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博士学位论文


环状 ＲＮＡ通过调控卵巢颗粒细

胞功能参与生化异常期早发性卵巢功能不

全的机制研究

摘 要

研宄 目 的

早发性卵巢功能不全 （ ＰｒｅｍａｔｕｒｅＯｖａｒｉａｎＩｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ， ＰＯＩ ） 是女性较为

常见的生殖 内分泌疾病之
一

， 是指女性在 ４０ 岁前卵巢生殖与 内分泌功能均严重

衰退甚至丧失的临床综合征 ， 其中特发性或不明原因性 ＰＯＩ 的发病机制 尚未完

全明确 。 环状 ＲＮＡ（ Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ
，
ｃ ｉｒｃＲＮＡ ） 是近年来非编码 ＲＮＡ 的研究热

点 ， 大量研宄表明 ｃｉｒｃＲＮＡ 在多种人类重大疾病 中发挥 了重要作用 ， 但其在

ＰＯＩ 发 病 中 的 作 用 鲜 有 文 献 报 道 。 我 们 前 期 获 取 了 生 化 异 常 期 ＰＯＩ

（ Ｂ ｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＰＯＩ
，
ｂＰＯ Ｉ ） 患者和对照组患者卵巢颗粒细胞的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 差异表

达谱 ， 通过筛选和验证发现 （ ｃ ｚ＞ｃ
＿

０洲卯似 ） 在 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒

细胞 中表达显著下调 ， 但其在卵巢功能调控及 ｂＰＯＩ 发病 中 的作用 尚不清楚 。

因此 ， 本研究 旨在探索 对卵巢颗粒细胞功能的影响及其作为 ｂＰＯＩ

诊断生物标志物的价值 ， 揭示 参与调控 ｂＰＯＩ 发生发展的分子作用

机制 ， 为 ｂＰＯＩ 的发病机制研究及早期诊治提供新的思路 。

研究方法

运用 实时定量聚合酶链式反应 （ ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌ
－ＴｉｍｅＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎ
，ｑＲＴ

－ＰＣＲ ） 法检测 ５２ 例 ｂＰＯＩ 和 ５２ 例对照组患 者卵巢颗粒细胞 中

Ｉ



ａＶｃＳＬＣ＆Ｏ 的表达水平 ， 并与患者临床数据之间进行统计学分析 。 通过琼脂糖

电泳凝胶 、 Ｒｎａｓｅ Ｒ 处理和 Ｓａｎｇｅｒ 测序进行 ｄｍＳＺＣ＆４ ｉ 的成环鉴定 。 采用细胞

核质 ＲＮＡ 分离和 ＲＮＡ 荧光原位杂交技术检测 ｄｒｃ５ＸＣ＆４ ７ 在细胞中的定位 。 利

用 ｓｉＲＮＡ 干扰 ｄｍＳＺＣ＆Ｕ 表达 ， 并在 ＫＧＮ 和 人黄素化颗粒细胞 （ Ｈｕｍａｎ

ＬｕｔｅｉｎｉｚｅｄＧｒａｎｕｌｏｓａＣｅ ｌｌ
，
ｈＬＧＣ ） 中进行体外实验研究 ： 包括运用 ＣＣＫ－

８ 和

ＥｄＵ 实验检测 对颗粒细胞增 殖 的影 响 ； 利 用 流式细胞技术及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 实验探索 ｄｍＳＺＣ＆４ ｉ 对颗粒细胞凋亡 的影响 ； 利 用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 、

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 和 电 化 学 发光法检 测 沉默 ａ
＿

ｍＳＸＣ＆４ ｉ 后 对颗粒 细 胞 雌 二 醇

（Ｅｓｔｒａｄｉｏ ｌ
，
Ｅ２ ） 合成的影响及其作用机制 ； 利用透射电镜 、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 、 ＲＦＰ－

ＧＦＰ－ＬＣ３ 腺病毒探索 对颗粒细胞 自 噬的影响及其相关调控信号通

路 。

研宄结果

（ １ ）ｑＲＴ
－ＰＣＲ实验证实 ｃｆｒｃＳＬＣ＆ｉ ｉ 在 ｂＰＯＩ 患者颗粒细胞中表达下调 ， 其

表达水平与患者血清基础 ＦＳＨ 、 窦状卵泡数 、 抗苗勒 氏管激素和获卵数等临床

参数密切相关 ； 受试者工作特征曲线分析结果提示 ｄｒｃＳＬＣ＆Ｕ 具有诊断 ｂＰＯＩ

患者的潜力 ；

（ ２ ）是
一

个具有闭合环状结构的 ｃｉｒｃＲＮＡ
；在颗粒

细胞的细胞核和细胞质 中均有分布 ， 但主要定位于细胞质 中 ， 且 ｓ ｉＲＮＡ 可以有

效干扰 ＆ 的表达 ；

（ ３） 千 扰 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ￡７＞ｃＳＺ：Ｃ＆４ ７ 表 达 促 进 了 颗 粒 细 胞

Ｂａｘ／Ｂａｋ／Ｃａｓｐａｓｅ
－９ 依赖的凋亡途径并抑制其增殖 ；

（ ４ ） 干扰 ＫＧＮ 细胞中 表达抑制 了颗粒细胞的 Ｅ２合成 ， 这可

能是通过芳香化酶基因 和 基因 以及 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路

调控的 ；

（ ５ ） 干扰 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ｄｒｃ见Ｃ＆４７ 表达能明显促进细胞 自 噬 ， 这可能

是通过影响 Ｐ２ｉ 表达和 ＪＮＫ／ｃ－

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 信号通路来调控的 。

ＩＩ





博士学位论文


研宄结论

ｃｒ＞ｃＳＺ：Ｃ＆４ ｉ 在 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中表达明显下调 ， ｃ Ｚｒｃ５ＺＣ＆４ ／ 可能

通过调控颗粒细胞増殖 、 凋亡 、 自噬和 氐合成来影响卵巢内 卵泡的生长发育 以

及闭锁 ， 参与 ｂＰＯＩ 及其相关不孕症的发生 。

关键词 生化异常期早发性卵巢功能不全 颗粒细胞 非编码ＲＮＡｄｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ 自噬

ＩＩＩ
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

博士学位论文


前 言

早发性卵巢功能不全 （ ＰｒｅｍａｔｕｒｅＯｖａｒｉａｎＩｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ， ＰＯＩ ） 是女性较为

常见 的生殖 内 分泌疾病之
一

， 过去 也被称为卵巢早衰 （ ＰｒｅｍａｔｕｒｅＯｖａｒｉａｎ

Ｆａｉ ｌｕｒｅ
，
ＰＯＦ ） ， 是指妇女在 ４０ 岁 前卵巢功能 出现衰退甚至丧失的临床综合

征 ， 其主要特征为月 经紊乱 ， 同时伴有促性腺激素的升高 （主要为卵泡刺激素

［
Ｆｏｌ ｌｉｃｌｅ

－Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ
Ｈｏｒｍｏｎｅ

，
ＦＳＨ

］ 的升高 ） 和雌激素的 降低 。 从长期来看 ，

ＰＯＩ 与心血管疾病和骨质疏松的风险增加有关 ， 并伴有
一

定程度的认知功能减

退 ［
１
］

。 ＰＯＩ 的最新诊断标准为 ： 月 经稀发或闭经＞ ４个月 ， 连续 ２ 次测 ＦＳＨ＞ ２５

ＩＵ／Ｌ ， 且两次 ＦＳＨ 测定间隔 ＞ ４ 周 ［
２

］

。 ＰＯＩ 患病率约为 １
－

３％ ， 并随着年龄的增

长有增加的趋势 。 由于卵巢功能下降被认为是
一

个连续的 、 波动的过程 ， 因此

有国外研究学者主张 以基础 ＦＳＨ 水平 、 生育能力 以及月 经情况为评估指标 ， 将

ＰＯＩ 患者的卵巢功能衰退进展划分为正常 、 隐匿期 、 生化异常期 以及临床异常

期 ４ 个阶段 ［
３

］

。 隐匿期 ＰＯＩ 患者的临床特征为 ： 患者月 经规律 ， 并且检测基础

ＦＳＨ 水平在正常范围 内 ， 但患者的生育能力开始 出现下降 。 生化异常期 ＰＯＩ

（ Ｂ ｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＰＯＩ
，
ｂＰＯＩ ） 患者的临床特征为 ： 患者月 经保持规律 ， 但检测基

础 ＦＳＨ 水平开始上升 ， 并且患者的生育能力 明显下降 。 临床异常期 ＰＯＩ 患者的

临床特征为 ： 患者月 经开始出现紊乱 ， 甚至出现闭经 ， 并且检测基础 ＦＳＨ 水平

进
一

步上升 （ ＞４０ ｍＩＵ／ｍＬ ） ， 患者的生育能力严重下降 ， 类似于 ＰＯＦ 的表

现 。 多数 ＰＯ Ｉ 患者来医院就诊时 ， 已经发展到临床异常期 ： ＦＳＨ＞４０ＩＵ／Ｌ ， 甚至

出现闭经 ， 错过了最佳助孕时间 。 因此 ， ＰＯＩ 的早期诊断 、 对患者生育力的早

期预警是 目 前生殖医学领域的研宄热点和难点 。

ＰＯＩ 病因复杂 ， 国 内研宄团队对 ９５ ５ 例 ＰＯＩ 患者进行了 回顾性研究 ， 发现

遗传因素 占 ＰＯＩ 病 因 的 １ ３ ． １ ５％ ， 免疫因素 占 ＰＯＩ 病因 的 １ ２ ． ０４％ ， 而医源性因

素 占 ＰＯＩ 病 因 的 ７ ．２９％ ， 但仍有约 ６８％的 ＰＯＩ 患者病 因 尚不明确 ［
４

］

。 目 前 ＰＯＩ

的病因学研究主要 围绕着遗传学因素展开 ， 已发现多个与 ＰＯＩ 发病相关的候选

１





前 言


基 因 ， 包 括 、 尸 、 ＺＦｉ？ 、 必财 和 ＦＳＨ 受体 （ ＦＳＨ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ ， ＦＳｆｆｌ？ ） 基因等ｄ ， 这些基因涉及性腺发育 、 减数分裂 、 ＤＮＡ 修复 、

卵泡生成 、 类固醇生成 、 细胞凋亡和线粒体功能等 。 迄今为止 ， 寻找 ＰＯＩ 候选

基因主要集中在编码基因变异上 ， 然而 ， 人类基因组中 只有约 １ ． ５％的基因组是

编码蛋 白 质 的 ， 其余大部分以非编码 ＲＮＡ（Ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ

，
ｎｃＲＮＡ ） 形式存

在 ［
８

］

， 因此 ｎｃＲＮＡ 可能是研宄 ＰＯＩ 发病机制 的 巨大候选基 因库 。 环状 ＲＮＡ

（ Ｃ ｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ
，ｃ ｉｒｃＲＮＡ ） 是近 年来 ｎｃＲＮＡ 的 研 究 热 点 ， 大量研 究表 明

ｄｒｃＲＮＡ 在多种人类重大疾病中发挥了重要作用 ， 但其在 ＰＯＩ 发病机制 中 的作

用鲜有文献报道 。

我们前期获取 了ｂＰＯＩ 患者和对照组患者卵巢颗粒细胞的 ｃｉｒｃＲＮＡ 差异表

达谱 ， 对芯片数据进行分析 ， 发现在 ｂＰＯＩ 组有 １ ３ ３ 条显著上调 的 ｃｉｒｃＲＮＡ 和

４２４条显著下调的ｃｉｒｃＲＮＡ（ ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ
＞２ ．０且Ｐ＜０ ．０５ ） ［

９
］

。 虽然通过ｃ ｉｒｃＲＮＡ

芯片检测 ， 我们在 ｂＰＯＩ 中发现了大量差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ ， 但大部分 ｃ ｉｒｃＲＮＡ

在颗粒细胞中表达量较低 。 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 相对较低的序列保守性和表达水平可能会

导致不显著 、 甚至不 明显 的影响 。 因此 ， 为 了 更大程度上筛选 出有意义 的

ｃｉｒｃＲＮＡ ， 我们对差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 数量更多的下调 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 进行保守性和表

达量分析 ， 最终筛选 了 在 卵巢颗粒细胞 中表达水平较高 、 保守性较好的

（ ｃ ｚ＞ｃ
＿

０洲仰似 ） 进行更深入的研究 。 通过扩大样本实时定量聚合

酶链式反应 （ ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌ
－ＴｉｍｅＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ

，ｑＲＴ
－ＰＣＲ ） 实验

也进
一

步证实 在 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中表达明显下调 ， 但其在

卵巢功能调控及 ｂＰＯＩ 发病机制 中 的 作用 尚不清楚 。 因此 ， 本研究 旨在探索

对卵巢颗粒细胞功能的影响及其作为 ｂＰＯＩ 诊断性生物标志物的价

值 ， 揭示 参与调控 ｂＰＯＩ 发生发展的作用机制 ， 为 ＰＯＩ 的发病机制

研究及早期诊治提供新的研宄思路 。

２





博士学位论文


１ ． 早发性卵巢功能不全的临床表现与治疗现状

女性确诊 ＰＯＩ 后通常会引 起
一

系列的心理和生殖疾病 ， 在女性
一生中会造

成月 经紊乱 、 不孕 、 以及主要 由雌激素缺乏 引起的各种健康问题 。 ＰＯＩ 患者的

典型临床表现为月 经紊乱 、 生育能力降低或不孕 、 低雌激素水平的表现或者伴

随着其他症状 。 根据有无月经来潮可将 ＰＯＩ 划分为原发性 ＰＯＩ 和继发性 ＰＯＩ 。

原发性 ＰＯＩ 表现为原发性闭经 ， 而继发性 ＰＯＩ 会随着卵巢功能的下降 ， 相继出

现月经周期紊乱 、 月 经量减少 、 月经稀发 、 闭经等 。 ＰＯＩ 也是导致许多女性不

孕的重要原因 ， 约有 ５０％的 ＰＯＩ 患者的卵巢功能变化无常且不可预测 。 有 ５％－

１ ０％的女性患者在被确诊为 ＰＯＩ 后 ， 仍能够 自 然妊娠＿ ， 但这部分患者的 自 然

流产率 以及胎儿染色体畸变风险均有升高 。 原发性 ＰＯＩ 伴随的低雌激素水平通

常表现为女性的第二性征不发育或发育不 良 ， 例如特纳 氏综合症 ， 其由于性染

色体的异常 ， 导致卵巢不发育 ， 引起女性激素的缺乏 ， 表现为生殖器与第二性

征不发育 、 原发性闭经 、 生长发育迟缓等 ［
１ １

］

。 继发性 ＰＯＩ 伴随的低雌激素水平

往往表现为潮热出汗 、 失眠多梦 、 心律紊乱 、 性欲减退 、 骨质疏松 、 情绪和认

知功能异常等症状 。 不 同病因 的 ＰＯＩ 可导致不同受累器官的病变 ， 出现相应的

伴随症状 ， 例如智力障碍 、 心血管系统发育缺陷 、 复发性流产 、 肾上腺和 甲状

腺功能降低等 。 此外 ， 患者在确诊 ＰＯＩ 后 ， 心理负担较重 ， 更容易 出现焦虑 、

抑郁等心理 问题 。 因此 ， ＰＯＩ 严重威胁着女性的身心健康和远期生活质量 ， 会

对患者家庭和谐以及社会稳定造成影响 。

ＰＯＩ 的治疗方案应根据患者年龄 、 有无生育需求 、 临床症状 以及辅助检查

结果等进行个体化制定 。 在临床上 ， ＰＯＩ 患者的低雌激素水平常用激素补充治

疗 （Ｈｏｒｍｏｎｅ Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ Ｔｈｅｒａｐｙ，
ＨＲＴ ） 改善 ， 但对于患者的生育 问题 ， 目 前

尚没有恢复 ＰＯＩ 卵巢功能和提高 ＰＯＩ 受孕率的有效治疗措施 。 在临床上 ， ＰＯＩ

患者即使在应用 了克罗米芬 、 口服避孕药 、 脱氢表雄酮 、 促性腺激素释放激素

激动剂等药物后 ， 其助孕结局仍然较差 随着促排卵技术的广泛应用 ， 为了

诱发 ＰＯＩ 患者的卵泡发育与排卵 ， 许多临床医师也尝试了多种促排卵方案 ， 但

３





前 言


尚未有确切 的证据证明其疗效 。 赠卵体外受精 －胚胎移植 （
ＩｎｖｉｔｒｏＦｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ－

ＥｍｂｒｙｏＴｒａｎｓｆｅｒ ，ＩＶＦ－ＥＴ
） 

被认为是 目 前ＰＯ Ｉ患者实现生育 的最有效手段 ［
２

，
１ ３

］

 ，

但 由于国 内赠卵法规非常严格 ， 目 前 尚难 以实施 。 因此 ， 研宄 ＰＯＩ 的发病机制

以及寻找 ＰＯＩ 早期诊断生物标志物和新的治疗靶点显得尤为重要 。

２ ． 早发性卵巢功能不全的病因学研宄

ＰＯＩ 的病因是高度异质性的 ， 主要包括遗传因素 、 免疫因素 、 医源性因素

以及环境因素等 ， 但仍有 ６０－７０％的 ＰＯＩ 患者病因未明Ｗ ， 被称为特发性 ＰＯＩ 。

ＰＯＩ 是女性不孕的主要原因之
一

， 导致不孕的主要原因是 ＰＯＩ 患者的卵巢储备

功能下降 。

不同病因 的 ＰＯＩ 患者通常表现 出不同的疾病表型 。 与其他病因相 比 ， 遗传

因素导致的 ＰＯＩ 患者的疾病表型最为严重 ［
４

１ 遗传 因素 占 ＰＯＩ 病 因 的 ２０％－

２５％ ， 主要包括基因变异和染色体异常等 ［
１ ４

］

。 有研究团队对 ５３ １ 例中 国 ＰＯＦ 患

者进行 了核型分析及表型相关性分析 ， 发现 ＰＯＦ 患者中有 ６４ 例 （
１ ２ ． １％

）存在染

色体异常 。 Ｘ 染色体异常被认为是 ＰＯＩ 中最常见的染色体异常 ， 而常染色体异

常只 占少部分 。 在 ８％－

１ ０％的 ＰＯＩ 患者中会出现 Ｘ 染色体畸变 ， 包括 Ｘ 单体 、

细胞遗传学上可见的缺失和重复 、 以及平衡和不平衡的 Ｘ 常染色体重排等

Ｘ 单体 （ ４５ ，Ｘ ） 如 Ｔｕｒｎｅｒ综合征的特征是在女性胎儿发育期间减数分裂前期

的粗线期时卵母细胞丢失 ， 导致出生时生殖腺发育不 良 ［
１ ６

］

。 两条结构正常的 Ｘ

染色体的存在对减数分裂至关重要 ， 减数分裂紊乱会导致生殖细胞加速衰竭 ，

周 围 的体细胞包括颗粒细胞发生凋亡 ， 最严重的情况下会导致卵巢发育不 良 ［
１ ６

－

１ ？
１

。 染色体结构异常 ， 如 Ｘ 染色体／常染色体易位 、 大 Ｘ 染色体短臂和长臂同时

缺失等与 ＰＯＩ 和不孕症的发病有关 ［
ｉＭ ９

］

。 尽管在 ｘ 染色体上 ， 只有少数基因与

卵巢发育有关 ， 包括 ＢＭＰ １ ５ 、 ＦＭＲ １ 和 ＰＧＲＭＣ １ 等 ， Ｘ 染色体异常在 ＰＯＩ 发

病机制 中仍然发挥着十分重要的作用 ［
１ ８

－２０
］
。

此外 ，

一

些单基因变异被发现与 Ｐ〇Ｉ 的发病有关 ， 但其临床意义 尚不清

楚 。 目 前 ＰＯＩ 的遗传基因研究大多数是针对已知在卵泡生长发育 中起重要作用

４




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

的基因 ， 例如 ｉＶＱ５ （９Ｚ、 Ｆ７ＧＬ４ 和 Ｆ＜ｍ２ 等 ； 调控卵泡发生生长因

子 ， 例如抑制素 Ａ、 ＧＤ列 和 ５ＭＰ７５ 等 ； 或在卵巢类固醇生成中起重要作用 的

基因 ， 例如 瓜ｆｆｉ？ 、 ＺＨ／？ 、 ＳｒｉＲ 、 ＣＦＷ Ｔ＾ 和 （＾？仪４ ７ 等 ［
２ １

］

。 许多基因被发现

以单基因 的方式引起 ＰＯＩ ， 但生殖表型也可能是 由许多基因 以多基因 的方式相

互作用的结果 ， 这些基因影响着卵巢生长发育的各个阶段 ， 如性腺发育 、 减数

分裂 、 ＤＮＡ 修复 、 卵泡生成 、 类固醇生成、 细胞凋亡和线粒体功能等 ［
２２

，
２３

］

。

３ ． 环状 ＲＮＡ 参与早发性卵巢功能不全发病机理的研究

目 前 ＰＯＩ 的具体发病机制仍未完全明确 ， 约 ６０％－７０％的 ＰＯＩ 病例是特发性

的 ， 因此
一些 尚未确定的基因 ， 可能有助于阐 明这些病例的病 因 。 迄今为止 ，

寻找 ＰＯＩ 候选基因主要集 中在编码基因变异上 ， 然而 ， 人类基因组 中 只有约

１ ． ５％的基 因组是编码蛋 白 质 的 ， 其余大部分 以 ｎｃＲＮＡ 的形式存在 ［
８

］

， 因此

ｎｃＲＮＡ 可能是研究 ＰＯＩ 发病机制的 巨大候选基因库 。

ｎｃＲＮＡ主要包括长链非编码ＲＮＡ（ Ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ

ＲＮＡ ， ＩｎｃＲＮＡ ） 、 微

小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ ， ｍｉＲＮＡ ） 、 ｃ ｉｒｃＲＮＡ、 小千扰ＲＮＡ和
ｐ ｉＲＮＡ

等 。 过去几

年 ， 许多研究表 明 ｍｉＲＮＡ 和 ＩｎｃＲＮＡ 在 ＰＯＩ 发生发展 中发挥着重要作用 ｆ
２４

，

２５
］

。 近年 来 ， ｃｉｒｃＲＮＡ 在 ｎｃＲＮＡ 研 究 中 越来越受到 关注 。 大量研 宄表 明

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 在多种人类重大疾病 中发挥了重要作用 ， 但其在 ＰＯ Ｉ 发病机制 中 的作

用鲜有文献报道 。 大多数 ｃ ｉｒｃＲＮＡ（约 ８４％
）来源于蛋 白质编码基因 ， 约 ８５％与

己知编码和非编码基因的外显子对齐 ， １ ０％与反义对齐 ， 而其余 ５％与非翻译区

域 、 内含子或未注释基因位点对齐 ［
２６

］

， 它们 的生物发生是 由特定的基因组特

征 、 反向剪接和 ＲＮＡ结合蛋 白 （ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅ ｉｎｓ ， ＲＢＰ ） 的额外微调驱动

的 。 ｃｉｒｃＲＮＡ 的功能表现在分子水平 、 细胞水平和机体水平 ， 既可以干预正常

的生理过程 ， 也可 以干预病理过程 。 ｃｉｒｃＲＮＡ 能够通过调控转录 ／剪接 、 作为

ｍｉＲＮＡ 分子海绵 ／蛋 白海绵 、 以及作为组件翻译 ／组装的支架等分子机制来调节

遗传信息的表达 ［
２７

］

。 大部分 ｃ ｉｒｃＲＮＡ在细胞浆中富集 ， 并且大多数 ｃｉｒｃＲＮＡ 的

表达水平较低 ， 其丰度约为相应线性 ＲＮＡ 的 ５％－

１ ０％＾ 。 然而 ，

一

些 ｃｉｒｃＲＮＡ

＇

 ５
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由于其高稳定性而在细胞中积累 ， 能够超过线性 ＲＮＡ 表达水平的 １ ０ 倍左右 ［
２９

，

３叱 高表达的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 具有细胞和基因特异性 ， 它们的水平与相应的线性 ＲＮＡ

水平并不相关 ［
２８

］

。 ｃｉｒｃＲＮＡ 是
一

类丰富而保守 的 ｎｃＲＮＡ ， 广泛存在于生物体

内 ， 因此具有结构稳定性 、 序列保守性 、 细胞类型特异性和组织特异性等特

点 。 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的高度跨物种保守性和显著的稳定性表明 ， 这些 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 在生物

体内具有重要的功能 。

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 具有闭合环状结构 ， 对核酸酶具有高耐受性 ， 因此比线性 ＲＮＡ 更

为稳定 。 不断积累 的数据表明 ， ｃｉｒｃＲＮＡ 具有潜在的临床相关性和实用性 ， 特

别是 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有作为疾病诊断 、 预后和预测生物标志物的强大潜力 ， 这
一

点

可从 ｃｉｒｃＲＮＡ 在血浆 、 唾液和尿液等液体活检样本中均可检测出而得到体现 。

一

项妊娠早期孕妇血小板的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 测序结果显示 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 核受体相互作用蛋

白 １ 覆盖 ５
１

－非翻译区外显子 ２ 和 ３ 是妊娠特异性的 ， 与非妊娠对照组相 比 ， 在

妊娠早期孕妇血小板中上调 ， 提示妊娠早期孕妇血小板的 ｃｉｒｃＲＮＡ 测序可以鉴

定 出新的妊娠特异性 ＲＮＡ 生物标志物 ［
３ １

］

。 另
一

项在大动脉粥样硬化卒中 患者

差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 的转录组范围调查结果显示 ， ／ 可作为大动

脉粥样硬化卒 中 的新型生物标志物 ［
３２

］

。 被报道可能是
一

种新

的 、 稳定的 胃癌诊断生物标志物 ［
３ ３

］

。 有研究检测 了３ ２ 例活动性肺结核患者和

３ １ 例 健康志 愿者外周 血 中 抑 的表达水平 ， 发现 ＡＵＣ 达 到

０ ．９５０２ ， 提示 卻 具有作为活动性肺结核诊断性生物标志物的潜

力 ［
３４

］
。 融合基因产生的 ｃｉｒｃＲＮＡ Ｆ－ｄｒｃ￡４ 可作为非小细胞肺癌的新

型液体活检生物标志物 ［
３ ５

］

。 这些研究表明 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有作为疾病诊断性生物标

志物的 巨大潜力 。

目 前 ｃｉｒｃＲＮＡ 在 ＰＯＩ 中 的作用机制 尚未完全明确 。 有研宄报道 ｂＰＯＩ 患者

卵巢颗粒细胞中上调的 ｃ Ｚ＞ｃ７７？／Ｍ２４ 和 ｄｒｃＥＭＳｒ可通过影响颗粒细胞的激素合

成 、 ＤＮＡ 损伤修复及凋亡等功能 ， 参与 Ｐ０ Ｉ 的发生发展过程 ［
３６

］
。 另

一

研究报

道了Ｐ０Ｉ 患者及正常对照组血浆中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的差异表达谱 ， 发现有 １ ２ 条显著

上调的 ｃｉｒｃＲＮＡ 和 ２３ 条显著下调的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 但具体的作用机制尚不清楚 ［
３＇

６
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我们前期利用 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 芯片测序获取 了ｂＰＯＩ 患者和对照组患者卵巢颗粒细胞

的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 差 异表达谱 ， 对芯 片 数据进行分析发现有 １ ３３ 条显 著上调 的

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 和 ４２４ 条 显 著 下 调 的 ｃｉｒｃＲＮＡ ［
９
］
。 目 前 ， 在 ＰＯＩ 中 只 有极少 数 的

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 被详细研宄 ， 仍然有许多潜在的候选基因有待进
一

步探索 。

４ ．参与早发性卵巢功能不全的研宄进展

虽 然我 们 前 期 在 ｂＰＯＩ 患 者 卵 巢颗粒细 胞 中 发现 了 大量 差 异 表 达 的

ｃｉｒｃＲＮＡ ， 但大部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 在颗粒细胞中表达量较低 。 ｃｉｒｃＲＮＡ 相对较低的序

列保守性和表达水平可能会导致不显著 、 甚至不 明显的影响 。 因此 ， 为 了更大

程度上筛选 出有意义 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 我们对差异表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 数量更多 的下调

ｃｉｒｃＲＮＡ 进行保守性和表达量分析 ， 最终筛选 了在卵巢颗粒细胞中表达水平较

高 、 保守性较好的 （ ｃ ｚ＞ｃ
＿

０Ｗ收如 ） 进行更深入的研宄 。

起源于 ＳＬＣ＆４ ７ 基因 ， 也被称为 ｃ ｚ＞ｄＶＧ￥７ ， 由外显子 １ 的头尾

拼接组成 ， 长度为 １ ８３２ｂｐ 。 基因广泛表达于心脏 、 卵巢和子宫 内膜等

组织 ［
３ ８

］

。 有研究学者利用 ＰｈｙｌｏＰ 对 基因座进行多重比对 ， 发现该环状

区域在哺乳动物中具有显著的保守性 ［
３ ９

］

， 表明 序列具有较高的保守

性 。 可 以通过靶向 ； 轴抑制非小细胞肺癌细胞的

增殖和侵袭 ［
４Ｇ

］

。 可能通过靶 向 调控细胞增殖 、 血管生成 、

细胞迁移 、 上皮向 间质转化 、 ＭＡＰＫ 信号通路和趋化因子信号通路参与前列腺

癌的发病 ［
４ １

］

。 可 以通过吸附 Ｗ ／Ｕ７７ 调控 ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ 信号通路

从而抑制乳腺肿瘤生长％ 。 靶向心肌细胞中高度丰富的 可以减轻压

力过载诱导的心肌肥大 ［
４３

］

， 并能打破心肌肥厚的恶性循环 ［
４４

］

。 ｄｒｃＳＺＣ＆Ｗ 可通

过靶向 介导缺血性心肌损伤 ［
３ ９

］

， 并可能是心肌缺血－再灌注损伤潜

在 的 新 型 生 物 标 志 物 和 危 险 因 素 预 测 因 子 ［
４５

］

。 ｃ／ｒｃＳＺＣ＆４ ７ 可 作 为 ；ｍ７？
－

汉－４仰 的分子海绵调控 Ｐ７ＥＡＴ表达从而抑制膀胱癌进展 ［
４６

］

。 有研究发现

ｄｍＳＩＣ＆４ ｉ 与氧化应激相关的帕金森病有关 但 在调控卵巢功能

和 ＰＯＩ 发病 中的作用未有研究报道 ， 仍有待进
一

步的研宄 。

７
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５ ．通过调控卵巢颗粒细胞功能参与早发性卵巢功能不全

发病的研究进展

原始卵泡池生成不足或卵泡耗竭加速被认为是 ＰＯＩ 的主要发病机制 ［
４ ８

］

。 颗

粒细胞是卵巢的主要功能细胞 ， 其功能异常会对卵泡的生长发育 、 闭锁 、 排

卵 、 黄体形成 以及激素合成等卵巢功能活动造成影响 。 颗粒细胞的迅速生长和

增殖被认为是卵泡发育的显著标志之
一

， 颗粒细胞与卵泡膜细胞共同协作完成

卵巢类固醇激素的合成和分泌 ， 是维持卵母细胞生长和成熟所必需的 。

近年来许多研究表明颗粒细胞的功能异常 ， 包括增殖异常 、 凋亡异常 、 自

噬异常以及类固醇激素合成异常等 ， 均与 ＰＯＩ 的发生发展密切相关 。 有研宄发

现高 甲基化诱导的 ＩｎｃＲＮＡ－Ｐｖ以 表达下调可通过增加 Ｆｏｘｏｈ表达而促进颗粒细

胞凋亡 ， 而 ＰｖＯ 过表达载体可改善 ＰＯＩ 小 鼠 的卵巢功能 在小 鼠 ＰＯＩ 模型

中 ， 人骨髓间充质干细胞分泌体可促进 ＰＯＩ 小 鼠颗粒细胞的增殖和类固醇激素

的生成 ， 从而改善 ＰＯＩ 小 鼠的卵巢功能 ［
５ （ ）

］

。 Ｔ 缺陷介导的 Ｔ １ 反应可通过调控

颗粒细胞凋亡和类固醇激素生成参与 ＰＯＩ 的发病 ［
５ １

］

。 我们的前期研究发现高级

氧化蛋 白产物可通过 ＲＯＳ－

ＪＮＫ／ｐ３ ８ＭＡＰＫ－Ｐ２ １ 信号通路抑制颗粒细胞增殖和细

胞周期进展 ， 从而参与 ＰＯＩ 的发病 ［
５２

］

。 在顺钼诱导的 ＰＯＩ 小 鼠模型中 ， 顺钼诱

导的 内质 网应激可促进颗粒细胞的 自 噬和凋亡 ， 从而导致卵泡过度丢失和 内分

泌紊乱 ［
５３

］

。 人脐带来源的间充质干细胞移植可通过 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路抑制

卵泡膜间 质细胞的 自 噬功能 ， 从而恢复 ＰＯＩ 大 鼠 的 卵巢功能％ 。 目 前暂无

调控卵巢颗粒细胞功能方面的相关报道 ， 阐明 影响卵巢

颗粒细胞功能的作用机制有助于揭示 ｂＰＯＩ 的发病机理 ， 为寻找 ｂＰＯＩ 早期诊断

性生物标志物 以及治疗靶点提供新的见解 。

因此 ， 本研究将探索 在 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细

胞中的表达及临床意义 ， 以及对卵巢颗粒细胞増殖 、 凋亡 、 雌二醇 （Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ
，

Ｅ２ ） 合成和 自 噬的影响及其作用机制 ， 为 ｂＰＯＩ 发病机理的研究提供新 的思

路。

８
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第
一

章 环状 ＲＮＡｃｉｒｃＳＬＣ８Ａｌ 在生化异常期早发性卵巢

功能不全患者卵巢颗粒细胞中的表达及临床意义

１ 前言

２００８年美 国生殖医学学会 （ ＡｍｅｒｉｃａｎＳｏｃｉｅｔｙ
ｆｏｒＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ ，

ＡＳＲＭ ） 提出用 ＰＯＩ 的概念来替代 ＰＯＦ ， 并建议用基础 ＦＳＨ 水平 、 月经情况和

生育能力作为评估指标 ， 将 Ｐ０Ｉ 患者的卵巢功能衰退进展分为正常 、 隐匿期 、

生化异常期和临床异常期 ４ 个阶段 ［
３
］

。 绝大多数 Ｐ０Ｉ 患者就诊时 己到达终末阶

段 ， 即 Ｐ０Ｆ ， 卵巢功能几近耗竭 ， 并且此耗竭状态很难逆转 ， 给未生育的女性

患者带来 了 困扰 ， 也给现代辅助生殖技术 （Ａｓｓ ｉｓｔｅｄＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ，

ＡＲＴ ） 带来 了挑战 。 因此 ， 我们应该重视隐匿期 ＰＯＩ 和 ｂＰＯＩ 患者的早期发现

以及早期干预 。 ＰＯＩ 患者在卵泡完全耗竭前 ， 通常会经历
一

个 以月 经紊乱为表

现的卵巢功能下降期Ｗ
， 通过对 Ｐ０Ｉ 进行及早诊断 ， 患者仍然有机会获得生

育 。 因此 ， 本研究将对 Ｐ０Ｉ 的早期阶段即 ｂＰＯＩ 患者的发病机制进行研究 ， 寻

找 Ｐ０Ｉ 潜在的候选基因 以及新的治疗靶点 。

Ｐ０Ｉ 的发病机制 尚不明确 ， 原始卵泡池生成不足或卵泡耗竭加速被认为是

ＰＯＩ 的主要发病机制Ｗ
。 而颗粒细胞在原始卵泡池的建立 ［

５５
］

、 卵泡生长发育 ［
５６

］

和 闭锁 ［
５ ７

］中扮演着重要角色 。 许多研宄表明 ＰＯＩ 的发生与颗粒细胞功能障碍密

切相关 ［
４９

，
５ （ ）

，
５２

，
５３

］

。 ＾＾１＾入 由于呈闭合环状结构 ， 因此对 １１１１＾ １１ 核酸酶不敏

感 ， ｃｉｒｃＲＮＡ 比线性 ＲＮＡ 更为稳定 ， 这
一

特点使 ｃｉｒｃＲＮＡ 在作为临床新型诊断

标记物的开发应用上具有很大的优势 。 目 前 已发现多个 ｃｉｒｃＲＮＡ 可 以通过调控

卵巢颗粒细胞功能参与 多囊卵巢综合征等生殖 内 分泌疾病 的发病 ， 但鲜有

ｃｉｒｃＲＮＡ 通过调控颗粒细胞功能参与 ｂＰＯＩ 发生发展的研究报道 。

我们通过对前期在 ｂＰＯ Ｉ 患者和对照组患者卵巢颗粒细胞中获取的 ｃｉｒｃＲＮＡ

差异表达谱进行分析 ［
９

】

， 结合 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的差异表达倍数 、 在颗粒细胞中 的表达

水平 以及序列保守性 ， 最终筛选 了 （ ａ＞ｃ
＿

０如仰如 ） 进行深入研

９
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究 。 是 由 ＳＬＣ＆４ ／ 基 因产生的 ｃｉｒｃＲＮＡ ， 其广泛存在于脊椎动物

中 ， 且相对保守 ， 表明 在物种进化过程中不可或缺 。 己有研究表明

在心血管疾病 ［
４３

］

、 帕金森病 ［
４ ７

】

、 癌症等疾病 中发挥重要功能 ， 但

在卵巢功能调控 以及 ｂＰＯＩ 中 的作用 尚不清楚 ， 仍有待进
一

步研

究 。

２ 实验材料

２ ． １ 实验对象

本研宄已获得南方医科大学南方医院医学伦理委员会的批准 ， 并且该研究

纳入的患者均 已签署知情同意书 。 本研究分别募集了 

５２例接受常规促排卵治疗

的ｂＰＯＩ患者和 ５２例与之匹配的对照组患者 ， 收集其废弃的卵泡液和卵巢颗粒细

胞 。 本研究中 ｂＰＯＩ组 （研究组 ） 以及对照组患者的纳入和排除标准如下 ：

１ ． １ ． １ｂＰＯＩ组患者的纳入标准包括 ：

①患者年龄２４－

３９岁 ； ②患者在月 经第 ２－４天测血清基础 １ ０ＩＵＫ ＦＳＨ＜ ２５

ＩＵ／Ｌ ， 测定至少２次 ， 两次测定间隔大于４周 ； ③患者经阴道或肛门超声检查 ，

双侧卵巢的总窦状卵泡计数 （ＡｎｔｒａｌＦｏｌ ｌｉｃｌｅＣｏｕｎｔｉｎｇ ， ＡＦＣ ）＜ ７个 ， 测定至少

２ 次 ， 两 次 测 定 间 隔 大 于 ４ 周 ； ④ 患 者抗苗 勒 氏 管激 素 （ Ａｎｔｉ －ＭｉＵｌｅｒｉａｎ

Ｈｏｒｍｏｎｅ ，ＡＭＨ ）＜ １ ． １ｎｇ／ｍＬ 。

１ ． １ ．２ 对照组患者的纳入标准包括 ：

①患者年龄２４－

３９岁 ； ②既往月 经规律 ， 月 经周期２４ －３ ５天 ； ③因单纯输卵

管因素和 ／或男方因素就诊并接受ＩＶＦ／ＩＣＳ Ｉ
－ＥＴ治疗 ； ④患者月经第２＞４天测血清

基础ＦＳＨ＜ １ ０ ＩＵ／Ｌ ， 测定至少２次 ， 两次测定间隔大于４周 ； ⑤患者经阴道或肛

门超声检查 ， 双侧卵巢ＡＦＣ＞ ７个 ， 测定至少 ２次 ， 两次测定间隔大于４周 。 ⑥患

者ＡＭＨ 

＞ １  ？ １ｎｇ／ｍＬ 。

１ ． １ ．３ｂＰＯＩ组和对照组患者的排除标准包括 ：

①患者年龄＞４０岁 ； ②存在染色体核型异常 ； ③存在与ＰＯＩ相关的 自 身免疫

病 ， 包括桥本 甲状腺炎 、 系统性红斑狼疮 、 类风湿性关节炎 、 干燥综合症等 ；

１ ０




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

④既往有卵巢手术史 、 放化疗史等 ； ⑤合并其他妇科生殖 内分泌疾病 ， 如子宫

内膜异位症 、 多囊卵巢综合征、 子宫腺肌症等 。

１ ． １ ．４ 患者临床信息的获取 ：

根据患者的病历和就诊记录 ， 记录纳入患者的基本信息 ， 包括姓名 、 年

龄 、 月 经周期 、 身体质量指数 （
Ｂｏｄｙ

ＭａｓｓＩｎｄｅｘ ，ＢＭＩ
）
和不孕年限等 ； 记录患

者在月 经第 ２－４ 天测血清基础 Ｅ２ 、 基础孕酮 （ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ，
Ｐ４ ） 、 基础 ＦＳＨ 和

基础黄体生成素 （ Ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ
Ｈｏｒｍｏｎｅ ， ＬＨ ） 和 ＡＭＨ 水平 ； 记录患者经阴道

或肛门超声检查 ， 双侧卵巢的 ＡＦＣ 数量 ； 同时记录患者接受促排卵治疗的相关

信息 ， 例如获卵数等 。

２ ．２ 主要使用仪器和耗材

实验仪器和耗材
一

览表

Ｌ ｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓａｎｄ ｃｏｎｓｕｍａｂ ｌｅ

仪器名称 生产厂家

台式低温离心机美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

水平低温离心机 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

超净工作台 新加坡 ＥＳＣＯ 公司

高压灭菌器 日本 Ｈ ｉｒａｙａｍａ 公司

漩涡震荡仪 中 国江苏麒麟医用仪器厂

制冰机 中 国宁波格兰特公司

超微量分光光度计 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

ＰＣＲ 八联管 美国 ＧｅｎｅＣｏｄｅｘ 公司

ＰＣＲ仪 美国 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ 公司

罗 氏 ４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪美国罗 氏公司

－

８０

°

Ｃ超低温冰箱 日本 ＳＡＮＹＯ 公司

低温冰箱 中 国海尔公司

微量移液枪 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

无 ＲＮａｓｅ 移液器吸头 美国 Ｋ ｉｒｇｅｎ 公司

无 ＲＮａｓｅ 离心管 美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司

１ １
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无菌巴 氏吸管 美国 巴罗克公司

２ ．３ 主要使用实验试剂

实验拭剂
一

览表

Ｌ ｉｓｔｏｆ ｔｈｅ ｕｓｅｄｅｘｐ
ｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅａｇｅｎｔｓ

试剂名称生产厂家

Ｉ
ｘＰＢＳ 缓冲液 美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ 公司

１ ０ＸＰＢＳ 缓冲液 中 国北京雷根公司

红细胞裂解液美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｏｒｉｃｈ 公司

Ｐｅｒｃｏ ｌ ｌ 细胞分离原液美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｏｒｉｃｈ 公司

ＲＮａｓｅ
－Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 美国Ｓ ｉｇｍａ 公司

ＲＮＡ ｉｓｏ Ｐｌｕｓ 日本Ｔａｋａｒａ公司

逆转录试剂盒 日 本 Ｔａｋａｒａ 公司

ＴＢＧｒｅｅｎ
？

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
？

ＩＩ 日本Ｔａｋａｒａ 公司

无水乙醇、 氯仿 、 异丙醇 中 国广东广州化学试剂厂

２ ．４ 主要使用试剂的配置方法

①５０％Ｐｅｒｃｏ ｌｌ 细胞分离液的配制方法 ： ｐｅｒｃｏｌｌ 细胞分离液 、 ｌ Ｏ ｘＰＢＳ 缓冲液和

ｌ
ｘＰＢＳ缓冲液按 ９ ： １ ： １ ０ 的 比例配制 ， 充分摇匀后于 ４

°

Ｃ冰箱保存 ；

② ７５％的无水乙醇配制方法 ； 无水乙醇和 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ 水按 ３ ： １ 的 比例配制 ， 充

分摇匀后于 ４
°

Ｃ冰箱保存 ；

３ 研宄方法

３ ． １ 卵泡液颗粒细胞的收集

研究组和对照组患者进行控制性促排卵治疗 ， 在 ＧｎＲＨａ 和 ／或 ＨＣＧ 注射

３４ －３６ｈ 后 ， 患者在超声引 导下经阴道后穹窿穿刺全部大小２ １ ０ｍｍ 的卵泡 ， 然后

使用负压抽吸卵泡液 ， 去除卵丘复合物后 ， 将同
一

患者的废弃卵泡液收集于无

１ ２
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

菌杯中 ， 并立即进行颗粒细胞的提取 。

３ ．２ 卵泡液颗粒细胞的提取

颗粒细胞的提取采用既往报道的 Ｐｅｒｃｏ ｌ ｌ 密度梯度离心法 ［
５８

］

， 步骤如下 ：

（ １ ） 超净工作 台提前紫 外线消毒 ３０ 分钟 ， 所用 实验试剂及耗材均不含

ＲＮａｓｅ
；

（ ２ ） 在超净工作台中将卵泡液转移至 ５０ｍＬ 的无菌离心管 ， 去除肉眼可见的组

织块及血块后 ， 移至 ４
°

Ｃ水平低温离心机离心 ， ４００ｇ
ｘ

ｌ ０ｍｉｎ
；

（ ３ ） 弃上清 ， 往离心管 内加入 ｌ
ｘＰＢＳ ｌ ＯｍＬ ， 轻轻吹打混匀后移至 ４

°

Ｃ水平低

温离心机离心 ， ４００ｇ
ｘ ｌ 〇ｍｉｎ

；

（ ４ ） 将上清弃掉 ， 用移液枪向离心管中加入 ４ｍＬ 的 ｌ ｘＰＢ Ｓ 溶液 ， 然后用移液

枪轻轻地吹打混匀 ；

（ ５ ） 另外取
一

个无菌的 １ ５ｍＬ 离心管 ， 先加入 ５０％ Ｐｅｒｃｏ ｌ ｌ 液 ３
－５ｍＬ ， 然后用

巴 氏吸管将 （ ４ ） 中 的细胞悬液缓慢地加入 ， 移至 ４
°

Ｃ水平低温离心机离心 ，

４００ｇ
ｘ２０ｍｉｎ

；

（ ６ ） 将离心管取出 ， 可见离心管 内液体分层明显 ， 遂用 巴 氏吸管将 中 间薄雾

状细胞层吸出 ， 滴入到新的 １ ５ｍＬ 离心管 内 ， 并加入 ｌ
ｘＰＢ Ｓ ５ｍＬ 清洗 １ 次 ， 移

至 ４ 

°

Ｃ水平低温

离心机离心 ， １ ０００ｒｐｍ
ｘ ５ｍｉｎ

；

（ ７ ） 弃上清 ， 往管 内加入 １
－２ｍＬ 的红细胞裂解液 ， 充分混匀后 ， 放置于冰上

１ ０ －

１ ５ｍｉｎ ， 然后转移至预冷至 ４
°

Ｃ 的水平低温离心机内离心 ， １ ０００ｒｐｍ
ｘ５ｍｉｎ

；

（ ８ ） 弃上清 ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ ５ｍＬ 清洗细胞 ２ 次 ， 并转移至 １ ． ５ｍＬ 的无 ＲＮａｓｅ 离心

管中 ， 期间用移液枪吸取少量的细胞悬液 ， 滴入细胞计数板上进行计数 ；

（ ９ ） 根据计数结果 ， 向细胞沉淀 内加入适量的 ＲＮＡｉ ｓｏＰｌｕｓ 裂解液 ， 然后用力

吹打混匀 ， 于室温静置 ５ｍｉｎ 后 ， 进行后续 ＲＮＡ 的提取 ， 或转移至 －

８０
°

Ｃ超低

温冰箱进行保存 。

１３
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３ ．３ 颗粒细胞总 ＲＮＡ 的提取

（ １ ） 将加 了ＲＮＡｉｓｏＰ ｌｕｓ 裂解液的标本置于冰上 ， 往里面加入 １ ／５ 体积的氯

仿 ， 上下颠倒混匀或用振荡仪震荡混匀 ， 在室温下放置 ５ｍｉｎ 后 ， 转移至 ４

°

Ｃ预

冷的离心机中离心 ， １ ２０００ｒｐｍ
ｘ

ｌ ５ｍｉｎ
；

（ ２ ） 离心后将样本取 出 ， 肉眼可见液体明显分层 ， 用移液枪小心吸取溶液最

上层的透明液体 ， 并转移至新的无 ＲＮＡ 酶离心管中 ， 要注意不能吸取到 中 间

层的 白色雾状沉淀和下层的有色液体 ；

（ ３ ） 继续 向 管 中加入相 同体积的异丙醇 ， 充分颠倒混匀后 ， 在室温下放置

１ ５ｍｉｎ 左右后 ， 转移至 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， １ ２０００ｒｐｍ
ｘ

ｌ ５ｍｉｎ
；

（ ４ ） 离心后将样本取出 ， 肉眼可见管底有 白色的 ＲＮＡ 沉淀 ， 轻轻地吸弃上清

液后 ， 往 ＲＮＡ 沉淀中加入冷的 ７５％乙醇溶液 ｌｍＬ ， 然后上下颠倒数次 ， 转移

至 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， ７５００ｒｐｍ
＞＜ ５ｍｉｎ ， 清洗 ２－３ 次 ；

（ ５ ） 弃上清 ， 置于室温进行干燥 ， 待 白色沉淀千燥成半透明后 ， 用移液枪吸

取适量的无 ＲＮａｓｅ水加入管内充分溶解 ；

（ ６ ） 将样本转移至冰上 ， 利用紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度和纯度 ， 并记录

各样本的 ＲＮＡ浓度 、 ＯＤ２６０／２８０ 值和 ＯＤ２６０／２３ ０ 值 。 提取的总 ＲＮＡ 可直接进

行后续逆转录实验 ， 或转移至 －

８０

°

Ｃ超低温冰箱进行短期保存 。

３ ．４ 颗粒细胞 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ

３ ．４ ． １ 去除基因组 ＤＮＡ

使用 Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒 ， 先将上述所提的颗粒细胞 ＲＮＡ 用 ２００
ｊ

ｉＬ 的 ＥＰ

管根据如下反应体系进行配制 ， 配好后将 ＥＰ 管瞬离几秒 ， 达到混匀反应体系

的 目 的 ， 并放置于 ＰＣＲ 仪中进行反应 ， ４２Ｔ＞２ｍｉｎ ， ４
°

０ 〇〇 。

ｌ Ｕｇ ＲＮＡ 的 ５ｎＬ／ ｌ 〇ｎＬ反应体系配制方法 ：

试剂名称＿Ｌ体系 ２０成 体系

ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ ０ ．５
｜

ｉＬ １ ．０
｜

ｘＬ

５ ｘｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ｌ ．Ｏ
ｊ

ｘＬ ２ ．０
ｆ
ｉＬ

１ ４
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

ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２０ （
３ ．５

－

５００／Ｘ
） （

７ ．０－

１ ０００／Ｘ
） ［

ｉＬ

Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ５００／Ｘ＾ＬＸ
｜

ｉＬ

Ｔｏｔａｌ ５ ．０卩Ｌ ｌ Ｏ ．Ｏ
ｆ

ｉＬ

Ｘ为测得样品的 ＲＮＡ 浓度 ， ＲＮａｓｅ ＦｒｅｅｄＨ２０ 水补足至 ３ ． ５ｎＬ／７ｎＬ 。

３ ．４ ．２ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ

将上述己去除基因组 ＤＮＡ 的 ＲＮＡ 进行如下体系的配制 ， 配好后将 ＥＰ 管

瞬离几秒 ， 达到混匀反应体系 的 目 的 ， 并放置于 ＰＣＲ 仪 中进行反应 ， ３ ７

°

Ｃ

ｘ
ｌ ５ｍｉｎ ， ８５

°

Ｃ ｘ ５ ｓ ， ４
。

０ 〇〇 。

１昭 ＲＮＡ 的 １ 〇ｈＬ／２〇ｈＬ 逆转录反应体系的配制方法 ：

试剂名称＿Ｌ 体系 ２０吣体系

５ ｘＲｉｍｅＳｃｒ ｉｐｔ ｂｕｆｆｅｒ ２ ２ ．０
｜

ｉＬ ４ ．０
｜

ｉＬ

ＲＴ ＰｒｉｍｅＭ ｉｘ ０ ． ５
ｐ
Ｌ ｌ ．Ｏ

ｊ

ｘＬ

Ｐｒｉｍ ｅＳ ｃｒｉｐｔ ＲＴ ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ Ｉ ０ ． ５
｜

ｉＬ Ｉ ．Ｏ
ｊ

ｉＬ

ＲＮａｓｅ ＦｒｅｅｄＨ２〇 ２ ．０
＼

ｉＬ ４ ．０
ｆ

ｉＬ

步骤３ ． ６ ． １的ＲＮＡ 反应液 ５ ．０ｐＬ １ ０ ．０
（

ｉＬ

Ｔｏｔａｌ Ｉ Ｏ ．Ｏ
＾
ｉＬ ２０ ．０

＾
ｉＬ

３ ．５ 颗粒细胞 ｃＤＮＡ进行 ｑＲＴ
－ＰＣＲ

（ １ ）ＰＣＲ 引物的设计和合成 ： 通过 ｃ ｉｒｃＢａｓｅ 和 ＮＣＢ Ｉ 数据库获得人 ｃｉｒｃＲＮＡ 及

ｍＲＮＡ 序列 ， 利用 ｃ ｉｒｃＰｒｉｍｅｒ 软件和 Ｐｒｉｍｅｒ
－Ｂ ｌａｓｔ 网站设计和验证特异性的 ＰＣＲ

引 物 。 本研究所使用 的 引物序列均 由上海生工设计和合成 ， 本研宄主要合成的

引物序列如下 ：

表 １
－

１ＰＣＲ 引物序列
一

览表

Ｔａｂｌｅ１
－

１Ｌ ｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ
ｐｒ ｉｍ ｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 引物序列 （
５

’

－

３
’

）

ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ
－ＴＡＴＣＧＡＡＧＧＧＡＣＴＧＣＣＡＧＡＧＧ

ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａ Ｊ
－Ｒ ＧＧＴＧＡＡＡＧＡＣＴＴＡＡＴＣＧＣＣＧＣ

ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡ

１５
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ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡＧＣ

（ ２ ） 避光配制 ２０吣 的 ＰＣＲ 反应体系 ， 配制方法如下 ：

豆剂名称 １１

ＳＹＢＲ？
ｐｒｅｍ

ｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
？

２ｘ ｉｏＴｏ
＾
ｉＬ

ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ（ １ ０ｐ ，Ｍ ） ０ ．４
｜

ｉＬ

ＰＣＲ ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ（ Ｉ Ｏ
ｊ

ｉＭ ） ０ ．４卩Ｌ

ＲＮａｓｅ ＦｒｅｅｄＨ２〇 ７ ．２
＼

ｉＬ

ｃＤＮＡ ２ ．０
＾
ｉＬ

Ｔｏｔａｌ ２０ ．０卩Ｌ

配好反应体系后 ， 加入到 ＰＣＲ 八联管 ， 设置 ３ 个复孔 ， 加样后瞬离几秒 ，

立 即 上机 ， 利用Ｌ ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳｙｓｔｅｍＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪器进行ｑＲＴ
－ＰＣＲ ，

ＰＣＲ扩增条件如下 ：

反应温度ｍ 循环次数

９５ 

°

Ｃ ３０ｓｅｃ ｆ ＞＜

９５ 

°

Ｃ ５ｓｅｃ ４〇ｘ

６０

。

。 ２０ｓｅｃ

９５

＂

Ｃ ５ｓｅｃ ｌ
ｘ

６０ 

°

Ｃ ６０ｓｅｃ

９５ 

°

Ｃ ０ｓｅｃ

５０ 

°

Ｃ ３０ｓｅｃ ｌ
ｘ

扩增完成后 ， 导 出每个孔荧光信号达到设定 阈值时所需循环数 （ 即 ＣＴ

值 ） ， Ｇ１ＰＺＷ作为 内参 ， 利用 ２
＾ＣＴ公式计算 目 的基因的相对表达量 。

３ ．６ 统计学分析

本研究主要使用 ＳＰＳＳ１ ６ ．０ 软件 （
ＳＰＳＳＩｎｃ ．

，
Ｃｈｉｃａｇｏ ，

ＩＬ
，
ＵＳＡ

）
进行统计学分

１ ６




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

析 。 利用独立样本 ｔ检验来检验 ｂＰＯＩ 患者组与对照组中 ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ 的表达差

异有无统计学意义 ； 使用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析 ｄｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ 表达水平与患者临

床 参 数 之 间 的 相 关 性 ； 绘 制 受 试 者 工 作 特 征 曲 线 （ ＲｅｃｅｉｖｅｒＯｐｅｒａｔｏｒ

ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃＣｕｒｖｅ ， ＲＯＣｃｕｒｖｅ ） ， 根据ＲＯＣ的 曲线下面积 （ＡｒｅａＵｎｄｅｒｔｈｅ

Ｃｕｒｖｅ ，ＡＵＣ ） 评估 用于鉴别 ｂＰＯＩ 的敏感性和特异性 。 数据用均数

±标准差 （ ｉ ±ＳＤ ） 表示 ， 设双侧检验 ， Ｐ＜０ ．０５ 被认为差异有统计学意义 。

４ 实验结果

４ ． １ｂＰＯＩ 组和对照组患者的临床信息比较

我们
一

共收集了１ ０４ 例患者的卵巢颗粒细胞 ， 包括 ５２ 例 ｂＰＯ Ｉ 组患者和 ５２

例对照组患者的卵巢颗粒细胞 。 通过对数据进行分析 ， 如表 １
－２ 所示 ， 两组患

者的年龄 、 ＢＭＩ 、 血清基础 Ｅ２和基础 Ｐ４ 水平无统计学差异 ， ｂＰＯ Ｉ 组患者的血

清基础 ＦＳＨ 和基础 ＬＨ 水平均高于对照组患者 ， 而 ＡＭＨ 、 ＡＦＣ 和获卵数均 明

显低于对照组 。

表 １
－２ 用于 ｑＲＴ

－ＰＣＲ 分析的 ｂＰＯ Ｉ 组和对照组患者的基本信息

Ｔａｂｌｅ １
－２Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ ｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂＰＯＩａｎｄｃｏｎｔｒｏ ｌ

ｐ
ａｒｔ ｉｃ ｉ

ｐａｎｔｓ ｆｏｒ
ｑＲＴ

－ＰＣＲ ａｎａ ｌｙｓｅｓ ．

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔ ｉｃｓ ｂＰＯＩ
（
ｎ 

＝
５２

）Ｃｏｎｔｒｏ ｌ
（
ｎ

＝
５２

）Ｐ－ｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ３ ３ ． ８ １ ０ ± ４ ． ０２５ ３ ２ ． ６ ７０ 士３ ：３９４ ０ ． １ ２３

ＢＭＩ
（
ｋｇ／ｍ

２

） ２ １ ．２ １ ８± ２ ． ７２２ ２２ ． ０２３±２ ．６７４ ０ ． １ ３ １

Ｅ２ （ｐｇ／ｉｎＬ
） ４２ ．４９７士５ １ ．２４ １４０ ． ０３ ８± １ ９ ． １ ６３０ ． ７５ １

ＦＳＨ
（
ｍｌＵ／ｍＬ

） １ ４ ．４０３±３ ． ８０９ ６ ．６ ８ １± １ ．４０ １＜０ ．００ １
＊ ＊ ＊

ＬＨ
（
ｍｌＵ／ｍＬ

） ８ ．６３９ 士８ ．４６４５ ． １ ４４ 土１ ． ７６７０ ．００６
＊ ＊

Ｐ４
（
ｎｇ／ｍＬ

） ０ ．４５２ ± ０ ． ３４ ８０ ．３ ５７ ± ０ ．３ ８２０ ． １ ８６

ＡＦＣ ４ ．５９６ ± ２ ， ０５ １ １ ５ ．０７７ ±３ ． ９８０＜０ ． ００ １
＊ ＊ ＊

ＡＭＨ
（
ｎｇ／ｍ ｌ

） ０ ．４８６ 
土０ ． ３４ ７ ３ ．２６ １±１ ． ８ １ ５＜０ ． ００ １

＊ ＊ ＊

Ｎｏ ．ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓｒｅｔｒｉｅｖｅｄ ２ ． ５３９±２ ．４３ ７ １ ３ ．５７７ ±７ ．９５２＜０ ， ００ １
＊ ＊ ＊

＊ ＊
： ｐ ＜ ｏ ． ｏ ｉ

，

＊ ＊ ＊
： ｐ ＜ ａｏｏ ｉ ．

１ ７
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４ ．２ｃ ／ｒｃＳＺＣＭ ｉ 在 ｂＰＯ Ｉ 组卵巢颗粒细胞中 的表达明显下调

我们利用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测 ｄｒｃＳＩＣＳＡ（ ｄｒｃ ００ ＯＯ９ＳＭ ） 在 ｂＰＯ Ｉ 组和对照组卵

巢颗粒细胞的表达差异 ， 如 图 １
－

１ 所示 ， 在 ｂＰＯ Ｉ 组卵巢颗粒细胞的

表达明显下调 （ Ｐ＜０ ． ０ １ ） ， 差异有统计学意义 。

Ｘ

ｇ ＊＊

１ ５

１ ？

ｏＳ１ ０
－？

Ｉ Ｉ
？

？

？

０：
森 遠

１ ｜
°

－

Ｑｉ
〇

（０
￣５ ＾ １ １

〇Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

（
ｎ＝５２

）ｂＰＯ 丨

（
ｎ＝５２

）

图 １
－

１ｂＰＯ Ｉ组和对照组患者卵巢颗粒细胞 的表达水平

Ｆ ｉｇｕｒｅ １
－

１Ｔｈｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ ｉｎｔｈｅ
ｇｒａｎｕ ｌ ｏ ｓａｃｅ ｌ ｌ ｓｆｒｏｍ ｂＰＯ Ｉａｎｄｃ ｏｎｔｒｏ ｌ

ｐａ
ｔ ｉ ｅｎ ｔｓ

符合纳入标准 的 ５２例 ｂＰＯ Ｉ患者和 ５ ２例对照组患者 的卵巢颗粒细胞提取ＲＮＡ后 ， 进行 ｑ
ＲＴ－

ＰＣＲ检测两组间 ｃ７＞ｃ５ＸＣ＆４ ／的表达水平 ， Ｇ１４ＰＤ／／作为 内参 。

＊ ＊
： Ｐ ＜ ０ ． ０ １ 。

４ ．３的表达水平与患者临床数据的相关性分析

我们通过对 １ ０４ 例患者卵巢颗粒细胞 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ 的表达水平与患者临床数

据进行 Ｐｅａｒ ｓｏｎ 相关性分析 ， 结果如表 １
－

３ 所示 ， ｃ ／＞ｃ５ＸＣ＆４ ／ 的表达水平与患者

年龄和血清基础 ＦＳＨ 水平之间存在负相关关系 ， 与 ＡＭＨ 、 ＡＦＣ 和获卵数之间

存在正相关关系 ， 而与其他临床信息无明 显相关关系 。

表 １ 

－

３ （
ｃ ｆｒｅ 力的表达水平与患者临床数据的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析

Ｔａｂ ｌ ｅ １
－

３Ｐｅａｒｓｏｎ＾ｒａｎｋｃｏ ｒｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｃｏｅ ｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｔｓｏｆ  ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ（ｃ ｉｒｃ
＿

００００９９４
）

１ ８





博士学位论文


ａｎｄ
ｐａｔ ｉｅｎｔｓ

’

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ ｓｔ ｉｃ ｓ ．

Ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｉ ｓｔ ｉｃｓ Ｒｌｖａ ｌｕｅ

—

Ｋ

￣＂＂

－

０ ．２６９ ０ ．００６
＊ ＊

Ａ
ｇｅ（ｙｅａｒｓ ）

ＢＭＩ
（
ｋｇ／ｍ

２

）
° －０７７ ° ＇４３ ７

Ｅｉ
（ｐｇ／ｍＬ

）
￣

〇 ． 〇４２ ０ ．６７５

ｃｃｕ ／Ｔ Ｔ Ｔ ／
－

０ ． ２８ ８ ０ ． ００３
＊ ＊

ＦＳＨ
（
ｍ ｌＵ／ｍＬ

）

Ｔ Ｕ ／ Ｔ Ｔ Ｔ ／Ｔ ，
－

０ ． １ ００ ０ ． ５ ３ ０

ＬＨ
（
ｍｌＵ／ｍＬ

）

／Ｔ 、
－

０ ． １ ０ ８ ０ ． ３２ １

Ｐ４
（
ｎｇ／ｍＬ

）

ＡＦＣ ０ ．４２０＜０ ．００ １
＊ ＊ ＊

Ａ Ａ ／ｎｊ ，ｙｎ ０ ．４２ １＜０ ．００ １
＊ ＊ ＊

ＡＭＨ
（
ｎｇ／ｍ ｌ

）

Ｘ Ｔ，＾ ＋
， ０ ． １ ９５ ０ ． ０４７

＊

Ｎｏ ．ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ ｒｅｔｒ ｉｅｖｅｄ

ｎ 

＝
 １ ０４

；＜
０ ．０５

，

＊ ＊Ｐ 
＜

０ ． ０ １
，

＊ ＊ ＊
Ｐ
＜０ ．００ １ ．

４ ．４ 评估 ｃ／ｒｃ见 诊断 ｂＰＯＩ 患者的价值

为 了评估 ｄｍＳＺＣ＆４ ７ 对 ｂＰＯＩ 患者 的诊断价值 ， 我们进行 了ＲＯＣ 曲线分

析 ， 结果如 图 １
－２ 所示 ， ＡＵＣ 达到 ０ ． ７２６ ， ９５％ 的置信 区 间为 ０ ． ６２７－０ ． ８２５ ， 其

敏感度为 ８８ ．５％ ， 其特异性为 ５３ ． ８％ ， ＡＵＣ 在 ０ ． ７？０ ．９ 时被认为具有
一

定的准确

性 ， 提示 ｄｒｃＳＺＣ＆Ｏ 对 ｂＰＯ Ｉ 患者具有
一

定的诊断价值 。

１ ９
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ＲＯＣｃｕ ｒｖｅ

１ ２〇 ｔ
—

Ｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ％

１ ０ ０
＇

——

Ｉ ｄｅｎ ｔ ｉ ｔｙ％

Ｉ
８〇

－

ｌ
６〇

－

＾／／
？４０

－

 Ｉ

ｆＡＵＣ ：０ ．７２６
（
０ ．６ ２７

，
０ ． ８２５

）

２０
－ 一Ｐ＜０ ．００ １

０２０４０６０８０１ ００１ ２０

１ ００％
－

Ｓｐｅｃ ｉ ｆｉｃ ｉ ｔｙ％

图 １
－２ＲＯＣ 曲线分析 ｃ ／；ｒＳＺＴ＆４ ７ 对 ｂ ＰＯ Ｉ 患者的诊断价值

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ １

－

２ＲＯＣｃ ｕｒｖｅａｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓｏｆ ｔｈｅｄ ｉ ａｇｎｏ ｓ ｔ ｉ ｃｖａ ｌ ｕｅｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ ｉ ｎ
ｐａｔ ｉ ｅｎｔ ｓｗ ｉ ｔｈｂ ＰＯ Ｉ

５ 讨论

本研究通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测发现 ｃ ｚ＞ｃＳＺＴ＆４ ７ 在 ｂＰＯ Ｉ 患者卵巢颗粒细胞 中 的

表达水平相对于对照组明显下调 ， 且与患者年龄和血清基础 Ｆ ＳＨ 水平之间存在

负相关关系 ， 与 ＡＭＨ 、 ＡＦＣ 和获卵数之间存在正相关关系 ， 提示 ｃ ／＞Ｃ ｌＳＩＣ＆４ ｉ

的表达水平可能与女性卵巢储备功能相关 ， 可能与 ＰＯ Ｉ 及其相关不孕症的发生

关系密切 。 由于 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 具有稳定 的 闭合环状结构 ， 能耐受核酸酶的影响 ， 其

表达相对线性 ＲＮＡ 更为稳定 ， 因此能很好地作为疾病新型生物标志物 。 通过

制 作 ＲＯＣ 曲 线 发现 ／ 对 ｂＰＯ Ｉ 患 者 具 有
一

定 的 诊 断 价 值 ， 因 此

具有作为 ｂＰＯ Ｉ 诊断生物标志物的潜力 。

５ ． １可能与 ｂＰＯＩ 的发病相关

我们前期对 ８ 例 ｂＰＯ Ｉ 患者与 ８ 例对照组患者卵巢颗粒细胞进行 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

芯片测序 ， 发现 （ ｃ ７

＿

ｒｃＪＷ０仰久０ 在 ｂＰＯ Ｉ 患者卵巢颗粒细胞中表达

显著下调 （ Ｆｏ ｌｄ Ｃｈａｎｇｅ＾２ ． ０ 且 Ｐ＜０ ． ０ ５ ） ［
９

］

， 并通过扩大样本 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 实验证实

芯片 的结果可靠 ， ＆４ ７ 的异常表达可能对颗粒细胞功能产生影响 ， 与

２ ０
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

ｂＰＯＩ 的发病相关 。

血清基础 ＦＳＨ 水平是 ＰＯ Ｉ 的重要诊断标准 ， 通过 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析发

现 表达水平与 ＦＳＨ 水平存在 明显负相关关系 ， 提示卵巢颗粒细胞

中 下调的 ｃ ｆｍＳｉＣ＆４ ／ 可能与 ｂＰＯＩ 中升高的 ＦＳＨ 水平相关 。 此外 ， 卵巢储备功

能减退 （ Ｄ ｉｍｉｎｉｓｈｅｄＯｖａｒｉａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅ ， ＤＯＲ ） 与ＰＯＩ具有相似的病 因 ［
５９

］

。 ＰＯＩ

的早期阶段可表现为 ＤＯＲ ， 部分女性 ４０ 岁前发生的重度 ＤＯＲ 患者可演变为

ＰＯＩ 。 因此 ， 我们利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析 了ｃｆｍＳＩＣ＆ｌ？ 表达水平与卵巢储

备相关指标的相关性 。 其中 ， 年龄是卵巢储备的最重要指标 ， 女性卵巢 内 的卵

子随着年龄的增加而逐渐减少 ， 自 ３２ 岁起明显减少 ， 到 ３７ 岁 以后衰退更为明

显 ， 并且 ＰＯＩ 的发病率随着年龄的增加有升高的趋势 。 另外 ， ＡＭＨ 和 ＡＦＣ 是

卵巢储备功能相关性最强的独立预测因素 ， 具有检测方法简单和不同月 经周期

间变化幅度小等优点 ［
６０

］

。 许多研宄表明 ＡＦＣ 与原始卵泡数量呈正相关 ［
６ １

＿６３
］
。 在

本研究 中 ， Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数分析结果显示 以＾５７＾＆４ ７ 表达水平与年龄存在负

相关关系 ， 并且与 ＡＭＨ 、 ＡＦＣ 和获卵数存在正相关关系 ， 提不 ｃｉｒＣｉＳＺＣ
１

■＆４ ７ 可

能与 ｂＰＯＩ 患者原始卵泡池受损 、 卵巢储备功能衰退 、 获卵数降低有关 。 卵巢

颗粒细胞的功能状态与原始卵泡池的建立、 卵母细胞质量 、 卵泡生长发育 以及

卵巢储备密切相关 。 因此 可能通过调控颗粒细胞功能来影响卵泡的

功能 ， 从而参与 ｂＰＯＩ 的发病进程 ， 这仍需更进
一

步的研究来明确 。

５ ．２ｄ／ｒ见Ｃ＆４Ｊ 具有作为 ｂＰＯＩ早期诊断生物标志物的潜力

ＰＯＩ 的进展可能会持续很长
一

段时间 ， 然而大多数患者是在生育能力严重

下降的临床异常期被诊断 ， 错过 了最佳助孕时间 。 因此 ， 在 ＰＯＩ 早期 （隐匿期

或生化异常期 ） 寻找早期潜在生物标志物和治疗靶点显得尤为重要 。 ｃｉｒｃＲＮＡ

是
一

类丰富而保守的 ＲＮＡ ， 大多数 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的表达量较低 ， 其丰度约为相应线

性 ＲＮＡ 的 ５％－

１ ０％ ［
２ ８

］

。 然而 ，

一

些 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 由于其高稳定性而在细胞中积累 ，

其表达甚至能超过相应线性 ＲＮＡ表达的 １ ０ 倍以上 ［
２９

，
Ｍ

］

。 核酸酶
一

般通过识别

线性 ＲＮＡ 分子末端而发挥作用 ， 由于 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有稳定的 闭合环状结构 ， 因

２ １
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此比线性 ＲＮＡ 更能耐受住核酸酶的影响 。 因此 ， ｃｉｒｃＲＮＡ 由于其结构和功能特

性 （稳定性 、 特异性和敏感性 ） ， 其作为新型诊断性生物标志物和治疗靶点具

有潜在的应用前景 。

目 前 ， 大量的研究表明 ｃｉｒｃＲＮＡ 在肾脏疾病 、 心血管疾病和多种肿瘤中可

能是有前景的诊断和 ／或预后生物标志物以及潜在的治疗靶点 ［
６４

，
６５

］

。 有研宄报道

可作为急性缺血性心脏病心源性猝死的辅助诊断标志物 ［＠
。 在女性

生殖 内 分泌疾病领域 ， ７５ （Ｗ 、 ７５６Ｐ２和

效沖８
１可能是 ＰＣＯＳ 潜在 的诊断性生物标志物 。 ｃｆｒｃ＾７７？Ｍ：７

［
６９

］

、

ｃ ｚ＞ｃＺＦＰＭ２ ［
７Ｃ ）

ｌ

、 ｄｒｃＰｉＦ５ｉ ｉ：Ｌ４
卯和 ｃ ｚＶｃＪＷＷＭ切

？２
］等在子宫 内膜异位症中异常表

达 ， 可能是子宫 内膜异位症潜在的生物标志物 。 而在 ＰＯＩ 的研究中 ， 有研究报

道 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中表达上调的 和 ｃｚ＞ｃ７７？／Ｍ２４有可能通过调

控颗粒细胞的 ＤＮＡ 损伤修复 、 凋亡和激素合成功能参与 ＰＯＩ 的发病 ［
３６

］

。 另
一

项研究检测 了ＰＯＩ 患者及正常对照组血浆中 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的差异表达谱 ， 发现有 １ ２

条显著上调的 ｃｉｒｃＲＮＡ 和 ２３ 条显著下调的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ［
３ ７

］

。 我们前期研宄建立了

ｂＰＯＩ 患者和对照组患者卵巢颗粒细胞的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 差异表达谱 ， 也发现在 ｂＰＯＩ

中有 １ ３ ３ 条显著上调的 ｃｉｒｃＲＮＡ 和 ４２４ 条显著下调的 ｃｉｒｃＲＮＡ ［
９

］

。 这些差异表

达的 ｃｉｒｃＲＮＡ可能是寻找 ｂＰＯＩ 诊断生物标志物的候选基因 。

我们通过制作 ＲＯＣ 曲线发现 对 ｂＰＯＩ 患者具有
一

定的诊断价

值 ， 提示 具有作为 ｂＰＯ Ｉ 诊断生物标志分子的潜力 ， 当然后续还需

要扩大样本量来进行验证以及更进
一

步的研究 。

６ 小结

与正常对照组相 比 ， ｃ／ｒｃＳＺ：Ｃ＆４ ７ 在 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中表达明显下

调 ， 其表达水平与患者年龄和血清基础 ＦＳＨ 水平之间存在负相关关系 ， 与

ＡＭＨ 、 ＡＦＣ 和获卵数之间存在正相关关系 ， 提示 有望作为卵巢储

备功能评估的生物标志物 。 此外 ， ｃ／ｒｃＳＺＴ＆４ｉ 还具有诊断 ｂＰＯＩ 患者的潜力 。

２２
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第二章 环状 ＲＮＡ ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａｌ 调控卵巢颗粒细胞的增

殖、 凋亡和雌二醇合成的作用机制

１ 前言

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 是
一

类具有调控功能的 ｎｃＲＮＡ ， 具有闭合环状结构 ， 广泛存在于

真核细胞转录组 中 ， 在不 同 的组织 以及不 同发育阶段 中具有表达特异性 。

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 主要来 自编码基因的外显子 ， 少部分来 自编码基因的 内含子 、 ＵＴＲ 区

域 、 基因 间 区或 ｎｃＲＮＡ 基因位点 。 因此有
一

部分 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可能是 由
一

个或多

个外显子构成 ， 也可能仅 由 内含子构成 ， 或者 由 外显子和 内含子共同构成 。

ｃ ｉｒｃＲＮＡ是 由ｍＲＮＡ前体 （ ｐｒｅ
－ｍＲＮＡ ） 经反向剪接 （ Ｂａｃｋ－Ｓｐｌｉｃ ｉｎｇ ） 形成的 ，

目 前报道的环化机制主要有以下 ３ 种 ： 内含子反向互补序列驱动环化 、 ＲＮＡ 结

合蛋 白 （ ＲＢＰｓ ） 驱动环化和套索驱动环化 ［
７３

，
７４

］

。 和普通线性 ＲＮＡ
—

样 ，

ｃｉｒｃＲＮＡ 的 同
一

个基因位点可 由于剪接位点等因素的改变而产生多个转录本 。

细胞质丰富 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可通过作为 ｍｉＲＮＡ 分子海绵 、 蛋 白海绵 、 蛋 白支架和

蛋 白翻译模板等来调控基因表达 ［
７５

］

。 此外 ，

一些细胞核丰富的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可通过

影响剪接和转录过程而促进基因表达 。

ｄｒｃ见Ｃ＆４ ７ 已被发现通过直接结合或间接调控影响与死亡 、 分化 、 增殖或

应激相关信号通路的活性 ， 参与疾病的发生发展过程 。 有研宄发现

通过调控 扣／ＣＤ／Ｐ／ 信号通路影响心肌细胞凋亡 ［
３ ９

］

。 可以作

为心肌细胞 内 的 内源性海绵 ， 减轻压力过载诱导 的心肌肥大 ［
４３

］

。

通过调控 册 信号轴抑制膀胱癌 的进展 ［
４６

］

。

ｄｒａＳＬＣ＆ｌ Ｊ 通过竞争性结合 调控 ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ７ＡＫＴ 信号通路 ， 从而影

响乳腺癌的进展 ［
４２

］

。 ｃ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ 通过靶向 川必－５
／

Ｊ／ＦＱＡ刀 信号轴抑制非小

细胞肺癌细胞的增殖和侵袭 ［
４Ｇ

］

。 通过海绵吸附 ｗ汉－２ｉ 调控细胞增

殖 、 血管生成 、 细胞迁移 、 上皮 向 间质转化 、 ＭＡＰＫ 信号通路和趋化因子信号

通路 ， 在前列腺癌中发挥抑癌作用 ［
４ １

］

。 ｃ ｚ＞ｃ５ＸＣ＆４ ７ 通过靶向 而７？
－２７４－５

；
？／Ｃ￡＞Ｃ２ ７

２３
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信号轴抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭 ， 在胶质瘤中发挥抑制肿瘤的作用

ｃ ｒ＞ｃ５ＸＣ＆４ ７ 可能影响细胞氧化应激过程 ， 与 帕金森病发病有关 ［
４７

］

。 然而 ，

通过调控颗粒细胞何种功能和何种信号通路参与 ｂＰＯＩ 发病仍有待

阐 明 。

卵巢颗粒细胞产生多种类固醇激素和生长因子 ， 可以通过调控卵巢颗粒细

胞增殖 、 凋亡和卵泡液形成等 ， 进而影响卵泡的生长 、 成熟和闭锁 ［
７？

１
。 其中最

主要的类固醇激素包括 Ｅ２和孕激素 ， 这两种性激素可通过负反馈下丘脑垂体性

腺轴调控卵巢的功能 ， 此外 ， Ｅ２和孕激素也是十分重要的抗凋亡因子 。

是卵巢中卵泡生长和排卵所必需的 。 在卵巢颗粒细胞中 的表达被精确调

控 ， 以诱导正常的卵泡发生 。 颗粒细胞中 ＦＳｆｆｌ？ 的表达随着健康卵泡的生长而

增加 ， 而在闭锁卵泡中则减少 ［
７８

】

。 ＦＳＨ 可通过 ＦＳＨＲ 发挥作用 ［
７９

］

， 使细胞内第

二信使 ｃＡＭＰ 水平升高 ， 进而激活其下游 ＰＫＡ 通路 ， 促进卵巢颗粒细胞 氐 的

合成和分泌 。 已知 ｆｓｈ 可诱导芳香化酶 的表达 ， 是体 内雌

激素合成的限速酶 ， 直接影响体 内 Ｅ２ 的水平 ［
８Ｑ

］

。 近年来 ， ｃｉｒｃＲＮＡ 被发现在卵

巢颗粒细胞激素合成 中 发挥着重要 作 用 。 外泌体 的 缺失抑制 了

ＣＴＲ？奴 ７ 的表达 ， 导致受体细胞 的 Ｅ２ 合成和 分泌减少 ［
８ １

］

。 和

ｃ ｚ＞ｃ￡ＭＳＴ通过调控 ＦＳＨＲ 蛋 白 表达影响人卵巢颗粒细胞 的 Ｅ２ 合成 ［
３６

］

。 但

调控卵巢颗粒细胞 Ｅ２合成的作用机制仍有待阐 明 。

因此 ， 本部分研宄将深入探索 对卵巢颗粒细胞增殖、 凋亡和 Ｅ２

合成的影响及其作用机制 ， 为揭示 ｂＰＯＩ 的发病机制提供新的研宄思路 。

２ 实验材料

２ ． １ 实验细胞

２ ． １ ． １ 人原代卵巢颗粒细胞 ：

本研 究所使 用 的 人 卵 巢黄素化颗粒细胞 （ ＨｕｍａｎＬｕｔｅ ｉｎｉｚｅｄＧｒａｎｕｌｏｓａ

Ｃｅ ｌ ｌ ， ｈＬＧＣ ） 均来源于生殖医学中心接受 ＩＶＦ／ＩＣＳＩ
－ＥＴ 治疗的患者 。 患者的纳

入标准如下 ：

２４
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①患者年龄范 围为 ２５ －

３０ 岁 ， ＢＭＩ 在 １ ８ －２４ｋｇ／ｍ
２之间 ； ②患者既往月 经规

律 ， 月 经周期 ２４－

３ ５ 天 ； ③患者因单纯输卵管因素和域男方因素接受 ＩＶＦ／ＩＣＳＩ
－

ＥＴ 治 疗 ； ④ 患 者 第 ２４ 天 测 血清 基础 ＦＳＨ ＜ １ ０ＩＵ／Ｌ 、 ＬＨ＾ ｌ ＯｍｌＵ／ｍＬ 及

ＥＺ５０ｐｇ／ｍＬ
； ⑤取卵周期中获卵数２４个 。

２ ． １ ．２ 人卵巢颗粒细胞系 ：

人卵巢颗粒细胞系——ＫＧＮ ， 由 山东大学秦莹莹教授慷慨赠予 ， 来源于 日

本 ＲＩＫＥＮＢ ｉｏＲｅｓｏｕｒｃｅＣｅｎｔｅｒ 。 ＫＧＮ 细胞系被认为具有正常颗粒细胞的大多数

生理特征 ， 包括表达功能性的 ＦＳＨＲ和具有芳香化酶活性 ， 以及与正常颗粒细

胞中观察到的相 同的 甾体发生和 ｆａｓ 介导的凋亡模式 。 因此 ， ＫＧＮ 细胞系被认

为是 了解人类卵巢颗粒细胞中类 固醇发生 、 细胞生长和凋亡调控的有用模型

［
８２

］

。

２ ．２ 仪器设备与耗材

实验仪器和耗材
一

览表

Ｌ ｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅｕｓｅｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ ａｎｄｃｏｎｓｕｍａｂ ｌｅ

仪器名称生产厂家

台式低温离心机美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

水平低温离心机 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

超净工作台新加坡 ＥＳＣＯ 公司

全外排生物安全柜 新加坡 ＥＳＣＯ 公司

高压灭菌器 日 本 Ｈ ｉｒａｙａｍａ 公司

漩涡震荡仪 中 国江苏麒麟医用仪器厂

制冰机 中 国宁波格兰特公司

超微量分光光度计 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

ＰＣＲ 八联管美国 ＧｅｎｅＣｏｄｅｘ 公司

ＰＣＲ 仪 美国 Ｂ ｉｏ
＞Ｒａｄ 公司

罗 氏 ４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪美国罗 氏公司

－

８０

°

Ｃ超低温冰箱 日本 ＳＡＮＹＯ 公司

低温冰箱 中 国海尔公司

２５
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微量移液枪德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

无 ＲＮａｓｅ 移液器吸头 美国 Ｋ ｉｒｇｅｎ 公司

无 ＲＮａｓｅ 无菌离心管 美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司

无菌巴氏吸管 美国 巴罗克公司

凝胶成像分析系统 美国 ＡＰＬＥＧＥＮ 公司

微波炉 中 国美的公司

琼脂糖水平电泳仪 中 国上海天能科技公司

水平摇床 中 国海门其林贝尔公司

垂直板电泳仪与转印系统美国 Ｂ ｉｏ＾Ｒａｄ 公司

磁力撹拌器 中 国海门其林贝尔公司

转印滤纸 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司 美国 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

ＰＶＤＦ 膜 美国 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｐｏｒｅ 公司

化学发光分析仪 中 国上海天能公司

电子分析天平 中 国上海梅特勒－托利公司

激光共聚焦扫描显微镜德国 ＺＥＩＳＳ 公司

细胞恒温培养箱 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

电热恒温水浴箱 中 国上海
一

恒科技公司

细胞计数板 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司

细胞培养板 （ ９６孔、 ２４ 孔、 １ ２孔、 ６孔 ）美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司

共聚焦培养皿 美国 Ｃｏｍ ｉｎｇ 公司

细胞培养瓶 美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

细胞培养皿 （大 、 中 、 小 ）美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

细胞冻存管 美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

梯度降温冻存盒 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

滤菌器 （孔径 ０ ．２２
 ｜

ｉｍ ）美国 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司

无菌注射器 中 国湖南平安医疗器械公司

细胞刮刀 美国巴罗克公司 －

载玻片和盖玻片 中 国江苏世泰公司

多维高清流式细胞分析仪美国 ＢＤ 公司

电动倒置和正置荧光显微镜 日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司

２６
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全 自动 电化学发光免疫分析仪美国罗 氏公司

■

２ ．３ 主要使用实验试剂

实验试剂
一

览表

Ｌ ｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｓｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅａｇｅｎｔｓ

试剂名称生产厂家

ｌ
ｘＰＢ Ｓ 缓冲液 美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ 公司

ｌ 〇 ｘＰＢＳ 缓冲液 中 国北京雷根公司

红细胞裂解液 美国 Ｓ ｉｇｍａ－Ａ ｌｏｒｉｃｈ 公司

Ｐｅｒｃｏ ｌ ｌ细胞分离原液 美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｏｒ ｉｃｈ 公司

无 ＲＮａｓｅ 水 中 国广东广州锐博公司

ＲＮＡ ｉｓｏＰｌｕｓ 日本Ｔａｋａｒａ 公司

逆转录试剂盒 日本 Ｔａｋａｒａ 公司

ＴＢ Ｇ ｒｅｅｎ
？

Ｐｒｅｍ ｉｘ Ｅｘ Ｔａ
ｑ
？

Ｉ Ｉ 日本Ｔａｋａｒａ公司

无水 乙醇 、 氯仿 、 异丙醇 、 甲 醇 、 Ｔｗｅｅｎ － 中 国广东广州化学试剂厂

２０

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培养基 美国 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

Ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍ ｉｎｅＲＮＡ ｉＭＡＸ美国Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ 公司

ＲＦｅｃｆＡ ｉＲＮＡ 原代细胞小核酸转染试剂中 国常州百代科技股份有限公司

Ｏｐｔ ｉ
－ＭＥＭ 溶液 美国 Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ 公司

ｓ ｉＲＮＡ 中 国广东广州锐博公司

胎牛血清 （ Ｆｅｔａ ｌ Ｂｏｖ ｉｎｅＳｅｒｕｍ ，ＦＢ Ｓ ）美国Ｇ ｉｂｃｏ公司

０ ．２５％含 ＥＤＴＡ 的胰酶和不含 ＥＤＴＡ 的胰酶 美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ 公司

二 甲 基 亚 砜 （ Ｄ ｉｍｅｔｈｙ ｌＳ＾Ｌｐｈｏｘｉｄｅ ， 美国Ｓ ｉｇｍａ公司

ＤＭＳＯ ）

Ｃｅ ｌ ｌＣｏｕｎｔ ｉｎｇ 

Ｋｉｔ
－

８（ＣＣＫ－

８ ） 试剂日本
Ｄｏ

ｊ
ｉｎｄｏ公司

ＥｄＵ 试剂盒 中 国广东广州锐博公司

细胞凋亡检测试剂盒 中 国上海贝博公司

１ ０〇 ｘＢ ＩＯＭＹＣ－

３ 中 国杭州弗德生物科技有限公司

２７
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青霉素 、 链霉素双抗 中 国杭州弗德生物科技有限公司

细胞基因组 ＤＮＡ提取试剂盒中 国北京天根生化科技有限公司

５ ｘＴＡＥ缓冲液 中 国北京天根生化科技有限公司

Ａｇａｒｏｓｅ 琼脂糖 ｌｏｗ ＥＥＯ 中 国北京天根生化科技有限公司

２ ｘＴａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ ＩＩ 中 国北京天根生化科技有限公司

ＧｅｎｅＧｒｅｅｎ核酸染料 中 国北京天根生化科技有限公司

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｉ 中 国北京天根生化科技有限公司

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ日本Ｔａｋａｒａ 公司

ＲＩＰＡ 裂解液 中 国上海碧云天公司

ＰＭＳＦ 蛋 白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂中 国上海碧云天公司

ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒 （增强型）中 国上海碧云天公司

５ 

ｘＬｏａｄ ｉｎｇ 

ｂｕｆｆｅｒ 中 国北京雷根公司

过硫酸铵 中 国上海碧云天公司

３０％ Ａｃｒ
－Ｂ ｉ ｓ 溶液 中 国合肥 Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ 公司

１ ． ５Ｍ Ｔｒｉｓ ＨＣＬ ｐ
Ｈ ８ ． ８ 中 国北京雷根公司

ｌＭ Ｔｒｉｓ ＨＣＬ ｐＨ ６ ． ８ 中 国北京雷根公司

１ ０％ ＳＤＳ 溶液 中 国北京雷根公司

ＴＥＭＥＤ 中 国上海碧云天公司

甘氨酸 德国 Ｂ ｉｏｆｒｏｘｘ 公司

Ｔｒｉ ｓ
－ｂａｓｅ德国Ｂ ｉｏｆｒｏｘｘ公司

十二烧基硫酸钠 （ ＳＤＳ ） 中 国北京雷根公司

牛血清 白蛋白 （ ＢＳＡ ） 粉末 中 国上海碧云天公司

预染蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

一

抗稀释液 中 国上海碧云天公司．

ＥＣＬ 发光液 美国 Ｂ ｉｏ＊Ｒａｄ 公司

ＨＲＰ 标记山羊抗兔二抗美国 Ａｂｅａｍ 公司

ＨＲＰ 标记山羊抗小 鼠二抗美国 Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司

兔抗人Ｂ ａｘ 

—

抗 美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
公司

兔抗人
Ｂａｋ 

—

抗 美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司

兔抗人Ｃａｓｐａｓｅ
－９

—

抗美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
公司

２８
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

兔抗人 ＰＫＡ 

—

抗 美国 Ａｂｅａｍ 公司

小 鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 中 国武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司

ＴＢＳ 粉末 中 国上海双螺旋生物科技公司

４％多聚甲醛 中 国北京雷根公司

ＲＮＡ－ＦＩＳＨ试剂盒 中 国上海吉玛制药技术有限公司

细胞核 ／浆 ＲＮＡ 分离试剂盒美国 Ｌｉｆｅ 公司

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－

１ ００ 中 国上海碧云天公司

Ａ ｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 山羊抗小 鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ ）中 国上海碧云天公司

Ｒｎａｓｅ Ｒ广州吉赛生物科技有限公司

血液／细胞／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒中 国北京天根生化科技有限公司

雄燦二酮 美国 Ｓ ｉｇｍａ 公司

Ｆｏｒｓｋｏ ｌ ｉｎ 美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司

重组 ＦＳＨ（ ｒＦＳＨ ， 果纳芬 ）瑞士ＭｅｒｃｋＳｅｒｏｎｏ 公司

透明质酸酶 美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司

２ ．４ 主要使用试剂的配置方法

①５０％ Ｐｅｒｃｏ ｌ ｌ 细胞分离液的配制方法 ： Ｐｅｒｃｏｌ ｌ 细胞分离液 、 ｌ Ｏ ｘＰＢＳ 缓冲液和

ｌ ｘＰＢ Ｓ 缓冲液按 ９ ： １ ： １ ０ 的 比例配制 ， 充分摇匀后用无菌滤器过滤备用 ；

②含 １ ０％ＦＢ Ｓ 培养基的配制方法 ： ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 和澳洲胎牛血清按 ９ ：１ 的 比例

配制 ， 然后加入 ｌ
ｘＢ ＩＯＭＹＣ－

３ 和双抗 （青霉素和链霉素 ） 。

③细胞冻存液的配制方法 ： 澳洲胎牛血清和 ＤＭＳＯ 按 ９ ：１ 的 比例配制而成 。

④ ｓ ｉＲＮＡ 工作液的配制方法 ： 将 ｓｉＲＮＡ 粉末 ３００ （Ｍ０００ｒｐｍ 离心 ｌｍｉｎ ， 用无

ＲＮａｓｅ 水将 ｓ ｉＲＮＡ 粉末融解为 ２０
｜

ａＭ 浓度 ， 然后分装于－２０

°

Ｃ保存 ， 避免反复冻

融 ；

３ 研究方法

３ ． １ 人卵巢黄素化颗粒细胞的提取 、 培养与鉴定

３ ． １ ． １ 人原代颗粒细胞的提取与培养

２９
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（ １ ） 立即将收集于无菌杯 中 的患者卵泡液转移至生物安全柜处理 ， 先将卵泡

液倒入 ５０ｍＬ 无菌离心管中 ， 常温下 ４００ｇ
ｘ

ｌ 〇ｍｉｎ ；

（ ２ ） 弃上清 ， 向细胞沉淀中加入 ４ －５ ｍＬ ｌ
ｘＰＢＳ ， 混匀后轻轻加入到 ４－５ｍＬ 的

５０％Ｐｅｒｃｏｌｌ
分离液 ， 常温下６００ｇ 

ｘ
１ Ｏｍｉｎ

；

（ ３ ） 离心后可见管 内液体分层明显 ， 然后用 巴氏吸管吸取中间薄雾状细胞

层 ， 滴入到新的 １ ５ｍＬ 离心管 内 ， 并加入 ｌ
ｘＰＢ Ｓ ５ｍＬ 清洗 １ 次 ， 常温下

１ ５００ｒｐｍ
ｘ ５ｍｉｎ

；

（ ４ ） 弃上清 ， 向细胞沉淀 中 加入 ２％透 明 质酸酶 ｌ ｍＬ ， 混匀后 ３ ７

°

Ｃ 消 化

ｌ Ｏｍｉｎ ， 然后常温下离心 ， １ ５００ｒｐｍ
＞＜ ５ｍｉｎ

；

（ ５ ） 弃上清 ， 细胞沉淀用 ｌ ｘＰＢ Ｓ ３
－５ｍＬ 洗涤 １

－２ 次 ， 常温下 １ ５００ｒｐｍ
ｘ ５ｍｉｎ

；

（ ６ ） 弃上清 ， 细胞沉淀中加入 ２ｍＬ 无菌的红细胞裂解液 ， 常温下孵育 ３ｍｉｎ

后 ， １ ５００ｒｐｍ
＞＜ ５ｍｉｎ

；

（ ７ ） 弃上清 ， 细胞沉淀用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ ３

－５ｍＬ 洗涤 １
－２ 次 ， 常温下 １ ５００ｒｐｍ

ｘ５ｍｉｎ
；

（ ８ ） 弃上清 ， 细胞沉淀用含有 １ ０％ＦＢ Ｓ 的培养基重悬 ， 细胞计数后按实验需

求接种所需细胞密度至细胞培养皿和培养板中 ， 然后放置于含 ５％Ｃ０２ 的 ３ ７

°

Ｃ

恒温细胞培养箱中培养 。

３ ． １ ．２ 人原代颗粒细胞的鉴定——细胞免疫荧光实验

（ １ ） 将上述提取的人原代颗粒细胞接种到铺有爬片的 １ ２ 孔板中 ， 待细胞生长

密度达到 ７０％－

８０％时 ， 进行下
一

步处理 ；

（ ２ ） 弃培基 ， １ ２ 孔板中加入 ｌ
ｘＰＢＳ

， 轻轻清洗细胞 ２ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ ， 清洗完

毕后弃 ＰＢＳ ， 加入 ４％多聚 甲醇溶液 ， 在室温下静置 １ ５ｍｉｎ 左右 ；

（ ３ ） 孵育完毕后弃固定液 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 ， ５ｍｉｎ／次 ， 加入 ０ ． ３％的

ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００
脖育５

－

１ ０ｍｉｎ
；

（ ４ ） 弃液 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ ， 然后用 ５％ Ｂ ＳＡ 室温下封闭

２ｈ
；

（ ５ ） 按 １ ：２００ 提前稀释 ＦＳＨＲ 

—

抗原液 ， 弃封闭液后 ， 加入稀释好的
一

抗溶

液孵育 ， 放置于 ４
°

Ｃ过夜 ；

３ ０
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（ ６ ） 次 日将
一

抗液回收至管中 ， 然后用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ３ 次 ， ｌ Ｏｍｉｎ／次 ；

（ ７ ） 避光 ， 按 １ ：５００ 提前稀释二抗原液 ， 弃 ＰＢＳ 液后 ， 加入稀释好的二抗溶

液 ， 在室温下孵育 ９０ｍｉｎ 左右 ；

（ ８ ） 孵育完毕后 回收二抗溶液 ， 然后避光条件下用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ３ 次 ，

ｌ Ｏｍｉｎ／次 ；

（ ９ ） 吸弃 ＰＢ Ｓ 溶液后 ， 取 出爬片 ， 载玻片先滴入几滴抗焚光淬灭封片液 （含

ＤＡＰＩ ） ， 然后将爬片的细胞面紧贴封片液 ， 注意不能有气泡 ， 然后避光孵育 ５ －

ｌ Ｏｍｉｎ后 ， 在电动正置荧光显微镜下拍摄。

３ ．２ＫＧＮ 细胞培养相关实验

３ ．２ ． １ＫＧＮ 细胞复苏

（ １ ） 从液氮罐中取出保存有 ＫＧＮ 细胞的冻存管 ， 并将细胞冻存管迅速转移至

３ ７

°

Ｃ 的水浴锅 内融解 ， 为 了使细胞冻存液更快速地融解 ， 期间可轻轻晃动冻存

管 ；

（ ２ ） 准备
一

个无菌的 １ ０ｍＬ 离心管 ， 加入 ５ｍＬ 含 １ ０％ＦＢＳ 的培养基 ， 并加入

上述充分融解好的细胞冻存液 ， 轻轻混匀后常温下离心 ， ８００ｒｐｍ
ｘ ３ｍｉｎ

；

（ ３ ） 离心完毕后 ， 将上清液弃去 ， 向细胞沉淀 中加入 ｌｍＬ 含有 １ ０％ＦＢＳ 的培

养基 ， 并轻轻混匀 ， 随后转移至 ２５ｃｍ
２

的培养瓶中 ， 并加入 ５ｍＬ 含有 １ ０％ＦＢＳ

的培养基 ， 轻轻摇匀 ；

（ ４ ） 细胞培养瓶上标记上复苏的 日 期 、 细胞种类和培养人姓名等 ， 放置在含

５％Ｃ０２ 的 ３ ７

°

Ｃ恒温细胞培养箱中培养 。

３ ．２ ．２ＫＧＮ 细胞传代

（ １ ） 复苏后 的 ＫＧＮ 细胞培养 ２ 天后 ， 首先在显微镜下观察细胞的密度和状

态 ， 当细胞状态 良好、 无污染 、 细胞密度达到 ８０－

１ ００％时即可传代 ；

（ ２ ） 用移液枪吸弃旧培养基 ， 加入 ｌ
ｘＰＢ Ｓ ２ｍＬ 洗涤细胞 ２ 次 ， 然后加入 ｌｍＬ

含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化 ， 在镜下观察到细胞形态变圆 、 胞质收缩 （ ２ｍｉｎ 左右 ）

后 ， 加入 ２ｍＬ 含有 １ ０％ＦＢ Ｓ 的培养基中和消化 ；

３ １
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（ ３ ） 立即用移液器轻轻吹打细胞 ， 每个角落的细胞吹打 ２－

３ 次 ， 使贴壁细胞悬

浮于培养基中 ；

（ ４ ） 细胞悬液转移至 １ ０ｍＬ 的无菌离心管中 ， 细胞培养瓶先在显微镜下确保无

比较多的细胞残留 ， 然后将细胞悬液常温下离心 ， ８００ｒｐｍ
ｘ ３ｍｉｎ

；

（ ５ ） 弃上清 ， 细胞沉淀用 ｌ
－２ｍＬ 含 １ ０％ＦＢＳ 的培养基重悬 ， 细胞计数后按实

验需求接种所需 的细胞数量至细胞培养皿和培养板 中 ， 原细胞培养瓶可按

１ ： ３
？

１ ：４进行传代 。

３ ．２ ．３ＫＧＮ 细胞冻存

（ １ ） 将细胞状态好 、 传代次数少 的细胞冻存起来 。 以 ２５ｃｍ
２

的细胞培养瓶为

例 ， 待细胞密度达到 ８０％－

１ ００％时 ， 用含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化 ２ｍｉｎ 左右
；

（ ２ ） 消化完毕后加入 ２ｍＬ 含 １ ０％ＦＢ Ｓ 培养基 中和 ， 然后用移液器轻轻吹落细

胞 ， 转移至 １ ０ｍＬ 无菌离心管中常温下离心 ， ８００ｒｐｍ
ｘ ３ｍｉｎ

；

（ ３ ） 弃上清 ， 细胞沉淀用 ９００
［
ｉＬ 的 ＦＢ Ｓ 重悬 ， 然后加入 ｌ ＯＯ

＾
ｉＬ 的 ＤＭＳＯ 轻轻

混匀后 ， 转移至细胞冻存管 内 ；

（ ４ ） 将标记好的冻存管放入提前在 ４
°

Ｃ预冷的梯度降温冻存盒 内 ， 然后转移

至－

８０

°

Ｃ冰箱过夜 ， 次 日 再放入液氮灌中进行长期保存 。

３ ．３ 细胞转染

针对 和对照组的 ｓｉＲＮＡ 由广州锐博公司 设计和合成 ， 它们的

序列如下 ：

表 ２－

１ｓ ｉＲＮＡ 序列

Ｔａｂｌｅ ２－

１Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ ｓ ｉＲＮＡ

ｓ ｉＲＮＡ ｓｅｎｓｅ
（
５

，

－

３
，

） ａｎｔｉ－ ｓｅｎｓｅ
（
５

’

－

３
，

）

ｃ^ ｉｒｃＳＬＣＳＡ ｌＡＡＵＵＧＵＵＡＧＧＵＵＧＵＧＡＣＡＧＵＴＴＡＣＵＧＵＣＡＣＡＡＣＣＵＡＡＣＡＡＵＴＴ

ｓ ｉ
一

ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ Ｉ
－２ＧＡＵＧＡＡＡＵＵＧＵＵＡＧＧＵＵＧＵＴＴＡＣＡＡＣＣＵＡＡＣＡＡＵＵＵＣＡＵＣＴＴ

ｓ ｉ
＿

ＮＣＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

首先 ， 根据实验需求接种所需的细胞数量至细胞培养板或培养皿 ， 转染试

３２
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剂的用量根据培养板或皿的规格相应地调整 。 以 １ ２ 孔板转染为例 ， 转染步骤如

下 ：

（ １ ） 将培养瓶状态好的细胞消化下来后离心 ， 弃上清 ， 加入含 １ ０％ＦＢＳ 的培

养基重悬细胞 ， 用细胞计数板计数 ， 接种 ３ 万 ／孔至 １２ 孔板中 ， 摇匀 ；

（ ２ ） 第二天观察细胞状态好、 无污染 ， 密度达 ３０％－４０％左右时 ， 即可进行转

染 （ ２４ 小时 内 ）
；

（ ３ ） 配制 Ａ 液 ： 取
一

无菌的 １ ． ５ｍＬ 离心管 ， 加入 ５０
ｊ

ｉＬ／孔的 Ｏｐｔｉ
－ＭＥＭ 无血

清培养基和 ３吣 ／孔的 ｓ ｉＲＮＡ ， 轻轻混匀 ；

（ ４ ） 配制 Ｂ 液 ： 另取
一

无菌的 １ ． ５ｍＬ 离心管 ， 加入 ５〇ｎＬ／孔的 Ｏｐｔｉ
－ＭＥＭ 无血

清培养基和２ ． ５
｜

ｉＬ／孔 的Ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ或４
｜

ａＬ／孔的ＲＦｅｃｔ
ＰＭ

ｓ ｉＲＮＡ原

代细胞小核酸转染试剂 ， 轻轻混匀后 ， 常温下静置 ５ｍｉｎ
；

（ ５ ） 将配制好的 Ａ 液和 Ｂ 液轻轻地混在
一

起 ， 于常温下静置 １ ５ －２０ｍｉｎ ， 待其

充分结合 ；

（ ６ ）１ ２ 孔板弃 旧培 ， 加入不含抗生素的 １ ０％ＦＢＳ 培养基 ９０ （ＨｉＬ ， 并将结合好

的 ＡＢ 液加入其中 ， 轻轻摇匀后 ， 放置在细胞培养箱 内培养 ４８ －

７２ｈ 。

３ ．４ 细胞总 ＲＮＡ 的提取

（ １ ） 弃旧培 ， 细胞用 ｌ
ｘＰＢＳ 清洗 ２ 次 ， 将加 了ＲＮＡｉｓｏ Ｐ ｌｕｓ裂解液的标本置于

冰上 ， 往里面加入 １ ／５ 体积的氯仿 ， 上下颠倒混匀或用振荡仪震荡混匀 ， 在室

温下放置 ５ｍｉｎ 后 ， 转移至 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， １ ２０００ｒ
ｐ
ｍ ＞＜ １ ５ｍｉｎ

；

（ ２ ） 离心后将样本取 出 ， 肉眼可见液体明显分层 ， 用移液枪小心吸取溶液最

上层的透明液体 ， 并转移至新的无 ＲＮＡ 酶离心管中 ， 要注意不能吸取到 中 间

层的 白色雾状沉淀和下层的有色液体 ；

（ ３ ） 继续向管 中加入相 同体积 的异丙醇 ， 充分颠倒混匀后 ， 在室温下放置

１ ５ｍｉｎ 左右后 ， 转移至 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， １ ２０００ｒｐｍ
＞＜

１ ５ｍｉｎ
；

（ ４ ） 离心后将样本取出 ， 肉眼可见管底有 白色的 ＲＮＡ 沉淀 ， 轻轻地吸弃上清

液后 ， 用移液枪向 ＲＮＡ 沉淀中加入 ７５％乙醇溶液 ｌｍＬ ， 然后轻轻地上下颠倒

３３
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数次 ， 转移至 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， ７５００ｒｐｍ
ｘ ５ｍｉｎ ， 清洗 ２－

３ 次 ；

（ ５ ） 弃上清 ， 置于室温进行干燥 ， 待 白色沉淀干燥成半透明后 ， 用移液枪吸

取适量的无 ＲＮａｓｅ 水加入管 内 ， 并充分溶解沉淀 ；

（ ６ ） 立即将样本转移至冰上 ， 利用紫外分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度和纯度 ， 并

记录各样本的 ＲＮＡ浓度、 ＯＤ２６０／２８０ 值和 ＯＤ２６０／２３０ 值 。

３ ．５ 细胞 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ

３ ． ５ ． １ 去除基因组 ＤＮＡ

使用 Ｔａｋａｒａ逆转录试剂盒 ， 先将上述所提的颗粒细胞 ＲＮＡ 用 ２００ｐＬ 的 ＥＰ

管根据如下反应体系进行配制 ， 配好后将 ＥＰ 管瞬离几秒 ， 达到混匀反应体系

的 目 的 ， 并放置于 ＰＣＲ仪中进行反应 ， ４２
°

Ｃ ｘ２ ｍｉｎ ， ４
°

Ｃ ｘ 〇〇 。

Ｉ ｐｇ ＲＮＡ 的 ５ｎＬ／ １ ０ｐＬ 反应体系配制方法 ：

试剂名称 ｌ 〇ｎＬ 体系 ２０吣 体系

ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ ０ ．５
ｐ

．Ｌ ｌ ．Ｏ
ｊ

ｉＬ

５ ｘｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ＼ ． ０
＼

ｉＬ ２ ．０
＼

ｘＬ

ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｃｆｆｌｂＯ （
３ ．５

－

５００／Ｘ
）＾

ｉＬ （
７ ．０－

１ ０００ ／Ｘ
） ＼

ｘＬ

Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ５００／Ｘ
＾
ｉＬＸ＾Ｌ

Ｔｏｔａｌ ５ ．０
（

ｘＬ １ ０ ，０
｜

ａＬ

Ｘ 为测得样品的 ＲＮＡ 浓度 ， ＲＮａｓｅ ＦｒｅｅｄＨ２０ 水补足至 ３ ．５ｐＬ／７ｐＬ 〇

３ ． ５ ．２ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ

将上述已去除基因组 ＤＮＡ 的 ＲＮＡ 进行如下体系的配制 ， 配好后将 ＥＰ 管

瞬离几秒 ， 达到混匀反应体系 的 目 的 ， 并放置于 ＰＣＲ 仪 中进行反应 ， ３ ７

°

Ｃ

ｘ
ｌ ５ｍｉｎ ， ８５

＊

Ｃ ｘ ５ ｓ ，４
。

０ 〇〇 。

ｌ ｐｇ ＲＮＡ 的 ｌ 〇ｎＬ／２０ 吣逆转录反应体系的配制方法 ：

试剂名称 ｌ 〇ｎＬ 体系 ２０吣 体系

５ 

ｘＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ｂｕｆｆｅｒ ２ ２ ，０
｜

ｉＬ ４ ．０
 ＼

ｘＬ

ＲＴ Ｐｒｉｍｅ Ｍｉｘ ０ ． ５＾Ｌ １ ．０
 ＼
ｉＬ

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ ０ ． ５
ｎＬ １ ．０

 ｜

ｉＬ

３４
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ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２〇 ２ ．０
＾

ｉＬ ４ ． ０
 ＼

ｉｈ

步骤３ ． ５ ． １的 ＲＮＡ 反应液 ５ ．０
 ｊ

ｉＬ １ ０ ．０

Ｔｏｔａｌ １ ０ ． ０
 ＼

ｉＬ ２０ ．０
 ＼
ｉＬ

３ ．６细胞ｃＤＮＡ 进行ｑＲＴ
－ＰＣＲ

（ １ ）ＰＣＲ 引物的设计和合成 ： 通过 ｃｉｒｃＢａｓｅ 和 ＮＣＢ Ｉ 数据库获得人 ｃｉｒｃＲＮＡ 及

ｍＲＮＡ 序列 ， 利用 ｃｉｒｃＰｒｉｍｅｒ 软件和 Ｐｒｉｍｅｒ
－Ｂ ｌａｓｔ 网站设计和验证特异性的 ＰＣＲ

引 物 。 本研宄所使用 的 引物序列均 由上海生工设计和合成 ， 主要合成的 引物序

列如下 ：

表 １
－

１ＰＣＲ 引物序列
一

览表

Ｔａｂ ｌｅ１
－

１Ｌ ｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 引物序列 （
５

，
－

３
’

）

ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ
－￥ＡＴＣＧＡＡＧＧＧＡＣＴＧＣＣＡＧＡＧＧ

ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ
－Ｒ ＧＧＴＧＡＡＡＧＡＣＴＴＡＡＴＣＧＣＣＧＣ

ｌ ｉｎｅａｒ－５ＸＣ＆４７－ＦＡＡＡＣＣＡＴＣＧＡＡＧＧＧＡＣＴＧＣ

ｌ ｉｎｅａｒ－５ｉＣＳ＾ ７
－Ｒ ＴＴＡＣＣＴＴＧＡＣＴＧＡＴＡＴＴＧＴＴＴＴＧＡＣＡ

ＧＡＰＤＨ－ＶＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＧＡＧＡ

ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡＧＣ

ｄ ｉｖｔｒｇｃｎｔ
－ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＡＧＴＣＧＡＰＤＨ

ｄ ｉｖｅｒｇｅｎｔ
－０４ＰＺ）ｉ／Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

ＣＹＰ１ ９Ａ １
－Ｙ ＧＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＡＧＴＣＴＧＧＡ

ＣＹＰ１９Ａ １ －Ｒ ＣＡＴＴＡＴＧＴＧＧＡＡＣＡＴＡＣＴＴＧＡＧＧＡＣＴ

ＦＳＨＲ－ＦＡＡＣＡＣＣＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡＴＧＧ

ＦＳＨＲ－Ｒ ＧＧＧＣＴＡＡＡＴＧＡＣＴＴＡＧＡＧＧＧＡＣＡＡ

ｐｒｃ
－ＧＡＰＤＨ－Ｆ ＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣＡＣＣ

ｐｒｏ
－ＧＡＰＤＨ－Ｒ ＣＴＣＣＣＣＡＣＣＴＴＧＡＡＡＧＧＡＡＡＴ

１ ８Ｓ－Ｆ ＧＧＡＧＴＡＴＧＧＴＴＧＣＡＡＡＧＣＴＧＡ

１８Ｓ－ＲＡＴＣＴＧＴＣＡＡＴＣＣＴＧＴＣＣＧＴＧＴ

（ ２ ） 首先避光配制 ２０ｐＬ 的 ＰＣＲ反应体系 ， 配制方法如下 ：

试剂名称 ｆｆｌＳ

３５
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ＳＹＢＲ？
ｐｒｅｍ

ｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
？

２ ｘ １ ０ ．０

ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ（ ｌ Ｏ
＾
ｉＭ ） ０ ．４

＾
ｉＬ

ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ（ Ｉ Ｏ
ｊ

ｉＭ ） ０ ．４

ＲＮａｓｅＦｒｅｅ ｄＨ２〇 ７ ．２
 ｊ

ｉＬ

ｃＤＮＡ ２ ．０
＾

ｉＬ

Ｔｏｔａｌ ２０ ．０
ｎＬ

配好反应体系后 ， 加入到 ＰＣＲ 八联管 ， 设置 ３ 个复孔 ， 加样后瞬离几秒 ，

立 即 上机 ， 利 用Ｌ ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳｙｓｔｅｍＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪器进行ｑＲＴ
－ＰＣＲ ，

ＰＣＲ 扩增条件如下 ：

反应温度 ｎｍ 循环次数

９５ Ｖ ３０ｓｅｃ １
＞＜

９５
°

Ｃ ５ｓｅｃ ４〇 ｘ

６０
。

。 ２０ｓｅｃ

９５
°

Ｃ ５ｓｅｃ ｌ
ｘ

６０ 

°

Ｃ ６０ｓｅｃ

９５ 

°

Ｃ Ｏ ｓｅｃ

５０

°

Ｃ ３ ０ｓｅｃ ｌ
ｘ

￣

扩增完成后 ， 导 出每个孔荧光信号达到设定 阈值时所需循环数 （ 即 ＣＴ

值 ） ， ｄＰＭ作为 内参 ， 利用 ２
４ＡＣＴ公式计算 目 的基因的相对表达量 。

３ ．７ 颗粒细胞基因组 ＤＮＡ 提取

颗粒细胞基因组 ＤＮＡ 的提取根据北京天根生化科技有限公司提供的试剂

盒说明书进行 ， 具体步骤如下 ：

（ １ ） 贴壁的颗粒细胞先用胰酶消化制成细胞悬液 ， ｌ ｘＰＢＳ 清洗 １
－２ 次 ， 然后离

心１ ０
，
０００ｒｐｍ

ｘ ｌｍｉｎ ；

（ ２ ） 倒尽上清 ， 用移液枪吸取 ２００ｐＬ 的 ＧＡ 缓冲液加入细胞沉淀 中 ， 用涡旋

振荡器充分振荡混匀 ；

（ ３ ） 向每管细胞加入 ２０叫 的 ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ ， 充分混匀后 ， 继续向每管细胞加

入 ２００吣 的 ＧＢ 缓冲液 ， 充分颠倒混匀后 ， 在 ７０

°

Ｃ 的条件下 ， 孵育 １ ０ｍｉｎ ， 直

３ ６
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

至溶液从浑浊变得清亮后 ， 瞬离数秒 ；

（ ４ ） 继续 向管子里加入 ２００
ｊ
ｉＬ 的无水乙醇溶液 ， 利用涡旋振荡器振荡混匀数

十秒 ， 期间液体中有可能会出现絮状沉淀 ， 然后瞬离数秒 ；

（ ５ ） 将吸附柱 ＣＢ３ 放入干净的收集管中 ， 将上述溶液缓慢地加入吸附柱 内 ，

离心１ ２
，
０００ｒｐｍ

ｘ ３０ｓ ；

（ ６ ） 将收集管 内 的废液倒弃 ， 然后吸附柱重新放入原收集管中 ， 用移液枪向

吸附柱 内加入 ５ ００
｜

ｉＬ 的缓冲液 ＧＤ（使用前需确保已加入无水乙醇 ） ， 放置于

离心机中离心 ， １ ２
，
０００ｒｐｍ

ｘ ３ ０ｓ
；

（ ７ ） 倒掉管子 内 的液体后 ， 将吸附柱重新放入对应的收集管中 ， 吸取 ６００
ｎＬ

的 ＰＷ 漂洗液 ， 并加进吸附柱 内 ， 注意 ＰＷ 漂洗液在使用前需按说明书加入适

量的无水乙醇溶液 ， 然后于离心机中离心 ， １２
，
０００ｒｐｍ

ｘ ３０ｓ
；

（ ８ ） 重复操作步骤 （ ７ ） ， 倒掉废液后 ， 空转 １ ２
，
０００ｒｐｍ

ｘ２ｍｉｎ ， 然后室温放置

数分钟 ， 目 的是彻底去除残余的漂洗液 ＰＷ ， 避免漂洗液中 的无水乙醇影响后

续的 ＰＣＲ 实验 ；

（ ９ ） 漂洗完毕后 ， 重新取
一

个干净的收集管 ， 将吸附柱放入其中 ， 然后吸取

５０－２００吣 的 ＴＥ洗脱液 ， 滴加至吸附膜中 ， 在室温的条件下 ， 放置 ５ｍｉｎ ， 离心

１ ２
，
０００ｒｐｍ

ｘ
２ｍｉｎ

 ；

（ １ ０ ） 将上述溶液转移至不含 ＲＮａｓｅ 酶的 １ ．５ｍＬ 离心管中 ， 并利用分光光度计

对其 ＤＮＡ 浓度和纯度进行检测 ；

３ ．８ 普通 ＰＣＲ 扩增

３ ． ８ ． １ 用于 Ｓａｎｇｅｒ测序的 ＰＣＲ扩增步骤如下 ：

ＰＣＲ 反应液的配制 （ ５〇ｎＬ 体系 ）

ｉｌｌ

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍ ｉｘ（ ２ ｘ ）２５
（

ｉＬ ｌ
ｘ

Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ １ ０￣ １ ５ｐｍｏ ｌ ０ ． ２－０ ．３
（
ｘＭ

Ｐｒ ｉｍｅｒ－Ｒ １ ０￣ １ ５
ｐ
ｍｏ ｌ ０ ．２－０ ．３

｜

ｉＭ

ｃＤＮＡ ｔｅｍｐ
ｌａｔｅ＜２００ｎｇ

—

３７
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ＲＮａ ｓｅ
－Ｆ ｒｅｅＷａｔｅ ｒ补至５ ０

）

ｉＬ—

ＰＣＲ 反应条件

反应温度ｍ 循环次数

９ ８ 

°

Ｃ ｌ Ｏ ｓｅｃ
＇

５ ５

°

Ｃ １ ５ ｓｅｃ Ｌ３ ５ ＞＜

７ ２ 

°

Ｃ ５ ｓ ｅｃ

３ ． ８ ． ２ 用于琼脂糖凝胶 电泳的 ＰＣＲ 扩增步骤如下 ：

ＰＣＲ 反应液的配制 （ ２０叫 体系 ）

使用量终浓度

２ ＞＜ Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍ ａｓ ｔｅ ｒＭ ｉｘ Ｉ Ｉ １ ０ ｕＬ １ 

ｘ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ
－Ｆ Ｏ ． Ｓ

ｊ

ｉＬ ２ ５ ０ ｎＭ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ
－Ｒ ０ ． ５

｜

ｉＬ ２ ５ ０ ｎＭ

ｃＤＮＡ ｔｅｍｐ
ｌ ａｔｅ＜

ｌ ｕｇ
一

ＲＮａｓ ｅ
－Ｆ ｒｅ ｅＷａｔｅ ｒ补至２０ ｐＬ

—

ＰＣＲ 反应条件

反应温度ｍ循环次数

９４ 

°

Ｃ ３ ｍ ｉ ｎ ｌ
ｘ

９４

°

Ｃ ３ ０ ｓ ｅ ｃ
＇

５ ８ 

°

Ｃ ５ ｓｅｃ ？３ ５ ｘ

７２

。

。 Ｉ ｍ ｉｎ^

７２ 

°

Ｃ ５ｍ ｉ ｎ ｌ
ｘ

４

°

Ｃ Ｈｏ ｌ ｄ ｉ ｎ
ｇ １

ｘ

３ ．９ 琼脂糖凝胶电泳

（ １ ）１％琼脂糖凝胶 的配制 方法如 下 ： 首先利用 电子天平准确称量 ０ ． ５
ｇ 的

Ａｇａｒｏ ｓｅ 琼脂糖粉末 ， 并将其转移至锥形瓶中 。 先将 ５ ｘＴＡＥ 缓冲液用 去离子水

稀释成 ｌ
ｘＴＡＥ 缓冲液 ， 然后 向 锥形瓶 内 加入 ｌ

ｘ ＴＡＥ 缓冲液 ５ ０ｍＬ ， 稍微摇 匀

后 ， 放置于微波炉 中加热约 ５ｍ ｉｎ ， 期 间晃动锥形瓶加速其溶解 ， 至溶液透明无

颗粒即可 ；

３ ８
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

（ ２ ） 将加热的凝胶溶液从微波炉取 出 ， 晃动锥形瓶 ， 待其冷却到 ５０

°

Ｃ时 ， 向

凝胶溶液 内加入 ＧｅｎｅＧｒｅｅｎ核酸染料 ５ ｐＬ ， 并轻轻摇晃混勾 ；

（ ３ ） 晃动锥形瓶 ， 继续等待凝胶溶液冷却至 ３０

°

Ｃ左右 ， 倒入安装好的模具 ，

注意不能有气泡 ， 室温静置 ３ ０ｍｉｎ
；

（ ４ ） 待凝胶溶液凝固完全后 ， 将梳子从凝胶中拔出 ， 并将凝胶转移至水平 电

泳槽中 ， 注意正负极不要放反 ， 往里面加入适量的 ｌ ｘＴＡＥ缓冲液 ， 液面超过凝

胶 ２ｍｍ 左右即可 ；

（ ５ ） 先在孔内分别加入 ５＾Ｌ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ Ｉ 和 ＲＮＡ 样品 ， 打开电源开关 ， 调节

电压至１ ００Ｖ ｘ３ ０ｍｉｎ
；

（ ６ ） 电泳结束后 ， 先观察 Ｍａｒｋｅｒ 的位置 ， 满意后关闭 电泳仪的 电源 ， 轻轻取

出凝胶 ， 并转移至凝胶成像分析系统 ， 进行观察并拍摄 。

３ ． １０验证ｃｉｒｃＳＬＣ８Ａｌ（ ｃｉｒｃ
＿

００００９９４ ） 的环状结构

３ ． １ ０ ． １Ｓａｎｇｅｒ 测序

将 ＰＣＲ产物送上海生工生物工程股份有限公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 双向测序 。

３ ． １ ０ ．２ＲＮａｓｅ Ｒ处理

（ １ ） 将 ｌ
－

ｌ 〇Ｈｇ ＲＮＡ 分 成 等 量 的 两 管 ， 其 中 处理 组 那
一

管 加入 ２ｐＬ 的

ｌ Ｏ ｘＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ和２Ｕ的ＲＮａｓｅＲ ， 对 照 管 则 加 入２ｐＬ的ｌ 〇 ｘＲｅａｃｔｉｏｎ

Ｂｕｆｆｅｒ
；

（ ２ ） 两管 ＲＮＡ 补 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ 水至终体积 ２〇ｎＬ ， 混匀后 ３ ７

°

Ｃ ｘ ５ｍｉｎ ， 然后保

持 ７０
°

Ｃ ｘ
ｌ Ｏｍｉｎ ， 目 的是使 ＲＮａｓｅＲ 失活 ；

（ ３） 两 管 ＲＮＡ 进 行逆转录 ， 并进行 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 分 析 ｃ ｆｒａＳＸＣ＆４ ７ 和 ｌ ｉｎｅａｒ

ＳＬＣ＆４ ／ 的相对表达水平 ， 步骤同研究方法 ３ ．５ 和 ３ ． ６ 。

３ ． １１ＲＮＡ 的细胞内定位

３ ． １ １ ． １ 颗粒细胞的核／浆 ＲＮＡ 分离

颗粒细胞核 ／浆 ＲＮＡ 的提取和分离根据 Ｌ ｉｆｅ 公司提供的 ＰＡＲＩＳ
？

Ｋｉｔ 说明

书进行 ， 具体实验步骤如下 ：

３９
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（ １ ） 首先将以下试剂按要求准备 ：

①２ ＞＜Ｌｙｓ ｉｓ／Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
Ｓｏ ｌｕｔｉｏｎ 在使用前先加入 ２－巯基 乙醇溶液 ４ １ ５

｜

ａＬ ， 并充分混

勻 ， 转移至 ３ ７

°

Ｃ水浴锅中预热 ５
－

１ ０ｍｉｎ
；

②在使用 ＷａｓｈＳｏｌｕｔｉｏｎ ２／３ 前 ， 先往里加入 ６４ｍＬ 的无水乙醇 ， 并充分混匀后

备用 ；

③吸取适量的 ＥｌｕｔｉｏｎＳｏ ｌｕｔｉｏｎ 于不含 ＲＮａｓｅ 的 １ ．５ｍＬ 离心管中 ， 使用前预热至

９５
－

１ ００
。

。 。

（ ２ ） 收集 ＫＧＮ 和人原代颗粒细胞 （ ５ ＞＜ １ ０
６个细胞左右 ） ： 收集 ２ 个大皿的

ＫＧＮ 和人原代颗粒细胞 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 ， 然后用胰酶消化 ２ｍｉｎ 左

右 ， ８００ｒｐｍ
ｘ ３ｍｉｎ 离 心 后 ， 弃 上 清 ， 用 ２ｍＬ 的 ｌ

ｘＰＢ Ｓ 清 洗细 胞 １ 次 ，

８００ｒｐｍ
ｘ ３ｍｉｎ 离心后 ， 弃上清 ， 将细胞沉淀置于冰上 。

（ ３） 向细胞沉淀中加入 ５０〇ｎＬ 的 ＣｅｌｌＦｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ ， 轻轻吹打混匀 ， 置

于冰上孵育 ５
－

１ ０ｍｉｎ ， 待其充分裂解细胞后 ， 于 ４

°

Ｃ离心 ， ５００ｇ
ｘ ３ｍｉｎ

；

（ ４ ） 离心后 ， 小心吸取 ４５０卟 左右的上清液于不含 ＲＮａｓｅ 的 １ ．５ｍＬ 离心管

中 ， 标记为颗粒细胞的质 ＲＮＡ ， 并放置于冰上备用 ；

（ ５） 细胞沉淀再次加入 ２００
（

ｉＬ 的 Ｃｅ ｌｌＦｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ轻轻吹打混勾 ， 于

４，Ｃ
离心 ， ５００ｇ

ｘ ｌｍｉｎ
；

（ ６ ） 弃上清 ， 重复步骤 （ ５ ） ， 目 的是将细胞核和细胞质彻底分离 ， 并完全去

除残留的细胞质 ；

（ ７ ） 吸取 ６００ｐＬ 的 ＣｅｌｌＤ ｉｓｒｕｐｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ 加入步骤 （ ６ ） 的管子中 ， 用力吹打

混匀 ， 直到沉淀消失 ， 并标记为颗粒细胞的核 ＲＮＡ ， 放置于冰上备用 ；

（ ８ ） 将上述两个分别标记为颗粒细胞核和细胞质 ＲＮＡ 的管子放置于室温下 ，

用移液枪分别加入等体积的 ２ ｘＬｙｓｉｓ／Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
Ｓｏ ｌｕｔｉｏｎ ， 并轻轻吹打混勾 ；

（ ９ ） 用移液枪向步骤 （ ８ ） 的两个管子 内分别加入与 ２ ｘＬｙｓ ｉｓ／Ｂ ｉｎｄｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ

体积相同 的无水乙醇溶液 ， 用移液枪轻轻混匀 ；

（ １ ０ ） 准备
一

个干净的不含 ＲＮＡ 酶的过滤管 ， 并把过滤柱放入其中 ， 随后将

步骤 （ ９ ） 中 的混合液分别加入过滤柱内 ， 每次加入的液体量不能超过 ７００化 ，

４０
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

转移至提前 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， １ ２０００ｇ

ｘ３０ｓ
；

（ １ １ ） 离心后取 出过滤管 ， 将过滤管 内 的液体弃掉 ， 并将过滤柱重新放入其

中 ， 重复步骤 （ １ ０ ） ， 直到过滤完步骤 （ ９ ） 中 的所有混合液 ；

（ １ ２ ） 弃滤液 ， 往过滤柱中轻轻加入 ７０〇ｎＬ 的 ＷａｓｈＳｏｌｕｔｉｏｎ１ 溶液 ， 于 ４
°

Ｃ离

心 ， １ ２０００ｇ
＞＜ ３０ｓ ；

（ １ ３ ） 往过滤柱 中轻轻加入 ５００吣 的 ＷａｓｈＳｏｌｕｔｉｏｎ２／３ 溶液 ， 于 ４
°

Ｃ 离心 ，

１２０００ｇ
ｘ ３０ｓ

；

（ １４ ） 弃滤液 ， 重复步骤 （ １ ３ ） 后 ， 弃滤液 ， 然后空转 １ ５ ｓ ， 目 的是完全去除

洗涤液 ；

（ １ ５ ） 将过滤柱放入新的干净的收集管 中 ， 加入 ４（ＨｉＬ 提前预热至 ９５ －

１ ００
°

Ｃ 的

Ｅ ｌｕｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ ， 于４ 

°

Ｃ
离心 ， １ ２０００ｇ

ｘ
３ Ｏｓ

；

（ １ ６ ） 不更换收集管 ， 继续向过滤柱中加入 １ ０
ｆ
ｉＬ 的 Ｅ ｌｕｔｉｏｎＳｏ ｌｕｔｉｏｎ ， 于 ４

°

Ｃ再

次离心 ， １ ２０００ｇ
ｘ ３ ０ｓ 。 离心完毕后 ， 利用分光光度计检测样本的 ＲＮＡ 浓度和

纯度 ；

（ １ ７ ） （可选 ） 当 ＲＮＡ 浓度超过 ２００ｎｇ尔Ｌ 时 ， 可用 Ｌ ｉＣｌ 沉淀和浓缩 ＲＮＡ ，

并去除其中 的糖类和 ＤＮＡ 污染物 。 向步骤 （ １ ５ ） 的管子中加入
一

定量的 Ｌ ｉＣ ｌ

ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎＳｏ ｌｕｔｉｏｎ ， 体积为 ＲＮＡ 溶液体积的 １ ／２ ， 然后放置于－２０
°

Ｃ冰箱中 ，

反应 ３ ０ｍｉｎ 以上 ；

（ １ ８ ） 反应完毕后 ， 转移至提前 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， １ ２０００ｇ
ｘ

ｌ ５ｍｉｎ
；

（ １ ９ ） 离心后取 出管子 ， 将上清液吸弃 ， 用移液枪向细胞沉淀中加入适量的

７０％的乙醇溶液 ， 转移至提前 ４
°

Ｃ预冷的离心机中离心 ， ＵＯＯＯｇ
ｘ ｌ Ｏｍｉｎ

；

（ ２０ ） 心后取出管子 ， 将上清液吸弃 ， 放置于室温条件下干燥 ， 沉淀干燥后 ，

用移液枪向沉淀中加入适量的不含 ＲＮａｓｅ 水吹打混匀 ， 利用分光光度计检测细

胞核／质 ＲＮＡ 的浓度和纯度 ， 可放置于－

８ ０

°

Ｃ冰箱短期保存 ， 或直接进行逆转录

和 ｑＲＴ
－ＰＣＲ实验 。

３ ． １ １ ．２ＲＮＡ 焚光原位杂交 （ Ｆ ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｓ ｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ， ＲＮＡ－ＦＩＳＨ ）

ｄｍＳＺＣ＆４ ｉ 在颗粒细胞 中 的定位根据吉玛公司提供的 ＨＳＨ 试剂盒说 明书进

４ １
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行 ， 具体实验步骤如下 ：

（ １ ） 试剂配制 ：

①０ ． １％的 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ 的配制 ： 按 １ ：９９９ 的 比例用 ｌ ｘＰＢＳ 稀释 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ ， 现配现

用 ；

②Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ 母液为 ２〇 ｘ ， 用去离子水稀释成 ４ ｘ
、 ２ ｘ和 ｌ

ｘ
；

③ ０ ． １％ＢｕｆｆｅｒＦ 的配制 ： 按 １ ：９９９ 的 比例 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 稀释 ＢｕｆｆｅｒＦ ， 现配现

用 ；

（ ２ ） 接种 ３ ｘ ｌ ０
４个细胞到预先放入细胞爬片的 １２ 孔板中 ， 置于细胞培养箱 中

过夜 ， 次 日密度在 ７０％左右即可进行下
一

步操作 ；

（ ３ ） 弃培基 ， 用移液枪加入适量的 ｌ ｘＰＢ Ｓ 溶液 ， 室温下洗涤细胞 ２ 次 ， ５ｍｉｎ／

次 ；

（ ４ ） 将 ＰＢ Ｓ 溶液吸弃 ， １ ２ 孔板每孔分别加入 ４％多聚甲醛 ４０〇ｎＬ ， 在室温条件

下固定 １ ５ｍｉｎ 左右 ；

（ ５ ） 将 ４％多 聚 甲 醛 固 定液吸弃 ， １ ２ 孔板每孔分别加入 ０ ． １％ 的 ＢｕｆｆｅｒＡ

４０ （ＨｉＬ ， 在室温条件下放置 １ ５ｍｉｎ
；

（ ６ ） 将 ０ ． １％的 Ｂｕｆｆｅｒ Ａ 溶液吸弃 ， 用 ｌ
ｘ
ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ ；

（ ７ ） 弃液 ， 每孔加入 ４０〇ｎＬ ２ ｘＢｕｆｆｅｒ Ｃ 后 ， 放置于培养箱 ３ ７

°

Ｃ孵育 ３０ｍｉｎ
；

（ ８ ） ：８ １１￡＆ １

＇

￡ 提前在 ７３ １：水浴预热 ３ 〇 １１１１１１ ， 直至液体变澄清透亮 ， 然后避光用

ＢｕｆｆｅｒＥ 配制探针混合液 ， 探针工作浓度为 ４ｐＭ ， 总体系为 ４０〇ｎＬ／孔 ， 避光

７３
°

Ｃ变性５ｍｉｎ
；

（ ９ ） 步骤 （ ７ ） 弃液 ， 每孔加入 ４００ＰＬ 步骤 （ ８ ） 中变性的探针混合液 ， 然后

放置于细胞培养箱 内 ３ ７

°

Ｃ过夜 ；

（ １ ０ ） 次 日 弃探针混合液 ， 每孔加入 ４０〇ｎＬ 提前预热至 ４２
°

Ｃ 的 ０ ． １％ＢｕｆｆｅｒＦ

洗涤细胞 ５ｍｉｎ ；

（ １ １ ） 弃液 ， 每孔加入 ４０〇ｎＬ提前预热至 ４２
°

Ｃ 的 ２ｘＢｕｆｆｅｒＣ洗涤细胞 ５ｍｉｎ
；

（ １２ ） 弃液 ， 每孔加入 ４０〇ｎＬ 提前预热至 ４２

°

Ｃ 的 １ 
ｘＢｕｆｆｅｒＣ 洗涤细胞 ５ｍｉｎ ；

（ １ ３ ） 弃液 ， 取 出爬片 ， 载玻片先滴入几滴抗荧光淬灭封片液 （含 ＤＡＰ Ｉ ） ，

４２
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

然后将爬片的细胞面紧贴封片液 ， 注意不能有气泡 ， 避光孵育 ５
－

１ ０ｍｉｎ 后 ， 在

共聚焦显微镜下观察拍摄。

３ ． １２ＣＣＫ－８ 试剂检测颗粒细胞增殖

（ １ ） 细胞接种到 ９６ 孔板 ， １ ０００ －２０００ 个 ／孔 ， 实验组和对照组分别设置 ５ 个复

孔 ， 放置在细胞培养箱 内培养过夜 ；

（ ２ ） 次 日 转染 目 的 ｓ ｉＲＮＡ 和对照 ， 然后 向 当天要检测 的孔里加入 ｌ Ｏ＾Ｌ 的

ＣＣＫ－

８ 溶液 ， 避光孵育 ２ｈ
；

（ ３ ） 孵育完毕后 ， 利用酶标仪测定波长在 ４５０ｍｎ 处的吸光度 ， 并连续检测 ３

天 以上 ， 记录每天测得的 ＯＤ４５０ 值 。

３ ． ；１３ ＥｄＵ（ ｅｔｈｙｎｙｌ ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ ） 试剂盒检测颗粒细胞増殖

（ １ ） 细胞接种到 ９６ 孔板 ， 实验组和对照组分别设置 ５ 个复孔 ， 次 日 转染 目 的

ｓ ｉＲＮＡ 和对照 ；

（ ２ ） 细胞转染 ２ 天后 ， 在生物安全柜内按 １ ：１ ０００ 的比例用含 １ ０％ＦＢＳ 的培基

稀释试剂 Ａ ， ｌ ＯＯ＾Ｌ／孔孵育 ２ ｈ
；

（ ３ ） 将试剂 Ａ 稀释液吸弃 ， 用移液枪加入适量的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ ， 放置于低速摇床

中 ， 在室温条件下清洗 １
－２ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ 。

（ ４ ） 将 ＰＢＳ 液吸弃 ， ９６ 孔板每孔加入 ５０ｐＬ 的 ４％多聚 甲醛溶液 ， 放置于低速

摇床中 ， 在室温条件下摇 ３０ｍｉｎ
；

（ ５ ） 用移液枪吸弃 ４％多 聚 甲醛溶液 ， ９６ 孔板每孔加入 ２ｍｇ／ｍＬ 甘氨酸溶液

５０ｐＬ ， 放置于低速摇床中 ， 在室温条件下摇 ５ｍｉｎ
；

（ ６ ） 将甘氨酸溶液吸弃 ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 清洗细胞 ， 室温摇床 ５ｍｉｎ ；

（ ７ ） 根据 以 下配方配制 Ａｐｏ ｌｌｏ 染色反应液 ， ｌ ＯＯｐＬ／孔 ， 室温摇床孵 育

３ ０ｍｉｎ ；

Ａｐｏ ｌ ｌｏ 染色反应液的配制方法 （现配现用 ）

Ａｐｏ ｌ ｌｏ染色反应液 ＩｍＬ

４３
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去离子水 ９３ ８
ｊ
ｉＬ

Ａｐｏ ｌ ｌｏ？反应缓冲液 （试剂Ｂ
） ５ 〇ｈＬ

Ａｐｏ ｌｌｏ？催化剂溶液 （试剂Ｃ
） ｌ 〇＾Ｌ

Ａｐｏｌ ｌｏ？荧光染料溶液 （试剂Ｄ） ３ ｈＬ

Ａｐｏ ｌ ｌｏ？缓冲添加剂 （试剂Ｅ） ９ｍｇ

（ ８） 弃液 ， 每孔加入 ｌ ＯＯｕＬ０ ． ５％ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ 的 ＰＢＳ 溶液 ， 室温摇床清洗 ３

次 ， 每次 ｌ Ｏｍｉｎ
；

（ ９ ） 弃液 ， 加强洗脱 （可选 ） ： 每孔加入 １ ００队 甲醇清洗细胞 ， 室温摇床

５ｍｉｎ
； 弃液 ， 然后用 ｌ ｘ ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ， 室温摇床 ５ｍｉｎ

；

（ １ ０ ） 弃液 ， 避光配制 ｌ ｘＨｏｅｃｈｓｔ３ ３ ３４２ 反应液 ： 按照 １ ：１ ００ 的 比例用 ｄｄＨ２０

稀释试剂 Ｆ ，９６ 孔板每孔加入 ｌ ＯＯ＾Ｌ 稀释好的试剂 Ｆ 溶液 ， 放置于低速摇床

中 ， 在室温条件下摇 ３０ｍｉｎ
；

（ １２ ） 将试剂 Ｆ 溶液吸弃 ， 用移液枪加入 １ ００吣 的 ｌ ｘＰＢＳ 溶液 ， 放置于低速摇

床中 ， 在室温条件下洗涤细胞 ２ －

３ 次 ， 每次 ５ｍｉｎ ；

（ １ ３ ） 清洗完毕后 ， 每孔加入 Ｉ ＯＯｈＬ Ｉ
ｘＰＢ Ｓ 溶液 ， 细胞避光转移至电动倒置美

光显微镜下 ， 进行观察并拍摄 。

３ ．１４颗粒细胞流式细胞凋亡的检测

（ １ ） 接种适量的细胞于 ６ 孔板中 ， 放置于培养箱过夜 ， 次 日 转染 ｓｉＲＮＡ 和对

照 ， 操作同 ３ ． ３
；

（ ２ ） 转染 ４８ｈ 后 ， 取出 ６ 孔板 ， 将旧培基收集于 １ ０ｍＬ 的离心管中 ， 用 ｌ ｘＰＢＳ

清洗细胞 ２ 次后 ， 用不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞 ２ｍｉｎ 左右 ， 立即用 旧培基终

止消 化 ， 轻轻吹落细胞 ， 收集细胞悬液于 １ ０ｍＬ 的 离心 管 中 ， ４

°

Ｃ 离心 ，

１ ５００ｒｐｍ
ｘ５ｍｉｎ

；

（ ３ ） 弃上清 ， 细胞沉淀用 ｌ ｘＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 ， 于 ４
°

Ｃ 离心 ， １ ５００ｒｐｍ
ｘ

５ｍｉｎ ；

４４
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

（ ４ ） 将上清吸弃 ， 用移液枪向细胞沉淀中加入 ｌ
ｘＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液 ４００ 成 ，

并轻轻地混匀 ；

（ ５ ） 用移液枪 向细胞悬液 内 加入 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ 染色液 ５瓜 ， 并轻轻混匀

后 ， 转移至 ４
°

Ｃ避光孵育 １ ５ｍｉｎ
；

（ ６ ） 继续用移液枪向细胞悬液内加入 ＰＩ 染色液 １ ０ｐＬ ， 然后用移液枪轻轻地混

匀后 ， 在避光的条件下 ， ４
°

０放置 ５ １１１１１１
；

（ ７ ） 立即用移液枪将细胞悬液转移至流式管 内 ， 并使用流式细胞仪对细胞凋

亡进行检测 。

３ ． １５ 颗粒细胞的总蛋白提取和蛋白质印迹法 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ ）

３ ． １ ５ ． １ 颗粒细胞的总蛋白提取

（ １ ） 提前配制 ＲＩＰＡ 蛋 白裂解液 ： ＲＩＰＡ 裂解液 中 分别 ｌ
ｘ 蛋 白 酶抑制剂 、

ｌ
ｘＰＭＳＦ 以及 ｌ ｘ磷酸酶抑制剂 ， 用移液枪充分混匀 。

（ ２ ） 将处理好的细胞从培养箱取出 ， 弃 旧培基 ， 用移液枪吸取适量的 ｌ
ｘＰＢＳ

溶液清洗细胞 ２－

３ 次 ， 充分吸弃 Ｉ ｘＰＢ Ｓ 后 ， 随后加入配制好的 ＲＩＰＡ 蛋 白裂解

液 ；

（ ３ ） 将细胞培养板 ／皿置于冰上 ， 并用干净的细胞刮刀刮下细胞 ， 并转移至干

净的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 然后用涡旋振荡器振荡几秒 ， 冰上放置 ３ ０ｍｉｎ ， 期间继

续 用 涡 旋 振 荡 器 震 荡 ２－３ 次 ， 然 后 转 移 至 离 心 机 中 ４
°

Ｃ 离 心 ，

１ ３ ＯＯＯｒｐｍ
ｘ

１ ５ｍｉｎ
 ；

（ ４ ） 离心完成后 ， 将离心管取出 ， 用移液枪吸取 ２０ 的上层上清液 ， 并加入

干净的 ９６ 孔板中备用 ， 按步骤 ３ ． １ ５ ．２对每个样本的蛋 白浓度进行检测 ， 其余上

清液转移至新的 １ ．５ｍＬ 离心管中 ， 并加入 １ ／４ 体积的 ５ ｘＬｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ ， 混勾后

置于 １ ００

°

Ｃ沸水中煮 ｌ Ｏｍｉｎ 使蛋 白质变性 ， 然后将蛋 白置于－

８０

°

Ｃ冰箱保存 。

３ ． １ ５ ．２ＢＣＡ 试剂盒检测样本蛋 白浓度

（ １ ） 提前将 〇 ．５ｍｇ／ｍＬ 的蛋 白标准液配置好 ， 然后用移液枪 向 ９６ 孔板中分别

加入 ０
｜

ａＬ 、 １叫 、 ２叫 、 ４叫 、 叫Ｌ 、 １ ２叫 、 １ ６ｎＬ 和 ２〇ｎＬ 的蛋 白标准液 ， 并用

４５
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ｌ ｘＰＢＳ 补足至 ２０＾１７孔 ；

（ ２ ） 未知浓度的蛋 白样本取 ２叫 加入 ９６ 孔板中 ， 然后加入 １ ８叫 的 ｌ
ｘ ＰＢＳ 补

足至 ２０ｐＬ ；

（ ３ ）ＢＣＡ 工作液现配现用 ： 试剂 Ｂ 和试剂 Ａ 按 １ ：５０ 的 比例配制 ， ９６ 孔板每

孔配 ２００＾Ｌ ， 轻轻混匀 ， 注意混匀过程中不要产生气泡 ， 转移至 ３ ７

°

Ｃ条件下孵

育３０ｍｉｎ
；

（ ４ ） 反应完毕后 ， 采用酶标仪检测 ９６ 孔板中各个样本在 ５６２ｎｍ波长处的吸光

度 ， 然后绘制标准品浓度曲线 ， 计算 目 标蛋白 的浓度 。

３ ． １ ５ ．３ 蛋 白免疫印迹实验 （Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ）

（ １ ） 准备和配制相关实验试剂 ： 、

① ｌ ｘ 电泳缓冲液 的配制 ： 用 电子天平称取甘氨酸 １ ８ ． ８０ｇ 、 Ｔｒｉｓ
－ｂａｓｅ ３ ．０２ｇ 和

ＳＤＳ ｌ ｇ ， 用去离子水定容至 ｌ ＯＯＯｍＬ ， 搅拌至其完全溶解 ；

② ｌ ｘ转膜液的配制 ： 准确称量 １ ４ ．４ １ ｇ 的甘氨酸粉末 、 ３ ． ０３ｇ 的 Ｔｒｉ ｓ
－ｂａｓｅ粉末 ，

然后加入 ｄｄＥｂＯ 定容至 ８００ｍＬ ， 混匀后加入 ２００ｍＬ 的 甲醇 ， 搅拌至其完全溶

解 ， 放置于冰上预冷 ；

③ １ ０％过硫酸铵的配制 ： 用 电子天平称量 ｌ ｇ 的过硫酸铵粉末 ， 用去离子水定容

至 １ ０ｍＬ ， 溶解后分装于－２０
°

Ｃ避光保存 ， 避免反复冻融 ；

④ＴＢ ＳＴ清洗液的配制 ： 取 ２０ｇ 的 ＴＢ Ｓ 粉末 ， 用 ２Ｌ 的去离子水溶解 ， 然后加入

２ｍＬ 的 Ｔｗｅｅｎ－２０ ， 充分混勾 ；

⑤５％ Ｂ ＳＡ 封闭液的配制 ： 用 电子天平称取 ０ ．２５ｇ 的 Ｂ ＳＡ粉末 ， 用 ＴＢＳＴ 定容

至 ５０ｍＬ ， 然后充分混匀 ；

⑥
一

抗工作液的配制方法 ： 用
一

抗稀释液按 １ ：１ ０００ 的 比例稀释
一

抗原液 ， 混

匀后置于 ４
°

Ｃ保存 ；

⑦二抗工作液的配制方法．

？ 二抗原液用 ＴＢＳＴ 按 １ ： ５０００ 的 比例稀释 ， 混匀后置

于 ４
°

Ｃ保存 。

（ ２ ） 分离胶和浓缩胶的配制 ：

①安装好配胶用的玻璃板 ， 用去离子水验漏后 ， 根据以下配方配制不同浓度的

４６
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

分离胶 １ ０ｍＬ（ ２ 块分离胶 ） ：

试剂名称 ／ 用量 （ｍＬ ） ６％８％ １ ０％ １ ２％ １ ５％

去离子水 １３４ ＾６４ ０１３ ２３

３ ０％ Ａｃｒ
－Ｂ ｉｓ ２ ．０２ ． ７ ３ ．３４ ．０５ ．０

１ ． ５Ｍ Ｔｒ ｉ ｓ ＨＣＬ ｐＨ８ ． ８ ２ ．５２ ．５２ ． ５２ ． ５２ ．５

１ ０％ＳＤＳ ０ ． １０ ． １ ０ ． １０ ． １０ ． １

１ ０％过硫酸铵 ０ ． １０ ． １ ０ ． １０ ． １ ０ ． １

ＴＭＥＭＤ ０ ．００８０ ．００６０ ．００４０ ． ００４０ ．００４

用 ５０ｍＬ 离心管配好后 ， 充分混匀 ， 灌胶至离梳子下缘 ｌ ｃｍ 左右 ， 每块玻璃板

灌 ５ｍＬ 左右 ， 马上加入无水乙醇溶液封胶 ， 在室温条件下放置约 ３ ０ｍｉｎ ， 期间

不要挪动玻璃板 ；

②分离胶凝固后 ， 将封胶用 的无水乙醇倒弃 ， 并使用滤纸将分离胶表面残留的

液体吸干 ， 按以下配方配制 ５％的浓缩胶 ４ｍＬ ：

试剂名称 ／ 用量 （ｍＬ ） ５％

去离子水 ２Ｊ

３０％ Ａｃｒ
－Ｂ ｉ ｓ ０ ．６７

１ ．０Ｍ Ｔｒｉ ｓ ＨＣＬ ｐＨ６ ． ８ ０ ． ５

１ ０％ ＳＤＳ ０ ．０４

１ ０％ 过硫酸铵 ０ ．０４

ＴＭＥＭＤ ０ ． ００４

配制好浓缩胶后 ， 充分混匀 ， 快速加在分离胶的上方 ， 每块胶灌 ２ｍＬ 左右 ， 然

后插上梳子 ， 注意不要有气泡 ， 室温静置 ｌ Ｏｍｉｎ ；

（ ３ ） 蛋 白上样 ： 安装好电泳装置 ， 拔去梳子 ， 将提取的蛋 白样品充分融解 ，

蛋 白 的上样量为 ２〇ｎｇ ， 蛋 白 ｍａｒｋｅｒ上样量为 ３
－４叫 。

（ ４ ） 电泳 ： 上样完毕后 ， 立即安装电泳槽 ， 加入适量的 ｌ ｘ 电泳缓冲液 ， 然后

打开电源开关 ， 调节为恒压模式 ， 电压 ６０Ｖ 跑 ３０ｍｉｎ 左右 ， 待蛋 白跑至浓缩胶

和分离胶之间时 ， 即可调整电压至 ９０Ｖ ， 蛋 白跑至距胶下缘约 ｌ ｃｍ 时结束 电

泳 ；

（ ５ ） 转膜 ：

４７
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①电泳结束前 ， 先将 ＰＶＤＦ膜剪出与 目 的条带相同大小的条带 ， 并标记 ；

②电泳结束后关闭 电源 ， 取出玻璃板 ， 用去离子水洗净玻璃板上的 电泳液后 ，

用撬板将玻璃板轻轻撬开 ， 并将凝胶转移至转膜液中 ， 以蛋 白 ｍａｒｋｅｒ 为标准 ，

根据 目 的蛋 白 的分子量将凝胶切成相应大小的条带 ；

③转膜夹两面分别铺上 ２ 张转印滤纸 ， 浸润在提前预冷的 ｌ
ｘ转膜液中 ， 然后将

切好的凝胶条带转移至转膜夹的转印滤纸上 ， 再贴上预先剪好的并浸泡过 甲醇

的 ＰＶＤＦ 条带 ， 在肉眼确认凝胶和 ＰＶＤＦ 条带之间没有气泡后 ，

一

次性将转膜

夹夹紧 ， 注意不能挪动条带 ；

④将转膜夹正确放置于 电泳槽中 ， 倒入提前预冷的 ｌ ｘ转膜液 ， 同时将 电泳槽放

置于冰上 ， 打开电源开关 ， 调节为恒流模式 ， ２００ｍＡ 跑 ９０ｍｉｎ 左右 。

（ ６ ） 封闭的步骤 ： 转膜完毕后将电源关闭 ， 取出转有 目 的蛋 白 的 ＰＶＤＦ 膜 ，

并用适量的 ＴＢ ＳＴ 溶液清洗
一

次 ， 然后将 ＰＶＤＦ 条带直接放进 ５％ＢＳＡ 封闭液

中 ， 在室温条件下 ， 低速摇床封闭 ｌ
－２ｈ 。

（ ７ ） 抗体的孵育步骤 ：

①用适量 ＴＢＳＴ 溶液清洗步骤 （ ６ ） 中封闭好的 ＰＶＤＦ 条带 ， 摇床摇 ５ｍｉｎ 后 ，

将 ＰＶＤＦ 条带浸泡在
一

抗稀释液中 ， ４
°

Ｃ摇床孵育过夜 ；

②次 日 将蛋 白膜取出 ， 室温下用 ＴＢＳＴ 溶液清洗蛋 白膜 ３ 次 ， 每次 ｌ Ｏｍｉｎ ， 随

后将蛋 白 膜取 出 ， 继续浸泡在二抗稀释液 中 ， 在室温条件下 ， 低速摇床孵育

ｌｈ
；

③孵育完毕 ， 将蛋 白膜置于 ＴＢＳＴ 中室温清洗 ３ 次 ， ５
－

１ ０ｍｉｎ／次 。

（ ８ ） 化学发光法 ： 避光 ， ＥＣＬ 的 Ａ 和 Ｂ 两种试剂按 １ ：１ 的 比例配制发光液 ，

蛋 白膜先在滤纸上晾干 ， 去除多余的 ＴＢ ＳＴ 洗膜液 ， 然后泡在发光液中几秒 ，

充分浸润 ， 然后将蛋 白膜放置于化学发光仪内曝光 ；

（ ９ ） 蛋 白条带的半定量分析 ： 利用 ＩｍａｇｅＪ 软件对蛋 白条带的相对表达量进行

分析 ， 首先计算 目 的蛋 白和 内参蛋 白 的灰度值 ， 然后用 目 的蛋 白 的灰度值除 以

内参蛋白 的灰度值得出 目 的蛋 白相对表达量 。

４８
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３ ． １６ 检测颗粒细胞上清液的 Ｅ２浓度

（ １ ） 将 ＫＧＮ 细胞接种于 ６ 孔板中 ， 放置培养箱过夜 ， 次 日细胞密度达到 ３ ０－

４０％时 ， 转染 ２５ｎＭ 的 ｓ ｉＲＮＡ 和对照 ， 放置培养箱中孵育 ４８ ｈ
；

（ ２ ） 孵育完毕 ， 弃 旧培基 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次 ， 然后用胰酶将细胞消化

下来 ， 利用细胞计数板进行计数 ， 接种 ４ 万 ／孔至 １ ２ 孔板中 ， 培养过夜 ；

（ ３ ） 次 日 弃 旧培基 ， 加入含 １ ００ｎＭ 雄烯二酮的无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培基 ， 放置

于培养箱继续培养 ２４ｈ
；

（ ４ ） ２４ｈ 后收集各组细胞上清液 ， ４
°

Ｃ离心 ３ ０００ｒｐｍ
ｘ

ｌ ０ｍｉｎ ， 取上清液立即送

检 ；

（ ５ ） 利用全 自动 电化学发光免疫分析仪对细胞上清液的 Ｅ２进行检测 。

３ ． １ ７ 统计学分析

本研究主要采用 ＳＰＳＳ１ ６ ． ０ 或 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉ ｓｍ５ 软件对实验结果进行统计学

分析 。 利用 Ｓｔｕｄｅｎｔ

’

ｓ ／检验分析和 比较两组间计量资料有无统计学差异 ， 所有

分析结果用均数±标准差 （ ＾± ＳＤ ） 表示 ， 设双侧检验 ， Ｐ＜０ ．０５ 被认为差异有

统计学意义 。

４ 实验结果

４ ． １ 人卵巢颗粒细胞的形态学观察

在倒置显微镜下观察分离后的人卵巢黄素化颗粒细胞 ： 培养第 １ ｄ 可见颗

粒细胞贴壁生长 ， 呈类圆形或椭圆形 ， 细胞 内可见黑色的颗粒状物质 ； 培养 ２－

６ ｄ 可见颗粒细胞明显增殖 ， 细胞伸出细长伪足 ， 细胞浆饱满 ， 细胞内颗粒物质

丰富 ； 在培养至 ７ －

８ｄ 后 ， 颗粒细胞开始逐渐退化 ， 部分出现脱颗粒现象 ， 细

胞伪足减少 ， 形态类似于成纤维细胞 ， 并且培养基中有较多漂浮的死细胞 。

４９
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■■■■
图 ２ －

１ 培养 １
－

８ｄ 的人卵巢黄素化颗粒细胞

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２ －

１Ｈ ｕｍ ａｎｏｖａｒ ｉ ａｎ ｌ ｕ ｔｅ ｉ ｎ ｉ ｚｅｄ
ｇｒａｎ ｕ ｌｏ ｓａｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗ ｅ ｒｅｃ ｕ ｌ ｔｕｒｅｄｆｏ ｒ １

－

８ｄ ａｙｓ

通过密度梯度离心法分离 出人卵巢颗粒细胞 ， 然后接种至细胞培养板 ， 放置培养箱培

养 ８ 天 ， 期 间于倒置显微镜下进行细胞的形态学观察 （ ２ ０〇 ｘ ） 。

４ ．２ 人原代颗粒细胞的鉴定

卵巢颗粒细胞是卵巢 内 唯
一

表达 ＦＳＨＲ 的细胞 ， ＦＳＨＲ 具有高度细胞特异

性 ［
８ ３

］

。 培养第 ３ 天的原代颗粒细胞经 Ｆ ＳＨＲ 免疫荧光鉴定 ， 可见颗粒细胞的胞

浆 内有 明显 的红色荧光分布 ， 通过计算纯度高达 ９５％ 以上 ， 且状态好 ， 表 明提

取的颗粒细胞纯度较高 ， 可用 于后续的细胞功能研究 。

■
图 ２ －２Ｆ ＳＨＲ 免疫荧光鉴定人卵巢颗粒细胞

５ ０




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

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －２ Ｉ ｄ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏ ｎｏｆ ｈ ｕｍ ａｎｏｖａ ｒ ｉ ａｎ
ｇ

ｒａｎ ｕ ｌ ｏ ｓａｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙ
Ｆ ＳＨ Ｒ ｉｍｍ ｕｎｏ ｆ ｌ ｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎ ｃ ｅ

培养第 ３ 天 的颗粒细胞进行细胞 Ｆ ＳＨＲ 免疫荧光鉴定 ， 红色荧光代表 Ｆ ＳＨＲ ， 蓝色荧

光代表 ＤＡＰ 丨 ， 标尺 ： ５ ０
 （

ｉｍ ，

４ ．３ ｃ ｉ ｒｃＳＬＣ ８Ａ ｌ（ ｃ ｉ ｒｃ
＿

００００９９４ ） 的环状鉴定

通过检索 ｃ ｉ ｒｃＢａｓｅ 和 ＵＣ ＳＣ 数据库发现 ， （ ｃ ／ｒｃ ㈨㈨９９彳 ） 属于

外显子来源的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ（ ｅｘｏｎｉ ｃ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ） ， 来源于 ５ＺＣ＆４ ／ 基因 ， 是 由 外显子

１ 经反向剪接环化而成 ， 全长 １ ８ ３２ｂｐ 。 Ｓａｎｇｅｒ 测序确认 了ＰＣＲ 产物的序列信

息与数据库 中 的反向剪接位点序列 （ Ｂ ａｃｋ－

ｓｐ
ｌ ｉ ｃ ｉｎｇ ｊ

ｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ） 相
一

致

（ 图 ２
－

３ ） 。 琼脂糖凝胶电泳结果显示 以 ＫＧＮ 和原代颗粒细胞的 ｃＤＮＡ 和基因

组ＤＮＡ（ Ｇｅｎｏｍ ｉ ｃＤＮＡ
， ｇ
ＤＮＡ ） 为模板 ， 在ｃＤＮＡ中 以发散 引 物 （ Ｄ ｉｖｅ ｒｇｅｎｔ

Ｐｒ ｉｍｅ ｒ ） 能检测到对应大小的条带 ， 其与收敛 引 物 （ Ｃｏｎｖｅ ｒｇｅｎｔＰｒ ｉｍｅ ｒ ） 检测到

的条带大小不 同 ， 并且在 ｇ
ＤＮＡ 中检测不到对应大小 的条带 （ 图 ２ －４ ） ， 表 明

是反 向 成环的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。 ＲＮ ａ ｓｅＲ 消化实验结果显示在 ＲＮ ａｓｅＲ 的

消化作用 下 ， 线性 ５ＺＣ＆４ ／（ ｌ ｉｎｅａｒ ５ＸＣ
＊

＆４ ／ ） 的表达 明 显 下 降 ， 而

的表达降低不 明显 （ 图 ２ －

５ ） ， 表 明 ｃ ／ｒｃＳＺＣ＆Ｗ 呈环形 ， 因此比线性 ＲＮＡ 更耐

受 ＲＮ ａ ｓｅＲ 的消化 。

ｅｒｒｓ ０２２ ．

ｎ■ ■ 幽＿ ＷＭ
￣

ＭＭ１
￣ ￣

Ｂ １

＼


ｃ ｈ ｒ２ ：
４ ０ ６ ５ ５ ６ １ ２ ４０６ ５

￣

４４ ４  

｜ ｜ 
Ｓｐ ｉｋ ｅ

 ｊ
ｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ

３
＇

 ｇ
ｅｎ ｏｍ ｉ ｃ  ｒ ｅ ｆｅ ｒｅ ｎ ｃ ｅ  ｓ ｅｑｕ ｅｎ ｃ ｅ Ｘ  ５

＇

ｇ
ｅｎｏｍ ｉｃ  ｒｅ ｆｅ ｒｅ ｎ ｃｅ  ｓｅ

ｑ
ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ

ｔｘｏｍ ｉ

图 ２ －

３ｃ ｉ ｒｃＳ ＬＣ ８Ａ ｌ 的成环示意 图和 Ｓａｎｇｅ ｒ 测序

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ２
－

３Ｓ ｃ ｈｅｍ ａｔ ｉ ｃｄ ｉ ａｇｒａｍｏｆ  ｔｈ ｅｃ ｉ ｒｃ ｕ ｌ ａｒ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌａｎｄＳ ａｎｇｅ ｒｓ ｅｑ
ｕｅｎ ｃ ｉ ｎｇ

５ １
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Ｍ ａ ｒｋｅｒｃＤＮＡｇＤＮＡ ｃＤＮＡ ｇＤＮＡ

１ ００—

ｃ ｉ ｒｃＳＬＣ ８Ａ ｌ
（

ｃ ｉ ｒｃ
＿

００００ ９９４
）ＧＡＰＤＨ

ＭａｒｋｅｒｃＤＮＡｇＤＮＡｃＤＮＡｇＤＮＡ

２〇°－

〇 ］ 〇 〇
＿ ！ ．

－

；

－

鵪 ？ ？ 磯 螭 ？ ？ 螭 －

４？？４＜？？４

ｃ ｉ ｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ（
ｃ ｉｒｃ

＿

００００９ ９４
）ＧＡＰＤＨ

图 ２ － ４ 琼脂糖凝胶 电泳显示 ＲＴ－ＰＣＲ 产物为 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ７ 的环状结构

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ２
－４ Ａｇａ ｒ

－

ｇｅ ｌｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒｏｐ
ｈｏ ｒｅ ｓ ｉ ｓｅｘｈ ｉｂ ｉ ｔ ｅｄｔｈ ｅ

ｐ ｒｏ ｄ ｕ ｃ ｔｏｆ ＲＴ－ＰＣＲｔｏ

ｅｘｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｔｈ ｅｃ ｉ ｒｃ ｕ ｌ ａｒ ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕｒｅｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ ．

以 ＫＧＮ 和 人 卵 巢黄 素 化颗粒细 胞 （ Ｈ ｕｍ ａｎＬｕ ｔｅ ｉｎ ｉ ｚｅｄＧ ｒａｎ ｕ ｌ ｏ ｓａＣ ｅ ｌ ｌ ， ｈＬＧＣ） 的

ｃＤＮＡ和ｇＤＮＡ为 模 板 ， 分 别 使 用Ｄ ｉ ｖ ｅｒｇｅｎ ｔＰｒ ｉｍ ｅ ｒ和Ｃｏｎｖ ｅ ｒｇｅｎ ｔＰｒ ｉｍ ｅ ｒ扩 增

ｃ７＞ｃ ＊ＳＺＣ＆４八 线性 ５ＺＣ＆４ ７（ ｌ ｉ ｎ ｅａｒ ５ＺＣ＆４ ７ ） 和 Ｇ＾ＰＤｉ／ ， 得到 的 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶

电泳 。

Ｉ ＩＭ ｏ ｃｋ

１ ｉＲＮ ａ ｓ ｅＲ

＾
１ ． ５

－

１ １＾ｍｍ
：

＂

ｇ １ ． ０
－

ｒ
—

Ｉ ｒ
—

Ｉ
■

 ｉ

—

ｉ

■

Ｉ
＝ Ｔ

１ １ ｒｎ鬥
Ｏ

％Ｓ０ ． ５
－

｜＜

＾０ ０
丄－【

１
ｌｉ－

ｒ Ｉ

ｆ
ｉ ｌ

ｌ
￣ ｌ ． ．

，

． ｌ ｌ
ｒ

－ ｉ － １
ｒ

ｌ ｌ

 ，

－

ｋＺＺ
ＫＧＮ ｈＬＧＣ

图 ２ －

５ＲＮａｓｅＲ 处理检测 ｅ ／＞ｒ５ＺＣ＆４ ７ 的稳定性

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ２ －

５ＲＮ ａｓｅＲｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｅ ｓｔｅｄｔｈｅｓｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ

５ ２
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

ＫＧＮ 和 ｈ ＬＧＣ 用 或不 用 ＲＮ ａｓｅＲ 消 化 ， 然后进行 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｃ ／ ７

‘

ｃ５ＺＣ＆４八 ｌ ｉ ｎ ｅａｒ

■ＳＸＣ＆４ ７和 似凡）／／ 的ＣＴ值 ， 计算其相对表达量 。

＊
Ｐ＞０ ． ０ ５ ，＊ ＊

Ｐ＜０ ． ０ ］ ，＊ ＊ ＊
Ｐ＜０ ． ００ ］ ，ｎ ｓ ：

无统计学差异 。

４ ．４主要定位于颗粒细胞的细胞质

细胞核 ／质 ＲＮＡ 分离结果显示 在颗粒细胞的细胞核和细胞质 中

均有分布 ， 但主要定位于细胞质 中 （ 图 ２ －６ Ａ－Ｂ ） ， 这与 ＲＮＡ－Ｆ Ｉ ＳＨ 的结果相

一

致 （ 图 ２ －

７ Ａ －Ｂ ） ， ｉ＆Ｓ 作为细胞浆基因 的阳性对照 ， ｐｒｅ
－Ｇ＾ＰＤ／／作为细胞核

基 因 的 阳性对照 ， 因此说 明细胞核 ／质 ＲＮＡ 分离和 ＲＮＡ－Ｆ Ｉ ＳＨ 的检测 结 果可

Ａ Ｂ ｈ ＬＧＣ
ＫＧＮ

ｄ ｌＮ ｕ ｃ ｌ ｅａ ｒ  ｆ ｒａｃ ｔ ｉ ｏ ｎ １ ． Ｓ
－

，
ＯＮ ｕ ｃ ｌ ｅａ ｒ  ｆｒａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

１ ５

１ＨＣｙｔｏ ｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｃ  ｆｒａｃｔ ｉ ｏ ｎ
ｃ １■Ｃｙｔｏｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｃ  ｆ ｒａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

Ｐ
Ｈｎ＿＿

ｉ

：ＤＵ
／ Ｖ

，

／７
、

，／
图 ２

－

６ 细胞核 ／质分离技术检测 ｃ ｉ ｒｃＳＬＣ ８Ａ ｌ 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 的定位

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２ －

６Ｌｏ ｃａ ｌ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ ｉ ｎＫＧＮａｎｄｈ ＬＧＣｗａｓｖａ ｌ ｉｄａｔｅｄｂｙ
ｎ ｕｃ ｌ ｅａｒａｎｄ

ｃｙ ｔｏ
ｐ

ｌ ａｓｍ ｉ ｃＲＮＡ ｆｒａｃ ｔ ｉ ｏｎ ａｔ ｉ ｏｎ

（ Ａ －Ｂ）ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 经 细 胞 核 ／ 质 ＲＮＡ 分 离 ， 逆 转 录 后 进 行 ｑ
ＲＴ－ＰＣ Ｒ 检 测

ｃ ／ ７ｒ５ＸＣ＆＾ 、 ｐ ｒｅ
－ＧＡＰＤｉ／ 和 ／＆Ｓ在细胞核和细胞质 中 的表达水平 ， ｐ ｒｅ

－Ｇ＾ＰＤ／／作为细胞核

基因表达的阳性对照 ， ７ ＆５ 作为细胞质基因表达的阳性对照 。

５３
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Ａ



ＫＧＮ


Ｃｙ３ ＤＡＰ ＩＭｅｒ
ｇ
ｅ

■■■
１ ８ Ｓ

Ｉ ：中 ［ Ｕ ＇

ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ＬＣ ８Ａ ｌＩ ” ｔ

Ｂ ｈＬＧＣ

Ｃｙ３ ＤＡＰ ＩＭｅ ｒｇ
ｅ

， ｓｓ

图 ２ － ７ＲＮＡ 荧光原位杂交技术检测 ｃ ／ｍＳＸＣ＆４ ７ 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 的定位

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ － ７Ｌｏｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ ｉ ｎＫＧＮａｎ ｄｈＬＧＣｗｅ ｒｅｖａ ｌ ｉ ｄａｔｅｄｂ
ｙ
ＲＮＡ ｆ ｌ ｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎ ｃ ｅ

ｉｎｓ ｉ ｔｕｈｙｂｒ ｉ ｄ ｉｚａｔ ｉ ｏｎ

（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中进行 ＲＮＡ 荧光原位杂交 ， ７＆Ｓ 作为细胞质基因 的 阳性对

照 。 黄色荧光代表 ７＆Ｓ或 ｃ ｆｒｃ从Ｃ＆４ ７ 探针 ， 蓝色荧光代表 ＤＡＰ Ｉ ， 标尺 ： ２ ０ｐｍ 。

５ ４
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

４ ．５ 合成的 ｓ ｉＲＮＡ 能明显干扰 ｃ／ｒｃＳＺＯＭ ／ 的表达

通过上海吉玛公司 设计并合成 了２ 条干扰 ｃ ／ ／ｒ见Ｃ＆４ ７ 表达的 ｓ ｉＲＮＡ ， 转染

ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ４ ８ ｈ 后 ， ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测 结 果 显 示这 ２ 条 ｓ ｉＲＮＡ 均 能 明 显 沉默

的表达 ， 其中 ｓ ｉ

＿

ｄｒｃ５ＬＣ＆４ ７ －

ｌ 的敲低效率最高 （ 图 ２ －

８ Ａ－Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

一 ＊ ＊ ＊ ．
＾＊＊

Ｓ１ ． ５
－

， ｜
１ － ５

－

１二
^

ｇ ＊＊－〇
———

〇 § Ｉ
ｆ

Ｉ〇
＇

ｉ ． ｏ
－ ｜ ｉ ． 〇

－ 

ｇ－

ｒ

－

ａ ＞？▼
－

ｄ ）＜ 〇）＜■■■■■

１§

° － ５
＇

Ｉ
－１§

° － ５
＇

丁＿§
ｍ■

？

３
〇 ． 〇

Ｊ￣￣
ｉ



．

 —— ＇

Ｓ
〇 〇

Ｊ￣￣
＞



１




ＫＧ Ｎ ｈＬＧＣ

图 ２ －

８ｃ７＞ｒ５ＺＣ＆４ ／ 的 ｓ ｉ ＲＮＡ 干扰效率

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ２
－

８ Ｉ ｎ ｔｅ ｒｆｅ ｒｅｎｃ ｅｅｆｆｅｃ ｔｏ ｆ ｓ ｉ ＲＮＡ ｉ ｎｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ

利用合成的 ２ 条 ｓ ｉＲＮＡ 转染 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ４ ８ ｈ 后 ， 进行 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ／ 的

表达水平 ， 作为 内 参 。

＊ ＊
Ｐ＜０ ． ０ １ ，＊ ＊ ＊

Ｐ＜０ ． ００ １ 。

４ ．６ 干扰 ｃ ／ｍＳＩ ＣＷ／Ｕ 表达抑制 了颗粒细胞的增殖

为 了探索 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ７ 对颗粒细胞增殖的影响 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 我们

利用 敲低效率最高的 ｓ ｉｊ ／ｒａＳＺＣ＆Ｗ－

ｌ 沉默 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ／ 的表达 。 通过 ＣＣＫ－ ８ 实

验检测 了转染 〇 －

７２ｈ 后的 ＯＤ４ ５ ０ 值 ， 发现与对照组相 比 ， 沉默 ｃ ／ｒａＳＺＧ＾４ ７ 表达

能 明 显抑制颗粒细胞的增殖功能 （ 图 ２ －９Ａ－Ｂ ） 。 然后进行 ＥｄＵ 实验进
一

步 明

确 沉 默 ｃ ／ｍＳＺＧ＾ ７ 表 达 对 细 胞 增 殖 的 影 响 ， 结 果 显 示 与 对 照 组 相 比 ，

ｃ ／ｍＳＺＴ＆４ ｉ 下调的颗粒细胞 ＥｄＵ 阳性率明显降低 （ 图 ２ －

１ ０ Ａ－Ｂ ） ， 进
一

步说明

沉默 表达能明显抑制颗粒细胞的增殖功能 。

５５
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Ａ Ｂ
ＫＧ Ｎ ｈＬＧＣ

－ ？ ｓ ｉ

＿

ＮＣ－？ ｓ ｉ

＿

ＮＣ
２ ５

＂

｜ ｓ ｉ ：ｃ ｉ ｒ ｃ Ｓ Ｌ Ｃ ８Ａ Ｉ
－

ｌ １ ． ５
＿

｜ ｓ ｉ ：ｃ ｉ ｒ ｃ Ｓ ＬＣ ８ Ａ Ｉ
－

ｌ

Ｓ２ ． ０
－＊ ｇ＊

ａ １ ． ５
－

 ｔ ａ
１ ０

．

． ｉ

§ ＊ ＊ ■

＇

Ａ ｔ
１ １ °

－

 ｌ
０ ５

ｓ

° － ５
－

 ｓ

０ ． ０
－ Ｊ

１



１



１



１

 ０ ． ０
－ Ｊ

１



１



１



１



０ ２４ ４ ８ ７２ ０ ２４４８ ７２

Ｔ ｉｍｅ ｏｆ  ｉ ｎ ｃ ｕｂａ ｔ ｉ ｏ ｎ
 （
ｈ

） Ｔ ｉ ｍｅ ｏ ｆ  ｉ ｎ ｃ ｕ ｂａ ｔ ｉ ｏ ｎ
 （

ｈ
）

图 ２ －

９ＣＣＫ－

８ 实验检测沉默 ｃ ／ ；ｒＳＺＣ＆４ ／ 对颗粒细胞增殖的影响

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －９Ｅｆｆｅｃ ｔｏｆ ｓ ｉ ｌ ｅｎ ｃ ｉ ｎｇ
ｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｏｎｔｈｅ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉ ｏｎｏｆ

ｇ
ｒａｎ ｕ ｌ ｏ ｓａｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗａｓ ｖａ ｌ ｉ ｄａｔｅｄ

ｂｙ
ＣＣＫ －

８ａｓ ｓａｙ

（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 干扰 的 表 达 ， 分 别 检 测 转 染 ０ －

７２ｈ 后 的

ＯＤ４ ５ ０值 。

＊
Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ，

＊ ＊
Ｐ ＜ ０ ． ０ １ 〇

５ ６
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

Ｈ ｏ ｅｃ ｈ ｅｓ ｔ Ｅ ｄ ｕＯｖ ｅ ｒ ｌ ａ
ｙ

ＳＢＢ
ｃ ｉ ｒ ｃＷ ＳＡ ｌ

－

ｌ

■ 

 

Ｂ．ＳＬＮＣ

５ ０
ｎ ．——

＊
 ｓ ｉｃ ｉ ｒｃＳＬＣ ８Ａ １

－

１

ｇ
４〇

－

＾
—

Ｉ

２ ０
＇

■
山

。
丨 ■

■＿ ，

ＫＧＮ ｈ ＬＧＣ

图 ２ －

１ ０ＥｄＵ 实验检测沉默 对颗粒细胞增殖的影响

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２
－

１ ０Ｅｆｆｅ ｃ ｔｏｆ ｓ ｉ ｌ ｅｎｃ ｉｎｇ
ｏｆ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｏｎｔｈｅ

ｐ ｒｏ ｌ ｉｆｅ ｒａｔ ｉ ｏ ｎｏｆ
ｇｒａｎｕ ｌｏ ｓａｃｅ ｌ ｌ ｓｗａｓ

ｖａ ｌ ｉ ｄａｔｅｄｂｙ
ＥｄＵａｓ ｓａｙ

（ Ａ －Ｂ
）
ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 按 ＥｄＵ 试剂盒说 明书处理后 ， 在倒置显微镜下观察和拍摄 ， 红

色荧光代表 ＥｄＵ 阳性细胞 ， 蓝色荧光代表细胞核 ， 标尺 ： ２ ０ｐｍ 。 然后统计 ＥｄＵ 阳性细胞

的 占 比 。

＊
Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ 。

５７
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４ ． ７ 干扰 ｃ ／ＶｃＳＺＣ＆４ ７ 表达促进了颗粒细胞 Ｂ ａｘ／Ｂａｋ／Ｃ ａ ｓｐａ ｓ ｅ
－９ 依赖的凋亡途径

下
一

步我们探究 影响颗粒细增殖的作用机制 ， 许多研究发现细

胞增殖能力下 降与细胞凋亡等密切相关 。 因此 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 我们利

用流式细胞仪检测 了下调组和对照组颗粒细胞的细胞凋亡情况 ， 结

果 显示与对照组相 比 ， 下调组 的细胞凋 亡 明 显増 加 （ 图 ２ －

１ ２ Ａ －

Ｂ ） 。 此外 ， Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 结果显不在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 沉默 表达

能 明 显促进细胞调亡相关蛋 白 Ｂ ａｘ 、 Ｂ ａｋ 和 Ｃ ｌ ｅａｖｅｄ Ｃ ａｓｐａｓｅ
－９ 的表达 （ 图 ２

－

７

Ａ－Ｂ） 。 以 上 结 果 提 示 沉 默 表 达 可 能 促 进 了 颗 粒 细 胞

Ｂａｘ／Ｂ ａｋ／Ｃ ａ ｓｐａｓｅ
－

９ 依赖的凋亡途径 ， 从而导致颗粒细胞增殖缓慢 。

Ａ ＫＧ ＼
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－
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－
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ｉ

－

ｒ ｎ ｉ ｉ

—

 ｉ   ｍ
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ｒ
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ｉ  ？   ＂ ＊ ＊
＊

１ ＇ ＇   Ｍ
，

，

Ｌ
１

’ ＿ ’

＊二 ｉ ｉ
ｓ ， 〇

５ ’ 。
。

＿
１

１ １

‘

图２ －

１ １ 千扰ｃ ／ｒｃＳＺ：Ｃ＆４ ／表达对细胞凋亡的影响

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ２ －

１ １Ｅｆｆｅｃ ｔｓｏｆ ｒｅｄ ｕｃ ｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎｃ ｅ ｌ ｌａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ

（ Ａ －Ｃ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 干扰 ｃ ／ｒｒｆｉＣ＆４ ７ 表达 ４ ８ ｈ 后 ， 收集细胞于流式细胞仪

中进行细胞凋亡检测 ， 每个样本计数 １ 万个细胞左右 ， 然后统计细胞分布在 Ｑ２ 和 Ｑ４ 区

（凋亡细胞 ） 的 比例 。

＊Ｐ＜〇 ． 〇５ ，＊叩＜０ ． ０ １ 。

５ ８
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ＩＩ －

 ，

．＿Ｌ
，



ＩＩ＿
２

＾＾／

图 ２
－

１ ２ 干扰 ｃ ／ｒｃ５ＸＣ＆４ ／ 促进 Ｂ ａｘ／Ｂａｋ／Ｃａｓｐａ ｓｅ
－９ 依赖的调亡路径

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２
－

１ ２ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｋｎｏ ｃｋｄｏｗ ｎ
ｐ

ｒｏｍ ｏｔ ｅ ｓＢａｘ／Ｂ ａｋ／Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ
－ ９ －ｄ ｅ ｐｅ

ｎ ｄｅｎ ｔ ｅ ｄａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ

（ Ａ －Ｂ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 干扰 ｃ ／＞ｃ５ＸＣ＆４ ／ 表达 ４ ８ｈ 后 ， 收集蛋 白 进行 Ｗｅ ｓｔｅ ｒｎ

ｂ ｌ ｏ ｔ 实验 ， 检测细 胞调 亡相 关蛋 白 Ｂ ａｘ 、 Ｂ ａｋ 、 Ｃ ａｓ ｐａｓ ｅ
－

９ 和 Ｃ ｌ ｅａｖｅｄＣ ａｓｐａｓ ｅ
－９ 的表达变

化 ， ＧＡ ＰＤＨ 作为蛋 白 内 参 ， 然后通过 ｉｍ ａｇｅ
Ｊ 软件进行灰度值分析 。

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５ ， ｎ ｓ ： 无统

计学差异 。

４ ．８ 干扰 ｃ ／ｎ＾Ｚ：Ｃ＆４ ／ 表达抑制 了颗粒细胞芳香化酶基因 ＣＴＰｉ ９，４ ／ 和 ＦＳ／／／？ 基

因 的表达 ， 从而抑制 了Ｅ ２ 的生物合成

ＰＯ Ｉ 以 月 经紊乱 、 ＦＳＨ 升高和雌激素波动性下降为特征 。 是促进

雄烯二酮转化Ｓ Ｅ ２ 的关键酶＾ Ｆ ＳＨＲ 在卵泡发育和 ￡２合成中发挥重要作用 ，

是
一

种 Ｇ － 蛋 白 偶 联 受体 （ 即 七 次 跨 膜 受 体 ） 。 因 此 ， 接 下 来 我 们 探 索

是否通过影响激素合成相关基因 的表达来影响 Ｅ ２合成 ， 从而导致卵

泡生长发育和 闭锁异常 ， 推动 ＰＯ Ｉ 的发病进展 。

由于用于体外研究的人原代颗粒细胞是从超促排卵治疗后 的患者卵泡液中

获取的 ， 因此这些颗粒细胞通常 已经黄素化 ， 这极大地改变 了颗粒细胞的激素

合成功能 。 因此 ， 我们利用 了ＫＧＮ 细胞系探索 ｃ ／ｍＳＸＣ＆４ ｉ 对非黄素化颗粒细

胞激素合成功能的影响 ， ＫＧＮ 细胞系被认为具有正常颗粒细胞的大多数生理特

征 ， 包括表达功能性的 和具有芳香化酶活性 ， 因此拥有和正常颗粒细胞

类似的类固醇激素合成和分泌功能 ［
８２

］

。

ＫＧＮ 细胞经相应处理后 ， 利用 电化学发光法检测细胞上清液的 Ｅ２浓度 ，

５９
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同时收集细胞 ＲＮＡ 行 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测 和 ＣＴＰ ／似 ／ 基 因 的表达水平 。 ｑ

ＲＴ－

ＰＣＲ 结果显示与对照组相 比 ， 下调组中 仪４ ７ 和 册 的表达水

平 明 显 下 降 （ 图 ２ －

１ ４Ａ ） 。 电 化 学 发 光 法 的 结 果 显 示 与 对 照 组 相 比 ，

下调组的细胞上清 中 Ｅ ２浓度 明显下降 （ 图 ２ －

１ ５ Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

， ｃ口ｓ ｉ

—

Ｎ Ｃ ＫＧＮ
１ － ５

１口ｓ ｉ

＿

Ｓ ＬＣ８Ａ １
－

１

０ ｌ Ｏ Ｏ ｎ＊

１ｈｌｊｆ
￣̄

备 １ ． ０
－ Ｉ

８ 。
－

ｕａ

｜＾ Ｉ
６ 。

—

■■
§０ ． ５

－

 １

－＾－

１ ４０
－

ｉ

２ 。
－

■
〇 ． 〇 

Ｊ－ ｌ ， Ｉ Ｉ ， ｉ＿１Ｈ ， １

ＣＹＰ １ ９Ａ １ＦＳＨＲ ｓ ｉ

＿

Ｎ Ｃｓ ｉ

＿

Ｓ ＬＣ ８Ａ １
－

１

ＫＧＮ

图 ２ －

】 ３ 干扰 表达对芳香化酶基因 （ ＣＴＰ７如 ７ ） 和 基因表达 以及 Ｅ ２ 合成

的影响

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２
－

１ ３Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏｆ ｒｅｄ ｕｃ ｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ａｒｏｍａｔａｓ ｅ

 ｛
ＣＹＰ １ ９Ａ １

）

ａｎ ｄ ＦＳＨＲ
ｇｅｎｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｎ ｄＥ ｉｂ ｉｏ ｓｙｎ ｔｈｅ ｓ ｉ ｓ

（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 细胞 中 ， 沉默 ｃ ｚ＞ｃＳＺＣ＆４ ７ 表达 ４ ８ｈ 后 ， 将细胞消化并接种至 １ ２ 孔板

中 ， 使对照组和实验组的细胞密度
一

致 ， 然后换含 １ ００ｎＭ 雄烯二酮 （ Ａ ｎｄ ｒｏ ｓｔｅｎ ｅｄ ｉ ｏｎ ｅ ） 的

无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培基 ， 继续培养 ２４ｈ 后 ， （ Ａ ） 收集实验组和对照组细胞 ＲＮＡ 进行

ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测 和 受体 （ ＦＳＨｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ ， 烈册 ） 基因 的表达水平 ， ＧＡＰＤ／／作

为 内参 。 （ Ｂ ） 收集实验组和对照组细胞上清液 ， 利用 电化学发光法检测每组 Ｅ ２ 的浓度 。

ＶｃＯ ． Ｏ ， 。

４ ． ９可能通过调控 ｃＡＭＰ －ＰＫＡ 信号通路影响颗粒细胞的 Ｅ ２合成

既往研究发现 ＦＳＨ 可通过结合颗粒细胞表面的 Ｆ ＳＨＲ 促进细胞 内第二信使

ＣＡＭＰ 的合成 ， 进而激活 ＰＫＡ 信号通路 ， 使颗粒细胞芳香化酶的表达和活性增

强 ， 从而促进 Ｅ ２ 的合成和分泌 ［
８４

］

。 因此 ， 我们进
一

步探索 了ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ 是否

通过调控 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路影响颗粒细胞 Ｅ ２ 的合成 。 首先 ， Ｗｅ ｓｔｅｒｎ

６０
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ｂ ｌｏｔ 结果显示干扰 表达能 明 显 降低 ＰＫＡ 的水平 （ 图 ２ －

１ ５Ａ－Ｂ ） 。

利用 ＦＳＨ 处理 ＫＧＮ 细胞 ， 电化学发光法检测结果显示 ＦＳＨ 能明显促进颗粒细

胞的 Ｅ２合成 ， 而沉默 表达能 明显拮抗 ＦＳＨ 诱发的 Ｅ ２ 水平升高 （ 图

２ －

１ ６ ） 。 然后 ， 我们利用 ｃＡＭＰ －ＰＫＡ 通路 的激动剂 Ｆｏ ｒｓｋｏ ｌ ｉｎ 来处理 ＫＧＮ 细

胞 ， 电化学发光法检测结果显示 Ｆｏｒｓｋｏ ｌ ｉｎ 能 明显促进颗粒细胞的 ￡２合成 ， 而

沉默 表达能明显拮抗 Ｆｏｒｓｋｏ ｌ ｉｎ 诱发的 Ｅ２ 水平升高 （ 图 ２ －

１ ７ ） 。 以

上结果提示 可能通过调控 ＦＳＨ ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路影响颗粒细胞

的 Ｅ２合成 。

Ｂ

▲ （ ｊＨｉ ｓ ｉ

＿

ＮＣ ＋
 Ａ ｎ ｄ ｒｏ ｓ ｉ ｃ ｎ ｆｄ ｉ ｏ ｎ ｃ

０ ． ８
－

ｉ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃＳＬＣ ８Ａ ｌ ｌ 
－

 Ａ ｎ ｄ ｒ ｏ ｓ ｉｅ ｎ ｅｄ ｉ ｏ ｎ ｅ

岑 ／合 ’－
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－厂

…
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 ｇ

＂
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° ４

－

—



Ｉ

ａ －

ｔ ｕ ｂ ｕ ｌｉｎ＿Ｃ＿ＨＰ？ＨＫＰ＊１

。 ２
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图 ２ －

１ ４ 干扰 ｃ ｆｒｃ５ＸＣ＆４ ／ 表达对 ＰＫＡ 通路的影响

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２－

１ ４Ｅｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏｆ ｒｅ ｄｕ ｃｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎＰＫＡ

ｐ
ａｔｈｗａｙ

在 ＫＧＮ 细 胞 中 ， 沉默 表达 ４ ８ｈ 后 ， 收集细 胞蛋 白 行 Ｗｅｓｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 检测

ＰＫＡ 的 蛋 白 水平 ， ａ －

ｔ ｕｂｕ ｌ ｉ ｎ 作 为 蛋 白 内 参 ， 然 后 通过 ｉｍ ａｇ ｅＪ 软件进行灰度值分析 。

＊尸＜０ ． ０ ５ 。

６ １
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＿
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＿

Ｓ ＬＣ ８Ａ １
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ＫＧＮ

图 ２－

１ ５ＦＳＨ ／Ｆｏｒｓｋｏ ｌ ｉｎ 处理下干扰 以ｒ５ＺＣ＆４ ７ 表达对 Ｅ２合成的影响

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ２ －

１ ５Ｅｆｆｅｃ ｔｓｏｆ ｒｅｄｕｃｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎＥ２ｂ ｉ ｏ ｓｙｎ ｔｈｅ ｓ ｉ ｓｕｎｄｅ ｒ ｔｈｅ Ｆ ＳＨ ／

Ｆｏ ｒｓｋｏ ｌ ｉｎ ｔ ｒｅａｔｍ ｅｎｔ

在 ＫＧＮ 细胞中 ， 沉默 表达 ４ ８ｈ 后 ， 将细胞消化并接种至 １ ２ 孔板 中 ， 使对

照组和实验组的细胞密度
一

致 ， 然后换含 １ ００ｎＭ 雄烯二酮的无血清 ＤＭＥＭ ／Ｆ １ ２ 培基 ， 加

入或不加入 ０ ． ２ ＩＵ ／ｍＬＦ ＳＨ ／ ｌ 〇 ｎＭＦｏ ｒｓｋｏ ｌ ｉｎ 继续培养 ２４ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细胞上清

液 ， 利用 电化学发光法检测每组 Ｅ２ 的浓度 。

＊Ｐ＜０ ． ０ ５ ，

＊ ＊Ｐ＜０ ． ０ １ ，
＃
尸＜０ ． ０５ ， 气Ｐ＜０ ． ０ １ ，

—＜０ ． ００ １ 。

４ ． １ ０ＦＳＨ 不影响颗粒细胞 的表达水平

由 于在第
一

部分研究 中 ， 我们发现 表达水平与 患者血清基础

Ｆ ＳＨ 水平相关 。 因 此 ， 为 了 排除 ＦＳＨ 对 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ 表达 的 影 响 ， 我们利 用

ｒＦＳＨ 处理 ｈＬＧＣ 和 ＫＧＮ 细胞 ， ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示 ＦＳＨ 并不影响颗粒细胞 中

的表达水平 。

６２
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１ Ｂ ｌ ａ ｎ ｋ＋ＦＳ Ｈ

３ ＫＧＮ ５ ｈＬＧＣ

图 ２
－

１ ６Ｆ ＳＨ 处理对颗粒细胞 ｄｍＳＺＣ＆４ ｉ 表达的影响

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ －

１ ６Ｅｆｆｅｃ ｔｓｏｆ Ｆ ＳＨｔ ｒｅａｔｍ ｅ ｎ ｔｏｎｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎ
ｇｒａｎｕ ｌｏ ｓａ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

在 ｈＬＧＣ 和 ＫＧＮ 细胞中 ， 用含重组 Ｆ ＳＨ（ ｒＦ ＳＨ ， 果纳芬 ， 终浓度 ０ ． ２ ＩＵ／ｍＬ ） 的无血

清 ＤＭＥＭ ／Ｆ １ ２ 培基培养 ４ ８ ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细胞进行 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｃ ｉ ｒｃ ＳＬＣ ８Ａ ｌ

的表达水平 。 ｍ ： 无统计学差异 。

５ 讨论

我们通过体外功能缺失实验研宄 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ／ 对卵巢颗粒细胞增殖 、 凋亡及

类 固醇激素合成功能的影响 。 首先 ， 我们对 ＫＧＮ 细胞系 和提取的 ｈＬＧＣ 进行

培养 ， 并且分离 的人原代卵巢颗粒细胞经 ＦＳＨＲ 免疫荧光鉴 定 ， 其纯度可达

９ ５％以上 ， 适合用于体外细胞功能研究 。 然后 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 琼脂糖凝

胶 电泳 、 Ｓａｎｇｅ ｒ 测序和 ＲｎａｓｅＲ 处理结果均显示 是
一

个 闭合环状的

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 并且细胞核 ／质 分离和 Ｆ Ｉ ＳＨ 实验均提示 主要定位于颗粒

细胞的细胞质 中 。 根据 的细胞质 定位 ， 我们合成 了２ 条 ｓ ｉＲＮＡ 对

ｃ ｚ＞ｃＳＬＣ＆４ ７ 的表达进行敲减 ， ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示合成 的 ２ 条 ｓ ｉＲＮＡ 均能沉默

ａ＞ｃＳＺＣ＆４ ７ 的表达 ， 其中 ｓ ｉ
＿

ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ／
－

１ 的敲低效率最高 。 因此 ， 我们选择 了

ｓ ｉ

＿

ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ
－

ｌ 沉默 表达并进行下
一

步研宄 。 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ

中 ， ＣＣＫ－

８ 和 ＥｄＵ 结果均提示沉默 ｃ ｚ＞ｒ５ＺＣ＆４ ｉ 表达能 明显抑制颗粒细胞的增

殖 。 然后通过流式细胞仪和 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测沉默 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ 后对细胞凋亡的

影响 ， 结果显示沉默 ｃ ／ｍＳＸＣ＆４ ７ 表达能 明 显促进颗粒细胞 Ｂ ａｘ ／Ｂａｋ／Ｃａｓｐａｓｅ
－９

６３
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依赖的凋亡途径 。 此外 ， 我们还利用 ＫＧＮ 细胞研究沉默 表达对颗

粒细胞激素合成的影响 ， ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果显示沉默 能明显抑制芳香化

酶基因 ＣＺＰ／似 ／ 和 的表达 ， 电化学发光法检测结果显示沉默

表达能明显抑制 Ｅ２ 的合成 ， 并且 ｃｚ＞ｃＳＺ：Ｃ：＆４ ｉ 可能是通过调控 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ

信号通路来影响颗粒细胞的 Ｅ２合成 。

５ ． １的闭合环状结构与现状

由于 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有序列保守性 、 生物学稳定性和组织特异性 ， 因此被认为

是很有前途的生物标志物和治疗靶点 ， 并可能在基因表达调控中发挥潜在作用

［
３ ０

，
７４

］

。 我们前期对 ｂＰＯＩ 患者和对照组患者卵巢颗粒细胞进行了ｃｉｒｃＲＮＡ 芯片

测序 ， 发现 了大量差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ ［
９

］

， 为 了更好地 了解 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的调控机

制 ， 本研 宄 首 次 关注 了 在 ｂＰＯＩ 患 者 卵 巢颗粒细 胞 中 下 调 的

（
ｃ ｚ＞ｃ

＿

０Ｗ？卯９〇 。 是 由 ＳＸＣ＆４７ 基因 的 １ 个外显子经背靠背剪切环化

而成 ， 长度为 １ ８３２ｂｐ 。 验证环状结构是研究 ｃｉｒｃＲＮＡ 功能的第
一

步 ， 因此我们

使用 Ｄ ｉｖｅｒｇｅｎｔ 引物扩增 出 了预期大小的产物 ， 并通过 Ｓａｎｇｅｉ

？

测序验证 了反 向

剪接位点序列与 ｃｉｒｃＢａｓｅ 数据库相
一

致 。 此外 ， 能抵抗 ＲＮａｓｅＲ 外

切酶的消化 ， 表明其确实为闭合环状结构 。 在颗粒细胞中 ， ｃ／ｍＳＩＣ＆ｌ？ 在细胞

核和细胞质 中均有分布 ， 但主要位于细胞质 中 。 细胞质丰富的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可通过

作为 ｍｉＲＮＡ 分子海绵 、 蛋 白海绵 、 蛋 白支架和蛋 白翻译模板等来调控基因表

达 ［
７习

。

５ ．２影响颗粒细胞增殖与凋亡的机制研究

既往研究发现 ｃｉｒｃＲＮＡ 在调控卵巢颗粒增殖和凋亡等功能中扮演了重要角

色 。 ｃ ｚ＞ｃ五ＧＦｉ？ 可促进小 鼠颗粒细胞 Ｅ２ 的生成和增殖 ［
８５

］

。 通过竞争

性 结 合 ｗ认－卵２０－５
／
？ 促 进 ＳＲＳｎ 抵 抗 猪 颗 粒 细 胞 凋 亡 和 滤 泡 闭 锁 ［

８６
］

。

ｄｒｃ
＿

Ｗ２３仰２ 通 过 调 控 ＣＤＫ４ 抑 制 人 卵 巢 颗 粒细 胞 的 増 殖則 。 ｃ ｉｒｃＲＮＡ

通过 ａｐ／ａ－ｍ汉－Ｍ ３／７ＨＥＳ／ 信号通路促进鸭颗粒细胞的凋亡网 。

下调的 通过调控抑制素 －激活素平衡促进猪颗粒细胞的凋亡和

６４
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

卵泡闭锁 ［
８９

］

。 ｃ ｆｒｃ
－ＪＡ＾ＭＤｉ 通过调控 ｍ认－２ ７ａ－５ｐ／ＳＦＲＰ ｌ 信号轴促进颗粒细胞增

殖和抑制细胞凋亡 ［
９０

］

。 ｃ ／ｒｃｉ）ＤＪＷ （？通过调节颗粒细胞的増殖和类固醇激素生成

与卵巢功能和辅助生殖技术结果相关 ［
９ １

］

。 ＰＣＯＳ 颗粒细胞 中 下调 的 ｃｉｒｃＲＮＡ

ｄ兄 靶 向作用于 轴 ， 抑制颗粒细胞 的增殖和促进其凋亡

［
９２

］

。 通过上调 ＣＴＧＦ并作为 似－５
／
７ 的 ｃｅＲＮＡ 在猪卵泡中抵抗颗

粒细胞凋亡 ［
９３

］

。 铁细胞凋亡通过 ｄｒｃｉＬＨＢＧ／ｍ ／ｉ？
－５／５／ＳＺＣＺ４Ｌ？ 信号轴参与 ＰＣＯＳ

颗粒细胞增殖 ［
９４

］

。 通过调控 信号轴促进 ＰＣＯＳ 患者

颗 粒 细 胞 的 增 殖 和 细 胞 周 期 进展 并 抑 制 其 凋 亡 ［
９５

］

。 ｃ ／ｒｃ
＿

＿５Ｐ９ 通 过

ｍｋｒ〇ｍ４
－

Ｊ３６－５ｐ 促进颗粒细胞增殖和抑制其凋亡 ［
９６

］

。 ｃ ／ｒｃＰ Ｃ／Ｍｉ 通过吸附 ｍ认－

７仰 促进颗粒细胞增殖和抑制其凋亡 ［
９７

］

。 ＯｃＰＳＭＣＪ 通过海绵吸收

调控 ＰＴＥＮ 表达 ， 从而抑制颗粒细胞増殖和促进其凋亡 ［
９８

］

。 下调的 ａ＞ｃ－ＦＣ／胃

可通过 ｗ认－

ｉ ｉ
＞５－５

／
？／５Ｃｉ２ 信号轴抑制 ＰＣＯＳ 患者颗粒细胞的增殖并诱导其凋亡

［
９９

］

。 ｃｉｒｃＲＮＡ 作为 ｃｅＲＮＡ 吸附 ｍｉＲＮＡ 的研究最多 ， 且多集中于研究 ＰＣＯＳ 患

者卵巢颗粒细胞的功能变化 ， 目 前暂无 ｄｍＳＬＣ＆Ｕ 调控 ＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞

功能的相关报道 。

因此 ， 为了研宄 ｄｍＳＩＣ＆４ ｉ 对颗粒细胞功能的影响 ， 我们在颗粒细胞中进

行了体外缺失实验研究 。 通过沉默 ｄｒａＳＺＣ＆４ ７ 的表达 ， 我们发现颗粒细胞的增

殖功能明显受到抑制 。 细胞增殖与细胞凋亡密切相关 ， 因此我们利用流式细胞

仪 检 测 了 沉 默 ｃ此ＳＸＣ＆４ ｉ 表 达对 颗 粒 细 胞 凋 亡 的 影 响 ， 结 果 显 示沉默

ｃ ｚ＞ｃＳＩＣ＆４ ７ 表达促进了颗粒细胞凋亡 。

细胞凋亡是
一

个高度保守的过程 ， 在细胞增殖、 死亡 、 内稳态 以及生理过

程中发挥关键作用 。 凋亡调控途径的功能障碍会导致多种疾病的发生 ［
１ （） （）

］

。 细胞

凋亡的启动和执行受到 Ｂｃｌ
－２ 和半胱氨酸蛋 白酶 （ Ｃａｓｐａｓｅ ） 家族蛋 白 的调控 。

Ｃａｓｐａｓｅ 是
一

种专 门切割天冬氨酸残基的半胱氨酸蛋 白酶家族＿ ］

。 Ｃａｓｐａｓｅ 通常

在细胞质 中 以无活性的酶原形式存在 ， 但凋亡信号
一

旦被细胞接收到 ， Ｃａｓｐａｓｅ

就会立即重新剪切 ， 活化变成含有两个小亚基和两个大亚基的 四聚体结构 ， 即

活化成 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ 的形式。 活化后的 Ｃａｓｐａｓｅ 能够降解
一

系列的蛋 白 质 ，

６５
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最终导致细胞的死亡 。 Ｂｃｌ
－２ 家族蛋白介导的线粒体途径凋亡被认为是细胞凋亡

的主要调控方式 ， 其中 Ｂａｘ 和 Ｂ ａｋ是线粒体膜通透的主要执行者 。 细胞外刺激

ＢＨ３ －ｏｎｌｙ 蛋 白与 Ｂｃｌ
－２ 家族蛋 白结合后 ， Ｂ ａｋ 和 Ｂａｘ 齐聚并激活 ， 导致线粒体

外膜的通透性增加 ， 从而诱导细胞色素 ｃ 等物质 的释放 ［
１ Ｑ １

＿

１ Ｑ３
］

， 在细胞质 中激活

Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应 ， 导致细胞凋亡的发生 。 在本研宄 中 ， 沉默 ａ＞ｃ见 表达

能明显促进 Ｂａｘ 、 Ｂａｋ 和活化 Ｃ ｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ
－９ 的表达 ， 提示 ｂＰＯ Ｉ 患者卵巢颗

粒细胞中 下调的 ｄｒａＳＺＣ＆Ｏ 可能通过活化 Ｂａｘ／Ｂ ａｋ／Ｃａｓｐａｓｅ
－９ 级联反应诱导细

胞凋亡 ， 进而抑制其增殖功能 ， 导致卵泡生长、 发育 、 闭锁异常 ， 参与 了ｂＰＯＩ

的发生发展 。

５ ．３影响颗粒细胞类固醇激素合成的机制研宄

和 ＣＺＰｍ４ ７ 在卵泡生长发育和 Ｅ２ 产生 中起到重要作用 。 ＣＹＰ １ ９Ａ １

是将雄烯二酮转化为 Ｅ２ 的关键芳香化酶 。 ＦＳＨＲ在颗粒细胞中 的表达随着健康

卵泡的生长而增加 ， 而在闭锁卵泡中则减少 ［
７８

］

。 ＦＳＨ 主要通过作用于 ＦＳＨＲ 诱

导 ＣＹＰ １ ９Ａ １ 表达 ， 从而增加生长卵泡颗粒细胞产生 Ｅ２ 。 此外 ， ＦＳＨ 还可 以通

过结合 ＦＳＨＲ ， 升高细胞 内第二信使 ｃＡＭＰ 的水平 ， 进而激活下游 ＰＫＡ 信号通

路 ， 从而促进卵巢颗粒细胞 Ｅ２ 的合成和分泌 。 Ｅ２有助于颗粒细胞増殖和卵泡分

化 ［
１ 〇４

］

。 卵泡中适当水平的 ｅ２对许多卵巢功能都至关重要 ， 如促进卵泡刺激素

活性 、 诱导黄体生成素受体 、 抑制细胞凋亡和促进卵泡生长等 ［
１ Ｇ５

］

。 并且卵泡中

Ｅ２浓度的差异与窦状卵泡数和个体生育潜能有关 。 有研究发现颗粒细胞中类固

醇生成失调可能会诱导颗粒细胞凋亡和功能障碍 ， 并促进卵泡闭锁 ， 参与 ＰＯＩ

的发病 ［
５ １

］

。 ａ＞ｃ五ＧＦｉ？ ［
８５

］

、 和 咖 妒 １
］等在调控卵巢颗粒细胞激

素合成方面发挥着重要作用 ， 但 目 前暂无 调控卵巢颗粒细胞激素合

成的相关报道 。

在本研究 中 ， 由于人原代颗粒细胞是从超促排卵 治疗后 的卵泡液 中提取

的 ， 因此这些颗粒细胞通常 己经黄素化 ， 这极大地改变了颗粒细胞的类固醇激

素合成功能 。 而 ＫＧＮ 细胞系被认为具有正常颗粒细胞的大多数生理特征 ， 包

６６
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

括表达功能性的 ＦＳＨＲ 和具有芳香化酶活性 ， 因此拥有和正常颗粒细胞类似的

类固醇激素合成和分泌功能 ［
８２

］

。 故我们利用 ＫＧＮ 细胞系研宄沉默

表达对颗粒细胞激素合成的影响 ， 结果显示沉默 表达能明显降低

． ＣＺＰ７似／ 和 ＦＳｆｆｌ？ 的表达水平 ， 进而降低细胞上清液 Ｅ２ 的浓度 。 然后 ， 我们利

用 ＦＳＨ 以及 ｃＡＭＰ－ＰＫＡ 通路激动剂 Ｆｏｒｓｋｏ ｌｉｎ 处理 ＫＧＮ 细胞 ， 进
一

步发现

可能通过调控 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路来影响卵巢颗粒细胞 Ｅ２ 的

合成 。 我们的研究提示 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中下调的 可能通过

抑制 ＣＺＰｉ奴 ７ 和 表达 以及 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路降低卵巢颗粒细胞

的 Ｅ２合成 ， 进而影响 了颗粒细胞的增殖和凋亡 ， 最终导致卵泡生长发育 、 闭锁

异常 ， 推动 了ｂＰＯ Ｉ 及其相关不孕症的发生发展 。

６ 小结

是 由 ＳＩＣ＆４ ７ 的 １ 号外显子反 向剪接而成 ， 呈 闭

合环状结构 ， 在细胞核和细胞质 中均有表达 ， 但主要定位于细胞质 中 。 沉默

表达能明显抑制颗粒细胞的增殖 ， 并激活 Ｂａｘ／Ｂ ａｋ／Ｃａｓｐａｓｅ
－９ 依赖的

细 胞 凋 亡途 径 。 此 外 ， 沉默 表达 能 明 显 降低 芳 香 化 酶基 因

ＣＪＴ７似 ７ 和 的表达水平 ， 并抑制 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路 ， 导致颗粒

细胞 Ｅ２ 的合成减少 。 可能通过影响颗粒细胞的增殖 、 凋亡以及类固

醇激素合成功能 ， 导致卵泡的生长发育 、 闭锁异常 ， 参与 ｂＰＯＩ 及其相关不孕

症的发生发展 。

６ ７
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第三章 环状 ＲＮＡｃｉｒｃＳＬＣ８Ａｌ 对卵巢颗粒细胞 自噬的影

响及其作用机制

１ 前言

自 噬是
一

种在真核生物进化过程中高度保守的分解代谢过程 ， 通过降解细

胞蛋 白质和细胞器等维持细胞内稳态 ［
１ ０６

，
１ Ｑ ７

１

。 自 噬的形式可以划分为巨 自噬 、

分子伴侣介导的 自 噬和微 自 噬 ， 其中 巨 自 噬被认为是细胞 内最主要的 自 噬形

式 。 而在本研究中 ， 我们研究的 自 噬均为巨 自 噬 。 自 噬的过程主要包括 ： 首先

形成具有双层膜结构 的 空泡 ， 双膜吞礎泡在 自 嗤相关 （ Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
－

ｒｅｌａｔｅｄ
，

ＡＴＧ ） 蛋 白 的协同作用下 ， 包裹变性坏死的细胞质及受损细胞器并传递至溶酶

体 ， 融合形成 自 噬溶酶体 ， 然后捕获的细胞物质最终被溶酶体蛋 白酶降解 ， 这

个动态的过程被称为 自嗤流 。

在 自 噬开始前 ， ＬＣ３（ Ｌｉｇｈｔ Ｃｈａｉｎ ３ ，ＬＣ３ ） 前体 （ ｐｒｏ
－ＬＣ３ ） 会首先在其

羧基端被 Ａｔｇ４ 剪切形成胞浆可溶形式的 ＬＣ３
－

Ｉ 。 自 噬开始后 ， ＬＣ３
－

Ｉ 会在类 Ｅ １

样酶 Ａｔｇ７ 、 类 Ｅ２ 样酶 Ａｔｇ３ 和类 Ｅ３ 样酶 Ａｔｇ５
－Ａｔｇ ｌ ２－Ａｔｇ ｌ ６Ｌ 复合物的协同作

用下 ， 与 自 噬体膜表面的磷脂酰乙醇胺结合生成 ＬＣ３
－

ＩＩ ， 这是激活 自 噬小体形

成的关键 。 腔 内 ＬＣ３ －

ＩＩ 随后会被 自 噬体和溶酶体的结合降解 ， 形成 自 噬溶酶

体 。 因此 ， ＬＣ３
－

ＩＩ 是 自 噬体的重要标志分子 ， 并且其表达水平与 自 噬体数量密

切相关 ［
１ Ｇ８

］

。 另
一

种广泛使用的 自噬标志物是 ｐ６２ ， 也被称为 ＳＱＳＴＭ １ ， 是
一

种

重要的选择性 自噬接头蛋 白 。 ｐ６２ 主要通过 ＵＢＡ 结构域和 ＬＩＲ结构域的磷酸化

等与 ＬＣ３ ／Ａｔｇ８ 和泛素化蛋 白连接 ， 最终进入溶酶体降解％９
］
。 因此 ， Ｐ６２ 水平

降低通常被认为是 自 噬活性增强的标志 。

自噬
一

方面可以降解有害或多余的细胞成分 ， 包括胞浆和核物质 另
一

方面 ， 自 噬降解的物质可 以重复利用 ， 进行细胞和组织的重塑 。 自 噬是
一

个被

严格调控的过程 ， 在各种生理和病理条件下发挥重要作用 。 因此 ， 自噬失调与

各种类型的人类疾病有关 ［
１ １ １

］

， 包括癌症 ［
１ １ ２

］

、 神经退行性疾病 ［
１ １ ３

］

、 心血管疾病

６８
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［
１ １ ４

］

、 自 身免疫性疾病 ［
１ １ ５

］和代谢性疾病 ［
１ １ ６

１等 ， 在这些病理状态下 自噬通常表现

出双向趋势 ， 即 自 噬缺陷或过度激活 ［
１ １ ７

］
。

在小 鼠的卵巢中 ， 自 噬参与维持卵母细胞与颗粒细胞的存活 ［
１ １ ８

１

， 并且和细

胞凋亡
一

起介导 了卵泡的闭锁 ［
１ １ ９

］

。 人脐带来源的间充质干细胞移植能够抑制卵

巢泡膜 －间质细胞的 自 噬来减少细胞凋亡 ， 从而恢复 ＰＯＩ 大 鼠卵巢功能 ［
５４

］

。 有研

究发现顺钼构建的 ＰＯＩ 小 鼠模型 中 ， 卵巢颗粒细胞的 自 噬和凋亡增加 ［
５３

］

。 小 鼠

生殖细胞特异性敲除 Ａｔｇ７ 诱发 自噬缺陷后 ， 卵泡和卵母细胞的数量显著减少 ，

导致 ＰＯＩ 的发生 ［
１ ２￡ ）

］

。 有研宄团 队对 ＰＯＩ 患者进行全外显子测序发现存在 Ａｔｇ７

和 Ａｔｇ９Ａ 变异 ， 进
一

步研究发现 Ａｔｇ７ 和 Ａｔｇ９Ａ 功能缺失变异可触发 自 噬损伤

和卵巢功能衰竭 ［
１ ２ １

，
１ ２２

］

。 这些研究表明 自 噬是把双刃剑 ， 既能促进生殖细胞存

活也会导致生殖细胞凋亡 ， 与 ＰＯＩ 的发生密切相关 ， 但其具体机制仍有待研

究 。 阐 明 在颗粒细胞 自 噬方面的作用机制 ， 对于深入研宄 ｂＰＯＩ 的

调控机制 、 寻找治疗 ｂＰＯＩ 的有效措施具有重要意义。

２ 实验材料

２ ． １ 实验细胞

２ ． １ ． １ 人原代卵巢颗粒细胞 ：

本研 究所使 用 的人卵 巢黄素化颗粒细 胞 （ ＨｕｍａｎＬｕｔｅ ｉｎｉｚｅｄＧｒａｎｕｌｏ ｓａ

Ｃｅｌ ｌ ，ｈＬＧＣ ） 均来源于生殖医学中心接受 ＩＶＦ／ＩＣＳＩ
－ＥＴ 治疗的患者 。 患者的纳

入标准如下 ：

①患者年龄范围为 ２５ －

３０ 岁 ， ＢＭＩ 在 １ ８
－２４ｋｇ／ｍ

２之间 ； ②患者既往月经规

律 ， 月 经周期 ２４－

３ ５ 天 ； ③患者因单纯输卵管因素和域男方因素接受 ＩＶＦ／ＩＣＳＩ
－

ＥＴ 治 疗 ； ④ 患 者第 ２ －４ 天 测 血清 基 础 ＦＳＨ＜１ ０ＩＵ／Ｌ 、 ＬＨ＾ ｌ ＯｍｌＵ／ｍＬ 及

Ｅ＾ Ｏｐｇ／ｍＬ
； ⑤取卵周期中获卵数２４ 个 。

２ ． １ ．２ 人卵巢颗粒细胞系 ：

人卵巢颗粒细胞系＿＿ＫＧＮ ， 由 山东大学秦莹莹教授慷慨赠予 ， 来源于 曰

本 ＲＩＫＥＮＢ ｉｏＲｅｓｏｕｒｃｅＣｅｎｔｅｒ 。 ＫＧＮ 细胞系被认为具有正常颗粒细胞的大多数

６９
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生理特征 ， 包括表达功能性的 ＦＳＨＲ 和具有芳香化酶活性 ， 以及与正常颗粒细

胞中观察到的相 同的 留体发生和 ｆａｓ 介导的凋亡模式 。 因此 ， ＫＧＮ 细胞系被认

为是 了解人类卵巢颗粒细胞中类固醇发生 、 细胞生长和凋亡调控的有用模型

［
８２

】

。

２ ．２ 仪器设备与耗材

实验仪器和耗材
一

览表

Ｌ ｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅｕｓｅｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ａｐｐａｒａｔｕｓｅｓ ａｎｄｃｏｎｓｕｍａｂ ｌｅ

仪器名称生产厂家

台式低温离心机 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

水平低温离心机 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

超净工作台 新加坡 ＥＳＣＯ 公司

全外排生物安全柜 新加坡 ＥＳＣＯ 公司

高压灭菌器 日 本 Ｈ ｉｒａｙａｍａ公司

漩涡震荡仪 中 国江苏麒麟医用仪器厂

制冰机 中 国宁波格兰特公司

超微量分光光度计 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

－

８０
°

Ｃ超低温冰箱 日 本 ＳＡＮＹＯ 公司

低温冰箱 中 国海尔公司

微量移液枪 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

无 ＲＮａｓｅ 移液器吸头 美国 Ｋ ｉｒｇｅｎ 公司

无 ＲＮａｓｅ 无菌离心管 美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司

无菌巴 氏吸管 美国 巴罗克公司

滤菌器 （孔径 ０ ．２２ｐｍ ）美国 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司

水平摇床 中 国海门其林贝尔公司

垂直板电泳仪与转印系统美国 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ 公司

电子分析天平 中 国上海梅特勒－托利公司

转印滤纸 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司 美国 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司

ＰＶＤＦ 膜美国 Ｍｉ ｌ ｌ ｉ
ｐｏｒｅ 公司

化学发光分析仪 中 国上海天能公司

７０
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激光共聚焦扫描显微镜德国 ＺＥＩＳＳ 公司

细胞恒温培养箱 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

电热恒温水浴箱 中 国上海
一

恒科技公司

细胞计数板 美国 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ 公司

细胞培养板 （ ９６ 孔 、 ２４ 孔、 １ ２ 孔 、 ６ 孔 ）美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

共聚焦培养皿 美国 Ｃｏｍｉｎｇ公司

细胞培养瓶 美 国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

细胞培养皿 （大 、 中 、 小 ）美国 Ｃｏｍｉｎｇ 公司

细胞冻存管 美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司

梯度降温冻存盒 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

细胞刮刀 美国 巴罗克公司

载玻片和盖玻片 中 国江苏世泰公司

全 自动 电化学发光免疫分析仪美国罗 氏公司

２ ．３ 主要使用实验试剂

实验拭剂
一

览表

Ｌｉｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｓｅｄ ｅｘｐｅｒ ｉｍｅｎｔ ｒｅａｇｅｎｔｓ

试剂名称生产厂家

ｌ
ｘＰＢＳ 缓冲液 美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ 公司

ｌ Ｏ ｘＰＢＳ 缓冲液 中 国北京雷根公司

红细胞裂解液 美国 Ｓ ｉｇｍａ－Ａ ｌｏｒｉｃｈ 公司

Ｐｅｒｃｏ ｌ ｌ 细胞分离原液 美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｏｒｉｃｈ 公司

无 ＲＮａｓｅ 水 中国广东广州锐博公司

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培养基 美国 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

Ｌ ｉ
ｐｏ

ｆｅｃｔａｍ ｉｎｅＲＮＡ ｉＭＡＸ美国Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ 公司

ＲＦｅｃｔ
ＰＭ

ｓ ｉＲＮＡ 原代细胞小核酸转染试剂中 国常州百代科技股份有限公司

Ｏｐｔ ｉ
－ＭＥＭ溶液 美国 Ｉｎｖｉ ｔｒｏｇｅｎ公司

ｓ ｉＲＮＡ 中国广东广州锐博公司

ＦＢＳ 美国 Ｇ ｉｂｃｏ 公司

７ １
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０ ．２５％含 ＥＤＴＡ 的胰酶和不含 ＥＤＴＡ 的胰酶
￣

美国 ＨｙＣ ｌｏｎｅ 公司

二 甲 基 亚 砜 （ Ｄ ｉｍｅｔｈｙ ｌＳ
｜

ｉＬｐｈｏｘｉｄｅ ， 美国Ｓ ｉｇｍａ 公司

ＤＭＳＯ ）

细胞凋亡检测试剂盒 中 国上海贝博公司

１ ０〇 ｘＢ ＩＯＭＹＣ－３ 中 国杭州弗德生物科技有限公司

青霉素 、 链霉素双抗 中 国杭州弗德生物科技有限公司

ＲＩＰＡ 裂解液 中 国上海碧云天公司

ＰＭＳＦ 蛋 白酶抑制剂和憐酸酶抑制剂中 国上海碧云天公司

ＢＣＡ 蛋 白浓度测定拭剂盒（增强型 ）中 国上海碧云天公司

５ ｘＬｏａｄ ｉｎｇ 

ｂｕｆｆｅｒ 中 国北京雷根公司

过硫酸铵 中 国上海碧云天公司

３ ０％ Ａｃｒ
－Ｂ ｉｓ 溶液 中 国合肥 Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ 公司

１ ．５Ｍ Ｔｒ ｉｓ ＨＣＬ ｐ
Ｈ ８ ． ８ 中 国北京雷根公司

ｌＭ Ｔｒｉｓ ＨＣＬ ｐＨ６ ． ８ 中 国北京雷根公司

１ ０％ ＳＤＳ 溶液 中国北京雷根公司

ＴＥＭＥＤ 中 国上海碧云天公司

甘氨酸 德国 Ｂ ｉｏｆｒｏｘｘ 公司

Ｔｒｉｓ
－ｂａｓｅ 德国Ｂ ｉｏｆｒｏｘｘ 公司

十二烷基硫酸钠 （ ＳＤＳ ） 中 国北京雷根公司

牛血清 白蛋 白 （ Ｂ ＳＡ ） 粉末中 国上海碧云天公司

预染蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

—

抗稀释液 中 国上海碧云天公司

ＥＣＬ 发光液 美国 Ｂ ｉｏ＾Ｒａｄ 公司

ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗美国 Ａｂｅａｍ 公司

ＨＲＰ 标记山羊抗小 鼠二抗美国 Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司

ＲＦＰ－ＧＦＰ－ＬＣ３ 腺病毒 中 国上海吉凯公司

小 鼠抗人 ｐ６２ 抗体 美国 Ａｂｅａｍ 公司

兔抗人 ＬＣ３ＢＩ／ＩＩ 抗体 美国 Ｂ ｉｍａｋｅ 公司

兔抗人 ＥＲＫ 抗体 美国 Ｃｅ ｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ 公司

兔抗人
ｐ

－ＥＲＫ
抗体 美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司

７２
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

兔抗人
ｐ３ ８ＭＡＰＫ

抗体美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司

兔抗人
ｐ

－

ｐ
３ ８ＭＡＰＫ

抗体美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
公司

兔抗人 ＪＮＫ 抗体 美国 Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司

兔抗人
ｐ

－

ＪＮＫ 抗体 美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司

兔抗人 ｃ
－

Ｊｕｎ
抗体 美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
公司

兔抗人
ｐ

－

ｃ
－

Ｊｕｎ 抗体 美国Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司

小 鼠抗人ｐａｃｔ＊１１抗体 中 国武汉 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ 公司

兔抗人 Ｐ２ １ 抗体 美国 Ｃｅｌ ｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ 公司

氯喹 （ Ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ ， ＣＱ ）美国Ｓ ｉｇｍａ公司

ＳＰ６００ １ ２５美国Ｓｅ ｌ ｌｅｃｋ＆ｂ ｉｍａｋｅ公司

小 鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 中 国武汉 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ 公司

ＴＢＳ 粉末 中 国上海双螺旋生物科技公司

４％多聚 甲醛 中 国北京雷根公司

透明质酸酶 美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ 公司

２ ．４ 主要使用试剂的配置方法

同第二部分 。

３ 研宄方法

部分研究方法同第二部分 。

３ ． １ 利用 ＲＦＰ －ＧＦＰ＿ＬＣ３ 腺病毒观察 自噬流

（ １ ）ＲＦＰ－ＧＦＰ －ＬＣ３ 腺病毒 由上海吉凯公司设计并合成 ， 放置于－

８０

°

Ｃ保存 。

（ ２ ） 首先进行预实验 ， ＲＦＰ－ＧＦＰ－ＬＣ３ 腺病毒于冰上融解 ， 然后 以 ０ 、 １ ０ 、

２０ 、 ３ ０ 、 ５０ 、 １ ００的感染复数 （Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ， ＭＯ Ｉ ） 梯度转染至颗粒

细胞 ， 于培养箱中培养 ８ｈ后 ， 更换不含病毒的培养基继续培养 ；

（ ３ ） 预实验结果显示当 ＭＯ Ｉ 为 １ ０ 时 ， 颗粒细胞状态 良好 ， 且转染效率高 ， 因

此选定 １ ０ＭＯ Ｉ 值的 ＲＦＰ－ＧＦＰ －ＬＣ３ 腺病毒进行转染 ；

（ ４ ） 接种适量密度的 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 于共聚焦皿中 ， 于培养箱中培养过夜 ， 待

细胞密度达到 ５０％左右时 ， 加入 １ ０ＭＯＩ 值的 ＲＦＰ －ＧＦＰ－ＬＣ３ 腺病毒 ， 于培养箱

７３
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

中培养 ８ｈ 后 ， 更换不含病毒的培养基 ， 并对细胞进行相应处理 ；

（ ５ ） 细胞处理 ４８ｈ 后 ， 弃 旧培 ， 用移液枪吸取适量的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 溶液清洗细胞 ２

次 ， ５ｍｉｎ／次 ；

（ ６ ） 将 ＰＢＳ 液吸弃 ， 然后加入 ４％的多聚 甲醛溶液 ５００
ｊ
ｉＬ ， 在室温条件下 ， 固

定 １ ５ｍｉｎ 左右 ；

（ ７ ） 将 固定液吸弃 ， 用移液枪吸取适量的 ｌ ｘＰＢ Ｓ 溶液清洗细胞 ２ 次 ， 每次

５ｍｉｎ ；

（ ８ ） 弃 ＰＢＳ 液 ， 避光 ， 每皿滴入几滴含 ＤＡＰＩ 的抗荧光猝灭封片剂 ， 孵育

１ ５ｍｉｎ 左右 ；

（ ９ ） 避光 ， 采用共聚焦显微镜观察和拍摄 自噬流 。

３ ．２ 透射电镜观察自噬体的数量

（ １ ） 将适量ＫＧＮ细胞接种于大皿 ， 于培养箱内培养过夜 ， 次 日待细胞密度达

到４０％左右时转染 的 ｓ ｉＲＮＡ和对照 ， 于培养箱内继续培养４８ｈ
；

（ ２ ） 弃液 ， 用 ｌ ｘＰＢＳ清洗２次 ， 然后加入胰酶消化２ｍｉｎ左右 ， 立即加入含

１ ０％ＦＢＳ的培养基中和消化 ， 用移液枪轻轻吹打细胞 ， 然后将细胞悬液转移至

离心管中 ， ４
°

Ｃ离心 ， ２０００ｒｐｍ
ｘ
２ｍｉｎ ， 细胞沉淀要有绿豆大小 ；

（ ３ ） 弃上清 ， 沿着管壁轻轻加入２ ． ５％的常温戊二醇固定液 ， 注意不要吹散细

胞沉淀 ；

（ ４ ） 用针头轻轻挑起细胞沉淀 ， 使其悬浮于固定液中 ， 避光于室温固定

３０ｍｉｎ ， 然后转移至４
°

Ｃ保存 ；

（ ５ ） 固定好的标本用 ４
°

Ｃ冰袋运送至广州塞维尔生物有限公司 ， 对 自噬小体和

自 噬溶酶体数量进行观察和拍摄 。

３ ．３ 统计学分析

本研宄主要采用 ＳＰＳＳ１ ６ ．０ 或 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ ５ 软件对实验结果进行统计学

分析 。 利用 Ｓｔｕｄｅｎｔ
’

ｓｔ检验比较两组间计量资料有无统计学差异 ， 所有分析数

７４
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

据用均数±标准差 （
Ｚ± ＳＤ ） 表示 ， 设双侧检验 ， Ｐ＜０ ． ０５ 被认为差异有统计学

意义 。

４ 实验结果

４ ． １ 沉默 ｃｋｃ见Ｃ＆４Ｊ 能増强颗粒细胞的 自噬活性

在 ＫＧＮ 细胞中 ， 通过透射 电镜观察发现 ， 与对照组相 比 ， 下

调组的 自 噬溶酶体数量明显增加 （ 图 ３ －

１ Ａ ） 。 由于 ＬＣ３
－

ＩＩ 水平与 自 噬体数量

相关 ［
１ ＧＳ

］

， 并且 ＬＣ ３
－

ＩＩ 在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 实验中 的敏感性远高于 ＬＣ３
－

Ｉ
［

１ ２３
］

， 因此本

研究使用 ＬＣ３
－

ＩＩ／内参蛋 白 比较各组 ＬＣ３ －

Ｉ Ｉ 水平 ， 评估其 自 噬活性 。 在 ＫＧＮ 和

ｈＬＧＣ 中 ， Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 结果显示 ， 沉默 表达能明显升高 ＬＣ ３Ｂ －

ＩＩ 、

Ａｔｇ３ 、 Ａｔｇ５ 、 Ａｔｇ７ 、 Ａｔｇ ｌ ２ －Ａｔｇ５和Ａｔｇ ｌ ６Ｌ ｌ的水平 ， 并降低ｐ６２水平 （ 图３
－２

Ａ－Ｂ ） 。 此外 ， 通过转染双荧光 ＲＦＰ－ＧＦＰ－ＬＣ ３ 腺病毒可以观察 自 噬流的变化 。

ｍＲＦＰ 和 ＧＦＰ 荧光用于标记及追踪 ＬＣ３ ， 其中 ＧＦＰ 绿色荧光蛋 白对酸性十分敏

感 ， 自 噬体与溶酶体融合时 ， 溶酶体 内 的酸性环境会 引 起 ＧＦＰ 绿色荧光的淬

灭 ， 此时在共聚焦显微镜下只 能观察到 ｍＲＦＰ 红色荧光 。 因此 ｍＲＦＰ 红色荧光

和 ＧＦＰ 绿色荧光 Ｍｅｒｇｅ 后的黄色荧光指示 自 噬体 ， ｍＲＦＰ 红色荧光的增多或者

ＧＦＰ 绿色荧光的减少指示 自 噬体 己与溶酶体结合 ， 即促进 自 噬流 。 如 图 ３ －３ 所

示 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 与对照组相 比 ， 沉默 表达可明显增加 自

噬体的数量 （黄色斑点增多 ） 并增强 自 噬流 （红色斑点增多 ） 。 以上结果提示

沉默 表达能明显增强颗粒细胞的 自 噬活性 。

７５
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

ｓ ｉ
＿

ＮＣ ｓ ｉ
＿

ｃ ｉ ｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ
－

ｌ

ｍｍ
．

．

ｒ．

 ？

．

．

－
？？ ？ｉｖ

：

．

．

．

． ☆滅 ［ 
－

？

图 ３
－

１ 透射 电镜观察干扰 ｃ ｆｍＳＺＣ＆Ｗ 表达对颗粒细胞 自 噬体和 自 噻溶酶体形成的影响

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－

１Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆ ｒｅｄｕ ｃ ｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎ ｔｈ ｅｆｏｎｎａｔ ｉ ｏ ｎｏｆ ａｕ ｔｏｐｈａｇｏｓｏｍ ｅ ｓａｎ ｄ

ａｕｔｏｐ
ｈ ａｇｏ ｌｙ ｓｏ ｓｏｍ ｅ ｓ ｗｅ ｒｅｏｂ ｓｅ ｒｖｅｄｂｙ

Ｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｓ ｓ ｉ ｏｎＥ ｌ ｅ ｃ ｔｒｏｎＭ ｉ ｃ ｒｏ ｓ ｃｏｐｙ

在 ＫＧＮ 细胞中 ， 沉默 ｃ ｚ＞ｃＳＺＣ＆４ ７ 表达 ４ ８ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细胞 ， 利用透射

电镜对细胞 内 自 噬体和 自 噬溶酶体数量进行观察并拍摄 。 Ａ Ｓ Ｓ ： 自 噬溶酶体 ， 标尺 ： ２
ｎ
ｍ／

格 。

／／
． ｃ？

＇

Ａ爹 Ｃ ■

＜？■■ ｓ ｉ

．

Ｎ Ｃ－ＫＧＮ

＾Ｒ
＂＊ ＊ ＇

＿

ｃ ｉ

ｒ ｃＳＬＣ ８ Ａ ｌ ｌ

－ＫＣ Ｎ

夺
Ｖ
会

／ 备
’ ｓ＞

／＾■■ ｓ ｉ Ｎ Ｃ －ｂ ＬＧＣ
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（ Ａ －Ｂ） 在ｈＬＧＣ和ＫＧＮ细 胞 中 ， 进 行Ｗｅｓｔｅ ｒｎｂ ｌｏｔ分 析 ， 检 测ＬＣ３ Ｂ 、 Ａ ｔｇ３ 、

Ａ ｔｇ５ 、 Ａ ｔｇ７ 、 Ａ ｔｇ ｌ ２
－Ａ ｔｇ５ 、 Ａ ｔｇ ｌ ６ Ｌ ｌ 和 ｐ６２ 的表达水平 ， ＧＡ ＰＤＨ 作 为 内 参 ， 然 后 利 用

ｉｍ ａｇｅＪ 对蛋 白条带的灰度值进行 比较 。

＊
／
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图 ３
－ ３ 共聚焦显微镜观察干扰 ｃ ／ ７ｒＳＺＣ＆４ ７ 表达对颗粒细胞 自 噬流的影响

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ３
－
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ｏｂ ｓｅ ｒｖｅ ｄｂｙ
Ｃｏｎ ｆｏｃａ ｌＭ ｉ ｃ ｒｏ ｓ ｃ ｏｐｙ

在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 转染 ＲＦＰ－Ｇ ＦＰ－ＬＣ ３ 腺病毒后 ， 沉默 ｃ ／ｒｃ５ＺＣ＆４ ＿／ 表达 ４ ８ｈ 后 ， 采

用共聚焦显微镜进行观察并拍摄 。 绿色荧光 ： Ｇ Ｆ Ｐ － ＬＣ ３ ， 红色荧光 ： ＲＦＰ －ＬＣ ３ ， 红绿荧光

Ｍ ｅｒｇｅ 后黄色荧光 ： 自 噻体 ， 蓝色荧光 ： ＤＡＰ Ｉ ， 标尺 ： １ ０
｜

ｉｍ 。

４ ．２ 氯喹处理下沉默 ｃ／ｍＳＺＯＵ ｉ 仍能增强颗粒细胞的 自 噬活性

为 了更好地评估 自 噬体的生物合成情况 ， 须在溶酶体功能抑制剂存在 的情

况下分析 ＬＣ ３Ｂ －

Ｉ Ｉ 水平 ， 如氯喹 （ Ｃｈ ｌｏｒｏ
ｑｕ

ｉｎｅ ， ＣＱ ） 。 ＣＱ 是
一

种溶酶体亲和

剂 ， 通过提高溶酶体 内 的 ｐＨ 值而阻碍 自 噬体与其结合 ， 导致 自 噬体的堆积 ，

７７
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

因此通常作为 自 噬流 的抑制剂进行实验研 究 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 结果显示 ， 在 ＫＧＮ

和 ｈＬＧＣ 中 ， ＣＱ 处理组细胞的 ＬＣ ３ Ｂ －

Ｉ Ｉ 和 ｐ６２ 水平明 显升高 ， 提示 ＣＱ 可 以 明

显阻断 自 噬体与溶酶体的结合 ， 导致颗粒细胞 中 ＬＣ ３Ｂ －

Ｉ Ｉ 和 ｐ６２ 的 累积 。 而在

ＣＱ 的处理下 ， 与对照组相 比 ， 沉默 表达可 以进
一

步升高 ＬＣ ３Ｂ －

Ｉ Ｉ

的水平 ， 并降低 ｐ６２ 的水平 （ 图 ３
－４ Ａ－Ｂ ） ， 提示沉默 表达 引 起的

ＬＣ ３ Ｂ －

Ｉ Ｉ 水平升高 ， 是 由于其促进 了ＬＣ ３Ｂ －

Ｉ Ｉ 的合成所致 ， 而不是 自 噬流阻断

导致的 。 此外 ， 如 图 ３
－

５ 所示 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， ＣＱ 处理组细胞的 自 噬体

数量明显增加 （黄色斑点增 多 ） ， 提示 ＣＱ 能阻断颗粒细胞 中 自 噬体和溶酶体

的 结 合 ， 导 致 自 噬 体 堆 积 。 而 在 ＣＱ 的 处 理 下 ， 与 对 照 组 相 比 ， 沉默

表达仍能增加 自 噬体的数量 （ 黄色斑点增多 ） 并增强 自 噬流 （ 红色

斑点增多 ） 。 以上结果进
一

步提示沉默 ｃ ／ｍＳＸＣ＆４ ７ 表达能明显增强颗粒细胞的

自 噬活性 。
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（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 沉默 表达 ４ ８ ｈ 后 ， 加入或不加入 ２０ｐＭ 氯喹

（ ｃ ｈ ｌ ｏ ｒｏ
ｑ
ｕ ｉｎｅ

，
ＣＱ ） 处理 ６

－

８ｈ ， 收集实验组和对照组细胞蛋 白进行 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测 ＬＣ ３Ｂ

和 ｐ６２ 的表达水平 ， ＧＡＰＤＨ 作为 内参 ， 然后利用 ｉｍ ａｇｅＪ 对蛋 白条带的灰度值进行 比较 。
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图 ３
－

５ 共聚焦显微镜观察 ＣＱ 处理下干扰 ｃ ／＞ｃＳｉ：Ｃ＆＾ 表达对 自 噬流的影响

Ｆ ｉ ｇ ｕ
ｒｅ３

－

５Ｅｆｆｅ ｃ ｔｓｏ ｆ ｒｅ ｄ ｕ ｃ ｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｎａｕ ｔｏｐｈ ａｇｙ
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在 ＫＧＮ 和 ｈ ＬＧＣ 中 ， 转染 ＲＦ Ｐ－Ｇ ＦＰ－ＬＣ ３ 腺病毒后 ， 沉默 ｃ ７＞ｒｆＸＣ＆＾ 表达 ４８ｈ 后 ， 力口

入或不加入 ２ ０ｐＭ ＣＱ 处理 ６
－

８ ｈ ， 然后采用共聚焦显微镜进行观察并拍摄 。 绿色荧光 ：

Ｇ ＦＰ － ＬＣ３ ， 红色荧光 ： ＲＦＰ－ＬＣ ３ ， 红绿荧光 Ｍ ｅｒｇｅ 后 的黄色荧光 ： 自 噬体 ， 蓝色荧光 －

？

ＤＡ ＦＭ ， 标尺 ： １ ０网 。

４ ．３ 沉默 ｃ／ｍＳＺＣ＆４ ７ 表达并不影响 Ｐ Ｉ３Ｋ／ＡＫＴ ／ｍＴＯＲ 信号通路

既往许多研宄发现 ＰＩ ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴ０Ｒ 信号通路在调控细胞 自 噬 中 发挥 了 重

要 作 用 ［
１ ２４＾ ２６

］

。 因 此 ， 我们通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测沉默 ｄｍＳＺＣ＆４ ７ 表达后 对

ＰＩ ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴ０Ｒ 信 号 通 路 的 影 响 ， 结 果 显 示 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 敲 低

７９
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噬 （ 图 ３
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ｍＴＯＲ？ ■一 晒 ＾ 〇^
＝＾＾＝＝＝－ ｜

０  ６
－

 ｊ
ｔ＾

 ｜

Ｈ！
）

ｐ
－ａｋ ｔｍｍｍｍｍ？
 ｐ

－ａｋｔ麵一＿＿ｃ閂．

Ｔ
Ｔ

——妄￡５ｉ 

Ｋ Ｃ 、
ＡＫ Ｔ— —

丨 丨 ＬＧＣＡＫＴ — ｜ ｜

ｉ１

＾

ｉ ［
Ｓ

叫
 
 Ｐ Ｉ ３ Ｋ

ｊ 

一＾ 一

Ｉ

０ ２ Ｉ｜ｐ

ｐ
ａ ｃ如ｍｔｍ

＼ ｐ
ａ ｃ ｔ ｉ ｎ １ １

ｌ
ｌ

０ ＿ 〇
Ｍ￣

ｔ

＊——
，

  

Ｐ Ｉ ３ ＫＡＫＴ ｐ
－ＡＫＴｍ ＴＯＲ

图 ３ －６Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测干扰 ＜＾：见 （７＆４ ７ 表达对 Ｐ Ｉ ３Ｋ ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ 通路的影响

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ３
－

６Ｅｆｆｅ ｃ ｔｓｏｆ ｒｅ ｄｕｃ ｅｄ ｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎｏ ｎＰ Ｉ ３ Ｋ ／Ａ ＫＴ／ｍ ＴＯＲ
ｐａｔｈｗ ａｙ

ｗｅ ｒｅ

ｖｅ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ

（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 沉默 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ７ 表达 ４ ８ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细

胞蛋 白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔ 检测 Ｐ Ｉ ３Ｋ 、 ＡＫＴ 、 ｐ
－ＡＫＴ 、 ｐ

－ｍＴＯＲ 的表达水平 ，

（

３
－

ａｃ ｔ ｉｎ 作 为 内

参 ， 然后利用 ｉｍ ａｇｅ
Ｊ 对蛋 白条带 的灰度值进行 比较 。 ｎ ｓ ： 无统计学差异 。

４ ．４ 沉默 ｃ／ｒｃＡＬＣ＆４ ７ 激活了 自 噬相关通路 ＪＮＫ／ｃ
－Ｊｕｎ

丝裂原活化蛋 白激酶 （ Ｍ ｉ ｔｏｇｅｎ
－

ａｃ ｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎａｓ ｅ ｓ
，
ＭＡＰＫ ） 是

一

个广

泛存在于真核生物 中 的丝氨酸 ／苏氨酸蛋 白激酶家族 ， 主要包括 ｃ
－

Ｊｕｎ 氨基末端

激酶 （
ｃ
－

Ｊｕｎ Ｎ－

ｔｅｒｍｉｎａ ｌｋ ｉｎａｓｅ
，
ＪＮＫ

）
、 ｐ３

８丝裂原激活的 蛋 白激酶 （ ｐ ３ ８Ｍ ｉ ｔｏｇｅｎ
－

ａｃ ｔ ｉｖａｔｅｄＰｒｏ ｔｅ ｉｎＫ ｉｎａｓｅ
，ｐ３ ８ＭＡＰＫ ）和 调节 蛋 白 激酶（Ｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒＲｅｇ

ｕ ｌａｔｅｄ

Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎＫ ｉｎａｓｅ
，
￡ＲＫ ） 。 ＪＮＫ 蛋 白激酶能使 ｃ

－

Ｊｕｎ 氨基末端活性 区 Ｓｅ ｒ６ ３ 和 Ｓ ｅｒ７３

发生磷酸化 。 ＭＡＰＫ 信号通路调控着多种细胞生理过程 ， 包括增殖 、 分化 、 凋

亡和应激反应等 ［
１ ２ ７

］

， 近年来的研究也发现 ＭＡＰＫ 信号通路在调控细胞 自 噬 中

发挥着重要 作 用 ［
１ ２ ８

，
１ ２９

］

。 因 此 ， 我们提 出 假设 ．

？是 否 通过调控

ＭＡＰＫ 信号通路影响颗粒细胞 的 自 噬进程 ？ 首先 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 通过

８０
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

Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测 了ＭＡＰＫ 通路蛋 白 的表达变化 ， 结果显不沉默 ｃ ｆｒｃＳＸＣ＆４ ｉ 表

达 能 明 显 升 高 Ｐ
－

ＪＮＫ 、 ｃ
－

Ｊｕｎ 、 ｐ
－

ｃ
－

Ｊｕｎ 的 水 平 ， 而 对 ＥＲＫ 、 ｐ
－ＥＲＫ 、 ｐ３ ８

ＭＡＰＫ 、 ｐ
－

ｐ３ ８ ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 的表达无明显影响 （ 图 ３
－

７ Ａ－Ｂ ） 。 以上结果提示

沉默 表达可能激活 了颗粒细胞的 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路 。

／／
ＡＳ＾ ４

－ＢＭ

＾ ＾



￣

ｍｍ  ？ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃ ！ ＊ Ｌｒ？ ．Ａ Ｍ－Ｋ Ｇ＞

ＭＢ ｔ ｉ  Ｖ （
．ｋ ｌ

Ｃ ： ＜

ｃ －

ｊ
ｕ ｎ一

” ｕ ｎ
 ２ ０

－

？  ｃ ｉ ｒｆ Ｓ Ｉ ． ｛ ｌ ｌ Ａ Ｉ

－

ｌ
－

ｌ ｌＵ ．
Ｃ


■Ｈ

ｐ ｒ
ｊ
ｕ ｎ＾ ｐ

＞

ｃ
－

ｊ
ａ ｎ
？痛 Ｅ ｐ ｊ

． ｓ ｋ Ｉ

＂—Ｉ
１ ５

＇

＾ ４Ｒ
１

Ｈ

Ｍ Ｎ Ｋ

１

——

 １二二
 ＩＩ門Ｐｗ Ｔ

．

Ｈｒ
＊

ｒｔ ｌ邮

丨

一—

｜ｐ ．
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ｉ

｜ｓ５ Ｉ

１

〇■＿ 

ｔ
丨 ｉ ｑ

ｇ１－

丄
＇ 〉 ．

Ｔ
Ｐ

＊

Ｋ Ｒ Ｋ ｐ
－ Ｅ Ｒ Ｋ—— Ｏ■Ｐ■

 卜
… ＇

，外 讀 娜＾ｍ ｖ ｐ ｋ ｜

０ ５

１ ｜｜ （

ｉ ｉ

ｌ ｌ

＾＿＿

 Ｉ ＩＩＩ ｜｜



 ／乒
《 ＾ ^

图 ３
－

７ 干扰 ｅ ／＞ｃ５ＺＣ＆４ ７ 表达对 ＭＡ ＰＫ 信号通路的影响

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３
－

７Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏｆ ｒｅｄ ｕ ｃｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣＳＡ ｌｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏｎＭＡ ＰＫ ｓｓ ｉ ｇｎ ａ

ｌ ｉ ｎｇｐａ ｔ ｈｗａｙ

（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈ ＬＧＣ 中 ， 沉默 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ７ 表达 ４ ８ ｈ 后 ， 收集实验组 和对照组细

胞蛋 白进行 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔ 检测 ＥＲＫ 、 ｐ３ ８ ＭＡ ＰＫ 、 ＪＮＫ 、 ｃ
－

Ｊ ｕｎ 以及它们 的磷酸化蛋 白 的表

达水平 ，

（

３
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 作为 内 参 ， 然后利 用 ｉｍａｇｅ Ｊ 对蛋 白 条带的灰度值进行 比较 。 Ｙ ＇Ｃ Ｏ ． Ｏ Ｓ ，

＊ ＊
／

＊

＜ ０ ． ０ ］ ，ｎ ｓ ： 无统计学差异 。

４ ．５ＪＮＫ 抑制剂 ＳＰ ６００ １ ２５ 能有效地拮抗 ｃ／ｍＳＺＣ＆４ ／ 下调诱发的 自 噬增强

ＳＰ６００ １ ２ ５ 是
一

种广谱 的 、 ＡＴＰ 竞争性 的 ＪＮＫ 抑制剂 ， 同 时能有效地抑制

ｃ
－

Ｊｕｎ 的 磷酸化 ， 因 此 ＳＰ６００ １ ２ ５ 被广泛 用 于 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信 号通路 的研 究 。 在

ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ，
Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 结果显示 ＪＮＫ 抑制剂 ＳＰ６００ １ ２５ 能 明 显 降低 ｐ

－

ＪＮＫ 和 ｐ
－

ｃ
－

ｊ
ｕｎ 的水平 ， 沉默 ｄｍＳＺＣ＆４ ｉ 表达能 明 显升高 ＬＣ ３Ｂ －

Ｉ Ｉ 水平 以及 降

低 ｐ６２ 水平 ， 而加入 ＳＰ６００ １ ２ ５ 处理后能明显拮抗这
一

效应 （ 图 ３
－

８ Ａ－Ｂ ） 。 此

夕 卜 ， 如 图 ３
－

９ 所示 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 转染 ＲＦＰ －ＧＦＰ －ＬＣ ３ 腺病毒观察 自 噬

流 ， 结果显示 ＳＰ ６００ １ ２ ５ 抑 制 剂处理组 自 噬体 的数量 明 显减少 （ 黄色斑点减

少 ） 以及 自 噬活性减弱 （ 红色斑点减少 ） ， 提示 ＳＰ６００ １ ２ ５ 抑制剂能 明 显拮抗

８ １
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第三章 环状 ＲＮＡ ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ＬＣ ８Ａ １ 对卵 巢颗粒细胞 自 噬的影响及其作 用 机制


下调诱发的 自 噻增强 ， 进
一

步说明 通过调控 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ

信号通路影响颗粒细胞的 自 噬活性 。
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Ａ、
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２ ０

］
ＨＨ

■—哪犧《

Ｎ〇Ｘ亡Ｘ ／ Ｓ Ｔ ？
ｉ  ｃ ｉ ｒ ｃＭ ｒ？ ＡＭ

－

Ｓ Ｐ ４？ ０
１ ２ ５ ｌ ｉ ｔ ｒ．ｒ

二
、 二

、
＿

 Ｘ

，
 ＞

＇，

厂－

ｐ６ ２？ ． 齡４１ ｐ
ｆ， ２ Ｅ ｌ

－

Ｈ

＾ ■

＝＝＝＝＝Ｓ 

１  Ｓ
＿

Ｉ鬥
Ｌ （ ３ Ｂ －

＇

Ｕ ３Ｂ －

，
＊－＾＾＾ ； ｔｆ Ｔ

Ｋ （ ； Ｎ ． Ｘ ３ ．Ｍ ．＾

 ｈ ｉ （ ； （ ｌ （ ３ Ｂ＿ ｎ
？＾ ｌ ！

＝
ｎ＝

ｊｓ 
ｉ  〇

－

Ａ
＂

一

个
＊

ｒ＿ ＿

—
—卜 ？ —

｜｜ｎ ｔ

？

ｉｉ
：円

：：画 ：：国ＨＵ ｉｆ ｌｆ ｌ ｖ
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－

Ｊ Ｎ Ｋ ｐ
－

ｃ
－

ｊ
ｕ ｎ ＬＣ ３

－

Ｉ Ｉ ｐ６ ２

图 ３
－

８Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 Ｓ Ｐ６０ ０ １ ２ ５ 处理下干扰 ｃ ／ｒａＳＸＣ＆Ｗ 表达对 自 噬相关蛋 白 的影响

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－

８Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆ ｒｅｄｕ ｃ ｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎａｕ ｔｏｐｈ ａｇｙ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉ ｎ ｓｕｎｄｅ ｒ  ｔｈ ｅ

ｔｒｅａｔｍｅ ｎｔｏｆ Ｓ Ｐ６ ００ １ ２ ５ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ｗｅ ｒｅｖ ｅ ｒ ｉ ｆ ｉ ｅｄｂｙ
Ｗｅ ｓｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ

（ Ａ －Ｂ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 沉默 ｅ／ｒｃ５ＸＣ＆４ ７ 表达后 ， 加入 ｌ Ｏ ｐＭ 的 ＳＰ６０ ０ １ ２ ５ 培养

２４ｈ ， 收集各组细胞蛋 白进行 Ｗｅ ｓｔｅ ｒｎｂ ｌｏｔ 检测 ｐ
－

ＪＮＫ 、 ｐ
－

ｃ
－

Ｊ ｕｎ 、 ＬＣ ３Ｂ 和 ｐ
６２ 的 表达水

平 ， ＧＡＰＤＨ 作为 内 参蛋 白 ， 然后利 用 ｉｍ ａｇｅ Ｊ 对蛋 白 条带 的灰度值进行 比较 。

＊Ｐ＜０ ． ０ ５ ，

＊ ＊尸＜０ ． ０ １ 。

８ ２
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图 ３

－９ 共聚焦显微镜观察 Ｓ Ｐ６００ １ ２ ５ 处理下干扰 ｃ ／ｒｃＳＩＣＳＪ ７ 表达对 自 噬流的影响

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ３
－９Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏｆ ｒｅｄ ｕｃｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎａｕｔｏｐ
ｈａｇｙ

ｆ ｌ ｕｘｕｎ ｄ ｅ ｒ  ｔｈ ｅｔｒｅ ａｔｍ ｅｎ ｔｏｆ

Ｓ Ｐ６ ０ ０ １ ２ ５ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ｗｅ ｒｅｏｂｓ ｅ ｒｖｅｄｂｙ
Ｃｏｎ ｆｏｃａ ｌＭ ｉ ｃ ｒｏ ｓｃ ｏｐｙ

在 ＫＧＮ 和 ｈ ＬＧＣ 中 ， 转染 ＲＦ Ｐ －Ｇ Ｆ Ｐ－ＬＣ ３ 腺病 毒 ， 沉默 ｃ ／ｒａＳｉＣ＆４ ７ 表达后 ， 加 入

１ ０ＨＭ Ｓ Ｐ６００ １ ２ ５ 培 养 ２４ｈ ， 然后采用 共 聚焦显 微镜进 行 观 察并拍摄 。 绿色荧光 ： ＧＦＰ －

ＬＣ ３ ， 红色荧光 ： ＲＦ Ｐ －ＬＣ３ ， 红绿荧光 Ｍ ｅ ｒｇｅ 后 的黄色荧光 ： 自 噬体 ， 蓝色荧光 ： ＤＡＷ ，

标尺 ： １ ０
｜

＿ｉｍ 。

４ ． ６ 干扰 ｃ／ｍ？ＬＣ＆４ ｉ 表达促进了颗粒细胞 的表达 ， 并且 ＳＰ６００ １２５ 能有效

地拮抗 Ｃ７ＶＣＳＬＣ＆４ Ｊ 下调诱发的 Ｐ２ １ 蛋 白水平升高

我们 的前期研究发现 Ｐ２ ／ 在颗粒细胞 自 噬过程中 同样扮演着重要角色 ［
１ ３ （） －

１ ３ １

］

， 并且发现 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路可 以靶 向 作用 于 Ｐ２ １ 调控颗粒细胞的功能

［
５２

］

。 因此 ， 我们接下来探索 了沉默 ｄｍＳＸＣ＆４ ／ 表达是否干扰 Ｐ２ ／ 的表达水平 。

在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示沉默 ｃ ／７ｒＳＬＣ＆４ ７ 表达能明显提高

８３
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

的 ｍＲＮＡ 水平 （ 图 ３
－

１ ０Ａ ） ， Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 结果也显示沉默 ｃ７＞ｃＳＩＣ＆４ ７ 表达能

明显提高 Ｐ２ １ 的蛋 白水平 （ 图 ３
－

１ ０ Ｂ －Ｃ ） ， 提示 ｃ ／ ／ｒＳＺＣ＆４ ／ 可能影响着 Ｐ２ ／ 基

因 的转录和翻译过程 。 此外 ， 通过 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 通路抑制剂 ＳＰ６００ １ ２ ５ 处理 ， 发现

ＳＰ６００ １ ２ ５ 能有效地拮抗 下调诱发的 Ｐ２ １ 蛋 白 水平升高 （ 图 ３
－

１ ０Ｄ －

Ｅ） ， 提示 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路可靶 向 作 用 于 ｃ ／ｒｃＳＺＣ＆４ ／ 调控 的 Ｐ２ １ 蛋 白 表
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Ｍ ｃ ｔ ｉ ｎＷ Ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ，ａ＿Ｔ

图 ３
－

１ ０ 干扰 ｃ ｆｍＳＺＣ＆４ ／ 表达和 ＳＰ６ ００ １ ２ ５ 抑制剂对 Ｐ２ ７ 表达水平 的影响

Ｆ ｉ

ｇ ｕｒｅ３
－

１ ０Ｅｆｆｅｃ ｔｓｏｆ ｒｅｄｕｃ ｅｄｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｎｄＳ Ｐ６０ ０ １ ２ ５ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒｏｎＰ２ １ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ

（ Ａ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 沉默 以 表达 ４ ８ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细胞

８ ４
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

进行 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测 尸２ ７ 的 ｍＲＮＡ 水平 ， ＧｉＰＩＷ 作为 内 参 。 （ Ｂ －Ｃ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ

中 ， 沉默 表达 ４ ８ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细胞蛋 白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 检测

Ｐ２ １ 的蛋 白水平 ， ｐ
－

ａｃｔ ｉｎ 作为 内参 ， 然后利用 ｉｍａｇｅ Ｊ 对蛋 白条带的灰度值进行 比较 。 （ Ｄ－

Ｅ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 沉默 表达 ４８ｈ 后 ， 继续加入 １ ０
｜

ｉＭＳＰ６００ １ ２５ 培养

２４ｈ ， 收集实验组和对照组细胞蛋 白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ检测 Ｐ２ １ 的蛋 白水平 ，

｜

３
－

ａｃｔ ｉｎ 作为 内

参 ， 然后利用 ｉｍａｇｅ Ｊ 对蛋 白条带的灰度值进行比较 。

＊户＜０ ．０５ ，＊ ＊户＜０ ．０ １ 。

４ ．７沉默Ｐ２２ 表达能有效地拮抗 下调诱发的 自噬增强

为 了进
一

步 明确 ｄｍＳＸＣ＆４ ｉ 是否通过调控 Ｐ２ｉ 表达和 ＪＮＫ／ｃ －

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 级联

反应来影响颗粒细胞的 自 噬活性 ， 我们通过沉默 Ｐ２ ７ 表达进行 了挽救实验 。

ｑＲＴ
－ＰＣＲ 结果显示在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 我们所合成的 ｓｉＲＮＡ 能明 显敲低

的 ｍＲＮＡ 水平 （ 图 ３
－

１ １Ａ ） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 结果 同样显示合成的 ｓ ｉＲＮＡ 能明显

降低 Ｐ２ １ 的蛋 白水平 （ ３
－

１ １ Ｂ －Ｃ ） 。 沉默 Ｐ２ ７ 表达能明显降低 ＬＣ ３Ｂ －

ＩＩ 的水平

和提高 ｐ６２ 的水平 ， 并且可 以挽救 下调所致的 ＬＣ ３Ｂ －

Ｉ Ｉ 水平升高和

ｐ６２ 水平降低 （ 图 ３
－

１ １ Ｂ －Ｃ ） 。 此外 ， 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中转染 ＲＦＰ－ＧＦＰ －ＬＣ ３

腺病毒观察 自 噬流 ， 如 图 ３ －

１ ２ 所示 ， 沉默 ／
＞

２／ 表达后 自 噻体的数量明显减少

（黄色斑点减少 ） 以及 自 噬活性减弱 （ 红色斑点减少 ） ， 提示沉默 Ｐ２ｉ 表达能

明显拮抗 下调诱发的 自 嗤增强 。 以上结果进
一

步表 明

可能通过调控 Ｐ２Ｊ 基 因表达和 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 级联反应来影响 Ｐ２ １ 的蛋 白 水

平 ， 进而影响颗粒细胞的 自 噬活性 。

８５
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图 ３
－

ｌ 】 沉默 Ｐ２ ／ 表达对 ｄｒｃ ＊ＳＺＣ＆４ ７ 调控 的 自 噬相关蛋 白 的影响

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ３
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（ Ａ ） 在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 转染 ｓ ｉＲＮＡ ４ ８ ｈ 后 ， 收集实验组和对照组细胞进行 ｑ
ＲＴ－

ＰＣＲ检 测的ｍＲＮＡ水 平 ， ＧＪＰＺ）／／作 为 内 参 。 （ Ｂ －Ｃ）ｓ ｉ
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ｐ
６２ 和 Ｐ２ １

的 表达 水 平 ， ＧＡ ＰＤＨ 作 为 内 参 ， 然后 利 用 ｉｍａｇｅ
Ｊ 对 蛋 白 条带 的 灰 度 值进 行 比 较 。
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，
－ ， ^

￣

 ＇

ｕ ， ２ １

图 ３
－

１ ２ 沉默 Ｐ２ ／ 表达对 ｃ ／ｒｃＳＺＣ＆４ ７ 调控的 自 噬流的影响

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ３
－

１ ２Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏｆ Ｐ２ １ｋｎｏ ｃ ｋｄ ｏｗｎｏｎｃ ｉｒｃＳＬＣ８Ａ ｌ
－

ｖｅｇｕ
ｌ ａｌｓＡａｕ ｔｏｐｈａｇｙ

ｆｌ ｕｘ

在ＫＧＮ和ｈＬＧＣ中 ， 转染ＲＦ Ｐ
－Ｇ ＦＰ － ＬＣ ３腺病毒后 ， ｓ ｉ

＿

ｃ ／ｒｃＳＸＣ＆４ ７
－

ｌ与ｓ ｉ

＿

Ｐ２＂ｓ ｉ

＿

ＮＣ

共转染 ４ ８ ｈ 后 ， 采用共聚焦显微镜进行观察并拍摄 。 绿色荧光 ： Ｇ ＦＰ －ＬＣ ３ ， 红色荧光 ：

Ｒ Ｆ Ｐ － ＬＣ ３ ， 红绿焚光 Ｍｅ ｒｇｅ 后 的黄色焚光 ： 自 嗤体 ， 蓝色劳光 ： ＤＡ Ｐ Ｉ ， 标尺 ： ｌ Ｏ
ｊ

ａｍ 。

５ 讨论

我们通过 电镜 、 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 、 ＣＱ 抑制剂处理 以及转染 ＲＦＰ －ＧＦＰ －ＬＣ ３ 双荧

光腺病毒实验研究沉默 表达对颗粒细胞 自 噬的影响 ， 结果显示沉默

ｃ ／ｒｃＳＺＣ＆４ ｉ 表达能 明 显增 加 自 噬体 的 数量并増 强 自 噬流 。 为 了 进
一

步 阐 明

ｄｍＳＺＣ＆４ ７ 影响颗粒细胞 自 嗤 的分子机制 ， 我们利用 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 实验研 究沉

默 ｄｍＳＸＣ＆４ ／ 表达对相关 自 噬通路的影响 ， 结果显示沉默 ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ／ 表达能

８７
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

明显激活 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路和升高 Ｐ２ ／ 表达水平 。 然后通过 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 通路

抑制剂 ＳＰ６００ １ ２５ 处理 、 沉默 Ｐ２ｉ 进行挽救实验 、 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 以及转染 ＲＦＰ －

ＧＦＰ－ＬＣ３ 双荧光腺病毒研宄 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路和 Ｐ２７ 是否参与 了

调控的 自 噻过程 ， 结果显示 ＳＰ６００ １２５ 抑制剂能明显减弱沉默 表达

诱发 的 自 噬 增 强 ， 并 降低 Ｐ２ １ 的 蛋 白 水平 ， 而沉默 Ｐ２ ７ 表达 同 样 能挽救

下调诱发的 自 噬增强 。 这些结果提示 ｂＰＯ Ｉ 患者卵巢颗粒细胞下调

的 可能通过激活 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 信号通路和促进 Ｐ２７ 表达引起颗粒

细胞 自 噬活性增强 ， 导致卵泡生长发育 、 闭锁异常 ， 参与 了ｂＰＯＩ 及其相关不

孕症的发生发展 。

５ ． １调控颗粒细胞 自噬参与 ＰＯＩ发病的研究进展

自 噬己被证实在维持细胞 内稳态 、 能量平衡 、 细胞和组织重塑 、 细胞防御

细胞外损伤和病原体等方面发挥重要作用 。 自 噬的过程主要包括 ： 自 噬体的形

成 、 自 嗤底物向溶酶体运送 、 自嗤体与溶酶体融合形成 自 嗤溶酶体 、 自 嗤体内

容物被溶酶体降解 ， 并且在整个过程中 ， 时刻都受到不同 ＡＴＧ 蛋 白 的调控 。 适

当的 自 噬允许细胞成分和细胞器的循环 ， 从而维持细胞正常的功能 。 然而 ， 异

常的 自 噬可导致细胞功能障碍 ， 甚至死亡 。 研究发现过度的 自 噬与代谢紊乱 、

肿瘤和退行性疾病的发生有关 ［
１ ３２？４

］

。

在调控卵巢功能和 ＰＯＬ中 ， 自 噬同样扮演着重要角色 。 自 噬是维持卵母细

胞发育 、 卵泡生长发育 、 卵泡闭锁和正常生殖周期所必需的 ［
１ ３５

，
１ ３ ６

］

。 颗粒细胞

可能通过连接蛋 白 、 激素和卵巢局部细胞因子以及多种信号通路的联合作用 ，

调节卵泡 自 噬与凋亡的平衡 ， 从而维持卵巢的正常功能 ［
１ １ ９

，
１ ３ ７

，
１ ３ ８

］

。 有研宄发现

ＰＯＩ 大鼠卵巢泡膜－间质细胞的 自噬明显增强 ［
５４

］

。 而在顺铂构建的 ＰＯＩ 小 鼠模型

中 ， 卵巢颗粒细胞的 自 噬和凋亡均增加 ［
５ ３

］

。 有研宄团队在 中 国仓鼠卵巢细胞损

伤模型中 ， 发现卵巢细胞过度 自 噬会引起线粒体和卵巢储备功能损伤 ， 这可能

是卵巢早衰的发病机制之
一

［
１ ３ ９

］

。 既往这些研宄表明 ＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞可能

存在 自噬过度活化 ， 导致卵泡生长发育和 闭锁异常 。 在本研宄中 ， 我们 同样发

８８
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

现 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞下调 的 可能促进了颗粒细胞的 自 噬 ， 但

具体作用机制 尚不清楚 。

５ ．２＆４／ 调控颗粒细胞 自噬的分子机制

更好地了解调控 自 噬过程的分子机制有助于建立 自噬与不同疾病的发病机

制之间 的联系 。 为 了探索与 ｂＰＯＩ 发病机制相关的潜在通路 ， 我们前期获取 了

ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 差异表达谱 ， 并对前 １ ０ 个上调 ｃｉｒｃＲＮＡ 靶

向基 因进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析 ， 发现富集得分较高 的相关信号通路包括

ＦｏｘＯ 信号通路 、 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ 信号通路和 ＭＡＰＫ 信号通路等 ［
９
］

。 我们的前期研宄

表明 ＭＡＰＫ 信号通路在调控卵巢颗粒细胞 自 噬方面发挥着重要作用 ［
５２

］
。 ＭＡＰＫ

通路被认为是 自 噬的上游调节因子 。 ＭＡＰＫ 的家族成员主要包括 ＪＮＫ 、 ＥＲＫ 和

Ｐ３ ８ ＭＡＰＫ ， 其 中 ， ＪＮＫ 在胚胎发育 、 增殖 、 分化 、 免疫应答 以及癌细胞 自 噬

和凋亡等多种生理病理过程中发挥作用 ［
１ ４Ｑ

， 而 ｃ－Ｊｕｎ表达会受到 ＪＮＫ 蛋 白

激酶的调控 。

越来越多 的研宄表明 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路在调控细胞 自 噬上发挥着重要作

用 。 在调控颗粒细胞 自 噬方面 ， 有研究发现褪黑素可 以通过抑制 ＪＮＫ 依

赖的 自 噬 ， 从而降低小 鼠颗粒细胞的氧化损伤 ［
１ ４４

］

。 另
一

研究发现抑制 ＮＦ－ｋＢ

可激活 ＪＮＫ 信号通路 ， 进而增强猪颗粒细胞的 自 噬活性 ［
１ ４５

］

。 在本研宄中 ， 沉

默 ｃｆｍＳＩＣ＆Ｏ 表达能明显增强颗粒细胞的 自 噬活性以及激活 ＪＮＫ／ｃ－

Ｊｕｎ 信号通

路 ， 而用 ＪＮＫ 通路抑制剂处理后 ， 能明显拮抗这
一

效应 ， 提示 ｂＰＯ Ｉ 患者卵巢

颗粒细胞中下调的 可能通过激活 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路来增强颗粒细

胞的 自噬活性 。

越来越多 的证据表明 在 自 噬过程中起着重要作用 。 有研宄发现冬凌草

甲素可诱导 Ｐ２ １ 表达上调 ， 进而増强前列腺癌细胞的 自噬活性 ［
１ ４６

］

。 奎纳克林通

过 Ｐ２ １ 依赖 的 信号通路调控结肠癌细胞 的 自 噬 我们 的 前期研 究发现

ｌｎｃＲＮＡ－ ７Ｔ／ａ／
［

１ ３ １
ｌ和 ／扣 可通过调控 Ｐ２７ 表达来影响卵巢颗粒细胞的 自 噬

活性 。 此外 ， 既往研究发现 Ｐ２ １ 是 ＪＮＫ 通路的下游调控分子 ［
１ ４８

，
１ ４９

］

， 同样 ， 在

８９
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第三章 环状 ＲＮＡ ｃ ｉｒｃＳＬＣ ８Ａ ｌ 对卵巢颗粒细胞 自 噬的影响及其作 用机制


本研究中 ， 我们也探索 了 自 噬 以及 ：＾〇〗皿与 尸２７ 之间 的关系 ， 结果显示干

扰 表达能明显促进 Ｐ２ｉ 的表达水平 ， 而 ＪＮＫ 通路抑制剂能明 显降

低 Ｐ２ １ 的蛋 白水平 ， 提示 ａ
＇

ｍＳＺＣ＆４ ／ 可通过调控 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ 信号通路和 Ｐ２７ 基

因表达两种途径来影响 Ｐ２ １ 的蛋 白水平 。 通过 Ｒｅｓｃｕｅ 实验 ， 沉默 表达能拮

抗 ｄｒｃＳＬＣ＆ｌ／ 下调诱发的 自 噬活性增强 ， 提示 ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中下调

的 可能通过促进 Ｐ２ｉ 表达和激活 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 信号通路来增强卵

巢颗粒细胞的 自噬活性 。

有研宄报道 自 噬小体的积累可诱导颗粒细胞凋亡 ［
１％

。 目 前普遍认为 自噬可

能是通过过度降解方式导致细胞死亡的 。 应激发生时 ， 通过 自 噬清除损伤蛋 白

和细胞器等细胞成分 ， 这对细胞存活有积极作用 。 然而 ， 持续的应激或 Ａｔｇ 过

度表达会导致 自噬过度 ， 最终导致细胞死亡 。 因此 ， ｂＰＯＩ 患者卵巢颗粒细胞中

下调 的 可能通过促进颗粒细胞 自 噬 ， 进而导致颗粒细胞凋亡增加 ，

影响 了卵泡生长发育和闭锁 ， 从而推动 了ＰＯＩ 及其相关不孕症的发病进程 。 当

然 ， ｃ ｚＶｃＳＸ Ｃ：＆４ ７ 调控的细胞 自 噬和细胞凋亡之间 的关系未来仍有待进
一

步阐

明 。

６ 小结

在 ＫＧＮ 和 ｈＬＧＣ 中 ， 通过沉默 《＞ｃＳＺ：Ｃ＆４７ 表达发现颗粒细胞的 自 噬活性

明显增强 ， 并且 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 信号通路和 Ｐ２ ｉ 基因可能参与 了这
一

过程的调

控 。 ｂＰＯＩ 卵巢颗粒细胞中下调的 可能通过增强颗粒细胞的 自 噬 ，

导致 自噬体在卵巢 内积累 ， 从而诱发颗粒细胞凋亡 ， 影响 了卵泡的生长发育和

闭锁 ， 最终导致 ＰＯＩ 的发生 。

９０
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Ｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ Ｅ ｌ ｏ ｎ ｇａ ｔ ｉ ｏ ｎＭ ａ ｔ ｕ ｒａ ｔ ｉ ｏ ｎ Ａ ｕ ｔｏ ｐ ｈ ａ
ｇ
ｏ ｓ ｏｍ ｅ

１ 研究成果

（ １ ）ｃ ／ｍＳＺＣ＆４ ｉ 在 ｂＰＯ Ｉ 患者卵巢颗粒细胞中 的表达 明 显下调 ， 其表达水平与

患者血清基础 ＦＳＨ 、 ＡＭＨ 、 ＡＦＣ 、 年龄 、 获卵数相关 。 ｃ ｚ＞ｃ＾ＬＣ＆４ ｉ 具有诊断

ｂＰＯ Ｉ 患者的潜力 。

（ ２ ）ｄｍＳＺＣ＆４ ｉ 是
一

个 闭合环状 ＲＮＡ ， 主要定位于 卵巢颗粒细胞 的细胞质

中 ， 沉 默 能 明 显 抑 制 卵 巢 颗 粒 细 胞 的 増 殖 ， 并 且 促 进

Ｂａｘ／Ｂ ａｋ／Ｃ ａｓｐａｓｅ
－

９ 依赖的凋亡途径 ， 以及通过抑制 Ｃ ＩＴ ｉ划八 瓜那 基因表达

和 ＦＳＨ／ｃＡＭＰ／ＰＫＡ 信号通路来降低卵巢颗粒细胞的 Ｅ ２合成 。

（ ３ ） 沉默 ｃ ／ｍＳＸＣ＆４ ｉ 表达能明显促进卵巢颗粒细胞的 自 噬活性 ， 这可能是通

过影响 Ｐ２ ７ 基因表达和 ＪＮＫ／ｃ
－

Ｊｕｎ／Ｐ２ １ 信号通路来调控的 。

９ １
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因此 ， 本研究为 ｂＰＯＩ 发病机制 的研 究提供 了
一

种新 的表观遗传机制 ，

及其作用机制为寻找 ｂＰＯ Ｉ 早期诊断性生物标志物 以及治疗靶点提

供了新的思路 。

２ 不足与展望

（ １ ） 由于ｂＰＯＩ患者的卵巢颗粒细胞获取难度大 ， 本研宄收集的ｂＰＯＩ患者卵巢

颗粒细胞的样本量较少 ， 并且 目 前仅收集 了处于生化异常期的 ＰＯＩ患者卵巢颗

粒细胞 ， 未来仍需进
一

步扩大临床样本量 ， 以及收集处于不 同分期的 ＰＯＩ患者

卵巢颗粒细胞进行检测 ， 这有助于阐 明ｄｍＳＺＣ＆Ｏ与不同阶段ＰＯ Ｉ进展的关系 。

（ ２ ） 本研究仅对 进行 了体外功能缺失实验 ， 未来仍需进
一

步研究

ｃ ｚ＞ｃ见Ｃ＆４ ／过表达对卵巢颗粒细胞功能的影响 ， 并且需要进行动物体 内实验进

行验证 。

（ ３ ） 本研究仅研宄 了 对卵巢颗粒细胞功能的影响 ， 而颗粒细胞与卵

母细胞处于相 同的微环境中 ， 未来仍需进行 影响颗粒细胞－卵母细胞

“

对话
”

的分子机制研宄 。

（ ４ ） 考虑到ＰＯＩ病 因 的高度异质性 ， 单
一

的遗传基因或信号不足 以解释所有

ＰＯＩ的遗传机制 ， 未来仍需研究与 关联的多基因相互作用 以及细胞内

大量的分子信号 ， 进
一

步构建ＰＯ Ｉ的基因遗传网络 。
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