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摘要　 目的　 在多囊卵巢综合征（ＰＣＯＳ）中探究巨噬细胞迁

移抑制因子（ＭＩＦ）的表达及其对卵巢颗粒细胞的自噬与胰

岛素抵抗（ＩＲ）的影响。 方法 　 收集 ４０ 例 ＰＣＯＳ 患者（ｎ ＝
４０）及 ２０ 例对照女性（对照组，ｎ ＝ ２０）的卵泡液与卵巢颗粒

细胞，其中 ＰＣＯＳ 包含伴 ＩＲ 者（ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组， ｎ ＝ ２０）与不

伴 ＩＲ 者（ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组，ｎ ＝ ２０）。 采用 ＥＬＩＳＡ 法检测三

组受试者卵泡液中 ＭＩＦ 的表达，透射电子显微镜与 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法观察三组受试者颗粒细胞中的自噬空泡与自噬标志

物微管相关蛋白 １ 轻链 ３Ⅱ（ＬＣ３Ⅱ） ／微管相关蛋白 １ 轻链 ３
Ⅰ（ＬＣ３Ⅰ）比值；体外培养人卵巢颗粒细胞系 ＫＮＧ，ＣＣＫ⁃８
法检测不同浓度 ＭＩＦ 对颗粒细胞活性的影响；将 ＫＮＧ 细胞

分为 ４ 组：正常培养组（ＮＣ 组）、ＭＩＦ 组、自噬抑制剂氯喹组

（ＣＱ 组）和 ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＭＩＦ 对各组颗

粒细胞中自噬相关蛋白 ＬＣ３、自噬相关基因 ７（Ａｔｇ７）、泛素结

合蛋白（ｐ６２）及胰岛素信号通路中胰岛素受体底物⁃１（ ＩＲＳ⁃
１）与葡萄糖转运蛋白 ４（ＧＬＵＴ４）表达及蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）蛋
白磷酸化的影响，葡萄糖摄取实验检测 ＭＩＦ 对各组颗粒细

胞摄取葡萄糖能力的变化。 结果 　 与对照组或 ＰＣＯＳ 不伴

ＩＲ 组相比，ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组患者的卵泡液中 ＭＩＦ 的表达水平

及颗粒细胞的自噬水平增加（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１）；体外实验

显示，ＭＩＦ 能够以浓度依赖性抑制颗粒细胞 ＫＮＧ 的增殖活

性；与 ＮＣ 组相比，ＭＩＦ 组与 ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组颗粒中 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３
Ⅰ比值，Ａｔｇ７ 蛋白表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｐ６２ 蛋白、ＩＲＳ⁃１
蛋白、Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平和 ＧＬＵＴ４ 蛋白表达水平及葡萄糖

摄取能力均降低（Ｐ ＜ ０. ０５），而与 ＭＩＦ 组相比，ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组

细胞中 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ比值与 Ａｔｇ７ 蛋白表达水平均降低（Ｐ ＜
０. ０５），而 ｐ６２、ＩＲＳ⁃１ 蛋白、Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平和 ＧＬＵＴ４ 蛋

白表达水平及葡萄糖摄取能力均增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　
ＭＩＦ 可能通过上调颗粒细胞的自噬水平促进 ＰＣＯＳ 患者的

ＩＲ 发展，而抑制颗粒细胞的自噬则能改善 ＭＩＦ 诱导 ＩＲ。
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　 　 多囊卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ｐ⁃
ＣＯＳ）是影响育龄女性最常见的内分泌疾病之一［１］。
而存在于 ＰＣＯＳ 患者外周组织和卵巢颗粒细胞中的

胰岛素抵抗（ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＩＲ）是 ＰＣＯＳ 的重要

致病机制［２］。 卵巢颗粒细胞的 ＩＲ 可导致 ＰＣＯＳ 雄

激素的生成和排卵的异常［３］。 同时，有研究［４］ 证

实，自噬对于卵巢正常功能的维持具有重要作用，但
在 ＰＣＯＳ 的卵巢组织中则表现为过度的自噬，这可

能是 ＰＣＯＳ 患者卵巢 ＩＲ 发展的原因之一［３ － ４］。 众

所周知，ＩＲ 与 ＰＣＯＳ 卵巢组织的低度慢性炎症有

关［５］。 巨噬细胞迁移抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ， ＭＩＦ）作为最早被确认的促炎

因子之一被发现在 ＰＣＯＳ 患者中呈现异常升高现

象，且可能是造成患者 ＩＲ 发生的重要因素［６ － １０］。
而 ＭＩＦ 能够在多种疾病中通过促进自噬来诱导疾

病的进展［１１ － １２］。 但在 ＰＣＯＳ 中，ＭＩＦ 能否通过调控

颗粒细胞的自噬参与疾病的发生发展尚无相关研究

报道。 该研究通过收集 ＰＣＯＳ 患者的临床组织样

本，并通过体外培养颗粒细胞以期阐明 ＭＩＦ 在 Ｐ⁃
ＣＯＳ 发生中的作用与相关机制。

１　 材料与方法

１． １　 研究对象　 采集自 ２０１７ 年 １０ 月至 ２０１９ 年 １０
月在新疆医科大学第一附属医院生殖医学中心接受

体外受精或人卵胞质内单精子注射助孕患者的卵泡

液和卵巢颗粒细胞，其中将 ４０ 例 ＰＣＯＳ 患者按照胰

岛素抵抗指数（ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）的稳态评估模型［ＨＯＭＡ
－ ＩＲ ＝ （空腹胰岛素 × 空腹血糖） ／ ２２. ５，分界点为

３. １５］分为 ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组（ｎ ＝ ２０）和 ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ
组（ｎ ＝ ２０），并以糖化血红蛋白（ ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ Ａ１ｃ，
ＨｂＡ１ｃ）水平辅助 ＩＲ 状态来确定。 另取 ２０ 例因单

纯输卵管因素，且无 ＩＲ 的不育患者设为正常对照组

（对照组）。 ＰＣＯＳ 的诊断标准遵循修订后的鹿特丹

共识［１３］。 上述受试者的纳入标准为：① 年龄在
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２０ ～ ３５岁；② 对照组既往月经周期规律，卵巢形态

与储备功能正常；③ 近半年内未服用任何激素类药

物或免疫调节性药物；④ 无子宫腺肌症、子宫肌瘤

或子宫内膜异位症等疾病史；⑤ 无合并其他心、脑、
血管、呼吸等系统的相关疾病；⑥ 既往无卵巢手术

史。 本研究获得新疆医科大学第一附属医院伦理委

员会批准（批准号：Ｋ２０１７０６⁃０６），所有研究对象均

签署知情同意书。
１． ２　 细胞系及主要试剂　 人卵巢颗粒细胞系 ＫＧＮ
购自中国典型培养物保藏中心；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２、青链霉

素、含 ＥＤＴＡ 的 ０. ２５％ 胰蛋白酶（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司）；胎牛血清（ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ）（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）；人工重组 ＭＩＦ、ＣＣＫ⁃８ 试剂、氯喹 （ ｃｈｌｏｒｏ⁃
ｑｕｉｎｅ， ＣＱ）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；人 ＭＩＦ 的 ＥＬＩＳＡ 检

测试剂盒、细胞裂解液 ＲＩＰＡ、蛋白酶抑制剂、ＢＳＡ 蛋

白定量试剂盒（武汉博士德生物公司）；葡萄糖摄取⁃
ＧｌｏＴＭ试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）；大鼠抗微管相关

蛋白 １ 轻链 ３ （ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ，ＬＣ３ ）、 自噬相关基因 ７ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ７，Ａｔｇ７）、泛素结合蛋白（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ，ｐ６２）单克隆抗体（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ 公司）；兔抗胰岛素受体底物⁃１ （ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅ⁃１，ＩＳＲ⁃１）、葡萄糖转运蛋白 ４（ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓ⁃
ｐｏｒｔｅｒ ４，ＧＬＵＴ４）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ， ｐ⁃Ａｋｔ）、蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
Ｂ， Ａｋｔ）、β⁃ａｃｔｉｎ（美国 Ａｂｃａｍ 公司）；兔抗大鼠和山

羊抗兔 ＩｇＧ（武汉三鹰生物科技公司）。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 实验室相关指标的检测　 所有受试者的空

腹血糖（ ｆａｓｔｉｎｇ ｐｌａｓｍａ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＰＧ）、空腹胰岛素

（ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ）、ＨｂＡ１ｃ、基础性激素 ６ 项，包
括促卵泡激素（ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＦＳＨ）、
促黄体生成素（ ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＬＨ）、睾酮（ ｔｅｓ⁃
ｔｏｓｔｅｒｏｎｅ， Ｔ）、雌二醇（１７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ， Ｅ２）、催乳素

（ｐｒｏｌａｃｔｉｎ， ＰＲＬ）和抗苗勒管激素（ａｎｔｉ⁃Ｍｕｌｅｒｉａｎ ｈｏｒ⁃
ｍｏｎｅ， ＡＭＨ）均由本院检验科完成。
１． ３． ２　 卵泡液的收集和原代颗粒细胞的分离　 取

卵时由技术人员采集受试者优势卵泡的卵泡液及冲

洗液，１ ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上层清液进行

ＭＩＦ 测定，取底层细胞，并参考文献［３］ 方法使用 Ｆｉ⁃
ｃｏｌｌ⁃Ｐａｑｕｅ 密度梯度法分离纯化卵巢颗粒细胞。
１． ３． ３　 ＥＬＩＳＡ 法检测卵泡液中 ＭＩＦ 水平　 取方法

１． ３． ２项收集的卵泡液，参考 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书

方法检测三组受试者卵泡液中 ＭＩＦ 表达水平。 试

验单独重复 ３ 次。
１． ３． ４ 　 透射电子显微镜（ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｉｃ， ＴＥＭ）观察颗粒细胞中自噬水平　 取方法

１． ３． ２项分离纯化的原代卵巢颗粒细胞，ＰＢＳ 洗涤

后，依次使用 ２％戊二醛与 １％四氧化锇于 ４ ℃下分

别固定 ２ ｈ，常规脱水，浸润，包埋，制成超薄切片

（７０ ｎｍ）后，柠檬酸铅染色，ＴＥＭ 观察三组受试者颗

粒细胞切片中的自噬空泡数量。
１． ３． ５ 　 细胞的培养与分组 　 人卵巢颗粒细胞系

ＫＧＮ 培养于含 １０％ ＦＢＳ、１％ 双抗的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培

养基中，并置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 恒温培养箱中进行培

养。 按实验目的将上述颗粒细胞分为 ４ 组：正常培

养组（ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ＮＣ 组）、ＭＩＦ 组 （１００ μｇ ／ Ｌ
ＭＩＦ）、ＣＱ 组 （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＱ）、ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组 （１００
μｇ ／ Ｌ ＭＩＦ 与 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＱ 联合处理）。 各组细胞

置于上述条件的培养箱中培养 ２４ ｈ 后进行后续相

关实验。
１． ３． ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＭＩＦ 对颗粒细胞活性的影响

　 取处于对数生长期的 ＫＮＧ 细胞接种至 ９６ 孔板

中，待细胞生长融合至 ８０％ 时，分别加入 ０、１０、５０、
１００、５００、１ ０００ μｇ ／ Ｌ ＭＩＦ，刺激细胞 ２４ ｈ 后，再加入

１０ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续孵育 ４ ｈ，酶标仪 ４５０ ｎｍ
处检测每孔细胞的吸光度值，计算分析每组细胞增殖

活性。 每个浓度设置 ５ 个复孔，实验单独重复 ３ 次。
１． ３． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测颗粒细胞中自噬相关蛋白

与胰岛素信号通路相关蛋白的表达　 取待测细胞，
使用 ＲＩＰＡ 裂解液及蛋白酶抑制剂提取细胞中的总

蛋白，ＢＳＡ 测定蛋白浓度后，取等量蛋白样品在

１０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶中进行电泳分离，湿转法将

分离后的蛋白条带转移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％的脱脂奶

粉于室温下进行抗体封闭 ２ ｈ，随后分别加入 ＬＣ３（１
∶ ８００）、Ａｔｇ７ （１ ∶ ８００）、ｐ６２ （１ ∶ ８００）、ＩＲＳ⁃１ （１ ∶
８００）、Ａｋｔ（１ ∶ １ ０００）、ｐ⁃Ａｋｔ（１ ∶ １ ０００）、ＧＬＵＴ４（１
∶ ８００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ２ ０００），４ ℃孵育过夜，次日洗

涤后，加入相应二抗（１ ∶ ５ ０００），并于室温下孵育 ２
ｈ，最后滴加 ＥＣＬ 发光液，以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参检测

蛋白条带。 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值。 实验单

独重复 ３ 次。
１． ３． ８　 检测颗粒细胞对葡萄糖摄取情况　 取处于

对数生长期的 ＫＮＧ 细胞，调整细胞密度至 ５ × １０４ ／
孔后，接种至 ９６ 孔板中，培养 ２４ ｈ 后按方法１． ３． ５
项的处理方式将细胞分为 ４ 组，使用 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的

胰岛素刺激各组细胞 ４５ ｍｉｎ 后，按照葡萄糖摄取⁃
ＧｌｏＴＭ试剂盒说明书方法检测各组颗粒细胞的葡萄
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糖摄取量。 实验单独重复 ３ 次。
１． ４　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５. ０ 软件

进行统计分析及绘图。 所有数据结果使用均数 ±标

准差（�ｘ ± ｓ）表示，两组间比较采用独立样本 ｔ 检验，
多组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）
及两两比较的 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 受试者的一般临床资料 　 如表 １ 所示，对照

组、ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组、ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组在年龄、ＦＳＨ、Ｅ２
及催乳素水平方面的差异均无统计学意义（Ｐ ＞
０. ０５）；而后两组的基础 ＡＭＨ、ＬＨ 及 Ｔ 水平和 ＬＨ ／
ＦＳＨ 比值均高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５），且 ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组与 ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组间的差

异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；而 ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组在

ＢＭＩ、ＦＰＧ、ＦＩＮＳ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 和 ＨｂＡ１Ｃ 水平均高于 Ｐ⁃
ＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组和对照组（Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１），而后

两组之间的差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。
２． ２　 ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组的卵泡液中 ＭＩＦ 的表达与颗

粒细胞的自噬水平升高 　 ＥＬＩＳＡ 法检测结果显示，
ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组的 ＭＩＦ 浓度高于对照组与 ＰＣＯＳ 不伴

ＩＲ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），后两组之间 ＭＩＦ 表达差异无统计

学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 ＴＥＭ 观察结果显示，ＰＣＯＳ 伴

ＩＲ 组的颗粒细胞中自噬空泡数量多于对照组和 Ｐ⁃
ＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），后两组细胞中的自噬空

泡数量差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测结果表明，ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组细胞中 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ
比值高于对照组与 ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），后
两组之间的差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 见图 １。

表 １　 三组受试者一般临床资料的比较（ｎ ＝ ２０，�ｘ ± ｓ）

指标 对照组 ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组 ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组 Ｆ 值 Ｐ 值

年龄（岁） ２８． １１ ± １． ４６ ２７． ３３ ± １． ２９ ２７． ２２ ± １． ０７ ３． １１ ０． ０６１
ＢＭＩ（ｋｇ ／ ｍ２） ２１． ５４ ± ０． ２１ ２２． １５ ± ０． ６３ ２５． ０９ ± ０． ４５∗∗＃ ４９． ２２ ＜ ０． ００１
ＦＳＨ（ＩＵ ／ Ｌ） ６． １７ ± １． １５ ６． ２２ ± １． ２９ ５． ９８ ± １． ２０ １． ６４ ０． ０５７
ＬＨ（ＩＵ ／ Ｌ） ４． ３８ ± １． ５７ ８． ５１ ± ６． ４８∗ ９． １２ ± ４． ７３∗ ４２． ５２ ＜ ０． ００１
ＬＦ ／ ＦＳＨ ０． ７４ ± ０． １８ １． １４ ± ０． ０９∗ １． ５９ ± ０． １７∗ ８７． ９３ ＜ ０． ００１
Ｅ２（ｎｇ ／ Ｌ） ２８． ４９ ± ４． １８ ３１． ２６ ± ２． ２１ ３０． ５５ ± １． ９６ ４． ０３ ０． ０７６
Ｔ（μｇ ／ Ｌ） ３９． ２２ ± ６． ５０ ７４． １６ ± １１． ０８∗ ７９． ０２ ± ９． ５３∗ ５７． ０４ ＜ ０． ００１
ＰＲＬ（μｇ ／ Ｌ） １６． ５５ ± １． ４１ １６． ７１ ± ２． ０９ １６． １９ ± １． １８ １． ０３ ０． ２２５
ＡＭＨ（μｇ ／ Ｌ） ４． ９ ± ０． ７７ ９． ７ ± ０． ６３∗ １０． ０ ± １． ０１∗ ３６． ４７ ＜ ０． ００１
ＦＰＧ（ｍｏｌ ／ Ｌ） ４． ４２ ± ０． ６１ ４． ８７ ± ０． ５４ ５． ５０ ± ０． ７３∗∗＃ ４８． ６２ ＜ ０． ００１
ＦＩＮＳ ５． ９１ ± ０． ４２ ５． ９７ ± ０． ８８ １５． ４６ ± １． ７２∗∗＃ １１９． ０７ ＜ ０． ００１
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ １． ２３ ± ０． ０７ １． ４８ ± ０． ４１ ３． ７９ ± ０． ８１∗∗＃ ２３． ２０ ０． ００２
ＨｂＡ１Ｃ（％ ） ４． ３６ ± ０． ６７ ４． ７２ ± ０． ５１ ６． １９ ± ０． ２０∗∗＃ ６７． ６８ ＜ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 １　 各组患者卵泡液中 ＭＩＦ 的表达

及颗粒细胞自噬水平的比较

　 　 Ａ：ＥＬＩＳＡ 法检测各组患者卵泡液中 ＭＩＦ 的含

量；Ｂ：ＴＥＭ 观察颗粒细胞中的自噬空泡 × ７００ ０００；
黑色箭头指示自噬空泡；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测颗粒细

胞中 ＬＣ３Ⅰ和 ＬＣ３Ⅱ的蛋白表达；Ｄ：颗粒细胞中 ＬＣ３
Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ比值分析；ａ：对照组；ｂ：ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组；
ｃ：ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜

０. ０１；与 ＰＣＯＳ 不伴 ＩＲ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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２． ３　 ＭＩＦ 抑制颗粒细胞的增殖活性　 ＣＣＫ⁃８ 法检

测结果显示，ＭＩＦ 以浓度依赖方式降低细胞的存活

率，其中与 ０ μｇ ／ Ｌ ＭＩＦ 相比，５０、１００、５００、１ ０００ μｇ ／
Ｌ ＭＩＦ 作用于细胞 ２４ ｈ 后，细胞的存活率降低（Ｐ ＜
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１），但考虑高浓度的 ＭＩＦ（５００、１ ０００
μｇ ／ Ｌ）对颗粒细胞的存活率抑制作用均超过 ５０％ ，
故选择 １００ μｇ ／ Ｌ ＭＩＦ 作为最适浓度应用于后续实

验，见图 ２。

图 ２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测不同浓度 ＭＩＦ 对颗粒细胞活性的影响

与 ０ μｇ ／ Ｌ ＭＩＦ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４ 　 ＭＩＦ 促进颗粒细胞中的自噬水平 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测结果显示，与 ＮＣ 组相比，ＭＩＦ 组与 ＭＩＦ ＋
ＣＱ 组颗粒细胞中 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ比值与 Ａｔｇ７ 蛋白表

达增加 （ Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｐ６２ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜
０. ０５），ＣＱ 组细胞的上述自噬标志物表达差异均无

统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；而与 ＭＩＦ 组相比，ＭＩＦ ＋ ＣＱ
组颗粒细胞中 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ比值、Ａｔｇ７ 蛋白表达水

平降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ｐ６２ 蛋白水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ３。
２． ５　 ＭＩＦ 抑制颗粒细胞中胰岛素信号通路相关蛋

白的表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与 ＮＣ 组相

比，ＭＩＦ 组与 ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组颗粒细胞中 ＩＲＳ⁃１ 蛋白、
Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平和 ＧＬＵＴ４ 蛋白表达均降低（Ｐ

＜ ０. ０５），ＣＱ 组细胞中上述蛋白表达差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；而与 ＭＩＦ 组相比，ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组细

胞中 ＩＲＳ⁃１ 蛋白、Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平及 ＧＬＵＴ４ 蛋

白表达均增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 己糖激酶检测各组颗粒

细胞上清液中葡萄糖含量的结果显示，与 ＮＣ 组相

比，ＭＩＦ 组和 ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组细胞中葡萄糖摄取量降低

（Ｐ ＜ ０. ０１），而 ＣＱ 组细胞对葡萄糖的摄取量差异无

统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；与 ＭＩＦ 组相比，ＭＩＦ ＋ ＣＱ
组细胞对葡萄糖摄取量增加（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ４。

３　 讨论

　 　 ＰＣＯＳ 是临床最为常见的女性内分泌疾病之

一，影响 ６％ ～ ８％ 的育龄期女性，且占无排卵女性

的 ７５％左右［１］。 而卵巢颗粒细胞正常功能的维持

对卵母细胞的发育、雌激素的产生和黄体的形成发

挥着重要作用［２］。 研究［２ － ３，９］ 表明，颗粒细胞 ＩＲ 可

导致卵泡发育障碍、排卵失败、雌激素水平的降低，
进而诱导雄激素水平的升高。 此外，由于 ＩＲ 的产

生，机体还会代偿性出现高胰岛素血症。 而胰岛素

作为一种有效的细胞生长促进激素和雄激素产生刺

激剂，其诱导产生的高水平睾酮则能进一步导致 Ｐ⁃
ＣＯＳ 患者的卵泡闭锁和排卵障碍。 因此，ＩＲ 介导的

高胰岛素能以正反馈的形式加重 ＰＣＯＳ 症状，故积

极探究颗粒细胞 ＩＲ 发展的具体机制对改善 ＰＣＯＳ
的治疗及预后具有重要意义。
　 　 ＭＩＦ 最早被认为是淋巴细胞的分泌产物，但随

着研究的深入，发现包括巨噬细胞、内分泌细胞、成
纤维细胞在内的多种细胞均能产生 ＭＩＦ，即其具有

普遍表达性［６］。 研究［６］表明，ＭＩＦ 具有促炎、免疫调

节、趋化及抗糖皮质激素等多种作用。 同时，在炎症

反应参与的内分泌疾病中，如 ２ 型糖尿病、肥胖、库
欣综合征等，ＭＩＦ 的表达均异常升高，其作用机制一

方面与ＭＩＦ具有的促炎作用相关，另一方面可能与

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＭＩＦ 对颗粒细胞中的自噬水平的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组颗粒细胞中 ＬＣ３、Ａｔｇ７、ｐ６２ 的蛋白表达；Ｂ：各组颗粒细胞中 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ比值分析；Ｃ：各组颗粒细胞中 Ａｔｇ７、

ｐ６２ 蛋白表达的结果分析；ａ：ＮＣ 组；ｂ：ＭＩＦ 组；ｃ：ＣＱ 组；ｄ：ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＭＩＦ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ４　 ＭＩＦ 对颗粒细胞中胰岛素信号通路传导的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组颗粒细胞中胰岛素信号传导通路中相关蛋白 ＩＲＳ⁃１、ｐ⁃Ａｋｔ、Ａｋｔ 及 ＧＬＵＴ４ 的表达；Ｂ：各组颗粒细胞中 ＩＲＳ⁃１ 和

ＧＬＵＴ４ 的蛋白表达分析；Ｃ：各组颗粒细胞中 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平的分析；Ｄ：各组颗粒细胞对葡萄糖摄取量的结果分析；ａ：ＮＣ 组；ｂ：ＭＩＦ 组；ｃ：
ＣＱ 组；ｄ：ＭＩＦ ＋ ＣＱ 组；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＭＩＦ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

ＭＩＦ 能够抑制胰岛素受体后信号通路的表达有

关［７］。 而对 ＰＣＯＳ 患者来说，近年来研究［８ － ９］ 显示，
ＭＩＦ 的表达水平在 ＰＣＯＳ 患者外周血中较对照人群

增加，并与患者的 ＢＭＩ 及 ＩＲ 呈正相关。 本研究结

果同样表明，ＭＩＦ 在 ＰＣＯＳ 伴 ＩＲ 患者的卵泡液中同

样存在异常升高的现象，且异常增加 ＭＩＦ 可能通过

抑制 ＩＲＳ１ 蛋白表达与 Ａｋｔ 的磷酸化水平促进卵巢

颗粒细胞的 ＩＲ 发生，后两者是胰岛素信号通路的重

要调控因子［７］。 同时，利用 ＣＱ 与 ＭＩＦ 进行联合干

预后，ＭＩＦ 诱导的颗粒细胞胰岛素敏感性受损和自

噬水平升高现象均能够被 ＣＱ 所改善。 这提示 ＭＩＦ
诱导的颗粒细胞自噬激活和胰岛素敏感性受损具有

相关性。 而自噬作为一种响应能量应激的主要降解

途径，对于维持细胞内能量稳态与大分子的合成具

有重要作用［１４］。 研究［１１ － １２，１５］ 表明，ＭＩＦ 在多种疾

病中能通过上调自噬的水平来促进疾病的发展。 如

幽门螺杆菌相关的胃癌中，ＭＩＦ 能通过促进肠化生

组织中自噬标志蛋白 ＬＣ３ 与 Ａｔｇ７ 的表达，从而加速

细胞的恶化［１５］。 ＬＣ３ 是自噬反应中的关键分子，其
在细胞发生能量匮乏或不良刺激时被转录并激活，
随后翻译出 ＬＣ３ 前体，并在自噬体膜形成的过程中

被 ＡＴＧ４Ｂ 剪切形成 ＬＣ３Ⅰ，而经 Ａｔｇ７ 催化作用下

ＬＣ３Ⅰ与自噬膜结合形成 ＬＣ３Ⅱ，故 ＬＣ３Ⅱ ／ ＬＣ３Ⅰ

比值常被用来作为细胞自噬的水平［１４］。 而 ｐ６２ 作

为一种泛素结合蛋白，能够与定位于自噬小体内膜

中的 ＬＣ３Ⅱ蛋白形成复合物，在自噬溶酶体内降解，
故其表达与自噬水平呈负相关［１６］。
　 　 综上，本研究表明 ＭＩＦ 的异常高表达能够促进

ＰＣＯＳ 患者卵巢颗粒细胞 ＩＲ 的发展，且可能与 ＭＩＦ
诱导的细胞自噬水平增加具有相关性。 这进一步证

实 ＭＩＦ 在 ＰＣＯＳ 的发生和发展中具有促进作用，并
提出其可能与颗粒细胞的自噬相关的论点。 上述结

果提示，ＭＩＦ 有望成为 ＰＣＯＳ 治疗的潜在作用靶点。
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奥贝胆酸对 ＤＥＨＰ 亚急性暴露导致小鼠胆汁淤积的保护作用
屈明超１，赵　 凡１，张　 程２，张佳怡１，叶　 露１，张　 伦１，余　 芸１，王建青１

摘要　 目的　 探讨奥贝胆酸（ＯＣＡ）对邻苯二甲酸二（２⁃乙基

己基）酯（ＤＥＨＰ）暴露致小鼠胆汁淤积的保护作用。 方法　
动物实验一：将雌性 ＩＣＲ 小鼠随机分为 ３ 组：对照组、ＤＥＨＰ
低剂量组［５０ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］、ＤＥＨＰ 高剂量组［２００ ｍｇ ／ （ｋｇ·
ｄ）］，共灌胃 １８ ｄ，建立胆汁淤积模型。 动物实验二：将雌性

ＩＣＲ 小鼠随机分为 ４ 组：对照组、ＯＣＡ 组、ＤＥＨＰ 模型组［２００
ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］、ＤＥＨＰ ＋ ＯＣＡ 组，共灌胃 １８ ｄ，其中 ＯＣＡ 灌胃

时间为第 １２ ～ １８ 天。 收集所有小鼠血液与肝脏组织，检测

血清丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转移酶

（ＡＳＴ）、总胆汁酸（ＴＢＡ）水平和肝脏中的 ＴＢＡ 水平；检测肝

脏中法尼醇 Ｘ 受体（ＦＸＲ）的蛋白表达水平以及 ＦＸＲ 和其靶

基因 ＳＨＰ 的 ｍＲＮＡ 水平，ＨＥ 染色观察肝脏组织病理变化。
结果　 实验一：与对照组相比，仅 ＤＥＨＰ 高剂量组暴露后小

鼠肝脏质量、肝重指数、血清和肝脏中 ＴＢＡ 水平升高（Ｐ ＜
０. ０１），表明高剂量 ＤＥＨＰ 暴露可导致小鼠胆汁淤积。 实验

二：与 ＤＥＨＰ 模型组相比，ＯＣＡ 处理后其肝脏质量、肝重指

数、血清和肝脏中的 ＴＢＡ 水平均降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与对照组

相比，ＤＥＨＰ［２００ ｍｇ ／ （ｋｇ·ｄ）］处理后 ＦＸＲ 的蛋白表达水平

和其 ｍＲＮＡ 水平均降低；与 ＤＥＨＰ 模型组相比，ＯＣＡ 处理后

ＦＸＲ 的蛋白表达水平以及 ＦＸＲ、ＳＨＰ 的 ｍＲＮＡ 水平均增加

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＤＥＨＰ 暴露可诱导小鼠胆汁淤积性肝损

伤的发生，且 ＯＣＡ 后处理对 ＤＥＨＰ 诱导的小鼠胆汁淤积有

保护作用。
关键词　 邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯；奥贝胆酸；胆汁淤

积
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　 　 胆汁淤积是由各种原因引起的胆汁合成、分泌

及排泄障碍而导致胆汁过度堆积的过程［１］。 已知

胆汁淤积的发生涉及雌激素、遗传及环境等多种因

素。 邻苯二甲酸二（２⁃乙基己基）酯［ｄｉ（２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘ⁃
ｙｌ） ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＥＨＰ］ 是邻苯二甲酸酯（ ｐｈｔｈａｌａｔｅｓ，
ＰＡＥｓ）中应用最广泛的增塑剂，生活中被广泛应用

于各种塑料制品中［２ － ３］。 已知 ＤＥＨＰ 可通过氧化应

激和炎症反应等对肝脏产生毒性作用［４］，另有临床

研究［５］表明使用含有 ＤＥＨＰ 的输液管可显著增加

胆汁淤积发生率。 针对胆汁淤积性肝损伤，目前临

床治疗上仍无特效药物，主要使用的有熊去氧胆酸

（ｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｆｉｃ ａｃｉｄ，ＵＤＣＡ）和腺苷蛋氨酸等［６］，然
而对于部分胆汁淤积患者并没有很好的治疗效果。
奥贝胆酸（ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＯＣＡ）是一种选择性法尼

醇 Ｘ 受体（ ｆａｒｎｅｓｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）激动剂，在调

节胆汁酸代谢中发挥着重要的作用［７］。 该研究旨

在探究 ＤＥＨＰ 暴露与胆汁淤积的关系，以及 ＯＣＡ 后

处理的保护作用。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 实验动物　 雌性 ＩＣＲ 小鼠，８ 周龄，２６ ～ ３０
ｇ，ＳＰＦ 级，购于北京维通利华实验动物技术有限公

司。 小鼠饲养在适宜的环境中：温度保持在（２５ ±
１）℃，湿度保持在（５５ ± ５）％ ，实验开始前将小鼠适

应性饲养 ７ ｄ。 本研究所使用的动物实验均已通过

安徽医科大学动物伦理委员会审查并批准（编号：
２０２００５２３）。
１． １． ２　 主要试剂　 天门冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒ⁃
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