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【摘* 要】目的：研究在人卵子发生过程中 C-0N基因与卵母
细胞的关系,方法：08O5:5?8免疫组化染色方法检测人卵巢组
织中卵母细胞 C-0N 与 CMNP 的表达；原位杂交法检测人卵
巢组织中卵母细胞 C-0N 3QNP表达,结果：( R !"例人卵巢的
卵母细胞表达 C-0N蛋白，!" R !" 例卵母细胞表达 CMNP，同时
人卵巢次级卵泡内层卵泡膜细胞（ 26.>4 582.B84）也表达 C-0N，
但卵巢的颗粒细胞、卵泡细胞和间质细胞大多不表达或弱表达

C-0N与 CMNP, C-0N 3QNP表达结果基本与 C-0N蛋白一致，
% R !"例人卵巢的卵母细胞表达 C-0N3QNP，卵巢的卵泡细胞
和间质细胞大多不表达或弱表达 C-0N3QNP,结论：C-0N 的

表达可能与卵母细胞的生长、成熟和变大有关,
【关键词】C-0N基因；卵子发生；卵母细胞；大细胞；原位杂交
【中图号】Q+$!S ! 【文献标识码】P

EF 引言
卵母细胞是人体中最重要的生殖细胞，随着卵母

细胞的成熟，其直径从约 )" !3 长至 !$’ T !’" !3
而成为人体内生理性大细胞之一,在卵子发生过程中
是什么因素控制着卵母细胞生长发育由小变大呢？

C-0N基因（A6?:A6424:. 48= 2.8:5?8 6?3?/?9D =./.25?8
?8 >6B?3?:?3. 2.8，C-0N）早期被认为是一种抑癌基
因，最近研究表明 C-0N 与细胞大小有关，尤其是与
神经元和心肌细胞肥大有密切关系［! U V］，那么 C-0N
与卵母细胞的成熟变大是否有关？我们应用 08O5#
:5?8免疫组化方法和原位杂交法对人卵巢组织标本
进行了 C-0N的定位，以探讨 C-0N 在卵母细胞发育
成熟过程中所起的作用,

GF 材料和方法
G, GF 材料F !! 例卵巢手术标本取自西京医院病理
科，为手术切除卵巢肿瘤或其他病变所带周围正常卵

巢组织，患者平均［$V W $S !（!) T +$）］岁，!! 例卵巢
活检标本中有 ! 例所选卵巢切片中未见卵母细胞,单
克隆鼠抗 C-0N抗体（GE#!V"!#E!）购自美国 N.?34B#
X.B:公司，单克隆鼠抗 CMNP抗体（G")+%）购自美国
P825Y?=D @5498?:25>4 Z8>公司，C-0N的阴性对照 U鼠
Z9G阴性对照抗体（K"&)$）、CMNP 的阴性对照小鼠
正常血清（K"&!"）及 08O5:5?8 试剂盒，均购自 @P[\
公司, C-0N原位杂交检测试剂盒购自武汉博士德公
司，采用地高辛标记寡核苷酸探针,
G, HF 方法
!, $, !* 原位杂交检测 C-0N 3QNP* 石蜡包埋卵巢
组织，’ !3 厚连续切片，载玻片经 ! 3] R ] @0CM 水
处理并已挂好 PC0E胶，杂交所有液体均加入! 3] R ]
@0CM处理，所有玻璃和金属器皿均在 !("^烤箱烤
) 6以除去 QNP酶,杂交过程严格按试剂盒说明书进
行，基本过程如下：石蜡切片常规脱蜡至水，切片滴

加 + 9 R ] 柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶，暴露 C-0N
3QNP，原位杂交用 CFE洗 + 次，蒸馏水洗 ! 次,按每
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张切片滴加 !" !#的预杂交液，恒温箱 $% &’!(杂交
! &’ )，吸取多余预杂交液，不洗；按每张切片滴加 !"
!#的地高辛标记 *+,-探针杂交液，加盖原位杂交专
用盖玻片于组织上，恒温箱 $% &’!(过夜.滴加生物素
化鼠抗地高辛，原位杂交用 */0洗 ’次；滴加 01/2，滴
加生物素化过氧化物酶，原位杂交用 */0洗 ’ 次. 31/
显色，苏木素复染，充分水洗，脱水，二甲苯透明，中性

树胶封片，镜下观察.原位杂交检测 *+,- 45-1阳性
细胞胞质出现棕黄色颗粒.用已知 *+,- 45-1 阳性
表达的前列腺癌标本做阳性对照，用6 4# 7 # 3,*2 水
代替地高辛标记 *+,-探针做空白对照.
6. !. !8 免疫组织化学8 石蜡包埋卵巢组织，9 !4厚
连续切片，载玻片已挂好 1*,0 胶，免疫组化染色具
体步骤按说明书进行，抗原修复用被推荐为欧洲免疫

组化实验室质控评定标准方法［:］的高温高压组织抗

原修复法，一抗稀释浓度为 *+,- 6 ; 6""，*2-1
6; 6""，行 ,<=>?>@<法免疫组化标记，31/ 显色，苏木
素复染，充分水洗，脱水、透明，中性树胶封片，镜下观

察. *+,-阳性着色定位于细胞质内，凡是细胞质出
现棕黄色颗粒为 *+,- 蛋白阳性细胞. *2-1 阳性着
色定位于细胞核和细胞质，深棕黄色. 用已知 *+,-
阳性表达的前列腺癌标本做阳性对照，用与单抗稀释

浓度相同的 *+,- 阴性对照抗体、小鼠正常血清和
*/0分别代替一抗为阴性和空白对照.

!" 结果
!# $" 原位杂交检测 %&’( )*(+" 在 6" 例卵巢标
本中有 : 例卵母细胞 *+,- 45-1 杂交阳性，阳性率
:"A .卵巢中处于不同发育期的卵母细胞都有 *+,-
45-1表达，细胞质出现棕黄色颗粒，卵巢的卵泡细
胞和间质细胞大多不表达或弱表达 *+,- 45-1
（B>C 6），空白对照的杂交结果为阴性.
!. !" 免疫组织化学" 在 6" 例卵巢标本中有 % 例卵
母细胞 *+,-阳性，阳性率 %"A . 卵巢中处于不同发
育期的卵母细胞 *+,-表达都较强，细胞质出现棕黄
色颗粒，人卵巢次级卵泡内层卵泡膜细胞（ D)EFG ><H
DEI<G）也表达 *+,-，但卵巢的颗粒细胞、卵泡细胞和
间质细胞大多不表达或弱表达 *+,-（B>C !，$）. 在
6" 例卵巢标本中有 6" 例卵母细胞 *2-1 阳性，阳性
率 6""A . *2-1同样在不同发育期的卵母细胞中强
表达，细胞质和细胞核呈棕黄色，卵巢的颗粒细胞、卵

泡细胞和间质细胞大多不表达或弱表达 *2-1
（B>C ’）.用与单抗稀释浓度相同的 *+,- 阴性对照
抗体、小鼠正常血清和 */0 分别代替一抗所做对照
结果均为阴性.

B>C 68 *+,- 45-1 J@?>D>KE ELJIE??>@< >< @@FMDE?，*+,- 45-1
<ECGD>KE @I NEGO J@?>D>KE ELJIE??>@< >< ?DI@4GP FEPP? GI@Q<R D)E @H
@FMDE? G<GPMSER TM !" #!$% )MTI>R>SGD>@<8 U0V8 W !""
图 68 原位杂交 *+,- 45-1在卵母细胞阳性表达，周围的间
质细胞 *+,- 45-1为阴性或弱阳性

B>C ! 8 *+,- J@?>D>KE ELJIE??>@< >< @@FMDE? @X JI>4GIM X@PP>FPE?
G<R *+,- <ECGD>KE @I NEGO J@?>D>KE ELJIE??>@< >< D)E ?DI@4GP FEPP?
GI@Q<R D)E @@FMDE?8 ,<=>?>@<8 W !""
图 !8 *+,-在初级卵泡的卵母细胞的阳性表达，周围的间质
细胞 *+,-为阴性或弱阳性

B>C $ 8 *+,- J@?>D>KE ELJIE??>@< >< @@FMDE @X 4GDQIE X@PP>FPE
G<R D)EFG ><DEI<G G<R *+,- <ECGD>KE @I NEGO J@?>D>KE ELJIE?H
?>@< >< ?DI@4GP FEPP? GI@Q<R D)E @@FMDE8 ,<=>?>@<8 W !""
图 $8 *+,-在成熟卵泡中卵母细胞的阳性表达，周围的间质
细胞 *+,-为阴性或弱阳性.另外，*+,- 在内层卵泡膜细胞
（ D)EFG ><DEI<G）阳性表达

!""第四军医大学学报（# $%&’() *+, *-. /0+1）233!；24（53）6 )((7：8 8 9%&’0:,; <==&; -.&; >0



!"# $% &’() *+,"-"./ /0*1/,,"+2 "2 ++34-/, 526 &’() 2/#5-"./
+1 7/58 *+,"-"./ /0*1/,,"+2 "2 ,-1+95: 3/::, 51+;26 -</ ++34-/,%
=2>","+2% ? @AA
图 $% &’()在卵母细胞阳性表达，周围的间质细胞 &’() 为
阴性或弱阳性

!" 讨论
卵母细胞是在卵泡中发育成熟的，人的卵母细胞

成熟过程可分为 $ 个发育期：原始卵泡、初级卵泡、
次级卵泡、成熟卵泡B卵母细胞是一种特殊的大细胞，
虽然不分裂，但在垂体激素的刺激下，从原始卵泡发

育至成熟卵泡的过程中，卵母细胞的直径由 $A !9
增至 CDA !9，体积增大 E 倍以上B我们采集的病例最
年轻的 C$ 岁，最大 E@ 岁，可观察到各期卵泡B &F=(
基因是一种重要的抑癌基因，与前列腺癌、脑胶质瘤、

肾癌、畸胎瘤的发生、进展有密切的关系［G H CC］B近来，
&F=(的研究发现 &F=( 与细胞大小有关，现已证明
&F=(与神经元和心肌细胞肥大有密切关系［C H E］B 因
此，卵母细胞中是否存在 &F=( 基因表达，自然成为
令人关注的问题B
从原始卵泡到成熟卵泡 $ 个发育期，卵母细胞中

均有 &F=(蛋白和 &F=( 9I() 的强表达，卵母细胞
周围的颗粒细胞、卵泡细胞和间质细胞大多不表达或

弱表达 &F=(，这提示 &F=( 与卵细胞的成熟变大有
密切的关系B &’() 是真核细胞分裂、增殖的可靠标
志B在本实验中，我们发现 &’() 在卵母细胞中强表
达，周围的卵泡细胞和间质细胞 &’()为阴性B众所
周知，卵细胞不是增殖细胞，那么为何在卵细胞中有

&’()呢？J;K/1 等［C@］发现在蟾蜍的卵母细胞和卵
中 &’() 在细胞质和细胞核都表达，在卵母细胞成熟
和随后卵的分裂中 &’() 的量没有变化，因此认为
&’()可能是为以后的胚胎发育作储备B 在人类，卵
母细胞也不能增殖，&’()同样可能是为以后的胚胎
发育作储备B体外培养实验也证明，卵母细胞可以在
体外培养但不可能增殖传代B L538952等［C］研究发现
&F=(被敲除后的神经干细胞增殖增强，但 &F=( 被

敲除、分化完全的神经元细胞增殖没有变化，而出现

细胞生长的异常，这种现象也在其他实验中得到印

证，比如 &F=(被敲除的胚胎干细胞进入 MC N O 期速
度加快，增殖加强［CE］，而对已分化并退出细胞周期的

细胞增殖没有异常作用而出现生长异常［@］，因此认

为 &F=(作用在细胞的有丝分裂区域B &F=( 对细胞
的增殖的影响限于处于有丝分裂的、未分化的细胞，

如干细胞，而对有丝分裂后的、已分化的细胞，&F=(
仅影响细胞的生长B显然，卵母细胞虽不是终末细胞，
但卵母细胞并不发生有丝分裂和分化，因此推测

&F=(主要对于卵细胞的生长起作用，促使其逐渐成
熟和变大B
已有文献报道 &F=( 与神经细胞和心肌细胞的

肥大有关［C H E］B就最近发表的有限资料表明，&F=(所
致细胞体积变大的机制与磷脂酰肌醇 E 激酶（*<+,P
*<5-"64:"2+,"-+: EP8"25,/，&QER）的平衡有关，即：缺乏
&QER细胞体积变小，过表达或活化使细胞体积变大；
而具有磷酸酶活性的 &F=( 可拮抗 &QER 的作用，
&F=(丢失，导致细胞体积变大，相反则使细胞体积
变小B然而，&F=( 与细胞大小的关系是很复杂的B
M5+等［C$］认为 &F=( 通过依赖 &QER 和不依赖 &QER
的途径影响细胞的生长，说明 &F=( 尚可通过其他途
径作用于细胞的生长B 我们的研究发现，卵细胞的
&F=(表达明显强于周围体积较小的间质细胞，也说
明 &F=(与细胞大小的复杂性B 本文上面已提到，卵
细胞不是有丝分裂的和未分化的细胞，&F=( 对卵细
胞的影响限于细胞的生长B 鉴于以上几点，笔者认为
&F=(与人卵细胞形成成熟有关，并有能力影响细胞
的大小，这种作用可能独立于 &F=(P&QER 通路，但究
竟通过何种机制，尚需进一步深入研究，这为探索卵

细胞的发生和发展提供了新的思路B
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腔镜法卵巢良性肿瘤剥除术电凝法

重建卵巢
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!" 引言" 腹腔镜手术是妇产科良性肿瘤首选方式［?］，随着内
套圈、打结缝合技术、电外科技术和超声刀应用，腹腔镜手术

已成为卵巢良性肿物的适应症，现将我院近年来卵巢良性肿

物剥除术后，电凝法保留卵巢的体会介绍如下/

#" 材料和方法
?/ ?_ 材料_ 我院自 <==>J=A V <==AJ?< 月间腔镜下行卵巢囊肿
剥除术 != 例，患者年龄 ?B b AB［平均 ><（?B b AB）］岁，肿物最
大 ?! K4 c?A K4 c?= K4，最小 ! K4 cA K4 cA K4，术中冰冻切
片均证实为卵巢良性肿瘤/病理分型：浆液性囊肿 >! 例，粘液
性囊肿 A例，成熟畸胎瘤 ?>例，卵巢子宫内膜异位囊肿 B例/
?/ <_ 方法_ 选气管内全麻，气腹形成后，在脐部穿刺后推进
腹腔镜，取头低足交卧位，先观察上腹部和肝脏、腹腔表面和

大网膜，吸净腹腔液，然后再检查盆腔器官，特别双卵巢，镜下

评估囊壁厚薄、颜色、表面血管、蒂长度、囊内容颜色判断为良

性肿物可在腹腔镜下手术，选取 < b > 个穿刺点/ 手术器械：
微型剪、单极电凝钳、电凝棒、“d”型弹簧钳，根据情况可完整
分离囊肿，或囊肿开窗术后卷发式剥离，可剪去多余囊壁，用

单极电凝钳电灼剥离面，中间用电凝棒，剥离面可自然向内卷

曲成卵巢外形/成熟畸胎瘤剥除时易破裂，内容物污染腹腔，
有引起化学性腹膜炎危险，只要用大量温盐水冲洗腹腔［< D >］，

术后不易发生化学性腹膜炎，掌握标本取出技巧，避免肿物破

裂污染盆腹腔/

$" 结果和讨论
</ ?_ 操作简便无需开腹_ 仅需弹簧钳及单极电凝钳及电凝
棒，出血少，重建后和正常卵巢接近，皮质表面无明显创面痕

迹，不论肿物大小，无需开腹，微创、损伤小、术后恢复快、费用

低、住院时间短/
</ <_ 减少术后粘连_ 正常腹膜内皮及卵巢包膜内皮被证实
为具有溶纤维蛋白活性，在溶纤维蛋白中，需足够的血供，组

织损伤伴有缺血时纤维组织极化引起粘连；另外感染及缝线

等异物反应也影响纤维蛋白吸收，增强了腹腔粘连发生/本术
式腹膜及卵巢表面既无大损伤，又不影响血供，同时无缝线反

应，因而亦很少发生局部组织粘连/
</ >_ 减少卵巢内异症术后复发_ 本术式不仅电灼了剥离面，
也烧灼了剥离过程中残留小病灶，减少了术后复发机会，治疗

更加彻底，增加了育龄妇女术后受孕率和妊娠率/
</ A_ 减少了残留卵巢综合征发生 _ 本术式不缝合，不结扎，
保留原有卵巢结构，而传统法常规剥除术后，在缝合残留卵巢

组织过程中，缝合表浅疏松不易止血，缝合过深、过密，可致卵

巢神经血运受损，影响始基卵泡发育造成残余卵巢功能破坏/
同时卵巢组织脆性大，缝线易切割，渗血多，炎症，缝线等使卵

巢表面纤维化包膜形成，影响卵泡发育和排卵，甚至月经异常

和不规则阴道出血/
</ L_ 微创美观_ 本术式最大优点是微创，避免了传统法开腹
造成的组织脏器反复损伤，导致表面粗糙，纤维素样渗出而形

成的膜状、束状，瀑布样粘连，减少术后并发症发生，对卵巢结

构和功能影响至最小/较小的腹膜损伤，借助腹膜上皮细胞的
趋化作用自然快速愈合，不易与盆腹腔粘连，更不会影响卵巢

功能，本术式微创、美观、恢复快，住院时间短，绝大多数患者

易于接受/
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