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水通道蛋白9在PCOS大鼠卵巢组织的表达*
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  [摘要] 目的 观察水通道蛋白9(AQP9)对来曲唑诱导多囊卵巢综合征(PCOS)发病的影响。方法 选

取6周龄SD大鼠,采用来曲唑连续灌胃21
 

d构建PCOS模型,阴道涂片观察大鼠动情周期变化,记录大鼠体

重变化,测量大鼠双侧卵巢质量,ELISA测定血清黄体生成素(LH)、促卵泡生成素(FSH)、雄激素、雌二醇和空

腹胰岛素,葡萄糖氧化酶法检测空腹血糖,观察卵巢形态组织学变化,免疫组织化学、Western
 

blot检测AQP9
定位及蛋白表达变化。结果 与正常组比较,模型组大鼠体重和卵巢质量明显升高(P<0.05)。正常组有规律

动情周期,而模型组大鼠规律动情周期消失。与正常组比较,模型组血清LH、LH/FSH、雄激素、空腹胰岛素和

胰岛素抵抗指数水平均升高,FSH和雌二醇水平降低(P<0.05)。两组AQP9蛋白在卵巢颗粒细胞、卵泡膜细

胞、黄体细胞均有表达,但主要表达在颗粒细胞;与正常组比较,模型组卵巢AQP9蛋白表达降低(P<0.05)。
结论 AQP9可能在PCOS大鼠卵泡发育障碍中起一定的作用。
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  [Abstract] Objective To

 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

aquaporin
 

9
 

(AQP9)
 

on
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

letrozole-in-
duced

 

polycystic
 

ovary
 

syndrome
 

(PCOS).Methods 6-week-old
 

SD
 

rats
 

were
 

intragastrically
 

administrated
 

with
 

letrozole
 

for
 

21
 

days
 

to
 

establish
 

a
 

PCOS
 

model.Bodyweight
 

and
 

bilateral
 

ovarian
 

weight
 

were
 

measured
 

and
 

estrus
 

cycle
 

changes
 

were
 

identified
 

by
 

vaginal
 

smear.Serum
 

levels
 

of
 

luteinizing
 

hormone
 

(LH),follicle
 

stimulating
 

hormone
 

(FSH),androgen,estradiol
 

and
 

insulin
 

were
 

determined
 

by
 

ELISA,as
 

well
 

as
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

was
 

detected
 

by
 

glucose
 

oxidase
 

method.The
 

morphological
 

and
 

histological
 

changes
 

of
 

the
 

ova-
ry

 

were
 

observed,and
 

the
 

localization
 

and
 

protein
 

expression
 

of
 

AQP9
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

and
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,the
 

body
 

and
 

ovarian
 

weight
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).The
 

normal
 

group
 

had
 

a
 

regular
 

estrous
 

cycle,but
 

the
 

model
 

group
 

had
 

no
 

regular
 

estrous
 

cycle.Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,the
 

levels
 

of
 

serum
 

LH,LH/FSH,androgen,
fasting

 

insulin
 

and
 

insulin
 

resistance
 

index
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05),while
 

FSH
 

and
 

es-
tradiol

 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Both
 

groups
 

of
 

AQP9
 

protein
 

were
 

expressed
 

in
 

granulosa
 

cells,follicular
 

membrane
 

cells
 

and
 

luteal
 

cells,but
 

mainly
 

in
 

granulosa
 

cells.Compared
 

with
 

the
 

normal
 

group,the
 

expres-
sion

 

of
 

AQP9
 

protein
 

in
 

the
 

ovary
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion AQP9
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

follicular
 

dysplasia
 

in
 

PCOS
 

rat.
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  多囊卵巢综合征(polycystic
 

ovary
 

syndrome,P-
COS)是一种常见的妇科内分泌代谢紊乱性疾病,据
报道,育龄妇女中PCOS的患病率为6%~10%[1],具
有高度异质性、发病多因性、表现多态性的特点。临

床主要表现为闭经、多毛、肥胖、高胰岛素血症、高雄

激素血症、不孕,超声显示多囊卵巢等[1]。文献报道,

75%的PCOS患者表现为无排卵性不孕[2],卵泡发育

障碍是导致PCOS不孕的主要原因。因此,探究P-
COS卵泡发育障碍的机制对提高PCOS患者的生育

力具有重要意义。
水通道蛋白(aquaporins,AQPs)是一组存在于细

胞膜上的小分子蛋白家族,可使细胞膜对水的通透性

增加,对维持细胞内外的水平衡意义重大。目前在哺

乳动物 中 鉴 定 出13种 AQPs(AQP0~12)亚 型。

AQP0、1、2、4、5、6和8对水的通过具有高度的选择

性,而AQP3、7、9和10不仅运输水,还运输中性溶

质,包 括 甘 油、尿 素 和 其 他 小 的 非 电 解 质[3]。

WAWRZKIEWICZ等[4]认为 AQPs可能参与了P-
COS的发生,其表达的变化可能影响PCOS的卵泡发

育和卵泡闭锁。QU等[5]发现PCOS患者颗粒细胞

的细胞核、细胞质和细胞膜中存在
 

AQP9,PCOS组的

AQP9表达水平明显低于正常组,AQP9与卵泡液的

雄激素水平有明显的相关性。SONG 等[6]发现 P-
COS患者颗粒细胞 AQP9基因和蛋白表达水平较

低,AQP9的表达水平与胰岛素调节呈负相关,胰岛

素可能通过改变 AQP9的表达影响PCOS卵泡的成

熟。因此,推测AQP9可能参与了PCOS的卵泡发育

障碍的发生,但确切的机制尚不清楚。
本研究主要通过来曲唑灌胃建立PCOS大鼠模

型,采用免疫组织化学和 Western
 

blot观察AQP9在

卵巢组织中的定位及蛋白的表达,为进一步探讨

AQP9与PCOS卵泡发育的关系提供理想的动物模

型,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

SD雌性大鼠12只,6周龄,超级清洁(SPF)级,
体重(155±10)g,购自广东省动物实验动物中心。自

由摄取食物和水,温度20~22
 

℃,湿度60%~65%,
控制12

 

h光照、12
 

h黑暗环境循环,喂食标准饲料。
本研究获得广州医科大学动物科学学院伦理委员会

批准。

1.2 方法

1.2.1 PCOS模型的建立

12只SD雌性大鼠,分为正常组与模型组,每组6
只。模型组参考文献[7]的造模方法,每天予来曲唑

(1
 

mg/kg)溶于0.5%羧甲基纤维素(CMC,2
 

mL/

kg)灌胃,构建PCOS模型;正常组每天灌胃0.5%
 

CMC(2
 

mL/kg),连续21
 

d。

1.2.2 标本处理

最后1次灌胃后,称重,两组大鼠晚8时开始禁

食,次日晨8时尾静脉采血,用葡萄糖氧化酶法测空

腹血糖(罗氏血糖仪),然后异氟烷气体麻醉后进行心

脏采血,3
 

000
 

r/min离心15
 

min,-80
 

℃冻存用于进

一步测试,最后断颈处死大鼠,摘取双侧卵巢,去除表

面脂肪组织观察两组大鼠卵巢大体解剖情况,称重并

记录后,一侧浸泡在4%的多聚甲醛中进行固定以便

后续的组织病理分析,一侧卵巢放在冻存管中,以便

后续的蛋白和基因的检测分析。

1.2.3 观察指标

1.2.3.1 大鼠体重、阴道涂片及卵巢质量

每天灌胃之前对大鼠进行称重,且记录数据。灌

胃第10天开始对模型组大鼠进行阴道涂片,阴道涂

片两个动情周期(10
 

d),使用瑞氏-吉萨姆进行染色,
通过分析白细胞、上皮细胞和角化细胞的相对比例来

监测动情周期。吸入麻醉处死大鼠后,称重双侧卵

巢,左、右卵巢的质量计算卵巢质量。

1.2.3.2 性激素及糖代谢检测

使用ELISA法进行血清中黄体生成素(LH)、促
卵泡生成素(FSH)、雄激素、雌二醇和空腹胰岛素测

定,罗氏血糖仪测空腹血糖。计算LH/FSH 和胰岛

素抵抗指数(HOMA-IR),HOMA-IR=(空腹胰岛

素×空腹血糖)×22.5。

1.2.3.3 卵巢组织学改变

在解剖镜下剥除卵巢外周脂肪,观察卵巢大体解

剖情况。卵巢用4%多聚甲醛固定,进行常规石蜡包

埋、切片及苏木素-伊红(HE)染色,光镜下观察其形态

学改变。

1.2.3.4 免疫组织化学检测

按照试剂说明书,石蜡包埋,蜡块做5
 

μm 的切

片,将玻片置于60
 

℃恒温箱烤30
 

min,二甲苯脱蜡,
梯度乙醇脱水。3%过氧化氢溶液10

 

min灭活内源

性过氧化物酶。微波修复抗原。滴加5%牛血清,

38
 

℃下孵育10
 

min,倾去勿洗。滴加一抗兔抗大鼠

AQP9(美国Santa
 

Cruz公司),4
 

℃过夜,磷酸盐缓冲

液(PBS)冲洗5
 

min,3次。滴加对应生物素标记的二

抗,37
 

℃下孵 育30
 

min,PBS冲 洗。滴 加 SABC,

37
 

℃下孵育20
 

min,PBS冲 洗。DAB 显 色:除 去

PBS,每张切片加新鲜配制的DAB溶液显色,自来水

冲洗。梯度乙醇脱水、二甲苯透明,中性树胶封片。

1.2.3.5 Western
 

blot
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按照试剂说明书,将100
 

mg的卵巢组织放入0.6
 

mL裂解液(RIPA∶PMSF=100∶1,v/v)中裂解,用
冰冻露卡匀浆机强力粉碎。匀浆于4

 

℃、1
 

200
 

r/min
离心20

 

min。转移并收集上清液用于蛋白分析。每

个样品的蛋白浓度采用BCA蛋白测定试剂盒(南京

建成生物工程研究所)测定。随后,将提取的样品煮

沸10
 

min,-80
 

℃保存待分析。负载蛋白(50
 

g)电
泳,在10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)上 分 离,然 后 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

(PVDF)膜(0.22
 

m,美国Pall公司)。PVDF膜在

5%脱脂牛奶中室温封闭2
 

h,然后用不同的一抗孵育

4夜,包括抗AQP9
 

(美国Santa
 

Cruz公司)和抗β-ac-
tin(美国 Abcam 公司)。一抗一般用 TBST

 

(Tris-
HCl

 

5
 

mmol/L,pH
 

7.6,NaCl
 

136
 

mmol/L,0.05%
 

Tween-20)
 

1∶1
 

000稀释。洗后TBST
 

3次,再与辣

根过氧化物(HRP)结合二抗(1∶5
 

000稀释TBST)
孵育2

 

h,与一抗结合。Western
 

blot采用增强化学发

光法(ECL)。图像采用Bio-Rad进行采集,Image-J
软件进行密度测定分析。

1.3 统计学处理

采用SPSS25.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,比较采用t检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 两组体重、卵巢质量和阴道涂片比较

与正常组比较,模型组体重和卵巢质量明显增

加,差异有统计学意义(P<0.05),见图1、2。正常组

具有规律的动情周期,模型组则几乎处于以白细胞为

主的动情间期,见图3。

  a:P<0.05。

图1  两组体重比较

  a:P<0.05。

图2  两组卵巢质量比较

  A:正常组动情期;B:正常组动情前期;C:正常组动情间期;D:正常组动情后期;E:模型组动情间期。

图3  两组大鼠阴道涂片光镜图(HE,×100)

2.2 两组血清性激素及糖代谢指标比较 与正常组比较,模型组LH、LH/FSH、雄激素、空
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腹胰岛素和 HOMA-IR水平升高,FSH 和雌二醇水

平降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表1。

2.3 卵巢组织学改变

正常组卵巢色泽红,表面光滑,卵巢结构清晰,可
见不同发育阶段的卵泡,多个黄体,颗粒细胞呈多层,
形态完整,排列整齐。模型组卵巢形态苍白,可见较

多的早期发育小卵泡及闭锁卵泡,有较多扩张的囊

泡,卵泡内卵母细胞消失,卵巢颗粒细胞层数减少,卵
泡膜细胞增生,黄体数量明显下降,见图4。

2.4 两组卵巢AQP9蛋白免疫组织化学染色情况

两组卵巢颗粒细胞、卵泡膜细胞、黄体细胞及间

质细胞均可见 AQP9蛋白表达,但以颗粒细胞较明

显,主要位于细胞膜和细胞质中,呈棕黄色,模型组大

鼠卵巢颗粒细胞
 

AQP9蛋白的表达较正常组降低,见
图5。

表1  两组血清性激素及糖代谢指标比较(n=6,x±s)

项目 正常组 模型组

LH(IU/L) 19.51±3.64 32.10±5.12a

FSH(IU/L) 11.48±1.18 9.01±1.01a

LH/FSH 1.72±0.38 3.58±0.54a

雄激素(ng/mL) 5.01±0.94 7.12±1.02a

雌二醇(pg/mL) 52.11±7.18 39.87±1.08a

空腹胰岛素(mU/L) 16.94±4.05 25.30±5.03a

空腹血糖(mmol/L) 6.05±1.49 6.55±1.41

HOMA-IR 4.68±2.08 7.33±1.94a

  a:P<0.05,与正常组比较。

  A:正常组,×20;B:正常组,×200;C:模型组,×20;D:模型组,×200。

图4  两组大鼠卵巢形态学比较(HE)

  A:正常组,×50;B:正常组,×400;C:模型组,×50;D:模型组,×400。

图5  两组卵巢AQP9蛋白免疫组织化学染色情况

2.5 两组卵巢
 

AQP9
 

蛋白表达情况

模型组AQP9蛋白表达水平较正常组减少,差异

有统计学意义(P<0.05),见图6。

  a:P<0.05。

图6  两组卵巢
 

AQP9
 

蛋白表达情况

3 讨  论

  来曲唑是一种高选择性非甾体类芳香化酶抑制

剂,通过抑制它的底物芳香化酶阻断雄激素向雌激素

的转换,降 低 雌 二 醇 浓 度,升 高 雄 激 素,导 致 无 排

卵[8]。本研究PCOS大鼠模型组特征与前期研究利

用来曲唑灌胃法成功构建
 

PCOS
 

大鼠模型报道相

似[7,9]。因此,本实验采用来曲唑诱导的大鼠模型无

论是内分泌、代谢紊乱方面,还是从卵巢解剖及组织

学方面均与人类PCOS特征相似,是研究PCOS机制

的理想动物模型。
卵泡发育历经原始卵泡、窦前卵泡、窦卵泡,最终

成为成熟卵泡这一系列过程中,卵泡液的形成及卵泡

窦腔的扩大有着极其重要的地位[10]。窦卵泡主要是

通过颗粒细胞上的水通道实现水的转运,在卵泡发育

过程中形成卵泡液,最终成为成熟卵泡[11]。在卵泡发

育过程中,AQP9主要表达于窦状卵泡的颗粒细胞
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中[11],其参与了颗粒细胞的水转运,可能与卵泡发育

有关[12]。SALES等[13]研究认为
 

AQP9在卵泡的发

育中起着重要的作用。RIBEIRO等[12]对小鼠进行超

促排探究卵泡发育,过程中发现AQP9在卵泡快速发

育阶段表达明显增加,且对AQP9进行抑制发现卵泡

体积明显变小、排卵数减少,推测AQP9在卵泡腔迅

速形成过程中促进了水和其他物质的大量纳入,为卵

泡的进一步发育和成熟提供了环境和物质基础。
在PCOS患者卵巢内存在大量的窦前卵泡、少数

窦状卵泡、众多的闭锁卵泡、滤泡囊肿和变性的囊肿。
这些卵泡缺乏足够多的成熟颗粒细胞,不能产生大量

的雌激素,最终导致排卵障碍。另一方面,卵巢间质

和卵泡膜组织增生持续产生雄激素[14-15]。有研究报

道,PCOS患者卵巢组织 AQP9
 

mRNA表达明显降

低[2]。AQP9的表达可能是受雄激素调控[16]。一项

临床研究发现PCOS患者颗粒细胞中 AQP9表达水

平降低,这一改变可能与卵泡液中高雄激素有关,雄
激素可降低颗粒细胞中 AQP9基因和蛋白表达[5]。
另一项研究也支持这个观点,通过在母猪的卵巢进行

免疫组织化学定位发现,AQP9主要在正发育的颗粒

细胞中表达,研究结果提示颗粒细胞中雄激素转换为

雌激素可能需要通过 AQP9转运的物质来实现[17]。
此外,SONG等[6]发现AQP9广泛分布在PCOS卵巢

组织,PCOS壁层颗粒细胞和卵丘颗粒细胞中均有

AQP9基 因 及 蛋 白 质,PCOS 患 者 卵 巢 颗 粒 细 胞

AQP9的表达水平明显下降。胰岛素可能通过改变

AQP9基因的表达,PCOS
 

卵巢局部高雄激素和高胰

岛素可使颗粒细胞增殖能力下降,从而导致其卵巢内

形成较多的初级卵泡,引起卵泡发育障碍[18-19]。推测

过高的胰岛素水平和雄激素可能会损害颗粒细胞的

增殖功能,导致AQP9的低表达,从而引起卵泡发育

障碍,这为探讨PCOS患者的发病机制提供了一个潜

在的新思路和治疗的新靶点。本研究表明PCOS大

鼠模型卵巢AQP9主要表达在卵巢颗粒细胞,定位在

细胞膜和细胞质,AQP9蛋白表达水平较正常组降

低,这些特征符合PCOS患者在卵巢的表达特征。
 

综上所述,来曲唑诱导的
 

PCOS
 

大鼠模型是符合
 

PCOS
 

病理生理机制的理想动物模型。本实验通过

免疫组织化学和 Western
 

blot测定了PCOS大鼠卵

巢AQP9的定位和蛋白的表达特点,但 AQP9影响

PCOS卵泡发育及卵母细胞成熟的机制仍需进一步

研究。
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