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[摘　 要] 　 目的　 研究前蛋白转化酶枯草溶菌素 9(PCSK9)在多囊卵巢综合征(PCOS)卵巢颗粒细胞中的表达情

况,并探讨 PCSK9 表达与 PCOS 卵巢组织以及睾酮处理的 KGN 细胞中脂质状况的关系。 方法　 通过来曲唑联合

高脂饲料喂养构建 PCOS 大鼠模型,油红 O 染色观察 PCOS 大鼠卵巢组织中脂质分布情况;生物信息学分析筛选

PCOS 卵巢与正常卵巢转录组数据中参与脂质代谢通路的差异表达基因;采用免疫组织化学和 Western blot 技术检

测 PCSK9 蛋白在 PCOS 卵巢组织中的表达情况;采用免疫荧光、qRT-PCR 和 Western blot 技术检测不同浓度睾酮处

理的 KGN 细胞中 PCSK9 和低密度脂蛋白受体(LDLR)的表达差异;免疫荧光显微镜观察 KGN 细胞对 Dil-LDL 的

摄取能力。 结果　 油红 O 染色结果显示 PCOS 卵巢组织中颗粒细胞上的脂滴分布较正常卵巢组织明显减少;生物

信息学分析结果显示 PCOS 大鼠卵巢组织中上调的 PCSK9 主要参与胆固醇代谢通路;免疫组织化学和 Western blot
结果显示 PCSK9 蛋白主要定位于颗粒细胞且在 PCOS 大鼠颗粒细胞中表达增加;免疫荧光、qRT-PCR 和 Western
blot 结果显示 KGN 细胞中 PCSK9 的表达随睾酮浓度的增加而增加,LDLR 的表达随睾酮浓度的增加而减少;睾酮

(100 nmol / L)可减弱 KGN 细胞对 Dil-LDL 的摄取能力。 结论　 PCSK9 在 PCOS 卵巢颗粒细胞中高表达,其可导致

LDLR 蛋白表达降低,使颗粒细胞脂质摄取不足。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the expression of proprotein convertase subtilisin kexin 9 (PCSK9) in polycystic o-
vary syndrome (PCOS) ovarian granulosa cells, and the relationship between PCSK9 expression and the lipid status of P-
COS ovarian tissue and testosterone-treated KGN cells. 　 　 Methods　 A rat model of PCOS was constructed by letrozole
combined with high-fat diet. 　 Oil red O staining was used to observe the lipid distribution in the ovarian tissue of PCOS
rats. 　 Transcriptome data from PCOS ovarian tissue and normal ovarian tissue was analyzed by bioinformatics, and the dif-
ferentially expressed genes involved in lipid metabolism pathway were screened. 　 Western blot and immunohistochemical
techniques were used to detect the protein expression of PCSK9 in PCOS rat tissues. 　 Immunofluorescence, qRT-PCR and
Western blot techniques were used to detect the expression differences of PCSK9 and low density lipoprotein receptor
(LDLR) in KGN cells treated with different concentrations of testosterone. 　 Immunofluorescence microscope was used to
observe the ability of KGN cells uptake Dil-LDL. 　 　 Results　 The results of Oil Red O staining showed that the distribu-
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tion of lipid droplets in granular cells of PCOS ovarian tissue was significantly less than that of normal ovarian tissue. 　 The
results of bioinformatics analysis showed that the up-regulated expression of PCSK9 in the ovarian tissue of PCOS rats was
mainly involved in the cholesterol metabolism pathway. 　 The results of immunohistochemistry and Western blot showed that
the PCSK9 protein was mainly localized in granulosa cells and its expression increased in the granulosa cells of PCOS rats.
The results of immunofluorescence, qRT-PCR and Western blot showed that PCSK9 expression was up-regulated with the
increased concentration of testosterone, and LDLR expression was decreased with the increased concentration of testosterone
in KGN cells. 　 Testosterone (100 nmol / L) could reduce the uptake of Dil-LDL by KGN cells. 　 　 Conclusion　 PCSK9
was highly expressed in PCOS ovarian granulosa cells, which could reduce the expression of LDLR protein and lead to in-
sufficient lipid uptake of granulosa cells.

　 　 多囊卵巢综合征(polycystic ovary syndrome,P-
COS)是一种育龄期女性常见的内分泌代谢疾病,其
临床主要特征是月经不调、高雄激素血症、卵巢多

囊样改变等,是导致女性不孕的重要疾病之一[1-2]。
超过 50% PCOS 的患者伴随有肥胖体征、血脂异常,
与远期并发动脉粥样硬化的风险高度相关[3-4]。 卵

泡发育障碍是 PCOS 导致女性不育的重要原因之

一,而脂质的充分供应是卵泡生长发育、维持内分

泌稳态的必要基础[5]。 胆固醇作为体内脂质的主

要成分,不仅参与细胞膜的构成,还是体内各种类

固醇激素合成的前体物质[6]。 研究表明血浆脂蛋

白是卵巢类固醇激素合成所需胆固醇的重要来源,
血浆脂蛋白可通过卵泡屏障进入卵泡液,也可被卵

巢间质细胞和颗粒细胞直接吸收[7-8]。 因此,维持

卵巢组织脂代谢稳态对改善 PCOS 卵泡发育障碍具

有重要意义。
研究显示前蛋白转化酶枯草溶菌素酶 9(prop-

rotein convertase subtilisin kexin 9,PCSK9)是参与调

控机体胆固醇代谢的重要因子之一,PCSK9 通常与

肝细胞表面的低密度脂蛋白受体( low density lipo-
protein receptor,LDLR)结合,摄取血浆中的低密度

脂蛋白胆固醇,在溶酶体内降解,可作为预防动脉

粥样硬化发生发展的生物靶标[9-10]。 最新的研究发

现,PCOS 患者血清中 PCSK9 的表达水平显著升

高[11],且高水平的 PCSK9 与 PCOS 患者的体质量指

数、脂代谢指标如胆固醇、甘油三酯、低密度脂蛋白

胆固醇呈正相关,与高密度脂蛋白胆固醇呈负相

关[12]。 但 PCSK9 在 PCOS 卵巢组织局部的表达情

况及作用尚不清楚。 本研究以 PCOS 大鼠模型和睾

酮处理的人卵巢颗粒细胞(KGN 细胞)为实验对象,
探讨 PCSK9 在 PCOS 卵巢颗粒细胞中的表达情况,
并分析 PCSK9 表达与 PCOS 卵巢组织以及睾酮处

理的 KGN 细胞中脂质状况的关系。

1　 材料和方法

1. 1　 材料与试剂

　 　 来曲唑片购自江苏恒瑞医药股份有限公司;实
验室配制的高脂饮食;油红 O 购自 Sigma 公司;苏木

精、4% 多聚甲醛通用组织固定液购自 Biosharp 公

司;PCSK9 抗体购自 ABclonal 公司;LDLR 抗体、过
氧化物酶标记的羊抗兔 IgG(H+L)、CY3 标记的羊

抗兔 IgG(H+L)购自 Proteintech 公司;Dil-LDL 购自

广州奕源限公司;DAPI 购自 Solarbio 公司。
1. 2　 PCOS 大鼠模型的制备

根据参考文献[13-14],将 5 周龄大小的 20 只雌性

SD 大鼠随机分为对照组和 PCOS 组,每组 10 只,适
应性培养 7 天后进行后续实验。 用普通饲料喂养对

照组,用 1%羧甲基纤维素溶解 1 mg / (kg·d)来曲

唑联合高脂饲料灌胃 30 天以构建 PCOS 模型组。
动物实验方案经南华大学实验动物伦理委员会

批准。
1. 3　 油红 O 染色分析脂质分布

制备卵巢冰冻切片,用提前稀释好的油红 O 染

色液滴加在卵巢组织上,迅速放入 65 ℃烤箱,去掉

染液,乙醇分化后,苏木精复染,蒸馏水冲洗,烘干,
甘油封片,镜下检测。
1. 4 　 PCOS 大鼠卵巢组织转录组测序生物信息学

分析

通过分析 PCOS 大鼠卵巢组织转录组学的数

据,筛选差异表达的脂代谢相关基因,随后采用带

有 Heatmap 软件包的 R 软件进行数据预处理,包括

背景校正、标准化、对数转换和筛选。 统计显著性

差异被定义为 log2(FC)>1 或 log2(FC)<-1(FC,折
叠变化)和校正后的 P<0. 05。
1. 5　 免疫组织化学检测 PCSK9 的表达情况

将卵巢组织的石蜡切片置于恒温烤箱烘烤,脱
蜡水化,3%H2O2 室温孵育后,蒸馏水冲洗 3 次,每
次 5 min,然后进行抗原修复,室温冷却后,用常规血

765CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2021 年第 29 卷第 7 期



清进行封闭,PCSK9(1 ∶ 100)4 ℃孵育过夜,PBS 冲

洗 3 次,每次 5 min,辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG(H+L) (1 ∶ 100)室温孵育 2 h,PBS 冲洗 3 次,
每次 5 min,蒸馏水迅速冲洗 3 次,DAB 显色后,苏
木精室温复染后,自来水迅速冲洗,盐酸乙醇分化

后返蓝,经脱水透明后,中性树脂封片,镜下检测。
1. 6　 细胞培养及处理

KGN 细胞系在 37 ℃恒温水浴中 30 s 内快速解

冻,严格按照无菌操作转入细胞培养瓶中培养,在
含 10% FBS 的 DMEM 培养基中,于 37 ℃、5% CO2

培养箱中静置培养,根据细胞的生长状态,每 2 天更

换培养基 1 次,待细胞融合度为 80% 时,用含有

EDTA 的胰蛋白酶消化液将细胞进行传代培养,当
细胞传代培养 3 代以上时,选取细胞状态最好的一

代贴壁细胞加入不同浓度 (0、25、50、100 及 200
nmol / L)的睾酮培养 24 h,进行后续实验。
1. 7　 人 KGN 细胞 Dil-LDL 摄取实验

将传代细胞接种于 6 孔板中,待细胞贴壁后,添
加睾酮培养 24 h,避光加入 20 mg / L Dil-LDL,继续

培养 4 h。 取出细胞用磷酸盐缓冲液洗 3 次,用

DAPI 染核,PBS 洗 3 次后,于荧光显微镜下拍摄。
1. 8　 细胞免疫荧光观察 PCSK9、LDLR 表达

从培养箱取出细胞,用磷酸盐缓冲液洗 3 次,用
4% 多聚甲醛固定液固定 30 min,PBS 洗 3 次,用
0. 1% TX-100 透膜 30 min,磷酸盐缓冲液洗 3 次,用
10% FBS 室温封闭 1 h,用 PCSK9(1 ∶ 100)、LDLR
(1 ∶ 100)4 ℃孵育过夜,磷酸盐缓冲液洗 3 次,用
CY3 标记的羊抗兔 IgG(H+L)(1 ∶ 100)室温孵育 2
h,PBS 洗 3 次,用 DAPI 染核,PBS 洗 3 次后,于荧

光显微镜下拍摄。
1. 9　 Western blot 检测

将大鼠卵巢组织剪碎,研磨,用 RIPA 裂解,离
心收集组织蛋白;用配制的细胞裂解液裂解细胞

后,离心收集上清,得到细胞蛋白,经 SDS-PAGE 分

离样 品, 封 闭 后, 用 PCSK9 ( 1 ∶ 1 000 )、 LDLR
(1 ∶ 2 000)、GAPDH (1 ∶ 4 000) 4 ℃ 孵育过夜,
TBST 漂洗 3 次,每次 10 min,室温孵育辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔 IgG(H+L) (1 ∶ 8 000)80 min,
TBST 缓冲液漂洗 3 次,每次 10 min,借助 eECL 显影

剂用化学发光系统显示图像并使用 GraphPad Prism
8、Image J 统计软件分析。
1. 10　 qRT-PCR 检测

根据 Trizol 试剂盒说明书提取总 RNA,反转录

成 cDNA,再进行 PCR 循环扩增。 其引物序列见表

1。 取反转录产物进行 qRT-PCR。 反应体系为

20 μL,按步骤向八连管中加入的物质有 2 ×Super
Real Pre Mix Plus、模板、正反向引物、无酶水,体积

分别为 10 μL、1 μL、1 μL、1 μL、7 μL。 短暂离心,
确保各物质沉于管底。 所用机型为罗氏,设置好参

数,接着将反应体系置于 PCR 仪中进行反应。

表 1. LDLR、PCSK9 和 GAPDH 引物序列

Table 1. LDLR, PCSK9 and GAPDH primer sequences

基因 引物序列　 　 　

PCSK9 Forward 5′-GCTGCCACTGCTGCTGCTG-3′

Reverse 5′-CTCCTCGTAGTCGCCGTCCTC-3′

LDLR Forward 5′-GACTGGTCAGATGAACCCATCAAAG-3′

Reverse 5′-AGGTCATTGCAGACGTGGGAAC-3′

GAPDH Forward 5′-CAGGAGGCATTGCTGATGAT-3′

Reverse 5′-GAAGGCTGGGGCTCATTT-3′

1. 11　 统计学分析

所有的实验数据均用 x±s 表示,使用 GraphPad
Prism 8、Image J 统计软件进行数据分析,采用单因

素方差分析及 t 检验分析组间差异,P<0. 05 为差异

具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 PCOS 大鼠卵巢组织中脂质分布情况

油红 O 染色结果显示,红染脂滴多分布于卵巢

组织的卵泡膜间质细胞、卵泡膜细胞及颗粒细胞。
与对照组相比,PCOS 的卵巢组织颗粒细胞上的脂

滴分布明显减少(图 1)。
2. 2　 PCOS 大鼠卵巢组织中 PCSK9 的表达情况

用生物信息学方法对两组大鼠卵巢组织的转

录组数据进行筛选分析,结果显示,与对照组比较,
Abcc4、Abca1、PCSK6、Abca6、PCSK9、Hnf1a 等基因

在 PCOS 中存在差异表达(图 2A)。 富集分析结果

显示,差异表达基因涉及的信号通路主要集中在与

胆固醇代谢、脂质消化与吸收、脂质和动脉粥样硬

化等相关的通路(图 2B)。 PCSK9 是筛选出的上调

基因之一。 免疫组织化学检测结果显示,PCSK9 主

要定位于颗粒细胞中;与对照组相比,PCOS 大鼠卵

巢组织中 PCSK9 的表达水平增加 (图 2C-2F)。
Western blot 检测结果进一步证实,与对照组比较,
PCOS 大鼠卵巢组织中 PCSK9 蛋白水平显著增加

(图 2G-2F)。
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图 1. 两组大鼠卵巢组织中脂质含量与分布情况比较

A 和 C 为对照组,B 和 D 为 PCOS 组;A 和 B:×100,C 和 D:×400;
TIC:卵泡膜间质细胞,TC:卵泡膜细胞,GC:颗粒细胞,O:卵母细胞。

Figure 1. Comparison of lipid content and distribution in rat
ovarian tissues of the two groups

2. 3　 睾酮上调 KGN 细胞中 PCSK9 的表达水平

为了进一步探讨 PCOS 状态下卵巢颗粒细胞

PCSK9 表达的变化,选取浓度为 0、25、50、100 及

200 nmol / L 睾酮分别处理 KGN 细胞 24 h,免疫荧光

检测结果显示 PCSK9 呈现的红色荧光强度随睾酮

浓度 的 升 高 而 增 加 ( 图 3A-3E )。 qRT-PCR 和

Western blot 检测结果显示,PCSK9 mRNA 和蛋白的

表达水平随睾酮浓度增加而升高,并在 100 nmol / L
时达到峰值(图 3F-3H),其结果与免疫荧光结果

一致。
2. 4　 睾酮下调 KGN 细胞中 LDLR 表达并减少 Dil-
LDL 摄取

PCSK9 可在蛋白水平降解 LDLR,LDLR 是细胞

负责摄取 LDL 的主要受体。 0、25、50、100 及 200
nmol / L 睾酮分别处理 KGN 细胞 24 h,免疫荧光检

测结果显示,LDLR 呈现的红色荧光强度随睾酮浓

度的升高而逐渐减弱 (图 4A-4E)。 qRT-PCR 和

Western blot 检测结果显示,LDLR mRNA 和蛋白的

表达水平随睾酮浓度增加而降低(图 4C-4D),其结

果与免疫荧光结果一致。
100 nmol / L 睾酮处理 KGN 细胞 24 h,再加入

Dil-LDL 处理 4 h,荧光显微镜观察结果显示,与单

纯 Dil-LDL 处理组比较,睾酮+Dil-LDL 处理组 KGN
细胞内红色荧光强度明显减弱,表明其摄取 Dil-LDL
减少(图 4I-4K)。

3　 讨　 论

临床上 PCOS 患者常常表现出肥胖、代谢紊乱,
并伴有心血管疾病发生的风险,血脂代谢异常是 P-
COS 患者最典型的表现。 目前,血脂代谢异常已被

证实可诱发生殖并发症[15]。 有报道表明,约 36%
的 PCOS 患者表现高胆固醇血症[16-17],这可能与 P-
COS 患者有较高的心血管疾病风险有关,但 PCOS
卵巢局部的脂质状态情况尚不明确。 本研究中,通
过采用来曲唑联合高脂饮食诱导建立了 PCOS 大鼠

模型,油红 O 染色观察到 PCOS 大鼠卵巢组织脂质

主要分布在卵泡膜间质细胞、卵泡膜细胞及颗粒细

胞,与正常大鼠相比,PCOS 的卵巢组织中卵泡膜细

胞、颗粒细胞中的脂质明显减少,这提示 PCOS 大鼠

卵巢组织的脂质稳态受到了损害。
PCOS 患者常常表现出肥胖和胰岛素抵抗等异

常,而血脂异常可能是转化这些代谢效应的中间环

节。 PCOS 患者的血脂异常可能与激素紊乱和心血
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图 2. PCOS 大鼠卵巢组织中 PCSK9 的表达情况

A 为大鼠卵巢组织中脂质代谢表达差异基因分析热图,B 为聚类富集分析结果,C-F 为两组大鼠

卵巢组织切片 PCSK9 免疫组织化学分析结果,C 和 E 为对照组,D 和 F 为 PCOS 组,
C 和 D:×100,E 和 F:×400;G-H 为 Western blot 检测结果(n=3)。 a 为 P<0. 01,与对照组相比。

Figure 2. PCSK9 expression in ovarian tissue of PCOS rats

管疾病发展风险增加有关。 而 PCOS 大鼠卵巢组织

局部脂质代谢紊乱也会影响卵巢的功能[18],因此阐

明 PCOS 大鼠卵巢组织局部脂质代谢失衡的分子机

制具有重要意义。 本研究检测到 PCOS 大鼠卵巢组

织中 PCSK9 的表达增加。 有研究显示 PCOS 患者

的血清 PCSK9 含量也出现增加[19]。 PCSK9 是一个

重要的脂质代谢调节分子,其可通过靶向溶酶体降

解途径下调 LDLR 蛋白表达,从而影响局部组织细
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图 3. 睾酮上调 KGN 细胞中 PCSK9 mRNA 和蛋白的表达

A-E 为免疫荧光观察结果,分别为 0、25、50、100 及 200 nmol / L 睾酮处理组,红色荧光示 PCSK9,
蓝色荧光示细胞核,Bar=150 μm;F 为 qRT-PCR 检测结果(n=3);G-H 为 Western blot 检测结果(n=3)。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 0 nmol / L 睾酮处理组比较。

Figure 3. Testosterone up-regulates PCSK9 mRNA and protein expression in KGN cells

图 4. 睾酮下调 KGN 细胞中 LDLR mRNA 和蛋白的表达并减少 Dil-LDL 摄取

A-E 为免疫荧光观察结果,分别为 0、25、50、100 及 200 nmol / L 睾酮处理组,红色荧光示 LDLR,蓝色荧光示细胞核,
Bar=150 μm;F 为 qRT-PCR 检测结果(n=3);G-H 为 Western blot 检测结果(n=3);I-K 为 KGN 细胞摄取

Dil-LDL 荧光显微镜观结果,I 为对照组,J 为 Dil-LDL 处理组,K 为睾酮+Dil-LDL 处理组,蓝色荧光示细胞核,
红色荧光示 Dil-LDL,Bar=150 μm。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 0 nmol / L 睾酮处理组比较。

Figure 4. Testosterone down-regulates LDLR mRNA and protein expression in KGN cells
and reduces Dil-LDL uptake

胞对 LDLC 的摄取。 PCOS 大鼠卵巢组织脂质含量

减少可能与局部 PCSK9 表达增加有关。
高雄激素血症是 PCOS 患者临床表现的重要指

征之一,高雄激素抑制了雌激素的生成,同时刺激

炎性巨噬细胞向颗粒细胞聚集,促进卵泡凋亡和多

囊性卵泡形成[20]。 有研究表明睾酮可使肝细胞中

PCSK9 表达上调,LDLR 表达下调[21]。 本研究发现

睾酮处理颗粒细胞后,颗粒细胞中 PCSK9 表达上

调,LDLR 表达下调;同时颗粒细胞对 LDL 的摄取也

明显减少。 这些结果表明 PCOS 卵巢颗粒细胞中
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PCSK9 表达上调,会引起颗粒细胞脂质吸收减少。
而卵巢颗粒细胞摄取 LDLC 不足,将无法合成卵泡

发育所需要的类固醇,导致卵泡多囊形态,无法正

常排出,使卵巢功能失调[22]。 这些结果提示颗粒细

胞中 PCSK9 表达上调可能参与了 PCOS 的发生

发展。
综上所述,本研究发现 PCSK9 在 PCOS 大鼠卵

巢颗粒细胞以及睾酮处理的人卵巢颗粒细胞中均

呈现高表达,而 PCSK9 高表达可导致 LDLR 蛋白表

达降低,使颗粒细胞脂质摄取不足,从而影响卵泡

发育。 因此,PCSK9 有望成为 PCOS 一个新的潜在

防治靶点。
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