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不孕症在成年育龄人群中的发病率逐年升高
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(

#+'

!

体内过表达
:9;$(#L&RR̂

构建及小鼠尾静

脉注射
!

:9;$(#L&

片段)

RR̂ 0?#"

载体均购自维真

生物公司"

RR̂ 0?#"

载体过表达
:9;$(#L&

及对照

病毒构建)包装均由上海和元生物有限公司完成(

g%"q>

保存病毒(用无菌
\[,

稀释病毒"按照
*m

#"

(滴度%只经尾静脉注射入小鼠体内"

&

周后开始

分选颗粒细胞!图
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图
:

!

过表达
.#(4>:F@

小鼠模型的构建及验证

#+*

!

过表达和干扰
:9;$(#L&

人卵巢颗粒细胞株

_S6

构建
!

慢病毒载体
.

T29M

)

:9;$(#L&

干扰序列

购自中乔新州公司"慢病毒核心元件质粒构建也由

该公司完成"

_S6

)

!(&C

细胞由海军军医大学细胞

生物教研室馈赠(按照流程制备好过表达和干扰

:9;$(#L&

病毒以及对照病毒"将病毒加入
_S6

细

胞中"培养
)3

后根据载体上的真核抗性筛选细胞(

#+L

!

反转录及实时定量
\>M

#

G

-79181718U2027:$

18E2\>M

!

G

MC$\>M

$检测
EM6R

表达水平
!

采用

CMK̀/:

试剂提取小鼠卵巢组织总
M6R

"采用反转

录试剂盒!

C7_7M7

公司#反转录获得
;I6R

"以此

;I6R

为模板进行
G

MC$\>M

(采用荧光定量
\>M

仪!

M;?/2

公司#"试剂盒为
,@[M$S0229\>M_81

!

C7_7M7

公司#(反应条件$

(*p!E89

"

(*p#*A

)

L"p&"A

循环
'"

次(采用
SRI\Y

为内参照"采

用
!

g

..

>1法分析数据(引物序列见表
#

(

表
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!

X

;O4N!;

引物序列

基因 正向序列!

!r

%

'r

# 反向序列!

!r

%

'r

#

:9;$*%)! >SCSSSCSRSRCSS>C>RRC R>R>SC>RSRSSR>RS>CCS

SRI\Y SS>CSCRCC>>>>C>>RC>S >>RSCCSSCRR>RRCS>>RCSC

>0

5

[[" SS>CSSCSC>R>CSSC>RCC C>C>>R>S>>RSCCC>>CC>

!!

SRI\Y

$甘油醛
$!$

磷酸脱氢酶*

>0

5

[["

$

'

["

晶体蛋白(

#+)

!

N2A1209

印迹法检测蛋白表达水平
!

提取小

鼠卵巢组织总蛋白"采用
[>R

法定量蛋白浓度"调

整为
!+*

B

%

T

"按比例加入十二烷基硫酸钠上样缓

冲液!

*m

#"

#"* p

加热
#"E89

变性"每孔上样

!"

(

T

进行
,I,$\RSD

电泳"转膜"封闭"加入兔抗

:9;$(#L&

多克隆抗体!

R4;7E

公司"

74#!#%%'

"稀释

比例
#s*""

#"

'p

孵育过夜"加入
#s#""""

稀释

的二抗!辣根过氧化物酶标记的兔抗山羊多克隆抗

体"

_\T

公司#室温孵育
#?

"

C[,C

洗涤
&

次"

D>T

发光液处理后暗室内曝光胶片(实验重复
&

次(检

测卵巢颗粒细胞增殖相关蛋白细胞周期相关蛋白

I#

!

;

5

;:89I#

"

#s#"""

"

74#LLL&

"

R4;7E

公司#"

增殖细胞核抗原!
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0/:8=207189

B

;2::9-;:2707918

B
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"

\>6R

"

#s#"""

"

74(!**!

"

R4;7E

公司#)凋亡相

关蛋白半胱氨酸蛋白酶
&

!

;7A

.

7A2$&

#切割体!

#s

#"""

"

74#&%')

"

R4;7E

公司#)多聚
RI\

核糖聚

合酶
#

!

.

/:

5

RI\$084/A2

.
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5

E207A2#

"

\RM\#

#切

割体!

#s#"""

"

74&!"L'

"

R4;7E

公司#(

#+%

!
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乙 炔 基
$!

%

$

脱 氧 尿 苷 #

*$21?

5

9

5

:$!

%

$

32/]

5

-083892

!

D3Q

$细胞增殖检测
!

将各组的颗粒

细胞按照
#m#"

'密度接种于小皿中培养备用(按照

#s#"""

用培养液稀释
D3Q

细胞增殖检测试剂盒

!

>#"&#"$#

"广州锐博生物有限公司#中
D3Q

试剂"在

g!"p

保存"每个小皿加入
#""

(

T

稀释的
D3Q

试

剂"孵育
!?

"用甲醇
$

丙酮液固定细胞
#"E89

"

\[,

清

洗
&

$

'

次"每次
*E89

(加入
*""

(

T!

B

%

T

甘氨酸"

孵育
* E89

"

\[,

清洗
!

次"每次
* E89

(加入

#"""

(

T

含
"+*dC081/9X$#""

的
\[,

"孵育
#"E89

"

\[,

清洗
!

次"每次
*E89

(按照试剂盒说明书配制

R

.

/::/

显色液"加入
*""

(

T

"避光孵育
&"E89

"

\[,

清

洗
!

次"每次
*E89

*加入用
\[,

稀释的
IR\K

!

'

+"

L$

二脒基
$!$

苯基吲哚"

'

+"

L$387E8389/$!$

.

?29

5

:893/:2

#

染色液!

#s#"""

稀释#孵育
#E89

"

\[,

清洗
#

次"避

光保存(显微镜下观察荧光染色情况(

#+(

!

R992]89

*

$\K

双染细胞凋亡检测
!

R992]89

$̂\K

试剂盒购自
C?20E/

公司!

#̂&!'!

#(将待检测

细胞弃去培养液"

\[,

冲洗
&

次"加入不含
DICR

的

胰蛋白酶消化约
*E89

"轻柔吹打至细胞完全脱离培

养皿"转移至
D\

管中"

(""m

E

离心
&E89

"弃上清"

加入
\[,

清洗
&

次"每次清洗后
!"""m

E

离心

&E89

(加入
*""

(

T

结合缓冲液"轻柔吹打"充分混

匀*加入
*

(

TR992]89

*

$<KC>

吹打混匀"静置

#E89

*加入
*

(

T\K

"吹打混匀后"于室温)避光条件

下反应
#*E89

(流式细胞仪上检测各通道染色细胞

所占百分比(

#+#"

!

CQ6DT

法检测细胞凋亡
!

CQ6DT

凋亡试

剂购自锐博生物有限公司!

>##"#!$#

#(将各组颗粒

细胞按照
#m#"

'密度种植于小皿中培养备用(用
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甲醇
$

丙酮溶液!

#s#

体积混合#固定细胞
#"E89

"

加入
#"""

(

T

含
"+*dC081/9X$#""

的
\[,

"孵育

#"E89

"加入可以覆盖培养皿底部的末端脱氧核糖

核酸转移酶!

C3C

酶#缓冲液"室温下反应
*E89

*加

入
#""

(

TC3C

酶"

&)p

孵育
#?

(然后加入适量

&)p

预热的洗涤液于
&)p

孵育
&"E89

"

\[,

洗涤

&

次"每次
*E89

(按照说明书配制
CQ6DT

反应混

合液"加入
#""

(

T

"室温下反应
&"E89

"用柠檬酸钠

缓冲溶液!

,,>

"

!"

倍去离子水按
#s#"

稀释#终止

反应!室温放置
#"E89

#(

\[,

洗涤
&

次"每次

*E89

"用
\[,

稀释的
IR\K

染色液!

#s#"""

稀

释#孵育
#E89

"

\[,

清洗
#

次"避光保存"观察荧光

染色情况(

#+##

!

统计学处理
!

采用
S07

.

?\73\08AE)

软件

处理所有数据以及制作统计图"符合正态分布的计

量资料以
(

Ij'

表示"对于非配对计量数据比较采用

,1-3291&

检验(检验水准!

&

#为
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!

结
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果
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!

不同周龄小鼠卵巢颗粒细胞中
:9;$(#L&

的表

达
!

结果!图
!

#显示$随着小鼠周龄增长"

:9;$(#L&

表达逐渐升高!

?

&

"+"*

#"提示
:9;$(#L&

可能参与

小鼠卵巢发育过程(

图
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不同周龄小鼠卵巢颗粒细胞中
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的表达
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:9;$(#L&

过表达后小鼠颗粒细胞内
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表达
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通过尾静脉注射腺病毒方式获得过表达
:9;$

(#L&

的卵巢组织"分选出颗粒细胞后"

G

MC$\>M

!图

&R

#显示卵巢组织颗粒细胞中
:9;$(#L&

表达增加"

提示构建过表达小鼠成功(对收集的颗粒细胞采

用
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!图
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#和
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印迹法!图
&>

#检

测
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[[!

蛋白表达"结果均显示过表达组
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图
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图
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过表达
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人卵巢颗粒细胞系
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程"但对其调控机制仍然未知(前期研究&

%

'认为"

:9;$(#L&

可通过
\!0])$>7

!h通道
$>0

5

[[!

轴来调

控
>0

5

[[!

基因表达(因此"本研究探究
:9;$(#L&

生物学功能及与
>0

5

[[!

表达的关系(本研究结果

发现"随着小鼠卵巢周龄增加"

:9;$(#L&

在颗粒细胞

中表达增加"这提示
:9;$(#L&

可能参与了卵巢发育

过程(过表达或者干扰
:9;$(#L&

后的颗粒细胞内

>0

5

[[!

蛋白表达同向改变"也提示
:9;$(#L&

与

>0

5

[[!

可能存在轴向调控机制(结合
>0

5

[[!

在

体内生殖细胞表达的时相"推测
:9;$(#L&

可以调控

>0

5

[[!

基因的表达"但是具体调控机制仍待后续

深入研究(

越来越多的研究关注
:9;M6R

在卵巢颗粒细胞

中的作用"例如
X8/9

B

等&

#!

'报道了
:9;M6R$W2

B

&$

.

*&$

.

LL,?;

轴可以影响卵巢颗粒细胞增殖*

_8E-07

等&

#&

'报道了
:9;M6R$RE?0!

可以通过影响抗苗勒

管激素!

RWY

#的分泌来影响卵巢颗粒细胞功能(

T9;M6R

与卵巢功能密切相关"本研究也提示
:9;$

(#L&

与卵巢颗粒细胞的增殖和凋亡密切相关"过表

达
:9;$(#L&

可以促进颗粒细胞增殖和凋亡发生(

凋亡和增殖的发生并不是相反的"也有可能是同向

改变"取决于基因对凋亡或增殖相关基因的直接作

用及所处的组织环境(

I23207

等&

#'

'报道"

D!R$

\[X#

可以在淋巴结中同时促进增殖和凋亡*

,7H7/

等&

#*

'认为在血管密集的区域存在凋亡后增殖加快

的现象"这是机体的一种自我保护"为了维持整体

细胞数目的平衡(由此推测
:9;$(#L&

可能通过影

响
>0

5

[[!

来促进凋亡发生"而加快的细胞增殖由

颗粒细胞较强的增殖能力有关或为凋亡后代偿性

增殖(然而"相关结论仍需要进一步研究来证实(

综上所述"本研究首次发现
:9;$(#L&

在卵巢颗

粒细胞发育中逐渐升高"参与调控
>0

5

[[!

蛋白表

达"促进颗粒细胞增殖"与凋亡发生密切相关(本

研究为探索
>0

5

[[!

分子体内调控机制以及女性不

孕不育分子机制提供研究思路(
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