E 尼康高内涵

荧光显微镜（日本 Nikon 公司）。

1.3 自身免疫性 POI 小鼠模型的构建与分组 pZP3 
（氨基酸序列 NSSSSQFIHGPR）以 1 mg/mL 的质

量浓度溶解于蒸馏水，经超滤除菌后，将pZP3 溶液

乳化成等体积的 CFA 和 IFA。在小鼠后足和腹部皮

下注射含 0.5 mg/mL pZP3 的 CFA 乳剂 0.15 mL， 
2 周后在相同部位第 2 次皮下注射含 0.5 mg/mL 
pZP3 的 IFA 乳剂 0.15 mL。第 2 次免疫开始后每天

进行阴道涂片以监测小鼠动情周期的变化，6 周后

大多数 POI 小鼠出现动情周期不规则或延长，表明

POI 小鼠模型建立成功。

将 POI 模型小鼠分为 4 组（n＝5），分别为

LV-Peli1-POI 组（过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细

胞）、LV-POI 组（过继转移转染慢病毒空载体的

Treg 细胞）、Treg-POI 组（过继转移未经任何处

理的 Treg 细胞）、POI 模型组（经尾静脉注射等

体积 PBS）。

1.4 小鼠脾脏 Treg 细胞的分选及扩增 将小鼠放

入清洁的容器内，缓慢注入二氧化碳，以二氧化碳

吸入窒息法处死小鼠。在无菌条件下摘取正常小

鼠的脾脏，用 PBS 冲洗，在 EasySep 缓冲液中研磨

制备脾细胞悬液，悬液经小鼠 CD4＋CD25＋ Treg 细

胞分选试剂盒分选后获得 Treg 细胞，加入 5 µg/mL 
CD3e 抗体、4 µg/mL CD28 抗体及 100 IU/mL IL-2， 
于 37 ℃孵育培养 72 h。
1.5 LV-Peli1 转染 Treg 细胞并过继转移至 POI 模

型小鼠 由苏州吉玛基因股份有限公司采用分子生

物学方法完成 LV-Peli1 的体外构建。Treg 细胞接种

至 24 孔板，计算并加入感染复数（multiplicity of 
infection，MOI）为 100 的病毒液，再加入 4 μg/mL 
聚凝胺，置于 37 ℃培养箱中孵育；24 h 后更换为

不含病毒液的完全培养基，继续培养；转染 96 h 后

于荧光倒置显微镜下观察荧光蛋白表达情况。根据

1.3 节分组，将 Treg 细胞或等体积 PBS 经尾静脉注

射到 POI 模型小鼠体内。

1.6 H-E 染色观察各组小鼠卵巢结构并进行卵泡

计数 取小鼠卵巢，用 4% 多聚甲醛溶液固定 24 h
后进行石蜡包埋，连续切片，厚度为 4 μm；每隔

10 张片子选取 1 张，每组选择 5 张，用 H-E 法染色

后在光学显微镜下观察卵巢结构并进行各级卵泡（始

基卵泡、初级卵泡、次级卵泡、成熟卵泡）计数。

1.7 TUNEL 实验检测小鼠卵巢组织颗粒细胞凋亡

情况 将卵巢组织石蜡切片进行二甲苯脱蜡、梯

度乙醇水化，按 TUNEL 细胞凋亡检测试剂盒说明

书操作，首先配制蛋白酶 K 工作液覆盖各组切片

组织进行反应，然后制备末端脱氧核苷酸转移酶

（terminal deoxynucleotidyl transferase，TdT）反应 
液进行标记及复染。用 PBS 洗涤 3 次，用 DAPI 复
染细胞核 5 min，然后再用含抗荧光淬灭剂的封片

剂进行封片。在荧光显微镜下观察，其中绿色荧光

代表阳性染色，为凋亡信号。

1.8 ELISA 法 检 测 小 鼠 血 清 FSH、E2、IL-10 及

TGF-β 的表达水平 收集各组小鼠血样，900×g 离

心 15 min 获取血清，用 ELISA 检测试剂盒检测血

清卵巢激素 FSH、E2 以及炎症因子 IL-10、TGF-β

的表达水平，绘制标准曲线。

1.9 免疫组织化学染色检测小鼠卵巢组织增殖蛋

白 Ki-67 表达及 CD3＋ T 淋巴细胞水平 经石蜡包

埋的卵巢组织切片进行二甲苯脱蜡、浓度梯度乙
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醇水化和柠檬酸钠缓冲液抗原修复，用 3% H2O2 阻

断内源性过氧化物酶活性，后用 5% 牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）封闭剂进行封闭，

兔源 Ki-67 多克隆抗体和山羊血清按 1 ∶ 1 000
配液后于 4 ℃湿盒孵育过夜。加入用山羊血清以

1 ∶ 500 配制的 HRP 标记的山羊抗兔 IgG 溶液， 
37 ℃孵育 1 h。现配现用 DAB 显色液，观察免疫

反应及组织着色情况，苏木精复染组织后用中性树

胶封片。用 Leica DM2500 明场正置显微镜和成像

系统进行阅片，观察 Ki-67 表达水平。免疫组织化

学染色检测 CD3＋ T 淋巴细胞步骤同前述。

1.10 统计学处理 应用 SPSS 20.0 软件进行统计

学分析，GraphPad Prism 8.4 软件绘制统计图表。

计量资料以 x±s 表示，多组间比较用单因素方差

分析。若方差齐性，组间两两比较采用SNK 检验；

若方差不齐，组间两两比较采用 Dunnett’s T3 检验。 
检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 Treg 细胞体外扩增、转染情况 经 Treg 细胞

分选试剂盒分选获得 Treg 细胞，光镜下原代 Treg
细胞呈均质、透亮、小圆形细胞，边缘清晰。扩增

培养 72 h 及 LV-Peli1 转染 96 h 后采用荧光倒置显

微镜在明视野下观察 Treg 细胞，其细胞形态无明

显变化。暗视野观察 Treg 细胞蛋白荧光表达情况

并计算不同 MOI 下慢病毒载体转染率，确定最佳

MOI 为 100，转染率为 89%。

2.2 过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞可有效修

复自身免疫性 POI 小鼠的卵巢功能

2.2.1 各组卵巢组织结构及各级卵泡计数 对各组 
卵巢组织进行 H-E 染色，显微镜下观察、比较各组

卵巢组织结构并行各级卵泡计数。POI 模型组小鼠

可见卵巢结构紊乱，体积缩小，总卵泡数量减少；

LV-Peli1-POI 组小鼠卵巢体积及总卵泡数量（P＜ 

0.01）均较 POI 模型组增加（图 1A、1B）；LV-POI 
组及 Treg-POI 组情况介于上述两组之间。LV-Peli1-
POI 组的始基卵泡数、初级卵泡数均较其他 3 组增

加（P＜0.05，P＜0.01；图 1C、1D），LV-Peli1-POI 
组的次级卵泡数多于 LV-POI 组、POI 模型组（P＜ 

0.05，P＜0.01；图 1E），LV-Peli1-POI 组的成熟卵 
泡数多于 Treg-POI 组和 POI 模型组（P＜0.05，P＜ 

0.01；图 1F）。结果表明，过继转移过表达 Peli1 的 
Treg 细胞可一定程度上促进自身免疫性 POI 小鼠

卵巢结构的恢复。

图 1 各组小鼠卵巢结构及各级卵泡计数

Fig 1 Ovarian structure and follicle counts at various stages of mice in each group
A: Histology images of ovarian tissue sections in each group following hematoxylin-eosin staining; B-F: The counts of follicles 

per section at various stages in the ovaries. LV-Peli1-POI group: Regulatory T (Treg) cells overexpressing Pellino-1 (Peli1) were 

adoptively transferred to premature ovarian insufficiency (POI) mice; LV-POI group: Treg cells transfected with empty-vector 

lentivirus (LV) were adoptively transferred to POI mice; Treg-POI group: Treg cells without any treatment were adoptively transferred 

to POI mice; POI group: An equal volume of phosphate-buffered saline was injected into POI mice via the tail vein. *P＜0.05, **P＜0.01. 

n＝5, x±s. 
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2.2.2 卵巢组织颗粒细胞增殖及凋亡情况 免疫

组织化学染色结果显示，与 LV-POI 组、Treg-POI
组 和 POI 模 型 组 比 较，LV-Peli1-POI 组 中 Ki-67
的表达增加（图 2A）。TUNEL 实验结果显示， 

LV-Peli1-POI 组中绿色荧光减少，即颗粒细胞凋亡

减少（图 2B）。结果表明，过继转移过表达 Peli1
的 Treg 细胞可促进自身免疫性 POI 小鼠的卵巢颗

粒细胞增殖，抑制其凋亡。

图 2 小鼠卵巢组织中颗粒细胞的增殖及凋亡情况

Fig 2 Proliferation and apoptosis of granulosa cells in ovarian tissue of mice
A: Immunohistochemical staining of the expression levels of Ki-67 in granulosa cells, expressed by the number and depth of brown 

granules; B: Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling analysis of apoptosis levels of ovarian 

granulosa cells, expressed by the intensity of green fluorescence. LV-Peli1-POI group: Regulatory T (Treg) cells overexpressing 

Pellino-1 (Peli1) were adoptively transferred to premature ovarian insufficiency (POI) mice; LV-POI group: Treg cells transfected 

with empty-vector lentivirus (LV) were adoptively transferred to POI mice; Treg-POI group: Treg cells without any treatment were 

adoptively transferred to POI mice; POI group: An equal volume of phosphate-buffered saline was injected into POI mice via the tail 

vein. DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole; FITC: Fluorescein isothiocyanate.

2.2.3 ELISA 法检测各组小鼠血清中 FSH 和 E2 表

达水平 ELISA 结果显示，LV-Peli1-POI 组卵巢激

素 FSH 的表达水平为（4.07±0.87）ng/mL，低于

LV-POI 组［（7.57±1.76）ng/mL］、Treg-POI 组

［（6.98±1.34）ng/mL］和 POI 模型组［（11.33± 

2.16）ng/mL］（P＜0.05，P＜0.01)；LV-Peli1-POI
组 E2 的 表 达 水 平 为（78.44±9.23） pmol/L，高

于 LV-POI 组［（67.75±5.62）pmol/L］、Treg-POI 
组［（62.84±6.86）pmol/L］和POI模型组［（47.05± 

4.09）pmol/L］（P＜0.05，P＜0.01）。结果表明，

过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞可改善自身免疫

POI 小鼠的内分泌功能。

2.3 过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞可抑制自

身免疫性 POI 小鼠的自身免疫性炎症反应

2.3.1 各组小鼠血清IL-10及TGF-β的表达水平 ELISA 
检测结果显示，LV-Peli1-POI 组的 IL-10 表达水平

为（0.89±0.09）ng/mL，高于 LV-POI 组［（0.72± 

0.04）ng/mL］、Treg-POI 组［（0.72±0.05）ng/mL］ 
和 POI 模型组［（0.61±0.05）ng/mL］（P＜0.05， 
P＜0.01）；LV-Peli1-POI 组的 TGF-β 表达水平为

（2.13±0.13）ng/mL， 高 于 LV-POI 组［（1.76± 

0.10）ng/mL］、Treg-POI 组［（1.85±0.09）ng/mL］ 

第 4 期．卓爱萍，等．过继转移过表达Pellino-1 的调节性T细胞对自身免疫性早发性卵巢功能不全小鼠卵巢功能的修复作用



海军军医大学学报　   2023 年 4 月，第 44 卷· 414 ·

3 讨 论

POI 最大的危害是会导致育龄妇女丧失生育能

力，影响生殖健康。此外，POI 还可增加患心血管

疾病、自身免疫病、骨质疏松等的风险，并可引发

认知功能障碍、情绪障碍、抑郁、焦虑等一系列心

理和社会问题［12］。自身免疫性 POI 的治疗可应用

激素替代治疗缓解激素缺乏导致的围绝经期症状，

但该疗法无法逆转卵巢结构和功能的损伤，因而不

能从根本上解决 POI 患者的生育问题［13］。免疫治

疗可能对于自身免疫性 POI 有一定效果，但目前尚

不成熟，不能逆转疾病的进展，且可能导致库欣综

合征、膝关节坏死等一系列严重并发症［14］。目前，

辅助生殖技术是解决 POI 患者生育问题的主要方

法，包括体外受精 -胚胎移植、卵子捐赠等。然而

受多种因素的影响，胚胎移植的成功率并不高，卵

子捐赠在我国法律上也不允许，存在伦理学问题。

因此，辅助生殖技术也不能从根本上解决 POI 患者

的生育问题，仍需深入探讨自身免疫性 POI 的具体

机制、寻找新的治疗靶点，提高其治疗有效性，改

善女性生殖健康。本研究结果发现，过继转移过表

达 Peli1 的 Treg 细胞可有效促进 POI 小鼠卵巢组织

颗粒细胞增殖并抑制其凋亡，同时改善卵巢内分泌

功能和调节免疫功能，从而对自身免疫性 POI 产生

一定的修复及治疗作用。

自身免疫性 POI 存在细胞免疫及体液免疫反应

受损，与自身免疫系统失调有着密切联系，但其发

病机制尚未明确。自身免疫攻击的主要靶点是类固

醇生成细胞，而自身免疫性 POI 患者体内可检测出

抗卵巢抗体、抗透明带抗体、抗促性腺激素抗体等

自身抗体［4］。此外，淋巴细胞性卵巢炎是自身免疫

性 POI 的病理生理学基础之一，免疫组织化学染色

主要检测 T 淋巴细胞浸润，也包括 B 淋巴细胞、自

然杀伤细胞、巨噬细胞和浆细胞等［15］。T 淋巴细

胞亚群改变和 T 淋巴细胞介导的损伤可能是自身免

疫性 POI 的发生机制。T 淋巴细胞亚群包括细胞毒

性 T 淋巴细胞、Treg 细胞及辅助性 T 细胞等，其中

Treg 细胞具有免疫抑制功能，能促进人体对自身免

疫系统的免疫耐受，在限制过度免疫反应和维持免

疫系统稳态的过程中起至关重要的作用［16］。研究

图 3 免疫组织化学染色检测小鼠卵巢组织中 CD3＋ T 淋巴细胞的水平

Fig 3 Levels of CD3＋ T lymphocytes in mice ovarian tissue detected by immunohistochemical staining
LV-Peli1-POI group: Regulatory T (Treg) cells overexpressing Pellino-1 (Peli1) were adoptively transferred to premature ovarian 

insufficiency (POI) mice; LV-POI group: Treg cells transfected with empty-vector lentivirus (LV) were adoptively transferred to POI 

mice; Treg-POI group: Treg cells without any treatment were adoptively transferred to POI mice; POI group: An equal volume of 

phosphate-buffered saline was injected into POI mice via the tail vein. The overall pictures and the local detail pictures of the red 

boxes are shown in the figure. The number and depth of brown-yellow particles indicate the expression level of positive cells. 

和POI模型组［（1.23±0.14）ng/mL］（P均＜0.01）。
结果表明过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞后小鼠

血清中细胞因子 IL-10、TGF-β 水平也随之增加，

从而调控 Treg 细胞的功能，增强 Treg 细胞的免疫

抑制功能。

2.3.2 各组小鼠卵巢组织中 CD3＋ T 淋巴细胞的 
水平 免疫组织化学染色检测结果显示，与LV-POI
组、Treg-POI 组和 POI 模型组相比，LV-Peli1-POI
组小鼠卵巢组织中 CD3＋ T 淋巴细胞数量减少，表

明 POI 小鼠自身免疫性卵巢炎症减轻（图 3）。
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发现，Treg 细胞免疫抑制功能的丧失会引起效应性

T 细胞（effector T cell，Teff 细胞）对自身抗原的

反应增强并异常增殖活化，导致免疫耐受破坏、过

度自身免疫应答，引发自身免疫病［17］，故 Treg 细
胞与许多自身免疫病的发生、发展相关。

IL-10 和 TGF-β 是 Treg 细胞发挥免疫抑制功

能的主要细胞因子。叉头框蛋白 P3（forkhead box 
protein P3，Foxp3）作为 CD4＋CD25＋ Treg 细胞的

特异性转录因子，可沉默 Teff 细胞的基因和激活

编码免疫抑制功能分子的基因，发挥免疫抑制功 
能［18］。TGF-β 是影响 CD4＋CD25＋Foxp3＋ Treg 细
胞发育的关键因素，可激活 Smad3 信号分子，从而

诱导 Foxp3 表达，进而调节 Treg 细胞分化、促进

Treg 细胞增殖及减少凋亡［19］。IL-10 既可上调血清

中TGF-β 水平、促进Treg 细胞增殖，还可下调Treg 
细胞膜上 TGF-β 表达水平，促进 Treg 细胞介导的

细胞 -细胞接触免疫抑制［20］。有研究表明，自身

免疫性 POI 小鼠模型中 IL-10、TGF-β 表达水平降

低［7］，提示 Treg 细胞及其分泌的细胞因子 IL-10、 
TGF-β 可能在自身免疫性 POI 的发生、发展中发挥

重要作用。近年来，免疫细胞疗法在自身免疫病中

逐渐发挥优势，其中 Treg 细胞疗法有明确的免疫

学治疗原理并在部分研究中得以验证［8］，被认为

是自身免疫病的潜在疗法。然而，由于体内 Treg 细

胞数量自我调控、Treg 细胞分离及扩增方法、细

胞最佳治疗剂量及输注方式等多方面因素影响，单

纯应用过继性 Treg 细胞治疗自身免疫性 POI 的疗

效有限，且技术有一定限制，难以应用于临床［21］。

因此，本研究从具体发挥作用的基因及蛋白入手，

进一步探索 Treg 细胞的治疗靶点以提高自身免疫

性 POI 的疗效。

Peli1 基因位于 2 号染色体 2p13.3 区域，长度

为 3 780 bp，其编码的蛋白质是一种高度保守的环

指（RING）类 E3 泛素化连接酶［22］，依赖其 C 端

环域可催化赖氨酸（lysine，Lys）第 48 个位点及

第 63 个位点形成，从而介导 Lys48 或 Lys63 连接

的多聚泛素链形成。研究发现，Peli1 可介导 NF-
κB 诱 导 激 酶（NF-κB-inducing kinase，NIK） 的

Lys48 泛素化及降解，负向调节非经典 NF-κB 信号

激活以抑制系统性红斑狼疮［23］。Peli1 参与调节 T
淋巴细胞的增殖和活化，可抑制滤泡辅助性 T 细

胞增殖及淋巴细胞的过度活化，与多种自身免疫病

（如多发性硬化症、系统性红斑狼疮和类风湿性

关节炎等）密切相关［24］。相关研究表明，Peli1 可

在 T 淋巴细胞中高度表达，是调控 T 淋巴细胞内

稳态和外周耐受的关键因素［25］。Peli1 可介导结节

性硬化症复合物 1（tuberous sclerosis complex 1， 
TSC1）泛素化，负性调节雷帕霉素靶蛋白复合物 1 
（mechanistic target of rapamycin complex 1，
mTORC1）机制靶点的信号通路活化，抑制 T 淋巴

细胞的糖酵解代谢和抗肿瘤免疫反应，起到免疫抑

制的作用［26］。由于 Peli1 可负性调节 T 淋巴细胞活

化，故 Peli1 缺失的 T 淋巴细胞对 T 淋巴细胞受体 
（T cell receptor，TCR）-CD28 刺激反应过度，能

够抑制 Treg 细胞增殖和抑制性细胞因子 TGF-β 表

达，表现为自身免疫耐受缺失和 T 淋巴细胞免疫抑

制功能减弱，从而导致多种自身免疫病的发生、发

展［27］。有研究证明，过继转移 Treg 细胞疗法能通

过多种机制控制自身免疫炎症、调控 Teff 细胞功

能、促进组织修复，有效改善自身免疫病［28］，因

此过继转移 Treg 细胞疗法可能在一定程度上缓解

小鼠卵巢早衰的发生、发展。本课题组前期通过细

胞实验已证实，Peli1 能促进自身免疫性 POI 小鼠

脾脏 Treg 细胞的增殖、抑制凋亡，增强免疫抑制功

能［29］。本实验通过分子生物学方法构建 LV-Peli1
并转染至 Treg 细胞，将稳定过表达 Peli1 的 Treg 细

胞过继转移到 POI 模型小鼠体内，结果表明过继

转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞比单纯 Treg 细胞具

有更加明显的治疗效果，能够更好地修复自身免疫 
性 POI。

本研究结果显示与过继转移慢病毒空载体Treg
细胞、未经处理 Treg 细胞的 POI 小鼠及单纯 POI
模型小鼠相比，自身免疫性 POI 小鼠过继转移过表

达 Peli1 的 Treg 细胞后可调节卵泡发育，主要表现

为总卵泡数及各级卵泡数增加、卵巢体积增大、淋

巴细胞浸润减少，说明过表达 Peli1 可一定程度上

促进自身免疫性 POI 小鼠卵巢结构的修复。卵巢

颗粒细胞可调控相关信号通路、合成并分泌雌激素

和细胞因子，在调节卵巢功能中起关键作用，卵巢

颗粒细胞的凋亡是滤泡闭锁的核心环节［30］。增殖

蛋白 Ki-67 的免疫组织化学染色及 TUNEL 实验结

果表明，过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞可促进

卵巢颗粒细胞 Ki-67 表达、减小细胞凋亡。此外，

过表达 Peli1 可一定程度上恢复 POI 小鼠的血清激
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素水平。血清学检查结果显示，LV-Peli1-POI 组的

FSH 水平降低、E2 水平升高，表明过继转移过表

达 Peli1 的 Treg 细胞对卵巢内分泌功能有更好的疗

效，也说明 Peli1 可能通过促进卵巢颗粒细胞功能

的恢复调控卵巢内分泌功能。在免疫功能方面，

TGF-β 在小鼠卵巢血管、卵泡发育和窦卵泡形成中

起重要作用，且在窦前卵泡和卵巢颗粒细胞中高表

达，可恢复受损的卵巢功能［31］。本实验研究结果

也表明过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞干预后，

POI 小鼠血清炎症抑制因子 TGF-β 和 IL-10 的分泌

增加，同时卵泡中 CD3＋ T 淋巴细胞的数量减少，

表明过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞可改变免疫

炎症因子的水平，促进 Treg 细胞的免疫调节功能，

缓解自身免疫性卵巢炎症损伤。

综上所述，过继转移过表达 Peli1 的 Treg 细胞

可改善卵巢结构、促进卵巢颗粒细胞增殖且抑制其

凋亡，在一定程度上恢复自身免疫性 POI 小鼠的卵

巢内分泌功能，同时减轻了全身和局部的卵巢免疫

性炎症反应，部分修复了自身免疫性 POI 小鼠的卵

巢损伤，表明过表达 Peli1 后的 Treg 细胞对于自身

免疫性 POI 的治疗效果显著。这一结果为自身免疫

性 POI 的治疗提供了新思路，为其发病机制的深入

探讨提供了新方向，也为 POI 患者的有效治疗和生

育力保护奠定了基础。
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