
骨形态发生蛋白 7在兔卵巢中的表达分析

李 � 霖, 尹 � 萍, 季金强, 丁家桐

(扬州大学动物科学与技术学院,江苏 扬州 225009)

[摘要 ] � 为探讨 BM P7蛋白在卵泡发育、黄体化和排卵过程中的作用, 本研究采用免疫组织化学方法检测了

BM P7在兔卵巢中的表达定位情况.结果显示, BM P7蛋白在兔卵巢原始卵泡和初级卵泡中未检测到表达; 在次

级卵泡卵母细胞及有腔卵泡的各种细胞中都有表达, 但只在部分内膜细胞中表达;在间质细胞、黄体及表面上皮

中也有表达.由此表明, BM P7没有参与兔原始卵泡的激活, 而在初级 /次级卵泡转化以及其后的卵泡成熟过程中

发挥了作用; BMP7不仅是卵泡内膜细胞分泌因子 ,而且也是卵母细胞和颗粒细胞分泌因子. 对 BMP7的表达来

说卵泡内膜细胞存在功能性差异. BMP7可能参与了兔黄体、排卵等活动的调节.
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Abstract: To discuss the ac tions of bonem o rphogenetic prote in 7 ( BMP7) in the process o f fo llicu lar deve lopm ent, lu-

te in ization and ovu lateon, w e exam ined the localization of BMP7 prote in in the rabbit ov ary using imm unohistochem ica l

m e thod. The results showed that BMP7 pro te in w as no t expressed in pr imo rdia l or prim ary fo llic les. Instead, it w as

found in both oocytes o f secondary fo llic les and all ce lls of antral fo llic les. It was a lso detected in interstitia l ce lls, corpo-

ra lutea and ovarian surface epithelia l cells. These suggested tha t BMP7 did not take pa rt in the activation of a do rm ant

prim ord ial follic le, but p layed a ro le in the pr im ary / secondary transition and in the fo llow ing m atura tion o f fo llic les. Be-

sides, BM P7 w as not only the cytokine of theca inte rna ce lls but a lso tha t o f oocytes and granulosa cells, BMP7m ight a-l

so partic ipate in the regulatory activ ities o f co rpora lutea, ovulation, e tc.

Keyw ords: rabbit, bone m orphogene tic pro te in7( BMP7), ov ary, imm unoh istochem istry
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� � 随着生殖技术的发展,人们对卵巢卵泡发育的调节机制的认识不断深入, 传统的下丘脑 -垂体 -卵巢

轴, 已不再是卵巢功能唯一的调节因素.研究表明,在卵巢局部还存在一个多因子调节系统或网络.它们通

过自分泌或旁分泌的方式调控卵泡的发生发育, 影响优势卵泡的选择以及闭锁卵泡的形成等. Shim asak

等
[ 1]
首次报道,哺乳动物卵巢中存在功能性骨形态发生蛋白 ( bone morphogenet ic protein system, BMPs). 研

究显示,哺乳动物卵泡发生和发育伴随着 BMPs的组织特异性表达, 并且具有物种差异性
[ 2]
. BMP7是

BMPs重要成员之一, E rickson等
[ 3]
、Lee等

[ 4]
、Fateh i

[ 5 ]
、Abir等

[ 6 ]
和 Jenn ifer等

[ 7]
分别对其在大鼠、牛、人、

绵羊卵巢中的定位及其作用进行了研究, 而对兔的研究尚未见报道. 本实验用免疫组化方法对兔卵巢中

BMP7蛋白进行定位研究,以探索它在兔卵巢中的表达模式,揭示其在卵母细胞成熟和卵泡发育以及黄体

化和排卵过程中的作用.
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1� 材料与方法

1�1� 材料
1�1. 1� 实验动物
� � 试验用 5月龄新西兰大白兔, 购自南京市金陵种兔场.

1�1�2� 主要试剂
一抗: BM P15, 即用型 SABC(过氧化物酶 )试剂盒: 5% BSA封闭液、生物素标记的单克隆小鼠抗兔 IgG

及 SABC, DAB显色试剂盒 (AR1022) ,苏木素,多聚赖氨酸均购自武汉博士德 ( Boster)生物工程有限公司.

1�1�3� 主要仪器
Le ica CM 1100冰冻切片机 (上海莱卡公司 )、海尔冰箱.

1�2� 方法
1�2�1� 兔卵巢组织的获取及制片
� � 取兔的新鲜卵巢组织,分离其周围的脂肪组织,用 PBS溶液洗涤 3~ 5次,用 OCT包埋,置于 - 20� 冰

冻切片机中 20m in, 然后对组织进行连续切片,厚度为 4~ 8 �m.

1�2�2� 免疫组织化学方法
将切片于超净台中放置约 15m in,吹干后放入 4%多聚甲醛中固定 1h,放入 30% H 2O2 1份 +纯甲醇

50份 (体积比 )的混合液中, 封闭内源性过氧化物酶活性; 5% BSA封闭液,室温 20m in;加 BMP15抗体 ( 1�
300), 4� 孵育过夜;生物素标记小鼠抗兔 IgG, 37� 孵育 20m in; 滴加 SABC后进行 DAB显色,苏木素轻度

复染,显微镜观察. 阴性对照组采用 PBS替代一抗,其余步骤相同.

2� 判断标准

免疫组化检测阳性信号为棕黄色着色, 其着色明显高于背景, 根据着色深浅分级: 强阳性: 深棕色;

中度阳性: 棕黄色; 弱阳性: 浅棕或浅黄色; 阴性: 无色, 背景清洁.

3� 结果

免疫组化结果显示:在兔卵巢原始卵泡 (图 A)和初级卵泡 (图 B )中都没有检测到 BMP7蛋白;在不同

大小次级卵泡 (图 C- 1, C- 2)卵母细胞中都检测到 BMP7蛋白的强阳性信号,在卵泡膜中少数细胞也有

弱阳性信号,在颗粒细胞中没有检测到阳性信号, 但是在颗粒细胞的间隙有弱的阳性着色; 在有腔卵泡

(图 D )的卵丘细胞和内部壁层颗粒细胞及卵泡液中都有 BMP7蛋白的强阳性信号, 卵泡内膜细胞的部分

细胞群 (图 E )检测到中度阳性信号,而卵母细胞中的信号非常微弱, 但是透明带中的信号呈强阳性;在卵

巢基质 (图 F)中具有广泛的强阳性信号,主要存在于间质细胞和血管壁; 另外 BMP7蛋白在卵巢黄体 (图

G)及卵巢上皮细胞 (图 H )中也有强阳性着色.

4� 讨论

卵巢卵泡发生包括一系列连续的步骤, 其主要步骤包括原始 /初级卵泡转化, 初级 /次级卵泡转化, 优

势卵泡选择和闭锁.卵泡发生的首要标志是静止的原始卵泡被激活, 此后即为原始 /初级卵泡转化
[ 8]
. 原

始卵泡被激活的首要症状是,颗粒细胞由扁平状变成立方状.当此过程发生时,颗粒细胞开始增殖,卵泡开

始生长.而初级 /次级卵泡转化的主要事件则是复层颗粒细胞的发育.卵巢上卵泡数量很多,一般只有优势

卵泡发育成熟,而绝大多数卵泡因闭锁而死亡.有丝分裂迅速停止, 颗粒细胞凋亡的开始是卵泡闭锁的标

志
[ 9]
. 有证据表明, BMPs参与了卵泡发生过程, BM P7作为重要成员之一亦发挥了重要作用

[ 2]
.

Sh imaSak等
[ 1]
利用生长在无血清培养基的颗粒细胞的初级培养物,发现重组 BMP7能够调节 FSH信

号, 在某种程度上促进雌二醇的产生,而抑制孕酮的生物合成,其生物活性与人们长期以来渴望寻找的黄

体化抑制因子相一致. Lee等
[ 4 ]
研究表明,小鼠颗粒细胞中, BM P7增进被 FSH诱导的 P450芳香化酶 mR-

NA的表达,而抑制被 FSH诱导的类固醇合成的强烈调控蛋白 ( StAR) . BMP7对 FSH依赖的雌二醇和孕酮

生成的特异调控能力在于所起的媒介作用,即通过 P450芳香化酶和 StAR的特异表达而起作用.并且通
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过将 BMP7注射到小鼠卵巢囊,发现 BMP7能够促进原始卵泡向生长卵泡的募集; E rickson等
[ 3]
报道, 大

鼠卵泡膜细胞、次级间质细胞产生的 BMP7能够刺激大鼠颗粒细胞 DNA的合成,具有促进颗粒细胞增殖,

抑制凋亡的能力. BM P7具有促进颗粒细胞增殖,抑制凋亡以及促进雌二醇的产生, 而抑制孕酮的生物合

成的能力,揭示了一种通过 BMP7促进原始 /初级卵泡转化以及初级 /次级卵泡转化的可能机制, 可以部分

解释其促进卵泡成熟、抑制过早黄体化的机制.

本研究通过免疫组化显示, BMP7蛋白在兔卵巢原始卵泡和初级卵泡中都没有表达, 而在次级卵泡和

有腔卵泡都具有较强的表达. 提示 BMP7没有参与兔原始卵泡的激活, 而在初级 /次级卵泡转化以及随后

的卵泡成熟过程中发挥了作用.这与 Lee等
[ 4]

BMP7能够激活大鼠卵巢原始卵泡的研究结果不同. 尤其值

得注意的是, BM P7在兔卵泡中的定位非常广泛, 说明 BMP7不仅仅是内膜细胞分泌因子, 而且也是卵母

细胞和颗粒细胞分泌因子,在调节兔卵泡生长方面可能具有旁分泌和 /或自分泌作用, 就像另外 2个卵母

细胞来源的 BMPs成员 � � � BMP15和 GDF9一样
[ 1]
.这与 E rickson等

[ 3]
对大鼠的研究不同, 大鼠 BMP7的

mRNA主要存在于卵泡膜细胞中,在卵母细胞及卵泡其他细胞中的表达未见报道.但是 Fateh i等
[ 5 ]
报道,

在牛有腔卵泡膜细胞中检测到了 BMP7免疫活性蛋白,一些卵母细胞也有阳性染色; Ab irR等
[ 6]
对人的研

究中, BM P7及受体蛋白仅在胎儿和妇女颗粒细胞中检测到,卵母细胞中虽未检测到 BMP7受体蛋白, 但

却检测到它们的转录本; Jenn ifer等
[ 7]
在绵羊任何大小的健康卵泡的颗粒细胞 、膜细胞、卵丘细胞或卵母

细胞中都没有观察到 BMP7mRNA的表达.一系列研究显示, BM P7在不同动物卵巢中的表达模式具有差

异性.此外, BMP7在兔卵泡内膜细胞部分细胞群的表达与 E rickson等
[ 3]
对大鼠研究相似. E rickson等

[ 3]
发

现大鼠健康卵泡的卵泡内膜似乎由两个独立的间质细胞膜群组成,紧靠卵泡外膜的一个群表达 BMP4, 靠

近卵泡基底膜的一个群表达 BMP7, 这些差异始于次级卵泡阶段,并贯穿整个卵泡发生期.这一差异提示,

在卵泡生长和卵泡发育阶段卵泡膜存在功能性差异.

实验还显示, BMP7蛋白在兔卵巢间质细胞中表达.这与 E rickson等
[ 3 ]
对成年大鼠的研究一致. 间质

细胞来源于闭锁卵泡内膜,其生理作用并不十分清楚. E rickson等
[ 3]
发现大鼠在发情前 2 000 h, 间质细胞

内卵泡抑制素 mRNA的表达量很大,由于间质细胞是 LH的靶细胞,可以推测排卵前的 LH峰可能与排卵

前 2 000 h这些细胞内卵泡抑制素基因表达有关. 以 BMPs抗黄体化特性为基础
[ 1]
, 间质细胞内卵泡抑制

素表达的突然增加有可能中和了卵巢 BMPs活性,从而可以使排卵前孕激素增加, 诱导大鼠的排卵和交配
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行为.兔卵巢内间质细胞中 BMP7的存在, 是否提示有同样的机制存在还有待进一步研究.

此外,实验还观察到 BMP7蛋白存在于兔卵巢黄体及表面上皮中. 据 E rickson等
[ 3]
报道, 大鼠黄体

BMPs表达的时空模式在黄体溶解过程中起着重要的变化, Y amamoto
[ 10]
等在人、恒河猴, S ilva j等

[ 11 ]
在山

羊卵巢黄体细胞中发现有 GDF9蛋白表达. E rickson等
[ 3 ]
报道,在正常的周期性大鼠卵巢表面上皮中有

BMP3b, 4, 6的基因表达, 卵巢上皮细胞中存在 BMPs, 可能与排卵点形成有关. 兔卵巢中 BMP7是否参与

了黄体活动及排卵点形成还有待更多的研究.
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