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Abstract
Objective:	The	aim	of	this	paper	was	to	investigate	whether	sericin	protects	vitrified	cryopreserved	ovarian	tissues	by	modulating	
HSP90 and Nrf2/HO-1 pathways. Methods:	Thirty	mouse	ovaries	were	taken	and	randomly	divided	into	fresh,	control,	0.5%	sericin,	
1%	sericin,	and	0.1	mM	melatonin	(MLT)	groups,	and	all	four	groups	were	cryopreserved	by	vitrification,	except	the	fresh	group.	
Hematoxylin-eosin	staining	(HE)	and	immunohistochemical	staining	(IHC)	were	performed.	Protein	immunoblotting	(WB)	and	real-
time	fluorescence	quantitative	PCR	experiments	were	performed	in	the	four	groups	that	were	cryopreserved	and	frozen.	Results: The 
sericin group improved the morphology of follicular cells and maintained a high rate of morphologic normalization. IHC showed 
that the sericin group increased the expression of Bcl-2 and decreased the expression of Bax and Caspase-3. The results of WB 
and	PCR	showed	that	the	sericin	group	could	effectively	increase	the	levels	of	Nrf2,	HO-1,	HSP90	proteins	and	mRNA.	The	above	
results	1%	sericin	had	the	best	effect,	and	there	was	no	significant	difference	with	0.1	mM	MLT.	Conclusion: Sericin can improve the 
antioxidant	capacity	of	cryopreserved	ovaries,	reduce	apoptosis,	and	maintain	the	normal	structure	of	ovaries,	and	its	effect	may	be	
related to the up-regulation of Nrf2/HO-1 pathway and HSP90 expression.
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丝胶通过上调Nrf2/HO-1 和 HSP90 的表达保护玻璃化冷
冻小鼠卵巢组织
张欣   舒薇菡   乔跃兵 *

承德医学院，中国·河北 承德 067000

摘  要

目的：探究丝胶是否通过调控HSP90和Nrf2/HO-1通路来保护玻璃化冷冻卵巢组织。方法：取30只小鼠卵巢，随机分新鲜
组、对照组、0.5%丝胶组、1%丝胶组和0.1mM褪黑素组（MLT），除新鲜组外，其他四组均进行玻璃化冷冻。进行苏木
素-伊红染色（HE）及免疫组织化学染色（IHC）。玻璃化冷冻的四组进行蛋白免疫印迹（WB）和实时荧光定量PCR实
验。结果：丝胶组可改善卵泡细胞形态，维持较高的形态正常率。IHC显示丝胶组增加Bcl-2的表达，降低Bax和Caspase-3
的表达。WB和PCR结果显示丝胶组可有效提高Nrf2/HO-1、HSP90蛋白和mRNA的水平。以上结果1%丝胶效果最佳，与
MLT无显著差异。结论：丝胶可提高玻璃化冷冻卵巢的抗氧化能力，降低细胞凋亡，维持卵巢的正常结构，其作用可能与
上调Nrf2/HO-1通路及HSP90的表达相关。
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1 引言

卵巢组织冷冻保存是青春期前女性和抗癌治疗无法延

迟的女性患者生育保护的有效手段 [1]。但卵巢组织冷冻保存

仍有很多问题存在，比如冷冻过程中产生的活性氧会破坏卵

泡，诱导卵泡凋亡并最终导致卵母细胞存活率和发育能力的

下降 [2]。如何在低温保存过程中有效保留卵巢组织的超微结

构和后续内分泌功能恢复一直是研究学者关注的问题。

为降低卵巢组织冷冻过程中的氧化应激损伤，已经有

多种抗氧化剂被尝试添加到卵巢组织的冷冻复苏过程中，比

如白藜芦醇、褪黑素等，研究证明抗氧化剂在一定程度改善

了卵泡凋亡和脂质过氧化 [3,4]。丝胶是一种来自蚕丝的天然

抗氧化剂 [5]，具有良好的生物相容性，可以保护细胞免受低
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温损伤 [6]。丝胶的添加有效减少了水牛、山羊冷冻过程中的

氧化应激损伤，保护精子活力 [7,8]。

HSP90 是细胞应激反应的标志物，也是负责蛋白质正

确折叠、组装和运输的分子伴侣，研究发现，HSP90 可以

通过多种机制，减少氧化应激反应，减少细胞凋亡 [9]，已被

确定为生理或低温条件下蛋白质稳定的重要调节因子。核因

子红系 2 相关因子 2（Nrf2）/ 血红素加氧酶 1（HO-1）被

认为是重要的抗氧化途径。该途径的激活触发相应的抗氧化

酶的产生，从而增强细胞清除活性氧的能力，维持体内氧化

还原的平衡，减少氧化应激损伤 [10]。

本实验旨在探究丝胶是否通过调控 Nrf2、HO-1 以及

HSP90 的表达发挥抗氧化作用，减少细胞凋亡，从而保护

玻璃化冷冻卵巢组织功能和结构的完整性。

2 材料与方法

2.1 动物实验
取 30 只成年雌性 KM 小鼠（购自北京华府康生物科

技有限公司，动物合格证编号 110323311102543151），

行双侧卵巢摘除，将卵巢组织随机分为新鲜对照组，玻

璃化冷冻对照组，0.5%（v/m）丝胶组，1%（v/m）丝胶

组（sericin） 和 褪 黑 素（0.1mM MLT） 组， 每 组 12 枚 卵

巢。将取出的卵巢按步骤进行玻璃化冷冻复苏。本实验

已通过承德医学院伦理委员会审批，伦理审批编号为：

CDMULAC-20220421-004。

2.2 冷冻液和复苏液的配制
配置冷冻液和复苏液，两者均以 Medium 199 液体培

养基为基础溶液。冷冻液分 A、B 两种，A 液含 10mg/mL 
BSA、10% 乙二醇、10%DMSO 和 0.25mol/L 蔗糖；B 液含

10mg/mL BSA、20% 乙二醇、20%DMSO 和 0.25mol/L 蔗糖。

复苏液根据步骤分为 A、B、C 三种，A 液含 3mg/ml BSA
和 0.5mol/L 蔗糖；B 液含 3mg/mL BSA 和 0.25mol/L 蔗糖；

C 液仅含 3mg/mL BSA。根据分组，分别向冷冻液和复苏液

中加入 0.5% 丝胶、1% 丝胶和 0.1mol/L MLT。

2.3 卵巢组织的冷冻和复苏
将取出的卵巢依次置于冷冻液 A、B 中各 5 分钟后，

装入含有 B 液的冻存管中，在液氮蒸汽（-30℃）放置 5 分钟，

最后放入液氮中保存至少两周。复苏时，将冻存管室温平衡

30s，放入 37℃水浴 1 分钟迅速解冻后，取出卵巢组织依次

放置于复苏液 A、B、C 中各 5 分钟，完成复苏。

2.4 卵巢组织HE染色及形态学观察
卵巢组织复苏后于 4% 多聚甲醛固定 3 天，经全自动

组织脱水机处理后进行石蜡包埋，5μm 厚度切片，行 HE 染

色。各组随机取 5 个卵巢，每枚卵巢取 5 张切片，光镜下观

察卵泡形态并计数正常卵泡数量。形态卵泡正常率 = 正常

形态卵泡数量 / 卵泡总数 ×100%。

2.5 免疫组织化学实验检测凋亡相关蛋白的表达
经 4% 多聚甲醛固定 3 天后的卵巢组织，脱水包埋，

5μm 厚度切片，按试剂盒（中杉金桥 pv-9000）说明书要

求进行免疫组织化学染色。所用一抗为 Bcl-2（Engene，

P10415）、Bax（Engene，Q07814）、Caspase-3（Gene 

Tex，GTX110543），DAB 显色液购自中杉金桥生物科技有

限公司。将染色切片置于显微镜 400 倍镜下观察，随机选取

5 个视野，检测样本中出现棕黄色颗粒即判定为阳性染色。

阳性染色区域用平均灰度值表示，通过图像分析系统（Image 

J 1.53e）进行平均灰度值的测定。

2.6 蛋白免疫印迹（Western Blotting）检测 Nrf2/

HO-1、HSP90 的蛋白表达水平
复苏的卵巢组织中加入含 PMSF 的 RIPA 裂解液冰上

研磨成组织匀浆，置于高速离心机上 12000r/min，4℃，离

心 15min，得到蛋白上清。根据 BCA 蛋白定量试剂盒说明

测定各组蛋白浓度，测定各组蛋白体积后加入 1/4 体积的

5× 蛋白上样缓冲液，100℃干式孵育 10min 使蛋白变性。

12%SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白样本，之后转至 PVDF

膜上，5% 脱脂奶粉室温封闭 2h，取特异性一抗 HSP90

（Abcam，ab13495），Nrf2（CST，12721T），HO-1（Abcam,	

ab68477），GAPDH（Abcam），室温孵育 2h 并 4℃过夜。

第二天室温复温 30min，TBST 洗膜缓冲液冲洗 3 次，加入

HRP 荧光标记的二抗，室温孵育 1h 后 TBST 洗膜缓冲液冲

洗 3 次。避光加入 ECL 特超敏发光液，经 Tanon 6100 凝胶

成像仪扫描显影。通过 Image J 1.53e 软件分析目的蛋白和

内参蛋白的灰度值，进而判定目的蛋白相对表达水平。

2.7 实时荧光定量 PCR法检测相关mRNA的表达
使用 Takare 试剂盒提取各组复苏卵巢组织的总 RNA，

分光光度计测定各组 RNA 浓度及纯度，通过 Takare 反转

录试剂盒合成 cDNA，根据 TB Green qPCR Premix 扩增试

剂盒说明书以 cDNA 作为模板进行 Real-time PCR 反应，扩

增条件为：预变性，95℃，30s；95℃，5s，60℃，30s，40

个循环。得到检测指标 Nrf2、HO-1、HSP90 mRNA 表达的

CT 值后，用 2- △△ Ct 法进行定量分析，各检测指标引物均购

自上海生工工程有限公司，引物序列如表 1 所示。

表 1 各检测指标引物序列

Gene Forward Reverse

Nrf2 5’-ACTACAGTCCCAGCAGAGTGATGG 5’-GCGTGCTCAGAAACCTCCTTCC

HO-1 5’-ACCGCCTTCCTGCTCAACATTG 5’-CTCTGACGAAGTGACGCCATCTG

HSP90 5’-GGCTGAGGACAAGGAGAACTACAAG 5’-CGGCGTCGGTTAGTGGAATCTTC

GAPDH 5’-GGTTGTCTCCTGCGACTTCA 5’-TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC
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2.8 统计分析
使用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，所有实验重复三

次，实验数据以均值 ± 标准差 (x±s) 表示，多组间数据

比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，

检验水准 α=0.05。

3 结果

3.1 各组卵巢形态学观察
如图 1 所示，新鲜组卵泡及卵母细胞形态规整，颗粒

细胞紧密排列在卵母细胞周围，基底膜完整；冷冻对照组卵

泡及卵母细胞形态不规则，卵母细胞变形、胞质皱缩，颗粒

细胞从基底膜脱落。添加褪黑素及丝胶均能有效改善卵泡的

变形退化，有效地保护了卵母细胞及颗粒细胞的正常形态，

提高各级卵泡形态正常率（P ＜ 0.05），其中 1% 丝胶效果

显著，与褪黑素组无显著差异或略高于褪黑素组（图 1、 

图 2）。

A—新鲜组；B—玻璃化冷冻对照组；C—0.5% 丝胶组；D—1% 丝

胶组；E—0.1mM MLT 组

图1 各组小鼠卵巢组织HE染色（100×），比例尺=100μm

Primordial follicle—原始卵泡；Primary follicle—初级卵泡

secondary follicle—次级卵泡；Antral follicle—窦状卵泡。

图 2 各实验组各级卵泡的形态正常率

注：ap＜ 0.05	vs.	Vitrified	control；bp＜ 0.05 vs. 0.5%sericin；cp＜ 0.05 

vs.1%sericin。

3.2 丝胶减少冻融卵巢组织的细胞凋亡
免疫组织化学染色结果显示，Bcl-2,	Bax 和 Caspase-3

均主要表达在卵母细胞中，Bcl-2 在新鲜组表达最高，在玻

璃化冷冻对照组表达最低，丝胶和褪黑素有效上调了 Bcl-2

的表达（P ＜ 0.05）。Bax 和 Caspase-3 的表达情况与之相反，

丝胶和褪黑素有效降低了卵巢组织中 Bax 和 Caspase-3 的表

达（图 3）。

图 3 凋亡相关蛋白 Bcl-2,Bax, Caspase3 在各卵巢组织中

的分布及表达情况

注：ap ＜ 0.05	vs.	Vitrified	control；bp ＜ 0.05 vs. 0.5%sericin；cp ＜ 

0.05 vs.1%sericin。

3.3 丝胶上调HSP90 在冻融卵巢组织中的表达

实时荧光定量 PCR 结果显示，HSP90 在玻璃化冷冻卵

巢组织中表达显著下降，而 1% 丝胶和褪黑素的添加有效提

高了 HSP90 的表达（P ＜ 0.05），蛋白免疫印迹检测的结

果与之一致，其中 1% 丝胶的作用甚至优于褪黑素（图 4）。

图 4 各冷冻卵巢组HSP90 蛋白及mRNA表达情况

注：ap＜ 0.05	vs.	Vitrified	control；bp＜ 0.05 vs. 0.5%sericin；cp＜ 0.05 

vs.1%sericin。

3.4 丝胶上调 Nrf2/HO-1 在玻璃化冻融卵巢组织中

的表达

在本次实验中，蛋白免疫印迹结果显示玻璃化冷冻对

照组 Nrf2 和 HO-1 的表达显著下降，而添加丝胶及褪黑素

后提高了 Nrf2 和 HO-1 的表达（图 4A-C），其中 1% 丝

胶效果最好，甚至优于褪黑素（P ＜ 0.05）。Nrf2、HO-1 

mRNA 表达水平与蛋白表达水平一致（图 5）。
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图 5 各冷冻卵巢组Nrf2、HO-1 蛋白及mRNA表达情况

注：ap＜ 0.05	vs.	Vitrified	control；bp＜ 0.05 vs. 0.5%sericin；cp＜ 0.05 
vs.1%sericin。

4 讨论

卵巢组织冷冻保存为女性生育力保护提供了有效方案，

但冷冻过程会造成活性氧的过度蓄积从而导致脂质过氧化、

DNA 断裂等一系列氧化应激损伤，导致卵泡凋亡率升高，

破坏卵泡形态结构的完整性。已有研究证明白藜芦醇、褪黑

素等冷冻添加剂的抗氧化和抗凋亡作用 [3,11]。本课题组前期

实验证明在玻璃化冷冻小鼠卵巢组织中，褪黑素的使用增加

了卵巢组织抗氧化能力，抑制了细胞凋亡，从而保护卵巢组

织细胞的正常结构形态，且最佳浓度为 0.1mM[3]。丝胶作为

抗氧化剂，能有效地减少玻璃化冷冻过程的氧化应激损伤，

被应用于多种组织细胞的冷冻保护，我们的研究表明在玻璃

化冷冻卵巢组织中，丝胶可以提高抗氧化基因的表达，并减

少卵巢组织细胞的凋亡，有效保护了玻璃化冻融卵巢组织细

胞的正常形态，且最佳浓度为 1%（v/m）。

当细胞处于氧化应激状态时，会激活线粒体凋亡通路，

使细胞色素 C（Cytochrome C）从线粒体中释放出来，激活

Caspaes3 从而引发细胞凋亡，Bcl-2、Bax 是线粒体凋亡途

径的主要调控因子。本次研究发现 1% 丝胶处理组有效提高

了抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达，减少了促凋亡蛋白 Bax 的表达，

以上结果均证实了丝胶的抗氧化活性和抗凋亡作用。

HSP90 是热休克蛋白（Heat shock proteins，HSPs）之一，

可以保证应激环境下蛋白质的正确折叠，识别受损蛋白质，

抑制凋亡相关通路，从而减少细胞氧化损伤和细胞凋亡 [12]。

研究发现，HSP90 抑制剂可以破坏线粒体稳态，减少抗凋

亡蛋白的表达，减少抗氧化酶的表达 [12]。之前的研究证实

在精子冷冻过程中，HSP90 表达逐渐下降，HSP90 与精子

抵抗低温压力和受精能力存在一定关系 [13]。Pan 等人的研究

证实 HSP90 的表达与玻璃化冻融卵母细胞发育能力及早期

囊胚发育能力成正相关 [14]。Cheng 等人的研究证实褪黑素

可通过调控 HSP90 的表达减少玻璃化冻存卵巢组织的细胞

凋亡，其表达水平与卵泡质量呈正相关 [15]。本次研究结果

与之前研究一致，卵巢组织玻璃化冷冻过程中 HSP90 的表

达降低，但丝胶显著提高了 HSP90 的表达，减少了细胞凋

亡和卵泡形态变化。

Nrf2 是维持细胞氧化平衡的重要因子，在调节抗氧化

基因的表达方面发挥重要作用，HO-1 是 Nrf2 下游重要的抗

氧化酶，参与卵巢对氧化应激的反应 [16]。当细胞内出现氧

化应激，Nrf2 与 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Keap1）分离，

由此被激活并进入细胞核中，识别并结合抗氧化反应元件

（ARE），从而激活下游 HO-1 和各种抗氧化蛋白的表达，

发挥抗氧化、抗凋亡的作用 [17]。Sun 等人的研究证实褪黑

素可通过 Nrf2/HO-1 通路抵抗玻璃化冷冻卵巢组织的氧化应

激 [11]。本实验中，丝胶提高了 Nrf2 及下游 HO-1 的表达，

从而抵抗玻璃化冷冻过程卵巢组织的氧化应激损伤，减少细

胞凋亡。但丝胶是通过直接作用 Nrf2 还是促使 Nrf2-Keap1

解离从而增加 Nrf2 的活性，有待于进一步的研究。

本研究中，丝胶维持了玻璃化冷冻卵巢组织的正常细

胞形态，并降低了细胞凋亡，提高了抗氧化相关蛋白的表达

以及热应激蛋白 HSP90 的表达，且最佳浓度为 1%（v/m）。

提示 Nrf2/HO-1 信号通路的激活和 HSP90 的高表达可能是

丝胶保护玻璃化冷冻卵巢组织的机制。

5 结论

丝胶作为天然抗氧化剂，有效减少了小鼠卵巢组织冷

冻过程中卵泡细胞的凋亡，保护卵巢组织细胞形态的完整

性，其作用可能是通过调节 HSP90 的表达和调控 Nrf2/HO-1

信号通路实现的。
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