
多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，
PCOS）是生育年龄妇女最常见的内分泌紊乱疾病。

在中国，PCOS的发病率为 4.4%~7.3%［1-2］。与正常

女性相比，PCOS患者卵泡液内乳酸、丙酮酸、丙氨

酸和谷氨酰胺水平显著降低，糖蛋白、胆固醇、乙酸

盐水平显著升高［3］。PCOS患者卵泡液和血循环内

雄激素水平普遍高于正常女性绝经前水平［4-5］；高雄

激素可引起脂肪组织、胰岛B细胞及骨骼肌中的高

胰岛素及胰岛素抵抗，导致能量代谢障碍［6-8］。卵巢

局部的葡萄糖代谢受损会降低颗粒细胞和卵母细

胞的能量供应，诱发排卵障碍［9］。那么，较高浓度的
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［摘 要］ 目的：观察雄激素对卵巢颗粒细胞乳酸生成的抑制作用，探讨多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，PCOS）高
雄激素状态下的颗粒细胞乳酸生成及其对卵泡发育的影响。方法：体外培养人卵巢癌颗粒细胞系KGN细胞，用不同浓度睾酮

（0.1~1 000 nmol/L）处理不同时间（0~48 h）。测定培养上清液中乳酸含量，采用实时聚合酶链反应（real⁃time PCR）以及蛋白质

印迹法（Western blot）分别检测细胞内乳酸脱氢酶A（LDHA）和乳酸脱氢酶B（LDHB）的mRNA及蛋白质表达水平。结果：人卵巢

颗粒细胞系KGN细胞经1 000、100、1 nmol/L睾酮处理 24 h或者 1、10 nmol/L睾酮处理 24及 36 h后，其乳酸生成量显著减少

（P < 0.05）。并且，在100、1 nmol/L睾酮处理24 h后，KGN细胞内LDHA、LDHB的mRNA及蛋白质表达水平显著降低（P < 0.05）。
结论：较高浓度雄激素通过抑制卵巢颗粒细胞内LDHA、LDHB的表达从而降低乳酸生成，可能与PCOS卵泡发育障碍相关。
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［Abstract］ Objective：To observe the negative effect of androgen on lactate production in human granulosa cells，meanwhile，to
explore the follicular dysplasia in polycystic ovary syndrome（PCOS）with hyperandrogenism influenced by the reduced lactate.
Methods：The human granulosa cell line⁃KGN cells were cultured in vitro and treated with different concentrations of testosterone（10-10

⁃10-6 mol/L）for different time（0~48 h）. The content of lactate in culture supernatant was measured. The mRNA levels of LDHA and
LDHB were quantified by real⁃time PCR. The protein expression of LDHA and LDHB were detected by Western blot. Results：After
treated with 10-6，10-7 and 10-9 mol/L testosterone for 24 h，besides，10-8 and 10-9 mol/L testosterone for 24 h or 36 h，the contents of
lactate in the supernatant were significantly decreased（P < 0.05）. The mRNA and protein expression level of LDHA and LDHB
significantly decreased after treated with 10- 7 or 10- 9 mol/L testosterone for 24 h（P < 0.05）. Conclusion：Excess androgen can
suppress the lactate production in human granulosa cell by inhibiting LDH，which may be related to follicular dysplasia in PCOS.
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雄激素是否影响卵巢颗粒细胞的乳酸生成，进而影

响卵泡发育，参与 PCOS的发生发展？本研究采用

不同浓度睾酮处理体外培养的人颗粒细胞系KGN
细胞，观察颗粒细胞的乳酸合成，探讨卵巢局部高

雄激素对颗粒细胞乳酸生成的影响，及其与 PCOS
发生发展的关系。

1 材料和方法

1.1 材料

人卵巢癌颗粒细胞系KGN细胞由南京大学惠

赠。睾酮（ACROS公司，美国），乳酸试剂盒（南京建

成生物工程研究所），逆转录酶、SYBR⁃Green探针

（TaKaRa公司，日本），TRIzol试剂（Invitrogen公司，

美国），β⁃actin 抗体（sc⁃4778，Santa Cruz 公司，美

国），LDHA抗体（ab101562，Abcam公司，英国），LD⁃
HB抗体（ab53292，Abcam公司，英国），HRP标记的山

羊抗兔、山羊抗鼠抗体（Jackson Immunoresearch公

司，美国），DMEM/F12培养液、青霉素链霉素（Gibco
公司，美国），胎牛血清（Sclencell公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 人卵巢癌颗粒细胞系KGN细胞体外培养

KGN细胞系源自侵袭性卵巢颗粒细胞癌患者

（核型：45，XX，7q⁃，⁃22），KGN细胞以功能性卵泡刺

激素（FSH）受体表达及较高活性芳香化酶为特征，

被广泛应用于卵巢颗粒细胞中类固醇生成、颗粒细

胞生长和凋亡调控机制等方面的研究［10］。KGN细

胞培养于含 10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和 100
μg/mL链霉素的DMEM/F12培养液中。

1.2.2 颗粒细胞乳酸含量测定

KGN细胞接种于6孔板内，待细胞融合至80%~
90%时，分别用含 0.1、1、100、1 000 nmol/L睾酮（乙

醇溶解）的无血清DMEM/F12培养液处理KGN细胞

24 h（n=4）；1、10 nmol/L睾酮处理KGN细胞 0、12、
36、48 h（n=4），收集各组睾酮处理后的KGN细胞培

养上清液，离心去除杂质。按乳酸测定试剂盒操作

说明书：在上清液中加入酶工作液及显色剂后充分

混匀，37 ℃水浴 10 min，加入反应终止液充分混匀

后，用酶标仪测定波长530 nm时的吸光度值。

1.2.3 Real⁃time PCR法检测LDHA、LDHB的mRNA
表达水平

乳酸脱氢酶（LDH）是一种糖酵解关键酶，能够

将丙酮酸还原为乳酸。人LDH同工酶由3种不同的

基因LDH⁃A、LDH⁃B和LDH⁃C编码；而LDH⁃C同工酶

仅在睾丸和精子中表达。体外分别用1、100 nmol/L

睾酮培养KGN细胞 24 h（n=3）后，用 TRIzol完全裂

解细胞。将提取的RNA用逆转录酶合成 cDNA后，

通过 SYBR⁃Green探针来检测 GAPDH、LDHA、LD⁃
HB的基因表达。引物序列采用 Primer Premier 5.0
软件设计，并通过Primer⁃BLAST检索确认引物的特

异性，设计好基因引物由南京锐真生物技术有限公

司合成（表1）。

1.2.4 Western blot 法检测 LDHA、LDHB 的蛋白表

达水平

KGN细胞于体外分别采用1或100 nmol/L睾酮

培养24 h（n=3）后，使用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

RIPA细胞裂解液充分裂解细胞，并吹打混匀，置冰

上裂解 30 min。12 000 r/min于 4 ℃离心 30 min，取
上清。测定蛋白浓度后配置成蛋白样本，70 ℃加热

10 min，将样本依序加入Bis⁃Tris预制胶胶孔内，180 V
电泳30~50 min。用PVDF膜250 mA转印2 h，5%牛

血清白蛋白（TBST溶液配制）于 37 ℃封闭 1 h。分

别加入β⁃actin、LDHA和LDHB抗体，4 ℃摇床过夜，

加入HRP标记二抗37 ℃孵育1 h。ECL化学发光法

显色、曝光。

1.3 统计学方法

所有数据均重复3次以上。定量资料用均数 ±
标准差（x ± s）表示，应用SPSS 20软件对数据进行统

计学分析。多组间比较采用方差分析，两两比较采

用LSD法，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 不同浓度睾酮对KGN细胞乳酸生成的影响

体外培养人卵巢癌颗粒细胞系KGN细胞，待细

胞生长至 80%~90%融合时，换用含睾酮（1 000.0、
100.0、1.0和 0.1 nmol/L）的无血清培养液培养 24 h，
收集细胞培养上清液并检测乳酸含量。结果如图1
所示：用浓度为 1 000.0、100.0和 1.0 nmol/L睾酮体

表1 Real⁃time PCR引物序列及其产物长度

Table 1 Primers used for real⁃time polymerase chain re⁃
action

基因

GAPDH

LDHA

LDHB

引物

正向

反向

正向

反向

正向

反向

引物序列（5′~3′）
AATCCCATCACCATCTTCC
GAGTCCTTCCACGATACCAA
GTGCCTGTATGGAGTGG
TGTAGCCTTTGAGTTTGA
GCTGGATTTCGCTACCTT
CATTGTCAGTTCCCATTTCA

产物长度（bp）
309
0

151
0

166
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外培养KGN细胞24 h，上清液中乳酸含量较之睾酮

0 nmol/L组降低（n=4，P < 0.05）。细胞培养上清液

中乳酸的降低程度与睾酮浓度呈剂量依赖关系。

2.2 睾酮处理KGN细胞不同时间对其乳酸生成的

影响

用 10、1 nmol/L睾酮体外培养KGN细胞 0~48 h
后，测定上清液中乳酸含量。结果如图2所示：细胞

上清液中乳酸含量自培养开始增加，24 h达到高峰，

而后开始下降。10、1 nmol/L睾酮处理细胞24、36 h
后，较之睾酮 0 nmol/L 组，乳酸含量均降低（n=4，
P < 0.05）。

2.3 睾酮对KGN细胞内 LDHA、LDHB的mRNA表

达水平的影响

本研究用1、100 nmol/L睾酮处理KGN细胞24 h
后，用 real ⁃ time PCR 检测 LDHA、LDHB 的表达水

平。1、100 nmol/L睾酮显著抑制颗粒细胞内LDHA、

LDHB的基因表达水平（n=3，P < 0.05，图3）。

2.4 睾酮对KGN细胞内LDHA、LDHB的蛋白表达

水平的影响

体外培养的KGN细胞经1和100 nmol/L睾酮处

理 24 h后，用Western blot检测细胞内LDHA、LDHB
蛋白水平的表达。1和100 nmol/L睾酮处理24 h后，

LDHA、LDHB的蛋白水平显著降低（P < 0.05，图4）。
3 讨 论

卵母细胞被多层卵丘颗粒细胞包围形成卵丘

卵母复合物（COC）。卵母细胞和卵丘颗粒细胞经由

缝隙连接的旁分泌和双向通信促使卵母细胞成熟

（特别是核成熟）。葡萄糖是COC的关键代谢物，通

过糖酵解、磷酸戊糖途径、己糖胺生物合成途径和

多元醇途径进行代谢。在卵母细胞成熟过程中，卵

丘颗粒细胞通过糖酵解途径代谢葡萄糖，为卵母细

胞提供直接供能（三磷酸腺苷，ATP）以及容易利用

的代谢物，如丙酮酸、乳酸［9，11］。LDH可催化丙酮酸

和乳酸的相互转化。卵丘颗粒细胞和卵母细胞分

别高表达LDHA和LDHB。丙酮酸和乳酸一旦进入

卵母细胞，便通过三羧酸循环和氧化磷酸化进行代

谢，即卵母细胞内主要的ATP产生途径。在哺乳动

物中，葡萄糖代谢和乳酸、丙酮酸在卵母细胞减数

分裂、包膜下卵泡成熟及其受精后的早期胚胎发育

中发挥重要作用［12］。研究表明，在猪卵母细胞体外
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图2 睾酮处理不同时间对KGN细胞乳酸生成的影响

Figure 2 Testosterone affected the lactate production in
KGN cells for different times
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图1 不同浓度睾酮对KGN细胞乳酸生成的影响

Figure 1 Different concentrations of testosterone effected
the lactate production in KGN cells
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Figure 3 Testosterone decreased the mRNA levels of
LDHA and LDHB in KGN cells
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图4 睾酮降低KGN细胞内LDHA、LDHB的蛋白水平

Figure 4 Testosterone decreased the protein levels of
LDHA and LDHB in KGN cells
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成熟期间，通过添加药理学（氟化钠）或生理学

（ATP）糖酵解抑制剂，使乳酸产生、葡萄糖摄取呈剂

量依赖性方式下降，致使达到MⅡ的卵母细胞百分

比显著下降，而在猪卵母细胞的培养基中添加葡萄

糖，则加速卵母细胞的减数分裂进程，并增加达到M
Ⅱ期卵母细胞百分比［13］。

PCOS患者临床表现以无排卵、稀发排卵、高雄

激素为特征。近期有研究表明：高雄激素诱导的胰

岛素抵抗与线粒体功能障碍有关［5，14］。卵丘颗粒细

胞向卵母细胞提供乳酸/丙酮酸的驱动非常依赖于

胰岛素对葡萄糖的摄取［15］。线粒体在胰岛素靶组

织的功能发挥及胰岛素释放两方面发挥重要作

用。线粒体功能障碍（或线粒体密度降低）可能阻

断胰岛素信号转导途径或产生过量活性氧（ROS）导
致胰岛素抵抗［16］。此外，卵丘⁃卵母细胞复合体的糖

酵解还与卵母细胞氧化应激相关［17］。有研究显示：

PCOS患者线粒体功能发生障碍，其卵母细胞线粒体

生物发生、数量、形态和动力学存在缺陷［16］。研究发

现：经辅助生殖技术（ART）治疗的 PCOS患者促排

卵后卵泡液中乳酸水平较之正常组下降，卵母细胞

质量差，导致周期取消率高、受精率低［3］。因为卵巢

位于盆腔，故难以直接测定 PCOS患者不同发育水

平卵泡的卵泡液中乳酸水平。本研究发现，体外培

养的人颗粒细胞系KGN细胞，经睾酮处理后，颗粒

细胞培养上清内乳酸含量减少，提示在较高浓度雄

激素作用下，卵巢颗粒细胞的线粒体功能可能发生

障碍，为卵母细胞发育所提供的乳酸相应减少。

PCOS患者高雄激素可能诱发卵泡液内糖酵解

紊乱，丙酮酸和氨基酸代谢紊乱，进而发生卵泡发

育障碍。本研究发现，较高雄激素对卵巢颗粒细胞

的乳酸脱氢酶表达水平具有抑制作用，包括LDHA
和LDHB。本文推论，PCOS患者卵巢局部高雄激素

通过抑制了颗粒细胞的 LDH表达，阻断糖酵解途

径，减少乳酸生成；颗粒细胞的乳酸生成减少致使

卵母细供能不足，卵泡成熟功能缺陷。本研究也提

示，在临床PCOS患者的卵泡体外成熟过程中，可尝

试在培养液内适量添加乳酸或糖酵解刺激物以提

高卵泡成熟率，因而具有潜在的研究与应用价值。
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视的是，自动化仪器检测红细胞时存在大量的干扰

因素，如结晶、真菌、细菌等，且不能识别异常红细

胞，如影红细胞、针尖样小红细胞、多芽孢红细胞

等，其给出的红细胞数据的准确性欠佳。本研究中

的红细胞识别工作由人工完成，即使是镜下血尿标

本也可采集红细胞数据，敏感性为92.2%，特异性为

87.5%。同时不受尿液样本中其他杂质的干扰，对

非正常形态的红细胞不会发生漏检，从而保证了本

方法中红细胞参数具有较好的准确性和可靠性。

如何既客观又准确地判断尿液中红细胞的形

态学是临床检验工作中的难点。本实验通过对肾

源性和非肾源性血尿患者的回顾性分析，以红细胞

形态学为基础，运用图像分析技术，统计出了不同

疾病状态下红细胞的特征性数据信息。尿红细胞

形态学参数图像分析法，综合主观和客观相结合的

方式，是一种简便、快捷和准确的检测方法，可初步

辅助鉴别诊断肾源性血尿和非肾源性血尿。
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