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  【摘要】 目的 探讨卵巢中结缔组织生长因子(CTGF)及基质金属蛋白酶-9(MMP-9)的表达与多囊卵巢综合征的

关系。方法 52只SPF级SD雌性大鼠(6周龄,具备规律动情周期)依照不同造模方式分为对照组和模型组,每组26
只。对照组行羧甲基纤维素灌胃建模,模型组行等量来曲唑建模。分析研究对象动情周期不在出现固定规律,且具有连

续性特征时,两组均采集其血清以及卵巢组织,采用放射免疫法(RIA)测定促黄体生成激素(LH)、促卵泡激素(FSH)、

雌二醇(E2)、垂体泌乳素(PRL)、睾丸素等指标对大鼠内分泌改变情况进行评定分析;并应用免疫组织化学的方法使用

CTGF一抗、二抗、三抗和 MMP-9一抗、二抗、三抗来测定和分析两种因子在该疾病组织中的表达情况。结果 模型组

PRL、LH、睾丸素、窦前卵泡卵泡膜胞浆中CTGF、黄体中 MMP-9等表达高于对照组(P<0.05),FSH、E2、卵泡基底膜

内 MMP-9表达水平均发生显著下降趋势(P<0.05)。结论 卵巢中结缔组织生长因子水平变化与该疾病中小卵泡过

多表达或者排卵障碍之间存在一定关联性,MMP-9则与多囊卵巢综合征的排卵障碍之间存在关联性。
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  【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor
 

(CTGF)
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase-9
 

(MMP-9)
 

in
 

ovary
 

and
 

polycystic
 

ovarian
 

syndrome.
 

Methods 52
 

female
 

rats
 

(6
 

weeks
 

of
 

age,
 

with
 

regular
 

estrous
 

cycles)
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

(control
 

group
 

and
 

model
 

group)
 

according
 

to
 

different
 

modeling
 

methods.
 

The
 

control
 

group
 

was
 

given
 

carboxymethyl
 

cellulose
 

by
 

gavage,
 

and
 

the
 

model
 

group
 

was
 

given
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

letrozole.
 

The
 

serum
 

and
 

ovarian
 

tissue
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

collected
 

when
 

the
 

estrous
 

cycle
 

of
 

rats
 

was
 

not
 

fixed
 

and
 

had
 

the
 

characteristics
 

of
 

continuity.
 

RIA
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

LH,
 

FSH,
 

E2,
 

PRL,
 

and
 

testosterone,
 

respectively.
 

The
 

endocrine
 

changes
 

of
 

model
 

mice
 

were
 

evaluated
 

and
 

analyzed
 

by
 

PRL,
 

testosterone
 

and
 

other
 

indexes.
 

The
 

expression
 

of
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor
 

and
 

MMP-9
 

in
 

ovarian
 

tissues
 

was
 

determined
 

and
 

ana-

lyzed
 

by
 

immunohistochemical
 

methods
 

using
 

CTGF
 

primary
 

antibody,
 

secondary
 

antibody,
 

third
 

antibody
 

and
 

MMP-9
 

primary
 

antibody,
 

secondary
 

antibody
 

and
 

third
 

antibody.
 

Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

PRL,
 

LH,
 

presinus
 

follicu-

lar
 

cytoplasm
 

(CTGF,
 

albumen
 

CTGF,
 

basal
 

membrane
 

cytoplasm
 

of
 

follicle
 

CTGF)
 

and
 

MMP-9
 

in
 

corpus
 

luteum
 

of
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

However,
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

FSH,
 

serum
 

estradiol
 

and
 

MMP-9
 

in
 

the
 

basal
 

membrane
 

of
 

follicles
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).
 

Conclusion

 There
 

is
 

a
 

certain
 

correlation
 

between
 

the
 

level
 

of
 

connective
 

tissue
 

growth
 

factor
 

in
 

the
 

ovary
 

and
 

the
 

overexpression
 

of
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small
 

and
 

medium
 

follicles
 

or
 

ovulation
 

disorder
 

in
 

this
 

disease,
 

and
 

MMP-9
 

is
 

associated
 

with
 

ovulation
 

disorder
 

in
 

poly-
cystic

 

ovary
 

syndrome.
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  多囊卵巢综合征作为临床常见的一种内分泌系

统疾病,育龄期女性作为该疾病的高发群体,发病几

率高达10%,近年来有上升趋势[1]。患者伴随闭经、
肥胖、不孕以及双侧卵巢发生多囊性增大等临床症

状,患者需面临较为严重的身心健康压力[2]。国内外

针对该疾病的研究资料中指出,在卵泡发育、成熟、排
卵、三黄体形成退化等一系列过程中,与细胞外基质

(ECM)之间存在密切关联性,其中基质金属蛋白酶-9
(Matrix

 

metalloproteinase-9,MMP-9)作为特殊的胶

原酶,发挥降解IV型胶原的功能[3],胶原又是ECM
的主要组成之一。另外研究资料针对结缔组织生长

因子(Connective
 

tissue
 

growth
 

factor,CTGF)进行分

析发现,该物质对ECM 的形成也发挥重要作用[4]。
研究表明 MMP-9和CTGF均为卵巢局部调节因子,
但是目前针对多卵巢综合征与上述两种因子之间的

关联性 的 相 关 研 究 并 不 多 见[5]。本 研 究 拟 采 用

Poresky试验法制作多囊卵巢综合征大鼠模型进行对

照分析,借助测定并深度对比分析试验对象的促黄体

生成激素(Luteinizing
 

hormone,LH)、促卵泡激素

(Follicle-stimulating
 

hormone,FSH)、雌二醇(E2)、
垂体泌乳素(PRL)、睾丸素性等激素含量及CTGF和

MMP-9含量来探讨这两种因子在多囊卵巢综合征中

的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 选择52只6周龄、规律动情周期的

健康SPF级SD雌性大鼠。随机分为对照组及模型

组,每组26只。进行实验前两组大鼠均放置在温度

以及湿度适宜的同等环境内,饮水、饮食等环境一致。
实验所有项目均符合动物伦理要求以及对应的实验

管理要求(AF/54/2020-02.3)。

1.2 主要实验试剂 LH放免试剂盒(天津中新科炬

生物制药公司);FSH放免试剂盒(上海沪宇生物科技

有限公司);E2 放免试剂盒(上海沪宇生物科技有限公

司);PRL放免试剂盒(天津中新科炬生物制药有限公

司);睾丸素放免试剂盒(天津中新科炬生物制药有限

公司);CTGF一抗(武汉博士德生物工程公司);CT-
GF二抗/三抗(北京中杉公司);MMP-9一抗/二抗/
三抗(北京中杉公司);免疫组化试剂盒(PV-9000)(北
京中山金桥生物科技有限公司)。

1.3 造模方法 构建满足实验需求的模型大鼠:对

照组与模型组造模应用Poresky法进行;对照组大鼠

每日灌胃浓度为1%的羧甲基纤维素,连续灌胃21
 

d,
该段时间内每天进行阴道涂片以明确该组大鼠的动

情周期是否存在变化。模型组大鼠先将来曲唑溶解

至浓度为1%的羧甲基纤维素后再行灌胃给药操作,
该过程需注意给药计量控制为1

 

mg/kg,精确完成操

作,时间为21
 

d。见图1。
 

图1 大鼠灌胃示意图

Figure
 

1 Schematic
 

representation
 

of
 

the
 

oral
 

administration
 

of
 

mice

1.4 造模成功的检测标准 模型大鼠制作期间,两组

大鼠需同等饲养环境下,自由饮食,灌胃期间需每周周

六对其体重、血清LH以及胰岛素情况进行测定。一旦

所测定指标出现异常,并且实验个体的空腹血糖水平出

现上升趋势(测定参照指标为>6
 

mM/L时),尿糖量也

出现一定波动(>4.7
 

mM/L),则表明本次实验所需的

样本依照相关文献研究标准,满足实验要求[5],即所需

要的多囊卵巢综合征大鼠模型制作成功。

1.5 标本采集 当模型组大鼠动情周期发生变化且

连续出现间期时,开始标本采集,对照组在其间期采

集标本。具体方法如下:①21
 

d最后1次完成灌胃操

作后需对所有实验大鼠进行禁食干预,时间为12
 

h,
随后以缺血法处死实验个体,完成操作后立即采集其

5
 

mL的心脏血液,并2
 

000
 

r/min离心操作后取上层

血清,在零下40
 

℃保存备用。②随后摘取各组实验

个体的子宫及卵巢,完成称重操作,做好个体记录后,
对卵巢进行剖开操作,操作时需注意沿长径方向,随
后以10%福尔马林固定备用。

1.6 观察指标及测量方法

1.6.1 放射免疫法(RIA) 测定LH、FSH、E2、PRL
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和睾丸素等指标对模型大鼠内分泌改变情况,并对其

进行评价。切片制备和组织学观察:修剪卵巢组织并

行石蜡包埋处理,以4
 

μm厚度进行切片并进行 HE
染色,具体方法如下:①脱蜡:切片放置入烘箱中完成

烘干操作,温度调节为60
 

℃,时间设定为0.5
 

h,完成

烘干后将样本拿出快速放置在二甲苯溶液中,浸泡15
 

min后将切片放置在新鲜的二甲苯溶液中完成浸泡处

理,时间设定为15
 

min,脱蜡操作完成。②水化:切片

放入无水乙醇Ⅰ后取出放置进入无水乙醇Ⅱ,并以此

按照95%、90%、80%、70%的顺序放置进乙醇溶液

中,时间为5
 

min
 

,浸泡完成后需放入自来水中完成冲

洗,冲洗时间设定为3
 

min。③苏木素染色:苏木素染

料浸泡染色,15
 

min,自来水冲洗3
 

min。④伊红染

色:伊红染料浸泡染色,2
 

min,自来水冲洗3
 

min。

⑤脱水:依次放在80%乙醇中,30
 

s,95%(Ⅰ)、95%
(Ⅱ)、100%(Ⅰ)、100%(Ⅱ)乙醇各1

 

min。⑥透明:
切片放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ中各5

 

min。⑦封片:脱水后的

切片需放置在平整的桌面上,待二甲苯挥发干后,在
切片上滴加适量中性树胶进行封片。⑧拍摄:待中性

树胶完全干燥后,借助倒置显微镜完成切片的观察以

及拍摄操作。

1.6.2 免疫组织化学法 测定卵巢组织中 MMP-9
和CTGF的表达,明确为阳性的切片划分为阳性对照

组,而PBS代替一抗为阴性对照对上述含量表达进行

评定,观察到胞浆组织内有棕黄色或者棕褐色的颗粒

状物质时判定为阳性,选择合适角度进行拍照处理

后,经过Biosens
 

Digital
 

Imaging
 

System分析对其影

像学的灰度值进行确定,具体方法如下:①脱蜡:与

1.6.1中HE染色中的方法相同。②水化:与1.6.1
中HE染色中的方法相同。③内源性酶灭活:切片滴

加3%
 

H2O2,室温条件下,避光孵育10
 

min,去离子

水清洗5
 

min
 

,重复3次。④抗原修复:切片放在柠檬

酸盐冲洗液中浸泡,微波炉加热至沸腾,95
 

℃保温

10
 

min,溶液冷却至室温用PBS清洗5
 

min
 

,重复3
次。⑤封闭:取1x羊血清封闭液滴加于肺组织切片

上,随后将切片置于湿盒中,在37
 

℃条件下 孵 育

30
 

min。⑥孵育一抗:弃去封闭液,向组织切片上滴

加一抗200
 

μL,切片组织放置在湿盒中,并将湿盒置

于温度为4
 

℃的环境下完成孵育过夜。⑦复温清洗:
取出切片组织放置在恒温箱中,将温度设定为37

 

℃,
完成孵育操作,时间约为30

 

min,使用 PBST 清洗

10
 

min,重复清洗3次。⑧孵育二抗过程:向组织上滴

入荧光二抗,随后将切片组织放置在湿盒中,调节好

恒温环境,在37
 

℃条件下孵育3
 

h。⑨清洗:吸弃荧

光二抗,使 用 PBST 清 洗10
 

min,重 复 清 洗3次。

⑩脱水、透明、封片方法 HE染色相同。􀃊􀁉􀁓拍摄:使用

显微镜进行切片观察。

1.7 统计学分析 采用SPSS
 

17.0软件进行数据分

析,计量资料以均数±标准差(x±s)表示,组间采用t
检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 造模成功动物数量及过程 本实验共收集52
只SD大鼠,根据不同灌胃给药方法分为对照组和实

验组,并采用Poresky法进行造模,两组每周6测定大

鼠体重变化,持续3周,并评定造模效果。两组大鼠

在制作过程中未发生死亡和感染,结果显示,52只大

鼠造模成功。

2.2 实验模型的改进 应用Poresky法进行造模,在
此基础上给予胃灌药的同时给予皮下注射,将剂量下

调,确保了造模成功率和缩短了给药时间,且SD大鼠

与人类发育机制相近,已被用于临床各种疾病的造模

实验,且Poresky法方法造模稳定性较高。

2.3 两组大鼠内分泌改变情况比较 模型组LH、

PRL、睾丸素含量明显高于对照组(P<0.05),FSH、

E2 明显低于对照组(P<0.05),见表1。

表1 两组大鼠血清性激素分泌情况比较(􀭵x±s)

Table
 

1 Serum
 

sex
 

hormone
 

secretion
 

in
 

both
 

groups
 

of
 

rats
 

组别 n LH
(IU/L)

FSH
(IU/L)

E2
(Pmol/L)

PRL
(mIU/L)

睾丸素
(nmol/L)

模型组 26 3.98±2.32① 1.04±0.37① 69.01±22.34① 35.11±21.16① 5.32±0.23①

对照组 26 1.62±1.12 2.80±0.19 87.11±17.24 22.40±11.32 2.53±1.11

t 5.003 3.234 4.135 6.250 5.146

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

注:与对照组比较,P<0.05。

2.4 两组大鼠卵巢中CTGF的表达情况 统计切片

结果显示,CTGF在卵巢中卵泡基底膜、白膜、颗粒细

胞和窦前卵泡卵泡膜胞浆中均有表达。但在多囊卵

巢综合征模型组卵巢组织中,窦前卵泡卵泡膜、卵泡

基底膜中CTGF表达情况均有明显变化,故本文只对

两者进行讨论;其中模型组大鼠窦前卵泡卵泡膜胞浆
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中的CTGF表达量较对照组明显偏高(t=4.260,P<
0.05);在卵泡基底膜胞浆以及白膜中,模型组大鼠的

CTGF表达量较对照组均有明显升高(t=5.001,P<
0.05;t=5.261,P<0.05),见图2。

 

图2 两组大鼠卵巢组织中CTGF的表达情况

Figure
 

2 Expression
 

of
 

CTGF
 

in
 

ovarian
 

tissues
 

of
 

the
 

two
 

groups
注:与对照组比较,①P<0.05。

2.5 两组大鼠卵巢组织中 MMP-9的表达情况比较

 研究发现 MMP-9在卵巢颗粒细胞,卵泡基底膜,始
基卵泡、白膜、窦前卵泡卵泡膜胞浆等组织液内均有

表达,而实验结果也显示,PCOS大鼠模型组中并不是

所有的卵巢组织内的 MMP-9都会出现表达异常,只
有黄体与卵泡基底膜中 MMP-9表达情况均有明显变

化,故本文只对两者进行讨论;模型组 MMP-9在黄体

中的表达明显高于对照组(P<0.05);卵泡基底膜内

的 MMP-9表达情况低于对照组(P<0.05),见表2。

表2 大鼠卵巢组织中 MMP-9的表达情况分析
 

(􀭵x±s,ng/mL)

Table
 

2 Expression
 

of
 

MMP-9
 

in
 

rat
 

ovarian
 

tissue

组别  n 黄体 卵泡基底膜

模型组 26 136.14±4.25① 103.15±3.27①

对照组 26 123.24±6.32 137.62±4.63
t  4.007 4.106
P  <0.05 <0.05

注:与对照组比较,①P<0.05。

3 讨论

多囊卵巢综合征这一疾病在患者日常工作、生活

中具有严重影响,不利于其正常生理活动,患者会伴

随不排卵、闭经等一些列生理变化,导致其无法正常

受孕,不仅影响其身心健康,还会对其家庭和睦造成

不良影响[6-8]。该病涉及广泛病理和生理学改变,如遗

传、神经内分泌、物质代谢、卵巢局部调控等变化,因
此该疾病的研究成为生殖内分泌研究人员重点关注

项目[9-10]。大多数多囊卵巢综合征患者的排卵功能异

常,也有极少数患者伴随稀少排卵,但是存在黄体功

能异常等现象,因该疾病缺乏深度分析,针对疾病同

卵泡发育以及排卵之间的关联性尚处于待研究或研

究状态中[11-12]。本次实验的主要目的就是通过构建

大鼠多囊卵巢综合征模型,深入研究样本血清性激素

水平的变化情况。有文献报道[13-14]指出,CTGF及

MMP-9在多囊卵巢综合征中表达异常,可能是由不

同分 子 机 制 引 起 的。本 研 究 还 深 度 分 析 CTGF、

MMP-9在卵巢组织中的变化以及对应表达现状,为
该病发病机制的后续研究提供一定的参考,也可以为

研究两者背后的分子机制提供一个可以参考的实验

数据。
目前动物模型因其操作简单、成功率高和重复性

好等优点已被广泛应用于临床各项疾病实验中,而使

用大鼠和兔动物实验较多[15]。本文选取52只SD雌

性大鼠进行实验,因大鼠造模较为稳定,生长速度快

及繁殖能力强等优点,广泛使用与生长发育的研究,
且本文应用Poresky法有效提高了造模成功率,因此

并未发现其他因素对恩赐研究数据以及研究结果的

准确性产生的明显影响[16]。研究发现,当多囊卵巢综

合症大鼠造模成功后发现血清性激素含量发生较为

明显的变化,另外用药期间研究对象体内的性激素水

平与未用药之前对比,也发生较为明显的变化,因此

分析研究样本体内性激素与该疾病发生、发展存在明

显相关性[17-18]。本研究显示模型组中PRL、LH和睾

丸素等水平含量明显较对照组升高(P<0.05),说明

模型组中的睾丸素在由雄激素转向雌激素时被阻断,
从而导致睾丸素蓄积,LH 水平升高与睾丸素水平异

常表达之间也可能存在一定联系,PRL的升高会造成

卵巢局部PRL水平增加,从而导致雄性激素向雌性激

素的转换变化。本研究还发现模型组中FSH 和E2
含量明显较对照组下降,发生这种情况的因素可能与

芳香化酶抑制剂造成雌激素合成速率降低有关[19-20]。
研究表明,神经细胞、上皮细胞和血管内皮细胞

中均可分泌CTGF,此因子在成纤维细胞增殖变化以

及有丝分裂过程中发挥重要的促进作用。有研究发

现CTGF参与了ECM 形成和多种病理过程,而这一

因子的研究中,正常卵巢组织中的表达并未明了[21]。
本研究发现,CTGF这一因子在黄体组织、白膜组织

以及颗粒细胞组织、窦前卵泡膜等胞浆中均有不同程

度的表达,窦前卵泡卵泡膜、卵泡基底膜中CTGF表

达情有明显变化,模型组各项表达含量高于对照组,
说明CTGF的表达与该疾病发生、发展有联系。且实

验发现FSH 可抑制CTGF在卵巢组织中的表达,而
本实验FSH 表达量明显下降,这可能是该疾病大鼠

卵巢组 织 中 CTGF 高 表 达 的 主 要 原 因 之 一[22-23]。

MMP-9属于胶原酶,此指标在破骨细胞中表达量较

高。研究发现 MMP-9与细胞转移和组织重建有明显

相关性,且在雌性动物体内发现 MMP-9随着生理周
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期的波动而变化[24-25]。本研究发现,MMP-9在窦前

卵泡卵泡膜胞浆、颗粒细胞、始基卵泡和白膜中均有

表达,但 MMP-9在黄体和基底膜胞浆中的表达较其

他细胞中的表达更加明显,与对照组比较具有统计学

意义(P<0.05)。

4 结论

卵巢中CTGF水平变化与该疾病中小卵泡过多

表达或者排卵障碍之间存在一定关联性,MMP-9则

与多囊卵巢综合征的排卵障碍之间存在关联性。
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