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动物及兽医生物技术                                                              

抗坏血酸、表皮生长因子和促卵泡素对绵羊卵巢皮质体

外培养的影响 
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摘  要: 本研究旨在评估抗坏血酸 (VC)、表皮生长因子 (EGF)、促卵泡素 (FSH) 对绵羊原始卵泡体外培养的影响以

及它们之间的相互关系。实验按照 2×2×2 因子试验设计分为 8 组，分别为：MEM(对照组)，MEM+VC (50 μg/mL)，

MEM+EGF (100 ng/mL)，MEM+FSH (50 ng/mL)，MEM+VC+EGF，MEM+VC+FSH，MEM+EGF+FSH，MEM+VC+ 

EGF+FSH。在培养 0 (未培养对照组)、2、6、12 d 后，对培养的卵巢皮质薄片进行组织学和增殖细胞核抗原 (PCNA) 检

测以及透射电镜 (TEM) 观察。结果表明，与未培养组 (发育卵泡比例 15.4％±1.9％，正常卵泡比例 88.2％±4.6％) 比

较，所有培养组中发育卵泡比例显著增加(P＜0.05)，正常卵泡比例下降(P＜0.05)。培养 12 d 后，与对照组 (卵泡直径 

(34.5±3.3) μm，卵泡存活比例  (38.9％±3.9％)) 比较，MEM+VC+FSH 和 MEM+EGF+FSH 组中卵泡直径  (分别为

(39.7±3.4) μm 和 (42.5±5.1) μm) 和卵泡存活比例 (分别为 58.5％±4.3％和 59.3％±3.7％) 都显著提高 (P＜0.05)；各处

理组中，培养 12 d 后，MEM+VC+EGF 组中发育卵泡比例 (49.3％±3.2％) 和卵泡直径 ((32.3±2.3) μm) 最低，颗粒细

胞 PCNA 阳性卵泡比例 (26.4％±1.2％) 也最少，而 MEM+VC+EGF+FSH 组中卵泡存活率 (59.7％±6.1％) 和卵泡直径 

((42.5±5.1) μm) 都显著增加  (P＜0.05)，颗粒细胞 PCNA (43.5％±4.1％，P＜0.05) 表达增加。电镜结果表明，

VC+EGF+FSH 组能够维持与正常卵泡类似的超微结构，而在 MEM 和 MEM+VC+EGF 组却显示不同程度的退化特征。

本研究结果提示在培养中联合添加 VC 与 EGF 抑制卵泡的发育和生长，而联合添加 VC、EGF 和 FSH 可能是促进绵羊

原始卵泡体外激活和生长，维持卵泡存活以及结构完整的最有效的处理手段之一。 

关键词 : 绵羊，原始卵泡培养，抗坏血酸，促卵泡素，表皮生长因子  
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Abstract:  In this study, we evaluated the effects of ascorbic acid (VC), epidermal growth factor (EGF) and follicle 
stimulating hormone (FSH) on in vitro culture of sheep ovarian cortical tissue. Using 2×2×2 factor experimental design, we 
cultured sheep ovarian cortex fragments in 8 media with MEM (control), MEM+VC (50 μg/mL), MEM +EGF (100 ng/mL), 
MEM+FSH (50 ng/mL), MEM+VC+EGF, MEM+VC+FSH, MEM+EGF+FSH, MEM+VC+EGF+FSH. After 0 (non-cultured 
control), 2, 6, 12 days of culture, the pieces of ovarian cortex were proceed to histological and proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA) examination, or observed by transmission electron microscopy (TEM). The percentages of developing follicles 
were increased (P<0.05) and the percentages of healthy follicles were reduced (P<0.05). When compared to the MEM group, the 
addition of FSH with VC or EGF promoted a significant increase of follicles diameter and follicles survival rate (P<0.05), and 
stimulated the proliferation of granulosa cells. After 12 days of culture, medium supplemented with MEM+VC+EGF resulted the 
lowest proportion of developing follicles (49.3%±3.2%), follicles diameter((32.3±2.3) μm), follicles survival rate (41.6%±3.1%) 
and the proportion of PCNA stained follicles (26.4%±1.2%, P<0.05). In contrast, MEM+VC+EGF+FSH resulted the highest 
follicles diameter ((42.5±5.1) μm), follicles survival rate (59.7%±6.1%) and proportion of PCNA stained follicles (43.5%±4.1%, 
P<0.05). Ultrastructural analysis confirmed the integrity of follicles cultured in VC+EGF+FSH group, while follicles cultured in 
MEM+VC+EGF groups showed more degeneration characters. In conclusion, the addition of VC and EGF to culture medium 
inhibited follicular development, VC+EGF+FSH was the most effective treatment to maintain follicular integrity and promote 
sheep primordial follicular activation and growth during in vitro culture. 

Keywords:  sheep, ovarian tissue, ascorbic acid, follicle stimulating hormone, epidermal growth factor 

哺乳动物卵巢皮质内含有大量的原始卵泡，它

们代表着雌性的繁殖潜力。而在生理条件下，这些

卵泡只有少部分能被激活并发育至成熟排卵阶段，

其余在机体发育过程中发生闭锁而退化 [1]。研究原

始卵泡在体外模式下的激活和发育可以为体外胚胎

的生产提供大量潜在的同种卵母细胞来源，对于提

高遗传和经济价值动物的繁殖潜力，以及濒危物种

的保存具有十分重要的意义。 

促性腺激素和生长因子在卵巢功能调节中起着

十分重要的作用。促卵泡素 (FSH) 是一种调节卵巢

功能的关键激素，能够刺激颗粒细胞增殖，内固醇

激素的合成以及 EGF 和 LH 受体的表达，在窦腔形

成和卵泡成熟排卵过程中起着关键的作用 [2]。在羊

卵巢皮质体外培养中发现，添加 FSH 可以促进卵泡

和卵母细胞直径的增长 [3]，维持卵泡超微结构完整

和促进原始卵泡的激活和生长 [4]。表皮生长因子 

(EGF) 也参与卵巢发育过程的调节，包括颗粒细胞

增殖、分化和类固醇激素的生成[5]，其受体在人和

仓鼠的原始卵泡到初级卵泡的卵母细胞中均有表

达[6-8]，而在次级阶段主要在颗粒细胞上表达，具有

促进初级卵泡向次级卵泡发育时颗粒细胞有丝分裂

的作用[9-10]。最近研究表明，EGF 能够与 FSH 协同

作用，促进卵泡和卵母细胞直径的增大，以及卵泡

的发育[3,11]。抗坏血酸 (VC) 是一种抗氧化剂，在生

理条件下行使多种细胞保护功能[12]。在卵巢的颗粒

细胞、内膜细胞、黄体细胞和卵母细胞中均有蓄积，

可以促进卵泡发育进程中胶原的合成，维持卵泡基

底膜完整，参与类固醇激素的分泌[13]。卵泡体外培

养中添加 VC 可以降低卵泡细胞的凋亡[14-15]。最近

Rossetto 等报道 VC 可与 FSH 在体外培养中协同作

用维持羊卵泡超微结构完整和促进原始卵泡的激活

和生长[2]。但是 VC 与 EGF，以及 VC、EGF 与 FSH

是否能同样促进绵羊原始卵泡在体外的生长和发育

还未见报道。本研究的目的是通过在体外培养中单

独或联合添加 VC、EGF 和 FSH，研究它们在绵羊

卵巢原始卵泡体外发育中的相互关系。 

1  材料与方法 

1.1  卵巢的采集与处理及试剂来源 
成年绵羊卵巢组织取自当地屠宰场 (n=5)，采

集的卵巢组织保存于 27℃~32℃添加有 100 μg/mL

青霉素、100 μg/mL 链霉素的 PBS 缓冲液中，1 h 内

运回实验室。去除卵巢附属物如脂肪、筋膜等，经

洗涤后，从中间对分卵巢，在体视显微镜下分离皮
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质和髓质，去除可见大卵泡。把分离的皮质切割

成 1~2 mm3 大小，每个样本随即选取 2~3 块组织用

4％多聚甲醛-PBS 液或 2.5％戊二醛固定，作为新鲜

组织未培养对照进行组织学和电镜观察，其余组织

进入体外培养实验。在本实验中如无特殊标注，所

有化学试剂均购自 Sigma 公司。 

1.2  组织培养及分组 
对照组培养基为 MEM，添加 0.23 mmol/L 丙

酮酸钠、2 mmol/L 谷氨酰胺、2 mmol/L 次黄嘌呤、

3 mg/mL BSA、ITS (胰岛素-转铁蛋白-硒：胰岛素

10 μg/mL，转铁蛋白 5 μg/mL，亚硒酸钠 6.25 ng/mL)，

100 μg/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉素。在对照组基

础上单独或联合添加 100 ng/mL EGF，50 ng/mL 

FSH，50 μg/mL 抗坏血酸，分为 7 个实验组，分别

为 MEM+VC、MEM+EGF、MEM+FSH、MEM+VC+ 

EGF、MEM+VC+FSH、MEM+EGF+FSH、MEM+ 

VC+EGF+FSH。 

处理过的卵巢皮质薄片随机放入预先制好和消

毒调平的金属格栅培养体系中，此体系由不锈钢网

格支架 (25 mm×25 mm×4 mm) 和 3 mg/mL 胶原蛋

白预涂层的微孔滤膜 (孔径 0.45 μm，Millipoll) 以

及 35 mm 培养皿组成。培养时组织块置于微孔滤膜

上，间隔 5 mm，每个膜上放 6 块；然后在培养皿中

加入培养液至与组织块下端齐平，每个组织块上滴

50 μL 培养液。放入 5％ CO2、38.6℃增湿培养箱内

培养，每 2 天换液 1 次。在培养的第 2、6、12 天

随机取同等数量 (n=2) 的组织块进行固定，共培养

12 d。所有试验重复 5 次。 

1.3  组织学检查 
培养前和培养 2、6、12 d 后的卵巢组织薄片用

4％多聚甲醛-PBS 液固定，梯度酒精脱水，石蜡包

埋，7 μm 连续切片，HE 染色后光镜观察、计数。

卵泡分类标准参考文献[16]，分为原始卵泡 (卵母细

胞外包绕单层扁平状颗粒细胞) 和发育卵泡包括过

渡卵泡 (单层扁平和立方形颗粒细胞混杂的卵泡)，

初级卵泡 (1 层立方形或柱状颗粒细胞)，次级卵泡 

(2 层以上立方形颗粒细胞)。形态正常卵泡具有完整

的卵母细胞，颗粒细胞排列规则，无固缩细胞核，

异常卵泡卵母细胞皱褶或颗粒细胞分布杂乱与基底

膜分离，核固缩。每个样本切片中每 10 张计数一次，

分别记录各种卵泡数量，每个处理计数 150 个卵泡 

(每次计数 30 个，作 5 次重复)。用与 Nikon 光学显

微镜配套的图像处理软件 (Nikon DP2-BSW) 测量

正常卵泡直径 (卵母细胞两端颗粒细胞膜之间最大

距离，垂直交叉测量 2 次，平均值为所测卵泡直径)。

为避免重复计数，每次记录由相邻切片确定。 

1.4  细胞增殖 PCNA 检测 
石蜡切片经常规脱蜡复水后，用 0.1％柠檬酸抗

体修复液进行抗体热修复，PBS 清洗后，按照免疫

组化染色试剂盒 (中杉金桥，SP9002) 说明在每个

样本上滴 50 μL 3％双氧水室温孵育 8 min，以消除

内源性过氧化物酶活性；PBS 漂洗后，用正常羊血

清封闭 10 min，滴加 1∶50 稀释的鼠抗羊单克隆

PCNA 抗体 (武汉博士德)，4℃过夜；样本常温复温

后，用 PBS 漂洗 3 次，滴加生物素标记羊抗小鼠 IgG，

室温孵育 12 min 后用 PBS 洗 3 遍，每次 3 min；然

后再加入辣根酶标记链酶卵白素室温孵育 15 min，

PBS 洗后 DAB 染色 5~7 min (光镜下观察细胞核呈

棕黄色时终止)，自来水冲洗，经苏木素复染后，梯

度酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，光镜下

观察。颗粒细胞棕黄判定为 PCNA 阳性卵泡。 

1.5  卵泡超微结构的评估 
绵羊卵巢组织小块在 2％多聚甲醛+2.5％戊二

醛的 0.1 mol/L PBS 缓冲液中固定 3~4 h 经 PBS 洗

后，在 1％四氧化锇溶液中固定 1 h，PBS 漂洗 3 次，

梯度丙酮脱水后，用环氧树脂浸透包埋，3 μm 切片，

甲苯胺蓝染色光镜下定位形态正常卵泡，经柠檬酸

三钴和醋酸双氧铀电子染色后在透射电镜  (JEOL 

TEM-1230) 下观察卵泡超微结构变化，如胞质电子

密度和完整性、颗粒细胞细胞器、空泡化、基底膜

和核膜的完整性等。 

1.6  数据分析 
为了评估卵泡激活和生长的情况，只有健康卵

泡统计卵泡大小和比例。分别用发育卵泡比例，正

常卵泡比例和卵泡直径来评估各组中原始卵泡激

活、存活和生长情况。颗粒细胞的增殖活性通过

统计 PCNA 阳性数量来评定。除各处理组培养不

同天数后组织中颗粒细胞 PCNA 阳性卵泡比例用
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χ2 检验比较外，其他各数据之间的比较均用方差分

析和 Fisher′s 检验来计算。所有计算均用 SPSS 13.0

完成，所有数据表示为平均值±标准差  ( x s± )，

P＜0.05 标记为差异显著。 

2  结果 

2.1  组织分析结果 
2.1.1  原始卵泡的激活和生长 

通过试验发现，在未培养组织中原始卵泡比例

为 84.6％，发育卵泡的比例为 15.4％。各试验组培

养不同天数后组织中发育卵泡比例如图 1 所示。与

未培养对照组比较，所有培养组中发育卵泡比例显

著增加 (P＜0.05)。VC+EGF 组除培养 2 d 后发育卵

泡比例 (45.1％) 与 MEM 对照组 (47.5％) 之间差

异不显著外  (P＞0.05)，在整个培养期内其发育

卵泡比例均显著低于 MEM 对照组和其他试验组  

(P＜0.05)；其他试验组中发育卵泡比例与 MEM 对

照组比较，差异不显著  (P＞ 0.05)。在 FSH 和

VC+EGF+FSH 组培养 2、6、12 d 后，发育卵泡比例

分别为 59.3％、66.4％、78.2％，55.7％、69.5％、

81.0％，各天数之间比较，差异显著 (P＜0.05)；MEM

组和 EGF 组培养 6 d 和 12 d 后发育卵泡比例分别为

64.6％、69.2％、72.7％、77.5％，显著高于培养 2 d

后发育卵泡比例 (分别为 47.5％、60.4％，P＜0.05)，

而在 6 d 和 12 d 之间差异不显著 (P＞0.05)；在 VC

和 VC+FSH 以及 EGF+FSH 组内培养 12 d 后发育卵

泡比例分别为 74.3％、77.0％、81.0％，显著高于培

养 2 d 后发育卵泡比例 (分别为 58.9％、60.1％、

55.7％，P＜0.05)，其他天数之间差异不显著；而在

VC+EGF 组内在培养 2、6、12 d 后，发育卵泡比

例分别为 45.6％、41.6％、49.3％，随着培养天数的

增加，卵泡发育变化不显著 (P＞0.05)。 

2.1.2  卵泡活力的评估 

新鲜组织和培养后组织中正常卵泡比例结果见

图 2。形态正常卵泡 (图 3A、3B) 具有完整的卵母

细胞，颗粒细胞排列规则，无固缩细胞核，异常卵

泡 (图 3C) 卵母细胞皱褶或颗粒细胞分布杂乱与基

底膜分离，核固缩。与未培养对照组比较 (88.2％)，

只有 VC+FSH组 (81.9％) 和 VC+EGF+FSH (76.6％) 

在培养 2 d 后正常卵泡比例没有显著下降 (P＞0.05)，

其余试验组中正常卵泡比例均显著下降 (P＜0.05)。

培养 2 d 后，各试验组与 MEM 对照组 (71.8％) 比

较没有显著差异  (P＞0.05)。培养 6 d 后 VC、

VC+FSH、EGF+FSH、VC+EGF+FSH 组中正常卵泡 

 

图 1  不同处理卵巢组织培养 2，6，12 d 后发育卵泡比例 
Fig. 1  Percentages of developing follicles in non-cultured tissue and after 2, 6, 12 days of culture in various treatments. *: different 
significantly from non-cultured tissue (P<0.05); #: different significantly from MEM control alone in each day of culture (P<0.05); a, 
b: different significantly between treatments at the same day of culture (P<0.05); A, B, C: different significantly between days of 
culture in the same treatment (P<0.05). 
 



748    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             June 25, 2010  Vol.26  No.6 

  

Journals.im.ac.cn 

比例分别为 64.4％、67.1％、63.5％、65.2％，显著

高于 MEM 对照组 51.7％ (P＜0.05)，而培养 12 d

后，除 VC+EGF 组 (41.6％) 外，其余试验组都显

著高于 MEM 对照组 (38.9％) (P＜0.05)。在各处理

组之间比较，培养 12 d 后，VC+EGF (41.6％) 组显

著低于其他处理组 (P＜0.05)。在同一试验组内，与

培养 2 d 后比较，培养 6 d 和 12 d 后所有培养组中

正常卵泡比例显著下降 (P＜0.05)，其中 MEM 对照

组 (6 d：52.1％，12 d：38.9％) 和 VC+EGF 组 (6 d：

59.3％，12 d：41.6％) 在培养 6 d 和 12 d 之间差异

显著 (P＜0.05)。 

2.1.3  卵泡生长 

添加不同组分培养 2、6、12 d 后对卵泡直径的

影响见表 1。与新鲜组织 (30.8 μm) 比较，培养 2 d 后

各处理对卵泡直径的增长没有显著影响 (P＞0.05)；

培养 6 d 后，除 VC+EGF 组  (30.5 μm，P＞0.05) 和

MEM 组  (31.3 μm，P＞0.05) 外，其他组卵泡

直径都显著的增加；培养 12 d 后单独添加 VC 

(34.2 μm，P＞0.05) 或与 EGF 联合添加  (32.3 μm，

P＞0.05) 试验组以及 MEM 组  (34.5 μm，P＞0.05) 

对卵泡直径的增长没有显著影响，而其他各组与

未培养对照组比较差异显著  (P＜0.05)。在各培

养组之间比较，培养 2 d 后各组之间差异不显著  

(P＞0.05)；培养 6 d 后，在培养中单独或联合添加

EGF 与 FSH (EGF 组：39.0 μm；FSH 组：38.3 μm；

EGF+FSH 组： 38.4 μm) 时卵泡直径显著高于

MEM 对照组  (33.1 μm) 与 VC+EGF 组  (31.2 μm，

P＜0.05)。同时 VC+EGF 组只与 MEM 对照组之间

差异不显著  (P＞0.05)，而显著低于其他试验组  

(P＜0.05)；培养 12 d 后结果与培养 6 d 结果相似，

但是单独添加 VC 组  (34.2 μm) 与 VC+EGF 组  

(32.3 μm) 之间差异不显著 (P＞0.05)，而显著低于除

FSH 组  (37.8 μm，P＞ 0.05) 外的其他试验组  

(P＜0.05)。对同一培养基内培养不同天数之间比

较，VC+EGF 组和 MEM 对照组在培养 2 d、 6 d

和 12 d 后卵泡直径分别为 30.5 μm、 31.2 μm、

32.3 μm 和 31.3 μm、33.1 μm、34.5 μm，各天数之

间差异均不显著 (P＞0.05)；单独添加各种因子在

培养 6 d 和 12 d 后与培养 2 d 比较，除 VC 在培养

12 d 后  (34.2 μm) 与其他天数  (2 d：31.7 μm；

6 d：37.2 μm) 比较不显著外 (P＞0.05)，其他处理中

卵泡直径都显著增大  (P＜0.05)；培养 12 d 后

EGF+FSH 组卵泡直径 (44.0 μm) 显著高于培养 2 d

和 6 d 后的卵泡直径  (分别为 34.2 μm、38.4 μm，

P＜0.05)。VC+EGF+FSH 组 (42.5 μm) 培养 12 d 后

显著高于培养 2 d 后 (33.3 μm，P＜0.05) 直径，但与

培养 6 d 之间差异不显著  (37.6 μm，P＞0.05)，

VC+FSH 组与此类似。 

 
图 2  新鲜组织与培养 2、6、12 d 后组织正常卵泡比例 
Fig. 2  Percentages of normal follicles in non-cultured tissue and after 2, 6, 12 days of culture in various treatments. *: different 
significantly from non-cultured tissue (P<0.05); #: different significantly from MEM control alone in each day of culture (P<0.05); a, 
b: different significantly between treatments at the same day of culture (P<0.05); A, B, C: different significantly between days of 
culture in the same treatment (P<0.05). 
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图 3  组织学观察未培养组织中正常原始卵泡  (A)、
VC+EGF+FSH 组 培 养 12 d 后 发 育 卵 泡  (B) 和

VC+EGF 组培养 12 d 后异常卵泡 (C) 
Fig. 3  Histological section of normal primordial follicle in 
non-cultured tissue (A), and growing follicle cultured 12 days 
in VC+EGF+FSH group (B), or un-normal follicle cultured 
12 days in VC+EGF group(C). 
 

表 1  未培养组和各处理组培养不同天数后卵泡直径的

变化 (平均值±标准差)  
Table 1  Mean follicles diameter in non-cultured tissue and 
in tissue cultured for 2, 6 and 12 days in various treatments 
( x s± ) 

Mean follicle diameter in non-cultured tissue: (30.8±5.6) μm 

Treatments Day 2 (μm) Day 6 (μm) Day 12 (μm)

MEM 31.3±2.4 33.1±2.3ac 34.5±3.3ac 

VC 31.7±3.6A 37.2±3.2*abB 34.2±2.5acAB

EGF 32.1±2.0A 39.0±3.8*bB 41.3±2.1*bB 

FSH 32.2±2.7A 38.3±3.2*bB 37.8±3.5*abB 

VC+EGF 30.5±2.6 31.2±2.2c 32.3±2.3c 

VC+FSH 33.7±3.1A 37.3±4.5*ABab 39.7±3.4*Bb 

EGF+FSH 34.2±4.3A 38.4±4.1*Ab 44.0±3.3*Bb 

VC+EGF+FSH 33.3±3.7A 37.6±3.5*ABab 42.5±5.1*Bb 

Notes: *: different significantly from non-cultured tissue (P<0.05); 
a, b, c: different significantly between treatments at the same day of 
culture (P<0.05); A, B, C: different significantly between days of 
culture in the same treatment (P<0.05). 
 
2.2  PCNA 检测 

表 2 所示为添加不同因子在培养不同天数之后

PCNA 检测的结果。颗粒细胞被染为棕黄色  (图

4A)，判定为 PCNA 阳性卵泡。由表中数据可知，与

未培养组织  ( 2 2 . 5％ )  比较，在整个培养期内

VC+EGF+FSH 组 PCNA 阳性卵泡比例 (培养 2、6、

12 d 后比例分别为 39.5％、44.7％、43.5％) 都显著

增加 (P＜0.05)，VC+FSH 组在培养 6 d (40.9％) 以

及 EGF+FSH 组培养 12 d 后 (39.5％) PCNA 阳性卵

泡比例也显著增加 (P＜0.05)，其他组效果不显著 

(P＞0.05)；在各试验组内比较，VC+EGF 组中阳性

卵泡比例在培养 12 d 后 (26.4％，P＜0.05) 显著低

于 VC+EGF+FSH 组  (43.5％) 和 EGF+FSH 组 

表 2  各因子对卵泡颗粒细胞增殖的影响 
Table 2 Percentages of follicles with PCNA positive 
granulose cells in tissue cultured for 2, 6 and 12 days in 
various treatments 

Percentage of follicles with PCNA-positive granulose cells 
Non-cultured tissue: 22.5% (9/40) 

Treatments Day 2 (%) Day 6 (%) Day 12 (%) 
MEM 33.9(18/53) 34.0(16/47) 33.4(13/43) 

VC 35.5(22/62) 36.0(18/50) 33.7(17/52) 

EGF 34.6(18/52) 34.8(15/43) 37.3 (19/51)

FSH 32.6(14/43) 34.5(20/58) 36.0(18/50) 

VC+EGF 30.6(15/49) 30.2(13/43) 26.4(14/53)b

VC+FSH 36.7(18/49) 40.9(18/44)* 36.7(18/49) 

EGF+FSH 34.1(15/44) 34.4(22/64) 39.5 (17/43)*a

VC+EGF+FSH 39.5(17/43)* 44.7(21/47)* 43.5(20/46)*a

Notes: *: different significantly from non-cultured tissue (P<0.05); 
a, b: different significantly between treatments at the same cultures 
day (P<0.05). 

 

图 4  PCNA 阴性对照 (A) 与未培养组织 (B)、VC+EGF 
(C) 和 VC+EGF+FSH (D) 培养 12 d 后阳性卵泡 (箭头

所指为 PCNA 阳性颗粒细胞) 
Fig. 4  PCNA-negative control with granulose cells stained 
blue (A) and PCNA-positive follicle with granulose cells 
stained Brown (arrow) in non-cultured tissue (B) or tissue 
cultured for 12 days in VC+EGF (C) and VC+EGF+FSH (D) 
group. 
 

(39.5％)。所有试验组与 MEM 对照组之间比较，

PCNA 阳性率差异不显著 (P＞0.05)，此外培养天数

对各组 PCNA 的表达也没有显著影响 (P＞0.05)。 

2.3  超微结构的观察 
为了进一步探讨 VC 与 EGF 以及 FSH 之间对卵

泡发育的影响，根据组织学分析结果，对未培养组

织 (图 5A) 和 MEM 组 (图 5B)，VC+EGF 组 (图

5C) 以及 VC+EGF+FSH 组 (图 5D)，培养 12 d 后组
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织中光镜下显示正常的卵泡进行超微结构的观察。

结果显示只有 VC+EGF+FSH 组中卵泡超微结构与

未培养组织中卵泡结构类似。这些卵泡具有完整的

卵母细胞和核膜以及较大的卵核，圆形线粒体和内

质网均匀分布在胞质中，卵质中异染色质和空泡较

少；颗粒细胞结构完整具有不规则的细胞核，占胞

质的很大一部分，细胞核长而大，核内染色质松弛，

外部表现轻度浓染，在颗粒细胞中观察到的最多的

细胞器为具有发育良好的圆形粗面内质网和线粒

体。而在 VC+EGF 组和 MEM 组中光镜下形态正常

的卵泡，经 TEM 观察显示超微结构发生变化，一些

表明卵泡退化的特征出现，这些卵泡表现为卵母细

胞极度空泡化，这些空泡常常聚集成团，形成很大

的空白区域，细胞器随机分布在胞质中，密度低且

大多数不可辨认，内质网扩张，线粒体膜和嵴被破

坏，卵母细胞核畸形收缩，核膜呈波浪起伏，且异

染色质成团出现，形成电子密度高的浓染区域，核

仁松散呈网状结构；颗粒细胞肿胀，与基底膜及卵

母细胞之间的间隙连接减少或消失。值得注意的是

VC+EGF 组中卵泡虽然表现退化特征，但显示与

MEM 组不同的特征，即卵泡内各种膜结构并未显示

异常，颗粒细胞也未发现肿胀。 

 

图 5  未培养组织  (A) 与 MEM(B)、VC+EGF(C)、
VC+EGF+FSH(D) 组培养 12 d 后卵泡超微结构图 
Fig. 5  Ultrastructural analysis of histology normal follicles 
from non-cultured tissue (A) and cultured for 12 days in MEM 
(B), VC+FSH (C) and VC+EGF+FSH (D) groups. NU-nucleus, 
O-oocyte, m-mitochondria, er-endoplasmic reticulum, 
GC-granulosa cells. (A) arrow: gap junction. (B) arrows from top 
to down: vacuolization oocyte and granulose cell; oocyte; 
oocyte nuclear with abnormity and irregular nuclear membrane, 
ramified oocyte nucleolus. (C) arrows from top to down: regular 
nuclear membrane, vacuolization oocyte, normal granulose cell. 
A, C, D: 6 500×, bar=2 μm; B: 3 000×, bar=5 μm. 

3  讨论 

本研究中，VC 与 FSH 联合添加时不但促进卵

泡的存活，同时对卵泡的发育和生长也具有促进作

用，提示 VC 与 FSH 是相互促进的关系。VC 是一

种还原剂，在卵泡的发育过程中，参与胶原蛋白的

合成，维持卵泡基底膜的完整，通过羟化作用参与

内固醇激素的分泌[15]。在牛[14]和鼠[15]上的研究表明

VC 可以降低体外培养中卵泡的凋亡。虽然很多研究

表明原始卵泡的激活对 FSH 是非依赖性的[17-19]，但

研究表明它可以通过作用于大卵泡和间质细胞释放

旁分泌因子，间接参与早期卵泡发生 [20]。2007 年

Matos 等[4]报道 FSH 可以维持体外培养中山羊腔前

卵泡形态完整，促进原始卵泡激活和生长。对于

FSH 与 VC 的关系，一方面研究表明 FSH 可以正向

调节颗粒细胞对 VC 的吸收，同时 VC 也可以增加

颗粒细胞上 FSH 受体的表达[21]，另一方面在 Saraiva

等[22]的研究中发现 FSH 与低浓度的 LH 一起添加

时，可以维持山羊卵泡的结构完整，而 VC 可以促

进 LH 的合成，这可能也表明 FSH 与 VC 之间可以

借助第三者，影响卵泡发育。最近 Rossetto 等[12]报

道在山羊卵巢体外培养中联合添加 VC 和 FSH 可以

促进原始卵泡的激活和生长，维持卵泡结构完整。 

研究发现，VC 和 EGF 一起添加时显著地抑制

原始卵泡的发育和生长，且培养 12 d 后组织中正常

卵泡比例显著低于单独添加 VC 或 EGF 组，提示 VC

与 EGF 可能存在相互拮抗的作用。目前对于它们之

间这种拮抗的机制还不清楚。可能的解释是一方面

EGF 只有在被离解素和金属蛋白激酶 (ADAMs) 分

开后，与 EGF 受体和 ERBB4 结合才能发挥其对卵

巢卵泡的生理作用[23]。在对人羊膜细胞培养时发现，

添加 VC 可以降低基质金属蛋白激酶 (MMP) 的活

性[24]，2001 年 Murry 等也报道在鼠腔前卵泡体外培

养中添加低浓度 VC能够在增加 MMP产量的同时显

著增加卵泡中金属蛋白酶组织抑制剂 TIMP-1 的产

量[15]，而 ADAMs 和 MMP 均属于蛋白激酶家族，

提示 VC 可能通过参与调节金属蛋白激酶的合成，

降低 EGF 与其受体的结合率，影响 EGF 对卵泡发

育的影响。另一方面在 Park 等的研究中表明 EGF
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信号途径可以促进颗粒细胞膜上 LH 受体的表达，

调节 LH 促有丝分裂的能力[25]；而 LH 可以促进颗

粒细胞和间质细胞产生妊娠素，研究表明持续增加

的妊娠素可以阻断颗粒细胞对 VC 的摄取[26]，因此

EGF 可能也通过旁分泌的作用间接影响 VC 的作用。 

有趣的是 VC 与 EGF、FSH 三者一起添加时，

VC 与 EGF 之间的相互抑制作用被消除，显示对卵

泡发育和生长的促进作用。其原因可能是由于 FSH

能够促进卵泡颗粒细胞与膜细胞的分化增殖，在增

殖过程中 MMP 的表达增强[24]，促进 EGF 受体在颗

粒细胞上的表达，发挥 EGF 的作用，促进颗粒细胞

有丝分裂和卵泡发育，Silva 等[3]的研究也表明联合

添加 EGF 与 FSH 可以促进原始卵泡的生长。在卵泡

细胞增殖和发育过程中需要大量的胶原来维持基底

膜完整，VC 可以促进胶原的合成[15]。而 FSH 与 VC

之间的关系在前面的讨论中已经表明它们之间是相

互促进的。FSH 与 VC 及 EGF 之间的这种正向调节

关系，可能使得 VC 与 EGF 之间的拮抗作用被抑制，

三者各自之间的作用都得到发挥，共同作用促进卵

泡的发育和生长。 

PCNA 是一种 37 kDa 的蛋白，在细胞周期 S 期

早期的细胞核中没有表达，而在 S 期后期主要在细

胞核中表达，与细胞核中 DNA 的合成密切相关。在

羊、人、鼠上的研究已经证实卵泡中颗粒细胞 PCNA

的表达可以作为颗粒细胞有丝分裂的可靠标记 [3]。

在本研究中，PCNA 分析结果表明 VC 与 EGF 拮抗

抑制卵泡发育和生长可能是通过抑制颗粒细胞增殖

而起作用的，而 FSH 可以消除它们之间的这种抑制

作用，并且能与它们共同作用显著增强颗粒细胞的

增殖活性。研究表明 FSH 可以通过旁分泌因子如

IGF-I 和激活素作用促进颗粒细胞增殖[20]，而 VC 能

够使颗粒细胞中 FSH 受体增多[15]。EGF 具有促进细

胞有丝分裂的作用，而 FSH 可以促进颗粒细胞 EGF

受体的表达，当它们与 VC 一起添加时，VC 加强

FSH 的作用，从而促进 EGF 对颗粒细胞的增殖作用，

使得颗粒细胞增殖效果优于其他组。 

利用电镜技术，可以对卵泡在体外发育中超微

结构的变化进行评估，更好地评定卵泡的体外发育

质量。在本研究中发现培养 12 d 后，参与 TEM 分

析的试验组中，只有 VC+EGF+FSH 组卵泡超微结构

几种重要的细胞器如线粒体、内质网、核等与正常

卵泡超微结构类似。但是在 VC+EGF 组和 MEM 组

中培养 12 d 后，虽然卵泡基本结构在形态上还保持

着完整，但是表现出更多的卵泡退化特征，这种表

现在 MEM 组中尤为明显。例如卵母细胞胞质中空

泡化极度增多，核形状不规则，核膜呈波浪起伏，

核中异染色质增加。胞质空泡化是卵母细胞、颗粒

细胞退化的标志，可能表示内质网膨胀或线粒体结

构的改变 [4]。在羊腔前卵泡中，线粒体肿胀、嵴消

失、内质网体积增大是卵泡退化的早期标志[27]。超

微结构的观察表明 VC+EGF 可以维持卵泡膜结构的

完整，但对卵泡内细胞器有损伤作用，如细胞器分

布不均匀，空泡化增多，表明卵母细胞休眠或即将

退化。光镜下评定卵泡的正常与否精确度较低，常

常只在膜结构和基本形态上判定，不能反映卵泡内

细胞器的变化，而这些变化有可能是卵泡退化的关

键标志，组织学中 VC+EGF 组中正常卵泡比例变化

明显，与电镜观察结果一致。 

总之，本研究结果表明 FSH 与 EGF 或 VC 共

同作用可以促进羊原始卵泡的激活和生长，VC 与

EGF 一起时则抑制卵泡的发育和生长，FSH 可以消

除这种抑制，且增强它们对细胞增殖活性的影响。

这些结果提示在培养体系中添加激素和生长因子

以外的其他物质，研究它们之间的相互影响，可以

为研究原始卵泡早期发生和开发支持原始卵泡发

育到卵母细胞成熟和受精的体外培养体系提供更

好的思路。 
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