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短链脂肪酸对炎症诱导多囊卵巢综合征卵巢颗粒细胞自噬损伤的

改善作用及其机制

胡 英, 黄 勇

（海南医科大学第二附属医院生殖医学科，海南  海口  570100）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨短链脂肪酸 （SCFAs） 对多囊卵巢综合征 （PCOS） 卵巢颗粒细胞损伤的改

善作用，并阐明其可能的作用机制。方法方法：：分别从 PCOS 患者和非 PCOS 患者的卵泡液中提取卵巢颗

粒细胞，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 和 Western blotting 法检测 2 种细胞中肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）、干扰素 γ （IFN-γ）、白细胞介素 （IL）-6 和 IL-18 mRNA 和蛋白表达水平，Western blotting
法检测 2种细胞中微管相关蛋白 1轻链 3 （LC3）-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值和泛素结合蛋白 p62表达水平。使用不同

浓度 （0、6、12、24 和 48 mmol·L-1） 3 种 SCFAs 乙酸钠 （NaA）、丙酸钠 （NaP） 及丁酸钠 （NaB）
分别处理人卵巢颗粒细胞 KGN，采用细胞计数试剂盒 8 （CCK-8） 法检测 3 种 SCFAs 作用后正常

KGN 细胞增殖活性。取人卵巢颗粒细胞KGN，分为对照组、脂多糖（LPS）组（1 mg·L-1 LPS）、NaA+
LPS 组 （48 mmol·L-1 NaA+1 mg·L-1 LPS）、NaP+LPS 组 （48 mmol·L-1 NaP+1 mg·L-1 LPS）、

NaB+LPS 组 （48 mmol·L-1 NaB+1 mg·L-1 LPS）。采用 CCK-8 法检测各组细胞增殖活性，酶联免

疫吸附试验 （ELISA） 法检测各组细胞上清液中雌二醇 （E2） 和孕酮 （P） 水平，RT-qPCR 法检测各

组细胞中 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和  IL-18 mRNA 表达水平，Western blotting 法检测各组细胞中 TNF-α、
IFN-γ、IL-6 和 IL-18 蛋白表达水平和 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值及 p62 蛋白表达水平。结果结果：：与非 PCOS 患

者比较，PCOS 患者卵巢颗粒细胞中 TNF-α、 IFN-γ、 IL-6 和 IL-18 mRNA 及蛋白表达水平明显升高

（P<0. 05），LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高 （P<0. 05），p62 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。与对照组比

较，经不同浓度 （6、12、24 和 48 mmol·L-1） NaA、NaP 和 NaB 处理后各组 KGN 细胞增殖活性差异

无统计学意义 （P>0. 05）。与 LPS 组比较，NaA+LPS 组、NaP+LPS 组和 NaB+LPS 组细胞增殖

活性均升高 （P<0. 05），细胞上清液中 E2 和 P 水平升高 （P<0. 05），细胞中 TNF-α、 IFN-γ、 IL-6
和 IL-18 mRNA 表达水平降低 （P<0. 05），LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值降低 （P<0. 05），p62 蛋白表达水平

升高 （P<0. 05）。结论结论：：PCOS 患者卵巢颗粒细胞中炎症因子水平升高，并诱导细胞自噬。SCFAs 可
改善炎症诱导下的卵巢颗粒细胞自噬性损伤，提高细胞增殖活性。
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Improvement effect of short-chain fatty acids on inflammation-

induced autophagic damage in ovarian granulosa cells in 
polycystic ovary syndrome and its mechanism

HU Ying, HUANG Yong
（Department of Reproductive Medicine， Second Affiliated Hospital， Hainan Medical University， 

Haikou 570100， China）

ABSTRACT  Objective： To discuss the improvement effect of short-chain fatty acids (SCFAs) on the 
injury of ovarian granulosa cells in polycystic ovary syndrome (PCOS), and to clarify its possible 
mechanism. Methods： The ovarian granulosa cells were extracted from the follicular fluid of PCOS patients 
and non-PCOS patients， respectively.  Real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） and Western 
blotting methods were used to detect the expression levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interferon γ 
（IFN- γ）， interleukin （IL）-6， and IL-18 mRNA and proteins in the two kinds of cells； Western blotting 
method was used to detect the microtube-associated protein 1 light chain 3 （LC3）- Ⅱ/LC3- Ⅰ ratios and 
ubiquitin-binding protein p62 expression levels in two types of cells.  The human ovarian granulosa cells 
KGN were treated with three kinds of SCFAs sodium acetate （NaA），  sodium  propionate （NaP），  and 
sodium butyrate （NaB） at different concentrations （0， 6， 12， 24， and 48 mmol·L-1）， respectively.  Cell 
counting kit-8 （CCK-8） method was used to detect the proliferation activities of normal KGN cells after 
treated with three kinds of SCFAs.  The human ovarian granulosa cells KGN were taken and divided into 
control group， lipopolysaccharide （LPS） group （1 mg·L-1 LPS）， NaA+LPS group （48 mmol·L-1 
NaA+1 mg·L-1 LPS）， NaP+LPS group （48 mmol·L-1 NaP+1 mg·L-1 LPS），  and NaB+LPS group 
（48 mmol·L-1 NaB+1 mg·L-1 LPS）.  CCK-8 method was used to detect the proliferation activities of the 
cells in various groups； enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA） was used to detect the levels of 
estradiol （E2） and progesterone （P） in supernatant of the cells in various groups； RT-qPCR method was 
used to detect the expression levels of TNF- α， IFN- γ， IL-6， and IL-18 mRNA in the cells in various 
groups； Western blotting method was used to detect the the expression levels of TNF-α， IFN-γ， IL-6， and 
IL-18 proteins and LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratios and p62 protein expression levels in the cells in various groups.  
Results：Compared with non-PCOS patients， the mRNA and protein expression levels of TNF-α， IFN-γ， 
IL-6， and IL-18 in the ovarian granulosa cells of PCOS patients were significantly  increased （P<0. 05）， 
the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio was increased （P<0. 05）， and the p62 protein expression level was decreased （P<
0. 05）.  Compared with control group， there were no significant differences in the proliferation activities of 
the KGN cells in various groups after treated with different concentrations （6， 12， 24， and 48 mmol·L-1） 
of NaA， NaP， and NaB （P>0. 05）.  Compared with LPS group， the proliferation activities of the cells in 
NaA+LPS group， NaP+LPS group， and NaB+LPS group were increased （P<0. 05）， the levels of E2 
and P in the cell supernatant were increased （P<0. 05）， the expression levels of  TNF-α， IFN-γ， IL-6， 
and IL-18 mRNA in the cells were decreased （P<0. 05）， the  LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio was decreased （P<
0. 05）， and  the  p62  protein  expression  level  was  increased （P<0. 05）.  Conclusion：The levels of 
inflammatory factors are increased in the ovarian granulosa cells of PCOS patients and induce cell 
autophagy.  SCFAs can improve the inflammatory-induced autophagic injury of ovarian granulosa cells and 
increase the cell proliferation activity.
KEYWORDS Polycystic ovary syndrome； Ovarian granulosa cells； Short-chain fatty acids；
Inflammation；Cell autophage；Inflammatory factor
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多囊卵巢综合征 （polycystic ovary syndrome，
PCOS） 是育龄期女性中最常见的内分泌疾病，其

特征包括雄激素过多、排卵功能失调和多囊卵巢形

态，并伴有代谢异常 （如胰岛素抵抗和肥胖）［1］。

据 2023 年美国国立卫生研究院统计，全球 30%~
60% 的 PCOS 患者因排卵功能障碍继发不孕症，严

重影响患者的生活质量及生育［2］。近年来，辅助生

殖技术迅速发展，已成为解决 PCOS 患者不孕问题

的重要途径，然而部分 PCOS 患者在辅助生殖技术

治疗后仍未获得满意的临床结果，这主要归因于卵

泡的异常发育［3］。因此，探讨 PCOS 患者卵泡发育

异常的分子机制，寻找改善 PCOS 患者卵子质量的

方法，对改善 PCOS 患者妊娠结局具有重要意义。

在正常的卵泡发育过程中，颗粒细胞为其提供

营养支持并驱动分泌相关生长因子。研究［4-5］ 表

明：卵巢微环境的异常变化 （如促炎途径激活） 会

损害颗粒细胞的正常生理状态，成为后续 PCOS 卵

泡发育障碍的主要原因。与健康女性比较，PCOS 患

者卵巢中炎症因子水平明显升高，表明 PCOS 患者

的卵巢微环境处于炎症反应状态［6］。研究［7］显示：

卵泡中炎症水平升高会导致颗粒细胞功能障碍，从

而干扰卵母细胞的正常发育。自噬是真核生物中高

度保守的细胞内降解途径，通过降解多余的蛋白

质、脂质和细胞器来维持细胞稳态，在各种病理生

理过程中发挥适应性调节作用。然而也有研究［8-9］

表明：PCOS 患者和大鼠的颗粒细胞中自噬增加，

这可能与持续的慢性炎症反应有关。

短链脂肪酸 （short-chain fatty acids，SCFAs）
是一类有机脂肪酸，主要由肠道微生物群通过厌氧

发酵难消化的碳水化合物产生。乙酸钠 （sodium 
acetate， NaA）、  丙   酸   钠 （sodium   propionate，
NaP） 和 丁 酸 钠 （sodium butyrate， NaB） 为

SCFAs 的主要成分，参与免疫、炎症、细胞凋亡

和脂质代谢等过程［10］。研究［11］表明：SCFAs 可通

过多种机制参与 PCOS 的发生发展，但其与 PCOS
中颗粒细胞自噬改变的关系有待进一步探讨。本研

究通过检测 PCOS 患者颗粒细胞中炎症因子表达及

自噬情况，探讨 SCFAs 对炎症诱导下颗粒细胞自

噬水平的调控作用，为 PCOS 的治疗提供新思路。

1 资料与方法  

1. 1　　临床资料临床资料　　选择 50 例 2022 年 6 月-2023 年

12 月在本院进行体外受精和胚胎移植的 PCOS 患

者作为研究对象。PCOS 诊断根据 2003 年鹿特丹诊

断标准：①稀发排卵或无排卵；②临床和 （或） 高

雄激素血症的生化体征；③ B 超显示在月经周期

或黄体酮撤退后出血 3~5 d 检查发现双侧卵巢均

有直径 2~9 mm 的卵泡≥12 个和 （或） 卵巢体积

≥10 cm3，出现以上 3 项或 2 项即判定为 PCOS。选

择同期卵巢功能正常但因输卵管不通进行体外受精

和胚胎移植的 50 例非 PCOS 患者作为对照。PCOS
患者年龄 22~35岁，平均年龄（28. 6±3. 2）岁；非

PCOS患者年龄23~34岁，平均年龄  （28. 4±3. 4） 岁。

受试者近 3 个月内均未服用任何激素类药物，排除

甲状腺疾病、其他内分泌疾病如高催乳素血症、雄

激素分泌肿瘤、库欣综合征和非典型先天性肾上腺

增生。本研究经本院伦理委员会审核批准 （伦理批

准号：202112-09），所有患者对研究知情同意并签

署知情同意书。

1. 2　细胞　细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　KGN 细胞从患者获

得。胎牛血清购自南京森贝伽生物科技有限公司，

青霉素、链霉素和 DMEM/F-12 细胞培养液购自杭

州昊鑫生物科技股份有限公司，NaA、NaP 和 NaB
购自上海佰利莱生物科技有限公司，TRIzol 试 剂

盒和 Talent 荧光定量检测试剂盒购自北京天根

生  化  科  技  有  限  公  司，免  疫  沉  淀  分  析 （radio-

immunoprecipitation assay， RIPA） 裂解液购自广

州 博 鹭 腾 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 二 辛 可 宁 酸

（bicinchoninic acid，BCA） 蛋白浓度测定试剂盒、

超 敏 型 化 学 发 光 液 和 细 胞 计 数 试 剂 盒 8 （cell 
counting kit-8，CCK-8）试剂购自上海碧云天生物研

究所， 雌二醇（estradiol， E2） 和孕酮  （progesterone，
P） 的 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme-linked 
immunosorbent  assay， ELISA） 检测试剂盒购自

上海抚生生物科技有限公司，聚 偏 二 氟 乙 烯 膜

（polyvinylidene fluoride membrane，PVDF） 购自美

国 Millipore 公司，肿瘤坏死因子 α （tumor necrosis 
factor- α， TNF- α） 抗体、干扰素 γ （interferon- γ，
IFN-γ） 抗体、白细胞介素 6 （interleukin-6， IL-6）
抗体、白细胞介素 18 （interleukin-18， IL-18） 抗

体、微管相关蛋白 1 轻链 3 型蛋白Ⅱ （microtubule-

associated protein 1-light chain 3-Ⅱ，LC3-Ⅱ）抗体、

微 管 相 关 蛋 白 1 轻 链 3 型 蛋 白 Ⅰ （microtubule-

associated  protein  1-light  chain  3-Ⅰ，LC3-Ⅰ） 抗

体、自噬适配体蛋白 p62 抗体和辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔免疫球蛋白 G （immunoglobulin G，

IgG） 抗体均购自英国 Abcam 公司。NanoDrop 400
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分光光度计购自北京原平皓生物技术有限公司，

Multiskan FC 酶标仪购自美国 Thermofisher 公司，

7900HT/FAST 型荧光定量 PCR 仪购自美国 ABI
公司，凝胶成像仪购自上海天能科技有限公司。

1. 3　　原代卵巢颗粒细胞原代卵巢颗粒细胞 KGN 提取与培养提取与培养　　在 50例

PCOS 患者与 50 例非 PCOS 患者的取卵日收集 2 组

患者卵泡液，2 000 r·min-1离心 10 min，去除上清，

在沉淀中加入磷酸盐缓冲液 （phosphate buffered 
saline，PBS），吹打混匀，缓慢加入等体积的样本

密度分离液，2 000 r·min-1 离心 15 min；吸取中间

白色膜状层，加入 PBS缓冲液混匀后，1 000 r·min-1

离心 5 min，重复 1 次。将所得沉淀接种于培养皿，

添加含 10% 胎牛血清、1% 青 -链霉素的 DMEM/
F-12 细胞培养液重悬，置于 37 ℃、5%CO2培养箱

中过夜培养，PBS 缓冲液清洗细胞，更换为新鲜培

养  基  培  养。采  用  实  时  荧  光  定  量  PCR （real-time 
fluorescence quantitative PCR， RT-qPCR） 和

Western blotting 法检测提取的 2 种卵巢颗粒细胞

中炎症因子 TNF-α、 IFN-γ、 IL-6 和 IL-18 mRNA
及蛋白表达水平，Western blotting 法检测提取的

2 种卵巢颗粒细胞中 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ和 p62 蛋白表

达水平。

1. 4　　KGN 炎症细胞模型建立和分组炎症细胞模型建立和分组　　将人卵巢颗

粒 KGN 细胞随机分为对照组、 LPS 组、 NaA+
LPS 组、NaP+LPS 组和 NaB+LPS 组。对照组：

细胞正常培养；LPS 组：使用 1 mg·L-1 LPS 处理

细胞 24 h，以诱导炎症模型［12］； NaA+LPS 组：

使用 48 mmol·L-1 NaA孵育细胞 24 h，再用 1 mg·L-1 
LPS处理细胞24 h；NaP+LPS组：使用48 mmol·L-1 
NaP 孵育细胞 24 h，再用 1 mg·L-1 LPS 处理细胞

24 h；NaB+LPS 组：使用 48 mmol·L-1 NaB 孵育

细胞 24 h，再用 1 mg·L-1 LPS 处理细胞 24 h。处

理结束后，收集上述 5 组细胞。

1. 5　　RT--qPCR 法检测各组细胞中炎症因子法检测各组细胞中炎症因子 mRNA

表达水平表达水平　　采用 TRIzol法提取 2 组患者原代颗粒细

胞和各组 KGN 细胞中总 RNA，NanoDrop 分光光

度计测定 RNA 浓度，琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完

整性。按照反转录试剂盒说明书，配置反转录体

系，合成底物 cDNA。进行 RT-qPCR 扩增，根据

Talent 荧光定量检测试剂盒说明书，于冰上配制反

应混合液，分别加入 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-18
的上下游引物，设置扩增程序为 95 ℃、2 min，1 个

循环；94 ℃、20 s，60 ℃、20 s，72 ℃、30 s，40个

循环。以甘油醛 -3-磷酸脱氢酶 （glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase， GAPDH） 作 为 内 参 基

因，根据扩增曲线和溶解曲线，采用 2-△△Ct法计算

各样本中目的基因表达水平，实验重复 3 次。引物

序列见表 1。

1. 6　　Western blotting 法检测各组细胞中炎症因子法检测各组细胞中炎症因子

和自噬相关蛋白表达水平和自噬相关蛋白表达水平　　收集患者原代颗粒细胞

和各组 KGN 细胞，加入 RIPA 裂解液，于冰上静

置 10 min，提取总蛋白，BCA 法检测蛋白浓度。

配制 PAGE 分离胶及浓缩胶，取等量 20 μg 蛋白样

品上样，电泳分离，电转至PVDF膜上。将PVDF膜

浸泡于 5% 脱脂奶粉中，室温孵育 2 h。分别加入稀

释后 TNF-α （1∶1 000）、 IFN-γ （1∶1 000）、 IL-6
（1∶1 000）、  IL-18 （1∶5 000）、  LC3-Ⅱ （1∶1 000）、

LC3-Ⅰ （1∶1 000） 和 p62 （1∶5 000） 一抗，4 ℃摇

床孵育过夜。次日，将膜置于相应辣根过氧化物酶

标记的 IgG 抗体中 （1∶5 000），室温摇床孵育 2 h。
取超敏型化学发光液，于暗室条件下将反应液滴加

于膜上，室温显色，将膜置于凝胶成像系统中拍

照，使用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值，计算

目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋白

条带灰度值/GAPDH 条带灰度值，实验重复 3 次。

1. 7　　SCFAs 处理处理 KGN 细胞细胞　　在 KGN 细胞中添加

含 10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉素的 DMEM/F-12
细胞培养液，置于 37 ℃、5%CO2 培养箱中常规传

代培养。将对数生长期的细胞按照每孔 1×104个的

密度接种于 96 孔细胞培养板中，在 37 ℃、5%CO2

培养箱中过夜培养。分别使用不同浓度 （0、 6、
12、24 和 48 mmol·L-1） NaA、NaP 及 NaB 孵育细

胞  24 h，以 0 mmol·L-1 浓度作为对照组，每个浓

表表 1　　RT--qPCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of RTPrimer sequences of RT--qPCRqPCR

Primer 
TNF-α

IFN-γ

IL-6

IL-18

GAPDH

Sequence (5'-3')              
F：CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG
R：GAGGACCTGGGAGTAGATGAG
F：GAGTGTGGAGACCATCAAGGAAG
R：TGCTTTGCGTTGGACATTCAAGTC
F：ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG
R：CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
F：TGGCTGCTGAACCAGTAGAA
R：ATAGAGGCCGATTTCCTTGG
F：CCAGGTGGTCTCCTCTGA
R：GCTGTAGCCAAATCGTTGT
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度设置 6 个复孔。处理结束后，收集各组细胞。

1. 8　　 CCK--8 法 检 测 各 组 细 胞 增 殖 活 性法 检 测 各 组 细 胞 增 殖 活 性　　 各 孔

KGN 细胞中加入 CCK-8 试剂 10 μL，置于 37 ℃、

5%CO2培养箱培养 2 h 后，使用酶标仪检测 450 nm
波长处各组吸光度 （A） 值，计算细胞增殖活性。

细胞增殖活性=处理组 A 值/对照组 A 值×100%。

1. 9　　ELISA 法测定各组法测定各组 KGN 细胞培养上清液中细胞培养上清液中

E2和和 P 水平水平　　按“1. 4”步骤分组处理 KGN 细胞后，

收集各组细胞培养液，4 000 r·min-1 离心 10 min，
获取上清液于-80 ℃冻存待用。采用 ELISA 法检

测细胞培养上清液中 E2和 P 水平，设置空白孔、标

准孔和待测样品孔，进行加样处理，每组设置 3
个重复孔，所有操作按照试剂盒说明书进行。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 SPSS 23. 0 统计软件进行

统计学分析。非PCOS患者与PCOS患者原代卵巢颗

粒KGN细胞中TNF-α、IFN-γ、IL-6和 IL-18 mRNA
及蛋白表达水平，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值和 p62 蛋白

表达水平，3 种不同浓度 SCFAs 处理后 KGN 细胞

增殖活性以及细胞上清液中 E2和 P 水平，均符合正

态分布，以 x±s 表示，多组间样本均数比较采用

单因素方差分析，组间样本均数两两比较采用

LSD-t检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　非非 PCOS 患者与患者与 PCOS 患者原代卵巢颗粒细患者原代卵巢颗粒细

胞中炎症因子胞中炎症因子 mRNA 和蛋白表达水平和蛋白表达水平　　与非 PCOS
患者比较，PCOS 患者卵巢颗粒细胞中炎症因子

TNF-α、 IFN-γ、 IL-6 和 IL-18 mRNA 表达水平均

明显升高 （P<0. 05）。见表 2。与非 PCOS 患者比

较，PCOS 患者卵巢颗粒细胞中炎症因子 TNF-α、
IFN-γ、IL-6 和 IL-18 蛋白表达水平明显升高 （P<
0. 05）。见图 1。

2. 2　　非非 PCOS 患者与患者与 PCOS 患者原代卵巢颗粒细患者原代卵巢颗粒细

胞中自噬相关蛋白表达水平胞中自噬相关蛋白表达水平　　与非 PCOS 患者比

较，PCOS 患者卵巢颗粒细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ蛋

白比值明显升高 （P<0. 05），p62 蛋白表达水平明

显降低 （P<0. 05）。见图 2。
2. 3　　 不 同 浓 度不 同 浓 度 SCFAs 作 用 后作 用 后 KGN 细 胞 增 殖 活细 胞 增 殖 活

性性　　与对照组比较，不同浓度 NaA、NaP和 NaB组

KGN 细胞增殖活性差异无统计学意义（P>0. 05），

提示正常情况下NaA、NaP 和 NaB 对 KGN 细胞增殖

活性无明显影响。见表 3。
2. 4　　 3 种种 SCFAs 作用后各组作用后各组 KGN 细胞增殖活性细胞增殖活性　　

 与对照组比较，LPS 组 KGN 细胞增殖活性明显

降低 （P<0. 05）；与 LPS 组比较，NaA+LPS 组、

NaP+LPS 组和 NaB+LPS 组细胞增殖活性明显升

高 （P<0. 05）。见图 3。
2. 5　　3 种种 SCFAs 作用后各组作用后各组 KGN 细胞上清液中细胞上清液中 E2

与与 P 水平水平　　与对照组比较，LPS 组 KGN 细胞上清

液中 E2 和 P 水平明显降低 （P<0. 05）；与 LPS 组

表表 2　　非非 PCOS 患者和患者和 PCOS 患者卵巢颗粒细胞中患者卵巢颗粒细胞中 TNF--α、、

IFN--γ、、IL--6 及及 IL--18 mRNA 表达水平表达水平

TabTab.. 22　　 Expression levels of TNFExpression levels of TNF--αα，，IFNIFN--γγ，，ILIL--66 and IL and IL--1818  
mRNA imRNA in ovarian granulosa cells of nonn ovarian granulosa cells of non--PCOS patients and PCOS patients and 
PCOPCOS patientsS patients （n=3， x±s）

Patient
Non-PCOS
PCOS

TNF-α
1.00±0.06
2.64±0.28*

IFN-γ
1.00±0.07
2.06±0.23*

IL-6
1.00±0.06
1.81±0.21*

IL-18
1.00±0.05
1.70±0.19*

*P<0.05 compared with non-PCOS patients.

1           2 
TNF-α

IFN-γ

IL-6

IL-18

GAPDH

17 000

25 000

22 000

19 000

36 000

Mr
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E
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l 
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te
in 1.5

1.0

0.5

0

*

*

TNF-α       IFN-γ        IL-6         IL-18

Non-PCOS patients
PCOS patients

*

*

Lane 1： Non-PCOS patients； Lane 2： PCOS patients. *P<0.05 compared with non-PCOS patients.
图图 1　　Western blotting 法检测非法检测非 PCOS 患者和患者和 PCOS 患者卵巢颗粒细胞中炎症因子蛋白表达电泳图患者卵巢颗粒细胞中炎症因子蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B））

Fig. 1　　Electrophoregram（（A）） and histogram（（B）） of expressions of inflammatory factor proteins in ovarian granulosa 

cells of non--PCOS patients and PCOS patients detected by Western blotting method

1344



胡 英， 等 . 短链脂肪酸对炎症诱导多囊卵巢综合征卵巢颗粒细胞自噬损伤的改善作用

比较，NaA+LPS组、NaP+LPS组和NaB+LPS组

细胞上清液中 E2 和 P 水平明显升高 （P<0. 05）。

见表 4。
2. 6　　3 种种 SCFAs 作用下各组作用下各组 KGN 细胞炎症因子表细胞炎症因子表

达水平达水平　　与对照组比较，LPS 组 KGN 细胞中炎症

因子 TNF-α、 IFN-γ、 IL-6 和 IL-18 mRNA 表达水

平  均  明  显  升  高 （P<0. 05）；与  LPS 组  比  较，

NaA+LPS 组、NaP+LPS 组和 NaB+LPS 组细胞

中 TNF-α、 IFN-γ、 IL-6 和 IL-18 mRNA 表达水平

均明显降低 （P<0. 05）。见表 5。
2. 7　　3 种种 SCFAs 作用后各组作用后各组 KGN 细胞自噬相关蛋细胞自噬相关蛋

白表达水平白表达水平　　与对照组比较，LPS 组 KGN 细胞中

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显升高 （P<0. 05），p62 蛋

白表达水平明显降低 （P<0. 05）；与 LPS 组比较，

NaA+LPS组、NaP+LPS组和NaB+LPS组细胞中

 1                2

LC3-Ⅰ
LC3-Ⅱ

p62

GAPDH

16 000
14 000

62 000

36 000

Mr

A B

E
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n 
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l 
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te
in 1.5
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0.5

0

*
*

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ             p62

Non-PCOS patients
PCOS patients

Lane 1： Non-PCOS patients； Lane 2： PCOS patients. *P<0.05 compared with Non-PCOS patients.
图图 2　　Western blotting 法检测非法检测非 PCOS 患者和患者和 PCOS 患者卵巢颗粒细胞中自噬相关蛋白表达电泳图患者卵巢颗粒细胞中自噬相关蛋白表达电泳图（（A））和直条图和直条图（（B））

Fig. 2　　Electrophoregram（（A）） and histogram（（B）） of expressions of autophagy--related proteins in ovarian granulosa cells 

of non--PCOS patients and PCOS patients detected by Western blotting method

表表 3　　不同浓度不同浓度 NaA、、NaP和和 NaB处理后处理后 KGN 细胞增殖活性细胞增殖活性

TabTab.. 33　　Proliferation activities of KGN cells after treated with Proliferation activities of KGN cells after treated with 
differdifferent concentrations of NaAent concentrations of NaA，，NaP and NaBNaP and NaB

（n=6， x±s， η/%）

Group
NaA （mmol·L-1）

　   0

　   6

　12

　24

　48

NaP （mmol·L-1）

　   0

　   6

　12

　24

　48

NaB （mmol·L-1）

　   0

　   6

　12

　24

　48

Proliferation activity

100.00±11.07

99.61±10.25

99.02±9.53

98.86±10.85

98.57±10.32

100.00±10.55

99.86±10.14

99.25±10.19

98.73±9.96

98.49±9.87

100.00±10.81

99.75±10.22

99.46±10.10

98.60±9.88

98.51±10.03

△△△

*
P

ro
li

fe
ra

ti
on

 a
ct

iv
it

y(
η/

%
) 150

100

50

0

Contro
l

LPS

NaA
+LPS

NaP
+LPS

NaB
+LPS

*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with 
LPS group.

图图 3　各组　各组 KGN 细胞增殖活性细胞增殖活性

Fig. 3　　 Proliferation activities of KGN cells in various 

groups

表表 4　　各组各组 KGN 细胞上清液中细胞上清液中 E2和和 P 水平水平

TabTab.. 44　　LevelLevels of Es of E22 and P in supernatant of KGN cells i and P in supernatant of KGN cells in n 
various groupsvarious groups （n=3， x±s）

Group
Control
LPS
NaA+LPS
NaP+LPS
NaB+LPS

E2 [ρB/(ng·L-1)]
56.09±6.48
35.20±3.67*

49.85±5.14△

50.21±5.13△

48.76±4.99△

P [ρB/(μg·L-1)]
13.93±1.28

8.45±0.92*

11.96±1.27△

12.05±1.34△

12.01±1.36△

*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with 
LPS group.
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LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显降低 （P<0. 05），p62 蛋

白表达水平明显升高 （P<0. 05）。见图 4。

3 讨  论  

PCOS 作为一种常见的内分泌代谢疾病，影响

约 20% 的育龄期女性。研究［13-14］ 显示：PCOS 伴

随着炎症反应，慢性炎症也是 PCOS 的重要致病因

素。PCOS 患者的血清和卵巢颗粒细胞中促炎因子

TNF-α、IL-6、IL-18 和 IFN-γ 水平升高可诱导炎症

状态，促进高雄激素血症和胰岛素抵抗的发生［15］。

此外，这些关键促炎因子表达上调会抑制颗粒细胞

的增殖、分化和成熟。研究［16］ 显示：PCOS 患者

机体中 TNF-α 水平越高，胰岛素抵抗与糖脂代谢

紊乱现象越严重。IL-6 表达水平升高则与卵巢雄激

素的过量产生有关，还会促进颗粒细胞的凋亡［17-18］。

IL-18 作为一种多效性促炎因子，与卵泡发育停滞

有关，并影响卵泡膜细胞生长和类固醇生成［19］。

研究［20］ 显示：PCOS 患者外周血和血浆中 IFN-γ

水平均升高，IFN-γ 可以抑制卵巢细胞增殖并促进

卵巢颗粒细胞的凋亡。本研究从 PCOS 患者卵泡液

中分离卵巢颗粒细胞，经检测发现 PCOS颗粒细胞

中炎症因子 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-18 mRNA 及

蛋白表达水平升高，证实了 PCOS 发病机制与炎症

因子之间的联系，表明促炎因子 TNF-α、 IFN-γ、
IL-6 和 IL-18 等共同参与了 PCOS 的发生发展。

自噬在 PCOS 中发挥重要作用。生理状态下，

自噬是维持卵母细胞发育、卵泡生长和分化、卵泡

闭锁和生殖周期所必需的过程。而自噬受损与颗粒

细胞数目下降、卵泡生成障碍和代谢紊乱有关联。

研究［21］表明：PCOS 患者颗粒细胞自噬异常激活，

导致卵泡发育和闭锁功能障碍，引起卵子数量和质

量下降，严重损害患者的生育力。炎症与自噬之间

的关系复杂而紧密：自噬功能缺陷可能导致线粒体

功能紊乱，引发氧化应激和炎症反应；在 PCOS 慢

性炎症状态下，自噬被持续激活，过度自噬会导致

细胞过度降解，从而影响卵巢组织功能，进而加重

炎症 ［22］。因此，调控卵巢颗粒细胞自噬可能是

PCOS 干预的重要靶点。LC3 是自噬中的关键蛋

白，能够被具有蛋白内切酶活性的自噬相关蛋白 4
（autophagy-related protein 4， ATG4） 剪 切 生 成

LC3-Ⅰ。在自噬过程中，LC3-Ⅰ经过其他自噬相关

基因的修饰和加工，可形成脂质化形式的 LC3-Ⅱ，

吸附于自噬体的膜上。因此，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值

是判断自噬水平的关键指标，与自噬程度呈正相关

关系［23］。p62 是一种泛素结合蛋白，也是自噬的选

择性底物，可与定位于自噬体内膜上的 LC3-Ⅱ结

合形成复合物，一同在自噬溶酶体内降解。因此，

表表 5　　各组各组 KGN 细胞中细胞中 TNF--α、、IFN--γ、、IL--6 和和 IL--18 mRNA

表达水平表达水平

TabTab.. 55　　 Expression levels of TNFExpression levels of TNF--αα，，IFNIFN--γγ，，ILIL--66 and IL and IL--1818  
mRNA in KGN cells in various groupsmRNA in KGN cells in various groups （n=3， x±s）

Group
Control
LPS
NaA+LPS
NaP+LPS
NaB+LPS

TNF-α
1.00±0.05
2.26±0.25*

1.36±0.15△

1.28±0.13△

1.33±0.14△

IFN-γ
1.00±0.06
1.89±0.21*

1.29±0.14△

1.44±0.15△

1.40±0.16△

IL-6
1.00±0.07
1.69±0.18*

1.19±0.13△

1.10±0.12△

1.23±0.13△

IL-18
1.00±0.04
1.88±0.20*

1.34±0.15△

1.39±0.16△

1.22±0.14△

*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with 
LPS group.
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A：Electrophoregram（Lane 1： Control group； Lane 2：LPS group； Lane 3： NaA+LPS group； Lane 4：NaP+LPS group；Lane 5： 
NaB+LPS group）； B，C：Histograms； B：LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio； C： Expression level of p62 protein. *P<0.05 compared with control 
group； △P<0.05 compared with LPS group.

图图 4　各组　各组 KGN 细胞自噬相关蛋白表达电泳图细胞自噬相关蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B 和和 C））

Fig. 4　　Electrophoregram（（A）） and histograms（（B,C）） of expressions of autophagy--related proteins in KGN cells in 

various groups
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在自噬激活时，p62 蛋白不断被降解，其表达水平

降低；当自噬功能缺陷或自噬活性降低时，细胞质

中 p62 蛋白累积，其表达水平升高［24］。本研究结果

显示：PCOS 患者颗粒细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值

升高，p62 蛋白表达水平降低，提示 PCOS 患者颗

粒细胞中自噬水平增加，进一步说明自噬可能以激

活状态参与 PCOS 发展。

研究［25］ 显示：炎症因子表达异常增加会对

PCOS 患者产生多种负面影响，一方面，PCOS 患

者外周循环和卵巢组织中炎症因子的异常表达会诱

发免疫功能障碍和排卵障碍；另一方面，PCOS 患

者炎症因子水平升高会使得葡萄糖和脂质代谢紊乱

以及肠道菌群失调所导致的 SCFAs 代谢异常。研

究［26］表明：PCOS 患者中检测到 3 种主要 SCFAs，
即 NaA、NaP 和 NaB，其水平明显低于健康对照

者。已有研究［27-28］ 表明：SCFAs 可以降低炎症因

子的表达，改善胰岛素抵抗和肥胖，缓解 PCOS 症

状，恢复卵巢功能。本研究结果显示：NaA、NaP
和 NaB 能够提高 KGN 细胞增殖活性，抑制细胞中

TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-18 等炎症因子的表达水

平，提示 SCFAs 对炎症诱导下的颗粒细胞发挥保

护作用。此外，NaA、NaP 和 NaB 作用后，KGN
细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值降低，p62 蛋白表达水

平升高，说明 SCFAs 能够抑制炎症诱导下卵巢颗

粒细胞自噬。

雌激素在女性生殖系统中发挥重要作用，主要

负责调节月经周期和维持生育能力。PCOS 患者雌

激素分泌通常处于失衡状态。E2是卵巢颗粒细胞分

泌的主要雌激素之一，其水平降低可能会导致卵泡

发育不良和排卵障碍，引发不孕［29］。孕激素是维

持妊娠的重要激素，有助于调节子宫内膜变化以确

保胚胎健康着床。PCOS 患者常出现孕激素分泌不

足，从而导致月经不规律和无排卵等症状。在卵泡

破裂后，颗粒细胞在促性腺激素的作用下分化为黄

体细胞并产生 P，P 水平过低会引起黄体功能不全

及子宫内膜无法维持受精卵着床等情况，增加流产

或不孕风险［30］。长期缺乏孕激素还可能导致雌激

素持续刺激而造成内膜病变，这种现象与 PCOS 的

发病机制有密切关联［31］。本研究结果显示：在

LPS 诱导的 KGN 细胞炎症模型中 E2和 P 水平降低，

而 NaA、NaP 和 NaB 处理后 KGN 细胞中 E2及 P 水

平升高，表明 SCFAs 能够改善炎症诱导下的颗粒

细胞激素分泌水平，有助于缓解 PCOS。

综上所述，PCOS患者卵巢颗粒细胞中 TNF-α、
IFN-γ、 IL-6 和 IL-18 等炎症因子表达水平升高，

细胞自噬水平增加；SCFAs 能够提高炎症诱导下

颗粒细胞的增殖活性，抑制颗粒细胞过度自噬，进

而改善 PCOS 颗粒细胞的炎症状态。本研究结果可

为 PCOS 的治疗提供新策略，但本研究主要以体外

模拟炎症微环境下的颗粒细胞为对象，后期仍需通

过动物体内实验进一步验证 SCFAs 在 PCOS 中的

作用及其机制。
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