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① 表皮生长因子对胎鼠卵巢卵泡体外发育
和类固醇激素分泌的影响①
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摘　要　表皮生长因子 (EGF)是参与卵巢功能调节的一个重要肽类因子。关于 EGF 对小鼠胚胎期卵巢卵泡

发育和类固醇激素发生的作用至今未见报道。本研究以单个卵巢的总卵泡数、生长卵泡数和 5个最大卵母细

胞的平均直径为卵泡发育优劣的衡量指标,利用我们早期研究建立的无血清培养体系研究了 EGF 对胎鼠卵

巢卵泡发育和类固醇激素分泌的作用。结果发现: ①EGF 处理组胎鼠卵巢总卵泡数、生长卵泡数和卵巢内 5

个最大卵母细胞平均直径从培养第 7天起即显著高于 IT S 对照组直至培养结束; ②EGF 在培养后期显著促

进胎鼠卵巢分泌睾酮,但对雌二醇的基础分泌无影响;③EGF 处理组胎鼠卵巢在培养过程的后期引起贴壁的

卵巢边缘脱离培养板底壁发生卷边现象,丧失卵母细胞皮质2髓质生长模式。结果提示: EGF 在胎鼠卵巢原始

卵泡生长起始中起重要作用; 同时 EGF 促进胎鼠卵巢小腔前卵泡ö卵母细胞进一步生长、发育和体外存活;

EGF 促卵泡发育作用与雌二醇的作用无关。
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Abstract　Ep iderm al Grow th Facto r (EGF ) is an impo rtan t ovarian pep t ide, w h ich invo lve

the regu la t ion of ovarian funct ion. V ery few info rm at ion s w ere repo rted on the act ivity of

EGF in regu la t ing fo llicle developm en t and stero idogenesis of feta l ovary. T he p resen t

experim en t w as conducted to evaluate the funct ion of EGF on the fo llicu lar developm en t and

stero idogenesis of mou se feta l ovary u sing a serum 2free cu ltu re model estab lished in ou r

p relim inary w o rk. T he average num bers of a ll oocytes and the grow ing oocyte per2ovary and

the average diam eter of the five largest grow ing oocytes w ere app iled as the index of

fo llicu lar developm en t in the p resen t experim en t. T he resu lts revealed that: ①T he grow th

and su rvives of feta l ovarian fo llicle in EGF group w as sign if ican t ly p rio r to that in IT S

con tro l group th roughou t the cu ltu re period. ②EGF enhanced the secret ion of testo sterone

after 13 days cu ltu re, bu t had no effects on the secret ion of est rodia l. ③T he co rtex2m edu lla

grow th pat tern of oocytes in som e EGF2t rea ted mou se feta l ovaries w as lo st becau se of the
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detach ing of the in2vit ro cu ltu red ovarian co rtex from the dish bo t tom. T he resu lts suggested

that: EGF p lays an impo rtan t ro le in the in it ia t ion of mou se feta l ovarian p rimo rdia l

fo llicles. EGF p romo tes the grow th and developm en t of feta l ovarian fo llicle w ithou t the

coopera t ion of est rodia l in v itro.

Key words　mou se; feta l ovary; fo llicu lar developm en t; stero id; ep iderm al grow th facto r

(EGF)

卵巢是一个复杂的生殖内分泌器官。下丘脑、垂体分泌的许多激素对卵巢功能均有重要的

调节作用。同时卵巢内局部产生的一些肽类因子也可通过自分泌或旁分泌途径影响卵巢功

能[1 ]。胚胎期小鼠下丘脑2垂体轴功能的出现先于卵巢获得对促性腺激素的反应性[2 ]。此时胎

鼠虽然循环血液中存在高水平的促性腺激素[3 ] ,但其卵巢活动如原始卵泡形成和生长起始等

并不受促性腺激素的影响[4 ]。目前调节胚胎期卵巢内原始卵泡形成及其生长起始的生理机制

仍未阐明。卵巢内局部产生的一些旁分泌和自分泌因素可能参与调节上述过程。EGF 是参与

卵巢功能调节的一个重要肽类因子。在卵巢局部EGF 参与调节猪[5 ]、仓鼠[6 ]、小鼠[7 ]和牛[8 ]等

的初级卵泡、次级卵泡颗粒细胞的增殖活动。关于 EGF 对小鼠胚胎期卵巢卵泡发育和类固醇

激素分泌的作用至今未见报道。我们早期研究已经建立了一个适于胎鼠卵巢卵泡体外生长发

育的无血清培养体系[9 ]。本试验利用该培养体系研究EGF 对胎鼠卵巢卵泡发育和类固醇激素

分泌的作用。

1　材料与方法

1. 1　试剂

HAM ’SöF12和低糖DM EM 培养基为H YCLON E 公司产品。人表皮生长因子 (hEGF) ,

胎牛血清 (FBS) , IT S (含胰岛素 5 ΛgõmL - 1、转铁蛋白 5 ΛgõmL - 1、亚硒盐 30 nmo lõL - 1,胎球

蛋白,牛血清白蛋白V 片段 (BSA ) ,谷氨酰胺,青霉素和链霉素等均购自 S IGM A 公司。雌二

醇、睾酮放射免疫分析试剂盒购自中国原子能科学研究院。24孔培养板为 EV ER GR EEN 公

司产品。

1. 2　实验动物

6～ 7周龄的性成熟雌性昆明白小鼠,体重 35 g 左右,购自中国科学院遗传所实验动物中

心。在通风、每天光照 (白炽灯补光) 14 h、自由采食饮水的条件下饲喂。当日下午 17时以雌雄

2∶1 比例合笼,于次日上午 8 时观察到阴道栓的记为妊娠 0 d 母鼠。昆明白小鼠妊娠期为

20 d, 出生当日为新生 1 d。

1. 3　胎鼠卵巢的获取

母鼠妊娠 13 d 的当日上午 8时,以颈椎脱臼法处死小鼠,取出胎鼠,置于 4℃无菌生理盐

水,再在体视解剖镜下用 5号针头依据雌雄性腺形态学差异分离得到完整的不含任何中肾组

织的胎鼠卵巢。

1. 4　卵巢培养

胎鼠卵巢用 24 孔培养板培养, 每孔一个卵巢, 含 400 ΛL FBS 培养液。此培养液由

HAM ’SöF12 和低糖DM EM 以 1∶1 比例混合而成 (基础培养液) , 含 FBS 2%、谷氨酰胺
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2 mmo lõL - 1、青霉素 100 IUõmL - 1和链霉素 100 IUõmL - 1。在 37℃、CO 25%、空气 95%、饱和

湿度的条件下贴壁培养 5 d。贴壁良好的胎鼠卵巢用基础培养液清洗 4次后用 400 ΛL IT S培

养液 (基础培养液添加 IT S、BSA 3 m gõmL - 1、胎球蛋白 0. 25 m gõmL - 1、谷氨酰胺 2 mmo lõ

L - 1、青霉素 100 IUõmL - 1和链霉素 100 IUõmL - 1)和 EGF + IT S 培养液 ( IT S 培养液添加

hEGF 10 ngõmL - 1)继续培养 10 d,并每 2 d 更换 1次培养液。培养液收集后- 20℃冻存备用。

1. 5　卵母细胞记数和直径测量

5 d 贴壁培养后每 2 d 对显微镜下观察到的全部卵泡ö卵母细胞和生长卵泡ö卵母细胞 (卵

母细胞直径≥25 Λm )计数 1次。并同时利用目镜标尺测量卵巢中 5个最大卵母细胞的直径。

1. 6　培养液中雌二醇和睾酮含量的测定

将收集的培养液按不同处理每 4孔合并成 1个测量单元,并将其浓缩至药盒要求体积,分

别测量培养液中雌二醇和睾酮的含量。

1. 7　数据统计

试验结果采用 Studen t’s2t检验进行统计分析。结果以平均值±标准误 (SEM )方式来表

示。P < 0. 05为差异显著。试验至少重复 3次。

2　结果与结论

2. 1　EGF促进胎鼠卵巢卵泡体外起始生长、发育和存活　

实验依据Byskov 等[10 ]报道的以单个卵巢的总卵泡数、生长卵泡数和 5个最大卵母细胞的平

均直径为卵泡发育优劣的衡量指标。EGF 对胎鼠卵巢体外培养时卵泡生长发育的作用见图 1。

3 P < 0105, 3 3 3 P < 01005

图 1　EGF 对小鼠胚胎卵巢卵泡体外发育的影响

胎鼠卵巢体外培养时 EGF 处理组总卵泡数、生长卵泡数和卵巢内 5个最大卵母细胞的平

均直径均显著高于 IT S 对照组 (P < 0. 05～ 0. 005) ,培养 11 d 时总卵泡数分别为 653±33 和

431±35; 生长卵泡数分别为 201±16 和 24±5; 卵巢内 5 个最大卵母细胞平均直径分别为

(44. 5±0. 45) Λm 和 (32. 5±0. 6) Λm。到培养 15 d 时 EGF 处理组卵巢内 5个最大卵母细胞平
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均直径已达 (52. 6±0. 4) Λm。可见 EGF 对胎鼠卵巢小腔前卵泡体外存活、起始生长及随后发

育有显著的促进作用。

2. 2　EGF促进胎鼠卵巢结缔组织细胞增殖、游离

胎鼠卵巢体外培养后期 EGF 促进维系卵巢结构的结缔组织细胞迅速增殖,并向卵巢周围

游离,造成完整的卵巢结构被破坏。随着体外培养的继续,越来越多卵巢在贴壁培养一段时间

后发生卷边,丧失卵母细胞皮质2髓质生长模式,形成一个类似体内卵巢的组织块 (图 2)。如培

养第 9天时约有 14%的胎鼠卵巢发生卷边,到培养 15 d 时发生卷边的卵巢已达 68%。发生卷

边的卵巢虽然仍含有大量卵母细胞,但在我们采用的培养体系中已无法继续观察其生长发育

的动态进程。可见,利用我们早期研究建立的无血清培养体系添加 EGF 培养胎鼠卵巢不能维

持其在体外长期单层贴壁培养。发生卷边的胎鼠卵巢重新形成一个类似卵巢的组织块,可能

EGF 有促进贴壁的胎鼠卵巢体外重新恢复立体结构的作用。

图 2　EGF 处理组小鼠胚胎卵巢体外培养过程中的形态学变化

A 表示体外培养 13 d时保持卵母细胞皮质2髓质生长模式的卵巢 (×36) ;

B 表示培养 13 d时部分发生卷边的胚胎卵巢,箭头所示为胚胎卵巢一侧皮质层已发生卷边 (×90)。

2. 3　EGF在培养后期促进胎鼠卵巢分泌睾酮

3 P < 0. 05　　3 3 P < 0. 01　　3 3 3 P < 0. 005

图 3　EGF 对小鼠胚胎卵巢分泌睾酮的影响

EGF 促进胎鼠卵巢结缔组织细胞增殖,

最终导致卵巢发生卷边形成类似体内卵巢的

组织块。由于发生卷边的胎鼠卵巢内仍含有大

量卵泡,可能仍具有分泌类固醇激素功能。因

此在本实验 EGF 处理组胎鼠卵巢体外继续培

养至第 17 天,此时发生卷边的许多胎鼠卵巢

因脱离培养板底壁而悬浮于培养液中已无法

继续培养。实验发现 EGF 处理组胎鼠卵巢在

培养早期睾酮分泌量较低,和 IT S对照组无显

著差异。从培养第 13天起 EGF 处理组胎鼠卵

巢睾酮分泌量开始显著增加 (P < 0. 05) ,直至

培养结束 (图 3)。EGF 处理组和 IT S对照组胎
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鼠卵巢在整个培养过程均检测不到雌二醇。

3　讨论

近年来卵巢内产生的一些肽类因子如干细胞因子受体 (c2K it)、抗缪勒氏管激素 (AM H )

被证实参与调节原始卵泡的生长起始过程[11～ 13 ]。EGF 是参与卵巢功能调节的一个重要肽类

因子[1 ]。我们利用胎鼠卵巢体外无血清培养技术研究发现EGF 促进胎鼠卵巢原始卵泡起始生

长。据报道 EGF 可促进静息细胞表达增殖细胞核抗原 (PCNA ) [14 ] ,进而由 PCNA 引起细胞周

期改变,促进细胞增殖。EGF 可能通过促进胎鼠卵巢原始卵泡前体颗粒细胞表达PCNA ,进而

促进其变大并增殖,导致原始卵泡进入生长相。最近在体内和体外实验也已证实 EGF 在新生

大鼠卵巢原始卵泡生长起始过程中起重要作用[15 ]。原始卵泡起始生长后, EGF 对随后的腔前

卵泡卵母细胞的体外生长发育也有显著的促进作用。EGF 是卵泡颗粒细胞的有丝分裂原,可

促进颗粒细胞大量增殖。卵母细胞的生长发育依赖于其外周包裹的颗粒细胞,其生长率与相偶

联的颗粒细胞的数量成正比。EGF 可能通过促进颗粒细胞增殖,并有效地维持卵母细胞和颗

粒细胞间的功能性偶联,进而显著促进卵泡卵母细胞的生长发育。本研究中观察到 EGF 在促

进卵泡生长发育的同时,也造成培养的卵巢边缘发生脱离培养板底的现象,原因可能是EGF

可促进维系卵巢结构的结缔组织细胞迅速增殖,并向卵巢周围游离,造成完整的卵巢结构被破

坏。另外由于结缔组织细胞在 EGF 的作用下持续处于分裂增殖相,其分泌细胞外基质的活动

相应被削弱,胎鼠卵巢内许多利于其贴壁的细胞外基质成分含量降低,导致胎鼠卵巢在培养进

程中不断发生卷边现象。

卵泡在发育进程中分泌类固醇激素的活动与次级卵泡形成膜层细胞并增殖分化密切相

关[16 ]。随着胎鼠卵巢内大量卵泡生长发育至次级卵泡阶段,在EGF 的作用下卵泡细胞分泌睾

酮的水平在培养后期显著升高,但 EGF 并不能增加胎鼠卵巢雌二醇的基础分泌。EGF 在促进

胎鼠卵巢卵泡发育的同时,对睾酮和雌二醇的分泌却显现不同的调节作用。许多研究已证实

EGF 可抑制 FSH 或L H öhCG 诱导的 P450芳香化酶活性和雌二醇的生成[7, 17 ]。我们的研究结

果进一步证实 EGF 促卵泡发育作用可能不需要雌激素的协同[7 ] ,而雄激素在卵泡发育过程中

可能起一定作用[18～ 20 ]。
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