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摘要　目的　研究性别决定区Ｙ框蛋白３（ＳＯＸ３）对人卵巢
颗粒细胞（ＫＧＮ）增殖和雌二醇分泌的影响。方法　在ＮＣＢＩ
数据库ＧｅｎｅＢａｎｋ中搜索人ＳＯＸ３（ＮＭ＿００５６３４３）的基因序
列，用ＰＣＲ方法扩增目的基因 ＳＯＸ３，将其克隆到慢病毒载
体 ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ上，获得过表达慢病毒重组质粒
ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３；将测序正确的过表达慢病毒
重组质粒以及包装质粒（ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ）共同转染
到人胚肾细胞系（ＨＥＫ２９３Ｔ）细胞中（ｐＬＶＳＯＸ３组），将
ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ及包装质粒（ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶ
Ｇ）共同转染到 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中（ｐＬＶＮＣ组），转染４８ｈ
后收集两组慢病毒颗粒并测定病毒的滴度，将两组慢病毒感

染ＫＧＮ细胞，经嘌呤霉素筛选２周后，获得稳定表达的细胞
系；采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检
测两组中ＳＯＸ３的ｍＲＮＡ和蛋白水平；ＣＣＫ８法检测两组细
胞增殖能力；ＥＬＩＳＡ测定两组雌二醇的浓度。结果　ＰＣＲ产
物的鉴定和测序结果表明ＳＯＸ３基因片段扩增成功，酶切和
测序结果表明过表达慢病毒重组质粒构建完成；慢病毒感染

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞后可检测到绿色荧光，表明慢病毒包装成功；
慢病毒感染ＫＧＮ细胞后经嘌呤霉素筛选，荧光显微镜下观
察细胞表达绿色荧光；ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果均
表明ｐＬＶＳＯＸ３组中 ＳＯＸ３表达水平高于 ｐＬＶＮＣ组（Ｐ＜
００５）。ＣＣＫ８检测结果表明，ｐＬＶＳＯＸ３组较 ｐＬＶＮＣ组细
胞增殖能力明显增强（Ｐ＜００１）。ＥＬＩＳＡ结果显示，ｐＬＶ
ＳＯＸ３组雌二醇浓度较 ｐＬＶＮＣ组升高（Ｐ＜００５）。结论　
过表达转录因子 ＳＯＸ３能够促进 ＫＧＮ的增殖和雌二醇分
泌。
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　　卵泡作为脊椎动物卵巢的结构和功能单位，主
要由卵母细胞、颗粒细胞和卵泡膜细胞组成［１］。卵

母细胞可通过分泌一些旁分泌因子来调节颗粒细胞

的发育，而颗粒细胞分泌类固醇激素并产生促进卵

母细胞发育的生长激素，为卵母细胞的生长发育提

供能量和物质需求［２］。因此，颗粒细胞的功能正常

对卵泡正常发育和卵子发生至关重要。研究［３］表

明颗粒细胞的增殖和凋亡失衡以及雌激素合成紊乱

是导致卵泡闭锁和卵巢早衰的主要原因。

　　性别决定区 Ｙ框蛋白３（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎ
Ｙｂｏｘ３，ＳＯＸ３）作为性别决定区 Ｙ框蛋白 Ｂ１（ｓｅｘ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹｂｏｘＢ１，ＳＯＸＢ１）亚家族一员，参
与调控骨肉瘤、卵巢癌细胞的增殖活化，促进肿瘤发

生［４－６］。前期研究［７］发现，斑马鱼中 ＳＯＸ３的缺失
下调性腺型芳香化酶（Ｃｙｐ１９ａ１ａ）基因，导致卵巢中
雌二醇合成能力下降，卵泡发育阻滞，生殖能力下

降。该研究通过构建 ＳＯＸ３过表达慢病毒载体，感
染并筛选获得ＳＯＸ３稳定过表达的人卵巢颗粒细胞
（ｈｕｍａｎｏｖａｒｉａｎｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ，ＫＧＮ）细胞系，探讨
ＳＯＸ３对ＫＧＮ的增殖活化和雌激素分泌的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞、质粒　人胚肾细胞系（ＨＥＫ２９３Ｔ）为
本实验室保藏；人卵巢颗粒细胞（ＫＧＮ）细胞购于武
汉普诺赛生命科技有限公司；慢病毒荧光标签载体

（ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ）以及包装质粒（ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、
ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ）购于上海吉玛制药技术有限公司。
１．１．２　主要试剂　转染试剂ＲＮＡｉＭａｔｅ（上海吉玛
制药技术有限公司，货号：Ｇ０４００１）；嘌呤霉素（上海
碧云天生物技术有限公司，货号：ＳＴ５５１）；ＮｏｔＩ、Ｂａｍ
ＨＩ限制性内切酶（上海玉博生物科技有限公司，货
号：ＦｅｒｍｅｎｔａｓＦＤ０５９４、ＦｅｒｍｅｎｔａｓＦＤ００５４）；ＤＮＡ聚
合酶（上海生工生物股份有限公司，货号：Ｂ６００００１
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０００１）；ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ ＥｎｔｒｙＯｎｅＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（南
京诺唯赞生物科技股份有限公司，货号：Ｃ１１２０１）；
质粒提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（北京天根
生化科技有限公司，货号：ＤＰ１０３０２、ＤＰ２０４０２）；
ＲＮＡ提取试剂盒（山东思科捷生物技术有限公司，
货号：ＡＣ０２０５Ａ）；反转录试剂盒（湖南艾科瑞生物
科技有限公司，货号：ＡＧ１１７１１）；ＴＢＧｒｅｅｎ Ｆａｓｔ
ｑＰＣＲＭｉｘ（大连宝生物工程有限公司，货号：
ＲＲ４３０Ｓ）；ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＲＩＰＡ裂解、
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液、辣根过氧化物酶标记
山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（上海碧云天生物技术有限公
司，货号：Ｐ００１２、Ｐ００１３Ｂ、Ｐ００１５、Ａ０２０８）；ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基、胰酶、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，货
号：１２６３４０２８、１５０９００４６、１２４８４０２８）；ＳＯＸ３抗体（成
都正能生物技术有限责任公司，货号：８６２５１５）；
ＧＡＰＤＨ抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司，货
号：ＡＣ００１）；山羊抗兔ＩｇＧ二抗（武汉三鹰生物技术
有限公司，货号：ＳＡ０００００１２）；ＥＣＬ化学发光剂（美
国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，货号：３４５８０）；ＣＣＫ８试剂盒（北京
兰杰柯科技有限公司，货号：ＢＳ３５０Ａ）；ＥＬＩＳＡ雌二
醇检测试剂盒（武汉酶免生物科技有限公司，货号：

ＭＭ１２５０５Ｈ１）；ＰＣＲ引物合成和目的基因测序（北
京擎科生物科技股份有限公司），大肠埃希菌 ＤＨ５ａ
（德国ｍｅｒｃｋ公司，货号：ＣＭＣ０００７）。
１．１．３　主要仪器　ＰＣＲ仪（杭州朗基科学仪器有
限公司，型号：４４８４０７５）；荧光显微镜（日本尼康公
司，型号：ＥＶＯＳＭ７０００）；实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美
国ＳＹＧＥＮＥ公司，型号：ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ）；化学发光检
测仪（上海天能公司，型号：Ｔａｎｏｎ２５００）；酶标仪（美
国ＢｉｏＴｅｋＥｐｏｃｈ公司，型号：ＡＭＧ２２０１０２０）。
１．２　方法
１．２．１　ＰＣＲ扩增获得ＳＯＸ３基因　在ＮＣＢＩ数据库
ＧｅｎｅＢａｎｋ中搜索人 ＳＯＸ３（ＮＭ＿００５６３４３）基因的
序列，根据数据库中搜索到的人 ＳＯＸ３基因序列来
设计并合成 ＰＣＲ引物（表１），依据克隆需要，在正
向引物和反向引物中分别加上慢病毒载体 ｐＬＶ
ＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ的ＮｏｔＩ和 ＢａｍＨＩ限制酶两侧
同源序列（表１下划线部分）。以 ＫＧＮ细胞的 ｃＤ
ＮＡ为模板，按照试剂操作说明进行ＰＣＲ扩增，反应

体系为５０μｌ，反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃，
３０ｓ；５５℃，３０ｓ；７２℃，１ｍｉｎ；３０个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应完成后，经１％琼脂糖凝胶电泳检
测后回收ＳＯＸ３基因。
１．２．２　ＳＯＸ３过表达慢病毒载体的构建　取 ｐＬＶ
ＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ慢病毒载体 ２μｇ，用 ＮｏｔＩ和
ＢａｍＨＩ限制酶对其进行双酶切，３７℃酶切 ２ｈ，
０８％琼脂糖凝胶电泳，当酶切产物电泳到适当的位
置，用刀片将目的条带区域切下，ＤＮＡ凝胶回收试
剂盒回收线性化载体。按照ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ ＥｎｔｒｙＯｎｅ
ＳｔｅｐＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ的操作说明，将回收的ＳＯＸ３片段同
源重组克隆到线性化的载体中，将重组产物转化到

大肠埃希菌 ＤＨ５ａ涂抹在氨苄青霉素抗性的平板
上，３７℃恒温箱培养过夜，从平板上挑取单个菌落
置于１０ｍｌ的溶菌肉汤液体培养基中，３７℃、２２０ｒ／
ｍｉｎ摇床培养过夜，随后进行质粒提取，用 ＮｏｔＩ和
ＢａｍＨＩ进行双酶切鉴定，将双酶切正确的质粒进行
测序。挑选测序完全正确的质粒用于后续实验。

１．２．３　慢病毒转染和滴度测定　慢病毒转染：选取
长势良好的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞接种到１０ｃｍ的培养皿
中，在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养至细胞密度达
到７０％～８０％时进行转染。设置 ｐＬＶＮＣ组（转染
ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ、ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ）
和 ｐＬＶＳＯＸ３组 （转 染 ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ
ＳＯＸ３、ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ），按照ＲＮＡｉＭａｔｅ转
染试剂的说明，转染到 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，转染６ｈ后
更换为新的完全培养基，继续培养４８ｈ后收集含有
慢病毒颗粒的细胞上清液，１２００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ
过滤收集慢病毒浓缩液，分装后冻于－８０℃冰箱备
用。滴度测定：将收集到的慢病毒原液，按１０１、１０２、
１０３、１０４进行梯度稀释后接种到 ＫＧＮ细胞中，在３７
℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养７２ｈ，通过荧光显微镜计
数绿色荧光细胞的数量，结合稀释倍数计算病毒的

滴度。

１．２．４　筛选和建立稳定过表达 ＳＯＸ３的 ＫＧＮ细胞
系　ＫＧＮ细胞按照１０×１０５细胞／孔接种于２４孔
板，待细胞密度达到７０％～８０％时，根据感染复数
分别加入ｐＬＶＮＣ组和 ｐＬＶＳＯＸ３组的慢病毒和嘌
呤霉素（５μｇ／ｍｌ），培养１２ｈ后更换为新的完全培养

表１　ＳＯＸ３基因ＰＣＲ扩增引物序列

引物名称 引物序列（５′３′）
ＳＯＸ３ Ｆ：ＡＧＧＧＴＴＣＣＡＡＧＣＴＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＧＡＣＣＴＧＴＴＣＧＡＧＡＧＡＡＣＴＣＡＴＣＡＧ

Ｒ：ＡＴＣＡＧＴＡＧＡＧＡＧＴＧＴＣＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＡＴＧＴＧＧＧＴＣＡＧＣＧＧＣＡＣＣＧＴＴＣＣＧＴＴ
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基，继续培养４８～７２ｈ后在荧光显微镜下观察绿色
荧光的表达情况。由于慢病毒载体带有嘌呤霉素抗

性基因，故将培养基更换为含有嘌呤霉素（１μｇ／
ｍｌ）的培养基进行筛选，筛选２周后，带有绿色荧光
的细胞即为稳定转染的细胞，将含有嘌呤霉素的培

养基更换为新的不含嘌呤霉素的培养基，扩大培养

直至获得稳定转染的细胞系。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测细胞中 ＳＯＸ３ｍＲＮＡ的表达
　收集 ｐＬＶＮＣ组和 ｐＬＶＳＯＸ３组的细胞置于冰
上，用ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞的总 ＲＮＡ，反转录
为ｃＤＮＡ，以该 ｃＤＮＡ为模板，进行 ＲＴｑＰＣＲ扩增，
检测各组细胞中 ＳＯＸ３ｍＲＮＡ的表达情况，以 βａｃ
ｔｉｎ为内参基因，采用２－ΔΔＣＴ计算 ＳＯＸ３ｍＲＮＡ表达
水平，引物序列见表２。

表２　ＲＴｑＰＣＲ引物序列表

引物名称 引物序列（５′３′）
ＳＯＸ３ Ｆ：ＧＧＧＡＧＧＣＧＣＡＧＧＣＡＡＧＡＧＴＡ

Ｒ：ＧＴＣＧＧＴＣＡＧＣＡＧＴＴＴＣＣＡＧＴＣＧ
βａｃｔｉｎ Ｆ：ＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ

Ｒ：ＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧ

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中 ＳＯＸ３蛋白表达
水平　收集ｐＬＶＮＣ组和 ｐＬＶＳＯＸ３组的细胞，ＰＢＳ
缓冲液洗涤２次，冰上用 ＲＩＰＡ裂解液裂解６０ｍｉｎ，
期间每隔１０ｍｉｎ颠倒混匀１次，离心收集上清液，
加入５×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ后于１００℃水浴１０ｍｉｎ。随
后进行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，半干法转移至 ＰＶＤＦ
膜上。采用封闭液（５％脱脂奶粉）室温封闭２ｈ后，
分别加入 ＳＯＸ３一抗（１∶５０００）和 ＧＡＰＤＨ一抗
（１∶７０００），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次，加入辣
根过氧化物酶标记的二抗（１∶１００００），室温摇床孵
育２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，将 ＥＣＬ化学发光试剂盒中
的显影液覆盖至 ＰＶＤＦ膜上，凝胶成像系统显影成
像。用ＩｍａｇｅＪ软件对图像进行灰度扫描，进行统计
学分析。

１．２．７　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力　胰酶消化并
收集ｐＬＶＮＣ组和 ｐＬＶＳＯＸ３组的细胞，进行计数。
按照每孔体积１００μｌ，细胞密度为３０００细胞／孔接
种到９６孔板中，后置于细胞培养箱中培养，每组细
胞设置６个复孔。在细胞接种后的２４、４８、７２、９６ｈ，
向每孔滴加１０μｌ的 ＣＣＫ８试剂，继续置于细胞培
养箱中孵育１ｈ，随后用酶标仪测定在４５０ｎｍ处的
吸光度值，记录并统计分析。

１．２．８　ＥＬＩＳＡ测定雌二醇浓度　胰酶消化并收集

ｐＬＶＮＣ组和ｐＬＶＳＯＸ３组的细胞，进行计数。按照
每孔１ｍｌ体积，细胞密度为１×１０５细胞／孔接种到
１２孔板中，后置于细胞培养箱中培养，每组细胞设
置６个复孔。细胞贴壁后，将培养基更换为含有雄
烯二酮（１０μｇ／ｍｌ）的培养基，继续置于细胞培养箱
中培养２４ｈ，随后收集上清液按照说明书进行雌二
醇浓度的测定，同时将对应的两组细胞提取蛋白，按

照ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明书进行测定，用测
定的细胞蛋白浓度将雌二醇浓度均一化，记录并统

计分析。

１．３　统计学处理　所有的实验数据采用平均数 ±
标准差表示。多组间的比较采用方差分析，两组间

的比较采用ｔ检验。采用线性回归分析绘制标准曲
线。所有的图表均用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件绘
制，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＯＸ３的扩增及重组慢病毒表达载体的构建
和鉴定　ＳＯＸ３基因的编码序列全长为 １３４１ｂｐ，
ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳，结果显示有明显
的目的条带，且大小与预期结果一致（图１Ａ），表明
ＳＯＸ３基因扩增成功。将 ＳＯＸ３基因克隆至 ｐＬＶ
ＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏ载体上，获得了慢病毒表达载体
ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３（图１Ｂ）。随后用ＮｏｔＩ
和ＢａｍＨＩ双酶切鉴定ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３
慢病毒载体，结果显示，酶切条带与预期一致（图

１Ｃ），基因测序结果显示上述慢病毒载体中ＳＯＸ３的
序列与ＮＣＢＩ数据库中ＳＯＸ３序列一致（图１Ｄ）。以
上结果表明 ＳＯＸ３过表达慢病毒载体 ｐＬＶＥＦ１ａ
ＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３构建成功。
２．２　慢病毒转染和稳转细胞系建立的情况　将已
成功构建的慢病毒表达质粒和包装质粒（ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、
ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ）（图 ２Ａ）共同转染到 ＨＥＫ２９３Ｔ细
胞，荧光显微镜下观察转染的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，结果
显示ＨＥＫ２９３Ｔ细胞ＧＦＰ高表达，即慢病毒成功包
装（图２Ｂ）。病毒滴度测定结果表明 ｐＬＶＳＯＸ３实
验组病毒滴度为１×１０８ＴＵ／ｍｌ，ｐＬＶＮＣ对照组病
毒滴度为７×１０８ＴＵ／ｍｌ。随后用慢病毒感染 ＫＧＮ
细胞，获得稳定表达的细胞系（图２Ｃ）。
２．３　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测的ＳＯＸ３ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达水平　ＲＴｑＰＣＲ检测结果表明
ｐＬＶＳＯＸ３组的 ＳＯＸ３ｍＲＮＡ水平较 ｐＬＶＮＣ组上
调（ｔ＝３１０，Ｐ＜００５）（图３Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示，与ｐＬＶＮＣ组（０４０±００１）相比，ｐＬＶ
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图１　ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３慢病毒载体的构建和鉴定

　　Ａ：ＰＣＲ扩增ＳＯＸ３基因的凝胶电泳图；Ｂ：ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３慢病毒载体图谱；Ｃ：慢病毒表达载体ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３

双酶切鉴定图；Ｄ：ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３慢病毒载体测序比对结果

ＳＯＸ３组ＳＯＸ３蛋白水平增加（ｔ＝７８８，Ｐ＜００５）（图
３Ｂ、Ｃ）。以上结果表明 ＫＧＮ细胞经 ｐＬＶＥＦ１ａＧＦＰ
２ＡＰｕｒｏＳＯＸ３慢病毒感染后，ＳＯＸ３的ｍＲＮＡ和蛋白
水平升高。

２．４　过表达ＳＯＸ３对ＫＧＮ细胞增殖能力的影响　
ＣＣＫ８法检测结果显示，与 ｐＬＶＮＣ组相比，ｐＬＶ
ＳＯＸ３组在７２ｈ和９６ｈ时细胞的增殖能力明显上升
（ｔ＝８８２、２３７６，均Ｐ＜００１）。见图４。
２．５　过表达ＳＯＸ３基因对ＫＧＮ细胞雌二醇分泌的
影响　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，与 ｐＬＶＮＣ组相比，
ｐＬＶＳＯＸ３组细胞培养液中雌二醇浓度升高（ｔ＝
３３３，Ｐ＜００５）（图 ５），表明过表达 ＳＯＸ３促进了
ＫＧＮ细胞雌二醇的分泌。

３　讨论

　　卵巢早衰（ｐｒｅｍａｔｕｒｅｏｖａｒｉａｎｆａｉｌｕｒｅ，ＰＯＦ）作为
一种内分泌代谢紊乱性疾病，主要表现为卵巢功能衰

竭，以雌激素缺乏和卵泡闭锁为主要特征。ＰＯＦ不但
可以导致不孕症，同时还可能增加患骨质疏松症、冠

状动脉粥样硬化性心脏病和神经退行性疾病等慢性

疾病发生的风险［８］，给妇女造成心理创伤。研究［９］表

明卵泡发育与颗粒细胞的增殖和类固醇激素生成密

切相关，颗粒细胞能够分泌雌二醇、黄体酮和胰岛素

样生长因子，促进卵母细胞生长，为卵母细胞的发育

提供能量和营养物质，从而维持雌性动物的生殖功

能；颗粒细胞功能紊乱会导致卵泡发育异常和卵泡闭
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图２　慢病毒转染和ＳＯＸ３稳定过表达ＫＧＮ细胞系的建立

Ａ：３个包装质粒载体图谱；Ｂ：慢病毒感染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞后的显微成像；Ｃ：ＳＯＸ３稳定过表达ＫＧＮ细胞系显微成像

图３　ＳＯＸ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的比较

　　Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＳＯＸ３ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＯＸ３蛋白表达水平；Ｃ：两组ＳＯＸ３蛋白表达的比较；ａ：ｐＬＶＮＣ组；ｂ：ｐＬＶ

ＳＯＸ３组；与ｐＬＶＮＣ组比较：Ｐ＜００５

图４　ＣＣＫ８检测ＳＯＸ３过表达后不同时间ＫＧＮ细胞的增殖能力

与ｐＬＶＮＣ组比较：Ｐ＜００１

图５　ＥＬＩＳＡ检测的各组ＫＧＮ细胞雌二醇浓度的比较

　　ａ：ｐＬＶＮＣ组；ｂ：ｐＬＶＳＯＸ３组；与ｐＬＶＮＣ组比较：Ｐ＜００５
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锁，进而促进卵巢早衰的发生。

　　ＳＯＸ３基因家族的ＨＭＧ盒是由７９个氨基酸组成
的ＤＮＡ结合结构域，目前已经鉴定出３０多个成员，
主要参与维持个体内环境稳定、器官发生等过程［１０］。

研究［１１－１３］表明ＳＯＸ３基因调控区发生基因组重排或
染色体插入易位将导致人类ＸＸ男性性逆转。ＳＯＸ３
在小鼠的性腺体细胞中表达，ＳＯＸ３缺失会导致雌性
小鼠卵泡发生闭锁、畸形的卵母细胞增多以及生殖力

下降［１４］。在罗非鱼中ＳＯＸ３的缺失会导致卵子发生
和卵母细胞生长过程被抑制［１５］。因此，ＳＯＸ３对卵泡
发育有着重要作用。本研究构建 ＳＯＸ３过表达慢病
毒载体，通过转染筛选后建立稳定过表达ＳＯＸ３的人
ＫＧＮ细胞系，并从ｍＲＮＡ和蛋白水平证明其可稳定
过表达ＳＯＸ３。ＣＣＫ８检测结果表明过表达ＳＯＸ３促
进了人ＫＧＮ的增殖能力，ＥＬＩＳＡ检测结果显示过表
达ＳＯＸ３促进了卵巢颗粒细胞雌二醇的分泌能力。
以上的结果均表明ＳＯＸ３对卵巢颗粒细胞的增殖活
化和雌二醇分泌有着重要的促进作用。

　　综上所述，ＳＯＸ３作为一个重要的转录调控因子，
参与维持卵巢颗粒细胞的功能，在卵泡发育和卵巢早

衰过程中具有关键的调节作用。靶向过表达 ＳＯＸ３
可能是治疗卵巢早衰的有效途径。本研究为ＰＯＦ的
临床治疗提供了新的方向，为后续继续对于ＳＯＸ３在
卵泡闭锁和卵巢早衰中作用机制的研究奠定了基础，

但其中具体的调控机制仍需进一步研究。
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