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多囊卵巢综合征外周血中 miR-132 和 SMAD4 的
表达对颗粒细胞增殖和凋亡的影响

董蕾，史天云

（南阳市第一人民医院妇科，南阳 473200）

摘要 目的：探讨多囊卵巢综合征（PCOS）外周血中 miR-132 和 SMAD4 的表达水平及对卵巢颗粒细胞增殖和凋亡的影响。

方法：收集 2019 年 5 月—2021 年 3 月接受治疗的 PCOS 患者（PCOS 组，85 例），同时期来院就诊的月经规律的健康女性 40 名

设为对照组。采用全自动生化分析仪检测黄体生成素（LH）、睾酮（T）、雄烯二酮和卵泡刺激素（FSH）的水平，qRT-PCR 检测

miR-132、SMAD4 mRNA 相对表达水平，分析以上指标在两组间的差异及 PCOS 组中 miR-132 和 SMAD4 的相关性。分别将 si-
NC 质粒、si-miR-132 质粒、miR-NC 质粒、SMAD4 mimic 质粒和 SMAD4 mimic+miR-132 mimic 质粒转至 KGN 细胞中，MTT 和

流式细胞术分别检测转染细胞的增殖和凋亡。双荧光素酶报告实验检测 miR-132 和 SMAD4 靶向关系。结果：PCOS 组 LH、T、雄
烯二酮和 miR-132 相对表达水平高于对照组，FSH 和 SMAD4 mRNA 相对表达水平低于对照组（t=3.618、4.253、15.412、30.921、
5.207、24.194，均 P<0.05）。PCOS 组中 miR-132 和 SMAD4 mRNA 的相对表达水平呈负相关（r=-0.876，P<0.001）。si-miR-132 组

中 miR-132 相对表达水平为 0.58±0.07，低于 si-NC 组（2.68±0.24，t=5.201，P<0.001）。SMAD4 mimic 组 SMAD4 mRNA 水平为

1.89±0.21，高于 miR-NC 组（0.82±0.10）和 SMAD4 mimic+ miR-132 mimic 组（0.63±0.08，t=3.251、4.012，P<0.05）。si-miR-132 组

细胞增殖率（30.5±4.1）%低于 si-NC 组（65.3±4.8）%（t=8.512，P<0.001），细胞凋亡率（23.7±4.2）%高于 si-NC 组（5.7±1.8）%
（t=7.625，P<0.001）。SMAD4 mimic 组细胞增殖率（25.3±4.6）%低于 miR-NC 组（63.3±3.6）%和 SMAD4 mimic+ miR-132 mimic 组

（63.7±5.8）%（t=3.210、3.515，P<0.05），细胞凋亡率（25.6±3.7）%，高于 miR-NC 组（6.3±2.0）%和 SMAD4 mimic+ miR-132 mimic
组（6.3±1.5）%（t=9.415、10.320，P<0.001）。miR-132 与 SMAD4 存在靶向结合位点，miR-132 可靶向调节 SMAD4。结论：miR-132
通过靶向调节 SMAD4 促进颗粒细胞的增殖并抑制其凋亡，可能参与 PCOS 的发病。
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Effects of miR -132 and SMAD4 expression in peripheral blood of polycystic ovary syndrome on the
proliferation and apoptosis of granulosa cells
DONG Lei，SHI Tian-yun
（Department of Gynecology，Nanyang First People′s Hospital，Nanyang 473200，China）
Abstract Objective：To detect the expression levels of miR-132 and SMAD4 in peripheral serum of polycystic ovary syndrome（PCOS），
and analyze their effects on the proliferation and apoptosis of ovarian granulosa cells. Methods：A total of 85 patients with PCOS who
received treatment in our hospital from May 2019 to March 2021 were collected as the PCOS group，and 40 healthy women with regular
menstruation who came to the hospital during the same period were collected as the control group. An automatic biochemical analyzer was
used to detect the levels of luteinizing hormone（LH），testosterone（T），and rostenedione and follicle stimulating hormone（FSH）. qRT-PCR
was used to detect the relative expression levels of miR-132 and SMAD4 mRNA，and the above indicators differences were analyzed
between the two groups and analyzed correlation of miR-132 and SMAD4 in the PCOS group.The si-NC plasmid，si-miR-132 plasmid，
miR-NC plasmid，SMAD4 mimic plasmid and SMAD4 mimic+miR-132 mimic plasmid were transferred to KGN cells respectively，and the
proliferation and apoptosis rate of transfected cells were detected by MTT and flow cytometry.The dual luciferase reporter experiment
detected the targeting relationship between miR-132 and SMAD4. Results：The relative expression levels of LH，T，androstenedione and
miR-132 in the PCOS group were higher than those in the control group，and the relative expression levels of FSH and SMAD4 mRNA were
lower than those in the control group（t=3.618，4.253，15.412，30.921，5.207，24.194，all P<0.05）. The relative expression levels of miR-132
and SMAD4 mRNA in the PCOS group were negatively correlated（r=-0.876，P<0.001）.The relative expression level of miR-132 in si-
miR-132 group was 0.58±0.07，which was lower than that in si-NC group（2.68±0.24，t=5.201，P<0.001）. The SMAD4 mRNA level in
the SMAD4 mimic group was 1.89±0.21，which was higher than that in the miR-NC group（0.82±0.10）and the SMAD4 mimic+miR-132
mimic group（0.63±0.08）（t=3.251，4.012，P<0.05）.The cell proliferation rate in the si-miR-132 group was（30.5±4.1）%，which was lower
than that in the si-NC group（65.3±4.8）%（t=8.512，P<0.001），and the apoptosis rate was （23.7±4.2）%，which was high than that in si-NC
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group（5.7±1.8）%（t=7.625，P<0.001）.The cell proliferation rate in the SMAD4 mimic group was（25.3±4.6）%，which was lower than
that in the miR-NC group（63.3±3.6）% and the SMAD4 mimic+miR-132 mimic group （63.7±5.8）% （t=3.210，3.515，P<0.05），the
apoptosis rate was（25.6±3.7）% higher than that in the miR-NC group（6.3±2.0）% and the SMAD4 mimic+miR-132 mimic group（6.3±
1.5）% （t =9.415，10.320，P <0.001）. Conclusion：miR -132 promotes granulosa cell proliferation and inhibits apoptosis by targeting
SMAD4，which may be involved in the pathogenesis of polycystic ovary syndrome.
Key words polycystic ovary syndrome；microRNA-132；SMAD4 protein；granulosa cell；proliferation；apoptosis

多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，
PCOS）是育龄期女性较为常见的内分泌疾病，是导致

生育率降低的原因之一[1]。PCOS 患者中与卵泡分化

和排卵密切相关的颗粒细胞（granular cells，GC）表现

出异常增殖或凋亡[2]。最近研究显示，改善 GC的病理

改变可有效缓解 PCOS症状[3]。miRNA是非编码的小

单链 RNA 分子，长度为 18~24 个核苷酸，通过靶向

信使 RNA 的 3′-非翻译区表达可调节基因，被视为

不同疾病的独立生物标志物或治疗靶点[4-5]。miRNA
在生殖系统疾病中的致病作用已引起广泛关注[6-7]，

miR-132位于人类 17号染色体非编码基因的内含子

中，据报道在各种疾病中发挥不同的作用，如血管内

皮炎症、妊娠期糖尿病和牙周炎[8-10]。Wu 等[11]研究显

示，miR-132可影响卵巢颗粒细胞中的雌二醇合成的

作用机制。此外，已有研究显示 miRNA 通过靶向

SMAD4 在转化生长因子（TGF）-β1 刺激后在卵巢颗

粒细胞中发挥重要的生物学作用[12]。而 miR-132是否

可通过调节 SMAD4 在 PCOS 中发挥一定作用，目前

还不明确。本文旨在分析 miR-132 和 SMAD4 在

PCOS 的表达水平，以及对卵巢颗粒细胞的增殖和凋

亡的影响，并进一步验证二者是否存在靶向关系。

1 对象与方法

1.1 研究对象 收集 2019 年 5 月—2021 年 3 月

接受治疗的 PCOS 患者 85 例，年龄 21~35 岁，纳入

患者的诊断符合《PCOS 中国诊疗指南》[13]，排除

高雄激素血症、库欣综合征、非经典型先天性肾上

腺皮质增生、卵巢或肾上腺分泌雄激素的肿瘤、功

能性下丘脑性闭经、甲状腺疾病、高泌乳血症和早

发性卵巢功能不全等。另收集同时期来院就诊的

月经规律的健康女性 40 名作为对照组，年龄 23~
36 岁。本研究经医院伦理委员会批准（批准文号：

20192154），患者知情同意。

1.2 材料 人卵巢颗粒细胞 KGN 购于 ATCC 细胞

库，血液 RNA 分离试剂盒购于赛默飞世尔科技，

Trizol 试剂购于北京索莱宝科技有限公司，TaqMan
miRNA 逆转录试剂盒购于赛默飞世尔科技，SYBR
Premix Ex Taq ⅡTM PCR 试剂盒购于宝生物工程

（大连）有限公司，si-NC（敲低 miR-132 对照质粒）、

si-miR-132（敲低 miR-132 质粒）、miR-NC（SMAD4
模拟物对照质粒）、SMAD4 mimic（SMAD4 模拟物）

和 SMAD4 相关荧光素酶质粒（野生型 WT、突变型

MT）均由元生物技术（上海）股份有限公司合成，

Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒和双萤光素

酶报告基因检测试剂盒（RG027）购于碧云天生物技

术有限公司。

1.3 外周血中指标的检测 抽取患者经期第 2~
5天时的空腹肘静脉血 5 mL，放置 4 ℃离心机中

以 3 000 r/min 的速度离心 15 min，将上清移至 EP
管中，放置-80 ℃冰箱中保存。全自动生化分析仪检

测黄体生成素（LH）、睾酮（T）、雄烯二酮和卵泡刺激

素（FSH）的水平。

1.4 qRT -PCR 检测不同组间 miR -132、SMAD4
mRNA 相对表达水平 血液 RNA 分离试剂盒提

取对照组和 PCOS 组外周血中总 RNA，使用 Trizol
试剂提取 KGN 细胞中总 RNA。利用 NanoDrop 2000
分光光度计检测 RNA 的浓度和纯度。TaqMan
miRNA 逆转录试剂盒将 RNA逆转为 cDNA。反应条

件：37℃ 15 min 设置 3 个循环，85℃ 5 s。以 cDNA
为模板，按 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ TM 实时荧光定

量 PCR 试剂盒说明进行 PCR 扩增。U6 的上游引物

序列 5′-GCTCCGCACGCAGGAG-3′，下游引物序列

为 5′-CTACACGGGCGGACGT-3′，GAPDH 的上游

引物序列 5′-CATGGAGACGGCCAGCGTC-3′，下游

引物：5′-GTAGTCCGTGGTGAGATATC-3′，miR-132
的上游引物：5′-CTGGTAGGGTACAGTACTGTGA－
TA-3′，下游引物：5′-ATCGTGACCTGTAGGCCG-3′。
SMAD4 上游引物：5′-GACGGAGACGCTGGTGATA-
GCGTC-3′，下游引物：5′-CGGCAGTTATACCGCCAA-
GTCAACG-3′。PCR 扩增体系共 25 μL（模板 DNA
1 μL，上游引物 1 μL，下游引物 1 μL，Taq DNA 聚合

酶 0.25 μL，10×Buffer 2.5 μL，dNTP 2 μL，ddH2O
17.25 μL）。反应条件：95℃预变性 5 min，95℃变性

30 s、60℃退火 30 s、72℃延伸 30 s 共 40 个循环。采

用 2-ΔΔCt 法计算目的基因相对表达量，SMAD4 mR－
NA 相对表达水平以 GAPDH 为内参，miR-132 相对

表达水平以 U6 为内参，见图 1~3。
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图 2 引物测试中溶解曲线

Fig 2 Dissolution curve in primer test

图 1 引物测试中扩增曲线

Fig 1 Amplification curve in primer test

图 3 计算扩增效率时的标准曲线

Fig 3 Standard curve for calculating amplification efficiency

1.5 转染实验 取传 3 代，对数生长期、生长状态

良好的 KGN 细胞。每孔 4×105 万个细胞，接种于

6孔板，置于 37℃、5% CO2 恒温箱中，培养 24 h 后，

随机分为 si-NC 组、si-miR-132 组、miR-NC 组和

SMAD4 mimic 组、SMAD4 mimic +miR -132 mimic
组，按 lipofectamine 2000 转染实际说明，分别转染

si -NC 质粒、si -miR -132 质粒、miR -NC 质 粒 、

SMAD4 mimic质粒和 SMAD4 mimic+miR-132 mimic
质粒。转染 6 h 后，更换新的培养基，继续培养 48 h，
收集各组细胞，利用 qRT-PCR 技术检测转染效果。

1.6 MTT实验检测细胞增殖 收集经转染处理 48 h
后 si-NC 组、si-miR-132 组、miR-NC 组和 SMAD4
mimic 组、SMAD4 mimic+miR-132 mimic 组的细胞，

按照 5×103 个/孔的密度种于 96 孔板，每组设 6 个

复孔。放置 37℃、5%CO2 恒温箱中培养 72 h，每孔加

入 5 mg/mL MTT 溶液 20 μL，放置恒温箱中继续孵

育 4 h。弃上清液，每孔加入 DMSO 150 μL，充分混

匀，使结晶物充分溶解。酶标仪于 570 nm 波长处检

测各孔的吸光度值，并计算细胞的增殖率。

1.7 流式细胞术检测细胞凋亡率 收集经转染

处理48 h 后 si-NC 组、si-miR-132 组、miR-NC 组

和 SMAD4 mimic 组、SMAD4 mimic+miR-132 mimic
组的细胞，以每孔 3×105 个密度接种至 6 孔板，于

37℃、5% CO2 恒温箱中孵育 48 h。收集细胞于 1.5
mL 的 EP 管中，放置离心机中以 1 000 r/min 的速

度，离心 5 min，去上清。每管加入 Annexin V-FITC
结合液 500 μL 重悬细胞，然后加入 Annexin V-
FITC 5 μL、PI 10 μL，轻轻混匀，室温避光孵育 10
min，上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.8 miR-132 靶向调控 SMAD4 的验证 以 KGN
细胞的 cDNA 为模板，通过 PCR 扩增，获取野生型

和突变型序列，连接到野生型 SMAD4 3′UTR 和点
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图 4 miR-132靶向调节 SMAD4
Fig 4 miR-132 targeted regulation of SMAD4

表 3 miR-132逆转 SMAD4对 KGN细胞增殖和凋亡影响（ｘ±ｓ）

Tab 3 The effect of miR-132 reversal of SMAD4 on the prolifera－
tion and apoptosis of KGN cells（ｘ±ｓ）

分组 增殖率（%） 凋亡率（%）

si-NC 组 65.3±4.8 5.7±1.8

si-miR-132 组 30.5±4.1 23.7±4.2

miR-NC 组 63.3±3.6 6.3±2.0

SMAD4 mimic 组 25.3±4.6 25.6±3.7

SMAD4 mimic+miR-132 mimic 组 63.7±5.8 6.3±1.5

分组 荧光素酶活性

SMAD4 WT 组 3.54±0.58

SMAD4 WT+miR-132 mimic 组 1.32±0.16

SMAD4 MUT 组 3.47±0.49

SMAD4 MUT+miR-132 mimic 3.52±0.50

表 4 组间荧光素酶活性的比较（ｘ±ｓ）

Tab 4 Comparison of luciferase activity between groups（ｘ±ｓ）

注：BMI：体重指数；LH：黄体生成激素；T：睾酮；FSH：卵泡刺激

素；PCOS：多囊卵巢综合征

分组 例数 雄烯二酮（nmol/L） miR-132 SMAD4 mRNA

对照组 40 8.01±1.04 0.87±0.06 2.08±0.24

PCOS组 85 11.62±1.74 3.3±0.14 1.04±0.21

t 15.412 30.921 24.194

P <0.001 <0.001 <0.001

注：miR-132：微小 RNA132；SMAD4：人母亲 DPP同源物 4；PCOS：
多囊卵巢综合征

分组 例数 年龄（岁）BMI（kg/m2）LH（IU/L）T（nmol/L）FSH（IU/L）

对照组 40 28.41±4.52 24.14±2.54 5.32±0.86 0.84±0.14 7.51±1.24

PCOS组 85 27.63±5.21 24.84±2.63 6.98±1.08 1.51±0.21 5.14±1.09

t 1.251 0.954 3.618 4.253 5.207

P 0.095 0.146 0.026 0.008 <0.001

表 1 两组间一般临床资料、LH、T和 FSH水平的比较（ｘ±ｓ）

Tab 1 Comparison of general clinical data，LH，T and FSH levels
between the two groups（ｘ±ｓ）

突变型 SMAD4 3′UTR。将 KGN 细胞接种于 12 孔板

中，随机分为 SMAD4 WT 组、SMAD4 WT+miR-
132mimic 组、SMAD4 MUT 组、SMAD4 MUT+miR-
132 mimic 组，进行常规培养当细胞融合至 80%时，

分别转染 SMAD4 WT 质粒、SMAD4 WT 质粒和

miR-132 mimic 质粒、SMAD41 MUT 质粒、SMAD4
MUT 质粒和 miR-132mimic 质粒。转染 48 h，收集

细胞，按双荧光素酶活性检测试剂盒说明检测各组

萤光素酶活性。

1.9 统计学处理 应用 SPSS21.0 软件行统计分

析，计量资料均符合正态分布，采用 ｘ±ｓ 表示，两组

间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验，以 P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组间一般临床资料和 miR-132、SMAD4 水
平的比较 两组间年龄和 BMI 比较无统计学差异，

PCOS 组 LH、T、雄烯二酮和 miR-132 相对表达水平

高于对照组，FSH 和 SMAD4 mRNA 相对表达水平

低于对照组，组间比较差异均有统计学（P<0.05），见
表 1 和表 2。PCOS 组 miR-132 和 SMAD4 mRNA 的

相对表达水平经 Pearson 相关性分析结果显示，两

者呈负相关（r=-0.876，P<0.001）。

2.2 miR-132逆转 SMAD4对 KGN 细胞增殖和凋
亡影响 si-miR-132 组中 miR-132 相对表达水平为

0.58±0.07，低于 si-NC组（2.68±0.24，t=5.201，P<0.001）。

SMAD4 mimic 组 SMAD4 mRNA 水平为 1.89±0.21，
高于 miR-NC 组（0.82±0.10）和 SMAD4 mimic+miR-
132 mimic 组（0.63±0.08，t=3.251、4.012，P<0.05）。si-
miR-132 组细胞增殖率低于 si-NC 组（t=8.512，P <
0.001），细胞凋亡率高于 si-NC 组（t=7.625，P<
0.001）。SMAD4 mimic 组细胞增殖率低于 miR-NC
组和 SMAD4 mimic +miR -132 mimic 组（t=3.210、
3.515，P<0.05），细胞凋亡率高于 miR-NC 组和

SMAD4 mimic+ miR-132 mimic 组（t=9.415、10.320，
P<0.001），见表 3。

2.3 miR -132 靶向调节 SMAD4 miR -132 与

SMAD4 存在靶向结合位点，见图 4。SMAD4 WT+
miR-132 mimic 组荧光素酶活性低于其他 3 组

（t=3.015、3.521、3.628，均 P<0.05），其他 3 组间荧光

素酶活性比较差异均无统计学意义（均 P>0.05）。见

表 4。

3 讨论

GC 的异常增殖和卵泡停滞与 PCOS 的发展有

关，KGN 细胞系是一种有效的颗粒细胞模型，保留

了 GC 的正常生理特点，已成功应用于探索 GC 在

多种疾病中的生物功能和分子机制。在本研究中，

首先检测到 PCOS 组外周血中 miR-132 相对表达

表 2 两组间雄烯二酮、miR-132和 SMAD4水平的比较（ｘ±ｓ）

Tab 2 Comparison of androstenedione, miR -132 and SMAD4
levels between the two groups（ｘ±ｓ）

注:WT:野生型；MUT：突变型

注:WT:野生型；MUT：突变型
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水平高于对照组，SMAD4 mRNA 相对表达水平低于

对照组。推断 miR-132 的过表达和 SMAD4 的低表

达可能与 PCOS 的发病机制有关。

研究显示，miR-132 在不同器官中均发挥作

用 [14-16]，亦有研究显示在 PCOS 中表达异常[17]，但对

GC 的调节作用还不明确。KGN 细胞已被广泛用于

研究 GC 的细胞生长和凋亡，既往研究也有发现，

miRNA 的调控可影响 KGN 细胞的增殖和凋亡，与

PCOS 发病有关[18]。同样，本研究证实 miR-132 表达

的下调可抑制 KGN 细胞的增殖并促进其凋亡，说

明 miR-132 可能通过抑制 KGN 细胞增殖和促进细

胞凋亡，参与 PCOS 的发病机制。据本研究发现，

miR-132 可以调节 SMAD4 参与 PCOS 的发展。通过

构建 SMAD4 过表达的 KGN 细胞后发现，SMAD4
过表达可明显抑制 KGN 细胞增殖并促进凋亡，然

而构建 miR-132 和 SMAD4 均过表达的 KGN 细胞

后发现，与 SMAD4 mimic 组相比过表达 SNAD4
mimic+miR-132 mimic 组细胞增殖率增加，凋亡率

降低，说明 miR-132 可逆转 SMAD4 抑制 KGN 细胞

增殖的作用。进一步由双萤光素酶活性检测试验显

示，miR-132 可直接靶向结合 SMAD4 mRNA 基因

序列，形成 RNA 诱导沉默复合体，达到抑制翻译的

目的，从而降低 SMAD4 蛋白的表达，解释了 miR-
132 逆转 SMAD4 抑制 KGN 细胞增殖的作用。

综上所述，本研究报道了 PCOS 患者外周血中

miR-132 表达水平的异常升高，SMAD4 表达水平降

低。体外实验证实，miR-132 可促进人颗粒状细胞

增殖并抑制凋亡，SMAD4 可抑制人颗粒细胞增殖并

促进凋亡。分子机制的进一步探索表明，miR-132
可靶向调节 SMAD4 的表达。通过评估 miR-132 和

SMAD4 在 PCOS 中的生物学功能，便于更好的理解

miRNA 在 PCOS 发生和发展中的作用，为 PCOS 的

治疗提供新的方向。
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