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摘 要：睡眠是人体维持时辰节律稳态的关键生理过程，主客观原因导致的睡眠剥夺（SD，sleep deprivation）十

分常见。SD与生育相关研究正日益引起重视。本研究采用改良多平台睡眠剥夺法（MMPM）建立雌性Wistar大鼠

的睡眠剥夺模型，考察大鼠一般情况、卵巢病理、动情周期、交配率和妊娠率，判断SD对雌性大鼠生育力的影

响情况；应用新一代测序（NGS）技术，通过RNA测序（RNA-Seq，RNA sequencing）和DNA甲基化测序，研究SD

雌性大鼠卵巢转录组及表观遗传的差异。研究结果表明SD导致雌性大鼠动情周期异常、妊娠率下降、卵巢病理

结构改变；SD大鼠卵巢组织发现了 101个显著差异表达基因（52个上调基因和 49个下调基因），SD50组与对照

组之间发现 26个甲基化显著差异区域，但上述 101个差异基因的所有位点，均未检测到甲基化水平变化。SD雌

性大鼠的生育指标差异表明SD导致雌性Wistar大鼠生育力下降；SD大鼠卵巢的差异表达基因及甲基化差异显示

SD可能通过基因转录、表观遗传调控来影响雌性动物性腺功能。
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Abstract： Sleep is a key physiological process to maintain the homeostasis of the human circadian 

rhythm， and sleep deprivation （SD） caused by subjective and objective reasons is very common. The 

research on the relationship between SD and fertility is attracting more and more attention. In this 

study， the modified multiple platform method （MMPM） was used to establish the sleep deprivation 

model of female Wistar rats. The general conditions， ovarian pathology， oestrus cycle， mating rate 

and pregnancy rate of the rats were investigated to determine the effect of SD on the fertility of female 

rats；The new generation sequencing （NGS） technology was used to study the differences of ovarian 

transcriptome and epigenetic in SD female rats by RNA sequencing （RNA-Seq） and DNA methylation 

sequencing.The results showed that SD led to abnormal estrous cycle， decreased pregnancy rate and 

pathological changes of ovary in female rats ；101 significantly differentially expressed genes 
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（52 up-regulated genes and 49 down-regulated genes） were found in the ovarian tissue of SD rats，and 

26 methylation significantly different regions were found between the SD50 group and the control 

group， but no changes in methylation levels were detected at all sites of the above 101 differentially 

expressed genes.The difference of fertility index of SD female rats showed that SD led to the decrease 

of fertility of female Wistar rats； The differentially expressed genes and methylation differences in 

the ovaries of SD rats indicate that SD may affect the gonadal function of female animals through gene 

transcription and epigenetic regulation.

Key words： sleep deprivation； fertility； ovary； RNA sequencing； DNA methylation sequencing

睡眠对维持身体健康、认知能力和心理健康

至关重要。睡眠不足的常见原因包括失眠症、睡

眠呼吸暂停、不宁腿综合征、情绪障碍以及其他

病理因素，近年来睡眠不足也受到社会发展和生

活习惯的影响，如延长工作时间、轮班工作和网

络（Liew et al.，2021）。睡眠剥夺（SD，sleep depriva‐

tion）增加肥胖、Ⅱ型糖尿病、心血管疾病、肿瘤、

自身免疫性疾病和退行性疾病发生的风险（Antza 

et al.，2021；Garbarino et al.，2021；Zhao et al.，2021），

SD与生育力相关研究正日益引起关注，睡眠剥夺、

睡眠中断和睡眠障碍与女性生殖功能受损和临床

结果较差有关。在一项基于 4 078名不孕女性为期

14 年的回顾性研究发现阻塞性睡眠呼吸暂停

（OSA）在不孕妇女中更常见，并增加了女性不孕

的概率（Lim et al.，2021）。女性的睡眠时间影响体

外受精（IVF）过程，较短的睡眠时间和较晚的入睡

时间增加了胚胎移植前不能完成 IVF 周期的概率

（Pimolsri et al.，2021）。睡眠障碍会破坏人体昼夜

节律稳态，可能会导致下丘脑-垂体-性腺（HPG）轴

的破坏，进而导致生殖激素同步释放受损，引起

生殖过程的改变（Beroukhim et al.，2022）。下丘脑

的视交叉上核（SCN）由时钟基因调控，节律性地激

活促性腺激素释放激素（GnRH）神经元，并刺激垂

体促性腺激素细胞释放黄体生成素（LH）（Shao et 

al.，2021）。时钟基因包括Bmal1，Clock，Per1，Per2，

Per3，Cry1，Cry2，Dec1 和 Dec2，它们的分子产物对

调节女性生殖过程具有重要意义（Shao et al.，2021；

Beroukhim et al.，2022）。

SD 致雌性大鼠血清雌二醇浓度显著降低，而

5-羟色胺浓度显著增加，经研究认为雌二醇浓度降

低可能是 5-羟色胺的抑制作用和大卵泡中类固醇

激素急性调节蛋白（StAR）表达降低导致的（Yang 

et al.，2015）。SD 影响雌鼠的性行为，使得雌鼠在

动情前期性接受行为增加，但在动情期和动情间

期性排斥行为表现明显（Andersen et al.，2009）。

由于可能的伦理和研究可及性问题，睡眠剥

夺与女性生育力直接研究甚少。前期，本课题组

研究了 SD 对雄性大鼠生育力影响的相关研究

（Chen et al.，2020）。本研究中，我们采用改良多平

台睡眠剥夺法（MMPM，modified multiple platform 

method）建立雌鼠睡眠剥夺模型，考察 SD 对雌性

大鼠生育力的影响情况并应用新一代测序（NGS）

技术，研究 SD雌性大鼠转录组差异及表观遗传差

异，试图发现 SD影响雌性大鼠主要性腺的差异表

达基因并初步探讨其表达调控机制。

1 材料与方法

1. 1　实验动物及分组

32 只 10 周龄 SPF 级雌性 Wistar 大鼠，体质量

为 220~230 g。10 只成年雄性 Wistar大鼠，体质量

为 300~320 g。以上动物均购自北京斯贝福生物技

术有限公司，动物合格许可证号：SCXK（京）

2019-0010。

雌鼠在每日 16：00进行阴道细胞学检查，确定

其动情周期，将连续 2个动情周期正常的雌鼠纳入

实验。随机分为睡眠剥夺 15 d（SD15）组、睡眠剥

夺 50 d（SD50）组、模型对照（MC）组和空白对照

（BC）组，每组8只雌鼠。

1. 2　建立睡眠剥夺模型

参照文献所述模型构建方法（Alvarenga et al.，

2015；王若冲等，2022），使用 MMPM 法建立大鼠

快动眼（REM，rapid eye movement）睡眠剥夺模型。

准备一个 120 cm×60 cm×35 cm 的树脂玻璃箱，箱

内固定 8 个直径 6.5 cm 的圆柱体平台，平台间距

15 cm。向箱中注入水，水面距离平台顶部 1 cm，

让大鼠站立在平台上，当大鼠进入 REM 时因颈部

肌张力降低引起节律性低头、触水，从而剥夺

REM 睡眠。每天持续睡眠剥夺 18 h（16：00~次日

10：00），10：00~16：00 放入普通鼠笼中休息。为了

排除水环境对雌鼠生育力的影响设置MC组，准备
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一个 60 cm×60 cm×35 cm的玻璃箱，箱内放置一张

铁丝网，水位位于铁丝网下 1 cm，将MC组 8只雌

鼠放在铁丝网上，使其处于水环境中但不会落水。

BC 组的雌鼠饲养于普通鼠笼中，4 只一笼。所有

实验大鼠均可以自由摄食、饮水。

1. 3　评估雌鼠的一般情况和生育能力

观察雌鼠的精神状态、进食量、毛色变化，

每日称量1次体质量。

造模期间每日 16：00对雌鼠进行阴道细胞学检

查，记录睡眠剥夺是否使动情周期改变；雌鼠造

模结束后当日18：00与雄鼠以1∶1合笼，第2天08：00

对雌鼠行阴道细胞学检查，若显微镜下观察到精

子，记为孕1 d。

孕 8 d 时，麻醉后用眼科手术剪剪开大鼠腹

腔，取出子宫，若子宫体有“串珠样”隆起确认

为妊娠子宫。辨别雌鼠是否妊娠并计数胚胎着床

数。剔除卵巢表面脂肪和结缔组织，用w=4%多聚

甲醛固定。固定后的卵巢组织经过脱水、透明、

浸蜡、包埋后制作成组织蜡块，组织块 5 μm切片，

每个蜡块取4张切片用于HE染色。

1. 4　基因表达水平测定及qRT-PCR

再次购买 24 只雌性 Wistar 大鼠，随机分成

SD50组、MC组和BC组，睡眠剥夺模型建立方法

同1.2。造模结束后立即取卵巢组织。

按照爱博泰克总 RNA 提取试剂说明书提取大

鼠卵巢 RNA，使用诺唯赞 mRNA Seq V3 Library 

Prep Kit建立 cDNA文库。使用NextSeq 550测序仪

和 NextSeq 500/550 High Output Kit V2 测序试剂盒

对 cDNA 文库进行 RNA 测序，参数设置为单端

100 bp，测序量为40~50 M reads。

用Applied Biosystems公司High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit 试剂盒将 RNA 反转录为

cDNA 后使用 PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix

试剂盒配制 qRT-PCR反应体系进行检测。选择 3个

目标基因进行荧光定量 PCR，每个样本重复 3 次。

以Actb为内参，用 2−△△Ct相对定量法分析待测基因

的转录水平。引物序列见表1。

1. 5　卵巢差异基因蛋白互作网络（PPIN）的构建以

及核心基因的筛选

使用 STRING 对差异表达基因（DEGs）进行分

析，预测基因所编码蛋白质之间的互作关系，选

择置信度 0.4 作为显著标准。将 STRING 分析结果

导入 Cytoscape 3.9.1 软件，通过 Cytohubba 插件计

算出每个节点的度（Degree），Degree 得分前 10 的

基因构成的网络可视作核心子网络。

1. 6　DNA简化甲基化测序（RRBS）

用天根 TIANamp Genomic DNA Kit 试剂盒提

取卵巢 DNA，每个体系加入 100 ng DNA 建立

RRBS 文库：①MSPⅠ酶切；②末端修复和添加脱

氧腺苷酸；③连接接头和接头开环；④筛选 DNA

长度为 200~450 bp 的连接产物；⑤重亚硫酸盐转

化；⑥扩增；⑦纯化。

使用NovaSeq测序系统进行DNA甲基化测序。

参数设置：双端，150 bp。

1. 7　数据统计

数据使用 SPSS 统计软件进行分析，采用单因

素方差分析比较不同组的平均值，以均数±标准差

表示，检验水准α设置为0.05。

2 结 果

2. 1　雌鼠一般状况

各组受试动物均通过实验全程，中途无逃逸、

死亡等情况。SD15组和SD50组雌鼠在睡眠剥夺过

程中进食量增加，但体质量减轻，毛色暗淡杂乱、

鼠尾咬痕严重。SD15组雌鼠对抚摸等刺激表现出

后退、逃避的“激惹”行为，随着睡眠剥夺时间延

长，SD50组雌鼠的疲劳困倦程度逐渐增加，行为

由兴奋转变为抑制，轻触不动，对抓取的反抗差。

2. 2　体质量情况

如表 2所示，4组大鼠造模前体质量差异无统

计学意义（F=0.021，P=0.996）；SD15、SD50 组造

表 1　qRT-PCR使用引物序列

Table 1　Primers used for qRT-PCR

基因名称

Actb

Espn

A2m

Cdc42

正向引物序列

5′-ACCCGCGAGTACAACCTTCTT-3′

5′-CTGAGCTTGGAACACCGAGT-3′

5′-TGCTTTGTCCAATGGGTGCT-3′

5′-GCGGAGAAGCTGAGGTCAA-3′

反向引物序列

5′-ATCGTCATCCATGGCGAACTGG-3′

5′-AGTCTGAGGATCTGGCACCT-3′

5′-AGCCATAGGGCATCTTGAGG-3′

5′-CCAACAGCACCATCACCAAC-3′
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模后体质量减轻，差异具有统计学意义，而MC组

与 BC 组相比，差异无统计学意义（F=29.974，P＜

0.001）。

2. 3　动情周期

如表 3所示，SD15组造模后有 2只雌鼠动情周

期消失，1 只雌鼠动情周期紊乱；SD50 组造模后

有 5只雌鼠动情周期消失，1只雌鼠动情周期紊乱；

BC组有 1只雌鼠出现动情周期紊乱的情况，其余 7

只雌鼠动情周期正常；MC组雌鼠在实验过程中动

情周期均正常。4组间动情周期差异有统计学意义

（P=0.006）。

2. 4　交配率、妊娠率

为研究睡眠剥夺对雌性大鼠生育的影响，造

模后各组雌鼠与雄鼠合笼。结果如表 4所示，4组

雌鼠的交配率均为 100%；SD15、MC、BC组雌鼠

妊娠率为 100%，SD50组雌鼠妊娠率为 87.5%，差

异有统计学意义（P<0.01）。

2. 5　胚胎着床数

结果如表 5所示，各组间胚胎着床数差异无统

计学意义（F=1.645，P=0.202）。

2. 6　卵巢病理改变

如图 1 所示，大鼠卵巢 HE 染色后图片可见

MC组（图 1a）和 BC组（图 1b）卵巢皮质分布大量各

级生长卵泡和黄体，闭锁卵泡数量较少，卵泡内

表2　SD对雌鼠体质量的影响 1）

Table 2　Effect of SD on body weight of female rats

组别

SD15

SD50

MC

BC

数量/只

8

8

8

8

造模前体质量/g

233. 63±9. 78

234±9. 40

233. 63±7. 61

232. 75±13. 59

造模后体质量/g

225. 25±16. 10**##

228. 25±11. 56**##

294. 75±20. 42

294. 75±28. 93

1） **表示与BC组相比差异有统计学意义（P＜0. 01）；##表示与MC组相比差异有统计学意义（P＜0. 01）。

表3　SD对雌鼠动情周期的影响 1）

Table 3　Effect of SD on estrous cycle in female rats

组别

SD15

SD50**##

MC

BC

睡眠剥夺时间/d

1~10

延长

1

1

0

0

紊乱

2

1

0

0

消失

0

2

0

0

正常

5

4

8

8

11~202）

延长

0

0

0

0

紊乱

1

2

0

0

消失

2

3

0

0

正常

5

3

8

8

21~30

延长

1

0

0

紊乱

1

0

0

消失

4

0

0

正常

2

8

8

31~40

延长

1

0

0

紊乱

1

0

1

消失

4

0

0

正常

2

8

7

41~50

延长

0

0

0

紊乱

1

0

1

消失

5

0

0

正常

2

8

7

1） ** 表示与BC组相比差异有统计学意义（P＜0. 01）；## 表示与MC组相比差异有统计学意义（P＜0. 01）；

2） SD15组的睡眠剥夺时间为为11~15 d 。

表4　雌鼠交配与妊娠情况 1）

Table 4　Mating and pregnancy of female rats

组别

SD15

SD50

MC

BC

数量/只

8

8

8

8

交配数/只

8

8

8

8

交配率/%

100

100

100

100

妊娠数/只

8

7

8

8

妊娠率/%

100

87. 5**##$$

100

100

1） **表示与BC组相比差异有统计学意义（P＜0. 01）；##表示与MC组相比差异有统计学意义（P＜0. 01）；$$表示与SD15组相

比差异有统计学意义（P＜0. 01）。
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卵母细胞形状轮廓规则，颗粒细胞结构清晰；

SD15组（图 1c）卵巢皮质层变薄，髓质致密，血管

较少。皮质可见各级生长卵泡和黄体，卵泡形态

基本正常，空泡状卵泡数量增多；SD50组（图 1d）

卵巢皮质层变薄，可见各级生长卵泡和黄体，卵

泡内卵母细胞固缩变形，颗粒细胞层数明显减少，

空泡状卵泡数量明显增多。各级卵泡构成比例如

表 6所示。SD15组和SD50组次级卵泡构成比低于

MC 组和 BC 组，而黄体构成比高于 MC 组和 BC

组，差异具有统计学意义（χ2=30.105，P=0.003）。

2. 7　卵巢差异基因（DEGs）和qRT-PCR验证结果

在 SD50 组大鼠卵巢中，发现 101 个显著差异

表达的基因，包括 52 个上调基因和 49 个下调基

因。如图 2 所示，荧光定量 PCR 结果和 RNA-Seq

的结果表达趋势一致，表明转录组测序结果真实

可靠。图3为差异基因的火山图谱。

2. 8　PPIN及核心子网络图

通过 STRING 预测 101 个 DEGs 所编码蛋白质

之间的相互作用关系。将预测结果导入 Cytoscape

软件构建出蛋白质互作网络（图 4a）。此外，用 Cy‐

toscape的插件 CytoHubba 筛选出 PPIN 中的核心子

网络：度（Degree）排名前 10 的基因构成的子网络

（图 4b）。这 10 个核心基因分别是：载脂蛋白 E

（Apoe，apolipoprotein E）、 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 4

（Fabp4，fatty acid binding protein 4）、α-2-巨球蛋白

（alpha-2-macroglobulin）、 基 质 金 属 蛋 白 酶 2

（Mmp2，matrix metallopeptidase 2）、细胞分裂周期

蛋白 42（Cdc42，cell division cycle 42）、肌营养不良

蛋 白（Dmd，dystrophin）、 人 衰 老 关 键 蛋 白 1

（Fbln1，fibulin 1）， 抗 肌 萎 缩 蛋 白 相 关 蛋 白

表 5　妊娠第8天胚胎着床数

Table 5　Number of embryo implantation 

on the 8th day of pregnancy

组别

SD15

SD50

MC

BC

数量/只

8

7

8

8

胚胎着床数

14. 13±1. 81

13. 29±1. 60

15. 25±2. 12

15. 00±2. 00

图1 卵巢病理图片

Fig. 1 Pathological picture of ovary

表6　大鼠卵巢各级卵泡比例

Table 6　Proportion of follicles at all levels of rat ovary %

组别

SD15

SD50

MC

BC

原始卵泡

17. 6

23. 0

21. 9

20. 4

初级卵泡

9. 3

10. 1

12. 7

12. 6

次级卵泡

22. 6

18. 1

26. 2

26. 8

闭锁卵泡

13. 7

15. 9

13. 8

13. 4

黄体

36. 9

33. 0

25. 4

26. 8
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（Utrn，utrophin）、玻璃黏连蛋白（Vtn，vitronectin）

和（Fktn，Fukutin）。

2. 9　GO富集分析和KEGG Pathway分析

DEGs 富 集 在 生 物 学 过 程（BP，biological 

process）功能分类中。显著上调基因涉及 27 个生物

学过程，显著下调基因涉及54个生物学过程。差异

基因在分子功能（MF，molecular functions）和细胞组

成（CC，cellular components）功能分类中没有富集。

显著下调基因在 2 种 KEGG Pathway 中富集，

即Proteoglycans in cancer和Leukocyte transendothe‐

lial migration 通路，Proteoglycans in cancer 中包含

Cdc42、Mmp2 和 Cldn11 基因。Leukocyte transendo‐

thelial migration 中包含 Cdc42、Mmp2 和 Fzd1 基因；

显著上调基因在KEGG Pathway中没有富集。

2. 10　甲基化测序结果

在SD50组与对照组间发现 26个差异性甲基化

区域（DMRs）（如表 7），在 52个上调基因和 49个下

调基因的所有位点上，其甲基化水平没有变化。

** 表示与BC组相比差异有统计学意义（P＜0.01 ）；## 表示与MC组相比差异有统计学意义（P＜0.01 ）。

图2　3个基因的qRT-PCR验证结果

Fig. 2　Three genes expression level by qRT-PCR validation

红点表示上调基因，蓝点表示下调基因; FC: Fold change。

图3　差异表达基因火山图

Fig. 3　Volcano map of DEGs

图4　差异表达基因的蛋白质互作网络

Fig. 4　PPIN of DEGs
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3 讨 论

本研究从动情周期、交配率和妊娠率、胚胎

着床数、卵巢各级卵泡比例等维度考量睡眠剥夺

对雌鼠生育力的影响，而后首次应用 RNA 测序

（RNA-Seq，RNA sequencing）和 DNA甲基化测序技

术，研究睡眠剥夺雌性大鼠卵巢转录组差异及表

观遗传差异。结果确认睡眠剥夺导致雌性大鼠生

育力下降，主要表现在动情周期异常和妊娠率降

低。从 SD15 组和 SD50 组次级卵泡构成比降低、

黄体构成比增加情况推测，SD影响雌性动物的生

殖器官。

研究表明 REM 睡眠剥夺导致大（小）鼠摄食量

增加、体质量减轻、基础代谢率增加（张继辉等，

2007；曾荣等，2010；周东升等，2014），本研究 SD

雌鼠摄食量增加、但体质量减轻，结合 SD大鼠精

神状态日渐倦怠分析，长期睡眠剥夺可能增加大

鼠机体能量消耗并破坏能量代谢平衡。由原始卵

泡生长发育为成熟卵泡并排卵的过程高度复杂，

在生殖过程中受到多种细胞、激素和生长因子的

共同调节，信号通路如TGF-β、PI3K/AKT/mTOR、

cAMP 和 Wnt/β -catenin 等均与卵泡发育密切相关

（孙晖，2021）。研究表明 Cdc42蛋白促进小鼠卵巢

原始卵泡激活，其机制可能是Cdc42通过结合卵母

细胞中的磷脂酰肌醇 3-激酶亚单位（p110β）来调节

卵巢中的 PI3K信号通路（Yan et al.，2017），实验证

实Cdc42基因缺失导致雌性小鼠不孕，用特异性抑

表7　SD50组与对照组间差异性甲基化区域

Table 7　DMRs between SD50 group and control groups

染色体

Chr1

Chr1

Chr1

Chr1

Chr10

Chr10

Chr13

Chr15

Chr18

Chr2

Chr2

Chr3

Chr3

Chr3

Chr3

Chr4

Chr4

Chr7

Chr7

Chr7

Chr7

Chr8

Chr8

Chr9

ChrX

ChrX

起始

36 750 301

65 520 775

72 340 595

78 573 007

82 829 574

86 145 220

70 019 627

2 375 945

29 989 110

61 948 676

197 682 222

120 760 053

162 075 239

168 110 982

176 666 247

32 372 708

78 264 682

11 907 577

135 571 765

140 438 039

140 467 690

85 951 568

118 992 671

99 299 504

33 786 413

70 606 015

终止

36 750 447

65 520 943

72 340 744

78 573 146

82 829 918

86 145 345

70 019 774

2 376 078

29 989 329

61 948 806

197 682 245

120 760 119

162 075 509

168 111 166

176 666 317

32 372 843

78 265 063

11 907 664

135 571 891

140 438 183

140 467 837

85 951 610

118 992 977

99 299 595

33 786 572

70 606 182

长度/bp

147

169

150

140

345

126

148

134

220

131

24

67

271

185

71

136

382

88

127

145

148

43

307

92

160

168

CpGs数量/只

16

13

19

23

28

22

14

11

19

11

9

11

30

14

15

21

76

9

34

14

48

14

34

43

17

17

DMCs数量/只

5

3

5

4

17

8

6

4

11

8

4

5

6

3

15

17

48

6

9

10

38

4

8

22

4

3

q值

4. 50×10−62

5. 35×10−13

1. 54×10−26

7. 85×10−20

2. 14×10−63

6. 80×10−44

1. 05×10−22

2. 57×10−26

5. 00×10−27

3. 84×10−19

8. 83×10−21

6. 54×10−18

4. 70×10−40

3. 04×10−30

4. 76×10−49

4. 20×10−47

2. 01×10−167

5. 42×10−14

3. 58×10−112

4. 31×10−43

1. 56×10−97

2. 44×10−13

4. 14×10−31

4. 56×10−56

5. 10×10−23

6. 46×10−16
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制剂破坏Cdc42活性或敲低Cdc42表达可显著抑制

原始卵泡激活（Wang et al.，2013；Yan et al.，2017）。

本研究 SD雌鼠卵巢次级卵泡构成比下降，可能是

卵巢 Cdc42 基因表达下调抑制了 PI3K 信号通路活

性，影响卵泡生长发育的过程。

睡眠剥夺增加女性月经周期紊乱的风险

（Caetano et al.，2021），本研究中 SD15 组有 3 只雌

鼠动情周期紊乱或消失，SD50 组有 6 只雌鼠动情

周期紊乱或消失，动情周期异常的雌鼠数量随着

睡眠剥夺时间延长而增加。BC组中有一只雌鼠动

情周期紊乱，原因可能是长期以阴道涂片法检测

动情周期引起大鼠性激素异常分泌，导致动情周

期紊乱（荆宝琴等，2015）。HPG轴水平上精确的激

素调节对正常的生殖功能和生育是必不可少的。

下丘脑GnRH的脉冲式分泌刺激垂体促性腺激素对

促卵泡生成素（FSH）和黄体生成素（LH）的合成和

释放，GnRH通过与垂体前叶促性腺激素细胞表面

的高亲和力的 7-跨膜受体（GnRHR）结合而发挥作

用（Stamatiades et al.，2018）。本研究 SD50 组卵巢

Gnrhr基因表达上调，可能是机体调控激素水平的

一种代偿作用。

本课题研究 SD 导致卵巢转录组发生显著变

化，GO分析显示差异上调基因涉及蛋白质分解代

谢及水解调节、对机械刺激反应、糖基化（大分子

及蛋白质）、阳离子跨膜转运的调控、跨膜受体蛋

白酪氨酸激酶信号通路、细胞对生长因子刺激的

反应、鞘脂生物合成过程、有丝分裂核分裂等生

物学过程；显著下调基因则主要涉及细胞-基质粘

附调节、激素代谢过程、对活性氧的反应、女性

妊娠、胶原代谢过程、神经元投射发育的调控等

生物学过程。女性妊娠生物学过程包括 3个基因：

Fbln1、Mmp2和Maged2基因。在已知的 25种人类

基质金属蛋白酶中，MMP2 和 MMP9 在排卵和妊

娠期间发挥重要作用，研究发现不孕女性颗粒细

胞中 Mmp2 基因表达显著高于正常女性（Ramu et 

al.，2017；Luddi et al.，2018），但我们的研究结果与

文献报道的不孕女性颗粒细胞中Mmp2基因显著升

高结果相反。

本研究中卵巢差异基因与课题组前期研究的

雄性大鼠睾丸差异基因有一个相同基因：Fktn。

Fktn 富集在碳水化合物衍生物生物合成过程、蛋

白质糖基化、大分子糖基化和糖基化生物学过程

中。在糖基转移酶作用下将糖转移至蛋白质，和

蛋白质的氨基酸残基形成糖苷键的过程称为糖基

化，糖基化对蛋白有重要的修饰作用，如改变多

肽的构象和增加蛋白质的稳定性。Fktn 编码一种

基于高尔基体的磷酸核糖醇转移酶，Fktn 基因突

变导致福山先天性肌营养不良症（FCMD）的发生

（Ujihara et al.，2019；廖瑛，2021），研究发现在Fktn

基因敲除 18 天内，小鼠体内糖基化肌营养不良蛋

白聚糖几乎完全消失（Beedle et al.，2012）。现有研

究未发现 Fktn 基因调控生殖能力的机制，此基因

能否作为睡眠调控生殖能力的靶点基因值得深入

研究。

在 SD50、MC、BC组之间发现 26个甲基化显

著差异区域（如表 7），尽管在 52 个上调基因和 49

个下调基因的所有位点上，其甲基化水平没有变

化。但上述 26 个甲基化区域与生育的关系尚有待

挖掘。
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