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　 　 【摘　 要】 　 目的　 研究过表达胞质分裂蛋白调节因子 １（ＰＲＣ１）对磷酰胺氮芥诱导后卵巢颗粒细胞增殖与凋亡

的影响。 方法　 ２０２３ 年 ４ 月—２０２４ 年 １ 月在湖南中医药大学医学院实验室进行实验。 使用磷酰胺氮芥（ＰＭ）处理原

代大鼠卵巢颗粒细胞模拟化疗损伤，通过慢病毒转染实现 ＰＲＣ１ 过表达。 实验组别包括过表达空载组（ＯＥ⁃ＮＣ 组）、
ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组、过表达 ＰＲＣ１ 组（ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组）及 ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组。 采用 ＣＣＫ８ 和 ＥｄＵ 染色法检测细胞增殖，流式细

胞仪检测细胞周期及凋亡情况，蛋白印迹实验（ＷＢ）检测 ＰＲＣ１ 和凋亡相关蛋白水平。 结果 　 与未经 ＰＭ 处理的

ＯＥ⁃ＮＣ组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的细胞活性、ＥｄＵ 阳性细胞数、细胞总数、ＥｄＵ 阳性细

胞率、Ｂｃｌ⁃２ 和 ＰＲＣ１ 蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０１），细胞周期分布发生紊乱，Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达

水平显著升高（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５）；与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组的细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜０．０１）；与 ＯＥ⁃ＰＲＣ１
组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组细胞凋亡率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组的细胞活性、ＥｄＵ 阳

性细胞数、细胞总数、ＥｄＵ 阳性细胞率、Ｂｃｌ⁃２ 和 ＰＲＣ１ 蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率差异无

统计学意义（Ｐ＞０．０５），Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋
ＰＭ 组的细胞活性、ＥｄＵ 阳性细胞数、细胞总数、ＥｄＵ 阳性细胞率、Ｂｃｌ⁃２ 和 ＰＲＣ１ 蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１ 或Ｐ＜
０．０５），细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜０．０１），ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组细胞的 Ｓ 期抬高，ＤＮＡ 合成加速，Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５）。 结论　 过表达 ＰＲＣ１ 可促进化疗损伤卵巢颗粒细胞增殖并抑制其凋亡。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To study the effects of protein regulator of cytokinesis 1 (PRC1) overexpression on prolifera⁃
tion and apoptosis in ovarian granulosa cells (GCs) damaged by phosphoramide mustard (PM). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 From April 2023 to
January 2024, conducted experiments in the laboratory of the Medical College of Hunan University of Chinese Medicine.Pri⁃
mary rat GCs were treated with PM to simulate chemotherapy injury. Lentiviral transfection achieved PRC1 overexpression.
Groups: OE⁃NC (empty vector), OE⁃NC+PM, OE⁃PRC1, OE⁃PRC1+PM. CCK⁃8, EdU staining, flow cytometry, and Western
blot assessed proliferation, apoptosis, and protein levels.Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 PM reduced cell viability, EdU+ cells, Bcl⁃2, and PRC1
while increasing Bax and Cleaved⁃Caspase⁃3 (all P<0.01). PRC1 overexpression reversed these effects (P<0.01 or P<0.05) and

� accelerated S⁃phase progression. OE⁃PRC1+PM showed lower apoptosis than OE⁃NC+PM (P<0.01). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 PRC1
� overexpression promotes proliferation and inhibits apoptosis in chemotherapy⁃damaged GCs.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ovarian granulosa cells; Chemotherapy damage; Protein regulator of cytokinesis 1; Phosphoramide mus⁃
tard; Proliferation; Apoptosis
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　 　 卵巢颗粒细胞（ｇｒａｎｕｌｏｓａ ｃｅｌｌｓ，ＧＣｓ）是卵巢内重

要的功能性细胞群［１］。 ＧＣｓ 与卵母细胞存在的双向转

导对卵泡的发生发育有重要影响［２］。 环磷酰胺广泛

用于多种实体瘤和血液系统肿瘤的化疗中，包括乳腺

癌、淋巴瘤、白血病等。 研究显示，环磷酰胺及其活性

代谢物对卵巢颗粒细胞具有显著损伤［３］。 磷酰胺氮

芥（ ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｅ ｍｕｓｔａｒｄ， ＰＭ） 是环磷酰胺 （ ｃｙｃｌｏ⁃
ｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，ＣＴＸ）的活性代谢产物［４］。 ＰＭ 具有强烈

的细胞毒性，通过与 ＤＮＡ 交联来干扰复制和转录，
ＧＣｓ 是增殖分裂活跃的细胞，是 ＰＭ 的靶向细胞之

一［５⁃６］。 ＧＣｓ 受到损伤不仅会影响卵泡的发育，还会导

致卵巢储备功能下降，进而造成卵巢早衰和生育力下

降［７］。 因此对于女性肿瘤患者而言，探讨如何保护与

恢复化疗后的生育能力具有重要意义。
　 　 在课题组前期研究中，通过 ｍＲＮＡ 的高通量测序

结合生信分析，结果显示，与正常组比较，胞质分裂蛋

白调节因子 １（ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ １，ＰＲＣ１）
在化疗损伤 ＧＣｓ 模型中表达下调，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），且为关键调节因子［８］。 ＰＲＣ１ 通过调节染

色体动力学和细胞质分裂，在卵母细胞成熟和早期胚

胎发育过程中发挥不可或缺的作用［９］。 基于此，现对

ＰＲＣ１ 在磷酰胺氮芥诱导后 ＧＣｓ 中的作用进行研究，
以期为化疗药物损伤 ＧＣｓ 的影响及机制提供实验依

据，为化疗后女性生育力保留提供新思路，报道如下。
１　 材料与方法

１．１　 材料　 （１）细胞、药物：原代大鼠卵巢 ＧＣｓ（武汉

普诺赛公司）；磷酰胺氮芥（美国 ＭＣＥ，ＣＡＳ 号：５０⁃１８⁃
０）。 （２）试剂及仪器：胎牛血清、ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基

（以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）；青霉素—链霉素、胰蛋

白酶、ＥｄＵ 染色试剂盒（上海碧云天公司）；ＣＣＫ８ 试剂

（广州 Ｂｉｏｓｈａｒｐ）；ＡＰＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 细胞凋亡试剂盒

（上海百赛）；ＰＩ 染料（索莱宝公司，北京）； ＥＣＬ 发光

液（美国 Ａｂｂｋｉｎｅ）；ＰＲＣ１ 过表达慢病毒（安徽通用公

司）；ＰＲＣ１ 抗体、Ｂａｘ 抗体（英国 ａｂｃａｍ）；ＧＡＰＤＨ 抗

体、Ｂｃｌ⁃２ 抗体（武汉三鹰公司）；Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗

体（美国 ＣＳＴ）；辣根过氧化物酶标记抗兔二抗、抗鼠

二抗（艾碧维公司，长沙）；小型垂直电泳槽、转印槽、
电泳仪、化学发光凝胶成像分析仪、流式细胞仪（美国

Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；细胞培养箱（德国 Ｂｉｎｄｅｒ）；酶标仪（湖南智

科公司）；低温高速离心机（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）。
１．２　 方法　 ２０２３ 年 ４ 月—２０２４ 年 １ 月在湖南中医药

大学医学院实验室进行实验。
１．２．１　 细胞培养和分组：完全培养基用 ９０％ ＤＭＥＭ⁃
Ｆ１２、１０％胎牛血清（ＦＢＳ）及 １％青霉素—链霉素充分

混匀配置而成。 复苏原代大鼠 ＧＣｓ，于完全培养基中

进行培养，培养中每隔 ２ 天更换一次培养基。 当镜下

观察细胞密度达到 ８５％左右，用胰蛋白酶将细胞消化

至细胞悬液状态后进行传代处理。 取对数生长期的细

胞用于本研究，将 ＧＣｓ 细胞转染后分为过表达空载组

（ＯＥ⁃ＮＣ 组）、过表达 ＰＲＣ１ 组（ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组）。 根据

预实验，选择 ＭＯＩ ＝ １００ 进行感染。 计算每孔所需病

毒量后加入，继续在 ３７℃下培养 ２４ ｈ，镜下观察细胞

状态，若细胞状态良好，则添加完全培养基继续培养。
感染 ７２ ｈ 后，ＧＣｓ 细胞在荧光显微镜（ ×１００）下可见

ＥＧＦＲ 表达呈阳性。 通过定量逆转录聚合酶链式反应

和蛋白印迹实验（ＷＢ）验证转染效果，结果显示：与
ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组中 ＰＲＣ１ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白

表达水平显著升高，且差异具有统计学意义 （ Ｐ ＜
０．０１），表明 ＰＲＣ１ 过表达成功。 整个研究分组为：
ＯＥ⁃ＮＣ 组、 ＯＥ⁃ＮＣ ＋ ＰＭ 组、 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组、 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ ＋
ＰＭ 组。
１．２．２　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力：收集对数生长期 ＧＣｓ
并将细胞密度调整为 ２．５×１０３ ／孔，接种于 ９６ 孔板，在
３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养，待细胞贴壁后，对照组加

完全培养基，实验组则参照前期研究［１０］ 加入含有 ３００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭ 的培养基或单独行慢病毒感染，或同时加

入，下同。 继续培养 ２４ ｈ，每孔加入 ＣＣＫ８ 试剂 １０ μｌ
后，在培养箱避光孵育，３．５ ｈ 后在酶标仪的 ４５０ ｎｍ 处

测定 ＯＤ 值，实验重复 ３ 次并取平均值。
１．２．３　 ＥｄＵ 染色检测细胞增殖：同 １．２．２ 进行种板及

干预。 各组处理 ２４ ｈ 后， 每孔加入 ＥｄＵ 工作液

１００ μｌ，放置细胞培养箱孵育过夜。 用 ４％多聚甲醛室

温下固定细胞 ３０ ｍｉｎ 后弃去。 ＰＢＳ 溶液润洗后每孔

加入 ０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００ １００ μｌ，室温下 ２０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 清洗

后，每孔加入 ｃｌｉｃｋ⁃ｉＴ 工作液 １００ μｌ 后室温下避光孵

育 ３０ ｍｉｎ；弃掉染液用 ＰＢＳ 清洗；每孔加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ 工作液 １００ μｌ，室温下避光孵育 １５ ～ ３０ ｍｉｎ；吸
弃染液后，用 ＰＢＳ 润洗细胞 ２ 次，立即于荧光显微镜

下观察（×２００）。
１．２．４　 流式细胞仪检测细胞凋亡率：收集对数生长期

ＧＣｓ 种皿，分组处理方法同 １．２．２；细胞处理 ２４ ｈ 后收

集细胞，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 条件下离心后弃去上清液；
用 ４℃预冷的 ＰＢＳ 对细胞沉淀洗涤 ２ 次后计数，确保

实验细胞数量≥１×１０５；每组加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（１×）
１００ μｌ 重悬细胞，加入 ＡＰＣ⁃Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ５ μｌ 和 ＰＩ ５ μｌ
混匀，室温下避光孵育 １５ ｍｉｎ 后加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
（１×） ４００ μｌ 混匀，用 ３００ 目筛网过滤后立即上机

分析。
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１．２．５　 流式细胞仪检测细胞周期分布情况：调整细胞

悬液浓度为 ３×１０５ ／ ｍｌ，加入 ８０％乙醇后放置－２０℃冰

箱过夜进行固定；１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ５ ｍｉｎ，弃上

清液后用 ＰＢＳ 洗涤细胞沉淀 ３ 次；加入 ＰＩ 染液，浓度

为 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ，体积为 ４００ μｌ；避光孵育 ３０ ｍｉｎ 后进行

流式上机检测，ＭｏｄＦｉｔ ＬＴ 分析数据。
１．２．６ 　 蛋白印迹实验（ＷＢ）检测细胞中 ＰＲＣ１、Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白表达：用 ４℃预冷的

ＲＩＰＡ 裂解液提取各组细胞的总蛋白，蛋白样本通过聚

丙烯酰胺电泳分离后将凝胶上的蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜

上，用脱脂牛奶于室温下封闭 １ ｈ，用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，
每次 １０ ｍｉｎ，ＰＶＤＦ 膜放于 ＰＲＣ１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ＧＡＰＤＨ（均为 １ ∶１ ０００）中置于 ４℃ 摇床过

夜。 再次用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，根据一抗种属加入二抗

（１ ∶５ ０００）在室温下孵育 ２ ｈ，再次用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后

在成像系统下进行成像，并用 ＩｍａｇｅＪ 分析。
１．３　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ ２２．０ 进行统计分析，
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行图表绘制。 计量资料首

先使用 Ｓｈａｐｉｒｏ—Ｗｉｌｋｔｅｓｔ 和 Ｌｅｖｅｎ’ ｓｔｅｓｔ 方法检验正

态性和方差齐性，若符合正态性和方差齐性，多组比

较采用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验；
若不符合正态性和方差齐性，则使用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ
检验，若 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验有统计 学 意 义，则 用

Ｄｕｎｎｅｔｔ’ ｓ Ｔｅｓｔ 进行比较分析。 Ｐ＜０．０５ 为差异有统

计学意义。
２　 结　 果

２．１　 过表达 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞活力的影

响　 与未经 ＰＭ 处理的 ＯＥ⁃ＮＣ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比

较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的细胞活性均显

著降低（Ｐ＜０．０１）；与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组的细

胞活性显著升高（Ｐ＜ ０． ０１）；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，
ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的细胞活性显著升高（Ｐ＜０．０１），见
图 １。
２．２　 过表达 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞增殖能力

的影响　 与未经 ＰＭ 处理过的 ＯＥ⁃ＮＣ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１
组比较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的 ＥｄＵ 阳

性细胞数、细胞总数和 ＥｄＵ 阳性细胞率均显著降低

（Ｐ＜０．０１）；与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组的 ＥｄＵ 阳

性细胞数、细胞总数和 ＥｄＵ 阳性细胞率显著升高（Ｐ＜
０．０１）；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的 ＥｄＵ
阳性细胞数、细胞总数和 ＥｄＵ 阳性细胞率显著升高

（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５），见图 ２、表 １。
２．３　 过表达 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞凋亡的影

响　 与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组的细胞凋亡率

显著增加（Ｐ＜０．０１）；与 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋
ＰＭ 组的细胞凋亡率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
与ＯＥ⁃ＮＣ组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组的细胞凋亡率差异无

统计学意义（Ｐ＞０． ０５）；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ＯＥ⁃
ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜０．０１），见
图 ３、４。

　 　 注：与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ａＰ＜０．０１；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ｂＰ＜０．０１；与
ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ｃＰ＜０．０１。

图 １　 ＣＣＫ８ 法检测各组 ＧＣｓ 细胞活力情况

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＧＣｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ＣＣＫ８ ｍｅｔｈｏｄ

图 ２　 各组细胞 ＥｄＵ 染色情况（×２００）
Ｆｉｇ．２　 ＥｄＵ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）

２．４　 过表达 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞周期分布

的影响　 流式细胞术检测显示，与未经 ＰＭ 处理过的

ＯＥ⁃ＮＣ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组和 ＯＥ⁃
ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的细胞周期分布发生紊乱；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋
ＰＭ 组比较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组细胞的 Ｓ 期抬高，ＤＮＡ
合成加速，见图 ５。
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表 １　 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞增殖能力的影响　 （�ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲＣ１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＧＣｓ ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒ ＰＭ ｉｎｊｕｒｙ

组　 别 ｎ ＥｄＵ 阳性
细胞数

细胞总数
ＥｄＵ 阳性细胞率

（％）
ＯＥ⁃ＮＣ 组 ３ ２４．６７±１．１５ ８２．６７±１．５３ ０．３０±０．０１
ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组 ３ ８．６７±０．５８ａ ５１．６７±５．６９ａ ０．１７±０．０１ａ

ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组 ３ ４４．６７±３．２１ａ １０３．３３±６．６６ａ ０．４３±０．０３ａ

ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组 ３ １８．３３±０．５８Ｂｃ ７９．６７±３．２１Ｂｃ ０．２３±０．０１ｂｃ

Ｆ 值 ２２５．３００ ６０．５７０ １３９．６００
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　 　 注：与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ａＰ＜０．０１；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ＢＰ＜０．０１，
ｂＰ＜０．０５；与 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ｃＰ＜０．０１。

　 　 注：与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ａＰ＜０．０１；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ｂＰ＜０．０１。

图 ４　 流式细胞术检测各组细胞凋亡率比较

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ａｍｏｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２．５　 过表达 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２
和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响　 与未经 ＰＭ 处

理过的 ＯＥ⁃ＮＣ 组和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组

和 ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表

达水平升高（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５），Ｂｃｌ⁃２、ＰＲＣ１ 蛋白表

达水平显著降低（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５）；与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比

较，ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组的 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水

平均显著降低（Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ⁃２、ＰＲＣ１ 蛋白表达水平

升高（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５）；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ＯＥ⁃
ＰＲＣ１＋ＰＭ 组的 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平

显著降低（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５），Ｂｃｌ⁃２、ＰＲＣ１ 蛋白表达

水平均显著升高（Ｐ＜０．０１ 或 Ｐ＜０．０５），见图 ６、表 ２。

图 ６　 各组细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ＰＲＣ１、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达

情况比较

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ＰＲＣ１， ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

　 　 化 疗 源 性 卵 巢 早 衰 （ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｏｖａｒｉａｎ ｆａｉｌｕｒｅ，ＣＯＦ）是一种医源性疾病，是指女性在

使用化疗药物后导致卵巢作为内分泌腺和生殖器官的

功能受损。 其损伤机制主要是通过诱导卵母细胞和

ＧＣｓ 产生 ＤＮＡ 交联引发细胞凋亡，导致卵泡过度激活

图 ３　 各组 ＧＣｓ 细胞凋亡情况比较

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＧＣｓ ｃｅｌｌｓ ａｃｒｏｓｓ ｇｒｏｕｐｓ
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注：Ａ．各组细胞周期分布图；Ｂ．各组细胞周期分布统计图

图 ５　 流式细胞术检测细胞周期分布情况

Ｆｉｇ．５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

表 ２　 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 细胞 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白水平的影响　 （�ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲＣ１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂａｘ， Ｂｃｌ⁃２， ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ ｉｎ ＧＣｓ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＰＭ ｉｎｊｕｒｙ
　 　 组　 别 ｎ Ｂａｘ Ｂｃｌ⁃２ ＰＲＣ１ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ＯＥ⁃ＮＣ 组 ３ ０．７６±０．０９ ０．９１±０．０５ ０．５９±０．０７ ０．７３±０．０７
ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组 ３ １．０３±０．１５ａ ０．４９±０．１０Ａ ０．３６±０．０３Ａ １．２０±０．０７Ａ

ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组 ３ ０．３９±０．０２Ａ １．１１±０．０１ａ １．１０±０．０７Ａ ０．３５±０．０５Ａ

ＯＥ⁃ＰＲＣ１＋ＰＭ 组 ３ ０．７５±０．０６ｂＣ ０．７７±０．０８ＢＣ ０．８３±０．１６Ｂｃ ０．７０±０．１１ＢＣ

Ｆ 值 ２４．２６０ ４１．４４０ ３３．１９０ ５８．９８０
Ｐ 值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　 　 注：与 ＯＥ⁃ＮＣ 组比较，ＡＰ＜０．０１，ａＰ＜０．０５；与 ＯＥ⁃ＮＣ＋ＰＭ 组比较，ＢＰ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５；与 ＯＥ⁃ＰＲＣ１ 组比较，ＣＰ＜０．０１，ｃＰ＜０．０５。

或休眠，最终导致卵泡闭锁。 在化疗药物中以环磷酰胺

为代表的烷化剂卵巢毒性最强，烷化剂作用于有丝分裂

指数高的细胞。 卵巢对化疗药物敏感，在卵巢体细胞

中，卵母细胞并不发生增殖分裂，而 ＧＣｓ 是卵泡中最大

的细胞群，增殖分裂快，支持着卵泡的生长发育，ＧＣｓ 的

凋亡会导致卵泡的提前闭锁。 本研究结果表明，ＰＭ 损

伤处理 ＧＣｓ 细胞后，细胞活力下降、细胞增殖能力下降、
细胞凋亡率增加、细胞周期抑制导致 ＧＣｓ 的 Ｓ 期、Ｇ２ ／ Ｍ
期阻滞。 这些结果证实 ＰＭ 促进 ＧＣｓ 细胞凋亡并抑制

细胞增殖，与课题组前期研究一致［８］。
　 　 ＰＲＣ１ 属于微管相关蛋白家族，是细胞有丝分裂纺

锤体中央区形成所必需的微管捆束蛋白［１１］。 它不仅是

细胞质分裂生物过程中的重要因子，也是周期蛋白依赖

性激酶（ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫ）作用的底物蛋

白，因此对细胞的增殖分裂和周期调控有着不可或缺的

作用，一旦失调则会加剧染色体不稳定性（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＣＩＮ） ［１２］。 ＰＲＣ１ 在卵巢发育、功能维持和疾

病中的作用也逐渐受到关注［１３］。 在卵母细胞中，随着

细胞体外发育，ＰＲＣ１ 的 ｍＲＮＡ 含量随之升高，有可能

促进第一极体的排出［１４］。 另一报道表明，ＰＲＣ１ 通过调

节染色体动力学和细胞质分裂在卵母细胞的成熟和早

期胚胎发育中发挥了重要作用［１５］。 ＰＲＣ１ 通过沉默特

定的基因，维持卵巢中卵母细胞和 ＧＣｓ 的正常分化与发

育［１６］。 有研究强调了 ＰＲＣ１ 在基因转录网络中的重要

表观遗传调控因子作用以及对建立包括原始卵泡在内

的卵巢储备的重要意义［１７］。 已有研究表明，ＰＲＣ１ 的低

表达会导致细胞增殖抑制、促进凋亡、导致细胞阻滞在

Ｇ２ ／ Ｍ 期［１８］。 另有研究表明，在细胞中敲低 ＰＲＣ１ 会导

致细胞周期阻滞和凋亡，阻碍细胞的迁移和侵袭［１９］。
而体外实验表明，过表达 ＰＲＣ１ 可促进细胞的增殖和迁

移，并促进细胞进入分裂期［２０］，与本研究类似。 本研究

通过实验论证了在磷酰胺氮芥诱导后 ＧＣｓ 中 ＰＲＣ１ 对

细胞功能的影响及其分子机制，证明过表达 ＰＲＣ１ 可以

提高 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ 的细胞活性，促进 ＰＭ 损伤后 ＧＣｓ
细胞增殖能力且降低了对 Ｇ２ ／ Ｍ 期的阻滞，有效抑制了

ＰＭ 对 ＧＣｓ 带来的凋亡损伤。
　 　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是一种半胱氨酸—天冬氨酸蛋白酶，作
为凋亡家族的主要执行者，它也在细胞凋亡中起关键

作用［２１］。 在 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 活化过程中经过剪切产生的活

性片 段—Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 其 表 达 程 度 可 反 映

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活性和细胞凋亡情况［２２］。 Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白

中的 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ，在调控细胞凋亡过程中发挥着至关

·６２１１· 疑难病杂志 ２０２５ 年 ９ 月第 ２４ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｆｆｉｃ ａｎｄ Ｃｏｍｐｌ Ｃａｓ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２５，Ｖｏｌ．２４，Ｎｏ．９



重要的作用［２３］。 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 之间的相互作用和动态

平衡决定了线粒体外膜的通透性变化，进而导致凋亡

相关蛋白进入细胞质，激活 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应，最终引

发细胞死亡［２４］。 本研究发现，ＰＭ 损伤处理后，Ｂａｘ 和

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达水平升高，Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

水平降低。 过表达 ＰＲＣ１ 后，Ｂａｘ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达水平降低、Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平升高，提示

ＰＲＣ１ 的过表达能够抑制 ＰＭ 诱导的细胞凋亡，从而可

能在保护细胞存活方面发挥重要作用。
　 　 综上，在 ＰＭ 损伤处理后，卵巢 ＧＣｓ 增殖能力受

损，加速细胞凋亡，过表达 ＰＲＣ１ 对 ＰＭ 损伤后卵巢

ＧＣｓ 有促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、调节细胞周期的

作用；其分子机制可能是通过上调 Ｂｃｌ⁃２、下调 Ｂａｘ 和

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 而引起的。 提示 ＰＲＣ１ 有望成为治

疗 ＣＯＦ 的潜在靶点。
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ｃａｎｃｅｒ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｉｔｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＰＲＣ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ＣＤＫ１ ／ Ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ ａｘｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ，
２０２３， １１０：１１０８３６． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｃｅｌｌｓｉｇ．２０２３．１１０８３６．

［１９］ 　 戴龙飞． ＰＲＣ１ 在肝内胆管细胞癌中的表达与作用机制研究［Ｊ］ ．
中国医药指南， ２０２３， ２１（１９）：７５⁃７７，８１．ＤＯＩ： １０．１５９１２ ／ ｊ． ｃｎｋｉ．
ｇｏｃｍ．２０２３．１９．０１８．

［２０］ 　 马丹丹， 张翌， 林振宇， 等． ＰＲＣ１ 在胰腺癌中的细胞生物学功

能及临床意义［ Ｊ］ ． 安徽医科大学学报，２０２３，５８（２）：１８９⁃１９５．
ＤＯＩ： １０．１９４０５ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００⁃１４９２．２０２３．０２．００３．

［２１］ 　 Ａｓａｄｉ Ｍ， Ｔａｇｈｉｚａｄｅｈ Ｓ， Ｋａｖｉａｎｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｓｐａｓｅ⁃３： Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，
ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｐｅｃｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ａｐｐｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０２２， ６９（４）：１６３３⁃１６４５． ＤＯＩ： １０．１００２ ／ ｂａｂ．２２３３．

［２２］ 　 李永宁， 肖晶晶， 赵建勇． Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 在氟中

毒大鼠肝脏中表达［Ｊ］ ． 贵州医药， ２０１６， ４０（３）：２３９⁃２４０，３３７．
［２３］ 　 Ｓａｍｉａ Ｓ， Ｓａｎｄｅｅｐ Ｃｈａｒｙ Ｐ， Ｋｈａｎ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ ａｎｄ ａｄ⁃

ｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｎｏｖｅｌ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ ａｓ ａｎ ａｒｍａｍｅｎｔ ｉｎ Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｐｈａｒｍ， ２０２４， ６５３：１２３８８９． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／
ｊ．ｉｊｐｈａｒｍ．２０２４．１２３８８９．

［２４］ 　 Ｃｚａｂｏｔａｒ ＰＥ， Ｇａｒｃｉａ⁃Ｓａｅｚ ＡＪ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＢＣＬ⁃２ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０２３， ２４
（１０）：７３２⁃７４８． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｓ４１５８０⁃０２３⁃００６２９⁃４．

（收稿日期：２０２４－１１－０５）
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