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　 　 【摘要】 　 目的　 观察 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在多囊卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＣＯＳ）大鼠卵巢颗粒细胞中的

表达变化，探讨 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育障碍的可能发生机制。 方法　 大鼠皮下注射硫酸普拉睾酮钠，以构建 ＰＣＯＳ 模

型，分别用免疫组织化学法、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析观察并比较 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在 ＰＣＯＳ 组和对照组大鼠卵巢颗粒细胞的表达情

况。 结果　 免疫组织化学结果显示，在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢各级卵泡颗粒细胞中，ＤＲ５ 的表达较对照组均显著增强

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢窦前卵泡和窦状卵泡颗粒细胞中，ＤｃＲ２ 的表达较对照组同级别卵泡显著增强（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），在始基卵泡颗粒细胞的表达差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析显示，ＤＲ５ ｍＲＮＡ 和 ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ
在两组中都有表达，且二者在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢颗粒细胞中的表达较正常对照组均明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论

ＤＲ５ 和 ＤｃＲ２在颗粒细胞中的异常表达可能对 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡的异常发育起到了一定作用，它们可能是通过参与颗

粒细胞凋亡过程而对卵泡的发育造成了一定影响。
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　 　 多囊卵巢综合征 （ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＣＯＳ）是育龄妇女中最常见的内分泌失调性疾病之

一，临床上主要以以下三种表现为特征：稀发排卵

或者无排卵、高雄激素的临床或生化表现以及卵巢

多囊改变。 ＰＣＯＳ 是引起无排卵性不孕的主要原

因，其发病机制目前尚未完全阐明。 在 ＰＣＯＳ 患者

双侧卵巢中，可见多个囊性扩张的卵泡，而少有优

势卵泡形成，这说明在 ＰＣＯＳ 患者的卵巢中，卵泡的

发育过程存在着障碍。
大量研究表明，颗粒细胞在卵母细胞的成熟和

卵泡的发育过程中起到重要作用，在卵泡选择闭锁

的过程中，颗粒细胞是最早经历凋亡的细胞群［１］，
目前已知的细胞凋亡途径主要为两种，一种是由死

亡受体介导的凋亡途径，一种是由线粒体介导的凋

亡途径，许多学者认为，在卵泡颗粒细胞选择性凋

亡的过程中，死亡受体介导的凋亡途径发挥了重要

作用［２］，其中，肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

（ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）及其

受体系统已经被证实在颗粒细胞的凋亡过程中发

挥了重要作用［８ － １１］，但它们在 ＰＣＯＳ 卵泡发育中的

作用鲜有报道。 本课题组前期的研究表明 ＴＲＡＩＬ
及其受体———死亡受体⁃４（ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃４，ＤＲ４）和
诱骗受体⁃１ （ ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃１，ＤｃＲ１）在 ＰＣＯＳ 大鼠

窦状卵泡颗粒细胞中有异常表达［３］，提示 ＴＲＡＩＬ、
ＤＲ４ 和 ＤｃＲ１ 的表达变化可能对 ＰＣＯＳ 卵泡的异常

发育起到了一定作用，但是 ＴＲＡＩＬ 另外两个受

体———死亡受体⁃５ （ ｄｅａｔｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃５，ＤＲ５）、诱骗受

体⁃２（ｄｅｃｏｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃２，ＤｃＲ２）的表达变化及其表达

意义尚不清楚。
因此，笔者在本次研究中先采用皮下注射硫酸

普拉睾酮钠（脱氢表雄酮硫酸钠盐制剂） 来构建

ＰＣＯＳ 大鼠模型，然后分别用免疫组织化学染色、
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析观察并比较 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在 ＰＣＯＳ 组和

对照组大鼠卵巢颗粒细胞的表达情况，综合前期的

研究结果，来全面探讨 ＴＲＡＩＬ 及其受体系统在

ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育中可能发挥的作用，从而更深

入地了解 ＰＣＯＳ 卵泡发育障碍的可能机制，为 ＰＣＯＳ
卵泡发育障碍的治疗提供一个新的想法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

雌性 ＳＤ 大鼠 ２０ 只，ＳＰＦ 级，体重 ５０ ～ ６０ ｇ，２１
日龄，由湖北省实验动物研究中心提供［ＳＣＸＸ （鄂）
２０１５ － ００１８］，在湖北省疾病预防控制中心 ＳＰＦ 级

屏障环境［ＳＹＸＫ （鄂） ２０１７ － ００６５］中饲养，温度控

制在（２２ ± ２）℃，相对湿度为 ５０％ ～ ６０％ ，自由饮

食，光照周期为日夜各 １２ ｈ。 所有动物均为麻醉后

处死。 本次动物实验得到广州军区武汉总医院医

学实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 的 许 可 （ 编 号：
２０１７０２３８），在实验过程中，遵循实验动物使用的 ３Ｒ
原则给予动物人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

硫酸普拉睾酮钠，青岛捷世康生物科技有限公

司；注射用水，浙江瑞新药厂；ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒，美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ 公司；逆转录试剂盒，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ 公

司；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公
司；兔抗大鼠 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 多克隆抗体，Ａｂｃａｍ 公司。
ＰＬ３０３ 型电子天平，梅特勒⁃托利多仪器有限公司；
Ｌ６００ 型离心机，湘仪仪器厂；ＹＤ６Ｌ 生物组织包埋

机，金华市益迪医疗设备有限公司；ＲＭ２０１６ 轮转型

切片机，上海徕卡仪器有限公司；ＢＸ５１ 奥林巴斯荧

光显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；ＰＴＣ⁃１００ＴＭ 全自动

ＰＣＲ 仪，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；７５２⁃Ｐ 紫外分光光度计，
上海现科仪器有限公司；ＬＣ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪，美
国 Ｒｏｃｈｅ 公司；ＡＪＣ⁃０５０１⁃Ｐ 纯水蒸馏器，重庆艾科

普；东方 Ａ 型恒温烤箱，上海博讯实业有限公司；各
种微量移液器，上海安亭科学仪器厂；医用手术器

械，上海博讯实业有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 动物模型的建立［４］

２１ 日龄雌性 ＳＤ 大鼠，断乳，适应性喂养两天，
２３ 日龄时随机分为两组，每组 １０ 只。 其中一组大
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鼠每日按硫酸普拉睾酮钠 ９０ ｍｇ ／ ｇ 行皮下注射，相
当于 ＤＨＥＡ（脱氢表雄酮）６０ ｍｇ ／ ｇ，０􀆰 ４ ｍＬ 注射用

水溶解，连续注射 ２０ ｄ，用来建立 ＰＣＯＳ 大鼠模型，
该组设为 ＰＣＯＳ 组。 另一组设为对照组，每日皮下

注射 ０􀆰 ４ ｍＬ 注射用水，连续注射 ２０ ｄ。 所有大鼠于

注射后第 ２１ 天的早晨用 ４％水合氯醛麻醉，解剖取

卵巢，分离表面多余组织，固定（４％ 多聚甲醛），石
蜡包埋，制备 ４ μｍ 厚切片，行 ＨＥ 染色和免疫组化

染色。
１􀆰 ３􀆰 ２　 卵泡发育级别判断

始基卵泡：初级卵母细胞停留于减数分裂双线

期，其周围围绕了一层梭形前颗粒细胞。
窦前卵泡：初级卵母细胞增大，其周围围绕了

数层立方形颗粒细胞。
窦状卵泡：卵泡内形成卵泡腔，由增加的卵泡

液融合而成，卵母细胞被卵泡腔所围绕，颗粒细胞

被分为围绕在卵母细胞周围的卵丘颗粒细胞和位

于卵泡外周的基底膜颗粒细胞。 此时卵泡直径可

增大至 ５００ μｍ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 卵巢 ＨＥ 染色

卵巢石蜡切片（４ μｍ）脱蜡至水，苏木素染色

１􀆰 ５ ｍｉｎ，自来水洗返蓝，显微镜下观察核蓝紫色，
１００％乙醇浸泡 ３ ｍｉｎ，伊红染色 １０ ｓ，１００％ 乙醇浸

泡 １０ ｓ，观察细胞质红色，晾干，中性树脂封片。
１􀆰 ３􀆰 ４　 免疫组织化学染色检测 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 蛋白的

表达

采用免疫组织化学技术 ＳＡＢＣ（链霉亲和素⁃生
物素⁃过氧化物酶复合物）法：大鼠卵巢石蜡切片，脱
蜡至水，３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭内源性过氧化物酶，微波抗

原修复，山羊血清封闭，加一抗（用 ＰＢＳ 按 １∶ ２００ 稀

释的兔抗大鼠 ＤＲ５ 抗体和按 １∶ １００ 稀释的兔抗大

鼠 ＤｃＲ２ 抗体），以 ＰＢＳ 替代一抗作阴性对照，４℃过

夜；加二抗（生物素标记羊抗兔 ＩｇＧ，用 ＰＢＳ 按１∶ ２００
稀释），３７℃孵育 ３５ ｍｉｎ；加 ＳＡＢＣ（用 ＰＢＳ 按１∶ ２００
稀释），３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ；ＤＡＢ 显色，显微镜下控制

显色时间（５ ～ １０ ｍｉｎ）；自来水洗后苏木素复染，晾
干，中性树胶封片。 采用日本奥林巴斯 ＢＸ５１ 荧光

显微镜成像，高倍视野（ × ４００）下，观察各级卵泡颗

粒细胞 ＤＲ５、ＤｃＲ２ 蛋白的表达，阳性细胞被染成棕

黄色，由 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 计算颗粒细胞内棕黄色区域

面积（Ａｒｅａ）及光密度值（ＩＯＤ），平均光密度值（ＯＤ）
为两者之比（ ＩＯＤ ／ Ａｒｅａ），棕黄色着色越深，对应的

ＯＤ 值越大，蛋白表达越强，反之则反。
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢颗粒细胞的 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 基因的表达

将上述摘取的卵巢，置于培养皿中，分离掉表

面多余的脂肪组织，用 １ ｍＬ 注射器针头划破卵巢，
用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 反复冲洗卵泡，以充分释放颗粒

细胞，将含颗粒细胞的 ＰＢＳ 吸取至离心管中，２０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，丢弃上清，用 ＰＢＳ 将颗粒细胞重

悬，再将悬液移至 ４５％ Ｐｅｒｃｏｌｌ 液之上，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，颗粒细胞位于上层［３］，将颗粒细胞移

至 ＴＲＩｚｏｌ 液中，按照试剂盒说明书提取细胞总

ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ（反应体系为 ２０ μＬ。 反应

条件为 ４２℃ ６０ ｍｉｎ，７０℃ ５ ｍｉｎ），然后按照 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒说明书要求进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ（反应

体系为 ２０ μＬ。 反应条件为 ９５℃预处理 ３ ｍｉｎ；９５℃
３ ｓ，６０℃ １０ ｓ，共 ４０ 个循环；最后 ９５℃ １０ ｓ，６５℃ １０
ｓ，９７℃ １ ｓ。 反应系统为 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ９６ 系统）。 各

种引物序列见表 １。
１􀆰 ４　 统计学方法

ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件包对数据进行分析，采用

平均数 ± 标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）来表示计量资料，经 ｔ 检
验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因
Ｇｅｎｅｓ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物大小（ｂｐ）
Ｓｉｚｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＧＡＰＤＨ ２５９７ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧ⁃３’
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＴＧＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＧＴＡＣＴＣＡ⁃３’ １１７

ＤｃＲ２ ８７９３ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＣＧＴＧＴＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＧＴＣＣＣ⁃３’
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＴＧＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＧＧＡＡＣ⁃３’ １１０

ＤＲ５ ８７９５ 上游 Ｆｏｒｗａｒｄ：５’⁃ＡＡＧＡＣＣＣＴＴＧＴＧＣＴＣＧＴＴＧＴ⁃３’
下游 Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’⁃ＣＣＡＧＧＴＧＧＡＣＡＣＡＡＴＣＣＣＴＣ⁃３’ １４６
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２　 结果

２􀆰 １　 卵巢光镜 ＨＥ 染色检查

如图所示，ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢切面沿包膜下可

见多个卵泡呈囊性扩张，黄体形成明显减少，囊性

扩张的卵泡内不见卵母细胞或放射冠，卵泡周围颗

粒细胞排列松散，层数变薄甚至消失，而卵泡膜细

胞有增生（图 １Ａ）。 而对照组大鼠卵巢切面可以看

见许多处于不同发育时期的卵泡，并有多个黄体形

成，成熟的卵泡内可见卵母细胞及放射冠，其周围

颗粒 细 胞 排 列 整 齐， 层 数 较 厚， 可 达 ８ ～ ９
层（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 ＤＲ５ 在卵巢各级卵泡的颗粒细胞中的表达

ＤＲ５ 的阳性表达主要表现为细胞胞质和胞膜

的棕黄色染色。 ＤＲ５ 在 ＰＣＯＳ 组和对照组大鼠各级

卵泡的卵母细胞和颗粒细胞中均有阳性表达。 经

统计分析，ＤＲ５ 在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢各级卵泡颗粒

细胞的表达较对照组同级卵泡均明显增强，且多表

达于 ＰＣＯＳ 组窦状卵泡的卵泡壁内层颗粒细胞（表
２，图 ２）。
２􀆰 ３　 ＤｃＲ２ 在卵巢各级卵泡的颗粒细胞中的表达

ＤｃＲ２ 阳性表达主要表现为细胞胞质和胞膜的

棕黄色染色。 ＤｃＲ２ 在 ＰＣＯＳ 组和对照组大鼠各级

卵泡的卵母细胞和颗粒细胞均有阳性表达。 经统

计分析，ＤｃＲ２ 在两组大鼠始基卵泡颗粒细胞的表

达差异无显著性，而在 ＰＣＯＳ 组窦前卵泡和窦状卵

泡颗粒细胞的表达较对照组同级别卵泡明显增强，
且多表达于 ＰＣＯＳ 组窦状卵泡的卵泡壁内层颗粒细

胞（表 ３，图 ３）。

注：Ａ：ＰＣＯＳ 组；Ｂ：对照组。

图 １　 大鼠卵巢（ＨＥ 染色， × １００）
Ｎｏｔｅ． Ａ： ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒａｔ ｏｖａｒｙ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ

表 ２　 ＤＲ５ 在两组大鼠各级卵泡的颗粒细胞中的表达（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ２　 ＤＲ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

始基卵泡
Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦前卵泡
Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦状卵泡
Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １０３５ ± ０􀆰 ００３６ （３０） ０􀆰 １１７７ ± ０􀆰 ０１２５ （２９） ０􀆰 １２６７ ± ０􀆰 ０１１５ （２７）

ＰＣＯＳ 组
ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 １４６６ ± ０􀆰 ００３８∗（２９） ０􀆰 １７６８ ± ０􀆰 ０１６０∗（２８） ０􀆰 １９４４ ± ０􀆰 ０１４８∗（２６）

注：括号内为卵泡个数。 与对照组同级别卵泡相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ３　 ＤｃＲ２ 在两组大鼠各级卵泡的颗粒细胞中的表达（ 􀭰ｘ ± ｓ ）
Ｔａｂｌｅ ３　 ＤｃＲ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ａｌｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

始基卵泡
Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦前卵泡
Ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

窦状卵泡
Ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０５７０ ± ０􀆰 ００５１ （３０） ０􀆰 ０５４３ ± ０􀆰 ００２５ （２９） ０􀆰 ０６２０ ± ０􀆰 ００５７ （２７）

ＰＣＯＳ 组
ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０５７９ ± ０􀆰 ００３９ （２９） ０􀆰 ０８２９ ± ０􀆰 ００２３∗（２８） ０􀆰 １５６９ ± ０􀆰 ０１２４∗（２６）

注：括号内为卵泡个数。 与对照组同级别卵泡比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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注：Ａ ～ Ｃ：分别为 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡；Ｄ ～ Ｆ：分别为对照组大鼠卵巢始基卵泡、窦前

卵泡、窦状卵泡。

图 ２　 ＤＲ５ 在大鼠卵巢各级别卵泡颗粒细胞的表达（ＳＡＢＣ 法， × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ － Ｃ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄ
－ Ｆ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＤＲ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ． ＳＡＢＣ ｍｅｔｈｏｄ

２􀆰 ５　 颗粒细胞中 ＤＲ５ ｍＲＮＡ 及 ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ 的

表达

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 显示，ＤＲ５ ｍＲＮＡ 和 ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ 在

两组大鼠卵巢颗粒细胞中均有表达，经统计学分

析，二者在 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢颗粒细胞中的表达较

正常对照组均明显增强（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 详见图 ４。

３　 讨论

在 ＰＣＯＳ 患者双侧卵巢中，可见多个囊性扩张

的卵泡，它们既不闭锁也无法形成优势卵泡，这提

示在 ＰＣＯＳ 患者卵巢中，卵泡的发育存在着障碍。

卵泡中卵母细胞的正常发育不仅与促性腺激素的

调节有关，还与颗粒细胞及膜细胞之间的联系密切

相关［５］。 颗粒细胞是卵泡里最大的细胞群，是最靠

近卵母细胞的体细胞，大量研究表明，颗粒细胞在

卵泡的发育过程中起到重要作用，在卵泡选择闭锁

的过程中，颗粒细胞是最早经历凋亡的细胞群［１］。
目前已知细胞的凋亡途径主要为两种，一种是

由死亡受体介导的凋亡途径，一种是由线粒体介导

的凋亡途径。 许多学者认为，由死亡受体介导的凋

亡途径在卵泡颗粒细胞选择性凋亡过程中发挥着

重要作用［２］。 Ｗａｄａ 等［８ － １０］研究表明 ＴＲＡＩＬ 及其受
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注：Ａ ～ Ｃ：分别为 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡；Ｄ ～ Ｆ：分别为对照组大鼠卵巢始基卵泡、窦前卵泡、窦状卵泡。

图 ３　 大鼠卵巢各级别卵泡颗粒细胞 ＤｃＲ２ 表达（ＳＡＢＣ 法， × ４００）
Ｎｏｔｅ． Ａ － Ｃ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｄ － Ｆ： Ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ
ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ｐｒｅａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ， ａｎｄ ａｎｔｒａｌ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＤｃＲ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｖａｒｙ． ＳＡＢＣ ｍｅｔｈｏｄ

注：与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 ＰＣＯＳ 组和对照组颗粒细胞 ＤＲ５ ｍＲＮＡ 和

ＤｃＲ２ ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＲ５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＤｃＲ２
ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＰＣＯＳ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

体系统在猪卵巢颗粒细胞的凋亡过程中发挥了重

要作用。 Ｊääｓｋｅｌäｉｎｅｎ 等［１１］ 研究了人不同时期卵巢

ＴＲＡＩＬ 及其受体表达情况，发现 ＤｃＲ１ 在成人期卵

巢颗粒细胞中有表达而不表达于胎儿期卵巢颗粒

细胞，ＴＲＡＩＬ、ＤＲ５、ＤｃＲ２ 在成人期卵巢颗粒细胞的

表达较胎儿期是明显增强的，而从胎儿期到成人期

这个过程中，卵泡的数量是通过闭锁、退化而不断

减少的，提示 ＴＲＡＩＬ 及其受体系统可能协同调控着

人卵巢颗粒细胞的凋亡过程。 但是 ＴＲＡＩＬ 及其受

体系统在 ＰＣＯＳ 卵泡发育过程中的作用却鲜有

报道。
Ｍｉｋａｅｉｌｉ 等［６］通过对比 ＰＣＯＳ 患者和输卵管堵塞

育龄期妇女卵巢颗粒细胞凋亡情况发现，ＰＣＯＳ 患者颗
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粒细胞凋亡是明显增加的，本课题组前期的研究也表

明，在 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育过程中，窦状卵泡颗粒细胞

凋亡发生率较对照组明显升高［７］，同时本课题组还发

现 ＴＲＡＩＬ 及其受体 ＤＲ４ 和 ＤｃＲ１ 在 ＰＣＯＳ 各级卵泡颗

粒细胞中表达是有异常的［３］。 本次研究结果发现，与
对照组相比较，ＰＣＯＳ 组各级卵泡颗粒细胞中 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 表达是有异常的：在始基卵泡中，ＤＲ５ 表达增强，
ＤｃＲ２ 表达无明显差异，在窦前卵泡和窦状卵泡中，
ＤＲ５、ＤｃＲ２ 的表达均明显增强。 在这三个级别的卵泡

中，只有窦状卵泡颗粒细胞凋亡发生率明显升高［７］，由
于 ＴＲＡＩＬ 与死亡受体结合会诱导细胞凋亡，与诱骗受

体结合无法将凋亡信号传递至细胞内而无法诱导细胞

凋亡［１２］，因此本课题组推测：在正常卵泡颗粒细胞中，
ＴＲＡＩＬ 与不同受体结合后在诱导和抑制细胞凋亡之间

可能存在着一种精妙的平衡，但是在 ＰＣＯＳ 窦状卵泡颗

粒细胞中，由于 ＴＲＡＩＬ 及其受体系统的表达均发生了

比较大的变化，这种精妙的平衡被打破，由 ＴＲＡＩＬ 参与

的颗粒细胞自我稳定环境消失，这可能是 ＰＣＯＳ 窦状卵

泡颗粒细胞凋亡发生率升高的原因之一。
在 ＰＣＯＳ 窦状卵泡颗粒细胞凋亡发生率升高的

同时，ＤｃＲ２ 的表达也是明显增强的，但是由于 ＤｃＲ２
缺少完整的死亡结构域，它与 ＴＲＡＩＬ 结合不仅不诱

导靶细胞凋亡，还可与死亡受体竞争结合 ＴＲＡＩＬ，从
而起到保护靶细胞的作用，这提示在 ＰＣＯＳ 大鼠窦

状卵泡中，ＤｃＲ２ 阳性的颗粒细胞可能发挥着凋亡

抵抗的作用。 有研究表明，ＤｃＲ２ 在衰老的肿瘤细

胞和成纤维细胞中有高表达［１４］，它在缺血再灌注后

大鼠肾组织的表达量明显升高，与肾功能及肾组织

损伤程度明显正相关［１５］，那么 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡颗粒

细胞上 ＤｃＲ２ 的表达量与颗粒细胞凋亡程度是否也

有一定的相关性，目前未见报道，这有待于本课题

组进一步的研究。 本次研究结果还表明 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 多表达于 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢窦状卵泡的内层

颗粒细胞，本课题组之前的研究发现凋亡也多发生

于 ＰＣＯＳ 组大鼠卵巢窦状卵泡的内层颗粒细胞［７］，
提示 ＰＣＯＳ 组窦状卵泡内层颗粒细胞中 ＤＲ５ 和

ＤｃＲ２ 的异常表达，可能是导致卵泡内层颗粒细胞

凋亡增多的原因之一，而 Ｏｋｕｔｓｕ 等［１３］ 提出，处于发

育后期卵泡的卵泡壁内层颗粒细胞的凋亡增加，可
能是导致卵泡囊性扩张的主要原因，提示 ＰＣＯＳ 组

窦状卵泡内层颗粒细胞中 ＤＲ５ 和 ＤｃＲ２ 的异常表

达，可能对 ＰＣＯＳ 卵泡的异常发育起到了一定作用。
综上所述，ＤＲ５ 和 ＤｃＲ２ 在颗粒细胞中的异常

表达可能对 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡的异常发育起到了一定

作用，它们可能是通过参与颗粒细胞的凋亡过程而

对 ＰＣＯＳ 卵泡的发育造成了一定影响，这为日后

ＰＣＯＳ 卵泡发育障碍的治疗提供了一个新思路。
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ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２００２， ６４（５）： ４３５ － ４３９．

［１１］ 　 Ｊ ääｓｋｅｌäｉｎｅｎ Ｍ， Ｋｙｒöｎｌａｈｔｉ Ａ， Ａｎｔｔｏｎｅｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＴＲＡＩＬ
ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｉｎ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｏｖａｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ， ２００９， ７７
（４）： ３６９ － ３７６．

［１２］ 　 Ｗｏｏ ＪＫ， Ｋａｎｇ ＪＨ， Ｊａｎｇ ＹＳ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｎｏｎ⁃ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｒｕｇ，
ＣＧ１００６４９， ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ： Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃ｒｅｌａｔｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＴＲＡＩＬ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ，
２０１５， ３３（４）： １９４７ － １９５５．

［１３］ 　 Ｏｋｕｔｓｕ Ｙ， Ｉｔｏｈ ＭＴ， Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ
ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｃｙｓｔｓ ａｎｄ
ｐｒｅｍａｔｕｒｅ ｌｕｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ［Ｊ］ ． Ｆｅｒｔｉｌ
Ｓｔｅｒｉｌ， ２０１０， ９３（３）： ９２７ － ９３５．

［１４］ 　 Ｍｕñｏｚｅｓｐíｎ Ｄ， Ｓｅｒｒａｎｏ Ｍ． Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ： ｆｒｏｍ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｔｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ［Ｊ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１４， １５（７）： ４８２ －４９６．

［１５］ 　 刘佳睿， 陈佳， 陈客宏， 等． 缺血再灌注大鼠肾组织及尿液

ＤｃＲ２ 表达变化与肾损伤的关系 ［ Ｊ］ ． 第三军医大学学报，
２０１７， ３９（４）： ３４２ － ３４８．

〔收稿日期〕２０１８ － ０３ － ２５
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