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小鼠卵巢体外培养过程中 ＦＳＨ干预对 ＶＥＧＦ及其受体表达的影响
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［摘　要］　目的　通过小鼠卵巢体外培养过程添加促卵泡刺激素（ＦＳＨ）保护性干预，观察体外培养过程中 ＦＳＨ对血管内皮
生长因子（ＶＥＧＦ）及血管内皮生长因子受体２（ＶＥＧＦＲ２）表达的影响。方法　将９只４周龄 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雌性小鼠卵巢组织随机分
为新鲜对照组（ＣＧ组）、体外培养对照组（ＶＣＧ组）、０．３ＩＵ／ｍＬＦＳＨ干预体外培养组（ＩＧＦＳＨ组），通过免疫组织化学技术及实时
荧光定量ＰＣＲ技术观察并分析各组卵巢组织ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２表达情况。结果　ＩＧＦＳＨ组ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２蛋白及ｍＲＮＡ表达
量高于ＶＣＧ组及ＣＧ组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＩＧＦＳＨ组及 ＣＧ组 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量高于 ＶＣＧ组（Ｐ＜０．０５），但
ＩＧＦＳＨ组及ＣＧ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＧＦＳＨ组ＶＥＧＦＲ２ｍＲＮＡ表达量高于 ＣＧ组和 ＶＣＧ组（Ｐ＜０．０５）。结论
ＦＳＨ体外干预可有效促进ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２的表达，在小鼠卵巢组织体外培养过程中发挥积极作用。
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　　近年来，不孕不育患者比例呈逐年增高趋势［１］。

随着国家生育政策的开放，较多家庭选择生育二胎，有

生育需求的高龄产妇比例大幅增加。为此，辅助生殖

技术飞速发展，也推动了卵巢组织体外保存技术的发

展，但是卵巢组织在体外保存过程中，大量卵泡丢失、

死亡，或者出现空卵泡等卵巢早衰现象，为卵巢组织体

外保存技术带来了新的挑战。促卵泡刺激素（ｆｏｌｌｉｃｌｅ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，ＦＳＨ）能够促进卵泡的发育成
熟［２］，抑制颗粒细胞的凋亡，同时促进卵泡周围颗粒

细胞 ＶＥＧＦ及缝隙连接蛋白的表达，从而促进血管生
成、卵泡发育成熟［３］。研究显示，适当剂量的 ＦＳＨ体
外短暂干预新鲜卵巢组织可有效提高冻融卵巢卵泡的

存活率，并缩短冻融卵巢组织移植后血流重建时间，其

机制是上调了能加速血管新生以及血管重建的血管内

皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）
的表达［４］。血管内皮生长因子受体２（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＶＥＧＦＲ２）是ＶＥＧＦ调控
血管新生的主要酪氨酸激酶功能受体［５］，主要功能是

在各种病理、生理情况下介导新生血管的形成［６］，同

时其也是血管新生和有丝分裂过程主要的ＶＥＧＦ信号
转导受体。因此，本研究拟通过小鼠卵巢组织体外培

养过程中添加 ＦＳＨ的干预方式探究其在卵巢组织体
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外培养过程中是否可有效保护卵巢组织，以期为提高

辅助生殖技术成功率、促进卵巢组织体外培养技术发

展提供基础研究依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　以９只４周龄（处于青春期）
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（合格证号：０００６６４）雌性小鼠为研究对象，每日光
照１２ｈ，环境温度保持在２２～２４℃，自由饮水取食。
１．１．２　主要试剂　　ＦＳＨ：注射用重组人卵泡刺激素
（果纳芬）购自瑞士默克雪兰诺制药厂；白蛋白：人血

清白蛋白购自Ｓｉｇｍａ；一抗ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２（兔抗小
鼠多克隆抗体）购自 Ａｂｃａｍ；荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购
自北京全式金生物技术有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　液体的配制　　基液按ＤＭＥＭ∶Ｆ１２（１∶１）配制。
培养液含１２％人血清白蛋白，添加ＦＳＨ浓度为０．３ＩＵ／ｍＬ。
１．２．２　卵巢组织的获取　　颈椎脱臼处死小鼠，７５％
酒精消毒，在背部肾区切开皮肤及筋膜取出卵巢组织。

１．２．３　实验分组　　将９只小鼠卵巢组织剥去外膜，
随机分为３组，每组６枚。新鲜对照组（ＣＧ组）：提取卵
巢组织后直接固定或提取总 ＲＮＡ。体外培养对照组
（ＶＣＧ组）：提取卵巢组织后将其放入培养液于３７℃
ＣＯ２培养箱中培养６０ｍｉｎ，之后投入液氮冻存２４ｈ，解
冻过程为冻存组织依次浸入梯度递减的解冻液，组织解

冻完成再进行固定或提取总ＲＮＡ，冻存全程不添加ＦＳＨ
干预。ＦＳＨ干预体外培养组（ＩＧＦＳＨ组）：体外培养过
程添加０．３ＩＵ／ｍＬＦＳＨ，进行保护性干预。
１．２．４　免疫组织化学实验观察 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２表达
　　将卵巢组织以４％多聚甲醛固定２４ｈ，用多聚赖氨
酸处理后的载玻片制作石蜡切片（切片厚度５μｍ）。将
切片脱水，ＰＢＳ液冲洗３次，每次５ｍｉｎ，柠檬酸盐缓冲
液微波加热法进行抗原修复。后续３％Ｈ２Ｏ２３７℃避光
孵育１０ｍｉｎ，山羊血清（与二抗同源）３７℃封闭３０ｍｉｎ。
加一抗（ＶＥＧＦ稀释为１∶２００，ＶＥＧＦＲ２稀释为１∶１００）
４℃过夜。第２天，切片复温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗３次，
每次５ｍｉｎ，反应增强液３７℃孵育３０ｍｉｎ，二抗３７℃孵
育６０ｍｉｎ，ＤＡＢ（１∶５０）显色，镜下观察，ＰＢＳ终止反应，
封片。显微镜下观察 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２阳性表达情
况。采用ＤＰＣｔｒｏｌｌｅｒ３．１．１．２６７及 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０
软件拍照并按阳性表达的热区检测累积光密度值

（ＩＯＤ值）。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２
ｍＲＮＡ表达　　引物由上海生物工程有限公司合成，

ＶＥＧＦ上游引物：５′ＧＴＡＡＣＧＡＴＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＡＧＴ３′，
下 游 引 物：５′ＴＧＴＴＣＴＧＴＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＣ３′；
ＶＥＧＦＲ２上 游 引 物：５′ＡＣＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＡＣＣＡＡＴＣ
ＣＣＡ３′，下游引物：５′ＡＴＣＴＧＧＧＧＴＧＧＧＡＣＡＴＡＣＡＣ３′。
采用ＴＲＩＺＯＬ法提取小鼠总ＲＮＡ：将玻璃化冻融后的
小鼠卵巢组织迅速放入预冷的匀浆器中研磨，再转

入无 ＲＮＡ酶的１．５ｍＬＥＰ管中静置 ５ｍｉｎ；加入
２００μＬ氯仿震荡１５ｓ后于室温静置２ｍｉｎ，于４℃以
１２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心１５ｍｉｎ；取上层水相，移至另
１根１．５ｍＬＥＰ管中；加入５００ｍＬ异丙醇，颠倒混匀，
再于４℃以１２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心１０ｍｉｎ；晾干，加入
１ｍＬ冰预冷的７５％乙醇充分混匀洗涤，再于 ４℃以
７５００ｒ／ｍｉｎ转速离心 ５ｍｉｎ；晾干，溶于高压后的
ＤＥＰＣ水，－８０℃保存。检测 Ａ２６０：Ａ２８０的比值，确
定ＲＮＡ的纯度。逆转录 ｃＤＮＡ单链合成：加入２μＬ
ＴｏｔａｌＲＮＡ、１μＬＡｎｃｈｏｒｅｄＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１８Ｐｒｉｍｅｒ、１０μＬ
２×ＴＳＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ、１μＬＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＲＴ／ＲＩＥｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ、１μＬｇＤＮＡＲｅｍｏｖｅｒ、５μＬＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ、
２０μＬＴｏｔａｌ轻轻混匀，于４℃以１２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心
１ｍｉｎ；将样品置于ＰＣＲ扩增仪内进行反转录，反应条
件为：４２℃ ３０ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ，４℃再循环。经 ＰＣＲ
设定温度梯度，确定退火温度。反应条件：９５℃预变
性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸
５０ｓ，循环３０次；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃降温１０ｍｉｎ。
上机进行实时荧光定量ＰＣＲ检测。
１．３　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件，免疫组织化学技术及
实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果均采用单因素方差分析
检验，按α＝０．０５为检验水准，Ｐ＜０．０５表示差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＦＳＨ干预对ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２蛋白表达的影响
免疫组织化学结果显示，ＩＧＦＳＨ组中 ＶＥＧＦ及

ＶＥＧＦＲ２蛋白表达量均高于ＣＧ组和ＶＣＧ组，差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。
２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＦＳＨ干预后 ＶＥＧＦ及

ＶＥＧＦＲ２ｍＲＮＡ表达
实时荧光定量ＰＣＲ结果显示：ＩＧＦＳＨ组和ＣＧ组

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量显著高于 ＶＣＧ组（Ｐ＜０．０５），但
ＩＧＦＳＨ组 和 ＣＧ 组 比 较，差 异 无 统 计 学 意 义
（Ｐ＞０．０５），见图 ２ａ。ＩＧＦＳＨ组 ＶＥＧＦＲ２ｍＲＮＡ表
达量显著高于 ＣＧ组及 ＶＣＧ组（Ｐ＜０．０５），ＣＧ组与
ＶＣＧ组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图２ｂ。
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ａ：ＶＥＧＦ免疫组织化学结果及定量分析；ｂ：ＶＥＧＦＲ２免疫组织化学结果及定量分析　★：原始卵泡；■：初级卵泡；▲：次级卵泡；
：与ＣＧ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＶＣＧ组比较，Ｐ＜０．０５

图１　ＦＳＨ干预对体外保存卵巢组织ＶＥＧＦ及ＶＥＧＦＲ２蛋白表达的影响

ａ：ＶＥＧＦ；ｂ：ＶＥＧＦＲ２　：与 ＶＣＧ组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ＣＧ

组比较，Ｐ＜０．０５

图２　实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达结果

３　讨论

ＶＥＧＦ作为高度特异性的促血管内皮细胞生长因
子，具有增加血管通透性，促进血管内皮细胞迁移、增

殖和血管形成等重要作用［７］。而小鼠卵巢组织体外

培养过程中血管的通透性以及内皮细胞的迁移直接关

系到体外保存过程中卵泡的存活数量及质量［８］。

ＶＥＧＦ在发挥促进内皮细胞增殖作用时，主要由内皮
细胞表面的 ＶＥＧＦＲ２（即 ＶＥＧＦ受体）介导，ＶＥＧＦ与
ＶＥＧＦＲ２结合后引起自身及相关蛋白的磷酸化［９１０］，

从而启动细胞间信号转导以及信息传递，进而促进内

皮细胞的分裂增殖，对维持卵巢组织体外培养过程中

卵泡的正常生长发育有积极作用［１１］。ＦＳＨ作为辅助
生殖技术中应用广泛的药物之一，可对生殖细胞的发

育成熟以及卵巢组织的内分泌功能发挥积极作用［１２］。

本研究免疫组化实验表明，在卵巢组织体外培养

过程中添加 ＦＳＨ进行保护性干预可有效促进 ＶＥＧＦ
及ＶＥＧＦＲ２蛋白的表达，效果显著优于ＣＧ组和ＶＣＧ
组。ＦＳＨ在卵泡存活过程中发挥着重要作用，而
ＶＥＧＦ及其受体 ＶＥＧＦＲ２在 ＦＳＨ的促进作用下有效
结合，直接影响了卵巢间质细胞的血管重建与再生，为

体外培养过程中卵泡的存活提供了先决条件［１３］。本

研究实时荧光定量ＰＣＲ检测结果也证实，卵巢组织在
体外培养过程中经添加ＦＳＨ干预性保护作用后，增加
了 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２ｍＲＮＡ的表达，证明 ＶＥＧＦ及
ＶＥＧＦＲ２具有激素依赖性［１４］，且在 ＦＳＨ的刺激作用
下更有利于 ＶＥＧＦ与其受体 ＶＥＧＦＲ２结合充分发挥
作用。据报道，ＦＳＨ的干预是促进 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２
表达的重要因素，且ＶＥＧＦ及其受体ＶＥＧＦＲ２能够使
卵泡数量成倍增加，本实验证实了ＦＳＨ在卵巢组织体
外培养过程中起到了增加 ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ２表达及促
进两者结合的双重作用，在卵巢组织玻璃化冻存过程

中有效保护了卵巢卵泡的功能，为后期体外受精打下

坚实基础［１５１６］。

综上所述，小鼠卵巢组织体外培养过程中添加ＦＳＨ
进行干预性保护，可有效促进 ＶＥＧＦ及 ＶＥＧＦＲ２的表
达，保证体外培养过程中的卵泡数量，减少卵泡损失，为

辅助生殖技术的发展提供了实验室研究证据。
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１０１３．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－５２９３．２０１７．０８．０４２．

［１３］熊　露，刘　莉，胡雅君．ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ２及生殖激素在卵巢早

衰中的水平变化及临床意义［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０２０，

４１（６）：７４５－７４８．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－４１３０．２０２０．０６．０２８．

［１４］沈　澍，周晓燕，胡恒贵，等．血清ＩＮＨＢ、ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ、Ｅ２在多囊卵

巢综合征患者中的表达及临床意义［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１９，

４０（２）：１８１－１８３．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－４１３０．２０１９．０２．０１４．

［１５］颜　贝，单园园，蒲　静，等．小鼠卵巢玻璃化冻存中 ＦＳＨ干预对

移植卵巢 ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦＲ２表达的影响［Ｊ］．宁夏医科大学学

报，２０１４，３６（６）：６００－６０３．ｄｏｉ：１０．１６０５０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１６７４－６３０９．

２０１４．０６．０２４．

［１６］叶耀群．雌－孕激素序贯疗法对药物流产后出血患者卵巢功能和血

管生成调节因子的影响［Ｊ］．中国实用医药，２０１９，１４（１８）：４－６．

ｄｏｉ：１０．１４１６３／ｊ．ｃｎｋｉ．１１－５５４７／ｒ．２０１９．１８．００２．

（编辑：杨　颖）
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