
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2023, 45(6): 881–891 DOI: 10.11844/cjcb.2023.06.0007

收稿日期: 2022-09-01              接受日期: 2023-01-16
国家自然科学基金青年科学基金(批准号: 82004401)和国家自然科学基金面上项目(批准号: 82174195、82174422)资助的课题

*通讯作者。Tel: 13704810319, E-mail: sunmiao82@163.com; Tel: 13766860387, E-mail: hyk20042@sina.com
Received: September 1, 2022              Accepted: January 16, 2023
This work was supported by the Youth Scientists Fund of the National Natural Science Foundation of China (Grant No.82004401), and the General Program of 
National Natural Science Foundation of China (Grant No.82174195, 82174422)
*Corresponding authors. Tel: +86-13704810319, E-mail: sunmiao82@163.com; Tel: +86-13766860387, E-mail: hyk20042@sina.com

LncRNA SRA通过MEK/ERK/GATA4通路调控

KGN细胞系炎症作用的机制研究
徐芳1  梁锦铃2  潘紫萌2  马明3  孙淼1*  匡洪影1* 

(1黑龙江中医药大学附属第一医院妇科二科, 哈尔滨 150040; 2黑龙江中医药大学第一临床医学院, 哈尔滨 150040; 
3黑龙江中医药大学附属第一医院外科, 哈尔滨 150040)

摘要      该研究主要探究LncRNA SRA在PCOS卵巢局部炎症中的调控机制, 以及MEK/ERK/GATA4
通路在此调控机制中的可能作用。选用人类卵巢颗粒细胞肿瘤细胞系KGN, 采用细胞转染技

术, 将KGN分为未转染组(Control)、LncRNA SRA过表达空载体对照组(Vector)、LncRNA SRA
过表达载体转染组(LncRNA SRA)、LncRNA SRA过表达空载体+PD98059处理组(MEK的抑制剂)
(Vector+PD98059)、LncRNA SRA过表达载体+PD98059处理组(LncRNA SRA+PD98059)。采用RT-
qPCR检测各组细胞中LncRNA SRA表达水平; MTT法检测细胞增殖; 流式细胞术检测细胞凋亡; 
Western blot检测cleaved-Caspase-3、Caspase-3、p-MEK1/2、MEK1/2、p-ERK1/2、ERK1/2、p-GATA4、
GATA4、p-p65和SGMS2蛋白表达量; ELISA检测各组细胞中TNF-α、IL-6和IL-1β炎症因子表达水平。

结果发现, 抑制MER通路不仅能够抑制LncRNA SRA引起的KGN细胞增殖活力的升高、炎症反应和

MEK/ERK/GATA4通路相关蛋白的高表达水平, 而且能够促进LncRNA SRA引起的KGN细胞中凋亡

率的降低。这提示高表达LncRNA SRA可以降低KGN细胞的凋亡率, 且能够促进增殖并诱发炎症反

应的发生, 而抑制MEK可以逆转此种反应现象的发生。这说明LncRNA SRA/MEK/ERK/GATA4通路

可能是调控PCOS卵巢颗粒细胞局部炎症微环境的重要作用途径。
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Abstract       The research purpose of this article was to explore the regulatory mechanism of LncRNA SRA 
in PCOS ovarian local inflammation and the possible role of MEK/ERK/GATA4 pathway in this regulatory mecha-
nism. Human ovarian granulosa cell tumor cell line (KGN) was selected in this study. KGN was divided into non-
transfected group (Control), LncRNA SRA overexpression control group (Vector), LncRNA SRA overexpression 
vector transfection group (LncRNA SRA), LncRNA SRA overexpression Vector+PD98059 treatment group (inhibi-
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tor of MEK) (Vector+PD98059), and LncRNA SRA overexpression vector+PD98059 treatment group (LncRNA 
SRA+PD98059) by cell transfection technology. RT-qPCR was used to detect the expression level of LncRNA SRA 
in each group. MTT assay was used to detect cell proliferation. Cell apoptosis was detected by flow cytometry. The 
protein expression levels of cleaved-Caspase-3, Caspase-3, p-MEK1/2, MEK1/2, p-ERK1/2, ERK1/2, p-GATA4, 
GATA4, p-p65 and SGMS2 were detected by Western blot. The expression levels of TNF-α, IL-6 and IL-1β were 
detected by ELISA. The results showed that inhibition of MER pathway could not only reduce the increased prolif-
eration and inflammation of KGN cells caused by LncRNA SRA and the high expression level of MEK/ERK/GATA4 
pathway related proteins, but also increase the decreased apoptosis of KGN cells caused by LncRNA SRA. These 
results suggest that LncRNA SRA/MEK/ERK/GATA4 pathway may play an important role in regulating the local 
inflammatory microenvironment of PCOS ovarian granular cells.

Keywords       LncRNA SRA; MEK; KGN; proliferation; apoptosis; inflammation

多囊卵巢综合征 (polycystic ovary syndrome, 
PCOS)是育龄期女性最常见的生殖内分泌疾病 , 其
在全球育龄期女性中的发病率为5%~20%[1]。PCOS
在无排卵性不孕患者中占比可达75%以上 , 卵泡发

育停止和排卵功能障碍往往是此类患者的主要特

征 [2-3]。尽管许多研究者们进行了深入的研究 , 但
PCOS卵泡发育异常和无排卵的病理机制仍不清楚。

颗粒细胞 (granular cells, GCs)是卵巢的主要功能细

胞 , 参与类固醇分泌和卵泡发育 [4]。与正常人群相

比, PCOS患者中与卵泡形成和排卵过程密切相关的

GCs表现出异常的细胞死亡和增殖状态 [1]。最近的

证据也表明 , 改善GCs相关的病理变化可以有效缓

解PCOS的临床症状 [5]。证据表明PCOS是一种炎症

代谢综合征 [6], 炎症与PCOS诸多的病理表现互为因

果 [7]。炎症可以影响卵巢动力学及排卵过程 , 其在

PCOS卵巢局部微环境的病理改变中发挥了重要的

调控作用[8]。

长链非编码RNA(long non-coding RNA, Ln-
cRNA)被定义为长度超过 200个核苷酸的非编码

RNA, 大量证据表明 , LncRNA在基因表达、胚胎发

生、细胞增殖、分化和凋亡等各种重要生物学过

程中发挥着至关重要的作用 [9-12]。LncRNA类固醇

受体激活剂 (lncRNA-steroid receptor RNA activator, 
LncRNA SRA)位于染色体5q31.3, 由SRA1基因编码, 
被LANZ等 [13]于1999年鉴定为LncRNA。其能够协

调各种转录因子的功能并提高类固醇核受体 , 如雌

激素受体α和雄激素受体 [14]依赖性基因的表达水平 , 
作为一种独特的支架能够增强基因上类固醇受体的

转录活性[15]。目前研究表明, PCOS患者外周血白细

胞中的LncRNA SRA基因表达水平升高 [16], 且发现

PCOS患者LncRNA SRA的表达与体重指数呈显著

正相关, 提示LncRNA SRA可能是PCOS肥胖发生的

重要介质, 但其功能和参与PCOS的分子机制仍不清

楚。

丝裂原活化蛋白激酶激酶1/2(mitogen-activated 
protein kinase kinase 1/2, MEK1/2)是丝裂原活化蛋

白激酶 (mitogen activated protein kinase, MAPK)的
激酶 , 负责丝氨酸 /苏氨酸激酶家族成员细胞外信号

调节激酶1/2(extracellular signal-regulated kinase 1/2, 
ERK1/2)的活化, 在细胞增殖、分化和凋亡中发挥重

要作用[17], 且MEK-ERK1/2通路是促炎分子产生和释

放的重要介质 [18]。此外 , MEK-ERK1/2信号通路可

使锌指转录因子GATA4活化而促进其与下游基因

启动子结合并激活其转录 , 调控细胞的生长 [19]。最

新研究发现 , LncRNA SRA与炎症的发展密切相关 , 
LncRNA SRA可促进肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)等炎症相关因子的产生 [20]。而Ln-
cRNA SRA是否在PCOS卵巢局部炎症中发挥重要

的调控作用是有待进一步阐明的, 故此, 本研究选用

人类卵巢颗粒细胞肿瘤细胞系KGN, 拟通过体外实

验观察调控LncRNA SRA对KGN细胞炎症反应状态

的影响 , 以及MEK/ERK/GATA4通路在此调控机制

中的可能作用, 为阐明PCOS卵巢局部炎症微环境的

病理机制提供科学理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料 

KGN细胞株购于赛百慷(上海)生物技术股份有

限公司; DMEM/F-12培养基购于Biosharp公司; 胎牛

血清 (货号11011-8611)购于四季青浙江天杭生物科
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技股份有限公司; PD98059购于上海源叶生物科技有

限公司 ; BeyoRT II M-MLV反转录酶购于上海碧云

天生物技术有限公司 ; RNase inhibitor购于北京百泰

克生物技术有限公司 ; 人源LncRNA SRA过表达载

体及其阴性对照载体均购于通用生物系统 (安徽 )有
限公司; MTT试剂盒、TNF-α、白介素-6(interleukin-6, 
IL-6)和白介素 -1β(interleukin-1β, IL-1β)的ELISA检

测试剂盒、MEK1/2人单克隆抗体、ERK1/2人单克

隆抗体、p-ERK1/2(Thr202/Tyr204)人单克隆抗体、

p-p65人单克隆抗体、Caspase-3人单克隆抗体、活

化型半胱氨酸蛋白酶3(cleaved-Caspase-3)人单克隆

抗体、膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素 /碘化丙啶 (An-
nexin VFITC/PI)凋亡检测试剂盒均购于沈阳万类生

物科技有限公司 ; p-MEK1/2(Ser217/221)抗体购于

Cell Signaling Technology公司 ; p-GATA4(Ser105)人
单克隆抗体购于Affinity Biosciences公司 ; GATA4人
单克隆抗体购于Proteintech公司 ; SGMS2人单克隆

抗体购于Bioss公司。

1.2   细胞培养 
将KGN细胞培养于DMEM/F-12培养基[培养基含

10%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、100 U/mL青霉

素、100 μg/mL链霉素], 37 °C、5% CO2条件下培养。

1.3   细胞转染及分组 
按照实验计划分组, 将培养至对数期的各细胞接

种于6孔板中, 每孔约4×105个细胞, 在37 °C、5% CO2

的条件下培养。当细胞的密度达到70%融合时 , 根
据Lipofectamine 2000说明书将100 nmol/L的LncRNA 
SRA过表达载体及其阴性对照 (LncRNA SRA vec-
tor)转染KGN细胞48 h后 , 加入适宜的MEK抑制剂

PD98059进行处理, 处理1 h后, 进行后续实验。实验

分组设置为A: 未转染组 (Control); B: LncRNA SRA
过表达空载体对照组(Vector); C: LncRNA SRA过表

达载体转染组 (LncRNA SRA); D: LncRNA SRA过

表达空载体+PD98059处理组 (Vector+PD98059); E: 
LncRNA SRA过表达载体+PD98059处理组(LncRNA 
SRA+PD98059)。
1.4   实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测LncRNA 
SRA表达水平 

按照Trizol试剂说明书提取细胞总RNA, 分别

使用miRNA逆转录试剂盒和PCR逆转录试剂盒合成

cDNA, 按照试剂盒说明进行RT-qPCR扩增 , 每个样

本最少重复3次 , 设置3个复孔 , 反应体系包括: 2 μL

反转录产物, 10 μL SYBR Green Mix, 上下游引物各

0.5 μL, 7 μL无菌水; 循环条件为94 °C预变性2 min, 
94 °C变性10 s, 60 °C退火20 s, 72 °C延伸30 s, 共40
个循环 ; 相对表达量用2−ΔΔCt法计算。LncRNA SRA
以 β-actin为内参 , 具体引物如下 (5′→ 3′): LncRNA 
SRA正向引物序列为5′-AGT GGG CTG GAG GAA 
AGT-3′, 反向引物序列为 5′-GGG AAC CGA GGA 
TTA TGA A-3′; β-actin正向引物序列为5′-GGC ACC 
CAG CAC AAT GAA-3′, 反向引物序列为 5′-TAG 
AAG CAT TTG CGG TGG-3′。引物由金斯瑞生物科

技有限公司合成。

1.5   四甲基偶氮唑盐比色法(MTT)法筛选PD98059
干预的适宜浓度并检测细胞增殖情况

按实验分组将细胞接种于96孔板中, 每孔细胞量

为5×103个, 每组设置5个复孔, 待细胞贴壁后进行加药

处理。以96孔板为例, 每孔加入浓度分别为0 μmol/L、
5 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L、
200 μmol/L、400 μmol/L的PD98059, 用含药血清定

容至200 μL, 之后将96孔板置于37 °C、5% CO2的条

件下培养 1 h。将达到特定时间的各组细胞弃去培

养基 , 每孔加入20 μL MTT染色液 , 置于37 °C、5% 
CO2培养箱中孵育4 h。小心吸去上清 , 加入150 μL 
Formanzan溶解液, 直至Formazan全部溶解。在酶标

仪上测定波长为570 nm处的D值, 进行数据分析, 计
算半抑制浓度 (half maximal inhibitory concentration, 
IC50), 将筛选出的浓度值进行后续实验。

按实验计划分组将Control 、Vector、LncRNA 
SRA、Vector+PD98059和LncRNA SRA+PD98059组细

胞接种于96孔板中, 每孔细胞量为5×103个, 每组设置

5个复孔, 细胞过夜培养后进行细胞转染, 转染48 h后, 
将处于对数期的细胞1 500 r/min离心3 min后去掉上

清, 沉淀用培养基重悬。吸取10 μL细胞悬液, 进行细

胞计数并根据细胞生长快慢决定铺板细胞密度。在

孔板加入适量PBS, 烘干后放进细胞培养箱中培养。

细胞贴壁后, 取出96孔板, 每孔加入20 μL的5 mg/mL 
MTT染色液, 置于37 °C、5% CO2培养箱中孵育4 h。
每孔加入150 μL Formanzan溶解液, 振荡混匀, 放入

37 °C、5% CO2培养箱孵育至少4 h, 直至Formanzan
全部溶解。在酶标仪上测定波长为570 nm处的D值, 
进行数据分析。

1.6   流式细胞术检测细胞凋亡      
收集各组细胞, 预冷1× PBS(4 °C)重悬细胞一
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次, 2 000 r/min离心10 min后弃上清洗涤细胞, 加入

500 μL 1× 结合液轻轻重悬细胞。取100 μL细胞悬

液, 按照Annexin V-FITC/PI双染法, 细胞凋亡检测试

剂盒分别加入5 μL Annexin V-FITC混匀后, 避光, 室
温孵育15 min, 上机前5 min再加入10 μL Propidium 
Iodide染色, 混匀。之后再补加200 μL 1× 结合液, 随
即采用流式细胞仪测量样品荧光强度, FlowJo_V10
软件分析数据。

1.7   Western blot检测蛋白表达量      
裂解液裂解蛋白 , 蛋白定量后取适量蛋白和等

体积上样缓冲液混合 , 煮沸5 min使蛋白变性冷却至

室温后备用。蛋白上样后, 于100 V、90 min的条件下

进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。快速将蛋白转移至PVDF
膜后 , 用含5%脱脂奶粉的封闭液室温孵育2 h。加入

cleaved-Caspase-3(1000 1׃)、Caspase-3(1000 1׃)、p-
MEK1/2(1000 1׃)、MEK1/2(1500׃)、p-ERK1/2(1500׃)、
ERK1/2(1000 1׃)、p-GATA4(1000 1׃)、GATA4(1400׃)、
磷酸化核因子 -p65(phosphorylated nuclear factor-
p65, p-p65) (1400׃)和鞘磷脂合酶(sphingomyelin syn-
thase2, SGMS2) (1400׃)抗体4 °C过夜孵育, 加入带标

记的二抗(1000 5׃) 37 °C孵育2 h, 避光用化学发光显

色试剂盒进行显影 , 以目的蛋白与内参蛋白β-actin
灰度值比值表示目的蛋白相对表达水平。

1.8   ELISA检测炎症因子表达水平      
取对数生长期的KGN细胞接种于6孔培养板中, 

每孔加入含有10% FBS的2 mL培养基继续培养12 h, 
待细胞融合至70%~80%时, 将细胞按实验要求分组, 
培养48 h收集细胞, 每个样本中加入200 μL PBS缓冲

液, 超声破碎, 1 500 r/min离心10 min去除沉淀物后收

集上清液, 参照ELISA试剂盒说明进行逐步操作, 读
取各组细胞在波长为450 nm处的吸光度(D)值, 以标

品浓度(pg/mL)为纵坐标, 校准后的D为横坐标, 绘制

标准品线性回归曲线, 按曲线方程计算得到所测得

细胞上清液标本中实际TNFα、IL-6和IL-1β的浓度

值。

1.9   统计学分析 
数据统计使用 IBM SPSS Statistics 21.0进行分

析 , 数据满足正态分布以均数±标准差 (x
_
±s)的方式

进行描述 , 如数据具有方差齐性 , 多组数据比较采

用单因素方差分析 (One-Way ANOVA), 检验水准为

α=0.05, 当P<0.05则认为差异具有统计学意义。使

用GraphPad Prism 8(GraphPad Software, 美国 )软件

进行数据的统计学图片绘制。

2   结果
2.1   LncRNA SRA过表达载体构建的验证

细胞转染 24 h后 , RT-qPCR检测各组细胞中

LncRNA SRA的表达 , LncRNA SRA组的LncRNA 
SRA的mRNA表达水平高于Control组和Vector组 , 
P<0.001(图1), 表明LncRNA SRA过表达载体构建成

功。

2.2   细胞生长状况及形态学观察

加入MEK抑制剂PD98059处理KGN细胞1 h后
观察到 , Control组和Vector组的KGN细胞形态呈上

皮细胞样, 表现为长梭形、多边形等不规则形态, 细
胞之间以各自延伸的伪足相互交织连接 , 细胞核呈

***P<0.001, 与Control组相比; nsP>0.05, 与Control组相比。

***P<0.001 compared with Control group; nsP>0.05 compared with Control group.
图1   LncRNA SRA过表达载体构建的验证

Fig.1   Validation of LncRNA SRA overexpression vector construction
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圆形或椭圆形 , 细胞形态结构完整。LncRNA SRA
组与正常组细胞相比 , 细胞密度稍大 , 细胞状态良

好 , 细胞轮廓清晰。Vector+PD98059组与正常组细

胞相比 , 细胞密度减小 , 细胞间连接消失 , 与周围的

细胞脱离。LncRNA SRA+PD98059组与正常组和

LncRNA SRA组细胞相比, 细胞密度略小, 细胞状态

良好(图2)。
2.3   筛选并计算PD98059干预的适宜浓度

通过参考实验资料 [21], 分别予以KGN细胞

0、5、10、20、50、100、200、400 μmol/L浓度的

PD98059干预 , 测得细胞的D值分别为0.290±0.028、
0.285±0.022、0.266±0.018、0.243±0.020、0.202±0.010、
0.142±0.011、0.097±0.021和0.054±0.009(表1)。根据

细胞的抑制率, 我们计算得出PD98059干预KGN细胞

的IC50值为107.7 μmol/L(图3), 故此我们选择50 μmol/L
作为后续实验中PD98059干预KGN细胞的适宜浓度

值。

2.4   抑制MER通路能够抑制LncRNA SRA引起

的KGN细胞增殖活力的升高

LncRNA SRA组的D值高于Control组 (P<0.05); 
Vector+PD98059组的D值低于Control组和LncRNA 
SRA组(P<0.05); LncRNA SRA+PD98059组的D值低

于LncRNA SRA组(P<0.05), 并高于Vector+PD98059
组 (P<0.05), 与Control组之间不具有统计学差异

(P>0.05)(图4)。
2.5   抑制MER通路能够促进LncRNA SRA引起

的KGN细胞凋亡率的降低

LncRNA SRA组的凋亡率 (图 5A)及 cleaved-

图2   各组细胞生长状态观察

Fig.2   Observation of cell growth status

Control

Vector+PD98059 LncRNA SRA+PD98059

Vector LncRNA SRA

200 μm200 μm200 μm

200 μm200 μm

表1   MTT检测不同浓度PD98059干预细胞的增殖情况

Table 1   MTT assay of PD98059 at different concentrations interfering with cell proliferation
PD98059浓度值/μmol·L–1

PD98059 /μmol·L–1 D570

Control 0.290±0.028

    5 0.285±0.022

  10 0.266±0.018

  20 0.243±0.020

  50 0.202±0.010

100 0.142±0.011

200 0.097±0.021

400 0.054±0.009

n=5.
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Caspase-3蛋白 (图 5B)相对表达量低于Control组
(P<0.05); Vector+PD98059组的凋亡率及 cleaved-
Caspase-3蛋白相对表达量均高于Control组 (P<0.05); 
LncRNA SRA+PD98059组的凋亡率高于 Ln-
cRNA SRA组 (P<0.05), 并低于Vector+PD98059
组 (P<0.05), 与Control组之间不具有统计学差异

(P>0.05); LncRNA SRA+PD98059组 cleaved-Cas-
pase-3蛋白相对表达量高于Control和LncRNA SRA
组(P<0.05), 低于Vector+PD98059组(P<0.05)。各组

间的Caspase-3蛋白相对表达量不具有统计学差异

(P>0.05)(图5B)。
2.6   抑制MER通路能够降低LncRNA SRA引发的

KGN细胞中MEK/ERK/GATA4蛋白的高表达水平

LncRNA SRA组 p-MEK、p-ERK、p-GATA4
和GATA4蛋白相对表达量高于Control组 (P<0.05); 

Vector+PD98059组 p-MEK、p-ERK、p-GATA4
和 GATA4蛋白相对表达量低于 Control组和 Ln-
cRNA SRA组 (P<0.05); LncRNA SRA+PD98059
组 p-MEK和 p-ERK蛋白相对表达量低于LncRNA 
SRA组 (P<0.05), 高于Control和Vector+PD98059组
(P<0.05)。LncRNA SRA+PD98059组 p-GATA4和
GATA4蛋白相对表达量低于Control组和LncRNA 
SRA组 (P<0.05); LncRNA SRA+PD98059组GATA4
蛋白相对表达量高于Vector+PD98059组 (P<0.05); 
各组之间的MEK和ERK蛋白相对表达量间不存在

统计学差异(P<0.05)(图6)。
2.7   抑制MER通路能够减轻LncRNA SRA引发

的KGN细胞的炎症反应

Control组、Vector组与Vector+PD98059组之间

的TNF-α、IL-6与 IL-1β的水平不具有统计学差异

图3   计算PD98059干预细胞的IC50图

Fig.3   Calculate the IC50 diagram of PD98059 intervention cells

Log[PD98059 /μmol∙L–1]
In

h
ib

it
io

n
 r

at
e 

/%

3210

100

80

60

40

20

0

IC
50

=107.7 μmol/L

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与LncRNA SRA组相比; nsP>0.05, 与Control组相比。
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图4   MTT法检测各组KGN细胞的增殖情况

Fig.4   The proliferation of KGN cells was detected by MTT assay

ns
ns

*
#

*

D
5

7
0

2.0

1.5

1.0

0.5

0

C
on

tr
ol

V
ec

to
r+

P
D

98
05

9

L
nc

R
N

A
 S

R
A

+
P
D

98
05

9

V
ec

to
r

L
nc

R
N

A
 S

R
A



887徐芳等: LncRNA SRA通过MEK/ERK/GATA4通路调控颗粒细胞系KGN炎症作用的机制研究

(P>0.05)。LncRNA SRA组的TNF-α、IL-6与 IL-1β
的水平均分别高于Control组 (P<0.05)和LncRNA 
SRA+PD98059组(P<0.05)(表2)。

LncRNA SRA组p-p65和SGMS2蛋白相对表达

量高于Control组 (P<0.05); Vector+PD98059组p-p65
和SGMS2蛋白相对表达量低于Control组和LncRNA 
SRA组 (P<0.05); LncRNA SRA+PD98059组 p-p65
和 SGMS2蛋白相对表达量低于 LncRNA SRA组

(P<0.05), 高于Control和Vector+PD98059组(P<0.05)
(图7)。

3   讨论
PCOS的临床表现具有高度异质性, 常由于卵泡

发育成熟障碍、排卵功能障碍及高雄激素血症而导

致患者不孕。此外, PCOS还增加了肥胖、高胰岛素

血症及心血管等诸多代谢性疾病的患病风险[22]。由

A: 流式细胞术检测细胞凋亡; B: Western blot检测cleaved-Caspase-3和Caspase-3蛋白的表达。*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与LncRNA 
SRA组相比; &P<0.05, 与Vector+PD98059组相比; nsP>0.05, 与Control组相比。

A: flow cytometry detects cell apoptosis; B: Western blot detects the expression of cleaved-Caspase-3, Caspase-3 protein. *P<0.05 compared with Con-
trol group; #P<0.05 compared with LncRNA SRA group; &P<0.05 compared with Vector+PD98059; nsP>0.05 compared with Control group.

图5   抑制MER通路能够升高LncRNA SRA引起的KGN细胞中降低的凋亡率

Fig.5   Inhibition of MER pathway can increase decreased apoptosis rate in KGN cells induced by LncRNA SRA
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于PCOS发病机制至今尚未被完全阐明, 目前其治疗

只是针对症状的缓解而不能治愈, 因此寻找理想的

生物标志物以准确诊断和治疗本病一直是临床医师

的一个巨大挑战。在过去的十年中, LncRNA被认为

是基因表达的新的重要的调节因子, 其参与了诸多

病理过程, 包括癌症[23]、高血压[24]、类风湿性关节

炎[25]及肠道炎症等[26]。本次体外实验研究创新性地

以探究LncRNA SRA在PCOS卵巢局部炎症反应中的

调控机制为出发点, 采用KGN为研究对象, 通过慢病

毒转染技术构建高表达的LncRNA SRA的KGN模型, 
结果发现高表达的LncRNA SRA能够升高KGN的增

殖活力而抑制其凋亡 , 并同时诱发炎症反应发生 , 而
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图6   Western blot检测MEK/ERK/GATA4通路相关蛋白的表达

Fig.6   Western blot detects protein expressions of MEK/ERK/GATA4 signaling pathway

表2   ELISA检测各组炎症因子分泌水平

Table 2   ELISA detects secretion levels of inflammatory factors in each group
分组

Group
TNF-α /pg·mL–1 IL-6 /pg·mL–1 IL-1β /pg·mL–1

Control 48.28±0.78 40.670±0.39 32.57±0.88

Vector 48.97±0.79 41.290±0.39 32.09±0.73

LncRNA SRA 87.13±1.26* 65.670±0.56* 65.55±1.09*

Vector+PD98059 45.36±0.79 39.280±0.39 30.27±1.01

LncRNA SRA+PD98059 58.56±1.07*# 48.645±0.56*# 42.56±1.18*#

F 973.88 1 663.41 664.32

P 0.00 0.00 0.00

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与LncRNA SRA组相比。

*P<0.05 compared with Control group; #P<0.05 compared with LncRNA SRA group.
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此调控机制能够通过抑制MER/ERK/GATA4信号通

路而得到逆转。因此本次实验结果提示 , LncRNA 
SRA/MER/ERK/GATA4信号通路可能是诱发PCOS
卵巢局部炎症反应的一种可能的作用途径。

最初认为LncRNA SRA充当RNA共激活剂以增

强类固醇核受体依赖性基因的表达, 随后其被证明

可作为非类固醇核受体RNA激活剂, 不仅在正常生

物学过程如增殖、凋亡、脂肪生成、类固醇生成、

肌肉生成和胰岛素信号调控中发挥着不同的作用, 
而且在乳腺癌、前列腺癌、心脏发育异常和生殖功

能低下等疾病中也发挥着调控作用[14-15]。LIU等[16]

的研究发现, 与健康对照组相比, PCOS患者外周血

白细胞中的LncRNA SRA显著上调, 并且, LI等[27]发

现在小鼠卵巢颗粒细胞中上调LncRNA SRA的表达

可刺激细胞生长, 改变细胞周期, 抑制细胞凋亡。同

时, 将含有LncRNA SRA特异性shRNA的慢病毒注

射在脱氢表雄酮诱导的PCOS模型小鼠卵巢局部后

观察到, LncRNA SRA的沉默提高了PCOS模型小鼠

的胰岛素释放能力, 减轻了卵巢损伤, 并减少了血管

生成因子的产生。此外, 靶向沉默LncRNA SRA抑

制了PCOS小鼠卵巢和原代颗粒细胞中脱氢表雄酮

诱导的促炎细胞因子产生和核转录因子-κB(nuclear 
factor-κB, NF-κB)核转位现象的发生[5]。这与本实验

中观察的过表达LncRNA SRA后KGN细胞的增殖能

*P<0.05, 与Control组相比; #P<0.05, 与LncRNA SRA组相比; &P<0.05, 与Vector+PD98059组相比; nsP>0.05, 与Control组相比。

*P<0.05 compared with Control; #P<0.05 compared with LncRNA SRA group; &P<0.05 compared with Vector+PD98059 group; nsP>0.05 compared 
with Control group.

图7   Western blot检测p-p65和SGMS2炎症相关蛋白的表达

Fig.7   Western blot detects inflammation related protein expressions of p-p65 and SGMS2
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力升高、凋亡现象减少及高反应的促炎状态的诱发

等结果一致, 说明LncRNA SRA可能是PCOS卵巢局

部炎症反应发生的又一重要调控因子。

MEK1/2主要通过激活ERK级联在细胞增殖、分

化和发育中发挥重要作用[28]。MEK1/2-ERK1/2信号

通路是细胞内广泛分布的MAPK通路家族中最具特

征的通路之一[29]。MEK基因编码MAPK途径中的关

键蛋白, 当MEK1/2被激活时, 其会引发下游ERK1/2磷
酸化其底物, 导致细胞增殖等生物学变化的发生[30]。

证据表明ERK1/2信号级联在排卵中发挥着重要的

调节作用, GCs中ERK1/2级联基因缺失的小鼠是不

育的, 其卵母细胞减数分裂成熟、卵丘扩张和卵泡

破裂等过程是被完全抑制的[31]。此外, 现有研究还

表明抑制ERK1/2的激活有助于减少过敏性炎症的反

应强度[32], 且研究人员发现抑制ERK1/2可以减缓IL-6
和IL-8的过量产生, 以限制炎症反应状态[33]。本研究

发现LncRNA SRA高表达会诱发MEK1/2及ERK1/2
磷酸化水平的增加, 同时也伴随着KGN细胞增殖活

力的增高和炎症反应水平的增加, 说明LncRNA SRA
可能是诱发MEK1/2及ERK1/2磷酸化反应和炎症发

生的上游调控因子之一。PD98059是一种黄酮衍生

物, 应用较为广泛的MEK抑制剂, 可抑制MEK底物

ERK1/2的磷酸化[34-35]。故此, 本研究选用PD98059作
为MEK的抑制剂, 研究结果发现, 抑制MEK能够逆
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转LncRNA SRA所引发的增殖及炎症反应的发生, 
并升高KGN细胞的凋亡率, 此结果提示, MEK不仅

是LncRNA SRA调控KGN细胞炎症反应中一个重要

的下游调控靶点 , 也说明MEK1/2-ERK1/2信号通路

在此调控机制中的正向调控关系。

综上所述 , 高表达LncRNA SRA虽可以抑制

KGN细胞的凋亡现象 , 但也能够促进其增殖并诱发

炎症反应的发生 , 而抑制MEK可以逆转此反应现

象。LncRNA SRA/MEK/ERK/GATA4通路可能是调

控PCOS卵巢颗粒细胞局部炎症微环境的重要作用

途径 , 但仍需要进一步的体内和临床试验探究及验

证LncRNA SRA在PCOS卵巢病理机制中可能的具

体作用机制。
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