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外源性黄体生成素对玻璃化冻存颗粒细胞的影响及机制研究
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［摘 要］　目的　观察外源性黄体生成素（LH）对玻璃化冻存颗粒细胞的影响及其作用机制。方法　取 4周龄青春期前小鼠

颗粒细胞，分为新鲜组（不进行玻璃化冻存）、玻璃化冻存组（按玻璃化冻存程序处理）和 LH 组（在玻璃化冻存组的基础上添加

0. 3 IU/mL LH干预）。进行颗粒细胞计数，采用Realtime PCR及Western blot检测各组 Foxl2、PI3K、AKT及mTOR mRNA和蛋白的表

达变化。结果　与玻璃化冻存组相比，LH组颗粒细胞总数显著增加（P<0. 05），Foxl2、PI3K、AKT、mTOR mRNA及蛋白的表达显著升

高（P<0. 05）。结论　外源性LH干预有利于冻存颗粒细胞的存活，其机制可能与激活PI3K/AKT/mTOR通路有关。
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Abstract: Objective　To investigate the effect of exogenous luteinizing hormone （LH） on vitrification granulosa cells and its mecha⁃
nisms. Methods　The granulosa cells of 4-week-old preadolescent mice were selected and divided into the fresh group （without vitrification 
procedure）， the vitrification group （treated according to vitrification procedure） and the LH group （treated with 0. 3 IU/L of LH intervention 
on the basis of the vitrification group）.  Granulocyte count was performed， and Realtime PCR and Western blot were used to detect the 
expression changes of Foxl2， PI3K， AKT and mTOR mRNAs and proteins in each group. Results　Compared with the vitrification group，
the total number of granulosa cells in the LH group was significantly increased （P<0. 05），and the expression of Foxl2，PI3K，AKT and 
mTOR mRNAs and proteins were elevated （P<0. 05）. Conclusion　The intevention of exogenous LH is beneficial for the survival of vitrifi⁃
cation granulosa cells， and the mechanism may be related to the activation of PI3K/AKT/mTOR pathway.
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对于没有合格卵子冻存的未成年或青年女性癌

症患者，在接受抗癌治疗前冻存卵巢组织，待放化疗

结束后将冻存卵巢组织回植，是保持生育力的唯一选

择[1]。卵巢在体外冷冻和储存过程中会受到缺血、缺

氧、冰晶形成等损伤，导致卵泡丢失、坏死、闭锁等。

颗粒细胞和卵母细胞在发育过程中功能协调统一，相

互补充[2-3]。促进颗粒细胞的存活是保证冻存卵泡生

长的前提。因此，本研究期望通过提高颗粒细胞的冷

冻效率，以提高卵泡存活率。既往研究显示，在卵巢

发育过程中，黄体生成素（luteinizing hormone，LH）能

促进卵泡生长发育[4]。同时，颗粒细胞凋亡是促进小

鼠卵巢卵泡闭锁的重要原因之一[5-6]，LH可通过抑制颗

粒细胞凋亡间接抑制卵泡闭锁，还可促进颗粒细胞表

达更多 LH 受体[7]，增加卵泡对 LH 的敏感性。玻璃化

冻存的优点是保护窦前卵泡，这与 LH 主要作用于窦

前卵泡的报道一致[8]。Foxl2在胎儿和新生儿卵巢颗粒

细胞中稳定表达。作为颗粒细胞的独特标记物，Foxl2
上调可有效保证颗粒细胞的旁分泌信号，维持滤泡膜

的稳定性，促进卵泡发育[9]。PI3K/AKT/mTOR通路[10-12]

与生殖内分泌密切相关，该通路的上调可有效促进颗
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粒细胞增殖分化，抑制颗粒细胞凋亡，是颗粒细胞协

调卵泡发育、促进冷冻卵巢功能血管重建的关键靶

点[13]。因此，本研究旨在探讨LH对冻存颗粒细胞的保

护作用，为未成年或青年女性癌症患者保存生育能力

提供实验室依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

60 只 4 周龄 C57BL/6 J 雌性小鼠购自内蒙古医科

大学实验动物中心[动物使用许可证号:SYXK(蒙)2020-

0006]。动物饲养在动物中心，于无菌、温度（24±2）℃
的环境中饲养，定期照明。小鼠可自由获得食物和

水。本研究经内蒙古医科大学医学伦理委员会批准

（批准号：YKD202404020）。

1. 2　分组

小鼠饲养 1周后，经CO2窒息法实施安乐死，背部

消毒，切开肋脊角迅速取出卵巢，随机分为 3组，每组

40只卵巢。新鲜组：新鲜卵巢组织取材后不进行玻璃

化冻存，直接取原代颗粒细胞；玻璃化冻存组：取卵巢

组织后按玻璃化冻存程序处理再取原代颗粒细胞，无

LH 干预；LH 组：取卵巢组织后按玻璃化冻存程序处

理，再取原代颗粒细胞，全程添加 0. 3 IU/mL LH干预。

各组经胶原酶、胰酶两步法消化卵巢组织，获得原代

颗粒细胞，过夜培养，然后分别进行：①颗粒细胞计

数；②提取总 RNA 进行 Realtime PCR；③提取总蛋白

完成Western blot检测。

1. 3　玻璃化冻存步骤

小鼠卵巢置于卵巢组织培养液 DMEM+F12（含

12%人血清白蛋白）在37 ℃ CO2培养箱中培养60 min，
预平衡 8 min，玻璃化液平衡 3. 5 min后置于液氮冷冻

过夜；解冻时，将冻存的卵巢组织依次浸入浓度梯度

递减的解冻液中 37 ℃洗脱玻璃化液，在 37 ℃ CO2培养

箱中培养120 min，完成冻存解冻程序。

1. 4　颗粒细胞体外培养

各组卵巢按分组要求处理后，将卵巢组织快速切

割分离，用口吸管获取卵丘-卵母细胞复合体，打入培

养液滴，再用 1 mL注射器针头划破卵泡膜释放颗粒细

胞，将颗粒细胞转入6孔板过夜培养。

1. 5　颗粒细胞计数

清理细胞计数板和盖玻片，去除纤维、指纹或水

印。用 0. 25% Trypsin消化颗粒细胞，适时终止。轻轻

打散细胞悬浮液，使细胞尽量分散为单个细胞，吸取

10 μL细胞悬液至计数板上样口，待细胞浸入计数池，

填满整个网格，静置后开始计数。细胞总数=每毫升

细胞个数×样品总体积×稀释倍数。

1. 6　Realtime PCR
Trizol 法提取各组颗粒细胞总 RNA，用分光光度

计测定 RNA 纯度和浓度。反转录合成 cDNA 第 1 链，

采用定量聚合酶链反应检测。引物由上海生物科技

有限公司合成（表 1）。以小鼠GAPDH为内参基因，与

目的基因平行扩增。取 1 μL cDNA，加入 TB Green 
premix Ex Taq Ⅱ5 μL、上游引物 0. 5 μL（10 mol/L）、下

游引物 0. 5 μL（10 mol/L），加 ddH2O至 10 μL。充分混

匀后按下列反应条件进行 PCR 反应：95 ℃ 5 s；
60 ℃ 30 s； 72 ℃ 30 s，共 40个循环。溶解曲线显示为

单一峰表示PCR反应特异性好，所有实验重复 3次，取

平均值。

1. 7　Western blot
　　提取各组颗粒细胞总蛋白，检测蛋白含量，并根

据浓度计算各组的上样量。蛋白变性后经 12% SDS-

PAGE分离，与下列一抗在 4 ℃下孵育过夜：兔抗Foxl2
多克隆抗体（稀释浓度为 1∶1 000，英国 Abcam）、PI3K
（稀释浓度为 1∶200，武汉三鹰）、AKT（稀释浓度为 1∶
5 000，武汉三鹰）、mTOR（稀释浓度为 1∶5 000，武汉三

鹰）。使用超敏ECL化学发光试剂盒（武汉三鹰）进行

检测。以GAPDH为内参，用 Image J软件分析结果。

1. 8　统计学分析

各组实验均重复 3 次。采用 SPSS 21. 0 软件进行

Fisher最小显著性差异检验，并进行方差齐性检验，数

据以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较采用单因素

方差分析，2组间比较采用 SNK法。以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　LH干预后冻存小鼠颗粒细胞的镜下观察

原代颗粒细胞培养结果显示，与玻璃化冻存组相

表1　Realtime PCR的引物序列

目的基因

Foxl2
PI3K
AKT
mTOR
GAPDH

引物序列

正向引物：5'-ACAACACCGGAGAAACCAGAC-3'
反向引物：5'-CGTAGAACGGGAACTTGGCTA-3'
正向引物：5'-ACACCACGGTTTGGACTATGG-3'
反向引物：5'-GGCTACAGTAGTGGGCTTGG-3'
正向引物：5'-ATGAACGACGTAGCCATTGTG-3'
反向引物：5'-TTGTAGCCAATAAAGGTGCCAT-3'
正向引物：5'-ACCGGCACACATTTGAAGAAG-3'
反向引物：5'-CTCGTTGAGGATCAGCAAGG-3'
正向引物：5'-GGCATTGTGGAAGGGCTC-3'
反向引物：5'-GACCTTGCCCACAGCCTT-3'
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比，LH组颗粒细胞贴壁生长好，形态好。颗粒细胞计

数结果显示，LH组、新鲜组、玻璃化冻存组贴壁细胞数

依次减少（P<0. 05）；玻璃化冻存组死亡颗粒细胞数显

著多于新鲜组和LH组（P<0. 05），LH组、新鲜组、玻璃化

冻存组颗粒细胞总数依次减少（P<0. 05），见表2、图1。
2. 2　LH干预后颗粒细胞特异因子Foxl2的表达

Realtime PCR 结果显示，3 组间比较，LH 组 Foxl2 
mRNA相对表达量最高（P<0. 05），玻璃化冻存组最低

（P<0. 05）。Western blot 结果显示，LH 组、新鲜组、玻

璃化冻存组 Foxl2 蛋白表达量依次降低（P<0. 05），

见图2。

2. 3　LH 干预后 PI3K/AKT/mTOR 通路 mRNA 和蛋白

的表达

LH 组的 PI3K、AKT、mTOR mRNA 和蛋白表达量

显著高于新鲜组和玻璃化冻存组（P<0. 05），见图3。
3　讨论

玻璃化冻存可以在高浓度冷冻保护剂的作用下

实现卵巢组织的快速冷冻，在一定程度上减少细胞凋

亡和冰晶形成等因素导致的卵泡丢失。然而，解冻后

失去的卵泡数量高达 60%[14-15]，因此，提高冷冻效率和

卵泡存活率仍然是一个巨大的挑战。由于颗粒细胞

的冻存效果直接影响卵泡的存活，为此我们完成卵巢

组织冻存后提取的颗粒细胞进行实验。有研究显示，

外源性 LH通过抑制颗粒细胞凋亡对冻存后卵泡形态

和数量的保护最为有效[16]。作为一种保护剂，LH可以

最大限度地减少颗粒细胞经玻璃化冻存后的凋亡细

胞数量；研究显示,体外 LH 干预在抗癌治疗后可使卵

巢卵泡数量显著增加[17]。
Foxl2在卵巢颗粒细胞中特异性表达，与卵泡发育

和颗粒细胞增殖密切相关[18]。Foxl2 是最早发现的维

持卵巢功能的常染色体基因之一，在维持卵巢颗粒细

胞功能，促进卵巢发育方面发挥重要作用[19]。本研究

结果显示，LH组Foxl2蛋白表达显著升高，原因是本研

究选择青春期前小鼠，虽然在青春期前阶段，LH与其

受体敏感性低，结合效率差，但此时性腺处于相对静

止状态，没有激素分泌，几乎无内源性激素干扰，使得

外源性 LH充分发挥作用，完成了对冻存损伤的抵抗。

Foxl2作为出生前后颗粒细胞长期稳定表达的特异性

蛋白，具有促血管生成作用，可改善血液灌注和代

谢[20]。同时，Foxl2的高表达抑制了卵泡腔内 caspase-3
的过度激活[21]，通过阻止凋亡程序的启动[22-23]，增强卵

巢膜细胞和颗粒细胞增殖[24-26]，促进卵泡的生长发育，

发挥对冻存卵泡的保护作用。

据报道，PI3K/AKT/mTOR通路在颗粒细胞能量代

谢中发挥积极作用，同时有效促进颗粒细胞增殖，抑

制细胞凋亡的发生[27]。本研究中，外源性LH干预能更

有效激活 PI3K/AKT/mTOR 通路，正向强化其作用，有

利于体外冻存颗粒细胞的存活。同时，与玻璃化冻存

组相比，LH 组可通过 PI3K/AKT/mTOR 通路对细胞死

表2　各组颗粒细胞计数（x̄±s）

组别

新鲜组

玻璃化冻存组

LH组

P

贴壁颗粒细胞

25. 09±0. 13
12. 34±0. 51*#

34. 65±1. 02*

<0. 001

死亡颗粒细胞

15. 01±0. 31
22. 13±0. 75*#

10. 37±0. 05
<0. 001

颗粒细胞总数

40. 10±1. 03
34. 47±0. 52*#

45. 02±0. 25*

0. 007
*：与新鲜组比较，P<0. 05；#：与LH组比较，P<0. 05

图1　各组原代颗粒细胞培养结果

a：Foxl2 mRNA；b：Foxl2蛋白　*：P<0.05
图2　LH干预后Foxl2 mRNA及蛋白表达
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亡发挥有效的抵抗作用，证实了PI3K/AKT/mTOR通路

作为与细胞增殖和凋亡相关的经典通路，在体外冻存

颗粒细胞的保存中发挥着关键作用[28]。
综上所述，LH对玻璃化冻存颗粒细胞具有较好的

保护作用，LH与其受体结合启动了促增殖、抗凋亡程

序，在血管重建、物质交换等方面发挥了多重协同作

用，表现为 LH组各项指标均优于新鲜组。外源性 LH
可促进 Foxl2 的表达，发挥对冻存颗粒细胞的保护作

用，是基于 PI3K/AKT/mTOR 通路实现的。虽然 LH 在

整个玻璃化冻存过程中对颗粒细胞的保护作用显著，

但 LH对不同来源颗粒细胞的保护作用需要进一步探

索，以优化玻璃化冻存的激素干预模式，提高冻存效

率，为需要进行卵巢组织冻存的患者带来新的希望。
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