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性成熟小鼠卵巢和性未成熟小鼠体外培养卵泡的雌激素受体 

仅、I3亚型表达的研究 

丘 彦，贺雪辉，王炼炼 

(重庆医科大学附属第一医院辅助生殖中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨小鼠体内成熟与卵泡体外培养两种情况下卵泡的雌激素受体 仅亚型和 B亚型的分布及表达。方法：采用 

兔抗小鼠ER仅、ER B多克隆抗体分别对性成熟小鼠卵巢和性未成熟小鼠窦前卵泡体外培养后免疫组化染色，检测雌激素受 

体两种亚型的分布，并对各级卵泡的染色强度进行定量分析。结果：性成熟小鼠卵巢的免疫组化染色显示膜细胞和间质细胞 

ER ot的染色阳性 ，ERB染色为阴性；原始卵泡的颗粒细胞 ERB、ER仅染色均为阴性 ，从初级卵泡开始至成熟卵泡的颗粒细 

胞 ER B的染色呈阳性，ER理染色为阴性。其中 ER p的表达水平在小窦状卵泡的颗粒细胞最高，大窦状卵泡的颗粒细胞染色 

次之，成熟卵泡的颗粒细胞染色下降。性成熟小鼠卵巢各级卵泡的颗粒细胞 ER B的免疫染色强度显示 ：除初级卵泡与小窦前 

卵泡之间颗粒细胞上的ER B染色无差异外 ，其余各组卵泡之间颗粒细胞上 ER B的染色强度都具有显著差异(P<O．O1)。各级 

卵泡的卵母细胞两种 ER亚型的染色都呈阳性。性未成熟小鼠各级卵泡的颗粒细胞、卵母细胞染色结果和染色强度定量分析结 

果分别同性成熟小鼠免疫组化染色和染色强度定量分析结果。结论：雌激素受体 B亚型在卵泡发育中起主要作用。体内成熟 

和体外培养两种情况下卵泡两种雌激素受体的表达相似。 
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The expression of estrogen receptor 0c(ER 0c)and estrogen receptor 13 

(ER 13)lnforms on follicular development and maturation of mice 
QIU Yah，et al 

(the Center of Assisted Reproduction，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the roles of estrogen receptor仅 (ER仅)and estrogen receptor B (ER B)Informs on follicular 

development and maturation of mice and to comprehend if there is difference between ER仅 and ER B in follicles at all stages 

between in vivo maturation and in vitro culture．So as to learn more about the basic study of in vitro mature of immture oocyte 

by detecting ER仅 and ER B expression in theca cells，interstitial ceils and follicles of different stages of ovary in mature 

mice，and by culturing preantral follicles of immature mice and detecting detecting ER and ER B Isoforms expression in cu— 

tured follicles．Method：Detect distribution of ER仅 and ER B Isoforms on the ovaries of mature mice and follicles from cultured 

preantral follicles of immature mice by immunohistochemistry with rabbit-anti—mouse polyclonal antibody of ER仅 and ER B， 

and quantitatively evaluate the staining intensity of follicles at different stages．Results：ovarian immunohistochemistry of mature 

mi ce showed that Positive ER仅 staining was found in thecal cells and stromal cells and no positive ER B staining in these 

two cells．ER仅 and ER p staining were both negative in granular cells of primordial follicle，ER B staining was positive in 

granular cells from primary up to preovulatory follicles，there was no positive staining of ER仅in granular cells of these follicles
． 

The most intense ER B staining was observed in granular ceils of small antral follicles，in big antral follicles ER B staining of 

granular cells was lower，and much more lower in granular cells of preovulatory follicles，quantitatively analysis of the ER B— 

staining intensity in gran ular cells of follicles at different stages showed that there was no significant difference in staining den— 

sity of granular cells between primary follicle and small preantral follicles，but there is significant difference between all other 

follicles(P<O．O1)．Th e gradation of ER B staining intensity of all follicles from strong to weak was small antral follicles，big antral 
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follic1es，preovulatory follicles，h preantral follicles，small preantral follicles．ER Ot and ER 13 staining were both positive in oocy【es· 

The immunostaining was the same in granulose cells and oocytes of follicles between mature and immature mice，as well as the 

I-esuIt of staining intensity of ER 13 quantitatively analysis in granular cells of follicles at different stages．Conclusion：The expres 

sion of ER fdnd ER 13 in follic1es of all stages was coincident between in vivo maturation and in vitro culture．ER p played 

a capital role on follicular development． 

【Key words】Estrogen receptor Ot；Estrogen receptor p；Follicular development；In vitro culture 

雌激素受体(Estrogen receptor，ER)有两种亚 

型，即 ERa和 ER[3，两种亚型在结构上高度同源 ， 

功能却存在很大的差异[,-31。本实验通过检测性成熟 

小鼠卵巢的膜细胞、间质细胞和各级卵泡 ERa、 

ER[3的表达情况，同时体外培养性未成熟小鼠窦前 

卵泡，检测其各级卵泡的 ERa和 ER[3的表达情况， 

探讨 ER两种亚型的分布与小鼠卵泡发育、成熟的 

关系，了解体内成熟与卵泡体外培养两种不同情况 

下卵泡的 ERa、ER[3的表达有无差异，为窦前卵泡 

的体外培养提供一种理论依据，加深对未成熟卵体 

外培养基础研究的认识。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物 

卵巢免疫组化采用20只 SPF级性成熟昆明小白鼠，6～8 

月龄，体重18～22g。窦前卵泡培养采用SPF级性未成熟昆明 

小白鼠，2周龄，在这个年龄阶段卵巢的卵泡以原始卵泡和 

含 l～2层颗粒细胞的早期窦前卵泡为主 。体重 8-12g。 

1．2 实验 方法 

1．2．1卵巢免疫组化 sP法 用 4％的多聚甲醇固定，石蜡包 

埋，切片(5 m)。脱蜡、水洗后用微波炉进行抗原修复，采用 

免疫组化 sP法分别进行 ER 和 ERB染色。用 DAB显色， 

苏木精复染。抗 ER Ot和 ERB多克隆抗体、均为北京博奥 

森生物有限公司产品。sP二抗试剂盒为晶美公司产品。免疫 

组化阳性结果的定性判断标准为[sl：阴性 ：无棕黄色颗粒沉着 

+性(弱阳性 )：每高倍镜视野 <l0％的细胞浆和细胞膜上出 

现棕黄色颗粒。++(中度阳性 )：每高倍镜视野 10％～60％的细 

胞浆和细胞膜上出现棕黄色颗粒。+++(强阳性 )：每高倍镜视 

野有 >6o％的细胞浆和细胞膜上出现棕黄色颗粒。++++(极 

强阳性)：每高倍镜视野有 100％的细胞浆和细胞膜上出现 

棕黄色颗粒。 

1．2．2光学显微镜下 HE染色切片测量卵泡的直径 随机分 

别抽取 40张 HE染色切片，根据 Emment61的方法分类分别测 

量 20个原始卵泡、初级卵泡、小窦前卵泡 、大窦前卵泡 、小窦 

状卵泡、大窦状卵泡、排卵前卵泡的直径。 

1．2-3卵泡培养 未成熟小鼠断颈处死后 ，迅速将卵巢移到 

培养基中，在解剖显微镜下分离卵泡，保持卵泡的结构完整。 

用 自制的玻璃吸管将卵泡转移到卵泡培养基中，用微滴培 

养方法【 培养。孵育的第 1天为d0天，以后依次为d1、d2等， 

共培养 16天。每天在倒置显微镜下观察，记录卵泡直径、基 

底膜、卵泡轮廓和卵母细胞形态，颗粒细胞增生 、窦形成、有 

无卵母细胞逸出。分别将此直径范围的 20～24个左右的各级 

卵泡用拉制的玻璃吸管自注入小鼠心室或者膀胱中，用细线 

将开口处扎紧、封闭。然后投入 4％的多聚甲醇固定、石蜡包 

埋 、连续切片。先挑取部分切片作 HE染色，在确定 HE染色 

的切片有卵泡 时，再将有卵泡的切片邻近的几张切片铺片， 

脱蜡后分别作 ER Ot、ER B染色。染色步骤除去0．01mol／L枸 

橼酸缓冲液加热进行热修复一步，其余同卵巢组织染色步 

骤。 

免疫组化结果的定量判断采用成都金盘电子科技大学 

多媒体技术有限公司生产的 GD一8型医学病理图像分析系 

统进行定量分析。从所有ER B免疫组化染色切片中随机选 

择 20张切片和所有窦前卵泡培养后的卵泡 ER B免疫组化 

染色切片中随机选择 10个初级卵泡 、小窦前卵泡 、大窦前卵 

泡、小窦状卵泡、大窦状卵泡 ，排卵前卵泡，在 ×400高倍视 

野作染色强度的定量分析。反应物的标记强度为面积积分光 

密度 (Area integral optical density，AIOD)，即积分光密度 

／ m 。免疫组化染色强度的大小和 AIOD值呈正比。 

1．2．4统计学处理 小鼠各级卵泡的直径及图像分析所得的 

AIOD值数据，用 SPSS10．0统计软件进行分析处理。计量资料 

用( ± )表示，性成熟各小鼠和性未成熟小鼠组内各级卵泡 

两两间的比较采用 Tukey—HSD法进行方差分析。检验水准 

Ot=0．05双侧。 

2 结 果 

2．1 各级卵泡的直径范围见表 1 

2．1．1免疫组化染色光学显微镜分析结果 

表 1 性成熟小鼠卵巢各级卵泡的直径( ) 
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3 讨 论 

本研究发现原始卵泡的颗粒细胞无 ER13阳性 

染色，从初级卵泡开始出现阳性染色，而原始卵泡 

和初级卵泡的卵母细胞 ER0【、B的染色都呈阳性。 

BrittIs]等研究 ArKO小鼠发现 E 有控制卵母细胞直 

径和原始卵泡池的作用。以上结果提示 ER0【、ER13 

在介导原始卵泡向初级卵泡转化的过程可能都起 

到了一定作用，它们可能共同参与了介导 E控制原 

始卵泡池的作用。本实验还发现颗粒细胞上 ER13 

的表达水平在小窦状卵泡阶段表达最高、排卵前卵 

泡、成熟卵泡颗粒细胞表达较高，而 ER0【在颗粒细 

胞无表达提示 ER13在窦状卵泡的发育中起了重要 

的作用。Emmen【61等研究了ER亚型在卵泡生长和排 

卵中的作用 ，发现 13ERKO小鼠大窦状卵泡和黄体 

的数量减少，闭锁窦状卵泡的数量增加。体外培养 

这三种卵泡，发现 c~ERKO卵泡的生长和野生型小 

鼠相似，但是合成雌激素的能力增加，而 13ERKO小 

鼠明显缺乏早期窦状卵泡到大窦状卵泡的过程 ，雌 

激素的分泌减少，排卵减少，与卵泡成熟的相关基 

因 Cypl9mRNA表达水平降低，HCG干预后排卵相 

关基因 Lhcgr和 Ptgs2mRNA表达水平降低。提示 

ER13而不是 ERa在卵泡发育 中起到了直接作用 ， 

它促进小窦状卵泡向成熟卵泡转变的过程。本研究 

发现排卵前卵泡颗粒细胞上 ER13表达降低，与前人 

的研究结果一致 [91，LH和 HCG在体内外都证实选 

择性降低排卵前卵泡颗粒细胞 ER13mRNA的水平。 

排卵前卵泡颗粒细胞上 ER13水平降低的作用还不 

清楚，它可能与调节 B一微管蛋白和组胺 mRNA的 

稳定性有关i 01。因此，促l生腺激素对排卵前卵泡 ER13 

的调节对维持排卵前卵泡的正常功能起到了重要 

的作用。 

Tommie等报道在 20周的胎Jkfl~巢卵子的胞浆 

都可以检测到 ERa和 ER13蛋白的表达[HI，与本实 

验的结果一致。而此前有多个研究者认为 E与正常 

的卵子成熟有关系 31，这些结果提示 ER0c、ERI3共 

同介导了 E对卵母细胞成熟的作用，卵丘细胞上 

ER受体的表达也提示E对卵子有一个旁分泌的效 

果。 

本研究结果显示 ，除了原始卵泡外，生长卵泡 

的各阶段，从初级卵泡开始，小窦状卵泡、大窦状卵 

泡、成熟卵泡的颗粒细胞 ER13染色都呈阳性。提示 

ER13可能参与了雌激素促进卵泡生长和发育的过 

程。C0use jFll41的研究表明ER13而不是 ERct在促性 

腺激素介导的颗粒细胞的分化过程中起到了重要 

的作用，它对 LH介导的排卵反应是必需的。实验发 

现在性成熟小鼠的卵泡膜细胞和间质细胞 ERa染 

色呈阳性。雌激素的分泌是膜细胞和颗粒细胞在 

FSH和 LH共同作用下完成的，膜细胞和颗粒细胞 

的协调作用对维持正常的卵巢功能很重要。ERa在 

各级卵泡颗粒细胞上无表达，其他学者【，51也发现卵 

泡颗粒细胞上 ERa的表达少或无，但是它对卵泡的 

发育和排卵也是必不可少的。 
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群中发现血脂紊乱，提示早在糖尿病前期阶段就已 

存在脂毒性对胰岛 13细胞的损害作用。 

3．3 血糖代谢异常与年龄 ，性别，BMI，血压，血脂 

代谢异常关系 

本研究表明年龄 、体重指数、以及收缩压和血 

脂的异常对血糖异常发病均有影响。在陈良昆等所 

做的一项血糖调查报告中显示 ，平均年龄 、体重指 

数以及高血压患病率的增高伴随糖代谢异常的发 

生显著增加。周晓鸥，高平进等通过对尚未出现糖 

代谢异常的原发l生高血压患者进行随访调查【llJ，发现 

在 3年的随访期间，新诊断的糖尿病和新增糖耐量 

异常远远高于一般人群，同时存在不同程度的血脂 

紊乱。这说明高血压进一步加速了糖代谢向异常转 

变的时程和代谢综合征的发生，年龄增长和肥胖两 

个风险因素可增加 DM 患病风险。 

3．4 血糖代谢异常防治展望 

目前已得到共识，IFG是心血管疾病 (CVD)的 

独立危险因素，糖代谢异常的冠心病患者冠状动脉 

病变严重。G．T．一C．Ko研究表明 ，在中国2型糖尿 

病患者中，控制血压和 BMI是预防糖代谢异常及其 

所引起的心血管疾病，降低其死亡率的关键。这提示 

我们应该实施对全体人群的血糖监控，实行定期体 

检以提高糖代谢异常的知晓率。通过给予相关的健 

康教育和饮食及生活方式指导，控制血压、血脂等与 

糖代谢异常相关的多个因素对代谢综合征进行早期 

预防，结合对慢性病进行综合防治，将使我国糖尿病 

和心脑血管疾病的防治步人一个崭新的阶段。 
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