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哺乳动物腔前卵泡的体内和体外发育

周欢敏　张　涌
(西北农业大学发育生物学研究室 ,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　对哺乳动物包括啮齿类和家畜等卵巢腔前卵泡体内和体外发育 ,近几年的研究

结果进行分析 ,认为哺乳动物卵巢腔前卵泡体内的发育模式基本相似 ,但不同动物又具有各

自的特点。 腔前卵泡在合适的培养条件下能在体外发育并成熟 ,促性腺激素和生长因子等在

其体外发育过程中具有调节作用。 发育过程中卵泡质量的鉴定和卵母细胞标准的确定及培

养体系的建立是该领域需要解决的问题。
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哺乳动物卵巢含有数十万个卵泡 ,这些卵泡绝大部分是以无腔的形式存在的 ,然而能

发育到成熟并排卵的卵泡为数甚少 ,约 90%以上的卵泡在腔前阶段退化闭锁 ,这无疑是

动物遗传与繁育资源的极大损失。腔前卵泡的体内和体外发育的研究有助于揭示卵泡发

育的过程及其机制 ,对于挽救和利用这一宝贵的资源具有重要的理论和实践意义。

1　卵泡的体内发生

1. 1　原生殖细胞的早期发生

　　关于哺乳动物的原生殖细胞的来源一直是胚胎学家和生物学家探索的热点之一。 曾

在 50年前 ,研究人员发现小鼠在交配后 8 d,原生殖细胞首次出现在卵黄囊内胚层 ,后随

后肠形成迁移到后肠内胚层。最新研究表明 ,小鼠在交配后 7 d,原肠中期其原生殖细胞就

出现在原条后端的胚外中胚层 ,后随原条细胞内卷到达卵黄囊背侧的内胚层
[1 ]
。通过对碱

性磷酸酶染色发现有 8个原生殖细胞存在于原条后端的胚外中胚层 ,如果在培养 7 d将

原生殖细胞区切除 ,则 48 h后胚胎缺乏原生殖细胞。经追踪发现原生殖细胞从 8. 5 d开

始迁移 ,经背肠系膜迁移到中肾腹侧的生殖嵴 [2 ]。原生殖细胞的数量变化表明 ,在迁移的

过程中不断分裂 ,其数量逐渐增加 ,当到达生殖嵴时 ,原生殖细胞可达 4 000个多 ,到交配

后的 13. 5 d,达到 2. 6万个。原生殖细胞除了具有迁移能力 ,还具有形态变化的能力 ,除产

生变形虫状的伪足之外 ,其表面还存在特异的表面糖结合物 ,一旦到达生殖嵴 ,这种物质

即行消失 [2 ] ,看来这种物质与其迁移能力有关。 体外培养原生殖细胞的实验结果表明 ,原

生殖细胞具有趋化性。生殖嵴对原生殖细胞有一种趋化作用
[3 ]

,生殖嵴释放出的某种因子

能吸引原始生殖细胞 ,远距离控制其运动方向和范围 ,甚至还能影响其形态 ,如形成叶状

突起和伸出伪足。 目前对趋化作用的性质尚不完全消楚 ,但实验表明 ,性腺产生的 TGF-
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U1 ( T ransfo rming g row th facto r-U1 )是调节原生殖细胞的趋化性的因子之一 ,但在体外

T GF-U1却抑制 8. 5 d小鼠胚胎的原生殖细胞的增殖 ,说明在其迁移通过背侧中胚层时 ,

还有其他因子调节原生殖细胞的增殖
[4 ]
。 TGF-U1不是直接调节原生殖细胞的迁移 ,原生

殖细胞迁移的方向是由背肠系膜中的纤连蛋白决定的。当其迁移到生殖嵴后 ,背肠系膜中

的纤连蛋白的含量减少或消失 ,而背肠系膜中的纤连蛋白不是由原生殖细胞自己合成的 ,

而是由背肠系膜细胞的内质网合成的 [5 ]。纤连蛋白的分泌正是由 TGF-U1来调节的 ,这样

T GF-U1就间接地控制了原生殖细胞的迁移速度
[6 ]
。 遗传分析表明 ,妨碍生殖细胞发育的

因子与 W位点有关 ,该基因位点不同于正常的 WW表现型 ,因后者干预血细胞生成和生

殖细胞的发育。最新研究表明 , W编码原癌基因 c-kit受体酪氨酸激酶
[ 7] ,该激酶位于生殖

细胞内 ,可能参与了生殖细胞发育的某一调节过程。

1. 2　卵原细胞的增殖

一般情况下在动物出生前其生殖细胞完成有丝分裂 ,观察表明 ,增殖期的长短随品种

的不同而异 ,牛在其怀孕 7. 5个月还能观察到这种生殖细胞的增殖现象 [11 ] ,而猪一直持

续到出生后的 35 d.小鼠近出生时 ,所有卵原细胞停止有丝分裂 ,进入减数分裂前期 ,转变

为卵母细胞。兔在出生后 10 d有丝分裂结束。显然 ,有丝分裂产生大量的卵原细胞 ,如牛

大约 200万 ,但到出生时 ,绝大部分 ( 90%～ 99% )退化 ,仅有很少的卵母细胞 (约不足

1% )达到排卵前阶段。 牛的原始卵泡的周围大致有一层 14～ 29个扁平的体细胞 (或颗粒

细胞 )。

原始卵泡的形成时期 ,因动物品种不同而异。在某些动物品种 (如猪和反刍动物 )大部

分甚或所有的原始卵泡是在胎儿时期形成的 ,而另一些品种 ,如啮齿动物和兔则在生后早

期出现
[10 ]
。动物出生后期组成原始库的卵泡数量也因动物不同而异 ,小鼠约数千个 ,而家

畜和人类有数十万个 [10 ]。原始卵泡的直径在各种动物的变化范围不是很大 ,牛为 30～ 50

μm ,其卵母细胞为 20～ 35μm[13, 14 ]。 其他动物如猪和人及小实验动物的原始卵泡直径和

其卵母细胞的直径基本上与牛一致
[ 15, 16]

。在正在发育的小腔前卵泡数和每个周期的长度

以及排出的卵的数量之间有明显的相关。绵羊每天有 2～ 3个原始卵泡离开原始卵泡库开

始生长 ,牛约 6个。

1. 3　生长卵泡的发育

卵泡生长的同时 ,其卵母细胞也在生长 ,二者直径的增加具有相关性。牛的初级卵泡

的直径为 40～ 60μm,而其卵母细胞的直径为 30～ 40μm[ 13, 14] ,周围的颗粒细胞数从 25

到 58个不等 ,除了其数量增加以外 ,体积也不断增加。研究表明 ,从原始卵泡到初级卵泡

的过渡阶段 ,卵泡的颗粒细胞变长并呈波形纤维蛋白 (vimentin)阳性
[ 8]
。这种波形纤维蛋

白 (或称微支肽 )组织成束与增加的磷酸化有关 ,而且出现在有丝分裂之前的细胞内。从原

始卵泡向初级卵泡过渡以及随后的卵泡生长 ,可在动物繁殖周期的任何阶段发生。

次级卵泡的颗粒细胞层数随动物的不同而异。牛可达到 6层 ,猪可达到 10层 ,而其最

大直径牛为 150μm
[ 17] ,猪可达到 300μm

[18 ] .小实验动物和人的卵泡的大小居于牛和猪之

间 ,其最大直径约为 200μm.从初级卵泡阶段到有腔阶段的发育 ,猪需要 84 d,达到排卵

阶段尚需要 21 d
[18 ]

.牛的腔前卵泡的生长率比其有腔时 (h> 0. 5 m m)要慢得多
[ 17]
。人的

原始卵泡到明显有腔阶段需 70 d
[12 ] ,大鼠和小鼠的初级卵泡到排卵前阶段需要 14～ 16
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d,当卵泡发育到一定阶段 ,开始分泌卵泡液 ,特别是在发情周期的卵泡期 ,由于卵泡液的

积累 ,有腔卵泡在 2 d内可达到 10 mm
[19 ] ,在排卵前小鼠的大型正常卵泡含有 0. 3× 106

个颗粒细胞 ,绵羊为 3. 5× 106个 ,人类含有 50× 106个 ,因动物的不同而有较大差别。

在卵泡生长的同时 ,卵母细胞也在生长 ,但各种动物的卵母细胞的大小不同。 当达到

次级卵泡时 ,牛的卵母细胞直径为 60μm,猪为 90μm
[16 ]

,小鼠为 70μm,而人为 80μm.一

般在腔出现前夕卵母细胞生长减慢并开始获得减数分裂恢复的能力 ,而在有腔阶段卵母

细胞的直径继续增加 ,达到 150μm (牛、绵羊和山羊 ) ,猪为 130μm,人类为 125μm.牛原

始卵泡到充分生长的卵泡阶段超微结构表明 ,卵母细胞内的细胞器的数量逐渐增加 ,而且

与核的分化相一致 ,皮质颗粒的形成和间隙连接的发育都是首次在次级卵泡阶段发生。

2　卵泡的体外发育

2. 1　腔前卵泡的分离和培养

　　分离腔前卵泡的最终目的是用于培养 ,既要求足够多的数量 ,更要求完好的质量。 作

为分离腔前卵泡的方法学也是腔前卵泡体外发育的重要研究内容之一。 最早分离卵巢卵

泡始于 60年代 ,其主要手段是酶法分离。 在 70年代 ,比较成功地建立起一套家兔卵巢卵

泡的分离方法。以后关于该领域的分法学研究更加深入细致。Eppig等曾用胶原蛋白酶分

离小鼠腔前卵泡 ,获得了大量的小腔前卵泡 [ 20] ,但实际上是颗粒细胞—— 卵母细胞复合

体。Figuei redo等用酶结合机械法分离牛腔前卵泡取得比较好的效果
[ 13]

,分离出的卵泡绝

大部分是初级卵泡。目前这种方法使用的比较广泛。也有采用纯机械法分离 ,目的是为了

避免酶对卵泡的损害。 许多研究者利用显微剖解法分离大腔前卵泡。但随着分离技术的

改进 ,酶法分离可获得大量的结构完整的腔前卵泡 ,包括牛、人、猪和兔及啮齿动物。

与一般的体细胞培养和达到有腔阶段的卵泡卵母细胞的培养比较 ,腔前卵胞的培养

难度较大。目前啮齿类动物的腔前卵泡的培养体系基本建立起来 ,真正取得突破性进展是

在 80年代末 , Eppig等体外培养小鼠腔前卵泡卵母细胞成熟 ,经体外受精和移植产生了

活的后代 [21 ] ,这就标志着开发和利用哺乳动物腔前卵泡卵母细胞资源的可能性。 在家畜

腔前卵泡的体外培养研究方面 ,日本学者 Hirao等
[22 ]
培养猪大腔前卵泡卵母细胞达到成

熟 ,产生了第一极体 ,虽然产生极体的比率不高 ,但在家畜方面的研究取得了长足的进展。

牛小腔前卵泡 ( 30～ 70μm )的体外培养可存活 7 d,颗粒细胞增殖分化 ,直径增加幅度最

大为 20μm
[23 ]

,而其大腔前卵泡 ( 170μm) 5 d内直径增加 55μm.培养体系对哺乳动物腔

前卵泡的成活和生长发育有很大影响。在腔前卵泡的培养方法上概括起来有二维培养和

三维培养两种体系。在猪和牛的腔前卵胞的体外培养中 ,均采用了胶原蛋白包埋法 ,使卵

泡的生长尽可能地接近体内 ,形成一种立体结构。啮齿类动物的腔前卵泡培养于胶原蛋白

浸润膜上或培养于微滴内均能生长发育 ,但采用后一种方法时 ,正常的卵泡的组织结构不

能保持。多聚赖氨酸铺层培养大鼠腔前卵泡 ,不仅能使卵泡存活、生长和发育 ,而且在体外

观察到了卵泡的内膜的形成过程和卵泡腔的形成 [ 9]。虽然对家畜腔前卵泡的培养体系已

作了很多探索 ,但仍然没有一套切实可行的方法 ,还需要作进一步的努力。

2. 2　促性腺激素和生长因子对腔前卵泡体外发育的影响

研究表明 ,卵泡在体内的发育和促性腺激素特别是 FSH有着密切的关系
[11 ] ,虽然原
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始卵泡的启动机理尚不清楚 ,但认为与 FSH有关。 已经证明 , FSH的结合位点和受体存

在于牛和人的初级卵泡和次级卵泡及有腔卵泡的颗粒细胞上 [24, 25 ]。没有 FSH的存在 ,人

的卵泡在体外不能形成腔。 小鼠的小腔前卵泡的生长和发育似乎对 FSH的需求不严格 ,

但 FS H的基础水平对小卵泡的发育是必要的。 LH也能起到 FSH的作用。雌二醇和 FS H

协同作用能提高大鼠和猪
[ 25]
的大腔前卵泡颗粒细胞的增殖和腔的形成 ,雌二醇虽然对颗

粒细胞的增殖活动不产生影响 ,但能提高牛的初级卵泡和小次级卵泡的体积 [26 ]。 至少雌

二醇与其他激素有协同作用。在体内充足的新血管的形成能提供足够的激素以促进小腔

前卵泡的发育 ,这对激活原始卵泡可能是必不可少的。

影响腔前卵泡发育的因子很多 ,如 EGF, IGF, TGF, V EGF, V IP, Activin, b FGF, in-

hibin和 NGFs等。这些因子对卵泡内的旁分泌交流施加影响。 Activin和 inhibin以自分

泌或旁分泌形式来调节卵泡的发育。 Activin对体外培养的牛初级卵泡和小次级卵泡有促

进生长的作用 [26 ]。 已经证明在其卵母细胞和颗粒细胞上存在 Activin的受体
[26 ]。

在卵泡中 , IGFs主要由颗粒细胞和泡膜细胞所产生 ,具有促进颗粒细胞增殖的功能 ,

增强细胞的存活率 ,刺激 DN A的合成。 IGF-Ⅰ还能促进基膜蛋白多糖的产生。 EGF能刺

激颗粒细胞 FSH受体和 FSH诱导的孕酮的产生。并已证明 EGF参与猪
[18 ]
、仓鼠

[ 27]
和

牛
[25 ]
的初级卵泡和次级卵泡的颗粒细胞的增殖。 b FGF刺激牛腔前卵泡的生长

[ 25]
,这种

刺激作用很可能通过颗粒细胞间的扩增来进行。它还能刺激猫腔前卵泡颗粒细胞的增殖 ,

这种作用不受 EGF的调节。 TGF有两种即 T GF-U和 TGF-T,在仓鼠的研究表明 ,前者刺

激 FSH诱导的颗粒细胞的 DN A合成 ,而后者的作用则相反
[27 ]
。但是 TGF-U对牛腔前卵

泡的存活率有负面影响 [25 ]。 最近发现牛初级卵泡的形成伴随有 V IP和 N PY的超量产

生 [28 ] ,V IP能刺激分离的牛初级卵泡和早期次级卵泡的体外发育。研究表明 ,生长因子的

作用机制是很复杂的 ,而且在多种生长因子之间存在着相互作用 [29 ] ,并参于了内分泌的

调节过程 ,和促性腺激素及类固醇激素共同调节卵泡的生长和发育 ,这方面的机制尚不很

清楚。

目前在哺乳动物腔前卵泡的研究中需要增加的研究内容是如何鉴定腔前卵泡的质

量 ,包括卵母细胞的质量标准 ,这样才能更准确地评价其培养体系的优劣。目前多采用共

聚焦激光扫描显微镜 ,采用这种手段已鉴定出在光镜下分离正常的卵母细胞和颗粒细胞

中 ,含有已经死亡的颗粒细胞和退化的卵母细胞 ,关于这方面的工作需要有关学者作出不

懈的努力。

3　研究展望

到目前为止 ,已获得从腔前卵胞 (包括初级和次级卵泡 )卵母细胞体外培养的小鼠后

代。猪腔前卵泡的体外培养也获得成熟 ,并能使精子穿入。各种哺乳动物的腔前卵泡的培

养特别是大腔前卵泡的培养得到一定程度的生长。小腔前卵泡在体外的存活时间延长。在

体外啮齿类动物和人的初级卵泡可以发育到次级卵泡阶段 ,次级卵泡可以发育到有腔阶

段 ,表明哺乳动物腔前泡卵母细胞可以实现体外发育和体外成熟。随着腔前卵泡分离技术

的不断改进 ,最适培养体系的建立 ,以及腔前卵泡发育的内在机制的深入探索 ,该领域的

研究必将取得突破 ,这对于揭示卵子发生和卵泡发育的内在规律具有重要的理论意义 ,为
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动物生产的实际应用奠定良好的理论基础和技术路线。
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In Viv o and In Vit ro Development

of Preantral Follicles in Mammals

Zhou Huanmin　 Zhang Yong

( The Unit of Developmen tal B iolo gy, Northwestern Agr icul tural University, Yangl ing , S Haan xi 712100)

Abstrcat　 The in viv o and in vi tro developmental pat terns o f m ammalian ovarian

preantral follicles w ere basically simi lar, but dif ferent animals had their ow n features.

The preantral follicles w ere able to develop and ma ture in vi t ro under a sui table condi-

tion. The gonado t ropins and g row th factors had regulating functions in the in vi t ro de-

velopment of follicles. Th e identi fica tion of the guality o f developing follicles and the es-

tablishments of the criterion o f oocy tes and the cul ture system s of fol licles still remain to

be solv ed.

Key words　 mam mals, preantral fo llicles, in vivo development , in vi t ro develop-

m ent
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