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Nodal 在大鼠卵巢各不同发育时期卵泡中的

表达模式
闰利平李闯 1 郭炳冉*

(曲阜师范大学生命科学学院，曲阜 273165; 1 中国科学院动物研究所计划生育生殖生物学国家重点实验室，北京 1∞101)

摘要 为探索在卵泡发育过程中 Nodal 的表达规律及其可能的作用机制，本文应用免疫纽

化方法检测了 Nodal 在大鼠不同发育时期卵泡中的表达情况。在未成年大鼠中注射孕马血清

(PMSG) 12 、 24 、 36 和 48 h后分别收集卵巢，进行石蜡切片;分别选取相邻的连续切片，苏木素-伊

红(HE)染色观察PMSG诱导后大鼠卵泡不同发育阶段的形态;免疫纽化方法检测Nodal的表达情况。

结果显示， Nodal 在腔前卵泡中未见表达。随着卵泡的增长， Nodal在有腔卵泡的近卵泡腔颗粒细

胞(granulosa cells, GC)的细胞质中表达，且随着卵泡腔的增大其表达也有所增强，说明 Nodal 在卵

泡腔形成和卵泡生长过程中可能发挥了一定的作用。

关键词 Nodal; 卵巢;卵泡腔;颗粒细胞;大鼠

哺乳动物卵泡发育是一个高度复杂且精密调控

的过程。卵泡发育(follicular development)是指卵泡

由原始卵泡发育成为初级卵泡、次级卵泡、三级卵

泡和成熟卵泡的生理过程。卵泡细胞伴随卵泡抑素

(follistatin)的表达由扁平变为立方形开始增殖，随后形

成由单层立方形的颗粒细胞和卵母细胞组成的初级

卵泡。初级卵泡继续生长成为次级卵泡，此时卵泡

体积更大，细胞间出现卵泡腔，腔内充满卵泡液。卵

泡液是由卵泡细胞分泌液和卵泡膜血管惨出液组

成。卵泡液除含有一般营养成分外，还有卵泡分泌

的类固醇激素和多种生物活性物质，对卵泡的发育成

熟有重要影响[1]。生长期卵泡发育过程实为颗粒细

胞增殖、分化和卵母细胞生长的过程[2] 。

Nodal 是从受精后 7.5 天的小鼠胚胎 cDNA文库

中克隆出来的[3]0 Nodal 是 TGFß 家族成员之一[431，

其通过E型和 I型丝氨酸/苏氨酸激酶受体复合物和胞

内 Smad2/Smad3 与 Smad4 作用入核发挥生物功能[5] 。

Nodal 信号在脊椎动物胚胎发育的中、内胚层的诱

导以及左右不对称性的建立、神经外胚层沿前后轴

线的分化等方面起重要作用[ι飞在卵泡的发育过程

中， Nodal 影响卵泡颗粒细胞的凋亡。颗粒细胞的凋

亡是发育卵泡闭锁的基础[8，9]。卵泡从腔前卵泡到有

腔卵泡的发育取决于卵泡是否具有继续发育的能力

还是闭锁，这都与颗粒细胞的命运有关[10] 。

本文运用免疫组化(immunohistochemistry， IHC) 

方法检测了Nodal在大鼠卵巢不同发育阶段卵泡中的

表达定位，发现Nodal 主要定位于近卵泡腔的颗粒细

胞细胞质。本研究为从形态学角度探讨 Nodal 在卵

泡发育的卵泡腔形成中可能的作用机制提供了实验

依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物

21 日龄雌性 Sprague-Dawley (SD)大鼠由北京维

通利华公司提供。首日接收大鼠，饲养于标准的环

境条件下，温度 25 'C 、光照 12 h、自由采食和进

水。

1.2 取材

脱臼法处死大鼠取出卵巢，将卵巢放于 4% 多聚

甲醒固定 24 h，分别用 30% 、 50% 和 70% 酒精脱水

各 1 h，样品在 70% 酒精中置于 4 'C至石蜡包埋。

1.3 材料包埋与石蜡切片制备

将卵巢从 70% 酒精中取出，在 80% 、 90% 、

100% 、 1∞%酒精中各脱水 1 h; 卵巢在 100% 酒精/

二甲苯(1:1)中透明 30 min; 二甲苯透明，以卵巢完

全透明为宜;卵巢在二甲苯/石蜡(1 : 1) 、石蜡、

石蜡中各浸蜡 2 h; 包埋;将包埋的组织块做常规切

片(5μ时，在 40 'C过夜或 50 'C烘 2 h，室温保存。
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1.4 苏木素·伊红染色

切片经二 甲苯脱蜡;分别经 100% 、 95% 、

85% 、 70% 、 50% 梯度酒精下行复水，蒸馆水洗涤;

经苏木素染液染色列...-90 s (根据染色程度灵活掌握)，

蒸馆水冲洗 10 min， 用含 1% HCl 的酸性酒精分化 3 s, 

蒸馆水冲洗 10 nùn; 用水溶伊红染液染色 10--60 s ， 蒸

馆水冲洗 10 nùn; 95% 酒精脱色 45 nùn， 用 Histmount

封片剂封片 。

1.5 免疫组化

石蜡切片经过二甲苯脱蜡和梯度酒精下行复水

(同上)， 微波炉抗原修复(92斗8 .C) 15 nùn (l.8 mmol/L 

拧橡酸、 8.2 mmol/L 拧橡酸铀， pH 6.0) ， 自然冷却至

室温;用 3% 双氧水(甲醇作溶剂)温育 10 nùn, PBS 冲

洗;用 5%~10% 二抗同来源的正常血清封闭 30 min; 

一抗温育(兔抗 Nodal 抗体购 自美国 Santa Cruz 公司，

PBS 稀释) 4 .C过夜， PBS 冲洗;生物素连接的二抗温

育 30 min , PBS 冲洗;卵链白素生物素连接的三抗室

温育 20 min, PBS 冲洗; DAB 显色组分提前混合，避

光;辣根过氧化物酶底物 DAB 显色 5~15 min (视情

况而定);自来水冲洗， 95 %酒精脱色 45 min ， 用

(E) 

‘ Antral 
follicle 

300μm 
300μm 

Histmount 封片剂封片 。

2 结果

通过血染色和免疫组织化学检测 Nodal在各个

时期卵泡中的表达。 HE 染色中，细胞核被苏木素染

为蓝色，阴性切片背景无色或淡蓝色。 免疫组化中，

阳性信号细胞着有黄色或棕黄色反应颗粒，对照组切

片染色阴性，无黄色或棕黄色染色，说明免疫组化具

有 Nodal 免疫反应的特异性 。

如图 1 、图 2 所示，注射 PMSG 后 12 h，卵泡主

要处于腔前卵泡阶段， 有腔卵炮相对较少(图 1 、 图

2A); 注射 PMSG 后 24 h， 卵泡开始出现较大腔隙(图

1 、 图 2B); 注射 PMSG 后 36 h ， 出现较多大腔卵泡

(图 1 、图 2C); 注射 PMSG 后 48 h; 卵泡腔很大，壁

颗粒细胞层变得较薄(图 1 、 图 2D) 。 在腔前卵泡中

Nodal 基本无表达; 而在有腔卵泡中，近卵泡腔的颗

粒细胞细胞质中有 Nodal 表达(图 1E~ 图 1H)，随着卵

泡腔的出现 Nodal 的表达逐渐增强(图 2E~ 图 2H) 。

如图 3 所示，在卵 i包腔刚出现时， Nodal 开始表

达(图3A); 而随着卵泡腔的出现和逐步增大， Nodal信

3而~m

(G) 
) H 

r
飞

300μm 

Fig.l Ovaries from PMSG (10 IU; 12, 24, 36, or 48 h)-primed immature rats were processed for paraffin section 
A- D: results of HE staining; E- H: results of IHC. Nodal was immunolocalized using polyclonal anti-Nodal antibody. The upper right corner 
of H is the negative control. 10x4; bar=300μm. 
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(E) 

• 
Øreantral 
follicle 

Fig.2 Ovaries from PMSG (10 IU; 12, 24, 36, or 48 h)-primed immature rats were processed for paraffin section 

A-D: results of HE staining; E-H: results of IHC. Nodal was immunolocalized using polyclonal anti-Nodal antibody. GC: granulosa cells. IOx40; 
bar=30μm 

(c) 

30μm 30μm 

Fig.3 Distribution of Nodal in granulosa cells with the development of follicular cavity 

A: follicular cavity appeared; B: follicular cavity increased; C: follicular cavity is larger; D: follicular cavity is gradually shrinking. GC: granuJosa 
cell s. 10x40; bar=30 μm 

号强度也有增强趋势(图 3B- 图 3D) 。

3 讨论

本研究通过E染色及免疫组织化学的方法，检

测了细胞因子Nodal在大鼠卵巢卵泡发育过程中不同

阶段的表达及定位。 结果显示，在腔前卵泡中 Nodal

基本无表达;而随着卵泡的进一步发育， Nodal 在有

腔卵泡中开始表达， 且表达随着卵泡腔的增大而增强，

这提示Nodal可能参与了卵泡发育过程中晚期腔前卵

泡到早期有腔卵泡的过疲及卵泡腔的形成 。

Nodal 作为早期胚胎诱导信号的关键成分，参与

了中胚层和内胚层的形成、前 ， 后体轴位置的确定
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和左.右体轴特化等一系列关键事件[口阳11比1.川'

信号在脊椎动物早期发育过程中具有重要作用[口川口川3] 。

在成体的卵巢器官中， Wang 等问发现，在卵泡不同

的发育时期 Nodal 的表达部位不同，而且 Nodal 参与

了卵泡的闭锁。而本研究的结果则提示，在大鼠的

卵泡发育过程中， Nodal 的表达上调对于卵泡腔的形

成是很重要的。这就说明 Nodal 在卵泡不同发育阶

段的表达及定位可能决定了卵泡的命运:一方面，

Nodal 促进了卵泡由腔前卵泡发育到有腔卵泡;另一

方面，随着 Nodal 在有腔卵泡中的进一步表达，其也

促进了有腔卵泡的闭锁。

卵泡发育过程受到多种激素及其他影响因子的

调控。晚期腔前卵泡到有腔卵泡的转变过程依赖于

促卵泡激素(FSH)，提高 FSH和黄体生成素(LH)的浓

度能够增加参与启动募集的原始卵泡数，缩短原始卵

泡在库中的停留时间[闷。内分泌信号和卵巢外因子

相互作用决定了卵泡是继续成长并成为优势卵泡，还

是通过凋亡途径发生闭锁闷。啃齿类动物的研究表

明，卵巢颗粒细胞来源的细胞因子激活素(activin) 、

骨发生蛋白(BMPs)和卵母细胞来源的 GDF9 、

BMP15、 BMP6 能够与 FSH 协同作用促进卵巢颗粒

细胞的增殖，进而影响晚期腔前卵泡到有腔卵泡的转

变过程[17]。作为与上述细胞因子同一家族的 Nodal，

有可能在这一过程中发挥了与上述细胞因子相类似

的作用。

卵泡闭锁是雌性动物重要的生理过程，通过内分

泌、自分泌和旁分泌等途径，该过程受到包括促性

腺激素释放素(GnRH) 、 FSH 、 LH 、生长激素

(GH) 、雌激素和雄激素等和膜岛素样生长因子

(l GFs) 、转化生长因子(TGFs) 、表皮生长因子

(EGF)、和白介素 -1 (IL-l)等细胞因子多种因素在

内的综合调节[18]0 卵巢癌中的研究表明， Nodal 可以

通过其受体ALK7下调抗凋亡蛋白Xiap、 Bcl-2及Bcl

x的表达，同时上调促凋亡蛋白 Bax的表达，从而促进

卵巢癌细胞的凋亡[19] 。

综上所述， Nodal 在卵泡腔形成过程中有一定的

伴随表达，且在大腔卵泡的颗粒细胞中，特别是在发

育后期将要闭锁及发生闭锁的卵泡中表达更强。因

而， Nodal 可能与卵泡腔的形成有关，但是Nodal参与

调节卵泡腔形成的具体机制还有待于进一步的

研究。
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闰利平等: Nodal 在大鼠卵巢各不同发育时期卵泡中的表达模式

The Expression of Nodal in Rat Ovarian Follicles at Different 
Developmental Stages 

Li-Ping Yan, Chuang LP, Bing-Ran Guo* 

423 

(College of Life Science, Qtφ， Normal Univers仰， Q咐， 273165， China; 1 Sωte Key Laboratory of Reproductive Biology, 

1nstitute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 1ω101， China) 

Abstract To examine the expression and the role of Nodal in rat follicles at di旺'erent stages of development. 

Pre-mature rats were injected with PMSG (10 IU/rat), and ovaries were collected at 12, 24, 36 and 48 h after 

injection; Serial sections were 阴阳ed for each ovary; The structures of rat ovarian follicles were shown by HE 

staining after PMSG i时ection， and the localization of Nodal in rat ovaries was determined by immunohistochemis町

The results showed that Nodal was mainly distributed in granulosa cells close to the follicle cavity. It is suggested 

that Nodal may play a vital role in the formation of follicle cavity. 

Key words Nodal; ov缸y; follicle cavity; granulosa cells; rat 
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