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基于 ＮＬＲＰ３通路探讨线粒体自噬在 ＰＣＯＳ
卵巢组织炎症反应中的作用
李　杨，聂　岚，罗　婷，刘虹璐，罗　姣

（湖南省妇幼保健院不孕不育与内分泌专科，长沙　４１００００）

摘要　目的　基于ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）通路探讨线粒体自噬在多囊卵巢综合征（ＰＣＯＳ）卵巢组织
炎症反应中的作用。方法　人卵巢颗粒细胞（ＧＣｓ）系ＳＶＯＧ用２５ｎｍｏｌ／Ｌ双氢睾酮（ＤＨＴ）处理２４ｈ以建立ＰＣＯＳ细胞模型。
ＳＶＯＧ细胞用携带ＮＬＲＰ３（ＡｄＮＬＲＰ３）及阴性载体（ＡｄＥＶ）或ＮＬＲＰ３ｓｈＲＮＡ（ｓｈＮＬＲＰ３）及阴性对照（ｓｈＮＣ）的腺病毒转染，
以过表达或敲低ＮＬＲＰ３表达。使用ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染色和ＧＦＰＬＣ３染色评估细胞中线粒体自噬情况。分别通过 ＴＵＮＥＬ染色、
ＪＣ１染色、ＭｉｔｏＳＯＸ染色分析细胞凋亡、线粒体膜电位、线粒体衍生超氧化物产生情况。３２只雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为对
照（Ｃｏｎ）组、脱氢表雄酮（ＤＨＥＡ）组、ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组、ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＬＲＰ３组，每组８只。除Ｃｏｎ组外，其他组用ＤＨＥＡ处理
小鼠以建立ＰＣＯＳ模型。ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＬＲＰ３组、ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组通过尾静脉注射浓度为１×１０９ＴＵ／ｍｌ的慢病毒包装的ｓｈ
ＮＬＲＰ３或ｓｈＮＣ。透射电子显微镜观察各组小鼠卵巢组织中线粒体的超微结构。结果　与 ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＴ＋ｓｈ
ＮＬＲＰ３组ＳＶＯＧ细胞的ＮＬＲＰ３水平降低（Ｐ＜００５）。ＤＨＴ＋ｓｈＮＬＲＰ３组ＳＶＯＧ细胞中ＧＦＰＬＣ３和线粒体的共定位较ＤＨＴ＋
ｓｈＮＣ组增加（Ｐ＜００５）。与ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＴ＋ｓｈＮＬＲＰ３组 ＳＶＯＧ细胞的 ＴＵＮＥＬ阳性细胞的数目和 ＭｉｔｏＳＯＸ荧
光密度降低、多聚体ＪＣ１／单体ＪＣ１比值增加（Ｐ＜００５）。与 Ｃｏｎ＋ＡｄＥＶ组相比，Ｃｏｎ＋ＡｄＮＬＲＰ３组 ＳＶＯＧ细胞的 ＮＬＲＰ３
水平、ＴＵＮＥＬ阳性细胞数目、ＭｉｔｏＳＯＸ荧光密度增加（Ｐ＜００５），ＧＦＰＬＣ３和线粒体的共定位以及多聚体ＪＣ１／单体ＪＣ１比值
降低（Ｐ＜００５）。与Ｃｏｎ组相比，ＤＨＥＡ组小鼠卵巢组织中ＴＵＮＥＬ阳性细胞、相对活性氧（ＲＯＳ）强度和受损线粒体百分比均
显著增加（Ｐ＜００５）。与ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＬＲＰ３组卵巢组织中ＴＵＮＥＬ阳性细胞、相对ＲＯＳ强度和受损线
粒体百分比均降低（Ｐ＜００５）。结论　ＮＬＲＰ３激活诱导的线粒体自噬活性导致线粒体功能障碍并促进 ＧＣｓ中线粒体相关凋
亡。ＮＬＲＰ３敲低有利于线粒体稳态，并改善ＧＣｓ对氧化应激损伤的抵抗，从而促进ＰＣＯＳ的恢复。
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　　多囊卵巢综合征（ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，Ｐ
ＣＯＳ）是最常见的内分泌疾病，影响全球６％ ～９％
的２８～４５岁女性，其发病机制尚未阐明［１－２］。颗粒

细胞（ｇｒａｎｕｌｏｓａｃｅｌｌｓ，ＧＣｓ）是卵巢功能单位的主要
组分，其凋亡与卵母细胞质量差、卵巢功能障碍和低

受精率相关［３］。研究［４］表明，过量的活性氧（ｒｅａｃ
ｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）可以诱导和激活ＮＯＤ样受
体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒ
ｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）炎症
体的释放，这是导致 ＧＣｓ死亡的主要原因。线粒体
是细胞内 ＲＯＳ产生的主要场所。线粒体功能障碍
可能是 ＰＣＯＳ发病过程中的一个促进因素，尤其是

ＧＣｓ凋亡［５］。线粒体自噬是选择性去除受损或过量

线粒体的过程，在维持线粒体的正常功能方面发挥

着重要作用［６－７］。研究表明，线粒体自噬在受损组

织中发挥保护作用，如卵巢［８］。此外，线粒体自噬

可以消除线粒体ＲＯＳ，从而抑制ＮＬＲＰ３炎症小体的
激活来保护细胞免受炎症损伤［９］。该研究基于ＮＬ
ＲＰ３通路探讨线粒体自噬在ＰＣＯＳ小鼠卵巢ＧＣｓ线
粒体功能障碍中的作用，旨在为改善ＧＣｓ功能和减
轻卵巢氧化应激提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞培养和处理　永生的人卵巢 ＧＣｓ系
ＳＶＯＧ（加拿大 ＡＢＭ公司）在含有 １０％胎牛血清、
１００Ｕ／ｍｌ青霉素和 １００μｇ／ｍｌ链霉素的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ
氏改良 Ｅａｇｌｅ培养基中培养。之后，将 ＳＶＯＧ细胞
以２×１０５细胞／孔的密度接种到６孔板中，并进行４
ｈ血清饥饿，然后用２５ｎｍｏｌ／Ｌ双氢睾酮（ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓ
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ｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＴ）处理 ２４ｈ以建立 ＰＣＯＳ细胞模
型［１０］。为了考察ＮＬＲＰ３在ＤＨＴ诱导的ＰＣＯＳ细胞
模型中表达情况，用不同浓度（０、５、１０、２５ｎｍｏｌ／Ｌ）
ＤＨＴ处理细胞２４ｈ。为了考察 ＮＬＲＰ３对线粒体自
噬活性的影响，将细胞分为 Ｃｏｎ＋ｓｈＮＣ、Ｃｏｎ＋ｓｈ
ＮＬＲＰ３、ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ和 ＤＨＴ＋ｓｈＮＬＲＰ３不同处理
组。各组在用２５ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ处理细胞前２４ｈ，分
别用携带 ｓｈＮＣ或 ｓｈＮＬＲＰ３的腺病毒转染细胞。
为了考察ＮＬＲＰ３过表达模拟ＤＨＴ诱导的线粒体自
噬抑制，将细胞分为Ｃｏｎ＋ＡｄＥＶ、Ｃｏｎ＋ＡｄＮＬＲＰ３、
ＤＨＴ＋ＡｄＥＶ、ＤＨＴ＋ＡｄＮＬＲＰ３不同处理组。各组
在用２５ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ处理细胞前２４ｈ，分别用携带
ＡｄＥＶ或ＡｄＮＬＲＰ３的腺病毒转染细胞。
１．２　腺病毒转染　ＳＶＯＧ细胞用携带 ＮＬＲＰ３（Ａｄ
ＮＬＲＰ３）或 ＮＬＲＰ３ｓｈＲＮＡ（ｓｈＮＬＲＰ３）的腺病毒转
染。腺病毒由广州 ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司合成。将
ＳＶＯＧ细胞装载在２４孔板（１×１０５细胞／孔）中，并
使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）转染
上述腺病毒。转染２４ｈ后，用普通培养基处理细胞
２４ｈ。
１．３　ＣＣＫ８法测定细胞活力　细胞处理２４ｈ后，
向每个孔中加入２０μｌＣＣＫ８工作试剂 （美国 Ａｂ
ｂｋｉｎｅ公司），并在３７℃下孵育１ｈ。用９６孔板读数
器（美国ＢｉｏＲａｄ公司）在４５０ｎｍ处记录吸光度值。
１．４　细胞中线粒体自噬的评估　用 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ红
色ＣＭＸＲｏｓ探针（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）标记线
粒体。用携带绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＧＦＰ）ＬＣ３的腺病毒转染 ＳＶＯＧ细胞以标记
ＬＣ３。通过ＧＦＰＬＣ３与线粒体共定位来检测线粒体
自噬。使用Ａ１Ｒ激光共聚焦显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公
司）获得荧光图像。

１．５　ＲＯＳ测量　通过使用 ＤＨＥ探针（北京 Ｓｏｌａｒ
ｂｉｏ公司）测定卵巢ＲＯＳ水平。通过使用 ＤＣＦＨＤＡ
探针（上海Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）测量细胞内ＲＯＳ的水平。
使用ＭｉｔｏＳＯＸ红色线粒体超氧化物指示剂（美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）来定量线粒体 ＲＯＳ产生。使用 Ａ１Ｒ
激光共聚焦显微镜捕捉图像。

１．６　线粒体膜电位测定　将 ＧＣｓ细胞接种在具有
透明底部的２０ｍｍ培养皿中。使用 ＪＣ１线粒体膜
电位测定试剂盒（英国 Ａｂｃａｍ公司）进行 ＪＣ１染
色，计算红色（ＪＣ１多聚体）荧光与绿色（ＪＣ１单体）
荧光的比率用于反映线粒体膜电位。

１．７　动物及分组处理　４５只雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（３
周，１０～１２ｇ）购自南京君科生物工程有限公司［动

物许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０１９０００４］。将小鼠饲养在
ＳＰＦ环境中，室温２４℃和１２ｈ的光／暗循环。提供
了足够的食物和水。根据文献描述的方法，用脱氢

表雄酮（ｄｅｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＥＡ）处理小鼠以
建立ＰＣＯＳ小鼠模型［１１］。实验小鼠每天皮下注射

６０ｍｇ／ｋｇＤＨＥＡ［（１００μｌ／小鼠，１２０ｍｇＤＨＥＡ溶于
４ｍｌ含有１０％的乙醇（９５％）的芝麻油中］，持续２０
ｄ，对照组小鼠每天注射００９ｍｌ芝麻油和００１ｍｌ
９５％乙醇，持续２０ｄ。从注射ＤＨＥＡ的第１０天开始
每天监测发情期，直到实验结束。２０ｄ后，测量禁
食１２ｈ的小鼠的空腹血糖和空腹胰岛素水平，并计
算胰岛素抵抗指数。ＨＯＭＡ胰岛素抵抗的评估公
式为：空腹胰岛素浓度（单位：μＵ／ｍｌ）×空腹血糖
浓度（单位：ｍｍｏｌ／Ｌ）／２２５。ＨＯＭＡＩＲ＞２８的 Ｐ
ＣＯＳ小鼠初步认为是成功的 ＰＣＯＳ小鼠模型［１１］。

在４５只小鼠中，随机选择３７只小鼠用于建模，剩余
的８只小鼠用作对照组（Ｃｏｎ组）。有３０只小鼠达
到ＨＯＭＡＩＲ＞２８，其中６只小鼠安乐死用于苏木
精和伊红（ＨＥ）染色以鉴定建模成功（存在更大的
囊性滤泡、更薄的颗粒层和滤泡膜细胞层以及减少

的黄体细胞），其余２４只小鼠分成３组（ＤＨＥＡ组、
ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组、ＤＨＥＡ ＋ｓｈＮＬＲＰ３组）。通过
戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ，ｉ．ｐ．）麻醉小鼠，ＤＨＥＡ ＋
ｓｈＮＬＲＰ３组、ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组同时通过尾静脉注
射浓度为１×１０９ＴＵ／ｍｌ的慢病毒包装的 ｓｈＮＬＲＰ３
或ｓｈＮＣ，在相同条件下饲养注射和不注射慢病毒
的小鼠。两周后，通过腹膜内注射１５０ｍｇ／ｋｇ戊巴
比妥钠对所有小鼠实施安乐死，并收集卵巢和血清

样品。其中，每组６个卵巢样本用于组织学检查，每
组另外６个卵巢样本用于蛋白质印迹分析，血清样
本用于ＥＬＩＳＡ。
１．８　性激素［雌二醇、孕酮、黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｓｉｎｇ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＬＨ）、卵泡激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒ
ｍｏｎｅ，ＦＳＨ）］测量　收集血样，立即分离血清并储
存在 －８０℃，以通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）进一步测

定雌二醇、孕酮、ＬＨ、ＦＳＨ水平。
１．９　ＨＥ染色　从小鼠分离卵巢组织，常规包埋在
石蜡中，切成 ６μｍ冠状切片，并用苏木精和伊红
（美国Ｓｉｇｍａ公司）染色。在显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公
司）下观察卵巢组织的形态学变化。

１．１０　透射电子显微镜　将卵巢样本修剪成小块
（１ｍｍ３），用２％戊二醛、１％四氧化锇固定。切成
７０ｎｍ厚的切片并用柠檬酸铅染色，用 Ｈ７６５０透射
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电子显微镜（日本日立公司）检测各组小鼠卵巢组

织中线粒体的超微结构。

１．１１　蛋白质印迹分析　使用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液
（上海Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）提取卵巢和 ＧＣｓ中蛋白。通
过１０％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳分
离等量的总蛋白质，然后将蛋白质条带转移到聚偏

二氟乙烯膜（英国Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）上。目标条带与
针对 ＮＬＲＰ３（１∶１０００，美国 ＡｄｉｐｏＧｅｎＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ
公司）、ＰＴＥＮ诱导激酶 １（ＰＴＥＮｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１，
ＰＩＮＫ１）（１∶１０００，英国Ａｂｃａｍ公司）、（ＰａｒｋｉｎＲＢＲ
Ｅ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅ，Ｐａｒｋｉｎ）（１∶１０００，美国
Ａｂｎｏｖａ公司）、微管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）（１∶１０００，美
国ＣＳＴ公司）、螯合体１（ＳＱＳＴＭ１，Ｐ６２）（１∶１０００，
Ａｂｃａｍ）和甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）（１∶４０００，上海
ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）在４℃下孵育过夜，然
后加入ＨＲＰ标记的二抗。使用化学发光检测（德国
ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）使印迹可视化。ＧＡＰＤＨ蛋白
用作上样对照。

１．１２　ＴＵＮＥＬ凋亡分析　使用 ＴＵＮＥＬ凋亡检测
试剂盒（美国Ａｂｂｋｉｎｅ公司）评估小鼠卵巢和细胞中
的凋亡情况。卵巢切片和细胞用 ４％多聚甲醛固
定，然后在黑暗中用 ＴＵＮＥＬ检测溶液染色１ｈ。使
用Ａ１Ｒ激光共聚焦显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）捕捉
荧光图像。

１．１３　统计学处理　所有统计分析均采用 ＳＰＳＳ
２２０软件进行。数据表示为平均值 ±标准差。单
因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）和 Ｔｕｒｋｅｙ事后检验用于多
组之间的比较。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＬＲＰ３在ＤＨＴ诱导的 ＰＣＯＳ细胞模型中高

表达　采用不同浓度 ＤＨＴ刺激 ＧＣｓ系 ＳＶＯＧ，结果
显示，ＤＨＴ以浓度依赖方式诱导 ＳＶＯＧ细胞活力降
低（Ｆ＝７２４，Ｐ＜０００１），并且细胞中 ＮＬＲＰ３蛋白
表达以浓度依赖方式增加（Ｆ＝８６２，Ｐ＜０００１）（图
１）。
２．２　经ＤＨＴ处理后的ＳＶＯＧ细胞中ＮＬＲＰ３对线
粒体自噬活性的影响　与Ｃｏｎ＋ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＴ
＋ｓｈＮＣ组 ＳＶＯＧ细胞的 ＮＬＲＰ３水平增加（Ｐ＜
００５），ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ蛋白表达降低
（Ｐ＜００５），Ｐ６２蛋白表达增加（Ｐ＜００５）；结果表
明线粒体自噬活性显著降低。与ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ组相
比，ＤＨＴ＋ｓｈＮＬＲＰ３组 ＳＶＯＧ细胞的 ＮＬＲＰ３水平
降低（Ｐ＜００５），ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ蛋白
表达增加（Ｐ＜００５），Ｐ６２蛋白表达降低（Ｐ＜
００５）；结果表明敲除 ＤＨＴ处理的 ＳＶＯＧ细胞中的
ＮＬＲＰ３恢复了线粒体自噬活性（图２Ａ、表１）。如图
２Ｂ所示，与 Ｃｏｎ＋ｓｈＮＣ组比较，ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ组
ＳＶＯＧ细胞中 ＧＦＰＬＣ３和线粒体的共定位数降低
（Ｐ＜００５），表明线粒体自噬活性受到抑制。ＤＨＴ
＋ｓｈＮＬＲＰ３组ＳＶＯＧ细胞中 ＧＦＰＬＣ３和线粒体的
共定位数较 ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ组显著增加（Ｐ＜００５），
表明ＮＬＲＰ３基因敲除预防 ＤＨＴ诱导 ＳＶＯＧ细胞的
线粒体自噬活性抑制。

２．３　ＮＬＲＰ３敲除对 ＤＨＴ诱导的线粒体衍生的氧
化应激和线粒体依赖性凋亡的影响　与 Ｃｏｎ＋ｓｈ
ＮＣ组相比，ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ组 ＴＵＮＥＬ阳性细胞的数
目和ＭｉｔｏＳＯＸ荧光密度显著增加（Ｐ＜００５），多聚
体ＪＣ１／单体ＪＣ１比值显著降低（Ｐ＜００５）；结果
表明ＤＨＴ诱导的凋亡是线粒体依赖性。与 ＤＨＴ＋
ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＴ＋ｓｈＮＬＲＰ３组 ＳＶＯＧ细胞的
ＴＵＮＥＬ阳性细胞的数目和 ＭｉｔｏＳＯＸ荧光密度显著
降低（Ｐ＜００５），多聚体 ＪＣ１／单体 ＪＣ１比值增加
（Ｐ＜００５）；结果表明ＮＬＲＰ３的敲除通过升高线粒

图１　ＮＬＲＰ３在ＤＨＴ（０～２５ｎｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ的ＰＣＯＳ细胞模型中高表达情况

Ｆｉｇ．１　ＮＬＲＰ３ｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＰＣＯＳｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＨＴ（０～２５ｎｍｏｌ／Ｌ）ｆｏｒ２４ｈ

Ａ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＶＯＧｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３ｉｎＳＶＯＧｃｅｌｌｓ；
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓ０ｎｍｏｌ／ｌＤＨＴｇｒｏｕｐ．
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图２　在ＤＨＴ处理的ＳＶＯＧ细胞中测定ＮＬＲＰ３

对线粒体自噬活性的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＮＬＲＰ３ｏｎｍｉｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎＤＨＴｔｒｅａｔｅｄＳＶＯＧｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅｇｅｌｂｌｏｔｉｍａｇｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＬ

ＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＣ３ＩＩ／Ｉ，Ｐ６２）ａｎｄｍｉｔｏ

ｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＰＩＮＫ１，Ｐａｒｋｉｎ）ｉｎＳＶＯＧｃｅｌｌｓ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；Ｂ：ＣｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＳＶＯＧｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ

ｓｔａｉｎｉｎｇ（ｒｅｄ）ａｎｄＧＦＰＬＣ３（ｇｒｅｅｎ）

表１　ＤＨＴ处理的ＳＶＯＧ细胞中ＮＬＲＰ３对线粒体自噬活性的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＬＲＰ３ｏｎｍｉｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＤＨＴｔｒｅａｔｅｄＳＶＯＧｃｅｌｌｓ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ Ｐ６２ ＮＬＲＰ３
Ｐｏｉｎｔｓｏｆｅａｃｈｃｅｌｌ

ｃｏｌｏｃａｌｉｚｅｄＬＣ３
Ｃｏｎ＋ｓｈＮＣ １．００±０．０３ １．００±０．０４ １．００±０．０２ １．００±０．０４ １．００±０．０２ １０．５４±１．２２
Ｃｏｎ＋ｓｈＮＬＲＰ３ １．３３±０．０４ １．２２±０．０３ １．１７±０．０４ １．１７±０．０２ ０．３１±０．０３ １２．０８±１．０５
ＤＨＴ＋ｓｈＮＣ ０．４７±０．０５ ０．３３±０．０４ ０．７１±０．０２ ２．０５±０．１０ １．７８±０．０８ ５．１３±０．８９

ＤＨＴ＋ｓｈＮＬＲＰ３ ０．７７±０．０４＃ ０．７４±０．０５＃＃ ０．９２±０．０３＃ １．３２±０．０３＃ １．０８±０．０６＃＃ ９．２７±１．０５＃＃

Ｆｖａｌｕｅ ８．１５ １０．８２ ５．５４ ７．８６ １５．０４ １０．４６
Ｐｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００６ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＣｏｎ＋ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＤＨＴ＋ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ．

体膜电位和减少线粒体产生 ＲＯＳ显著抑制了线粒
体依赖性细胞凋亡。见图３。
２．４　ＮＬＲＰ３过表达加剧 ＤＨＴ诱导的线粒体自噬
抑制　为了进一步揭示上调的 ＮＬＲＰ３对线粒体自
噬和相关ＳＶＯＧ损伤的作用，使用与ＮＬＲＰ３重组的
腺病毒（ＡｄＮＬＲＰ３）诱导ＮＬＲＰ３在ＳＶＯＧ细胞中过
表达。与 Ｃｏｎ＋ＡｄＥＶ组相比，Ｃｏｎ＋ＡｄＮＬＲＰ３组

ＳＶＯＧ细胞的 ＮＬＲＰ３水平、ＴＵＮＥＬ阳性细胞数目、
ＭｉｔｏＳＯＸ荧光密度增加（Ｐ＜００５），ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ、
ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ蛋白表达降低（Ｐ＜００５），ＧＦＰＬＣ３
和线粒体的共定位以及多聚体ＪＣ１／单体ＪＣ１比值
降低（Ｐ＜００５）；结果表明 ＮＬＲＰ３过表达在正常处
理的ＳＶＯＧ细胞中显著抑制线粒体自噬和阻断自噬
流，并诱导线粒体依赖性细胞凋亡（表２、图４）。

表２　ＮＬＲＰ３过表达模拟ＤＨＴ诱导的线粒体自噬抑制对ＳＶＯＧ细胞线粒体衍生的氧化应激和凋亡影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３ｓｉｍｕｌａｔｅｓＤＨＴｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｒｉｖｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＳＶＯＧｃｅｌｌｓ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＰＩＮＫ１ Ｐａｒｋｉｎ ＬＣ３Ⅰ／ＬＣ３Ⅱ Ｐ６２ ＮＬＲＰ３
Ｐｏｉｎｔｓｏｆ
ｅａｃｈｃｅｌｌ

ｃｏｌｏｃａｌｉｚｅｄＬＣ３

ＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｃｅｌｌｓ（％）

Ｒｅｄ／ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

（％ Ｃｏｎ＋ＡｄＥＶ）

ＭｉｔｏＳＯＸ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｎｓｉｔｙ
（ｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆ
Ｃｏｎ＋ＡｄＥＶ）

Ｃｏｎ＋ＡｄＥＶ １．００±０．０２ １．００±０．０３ １．００±０．０３ １．００±０．０３ １．００±０．０２ １１．７３±１．１５ ６．８３±０．９２ １００．００±２．７４ １．００±０．０４
Ｃｏｎ＋ＡｄＮＬＲＰ３ ０．４８±０．０５ ０．６０±０．０６ ０．５８±０．０５ １．３３±０．０５ １．８１±０．１０ ６．２２±０．９３ １５．７６±１．３３ ５６．７２±３．３７ ２．７５±０．１１

ＤＨＴ＋ＡｄＥＶ ０．５７±０．０５ ０．６４±０．０５ ０．５１±０．０４ １．５６±０．０７ １．７５±０．０８ ５．２６±０．８４ ３２．３４±２．０２ ４７．８４±１．０５ ４．８２±０．３７

ＤＨＴ＋ＡｄＮＬＲＰ３ ０．２８±０．０２＃ ０．３６±０．０４＃ ０．４２±０．０３ １．９５±０．０８＃ ２．６７±０．２２＃ ４．５１±０．７９ ４１．８５±２．３７＃ ４０．６２±１．１８ ５．３１±０．３３
Ｆｖａｌｕｅ １３．２６ １２．１４ ５．９４ ８．３６ １２．３１ ５．６２ ２４．３１ ９．４１ １８．７２
Ｐｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００５ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００７ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎ＋ＡｄＥＶｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤＨＴ＋ＡｄＥＶｇｒｏｕｐ
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图３　ＮＬＲＰ３敲除抑制ＤＨＴ诱导的线粒体衍生的氧化应激和线粒体依赖性凋亡

Ｆｉｇ．３ＮＬＲＰ３ｋｎｏｃｋｏｕｔｉｎｈｉｂｉｔｅｄＤＨＴｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｒｉｖｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ａ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝２００μｍ）；ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ；ｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ｎｕｃｌｅｕｓ；Ｂ：Ｒｅｐｒｅ

ｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＪＣ１ｓｔａｉｎｉｎｇ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ＪＣ１ｐｏｌｙｍｅｒ；ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ＪＣ１ｍｏｎｏｍｅｒ；

Ｃ：ＭｉｔｏＳＯＸｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎ＋ｓｈ

ＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤＨＴ＋ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ．

此外，与ＤＨＴ＋ＡｄＥＶ组相比，ＤＨＴ＋ＡｄＮＬＲＰ３组
ＳＶＯＧ细胞的ＮＬＲＰ３水平、ＴＵＮＥＬ阳性细胞数目增
加（Ｐ＜００５），ＰＩＮＫ１、Ｐａｒｋｉｎ蛋白表达降低（Ｐ＜
００５）；结果表明ＮＬＲＰ３过表达加剧 ＤＨＴ诱导的线

粒体自噬活性抑制和细胞凋亡。

２．５　ＮＬＲＰ３敲低对ＰＣＯＳ表型和氧化应激损伤的
影响　为了探索 ＮＬＲＰ３在 ＰＣＯＳ中的功能，建立了
ＤＨＥＡ诱导的ＰＣＯＳ小鼠模型。与对照组相比，

·７７５１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｓｅｐ；５９（９）



图４　ＮＬＲＰ３过表达对ＤＨＴ诱导的线粒体自噬抑制影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＬＲＰ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＤＨＴｉｎｄｕｃｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｐｈａｇｙ

Ａ：ＧｅｌｉｍｐｒｉｎｔｉｎｇｉｍａｇｅｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎ，ａｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＬＣ３ＩＩ／Ｉ，Ｐ６２）ａｎｄｍｉｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＰＩＮＫ１，Ｐａｒｋｉｎ）ｉｎ

ＳＶＯＧｃｅｌｌｓ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ）；Ｂ：ＣｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＳＶＯＧｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＧＦＰＬＣ３；Ｃ：ＴＵＮＥＬ

ｓｔａｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝２００μｍ）；Ｄ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆＪＣ１ｓｔａｉｎｉｎｇ（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０

μｍ）；ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ＪＣ１ｐｏｌｙｍｅｒ；ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ＪＣ１ｍｏｎｏｍｅｒ；Ｅ：ＭｉｔｏＳＯＸｓｔａｉｎｉｎｇａｎａｌｙｚｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

（ｎ＝３，ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ）．

ＤＨＥＡ组血清雌二醇、孕酮、ＬＨ和 ＦＳＨ的水平增加
（Ｐ＜００５）。与ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＥＡ＋ｓｈ
ＮＬＲＰ３组卵巢组织中 ＮＬＲＰ３蛋白表达降低（Ｐ＜
００５），并且血清雌二醇、孕酮、ＬＨ和ＦＳＨ的水平降

低（Ｐ＜００５）（表３、表４和图５Ａ）。通过 ＨＥ染色
观察到正常小鼠呈现完整的卵巢结构、不同阶段的

多个黄体细胞和卵泡，而ＤＨＥＡ组和ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ
组小鼠呈现较大的囊性卵泡、较薄的颗粒层和卵泡
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膜细胞层以及减少的黄体细胞。相比之下，ＤＨＥＡ
＋ｓｈＮＬＲＰ３组卵巢的组织形态学特征得到改善，但
仍存在大量闭锁卵泡和卵泡囊肿（图５Ｂ）。此外，与
对照组相比，ＤＨＥＡ组小鼠卵巢组织中ＴＵＮＥＬ阳性
细胞、相对ＲＯＳ强度和受损线粒体百分比均增加（Ｐ

＜００５）。与 ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ组相比，ＤＨＥＡ＋ｓｈ
ＮＬＲＰ３组卵巢组织中 ＴＵＮＥＬ阳性细胞、相对 ＲＯＳ
强度和受损线粒体百分比均降低（Ｐ＜００５），表明
ＮＬＲＰ３敲低缓解 ＰＣＯＳ氧化应激损伤（表 ４和图
５Ｃ、Ｄ）。

图５　ＮＬＲＰ３敲低减轻小鼠卵巢氧化应激损伤（ｎ＝８）

Ｆｉｇ．５　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＮＬＲＰ３ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｄａｍａｇｅｉｎｍｏｕｓｅｏｖａｒｉｅｓ（ｎ＝８）

Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈｅｏｖａｒｉａｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆ

ｍｉｃｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２００μｍ）；Ｃ：ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）；Ｄ：

Ｔｈｅｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２μｍ）；Ｅ：Ｍｉ

ｔｏＳＯＸｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｉｎｏｖａｒｉａｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）．

表３　各组血清激素水平（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　Ｓｅｒｕｍｈｏｒｍｏｎｅｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＨＯＭＡＩＲ Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ（ｐｇ／ｍｌ） Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ（ｎｇ／ｍｌ） ＬＨ（ＩＵ／Ｌ） ＦＳＨ（ＩＵ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．４２±０．３５ ２４．９２±１．３０ １．６２±０．１４ ６．３０±０．５２ ２．４０±０．２０
ＤＨＥＡ ８．１５±０．８５ ７６．０２±４．７１ ４．７７±０．５３ １８．８４±１．２３ ５．４０±０．２０

ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ ８．３０±１．０６ ８０．２５±５．８６ ５．１０±０．４３ １８．１１±１．１５ ５．１０±０．２０

ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＬＲＰ３ ５．４２±０．８１＃ ４２．３５±１．５５＃ ２．１３±０．１５＃ ８．８３±０．６２＃ ３．８０±０．１０＃

Ｆｖａｌｕｅ ８．７２ １４．１６ １５．７３ １０．８５ ９．２６
Ｐｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎ＋ＡｄＥＶｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤＨＴ＋ＡｄＥＶｇｒｏｕｐ．

表４　ＮＬＲＰ３敲低缓解氧化应激损伤（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ４　ＮＬＲＰ３ｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｊｕｒｙ（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＮＬＲＰ３ ＴＵＮＥＬｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（％） ＲｅｌａｔｉｖｅＲＯＳｉｎｔｅｎｓｉｔｙ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｄａｍａｇｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ（％）
Ｃｏｎｔｒｏｌ １．００±０．０４ ５．７３±０．９４ ０．３２±０．０４ ２．４２±０．１８
ＤＨＥＡ ３．１２±０．３１ ２１．５４±２．８８ １．２５±０．１５ ３５．７３±３．７８

ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＣ ２．８５±０．２７ ２３．０５±３．０１ １．３０±０．１７ ３４．１６±３．８４

ＤＨＥＡ＋ｓｈＮＬＲＰ３ ０．７２±０．０６＃＃＃ １１．７６±１．６２＃ ０．７１±０．０８＃＃ １５．６０±２．７２＃＃

Ｆｖａｌｕｅ ２２．４８ ２３．５６ ３３．５２ ３０．８２
Ｐｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎ＋ＡｄＥＶｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＤＨＴ＋ＡｄＥＶｇｒｏｕｐ．
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３　讨论

　　ＧＣｓ构成了最大的卵泡细胞群，它们的代谢和
凋亡与卵巢功能障碍密切相关［８］。氧化应激是细

胞凋亡的主要原因之一，由ＲＯＳ过量产生和抗氧化
机制受损引起。因此，保护 ＧＣｓ免受氧化应激损伤
对于治疗 ＰＣＯＳ具有重要意义［１２］。本研究确定了

ＮＬＲＰ３在ＤＨＴ诱导的 ＧＣｓ氧化应激模型和 ＤＨＥＡ
诱导的ＰＣＯＳ小鼠卵巢中增加。ＮＬＲＰ３的过度表达
加重了细胞功能障碍，从而加剧了小鼠卵巢氧化应

激损伤。潜在的机制可能涉及在氧化应激条件下抑

制了ＧＣｓ中的线粒体自噬并诱导了线粒体相关的
凋亡。此外，敲低 ＮＬＲＰ３减轻了氧化应激诱导的
ＧＣｓ功能障碍。

ＧＣｓ的凋亡是一种炎症引发的程序性细胞死
亡，其特征在于可在 ＧＣｓ中检测到 ＮＬＲＰ３的激
活［４］。ＧＣｓ凋亡可由高雄激素血症导致的 ＮＬＲＰ３
激活触发，这进一步与 ＰＣＯＳ的炎症反应和高胰岛
素血症相关［１３］。ＮＬＲＰ３是一种多能分子，先前研
究［１４］揭示了 ＮＬＲＰ３下调在妇科疾病中的广泛作
用。ＮＬＲＰ３增加导致不孕和卵母细胞及卵泡发育
停滞，其敲除抑制了子宫内膜异位症的进展。研

究［１５］表明，ＮＬＲＰ３上调与 ＧＣｓ凋亡和卵母细胞功
能障碍之间存在关联。本研究中，过度表达 ＮＬＲＰ３
通过破坏线粒体功能和增加氧化应激条件下的凋亡

来损害ＧＣｓ功能，这与先前的研究［４］相互验证。氧

化应激暴露后，ＮＬＲＰ３敲除促进ＧＣｓ增殖并降低细
胞间ＲＯＳ含量。此外，与相关文献［１４］结果一致，该

研究结果证明了 ＮＬＲＰ３在 ＰＣＯＳ小鼠卵巢组织中
的上调，并且 ＮＬＲＰ３敲低修复卵巢损伤，降低抗卵
泡发育激素水平。这些结果表明，ＧＣｓ凋亡的潜在
机制可能归因于 ＮＬＲＰ３在调节线粒体功能和线粒
体相关的凋亡途径中的作用。

线粒体是 ＧＣｓ的重要细胞器。持续的线粒体
功能障碍可导致氧化应激诱导的ＧＣｓ损伤，进而导
致凋亡增加、增殖减少、生物功能受损和卵泡发育异

常，甚至卵巢功能紊乱［１６］。自噬对于维持细胞稳态

和生存之间的平衡至关重要。在生理条件下，自噬

具有多种功能，包括平衡排卵和卵泡闭锁，这与卵泡

发育有关。卵巢中自噬的异常激活导致卵泡闭锁和

卵巢功能早衰［５］。自噬抑制被认为是线粒体功能

障碍的一个标志，导致线粒体功能普遍下降，受损线

粒体积累和ＲＯＳ产生过多［１７］。本研究表明，在ＧＣｓ
的ＰＣＯＳ模型中，线粒体自噬功能被扰乱和自噬流

阻滞，伴随着 ＮＬＲＰ３的显著上调。相反，小鼠卵巢
（体内）和ＧＣｓ细胞（体外）中ＮＬＲＰ３的敲低恢复了
线粒体自噬、自噬流并减少了细胞凋亡。大量研

究［１８］表明，诱导线粒体自噬可能有效预防氧化应激

诱导的 ＧＣｓ功能障碍。ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的泛素
依赖性途径在线粒体自噬和维持线粒体完整性和功

能中起着重要作用［１９］。本研究结果显示，ＤＨＴ诱导
的 ＧＣｓ细胞中 ＰＩＮＫ１和 Ｐａｒｋｉｎ水平降低。在
ＰＩＮＫ１／Ｐａｒｋｉｎ介导的泛素依赖性途径的初始阶段，
线粒体膜电位的丧失导致 ＰＩＮＫ１在线粒体外膜上
积聚，促发 ＰＩＮＫ１将 Ｐａｒｋｉｎ从细胞质招募到线粒
体［２０］。因此，Ｐａｒｋｉｎ的转移是线粒体自噬诱导的关
键步骤。在 ＧＣｓ的 ＰＣＯＳ模型中，ＮＬＲＰ３敲低不仅
上调ＰＩＮＫ１和Ｐａｒｋｉｎ的表达，而且促进了线粒体自
噬和线粒体功能的恢复。相反，正常 ＧＣｓ中 ＮＬＲＰ３
过表达模拟 ＤＨＴ诱导的线粒体自噬抑制，导致
ＳＶＯＧ细胞线粒体衍生的氧化应激和凋亡。这些结
果表明，ＮＬＲＰ３作为一种多能分子，在氧化应激过
程和线粒体相关的调节中具有多方面的调节作用。

总之，该研究初步揭示了 ＮＬＲＰ３在 ＰＣＯＳ中
ＧＣｓ凋亡的相关机制。ＮＬＲＰ３激活诱导的线粒体
自噬活性导致线粒体功能障碍并促进 ＧＣｓ中线粒
体相关凋亡。ＮＬＲＰ３敲低有利于线粒体稳态，并改
善ＧＣｓ对氧化应激损伤的抵抗，从而促进 ＰＣＯＳ的
恢复。该研究提供了一种新的调控 ＧＣｓ线粒体功
能的机制，并为改善 ＧＣｓ功能和减轻卵巢氧化应激
损伤提供了一定的理论基础。
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