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· 论著 ·

褪黑素改善长期低氧诱导的卵巢颗粒细胞凋亡的分子机制

修银玲1，刘颖2，孙凯旋1，赵盼盼1，唐淑芳1，周静1，张伊彤1，于月新1

（中国人民解放军北部战区总医院  1. 生殖医学科；2. 急诊科，沈阳  110003）  

摘要  目的 探讨褪黑素改善长期低氧诱导的卵巢颗粒细胞凋亡的作用及机制。方法 提取大鼠卵巢颗粒细胞，分为常氧组、

低氧组和褪黑素组，低氧组和褪黑素组建立低氧致颗粒细胞损伤模型，褪黑素组颗粒细胞损伤模型建立后给予褪黑素处理。

将24只大鼠随机分为空白对照组、模型组和干预组，每组8只。模型组和干预组建立长期低氧致卵巢功能衰退大鼠模型，干预

组卵巢功能衰退大鼠模型建立后腹腔注射褪黑素。采用CCK-8法检测细胞增殖情况，乳酸检测试剂盒检测乳酸分泌，缺氧诱导

因子1α （HIF-1α） 试剂盒检测HIF-1α蛋白表达，酶联免疫吸附试验检测各组大鼠血清和颗粒细胞上清液中雌二醇和孕酮水平，

流式细胞仪检测颗粒细胞凋亡情况，HE染色观察大鼠卵巢组织形态，Western blotting检测大鼠卵巢组织中凋亡相关蛋白Bax、

caspase-3表达水平。结果 与常氧组相比，低氧组卵巢颗粒细胞增殖能力减弱、凋亡增加，乳酸和HIF-1α表达水平升高，血清雌

二醇和孕酮水平降低 （P < 0.05）； 与低氧组相比，褪黑素组上述指标均明显改善 （P < 0.05）。与空白对照组相比，模型组大鼠乳

酸分泌、HIF-1α表达增加，血清雌二醇和孕酮水平降低，HE染色可见卵泡减少，卵巢组织中Bax和caspase-3表达水平升高； 与模

型组相比，干预组这些指标均明显改善 （P < 0.05）。结论 褪黑素通过改善低氧诱导的颗粒细胞凋亡，促进卵巢功能恢复，具有

较好的临床转化潜力。
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Effect of melatonin in alleviating ovarian granulosa cell apoptosis induced by chronic hypoxia

XIU Yinling1，LIU Ying2，SUN Kaixuan1，ZHAO Panpan1，TANG Shufang1，ZHOU Jing1，ZHANG Yitong1，YU 
Yuexin1
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Abstract  Objective To investigate the effect and mechanism of melatonin in alleviating hypoxia-induced apoptosis in ovarian gra-
nulosa cells. Methods Rat ovarian granulosa cells were isolated and divided into normoxic，hypoxic，and melatonin groups. Hypoxia-
induced injury models were established in the hypoxic and melatonin groups，and granulosa cells in the melatonin group were treated with 

melatonin. A total of 24 rats were randomized into the control，model，and intervention groups （n = 8 per group）. Rat models of declining 

ovarian function induced by long-term hypoxia were established in the model and intervention groups. The rats in the intervention group 

were intraperitoneally injected with melatonin. Cell proliferation was measured using a CCK-8 assay，and lactate secretion and HIF-1α 

protein with a specific kit， respectively. The levels of estradiol and progesterone in the cell supernatant and rat serum were detected using 

ELISA. Granulosa cell apoptosis was detected by flow cytometry，ovarian morphology by HE staining，and Bax and caspase-3 expression 

by Western blotting. Results Compared with the normoxic group，the hypoxic group exhibited decreased granulosa cell proliferation，

increased apoptosis，elevated lactate and HIF-1α levels，and reduced estradiol and progesterone levels （P < 0.05）. Compared with hypoxic 

group，these changes were significantly reversed in the molatonin group  （P < 0.05）. Compared with the control group，the model group 

showed increased lactate，HIF-1α，Bax，and caspase-3 levels，decreased estradiol and progesterone levels，and reduced follicles. Compared 

with the model group，all the indicators were ameliorated in the intervention group （P < 0.05）. Conclusion Melatonin alleviated hypoxia-
induced granulosa cell apoptosis and promoted the recovery of ovarian function.
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卵巢功能衰退是一种严重威胁女性生殖健康

的复杂内分泌疾病。研究［1-2］表明，颗粒细胞凋亡作

为卵泡闭锁的关键调控机制，通过线粒体依赖性凋

亡途径导致原始卵泡发育障碍，最终引发卵巢功能
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衰竭。卵巢功能衰退的发病机制涉及多因素交互作

用，如遗传因素、自身免疫性疾病等，而氧化应激损

伤是贯穿疾病进程的重要病理环节。其中，活性氧 

（reactive oxygen species，ROS） 过量积累可通过脂质

过氧化反应破坏细胞膜完整性［3］，诱发DNA氧化损

伤和蛋白质功能异常，进而激活p53-Bax/caspase促

凋亡信号轴，同时抑制Bcl-2家族抗凋亡蛋白的表

达，最终启动卵巢细胞的程序性死亡程序［4］。值得

注意的是，慢性缺氧微环境会通过干扰线粒体呼吸

链复合体Ⅰ和Ⅲ的电子传递效率，显著增加ROS的

异常蓄积，这种恶性循环不仅加速卵泡细胞的衰老

进程，更会诱发不可逆的凋亡级联反应，促进卵巢

早衰的发生和发展。

目前，卵巢功能衰退的治疗仍以激素替代疗法

为金标准，但其长期应用可能增加血栓形成、乳腺

癌等风险，且改善生育功能的效果有限［5］。虽然新

型治疗策略如脱氢表雄酮补充、抗氧化剂 （维生素E/

辅酶Q10） 干预和间充质干细胞移植等在动物实验

中显示出改善卵巢储备功能的潜力，但普遍存在临

床疗效个体差异大、作用机制不明确和伦理争议等

问题［6］。近年来，褪黑素作为一种具有多靶点调控

特性的吲哚胺类激素，其卵巢保护作用日益受到关

注［7］。研究证实，褪黑素可通过清除ROS、激活超氧

化物歧化酶/谷胱甘肽过氧化物酶系统来减轻颗粒

细胞氧化损伤，还可通过调控PI3K/Akt/FOXO3a信

号通路提高卵巢早衰动物模型的抗米勒管激素水

平［8］；在炎症调控方面，褪黑素能特异性抑制核因

子κB/NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3炎症小体

活化，降低促炎性细胞因子的表达［9］；褪黑素可通

过MT1/MT2膜受体激活的下游cAMP-PKA-CREB通

路，不仅能促进促性腺激素释放激素的脉冲式分泌

以重建下丘脑-垂体-卵巢轴功能平衡，还可直接上

调卵巢局部生长因子的表达［10］。然而，褪黑素在卵巢

早衰模型中调控线粒体凋亡途径的具体分子机制目

前尚未阐明。因此，本研究通过建立卵巢功能衰退模

型，运用分子生物学、细胞生物学和形态学方法，探

讨褪黑素通过调节细胞凋亡保护卵巢细胞的分子机

制，为开发新型卵巢保护策略提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养和分组

取10只21~25日龄未成熟雌性大鼠 （辽宁长生生

物技术股份有限公司）的卵巢组织，用75%乙醇消毒

10  min后置于含10%胎牛血清和双抗 （青霉素100 U/mL+

链霉素100 U/mL） 的预冷DMEM/F12培养基中。卵巢

组织经机械剪碎后，用0.25%胰酶-EDTA消化液室

温消化，经200目滤网过滤获得细胞悬液，计数后进

行贴壁培养，24 h后换液，用于后续细胞实验。

将颗粒细胞分为常氧组、低氧组和褪黑素组。

常氧组：颗粒细胞常氧培养 （37 ℃、5%O2）；低氧组：

颗粒细胞低氧培养 （37 ℃、1%O2）；褪黑素组：颗粒

细胞低氧培养 （37 ℃、1%O2），并在培养基中加入1 

μg/mL褪黑素 （美国Sigma公司）。3组细胞均维持饱

和湿度环境，每48 h更换新鲜培养基。

1.2 实验动物和分组

另取24只健康雌性SD大鼠 （辽宁长生生物技

术股份有限公司），在SPF级环境饲养，温度 （22±3） 

℃，湿度 （45~65） %，自由摄食饮水。适应性饲养7 d

后，采用随机数字表法将大鼠分为空白对照组、模

型组和干预组，每组8只。模型组和干预组大鼠连续

低氧 （1%O2）暴露，20 h/d，持续8周，建立长期低氧致

卵巢功能衰退大鼠模型。干预组大鼠在低氧暴露的

同时，每天腹腔注射褪黑素 （10 mg/kg）。模型组和空

白对照组大鼠，每天腹腔注射等剂量芝麻油。8周后，

眼眶后静脉丛采血后脱颈法处死大鼠，取大鼠卵巢

组织进行乳酸分泌和蛋白检测等。动物实验经我院

动物医学研究伦理委员会审查批准 （第2020-08号）。

1.3 CCK-8法检测细胞活力

取 颗 粒 细 胞 在96孔 板 培 养，每 孔 加 入10 μL 

CCK-8试 剂，37 ℃孵 育4 h后，使 用 酶 标 仪 测 定450 

nm波长处各孔光密度值。每24 h重复检测1次，持续

观察5 d，最终以培养时间为横坐标、光密度值为纵

坐标绘制细胞生长曲线，评估细胞的增殖能力。

1.4 乳酸分泌和缺氧诱导因子1α （hypoxia-inducible 

factor 1α，HIF-1α） 蛋白检测 

各组颗粒细胞培养72 h后，收集细胞培养上清

液待测。将各组大鼠卵巢组织匀浆离心后，取上清

液待测。分别采用乳酸试剂盒 （南京建成生物工程

研究所有限公司） 和HIF-1α试剂盒 （上海博尔森生

物科技有限公司） 检测各组细胞上清液和大鼠卵巢

组织上清液中乳酸和HIF-1α蛋白水平。

1.5 激素分泌检测 
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各组颗粒细胞培养72 h后，收集细胞培养上清

液。各组大鼠经麻醉后，通过眼眶后静脉丛采集全

血样本，室温静置30 min，血液充分凝固后，4 ℃、

1 500 r/min离心15 min分离血清。采用酶联免疫吸附

试验试剂盒 （上海酶联生物科技有限公司） 分别检测

各组细胞上清液和大鼠血清中雌二醇和孕酮水平。

1.6 细胞凋亡检测 

各组颗粒细胞培养72 h后，用胰酶消化，1 000 r/min

离心5 min获取细胞沉淀，PBS洗涤，重悬并调整细胞

密度至1×106/mL，加入5 μL Annexin V-FITC和10 μL 

PI染液 （20 μg/mL），避光孵育15 min后立即上机检

测。通过FlowJo 10.0软件分析各组颗粒细胞中活细

胞、早期凋亡细胞和晚期凋亡/坏死细胞的百分比。

1.7 HE染色 

各组大鼠卵巢组织于组织固定液中固定72 h，

取材、脱水、包埋、切片后，采用HE染色进行病理学

检测。

1.8 Western blotting 

各组大鼠卵巢组织提取蛋白后，经SDS-PAGE

电泳分离并转印至PVDF膜，5%脱脂牛奶室温封闭

1 h。分别加入Bax （ab32503，英国abcam公司） 和cleaved

caspase-3 （ab184787，英国abcam公司） 一抗 （1 ∶ 1 000

稀释），4 ℃孵育过夜。TBST洗涤后，加入相应HRP标

记二抗室温孵育1 h，ECL化学发光法显影。

1.9 统计学分析 

采用SPSS 22.0软件进行数据分析。计量资料以

x-±s表示，组间比较采用单因素方差分析。P < 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 颗粒细胞增殖率和缺氧标志物表达水平的比

较 

CCK-8结果显示，与常氧组相比，低氧组和褪黑

素组各时间点 （1、2、3、4、5 d） 的颗粒细胞增殖活性

均明显降低 （P < 0.05），且低氧组的细胞增殖活性明

显低于褪黑素组 （P < 0.05）。与常氧组相比，低氧组

颗粒细胞乳酸和HIF-1α蛋白表达水平明显升高 （P < 

0.05）；褪黑素能够调节上述改变，褪黑素组颗粒细

胞乳酸和HIF-1α蛋白表达水平明显低于低氧组 （P < 

0.05）。见图1。

A，proliferation rate；B，lactate level；C，HIF-1α protein level. * P < 0.05 vs. normoxic group；# P < 0.05 vs. hypoxic group.

图1  颗粒细胞增殖率、乳酸和HIF-1α蛋白表达水平的比较

Fig.1  Comparison of proliferation rate and levels of lactate and HIF-1α protein in granulosa cells 

2.2 大鼠卵巢组织中缺氧标志物表达水平的比较 

与空白对照组相比，模型组大鼠卵巢组织中乳

酸和HIF-1α蛋白表达水平均明显升高 （P < 0.05），且

干预组乳酸和HIF-1α蛋白表达水平明显低于模型

组 （P < 0.05）。见图2。

2.3 颗粒细胞和大鼠血清中激素水平的比较 

细胞实验结果显示，与常氧组相比，低氧组颗

粒细胞上清液中雌二醇和孕酮水平均明显降低 （P < 

0.05），且低氧组雌二醇和孕酮水平明显低于褪黑素

组 （P < 0.05），见图3A、3B。

动物实验结果显示，与空白对照组相比，模

型组大鼠血清中雌二醇和孕酮水平明显降低 （P < 

0.05），且模型组雌二醇和孕酮水平明显低于干预组 

（P < 0.05），见图3C、3D。

2.4 HE染色结果

HE染色结果显示，与空白对照组比较，模型组

大鼠原始卵泡数量减少；与模型组比较，干预组大

鼠原始卵泡数量增加。见图4。

2.5 颗粒细胞凋亡率

与常氧组相比，低氧组颗粒细胞的凋亡率明显
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A，lactate level；B，HIF-1α protein level. * P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. model group.

图2  大鼠卵巢组织中乳酸和HIF-1α蛋白表达水平的比较

Fig.2  Comparison of levels of lactic acid and HIF-1α protein in rat ovarian tissues

A，estradiol level in granulosa cells；B，progesterone level in granulosa cells；C，estradiol level in rat ovarian tissues；D，progesterone level in rat ovarian 

tissues. * P < 0.05 vs. normoxi or control group；# P < 0.05 vs. hypoxic or model group.

图3  颗粒细胞和大鼠血清中激素水平的比较

Fig.3  Comparison of hormone levels in granulosa cells and rat serum

A，control group；B，model group；C，intervention group.

图4  大鼠卵巢组织HE染色  ×100

Fig.4  HE staining of rat ovarian tissues  ×100

升高 （P < 0.05），且低氧组颗粒细胞的凋亡率明显高

于褪黑素组 （P < 0.05）。见图5。

2.6 大鼠卵巢组织中凋亡蛋白表达水平的比较 

与空白对照组比较，模型组大鼠卵巢组织中促

凋亡蛋白Bax和caspase-3的表达水平均明显上调 （P < 

0.05），且模型组Bax和caspase-3的表达水平明显高于

干预组 （P < 0.05）。见图6。

A，normoxic group；B，hypoxic group；C，melatonin group.

图5  颗粒细胞凋亡率

Fig.5  Rate of apoptosis of granulosa cells
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* P < 0.05 vs. control group；# P < 0.05 vs. model group.

图6  大鼠卵巢组织凋亡情况

Fig.6  Apoptosis levels in rat ovarian tissues

3 讨论

本研究通过建立长期低氧诱导的卵巢损伤模

型，深入探讨了颗粒细胞凋亡在卵巢功能衰退中的

作用机制，并验证了褪黑素的保护效应。本研究结

果表明，低氧环境显著增加了卵巢颗粒细胞的凋亡

率，表现为促凋亡蛋白Bax和效应蛋白酶caspase-3的

表达上调，同时伴随卵巢内分泌功能的下降［11］。本

研究结果与既往研究［12］一致，即颗粒细胞凋亡是卵

泡闭锁的关键环节，过度凋亡可能导致卵巢储备功

能过早衰竭。

值得注意的是，低氧诱导的氧化应激是颗粒细

胞损伤的核心机制之一，ROS过量积累不仅直接破

坏DNA和细胞膜结构，还可通过激活线粒体凋亡通

路加速细胞死亡［13］。褪黑素通过上调Bcl-2表达并

抑制Bax活化，维持线粒体膜电位的稳定性，从而减

少细胞色素C的释放和caspase级联反应激活［14］。褪

黑素还通过增强糖酵解和氧化磷酸化效率，改善低

氧条件下的能量供应，进一步支持颗粒细胞的存活

和功能维持［15］。这些发现为褪黑素在卵巢保护中的

应用提供了理论依据。  

本研究还发现褪黑素对HIF-1α的稳定作用，这

可能与其促进低氧适应性反应有关。HIF-1α作为低

氧环境下的关键转录因子，可调节多种与细胞存活

相关的基因表达，从而改善组织的氧供应和代谢适

应。然而，HIF-1α的长期激活也可能带来不利影响，

如促进纤维化或异常血管生成，因此褪黑素对HIF-

1α表达的精准调控可能具有双重意义。  

从临床转化的角度来看，本研究的发现有重要

的应用潜力。卵巢功能衰退的发病机制复杂，目前

尚无特效治疗方法，而褪黑素作为一种天然激素，

安全性高且易于获取，可能成为预防或延缓卵巢功

能衰退的理想候选药物。尤其对于长期严重低氧或

接受生殖毒性治疗 （如化疗、放疗） 的女性，褪黑素

的抗氧化和抗凋亡特性可能提供额外的保护作用。

本研究结果提示，颗粒细胞凋亡与卵巢内分泌功能

下降密切相关，因此针对凋亡通路的干预不仅可能

改善卵泡的存活率，还可能恢复正常的激素分泌，

从而缓解低雌激素引发的更年期症状或生育障碍。

未来研究可进一步探索褪黑素的最佳给药方案 （如

剂量、时机和给药途径），并评估其与其他抗氧化剂 

（如维生素E、辅酶Q10） 的协同效应。

综上所述，本研究证实了长期低氧环境可通过

细胞凋亡通路损害卵巢功能，而褪黑素有效减轻了

这一损伤。本研究结果不仅深化了对卵巢生理病理

过程的理解，也为开发卵巢保护策略提供了实验依

据。未来研究应进一步验证褪黑素的临床疗效，并

探索其与其他治疗手段联合应用的潜力，以期为卵

巢功能衰退的防治提供更全面的解决方案。
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疏松，CPhGs有作为骨质疏松症治疗药物的潜力。
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