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miR-146 调控 TLR4/NF-κB 通路减少卵泡颗粒细胞凋亡及 
干预卵巢早衰中的机制研究
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摘　要：目的　探究 miR-146 通过调控 Toll 样受体 4（TLR4）/ 核因子 -κB（NF-κB）减少卵泡颗粒细胞凋亡和干预

卵巢早衰（premature ovarian failure,，POF ）的机制。方法　野生小鼠实验：60 只 SPF 级 C57BL/6 小鼠随机分为对照

组（n=30）和 POF 组（n=30）。POF 组建立卵巢早衰模型，造模后 15 天 qPCR 检测 2 组小鼠卵巢组织中 miRNA-146
表达水平；基因敲除鼠实验：40 只 C57BL/6 小鼠和 20 只 miR-146 敲除小鼠分为三组：对照组（n=20）、野生型 POF
组（n=20）和 miR-146 敲除 POF 组（n=20），野生型 POF 组和 miR-146 敲除 POF 组建立 POF 模型，建模后 15 天 HE
染色分析各组小鼠卵巢组织病理情况及原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡和闭锁卵泡数，ELISA 检测各组小鼠卵巢组织

炎症信号通路分子 TLR，NF-κB, 肿瘤坏死因子 α（TNF-α）和白介素 6（IL-6）的表达水平；Western blot 检测卵巢

组织凋亡蛋白 BCL2-Associated X 蛋白（Bax），B 淋巴细胞瘤 -2 基因（Bcl2）和 TLR4 信号通路蛋白 TLR4，NF-κB
表达水平。结果　野生鼠实验表明与对照组相比，POF 组小鼠卵泡中 miR-146 表达水平下调（0.51±0.14 vs 1.52±0.21），

差异具有统计学意义（t=7.338，P<0.01）；基因敲除鼠实验表明：与对照组相比，野生型 POF 组和 miR-146 敲除 POF
组原始卵泡（9.43±2.03，6.43±1.60 vs 16.82±2.11）、初级卵泡（6.15±1.11，5.01±1.10 vs 8.88±1.12）、次级卵泡

（5.11±1.71，4.01±1.26 vs 7.11±1.34）均降低，闭锁卵泡（10.17±1.41，11.46±1.96 vs 7.18±1.64）升高，差异具有

统计学意义（F=7.787, 8.214, 9.726, 7.811, 均 P<0.01）。与对照组相比，野生鼠 POF 组和 miR-146 敲除 POF 组小鼠卵巢

组 织 TLR4（68.18±5.92pg/ml，91.11±16.34 pg/ml vs 24.81±2.81 pg/ml），NF-κB（74.19±8.11 pg/ml，88.11±16.71 
pg/ml vs 68.18±5.92 pg/ml），TNF-α（72.81±2.10 pg/ml，94.31±2.26 pg/ml vs 28.07±3.67 pg/ml）和 IL-6（69.19±7.11，
81.11±16.34 vs 19.43±10.81 pg/ml）分泌显著升高，差异均有统计学意义（F=6.281, 7.264, 8.724, 6.817, 均 P <0.01）；

与对照组相比，野生鼠 POF 组和 miR-146 敲除 POF 组小鼠卵巢组织 Bax 蛋白表达水平降低（1.18±0.19. 0.61±0.14 vs 
1.81±0.21），Bcl2 蛋白表达升高（0.59±0.05, 0.91±0.05 vs 0.58±0.02），TLR4（1.10±0.12, 0.41±0.04 vs 1.13±0.11）
和 NF-κB（0.81±0.02, 0.31±0.06 vs 0.87±0.27）降低，差异均有显著性统计学意义（F=7.235, 6.714, 7.612 ,7.737, 均 
P<0.01）。结论　miR-146 具有减少卵泡颗粒细胞凋亡的作用，其机制可能与 TLR4/NF-κB 信号通路的调控和抑制炎

症因子的释放相关。
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POF） model mice and its role and mechanism in premature ovarian failure and follicular apoptosis. Methods　Wild mouse 
experiment：60 SPF C57BL / 6 mice were randomly divided into control group (n = 30) and POF group (n = 30). POF group 
established premature ovarian failure model. 15 days after modeling, the expression level of miR-146 in the follicles of the two 
groups was detected by qPCR. Knockout mouse experiment：Forty C57BL / 6 mice and 20 miR-146 knockout mice were 
divided into three groups: control group (n = 20) and wild-type POF group ( n = 20), miR-146 knockout POF group ( n = 20), 
wild-type POF group and miR-146 knockout POF to establish POF model. 15 days after modeling, HE staining was used to 
analyze the ovarian pathology and the number of primordial follicles, primary follicles, secondary follicles and atretic follicles, 
Toll like receptor-4(TLR4) and Nuclear factor -κB（NF-κB），Tumor necrosis factor（TNF-α）and Interleukin-6（IL-6） 
expression level were detected by ELISA. The apoptotic proteinsBCL2-Associated X protein（Bax）, B-cell lymphoma-2（BCL2）

and TLR4 Signal pathway proteins TLR4 and NF-κB expression level were detected by Western blot. Results  Compared with 
the control group, the expression level of miR-146 in follicles of POF group (0.51±0.14 vs 1.52±0.21) was down-regulated, 
and the difference was statistically significant (t=7.338, P<0.01). The knockout mice showed that: in the control group, the 
primordial follicles of POF and miR-146 were 9.43±2.03，6.43±1.60 vs 16.82±2.11, the primary follicles were 6.15±1.11，

5.01±1.10 vs 8.88±1.12, the secondary follicles were 5.11±1.71，4.01±1.26 vs 7.11±1.34, and the atretic follicles were 
10.17±1.41，11.46±1.96 vs 7.18±1.64, respectively, and the differences were statistically significant (F =7.787, 8.214, 9.726, 
7.811, all P<0.01). Compared with the control group, TLR4 (68.18±5.92, 91.11±16.34 vs 24.81±2.81 pg/ml), NF-κB 
(74.19±8.11, 88.11±16.71 vs 68.18±5.92 pg/ml), TNF-α (72.81±2.10, 94.31±2.26 vs 28.07±3.67 pg/ml) and IL-6 
(69.19±7.11, 81.11±16.34 vs19.43±10.81 pg/ml) the secretion of was significantly increased, and the differences were 
statistical significance (F=6.281, 7.264, 8.724, 6.817, all P <0.01). The expression level of Bax protein in ovarian tissue of wild 
mice in POF group and miR-146 knockout POF group decreased (1.18±0.19, 0.61±0.14 vs 1.81±0.21), and the expression 
level of Bcl2 protein increased (0.59±0.05, 0.91±0.05 vs 0.58±0.02), TLR4 decreased (1.10±0.12, 0.41±0.04 vs 
1.13±0.11), and NF-κB decreased (0.81±0.02, 0.31±0.06 vs 0.87±0.27), and the differences were statistical significance (F= 
7.235, 6.714, 7.612, 7.737, all P<0.01).Conclusion　miR-146 could reduce follicular cell apoptosis, and its mechanism would be 
related to the regulation of TLR4/NF-κB signaling pathway is related to the inhibition of the production of inflammatory factors.
Keywords: miR-146; premature ovarian failure;  TLR4/NF- κ B signal pathway

卵巢早衰（premature ovarian failure ，POF）指

卵巢功能衰竭所导致的 40 岁之前即闭经的现象，

影响女性绝经前的生理状态 , 卵巢在预期的更年期

之前就部分或全部丧失功能 [1]。在疾病的诊断症状

中，闭经和低雌激素症为主要症状，激素疗法、体

外激活和再生医学是 POF 最主要的治疗方法 [2]。

表观遗传学研究表明 POF 伴随着 miR-146 等多种

microRNA 的 调 控 [3-5]， 研 究 表 明 microRNA-146
过 表 达 通 过 抑 制 Dab2ip/Ask1/p38 Mapk 通 路 和

γH2A.X 磷酸化减轻小鼠 POF[5]，同时分子生物学

研究表明 POF 与炎症紧密相关，从而导致女性出

现了 POF 的现象 [6]，研究表明抑制 TLR4/MyD88/
NF-κB 信号间接降低 NLRP3 对 POF 发挥作用 [7]，

也有研究证实 Toll 样受体 4/ 核因子 -κB/ 高迁移

率族蛋白 B1(TLR4/NF-κ/HMGB1) 信号通路是隐

丹参酮调节并减轻大鼠多囊卵巢综合征的重要分子

通路 [8]，可见 TLR4/NF-κB 信号通路在调节小鼠

卵泡发育和卵巢功能方面发挥作用，因此本研究拟

探究 miR-146 对卵巢功能的影响，并是否对 TLR4/
NF-κB 信号通路有调控作用，为 miR-146 在 POF
中的作用提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　 研 究 对 象　100 只 7~8 周 龄 雌 性 SPF 级

C57BL/6 小鼠，体重 20±2g。20 只 7~8 周龄雌性

SPF 级 miRNA-146 敲除型小鼠，体重 20±20g，均

由南方医科大学动物室提供。小鼠饲养环境温度 22 
±2℃，湿度 50%±5%，12h 光照 12h 黑暗，适应

性饲养一周。

1.2　仪器与试剂　miR-146 及 U6 引物由吉赛生物

有限公司合成；miR-146 质粒和 NC 质粒由吉玛基

因生物有限公司提供；小鼠 TLR4 ELISA 试剂盒和

小鼠 IL-6 ELISA 试剂盒（武汉菲恩生物有限公司，

货号：EM0451，EM0121），小鼠 NF-κB ELISA 试
剂盒（上海木栾科技有限公司，货号：SBJ-M0707-
48T），小鼠 TNF-α ELISA 试剂盒（英国 abcam 公司，

货 号：ab46105）；Lipofectamine 3000 Reagent（ 美

国 Thermo Fisher 公司）。

1.3　方法

1.3.1　小鼠 POF 模型建立：根据参考文献 [9-10]
通 过 注 射 透 明 带 3 肽（Zona pellucida 3 peptide，

pZP3）建立 POF 小鼠模型及 miR-146 敲除 POF 小

鼠模型，模型建立由南方医科大学动物室进行。

1.3.2　卵巢组织 HE 染色：断颈处死小鼠，分离各

组小鼠卵巢组织，于 4 g/dl 多聚甲醛中固定 48h，
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经石蜡包埋后制备成厚度为 5 µm 切片，苏木精染

色，伊红复染，中性树胶封片，于显微镜下观察卵

巢病理状态并统计原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡

和闭锁卵泡数量。

1.3.3　各组小鼠卵巢组织 miRNA-16 表达水平的

检测：卵巢组织用液氮研磨后，使用 miRNA 逆转

录和扩增使用 cDNA Synthesis Kit 试剂盒和 SYBR 
Green PCR Master Mix Kit， 使 用 U6 作 为 miRNA 
的对照，所有操作在冰上进行并避免 RNA 酶污染。 
使用Applied Biosystems ABI 7500（美国）系统进行实 
时荧光定量 PCR，miR-146-F 5’-ACCAGCAGTCCTC 
TTGATGC-3’，miR-146-R 5’-GACGAGCTGCTTCA 
AGTTCC-3’，U6-F 5’-CTCGCTTCGGCAGCA 
CA-3’，U6-R 5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3，

反应条件为：95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s，

55 ℃退火 15 s，35 个循环，以 2- △△ Ct 计算 miR-
146 相对表达量。

1.3.4　ELISA 检 测 卵 巢 组 织 炎 症 因 子： 在 预 冷

的 PBS 中清洗卵巢组织，均浆后 4℃ 3 000 r/min 
10min 后去掉沉淀，严格按照试剂盒说明书将上清

液分别加入 TLR4，TNF-α，NF-κB 和 IL-6 酶标

抗体，室温孵育 30 min，每孔加入酶标底物液 100 
μl，避光室温孵育 5 min，加入反应终止液终止反应，

每孔 50μl，于酶联检测仪测定 450nm 检测吸光度

A 值。

1.3.5　Western blot 检测卵巢组织 Bax，Bcl2，TLR4
及 NF-κB 蛋白表达：将卵巢组织液氮研磨后用

RIPA 裂解液裂解，使用 BCA 法测定蛋白浓度。加

入 5×SDS 的蛋白上样缓冲液煮沸后冻于 -80℃备

用。将样品分别加入不同的泳道进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳，浓缩胶电压 80V，10min，分离胶电压

120V，2h，后转至 PVDF 膜，采用 BSA 封闭。分别

加入特异度一抗 Bax（1∶5 000，ab32503，abcam， 
英国），Bcl-2（1∶1 000，ab32124，abcam，英国），

TLR4（1∶500，ab13556，abcam，英国），NF-κB（1∶ 
5 000，ab32536，abcam，英国）和 GAPDH（1∶5000，

ab8245，abcam，英国）于 4℃冰箱过夜。TBST 洗

膜 3 次，加入特异度的羊抗兔二抗（1∶10 000），

孵育 1h。TBST 洗膜 3 次，采用 ECL 化学发光液曝

光显影，使用 Image J 图像分析软件系统进行半定

量分析。

1.4　统计学分析　采用 SPSS23.0 软件进行统计学

分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示。满

足正态分布且方差齐性采用 Student’s t 检验，多组

间比较采用 ANOVA 方差分析，P < 0.05 为差异有

统计学意义。Graphpad 8 software 进行图表绘制。

2　结果

2.1　小鼠一般情况及小鼠卵巢组织 miR-146 表达

水平　小鼠一般情况：正常组小鼠的毛光亮、动作

灵敏、活跃、摄食频繁，对外界刺激的反应性良好。

POF 组小鼠毛色泽暗淡，活动少，摄食少，对外界

刺激的反应性相对较差。对照组和 POF 组小鼠卵

泡中 miR-146 表达分别为 1.52±0.21 和 0.51±0.14，

差异有统计学意义（t=7.338，P<0.01）。

2.2　小鼠卵巢病理学比较分析　通过 HE 染色分析

各组小鼠卵巢病理学差异，结果表明对照组可见不

同发育阶段的卵泡，成熟卵泡处于卵巢的边缘，颗

粒细胞排列规则有序；野生鼠 POF 组和 miR-146
敲除鼠 POF 组的小鼠卵巢间质均出现纤维化改变，

卵泡闭锁，卵泡颗粒细胞减少、排列紊乱，甚至消失、

转化为结缔组织细胞。见表 1。各组各时期的卵泡

差异均有统计学意义（均 P<0.01）。

表 1 　　　　　　　　　　　   不同卵泡 miR-146 检测结果（x±s，n=20）

类别 对照组 野生鼠 POF 组 miR-146 敲除 POF 组 F P

原始卵泡 16.82±2.11 9.43±2.03* 6.43±1.60*# 7.787 <0.01

初级卵泡 8.88±1.12 6.15±1.11* 5.01±1.10*# 8.214 <0.01

次级卵泡 7.11±1.34 5.11±1.71*# 4.01±1.26*# 9.726 <0.01

闭锁卵泡 7.18±1.64 10.17±1.41*# 11.46±1.96*# 7.811 <0.01

注：与对照组比较 *P<0.01，与野生鼠 POF 组比较 #P<0.01。

2.3　小鼠卵巢组织炎症因子的影响　见表 2。与对

照组相比，野生鼠 POF 组和 miR-146 敲除 POF 组

小鼠卵巢组织 TLR4，NF-κB，TNF-α 和 IL-6 分

泌显著升高（P <0.01），同时 miR-146 敲除 POF 组

显著高于野生鼠 POF 组，差异均有统计学意义（均

P<0.01）。

2.4　小鼠卵巢组织凋亡蛋白及 TLR4 通路蛋白表达

分析　见表 3，图 1。与对照组相比，野生鼠 POF
组 和 miR-146 敲 除 POF 组 小 鼠 卵 巢 组 织 Bax 蛋

白 表 达 水 平 降 低，Bcl2 蛋 白 表 达 升 高，TLR4 和

NF-κB 表达水平降低，差异均有统计学意义（均

P<0.01）。
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表 2　　　　　　　　　不同小鼠卵巢组织炎症因子水平（x±s pg/ml，n=20）

项目 对照组 野生鼠 POF 组 miR-146 敲除 POF 组 F p

TLR4 24.81±2.81 68.18±5.92* 91.11±16.34*# 6.281 <0.01

NF-κB 68.18±5.92 74.19±8.11* 88.11±16.71*# 7.264 <0.01

TNF-α 28.07±3.67 72.81±2.10* 94.31±2.26*# 8.724 <0.01

IL-6 19.43±10.81 69.19±7.11* 81.11±16.34*# 6.817 <0.01

注：与对照组比较 *P<0.01；与野生鼠 POF 组比较 #P<0.01。

表 3　　　              小鼠卵巢组织凋亡蛋白及 TLR4 通路蛋白表达分析（x±s，n=20）

项目 对照组 野生鼠 POF 组 miR-146 敲除 POF 组 F P

Bax 1.81±0.21 1.18±0.19* 0.61±0.14*# 7.235 <0.01

Bcl2 0.58±0.02 0.59±0.05* 0.91±0.05*# 6.714 <0.01

NF-κB 0.87±0.27 0.81±0.02* 0.31±0.06*# 7.737 <0.01

TLR4 1.13±0.11 1.10±0.12* 0.41±0.04*# 7.612 <0.01

注：与对照组相比 *P<0.01；与野生鼠 POF 组相比 #P<0.01。

图 1　小鼠原代卵泡颗粒细胞凋亡蛋白及 TLR4 通路蛋白表达分析（与对照组相比，**P<0.01）
3　讨论

POF 是指卵巢功能衰竭所导致的 40 岁之前即

闭经的现象 , 通常还会引起不孕、更年期和泌尿生

殖道症状的妇科疾病，前激素替代疗法（HRT）

是 POF 妇女摆脱更年期综合征最流行的选择 [11]。

COULAM 等 [12] 总结 1 858 例妇女的自然闭经情况，

小于 40 岁的 POF 发生率为 1%，小于 30 岁的 POF
发生率为 1%。原发闭经中 POF 占 10% ～ 28%，继

发闭经中 POF 占 4% ～ 18%。POF 可能与炎症反

应有显著相关性，脐带间充质干细胞 (UC-MSC) 移

植可通过旁分泌机制发挥抗凋亡和抗炎作用，抑制

IL-6 和 IL-1β 表达水平，减轻化疗诱导的 POF 小

鼠卵巢损伤，提示炎症反应的降低可能与 POF 的

改善具有相关性，同时也有研究通过临床患者实验

证实炎症因子可能作为 POF 患者的独立生物标志 
物 [13-14]，根据当前的研究结果我们推测 POF 与炎

症反应有关，可能是炎性卵巢衰老，一种卵巢慢

性炎症反应伴随功能衰退。microRNA (miRNA) 是
一类内生的小 RNA，长度约为 22 个核苷酸的非

编码单链 RNA 分子，它们在动植物中参与转录

后基因表达调控，并在细胞内具有多种重要的调

节作用，研究表明 miR-146 可以减轻小鼠 POF，

microRNA-146 过 表 达 通 过 抑 制 Dab2ip/Ask1/p38 
Mapk 通路和 γH2A.X 磷酸化减轻小鼠参与卵细胞

的增殖与凋亡过程 [5]; 同时研究表明 POF 与颗粒细

胞凋亡和卵泡早期闭锁密切相关，卵泡颗粒细胞发

生凋亡是卵泡早期闭锁的主要原因，导致女性生殖

能力的衰退 [15]，在早期闭锁卵泡的颗粒细胞中 Bax 
促凋亡蛋白大量表达，而在正常或完全闭锁卵泡中

几乎不表达。由于 Bax 基因是人体最主要的凋亡基

因，属于 bcl-2 基因家族， Bax/Bcl-2 两蛋白之间的

比例关系是决定对细胞凋亡抑制作用强弱的关键因

素 [16]，由此我们推测 POF 可能伴随着 miR-146 的

调控。

为 了 证 实 我 们 推 测 的 POF 与 炎 症 反 应 和 凋

亡 有关，并 且 伴 随 着 miR-146 的 调 控，是 一 种 由

microRNA 调控的卵巢慢性炎性功能衰退。本研究

通过建立野生小鼠 POF 模型证实在小鼠 POF 过程

中 miR-146 表达水平显著降低，并且本研究进一步

通过 HE 染色证实了在 POF 过程中， miR-146 是卵

巢正常功能的重要调控分子，发挥抑制 POF 的作用。

本研究进一步通过体外实验证实了过表达 miR-146
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后，原代卵母细胞凋亡相关蛋白的表达出现显著变

化，出现了抑制卵母细胞凋亡信号通路的现象，由

此可见 miR-146 可能对卵母细胞的凋亡具有一定的

调控作用。Toll 样受体（TLRs）是参与非特异度

免疫（天然免疫）的一类重要蛋白质分子，炎症反

应和免疫反应的重要桥梁 [17]。TLRs 可以诱导血管

炎症、氧化应激和内皮功能障碍，调控 NF-κB 诱

导白介素（IL）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）等

炎症因子的表达上调，加重炎症反应的强度 [18]，

TLRs 分子存在于卵巢和生殖道，他们在卵巢和卵

泡排卵活动中发挥重要作用 [19]，我们的前期研究

通过 TLR4 基因敲除小鼠发现 TLR4 与 POF 过程中

的炎性反应显著相关，炎症因子 IL-6 和 TNF-α 表

达水平下调，输卵管炎性细胞浸润，输卵管扩张、

积水等症状发生减少，体现 TLR4 在体内细菌感染

的固有免疫中起到重要作用，介导分泌炎症因子在

慢性输卵管及生殖道炎性病理演变过程导致不孕机 
制 [20]。本实验进一步证实 TLR4 可能是 miRNA-146
的靶基因，并且通过 TLR4/NF-κB 信号通路对 POF
发挥调控作用，其机制可能与下游的炎症因子释放

相关。

综上，本研究表明 POF 与炎症反应和凋亡有关，

并且伴随着 miR-146 的调控，是一种由 microRNA
调控的卵巢慢性炎性功能衰退，即 miR-146 可能通

过 TLR4/NF-κB 信号通路抑制炎症反应，降低卵

泡凋亡，对 POF 发挥保护作用。本研究可以进一

步通过体外细胞及分子实验 , 通过双荧光素报告实

验确定 miR-146 与 TLR4 的靶向关系，为 miR-146
在临床的应用提供理论基础。
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