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　 　 摘要：　 为了研究雌二醇（Ｅ２）和孕酮（Ｐ４）在猪卵巢卵泡形成和早期发育过程中可能的作用，本试验以胎 ７０ 日

龄、９０ 日龄和新生 １ 日龄 ３ 个阶段的母猪为试验动物，通过免疫组织化学方法对胎猪和新生仔猪卵巢组织中的雌

二醇受体（ＥＲ）和孕激素受体（ＰＲ）进行定位分析。 通过放射免疫测定法对胎猪和新生仔猪的卵巢组织和血清中

Ｅ２ 及 Ｐ４ 含量进行测定，并分析 Ｅ２ 和 Ｐ４ 水平与猪的卵泡形成的相关性。 结果显示：在猪早期阶段卵巢中 ＥＲ 主要

在卵巢表皮细胞，卵母细胞巢中的卵原细胞和卵母细胞，以及原始卵泡、初级卵泡和次级卵泡的卵母细胞和颗粒细

胞的核中表达，ＰＲ 主要在卵巢表皮细胞，卵母细胞胞核，原始卵泡和初级卵泡的颗粒细胞的核中表达；随着胎龄的

增加，卵巢中的 Ｅ２ 和 Ｐ４ 水平下降，并且与卵泡的形成和发育呈负相关。 说明出生前猪卵巢组织中的 Ｅ２ 和 Ｐ４ 含量

变化可能影响猪卵巢卵泡的形成和早期发育。
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　 　 在雌性动物卵巢分化的初期，原始生殖细胞

成簇出现，形成卵母细胞巢，在卵巢发育过程中卵

母细胞巢中的卵母细胞不断发生凋亡，形成更小

级别的卵母细胞巢，最终裂解的卵母细胞巢被颗

粒细胞包裹后形成单个原始卵泡［１⁃２］ 。 原始卵泡

的形成和发育直接影响雌性动物整个生育阶段的

可用卵泡数量［３⁃４］ 。 在猪卵泡发育过程中，胚胎时

期是卵母细胞凋亡的关键阶段，大量的研究结果

也显示不存在可再生的原始卵泡。 因此减少胚胎

时期卵母细胞的凋亡，提高原始卵泡数目对提高

排卵率及繁殖力具有积极的意义。 目前雌激素和

孕激素在卵母细胞抗凋亡方面越来越引起人们的

注意。 研究发现雌激素和孕激素能阻止小鼠卵巢

中卵母细胞巢的裂解和原始卵泡的组装［５⁃６］ 。 在

卵巢发育过程中，雌激素能够降低卵母细胞的凋

亡［７］ ，这为我们提高初生母猪的原始卵泡库容量，
进而提高母猪的排卵率提供了理论支持。 两种激

素对细胞凋亡和增殖的影响主要是通过与其相应

受体结合后由非基因组机制所介导调控。 目前认

为雌激素受体存在两种亚型：即 ＥＲα 和 ＥＲβ。 在

妊娠母猪体内，ＥＲα 和 ＥＲβ 在猪卵巢中均有表达，
但表达部位存在差异［８］ 。 在胎儿卵巢中，ＥＲβ 在

卵巢基质中卵母细胞巢外周表达，而 ＥＲα 仅在卵

巢上皮细胞中表达［９］ 。 孕激素也有两种受体（ＰＲ⁃
Ａ、ＰＲ⁃Ｂ），ＰＲ 在牛、猪和羊等动物卵巢组织中均

有表达［１０⁃１２］ 。 虽然有关两种激素在猪卵泡发育过

程中的调控作用已有相关报道，但有关雌激素和

孕激素及其受体在胎儿和出生期卵巢组织中的水

平和表达部位及与原始卵泡库分解的关系，国内

外还鲜有研究。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验动物

试验动物为性成熟、体质量接近的母猪，由南京

禾嘉吉升农牧发展有限公司种猪场提供，采用本品

种饲养标准进行饲粮配制饲养。 试验全程采用舍

饲，自由采食，自由饮水。 观察两个自然发情周期

后，于发情周期开始的 ２４ ｈ 进行配种，间隔 １２～２４ ｈ
复配 １～ ２ 次，怀孕天数从第一次配种日期开始计

算。 胎 ７０ 日龄（７０ ｄｐｃ）、胎 ９０ 日龄（９０ ｄｐｃ）、新生

１ 日龄（１ ｄｐｐ）二花脸母猪各 ５ 头。 猪屠宰后迅速

采集血样和卵巢组织，一侧卵巢放于 ４％多聚甲醛

中固定 ３６～４８ ｈ，以备组织学分析；另一侧卵巢置于

液氮保存，用于激素测定。
１􀆰 ２　 试 剂

兔抗 ＥＲα 多克隆抗体和兔抗 ＥＲβ 多克隆抗体

购自博士德（中国武汉，ＢＡ０３０４５），兔多克隆抗体

ＰＲ⁃Ａｂ１３ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｃｏ．（Ｒｕｎｃｏｒｎ， Ｃｈｅｓｈｉｒｅ， ＵＫ，
Ｃａｔ． ＃ＲＢ⁃１４９２），免疫组织化学试剂盒（ＳＡＢＣ 方法）
购自博士德 （中国武汉， ＳＡ１０２１）， ＤＡＢ 购自于

Ｓｉｇｍａ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ．（Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ， ＭＯ， ＵＳＡ）。 其余试

剂均为国产分析纯。
１􀆰 ３　 方 法

１􀆰 ３􀆰 １　 卵巢组织的免疫组织化学染色　 脱蜡止水：
二甲苯 ７ ｍｉｎ→二甲苯 ７ ｍｉｎ→１００％酒精 Ｉ ５ ｍｉｎ→
１００％酒精 ＩＩ ５ ｍｉｎ→９０％酒精 ５ ｍｉｎ→７０％酒精 ２
ｍｉｎ→蒸馏水 ５ ｍｉｎ；灭活内源酶：用 ３％甲醇⁃Ｈ２Ｏ２

处理 １５ ｍｉｎ→蒸馏水 ５ ｍｉｎ；抗原热修复：柠檬酸三

钠（ｐＨ ６􀆰 ０）１００ ℃ １０ ｍｉｎ→ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ３
ｍｉｎ 加一抗：１０％ ＢＳＡ 室温封闭 ３０ ｍｉｎ→加一抗室

温过夜，对照组用 １％ ＢＳＡ 代替（ＥＲα 和 ＥＲβ 按照

１ ∶１００ 稀释，ＰＲ 按照 １ ∶２００ 稀释）→ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，
每次 ３ ｍｉｎ；ＳＡＢＣ 反应：加相应二抗，室温 ３０ ｍｉｎ →
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ→加 ＳＡＢＣ，室温 １５ ｍｉｎ→
ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ；显色： ０􀆰 ０５％ ＤＡＢ ＋
０􀆰 ０１％ Ｈ２Ｏ２，显色 ２～１０ ｍｉｎ→流水冲洗 ５ ｍｉｎ→苏

木素复染流水冲洗 ５ ｍｉｎ；脱水透明：５０％酒精 ２
ｍｉｎ→７０％酒精 ２ ｍｉｎ→９０％酒精 ２ ｍｉｎ→１００％酒 Ｉ ２
ｍｉｎ→１００％酒精 ＩＩ ２ ｍｉｎ→二甲苯 Ｉ ４ ｍｉｎ→二甲苯

ＩＩ ４ ｍｉｎ；封片观察。
１􀆰 ３􀆰 ２　 类固醇激素含量测定　 采用放射免疫测定

法检测胎猪血卵巢组织孕酮（Ｐ ４）及雌二醇（Ｅ２）含
量。 方法如下：胎猪全血自然凝结后，离心得血清；
卵巢称质量后在 １ ｍｌ ＰＢＳ 中匀浆得卵巢匀浆液（匀
浆液以牛血清蛋白 ＢＳＡ 校正）。 放射免疫测定过程

均在南京军区总医院检测中心完成。
１􀆰 ４　 数据统计

所有数据均用平均值±标准误差表示，且所有

试验均重复 ４ 次以上。 试验数据采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０
统 计 软 件 进 行 处 理， 经 单 因 素 方 差 分 析

（ＡＮＯＶＡ），差异显著性检验采用 Ｔｕｒｋｅｙ 检验法进

行多重比较，激素水平与卵泡形成数据采用单变

量的相关性分析。
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２　 结 果

２􀆰 １　 雌激素受体在胎猪和新生仔猪卵巢组织中的

表达

　 　 用抗 ＥＲα 和 ＥＲβ 抗体对二花脸胎猪和新生仔

猪卵巢组织进行免疫组织化学检测，结果显示：ＥＲα

主要在卵巢表皮细胞、卵母细胞巢中的卵原细胞和

卵母细胞（图 １Ａ）以及原始卵泡、初级卵泡和次级

卵泡的卵母细胞和颗粒细胞（图 １Ｂ）中表达；ＥＲβ
与 ＥＲα 的表达部位相似，但是 ＥＲβ 表达强度高于

ＥＲα，且在原始卵泡的颗粒细胞的胞核中有较强表

达（图 １Ｃ、图 １Ｄ）。 阴性对照无表达（图 １Ｅ）。

Ａ： 胎猪 ９０ 日龄卵巢 ＥＲα 抗体；Ｂ：猪新生 １ 日龄卵巢 ＥＲα 抗体；Ｃ：胎猪 ９０ 日龄卵巢 ＥＲβ 抗体；Ｄ：猪新生 １ 日龄卵巢 ＥＲβ 抗体；Ｅ：胎猪

９０ 日龄卵巢组织切片（对照组）。
图 １　 ＥＲｓ在胎猪和新生仔猪卵巢卵泡中的细胞定位

Ｆｉｇ．１　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＲｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｏｆ ｆｅｔａｌ ａｎｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｐｉｇｓ

２􀆰 ２　 孕激素受体在胎猪和新生仔猪卵巢组织中的

表达

　 　 用抗 ＰＲ 抗体对胎猪和新生仔猪卵巢组织进行

免疫组织化学检测，结果表明：ＰＲ 主要在卵巢表皮

细胞（图 ２Ａ）、卵母细胞胞核（图 ２Ｃ）以及原始卵泡

和初级卵泡颗粒细胞（图 ２Ｂ）中表达，阴性对照无表

达（图 ２Ｄ）。
２􀆰 ３　 胎猪和新生仔猪血清和卵巢组织中 Ｅ２ 的水平

用放射免疫测定法检测不同日龄胎猪和新生仔

猪血清和卵巢组织匀浆液中雌激素（Ｅ２）的浓度（图
３）显示，随着日龄的变化，血清中 Ｅ２ 的浓度有下降

趋势，但各测定组间差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （图 ３
Ⅰ）；随着日龄的增长，卵巢组织中 Ｅ２ 浓度逐渐降

低，且差异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ３Ⅱ）。

２􀆰 ４　 胎猪和新生仔猪血清和卵巢组织中 Ｐ４ 的水平

用放射免疫测定法检测不同日龄猪血清和卵巢

组织匀浆液中 Ｐ ４ 的浓度，如图 ４ 所示。 血清中的

Ｐ ４ 浓度较低，不同日龄的胎猪和新生仔猪血清中的

Ｐ ４ 浓度之间差异不显著（Ｐ＞０􀆰 ０５） （图 ４Ⅰ）；而随

着日龄的增长，卵巢组织中 Ｐ ４ 浓度逐渐降低，且差

异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）（图 ４Ⅱ）。
２􀆰 ５　 Ｅ２ 和 Ｐ４ 水平与卵巢卵泡比例的相关性分析

分别将 ７０ ｄｐｃ、９０ ｄｐｃ 和 １ ｄｐｐ 猪卵巢中 Ｅ２ 和

Ｐ ４ 水平与上述日龄阶段中的卵巢中单个卵泡的比

例关系进行相关性分析，结果表明：ｒＥ２
＝ －０􀆰 ９８７ ５∗；

ｒＰ４
＝ －０􀆰 ９７１ ８∗，说明卵巢中的 Ｅ２ 和 Ｐ ４ 水平与卵巢

卵泡数量呈强负相关（表 １）。
此外，我们将 ７０ ｄｐｃ、９０ ｄｐｃ 和 １ ｄｐｐ 猪卵巢中
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Ａ：胎猪 ７０ 日龄； Ｂ：胎猪 ９０ 日龄；Ｃ：新生 １ 日龄； Ｄ：对照。 标尺：５０ μｍ。
图 ２　 ＰＲ 在胎猪和新生仔猪卵巢卵泡中的细胞定位

Ｆｉｇ．２　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖａｒｉａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｏｆ ｆｅｔａｌ ａｎｄ ｎｅｏｎａｔａｌ ｐｉｇｓ

大写字母不同表示差异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）；ｎ ＝ ５。 ｘ：胎 ７０ 日龄：
ｙ：胎 ９０ 日龄；ｚ：新生 １ 日龄。
图 ３　 猪血清和卵巢组织中雌激素水平

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｂｌｏｏｄ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｏ⁃
ｖａｒｉｅｓ

大写字母不同表示差异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）；ｎ ＝ ５。 ｘ、ｙ 和 ｚ 见图

３ 注。
图 ４　 猪血清和卵巢组织中孕激素水平

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｂｌｏｏｄ ｓｅｒｕｍ
ａｎｄ ｏｖａｒｉｅｓ
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表 １　 雌激素和孕激素与卵巢卵泡比例的相关性分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｅ２ ／ Ｐ４ ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅ

激素 ｒ Ｐ

Ｅ２ －０􀆰 ９８７ ５ ０􀆰 ００２∗∗

Ｐ４ －０􀆰 ９７１ ８ ０􀆰 ００５∗∗

∗∗表示差异达极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

Ｅ２ 和 Ｐ ４ 水平变化与该阶段中卵巢单个卵泡的比例

综合分析，可以发现，随着胎龄的增加，Ｅ２ 和 Ｐ ４ 水

平逐渐下降，而卵巢中单个卵泡的比例逐渐升高

（图 ５）。

ｘ、ｙ、ｚ 见图 ３ 注。
图 ５　 猪卵巢中单个卵泡比例

Ｆｉｇ．５　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｏｖａｒｉｅｓ

３　 讨 论

３􀆰 １　 Ｅ２ 对猪早期卵泡形成和发育的影响

研究结果表明，ＥＲα 敲除小鼠都表现出严重的

卵巢发育异常，通常是由于卵泡成熟后的排卵失败

导致卵巢出血性囊肿，最终导致不育［１３⁃１４］。 但也有

研究报道显示，缺少雌激素受体的小鼠可以进行正

常的卵巢发育［１５］。 而多数研究报道表明，不同物种

间雌激素受体表达存在一定的差异，如 Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ 等

发现小鼠的卵泡膜细胞中不表达 ＥＲβ［１６］，而 Ｓｌｏｍｃ⁃
ｚｙｎｓｋａ 等发现猪的卵泡膜细胞表达 ＥＲβ［１７］。 但普

遍认为，在卵泡生长中起主要作用的是 ＥＲβ［１６，１８⁃２０］。
Ｊｅｎｎｉｆｅｒ 等试验结果表明，ＥＲα 和 ＥＲβ 在胎儿卵巢

组织中的表达，随着胎儿日龄的变化而有所不

同［２１］。 本研究结果表明：ＥＲα 和 ＥＲβ 主要在卵巢

表皮细胞、卵母细胞巢中的卵原细胞和卵母细胞、原
始卵泡、初级卵泡和次级卵泡的卵母细胞和颗粒细

胞胞核中表达，但 ＥＲβ 的表达明显强于 ＥＲα。 据此

推测，ＥＲβ 在卵泡的早期生长发育中可能起主要

作用。
此外，有研究结果表明，雌激素作为卵巢内的调

节因子，其作用存在物种间差异。 小鼠的卵巢在胎

儿时期不产生雌激素［２２］。 但在其他很多物种中，卵
巢发育却依赖于雌激素［２３］。 本试验激素测定结果

表明：在 ７０ ｄｐｃ 至 １ ｄｐｐ 猪卵巢中，Ｅ２ 含量随着胎

龄的增加逐渐下降，而血清中 Ｅ２ 含量变化差异不显

著。 说明在胎儿时期，卵巢中的 Ｅ２ 水平比血清中的

变化明显，卵巢中的 Ｅ２ 水平的改变才是调节卵巢卵

泡形成和发育的因素。
３􀆰 ２　 Ｐ４ 对猪早期卵泡形成和发育的影响

哺乳动物性腺分化时能合成类固醇激素［２４］。
Ｙａｎｇ 等试验发现胎牛卵巢能够产生 Ｐ ４ 和 Ｅ２，并且

其水平随胎龄增加而降低［２５］。 Ｅｃｈｔｅｒｎｋａｍｐ 等研究

发现，在胎牛 ６０ ～ １０３ 日龄的卵巢中孕激素水平显

著减少，但同时期的孕牛血中的孕激素却无变

化［２６］。 本试验结果表明，在 ７０ ｄｐｃ 和 １ ｄｐｐ 之间，
猪血清中的 Ｐ ４ 含量在各阶段变化不大，而随着胎龄

增加，卵巢内的 Ｐ ４ 水平显著降低，与上述报道相似。
这说明猪卵巢和血清中的 Ｐ ４ 调节可能是相对独

立的。
有报道显示，ＰＲ 敲除小鼠的卵巢卵泡只能发

育到三级卵泡［２７］。 与 ＰＲ⁃Ｂ 相比，ＰＲ⁃Ａ 在正常卵

巢功能的发挥过程中是必需的［２７⁃２９］。 此外，Ｄ′Ｈａｅ⁃
ｓｅｌｅｅｒ 等报道，在牛的卵巢中 ＰＲ 主要在原始卵泡、
初级卵泡、次级卵泡的颗粒细胞和卵母细胞中表达，
且在颗粒细胞中的表达随着卵泡的生长而逐渐增加

直至卵泡成熟［１０］。 Ｓłｏｍｃｚｙńｓｋａ 等的研究结果表

明，猪的卵巢组织中，ＰＲ 在小的有腔卵泡的颗粒细

胞层有表达，在膜细胞层没有表达，而在大的有腔卵

泡的颗粒细胞层、膜细胞层及黄体细胞中均有表

达［１１］。 Ｊｅｎｎｉｆｅｒ 等试验结果证实，在胎儿、新生和成

年绵羊的卵巢中，ＰＲ 在卵巢表皮细胞、间质细胞、
卵泡颗粒细胞和膜细胞中均有表达［１２］。 本试验中，
ＰＲ 在卵巢表皮细胞、卵母细胞胞核以及原始卵泡

和初级卵泡颗粒细胞中均有表达，但在间质细胞中

未见表达，说明 ＰＲ 的表达可能存在种属特异性。
３􀆰 ３　 Ｅ２ 和 Ｐ４ 与卵泡形成的相关性分析

研究结果表明，高浓度的雌激素和（或）孕激素

能够抑制卵泡的形成［５，７，３０］。 本试验结果表明，卵巢
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中 Ｅ２ 和 Ｐ ４ 水平与卵巢中单个卵泡的比例呈极显著

负相关，说明 Ｅ２ 和 Ｐ ４ 的水平确实对原始卵泡的形

成具有负调节作用。 而其可能的调节机制是高水平

的卵巢甾体激素抑制原始卵泡组装，当卵巢甾体激

素水平下降后，通过诱导局部生长因子，从而启动原

始卵泡的组装［３１］。 此外，还有研究推测这可能是由

于在妊娠期间原始卵泡的非正常组装和发育可能导

致内分泌紊乱或卵母细胞进入减数分裂阶段所致。
因此，机体在进化过程中产生了抑制原始卵泡非正

常发育的机制。 由于孕激素是怀孕和胎儿生长发育

所必需的，而高水平的孕激素能够抑制妊娠期胎儿

卵巢中的卵泡形成，这种内分泌模式是有利于进

化的［６］。
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９８３丁　 威等：二花脸猪卵巢卵泡形成和早期发育过程中雌二醇和孕酮含量变化及其受体定位


