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【摘　要】　目的　探讨 MicroRNAＧ２６b (miRＧ２６b)和转录因子叉头框蛋白 O１ (FOXO１)对人颗粒细胞 KGN凋亡的

影响,并初步探讨其潜在的作用机制.方法　将人颗粒细胞 KGN 作为研究对象,分为 miRＧ２６b过表达组及过表达对照组、

miRＧ２６b抑制剂组及抑制剂对照组、FOXO１特异性干扰 RNA 组 (FOXO１ＧsiRNA 组)及 FOXO１特异性干扰 RNA 对照组

(FOXO１ＧsiRNANC组)、miRＧ２６b抑制剂和 FOXO１ＧsiRNA 共转染组,RealＧtimePCR检测 miRＧ２６b转染率、FOXO１转染

率,双荧光素酶报告基因检测 miRＧ２６b与 FOXO１３′UTR的靶向关系,流式细胞术检测细胞凋亡情况,Westernblot检测

FOXO１、胰岛素生长因子１受体 (IGFＧ１R)、胰岛素受体底物１ (IRSl)、胰岛素受体底物２ (IRS２)、磷脂酰肌醇Ｇ３Ｇ激酶

(PI３K)的蛋白表达水平.结果　双荧光素酶基因检测报告证实 miRＧ２６b与 FOXO１存在靶向关系.流式细胞术显示:miRＧ

２６b过表达组早期凋亡率为 [(４􀆰５８±０􀆰５９)％],高于过表达对照组 [(２􀆰７８±０􀆰４３)％]和 miRＧ２６b抑制剂组 [(３􀆰４１±

０􀆰３９)％] (P 均＜０􀆰０５);miRＧ２６b抑制剂组与抑制剂对照组差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５);FOXO１ＧsiRNA 组颗粒细胞

KGN细胞早期凋亡率升高,且高于 miRＧ２６b过表达组 (P 均＜０􀆰０１);miRＧ２６b抑制剂和FOXO１ＧsiRNA共转染组的凋亡率

高于 miRＧ２６b抑制剂组 (P＜０􀆰０５).蛋白免疫印迹实验显示:与 FOXO１ＧsiRNA NC组相比,FOXO１ＧsiRNA 组中 FOXO１
和PI３K蛋白表达水平下降,IGFＧ１R、IRS１、IRS２蛋白表达水平增高 (P＜０􀆰０５).结论　miRＧ２６b通过靶向FOXO１调控人

颗粒细胞 KGN的凋亡,可能与IGFＧlR/PI３K信号通路相关.
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　　多囊卵巢综合征 (PCOS)是女性生殖内分泌

紊乱的一种常见病,在我国患有PCOS的育龄期女

性从２０１０年的５􀆰６１％增加到２０２０年的８􀆰６％,患

病人数之多不容忽视[１Ｇ２].PCOS临床表现为无排

卵或稀发排卵,是导致女性不孕的主要原因;远期

出现子宫内膜癌的风险较健康女性增加２~６倍[３].
因此,恢复PCOS自主排卵,是其临床治疗的关键

点及难点.miRＧ２６b可能通过影响颗粒细胞的凋亡

促使卵泡闭锁,与PCOS的异常卵泡之间存在密切

联系[４].转录因子叉头框蛋白 O１ (FOXO１)可能

在PCOS女性卵巢颗粒细胞的增殖或凋亡中发挥作

用[５].研究发现 miRNA 可通过下调 FOXO１抑制

细胞增殖,促进细胞凋亡,但具体信号转导机制并

不清楚.因此,本研究从细胞水平上探索 miRＧ２６b
和FOXO１对人颗粒细胞株 KGN凋亡的调控作用,
及 miRＧ２６b、FOXO１之间的靶向作用关系,分析

miRＧ２６b导致PCOS卵泡闭锁的可能机制.

１　材料与方法

１􀆰１　细胞及主要试剂　人颗粒细胞 KGN (武汉普

诺赛 生 物 技 术 有 限 公 司)、胎 牛 血 清 (赛 业)、

DMEM 高糖培养基 (美国 HyClone)、sybrgreen
荧光染料、HighGene转染试剂 (武汉爱博泰克生

物技术有限公司)、TransZol总 RNA 提取试剂、
实时定量 PCR 试剂盒、细胞转染试剂盒、细胞凋

亡检测试剂盒、双荧光检测试剂盒 (北京全式金生

物).

１􀆰２　主要仪器　CO２ 培养箱 (CIBＧ１９１C,美国精

骐有限公司),荧光倒置显微镜 (MIFＧBGUＧBPＧ
２０,广州市明美光电技术有限公司),NovoCyte􀆿
流式细胞仪 (NovoCyte１０３０,艾森生物),荧光定

量 PCR 仪 (QuantStudio３,ABI),ChemiScope
Touch荧光发光成像仪 (６１００,上海勤翔科学仪器

有限公司),全波长酶标仪 (SPECTROStar,BioＧ
MedicalTechnologySoulutionsInc).
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１􀆰３　实验方法

１􀆰３􀆰１　细胞培养和转染　人卵巢颗粒细胞系 KGN
于完全培养基中培养,于３７ ℃、５％ CO２ 条件下

培养,隔１d换液１次.取对数生长期的细胞进行

后续实验.转染前一天将细胞消化后铺入六孔板

中,２４h后待细胞融合度达到７０％~９０％ 时即可

开始转染,分为 miRＧ２６b过表达组及过表达对照

组、miRＧ２６b抑制剂组及抑制剂对照组、FOXO１
特 异 性 干 扰 RNA 组 (FOXO１ＧsiRNA 组 ) 及

FOXO１特异性干扰 RNA 对照组 (FOXO１ＧsiRNA
NC组)、miRＧ２６b抑制剂和FOXO１ＧsiRNA共转染

组按 HighGene转染试剂说明书进行转染.细胞转

染４８h后,收集细胞,进行实时荧光定量核酸扩

增检测.

１􀆰３􀆰２　RealＧtimePCR检测mRNA表达水平　收集

各组细胞,根据 RNA 提取试剂盒提取细胞 miＧ
croRNA 和总RNA,保存样本于－７０ ℃以备长期

使用.以RNA为模板,使用逆转录试剂盒,４２℃
孵育１５min,８５℃灭活５s,得到互补DNA.将互

补DNA倍比稀释到总体积２０μL,在９５℃变性５
s、６０℃退火３０s中循环４０个,最后使用２ＧΔΔCT法

荧光定量检测 miRＧ２６b.引物序列见表１,内参为

U６和 GAPDH.

表１　PCR引物序列

引物名称 引物序列 (５′Ｇ３′)

miRＧ２６bＧF GCGCCTGTTCTCCATTACTTGGCT
U６ＧF (homo) CTCGCTTCGGCAGCACA
FOXO１ＧF (homo) GCCTGACCCAAGTGAAGACA
FOXO１ＧR (homo) CCATTCTGCCATAGCCATTGC
GAPDHＧF (homo) GGTGTGAACCATGAGAAGTATGA
GAPDHＧR (homo) GAGTCCTTCCACGATACCAAAG

１􀆰３􀆰３　流式细胞术检测细胞凋亡　将收集完的单

细胞悬浮液以３００g离心５min,加入预冷PBS漂

洗,离心后收集细胞,加入 AnnexinVＧFITC/PIA
(５μL/１０μL),反应１０~１５min,加入４００μL．细

胞培养缓冲液重悬,放置冰上,上机检测.

１􀆰３􀆰４　Luciferase检测 miRＧ２６b与FOXO１３′UTR
的相互作用　利用 TargetScan、JASPAR等网站查

询并预测 miRＧ２６bＧ３p与FOXO１３′UTR结合位点.
取对数生长期的 KGN 细胞于３７ ℃培养箱中培养

２４h.取５μL培养基稀释过表达 miRＧ２６b,构建载

体,Lipo６０００转染剂转染,静置５min,然后构建

相应的质粒.按照 LipofectamineTM２０００ 试剂操

作,将载体和 miRＧ２６bmimic或 NCmimic片段共

转染,转染４８h后,使用多功能酶标仪检测荧光

值并计算比值.

１􀆰３􀆰５　Westernblot检测蛋白表达水平　收集细

胞,分为 FOXO１ＧsiRNA 组、FOXO１ＧsiRNA NC
组,４℃离心１０min抽提细胞总蛋白,读取各孔灰

度值,根据 BCA 结果进行电泳,将蛋白转移至

PVDF膜,室温封闭２h,分别加入 FOXO１一抗

(１∶１０００)、PI３K 一抗 (１∶１０００)、IGFＧ１R 一

抗 (１∶１０００)、IRS１一抗 (１∶１０００)、IRS２一

抗 (１∶１０００),TBST 洗涤３次各５min,加入二

抗 (１:５０００)常温孵育１h,洗涤,分析目标蛋白

FOXO１、胰岛素生长因子１受体 (IGFＧ１R)、胰岛

素受体底物１ (IRSl)、胰岛素受体底物２ (IRS２)、
磷脂酰肌醇Ｇ３Ｇ激酶 (PI３K)的蛋白表达水平,以

βＧactin作为内参.

１􀆰４　统计学分析　数据分析应用SPSS２２􀆰０软件

计算,采用x ±s 表示实验数据,多组间比较采用

单因素方差分析,非参数检验分析不符合正态分布

的多组间比较.P＜０􀆰０５为差异具有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　miRＧ２６bmRNA转染率　miRＧ２６b过表达组

的转染率为 [(１０８􀆰６４６±３５􀆰５８７)％],较过表达对

照组 [(１􀆰０１９±０􀆰２２９)％]高 (P＜０􀆰０１);miRＧ
２６b抑制剂对照组 [(１􀆰００３±０􀆰０９１)％]、miRＧ２６b
抑制剂组 [(０􀆰２０６±０􀆰００９)％]转染率均下降 (均

P＜０􀆰０１).

２􀆰２　FOXO１ＧsiRNA 转染率 　FOXO１ＧsiRNA 组

mRNA 转 染 率 为 [(０􀆰３７１±０􀆰１５７)％],低 于

FOXO１ＧsiRNANC组 [(１􀆰０１４±０􀆰２１１)％](P＜
０􀆰０１),说明合成的 FOXO１ＧsiRNA 具有较好的干

扰效果.

２􀆰３　miRＧ２６b靶向调控FOXO１　双荧光素酶报告

基因检测证实,对于 FOXO１野生型,miRＧ２６b过

表达组荧光酶活性为 (０􀆰１４７±０􀆰００８),低于过表

达对照组 (０􀆰９９９±０􀆰００６)(P＜０􀆰０１),而FOXO１
突变型,miRＧ２６b过表达组荧光酶活性为 (１􀆰０００±
０􀆰００３)与过表达对照组 (１􀆰０００±０􀆰０２９)差异无

统计 学 意 义 (P ＞０􀆰０５).表 明 hsaＧmiRＧ２６b 对

FOXO１３′UTR 具 有 抑 制 作 用,其 作 用 靶 点 是

FOXO１.

２􀆰４　流式细胞仪检测 KGN细胞凋亡结果　miRＧ
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２６b过表达组早期凋亡率高于过表达对照组 (P＜
０􀆰０１).miRＧ２６b抑制剂组与抑制剂对照组差异无

统计学意义 (P＞０􀆰０５),miRＧ２６b过表达组早期细

胞凋亡率高于抑制剂组 (P＜０􀆰０５).干扰FOXO１
后颗粒细胞 KGN 细胞早期凋亡率升高,且高于

miRＧ２６b过表达组 (P＜０􀆰０１).另外,为了进一步

确认 miRＧ２６b是通过 FOXO１来调控人颗粒细胞

KGN 凋亡,将 miRＧ２６b抑制剂和 FOXO１ＧsiRNA
共转染 KGN 细胞.与 miRＧ２６b 抑 制 剂 组 相 比,

miRＧ２６b抑制剂和FOXO１ＧsiRNA共转染组的细胞

早期凋亡率升高 (P＜０􀆰０５),说明 miRＧ２６b可通

过FOXO１调控颗粒细胞 KGN的凋亡.见表２.

２􀆰５　下调FOXO１对 KGN细胞中IGFＧlR/PI３K蛋

白 的 影 响 　 与 FOXO１ＧsiRNA NC 组 相 比,

FOXO１ＧsiRNA组中 FOXO１和 PI３K 白表达水平

明显 下 降,IGFＧ１R、IRS１、IRS２ 表 达 水 平 增 加

(P＜０􀆰０１).结果表明下调 FOXO１可抑制 KGN

细胞的FOXO１和 PI３K 蛋白表达,促进IGFＧ１R、

IRS１、IRS２表达 (表３).

表２　各组细胞凋亡率 (％,x±s)

　组别 PI FITC PI＋FITC

过表达对照组 １􀆰５６±０􀆰５６ ２􀆰６３±０􀆰４２ ２􀆰７８±０􀆰４３
miRＧ２６b过表达组 ２􀆰１９±０􀆰３６ ９􀆰５５±１􀆰６３ ４􀆰５８±０􀆰５９①

抑制剂对照组 ２􀆰２１±０􀆰８５ ２􀆰４９±０􀆰２１ ２􀆰９７±０􀆰８１
miRＧ２６b抑制剂组 ２􀆰０１±０􀆰７２ ２􀆰７８±０􀆰７２ ３􀆰４１±０􀆰３９②③

FOXO１ＧsiRNANC组 ２􀆰１４±０􀆰６３ ２􀆰４６±１􀆰０９ ２􀆰６３±０􀆰４１
FOXO１ＧsiRNA组 ７􀆰０６±０􀆰４３ １􀆰５２±０􀆰７９ ７􀆰１０±１􀆰１８④⑤

miRＧ２６b 抑 制 剂 和

FOXO１ＧsiRNA 共 转
染组

６􀆰８２±１􀆰２４ ２􀆰９６±１􀆰５５ ８􀆰３４±０􀆰６７⑥

　　注:①miRＧ２６b过表达组与过表达对照组比较,P＜０􀆰０１;②

miRＧ２６b抑制剂组与抑制剂对照组比较,P＞０􀆰０５;③miRＧ２６b 过

表达组与 miRＧ２６b抑制剂组相比,P＜０􀆰０５;④FOXO１ＧsiRNA 组

与FOXO１ＧsiRNANC组比较,P＜０􀆰０１;⑤miRＧ２６b 过表达组与

FOXO１ＧsiRNA组比较,P＜０􀆰０１;⑥miRＧ２６b抑制剂和 FOXO１Ｇ

siRNA共转染组与 miRＧ２６b抑制剂组比较,P＜０􀆰０１.

表３　各组细胞蛋白表达水平 (灰度值,x±s)

　组别 FOXO１ IGFＧ１R IRS１ IRS２ PI３K

FOXO１ＧsiRNANC组 ０􀆰９２±０􀆰０３ ０􀆰８２±０􀆰０４ ０􀆰６９±０􀆰０４ ０􀆰７５±０􀆰０６ ０􀆰９７±０􀆰０３
FOXO１ＧsiRNA组 ０􀆰５７±０􀆰０２ １􀆰００±０􀆰０５ ０􀆰９４±０􀆰０３ １􀆰０２±０􀆰０７ ０􀆰６０±０􀆰０４
t值 １６􀆰１８２ －４􀆰８９８ －８􀆰５４１ －５􀆰４９２ １２􀆰９１３
P 值 ＜０􀆰００１ ０􀆰００８ ０􀆰００１ ０􀆰００６ ＜０􀆰００１

３　讨论

PCOS由于排卵异常,是导致育龄女性不孕的

重要原因之一.卵泡发育的命运由颗粒细胞的增殖

和凋亡决定,颗粒细胞凋亡增加、增殖率降低及功

能紊乱会引起卵泡闭锁,导致排卵异常,与PCOS
的发生机制密切相关[６].miRNA 通过多种通路或

靶向基因参与卵巢颗粒细胞的生物学活动,比如

miRＧ９３Ｇ５p调控信号通路来促进卵巢颗粒细胞增殖,
进而促进PCOS的发生发展[７].Lin等[８]通过检测

猪卵巢中 miRＧ２６b表达水平,发现其在卵泡闭锁中

表达上升.为探索 miRＧ２６b能否通过影响颗粒细胞

的凋亡促使卵泡闭锁,有 研 究 者 通 过 建 立 大 鼠

PCOS模型,在大鼠卵巢颗粒细胞移入 miRＧ２６b质

粒,发现颗粒细胞凋亡率明显升高,提示 miRＧ２６b
促进细胞凋亡,参与 PCOS发病[９].本研究结果提

示,miRＧ２６b过表达组早期凋亡率高于阴性对照组

及抑制剂组,与上述结果一致.说明 miRＧ２６b促进

颗粒细胞凋亡.然而,miRＧ２６b在PCOS中对颗粒

细胞的凋亡的调控机制尚不清楚.

FOXO１可能在 PCOS女性卵巢颗粒细胞的增

殖或凋亡中发挥作用,因其为抗凋亡基因,能够与

多种因子构成一个精确、复杂的调控网络,导致卵

泡发 育 异 常[１０].研 究 发 现 miRNA 可 通 过 下 调

FOXO１抑制细胞增殖,促进细胞凋亡,但具体信

号转导机制并不清楚.Xu等[１１]研究发现 miRＧ２６b
的靶基 因 主 要 富 集 在 凋 亡、PI３KＧAkt、FOX 和

TGFＧβ等信号通路中.本研究通过双荧光素酶报告

实验验证了 miRＧ２６b与 FOXO１有直接靶向关系.
为进一步验证 FOXO１对颗粒细胞 KGN 凋亡的影

响,干扰FOXO１后颗粒细胞 KGN 细胞凋亡率升

高,且高于 miRＧ２６b过表达组,表明下调 FOXO１
可促进 KGN细胞的凋亡.

FOXO１通过IGFＧlR/PI３K 信号通路在卵泡的

发育、闭锁和颗粒细胞的增殖及凋亡、黄体化等发

挥重要作用[１２].李丽华等[１３]收集１００例 PCOS病

例,发现IGFＧ１表达升高.IGFＧ１能在PCOS患者

中出现过度作用,抑制卵巢中优势卵泡发育,导致

卵泡闭锁[１４].IGFＧ１与IGFＧ１R结合,激活酪氨酸
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激酶活性,出现构象改变,激活IRSl和IRS２,启

动通路信号转导.有研究者构建不同表型的PCOS
小鼠模型,分别有不孕、肥胖、卵巢功能障碍等,
发现IGFＧlR 的表达水平均有不同程度升高[１５].

PI３K信号通路在多种细胞功能中发挥调节作用,
比如参与细胞增殖、凋亡及分化等,通过调控颗粒

细胞的增殖、卵泡发育及胰岛素抵抗等,在PCOS
的疾病发展中起着重要作用[１６].研究发现,PCOS
患者颗粒细胞中IGFＧlR/PI３K 信号通路过度激活,

IGFＧlR、IRSl、IRS２明显升高,而FOXO１表达水

平明显降低[１７].
本研究中证实 miRＧ２６b与FOXO１的存在靶向

关系,过表达 miRＧ２６b及下调FOXO１均能促进颗

粒细胞凋亡.通过干扰颗粒细胞 KGN 中 FOXO１
的表达发现:FOXO１和PI３k蛋白表达水平明显下

降,IGFＧ１R、IRS１、IRS２ 表 达 水 平 增 加,提 示

FOXO１能够调控IGFlR/PI３K 信号通路的激活.
为进一步研究 miRＧ２６b通过靶向FOXO１调控IGFＧ
lR/PI３K信号通路影响卵巢颗粒细胞的凋亡,将

miRＧ２６b抑制剂和 FOXO１ＧsiRNA 共转染 KGN 细

胞,与 miRＧ２６b抑制剂组相比,miRＧ２６b抑制剂和

FOXO１ＧsiRNA共转染组的细胞早期凋亡率升高,
揭示 miRＧ２６b通过靶向 FOXO１调控人颗粒细胞

KGN的凋亡,该过程可能与IGFＧlR/PI３K 信号通

路相关.miRＧ２６b和FOXO１可能成为PCOS潜在

治疗靶点.然而本研究尚存在不足之处,miRＧ２６b
与FOXO１未在体内水平上探讨其在PCOS作用机

制,待将来进一步研究.
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