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【摘要】目的  利用抗体芯片技术考察卵泡刺激素（FSH）在不同时间上对卵巢颗

粒细胞（KGN）转化生长因子 β（TGF-β）信号通路的影响。方法  FSH 分别刺激 KGN 细

胞 3、6、12、24、48、72 h 后收集细胞，进行不同时间点的蛋白磷酸化水平差异含量考

察，对蛋白磷酸化水平差异进行 GO 功能注释和 KEGG 信号通路富集分析。结果  FSH 可

以介导 TGF-β 通路的传导，促进颗粒细胞的 DNA 合成。FSH 作用 KGN 细胞 3、12 h 后，

TGF-β通路下游因子 Smad 蛋白磷酸化水平升高；GO 富集分析发现，磷酸化 Smad 参与如

复合物组装、信号转导等功能。作用 24 h 和 48 h 时对丝裂原活化蛋白激酶通路正向调节，

其下游因子环 AMP 依赖性转录因子 2、c-Jun、c-Fos 等蛋白磷酸化程度增加，表明除了与

Smad 依赖型 TGF-β 通路有关，也上调了非 Smad 依赖型 TGF-β通路。12 h 后可观察到抑

制性 I-Smad 功能富集，说明其开始对 TGF-β通路进行负调控，与 R-Smad 竞争性结合，

阻断 TGF-β信号传导；随着 FSH 作用的时间增加，对 TGF-β 信号通路的影响也逐渐变小。

结论  FSH 可以介导 KGN 细胞内 TGF-β 信号通路的传导，促进后续的系列反应。
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【Abstract】Objective  Using protein chip technology to investigate the effects of follicle 
stimulating hormone (FSH) on the transforming growth factor (TGF)-β signaling pathway of 
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ovarian granulosa cells (KGN) at different times. Methods  After FSH stimulation of KGN cells for 
3, 6, 12, 24, 48, and 72 hours, the cells were collected and the differences in protein phosphorylation 
levels at different time points were investigated. GO functional annotation and KEGG signaling 
pathway enrichment analysis were performed on the differences in protein phosphorylation 
levels. Results  FSH can mediate the conduction of TGF-β pathway and promote DNA synthesis 
in granulosa cells. After 3 and 12 hours of FSH action on KGN cells, the phosphorylation level 
of downstream factor Smad protein in the TGF- pathway increased. GO enrichment analysis 
revealed that phosphorylated Smad is involved in functions such as complex assembly and signal 
transduction. At 24 and 48 hours of action, the mitogen-activated protein kinase pathway was 
positively regulated, and downstream factors such as cAMP-dependent transcription factor 2, 
c-Jun, and c-Fos showed an increased degree of phosphorylation, indicating that in addition to 
being related to the Smad dependent TGF-β pathway, the non Smad dependent TGF-β pathway 
was also upregulated. After 12 hours, the enrichment of inhibitory I-Smad function was observed, 
indicating that it began to negatively regulate the TGF-β pathway, competitively bind with R-Smad, 
and block TGF-β signaling. As the duration of FSH action increases, the impact on the TGF-β 
signaling pathway gradually decreases. Conclusion  FSH can mediate the transmission of TGF-β 
signaling pathway in KGN cells, promoting subsequent series of reactions.

【Keywords】Follicle stimulating hormone; Transforming growth factor-β signaling 
pathway; Human ovarian granulosa cells; Gene chip; Mitogen-activated protein kinases pathway; 
GO functional annotation; KEGG signaling pathway enrichment analysis; Smad protein

哺乳动物的卵巢由最小单位卵泡组成，卵泡

由卵母细胞、颗粒细胞和卵泡膜细胞三部分组

成 [1]。卵泡的数量和发育状态决定了卵巢生育功

能的潜力。卵母细胞和颗粒细胞之间通过细胞间

通讯共同调控了卵泡的生长发育 [2]。然而只有少

数的卵泡能达到成熟并最终排卵，99% 以上的卵

泡都会经历退化和闭锁，严重的卵泡闭锁会导致

腔前卵泡退化、卵泡早衰、多囊卵巢综合征，卵

泡刺激素和转化生长因子 β（transforming growth 

factor-β，TGF-β）超家族在卵泡生长发育过程中

有重要的调控作用 [3]。

卵 泡 刺 激 素（follicle stimulating hormone，

FSH）是由脑垂体分泌的一种蛋白激素，通过促

进颗粒细胞增殖和抑制卵泡闭锁的作用，调控卵

泡的生长发育 [4-6]。研究发现，FSH 刺激青春期

前的母猪可减少卵泡闭锁的发生，表明其对卵泡

存活和健康卵泡的发育有着积极的影响 [7]。FSH

可以抑制体外培养的颗粒细胞的凋亡，并在体内

保护卵泡免受闭锁 [8]。

TGF-β 超家族由一类结构和功能相似的多肽

生长因子亚家族组成，包括 TGF-β、激活素、抑

制素、骨形态发生蛋白、生长分化因子等 [9- 10]。

TGF-β 信号通路作为人体最重要的信号通路之

一，无论是 Smad 蛋白依赖型信号通路还是非

Smad 蛋白依赖型信号通路 [ 包括细胞外调节蛋

白 激 酶（extracellular regulated protein kinases，

ERK）、STE20/SPS1 相 关 的 脯 氨 酸 / 富 含 丙 氨

酸 的 激 酶 /c-Jun 氨 基 末 端 激 酶（STE20/SPS1-

related proline-alanine-rich kinase/Jun N-terminal 

kinase pathway，SPAK/JNK）、p38 丝裂原活化蛋

白激酶（p38 mitogen-activated protein kinase，p38 

MAPK  ）等通路 ] 均对卵泡的生长发育有着重要

影响。Smad 蛋白是 TGF-β 家族受体下游的信

号转导分子，可分为 3 类：受体激活型 R-Smad

（-1，-2，-3，-5，-8）、共同伴侣 Co-Smad（-4）

和 抑 制 性 I-Smad（-6，-7）， 对 于 R-Smad 的

信号传导简单总结为 TGF-β 与膜上相应的 II 型

受体和 I 型受体形成复合物，诱导 II 型受体磷酸

化 I 型受体并激活其激酶活性，然后 I 型受体招

募并活化下游的 Smad 蛋白，从而诱导 Smad 蛋

白在细胞核内聚集并作为转录因子发挥转录调

控作用 [11]。袁丽娟 [12] 的研究验证了 Smads 作为

TGF-β 因子的下游因子，两者的表达水平同步

变化。
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TGF-β 信号通路对主要通过抑制卵泡闭锁和

维持卵泡的正常状态和功能来影响生殖发育，研

究发现，该信号通路中的重要细胞因子 TGF-β1
在生殖系统中高表达，当 TGF-β1 的基因敲除

后会导致小鼠发情周期异常，卵母细胞发育不

全，胚胎早期骤停，严重不孕；体外实验发现，

TGF-β1 的加入可以提高颗粒细胞的活力，抑制

细胞凋亡 [3]。

卵泡刺激素和 TGF-β超家族之间相互影响 [8]。

TGF-β 家族信号通路在 FSH 处理的颗粒细胞中的

作用被广泛研究，FSH 可以影响 TGF-β 家族及其

受体的表达和功能，FSH 可以通过 TGF-β 介导

刺激 Smad2/Smad3 在颗粒细胞中表达，进而调控

卵泡的生长发育 [13]。王雨桐等 [14] 在探讨 FSH 和

TGF-β 信号通路时发现，FSH 促进颗粒细胞增殖，

抑制其凋亡的作用在一定程度上依赖于 TGF-β 通

路，FSH 和 TGF-β 信号通路在卵泡发育过程中相

互协同。在 FSH 的存在下，TGF-β 可促进颗粒

细胞增殖并使黄体生成素（luteinizing hormone，

LH）受体表达增多，雌激素分泌增多，卵泡液

生成增多 [15-16]。此外，研究发现，Smad2 缺陷的

小鼠则具有胚胎致死性 [17]；Smad3 缺乏的颗粒细

胞会降低对促性腺激素的反应能力，最终影响生

育能力 [18]；Smad4 敲低则会显著下调卵泡刺激素

受体蛋白水平 [19]。广泛的研究证明，Smad 作为

TGF-β 家族信号通路的下游因子，是生育能力的

重要调节剂。

抗体芯片技术可以实现同时对多个蛋白进行

检测，比传统的酶联免疫吸附分析或免疫印迹技

术更快速、灵敏和经济，本实验利用抗体芯片技

术对 TGF-β 信号通路中的 8 个信号因子采用蛋

白聚类分析，筛选出具有磷酸化水平具有差异

的蛋白，并对差异表达因子进行 GO 功能注释和

KEGG 信号通路富集，探究 FSH 的作用时间对人

卵巢颗粒细胞的 TGF-β 信号通路的影响，为后续

卵巢相关疾病的治疗提供理论依据。

1  材料

1.1  主要仪器
1389 A2 生物安全柜（Thermo）；3141 二氧化

碳培养箱（Thermo）；6R 高速离心机（Beckman 

Coulter）；Z2 细 胞 计 数 仪（Beckman Coulter）；

SYNERGY HT 多功能微板检测仪酶标仪（Biotek）；

抗体芯片检测系统（RayBiotech Inc.）。

1.2  主要药品及试剂
DMEM/F12 培 养 基（ 批 号：11330-032）、 胎

牛 血 清（ 批 号：10099-141C）、0.25% Trypsin-

EDTA（ 批 号：25200-056）、PBS 缓 冲 液 [pH 7.4

（1×），批号：2081843] 购于 Gibco；5th- 人绝经

尿促性腺素（FSH 220 IU/ 支，LH 203 IU/ 支，批号：

150524-201805）、人 TGF-β 信号通路磷酸化抗体

芯片 1（AAH-TGFB-1 芯片，批号：1113208018）

购于 RayBiotech Inc；RIPA 裂解液、BCA 蛋白定量

试剂盒购于碧云天生物技术有限公司。

1.3  细胞株
人卵巢颗粒细胞系（ovarian granulosa cells，

KGN）：解放军总医院母义明教授赠送，中国食

品药品检定研究院药理室建库保存。

2  方法与结果

2.1  给药及分组
实验组：当药物作用时间点到达 3、6、

12、24、48、72 h 时， 每 个 时 间 点 确 保 细 胞

数 量 约 为 106~108 个， 将 上 清 吸 掉， 用 PBS

（4 ℃） 清 洗 2 次 细 胞， 将 细 胞 从 培 养 板 刮

下，500~1  000×g（4 ℃） 离 心 10 min， 弃 上

清，保留细胞沉淀，每个样品的总蛋白量不

少于 350  μg。空白组：确定无药物作用的细

胞数量约为 106~108 个，将上清吸掉，用 PBS

（4℃）清洗 2 次细胞，将细胞从培养板刮下，

500~1  000×g（4℃）离心 10 min，弃上清，保

留细胞沉淀，总蛋白量不少于 350 μg。

2.2  3 h组
2.2.1  磷酸化水平变化蛋白筛选

将 3 h 组与空白组对比，筛选磷酸化水平变化

蛋白，筛选以表达差异倍数（fold Change，FC）=

＜ 0.83 或者 FC ＞ =1.2（|logFC| ＞ 0.263）为标准，

散点图结果如图 1A，本研究发现，与空白组相比，

3 h 实验组的 KGN 有 4 个蛋白磷酸化程度升高，

分别是 Smad5、Smad2、Smad4 和 c-Jun。

2.2.2  GO富集分析
将空白组和 3 h 组筛选出的磷酸化水平变化

蛋白进行 GO 富集分析发现，涉及 8 种生物过程

（biological processes，BP），其中主要有跨膜受

体蛋白丝氨酸 / 苏氨酸激酶信号通路、TGF 信号

通路、Smad 蛋白信号转导、Smad 蛋白复合物组装、
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对 TGF 的反应等（图 2A）；3 种细胞组分（cellular 

components，CC），主要有 RNA 聚合酶 Ⅱ 转录调

控复合物等（图 2B）；8 种分子功能（molecular 

function，MF），主要有泛素蛋白连接酶结合、泛

素样蛋白连接酶结合、Smad 结合、R-Smad 结合、

I-Smad 结合、DNA 结合转录因子活性、RNA 聚

合酶 Ⅱ 特异性等（图 2C）。

2.2.3  KEGG富集分析
磷酸化水平变化蛋白 KEGG 显著富集的前 12

条通路见图 3A，其中富集的高通路主要有 Th17

细胞分化、TGF-β 信号通路、调节干细胞多能性

的信号通路、人类 T 细胞白血病病毒感染、结肠

直肠癌等通路。其中，TGF-β 信号通路对动物繁

殖及卵巢发育有着重要的调节作用。

图1  各组别磷酸化水平变化蛋白散点图

Figure 1. Scatter plot of protein changes in phosphorylation levels by groups
注：A-F分别为3、6、12、24、48、72 h组；红色表示上调蛋白，蓝色表示下调蛋白，灰色表示差异不明显。

图2  3 h组差异表达基因GO富集分析

Figure 2. GO enrichment analysis of differentially expressed genes in 3 h group
注：A~C分别为BP、CC、MF分析。

图3  各组别差异表达基因通路富集分析

Figure 3. Enrichment analysis of differentially expressed gene pathways by groups
注：A~C分别为3、12、24 h组。
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2.3  6 h组磷酸化水平变化蛋白筛选
筛 选 条 件 同“2.2.1” 项， 结 果 散 点 图 如

图 1B 所 示，1 个 磷 酸 化 程 度 升 高 蛋 白 c-Jun 和

1 个磷酸化程度降低蛋白环 AMP 依赖性转录因

子 2（cAMP-dependent transcription factor 2，

ATF2）。

2.4  12 h组
2.4.1  磷酸化水平变化蛋白筛选

筛选条件同“2.2.1”项，结果散点图如图 1C

所 示， 显 示 5 个 磷 酸 化 程 度 升 高 蛋 白， 分 别 为

Smad1、Smad4、Smad5、TGF 激酶 1（TGF activated 

kinase 1，TAK1）、c-Jun。

2.4.2  GO富集分析
将空白组和 12 h 组筛选出来的磷酸化水平变化

蛋白进行 GO 富集分析发现，涉及 8 种 BP，其中主

要有跨膜受体蛋白丝氨酸 / 苏氨酸激酶信号通路、

TGF 信号通路、Smad 蛋白信号转导、对 TGF 的反

应等（图 4A）；8 种 CC，主要有 RNA 聚合酶 Ⅱ 转

录调控复合物等（图 4B）；8 种 MF，主要有泛素

蛋白连接酶结合、泛素样蛋白连接酶结合、Smad

结合、R-Smad 结合、I-Smad 结合、DNA 结合转录

激活因子活性等（图 4C）。

2.4.3  KEGG富集分析
磷酸化水平变化蛋白 KEGG 显著富集的前 12

种通路见图 3B，其中富集的高通路有 Wnt 信号

通路、TGF-β 信号通路、调节干细胞多能性的信

号通路、乙型肝炎。

2.5  24 h组
2.5.1  磷酸化水平变化蛋白筛选

筛选条件同“2.2.1”项，结果散点图如图 1D

所示，显示有 3 个磷酸化程度升高的蛋白，分别

是 c-Jun、ATF2、c-Fos。

2.5.2  GO富集分析
将空白组和 24 h 组筛选出的磷酸化水平变

化蛋白进行 GO 富集分析可知，涉及 8 种 BP，

主要有有跨膜受体蛋白丝氨酸 / 苏氨酸激酶信号

通路、TGF 信号通路等（图 5A）；8 种 CC，主

要有 RNA 聚合酶 Ⅱ 转录调控复合物等（图 5B）；

8 种 MF，主要有 Smad 结合、RNA 聚合酶 Ⅱ 激

活 转 录 因 子 结 合、RNA 聚 合 酶 Ⅱ 特 异 性 DNA

结合转录因子结合、DNA 结合转录因子结合、

DNA 结合转录因子活性，RNA 聚合酶 Ⅱ特异性、

DNA 结合转录激活因子活性、激活转录因子结

合等（图 5C）。

图4  12 h组差异表达基因GO富集分析

Figure 4. GO enrichment analysis of differentially expressed genes in 12 h-group
注：A~C分别为BP、CC、MF分析。

图5  24 h组差异表达基因GO富集分析

Figure 5. GO enrichment analysis of differentially expressed genes in 24 h-group
注：A~C分别为BP、CC、MF分析。

2.5.3  KEGG富集分析
磷 酸 化 水 平 变 化 蛋 白 KEGG 显 著 富 集 的

前 12 种通路如图 3C，其中高富集通路有肿瘤

坏死因子信号通路、松弛素信号通路、丝裂原

活 化 蛋 白 激 酶（mitogen-activated protein kinase, 

MAPK）信号通路、人类 T 细胞白血病病毒感染、

转化生长因子β受体信号通路
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乙型肝炎、雌激素信号通路。

2.6  48 h磷酸化水平变化蛋白筛选
筛选条件同“2.2.1”项，结果散点图如图 1E

所示，显示有 2 个磷酸化程度升高蛋白，分别是

Smad1、c-Fos。

2.7  72 h组磷酸化水平变化蛋白筛选
筛选条件同“2.2.1”项，结果散点图如图 1F

所示，显示有 1 个磷酸化程度降低蛋白 Smad2。

3  讨论

由结果可发现在 FSH 作用 KGN 3、12 h 后，

TGF-β 信 号 通 路 表 达 更 加 显 著， 其 下 游 因 子

Smad 蛋白磷酸化水平升高。GO 富集分析发现，

Smad 蛋白相关的功能如复合物组装、信号转导

等基因富集增、表达增加，可以得到在调节卵巢

颗粒细胞上还部分依赖 TGF-β 信号通路的结论；

在作用 24、48 h 时对其他通路如 MAPK 通路产

生更加积极的影响，其下游因子 ATF2、c-Jun、

c-Fos 等蛋白表达增加，结果表明除了与 Smad 依

赖型 TGF-β 信号通路有关，对于非 Smad 依赖型

TGF-β 信号通路也产生了积极的影响，同样也在

介导卵巢颗粒细胞的生长发育。对于 TGF-β 通路

的表达富集增加的结果，可以看到在 12 h 之后，

DNA 转录翻译等功能富集增加，表明 FSH 介导

的 TGF-β 信号通路可增加颗粒细胞的 DNA 合成；

与此同时，在 12 h 之后可以观察到抑制性 I-Smad

功能的富集，说明其开始对 TGF-β 通路进行负调

控，与 R-Smad 竞争性结合，阻断 TGF-β 信号传

导。随着 FSH 作用的时间增加，对 TGF-β 信号

通路的影响也逐渐变小。

TGF-β 超家族对卵巢功能的调节有着重要的

作用，TGF-β1 在多种卵巢细胞中高表达，并作

为卵泡内调节因子以旁分泌或自分泌的方式调节

细胞的增殖分化 [20]、激素分泌 [21]、卵泡血管生

成 [21]、卵泡颗粒细胞黄体化 [22]。有研究还发现，

TGF-β1 可以通过介导 Smad4/ 促凋亡基因 Bcl-2

修饰因子（the pro-apoptotic gene Bcl-2-modifying 

factor, BMF）抑制颗粒细胞的凋亡，促进增殖；

用激活素处理大鼠后，卵巢卵泡闭锁的比例下

降 [23-24]。TGF 和 FSH 目前在临床上可以用来治疗

不孕不育等生殖方面疾病 [25-27]。TGF-β 超家族分

子 TGF-β、激活素等目前已用作多囊卵巢综合征

等生殖疾病的诊断和预后指标之一，探究 FSH 与

TGF-β 信号通路之间的关系对于治疗临床上使用

FSH 后效果较差甚至抵抗的患者有重要意义 [14]。

TGF-β-Smad 通路对肿瘤的发生和发展有影响，

其中对颗粒细胞瘤也有重要影响。有研究发现，

该通路可促进双胰蛋白酶，金属蛋白酶 9 和肌肉

萎缩盒蛋白 32 等抑癌基因转录，使肿瘤相关基

因沉默。但持续高水平的 TGF-β1 又会使上皮细

胞中的细胞骨架蛋白和基质金属蛋白酶分泌增

多，促进肿瘤细胞增殖和转移 [28]。Smad1/5 敲除

小鼠的颗粒细胞瘤发生率明显增高，而上调骨形

态发生蛋白受体表达水平可抑制颗粒细胞瘤的生

长 [15]。更深入地探索 FSH 与 TGF-β 信号通路在

生殖调节过程中的交互作用，将有助于辅助诊断

和治疗相关生殖性疾病提供新的思路与方法，同

时可帮助辅助生殖方面如靶向治疗不孕不育寻找

更加安全有效的治疗手段。

本研究关注了 FSH 对 TGF-β 信号通路的影

响，证明 TGF-β 信号通路在生殖生育方面有重要

影响，但仍有一些问题有待解决和思考。在不同

时间点不同的 Smad 蛋白磷酸化水平差异表明，

即使在同一个信号通路下，调节机制可能有所不

同。有报道高度相关的 Smad2 和 Smad3 具有不

同的配体激活反应，Smad3 增强了激活素介导的

FSH 的亚基启动子的刺激，而 Smad2 则使 FSH 的

亚基启动子失活 [29]。Hamil 等 [30] 发现 c-Jun 等在

哺乳动物生殖系统中 FSH 信号传递中期起重要作

用，Liu 等 [9] 发现 c-Jun、c-Fos 等是作为 Smad4

的共激活因子调节信号，一方面证明 Smad4 调节

靶基因的机制与 Smad2/3 不同，另一方面引发思

考本研究中差异蛋白 c-Jun、c-Fos 等与 Smads 之

间的相互关系，两种 TGF-β 信号通路之间是如何

交叉作用还有待后续研究。
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