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"摘要#
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目的
!

研究脑源性神经营养因子"

68Va

$及其受体基因在来曲唑诱导的多囊卵巢综合征"

3NS7

$大鼠模型卵巢组

织中的定量表达&方法
!

将
78

大鼠分成两组!模型组
1%

只!对照组
1%

只!每日定时称量大鼠体质量并观察两组大鼠的体质量变

化&应用来曲唑诱导大鼠
3NS7

模型!放射免疫法测定血清性激素水平!苏木素
.

伊红"

dQ

$染色法观察卵巢组织学变化!实时定

量荧光
3N>

法检测
68Va

及
K?O6

%

H

-2

基因的表达&结果
!

模型组增加的体质量显著高于对照组"

"

$

%&%$

$&与对照组比较!

模型组血清睾酮%促黄体生成激素%促卵泡激素水平显著增高!雌二醇%孕酮水平显著降低!差异均有统计学意义"

"

$

%&%2

$&模

型组卵巢体积增大!囊状扩张卵泡明显增多!黄体数量明显减少&模型组卵巢组织中
68VaD>V4

和
H

-2D>V4

水平显著高于

对照组"

"

$

%&%2

$!而
K?O6D>V4

水平显著低于对照组"

"

$

%&%2

$&结论
!

卵巢组织内
68Va

'

K?O6

'

H
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表达水平的变化可能

与
3NS7

卵泡发育障碍相关&
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多囊卵巢综合征#疾病模型!动物#脑源性神经营养因子#受体!
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3NS7

&是青

春期及育龄女性中最常见的高度异质性的内分泌与代谢紊乱

疾病#是引起无排卵性不孕的主要原因#表现为窦前卵泡数量

增多*窦卵泡发育和优势卵泡选择障碍'

$.1

(

)脑源性神经营养

因子$

J?@#,.!C?#MC!,CE?"A?"

H

F#5G@5A"?

#

68Va

&作为卵巢局部

的一种重要调节因子#在
3NS7

发病中的相关机制成为近年来

的研究热点)目前的研究认为#

68Va

可能参与人类卵泡发育

和卵母细胞成熟等过程'

'

(

#并发现
68Va

在
3NS7

患者卵泡

液中表达水平显著升高'

0

(

#但
3NS7

患者卵巢组织内
68Va

改变与卵泡发育障碍之间的相互关系尚未有深入的研究报道)

因此#应用来曲唑诱导的
3NS7

大鼠模型#通过实时定量荧光

3N>

$

>K.3N>

&法在分子水平上探讨
68Va

及其受体
K?O6

"

H

-2

在
3NS7

大鼠卵巢组织中的表达情况#为
3NS7

发病机制

的研究和临床治疗提供一些实验依据)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

)

周龄
73a

级雌性
78

大鼠
0%

只$平均体质量

$-/&2

<

&#购于广东省医学实验动物中心#合格证号!

7NXY

$粤&

1%$'Z%%%1

)饲养于清洁级环境#温度
1%

$

10 \

#湿度

2%̂

$

/%̂

#每日光照
$0F

#给予自由饮食)

A&B

!

方法

%($'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期

"

基金项目!广东省医学科研基金$

41%$%1//

&%广东省人口和计划生育委员会科研项目$

1%%('02

&)

!

作者简介!吴敏敏$

$(//Z

&#住院医

师#硕士#主要从事多囊卵巢综合征研究)

!

#

!

通讯作者#
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表
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>K.3N>

引物

基因 上游引物$

2U.'U

& 下游引物$

2U.'U

& 产物大小$

J

H

&

68Va 44::N4NK::44NKN:N44K KK4K:44NN:NN4:NN44KK (1

K?O6 444KNN4:NNNN:4N4NKN4: K::KN4N4:4NKKNNNKKNNK $2$

H

-2 N4::NN4::NNNKN44: ::K4KNNNN:KK:4:N4:KKK (1

(

.45A#, N4KK:KN4NN44NK:::4N:4K4 ::4K::NK4N:K4N4K::NK: $//

A&B&A

!

主要试剂
!

来曲唑片购自江苏恒瑞医药股份有限公

司%羧甲基纤维素$

5@?J"=DCAFI

L

5CIIEI"+C

#

NfN

&购自
7#

<

D@

公司%放射免疫试剂盒购自北京北方生物技术研究所%

K?#P"I

试剂$

;,M#A?"

<

C,

公司&%逆转录酶$

7E

H

C?+5?#

H

A

*

+

L

+ACD

&*

!VK3

*

K@

T

酶和荧光定量试剂均购自
R#GCAC5F,"I"

<L

公司#利

用
3?#DC?2&%

程序设计引物并由
;,M#A?"

<

C,

公司合成)

A&B&B

!

3NS7

模型的建立及评判
!

将
78

大鼠分成两组#模型

组
1%

只#对照组
1%

只)模型组大鼠灌胃服用来曲唑
$D

<

+

O

<

Z$

+

!

Z$

$溶于
$̂

羧甲基纤维素中&#对照组灌胃服用
$̂

羧

甲基纤维素#两组均连续灌服
1$!

)在此期间每日定时称量大

鼠体质量并观察两组大鼠的体质量变化#每日定时做大鼠阴道

涂片加巴氏染色以监测两组大鼠的动情周期有无改变)模型

组在最后一次灌服来曲唑
10F

后$并禁食禁饮
$%F

&#经
$%̂

水合氯醛麻醉#快速心脏采血
2DR

致死#对照组在其动情间

期同法处死)采血
2DR

#

1%%%?

"

D#,

离心
1%D#,

#将上层血

清转入
Q

HH

C,!"?G

氏管中#

Z0%\

保存备用)取出卵巢称取

质量后#一侧卵巢液氮冻存#一侧立即置于体积分数为
0̂

的

多聚甲醛中固定)

A&B&C

!

卵巢组织学检查
!

实验大鼠一侧卵巢经固定脱水后#

以最大平面作为待检平面行石蜡包埋#每个石蜡块分别以
0

"

D

厚度连续切片#常规脱蜡水化后苏木素
.

伊红$

dQ

&染色
$%

D#,

#

$̂

盐酸乙醇分化#

$̂

伊红溶液染色
$%+

#脱水#透明#中

性树胶封片#光镜下观察卵巢组织学形态变化)

A&B&D

!

血清性激素检测
!

应用放射免疫法测定血清中促黄体

生成激素$

Rd

&*促卵泡激素$

a7d

&*雌二醇$

Q

1

&*孕酮$

3

&*睾

酮$

K

&#以评定内分泌改变)批内变异系数
Ne

$

$%̂

#批间变

异系数
Ne

$

$2̂

#严格按照试剂盒说明书进行操作)

A&B&J

!

>K.3N>

检测
68Va

及受体在卵巢组织中的表达
!

K?#P"I

抽提总
>V4

#经
7E

H

C?+5?#

H

A

*

+

L

+ACD

逆转录合成
58.

V4

后#行
>K.3N>

扩增和检测#反应体系
1%

"

R

!样品模板
$&%

"

R

#上下游引物$

$%

"

D"I

"

R

&各
%&2

"

R

#

$%̀ 3N>JEGGC?1

"

R

#

镁离子$

2%DD"I

"

R

&

$

"

R

#

!VK3+

$

$%DD"I

"

R

&

%&2

"

R

#

1%`

7_6>

$

>

&

:>QQV;

荧光试剂
%&'

"

R

#

K@

T

酶$

2E

"

"

R

&

%&1

"

R

#超纯水
$0

"

R

)反应条件!先
(2\

*

1D#,

预变性%然后
(2

\$%+

变性#

)%\'%+

退火#

-%\02+

延伸#共进行
0%

个循

环#并在每个循环延伸末端点收集荧光信号#绘制扩增曲线%

0%

个循环后设置$

(2\$%+

#

)%\'%+

#

-%\02+

&反应步骤#并

且对
)%\

到
(2\

升温整个过程进行全程荧光信号收集#绘制

融解曲线)每个样品设置
'

个重复)融解曲线$纵坐标是荧光

信号强度#横坐标是温度&#峰的位置就代表产物的
KD

值%扩

增曲线$纵坐标是荧光信号强度#横坐标是反应的循环数&#反

应的循环数与荧光阈值的交汇处代表
NK

值)选用
(

.45A#,

基

因为内参基因#分析扩增曲线及融解曲线#从而得出
D>V4

表

达量)引物序列见表
$

)

A&C

!

统计学处理
!

采用
747(&%

统计软件包进行分析#计量

资料用
Lc@

表示#组间比较均采用独立样本
5

检验#检验水准

%

9%&%2

#以
"

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

一般情况比较
!

模型组每
'

天所称量的体质量均大于对

照组#模型组增加的体质量$最后
$

次灌胃后第
1

天与第
$

次

灌胃前第
$

天差值&显著高于对照组'$

(%&1c$)&%

&

<

>@&

$

0(&0c-&$

&

<

#

59Z-&01

#

"

$

%&%$

(#见图
$

)模型组有
/%̂

大鼠阴道涂片从
0!

规律动情周期转变为无周期性改变#而对

照组未出现此改变)

B&B

!

卵巢组织形态学改变
!

肉眼观察对照组大鼠卵巢色泽

红#表面可见较多黄体%镜下可见多个黄体及不同发育阶段的

各级卵泡#包括次级卵泡*优势卵泡*新鲜黄体等)而模型组卵

巢色泽苍白#体积较对照组增大#表面可见较多透亮的囊泡#极

少见黄体%其镜下可见较多早期初级卵泡和闭锁卵泡#特征性

的可见较多囊性扩张卵泡#囊内未见卵母细胞及放射冠等基本

结构#伴
$

$

1

层或无颗粒细胞#另外卵泡膜增厚#间质细胞明

显增生#黄体数量明显减少#见图
1

)

图
$

!!

大鼠体质量增长曲线

B&C

!

血清性激素水平比较
!

模型组大鼠血清
K

*

Rd

和
a7d

水平较对照组显著增高#而血清
Q

1

和
3

水平显著降低$

"

$

%&%2

&#见表
1

)

B&D

!

>K.3N>

检测
68Va

"

K?O6

"

H

-2D>V4

在卵巢组织中的

表达
!

0

个基因的融解曲线均显示为单峰#

KD

值分别为
//&%2

\

$

(

.45A#,

&*

/'&($ \

$

68Va

&*

/-&'1 \

$

K?O6

&和
/)&1' \

$

H

-2

&#表明均为
3N>

扩增有限产物的扩增结果#无非特异性

扩增)模 型 组
68Va D>V4

的 表 达 较 对 照 组 明 显 增 加

$

%&1/c%&%/>@&%&1$c%&%1

#

59Z1&2

#

"

$

%&%2

&#

K?O6D>.

V4

的表达明显减少$

%&%'-c%&%$'>@&%&%0/c%&%%(

#

59

1&$2

#

"

$

%&%2

&#

H

-2 D>V4

的表达明显增加$

%&%%0-c

$($'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期



%&%%$(>@&%&%%'$c%&%%%)

#

59Z1&0/

#

"

$

%&%2

&#差异均有

统计学意义)

68Va

"

K?O6

"

H

-2

基因的扩增曲线及融解曲线

见图
'

)

!!

4

!对照组#显示不同发育阶段的卵泡及多个黄体$

dQ $̀%%

&%

6

!对照组#显示正常次级卵泡$

dQ 1̀%%

&%

N

!模型组#显示较多个颗粒细胞层数

减少的囊状退化卵泡$

dQ 1̀%%

&%

8

!模型组#显示颗粒细胞层数减少的囊状退化卵泡$

dQ 1̀%%

&)

图
1

!!

卵巢组织学变化

表
1

!!

模型组及对照组血清性激素水平比较%

Lc@

&

组别
K

$

,

<

"

DR

&

Rd

$

D;[

"

DR

&

a7d

$

D;[

"

DR

&

3

$

,

<

"

DR

&

Q

1

$

H<

"

DR

&

对照组
%&2$c%&1( 1&/%c$&%1 %&0-c%&1% 1'&)'c/&12 $$&/0c'&/$

模型组
'&0/c$&/2 '&/'c%&2) %&/)c%&11 -&($c$&'0 )&1/c%&(%

5 Z0&'% Z1&-$ Z0&'2 )&10 0&-$

"

$

%&%2

$

%&%2

$

%&%2

$

%&%2

$

%&%2

图
'

!!

68Va

)

K?O6

)

H

-2

基因的扩增曲线及融解曲线

C

!

讨
!!

论

C&A

!

来曲唑诱导
3NS7

大鼠模型的评价
!

Y@G@I#

等'

2

(首次利

用来曲唑灌胃法成功构建
3NS7

大鼠模型#表现为排卵障碍#

性激素水平改变#卵巢多囊样变#与人类
3NS7

患者临床表现

非常相似)本研究结果显示#相比对照组#模型组大鼠血清性

激素水平显著升高#卵巢体积增大及出现较多囊性扩张卵泡等

组织学形态表现#血清孕激素水平降低*黄体数减少及无规律

动情周期提示稀发排卵或无排卵#同时符合
1%%'

年鹿特丹会

议和
1%%)

年雄激素过多协会提出的
3NS7

诊断标准)另外#

模型组大鼠体质量增加远高于对照组#与
3NS7

患者多表现肥

胖相符)也有实验表明来曲唑诱导的
3NS7

大鼠亦具有胰岛

素抵抗等代谢功能改变'

)

(

)

本实验造模方法以芳香化酶为
K

和雄烯二酮向雌激素转

化的最关键的限速酶为理论依据#利用一种非甾体类芳香化酶

1($'
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抑制剂#即来曲唑#阻断雄激素向雌激素的转化#减少雌激素的

产生#通过下丘脑
.

垂体
.

卵巢轴反馈增强了
Rd

的分泌#刺激

卵巢间质及卵泡膜细胞合成过多雄激素%同时持续分泌的

Rd

#不能形成
Rd

峰#抑制排卵#也导致孕激素水平下降#低水

平的
3

又负反馈促进
Rd

分泌增加)大鼠体内雄激素过多#持

续无排卵的恶行循环#导致卵巢多囊样改变)模型组大鼠血清

a7d

水平增高是该模型的不足之处#但大鼠具有稳定的遗传

背景*经济可操作性*较短的生殖周期和动情周期#以及模型组

大鼠与人类
3NS7

高度相似性等优点)因此#来曲唑诱导的

3NS7

动物模型对于研究人类
3NS7

的发病机制是一种较为

理想的动物模型)

C&B

!

68Va.K?O6

"

H

-2

信号通路与
3NS7

卵泡发育障碍的关

系
!

3NS7

患者卵泡发育障碍可能是由异常的内分泌及旁分

泌因子*代谢障碍及卵泡内微环境的改变共同作用的'

-

(

)卵巢

内因子的异常影响颗粒细胞
.

卵母细胞之间的信号传递作用*

卵泡发育*卵母细胞成熟和早期胚胎发育等过程'

/

(

#目前发现

的卵巢内因子有转化生长因子
(

家族$如抗苗勒管激素*卵泡

抑素*激活素*抑制素*生长分化因子
.(

*骨形态发生蛋白
.$2

&*

神经营养因子*表皮生长因子*胰岛素样生长因子*瘦素等'

(

(

)

而
68Va

作为神经营养因子家族的第
1

个成员#在中枢神经

系统发育过程中#对神经元的存活*分化*迁移和生长发育起重

要作用#也是成熟的中枢及周围神经系统的神经元维持生存及

正常生理功能所必需)近年的研究表明#

68Va

及其受体在人

类及其他哺乳动物的卵巢中也有表达#推测
68Va

可能是促

进卵泡发育*颗粒细胞增殖和卵母细胞成熟的生理性调节

剂'

$%.$$

(

)

6E

L

EO

等'

$1

(研究发现在诸多原因所致的不孕症患者

中#患有卵巢储备功能减退*子宫内膜异位症的患者卵泡液中

68Va

水平明显下降#但多囊卵巢患者卵泡液中
68Va

水平增

加与对照组无明显差异)而
>E++"

等'

0

(和
h"F,+A",C

等'

$'

(采

用酶联免疫吸附试验测定
3NS7

患者卵泡内
68Va

水平#结

果均显示
3NS7

患者卵泡液中
68Va

水平远高于对照组)目

前对
68Va

在
3NS7

个体卵巢内表达情况尚无一致结论)本

研究在基因水平上测定了大鼠卵巢组织中
68Va

的表达#结

果显示
3NS7

模型组
68VaD>V4

的表达较对照组明显增

加#与国外
>E++"

和
h"F,+A",C

的研究结果是一致的)

K?O6

为一种酪氨酸受体激酶#是
68Va

的特异性高亲和

受体#主要表达于卵母细胞及颗粒细胞#

68Va

作用于
K?O6

通过
:

蛋白促进磷脂酶
N

和肌醇三磷酸依赖的
N@

离子释

放'

$0

(

#或者上调细胞内超氧化物歧化酶*谷胱甘肽酶和谷胱甘

肽过氧化物酶等#激活
>47

"

f43Y

信号通路#从而调节相关

基因的转录#促进细胞生存'

$1

(

)

H

-2

为肿瘤坏死因子受体

$

KVa>

&超家族成员#低亲和性但可结合所有神经营养因子#

缺乏酪氨酸激酶活性#又似乎有信号传递功能)

H

-2

主要表达

于卵巢间质细胞和卵泡膜细胞)当
K?O

受体无效突变时#

H

-2

可以诱导卵母细胞和颗粒细胞凋亡#而
H

-2

无效突变时#却能

使初级卵泡和次级卵泡的数目增加#提示神经营养因子受体

H

-2

可能在抑制始基卵泡发育的过程中起调节作用'

$2

(

)

K?O6

及
H

-2

在
3NS7

个体卵巢内表达尚未有研究涉及)本研究首

次测定了
3NS7

大鼠卵巢组织中
68Va

受体的表达#

K?O6

D>V4

在
3NS7

大鼠模型卵巢组织中低于对照组#而
H

-2D>.

V4

在
3NS7

大鼠模型组卵巢组织中高于对照组)

从本研究结果可以推测颗粒细胞及卵母细胞上
K?O6

表

达不足#导致卵巢内卵泡发育障碍或者卵泡闭锁#颗粒细胞及

卵母细胞凋亡增多)

68Va.K?O6

信号通路是卵泡发育所必需

的#维持卵母细胞的生存同时又促进颗粒细胞的增殖#

68Va

的特异性高亲和受体
K?O6

表达不足可能导致
68Va

抵抗现

象促使
68Va

表达增多#而且
3NS7

体内较高水平的
Rd

又促

进颗粒细胞合成分泌
68Va

#提示
68Va.K?O6

信号通路障碍

促使卵巢内卵泡发育障碍#卵母细胞凋亡#颗粒细胞增殖受限#

从而出现多个囊状扩增的卵泡及闭锁卵泡)另外#

H

-2

表达增

多可能导致
3NS7

卵巢组织中卵泡膜增厚#间质细胞明显增

生#而卵泡膜细胞在维持卵泡的完整性及其功能中起着十分重

要的作用#也是正常卵巢雄激素生成的主要部位#

H

-2

表达增

多也可能是引起
3NS7

高雄激素的原因之一)

总之#来曲唑诱导的大鼠
3NS7

模型是理想的#可以用来

研究
3NS7

内分泌及组织学的变化)本实验通过
>K.3N>

法

测定
68Va

及受体
D>V4

表达水平#而
3NS7

大鼠模型卵巢

组织中
68Va

及
K?O6

*

H

-2

在卵泡发育及卵母细胞成熟这一

系列精细复杂的过程中具体是如何相互作用调节的仍有待于

进一步研究)
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*重庆医学+杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
:6''2/Z$(/1

-统计学名词及符号.的有关规定#统计学符号一律采用斜体)

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法)如调查设计$分为前瞻性*回顾性或是横断面调查研究&#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计*成组设计*交叉设计*析因设计*正交设计等&#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等&%主要做法应围绕
0

个基本原则$重复*随机*对照*均衡&概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响)

'&

资料的表达与描述!用
Lc@

表达近似服从正态分布的定量资料#用
f

$

i>

&表达呈偏态分布的定量资料%用统计表

时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚%用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则%用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比)

0&

统计学分析方法的选择!对于定量资料#应根据所采用的设计类型*资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
5

检验和单因素方差分析%对于定性资料#应根据所采用的设计类型*定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
+

1 检验)对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析%对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理%对于多

因素*多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面*合理的解释和评价)

2&

统计结果的解释和表达!应写明采用统计学方法的具体名称$如!成组设计资料的
5

检验*两因素析因设计资料的方

差分析*多个均数之间两两比较的
Q

检验等&#统计量的具体质$如!

59'&02

#

+

1

90&)/

#

P9)&-(

等&%在用不等式表示
"

值的

情况下#一般情况下选用
"

%

%&%2

*

"

$

%&%2

和
"

$

%&%$

三种表达方式#无须再细分为
"

$

%&%%$

或
"

$

%&%%%$

)当涉及总

体参数$如总体均数*总体率&时#再给出显著性检验结果的同时#应再给出
(2̂

可信区间$

1J

&)

0($'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期


