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卵泡刺激素和雌激素对培养的鸡胚卵巢生殖细胞增殖的影响

解美娜，张才乔"，米玉玲，曾卫东
（浙江大学 动物科学学院，浙江 杭州 !"##$%）

摘要：在动物体内多种激素共同调控着卵巢生殖细胞的生长、发育和成熟，其中促性腺激素起着至关重要

的作用。本实验建立了鸡胚（"& 日胚龄）卵巢构建生殖细胞和体细胞的共培养模型，并研究卵泡刺激素

（’()）、"*!雌二醇（+$）以及二者联合处理对生殖细胞增殖的影响。结果发现 ’()（# ,$- . " ,# /0 1 23）、+$
（"# . " ### 45 1 23）处理 6& 7 后均可显著促进生殖细胞的增殖，’() 与 +$ 共同处理作用更加显著且高于其单独

处理组，表明 ’() 和 +$ 可协同刺激鸡胚卵巢生殖细胞的增殖，’() 可能是通过促进雌激素或其受体的合成而

发挥作用。
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卵母细胞的发育是一个复杂的调控过程，下丘

脑和腺垂体分泌的激素（促性腺激素释放激素、促

性腺激素）以及卵巢内调节因子（性激素、卵巢肽

类激素和生长因子）控制着生殖细胞的增殖、分化

和凋亡。’() 细胞最早出现在 U6,- 鸡胚垂体中，

在 UV,- 鸡胚左侧卵巢中即可出现 ’() 受体表达，

其表达量随鸡胚的发育而逐渐增加，相应地刺激卵

巢性激素的合成，并促进卵母细胞的发育。有关

’() 对卵巢颗粒细胞分化、激素分泌及卵泡体外增

殖的作用已进行了较多的研究。’() 能促进许多哺

乳动 物 卵 母 细 胞 的 体 外 成 熟（WG4M <D C@，$##!；

(H7?<F<>I <D C@，$##!；S7?A <D C@，$###）和未成熟

小鼠腔前卵泡的体外发育（XC45 <D C@，$##"）。此

外，’() 还 能 刺 激 体 外 培 养 鸡 胚 卵 巢 UY9 和

Z6-#C>?2 2PY9 合 成 （ [<@C\]G<\ <D C@， "%%*；

R?2<\ <D C@，$##"），促进细胞增殖及类固醇激素分

泌（Z<E<>4<>C <D C@，"%%%；^<4E<\ <D C@，"%%&）。

在鸟类中，雌激素被认为在性腺分化中起关键性作
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用。在 !"#$ 和 % #$ 雌性或雄性鸡胚性腺中即可检

测出 &’!(’)*（+(,-. /- 01，2334），!$#$ 5 6 #$
鸡胚性腺可分泌雌激素，!4#$ 的性腺已存在 &’ 蛋

白。2 日龄雏鸡的卵巢体细胞和初级卵母细胞中可

检测到 &’7（8/9:/; /- 01，2333）。我们先前的实

验发现 26 日龄以前鸡胚左侧卵巢中 <+=’ (’)*
水平始终维持较低水平，从 2> 日龄开始稳步上升，

在出壳后 2 : 内达到高峰（80? /- 01，@AAA）。单独

游离培养生殖细胞因缺乏体细胞的支持而难以在无

血清培养液中长时间存活。但在无血清 BC+ 培养体

系中体细胞与生殖细胞共培养后，生殖细胞以贴壁

生长的体细胞为基质，生长良好且便于观察，对外

界激素作用敏感，可作为评价激素、药物、毒物内

分泌作用的体外培养模型。本实验采用此实验模

型，研究了 <+= 和 &@ 对 2> 日龄鸡胚卵巢生殖细胞

体外发育的影响。

! 材料和方法

! "! 实验材料

艾维茵鸡胚（购自杭州正大肉鸡中心），在 ">
D，6AE湿度条件下孵化至 2> 日胚龄。

! "# 细胞培养模型的建立

取出 2> 日胚龄鸡胚卵巢，用生理盐水冲洗后

将卵巢剪成 2 ((" 左右的小块，用 2 (F G (H 胶原酶

（IBJKLJ’H）在 "4 D消化 @ 次，第一次 2$ (,9，

第二次 2A (,9，2AA 目滤网过滤，滤液离心（2 AAA
M G(,9，2A (,9），重复 " 次。取少量细胞悬液加入

等体积 A #2E台盼兰，用血球计数板计数，细胞存

活率在 3AE以上。细胞按 $ N 2A% 个 G孔的密度接种

到 36 孔细胞培养板（)O9P）。培养液为无血清的

8PK?QR7 $* 培养液，其中添加胰岛素（2A"F G (H）、

转铁蛋白（$"F G (H）和亚硒酸钠（" N 2A S > (?1 G H）

（BC+ 培养液），培养同时用猪 <+=（A #@$ 5 2 #A BT G
(H，宁波激素制品厂）、&@（2 5 2 AAA 9F G (H，+,FU
(0）处理，对照组仅添加生长因子，每个处理组 %
孔。将细胞放入 KL@ 培养箱中进行培养（"3 D，

$EKL@）。实验重复 " 次。

! "$ 细胞生长状况的观察

观察细胞贴壁状况及细胞的增殖和形态变化，

培养 %> . 后，每孔选 % 个视野用显微数字成像系统

（V,W/M0 VM? 2$A&+，V,W/M0 公司）拍照，用图象分

析软件 +,(X1/ VKB（K?(X,W，B9P #）测量生殖细胞

的直径并计数。

! "% 数据分析

所得数据采用 +*+（6 #2@ 版本）软件中 IH8
过程进行方差分析及 !O9P09R7 多重比较，检验误差

为 $E和 2E水平。

# 结 果

刚分离的卵巢细胞中，包含生殖细胞（主要是

卵原细胞和部分初级卵母细胞）、颗粒细胞、类固

醇生成细胞和上皮细胞等，其中生殖细胞直径较

大，体细胞直径相对较小。培养 @% . 细胞基本贴

壁，其中体细胞包括颗粒细胞及上皮细胞等均贴在

培养板底部，呈梭状生长；培养 %> . 基本铺满整个

板底，生殖细胞呈圆形或椭圆形紧贴生长于其上。

细胞在无血清但添加生长因子的培养体系中可存活

2A : 以上。

培养 %> . 后，<+=、&@ 及 &@ Y <+= 处理组生

殖细胞直径未见显著变化，但 <+= 和 &@ 处理组生

殖细胞较对照组轮廓更清晰、立体感更强（图 2）。

<+=（A #@$ 5 2 BT G (H）处理组生殖细胞数目显著

增多（!"，2@ Z 2$ #6>，" [ A #A2）（图 @）。2 9F G (H
的&@处 理 后 生 殖 细 胞 数 目 无 明 显 改 变 ，但2A 5
2 AAA 9F G (H &@ 处 理 组 生 殖 细 胞 数 目 显 著 增 多

（!%，2$ Z %A #$>，" [ A #A2）（图 "）。所有 &@ Y <+=
（A #$ BT G (H）处理组生殖细胞数目均显著高于对照

组（!%，2$ Z 4A #44，" [ A #A2），且在 &@ 浓度高于

2A 9F G (H 时，细胞数目显著高于 A #$ BT G (H <+=
或相应 &@ 单独处理组（!3，"A Z %@ #A%，" [ A #A$）；

并在保持 <+= 浓度不变的情况下，随 &@ 浓度的升

高细胞数目也增多（图 "）。

$ 讨 论

禽类卵巢内有雌激素的特异核结合位点，且雌

激素 受 体 蛋 白 大 量 存 在 于 鸡 胚 左 侧 卵 巢 皮 质 内

（*9:M/\7 /- 01，2334），预示着雌激素在生殖细胞

分化和发育中起着关键性的作用。雌激素的生理作

用是由 &’ 调控的，哺乳动物和鸟类中均可检测出

两种 &’ 亚型。禽类的 &’ P!)* 与人的 &’ 具有同

源性（ ] >AE）（^MO7- /- 01，23>6）。在鸟类及其他

脊椎动物中，芳香化酶是雌激素合成中的一个关键

酶。芳香化酶基因在性腺性别分化期间只在雌性鸡

胚中表达，而在雄性中表达量极低。&’ 基因的表

达最早在 !"#$ 鸡胚性腺中即可检测出。&@ 处理早

期 鸡胚会刺激&’!和V%$A0M?( (’)*在性腺中的
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图 ! "#$ 和 %& 处理后鸡胚卵巢生殖细胞的形态变化

"’( )! *+,-.+/+(’01/ 0.12(34 +5 367,8+2’0 0.’0932 +:1,’12 (3,6 03//4 15;3, ;,31;632;
<’;. "#$ 12= %& ’2 43,>6?5,33 63=’>6 5+, @A .+>,4

标尺 !B!6（C1, !B!6）；!示体细胞（#+61;’0 03//）；"示生殖细胞（D3,6 03//）。

EF 对照组卵巢细胞（G:1,’12 03//4 +5 0+2;,+/ (,+>-）；

C F B )H IJ K 6L "#$ 处理组卵巢细胞（G:1,’12 03//4 +5 B )H IJ K 6L "#$?;,31;3= (,+>-）；

M F !BB 2( K 6L %& 处理组卵巢细胞（G:1,’12 03//4 +5 !BB 2( K 6L %&?;,31;3= (,+>-）；

NF B )H IJ K 6L "#$ O !BB 2( K 6L %& 处理组卵巢细胞（G:1,’12 03//4 +5 B )H IJ K 6L "#$ 0+67’23= <’;. !BB 2( K 6L %&?;,31;3= (,+>-）。

图 & "#$ 对无血清培养 @A . 的鸡胚卵巢生殖

细胞增殖数目的影响

"’( )& %5530; +5 "#$ +2 (3,6 03// -,+/’53,1;’+2 +5
0.’0932 +:1,8 15;3, @A . ’2 43,>6?5,33
63=’>6

图 P %& 和 "#$ 对无血清培养 @A . 的鸡胚卵巢

生殖细胞增殖数目的单独和联合作用

"’( )P %5530; +5 %& 1/+23 12= ’2 0+67’21;’+2 <’;.
"#$ +2 (3,6 03// -,+/’53,1;’+2 +5 0.’0932
+:1,8 ’2 43,>6?5,33 63=’>6

不同字母表示差异显著（N>2012Q4 多重比较：! R B )BH，" S @）。

C1,4 <’;. =’553,32; 4>-3,40,’-;4 <3,3 4;1;’4;’01//8 =’553,32;（N>2012Q4 ;34;：! R B )BH，" S @）
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表 达 （ !"#$"%&’" &( )*， +,,,； -)%"’./) &( )*，
+,,+）。哺乳动物中，01 存在于颗粒细胞与黄体细

胞，在小鼠和人未成熟卵母细胞中 也 检 测 出 01
’1!2（1&3&**" &( )*，4556）。本实验中 0+ 对培养

的鸡胚卵巢生殖细胞增殖的显著刺激提示，0+ 可能

通过刺激 01!和 789,)/:’ ’1!2 的表达或直接与

生殖细胞上的 01 结合而发挥作用。

卵巢雌激素的合成主要受腺垂体分泌的 ;-< 的

调控。;-< 是由动物垂体前叶嗜碱性细胞合成和分

泌的一种糖蛋白类促性腺激素，对雌性动物有刺激

卵 泡 发 育、 促 进 排 卵 的 作 用。 7&=&/>&/) &( )*
（4555）用 $;-< 处理体外培养的 ?@ A 4@ 鸡胚卵

巢，发现 $;-< 能促进 ?49、4@ 卵巢总细胞数增

加，培养液中 0+ 和睾酮分泌增多。此外，也有报

道 $;-< 和 /$;-< 促使体外培养 ?4@ 鸡胚卵巢细胞

789,)/:’ ’1!2 表 达 增 加（B:’&C &( )*，+,,4）。

在本实验中，;-< 能够提高鸡胚卵巢生殖细胞的增

殖活性，生殖细胞数目显著增加，且存在剂量效应

关系，同时细胞的立体感增强，说明 ;-< 可促进生

殖细胞的发育。;-< 的作用途径可能是通过促进

789,)/:’ 合成量增加促进雄激素转化成雌激素，也

可能直接与体细胞 ;-< 受体相结合通过细胞间的信

号传导而间接促进生殖细胞的增殖。;-< 能促进雌

激素合成以及 ;-< 和 0+ 均可促进 789,)/:’ ’1!2
的表达可解释 ;-< 与 0+ 的协同作用。

本实验通过体外鸡胚卵巢体细胞和生殖细胞共

培养为生殖细胞体外培养提供了一个良好模型，同

时证明一定浓度的 ;-< 和 0+ 均能提高生殖细胞的

增殖活性，并且具有协同作用。
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