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哺乳动物腔前卵泡体外培养的影响因素 
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摘  要：哺乳动物卵巢有大量的腔前卵泡，其中大部分卵泡不能进行排卵，而卵泡发育和闭锁的调节是一个高度复杂的过程。

随着对卵泡生长过程的深入研究，国内外已经建立了多种体外培养方法，而腔前卵泡体外培养已成为现今的研究热点，并将

其应用于雌性生殖毒理评价研究当中，为新药评价研究提供了可靠的实验工具。对哺乳动物腔前卵泡的体外培养中的胚胎来

源、分离方法、培养条件和添加成分等几个方面进行了阐述，为进一步完善腔前卵泡培养体系提供实验依据。 
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Factors on in vitro culture of preantral follicles of mammal 
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Abstract: Preantral follicles are of great abundance in mammalian ovaries and the vast majority (> 99.9%) never become ovulatory; 
Regulation of follicular development and atresia is a complicated process. With further research about the process of follicle growth, 
many in vitro models have been established at home and abroad, while in vitro culture of preantral follicles that is applied to evaluating 
female reproductive toxicology and provides a reliable experimental tool for new drug evaluation has become a hot spot in the current 
study. This paper reviews the various factors in vitro culture of preantral follicles, such as embryos, separation methods, cultural 
conditions, and additives, which would further achieve the system to provide experimental basis for the culture. 
Key words: mammal; preantral follicles; in vitro culture; reproductive toxicology; new drug evaluation 
 

卵泡是哺乳动物卵巢内的基本功能单位，为卵

母细胞生长发育及成熟提供微环境。哺乳动物卵巢

中储存着大量的腔前卵泡[1]，包括原始卵泡、初级

卵泡和次级卵泡，但随着个体的发育，99%以上的

卵泡都会通过凋亡通路发生闭锁而逐渐退化，同时

还伴随着增生性改变[2]，只有极少数的卵泡 终发

育到成熟和排卵阶段。 
目前在新药安全性评价方法中，雌性生殖毒性

评价方法主要采用整体动物试验，存在不敏感、周

期长且难以揭示毒作用位点和毒作用机制。为此，

近几年国内外已建立了多种体外雌性生殖毒性评价

方法，哺乳动物腔前卵泡体外培养方法也应运而生。

该模型可以动态观察体外卵泡的形态分化和发育、

激素生成、卵母细胞成熟及排卵等雌性生殖的主要

功能；具有使用动物数量少、周期短、费用低和受

试物用量少等优点。 
哺乳动物的腔前卵泡体外培养正日益受到重

视，目前已应用于多种哺乳动物。虽然腔前卵泡的

体外培养有了很大的发展，但是由于多种因素的影

响，培养方法一直制约着相关研究工作的开展[3]。

为此，笔者对腔前卵泡体外培养的影响因素作一综

述，希望为生殖毒理学研究和新药评价提供借鉴。 
1  胚胎来源

 

由于哺乳动物种类不同，卵巢的结构、腔前卵

泡在体外的成熟时间、能力以及表现都有所差异[4]。

因此，不同胚胎来源的卵泡细胞在体外成熟时，要

清楚其在体内所处的环境条件和特殊性。胚胎来源

问题又分为动物年龄和卵巢及卵泡大小的选择。 
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1.1  动物年龄 

成年动物的卵巢会随着动物年龄的增加，纤维

化程度增加、韧性加大，不断退化甚至闭锁，所分

离的卵泡数量就减少；年龄越小，则相反。因此，

应尽可能培养较早期发育阶段的卵泡。 
1.2  卵巢及卵泡大小的选择 

对动物卵巢进行选择时，应将表面脂肪化、红

体化、小的或者无黄体及未成熟卵巢弃去，留下发

育良好的卵巢，用来分离腔前卵泡[5]。一般认为体

外培养的存活率、成熟率与卵泡直径的大小正相关[6]。 
2  分离方法 

不同的分离方法，不但获得的腔前卵泡数量不

同，而且对分离后的培养效果也有较大的影响[5]。

机械分离法获得的腔前卵泡虽少，但基底膜完整，

有助于卵泡的成熟，比较适用于对卵泡需求数量少、

卵泡质量要求高和卵泡直径大的实验。但在分离过

程中组织块的大小、吹打次数、积压和过滤，也易

引起卵泡破裂和颗粒细胞的脱落，从而造成卵泡质

量下降。因此，在机械分离法中应尽可能减少机械

损伤，提高卵泡的质量。 
用酶消化法一般能得到较多的腔前卵泡，但对

基底膜有损伤作用，故培养效果往往不佳。而采用

酶消化–机械结合法分离腔前卵泡的培养一般较理

想[7]，但应选择消化比较温和的酶，包括胶原蛋白

酶、脱氧核糖核酸酶、胰蛋白酶等；还要注意酶浓

度和作用时间，不同年龄及不同类型动物所需的酶

浓度和作用时间不同，因此要灵活掌握，不能一概

而论。而且在离心去酶过程中，要求去除干净，否

则还会继续对卵泡基膜有破坏作用。 
此外，分离时处理强度太大、时间过长、分离

液温度及成分都会影响腔前卵泡的数量和质量。 
3  培养条件 
3.1  培养基的选择 

卵巢内卵泡的发育需要正常的血供和合理的激

素环境。离体的卵巢组织已没有血供，其营养主要

由培养液提供，所以培养系统的选择对培养组织的

活性尤为关键[8]。 
目前二维体系培养基多采用 α-MEM（或

DMEM）、TCM199、Ham’s F-10、Waymouth’s 和

Earle’s，其中 α-MEM 更有利于卵泡的生长。若是

三维培养体系，可以将卵泡培养在胶原蛋白或海藻

酸盐凝胶中，其中培养基质的选择尤为重要[9]：必

须易于包埋、具有一定的机械性、营养物质和激素

能够进出卵泡、允许卵泡扩展、能够在培养终止时

比较容易的收集卵泡，并且不损伤卵泡结构；但生

物材料还需要通过纯化基质中的有机杂质，从而改

善其纯度[10]。因此，培养基的选择随着物种及实验

目的的不同而有差异。 
3.2  覆盖物的选择 

因卵泡通常培养于微滴中，在培养过程中蒸发

较快，且体外操作过程中液滴 pH 值也很容易改变。

因此，在液滴表面加入覆盖物可以有效避免培养基

的蒸发和 pH 值的改变。矿物油或石蜡油覆盖广泛

应用于体外成熟和胚胎培养。然而，覆盖物的质量

（含有的杂质）、添加浓度和体积都可能改变卵泡的

生长环境，从而影响卵泡的发育和受精过程[11]。 
3.3  培养基的环境 

培养基中通常加入 N-2-hydroxyethylpiperazine- 
N′-2-ethanesulfonic acid（HEPES），调节 pH 值为

7.3～7.5 的中性环境，以避免培养基中 pH 值的酸碱

化而影响卵泡的发育和成熟。 
3.4  培养温度 

哺乳动物卵泡体外培养的温度一般为 37～39 
℃，由于不同种属动物的体温不同，培养温度过高

或过低均会影响卵泡细胞的成熟，因此要根据不同

的动物选择适宜的培养温度[12]。 
3.5  气相 

目前，卵泡细胞体外成熟培养常用的气相条件

主要有两种[4]，即 5% CO2、95%空气和饱和湿度及

5% CO2、5% O2、90% N2 和饱和湿度。Wycherley
等[13]研究表明，培养体系中氧含量是否适宜可能是

制约卵泡体外培养的一个重要因素。因此卵泡周围

培养基的氧气浓度必须维持在足够的浓度，才能改

善氧和作用，从而促进卵泡的生长。但啮齿类及大

动物的体质量存在差异性，因此卵泡对氧气的需要

量也不相同。 
4  添加成分 

影响哺乳动物腔前卵泡生长和发育的因素很

多，除了以上因素外，还受到多种添加成分的调控，

主要包括血清、促性腺激素、类固醇激素、生长因

子、维生素、细胞因子和 Kit 配体等。 
4.1  血清 

用同源还是异源血清目前仍存在争论。血清中

含有多种营养物质，包括激素、生长因子、细胞因

子、转铁蛋白等。血清可抑制或促进细胞的黏附，

中和有毒物质的毒性，使细胞不受损害，促进卵泡
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的正常生长和分化[14]。目前，培养体系中一般均添

加 5%～10%胎牛血清，也可以添加纯化 0.1%血清

白蛋白或人工合成的血清替代品。但因血清成分比

较复杂，其中某些成分可能抑制卵泡的生长，故关

于是否向培养液添加血清尚存争议[15]。 
4.2  促性腺激素 

促性腺激素包括卵泡刺激素（FSH）和黄体生

成素（LH），两者都是垂体分泌的一种糖蛋白激素，

长期以来被公认是调控卵泡发育生长的重要因子[16]。 
FSH 在窦腔卵泡增殖、发育和成熟排卵过程中

起主导作用，被形象地称为“拯救因子”[17]。FSH
受体的表达随着卵泡的发育不断增加，提示卵泡在

发育的不同阶段对 FSH 的需求量也不一样，因此以

动态方式、适当时间添加适宜浓度的 FSH 可能更有

利于腔前卵泡的发育和卵母细胞的成熟[18]，而过高

或过低浓度的 FSH 对卵泡的发育均没有促进作用。 
LH 对于膜细胞的增殖、卵泡内雌二醇的分泌、

腔的形成以及核的成熟有重要意义。在卵巢中，LH
受体主要在间隙细胞和膜细胞上表达，可以促进卵

泡对 FSH 的反应，而 FSH 具有刺激颗粒细胞的增

殖，激活芳香化酶的活性，诱导 LH 受体的表达，

调节卵泡的生长或闭锁等作用[19]，因此 LH 受体的

存在是诱发排卵和黄体形成所必需的。 
4.3  类固醇激素 

卵巢分泌的类固醇激素（雌激素、孕激素和雄

激素）对腔前卵泡的发育有一定影响。虽然生理剂

量的雌二醇不是卵泡早期发育所必需的，但并不能

排除更低剂量的雌二醇有增加卵泡发育的可能性[20]。

Murra和Nilsson等[21-22]发现雌激素对腔前卵泡的发

育具有积极作用，在合适的浓度条件下，能影响初

级卵泡甚至原始卵泡的发育。 

孕激素通过减少卵母细胞的凋亡来抑制原始卵

泡组装的能力，从而阻止原始卵泡的形成[23]。雄激

素是雌激素合成的底物，对卵泡的生长有直接促进

作用，还能增加原始卵泡中胰岛素样生长因子

（IGF）-I 的表达。 
4.4  生长因子 
4.4.1  胰岛素样生长因子  在卵泡中，IGF 主要是

由颗粒细胞和卵泡细胞产生，分为 IGF-I 和 IGF-Ⅱ
两种。IGF-I 主要存在腔前卵泡和小囊状卵泡中，

对卵泡的生长发育起重要作用[24]，能促进雌二醇的

分泌，增加卵母细胞对 FSH 的敏感性，使 LH 受体

含量增加，并协同 LH 合成孕酮，增强细胞的存活

率和卵子的成熟率，还能介导雄激素促进早期卵泡

的生长发育；而 IGF-Ⅱ主要影响孕酮的产生[25]。 
4.4.2  表皮生长因子（EGF）  EGF 是由 53 个氨

基酸组成的单链多肽，通过刺激不同阶段卵泡的卵

母细胞生长和颗粒细胞增殖来促进卵泡的发育，且

随着卵泡的发育表达增强，在排卵前达到高峰[26]。

EGF 是一种卵母细胞成熟的诱导剂，能刺激颗粒细

胞 FSH 受体的表达，同时能诱导孕酮的产生；也是

一种强有力的细胞分裂促进因子，促进卵母细胞成

熟。在体外培养中，EGF 与促性腺激素可以相互影

响来促进卵母细胞的发育[27]。 
4.4.3  转化生长因子（TGF）  TGF 有两种形式，

即 TGF-α和 TGF-β。TGF-β家族是一类具有较高同

源性、富含半胱氨酸的糖蛋白，包括转化生长因子

-β、活化素（activin）A、抗苗勒氏管激素（AMH）、

生长分化因子-9（GDF-9）、骨形成发生蛋白（BMP）
等，这些因子对卵巢卵泡的生长发育均有作用，而

TGF-α的作用则相反。 
（1）TGF-β 存在两种受体，即 TGF-β-Ⅰ和

TGF-β-Ⅱ，对卵泡主要是抑制增殖、促进分化作用，

并能诱导卵泡的凋亡，但作用模式因种属、生理状

态和体外培养条件不同而有所差异。 
（2）活化素A是抑制素B亚单位的同质二聚体，

是颗粒细胞的产物，可通过自分泌、旁分泌作用调

节卵泡的生长。其受体存在于卵母细胞和颗粒细胞

上，通过增加腔前卵泡颗粒细胞对胸腺嘧啶脱氧核

苷酸的摄取，促进腔前卵泡的生长和腔的形成[28]。 
（3）AMH 由睾丸未成熟的 Sertoli 细胞产生，

是目前发现的惟一原始卵泡生长抑制因子，主要阻

断原始卵泡生长的启动[29]，并且能够调节细胞的发

育及分化。 
（4）GDF-9 可通过与丝氨酸-苏氨酸受体结合，

促进颗粒细胞的增殖和分化、增加孕酮的产量，还

能够促进卵母细胞的有丝分裂、维持卵泡超微结构

的完整性[30]。 
（5）BMP 有 20 个成员，其中 BMP-2、3、4、

6、7、15 已被证实存在于哺乳动物卵巢中[31]。其中

BMP-4、BMP-7 作用相似，均与腔前卵泡到有腔卵

泡的转化过程有关；而 BMP-6、BMP-15 可促进颗

粒细胞的增殖，并反向调节卵母细胞的生长。 
4.5  维生素 

在几十种维生素中，维生素 C 和维生素 E 对卵

巢发育有重要作用。 
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4.5.1  维生素 C  又称抗坏血酸，是细胞外 重要

的抗氧化剂之一。在卵巢组织中，维生素 C 主要聚

集在颗粒细胞、卵泡膜细胞、黄体细胞和卵母细胞

内，可以促进卵泡发育进程中胶原合成，维持卵泡

基底膜的完整性[32]。卵泡体外培养中添加维生素 C
可以降低卵泡细胞的凋亡，对抗自由基的破坏作用，

加强FSH的作用，并且有利于颗粒细胞的体外生长[33]。 
4.5.2  维生素 E  自 1924 年被发现以来，已有大量

实验表明维生素 E 与性功能有密切的关系[34]。它通

过垂体前叶分泌促性腺激素来增加卵巢的质量，促

进卵泡的成熟，增大黄体，并抑制孕酮在体内的氧

化，增强孕酮作用，从而提高动物的繁殖能力[35]。 
4.6  细胞因子 

目前的研究发现细胞因子可多方面调节卵巢的

功能。在正常的卵巢中可检测到肿瘤坏死因子、白

介素-1α、-1β等多种细胞因子的表达[36]。在卵泡发

育的早期，卵巢分泌的肿瘤坏死因子能产生胰岛素

抵抗作用，并通过凋亡途径显著抑制卵泡的发育、

雌二醇的分泌及排卵率[36]；而白介素-1α、-1β可抑

制 FSH 刺激颗粒细胞分化的功能[37]，并能调节甾体

激素的分泌。 
4.7  Kit 配体 

Kit 配体也称为干细胞因子（SCF），由颗粒细

胞和卵母细胞产生，属于Ⅱ型跨膜酪氨酸激酶受体，

有两种膜结合形式，即 Kit 配体 1 和 Kit 配体 2，它

们均可被降解为一种可溶性的 Kit 配体。Kit 配体主

要参与原始卵泡生长的启动、卵泡膜细胞和卵泡腔

的形成等[38]。 
4.8  碱性成纤维生长因子 

碱性成纤维生长因子（bFGF）是一类直接促进

原始卵泡募集的生长因子，主要存在于卵母细胞和

颗粒细胞内，能促进原始卵泡的生长和向初级卵泡

的转化[39]。bFGF 是诱导原始卵泡发育的重要因子，

能够调节颗粒细胞的有丝分裂、分化、凋亡及类固

醇激素的合成。 
5  结语 

哺乳动物卵巢中有数量丰富的腔前卵泡，开发

利用这一潜在的资源，对于提高遗传和经济价值哺

乳动物的繁殖潜力、濒危物种的保存及女性不孕不

育疾病的治疗具有十分重要的意义和广阔的发展前

景。 
目前，哺乳动物腔前卵泡体外培养在研究内容、

手段和方法上已经取得了一些突破性进展，笔者团

队建立了大鼠腔前卵泡的体外培养方法[40]，但仍然有

很多制约因素。为了充分利用腔前卵泡的资源、有

效的研究各因素对卵泡生长发育的调控机制、阐明

参与卵泡和卵母细胞生长过程及各细胞间信号传导

的分子机制，需要进一步寻求高效、完善的腔前卵

泡培养体系。腔前卵泡体外培养对生殖毒理学的研

究，特别是在新药毒性作用机制评价上有良好的应

用前景。相信经过不断改进、完善，腔前卵泡体外

培养模型将成为研究生殖毒理学和新药评价的一种

重要手段，但要完全实现这个目标依然任重道远。 
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