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期刊中发表 30 余篇。论文被国外引用 200 余次。此外 , 还担任 《中国农业

大学学报》 编辑委员会副主任、主编 , 《中华中西医》 杂志常务编委、《动物

学杂志》 编委、中国农业大学国家“211 工程”项目“畜禽细胞与分子生物

学实验室”负责人、中国生殖生物学会副理事长、中国生理学会理事、中国

动物学会教学工作委员会委员、中国畜牧兽医学会动物生理生化学会副理事

长。



编委会名单

       主  编  t杨增明 (东北农业大学 )

孙青原 (中国科学院动物研究所)

夏国良 (中国农业大学 )

      编  委  h(按姓氏笔画排序 )

刁红录 (东北农业大学 )

王松波 (中国农业大学 )

文端成 (中国科学院动物研究所 )

田文儒 (莱阳农学院 )

宁  刚 (中国农业大学 )

李文英 (上海计划生育研究所 )

杨建鸽 (中国农业大学 )

范衡宇 (中国科学院动物研究所 )

栾黎明 (东北农业大学 )

高尔生 (上海计划生育研究所 )

陶  勇 (安徽农业大学 )

崔  胜 (中国农业大学 )

彭景螰 (中国科学院动物研究所 )

韩代书 (中国医学科学院基础医学研究所 )

谭慧宁 (东北农业大学 )



序

生殖是生物体的基本特征之一 , 生物通过生殖实现一代到下一代生命的

延续。不同生物生殖过程的复杂性差异很大 , 生殖方式可分为无性生殖和有

性生殖两种形式。生殖本身是一个古老的话题 , 而生殖生物学是用现代生物

学手段 , 研究整个生殖过程的一门学科 , 是在动物胚胎学、繁殖学、妇产科

学、发育生物学及动物生理学等学科的基础上发展起来的一门新兴学科。随

着人工授精、体外受精、胚胎移植、细胞核移植 , 以及很多辅助生殖技术的

广泛应用 , 这门学科在生物学、医学及农业中的地位越来越重要。而且 , 随

着细胞生物学、分子生物学、生物化学、生理学等学科的飞速发展 , 以及各

种现代生物学技术在生殖过程研究中的广泛应用 , 人们对生殖过程中的各种

现象及其分子机制的了解有了长足的进步。

生殖生物学的研究不仅可使我们了解生命繁衍的奥秘 , 也在多方面使人

类自身受益。20 世纪中叶 , 生殖内分泌基础研究的重大突破 , 导致了女用

口服甾体避孕药的出现 ; 精子获能现象的发现 , 导致了目前广泛应用于不育

症治疗的试管婴儿技术的产生 ; 20 世纪 80 年代 , 对激素受体研究的重大发

现 , 产生了第二代甾体避孕药。1997 年克隆羊“多莉”的出生 , 引发了很

多深层次的理论问题和人们对该技术应用前景的期望。所有这些突破性研究

成果对生殖生物学的发展起到了巨大的推动作用。目前 , 不孕症的发病率在

逐年上升 (约为 15 %～20 % ) , 而且病因也趋向于复杂化 , 使得辅助生殖技

术面临极大的挑战。各种环境因素对生殖过程的不良影响也越来越明显。人

们对避孕措施的安全性、可靠性及多样性等方面的要求也越来越高 , 发展非

甾体、无毒无害、无副作用的避孕措施是社会发展的必然要求。随着我国畜

牧业的迅速发展 , 对肉、蛋和奶的需求逐年增加 , 迫切需要增加奶牛、肉

牛、肉羊、猪等的数量 , 并提高其质量 , 亟待加速各种辅助生殖技术在畜牧

业中的应用。这些需求一方面为生殖生物学研究提出了新的挑战 , 另一方面

也为生殖生物学的发展提供了一个难得的发展机遇。随着多聚酶链反应、基

因敲除、基因芯片、蛋白芯片、基因组学、蛋白质组学、细胞分离技术等方

面的飞速发展 , 许多以前未知的生殖现象、生殖过程及生殖功能逐渐被发现

和了解 , 也为生殖生物学提供了更加宽广的发展空间。

目前 , 国内尚无一本系统介绍生殖生物学领域研究成果和发展动态的



书。该书是国内从事生殖生物学研究的一批学者 , 综述当前国内外该领域的

最新研究进展 , 并结合自己的研究成果编写的一部全面反映生殖生物学基本

概念、基础理论、研究技术、研究成果和发展动态等的综合性教学和科研用

书。该书的三位主编均为国家杰出青年科学基金获得者 , 杨增明博士和夏国

良博士现为教育部“长江学者奖励计划”特聘教授 , 孙青原博士 2003 年获

“中国科学院十大杰出青年”称号。

我期望这本书的问世将对我国生殖生物学的发展起到积极的推动作用 ,

并对生殖生物学领域的研究、教学和临床实践等有所裨益。

中国医学科学院教授

中国科学院资深院士

2004 年 4 月 15 日  
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第一章  生殖及生殖生物学

“天地之大德曰生”。生命永远是宇宙中最宝贵的 , 生命具有无可争辩的意义 , 是第

一本位的。“种”的繁衍生殖自然就具有无与伦比的重要意义。生命的承传、沿袭是人

类赖以永恒存在的源泉。宇宙中的一切事物 , 因为有了生命的存在才显示了自身的价值

和意义。每个有生命的个体总会以某种方式繁衍与自己性状相似的后代以延续生命 , 这

就是生殖 ( reproduction)。从生理学的角度来看 , 生殖是一切生物体的基本特征之一 ,

一个个体可以没有生殖而生存 , 但一个物种的延续则必须依赖于生殖。

生物通过生殖实现亲代与后代个体之间生命的延续。尽管遗传信息决定了后代延承

亲代的特征 , 但遗传是通过生殖而实现的。亲代遗传信息在传递过程中会发生变化 , 从

而使物种在维持稳定的基础上不断进化成为可能。生命的延续本质上是遗传信息的传

递。在生物代代繁衍的过程中 , 遗传和变异与环境的选择相互作用 , 导致生物的进化。

因此 , 生殖过程本身除了是生物由一代延续到下一代的重要生命现象外 , 与遗传、进

化 , 甚至生命起源的问题紧密相关。

一、生殖现象的研究历史

Macedonian Aristotle (公元前 384～前 322 ) 是最早系统从事动物生殖与发育方面研

究的学者 , 首先提出了胚胎是由简单到复杂逐渐形成的观点。 1683 年 Antoni van

Leeuwenhoek首次在精液中发现了精子 , 并提出“精源说”, 认为在精子中存在人的雏

形 , 发育只是这个雏形的放大而已。以后 Marcello Malpighi ( 1628～ 1694 ) 和 Jan

Swamerdam (1637～1680) 等又提出了“卵源说”, 认为在卵子中存在一个人的雏形。

此后 , Charles Bonnet ( 1720～1793 ) 在蚜虫中首次发现了孤雌生殖现象。

Lazzaro Spallanzani ( 1729～1799 ) 首次成功地进行了青蛙的人工授精 , 并发现在缺

乏精子穿入时 , 则卵子发生退化。在进行狗的实验时 , 他提出只有当卵子和精液共同存

在时 , 才能产生一个新的个体。Caspar Friedrich Wolff ( 1738～1794 ) 观察到 , 从受精

卵的卵黄中形成了有形态结构的胚胎。Carl Ernst von Baer ( 1792～1876) 对几种哺乳

动物的卵子进行了比较研究。以后 , Ernst Haeckel (1834～1919) 提出了个体发育是系

统发育简要重演的观点。

Oscar Hertwig ( 1849～ 1922 ) 和 Richard Hert wig ( 1850 ～ 1937 ) 兄弟在 Otto

Butschli的研究基础上 , 进一步对受精现象进行了研究 , 提出受精的本质是雌雄配子细

胞核的融合。并且 , Oscar Hertwig 在海胆的卵子中观察到极体以及极体中的细胞核。

1883 年 , van Beneden在蛔虫受精卵的第一次有丝分裂纺锤体上看到四条染色体 ,

其中两条来自父方 , 两条来自母方 , 提出父母的染色体通过精卵的融合传给子代。此

后 , Theodor Boveri (1862～1915) 通过对蛔虫卵的进一步观察 , 提出了染色体理论 ,



并通过实验证实了染色体对发育的重要性。20 世纪初 , 美国生物学家 McClung (1902)

第一次将 X 染色体和昆虫的性别决定联系起来。Stevens ( 1905 ) 及 Edmund Beecher

Wilson ( 1905 ) 同时将 XX性染色体与雌性对应 , 而 XY 及 XO与雄性相联系 , 并提出

一种特异的核成分在性别表型决定中起作用 , 即性别由遗传而非环境决定。虽然 , 自

1921 年以来 , 就已知道男性中具有 X和 Y 染色体 , 而女性中具有两条 X 染色体 , 但这

些染色体在人性别决定中的作用在 1959 年以前一直不清楚。 Jacobs 和 St rong ( 1959 )

以及 Ford等 (1959) 首次证明 , Y 染色体在小鼠和人类的性别决定中起关键作用。

二、生 殖 过 程

生殖是指所有的生物能够产生与它们自己相同或相似的、新的生物个体的能力 , 也

指单细胞或多细胞的动物或植物自我复制的能力。在各种情况下 , 生殖都包括一个基本

的过程 , 即亲本的原材料或转变为后代 , 或变成将发育成后代的细胞。生殖过程中也总

是发生遗传物质从亲本到后代的传递 , 从而使得后代也能复制它们自己。在不同生物

中 , 尽管生殖过程所采取的方式和复杂性变化很大 , 但都可分为两种基本的生殖方式 ,

即无性生殖 ( asexual reproduction ) 和有性生殖 ( sexual reproduction )。在无性生殖中 ,

一个个体可分成两个或两个以上相同或不同的部分 , 仅有一个亲本的参与 , 生殖过程中

没有配子的形成。而在有性生殖过程中 , 特化的雄性生殖细胞和雌性生殖细胞发生融

合 , 形成的合子同时携带有两个亲本的遗传信息。

1 . 无性生殖

无性生殖的优点在于可使有益的性状组合持续存在 , 不发生改变 , 并且不需要经过

易受环境因素影响的早期胚胎发育的生长期 , 常见于大多数的植物、细菌、原生生物及

低等的无脊椎动物中。单细胞生物常以分裂 ( fission) 方式或有丝分裂 ( mitosis) 方式 ,

分成两个新的、相同的个体。所形成的细胞可能聚集在一起形成丝状 (如真菌 ) , 也可

能成群生长 (如葡萄球菌 )。断裂或裂片生殖 ( fragmentation ) 是指在丝状的生物中 ,

身体的一部分断裂后 , 发育形成一个新的个体。孢子生殖或孢子形成 ( sporulation ) 为

原生动物及许多植物中的一种无性生殖方式 ; 一个孢子是一个生殖细胞 , 不需要受精就

能形成一个新的个体。在水螅等一些低等动物和酵母中 , 出芽为一种常见的生殖方式 ;

在身体表面长出一个小突起后 , 逐渐长大 , 并与身体分离后形成一个新的个体。在海绵

的内部也可长出小芽 , 称为芽球 ( gemmule)。

再生是无性生殖的一种特化形式 , 海星和蝾螈等动物可通过再生替代受伤或丢失的

部分。很多植物通过再生可产生一个完整的个体。分类上越低等的动物 , 其完全再生的

能力也就越强。到现在为止 , 还未见到脊椎动物具有再生完整个体的能力。但通过实验

的手段 , 已在鱼类、两栖类和哺乳类等脊椎动物中获得了无性生殖的个体。特别需要提

到的是 , 1997 年首次通过体细胞核移植手段 , 获得了无性生殖的哺乳动物———克隆

绵羊。

自然条件下的无性生殖包括孤雌生殖和孤雄生殖等。人工辅助无性生殖指在物理或

化学因子作用于卵子后的单性生殖 , 以及利用细胞核移植技术而进行的动物克隆。
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2 . 有性生殖

在有性生殖的生物体 (高等生物 ) 中含有两大类细胞 , 一是构成组织和器官并执行

各种功能的体细胞 ( somatic cell ) , 二是携带有特定的遗传信息并具有受精后形成合子

能力的生殖细胞 ( germ cell)。生殖细胞又包括卵子和精子两类。有性生殖周期是体细

胞与生殖细胞相互转变的过程。在高等生物的机体中 , 只有一小部分细胞为生殖细胞 ,

然而它们却是正常生命周期中的一个关键环节。

有性生殖发生在很多的单细胞生物和所有的动物和植物中。除在个别动物中可进行

孤雌生殖外 , 有性生殖是高等的无脊椎动物和所有的脊椎动物自然情况下唯一的一种生

殖方式。有性生殖过程中 , 一种性别的细胞 (配子 ) 被另一种性别的细胞 (配子 ) 受精

后 , 产生一个新的细胞 (合子或受精卵 ) , 以后受精卵发育形成一个新的个体。两个结

构相同但生理上不同的同形配子 ( isogamete) 的结合 , 称为同配生殖 ( isogamy) , 仅见

于低等的水棉属的绿藻 ( spirogyra) 和一些原生动物中。异配生殖 ( heterogamy) 是指

两种明显不同的配子的结合 , 即精子和卵子的结合。许多生物具有特殊的生殖机制来保

证受精的进行。在陆生动物中 , 通过交配进行体内受精 , 从而提供了一个受精必需的液

体环境。

有性生殖的优越性在于来自两个亲本的细胞核融合后 , 子代可源源不断地继承各种

各样的性状组合 , 从而具有很大的发生变异的空间 , 对于改进物种本身以及物种的生存

具有重要的意义。精卵结合形成的子代在遗传学上互不相同 , 也不同于各自的亲代 , 从

而保证了物种的多样性。有性生殖产生的后代中随机组合的基因对物种可能有利 , 也可

能不利 , 但至少会增加少数个体在难以预料和不断变化的环境中存活的机会 , 从而对物

种的延续提供有利的条件。此外 , 在进行有性生殖的物种中 , 生命周期中都具有二倍体

和单倍体交替的特征。二倍体的物种每一基因都有两份 , 其中一份在功能上处于备用状

态 , 对各种突变等具有一定的抵御作用。这也可能是高等生物以有性生殖为主的原因。

因为即使在细菌等进行无性生殖的生物中 , 也发生遗传物质的交换。在蚯蚓等雌雄同体

( hermaphrodite ) 的动物中 , 由于解剖结构的特化或雌雄配子的成熟时间不同 , 总是避

免自体受精的发生。

生殖过程不是一个连续的活动 , 而是受一些形式和周期的约束。通常 , 这些形式和

周期与环境条件有关 , 从而使得生殖过程能有效地进行。例如 , 一些有发情周期的动物

仅在一年的一段时间内发情 , 使得后代能在适宜的环境条件下出生。同样 , 这些形式和

周期也受激素和季节因素的控制 , 使得生殖过程中的能量消耗得到很好地控制 , 从而最

大限度地提高了后代的生存能力。

三、生殖生物学

生殖是亲代与后代个体之间生命延续的过程。生殖生物学 ( reproductive biology)

是研究整个生殖过程的一门学科 , 既是发育生物学的一个分支 , 又是生理学的一个分

支 , 属于一门新的充满活力的、融合了现代生物化学、细胞生物学、内分泌学和分子生

物学等学科的交叉学科。过去的几十年中 , 生殖生物学研究领域取得了许多世人瞩目的
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重大突破。例如 , 对下丘脑 垂体 性腺内分泌轴系这一重大理论问题的揭示 , 导致

了口服避孕药的诞生 ; 从精子获能和卵子体外成熟等基础研究着手而创立的“试管婴

儿”技术 , 使国内外成千上万的不育夫妇获得了后代 ; 1997 年克隆绵羊“多莉”的诞

生 , 将无疑会对未来人类社会产生深远的影响。生殖生物学已成为生物学中一个活跃

的、充满机遇和挑战的重要研究领域。

生殖生物学主要研究性腺发育、配子发生、受精、胚胎发育及着床、性别决定、妊

娠维持、胎盘发育和分娩等过程的调控 , 以及生殖道的恶性肿瘤、异常妊娠、生殖道感

染、环境和职业性危害等对生殖的影响等问题。此外 , 生殖生物学也研究在青春期、泌

乳、衰老和妊娠等过程中与生殖相关的内分泌变化 , 以及性行为的形成和影响因素等。

随着人工授精、体外受精、胞浆内单精子注射 ( ICSI )、胚胎移植、细胞核移植 ,

以及很多辅助生殖技术的广泛应用 , 这门学科在生物学、医学及农业中的地位越来越重

要。例如 , 自 1978 年英国科学家首次成功地获得世界首例试管婴儿至今 , 全世界已有

约 100 万试管婴儿诞生 , 体外受精和胞浆内单精子注射技术已成为临床上不育症治疗的

最主要手段 , 为许多不育夫妇带来了福音。

最近 20 年来 , 细胞生物学、分子生物学、生物化学、生理学等学科飞速发展 , 各

种现代生物学技术已广泛渗透到生殖生物学的研究过程中 , 使得人们对生殖过程中的各

种现象及其分子机制的了解有了长足的进步。

四、生殖生物学的相关学科

随着生殖生物学的迅速发展 , 生殖生物学的研究范围也在逐步扩大 , 与很多学科间

的交叉也变得越来越明显 , 这里仅简单介绍与生殖生物学相关性很强的一些学科。

1 . 动物胚胎学 ( embryology)

动物胚胎学是研究动物个体发育过程中形态结构及其生理功能变化的一门科学 , 实

际上是对受精和出生之间动物发育过程的研究。个体发育包括生殖细胞的起源、发生、

成熟、受精、卵裂、胚层分化、器官发生 , 直至发育为新个体 , 以及幼体的生长、发

育、成熟、衰老和死亡。通常也将个体发育的整个过程分为胚前发育、胚胎发育和胚后

发育。胚前发育主要研究生殖细胞的起源、单倍体的精子和卵子的发生、形成和成熟。

胚胎发育是指从受精到分娩或孵出前的发育过程。胚后发育包括出生或孵出的幼体的生

长发育、性成熟、体成熟 , 以及以后的衰老和死亡。胚胎学一般只研究胚前发育和胚胎

发育。

2 . 发育生物学 (developmental biology)

发育生物学是在动物胚胎学的基础上 , 结合细胞生物学、遗传学和分子生物学等学

科的发展 , 而逐渐形成的一门新兴学科。它是应用现代生物学的技术 , 来研究生物发育

本质的科学 , 主要研究生殖细胞的发生、受精 , 胚胎发育、生长、衰老和死亡等过程 ,

分析从受精一直到主要胚胎器官形成时动物发育的基本现象及形式 , 偏重于研究细胞决

定及分化的机制 , 以及形态发生过程中的细胞间相互作用等问题。
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3 . 动物繁殖学 (animal reproduction or theriogenology)

动物繁殖学主要研究家畜和家禽生殖过程中的形态、生理和功能的变化 , 以及调节

和控制生殖过程的相关技术。它是畜牧科学的一个重要组成部分 , 主要包括家畜和家禽

的生殖生理、繁殖技术以及家畜繁殖力的评价和家畜生产的影响因素和管理等。

4 . 生殖医学 ( reproductive medicine)

生殖医学是一门综合性的新兴学科 , 包括范围很广 , 涉及生育、不育、节育和出生

缺陷等。生殖医学的主要任务是通过常规的诊断和治疗措施 , 将现在的各种生殖技术应

用于不育病人 , 使其产生后代。自 1978 年 , 世界上第一例试管婴儿诞生以来 , 辅助生

殖技术已得到了突飞猛进的发展。在国外及国内 , 大量的生殖医学中心或辅助生殖中心

相继建立 , 为越来越多的不孕症患者解除了痛苦。在提供的服务方面 , 也由简单的人工

授精及体外受精 , 逐渐向胞浆内单精子注射、卵细胞质互换、着床前胚胎的遗传诊断等

多方位发展。

5 . 产科学 ( obstetrics )

产科学主要是研究妊娠、分娩、胎儿出生及出生后事件的一门临床科学 , 它的任务

是既要保证产生一个健康的后代 , 又要确保母体的健康不受损害。可通过超声等手段来

判断子宫内的情况 , 对母体子宫的大小、妊娠期的长短、胎儿的大小和位置等进行分

析 , 从而使胎儿顺利产出。在异常情况下 , 通过剖腹产手术等来保证胎儿的分娩。

6 . 妇科学 ( gynecology)

妇科学是主要研究雌性生殖系统各种失调的一门科学。现代妇科学涉及月经失调、

绝经、生殖器官的感染性疾病和异常发育、性激素紊乱、良性和恶性肿瘤 , 以及各种与

避孕相关的问题。由妇科学产生的一门分支学科为生殖医学。与妇科学相应 , 也产生了

男科学或男性学 ( andrology) , 主要研究男性生殖器官的各种异常或病变 , 以及男性的

不孕症等问题。

事实上 , 与生殖生物学相关的学科还有很多 , 特别是内分泌学、细胞生物学和分子

生物学的进展对于阐明生殖过程的机理起了巨大的推动作用。

五、生殖生物学的发展前景

据报道 , 不孕症在国外的发病率约为 15%～20 %。自从世界上第一例试管婴儿路

易斯·布朗 ( Louise Brown ) 1978 年 7 月 25 日在英国诞生以来 , 体外受精、促排卵技

术、显微受精、胚胎培养、胚胎冷冻等辅助生殖技术迅速发展 , 并不断完善 , 已为很多

不孕患者解除了痛苦。据估计 , 全世界每年大约有100 000例试管婴儿出生。自我国的

第一例试管婴儿 1988 年出生以来 , 辅助生殖技术已在全国的绝大多数地区得到推广。

性和生殖健康是人们生活和幸福的核心内容。生殖健康的主要内容是保证妊娠的正

常及安全进行 , 使用更安全可靠的避孕措施 , 以及防治生殖道的感染等。由于世界人口
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及中国人口的猛增 , 直接危及人的生活环境和生活质量 , 对自然环境的破坏也在逐年增

加。控制人口数量及提高人口质量也是当今世界亟待解决的问题。在生育调节方面 , 20

世纪 90 年代以前的生殖研究主要是围绕下丘脑 垂体 性腺所构成的生殖轴系 , 作为发

展避孕药的出发点 , 即通过干扰激素和生殖轴系之间的相互作用。这些避孕方法的主要

缺陷是有不良反应。随着社会的发展和生活水平的提高 , 人们对避孕措施的安全性、可

靠性、多样性的要求也越来越高 , 而且在达到避孕效果的同时也要兼具预防生殖道感染

的功能。人们开始认识到 , 最理想的抗生育靶点应当是在生殖过程中起直接作用的细胞

和因子。因此 , 加强以生育控制为目的的基础研究 , 寻找生殖细胞的发生、成熟、受精

和胚胎着床等生殖过程中可控制的关键环节 , 以此发展新一代避孕技术 , 已成为 21 世

纪生殖生物学研究与发展的主要目标。随着生殖生物学基础研究的深入和对生殖相关的

重要基因和分子的认识 , 通过干扰基因表达或表达产物的功能 , 最终可以有望发展出对

其他正常生理功能没有影响或影响很小的避孕药或避孕方法。另外 , 由于艾滋病等传染

病的广泛流行 , 对于预防生殖道感染的要求也越来越高。现在迫切需要普及生育方面的

知识 , 提供安全及高效的避孕措施 , 控制生殖相关疾病的传播。

近年来 , 我国国民经济及畜牧业方面的迅速发展 , 对提高家畜的繁殖力及加速家畜

的品种改良方面提出了更高的要求。在奶牛、肉牛、奶羊和肉羊的繁殖方面 , 逐渐发展

了超数排卵、卵母细胞体外成熟、体外受精、性别鉴定、胚胎分割、克隆、转基因及基

因敲除等方面的一系列技术。随着人们对肉、蛋和奶的需求逐年增加 , 迫切需要增加奶

牛、肉牛、肉羊、猪等的数量 , 并提高其质量。近年来 , 各种辅助生殖技术已在畜牧业

中得到广泛应用 , 人工输精、体外受精、超数排卵、胚胎移植、性别鉴定及转基因等在

逐步完善和推广。特别是最近克隆牛、克隆羊、克隆猪的问世 , 以及基因敲除家畜的获

得 , 极大地促进了对家畜生殖机理的研究 , 并加速了各种辅助生殖技术在家畜中的应

用 , 将对促进家畜的品种改良及提高繁殖力方面具有重要的意义。

在野生动物的保护方面 , 提高野生动物的繁殖力也迫在眉睫。目前 , 需要了解这些

动物的基本生殖过程 , 通过激素处理、人工授精、体外受精、胚胎分割、性别鉴定、克

隆等技术手段 , 有望在短时间内增加濒危物种的种群数量。在宠物的饲养方面 , 了解基

本的生殖过程 , 利用现代生殖技术来提高繁殖力及加速品种改良等方面也具有重要的

意义。

随着社会和经济的不断发展 , 人类对大自然的干预日益加剧。废水、废气、废渣、

农药、化肥等大量的化学物质通过各种途径排入环境 , 造成了严重的环境污染。噪声、

农药残留、射线等各种环境因素对生殖过程的影响也越来越受到人们的重视。凡是能够

影响机体内外环境改变的因素 , 都将会对生殖健康产生一定程度的影响。目前越来越多

的证据表明 , 许多人工合成的化学物质可干扰人类及野生动物的生长发育 , 导致人类的

不孕不育率、畸胎率和自然流产率上升。

而且 , 随着社会工业化和现代化的不断发展 , 人类对野生动物的生存环境不断蚕

食 , 导致大量的野生动物灭绝和濒临灭绝。而由于这些动物的数量有限以及难以接近等

原因 , 对于野生动物基本生殖过程的了解仍很有限。现在也迫切需要利用现有的生殖生

物学知识和技术 , 来促进对野生动物生殖过程的了解 , 并将现有的辅助生殖技术应用于

野生动物 , 从而延缓或防止野生动物的灭绝 , 并使一些具有食用和药用价值的动物得到
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迅速繁殖。

六、本书的特色

近年来随着多聚酶链反应、基因敲除、转基因、基因芯片、RNA 干涉、细胞分离

技术、免疫测定等方面的飞速发展 , 以及随着基因组和后基因组时代的发展和推动 , 人

们对生殖过程基本调控机制的了解也越来越多。现代分子生物学和细胞生物学理论与技

术的发展 , 极大地推动了生殖生物学研究 , 使人们对生殖现象的认识深入到细胞和分子

水平。从本质上讲 , 生殖过程是个体生命活动的一部分 , 与其他生命现象遵循共同的基

本规律 , 如基因的时空特异性表达调控、细胞的增殖、分化和凋亡、细胞之间的信号转

导和细胞外基质的相互作用等。但是 , 生殖过程在生命活动中具有特殊使命 , 因此也具

有生殖细胞发生、性周期、受精、妊娠和分娩等独特现象。

到目前为止 , 国内尚无一本系统介绍现代生殖生物学研究成果的书。本书将尽最大

努力 , 综合国内外在生殖生物学领域的研究论文和著作 , 介绍生殖细胞的发育及成熟、

受精机理、胚胎发育、胚胎着床、胎盘的形成、分娩、性别决定、生殖缺陷、生殖免

疫、无性生殖等方面的基本知识和国内外的最新研究动态 , 并介绍生殖激素、性行为、

环境对生殖的影响及现代生殖生物学实验技术。本书将以小鼠、人和家畜为主 , 既介绍

哺乳动物生殖的共性 , 又具体阐述各类动物的特性 , 力求从广度、深度和新颖性方面比

较系统和全面地介绍生殖生物学的内容。

(杨增明  孙青原  夏国良 )
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第二章  生殖器官的结构与功能

第一节  雌性生殖器官

  雌性生殖器官包括卵巢 ( ovary)、输卵管 ( oviduct or uterine tube)、子宫 ( uterus)、

阴道 ( vagina)、前庭 (vestibule)、阴门 ( vulva ) 和相关腺体。卵子的发生、成熟、运

输、受精、妊娠及胎儿的出生等功能均由雌性生殖器官完成。

一、卵   巢

所有哺乳动物的卵巢是成对的 , 从性腺原基的形成到发育完成均位于肾脏附近。卵

巢的大小与动物的年龄和生殖状态有关。多数成年动物的卵巢游离面突向体腔 , 主要由

外层的皮质 ( cor tex ) 和内部的髓质 ( medulla ) 两部分构成。卵巢的主要功能包括雌性

激素的分泌和卵子的产生。

图 2-1  人卵巢的结构模式图

(改绘自 www .colorado .edu/ epob/ epob4480tsai/ ovary .jpg)

(一 ) 形态与结构

1 . 卵巢的形态与基本结构

  多数哺乳动物的卵巢为卵圆形 , 由皮质和髓质两部分组成 (图 2-1)。皮质主要由卵

泡和黄体组成 , 并覆盖一层低矮的立方上皮细胞 ; 皮质的基质由疏松结缔组织构成 ; 皮



质表面有一层由致密结缔组织构成的白膜。卵巢的髓质主要由疏松的结缔组织和平滑肌

组成 , 富含神经、血管和淋巴管 , 并与卵巢系膜中的平滑肌相连。卵巢网位于髓质部 ,

是由立方上皮细胞或实质细胞束相连而成的不规则的网络管道 , 这一结构特点在肉食动

物和反刍动物中非常明显。

(1 ) 卵泡 ( ovarian follicle)

根据卵泡的发育时期或生理状态 , 可将卵泡分为原始卵泡 ( primordial follicle )、生

长卵泡 ( growing follicle ) 和成熟卵泡 ( mature follicle )。其中生长卵泡要经历三个阶段 ,

即初级卵泡 ( primary follicle)、次级卵泡 ( secondary follicle ) 和三级卵泡 ( tertiary folli-

cle ) 或格拉夫卵泡 ( Graafian follicle)。

(2 ) 原始卵泡

原始卵泡由一个大而圆的初级卵母细胞 ( primary oocyte) 和其周围的扁平上皮细

胞 ( squamous epithelial cell ) 构成。在肉食动物、羊和猪的原始卵泡中 , 可能有 2～6 个

初级卵母细胞 , 是多卵卵泡 ( polyovular follicle)。初级卵母细胞大而呈圆形 , 核内染色

质细小而分散 , 核仁大而明显。原始卵泡要在性成熟时才开始生长发育。

(3 ) 初级卵泡

大多数动物的初级卵泡 (图 2-1 ) 是由一个直径约为 20μm 的初级卵母细胞和周围

的单层立方卵泡细胞组成。胚胎期和出生后 , 卵巢中大多数是初级卵泡。各种动物在出

生时 , 单个卵巢中的初级卵泡数从数十万到数百万个不等。但在一生中只有几百个卵泡

发育到排卵 , 大多数都退化。

(4 ) 次级卵泡

随着卵泡的进一步发育 , 在卵子周围形成多层卵泡细胞或颗粒细胞。卵母细胞外有

一层 3～5μm 厚的糖蛋白 , 称透明带 (zona pellucida)。透明带是由紧贴卵母细胞的颗粒

细胞和卵母细胞共同分泌的产物。由多层颗粒细胞和由其包围的初级卵母细胞构成次级

卵泡 (图 2-1 )。随着卵泡的继续发育 , 在颗粒细胞间隙有少量的卵泡液出现。

图 2-2  人的格拉夫卵泡

(改绘自 http :/ / home .mc .ntu .edu .tw/ ～histol/ Ffolder html/ Female .html)

(5 ) 三级卵泡

三级卵泡又叫有腔卵泡 ( ant ral follicle ) (图 2-2 和图 2-3 )。三级卵泡的特点是在其

中央有一空腔 , 即卵泡腔。卵泡腔是由次级卵泡的颗粒细胞间隙增大并融合形成的一个

·9·第二章  生殖器官的结构与功能



较大腔体 , 其中充满卵泡液。在卵母细胞中央有一球形的细胞核 , 染色质稀疏呈网状 ,

核仁特别明显。细胞质中的高尔基复合体浓缩 , 位于细胞膜附近。随着卵泡腔中液体的

增多 , 卵泡腔继续增大 , 卵母细胞移位远离卵泡中心 , 通常靠近卵泡的近卵巢中心部 ,

此时称为格拉夫卵泡。在卵母细胞与颗粒细胞层之间形成卵丘 (cumulus oophorus)。在

较大的三级卵泡中 , 紧裹在卵母细胞周围的颗粒细胞形成的呈放射状排列的结构 , 称放

射冠 ( corona radiata )。

图 2-3  人的有腔卵泡的扫描电镜图 (引自 Mader , 1990)

(6 ) 成熟卵泡

当卵泡发育到快排卵时 , 其中的初级卵母细胞恢复并完成第一次减数分裂 , 排出第

一极体 ( first polar body) , 形成次级卵母细胞。但狗和马在排卵后完成第一次减数分

裂。第一次减数分裂完成后接着进行第二次减数分裂 , 但停滞在分裂的中期 , 直到受精

时才完成第二次分裂 , 卵母细胞释放出第二极体 ( second polar body)。

(7 ) 闭锁卵泡 ( atretic follicle)

动物出生后 , 卵巢中就有数以百万计的原始卵泡。在个体发育过程中 , 卵巢内大多

数的卵泡不能发育成熟 , 在发育的不同阶段逐渐退化。初级卵泡退化时 , 首先是卵母细

胞萎缩 , 进而卵泡细胞离散 , 结缔组织在卵泡内形成瘢痕。次级卵泡退化时 , 卵母细胞

核偏位、固缩 ; 透明带膨胀、塌陷 ; 颗粒细胞松散并脱落进卵泡腔 ; 卵泡液被吸收 , 卵

泡膜内层细胞增大 , 呈多角形 , 被结缔组织分隔成团索状 , 分散在卵巢基质中并形成间

质腺。

(8 ) 黄体

进入青春期后 , 卵巢开始排卵。刚排卵后的卵泡腔内由于充满血液和组织液 , 也称

红体 (corpus rubrum)。之后卵泡腔中的血凝块及其组织液被重新吸收。与此同时 , 颗

粒细胞和卵泡膜细胞失去原有的形态特征 , 并取代红体而变为黄体 ( corpus luteum)

(图 2-1)。随后 , 在黄体中出现结缔组织、脂肪、透明样物质 ( hyaline-like substance) ,

细胞体积逐渐减小 , 最终只在卵巢表面形成一个不易观察到的黄体小疤 , 即由早期的红

棕色变为白色或淡褐色 , 故称为白体 ( corpus albicans )。
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黄体属于分泌腺 , 分泌的孕酮 ( progesterone) 能刺激子宫腺体的分泌功能和乳腺

发育。在妊娠期 , 黄体分泌的孕激素主要是维持动物的妊娠过程。

2 . 不同动物卵巢的形态与结构特征

人类的卵巢为扁椭圆形。青春期前 , 卵巢表面光滑 ; 青春期后开始排卵 , 表面凸凹

不平。成年妇女的卵巢大小约为 4 cm×3 cm×1cm , 重约 5～6 克 , 呈灰白色 ; 绝经后

卵巢变小变硬。卵巢表面无腹膜 , 由单层立方上皮覆盖 , 称生发上皮 ( germinal epithe-

lium ) , 其内有一层纤维组织 , 称卵巢白膜 ( tunica albuginea)。白膜内为卵巢实质组织 ,

分为皮质和髓质两部分。皮质在外层 , 其中有数以万计的原始卵泡及致密结缔组织 ; 髓

质在卵巢的中心部分 , 含有疏松结缔组织和丰富的血管、神经、淋巴管及少量与卵巢悬

韧带相连的平滑肌纤维。髓质内无卵泡。人在出生时 , 卵巢中有300 000～500 000个原

始卵泡。

马的卵巢呈豆形 , 平均长约为 7 . 5cm , 厚 2 . 5cm , 表面光滑 , 覆盖浆膜 , 借卵巢系

膜悬于腰下部、肾后方 , 其游离缘有一凹陷部叫排卵窝。马卵巢的最外层为髓质 , 内层

为皮质 , 在排卵小凹处出现生殖上皮。

牛和羊的卵巢为稍扁的椭圆形 , 羊的较圆、较小 , 约为 3 .7cm× 2 . 5cm×1 .5cm。

一般位于骨盆前口的两侧附近。未产母牛卵巢稍向后移 , 多在骨盆腔内 ; 经产母牛卵巢

位于腹腔内。性成熟后 , 成熟的卵泡与黄体可突出于卵巢表面。卵巢囊宽大。

猪的卵巢较大呈卵圆形 , 其所处的位置、形状大小及卵巢系膜的宽度在不同年龄的

个体间有很大的差异。性成熟前小母猪的卵巢较小 , 约为 0 . 4cm×0 . 5cm , 表面光滑 ,

呈淡红色 , 位于荐骨岬两侧稍靠后方 , 由卵巢系膜固定。接近性成熟时 , 卵巢体积增

大 , 约为 2cm×1 . 5cm , 系膜增宽 , 卵巢位置稍下垂前移。性成熟后和经产母猪的卵巢

更大 , 长约 3～5cm , 表面卵泡和黄体突出而呈结节状。卵巢系膜宽 10～20cm , 卵巢位

于髋结节前缘约 4cm的横断面上 , 一般左侧卵巢在正中矢状面上 , 右侧卵巢在正中矢

状面稍偏右。

狗卵巢皮质中有非常明显的皮质小管。皮质小管的管腔狭小 , 衬以立方上皮细胞 ;

卵巢的髓质部富含神经、许多大而卷曲的血管和淋巴管 ; 髓质由疏松的结缔组织和平滑

肌组成 , 并与卵巢系膜中平滑肌相连。卵巢网位于髓质部 , 是由立方上皮细胞或是实质

细胞束相连而成的不规则的网络管道。

(二) 卵巢的主要功能

卵巢的功能主要包括卵子的产生和生殖激素的分泌。

1 . 生殖激素的分泌

卵巢分泌的雌性激素主要有雌激素 (estrogen ) 和孕酮。雌激素主要由存在于颗粒

细胞内的芳香化酶作用于卵泡 , 由卵泡膜细胞产生雄激素 , 使雄激素芳香化而生成雌激

素。孕酮主要由发情后期 ( metest rus)、间情期 ( diest rus )、妊娠期的黄体细胞和胎盘

产生。雌激素诱导雌性生殖器官的生长、发育以及雌性动物的发情行为。孕酮可刺激子
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宫腺的发育及分泌 , 使子宫内膜处于接受状态 ; 可阻止卵泡的成熟和再次发情 , 使动物

处于妊娠状态。雌激素和孕激素在促进乳腺的发育方面具有协同作用。卵泡的生长、成

熟和雌激素分泌是在垂体促性腺激素———卵泡刺激素 ( FSH) 和黄体生成素 ( LH ) 的

调节下完成的。另外 , 卵巢雌激素的分泌又可以诱导排卵前 LH 的大量释放 , 进而引起

排卵和黄体的形成。

2 . 卵子的形成及其排卵

在雌性性腺形成时 , 原始生殖细胞已经存在。随着卵巢的发育 , 形成初级卵母细

胞 , 周围的细胞形成单层扁平的卵泡细胞 , 并与初级卵母细胞共同构成原始卵泡。出生

前 , 初级卵母细胞进入并停留在第一次减数分裂前期。性成熟接近排卵时 , 卵母细胞才

完成第一次减数分裂 , 即青春期后卵母细胞才完成第一次减数分裂。随着卵泡的发育成

熟 , 卵泡逐渐向卵巢表面移行并向外突出。当卵泡接近卵巢表面时 , 该处表层细胞变

薄 , 最后破裂 , 出现排卵 ( ovulation)。排出的卵母细胞外包有放射冠 , 进入输卵管漏

斗 ( infundibulum)。在大多数动物 , 卵母细胞进入输卵管与精子相遇时放射冠消散。在

反刍动物 , 排卵时放射冠就已丢失。卵子保持受精能力的时间大约是一天。如果未受

精 , 则被分解吸收。大多数动物是一侧卵巢排卵。马的左侧卵巢排卵量为 60% , 而牛

大约有 60%～65%的卵是由右侧卵巢排出的。

二、输  卵  管

输卵管是双侧、弯曲的管道 , 起始于卵巢并延伸到子宫角 ( u terine horn) , 由明显

的三部分组成 : ①伞部 , 是一个较大的漏斗状结构 , 又称输卵管伞 ; ②壶腹部 ( ampul-

la ) , 其管壁较薄 , 是输卵管伞后部的延伸 ; ③峡部 ( is thmus ) 是与子宫相连的一狭窄

的管道。输卵管的管壁由黏膜 ( mucosa )、肌膜 ( tunica muscularis ) 和浆膜 ( tunica

serosa) 三层构成 , 是在雌激素及其他因子的作用下由副中肾管发育而成。

(一 ) 组 织 结 构

1 . 黏膜

  黏膜上皮属于单层柱状或假复层柱状上皮 , 由有纤毛柱状细胞和无纤毛柱状细胞

构成。无纤毛柱状细胞有分泌功能 , 其分泌物为卵子提供营养 ; 有纤毛细胞通常分布于

输卵管起始端和末尾端。输卵管的固有膜与黏膜下层主要由疏松的结缔组织构成 , 其中

含有许多浆细胞 ( plasma cell)、肥大细胞 ( mast cell) 和嗜伊红细胞 (eosinophil)。壶腹

部的黏膜上皮和黏膜下层高度折叠。如牛的壶腹部大约有 40 个纵行折叠 , 且每一个折

叠又有二级和三级折叠。在峡部有 4～8 个大的折叠 , 但没有二级或三级折叠。

2 . 肌层

肌层主要由环行平滑肌组成 , 但也有少量的纵行肌和斜行肌。在伞部和壶腹部的肌

层较薄 ; 在峡部的肌层明显增厚 , 与子宫环行肌无明显的界限。
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3 . 浆膜

由疏松结缔组织构成 , 含丰富的血管和神经。

(二 ) 功   能

输卵管主要作为卵子、精子 ( spermatozoon ) 和早期胚胎运行的通道 , 同时也是生

殖细胞停留、吸收营养和受精的部位。

漏斗部围绕卵巢 , 并由卵巢囊包裹 (马无卵巢囊 )。漏斗部的游离缘有指状突 (即

伞部 )。动物在排卵期 , 伞部血管充血、肿胀。伞部随平滑肌节律性收缩而在卵巢的表

面上部移动。这种结构和功能的变化有利于捕获由卵巢排出的卵母细胞 ; 同时漏斗部上

皮细胞的纤毛向子宫方向摆动 , 能将卵子运送到壶腹部。壶腹部是精子和卵子结合的部

位。壶腹部上皮纤毛的运动和平滑肌的收缩共同参与卵子的运动。在峡部肌肉的收缩运

动是推动受精卵向子宫方向运动的主要动力。峡部的纤毛运动也有利于受精卵的运动。

随着发情周期的变化 , 峡部肌肉收缩的方向也在发生改变。在卵泡期 , 逆蠕动收缩将峡

部腔内容物送到壶腹部 ; 而在黄体期的分节运动逐渐推动受精卵向子宫方向运动。受精

卵通过峡部的时间长短和妊娠时间无关 , 其通过峡部的时间大约为 4～5 天。

精子在输卵管内除精子自身的运动外 , 在一定程度上也依赖于输卵管管壁肌肉的收

缩和黏膜上皮纤毛的运动。

三、子   宫

子宫 ( u terus) 是一个中空的肌质性器官 , 通常有两个子宫角和一个子宫体 ; 子宫

是孕体 ( conceptus) 着床 ( implantation) 的地方。它是在雌激素的作用下由缪氏管发育

来的。在发情 (estrous) 和生殖周期 ( reproductive cycles) 中子宫壁经历一系列特定的

变化 ; 大多数动物的子宫由子宫角 ( cornua uteri )、子宫体 ( uterine body )、子宫颈

(cervix uteri) 三部分组成 , 子宫角与输卵管相连 , 子宫体与阴道相连的子宫颈连接 ,

整个子宫通过阔韧带附着于盆腔和腹腔壁上 , 韧带中含有血管和神经 , 为子宫提供血液

和神经支配。

根据子宫形态可将哺乳动物子宫分为 : 子宫呈一单管状的称单子宫 ( uterine sim-

plex) , 如人和灵长类的子宫 ; 在子宫体内腔前部无纵隔的称双角子宫 ( uterine cervix ) ,

如猪和马的子宫 ; 在子宫体内腔前部有纵隔 , 并将其分开的叫双分子宫 ( uterus biparti-

tus) , 如牛、羊、骆驼等动物的子宫。小鼠和有袋类动物有两个子宫 , 称为双子宫

(didelphia ) 动物 , 其中有袋类动物的双子宫有两个子宫颈 , 两个阴道。在个别的牛、

羊、猪可发现有两个子宫颈和两个完全分开的子宫角 , 这种结构并不影响其生殖。

(一) 子宫的形态结构

1 . 子宫的形态

  子宫是一个肌质性的中腔器官 , 借助子宫阔韧带附着于腰下部和骨盆腔的侧壁 , 大
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多位于腹腔内 , 少部分位于骨盆腔内 , 在直肠与膀胱间。多数家畜的子宫为双子宫 , 可

分为子宫角、子宫体和子宫颈三个部分。子宫的大小、形状、位置和结构因动物的品

种、年龄、个体的性周期以及妊娠阶段的不同而有很大的差异。

人的子宫位于骨盆腔中央 , 呈倒置梨形 , 前面扁平而后面稍突出。成年子宫重约

50g , 长约为 7～8cm , 宽约 4～5cm , 厚 2～3cm , 子宫腔容量约为 5ml。子宫上部较宽 ,

其隆突部为子宫底 ( fundus uteri ) , 子宫底两侧为子宫角。子宫体下方为子宫颈 , 呈狭

窄的圆柱状。

成年牛的子宫角较长 , 约为 40cm , 子宫体短 , 约为 4cm; 而子宫颈较长 , 约为

10cm。羊的子宫角长 , 约为 15cm , 外形像绵羊角 ; 子宫体长为 2cm; 子宫颈长为 4cm。

牛和羊的子宫壁较厚且坚韧。

马的子宫呈“Y”形 , 子宫角稍曲成弓形 , 背缘凹 , 腹缘凸出而游离 ; 子宫体长与

子宫角长相当 , 子宫颈后端突入阴道内 , 有明显的子宫颈阴道部。

猪的子宫角特别长 , 经产母猪为 12～15cm , 子宫体短 , 约为 5cm。仔母猪子宫角

细而弯曲 , 子宫颈长 13cm 左右。子宫颈与阴道无明显的界限 , 但其形成两个半圆形的

黏膜褶 , 交错排列 , 使子宫颈管呈狭窄的螺旋形。

2 . 子宫的结构

子 宫 由 子 宫 内 膜 ( endomet rium )、子 宫 肌 层 ( myomet rium ) 和 子 宫 外 膜

( perimetrium) 三层构成。

(1 ) 子宫内膜

子宫内膜位于子宫腔面 , 由上皮和固有层组成。灵长类、啮齿类、马、犬、猫等动

物的上皮为单层柱状上皮 , 而猪和反刍动物的上皮为单层柱状或假复层上皮。固有膜由

富含血管的胚性结缔组织组成。固有膜的浅层有较多的细胞成分 , 主要为星状细胞。这

些细胞借突起互相连接。此外还有巨噬细胞和肥大细胞。固有膜的深层 , 细胞成分较

少 , 有子宫腺分布。大多数动物的子宫腺为弯曲、分枝管状腺 , 管状腺的内层是由有绒

毛的单层柱状上皮或无绒毛的单层柱状上皮细胞组成。子宫腺的密度因动物的种类、胎

次和发情周期的不同而有差异。

人及灵长类固有层的浅层为功能层 , 深部较薄的为基底层。在月经周期中 , 功能层

发生部分或全部丢失 , 而基底层在整个生殖周期都存在。当功能层丢失后 , 可以从深部

的基底层得到恢复。

子宫阜 ( caruncle ) 是反刍动物子宫的一种特殊结构 , 是位于子宫体和子宫角黏膜

上特殊的圆形隆起 , 富含成纤维细胞和血管。反刍动物的子宫阜部位没有腺体。每侧子

宫角有四排子宫阜 , 每排大约 15 个子宫阜 ; 牛的子宫阜为圆顶状 , 羊为杯状。子宫阜

为胎膜与子宫壁的结合部位。

(2 ) 子宫肌层

子宫肌层是子宫最厚的一层 , 它主要由内层环行平滑肌和外层的纵行平滑肌构成。

在两层平滑肌之间及平滑肌深部有大量的动脉血管、静脉血管和淋巴管。

(3 ) 子宫外膜

由疏松的结缔组织组成 , 其外覆盖腹膜间皮 ( peritoneal mesothelium)。这一层也有
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平滑肌细胞、血管、淋巴管和神经纤维。

另外 , 子宫颈是连接阴道和子宫的一个通道 , 主要由平滑肌、弹力纤维、血管等构

成 ; 黏膜下层高度折叠 , 有二级和三级折叠 , 母牛子宫颈有四个环行折叠和 15～25 个

纵行折叠 , 每一个折叠都有二级和三级折叠存在 , 这种折叠可能被错认为腺体结构。大

多数动物的子宫腺不会延伸到子宫颈 , 在子宫颈的腺体是黏液腺。

(二 ) 功   能

肌层是子宫的三层结构中最厚的一层 , 在这一层中丰富的血管为子宫提供营养。在

妊娠期 , 子宫肌层中平滑肌细胞的长度逐渐增长 , 对胎儿的发育和产出都有重要作用。

子宫内膜中有子宫腺 , 能分泌多种物质 , 除对胎儿具有重要的营养作用外 , 对于胚

胎着床、妊娠识别和胎儿的存活与发育起着重要的调节作用。在食肉类动物 , 子宫内膜

分泌活性的改变将导致胚胎着床的延迟。在啮齿类 , 由子宫分泌白血病抑制因子、降钙

素等因子 , 对子宫接受性的建立和胚胎的着床起作用。在猪、牛、马和羊等家畜 , 子宫

内膜的分泌物影响到胎儿存活和胚胎的发育。利用孕酮抑制母羊子宫内膜腺的分化 , 或

由其他疾病引起的子宫内膜的纤维化 , 均可导致不孕、早期胎儿的死亡或早期流产等。

四、阴   道

(一) 阴道形态与大小

  阴道从子宫颈延伸到阴道前庭 , 是雌性动物的交配器官和胎儿产出的通道。

人的阴道位于骨盆下部的中央 , 上端包围子宫颈 , 下端开口于阴道前庭后部 , 上端

较下端宽 ; 前壁与膀胱和尿道相接 , 后壁与直肠紧贴 , 前壁长约 7～9cm , 后壁长约

10～12cm , 平时阴道前后壁相互贴近。阴道黏膜淡红色 , 并且受性激素的影响而有周

期性的变化。牛的阴道长 20～25cm , 妊娠母牛阴道可增至 30cm 以上。阴道壁较厚 ,

阴道穹隆呈半环状 , 仅见于阴道前端的背侧和两侧。牛的阴瓣较不明显 , 在尿道外口的

腹侧有一尿道下憩室。马的阴道长约 15～20cm , 阴道穹隆呈环状 ; 母马驹的阴瓣发达 ,

经产的老龄母马的阴瓣常不明显。猪的阴道长约 10～12cm , 肌层较厚 , 直径小 ; 黏膜

有皱褶 , 不形成阴道穹隆。阴瓣为一环形皱褶 , 阴蒂细长 , 突出于阴道窝的表面 ; 尿生

殖前庭腹侧壁的黏膜形成两对纵皱 , 前庭许多开口位于纵褶之间。

(二 ) 组 织 结 构

阴道壁由黏膜层、肌层和外膜 ( tunica adventitia) 或浆膜组成。

1 . 黏膜

阴道黏膜上皮为一复层扁平上皮 , 在发情前期和发情期增厚。固有层和黏膜下层

( propria - scubmucosa) 由疏松结缔组织或致密的不规则的结缔组织组成 ; 阴道后部的
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固有层有少量的淋巴结。阴道黏膜受性激素影响而有周期性的变化。绝经后的妇女的阴

道黏膜上皮甚薄 , 皱襞少 , 伸展性小 , 易创伤而感染。

2 . 肌层

由厚的内环肌层和较薄的外纵行平滑肌组成 , 内环肌由结缔组织分成束状。

3 . 浆膜

浆膜层为疏松的结缔组织 , 有大量的血管、神经和神经节组成。外部纵行肌可看作

是浆膜的一部分。

五、前庭、阴蒂、阴门

(一 ) 前   庭

  前庭与阴道以处女膜 ( hymen) 为分界 ; 前庭壁上有尿道开口 ( orifices of the ure-

thra ) 和大小前庭腺。除黏膜深部有较多的淋巴小结外 , 前庭壁类似于阴道后部 , 特别

是在阴蒂 , 有更多的上皮下淋巴结存在。发生炎症时可能影响生殖。

前庭大腺体与雄性动物的尿道球腺 ( bulbourethral gland) 同源。前庭大腺体是一种

复合的管泡黏液腺 , 位于黏膜层深部 , 末端的分泌泡含有大的黏液细胞 , 与腺泡相连的

小管内衬柱状黏液细胞和杯状细胞 ; 大管直通前庭 , 内衬一层厚的复层鳞状上皮细胞 ,

分散或是聚集的淋巴结位于大管周围。在交配时 , 腺体受压而释放黏液以润滑前庭。前

庭小腺体比较小 , 在大多数动物的前庭黏膜中有散在分布的管状分枝黏液腺 , 衬以复层

扁平上皮细胞。

(二 ) 阴   蒂 (clitoris)

阴蒂位于前庭尾区远端 , 由阴蒂海绵体、阴蒂头 ( glans clitoridis ) 和阴蒂包皮

( preputium clitoridis) 组成。阴蒂海绵体与阴茎海绵体的结构相似。阴蒂头与阴茎头

( glans penis) 同源。阴蒂包皮是前庭黏膜的延续 , 有侧壁和内脏层 , 内脏层有大量的神

经末梢。

(三 ) 阴   门

阴门由大小阴唇构成 , 并有皮肤覆盖。皮肤上有汗毛 ( fine hair)。真皮下有使阴门

发生收缩的横纹肌纤维 ( striated muscle fiber) , 阴门部有丰富的小血管和淋巴管。动物

在发情期阴门充血肿胀 , 局部温度升高。
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第二节  雄性生殖器官

雄性动物的生殖器官包括成对睾丸 ( testis)、附睾 (epididymis)、输出管 ( efferent

duct )、尿道 ( urethra)、阴茎 ( penis )、包皮 ( prepuce) 及附性腺 ( accessory gland )。

附 性腺包括精囊腺 ( seminal vesicle )、前列腺 ( prostate gland ) 和尿道球腺 ( bul-

bourethral gland)。雄性动物的生殖系统参与完成精子的发生和成熟 , 并将精子释放到

雌性动物生殖道中。

一、睾   丸

睾丸是雄性动物最为重要的生殖器官 , 主要由曲细精管和间质构成。曲细精管由支

持细胞 ( sertoli cell ) 和各级生精细胞组成 , 前者对生殖细胞具有支持、保护和营养作

用 , 后者包括精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、精子细胞和精子 , 它们分别处

于不同的发育阶段。构成睾丸的间质包含有动、静脉血管和睾丸间质细胞 ( leydig

cell) , 血管主要为睾丸提供营养、调节温度和排除代谢产物 ; 睾丸间质细胞分泌雄激

素 , 为精子的发生提供一个合适的激素环境。各种动物睾丸结构模式如图 2-4 所示。

图 2-4  几种动物睾丸和附睾的结构模式图 (引自 Johnson AD, 1970)

A . 人 ; B . 大鼠 ; C . 兔子 ; D . 狗 ; E . 绵羊

(一 ) 睾丸的发育

在脊椎动物 , 卵巢和睾丸都是由相同的原基组织 生殖嵴发育和分化而来。在胚胎

发育早期 , 未分化性腺在形态方面无明显的性别间差异 , 并具有分化成睾丸或是卵巢的

潜能。尽管哺乳动物间睾丸发育的过程各有不同变化 , 但整个过程可分为四个阶段 : 胚

胎期睾丸的分化发育、发育的睾丸下降到阴囊、胎儿期睾丸的生长发育及青春期前后睾
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丸的成熟。下面主要介绍睾丸下降与隐睾及出生后睾丸的发育。

1 . 睾丸下降与隐睾

睾丸下降 ( descent of the testis) 是指睾丸从其分化形成的部位 , 即第 16～24 体节

处经腹腔迁移到阴囊的过程。人睾丸的下降有两个明显阶段 : 第一阶段是在妊娠第 8～

15 周 , 发生穿过腹部的相对移位 ; 第二阶段是腹股沟向阴囊的迁移。下丘脑 垂体 性

腺轴 ( hypothalamo-pituitary-gonadal axis) 的正常发育是睾丸正常下降所必需的。已证

实 , 睾丸的下降与 Insl3 基因 ( insulin-like 3 gene)、雄激素 ( androgen )、G 蛋白耦联

受体 ( G-protein-coupled receptor )、CGRP ( calcitonin gene - related peptide ) 因子、同

源框基因 ( homeobox gene) 和雌激素等有关。

各种家畜睾丸下降到阴囊的时间分别为 : 马在怀孕 9～11 个月 , 牛是在怀孕 3 .4～

4 个月 , 羊为怀孕 80 天 , 猪为怀孕 90 天 , 骆驼睾丸是在出生时下降 , 而狗和猫分别是

在出生后 5 天和 2～5 天。猪、马、狗发生隐睾比较普遍 , 而在牛、羊和鹿比较少见。

人的睾丸最早都在腹腔内 , 胎儿发育到第 9 个月时睾丸逐渐从腹腔下降到阴囊里。一般

出生时 , 90 %左右的男孩睾丸已下降到阴囊 ; 出生后有些男孩的睾丸继续下降 , 1 周岁

时有 95%～97%男孩的睾丸到达阴囊 ; 只有少数男孩到青春期时 , 睾丸才下降到阴囊。

在人和多数高等哺乳动物中 , 睾丸的正常功能 , 特别是产生精子的功能 , 与温度有

密切关系。睾丸产生精子要求一个温度低于正常体温的环境。睾丸的正常位置是在腹腔

外的阴囊。如果一侧或是双侧睾丸未下降到阴囊而停留在腹腔则称隐睾 ( cryp-

torchidism)。到目前为止 , 隐睾发生的机理还不十分清楚。尽管隐睾仍产生雄激素 , 但

不能产生正常的精子。双侧隐睾的动物无生殖能力。

2 . 出生后睾丸的发育

从出生到青春期 , 睾丸都处于连续的发育过程 , 其中包括睾丸体积逐渐增大和功能

的完善。

在灵长类 , 幼儿期的睾丸有一个相对较长而变化不明显的时期 , 传统认为这是睾丸

的静止期。实际上 , 从出生后到幼儿早期 , 睾丸的体积在短期内快速增大 , 这主要是由

于支持细胞的快速增殖和生精索的增长。与此同时 , 睾丸间质细胞在胎儿出生后又开始

增殖、睾酮分泌增多。睾丸的这种活动在幼儿后期逐渐消退 , 这与下丘脑 垂体 睾丸轴

的调节功能的变化相一致。

青春期开始后 , 睾丸在形态和功能方面发生显著的变化 : 一是睾丸间质细胞的分泌

功能加强 , 二是生殖细胞的分化、发育或退化连续发生 , 这两方面的变化与成熟精子的

生成有关。在这个阶段 , 睾丸的快速生长主要表现在曲细精管直径的增大 ; 支持细胞有

丝分裂停止 , 但它继续分化形成具有完整结构的睾丸屏障。因此 , 睾丸在青春期前的正

常发育与成年动物的生育能力有密切关系。

(二 ) 睾丸的结构

睾丸的组织结构如图 2-5 所示。
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图 2-5  人睾丸与附睾结构 (改绘自 www .vacadsci .org/ jsr/ testis .jpg .)

1 . 鞘膜 ( tunica vaginalis)

鞘膜分为壁层 ( parietal layer) 和脏层 ( visceral layer)。壁层与阴囊紧密相贴 , 而脏

层包裹睾丸表面 , 由间皮 ( mesothelium) 和结缔组织构成 , 不易与白膜 ( tunica albug-

inea) 分离。

2 . 白膜

白膜是一层致密结缔组织囊 , 主要由胶原纤维 ( collagen fiber ) 和少许弹性纤维

(elastic fiber) 构成。在成年公马、公猪和绵羊还可见平滑肌细胞。大量分支的动脉血

管和静脉血管构成血管层 ( vascular layer)。羊和狗的血管层位于白膜的表层 , 而猪和马

的血管层位于白膜的深层。

3 . 睾丸隔膜

白膜的结缔组织深入睾丸实质后 , 将睾丸分成多个小叶 ( lobule) , 称为睾丸隔膜 ,

其组成成分和白膜相同。睾丸隔膜的结缔组织进入睾丸小叶内称睾丸小梁 , 与睾丸隔膜

相连。猪和狗的睾丸小梁较厚且是完整的隔板 , 在反刍动物和猫较薄而且不完整。每一

小叶内有 1～4 个曲细精管。曲细精管外有基膜。

4 . 睾丸纵隔 (mediastinum testis )

在睾丸的中央 , 隔膜与睾丸的疏松结缔组织相连而形成。在大多数家畜 , 睾丸纵隔

占据睾丸中央位置。

5 . 间质细胞 ( interstitial cell或 Leydig cell )

在睾丸的曲细精管间有血管、淋巴管、成纤维细胞、游离单核细胞和间质内分泌细
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胞 , 即睾丸间质细胞。睾丸间质细胞产生睾丸雄激素 , 但公猪和公马同时也产生大量的

雌激素。间质细胞因动物的种类、年龄的不同会有很大的变化。成年公牛的间质细胞约

占睾丸体积的 7% , 而公猪的间质细胞较多 , 占整个睾丸体积的 20 %～30 % , 公马的间

质细胞也较多。睾丸间质细胞成束状或簇状存在 , 相邻的睾丸间质细胞由微管和间隙连

接相连。在睾丸组织和淋巴中有高浓度的类固醇。睾丸间质细胞的形态不规则 , 呈多面

形、细胞核为椭圆形。所有动物的睾丸间质细胞都含有大量的脂类 , 滑面内质网上有类

固醇脱氢酶 ( steroid dehyrogenase) , 线粒体数量也增多 , 内有许多管状嵴 , 它们参与睾

酮的合成。睾酮在细胞内的储存及释放并不引起该细胞形态上的明显变化。

6 . 曲细精管 ( convoluted seminiferous tubule)

曲细精管为卷曲的、直径为 200～400μm 的小管 , 曲细精管上皮主要是由支持细胞

和生精细胞所构成。

(1 ) 支持细胞

该细胞来源于青春期前未分化的性腺支持细胞。这种支持细胞有丝分裂活动强 , 含

有大量的粗面内质网 , 合成的抗缪勒氏管激素可抑制输卵管、子宫、阴道在雄性个体中

的发育。在青春期支持细胞分化并伴有形态改变 , 最后失去有丝分裂能力。在成年动物

中 , 支持细胞不规则地排列在生精小管基膜上 , 横切面由 25～30 个支持细胞组成。支

持细胞含有脂类物质和糖元 , 大量的微丝、微管和滑面内质网 , 细胞顶端表面呈锯齿

状。另外 , 位于基膜上细胞的紧密连接为精原细胞的减数分裂和精子发生提供了相对稳

定的内环境 , 睾丸的这一特殊结构称之为血 睾屏障 ( blood- testis barrier)。

支持细胞的功能包括 : ①营养、支持、保护生精细胞及精子 ; ②吞食退化精子和精

子脱落的残体 ; ③参与 FSH 对生殖细胞的调节作用 , 产生雄激素结合蛋白 ; ④分泌含

有钾、肌醇 ( inositol )、谷氨酸铁转运蛋白 ( glutamate t ransferrin) 等管腔液成分 ; ⑤分

泌抑制素 ( inhibin ) 等。

(2 ) 生精细胞 ( spermatogenic cell)

生精细胞是指发育过程中处于不同阶段的精细胞 , 这些细胞位于支持细胞间和该细

胞之上。从精原细胞发育到精子的一系列过程称为精子发生 ( spermatogenesis) , 一般分

为三个阶段 : 精母细胞的发生 ( spermatocytogenesis ) , 即精原细胞 ( spermatogonium)

发育为精母细胞 ( spermatocyte ) 的过程 ; 精母细胞成熟分裂形成单倍体精子细胞

( spermatid) ; 精子形成 ( spermiogenesis) , 即精子细胞发生形态变化的过程。 (精子发生

的具体过程请参阅第三章 )

7 . 直细精管 (straight testicular tubule)

直细精管较短 , 可以认为是曲细精管的延续 , 与睾丸网相连。在马和猪 , 有些曲细

精管终止于睾丸周边 , 并通过长距离的直细精管与睾丸网相连。在曲细精管的终末段内

衬变形的支持细胞 , 所有的精子必须通过这些变形细胞间的狭缝进入直细精管。曲细精

管的终末段的这种结构起到类似阀门的作用 , 防止睾丸网中的液体逆流到曲细精管而影

响精子的发生。直细精管内衬单层扁平或柱状上皮细胞。另外 , 有大量的巨噬细胞和淋

巴细胞 , 能够吞噬精子。
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8 . 睾丸网 ( rete testis)

睾丸网为直细小管进入睾丸纵隔内分支吻合成网状的管道 , 管腔内衬单层扁平或柱

状上皮细胞 , 弹性纤维和收缩细胞位于上皮下。大部分睾丸液是由睾丸网产生的。

(三 ) 睾丸的功能

睾丸的功能主要包括精子的生成和雄性激素的分泌。人的精子从精原细胞开始到成

熟大约需要 65～70 天。在绝大多数动物 , 一般睾丸的生精功能从青春期开始后 , 可以

持续终生。一个初级精母细胞经过减数分裂后产生四个单倍体精子。睾丸产生的雄激素

主要促使雄性动物第二性征的出现和生殖功能的维持。

二、附   睾

哺乳动物的附睾是由 8～25 根输出小管和一条长而卷曲的附睾管组成。附睾分为

头、体、尾三部分 , 其外有致密结缔组织所构成的白膜和鞘膜血管层。在公马的白膜层

有少量平滑肌散布于整个致密结缔组织中。附睾不仅仅是一个精子运输通道 , 还是精子

浓缩、获得运动能力和受精能力以及储存精子的部位。

(一 ) 附睾的发育

附睾是由中肾管发育而来的。在中肾退化进程中 , 除了输出管外的其他中肾小管完

全退化 , 留下一光滑管通过腹膜与睾丸疏松地连接 ; 中度卷曲的输出管逐渐变得高度卷

曲 , 并穿过薄薄的睾丸系膜进入附睾头侧。60 日龄牛胚胎的附睾为一直管 , 胚胎发育

到 80 天时附睾管开始卷曲成环状 , 这种环状结构再次生长并卷曲 , 最终形成高度卷曲

的附睾管。所有动物的附睾都可分为三个部分 , 位于睾丸前端的是附睾头 , 附睾体沿睾

丸侧缘发育 , 在睾丸后端是附睾尾。附睾的这三个部分没有明显的分界线。

(二 ) 结构与功能

1 . 附睾的结构

  主要由输出小管 ( ductuli efferen tes ) 和附睾管 ( ductus epididymidis ) 组成 (图

2-5 )。

(1 ) 输出小管

由 8～25 根输出小管将睾丸网与附睾管连在一起。这些小管聚集在一起并形成具有

明显组织界限的小叶。输出小管主要由有纤毛或无纤毛柱状细胞构成 , 另有淋巴细胞散

布于上皮基部。无纤毛细胞上还有微绒毛 ( microvilli ) 和发育完全的内吞细胞器 , 它由

被膜小泡 ( coated vesicle)、微泡内陷膜、微小管 ( microcanuliculi ) 和吸收空泡 ( resorp-

tive vacuole) 组成。
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(2 ) 附睾管

以组织学、组织化学和超微结构为标准 , 可将附睾管分为六段 , 但因动物种类不同

而有不同的特点。附睾管极度的弯曲和盘绕 , 其长度因动物的不同而不等 , 公牛和公猪

的附睾管长为 40m , 而公马为 70m。另外 , 精子完全通过附睾管的时间也因动物的不同

而有不同 , 大多数哺乳动物大约需要 10～15 天的时间。附睾管衬以假复层上皮细胞 ,

外被少量疏松结缔组织和环行平滑肌纤维 , 在接近附睾尾时平滑肌数量明显增多。在上

皮中有柱状主细胞 ( principal cell)、小的多角基底细胞、顶细胞 (apical cell) 和透明细

胞 (clear cell)。在大多数动物中 , 还有巨噬细胞 ( macrophage) 和淋巴细胞 ( lympho-

cyte)。在附睾头部的主细胞数量常常较其他部位多。柱状细胞的端面有一长的 , 且有

时是分支的微绒毛 , 在靠近尾部时微绒毛逐渐变短。

2 . 附睾的主要功能

(1 ) 输出小管

  构成输出小管的两种细胞的结构特点决定了它的功能主要是运送精子和对小管液

重吸收。输出小管的无纤毛细胞上有微绒毛和发育完好的内吞细胞器 , 有利于对小管液

重吸收 , 从而使管腔中的内环境处于相对的稳定状态 , 以利于精子的成熟。另外 , 有纤

毛细胞中纤毛的运动可推动精子向附睾管运动 , 利于精子的成熟与排出。

(2 ) 附睾管

从睾丸产生的液体大约有 90 %被输出管和附睾管吸收。睾丸支持细胞产生的雄激

素结合蛋白也是在附睾管的起始段被吸收。附睾管的另一功能是精子在附睾中逗留期 ,

使精子发生下列形态和功能上的变化 : ① 完善其运动性 ; ② 代谢改变 ; ③ 胞质膜改变

(膜上有在受精时发挥识别能力的分子 ) ; ④ 巯基团的结合增加了膜的稳定性 ; ⑤ 失去

胞质中的多余小滴。

三、输  精  管

输精管是附睾管的延续。附睾管在附睾尾部突然弯曲 , 然后逐渐变直。输精管的初

始段位于精索中 , 腹腔段位于腹膜折叠中。马和反刍动物的输精管与精囊的排出管相连

而构成短的射精管 , 开口于精阜 (colliculu seminalis) 进入尿道 ; 猪的输精管和精囊排

出管分别开口于尿道 ; 肉食动物没有精囊腺 , 输精管直接与尿道相接。

输精管黏膜上皮为假复层柱状上皮 , 在该管尾部则变为单一的柱状上皮。固有膜及

黏膜下层为疏松结缔组织以及大量的弹性纤维。输精管终末段的固有膜———黏膜层都包

含有管泡状腺体。肌层包括内层的内环行肌、外层的纵行肌和少量的斜肌。

输精管是附睾管的延续 , 主要是将精子从附睾中输出。另外 , 输精管腺体段的分泌

物有利于精子的运动和生存。

四、副  性  腺

大多数动物的副性腺包括精囊腺、前列腺、尿道球腺等。肉食动物缺少精囊腺。
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(一 ) 精  囊  腺

成对的精囊腺属于复合管状腺或管泡状腺。腺上皮是假复层柱状上皮 , 由高柱状细

胞和小而圆的基底细胞组成。叶内小管主要是立方上皮或柱状上皮。黏膜下层富含血管

以及精囊腺小叶。

精囊腺的分泌物为白色或黄白色胶状液体 , 一般占射精量的 25%～30% , 富含果

糖 , 具有为精子提供能量和稀释精子的功能。

(二 ) 前  列  腺

前列腺的数量不定 , 位于盆腔部的尿道上皮 , 属于单管腺泡。根据其局部解剖可将

前列腺分为致密部 (或叫外部 ) 和扩散部 (或叫内部 ) 两部分。整个前列腺由富有平滑

肌纤维的结缔组织包裹 , 平滑肌在致密部较多。被膜的结缔组织伸入腺体内形成的肌质

小梁 , 将腺体分隔成多个单独的小叶。

分泌管、分泌泡以及腺体内小管由单一的立方或是柱状上皮细胞组成 , 有时可见基

底细胞。大部分细胞都含有蛋白质分泌颗粒。高柱状细胞具有微绒毛 , 有时还可见水泡

样顶部凸起。

前列腺的分泌物为黏稠的蛋白样分泌物 , 偏碱性。前列腺分泌物的作用主要是中和

精液和刺激精子的运动。

(三 ) 尿 道 球 腺

成对的尿道球腺位于尿道球状部的背部两侧。尿道球腺外面包有致密的结缔组织 ,

其中含有横纹肌纤维。被膜伸入腺体的实质 , 将腺体分隔成多个单独的小叶。叶间结缔

组织亦含有横纹肌和平滑肌纤维。尿道球腺的分泌部由高柱状上皮细胞构成 , 有时可见

基底细胞。腺管直接开口于集合管或由单一立方上皮组成小管与集合管相连。集合管由

单一立方或柱状上皮组成 , 多个集合管组成较大的腺内导管。

尿道球腺的黏液和蛋白样分泌物在射精时先流出 , 具有中和尿道内环境、润滑尿道

和阴道的作用。

五、尿   道

雄性动物的尿道分为三段 , 第一段从膀胱起到前列腺的后缘 , 第二段从前列腺后缘

到阴茎的球状部 , 第三段是阴茎的海绵体部分 , 即从阴茎球状部到尿道外开口。整个尿

道黏膜呈现纵向折叠 , 但在阴茎勃起或排尿时纵向折叠消失。尿道上皮主要是由单层柱

状上皮、复层柱状上皮或立方上皮组成的移行上皮。固有膜和黏膜下层由致密结缔组

织、弹性纤维、平滑肌和弥散的淋巴组织组成。尿道的第一段和第二段衬以血管层 , 所

以尿道亦与动物生殖器的勃起 ( erection) 功能有关。
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六、阴   茎

阴茎由阴茎海绵体 ( corpora cavernosa penis ) 和龟头 ( glans penis ) 组成。

成对的阴茎海绵体在坐骨结节部融合成阴茎体 , 外被一层致密的结缔组织白膜。该

结缔组织膜含有弹性纤维和平滑肌细胞。阴茎内是由完整的结缔组织隔膜分隔的阴茎海

绵体。在白膜与小梁间充满海绵状的勃起组织 , 海绵腔内衬内皮组织 , 有大量的血管和

神经分布。这种结构主要与阴茎的勃起有关。

供应阴茎血液的血管主要是螺旋动脉 ( helicine artery )。螺旋动脉管壁的平滑肌细

胞的舒张可导致大量血液进入海绵体空腔中。海绵体内血液的增多压迫静脉管壁 , 使海

绵体中流出的血液减少 , 最终血液充满海绵体导致阴茎的勃起。当螺旋动脉中平滑肌细

胞收缩时 , 动脉血流减少 , 充血的静脉逐渐恢复到原有的状态。
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第三章  精子发生与成熟

在有性生殖的生物体中 , 细胞可以分为两大类 : 体细胞 ( somatic cell ) 和生殖细胞

(germ cell)。有性生殖周期是体细胞与生殖细胞相互转变的过程。在胚胎发育的早期 ,

部分体细胞可分化为生殖细胞。生殖细胞在分化过程中发生了减数分裂 , 由二倍体的细

胞产生了单倍体细胞 : 精子和卵子。精、卵通过受精重新形成二倍体的细胞 , 开始下一

轮的生命周期。

在高等生物的机体中 , 只有一小部分细胞为生殖细胞 , 然而它们是正常生命周期中

的一个关键环节。二倍体细胞在形成单倍体细胞的过程中 , 发生了减数分裂。其间 , 同

源染色体间 DNA发生重组 , 产生的每个单倍体生殖细胞都含有不完全相同的基因组

合。因此 , 精卵结合形成的子代在遗传学上互不相同 , 并且也不同于他们的亲代 , 这一

生殖模式最大的优点是保持着物种的多样性。

在多数物种中 , 只有两类生殖细胞 : 卵子和精子。这两种细胞具有很大的区别 , 卵

子是机体中最大的细胞 , 而精子通常最小。这种结构最适合于所带基因的扩增。卵子是

不运动的 , 但通过提供大量生长发育所需的原料来帮助保存母本基因 ; 与此相反 , 精子

通常有较强的运动能力 , 为流线形 , 以适应有效的受精 , 它通过利用母本资源来扩增父

本基因。

精子起源于原始生殖细胞。在胚胎发育的早期 , 少数细胞形成配子 ( gamete) 的前

体 , 称之为原始生殖细胞 ( primordial germ cell , PGC )。其后 , 原始生殖细胞迁移到早

期的性腺———生殖嵴 ( genital ridge) , 在那里进行一段时间的有丝分裂繁殖 , 然后部分

细胞进入减数分裂 , 并进一步分化为成熟的配子 : 精子或卵子。睾丸是精子发生的场

所 , 在这里 PGC 发育为原始精原细胞 ( primitive spermatogonium) , 进入精子发生过程 ,

经过减数分裂及一系列形态变化 , 最后形成特殊形态的完整精子。在曲细精管中形成的

精子并没有完全成熟 , 需要进入附睾 , 在附睾管运行过程中 , 吸收多种物质 , 发生一系

列形态、生理和生化方面的变化 , 完成成熟过程 , 形成具有一定活力的精子。

第一节  精 子 发 生

精子发生 ( spermatogenesis) 是指精原细胞 ( spermatogonium ) 经过一系列的分裂

增殖、分化变形 , 最终形成完整精子 ( spermatozoon ) 的过程。这一过程是在雄性生殖

腺 (睾丸 ) 的曲细精管 ( seminiferous tubule) 中进行的。精子发生可分为三个时期 : 有

丝分裂期、减数分裂期和精子形成期 ( spermiogenesis)。精子发生是一个特殊的细胞分

化过程 , 在这一过程中发生了许多特殊的事件 , 如减数分裂、形态变化等。



一、精子发生的场所

(一 ) 睾   丸

  在雄性个体中 , 生殖嵴发育为雄性生殖腺———睾丸 (图 3-1)。睾丸是雄性生殖器

官 , 椭圆形 , 其背面表层与附睾相连。睾丸是精子发生的场所 , 附睾为精子成熟的器

官。睾丸外由一层囊膜包裹 , 囊膜为致密坚硬的结缔组织 , 囊膜向内延伸把睾丸分割为

多个分隔间 , 分隔间充满了弯曲的上皮性管道 , 称为曲细精管。附睾附着于睾丸的背

面 , 其间有输出小管 ( ductuli efferentes) 相连 , 在睾丸中产生的完整精子通过输出小管

进入附睾 , 在附睾中成熟 , 变为成熟的精子排出。

图 3-1  睾丸结构 (改绘自 Motta P . , 1989)

在胚胎期发育、分化阶段及出生后 , 睾丸行使两种功能 : 分泌激素 (睾酮及其他类

固醇激素 , 在胚胎期也分泌 ) 以及在成年期产生精子。经过胚胎期及出生后期的一个准

备阶段后 , 精子发生开始于青春期。

(二 ) 曲 细 精 管

睾丸的实质部分为弯曲的曲细精管。曲细精管周边为一结缔组织薄层 , 由弹性纤维

及一些平滑肌细胞组成。管壁由两类细胞组成 : 支持细胞 ( sertoli�s cell) 及各期的生精

细胞 ( spermatogenic cell)。生精细胞根据它们的发育阶段有规律地排列成多层 , 这一结

构称之为生精上皮 ( spermatogenic epithelium 或 serminiferous epithelium )。生精细胞包

括精原细胞、初级精母细胞、次级精母细胞、圆形精子细胞及长形精子细胞。它们依序

由曲细精管的基底部向管腔排列 (图 3-2 )。
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图 3-2  曲细精管结构示意图 (改绘自 Alber ts B , 2001)

(三 ) 生 精 上 皮

生精上皮由支持细胞及不同阶段的生精细胞高度有序排列组成 , 其组织的复杂性是

上皮中独有的 , 包括非增殖状态的支持细胞及各期生精细胞 , 从位于基底的精原细胞到

管腔部分的精子细胞。支持细胞占成年生精上皮的 25% , 生精上皮的基底膜由扁平的

肌样细胞、成纤维细胞及胶原纤维组成 (图 3-3 )。

图 3-3  生精上皮的细胞排列示意图 (改绘自 Guraya SS, 1987 )

(四 ) 支 持 细 胞

除了生殖细胞 , 生精上皮还包含一群支持细胞 , 它们比生殖细胞大得多 , 而且形态

复杂。它们不再分裂 , 支持着整个上皮 , 附着于生精上皮的基底层 , 并穿过生殖细胞间

伸向管腔 , 为精子发生提供了一个合适的环境。在老年的睾丸中存在着多核支持细胞 ,
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表明它们可能在一定情形下恢复了分裂能力 , 发生了没有进行胞质分裂的有丝分裂 , 导

致形成多核的支持细胞。支持细胞的分布是随机的 , 数量是恒定的。

如图 3-4 所示 , 支持细胞有一个多形核 , 有丰富的细胞质和细胞器 , 包括丰富细长

的线粒体、一个很大的高尔基体、丰富的内质网 , 一些溶酶体、微丝和微管。在大鼠生

精上皮周期的 12～14 期 , 支持细胞中线粒体的体积增大 , 同时伴随着大量脂质形成 ,

以及内吞活性明显增多 , 反映了生精上皮周期中支持细胞对能量需求的变化。已证明在

大鼠中支持细胞的内吞活性具有周期性变化的特征。支持细胞的骨架发达 , 在同一支持

细胞中的不同区域 , 构成细胞骨架的胞质微丝及微管的数量及分布变化很大。微丝主要

分布于细胞核周围及细胞基底部。

图 3-4  支持细胞的结构示意图 (改绘自 Guraya SS , 1987 )

支持细胞间存在着多种形式的连接 , 其中紧密或闭缩连接 ( occluding junction ) 是

指相邻的支持细胞膜互相融合形成一种特化的连接复合体 ( junctional complex )。它是

血 睾屏障 ( blood-testis barrier ) 的结构成分 , 这一结构把生精上皮分为两个分隔间 :

基底间 ( basal compar tment ) , 为精原细胞和前细线期的精母细胞的场所 ; 血 睾屏障的

管腔一侧为中央间 ( adluminal compartment ) , 包含处于减数分裂的精母细胞及精子细

胞。血 睾屏障解释了在管液和血浆中化学物质的不同 , 也是在两个隔间中存在不同基

质的结构基础 , 它在精子发生的特定阶段中起关键作用。它们的重要性还有待研究 , 然

而一般认为 , 基底间可直接接受血液中的激素 , 而中央间则通过支持细胞接受激素和营

养物质 , 解释了基底间中的细胞更容易受到激素水平的影响。通过闭缩连接进行的物质

运转依赖于物质分子大小和物理性质 , 对物质的转移具有筛选作用。

二、精子发生过程

精子发生是一个复杂而有规律的细胞分化过程。从精原细胞的分裂增殖、精母细胞

的减数分裂到精子细胞变态分化和运行至附睾的成熟过程中 , 都受到众多基因和激素的
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协同调控。精子发生过程可分为三个主要阶段 (图 3-5 ) :

图 3-5  精子发生示意图

(1 ) 精原细胞的有丝分裂期

精原细胞由原始生殖细胞分化而来 , 其增殖能力增强 , 为进入减数分裂做准备。它

通过有丝分裂产生两类细胞 , 一类不进入精子发生周期 , 继续保持有丝分裂的能力 , 在

下一个周期前一直处于静止状态 , 称之为“储存的生殖干细胞”; 另一类进入精子发生

周期 , 通过分化途径形成精子 , 称之为“更新的生殖干细胞”。

(2 ) 精母细胞的减数分裂

进入分化途径的精原细胞发育为初级精母细胞 , 进行最后一次染色体的复制 , 为成

熟分裂做准备。根据其生长发育顺序及细胞、染色质形态可将初级精母细胞分为前细线

期精母细胞、细线期精母细胞、偶线期精母细胞、粗线期精母细胞及双线期精母细胞等

几个时相。一个双线期精母细胞发生第一次减数分裂 , 产生两个次级精母细胞。次级精

母细胞的间期很短 , 不发生染色体复制 , 很快进行第二次减数分裂 , 产生单倍体的圆形

精子细胞 , 完成减数分裂。

(3 ) 精子形成期

精子形成期是精子细胞的分化变态过程 , 这是精子分化的重要环节。圆形的精子细

胞要经过伸长变态的复杂过程 , 包括细胞核的浓缩变长 , 顶体的生成 , 核蛋白的转型 ,

染色质的浓缩包装 , 核骨架及细胞骨架———中心体 (粒 ) 体系的演变 , 鞭毛、轴丝的发

生及尾的成形分化 , 精子特异性乳酸脱氢酶 LDH - X 的出现等。在此变态过程中 , 糖

原、脂质、蛋白质等代谢产物大量随细胞质排弃 , 代之以出现的 LDH-X 及六碳糖激酶

来适应能量需要。在变态后期核蛋白质出现不断的磷酸化和脱磷酸化 , 蛋白质 SH—基

向 SS—键转变 , 以精氨酸为主的鱼精蛋白 ( protamine) 替换以组氨酸为主的核组蛋白

( histone) , 使核蛋白和 DNA紧密结合 , 以保证精子基因处于浓缩包装和不活跃状态。

原始生殖细胞历经精原细胞、精母细胞、精子细胞和精子 , 其间发生了减数分裂、

组蛋白/ 鱼精蛋白替换、精子变态等特异细胞活动 , 许多特异性的基因对精子发生过程

进行严密的调控。

精子发生过程中的生精细胞可分为以下几个阶段 : 原始 A 型精原细胞 ( primitive

type A spermatogonium)、A 型精原细胞 ( type A spermatogonium)、B型精原细胞 ( type

B spermatogonium)、初级精母细胞 ( primary spermatocyte )、次级精母细胞 ( secondary
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spermatocyte)、圆形精子细胞 ( round spermatid )、浓缩期精子细胞 ( condensing sper-

matid) 及精子 ( spermatozoon )。初级精母细胞又分为前细线期精母细胞 ( preleptotene

spermatocyte )、细线期精母细胞 ( leptotene spermatocyte )、偶线期精母细胞 ( zygotene

spermatocyte ) 和粗线期精母细胞 ( pachytene spermatocyte)。精子发生过程及各期生精

细胞特征参见图 3-6。

图 3-6  精子发生示意图 , 示各阶段生精细胞的形态特征 (改绘自 BellvéAR, 1977 )

(一 ) 有丝分裂期

1 . 原始 A型精原细胞

  精子在睾丸中的发生起源于原始的 A 型精原细胞 , 也被称为精原干细胞 ( sper-

matogenial stem cell)。这类细胞通过有丝分裂进行增殖 , 所产生的子代细胞可以分为两

类 : 一类仍保持精原干细胞的特征进行有丝分裂 , 成为长期精子发生的“源泉”; 另一

类子代细胞则进入分化途径。

2 . A型精原细胞

一部分原始 A型精原细胞的子代细胞进入分化过程 , 首先形成 A型精原细胞。A

型精原细胞的分化也是一个复杂的过程。目前认为至少要经过以下几个阶段 , 通过 A1
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型、A2 型、A3 型和 A4 型精原细胞形成中间型精原细胞 ( in termediate spermatogoni-

um)。

3 . B型精原细胞

这是精原细胞的最后阶段。在此之前 , 精原细胞都是通过有丝分裂进行增殖。中间

型的精原细胞进行最后的有丝分裂 , 形成 B 型精原细胞 , 随后停止有丝分裂 , 由它们

发育形成初级精母细胞 , 进入减数分裂期。

4 . 精子发生的同步化现象

精子发生过程中的一个特点是许多生精细胞进行同步化分裂 , 并且细胞的胞质分裂

(cytokinesis) 不完全 , 导致子细胞有细胞间桥相连 (图 3-7) , 这可能是它们同步分化的

基础。

图 3-7  精子发生的同步化现象示意图 (改绘自 Guraya SS, 1987)

(二 ) 减数分裂期

配子是单倍体的 , 这种单倍体的细胞必须通过一种特殊的细胞分裂形式———减数分
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裂 ( meiosis ) 产生。减数分裂仅发生于有性生殖细胞发生过程中的某个阶段 , 其特点是

细胞进行连续两次分裂而 DNA 只复制一次 , 结果产生了只含有单倍体遗传物质的细

胞。含有单倍体遗传物质的两性生殖细胞通过受精形成合子 , 染色体又恢复到体细胞的

数目 , 从而可以维持物种的正常繁衍。因此 , 减数分裂是生物有性生殖的基础。

在减数分裂过程中同源染色体间 DNA发生了重组 , 这就增加了子代发生遗传变异

的机会 , 确保了生物的多样性以更加适应环境的变化 , 所以减数分裂也是生物进化及生

物多样性的基础保证。这些特殊的现象必定受特殊机理的调节。近年来 , 在这一领域的

研究集中于寻找减数分裂的特异蛋白 , 揭示这一过程中染色体出现的一些特殊事件的机

理。

B 型精原细胞有丝分裂停止后 , 发育为初级精母细胞 , 并进入减数分裂期。在这期

间 , 细胞进行了两次减数分裂。初级精母细胞经过第一次减数分裂形成次级精母细胞 ,

次级精母细胞经过第二次减数分裂形成单倍体的精子细胞。两次减数分裂之间的间期或

长或短 , 但无 DNA 合成。第一次减数分裂可分为前期Ⅰ、中期Ⅰ、后期Ⅰ及末期Ⅰ ,

第二次减数分裂可分为前期Ⅱ、中期Ⅱ、后期Ⅱ和末期Ⅱ , 减数分裂的过程见图 3-8。

图 3-8  减数分裂示意图 (改绘自 Alber ts B, 2001 )

1 . 初级精母细胞

处于第一次减数分裂期的细胞为初级精母细胞。初级精母细胞随着第一次减数分裂

过程中染色质的变化 , 又可分为前细线期 ( prelep totene)、细线期 ( lep totene)、偶线期

(zygotene) 及粗线期 ( pachytene) 精母细胞。初级精母细胞的体积不断增大 , 粗线期

精母细胞的体积可达到前细线期的两倍以上。第一次减数分裂的时间较长 , 在人类可长

达 22 天 , 分裂后形成次级精母细胞。

2 . 次级精母细胞

由初级精母细胞经第一次减数分裂而来 , 细胞的体积比初级精母细胞小。细胞及细

胞核均为圆形 , 核内染色质呈细网状 , 着色较浅 , 细胞质较少。次级精母细胞存在时间

较短 , 很快完成第二次减数分裂 , 形成两个精子细胞 , 所以在切片中很少看到次级精母

细胞。
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3 . 圆形精子细胞

次级精母细胞经过第二次减数分裂后 , 首先形成圆形精子细胞。由于在第二次减数

分裂前没有进行 DNA复制 , 所以圆形精子细胞中染色体数目减少一半 , 成为单倍体细

胞。此时细胞核圆形 , 着色较深。细胞质少 , 内含丰富的线粒体和高尔基复合体。精子

细胞不再分裂 , 而是进入一个复杂有序的形态演变过程 , 形成具有头、颈、尾结构的精

子 , 该过程为精子形成期。

(三 ) 精子形成期 ( spermiogenesis )

精母细胞经过两次减数分裂 , 而 DNA 只复制一次 , 形成了单倍体的圆形精子细

胞 , 此后细胞不再分裂 , 而是进入一系列的形态变化 , 最后形成具有头、颈、尾结构的

完整精子 (图 3-9 )。在这一过程中细胞形态的变化主要表现在以下 6 个方面。

图 3-9  人类精子细胞分化示意图 (改绘自 Holstein AF 和 Schirren C , 1979)

可根据其顶体形成、核浓缩以及尾结构发育分为 8 个阶段。

1 . 细胞核的变化

细胞核内染色质浓缩、体积变小、偏向细胞的一极 , 形成精子的头部。染色质的浓

缩主要是由于染色质中的组蛋白 ( histone) 被富含精氨酸的鱼精蛋白 ( protamine) 取

代。这一碱性蛋白中大量的正电荷 , 吸引着带负电的 DNA 发生集聚。然而这一蛋白质

的替换受哪些因素的调节 , 以及调节细胞核变化的其他因素有待于进一步的了解。
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2 . 顶体 (acrosome) 的形成

精子顶体是由高尔基复合体形成的。精子细胞的高尔基复合体首先产生许多小液

泡。小液泡融合变大 , 形成一个大液泡叫顶体囊 , 内含一个大的颗粒 , 称为顶体颗粒

(acrosomal granule)。然后由于液泡失去液体 , 以致液泡壁靠近位于核的前半部 , 组成

了一双层膜 , 称为顶体帽 , 内有一个顶体颗粒。此后顶体颗粒物质分散于整个顶体帽

中 , 这就是顶体 , 内含多种水解酶。

3 . 线粒体鞘的形成

在精子形成过程中 , 精子细胞的线粒体体积变小伸长 , 并精确地迁移到中段 , 围绕

着中央轴丝而形成螺旋状排列的线粒体鞘。物种不同 , 线粒体鞘总体构型也有很大差

别。淡水无脊椎动物和海洋动物比较简单 , 只是由几个长的线粒体组合起来形成的线粒

体鞘。而在哺乳类动物中则形成了典型的螺旋状排列的线粒体鞘。

4 . 中心粒的迁移

精子形成早期 , 两个中心粒移至核的后方 , 当核的后端表面形成一个凹时 , 一个中

心粒恰好位于凹之中 , 称为近端中心粒 , 它与精子长轴呈横向排列 ; 另一个称为远端中

心粒 , 位于近端中心粒的后方 , 它的长轴平行于精子长轴 , 由它产生精子尾部的中央轴

丝。哺乳类动物的远端中心粒 , 在颈段发育完成后 , 最终消失 , 有些哺乳类动物的近端

中心粒在精子成形后也会丧失。

5 . 精子尾部的形成

中央轴丝是构成鞭毛型精子尾部的基本细胞器 , 其外周还有致密的纤维和纤维鞘 ,

这种粗大的纤维从精子中段起始 , 并不完全达到尾的末端。

6 . 细胞质的变化

精子细胞的大部分细胞质 , 在精子形成过程中成为残体 ( residual body) 而被抛弃。

当细胞核前端形成顶体时 , 细胞质向后方移动 , 仅留下一薄层细胞质与质膜覆盖在细胞

核上。当尾部的后端生长时 , 细胞质的大部分附着在精子中段 , 当线粒体围绕着轴丝

时 , 该处的细胞质和高尔基体成为残余胞质被抛弃 , 仅剩下一薄层细胞质包围着中断的

线粒体。

三、精子发生的特点

(一 ) 生精上皮周期

  一代 ( generation) 生殖细胞是指这样一群细胞 , 它们在大概相同的时间形成 , 然

后同步通过生精过程。在一定的曲细精管区域 , 两次分化程度相同的细胞群相继出现之

间 , 有一个明显的时间间隔 , 称之为生精上皮周期 ( cycle of seminiferous epithelium )。
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不同物种的这一周期长短不同 , 人的为 16 天、公牛和大鼠的为 13 天、羊和兔的为 10

天、小鼠的为 8 . 6 天。

不同代的生精细胞组成固定的细胞群体组合 , 由于精子形成期精密而有序的时间步

骤 , 某一期的精子细胞总是与一定分化期的精母细胞和精原细胞相关。对这些细胞群体

进一步的观察表明 : 在曲细精管的任何一个区域 , 它们以一定的顺序先后出现。这些细

胞群体以规律性的间隔重复出现 , 代表一个生精上皮周期的多个阶段。由于这些期表示

一个连续过程的任意亚群 , 因此一期的结束与下一期开始间的分界常常是不精确的。对

一定的哺乳动物种属 , 细胞群体的数目或周期的阶段依据采取的鉴定标准而不同。

有两种方法常用来鉴定生精小管周期的期相。第一种方法是利用精子细胞核的形态

以及在生精上皮的位置。更加成熟的生精细胞成簇排列深深嵌在上皮内 , 对着支持细胞

的核。其后进一步分化的细胞向管腔移动 , 最终释放到管腔中。在这一分类方法中 , 多

种染色方法被应用 : 最常用的是苏木素 伊红 ( haematoxylin-eosin ) 染色法 , 这一分类

方法可把大鼠、公羊、公牛、兔、猪、水貂和猴的生精上皮分为 8 个期。在一些研究中

这 8 个期又可以进一步细分。

第二种方法用过碘酸 希夫 ( PAS) 苏木素 , 对生精管进行组织切片染色。可把发

育中的顶体系统染成深紫色 , 利用顶体来区分精子细胞。利用 PAS 苏木素技术 , 把大

鼠中可分为 14 个期 , 仓鼠与豚鼠分为 13 期 , 小鼠与猴子分为 12 期。对在人类可以分

为 6 期 , 然而这期间的界限并不十分清楚 , 常缺少一代或多代生精细胞 , 或在组织处理

过程中细胞易位。此外 , 一些研究者否认人类存在精子发生波 , 与猩猩中的现象相似。

但是导致这种人类和猩猩精子发生无规律模式的因素还不清楚。

把细胞分为一个周期中的可区分的几个阶段有利于研究生殖细胞的结构与细胞化学

变化 , 研究一些因素 (物理或化学因素 ) 对有丝分裂、减数分裂及细胞分化的影响。还

可以帮助我们对一些物质在生殖细胞中进行精确定位。

对生精上皮周期不同阶段的确定 , 是认识精子发生过程中染色体活动及变化的基

础。已经观察到在小鼠中 , 生精上皮周期中 DNA 的合成发生在 7 个阶段 , 即 8、10、

12、2、3、5、7～8 期 , 主要涉及 A1、A2、A3、A4、中间型及 B 型精原细胞。在精子

发生过程中 , DNA合成有两个高峰期 , 第一个高峰期在 4～6 期 , 对应于中间型及 B 型

精原细胞的有丝分裂 , 第二个高峰位于 8～9 期 , 反映前细线期精母细胞 DNA的复制。

而主要的 RNA合成发生在精原细胞和粗线期精母细胞 。

(二 ) 生精上皮波

每一个生精细胞群 , 除了环行对称以外 , 还表现出沿生精管长轴有序组织排列 , 在

那里产生精子发生“波”, 称为生精上皮波 ( wave of seminiferous epithelium)。生精上皮

周期及生精上皮波是不同的 , 周期是在生精上皮一个区域 , 在一定时间内发生的动态的

组织学现象 ;“波”是指在一定时间内细胞群沿生精管有序的分布。换句话说 ,“波”是

空间 , 而“周期”是时间。

已经报道在多种哺乳动物中存在着生精上皮波。但是在人类却难以证明这一点 , 因

人类睾丸中的细胞组合不规则。在狒狒睾丸中 , 可把生精小管分为三类。第一类包括只
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有单一细胞组合的生精小管段 , 第二类包括两种或多种细胞群有序的排列 , 而第三类小

管只在人的生精小管中观察到。有关这些在狒狒、猩猩和人类不规则的原因所知甚少。

有人认为这种无序可能反映了这些物种生殖能力的退化。但有研究表明 , 人类生精阶段

的排列并不是随机无序的 , 而是有序地沿管长轴螺旋式排列。

(三 ) 生精细胞的同步发育

生精上皮的一个特征就是生精细胞的同步发育。人们用电镜观察到发育中的雄性细

胞群 , 如精原细胞、精母细胞、精子细胞 , 通过细胞间桥连接 (图 3-8 )。这种间桥是

由不完整的胞质分裂所致 , 这种合胞体构成了它们同步发育的基础。尽管在多种哺乳类

中发现这种细胞间桥的现象 , 然而有关这种间桥相连的确切的细胞数量存在着争论。有

研究表明 , 一组由细胞间桥连接的精子细胞可能有几百个 , 然而这比理论上的数目要

少 , 可能由于精原细胞和精母细胞的退化所致。合胞体可能作为同步分化的装置起作

用。也有人认为除了细胞间桥外 , 还存在着别的因素参与生殖细胞的同步分化。

四、生精细胞的结构

(一 ) 精原细胞

  精原细胞是精子发生的起点 , 它紧靠在曲细精管的基底膜上 , 属于生精干细胞。细

胞呈椭圆形或圆形 , 直径 12μm , 胞核圆形 , 染色质着色较深 , 有 1～2 个核仁。精原

细胞经有丝分裂不断增殖 , 一部分作为贮备干细胞 , 另一部分进入生长期发育成初级精

母细胞。精原细胞的染色体组型 , 人为 46XY、马为 66XY、猪为 40XY、狗为 78XY。

(二 ) 初级精母细胞

初级精母细胞 , 是由精原细胞发育而来 , 体积增大 , 最终达到精原细胞体积的二

倍 , 细胞器完备、数目增多 , 细胞核呈圆形 , 分裂期时间在人中可长达 22 天左右。分

裂后形成次级精母细胞。

(三 ) 次级精母细胞

由初级精母细胞经第一次减数分裂形成次级精母细胞 , 位于初级精母细胞近管腔

侧 , 细胞体积比初级精母细胞小。细胞和细胞核均为圆形 , 核内染色质呈细网状 , 着色

较浅 , 细胞质较少。次级精母细胞存在时间较短 , 很快进入第二次减数分裂 , 形成两个

精子细胞 , 染色体数目减少一半 , 成为单倍体细胞。由于次级精母细胞存在时间短 , 所

以在切片中较少见。
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(四 ) 精 子 细 胞

次级精母细胞分裂后产生精子细胞 , 它们靠近管腔。细胞核圆形 , 着色较深。细胞

质少 , 内含中心粒、线粒体和高尔基复合体等细胞器。精子细胞不再分裂 , 经过复杂的

形态演变后形成精子 , 该过程为精子形成期。

(五 ) 精   子

精子发生最终形成精子。在睾丸中发育成完整的精子后 , 还需在附睾中经过一段成

熟发育 , 才达到具有运动能力真正成熟的精子。成熟精子由两个主要部分构成 , 即头部

和尾部。尾部又分成颈段 ( neck segment )、中段 ( middle piece)、主段 ( principal piece)

和末段 ( end piece)。人类成熟精子的结构见图 3-10。

图 3-10  人类精子示意图 (改绘自 Fawcett DW , 1975)

1 . 头部

头部的绝大部分 , 被染色质高度集聚的细胞核所占据 , 具有几乎不见核孔的双层核

被膜。在浓缩的细胞核前端 , 盖着帽形囊状顶体。顶体后缘的后方 , 称为头部顶体后区
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(图 3-11 )。

图 3-11  人精子头部的超微结构示意图

(改绘自 Bustos-Obregon E , 1975)

(1 ) 精子核

精子核的主要特征是其高度浓缩的核物质 , 由 DNA和蛋白质组成。精子核体积远

小于体细胞的细胞核 , 一般情况下核的形状与头部的形状一致。核的染色均匀 , 但在人

和猩猩的精子核中出现一些空泡。核是父本遗传物质的携带者 , 含有单倍体的常染色体

及一个性染色体 ( X或 Y)。

(2 ) 顶体

顶体为一层单位膜包裹的囊凹状结构 , 靠近核膜的单位膜称为顶体内膜 , 靠近细胞

质膜一侧的单位膜叫顶体外膜 , 顶体内、外膜平行排列 , 并在顶体后缘彼此相连。顶体

腔中具有不定形基质 , 其中含有透明质酸酶 ( hyaluronidase )、神经氨酸酶 ( neu-

raminidase) , 酸性磷酸酶 ( acid phosphatase)、β-N 乙酰葡糖胺糖苷酶 (β-N-acetylglu-

cosaminidase)、芳基硫酸酯酶 ( arylsulfatase) 和顶体蛋白 ( acrosin) 等水解酶类。当受

精时 , 精子发生顶体反应 , 质膜和顶体外膜发生融合 , 形成囊泡 , 从而使顶体内酶类释

放出来 , 有利于精子通过卵外的各层结构。

顶体后部的狭窄区 , 称为赤道段 ( equatorial segment )。受精时 , 赤道段基本完整

无损 , 而顶体的其他部位 , 均在顶体反应中丢失。顶体后区的质膜 , 是受精时精子首先

与卵表面接触和发生融合的位置 , 所以该部位在功能上非常重要。顶体尾侧细胞质浓

缩 , 特化为一薄层环状致密带 , 紧贴在细胞质膜的内表面 , 称为顶体后环 ( postacroso-

mal ring)。顶体后环紧贴着质膜 , 在该环尾缘 , 核膜和质膜紧密相贴 , 形成一环状黏合
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线 , 称为核后环 ( postnuclear ring)。核后环尾侧 , 核膜与质膜分开 , 核膜向下 , 形成一

皱褶 , 延伸入颈段。在核的后端 , 有一浅窝 , 称为植入窝 ( implantation fossa) , 恰与尾

部颈段凸出的小头相嵌。

用电子显微镜观察精子头部时发现 , 头部质膜外有呈细丝状和颗粒状的糖萼 ( gly-

cocalyx)。糖萼较厚 , 尤其在顶体前缘对应处的质膜外表面最集中。凝集素 ( lectin ) 可

特异性地与糖萼上的多糖链结合。当用外源凝集素处理精子后 , 便可阻止受精 , 说明受

精时特异性识别卵母细胞 , 与糖萼的糖链直接相关。

顶体和细胞核决定了精子头部的形状。不同动物的精子 , 头部形态差异很大。例

如 , 猪、羊、牛精子头部为扁卵圆形 , 马的精子头部为完整的椭圆形。人和狗的精子头

部为梨状 , 小鼠精子头部为镰刀状。

2 . 尾部

尾部颈段最短 , 通常为圆柱形 , 起于近端中心粒 ( proximal cent riole ) , 止于远端中

心粒 ( distal cen triole ) , 又称为连接段 (connecting piece)。近端中心粒固着于核底部的

浅窝中 , 为短圆筒形 , 与精子尾部的长轴呈微斜或垂直 , 在精子的纵切面中 , 常呈椭圆

或圆形。远端中心粒变为基体 ( basal body) , 由它产生精子尾部的轴丝。颈段的外面由

漏斗状结构包着 , 漏斗状的扩大部分固着于核的尾端 , 而另一端则与精子尾部的中段相

连。这种漏斗状结构的壁由 9 条粗的纵行纤维组成 , 它们紧包着中央的腔。这 9 条纤维

由致密的和浅色的带间隔组成 , 以致有横的条纹结构 , 它向后与尾部中段轴丝外面的纤

维带相连。

尾部中段有螺旋状排列的线粒体鞘包绕于外周 (图 3-12 ) , 内有外周致密纤维

(outer dense fiber) , 中央为二联体微管组成的轴丝复合体 ( axonemal complex )。线粒体

鞘自中段起始端环绕轴丝 , 终止在终环上。不同动物的线粒体鞘 , 旋绕次数有所不同 ,

牛 70～100 次、灵长目 15 次、啮齿动物可多达 300 次。线粒体是细胞产能细胞器 , 是

精子运动的能量供应者 , 它们提供的 AT P 可使精子通过生殖管道 , 运行到输卵管的上

方 1/ 3 处。

轴丝是由两根中心单微管及其周围的 9 组二联微管组成。二联微管由两个亚单位组

成 , 内侧是一个完全的微管 , 其横切面呈圆形 , 管壁由 13 根原丝 ( protofilament ) 组

成 ; 另一个亚单位是一个不完全的管 , 横切面呈 C 形。C 形的开口处连接在圆形的壁

上 , 其管壁仅由 11 根原丝组成 , 即有 3 根原丝是与圆形管共有的。每个二联微管均有

臂样结构与邻近的二联管微管相连 (图 3-12 )。原丝由微管蛋白 ( tubulin ) 组装而成 ,

而臂状结构成分为动力蛋白 ( dynein ) , 具有 AT P酶活性 , 可将化学能转换为机械能。

导致鞭毛运动的机理尚待探索 , 现在已知是相邻微管滑动的结果 , 与肌纤维收缩时肌丝

间相互滑动的机理相似。在整个动物界的鞭毛和纤毛中 , 微管的排列非常相似。轴丝的

外周被一圈 9 条外周致密纤维所围绕 , 每一根致密纤维与其相对的轴丝二联微管平行。

在尾部的前半部 , 纤维是粗大的 (图 3-10 )。以后 , 纤维逐渐变细直到终止区。在哺乳

动物的各个物种间 , 这种致密纤维的长度和粗细有差异。在一些物种中 , 纤维很粗且伸

展接近尾部的全长 ; 而在另一些物种中 , 纤维则比较细 , 且仅终止于主段的近端。致密

纤维的功能是增强尾部的硬度 , 其组成和功能机理尚未完全清楚。中段的周边则被一层
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图 3-12  精子尾内部结构示意图 (改绘自秦鹏春 , 2001)

A. 尾部横切面电镜图像 ; B. 中央轴丝的 9 + 2 结构 ; C . 二联微管的原丝结构

质膜所包绕 , 终环是由局部质膜反折特化而成 , 它是中段终止的界限 , 其功能在于当精

子前进时 , 防止线粒体鞘向尾部移动。

尾部主段是精子尾部的主要部分 , 其中轴由纵行的轴丝构成。轴丝也是 9 + 2 的微

管结构。轴丝的外方包绕一圈 9 条外周致密纤维 , 再外方则由纤维鞘 ( fibrous sheath)

包裹 , 鞘由 2 条纵行的纤维柱和一系列半圆形的肋柱 ( rib column ) 组成。这种结构与

尾部运动相适应。精子尾部的运动是以背腹轴为对称平面做垂直于此平面的左右摆动。

主段的最外方也包有连续的质膜。纤维柱和肋柱随着向尾部末端延伸变得纤细 , 最终消

失在主段的末端。

尾部末端较短 , 结构比较简单 , 仅由中央 9 + 2 结构的轴丝和其外周的质膜构成。

轴丝在末端的终止方式 , 因动物不同而略有差异。在有的物种中 , 9 组二联微管 , 分别

终止于末端的不同平面 , 有些动物 , 中央的两条微管先消失。而在灵长类中 , 9 组二联

微管 , 先分散为 18 条游离微管 , 然后分别终止于末端。糖萼和刀豆球蛋白 A受体在尾

部的质膜表面也有少量分布。此外 , 在哺乳动物精子的表面 , 有血型抗原 , 包括 A 型
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抗原与 B型抗原。如果这些抗原被血型抗体结合 , 精子将失去活力。在小鼠精子表面

存在的组织相容性抗原 , 称为 H 2 抗原 , 人精子表面的这种抗原 , 称为 HLA抗原。

五、生精细胞的分离

性成熟的哺乳动物睾丸含有体细胞和不同发育阶段的生精细胞。睾丸细胞组成的复

杂性为许多研究带来了不便。为了达到某些研究目的 , 需要分离纯化各期生精细胞。以

下介绍分离小鼠各期生精细胞的方法。

(一 ) 不同鼠龄睾丸中的细胞组成

从成熟小鼠的睾丸分离的细胞种类是有限的 , 主要为粗线期的精母细胞、精子细胞

表 3-1  各期生精细胞在不同龄小鼠生精上皮中所占比例

细胞类型
出生后天数

6 �8 �10 X12 �14 �16 018 x20 �84 �

原始 A型精原细胞 16 �- - - - - - - -

A 型精原细胞 - 17 �7 C7 �6 �9 �3 c4 �1 �

B 型精原细胞 - 10 �11 X8 �6 �8 �7 c6 �3 �

前细线期精母细胞 - - 15 X11 �9 �5 �10 x7 �2 �

细线期精母细胞 - - 15 X12 �13 �5 �5 c9 �2 �

偶线期精母细胞 - - - 23 �14 �7 �8 c8 �2 �

粗线期精母细胞 - - - - 15 �27 036 x33 �15 �

次级精母细胞 - - - - - - 1 c1 �1 �

精子细胞 ( 1 �～8 期 ) - - - - - - 1 c4 �31 �

精子细胞 ( 12 �～16 期 ) - - - - - - - - 40 �

支持细胞 84 �73 �52 X39 �37 �39 029 x28 �3 �

及残体。处于发育早期阶段的生精细胞含量较少 , 难以用重力沉降法分离获得。然而 ,

在幼年小鼠的睾丸中 , 主要为分化早期的各级生精细胞及支持细胞。出生后 , 生精细胞

的体积迅速减小 , 原始 A 型精原细胞的直径为 14～12μm , 而形成 B 型精原细胞时直径

为 8～10μm。不同鼠龄睾丸中的主要细胞组分不同 (见表 3-1 ) , 选择不同鼠龄的睾丸 ,

有利于分离不同发育阶段的生精细胞。利用这种方法可以成功地从 6 天小鼠中分离原始

A型精原细胞 ; 从 8 日龄的小鼠中分离出 A型和 B型精原细胞 ; 从 17 日龄的小鼠中分

离出前细线期/ 偶线期和粗线期的精母细胞。从青春前期小鼠分离出的生精细胞 , 结合

从成熟小鼠分离出的细胞就可以获得一个完整系列的不同发育阶段的生精细胞。

(二) 生精细胞的分离

1 . 单细胞悬液的制备

  取所需日龄及数量的雄性小鼠 , 无菌操作取睾丸 , 置于 PBS溶液中 , 去除包膜及
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血管 , 分离曲细精管 , 置于离心管中 , PBS 洗涤数次。加 5 ml 含 0 .5 mg/ ml胶原酶的

PBS, 33℃温育 15 min , 其间不断震摇并用吸管吹吸数次。静置 4～5 min , 待组织和细

胞沉降管底后 , 弃上清。管中加入 5 ml含 0 .5 mg/ ml胰蛋白酶和 1 . 0μg/ ml DNase I 的

PBS, 33℃温育 15 min , 吸管轻轻吹打 3 min 直至分散为单个细胞。1 000 r/ min 离心 10

min , 弃上清 , 并用 PBS清洗两次。将细胞沉淀重悬在含 0 .5 % BSA的 PBS中 , 100 目

筛网过滤 , 制成单细胞悬液并进行细胞计数。

2 . 细胞的沉降分离

固定沉降池并保持水平状态 , 池底下口周围加数十粒硅化玻璃珠。10 ml PBS及 10

ml待分离的单细胞悬液按先后从底部下口载入沉降池。用 1640 培养液配制 4%和 2 %

的 BSA 溶液各 250 ml, 分别倒入梯度发生器的两个容器中。梯度发生器出液口直接用

橡胶软管连接于沉降池的底部尖嘴下口。打开活塞 , 调整流速 , 使 BSA 溶液以 15

ml/ min的速度从底部进入沉降池 (图 3-13 )。最终沉降池内的液体从上而下形成 2%～

4%的 BSA连续梯度。整个沉降系统 4℃静置 3h , 以使细胞按不同大小在 BSA连续梯度

介质中通过自然重力沉降而分层。分层后的细胞溶液从沉降池底部出口用离心管收集 ,

控制流速为 5 ml/ min , 10 ml/ 管作为一份。1 000 r/ min 离心 10 min , 沉淀细胞 , 细胞

重悬于 0 .5 ml 含 0 .5% BSA 的 1640 培养液中。将各管细胞分别滴片 , 苏木精 伊红染

色 , 光学显微镜下检测细胞的形态结构特征及均一程度 , 以确定细胞的类型及纯度。合

并同类细胞 , 计算细胞纯度。

图 3-13  分离生精细胞的重力沉降装置

3 . 细胞的贴壁培养及纯化

经沉降分离的生精细胞中常混有少量支持细胞及间质细胞 , 将此细胞悬液接种到培

养瓶中 , 于 33℃、5% CO2 及饱和湿度等条件下培养 6～8 h , 支持细胞和间质细胞贴壁

而生精细胞不贴壁 , 可除去支持细胞和间质细胞。
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4 . 成熟精子的分离

选 12 周龄性成熟雄性小鼠 , 取附睾 , 置 PBS 溶液中 , 除去脂肪。将附睾剪成碎

块 , 加 2～3 ml PBS, 移入离心管 , 涡悬震荡 2 min , 4℃静置 2 h。脂滴及体细胞沉降

管底 , 精子悬浮于上清。小心吸取上清 , 显微镜下观察。管底沉降物中加 2 ml PBS,

重复上述步骤一次。上清 3 500 r/ min 离心 10 min , 收集成熟精子。

(三 ) 可获得细胞的纯度、数量及特征

1 . 青春期前的支持细胞

  从 6 日龄小鼠的睾丸中分离 , 直径在 7 .5～8 . 2μm , 不规则 , 多颗粒 , 核仁紧靠

核膜 , 此时还未出现典型的三分核。每个睾丸可获得的细胞数为 2×10
5

, 细胞纯度超

过 99%。

2 . 原始 A型精原细胞

由 6 日龄小鼠睾丸分离。细胞呈球形 , 直径为 14～16μm, 细胞核中有 2～3 个核

仁。每个睾丸中细胞数为 1 . 4×10
5

, 分离纯度可达 90%以上。

3 . A型精原细胞

来自 8 日龄小鼠睾丸。细胞呈球形 , 直径 12～14μm , 多个核仁靠近核膜。每个睾

丸可获得 1 . 6×10
5
个 A型精原细胞 , 纯度在 91%以上。

4 . B型精原细胞

从 8 日龄小鼠睾丸中分离。细胞呈球形 , 直径 8～10μm , 异染色质靠近核膜。此

组分细胞也可能包含中间型的精原细胞。每个睾丸可获得 1 .5×10
5
个此阶段的细胞 ,

纯度大于 76%。

5 . 前细线期的精母细胞

选择 12 日龄的睾丸。细胞呈球形 , 直径为 7 .6～8 . 2μm , 染色质呈细线状。每个

睾丸可获得 2 . 1×10
5
的此期细胞 , 纯度可大于 94%。

6 . 细线期及偶线期精母细胞

选择 12 日龄睾丸。细胞呈球形 , 直径为 8 . 2～12μm , 颗粒状外观 , 核质比增多 ,

可见加粗的染色质线。可获得的细胞数为 7 . 3×10
5

, 纯度大于 78% , 主要污染为支持

细胞。

7 . 粗线期精母细胞

从 18 日龄睾丸或成年鼠睾丸中分离。细胞呈球形 , 直径为 12～18μm , 很狭窄的细

胞质区域 , 细胞核较大 , 具有较粗的双价染色体线。每个青春期前的睾丸可获得
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7 . 5×10
5
个细胞 , 每个成年鼠睾丸中可获得 4 . 0×10

5
个细胞 , 纯度大于 90%。

8 . 精子细胞 ( 1～8 期 )

取自成熟睾丸。细胞呈球形 , 直径为 8～10μm , 胞质透明。细胞核较小 , 含同源

染色质 , 核仁位于中央 , 顶体在核的顶端形成 , 尾部在酶消化过程中丢失。每个睾丸可

获得细胞数 12×10
6

, 纯度大于 94%。

9 . 精子细胞 ( 12～16 期 )

来自成年睾丸。细胞不对称 , 直径为 7～8μm , 核偏位 , 发生浓缩 , 顶体形成并从

胞体伸出。所获细胞数可达每个睾丸 25×10
6
～50×10

6
, 纯度为 54 % , 主要污染成分

为残体及合胞体。

10 . 残体/ 合胞体

来自成熟睾丸。二者呈球形 , 周边不规则。残体无核 , 胞质含有小而圆的空泡状结

构 , 数量在每个睾丸中可达 40×10
6

, 纯度大于 89%。

第二节  精子发生的调控机制

精子发生是一个特殊的细胞分化过程 , 在这一过程中发生了许多特殊的事件。而这

些特殊的事件存在着独特的调控机制。已知精子发生过程受多种因素的调节 , 根据调节

途径可分为外源调节因素 ( ex trinsic regulator ) 和内源调节因素 ( in trinsic regulator )。

外源因素主要包括激素与旁分泌因子的调节 ; 而内源因素是指生精细胞内基因水平的调

节。

一、外源调节因素

除了激素与旁分泌因子外 , 外源调节因素还包括众多的环境因素 , 由于环境因素的

多样性及复杂性 , 本章不详细论述。这里只介绍认识较为清楚的激素及旁分泌因子对精

子发生的调控。

(一 ) 精子发生的激素调节

睾丸具有产生精子和分泌雄性激素———睾酮 ( testosterone) 的双重功能。这些功能

依赖于垂体促性腺激素 ( gonadotrophin ) ———卵泡刺激素 ( FSH ) 和黄体激素 ( LH)

的刺激。经典的下丘脑 垂体 睾丸轴系的内分泌调节对精子发生的启动和维持起着重要

作用 (图 3-14)。

下丘脑分泌促性腺激素释放素 ( GnRH) , 它可以刺激垂体分泌 FSH 和 LH。LH 可

刺激睾丸中的间质细胞 ( leydig cell ) 分泌睾酮 , 调节精子的发生。FSH 通过与位于支

持细胞表面的受体结合 , 作用于支持细胞促使其分泌雄激素结合蛋白 ( androgen bind-
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图 3-14  丘脑 垂体 睾丸内分泌作用轴

ing protein , ABP )。FSH在未成熟的睾丸发育中起着关键作用。睾酮对 FSH 和 LH 的释

放有负反馈调节。FSH与睾酮对青春期人类精子发生的起始以及在成年期维持正常的

精子发生水平起重要作用。

1 . 睾酮的作用机制

间质细胞合成睾酮并分泌到睾丸间隙液 ( in terstitial fluid) 中 , 然后一部分被选择

性地输入到睾丸曲细精管中 , 与支持细胞合成的 ABP 结合而影响精子发生。在正常情

况下 , 同一个体睾丸间隙液 ( I F ) 中的睾酮含量明显高于睾丸静脉血中的睾酮水平 , 通

常前者是后者的 2～4 倍。这可能是由于支持细胞向 I F 中大量分泌 ABP, 同时 IF 中也

存在着与血清中浓度相似的白蛋白 , 而 ABP 与白蛋白都可以结合睾酮。

睾酮是通过与其受体结合而发挥调节精子发生的功能 , 睾酮受体分布在间质细胞、

管周细胞和支持细胞的核内 , 而在生殖细胞中则未检测到 , 表明睾酮是通过支持细胞或

管周样细胞间接作用于生精细胞。临床上睾酮缺乏的患者或雄性激素受体突变的患者表

现为原发性无精症。将实验动物的垂体切除、免疫中和 LH、使用抗雄激素受体或用

EDS (ethane dimethane sulfonate ) 破坏睾丸间质细胞后 , 可使睾酮作用阻断 , 导致Ⅶ

Ⅷ期的生精细胞降解。这种降解作用可以通过使用外源睾酮或 LH 而抑制 , 说明睾酮并

非作用于整个精子发生过程 , 而仅仅作用于精子发生的某一个或几个时期。

除了雄激素受体及 ABP介导的睾酮调节精子发生外 , 有人认为睾酮调节精子发生

还可能存在雄激素受体非依赖途径 , 即睾酮直接作用于生精细胞或支持细胞的表面 , 改

变某些生化过程 , 如离子通道的开放等 , 进而影响基因的转录及蛋白质的合成。这也许

部分解释为什么机体内的睾酮量远远高于饱和雄性受体所需的量 , 当然这些都需要进一

步地研究证实。
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2 . FSH的作用

正常的精子发生除依赖 LH 对间质细胞的作用外 , 还需要 FSH 对支持细胞的作用。

FSH 受体位于支持细胞的膜上 , 为腺苷酸环化酶信号通路偶联受体 , FSH 对支持细胞

功能的调控是通过蛋白激酶 A ( PKA) 系统完成的。FSH 与受体结合后 , 激活蛋白激

酶 , 催化蛋白磷酸化 , 从而调控支持细胞的功能。FSH 可诱导支持细胞分泌多种蛋白 ,

包括 ABP、血纤溶蛋白酶原激活因子、离子载体蛋白、转铁蛋白及一些不明功能的蛋

白。研究最多的是 ABP , 睾丸中 ABP的水平与 FSH 处理时间成正比。FSH 还作用于睾

丸间质细胞 , 影响其分裂增殖并诱导其形态和功能的分化。这方面的研究较少。

(二 ) 精子发生的旁分泌调节

旁分泌调节是指一种细胞所分泌的因子作用于相邻的其他细胞 , 从而调节细胞的生

长、分化及功能 , 是调节精子发生的重要方式。许多因子参与了睾丸发育及精子的发

生 , 包括多种生长因子、血管紧张素、钙调蛋白、肌动蛋白、促性腺激素结合抑制剂

等。

目前已知有许多生长因子以自分泌或旁分泌的方式调节精子发生中的细胞增殖与分

化 , 研究较多的有胰岛素样生长因子 ( IGF )、转化生长因子 ( TGF )、表皮生长因子

( EGF ) 和神经生长因子 ( NGF ) 等。 IGF对睾丸的生长发育起着重要的作用 , IGF 1

可以增加 LH 与睾丸间质细胞的结合能力 , 从而增强 LH 诱导睾酮的分泌。如果小鼠编

码 IGF 1 的基因发生突变 , 其睾丸体积小于正常小鼠 , 而且精子发生仅为正常的

18 %。此外 IGF 1 还具有刺激减数分裂前生精细胞 DNA 合成的作用。 TGF-α主要在

睾丸间质细胞中表达 , 而在支持细胞及生精细胞中表达较低 , TGF 在支持细胞中的过

量表达可导致精子发生障碍。在大鼠睾丸中 , TGF-β1 在精母细胞及早期圆形精子细胞

中表达 , 而在长形精子细胞中表达明显下降 ; 在支持细胞中的表达持续整个睾丸发育过

程。TGF-β2 在精母细胞及早期圆形精子细胞中不表达 , 而在精子形成过程第Ⅴ～Ⅵ期

开始表达 , 在未成年动物睾丸中管周细胞和支持细胞中亦有表达。 TGF-β3 在动物整个

发育过程中睾丸的管周细胞和支持细胞中都表达 , 并且从青春期开始在支持细胞中的表

达水平明显增高。TGF-β在睾丸中有序的时空表达提示其在精子发生过程中起着重要作

用。EGF受体在正常人群支持细胞和生精细胞中弱表达 , 而在某些睾丸疾病的不育症

病例中 , EGF 受体呈强表达 , 提示睾丸中低水平的 EGF作用有利于维持正常的精子发

生。大鼠和小鼠的生精细胞能产生 NGF, NGF 可能与减数分裂启动 DNA 合成有关。

另有证据表明 , 生精细胞产生的 NGF可调节支持细胞中 ABP mRNA 水平。

除了生长因子外 , 还有一些重要的旁分泌调节因子。抑制素 ( inhibin ) 是支持细胞

在 FSH 刺激下所产生并分泌的 , 具有α和β两个亚基 , 可抑制精原细胞和早期精母细

胞的 DNA合成。抑制素β亚基的同源二聚体则为激活素 ( activin)。在未成年动物生精

细胞与支持细胞的共培养实验中 , 加入激活素能增加精原细胞 DNA 的合成和细胞增

生。在大鼠和人的生精小管中有白细胞介素 1 ( IL 1 ) , 并且随精子发生的周期性变

化而变化 , 表明可能参与精子发生的调节。维生素 A ( VA ) 在精子发生中起着重要作
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用 , 在大鼠中 VA 的缺乏直接导致精子发生停止。支持细胞中有 VA 结合蛋白可以聚集

VA 发挥其生理作用。

二、精子发生的基因表达调控

从分子水平看 , 精子发生和成熟分化过程是一系列特定基因程序性表达的过程 , 在

精子发生的不同阶段有不同的调节因子调控一些基因按一定的时空顺序进行表达。一个

细胞中约存在15 000～20 000个不同的转录本 , 但在生殖细胞中表达的基因仅有一小部

分被证实和报道。精子发生过程中有许多睾丸特异性的基因表达 , 以产生新的酶类或其

他蛋白分子 , 从而调控精子发生。其中有些基因编码对生精细胞的特异结构或功能起重

要作用的蛋白 ; 有些基因的表达呈现发育阶段特异性 ; 有些仅在生精细胞转录和表达。

有这些特征的基因被统称为“沙文基因” ( Chauvinist gene) , 就是因为它们对睾丸组织

有特异表达和特殊功能。对精子发生阶段特异性基因表达的研究 , 以前大多采用

RT- PCR及原位杂交等方法 , 后来采用差减杂交技术 , 但烦琐且耗时。20 世纪 90 年代

建立了 DDRT-PCR 技术 , 灵敏度高 , 所需 RNA少 , 方法简单 , 但假阳性率较高。现在

基因芯片技术的推广及基因敲除技术的应用 , 为精子发生特异基因的寻找及相关功能的

研究提供了更好的方法 , 而且取得了许多进展。

“沙文基因”大致可以分为三类 : ①同源基因 : 仅在生精细胞中表达 , 但在体细胞

中有其同源性的基因及同源性的蛋白表达。它们通常是某些基因家族的成员 , 比如组蛋

白 H1t、热休克蛋白 HSP70 2 和乳酸脱氢酶 C 等。②特异基因 : 在生精细胞中表达特

异蛋白 , 体细胞中没有同源物 , 但也有一部分在体细胞中存在同源结构域或同源序列 ,

如联会复合体蛋白 SCP1、过渡蛋白 TSP1 及 TSP2、鱼精蛋白 P1 及 P2。③表达特异转

录本的基因 : 它们在生精细胞中表达的转录本与该基因在体细胞中表达的转录本不同 ,

主要通过选择性的转录起始位点、不同的多聚腺苷酸的聚合信号或位点以及选择性剪切

产生不同的外显子等多种方式产生。比如睾丸特异的血管紧张素转换酶、己糖激酶 1、

囊肿性纤维化跨膜调节子等。这些睾丸中特异表达的基因主要通过调控生精细胞 DNA

的合成、染色体的变化、基因的转录、转录后的加工、mRNA 的翻译以及蛋白的活性

及稳定性等诸多方面来调控精子发生。

(一 ) 精原干细胞和精原细胞增殖分化的基因调控

干细胞因子 ( SCF ) 是一种水溶性的膜结合蛋白 , kit 为一种原癌基因 , 其表达产

物是细胞膜上酪氨酸蛋白激酶 ( T PK) 受体。SCF 与生殖细胞表面 kit 受体相互作用 ,

调控着一系列的信号通路。在胎儿发育期它诱导原始生殖细胞发育 , 雄性胎儿出生后 ,

它刺激诱导原始生殖细胞开始向尚未分化的性腺转移 , 同时刺激原始生殖细胞的扩增。

有人认为 kit基因是精子发生过程中从精原干细胞向精原细胞分化的启动子。当原始生

殖细胞转移完成及性腺分化成睾丸后 , 原始生殖细胞被支持细胞前体包围 , 封闭在生殖

小管中 , 此小管的微环境暂时阻止生殖细胞进入减数分裂。此阶段支持细胞的有丝分裂

活性下降甚至完全停止。支持细胞的数量是睾丸生精小管的长度以及最终产生成熟精子
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的数量的限制因子。因此 , 在同一空间里 , 支持细胞有丝分裂的停止必然会导致精原细

胞对有丝分裂信号的更加敏感及精原细胞有丝分裂能力的提高。一旦精子发生启动 , 精

原细胞的有丝分裂活性就被定时激活。最近研究表明 , 支持细胞分泌的一种神经胶质源

的神经营养因子 ( glial-derived neurot rophic factor , GDNF ) 在精原细胞的分化扩增过程

中起重要作用。另外 , SCF在精原细胞的分化扩增过程中也起重要作用。

(二 ) 精子发生过程中染色体动力学的基因调控

精母细胞在发生减数分裂前有一段相对较长的时期 , 约 10～12 天 , 而且主要是停

留在粗线期精母细胞阶段。同源染色体的配对 (联会 ) 主要发生在细线期和偶线期初级

精母细胞阶段 , 男性不育患者的睾丸活检常常发现精子发生停滞在初级精母细胞阶段 ,

所以研究发生在此阶段的染色体动力学变化及其相关基因的表达显得更有意义。近年来

从多种细胞类型中发现了许多参与细胞分裂染色体动力学变化及 DNA错配修复的蛋白

及其表达基因 , 其中不少还参与了生殖细胞的减数分裂。如 DNA 错配修复蛋白 MLH1

与减数分裂前的同源染色体联会复合体的形成有关 , MLH1 对于雄性和雌性动物的正常

生育是必需的 , 而且在体细胞中有助于维持基因组的稳定性。MSH4 和 MSH5 是两个

已被证实的生精细胞特异表达的 DNA错配修复蛋白 , 参与减数分裂同源染色体联会。

在小鼠中这两个基因的失活会导致精母细胞停滞在粗线期 , 引起雄性不育。联会复合体

蛋白 SCP3 也是一个睾丸特异表达的蛋白 , 是联会复合体的结构成分之一。SCP3 敲除

的雄性小鼠表现为减数分裂前期生精细胞的大量凋亡及小鼠不育 , 而雌性 SCP3 敲除小

鼠表现为可育 , 这显示出同样是处于减数分裂前期的初级精母细胞和初级卵母细胞的差

异 , 造成此差异的原因可能与初级精母细胞阶段相对较长而初级卵母细胞阶段很短有

关。

在精子形成过程中 , 细胞核延长并浓缩 , 精子细胞的浓缩核包含紧密的 DNA以及

核蛋白。减数分裂前的核蛋白是体细胞型的核组蛋白 , 减数分裂之后它先后被过渡蛋白

及鱼精蛋白替换而形成精子细胞特异的核蛋白。人类生殖细胞中的这种核蛋白替换不像

大鼠及小鼠一样完全 , 人精子中的染色体包装表现出明显的个体间差异及精子间差异 ,

并且在 DNA 鱼精蛋白复合体中存在数量不等的组蛋白。人精子中存在的组蛋白可能

发挥着一定的功能 , 如对原核中单倍体基因组的重新激活有一定作用等。但是也有可能

组蛋白在精子中的存在和数量是低质量精子的一项指标 , 它或许引起染色质包装疏散 ,

导致精子中基因组的不稳定。

(三 ) 精子发生中某些基因表达的开关调控

初级精母细胞中 X和 Y 染色体的配对仅限于这两条性染色体上的假常染色体区 ,

这两条性染色体在减数分裂前的大部分时期属于异染色质 , 形成所谓的“性体 ( sex

body)”。在初级精母细胞中 , X和 Y染色体之间有大量非配对区 , “性体”的形成可能

有利于掩饰性染色体的不完全配对 , 阻止向调控系统发送“联会不完整”的信号。“性

体”最早在粗线期早期出现 , 并表现为性染色体上基因转录失活。与之明显不同 , 卵巢
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中的两条 X染色体在减数分裂前期均具有转录活性。“性体”中 X和 Y 染色体的基因转

录失活可能对维持正常的精子发生是必要的 , 也许 X 染色体上某些基因的表达不利于

精子发生的顺利进行。减数分裂完成以后 , 在单倍体圆形精子细胞中 X 和 Y染色体上

的基因转录活性恢复。单倍体精子细胞中基因表达产物在细胞间通过细胞质间桥运输可

以使得单倍体细胞具有双倍体细胞的功能。

在体细胞中 , X染色体上的基因 pgk1 表达磷酸甘油激酶 PGK1, 它在细胞糖酵解

过程中起重要作用。但是在初级精母细胞中 , 随着“性体”的形成和性染色体基因转录

活性的抑制 , 使基因 pgk1 沉默。作为功能性的代偿性反应 , 常染色体上的 pgk2 基因得

以表达 , 产生 PGK1 的异构体 PGK2。pgk2 基因是一个没有内含子的睾丸特异基因 , 这

属于一种基因功能上的退化。它可能源自 pgk1 的成熟 mRNA , 在进化过程中通过逆转

录病毒被插入到另外一条染色体的 DNA序列中而形成。通常情况下这种没有内含子的

基因退化表现为基因突变和功能丧失。但 pgk2 却成了雄性生殖细胞中能量供应的至关

重要的一个基因。pgk2 的表达与减数分裂同步发生 , 并在后期精母细胞和减数分裂后

的精子细胞中增加。精子细胞和精母细胞中的丙酮酸脱氢酶 E1 的α亚基也由一个常染

色体基因 pdhα2 编码 , 而它在体细胞中是由 X 染色体上基因所编码。类似的例子还有

不少。但必须指出的是 , X染色体的基因转录失活并非是启动精子发生中那些无内含子

的退化基因开始表达的唯一原因 , 常染色体之间的反转录转座也对此有开关作用。

另外 , 生精细胞中也有一些常染色体基因沉默 , 需要一些生精细胞特异基因的表达

来补偿这些沉默基因的功能。比如生精细胞特异的 3 磷酸甘油醛脱氢酶 ( GAPDs)、乳

酸脱酸酶 ( LDH ) C4 以及细胞色素 CT 等。小鼠的 GAPD基因表达于圆形精子细胞和

正在凝集的精子细胞中 , 而不表达于粗线期精母细胞 , 提示该基因在减数分裂后表达 ,

在减数分裂后的精子细胞中发挥重要功能 , 表明生精细胞会表达一些能够最适应精子特

殊功能的蛋白异构体。磷酸甘油激酶 PGK、3 磷酸甘油醛脱氢酶 GAPDH、乳酸脱氢

酶 LDH、丙酮酸脱氢酶 PDH 以及细胞色素 C 都参与各种体细胞中普遍存在的产能过

程 , 而精子则可能需要这些蛋白的异构体来组装一个可以执行特殊功能的复合体。

(四 ) 精子发生中基因转录的调控

基因转录是由染色体结构和转录因子所决定。通过一些转基因小鼠模型已经证实 ,

基因的启动子区 (约 300bp) 有效地调节报告基因在生精过程中准确地阶段性表达。比

如 pgk2 的启动子序列调节该基因在精母细胞和精子细胞中表达 ; 基因 sp10 的启动子序

列指导该基因在减数分裂完成后的圆形精子细胞中快速表达一种顶体蛋白。还有一些生

精细胞特异基因可能通过特殊转录因子的合成来调节其表达 , 原癌基因 myb 家族编码

一组 DNA结合核蛋白 , 它们作为转录因子控制细胞的生长和分化。A-myb 在出生后 10

天小鼠睾丸中表达增加 , 此时正是初级精母细胞出现的时间。在成年小鼠睾丸中 ,

A-myb在精原细胞和精母细胞的表达水平较高 , B-myb 在胎儿睾丸生殖母细胞以及早期

生精细胞中表达水平较高 , 在减数分裂细胞中表达下降。这些结果表明 , B-myb 基因在

生精细胞早期增殖中可能起了重要作用 , 而 A-myb对于减数分裂前期 (初级精母细胞 )

的发育很重要。A-myb 缺陷的雄鼠精子发生停滞在粗线期精母细胞。另外 c-myc、
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c-fos、c-jun 等原癌基因也编码转录因子 , 可能参与了原始生殖细胞的分化和减数分裂

的调控。还有一批编码转录因子的基因仅在精子发生过程中表达 , 如 Hox 1 . 4 及 Esx-

1 基因。这类基因的按时定量表达可能需要更为复杂的调控机制 , 包括基因增强子/ 启

动子区、DNA甲基化、转录因子的表达以及染色体结构的变化等多方面的因素。

(五 ) 前体 mRNA 剪切及翻译水平的调控

在浓缩的精子细胞核中组蛋白被鱼精蛋白的替换以及染色质的紧密状态使得精子基

因组完全失活 , 但是此阶段也还需要合成一些蛋白 , 主要是通过特殊的调控机制 , 使某

些 mRNA在较长时间内保持稳定和活性 , 从而合成一些必需蛋白。鱼精蛋白基因就是

如此 , 其翻译远落后于转录。未翻译的 mRNA 序列及 RNA结合蛋白保证了该基因在转

录完成若干天后才开始翻译。这种翻译调控机制已经在转基因小鼠模型中得以证实。在

缺乏这一翻译调控的转基因小鼠中 , 鱼精蛋白提前合成并引起细胞核提前浓缩从而导致

精子细胞的发育停滞。翻译水平的调控机制也需要特异的 RNA结合蛋白的作用来启动

翻译活性。基因 Tarbp2 编码的蛋白 Prbp 就参与了翻译激活。 Tarbp2 基因的破坏会导

致鱼精蛋白 mRNA无法完成翻译。所以 , 基因 Tarbp2 缺陷的小鼠表现为鱼精蛋白替换

过渡蛋白的延迟以及精子细胞后期发育的失败。需要指出的是 , RNA结合蛋白在精子

发生早期精原细胞和精母细胞阶段也起重要作用。人 Y染色体上基因 RBM 缺失可引起

男性不育就足以证明这一点。该基因就编码一种 RNA 结合蛋白 , 在精母细胞中 RBM

蛋白很可能参与睾丸特异的 mRNA 前体剪切的调控。人 Y 染色体上的基因 DAZ也编码

一个 RNA结合蛋白 , 它对于男性正常生育是必需的。小鼠基因组中缺乏这一 Y染色体

DAZ基因 , 但在人和小鼠的常染色体上都有一个 DAZ 同源基因 , 它在小鼠中被称为

Dazlα基因。将小鼠的这一基因突变后 , 可使雄性和雌性小鼠的配子发生完全停止。这

表明 RNA结合蛋白的功能多样性 , 除了在精子发生后期 mRNA的剪切加工、运输、稳

定性及翻译等方面起作用外 , 还在雄性和雌性配子发生的减数分裂前期起重要作用。

(六 ) 精子发生中蛋白活性和稳定性的基因调控

在生殖细胞中 , 蛋白的遍在化作用是一个调节蛋白修饰和降解的重要机制。遍在蛋

白质 (也叫泛素 ) 是一个仅由 76 个氨基酸组成的小蛋白 , 虽然小却有着极其重要的功

能 , 在所有细胞类型中都存在 , 并且在细胞的多种基础代谢过程中都起关键作用。它与

细胞底物共价耦联 , 通过复杂的酶催化途径使底物蛋白降解 , 把这一过程称为遍在化作

用。人有一个 Y染色体基因 USP9Y (也叫 DFFRY) , 它编码一个酶蛋白 , 可以催化泛

素化作用。这个基因发生突变会使部分精子发生停滞在精母细胞阶段 , 而使完成减数分

裂的精子细胞很少。在酵母 , 基因 RAD6 编码一个泛素相关的酶 ( E2 ) , 该基因突变后

可有多种表型 , 包括孢子形成减弱。在哺乳动物中 , 基因 RAD6 的两个高度保守的同源

序列已经被鉴定 , 包括 X 染色体的 HR6A 基因和常染色体的 HR6B 基因。这两个基因

在所有细胞类型中都存在 , 推测它们在配子形成中起重要作用。在 HR6A 基因敲除的

小鼠和 HR6B 基因敲除的小鼠中 , 体细胞和组织都没有什么明显的表型改变 , 可能是因
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为二者编码的蛋白同源性高 ( 96 %氨基酸序列同源 ) , 产生功能上的互相补偿。有趣的

是 , 这两个基因同时敲除的小鼠中 , 胚胎在早期就死亡。HR6A基因敲除的小鼠表现为

母体不育 (胚胎发育停止在 2 细胞阶段 ) , 雄性保持生育能力 ; 相反 , HR6B 基因敲除

的小鼠主要表现是精子发生减弱及有限的雄性不育。减数分裂及减数分裂后的精子细胞

发育都受到影响 , 似乎主要是影响了单倍体精子细胞的核浓缩。RAD6 依赖的蛋白遍在

化作用的靶蛋白包括组蛋白 H2A 和 H2B, 可能还有其他染色体蛋白。HR6B 依赖的蛋

白遍在化作用的靶蛋白可能包括精子发生早期调控基因表达和染色体动力学的蛋白。另

外在哺乳动物精子发生中 , HR6B的泛素相关活性可能在精子细胞中鱼精蛋白替换组蛋

白的过程中起重要作用。

三、精子发生相关基因

(一 ) 转录因子基因

  目前认为 , 生精细胞中同时存在基本转录因子及生精细胞特异性调节因子 , 且这两

类因子处于一种平衡状态。当精母细胞完成减数分裂进入精子变态期后 , 许多必要的减

数分裂后基因活化 , 这时就需要大量的转录因子生成。如 TATA 结合蛋白 ( TATA-

binding protein , TBP )、转录因子 2B ( t ranscription factor 2B, T F2B) 在早期圆形精子细

胞中的含量远远大于其他任何细胞。生精细胞中 , 除了这类基本转录因子的不寻常表达

外 , 更重要的是存在许多睾丸特异性的转录因子或一些基本转录因子的特异转录本形

式。正因为如此 , 生精细胞才表现出其他细胞所没有的特性 , 发生减数分裂、核蛋白转

型、核浓缩、精子变态成形等特殊现象。

1 . 3′, 5′环腺苷酸 (cAMP)

cAMP在精子发生的多个阶段均发挥重要作用 , 尤其对减数分裂后基因 (如鱼精蛋

白基因 Prm和转型蛋白基因 Tnp ) 的活化是必不可少的。许多减数分裂后基因序列中

包含 cAM P应答元件 (cAM P response element , CRE) , 接受 cAM P 的调控。在体细胞

中 , CRE 结合蛋白 ( CRE binding protein , CREB) 与相应基因上的 CRE 结合 , 被蛋白

激酶 A磷酸化后又激活 CREB 结合蛋白 ( CREB binding protein , CBP ) , 后者具有组蛋

白乙酰转移酶活性 , 可加速包括转录因子在内的许多靶蛋白活化 , 最终作用于靶基因 ,

调节其转录活性。然而 , CREB 在睾丸组织内表达甚微 , 而其家族中的另一成员———

CRE调节因子 (cAMP response element modulator , CREM) 则高水平表达 , 其 mRNA

在粗线期精母细胞中就已经存在 , 但一直到减数分裂后 , 其转录产物才通过选择性剪接

方式产生睾丸特异性的转录本 , 翻译为具有亮氨酸拉链模序的 CREM-τ蛋白。当

CREM缺失时 , 小鼠的精子变态成形被阻断在早期 , 许多减数分裂后基因不能表达。

TBP 作为 TATA 盒结合蛋白 , 是 RNA聚合酶Ⅱ起始转录的基本因子 , 然而有很多基因

缺乏明显的 TATA 元件 , 其转录则依赖 TBP 类因子。 TBP 相关因子 2 ( TBP-related

factor 2 , Trf2) 即为哺乳类睾丸组织高度表达的一个 TBP 类因子。当 Trf2 突变时 , 精

原细胞和精母细胞的发育正常 , 而圆形精子细胞的发育则被阻断在变形晚期 , 而且细胞
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凋亡严重。在晚期圆形精子细胞阶段 , Trf2 对某些精子变态成形相关基因的转录有调

控作用。RNA聚合酶Ⅱ的功能除需要 TBP 外 , 还要有转录因子Ⅱ ( transcription factor

2A , T FⅡA)、T FⅡB、TBP 相关蛋白 ( TBP-associated protein , TAFⅡ ) 等一系列转录

因子的存在。近年发现睾丸组织中存在特异形式的 T FⅡA和 TAFⅡ转录本。T FⅡAτ是

一种睾丸特异形式的 TFⅡA亚单位 , 在精子变态成形中有特异作用。睾丸特异形式的

TAFⅡ存在于果蝇中 , 已有证据显示其对果蝇的精子发生是必要的。TAFⅡ Q则是哺乳类

动物睾丸特异表达的 TAFⅡ , 但功能目前还不明确。

上述几个转录因子在生精细胞内的高水平表达预示着它们对精子发生尤其是精子变

态相关基因的转录有重要的调节作用。在精子发生后期 , 与靶基因 CRE 结合的 CREM

可以被生精细胞特异表达的一种 LIM - only 蛋白 ( ACT ) 辅因子激活 , 与 TFⅡAτ、

TAFⅡ Q等特异性的转录因子结合 , 在 T FⅡAτ的作用下 , Trf2 和靶基因上相关区域的

结合趋于稳定 , 并形成复合物 , 又在 TAFⅡ Q等众多转录因子的作用下 , RNA聚合酶Ⅱ

掺入 , 构成有效的转录起始复合物 , 特异地起始基因转录。与经典的 CREB 途径不同 ,

CREM不发生磷酸化 , 不通过 CBP发挥作用。另外 , 在生精细胞中 , 同时存在 TBP 和

Trf2 , 分别调控具有 TATA盒和无明显 TATA结构的基因转录。

2 . 睾丸 脑 RNA结合蛋白 (testis brain RNA-binding protein , TB-RBP/ translin)

TB-RBP在睾丸及脑组织中可以特异地与靶基因 mRNA结合 , 如 P rm1、Prm2、激

酶 A锚定蛋白 4 ( A - kinase anchoring protein 4 , Akap4 ) 及甘油醛 3 磷酸脱氢酶

( glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase-S, Gapds) 等。TB-RBP 通过与特异mRNA

非翻译区保守元件结合 , 增加 mRNA 的稳定性 , 参与核浆转运和转录后调节尤其是翻

译抑制。大多数靶基因的 mRNA在其 3’非翻译区有 TB-RBP 的保守结合序列 , 如 P rm2

和 Akap4。AKAP4 是精子纤维鞘的重要组成成分 , 可以定向引导蛋白激酶 A到磷酸化

靶位点 , 参与由 cAMP 介导的信号转导途径 , 调节精子活力。该基因只在减数分裂后

的单倍体精子细胞中表达 , 如果缺乏会造成精子活力下降而不育。Akap4 与 TB-RBP 及

Ter AT P酶在核内共同形成 mRNA-TB-RBP-Ter AT P酶复合物 , 并通过核孔进入胞浆 ,

穿过精子细胞之间的细胞间桥到达纤维鞘 , 只有这个复合物解聚后 , Akap4 的 mRNA

才能被翻译。Prm2 的 mRNA同样可以和 TB-RBP及 Ter ATP 酶形成类似复合物 , 储存

于圆形精子细胞胞浆中 , 受翻译抑制调节 , 直到翻译前数天才被释放游离 , 翻译成为鱼

精蛋白。TB-RBP还与 Gapds 的 mRNA 构成复合物 , 但结合位点却在 5’非翻译区 , 并且

Gapds 是目前被证实的唯一一个在 5′非翻译区存在 TB-RBP 结合位点的mRNA。当二者

形成 TB-RBP-mRNA 复合物时 , 翻译延迟。由此看来 , TB-RBP 主要参与 Prm2、

Akap4、Gapds 等减数分裂后基因的转录后调节 , 对精子变态成形相关基因进行调控 ,

是精子发生过程必要的转录因子之一。

3 . 锌指 (zinc finger , ZF)

ZF基因家族编码具有锌指模序的转录因子 , 广泛调节生长发育相关基因的表达 ,

其中与精子发生有关的主要有 Zfy 和 Zfp 两类。Zfy 1 和 Zfy 2 位于 Y 染色体短臂 ,

从减数分裂期开始表达 , 在圆形精子细胞中的含量最高。Zfy 1 蛋白是一个具有核定
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位信号序列的特异性 DNA结合蛋白 , 它与靶基因的一定序列结合 , 引导靶基因穿过核

膜 , 定位于精子细胞核内。Zfp29 和 Zfp37 具有睾丸组织表达特异性 , 在圆形精子细胞

中大量表达 , 有可能参与精子发生晚期某些相关基因的转录调节。Zfp35 从粗线期精母

细胞阶段上调表达 , Zfp38 仅仅在粗线期精母细胞到圆形精子细胞的发育阶段表达 , 并

且是一个较强的转录激活因子 , 推测该因子可能对精子变态过程中某些基因具有转录激

活作用。

4 . 热休克蛋白 (heat shock protein, HSP)

对精子发生起着重要的调节作用。精子发生过程中有 HSP70 1、HSP70 2、

HSC70t和 HSP86 等热休克蛋白基因的表达 , HSP70 2、HSC70t 是生精细胞特异表达

基因 , 其中 HSC70t 在减数分裂后表达。HSP70 2 基因敲除的雄性小鼠的精子发生被

阻断在第一次减数分裂 , 导致不育 , 而雌性小鼠正常。免疫共沉淀和体外结合实验显

示 , HSP70 2 在小鼠睾丸中直接与周期蛋白依赖性蛋白激酶 1 (cyclin dependent kinase

1 , CDK1 ) 作用 , 表明它可能作为分子伴侣参与 CDK1 和细胞周期蛋白 cyclin B1 形成

M 期促进因子 ( M-phase promoting factor, M PF ) 复合物。

(二 ) 细胞周期相关基因

细胞周期蛋白及 CDK 与有丝分裂和减数分裂密切相关 , 有的基因在精子发生过程

中表现出阶段特异性表达 , 可能参与了精子发生过程的调控。就目前所知 , 与精子发生

关系较密切的主要有 Cyclin A1、Cyclin B/ CDK1、Cyclin H/ CDK7 等。Cyclin A1 只在哺

乳类动物睾丸的生精细胞中表达 , 并且仅仅在第一次减数分裂前的精原细胞和正处于第

一次减数分裂中的精母细胞中表达 , 当第一次减数分裂完成后迅即消失。通过基因敲除

实验发现 , Cyclin A1 敲除的雄性小鼠不育 , 其精子发生被阻断在第一次减数分裂前 ,

而雌性小鼠正常。进一步的研究表明 , Cyclin A1 作用于第一次减数分裂的 G2/ M 转换

点 , Cyclin A1 与 CDK2 构成的复合物可能通过磷酸化激活 Cdc25 磷酸酶而促进 M PF的

活化 , 诱导 G2/ M 转换的完成 , 促进减数分裂。Cyclin H和 CDK7 在精母细胞核中大量

表达 , 其表达特征与 Cyclin A1 相关激酶 CDK2 相似 , Cyclin H 和 CDK7 蛋白在减数分

裂期间存在 , 且二者相互作用形成 Cyclin H/ CDK7 活性复合物 , 推测其作用可能是激

活 CDK2 的蛋白激酶活性 , 有助于与 Cyclin A1 形成复合物。

(三 ) 原 癌 基 因

在生精细胞增殖和分化过程中有许多原癌基因的表达 , 包括 C-kit、 c-abl、c-raf、

c-mos、c-pim 1、c-ras、c-fos、c-myc、 c-jun、wnt 1、wnt 5B、wnt 6 和 myb 家族

等。C-kit 在精原细胞中高表达 , 它编码的干细胞因子受体通过酪氨酸蛋白激酶活性调

控一系列的信号通路 , 参与精原细胞分化。C-kit 突变后 , 睾丸中分化的精原细胞显著

减少。c-abl蛋白激酶原癌基因主要在第一次减数分裂的初级精母细胞中表达 , 编码具

有特异酪氨酸激酶活性的蛋白 ; c-mos 编码一种丝氨酸 苏氨酸蛋白激酶 , 通过信号转

导使 Cdc2 磷酸化 , 调节精原细胞的减数分裂 ; 小鼠精子细胞中的 c-pim 1 基因编码睾
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丸特异的蛋白激酶活性蛋白。 c-raf 在有丝分裂活跃的精原细胞和减数分裂前期的初级

精母细胞中表达。c-myc、 c-fos 和 c-jun 可能是原始生殖细胞分化的重要因子。在 c-myc

转基因鼠中 , c-myc在睾丸中的过度表达可使精子发生停滞在减数分裂期 , 初级精母细

胞大量凋亡 , 引发不育。B型精原细胞或初级精母细胞中有 c-fos的表达 , 它产生的 Fos

蛋白和 c-jun 编码的 Jun蛋白形成异二聚体 , 对靶基因的 AP 1 位点高度亲和 , 参与减

数分裂期表达基因的转录调控。myb 家族编码一组 DNA 结合核蛋白 , 作为转录因子控

制细胞的生长和分化。A-myb和 B-myb 在精子发生过程中的表达是阶段特异性的 , 前

者对于减数分裂前期的进一步发育是必要的 , 而后者在生精细胞早期增殖中可能有重要

作用。

(四 ) 细胞凋亡相关基因

在哺乳动物的正常精子发生过程中 , 存在明显的生精细胞凋亡现象 , 这是清除过量

或异常生殖细胞的重要途径之一。体内有许多参与细胞凋亡的调节因子 , 与精子发生有

关的主要有 Bcl 2 家族、Fas/ Fas 配体 ( Fas ligand, FasL ) 系统、p
53
、SCF/ C-kit 等。

Bcl 2 家族包括凋亡诱导因子 Bax、Bak、Bcl-xs、Bad 和 Bok , 以及凋亡抑制因子

Bcl 2、Bcl-xl、Bcl-w 和 Mcl等。Bax、Bad、Bcl-xl、Bcl 2、Bcl-w和 Bok 都在啮齿类的

睾丸中表达 , Bak 在人睾丸中表达。利用基因敲除和转基因小鼠研究发现 , Bcl 2 家族

在精子发生中有重要作用。Bax 过量表达可诱导细胞凋亡 ; Bcl 2 过量表达则抑制细胞

凋亡 , Bax敲除的小鼠不能产生成熟精子 , 曲细精管中有大量不正常的精原细胞累积 ,

最终导致不育。Bcl 2 和 Bcl-x表达水平高的小鼠中 , 精子发生不正常 , 同样引起不育。

Fas/ FasL系统是调控多种细胞凋亡的途径 , Fas 和 FasL 结合后被激活 , 然后通过胞内

肽段的“死亡结构域 ( death domain)”激活相关的 Caspases蛋白激酶级联反应 , 引发细

胞凋亡。睾丸生精上皮大量表达 FasL , 除定位在支持细胞外 , FasL 主要在粗线期精母

细胞和精子细胞中表达 , Fas也主要在精母细胞和精子细胞中表达。利用反义 RNA 技

术抑制 FasL 的表达后 , 生精细胞的凋亡程度显著降低 , 说明 Fas/ FasL 系统是调控生精

细胞凋亡的关键性因子。p
53
是一个肿瘤抑制蛋白 , 用转基因小鼠和原位杂交方法研究

发现 , p
53
在睾丸组织中的含量相当高。p

53
敲除小鼠的精母细胞不能完成减数分裂 , 并

形成多核巨细胞。p
53
是 Bax 基因的转录激活因子 , 因此它的作用机制是通过上调 Bax

的表达来诱发生精细胞的自发性凋亡 , 参与精子的质量控制 , 减少有缺陷的生精细胞 ,

保证雄性配子的遗传稳定性。SCF 是 C-kit 受体酪氨酸蛋白激酶的相应配体 , 二者结合

后 , C-kit 被激活 , 抑制线粒体膜的去极化 , 保持细胞的氧化还原状态 , 从而间接抑制

p
53
诱导的细胞凋亡 , 维持原始生殖细胞及精原细胞的生长和存活。对热压或 11 酸睾酮

诱导的生精细胞凋亡的研究发现 , Fas/ FasL 系统参与 11 酸睾酮诱导的生精细胞凋亡 ,

周期蛋白依赖激酶抑制因子 p16 通过抑制精原细胞的有丝分裂阻止精原细胞的增殖 , 在

热压或 11 酸睾酮诱导的生精细胞凋亡中发挥作用 , 而热休克蛋白 HSP70 2 似乎不参

与这一过程。TR2 和 T R3 是两个温度敏感的孤儿受体 , T R2 主要在精母细胞和圆形精

子细胞中表达 , TR3 主要在精原细胞和初级精母细胞中表达 , 二者可能在生精细胞分

化和调节中发挥重要作用。
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(五 ) 核蛋白转型相关基因

精子发生的特征之一是体细胞组蛋白逐渐被睾丸特异的生精细胞组蛋白变异体代

替。在精子变态早期 , 转型蛋白 ( transition protein , T P ) 又代替了组蛋白变异体 , 然

后鱼精蛋白 ( protamine) 代替转型蛋白完成精子细胞核蛋白的转换。组蛋白变异体包

括 : H1t、H1a、TH2A、TH2B和 TH3。睾丸特异性 H1t 只在粗线期精母细胞中转录 ,

其上游有一特异的 TE 元件 , 供核蛋白因子识别和结合 , 接受转录调控 , 相应蛋白可结

合于 DNA连接区而影响染色体的结构。TH2A 和 TH2B 在减数分裂前精母细胞中占优

势 , 基因转录水平达最高 , TH2A 和 TH2B 的表达可能与 DNA 的甲基化有关 , 从而参

与核小体的形成。从小鼠和大鼠圆形精子细胞中 , 已得到一个精子细胞特异性组蛋白变

异体 ssH2B, 其 mRNA和编码蛋白只在圆形精子细胞中能够检测到 , 具有明显的阶段

特异性 , 但具体的作用还不明确。TH3 和 H1a 在精原细胞中含量最高 , 可能在精原细

胞增殖及为减数分裂做准备的早期分化阶段中起作用。 TP 编码基因 Tnp 的 mRNA 在

圆形精子细胞中合成 , 受翻译抑制调控 , 7 天后才能在长形精子细胞中检测到相应的蛋

白。在 Tnp2 突变小鼠模型中 , 精子发生似乎不受影响 , 可能 T P2 的重要意义在于维持

M P2 的正常形成 , 而不是精子变态和核蛋白转型的直接参与者。

核蛋白转型过程中 , 鱼精蛋白的翻译远落后于相应 mRNA 的转录 , 这是众多因子

在转录后水平上进行调控的结果。转录后调控是精子发生后期相当重要的一种翻译调控

方式 , 此期 mRNA 的储存和翻译激活对许多精子发生后期特异蛋白及成熟精子表面蛋

白来说有着重要意义。实际上 , 减数分裂结束后 , 早期圆形精子细胞内会立刻出现高水

平的基因转录及转录相关蛋白的成倍增加 , 诸如 Prm和 Tnp等大量基因的 mRNA已被

合成 , 但由于较长 poly (A) 尾的存在 , 使其以胞浆核蛋白颗粒 (cytoplasmic ribonucle-

oprotein , mRNP) 的形式先储存起来 , 延迟翻译。直到 poly (A) 尾被脱腺苷化变短后 ,

这些基因才在晚期精子细胞阶段翻译活化。早期圆形精子细胞内 Prm1 的 mRNA 3’非翻

译区有一特异的翻译调控元件 TCE , 由 17 个核苷酸序列构成 , 是介导 Prm1 翻译抑制

的核心区域。小鼠生殖细胞特异的 Y-box 蛋白 ( mouse germ cell-specific Y-box protein ,

MSY) 家族的 MSY2 和 MSY4 按照一定顺序与 TCE 结合 , 形成 mRN P后储存于胞浆

中 , 一方面保护 Prm1 免于降解 , 保持其稳定性和活性 , 另一方面起到翻译抑制作用。

如果这种机制消失 , M P就会提前合成 , 细胞核提前浓缩 , 导致精子细胞发育停滞。长

形精子细胞中 , Prm1 的翻译激活也需要特异的 RNA 结合蛋白 , Tarbp2 编码的胞浆双

链 RNA结合蛋白 P rbp (在人则为 TRBP ) 可以对处于翻译抑制状态的 P rm1 mRNA 进

行调控 , 使翻译起始。 Tarbp2 在减数分裂后期的生精细胞和圆形精子细胞中表达水平

最高。Tarbp2 突变小鼠中 , Prm1 和 Prm2 的 mRNA 不能正常起始翻译 , 最终导致不

育。Prbp 有可能作为一个分子伴侣 , 在特定基因的翻译调节过程中发挥作用。

(六 ) 细胞骨架蛋白

细胞骨架蛋白基因在生精细胞中也阶段特异性表达。小鼠生精细胞中只发现两种胞
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浆肌动蛋白 : β 肌动蛋白和γ 肌动蛋白。γ 肌动蛋白 mRNA 在粗线期精母细胞和早

期精子细胞中表达较高 , 后来下降 ; 而β 肌动蛋白 mRNA水平在圆形精子细胞中高于

精母细胞和残体。有人认为β 肌动蛋白和γ 肌动蛋白不同的表达对于细胞形态变化或

线粒体从胞核周围移向胞浆膜和鞭毛轴丝起了重要作用。α 微管蛋白 mRNA广泛分布

于所有生精细胞中 , 但是在精子变态过程中其表达量增加。精子发生过程中细胞形态和

大小的显著变化提示在睾丸中富含细胞骨架蛋白。肌动蛋白和微管蛋白除了控制正在发

育的生精细胞的形态变化外 , 还在有丝分裂和减数分裂中起重要作用 , 并对多种睾丸特

异结构及精子轴丝的形成非常重要。

(七 ) 精子发生相关基因的研究展望

生精细胞的发育需要严格的特殊环境。由于缺少体外培养模型 , 长期制约着精子发

生分子机理的研究。但近年来随着生物学技术的快速进展 , 使得对精子发生相关基因的

认识取得了长足的进步。利用差减杂交和差异显示技术 , 获得了许多与精子发生及成熟

相关的基因。通过转基因小鼠及基因敲除小鼠模型的建立 , 鉴定出了许多调节精子发生

的基因 , 促进了对精子发生分子机理的认识。近来发展起来的基因芯片技术可以高通量

地研究基因表达特征及大规模快速克隆新基因。我国科学家利用这一技术在精子发生相

关基因的研究中取得了许多开创性的研究结果 , 为发现更多的精子发生相关基因奠定了

坚实的基础。鉴定调节精子发生的关键基因以及阐明其功能是将来研究精子发生分子机

理的核心任务 , RNA干扰技术的建立是研究基因功能快速有效的方法 , 由于其可以选

择性沉默特定靶细胞的基因以及可以同时沉默多个基因 , 将成为研究精子发生基因调控

的重要方法。

第三节  精子的成熟与获能

哺乳动物的精子在睾丸可发育为高度分化的完整精子 , 但它们还不具备运动和使卵

受精的能力 , 需要经过附睾头部、体部和尾部后 , 才能获得运动及受精的能力。在这一

过程中 , 精子发生了一系列生理生化及形态方面的变化 , 称之为精子的成熟。但低等脊

椎动物 (鱼类及两栖类 ) 及非脊椎动物的精子不需要这一过程 , 一旦离开睾丸 , 就具备

受精能力。

一、精子的成熟

(一 ) 精子进入附睾

  在曲细精管中 , 生精细胞发育为完整的精子 , 但此时的精子还不能主动的运动 , 而

是被动地随着由支持细胞分泌的液体流入睾丸网 ( rete testis ) , 后经输出管 , 在其鞭毛

摆动及平滑肌收缩的作用下进入附睾头部。附睾的实质是一组管道系统 , 头部系由15～

20 条睾丸输出小管构成的附睾圆锥 , 然后会合成一条附睾管 , 高度盘曲成附睾体和尾
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部 , 最后演变成输精管。管道在附睾头部较细 , 在附睾尾部变粗 , 为成熟精子储存的主

要部位。

(二 ) 附睾对精子的浓缩

在曲细精管和睾丸网中 , 精子在管腔液体中的密度不高 , 但进入附睾后密度增加。

这是由于其中的水分被附睾管上皮细胞吸收的结果。这种水分的吸收还使得附睾中的

K
+
和谷氨酸的浓度升高 , 导致附睾的内环境 pH 值偏酸性 ( pH 6 .48～6 . 61 )。这种酸

性环境有利于精子处于一种静息状态 , 积存能量 , 可存活几个月。大鼠附睾头部的精子

密度为 0 . 66×10
9
个/ ml, 而尾部为 1 .84×10

9
个/ ml。人睾丸产生的精子 , 约有 70 %储

存于附睾 , 其中一部分最终被解体吸收 , 只有少部分随射精排出。

(三 ) 精子获得受精能力的部位

哺乳动物精子在附睾中获得受精能力的部位因动物种类而异。一般来说 , 大多数物

种的精子到达附睾尾部近侧端时 , 才完全获得受精能力。但在一些动物 (如牛等 ) 最早

出现受精能力的精子位于附睾头部 , 而在另一些动物中 (如大鼠 ) , 则在附睾体部远侧

端出现具有受精能力的精子。所以精子并不是在同一区域同步获得受精能力。

精子的受精能力是指精子在体内或体外 , 在自然状态下具有使正常成熟的卵子受精

的能力。在实验条件下或经显微注射 , 可将生理条件下无受精能力的精子转变为具有受

精能力的精子。例如 , 从附睾体部收集的精子只能使 3%透明带完整的卵子受精 , 可见

此时只有极少数的精子具有穿透透明带的能力。但如用显微注射技术将此时的精子注射

到卵子的胞质中 , 可使受精率提高到 51%。

在一些物种 (包括人类 ) , 精子通过附睾获得受精能力可能只是一个时间问题。兔

附睾头部的精子通常无受精能力 , 但通过结扎附睾管 , 阻止精子向下迁移后 , 可赋予精

子受精能力。在正常附睾头部和体部的人精子并不具备受精能力 , 只有当它们到达尾部

远侧端时才获得这种能力。然而 , 当将人的附睾以与兔相同的方式结扎阻断后 , 附睾头

部精子有时在体外也可使卵子受精 , 表明这些物种的精子获得受精能力与所在附睾的位

置无关 , 而只需在附睾中存在一定的时间。

(四) 精子的运动能力

精子在附睾成熟过程中最明显的变化之一是获得运动能力。睾丸内的精子没有或有

很弱的运动能力 , 只有从附睾尾部排除的精子才具有向前运动的能力。睾丸中精子无运

动能力部分是由于质膜不成熟所致。如果将这些精子的质膜去除并暴露于 AT P、cAMP

和 Mg
2 +
后 , 它们就能像在附睾尾部成熟的精子一样运动。在附睾成熟过程中 , 精子质

膜发生了一些改变。附睾液中的一些物质 , 如甘油 3 磷脂酰胆碱和前向运动蛋白、

cAMP调节的蛋白激酶以及胞内钙的增加 , 对精子正常运动功能的获得起着重要的作

用。
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(五 ) 精子成熟过程中质膜成分的变化

附睾具有旺盛的液体吸收和分泌功能。附睾分泌液的化学组分和渗透压在不同区域

各不相同。这样 , 精子质膜在直接接触附睾液情况下 , 穿过附睾不同区域时逐步发生转

变。在附睾成熟过程中 , 精子质膜的脂类发生了明显的物理和化学上的变化。在成熟过

程中 , 精子质膜的膜内蛋白分布的变化似乎反映了膜脂类和膜蛋白的化学转变。附睾具

有高速胆固醇合成能力 , 而且成熟精子可将胆固醇转运入质膜 , 提示胆固醇是精子成熟

过程中转变膜特性的关键分子之一 , 对精子膜具稳定作用。精子在与卵子相遇前 , 胆固

醇有利于它们在雌性生殖道中经过各种各样不利的微环境。

精子离开睾丸时 , 其质膜上既有吸附蛋白 , 又有整合蛋白。在精子成熟过程中 , 这

些固有的蛋白改变了它们在质膜内外的位置 ; 另一些则被转变 , 被遮蔽 , 或被来源于附

睾的新的蛋白逐步替代。附睾 , 尤其是头部和体部区域 , 可分泌一系列蛋白 , 其中的一

些蛋白可与精子紧密结合 , 或与精子结合后被修饰。因此 , 膜蛋白的动态改变贯穿于整

个雄性生殖道 , 但最主要的还是在附睾头部和体部。最后 , 精子在附睾尾部近端获得了

受精能力。

附睾成熟过程中 , 精子表面负电荷逐步增加 , 并伴随着凝集素结合特性的急剧改

变。植物凝集素可与表面的糖基发生特异性结合。例如 , Con A可与葡萄糖或甘露糖结

合 , WGA可与 N 乙酰葡萄糖胺结合 , RCA 可与半乳糖或 N 乙酰半乳糖胺结合 , 因

此凝集素已被广泛用做细胞膜的探针。家兔附睾头部的精子极易被 WGA 凝集 , 而附睾

尾部的精子与射出精子被 WGA凝集的要少得多。这表明精子成熟过程中 , 精子表面的

N 乙酰葡萄糖胺有所减少或被遮蔽。WGA 受体也有类似改变。用铁蛋白标记的 WGA

进行受体定位时发现 , 附睾头部精子上的 WGA受体主要位于顶部和核后区 , 而附睾尾

及射出精子表面的 WGA受体则分布稀疏。RCA 受体的情况也类似。这些事实表明精

子表面成分发生了糖基化作用。这种糖基化作用至少部分是由附睾液中的半乳糖转移

酶、唾液酸转移酶以及α 乳糖样物质介导的。当精子完全达到成熟后 , 一些表面糖蛋

白 (包括膜整合蛋白和膜吸附蛋白 ) 位于整个精子头部 , 而其他蛋白则局限于头部的顶

体或顶体后区。一部分糖蛋白和多聚肽类可使精子质膜稳定 , 以避免其在未成熟前发生

顶体反应。另一些蛋白则介导精子与 ZP相互作用或介导精子与卵的质膜融合。细胞生

存所需的膜成分 (如 Na
+

K
+

AT P 酶 ) 必须一直存在于精子质膜上 , 但那些稍后行使

精子特异功能的蛋白 (如那些支持雌性生殖道内精子存活以及那些参与精子与 ZP和卵

质膜相互作用的蛋白 ) 则可能在附睾成熟过程中加到精子质膜上 (或转变成活性形式 )。

值得注意的是 , 附睾成熟过程中精子质膜特性的转变并不仅仅发生在精子头部 , 精子尾

部质膜上或膜内也可吸附和/ 或整合若干种特殊糖蛋白和多肽 , 其中精子尾部的一些表

面糖蛋白还可防止精子在成熟前发生超激活运动。

另外一个明显的变化是抗原在顶体外膜的分布 , 这可能与顶体反应有关。大鼠精子

质膜中有 4 种抗原分布 , 可被 1B6、5B1、1B5 和 2D6 抗体识别 , 在精子成熟过程中 ,

这些抗原分布发生明显变化。抗体 2D6 可以识别两种抗原 , 一种在顶体外膜上 , 另一

种在尾部质膜上。在顶体外膜与质膜尚未接触时 , 顶体外膜上的抗原或移走或被隐蔽起
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来 , 以后在尾部质膜上出现另一种抗原。在附睾内成熟过程中 , 一些动物的精子顶体发

生了明显的形态学变化 , 顶体基质和酶类的分子结构也发生了改变。

二、精子的获能

精子成熟后虽然具备了运动能力 , 却没有受精能力 , 还需要在通过生殖道的过程中

经历一系列生理生化变化 , 才能获得受精能力 , 这一过程称为精子获能 ( sperm capaci-

tation)。张明觉 ( M . C . Chang) 博士早年从事哺乳动物体外受精的研究 , 他用各种方

法处理从动物附睾尾部取出的精子或是射出的精子 , 都不能使之与卵子在体外受精。后

来 , 他发现多种动物的精子在雌性生殖道中运行的时间很短 , 而排卵后要间隔一定时间

才能受精 , 精子总是要等待卵子。也就是说 , 人及哺乳动物精子在离开生殖道时 , 还不

能立即与卵子受精。它必须在雌性生殖道内经历一段成熟过程 , 才能获得受精能力。

1951 年张明觉和 Austin分别发现了这一生理现象。

然而半个多世纪以来 , 对获能的分子机制尚未完全了解。一般认为获能的主要事件

是除去或改变精子质膜的稳定因子或保护物质 , 使精子质膜对特殊的受精环境非常敏

感 , 尤其是对卵子更为敏感。目前 , 虽然在体外有能力使各种哺乳动物的精子获能 , 但

在自然情况下 , 精子获能发生于雌性生殖道内 , 并受自主神经和激素的调控。

(一 ) 精子在雌性生殖道内的运动

大多数哺乳动物 (牛、羊、兔和灵长类 ) 在交配期间精液沉积在阴道前庭部位 (阴

道射精型 ) , 而另一些哺乳动物 (猪、马、狗和啮齿类 ) 在交配时大部分精液直接进入

宫腔 (宫腔射精型 ) , 或通过宫颈管进入宫腔。出现这种情况部分可能是由于交配刺激

引起宫颈短暂的松弛和阴道的收缩。精液沉积部位的大部分精子不久就从生殖道中被排

除 , 只有一小部分精子成功地迁移到受精部位 (壶腹部或壶腹与峡部连接处 )。雌性生

殖道往往可阻止形态学上异常的精子抵达受精部位。但并非所有受精的精子在遗传学上

都是正常的。

对于宫腔射精型的动物精子 , 子宫 输卵管连接部位是其上行至壶腹部的主要屏障。

子宫 输卵管连接处的多数黏膜皱褶和窄小的官腔只能允许小部分宫腔精子进入输卵管。

如在仓鼠中 , 即使一个较大的精液团块 , 通过子宫 输卵管连接处时 , 经过反复收缩和

推动 , 从开始的 10
8
～10

9
宫颈精子到最后只有 0 .001%的精子能成功地进入输卵管。精

子一旦通过上述屏障 , 就很快到达受精部位 , 等待卵子的到来。现在已经清楚 , 在排卵

开始之前 , 受精精子一直停留在输卵管峡部的较低部位。换言之 , 精子上行到壶腹部和

卵子下行到壶腹部是同时发生的。为了获得最大受精率 , 猪在交配后有足够数量的精子

滞留于峡部。何时从峡部释放出精子 , 受排卵时间以及与排卵相关事件的调节。这一点

很重要 , 对正常的胚胎发育是很有利的。这样保证在排卵后不久 , 输卵管中的卵子可以

受精。对于阴道射精型动物 , 其精子在进入子宫前必须越过高度褶皱并充盈黏液的宫

颈。在排卵期 , 宫颈黏液具有以下作用 : ①保护精子对抗阴道环境以及阻止阴道白细胞

的吞噬 ; ②阻止精液进入子宫 ; ③排斥形态学上异常的精子进入子宫 ; ④保持和储存精
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子为其后迁移到生殖道上部起重要作用。进入宫颈黏液 (膜 ) 的精子 , 往往沿着黏液糖

蛋白的微结构到达分泌上皮细胞表面。很多精子停留于此 , 但也有很多精子摆脱上皮细

胞 , 沿着纵向排列的上皮褶皱和浅沟游动。从人宫颈释放的精子可持续数天。精子通过

子宫向上运行 , 最初似乎伴随子宫壁的收缩活动而进行。在牛、羊中 , 通过子宫 输卵

管连接部位的精子往往停留在峡部的较低位置 , 直到排卵开始。尽管至今未完全确定 ,

但受精前精子的峡部储存可能是哺乳动物的一般规律。宫颈和峡部作为动物精子的储存

部位是相当重要的。

受精精子储存在峡部的较低部位 , 该部位富含肾上腺素受体 , 其液体还富含卵巢激

素。在扫描电镜下观察猪和牛峡部以及子宫 输卵管连接部位时 , 可见到精子与上皮发

生紧密接触。当仓鼠交配后数小时切开输卵管并检查其内含物时 , 可见精子黏附于黏膜

表面 , 以其头部的吻端前后摇滚 , 在附着前偶尔做短距离的自由游动。在上皮细胞的腺

窝中陷得很深的那些精子 , 不能用培养基将它们冲洗下来。精子黏附于峡部黏膜上皮并

非具有很高的细胞特异性 , 因为精子也能够黏附于峡部黏膜的其他细胞。有趣的是 , 精

子黏附于上皮细胞的生存时间比在无细胞系统时间明显延长。精子在输卵管细胞上生存

的时间要比非输卵管细胞长。峡部管腔环境并非是通常想像的那样 , 为一个清洁和适宜

的场所。例如 , 仓鼠峡部管腔充盈着上皮细胞碎片和死亡精子。黏附于黏膜褶皱、腺窝

和细胞碎片中的精子 , 通过输卵管壁蠕动将精子来回推动。这些精子相对活动较少 , 因

此它们的生存时间较长 , 至少仓鼠精子是如此。

结合于峡部的精子的释放机制尚不清楚 , 似乎与精子头部质膜获能变化有关。精子

超激活运动可加速精子从峡部释放 , 游离的精子从峡部迁移到壶腹部似乎要靠精子自身

活力和输卵管上皮的收缩运动。在接近排卵期 , 靠近卵巢的输卵管收缩运动越来越明

显 , 这种输卵管运动不规则地、定向地将精子向壶腹部输送。所有真兽亚纲哺乳动物的

精子在雌性生殖道内的运转方式具有相似性。小动物的大精子 (如小鼠精子长 120μm)

和大动物的小精子 (如巨鲸精子 30～60μm) 在雌性生殖道内都是以相同方式转运的。

一些无脊椎动物的卵子 (或与卵子有关的物质 ) 可从远距离吸引精子。也有一些人

认为牛和人也存在着卵子与精子之间的趋化性或趋向性现象 ( chemotaxis)。在体外 , 卵

泡液对人精子具有明显的趋向性 , 并认为这种趋向性的存在与受精有关。精子上游速度

随卵泡液密度梯度增加而增加 , 进而获得类似于超激活运动。只有获能的精子才有趋向

性。在体内 , 人精子趋向性很可能吸引获能精子与卵子受精。由此推测 , 精子趋向性在

受精中起一定作用 , 对临床上治疗男性不育也具有潜在的应用前景。既然卵泡液对人精

子具有趋向性 , 卵泡液中含较高浓度的孕酮 , 那么孕酮可能是人精子的趋化因子。它们

的主要作用是通过激发精子类似于超激活运动 , 从而起到引起精子聚集的作用。

(二 ) 体内获能 (capacitation in vivo)

早期的获能研究 , 采用自然交配或人工授精的方法 , 以受精率为指标 , 分析获能的

部位、时间及其机制。
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1 . 获能部位

参与受精的精子在何处开始获能 , 又在何处完成获能 , 似乎因种类而有不同。宫腔

射精型动物 , 其精子在峡部较低部位全部或部分完成获能。对于仓鼠 , 参与受精的精子

也储存在峡部中。在排卵后交配 , 精子的获能速度比在排卵前交配要快得多。完成获能

的精子并非同时离开峡部进入壶腹部 , 少数精子离开峡部会延长一段时间。在猪 , 这一

时期可能需要 2 天或稍长。也许一些精子未获能就死于峡部。

对于阴道射精型动物 , 当精子进入子宫颈时 , 获能即开始。在通过子宫颈黏液的过

程中 , 精子除去其表面吸附物质 (包括精浆蛋白 ) , 加速获能。但是至今仍不了解这些

精子和完全获能的精子是否有能力进入输卵管参与受精。在仓鼠中 , 完全获能的精子不

可能有效地从子宫迁移到输卵管 , 尽管仓鼠的子宫在功能上与兔阴道相似。

2 . 雌性生殖道的特征与获能的关系

当家兔精子顺序通过子宫和输卵管时 , 能非常有效地获能。然而 , 当精子不上行到

输卵管时 , 在子宫中也完全可以获能。获能也可在输卵管中缓慢地进行。在家兔 , 阴道

内的精子也可在一定程度上获能。在妇女中 , 通过配子输卵管内移植可获得妊娠 (即将

精子和卵子移植到输卵管壶腹部 ) , 表明人精子并不需要经历从子宫到输卵管壶峡部的

过程。此外 , 宫外孕的卵子可能在腹腔中与精子受精。甚至有一个难以置信的研究表

明 , 精子获能可以在妇女腹腔中进行 ( Verkuyl, 1988 )。以上事实提示 , 体内的精子获

能是没有严格的器官特异性。另一方面 , 在雌性生殖道内 , 获能也没有种属特异性 , 因

为一种动物精子能够在其他种类动物的雌性生殖道内获能。雌性生殖道中有一种影响获

能的特殊成分———输卵管特异糖蛋白 ( OGP ) 对精子获能起直接作用。OGP 存在时 ,

精子获能的比例比其缺乏时高 2 倍 , 并可增加体外受精率。OGP 可增强获能精子与同

源卵子受精能力。此外 , 获能精子在 OGP 存在时对卵子的穿透率比无 OGP 时高 3 倍。

这些结果表明输卵管及其分泌物在调节精子功能中起重要作用。雌性动物准备排卵时 ,

也开始发情 , 并接受雄性动物的交配。如果雌性动物在发情开始时立即与雄性动物交

配 , 经过宫颈或子宫 输卵管连接部位筛选的精子储存于输卵管峡部的较低部位 , 与体

内的受精部位即输卵管壶腹部相距不远。黏附于峡部上皮细胞的这些精子开始缓慢获

能。在排卵时 , 完全获能的一些精子离开峡部并与刚刚排出的卵子受精 , 其余精子则在

排卵后完成获能 , 然后这些精子就离开峡部与卵子受精。这样即使最后进入输卵管的卵

子比最初进入的多 , 所有的卵子也都能受精。如果雌性动物在排卵后交配 , 峡部的精子

可加快获能 , 在输卵管卵子老化前 , 这些精子就离开峡部与之受精。雌性生殖道控制精

子获能的速度以及排放获能精子和卵子的能力 (不管交配时间如何 ) , 似乎对所有哺乳

动物的生殖都是有利的 , 特别是对那些排卵数量较少而又延迟排卵的哺乳动物 , 以及那

些没有明显发情行为的动物更为有利。

在人类 , 射出到阴道中的精子首先穿过宫颈黏液 , 在此过程中它们丢弃一些表面

吸附物质。人宫颈黏液可引起精子获能和超激活运动 , 但不会引起顶体反应 ( AR ) , 以

保留精子功能。然而 , 在宫颈黏液中获能的精子并不一定能够到达受精部位。

从子宫中只能回收到很少一部分精子 , 并有嗜中性白细胞浸润 , 表明子宫仅仅只是

·26· 生殖生物学



一个通道而不是精子的储存场所。但人子宫内膜在精子成熟过程中也起作用 , 因它分泌

一种 54 kDa的唾液酸识别蛋白 , 该蛋白在体外可与获能前精子头部质膜特异结合。另

一方面 , 人精子与培养的人输卵管上皮细胞紧密结合 , 而且这些上皮细胞可提高人精子

的活力和存活率 , 表明精子与上皮细胞的相互作用可能是精子在输卵管中生存的重要条

件。此外 , 人精子在卵泡液存在下 , 先用宫颈黏液 , 然后用输卵管分泌物预先培养 , 可

使精子的超激活运动 ( HAM) 率升高而顶体反应率降低。若不用输卵管分泌物预先培

养 , 则超激活运动率低 , 而顶体反应率高。因此 , 用人输卵管液预先处理精子 , 有利于

精子活力的维持 , 延迟顶体反应的发生。虽然在家畜中 , 精子与输卵管紧密结合同排卵

前精子储存池的形成有关 , 但在人类尚无证据。

对于精子与上皮细胞的相互作用以及输卵管分泌物作用于精子的机制目前尚不完全

了解。在仓鼠中 , 一种唾液酸寡糖链化合物类似于输卵管上皮的“fetuin”, 能识别精子

表面成分并能介导精子与上皮细胞结合。将预先获能的仓鼠或牛精子输入输卵管内或与

输卵管上皮一起孵育时 , 这些精子与输卵管的结合率明显降低。对于体内精子离开输卵

管上皮是否需要精子膜和/ 或上皮细胞膜发生改变 , 以及这种膜改变在超激活运动形成

中是否起作用尚不清楚。

(三 ) 体外获能 (capacitation in vi tro)

体内获能的研究 , 常常受到某些条件的限制。例如 , 从雌性生殖道内 , 特别是输卵

管内回收到的精子数量太少 , 要测定获能精子化学成分的改变非常困难。又如 , 精子在

体内总是与雌性生殖道分泌物接触 , 而雌性生殖道中存在着影响获能的因子 , 人们很难

控制这种复杂的体内环境 , 因而给研究精子获能带来极大的困难。为此 , 亟待发展一种

研究获能的体外系统。早期研究精子体外获能通常使用各种动物的体液 (如输卵管液、

滤泡液和血清 )。这些体液的成分相当复杂 , 很难确定何种成分参与诱发或支持精子获

能。自从利用一种特定的化学培养基获得体外受精 ( IVF ) 成功以来 , 分析体外精子获

能已成为比较容易的事情。体外获能技术可以较好地控制实验条件 , 并可逐个分析获能

及其相关因子。例如 , 可将精子顺序地暴露于不同成分的培养基中 , 使精子引起顶体反

应 , 以顶体反应为指标研究精子获能的条件。目前使用的体外受精普通培养基和体外获

能培养基是在台氏液和 Kreb-Ringer 氏液基础上添加适当的能量物质 , 如葡萄糖、乳酸

盐、丙酮酸盐和白蛋白等改良而来的。市售的组织培养基 Ham�s F10 添加血清也是常用

的培养基之一 , 特别适用于人类的试管婴儿使用。但是 , 至今尚没有一种适用于所有动

物的精子获能和受精的培养基。为了最有效地实现配子的受精功能 , 各种动物精子和卵

子似乎都需要它们自己的特殊环境 , 因为配子与雌性生殖道的微环境在各种动物不尽相

同。

许多研究者最初从事研究体外受精的目的是为了使卵子受精 , 并不是分析精子获能

的机制。虽然这些研究者所获得的资料是很有价值的 , 但是在解释他们的结论时需要特

别小心 , 至少在精子获能方面是如此。例如 , 一些研究者推论 , 一些化合物可完全阻断

精子获能 , 因为当这些化合物存在时 , 体外受精不能发生。他们的结论并不完全正确 ,

因为获能是受精成功的必要条件 , 但不是唯一的条件。为了与卵子受精 , 精子必须要有
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很强的活力 , 还需要具备顶体反应的能力 , 以及穿过卵子卵丘细胞和透明带 , 最后与卵

膜融合的能力。体外受精成功 , 表明精子已经获能。但是 , 体外受精没有成功 , 并不表

示精子没有获能。一些研究者也使用顶体反应作为完成获能的指标 , 因为精子未经获能

不会发生顶体反应。由配体介导 (如 ZP ) 顶体反应的前提是精子必须获能 , 顶体反应

可用来作为评价获能的指标。然而也必须认识到 , 在某些特殊情况下可通过旁路获能。

这些精子可以完全获能 , 只是顶体反应受到阻断而已。人们期望体外精子 100%存活和

自发地完成获能。事实上 , 很多精子经历或完成获能前已经死亡。精子衰老和死亡 , 甚

至在体外最有利的条件下也与精子获能同时发生。近几年来的研究表明 , 在体外获能机

制的研究中 , 发展起来的实验手段几乎可达到与体内获能相同的结果。也就是说 , 体外

获能的研究结果可以揭示体内获能的本质。因此 , 目前关于获能研究的结果绝大部分是

从体外获能研究中积累起来的。

精子体外获能受多种因素的影响 , 首先它是一个温度依赖过程。一般实验室采用的

温度为 37～38℃。这一温度对于大多数动物精子体外获能是合适的。过去认为猪和羊

卵体外受精相当困难 , 现在通过 39℃预培养精子后与卵子混合 , 则很容易完成精子获

能 , 或者采用卵子与刚刚射出精子 (经洗涤 ) 39℃混合培养 , 也很容易完成受精。这一

点小小的温度差异就可使膜脂类的物理状态发生改变。该过程对于精子获能至关重要。

另外 , pH是影响获能的重要因素 , 获能的最适 pH为 7 .4～8 . 0。低于 pH 6 . 7 时获能时

间大大延长 ; 豚鼠精子在 pH 低于 7 . 6 时则获能时间需 24 h。pH高于 8 .2 时 , 虽可缩短

精子获能时间 , 但不利于精子生存。渗透压 (Osm/ kg H2 O) 对精子获能也产生重要影

响。低于 270 Osm/ kg H2 O 或高于 343 Osm/ kg H2 O则影响精子获能进程。最适宜的渗

透压为 295～310 Osm/ kg H2 O。

(四 ) 精子获能的异质性

同一个体射出的所有精子并不是同时获能。一些精子获能较快 , 另一些则较慢 , 称

之为精子获能的异质性 ( heterogeneity)。这可能是由于 : ①精子膜结构内在分子的多样

性 ; ②附睾尾部精子成熟程度不同 ; ③对影响它们的成熟环境反应性存在着千差万别。

精子获能的异质性是阻碍精子功能研究的一道屏障。精子获能的异质性可从静态和动态

两方面加以说明。精子群体中往往含有各种各样获能状态的精子 , 其范围从具有完整反

应性的精子到静态的死亡精子 , 以及处于不同成熟阶段或不同发育阶段的动态精子。此

外 , 个体之间也存在着明显差异。一些雄性动物的精子比同一种类的其他雄性动物更快

或更容易获能。换言之 , 种内个体之间的差异是不容忽视的。

附睾尾部精子和射出的精子两者具有相同的成熟度和受精能力 , 但是这两类精子在

体外并不具有相同的表现特征。比较同一个体的成年雄大鼠附睾尾部和射出精子的体外

受精能力时发现 , 在同样条件下 , 附睾精子的受精率 (平均 59 % ) 比射出精子 (平均

21 % ) 高。也有不少报道附睾精子和射出精子两者在体外的受精率是相同的。但一般认

为附睾精子的受精能力比射出精子更强。有趣的是 , 当这些附睾精子与精浆接触后就不

能再与卵子受精 , 表明精浆中存在着一种去获能因子。

在精子获能研究中 , 猫是一类很有趣的动物。从猫附睾尾部收集的新鲜精子 , 人工
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授精后不到 20min就能穿入猫卵子。大约人工授精后 30min 时 , 100%卵子可被穿入 ,

这是新鲜附睾精子穿卵的最快记录。现在不知道猫精子是否需要获能 , 但发现射出的猫

精子不能像附睾精子那样很快地穿入卵子。虽然一些射出精子能在人工授精后 30min 穿

卵 , 但是最高的穿卵率 ( 90% ) 要在人工授精后 3h 才能达到。因此 , 猫精子在射出时

与精浆接触 , 获能仍需一定时间。射出精子体外获能为何比附睾精子更加困难 ? 或许射

出精子的质膜比附睾精子更加稳定。虽然附睾精子质膜通过对其糖蛋白的吸收和整合 ,

在一定范围是稳定的 , 但它与精浆接触后似乎起着进一步的“稳定”作用。已有证据表

明 , 一些精浆成分 (如糖蛋白、多肽、去获能因子和纤黏连蛋白 ) 与射出精子表面结

合 , 这种结合非常牢固 , 以至用普通生理盐水反复洗涤仍不能将精子的这些表面成分除

去 , 而除去或改变精子表面的包被物很可能是获能的基础。动情期雌性动物的生殖道对

附睾精子和射出精子具有相同的获能能力 , 说明雌性生殖道具有非常有效地除去或改变

精子表面来自附睾和精浆包被物的机制。

(五 ) 精子获能的可逆性

张明觉 ( 1958 ) 最早发现精子获能是一个可逆过程 , 获能精子一旦与精浆和附睾液

接触 , 又可去获能 ( decapacitation )。如果把去获能的精子转移到雌性生殖中 , 并使之

停留一段时间 , 精子又可重新获能 , 表明精浆和附睾液中存在着一种去获能因子 ( de-

capacitation factor)。如用超速离心除去去获能因子 , 精子也可重新获得受精能力 , 表明

去获能因子参与获能的调节。去获能因子是一种糖蛋白大分子 , 分子质量在 40～

200kDa。有人从牛精浆中分离到一种 Ca
2 +
转运抑制蛋白 ( caltrin ) , 它可抑制精子

Na
+
/ Ca

2 +
交换机制 , 从而抑制精浆中外钙内流。在小鼠附睾中也发现一种去获能因子 ,

分子质量为 40 kDa, 可附着于精子 , 具有抑制 Ca2 + 内流的作用。Zn2 + 在精浆中浓度很

高 , 似乎是精子膜的稳定剂。因此 , 也可将 Zn
2 +
看作是一种去获能因子。精胺在人精

浆中含量很高 , 但它在哺乳动物生殖过程中的作用尚不完全了解 , 特别是对精子获能、

顶体反应和受精的作用更不了解。精胺是仓鼠、豚鼠及人精子体外获能的抑制剂 , 对获

能、顶体反应和受精等环节具有明显的抑制作用。该作用是通过阻断 Ca
2 +
通道 , 抑制

钙内流 , 使胞内 cAMP水平降低 , 从而导致受精失败。

(六 ) 精子获能过程中的变化

1 . 胞内离子浓度的改变

  精子必须保持其膜内外的电荷差 , 胞内 K
+
高于胞外 , 而 Na

+
正好相反。这种电荷

差是由 ATP 酶介导的 Na +/ K +交换泵调节。牛精子胞内 K +和 Na + 浓度大约分别为 120

mmol/ L和 14 mmol/ L。在整个获能过程中 , 精子各种元素相对含量成规律性变化 , 豚

鼠精子在获能培养基 (含 106 mmol/ L NaCl、1 mmol/ L MgCl2、15 mmol/ L NaHCO3、

20 mmol/ L乳酸钠和 0 .25 mmol/ L 丙酮酸钠 ) 中培养 2h 后 , 其胞内 K + 浓度大幅度下

降 , 从 3～ 5 μg/ 10
8
精子降至 0 .6 μg/ 10

8
精子 ; 而 Na

+
则直线上升 , 从 0 . 2～ 0 .4

μg/ 10
8
精子升到 11～12μg/ 10

8
精子。引起胞内 K

+
和 Na

+
浓度快速变化之原因是由于
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培养基无 K
+
或至少是缺乏 K

+
, 致使精子中 Na

+
、K

+
-ATP 酶失活 , 胞内外的离子浓

度差促使 K
+
外流 , 而 Na

+
内流。仓鼠精子在普通获能精子培养基中培养 2h 后 , 其

Na
+
、K

+
-ATP 酶活性显著增加 , 而胞内 Na

+
、K

+
水平则保持不变。顶体反应期间 ,

胞外 Ca
2 +
大量内流。目前 , 对获能时胞内 Ca

2 +
的动力学知之甚少。一般认为精子头部

和尾部区域的胞内 Ca
2 +
水平很低。因为除了线粒体将 Ca

2 +
储存进胞内钙库外 , 精子质

膜上还存在着 AT P酶介导的 Ca
2 +
泵 , 即质膜上一种 Na

+
/ Ca

2 +
反转运子和 Ca

2 +
/ H

+
交

换系统。豚鼠精子在获能培养的最初 1h , 就可摄取 Ca
2 +

, 这是由于 Ca
2 +
和精子表面松

散结合而不是 Ca
2 +
进入精子造成的。利用选择性 Ca

2 +
荧光指示剂 quin 2 , 发现兔精子

的胞内游离 Ca
2 +
水平在体外获能过程中并不发生变化。由于这种物质只能检测群体精

子 Ca
2 +
水平 , 而不能检测单个精子的 Ca

2 +
水平 , 因此推测 Ca

2 +
浓度可能只在精子不同

的局部区域发生了变化。精子获能期间 , 一些胞外 Ca
2 +
进入胞内 , 使胞内 Ca

2 +
逐步升

高 , 并呈时间依赖关系。利用焦锑酸钾原位沉淀法和枸橼酸捕获法证明 , 猕猴和大熊猫

精子获能过程中 , Ca
2 +
进入顶体区质膜内侧和顶体外膜外侧。豚鼠精子胞内 Ca

2 +
浓度

随获能进程而逐渐增加 , 获能后维持在一个恒定水平 , 直到发生顶体反应。在顶体反应

开始时 , Ca
2 +
则明显升高 , 这种变化是通过 Ca

2 +
-AT P 酶/ Na

+
-Ca

2 +
交换机制调节的。

游离 Ca
2 +
的作用有两个特点 : ①不同生理阶段所需胞外 Ca

2 +
的浓度是不同的 , 例如 ,

获能阶段只需要微摩尔 (μmol/ L) Ca
2 +
水平 ; 而顶体反应阶段则需要毫摩尔 ( mmol/ L)

水平 ;②不同物种所需 Ca
2 +
浓度也不尽相同。如小鼠精子获能只需 90μmol/ L , 豚鼠精

子则更低 ( 10μmol/ L) , 而人类精子则需要毫摩尔水平。

2 . 腺苷酸环化酶和 cAMP 的变化

Ca
2 +
内流和活性氧 ( ROS) 的产生是精子获能中最早发生的事件 , 当精子一进入获

能培养液培养时 , 此过程就被启动。它们可能参与腺苷酸环化酶的激活 , 此酶在精子获

能中起重要作用。实际上 , 导致胞内 cAMP 浓度升高的物质 , 如福斯考林 ( forskolin ,

一种腺苷酸环化酶的激活剂 )、二丁酰 cAMP (一种可透过细胞膜的 cAMP类似物 )、咖

啡因以及异丁基甲基黄嘌呤 (磷酸二酯酶的抑制剂 ) , 均可刺激人精子获能。此外 , 孕

酮也可激发人精子钙内流 , 引起胞内 cAMP 水平上升和蛋白酪氨酸磷酸化 , 从而促进

获能速率。关于 cAM P产生及其作用机制的复杂性 , 从猴精子中可得到阐明。在猴中 ,

咖啡因可增加精子与透明带的结合数量 , 而二丁酰 cAM P和咖啡因都可增加胞内 cAMP

含量。但它们可能还有其他作用机制 , 增加不同部位的 cAMP浓度以产生不同的作用。

小鼠精子在缺 Ca
2 +
培养基中 , 添加二丁酰 cAMP 可促进精子获能 , 说明钙离子内流可

直接或间接引起腺苷酸环化酶的激活。而诱发人精子获能的蛋白酪氨酸磷酸化 , 不能被

超氧化物歧化酶抑制 , 提示胞内 cAM P浓度的增加是 ROS生成的下游事件。因此 , 精

子中的 ROS可能与体细胞一样 , 也存在着激活腺苷酸环化酶的可能性。腺苷酸环化酶

活性的增加引起 cAMP 的增加 , 从而诱发和维持精子活力 , 促进精子获能。大部分

cAMP活性是通过存在于精子中的蛋白激酶 A ( PKA) 介导的。在小鼠和人中 , PKA

抑制剂 (H89 和 RP-cAMPs) 可阻断精子获能及其有关的蛋白酪氨酸磷酸化 , 表明 PKA

参与上述过程。

依赖 cAM P的人精子蛋白磷酸化是其蛋白酪氨酸磷酸化的前提 , 这种现象通常与
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获能相关。人精子可溶性膜蛋白酪氨酸磷酸化发生在四个分子质量区域即 94、46、25

和 12 kDa。它们的重要性因其所处获能状态不同而异。与未获能精子相比 , 获能精子

中 94 kDa 蛋白磷酸化多 30% , 而 12kDa蛋白磷酸化少 12 %。从甲醇固定的人精子免疫

荧光法观察到 , 在获能期间 , 酪氨酸磷酸化蛋白定位于从鞭毛到顶体区域 , 并发生进行

性改变。人精子获能期间 , 97 kDa、75 kDa以及 94 kDa蛋白的酪氨酸磷酸化呈时间依

赖性 , 但并未确定这些蛋白的位置。在获能精子中 , p105 和 p81 蛋白酪氨酸磷酸化程度

比未获能精子高。这种磷酸化呈时间依赖关系 , 在获能培养开始后 1 h 就明显增加。

p105 和 p81 蛋白存在于精子鞭毛纤维鞘上 , 提示其作用可能与精子活力有关。精子获

能期间 , 蛋白磷酸化程度增加可能是由于激酶的激活和/ 或磷酸酶的抑制。但这些酶的

相关作用目前尚不清楚。人精子含有 1 型和 2B型的蛋白磷酸酶。1 型和 2A型蛋白磷酸

酶抑制剂 (calyculin A 和 okadaic acid) 可促进人精子获能 , 但只有花萼海绵诱癌素 (ca-

lyculin) A可导致 p105 和 p81 蛋白酪氨酸磷酸化增加。这些抑制剂可阻断丝/ 苏氨酸蛋

白磷酸化 , 表明丝/ 苏氨酸磷酸化蛋白参与 (可能通过 cAMP/ PKA 调节 ) 精子获能过

程中 p105 和 p81 蛋白酪氨酸磷酸化。丝/ 苏氨酸蛋白磷酸化参与人精子获能过程 , 然而

还不清楚这种丝/ 苏氨酸磷酸化蛋白本身及酪氨酸激酶或磷酸酶或是其他调节因子参与

酪氨酸磷酸化通路。氧化物、钒酸盐 ( vanadate ) 和 H2 O2 等因子可氧化存在于酪氨酸

蛋白磷酸酶活性位点上的半胱氨酸残基 , 增加人精子的蛋白酪氨酸磷酸化。但是 , 精子

获能和酪氨酸磷酸化之间的关系尚不完全了解。虽然蛋白 cAMP 依赖磷酸化作为共同

的中间步骤出现 , 但可能存在调节人精子活力、获能和蛋白酪氨酸磷酸化的不同通路。

考虑到上述机制的多样性和复杂性 , 不仅是精子获能在受精过程中的重要性 , 而且这些

步骤中存在着信息交流的可能性 , 因此推测为确保精子获能的成功 , 可能存在多条通

路。换言之 , 如果主要通路失败了 , 获能仍能继续进行。

3 . 精子头部的变化

真兽亚纲哺乳动物的精子核结构非常稳固 , 这是由于双硫键 ( S—S ) 广泛的交互

连接精子核蛋白。整个获能期间一直维持着这种稳定性。虽然人精子核蛋白也是如此 ,

但这种双硫键交互连接不像其他动物那样广泛。射精时 , 精浆 Zn
2 +

(来源于前列腺 )

与精子核蛋白的游离—SH 残基结合 , 导致核蛋白的暂时稳定。在获能期间 , 核蛋白失

去 Zn
2 +

, 使—SH残基氧化成双硫键从而增加这种稳固性。大多数动物种类的精子顶体

结构在获能时并不发生明显变化。猪精子无活性的顶体酶原在子宫液作用下可转变为有

活性的顶体酶。在体外实验中 , 氨基葡聚糖可刺激顶体酶原转化成顶体酶。

4 . 质膜变化

由于精子质膜直接暴露于获能环境 , 因此在获能期间质膜发生了显著的变化。精子

表面包被物质的改变和去除是获能的重要过程。BSP家族的 H 精浆蛋白与膜磷脂酰胆

碱结合 , 可促进肝素引起的精子获能 , 推测它通过从膜上吸取胆固醇和磷脂以帮助精子

获能。小鼠附睾尾部精子的整个顶体质膜上存在着可与单抗 TSC4 特异结合的抗原。这

个抗原起源于附睾体部 , 不能用反复洗涤的方法将它从精子表面去除 , 但当精子进入卵

周隙时此种抗原即消失。在获能期间 , 该抗原必须被去除或遮蔽。另一种小鼠精子抗原
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可特异地与单抗 OGF13 结合 , 但在附睾精子表面检测不到。当精子体外获能后 , 则可

在其头部质膜上检测到。这种抗原在新鲜附睾精子中被遮蔽 , 而在获能期间被暴露出

来。人精子中还存在 p34H 蛋白。它与附睾液一起分泌 , 在精子从附睾头到附睾尾的过

程中与顶体帽紧密结合 , 当射精时被遮蔽 , 而在获能时重新显露 , 在顶体反应后消失。

p34H的抗体在不影响超激活运动、获能或去透明带仓鼠卵穿入率的情况下 , 可抑制人

精子与透明带的相互作用 , 表明它可能是精子潜在的透明带受体。此外 , 在不育男子

中 , p34H的数量与同源透明带结合率一样 , 比可育男子水平低 , 也表明这一附睾因子

在受精中的作用。在获能期间 , 分布发生改变的抗原还包括人精子表面纤连蛋白样分

子、豚鼠精子头部的 T 和 S抗原以及大鼠精子头部的 37 kDa 蛋白。用免疫荧光法 , 在

未获能的大鼠精子尾部检测到一种 40 kDa抗原 2Bl。当这些精子获能后 , 这种抗原仅存

在于顶体帽区域 , 从精子尾部消失。此抗原在获能期间似乎从精子尾部迁移到了头部 ,

但不能排除其他因素的影响 , 如抗体的特异性和质膜的完整性等。

用子宫液培养羊精子时 , 可从表面释放 3 种不同的糖基化蛋白 , 即 65 kDa、41 kDa

和 24 kDa 的蛋白 , 同时精子从子宫液中吸附一种 16 kDa蛋白。在输卵管液中 , 精子从

其表面释放 97 kDa和 41 kDa蛋白。有趣的是 , 精子首先暴露于子宫液 , 然后接触输卵

管 , 精子可从后者吸附多种蛋白 ( 13～190 kDa 蛋白 )。虽然子宫可能不是猪精子的获

能部位 , 但精子表面成分的释放以及吸附外界液体组分是体内获能的重要步骤。在生物

膜流体镶嵌模型中 , 蛋白 (或糖蛋白 ) 与膜双脂质层以非共价连接 , 形成了膜的基质。

镶嵌蛋白被牢固地包埋在双脂质层中 , 它们只能通过破坏性的处理才能被除去 (如用去

污剂处理 ) , 而外周蛋白通过静电作用与膜相联系 , 可加螯合剂提高 pH 或增加电子强

度使这些蛋白释放出来。因此 , 在获能期间精子表面释放的绝大多数蛋白/ 糖蛋白 , 都

是外周蛋白/ 糖蛋白。此外 , 获能过程中精子的凝集素结合特性发生改变也表明 , 外周

糖蛋白和整合糖蛋白的糖类组分在获能期间都发生了改变。获能也与表面负电荷减少有

关 , 它与表面唾液酸基的耦联物的去除或这些化合物的重新分布有关。此外 , 牛和小鼠

中的实验表明 , 精子膜在获能中呈现超极化。获能精子膜电位的降低是由于 K
+
通透性

增大所致 , 从而引发顶体反应。

对小鼠精子质膜流动性的研究发现 , 获能期间精子尾部主段的质膜流动性发生急剧

改变。虽然多种膜磷脂的相对含量在获能期间无变化 , 但各种脂类在膜内外层的分布随

获能发生了改变。刚射出的猪精子缺乏磷脂酰肌醇 , 在雌性生殖道获能过程中合成了此

种脂类。在仓鼠精子获能期间出现了磷脂的甲基化 , 即磷脂酰乙醇胺转变成磷脂酰胆

碱。而豚鼠精子胞内磷脂酸转变成心磷脂 , 然后插入质膜。

位于质膜脂质双层内的胆固醇是维持细胞正常结构和功能所必需的成分 , 精子质膜

胆固醇的丧失是哺乳动物精子获能分子机制的一部分。精子类固醇类变化是早期获能的

关键步骤 , 精子膜胆固醇的丧失可促进膜成分以新的方式重组 , 进而促进其他获能因子

的作用。重组的精子膜很可能产生出更加具有溶源性的精子膜。内部膜蛋白构型或分布

发生改变 , 从而介导其他获能因子的作用。精子膜胆固醇外流可增加膜对胞外 Ca
2 +
的

通透性 , 导致磷脂酶激活及溶源性物质 (如溶血卵磷脂 ) 的积聚 , 引起顶体反应。精子

质膜上膜蛋白的再分布很大程度上由脂类流动性调控 , 现在对精子质膜上胆固醇在受精

中的作用尤其关注。精子质膜上的胆固醇对限制离子渗透性、蛋白嵌入磷脂双层的运动
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以及膜的稳定和坚固等都有作用 , 这样就防止精子获能现象发生。胆固醇硫酸盐存在于

人精子质膜上 , 对于膜的稳定性和坚韧性比胆固醇更好。胆固醇外流和/ 或重新分布使

精子质膜去稳定从而引起精子获能。实际上 , 洗涤精子与白蛋白或滤泡液或输卵管一起

培养 , 可帮助胆固醇外流以及精子获能。这是因为胆固醇通过调节膜脂的定位、流动性

和厚度对生物膜特性产生影响 , 如改变阴离子和阳离子渗透性。当 filipin (聚乙烯抗生

素 ) 与膜上固醇类物质结合时 , 形成的复合物使膜向高浓度固醇类一边转移 , 从冰冻蚀

刻图像观察 , 膜的富含胆固醇区域隆起许多小包。覆盖顶体的质膜充满丰富胆固醇。获

能后 , 该区域固醇浓度急剧降低。尽管从精子质膜上去除胆固醇对获能来说非常重要 ,

但是胆固醇与膜磷脂的分离而不是胆固醇从膜上完全去除似乎对获能更为重要。

5 . 活性氧的变化

在获能过程中 , 精子中活性氧 ( ROS) 的产生发生了改变 , 从而产生不同浓度的超

氧化离子。高浓度的 ROS对人精子具有毒害作用 , 而较低浓度的 ROS则有利于精子受

精能力的获得。人精子在超氧化系统 (黄嘌呤 +黄嘌呤氧化酶 +过氧化氢 ) 中比在单一

的 Ham�s F10 获能培养液产生更高水平的超激活运动和获能 , 这一作用可被超氧化物歧

化酶 ( SOD) 抑制。这一结果表明 , 外源性超氧化离子可引发人精子超激活运动和获

能。滤泡液或脐带血清等可诱发人精子获能 , 这种作用可被 SOD 抑制。虽然在这些液

体中未检测到超氧化离子 , 但这些液体诱发精子获能与其消除超氧化离子的能力成反

比。参与获能的超氧化离子是由精子产生的 , 是在质膜产生后作用于细胞表面的。精子

在 Ham�s F10 培养基 (添加脐带血清 ) 中获能培养不久即产生超氧化物 , 在 15～25min

后达到高峰 , 而精子获能在 6h 后才陆续发生。这些结果表明 , 超氧化离子的产生是诱

发和促进精子获能和超激活运动的早期事件。

ROS参与人精子获能并不局限于超氧化离子 , H2 O2 也可参与这一过程。外源性加

入 50μmol/ L H2 O2 可引起精子超激活运动和精子获能。H2 O2 可由精子产生的超氧化离

子歧化而成。这样 , 精子产生的低浓度 ROS足以引发精子超激活运动和获能。过氧化

氢酶可抑制仓鼠精子获能。在小鼠中 , 用黄嘌呤和黄嘌呤氧化酶处理精子可增加超激活

运动和获能 , 这种作用可被 SOD或过氧化氢酶抑制。显然 , 在这种情况下 , 超激活运

动和获能都需要超氧化离子和 H2 O2。

精子获能过程需要氧化物存在。在体内获能中 , 精子可能不是 ROS的唯一来源。

雌性生殖道存在的细胞和体液也可产生 ROS或促进精子产生 ROS。关于参与精子获能

的 ROS的靶分子目前还不清楚 , 可能是可被超氧化离子及 H2 O2 同时氧化的一类分子 ,

因为这两种 ROS均可诱发人精子获能。此外 , 精子获能的可逆性也提示 ROS靶分子与

氧化/ 还原步骤有关 , 也可用其他方法调节这一步骤。ROS可能直接或间接地调节蛋白

磷酸化的酶类。人精子获能与 p105 和 p81 这两个蛋白酪氨酸磷酸化的增加有关。精子

与 ROS一起培养时 , 黄嘌呤 +黄嘌呤氧化酶、过氧化氢或葡萄糖 + 葡萄糖氧化酶 ) 可

导致精子获能 , 以及 p105 和 p81 蛋白酪氨酸磷酸化的增加。

ROS产生与清除的平衡对于精子功能非常重要。在一些不育患者的精液标本中 ,

有 18 %的患者 ( 22/ 120 例 ) 发生自发性超激活运动 , 尽管他们的精液参数都符合

WHO制定的标准。有趣的是 , 这些病人精浆 ( 37 % ) 和精子 ( 40% ) 中超氧化物清除
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水平降低。据此推测 , 这些病人的精子过早地诱发超氧化物的产生 , 引起其产生与消除

之间的平衡受到破坏 , 从而精子不能释放纯净的超氧化物 , 导致精子过早地发生超激活

运动。低浓度 NO 也可促进人精子获能 , 而过氧化氢酶可阻断这种作用。这显示了

H2 O2 作用有其复杂机制。

上面提到的各种因子 , 如 Ca
2 +
内流、ROS产生、腺苷酸环化酶活性的增加以及蛋

白磷酸化作用既参与精子获能过程 , 也参与诱发顶体反应。因此 , 精子获能可作为顶体

反应的“起始”事件。抑制机制的存在保持了整个系统激活的可逆性 , 这样可防止精子

成熟前发生顶体反应。目前 , 对于 cAMP 浓度、ROS 产生速率和蛋白磷酸化程度等在

获能和顶体反应发生期间各种事件的顺序关系尚未确定。磷脂酶、G蛋白、磷脂酰肌醇

和离子通道等信号转导机制中主要的介导物在精子获能中也起调节作用。

三、精子的超激活

(一 ) 超激活现象

  许多哺乳动物的精子在发生顶体反应之前运动能力加快 , 称为超激活 ( superactiva-

tion)。这种现象首先是在仓鼠中发现的。当精子开始接触获能液时 , 突然开始活跃运

动 , 但以后又相对静止。就在这种相对静止状态时 , 大多数精子以头对头相聚集 , 并摆

动其尾部。过一段时间后 , 则又互相离开。这表明当获能时 , 精子的表面起了变化 , 较

以前运动更为活跃。首先 , 精子做直线运动 , 但不久其尾部呈有力的鞭打状 , 与其头部

呈不稳定的“8”字形运动 , 以飘摇非前进运动 , 伴以短暂的直线猛烈运动。这两种运

动方式共同构成超激活运动的特征。在某些品系的小鼠 , 是以鞭毛推进活动表示超激活

运动的。在大鼠、小鼠、中国仓鼠和猪 , 是依其周围培养基物理化学特性不同 , 其运动

模式也不一样。虽然现在还不清楚超激活现象是仅存在于哺乳动物某些品种 , 还是一种

普遍的现象 , 但它逐步地在羊、牛、犬、兔、豚鼠、海豚、人和其他灵长类动物都被发

现。多数物种的超激活是受精后在输卵管的壶腹部完成的。

(二 ) 精子超激活的机制

精子的超激活运动是正常的生理过程。受精前后的大鼠、小鼠、仓鼠、兔、豚鼠、

猪和羊的输卵管壶腹部 , 都可以收集到超激活的精子。在体内获能时 , 也可以在输卵管

峡部的黏膜褶中 , 检出超激活的精子。由于精子尾部的强烈推动力 , 可以使其穿过输卵

管中的黏液、卵周物质和透明带 , 然后与卵结合并受精。

有关精子超激活的机制 , 认识得较少。但已明确 Ca
2 +
在精子超激活中起着重要作

用。据报道 , 仓鼠精子在无 Ca2 + 或 Ca2 + 不足的培养液中 , 根本不能进行超激活运动。

如果先在含 Ca
2 +
培养液中进行了超激活运动 , 再移到 Ca

2 +
不足的培养液中 , 则仍可保

持超激活状态 , 这在小鼠、豚鼠和猪中均有报道。Ca
2 +
、腺苷酸环化酶、cAM P、蛋白

激酶和蛋白质磷酸化 , 也是精子开始超激活运动所必需的。在超激活过程中 , 首先是尾

部质膜的构象改变 , 也出现 Gp 与蛋白激酶。正常的超激活运动是发生在获能完成之
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后。在获能过程中或获能后 , 精子尾部表面失掉覆盖物 , 而暴露出假定的受体 , 同时被

配体活化 , 刺激 Gp后转而活化钙通道 , 使 Ca
2 +
暂时流入并刺激腺苷酸环化酶 , 开始

cAMP蛋白激酶的串联。活化的 Gp 也可以刺激 Na + / H + 通道 , 使细胞内 pH 值上升。

细胞内 Ca
2 +
、H

+
与 cAM P的浓度 , 可调节精子尾部的运动波形 , 细胞内 Mg

2 +
的浓度

则影响轴丝的硬度 , 使轴丝动力蛋白相互作用 , 在线粒体的参与下 , 导致精子发生超激

活运动。

(韩代书 )
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第四章  卵泡发育、卵子发生和排卵

第一节  卵泡发育和卵子发生

  卵子发生 ( oogenesis) 是指雌性配子的形成、发育和成熟 , 包括卵原细胞的增殖、

卵母细胞的生长发育和成熟。

一、性腺和配子发育的控制

在胚胎期 , 卵巢始动发育时 , 生殖细胞从卵黄囊迁移到生殖嵴。这些原始生殖细胞

在性腺的性索中分裂繁殖。性索是在胚胎性腺的皮质区由来源于生殖嵴的体腔上皮 (又

称为生殖上皮 ) 的细胞增生形成的。卵泡细胞在性索中发育出来并最终分化为包围卵母

细胞的颗粒细胞。生殖嵴的实质细胞将最后转变为膜细胞。卵泡的整个结构包括卵母细

胞、颗粒细胞和膜细胞。

卵母细胞与最终要分化成为输卵管 (来源于副中肾管 ) 的管道没有直接连接。卵母

细胞成熟后 , 卵泡破裂 , 将卵母细胞从卵巢中排出 , 这个过程称为排卵。输卵管的末端

特化后形成的输卵管伞 , 对从卵巢排出的卵母细胞有接纳能力。有些动物的卵母细胞通

过包围卵巢的卵巢膜 ( bursa) 的作用进入输卵管伞 , 卵巢膜使卵母细胞向卵巢膜的开

口与输卵管伞口处移动。

胚胎睾丸的发育与卵巢发育有相似之处 , 生殖细胞迁移到生殖嵴并在已由体腔上皮

细胞内陷形成的性索中分裂增殖。支持细胞从性索中发育而来 , 而间质细胞是从生殖嵴

的实质细胞发育来的。与卵巢发育的主要不同之处是 : 睾丸中性索内陷 , 直达胚胎性腺

的髓质 , 在那里与来自中肾 (或原肾 ) 的髓索相连。中肾管发育成与曲细精管直接连接

的附睾、输精管和尿道。可见 , 雄性生殖细胞是通过一个密闭的管道系统到达体外。

二、生殖细胞的起源和分化

生殖细胞来源于它的前体———原始生殖细胞 ( primordial germ cell , PGC)。这些原

始生殖细胞只有经过迁移 , 进入发育中的生殖腺原基 ( genital anlage ) ———生殖嵴

( genital ridge) 才能分化为生殖细胞。原始生殖细胞的起源可以追溯到相当早期的胚胎

发育阶段。生殖质 ( germ plasm ) 在胚胎发育过程中会被逐渐分配到一定的细胞中 , 这

些具有生殖质的细胞就将分化为原始生殖细胞。不同动物的原始生殖细胞以不同的方式

进入生殖腺原基 , 在那里进行生殖细胞的分化。



(一 ) 哺乳动物生殖细胞的迁移

在发育早期 , 哺乳动物的生殖细胞没有特殊的特征。免疫组化方法显示 , 小鼠

PGCs 最初来源于原肠期中胚层的外层 , 于胚胎发育的第 7 天在原条后部的胚外中胚层

中约有 8 个 PGCs, 这些细胞体积较大 , 碱性磷酸酶染色呈阳性。如果分离去除或破坏

该区域 , 则胚胎将缺乏生殖细胞 ; 而分离这些细胞进行培养的话 , 可以发育成大量的

PGCs。在人胚胎第 3 周及小鼠胚胎第 8 . 5 天 , 此处即出现低度分化的原始生殖细胞。

哺乳动物 PGCs先在尿囊与后肠交界处附近聚集 , 以后迁移到卵黄囊附近再分成两群 ,

沿卵黄囊的尾部通过新形成的后肠 , 然后沿背侧肠系膜向上迁移 , 分别进入左右两侧生

殖嵴。人大约在妊娠 (受精后 ) 5～6 周、小鼠在妊娠 13 . 5 天时 , 原始生殖细胞迁至未

分化的生殖嵴。哺乳动物 PGCs 的迁移与其接触的上皮细胞有关 , PGCs 通过伸出的伪

足在上皮细胞表面进行阿米巴运动。原始生殖细胞在迁移的过程中也发生增殖 , 小鼠原

始生殖细胞数目在开始迁移时约为 100 个 , 到达生殖嵴时已达到 4000～5000 个。原始

生殖细胞到达生殖嵴后 , 立即发生形态和生理学的变化 , 如伪足消失、细胞迅速增殖等

(详细内容请参阅第十一章 )。

(二 ) 性别决定了生殖细胞的分化

对于大多数动物来说 , 迁移进生殖腺原基的原始生殖细胞具有两种发育潜能 , 这主

要由生殖腺内的微环境决定其分化为精子还是卵子。对于雌性哺乳动物 , 由于缺少 Y

染色体 , 随着性腺分化为卵巢 , 该生殖细胞即分化成卵原细胞 ( oogonium ) , 卵原细胞

以有丝分裂的方式进行增殖。卵原细胞边增殖边向卵巢皮质迁移 , 大约在第二代卵原细

胞时到达皮质。随后 , 卵原细胞开始进入减数分裂 , 并被次级性索细胞包裹后形成原始

卵泡。一般来说卵原细胞一旦进入减数分裂 , 就需要与性索分化出来的原始颗粒细胞相

互作用而形成原始卵泡 , 为其进一步的生长发育提供营养。如果这个过程不能顺利完

成 , 将引起卵原细胞的退化。卵原细胞进入减数分裂的时间一般是在出生前后。以小鼠

为例 , 妊娠 13 天左右开始有部分卵原细胞进入减数分裂 , 此时 , 仍有大量卵原细胞在

进行有丝分裂 , 处于有丝分裂和减数分裂同时进行的时期 ; 大约到妊娠 16 天以后绝大

多数处于减数分裂 , 而有丝分裂逐渐停止 , 到出生时原始卵泡形成后 , 卵原细胞的减数

分裂进行到双线期和偶线期时 , 阻滞在第一次减数分裂前期形成初级卵母细胞。处于第

一次减数分裂阻滞的卵母细胞在卵泡中随着卵泡的发育、增长而继续生长发育 , 体积不

断变大 , 直到在排卵前促性腺激素峰的作用下 , 阻滞的卵母细胞才恢复减数分裂 , 排出

第一极体 , 然后进入第二次减数分裂并再次阻滞在第二次减数分裂中期 (大多数哺乳动

物 ) , 直到受精后才恢复第二次减数分裂 , 排出第二极体 , 形成合子 (受精卵 )。

三、卵泡的生长和发育

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
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泡、三级卵泡和成熟卵泡的生理过程 (图 4-1 )。

图 4-1  各级卵泡的形态结构示意图 (引自 Erickson GF, 1978 )

在人胚胎发生过程中 , 原始生殖细胞产生于中胚层的尿囊 , 向卵巢迁移 , 进而增生

并分化为原始卵泡。人在初潮前 , 原始卵泡生长一直受到抑制 , 有的原始卵泡甚至到更

年期还受到抑制。在每个月经周期的开始 , 有 15～20 个原始卵泡发育成初级卵泡。但

在促性腺激素和卵巢激素的作用下 , 最终只有一个初级卵泡发育为成熟卵泡 , 其他的卵

泡都发生闭锁。成熟卵泡可以在促性腺激素峰的作用下发生排卵 , 主要是卵母细胞和包

围在其周围的卵丘细胞被排出来进入输卵管 , 而壁层颗粒细胞则还留在卵巢内。壁层颗

粒细胞和周围的膜细胞发育成黄体 , 黄体在 14 天后也发生闭锁。大概几个月之后 , 这

些黄体可以发育为白体。从初级卵泡到最后阶段的黄体 , 这个发育过程大概需要三个完

整的月经周期。

(一 ) 原始卵泡 ( primordial follicle)

原始卵泡由一个初级卵母细胞和包围在其周围的一层纺锤状原始颗粒细胞组成 , 单

层原始颗粒细胞把卵母细胞和基膜分开。原始卵泡直径约为 20～35μm , 种间差异不

大。原始卵泡内卵母细胞周围的颗粒细胞数目不等 , 牛约 24 个、绵羊 28 个、人 13 个、

小鼠 10 个 , 呈极性分布于卵母细胞周围 , 极端的颗粒细胞则较厚。原始卵泡最初出现
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的时间在动物间是不同的 , 而同一动物的原始卵泡也是逐渐形成的。小鼠在出生前、兔

在出生后 10 天、猪出生后 35 天 , 卵原细胞停止有丝分裂并进入减数分裂 , 从而转化为

卵母细胞 , 形成原始卵泡。

在人胎儿发育的第七个月 , 原始卵泡的数量达到最多 , 大约有700 万个。在出生

前 , 初级卵母细胞进入最后一轮 DNA合成 , 然后被抑制在第一次减数分裂的前期 , 直

到排卵前不久。可见 , 一个初级卵母细胞处于第一次减数分裂阻滞可长达 12 年之久 ,

有的时间会更长 , 可达 50 年。其他动物的阻滞时间分别为几十天至几十年不等 (根据

动物的生殖年限 )。

大量的原始卵泡形成后聚集在卵巢皮质部位 , 形成原始卵泡库。原始卵泡库是卵泡

发育的基础 , 它一旦形成 , 原始卵泡就逐渐依次离开卵泡库开始生长 , 贯穿动物的整个

生殖周期。原始卵泡库中的原始卵泡数量是固定的 , 不会因为每次一些卵泡的离开而重

新增加 , 其数量依动物种类的不同而异 , 出生时小鼠约为1 万个 , 人约为100 万个 , 家

畜约为几百万个 ; 到初情期 (人为青春期 ) 时 , 已降至人约4 万个、小鼠约5 000个、

牛约21 万个及猪约42 万个。

关于卵泡发育的始动以及卵泡在卵巢中结构性分布的问题 , 起初科学家认为最先进

入减数分裂并形成原始卵泡的卵母细胞最先成熟并最先排卵 , 而最后进入减数分裂的卵

母细胞最后排卵 , 即“First in , First out and Last in , Last out”学说 , 但此学说一直没

有得到实验的证实。1997 年 Byskov 等人利用小鼠胚胎期卵巢体外培养的技术证明 , 最

先形成的原始卵泡最早启动生长 , 并向卵巢髓质部迁移 , 生长卵泡的比例约占 6%左

右 , 这一点与整体卵巢卵泡发育的情况相似。并证明卵巢中原始卵泡和生长卵泡的分布

类型是在胚胎的 12 天左右就已经定型 , 如果把从 12 天以前的小鼠胚胎中分离的卵巢进

行体外培养 , 则不能形成类似成体卵巢那样的卵泡分布规律 , 说明卵泡的分布定型可能

有其内在机制。但目前尚不清楚在这一关键时期是什么因素启动了这一变化。

(二 ) 初级卵泡 ( primary follicle)

原始卵泡的生长启动后 , 卵母细胞周围的原始颗粒细胞会由扁平变为立方或高柱状

的颗粒细胞。初级卵泡被定义为多个立方体状的颗粒细胞以单层方式包围一个卵母细

胞。初级卵泡阶段的主要发育事件包括 FSH 受体的表达和卵母细胞的生长分化。

1 . FSH受体的表达

在初级卵泡的发育过程中 , 颗粒细胞上表达 FSH受体 (图 4-2)。在啮齿类动物中 ,

颗粒细胞产生的激活素 ( activin ) 可以通过自分泌/ 旁分泌的机制促进 FSH 受体的表

达。因为颗粒细胞表达 FSH 受体发生在腔前卵泡发育阶段 , 因此就会产生这样的问题 :

FSH 是否在腔前卵泡的发育中起作用 ? 对于这个基本的问题 , 答案还不清楚。但是在

动物中 , 血浆中高水平的 FSH会加速初级卵泡的发育。可见 , FSH 的升高就可能影响

初级卵泡的发育过程。目前认为 , 在初级卵泡发育阶段 , FSH 不是必需的 , 换句话说 ,

初级卵泡的发育可能并不需要 FSH 的刺激作用 , 这一点可以从摘除垂体的动物或灵长

类的实验证明 , 发现即使血液中已经没有了 FSH, 但卵巢中仍然存在一些发育的卵泡 ,
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只不过数量较少 , 且不能最终成熟。然而 FSH 可以促进更多的卵泡发育却是不争的

事实。

图 4-2  腔前卵泡发生过程中颗粒细胞的早期分化 , 包括 FSH 受体的表达

(引自 Erickson GF )

动物实验表明 , 这一过程受到激活素的自分泌/ 旁分泌调节

目前 , 对控制卵泡生长始动的因子还不知道。促性腺激素似乎并不控制这一始动过

程 , 因为在垂体摘除的动物 , 卵泡仍可以发育到腔前卵泡。在一些动物中如牛和马 (可

能还包括绵羊和山羊 ) 中 , 发情周期只有很少几个优势卵泡发育 (似乎每天只有几个卵

泡开始发育 )。而在另一些动物 , 同时会有一组卵泡同时发育 (如猪、猫和狗 ) , 似乎在

黄体期 (猪 ) 没有卵泡竞争生长波的趋势 , 或在排卵前阶段只有一群卵泡发育。这样 ,

这群卵泡的发育可能抑制或限制了原始阶段卵泡的进一步发育。很明显卵泡生长的始动

是受基因控制 , 其发育类型则反映了种间特异性。

2 . 卵母细胞的生长和分化

初级卵泡发育过程中伴随着卵母细胞体积的显著变化。在腔前卵泡阶段 , 卵母细胞

的直径可以从 25μm 增加到 120μm , 这样大的变化是卵母细胞基因组激活的结果。在

小鼠中发现 , 颗粒细胞产生的 kit 配基可以促进卵母细胞的生长。卵母细胞的一些

mRNAs被翻译后产生的蛋白也会有助于卵母细胞的生长和分化。如编码透明带蛋白的

基因被转录和翻译后 , 会产生透明带蛋白 ZP1、ZP2 和 ZP3。分泌的透明带蛋白会在接

近卵母细胞表面的地方开始发生多聚化 , 与颗粒细胞分泌的界限物质一起形成最终包围

卵子的透明带。透明带的重要作用主要表现在 ZP3 上 , 它是种属特异性的精子结合分

子 , 对于受精过程中顶体反应的诱发起着重要的作用。其他在生长卵母细胞中表达的重

要基因包括生长分化因子 9 (GDF 9 ) 和骨形态发生蛋白 15 ( BMP 15)。其中生长

分化因子 9 引起了人们的特别兴趣 , 因为在啮齿类动物中的研究已经证实 , 生长分化
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因子 9 在促进颗粒细胞增殖和膜细胞发育的过程中起着重要的作用。可见卵母细胞产

生的生长因子在调节腔前卵泡发生的过程中起着关键的作用。人的卵母细胞表达高水平

的生长分化因子 9 和骨形态发生蛋白 15 , 并且生长分化因子 9 可以在体外促进人腔

前卵泡的生长。由此可以推断出腔前卵泡的发生很可能被卵母细胞所产生的生长因子所

调节。有趣的是 , 卵母细胞表达生长分化因子 9 的失调与妇女的多囊卵巢综合征

( PCOS) 也有关系 , 其中的关系尚不得而知。

在初级卵泡的发育过程中 , 一个重要的事件就是卵母细胞和颗粒细胞间间隙连接的

形成。间隙连接是相邻细胞之间的一种可以开或关的通讯连接或电偶联通道 (亦即“门

控”通道 ) , 间隙连接通道可因构成其管壁的连接蛋白 ( connexin ) 构象的变化而发生

开闭。当间隙连接通道开放时 , 可允许分子质量小于1000 Da的营养成分 (如单糖、氨

基酸等 )、离子和参与信号传递的分子 [如 Ca
2 +
、cAM P和三磷酸肌醇 ( IP3 ) ] 等 , 在

相互连接、具有通讯能力的细胞之间进行交换。

卵泡募集后 , 卵母细胞就会表达连接蛋白 37 ( Cx37 ) , 形成间隙连接。Cx37 基因

突变常造成小鼠雌性不育 , 其病因是卵泡不能发育成熟 , 颗粒细胞在很早阶段就黄体

化 , 卵母细胞发育不到具有恢复减数分裂能力的状态。可见 , 在实验动物中 , Cx37 对

于卵泡发生和雌性的生育能力是必需的。颗粒细胞和卵母细胞通过 Cx37 连接起来 , 并

且通过这样的间隙连接物质从颗粒细胞被运送到卵母细胞。这些来源于颗粒细胞的物质

对于卵母细胞生长起着调节和营养的作用 , 也可能是促进减数分裂恢复的物质。另外 ,

卵母细胞产生的信号 , 也可以通过间隙连接传递给颗粒细胞 , 防止颗粒细胞过早分化 ,

维持颗粒细胞的发育。

(三 ) 次级卵泡 ( secondary follicle )

随着腔前卵泡发生的继续 , 卵泡的结构开始发生变化。卵泡结构的主要变化发生在

次级卵泡阶段 , 包括颗粒细胞数目的不断增多和卵泡膜细胞的形成。从初级卵泡到生长

完全的次级卵泡过程 , 是一个包括卵母细胞产生的生长因子在内的自分泌/ 旁分泌调节

的过程。

1 . 初级卵泡到次级卵泡的转变

次级卵泡的发育开始于第二层颗粒细胞的出现 , 这一过程被称为初级到次级卵泡的

转变 , 包括颗粒细胞从简单的立方上皮到分层的或假分层的柱状上皮的转变。在动物上

的实验已经证实 , 初级/ 次级卵泡阶段是卵泡发生过程的关键调节阶段 , 如在小鼠和绵

羊中 , 缺少生长分化因子 9 和骨形态发生蛋白 15 会使卵泡的生长和发育停止在初级

卵泡阶段。这说明卵母细胞产生的生长分化因子 9 和骨形态发生蛋白 15 在卵泡从初

级向次级的转变过程中起着必不可少的作用 , 这种作用可能是通过促进颗粒细胞有丝分

裂和影响颗粒细胞的排列方式来实现的。在卵泡募集后 , 会在颗粒细胞之间形成大的间

隙连接 , 连接蛋白 43 ( Cx43 ) 是在颗粒细胞上表达的主要的间隙连接蛋白。Cx43 缺失

的小鼠中 , 卵泡发生会抑制在从初级卵泡向次级卵泡的转变阶段。这些结果暗示了

Cx43 与生长分化因子 9 和骨形态发生蛋白 15 一样 , 在调控次级卵泡形成的过程中起
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着必不可少的作用。

2 . 膜细胞发育

次级卵泡的发育也表现在膜细胞的发育。在初级卵泡向次级卵泡转变的过程中 , 有

几层基质细胞样的细胞出现在基膜周围。在大鼠的一些基质样细胞中 , 会表达一种名为

骨形态发生蛋白 4 的物质 , 可以作为分化的膜细胞的功能性标记。这一重要的发现也

暗示了膜细胞在卵泡发生的很早阶段 , 即初级卵泡向次级卵泡转变的阶段 , 就开始了其

发育。随着次级卵泡的发育 , 膜细胞会分成两层 : 内膜细胞和外膜细胞 , 内膜细胞分化

成膜间质细胞 , 外膜细胞分化成平滑肌细胞。膜细胞的发育还伴随着许多小血管的生

成 , 这样围绕卵泡的血液就可以把营养物质和促性腺激素运送到正在发育的卵泡 , 同时

把卵泡产生的废物和分泌的物质运送出卵泡。当卵泡发生的腔前阶段结束后 , 一个完全

生长的次级卵泡通常包含 5 部分截然不同的结构单位 : 一个被透明带包围的生长完全的

卵母细胞、5 到 8 层的颗粒细胞、一层基膜、一层内膜和一层外膜 , 在内膜中存在着丰

富的毛细血管网 (图 4-3 )。

图 4-3  一个典型的次级卵泡 (引自 Bloom W , 1975 )

包含一个生长完全的、被透明带包围的卵母细胞 , 5 到 8 层的颗粒细胞 , 一层

基膜 , 卵泡内膜细胞和外膜细胞以及大量的血管

3 . 卵泡体细胞中促性腺激素受体的出现

为了使卵泡发育越过腔前阶段 , 颗粒细胞和膜细胞开始表达促性腺激素的受体。

FSH 和 LH 受体分别在颗粒细胞和膜细胞上表达出来。

促性腺激素受体在颗粒细胞和膜细胞上的出现导致了雌激素合成的细胞间相互作用

的形成 , 即“两激素两细胞”学说。首先膜细胞在 LH 的作用下分泌雄激素 (睾酮和雄

烯二酮 ) , 雄激素通过固有膜到达颗粒细胞 , 在这里雄激素被转化成雌激素 (雌二醇 )。

同期 , 颗粒细胞不能合成雌激素形成的前体物质雄激素 , 而膜细胞合成雌激素的能力很
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小。这个概念就是被广泛接受的雌激素合成的两细胞机制。这些雌激素对颗粒细胞有正

反馈作用 , 刺激颗粒细胞的有丝分裂 , 这样随着卵泡中颗粒细胞在其分泌物的作用下

(雌激素 ) 增生而导致卵泡的生长。

(四 ) 三级卵泡 ( tertiary follicle )

次级卵泡进一步发育成为三级卵泡。在这个时期 , 卵泡细胞分泌的液体进入卵泡细

胞和卵母细胞间隙 , 形成卵泡腔 (图 4-4 )。卵泡腔内的液体称为卵泡液 , 卵泡液是血

浆的渗出液 , 受到卵母细胞和颗粒细胞分泌产物的调节。通过卵泡液这个微环境作为媒

介 , 卵母细胞和颗粒细胞可以接受或释放调节物质。

图 4-4  早期有腔卵泡的显微照片 , 直径大约 0 . 4mm

(引自 Bloom W等 , 1975)

Antrum : 腔 ; ZP : 透明带 ; GC : 颗粒细胞 ; BL : 基膜 ; T I: 内膜细胞 ; T E:

外膜细胞 ; 箭头处示颗粒细胞有丝分裂

随着卵泡液分泌量的增多 , 卵泡腔进一步扩大 , 卵母细胞被挤到一边 , 并被包围在

一团颗粒细胞中 , 形成突于卵泡腔中的半岛 , 称为卵丘 ( cumulus)。其余的颗粒细胞则

紧贴在卵泡腔周围 , 形成卵泡壁层的颗粒细胞层。

卵泡腔形成的早晚与卵泡的发育程度有关。发育快的卵泡 , 卵泡腔形成的较早 , 而

发育晚的卵泡 , 卵泡腔的形成就较晚。因此 , 卵泡腔是否形成以及形成后的大小可以作

为评定卵泡发育程度的依据。在实验动物中 , 有两种卵泡表达的蛋白质对卵泡腔的形成

是必需的 , 分别是颗粒细胞产生的 kit配基和卵母细胞间隙连接蛋白 Cx37 , 这两种蛋白

缺少任何一种 , 都不会有卵泡腔形成 , 这样的雌性也是不育的。通常卵泡腔的大小是与

卵泡的大小成比例的。

另外一个重要的机制是随着卵泡的增大和颗粒细胞的增多 , 雌激素的分泌量增加。

雌激素的作用就是随着卵泡的进一步发育促进 FSH 受体的进一步增加。在这种情况下 ,

有腔卵泡对 FSH 变得格外敏感 , 甚至在 FSH相对稳定分泌的情况下卵泡也能生长。
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(五 ) 格拉夫卵泡 ( Graafian follicle)

格拉夫卵泡是三级卵泡进一步发育至成熟前的卵泡 , 实际上属于三级卵泡 , 包括成

熟卵泡。这种卵泡扩展达卵巢皮质的整个厚度 , 甚至突出于卵巢表面。由于格拉夫卵泡

的分级较多 , 且和现在的卵泡分级有所交叉 , 加上很多关于三级卵泡的知识是按照格拉

夫卵泡描述的 , 故本节对格拉夫卵泡作一单独介绍。

1 . 分级

按照格拉夫卵泡的大小 , 其生长和发育可大概地分为四个阶段。在妇女中 , 一个优

势卵泡都会经历小卵泡 ( 1～6mm)、中卵泡 ( 7～ 11mm)、大卵泡 (12～17mm ) 和排

卵前卵泡 ( 18～23mm) 四个阶段。而闭锁的卵泡一般都不能发育超过中卵泡阶段 , 它

们的大小在 1～10mm。其他的格拉夫卵泡的大小会由于年龄和月经周期的不同而有所

变化。

2 . 结构

形成腔以后 , 格拉夫卵泡的基本框架已经形成 , 所有的各种类型的细胞都处在它们

的适当的位置 , 只等待刺激物来引起卵泡的逐渐生长和发育。在人的卵巢中 , 格拉夫卵

泡是由相对大的卵泡组成的不均匀的家族的一员 , 它们的直径在 0 .4～23mm。虽然格

拉夫卵泡大小变化很大且会处于月经周期的不同阶段 , 但是它们的组织结构在本质上是

相同的。格拉夫卵泡的大小取决于卵泡腔的大小 , 而卵泡腔的大小又由卵泡液的量来决

定。由于卵泡大小的不同 , 卵泡液的量一般在 0 . 02～7ml。卵泡体细胞的增殖也有助于

卵泡的增大 , 在一个优势卵泡中 , 随着卵泡腔变得充满液体 , 颗粒细胞和膜细胞也会发

生大量的增殖 (高达 100 倍 ) (图 4-5)。因此 , 不断增加的卵泡液累积以及卵泡体细胞

的不断增殖对于优势卵泡的急剧生长是必不可少的。

图 4-5  在卵泡发生过程中 , 人格拉夫卵泡中颗粒细胞数量以及卵泡液体

积的变化 (引自 McNatty KP )

人排卵前卵泡的直径约 25 mm, 包含约 50 000 000 个颗粒细胞和约 7 ml 的卵泡液
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格拉夫卵泡的外膜细胞由一些同心排列的平滑肌细胞组成 , 它们受到植物性神经的

支配。该神经对于外膜细胞的生理作用还不清楚 , 可能是在卵泡排卵过程中促进平滑肌

细胞收缩而使卵母细胞从卵泡壁的破裂口中排出。

内膜细胞包含一群大的上皮细胞 , 称为膜间质细胞。这些细胞具有产生类固醇激素

活性细胞的典型超微结构特点 , 如胞质充满了脂滴、滑面内质网和线粒体有管状的嵴。

膜间质细胞上有 LH 和胰岛素的受体 , 在 LH和胰岛素的刺激下 , 它们会产生大量的雄

激素 , 主要是雄烯二酮。在格拉夫卵泡的生长过程中 , 内膜细胞会形成丰富的疏松毛细

血管网。

在格拉夫卵泡中 , 颗粒细胞和卵母细胞形成合胞体 ( syncytium ) , 合胞体的双方都

具有恰当的形状和位置。这种空间分布可以把颗粒细胞分成四个亚型 : 壁层颗粒细胞、

腔周围颗粒细胞、卵丘细胞和放射冠细胞。在格拉夫卵泡的发育过程中 , 所有的颗粒细

胞都表达 FSH 受体 , 但是由于受其位置不同的影响 , 在 FSH 的刺激下 , 它们会呈现不

同的分化状态。如壁层 (膜层 ) 颗粒细胞会表达 P450 芳香化酶和 LH 受体 , 但是腔周

围颗粒细胞、卵丘细胞和放射冠细胞却不表达 P450 芳香化酶和 LH 受体。

格拉夫卵泡中颗粒细胞的分化受到卵母细胞分泌的形态发生素的浓度梯度的调控。

在实验动物中的研究已经证明 , 卵母细胞产生的生长因子可以直接作用于颗粒细胞 , 抑

制其依赖于 FSH 的胞质分化。两个已明确的卵母细胞产生的形态发生素是生长分化因

子 9 和骨形态发生蛋白 15 , 随着格拉夫卵泡的发育 , 生长分化因子 9 和骨形态发生

蛋白 15 会形成浓度梯度信号 , 来调节颗粒细胞分化成功能不同的细胞类别。

有腔卵泡发育的后期 , FSH 和雌激素促使壁层颗粒细胞中产生 LH 受体 , 而 FSH

受体开始减少。有腔卵泡雌激素分泌的增加导致排卵前促性腺激素峰的出现。这样 , 在

发育的最后阶段 , 卵泡在 LH 的控制下排卵 , 然后开始形成黄体。

(六 ) 成熟卵泡 ( mature follicle)

卵泡发育到最大体积时 , 卵泡壁变薄 , 卵泡腔内的卵泡液体积增加到最大 , 这时的

卵泡称为成熟卵泡或排卵前卵泡 ( preovulatory follicle )。人的排卵前卵泡直径可达

25mm , 牛的排卵前卵泡直径可达 10～14mm。多胎动物在一个发情周期内 , 可有数个

至数十个原始卵泡同时发育到成熟卵泡 , 而单胎动物一般只有一个卵泡发育到成熟卵泡

并排卵。

初级卵泡、次级卵泡和三级卵泡有共同的特点———生长发育较快 , 主要表现在细胞

分裂迅速 , 体积增大明显 , 但持续的时间较长 , 通常将这三类卵泡称为生长卵泡。三级

卵泡 (格拉夫卵泡 ) 和成熟卵泡的共同特点则是都含有卵泡腔 , 因此被称为有腔卵泡

(an tral follicle)。有腔卵泡 , 特别是那些将要排卵的卵泡发育的特点是 , 体积变化很大 ,

呈级数增长。该期的变化是绝对依赖于促性腺激素的分泌。各种卵泡的相互关系可由

图 4-6表示。

上述卵泡发育过程的分类方式仅以形态学为标准 , 忽视了卵泡功能变化的独特性。

因为某一个特定时期的卵泡可能涵盖多个与生长和发育相关的非常关键的变化 , 仅用结

构上的分类很容易掩盖这些变化的功能独特性 , 不利于了解卵泡发育的调节。为了避免
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图 4-6  各种类型卵泡的相互关系 (改自郑行等 , 1994)

这种分类方式中的种种缺陷 , Sccramuzzi等根据卵泡对促性腺激素的依赖性和敏感性提

出新的分级模式 , 将卵泡分为五级 , 即 : 静止卵泡 ( quiescent follicle ) 相当于原始卵

泡 ; 始动生长的卵泡 (committed follicle) 包括腔前卵泡和有腔卵泡 ; 对促性腺激素有

反应的卵泡 ( gonadotropin-responsive follicle ) ; 促性腺激素依赖性卵泡 ( gonadotropin -

dependent follicle) 和排卵卵泡 ( ovulatory follicle )。按照这种分类方式所划分的各级卵

泡之间的界限不是绝对孤立的 , 因为卵泡的生长发育过程是一个连续的过程。如腔前卵

泡到有腔卵泡这一阶段也属于对促性腺激素有反应的卵泡 , 格拉夫卵泡和排卵卵泡属于

促性腺激素依赖性卵泡。

四、卵泡发生和募集

(一 ) 卵泡发生 ( folliculogenesis)

  卵泡发生开始于募集一个或多个原始卵泡到生长卵泡库 , 终止于排卵或者卵泡闭

锁。在人类 , 卵泡发生会经历一个很长的过程 , 几乎需要一年的时间才能使一个原始卵

泡生长发育到排卵阶段。卵泡发生可分为两个阶段 , 第一个阶段称为腔前或促性腺激素

不依赖的阶段 , 这个阶段的特征是卵母细胞的生长和分化。第二个阶段称为有腔或促性

腺激素依赖的阶段 , 这个阶段的特征是卵泡本身体积的迅速增大 (可达约 25mm )。腔

前卵泡阶段由局部产生的生长因子通过自分泌或旁分泌的形式来调节。有腔卵泡阶段既

有 FSH和 LH的调节 , 又有生长因子的调节。对于生长因子的作用 , 引起了人们的很

大关注 , 因为它既可以刺激细胞的增殖 , 又可以调节促性腺激素的作用。现在这个领域

中所面临的挑战是确定卵巢生长因子通路是如何负向地或正向地调节卵泡发生、排卵和

黄体的生成。

卵泡发生的过程起始于卵巢的皮质内 , 卵泡发生可以被看作是一个通过细胞增殖和

细胞分化来连续获得更高水平组织结构的过程。卵泡发生包括四个主要的发育事件 :

①原始卵泡的募集 ; ②腔前卵泡的发育 ; ③有腔卵泡的选择和生长 ; ④卵泡的闭锁。
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(二 ) 卵泡募集 ( recruitment )

卵泡从受抑制的原始卵泡进入生长卵泡的过程被称为卵泡募集 , 或称为原始卵泡到

图 4-7  在妇女中 , 所有的原始卵泡在妊娠的第

6 到第 9个月形成 , 在这期间会有大量的卵泡发

生凋亡 (引自 Baker TG, 1971)

随着卵泡的不断募集 , 到更年期 (约 50 岁 ) 时 , 只剩

下非常少的卵泡

初级卵泡的转变。人胎儿的一些原始卵泡在

它们形成后不久就被募集 , 启动生长。卵泡

募集会一直持续到更年期之后 , 这时卵巢中

的原始卵泡已经被耗尽 (图 4-7 )。在妇女

30 岁之前 , 原始卵泡的募集维持在相对恒

定的比率。但是当卵巢储备到达一个临界数

目 (约25 000) 时 (此时妇女的年龄在 37 . 5

±1 .2 岁 ) , 原始卵泡丢失的速率会加快 2

倍 (图 4-8 )。生育能力也会随着卵巢储备加

速丢失而下降。妇女 36 岁之后 , 血液中

FSH水平会随着年龄的增大而升高 , 这可

能会引起卵泡募集加速以及生育力的下降。

一般来说 , 血浆中高水平的 FSH 会加速初

级卵泡到次级卵泡的转变。

颗粒细胞形状从扁平状变成立方体状

以及其有丝分裂能力的获得是卵泡募集的组

织学特点 , 紧接着便是基因的激活和卵母细

胞的生长。可见 , 卵泡体细胞对于卵泡募集

起着非常重要的作用。在动物中 , 卵泡募集

由正向和负向调节因子同时调节。目前所知道的三个卵泡募集的活化剂分别是 : 颗粒细

胞产生的 kit配基 , 膜细胞产生的骨形态发生蛋白 7 和血浆中高水平的 FSH。抗缪勒

氏管激素 ( anti-mullerian hormone, AMH) 则可以抑制卵泡募集。在啮齿类动物中 , kit

配基可以促进卵母细胞的生长 , 这可能是最早由颗粒细胞产生的因子参与最初激活机制

的一部分。此外 , Kit 的分泌还可以作为卵母细胞生长的刺激物。尽管卵泡募集在临床

上很重要 , 但现在对于卵泡究竟是怎样募集的还不清楚。

在卵泡形成后 , 部分原始卵泡脱离原始卵泡库 , 开始缓慢生长 , 即所谓的原始卵泡

募集的启动 ( initial recruitment )。在每个发情周期中 , 当内分泌环境 (主要是指促性腺

激素分泌情况 ) 发生变化时 , 能够对这种变化发生应答的已启动募集的 (有腔 ) 卵泡开

始加快生长。这就是所谓的周期募集 ( cyclic recruitment )。启动募集和周期募集的区别

见表 4-1。Hirshfield 认为 , 启动募集与周期募集之间存在一个明显的“障碍”。启动募

集的卵泡能否参与周期募集的关键在于能否跨越这一障碍 , 而跨越障碍的决定因素是能

否获得对促性腺激素的反应能力。Hirshfield 的研究发现 , 牛卵泡大规模闭锁多发生于

颗粒细胞增殖至 10～13 层时 , 而牛通常具有 14～15 层颗粒细胞 , 小鼠的卵泡闭锁大都

发生在颗粒细胞增至 8～9 层时 , 大致也处于倒数第二层颗粒细胞产生时。由此看来 ,

哺乳动物的大规模卵泡闭锁多发生于倒数第二层颗粒细胞产生时。这表明此阶段正是两
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图 4-8  妇女中腔前卵泡数量的减少与年龄呈双指数关系

(引自 Faddy MJ, 1992)

卵泡募集导致腔前卵泡的不断减少 , 从出生时的约1 000 000减少到 37 岁时的

约25 000。在 37 岁时 , 腔前卵泡的丢失速率增加 2 倍 , 到更年期 (平均年龄

  51 岁 ) 时 , 妇女卵巢中的腔前卵泡的数量仅剩约1 000个

种募集的交界处 , 如果此时 FSH 升高 , 就有部分卵泡要参与周期募集。

表 4-1  启动募集和周期募集比较

启动募集 周期募集

卵泡发育阶段 原始卵泡 有腔卵泡

起作用的激素 未定 F SH

未募集卵泡的命运 休眠 凋亡

发生时间 卵泡形成后持续终生 成熟后周期性进行

卵母细胞的状态 开始生长但不能完成 GVBD 完成生长 , 能够发生 G VBD

卵泡周期募集与启动募集的最大区别在于起始动力的不同。周期募集要以促性腺激

素峰作为启动信号 , 而启动募集时则没有激素的明显变化。启动募集似乎是一种体内自

发的过程。但近年来的研究发现 , 提高 FSH/ 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。然而 , 由于在启动募集期间卵泡尚无 FSH

受体表达 , 故 FSH 以何种方式起作用还不清楚。Wandji 等发现 , 切除垂体的动物其原

始卵泡依然能够发育到周期募集前。这说明 , 虽然促性腺激素能促进原始卵泡的发育 ,

但并非起主导作用 , 卵巢中某些未知的因子才是调节启动募集的关键。近来有人证明 ,

这种未知因子有可能是表皮生长因子 ( EGF ) 和抑制素。周期募集需要启动信号的参与

才能发生。现在证明这种启动信号是血浆中的 FSH 浓度升高。对牛进行的研究中发现 ,

每个卵泡波前都有一个 FSH 浓度上升的过程。在对其他动物的研究中也发现了类似的

现象。这说明 FSH峰是卵泡波出现的先决条件。摘除动物垂体或破坏 FSH 在体内生理
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条件下的分泌波动会导致卵泡不能进行周期募集或周期募集失控。用抑制素降低 FSH

的浓度 , 可以阻碍卵泡的募集并推迟下一个卵泡波的出现。同样 , 人为提高 FSH 浓度

可使更多的卵泡参与周期募集。但是 , 为什么参与了启动募集的卵泡并不能都参与周期

募集呢 ? 这可能与卵泡生长中 FSH 受体表达的数量有关。表达 FSH 受体多的卵泡 , 在

较低的 FSH 浓度下具有较高的 FSH 利用率 , FSH 受体少的卵泡则正好相反。因此 , 参

与启动募集的卵泡由于 FSH 受体表达的分化而导致两种截然不同的命运 , 即参与周期

募集或闭锁 (图 4-9 )。

图 4-9  卵泡的启动募集和周期募集 (引自吴延光等 , 2002)

五、卵泡选择和闭锁

(一 ) 卵 泡 选 择

1 . 卵泡选择现象

  在妇女正常的月经周期中 , 在黄体期末会从一群三级卵泡中选择出一个优势卵泡。

在黄体期中期后 , 一个卵泡波中所有卵泡的颗粒细胞的有丝分裂的速率会急剧升高 (2

倍 ) , 这暗示了黄体退化会以某种方式加强格拉夫卵泡中颗粒细胞的有丝分裂。选择发

生的最先特征是 , 一群卵泡的颗粒细胞以相对快的速率进行增殖 , 而另一群卵泡的颗粒

细胞却以很慢的速率增殖。这种结果大概发生在月经来潮时 , 之后格拉夫卵泡的发育过

程中 , 颗粒细胞和膜细胞都维持高的有丝分裂速率。随着卵泡期的继续 , 优势卵泡快速

地生长 , 在 1～5 天时达到 6 . 9±0 .5 mm , 6～10 天时达到 13 . 7±1 .2 mm , 11～14 天时

达到 18 .8±0 . 5 mm。而其他的非优势格拉夫卵泡则生长很缓慢。

优势卵泡的发育可以分为三个阶段 : ①募集期 , ②选择期 , ③优势期 (图 4-10 )。

从第 1 到第 4 个月经周期 , 在 FSH 的作用下 , 会有一批卵泡从未增殖的卵泡库中得到

募集。从第 5 到第 7 个月经周期 , 会有一个卵泡从被募集的一批卵泡中选择出来 , 其他
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的卵泡都发生了闭锁。到第 8 个月经周期 , 这个被选择的卵泡就会发挥它的主导作用来

促进其自身的生长 , 抑制卵巢内其他卵泡的成熟。

图 4-10  优势卵泡的募集、选择和排卵的时间过

程 , 卵泡波中的其他卵泡都发生闭锁

(引自 Hodgen GD, 1982)

D F: 优势卵泡 ( domina nt follicle )

在非灵长类的其他大动物 (指黄体期

与卵泡期重叠的动物 ) , 排卵卵泡的选择发

生在黄体期。有关黄体期卵泡发育的概念

是由早期的科学家 Rajakowski 提出的 , 他

描述了牛发情周期中期的卵泡。利用超声

波示波器 , 可以在牛和马的黄体期鉴定卵

泡的生长和退化。在牛的黄体期中只有几

个大的优势卵泡生长发育。在某种程度上 ,

卵泡闭锁通常发生在下一个卵泡开始生长

之前。第一个优势卵泡的退化大约在黄体

期的中期 , 同时伴随着第二个优势卵泡开

始快速生长。不论第二个优势卵泡是否是

排卵卵泡或者第三个优势卵泡是否为排卵

卵泡 , 都依赖于黄体退化时卵泡所处的发

育时期 (图 4-11 )。如果第二个优势卵泡在

黄体退化时已经开始退化 , 那么第三个优

势卵泡则发育成排卵卵泡。可见排卵卵泡

的选择是看在黄体退化开始时哪个卵泡还

处于发育阶段。有腔卵泡发育到排卵时的

周期在家畜中约为 10 天 , 在灵长类要稍微长一些。

图 4-11  牛卵泡发育与黄体发育的关系 (改自王建辰 , 1997)

从超声波学和内分泌研究看 , 似乎在大家畜中有腔卵泡的最后发育有两个不同的时

期。第一期是相对慢的 (约 4～5 天 ) , 紧接着是第二期 , 后者是加速生长期 (大约也是

4～5 天 ) , 直到排卵。卵泡发育的最后生长期能够在黄体期始动 , 可见这一时期的卵泡

始动是在促性腺激素释放 (在黄体期 ) 相对慢的波动频率影响下发生的。促性腺激素释

放频率的下降是因为孕酮具有抑制促性腺激素分泌波频率的作用。而卵泡的快速生长需

要促性腺激素释放波的快速频率出现在快要排卵的第 3 或第 4 天时。这个时间和黄体退
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化开始相联系 , 此时由于孕酮下降而雌激素因卵泡的发育分泌增加 , 促使促性腺激素分

泌的波动频率增加。

2 . 卵泡选择的调控

FSH 在卵泡选择和优势卵泡的发育过程中起着必不可少的作用。FSH 调节卵泡选

择的基本机制是刺激颗粒细胞上 FSH 受体信号转导通路。尽管 LH 对卵泡选择不是必

需的 , 但是它在调节优势卵泡的形成过程中也起着相当重要的作用 , LH 主要是通过促

进芳香化酶底物———雄烯二醇的表达来起作用的。想要了解周期中优势卵泡的发育 , 我

们要分别了解颗粒细胞上 FSH 的作用和膜间质细胞上 LH 的作用。

(1 ) FSH 对颗粒细胞的作用

FSH 受体是一个调节异源三聚体 G蛋白的跨膜受体超家族的一部分。人的 FSH 受

体包括 678 个氨基酸 (相对分子质量为76 465) , 包括三个结构域 : ①胞外的 NH2 末端

配基结合结构域 , 有 6 个潜在的 N连接的糖基化位点和位于胞外与跨膜结构域交接处

的一簇半胱氨酸 ; ②跨膜生成的结构域 , 由 7 个疏水螺旋组成 , 可以把受体锚定在质膜

上 ; ③胞内 COOH 端结构域 , 含有很高比例的丝氨酸和苏氨酸残基。其中胞内区域氨

基酸的磷酸化在 FSH 受体的脱敏化和下调方面起着重要的作用。

在卵泡期 , 随着卵泡的生长和颗粒细胞的增多 , 血清中雌激素的水平也会升高。

FSH 受体只存在于颗粒细胞膜上面 , 在黄体期晚期升高的 FSH 水平会导致颗粒细胞膜

上 FSH 受体的增多 , 并且最终使颗粒细胞分泌的雌激素增加。FSH 受体数目的增加并

不是因为每个颗粒细胞上 FSH 受体的数量增加 , 而是因为颗粒细胞总体数量的增加。

在次级卵泡中 , 每个颗粒细胞膜上大约有 1500 个 FSH受体 , 并且卵泡在其后的发育过

程中 , FSH 受体数目保持相对的恒定。雌激素水平的升高也会增加 FSH 受体的数目 ,

在雌激素存在的情况下 , FSH 会促进颗粒细胞上 LH 受体的增加 , 从而使颗粒细胞能分

泌少量的孕酮和 17 羟孕酮 , 这些分泌的孕酮和 17 羟孕酮又会正反馈于垂体 , 使垂体

增加 LH 的释放。FSH 还可以刺激几个甾类激素生成酶 , 包括 CYP19、P450 芳香化酶

( P450arom) 和 3 β 羟基类固醇脱氢酶活性的升高。

FSH 在颗粒细胞中的信号级联如图 4-12 所示。FSH 以很高的活性和它的受体结

合 , FSH 和受体的结合开始于受体构型的变化 , 激活 G蛋白 , GTP 会替换和αGs 亚单

位结合的 GDP。此时有活性的αGs-GTP 会从 G 蛋白复合物上脱离下来 , 游离的αGs-

GT P和腺苷酸环化酶 (AC) 相互作用产生第二信使 cAMP , cAMP 又和 PKA 的调节亚

基 ( R) 结合 , 使 PKA分离为二聚体的调节亚基和两个游离的催化亚基 ( C)。催化亚

基可以磷酸化 CREB 和 CREM 蛋白中的丝氨酸和苏氨酸残基 , 这些蛋白被磷酸化之后

可以和称为 cAMP的应答元件的上游 DNA 调节元件结合 , 从而调节基因的活性。FSH

对颗粒细胞不同基因活性的调控是优势卵泡能够生长发育到排卵前阶段的基础。

颗粒细胞的有丝分裂和持续的快速增殖是处在发育中的优势卵泡的一个特征。在整

个卵泡期 , 颗粒细胞的数目从开始选择时的 1 × 10
6
增加到排卵前阶段的 50 × 10

6
。其

中 , FSH 是颗粒细胞增殖的直接刺激物 , 另外生长因子也会促进或抑制颗粒细胞的有

丝分裂。因此 FSH 可能和生长因子相互作用来调节颗粒细胞的增殖。
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图 4-12  FSH 在优势卵泡颗粒细胞中的信号转导通路 (改自 Erickson GF , 1994)

F SH 和其受体蛋白结合后会导致异源三聚体的 G 蛋白发生构象变化 , 有活性的αGs-G TP 会和其效应蛋白腺苷酸

环化酶作用 , 产生 cAM P。产生的 cAMP 和 PKA 结合并激活 PKA, 激活的 PKA 会使底物蛋白发生磷酸化 , 进

而刺激编码 P450 芳香化酶和 LH 受体的基因转录 , 同时激活有丝分裂和卵泡液的形成

(2 ) 芳香化酶的表达

随着优势卵泡的生长 , 颗粒细胞获得产生大量雌二醇的能力。FSH 诱导颗粒细胞

P450 芳香化酶的表达是卵泡获得产生雌激素能力的原因。当卵泡达到约 1mm 和处于次

级卵泡时 , 就可以检测到 P450 芳香化酶 , 而这只发生在优势卵泡上。P450 芳香化酶的

活性会不断地升高 , 在卵泡期最后阶段的排卵前卵泡的颗粒细胞中 , P450 芳香化酶的

活性已经达到非常高的水平。在从初级卵泡到排卵前卵泡的颗粒细胞中 , I 型 17 羟基

类固醇脱氢酶 ( 17 HSD) 也有表达。由于 P450 芳香化酶和 17 羟基类固醇脱氢酶的

表达 , 颗粒细胞在转化膜细胞产生的雄烯二醇为雌二醇方面具有很高的活性。在月经周

期的第 7 到第 12 天 , 随着 P450 芳香化酶基因表达水平的不断升高 , 优势卵泡分泌的雌

二醇的量才得以不断增加。

(3 ) LH对膜间质细胞的作用

排卵前卵泡要获得对 LH 峰发生反应的能力才能发生排卵 , 其颗粒细胞上则必须表

达 LH 受体。FSH 在诱导颗粒细胞产生 LH受体的过程中起着重要的作用。与类固醇激

素快速合成调节蛋白 ( StAR )、P450 侧链裂解酶 ( P450scc) 以及 3 羟基类固醇脱氢酶

(3 HSD) 相似 , LH 受体的表达在卵泡期末期之前也一直受到抑制。在实验动物中的

研究表明 , 卵母细胞产生的抑制因子会抑制 FSH 诱导的颗粒细胞上 LH 受体的表达。
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这种现象的解释是 , 卵母细胞抑制发育中的格拉夫卵泡的颗粒细胞中的 LH 受体的表

达 , 这种抑制一直到排卵前阶段才停止 , 但对这一抑制因子目前尚不清楚。

和 FSH受体一样 , LH 受体也是一个调节异源三聚体 G 蛋白的跨膜受体超家族的

一部分。成熟的 LH 受体包含一个长的胞外 NH2 末端配基结合结构域 ; 一个跨膜结构

域 , 包含 7 个疏水螺旋 , 把 LH 受体和质膜连接在一起 ; 一个胞内 COOH 末端结构域 ,

可以和第三个胞内环 I3 的残基相互作用激活 G蛋白。胞内 COOH 末端结构域包含潜在

的磷酸化位点 , 可以被蛋白激酶 C ( PKC) 磷酸化。已经有一些短型的 LH 受体被鉴定

出来 , 它们缺失跨膜结构域。现在还不知道这种短型 LH 受体是否和 LH 结合。但是 ,

如果它们真能结合的话 , 就可以影响并进而调节细胞对 LH 的反应。

LH受体信号转导机制是和 G蛋白偶联的。和 FSH 的作用信号通路相似 , LH 信号

通路中的第二信使分子会参与激活通路中的基因 , 最终会导致雄烯二酮的生物合成。至

少存在三种机制可以终止 LH 信号通路。首先 , 是终止发生在结合的 GTP 被水解成

GDP时的 G蛋白信号。GT Pase 活性存在于αGs 分子本身 , αGs 是一个内在的 GT Pase。

没有活性的αGs-GDP 和复合物再度结合后会终止腺苷酸环化酶的活性。第二 , cAMP

可以被环核苷酸磷酸二酯酶 ( phosphodiesterase , PDE) 降解掉。第三 , 磷脂酶 A2 可以

通过对磷酸丝氨酸和磷酸苏氨酸的脱磷酸化来终止底物蛋白的活性。

(4 ) 雄激素的产生

大概在卵泡腔形成的时候 , 膜间质细胞开始呈现它们的分化型状态。这一过程包含

一系列基因的表达 , 包括 LH 受体、胰岛素受体、脂蛋白受体 ( HDL , LDL )、类固醇

激素快速合成调节蛋白、P450 侧链裂解酶、3 羟基类固醇脱氢酶和 P450c17 基因。由

于这些基因的表达 , 膜间质细胞开始有能力产生雄烯二酮 (图 4-13 )。所有格拉夫卵泡

的膜细胞呈现这种分化型状态具有重要的意义 , 这意味着所有的有腔卵泡都有能力表达

雄烯二酮 , 而在发育中的格拉夫卵泡液中存在高浓度 (约 1ng/ ml ) 的雄烯二酮也证明

了这一点。LH是膜间质细胞胞质分化最重要的效应器 , 而胰岛素和脂蛋白可以和 LH

协同作用加强这一过程。

目前 , 已经鉴定出各种各样的调节配基和生长因子 , 具有调节哺乳动物膜细胞雄

激素产生的能力 , 包括胰岛素、胰岛素样生长因子 I ( IGF-I )、脂蛋白、激活素、抑制

素、生长分化因子 9 和骨形态发生蛋白 4 等。除了胰岛素外 , 其他调节分子的作用还

不清楚。具有酪氨酸蛋白激酶活性的胰岛素受体在人的颗粒细胞上表达 , 而且已经证明

胰岛素本身和胰岛素信号转导通路可以刺激雄烯二酮的产生。但重要的是胰岛素还可以

和 LH 协同作用来进一步加强雄激素的生物合成。在一些妇女中 , 高胰岛素血症会导致

雄激素过多症 , 这样的事实也说明了胰岛素功能上的重要性。在啮齿类动物中的观察表

明 , LDL 和 HDL 可以促进人膜间质细胞类固醇激素的产生 , 而且可以和 LH协作进一

步增加类固醇激素的产生。目前 , 对 LDL 和 HDL 促进雄激素产生的生理意义还不清

楚 , 但是值得注意的是 , HDL是目前所知道的能够促进雄激素产生的最有效的刺激因

子。激活素和抑制素能够分别抑制和促进体外培养的人膜间质细胞性激素的产生。最近

的研究发现 , 生长分化因子 9 和骨形态发生蛋白 4 可以和培养的人膜细胞相互作用来

抑制雄激素的生物合成。对于以上各种配基和因子的作用 , 到底哪些适合生理和病理的

情况还不清楚。
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图 4-13  膜间质细胞产生雄激素的调节机制 (引自 Erickson GF , 1993)

雄烯二酮产生的主要调节剂是 L H、胰岛素和脂蛋白 , L H 受体/ cAMP/ 蛋白激酶 A

( PKA ) 信号通路可以诱导雄烯二酮生物合成通路中特定基因的表达 , 而胰岛素受体/

蛋白酪氨酸激酶 ( PT K ) 信号可以明显地加强这一过程。脂蛋白是膜细胞雄激素合成

 的激活剂 , 主要是通过提高细胞内胆固醇的量来起作用的

(5 )“两细胞 , 两促性腺激素”假说

优势卵泡产生雌二醇的生理机制被称为“两细胞 , 两促性腺激素”假说 (图4-14 )。

即 LH 被运送到膜间质细胞后会导致雄烯二酮的合成和分泌。雄激素的分泌量也反映出

膜细胞中其他调节分子的存在 , 这些调节分子包括胰岛素、胰岛素样生长因子 I、脂蛋

白、激活素和抑制素等。膜细胞产生的雄烯二酮会通过基膜扩散到颗粒细胞中 , 并在那

里积累。而颗粒细胞在 FSH 的刺激下会诱导 P450 芳香化酶的产生 , 雄烯二酮会被

P450 芳香化酶催化生成雌酮 , 雌酮又在 17β 羟基类固醇脱氢酶 ( 17β-HSD) 的作用下

转化为雌二醇。

FSH 对优势卵泡的选择 , 一方面与血清中 FSH 的浓度有关 , 另一方面与卵泡对

FSH 的敏感性有关。生长中的卵泡如果由于 FSH分泌量不足或是由于其本身对 FSH 不

敏感均会导致卵泡的闭锁。在卵泡发育早期 , FSH 水平提高 , 会诱导一定数量的早期

卵泡继续生长发育。从理论上讲 , 此时 FSH 水平应超过卵泡对 FSH 最敏感的阈值 , 但

也不可过高 , 这样会导致一些弱敏感性的卵泡也会被刺激生长发育。在中后期 , 在

FSH水平下降和卵泡分化导致对 FSH 敏感性差异的共同作用下优势卵泡的数目下降 ,

只有少数优势卵泡获得了对 FSH 敏感的能力 , 其他的则失去了这种能力。这种卵泡敏

感性的分化是内分泌、旁分泌和自分泌几种因素共同作用的结果 , 卵泡敏感性的分化增

强了 FSH 水平下降引起的效果。最敏感的卵泡最终发育成为优势卵泡 , 其他的则发生

闭锁。

卵泡选择的机制包括血浆中 FSH 水平的继发性 (第二次 ) 升高。在妇女的月经周
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图 4-14  调节雌激素合成的“两细胞 , 两促性腺激素”假说 (引自 Wilson JD 等 , 1998 )

期中 , FSH 水平的继发性升高开始于血浆中孕酮的水平下降到基础水平的前几天 , 这

个时期处在黄体期的末期。研究表明 , 孕酮浓度的降低以及黄体产生的抑制素 A 降低

是引起 FSH 水平继发性升高和优势卵泡选择的主要因素 (图 4-15)。

图 4-15  在妇女中 , 黄体期 卵泡期转变过程中抑制素 A、抑制素 B、

FSH、雌二醇和孕酮的水平变化 (引自 Welt CK , 1997 )

月经来潮日定为第 0 天

FSH 水平的继发性升高会引起优势卵泡的卵泡液微环境中 FSH 水平的升高。人健
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康的优势卵泡液中 FSH的平均浓度可高达 3 .2 mIU/ ml (约 143ng/ ml)。相反 , 在非优

势卵泡中 , 卵泡液中 FSH水平很低或根本就检测不到。FSH 进入卵泡液中 , 提供了卵

泡选择的专一性诱导。但是目前在生殖医学中还有一个重要的问题没有得到解答 , 那就

是一群卵泡如何有能力将高水平的 FSH 浓缩到它们的微环境中。

尽管上述研究在某种程度上揭示了优势卵泡选择的机理 , 但目前关于优势卵泡如何

维持其主导地位的机理仍不十分清楚。但普遍接受的机理或可能的方式之一就是优势卵

泡能够分泌抑制其他有腔卵泡发育的物质。其中之一是抑制素 (颗粒细胞分泌的肽类激

素 ) , 抑制素 (主要是抑制素 B) 可抑制 FSH 的分泌。优势卵泡可以补偿低 FSH 水平并

继续发育的原因是它本身已具有比其他卵泡多得多的 FSH 受体。一旦进入快速生长期 ,

则卵泡的发育是不可阻挡的 , 否则卵泡将死亡。如果快速生长的有腔卵泡没有得到合适

的促性腺激素的环境 , 卵泡就会立刻发生闭锁。闭锁卵泡被炎症细胞侵入 , 卵泡最终被

结缔组织充盈 , 即卵泡处形成卵巢斑。

(二 ) 卵泡闭锁 ( follicular atresia )

1 . 卵泡闭锁的现象

  在哺乳动物中 , 99 .9 %的卵泡 (卵母细胞 ) 都闭锁死亡 , 这对于维持卵巢内环境的

稳定具有重要意义。闭锁的基本特征就是激活卵母细胞和颗粒细胞的凋亡。人卵泡闭锁

早在 6 个月龄的胚胎中就已发生 , 并在一生中持续进行 , 结果使卵巢中的卵泡数量大大

减少 , 以致出生时丢失了约 80% 的卵泡。生育期仅有 400 个左右卵泡能正常发育、成

熟、排卵 , 其余的卵泡都发生了闭锁。人卵泡闭锁可出现在不同发育时期。原始卵泡闭

锁少见 , 初级卵泡闭锁最多 , 其形态学特征是 : 卵母细胞核固缩 , 染色体及胞质溶解 ,

颗粒细胞层减少 , 卵泡膜细胞肥大 , 胞质内出现类脂质、黄素化 , 并散布在结缔组织

中。以后卵母细胞退化 , 颗粒细胞和卵泡膜细胞演变成纤维体 , 可被卵泡间质吸收 ; 生

化特征是 : 颗粒细胞产生的雌激素减少 , 孕酮生成增加 , 促性腺激素受体数目减少 ,

IGF 结合蛋白表达增强。另外 , 还可观察到闭锁卵泡中间隙连接蛋白 43 表达下降 , 以

及硫酸糖蛋白 SP22 表达增强等。

有关卵泡闭锁的机理目前还很不清楚 , 这也是研究的热点之一。现有的大量研究表

明 , 卵泡闭锁是一个非常复杂的过程。在这一过程中有许多激素与因子参与。

2 . 卵泡闭锁的调控

(1 ) 促性腺激素释放激素 ( GnRH) 的作用

  GnRH 对卵泡的生长发育主要通过两个途径进行调节。一方面 GnRH 与垂体前叶

的促性腺激素分泌细胞的细胞膜上的特异性受体结合 , 通过激活腺苷酸环化酶-cAMP

蛋白酶体系促进 LH 和 FSH 的合成与释放 , 从而调节卵泡的生长。从这一面来说 ,

GnRH 在卵泡的形成过程中起着促进作用 ; 而另一方面 , 卵巢上也存在有少量的 GnRH

受体 , GnRH 与这些受体结合后 , 则能抑制卵泡的生长 , 导致卵泡的闭锁。可见 ,

GnRH 具有促进和抑制卵泡生长发育两方面的作用。给小鼠注射 20mg 的 GnRH 拮抗剂

(GnRH2a) 后 , 在发情后期阻止了排卵并且使卵泡在排卵前发生闭锁 , 闭锁率会随注射
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GnRH2a 剂量的增加而提高。注射 GnRH2a 后的卵泡分离培养 24 h 时 , 雌二醇分泌量

和正常发情后期的卵泡相比明显减少 , 并具有剂量依赖性。另外 , GnRH2a 可协同人绝

经期促性腺激素 ( HMG) 阻止卵泡的闭锁 , 提高卵泡的发育。这主要是通过减少雄激

素的积累 , 提高雌二醇的量来达到这一目的。

(2 ) 促性腺激素的作用

实验证实 , FSH 能促进卵泡发育、卵泡细胞增生及抑制卵泡的闭锁。大鼠及仓鼠

大部分排卵前的卵泡闭锁是促性腺激素分泌不适造成的。在发情前期去除垂体或给予促

性腺激素抗体 , 发现前者在 48h 内 , 后者在 3～4 天内使卵泡发生闭锁。给予外源性促

性腺激素可挽救早期的闭锁卵泡 , 说明促性腺激素能够抑制卵泡凋亡。促性腺激素抑制

凋亡的作用也许是通过降低胰岛素生长因子结合蛋白 ( IGFBP ) 的产生及刺激 IGF 1

的产生来实现的 , 使 IGF 1 的生物利用性增高。在检测卵巢 DNA 片段中 , 发现用

FSH 处理垂体切除及垂体未切除的未成熟大鼠 , 均可抑制卵泡中颗粒细胞的凋亡。

(3 ) IGF 1 及其结合蛋白 ( IGFBP) 的作用

卵巢产生的 IGF 1 及 IGFBP 在卵泡发育中起重要作用。早期研究证实 IGF 1 受

体存在于颗粒细胞内 , FSH、GH 可增加体内 IGF 1 水平。 IGF 1 能抑制大鼠颗粒细

胞的凋亡。存在于卵泡液中由颗粒细胞中合成的 IGFBP , 能结合 IGF 1 , 解除 IGF 1

的凋亡抑制作用 , 且能决定猪发情期卵泡是排卵还是闭锁。 IGF 1 和促性腺激素协同

刺激卵泡成熟 , 而 IGFBP则起对抗作用。卵泡的发育和闭锁与 IGFBP活性有关。 IGF-

BP的活性依赖于 Zn
2 +
、Ca

2 +
的氯化物 , 且能被 EDTA强烈抑制。正常健康卵泡及闭锁

卵泡中 , 丝氨酸蛋白酶均参与 IGFBP 的降解。 IGFBP 2 mRNA 主要在正常健康卵泡

中 , 在靠近基底膜的颗粒细胞中比靠近腔及卵母细胞的颗粒细胞中表达要高。 IGFBP

4 mRNA 在大、小卵泡中无变化。而 IGFBP 5 mRNA 在大卵泡中的表达要低于小卵

泡。在闭锁卵泡中 , 颗粒细胞内的 IGFBP 2 mRNA、 IGFBP 5 mRNA 表达增强 , 而

卵泡膜细胞中则是 IGFBP 2 mRNA、 IGFBP 4 mRNA 表达增强。早期闭锁卵泡中

IGFBP 2 mRNA、IGFBP 5 mRNA 表达增强 , 而无 IGFBP 4 mRNA 表达。晚期闭

锁卵泡中 , IGFBP 2 mRNA、 IGFBP 5 mRNA表达进一步增强 , IGFBP 4 mRNA 亦

表达 , 且 IGFBP 2 mRNA、 IGFBP 5 mRNA 的表达比 IGFBP 4 mRNA的表达要早。

以上结果说明卵泡闭锁时 , IGFBP 2 mRNA 在闭锁卵泡液的浓度比正常卵泡高 , 且

IGFBP 2 mRNA浓度与凋亡的颗粒细胞百分数成正相关关系 , 这提示在卵泡闭锁过程

中 IGFBP 2 mRNA有一定的调节作用。另外 , IGFBP 2 mRNA在大小卵泡中含量也

不一 , 在小卵泡中含量高 , 且小卵泡闭锁的比率也最大。FSH 在体外能刺激猪 IGF 1

的产生 , 阻止 IGFBP 的生成。降低 FSH 浓度会导致 IGF 1 含量及活性均下降 , 而

IGFBP生成增加。 IGFBP 2 mRNA在体内依赖于 FSH 活性 , 进一步说明 FSH 参与调

节 IGF 系统 , 进而参与卵泡的发育与闭锁。

(4 ) 雄激素和雌激素的作用

大鼠实验证明 , 雌激素能促进卵泡的生长及颗粒细胞的分裂与增殖 , 而雄激素则刺

激颗粒细胞黄体酮的产生及促进腔前和有腔卵泡闭锁。闭锁卵泡的卵泡液中 , 雄激素/

雌激素的比值升高。分析用雌激素、雄激素处理的大鼠卵巢内 DNA 片段发现 , 雌激素

能抑制腔前和有腔卵泡颗粒细胞的凋亡 , 而对卵泡膜细胞及原始卵泡、初级卵泡的凋亡
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无明显作用。雌激素抗闭锁作用可被睾酮抑制。人雄激素受体在健康腔前卵泡和有腔卵

泡的表达是排卵前卵泡及黄体中的数倍 , 说明雄激素能抑制卵泡的成熟。在啮齿动物卵

泡凋亡中 , 均有高水平的 5α 双氢睾酮。可见 , 性激素的变化可能参与启动卵泡闭锁 ,

且雌激素、雄激素的作用是相互拮抗的。

(5 ) 生长激素 ( GH) 的作用

GH可以刺激许多种细胞的增生和分化 , 在颗粒细胞、卵泡内膜细胞、外膜细胞及

卵母细胞上都有其受体。GH在卵泡发育过程中主要起促进卵泡的生长和抗闭锁作用 ,

并抑制其他闭锁因子的作用。用人重组生长激素 ( rhGH) 给自然突变的侏儒小鼠注射

14 天后 , 卵巢重量比注射生理盐水的小鼠有明显的提高 , 卵泡数也较对照组多 , 主要

是提高了直径 500μm以上卵泡的数目。颗粒细胞对 5 溴脱氧尿苷 (BrdU) 有高度的亲

和性。这些结果表明 rhGH 主要作用于中等大小的卵泡 , 促进它们的分化 , 并提高生长

卵泡的数目。在导入 GH 基因的小鼠中 , GH 的过量表达使卵泡发生闭锁或凋亡的可能

性下降。

除了以上因子外 , 其他一些因子如转化生长因子、表皮生长因子、白介素等都对颗

粒细胞的凋亡起着调节作用。因此卵泡闭锁是一个受到多因素调控的极其复杂的细胞死

亡过程。尽管进行了许多研究 , 但是对调控闭锁的生理机制还不很明了。

六、卵泡发生的调控

(一 ) 促性腺激素的调控

  促性腺激素作为下丘脑 垂体 性腺轴激素的中心环节 , 是卵巢发育的主要信号。它

们在雌性生殖周期中起伏变化 , 推动卵泡一波又一波的发育成熟。促性腺激素的调节作

用主要表现为 : ① FSH 促进颗粒细胞的增殖 ; ②FSH、LH 协同促进卵泡体细胞的分

泌 , 调节卵泡体细胞的旁分泌调控 ; ③FSH、LH 诱导卵母细胞恢复减数分裂而成熟、

排卵 ; ④LH诱导颗粒细胞黄体化 , 促进黄体的形成。

卵泡和卵母细胞的发育进程受促性腺激素的控制 , 其最后的命运也取决于促性腺激

素的功效。促性腺激素调节作用的大小 , 受促性腺激素的浓度和细胞上促性腺激素受体

含量两方面的影响。但具体到对单个卵泡的调节 , 由于感受到的激素量相同 , 其特异性

的调控则主要由细胞膜上受体含量的变化决定。比如在优势卵泡的选择中 , 大卵泡一方

面产生抑制素降低 FSH的分泌水平 , 而另一方面又由于大卵泡中雌激素含量增加 , 从

而上调细胞上 FSH 受体的含量。这样 , 尽管循环血液中 FSH 水平下降 , 其他小卵泡由

于得不到足够 FSH 刺激而闭锁 , 但由于大卵泡中有足够 FSH 受体 , 因此能够获得足够

促性腺激素的刺激而继续发育。因此 , 研究卵泡细胞上促性腺激素受体的出现、消失及

量的变化 , 成为目前研究卵泡发育的激素调节机制的主要方法。一般认为早期的腔前卵

泡中无促性腺激素受体的表达 , 即卵泡生长的启动及早期的生长可能不依赖于促性腺激

素。但促性腺激素受体表达的准确时间 , 即促性腺激素对卵泡产生作用的精确时期并不

清楚。一些研究发现 , 许多动物的促性腺激素受体出现得更早。牛小于 2mm、猪 1～

2mm卵泡的颗粒细胞上已有 FSH受体 , 而人、大鼠、绵羊、小鼠单层颗粒细胞包裹的
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初级卵泡上就有 FSH 受体 mRNA, 甚至小鼠的原始卵泡上也发现了 FSH mRNA 的存

在 , 提示 FSH 对卵泡的启动及卵泡的早期生长可能存在调节。但在小鼠上的研究表明 ,

FSH 受体 mRNA有一个大的外显子编码跨膜区 , 9 个小外显子编码细胞外区 , 这些部

分必须全部转录 , mRNA才能完整表达。而在 FSH 受体的基因初始转录中 , 常有选择

性剪切 ( alternative splicing ) 现象 , 该剪切常调节 FSH 受体 mRNA 有效长度 ( full

length) 的完全转录 , 使其表达晚于细胞外区部分的转录 , 因此较早期卵泡上表达的

FSH 受体 mRNA有可能仅是细胞外区部分 , 不能表达活性的部分。研究 FSH 及 LH 受

体出现的准确时期 , 有助于了解卵泡生长启动的机制 , 改善和促进体外腔前卵泡卵母细

胞的培养成熟 , 以更好地利用卵母细胞资源 , 这必将成为生殖生物学研究的热点。

前面介绍过 , FSH受体主要存在于壁层颗粒细胞和卵丘细胞上 , 而 LH 受体主要位

于膜细胞及间质细胞 , 仅在比较大的卵泡颗粒细胞上才有 LH 受体。促性腺激素受体在

卵泡的生长和分化中扮演关键的角色 , 在内外因素的调节下 , 它在卵泡细胞上含量的变

化决定着卵泡的命运。促性腺激素的受体受许多因素的调控 , 促性腺激素本身及卵泡体

细胞的自 旁分泌因子皆能影响它的含量。给未成熟大鼠注射 PMSG 后 , 卵泡开始发

育 , 卵泡细胞上 FSH 受体 mRNA 水平逐步上升 , 同时结合 FSH 的能力也逐渐升高 ;

而注射排卵剂量的 hCG 后 6h , FSH 受体 mRNA 及结合 FSH 的能力显著下降 ; 另外 ,

先用重组 FSH低剂量刺激一段时间后 , 再注射高剂量的 FSH , 可模拟 PMSG和 hCG结

合注射所致的 FSH 受体含量的变化。这些说明 FSH对其自身受体既有上调节作用 , 又

有下调节作用。FSH 可刺激体外培养的未成熟大鼠颗粒细胞上 FSH 受体含量的升高 ,

腺苷酸环化酶激动剂 forskolin 及 PKC激动剂 PMA可模仿其作用 , 而 PKC 的抑制剂 H

7 和 bisindolylmaleimide可阻止其作用 , 说明 PKA、PKC 信号通路都可能参与 FSH 对

其受体的调节。此外 , 卵泡细胞促性腺激素受体的表达 , 还受其他激素和卵泡体细胞自

旁分泌因子的共同调节。GnRH、表皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF )

等可拮抗 FSH 上调其受体 , 但 IGF-I、GH 则可促进 FSH 受体的生成 , 增强 FSH 的作

用。在卵泡的发育中 , FSH 和雌激素促进膜细胞上 LH 受体合成 , 但抑制颗粒细胞上

LH受体过早的形成 , 以防止其过早分化而致卵泡闭锁 , 但孕酮增强颗粒细胞上 LH 受

体的产生。

(二 ) 卵泡内的自 旁分泌调节

卵泡内在的自 旁分泌生长因子和细胞因子 , 可能对卵泡的早期生长进行着调控。

目前在卵巢内已发现大量的自 旁分泌调节因子 (表 4-2 ) , 它们对卵泡及卵母细胞的发

育 , 特别是卵泡的早期发育 , 都有着重要的调节。这些因子的作用机制很复杂 , 它们可

能介导外部讯号与卵泡体细胞以及卵泡体细胞之间的作用 , 调节卵泡的生长。雌激素、

雄激素、孕酮等激素作为卵泡内主要的调节激素 , 对其作用研究的较为清楚 , 它们受促

性腺激素的调节 , 反过来又通过改变细胞上促性腺激素受体的量而影响促性腺激素的作

用 ; 同时 , 这些激素又和其他调节因子相互影响、相互促进 , 系统地发挥调节作用。一

些常见对卵泡发生作用的激素和因子见表 4-3。
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表 4-2  卵巢内旁分泌调节因子

α2 f巨球蛋白 白细胞介素 1 �

αN 抑制素肽 白细胞介素 6 �

激活素 抗缪勒氏管激素

血管紧张素 I I 神经肽 Y

缓激肽 雌激素

表皮生长因子 催产素

成纤维细胞生长因子 胎盘分泌生长因子

卵泡素或 FSH 抑制蛋白 孕酮

组胺 前列腺素

抑制素 松弛素

胰岛素样生长因子 血管紧张肽原酶

胰岛素样生长因子结合蛋白 P 物质

干扰素α β内啡肽

干扰素γ 转化生长因子α

儿茶酚胺 转化生长因子β

血管肠肽 肿瘤坏死因子α

表 4-3  一些激素和生长因子对卵泡发生的作用

激素/ 因子种类 对卵泡发生的作用      

雌二醇 负反馈抑制 FSH 的分泌 , 抑制卵泡发育

激素 雄激素 转化为雌激素而抑制 FS H 分泌 , 抑制卵泡发育

抑制素 抑制 F SH 分泌 , 抑制卵泡发育

表皮生长因子 ( E GF ) 引起启动募集

胰岛素样生长因子 ( IGF ) 促进颗粒细胞增殖分化 , 有利于卵泡发育

白介素 1 �( I L 1 ) 抑制雄激素合成 , 诱导排卵

生长/ 细胞因子 转化生长因子 ( T G F) 加强 F SH 的作用 , 促进颗粒细胞增殖分化

肿瘤坏死因子 ( T N F ) 抑制颗粒细胞分化和产生孕酮

成纤维细胞生长因子 ( FG F ) 抑制雌二醇分泌 , 促进颗粒细胞增殖

内皮素 1 �( ET 1 ) 促进雄激素转化为 E2 �, 诱导排卵

肝细胞生长因子 ( HG F) 刺激颗粒细胞增殖和卵泡成熟

第二节  卵 子 成 熟

一、影响卵母细胞成熟的因素

  随着性腺的性别分化为卵巢后 , 原始生殖细胞分化成卵原细胞 , 卵原细胞以有丝分
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裂的方式进行增殖。卵原细胞边增殖边向卵巢皮质迁移 , 大约在第二代卵原细胞时到达

皮质。随后 , 卵原细胞开始进入减数分裂并被次级性索细胞包裹后形成原始卵泡 , 而卵

原细胞也停止有丝分裂 , 进入并阻滞在第一次减数分裂前期形成初级卵母细胞。

伴随卵泡生长的启动 , 初级卵母细胞开始迅速生长。细胞质内细胞器大量复制增

生 , RNA含量成倍增长 , 大量的蛋白质合成及能量物质积累 , 为卵母细胞的受精及早

期胚胎发育做好准备。到卵母细胞成熟时 , 卵母细胞体积可增加数倍 (小鼠卵母细胞直

径变化为 15～ 80μm , 人约 35～ 125μm , 牛、绵羊、山羊约 35～ 150μm , 猪 30～

130μm)。卵母细胞的生长与卵泡的生长并不平行 , 小鼠卵母细胞的生长在卵泡腔形成

时就已完成 , 而家畜卵母细胞生长一直持续到生发泡破裂前。

卵母细胞生长到一定体积时 , 才能够获得恢复减数分裂的能力。此时 , 卵母细胞处

于减数分裂前期的双线期 , 核很大 , 染色质高度疏松 , 外包完整的核膜 , 称为生发泡

( germinal vesicle) ; 充分长大的卵母细胞如果脱离卵泡的抑制 , 能自发恢复减数分裂 ,

生发泡破裂 ( GVBD) , 进而放出第一极体 , 然后停滞在第二次减数分裂中期。不同动

物的卵母细胞当其脱离卵泡后在体外自发恢复减数分裂的时间不一样 , 如小鼠在 2h 左

右 , 牛和羊在 8h 左右 , 猪 18h 左右。

(一 ) 蛋白质的积累

由于卵母细胞减数分裂停滞的主要目的是使卵母细胞积累足够的物质能量 , 因此卵

母细胞获得恢复减数分裂的能力与物质的积累程度密切相关。在卵母细胞成熟过程中 ,

一个重要的事件是蛋白质的合成 , 它决定着卵母细胞减数分裂的进程 , 是发育充分的卵

母细胞减数分裂恢复所必需的。如果抑制蛋白质的合成 , 则充分长大的卵母细胞在体外

也不能自发成熟 , 而且也不能被 FSH、生长激素 ( GH)、表皮生长因子等阳性刺激物

质诱导成熟。但小鼠与这些动物不同 , 具有恢复减数分裂能力的卵母细胞体外自发成熟

时 , 减数分裂恢复不需要蛋白质的合成 , 但是对于 MI期之后的卵母细胞发育却需要蛋

白质的合成。

(二 ) mRNA 的积累

除了蛋白质合成外 , 转录水平对卵母细胞减数分裂的恢复也至关重要 , 卵母细胞中

mRNA的积累影响着该细胞进一步发育的能力。体外培养的卵母细胞以及发育能力较

低的卵母细胞 , 其多个基因的 polyA末端长度较短 , 即 RNA 的合成能力较低。如果抑

制 RNA的表达则可阻止绵羊、牛、兔卵母细胞的体外自发成熟 , 但不影响小鼠、猪卵

母细胞的体外自发成熟 , 不过却能抑制由 FSH 或 EGF诱导的卵母细胞成熟 , 说明卵母

细胞的诱导成熟需要 RNA的表达 , 以提供新的信号物质。尽管充分长大的卵母细胞的

核仁高度致密化 , RNA的合成停止或很低 , 但已合成的 RNA的功能表达对于卵母细胞

恢复减数分裂可能是重要的。
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(三 ) 能 量 代 谢

能量代谢也是影响卵母细胞成熟的重要因素 , 卵母细胞成熟过程中糖代谢升高 , 用

戊糖代谢的激动剂可诱导次黄嘌呤抑制的卵母细胞成熟 , 而用其代谢抑制剂则可阻止由

FSH 诱导的卵母细胞减数分裂恢复。丙酮酸也能导致无糖培养的卵母细胞恢复减数分

裂。一般认为卵母细胞不能利用糖 , 必须由卵丘细胞将糖转化为丙酮酸后才能被卵母细

胞利用 , 但近来的一些研究发现卵母细胞也能利用糖 , 只是量较低。体外培养的牛卵母

细胞 , 成熟早期的代谢为丙酮酸代谢 , 后期是谷氨酰胺及葡萄糖代谢。糖代谢不仅与卵

母细胞的核成熟有关 , 还决定着细胞质成熟 , 糖代谢越强的卵母细胞发育率越高。

(四 ) 卵母细胞直径的变化

卵泡的直径及卵母细胞的大小与卵母细胞能够完成各期发育的能力直接相关。山羊

直径 0 . 5mm 的卵泡中的卵母细胞能恢复减数分裂 , 但直到卵泡生长到 1～2mm 时的卵

母细胞才能完成第一次减数分裂中期 ( MI) , 大于 3mm 时获得完成第二次减数分裂中

期 ( MII) 的能力 , 而大于 5mm时卵母细胞才能充分发育到具有受精和胚胎发育的能

力。直径为 100μm的牛和猪的卵母细胞能够恢复减数分裂 , 但却不能发育到第一次减

数分裂中期以后的步骤。而直径为 110μm的牛卵母细胞和直径为 115μm 的猪卵母细胞

可以完成减数分裂并且发育到第二次减数分裂中期。这些结果表明 , 卵母细胞在发育到

最大直径的过程中 , 卵母细胞首先获得恢复减数分裂的能力 , 然后才能获得完成第一次

减数分裂的能力。因此 , 卵母细胞只有发育到两种能力都具备的程度 , 才能获得维持胚

胎发育的能力。小有腔卵泡中的卵母细胞 , 虽然能够恢复减数分裂并排出第一极体 , 但

是其受精率和囊胚发育率往往很低 , 而取自晚期有腔卵泡中的卵母细胞却具有较高的受

精率和囊胚发育率。

在生理条件下 , 在排卵前促性腺激素峰作用下 , 卵母细胞减数分裂于排卵前恢复

(人 : 排卵前 36～48h ; 猪 : 排卵前 40h; 小鼠、大鼠、兔 : 排卵前 12～ 15h )。随后 ,

完成第一次减数分裂的卵母细胞再次发生阻滞在第二次减数分裂中期 , 直至受精时再次

恢复减数分裂并排出第二极体。

卵母细胞成熟的标准一般认为是 : ① 生发泡破裂 , 排出第一极体 , 停滞于第二次

减数分裂中期 , 达到核成熟 ; ② 达到一定体积 , 细胞质内含有充足的蛋白质、细胞器、

RNA、DNA和能量 , 达到胞质成熟 ; ③ 卵母细胞膜及透明带发生变化 , 为接纳精子做

好了准备。

卵母细胞发育成可受精卵子的过程中 , 经历了如下关键步骤 : 第一次减数分裂的阻

滞 ; 卵母细胞生长的启动 ; 第一次减数分裂的恢复和第二次减数分裂的阻滞等调控点。

其中 , 尤以第一次减数分裂的阻滞与恢复 , 与体外卵母细胞成熟关系密切 , 影响较大 ,

也是目前卵母细胞体外成熟调控机理研究的重点。
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二、卵母细胞减数分裂的阻滞和恢复

(一 ) 卵母细胞减数分裂的阻滞

  卵母细胞生长在卵泡中 , 它的减数分裂的阻滞首先与卵泡体细胞有关。当卵原细胞

迁移到皮质 , 被次级性索细胞包裹后就停止有丝分裂 , 进入并阻滞在第一次减数分裂前

期 , 但卵泡体细胞以何种机制阻滞减数分裂的进程并不清楚 , 可能与卵母细胞内的某些

物质合成受阻有关。卵母细胞减数分裂能力的获得与细胞的大小密切相关 , 只有长到成

熟体积的 80%时 , 卵母细胞才具有恢复减数分裂的能力 , 提示减数分裂能力获得前的

卵母细胞可能缺失某些物质 , 尤其是与细胞周期有关的某些蛋白质。近些年的研究表

明 , 卵母细胞中蛋白质的合成及组成与牛、羊、猪及小鼠卵母细胞减数分裂能力的获得

密切相关。在研究 MPF的过程中发现 , MPF 的催化亚基 p34
c dc2
在卵母细胞减数分裂能

力获得前是逐渐积聚的 , 它的增加与卵母细胞的发育呈正相关 , 阻止 p34
c dc2
的增多则抑

制卵母细胞的生长。p34
c dc2
在卵母细胞获得减数分裂能力后迅速增加至阈浓度 , p34

c dc 2

未达到阈浓度的卵母细胞在体外不能自发成熟。因此卵母细胞开始减数分裂后 , 可能是

由于卵泡体细胞某种因素的作用使卵母细胞内细胞周期相关蛋白合成受阻 , 或合成的速

度降低而赶不上卵母细胞增长的速度 , 达不到活性的阈值 , 不能催化 G2 期向 M期的转

变 , 使卵母细胞停滞于第一次减数分裂前期。随着卵母细胞的生长 , 这些蛋白逐渐积

聚 , 达到一定水平时具备了催化 G2 期向 M期的转变的能力。

获得减数分裂能力后卵母细胞的阻滞与卵泡体细胞的旁分泌调节有关。人们很早就

发现从格拉夫卵泡中取出的卵母细胞 , 在体外的简单培养液中 , 不依赖激素可自发成

熟 , 而整个卵泡体外培养或用卵泡液体外培养分离的卵母细胞时 , 则不加激素卵母细胞

就不能成熟 , 说明卵泡环境抑制了减数分裂的进行。体外用壁层颗粒细胞与卵母细胞一

起培养 , 可抑制卵母细胞的自发成熟 , 膜细胞单层培养也能抑制一起培养的卵母细胞的

减数分裂恢复 , 而且培养颗粒细胞及膜细胞的培养液也具有减数分裂的阻止作用 , 说明

这些细胞可能分泌某种 (些 ) 物质来抑制卵母细胞的减数分裂成熟。这些物质可能来自

于颗粒细胞 , 也可能来自于膜细胞。经过大量的研究 , 已推测至少存在如下几种抑制因

子。

1 . 卵母细胞成熟抑制因子 ( oocyte maturation inhibitor , OMI)

OMI是 20 世纪 60 年代提出的抑制卵母细胞恢复减数分裂的一种多肽物质。它产

生于颗粒细胞 , 分子质量低于 2000Da, 可抗胰蛋白酶的消化 , 加热、冷冻后解冻及活

性炭吸附皆对其无影响。它的活性无种属特异性 , 猪的颗粒细胞能阻止牛卵母细胞减数

分裂的恢复。但是经过 40 多年的研究 , 仍然没有提纯该物质 , 实际上 , 该物质在提纯

过程中失去了活性。目前 , 该研究组已放弃对该物质的进一步纯化。

2 . cAMP

众多实验都证明 , 维持高水平的 cAM P可抑制卵母细胞的成熟。cAM P 的类似物、
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阻止 cAMP 降解的磷酸二酯酶的抑制剂 (如 IBMX )、腺苷酸环化酶激活剂 (如

forskolin) 都能够维持卵母细胞减数分裂的阻滞。另外 , cAMP 的拮抗剂 Rp - cAM PS,

也能够扭转外源抑制剂及颗粒细胞对小鼠卵母细胞减数分裂的阻滞作用。关于 cAMP

抑制减数分裂成熟的机制 , 提出了如下假说 : FSH 在颗粒细胞上诱导产生的 cAMP, 会

通过 Cx37 组成的间隙连接扩散到卵母细胞 , 从而抑制卵母细胞减数分裂的恢复 (图

4-16)。Downs 和 Eppig 研究发现 , 在小鼠和猪卵泡液中存在的次黄嘌呤是抑制卵母细胞

成熟的生理性活性物质 , 该物质通过抑制卵母细胞内磷酸二酯酶的活性使 cAMP 降解

减少 , 从而持续维持卵母细胞内 cAMP的浓度 , 进而抑制卵母细胞的成熟。

图 4-16  cAMP 抑制生发泡破裂或减数分裂恢复的可能机制

(引自 Erickson GF , 2001 )

颗粒细胞中的 FSH 受体信号转导会引起 cAMP 的升高 , 升高的 cAM P

可以通过连接蛋白 37 (Cx37 ) 组成的间隙连接扩散到卵母细胞质中 ,

并积累较高的浓度 , 从而抑制生发泡 ( GV ) 的破裂

3 . 嘌呤

1975 年 Tsafriri和 Channing在猪的卵泡液中得到一种低分子质量的对小鼠卵母细

胞减数分裂抑制的成分 , 后经 Downs等分析鉴定为次黄嘌呤 ( hypoxanthine, HX)。后

来 , 在人、猪、小鼠、大鼠、猴及兔的卵泡液中也相继发现有 HX、腺嘌呤、鸟嘌呤

等 , 它们都能剂量依赖性地阻止卵母细胞的自发成熟 , 4mmol/ L 时抑制效应最大。嘌

呤物质抑制卵母细胞减数分裂 , 都是通过导致卵母细胞内 cAMP 浓度升高实现的 , 其

机制可能通过抑制磷酸二脂酶的活性 , 阻止了 cAMP 的降解 , 也可能是腺苷酸环化酶

激动剂促进其合成而升高其水平。cAMP合成需要嘌呤核苷酸作底物 , 而嘌呤核苷酸的

产生除了细胞内的新合成外 , 还有一个重要的补救途径 ( salvage pathway) , 该途径可

以将次黄嘌呤与鸟嘌呤经次黄嘌呤 鸟嘌呤核转移酶 ( HPRT ) 转化为 IMP和 GMP、将

腺嘌呤经腺嘌呤核转移酶 ( APRT ) 转化为 AMP。研究表明 , HX 阻滞卵丘包被的卵母
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细胞减数分裂恢复时 , 抑制卵丘细胞的嘌呤核苷酸的新合成 , 而依赖 H PRT 补救途径

将 HX转化为 cAMP , 并且卵母细胞诱导成熟时的 cAM P短促上升 , 更需要 HPR T 补救

途径的参与 ; 但 HX对去卵丘卵母细胞的抑制不依赖于 HPRT 补救途径。

4 . 黄体化抑制因子

有学者认为卵母细胞可能分泌一种黄体化抑制因子 , 它防止颗粒细胞提前黄体化 ,

LH峰的影响可能是阻断这种因子的产生。但目前尚没有直接证据。

(二 ) 卵母细胞减数分裂的恢复

卵母细胞停滞于第一次减数分裂而生长发育 , 长至足够大小时获得恢复减数分裂成

熟的能力。卵母细胞的减数分裂成熟 , 是在促性腺激素作用下发生的。促性腺激素在排

卵前迅速升高 , 出现峰值。人 LH 能达到 50～100 IU/ L , FSH 达到 10～20IU/ L。由于

蛋白质由血液进入卵泡速度较慢 , 促性腺激素峰出现后 5～6h , 才能在卵泡内出现相应

的峰。LH的峰值出现较早 , 在人要早于 FSH 的峰值 1～2 个 h。虽然确定卵母细胞减

数分裂的恢复是由促性腺激素诱导的 , 但 LH 与 FSH 的精确调控机制并不清楚。一般

认为 , LH 的峰值是刺激卵母细胞恢复减数分裂的主要因素 , 体内仅有 LH 峰值而无后

续的 FSH升高仍能诱导卵母细胞成熟排出 , 体外用纯的 LH 制剂也能导致培养卵泡的

卵母细胞生发泡破裂。但另一些实验结果却表明 , 仅用 FSH 也能诱导卵母细胞恢复减

数分裂和排卵 , 而且 FSH 促进体外培养的被卵丘包被的卵母细胞成熟 , 但 LH 不能。

对 FSH及 LH 的受体定位分析也发现 , LH受体仅出现于大卵泡的颗粒细胞上 , 卵母细

胞及卵丘细胞上无 LH 受体 , 但 FSH 受体则存在于包括卵丘细胞在内的所有颗粒细胞

上。这些结果说明 , FSH 和 LH 对卵母细胞成熟的调控都不是唯一的 , 它们可能扮演同

等重要的角色 , 只不过是通过不同的途径在不同的阶段发挥作用 , 协调完成促卵母细胞

成熟及排卵的作用。

牛体外实验显示 , FSH能刺激由颗粒细胞抑制的卵丘包被的卵母细胞恢复减数分

裂 , 但卵泡膜细胞及其处理后的培养液皆能阻止 FSH 的诱导作用 , 而用 LH 作用后 ,

卵泡膜细胞的这种阻止 FSH 效应的作用被消除。这提示在卵母细胞减数分裂的阻滞和

诱导恢复上 , 可能也存在“两种激素两细胞”调节模式 , 即颗粒细胞旁分泌抑制卵母细

胞的减数分裂 , FSH 能作用于卵丘细胞克服它的阻滞 , 而膜细胞又能抑制 FSH 的诱导

作用 , 保证卵泡发育中由于 FSH 存在而引起卵母细胞的过早成熟 , 从而使卵母细胞处

于减数分裂阻滞状态。LH峰值的出现则解除了膜细胞的抑制 , 恢复了 FSH 诱导卵母细

胞成熟的作用。卵母细胞恢复减数分裂并不需要整个促性腺激素峰的出现 , 诱导减数分

裂恢复的阈浓度远低于排卵需要的浓度。PMSG 处理的大鼠卵巢 , 促性腺激素峰出现

5%时 , 卵母细胞的生发泡破裂 , 孕酮的产生即达到最大量 , 而峰值出现 85%时仅部分

诱导排卵。PMSG处理后注射 1 .4 IU 的 hCG 就能诱导最大程度的生发泡破裂 , 而排卵

则至少需要 4 IU。

由于促性腺激素受体只在卵泡体细胞上 , 而卵母细胞上没有 , 促性腺激素的刺激必

以卵泡体细胞为介导。但促性腺激素诱导是如何通过卵泡体细胞调节卵母细胞成熟的 ,
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目前不太了解。根据已有的体内外研究结果 , 推测促性腺激素诱导卵母细胞恢复减数分

裂可能通过两条途径 :

一是诱导卵丘的扩展使颗粒细胞与卵母细胞的间隙连接中断 , 使抑制减数分裂的物

质 (如 cAMP ) 向卵母细胞的输入中断 , 恢复了减数分裂。研究表明 , 卵母细胞成熟

时 , 常需要细胞内 cAMP 水平的下降。卵丘细胞与卵母细胞之间的间隙连接对卵母细

胞的发育非常重要 , 为卵母细胞输送大量物质和能量 , 也输送抑制减数分裂的物质 (如

cAMP )。卵母细胞自发成熟或促性腺激素诱导的成熟都伴有不同程度的卵丘扩展 , 排

卵中期颗粒细胞间的间隙连接减少 , 卵丘细胞与卵母细胞间的间隙连接则逐渐消失。

LH和 FSH 也能调节间隙连接蛋白 Cx43 , 促进它的降解。但体内外研究发现 , 卵母细

胞减数分裂恢复并不需要卵丘完全扩展 , 卵母细胞成熟中间隙连接的代谢并未减少。卵

母细胞成熟也并非都伴有卵母细胞 cAMP 的减少 , 即 cAMP 输入中断不一定是消除

cAMP抑制的主要因素。特别是小鼠卵母细胞体外自发成熟过程中 , 培养一小时即可开

始恢复减数分裂 , 而此时卵丘细胞并没有发生扩展 , 可见这条通路是否是生理性的还面

临挑战。

二是诱导卵丘细胞产生一些刺激因子 , 克服抑制物质的作用而促使减数分裂的恢

复。体外实验证明 , FSH、Forskolin 刺激体外培养的卵丘卵母细胞复合体 ( cumulus

oocyte complex , COC ) 中的卵丘细胞分泌一种减数分裂激活物质 ( meiosis activating

sterols, MAS) , 以诱导卵母细胞恢复减数分裂。LH 也能刺激绵羊 COC 中的颗粒细胞

产生 Ca
2 +
浓度波动 , 继而诱发卵母细胞的自发 Ca

2 +
浓度波动 , 恢复减数分裂。因此 ,

促性腺激素诱导卵母细胞成熟的关键途径 , 最有可能的是诱导卵丘细胞产生 MAS、

Ca
2 +
等阳性刺激物质 , 该物质诱导卵母细胞的成熟。而且 MAS、Ca

2 +
等阳性刺激物质

的产生 , 必须有卵丘细胞与卵母细胞的间隙连接。从生理学角度考虑 , 上述促性腺激素

调节卵母细胞成熟的两条途径并不是互相排斥的。由于卵泡膜细胞产生的减数分裂阻滞

物质 , 是通过间隙连接扩散入壁层颗粒细胞而作用于卵母细胞的 , 结合前面所提的卵泡

内“两细胞 , 两促性腺激素”调节模式 , 可以推测 , LH可能作用于颗粒细胞的间隙连

接 , 终止减数分裂阻滞物质的产生 , 而 FSH 则刺激卵丘细胞产生阳性因子 , 诱导卵母

细胞恢复减数分裂。FSH 和 LH 的作用谁强谁弱 , 单从卵母细胞成熟角度看 , 则 FSH

可能是促进卵母细胞成熟的主要刺激因素 , 因为在体外培养的实验中证明只有 FSH 可

以诱导卵母细胞克服 HX等抑制因素的作用而成熟。

除了促性腺激素外 , GnRH、生长激素、表皮生长因子和转化生长因子 β ( TGF-

β) 等激素和因子也显示出诱导卵母细胞恢复减数分裂的能力。

三、卵母细胞成熟过程中的信号转导

哺乳动物卵母细胞的成熟是一个由外界信号诱导产生的细胞周期转换的过程。细胞

外信号最终引起细胞内基因转录及蛋白质合成 , 中间具有复杂的信号转导通路。由于卵

母细胞上没有促性腺激素受体 , 再加上它在减数分裂成熟过程中两次阻滞和恢复的独特

性 , 这就决定了卵母细胞在成熟过程中具有更为复杂的信号转导途径。排卵前促性腺激

素峰启动卵母细胞成熟 , 可能是首先作用于卵泡体细胞 , 激活卵泡体细胞内的信号 , 该
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信号再激活卵母细胞内的信号转导通路。启动卵母细胞成熟的信号多为膜信号 , 其转导

通常是由激动剂作用于细胞膜上的受体 , 在 G 蛋白的介导下 , 引起细胞内第二信使浓

度的变化 ; 然后第二信使再作用于不同的靶酶 , 通过一系列的级联放大反应 , 最终使某

些蛋白质磷酸化来实现对细胞功能的调节。但表皮生长因子等细胞因子调节卵母细胞的

信号通路有所不同 , 可能通过酪氨酸激酶途径。

G蛋白介导的信号转导 , 有三种第二信使 : cAMP、 IP3、DAG, 它们分别激活各自

的特异性蛋白激酶 蛋白激酶 A、钙 钙调蛋白 钙调蛋白依赖的蛋白激酶 II ( Ca-calmod-

ulin-CaMKII )、蛋白激酶 C, 形成三条通路最终调节一系列功能性蛋白的合成或降解 ,

诱导细胞功能的改变。它们可能都参与卵母细胞成熟的调控 , 只不过在不同发育阶段、

不同动物中发挥不同的作用。

(一 ) cAMP依赖性的蛋白激酶 A 通路

蛋白激酶 A ( PKA) 是真核生物细胞中 cAMP 的主要靶酶 , cAMP的生理作用的发

挥就是通过激活蛋白激酶 A进而使某些特定的蛋白质发生磷酸化来实现的。PKA在没

有 cAM P存在时 , 是以无活性的四聚体的形式存在的 , 由一个二聚体的调节亚基结合

着两个催化亚基组成。cAMP发挥作用时 , 会与调节亚基结合 , 使催化亚基释放出来发

挥催化活性。

在卵母细胞成熟中 , cAMP被证明是卵泡体细胞产生的阻滞减数分裂的重要成分。

卵母细胞的减数分裂恢复 , 常需要卵母细胞内 cAM P 的降低。而且 cAM P 的角色并不

仅仅如此 , 它作为膜信号转导通路的重要第二信使 , 可能介导促性腺激素、生长因子等

诱导卵母细胞成熟的作用。研究表明 , 腺苷酸环化酶的抑制剂 DDA 及 PKA 的抑制剂

H 89能逆转 FSH的促减数分裂成熟 , 蛋白激酶 A 的抑制剂 H 89 也可抑制牛卵母细

胞的自发成熟。用 forskolin、二丁酰基环腺苷一磷酸 ( dibu tyryl cAM P, dbcAMP )、腺

苷酸环化酶刺激物等作用 1～2h 可诱导小鼠和猪卵丘卵母细胞复合体的 cAM P 的短暂

升高 , 并能诱导卵丘扩展及减数分裂恢复 , 由其预处理的培养液也能诱导裸卵 ( DO)

的成熟 , 同时伴有卵母细胞内 cAM P 的降低 , 但是其他哺乳动物卵母细胞成熟时 , 卵

母细胞内并未发现有 cAMP 的降低。这说明可能是 cAMP 在细胞内水平的变化 , 而不

是它的绝对值 , 在卵母细胞成熟中发挥重要作用。

上述相互矛盾的结果 , 可能与颗粒细胞及卵母细胞对促性腺激素的反应性及对

cAMP的合成、代谢调节不同有关。细胞内 cAMP 水平由 cAMP的合成、降解及排出间

的平衡决定 , 但由于 cAM P 的排出量较少 , 磷酸二酯酶 ( PDE ) 的降解可能对细胞内

cAMP水平起着主要的调节。研究表明 , 卵巢、颗粒细胞及一些激素对 PDE 的活性具

有调节作用。哺乳动物共有 7 种类型的 PDE , 其中小鼠、大鼠和人至少有 4 种 , 但与

cAMP有关的只有 PDE4 及 PDE3。原位杂交显示 , PDE4 mRNA主要在颗粒细胞上表

达 , 而卵母细胞只表达 PDE3 ( cGMP特异性 )。PDE4 抑制剂可诱导培养卵泡中卵母细

胞减数分裂恢复 , 其抑制剂对自发的或培养卵泡中 LH 诱导的卵母细胞成熟无影响 ; 而

PDE3 的抑制剂却可抑制自发的或培养卵泡中 LH诱导的卵母细胞成熟。这些结果提示 ,

PDE 在颗粒细胞和卵母细胞中有选择的表达和调节调控着 cAMP 的水平和卵母细胞的
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成熟。卵母细胞生长过程中一些因素抑制卵母细胞 PDE3 活性 , 保持 cAM P 持续的高水

平而抑制卵母细胞成熟 , 而排卵前促性腺激素可能抑制颗粒细胞的 PDE4 表达导致

cAMP水平的短暂上升 , 进而促进颗粒细胞分泌刺激物质而诱发卵母细胞成熟。另外 ,

卵母细胞和卵丘细胞中可能存在不同形式的 PKA, 研究发现卵母细胞中存在有 I 型的

PKA, 而卵丘细胞中则有 I和 II 型两种 PKA。研究表明 , II 型的 PKA与卵母细胞减数

分裂的诱导恢复有关 , 而 I 型的 PKA 则与卵母细胞成熟的抑制有关。 cAMP 与两种

PKA的亲和力不同 , 对 I 型的亲和力要高于 II型 PKA , 因此低浓度的 cAMP 可能激活

I型的 PKA抑制卵母细胞的成熟 , 而高浓度的 cAMP才能激活 II 型的 PKA并诱发卵母

细胞减数分裂的恢复。

(二 ) 磷脂酰肌醇代谢通路

跨膜信号转导中 , 另外一种重要的信号转导通路是磷脂酰肌醇代谢通路。激素和其

他活性物质与细胞膜上的 G 蛋白或酪氨酸蛋白激酶相偶连的受体结合后 , 可以激活磷

脂酶 C ( phosphoslipase C, PLC) 家族中的不同成员 , 进而催化 PI P2 的降解。

有实验证明 , PLC的抑制剂———新霉素 ( neomycin) 可以抑制猪及牛卵母细胞体外

自发成熟及激素诱导的卵母细胞成熟。这表明 , 磷脂酰肌醇代谢通路参与了卵母细胞的

自发成熟。由于 PI P2 降解可以产生二酰基甘油 ( diacylglycerol , DAG) 和三磷酸肌醇

( inositol t risphosphate, IP3 ) , 而 DAG和 IP3 可以分别激活 PKC和动员细胞内钙库中的

Ca
2 +
。因此 , 上述结果提示 PKC和 Ca

2 +
可能参与了卵母细胞的成熟分裂。

1 . PKC与卵母细胞成熟

有关 PKC对卵母细胞作用的研究 , 多集中于它对受精之后的调节上 , 而对卵母细

胞减数分裂成熟的研究较少 , 所得结果也很不一致。许多研究认为 , 它的激活可抑制小

鼠和牛卵母细胞的生发泡破裂 , 诱导大鼠卵丘卵母细胞复合体和兔卵泡中的卵母细胞的

减数分裂 , 而对金黄仓鼠卵母细胞减数分裂成熟无影响。造成这些结果差异很大的原

因 , 除动物的种类不同外 , 实验采用的细胞培养模型也有很大的影响。这些实验多建立

在卵母细胞体外自发成熟模型基础上 , 不能反映体内促性腺激素克服卵泡抑制环境诱导

卵母细胞成熟这一过程。而近来的研究表明 , 自发成熟与激素诱导的卵母细胞成熟的机

制不同。而且 , 许多培养液中添加血清甚至激素 , 它们含有较多的未知成分 , 对实验的

结果都会产生影响。为克服上述影响 , Su 等利用次黄嘌呤做抑制剂 , 体外无血清培养

猪卵母细胞 , 对 PKC 的作用进行了研究 , 发现 PKC 参与 FSH 启动的猪卵母细胞减数

分裂的恢复 , 其抑制剂鞘氨醇 ( sphingosine) 和星形孢菌素 ( staurosporine ) 可抑制

FSH诱导的生发泡破裂 , 而低浓度的激动剂乙酸肉豆蔻佛波醇 ( phorbol myristate ac-

etate, PMA) 可逆转 HX的抑制。PKC 的作用可能具有阶段特异性 , 不同时期它的调

节作用可能不同 , 这也将影响实验结果。研究表明 , 依据 PMA的剂量和作用时间 , 它

能对小鼠、猪卵母细胞成熟产生不同的影响。这可能是由于 PKC 存在多种亚型 , 不同

的亚型可能具有不同的生物功能。
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2 . Ca2 +
与卵母细胞成熟

Ca
2 +
作为细胞内的信使物质 , 在细胞周期调控中起着十分重要的作用。Ca

2 +
在多

种动物的细胞转换期出现释放峰 , 其浓度波动 ( [ Ca
2 +

]i oscillation , 钙振荡 ) 与细胞周

期变化密切相关。卵母细胞的成熟及受精也是一种细胞周期转换过程 , 也有 Ca
2 +
浓度

波动的调节 , 也需要 Ca
2 +
的作用。研究表明 , Ca

2 +
在卵母细胞内释放有两种形式 : 一

是受第二信使三磷酸肌醇的激活而释放 , 称为 IP3 诱导的钙离子释放 ( IP3 -induced Ca2 +

release, IICR ) , 另外就是 Ca2 + 诱导的 Ca2 + 释放 ( Ca2 + -induced Ca2 + release, CICR)。

Ca
2 +
主要由细胞内钙库脉冲性释放 , 转导外来刺激信号。它可能通过诱导产生阳性因

子而调节卵母细胞成熟 , 也可能直接作为阳性信号而发挥效应。

关于 Ca
2 +
在卵母细胞减数分裂恢复成熟过程中的作用 , 研究结果纷繁复杂 , 甚至

相互矛盾 , 难以得出统一的结论。一些研究发现 , 利用 Ca
2 +
缺乏的培养液培养大鼠卵

丘包被的卵母细胞 ( CEO)、牛 CEO、仓鼠裸卵母细胞、猪裸卵母细胞 , 对减数分裂无

显著影响 ; 另一些研究却报道缺乏 Ca
2 +
的培养液和 Ca

2 +
螯合剂 EGTA可以明显地部分

抑制仓鼠 CEO 中卵母细胞生发泡破裂的发生 , 但却能启动大鼠卵泡包裹的卵母细胞的

减数分裂。小鼠及仓鼠的卵母细胞在发生生发泡破裂前 Ca
2 +
浓度升高 , 但用 Ca

2 +
拮抗

物处理 , 并不能阻止生发泡破裂的发生 , 即 Ca
2 +
浓度波动可能不是生发泡破裂所必需

的 ; 牛和猪的卵母细胞生发泡破裂发生需要 Ca
2 +
的参与 , Ca

2 +
螯合剂 ( BAPTA-AM)

可阻止或延缓自发或 FSH 诱导的减数分裂恢复 , 但在不同时期的卵母细胞中未检验到

Ca2 + 浓度的波动。Jagiello 等观察到 Ca2 + 离子载体 A23187 能够抑制小鼠卵母细胞的减

数分裂恢复 ; 而 Paleos 和 Powers 却观察到有促进作用。而 Tsafriri和 Bar-Ami却报道对

大鼠 CEO无作用。这可能是由于 Ca
2 +
调节卵母细胞减数分裂恢复的机制较为复杂 , 受

体内多种因素的影响 , 在作用的时间和空间上要求严格 , 研究中难以建立一个合适的研

究模型 , 真实完整的反映生理状况的结果。

在外源 Ca2 + 和内源性 Ca2 + 对卵母细胞成熟作用的研究中 , 常将卵母细胞培养在无

Ca
2 +
培养液或 Ca

2 +
螯合剂造成的缺钙条件下进行研究。但其所用培养液多含有血清 ,

而血清中多少都含有 Ca
2 +

, 这些 Ca
2 +
必将影响实验结果 , 导致对 Ca

2 +
的作用无法得到

一致的认识。最近 , 利用体外无血清培养体系 , 对 Ca
2 +
在猪、小鼠 CEO减数分裂成熟

的作用进行了研究 , 发现细胞内钙参与猪、小鼠卵母细胞减数分裂成熟 , 其螯合剂

BAPTA AM 阻止 FSH 诱导的 CEO减数分裂的恢复 , 但不影响小鼠卵母细胞的自发成

熟。细胞外钙对猪、小鼠卵母细胞减数分裂成熟没有明显的影响。

Ca2 + 传递信号的方式主要表现为 Ca2 +浓度波动 , 大量的研究对卵母细胞内 Ca2 + 浓

度波动进行了检测。从卵泡取出的未成熟小鼠生发泡 ( GV ) 期卵母细胞 , 具有一系列

自发的 Ca
2 +
浓度波动 ( spontaneous Ca

2 +
oscillation) , 一直可持续到生发泡破裂后 2～

3h。一些研究还发现用精子刺激 GV 期小鼠卵母细胞 , 卵母细胞产生重复的 Ca
2 +
浓度

波动 , 而另一些研究却仅见短暂的几个 Ca
2 +
浓度峰。最近的研究表明 , 在自发的 Ca

2 +

浓度波动停止后 , 受精能诱导小鼠生发泡期卵母细胞产生重复的 Ca2 + 浓度波动 , 该波

动幅度远大于自发的 Ca
2 +
浓度波动 , 可持续至受精后数小时。绵羊 GV 期卵母细胞中

也发现有自发的 Ca
2 +
浓度波动 , 并且 LH刺激卵丘卵母细胞复合体也能诱导 Ca

2 +
浓度

·601· 生殖生物学



波动的发生。自发的 Ca
2 +
浓度波动与受精诱导的 Ca

2 +
浓度波动的调节机制不同 , 前者

受 IICR 的调控 , 后者的调控则较为复杂 , 可能不仅仅受 IICR 的调节。关于自发的

Ca
2 +
浓度波动在卵母细胞成熟中的作用尚不清楚 , 可能与生发泡破裂无关 , 因为用二

丁酰基 cAM P ( dbcAMP ) 抑制生发泡破裂并不能阻止卵母细胞自发的 Ca
2 +
浓度波动。

不过小鼠自发的 Ca
2 +
浓度波动的产生依赖完整的生发泡 , 而且常常产生于细胞核而终

止于细胞质 ; 绵羊、牛的 CEO 受到 LH 刺激后 , 首先在卵丘细胞产生 Ca
2 +
浓度波动 ,

而后卵母细胞内才出现 , 这些结果提示这种 Ca
2 +
浓度波动可能与信号在细胞核和细胞

质间的传递有关。

牛和猪卵母细胞的生发泡破裂可能需要 Ca
2 +
的参与 , 细胞内 Ca

2 +
螯合剂 ( BAP-

TA-AM) 可阻止或延缓自发或 FSH 诱导的卵母细胞减数分裂恢复 , 但在不同时期的卵

母细胞中未检验到 Ca
2 +
浓度的波动。这可能与牛卵母细胞生发泡期对 Ca

2 +
通道调节的

敏感性极低有关 , 它可能掩盖了未成熟卵母细胞中 Ca
2 +
浓度的波动。哺乳动物卵母细

胞中存在着两种调节 Ca
2 +
释放的通道 : 1 , 4 , 5 三磷酸肌醇受体 ( IP3 受体 ) 通路和

植物碱受体 ( ryanodine receptor , RyR) 通路。RyR 通道在牛卵母细胞内含量比 IP3 受

体通道低 30～100 倍 , 而且注射植物碱并不能激发 Ca
2 +
浓度波动 , 因此它可能在牛卵

母细胞 Ca
2 +
的释放上处于次要位置。 I P3 受体在牛和猪的卵母细胞中含量丰富 , 对卵

母细胞的成熟有重要作用。肝素、新霉素、锂离子等 IP3 受体的抑制剂 , 均能阻止减

数分裂的恢复和 MPF 及 MAP的激活。 IP3 受体通道的活性与 I P3 受体的数目呈正相

关 , 在卵母细胞生长和成熟中 IP3 受体逐渐增多 , 在 GV 期较少 , 而在成熟时达到最

多 , 由此导致正在成熟的卵母细胞中 Ca
2 +
释放较少 , 检测不到 Ca

2 +
浓度的波动。尽管

如此 , Ca2 + 在卵母细胞的成熟中可能仍起着积极的作用 , 它对第一极体形成的促进作

用正在得到普遍重视。Ca
2 +
在较低浓度下发挥的作用 , 可能是因为卵母细胞及颗粒细

胞的放大作用 , 它们增强了 Ca
2 +
靶物质对 Ca

2 +
的敏感性 ; LH 及生长因子能刺激颗粒

细胞产生大量 IP3 , I P3 可上调 IP3 受体量 , 导致 Ca2 + 讯号传播。Ca2 + 的靶物质可能有

组蛋白激酶 H1、钙调蛋白 ( CaM ) 及钙依赖性磷酸化酶等 , Ca2 + 浓度的升高可激活它

们的活性。这些酶能调节细胞内多种蛋白的合成、降解及活性变化 , 在启动和维持卵母

细胞成熟分裂时核的分裂及胞质的变化中 , 起着非常重要的作用。

在卵母细胞的受精及受精卵的早期发育中 , Ca
2 +
的作用较为清楚。精子刺激卵母

细胞后 , 细胞内 Ca
2 +
迅速释放 , 产生连续的浓度波 , 使 M PF、MAPK相继失活 , 启动

第二次减数分裂 , 促进原核形成。卵母细胞迅速发生反应 , 防止多精进入 (详见第五

章 )。

3 . MAPK信号转导链

丝裂原激活的蛋白激酶 ( mitogen-activated protein kinase, MAPK) 又称细胞外调

节激酶 ( ext racellular regulated kinase, ERK) , 是一种丝氨酸/ 苏氨酸激酶 , 其完全激活

需要在苏氨酸和丝氨酸残基处双重磷酸化 , 而其中任何一个残基的去磷酸化都会使其失

活。MAPK家族的分子质量在 40～46kDa。许多细胞系中存在两种 MAPK , 即 p42E R K 2

和 p44
E R K1
。MAPK的靶蛋白包括胞浆和核中的许多蛋白质 , 后者可以作为转录的激动

剂。MAPK胞浆中的底物是细胞骨架蛋白、核纤层蛋白、核糖体 S6 激酶和 p90
r sk
等。
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MAPK的另外一种底物是髓磷脂碱性蛋白 ( myelin basic protein , MBP ) , 常用来检测

MAPK的活性。MAPK 的上游蛋白激酶 (也是丝氨酸/ 苏氨酸激酶 ) , 其分子质量为

45～50 kDa, 被称为 MAPKK ( MAP kinase kinase) , 该酶被 MAPKKK ( MAP kinase

kinase kinase) 通过磷酸化苏氨酸残基而激活。原癌基因的产物 , 如 MOS和 Raf可能是

MAPKKK 的候选底物。因此 , MAPKKK ( MOS, Raf)、MAPKK 和 MAPK ( p
ER K 1

44、

p
ER K 2

42) 组成了一个信号级联转导通路 , 调节细胞周期的转换。

卵母细胞的成熟实际上也是一个细胞周期转换的过程。大量的研究表明 , MAPK

级联反应在爪蟾、海星等水生动物的卵母细胞成熟中是必需的 , 它接受外来刺激信号

(如孕酮 ) , 逐级转递 , 最后通过与 MPF 相互协同 , 作用于细胞骨架的蛋白等成分 , 调

控卵母细胞周期的转换 (图 4-17)。

图 4-17  MAPK 级联信号转导在爪蟾卵母细胞成熟中的通路模式

(引自 Sagata等 , 1997)

MOS蛋白在爪蟾卵母细胞成熟过程中具有三个功能 , 首先 MOS 蛋白合成后 , 激活

MEK-MAPK级联反应进而激活 MPF , 同时又直接激活 M PF, 启动第一次减数分裂的

恢复 ; 随后 , 在 MI/ MII 的转换中抑制 DNA的复制 ; 最后 , 作为胞质静止因子 ( CSF )

的一部分阻滞第二次减数分裂。MAPK 在生发泡破裂前被激活后 , 可能一直处于高活

性 , 直到受精后才下降。此时 , MAPK 的失活与原核的形成有关。可见 , MAPK 可激

活 MPF , 同时 MPF 又可反馈调节 MAPK的活性。研究表明 , 细胞周期的变化受 MPF

和 MAPK的双重调控 , 两者都影响着细胞周期的转换 (图 4-18 )。

图 4-18  MAPK 和 MPF 在卵母细胞成熟过程中的活性变化

( Sagata等 , 1997)

与鱼及两栖类卵母细胞成熟必须有 MAPK 级联反应的明确结果相比 , 在哺乳动物

的研究结果较为复杂 , 不同的动物所得到的结果多不相同。小鼠卵母细胞成熟时虽也有

cAMP的降低 , 但并不像爪蟾那样诱导蛋白质的合成 , 阻断卵母细胞蛋白质的合成也未
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阻止 GVBD的发生。MAPK的上游激酶 MOS在生发泡破裂后才开始合成 , 第二次减数

分裂中期前达到高峰。给卵母细胞注射抗 c-mos敏感寡聚肽 , 不能阻滞生发泡破裂 , 说

明小鼠卵母细胞减数分裂的启动可能不需要 MAPK 级联反应。由于 c-mos 基因缺失小

鼠卵母细胞第一极体的排出迟缓 , 其表达蛋白 MOS也可能与极体形成过程有关。MOS

可能参与小鼠卵母细胞第二次减数分裂中期的阻滞 , 敲除小鼠的 c-mos, 可导致卵母细

胞第一次减数分裂中期完成后 , 继续完成第二次减数分裂中期 , 形成原核 , 表现为孤雌

生殖 ; 卵母细胞内注射抗 c-mos敏感寡聚肽也能导致孤雌生殖。MAPK的蛋白合成虽在

GV期就已开始 , 但生发泡破裂时 MPF 的活性并不伴有 MAPK 活性 , 其活性在生发泡

破裂后两小时才出现。但研究表明 , 卵母细胞减数分裂能力的获得包括获得具有激活

MAPK的能力 , 即只有具有恢复减数分裂能力的卵母细胞 , 才能有活性的 MAPK。由

于 PKC 的激动剂 PMA可抑制生发泡破裂及 MAPK 的活性 , 诱导原核的形成 , 而 PKC

的抑制剂 calphostin 或 staurosporine 可逆转 PMA 的作用 , 说明 PKC 可能参与诱导

MAPK的级联反应。

不过与小鼠不同的是 , 猪、牛、绵羊、山羊等大动物卵母细胞成熟可能需要

MAPK级联反应。它们的卵母细胞生发泡破裂都像爪蟾那样需要蛋白质的合成 , 而阻

止卵母细胞蛋白质的合成 , 不仅抑制了生发泡破裂的发生 , 还阻止了 MAPK 的激活 ,

这些说明蛋白质所激活的 MAPK级联反应可能诱导减数分裂的恢复。在牛的卵母细胞 ,

显微注射 MOS的 mRNA可以很快激活 MAPK 并且可以加快生发泡破裂发生的进程 ;

而注射对激酶无活性的 MOS的 mRNA却不能激活 MAPK。在猪卵母细胞中 , MAPKK

只存在于细胞质中 , MAPK 在 GV 期也多位于细胞质且无活性 , 细胞核内没有该酶 ,

仅在生发泡破裂前才能测到有活性的 MAPK, 说明 MAPK 级联反应也可能在 GVBD 前

携带成熟信号进入核内 , 诱导 GVBD。 Inoue等将有活性的 MAPK 注射进入猪生发泡期

卵母细胞的细胞核内 , 很快诱导了生发泡破裂 , 远快于正常生发泡破裂发生的时间。

Hacard 等和 Huang 等在爪蟾上也得到了同样结果 , 这些结果证实生发泡破裂需要

MAPK的信号转导。另外 , Inoue 等还将 MAPK 注射进入猪生发泡期卵母细胞细胞质

内 , 但未能诱导生发泡破裂发生 , 仅见部分的、平稳的 MAPK 活性升高 , 推测卵母细

胞质的成熟也可能需要 MAPK 级联反应。生发泡期细胞质的某些抑制因子抑制了

MAPK的活性 , 而当某种因素诱导 MAPK 进入细胞核导致生发泡破裂后 , 生发泡破裂

发生反过来也促进 MAPK 活性升高 , 完成细胞质成熟。与其他动物一样 , 猪、牛卵母

细胞 MAPK的活性在原核形成前消失。对牛卵母细胞第二次减数分裂恢复以后 MAPK

活性的研究发现 , MAPK 的失活晚于 MPF 的失活。体外孤雌激活时 , Ca
2 +
载体

A23187 等只能启动 MII 的恢复 , 但不能诱导原核的形成 , 加入抑制蛋白合成物质放线

菌酮 ( cycloheximide, CHX) 和蛋白丝/ 苏氨酸激酶的抑制剂 6 DMAP后 , 原核可以形

成 , 说明 MPF失活诱导减数分裂恢复后 , 仍有蛋白激酶的存在。激酶活性分析显示 ,

MAPK在 MPF失活后仍保持高活性 , 以维持纺锤体的稳定 , 保证减数分裂的顺利完

成 , 排出极体。此后当染色体浓缩 , 原核开始形成时 MAPK 失活 , 导致原核形成。另

外 , 由 MAPK高活性维持的 MII 以后的短时间细胞周期转换的阻滞 , 被一些研究者称

为 MIII。在爪蟾和小鼠卵母细胞受精中 , 也发现了同样的现象。
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4 . 卵母细胞成熟促进因子 ( MPF)

卵母细胞成熟的调控属于细胞周期调控的范畴 , 因此卵母细胞成熟的调控依赖于与

细胞周期有关的特定蛋白质在特定时期内的表达。这些蛋白质中 , 成熟促进因子或者

M 期促进因子 ( maturation-promoting factor or M-phase promoting factor , MPF ) 在哺乳

动物卵母细胞成熟过程中起着非常重要的作用。MPF 最早发现于蛙卵中 , 因能促进卵

母细胞成熟而得名。它与细胞周期有关 , 是启动和维持 M 期的因子。MPF 几乎存在于

从酵母到人的体细胞的所有真核细胞中 , 在进化上高度保守 , 功能无种属特异性。

M PF 是一种蛋白激酶 , 由催化亚基 p34
c dc 2
和调节亚基细胞周期蛋白 (cyclin) 组成 , 催

化亚基 p34
c dc2
是其主要活性部分 , 可使多种蛋白磷酸化 , 在细胞周期中只有活性的改变

而无量的变化。Cyclin 有多种类型 , 其中 Cyclin B 的作用较为常见。Cyclin B在细胞周

期中不断合成和降解 , 与 p34
c dc 2
亚基结合或处于游离状态 , 决定 M PF 的激活或失活。

它在分裂间期 ( G) 开始积累 , 至 M 期达到阈浓度时与 p34
cd c2
结合 , 使 p34

c dc2
去磷酸

化 , 表现出活性 , 而在 M期末与 p34
c dc 2
分离被降解。MPF 在 M 期异常活跃 , 激活 H1

组蛋白激酶 , 催化核纤层蛋白和核仁蛋白磷酸化 , 使核纤层解体 ; 并能调节微管蛋白 ,

控制细胞动力学变化 , 激活一些癌基因 , 产生一系列与细胞分裂有关的生物效应 , 启动

和维持卵母细胞及体细胞的分裂。

卵母细胞开始进行减数分裂的时期 , 类似于细胞有丝分裂周期中的 S期 ; 卵母细胞

减数分裂发生阻滞的时期 , 类似于细胞有丝分裂周期中的 G2 期。而卵母细胞减数分裂

恢复的过程 , 相当于细胞从 G2 期向 M 期的转变。M PF在卵母细胞的成熟及以后的周

期转换中的作用 , 在爪蟾、海星等动物中了解得较为清楚 , 在哺乳动物的研究也已取得

很大的进展 , 结果与爪蟾等动物的基本相同。体外用 MPF 的特异性抑制剂 , 能阻止低

等动物及牛卵母细胞减数分裂的恢复。研究表明 , MPF 在整个生发泡期几乎没有活性 ,

在生发泡破裂前后活性升高达到最大 , 启动减数分裂 , 随后有一个急剧的降低 , 以完成

MI/ MII 的转换 ; 之后 M PF活性迅速回升并保持在一个高水平 , 将卵母细胞阻滞在第

二次减数分裂中期。当受精或孤雌激活诱导 MPF失去活性时 , 卵母细胞第二次减数分

裂恢复 , 形成原核 , 开始受精卵的有丝分裂过程。MPF 阻滞第二次减数分裂的作用不

能独立完成 , 可能需要胞质静止因子的参与 , 阻止胞质静止因子的成分 MOS蛋白的合

成 , 可导致第二次减数分裂阻滞失败 , 诱导孤雌激活。一般认为 , MPF 在卵母细胞减

数分裂过程中活性的得失 , 主要是通过调节 Cyclin B 蛋白的合成或降解实现的。

卵母细胞在生长发育过程中 , 减数分裂一直被阻滞在双线期 , 即停留在相当于细胞

分裂周期 G2/ M 转换阶段 , 在此时期 MPF 的活性受到抑制。研究表明 , 未获得减数分

裂能力的卵母细胞的 MPF 无活性 , 主要是催化亚基 p34c dc2缺乏所致。p34c dc2在卵母细

胞生长发育过程中逐渐积聚 , 在获得减数分裂能力后迅速增加至阈浓度 , 它的增加与卵

母细胞的发育呈正相关 , 阻止 p34c dc2的增多则抑制卵母细胞的生长 , 未达到 p34cd c2阈浓

度的卵母细胞在体外不能自发成熟。体外成熟的卵母细胞成熟率较低的原因也可能与

M PF 活性有关 , 比较马体外培养成熟的卵母细胞与体内成熟的卵母细胞 H1 激酶的活性

发现 , 前者明显低于后者。由于生长中的卵母细胞内 cyclin B蛋白酶浓度一直很高 , 抑

制卵母细胞成熟的物质也可能通过增强 cyclin B 的降解 , 使 cyclin B 达不到阈浓度与
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p34
c dc 2
结合来实现其作用。

M PF 的活性受许多因素的影响 , 诱导细胞成熟的物质可能通过 Ca
2 +
及原癌基因

c-mos参与调节 MPF 活性。c-mos 基因产物 MOS 是一种磷酸化/ 去磷酸化酶 , 并能通过

激活 MEK1 激活 MAP激酶 , MOS-MEK1 -MAPK 级联共同激活 MPF , 同时 MOS蛋白

也可直接激活 MPF。这条信号转导途径为许多动物卵母细胞启动减数分裂所必需。在

受精过程中 , 卵母细胞内产生持续的 Ca
2 +
波 , 诱导 MPF 的失活。Ca

2 +
能调节多种激酶

或磷酸化酶的活性 , 可能导致 Cyclin B 蛋白降解失活。体外研究表明 , 用蛋白合成的抑

制剂放线菌酮和蛋白丝/ 苏氨酸激酶的抑制剂 6 DMAP 皆可导致卵母细胞 MPF 及

MAPK 的活性下降 , 并且能促进乙醇或 Ca
2 +
载体 A23187 诱导的孤雌生殖。进一步的

研究显示 , Ca
2 +
的第一个释放波破坏 Cyclin B 蛋白 , 使其失去活性 , 随后的释放波启动

Ca
2 +
依赖的蛋白降解通路 , 破坏新合成的 Cyclin B蛋白。

5 . 减数分裂激活甾醇 ( Meiosis-Activating Sterol , MAS)

由于 MAPK和 M PF通路在调节爪蟾和鱼类卵母细胞成熟过程中的作用已证明是由

于促性腺激素刺激颗粒细胞分泌孕酮后启动的通路 , 而在哺乳动物中 , 促性腺激素刺激

的孕酮分泌并不能诱导卵母细胞的成熟。是不是有一种类似孕酮的物质随着动物的进化

取代了这一作用 , 这引起了人们的极大兴趣。早在 20 世纪 60 年代中期 , 丹麦科学家

Byskov认为卵巢和睾丸可能在初情期时分泌一种物质能够诱导生殖细胞恢复减数分裂。

后来发现在人或牛睾丸组织培养液中 , 存在能启动小鼠胎儿睾丸生殖细胞减数分裂的物

质 , 命名为减数分裂诱导物质 ( meiosis-inducing substance , MIS )。MIS无种间特异性 ,

是激素等外来信号刺激睾丸组织细胞产生的 , 具有克服减数分裂抑制物质的效应 , 是诱

导精原细胞恢复减数分裂的主要阳性刺激因子。后来 , 在人排卵前卵泡中也发现了

MIS的存在 , 它在 hCG刺激后出现 , 12～20h 达到最高的水平 ; 由于它仅出现于可排

卵卵泡中 , 而不存在于不排卵或闭锁的卵泡内 , 且 MIS 的浓度与排出的卵母细胞的受

精率相关 , 所以推测它与卵母细胞的成熟有关 ; 或者像在睾丸那样 , 受促性腺激素的刺

激由颗粒细胞产生 , 启动卵母细胞的减数分裂成熟。随后 Byskov 等对 MIS 进行了漫长

艰苦的提纯工作 , 终于在 1995 年从人卵泡液和牛睾丸组织液中得到了它的纯品 , 并确

定了这种物质的化学本质。因为它们都是 29～31 个碳的甾醇类物质 , 都能诱导体外培

养的小鼠卵母细胞减数分裂的恢复 , 因此命名为减数分裂激活甾醇 ( meiosis-activating

sterols, MAS) ; 其中来自人卵泡液的是 FF-MAS ( follicular fluid MAS ) , 化学结构名称

为 4 , 4 二甲基 5α胆基 8 , 14 , 24 三烯 3β甾醇 ; 来自牛睾丸组织的为 T-MAS ( testis

tissue MAS ) , 化学结构名称为 4 , 4 二甲基 5α胆基 8 , 14 , 24 三烯 3β甾醇。

根据 Byskov等的提纯及分析 , FF-MAS和 T-MAS是胆固醇合成过程中的甾醇类物

质 , 位于羊毛甾醇和酵母甾醇之间。它们的合成是羊毛甾醇先由 P450 14α去甲基酶

(P450 14DM ) 催化形成 FF-MAS, 再经△ 14 甾醇裂解酶催化 FF-MAS 转化为

T-MAS (图 4-19)。MAS可能是一个约含 29～31 个碳的活性家族 , Byskov 等已人工合

成了两种 MAS: MAS 414 (4 , 4 二甲基胆基 8 烯 3β甾醇 ) 和 MAS 412 ( 4 , 4 二甲

基胆基 8 , 14 二烯 3β甾醇 ) , 它们都能诱导体外培养的小鼠卵母细胞克服抑制因素而恢

复减数分裂。成年哺乳动物睾丸中主要含有 T-MAS, 而卵巢中则含有 T-MAS及其他种
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类的 MAS (表 4-4)。

图 4-19  FF- MAS和 T-MAS在细胞内的合成及转化路线 (引自 Byskov等 , 1995)

表 4-4  不同组织及体液中的 MAS浓度

来源 动物种类 MAS 含量/ ppm①

睾丸组织 公牛 > 30 �

小鼠 > 30 �

种公马 (正常 ) > 30 �

种公马 (隐睾 ) 1 �～10

睾丸小管 大鼠 > 15 �

精液 人 < 0 Y. 5

精子 人 > 2 �

卵巢 (CG 处理 ) 小鼠 > 1 �

卵巢 小鼠 < 0 Y. 1

卵泡液 人 (排卵前 ) 1 Y

马 0 �. 1～0 �. 3

猪 0 0. 2

FF-MAS和 T-MAS 在多种哺乳动物 (包括人 ) 的排卵前卵泡中积聚 (表 4-4 )。

FF-MAS在人排卵前卵泡液中的浓度为 1 .3μmol/ L , T-MAS含量约为 FF-MAS的一半。

青春期的小鼠卵巢中不含 FF-MAS或含量很低 , 但用 hCG 刺激后几小时就有 FF-MAS

的积聚。与卵巢不同 , 睾丸内 FF-MAS 的含量甚微 , 主要是 T-MAS, 在成年牛、马、
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人、小鼠、大鼠的睾丸组织及人的精子中含量可达 30ppm , 而人精液、马隐睾以及不同

哺乳动物的卵泡液中 MAS的含量较低。

动物生殖细胞减数分裂的阳性启动信号物质似乎都是旁分泌激素 , 如鱼类和两栖动

物的孕酮 , 已证明是通过旁分泌诱导该类动物生殖细胞减数分裂恢复的阳性刺激因子。

在哺乳动物的精子成熟和受精过程中 , 孕酮也起着促进作用。有意思的是 , 在哺乳动物

卵母细胞成熟过程中 , 孕酮的作用消失 , 这可能是在动物进化过程中形成的转变。由于

哺乳动物在进化中形成了胎生并哺乳的方式 , 孕酮的主要作用是维持妊娠 , 因此它不可

能在维持妊娠的同时又促进卵母细胞成熟。MAS在体外可诱导小鼠卵母细胞的减数分

裂恢复 , 说明 MAS可能是在进化过程中形成的替代孕酮促进哺乳动物卵母细胞成熟的

机制。MAS可能作为一种特化的旁分泌激素 , 在哺乳动物的由促性腺激素诱导的卵母

细胞减数分裂恢复中扮演着生理性信号物质的角色。

体外实验证明 , 小鼠卵丘卵母细胞复合体中的卵母细胞经 FSH、Forskolin 或 db-

cAM P刺激 1～2h 后 , 可产生一种减数分裂促进物质 , 该物质可扩散于培养液中 , 能够

克服 HX的抑制而诱导卵母细胞的减数分裂成熟。该物质的产生依赖于卵丘细胞与卵母

细胞的紧密结合 , 具有热稳定性 , 推测可能是 FF-MAS。促性腺激素刺激后 , FF-MAS

和 T-MAS在小鼠卵巢内可能很快积聚。由于它们都有促减数分裂恢复的作用 , 在卵巢

内可能具有协同作用。但促性腺激素刺激 MAS在卵巢内积聚的推测 , 仍缺乏明确的证

据。

对于体外培养的在次黄嘌呤抑制下的小鼠卵母细胞 , 0 . 03～3μmol/ L 的 FF-MAS

和 T-MAS, 皆能剂量依赖性地诱导减数分裂恢复 , 而且同样浓度的 FF-MAS, 还能剂

量依赖性地克服 3 异丁基 1 甲基黄嘌呤 ( IBMX) 或 dbcAMP 对卵母细胞的抑制。而

对于体外培养的卵泡 , 则需高浓度的 FF-MAS ( 60μmol/ L) 才能达到 LH 的诱导效果。

卵巢内灌注 MAS, 也能导致卵母细胞减数分裂的恢复。MAS诱导减数分裂恢复的信号

通路还不清楚 , 有假设认为可能与受体的调节有关。Gr�ndahl 等 ( 1998 ) 推测一种叫

LXRα的核受体可能介导 MAS 的作用 , 因为它可被多种氧甾醇及 FF-MAS 转运激活。

但在小鼠的体外实验中 , 未发现这些氧甾醇对卵母细胞减数分裂恢复的影响 , 说明这种

受体可能不介导 MAS的作用。由于霍乱毒素抑制 MAS 刺激的小鼠卵母细胞成熟 , 而

对卵母细胞的自发成熟无影响 , 表明 G 蛋白有关的受体可能参与 MAS 的作用。MAS

的作用可能需要蛋白的合成 , 但不涉及 RNA 的转录 , 因为用蛋白合成抑制剂可阻止

MAS诱导的小鼠卵母细胞成熟 , 而 RNA合成的抑制剂无影响。

由于 MAS是细胞内胆固醇合成过程中的物质 , 研究 MAS 内源性合成和积聚的一

个有效方法 , 就是利用能够干扰性腺组织中 MAS合成或代谢转化的成分 (如抗真菌药

物酮康唑、氟康唑等 ) , 抑制 P450 细胞色素 14α脱甲基酶活性 , 从而抑制羊毛甾醇生成

FF-MAS。体内研究结果表明 , 大鼠卵巢上有 P450 14DM mRNA的表达 , 用 hCG 刺

激可使表达增强 , 同时伴有 MAS的积聚。Tsafriri等 ( 1998 ) 发现给小鼠注射酮康唑 ,

可抑制卵子的排出 , 但不能抑制卵母细胞体外自发成熟。另一种酶的抑制剂 AY9944 ,

也被用来研究 MAS的积聚和作用。AY9944 是一种△ 7 裂解酶 (催化胆固醇的上游前

体物形成胆固醇 ) 的抑制剂 , 也能抑制△ 14 甾醇裂解酶的活性 , 从而减低 FF-MAS

向 T-MAS的转化。实验表明 , 肝细胞碎片中加入 AY9944 , 可导致胆固醇合成减少 ,
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FF-MAS积聚。最近 , Leonardsen 等 ( 2000 ) 发现 AY9944 剂量依赖性地诱导体外培养

的小鼠卵丘包被的卵母细胞恢复减数分裂 , 而对裸卵却无影响 , 说明 AY9944 的靶位点

在卵丘细胞上。他们还分别研究了 AY9944 对胆固醇、T-MAS、FF-MAS、羊毛甾醇从

底物鲨烯合成的影响 , 也证明 AY9944 诱导 MAS积聚。但将卵丘细胞与卵母细胞分离

后再将它们混合培养 , AY9944 却无影响 , 这表明卵丘细胞与卵母细胞的相互作用对启

动减数分裂的恢复必不可少。这些结果结合以前 FSH 刺激 CEO 的研究结果 , 提示

FF-MAS可能在卵母细胞的调控下 , 受促性腺激素的诱导 , 由卵丘细胞产生 , 并在卵母

细胞的减数分裂恢复中扮演重要生理性角色。但是 , 这些结果并不足以确认这种推测 ,

需要进行大量的研究来证明促性腺激素是通过诱导 MAS产生 , 从而诱导卵母细胞的成

熟。谢辉蓉等的研究结果证明 , FSH 可明显诱导体外培养的小鼠 CEO 中 MAS 的水平

在 6～12h 增加 , 此时正好是卵母细胞开始恢复减数分裂的时间 , 并用卵泡体外培养技

术发现 FSH刺激 6h 后 , MAS 的合成酶———CYP51 蛋白含量急剧增加 , LH 虽有相似

的作用 , 但刺激程度远远小于 FSH。这些结果直接证明 FSH 能够直接刺激 MAS的产

生 , 进而诱导卵母细胞克服抑制因素而主动成熟 , 至少在小鼠是这样。

FSH 及 EGF都能促进多种动物卵母细胞的体外成熟及胚胎着床率。最近的一项关

于 57 例妇女体外受精的随机调查也显示 , 受精时培养液中加 FSH及表皮生长因子 , 可

促进人胚胎的着床率。令人感兴趣的是 , 加 FSH 及 EGF 的细胞培养液中可检测到

FF-MAS, 而不加的培养液中则检测不到。这提示 , FSH 及 EGF 的促卵母细胞质和核

成熟的作用 , 可能是通过促进 MAS的积聚实现的。这也许符合输卵管中卵子受精及受

精卵早期发育的真正机制 , 那里含有表皮生长因子、卵泡液里的 FF-MAS 及精子的

T-MAS。一些实验结果也显示 , 小鼠卵母细胞培养液中加入 FF-MAS, 可提高受精率 ;

加入酵母甾醇 , 可促进卵母细胞成熟及 2 细胞期胚胎的形成。

对 MAS在生殖中作用的研究结果 , 使 MAS有可能成为一种理想的避孕药。由于

内源性 MAS的积聚可诱导卵母细胞减数分裂的恢复 , 促进成熟、受精及早期胚胎的发

育 , 阻止 MAS的积聚就可能导致不育 ; 如果卵母细胞中存在 MAS受体 , 则用 MAS拮

抗剂可阻止卵母细胞减数分裂的恢复 , 从而阻止卵母细胞成熟 ; 假如 MAS不仅仅作用

于获得减数分裂能力的卵母细胞 , 还能诱导未获得减数分裂能力的卵母细胞减数分裂恢

复 , 则可通过促进 MAS积聚 , 使卵母细胞过早恢复减数分裂而致不育。

6 . 一氧化氮对卵母细胞成熟的影响

一氧化氮 ( nitric oxide, NO) 是哺乳动物的一种重要信息分子 , 有着独特的理化性

质和生物学活性。NO在卵泡生长、排卵、黄体生成和退化等卵巢生理中起着重要的作

用 , 在卵母细胞成熟方面也有其调节作用。

在室温下 , NO是一种无色的气体 , 它在水中的最大溶解性和纯氧相近。由于它没

有极性 , 所以能自由进出细胞膜。NO 的化学性质活泼 , 在生物组织中的半衰期只有

3～5s。在哺乳动物中 , NO是由一氧化氮合酶 ( nitric oxide synthase, NOS) 催化 L 精

氨酸而合成的 , 此反应依赖于氧和 NADPH , 生成 NO 和 L 瓜氨酸。根据它们的组织

来源和功能属性来分 , 一氧化氮合酶 ( NOS ) 可分为三种不同的类型 , 其中神经型

( nNOS) 和内皮型 ( eNOS) 是组成型的 , 与 NO持续的基础水平释放有关 , 而第三种
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则是诱导型的 ( iNOS ) , 和炎症反应有关。 nNOS 和 eNOS的激活需要钙/ 钙调素的参

与 , 而 iNOS的激活则不依赖于钙/ 钙调素。

Yamachi在体外灌注兔卵巢模型中发现 , 灌注液中加入一氧化氮合酶 ( NOS) 的抑

制剂 L-NAME并不影响被灌注卵巢中卵母细胞的减数分裂成熟。随后 , Jablonka-Shiar-

iff 等否定了 Yamachi的实验结果 , 发现卵母细胞的成熟也需要 NO, 他们向小鼠体内注

射 NOS的抑制剂 L-MAME , 抑制 NO的产生后 , 发现不仅排出的卵子数量减少 , 而且

卵子的减数分裂也不正常。紧接着 Jablonka-Shiariff等报道 , 敲除 eNOS 基因的小鼠中 ,

卵巢重量下降 , 卵巢中卵丘 卵母细胞复合体 ( CEO) 数目下降 , 而且将卵丘卵母细胞

复合体在体外培养也发现 , 这些卵母细胞很少进入第二次减数分裂 , 而大多数停滞于第

一次减数分裂或发生细胞凋亡。同时他们还用体外培养野生型小鼠卵母细胞的方法证

明 , L-NAME 能剂量依赖性地抑制卵母细胞第一极体的排出 , L-NAME 虽不能影响正

常小鼠卵丘卵母细胞复合体的生发泡破裂 , 却能使生发泡破裂的时间推迟。

Kazuo等在小鼠上的研究不仅证明 10
- 5
～10

- 3
mol/ L 的 L-NAME 能剂量依赖性地

抑制卵丘卵母细胞复合体减数分裂的恢复 , 且此抑制作用能被 NO 供体———硝普钠

( SNP ) 所逆转 , 但同样浓度的 L-NAME 对裸卵的减数分裂没有影响。他们还证明低浓

度 ( 10
- 7

mol/ L ) 的硝普钠 ( SN P ) 而不是高浓度的 SNP, 能显著促进 300μmol/ L

dbcAMP所阻滞的卵丘卵母细胞复合体的体外成熟。

Nakamura 等研究发现 , NO能够抑制卵泡卵母细胞的成熟 , 可能是通过 iNOS-NO-

(cGM P ) 系统起作用的。王松波等研究发现 , 高浓度 ( 1mmol/ L) 的硝普钠能够抑制小

鼠卵母细胞体外的自发成熟 , 能够延迟发生的时间。最近 , Bu 等报道 , NO 对卵母细

胞的成熟起双重作用 , 研究发现一氧化氮合酶抑制剂 L-NAME 和 L-NNA能够抑制卵丘

包被的卵母细胞 ( CEO) 第一极体 ( PB1) 的释放率 , 而对裸卵母细胞没有影响 ; 低浓

度的硝普钠 ( 10
- 7
、10

- 6
、10

- 5
mol/ L ) 能够明显地促进 4mmol/ L 次黄嘌呤抑制的

CEO的成熟 , 但对裸卵没有影响 ; 高浓度的 SN P ( 1mmol/ L) 能够明显地降低 CEO 自

发成熟过程中第一极体释放率 , 并且在培养的前期 (前 5h ) 能够明显地延迟 CEO的生

发泡破裂。进一步的研究证明 , 高浓度的 NO抑制小鼠卵母细胞自发成熟是通过 cGMP

通路实现的 , 而低浓度的 NO促进 HX抑制的小鼠卵母细胞恢复减数分裂是通过 cAMP

通路实现的。

目前 , 有关 NO在卵母细胞减数分裂过程中作用的研究还不是很多 , 且有些结果相

互矛盾。另外 , 关于 NO对卵母细胞成熟影响的作用机制方面的工作还很少 , 需要进一

步的研究。

第三节  排   卵

所谓排卵 ( ovulation) , 是指突于卵巢表面的成熟卵泡发生破裂 , 包围有卵丘细胞

的卵母细胞随卵泡液排出的过程。哺乳动物性成熟以后 , 只有少数的原始卵泡生长发育

成熟并排卵 , 绝大多数卵泡在生长竞争中闭锁、退化。排卵受多种因素的影响 , 其中激

素和酶起着重要的作用。在人类的月经周期中 , 排卵随机发生在两侧的卵巢中 , 而灵长

类动物的排卵则在两侧的卵巢中交替进行。
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一、排 卵 类 型

根据动物卵巢排卵的特点 , 可以将排卵分为自发排卵 ( spontaneous ovulation) 和诱

导排卵 ( induced ovulation) 两大类。

(一 ) 自 发 排 卵

动物性成熟以后 , 按照一定的时间 , 卵泡发育成熟后会在下丘脑和腺垂体的控制下

自发排卵 , 不需要另外的促排卵刺激。这种排卵类型的动物最多 , 包括牛、羊、猪、

马、犬等家畜以及大多数哺乳动物。根据自发排卵后形成的黄体是否有功能 , 自发排卵

又可以分为两种 :

1 . 自发排卵后形成功能性黄体

这类动物的发情周期较长 , 在排卵后自然形成黄体。黄体的生理功能可维持一定的

时间 , 其时间长短决定了发情周期的长短。

2 . 自发排卵交配后才形成功能性黄体

鼠类属于这种类型 , 这类动物的排卵虽然是自发的 , 但必须经过交配刺激 , 所形成

的黄体才具有内分泌功能 , 并维持 10～12 天的时间。若交配后并未受孕 , 动物则出现

假妊娠 , 此时形成的黄体也具有分泌孕酮的能力 , 并且也能维持 12～14 天。但如果没

有交配则黄体期的持续时间只持续 1～2 天 , 这是因为交配诱导 PRL 的释放。在狗中 ,

标志着间情期 ( diestrus) 结束的黄体自发退化也会导致 PRL 水平的升高 , 引起临床假

孕 , 非妊娠的母狗在此时期能够筑窝、泌乳和饲养其他动物。

自发性排卵的动物 , LH的分泌是周期性的 , 是由神经和内分泌系统相互作用激发

的 , 不取决于交配的刺激。

(二 ) 诱 导 排 卵

需要交配才能排卵的动物称为诱发排卵动物或反射性排卵动物 , 包括兔、猫、雪

貂、水貂、骆驼、驼马 (非洲驼 ) 和羊驼等。交配替代了雌激素作为刺激诱导促性腺激

素排卵前峰释放的因素。但是 , 这些动物在由交配诱导促性腺激素峰释放之前仍需要有

升高的雌激素水平。

在没有交配时 , 诱发排卵的动物中一群发育的卵泡维持成熟状态 , 几天后开始退

化。卵泡生长类型在猫中能够被明显地区分开来 , 在卵泡生长波之间 ( 8～9 天 ) 卵泡

发育和退化经历大约 6～7 天。卵泡生长波之间也有一些重叠 (如驼马和羊驼 ) , 或密切

重叠 (如兔 )。

这类动物在繁殖季节里 , 卵巢上始终存在发育成熟的卵泡 , 但必须经过一定的刺激

才能发生排卵。按照诱导性刺激的性质不同 , 又可将诱导排卵分为两种 :
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1 . 交配刺激诱导排卵

见于兔和猫 , 它们只有在受到交配刺激或机械性刺激子宫 (颈 ) 之后才发生排卵。

兔子在交配刺激后 30min左右开始释放 LH , 10～12h 后发生排卵。注射 LH、人绒毛膜

促性腺激素 ( hCG) 或电刺激后也可诱导排卵。其机理是当子宫颈受到刺激后 , 通过神

经系统反射性地兴奋下丘脑 垂体 卵巢轴 , 从而引起排卵。这类动物交配前总处于发情

状态 , 交配后会出现怀孕或假孕状态。

2 . 精液刺激诱导排卵

见于骆驼和羊驼 , 它们的排卵机理与兔子不同 , 因为人工刺激子宫颈并不能引起排

卵。而对双峰驼阴道输精则能够引起排卵 , 用少量的精清也可诱导排卵。Rios 等在羊驼

上也获得了类似的结果。双峰驼在配种或人工授精后 3～4h 出现 LH 峰值 , 30～40h 发

生排卵。在阴道内输精液或精清能够引起排卵 , 可能是因为双峰驼精清中含有 GnRH

类似因子 ( GnRH-like factor )。这种因子的生物活性及免疫活性与下丘脑 GnRH ( 10

肽 ) 的抗血清发生交叉反应。该因子只存在于精液中 , 在促进垂体释放促性腺激素上与

GnRH有协同作用。

二、排 卵 时 间

各种动物的排卵时间不一致 , 排卵时间均发生在发情期的后期或发情结束后 (表

4-5 )。

表 4-5  各种动物的排卵时间

动物种类 排卵时间

马 发情开始后 1 �～2 天

牛 发情结束后 8 �～12h

猪 发情开始后 38 %～42h

绵羊 发情开始后 24 %～27h

山羊 发情开始后 40 %h

狗 接受爬跨后 48 %～60h

小鼠 发情开始后 2 �～3h

大鼠 发情开始后 8 �～10h

仓鼠 发情开始后 8 �～12h

豚鼠 发情开始后 10 %h

猕猴 月经开始后 11 %～15 天

人 月经前 14 �天左右

猫 交配后 24 �～30h

兔 交配后 10 �～12h

水貂 交配后 40 �～50h

骆驼 交配后 30 �～48h
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三、排 卵 过 程

哺乳动物的排卵过程大致相同 , 排卵过程主要经历几方面的变化 , 包括卵母细胞的

细胞核和细胞质成熟 , 卵丘细胞聚合力松散 , 卵泡外壁变薄和破裂等。

(一 ) 卵 泡 增 大

动物发情期前 , 由于促性腺激素的释放 , 卵泡体积会发生明显的增大。临排卵前的

大鼠卵泡的大小要比促性腺激素开始释放时的卵泡增大 0 . 5 倍 , 交配后 9h 的卵泡要比

交配前的卵泡增大 0 . 7 倍。排卵前卵泡体积迅速增加 , 是由于卵泡外膜细胞侵入性水肿

和交配 4h 后开始的胶原纤维分离引起的卵泡外膜细胞松散的聚合 , 使得卵泡的弹性增

加而造成的。

临近排卵时 , 许多酶活性增强。颗粒细胞释放的胶原酶 , 能和蛋白水解酶共同作用

于纤维的蛋白样基质 , 使胶原纤维束分离。纤维蛋白溶解酶能使卵泡壁弹性增加。

(二) 卵母细胞核成熟

在经历了一长段休止状态后 , 排卵前卵泡中的卵母细胞开始恢复减数分裂。卵母细

胞核或生发泡会发生一系列的变化 , 包括生发泡的破裂、减数分裂恢复到第二次减数分

裂的中期或排出第一极体阶段。减数分裂会被抑制在第二次减数分裂的中期 , 直到受精

后才完成第二次减数分裂 , 排出第二极体。初级卵母细胞在排卵前 24h 左右恢复中断的

减数分裂过程。一般在 LH 峰后 3h 开始减数分裂 , 于排卵前 1h 结束。对于大多数哺乳

动物而言 , 第一次减数分裂的恢复和完成发生在排卵前 , 但马和狗卵母细胞第一次减数

分裂的完成发生在排卵之后 (狗至少是在排卵后 48h)。在这种情况下 , 精子通常都要

在受精之前在输卵管中等候卵母细胞的成熟。因此为了适应这种情况 , 狗和马的精子要

比其他动物的精子寿命长。

减数分裂成熟是排卵过程中的一个重要事件 , 因为这对于正常受精是必不可少的。

(三 ) 卵丘细胞聚合力松散

卵丘细胞是由分散在胶状基质中的几层细胞组成的 , 中间包围着卵母细胞。排卵前

卵泡壁的颗粒细胞开始脂肪变性 , 卵泡液浸入卵丘细胞之间 , 使卵丘细胞聚合力松散 ,

并与颗粒细胞逐渐分离。只有靠近透明带的卵丘细胞得以保留 , 环绕卵母细胞形成放射

冠。卵丘细胞的分离使卵母细胞从颗粒层释放出来 , 并游离于充满卵泡液的卵泡腔中。

在减数分裂成熟过程中 , 卵丘细胞在扩展后会发生黏液化。排卵前 FSH 峰起始了

卵丘扩展。卵丘细胞开始发生黏液化的标志是细胞分泌的黏多糖的量急剧增加 , 这样会

导致卵丘细胞的分散和卵母细胞卵丘复合体的急剧膨胀。卵丘扩展具有很重要的生理意

义 , 这对正常的受精是必需的 (图 4-20)。

·811· 生殖生物学



图 4-20  LH/ FSH 对卵丘扩展作用的显微照片 (引自 T estart J 等 , 1982 )

卵母细胞已经恢复减数分裂 , 放射冠从透明带处以放射状向四周扩散 , 卵丘细胞由于

黏液化作用相互之间失去粘连 , 以单独的细胞分散在蛋白多糖基质中

(四) 排卵柱头的形成

随着卵泡的成熟 , 卵巢生殖上皮下方发生水肿 , 出现了死亡和退化的细胞。白膜下

方出现蜕变而成的成纤维细胞。卵巢表面的上皮细胞开始出现局部的溶解 , 形成一个破

口 , 在 FSH 和 LH 峰之后 , 破口处的细胞增大 , 充满了含有各种蛋白水解酶的溶酶体

样空泡。在接近排卵时 , 这些细胞开始呈退行性变化 , 并释放蛋白酶到细胞外间隙 , 使

其下面的白膜、卵泡外膜、卵泡内膜、结缔组织的基质溶解、胶原分离并断裂成碎片 ,

相继崩溃。

在 LH 峰时期 , 卵泡出现明显的充血 , 甚至波及到预定排卵卵泡的内膜层和外膜层

的一部分。卵泡膜毛细血管扩张 , 卵泡基底膜出现小孔 , 当小孔变大后 , 血液便流到细

胞外间隙 , 形成了广泛的卵泡膜水肿。在临近排卵时 , 那些大卵泡的外侧和基部的毛细

血管充满了血细胞 , 并呈现极度扩展状态。

约于排卵前 2h 时 , 颗粒细胞伸出突起 , 穿过基底膜 , 为排卵后黄体发育时卵泡膜

细胞和血管浸入颗粒细胞层奠定基础。当破裂口处细胞变性时 , 卵泡内膜和基底膜便从

破口处凸出 , 形成一个薄薄的半透明的无血管水泡状结构 , 突于卵巢表面 , 称为排卵柱

头 ( stigma) (图 4-21 和图 4-22 )。

排卵过程中最明显的结构变化就是在卵巢的表面形成排卵柱头。LH 已经被证明直

接参与了柱头的形成。作为对 LH 刺激的响应 , 卵泡会产生孕酮和前列腺素 , 这两种激

素对于实验动物卵巢柱头的形成都是必不可少的。支持这一观点的最有力的证据来自于

“基因敲除”小鼠的实验 , 缺失孕酮受体 ( PR ) 基因和环氧合酶 ( COX) 基因的雌性小

鼠不能够排卵 , 并且是不育的。PR 基因突变缺失的小鼠可以形成成熟的排卵前卵泡 ,

卵丘在促性腺激素的作用下也可以发生扩展 , 但是却因为不能形成柱头而不能排卵。同

样 , COX 2 基因敲除后 , 雌性小鼠也不能正常排卵 , 从而造成不育。优势卵泡不能发
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图 4-21  排卵过程中的某些生理机制 (引自 Hafez ESE , 1987)

图 4-22  从柱头排出成熟的卵丘卵母细胞复合体的显微照片

(引自 Hartman CG, 1959)

生排卵的主要原因是柱头的形成受到影响。至于 LH 诱导产生的孕酮和前列腺素如何共

同作用使柱头形成还不很清楚 , 但可能是通过下面的级联机制进行的 :

排卵前 LH 峰会促进孕酮受体 ( PR ) 的表达和孕酮的产生。孕酮和其受体结合以
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后 , 又会诱导 COX 2 和前列腺素的产生 ; 前列腺素会和上皮细胞表面的特定受体相互

作用 , 激活一定的信号通路 , 导致蛋白溶解酶的释放 , 释放的蛋白溶解酶会降解内在的

组织 , 从而引起卵巢表面的上皮细胞从基膜上分离开来 , 这样就形成了柱头 , 进而释放

出成熟的卵丘卵母细胞复合体。

四、排 卵 机 理

关于排卵机理的研究已经持续了很长时间 , 但迄今还不十分清楚。20 世纪 60 年代

时 , 曾有观点认为 , 排卵是由卵泡液的不断增加 , 内压升高 , 致使卵泡膜陆续变薄 , 加

上平滑肌收缩 , 最终破裂排卵。但这种观点已被否认 , 在兔和大鼠的成熟卵泡腔内插入

毛细微管测定卵泡内压 , 结果发现排卵前的卵泡内压基本没有发生变化。实际上卵泡破

裂排出卵子的过程是一个逐渐流失过程 , 而不是一个爆破过程。牛、羊、猪等哺乳动物

在排卵前数小时卵泡变得很松软 , 却最终排卵。而发生卵巢囊肿的牛、羊、马等家畜 ,

其卵泡无论从体积大小和内部压力来看 , 都大大超过了正常的卵泡 , 但却表现为排卵障

碍。

排卵过程受到众多因素的调控 , 现在已知的因素有多种激素 , 以及卵巢本身的结构

和代谢的变化。

(一 ) 激素对排卵的调控

与排卵有关的激素主要是促性腺激素 ( FSH 和 LH) 以及与垂体促性腺激素活动密

切相关的 GnRH和性腺类固醇激素。

1 . LH的作用

LH对于卵泡的成熟和排卵均具有重要的作用 , 不论是自发排卵还是诱发排卵 , 均

与 LH 的分泌有关。血液中 LH 的水平在卵泡期的前期阶段很低 , 在卵泡期的中期阶

段 , 由于雌激素的正反馈作用 , 其水平开始升高 , 在排卵前则形成一个极大的峰值 (图

4-23)。如牛的 LH 峰值可高达发情期以外各阶段的 26 倍 , 而 FSH的上升比例不过 2～

3 倍 , 由此可见 LH 的变化之大。要使雌激素对 LH 的释放起正反馈作用 , 雌激素的浓

度必须高于 200pg/ ml, 而且要持续大约 50h。对于妇女的 LH 峰 , 发生在排卵前 16h 左

右 , 其峰值约为基线水平的 10 倍。在卵泡期的早期阶段 , LH 以大约 60～90min 的频

率释放 , 其释放强度相对稳定。而在卵泡期的晚期到排卵前阶段 , LH 的释放频率升

高 , 且幅度也可能开始升高。对于大多数妇女来说 , LH释放脉冲幅度是在排卵后开始

升高的。

自发排卵的动物中 , LH的作用是周期性的 , 不取决于交配的刺激 , 而是由神经内

分泌系统的相互作用激发的 , 因而 LH 常作为一种排卵激素在生产实践中应用。对于诱

发排卵的动物 , 只有在其子宫颈或阴道受到特定的刺激才能激发 LH 峰出现 , 因而注射

一定剂量的 LH 也可以代替交配刺激来达到排卵的目的。

随着排卵的发生 , 垂体会释放出大量的 LH , 结果会造成垂体中 LH 的含量在排卵
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图 4-23  促性腺激素和卵巢类固醇激素在排

卵前的变化 (引自 Hoff JD等 , 1983)

L H 峰开始的时间为 0; E2 : 雌激素 ; P4 : 孕酮

前后发生明显的变化 , 即在黄体期后期 LH 的

量很高 , 排卵时降低 , 而后又开始逐渐积累 ,

在黄体期末达到最高值。在排卵时垂体释放的

LH , 绵羊的释放占 LH 总量的 54 %～ 68% ,

牛的为 54%～89% , 释放到血液中的 LH会与

卵泡体细胞中的受体结合发挥其调节作用。

LH 峰的出现可以激活卵泡膜中的腺苷酸

环化酶 , 导致 cAMP 的增加 , 并引起颗粒细胞

的黄体化 , 使卵泡内的孕酮量增加。孕酮可激

活卵泡中的一些蛋白分解酶、淀粉酶、胶原酶

等 , 这些酶作用于卵泡壁的胶原 , 使其张力下

降 , 膨胀性增加 , 最后引起排卵。

2 . FSH的作用

和血液中 LH 的浓度变化相似 , 许多动物

在排卵时 , 血液中的 FSH 也会形成一个峰值。

由于 FSH 浓度的升高同样是在排卵时 , 且使

用较纯的 FSH 制剂可以引起排卵 , 因此有人

认为 FSH 具有诱导排卵的作用。现在已经证

明 , FSH 确有诱导排卵的作用。用 LH-β亚单

位抗血清将 FSH制剂中混杂的 LH 除去后 , 发

现 FSH 也能引起排卵。尽管如此 , 在大鼠促

性腺激素波出现以前 , 使用 LH 抗血清会阻止

排卵 , 而使用 FSH 抗血清却不能阻止排卵 ,

因此认为正常的排卵是离不开 LH 的。

另外 , 一定比例的 FSH和 LH 在排卵上具

有协同作用。有实验表明 , LH 可以使卵巢上

的卵泡全部破裂 , 而当 LH 和 FSH 配合使用

时 , 只有成熟的卵泡才破裂排卵 , 说明 FSH 有抑制未成熟卵泡破裂的作用。如果单独

使用 LH促排卵 , 则需要很大的剂量才能起作用 , 而将 LH 与 FSH 配合使用时 , 只需小

剂量即可。

3 . 前列腺素的作用

当 LH 水平在排卵前激增时 , 卵泡壁生成的 cAMP的量会增加 , 并诱导环氧合酶合

成。环氧合酶能够催化卵泡壁的二十碳四烯酸 , 形成不稳定的环内过氧化物 PGG2 和

PGH2 , 很快便在异构酶和还原酶的作用下形成稳定的 PGE2 和 PGF2α。卵泡壁合成的前

列腺素 , 由于大部分半衰期都很短 , 所以不能进入卵巢和卵泡液 , 只能在局部释放 , 发

挥局部作用。

排卵前 PG的含量增高起到以下几方面的作用 : ①PGF2α可以使卵泡顶端上皮细胞
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内溶酶体增生、破裂 , 释放出水解酶 , 水解酶能解离白膜和卵泡外膜细胞 , 使上皮细胞

脱落 , 形成排卵柱头 ; ②促进卵泡外膜间质内平滑肌样细胞收缩 , 有助于卵泡破裂。使

成熟卵泡周围血管平滑肌收缩及卵泡缺血 , 促进卵泡破裂 ; ③PGE2 促进颗粒细胞内生

成纤维蛋白溶酶原激活物 , 激活纤维蛋白溶酶原 , 使其转变成纤维蛋白溶酶 , 而生成的

纤维蛋白溶酶又可以使无活性的胶原酶转变成有活性的胶原酶 , 胶原酶可以使白膜和外

膜的胶原纤维解离而发生水肿。

几乎所有的哺乳动物 , 在 LH 峰之后均伴随着 PGE2 和 PGF2α的升高。PGs 的产生

部位主要在颗粒细胞 , 有少量来自于卵泡膜细胞。当前列腺素的合成受到阻滞时 , 排卵

就会发生障碍 , 但这对卵母细胞的成熟并没有影响。当内源的前列腺素分泌受阻时 , 注

射 PGF2α仍可引起排卵。

前列腺素 E 和 F系列以及羟基花生四烯酸在卵泡液中的浓度都在排卵前达到峰值。

前列腺素可以促进蛋白水解酶 , 而羟基花生四烯酸可以促进血管发生和充血。注射高剂

量的前列腺素抑制剂 , 如氯苯酰甲氧基甲基吲哚乙酸 ( indocin ) 会阻断前列腺素的合

成 , 从而可以有效地阻止卵泡破裂。这样就会造成未破裂卵泡黄体化综合征 ( lu teinized

unruptured follicle syndrome) , 这种综合征在可育和不育的病人中发生的机会是均等的。

因此不育的病人应该避免服用前列腺素合成酶抑制剂和 COX 2 的抑制剂 , 特别是在接

近排卵时。

图 4-24  排卵机理示意图 (改自 Hafez ESE , 1987)

前列腺素和一些蛋白水解酶 , 如胶原酶、血纤维蛋白溶酶的水平会在 LH 和孕酮的

作用下升高。这些酶作用的精确机制还不知道 , 但蛋白水解酶和前列腺素被激活后却可

以消化卵泡壁上的胶原确是不争的事实 , 从而使卵丘卵母细胞复合体从卵泡中释放出

来。前列腺素还可以通过刺激卵巢平滑肌的收缩来促进卵子的释放 (图 4-24)。
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4 . 孕酮的作用

孕酮的量随着发情周期中黄体的形成而增加 , 并随着下一次发情前黄体的退化而减

少。黄体期孕酮的增加给予中枢神经系统一个负反馈信息 , 使卵泡在此期间有某种程度

的发育。另外 , 这种信息也会发挥阻止促性腺激素排卵波出现的作用 , 因而卵泡不能排

卵 , 最终闭锁退化。早期的研究用孕酮受体拮抗剂 RU486 处理大鼠 , 会使其排卵数目

减少 , 当注射外源性孕酮时 , 这种抑制效果会被逆转。RU486 可能通过以下几种机制

来抑制体内排卵。首先 , RU486 可以升高外周血液中雄激素的浓度 , 从而降低发育中

的卵泡对雌激素的反应 , 使发育的卵泡发生闭锁。另外 , RU486 还可以降低 LH 峰 ,

进而影响排卵。在给予能够诱发排卵的促性腺激素的同时 , 注射孕酮抗血清会抑制排

卵 , 若在 1h 内再注射孕酮 , 则又能诱发排卵。可见 , 孕酮在协助 LH 排卵峰促进排卵

方面发挥作用。

Pall 等用孕酮受体拮抗剂 Org31710 研究发现 , 这种抑制剂可以明显抑制大鼠体外

灌流卵巢的排卵 , 而且这种抑制作用跟时间有关。在早期可以抑制排卵 , 在后期则起不

到抑制的作用。这种抑制剂可以明显降低 PGE2、PGF2α的水平以及纤溶酶原激活因子

( PA) 的活性。上述研究结果表明 , 孕酮可能在排卵过程的起始阶段起着重要的作用。

5 . GnRH的作用

中枢神经系统在决定是否发生排卵和何时排卵方面起着非常重要的作用。排卵是由

排卵前 LH 峰引起的 , 而 LH 分泌则受到 GnRH 分泌到垂体门脉系统特定峰的控制。

GnRH波动峰则是由卵泡分泌到血液循环中的雌二醇的增加引发和支持的。因此 GnRH

的神经内分泌系统的开关 , 以及所引起的 GnRH 的大量的释放便成为排卵的神经内分

泌信号。

6 . 雌激素的作用

LH波出现前 3～4 天 , 雌激素开始缓慢的上升 , LH 峰出现的 12h 前雌激素水平急

剧升高 , LH峰出现当天雌激素水平达到最大值 , 以后迅速下降。由于雌激素在 LH 波

出现前升高 , 因此对排卵波的出现起着直接的引发作用。雌激素的高峰期大致与 LH 峰

出现的时间一致 , 达到高峰后约 5h 浓度下降一半 , 14h 后已下降到基础水平。

雌激素水平在 LH 达到峰值前不久 , 其水平急剧下降。这可能是由于 LH 对其受体

的下调 , 或者因为孕酮对雌激素合成的直接抑制作用。雌激素同样参与 FSH在周期中

期的升高。升高的 FSH会使卵母细胞从卵泡附属物上释放下来 , 促进血纤维蛋白溶酶

原激活 , 升高颗粒细胞上 LH 受体的数目。引起排卵前卵泡内 LH 水平下降的机制还不

清楚 , 可能是因为雌激素正反馈的缺失 , 孕酮负反馈作用的增强 , 或者是垂体 LH量的

减少。
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(二 ) 组织型纤溶酶原激活因子 ( t issue-type plasminogen activator , tPA)

对排卵的作用

  上述激素对于排卵的作用最终都要通过其激素作用途径导致细胞内蛋白酶系统的活

化 , 使卵泡壁发生裂解而排卵。关于这方面的研究由于篇幅的限制 , 本节仅介绍纤溶酶

系统。PA系统属丝氨酸蛋白水解酶 , 具有 His、Asp和 Ser 组成的催化活性中心。纤溶

酶是 PA系统的主要蛋白水解酶 , 具有广泛的水解酶活性。其前体纤溶酶原是由 790 个

氨基酸残基组成的单链糖蛋白 , 分子质量约 92 kDa。PA有两种 , 即组织型 PA ( tissue-

type PA, tPA) 和尿激酶型 PA ( urokinase- type PA , uPA)。PA有两种抑制因子 , 分别

是 PAI 1 ( plasminogen activator inhibitor type 1 ) 和 PAI 2 ( plasminogen activator in-

hibitor type 2 )。激活因子和抑制因子在相同或不同细胞中的表达 , 表达产物的相互作

用共同决定 PA系统所介导的蛋白水解作用的特异性。 tPA、uPA、PAI 1 和 PAI 2

基因在特定细胞中的转录和表达由细胞上的特异受体或“因子”所决定 , 而 PA 和 PA

抑制因子表达产物 (蛋白 ) 分泌出来后 , 立即与其细胞表面受体或细胞间质或细胞表面

结合蛋白结合。这种结合一方面使 PA的作用发生空间局限化 , 延长半衰期 , 另一方面

可使它们的作用强度提高 200～400 倍 ; PA在细胞间或细胞表面上的局部蛋白水解作用

严格受到它们的特异抑制因子的调控和制约。

20 世纪初 , Schochet 曾提出蛋白水解酶在降解卵泡壁中起重要作用。然而直到

1975 年 , Beer才通过实验证实 , PA与大鼠排卵有关。进一步研究发现 , 大鼠卵巢能合

成 2 种 PA ( tPA和 uPA) 和 PAI 1 , 其中只有 tPA明显受到激素调节。

给初情前小鼠注射 PMSG 可刺激卵泡生长 , 再注射 hCG 可诱发排卵。颗粒细胞

(GC) 中的 tPA在排卵前达到高峰 , 在排卵后立即下降 , 这说明了 GC 中的 tPA与排卵

密切相关。卵泡膜细胞 ( TC) 主要产生 PAI 1 , 同样也受促性腺激素调控。在促性腺

激素作用下 , GC中的 tPA和 TC 中的 PAI 1 基因在时间和空间上的协同表达导致 GC

中的 t PA活性在排卵前达到高峰。在 tPA峰值前和排卵后 , TC 中的 PAI 1 活性会出

现 2 个分泌高峰 , 以局限和阻止排卵前后大量的 tPA 对邻近卵泡可能发生的伤害作用。

tPA和 PAI 1 的协同表达和相互作用使排卵卵泡形成局部蛋白水解 , 对卵泡的定向局

限破裂起重要调控作用。

Tsafriri 等向大鼠卵巢内局部注射 tPA抗体或纤溶酶抗体 , 发现两者都可显著抑制

hCG诱发的排卵 , 这证实了 tPA对大鼠排卵的直接作用。

刘以训等研究了 GnRH 对去垂体大鼠卵巢中 tPA和 PAI 1 基因表达的影响。他们

发现 GnRH能够像 hCG 一样刺激 GC 和卵细胞 tPA 的表达 , 并在排卵前达到高峰。

hCG和 GnRH 对诱发大鼠排卵的比较研究表明 , 两者引发的排卵现象以及 tPA 和

PAI 1在卵巢中的表达无明显差异 , 但它们是通过不同的受体途径转导信息的。

刘以训等研究猕猴排卵周期中 tPA和 PAI 1 的活性发现 , 当先注射 PMSG刺激卵

泡生长 , 再注射 hCG 诱发排卵 , 结果表明 , GC中 tPA随激素处理时间逐渐上升 , 在排

卵前达到高峰 , 在排卵后完全消失 , 而 PAI 1 同样在 tPA峰值前后出现 2 个高峰 , 而

uPA只有在排卵后才突然增加。像大鼠一样 , tPA和 PAI 1 基因在促性腺激素作用下
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在卵巢不同细胞中的协同表达是导致灵长类排卵的原因 , 并据此提出了 tPA 参与排卵

的可能机制 (图 4-25)。

图 4-25  排卵的可能机制 (引自刘以训 , 1999 )

GC 上有 L H、 FSH 、 VIP、GnRH 等激素受体 , 而 T I 上也有 L H、 VI P、 GnRH 等激素受体、但没

有 FSH 受体 , 在这些激素或者激素信息途径激活因子 (如 P KA、 PKC 等 ) 作用下 , GC 中的 tPA

和 T I 中的 PAI 1 基因被激活 , 分别表达出 tPA 和 P AI - 1 活性蛋白。它们相互作用所产生的蛋白

水解导致卵泡破裂 , 从而引起排卵

(三 ) 卵泡本身的结构和代谢变化

在卵泡生长的最后阶段 , 由于优势卵泡对 LH 峰的应答反应 , 卵泡本身会发生一系

列的结构和机能的变化 , 包括卵巢血流量增加、卵泡外膜发生水肿、卵丘细胞扩散、卵

泡顶端胶原纤维解离等 , 最终导致卵母细胞的释放。

第四节  黄体的形成和退化

排卵之后 , 颗粒细胞会继续增大 , 表面变的有空泡 , 并且开始累积一种称为叶黄素

的黄色素。黄体化的颗粒细胞和新形成的泡膜叶黄素细胞以及包围在周围的基质细胞会

形成黄体。黄体是一个短暂的内分泌器官 , 主要分泌孕酮 , 其主要功能是为受精卵在子

宫内膜的着床做准备。颗粒细胞和膜细胞分泌的血管生成因子会引起基膜的溶解和毛细

血管向颗粒细胞层的入侵。在排卵后的 8～9 天 , 也就是大概胚胎着床发生的时间 , 血

管形成会达到峰值 , 相对应的血清中的孕酮和雌二醇的浓度也达到峰值。中央的空泡会

积累血液。黄体的寿命依赖于持续的 LH 分泌。在黄体期末的时候 , 黄体的功能会下

降 , 除非这时已经妊娠后有人绒毛膜促性腺激素 ( hCG) 的产生。如果没有发生妊娠 ,

黄体会在前列腺素、孕酮和雌二醇的影响下发生黄体退化 , 形成一个疤痕组织———

白体。
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一、黄体的形成

(一) 黄体的形成过程

  在排卵之后 , 卵泡壁会发生塌陷皱褶 , 形成的皱褶会伸入排卵后所遗留下的卵泡腔

中。处于颗粒细胞层和内膜细胞层之间的基膜发生崩裂 , 卵泡膜中的血管也会破裂流

血 , 血流会流入并集聚在卵泡腔内 , 形成血凝块 , 称为红体。大多数动物排卵后的出血

现象并不严重 , 但也有少数的动物如猪、马等流血较多 , 几乎充满了整个卵泡腔。在

LH排卵峰出现之后 , 卵泡的膜细胞和颗粒细胞就开始了黄体化变化。在排卵之后 , 内

膜细胞发生增生和肥大 , 并且向卵泡腔内迁移 , 形成体积较小的膜性黄体细胞。颗粒细

胞发生肥大后 , 形成体积较大的粒性黄体细胞。形成黄体的细胞有壁层颗粒细胞、内膜

细胞、外膜细胞和侵入的血管组织。黄体细胞增殖时的营养最初来源于红体 , 而后由伸

进黄体之间的血管供应。

早期的黄体发育很快 , 绵羊和牛的黄体在排卵后的第 4 天就可达到最大体积的

50 %～60%。早期黄体发育为成熟黄体的时间一般略长于发情周期长短的二分之一。

牛、绵羊、猪、马的黄体分别在排卵后的 7～9 天、10 天、6～8 天和 14 天达到成熟 ,

此时体积最大 , 并能维持数天之久。

黄体的中央可能是血凝块被吸收后留下来的空腔。由于中央空腔不影响黄体组织的

体积、血浆孕酮水平、发情周期长度、妊娠的建立和维持 , 因此带中央空腔的黄体是正

常的黄体 (图 4-26)。黄体中央空腔的大小和存在时间各不相同 , 它们受到血凝块的大

小、血凝块被吸收的速度和黄体发育的速度等因素的影响。较大的黄体腔可以维持到黄

体期的后期 , 并在黄体溶解过程中消失。

(二) 黄体的组织结构

黄体组织分为实质和间质两部分。间质部分为支持细胞 , 约占黄体总体积的 20% ,

其中有血管组织、巨噬细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞等。实质部分即黄体细胞 , 占黄

体体积的近一半。黄体细胞从形态和功能上可分为两个亚群 : 大黄体细胞和小黄体细

胞 , 大黄体细胞约占 30% , 小黄体细胞约占 16 %～20 %。大黄体细胞来源于卵泡的颗

粒细胞 , 小黄体细胞来源于卵泡的内膜细胞。这两类黄体细胞具有类固醇激素分泌细胞

所共有的特征 , 都含有丰富的滑面内质网和大量的线粒体。大黄体细胞还含有大量的高

尔基体、粗面内质网和分泌颗粒等 , 这些结构和蛋白质分泌有关。小黄体细胞具有高度

内折的核结构 , 胞浆内含有许多脂滴。大小黄体细胞对不同的激素有不同的敏感性 , 因

为它们所含的受体不同。在大黄体细胞上 LH 受体很少 , 在没有 LH 刺激的条件下也分

泌孕酮 ; 而小黄体细胞上含的 LH 受体多 , 只有在 LH 刺激时才能分泌孕酮。大黄体细

胞所分泌的孕酮主要构成血浆孕酮的基础水平 , 而小黄体细胞所分泌的孕酮主要构成血

浆孕酮节律性增加的部分。
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图 4-26  人黄体的显微照片 (改绘自 Fiore MSH , 1989 )

下图为上图的局部放大

二、黄体分泌类固醇激素的功能

在卵泡期的后期 , 颗粒细胞会获得产生孕酮的能力 , 主要原因是 FSH 对颗粒细胞

上 LH 受体生成的诱导作用 , 促进了颗粒细胞的黄体化。当黄体化发生的时候 , 颗粒细

胞会表达大量的类固醇激素快速合成调节蛋白、P450 侧链裂解酶和 3β 羟基类固醇脱

氢酶。尽管黄体化的能力是不断增加的 , 但是在排卵前 , 这一过程是受到抑制的。在动

物中的研究表明 , 存在于卵泡液中的由卵母细胞产生的黄体化抑制因子抑制了这一过

程。黄体化抑制因子可能包括生长分化因子 9、骨形态发生蛋白 6 和骨形态发生蛋

白 15。可见 , 格拉夫卵泡发生黄体化的能力是由 FSH 对颗粒细胞的作用决定的。同

时 , 发生黄体化的能力还受到卵母细胞产生的黄体化抑制因子的抑制作用 , 这些抑制因

子会抑制颗粒细胞中类固醇激素快速合成调节蛋白、P450 侧链裂解酶和 3β 羟基类固

醇脱氢酶的表达。

排卵后 , 颗粒细胞转化为粒性黄体细胞 , 具有产生类固醇激素细胞的典型超微结

构。胞质内含有丰富的滑面内质网 , 线粒体内有管状的嵴 , 含有大量的脂滴 , 其中包括

胆固醇酯。在排卵前和排卵后不久 , 颗粒细胞会表达大量的类固醇激素快速合成调节蛋

白、P450 侧链裂解酶、3β 羟基类固醇脱氢酶和 P450 芳香化酶 , 有很强的产生孕酮和

雌二醇的能力。在黄体化过程中 , LH对于维持颗粒细胞产生类固醇激素是必需的。有
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证据表明脂蛋白在孕酮产生方面也起着一定的作用。

从内分泌角度看 , 雌激素在整个月经周期中会发生两次升高和两次降低。第一次升

高在卵泡期中期 , 然后在排卵后急剧下降。第二次升高发生在黄体期中期 , 而后在月经

周期末又下降。雌激素水平第二次升高伴随着血清中孕酮和 17 羟孕酮水平的升高。对

卵巢静脉的研究证实 , 黄体期产生类固醇激素的位点就是黄体。

黄体期类固醇激素分泌的调节机制还不清楚。这种调节可能部分地受到 LH 分泌方

式、LH受体以及调节类固醇激素生成的一些酶 (如 3β HSD、CYP17、CYP19 和侧链

裂解酶 ) 的变化的影响。卵泡期形成的颗粒细胞的数目以及可利用的 LDL 胆固醇的量

也在黄体期类固醇激素分泌的过程中起着一定的作用。其中大黄体细胞在类固醇激素产

生方面比小黄体细胞具有更高的活性 , 而且受到抑制素、松弛素和催产素等自分泌/ 旁

分泌因子的影响。

图 4-27  人黄体期 LH (上 ) 和孕酮 (下 ) 的插话式分泌 , 显示

24h内血清中 LH 和 P 的浓度变化 , 每 10min间隔对志愿者的血样

进行一次测定 , 志愿者处于黄体期中期 ( LH 峰后 8 天 ) (引自

  Filicori M 等 , 1984)

P : 孕酮 ; E2 : 雌二醇 ; L H + 8 : LH 峰后 8 天 ; * 表示 L H 分泌有明显波

动 ; 2nd IRP : 2nd In tern ation al Reference Preparat ion-human menopausal

   gon adotropin ( m IU/ ml)

在黄体期 , 孕酮和雌二醇的分泌是交叉的 , 并且和 LH 分泌的脉冲有密切的关系

(图 4-27 )。LH在卵泡期分泌的频率和幅度调节着后面黄体期的功能。降低卵泡期或黄

体期 LH 的浓度、脉冲频率或脉冲幅度都可以引起黄体期的缩短。同样 , 降低卵泡期

FSH 的水平也会引起黄体期的缩短和黄体的变小。其他的促黄体因子诸如催乳素、催
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产素和松弛素的作用还不十分清楚。

对于大多数动物 , LH是最重要的促黄体激素 , 不论是在妊娠还是非妊娠 , 相对慢

的 LH 释放波动频率类型可以维持黄体 (每 2～3h 一次释放波 )。而在啮齿类 , PRL 是

最重要的促黄体激素 , PRL每天的双相释放类型受交配的始动 , 这对于啮齿类黄体的维

持是重要的。在家畜中 , 绵羊是目前发现的唯一的一种受 PRL 参与调节黄体的动物。

由于正常的卵泡生成确定了排卵后黄体发育的时期。这样 , 临床上 , 特别是兽医临

床和动物生产中 , 人们更重视控制黄体退化的因子 , 而不是促进黄体的因子。

膜间质细胞也参与黄体形成 , 变成膜黄体细胞。膜黄体细胞可以和颗粒黄体细胞明

显区分开来 , 因为膜黄体细胞要比颗粒黄体细胞小且染色较黑 , 它们的直径大约在

15μm。膜黄体细胞也具有分泌类固醇激素活性细胞的超微结构。膜黄体细胞可以强烈

表达雄激素生物合成过程中的酶 , 并且能够产生雄烯二酮。由于黄体以特定的模式表达

P450 侧链裂解酶和 P450 芳香化酶 , 推断合成雌激素的“两细胞 , 两促性腺激素”机制

可能也存在于黄体中。

三、黄体的退化

(一 ) 黄体退化现象

  黄体退化首先是以孕酮下降为标志的功能性退化 , 随后是以黄体组织破坏和清除为

标志的结构性退化。开始时血清中孕酮浓度骤降 , 继而黄体体积缩小。

黄体的功能在排卵后的 9～11 天开始下降。对于黄体如何进行退化的确切机制现在

还不十分清楚。雌激素被认为在黄体退化过程起着一定的作用 , 在一侧卵巢中注射雌二

醇会诱导同侧黄体的退化 , 而对对侧卵巢中的黄体退化却没有作用。但是人黄体细胞上

并没有雌激素受体的事实不支持内源性的雌激素在黄体退化中所起的作用。

PGF2α在非人灵长类的黄体退化中起着重要的作用。PGF2α通过合成内皮素 1 来发

挥它的作用 , 内皮素 1 可以抑制类固醇激素的产生 , 促进生长因子 ( GF ) 和肿瘤坏死

因子 α ( TNF α) 的释放 , 而生长因子和 TNFα则可以诱导细胞的凋亡。催产素和抗

利尿激素则可以通过自分泌/ 旁分泌的机制起到促黄体的作用。最后 LH 下调其受体的

能力对于终止黄体期也起着一定的作用。并非所有的激素在整个月经周期中都发生明显

的波动 ,雄激素、糖皮质激素以及除 LH 和 FSH 外的其他垂体激素在整个月经周期中只

发生极小的波动。由于孕酮 21 位发生羟基化 ,黄体期血浆中去氧皮质酮的水平会上升。

如果着床没有发生 , 黄体就会发生退化。人黄体细胞的凋亡明显发生在排卵后的第

8 天。黄体退化的最早征兆是颗粒黄体细胞的皱缩。相反 , 膜黄体细胞在黄体退化的早

期会有选择的活性增加。在月经周期的第 23 天后 , 在黄体中出现凋亡的细胞 , 最终黄

体中的所有细胞都会发生凋亡 , 形成一个瘤状的致密结缔组织 , 称为白体。现在有两个

问题需要解答 : 一个是在黄体退化过程中 , 类固醇激素生成的停止以及凋亡激活的基本

机制是什么 ? 另一个问题是在 hCG的促黄体过程中 , hCG 对周期黄体的挽救使其变成

妊娠黄体的基本机制是什么 ? 除了一些非常有限的数据外 , 这些基本问题的答案还处于

未知状态。
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(二) 黄体退化的机理

1 . 非妊娠的家畜的黄体退化受 PGF2α分泌的控制

  子宫内膜来源的 PGF2α是大多数哺乳动物 (特别是家畜和啮齿类动物 ) 的主要溶黄

体物质。PGF2α以间断性阵发式的形式分泌 , 在黄体溶解期间 , 24h 内一般会发生 4～5

次 PGF2α分泌。血液中 PGF2α的半衰期很短 , 因此其在外周血浆中水平的变化不具有生

理意义。PGF2α主要作为一种局部合成和发挥作用的激素。在家畜等许多动物中 , 子宫

内膜分泌的 PGF2α是影响黄体退化的主要因素 , 而兔和灵长类黄体来源的 PGF2α是主要

的溶黄体物质。

在非妊娠的大家畜中 , 黄体退化是非常重要的 , 以便使动物尽早进入下一个生殖周

期。而在妊娠动物中 , 排卵后黄体的生命时期则必须足够长 , 以便新发育的胚胎能够在

子宫中发育到期。在大家畜中 , 黄体期大约是 14 天 (非妊娠情况 )。这样 , 大家畜就可

以有一个相对短的间隔进入下一个生殖周期 (约 3 周的间隔 )。

关于黄体退化到底是如何进行的研究最早是 1923 年 Leo Loeb 进行的 , 他通过子宫

切除研究证明子宫对于黄体退化的重要性。结果发现子宫切除可以延长豚鼠的黄体期 ,

因此他认为子宫一定产生一种物质 , 该物质可以终止黄体的活动。但这一发现多年没有

受到重视 , 直到在牛、猪和绵羊的子宫切除研究 ( 20 世纪 50 年代 ) 得到了相似的结果

后 , 才产生了子宫控制黄体期的概念 , 至少在大家畜和豚鼠中如此。

目前已认识到 , PGF2α (20 碳非饱和脂肪酸 ) 是子宫分泌的引起大家畜黄体退化的

物质 (包括牛、山羊、马、猪和绵羊 )。尽管在临床上已经用前列腺素疗法来诱导狗和

猫的黄体溶解 , 以治疗子宫积脓或诱导流产 , 但还没有证明 PGF2α对猫、狗以及灵长类

的黄体退化有明确的生理作用。在家畜中 , 黄体退化在排卵后 14 天左右受子宫合成和

释放的 PGF2α的始动 (可能来源于子宫内膜 )。关于 PGF2α如何从子宫中运输到卵巢从而

发挥作用的模式 , 有如下两种看法 : ①通过局部的逆流循环 ; ②体循环运输。逆流运输

包括该物质通过血液循环系统从高浓度的静脉流出支 (子宫 卵巢静脉 ) 到达低浓度的

图 4-28  前列腺素的运输 (改自 Baird DT , 1984)

区域 (卵巢动脉 ) (图 4-28 )。体循环运输包括该物质通过体循环系统的长距离运输。有
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些动物中 (母牛和母绵羊 ) PGF2α从一个子宫角合成 , 只能影响同侧卵巢的黄体生命

期。在另一些动物 (母猪或母马 ) , 一侧子宫角合成的 PGF2α足够使两侧卵巢的黄体退

化。这种影响可能是由于子宫组织合成的 PGF2α量大 , 以及 PGF2α的代谢率不同造成的。

由于 PGF2α通过肺循环一次就可以快速代谢多达 90 %以上的活性 , 这样就需要通过特殊

的运输系统将 PGF2α保存下来以发挥其溶解黄体的作用 , 或者是大量合成才能满足需

要。

PGF2α合成和释放的类型对于其溶黄体效应是很重要的。例如 , PGF2α的合成和释

放必须是波动性的 , 大约每隔 6h 一个波 , 才能有效地诱导黄体溶解。一般在 4h 内至少

需要 4 到 5 个波才能使黄体彻底溶解。如果在黄体完全溶解之前 , 波动的间隔明显增加

(如 12h) , 黄体将会恢复功能 , 即使其类固醇合成能力有所下降。用抗炎症药物 (如消

炎痛 ) 抑制 PGF2α合成或利用 PGF2α抗体均可阻止黄体退化 , 而用外源性 PGF2α及其类

似物则诱导大多数哺乳动物的黄体退化。

尽管诱导黄体溶解的 PGF2α合成的机理还不完全清楚 , 一个可能的解释是雌激素

(来自于一个有腔卵泡 ) 引起 PGF2α的合成和释放。对绵羊的研究认为 , 在 PGF2α波动起

始后子宫和卵巢之间发生相互作用 , 首先 PGF2α影响黄体 , 使黄体孕酮合成下降和黄体

催产素的释放增加 , 然后催产素与子宫上的受体作用启动另一轮 PGF2α合成。在孕酮浓

度下降到基础水平 6～12h 之内 (即黄体完全溶解 ) , PGF2α合成停止。非妊娠狗和猫似

乎不存在这样的系统 , 其黄体期分别约为 70 和 35 天。

目前认为 , 在反刍类家畜 , 黄体退化是由黄体分泌的催产素 ( OT ) 协同 PGF2α, 并

在雌激素和孕激素的调节下以旁分泌形式相互作用的结果。PGF2α与其受体结合后可阻

止 LH 与其受体的结合 , 最后导致黄体失去 LH 受体。PGF2α还能影响 LH 受体的聚集

能力 , 而 LH 受体的聚集对 LH 信号转导是很重要的。

此外 , PGF2α在黄体退化中的作用还包括降低黄体血流、减少小黄体细胞数目、抑

制类固醇激素合成酶的活性、减少类固醇激素快速合成调节蛋白基因表达、增加环氧合

酶基因表达、抑制脂蛋白刺激的类固醇产生、改变膜流动性和释放黄体催产素等。这些

作用可能介导 PGF2α在黄体退化中的作用。

PGF2α抑制类固醇激素合成的效应是由磷酸肌醇第二信使系统介导的 , PGF2α通过

活化磷脂酶 C 升高细胞内 Ca2 + 浓度 , 降低孕酮生物合成的关键酶 3β 羟类固醇脱氢酶

mRNA的稳定性 , 从而降低孕酮水平。这可能是黄体功能性退化过程中孕酮水平降低的

一个原因。此外 , 类固醇激素快速合成调节蛋白负责将类固醇激素生物合成的底物 (胆

固醇 ) 转运给细胞色素 P450 单链裂解酶 , 这是类固醇激素生物合成的关键步骤。PGF2α

诱导黄体退化时 , 血清孕酮和类固醇激素快速合成调节蛋白水平也下降 , 故 PGF2α可能

也通过激活蛋白激酶 C 减少类固醇激素快速合成调节蛋白表达而降低孕酮水平。当血

浆中孕酮的水平降到基础值之后 , 子宫就失去了孕酮的支持作用 , 子宫的代谢也就发生

了改变 , PGF2α分泌活动也就被动性的停止了。

在反刍动物中 , 催产素由大黄体细胞产生并以分泌颗粒的形式储存于细胞质 , 在子

宫阵发性分泌的 PGF2α刺激下脉冲式释放。催产素与子宫内膜催产素受体结合后激活磷

酸肌醇 PKC 信号系统 , 促进子宫吸收 Ca
2 +

, 刺激子宫内膜分泌更多的 PGF2α , 两者形

成的正反馈环路使黄体迅速退化。
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此外 , 在大鼠黄体退化中 , PGF2α还可以促进卵巢一氧化氮合酶活性 , 产生一氧化

氮 , 而一氧化氮则能促进卵巢中 PGF2α的产生 , 两者呈正反馈调节机制。OT 也能增加

大鼠卵巢组织中一氧化氮合酶活性。可见 , PGF2α、一氧化氮 和催产素间的相互调节对

哺乳动物黄体退化有重要作用。

2 . 孕酮的作用

研究发现 , 在黄体细胞凋亡之前 , 黄体细胞分泌孕酮的能力下降并逐渐受到抑制 ,

继而黄体细胞发生凋亡。但如果给予外源性的孕酮则可以阻滞黄体细胞凋亡的发生 , 这

提示孕酮水平的下降可能是凋亡发生的启动因素。孕酮的作用与 PGF2α有着不可分割的

关系。孕酮作用于子宫内膜 , 一方面刺激并维持子宫内膜和子宫腺的增长 , 另一方面对

子宫内膜上的孕酮、雌二醇和催产素三种激素的受体水平有下调作用。起初 , 由于孕酮

对子宫雌二醇和催产素受体的抑制 , 最终抑制了 PGF2α分泌的启动。但由于孕酮对自身

受体的下调作用 , 使得孕酮对 PGF2α分泌启动的抑制随着黄体期的持续而逐渐解除。

Gaytan 研究大鼠黄体溶解时发现 , 发情前期排卵优势卵泡所分泌的少量孕酮可诱导黄

体细胞发生凋亡 , 外源性的孕酮拮抗剂可以阻断凋亡的发生。尽管如此 , 人们普遍认为

孕酮的这些作用并不是黄体溶解的启动作用 , 而是由于 PGF2α导致孕酮下降后产生的后

续作用。

3 . 雌二醇的作用

雌二醇对子宫中孕酮、雌二醇和催产素三种激素的受体具有上调作用。在发情周期

中 , 雌激素的合成和分泌呈现一定的波动性 , 这是由于卵泡是以卵泡波的形式周期性发

育起来的。在发情周期中 , 第一个卵泡波分泌的雌二醇作用于子宫后 , 使得子宫重新变

得对雌二醇和催产素敏感。进而发挥前面介绍的诱导 PGF2α分泌的作用 , 导致黄体溶

解。

4 . 雄激素的作用

Goyeneche等研究发现 , 大鼠的黄体在整个妊娠期间都表达雄激素受体 ( AR ) , 雄

烯二酮可以抑制黄体的退化 , 可能是通过抑制凋亡和促进孕酮的产生来起作用的。

5 . 催乳素的作用

催乳素 ( PRL) 是鼠类黄体溶解的重要诱导因素。大鼠在排卵后 3～4 天 , 外周血

液中 PRL 浓度会升高形成 PRL 峰 , 而后大鼠黄体细胞中低聚核小体数目明显增加 , 出

现细胞凋亡。离体实验也证明 , PRL可以诱导黄体细胞凋亡的发生 , 且作用强度与剂量

相关。

6 . 卵巢局部因子的调节

在黄体退化和溶解过程中 , 有大量的巨噬细胞、淋巴细胞和中性粒细胞参与了此过

程。这些细胞一方面通过吞噬凋亡细胞碎片参与黄体内凋亡细胞的清除 , 另一方面又通
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过分泌细胞因子如肿瘤坏死因子 α ( TNF-α)、干扰素 γ ( IFN-γ) 等 , 和卵巢局部自

身分泌的纤溶酶原激活因子、抑制素α亚单位等一起参与黄体细胞凋亡的调节。

前面介绍的有关黄体退化的机制都是介绍周期性黄体溶解的问题 , 至于妊娠期黄体

溶解的问题请参阅“分娩与泌乳”一章。

需要强调的是 , 黄体及时退化是正常的、也是新的发情周期起始的条件 , 调节机制

非常复杂 , 有多种因子参与这一过程 , 其机制研究还有待进一步深入。

(夏国良  王松波 )
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第五章  受   精

受精是单倍体的精子和卵子相互结合和融合而形成双倍体合子的过程 , 是有性生殖

生物个体发育的起点。它一方面保证了双亲的遗传作用 , 另一方面恢复了染色体双倍体

数目。同时受精可以把个体发生过程中产生的变异通过生殖细胞遗传下去 , 保证了物种

的多样性 , 在生物进化上具有重要意义。

第一节  受精研究历史的简单回顾

1875 年和 1876 年 , Hert wig和 Fol分别在各自独立的研究中首先在海胆中发现了

受精现象。Hertwig 发现了海胆精子入卵后雌雄两原核融合的现象 , 而 Fol 发现了精子

接近和穿入卵子以及受精膜形成的过程 , 至此结束了胚胎学上的“精源学说”和“卵源

学说”。1883 年 , van Beneden 发表了马副蛔虫受精的细胞生物学研究论文 , 肯定了在

遗传上父母贡献均等的理论 , 并使精卵作用的研究更为深入。他在马副蛔虫受精卵的第

一次有丝分裂纺锤体上看到四条染色体 , 其中两条来自父方 , 两条来自母方 , 提出父母

的染色体通过精卵的融合传给子代。此后 , H . T . Boveri 在马副蛔虫的研究工作进一

步巩固了上述理论 , 把染色体看作是遗传信息的载体。

20 世纪以来 , 有关受精的研究转向探讨受精后生理学变化和两性配子结合的机制。

在早期的研究中还发现了受精后细胞膜通透性变化、耗氧量增加等现象。1912 年以后 ,

F . R . Lillie根据在沙蚕和海胆获得的一系列研究结果 , 提出了精卵相互作用的受精素

假说。根据这一假说 , 卵子分泌称为受精素 (fertilin ) 的物质 , 使精子运动能力加强 ,

并向卵子聚集。20 世纪 40 年代前后 , A . Tyler 就受精素的生物学、化学和免疫学特征

展开了一系列工作 , 并进一步强调卵子在成熟过程中分泌的物质对受精有重要意义。与

此同时 , M . Hartmann 在海胆的研究工作中证实 , 不仅卵子能分泌受精素 (雌配素 ) ,

精子也能排出抗受精素 (雄配素 ) ,二者相互作用的程度决定着受精的成功与否。不久以

后 ,在两栖类上发现卵外胶膜在精卵相互作用中发挥重要功能 ,为两栖类受精所必需。

与海胆和两栖类相比 , 哺乳动物的受精研究工作起步较晚 , 一个主要的原因是哺乳

动物受精发生在体内 , 不易进行研究 , 并且很难得到大量卵子。19 世纪末到 20 世纪中

叶 , 很多人进行过哺乳动物体外受精的实验 , 并且多位学者声称获得成功。尽管不能排

除有少数报道是正确的 , 但根据目前判断受精发生的知识 , 例如精子入卵、第二极体排

放等标准 , 其中绝大部分实验可能不是真正实现了体外受精。原因在于很多早期进行哺

乳动物体外受精研究的人员采用的是未成熟的卵母细胞。有的学者意识到了这个问题 ,

授精前把卵巢中的卵母细胞培养一段时间。例如 , Rock 和 Menkin 于 1944 年就在进行

体外授精前把人卵巢卵母细胞预先进行了培养 , 但由于培养时间太短而没有成功。先前

判断体外受精成功的标准是看卵子是否卵裂 , 而当时还不清楚哺乳动物卵子在体外培养



时很容易发生孤雌活化和碎裂 ( fragmentation)。此外 , 当时很少有人在 37℃下进行体

外授精 , 而多数是在较低的温度下进行。

哺乳动物的体外受精研究真正发展是在 Austin 和美籍华人张明觉于 1951 年发现精

子获能 ( capacitation) 现象以后。两位科学家几乎同时在大鼠和兔中发现 , 精子必须在

雌性生殖道内滞留一段时间才能获得受精的能力。这一发现导致 20 世纪 50 年代和 60

年代体外受精研究的黄金时期的到来。从精子获能现象发现后大约 20 年 , 即 70 年代初

开始 , 人们实现了哺乳动物精子的体外获能 , 使哺乳动物的体外受精更易操作和方便

(精子获能的详细介绍见第三章 )。1978 年 , Steptone 和 Edwards 利用体外受精技术成

功地获得第一例试管婴儿 , 使体外受精成为造福于人类的技术。此后 , 发展了胞质内单

精注射技术 , 使少精症和无精症患者可以得到后代。到目前 , 全世界大约有一百万不育

夫妇通过体外受精技术获得了后代 , 并且体外受精也已应用于畜牧业生产当中。此外 ,

各种动物体外受精技术的建立 , 便利了哺乳动物受精的基础研究。

图 5-1  人精子与卵子透明带相互作用扫描电镜图 ( Nilsson L 提供 )

第二节  受精的概述

一、受精的基本过程

  受精涉及到精卵之间多步骤、多成分的相互作用。就哺乳动物而言 , 受精发生前精

子穿过卵丘细胞后首先与卵子周围的透明带 (zona pellucida , ZP ) 识别和结合 (图 5-1 )。

这种精子与卵子 ZP 之间的初级作用诱发精子头部顶体内容物发生胞吐 , 这一过程称为

顶体反应 ( acrosome reaction , AR)。顶体反应后的精子与 ZP 发生次级识别和结合 , 顶

体反应释放的水解酶与精子本身运动协同作用 , 使精子穿过透明带 (图 5-2 )。精子穿

过透明带而到达卵周隙后 , 精子头部赤道段的质膜又与卵质膜发生结合和融合 , 精子进

入卵子 (图 5-3 )。受精中精卵相互作用的步骤和过程见图 5-4。哺乳动物卵子受精前一
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般停滞在第二次减数分裂的中期 ( MII 期 )。精子入卵后 , 激发卵子使其恢复减数分裂 ,

并释放第二极体。第二次减数分裂器所处的部位的质膜表面一般没有微绒毛 , 精子不能

从此处穿入卵子 (图 5-3 )。精子入卵引起卵子激活的另一个重要事件是诱发卵子皮质

颗粒胞吐 , 即皮质反应 , 从而阻止多精受精的发生。精子进入卵子后 , 尾部很快退化 ,

浓缩的精子头部染色质去浓缩 , 而后形成雄原核 ; 而卵子的染色体转变成为雌原核。雌

雄原核相互靠近 , 核膜破裂 , 父母双方的遗传物质混合 , 启动有丝分裂。受精 (fertiliza-

tion)不同于授精 ( insemination) ,前者是精子入卵并形成合子的过程 ,而后者是人为地把

精子置于体内生殖道中或体外培养液中 ,以达到受精目的的操作。二者的概念不能混淆 ,

例如 ,不能说受精后几个小时形成原核 ,而应该说授精后几个小时形成原核。

图 5-2  人精子正在穿过卵子透明带扫描电镜图 ( Nilsson L提供 )

图 5-3  仓鼠精子与卵子融合的扫描电镜图 (引自 Yanagimachi R , 1981)

MV FA, 无微绒毛区域。
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图 5-4  哺乳动物精卵相互作用过程模式图 (引自 Prinmakoff P 和 Myles DG, 2002)

A: 精子正穿过卵丘细胞 ; B1: 精子与卵子透明带结合 ; B2: 精子发生顶体反应 , 释放顶体酶 ;

B3: 精子正在穿过透明带 ; C1: 精子头部赤道段的质膜与卵子质膜结合 ; C2: 精卵质膜融合

图 5-5  不同动物受精发生于卵子发育的不同阶段

(引自 Longo FJ, 1997 )

受精一般发生在排卵后 , 但也有例外。例如 , 各种海洋环节动物在排卵前 , 精子就

穿入卵子。不同动物的受精发生在卵母细胞减数分裂的不同阶段 , 基本上可分为四种类

型 (图 5-5 ) : 第一种类型 , 受精发生在生发泡 ( GV) 期 , 这些动物包括线虫、软体动

物、环节动物、甲壳类动物、海滨蛤、海绵、沙蚕、狗和狐等 ; 第二种类型 , 受精发生

在第一次减数分裂中期 ( MI ) , 在该期受精的动物有某些软体动物、环节动物和昆虫

等 ; 第三种类型 , 受精发生在第二次减数分裂中期 ( MII ) , 大多数脊椎动物都属于这

一类型 ; 第四种类型 , 受精发生第二次减数分裂完成以后 , 即原核期 , 这类动物包括海

胆、腔肠动物等。也有例外情况 , 即有的动物受精发生在第一次或第二次减数分裂后
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期。第一、二、三种类型的受精都发生在减数分裂完成前的停滞阶段 , 精子入卵后 , 激

发减数分裂的恢复。

二、受精方式

(一 ) 体内受精和体外受精

  凡在雌、雄亲体交配时 , 精子从雄体传递到雌体的生殖道 , 逐渐抵达受精部位 (如

输卵管或子宫 ) , 在那里精卵相互融合的 , 称体内受精 ( in vivo fertilization)。凡精子和

卵子同时排出体外 , 在雌体产孔附近或在水中受精的 , 称体外受精 ( in vitro fertiliza-

tion)。前者多发生在高等动物如爬行类、鸟类、哺乳类、某些软体动物、昆虫以及某

些鱼类和少数两栖类 ; 后者是水生动物的普遍生殖方式 , 如大多数鱼类和部分两栖类

等。将哺乳动物精子和卵子人为取出后 , 再体外进行受精 , 亦称体外受精。

(二 ) 自体受精和异体受精

多数动物是雌、雄异体的 , 但有些动物是雌、雄同体的 , 即同一个体既能产生卵

子 , 也能产生精子。在雌雄同体动物中 , 有些是自体受精的 , 即同一个体的精子和卵子

融合 , 如绦虫 ; 有些是异体受精 , 即来自两个不同个体的精子和卵子相结合 , 如蚯蚓。

(三 ) 单精受精和多精受精

只有一个精子进入卵子内完成受精的 , 称单精受精 ( monospermy ) , 如腔肠动物、

棘皮动物、环节动物、硬骨鱼、无尾两栖类和胎盘类哺乳动物。如果一个以上精子入

卵 , 通常会导致胚胎发育异常或发育阻滞 , 最终夭折。昆虫、软体动物、软骨鱼、有尾

两栖类和鸟类 , 在正常生理条件下 , 受精过程中可有多个精子入卵 , 卵子中形成多个雄

原核 , 但最终只有一个雄原核与雌原核结合 , 完成正常的胚胎发育 , 而其他雄原核在发

育中途退化 , 称生理性多精受精 ( polyspermy)。

三、精卵化学趋化作用

在海洋动物、两栖类和其他非哺乳动物中发现 , 卵子或其周围的细胞分泌的化学物

质可以吸引精子定向运动 , 到达受精部位 , 称为化学趋化作用 ( chemotaxis)。在海洋无

脊椎动物 , 这种作用具有明显的种属特异性 , 即一种海洋生物的化学趋化物质通常只能

吸引同种动物的精子 , 而对其他种属的精子没有趋化作用。精卵趋化作用具有重要的生

理意义 , 它可使大量的精子到达受精部位 , 这对于体外受精的水生动物特别重要 , 因为

没有这种化学趋化作用 , 很难想象排到水中的精子和卵子会有机会受精。卵子释放的使

精子定向快速地向卵子运动的可溶性信号是一些肽类和有机小分子化合物 , 如 L-色氨

酸、SepSAP 肽和硫酸类固醇等。哺乳动物属于体内受精动物。在受精前 , 精液射到阴
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道或子宫中。要完成受精 , 精子要通过长距离的运动到达受精部位 (输卵管上 1/ 3 处 )。

那么 , 哺乳动物精子和卵子的相遇是偶然的事件 , 还是像低等动物一样存在精卵之间的

通讯联系呢 ? 近年来的研究表明 , 哺乳动物精子在雌性生殖道运行时 , 也可能受到卵子

或卵泡液中化学物质吸引而到达受精部位。人、小鼠和兔的卵泡液对精子都有趋化作

用 , 但仅对获能精子有作用。哺乳动物的精卵化学趋化作用的生理功能可能与低等动物

不同 , 它的主要作用可能是选择性地使获能精子募集到受精部位。哺乳动物的精卵趋化

作用没有种属特异性。例如 , 兔和人的精子对人、兔、和牛卵泡液的化学趋化物质的反

应没有明显差别 , 这说明哺乳动物并不是通过种属特异性的化学趋化作用来防止异种受

精。哺乳动物的精子化学趋化物质还没有被分离出来 , 但可能属于对热稳定的肽类。有

趣的是 , 在人精子中有独特的嗅觉受体 ( olfactory receptor) , 这些受体仅在生精细胞中

表达。免疫细胞化学研究显示 , 嗅觉受体蛋白定位于精子尾部中段。据推测 , 嗅觉受体

的作用是通过化学嗅觉信号通路使精子定向运动。最近有人从分子、细胞和生理水平上

对新发现的嗅觉受体 hOR17-4 在受精过程中可能发挥的作用进行了探讨 , 发现嗅觉受

体 hOR17-4 可以控制精子和卵子之间的通讯作用 , 在人精子趋化运动中具有重要功能。

有证据表明 , 精子在卵子释放的化学物质作用下定向地向其运动 , 可能是由精子细

胞内 Ca
2 +
浓度升高引起的。化学趋化物质引起 Ca

2 +
浓度升高需要外源 Ca

2 +
及 Ca

2 +
通

道的作用 , 三磷酸肌醇 ( IP3 ) 可以介导 Ca
2 +
释放。精子中 Ca

2 +
升高导致其非对称性鞭

毛运动 , 从而产生化学趋化反应。受精后或人工激活卵子以后 , 卵子对精子的化学趋化

作用消失 , 有关这方面的机理还不清楚。

四、特殊的受精现象

经典的受精概念一般是指一个精子和一个卵子融合 (配子配合 , syngamy) , 这一

过程涉及到卵子发育激活和配子的细胞核的融合 (核配合 , karyogamy) , 最终产生一个

合子核 ( synkaryon )。如果考虑到某些原生动物的受精 , 这一概念需要进行修正。例

如 , 原生动物存在同型配子的融合 ( isogamy) , 来自同一亲本的两个配子细胞核的融合

(autogamy) 和配子母细胞或个体融合产生配子 ( gamontogamy ) 等现象。许多动物如

寡毛纲动物、蛛形纲动物、昆虫、有尾两栖类、爬行类和鸟类等 , 在正常生理条件下 ,

可以有一个以上精子进入卵子。有的动物受精时 , 不发生配子细胞核的融合。如软体动

物、硬骨鱼、真兽类哺乳动物等在受精时 , 雌原核和雄原核不会发生融合而形成一个合

子核 , 而是雌原核和雄原核相互靠近 , 二者的核膜打折并相互嵌合 , 最后雌雄原核核膜

破裂 , 染色体混合而形成第一次有丝分裂的纺锤体。另一个特殊的例子是 ,海绵动物的

附属细胞介导精子进入卵子。动物界最特殊的受精方式发生在一种没有消化管的寄生性

无脊椎动物中 ,这种动物的精子和卵子都包含在其他细胞中 ,但二者可发生融合。总之 ,

不同动物的生殖细胞结构、受精过程和受精后所发生的生理生化事件等方面均有差异。

五、精卵受精能力的维持

哺乳动物一次射出的精子数量很多 , 但能到达受精部位的精子数量有限 (表 5-1 ) ,
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离体后的精子生命比较短暂。有的虽还具有活动的能力 , 但已经丧失了受精能力。精子

的活动能力和受精能力是有区别的 , 一般维持活动能力的时间较维持受精能力的时间

长。不同动物精子维持受精能力的时间有很大差别 (表 5-2 )。有的动物精子进入雌体

内 , 在数月或数年内都有受精能力。例如 , 鸡精子的受精能力可以保持几周 ; 蜂王精子

的受精能力可保持长达 2～3 年 ; 蛇精子的受精能力可维持 3～4 年 ; 蝙蝠在冬季交配 ,

精子在雌体内过冬 , 直到第二年春天才受精。

卵子排出后 , 如没有受精 , 就会发生老化 , 失去受精能力 (表 5-3 )。老化卵子受

精时 , 多精受精的发生率增加。

表 5-1  不同哺乳动物射出的精子数量和射精部位 (引自张天荫 , 1996)

动物 精子数/ (×10 �6 个 ) 部位 在壶腹部精子数/ 个

小鼠

大鼠

兔

雪貂

豚鼠

牛

羊

猪

人

50 E

58

280

—

80

3000

1000

8000

280

子宫

子宫

阴道

子宫

阴道和子宫

阴道

阴道

子宫

阴道

< 100 �

500

250～500

18～1 600

25～50

少量

600～700

1 000

200

表 5-2  各种动物精子在输卵管中维持活动能力和受精能力的时间

(引自张天荫 , 1996 , 有修改 )

 

动物  活动能力/ h  受精能力/ h  动物  活动能力/ h  受精能力/ h

小鼠

大鼠

豚鼠

兔

雪貂

狗

鸡

13 �

17

41

—

—

268

—

6 �

14

21～22

28～32 ; 43～50

36～48; 126

134 (估计 )

数周

羊

奶牛

猪

马

蝙蝠

人

蛇

48 �

96

—

144

140～156 ( d)

48～60

—

24 �～48

24～48

24～48

144

138～156 ( d)

24～48

3～4 年

表 5-3  各种哺乳动物卵子维持受精能力的时间 (引自张天荫 , 1996)

 

动物  时间/ h  动物  时间/ h

兔

豚鼠

大鼠

小鼠

金田鼠

雪貂

6 �～8

不多于 20

12～14

8～12

5; 12

约 36

猪

羊

乳牛

马

恒河猴

人

约 20 x

15～24

22～24

约 24

大约少于 24

不超过 24
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第三节  精子与卵透明带识别和结合的分子基础

低等动物和高等动物生殖细胞的结构和受精过程存在较大的差异。下面主要以哺乳

动物为例 , 阐述受精过程中精子和卵子相互作用的过程及其分子基础。

一、基 本 概 念

大多数哺乳动物的卵子排卵时并没有完成减数分裂 , 处于第二次减数分裂的中期

( MII 期 )。卵子周围有两层成分包围 , 其一是透明带 ( zona pellucida , ZP ) , 它是生长

期的卵母细胞和颗粒细胞分泌的非细胞成分 , 由 ZP1、ZP2 和 ZP3 三种糖蛋白组成 ; 其

二是卵丘细胞层 , 它是由卵丘细胞 ( cumulus cell ) 和细胞间富含透明质酸的非细胞成分

组成的 , 卵子周围的卵丘细胞属于体细胞。精卵之间的识别和结合发生在卵子 ZP 上 ,

与精子结合的卵子 ZP 表面成分称为精子受体 ( sperm receptor ) ; 与卵子结合的精子表

面成分 , 称为卵子结合蛋白 (egg-binding protein )。因此 , 精子与卵子间的识别和结合

是通过精子表面的卵子结合蛋白与卵子 ZP 表面的精子受体相互作用而实现的。精子与

卵 ZP 之间的识别又分为初级识别和次级识别。未发生顶体反应的精子与 ZP 之间首先

发生初级识别 , 它诱发精子顶体反应的发生 ; 顶体反应后的精子与 ZP 之间发生次级识

别 , 精子穿过 ZP。精卵之间的相互作用具有种属特异性。当一种哺乳动物的卵子在体

外与另一种哺乳动物的精子相互作用时 , 精子很少能与透明带结合而穿过透明带。但

是 , 在很多情况下 , 去掉卵子周围的透明带 , 异种之间的受精屏障随之消失。例如 , 人

精子在体外不能与仓鼠卵子 ZP 结合 , 而当把 ZP 去掉后 , 人精子就可穿入仓鼠卵。因

此 , 大多数情况下 , 透明带是阻止种间受精的主要屏障。

二、卵子透明带表面的精子受体

顶体完整的精子达到 ZP表面 , 首先发生初级识别 , 这是由 ZP 表面的初级精子受

体与精子质膜表面的初级卵子结合蛋白相互作用而完成的。小鼠卵初级精子受体是一种

分子质量为 83kDa的糖蛋白 , 称为 mZP3。mZP3 与其他两种糖蛋白 mZP1 (200kDa) 和

mZP2 ( 120kDa) 一同构成透明带。mZP2 和 mZP3 以异二聚体的形式存在 , 排列成细

丝状 , 细丝间由 mZP1 连接 (图 5-6 )。透明带中 mZP1、mZP2 和 mZP3 之间均以非共

价键相互作用。其他哺乳动物的卵子透明带糖蛋白的组成与小鼠卵非常相似 , 都是由

ZP1、ZP2 和 ZP3 三种糖蛋白组成。不同动物卵子 ZP 的蛋白含量及厚度不同 , 如小鼠

卵 ZP 仅含 4ng 蛋白质 , 而猪卵子透明带蛋白含量高达 30 ng; 有袋类动物卵子 ZP厚度

小于 2μm , 而牛卵子的 ZP 厚可达 27μm。有的动物 , 如小鼠和猪 , 编码 ZP蛋白的基因

已被克隆出来 ; 而有的动物 , 如仓鼠 , 透明带蛋白已被分离出来 , 但其相应的 DNA 序

列没有确定。

人们对透明带蛋白的功能进行研究 , 得出如下结论 : ①精子与卵子 ZP 之间的初级

识别是由 ZP3 和精子质膜上的 ZP3 受体介导的 ; ②精子与 ZP3 结合诱发顶体反应的发
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图 5-6  卵子透明带组成模型 (引自 Green DPL , 1997)

生 ; ③发生顶体反应的精子与 ZP2 相互作用 , 发生次级识别和结合 ; ④ZP1 不与精子

直接作用。

(一 ) 精子与卵子透明带的初级识别和结合 ZP3 的作用

小鼠卵 ZP3 与精子质膜上的特异受体结合后 , 形成受体-配体复合体 , 一方面使精

子附着在 ZP 上 , 另一方面激发精子发生顶体反应。有许多证据表明 , ZP3 是精子的初

级受体。这些证据包括 : ①纳摩尔浓度的纯化 mZP3 便可抑制精子与卵子的结合 , 这可

能是由于 mZP3 与精子表面的卵子结合蛋白作用 , 从而阻止精卵识别和结合 ; ②纯化的

mZP3仅能与顶体完整的精子头部质膜结合 ; ③精子能与共价附着 mZP3 的玻璃珠结

合 , 也能与转入 mZP3 基因后能够分泌 mZP3 的畸胎瘤细胞结合 ; ④纯化的 mZP3 能诱

发精子顶体反应 ; ⑤抗猪 ZP3 多肽的抗体能阻止精卵结合 ; ⑥纯化的胚胎 mZP3 , 尽管

与卵子的 mZP3 电泳后不易分辨 , 但不具备精子受体的功能。受精前 , 每个精子可与透

明带上成千上万个 mZP3 分子结合而发生顶体反应 , 失去质膜 (包括卵子结合蛋白 )。

透明带下显微授精的研究表明 , ZP3 不仅存在于 ZP 外表面 , 也存在于 ZP 内表面 , ZP

内表面的 ZP3 也具有识别精子和诱发顶体反应的功能。实际上 , mZP3 中发挥精子受体

作用的准确部位是与氧基相连的一族特殊的低聚糖 , 它们位于多肽羧基末端的一侧。对

这些与氧基相连的低聚糖的结构还不清楚 , 但很明显 , 某些糖基对精子的结合是必要

的。第一种可能是 , 不同哺乳动物的精子可能识别 ZP3 上的不同低聚糖表位 , 造成精

卵之间的种特异性结合 ; 第二种可能是 , 在有些情况下 , 精子识别 ZP 上与氧相连的低

聚糖 ; 第三种可能是 , 精子识别与氮相连的低聚糖。最近的研究表明 , mZP3 中与精子

结合而诱发顶体反应的最小区域是 21kDa 的羧基末端。至于 ZP3 多肽本身的作用 , 它

可能指导与氧相连的低聚糖的三维构象 , 从而对精子结合起支配作用。

·541·第五章  受   精



(二 ) 精子与透明带的次级识别和结合 ZP2 的作用

顶体反应发生后 , 精子质膜脱落 , 精子表面与 ZP3 结合的受体也随之丢失。此时 ,

精子与 ZP 间发生次级识别。ZP 中负责与精子发生次级识别的是 ZP2。mZP2 能与顶体

反应后的精子结合。mZP2 的抗体能抑制顶体反应后的精子与 ZP 的次级结合 , 而对顶

体反应前顶体完整的精子与 ZP 间初级识别和结合没有影响。大豆胰蛋白酶的抑制剂与

mZP2 抗体作用相似 , 也能抑制顶体反应后的精子与卵子结合 , 提示类胰蛋白酶可能与

精卵之间的二级识别和结合有关。猪卵子的 ZP1 ( pZP1 ) 与小鼠卵子的 ZP2 同源。

pZP1能与发生顶体反应的精子和 55kDa 的前顶体素结合 , 具有次级精子受体的功能。

兔和非人灵长类的情况也是如此。

(三 ) ZP1 的作用

小鼠卵子的 ZP1 主要发挥结构支撑功能 , 它把 ZP2 和 ZP3 细丝横向连接起来 , 构

成 ZP 三维构象。然而 , 如上所述 , 在有些动物中 ZP1 也可能是精子受体 , 在精卵识别

和结合中发挥作用。

三、精子表面的卵子结合蛋白

表 5-4  与透明带作用的卵子结合蛋白

卵子结合蛋白 分子质量/ kDa 动物种类

半乳糖苷转移酶 54 �小鼠

ZRK ( p95 /) 95 �小鼠、人

sp56 \56 �小鼠

P H-20 �64 5( 41 + 27) * 豚鼠、猴

前顶体素 52 �～55 人

sp17 \17 �～26 兔

sp38 \38 �猪

精子黏合素 12 �～16 猪

AQN-1 �

AQN-3 �

AWN

PS P-Ⅰ

PS P-Ⅱ

透明带黏合素 105 �+ 45 猪

p47 >47 �猪

  * PH-20 在顶体反应前为 64kDa, 顶体反应后裂解

为 41kDa和 27kDa 两个片段。

  卵子 ZP 蛋白作为精子受体 , 与精子

上相应的配体 (即卵子结合蛋白 ) 相互作

用 , 有关研究已有很大进展。与卵子 ZP

上初级精子受体和次级精子受体相对应 ,

精子表面的卵子结合蛋白也分为初级卵子

结合蛋白和次级卵子结合蛋白。初级卵子

结合蛋白位于精子顶体区质膜上 , 它与卵

子 ZP 上的初级精子受体 ZP3 相互作用 ,

诱发顶体反应的发生。次级卵子结合蛋白

位于顶体反应后的精子表面 , 即顶体内膜

上 , 它与次级精子受体 ZP2 相互作用 , 在

精子穿过 ZP 过程中 , 次级卵子结合蛋白

始终使精子与 ZP结合。参与 ZP诱发顶体

反应的分子可能通过调节其他信号级联分

子 , 如 G蛋白、酪氨酸激酶或离子通道而

发挥作用 , 因为它们在顶体反应过程中都

发生活化。

不同动物中 , 已有多种不同的精子蛋

白被认为参与精卵识别和结合 (表 5-4 )。
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例如 , 小鼠初级卵子结合蛋白的可能候选者包括β-1 , 4-半乳糖苷转移酶、既是酪氨酸

激酶底物又具有酪氨酸激酶活性的分子质量为 95kDa 的 p95 蛋白和凝集素样的分子质

量为 56kDa的 sp56 三种。上述每一种分子都存在于顶体完整的精子中 , 仅识别 mZP3。

此外 , β-1 , 4-半乳糖苷转移酶和 sp56 还特异识别 mZP3 中与氧原子相连的低聚糖。下

面介绍可能参与精卵初级识别和次级识别的主要初级卵子结合蛋白和次级卵子结合蛋

白。

(一) 半乳糖苷转移酶

β-1 , 4-半乳糖苷转移酶 ( GalT) 是最早报道的初级卵子结合蛋白 , 它能够阻止精

卵之间的结合。GalT 定位于精子头的背部和前部。附睾精子中 , Gal T 被附睾分泌物所

遮盖 , 在精子获能过程中被暴露出来。GalT 抑制物和抗 GalT 抗体都可阻止精子与卵

ZP之间的结合。GalT 已被证实与 ZP3 特异结合。此外 , GalT 在信号传递中也发挥作

用。过量表达表面 GalT 的转基因小鼠精子能够结合更多的 ZP3 , 发生顶体反应的比例

也比较高。如果精子表面 GalT 凝集 , 可激活 G 蛋白。所有这些实验证据都表明 , β-1 ,

4-半乳糖苷转移酶可能是精子上的初级卵子结合蛋白。然而 , 来自 GalT 基因敲除小鼠

的精子在体内仍具有受精能力 , 对 GalT 的功能提出了疑问。

(二) 透明带受体激酶

另一个初级卵子结合蛋白候选者是一种跨膜受体酪氨酸蛋白激酶 , 称为透明带受体

激酶 (zona receptor kinase, ZRK) , 又称 p95。该激酶的酪氨酸磷酸化对受精是非常重要

的 , 如果抑制酪氨酸蛋白激酶的活性 , 即可阻止顶体反应 , 从而阻断受精。小鼠和人的

精子中都有一种 95kDa的酪氨酸磷酸化的蛋白质 , 在精子获能过程中 , 这种蛋白质含

量增加。后来证实 , p95 参与精子与透明带的相互作用 , 这种 95kDa的蛋白既是酪氨酸

激酶的底物 , 其本身又具有酪氨酸激酶的活性。在 ZP3 激活 ZRK 后引起精子顶体反应

的信号通路中 , PLCγ1 和 PI3 激酶可能是通路中关键的成分。

(三 ) sp56

sp56 是小鼠精子表面的一种分子质量为 56kDa 的蛋白质 , 它仅存在于顶体完整的

精子表面 , 顶体反应后消失。原位杂交显示 , sp56 mRNA 仅在圆形精子细胞中表达。

免疫组化研究表明 , sp56 多肽仅存在于圆形精子细胞、正在变态的精子细胞和精子中。

在成熟精子中 , sp56 定位于精子头部背区 , 它能与卵子的 ZP3 结合 , 在体外阻止精卵

结合。sp56 不仅存在于小鼠精子表面 , 而且还存在于仓鼠精子表面。因此 , 就可以理

解为什么小鼠和仓鼠的精子都能与小鼠卵 ZP 结合了。人和豚鼠的精子不含 sp56 , 因此

不与小鼠卵 ZP 结合。sp56 是小鼠精子表面卵子结合蛋白的一个主要候选者。
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(四 ) 精子黏合素

精子黏合素 ( spermadhesin ) 是存在于猪精子中的一族分子质量为 12～16kDa、能

与碳水化合物及透明带结合的蛋白质。在精子穿过附睾过程中 , AQ N-3 和 AWN 通过

与脂双层中的磷酯相互作用 , 紧密地与精子表面结合。射精时 , 精子黏合素在精子头部

的顶体区形成保护层 , 阻止顶体反应过早发生。精子获能过程中 , 大多数精子黏合素分

子从精子表面丢失 , 但与磷酯紧密结合的精子黏合素保存下来 , 并与 ZP结合。直接免

疫荧光显示 , AWN定位于猪精子的顶体帽。狗、牛和马精子中也含有精子黏合素 , 马

的 AWN 仅与猪的差 3 个氨基酸残基。现在已证明 , 精子黏合素 ( AWN和 AQN3 ) 作

为初级卵子结合蛋白 , 参与猪精子与卵透明带的种特异性的初级识别。AWN、AQN-1

和 AQ N-3 都能和糖蛋白中与氧原子和与氮原子相连的寡聚糖中的 Gal-β ( 1-3) -GalNAc

和 Gal-β (1-4) -GlcNAc 序列相结合。

(五 ) PH-20

PH-20 最早于 1983 年在豚鼠精子中发现 , 定位于顶体后区的精子表面和顶体内。

非还原性聚丙烯酰氨凝胶电泳显示其分子质量为 62kDa, 而在还原性电泳条件下 , 可分

辨出分子质量为 64kDa, 41～ 48kDa 和 27kDa 的三条带。因此 , PH-20 分子质量为

64 kDa, 它可被裂解为由二硫键相连的 41～48kDa和 27kDa的两个片段。精子成熟过程

中 , PH-20 位置发生变化。在睾丸精子中 , PH-20 均匀分布于整个精子 ; 在附睾尾精子

中 , 它迁移到精子顶体后区。当用钙离子载体 A23187 诱导精子发生顶体反应时 ,

PH-20从精子顶体后区质膜迁移到顶体内膜 , 使顶体内膜上 PH-20 增加。PH-20 也存在

于其他动物的精子内 , 它在进化中是高度保守的。例如小鼠、猴和人的精子内都含

PH-20。不同动物的 PH-20 氨基末端大约 470 个的氨基酸序列是相同的 , 而羧基末端的

40 个氨基酸差异很大。PH-20 在受精中发挥两种不同的功能。其一是参与顶体反应后

的精子与 ZP的结合 , PH-20 的抗体能抑制精子与卵 ZP 间的次级结合。PH-20 的另一

功能是协助精子穿过卵丘。最近证明 , PH-20 实际上就是透明质酸酶 , 它可分解卵丘细

胞间的透明质酸。有人提出 , 顶体后区精子表面的 PH-20 参与精子穿过卵丘 , 而顶体

内 PH-20 参与精子与 ZP间的次级识别。

(六 ) 顶  体  素

传统观点认为 , 顶体素 (acrosin ) 具有两种功能 , 其一是具有胰蛋白酶样的酶活

性 , 在精子穿过透明带时可以帮助消化透明带 ; 另一个功能是具有凝集素样的与碳水化

合物结合的活性 , 它很可能是顶体反应后的精子与卵子 ZP 结合的次级卵子结合蛋白。

顶体反应前 , 它以前顶体素 ( proacrosin) 的形式存在于顶体内膜和顶体外膜上。顶体

反应后 , 前顶体素分子裂解 , 产生具有酶活性的顶体素 , 与 mZP2 相互作用。然而 , 最

近的研究表明 , 当用不含顶体素的小鼠精子进行体外受精时 , 尽管精子穿过 ZP 的时间
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延长 , 但还是照样可以穿过 ZP 使卵子受精 , 说明顶体素并不是精子与 ZP 识别和结合

所必需的。至少在小鼠 , 顶体素的作用可能是在顶体反应中 , 对顶体中和顶体膜上的其

他蛋白进行有限的水解或加工。精子膜上的蛋白酶而非顶体内的蛋白酶可能在精子与透

明带相互作用中发挥主要作用。

(七 ) 其   他

猪精子膜成分中含有一种被称为透明带黏合素 (zonaadhesin ) 的成分 , 它能与猪卵

子透明带发生种特异性识别。透明带黏合素含有两条分子质量分别为 105kDa 和 45kDa

的、共价结合的肽链。猪卵子整个透明带上都含有能与透明带黏合素结合的位点。猪精

子中还有 p47 和 p-选择素可能与精卵初级识别有关。在猪精子表面也检测到 ACR3 蛋白

和β-半乳糖苷转移酶的存在 , 但它们的功能有待继续研究。有报道表明 , 尽管β-半乳糖

苷转移酶能与猪 ZP 蛋白结合 , 但对猪精卵识别和结合并不是必需的。

总之 , 很多精子蛋白都被证实可与 ZP 作用 , 但对于某一种动物而言 , 到底哪一种

蛋白是受精所必需的 , 还没有定论。最近 , 基因敲除和生化分析表明 , 精子与透明带间

的作用是很复杂的 , 初级识别和次级识别可能都涉及一种以上的精子蛋白参与。

第四节  精子顶体反应

精子头部前端与卵子透明带接触以后 , 通过受体-配体的相互作用 , 顶体外膜与质

膜发生融合 , 释放顶体内的水解酶类 , 这一胞吐过程称为顶体反应 ( acrosome reaction)

(图 5-7 )。顶体反应释放的水解酶类消化透明带 , 使精子穿过透明带而到达卵子表面 ,

并使卵子受精。只有获能精子才能与卵子透明带相互作用而发生顶体反应。精子获能过

图 5-7  仓鼠精子顶体反应的模式图

A: 顶体反应前 ; B : 顶体反应过程中质膜 ( PM ) 与顶体外膜 ( OAM ) 融合而发生囊泡化 ;

C : 顶体反应后。Ac : 顶体 ; PAR : 顶体后区 ; N: 细胞核 ; ES: 赤道段 ; IAM : 顶体内膜 ; V: 囊泡
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程中 , 发生了一系列的变化 , 包括膜流动性增加、蛋白酪氨酸磷酸化、胞内 cAM P 浓

度升高、表面电荷降低、质膜胆固醇与磷酯的比例下降、游动方式变化等。

除了透明带以外 , 孕酮也是精子顶体反应的天然诱导物。孕酮可以诱导精子细胞内

产生顶体反应所需的信使分子如二酰基甘油 (DAG) 等。γ-氨基丁酸 (γ-aminobutyric

acid , GABA) 与孕酮有相似的作用。孕酮很可能通过作用于精子的 GABA 受体而引发

精子的顶体反应。有人提出 , 在正常生理条件下 , 孕酮可能与透明带协同作用 , 引起精

子顶体反应的发生。

精子的顶体反应伴随着胞内许多变化 , 包括 Ca
2 +
浓度升高和 pH 升高。孕酮诱导的

人精子顶体反应发生时 , 细胞内游离 Ca
2 +
浓度升高了 7 倍。pH升高对于人精子顶体反

应和 ZP3 诱导的顶体反应是非常重要的 , 但对孕酮诱导的顶体反应不太重要。在体外 ,

可用溶解的透明带或钙离子载体 A23187 处理诱发获能精子发生顶体反应。精子的顶体

反应涉及细胞内复杂的信号转导过程 (图 5-8 )。

图 5-8  精子顶体反应发生的可能机制 (引自 Breitbar t H 等 , 1997)

一、Ca2 +的作用

毫无疑问 , 精子顶体反应的发生需胞质内 Ca
2 +
浓度的升高。钙离子载体 A23187 可

有效刺激精子发生顶体反应。精子中没有内质网 , 利用膜通透性荧光钙探针标记显示 ,

精子的顶体实际上是一个钙库。获能过程中 , 通过钙泵的作用 , 顶体内聚集大量的

Ca
2 +
。例如牛精子获能过程中 , 精子中 Ca

2 +
浓度由 25± 10 nmol/ L 升高到 160±
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4nmol/ L。在精子顶体上已经发现了钙泵的存在。如果获能精子的钙泵受到抑制 , 胞浆

中自由 Ca
2 +
浓度很快升高。有人提出 , 获能精子与透明带作用发生顶体反应时 , 首先

激活腺苷酸环化酶 , 产生 cAMP , 活化蛋白激酶 A ( PKA ) , 后者打开顶体外膜的电压

依赖性 Ca
2 +
通道 , 使顶体内的 Ca

2 +
释放到胞质中 , 引起 Ca

2 +
浓度的小幅度的第一次升

高。Ca
2 +
浓度的升高激活磷脂酰肌醇信号通路 , 引起 PKC 激活并迁移到质膜上 , 打开

精子质膜上的电压依赖性 Ca2 + 通道 , 引起第二次 Ca2 + 浓度的大幅升高。此外 , 在小

鼠、大鼠、仓鼠和狗的精子顶体上都发现有 IP3 受体的存在 , IP3 可与 PKA 共同作用 ,

打开顶体外膜上的 Ca2 + 通道 , 在介导顶体 Ca2 + 释放中可能发挥重要作用。Rab3A可以

通过促进顶体内 Ca
2 +
释放而引起顶体反应的发生。当人精子顶体内的 Ca

2 +
与一种光敏

感的螯合剂结合以后 , Rab3A 诱导的顶体反应就不能发生。而当采用紫外光把光敏感

的螯合剂灭活以后 , 顶体反应又恢复发生。Rab3A 诱导的顶体反应可被钙泵的抑制剂

或对 I P3 敏感的钙通道阻断剂所抑制。在精子顶体外室的 Ca
2 +
浓度升高而引发顶体反

应的时候 , 通过 I P3 敏感的钙通道释放的 Ca
2 +
对顶体反应是必要的。Ca

2 +
浓度的升高 ,

使顶体外膜与质膜之间的 F肌动蛋白解聚 , 导致两层膜接触 , 促进顶体反应的发生。

二、G蛋白

现已证实 , 对白喉素敏感的 G 蛋白参与哺乳动物精子的顶体反应。精子与透明带

结合后 , 膜上的 G 蛋白被激活 , 引发顶体反应。免疫印迹显示 , 人精子中含有 Gαi2、

Gαi3、Gαq/ 11 和 Gβ35。间接免疫荧光标记证明 , 能激活 PLCβ的 Gαq/ 11 定位于顶体

区 , 在赤道段聚集最多 ; Gαi2 分布在顶体、中段和尾段 ; Gαi3 定位于核后帽、中段和

尾段 ; Gβ35 在顶体赤道段也有分布。ZP3 能够激活分离精子膜中的 Gi (Gi1 和 Gi2 ) 蛋

白 , 白喉素能抑制 ZP 引发的顶体反应 , 而对钙离子载体诱导的顶体反应没有影响 , 说

明 Gi蛋白在 Ca
2 +
上游发挥作用。白喉素对孕酮诱导的人精子 Ca

2 +
变化及顶体反应没有

影响 , 说明不同的生理性诱导物可能通过不同的信号通路引发顶体反应。在精子赤道段

还发现了 Go蛋白的存在。在体细胞 , Go 蛋白参与跨膜 Ca2 + 运输 , 而它在精子顶体反

应中的作用还不清楚。

三、Rab3A

Rab 蛋白属小 GT Pase的亚家族 , 在神经细胞和其他分泌细胞的膜融合和细胞胞吐

中发挥重要作用。RT- PCR、免疫印迹分析和免疫荧光标记显示 , 大鼠精子含有

Rab3A , 并且 Rab3A定位于顶体膜上。人精子顶体区也含有 Rab3A。最近的研究表明 ,

Rab3A效应位点的合成肽能明显激发人精子的顶体反应。重要的是 , 与 GT P结合形式

的重组 Rab3A蛋白也激发精子顶体反应 , 而与 GDP 结合的 Rab3A 和与 GTP 结合的

Rab11 却不能引起人精子顶体反应。有实验证据表明 , 顶体反应时 Rab3A 的作用依赖

于 Ca
2 +

, 在 Ca
2 +
的作用下 , Rab3A转变成为与 GT P 结合的活性形式。令人不解的是 ,

曾有报道 Rab3A效应位点的合成肽阻断 A23187 诱导的大鼠精子顶体反应的发生。
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四、磷 脂 酶 C

现已发现 , 精子获能过程中 , 磷脂酶 Cγ ( PLC) 转移到质膜上。在哺乳动物精子

的顶体区还发现了 PLCβ1 的存在。由透明带和孕酮激发获能精子发生顶体反应时 , 质

膜上的 PLC 被激活 , 从而导致二磷酸磷脂酰肌醇 ( PIP2 ) 分解 , 产生 DAG 和 IP3。

DAG可激活 PKC。用新霉素抑制 PLCγ, 能阻止顶体反应的发生。在新霉素存在的情

况下 , 再加入对新霉素不敏感的细菌来源的 PIP2 特异的 PLC, 顶体反应又恢复发生。

由 PLC 作用产生的 I P3 可激发顶体内 Ca2 + 的释放 , 而 DAG 可提高膜的流动性 , 激活

PKC 和 PLA2。

五、蛋 白 激 酶

(一) 酪氨酸蛋白激酶

  精子质膜上含有一种 95kDa的蛋白质 ( p95) , 即受体酪氨酸激酶 ( receptor tyrosine

kinase , RTK)。RTK可激活精子的 Na
+

-H
+
交换装置 , 提高细胞内 pH, 促进膜的去极

化 , 打开 Ca
2 +
通道。孕酮可激发人精子 RTK 的酪氨酸磷酸化 , 造成 Ca

2 +
释放和顶体

反应的发生。表皮生长因子受体也是一种酪氨酸蛋白激酶 , 参与精子顶体反应的发生。

已在牛精子的头部发现表皮生长因子受体的存在。在牛精子获能过程中 , 有分子质量为

170kDa和 140kDa的两种蛋白发生了酪氨酸磷酸化 , 这两种蛋白可能分别是表皮生长因

子受体和 PLC-γ。PLC-γ酪氨酸磷酸化后 , 与质膜的结合能力明显增加。在小鼠精子 ,

PLC-γ的激活就是通过酪氨酸磷酸化实现的。在小鼠和牛精子中 , 已发现获能过程中

cAMP/ PKA可激发蛋白酪氨酸磷酸化。

(二 ) cAMP/ 蛋白激酶 A

人精子发生顶体反应时 , 腺苷酸环化酶激活 , 细胞内 cAM P浓度升高。 cAMP依赖

的蛋白激酶 A ( PKA) 抑制剂阻断顶体反应的发生。腺苷酸环化酶的激活可能受酪氨酸

激酶和蛋白磷酸化的调节。卵子透明带和孕酮均可激活精子膜上的腺苷酸环化酶 , 产生

的 cAM P作用于精子顶体 , 使顶体内的 Ca
2 +
释放 , 从而诱导顶体反应的发生 , 而这种

作用可被 PKA抑制剂 H89 阻断。这说明精子顶体膜上存在对 cAMP 敏感的 Ca
2 +
通道。

这种 Ca2 + 通道可能是电压依赖性 Ca2 + 通道。精子获能过程中 , cAMP 还能促进酪氨酸

磷酸化和脂质成分的重组。

(三 ) 蛋白激酶 C

采用蛋白激酶 C ( PKC) 的激活剂和抑制剂证明 , PKC参与精子顶体反应。已在绵

羊和牛精子中发现 PKC 和 PKC 锚定蛋白 RACK的存在 , 并证明 PKCα和 PKCβ向质膜
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的迁移是诱发顶体反应的早期事件。PKC 向质膜的迁移发生得很快 ( 1min) , 并依赖于

Ca
2 +
。PKC激活可能有两方面的作用 , 一方面是激活质膜上的 Ca

2 +
通道 , 引起细胞内

游离 Ca
2 +
的升高 ; 另一方面的作用是激活磷脂酶 A2 ( PLA2 ) , 产生花生四烯酸 (AA) ,

产生花生四烯酸再衍生为前列腺素和白三烯 ( leukotrienes)。

(四 ) 丝裂原活化蛋白激酶

丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen-activated protein kinase, MAPK) 又名细胞外调节激

酶 (ext racellular-regulated kinase, ERK) , 是一类广泛存在于真核细胞中的 Ser/ Thr 蛋

白激酶。在人和牛精子中已发现含有 MAPK 的两种主要成员 ERK1 和 ERK2。在精子

获能过程中 , Ras/ ERK途径被激活。用孕酮或钙离子载体 A23187 处理人精子 , 可引起

ERK1 和 ERK2 的磷酸化和激活。同时 , ERK1 和 ERK2 由顶体后区迁移到赤道段。尽

管有报道称 , MAPK 的上游分子 MEK 的抑制剂 PD 98059 能显著抑制 MAPK 激活 , 但

不影响孕酮诱导的顶体反应的发生。近来也有研究表明 , PD 98059 能显著降低孕酮和

A23187 诱导的精子顶体反应。在所有用透明带诱导精子顶体反应的实验中均发现 , 抑

制 MAPK可阻断顶体反应的发生。至少可以说 , MAPK 信号通路不仅参与精子获能的

调节 , 在透明带诱导的精子顶体反应中也具有重要功能。有人提出 , MAPK 信号通路

可能通过 RTK的作用 , 调节 F-肌动蛋白的重新分布 , 从而参与精子顶体反应的调节。

六、还  原  氧

高剂量的还原氧 ( reactive oxygen species , ROS) 对精子是有害的 , 但最近发现 , 低

剂量的 ROS可以促进精子获能 , 而歧化酶可抵消这种作用。精子获能过程中 , 产生

O2
- 。O2

- 的产生在 12～20min 达到高峰 , 此后下降。产生的 ROS 可激活腺苷酸环化

酶 , 并促进酪氨酸磷酸化。

七、精   胺

已在绵羊精子中发现了精胺的存在 , 它定位于精子的顶体区。电子显微镜下观察 ,

发现精胺主要分布于顶体内膜上 , 在顶体区的质膜上也有分布。10μmol/ L 的精胺诱导

精子发生顶体反应 , 但 mmol/ L水平的精胺反而抑制顶体反应的发生。低浓度的精胺可

使精子对 Ca
2 +
的吸收增加。精胺可能在顶体反应的膜融合中发挥重要作用。在体外 ,

μmol/ L 水平的精胺可引起分离的顶体外膜与质膜之间的融合。

第五节  精子与卵质膜结合和融合的分子基础

精子发生顶体反应穿过 ZP 以后 , 很快到达卵质膜表面 , 并与卵质膜结合并融合 ,

整个精子 (包括精子尾 ) 进入卵子。在大多数情况下 , 首先精子头的尖部与卵子质膜接

触 , 随后精子头侧面附着在卵子质膜上。精子与卵质膜的作用至少涉及两个主要步骤 ,
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即结合和融合。精卵的融合很少发生在卵子第二次减数分裂器存在的区域 , 因为该区域

没有微绒毛 , 无皮质颗粒 , 而卵子其他区域表面都有大量的微绒毛存在 , 且质膜下有皮

质颗粒分布。精卵之间的结合可发生在精子膜的任何区域 , 包括顶体内膜。因此 , 精卵

结合属于非特异性的细胞间相互作用。与精卵结合相比 , 精卵融合要求比较严格 , 需一

定的温度、pH和离子条件。精卵结合和融合是两个截然不同的过程 , 可能涉及不同的

分子。生理性结合 , 即黏附 ( adhesion) 是精卵融合的前提。

在非哺乳类动物和非真兽类哺乳动物中 , 精子的顶体内膜与卵子质膜融合 ; 而在真

兽类 (胎盘类 ) 哺乳动物 , 顶体内膜不能参与融合 , 参与精卵融合的是精子头部的质

膜。最初人们认为 , 精子顶体后区的质膜与卵子融合 , 而目前一般认为 , 精子头部赤道

段或其附近的质膜与卵质膜发生融合 (图 5-9 )。精子的顶体反应对精卵结合并不是绝

对必要的 , 而对精卵融合却是必不可少的。没有发生顶体反应的精子不能与卵质膜融

合。这说明 , 顶体反应不仅对精子穿过 ZP 是必要的 , 而且在顶体反应过程中 , 精子质

膜蛋白质的迁移和变化还构成了精卵融合的分子基础。值得强调的是 , 精子运动有助于

精子穿过卵丘和透明带 , 但对精卵质膜的融合而言 , 并不需要精子运动。精卵质膜融合

不像精子与卵子 ZP 作用时具有严格的种特异性。例如 , 几乎所有动物的精子均可穿入

金黄仓鼠的卵子 , 小鼠的精子可穿入多种动物去 ZP的卵子。但是 , 这不等于说哺乳动

物的精卵融合完全没有种特异性。应该说 , 精卵融合还是具有一定的种特异性 , 而这是

由参与融合的蛋白特异性决定的。支持这一观点的例子很多 , 例如金黄仓鼠的卵子最容

易与同种精子融合 , 小鼠的卵子质膜只允许同种精子穿入 , 豚鼠的精子更易与同种卵子

融合 , 狗的精子不能与仓鼠卵融合等。

图 5-9  仓鼠精子与卵子质膜 ( EPM ) 融合的模式图 (引自 Yanagimachi R等 , 1970)

A: 精子与卵子微绒毛 ( MV ) 接触 ; B : 微绒毛与精子顶体后区质膜融合 ; C , D: 精子融入卵子。

ES, 赤道段 ; CG, 皮质颗粒 ; ECG, 皮质颗粒胞吐 ; N , 精子核 ; DC , 正在去浓缩的染色质
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一、卵质膜上参与精卵相互作用的蛋白分子

在体内 , 精子仅能与卵子微绒毛结合 , 说明微绒毛在精卵结合和融合中发挥重要作

用。卵质膜上的精子受体通常在微绒毛上 , 但并不是所有情况都这样。卵质膜上的精子

受体在卵母细胞成熟过程中出现较早 , 随着卵母细胞的生长 , 它与精子融合的能力逐渐

增强。到生发泡期 , 所有动物的卵母细胞均能与精子结合和融合。卵子与精子的融合能

力在受精后很快失去 , 这可能是由于卵子表面精子受体的丢失或修饰所致。下面介绍卵

质膜上精子受体的候选蛋白。

(一 ) 卵子整合素

整合素 ( integrin) 是一族与细胞或细胞外基质黏合有关的膜受体。它是跨膜的异

二聚体 , 包括α和β两个亚基 , 其中α亚基有 16 种 , β亚基有 8 种 , 两个亚基的分子量

分别在 120～128kDa和 90～110kDa范围内。α亚基与β亚基不同的组合构成 20 种以上

的整合素分子。所有的整合素亚单位都发生糖基化 , 并且至少其中某些可磷酸化。整合

素不仅与其相应的配体结合 , 还在调节信号传递机制中发挥重要作用。过去 15 年来 ,

人们普遍接受这样一种假说 , 即卵子与精子的结合是由整合素与其配体 (ADAM 家族

成员的去整合素位点 ) 相互作用而介导的。有许多研究表明 , 整合素可能作为精子受体

参与精卵融合 , 其证据有如下几个方面 : ①作为很多整合素配体的 Arg-Gly-Asp ( RGD)

肽可抑制人精子或仓鼠精子与仓鼠卵子的融合 ; ②未受精卵质膜上有整合素表达 , 这在

几种哺乳动物中均已得到证实 ; ③抗整合素单克隆抗体能够阻断小鼠的体外受精 ; ④在

被认为是精子融合蛋白的受精素中找到了与整合素结合的去整合素 ( disin tegrin ) 位点。

最近的工作表明 , 在卵子表面表达的整合素中 , α6β1 可能是介导小鼠精卵结合和融合

的精子受体。抗α6β1 的抗体剂量依赖性地阻止精卵结合。此外 , 能抑制其他整合素而

不抑制α6β1 的肽段不影响精卵结合和融合。精子能够与表达α6β1 的转染细胞结合 , 并

且这种结合可被含去整合素位点的肽所抑制。所有这些证据均表明 , α6β1 整合素可能

是小鼠卵子表面的精子受体 , 在精卵结合和融合中发挥重要作用。在猪 , 参与精卵结合

和融合的整合素可能是α6β1。然而 , 最近实验证据否认了α6β1 整合素在精卵融合中的

作用。用不含α6β1 整合素亚单位的小鼠卵子进行体外受精 , 精子结合和受精率均不受

影响。采用更接近体内受精条件 (用酸处理去掉透明带 ) 的分析表明 , 单克隆抗体

GoH3并不抑制精卵融合。所得出的结论是 , α6β1 整合素并非小鼠卵子表面的精子受

体。将整合素α亚单位的基因敲除 , 并不减少精卵结合和融合。最近其他报道指出 , 实

际上没有任何一种小鼠卵子膜上的整合素参与了精卵膜之间的融合。因此 , 到目前为

止 , 整合素参与精卵结合和融合的观点还不令人信服。

(二 ) CD9

近年来的研究在否定α6β1 整合素在精卵膜之间的融合作用的同时 , 却发现了与整
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合素相关联的另一种膜蛋白 CD9 在精卵融合中的作用。CD9 是一种广泛分布于细胞表

面的、与整合素和其他蛋白结合的膜结合蛋白 , 属于跨膜-4 超家族成员。CD9 在小鼠

卵子质膜上表达 , 主要分布在微绒毛上。在精子与卵子附着处 , 有大量 CD9 募集。用

同源重组方法获得的缺乏 CD9 ( CD9
-/ -

) 的雌性小鼠可以排卵 , 但其生殖能力明显下

降 , 不到野生型小鼠的 2%。体外受精实验表明 , 生育能力的下降与精子和卵子之间的

融合失败有关。精子和卵子之间的结合正常发生 , 而二者之间的融合几乎被完全抑制。

而当把精子显微注射到 CD9
-/ -
卵子中 , 受精卵可以正常发育。抗 CD9 单克隆抗体可有

效阻断精子质膜和卵子质膜之间的融合。这些实验证据表明 , CD9 在精卵融合中发挥

重要作用。CD9 的作用机制还不清楚 , 它可能通过自身大的胞外环和其特殊的氨基酸

序列而起作用。已有证据表明 , CD9 的胞外环可与卵子 (不是精子 ) 表面的另一种分

子相互作用而发挥其功能。在小鼠卵子表面还发现其他两种与整合素β1 相关联的跨膜

蛋白 CD81 和 CD98 , 其功能有待进一步研究。

(三 ) 其他候选分子

小鼠的精子和卵子融合可能需要 GPI ( glycosal phosphatidylinosotol) 锚定蛋白 , 用

磷酯酶 C 去掉这种蛋白 , 尽管精子和卵子可以结合 , 但不能融合。还有研究表明 , 依

赖 Zn
2 +
的金属蛋白酶可能参与精卵融合。此外 , 一种分子质量为 94kDa 的小鼠卵子表

面蛋白可能也与配子质膜融合有关 , 但也有人认为 , 这种 94kDa的蛋白或许就是整合

素的β亚单位。

二、精子中参与膜融合的蛋白分子

(一 ) 受  精  素

  受精素 ( fer tilin) 最初是在豚鼠精子中发现的 , 称为 PH-30 , 后来改称为受精素。

它位于小鼠精子的赤道段和豚鼠精子头后区的质膜上 , 是精卵膜融合中发挥重要作用的

蛋白。与 PH-20 类似 , 受精素的分布取决于精子成熟阶段。在睾丸精子中 , 受精素分

布于整个头部 , 而在附睾尾精子中 , 仅分布于头后区表面。它是一个异二聚体 , 包含α

和β两个亚基。用
125

I 标记豚鼠精子表面进行免疫沉降 , 获得的受精素α亚基和β亚基

的分子质量分别为 44kDa和 60kDa。在受精素的β亚基中已发现有去整合素结构域 , 而

在α亚基中也发现有融合多肽位点。此外 , 在受精素α的前体中也发现有去整合素结构

域 , 并且受精素α、β前体中均含金属蛋白酶的结构域。PH-30 的单克隆抗体能抑制精

卵融合。所有这些证据都说明 , 受精素在精卵融合中发挥重要作用。受精素β (也称为

ADAM2 ) 参与精子与卵质膜的结合 , 而受精素α或许与精卵膜融合有关 , 但这一结论

需要更多的证据支持。受精素α参与精卵膜融合的观点受到了挑战 , 因为最近的研究表

明 , 受精素α基因敲除后的精子仍然可与卵子膜融合。

由于受精素α和β既含有去整合素结构域 , 又含有金属蛋白酶结构域 , 它们作为最

早进入的成员 , 形成了一族被称为 ADAMs的新蛋白 , 意思是蛋白分子中含有一个去整
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合素和一个金属蛋白酶结构域 (a disintegrin and a metalloprotease domain )。迄今为止 ,

已发现大约 30 个 ADAM 家族成员。其中受精素β ( ADAM2 )、ADAM9、ADAM12、

ADAM15 和 ADAM23 这 5 个成员能与整合素 (α6β1、αvβ3、α9β1、αvβ5 和/ 或α5β1) 相

互作用。随着新成员的增加 , 人们发现了许多新功能 , 并且证明去整合素结构域和金属

蛋白酶结构域以外的位点也可能有功能。除了受精素β外 , ADAM 家族的其他成员 ,

如 cyristestin ( ADAM3 ) 参与精卵质膜融合前的结合步骤。Cyristestin 肽甚至能有效地

阻止精卵结合。有的 ADAM 家族成员如受精素α、ADAM4 和 ADAM5 则对精卵结合作

用不大或没有作用。

为了进一步了解 ADAM 家族在精卵结合中的作用 , 科学家把受精素β或 cyristestin

基因敲除 , 或把二者的基因都敲除 , 发现基因敲除小鼠的精子与去透明带卵子的结合能

力下降了 90%。受精素β和 cyristestin 以及二者的抗体均能抑制精卵之间的融合。然

而 , 出乎预料的是 , 受精素β和 cyristestin基因敲除的精子一旦与卵子结合后 , 还可以

与卵子发生融合。

(二 ) DE  蛋  白

DE是一种 32kDa的蛋白质。大鼠的附睾尾分泌大量的 DE , 大鼠精子在附睾中成

熟的过程中 , DE蛋白结合在精子的表面。顶体反应后 , DE 迁移到赤道段。抗 DE 的抗

体可明显降低卵子的体外受精率。有证据表明 , 纯化的大鼠精子 DE 蛋白能抑制精卵融

合 , 而卵子表面上也有 DE 结合蛋白的存在 , 它可能是大鼠精子受体 , 参与精卵融合。

间接免疫荧光标记显示 , DE 蛋白定位于顶体区的背部。在 DE 蛋白存在的情况下 , 去

透明带的小鼠或大鼠卵子与获能小鼠精子一起孵育时 , DE 蛋白剂量依赖性地抑制精子

入卵 , 但对精卵结合没有影响。在精卵融合区域 , 检测到特异的 DE 蛋白结合位点。

DE蛋白没有去整合素的结合位点 , 说明它并不是通过去整合素-整合素结合而发挥作用

的。上述证据表明 , DE 在精卵融合中可能发挥作用。大鼠体内实验也证明了这一点。

当用 DE 免疫雄鼠或雌鼠时 , 生育率明显下降。最近 , 人们也从小鼠精子中发现了 DE

的类似物———富含半胱氨酸的分泌蛋白-1 ( CR ISP-1 ) 和附睾蛋白 7 , 但这些蛋白在精

卵融合中的作用还不清楚。

(三 ) 其   他

小鼠精子赤道段上有一种叫做赤道素 ( equatorin ) 的分子 , 可能与精卵融合有关。

向小鼠输卵管中注射赤道素的单克隆抗体可阻止体内受精的发生。在小鼠精子中分离到

一种分子质量为 39kDa的蛋白质 MSH27。这种定位于精子赤道区的抗原及其抗体可明

显降低精卵融合率 , 可能参与精卵质膜融合。除此之外 , 小鼠精子的 M29、人精子的

MH61、豚鼠精子的 G11 和 M13 等也可能是参与精卵融合的候选分子。

·751·第五章  受   精



三、结   语

从目前的研究结果看 , 卵子表面参与精卵结合和融合的最佳候选分子是 CD9 和

GPI 锚定蛋白。没有确凿的证据表明卵子表面的整合素参与了精卵结合和融合。精子表

面的 ADAM 家族成员 , 尤其是受精素β ( ADAM2 ) 和 cyristestin (ADAM3 ) 可能参与

融合前精子和卵子之间的黏附 , 但不含这两种蛋白的精子仍然能与卵子融合。

第六节  卵 子 激 活

在大部分脊椎动物中 , 未受精的卵母细胞被细胞静止因子 (cytostatic factor , CSF )

阻滞在 MII 期。CSF 首先是在两栖类发现的。把 MII 期卵子的细胞质移入 2-细胞胚胎

中的一个卵裂球中 , 注射的卵裂球停滞在 M 期 , 而没有注射的卵裂球继续分裂。采用

细胞融合技术 , 在小鼠也证实了同一现象。c-mos基因的产物最早被发现具有 CSF的活

性。精子入卵使“休眠”的卵子复苏 , 启动一系列生化事件的发生、代谢的变化和减数

分裂的完成 , 最终导致细胞分裂、分化和新的生命个体的诞生。卵子的这种复苏过程被

称为卵子激活。卵子激活时 , CSF 可能激活后期促进复合体 ( anaphase-promoting com-

plex, APC) , 引起卵子由 M 期向后期转变。最近证明 , APC 的抑制分子 Emi1 可以把

未受精卵阻滞在 MII 期 , 它可能是 CSF 效应的介导因子。需要说明的是 , 受精前的休

眠卵子并非真正处于静止状态 , 中期纺锤体始终处于聚合/ 解聚的动态之中 , 其他许多

代谢过程也都十分旺盛。所以有人说 , 受精前的卵子像一辆停在起跑线上的赛车 , 它的

发动机及其他许多装置均处于待发状态 , 只要发令枪一响 , 立即前进。哺乳动物卵子的

受精寿命很短 , 一般为 10h 以内。卵子激活后的主要事件包括细胞质内游离 Ca
2 +
浓度

( [ Ca
2 +

]i ) 的升高、皮质颗粒胞吐和阻止多精受精、减数分裂恢复和第二极体 ( PB2)

释放、雌性染色体转化为雌原核、精核去致密并转化为雄原核、雌雄原核内 DNA 复

制、雌雄原核在卵子中央部位相互靠近、核膜破裂及染色质混合等。雌雄染色质混合后

第一次有丝分裂纺锤体的形成标志着受精结束和胚胎发育的开始。

一、卵子激活后的生理生化变化

精子入卵后 , 激发卵子发生一系列生理生化变化 , 这里就几个重要方面进行简单的

介绍。

(一) 卵子质膜去极化

采用微电极或离子示踪技术测得 , 受精时海胆、海星、海虫和两栖类的卵子质膜快

速去极化 , 形成动作电位 , 启动钙波形成 , 快速阻止多精受精。哺乳动物卵子受精后的

动作电位由反复出现的膜超极化构成。膜电位超极化是否与阻止多精受精有关还不清

楚。小鼠卵受精时 , 多精受精的阻止与膜电位变化无关。兔卵受精时 , 记录到一个慢速
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幅值较大的去极化 , 有人认为该去极化足以阻止多精受精。

(二 ) Ca2 +变化

1 . 钙波与钙振荡

  Ca
2 +
信号在卵子激活中起着十分重要的作用。各种动物精子穿入卵子后都引起卵

子内 [ Ca
2 +

] i 升高 (图 5-10 )。哺乳动物受精时 , 精子穿入卵子 , 引起卵子胞质内持续

数小时的、反复性的、短暂性的 [ Ca
2 +

] i 升高 , 称为 Ca
2 +
振荡 ( Ca

2 +
oscillations) (图

5-11)。Ca2 + 振荡是哺乳动物卵子受精过程中的普遍现象。通常 Ca2 + 振荡是在精卵相互

作用后的几分钟到十几分钟之内发生的。第一次 Ca
2 +
升高一般可持续 2 分多钟 , 第二

次和第三次 [ Ca2 + ] i 升高也会持续较长的时间 , 而以后的每次 [ Ca2 + ] i 升高持续时间

大约为 1min。第一次 [ Ca
2 +

] i 升高的幅值明显高于后来的 [ Ca
2 +

] i 升高幅值。这些多

次重复的 Ca
2 +
升高的间隔在每个卵子中基本是恒定的。不同种动物卵子中 Ca

2 +
振荡间

隔时间不同 , 最短的为 1min , 最长的可达 1h。一般情况下 , Ca
2 +
振荡持续到受精后原

核形成前。受精后 Ca
2 +
振荡的频率和幅值与进入卵子内精子数量有关 , 去 ZP 的卵子由

于多精受精表现出较高的 [ Ca
2 +

] i 升高频率。

图 5-10  不同动物卵子受精后的 Ca
2 +
信号 (引自 T arin JJ 和 Cano A, 2000)

箭头指精子入卵时间 ; Ca2 + 信号一般持续 1 分钟。

Ca2 + 振荡是 Ca2 + 信号的时间特性 , 受精后 Ca2 + 信号的变化还具有空间分布特性。

受精后第一次 [ Ca
2 +

] i 升高是从精子入卵处发生的 , 然后以波的形式传遍整个卵子 ,

这种现象称为钙波 (calcium wave)。第二次和第三次 [ Ca
2 +

]i 升高也以波的形式传播 ,
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图 5-11  小鼠和猪精子穿入卵子后 Ca
2 +
振荡 (引自 Kline D 和 Kline J , 1992 )

A, B : 猪卵子受精后 Ca2 + 振荡图。A: 精子穿入后 1 . 5h 的记录结果 ;

B: 精子穿入后 3 . 0～3 .2h 的记录结果 (引自 Sun FZ等 , 1992 ) ; C : 小鼠精子穿入卵子后 Ca2 + 振荡图。

这两次 [ Ca
2 +

] i 升高虽仍发生于精卵结合处 , 但发生的区域范围均比第一次大。此后

的 [ Ca2 + ] i 升高的发生都始于整个卵子的大部分区域 , 并且可以在 1s 之内传遍整个卵

子。因此 , 受精过程的第一次 [ Ca2 + ] i 升高始于精卵结合处 , 经过 3～5 次再次升高后 ,

转变为整个卵子同步发生的 [ Ca
2 +

] i 升高变化。这是哺乳动物卵子受精 Ca
2 +
变化的特

点之一。

2 . 细胞内 Ca2 +
储存

静息状态的细胞 , 细胞浆中 [ Ca
2 +

] i 维持在较低的水平 , 通常为 10
- 7
～ 10

- 8

mol/ L ,而细胞外和胞内钙库 Ca
2 +
浓度高达 10

- 3
mol/ L。当细胞受到外界信号刺激时 ,

[ Ca
2 +

] i 迅速升高 1～100 倍。内质网是细胞内主要的 Ca
2 +
库 , 当信号传来时 , 通过与

三磷酸肌醇 ( IP3 ) 受体或植物碱 ( ryanodine) 受体作用 , 介导 Ca
2 +
释放到胞质中。这

些受体通常定位于内质网。卵子受精时 , 钙振荡的 Ca
2 +
来自胞内 Ca

2 +
库 , 但胞外 Ca

2 +

对 Ca
2 +
振荡的维持是必需的 , 因为在无 Ca

2 +
的溶液中受精 , Ca

2 +
振荡只能维持较短时
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间。

3 . 胞内 Ca2 +
信号的产生

(1 ) IP3 诱导的 Ca
2 +
释放 ( IP3 -induced Ca

2 +
release, IICR)

IP3 诱导的 Ca2 + 释放具有“全或无”的特性 , 即在一定范围内 IP3 量的增加并不能

改变钙库内释放出的钙量 , 只有 I P3 的剂量达到某个阈值时 , 才起作用。 IP3 诱导 Ca2 +

释放是通过作用于内质网上的 IP3 受体而实现的。 IP3 与其受体结合后 , 诱导钙通道打

开。在哺乳动物 , 如金黄地鼠、小鼠、兔和牛等 , 卵子受精时钙波和钙振荡的产生、传

播以及卵子活化都是由 IP3 介导的 。有一种模型认为 , IP3 诱导产生的 Ca
2 +
作为新的信

号刺激 Ca2 + 诱导的 Ca2 + 释放 ( CICR ) , 产生钙波 ; 另一种模型认为 , I P3 刺激 Ca2 + 释

放 , Ca
2 +
反过来又激活磷酯酶 C ( PLC) , 从而增加 I P3 的量 , 使 Ca

2 +
进一步释放形成

钙波。

(2 ) 植物碱诱导的 Ca
2 +
释放 ( Ryanodine-induced Ca

2 +
release , RyCR )

胞内另一种重要的 Ca
2 +
通道是植物碱受体 Ca

2 +
通道。在海胆和小鼠卵子内已检测

到植物碱受体的存在。纳摩尔级的植物碱可使通道开放 , 但毫摩尔级以上的植物碱则使

通道关闭。海胆卵子中同时存在 I P3 敏感钙库和植物碱敏感钙库 , 所以 IP3 受体和植物

碱受体都对钙波的产生和传播起作用。过去认为哺乳动物卵子钙波以及钙振荡的产生和

传播是由 I P3/ IP3 受体介导的钙释放引起的 , 最近在小鼠和牛卵子中也发现了植物碱受

体 , 并证明植物碱或其类似物可激发 Ca
2 +
释放。

(3 ) Ca2 + 诱导的 Ca2 +释放 ( Calcium-induced calcium release, CICR)

植物碱受体和 I P3 受体都会对少量 Ca2 + 发生反应 , 即少量 Ca2 + 作用于两种受体后

便可触发 I P3 敏感钙库和植物碱敏感钙库内储存 Ca
2 +
的释放 , 具有 CICR 的正反馈效

应。正反馈作用可以加强开始阶段的 Ca
2 +
释放 , 但是这种效应会随 Ca

2 +
释放量的增加

而被减弱 , 这是由于大量释放出来的 Ca
2 +
激活了胞内负反馈效应。

(三 ) pH  变  化

海胆卵受精后 , 卵内除 [ Ca2 + ] i 发生巨大变化外 , pH 也显著升高。海胆卵受精后

pH从 6 .9 上升为 7 .3 , 且维持碱性达 60min。pH升高具有广泛的作用 , 包括增加 DNA

复制和转录、增强蛋白质合成和糖原利用、促进精核染色质去浓缩和原核形成等。哺乳

动物这方面的报道很少。最近有报道称 , 小鼠和大鼠卵子受精后 , pH 无变化。猪卵子

孤雌激活后 , pH 明显升高。 pH 的升高不依赖于胞内或胞外 Ca
2 +
的升高 , 而与钠离

子和/ 或碳酸盐流入卵子有关。然而 , 透明带下授精后猪卵子中并没有出现 pH 的升

高。   

(四 ) 卵子激活过程中的代谢变化

卵子在激活过程中发生明显的生理变化 , 如氧气的吸收和能量代谢、DNA 的复制、
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转录和翻译以及脂代谢等都发生变化。例如 , 海胆卵受精前糖原富集 , 但糖代谢中间产

物和磷酸己糖水平较低 , 受精后 6-磷酸葡萄糖水平升高 7 倍 , 随后耗氧量增加 ; 鱼和两

栖类卵子受精后耗氧量没有变化 ; 小鼠卵受精后对核苷酸的吸收率明显增加 , 且对不同

的核苷吸收增加程度不同 , 受精后对腺苷的吸收率是尿苷的 350 倍 , 从受精卵到囊胚 ,

腺苷的吸收增加 20 倍 , 而同一时期尿苷的吸收增加了 300 倍。

(五 ) 受精后的基因活动变化

受精的发生启动早期胚胎快速的细胞分裂和细胞分化 , 在这一过程中基因表达发生

了变化 , 新的蛋白质在特定的时间和特定的细胞内合成。新的蛋白质合成或由母源

mRNA或由合子基因组新转录的 mRNA指导。

1 . DNA复制

卵子活化后发生的最重要的事件是启动 DNA 复制。受精前的卵子具备了 DNA 复

制所需的全部酶系统和四种脱氧核糖核苷酸原料 , 受精后酶与底物得以接触。小鼠、兔

等哺乳动物 DNA复制发生在雌雄原核彼此靠近的过程中。DNA 的复制同时发生在雌、

雄原核中。在多精受精卵子中 , 所有原核同时启动 DNA复制。

2 . RNA转录

所有动物的早期胚胎都进行活跃的蛋白质合成 , 但在不同种动物中 mRNA 转录启

动的时间是不同的。在蛙类 , 卵裂期间没有 mRNA 转录 , 直到原肠胚中期 , mRNA 才

开始转录。海胆原肠胚以前蛋白质的合成也是依赖于母源 mRNA。而在小鼠 , 受精后

母源 mRNA很快失去作用 , 从 2-细胞胚胎开始 , 蛋白质的合成就由合子基因组指导。

把外源基因注射到小鼠受精卵的雄原核中 , 发现注射的 DNA 在原核中可转录并加工 ,

说明小鼠 1-细胞胚胎即可进行 mRNA转录。

3 . 蛋白合成

卵子在受精前积累了大量供早期胚胎发育所需的 mRNA, 受精后这些母源 mRNA

开始翻译。海胆卵受精后蛋白质合成增加 100 倍。爪蟾和小鼠卵子受精后 , 蛋白质合成

量增加不超过 5 倍。受精后不仅蛋白质合成量明显增加 , 新的蛋白质也开始合成。在小

鼠 1-细胞胚胎中 , 合成未受精卵中合成的主要蛋白 , 但受精后的蛋白质合成模式与未

受精卵中的蛋白质合成模式明显不同。例如 , 小鼠卵受精后 , 至少出现了五种新蛋白

质。蛋白质的变化也可能是由蛋白质磷酸化和糖基化造成的。

(六 ) 受精后的蛋白激酶活性变化及其意义

在过去的十余年中 , 借助于对细胞周期调控研究所取得的成果 , 再加上生化分析和

分子生物学技术与经典胚胎学的结合 , 人们开始在分子水平上了解受精的信号传递途

径。多种蛋白激酶通过磷酸化/ 去磷酸化的级联活化/ 灭活 , 以及对胞内效应靶分子的作
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用 , 精密调节着受精过程中的细胞周期事件。由于海胆、海星等海洋无脊椎动物和非洲

爪蟾等低等脊椎动物的卵母细胞体积较大 , 数量较多 , 具有更好的体外可操作性 , 因此

有关受精信号转导的工作首先在这些动物中展开。近年来 , 在哺乳动物方面也开展了大

量工作 , 下面介绍几种重要的蛋白激酶在受精后的变化及其生物学意义。

图 5-12  哺乳动物卵母细胞减数分裂和受精过程中 MPF 和 MAPK 活性变化比较

1 . 成熟促进因子

成熟促进因子 ( maturation-promoting factor , MPF ) 是各种真核细胞中有丝分裂和

减数分裂 G2/ M 转化通用的关键调节因子。MPF是由 p34
c dc2
和细胞周期蛋白 (cyclin) B

组成的异二聚体。p34
cd c2
是由细胞分裂周期 ( cell division cycle , CDC ) 基因 cdc2 (人 )

或 cdc28 (酵母 ) 编码的 34kDa的丝/ 苏氨酸蛋白激酶 , 为 MPF 的催化亚基 ; 周期蛋白

B ( 45kDa) 为 MPF 的调节亚基 , 在细胞周期进程中被周期性地合成和降解。细胞在

G2/ M转化前 , CDC2 与周期蛋白 B形成 M PF聚合体 , 细胞中的 Wee1 及 Myt1 激酶将

CDC2 的 Thr
14
和 Tyr

15
残基磷酸化 , 使 MPF以低活性的 MPF前体形式存在。细胞进入

分裂期时 , CDC25 将 CDC2 的 Thr14 和 Tyr15 去磷酸化 , 从而激活 MPF , 于是细胞进

入 M 期。MPF 被激活后 , 通过与 CDC25 或 Wee1 及 Myt1 形成的反馈环 , 进一步被激

活。

M PF 活性在卵母细胞减数分裂成熟和受精过程中发生规律性变化 (图 5-12)。MPF

活性在 MII 期卵子中处于激活状态 , 对维持 MII 期阻滞具有重要作用。CSF 阻止泛素

依赖的周期蛋白 B 降解 , 并因此使 MPF 维持活性状态。在所有已研究过的动物物种

中 , 将卵母细胞从细胞周期的阻滞状态释放出来 , 并在进化上非常保守的激活物主要是

细胞内自由 Ca
2 +
。Ca

2 +
使 CSF和 MPF 失活并将卵母细胞从中期阻滞状态释放出来 , 但

其机制至今仍不清楚。当停滞在 MII 期的卵子受精或受到孤雌刺激以后 , MPF 很快灭

活 , 周期蛋白 B被降解。例如 , 小鼠卵受精后 90min , M PF 活性下降到最低。MPF 活

性下降可能与减数分裂恢复和第二极体释放有关 , 而与原核发育没有关系。受精卵原核

核膜破裂后 , 在第一次有丝分裂纺锤体组装时 , M PF又重新被激活 , M PF激活是第一

次有丝分裂的前提。早期胚胎卵裂过程中 , MPF 周期性地被激活和灭活 , 即在细胞周
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期的间期被灭活 , 而在中期被激活 , 从而保证正常的卵裂。

2 . 丝裂原活化蛋白激酶

丝裂原活化蛋白激酶 ( MAPK ) 是丝/ 苏氨酸蛋白激酶 , 在卵母细胞减数分裂和受

精过程中 , 其活性受蛋白激酶和蛋白磷酸酶的调节。MAPK 激活依赖于 Thr 和 Tyr 两

个位点的磷酸化 , 而其灭活则是在蛋白磷酸酶作用下去磷酸化实现的 (图 5-13 )。

MAPK的活性受到其上游分子 MAPK 激酶 ( MAPKK , MEK) 的调节。MOS被证明是

MAPKK的上游分子 , 是 MAPK K 激酶 ( MAPKK K)。在 MAPK 家族中分布最广的是

44 kDa ( ERK1 ) 和 42kDa ( ERK2) 两种亚型 , 它们是卵母细胞减数分裂的重要调节激

酶 , 其活性变化规律与 MPF 不同 (图 5-12)。MAPK的下游作用底物是 S6 激酶 , 主要

是 p90rsk。MAPK 通过使 p90rsk 磷酸化而使其激活。MAPK 级联活性调节在减数分裂

和受精过程中发挥重要作用 (图 5-13)。

图 5-13  卵母细胞减数分裂和受精过程中 MAPK 级联活性调节

原癌基因 c-mos基因敲除的小鼠卵母细胞排卵后并不停滞在 MII 期 , 而是发生自发

的孤雌激活。当把小鼠和猪的卵母细胞用 MAPKK 抑制剂处理以后 , MAPK 及其下游

分子 p90rsk 都发生灭活 , 导致卵母细胞激活。这说明 MOS/ MAPK K/ MAPK/ p90rsk 信

号通路可能在维持 MII期阻滞中起重要作用。各种动物 MII 期卵子中 MAPK 活性水平

很高 , 受精后 MPF的活性迅速降低 , 但 MAPK 活性的降低发生在原核形成稍前或同

时 , 并且在其后的细胞周期中不再出现 (图 5-12)。例如 , 在小鼠 , MAPK 活性完全消

失发生在授精后 7～8h , 而猪卵子受精后 MAPK 活性在 10h 降低。当用多种化学试剂

如乙醇、钙离子载体 A23187、蛋白激酶抑制剂 staurosporine、Ro-31-8220 和蛋白合成抑

制剂放线菌酮等诱导小鼠卵母细胞孤雌活化时 , 原核形成之前 MAPK 都迅速失活。显

然 , M PF 和 MAPK的失活是通过不同机制实现的 , 它们在受精中的作用也不同。那

么 , MAPK在卵子激活过程中的作用又如何呢 ? 由于 MAPK 活性下降在时间上与原核

核膜形成一致 , 在研究原核发育机制时自然就想到 MAPK的作用。上述研究结果暗示 ,
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MAPK可能是抑制核膜形成的一个因素 , 它的失活是受精后原核核膜组装的前提 , 这

与 MAPK在减数分裂其他阶段的功能相一致。

当用蛋白磷酸酶 1 和 2A的抑制剂冈田酸 ( okadaic acid) 处理受精后的卵子 , 可阻

止 MAPK活性下降和原核形成 ; 用冈田酸处理已形成原核的受精卵可导致 MAPK快速

重新激活 , 同时原核核膜破裂。这些实验为 MAPK 参与原核核膜的破裂和重建的假说

提供了证据。在小鼠卵内导入 MEK基因 , 可使 MAPK 持续表达 , 受精后 M PF 活性下

降 , 细胞恢复减数分裂并释放第二极体 , 但内源性 MAPK 活性保持高水平 , 原核核膜

不能形成。这进一步证实了 MAPK在原核发育中起重要作用。

MAPK失活是各种特异性磷酸酶作用的结果 , 但到目前为止尚未在哺乳动物中发

现 MAPK的特异性磷酸酶 , 虽然 PP1 和 PP2A抑制剂冈田酸能阻止 MAPK 失活 , 但并

不能以此断定是这两种磷酸酶负责 MAPK 的灭活 , 可能有某些尚未发现的冈田酸敏感

的蛋白磷酸酶在调节 MAPK活性中发挥关键作用。

最近有人发现 , 在海胆、海星、蛤等海洋无脊椎动物中 , 抑制卵母细胞中的

MAPK活性 , 会导致受精后精子星体提前形成 , 所以 MAPK 是在受精后抑制精子星体

的发育。猪受精卵中 , 由精子中心体组装成的大量微管 , 对于雌雄原核相互靠近发挥重

要作用 , 并且这些微管的聚合是在 MAPK 活性很低的情况下发生的。如果用冈田酸处

理已形成原核的受精卵 , 则在 MAPK 激活和原核消失的同时 , 精子中心体组装的微管

也解聚。这些实验证据表明 , MAPK可能参与受精后精子中心体的功能调节。

3 . 蛋白激酶 C

蛋白激酶 C ( PKC) 是一类广泛分布在各种真核细胞中的丝/ 苏氨酸蛋白激酶超家

族 , 共有 11 种亚型 , 分为 3 大类 : ①经典型 PKC (classical PKC, cPKC) , 包括α、βⅠ、

βⅡ和γ 4 种亚型 , 其活性依赖于 Ca
2 +
和二酰基甘油 ( DAG) ; ②新型 PKC ( novel

PKC, nPKC ) , 包括δ、ε、θ、η和μ5 种亚型 , 其激活是 DAG 依赖性的 , 但不需要

Ca
2 +

; ③非典型 PKC (atypical PKC, aPKC) 包括λ/τ和ζ两个亚型。 aPKCτ是人细胞

中与小鼠 aPKCλ相同的蛋白质。aPKC 不受 Ca
2 +
和 DAG调节 , 可被一些脂类第二信使

如磷脂酸所活化。近年来发现一些蛋白质分子特异性地与 aPKC的调节区相结合 , 调节

着 aPKC的活性状态。所有 PKC 亚型都只具有一条肽链 , 分子质量 70～90kDa。未活

化的 PKC通常分布在细胞质中 , 活化后转位到细胞膜上 , 磷酸化其靶蛋白。在受精过

程中 , 精子通过与卵子表面的精子受体结合 , 或者向卵胞质中释放一种可溶性精子因子

而激活卵子。卵子的活化既包括早期事件 , 如皮质反应和多精受精的阻止 , 也包括晚期

事件 , 如减数分裂的恢复和完成及有丝分裂细胞周期的启动。许多研究表明 , Ca
2 +
介

导卵子的皮质反应和减数分裂恢复 , 但是钙信号的靶分子还不十分清楚。目前认为 ,

PKC 可能是卵子活化过程中 Ca
2 +
的重要下游分子。

近年来 , 已在小鼠、大鼠和猪的卵子中发现不同亚型 PKC 的存在。在小鼠卵母细

胞发现有 PKCα、-βⅠ、-βⅡ、-γ、-δ、-μ、-ξ和λ的存在 ; 在大鼠卵母细胞发现有

PKCα、-β、-ε、-γ、-δ、-μ、-ξ和λ的存在 ; 在猪卵母细胞发现有 PKCα、-βⅠ和-γ的存

在 ; 卵母细胞减数分裂成熟和受精过程中 , 发生 PKC 的转位。例如 , 在 PKC 激活时 ,

某些 PKC亚型很快转位到质膜上 , 某些 PKC 亚型定位于受精卵的原核中。关于 PKC
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在受精以后对卵子细胞周期的调节作用 , 目前存在着许多相互矛盾的报道。有些研究者

证明 , PKC 的激活剂 , 如 TPA、P MA、OAG等 , 能够诱导小鼠和大鼠卵母细胞发生孤

雌激活 ; 但也有人报道 , 在小鼠、大鼠和地鼠卵母细胞中 , PKC 在减数分裂恢复过程

中并不起决定性作用。PKC 诱导的卵母细胞孤雌激活可能受到卵龄的影响 , 当卵母细

胞排出第一极体以后 , 随着卵龄的延长 , 卵对活化刺激的敏感性逐渐增强 , 即卵龄越

长 , 越容易被诱导形成原核。而且 , PKC 在卵子活化中的作用可能与动物种属和品系

有关 , 不同物种 , 甚至不同的小鼠品系 , 对 PKC 激活剂的反应不同。例如 , PKC 激活

剂 PMA不能诱导猪卵母细胞发生孤雌活化 , 中国研究者常用的昆明小鼠对 PKC 激活

剂相对不敏感。

有人提出 , 在哺乳动物卵子中 , Ca
2 +
浓度升高可以通过激活 PKC, 进而导致卵子

克服 MII 期阻滞。有两类证据支持上述观点 : 首先 , 用各种 PKC 激活剂处理小鼠、大

鼠和仓鼠卵子 , 可以在不影响胞内钙离子浓度的情况下诱导卵子向间期转化 ; 其次 , 在

这些动物中 , 分子结构上不相关的几种 PKC 抑制剂都能抑制由不同孤雌刺激所诱导的

孤雌活化。用 PKC 激活剂 OAG 处理小鼠卵子 , 可以使 M PF活性迅速降低 , 卵子向减

数分裂后期转变 , 而此时细胞内 Ca
2 +
浓度不发生显著变化 ; 正常情况下 , 钙离子载体

A23187 可以通过增加细胞内游离钙离子浓度来诱导 MPF 降解和卵子的孤雌激活 , 但是

如果抑制了卵子内的 PKC 活性 , A23187 虽然仍可导致胞内 Ca
2 +
浓度升高 , 但不再能

够使 MPF降解并诱导孤雌活化。这些结果表明 , PKC 的激活是诱导小鼠卵子突破 MII

期阻滞的必要条件 , 并且受精后钙离子释放所引发的 MPF 降解途径是 PKC 依赖性的。

目前 , Ca
2 +
通过何种途径大量激活 PKC还不十分清楚。一种可能是 , Ca

2 +
激活对钙离

子浓度敏感的磷脂酶 C, 导致生成 DAG, 进而激活 PKC; 另外 , 在小鼠卵母细胞中 ,

多功能的钙调蛋白依赖性蛋白激酶 II (calmodulin-dependent protein kinase II , CaM KII)

可能参与 Ca
2 +
引发的 PKC 活化 , 因为很多证据表明 , 在小鼠卵母细胞减数分裂过程

中 , CaM KII 是钙离子的一种直接靶分子。

在非洲爪蟾卵子中 , PKC 虽然在卵子活化的多种事件中发挥作用 , 但却不参与导

致 MPF降解的信号转导过程。所以在小鼠和两栖类的卵母细胞中 , PKC 对 MPF 的调

节机制可能是不同的 , 而且 , 在哺乳动物卵子中 , PKC 的激活是否是生理条件下卵子

活化所必需的一个步骤 , 将是一个有待研究的重要问题。

孙青原等研究表明 , PKC 和 MAPK这两种重要的信号分子不但在卵母细胞成熟过

程中存在对话 , 还共同参与对卵子活化的调节。已知 MAPK 是细胞静止因子 ( CSF )

的重要成分 , 维持卵子的 MII 期阻滞。在大鼠和小鼠卵子中都发现 , PKC 的激活诱导

MAPK失活并导致原核形成。在大鼠卵子中 , PKC 激活剂 PMA和 diC8 均能剂量依赖

性地诱导 MAPK 失活和原核形成 , 而且 PKC 激活剂的作用可以被 PKC 抑制剂钙感光

蛋白 C 或星形孢菌素所克服。另外 , 即使在正常的体外受精过程中 , 上述两种 PKC 抑

制剂也能抑制精子诱导的原核形成和 MAPK失活。这些结果都表明在大鼠受精过程中 ,

精卵结合可能激活 PKC, 克服 MII 期阻滞 , PKC 再通过某些未知途径 , 诱导 MAPK失

活 , 从而使卵子形成原核。

PKC 激活以后是如何导致 MAPK 失活的呢 ? 目前已经知道 , 丝/ 苏氨酸蛋白磷酸

酶-2A ( PP-2A) 能够使 MAPK 及其上游激酶 MEK 去磷酸化而失活 , 并且已经在小鼠
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卵子中检测到 PP-2A 的表达。孙青原等也证明蛋白磷酸酶在猪卵母细胞中参与调节

MAPK活性 , 蛋白磷酸酶活性受到抑制后 , 卵母细胞中 MAPK 活性迅速升高。在大鼠

和小鼠 MII期卵子中 , PKC 诱导的 MAPK失活和原核形成可以被 OA所抑制。这些结

果暗示着 PKC 可能通过激活 PP-2A, 导致 MAPK 的去磷酸化 , 使卵子形成原核。

PKC激活的另一个重要功能是激发卵子的皮质反应 , 从而阻止多精受精的发生 ,

这部分内容将在第八节中详细总结。

4 . 钙调蛋白依赖蛋白激酶

钙调蛋白依赖蛋白激酶 ( calmodulin-dependent protein kinase, CaMK) 是由多种结

构相关的丝氨酸/ 苏氨酸激酶组成的超家族 , 包括 CaMKI、CaMKII 和 CaMKIV。

CaMKII是一种广泛表达的丝氨酸/ 苏氨酸蛋白激酶 , 被 Ca
2 +
和钙调蛋白激活 , 参与对

细胞周期和转录的调节。CaMKII 有α、β、γ和δ四种亚型 , 分子质量范围从 52kDa

(α) 到 58～61kDa (β, γ和δ)。两栖类和哺乳动物模型的研究结果表明 , CaMKII 依赖

的信号途径调节卵母细胞减数分裂的进程。

爪蟾卵母细胞激活后 , 可以检测到早期 CaMKII 短暂的激活。当在卵抽提物中添加

Ca
2 +
后 , CaMKII 活性显著增加 , 在时间上也早于因周期蛋白 B 降解而导致的 MPF 活

性下降。向 MII 阻滞的爪蟾卵母细胞中显微注射持续活化的 CaMKII 能使 M PF 失活 ,

并触发 MOS降解。但在未受精的爪蟾卵母细胞中显微注射 CaMKII 抑制肽后 , 这些卵

母细胞在电刺激后则不能进行周期蛋白 B降解和 Cdc2 激酶及 CSF失活 ; 而没有显微注

射 CaMKII 抑制肽的对照组卵母细胞则能够进行周期蛋白 B 降解和 Cdc2 激酶及 CSF 失

活。这些结果说明 CaMKII 介导了受精或卵激活后 Ca
2 +
依赖的 MPF和 CSF 失活。然而

CaMKII 诱导 MPF和 CSF失活的机制仍有待于进一步研究。

与爪蟾卵母细胞及其抽提物中的研究结果类似 , 小鼠和猪卵母细胞中 CaMKII 也在

细胞内 Ca
2 +
浓度升高后活性增加。猪卵母细胞经电刺激 15min 后 , CaMKII 活性急剧

增加 , 而 CaMKII 抑制剂 K N-90 抑制卵子的激活。增加细胞内 Ca
2 +
浓度的处理能导致

卵母细胞激活 , 这是钙调蛋白和 CaMKII 依赖的过程。钙调蛋白广泛分布于未受精小鼠

卵母细胞中 , 在靠近卵母细胞外围以及减数分裂纺锤体部位有所增加。卵母细胞受精后

钙调蛋白立刻与 CaMKII形成紧密的联系结构。在卵母细胞转换到后期 II 的时候这种

紧密的联系结构消失 , 但 CaMKII 仍位于纺锤体上。此外 , 在后期 II 到末期 II 之间的

时期 CaMKII定位于纺锤体中区。猪卵母细胞中 , CaM 和 CaMKII 都分布于纺锤体上 ,

电激活后 2h , CaMKII 分布在第二极体排出处的中心体上。

利用激光共聚焦显微技术 , 可以观察到 MAPK和 CaMKII 共同定位于减数分裂的

纺锤体上 , 暗示这两种分子之间存在非常密切的相互作用。还有一些证据支持这种推

测 , 如卵母细胞激活后抑制 CaMKII 活性则可减少 MAPK 蛋白量 , 并降低 MAPK 活

性 ; 在猪卵母细胞电激活后 , 采用 KN-93 抑制 CaMKII 活性 , MAPK/ p90rsk 在 15min

后即发生灭活 , MAPK/ p90rsk 蛋白量 30min 后即明显下降。因为 CaMKII 活化是受精

后的结果 , 所以可能对 MAPK活性的继续维持具有一定作用 , 而这两种蛋白激酶在定

位上的一致性可能有助于它们的相互作用和调节。受精后 Ca
2 +
升高 , 激活 CaMKII , 可

能具有双重作用 , 一方面灭活 MPF , 另一方面维持 MAPK 活性 , 使减数分裂有序完成
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(图 5-14 )。

图 5-14  受精后 Ca
2 +
升高激活 CaMKII 的通路及其作用

此外 , CaMKII 活性对卵子中心体复制的每一次启动都是必需的。在阻滞于 S期的

爪蟾卵母细胞抽提物中 , 中心体复制发生在精子核进入之后 , 细胞内短暂的 Ca
2 +
浓度

升高是中心体复制启动所必需的。同时 , CaMKII 活性的峰值也出现在中心体复制期。

向体外中心体复制系统中添加 CaMKII底物抑制肽后可以抑制中心体复制。

5 . 酪氨酸蛋白激酶

酪氨酸蛋白激酶 ( tyrosine protein kinase , TPK) 是特异性磷酸化蛋白质酪氨酸残基

的蛋白激酶 , 分为两大类 , 即受体 T PK和非受体 T PK。在爪蟾卵母细胞中已经发现了

TPK 的 5 个成员 : c-Src、c-Yes、Fyn、Lallo 和 Xyk。在大鼠卵母细胞中发现了 Fyn 的

存在。在卵子受精一分钟以内 , 许多蛋白质分子的酪氨酸残基被磷酸化或去磷酸化 , 而

TPK 专一性抑制剂可以阻止受精引发的卵子活化。

人工合成的 RGDS四肽可以诱导卵子孤雌活化、酪氨酸残基磷酸化并从质膜转位

到胞质中 , 向卵内显微注射 Xyk 抑制肽会抑制受精和 RGDS 诱导的卵子活化。在注射

了 Xyk 抑制肽的卵子中 , 精子穿卵和减数分裂恢复也被阻断。免疫荧光研究表明 Xyk

只存在于卵皮质中 , 说明 Xyk 可以在精卵结合点的附近发挥作用。钙离子载体 A23187

也可以诱导爪蟾卵子活化 , 但在此过程中 Xyk 不被激活 ; 反之 , Xyk 抑制肽也不能阻

断 A23187 诱导的卵子活化 , 这进一步表明 Xyk 调节着钙信号上游的卵子活化早期事

件。

目前 , 还没有发现与精子结合并活化胞质 TPK 的卵子表面受体分子。对于精子受

体的本质目前有两种推测 , 可能它本身就是一种 T PK, 由精子配体激活 , 并像许多生

长因子受体一样通过受体 T PK/ Src激酶途径 , 活化诸如 Xyk 的下游胞质 TPK。目前发

现在卵子中表达的受体 TPK 有胰岛素受体、成纤维细胞生长因子受体和 c-Kit。另一种

可能是 , 精子受体本身不具有激酶活性 , 它像 T/ B 淋巴细胞受体、G-蛋白偶联受体和
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整合素受体一样 , 通过非催化性质的相互作用激活胞质 T PK。RGDS四氨基酸序列是

整合素与其受体识别和结合的关键肽段。在小鼠卵子中发现 , α6/β1 整合素可能是一种

精子受体 , RGDS四肽还能引起爪蟾卵母细胞中 Src 家族 TPK 的活化和转位 , 因此目

前的资料似乎更支持后一种假说。

Src家族的另一个成员 Fyn 在哺乳动物、两栖动物和棘皮动物的卵子中都有表达。

Fyn被定位在卵皮质和纺锤体微管周围。 Fyn 和大多数 Src 家族成员一样 , 通过 U、

SH2 和 SH3 结构域进行与酶功能密切相关的蛋白质-蛋白质相互作用。向海胆卵中注射

Fyn 的抑制肽会延长精卵融合所诱导的 Ca2 + 释放的潜伏期 , 并且使钙振荡的幅度降低 ,

于是卵子不能建立阻止多精受精的屏障 , 导致多精入卵率增加。磷脂酶 Cγ ( phospholi-

pase Cγ, PLCγ) 是 T PK调节卵内 Ca
2 +
水平的重要靶分子 , 具有 SH2 结构域 , 可以被

Src家族 TPK 结合并活化。在海胆卵中 Fyn 与 P LCγ形成复合物并活化 PLCγ, 激活磷

脂酰肌醇信号通路 , 引起卵内 Ca
2 +
释放。

二、精子激活卵子的两个模型

一百多年来 , 精子是如何激活卵子的问题一直困绕着生殖和发育生物学家 , 经过反

复探索 , 人们提出了几种假说。目前 , 两种假说得到绝大多数学者的支持 , 即受体假说

和精子因子假说。

(一 ) 受体控制假说

该假说源于对体细胞信号转导通路的认识 , 即精子与卵子质膜表面的受体相互作

用 , 活化的受体激活与之相偶联的 G 蛋白或酪氨酸蛋白激酶 , 后者进一步激活 PLC,

在 PLC的作用下 , 产生引起 Ca
2 +
动员的第二信使 IP3 , 它与细胞内质网上的 IP3 受体作

用 , 诱发内源钙的释放 , 从而激活卵子。根据这一假说 , 卵子质膜表面应该存在能与精

子上某种配体识别和结合的受体 , 这在上一节中已作了介绍。受体被精子活化后 , 激活

磷脂酰肌醇信号通路。有很多证据支持这一假说 , 如已在精子质膜上发现了与卵子质膜

受体相应的配体 ; 也发现了卵子中存在通过 G蛋白介导的信号通路。

(二 ) 精子因子假说

虽然受体控制假说在一定程度上解释了受精时卵子活化的信号转导机制 , 但有许多

实验结果与之矛盾 , 因此这一假说受到挑战。于是 , 另一些学者提出精子因子假说。该

假说认为 : 精子胞质中存在某种或某几种可溶性信号分子 , 在精卵质膜融合或稍后 , 该

信号分子通过融合孔进入卵子胞质中 , 从而激活卵子内钙释放系统而使卵子活化。支持

该假说的有利证据是 , 把精子直接注射到卵子中 , 不经过精卵膜的相互作用 , 也可以引

发卵质中 [ Ca
2 +

] i 升高 ; 另一个证据是 , 把精子提取物注射入卵子中 , 可导致持久的

Ca
2 +
振荡。然而 , 迄今为止还没有分离到这种假设的可溶性精子因子。在仓鼠精子中

发现了一种可溶性的 33kDa的蛋白 , 命名为震荡因子 ( oscillin ) , 它定位于精子赤道段 ,
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可激发卵子内 Ca
2 +
振荡。有人提出震荡因子可能与某个未知的新亚单位作用 , 而呈现

出一种酶的活性。受精过程中 , 该酶参与的反应可能是 Ca
2 +
释放的前提条件。但最近

的研究基本上否认了震荡因子是精子因子的观点 , 原因是向卵子中注射重组震荡因子

后 , 不能激活卵子。最近的研究发现 , 当把小鼠精子的膜去掉 , 使其不含可溶性精子因

子 , 然后注射到卵子中 , 照样可激发 [ Ca
2 +

] i 升高 , 而当把精子核周层去掉时 ,

[ Ca
2 +

] i 升高不再出现。因此 , 精子核周层成分可能含有引起 [ Ca
2 +

] i 升高的因子。此

外 , 也有人提出精子赤道素和胞质中 C-kit 也可能是激活卵子的精子因子。最新的研究

发现了一种精子特异的 PLCδ, 可引起 Ca
2 +
振荡。目前的研究表明 , 精子因子对热和胰

蛋白酶敏感 , 它没有种特异性 , 但这种因子的生化本质及其激活卵子的信号通路还有待

进一步研究。

精卵融合后 , 引发卵子 Ca
2 +
释放的精子因子是瞬时释放还是逐渐释放的呢 ? 这一

问题的答案还不清楚。精子入卵后 , Ca
2 +
振荡可持续数小时 , 在大家畜可持续 10h , 直

到原核形成。研究发现 , 精子核的 Ca
2 +
释放因子在受精后数小时仍然存在 , 原核形成

时 , 部分结合到原核中。把雄原核和雌原核注射到 MII期卵子中 , 仍可引起 Ca2 + 振荡。

Ca
2 +
振荡的发生除了需要精子因子外 , 也需要相应的卵子“母源装置”, 这种“母源装

置”的性质还不清楚 , 但它只能一次性发挥作用。

第七节  精子核去浓缩及雄原核形成

在哺乳动物受精过程中精子入卵后 , 高度浓缩的精核染色质受卵子激发而去浓缩 ,

最终形成雄原核是受精的关键步骤之一。受精后随着精卵质膜融合 , 精子核直接与卵胞

质作用 , 发生核膜破裂 , 精子染色质去浓缩 ; 与此同时 , 卵母细胞恢复减数分裂 , 排出

第二极体。随后在去浓缩的雄染色质周围核膜重建 , 最后形成雄原核。

受精过程中精子核的去浓缩过程与精子发生精核浓缩化过程相反。哺乳动物圆形精

子细胞核的组蛋白完全被精子特有的鱼精蛋白取代后 , 染色质变得高度浓缩。这种独特

的浓缩包装方式保护了精核染色质 , 使得精子基因组处于无转录活性状态。受精后精子

DNA要参与胚胎发育 , 它的染色质必须在卵内去浓缩。精核 DNA去浓缩的第一步是减

少和清除鱼精蛋白上的二硫键。当足够多的二硫键被清除后 , 精核染色质开始对卵内的

去浓缩因子产生反应而发生去浓缩 , 与此同时鱼精蛋白逐渐被组蛋白取代。组蛋白重新

取代鱼精蛋白是精子染色质重激活和原核 DNA 复制的前提。用放射自显影法或免疫荧

光法均证明在精核去浓缩过程中鱼精蛋白逐渐移去。一种假说认为受精使鱼精蛋白磷酸

化而发生电荷改变 , 从而使之移去。蛋白激酶抑制剂可阻止入卵后的小鼠精核去浓缩 ;

受精后 1～2 .5h , 在精核去浓缩的同时 , MAPK活性升高。

处于 GV期的卵母细胞不能使体外受精或显微注入的精核去浓缩 , 生发泡破裂

GVBD后才获得该能力 , 成熟的 MII 期卵子使精核去浓缩的能力最强。在寻找精核去

浓缩因子时 , 人们发现 GV期卵母细胞中还原型谷胱甘肽 (GSH) 水平很低 , 在卵母细

胞成熟过程中尤其在 GVBD 之后 , GSH 大量合成 , 至 MII 期达到峰值。在卵母细胞成

熟过程中抑制 GSH 合成 , 卵子使精核去浓缩的能力亦被抑制 , 说明在卵母细胞成熟过

程中 , GSH水平逐渐升高是卵子获得使精核去浓缩能力所必需的 , 也就是说 GSH参与
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精核去浓缩过程。当然细胞内其他含巯基 (-SH) 的分子也可能参与鱼精蛋白二硫键的

清除和精核去浓缩过程。一旦雌原核形成 , 卵子便失去使精核去浓缩能力 , 故在原核形

成阶段进入的精核不能被去浓缩和重新激活。

原核形成时 , 内质网可能参与核膜的组建。精子的核膜和其他膜性成分也可能参与

雄原核核膜的形成。

第八节  卵子皮质反应及多精受精的阻止

鸟类、鱼类及许多无脊椎动物是多精受精动物。在正常生理条件下 , 受精过程中可

有多个精子入卵 , 卵子中形成多个雄原核 , 但最终只有一个雄原核与雌原核结合 , 完成

正常的胚胎发育 , 而其他雄原核在发育中途退化。胎盘类哺乳动物是单精受精动物 , 受

精时只需一个精子入卵 , 以保证合子重新恢复二倍体。如果一个以上精子入卵 , 通常会

导致胚胎发育异常或发育阻滞 , 最终夭折。在人类 , 尽管有三倍体和四倍体婴儿出生的

报道 , 但是在绝大多数情况下多精受精会导致自然流产。并且 , 多倍体婴儿通常有严重

的缺陷或功能异常。与其他动物相比 , 猪的多精受精率很高 , 体内多精受精率可达到

30 %～40% , 而体外多精受精率可高达 65%。最近的研究表明 , 猪卵母细胞质具有一

定的清除多余精子的能力 , 多精受精的卵子中有多个雄原核形成 , 但如果多余的精子不

干扰正常的雌雄原核结合 , 胎儿能发育到期。当有多个雄原核与雌原核结合时 , 可形成

二倍体、三倍体、四倍体胎儿 , 甚至有的胎儿中既有二倍体细胞 , 也有四倍体细胞 , 但

生下来的小猪中未发现多倍体现象。绝大多数情况下 , 哺乳动物受精时 , 只有一个精子

入卵 , 阻止多精受精的机制主要有两条 : 一条是雌性生殖道的初步筛选。尽管哺乳动物

一次射出的精子数量可达数千万甚至上亿个 , 但最终通过生殖道达到受精部位的精子数

量很少 , 通常精子数与卵子数比例不超过 10∶1 , 只有那些活力相当好的获能精子才能

到达受精部位 , 如小鼠一次排精大约 5 千万个 , 但真正到达输卵管受精部位的仅有 100

～200 个。另一条是卵子本身具有强烈的阻止多精受精的能力。参与阻止多精受精的是

卵子所特有的一种细胞器———皮质颗粒 ( cor tical granule, CG)。哺乳动物受精时 , 没有

膜电位变化引起的快速阻止多精受精的机制。精子穿入卵子后 , 卵子皮质颗粒的内容物

很快释放到卵周隙中 , 使透明带硬化 ; 与此同时 , 精子膜与卵质膜融合 , 也改变了卵质

膜的性质 , 从而达到阻止多精受精的目的。

一、皮 质 颗 粒

(一 ) 皮质颗粒的形态及发生

  皮质颗粒是大多数脊椎动物和无脊椎动物卵母细胞中的一种小的、圆形的、由膜包

裹的细胞器。哺乳动物卵母细胞的皮质颗粒直径一般在 0 . 2～0 . 6μm , 内含不同电子致

密度的、均质的内容物。在小鼠、仓鼠及猪的卵母细胞中 , 有两种不同类型的皮质颗

粒 , 即明粒和暗粒。

在不同动物中 , 皮质颗粒形成的时间不同。在小鼠及大鼠 , 皮质颗粒出现在由单层
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卵泡细胞包围的初级卵泡卵母细胞中 ; 而牛的皮质颗粒出现在由两层以上卵泡细胞包围

的卵母细胞中 ; 人、猴、仓鼠及兔卵母细胞皮质颗粒也是在次级卵泡阶段出现的。以

后 , 随着卵母细胞的生长 , 皮质颗粒的数量不断增加。关于皮质颗粒的发生 , 许多研究

者认为它来自于高尔基复合体。也有证据表明 , 皮质颗粒的发生与滑面内质网关系

密切。

(二) 皮质颗粒的组成

关于低等动物皮质颗粒组成的资料很多 , 而哺乳类 , 由于采集大量的卵母细胞很

难 , 且还未建立起分离皮质颗粒的方法 , 所以有关皮质颗粒组成的了解还不多 , 现已证

明主要有以下几种成分。

1 . 蛋白酶

20 世纪 70 年代的研究表明 , 当把分离到的小鼠及仓鼠卵透明带与体外受精后或电

激活后仓鼠卵的皮质颗粒渗出液一起孵育时 , 透明带发生了变化 , 不再接受精子 , 并且

这种作用是非种特异性的。然而 , 在胰蛋白酶抑制物 P-氨基苯脒或大豆胰蛋白酶抑制

剂存在的条件下 , 透明带的这种变化就不发生了。上述实验说明 , 类胰蛋白酶是皮质颗

粒的组成成分之一。大鼠卵母细胞体外受精或激活后 , 释放组织型纤溶酶原激活因子

( tPA) , 该因子是一种把纤酶溶原转变为纤溶酶的丝氨酸蛋白酶。在含有未受精小鼠卵

母细胞的培养液中 , 也可检测到 tPA 的活性。这表明 , tPA 可能是皮质颗粒的组成成

分 , 但这还需进一步用组织化学或细胞化学的方法证实。

2 . 卵过氧化物酶

海胆卵母细胞受精后 , 皮质颗粒胞吐造成的受精膜硬化 , 参与多精受精的慢速阻

止。受精膜的硬化是由皮质颗粒中的卵过氧化物酶作用引起的。在 H2 O2 存在的条件

下 , 用 3 , 3-二氨基联苯胺进行细胞化学显示表明 , 卵过氧化物酶也存在于小鼠卵母细

胞的皮质颗粒中 , 并能引起透明带硬化 , 但目前还不清楚其他哺乳动物卵母细胞的皮质

颗粒是否也含这种酶。

3 . N-乙酰氨基葡萄糖苷酶

小鼠卵母细胞的皮质颗粒中含 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶。用钙离子载体 A23187 激活

卵子时或受精后 , 分别有 70%和 90%的 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶释放出来。卵子激活释

放的 N-已酰氨基葡萄糖苷酶能破坏透明带上与精子质膜β-半乳糖苷转移酶的结合位点。

4 . 糖基化物质

用钌红定位的方法证明 , 处于 1-细胞期的大鼠、仓鼠及兔的体内受精卵的卵周隙

中均含有阳性反应颗粒。在体外受精的人卵卵周隙中也发现这一现象。

5 . 其他成分

仓鼠卵子的皮质颗粒中含有一种 60kDa 的蛋白 CRT (calreticulin)。卵子激活后将
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CR T释放到卵周隙中 , 参与阻止多精受精。小鼠卵子皮质颗粒中含有一种 75kDa的蛋

白。卵母细胞生长过程中 , p75 合成逐渐增加 , 这与皮质颗粒的形成在时间上是一致

的。p75 的合成在卵母细胞体外成熟过程中逐渐减少 , 成熟卵中合成几乎停止。受精时

把精子核直接注入仓鼠卵母细胞中 , 可激发卵母细胞释放肝素结合胎盘蛋白 ( heparin-

binding placental protein) , 它结合于卵质膜表面 , 其功能还不清楚。此外 , 以小鼠皮质

颗粒成分作为抗原所产生的抗体能识别一种 32kDa的蛋白质。

(三 ) 皮质颗粒的分布及数量

在卵母细胞的生长过程中 , 皮质颗粒随各种细胞器向皮质区迁移 , 在皮质区形成

“细胞器带”。排卵前在 LH 峰的作用下 , 细胞核完成成熟 , 释放出第一极体。与此同

时 , 细胞器向胞质中央迁移 , 最终形成皮质区“细胞器游离带”, 但皮质颗粒不发生内

迁 , 相反向质膜下迁移。沿质膜呈线状排列 , 这是所有哺乳动物卵母细胞成熟最后阶段

的一个共同特征。牛的情况比较特殊 , 成熟卵母细胞中尽管多数皮质颗粒沿质膜呈线状

分布排列 , 但皮质区也有成团分布的现象。在很多动物 , 皮质颗粒的分布存在明显的极

性 , 第二次减数分裂纺锤体所在区域的质膜下没有皮质颗粒。受精时 , 精子不能从该区

域入卵。

卵母细胞生长及成熟过程中 , 皮质颗粒向质膜下迁移的同时 , 其数量不断增加。未

成熟卵母细胞体外受精时 , 之所以多精受精率高于成熟卵 , 一方面是由于皮质颗粒不靠

近质膜分布 , 另一方面就是由于皮质颗粒数量不足 , 从而导致卵母细胞不能有效地阻止

多精入卵。老化卵子中的皮质颗粒“过度成熟”, 且常发生自发胞吐。受精时尽管皮质

颗粒发生胞吐 , 但排出的皮质颗粒内容物不能有效地阻止多精受精的发生。

二、皮质反应的机理

哺乳动物精子入卵后 , 激发卵质膜下的皮质颗粒发生胞吐 , 称为皮质反应 ( cor tical

reaction)。皮质颗粒的胞吐是“爆炸性的”, 从精子入卵点开始迅速向四周扩散。可以

认为卵母细胞是一种分泌细胞 , 但它与持续性分泌细胞不同的一点是 , 其整个生命过程

中分泌活动仅发生一次 , 这一特性非常类似于精子的顶体反应。至于卵子皮质反应的机

理 , 目前主要有两种观点。一种观点认为 , 皮质反应的发生是一个卵质膜受体介导过

程 , 即精子表面的次级卵子结合蛋白 (如仓鼠的受精素 PH30、小鼠的 M29、大鼠的

DE、人的 MH61、豚鼠的 G11 和 M13 等 ) 与卵质膜表面的次级精子受体 (可能是整合

素 ) 结合 , 通过活化 G蛋白或酪氨酸蛋白激酶 , 激活一系列的信号转导系统 , 诱发皮

质反应的发生。另一种观点认为 , 精子入卵时带入可溶性的卵子激活因子 , 从而诱发皮

质反应的发生。不管诱发皮质反应的最初信号是什么 , 胞吐涉及细胞内的信号传递系统

这一点是肯定的。现已证实 , 磷酯酰肌醇信号通路在皮质反应中发挥重要作用。首先卵

质膜上的 4 , 5-二磷酸磷酯酰肌醇在磷酯酶 C 的作用下水解 , 产生两种第二信使分子 ,

即二酰基甘油 ( DAG) 和 1 , 4 , 5-三磷酸肌醇 ( IP3 )。 IP3 与细胞质中储存 Ca2 + 的内质

网或钙小体 (calcisome) 上的 IP3 受体结合 , 导致内源性 Ca
2 +
的释放 ; 同时 , DAG 激
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活蛋白激酶 C ( PKC ) , 最终导致皮质颗粒膜与卵质膜融合 , 发生皮质反应 (图 5-

15 )。   

图 5-15  卵子皮质反应信号级联示意图 (引自 Sun QY , 2003 )

有许多实验证据支持上述假说。哺乳动物卵子受精后 , 细胞内游离 Ca
2 +
浓度升高 ,

现已很明确 , [ Ca
2 +

] i 的升高诱发皮质反应的发生。如果用 Ca
2 +
载体 A23187 处理卵子

或向卵子胞质中直接注入 Ca
2 +

, 也将激发皮质反应 , 而 Ca
2 +
螯合剂能抑制精子诱导的

皮质颗粒胞吐。最近在大鼠的研究表明 , 低浓度的 Ca2 + 即可诱导部分皮质颗粒的胞吐 ,

而皮质反应的完全发生则需高浓度的 Ca2 +。有证据表明 , 钙调蛋白依赖的蛋白激酶 II

( CaMKII) 可能是 Ca
2 +
诱发皮质反应信号通路中的一个关键分子。卵子激活后 , 伴随

着 [ Ca
2 +

] i 升高 , CaMKII 迅速激活。CaMKII 抑制物 K N-93 处理小鼠卵子后 , 再用酒

精活化卵子 , 皮质颗粒胞吐明显减少。

向仓鼠和绵羊卵胞质中注入 IP3 可诱发内源性 Ca2 + 的释放和皮质反应发生。另一

方面 , 向仓鼠卵中注射抗 I P3 受体的抗体 , 可以阻止 IP3 诱导的 Ca
2 +
释放和皮质反应发

生。在小鼠 , 向卵胞质中注入 IP3 可导致正常受精后所发生的透明带蛋白 ZP2 向 ZP2f

的转变 , 并且这种作用可被能与 I P3 受体结合的 18A10 抗体所拮抗。在仓鼠 , 由 I P3 诱

导的皮质颗粒胞吐可持续约 5min。另外 , 在小鼠卵母细胞中还发现有 P LC mRNA和蛋

白的存在。PLC抑制剂可有效阻断精子引起的卵子激活。

用电镜及激光共聚焦扫描显微镜观察证明 , PKC 激活可有效地激发小鼠、大鼠及

猪卵子的皮质颗粒胞吐 , 并引起 ZP2 向 ZP2f 的转变。近年来的研究发现 , 小鼠、大鼠

和猪卵子中均含有不同亚型的 PKC。例如 , 猪卵子中含有 PKC-α、-βI 和-γ。小鼠卵受

精后 , 皮质颗粒胞吐的同时 , 伴随着 PKC-α和-β向卵质膜的迁移。猪卵子受精后 ,

PKC-α也向卵质膜迁移 ; 向猪卵子中注射 PKC-α抗体 , 精子入卵或 PKC 激活后 , 皮质

颗粒胞吐受到抑制 , 说明 PKC-α参与了皮质反应。PKC 激活诱发的皮质反应不依赖于

[ Ca
2 +

] i 升高。

精子激发卵子皮质反应可能是通过 G-蛋白介导的信号通路而实现的。G-蛋白的激

活剂 A1F4 诱导小鼠卵子发生皮质反应。用 GT P类似物 GTP-γ-S 激活 G-蛋白 , 可引起

猪卵子中各种正常受精事件的发生 , 包括皮质反应。向仓鼠和绵羊卵子中注射 GT P-γ-S
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也可引发皮质反应。在小鼠卵子中已检测到 G-蛋白超家族中 Rab3A 的靶分子

Rabbphilin-3A的 mRNA和蛋白的存在 , 并且向小鼠卵子中注射 Rabbphilin-3A重组蛋白

的 NH2 -或 COOH-末端片段可剂量依赖性地抑制皮质反应的发生。

上述实验证据表明 , 受精过程中精子与卵质膜上的受体作用 , 通过 G-蛋白介导 ,

一方面 I P3 引起 Ca
2 +
释放 , 另一方面 PKC 激活 , 二者共同导致卵母细胞膜与皮质颗粒

膜融合 , 促使皮质反应发生。

三、卵母细胞皮质反应能力的获得

把精子提取物注射到小鼠 GV 期和 MII 期卵母细胞后 , MII 期卵母细胞中 86%的

皮质颗粒发生胞吐 , 而 GV 期卵母细胞中只有 1%的皮质颗粒发生胞吐。GV 期卵母细

胞能够被精子穿入 , 但精子入卵后皮质颗粒基本上不发生胞吐 , 因此不能阻止多精受精

的发生。GVBD后 , 卵母细胞逐渐获得发生皮质反应的能力。未成熟卵母细胞不能发生

皮质反应 , 虽然可能与皮质颗粒数量少和皮质颗粒与质膜距离远有关 , 但关键是由于未

成熟卵母细胞中还没有建立起皮质反应的机制。受精后或 I P3 注射后 , 小鼠和仓鼠未成

熟卵母细胞中虽然有 Ca
2 +
的升高 , 但升高的水平比成熟卵母细胞要低 , ZP2 向 ZP2f 的

转变基本上没有发生。这说明未成熟卵母细胞中还没有健全 I P3 诱导的 Ca
2 +
释放机制 ,

这种机制是在卵母细胞恢复减数分裂后逐渐健全的。 [ Ca
2 +

] i 升高后引发皮质反应的机

制也是在卵母细胞成熟过程中逐步完善的。最近的研究表明 , 小鼠卵母细胞成熟过程

中 , CaMKII 的表达增加 150% , 它的活性增加 110%。

四、皮质反应与多精受精阻止

哺乳动物卵子发生皮质反应后 , 可阻止多精受精 , 涉及透明带、卵质膜及卵周隙的

变化。根据动物种类不同 , 多精受精的阻止主要发生在透明带水平上 , 或主要发生在卵

质膜水平上 , 或二者兼有。例如 , 仓鼠、牛、绵羊及山羊卵子受精时 , 多精受精阻止主

要发生在透明带水平上 , 质膜几乎不参与 ; 兔卵子受精时 , 卵质膜阻止多精受精 , 而不

发生透明带反应 ; 猪卵子受精后 , 卵周隙中也常见到有许多精子 , 多精受精阻止可能主

要发生在卵质膜水平上 , 但透明带也发挥一定的作用 ; 小鼠、大鼠、豚鼠、猫等处于中

间类型 , 多精受精阻止既需透明带的变化 , 又有卵质膜阻断。

(一 ) 透明带反应

一旦精子与卵子融合 , 皮质反应后胞吐到卵周隙中的酶类 (蛋白酶、卵过氧化物

酶、N-乙酰氨基葡萄糖苷酶等 ) 引起透明带糖蛋白发生生化和结构变化 , 从而阻止多

精入卵 , 这称为透明带反应 (zona reaction )。透明带的变化包括 , 初级精子受体 ZP3 灭

活 , 改变其识别精子的正常功能 , 游离的精子不能再与透明带结合 ; 次级精子受体 ZP2

水解 , 已与透明带结合或部分穿入透明带的精子不能再穿过透明带。仓鼠的透明带反应

从精子附着在卵质膜后 2 . 5min 开始 , 20min 完成 ; 也有人报道 , 仓鼠透明带反应 8min
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即可完成。小鼠卵子激活后 5～8min , 便在透明带水平上建立起多精受精阻止的机制。

皮质颗粒内容物诱发透明带反应无种属特异性。

(二 ) 卵质膜反应

许多哺乳动物的卵子受精后 , 卵质膜也发生变化 , 阻止多精受精的发生 , 这一过程

称为卵质膜反应 (egg plasma membrane reaction )。如果用去透明带的小鼠卵进行体外

受精 , 1h 后卵质膜不再与精子结合。去透明带的仓鼠卵激活后 , 30～60min 后不再接

受精子。兔卵的多精受精阻止主要发生在卵质膜水平上 , 猪卵质膜反应在阻止多精受精

中也发挥重要作用。卵质膜反应阻止多精受精只是一种现象描述 , 对其机理了解的不

多。哺乳动物尽管在精卵融合时卵质膜有电位变化 , 但没有令人信服的证据表明哺乳动

物有依靠电位变化阻止多精受精的机制。

哺乳动物卵子表面有许多微绒毛 (中期纺锤体区域除外 ) , 可能参与卵质膜与精子

的融合。在小鼠及仓鼠 , 受精后卵质膜表面的微绒毛数量减少 , 导致精子受体减少 , 这

可能与阻止多精受精有关。仓鼠卵激活后几分钟 , 质膜上出现一些无微绒毛的区域 , 不

含微绒毛的区域通常不能与精子融合。小鼠卵受精后 , 膜的流动性下降。有人推测 , 皮

质颗粒胞吐时 , 皮质颗粒膜插入卵质膜 , 形成新的嵌合膜 , 改变了质膜原有的性质 , 使

其不再接受精子 , 但这仍缺乏直接证据。关于皮质颗粒内容物是否参与质膜阻止多精受

精 , 存在两种明显不同的观点。一种观点认为 , 皮质反应发生后 , 皮质颗粒的某些成分

与卵质膜结合 , 可能在阻止多精受精中发挥作用 ; 另一种观点认为 , 质膜阻止多精受精

时 , 皮质颗粒内容物不起作用。但最近的实验证据表明 , 卵皮质颗粒内容物可能在卵质

膜阻止多精受精中没有作用 , 而受精精子的质膜与卵质膜的融合在卵质膜阻止多精受精

中发挥重要作用。经过单精注射的小鼠卵子已发生皮质反应 , 再用这些卵子来进行体外

受精时 , 不能阻止精子入卵。用酒精或 SrCl2 处理小鼠卵子 , 诱发皮质反应发生后 , 这

些卵子也没有阻止多精受精的能力。在人的卵子中也存在类似现象。精子不能穿入人原

核期的受精卵 , 但能穿入单精注射的受精卵和孤雌活化卵子。

有许多研究证据表明 , 卵子质膜中的整合素和精卵融合有关。有人提出这样一种假

说 , 即精子与卵质膜上的整合素结合激活卵子 , 反馈抑制其他精子再与整合素结合 , 参

与质膜阻止多精受精 , 也有人提出精子入卵后可能使卵质膜上的整合素灭活 , 但这些假

说还缺乏实验依据支持。

(三 ) 皮质颗粒膜的形成

近来有人研究了哺乳动物卵子受精后皮质颗粒胞吐造成的卵周隙变化。经钌红染色

后电镜观察发现 , 小鼠、仓鼠及人等卵子受精后 , 皮质颗粒内容物胞吐到卵周隙中 , 并

形成完整的一层 , 称为皮质颗粒膜 (cortical granule envelope, CGE )。仓鼠的皮质颗粒

膜中除了含多种糖蛋白外 , 还含有两种皮质颗粒来源的多肽 p62 和 p56。皮质颗粒膜的

形成可能在卵周隙水平上或卵质膜水平上阻止多精入卵或对精子进行修饰。

总之 , 哺乳动物精子入卵后 , 卵子发生皮质反应 , 释放出皮质颗粒中所含的糖基化
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物质、蛋白酶、糖苷酶和卵过氧化物酶等 , 在透明带、卵质膜和卵周隙三个层次上阻止

多精入卵。

第九节  受精过程的中心体遗传

中心体也称微管组织中心。在动物体细胞中 , 中心体位于靠近核膜的胞质中 , 在大

多数情况下 , 以星体形式存在。一般情况下 , 中心体中央含有一对中心粒 , 周围由无定

形物质组成 , 从无定形物质伸出微管束。中心粒呈圆筒状 , 长 0 .3～0 .7μm , 直径 0 . 15

～0 . 3μm , 两个中心粒相互垂直 , 每个中心粒由 9 组三联微管组成。中心体的主要成分

是蛋白质。据有关资料报道 , 中心体内含有 DNA和 RNA , 能进行自我复制。γ-微管蛋

白、中心体蛋白 ( cent rin)、NuMA、中心体周蛋白 ( pericen trin ) 等是中心体的特殊组

成成分 , 是中心体复制和微管延伸所必需的。这一部分将主要介绍哺乳动物中心体遗传

的研究现状。

从腔肠动物到低等脊椎动物都证实 , 卵子发生过程中 , 中心体丢失 , 在受精时由精

子带入中心体 , 但小鼠的情况有所不同。受精前小鼠卵母细胞中有许多 (约 16 个 ) 非

纺锤体微管结构。有研究表明 , 小鼠 MII 期卵母细胞中非纺锤体中心体来自卵母细胞

减数分裂成熟过程中的中心体。在小鼠成熟精子中 , 没有发现中心体 ; 精子入卵后 , 也

不形成精子星体结构。这些事实说明 , 小鼠中心体是母方遗传的。受精后卵子胞质中每

个中心体形成一个星体 , 负责原核的相互靠近。小鼠卵子受精后 , 中心体的变化及功能

见图 5-16。

图 5-16  小鼠受精卵中的中心体功能及微管组装 (引自 Simerly C等 , 1995)

小鼠卵母细胞中心体是母方遗传的理论还可通过以下实验得以证实 : ①孤雌激活 ;

②多精受精 ; ③微管抑制后的恢复。在第①个实验中 , 不存在父方贡献中心体的可能

性 ; 在第②个实验中 , 存在父方贡献多个中心体的可能性 ; 在第③个实验中观察在雄性

还是雌性染色体周围形成纺锤体 , 可为判断纺锤体来源提供证据。如果中心体来自母方

的学说成立 , 那么孤雌活化和多精受精卵子应能正常卵裂 , 在微管抑制后重新恢复时 ,

既应在雌性染色体 , 也应在雄性染色体周围形成纺锤体。如果小鼠精子贡献中心体 , 情

况则应为 , 孤雌活化的卵子在第一次卵裂前就不能形成两极纺锤体 ; 多精受精卵子中则

应出现多个纺锤体。在上述两种情况中 , 卵裂后均不能形成 2 个细胞。微管抑制后再恢

复时 , 仅应在雄性染色质周围形成一个两极有丝分裂器。研究发现 , 用酒精孤雌活化的

小鼠卵子在第一次有丝分裂前 , 形成两极纺锤体 , 赤道板部有单倍体染色体排列 , 卵裂
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图 5-17  牛卵子受精后中心体微管

组装 (引自 Navara CS 等 , 1994)

后形成 2 个等大的卵裂球。在多精受精卵子中 , 情况

也是如此。在解除微管组织抑制后 , 也形成正常的两

极纺锤体 , 一极与雌性染色质结合 , 另一极与雄性染

色质结合。可以看出 , 在未受精小鼠卵子中含有组织

微管而形成两极纺锤体的各种必需成分。

然而 , 大多数动物的情况与小鼠不同 (图 5-

17 )。例如 , 牛、羊、兔和人卵子胞质中没有微管组

织中心。精子进入卵子后 , 在精子颈部区域形成一个

微管星体结构 , 并随着原核生长及迁移而增大。超微

结构观察显示 , 羊精子入卵后 , 在形成的两个原核之

间 , 从精子颈部区域的近端中心粒衍生出放射排列的

微管 , 中心粒位于第一次有丝分裂纺锤体的一极。利

用电镜观察和抗微管免疫荧光标记等方法证明 , 兔受

精后微管的组织发生在精子头的基部。在灵长类中 ,

人卵子有两个精子穿入时 , 可有 2/ 3 分裂形成 3 细

胞 , 这可能是由于形成了三极纺锤体所致。电镜观察

显示 , 单精或双精受精卵中 , 有丝分裂纺锤体极端均

有中心粒存在。牛多精受精卵中 , 每个穿入精子的头

部和尾部间都形成一个星体 , 可形成多个有丝分裂纺

锤体 , 但未见多极纺锤体。牛和猪卵孤雌激活后 , 首

先胞质中出现无规则排列的微管 ; 卵裂时形成两极有

丝分裂纺锤体 ; 随着卵裂进行 , 两极形成星体 , 最后

产生两个卵裂球。因此 , 牛和猪卵受精时 , 父方和母

方中心体物质可能均发挥作用。这些观察结果与小鼠

的情况不同 , 说明不同动物卵子中 , 控制纺锤体形成

的机制可能不同。

(孙青原 )   
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第六章  胚 胎 发 育

精子和卵子相遇后 , 在受精的同时 , 也使得卵子得以激活。受精卵中的雌原核和雄

原核融合后 , 细胞质中发生重排 , 然后进行分裂和分化 , 从而开始多细胞有机体的形成

过程 , 由一个全能性的细胞逐渐形成能够执行不同功能的各种各样的细胞。此外 , 由于

卵子的体积一般都比体细胞大很多倍 , 所以通过多次的有丝分裂可将大量的卵细胞质分

配到较小的细胞中 , 使所形成的细胞大小达到体细胞的水平。

第一节  卵   裂

一、卵裂的过程

  卵裂 ( cleavage) 为动物发育的第一个阶段 , 受精卵分裂产生很多小的细胞 , 称为

卵裂球 ( blastomere)。虽然不同动物中 , 卵裂的方式变化很大 , 但大多数动物在经过卵

裂后 , 都形成一个细胞球 , 称为囊胚 ( blastula) , 中间为囊胚腔 ( blastocoel)。但在昆虫

等无脊椎动物中并不形成腔。

除哺乳动物外 , 很多动物的卵裂是一个迅速且同步的过程。由于没有胚胎的净生长

期 , 分裂速度很快 , 细胞数目越来越多 , 但细胞变得越来越小。卵裂最终导致胚胎中卵

裂球的大小达到正常体细胞的水平。此外 , 由于卵裂过程使卵裂球之间产生差异 , 从而

分化为不同的细胞。

体细胞在分裂时经历正常的细胞周期 , 即 G1、S、G2 及 M期 , 而且在 M期伴随一

迅速的细胞增长期 , 使子细胞增长到母细胞的水平 , 然后再分裂。但是 , 在卵裂的胚胎

中 , 并不通过这一生长期 , 使卵裂球越分越小 , 达到体细胞的水平。海胆中 , 从最初胞

质为核体积的 550 倍 , 减少到最后的 6 倍。

另外 , 在卵裂中 , 细胞周期缩短 , 并无 G1 及 G2 期 , 只有 S及 M 期 , 而且 S及 M

期均较短 , 这期间 DNA从多位点上合成 , 而体细胞中仅在几个位点上合成。爪蟾在第

12 次卵裂后才有 G1 及 G2 期 , 而果蝇则在第 14 及 17 次卵裂时才有 G1 及 G2 期。

由于受精卵的基因组处于相对的转录不活跃状态 , 卵裂是同步的过程 , 主要依赖于

卵细胞质中的母源性物质。通常 , 即使在抑制转录或去细胞核的情况下 , 卵裂也能正常

进行。在两栖类 , 直到原肠形成期之前 , 早期胚胎可以从母体核糖核蛋白体 ( RN P) 中

得到所有需要的 mRNA, mRNA从这些微粒体中释放出来后 , 可用于翻译 , 并不需要

合子基因组指导蛋白质的合成。在细胞质中存在很多拷贝的组蛋白 mRNA 和其他染色

体蛋白 , 并且这些蛋白质可以快速地供给 , 使染色体的复制在 20～30min 内结束 , 然后

很快凝集形成染色体。

但当母源性基因产物失活后或消耗尽后 , 发育过程开始依赖于合子的基因转录。在



有些物种中 , 合子基因一开始表达后 , 通常都伴有细胞分裂的突然变慢、失去同步化及

细胞表型发生改变。将胚胎发育过程中的这一现象称为囊胚中期转换 ( midblastula t ran-

sition , MBT )。以后 , 细胞周期开始变长 , 并且细胞的分裂开始不同步。哺乳动物的卵

是一例外 , 卵裂的细胞周期很长。

二、卵裂的方式

典型的动物受精卵是小的圆形细胞 , 并且沿着垂直轴极化 , 带极体的一半通常叫做

动物半球 , 另一半球含有丰富卵黄的为植物半球。不同的动物中 , 受精卵的卵裂方式也

不同。卵裂方式主要由三个因素决定 : 一是核的特定位置 , 决定特定的卵裂沟位置 ; 二

是卵黄的数量 , 可阻碍细胞浆的移动 ; 三是卵的细胞质 , 不同的细胞质成分和极性决定

卵裂沟的方向。但卵裂的方式主要由卵中的脂肪含量及分布所决定。

大多数动物的卵裂为完全卵裂 ( holoblastic cleavage) , 胚胎沿着卵裂沟将子细胞彻

底分开。而在另一些物种中为不完全卵裂 ( meroblastic cleavage) , 胚胎并不完全分裂开

(最起码在发育的初期如此 ) , 子细胞之间有细胞质相连续 , 即不完全卵裂并不产生子细

胞 , 而是产生一多核细胞 , 叫做多核体。由于第一次卵裂后 , 所产生的卵裂球在大小上

有所差异 , 所以又将卵裂分为等裂和不等裂。卵裂后 , 植物半球的卵裂球中卵黄丰富且

体积稍大 , 称为大分裂球 ( macromere) ; 而动物极的卵裂球体积较小 , 称为小分裂球

( micromere)。将各种动物的卵裂方式可分为以下 6 类。

1 . 完全等裂

这些动物的卵为均黄卵 , 含有极少量的卵黄。受精卵经过完全分裂后得到的卵裂球

大小相等 , 卵裂球呈辐射对称。这种卵裂方式的代表动物为海星和海胆。

2 . 完全不均等卵裂

这些动物的卵为极性均黄卵。受精卵分裂后得到大小不等的卵裂球 , 动物极的分裂

球较植物极的小。这种卵裂方式的代表动物为文昌鱼。但另外一些动物的卵为具有中等

程度卵黄的极性端黄卵 , 卵裂后动物极分裂球的体积远远小于植物极。由于植物极半球

的卵黄阻滞了胞浆的流动 , 动物极半球进行同步分裂并且分裂速度快于植物极。这种卵

裂方式的代表动物为远古鱼类及两栖类。

3 . 盘状卵裂

为不完全分裂的一种 , 卵裂时子细胞之间的细胞质并不完全分开。首先 , 在卵表面

进行极少量的垂直分裂 , 随后进行与卵表面平行的分裂。卵裂只在卵表面的一个很小区

域内进行。这种卵裂方式的代表动物为现代鱼类、爬行类及鸟类。

4 . 旋转卵裂

为完全卵裂的一种类型 , 为有胎盘哺乳动物中特有的一种卵裂方式 (图 6-1 )。第

一次卵裂为经裂 , 将受精卵分为两个相等的卵裂球。第二次卵裂时 , 一个卵裂球为经
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裂 , 而第二个卵裂球则为纬裂。由于在以后的卵裂过程中 , 每个卵裂球的卵裂速度不

同 , 可能会出现 3、5、6 及 7 个等不同数目卵裂球的胚胎。哺乳动物的卵裂不仅不同

步 , 而且每次卵裂间隔的时间也很长。

图 6-1  哺乳动物的卵裂过程

5 . 表面卵裂

为不完全卵裂的一种。细胞核分裂但细胞质并不分开 , 之后大多数细胞核迁移到卵

表面的细胞质中 , 表面细胞质在细胞核之间分裂。这些动物的卵为中央黄卵 , 代表动物

为昆虫。

6 . 螺旋式卵裂

与辐射型卵裂不同 , 胚胎的卵裂方向不是与卵轴呈平行或垂直方向进行 , 每次的卵

裂方向之间有一定角度。在分裂到 8 细胞期时 , 动物极半球的 4 个卵裂球正好位于植物

极半球的 4 个卵裂球之间。这种卵裂方式的代表动物为扁虫、线虫、环节动物及软体动

物。

三、小鼠与人的卵裂过程

1 . 小鼠

  小鼠卵裂为旋转式卵裂 , 卵裂速度很慢。在受精 18h 后合子基因开始转录 , 24h 后

进行第一次卵裂 , 之后每间隔约 12h 进行一次卵裂。8 细胞期的卵裂球仍具全能性。如

果在此期将每个卵裂球分开 , 它们将会形成 8 个遗传性状同一的小鼠。在过渡到 16 细

胞期时 , 发生致密化 ( compaction )。这时胚胎中看不到单个的圆形卵裂球 , 卵裂球之

间最大限度地由 E-钙黏素等细胞黏附分子紧密地连接在一起。致密化发生后 , 胚胎细

胞开始具有极性 , 内部细胞和外部细胞之间发生了很大的变化。胚胎发育到桑椹胚时 ,

大约具 32 个细胞。以后胚胎的外部细胞开始分泌液体 , 逐渐出现胚泡腔 , 标志着胚泡

的形成。在胚泡期 , 第一次出现两个不同的组织 , 组成胚泡腔壁的细胞为滋养层细胞

( t rophoblast ) , 而位于一侧且紧贴滋养层的一小团细胞为内细胞团 ( inner cell mass ,

ICM) (图 6-1 )。胚胎滋养层将成为胎儿的胚外结构 , 而内细胞团注定成为胚胎及一部

分的胚外结构。胚泡在子宫中自透明带中孵出 , 并在子宫中着床。
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2 . 人

人也为旋转卵裂。大约在受精后 30h , 开始第一次卵裂。第一次分裂是将合子以与

赤道面呈一定角度 , 并与极体呈一线的面分裂。以后的分裂就不同步了。第二次卵裂在

受精后 40h 完成 , 产生 4 个相等的卵裂球。第三天发育到 6～12 细胞期 , 第四天由 16

～32 个细胞组成。32 细胞期的胚胎为桑椹胚 , 桑椹胚的细胞不仅发育成为胚胎 , 还发

育成为胎盘以及相关的组织。从 8 细胞阶段开始 , 互相结合比较疏松的卵裂球开始扁

平 , 胚胎显示出内、外极性 , 使卵裂球之间最大限度地接触 ; 之后外层的细胞开始凸

起 , 而内层细胞开始内陷 , 这个重组的过程为致密化 , 包括细胞骨架蛋白以及卵裂球黏

附性的改变。不同卵裂球之间的黏附也导致胚胎中的细胞发生分离 , 一些细胞进入桑椹

胚的中心 , 而其他细胞则位于胚胎的外表面。一般认为 , 位于内部的细胞将发育形成内

细胞团 , 而外围的细胞则发育形成滋养层。

在发育到第四天时 , 桑椹胚开始吸收液体。液体可能最初是在卵裂球间细胞内的空

隙中产生的 , 在细胞之间聚集。同时 , 在外层细胞间形成紧密连接 , 液体进入腔内 , 主

要分布在内层细胞和外层细胞之间。随着胚胎中液体压力的增大 , 胚胎形成了腔 , 即胚

泡阶段。

四、着床前胚胎的极性及分化

与其他动物不一样 , 哺乳动物的卵只有很少的卵黄 , 营养主要由胎盘供给。从外观

上虽不能区分卵的极性 , 但分子水平上可以确立极性。瘦素 ( lep tin )、信号转导和转录

激活因子 3 ( STAT3 ) 等与极性分布相关的母本蛋白主要在人和小鼠卵的动物极表达。

第一次卵裂为经裂 , 将细胞质分为几乎相等的两个半球 , 但它们之间存在微小的差

异。瘦素和 S TAT3 在卵极性轴中的分布与胚胎分裂轴中的分布有大约 20 %的不同。这

些蛋白在 2 细胞期的每个子细胞中得以继承 , 说明每个 2 和 4 细胞分裂球已具有特定的

发育命运。

2 细胞胚胎的第一个卵裂球的分裂也是经裂 , 得到的两个子细胞大小完全相等 , 并

且胚胎轴与卵中的轴完全一致。相比之下 , 第二个卵裂球因纺锤体轴旋转产生了横向的

卵裂。纺锤体旋转可能标志着产生了其他类型的分化细胞。在胚胎中 , 第二个卵裂球进

行的水平分裂也会产生不同的子细胞 , 各自继承大多数动物极或植物极的细胞质。因

此 , 控制卵裂的平面可能决定 4 细胞胚胎中每个卵裂球的发育方向。

在小鼠和人的 2 细胞及以后的胚胎中 , 瘦素和 STAT3 在动物极有高水平的分布。

在以后的发育中 , 瘦素和 STAT3 的表达仅限于 4 细胞胚的一个卵裂球中、8 细胞胚的

两个卵裂球中以及最后仅存在于滋养层中。滋养层明显地继承了动物极的细胞质 , 许多

母本蛋白均存在于动物极中。在 4 细胞胚胎中 , 其他三个子细胞的命运更加难以确定。

带有大部分植物极细胞质的卵裂球推测成为生殖细胞系的前体 , 另外两个 4 细胞胚的卵

裂球继承了卵母细胞的极性以及种间瘦素和 STAT3 的数量 , 可能成为多潜能体细胞的

前体 , 因为这些蛋白在内细胞团中的表达下降。滋养层的前体细胞可能已经定位在 4 细

胞胚胎的一个子细胞中 , 甚至可能在 2 细胞胚胎的一个子细胞中。瘦素和 STAT3 为很
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好的滋养层的标志分子。

对 hCGβ在人早期胚胎的每个卵裂球中表达的分析表明 ,在未受精的卵母细胞以及 4

和 5 细胞胚胎中均检测到低水平的 hCGβmRNA 表达 ,这些可能为潜在的母源性表达。

hCGβ的转录水平从 7 细胞阶段逐渐升高 ,可能与 4 细胞期后胚胎基因组的转录相一致。

五、哺乳动物卵及胚胎轴的形成

未受精的小鼠卵是圆的 , 具有动物-植物 ( A-V) 极轴 , 动物极是以第二极体的位

置为标记的 (图 6-2 )。这个轴在胚泡阶段也可以确认 (图 6-2 )。小鼠卵沿 A-V 轴极化 ,

动物极位于细胞质帽的中心 , 没有微绒毛 , 而卵子其余的部分则覆盖微绒毛。最近的研

究显示 , 胚轴在第一次卵裂或更早时就特化了。第一次卵裂发生的平面接近或穿过 A-V

轴。这个平面也为穿过两个卵裂球的垂直轴。当进行几次细胞分裂形成胚泡后 , 胚极

(embryonic pole) 以及对胚极 ( abembryonic pole) 分布在相同的垂直轴上 , 第一次卵裂

面的一侧为胚极的滋养层 , 而另一侧则为对胚极的滋养层。2 细胞胚的第一个卵裂球在

经历第二次卵裂后形成胚极 , 而第二个卵裂球则形成对胚极。在胚泡中仍保留 A-V 轴。

将胚极和对胚极一分为二的横切面来看 , 胚泡是椭圆形的 (图 6-2 )。

图 6-2  小鼠着床前发育四个阶段的示意图 (引自 Stanton JL , 2003 )

第二极体 (灰色 ) 和动 -植物极 ( A-V ) 轴处于同一方向。 ( a ) 为受精卵 , 具有两个原核。

以后的胚极-对胚极 ( Em- Ab ) 轴与 A- V 轴成直角。 ( b) 为二细胞胚胎 , 显示 A-V 轴和将来的 Em-Ab 轴。

( c) 为致密化的 16 细胞期胚胎。 ( d) 为胚泡 , 显示 A-V 轴和 Em-Ab轴的交叉平面。第二极体的位置为胚极

滋养层和胚泡壁滋养层的分界处。 (e ) 为图 d 中的胚泡旋转直角后的横切面。从 A-V 轴来看 , 胚泡是椭圆形的

第一次卵裂产生了两个不同的半球 , 但这种不同产生的原因还不清楚。排出的成熟

卵中特定 mRNAs或转录因子的不均匀分布可能导致 2 细胞期胚胎中的不同。细胞骨架

等成分的不均匀分布也可能引起这种差异。第二次卵裂是不同步的 , 第一个卵裂半球主

要分裂形成胚泡的内细胞团。胚泡腔的形成是卵极性的内在特性所决定的 , 在 2 细胞阶

段就已建立了。因此 , 胚泡腔的特定位置在发生第一次卵裂之后就确定了。这个微妙的

作用对于滋养层及内细胞团的命运有明显的影响。第一次卵裂的平面通过或接近精子融
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 图 6-3 小鼠卵最初两次卵裂的示意图

(引自 Stanton JL , 2003)

(a ) 小鼠卵沿第二极体的一个半球切

面。切面与 A-V 轴在同一个平面上。

以后的胚极-对胚极轴与此平面成直

角。精子在卵上的结合部位为第一次

卵裂的面。 ( b) 2 细胞胚胎 , 显示第

二极体与第一次卵裂平面和 A-V 轴接

近。 ( c ) 第一个卵裂半球经历卵裂后

的位置。 ( d ) 第二个卵裂半球分裂后

形成的 4 细胞胚胎。图中保留了原始

的卵裂平面。 ( e ) 4 细胞期胚胎 , 显

示第二个卵裂半球卵裂时 , 在细胞质

分裂期间卵裂面发生旋转 , 正好与旋

 转前的卵裂面成直角

合的位置。卵表面 80%的区域覆盖微绒毛 , 精子可在这

些覆盖微绒毛的区域与卵融合。

2 细胞胚的第一个卵裂球的卵裂是经裂 , 与 A-V 轴

平行 (图 6-3 )。第二个卵裂球的卵裂在同一个平面进

行 , 但是这个平面因为细胞质移动 , 相对于第一个卵裂

球的卵裂发生了旋转 , 结果形成了一个平面。这时四个

四分之一卵裂球的位置像一个四面体。在兔子中 , 第二

个卵裂球分裂时旋转的方向与第一个卵裂球分裂的方向

一致。每个四分之一卵裂球具有不同的发育潜能。现在

仍不清楚这种旋转为何出现在小鼠和人中 , 以及这种旋

转是否在发育过程中起重要作用。

4细胞期胚胎分裂形成 8 细胞胚胎。在第三次卵裂

后经历致密化以及紧密连接的形成。致密化过程使卵裂

球出现了顶部、底部和侧面。虽然 8 细胞期的卵裂球外

表看起来相同 , 但它们并不相同 , 因为 8 细胞期胚胎中

已具有原始的胚极-对胚极轴 ( Em-Ab )。8 细胞期细胞

的分裂在几何学上不同 , 一些细胞的分裂为侧向分裂 ,

一些细胞的分裂则为辐射分裂。经历侧向分裂的细胞大

约为辐射分裂细胞的两倍。在 16 细胞期的胚胎中 , 位于

外层的细胞数与内层细胞数的比例为 2∶1。在 32 细胞

期 , 胚泡腔开始在对胚极形成。

在胚泡以后的发育过程中 , 内细胞团分化成为外胚

层和原始内胚层。着床后 , 位于胚极的滋养层向对胚极

扩展形成胚外外胚层 , 而原始内胚层扩展成为脏壁以及

体壁内胚层。外胚层位于脏壁及体壁内胚层之间。由靠

近第二极体的那部分内细胞团来的内胚层主要形成卵柱

的近端 , 而由另一端的内细胞团来的细胞则形成卵柱的

远端。

第二节  早期胚胎发育过程中的基因表达

一、合子的基因激活

  在很多动物中 , 受精后不久 , 胚胎处于转录的非活性状态 , 胚胎发育的启动并不需

要 RNA合成。在几个细胞周期后 , 转录得以恢复并且为胚胎发育所必需。不同动物中

的这个细胞周期数是不同的。

在哺乳动物中 , 合子的基因激活实际上是两个阶段 , 即辅助阶段 ( minor phase) 和

主要阶段 ( major phase)。因此 , 早期小鼠胚胎中转录活性可分为三个转变时期 : ①在 1

细胞晚期 , 合子基因激活的辅助期开始 , 仅具有很微弱的转录活性。②在 2 细胞早期
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(G1/ S 期 ) 合成少量的蛋白质 , 包括 70kDa 热应激蛋白 ( heat-shock protein )、 T RCs

( t ranscription-requiring complexes)、U2afbp-rs 剪切因子 ( splicing factor ) 及翻译起始因

子———eI F-4C。在第一次有丝分裂后 , 无增强子的启动子的活性受到抑制 ; 近来发现 ,

经显微注射进入 1 细胞小鼠胚胎中的原核的报告基因 , 可在合子基因激活的辅助阶段转

录。然而 , 如果没有合适的增强子存在 , 报告基因的转录在第一次有丝分裂后就受到抑

制。③第二轮 DNA复制后的 2 细胞晚期 , 开始合子基因激活的主要期 , 转录和翻译活

性增加 , 导致蛋白质合成的形式发生巨大变化。

在其他哺乳动物中 , 合子基因激活的时间稍晚一些 , 发育过程中需要转录的时间也

稍迟一些。通常 , 合子基因激活的主要期在第 2～3 次卵裂后开始 , 兔胚胎在第 4 次卵

裂后开始。在兔中 , 虽然在 2 细胞期前还未检测到合子的转录产物 , 但合子基因激活的

辅助期在 1 细胞期结束时就已开始 , 与小鼠中相同。

在两栖类和哺乳动物中 , 控制合子基因激活的机制是很保守的。在爪蟾中 , 合子基

因激活的主要期发生在囊胚中期的转换期 , 主要依赖于复制基因的抑制因子的浓度。爪

蟾卵母细胞中储存的大量的母体组蛋白可能竞争性得到基本的转录装置。在囊胚中期的

转换期前 , 转录激活因子活性的缺失可能导致转录的不活跃。在小鼠最初的几个细胞周

期中 , 发生大量染色质重排和核蛋白组成的改变 , 这些因素可能控制合子基因激活。

在爪蟾和小鼠的卵母细胞中 , 包含大量的功能性的 RNA聚合酶 II。胚胎发育的启

动必须利用母体储存的这种酶。RNA 聚合酶 II 的最大的亚基 ( RPB1 亚基 ) 的磷酸化

可能与合子基因激活有关。在体外及体细胞中 , 转录过程确实涉及这个亚基羧基端

(carboxy- terminal domain , CTD) 的磷酸化和去磷酸化的周期性变化。在病毒感染、热

应激和减数分裂成熟过程中 , CTD的磷酸化也发生变化。在合子基因激活期间 , RPB1

亚基磷酸化后 , 便转位到细胞核中。

RPB1 亚基的“分室”分布以及 CTD的磷酸化可能控制哺乳动物胚胎的合子基因

激活。在小鼠和兔中 , 合子基因激活的时间不同。RNA 聚合酶 II 特性的 4 个主要变化

与合子基因激活的辅助期和主要期的转换紧密相关 : ①在合子基因激活的辅助期 ,

RPB1 亚基逐渐迁移到细胞核中。②在合子基因激活辅助期开始前的第一个细胞周期 ,

RPB1 亚基是去磷酸化的。③在整个辅助期 , RPB1 亚基并未显示转录因子 TF IIH 磷酸

化的特点。④在主要期开始时 , RPB1 超磷酸化的形式类似于体细胞中。

二、生长因子在早期胚胎发育中的作用

小鼠着床前胚胎中的基因表达 , 使得 2 细胞阶段轴的建立以及 8 细胞阶段发生致密

化后滋养层和内细胞团的发育成为可能。现在已证实 , 在小鼠着床前胚胎中有大约

15 700个基因表达。研究小鼠着床前胚胎中大量基因的表达 , 是理解着床前胚胎发育的

一个主要手段。目前研究基因功能的主要方法是通过基因敲除的办法使基因表达沉默 ,

然后检测这些基因表达沉默后是否会引起表型和功能的异常。到目前为止 , 利用基因敲

除方法对很多基因的功能已经进行了大量的研究 , 其中一些基因敲除后对小鼠的胚胎发

育影响很大 , 甚至引起胚胎死亡。

着床前的胚胎在生殖道中处于游离状态 , 缺乏血液的供应 , 而且周围的液体环境在
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不断改变。在这期间 , 胚胎主要依赖于输卵管以及子宫腔的分泌物来供给营养。胚胎的

卵裂及细胞分化等均受到雌性生殖道环境的影响。在胚胎发育、胚胎着床和妊娠维持过

程中 , 都涉及母体和胚胎之间的分子对话。

在小鼠和其他物种中 , 输卵管和着床前胚胎表达一些多肽生长因子及其受体 , 这些

生长因子包括胰岛素、胰岛素样生长因子 ( IGF ) 家族、表皮生长因子 ( EGF ) 家族、

成纤维细胞生长因子 ( FGF) 家族、血小板衍生生长因子 ( PDGF ) 家族和肿瘤坏死因

子 ( TN F ) 家族。生长因子在着床前胚胎发育过程中的表达呈时空特异性变化。转化

生长因子β2 ( TGFβ2 ) 在小鼠胚胎基因组激活后开始表达 , 到胚泡期时仅在滋养层细胞

上表达。在小鼠胚胎中 , TGFα定位在内细胞团上 , 而其受体———EGF 受体主要定位在

滋养层细胞的侧面及底部。但不同物种中 , 早期胚胎中的基因表达形式不同。EGF 在

人胚胎中表达 , 但在小鼠和牛胚胎中不表达。 IGF-1 虽在人胚胎中没有表达 , 但在小

鼠、牛及猪胚胎中均有表达。不同动物的着床前胚胎中 , 基因表达的形式均有所不同。

表 6-1 中列出了人着床前胚胎中一些基因的表达时期。

表 6-1  细胞因子及其受体在人着床前胚胎和生殖道中的表达

细胞因子

或受体

胚胎发育时期及生殖道

1 k细胞 2 |～4 细胞 8 �细胞 桑椹胚 胚泡 生殖道 参考文献

V EG F - + + + K russel et al . ( 2000 �)

V EG FR + Molle r et al . ( 2001 �)

L I F - - - - Sharkey et al . ( 1995 �)

+ + + + + Ch en et a l . (1999 k)

+ Ch arnock-Jon es et a l . ( 1994 �)

+ + Cullinan et a l . (1996 �)

L I F-R + Ch arnock-Jon es et a l . ( 1994 �)

- - - + Sharkey et al . ( 1995 �)

+ + + + + Ch en et a l . (1999 k)

+ + + + van Eijk et a l . (1996 �)

+ + Cullinan et a l . (1996 �)

T NF-α - + - - Sharkey et al . ( 1995 �)

+ Zolt i et al . ( 1991 X)

T NF-R + + - - Sharkey et al . ( 1995 �)

GM-CSF + Giacomini et a l . ( 1995 �)

+ + Zh ao & Ch egini ( 1999 �)

PA F + Collie r et al . ( 1990 �)

PA F-R - - - - Sharkey et al . ( 1995 �)

+ + Ahmed et al . ( 1998 �)

I L-1 K+ + + Zolt i et al . ( 1991 X)

I L-1 Kβ + + + + + De los Santo et a l . (1996 _)
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续表

细胞因子

或受体

胚胎发育时期及生殖道

1 k细胞 2 |～4 细胞 8 �细胞 桑椹胚 胚泡 生殖道 参考文献

I L-1 KR t1 + + + - + De los Santos et al . ( 1996 })

+ Simon et a l . (1993 �)

I L-6 K- - - + Sharkey et al . ( 1995 �)

+ + + Zolt i et al . ( 1991 X)

I L-6 K-R - - - + Sharkey et al . ( 1995 �)

TG FβR- T1 *+ + - - + Osterlund & F ried ( 2000 K)

TG Fβ- T 2 �+ + - - - Oste rlund & F ried ( 2000 K)

  V E GF : 血管生长因子  L IF : 白血病抑制因子  T NF : 肿瘤坏死因子。

GM-CSF : 巨噬细胞集落刺激因子  PAF : 血小板激活因子  I L : 白介素。

T GFβR- T 1: 转化生长因子β的 I 型受体。

外源性的生长因子对于着床前胚胎的发育并不是必需的。小鼠或人的胚胎可在补加

丙酮酸盐和白蛋白的简单生理溶液中 , 依靠自身的营养来存活 , 并发育到胚泡期。但

是 , 对体外发育和体内发育胚胎的详细研究表明 , 与体内发育的胚胎相比 , 体外培养的

着床前胚胎的发育速度较慢 , 而且体外发育的小鼠胚泡的凋亡比率是体内发育胚胎的三

倍。此外 , 在体外将几个胚胎在一起培养时 , 胚胎的发育率比单个胚胎培养时要高 , 胚

胎细胞的凋亡率也比单个培养时要低。这表明胚胎所处的内分泌环境对胚胎的发育起到

很关键的作用。人着床前胚胎表达 IGF-1 的受体 , 但是不表达 IGF-1。在培养液中加入

IGF-1 后 , 可将胚胎发育到胚泡阶段的比例增加约 25% , 并使这些胚泡中内细胞团细胞

的数目增加 59%。如在培养液中加入 IGF-1 受体的特异性抗体后 , 可消除 IGF-1 的作

用 , 表明 IGF-1 是通过 IGF-1 受体在胚胎中起作用的。此外 , 目前已经对很多种哺乳动

物的胚胎在体外进行了培养。在体外培养过程中 , 补加一些生长因子或细胞因子后 , 对

胚胎的发育及胚泡的孵化等过程都有促进作用。但由于这些方面的研究很多 , 很难进行

详细的介绍。表 6-2 中仅列出了一些主要的细胞因子或生长因子对早期胚胎发育的影

响。

表 6-2  生长因子和细胞因子对体外哺乳动物着床前胚胎发育的影响

对胚胎的影响 生长因子 物种 参考文献

胚泡形成↑ Insulin 小鼠 Harvey & Kaye (1990 �)

牛 Matsui et al . ( 1995 i)

IG F-I 小鼠 Harvey & Kaye (1992 �a)

牛 Matsui et al . ( 1995 i) ; Palma et a l . (1997 )

IG F-II 小鼠 Harvey & Kaye (1992 �b)

CS F-1 �小鼠 Pampfer et al . ( 1991 �)

T GF-α 牛 Larson et al . ( 1992 h)
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续表

对胚胎的影响 生长因子 物种 参考文献

胚泡形成↑ LI F 小鼠 Lavranos et al . ( 1995 �)

羊 Fry et al . ( 1992 �)

GM-CSF 牛 d e Moraes & Hansen (1997 [)

小鼠 Robertson et al . ( 2001 �)

HB- EGF 大鼠 T amada et al . ( 1999 ~)

发育比率↑ IG F-II 小鼠 R appolee et a l . (1992 �)

CS F-1 �小鼠 Bh atn agar et a l . (1995 �)

PAF 小鼠 Stoddart et a l . (1996 �)

EG F 小鼠 Brice et a l . ( 1993  )

胚泡细胞数目↑ IG F-I & -I I 小鼠 R appolee et a l . (1992 �)

GM-CSF 小鼠 Robertson et al . ( 2001 �)

PAF 小鼠 Ryan et a l . ( 1990 $b)

特异影响 ICM↑ Insulin 小鼠 Harvey & Kaye ( 1990 �)

IG F-I 小鼠 Harvey & Kaye ( 1992 �a)

IG F-II 小鼠 Harvey & Kaye ( 1992 �b)

特异影响 TE↑ CS F-1 �小鼠 Bh atn agar et a l . (1995 �)

胚泡腔扩展 T GF-α 小鼠 Dardik & Schultz (1991 �)

EG F

胚泡孵出/ 黏附↑ GM-CSF 小鼠 Robertson et al . ( 2001 �)

蛋白合成 ( TE ) ↑ Insulin 小鼠 Harvey & Kaye ( 1988 �)

IG F-II R appolee et a l . (1992 �)

EG F Wood & Kaye (1989 |)

蛋白合成 ( ICM ) ↑ T GF-α 小鼠 Dardik et a l . (1992 X)

内吞作用 Insulin 小鼠 Dunglison et a l . (1995 �)

葡萄糖转运 Insulin 小鼠 Kaye et al . ( 1992 !)

GM-CSF 小鼠 Robertson et al . ( 2001 �)

新陈代谢 PAF 小鼠 Ryan et a l . ( 1990 $a)

基因表达 IG Fs 小鼠 Shi et a l . ( 1994 �)

T GF s Babalola & Shultz ( 1995 �)

细胞凋亡↓ T GF-α 小鼠 Brison & Schultz (1997 �)

PAF 小鼠 O’ Neill (1998 �)

IG F-I 兔子 Herrle r et al . ( 1998 i)

小鼠 Brison (2000 c)

细胞凋亡↑ T N F-α 小鼠 Pampfer et al . ( 1997 �) ; Wu et a l . ( 1999 )

  ICM : 内细胞团 ;  T E: 滋养外胚层 ;  I GF: 胰岛素样生长因子 ;  CS F: 集落刺激因子 ;

HB-E GF : 肝素结合样表皮生长因子 ;  LI F: 白血病抑制因子 ;  T GF : 转化生长因子 ;

GM-CSF :巨噬细胞集落刺激因子 ;  PAF :血小板刺激因子 ;  EGF :表皮生长因子 ;  T NF :肿瘤坏死因子。
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三、Oct-4 在小鼠早期胚胎中的表达

从胚泡期到原条期的发育过程中 , 将来发育为生殖系的前体细胞就已从体细胞中独

立出来。转录因子 Oct-4 只在原始生殖细胞、卵母细胞和体外培养的胚胎干细胞中表

达。POU 区域结构蛋白组成了相关转录因子家族 , 这些蛋白的特点是可结合 POU 区域

的 DNA结合区域。大多数的 POU 蛋白在胚胎形成期间表达 , 表明可能在发育以及细

胞分化中起重要的作用。Oct-4 为 POU 转录因子家族的成员。这个蛋白的序列、基因

结构和 PO U基因在染色体上的位置高度保守。小鼠与牛的 Oct-4 蛋白序列约有 81 .7 %

的同源性 , 人与小鼠的 Oct-4 蛋白有 87%的同源性。

已证实 , 小鼠的成熟卵母细胞中具有 Oct-4 活性 , 而精子则没有 , 表明 Oct-4 因子

是母性遗传的。母性遗传的 Oct-4 是受精卵中 Oct-4 的惟一来源 , 以后母性遗传的 Oct-4

减少。直到 4～8 细胞期时 , 胚胎的 Oct-4 基因才开始转录。桑椹胚和早期胚泡的所有

细胞均表达 Oct-4。但在孵化胚泡中 , Oct-4 仅在内细胞团中高水平表达 , 而在滋养层

细胞却不表达。在胚胎着床后的卵柱期 , 仅在原始外胚层中可检测到 Oct-4 的表达。在

妊娠第 7～8 天的胚胎中 , Oct-4 仅在神经外胚层中表达。到妊娠第 8 . 5 天时 , Oct-4 的

表达就已限定在原始生殖细胞中。Oct-4 作为许多基因的转录因子特异地表达于全能性

细胞中。Oct-4 基因缺失的小鼠胚胎可发育到胚泡期 , 但并不能形成全能性的内细胞

团 , 在胚胎着床不久便死亡。在体外 , 将 Oct-4 的表达水平提高或降低约 30 % , 可使胚

胎干细胞分别分化为内胚层或滋养外胚层。因此 , Oct-4 表达的微小变化可能对着床前

的早期胚胎发育影响很大。

四、热休克蛋白 (HSP) 与早期胚胎发育

所有的有机体在外界蛋白毒性的压力下 (应激条件 ) , 可以通过合成大量的蛋白来

发生反应 , 所产生的这些蛋白为热休克蛋白 ( heat shock protein, HSP )。在正常的生长

和发育过程中 , 热休克蛋白也有不同水平的表达。热休克蛋白根据分子质量及诱导性不

同分为不同的家族。一些热休克蛋白为组成型表达 , 而其他的热休克蛋白仅在刺激后表

达。热休克蛋白与其他蛋白相互作用 , 在细胞不同部位的功能主要通过多肽精确的折叠

和转位来控制。

在胚胎发育过程中 , 特别是早期胚胎发育时期 , 基因转录活跃、蛋白质大量合成以

及细胞所处的环境在不断变化 , 细胞对外界的刺激十分敏感。在爪蟾中 , HSP70 在囊

胚中期表达。在小鼠中 , HSP70 在 2 细胞期胚胎中表达 , 与合子基因组的激活相一致 ,

对于胚胎的发育起到关键性作用。在合子基因组开始激活时 , 就可观察到热休克蛋白的

合成 , 并且在随后的发育阶段持续表达 , 与此蛋白的管家特性是相符的 , 这种保守性对

于所有细胞的存活是很关键的。诱导型 HSP70 基因在小鼠着床前胚胎发育过程中的特

异性表达有两个特点 , 一是当合子基因组转录开始时 , 在缺乏外界刺激的条件下 ,

HSP70 基因可自发地表达 , 二是直到胚泡阶段 HSP70 基因都对外界刺激没有反应。

HSP90是类固醇激素受体 , 在两栖类、鸡、果蝇、小鼠及人的胚胎中表达 , 主要
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以同源二聚体形式或与其他蛋白形成复合物定位于细胞膜上 , 参与胚胎发育过程的信号

转导和发育调控。在人中 , HSP90 在早期胚胎阶段诱导表达 , 在后期阶段表达降低并

达到基础水平。在爪蟾中 , HSP90 直到囊胚中期阶段才被诱导表达。

HSP30 包括 HSP30A、HSP30B (一种假基因 )、HSP30C 和 HSP30D。这些基因在

爪蟾胚胎中的表达量高 , 且表达形式复杂。这些蛋白在卵母细胞及胚胎中持续地合成。

在应激条件下 , 热休克蛋白可能参与了胚胎中被损坏蛋白的聚合或错误的折叠。

胚胎发育过程中 , 热休克基因表达具有阶段和组织特异性。胚胎发育中 , 合子基因

组激活后 , 最先表达的基因之一是热休克基因。2 细胞期的小鼠胚胎自发表达 HSP68

和 HSP70。在爪蟾中 , 合子基因组表达启动的时间为囊胚中期 , 此期与 HSP70 基因的

表达启动时间同步。HSP89、HSP70 和 HSP59 在小鼠胚胎的外胚层细胞中高水平表达。

正常情况下 , 胚胎发育的时期不同 , 被激活的热休克蛋白基因也不同 ; 在胚胎的不同组

织中 , 热休克蛋白的种类和分布亦不完全相同。可见 , 热休克蛋白基因的自发性表达是

受发育调控的。

五、连接蛋白 (connexin) 与早期胚胎发育

间隙连接在胚胎发育早期就存在 , 对胚胎的细胞分化、形态发生及生长调控起重要

作用。连接蛋白基因的表达和细胞诱导、分化、增殖、细胞程序性死亡及衰老等生物过

程的关系十分密切。在早期胚胎中 , 神经系统和循环系统尚未建立或未发育完善 , 长距

离的信息传递难以进行。要使胚胎中的细胞向各种组织或器官分化 , 就离不开细胞间化

学信息的交换。将连接蛋白的抗体注入非洲爪蟾 8 细胞期的胚胎中 , 可以阻断通讯通

道 , 使注射过抗体的胚胎的发育出现明显的区域性形态缺陷现象 , 如脑和眼发育不良或

完全缺失 , 这些缺陷可能是直接阻断了控制局部分化的信息传递而造成的。间隙连接复

合体在小鼠早期胚胎中就已经建立 , 发生在 8 细胞期的致密化过程。当间隙连接形成

后 , 由间隙连接建立的细胞间的偶联状态可一直保持到胚胎着床时。

间隙连接是由一对连接小体 ( connexin) 构成的中间有孔道的结构 , 每个连接小体

由 6 个连接蛋白组成。连接小体两两相对分别整合在两个相邻细胞的质膜中。一般来

说 , 只有相同或相似的连接蛋白形成的连接小体才能在细胞之间建立间隙连接 , 即一对

连接小体中的 12 个连接蛋白是同一类型的连接蛋白 , 从而保证了一种组织中的大多数

细胞主要与同一类型的细胞建立代谢偶联 , 阻止不同类型的细胞之间建立代谢偶联。间

隙连接的建立可使代谢物 (如氨基酸、葡萄糖、核苷酸和维生素等 ) 及第二信使 (如

cAMP、Ca
2 +
等 ) 可在细胞间自由通过。

在哺乳动物中 , 连接蛋白由很多基因家族的基因编码。由不同连接蛋白组成的间隙

连接 , 在渗透性、生物学特性以及调节特性等方面有所不同 , 每种类型的通道可能在调

节中起到独一无二的作用。连接蛋白 43 ( Cx43 ) 最早在小鼠 4 细胞期胚胎中表达 , 并

在以后逐步累积。Cx43 在 4 细胞胚胎的细胞质中也表达 ; 到 8 细胞期发生致密化时 ,

Cx43 在细胞质中及间隙连接部位开始表达。在着床前胚胎中 , 未检测到 Cx26、Cx32

和 Cx46 连接蛋白的表达及间隙连接小体的形成。Cx43 基因在 2 细胞期的胚胎中就已转

录 , 但是最初产生的 Cx43 在细胞内处于悬浮状态。当一个还不清楚的信号与生物钟相
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偶联后 , 可激活 Cx43 并使其组装成为间隙连接。然而 , 当将 Cx43 基因敲除后 , 这些

缺陷型胚胎仍可正常进行着床前的发育 , 并可完成整个妊娠过程。这一实验对 Cx43 在

胚胎发育过程中的重要性提出了质疑。但最近发现 , 在着床前胚胎中也表达 Cx30 . 3、

Cx31、Cx31 . 1、Cx40 和 Cx45 等 5 种连接蛋白。在 Cx43 基因敲除的胚胎中 , 很可能胚

胎利用其他的连接蛋白来保持细胞间的偶联 , 从而支持发育。细胞间的偶联不依赖于细

胞的变平 , 而需要卵裂球保持致密化状态 , 从而继续进行发育。另外 , 在大鼠着床前胚

胎中发现 Cx31 与 Cx43 共表达。Cx31 和 Cx43 的转录水平在受精卵中很高 , 在 2 和 4

细胞期降到最低 , 其中 Cx31 基本检测不到。Cx43 和 Cx31 mRNA在致密化的 8 细胞期

胚胎重新开始升高。在胚泡中 , 两种连接蛋白都在滋养层及内细胞团中共表达。Cx31

特异性地在外胎盘锥及胚胎外胚层细胞中表达 , 而 Cx43 仅限于胚胎本部细胞。这样的

分工表达可能是由不同的发育程序导致的。Cx31 似乎在胚胎滋养层的形成过程中作用

不大 , 在着床前的发育中仅作为补偿途径。多种连接蛋白的表达可能为哺乳动物胚胎发

生过程中的普遍特征。

牛胚胎在桑椹胚和胚泡期开始表达 Cx43 , 可能牛胚胎在桑椹胚期才建立起间隙连

接方式。而在小鼠中 , 早在 4 细胞期便能检测到 Cx43 表达 , 但有功能的间隙连接最早

出现在 8 细胞期的致密化阶段。在人的早期胚胎发育中 , 间隙连接最早出现在 4 细胞阶

段 , 并在以后的发育中逐渐增多。

六、E - 钙黏素与早期胚胎发育

在胚胎发育中 , 相似细胞的聚集能力对于细胞群体的建立是很重要的。细胞分选的

过程代表了形态发生的开始 , 因为形成的细胞群体将形成组织结构。典型钙黏素参与发

育早期这样的细胞运动。在体外培养时 , 如向每个 2 细胞期胚胎注入 E 钙黏素的反义

RNA , 可使胚胎发生致密化的时间延迟 , 所以胚胎的致密化延迟是由于 E 钙黏素基因

的表达被反义 RNA抑制所致。以后又证明 , E 钙黏素介导小鼠胚胎 8 细胞期钙依赖性

卵裂球的致密化。E 钙黏素突变小鼠中 , 纯合型在胚胎着床前死亡 , 死亡的原因是由

于 E 钙黏素缺失后导致不能形成滋养外胚层上皮或者胚泡腔。有意思的是 , 缺失 E

钙黏素的胚胎的卵裂球之间还可以形成桥粒以及紧密连接。所以 , 母体 E 钙黏素对于

致密化的起始是足够的 , 但不能维持进一步的胚胎发育。

七、胚胎的体外发育阻滞

除了一些纯系的小鼠品系和它们的 F1 代的杂交系外 , 小鼠的 1 细胞胚胎的体外发

育均被阻滞在 2 细胞期 , 此现象称为 2 细胞阻滞 (2-cell block)。以后陆续发现 , 其他哺

乳动物的胚胎在体外培养时也被阻滞在不同的发育阶段 , 这种现象称为发育阻滞 ( de-

velopmental block)。发育阻滞是哺乳动物早期胚胎体外培养时遇到的一个普遍问题。不

同动物中发生阻滞的时间不同 , 仓鼠发生在 2～8 细胞期 , 大鼠在 2～4 细胞期 , 山羊、

绵羊、牛和恒河猴发生在 8～16 细胞期 , 猪在 4 细胞期 , 人在 4～8 细胞期。

由于培养液的成分不同 , 来自不同品系小鼠的胚胎在体外的发育也不同 , 特别在存
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在或缺乏葡萄糖及无机磷酸盐时更是如此。在一些培养条件下 , 葡萄糖的作用既有刺激

性作用 , 又有抑制性作用。葡萄糖是大多数动物生殖道中存在的一种能源的底物。磷酸

盐对于 AT P的产生是必需的 , 是细胞活动的基本的能量来源。然而 , 在培养液中加入

葡萄糖和磷酸盐后 , 对很多动物的胚胎发育是抑制性的 , 包括啮齿类、家畜及人。在改

进的无蛋白的 Tyrode’ s 液中培养仓鼠胚胎时 , 如果不加磷酸二氢钠 , 有 97%的 2 细胞

胚胎可发育到 4 细胞或 4 细胞期以上 ; 但如果加 0 .1～1 .05mmol/ L 的磷酸盐 , 则仅有

9%～21%可发育到 4 细胞期。不论葡萄糖存在与否 , 磷酸盐对胚胎发育都起抑制作用。

但在缺乏磷酸盐时 , 葡萄糖并不阻滞胚胎发育。当存在磷酸盐时 ( 0 . 35mmol/ L) , 葡萄

糖则抑制胚胎发育。

如果在培养基中加入微摩尔浓度 (μmol/ L) 的 EDTA, 或用不含磷酸根的培养基

进行培养时 , 1 细胞期的胚胎也可发育通过 2 细胞期。然而 , 这些培养条件远非生理性

的 , 因为输卵管液中并不具有 EDTA, 但却具有磷酸根。

将由朝鲜黑山羊 ( Cap ra hircus aegagrus) 超数排卵获得的胚胎在体外培养 6 天 ,

所用培养液为合成的输卵管液培养液 , 其中补加 BSA 或血清。如果不加谷胱甘肽

(GSH) , 所有的培养胚胎均不能发育超过 8～16 细胞期阻滞。加入谷胱甘肽后 , 对这些

胚胎发育到胚泡的能力有明显的促进 , 但谷胱甘肽的作用很大程度上依赖于培养液中加

入的蛋白。当培养液中加入胎牛血清时 , 谷胱甘肽的作用明显强于加 BSA 或山羊血清

的效果 , 有 91%的胚胎可发育到胚泡期。已证实谷胱甘肽特异性地作用于 8～16 细胞期

的胚胎 , 从而促进胚胎的发育。

Ham�s F-10 培养液通常用于人和动物的体外受精中。用 Ham�s F-10 培养液培养 ,

可使 92%的 CD-1 小鼠的胚胎阻滞在 2-细胞期 , 但并不使杂交的纯系小鼠 ( BDF1 ) 的

胚胎发生阻滞。相反 , BWW 是一个改进的 Kreb�s-Ringer 碳酸氢钠培养液 , 可支持

CD-1及 BDF1 系的小鼠胚胎发育到胚泡期。如果在 BWW 液中补加 15 %的 Ham�s F-10

培养液 , 则可使 CD-1 小鼠的胚胎发育受到阻滞。从这两种培养液成分的比较发现 ,

6～30μmol/ L的次黄嘌呤与 CD-1 小鼠胚胎的发育阻滞有关。加入 EDTA 可部分

(40% ) 解除次黄嘌呤对胚胎发育的阻滞作用。

将从爪蟾卵中提取的 MPF 注射入来自 ICR 小鼠 2 细胞胚胎的一个卵裂球中后 , 可

使这些胚胎的 2 细胞阻滞得以克服。此外 , 将小鼠的 1 细胞胚胎与分离的小鼠壶腹部共

同培养 , 也可克服小鼠的发育阻滞 , 但这种效应仅限于第二个细胞周期的 G2 期。

已证实 , 阻滞在 2 细胞期的胚胎为四倍体 , 胚胎在发生阻滞前能整合溴脱氧尿嘧

啶 , 在这些阻滞的胚胎中也未见核膜破裂和染色体凝集的现象。这表明阻滞在 2 细胞期

的胚胎是在第二细胞周期的 G2 期发生阻滞的。

磷酸盐可诱导大鼠的胚胎在 2 细胞晚期发生阻滞。在未发生阻滞的处于 2 细胞期间

期的胚胎中 , 细丝样的微管均匀地分布在细胞质中 , 并在 M 期时迁移到纺锤体上。在

阻滞在 2 细胞期的胚胎中 , 则形成更粗的纤维性微管 , 以粗的网状结构存在于细胞质

中。在未发生阻滞的 2 细胞期的 M 期 , 微丝在核周围及质膜下分布。但在发生 2 细胞

阻滞的胚胎中 , 微丝则形成颗粒样结构 , 分布于细胞质中。这些结果表明 , 微丝和微管

也与大鼠胚胎的发育紧密相关。

通过杂交实验证实 , 母体遗传来的发育信息可能在控制小鼠胚胎的早期卵裂方面起
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重要作用。另外 , 将非阻滞胚胎的细胞质转移到受阻滞的胚胎中后 , 也能使这些受阻滞

的胚胎恢复在体外的发育能力。有人提出 , 在很多哺乳动物中 , 受精卵可在体外早期发

育的各个时期发生阻滞。还有人提出 , 胚胎体外发育的阻滞是与合子基因激活的时间相

对应 , 认为发育阻滞和胚胎的转录活性间存在一定的相互关系。

尽管利用一些办法能够克服胚胎培养时的发育阻滞 , 但仅有很少的研究试图解释阻

滞的遗传机理。由于可通过改变培养环境来克服 2 细胞阻滞 , 这说明有可能利用确认不

同条件培养的胚胎中的差异性表达的基因 , 来了解发育阻滞的机理。尽管目前有一些关

于着床前胚胎中基因表达的报道 , 但对基因表达和发育阻滞间的相互关系仍不清楚。

第三节  基 因 印 迹

一、基因印迹 (gene imprinting) 的发现

  在哺乳动物中 , 基因印迹的存在最早是通过细胞核移植实验得到证实的。从妊娠小

鼠体内获得受精卵后 , 在雄原核和雌原核融合前 , 通过显微操作方法将其中一个原核取

出后 , 再将另一个来自精子或卵子的原核注入该受精卵内 , 结果含有两个雄原核或两个

雌原核的胚胎均不能正常发育。如果原有的雄原核被另一雄原核代替后 , 或者原来胚胎

中的雌原核被另一卵子来的雌原核代替后 , 在新构建的受精卵中具有正常互补的雄性和

雌性基因组 , 此时胚胎能够进行正常的发育。哺乳动物精子和卵子的基因组是不同的。

如果受精卵中的遗传物质来自两个雄原核或两个雌原核时 , 合子不能正常发育。发育缺

陷可能是由于某些基因只有来自精子和卵子时才处于活性状态。在人及小鼠中已证实 ,

一个突变基因从一亲本遗传来时引起严重的或致死性缺陷 , 但从另一亲本遗传来时则不

产生这些缺陷。如胰岛素样生长因子-2 ( insulin-like growth factor-2 , IGF-2 ) 基因位于

第 7 条染色体上 , 从父本来的此基因在早期胚胎中处于活性状态 , 而此基因的受体

( IGF-2R )位于第 17 条染色体上 , 仅从母本来时才处于活性状态。从父本遗传来的 IGF-

2R 缺失的小鼠正常 , 但同样的缺失从母本来源时 , 发育则受阻。

利用细胞核移植等技术可建立孤雄生殖 (胚胎只含有父方的基因组 ) 和孤雌生殖

(胚胎只含有母方基因组 ) 模型 , 但所得到的胚胎均不能发育到分娩期。即使有的胚胎

能发育到胚胎着床期 , 但孤雄生殖的胚胎在着床部位仅见到胚外成分 (如胎盘等 ) , 而

孤雌生殖的胚胎在着床部位则缺乏胚外成分。从一种自交品系小鼠产生的孤雌生殖胚胎

可以发育到胚泡或原肠阶段 , 然而从其他品系小鼠产生的孤雌生殖的胚胎可能发育到具

40 体节阶段。这也表明母源基因的产物对胚胎的发育尤其重要 , 而父源基因的产物则

是胚外组织正常发育的关键。由于母源和父源基因之间存在功能上的差异 , 母系和父系

配子间平衡的改变必然会导致表型异常和病理变化。

哺乳动物的印迹基因对胚胎的发育也会产生影响。表 6-3 中列出了一些哺乳动物中

的基因印迹位点。H19 基因、 IGF-2 基因及 IG-F2 受体基因是目前研究最多的印迹基

因。H19 基因是母系表达基因 , 在小鼠的桑椹胚和早期胚泡中不表达 , 但在晚期胚泡的

滋养层中表达。胚胎着床后 , H19 基因在许多组织内表达 ; 到出生后 , H19 基因的表达

减弱。当 H19 基因失活后 , 雌性胎儿出生时的体重比正常胎儿重 27%。IGF-2 基因是
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父系表达基因 , 在 2 细胞胚胎中就开始表

达 , 并在以后的胚胎发育中广泛表达。将

IGF-2 基因突变后 , 出生胎儿的体重仅为

野生型胎儿的 60 %。 IGF-2 受体基因是母

源性表达的基因。 IGF-2 受体可与 IGF-2

结合后 , 将 IGF-2 转运到溶酶体中使其溶

解 , 从而维持 IGF-2 在机体内的平衡状态。

当将 IGF-2 受体基因敲除后 , 所产胎儿的

体重比正常胎儿重 30% , 这时 IGF-2 的水

平也升高 , 从而导致胎儿在产前死亡。但

如将 IGF-2 基因与 IGF-2 受体基因同时敲

除 , 则胎儿不再致死。 IGF-2 受体基因敲

除后胎儿致死的原因可能是由于 IGF-2 基

因过度表达所致。现在发现 , H19 基因的

母系表达可以通过抑制母源性染色体的转

录来降低 IGF-2 的含量 , 这可能主要是由

于 H19、 IGF-2 和 Ins2 基因之间对共享增

强子的竞争作用所致。这也表明 , 通过

H19、 IGF-2 和 Ins2 这三种印迹基因之间

的相互作用 , 可精确调节 IGF-2 基因的表

达 , 从而维持胚胎的正常发育。

表 6-3  哺乳动物的一些内源性基因印迹的位点

(引自 Martin CC 1998)

印迹位点
激活的
等位基因

参考文献

IGF2 j父本 DeChiara et al ., 1991 +

IGF-2 �R 母本 Barlow et al ., 1991 �

H19 G母本 Bartolomei et al ., 1991 \

Snrpn 父本 Leff et a l ., 1992 �

Ins1 H和 2 父本 Gidclings et al ., 1994 +

U2 !aflop-rs 父本 Hayashizaki et al ., 1994 �

Znf127 �父本 Nicholls, 1994 �

Par1 R父本 Nicholls, 1994 �

Par5 R父本 Nicholls, 1994 �

Xist 父本 Kay et a l ., 1994 �

Mas 父本 Villa r et al ., 1994 �

IP W 父本 Wevrick et a l ., 1994 �

WT 1 e母本 Jinno et al ., 1994 �

Mash-2 �母本 Guille nmot et al ., 1995 e

P57 ;( K IP2 ) 母本 Hata da et al ., 1995 �

Peg1 [/ M EST 父本 Kaneko-ishino et al ., 1996 �

ApoE 父本 M ann et a l ., 1995 �

Pk3 <父本 M ann et a l ., 1995 �

Pplcy 父本 M ann et a l ., 1995 �

二、基因印迹与甲基化

现在认为 , 大多数哺乳动物雄及雌原核的差异涉及其甲基化形式的差异。甲基化与

非甲基化 CG二聚体的分布可用限制性内切酶 HpaII 及 MspI 来分析。这两种酶都切同

一位点 ( CCGG ) , 但中间的 C 甲基化时则 HpaII 不能切 DNA , 而 MspI 不论甲

基化与否都能酶切。因此 , 一特定细胞类型的 DNA 可用这两种酶的不同切法来进行研

究。雌性及雄性哺乳动物的原始生殖细胞 ( PGC) 的核为明显的低度甲基化。随着配子

的成熟 , 精子及卵子的基因经历大量的甲基化 , 似乎在生殖细胞形成期间 , 以前的信息

被抹去。而在减数分裂期间 , 新的信息被引入基因组中。一个基因的甲基化形式在精子

和卵子之间可能不同。这些基因特异性甲基化的不同在胚胎细胞的染色体中也可见到。

精子与卵子基因组之间甲基化的不同可能特化一个基因来自母亲还是父亲。这些母本或

父本的印迹将另外的信息加到基因组中。

在转 c-myc基因的小鼠中 , 当此基因从雄性亲本遗传来时 , 它特异性地在心脏转

录 , 而在别的组织中不转录。但当从雌性亲本遗传来时 , 它完全不表达。此基因在卵子

成熟期为甲基化的 , 但在精子形成时则保持低度甲基化。在自雄性遗传此基因的动物

中 , 此基因未甲基化 , 在心脏中表达。而在从雌性获得此基因的动物中 , 此基因发生甲

基化 , 并不表达。在雌性及雄性中 , 甲基化的形式在生殖细胞中被抹去。小鼠从配子来
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的甲基化差异在 IGF-2R 及 H19 基因中也可见到。而且 , 如果把这些基因放在一缺失甲

基化 CpG位点酶的突变鼠中时 , 转录可在以前不表达的部位表达。

DNA甲基转移酶 3 样基因 (Dnmt3l ) 编码与 Dnmt3a and Dnmt3b 同源的蛋白 , 但

是没有转甲基酶作用 , 也没有酶活性。虽然 Dnmt3l 缺失的雌鼠可以产生成熟的和功能

性的卵母细胞 , 但在原肠中期阶段 , 从这些卵母细胞来的胚胎的胎盘发育异常或死亡。

对不同染色体上的母源的甲基化基因 (如 IGF-2R , Peg1 和 Peg3) 的分析表明 , Dnmt3l

缺失的卵母细胞不能建立母本特异的甲基化印迹 , 在后代中未检测到母体所有印迹基因

的单一等位基因的表达。这些结果说明 , 甲基化印迹对于卵母细胞成熟是必需的。

Dnmt3l可能与 DNA甲基转移酶 Dnmt3 家族相互作用来影响印迹基因。Dnmt3l 可能与

Dnmt3a或 Dnmt3b 共同作用调节卵母细胞特异性印迹基因的甲基化。Dnmt3a 或

Dnmt3b缺失的雌鼠也不能建立母本甲基化印迹。而 Dnmt1 在卵母细胞中的失活并不影

响甲基化印迹的建立 , 但是影响着床前胚胎印迹的维持。除了在雌配子中的基因印迹作

用外 , DNA甲基化对于精子发生也是必需的。在 Dnmt3a 敲除的小鼠中 , 睾丸在减数

分裂阶段有异常的精母细胞 , 很少有成熟的精子。在 Dnmt31 敲除的小鼠中 , 精子发生

停滞在进入减数分裂的时候 , 导致这些小鼠完全没有成熟的精子。

三、雌性哺乳动物的 X染色体失活

从果蝇到人类 , 雌性动物的每个细胞中具两个 X 染色体 , 而雄性中只有一个。不

同于 Y染色体 , X染色体上具数千种对细胞活性必需的基因。尽管雌性动物中具两倍

的 X 染色体数 , 但雌性及雄性中却具几乎等量的 X染色体编码的酶 , 这种平衡称为剂

量补偿 ( dosage compensation )。

在果蝇中 , 雌性中两条 X 染色体都具活性 , 但从雄性来的 X染色体增强转录 , 使

得雄性的一条 X染色体产生与雌性两条染色体一样多的产物 , 这主要是通过特异性的

转录因子结合到雄性 X染色体上的数百个位点来完成的。哺乳动物中 , X 染色体的剂

量补偿通过失活每一雌性细胞中的一条 X染色体来完成。这样每一哺乳动物体细胞中 ,

不论雌雄 , 仅有一条有功能的 X染色体 , 此现象称 X染色体失活 ( X chromosome inac-

tivation)。失活的 X染色体的染色质转化为异染色质 ( heterochromatin) , 后者在细胞周

期的大部分时间都处于凝集状态 , 在核中的常染色体后复制 , 这种异染色质称为巴氏小

体 ( Barr body) , 常见于雌性细胞的核膜上。X染色体失活必须在发育早期发生。在一

不具失活 X 染色体的突变个体中 , 小鼠胚胎每一细胞中两条 X 染色体都表达 , 结果导

致外胚层细胞死亡 , 中胚层形成缺失 , 最终使胚胎在妊娠第 10 天左右死亡。

人的 Lesch-Nyhan 综合征是由缺乏 X染色体连锁的次黄嘌呤核糖转移酶 ( hypoxan-

thine phosphoribosyl t ransferase, HPRT ) 基因引起的。在 X染色体上具此突变的男性患

此病 , 但雌性中突变 HPRT 基因的存在可为另一 X染色体所掩盖 , 因它携带野生型的

等位基因。儿子具此病的母亲被称为携带者 , 一条 X 染色体上具突变的 HPR T 基因 ,

另一 X染色体上具野生型基因。X染色体失活的 Lyon 假说对转录水平的差异性基因失

活提供了一很好的解释 , 但也有几种例外。①X染色体失活仅适用于体细胞中 , 而不适

用生殖细胞。在雌性生殖细胞 , 失活的 X染色体在细胞进入减数分裂前不久重新激活。
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在成熟卵母细胞中 , 两条 X染色体都有活性。在每一代 , X染色体失活必须重新确定。

②小鼠中最早的 X染色体失活发生在滋养层细胞中 , 此处父本来的 X染色体特异性地

失活。③X染色体的失活并不是贯穿于 X染色体的整个长度。虽然几乎所有的基因在 X

染色体的长臂上 , 但 X染色体短臂上的基因并不发生这种失活。

在原条期 , X染色体失活的发生是随机的 , 有可能来自父亲的 X 染色体失活 , 也

可能来自母亲的 X染色体失活。在雌性哺乳动物中 , 这种失活导致 X染色体相关的基

因在有的细胞中表达 , 在有的细胞则不表达 , 形成嵌合体。在小鼠中 , X染色体失活在

胚外组织中发生的时间比表胚层中要早。在胚外组织中 , 父源性的 X染色体优先失活。

X染色体失活依赖于染色体上的一个 X 失活中心。如将此中心去掉 , 则染色体处

于活性状态。如果将此中心移植另一染色体上 , 则可导致这一染色体失活。X失活中心

的 Xist基因编码一非翻译的 RNA。Xist基因在失活的 X 染色体上处于活性状态 , 所编

码的 RNA将整个染色体包裹起来。在配子发生过程中 , Xist 基因的启动子发生差异性

甲基化。Xist基因在精子中去甲基化 , 在卵母细胞中则甲基化。这种形式在胚外组织中

一直得以维持 , 这与胚外组织中父源性 X 染色体的优先失活相一致。但在表胚层中 ,

这种基因印迹可以抹去 , X染色体的甲基化是随机的。

四、基因印迹的作用

许多理论都试图解释基因印迹的起源及优势。Chandra 和 Nanjundiah 提出印迹的及

非印迹的同一等位基因可能有不同的显型 , 对于印迹的修饰可能有多效性 , 以及印迹可

以与其他的特性相进化。Holliday提出基因印迹的功能是 , 可能阻挡了母本和父本转录

物间有害的交流。Barlow提出基因印迹可能是利用 DNA甲基化的基因调控作为抵御机

制。在卵母细胞中 , 外来病毒灭活的过程可能也是一些机体本身 (母本的 ) 位点的失活

引起的。最近 , Thomas 认为 , 印迹作为监督染色体丢失的机制 , 因此保护了胚胎免于

产生癌症以及单倍体或三倍体的胚胎。如果印迹位点在基因组分散 , 一部分染色体的完

全丢失可能会造成等位基因活性的缺失 , 而产生有害的影响。McGrath 和 Solter 强调由

雄原核及雌原核发育来的小鼠胚胎的表型有所不同。由雄原核发育的胚胎发育中具有很

少的胚胎本部及大量的滋养层 , 而雌原核产生的胚胎则可以发育成为良好的胚胎 , 但具

有很少的滋养层。这些雄原核和雌原核显型的胚胎印迹表明 , 雄性利用印迹作用使母本

在胚胎中的输入量最大化。此外 , Varmuza 和 Mann提出 , 哺乳动物的印迹作用可能是

保护雌性免于发生卵巢生殖细胞肿瘤的一个途径 , 通过印迹作用可以阻止恶性滋养层疾

病的发生。

第四节  细胞分化与胚层形成

内细胞团细胞和滋养层细胞最早可在桑椹胚的早期和晚期加以区分。在胚泡中 , 则

形成明显不同的内细胞团和滋养层。胚泡自透明带中孵出后 , 便开始与子宫内膜相接

触 , 即开始胚胎着床过程。滋养层对于胚泡与子宫的黏附及着床是必需的 , 以后发育形

成胎盘的胚胎部分。内细胞团主要形成胚胎的各种结构以及一些胚外膜结构 (见图
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6-4 )。各种哺乳动物的原肠形成很相似。

图 6-4  小鼠的卵柱期胚胎的各种结构 (引自 Gilber t SF, 1994 )

一、小鼠胚胎的分化

在胚泡形成后 , 滋养层分为极性滋养层 ( polar trophectoderm ) 和壁滋养层 ( mural

t rophectoderm)。极性滋养层为内细胞团外的一层加厚的滋养层 , 而壁滋养层则为覆盖

胚泡腔其他区域的滋养层。在胚胎着床后 , 极性滋养层继续增殖 , 而壁滋养层则进行多

次 DNA复制 , 但并不发生有丝分裂 , 从而产生滋养层巨细胞 ( t rophoblast gian t cell )。

与此同时 , 内细胞团则分化成上胚层或表胚层 (epiblast ) , 也称原始外胚层 ( primitive

ectoderm) , 以及下胚层 ( hypoblast ) , 也称初级内胚层 ( primitive endoderm )。在小鼠

中 , 上胚层最初是一个倒置的圆屋顶样结构 , 下胚层紧贴在圆形的顶上。在大约受精后

第 6 .5 天时 , 上胚层中的细胞发生死亡 , 使得上胚层空心化 , 从而产生原始羊膜腔

( proamniotic cavity)。此期的胚胎也称为卵柱 (egg cylinder ) (图 6-4)。下胚层细胞继续

增殖和扩展后 , 紧贴在胚泡腔的内表面 , 便形成卵黄囊 ( yolk sac)。实际上 , 卵黄囊中

并无卵黄 , 只是因与鸟类和爬行类的卵黄囊同源而得名。卵柱外包的下胚层为脏壁内胚

层 ( visceral endoderm) , 而胚泡腔内表面包的为体壁内胚层。极性滋养层继续增殖后 ,

产生一个帽状结构盖在胚外外胚层上面 , 称为外胎盘锥 (ectoplacental cone)。此外 , 极

性滋养层也产生更多的巨细胞 , 迁移到胚胎的周围。这些巨细胞以后被壁滋养层所吸

收。此时 , 胚胎开始准备进行原肠形成过程。

二、人胚胎的分化

在胚泡形成后 , 灵长类的滋养层并不增殖 , 也不形成类似小鼠内细胞团上面的外胎

盘锥结构。在灵长类中 , 内细胞团上面的滋养层细胞开始相互融合形成一合胞体的结

·002· 生殖生物学



图 6-5  人的着床后胚胎过程 (引自 Larsen WJ, 2002)

构 , 称为合体滋养层 ( syncytiotrophoblast )。当胚泡在着床后埋入子宫内时 , 合体滋养

层细胞在胚泡外扩展 , 结果使胚泡的外面由一层细胞滋养层细胞 (cytot rophoblast ) 包

围 , 这层细胞外又由合体滋养层细胞包围。与小鼠一样 , 内细胞团也分化为上胚层和下

胚层。然而 , 上胚层并不是圆屋顶样 , 而是扁平的 , 下胚层也为扁平的。小鼠中羊膜腔

是由细胞死亡后形成的 , 但人的羊膜腔则是由上胚层进一步分化形成的。上胚层分化为

胚胎上胚层及一层羊膜细胞 ( amniocyte或 amnioblast )。胚胎的上胚层形成胚胎本部的

结构。羊膜细胞则分泌羊膜液 , 从而在上胚层上面产生一个新的腔 , 为羊膜腔。

与小鼠中一样 , 人下胚层进一步增殖后 , 向四周迁移 , 紧贴在胚泡的细胞滋养层的

内表面 , 将原来的胚泡腔完全包围 , 将由下胚层形成的这层细胞称为胚外体腔膜 ( exo-

coelomic membrane) , 也称为 Heuser 氏膜 ( Heuser′s membrane)。由这层所包围的腔称

为初级卵黄囊 ( primary yolk sac)。当初级卵黄囊形成后 , 下胚层分泌一种疏松的网状

基质 , 逐渐填充在 Heuser氏膜和细胞滋养层之间 , 将这层物质称为胚外网状基质 ( ex-

traembryonic reticulum)。有人认为胚外中胚层来源于下胚层 , 也有人认为来源于上胚

层。胚外中胚层形成后分为两层 , 一层将初级卵黄囊包围 , 另一层将初级卵黄囊外面的

胚泡腔包围。以后 , 当两层胚外中胚层之间的胚外网状基质分解后 , 形成一腔 , 腔中由

液体所充 满 , 此 腔为绒毛膜 腔 ( chorionic cavity ) , 也称胚 外体腔 ( exocoelom )

(图 6-5)。当绒毛膜腔扩展时 , 胚外中胚层通过生长和迁移逐渐将羊膜与细胞滋养层相
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分离。到人妊娠第 13 天时 , 带有背部的羊膜及腹部的卵黄囊的胚盘悬浮在绒毛膜腔中 ,

与细胞滋养层仅由一条粗的中胚层柄相连 , 将这条中胚层柄称为体蒂 ( connecting

stalk)。体蒂以后形成脐带血管。

当下胚层进一步增殖 , 并向胚外中胚层的内表面迁移 , 以取代原来的下胚层细胞。

这时将初级卵黄囊逐渐压缩 , 并使初级卵黄囊向胚胎的对胚极靠近 , 以后与胚胎分离后

变为一些小的胚外体腔泡 , 并最终退化。在原来的初级卵黄囊处新形成的腔则变为次级

卵黄囊 ( secondary yolk sac) 或永久性卵黄囊 ( definitive yolk sac) (图 6-5 )。胚胎在此

时开始原肠形成过程。在小鼠中 , 羊膜和绒毛膜的形成与灵长类不同 , 主要是靠胚外中

胚层的向外生长以及一些外胚层细胞自原羊膜腔中穿过后形成羊膜腔和绒毛膜腔的。

在人妊娠第 4 周 , 次级卵黄囊为胚胎中的主要结构 , 在早期具有很多重要的功能。

形成卵黄囊外层的胚外中胚层是血细胞生成 ( hematopoiesis) 的主要部位。将产生最初

的内皮细胞及血液干细胞的那些细胞自原始外胚层中迁移进入卵黄囊。这些细胞进入卵

黄囊循环 ( vitelline vasculation) 后协调发育 , 形成血岛 ( blood island )。组成卵黄囊壁

的内胚层也产生血清蛋白 , 因此次级卵黄囊在胚胎的营养代谢方面起一定的作用。此

外 , 卵黄囊也是产生原始生殖细胞的部位。卵黄囊通常在出生前消失。

三、原 肠 形 成

位于胚胎将来的后端处的胚胎上胚层开始形成原条 ( primitive streak) 的过程 , 标

志着胚胎原肠形成的开始。小鼠的上胚层为倒置的圆屋顶样结构 , 原条在卵柱的一侧形

成后 , 开始向上胚层的底部扩展 , 并自底部进一步向另一侧扩展 , 然后在胚胎的头端形

成原结。胚胎沿着原条的方向发育 , 形成前后轴。

人与其他的灵长类中 , 上胚层为扁平的 , 原条是在上胚层的表面形成的 , 并向胚胎

前部扩展。在人妊娠第 16 天 , 靠近原条的上胚层细胞开始增殖 , 细胞也变扁 , 细胞之

间逐渐失去连接。然后 , 这些细胞开始沿原条进入上胚层和下胚层之间的区域内。一些

上胚层细胞侵入下胚层中 , 并逐渐取代下胚层细胞 , 从而形成胚胎的内胚层 ( endo-

derm) , 以后形成肠及肠的衍生物的内表面。原条出现后 , 胚盘可区分出头尾两端与左

右两侧。一些上胚层细胞自原条迁移进入上胚层和新形成的内胚层之间 , 形成第三个胚

层 , 即胚胎中胚层或称中胚层 ( mesoderm)。当中胚层和内胚层都形成后 , 将上胚层称

为外胚层 ( ectoderm)。这时形成具有三个胚层的胚盘。因此 , 外胚层、中胚层和内胚

层均来自于上胚层。

以后 , 原条头端 (原结 ) 的细胞也陷向深层 , 并在内外胚层之间的中轴线上向头侧

生长 , 形成一条脊索 ( notochord)。在原条和原结中央出现的沟和凹 , 分别称为原沟和

原凹。随着胚盘的发育 , 脊索继续发育 , 而原条则相对缩短 , 最后消失 , 这时候三胚层

的胚盘增大呈梨形。
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四、三胚层分化

1 . 外胚层的分化

  脊索出现后 , 诱导其背侧的外胚层增厚呈板状 , 称神经板 ( neural plate )。神经板

随着脊索的生长而增长 , 且头侧宽于尾侧。以后神经板沿其长轴凹陷形成神经沟 ( neu-

ral groove) , 沟两侧的隆起称神经褶。两侧的神经褶在神经沟中段开始靠拢并愈合 , 并

向头尾延伸 , 使神经沟封闭为神经管 ( neural tube)。神经管位于胚体中轴的外胚层下

方 , 分化为中枢神经系统以及松果体、神经垂体和视网膜。在神经褶愈合的过程中 , 一

些细胞在神经管的背外侧 , 形成两条纵行的细胞索 , 称神经嵴 , 可分化为周围神经系统

及肾上腺髓质等。位于胚体外表的外胚层 , 分化为表皮及附属器官、角膜、腺垂体、口

鼻腔和肛门的上皮等。

2 . 中胚层的分化

中胚层形成后 , 在脊索的两侧由内向外依次分为轴旁中胚层、间介中胚层和侧中胚

层三个部分。分散存在的中胚层细胞则成为间充质。

(1 ) 轴旁中胚层

紧邻脊索的中胚层细胞增殖较快 , 形成纵行的细胞索为轴旁中胚层 , 后者以后横裂

为块状的细胞团 , 称为体节 ( somite)。体节左右成对。

(2 ) 间介中胚层

位于轴旁中胚层与侧中胚层之间 , 分化为泌尿和生殖系统的主要器官。

(3 ) 侧中胚层

为最外侧的中胚层部分 , 左右侧中胚层在口咽膜的头侧融合为生心区。侧中胚层分

为背腹两层 , 背侧与外胚层相贴 , 称体壁中胚层 , 腹侧与内胚层相贴 , 称为脏壁中胚

层。两层之间为原始体腔。体壁中胚层分化为体壁的骨胳、肌肉和结缔组织等 , 脏壁中

胚层包于原始消化管的外面 , 分化为消化管与呼吸道管壁的肌肉和结缔组织等 , 原始体

腔依次分隔为心包腔、胸膜腔和腹膜腔。

3 . 内胚层的分化

在胚体形成的同时 , 内胚层卷折形成原始消化管。此管头端起自口咽膜 , 中部借卵

黄管与卵黄囊相连 , 尾端止于泄殖腔膜。原始消化管分化为消化管、消化腺和下呼吸道

与肺的上皮 , 以及中耳、甲状腺、甲状旁腺、胸腺、膀胱、阴道等上皮组织。分散的间

充质则分化为身体各处的骨胳、肌肉、结缔组织和血管等。

总之 , 由胚泡开始分化为各种结构后 , 通过原肠形成过程发育为外胚层、中胚层和

内胚层 , 并由这三个胚层发育形成身体中的各种组织和器官。由于这些过程比较复杂 ,

不同哺乳动物间的差异也较大 , 本章中对以后的器官发生过程不再详细介绍。图 6-6 中

简要列出了由胚泡分化形成的各种胚层结构 , 图 6-7 中列出了由胚泡分化的三胚层结构

所形成的各种组织和器官。
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图 6-6  示胚泡分化后形成的各种胚层 (引自 Gilber t SF, 1994 )

图 6-7  哺乳动物的组织分化和器官形成
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第五节  子宫胎盘循环的建立

在人妊娠第 9 天的胚胎中 , 合体滋养层的一些区域发生空泡化 , 在合体滋养层中形

成一些小泡样结构 , 称为滋养层腔隙 ( trophoblast lacunae)。以后 , 靠近合体滋养层的

母体毛细血管也扩展形成母体血窦 ( maternal sinusoids) , 并迅速发育后与滋养层腔隙交

织在一起。在妊娠第 11～13 天 , 这种交织进一步发育。细胞滋养层在局部也增殖后 ,

向合体滋养层中央伸入 , 也使得外面包围的合体滋养层进一步向外生长。这些突起的外

层为合体滋养层细胞 , 中央为细胞滋养层细胞 , 也使滋养层细胞进一步伸入母体血窦

中。将所形成的这种突起称为初级绒毛干 ( primary stem villi )。直到妊娠第 16 天 , 与

细胞滋养层相连的胚外中胚层穿入初级绒毛干的中央 , 使初级绒毛干转化为次级绒毛干

( secondary stem villi )。到妊娠第 3 周结束时 , 这些伸入绒毛中的胚外中胚层开始产生血

管 , 并与胚胎本部的血管相连 , 从而建立了功能性的子宫胎盘循环。将具有分化的血管

的这种绒毛称为三级绒毛 ( tertiary stem villi) (图 6-8)。此时 , 在母体和胎儿血液间扩

散的气体、营养物质及废物等必须穿过 4 层组织 , 即绒毛的毛细血管内皮、绒毛中央的

疏松结缔组织、一层细胞滋养层及一层合体滋养层。但母体血管的内皮并不侵入滋养层

腔隙中。

图 6-8  人的初级绒毛、次级绒毛和三级绒毛结构 (引自 Gilber t SF , 1994 )

A. 初级绒毛 ; B. 次级绒毛 ; C . 三级绒毛

完全形成的三级绒毛由滋养层细胞和具有血管的中胚层组成 , 将这种结构称为绒毛

膜 (chorion )。绒毛膜与子宫壁相融合后 , 形成胎盘。因此 , 胎盘是由母体的子宫内膜

及胎儿的绒毛膜共同组成的一个结构。

第六节  胚胎干细胞

一、ES细胞与 EG细胞

  胚胎干细胞 ( embryonic stem cell , ES细胞 ) 是由哺乳动物早期胚胎内细胞团细胞

分离来的 , 经体外抑制分化培养所获得的具有保持未分化状态和无限增殖能力的细胞
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系。ES细胞系兼有一般培养细胞及胚胎细胞的双重特性 , 即可以扩增、可进行基因遗

传操作选择、冻存与解冻、含有正常的二倍体核型、具有发育的全能性或多能性。由于

ES细胞可以定向诱导分化为几乎所有种类的细胞 , 并且可以广泛地应用于嵌合体的制

备、克隆动物的生产 , 并且在人体发育、器官移植、细胞治疗、药物开发和基因遗传修

饰等方面都有重要的作用 , 使得各种哺乳动物 ES细胞的分离与克隆成为国际上生命科

学领域的研究热点之一。

Evans 和 Kaufman 首次于 1981 年用延迟着床的小鼠胚泡建立起未分化的 ES 细胞

系。同年 Martin也用条件培养基分离得到小鼠的 ES细胞。

现在许多学者都采取与小鼠 ES细胞相同或相似的方法 , 用桑椹胚或胚泡分离各种

家畜 ES细胞。但不同动物的早期胚胎在发育速度以及生长行为上存在着差异。因此 ,

小鼠 ES细胞的分离方法并不完全适用于家畜 ES 细胞的分离与克隆。例如从选择早期

胚胎的胚龄上来讲 , 为了保证早期胚胎中含有全能性细胞 , 一般小鼠只选 2 . 5 天桑椹胚

或 3 天胚泡 , 猪则多取 6～10 天胚泡 , 牛取 6～7 天桑椹胚或 7～8 天胚泡 , 绵羊取 8～9

天胚泡。而且 , 由核移植得到的重构胚或体外受精胚也可以获取早期胚胎 , 用于 ES 细

胞的分离。另外 , 在获取早期胚胎过程中 , 往往又要经过分离内细胞团、去除透明带和

分散卵裂球等处理来提高 ES细胞的分离效率 , 其中不同的处理方法对不同动物 ES 细

胞的分离工作又有不同的影响。但到目前为止 , 除小鼠外 , 在其他物种中所分离得到的

ES细胞都未能证实具有生殖系嵌合能力。因此 , 从小鼠以外的其他物种中分离得到的

ES细胞 , 均称为类 ES细胞或 ES细胞样细胞 ( ES-like cell)。图 6-9 为哺乳动物中 ES

细胞分离及培养的一个简单示意图。

除了由早期胚胎可以获得 ES 细胞外 , 用原始生殖细胞 ( primordial germ cells ,

PGCs) 也可以分离得到 ES细胞。Matsui等用附植后小鼠胎儿的 PGCs 传代培养得到碱

性磷酸酶和胚胎时期特异性抗原-1 ( SSEA-1 ) 染色均呈阳性 , 并且可形成类胚体、具

有嵌合性的 ES细胞 , 从而首次成功地证明了 PGCs也可以用于 ES细胞分离。此后 , 用

家畜 PGCs 建立 ES细胞系有了较大的进展 , 已经成功地用牛的 PGCs 分离得到类 ES细

胞 , 用猪的 PGCs也已分离得到四个类 ES细胞系。为了与来自内细胞团的 ES细胞加以

区别 , 将来自原始生殖细胞的胚胎干细胞称为胚胎生殖细胞或 EG 细胞 ( embryonic

germ cell)。

哺乳动物 PGCs 并非起源于性腺内部 , 而是形成于原条中胚层 , 在胚胎发育过程中

随原条细胞内卷、下陷等运动而到达卵黄囊背侧的内胚层 , 并最终沿背肠系膜迁移至生

殖嵴。由 PGCs 分离 ES细胞的原理就是根据其在早期胚胎中的迁移过程而取相应的组

织。如牛多取 29～35 天胎儿生殖嵴 , 而猪一般取 24 天胎儿背肠系膜或 26 天生殖嵴。

二、不同物种的 ES细胞分离培养

利用 ES细胞进行基因打靶和转基因可能获得转基因家畜 , 从而得到生长快、抗病

力强、高产的优良品种。因此 , 对家畜 ES细胞的研究工作迅速地开展起来。尽管目前

已经报道分离得到许多家畜的 ES细胞 , 但由于这些 ES 细胞缺乏嵌合能力 , 特别是生

殖系嵌合能力 , 即无法形成包括生殖系在内的嵌合体。因此 , 实际上目前只能称之为类
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图 6-9  胚胎干细胞的分离及培养过程 (引自 Odorico JS等 , 2001)

ES细胞。在以前的小鼠 ES细胞分离培养过程中 , 如果这些细胞要应用于基因敲除等

工作 , 需要进行长时期的传代培养。但自 1997 年克隆绵羊出生以来 , 细胞核移植技术

获得了突飞猛进的发展 , 利用核移植技术已得到了基因敲除猪。利用 ES细胞作为核供

体 , 已在小鼠和牛等动物中得到了克隆动物。这样对所分离得到的 EG细胞不需要进行

长期的传代培养 , 只需进行几代培养 , 将所需的基因敲除后 , 经过体外筛选 , 即可用细

胞核移植的方法获得基因敲除家畜。而且这些细胞也不一定要用嵌合体等方法证实其具

有全能性才能应用 , 因为已有很多实验证明体细胞就可获得克隆动物。下面就已经得到

的家畜及人类 ES细胞 (包括猪、兔、绵羊、山羊等 ) 的建立情况及研究状况分别作一

简单介绍。

1 . 猪的 ES细胞

在家畜中 , 对猪的 ES细胞研究最多。最早曾采用猪胎儿成纤维细胞和子宫上皮细
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胞为饲养层来分离猪 ES细胞 , 效果并不理想。以后发现 , 在初期培养猪胚泡时 , 用猪

成纤维细胞饲养层可以促进胚泡的贴壁和内细胞团克隆的形成 ; 而用 STO 细胞作饲养

层 , 猪胚泡可以附着 , 内细胞团却不增殖 , 但以后的传代还需要 STO 细胞来进行。与

其他动物的 ES细胞一样 , 在无饲养层细胞和添加剂的培养基中 , 猪 ES细胞可以自发

分化。如当将其接种于无黏性的底物上时 , 它就会形成一细胞聚合体。若将此聚合体接

种于基底物上时 , 细胞能迁移、增殖 , 形成代表三个胚层的各种细胞。

猪胚胎的胚龄越小 , 胚胎细胞中所含脂质就越多 , 对外界温度的变化也就越敏感。

因此选取其早期胚胎的时期很关键。研究发现 , 6～7 日龄胚泡的内细胞团在体外培养

时 , 几乎不能传代就死亡 ; 而用 8～10 日龄胚泡的内细胞团培养时 , 则胚龄越大 , 越易

分离到 ES细胞。以后证实 , 10 日龄胚泡是分离出 ES细胞的最佳选择 , 即使是第 9 天

的胚泡也不能获得理想的效果。

能否得到有嵌合能力特别是种系嵌合能力的猪 ES细胞 , 始终是各国学者所最关心

的问题。已经报道获得了可参与嵌合体形成的猪 ES细胞 , 并且毛皮嵌合体后代占所产

仔猪的 72% , 但该 ES细胞系也无法形成生殖系嵌合体。

随着用 PGCs 分离哺乳动物 ES细胞方法的成熟 , 各国学者也纷纷尝试用此法分离

猪的 ES细胞 , 并取得了一些进展。研究表明 , 猪 PGCs 在有 STO饲养层下的条件下 ,

并非一定要添加白血病抑制因子 ( LIF )、干细胞因子 ( SCF ) 和碱性成纤维细胞生长因

子 ( bFGF ) , 这可能是由于 STO 饲养层或猪 PGCs 自身可以产生足够的细胞生长因子

和抑制分化因子。而且 , 利用由 PGCs 分离到的 EG细胞已经成功地获得了转基因猪。

2 . 牛的 ES细胞

最初分离牛 ES细胞时 , 也采用类似分离小鼠 ES 细胞的技术路线 , 但因为牛和小

鼠的胚胎生长状态和生长要求不同 , 因此小鼠 ES细胞的分离方法不完全适用于牛 ES

细胞的分离。根据可能存在的问题 , 各国学者对各分离条件进行了多角度的探索和尝

试。

在胚龄的选择上 , 用牛胚泡的内细胞团及桑椹胚均分离得到了 ES细胞 , 还有人用

8～16 细胞期的致密化前的胚胎也分离得到了 ES细胞。

有人报道用低密度悬浮培养法来分离牛 ES细胞。该方法在培养液中加有硒、胰岛

素、转铁蛋白和 5%的胎牛血清 , 尽管所得到的 ES细胞在用于核移植时发育率比较高 ,

但其生长状态与常规培养的 ES细胞完全不同 , 而且其增殖速度也不能满足基因操作和

冻存的要求。

目前所分离到的牛的 ES细胞由于均未证实具有生殖系嵌合的能力 , 只能称为 ES

细胞样细胞。尽管如此 , 这些 ES 细胞样细胞具有正常的二倍体核型 , 表达碱性磷酸

酶、SSEA-1、STAT3 及 Oct-4 等 , 其中的一些细胞系甚至可长期进行传代培养 , 达

150 多代。此外 , 利用这些 ES样细胞作为核供体进行细胞核移植 , 已经成功地得到了

克隆牛。

自从第一次由 1～ 4 月龄的牛胎儿中得到 PGCs 以来 , 各国学者就纷纷开始利用

PGCs分离克隆牛 ES细胞。最初是从 29～30 日龄的牛胎儿生殖嵴中分离得到 PGCs,

然后用丝裂霉素 C 处理的同龄牛胎儿成纤维细胞作饲养层 , 以传统 ES细胞培养基加以
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培养 , 得到的牛类 ES细胞经证明具有发育全能性。后来有学者用 PGCs 建立起 18 个

ES细胞系 , 经鉴定这些细胞可以形成嵌合体 , 但还未证实这些细胞能参与生殖系的形

成。

3 . 绵羊和山羊的 ES细胞

最初分离绵羊类 ES细胞的尝试是用羊胚胎成纤维细胞作饲养层 , 对 7 日龄和 8 日

龄绵羊胚泡进行 ES细胞分离培养 , 结果只培养出了类内胚层细胞 , 而无类 ES 细胞出

现。改进方法以后 , 获得了类上皮细胞 , 算是首次分离绵羊类 ES细胞成功。

此后 , 绵羊和山羊类 ES细胞的分离培养工作有了较大的进展 : 先是成功地从绵羊

中分离得到可传到第四代的类 ES细胞群落 , 以后用早期第 1～3 代绵羊类 ES细胞进行

核移植 , 生出 4 只羔羊。

4 . 人 ES细胞

自 1998 年从人胚胎的内细胞团建立人 ES 细胞系 , 以及利用流产胎儿生殖嵴中的

原始生殖细胞建立 EG细胞以来 , 有关人 ES细胞的研究取得了很大的进展 , 也越来越

受到关注。目前人 ES细胞来源有三个 : 人工流产胎儿生殖嵴的原始生殖细胞、人类辅

助生殖中心体外受精-胚胎移植后的剩余胚胎 , 以及通过体细胞核移植技术以无性生殖

方法产生的人类胚胎。

人胚胎干细胞 ( ES细胞 ) 不仅为生物学家所关注 , 也颇受医学专家、媒体、政治

家、伦理学家等的关注。一方面 ES细胞在组织修复方面具有很好的临床应用前景 , 可

进行替代性治疗 , 使很多缺陷性功能得以恢复。另一方面 , 对这种细胞的应用也争议很

大 , 因为 ES细胞来自于着床前胚胎。虽然 , 目前用于 ES细胞分离的胚胎均来自体外

受精过程中多余的胚胎 , 争论集中在进行治疗性克隆时 , 需要将病人的体细胞核移植到

一去核的卵母细胞中 , 以便得到与病人相同的 ES细胞来用于自体移植 , 以免发生组织

排斥反应。

理论上 , 人 ES细胞可用于很多方面。一方面可用于研究早期妊娠损失的原因、胚

胎老化和大龄妇女的妊娠失败等。另一方面 , 人 ES细胞可用于毒理学研究 , 因为早期

胚胎细胞比成年细胞对药物的反应更敏感 , 可进行新药物的筛选。人 ES细胞最重要的

用途在于移植医学中 , 可进行细胞替代性治疗 , 可治疗糖尿病、帕金森氏综合征、中

风、关节炎等。对于某些遗传性疾病 , 还可以对干细胞进行基因修饰。将经过“定向分

化”或“基因修饰”后的干细胞进行筛选后 , 把“合格”的细胞移植给病人。在治疗性

克隆中 , 利用自体 ES细胞移植可避免了移植后的免疫排斥反应。具体实施方案是 : 将

患者体细胞核转移到去核的 ES 细胞中 , 获得的重建 ES细胞系既存在无限增殖和诱导

分化能力 , 还具有同患者完全相同的基因型 , 采用该细胞系进行移植治疗不会发生免疫

排斥。也可将患者的体细胞核移入捐献的去核卵细胞中 , 自得到的克隆胚泡中分离 ES

细胞系。动物体细胞核移植的成功为人类自体同源移植治疗即治疗性克隆提供了可能。

虽然现在在组织培养和免疫缺陷性小鼠的畸胎瘤中 , ES细胞可分化形成神经细胞、

心肌细胞、骨胳肌细胞、胰腺及肝细胞等 , 但在短期内要使细胞替代治疗得到广泛应用

还不可能 , 也不可能利用 ES细胞制造出一个完整的器官。
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由于得不到足够用于移植的细胞 , 细胞替代性治疗一直受到很大限制。目前 , 在几

个实验室已经建立了人 ES细胞系。在体外维持一年多后 , 这些细胞仍能保持正常的核

型和表型 , 可为细胞治疗提供很好的细胞来源。目前已有 26 个人的 ES 细胞系 , 虽然

其中大多数的细胞系没有进行很好的鉴定 , 但在很多标志性分子的表达方面都很相似。

自不同实验室来的 ES 细胞系均表达 SSEA-4、Tra-1-60 和 Tra-1-81 等表面标志分子。

另外 , Oct-4 等与这些细胞的多潜能有关的标志分子在这些细胞系中均表达。这些细胞

也表达高水平的端粒酶 ( telomerase) , 并具有永久生长的潜力。为了得到大量可用于细

胞替代性治疗的细胞 , 需要建立一个能长期稳定培养的细胞系。

近年来进行了大量的研究 , 主要是在培养人 ES细胞时避免使用动物细胞 , 已经取

得了三方面的进展 : ①可在无血清培养条件下使 ES细胞得以生长。②可利用人胚胎成

纤维细胞、输卵管上皮细胞或包皮成纤维细胞作为 ES 细胞培养的饲细胞层。③可在

Matrigel上用小鼠胚胎成纤维细胞 ( MEF ) 的条件培养基使人 ES细胞保持未分化状态。

现在也可用 20%血清替代物 ( SR )、转化生长因子β1、LIF 及 bFGF 以及纤粘连蛋白的

基质 , 使人 ES细胞得以长期传代培养。

(杨增明  谭慧宁 )   
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第七章  胚胎着床及妊娠识别

第一节  胚 胎 着 床

图 7-1  示胚胎着床过程

(引自 Giudice LC, 1999 )

胚胎着床 ( implantation) 也称附植或植入 , 是指

处于活化状态的胚泡与处于接受态的子宫相互作用 ,

最后导致胚胎滋养层与子宫内膜建立紧密联系的过

程。子宫对胚胎着床的敏感性可分为接受前期 ( pre-

receptive)、接受期 ( receptive) 和非接受期 ( refrac-

tory )。子宫处于接受态的时期称为“着床窗口 ( im-

plantation window)”, 此时子宫环境有利于胚泡着床 ,

但持续时间有限。胚泡的活化状态对着床窗口有很大

影响 , 一般着床窗口对正常胚泡开放的时间比休眠胚

泡要长。着床窗口的子宫接受性与胚泡活化状态是两

个独立的事件 , 只有胚胎发育到胚泡阶段和子宫分化

到接受态同步进行 , 胚胎才能正常着床。一般将胚胎

着床过程分为定位期 ( apposition )、黏附期 ( at tach-

ment ) 及侵入期 ( invasion ) (图 7-1 )。

据估计 , 在人中 , 临床的着床率不会高于 30%。这样低的着床率与胚胎和子宫均

有关系。一般认为 , 胚胎在体内着床时 , 有 30%的胚泡形态不正常 , 而且由于这些不

正常胚胎与子宫内膜间难以建立对话联系 , 导致月经来临时有 30%的妊娠损失发生。

在辅助生殖过程中 , 妊娠损失的比例更高。在目前的体外受精中 , 尽管受精的成功率很

高 , 但妊娠率一直只有 20%～30%。导致这种低妊娠率的主要原因在于难以判断子宫

何时处于接受态 , 以及如何确认具有着床能力的胚泡。

在着床以前 , 大多数哺乳动物的胚胎要脱去透明带 , 但兔和豚鼠的胚胎则在着床以

后才脱去透明带。当这些动物的胚泡开始与子宫内膜接触时 , 滋养层细胞先将透明带的

一小部分溶解开 , 并伸出伪足与子宫上皮接触 , 然后胚胎的大部分区域侵入子宫内膜 ,

透明带才逐渐被溶解消失。

一、胚胎的迁移和定位

定位 ( apposition) 是指滋养层细胞与子宫上皮细胞间的接触逐渐紧密。在小鼠和

大鼠胚胎着床的早期 , 子宫腔闭合后 , 子宫腔上皮紧包着胚泡。现在认为 , 子宫腔的闭

合一方面涉及子宫腔中液体的吸收 , 这一过程是内分泌依赖性的 ; 另一方面也涉及子宫

内膜的水肿。在小鼠和大鼠 , 子宫腔的闭合与黏附反应的意义 , 可能在于有一个稳定的



时期使子宫和胚胎间能够紧密贴附在一起 , 胚胎被母体的上皮包围后使得胚胎在子宫中

的位置得以固定。在此时期 , 如轻微冲洗子宫 , 可将胚胎从子宫中冲出来 , 并不会对胚

胎造成损伤。因此 , 胚胎在子宫中的早期固定是功能性的 , 并不涉及子宫和胚胎间的结

构联系。以后 , 胚胎和子宫内膜间的微绒毛逐渐交织在一起 , 细胞膜间的接触逐渐紧

密。此时 , 微绒毛变得更加短粗 , 且不规则 , 类似于大的泡状细胞质突起 , 在系膜对侧

的子宫表面更是如此。子宫腔闭合后使子宫内膜上皮细胞与滋养层细胞更加紧密接触的

过程称为黏附反应 ( attachment reaction)。在妊娠小鼠 , 切除卵巢后则子宫腔不发生闭

合 ; 注射孕酮后 , 则可使子宫腔闭合。但如果仅注射孕酮 , 则子宫腔闭合后 , 微绒毛仅

简单交织在一起 , 并不能进一步紧密接触。这种状态可用孕酮维持很长时间。正在泌乳

的妊娠小鼠及实验诱导的延迟着床动物模型中 , 也可见到这种状态。当注射雌激素后 ,

则可使子宫上皮与滋养层细胞间微绒毛的简单交织逐渐紧密 , 类似于黏附反应。

然而 , 兔胚泡膨大后充满子宫腔 , 使滋养层细胞与上皮紧密接触 , 但没有子宫腔的

闭合过程。在兔子宫中也未发现有子宫腔中液体的吸收。在水貂和恒河猴中 , 似乎也并

不存在典型的子宫腔闭合及对胚泡的包围过程 , 似乎主要是胚泡膨大后导致滋养层细胞

与子宫上皮间的接触。大家畜为表面上皮绒毛型着床 , 微绒毛的交织更加广泛 , 虽未观

察到伴随微绒毛逐渐减少的典型的黏附反应 , 但胚胎似乎紧密地固定在子宫内。

胚胎能够在一定的时间和位置黏附到子宫内膜上是一个很复杂的问题。Genbacev

等发现 , 可结合 L-选择素 ( L-selectin ) 的糖在接受期的子宫中上调 , 而此时从透明带

中孵出的人胚泡的滋养层细胞开始表达 L-选择素。分离的滋养层细胞能够优先与处于

接受期的内膜组织的上皮细胞结合 , 而不是与非接受期的子宫上皮结合。将聚苯乙烯制

备的乳胶珠用可结合 L-选择素的寡聚糖包被后 , 在模拟血流的切向引力存在下 , 这些

包被的小珠对胎盘绒毛来的滋养层细胞具有很强的亲合性 , 并与之结合。这表明胚胎表

达的 L-选择素与子宫表达的 L-选择素的配基相互作用 , 可能对于胚胎在子宫中的选择

性着床具有很重要的作用。

在卵裂过程中 , 胚胎由输卵管进入子宫角。牛、马等单胎动物的胚胎由排卵一侧的

输卵管向子宫角迁移 , 在子宫的系膜对侧着床。在小鼠、兔、猪等多胎动物中 , 由两侧

卵巢排卵后 , 胚胎由两侧输卵管迁移进入两侧子宫角。当排卵数两侧不同时 , 胚泡可以

在子宫角内迁移。胚泡在子宫中调整距离或间隔 , 可能是受卵巢激素的调节 , 但也可能

是由于子宫物理化学作用的结果。在小鼠、大鼠和兔 , 胚泡在调整间隔之前 , 常成团位

于子宫内。由于子宫环行肌的蠕动 , 胚泡分布在子宫的特定部位。用消炎痛 ( in-

domethacin) 处理妊娠第五天的大鼠 , 可明显延迟胚胎的着床时间 , 而且与对照组相

比 , 胚胎着床点在子宫中的分布很不均匀。这提示前列腺素可能与胚胎在子宫中的分布

有关。胞质型磷脂酶 A2α ( cytosolic phospholipase A2α, cPLA2α) 为花生四烯酸产生的

主要催化酶 , 而花生四烯酸又是前列腺素合成的底物。将小鼠 cPLA2α基因敲除后 , 不

仅胚胎着床时间延迟 , 而且胚胎在子宫中也不能均匀分布。但注射 PGE2 及 PGI2 的类

似物后 , 则可使这种小鼠的胚胎着床时间恢复正常 , 胚胎也能在子宫中均匀分布。
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二、胚胎着床的方式

很明显 , 除了表面着床 (即上皮绒毛胎盘 ) 的种属外 , 所有的哺乳动物胚胎均穿过

子宫上皮及相连的基板 ( basal lamina) , 从而与母体建立明确的血管联系。然而 , 不同

动物间着床的方式和时间均相差悬殊。不同动物的着床方式不同 , 与子宫接触的紧密程

度也就不同 , 从而决定了胎盘的血液循环方式和胎盘屏障的层次。

(一 ) 表面着床 ( superficial implan tation )

猪、绵羊、山羊和牛的胚胎着床方式为表面着床。胚胎的滋养层细胞仅与子宫的腔

上皮细胞接触 , 但并不穿过子宫腔上皮。这些动物中 , 绝大部分并不形成蜕膜 , 但在羊

和牛 , 滋养层细胞与子宫腔上皮发生部分融合 , 在子宫基质细胞中发生一些类似蜕膜化

的反应。

(二 ) 侵入性穿入 ( in trusive penetrat ion)

在采用侵入性方式穿过上皮的动物种类中 , 胚胎通常具有很强的侵入性 , 雪貂

(ferret ) 就是一个极好的例子。黏附开始仅在发育的合胞体滋养层细胞的特定区域 , 即

外细胞质垫 ( ectoplasmic pads) 发生。虽然合胞体滋养层细胞斑的大部分区域都贴在上

皮细胞的顶部 , 但仅外细胞质垫倾向于将上皮细胞变为锯齿状 , 从而确立最初的黏附位

点。最初是合胞体滋养层细胞的一个薄的细胞质突起在相邻的上皮细胞间穿过。开始

时 , 这一突起为外细胞质性的 , 但当膨大及向基板迁移时 , 外细胞质垫中开始有细胞器

存在。虽然滋养层细胞最终包围大量的上皮细胞 , 并发生细胞死亡和吞噬作用 , 但在滋

养层细胞附近明显有正常的上皮细胞。当滋养层细胞向子宫内膜深层侵入时 , 这些正常

的上皮对于滋养层细胞起到锚定 (支撑 ) 作用。这些滋养层细胞突起在基板上停留一段

时间后 , 继续向周围的基质穿入 , 但并不穿过毛细血管的基板 (图 7-2 )。在豚鼠和恒

河猴中也可见这种侵入性着床。但这些动物间有一些区别。如在恒河猴中 , 合胞体滋养

层细胞的突起在上皮的基板上停留一段时间后 , 仍可侵入内膜血管的基板 , 而雪貂中并

不侵入血管的基板。

(三 ) 置换式穿入 ( displacement penetration )

小鼠和大鼠为置换式穿入着床最好的例子。当定位期继续进行时 , 在附近的基质中

首先出现蜕膜化的征兆 , 在子宫腔上皮层中发生细胞死亡 , 并有单个或成团的细胞脱

落。光镜观察发现 , 在胚胎和子宫内膜之间的这些细胞偶尔呈现深色的团块状 , 以前认

为可能在胚胎与子宫间有物质转运。然而 , 用电子显微镜研究发现 , 这些深色的团块实

际上为正在被滋养层细胞所吞噬的死亡的上皮细胞。当滋养层细胞和基板接触时 , 滋养
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层细胞在基板上停留 , 并伸出突起破坏邻近的细胞 , 从而扩大与胚胎接触的区域。以

后基板被下面蜕膜化细胞的外细胞质突起所破坏 , 而并不是由滋养层细胞所破坏

(图 7-2)。  

图 7-2  示滋养层细胞穿入子宫腔上皮的三种主要形式 (引自 Denker HW , 1993)

A . 置换式穿入 , 见于小鼠和大鼠 , 与人相似 ; B . 融合式穿入 , 见于兔 ; C . 侵入性穿入 , 见于食肉动物。

(四 ) 融合式穿入 ( fusion penetration)

这一方式的最好例子是兔。首先胚外的合胞体滋养层细胞的合胞体突起 ( syncytial

knob) 与单个上皮细胞相接触。然后 , 上皮细胞顶部的细胞膜与滋养层细胞突起的膜相

融合。当上皮细胞变为合胞体时 , 与周围的细胞明显不同 , 就像延伸到基板处的滋养层

细胞的一个钉子 ( peg)。此时 , 这些上皮细胞的核仍保留一段时间 , 且侧面的细胞膜仍

保留与邻近的正常细胞间的连接复合体。可能每个滋养层细胞突起处有一个以上的钉

子。以后 , 这些钉子所在处的基板被穿入后 , 滋养层细胞突起继续穿入内膜的血管中。

然后 , 上皮细胞间的合胞体向两侧扩展 , 最终在滋养层突起间的区域内发生融合

(图 7-2)。

三、着床的动物模型

表 7-1 中为一些常见动物的胚胎着床时期。由于哺乳动物中着床的方式多种多样 ,

难以逐一进行介绍。在此仅简要介绍啮齿动物、豚鼠、灵长类及家畜的胚胎着床。
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表 7-1  各种动物的胚胎着床时间/ 天 (引自 Sch�fer-Somi S, 2003)

动物 胚泡形成的时间 胚胎进入子宫的时间 着床的时间 假孕后黄体退化的时间 妊娠期

小鼠 3 �3 $4 �. 5 10 �～12 19 �～20

大鼠 3 �3 $6 �10 �～12 21 �～22

兔 3 �3 �. 5 7 �～8 12 &28 �～31

猫 5 �～6 4 �～8 13 �～14 ? 52 �～69

狗 5 �～6 8 �～15 18 �～21 ? 53 �～71

牛 8 �～9 3 �～4 17 �～20 18 �～20 277 �～290

绵羊 6 �～7 2 �～4 15 �～16 16 �～18 144 �～152

山羊 6 �～7 2 �～4 15 �～16 ? 146 �～151

猪 5 �～6 2 �～2 9. 5 11 �～14 16 �～18 112 �～115

马 8 �～9 4 �～10 28 �～40 20 �～21 330 �～345

人 4 �～5 4 �～5 7 �～9 12 �～14 270 �～290

图 7-3  示哺乳动物的着床方式 (引自 Salamonsen LA, 1999)

A. 灵长类 , 内细胞团侧的滋养层细胞在子宫腔上皮细胞间穿过后 , 先在基膜上扩展 , 然后侵入基质中。滋养层

细胞可到达基质的深部 , 靠近内膜中的血管。B . 小鼠和大鼠 , 内细胞团对侧的滋养层细胞先黏附在子宫腔上皮

上 , 导致着床点处的腔上皮细胞发生细胞凋亡 , 然后蜕膜细胞穿越基膜。滋养层细胞在内膜中的侵入是受到严

格控制的。C . 绵羊 , 滋养层细胞与子宫腔上皮细胞融合后 , 形成一合胞体。形成的合胞体可穿越基膜 , 但并不

 继续侵入基质中

(一) 鼠科的啮齿动物

啮齿动物的子宫腔闭合后呈狭缝样 , 这使失去透明带的胚泡与子宫腔上皮更加紧密

地接触。在胚胎着床的定位期 , 胚泡内细胞团对侧的滋养层细胞首先向子宫腔上皮靠

近 , 并与腔上皮发生黏附 (图 7-3 )。在定位期 , 胚泡就在内膜中引发蜕膜反应。以后 ,
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在初级蜕膜区的上皮细胞经历细胞凋亡 , 并被胚泡的滋养层细胞所吞噬 , 从而有利于胚

泡的侵入。蜕膜细胞以后穿越残留的子宫腔上皮的基板 , 并将周围的基质细胞进行重

组。形成的蜕膜为胚泡建立一个小室 , 并使胚泡得以定向 , 将胚泡外胎盘锥的区域朝向

子宫系膜侧。初级蜕膜发生改变后 (包括退化等 ) 使血液与滋养层细胞接触更紧密 , 从

而形成卵黄囊胎盘 , 使胎儿有更大的扩展空间。在滋养层细胞侵入前 , 已将着床胚泡处

的上皮细胞清除掉 , 并使得胚泡得以定向。在一些啮齿动物 (小鼠和大鼠 ) , 由于具有

延迟着床 , 即子宫环境控制胚泡的发育 , 而且胚泡在穿过上皮细胞以前就能诱导蜕膜反

应 , 利用水肿的一些标志分子又可很容易发现着床位点 , 这为研究子宫内膜和胚泡之间

的信号转导方面提供了有用的动物模型。

图 7-4  示小鼠子宫的着床位点

(引自 Reese J 等 , 2001)

左图为未妊娠的小鼠子宫 , 右图为妊娠第 5

天的小鼠子宫 , 蓝色部位为注射芝加哥蓝后

 显示的着床部位

在小鼠和大鼠中 , 胚胎着床后首先出现的可见

的变化是胚胎定位处的子宫内膜血管通透性增加。

血管通透性增加后 , 通过静脉注射的大分子蓝色染

料 (芝加哥蓝、台盼蓝等 ) 可与血液中的白蛋白等

形成大分子复合物 , 从而在着床部位渗出血管 , 并

在此部位积累 , 便可在子宫的着床部位见到蓝色的

条带 (图 7-4 )。这种血管通透性的增加与胚泡的滋

养层细胞和子宫内膜腔上皮的黏附反应相对应。在

小鼠中 , 黏附反应发生在妊娠第 4 天晚 11～ 12 时

(以见阴道栓的当天为第 1 天 )。在此之前 , 子宫内

膜发生水肿及子宫腔闭合 , 从而使滋养层细胞与子

宫腔上皮紧密接触。黏附反应后 , 在着床部位的子

宫腔上皮发生细胞凋亡 , 而基质细胞经历广泛的增

殖及分化后转变为蜕膜细胞 (即发生蜕膜化 )。

在小鼠胚泡发生黏附反应的时候 , 子宫的腔上皮与胚泡的滋养层细胞紧密地相对排

列 , 然后在这两种细胞类型之间确立细胞与细胞间的接触。围绕胚胎的子宫上皮细胞经

历细胞凋亡 , 并加速对子宫腔上皮的穿入 ( penetration) 过程。在妊娠第 5 天开始 , 滋

养层细胞侵入腔上皮后 , 到达位于系膜对侧的基板 ( basal lamina) 处。事实上 , 邻近的

蜕膜细胞首先穿过上皮的基板。初级蜕膜区形成后 , 在着床小室 ( implantation cham-

ber) 可观察到上皮细胞自基膜上脱落。紧靠着床胚泡的间充质细胞 ( mesenchymal cell)

转变为蜕膜细胞 , 首先形成一个杯形的初级蜕膜区 ( primary decidual zone)。初级蜕膜

区由 3～5 层紧密排列的细胞组成。这一无血管的区域在着床的胚泡与母体循环之间可

作为一半通透性的屏障。尽管小于 45kDa 的分子可自由通过 , 但大于 45kDa 的分子

(如免疫球蛋白 )、微生物、免疫反应性细胞等并不能通过。超微结构研究显示 , 在初级

蜕膜区存在的紧密连接并不完整。

(二 ) 豚   鼠

豚鼠的着床形式与啮齿动物有明显不同。当胚泡仍处于子宫腔内时 , 胚泡便在内细

胞团的对侧形成一个着床锥 ( implantation cone)。着床锥由合体滋养层细胞构成 , 可伸
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出突起穿越透明带 , 然后黏附到子宫的腔上皮上。这些突起能在子宫的上皮细胞之间穿

过去 , 且并不在子宫的基板上停留。整个胚泡能够侵入腔上皮下的子宫内膜基质中 , 并

在基质中脱去透明带。只有当胚泡侵入子宫内膜后 , 子宫内膜才经历类似啮齿动物中的

蜕膜化反应。能够直接侵入子宫内膜的这种特性也使豚鼠成为研究穿越上皮的一个很好

模型。然而 , 因其发情周期相对较长 , 一次仅能得到 3～5 个胚泡 , 而且在着床开始时

很难检测到着床点 , 所以使用豚鼠作为研究模型也有很多不便。

(三 ) 兔

兔是研究胚泡黏附到腔上皮顶部的极好例子 (图 7-2 )。在兔中 , 由合体滋养层构

成的大量滋养层细胞突起首先黏附到上皮细胞的顶部 , 然后与上皮细胞融合。虽然细胞

顶部的这种融合在其他动物中并不常见 , 但表明这种顶对顶的细胞黏附可能在着床过程

中起重要作用。由于兔在交配后 10h 左右排卵 , 而且在体外滋养层细胞能够黏附到子宫

上皮上 , 所以兔也是用于研究顶部细胞黏附的很好模型。

表 7-2  家畜的胚胎着床时期 (引自 Hafez ESE , 1987 )

动物
黏附开始的时间

(为排卵后的天数 )

黏附完成的时间

(为排卵后的天数 )
胚胎延伸的长度

胚胎和母体首先

接触的位置
胎盘的类型

牛 28 �～32 40 �～45 子宫肉阜 (凸起形 ) 子叶状胎盘

绵羊 14 �～16 28 �～35 10 �～20cm 子宫肉阜 (凹陷形 ) 子叶状胎盘

猪 12 �～13 25 �～26 可达 1 vm 子宫的深部凹陷部 分散胎盘

马 35 �～40 95 �～105 6 �～7 cm 绒毛膜带 ( chorionic g irdle ) 分散胎盘

(四 ) 灵  长  类

灵长类的胚泡在呈狭缝样子宫腔的单子宫中着床。虽然从未见到过人胚胎着床的起

始过程 , 但胚泡的内细胞团侧定向于子宫内膜 , 表明胚泡的定向可能是由靠近内细胞团

处的滋养层细胞黏附到子宫上皮引起的。在灵长类动物中 , 对恒河猴、狨猴及狒狒研究

较多。实际上 , 在胚泡的滋养层细胞黏附到子宫腔上皮以前 , 内细胞团处的滋养层细胞

已融合形成合体滋养层细胞。在恒河猴和狨猴中 , 合体滋养层细胞通过在子宫上皮细胞

间侵入来穿过子宫上皮。当人胚胎完全包在子宫内膜中后 , 细胞滋养层细胞开始自滋养

层壳中伸出 , 并进一步侵入子宫深层。这一过程开始于胚胎着床后 1 周左右 , 一直持续

进行到妊娠的第 4～6 个月。从组织学的证据来看 , 在排卵后 12 天时 , 人胚胎已完全包

埋在子宫内膜中。此时 , 着床点处的基质细胞已显示前蜕膜化反应及水肿。从组织学的

角度看 , 人着床点处的子宫内膜与未妊娠的分泌中期的子宫内膜之间没有差别。

虽然在体外及体内进行了大量的研究 , 但由于灵长类的繁殖率相对较低 , 很难在早

期确定妊娠与否 , 而且多为单胎 , 实际上对灵长类胚胎着床的了解仍很有限。现在认

为 , 人的着床窗口至少应该是从月经周期的第 20 天到 24 天 , 为 4 天左右。人胚泡着床
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图 7-5  图中灰色区域为人胚泡在子宫中的

可能着床位点 (引自 Larsen WJ , 2002 )

的正常部位为子宫体或子宫底部 , 最常见于子

宫后壁 (图 7-5)。

(五 ) 家   畜

各种家畜中 , 胚胎着床的方式和时间均有

所不同 (表 7-2 )。与其他动物相比 , 胚胎在子

宫中处于游离状态的时间也较长。

猪的着床为表面着床 , 滋养层细胞并不穿

过子宫上皮细胞。虽然滋养层细胞和子宫腔上

皮紧紧地相互交织在一起 , 胚胎和子宫中发育

形成的血管也都内陷进入各自的上皮皱褶内 ,

但子宫腔上皮一直很完整 , 滋养层细胞并不穿

入上皮内 , 子宫中也不发生蜕膜化。自妊娠第

12 天开始 , 猪胚胎迅速伸长 , 到第 16 天时形

成一个约 1m长的线状结构。经过复杂的折叠和缠绕以后 , 每个猪胚胎在子宫系膜侧的

腔上皮表面占据约 10～20cm 的空间。在妊娠第 13 天 , 胚胎开始黏附 , 自胚盘处起始 ,

以后扩展到胚胎的其他部位。但在此之前 , 靠近胚胎处的子宫腔上皮和上皮下的毛细血

管也发生一些局部改变。

在马中 , 能产生促性腺激素的滋养层细胞 (即子宫内膜杯细胞 ) 与子宫内膜的关系

更近。这些细胞能够通过子宫腔上皮迁移进入子宫基质中。

在牛、绵羊和山羊中 , 胎盘的大部分均为表面附着式的 , 但有滋养层双核细胞的形

成 , 这些细胞可与子宫腔上皮细胞融合 , 在牛中可形成异核体 , 而在绵羊和山羊中则形

成长的持久的斑。在反刍动物中 , 胚泡与子宫首先接触的区域为子宫肉阜区 (carun-

cle )。子宫肉阜是反刍动物的子宫内膜形成的圆形加厚区 , 有数十个到上百个。羊的子

宫肉阜中心凹陷 , 而牛的子宫肉阜为圆形隆起。在此区有丰富的成纤维细胞和大量的血

管 , 但此区没有子宫腺体及其导管分布。子宫肉阜参与胎盘的形成 , 为胎盘的母体部

分。

四、类固醇激素和胚泡的状态对子宫接受态的调控

子宫中的主要细胞类型对于雌激素和孕酮的反应是不同的。在成年小鼠中 , 雌激素

主要刺激子宫上皮细胞的增殖 , 但基质细胞的增殖则需要孕酮和雌激素协同作用。在早

期妊娠的小鼠子宫中 , 上皮和基质细胞对雌激素和孕酮的反应也很相似。在妊娠第 1 天

和第 2 天 , 排卵前卵巢来的雌激素主要刺激上皮细胞的增殖。在第 3 天 , 由新形成的黄

体来的孕酮则诱导基质细胞的增殖 , 这种作用可在第 4 天被着床前来自卵巢的雌激素进

一步加强。在第 4 天 , 上皮细胞则停止增殖 , 并开始分化。此时 , 子宫对胚泡处于接受

状态 , 并保证着床的启动。

同样的情况也可在延迟着床或假孕的子宫中见到。在小鼠妊娠第 4 天的着床前 , 即
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雌激素分泌以前将卵巢切除 , 则可导致胚泡处于休眠状态及着床的抑制 , 称为延迟着

床。这种状态可每天用孕酮处理来维持 , 使子宫处于中性状态或接受前期。如果用雌激

素处理这种用孕酮致敏的子宫 , 则可使处于中性状态的子宫进入接受态。用雌激素处理

也能在子宫中激活休眠的胚泡 , 使着床启动。在缺乏胚泡时 , 接受态的子宫可继续发育

进入非接受态。但目前对于雌激素激活休眠的胚泡、刺激子宫的接受性以及启动着床的

机制仍不清楚。

胚胎发育和子宫接受态的建立主要是由雌激素和孕酮这两种卵巢激素相互协调进行

调节的。尽管来自卵巢的雌激素对于小鼠和大鼠的胚胎着床是绝对必需的 , 但对猪、豚

鼠、兔及仓鼠的着床则不是必需的。在仓鼠及豚鼠中仅需要孕酮便可诱导着床。来自卵

巢的雌激素对于人的胚胎着床是否必需仍不清楚 , 但倾向于孕酮对着床起主要作用。

五、滋养层细胞的侵入 (trophoblast invasion)

在胚胎着床和胎盘发生期间 , 滋养层细胞黏附后迁移进入子宫内膜基质中 , 最后侵

入母体血管 , 并建立血绒毛膜胎盘。这一过程包括细胞与细胞 , 以及细胞与基板之间的

相互作用 , 并且涉及细胞外基质的降解后细胞的迁移 , 以及细胞外基质的重建。已证实

细胞黏附直接调节细胞外基质成分的表达。在人滋养层细胞的侵入过程中 , 很多蛋白酶

在基膜和细胞外基质的降解过程中起很重要的作用。基质金属蛋白酶-9 ( MM P-9 ) 可

能是人滋养层细胞有能力降解层黏连蛋白 ( laminin) 和胶原 IV 丰富的基膜的主要决定

因素。MMP-9 的活性调节至少部分是通过金属蛋白酶的组织抑制剂 ( tissue inhibitor of

metalloproteinases, T IMPs) 调节的 , 特别是 TIMP-3 在人滋养层中的表达很特殊。

尿激酶型纤溶酶原激活因子 ( uPA) 可通过直接或间接激活 MMPs 前体 ( pro-

MMPs) 来增强人滋养层细胞降解细胞外基质的能力。这种酶的活性可能受到来自滋养

层或子宫内膜的纤溶酶原激活因子的抑制剂 ( PAI) 的控制 , 特别是 PAI-1 的控制。低

密度脂蛋白的受体相关蛋白可能在调节人滋养层的尿激酶活性方面起着关键的作用。

IL-1β等细胞因子可能促进这些蛋白酶的协调作用。

特异性的细胞外基质蛋白与其受体———整合素的结合可能也调节着细胞的迁移活

性。滋养层细胞的迁移和侵入过程可能与滋养层细胞膜上的特异性整合素的转换有关。

对人胚胎着床位点处的细胞滋养层柱的免疫细胞化学检测表明 , 锚定绒毛的近侧细胞表

达层黏连蛋白的受体———α6β4 整合素。当滋养层细胞侵入时 , 这些细胞上调胶原和层

黏连蛋白的受体———α1β1 整合素。体外研究表明 , 这种整合素与胶原 IV 或层黏连蛋白

的结合对于确立这些滋养层细胞的侵入性表型具有明显的促进作用。另外 , 在近侧的细

胞滋养层细胞柱中的滋养层细胞也表达整合素的αv 亚单位。已经证明 , αv 亚单位可与

几种β亚单位形成不同的异源二聚体 , 后者对同一种细胞外基质配基的黏附具有不同的

反应性。体外的功能性研究表明 , 亲玻黏连蛋白 ( vitronectin ) 等配基与αvβ3 结合后 ,

可介导细胞与基膜 ( subst ratum ) 的黏附 , 并上调 IV 型胶原酶的表达和活性。另外 ,

β3 整合素亚单位已证实与癌的进行性及转移有关。当基质成分与αv 和其他亚单位形成

的异源二聚体结合后 , 不仅促进细胞与基膜的黏附 , 也促进细胞的迁移。这些表明 , 除

α6β4 和α1β1 外 , αv 整合素亚单位的介入也可能使滋养层细胞具有迁移性和侵入性。
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在锚定绒毛的近侧滋养层细胞主要表达与细胞迁移和侵入有关的整合素 , 在锚定绒

毛中部和远部的细胞则关闭α6β4 整合素的表达 , 而上调α5β1 整合素及其配基-纤黏连蛋

白的表达。体外研究表明 , 人滋养层细胞由α5β1 整合素介导黏附到纤黏连蛋白后 , 则

会抑制侵入 , 暗示α5β1 的表达及其与纤黏连蛋白的结合可赋予细胞静止或非侵入特性。

六、胚泡的活性状态决定接受态子宫的着床窗口

过去一直认为 , 处于接受态的子宫中的胚胎着床并不依赖于胚泡的活性状态。但通

过在延迟着床子宫中的胚泡移植发现 , 胚泡的活性状态对于接受态子宫的胚胎着床窗口

的开放时间长短方面起重要的作用。如果将处于休眠状态的小鼠胚泡移植入孕酮处理的

延迟状态的假孕受体中 , 只有在给受体注射雌激素后的 1 小时内移植时 , 胚泡才能着

床。然而 , 当移植妊娠第 4 天的正常胚泡或经雌激素处理后体内激活的胚泡时 , 即使在

给受体注射雌激素后 16 小时移植 , 胚泡仍能着床。在体外培养时 , 休眠的胚泡虽然能

获得“代谢性激活”, 使氧消耗量增加 , 但这种体外培养的胚泡仍然只能在雌激素处理

后的 1 小时内着床。这表明胚胎着床窗口是受到严格调控的 , 只有当胚胎的激活状态与

子宫的接受状态相一致时 , 胚胎着床窗口才打开。此外 , 也表明休眠的胚泡虽然可在体

外获得代谢性激活 , 但这些胚胎并不能获得着床的能力。

七、子宫的腔上皮与胚胎着床

所有哺乳动物的胚胎在本质上都具有侵入性 , 并不需要激素的处理 , 就能够不加区

别地黏附和侵入到很多人工的宫外部位及生物介质中。然而 , 子宫的腔上皮很特殊 , 主

要作为胚胎侵入的一个屏障。只有当对胚胎信号发生应答 , 周期性上皮转变为接受态上

皮后 , 子宫腔上皮才可与胚胎的上皮发生黏附性接触。

子宫的腔上皮似乎在调节子宫内膜的“接受性”或“非接受性”方面起关键性作

用。如果将子宫上皮去掉 , 胚胎可进行着床 , 而不依赖于任何激素控制。处于着床状态

的胚泡滋养层细胞如果移植到子宫外的一些部位 , 可不依赖于宿主的激素状态而向深部

侵入 , 即使在雄性也如此。在正常的体内情况下 , 猪胚泡的滋养层细胞黏附到子宫上皮

上 , 但从不侵入子宫上皮。但在体外 , 猪胚泡可黏附到成纤维细胞上。如移植到其他部

位 , 则具有侵入性。在类固醇激素控制下 , 子宫上皮似乎具有可发育到接受状态的独特

特性。在任何激素作用下 , 输卵管上皮等其他上皮似乎都不能被滋养层细胞所穿透 , 至

少在哺乳动物中是如此。除了在非接受态作为防止滋养层细胞侵入的屏障外 , 子宫上皮

也介导胚胎和子宫间的信号转导。

子宫内膜的上皮表面具有准备着床和防御感染双重功能。防御机制包括作为获得性

免疫反应 ( adaptive immune response) 的一部分 , 抗体以 IgA的形式可穿越上皮 , 但很

大程度上依赖于胎内防御 ( innate defence)。子宫腔的分泌物中包含具有抗菌活性的低

分子质量的多肽 , 如防御素 ( defensin )、溶菌酶 ( lysosyme) 以及一些分泌的白细胞蛋

白酶抑制剂 , 后者具有抗病毒、抗真菌及抗细菌活性。由人子宫内膜上皮细胞分泌的白

细胞蛋白酶抑制剂 , 可能主要在子宫腔的防御中起作用。
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子宫内膜的上皮细胞也是前列腺素及内皮素等几种在月经期间起作用的血管活性物

质 ( vasoactive substance) 的主要来源地。然而 , 这些物质在肠等其他黏膜上皮中也可

见到 , 可能主要作为上皮功能的调节者及促进子宫内膜中螺旋动脉的收缩。

八、胚胎着床的免疫特性

妊娠的确立依赖于子宫中成功的胚胎着床。子宫被认为是一个免疫豁免区 ( im-

munological privilegedzoue) , 半异源 ( semiallogenic ) 的胚胎尽管具有遗传的不相容性 ,

但在妊娠过程中并不被具有免疫反应性的母体所排斥 , 这与其他组织的移植不同。这可

能表明滋养层细胞并不表达组织相容性抗原 , 也可能滋养层细胞并不具有免疫原性。但

已经发现在滋养层细胞上表达组织相容性抗原 , 表明子宫中的正常胚胎发育是受到周围

的母体蜕膜所保护。一直认为胚胎是由一个物理性的屏障所保护 , 后者使母体建立一种

有利于移植的免疫状态 , 阻止在母-胎界面处的滋养层细胞表达外源性的组织相容性抗

原 , 但目前对这种屏障的分子特性仍不清楚。胚胎着床涉及两种上皮组织 (滋养层与子

宫腔上皮 ) 间一系列的细胞与细胞的相互通讯联系。在胚胎着床前 , 这两种上皮是两个

独立的成分 , 由于具有一套连续的连接复合体及细胞黏附分子 , 从而使上皮具有极性。

在黏附反应开始时 , 滋养层细胞和子宫的腔上皮首先在它们的顶部接触 , 在此处滋养层

细胞变得具有侵入性。在这种相互作用中 , 处于接受性的腔上皮和具有侵入性的滋养层

均通过它们细胞表面的分子变化来改变它们的功能性程序化。在小鼠中 , 滋养层细胞侵

入腔上皮时改变了极性和连接复合体。血液绒毛性胎盘发生 ( hemochorial ) 的侵入性类

似于具有高度侵入性的肿瘤 , 使正常的滋养层细胞具有假恶性 ( pseudomalignant ) 的状

态。因此 , 子宫必须在正常妊娠过程中精确地限制滋养层细胞的侵入。例如 , 蜕膜来的

α2-巨球蛋白 ( macroglobin) 是一个很强的金属蛋白酶的抑制剂 , 而金属蛋白酶的组织

抑制剂均可限制滋养层侵入。近来发现 , 人细胞滋养层细胞和母体蜕膜来的促肾上腺皮

质激素释放激素 ( CRH) 可能通过杀伤激活的 T 细胞 , 来促进人早期妊娠的维持和胚

胎着床。

九、胚胎着床过程中子宫腔上皮表面的形态学变化

近年来发现 , 在胚胎着床过程中 , 不仅子宫内膜中一系列胚胎着床相关基因发生了

特异性变化 , 而且一些细胞表面的结构也伴随着床的进行而发生一系列的变化 , 并且这

些变化与着床过程紧密相关 , 可作为着床的标志性特征。这里就吞饮泡、桥粒、紧密连

接、间隙连接及基膜等与胚胎着床紧密相关的形态学结构作一介绍。

1 . 吞饮泡 ( pinopod )

子宫上皮细胞的质膜对卵巢类固醇激素非常敏感 , 并且质膜顶端部分的突起也被作

为准备着床和细胞活性等特点的标记。质膜顶端的突起首先在大鼠和小鼠中发现 , 由于

它们具有胞饮功能 , 从而被命名为“吞饮泡”。在一些动物的子宫上皮和甲状腺细胞中 ,

也发现了和大鼠与小鼠吞饮泡具有不同程度相似性的结构 , 这些动物包括兔、牛、仓
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鼠、鹿、猪、猴子、骆驼 , 甚至蜥蜴和人。但在这些动物中 , 对这一结构的了解不是很

清楚。而且从所得到的证据表明 , 人的这种结构从形态上也许同其他较大的膜突起更相

似 , 但这些突起并不具有胞饮的功能。人们也习惯称之为吞饮泡 , 其实吞饮泡广义上是

指在大多数动物和人中的一些分子事件中起到和大鼠、小鼠的真正吞饮泡的吞饮功能相

似作用的结构。

对大鼠和小鼠中的吞饮泡结构的研究很多 , 用扫描电子显微镜观察 , 发现它是呈

“海葵状”结构 , 后来又有人观察它的形态为“真菌状”突起或“珊瑚”状突起 , 一般

为几个微米 , 其中细胞器很少。大鼠和小鼠中的吞饮泡以基部或柄产生于细胞表面 , 吞

饮泡的表面光滑并缺少典型的微绒毛结构。在吞饮泡中也会经常看到一些具有胞饮功能

的液泡 , 它们可以运输内吞的物质进入细胞中 , 而且大鼠和小鼠中真正吞饮泡的“柄”

产生于靠近细胞侧面边缘的质膜顶端。在大鼠中 , 用专门的超微结构技术研究吞饮泡表

明 , 它们缺少典型的膜包细胞器结构 , 富含肌动蛋白丝 , 这些丝状物贯穿吞饮泡的

“颈”部 , 形成一束状物 , 伸到侧面质膜上 , 并且与连接复合体相连 , 参与胞饮功能。

其他动物顶端质膜的吞饮泡结构与大鼠和小鼠相比 , 存在一些很重要的形态上的区

别。其他动物中 , 这样的结构通常是产生于整个的顶端细胞表面 , 覆盖所有的顶端细胞

质膜 , 这一特征在人中尤其明显。在兔中 , 顶端突起并不含有像大鼠吞饮泡中包含的典

型液泡结构 , 在人子宫内膜表面的突起中也缺少典型的液泡结构。

对各种动物中吞饮泡功能的早期推测都着重于强调它的分泌作用 , 但也有人认为它

具有吸收子宫腔中的一些物质的可能性。将一种高电子密度示踪物———铁蛋白导入大鼠

子宫腔中 , 发现这一示踪物被突起吸收 , 并进入子宫内膜上皮细胞中 , 这一点很明显地

说明这种突起具有胞饮功能。但将铁蛋白示踪物注入到兔子宫腔中 , 并未发现铁蛋白被

这种顶端突起结构吸收。同样 , 导入牛子宫腔中的辣根过氧化物酶也几乎都不进入到上

皮细胞中 , 即使有辣根过氧化物酶进入到细胞 , 也不是从细胞表面的顶端突起进入的。

吞饮泡的出现代表了子宫具有接受胚泡着床的状态 , 这在大鼠和小鼠已被很多研究

所证实 , 而接受态的建立既需要孕酮 , 又需要雌激素。吞饮泡的发育是单独依靠孕酮

的 , 实际上又被雌激素抑制 , 高浓度的雌激素阻碍正常吞饮泡的形成。因为在孕酮的单

独作用下 , 吞饮泡出现的频率很高 , 可能也表示吞饮泡的出现代表一个子宫即将具有接

受性而不是已经进入接受状态。

在人子宫内膜中曾观察到吞饮泡的具体形成过程 (图 7-6)。在子宫内膜的增殖期 ,

顶端质膜的突起是最小的 , 细胞边界不明显 , 微绒毛短而细。在排卵后的第 2 天 , 顶端

质膜突起增大 ; 排卵后第 3 天 , 微绒毛变长且密 , 一天之后 , 微绒毛顶端膨胀 ; 排卵后

第 5 天 , 吞饮泡开始形成 , 顶端质膜具有明显的突起 , 微绒毛在数量和长度上都有所下

降 , 逐渐融合或消失 , 从整个细胞顶端产生光滑而细的突起 ; 在排卵后第 6 天 , 可见发

育完全的吞饮泡 , 微绒毛完全消失 , 表面无任何其他物质的膜突出并且膜最大程度的折

叠 ; 到排卵后第 7 天 , 吞饮泡回缩 , 突起变小 , 折叠的膜上重新出现了小而浓密的微绒

毛 ; 到第 8 天 , 吞饮泡几乎消失 , 微绒毛继续生长 , 而人的着床窗口开放是在排卵后的

第 5～7 天。

利用一种薄层人造基底膜可将人子宫内膜上皮细胞和基质细胞进行三维共培养。将

体外受精获得的人胚胎培养到胚泡期后 , 放到子宫内膜三维培养物中 , 培养 48h 后将三
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图 7-6  示人子宫内膜表面的吞饮泡(箭头所示)的发育过程(Creus M 等 , 2002及 Bentin-Ley U等 , 1999)

A . 未发育的吞饮泡 ; B . 正在发育的吞饮泡 ; C . 发育完全的吞饮泡

维培养物固定 , 并进行扫描电子显微镜观察。结果发现 , 胚泡都黏附于带有吞饮泡的上

皮细胞上 , 而周围细胞却缺乏吞饮泡的形成 , 而且许多吞饮泡恰巧在胚胎-子宫内膜细

胞交界面完全发育或正在发育 , 并且与滋养外胚层细胞相连。利用透射电子显微镜观察

证实 , 早期胚泡黏附的第一个形态学标志是连接结构的形成 , 部位是在子宫内膜上皮细

胞中的顶端侧面交界处 , 顶端连接复合体的形成能使胚泡足够稳定地穿过相邻的子宫内

膜上皮细胞。当胚泡穿过子宫内膜的单层上皮细胞时 , 涉及已存在于上皮间的顶端连接

复合体和桥粒的解离 , 然后通过胚泡外层的滋养层细胞参与重新形成这些连接。在顶端

质膜处的吞饮泡与滋养层顶端质膜相接近 , 但还没有发现吞饮泡直接参与滋养层与子宫

内膜的相互作用。通过超微结构的研究表明 , 存在于顶端质膜表面的吞饮泡并不直接参

与到胚胎-子宫内膜的相互作用中 , 吞饮泡的形成伴随有子宫内膜上皮细胞间连接的松

动 , 这也许能使胚泡的黏附和穿入更容易进行。另一种可能是 , 吞饮泡光滑的质膜能够

允许一些对滋养层黏附必需的特异性的受体存在。免疫组化研究显示 , 子宫内膜上皮细

胞确实表达 IL-1 受体Ⅰ型 , 也有整合素β3 亚单位的表达 , 现在认为这两种因子在着床

过程中参与胚胎-子宫内膜相互作用的过程。即使如此 , 但还未见到有关吞饮泡与一些

可能的细胞滋养层受体共表达的报道。

最近 , 有人将同源盒基因 Hoxa-10 的反义链转染到着床前的小鼠子宫中 , 可显著降

低吞饮泡的数目。而在吞饮泡形成的正常时间之前在子宫中呈组成型表达的 Hoxa-10 则

可增加吞饮泡的数目。由此可知 , 母体的 Hoxa-10 在吞饮泡的发育过程中起着很重要的

作用 , 并且 Hoxa-10 的这种作用很可能有助于子宫内膜对胚泡着床的接受性的建立。

2 . 桥粒 (desmosome)

桥粒是一种由多分子组成、直径约 0 .5μm 的黏着连接 , 主要的桥粒跨膜糖蛋白是

桥粒芯糖蛋白 ( desmoglein) 和桥粒芯胶黏蛋白 ( desmocollin)。这两种蛋白质以三种不

同的同工型存在 , 桥粒细胞质结构蛋白包括桥粒斑珠蛋白 ( plakoglobin ) 以及桥板蛋白

( desmoplakin ) I 和 II 等。桥板蛋白将桥粒连接到中等纤维细胞骨架上。

胚胎着床时子宫腔上皮发生一些基本的形态学的变化。在小鼠妊娠过程中 , 妊娠第

1 天子宫内膜腔上皮的顶端侧面连接复合体中存在高密度的桥粒 , 而在妊娠第 5 天时 ,

桥粒的密度大大下降 , 桥板蛋白 mRNA及蛋白质的表达在妊娠第 4～5 天呈现明显的下
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降趋势。由此可知 , 桥粒在小鼠子宫腔上皮中的表达在着床前和围着床期下降 , 但在近

腔上皮的腺上皮中并没有这种改变。桥粒表达的下降使细胞间黏附力下降 , 胚泡细胞易

于侵入上皮细胞间 , 从而促进胚泡的着床。

在妊娠第 3 . 5 天的小鼠胚胎滋养外胚层中发现有桥粒的表达 , 并伴随有上皮极性化

和囊胚腔的出现 , 对胚泡的形成也具有十分重要的作用。

当胚泡从子宫腔上皮侧表面穿入后 , 滋养层细胞与下面的子宫内膜基质连接发生移

位 , 使一些与胚胎相邻的细胞发生凋亡。细胞的死亡可能也是由于细胞黏附减少而引起

的 , 因为细胞-细胞连接能力的下降也许减弱了生存的信号 , 即桥粒连接的减少可能对

于细胞死亡及其他细胞-细胞黏附的改变具有一定的作用。

对其他动物着床过程中子宫内膜上皮细胞间桥粒结构的研究并不是很多 , 但已有的

证据均表明 , 桥粒在着床过程中有表达下降的趋势。在兔中 , 发现Ⅰ型桥板蛋白等桥粒

的分子结构都发生了一些改变。在人中 , 着床前的子宫腔上皮细胞膜上桥粒的比例明显

下降。

3 . 紧密连接 ( tight junction)

子宫腔上皮细胞顶端侧面的紧密连接分布的调节具有种属特异性。在着床过程中发

生的一些变化也是随不同动物而异的。人、兔和大鼠的子宫内膜上皮中都存在紧密连

接 , 且紧密连接形成的网络的分布以及复合体在上皮细胞侧面膜上的分布在着床过程中

都有所改变。在大鼠中 , 妊娠第 6 天之前 , 紧密连接由子宫内膜细胞间顶端集中分布的

方式变成一种侧面分散分布的方式。

应用冷冻蚀刻技术可见紧密连接呈珠链状 , 它从连接复合体处沿着侧膜向下延伸。

在小鼠中 , 着床前的这一时期 , 紧密连接的复杂性也有所增加。这也表明 , 紧密连接对

于着床时分子的跨上皮移动起到一个更好的屏障作用。子宫腔上皮的紧密连接的完整性

并没有阻碍人的胚胎着床 , 并且这一紧密连接对子宫内膜上皮结构完整性的维持起到一

定的作用。紧密连接分布的改变 , 伴随有桥粒表达的下调 , 也许会产生一种稳定的更有

弹性的上皮 , 并使侵入的胚泡细胞更容易穿过这一上皮。

4 . 间隙连接 ( gap junction)

间隙连接是动物细胞间最普遍的细胞连接 , 由 6 个间隙连接蛋白 ( connexin , Cx)

亚单位组成的跨膜结构 , 发挥相邻细胞间物质运输的作用。间隙连接作为一种细胞间直

接通讯的连接 , 在生殖过程中发挥着一定的作用。

在鼠科啮齿类动物和兔中 , 接受性的子宫内膜缺少间隙连接。在大鼠子宫内膜中 ,

Cx26 和 Cx43 在着床前受孕酮的抑制 , 并且两种蛋白对雌激素也同样敏感。当胚泡即将

着床时 , 在着床位点相对应的子宫内膜处才诱导表达 Cx。可见 , 子宫内膜 Cx 表达的抑

制作用是不同种类动物的子宫内膜接受性的典型的细胞生物学标志。而且 , 这种细胞-

细胞直接通讯的诱导受阻 , 很可能是由于即将着床的胚泡产生某种信号而发生的 , 这也

可能是着床的一种前提条件。

通过电子显微镜观察和免疫组织化学的方法 , 检测非妊娠和妊娠的马和猪子宫内膜

中 Cx的表达 , 发现在非妊娠和妊娠的子宫内膜基质中均有间隙连接 , 但在发情周期和
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妊娠的任何一个阶段中 , 均没有检测到子宫内膜上皮中有 Cx26、Cx32 和 Cx43 蛋白。

比较而言 , Cx43 在马子宫内膜的顶侧质膜处的腺体中表达 , 并且 , 与紧密连接相关蛋

白 ZO-1 共存。用松弛素处理猪后发现 , Cx26、Cx32、Cx43 在子宫中的表达显著提高 ,

可见松弛素具有调节 Cx的作用。在马和猪子宫腔上皮中的间隙连接介导的细胞间通讯

的缺乏可能对于胚泡的侵入起到一定的促进作用。

在人着床前 4 细胞期胚胎的相邻细胞膜处 , 开始出现间隙连接 , 并且随着胚胎的继

续发育 , 间隙连接也逐渐增加。在正常的滋养层中 , 滋养外胚层细胞通过高密度的间隙

连接相连 , 而内细胞团则由小而稀少的间隙连接相连 , 而且在晚期胚泡的滋养外胚层中

也会偶尔检测到 Cx26 和 Cx32 组成的间隙连接的表达。这表明间隙连接对胚胎发育及

胚泡形成具有重要的作用。

与小鼠和兔子相似 , 在人的接受性子宫内膜中 , 也缺少间隙连接的表达。Cx26 在

上皮中的表达受抑制 , 且 Cx43 在基质中的表达也受母体孕酮的抑制。这也表明 , 间隙

连接在人的着床前子宫内膜中的缺乏对人胚胎的顺利着床有利 , 并且也可能是子宫内膜

接受性的一种标志。

5 . 基膜 (basement membrane)

基膜是特化的细胞外基质 , 为一薄而坚韧的网膜 , 由一些细胞外基质蛋白 (层黏连

蛋白、Ⅳ型胶原等 ) 和糖胺聚糖组成 , 厚度为 70～100nm。不同组织的基膜的成分也不

同 , 基膜一般不含纤黏连蛋白 ( fibronectin ) , 但胚胎组织、创伤组织等一般都含有这种

蛋白。在电镜下观察 , 基膜分为透明层和致密层 , 分别贴靠细胞的基底及结缔组织的基

质。

基膜不仅作为上皮细胞和内皮细胞附着的铺垫 , 也包绕在肌细胞、神经鞘细胞及脂

肪细胞质膜的周围。在子宫中 , 基膜起到屏障的作用 , 限制和调节子宫腔上皮和内膜基

质细胞间的大分子的扩散。所以 , 基膜的厚度也决定了穿过它的一些物质的扩散速度。

对小鼠着床过程中子宫基膜的变化已开展了很深入的研究。通过免疫组化的方法发

现 , 在小鼠妊娠第 5、6 及 7 天的子宫着床位点处 , 基膜中层黏连蛋白和Ⅳ型胶原表达

减少。这种层黏连蛋白和Ⅳ型胶原表达的下降可能与靠近基膜的基质细胞蜕膜化有关。

虽然 , 对这一机制并不十分清楚 , 但子宫腔上皮、蜕膜化和滋养层这三种细胞可能都与

基膜的溶解相关。在大鼠中 , 蜕膜化细胞常含有许多溶酶体酶和蛋白水解酶 , 这些酶对

着床时的子宫完成重建和功能是必不可少的。将妊娠第 6 和 7 天的小鼠子宫蜕膜化细胞

在体外培养时 , 仍会继续合成基膜样基质。在小鼠和大鼠的早期妊娠过程中 , 蜕膜化细

胞中的蛋白水解酶对于子宫腔上皮细胞基底层的破坏是有帮助的 , 并且它的这一作用促

进着床时滋养层的侵入。基质和蜕膜化细胞也能改变基膜基质。腔上皮细胞的基膜在排

卵后第 6 天时的平均厚度最薄 , 这也可能是由于基质细胞的作用。在着床过程中 , 蜕膜

化细胞继续分泌基膜样基质 , 所以基膜的变薄可能是由于酶的降解作用 , 而非因分泌产

物减少的缘故。

6 . 上皮斑 ( epithelial plaque)

子宫内膜向分泌期的形态学转变是着床的首要条件。在妊娠的狒狒 , 母体对妊娠发

生的最早的反应是形成上皮斑。这一反应是以子宫腔上皮的肥大 , 以及在子宫腺顶部聚
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集成束的腺上皮细胞的肥大为特征 (图 7-7 )。妊娠狒狒的上皮斑反应仅限于着床位点

处。但在 hCG处理后的狒狒子宫中 , 则在整个子宫腔上皮都有上皮斑反应。这可能表

明 , 自胚泡分泌的 hCG可能仅扩散在周围的区域 , 从而引起上皮斑反应 , 而在子宫腔

中灌注 hCG后 , 则 hCG 的扩散范围更广。此外 , 在恒河猴中上皮斑反应的发生范围也

很广。

图 7-7  示狒狒子宫中的上皮斑反应 ,切片先用甲苯胺蓝进行染色 ( Jones CJP 和 Fazleabas AT ,2001 )

A. 狒狒排卵后 10 天的子宫内膜 , 具有规则的腔上皮和纺锤体样基质细胞 ; B . 上皮斑的形成 : 注射 hCG 后 , 腔

上皮细胞肥大 , 基质细胞排列更加紧密 , 从而形成上皮斑 ; C . 妊娠 15 天的狒狒子宫内膜 , 其中具有大的上皮

 斑反应以及基质细胞的蜕膜化

第二节  胚胎着床的分子调控

子宫中的大部分基因都受雌激素的上调 , 但两性调节素及降钙素等少数基因则在胚

胎着床期受到孕酮调节。子宫内膜中存在两套分子 : 一套分子使内膜处于接受态 , 如白

血病抑制因子、肝素结合样表皮生长因子、降钙素、同源盒基因 Hoxa-10 等基因 , 在胚

胎着床期子宫中的表达量显著增加 , 而且其中一些基因仅在胚胎着床位点处特异性表

达 ; 而另一套分子则使内膜抵抗着床 , 如黏蛋白-1 ( Mucin-1 ) 等 , 在胚胎着床时受到

明显的下调。着床窗口的出现和消失依赖于子宫内膜中一套特定基因时空特异性表达 ,

使胚泡和内膜之间建立分子对话。以下将介绍对在胚胎着床过程中起重要作用的分子。

一、白血病抑制因子 ( leukemia inhibitory factor , LIF)

在小鼠子宫内 , LIF 主要在子宫腔内膜上皮和腺上皮表达 , LIF 的表达有两个明显

的峰值 , 第一个是在发情期 , 与排卵同时发生 ; 第二个是在妊娠第 4～5 天。此后 , 子

宫内膜腺体逐渐退化并停止表达 LIF。LIF 在假孕母鼠子宫内的表达方式与正常妊娠母

鼠一致 , 说明 LIF 在小鼠子宫内的表达并不依赖于是否存在活胚胎 , 而是受母体的控

制。单独雌激素或雌激素与孕酮共同处理都能上调小鼠子宫内膜中 LI F 的表达 , 而孕

酮单独处理则无明显作用。

用同源重组的方法将小鼠 LIF 基因敲除后 , 纯合子的雄鼠具有繁殖能力 , 但雌鼠
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却不能产仔。当纯合子雌鼠和雄鼠交配后可以使卵受精 , 并形成正常的胚泡 , 但胚泡不

能着床 , 子宫也不能发生蜕膜化。这些胚泡的形态与延迟着床时的胚泡很相似。将这种

类型的胚胎移植到野生型假孕小鼠子宫中可以正常着床 , 并且有明显的蜕膜化反应。但

反过来却不能着床。这说明胚泡在 LIF 基因完全敲除的雌鼠子宫内不能着床的原因并

不是由于胚泡发育异常 , 而是由于雌鼠不能表达 LIF 所致。此外 , 给 LIF 缺陷小鼠体

外注射 LIF能够完全恢复着床。用 LI F 抗体进行子宫角内注射能显著减少小鼠胚胎着

床数目。这些结果说明 LIF对小鼠的胚泡着床是必需的。此外 , 还发现在胚胎着床过

程中 , LIF 具有部分雌激素的作用。如果给处于延迟着床的小鼠注射 LIF后 , 也能启动

胚胎着床过程。

现已证明 , LIF 对于人的着床也是非常重要的。在人和恒河猴 , LI F主要表达在月

经周期分泌期的子宫内膜上皮 , 并且在培养不孕妇女的子宫内膜细胞时发现 , 与正常的

妇女相比 , 其分泌的 LIF明显减少。在恒河猴实验中 , 注入抗人重组 LIF 抗体后 , 排

卵率和妊娠率减少 , 且不能正常生育。在胚胎着床前期给恒河猴子宫腔内注射抗 LIF

抗体后 , 抗体处理组的妊娠率比对照组明显降低 (从 66 .7%降到 22 . 2% )。这说明 LIF

对恒河猴胚胎着床过程也是必需的。另外 , 在兔和绵羊等动物胚胎着床前后的子宫中 ,

LIF 的表达均上调 (图 7-8) , 表明 LIF 可能在很多哺乳动物的胚胎着床过程中都起重要

作用。

图 7-8  示小鼠、兔、绵羊和人子宫中 LIF 表达的时间与着床的关系

图中的虚线表示可能的着床时间 ( Vogiagis D 和 Salamonsen L A, 1999)

LIF 主要通过与靶细胞膜上的受体结合后起作用 , LI F 受体与 LIF 以低亲和力结

合 , 当 LIF 受体与信号转导亚单位 gp130 结合后 , 就能够与 LI F以高亲和力结合。LIF
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与 LI F受体结合后 , 诱导受体的二聚化 , 形成 LIF 受体-gp130 二聚体 , 从而激活使

STAT3 的酪氨酸磷酸化并行使其生物学功能。将 LI F 受体基因敲除后发现 , 纯合子的

LIF 受体突变体小鼠胚胎可以发育 , 但不能产出成活的个体 , 表现为胎盘发育不全、胎

儿营养不良、骨骼及神经系统发育异常以及糖代谢失调等。LIF 受体缺失的纯合子小鼠

胚胎虽然不能发育到期 , 但可以着床。这说明胚胎中的 LIF 受体可能对着床不是必需

的。由于一直未得到 LIF 受体基因缺失的成年小鼠 , 所以无法估计这种小鼠的胚胎着

床及其他生殖能力 , 尚不能确定母源性 LIF 受体在胚胎着床过程中的直接作用。

二、gp130 及 STAT3

gp130 是分子质量约为 130kDa 的糖蛋白 , 是白介素-6 ( IL-6 )、LI F、睫状神经营

养因子 ( ciliary neurotrophic factor )、抑瘤素 ( oncostatin M )、 IL-11 和心肌营养因子

(cardiot rophin-1) 等细胞因子的共同受体。在小鼠和人的妊娠期子宫内膜可溶性的

gp130 mRNA的水平迅速增加。说明 gp130 在人及小鼠的妊娠过程中可能起重要的作

用。在小鼠早期妊娠子宫中 , gp130 主要表达在子宫发生蜕膜化的区域 , 并且在妊娠

6～8天时发生蜕膜化的过程中逐渐增强。这表明 gp130 可能对蜕膜化的发生有重要的作

用。在恒河猴 , gp130 主要定位在子宫内膜的腺上皮并且在月经周期的 16 和 20 天及早

期妊娠的第 5～11 天表达量最高 , 此时正是胚泡着床的时期。这也表明 gp130 在恒河猴

的着床过程中起着重要的作用。但是 , 将小鼠 gp130 基因敲除后 , 小鼠胚胎能够正常着

床。只是纯合子的 gp130 突变体小鼠胚胎在妊娠第 12 . 5 天后逐渐死亡 , 表现为心脏结

构和功能异常 , 以及胎儿严重贫血等。可能同 IL-6 一样 , gp130 敲除的小鼠胚胎着床

数或者着床后的胚胎的存活数减少。

信号转导及转录活化因子 ( STAT ) 是一类脱氧核糖核酸结合蛋白 , 分子质量为

84～113kDa, 是 gp130/ Jak/ STAT 信号转导通路重要的下游分子 , 在许多细胞因子的

信号转导中起着重要的作用。在哺乳动物中发现的 STAT 家族成员主要包括 STAT1、

STAT2、STAT3、STAT4、STAT5 及 STAT6。其中 STAT3 与哺乳动物的着床和蜕膜

化有密切的关系。LI F和 LI FR 共同调节 STAT3 在哺乳动物体内的活性。在胚胎着床

期 , 体内 STAT3 的活性能被 LI F 单独诱导 , 导致 STAT3 特定地定位在腔上皮细胞的

核内。尽管 LI FR 在着床前期持续表达 , 只有当 LI F在妊娠第 4 天的腺上皮上高表达 ,

以及 STAT3 活性在妊娠第 4 天特异性表达时 , 子宫内膜才能呈现接受态。STAT3 敲除

的小鼠着床失败 , 并且缺乏 LIF 的表达。这可能是由于 STAT3 功能的缺失 , 导致

LIFR 与 gp130
S T AT
形成的二聚体不能向下游转导信号所致。

已经证明 STAT3 在早期胚胎发育过程中是重要的。对 STAT3 功能的干扰能够导

致胚胎死亡。STAT3 基因敲除的小鼠胚胎在早期妊娠 6 .5 天开始退化 , 与正常妊娠过

程中的小鼠胚胎相比 , 检测不到 STAT3 在内脏内皮层的表达。这可能是由于内脏的内

皮层发育不全 , 从而使胚胎的营养不足 , 导致死亡。最近的研究发现 , STAT3 与哺乳

动物的着床有密切的关系。通过基因打靶技术 , 可以删除 gp130 中所有的 STAT 结合位

点 (即产生碳末端 gp130
S T A T
“knock in”小鼠 )。通过与正常的野生型小鼠比较 , 在这

种小鼠早期妊娠第 5 .5 天时未检测到明显的着床位点 , 也不能发生正常的蜕膜化反应。
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说明这种小鼠不能着床 , 并且这种小鼠缺乏 IL-6 和 LIF 的表达。尤其是缺乏 LIF 的表

达可能是导致着床失败的主要原因。

三、降钙素与 E-钙黏素

降钙素 ( calcitonin) 是一种含 32 个氨基酸残基的肽类激素 , 分子质量为 43kDa。

主要由甲状腺滤泡旁 C 细胞合成和分泌 , 其作用是降低血钙和血磷。降钙素 mRNA 特

异性表达于大鼠妊娠第 3～5 天的子宫内膜腺上皮中 , 与大鼠着床期一致。孕酮能上调

降钙素基因表达 , 而雌激素则抑制孕酮诱导的子宫降钙素的基因表达。在大鼠妊娠第 2

天时 , 子宫降钙素 mRNA和蛋白表达升高 ; 在着床前 (即妊娠第 4 天 ) 达到峰值 ; 在

第 5 天 (即着床开始时 ) , 其表达下降 ; 到第 6 天 (即着床结束时 ) 表达很低或不能检

测到。着床前抑制其表达则能破坏大鼠胚胎着床。这些结果说明降钙素在大鼠着床开始

时 (妊娠第 4 天 ) 由腺体分泌到子宫腔 , 因此其主要功能可能是以自分泌或旁分泌方式

建立允许胚泡着床的子宫接受态。

此外 , 降钙素 mRNA及其蛋白质表达于人排卵后的分泌中期 (月经周期的第 17～

25 天 ) 的子宫内膜腺上皮细胞中 , 其最大值出现在第 19～21 天 , 这与着床期一致。而

排卵前的增殖期 (月经周期第 5～14 天 ) 或分泌后期 (月经周期第 26～28 天 ) 子宫内

膜中降钙素表达均很低。用孕酮受体拮抗剂 RU-486 处理 , 能显著降低降钙素表达 , 说

明降钙素在人子宫内膜腺上皮中的表达受孕酮上调。降钙素可能是孕酮调节的人子宫内

膜接受态的有效分子标志之一。

孕酮通过其核内受体 , 在转录水平调节降钙素基因表达。降钙素与胚胎上 G 蛋白

偶联的受体结合 , 激活腺苷酸环化酶 , 升高细胞内的 Ca
2 +
浓度 (降低环境中的 Ca

2 +
浓

度 ) , 促进胚胎细胞分化和调节胚胎黏附力 , 从而促进着床前胚胎的发育进程。子宫内

膜上皮细胞相互形成紧密连接 , 在培养的上皮细胞中去除 Ca
2 +
会导致紧密连接松懈。

因此 , 围着床期降钙素的大量表达能显著降低子宫内膜腔 Ca
2 +
浓度 , 导致子宫内膜上

皮细胞黏附分子和控制极化上皮细胞表型的紧密连接的重新分布或表达 , 从而使紧密连

接屏障开放 , 有利于滋养层侵入子宫内膜。此外 , 降钙素可以抑制子宫和输卵管收缩 ,

血管紧张素、催产素可以促进子宫平滑肌细胞 Ca
2 +
释放 , 使子宫肌收缩 , 因此 , 子宫

局部释放的降钙素可以拮抗这种收缩效应 , 防止着床期间子宫收缩 , 有利于胚胎着床。

胚胎滋养层中表达的 E-钙黏素 ( E-cadherin) 可介导细胞滋养层间的相互作用。滋

养层及子宫内膜上皮都存在 E-钙黏素 , 表明这一黏附分子可能参与胚胎黏附的起始。

子宫内膜基质及上皮受到孕酮的作用后进入一个短暂的胚胎着床“窗口期”。可能孕酮

也调节子宫 E-钙黏素的浓度。胚泡增殖、分化及侵入到基质时 , E-钙黏素表达下降 ,

而 OB-钙黏素表达增加 , 这表明 OB-钙黏素介导随后的胚泡与子宫内膜间的相互作用。

P-钙黏素被认为参与小鼠胚泡与子宫内膜的相互作用 , 但人类胚泡不表达 P-钙黏素。

另外 , P-钙黏素缺失时子宫不受影响。因此 , P-钙黏素的精确作用尚未确定。妊娠时 ,

一些细胞滋养层深深侵入到蜕膜及子宫肌层 , 这部分细胞滋养层表达 N-及 K-钙黏素 ,

它们可能与表达 N-钙黏素的子宫内膜细胞相互作用。N-钙黏素基因敲除的小鼠发生着

床失败。随后证实 N-钙黏素是胚胎细胞存活的重要的信号分子。同时发现 , E-钙黏素
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能使因 N-钙黏素基因敲除发育失败的小鼠部分恢复正常发育 , 说明 E-钙黏素可能具有

充当 N-钙黏素替代物的作用。

在妊娠第 4～5 天 , 小鼠子宫中降钙素表达明显升高的同时 , E-钙黏素的表达明显

降低。在妊娠第 2 天给小鼠子宫腔内注射外源性的降钙素时 , 导致妊娠第 3 天子宫中

E-钙黏素的表达显著降低。

四、黏蛋白-1

黏蛋白-1 ( mucin 1 , MUC-1 ) 是高度糖基化的大分子 , 表达于子宫内膜上皮细胞表

面 , 可能与胚胎着床有关。黏蛋白-1 是黏蛋白家族成员之一 , 它是一种大的上皮细胞

表面糖蛋白。它有一个大的、延伸的、高度糖基化的外区 , 此区包含硫酸角质素链。黏

蛋白-1 表达于多种上皮细胞的外表面 , 对细胞表面维持抗黏附性具有重要作用。黏蛋

白-1 可能是通过受体 (如整合素和钙黏着蛋白 ) 介导、结合产生的空间立体位阻 , 从

而抑制细胞与细胞之间的黏附作用。

在着床受雌激素刺激的物种中 , 如小鼠 , 孕酮抑制黏蛋白-1 表达 , 所以着床窗口

开放时 , 子宫腔上皮及腺上皮都失去黏蛋白-1 , 而其他时期黏蛋白-1 表达非常丰富。而

在猪中 (着床也需要雌激素 ) , 黏蛋白-1 却受到孕酮的上调作用 , 但在黄体中期这一孕

酮占绝对优势的时期 , 子宫腔上皮及腺上皮中黏蛋白-1 的表达也显著降低 , 其机理仍

不清楚。而大鼠黏蛋白-1 蛋白降低只发生在腔上皮 , 腺上皮则没有降低。小鼠子宫黏

蛋白-1 的减少是子宫上皮细胞向功能性接受态转变所必需的 , 而且 , 黏蛋白-1 还可以

抑制由 E-钙黏着蛋白介导的小鼠滋养层细胞与子宫上皮细胞之间的黏附作用。已证实

E-钙黏着蛋白在黏附中起重要作用。因此 , 黏蛋白-1 可能是胚胎着床的一个抗性分子 ,

在胚胎着床时必须被去除 , 使得胚胎附着所必需的配体-受体的相互作用得以实现 , 其

表达下降可能导致子宫接受态的建立。

在着床不需要雌激素刺激的物种如兔和灵长类 , 黏蛋白-1 的表达受孕酮刺激 , 因

此黏蛋白-1 在接受态子宫内高度表达 , 这似乎与黏蛋白-1 的抗黏附作用矛盾。但观察

发现 , 兔子宫虽然在妊娠期持续表达黏蛋白-1 , 但在着床期的胚泡附着点处子宫内膜腔

上皮失去黏蛋白-1 , 非着床位点则表达丰富 , 而且腔上皮中黏蛋白-1 表达显著减少。狒

狒分泌期子宫内膜黏蛋白-1 表达也仅局限于腺上皮 , 腔上皮中不表达黏蛋白-1。这显然

是胚泡产生的信号作用于子宫内膜的结果。虽然黏蛋白-1 在人接受期子宫内膜腔上皮

中表达丰富 , 但硫酸角质素链消失。因此 , 糖基化结构的改变可能有利于胚胎黏附。某

些黏蛋白可能是胚胎着床的特异性亲合素 , 在着床开始时胚胎与子宫之间的贴附中起作

用 , 随后可导致整合素介导的后期着床过程。

五、两性调节蛋白 (amphiregulin , AR)

AR 是表皮生长因子 ( EGF ) 家族成员之一 , 由 84 个氨基酸残基构成 , 其分泌形

式为 N端丢失 6 个氨基酸残基后形成的由 78 个氨基酸残基构成的多肽。与 EGF 受体结

合后 , 可使 EGF受体发生自身磷酸化。在小鼠子宫内 , AR mRNA 表达呈现着床特异
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性。小鼠妊娠第 3 天 , AR 在子宫内膜腔上皮内表达很低 , 在妊娠第 4 天表达出现一个

峰值 , 且主要集中在胚泡周围的子宫内膜腔上皮细胞内 , 这与胚泡贴附起始阶段一致 ,

随后下降。给卵巢切除后的小鼠注射孕酮可迅速诱导小鼠子宫内膜腔上皮细胞表达 AR

mRNA, 而注射 RU-486 可阻断孕酮对 AR 表达的诱导 , 说明 AR 在小鼠子宫内的表达

受孕酮上调。AR 可能通过促进子宫内膜腔上皮细胞分化从而对胚胎着床过程产生影

响。此外 , 在小鼠桑椹胚和胚泡细胞内均有 AR mRNA 和蛋白的表达。在小鼠胚胎培

养液内添加 AR, 可以加快胚胎发育速度 , 增加胚胎的细胞数量 , 小鼠着床前胚胎表达

的 AR 蛋白可能作为一种自分泌生长因子 , 刺激胚胎细胞的增殖和滋养外胚层的分化。

六、同源盒基因

同源盒基因 ( homeobox gene , HOX) 是转录调节因子。Hoxa10 及 Hoxa11 对人和

小鼠子宫内膜接受态的建立是必需的。Hoxa10 表达于胚胎发生过程中的生殖道和早期

妊娠子宫中。在人类月经周期的分泌中期 , Hoxa10 及 Hoxa11 在子宫内膜上皮及基质细

胞中的表达量剧增 , 与“着床窗口”的开放一致。在子宫内膜细胞培养中 , 雌激素和孕

酮均可上调 Hoxa10 表达 , 但孕酮的作用更强 , 二者联合作用 , 对 Hoxa10 在基质细胞

中表达的刺激具有叠加效应 , 但对上皮细胞表达的刺激效应不叠加。在雌性小鼠中 ,

Hoxa10 在子宫内膜基质中的表达受雌激素抑制 , 而被孕酮刺激 , 两者联合作用导致

Hoxa10 表达局限于子宫系膜对侧上皮下基质。孕酮对 Hoxa10 和 Hoxa11 的刺激作用在

生理范围内是剂量依赖式的 , 可被孕酮受体拮抗剂 RU486 阻断 , 表明孕酮受体参与了

子宫基质 Hoxa10 表达的正调节。Hoxa10 可能调节子宫内膜基因转录功能。在子宫内膜

接受期 , Hoxa10 和 Hoxa11 在子宫上皮和基质中的表达模式说明它在调节子宫接受性过

程中有重要作用。

Hoxa10 基因敲除雄性和雌性小鼠都是不育的。子宫内膜基质细胞中因 Hoxa-10 功

能缺失而导致的缺陷性着床和蜕膜化可能是不育的原因之一。在 Hoxa-10 基因敲除小鼠

中 , 子宫基质内前列腺素 E 受体 3 和 4 ( EP3 和 EP4 ) 的表达都不正常 , 而其他相关基

因不受影响。此外 , 孕酮对 E P3 和 EP4 的调节也不正常。而孕酮受体、Hoxa-11、

c-myc等孕酮反应基因则受正常调节。这些结果表明 , Hoxa10 特异性介导孕酮对子宫内

膜基质 EP3 和 E P4 的调节。由于 Hox 基因参与局部细胞增殖 , 在 Hoxa10 基因敲除小

鼠中 , 与雌激素和孕酮反应后的子宫内膜基质细胞增殖都显著减弱 , 而上皮细胞增殖正

常。这些结果说明 Hoxa-10 参与介导孕酮对子宫内膜基质细胞增殖的促进作用 , 但不影

响上皮细胞的功能 , 因而可能导致着床和蜕膜反应缺陷。

七、组   胺

组胺是一种广泛分布的细胞间信号分子。研究表明 , 子宫中肥大细胞数目和组胺含

量在着床前达到峰值 , 着床后开始减少 , 所以有人推测组胺可能参与着床时蜕膜反应的

起始。组胺合成依赖于组氨酸脱羧酶 (HDC) 活性 , 组氨酸脱羧酶是由 53kDa和 55kDa

两个亚单位组成的二聚体。组胺由组氨酸脱羧酶作用于 L-组氨酸而形成。组氨酸脱羧
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酶 mRNA特异性定位于子宫腔上皮和腺上皮中。妊娠第 4 天表达较高 , 与着床窗口上

皮细胞分化的时间一致 , 随后在妊娠第 5～8 天的围胚泡着床的腔上皮中表达下降。孕

酮是上皮细胞分化所必需的 , 能上调组氨酸脱羧酶 mRNA 水平 , 可能组胺通过自分泌

形式参与子宫上皮细胞分化 , 或以旁分泌形式调节基质细胞增殖和血管通透性变化。这

些结果说明 , HDC的表达与胚泡着床期密切相关 , 受孕酮调节 , 因此它产生的组胺可

能在胚泡着床过程中起重要作用。

八、前列腺素家族

前列腺素类包括前列腺素 ( prostaglandin , PG) 和凝血�烷 ( TX) , 为含有一个环

戊烷和两个脂肪酸侧链的二十碳酸。前列腺素广泛存在于人和动物的各种组织中 , 通过

自分泌或者旁分泌的方式刺激下游的信号分子 , 在多种生理和病理过程中作为细胞功能

的调节物发挥着重要的生物学作用。前列腺素的生物合成前体是细胞膜中的花生四烯酸

(AA)。在磷脂酶 A2 ( phospholipase A2 , PLA2 ) 的作用下 , 从膜磷脂中释放花生四烯

酸。环氧合酶 ( cyclooxygenase, COX) 是由花生四烯酸合成前列腺素的关键酶。COX

催化花生四烯酸转变为 PGH2 , 再由各种特异性的前列腺素合成酶将 PGH2 合成相应的

前列腺素。前列腺素是哺乳动物体内作用极为广泛的局部激素 , 影响生殖过程的多个环

节。尤其是前列腺素能介导从排卵到分娩等一系列雌性生殖过程。

1 . 磷脂酶 A2 (PLA2)

PLA2 能催化细胞膜磷脂转化成 COX合成前列腺素的原料花生四烯酸 , 主要有两

种形式 , cPLA2 (cytosolic PLA2) 和 sP LA2 ( secretory P LA2)。PLA2 在人的着床前胚胎

中强烈表达。这说明在胚泡发育过程中 , PLA2 可能通过提供胚胎发育所需要的前列腺

素起重要的作用。已经在多种动物以及人的子宫内发现 PLA2 的表达 , 暗示 PLA2 可能

在着床过程中起重要作用。

cPLA2 基因敲除的雌性小鼠产仔数少 , 并且经常表现出妊娠失败。已经发现其原

因是 cPLA2 基因敲除雌鼠的着床启动时间延迟。当将 cPLA2 基因敲除的小鼠胚胎移植

入野生型的假孕小鼠子宫后发现 , 妊娠过程中仅胎儿胎盘 ( feto-placental ) 的发育迟

缓 , 而子宫蜕膜化基本正常。与野生型的小鼠相比 , cPLA2 基因敲除的小鼠着床位点

减少 , 着床位点血管通透性降低 , 子宫前列腺素的水平降低 , 其中 PGI2 和 PGE2 的降

低尤为明显。当给这些 cPLA2 基因敲除的小鼠注射外源前列腺素后 , 能显著提高小鼠

胎儿胎盘的发育 , 使之趋于正常发育。在大鼠子宫中 , cP LA2 主要在蜕膜和腺上皮细

胞中表达。向大鼠子宫内注入 cPLA的抑制剂 ( ATK) 可导致药物依赖性的蜕膜化抑

制 , 人工蜕膜化的结果也证明了这一点。因此 , PLA2 通过其提供的花生四烯酸调节前

列腺素的合成 , 在启动着床和蜕膜化的过程中起重要作用。

2 . 环氧合酶 (COX )

COX是合成前列腺素的终端限速酶 , 与 PLA2 共同调节着生物体内前列腺素的合

成 , 分为 COX-1 (组成型酶 ) 和 COX-2 (诱导型酶 ) 两种亚型。在小鼠着床期的子宫
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中 , COX呈现时空特异性表达 , COX-1 在着床前的妊娠第 4 天的子宫上皮表达 , 而

COX-2 在小鼠子宫着床位点周围的基质细胞中表达。已经证实 , COX-1 基因敲除的小

鼠是可育的 , 可以产生正常大小的幼仔 , 生殖过程的其他方面也正常 , 但却有分娩困

难。COX-1 缺失小鼠可育的原因可能是 , 由于 COX-2 在围着床期子宫内膜的表达上调

对 COX-1 的缺失有一定的补偿作用。Lim 等发现 COX-2 缺失小鼠的排卵、受精、胚胎

着床和蜕膜化过程都不正常 , 并且正常的野生型胚泡移植后 , 也不能在 COX-2 缺失小

鼠的子宫中着床。用 COX-2 的抑制剂处理也可以阻止小鼠胚泡着床及蜕膜化过程。同

样给大鼠注射 COX的抑制剂———消炎痛 ( indomethacin) , 或注射特异性的 COX-2 抑制

剂 ( celecoxib ) 能够剂量依赖性地减少大鼠妊娠的比例 , 具有抗着床的作用 , 并可显著

减弱子宫的蜕膜化。这些结果表明 , COX-2 在调节着床和蜕膜化的过程中起着重要的

作用。但 Cheng 等 (2003) 报道 , 在 COX-2 基因敲除后 , 小鼠的胚胎着床和蜕膜化等

均正常 , 只是发生蜕膜化的时间延迟 1 天左右。最近 Wang 等证实 , COX-2 基因敲除后

的表型与小鼠的遗传背景有关。C57BL/ 6J/ 129 系的小鼠中 , COX-2 敲除后确实导致小

鼠的排卵、受精、胚胎着床和蜕膜化等过程受阻 , COX-1 也不能代偿 COX-2 的功能。

但在 CD-1 系小鼠中 , 由于 COX-1 可代偿 COX-2 的功能 , COX-2 敲除后的小鼠的排卵、

受精和胚胎着床均明显改善 , 并可妊娠到期 , 得到成活的仔鼠。

与正常小鼠相比 , 在 LIF 缺失的小鼠子宫中 , COX-2 在同一时期的着床胚泡周围

的子宫基质细胞内的表达缺失 , 但腔上皮中表达正常 , 说明 COX-2 的不正常表达可能

是 LIF 缺失小鼠中着床和蜕膜化失败的原因。尽管 LIF 缺失小鼠子宫中 COX-2 的表达

不正常 , 但 COX-2 缺失小鼠子宫中的 LI F 表达却正常。这说明在着床过程中 , LI F 可

能是 COX-2 的上游信号分子。

3 . 前列腺素 I ( PGI)

前列腺素在着床期子宫中着床位点的表达水平强弱依次为 : PGI2 > PGE2 > PGF2α >

TXB2 , 而且 PGI2 在子宫中着床位点的表达水平显著高于非着床位点。将正常的胚泡移

植入 COX-2 缺失小鼠的子宫后 , 胚胎虽不能着床 , 但注入 PGI2 的类似物———cPGI

(carbaprostacycli , cPGI ) 或者 L-165041 后 , 可以提高小鼠胚泡的着床率。此外 , 注入

cPGI 后也可以使蜕膜化得到恢复 (大约 70% )。PGI2 主要由 PGI 合成酶 ( PGIS) 催化

PGH2合成。PGIS 是 P450家族的一种膜结合型血红蛋白。与非着床位点相比 , PGIS

mRNA主要定位在小鼠妊娠第 5 天时着床胚泡的周围 , 并且大量聚集在基质的血管系

统周围。以后 , 随着妊娠的进行而逐步增强。PGIS 蛋白质定位在着床胚泡周围的子宫

基质细胞的细胞质和细胞核中 , 这与 COX-2 在着床期子宫中的定位一致 , 进一步表明 ,

COX-2 来源的 PGI2 在着床的过程中起重要的作用。由于 PGI2及 PGIS共同定位在血管

内皮细胞 , PGI2 活跃地参与血管的形成及功能 , 并能改变血管的通透性 , PGI2 可能通

过参与着床过程中的血管发生来影响着床过程。

4 . 过氧化物酶体增殖因子活化受体 ( PPAR)

PPAR 是 PGI 的核受体 , 在小鼠中存在 3 种 PPAR 亚型 : PPARα、PPARδ (亦称β

和 NUC1 ) 和 PPARγ。在小鼠着床前子宫中检测不到 PPARδ, 而在着床期胚泡周围的
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子宫基质细胞中特异表达 , 着床启动后则特异地定位在蜕膜上。PPARδ基因 (但不是

PPARα和γ) 在小鼠子宫基质细胞中以着床特异性方式被活化的胚泡诱导表达 , 其表达

与 COX-2、PGIS以及 PGI2 的表达模式非常类似。与非着床位点相比 , PPARδmRNA

和蛋白主要表达在小鼠和大鼠着床位点胚泡周围的初级蜕膜中 , 并且随着妊娠的进行逐

渐增强。PPARs 必须与 9-顺-视黄酸受体 ( retinoid X receptor , RXR) 形成异源二聚体 ,

然后才能够激活基因转录。不但着床期子宫中表达丰富的 RXRα和β, 蜕膜化细胞的细

胞核抽提物中也存在 PPARδ-RXRα异源二聚体。并且在 COX-2 基因缺陷小鼠子宫中 ,

PPARδ和 RXRα的表达只集中在着床期围绕胚泡的子宫基质细胞中。这些结果表明 ,

子宫中的 PPARδ可能介导了 PGI2 在着床和蜕膜化过程中的作用。

5 . 前列腺素 E (PGE) 及 PGE合成酶 ( PGES)

除了 PGI2 外 , PGE2 是在着床位点表达最丰富的前列腺素。已经证明 PGE2 在啮齿

类动物的着床过程中有重要的作用。用消炎痛抑制前列腺素合成后 , 大鼠子宫不能正常

发生蜕膜化反应 , 从而导致着床失败。但将外源性 PGE2 注入大鼠子宫后 , 可以部分恢

复子宫内膜的蜕膜化。PGE2在胚泡发育的过程中也有重要的作用 , 能够诱导小鼠胚泡

着床。PGE2 的表面受体 E P4 在小鼠围着床期子宫的基质细胞中强烈表达。PGE2 的表

面受体 EP2 也在小鼠的胚胎着床位点处特异性表达。虽然 , 将 PGE2 注入 COX-2 缺失

小鼠中只能恢复一小部分 (大约 30% ) 子宫基质细胞的蜕膜化反应 , 但用 PGE2 与 cP-

GI共同处理则能够显著促进胚胎和蜕膜的生长 , 着床前的胚胎也可以致密化 , 胎盘预

形成位点的血管发育以及蜕膜的大小都与野生型小鼠中的情况类似。这可能表明 ,

PGE2 对于 PGI2 诱导的蜕膜化起到补充的作用 , 由二者共同作用来调节子宫基质细胞

发生蜕膜化反应。

PGE合成酶 ( PGES ) 是 PGE2 生物合成的终端酶 , 催化 COX的产物 PGH2 转化为

PGE2。PGES 有两种存在形式 , 即膜相关的谷胱甘肽依赖型的 PGES ( microsomal

PGES, mPGES) 和可溶性谷胱甘肽依赖型的 PGES ( cytosolic PGES, cPGES )。mPGES

mRNA与蛋白在胚泡着床位点周围的基质细胞中强表达。与 mPGES 相似 , cPGES mR-

NA也主要在蜕膜的基质细胞中表达。不同的是 , cPGES蛋白在着床胚泡周围的腔上皮

表达。这可能表明 , 子宫腔上皮合成的 cPGES 与在基质细胞中表达的 mPGES在胚胎

着床过程中具有一个相互补偿作用。mPGES与 cPGES蛋白在着床窗口开放期不同定位

可能与 COX-1 与 COX-2 相同 , 因而 COX与 PGES二者协同作用在着床期的子宫内膜中

产生 PGE2。另外 , 已经证明 COX-1 与 cPGES 共同作用产生瞬时的 PGE2 , 而 mPGES

与 COX-2 相偶连 , 启动延迟的 PGE2 合成。因此 , COX-1/ cPGES与 COX-2/ mPGES 来

源的 PGE2 可能在着床和蜕膜化的过程中起作用。

九、雌  激  素

哺乳动物体内的雌激素主要由卵巢和睾丸合成 , 其合成底物主要是胆固醇和醋酸

盐。雌激素受体属于核受体 ( nuclear receptor ) , 包括 ERα和 ERβ两种亚型 , 具有类固

醇激素核受体超家族的典型结构。雌激素的两种受体作为一种配基诱导性转录因子 , 在
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生殖过程中具有关键作用。

ERα基因敲除 (αERKO) 的雌性小鼠多数不育。ERβ基因敲除 (βERKO) 的雌性

小鼠表现为生育率低下和幼仔体形过小。ERα和 ERβ均敲除的雌性小鼠则是完全不育

的。对αERKO和βERKO小鼠子宫表型的分析表明 , ERα是子宫中的主导性 ER。这与

上述 ERα在啮齿类动物和人子宫中的表达情况相一致。αERKO小鼠表现为子宫发育不

全、内膜基质缺少应有结构、腺体的分布较为松散、腔上皮和腺上皮细胞呈现为立方

形 , 以及缺乏高柱形的“雌激素化”的形态。而且 , αERKO小鼠子宫受雌激素调节的

基因的表达量明显减少 , 以及细胞的增殖应答能力、对雌激素反应基因的调控能力以及

对生长因子的应答能力也都有所下降。然而 , βERKO 雌性小鼠的子宫表现正常 , 而且

能够经历与卵巢类固醇激素相应的周期性变化 , 只是生育能力降低。这些结果均表明 ,

ERα可能是在小鼠子宫中介导雌激素作用的主要亚型。

雌激素是子宫进入胚胎着床的接受态必不可少的。在小鼠中 , 妊娠第 4 天胚胎着床

前的雌激素峰是胚胎着床所必需的。如果在着床前 (即妊娠第 4 天早晨 ) 切除卵巢 , 会

导致胚泡休眠和对着床的抑制 , 使子宫处于延迟着床状态。这种中性状态可以由每天注

射孕酮来维持。当再次注射雌激素时 , 中性状态的子宫会进入接受状态。

最近发现 , 小范围内 ( 3 . 0～25 . 0 ng) 雌激素水平的高低决定着子宫接受态窗口开

放时间的长短。低剂量的雌激素可以延长子宫接受态窗口的开放时间 , 而相对高剂量的

雌激素会令窗口迅速关闭。在高水平雌激素的存在下 , 子宫向非接受态的转化会发生得

更快一些 , 甚至在一些情况下很少或不能够发生着床。实验中还发现 , 在高剂量雌激素

的刺激下 , 胚泡位点处着床特异性基因以及子宫向接受态转化相关基因的表达发生畸

变。这些结果可能说明高剂量雌激素所导致的子宫向非接受态的快速转化可能是由于与

子宫接受和附着相关的基因不能维持正确表达而造成的。此外 , 体外研究也表明 , 高水

平的雌激素对胚胎着床是有害的 , 但其主要原因是对处于分裂阶段的胚胎的直接毒性作

用。

妊娠过程中 , 子宫内膜的血管生长是胚胎着床和胎儿血液供应系统发育所必需的。

雌激素可以通过雌激素受体的介导和可能涉及生长因子产生的未知机制 , 促进子宫内膜

动脉的生长 , 还可以通过促使上皮细胞和成纤维细胞产生血管内皮生长因子 (VEGF ) 来

诱导子宫内膜的血管生成。此外 , 雌激素还可以增加子宫内膜上皮细胞中孕酮受体

( PR ) 的表达 , 这可能有助于孕酮对妊娠的维持作用。

十、糖

在着床的过程中 , 很多寡糖 ( oligosaccharide) 在胚胎和子宫的细胞表面表达 , 并且

随着着床的进行而呈现动态的变化。

在围着床期 , 小鼠合成的类肝素硫酸盐 ( heparin sulfate ) 升高到平时的 4～5 倍。

体外实验表明 , 类肝素硫酸盐对于着床前小鼠胚胎的黏附和孵出是必不可少的。在人

中 , 可利用滋养层细胞和子宫上皮细胞之间的相互作用来模拟着床过程 , 而类肝素硫酸

盐蛋白多糖能促进这两种细胞之间的相互反应。在围着床时期的小鼠胚胎中 , 可检测到

类肝素硫酸盐蛋白多糖、syndecan 和串珠素 ( perlecan ) 的表达 , 其中 syndecan 定位在
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小鼠胚胎滋养层的内表面 , 而串珠素定位在滋养层的外表面。在延迟着床的小鼠模型

中 , 串珠素的表达也被延迟。用雌激素处理启动着床后 , 可使串珠素的表达恢复 , 说明

串珠素对于小鼠的胚胎着床可能是必需的。并且 , 蛋白多糖可能作为一种黏附促进分子

在着床过程中起作用。

在着床的接受态期 , 岩藻糖化乳糖 ( lactosaminoglycan) 相关结构的表达明显上调 ,

其中包括 LNF、CD15 及 Le (y)。在胚胎着床过程中 , 细胞表面 Le ( y) 寡糖在胚泡与

子宫内膜上皮之间的识别与黏附过程中起重要作用。雌激素和孕酮均可调节 Le ( y ) 寡

糖抗原在子宫内膜的上皮细胞中的表达。体内和体外实验都表明 , 封闭胚胎或子宫内膜

表面的 Le ( y) 寡糖可以抑制胚胎的着床 , 并且此作用具有明确的糖特异性以及时间

性。中和胚泡和子宫内膜表面的 Le ( y) 寡糖不仅可以阻断母胎之间的识别和黏着 , 并

导致着床失败 , 而且可以抑制胚泡和子宫内膜中 MMP 及 EGF 受体的表达。这说明

Le ( y)寡糖抗原不仅与母胎间的识别及黏附有关 , 还可能通过影响着床相关因子 , 参

与胚胎着床的调节过程。

在小鼠中 , LN F-I 与 Le ( y) 通过介导胚胎 子宫的相互作用来影响着床过程。在

小鼠胚胎和子宫上皮细胞中 , 都能检测到 Le ( y) 的表达 , 并且 Le ( y ) 可能通过同种

分子的相互作用来影响小鼠胚胎的黏附过程。在人的早期妊娠和月经周期的黄体期后

期 , 子宫内膜能够分泌大量的孕酮依赖性糖蛋白 ( glycodelin)。狒狒的子宫内膜中合成

的肝糖与外周血中 CG的升高和降低相一致。此外 , 在狒狒的子宫接受态期 , 注入 hCG

能够使子宫内膜中肝糖的转录和翻译升高。已证实 , 肝糖在人的上皮细胞分化过程中起

重要作用。在子宫处于接受态期 , 肝糖可能通过影响上皮的功能来促进子宫上皮与胚胎

的相互作用 , 从而促进胚胎着床过程。

第三节  延 迟 着 床

通常 , 当胚胎发育到胚泡期时便开始胚胎着床过程。但有些动物在一段时间内 , 胚

泡在子宫中游离 , 并不立即着床 , 子宫也处于非接受态 , 此时即为延迟着床 ( delayed

implantation) 状态。自然发生的延迟着床为我们提供了一个很好的研究胚胎着床的模

型 , 将有助于更好地研究胚胎着床的调控机制。

延迟着床又称胚胎滞育 , 可分为两种形式 : 兼性滞育 ( facultative diapause) 和专性

滞育 ( obligatory diapause)。兼性滞育常发生在有袋动物、小鼠和大鼠的哺乳期。在母

兽哺育幼兽时 , 新的胚胎处于滞育状态 , 此时胚泡细胞不发生有丝分裂。专性滞育常发

生在鼬科动物、熊、海豹、一些蝙蝠以及欧洲狍等动物。处于专性滞育的胚泡有少量的

有丝分裂。小鼠胚胎激活后 , 滋养层的扩展总是伴随着子宫代谢活性的增加。由于在缺

少特定的氨基酸、血清因子、葡萄糖和一些离子时 , 滋养层不会发生扩展 , 所以子宫可

以通过调节其分泌物来控制胚胎的发育。此外 , 当阻止滋养层扩展时 , 胚胎的新陈代谢

并不减少 , 这表明滋养层的扩展和胚胎的新陈代谢是分别控制的。

延迟着床也可经实验诱导 , 例如可通过切除垂体或干扰下丘脑的功能等。在小鼠和

大鼠分娩后的发情期内 , 如发生交配 , 则自然性的哺乳可诱导受精后发育的胚胎处于延

迟着床 (为兼性延迟着床 ) 状态。这种自然发生的延迟着床在小鼠和大鼠中 , 随着品系
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的不同差异很大 , 即使在同一品系内不同的个体间也有差别。然而 , 将幼鼠隔离使哺乳

刺激终止后 , 这些休眠的胚泡便可激活 , 并发生着床。在有袋类等许多野生动物中 , 延

迟着床是专性的及季节性的。有趣的是 , 在仓鼠、豚鼠、兔及猪中 , 并不发生延迟着

床。现在还不清楚 , 灵长类中是否发生延迟着床。虽然 , 雌激素对于终止孕酮致敏的小

鼠和大鼠子宫的延迟是必要的 , 但其机制仍不清楚。

延迟着床分为三个阶段 : ①进入延迟着床 ; ②延迟着床的维持 ; ③重新激活。

一、延迟着床现象

延迟着床的启动往往依赖于哺乳刺激、光周期以及营养的利用率等因素。光周期通

过对褪黑素的调节影响催乳素的分泌 , 而褪黑素和催乳素对延迟着床的启动都有促进作

用。多数季节性饲养动物都定时分泌催乳素 , 在春夏浓度最高 , 秋冬最低。袋鼠类在发

情前期结束时分娩 , 然后进行排卵和受精。当胚胎发育到约 100 个细胞期时 , 受幼仔吸

吮乳汁的刺激而进入延迟着床 , 此时为分娩后的第 6～8 天。小鼠和大鼠在分娩后的哺

乳期也有延迟着床。这是因为 , 哺乳期的小鼠和大鼠缺乏下丘脑激素释放因子 , 使垂体

分泌 FSH 的过程受到抑制 , 从而降低了雌激素的水平。所以 , 缺乏雌激素刺激的胚胎

便进入延迟着床状态。

尤氏大袋鼠初次妊娠时 , 胚胎进入延迟着床的过程由光周期调节 , 以后则由哺乳刺

激来抑制胚胎的发育。在延迟着床阶段 , 尤氏大袋鼠的胚胎和黄体均不生长 ; 即使没有

卵巢激素 , 胚胎在体内也可存活 11 个月。貂等鼬科动物与有袋目动物进入延迟着床的

机制不完全相同。貂在排卵后黄体就退化 , 孕酮分泌量极低 , 随即便进入延迟着床。

二、延迟着床的维持和激活

延迟着床维持的时间因物种而异 , 如獾和小袋鼠为 10～11 个月 , 而大鼠和小鼠为

4～10 天。在海豹种与种之间这种差异也很明显 , 长的为 5 个月 , 短的为 1 个月。澳大

利亚海狮的生殖周期为 18 个月 , 其中 3～5 个月是处于延迟着床状态。西部斑点臭鼬的

延迟着床是由于其子宫内部机能尚不健全所致 , 持续大约 200 天。

1 . 延迟着床过程中类固醇激素的作用

澳洲海狮的孕酮水平在延迟着床期间较低 , 在胚泡激活前开始增加。雌激素在胚泡

激活前也有一明显波动 , 但肌肉注射孕酮、雌激素或雌激素加孕酮均不能诱导激活反

应。狍子宫中雌激素与催乳素浓度在延迟着床期间很低 , 激活后可迅速增加 , 而孕酮浓

度在延迟着床、激活和着床期间则基本保持恒定。西部斑点臭鼬的血浆 LH、催乳素和

孕酮浓度在延迟着床期间均相对较低 , 但在着床前逐渐增加。以上结果显示 , 延迟着床

的激活受类固醇激素的调节 , 但不同物种的调节机制各不相同。

2 . 催乳素对延迟着床过程的影响

催乳素对不同动物的作用也各不相同。南极软毛海豹胚胎的激活反应与是否断奶并
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不相关 , 其催乳素可以同时促进泌乳和激活胚泡。外源性催乳素对貂的胚泡着床有促进

作用 , 但不能直接诱导其着床。并且 , 催乳素的抑制剂———溴麦角环肽可抑制貂中催乳

素受体 mRNA 的增加 , 表明催乳素对其自身受体有上调作用。在有袋目动物中 , 注射

溴麦角环肽会迅速激活胚泡 , 这说明催乳素对胚泡的生长有抑制作用。此外 , 有袋目动

物黄体上有催乳素受体 , 所以催乳素还能抑制黄体的分泌。催乳素的释放受哺乳刺激调

控。将乳腺的神经去除 72h 后 , 由于缺乏催乳素抑制 , 黄体将重新恢复分泌活性 , 诱导

胚胎终止延迟着床。即使此时再重新开始哺乳 , 也无法阻止胚胎的激活反应 , 说明催乳

素对延迟着床过程中的泌乳和胚胎激活都起重要作用。

3 . 代谢反应的激活

在延迟着床激活过程中 , 胚泡内部的代谢反应也随着发生一系列的变化。臭鼬胚泡

在开始激活的同时 , 糖原和脂类迅速减少 , 滋养外胚层和内细胞团中 RNA与蛋白质合

成显著增加。这说明胚泡正以糖原和脂类作为能量来源 , 重新恢复其内部新陈代谢。小

鼠胚泡在接收激活信号的 12h 内 , 有丝分裂及细胞数量明显增加 , 此时丙酮酸是胚泡主

要的能量来源 ; 16 h以后 , 葡萄糖取代丙酮酸成为其主要能量来源。去除尤氏大袋鼠的

哺乳刺激后第 4 天 , 其子宫分泌开始增强 , 第 5 天时胚泡的新陈代谢开始增加 , 而且其

乳汁中糖类的含量明显降低。可见 , 激活反应的第 5 天是尤氏大袋鼠胚泡新陈代谢的转

折点。

4 . 生长因子的变化

子宫分泌物中一些对胚胎生长起重要作用的生长因子 (如 LIF、 IGF、 EGF、

PDGF、FGF、TGF-β等 ) 在激活反应中有明显变化。貂子宫中 , 在延迟着床期间 LIF

浓度较低 , 在激活反应的前两天有短暂的升高。与此相似 , 在延迟着床期间臭鼬子宫中

LIF mRNA的表达水平较低 , 当胚泡恢复发育时显著升高 , 并维持高水平直到着床。

臭鼬子宫中可检测到两种 LIF 受体 mRNA, 它们的浓度随着胚泡的恢复发育而逐渐增

加 , 但在胚泡激活后期 , 又稍有下降。此外 , 尤氏大袋鼠胚泡可通过 IGF 的介导 , 使

细胞内葡萄糖浓度增加 , 从而激发其内部新陈代谢。小鼠胚泡激活时 , 雌激素在着床位

点可诱导产生 HB-EGF样生长因子。臭鼬胚泡激活前 , EGF 与 EGF 受体均显著增加。

以上结果显示 , 许多生长因子在延迟着床期间不存在 , 但在雌激素激活胚泡的同时迅速

产生。因此 , 胚泡的成功激活需要一个复杂的细胞信号转导网络。

第四节  蜕  膜  化

妊娠的起始标志着胚胎发育和子宫分化这两个独立过程的成功结合。子宫的分化由

来自卵巢的雌激素和孕酮严格调控。在排卵后 , 由于孕酮浓度的升高 , 子宫内膜的表层

(即功能层 ) 发生广泛的重建。这一过程涉及在月经周期的分泌期后期的子宫腺上皮向

分泌型转变 , 以及以后的基质的蜕膜化。在早期妊娠中 , 基质纤维原细胞分化为蜕膜细

胞的过程对于着床和胚胎的存活是必需的。蜕膜持续增大一段时间后 , 开始变薄 , 分娩

时在胎盘底部作为母体胎盘而遗留下来。在食肉类、啮齿类、灵长类等动物中 , 由于此
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膜在分娩时脱落 , 故有蜕膜之称。子宫蜕膜化对于母体妊娠的建立和维持是很重要的 ,

蜕膜化是子宫基质细胞形态功能发生变化的一个过程。

一、各种动物的蜕膜化

绵羊和猪均为非侵入性着床 , 但它们的滋养层细胞侵入子宫壁的程度是不同的。猪

为真正的上皮绒毛型 ( epitheliochorial ) 胎盘 , 子宫的腔上皮在妊娠过程中一直保持完

整 , 胎儿并不穿过母体组织 , 胎儿的滋养层细胞只是简单地黏附到顶部的腔上皮表面 ,

与子宫基质细胞不接触。绵羊为合体上皮绒毛型 ( synepitheliochorial ) 胎盘 , 腔上皮细

胞失去完整形态 ( disin tegration) 后形成上皮的侵蚀区 , 滋养层细胞可迁移入此区并与

剩余的上皮细胞融合形成合胞体 , 但并不侵入基质中。在妊娠第 19 天后 , 胎儿组织与

母体的基质并行排列 , 但并不侵入基质。在绵羊妊娠第 13～35 天的子宫内膜中 , 可观

察到类似于蜕膜化过程的基质细胞的转变。骨桥蛋白 ( osteopontin )、结蛋白 ( desmin)

及α平滑肌肌动蛋白 (αSMA) 等蜕膜化的标志分子均在绵羊的妊娠子宫基质中表达 ,

而在猪中仅有α平滑肌肌动蛋白表达。

人大约在月经周期的第 23 天 , 当孕酮浓度仍然很高时 , 内膜的基质细胞开始转变

为类似于早期蜕膜中的细胞。这一过程起始于螺旋动脉周围的细胞 , 以后逐渐在内膜中

扩散。子宫内膜浅层 2/ 3 区域的血液供应来自螺旋动脉 , 而螺旋动脉仅在有月经周期的

动物中才有。在这些血管的生长过程中 , 其螺旋化程度逐渐增加 , 一直到排卵后第 3 天

为止。当妊娠继续进行时 , 这一过程就变得特别明显。这些蜕膜细胞为圆形 , 具有肌成

纤维细胞 ( myofibroblast ) 的特征 , 可分泌催乳素。

二、蜕膜化的形态学特征

子宫内膜对着床胚胎发生应答后 , 开始发生蜕膜化 , 导致子宫的重量和大小增加。

这种增长并不仅仅是由于子宫基质细胞的增殖和分化 , 还由于骨髓来的各类细胞在子宫

内膜中浸润 ( infilt ration) , 以及血管通透性的增加及组织水肿的发育导致的组织膨胀。

因此 , 在黏附后 , 胚胎是典型地包围在一个膨大的蜕膜组织中。蜕膜的形成是胚胎着床

过程中一个重要的部分。

在人子宫中 , 一些基质细胞的蜕膜化转化大约发生在月经周期的第 23 天。这一过

程起始于子宫内膜功能层上部的螺旋动脉及毛细血管附近。在超微结构上 , 基质细胞在

分化过程中逐渐增大、细胞核变圆、核仁的数目增加及复杂性增加、粗面内质网及高尔

基复合体膨大 , 以及细胞质中糖原和脂滴积累。在蜕膜化的前体细胞表面有很多细胞质

突起 , 可穿越周围的基板。这些突起也能任意向细胞外基质中延伸或使邻近细胞的细胞

质成锯齿状。在基质细胞间能见到紧密连接 , 但见不到真正的桥粒。另外 , 同一细胞的

突起间也能形成间隙连接。

人蜕膜由大蜕膜细胞 ( large decidual cells , LDC )、内膜颗粒性细胞 ( endomet rial

granulated cells , eGC ) 及小蜕膜细胞构成。大蜕膜细胞为形成蜕膜的主要细胞类型 ,

也决定了蜕膜作为组织的形态特征。在着床前和着床期间 , 大蜕膜细胞的前体细胞位于
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子宫腔上皮的基膜下面。在以后的分化过程中 , 大蜕膜细胞变为纺锤形。啮齿类的大蜕

膜细胞最终形成一个上皮样结构 , 具有腺体的特性。在人蜕膜中 , 大蜕膜细胞数量最

多 , 约占人蜕膜的 60%～90% , 但在不适宜的情况下 , 这个比例可下降到 35%。人和

大鼠的内膜颗粒细胞具有低水平的自然杀伤 ( NK ) 细胞活性及高水平的自然抑制

( natural suppressor , NS ) 活性。自然杀伤和自然抑制特性的结合使内膜颗粒细胞具有

免疫调节功能。蜕膜的其他功能包括子宫中炎症的控制及控制滋养层细胞的生长和扩

展。在妊娠过程中 , 蜕膜细胞的生存时间是有限的。

三、蜕膜化的作用

蜕膜化是侵入性着床的灵长类和啮齿类动物所特有的 , 仅发生在胎盘形成涉及上皮

的破坏以及滋养层细胞侵入子宫基质的一些种类。在具有中央和非侵入性着床的动物

(包括家畜 ) 中并不存在。大量的证据表明 , 蜕膜化对于协调滋养层细胞的侵入及胎盘

形成是必需的。在具有血绒毛膜胎盘 ( hemochorial) 的各种动物中 , 蜕膜化的程度似乎

与滋养层细胞侵入的程度有关。蜕膜化的子宫内膜似乎也有能力限制滋养层细胞的侵入

特性。例如 , 小鼠的滋养层侵入的程度及持续时间在妊娠或假孕的蜕膜化子宫内膜中较

小 , 而在肾、睾丸、脾、肝和脑等子宫外的位点 , 以及未妊娠及非蜕膜化的子宫内膜中

则较大。而且 , 由人蜕膜化细胞制备的条件培养基能够抑制 BeWo 绒毛癌细胞 ( BeWo

choriocarcinoma cell) 的生长以及滋养层细胞的侵入。

在灵长类和啮齿类动物 , 当滋养层细胞穿越子宫的腔上皮屏障、并与子宫的基质相

接触时 , 子宫的基质并不具有屏障的作用。然而 , 胚胎从上皮到基质环境的转变促使基

质中发生一系列的反应 , 即蜕膜化过程。基质细胞分化成上皮样的蜕膜细胞 , 在胚体的

周围形成一个小室 , 从而可限制滋养层细胞向周围的子宫区域侵入。

此外 , 在妊娠期间 , 蜕膜的一个重要功能是作为免疫屏障 , 以保护胎儿不被母体所

排斥。

四、蜕膜化过程的调控

自狒狒实验中得来的结果表明 , 蜕膜化过程可分为两个阶段。第一阶段是由激素调

节的增殖期 , 以正在分化的成纤维细胞中表达细胞骨架蛋白———α-平滑肌肌动蛋白为标

志 , 并不依赖于胎儿的存在。这一阶段主要受 CG 和孕酮调节。对胚胎刺激发生应答

后 , 细胞骨架发生重构等变化也许与蜕膜中的整合素和细胞外基质结合有关 , 而且在

CG的作用下以及妊娠确立后细胞外基质也发生很大的改变。第二阶段需要胚胎的存

在 , 以α-平滑肌肌动蛋白的下调及胰岛素样生长因子结合蛋白-1 ( insulin-like growth

factor binding protein , IGFBP-1) 的诱导表达为特征。α-平滑肌肌动蛋白为与细胞骨架

相关的重要的丝状蛋白。在狒狒月经周期的基质成纤维细胞中并不表达 , 但在妊娠期子

宫内膜的基质细胞中则表达。α-平滑肌肌动蛋白的存在与细胞的上皮细胞形态或圆形有

关。在早期妊娠中 , 基质细胞中α-平滑肌肌动蛋白的表达有一个转换过程。随着α-平滑

肌肌动蛋白的表达消失 , 在这些细胞中 IGFBP-1 开始表达。已证实 , IGFBP-1 可抑制
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滋养层细胞的迁移 , 而α-平滑肌肌动蛋白可在转录水平抑制 IGFBP-1 的产生。在滋养

层黏附以前 , α-平滑肌肌动蛋白的诱导表达使得 IGFBP-1 的产生受到抑制 , 从而有利于

滋养层细胞迅速迁移进入母体的子宫内膜中。

蜕膜化反应 , 包括子宫基质中的成纤维细胞样的间充质细胞分化为上皮样细胞的过

程 , 为灵长类动物子宫内膜中发生的最主要的事件之一。在人月经周期的分泌期 , 在雌

激素、孕酮和松弛素 ( relaxin ) 等的作用下启动蜕膜化反应 , 并伴随着催乳素和 IGF-

BP-1 等新蛋白的表达。在人中 , 不论着床发生与否 , 在月经周期的第 23 天均可观察到

基质水肿 , 并在 3～4 天后 , 在螺旋动脉附近开始出现前蜕膜化反应 , 一直扩展到子宫

内膜的上部 2/ 3 的区域。如果发生了着床 , 则蜕膜化反应一直持续进行 , 最终形成妊娠

蜕膜。相反 , 狒狒在月经周期中并不经历前蜕膜化反应。但在着床后 , 基质的成纤维细

胞发生广泛的改变 , 在狒狒和猕猴中形成蜕膜。

尽管在体内孕酮可能是启动因子 , 但在体外 , 孕酮必须与一些可升高细胞内 cAMP

的因子共同作用才能有效地诱导蜕膜化。近年来 , 关于孕酮对蜕膜化诱导的必需性已经

受到质疑 , 因为外周血中孕酮浓度很低的妇女也可正常妊娠。此外 , 在体外单独升高

cAMP的浓度时 , 也可发生蜕膜化。在啮齿类动物 , 单独用孕酮也可诱导蜕膜化。这表

明在妇女中 , 一些受孕酮和 cAMP 影响的未知因素可能在分泌期的内膜中精心组织 ,

而这些因素与蜕膜化和催乳素产生直接相关。用 IL-1 处理可阻止蜕膜化的发生。 IL-1

可降低催乳素的产生 , 并阻止分化为蜕膜样细胞。但现在还不知道 IL-1 是否与内膜细

胞中的腺苷酸环化酶系统相作用。

现在认为 , 蜕膜化反应的起始需要持续升高的细胞内 cAM P浓度。PGE2、松弛素、

促肾上腺皮质激素释放因子、LH 和 FSH 等均能结合到子宫内膜基质细胞表面的受体

上 , 可激活偶联的 G蛋白。处于活性状态的 G蛋白可以是刺激性的 (Gs) , 也可是抑制

性的 (Gi )。刺激性的 G 蛋白可激活腺苷酸环化酶或磷脂酶 C 等 , 从而产生 cAM P 和

DAG 等重要的第二信使分子。孕酮、cAMP、松弛素 ( relaxin)、促性腺激素、糖蛋白激

素的α亚单位及 PGE2 等很多物质均能诱导或促进基质细胞的体外蜕膜化。在分离培养

的人子宫基质细胞中 , 17-β-雌二醇加孕酮能很有效地诱导催乳素的分泌 , 而催乳素为

人蜕膜化的一个主要的标志分子。此外 , 以前发现在体外蜕膜化过程中 hCG能诱导细

胞内 cAMP的增加 , 认为 hCG 能通过增加细胞内 cAMP 的浓度来诱导体外的蜕膜化。

而且 hCG也能促进 17-β-雌二醇加孕酮共同诱导的蜕膜化过程。但近来发现在人子宫内

膜中并不存在 LH/ CG的受体。关于 hCG在蜕膜化过程中的作用有待于进一步证实。

在妊娠过程中 , 蜕膜化反应一直在进行。蜕膜细胞的大小等特征与蜕膜化反应的标

志性分子———催乳素的表达相关。在妊娠期间 , 不仅蜕膜细胞的大小在增加 , 蜕膜中表

达催乳素 mRNA 的基质细胞的比例也在增加 , 由妊娠早期的 9 . 8%增加到足月妊娠时

的 57 .8%。这也说明 , 即使在足月的人蜕膜中仍有一群未分化的基质细胞存在。现在

对选择一部分基质细胞发生蜕膜化的机制仍不清楚。自足月蜕膜来的基质成纤维细胞仍

有能力在体外经历形态和生化性的分化 , 一方面表明这些细胞的蜕膜化转变在体内一直

受到抑制 , 另一方面也可能表明在除去蜕膜化刺激后 , 这些蜕膜细胞有能力进行去分

化。
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五、实验性诱导蜕膜化

蜕膜化为母体对胚胎发生应答的一个关键环节。这种蜕膜化的转化可由一些刺激诱

导发生 , 可用子宫腔中注射芝麻油等植物油或机械刺激来诱导。尽管实验性诱导的蜕膜

组织与正常妊娠过程中的蜕膜在发育的时间及形态上有微小差别 , 但一般认为是一个好

的蜕膜化的实验模型。在妊娠或假孕期间 , 仅能在很短的一段时间诱导蜕膜反应 , 而且

利用不同刺激时这一时间的长短不同。刺伤或切割子宫等重度损伤刺激可在假孕早期的

3～4 天的时间内很有效地诱导蜕膜化 , 而腹腔内注射匹拉噻嗪 ( pyrathiazine, 一种抗

组胺药 ) 或子宫腔内灌注不同的化学物质等轻度损伤刺激仅能在几个小时的时间段内诱

导蜕膜化。子宫对非创伤性刺激发生最敏感的时间与子宫对胚泡的接受期长短有关。在

大鼠和小鼠中已经证实 , 尽管孕酮本身能够支持创伤刺激后蜕膜的发育 , 但孕酮致敏 2

天后用雌激素处理则能使子宫进入类似围着床期的敏感期及以后的钝化期。

六、蜕膜化过程中的标志性分子

1 . 催乳素 ( PRL) 及其受体 ( PRL-R )

  1977 年首次发现催乳素可由人子宫内膜和蜕膜合成 , 以后发现催乳素是蜕膜的一

个重要标志。在对狒狒的研究中发现 , 随着胚胎着床的开始 , 催乳素不仅在正常妊娠蜕

膜组织中的表达稳定增加 , 而且催乳素信号在宫外孕的蜕膜中也表达。这些结果显示催

乳素可能通过旁分泌和/ 或自分泌的机制直接作用于蜕膜细胞。催乳素或催乳素受体基

因敲除后 , 小鼠的生殖率均下降。催乳素在浓度低时可促进子宫内膜的增长 , 达到一定

高的浓度时则会反过来抑制子宫内膜增长。这种双重作用提示催乳素受体在调节催乳素

自分泌过程的信号转导中起重要作用。

在妊娠时 , 子宫经历一系列变化 , 内膜基质细胞增殖和分化后形成蜕膜并产生催乳

素 , 以适应和保护胚胎。当胚胎开始发育时 , 随着催乳素受体的消失 , 大量细胞开始凋

亡。催乳素通过与其受体作用 , 在蜕膜中起到抵抗凋亡的作用。天冬酰胺特异酶切的半

胱氨酸蛋白酶 3 (caspase-3) 是细胞凋亡作用因子 , 在大鼠蜕膜中表达。催乳素可以下

调 caspase-3 mRNA水平 , 说明催乳素对大鼠蜕膜的退化及对蜕膜重建具有重要作用。

另外 , 孕酮和钙离子都促进垂体和蜕膜中催乳素的分泌 , 而花生四烯酸似乎抑制蜕

膜中催乳素 PRL 的释放。最近证实 IGFBP-1 可在猪子宫中大量聚集 , 并具有促进人蜕

膜合成和分泌催乳素的功能。

2 . 胰岛素样生长因子结合蛋白 ( IGFBP)

IGFBP在不同物种的蜕膜上都有表达 , 尤其以 IGFBP-1 最为显著。大量的蜕膜

IGFBP-1 与 IGF-II 相互作用 , 并促进蛋白酶分泌以调节胚胎滋养层的侵入。

IGFBP-1 主要由将要发生蜕膜化的和已经发生蜕膜化的子宫内膜基质细胞在分泌期

晚期分泌 , 并在妊娠蜕膜中分泌。 IGF 系统在调节子宫内膜增殖及分化上有自分泌和旁

分泌的功能。在着床后 , 胚胎滋养层细胞表达 IGF 受体和 IGF-II。蜕膜表达的 IGFBP-1
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可能在胚胎-子宫内膜界面具有调节 IGF 的功能。由于 IGFBP-1 在母体蜕膜中的表达占

主要地位 , 与 IGF-II 的结合可能对于母胎界面的交流起重要作用。另外蜕膜中高表达

IGFBP-1 和 TIMP , 而胚胎滋养层表达 IGF-II , 说明胚胎滋养层可以通过 IGF-II 与蜕膜

中的 TIMP-3 和 IGFBP-1 调节胚胎的侵入。

3 . 白介素-11 ( IL-11)

IL-11 是一种作用范围广泛的细胞因子 , 通过与 IL-11 受体 ( IL-11 Rα) 和信号转导

亚单位 gp130 形成的异二聚体来发挥作用。 IL-11 Rα在着床前的整个子宫中都有少量表

达。在交配后第 5 天 , IL-11Rα在邻近腺上皮的基质中表达量最高。 IL-11Rα基因突变

的雌鼠在着床后蜕膜发育不完全 , 导致胚胎在第 8 天死亡。另一研究发现 , 在 IL-11Rα

突变小鼠中 , 因为细胞增殖的减少 , 只有少量蜕膜形成 , 以后蜕膜组织逐渐退化 , 最终

胚胎滋养层细胞产生大量巨大细胞 , 但不能形成绒毛膜胎盘。 IL-11Rα基因敲除的雌性

小鼠既可以发生蜕膜反应也允许胚胎着床 , 但是由于发生增殖的细胞数量较少 , 只产生

少量蜕膜 , 这种变异的蜕膜在尿囊绒毛膜胎盘形成之前便开始降解。胚胎滋养层可以分

泌基质金属蛋白酶 ( MMP ) , 而蜕膜细胞则通过分泌金属蛋白酶的抑制因子 ( TIMP )

来平衡该酶的活性。 IL-11 Rα缺失突变的雌性小鼠子宫内膜基质细胞蜕膜化反应异常 ,

而不正常的蜕膜由于不能分泌足够的 TIMP, 导致 MMP 的活性异常升高 , 使胚胎滋养

层过度侵入 , 不正常的蜕膜迅速降解 , 而来自胚胎的滋养层细胞则形成一个巨大的细胞

网络 , 不能形成正常的绒毛膜胎盘。利用建立的体外蜕膜化系统检测 IL-11 对人子宫内

膜基质细胞的作用时发现 , IL-11 可以增强蜕膜基质细胞的存活以及保护细胞在胚胎着

床和滋养层侵入时不被损坏 , 同时可促进催乳素的分泌。另外 , IL-1α也可以激活多重

信号通路 , 从而正调节或负调节 IGFBP-1 在蜕膜中的表达 , 并对蜕膜发挥作用。

同样 , 在人的蜕膜过程中 , IL-11 也起着重要的作用。在人月经周期中 , IL-11

mRNA和蛋白质主要在子宫内膜的腺上皮细胞、基质细胞、静脉平滑肌细胞及其他细

胞中表达 , 并且随月经周期发生周期性的变化。 IL-11 在月经期和增殖期的表达量很

低 , 分泌期开始持续升高 , 在分泌末期达到最高 , 尤其是在发生蜕膜化的基质细胞中的

表达量较高。在进行人基质细胞培养时 , 缺乏 IL-11 的培养系统中 , 基质细胞不能正常

发生蜕膜化。在加入 IL-11 之后 , 蜕膜化恢复正常 , 因此 IL-11 可能提高基质细胞的发

育能力 , 促使其发生蜕膜化 , 从而导致妊娠的正常进行。通过比较正常妊娠和无胚妊娠

发现 , 在正常妊娠蜕膜区的 IL-11 mRNA表达明显高于无胚妊娠蜕膜区。这进一步证明

IL-11 在人的蜕膜化过程中起着重要的作用。

第五节  妊 娠 识 别

对于妊娠期比排卵周期长的动物而言 , 要建立妊娠 , 就必须阻滞黄体的正常周期性

退化 , 保护孕酮的持续产生 , 从而维持子宫内膜功能 , 保证胚胎的发育、着床、胎盘形

成及胎儿的正常发育。但各种动物中 , 妊娠识别的机制差异很大。
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一、灵  长  类

hCG是分子质量为 36～40kDa的糖蛋白 , 生物学和免疫学特性与垂体 LH 很相似。

现在认为 , hCG是由胎盘的合体滋养层细胞产生的。在正常妊娠中 , 很早就可检测到

hCG。一般检测到 hCG的最早时间为月经周期中 LH 峰后第 9 天 , 即排卵后第 8 天 , 也

是胚胎着床后第 1 天。因此 , 在妊娠的很早期便可检测是否妊娠。 hCG 的浓度在妊娠

第 60～90 天时达到峰值。在早期妊娠期间 , 每 2～3 天 hCG 的水平增加一倍。以后 ,

hCG的浓度降低达到一平台期 , 在以后的妊娠过程中一直保持这一水平。hCG 在早期

妊娠中主要是起促黄体作用 , 使月经黄体转变为妊娠黄体 , 从而持续产生孕酮 , 以保证

蜕膜的发育 , 一直到胎盘取代黄体产生孕酮为止 (图 7-9 )。黄体产生孕酮的功能在人

妊娠第 7 周后明显降低。此时经历黄体到胎盘的功能转换期 , 胎盘和蜕膜开始产生以后

妊娠所需的孕酮。在妊娠第 8 周以前切除卵巢会导致流产 , 而在第 9 周以后切除卵巢则

不会导致流产。

图 7-9  示人的黄体挽救模型 (引自 Duncan WC, 2000 )

孕酮浓度在早黄体期 (即 L H + 1 到 L H + 5 天 ) 开始增加 , 到中黄体期 (即 L H + 6 到 L H + 10 天 ) 时达到最高 ,

而到晚黄体期 (即 L H + 11 到 L H + 14 天 ) 开始降低。在 L H 峰后第 7 天每天注射两次 hCG (每次 125 IU ) , 可

 挽救黄体使其不能退化 , 并能持续分泌孕酮

在人及类人猿中 , 黄体的溶解可由着床胚胎的滋养层细胞分泌的 CG来阻止。CG

可能结合到 LH 受体上 , 刺激孕酮的产生 , 以阻止 PGF2α的产生。CG的作用既是促黄

体性的 , 又是黄体保护性的。在恒河猴等灵长类动物 , 黄体的维持需要 CG 的分泌不断

增加。但如果一直注射 CG是否能长期维持黄体的功能 , 现在还不清楚。将 CG 灌注入

水貂的子宫腔内 , 可诱导腔上皮的斑反应、促进上皮下基质成纤维细胞表达α-平滑肌肌

动蛋白、增加腺上皮中 glycodelin 的表达和分泌。在人的黄体期 , 将 CG 灌注入子宫腔

中 , 可诱导几种细胞因子和生长因子分泌进入子宫液中。

二、啮  齿  类

在大鼠和小鼠等啮齿动物中 , 并不产生 CG。成年雌性动物不具有一个完整的发情
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周期 , 也不能发育形成一个完整的黄体期。在啮齿类动物 , 交配刺激便可诱导黄体的挽

救过程。即使在没有受精的情况下 , 刺激阴道也能起始可延长黄体寿命的激素变化。如

用结扎输精管的雄鼠交配或刺激处于接受期的大鼠子宫颈 , 可在大鼠诱导假孕。假孕大

鼠的发情周期在黄体退化前可延长到 12 天。黄体存活的延长主要是由于垂体催乳素峰

的刺激所致。催乳素有能力使黄体细胞中的一群 LH 受体处于活性状态 , 并对黄体细胞

具有一定的保护作用 , 免受 PGF2α的作用。如果大鼠妊娠后 , 一系列由胎盘和蜕膜来的

胎盘催乳素 ( placental lactogen) 及催乳素样的激素在妊娠中期便能替代垂体催乳素。

啮齿类动物妊娠时的母体识别 , 需要在早期妊娠期间脑垂体催乳素分泌的半昼夜峰

( semicircadian surge) , 后者是形成妊娠黄体所必需的。在啮齿类动物 , 催乳素分泌的半

昼夜峰值是由子宫颈的刺激所诱导的。催乳素分泌的半昼夜峰与发情周期黄体向妊娠黄

体的转变有关 , 妊娠黄体分泌的孕酮足以维持妊娠过程。嘌呤霉素敏感的氨基肽酶

(puromycin-sensitive aminopeptidase) 缺陷的雌性小鼠由于不能形成妊娠黄体而导致不

孕。这表明嘌呤霉素敏感的氨基肽酶对于小鼠的母体妊娠识别是必需的。

三、反 刍 动 物

反刍动物 (牛、绵羊和山羊 ) 为自发性排卵的多次发情动物 (绵羊和山羊为季节性

多发情 )。表 7-3 中为一些家畜的妊娠识别时间。牛、绵羊和山羊的发情周期分别为 21、

17 和 20 天。这三种动物都利用孕体合成的干扰素-τ作为母体妊娠识别的信号。干扰

素-τ是一类新的 19kDa的 I型干扰素 , 以前被命名为滋养层蛋白-1。

表 7-3  家畜中妊娠识别开始的时间 (引自 Hafer ESE , 1987 )

家畜 牛 绵羊 猪 马

妊娠识别开始的时间/ 天 16 d～17 12 �～13 10 �～12 14 �～16

干扰素-τ特异性地在反刍动物的滋养外胚层细胞中表达。用干扰素-τ基因或由干扰

素-τ启动子构成的重组基因进行转染实验时 , 只有滋养层来源的细胞能在无病毒诱导的

条件下表达干扰素-τ。

干扰素-τ的表达具有发育阶段特异性。绵羊胚胎滋养层在妊娠第 8～21 天表达干扰

素-τ。牛在妊娠第 15～24 天 , 即围着床期 , 表达干扰素-τ。山羊胚体在妊娠第 14～20

天表达两种干扰素-τ。已证实 , 红鹿及长颈鹿的着床前胚胎也分泌多种干扰素-τ。此外 ,

干扰素-τ在体外成熟及受精的胚胎的滋养层中也有表达 , 说明其表达的诱导似乎由胚胎

基因所决定的 , 独立于母体的子宫环境。但最近发现 , 胰岛素样生长因子 I 及 II ( IGF-

I和 IGF-II)、白细胞介素-3 ( IL-3) 等很多来自母体的因子均参与对干扰素-τ表达的调

控。

在反刍动物中 , 子宫脉冲式分泌 PGF2α引起黄体退化。在绵羊中 , 如在妊娠第 13

天以前将孕体去掉 , 则对黄体的生存期没有影响。但在第 13 天或 13 天以后将孕体去

掉 , 则可延长黄体的生存期 , 并延长发情间期的间隔。随着孕体的形状从球形变为细丝

状 , 孕体开始分泌干扰素-τ。在绵羊中 , 在妊娠第 15 天时干扰素-τ表达量最高。来自
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黄体和垂体的催产素 ( oxytocin) 可引起 PGF2α释放 , 从而诱导黄体溶解。在发情期和

发情后期 , 雌激素的存在可上调子宫腔上皮中催产素和孕酮受体的浓度。在发情间期 ,

由于黄体的形成 , 孕酮的浓度升高 , 而雌激素浓度降低。但孕酮也能下调自身的受体浓

度 , 导致孕酮阻止 ( progesterone block) 的终止。当孕体在妊娠第 10～21 天分泌干扰

素-τ时 ,可延长孕酮阻止的时间 , 并使雌激素和催产素受体表达降低。

干扰素-τ主要是抑制 PGF2α脉冲式的释放。在绵羊中 , 虽然基础水平的 PGF2α没有

消失 , 但 PGF2α的代谢物 17-keto-13 , 14-dihydro- PGF ( PGF M) 的浓度在妊娠期间比发

情周期时要高。尽管如此 , 在妊娠的动物中 , PGF2α脉冲式的释放消失了 , 使黄体能保

持功能状态。PGF2α分泌后溶解黄体的过程需要黄体分泌的催产素与催产素受体作用 ,

而催产素受体则位于内膜的上皮细胞上。干扰素-τ主要通过抑制催产素受体的表达来调

节 PGF2α的释放。

干扰素-τ可阻止雌激素诱导的催产素受体数量的增加 , 抑制 PGF2α的脉冲式释放

(图 7-10 )。反刍动物的 PGF2α的脉冲式释放依赖于催产素。催产素主要由大黄体细胞合

成并分泌。黄体在子宫内膜尚未对其建立反应之前已开始释放催产素。因此 , 催产素诱

导的 PGF2α的脉冲式释放依赖于子宫内膜中催产素受体的存在。催产素受体基因的表达

主要受雌激素和孕酮的调节。雌激素可上调催产素受体基因在子宫内膜上皮中的表达 ,

但孕酮在早黄体期到中黄体期可阻止子宫内膜中催产素受体的合成。在反刍动物的妊娠

早期 , 胚体分泌的干扰素-τ以旁分泌的形式作用于子宫内膜的腔上皮和表面的腺上皮 ,

抑制这些部位中雌激素受体和催产素受体基因的表达。向发情周期第 11～14 天的绵羊

子宫内连续注射绵羊的干扰素-τ, 可使第 15 天时子宫内膜中雌激素受体和催产素受体基

图 7-10  示 PGF2α、催产素及干扰素-τ在反刍动物妊娠维持过程中的作用 (引自 Demmers KJ 等 , 2001 )

在未妊娠及多次发情的反刍动物中 , 子宫分泌的 PG F2α导致每次发情周期结束时发生黄体溶解。 PGF2α的分泌是

脉冲式的 , 主要由黄体分泌的催产素所驱动。黄体产生的催产素又可刺激 PGF2α的分泌 , 由此正反馈环产生每

一次 PGF2α的脉冲式分泌。PG F2α分泌的时间由子宫内膜上皮细胞中催产素受体 ( O T R) 的表达启动所决定。在

妊娠过程中 , 胎儿的滋养层细胞产生的干扰素 -τ分泌进入子宫腔后 , 可阻止催产素受体的表达。胚胎滋养层是

在一精确的时间范围内分泌干扰素-τ的 , 在胚泡黏附到子宫内膜前开始分泌。通过阻止黄体溶解 , 胎儿可保证

使子宫内膜处于一个高浓度孕酮的环境中。高浓度的孕酮可维持子宫腺体的分泌活性 ,从而供给胚泡生长所需要

  的营养物质。在子宫内膜和黄体中 , 均持续地表达干扰素 -τ和 PG F2α的受体
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因的转录比对照组低两倍。此外 , 与发情周期第 15 天相比 , 妊娠第 15 天的绵羊子宫内

膜中雌激素受体和催产素受体的转录也低两倍左右。这表明干扰素-τ的抗黄体溶解作用

主要是通过抑制雌激素受体及催产素受体的基因转录来实现的。在单侧子宫角妊娠的羊

中 , 虽然双侧子宫角均暴露于同样的母体内分泌环境下 , 但只能在非孕的子宫角内膜中

检测到雌激素受体和催产素受体 , 而在怀孕角中则检测不到。这也说明干扰素-τ的雌激

素受体及催产素受体基因表达的抑制作用是局部的。

PGF2α是黄体溶解信号 , 而 PGE2 的作用与 PGF2α相拮抗 , 是一种黄体保护信号。

注射 PGE2 可保护自然的黄体退化或由外源 PGF2α诱导的黄体溶解。反刍动物的子宫内

膜特化形成子宫肉阜区 ( caruncles)。这些区域富含血管 , 是胚胎黏附的区域。子宫肉

阜之间的区域为肉阜间区。在体外分别培养肉阜区及肉阜间区的上皮细胞及基质细胞时

发现 , 干扰素-τ能优先增加肉阜区的上皮细胞中的 PGE2/ PGF2α比率。而在无胚体存在

时 , 催产素则优先作用于肉阜间区 , 刺激 PGF2α的产生 , 诱导黄体溶解。

四、猪

猪为多次发情、自发性排卵的多胎动物 , 发情周期约为 21 天。猪的孕体在大约妊

娠第 11 天提供一信号 , 从而阻止由于黄体退化而导致的孕酮浓度降低。在妊娠第 11 天

以前将胚胎冲出后 , 并不能延长发情间期的间隔 , 但第 11 天以后将胚胎冲出时 , 则可

延长发情间期的间隔。在妊娠第 11 天时 , 胚胎发生巨大的变化 , 自小的球形 ( 10mm)

变为很长的细管状结构 , 长度可达 100mm。迅速延伸的孕体可合成和分泌雌激素 , 对

于黄体的功能起到保护性作用。在妊娠第 11～15 天 , 全身注射或子宫内注射雌激素均

可阻止黄体退化。在妊娠第 11～30 天的过程中 , 雌激素的分泌具有两个时相。孕体产

生雌激素的第一个峰值发生在第 12 天。雌激素分泌的第二个持续的时期是在第 15～20

天 , 这对于延长黄体的功能是必需的。子宫中雌激素受体的表达是与孕体雌激素的分泌

相对应的。用免疫细胞化学法证实 , 雌激素受体仅在发情周期或妊娠第 5～12 天的子宫

腺上皮和腔上皮中表达。在具有正常发情周期的猪中 , 来自子宫内膜的脉冲式的PGF2α

释放提供了一个溶黄体信号 , 可引起黄体退化。因此 , 在猪中 , 黄体的调节是子宫依赖

性的。

在猪中 , 正开始延伸的胚胎滋养层细胞释放的雌激素可能是母体妊娠识别的最迟信

号。在发情周期的第 11～15 天之间注射大量的雌激素 , 通常能足以诱导假孕状态 , 并

使这种状态持续几个月。然而 , 在模拟胎儿产生的雌激素量给子宫腔内注射时 , 通常只

能将发情周期延长几天。在猪中 , 很可能需要产生别的因子来使妊娠得以继续进行。

五、马

马胚胎不同于猪 , 并不延伸。马胚胎在妊娠第 12～14 天间形成一个包被的 ( en-

capsulated) 球形结构 , 此时对于黄体的维持是至关重要的。此时 , 胚胎一天在整个子

宫腔中来回迁移很多次。这种连续的迁移对抑制 PGF2α的释放是否关键仍不清楚。已证

实 , 胚胎在子宫腔中的这种移动到妊娠第 15 天时便结束。在黄体期的关键时期 , 子宫
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中胚胎和胎膜的存在可能对抑制子宫内膜中 PGF2α的合成与黄体溶解是必需的。但在马

中 , 抗黄体溶解的因子既不是猪中的雌激素 , 也不是牛和绵羊中的干扰素。很有趣的

是 , 马是高等灵长类动物以外能产生 CG的惟一一种动物。但在马中 , CG 的产生仅是

暂时的 , 而且是在妊娠已经完全建立后。在此称 CG实际上是错误的 , 马的 CG 实际是

一种胎盘型的 LH。作为一种侵入的绒毛膜带细胞的产物 , CG最早出现于妊娠第 35 天

的母体血液中。马的 CG可刺激血中孕酮浓度增加 , 主要是通过刺激另外的卵巢卵泡的

黄体化来实现的。但 CG在马的妊娠过程中是否必需仍无定论。当将驴胚胎移植到母马

体内后 , 由于不能形成子宫内膜杯 , 也不产生 CG, 大多数胚胎在妊娠第 85～100 天之

间便流产了。相反 , 如果将马胚胎移植到驴受体内 , 则形成大的子宫内膜杯 , 并能达到

足月妊娠。

第六节  宫外孕和葡萄胎

正常时 , 人胚泡在子宫体或子宫底着床。但胚泡有时也能在输卵管、卵巢表面、肠

系膜、子宫阔韧带或在子宫的非正常着床部位着床。这些非正常部位的上皮对着床的胚

胎发生应答后 , 也会在这些部位出现血管形成增加及其他相关的变化 , 从而使胚泡有能

力得以生存 , 并且开始发育过程。将这种妊娠统称为宫外孕 (ectopic pregnancy)。宫外

孕常常威胁到母亲的生命 , 主要是因为由于胚胎和胎盘的生长 , 会导致在非正常部位形

成的血管破裂 , 造成大出血。发生宫外孕时常会出现腹部疼痛及阴道出血等症状。在发

生宫外孕时 , 一般需要进行外科手术将发育的胚胎取出。实际上 , 宫外孕时由于营养供

应不足等原因 , 很容易导致胚胎死亡。

葡萄胎 ( hydatidiform mole) , 也称水泡状胎块。正常妊娠过程中 , 内细胞团形成胚

胎 , 滋养层则形成胎盘。但在 0 . 1%～0 . 5%的妊娠中 , 胎儿完全缺失 , 胎体 (concep-

tus) 中仅有胎膜。这种类型的胎体称为完全葡萄胎 ( complete hydatidiform mole)。由于

缺乏来自胎儿的血管系统 , 不能把从母体吸收来的液体正常地排泄掉 , 使完全葡萄胎的

胎盘绒毛发生膨胀及泡状化 , 类似于一串串葡萄。在这类葡萄胎中 , 没有胚胎。即使有

内细胞团形成 , 可能很早就退化了。葡萄胎常常在妊娠早期就流产了。即使不发生流

产 , 因常发生高血压 ( hyper tension )、水肿及阴道出血等症状 , 也很容易被发现。与正

常的滋养层组织一样 , 葡萄胎也能分泌 hCG。葡萄胎或葡萄胎的残留物常导致血中

hCG的浓度异常升高。在年轻妇女中 , 发病的几率比大龄妇女要高一些。染色体分析

发现 , 完全葡萄胎的细胞虽为正常的二倍体核型 , 但所有的染色体均来自父亲。一种可

能是 , 一个缺乏细胞核的卵母细胞被两个精子同时受精 (即双精子受精 ) 后 , 两个雄原

核可能通过融合形成一个二倍体的细胞核。由这种机制产生的葡萄胎的核型应为 XX 或

XY。另一种可能是 , 一个缺乏细胞核的卵母细胞被一个精子受精后 , 所形成的雄原核

可能进行一次有丝分裂 , 但并不发生卵裂 , 从而形成一个二倍体的细胞核。由这种机制

产生的葡萄胎的核型应为 XX或 YY , 但由于 YY 中缺乏 X 染色体上很多关键的基因 ,

因此都不能发育。但从目前的染色体分析来看 , 绝大部分的完全葡萄胎均为 XX型。

与完全葡萄胎相反 , 在不完全葡萄胎 ( par tial hydatidiform moles) 中通常会发现一

些胚胎存在的证据。即使在流产或引产时未发现胚胎的残留物 , 在葡萄胎的绒毛中也能

·052· 生殖生物学



见到有核的胚胎性成红细胞 (erythroblast ) , 这表明胚胎的存在。在很罕见的情况下 ,

也能引产出异常的胎儿。不完全葡萄胎中 , 膨大的绒毛只是成团存在 , 高血压 ( hyper-

tension)、水肿及阴道出血等症状也较轻 , 一般到妊娠第 4～6 个月会发生自发性流产。

这种胎体的核型为三倍体 ( t riploid) , 具有两套从父亲来的染色体 , 性染色体的核型为

XXX、XXY 或 XYY。这种妊娠可能是由于一个卵母细胞被两个精子受精或被一个异常

的二倍体精子受精导致的。

(杨增明 )   
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第八章  胎膜和胎盘的结构与功能

第一节  胎   膜

胎膜是胚胎生长必不可少的辅助器官 , 在胚胎发育过程中包围着胚胎。由于高等哺

乳动物卵内储存的卵黄物质只够胚胎在着床前发育利用 , 为保证生长发育 , 胚胎必须尽

快与母体建立联系并从母体获得营养物质。妊娠早期 , 胚胎悬浮在子宫腔内 , 当其发育

至胚泡阶段开始伸展。在此期间 , 胎膜开始形成并向外生长。胎膜起着保护胎儿并从母

体血液获取营养物质、排除废物和提供水环境的作用。胎膜 ( fetal membrane) 统称胚

外膜 ( ext raembryonic membrane) , 是由胚胎外的三个基本胚层 (外胚层、中胚层、内

胚层 ) 所形成的 , 包括卵黄囊、羊膜、尿囊和绒毛膜。

图 8-1  哺乳动物胎膜发育示意图 (引自钱菊汾 , 1998)

1 . 胚胎 ; 2 . 羊膜褶 ; 3 . 羊膜 ; 4 . 原肠 ; 5 . 胚外体腔 ; 6 . 胚内体腔 ; 7 . 卵黄囊 ; 8 . 绒毛膜 ; 9 . 羊膜腔 ;

10 . 尿囊绒毛膜 ; 11 . 尿囊羊膜 ; 12 . 尿囊

单层的滋养层是最早成为外胚层的细胞层。在胚盘后端外胚层与内胚层之间生出中

胚层 , 并分裂为无血管的体中胚层和有血管的脏中胚层。然后 , 在猪、兔等动物 , 胚盘

稍为下陷 , 滋养层和体中胚层 (胚体壁 ) 沿胚盘周围向胚胎上方形成羊膜襞 , 逐渐合拢

融合 , 把胚胎包围起来。皱襞分成内外两层 , 内层为羊膜 , 外层的表面出现大量微绒

毛 , 成为绒毛膜 , 绒毛膜包围着整个胚胎和另外三种胎膜———尿膜、羊膜、卵黄囊膜。

在体壁向上形成皱襞的时候 , 内胚层和脏中胚层也向胚盘下方形成皱襞 , 将原肠分为胚

胎体内的原肠和体外的卵黄囊。卵黄囊同绒毛膜融合形成卵黄囊胎盘 , 在母体子宫的特

定位置开始附着 , 从而发生物质交换。有些哺乳动物胚胎在 1 周龄左右卵黄囊就完全退

化 , 而另一些哺乳动物卵黄囊胎盘则是整个妊娠期营养交换的重要器官。尿囊是从原肠

后端 (后肠 ) 生出的一个盲囊 , 突出于胚胎之外 , 同膀胱连接。因此 , 尿囊液主要是胎

儿的尿液 , 含有丰富的尿素和含氮废物。随着尿囊的极度扩张 , 延伸到胚外体腔 , 同绒

毛膜融合 , 形成界限分明的尿膜 绒毛膜胎盘 , 开始发挥胎盘作用 (图 8-1 )。



羊膜囊包在整个胚胎外面 , 为胚胎提供一个充满液体的环境 , 使胚胎在悬浮状态下

生长发育。

总之 , 胚胎周围由内向外被羊膜囊和绒毛膜囊包着 , 在二囊之间 , 根据胚胎发育阶

段的不同 , 存在有卵黄囊和尿囊。

一、卵  黄  囊

哺乳动物的卵子实际上并不含卵黄 , 但在胚胎发育早期却有一个较大的卵黄囊

( yolk sac) , 囊壁由内胚层、脏中胚层和滋养层构成。脏中胚层上有稠密的血管网 , 形

成完整的卵黄囊血液循环系统 , 从子宫中吸取营养 , 因此 , 它是此阶段胚胎主要的营养

器官。开始时 , 卵黄囊是由胚盘分出的一层内胚层细胞沿滋养层内壁扩展而来的单层结

构 , 以后在滋养层和内胚层之间出现了胚外中胚层 , 后者裂开形成胚外体腔。裂开的两

层胚外中胚层分别称为脏壁中胚层和体壁中胚层。脏壁中胚层和胚外内胚层结合构成卵

黄囊。卵黄囊是由胚外内胚层和胚外脏壁中胚层形成的。

猪的卵黄囊在约 13 日龄时开始形成 , 位于胚腹侧 , 其一端超出头部 , 另一端超出

尾部。在卵黄囊相对发育最迅速的时期 , 其壁上有丰富的血管分布 , 与子宫壁只隔一薄

层的绒毛膜 , 形成卵黄囊绒毛膜胎盘 , 可从子宫壁吸收营养。第 17 天的猪胚 , 尿囊高

度发育 , 卵黄囊迅速退化 , 卵黄囊绒毛膜胎盘消失 , 最后形成皱缩的囊 , 隐没于腹蒂

内。

牛胚龄在 8～19 天时 , 才开始形成卵黄囊 , 到 22 天时被尿囊所取代 , 对胚胎营养

作用不大。

马的卵黄囊较发达 , 受精后第三周时体积已经很大 , 是由无血管的卵黄囊壁和存在

于边缘区的卵黄囊绒毛膜胎盘两部分组成。卵黄囊上有丰富的血管并可吸收子宫乳 , 以

营养胎儿。在胚龄 6 周左右 , 卵黄囊开始退化 , 由尿囊循环所取代。

小鼠胚胎的卵黄囊较原始。在原肠形成后 , 卵圆柱向原肠内生长 , 在妊娠第 5 天

时 , 原肠被压缩成杯状 , 形成卵黄囊。贴在卵圆柱上的内胚层 , 称为近侧内胚层。卵黄

囊的侧壁内胚层称为远侧内胚层 , 中间的腔即为卵黄囊腔。内胚层外面即为胚外中胚

层。卵圆柱上的近侧内胚层在胚盘头部向胚体内凹 , 形成了前肠。尾侧以同样的方式形

成了后肠。在第 9～9 .5 天时 , 形成血岛并发展成血管网。以后 , 卵黄囊壁脏层与壁层

相贴 , 卵黄囊腔消失。

人胚胎的卵黄囊形成初期与猪胚形成卵黄囊的方式相同 , 即是由原肠形成的初级卵

黄囊。但当胚胎发育到 13 天左右时 , 初级卵黄囊外周下部被挤压 , 分成上下两个囊 ,

背侧保留的一个大腔 , 改称为次级卵黄囊 , 腹侧近绒毛膜部分剩余的小腔则称为外体腔

囊 , 后者以后自行退化。由于圆筒状胚体的建立 , 头、尾两端向下卷 , 使次级卵黄囊背

侧部分形成胚体原始消化管 , 但以卵黄管与腹侧的次级卵黄囊相通 , 以后卵黄管闭锁形

成卵黄蒂 , 成为脐带的组成部分 , 直至变为实心的细胞索。人的卵黄囊虽然也很快退

化 , 但它外表面的胚外脏壁中胚层细胞增殖后形成血岛 , 并在其中形成造血干细胞。
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二、尿   囊

几乎在后肠形成的同时 , 由后肠末端腹侧出现一个憩室 , 即形成尿囊。尿囊是由内

层的胚外内胚层和外层的胚外脏壁中胚层 (合称胚脏壁 ) 所组成。胚龄约 15～16 天的

猪胚中 , 可见与胚体尾部直接相连的尿囊半月形扩大部。随着胚体的发育 , 尿囊的远端

扩大部迅速生长 , 形成半月形的囊 , 继之向胚外体腔延伸。当胚龄为 1 个月时 , 尿囊扩

展到整个胚外体腔 , 并将羊膜囊包住。猪胚尿囊从不延伸到绒毛膜泡的全长 , 在绒毛膜

的两极处 , 尿囊末端与绒毛膜间留下一个狭小部 , 以后该膜两端坏死、萎缩而变短。当

猪胚发育到第 17 天时 , 尿囊高度发育 , 紧贴绒毛膜内壁 , 共同组成母体与胎儿之间进

行物质交换最有效的结构 , 即尿囊绒毛膜胎盘 , 它与母体子宫内膜相贴以吸收营养物质

和排除废物。当猪胚发育到 1 月龄时 , 卵黄囊完全退化 , 尿囊绒毛膜胎盘完全形成。

尿囊早期从背主动脉的大分支获得丰富的血液供应 , 它在尿囊壁上分支成薄的血管

网。当卵黄囊循环发生退行性变化时 , 尿囊毛细血管丛进一步高度发育 , 很快即承担胎

儿与母体之间全部新陈代谢的功能。尿囊退化后 , 尿囊的动脉和静脉则保留下来 , 包在

脐带内 , 改称脐动脉和脐静脉。尿囊内含有大量尿囊液 , 其性质和成分与羊水类似 , 其

中除无机离子外 , 还有尿素和肌酸酐 ( creatinine)。在胎龄为 20 天时 , 猪胚尿囊液的量

很少 , 在 60～70 天达到高峰 (近 500g) , 到 90 天时下降到不足 100g。尿囊液中 , 尿素

在妊娠 20 天时很少 , 到 90 天时增加约 6 倍 , 肌酸酐则增加了近 14 倍。

小鼠胚胎发育到第 7 天时 , 在羊膜上部的胚外体腔后壁出现由中胚层形成的细胞

团 , 即尿囊原基。小鼠胚胎的尿囊原基是由胚外中胚层形成的多腔隙突 , 腔隙内含有红

细胞 , 以后形成尿囊血管。因此 , 尿囊原基仍然形成无内胚层腔的尿囊。以后尿囊迅速

生长 , 经胚外体腔突向绒毛膜 , 其后绒毛膜与外胎盘锥腔背侧壁相融合 , 使尿囊成为自

原条后端伸向外胎盘锥顶部的一个连续结构 , 此结构与母体血液循环发生联系 , 羊膜将

此结构围起形成脐带原基。因此 , 从功能及发生过程来看 , 小鼠的尿囊虽无内胚层腔 ,

但是仍然与其他高等哺乳动物的尿囊同源。

人胚胎的尿囊很不发达 , 只是一个进化过程中的痕迹器官。开始形成时 , 与猪的形

成方式相同 , 但仅形成由内胚层和胚外中胚层组成的小管状腔 , 远端伸入脐带成为脐尿

管 , 其外面的胚外中胚层与绒毛膜内的胚外中胚层相贴 , 参与形成以后成为脐带原基的

体蒂 , 外面也由羊膜向腹侧延伸包围着。

三、羊   膜

哺乳动物羊膜的形成有两种形式 , 一种是起褶式 (褶生羊膜 ) , 家畜、有袋类、食

虫类、兔、狐类等属此类型 ; 另一种是囊腔形成式 (裂生羊膜 ) , 人和非人灵长类动物、

蝙蝠和鼠类的羊膜以这种方式形成。在胚胎发育早期 , 胚体外围的胚外外胚层和胚外体

壁中胚层 (合称胚体壁 ) 首先在胚体头部前方向背面折叠 , 覆盖头部并向尾端延伸 , 形

成羊膜头褶 ( amniotic head fold ) ; 胚体尾部以同样方式形成羊膜尾褶 ( amniotic tail

fold) ; 胚体两侧则形成羊膜侧褶 ( amniotic lateral fold)。猪胚在 12～18 日龄时形成羊
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膜和绒毛膜。在 15 日龄时 , 羊膜头褶、尾褶和侧褶在胚体背侧尾区融合。随着胚体发

育 , 折叠形成的两层褶彼此分开 , 构成位于内层的羊膜和位于外层的绒毛膜 , 两膜之间

的腔是胚外体腔 ( exocoelom)。由于折叠时的胚层位置相互颠倒 , 因此 , 构成羊膜的外

层是胚外体壁中胚层 , 内层是胚外外胚层 ; 而构成绒毛膜的外层是胚外外胚层 , 内层是

胚外体壁中胚层 (图 8-2 )。

图 8-2  猪胚胎膜形成中纵切面示意图 (引自 Patten EP , 1959)

A. 体节开始形成期 ; B . 15 对体节期 ; C . 15～20 对体节期 ; D . 胚胎 4～6 mm 期

1 . 羊膜头褶 ; 2 . 羊膜尾褶 ; 3 . 尿囊突 ; 4 . 卵黄囊胚脏层 ; 5 . 胚外体腔 ; 6 . 神经板 ;

7 . 脊索 ; 8 . 原结 ; 9 . 前肠 ; 10 . 后肠 ; 11 . 羊膜 ; 12 . 绒毛膜 ; 13 . 尿囊 ; 14 . 口凹 ;

15 . 心脏 ; 16 . 羊膜腔 ; 17 . 头部 ; 18 . 卵黄囊 ; 19 . 胚体 ; 20 . 尿囊绒毛膜 ; 21 . 原肠

(中肠 )

由羊膜围绕胚胎形成的密闭膜囊是羊膜囊 ( amniotic vesicle ) , 由羊膜围成的腔是羊

膜腔 ( amniotic cavity)。羊膜腔最初位于胚胎的背侧 , 随着胚体雏形的建立 , 胚体向背

侧隆起 , 同时羊膜褶向胚体腹侧包绕 , 最后整个胚胎位于羊膜腔内。羊膜内层系由多边

形扁平上皮构成的胚外外胚层上皮 , 称羊膜上皮 , 它所分泌的羊水 ( amniotic fluid ) 充

满羊膜腔内 , 对胚胎形成水环境 , 保证了相对恒定的温度、化学成分、渗透压和浮力环

境 , 起到保护胎儿的作用。羊膜外层的胚外体壁中胚层可形成平滑肌 , 能使羊膜有节律

地收缩 , 从而起着调节温度、缓冲外界压力、免受周围组织挤压和防止胚体与羊膜壁黏

连等作用 , 以保证胎儿的正常发育和形态形成。妊娠后期的羊水变得黏稠 , 分娩时起到
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扩张子宫颈 , 以及冲洗和滑润产道的作用 , 以利于胎儿娩出。

猪胚羊水量最多的时间是在妊娠第 67 天。据报道 , 其后则缓慢下降。猪胚羊膜液

的主要成分有 Na
+
、K

+
、Cl

-
、尿素及肌酸酐等 (表 8-1)。

表 8-1  猪妊娠第 34～90 天羊膜液的成分 (引自 McCance RA 等 , 1960 )

成分

胎 龄  
34 �天 41 �～46 天 55 �～65 天 67 n天 90 �天

Na + ( mEq/ L ) 125 �126 9119 w117 �111 �

K + ( mEq/ L ) 21 �18 �. 9 9 %. 3 10 x. 0 8 z. 4

Cl - ( mE q/ L ) 103 �104 992 c94 �91 �

P ( mg/ 100 �ml) 4 �. 0 4 �. 1 6 %. 5 - -

尿素 ( mg/ 100 �ml) 3 �. 0 4 �. 5 4 %. 8 - -

肌酸酐 ( mOml) - 0 �. 8 0 %. 3 - -

总渗透压浓度 ( mOsm/ L ) 296 �290 9294 w273 �273 �

pH - - - 7 c. 2 7 z. 2

平均量 ( ml) - 26 %62 c163 �155 �

量间隔 ( ml) - 21 �～31 49 �～82 110 O～305 47 Q～320

小鼠的羊膜是裂生羊膜。小鼠内细胞团在发育过程中 , 下垂长入卵黄囊 (相当于其

他哺乳动物的原肠 ) 将卵黄囊腔挤成杯状。下垂的内细胞团腹侧由近侧内胚层包围 , 该

圆柱体称为卵圆柱。以后 , 内细胞团分化为下部的胚胎外胚层与上部的胚外外胚层。发

育到第 5 天时 , 卵圆柱的胚胎外胚层中间裂出腔隙 (即前羊膜腔 ) , 到第 6 天时前羊膜

腔形成上下长的裂隙 , 这就形成了卵圆柱的腹侧前羊膜腔、中部的胚外体腔与上部的外

胎盘锥腔。其后 , 因原条形成 , 卵圆柱头尾明确 , 在胚胎外胚层与胚外外胚层交界处 ,

中胚层细胞分裂加快 , 向前羊膜腔内突出 , 形成了羊膜尾褶。在前羊膜腔的侧壁 , 以同

样方式形成了羊膜侧褶 , 最后在羊膜尾褶相对的方向形成了羊膜头褶。当胚胎发育到

7 . 5 天时 , 三种羊膜褶在中部愈合形成了羊膜 , 前羊膜腔改称为羊膜腔。在羊膜尾褶

内 , 中胚层裂出胚外体腔而取代早期的胚外体腔 (图 8-3 )。

人胚胎的羊膜形成方式虽与小鼠胚胎羊膜裂生的方式相似 , 但是时间更早 , 速度更

快。在胚泡阶段 , 人胚与其他高等哺乳动物结构没有显著差异。当原肠开始形成时 , 内

细胞团在其下部开始分化出原始内胚层 , 在其中部即裂生出羊膜腔 (图 8-4 )。从胚胎

的背 腹方向而言 , 羊膜腔的背侧细胞层即为羊膜 , 羊膜腔的腹侧壁即是由外胚层及其

腹侧的内胚层形成的胚盘。

人胚胎羊膜中的羊水量始终处于动态平衡状态。羊水的来源有两个途径 , 一是由羊

膜上皮分泌 , 二是来源于胎儿的代谢产物。吸收则是由胎盘和脐带表面的羊膜上皮、胎

儿身体表面完成以及由胎儿直接吞服。因此 , 约 3h , 羊水便可更换一次。与猪胚的情

况相似 , 人羊水的量也呈先增后降的趋势。妊娠第 10 周时约为 30ml, 20 周时则升至

350ml, 36～38 周则可达 1 000～1 500 ml 的高峰 , 以后则平均每周减少 145m1 , 但到
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图 8-3  小鼠胚胎的胎膜形成 (引自俞慧珠等 , 1985 )

A  7 天的卵圆柱纵切 ; B  7 .5 天的胚胎纵切

1 . 羊膜尾褶 ; 2 . 羊膜头褶 ; 3 . 羊膜 ; 4 . 羊膜腔 ; 5 . 胚胎外胚层 ; 6 . 胚外外胚层 ;

7 . 胚外体腔 ; 8 . 外胎盘锥 ; 9 . 外胎盘锥腔 ; 10 . R eiheat 膜 ; 11 . 卵黄囊腔 ; 12 . 绒毛膜 ;

13 . 近侧内胚层 ; 14 . 远侧内胚层 ; 15 . 原条 ; 16 . 胚内中胚层 ; 17 . 胚外中胚层 ;

    18 . 卵黄囊脏层 ; 19 . 前肠 ; 20 . 尿囊

图 8-4  妊娠 9 天时的人胚泡 (引自刘斌等 , 1996)

1 . 蜕膜血管 ; 2 . 合体滋养层 ; 3 . 细胞滋养层 ; 4 . 羊膜腔 ; 5 . 原始外胚层 ;

6 . 原始内胚层 ; 7 . 外体腔囊 ; 8 . 植入后组织形成的纤维素凝集块 ; 9 . 母体血

窦 ; 10 . 滋养层腔隙
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妊娠末期 , 仍可保持 500～1 000ml。

四、绒  毛  膜

绒毛膜和羊膜在胚胎发育期间同时形成 , 二者的胚层结构成分相同 , 只是胚层的内

外排列顺序相互颠倒而已。包围胚胎和其他胚外膜表面的密闭的膜称为绒毛膜。在发生

早期 , 绒毛膜表面光滑 , 当其与子宫内膜接触后 , 在膜表面或局部表面形成密集的绒

毛 , 因此称为绒毛膜。在某些哺乳动物 , 由于尿囊的迅速扩大并与绒毛膜接触 , 同时与

尿囊壁紧密相贴 , 从而形成尿囊绒毛膜 ( allantochorion)。

猪胚约在妊娠第 18 天时形成羊膜和绒毛膜。在第 19 天时 , 绒毛膜与尿囊相贴形成

尿囊绒毛膜。

小鼠胚胎在妊娠 7 . 5 天时 , 形成羊膜和绒毛膜。绒毛膜是由中胚层和外胚层形成的

(图 8-3)。当胚胎发育到第 8 天时 , 外胎盘锥腔消失 , 使绒毛膜与外胎盘锥腔背侧壁的

胚外外胚层愈合。由于小鼠胚胎的尿囊发育晚且体积小 , 所以 , 并不形成尿囊绒毛膜

(图 8-3)。

人胚胎的绒毛膜也是由胚外体腔壁的中胚层与滋养外胚层共同形成。在胚胎着床

后 , 滋养外胚层与子宫内膜相融合并在绒毛膜表面形成绒毛 (图 8-4 )。灵长类的尿囊

也不发达 , 虽然尿囊腔也是由后肠向体蒂延伸而成的 , 但并不扩大 , 因而只有尿囊外表

面的中胚层与绒毛膜相贴 , 并在其中形成血管。

五、脐   带

脐带 ( umbilical cord ) 是由包着卵黄囊残迹的两个胎囊及卵黄管延伸发育而成 , 是

连接胎儿脐部和胎盘之间的索状结构 , 为胎儿与母体进行物质交换的主要通道 (图 8-

5)。由于羊膜腔的不断扩大 , 羊膜褶逐渐向腹部脐区集中并缩窄 , 遂将卵黄囊柄、尿囊

柄以及尿囊的动脉和静脉等包住 , 形成一条外包羊膜的长索状带。胚胎发育晚期 , 脐带

内的卵黄囊柄和尿囊柄都退化 , 只剩下两条脐动脉、一条脐静脉 (右脐静脉退化 ) 和脐

尿管 , 其间充填着由中胚层发生的胶状结缔组织。胎儿体内的尿液可通过脐带中的尿囊

柄储存在尿囊内。由脐动脉、脐静脉及其在胎膜上的分支构成胎儿血液循环的体外部

分 , 脐动脉将胎儿的血液输至胎盘 , 脐静脉则将胎盘的血液输送至胎儿体内。在脐孔

外 , 马和猪的脐带较长 , 脐血管包括两根动脉和一根静脉 , 而且相互扭结在一起 ; 牛和

羊的脐带较短 , 脐血管为两条动脉和两条静脉 , 它们也互相缠绕 , 但很疏松 , 且静脉在

脐孔内合为一条。马和猪的脐血管与脐孔组织的联系紧密 , 产出时脐带断开 , 其内的动

脉残端并不缩至脐孔内。相反 , 牛和羊的脐血管与脐孔组织联系较松 , 动脉残端可缩至

脐孔内。在脐带末端 , 动脉和静脉各分为两个主干 , 沿胎囊小弯向两端分布 , 分支分布

于尿膜 - 绒毛膜上。脐尿管壁很薄 , 其上端通入膀胱 , 下端通入尿膜囊。

马驹脐带长 70～100cm , 分为两部分。上半段外面包着羊膜 , 下半段的外面包着尿

膜 , 此段的上端有脐尿管的开口。犊牛脐带长 30～40cm; 羔羊 7～12cm; 仔猪脐带长

约 25cm; 犬和猫脐带强韧且短 , 长约 10～12cm。分娩时 , 牛、羊和猪的胎儿通过产道
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图 8-5  脐带结构模式图 (引自 Michel CC, 1983)

1 .腹壁 ; 2 . 内脐环 ; 3 . 肠管 ; 4 . 卵黄蒂 ; 5 . 膀

胱 ; 6 . 尿囊管 ; 7 . 尿囊漏斗 ; 8 . 尿囊绒毛膜 ;

9 . 肚脐表皮 ; 10 . 外脐环 ; 11 . 脐带肌 ; 12 . 左脐

    动脉 ; 13 . 右脐动脉 ; 14 . 脐静脉

时 , 脐带即被扯断 , 而犬、猫和马往往是在胎儿被娩出后 , 脐带被母体扯断。

人胚胎发育到第 6 周时 , 由于中肠迅速生长 , 肠袢可以直接进入卵黄蒂近端的脐

腔 , 形成生理性脐疝 , 这种现象除高等哺乳动物外 , 鸟类中也常见到。所以 , 这也成为

动物演化的迹象。人胚发育到第 10 周 , 肠袢从脐腔缩回 , 脐腔消失 , 卵黄蒂与尿囊也

相继退化。妊娠足月的人胎儿脐带的长度与胎儿身长一致 , 约为 40～60cm。

第二节  胎盘的类型与结构

胎生哺乳动物的胎盘是胎儿尿囊绒毛膜与母体子宫内膜相结合部位的总称 , 是能进

行有选择性物质交换的暂时性结构 , 可分为母体胎盘和胎儿胎盘两部分 (图 8-6 和 8-

7) , 总称胎盘 ( placenta )。家畜的胎盘均不呈盘状 , 由于沿用人的扁圆盘状胎盘而得

名。

根据哺乳动物尿囊绒毛膜上绒毛的分布部位和外部形态的不同 , 可将胎盘分为弥散

型胎盘 ( diffuse placenta )、子叶型胎盘 ( cotyledonary placenta )、带状胎盘 ( zonary pla-

centa) 和盘状胎盘 ( discoid placenta ) 四种类型 (图 8-8)。胎盘内母体与胎儿部分的血
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图 8-6  哺乳类动物胎盘结构模式图 (引自 Austgen L , 2000 )

1 . 绒毛膜 ; 2 . 羊膜 ; 3 . 卵黄囊 ; 4 . 脐带 ; 5 . 尿囊 ; 6 . 子宫壁 ; 7 . 胎盘 ;

8 . 胚胎 ; 9 . 脐静脉 ; 10 . 脐动脉 ; 11 . 物质交换 ; 12 . 母体血液

图 8-7  胎盘结构剖面模式图 (引自 Austgen L , 2000 )

1 . 脐静脉 ; 2 . 脐动脉 ; 3 . 绒毛间隙 ; 4 . 绒毛 ; 5 . 羊膜 ;

6 . 螺旋小动脉 ; 7 . 小静脉 ; 8 . 基蜕膜

液循环是两个独立的体系 , 二者的血液不相混合 , 它们之间隔以数层结构 (图 8-6 和

8-7 ) , 称胎盘屏障 ( placental barrier)。在胎儿发育早期 , 胎盘屏障结构 (即母体胎盘和

胎儿胎盘的组织结构层次 ) 比较完整 , 以后随着胎儿发育 , 胎盘结构和功能上的差异逐

渐产生。根据母体和胎儿血液之间的组织层次 , 可将胎盘区分为上皮绒毛膜胎盘 ( ep-

itheliochorial placenta )、结缔组织绒毛膜胎盘 ( syndesmochorial placenta)、内皮绒毛膜胎

盘 ( endotheliochorial placenta) 和血绒毛膜胎盘 ( hemochorial placenta ) 四种类型 (见图

8-9 )。根据妊娠时胎儿胎盘是否深入子宫内膜、子宫内膜组织被破坏的程度、分娩时母

体子宫的出血程度以及子宫内膜组织的脱落程度等 , 将胎盘分为蜕膜胎盘 ( deciduate

placenta) 和非蜕膜胎盘 ( non-deciduate placenta ) 两种。分娩时 , 胎膜与胎盘一起从子

宫排出 , 合称胎衣。
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图 8-8  哺乳动物胎盘模式图

A. 弥散型胎盘 (引自 Mic hel CC , 1983 ) ; B. 子叶型胎盘 (引自 Mic hel CC , 1983 ) ; C . 带状胎盘

(引自 Mic hel CC , 1983 ) ; D. 盘状胎盘 (引自 Pat ten CC , 1953 )

1 . 羊膜 ; 2 . 绒毛膜 ; 3 . 卵黄囊 ; 4 . 尿囊管 ; 5 . 胚外体腔 ; 6 . 脐带 ; 7 . 盘状胎盘 ; 8 . 子叶 ; 9 . 胎儿 ; 10 . 尿

囊 ; 11 . 尿囊绒毛膜 ; 12 . 绒毛环 ; 13 . 环带状胎盘 ; 14 . 退化的绒毛膜端 ; 15 . 晕 ; 16 . 尿囊血管

图 8-9  各型胎盘的组织构造关系 (引自陈北亭 , 1999)

1 . 母体血液 ; 2 . 母体内皮 ; 3 . 母体结缔组织 ; 4 . 母体上皮 ; 5 . 胎儿上皮 ; 6 . 胎儿结缔组织 ;

7 . 胎儿内皮 ; 8 . 胎儿血液
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一、弥散型胎盘 (diffuse placenta)

许多种动物的胎盘是弥散型的 , 如猪、马、骆驼、鼹鼠、鲸、海豚、袋鼠和鼬。这

类胎盘的绒毛膜表面覆盖着绒毛 , 绒毛伸入到子宫内膜腺窝内 , 构成一个胎盘单位 , 或

称微子叶 , 母体与胎儿在此发生物质交换。马和猪的尿膜 绒毛膜都形成许多皱襞 , 以

增大胎盘的面积。

图 8-10  猪胚绒毛膜的构造及其与子宫壁关系的模式图

(改绘自 Patten EP , 1959)

1 . 脐带 ; 2 . 羊膜 ; 3 . 尿囊壁 ; 4 . 尿囊绒毛膜 ; 5 . 子宫黏膜 ; 6 . 子宫肌膜 ;

7 . 子宫外膜 ; 8 . 尿囊壁 ; 9 . 绒毛膜 ; 10 . 子宫上皮 ; 11 . 结缔组织 ; 12 . 血

管 ; 13 . 子宫腺 ; 14 . 尿囊静脉 ; 15 . 尿囊动脉 ; 16 . 卵黄囊残部 ; 17 . 胚外外

胚层 (羊膜内层 ) ; 18 . 壁中胚层 ; 19 . 脏壁中胚层 ; 20 . 胚外内胚层 ; 21 . 滋

养外胚层 ; 22 . 尿囊腔

(一 ) 猪胎盘的结构

猪胎盘属弥散型胎盘、上皮绒毛膜胎盘及非蜕膜胎盘。梭形的绒毛膜囊 , 除两极和

子宫腺开口处外 , 几乎全部贴附于子宫内膜上 , 形成初级皱褶。部分初级皱褶嵌入尿囊

绒毛膜隐窝中。初级皱褶进一步发育后形成次级皱褶 , 以增加其与子宫内膜的接触面

积。次级皱褶的上皮细胞进一步分化 , 在褶的不同部位呈现不同形态。位于绒毛膜隐窝

基部的高柱状上皮细胞排列成拱门状 , 贴附于子宫内膜褶顶部的低柱状上皮 , 其余部分
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的绒毛膜上皮和子宫内膜上皮均呈立方形或扁平形。构成这种胎盘的组织层次比较完

整 , 营养物质由母体血液渗透到胎儿血液中或反向渗透时 , 都要经过母体血管内皮、子

宫内膜结缔组织、子宫内膜上皮、胎儿绒毛膜上皮、绒毛膜间充质和绒毛膜血管内皮 ,

共 6 层屏障。随着胎儿发育 , 胎盘屏障的结构可进一步变薄 (图 8-10、图 8-8A 和图

8-9A)。

猪尿囊绒毛膜上的绒毛出现聚集 , 形成许多小的圆形绒毛晕 ( areolae)。妊娠 3～7

周时 , 滋养层上出现许多小斑 , 并陷于浅窝内 , 以后小斑上生出绒毛 , 即成为绒毛晕 ,

绒毛伸至子宫腺开口的凹陷内。猪绒毛和子宫黏膜的联系比马紧密。剖腹取出活胎儿

后 , 马上剥离胎衣会引起出血。胎盘循环停止后 10～30min , 联系才变松 (图 8-11)。

图 8-11  马胎盘的显微结构图 (改绘自 Austgen L , 2000)

1 . 绒毛膜尿囊 ; 2 . 脐带血 ; 3 . 胎儿血管 ; 4 . 子宫静脉和动脉 ; 5 . 子宫内膜 ; 6 . 绒毛膜长绒毛

(二 ) 马胎盘的结构

马胎盘属弥散绒毛型胎盘、上皮绒毛膜胎盘和非蜕膜胎盘。绒毛膜囊大部分表面密

生小绒毛簇。马发育完成的绒毛长约 1 .5mm , 并有分支 (图 8-13A)。子宫黏膜上皮向

其深部凹陷成蜂窝状排列的隐窝 , 绒毛嵌入子宫隐窝中 , 从而构成由绒毛簇和相应子宫

隐窝共同形成的微胎盘块 ( microplacentome) (图 8-11 )。微胎盘块之间有子宫腺开口 ,

其分泌物将尿膜 绒毛膜与子宫内膜隔开。每根绒毛均由间充质和血管形成中轴 , 外覆

单层柱状的绒毛膜上皮细胞。妊娠 75～110 天时 , 胎盘单位遍布于尿膜 绒毛膜囊上。

绒毛和腺窝的联系不牢固 , 因此马妊娠初期的流产较多 , 但胎衣不下较少见。分娩时偶

见一部分尿膜 绒毛膜过早地脱离子宫黏膜 , 突出于阴门外。如果胎儿排出缓慢 , 可因

缺氧而发生窒息 (图 8-8 和图 8-9)。胎儿绒毛膜上皮和子宫内膜上皮都保持比较完整的

组织结构 , 构成上皮绒毛膜胎盘。

母马妊娠至 40 天左右时 , 在尿囊绒毛膜与退化中的卵黄囊接合处 , 可见由柱状上

皮细胞形成一个环状的绒毛膜带。当环状绒毛膜带上皮的分支绒毛褶附着到子宫内膜

后 , 即侵入子宫内膜并吞噬其上皮 , 穿过基膜 , 而后植入于子宫内膜基质中 , 在妊娠侧

的子宫腔内形成环状排列的子宫内膜杯 ( endomet rical cup)。内膜杯细胞体积大、双核 ,

呈多面体形 , 细胞质内粗面内质网丰富 , 内质网池膨大并充满絮状物质 , 其他细胞器不
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明显。内膜杯细胞排列紧密 , 且与未被侵蚀的子宫腺混合在一起 , 还可见到变性的上皮

细胞、淋巴细胞、浆细胞和嗜酸性细胞。内膜杯的血液供应丰富 , 在杯下存在丰富的淋

巴管。子宫内膜杯在妊娠 40 天时达到最大体积 , 长约 2～10cm, 宽约 1～3 cm。妊娠

60 天时 , 子宫内膜杯开始退化 , 到 150 天时则坏死后消失。子宫内膜杯分泌黏稠的分

泌物 , 黏附于绒毛膜表面 , 内含丰富的孕马血清促性腺激素 ( pregnant mare serum go-

nadot rophin , PMSG)。

二、子叶型胎盘 ( cotyledonary placenta)

反刍动物 (牛、羊、鹿、骆驼 ) 的胎盘属子叶型或复合型 ( multiplex type) 胎盘。

胎儿绒毛膜表面的绒毛并非均匀分布 , 而是集合成圆丛状 (图 8-13B 和 C ) , 构成

绒毛叶或子叶 (胎儿胎盘 , 亦称胎儿子叶 )。这些块状绒毛丛与子宫内膜上圆形无腺体

的子宫肉阜接触 , 使之发育成为母体胎盘 (亦称母体子叶 )。胎儿子叶和母体子宫阜结

合形成胎盘突 ( placentoma) , 成为母体和胎儿发生物质交换的场所。胎盘突的数目在各

种动物之间差异很大 , 牛为 75～120 个 , 绵羊 80～90 个 , 山羊多达 120 或更多个 , 驯

鹿只有 6～8 个 , 长颈鹿却多达 180 个。胎儿子叶上的绒毛同子宫肉阜上的隐窝紧密融

合 , 使之与子宫内膜的腺体直接接触。绒毛与子宫肉阜相接触处 , 由于绒毛膜上皮侵蚀

部分子宫上皮并使之变性 , 从而使绒毛上皮直接与子宫内膜的结缔组织相接触 , 构成结

缔绒毛膜胎盘。胎盘突的结构较弥散型胎盘复杂。

肉阜之间的子宫内膜叫做肉阜间区 , 胎儿子叶之间的尿膜 绒毛膜叫做子叶间区。

这些区域在正常情况下并不形成胎盘组织。但是 , 由于某些子宫疾病 , 或由于胎盘突缺

乏 , 牛的子叶间区可以形成原始胎盘结构 , 像增大的弥散型胎盘一样 , 在尿膜 绒毛膜

的子宫内膜间区发育 , 形成异位胎盘 ( adventitious placenta ) 或称副胎盘 ( accessory

placenta)。

(一 ) 牛胎盘的结构

牛胎盘属子叶型胎盘、上皮绒毛膜胎盘和非蜕膜胎盘。在妊娠后期和某些病理情况

下 , 上皮绒毛膜胎盘的某些部位 , 可形成结缔绒毛膜胎盘。在胚胎着床初期 , 绒毛膜囊

与子宫肉阜相接触处长出绒毛 , 这些绒毛与子宫肉阜隐窝建立联系 , 其着床过程从绒毛

膜囊的“赤道”处开始 , 逐渐向周围扩展。随着胎儿发育 , 原来在子宫肉阜内的绒毛主

干逐渐发出更多的分支 , 插入相对应处的子宫内膜隐窝内。隐窝内的主小隔也同时发出

次级小隔或更细的小隔 , 以容纳主绒毛发出的分支。由上述二者共同构成有柄隆起的结

构 , 即胎盘块。随着胚体发育 , 胎盘块体积增大约 500 倍 , 接近分娩时 , 胎盘块发生轻

度的退化 (图 8-12、图 8-8B)。

牛妊娠 15～16 天时 , 尿膜的体壁中胚层和绒毛膜融合起来 , 胚胎附近和子宫肉阜

接触的尿膜 绒毛膜上发生上皮增生斑 , 1～1 .5 个月时 , 成为绒毛斑。子宫肉阜表面的

上皮也向其结缔组织基质内形成许多腺窝 , 绒毛伸入其中。至 2 个月末 , 绒毛增长 , 腺

窝也成为管状。3 个月时 , 绒毛和腺窝进一步增长并分支 , 达到子宫肉阜基部。这时子
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宫肉阜已发育成为蘑菇状的母体胎盘 , 头部为长圆形或圆形 , 上有许多腺窝孔 , 很像海

绵 ; 基部与子宫内膜相连。绒毛斑则发育成为长圆形或盘状胎儿子叶 , 把母体胎盘包起

来 , 盘中有许多粗而长的绒毛 , 每一绒毛又有很多分支 (图 8-12)。

图 8-12  牛妊娠中期胎盘块横切 (改绘自 Hansen MD , 1991 )

1 . 子宫上皮 ; 2 . 子宫内膜及子宫腺 ; 3 . 子宫肌层 ; 4 . 子宫外膜 ; 5 . 尿囊绒毛

膜 ; 6 . 滋养层 ; 7 . 内胚层 ; 8 : 胎盘块柄 ; 9 . 胎盘块

子宫隐窝处的上皮细胞呈立方形或扁平形 , 核圆形 , 核仁清晰 , 其内的粗面内质网

排列成不规则的、稀疏的终池 , 细胞质内有少量线粒体。隐窝上皮中 , 有一些隐窝巨细

胞 , 其中细胞质较少 , 细胞顶端有微绒毛。子宫隐窝相邻的上皮细胞间不发生指间相

嵌。子宫隐窝上皮细胞的顶端有微绒毛 , 与胎儿绒毛膜细胞的微绒毛相嵌合。

牛胎盘中有不同形态的绒毛膜上皮细胞 , 如单核柱状细胞、单核不规则形细胞和双

核巨细胞。绒毛膜单核细胞顶端有微绒毛 , 基部有胞饮泡 , 核呈圆形或不规则形 , 其核

仁较大。细胞质内有稀疏的粗面内质网和散布的游离核蛋白体 , 线粒体数量较多且体积

中等。相邻细胞的质膜间发生指间相嵌。绒毛膜双核巨细胞顶端缺少微绒毛 , 有 2 个圆

形的细胞核 , 核仁明显 , 细胞质丰富并分布着稀疏的粗面内质网、大量的游离核蛋白体

和高度发达的高尔基复合体 , 线粒体数量多且体积中等。细胞质中还含有致密小体、多

泡体和分泌颗粒。绒毛膜双核巨细胞可分泌绒毛膜促性腺激素。

(二 ) 羊胎盘的结构

羊的胎盘也属子叶型胎盘、上皮绒毛膜胎盘和非蜕膜胎盘。羊的胎盘形成及其细微

结构和牛相似。绵羊的子叶绒毛大约于受精后 20 天形成 , 胎盘突小而圆 , 其形状与牛

相反。胎盘突的母体部分表面凹陷 , 呈盂状 , 将圆的子叶包起来。山羊胎盘突的母体部

分表面浅凹 , 呈圆盘状 , 子叶呈丘状附着于其凹面上 (图 8-13C)。
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图 8-13  胎膜与子宫的附着关系模式图 (引自赵兴绪 , 2002)

A . 弥散型胎盘 (马 ) ; B . 子叶型胎盘 (牛 ) ; C . 子叶型胎盘 (羊 ) ;

1 . 绒毛膜 尿膜 ; 2 . 胎盘突 ; 3 . 子宫内膜 ; 4 . 子宫肌层

三、带状胎盘 (zonary placenta)

肉食动物的胎盘都是带状胎盘 , 其特征是绒毛膜表面的绒毛集中形成一条宽约

2 . 5～7 .5cm的绒毛带 , 环绕在卵圆形的尿膜 绒毛膜囊的中部 (即赤道区上 ) , 母体的

子宫内膜也形成相应的带状胎盘。带状胎盘分为两种 : 一种是完全的带状胎盘 , 如犬和

猫的胎盘 ; 另一种是不完全的带状胎盘 , 如熊、海豹、鼬科中的雪貂和水貂的胎盘。完

全带状胎盘在妊娠早期是由卵黄囊膜形成有功能的绒毛 卵黄胎盘 , 以后绒毛膜 尿膜在

赤道区生长及发育后 , 侵入子宫上皮而形成。因此 , 紧靠着尿囊中胚层细胞的滋养层细

胞与母体子宫内膜的毛细血管内皮细胞紧密相贴。卵黄囊为一退化器官 , 漂浮在尿液

内。绒毛膜 尿囊仍然形成一个充满液体的长椭圆形的囊 , 并带有一个胎盘绒毛膜带。

不完全的带状胎盘则为单个或成对的盘状物。

犬和猫的绒毛膜有断断续续分布的细胞绒毛膜和合胞体绒毛膜。细胞绒毛膜的细胞

质内含游离核蛋白体和不发达的内质网 ; 合胞体绒毛膜构成胎儿胎盘迷路的主要部分 ,

细胞质内含有发达的粗面内质网、丰富的线粒体和一些致密小体。环带状胎盘的绒毛膜

上皮侵蚀及吸收子宫内膜上皮 , 以致绒毛膜的绒毛与子宫固有膜中的毛细血管相接触 ,

物质渗透只经过子宫血管内皮、绒毛膜上皮、绒毛膜间充质和毛细血管内皮。

带状胎盘绒毛膜上的绒毛相互吻合形成胎盘迷路 , 该胎盘迷路可分为母体和胎儿两

部分。胎儿胎盘迷路是由一些绒毛膜与间充质构成的板状结构 , 在板内分布着小且壁薄

的毛细血管。母体胎盘迷路则由一些较大且壁厚的毛细血管外包绒毛膜细胞所组成。胎

盘迷路与子宫内膜之间是海绵连接带 ( spongy junctational zone) , 其中含有胎盘迷路的

末端部分、母体血管、细胞碎片和子宫腺分泌物。海绵连接带与子宫内膜的腺体带

( glandular zone) 相连接。胎盘带的内外部分均可发生子宫出血 , 形成血肿。犬有时出
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现明显的边缘血肿 ( marginal hemotomas) , 猫只发生较小的不规则部分出血。分娩时 ,

胎盘在海绵连接带处与子宫内膜分离 (图 8-14 和图 8-8C)。

图 8-14  接近分娩期的犬胎盘带横切 (引自 Hansen MD, 1991)

1 . 子宫肌层 ; 2 . 腺体带 ; 3 . 海绵连接带 ; 4 . 胎盘迷路 ; 5 . 边缘血块 ; 6 . 间充质中的胎儿血管

四、盘状胎盘 (discoid placenta)

小鼠、大鼠、兔、蝙蝠、猴和人等均为盘状胎盘。胎盘是由一个圆形或椭圆形盘状

的子宫内膜区和尿囊 绒毛膜区相连接构成的。绒毛膜上的绒毛伸入子宫内膜的血池内。

灵长类动物中绝大多数是间质植入 , 因此为盘状胎盘 ; 但有些并不侵入子宫内膜的中

心 , 仍是盘状胎盘 , 如狐猴等。这种动物虽具有绒毛膜 尿囊胎盘 , 但卵黄囊仍是营养

交换器官。

兔和豚鼠的胚胎滋养层可侵蚀子宫内膜 , 尿囊 绒毛膜最后只剩内皮细胞 , 而且子

宫黏膜血管的内皮细胞亦消失 , 使胎儿胎盘的内皮细胞直接和母体血液接触 , 将这种胎

盘称为血液内皮型胎盘 ( hemoendothelial placenta )。因此 , 盘状胎盘的屏障结构最不完

整。

人胚胎的细胞滋养层融合后形成合胞体滋养层 , 并迅速形成绒毛 , 以后绒毛遍布整

个胚泡表面 , 称为原始绒毛 (图 8-8D)。绒毛表面为合胞体滋养层 , 其深部为细胞滋养

层。在受精后第 3 周初 , 原始绒毛深陷后形成数次分支 , 中央演变成间充质 , 其中出现

血管 , 这种有血管的绒毛即是真绒毛 , 是胎儿血液与母体血液的主要交换场所。由于滋

养层细胞可以分泌蛋白酶类 , 因而可以破坏母体组织 (甚至小血管 ) , 并分泌可抑制血

液凝固的物质 , 使母体血液流入绒毛间隙即母体血池中 (图 8-15)。绒毛簇分支后其主

支外的细胞滋养层 , 固定于子宫的底蜕膜 ( basal decidua) 上 , 形成固定绒毛 (anchor-

ing villi)。以后 , 主支又反复分成更细的游离绒毛 ( free villi)。这种如树状的绒毛结构

总称为绒毛叶 , 每个绒毛叶都占用一个绒毛间隙 , 实际上就是母体的血池 , 间隙之间的

胎盘隔 ( placental septum) 为母体胎盘部分。

蜕膜是在妊娠过程中形成的 , 是在分娩时脱落排出的胎儿胎膜和一部分子宫内膜的
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图 8-15  人胎儿胎盘与母体胎盘的结构与血液循环模式图 (引自石玉秀 , 1998)

注 : 箭头示血流方向 , 红色示富含营养和 O2 的血 , 黑色示含代谢废物和 CO2 的血。

1 . 胎血循环 ; 2 . 脐动脉 ; 3 . 绒毛间隙 ; 4 . 绒毛干 ; 5 . 胎盘膈 ; 6 . 细胞滋养层壳 ; 7 . 子宫螺旋动脉 ; 8 . 子宫

静脉 ; 9 . 子宫肌层 ; 10 . 基蜕膜 ; 11 . 丛密绒毛膜 ; 12 . 壁蜕膜 ; 13 . 平滑绒毛膜 ; 14 . 羊膜 ; 15 . 脐静脉

总称。绒毛膜在形成胎盘的部分绒毛发展成绒毛树 , 但是胎盘以外部分绒毛膜的绒毛退

化 , 形成平滑绒毛膜 ( smooth chorion) , 包在平滑绒毛膜外面的蜕膜部分称为包蜕膜

(capsular decidua) , 形成母体胎盘部分的子宫内膜 , 称为底蜕膜 , 其余部分的子宫内膜

称为壁蜕膜 ( decidua vera)。在妊娠后半期 , 平滑绒毛膜受胎儿与羊膜的推挤 , 紧靠子

宫壁 , 因而使羊膜、平滑绒毛膜、包蜕膜与壁蜕膜相接触 , 并使平滑绒毛膜和包蜕膜相

融合。

子宫内膜的血管被滋养层细胞侵蚀后形成绒毛间隙即母体血池 , 各血池的血液可以

互通 , 从而构成了胎盘血液循环的末端。胎儿的脐动脉将缺氧血液输入胎盘。脐动脉进

入绒毛前 , 先在绒毛膜板上分出许多分支 , 然后再分支成为到主干绒毛的细支 , 并在绒

毛膜树末端形成动脉 毛细血管 静脉血管网 , 使绒毛浸于母体血池。通过胎盘屏障进行

物质交换后 , 富含 O2 与营养物质的血液 , 经脐静脉的细支进入脐带的脐静脉 , 最后流

回心脏。母体血池的血液是由子宫内膜的螺旋动脉开口流向绒毛膜板 , 在绒毛间隙中 ,

使血压降低 , 并将混有胎儿 CO2、尿素等代谢物质的血液经子宫内膜静脉进入子宫静

脉 , 回到母体的心脏后进行血液循环 (图 8-15)。

五、上皮绒毛膜型胎盘 (epitheliochorial placenta)

上皮绒毛膜型胎盘见于马和猪 , 子宫上皮细胞和绒毛滋养层细胞接触 , 二者的表面

均有微绒毛彼此融合。此类胎盘在母体血液和胎儿血液之间有 6 层组织 (胎盘屏障 ) ,

即子宫血管内皮、结缔组织、内膜上皮、绒毛 (滋养层 ) 上皮、结缔组织和胎儿血管上

皮。
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六、结缔组织绒毛膜型胎盘 (syndesmochorial placenta)

此类胎盘只见于反刍动物 , 母体胎盘表面的内膜上皮可能由于受到绒毛滋养层的吞

噬 , 从妊娠 4 个月起开始变性消失 , 结缔组织和绒毛基部接触 , 故称为结缔绒毛膜型。

妊娠后半期 , 整个母体胎盘表面及腺窝开口处失去上皮层 , 腺窝底部则保留有子宫内膜

的上皮 , 故又称为上皮绒毛膜和结缔组织绒毛膜混合型胎盘 , 或上皮结缔绒毛膜胎盘。

此型胎盘在母体血液和胎儿血液之间 , 除子宫上皮失去以外 , 其余 5 种组织均存在。

由于绒毛膜的绒毛和母体胎盘联系紧密 , 分娩时二者不能立即分离。即使胎儿排出

较慢 , 只要子宫不剧烈收缩 , 胎盘循环不停滞 , 胎儿就不会窒息。但是 , 产后胎衣排出

较慢 , 容易发生胎衣不下。

七、内皮绒毛膜型胎盘 (endotheliochorial placenta)

内皮绒毛膜型胎盘见于犬和猫。母体血液和胎儿血液之间只有子宫血管内皮和绒毛

的上皮、结缔组织及胎儿血管内皮共 4 层组织 , 子宫内膜上皮和结缔组织已消失。

八、血液绒毛膜型 (hemochorial placenta)

此型胎盘见于啮齿类和灵长类动物。胎儿绒毛 (包括绒毛上皮、结缔组织和胎儿血

管内皮细胞 ) 直接侵入母体血池内 , 中间没有母体的其他组织隔开。不同动物的血液绒

毛膜胎盘有相当大的差异 , 故可从这一型中进一步分出血液 内皮型 ( hemo-endothelial)

和内皮 内皮型 ( endothelio-endothelial) 胎盘。

胎盘的形成最先是在受精后第 10 天 (人 ) , 滋养细胞发育并侵入母体血管 , 使血流

进入细胞间隙 , 形成绒毛叶腔隙。最初 , 胎儿通过绒毛细胞膜直接获得营养 , 交换废

物。早在第 11～12 天 , 绒毛开始在绒毛膜表面形成 , 并且不断发育分枝形成树枝状结

构。当第 19 天胎盘内出现胎儿血管时 , 通过绒毛可使母体和胎儿进行物质交换。胎盘

在妊娠 18～20 周完全形成 , 并且在整个妊娠期不断生长 , 到分娩时其重量可达到

500g。

九、蜕膜型胎盘 (decidual placenta)

蜕膜型胎盘又叫结合型胎盘或真胎盘 , 主要见于啮齿类和灵长类。母体子宫上皮、

黏膜下层、蜕膜细胞和胎儿胎盘形成蜕膜 , 子宫内膜蜕膜化。根据胚胎植入子宫腔的部

位 , 可分三部分 : 即底蜕膜 (在受精卵下面的蜕膜 , 位于胚胎和子宫壁之间 , 将来发育

成为母体胎盘 )、包蜕膜或囊状蜕膜 (包围着孕体 , 使其与子宫腔隔开 , 将来成为胎膜

的一部分 ) 和真蜕膜或周壁蜕膜 (覆盖在子宫腔内的蜕膜 , 除形成底蜕膜部分之外 , 其

余都是真蜕膜 )。在人的妊娠早期 , 胚胎在子宫腔的一侧发育 , 包蜕膜和真蜕膜中间留

有空隙 , 即原有的子宫腔。从妊娠第 4 周开始 , 包蜕膜和真蜕膜逐渐靠近 , 最终黏连融
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合 , 封闭子宫腔。分娩时 , 蜕膜脱落 , 子宫内膜赤裸并因血管破裂而有出血。犬、猫的

胎盘也属于这一类型 , 但分娩时丢失的蜕膜组织较少。

十、非蜕膜型胎盘 (nondecidual placenta)

非蜕膜型胎盘又叫半胎盘或并列型胎盘 , 见于家畜。分娩后胎盘脱落时 , 子宫内膜

组织均不受损 , 也无出血。近年来有人研究发现 , 牛分娩后 , 部分子宫内膜受损并在产

后的一周内脱落 , 在产后的 40 天左右子宫内膜完全修复。反刍动物于分娩后 6～10 天

时 , 子宫肉阜表面“脱皮”而失去上皮。

十一、胎盘血液循环 (blood circulation of placenta)

在妊娠期 , 胎儿血液循环与母体血液循环是各自独立的 , 胎儿和母体的血液不直接

相通。供应母体胎盘的血液来自子宫动脉 , 而供应胎儿胎盘的血液来自脐动脉和脐静

脉。关于母体胎盘血流和胎儿胎盘血流曾有人提出过多种模式 , 有反向的 , 同向的、交

叉的 , 还有母体血先流入血池 , 再进入胎儿毛细血管的。因动物种类不同 , 胎盘组织不

同 , 功能亦有差异。

绵羊的子宫动脉和子宫静脉是穿透子宫肉阜和腺窝的中隔层而进入胎盘 , 母体中隔

层的小动脉则在胎儿胎盘的绒毛周围分出许多小分支 , 形成毛细血管网。毛细血管的血

流方向与胎儿胎盘绒毛膜的纵轴平行 , 胎儿脐动脉和脐静脉的分支垂直穿入绒毛而进入

胎盘 , 其血流方向是交叉的或同时具有相对的两种方向。马在妊娠早期胎盘的表面是光

滑的。妊娠 70 天时 , 由于微绒毛生长发育而变成鹅绒状 , 绒毛膜上的绒毛丛伸入子宫

内膜的相应腺窝内 , 形成小球形的微子叶结构。马母体胎盘的微子叶血液微循环同绵羊

和牛一样 , 血管丰富 , 动脉长而直 , 经过子宫腺体到达内膜 , 通过子宫内膜上皮深层再

分出许多分支 , 每一分支在子宫腺窝壁中形成致密的血管网 , 血管网中有一条静脉通过

子宫内膜下血管丛输出。胎儿胎盘绒毛膜绒毛的血液来自脐动脉和脐静脉分支 , 静脉紧

挨着动脉 , 而且毛细血管血流是从绒毛尖端流向基底部 , 同母体血流方向相反 , 是反向

血流。

人的胎盘从第 12 周起 , 由于受到母体血液供应主要来源部位的影响 , 真正的盘状

胎盘与以前的胚极区分开 , 胎盘通过绒毛附着于直接覆盖在螺旋小动脉上的蜕膜 (图

8-16)。而其他部位的绒毛逐渐萎缩 , 到第 16～18 周时完全消失。螺旋小动脉的血液进

入绒毛间隙 , 而母体血液在绒毛网状结构周围循环 , 并通过它灌注与每根螺旋小动脉相

连的 2～3 个静脉窦。胎盘绒毛分成簇称胎盘小叶 , 每一簇由 1～2 根螺旋小动脉供血。

足月时 , 一个胎盘可分成 10～20 个胎盘小叶。来自母体的营养物质经绒毛间隙 , 穿过

滋养细胞和绒毛的纤维中心 , 再通过胎儿毛细血管的内皮细胞 , 最后到达胎儿血循环。

而废物的运输方式正好相反。这样完成了母体与胎儿之间的物质交换。由于母体血与胎

儿绒毛的或滋养细胞的组织是并列的 , 所以被称为血液 绒毛膜型胎盘。
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图 8-16  人胎儿和胎盘 (引自默克诊疗手册 , 1999 )

第三节  胎盘的生理功能

根据胚胎发育所需营养物质的来源及获得方式 , 可将胚胎营养分三个不同时期。卵

裂期胚胎主要利用卵本身的卵黄物质 ; 胚泡期和胚泡着床初期 , 通过滋养层细胞吸取子

宫腔内的子宫腺体分泌物 , 称组织营养 ( histot rophic nut rition ) ; 胚胎着床及胎盘形成

后 , 胎儿通过胎盘的毛细血管获取营养 , 称血液营养 ( hemotrophic nutrition )。血液营

养是胚胎营养的主要方式 , 但组织营养和血液营养在胚胎发育过程中可以同时存在。在

整个妊娠期间 , 胎盘的大小、形态和内部结构处于不断变化之中 , 胎盘屏障在组织结构

上随着胎儿发育而逐渐变薄 , 是胎盘结构变化的一个标志。

胎盘是维持胎儿生长发育的器官 , 不仅对胎儿有保护作用 , 而且具有免疫、代谢、

造血、屏障和内分泌功能 , 并且还担负着胎儿的消化、呼吸和排泄器官的作用 (图

8-17)。

一、胎盘的保护功能

胎盘对胎儿的保护作用是通过固定胎儿和发挥胎盘屏障作用而实现的。上皮绒毛膜

胎盘在母体与胎儿之间有广泛的微绒毛镶嵌 , 为二者细胞间的相互黏着提供了广阔的面

积 , 起着固定胎儿位置的作用。

子宫内膜、绒毛膜上皮细胞和内皮细胞的细胞膜是构成胎盘屏障的主要成分。胎盘

屏障中细胞膜的层数是衡量胎盘通透性大小的指标。胎盘虽然可以进行物质交换 , 但对

物质的通过具有严格的选择性。有些物质不能直接通过胎盘进入胎儿体内 , 这种选择性

就是胎盘屏障 ( placenta barrier) 作用。母体血液中有毒物质和许多种细菌不能通过胎

盘 , 大分子蛋白质须经酶分解后才能通过。胎盘屏障作用的大小与胎盘类型有关。胎盘
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图 8-17  胎儿同母体血液之间的物质交换模式图 (引自成令忠 , 1994)

内细胞层次较多的 (如有蹄类家畜 ) 比层次较少的 (食肉类和灵长类 ) 屏障作用大。

通常情况下 , 细菌不能通过绒毛进入胎儿血液中。但当某些病原体 (如结核杆菌 )

破坏了胎盘时 , 病原体可通过绒毛进入胎儿血中。此外 , 胎盘对细菌的屏障作用随着妊

娠期的不同而有所变化。在有蹄类家畜的妊娠后期 , 细菌可以通过胎盘 , 如在牛的胎

膜、胎盘和胎儿器官中能检测到布氏杆菌。病毒、噬菌体及分子质量小的蛋白质也可通

过胎盘进入胎儿。

在抗生素中 , 青霉素可少量通过胎盘 , 氯霉素能自由通过 , 土霉素能通过猪的胎

盘 , 但是不能通过牛的胎盘。乙醚、氯仿、酒精、樟脑、水杨酸、松节油、阿托品、毛

果芸香碱、番木鳖碱和砷等药物也可通过胎盘。

有些母体抗体可以通过胎盘 , 从而使胎儿获得被动免疫 (图 8-17 )。抗体亦可在出

生后通过初乳传递给新生仔畜 , 或者两种方式均有。在牛、羊、马等家畜 , 母体的抗体

不能透过胎盘 , 只能通过初乳被动传递免疫。人、猴、豚鼠和家兔等母体的 IgG 可通

过胎盘传给胎儿。家兔胎儿早期亦可通过卵黄囊从子宫分泌物中吸收抗体。犬、猫、

猪、大鼠和小鼠通过胎盘接受少量抗体 , 大部分抗体则来自初乳。

二、胎盘的免疫功能

胎盘组织可被看作是一种同种异体移植物 , 因为胎盘组织中有一部分是来自胎儿 ,

它与母体自身的组织不同。然而 , 母体对胎盘并不发生类似的同种移植免疫排斥反应。

有人将胎盘的滋养层组织移植到另一动物体内后 , 未发生免疫排斥反应。相反 , 当移植

胚胎组织后 , 则发生了典型的免疫排斥反应。据此 , 人们有三种推测 , 一种观点认为是

胎盘滋养层的组织抗原性极微弱 , 可防止母体的免疫性排斥 ; 另一种见解认为 , 在滋养
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层细胞膜外 , 覆盖一层带阴性电荷的唾黏蛋白 , 其对母体的免疫活性细胞构成化学屏

障 , 唾黏蛋白表面的阴性电荷排斥母体淋巴细胞 , 阻断了绒毛膜抗原与母体淋巴细胞的

接触。如果用神经氨酸酶破坏这种唾黏蛋白层 , 滋养层释放出移植抗原 , 即发生免疫排

斥反应 ; 还有人认为 , 胎儿淋巴细胞反复进入母体 , 从而使母体对胚胎产生了免疫耐

受性。

近来发现 , 动物妊娠时黄体或胎盘产生的孕酮 , 以及人和灵长类动物胎盘分泌的绒

毛膜促性腺激素 ( hCG) 都能使母体耐受胎盘组织中来自父本的组织相容性异体抗原 ,

使胎儿不受母体的免疫排斥。

近年来研究还证明 , 胎儿滋养层细胞不表达经典的人白细胞抗原 ( HLA) -Ⅰ和Ⅱ ,

仅表达一种新的 HLA-Ⅰ类抗原 , 后来将该抗原的基因命名为 HLA-G位点。HLA-G 代

表 HLA抗原表达在母体和胎儿界面上 , 但不使母体排斥胎儿 , 这说明 HLA-G 在母 胎

免疫耐受中有重要意义 , 可以保护带有父本同种异体抗原的胚胎免受母体免疫系统的排

斥。HLA-G还能与 NK 细胞的抑制性受体结合 , 然后传入抑制信号 , 阻止 N K 细胞对

胚胎的破坏作用 , 从而使胚胎免受排斥。

胎盘复杂而有序的功能需要周密的调控 , 细胞因子 ( Th1 型和 Th2 型 ) 对胎盘功

能调控起着重要作用。Th1 型细胞因子主要是促进细胞免疫 , Th2 型细胞因子主要参与

体液免疫。动物妊娠时 , 母体 Th2 型细胞因子参与的体液免疫占主导。有人通过体外

实验证明 , IFN-γ可抑制滋养层细胞的生长 , IF N-γ与 TNF-α可协同抑制胚胎与胎儿的

生长发育。胎盘组织中 Th1 型细胞因子过多可导致妊娠动物习惯性流产、胎儿宫内生

长迟缓及死胎等病理变化。

三、胎盘的造血功能

早在 1974 年就发现 , 人脐血中含有大量的造血干/ 祖细胞 ( HSC/ HPC) , 并且在早

期胎盘中造血干细胞的含量比骨髓中高。经典学说认为 , 胎儿期造血可分为三个阶段 ,

即中胚叶造血期 , 肝、脾造血期和骨髓造血期。骨髓是胎儿在妊娠晚期及出生后的主要

造血器官。足月胎儿脐血中的造血细胞似乎来源于骨髓。通过对脐血的研究发现 , 出生

前后骨髓的结构并没有发生很大改变 , 但与脐血相比 , 新生儿外周血中的 HSC/ HPC 却

明显下降。由此推测 , 胎儿晚期脐血中的 HSC/ HPC 可能来自胎儿胎盘。无论是

CD34
+
细胞还是更为原始的 CD34

+
/ CD38

+
细胞的含量 , 均是脐静脉血 (由胎盘流入胎

儿体内 ) 高于脐动脉血 (由胎儿流出到胎盘 )。这表明脐静脉血中至少有部分造血干细

胞可能来自胎盘绒毛膜。对 6 个月以后的胎盘、脐和母体血中的 CD34
+
和 CD38

+
细胞

研究发现 , 这两种细胞的数量在胎盘血中最高 , 其次是脐带血 , 母体血液中最低 , 这也

说明胎儿的 HSC/ HPC来源于胎盘 ; 而成熟的粒细胞、红细胞和血小板则来源于胎儿骨

髓。对小鼠胎盘造血功能的研究表明 , 胎盘造血起始于 10 日龄胚胎的绒毛膜 , 第 14 日

龄达高峰 , 第 18 日龄时消退。此外 , 在胎盘绒毛膜间质中有核细胞组成的造血岛及

CD34
+
细胞 , 在妊娠 8～10 周间的胎盘绒毛膜中含量最多 , 以后逐渐减少。上述研究结

果表明 , 在卵黄囊造血逐渐消退而胎儿肝脏或骨髓造血功能尚未形成前 , 胎盘绒毛膜是

造血的重要器官。
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四、胎盘的新陈代谢功能

胎盘组织内具有丰富的酶系统 , 在胎盘中发现了所有的已知酶类。例如 , 已发现人

胎盘中约含 800～1 000 种酶 , 其中有氧化 还原酶类、转移酶类、水解酶类、异构酶

类、溶解酶类及综合酶类等 , 而且一般活性都极高。因此 , 胎盘组织具有高度生化活性

和广泛的合成与分解代谢功能。胎盘能从乙酸或丙酮酸合成脂肪酸 , 从乙酸盐合成胆固

醇 , 亦能从简单的基础物质合成核酸及蛋白质 ; 并具有葡萄糖、戊糖磷酸盐、三羧酸循

环及电子转移系统。所有这些功能对胎盘的物质交换及激素合成都有重要的作用。

此外 , 胎盘不同部位含有的成分不同 , 如细胞滋养层、间质及蜕膜中有糖原存在 ,

而合体滋养层细胞内则没有。合体滋养层和蜕膜细胞内有脂类物质存在 , 但细胞滋养层

内则没有。铁在合体与细胞滋养层内都可检测到 , 但蜕膜细胞内则检测不到。

胎盘的代谢受许多因素影响 , 如外源激素及细胞因子 TNF-α、 TGF、 IF N-α和

IFN-γ等。胎盘本身合成的激素也可以对其功能实施调控。

五、胎盘的物质转运功能

绒毛膜的绒毛和微绒毛 , 增加了胎儿与母体的接触面积 , 有利于胎儿和母体间的物

质交换。由于动物种类不同 , 胎盘的类型和结构差异很大 , 转运功能也不一样 , 而且胎

盘的转运功能受许多因素影响 , 其中包括母体营养水平等。

(一 ) 胎盘转运物质的种属间区别

各种动物胎盘结构间的区别是由于母体和胎儿血液循环间的组织层数和厚度不同。

有些动物 , 绒毛膜尿囊胎盘的滋养层组织是由细胞滋养层组成的 , 另外一些动物则是由

合体滋养层组成的 ; 有的是单层细胞 , 而有的则是多层细胞。滋养层的微绒毛和基底细

胞膜一般被认为是胎盘转运物质的关键因素。已经证明 , 胎盘中胎儿的毛细血管内皮可

阻止兔胎盘转运铁蛋白 , 限制羊胎盘转运白蛋白和豚鼠胎盘转运辣根过氧化物酶和游离

的血红蛋白。

此外 , 动物间胎盘结构的另一个不同点是 , 绒毛膜尿囊胎盘中胎儿血管的排列方

式 , 有些动物胎儿的血管在绒毛膜尿囊胎盘内呈屈曲状 ; 有些则形成树枝状或是形成毛

细血管网。胎儿血管的排列方式不同是影响动物间胎盘物质转运差异的又一个因素。

除上述差异外 , 不同种动物母体和胎儿胎盘的血液关系不同 , 也是影响动物间胎盘

物质转运差异的因素。在一些动物 , 二者是并流的 , 而在另一些动物是逆流的。这种不

同的血液关系 , 使胎盘通过的物质不同。例如 , 呼吸气体经胎盘的转运量受血液流向的

限制 , 而不受气体在血流中的溶解度影响。

尽管不同种动物之间胎盘转运物质的机制相同 , 但不同种动物间每单位重胎盘对某

些物质的弥漫性渗透量不同。例如 , 铁和 IgG 可以通过受体介导转运系统 , 穿过人滋

养层。然而 , 铁只能经降解的红细胞通过羊的胎盘 , IgG则根本不能经羊胎盘转运。
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有些动物 , 除绒毛膜尿囊胎盘外 , 绒毛膜的其他区域也参与母体 胎儿的物质交换

过程。在灵长类动物 , IgA和其他蛋白质经绒毛膜从母体循环进入羊水 ; 啮齿类动物的

卵黄囊胎盘使得胎儿从子宫腔内吸收免疫球蛋白。这一途径也有利于钠、钙和氨基酸的

转运。

(二 ) 选择性的物质转运

胎儿绒毛膜与子宫内膜紧密接触 , 彼此以半透性膜隔开。有些物质可以自由通过此

膜 , 有些物质须经改变结构才能通过 (图 8-17 )。半透性膜对某些物质的通透性伴随着

孕期的加长而改变。而且 , 根据被转运物质的性质及胎儿需要 , 胎盘能采取不同的转运

方式。

1 . 转运方式

(1 ) 单纯扩散

物质自高分子浓度区移向低分子浓度区 , 直至双方取得平衡为止 , 这种方式称为单

纯扩散 ( simple diffusion)。如 CO2、O2、水、电解质等均以这种方式转运。

(2 ) 易化扩散

如果以分子量计算某些物质的转运率 , 而转运超过单纯扩散所能达到的速度时 , 称

为易化扩散 ( facilitated diffusion)。此转运过程是 , 被转运的物质与细胞膜上的特异性

受体结合 , 通过膜蛋白的变构 , 以极快的速度 , 将结合物从膜的一侧带到另一侧。如葡

萄糖、氨基酸及大部分水溶性维生素都以易化扩散的方式转运。

(3 ) 主动转运

主动转运 ( active transport ) 是某些物质在胎儿体内的浓度高于母体 , 但该物质仍

能由母体进入胎儿体内 , 这可能是由于胎盘细胞内酶作用的结果。氨基酸、无机磷酸

盐、血清、铁、钙及维生素 B1、B2 和维生素 C等都是主动转运的。

(4 ) 大量转运

大量转运 ( bulk transport ) 是使某些可溶于水的物质简单而迅速地通过胎盘的一种

转运方式。

(5 ) 胞饮作用

极少量的大分子物质 , 如免疫活性物质及免疫过程中重要的球蛋白等借助这种胞饮

作用 ( pinocytosis) 转运。

有关胎盘对某些物质有选择性转运的机制并不完全清楚 , 目前只笼统地认为是通过

胎盘的“屏障作用”而实现的。有人认为 , 围绕着血管的结缔组织 (胶原纤维和网状纤

维 ) 可能形成严密的屏障 , 一些物质可以不经改变 , 从母体血液经过胎盘进入胎儿血

液 , 或者相反 ; 而另一些物质则不能通过 , 或者经过生物化学改造 , 变为简单的物质后

才能通过。

2 . 转运的物质种类

(1 ) 葡萄糖

D 葡萄糖主要以加速扩散方式转运。在牛、马、羊、猴和人等许多动物 , 胎儿血
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中 D 葡萄糖浓度低于母体 , 当羊母体动脉血中 D 葡萄糖浓度在生理范围内升高时 ,

D 葡萄糖经胎盘的净转运率迅速升高。当母体血液中 D 葡萄糖浓度超出生理浓度范围

时 , 胎盘转运系统处于饱和状态。

很早人们便知道 , 羊胎盘对果糖、α 甲基 D 吡喃 葡萄糖和 L 葡萄糖的渗透性

较 D 葡萄糖差 , 而对其他单糖 , 如 3 甲基 D 吡喃葡萄糖 ( 3MeG) 的渗透性较高。

随妊娠期增加 , 羊胎盘内葡萄糖转运器 ( glucose transporter) 浓度升高 , 胎盘转运葡萄

糖的能力也加强。但目前还未见有半乳糖经猪胎盘转运的报道。

由于胎盘代谢葡萄糖而使其转运复杂化 , 有人测定子宫循环中损失的和进入脐带血

中的 D 葡萄糖时发现 , 子宫和胎盘消耗大量的从子宫循环中移出的 D 葡萄糖。因此 ,

在正常条件下 , 只有进入胎盘组织中的 D 葡萄糖的 28%被胎盘转运出去。

妊娠中期的母羊中 , 每个胎儿胎盘净转运葡萄糖的量约是 2mg/ min , 而胎盘消耗

的葡萄糖约是 8mg/ min。随着妊娠时期增长 , 胎盘对葡萄糖的净转运量和消耗量都增

加 , 而且胎盘净转运量约从 20%增加到 30%。然而 , 羊胎盘净转运 D 葡萄糖的量在妊

娠后 30 天内未见增加。

在妊娠末期 , 胎儿的葡萄糖净转运率为 4 .8±0 .3mg/ ( min·kg ) 胎儿体重 , 胎儿

葡萄糖的利用率为 5 .6±0 . 5 mg/ ( min·kg ) 胎儿体重。研究表明 , 尽管羊在妊娠期的

最后一个月内胎盘对葡萄糖的净转运量不增加 , 但在饲养良好的临产羊中 , 葡萄糖经胎

盘的转运量完全可以满足胎儿的需要。

(2 ) 乳酸盐

在人和豚鼠 , 乳酸盐经胎盘的易化扩散作用进行转运。豚鼠胎盘对 L 乳酸盐的恒

态渗透率比 D 乳酸盐高出 3 倍 , 并且和丙酮酸竞争 , 但不和 D 葡萄糖竞争。因此 ,

乳酸盐的转运表现为标准的易化转运。然而 , 有迹象表明 , 乳酸盐和氢离子间存在协同

转运 , 并且乳酸盐可能是以乳酸的形式经胎盘转运的。

在生理条件下 , 胎盘每分钟约产生 150μmol的乳酸盐 , 并释放入脐静脉和子宫静

脉。在大鼠 , L 丙氨酸是乳酸的前体。乳酸盐从羊胎盘到脐血管的净转运量不受母体

动脉血中乳酸盐浓度的影响。从胎盘转运到近分娩期羊胎儿血液中的乳酸盐的量约为

1 . 5～2 .0mg/ ( min·kg) 胎儿体重。在营养良好的羊胎儿中 , 乳酸盐的总转化量和利用

率大于从胎盘转运到胎儿的量 , 说明胎儿和胎盘都能合成乳酸盐。这些乳酸盐可以满足

胎儿机体的需要。

怀孕中期母羊每个胎盘每分钟产生 38μmol乳酸盐 , 这比妊娠末期的产生量少 , 并

且几乎全部释放到母体血液中。

(3 ) 氨基酸

许多种氨基酸以主动转运方式进入胎儿体内。在许多种动物 , 胎儿体内α 氨基氮

(α-amino nit rogen) 浓度高于母体。胎盘细胞内氨基酸的浓度高于母体或胎儿血中浓度。

羊胎盘对支链氨基酸的利用率比其他氨基酸高 , 并且在绝食时 , 这种利用率升高。人滋

养层绒毛膜囊对未代谢的α 氨甲丁酸盐的吸收很迅速。

有人曾经认为 , 胎盘转运氨基酸只是在滋养层细胞质膜的母体面发生的主动转运过

程。后来发现 , 氨基酸是经滋养层细胞质膜的胎儿面渗透到胎儿体内的。有迹象表明 ,

在豚鼠胎盘的胎儿面出现氨基酸载体。豚鼠从母体向胎儿的转运速度比向反方向的转运
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要快。

在氨基酸的转运过程中 , 每组氨基酸之间存在竞争性抑制。豚鼠胎盘中的丝氨酸、

胱氨酸和亮氨酸系统起作用 , 丙氨酸系统不起作用。目前还未在胎盘组织中发现酸性和

碱性氨基酸的转运系统。

丙氨酸的氨基酸主动转运系统依赖于电化学钠梯度 , 膜外浓度高于膜内。这种梯度

由位于滋养层基底外质膜的 Na
+
/ K

+
-AT P酶活性维持。胎盘可在有氧或厌氧条件下转

运氨基酸 , 但无能量时主动转运停止。当实验性地减少豚鼠和大鼠母体胎盘的血流率

时 , 氨基酸的转运量减少。

妊娠后期的羊中 , 氨基酸净转运入脐血液的量有几个重要的特点 , 首先 , 酸性谷氨

酸的净转运量是负值 ; 其次 , 净转运进脐血中几种中性和碱性氨基酸的量超出了胎儿生

长的需要量。最后 , 胎盘对碱性氨基酸的净转运量是正值 , 这些氨基酸在母体内的浓度

高于胎儿。

人妊娠第 18～21 周时 , 胎儿脐动脉和脐静脉血中某些氨基酸的浓度显著不同。这

表明胎儿至少吸收了甘氨酸、丙氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸和组氨酸。与其他

氨基酸比较 , 在人妊娠中期和猴妊娠末期 , 胎儿血中的半胱氨酸浓度低于母体。

在羊和灵长类 , 谷氨酸经胎盘转运的过程和豚鼠不同。尽管羊和灵长类胎儿脐静脉

血中谷氨酸浓度高于母体 , 但是在生理浓度时 , 胎盘不渗透谷氨酸。相反 , 脐带血中的

谷氨酸反转运至胎盘。谷氨酰胺则由胎盘释放入脐带血液中。

(4 ) 蛋白质和其他大分子物质

除了某一类免疫球蛋白和视黄醇结合蛋白外 , 灵长类动物经胎盘向胎儿转运放射性

碘标记的蛋白质的量很少。研究证明 , 人胎盘的胎盘通道非常小 , 不能通过白蛋白 , 也

可阻止许多蛋白质通过。

电镜观察结果表明 , 胎盘的毛细血管壁限制胎盘转运大的或中等大小的分子 , 在滋

养层的胎儿面即使对微小的过氧化物酶和细胞色素 C 等也形成限制屏障。在绵羊 , 甚

至很小分子质量的蛋白质都不能通过其胎盘。

灵长类和啮齿类动物的胎盘可向胎儿转运大量 IgG。在灵长类 , IgG 通过绒毛膜尿

囊胎盘 , 而啮齿类动物则经卵黄囊吸收 IgG 并通过卵黄囊转运。卵黄囊转运自身 IgG

的速度比转运外源性 IgG 快。灵长类和啮齿类动物胎盘转运 IgG 的第一阶段 , 都是经

受体介导的吞噬作用完成的。羊不向胎儿转运 IgG。

绒毛膜尿囊胎盘的微绒毛膜上含有 Fc受体 , 并将 IgG 吸收入胎盘组织。电镜观察

表明 , IgG被吸收入绒毛的小泡中。在绒毛干血管内皮上存在的 IgG受体可能对 IgG穿

过内皮转运起重要作用。所有的 IgG 亚类都可通过胎盘 , 但其他免疫球蛋白则不能 ,

偶尔胎儿体内的 IgG浓度高于母体。

(5 ) 脂类

游离脂肪酸可通过灵长类动物、大鼠、兔和豚鼠的血液绒毛膜胎盘 , 但很少通过绵

羊的上皮绒毛膜胎盘。人分娩时 , 母体内多数脂肪酸的浓度高于胎儿 , 脐静脉中的高于

脐动脉。胎儿体内花生四烯酸的浓度也高于母体。

豚鼠以不同的方式处理来自母体血液的游离脂肪酸和甘油三酯。经转运进入豚鼠胎

儿血液的游离脂肪酸 , 很快在胎儿肝脏酯化成甘油三酯。甘油三酯既不向胎儿转运也不
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向母体转运。由于脂蛋白脂酶只出现在胎盘的母体侧 , 胎盘不能将胎儿血中的甘油三酯

转化成游离脂肪酸。

(6 ) 脂蛋白 胆固醇

血中胆固醇几乎全部由脂蛋白颗粒携带。母体静脉血中脂蛋白 胆固醇总浓度是妊

娠末期混合脐带血中的 4 倍。人脐静脉血中总脂蛋白 胆固醇的浓度比脐动脉血中高

80 %。人滋养层细胞以渗透及受体介导的方式吸收低密度脂蛋白 胆固醇 , 但不吸收高

密度脂蛋白 胆固醇。

(7 ) 甘油和甲酮

在人、大鼠和兔中 , 母体血中甘油浓度高于胎儿。羊脐动脉和脐静脉血中的甘油浓

度显著不同。人、大鼠、兔和羊的胎盘可经扩散方式转运甲酮。在羊脐动脉和脐静脉血

中β羟丁酸的含量也不同 , 这与母羊饲喂前后动脉血中β羟丁酸浓度有关。

(8 ) 单价阳离子

阳离子钠经血绒毛膜转运和经上皮绒毛膜胎盘转运的转运率和转运机制都不同。

羊、豚鼠和人母体自胎儿单向转运钠 , 直到分娩前才停止。在妊娠中期 , 猪每克胎盘转

运的钠是其最大转运量的 40% , 而猫在妊娠同期转运的只有最大值的 5 %。其次 , 不同

种动物间 , 每克胎盘钠的流量有很大不同。鼠的流量比猪高出 300 倍 , 其他动物处于二

者之间。血绒毛膜胎盘至少是非血绒毛膜胎盘钠转运量的 10 倍。

羊母体和胎儿血中钠含量不同。经合体滋养层胎盘被动转运钠必须依赖细胞间横穿

滋养层的通道。合体滋养层细胞内钠的浓度低 , 在胎儿面含有 Na
+
/ K

+
-ATP 酶 , 维持

细胞内负电位。

猪胎盘对钠的转运量受胎儿胎盘β肾上腺素刺激而增加 , 并且受刺激后的钠净流量

随血流量的增加而增加 , 并与胎盘的电位差有关。不同动物间这种电位的差异很大。大

鼠为 15mV , 胎儿是正极 ; 而绵羊胎儿是负极 , 电位差为 34mV ; 人分娩前胎儿是负极 ,

电位差为 2 . 7mV , 分娩时电位差为 0。大多数钠穿过猪上皮绒毛膜胎盘 , 并且受内分泌

调节。另一方面 , 血绒毛膜胎盘经细胞旁通道以单纯扩散方式转运大量钠 , 少量钠经主

动转运完成。

(9 ) 钾和铷

羊和豚鼠的胎盘对钾的渗透量比钠高 2～3 倍。钾经载体介导转运并被合理控制。

首先 , 钾在胎盘两侧的浓度不同 , 人和豚鼠胎儿侧高于母体侧 , 大鼠和羊则有时母体侧

高于胎儿侧。钾离子在转运过程中和细胞内钾离子维持平衡。铷从胎儿向胎盘的流量受

毒毛旋花苷抑制。此外 , 人滋养层绒毛在铷的转运过程中伴随钠及氯化物的交换 , 大鼠

胎盘转运钾的过程和母体 胎儿电位差间联系有关。

(10) 阴离子

绵羊和恒河猴的胎盘对氯化物的扩散性稍高于钠。胎盘对氯化物的转运是经自由扩

散方式完成的。在人母体微绒毛表面 , 可发生氯化钠和钾的相互交换。溴化物经绵羊胎

盘的扩散量比氯化物多 1 . 5 倍 , 比钠多 2 . 5 倍。在羊和豚鼠 , 胎盘对溴化物的渗透量较

大 , 这相对缩短了其在母体和胎儿间的平衡时间。人母体血浆中氟化物浓度高于胎儿 ,

由母体向胎儿的扩散量高于由胎儿向母体的扩散量。人胎盘对氟化物的转运是经主动转

运方式完成的。碘经胎盘转运是由载体介导的 , 而且可能是一个主动过程。绵羊母体
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胎儿和胎儿 母体方向扩散的碘量比值通常是不一样的 , 这说明碘化物是经主动运输转

运的。

胎盘含有能代谢甲状腺素的酶 , 这使得来自甲状腺素的碘 , 有机会释放入胎盘中。

在分娩期 , 人胎儿血中硫酸盐浓度高于母体。一些硫酸盐以载体介导的方式从胎盘转

运 , 并且通过和碳酸盐或其他离子的交换完成转运过程。

(11) 钙和磷

母体以主动转运方式将钙和磷转运给胎儿。豚鼠、大鼠、绵羊和人分娩期 , 胎儿血

中钙浓度超出母体 , 其中羊、大鼠和人胎儿游离钙离子浓度也高于母体。豚鼠、人和羊

胎儿血中磷酸盐的浓度同样也超出母体。

钙和磷是单向转运的。钙从母体血液单向转运至胎盘的量 , 低于胎儿转运至胎盘的

量。钡、镍 ( Ni)、锶 ( Sr)、镁和脂类均可阻断钙的运输 , 但其抑制能力依次下降。因

此 , 在豚鼠母体和胎儿滋养层细胞表面出现钙的主动运输。

钙的主动转运不需要通过胎儿滋养层进行钠 钙交换。当母体钙浓度增加 1 倍时 ,

钙的转运量降低 ; 但是当脐血中钙的浓度在 0 . 1～3mmol/ L范围内变动时 , 母体向胎儿

的转运量和净转运量都不变。

羊每天从母体向胎儿转运的钙量为 215mg/ kg胎儿体重 , 而胎儿向母体的转运量为

每天 12mg/ kg胎儿体重。猴母体每天向胎儿单向转运钙的量为 391mg/ kg 胎儿体重 , 而

胎儿向母体的转运量为 326mg/ kg 胎儿体重。

一个 60g重的豚鼠胎儿 , 从母体单向流入胎盘细胞的磷量为 0 . 97μmol/ min , 从胎

盘细胞单向流入胎儿血流的磷量为 1 . 0pmol/ min , 除去胎儿向母体的流量则无机磷通过

豚鼠胎盘的净流量为 0 .7μmol/ min。这个值和同等大小豚鼠胎儿对无机磷的潴留量相

似。尽管人和豚鼠的胎盘都有 Ca
2 +

-AT P酶 , 在基底外侧和刷状缘分别有碱性磷酸酶活

性 , 但活体内每种酶的调节对豚鼠胎盘钙和无机磷的转运没有影响。

与对照羊相比 , 当缺乏降钙素时 , 由妊娠末期母羊流入胎儿体内的钙增加两倍。

1α 羟基维生素 D3 可增加钙和磷的流量 , 而降钙素则可降低从母体流入胎儿的钙量。

另外 , 母体促乳素也能增加钙的流量。

(12) 微量金属

血绒毛膜胎盘转运铁的机理和非血液绒毛膜胎盘不同。在人、恒河猴、大鼠、兔和

豚鼠中 , 铁的转运是逆浓度梯度进行的。在具有血绒毛膜胎盘的动物中 , 铁以主动转运

过程在胎盘蓄积 , 这种过程需要能量 , 并且在缺氧时受抑制。在铁的转运过程中 , 首先

是母体血中的铁和母体转铁蛋白 ( t ransferrin ) 结合 , 并与胎盘细胞膜上的特殊转铁蛋

白受体相接触。然后 , 铁进入细胞质并再次与一或多个包括胎盘转铁蛋白和铁蛋白

(ferritin) 在内的小分子质量蛋白紧密结合。铁和蛋白结合后穿过滋养层细胞质 , 经过

基底膜和胎儿毛细血管内皮 , 释放入胎儿循环 , 并和胎儿转铁蛋白结合。

大鼠在妊娠第 14～20 天时对铁的转运量增加 , 这可能是转铁蛋白的受体增加以及

运输铁的机制完善所致。兔胎盘在妊娠 21 天时吸收铁的量开始增加。豚鼠在妊娠 25 天

后 , 由母体向胎儿转运铁的量增加 , 妊娠 54 天时达最高值 , 到妊娠期满后 ( 65 天 ) 明

显减少。一般来说 , 胎儿参与控制从胎盘吸收的铁量 , 但很少参与控制铁的排出过程。

妇女妊娠第 140 天时 , 每天经胎盘转运铁的量为 17μmol, 至分娩时增加到每天

·082· 生殖生物学



90μmol。人胎盘在妊娠 100 天前蓄积非血红素铁 , 并直到妊娠 150 天才达到并维持稳定

的浓度 , 150 天后人胎盘铁含量开始下降。

分娩时 , 人脐带血中锌总量及蛋白结合锌含量高于母体中相应含量 , 但母体中游离

锌高于胎儿 , 表明锌是由被动转运进入胎儿体内的。

血绒毛膜胎盘转运铜的机制尚不清楚。妊娠末期脐带血中铜的含量约是母体的

15 % , 胎儿血清中游离铜的含量也较低 , 这说明铜是通过被动扩散方式经胎盘转运的。

在人妊娠第 28～36 周间 , 胎儿每天积累铜的量为 80～90μg/ kg 胎儿体重。

(13) 维生素

鼠母体血清中维生素 A的含量与胎儿相同或微低于胎儿。然而 , 人、恒河猴和绵

羊母体维生素 A 的含量则高于胎儿。妊娠末期绵羊每天由母体向胎儿单向转运的氚标

记的维生素 A为 263μg , 大约是由胎儿每天向母体转运量 ( 52μg) 的 5 倍。这说明维生

素 A经被动扩散通过胎盘 , 这是脂溶性维生素通常转运的一种方式。

在人、豚鼠和大鼠 , 维生素 C 经胎盘转运的机制是载体介导的和能量依赖性的。

事实上 , 多数水溶性维生素都以此种方式转运。豚鼠胎儿血中维生素 C 含量稍高于母

体。但在人中 , 维生素 C 的转运过程是需要能量的及钠依赖性的 , 并需要 Na
+
/ K

+
-

AT P酶的参与。葡萄糖与维生素 C 竞争共同的载体。

分娩时 , 人母体血清中三种主要的维生素 D3 代谢物为 25 羟基维生素 D3 ( 25-

OHD)、24 , 25 二羟基维生素 D3 ( 24 , 25-OHD) 和 1 . 25 二羟基维生素 D3 ( 1 , 25-

OHD) , 它们在母体中的浓度均比胎儿体内相应物质的浓度高。而且 , 胎儿中 25-OHD

和 24 , 25-OHD的浓度与母体相应物质的浓度相关。这说明 25-OHD和 24 , 25-OHD 是

经被动扩散作用通过胎盘进入胎儿血液循环的。人和大鼠的胎盘都能将 25-OHD转化成

1 , 25-OHD。由此认为 , 1 , 25-OHD并非由母体经胎盘转运给胎儿的 , 而是由胎盘本

身产生的 , 并可以满足胎儿的需要。因为 25-OHD比 1 , 25-OHD更容易和蛋白质结合 ,

所以与蛋白质结合被认为是影响这两种维生素 D代谢物转运率的重要因素。

人胎儿血液中维生素 B12的含量高于母体 , 说明维生素 B12是经主动转运方式通过胎

盘的。此外 , 维生素 B12的转运受镉抑制。现已从人胎盘分离出了维生素 B12表面膜受

体。维生素 E 经胎盘转运的速度较慢 , 只是 L 葡萄糖的 10%。

胎儿血中维生素 H、维生素 B1、维生素 B6 泛酸盐和烟酸盐的平均水平高于母体。

这说明水溶性维生素是经胎盘主动转运的。

3 . 气体转运

氧、二氧化碳和一氧化碳以单纯扩散方式通过胎盘。然而 , 如果考虑到气体与血红

蛋白间的相互作用、子宫和脐循环的血流量以及每种气体对其他气体和血红蛋白相互作

用的影响 , 气体的转运机制就显得很复杂。

(1 ) 一氧化碳

一氧化碳与二氧化碳不同 , 在子宫静脉和脐静脉末稍的浓度和在动脉中的浓度之比

无明显差别。降低母体或胎儿的血流速度 , 也不会改变二者的浓度。

随着绵羊和豚鼠妊娠的进展 , 胎盘对一氧化碳的扩散力增加。这种趋势说明随妊娠

期增加 , 胎盘渗透屏障变薄 , 胎盘表面积也增加。一氧化碳的扩散力随运动量的增加而
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降低。

(2 ) 氧

氧从母体循环到胎儿循环的转运比一氧化碳复杂得多。一氧化碳的转运通常受扩散

量限制 , 而氧的转运受血流速度的限制。因此 , 母体和胎儿的血流率以及母体和胎儿循

环中血红蛋白量及其与氧的亲合力 , 在决定氧通过胎盘的净流量方面 , 要比胎盘的表面

积及其屏障的厚度更重要。氧经由胎盘的转运受子宫血流量限制。氧从母体向脐带血中

的净流量和子宫血流量相关。

因为氧和二氧化碳在水中的弥散系数相似 , 当这两种气体弥散在水性介质中后 , 通

过胎盘屏障膜的能力相同。每种气体弥散的有效力可由微绒毛间隙和胎儿毛细血管内血

浆水分间气体分压的不同来表示。胎盘的母体侧和胎儿侧的氧分压 ( PO2 ) 不仅取决于

血流量和胎盘对气体的转运率 , 而且还取决于母体和胎儿血中血红蛋白对氧的亲和力。

如果胎儿与成年动物的血红蛋白对氧的亲和力相同 , 脐静脉血中氧饱合度就更高。

脐静脉血中较高的血氧饱和度使胎儿获得足够量的氧 , 而较低的胎儿端毛细血管氧分压

使得胎儿组织氧分压低。组织和末稍毛细血管氧分压低对胎儿正常发育很必要。

绵羊脐静脉氧分压总是低于母体子宫静脉 , 这说明胎盘血流的同步性。然而 , 许多

试验证明 , 胎儿与母体的血流模式并非同步进行 , 而是交叉流动的。在绵羊 , 胎儿胎盘

与母体胎盘的血流是同步流动的 , 而在兔、豚鼠则是交叉流动的 , 但在人和恒河猴的胎

盘则没表现出交叉流动机制。

胎盘、子宫肌层和子宫内膜都要消耗氧 , 但消耗的是来自子宫循环的氧 , 而不是转

运到胎儿的氧。子宫和胎盘约消耗妊娠子宫从母体循环摄取氧总量的一半 , 其余部分作

为净流量转运至脐循环。

(3 ) 二氧化碳

羊胎儿每代谢 1 mol的氧 , 约产生 0 .94 mol的二氧化碳 , 并经胎盘进入母体循环。

因为胎儿和母体红细胞中的二氧化碳在碳酸脱氢酶的作用下 , 可与碳酸氢根离子形成离

子平衡 , 并产生少量的未分解的碳酸和碳酸盐 , 所以二氧化碳通过胎盘的弥散比氧更复

杂。此外 , 二氧化碳经胎盘的转运可能不仅是气体的弥散 , 而且还可能是带电荷的碳酸

氢根离子 ( HCO
-

3 ) 的弥散。胎儿二氧化碳分压 ( PCO2 ) 低于母体 , 表明碳酸根离子

不参与二氧化碳经胎盘的净转运。

因为氧和二氧化碳都可与血红蛋白进行可逆性结合 , 分别形成碳氧血红蛋白 ( car-

boxyhemoglobin) 和氨甲酰血红蛋白 ( carbaminohemoglobin) , 并且每种气体和血红蛋白

的结合率受另一种气体结合率的影响 , 所以一种气体经胎盘的交换可提高另一种气体的

交换率。

母体与胎儿毛细血管的血流量和二氧化碳交换率成正相关 , 也就是说 , 二者中任一

流量的增加或降低都能使二氧化碳交换率升高或降低。事实上 , 在羊脐静脉血中二氧化

碳分压升高的同时 , 伴随着子宫血流量的急速下降。同样 , 二氧化碳经胎盘的交换和胎

盘对二氧化碳的弥散力无关 , 而是受血流限制的。

4 . 胎儿代谢产物

胎儿将二氧化碳、一氧化碳、尿素、胆红素和胆汁酸盐经胎盘排出 (图 8-17 )。胎
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儿生长需要消耗氮 , 但氮代谢后的废物须经子宫排出。除大鼠外 , 人、豚鼠和绵羊胎儿

肝脏都能产生尿素。正常羊胎儿血流中 , 尿素的浓度约为 0 . 3mg/ ml, 约高出母体值

0 . 04mg/ ml。通常认为 , 尿素以限制性弥散方式经胎盘转运 , 每分钟经胎盘从胎儿向母

体约转运 0 . 5mg 尿素/ kg胎儿重。

5 . 水

尽管随妊娠期增加 , 每单位胎盘和胎儿体内水含量下降 , 但胎儿每天对水的需求量

高于其他任何溶质。尿囊绒毛膜胎盘对水的转运无明显屏障作用 , 因为胎盘两面的单向

转运量都很大 , 并且经胎盘的净流量几乎可以代表母体向胎儿转运水的总量。在母体血

浆和羊膜之间 , 也有水的双向交换 , 约完成母体和胎儿水交换的 1/ 10 , 几乎这种流量

的 50%是经非胎儿途径完成的。胎儿经吞咽羊水、产生尿和废液来维持水分平衡。妊

娠早期的水分经皮肤排出 , 而晚期经脐带排出。

在绵羊和灵长类动物 , 水的单向转运受血流量限制。引起水经胎盘转运的力有渗透

力和流体静力。许多研究证明 , 母体 胎儿或母体 羊膜的水交换过程也受激素控制。

六、胎盘的内分泌功能

虽然胎盘只是一个暂时性的内分泌器官 , 但它却具有多种内分泌功能 , 并且可有效

地调节胎儿和母体间内分泌平衡。已证实 , 胎盘能够分泌孕激素 ( progestin )、雌激素

(est rogen) 及胎盘促乳素 (placental lactogen , PL) , 而且可根据动物种类不同 , 产生不

同的绒毛膜促性腺激素 ( chorionic gonadotropin) , 如马的绒毛膜促性腺激素 (eCG)、驴

的绒毛膜促性腺激素 ( dCG) 和绵羊的绒毛膜促性腺激素 ( oCG)。此外 , 人胎盘还可

以产生人绒毛膜促性腺激素 ( hCG)、促肾上腺皮质激素 ( ACTH)、促黄体素释放激素

( LHRH) 和促甲状腺激素释放激素 ( TRH )。

(一 ) 妊 娠 早 期

在人妊娠第 8 周 , 初级胎盘开始产生孕激素。在几种动物的着床前胚泡内都含有类

固醇。并且 , 这些胚泡可将孕烯醇酮转化成孕酮 , 并将雌酮转化成雌二醇。经研究发

现 , 胚泡可以合成类固醇 , 也可进行雄激素的生物合成及芳香化成雌激素。妊娠早期胚

胎能将胆固醇转化成孕烯醇酮 , 并将脱氢雄烯酮转化成雌激素。

1 . 孕马 (驴 ) 血清促性腺激素

Cole和 Hart 于 1930 年首次发现在妊娠 40～130 天的母马血液中 , 含有一种促性腺

激素 , 具有促卵泡素和促黄体素的双重作用。孕马血清促性腺激素 ( PMSG , 现在称

eCG) 于妊娠 40 天开始在血液中出现 , 第 60 天时迅速增加到 50～1000IU/ ml, 这种浓

度可维持 40～65 天 , 然后逐渐下降 , 到妊娠第 160～180 天时完全消失。eCG是由妊娠

母马的子宫内膜杯分泌的。子宫内膜杯是由胚胎滋养层带 ( t rophoblastic girdle ) 侵入子

宫内膜细胞后形成的。
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孕驴和孕羊中 dCG和 oCG的分泌量、分泌时间和产生部位与马的相似。

eCG合成量的多少与子宫内膜杯的发育、退化和消失过程相一致。血中 eCG 含量

的多少受许多因素的影响 , 其中胎儿遗传型是影响 eCG、eCG、oCG 和 hCG 分泌量的

重要因素。在研究威尔士矮马的 eCG和母驴的 dCG的变化情况时发现 , 孕马 eCG出现

的最早时间是在妊娠第 37～41 天之间 , 在妊娠第 97～120 天时逐渐降至检测不到的水

平。孕驴中 dCG的峰值水平较马低 , 但维持时间较长。dCG首次出现及消失的时间与

eCG并无差异。

2 . 人绒毛膜促性腺激素

人绒毛膜促性腺激素 ( hCG) 是由人或非人灵长类动物的合体滋养层细胞所分泌

的。这种细胞的内质网发育良好 , hCG在粗面内质网的网池内浓度很高。

滋养层具有使 hCG 糖基化的能力。滋养层可能是体内惟一能使 hCG 糖基化的组

织 , 特别是在动物胚胎的生长早期 , 滋养层组织能使几种蛋白质糖基化。

胎盘合体滋养层细胞的粗面内质网上的核蛋白体可合成 hCG。hCG由α和β亚基构

成。在细胞合成α和β亚基时 , 首先合成独立的前α亚基 (前肽由 24 个氨基酸组成 )

和前β亚基 (前肽由 20 个氨基酸组成 )。前α亚基和前β亚基在细胞内的转运过程中 ,

由酶切去前肽 , 形成α和β亚基。在妊娠的大部分时期 , α亚基的合成量比β亚基多。

这两种亚基的合成速度的差异在于合成两种亚基的 mRNA 的量不同。因为α亚基

mRNA的水平为β亚基的 2 倍。一旦 hCG 合成后 , 便从细胞内迅速释放 , 只有少量储

存在细胞内。

3 . 非人灵长类的绒毛膜促性腺激素

目前 , 已经在猩猩科、猴科、悬猴科、狨科和狐猴科动物的尿和血清中检测到

hCG类似物的活性。这些在结构和免疫方面非常类似于 hCG 的物质 , 确实在非人灵长

类动物体内存在 , 并且这些动物 CGs 的分子质量和 hCG相似。和 hCG的免疫特性相比

较发现 , 黑猩猩和大猩猩的 CGs 结构和完整的 hCG 及β-hCG 非常相似。猩猩 CG的结

构除羧基端的β亚单位外 , 也和β-hCG 非常类似。狒狒和恒河猴 CGs 的结构和 hCG 的

区别稍大 , 特别是在β亚单位处。狨 CG的结构和 hCG的差别也较明显。

由于较难从非人灵长类动物获取不同时间的血样 , 只在很少几种动物中对血清中

CG的含量变化进行了较为详细的测定 , 且多数是测定尿中的含量变化。在同时测定血

清和尿中 CG变化的动物中 (恒河猴和狨科 ) , CG在尿中的含量也可反映出其在血中的

含量。

在非人灵长类动物 , 妊娠时尿中 CGs 的分泌可分为三个基本的模式。类人猿妊娠

时 , 血清和尿中 CG的分泌形式类似于妇女 , 其特点是妊娠前 1/ 3 期含量高 , 以后尿中

CG含量降到较低水平 , 并一直持续到分娩。新世界猴 (悬猴科和狨科 ) 在妊娠时 , 尿

中 CG在妊娠中期广泛升高 , 然后直到分娩才缓慢降低。新世界猴 (猕猴科 ) 尿中的

CG在妊娠初期含量高 , 然后迅速下降 , 并且直到分娩时都检测不到。
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4 . 豚鼠绒毛膜促性腺激素

豚鼠的绒毛膜促性腺激素 ( gpCG) 分子中含有 2 个非共价结合的亚单位 , 分子质

量为 59 kDa。gpCG 与 hCG抗血清有交叉反应 , 这说明其结构与人的激素类似。

用生物测定法和 hCG放射免疫测定法检测妊娠时胎盘分泌 gpCG 的量时发现 , 胎

盘中此种激素的含量在妊娠第 3 周最高 , 以后 2 周内逐渐下降 , 此后保持稳定水平。

(二 ) 妊娠中、后期

1 . 孕烯醇酮

有关胎盘组织产生孕烯醇酮的早期研究都表明 , 人们可用各种技术将胆固醇转化成

孕烯醇酮和孕酮。并且还可将孕烯醇酮转化成孕酮。母体胆固醇是胎盘类固醇的前体 ,

胆固醇和低密度脂蛋白一起被用于合成类固醇。胎盘中有大量的脱氢酶及异构酶系统 ,

孕烯醇酮随时可能转化成孕酮。

2 . 孕酮

人在妊娠后期 , 胎盘每天产生 250～600mg孕酮。胆固醇的侧链裂解后 , 使胆固醇

转化成孕烯醇酮 , 而孕烯醇酮随时可能转化成孕酮。妊娠狒狒体内抗雌激素 MER-25 可

抑制孕酮合成。狒狒在妊娠中末期 , 雌激素调节孕酮形成。第 6～9 周的人胎盘可分泌

孕酮。妊娠第 56 天时 , 血中孕酮水平为 0 .3mg/ ml, 到 84 天时增加到 0 .6mg/ ml, 在分

娩时下降到 0 . 1mg/ ml。雄烯二酮、脱氢异雄酮或 5α 双氢睾酮并不影响孕酮合成。

3 . 雌激素

进入胎盘的类固醇前体能转化成雌二醇。胎盘从来自胎儿的 16α 羟基脱氢异雄酮

形成雌三醇。母体循环中的雌二醇由来自母体或胎儿肾上腺的脱氢异雄酮形成。这两种

脱氢异雄酮到达胎盘后 (牛胎盘本身也产生大量脱氢异雄酮和雄酮 ) 最大限度地芳香化

成雌二醇。胎盘中硫酸酯酶的活性很高 , 并且附水解的硫酸盐是硫酸盐 21 皮质酮。

进入胎盘的硫酸盐类固醇很快被水解 , 所以硫酸盐脱氢异雄酮转化成脱氢异雄酮 ; 然后

脱氢异雄酮被胎盘中丰富的 3β 羟基类固醇脱氢酶△
5
△

4
异构酶系统氧化成△

4
雄

烯二酮。并进一步水解成非结合的类固醇 , 此类固醇还原成雄烯二酮 , 雄烯二酮最终芳

香化成雌三醇。在胎盘形成的雌三醇 , 大量分泌进入母体。

胎盘形成的孕酮有一少部分转运进入胎儿体内 , 而大部分在母体中形成尿孕烷二

醇。胎儿体内的孕酮形成△
4

3 酮类固醇 , 其中最重要的是氢化可的松。

由于胎盘中没有β葡萄醛酸酶 , 雌激素葡糖苷酸不经水解即自由地经胎盘转运至母

体。

4 . 胎盘促乳素

目前已从小鼠、大鼠、仓鼠、绵羊、牛、马、兔、猫、猪、犬、人和其他灵长类等

10 多种哺乳动物的胎盘内提纯出了胎盘促乳素 ( placental lactogen , PL)。
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胎盘合体滋养层能利用前体物质合成 PL , 合成速率随妊娠的进展而加速 , 且母体

外周血清中 PL的含量也随妊娠进展而升高。P L的代谢很快 , 大鼠血清中 rPL I 的半

衰期为 19 .5min , rPL-Ⅱ的半衰期只有 1 .2min。在妊娠阶段 , 胎儿数量和胎盘重量均可

影响血清中 PL 的含量。绵羊胎盘促乳素在妊娠第 11～14 周明显升高 , 第 16～19 周时

维持在更高水平 , 到分娩前降低。在妊娠第 107 天和 138 天的血中 , 怀单羔绵羊中 PL

的含量分别为 66ng/ ml和 150ng/ ml, 怀双羔的绵羊中分别为 250ng/ ml和 389ng/ ml; 在

怀 4 羔的绵羊中分别为 301ng/ ml 和 423ng/ ml。给妊娠母羊静脉注射精氨酸和鸟氨酸 ,

能促进胎盘分泌 PL。

在妊娠早期 , 母体是促使乳腺发育激素的主要来源。在妊娠中后期 , 主要是胎盘激

素促使乳腺发育。胎盘产生的雌激素、孕酮 (牛除外 ) 和 PL 均能促进乳腺发育。妊娠

绵羊血清中 PL 的升高时期 , 正是乳腺小叶 腺泡系统发育最明显时期。山羊妊娠第

16～20周期间 , 血清中 PL 的含量与产后 50 天内的产奶量呈正相关 , 怀羔数量与 PL 含

量和产奶量也呈正相关。

人的胎盘促乳素 ( hPL) 于 1961 年被分离出来 , 其化学结构和生理功能与人的生

长激素相似 , 也是由 191 个氨基酸组成 , 是一种非糖基化的蛋白质激素。在妊娠第 6 周

时 , 可以在母体血液中检测出胎盘促乳素 , 于第 36～37 周达到峰值 , 并一直维持到分

娩。这期间每天可产生 1g 左右 , 在血浆中的浓度可高达 10mg/ ml。在分娩后 24h 之内

即很快消失。hPL 可促进胎儿生长 , 使母体乳腺发育 , 促进黄体的功能 , 也可以促进糖

原和蛋白质合成和红细胞生成 , 并且可以抑制母体排斥胎儿。
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第九章  妊娠的维持和妊娠期的生理变化

随着妊娠的进展 , 子宫逐渐膨大 , 从而使得胎儿的生长成为可能。但子宫肌层则必

须保持一个静止状态 , 以免胎儿被过早产出。子宫适应妊娠过程的变化大致可分为三个

时期 , 即增殖期、生长期和伸展期 , 每个时期的长短在不同动物中差异较大。对于妊娠

子宫能够发生大幅度增大的机制仍不清楚 , 但主要为激素调节性的。

子宫内膜的增殖发生在胚泡黏附以前 , 为子宫内膜在妊娠前的准备期。子宫内膜的

这些特征性变化主要是由孕酮等激素来启动的 , 其中包括血管通透性的增加、子宫腺的

生长和旋转 , 以及子宫腔的白细胞侵润等。子宫的生长起始于胚胎着床后 , 主要包括子

宫肌肉的肥大、结缔组织的大量增加 , 以及纤维性成分和胶原量的增加。子宫基质成分

的变化在子宫对胎儿的适应性变化及子宫复旧的过程中很明显。发生在妊娠子宫中的变

化是可逆性的 , 但不同个体在分娩后的恢复程度是不同的。在子宫的伸展期 , 子宫的生

长减弱 , 但子宫中的各种成分在不断增加。

卵巢的变化开始于成熟卵泡向黄体的转化。虽然在未妊娠的发情周期中黄体会退

化 , 但在妊娠后则推迟退化。然而 , 可能由于卵巢中的卵泡处于活性状态 , 一些牛在妊

娠早期可能会出现发情。马在妊娠第 40 到 160 天期间 , 可能有 10～15 个卵泡发育。这

些卵泡黄体化后可形成副黄体 (accessory corpora luteum)。在整个妊娠过程中 , 牛的妊

娠黄体一直处于最大的状态。但在马中 , 主黄体和副黄体均在妊娠第 7 个月时退化。

第一节  胎儿的组织性营养与血液性营养

从进化的角度来讲 , 最早期的胎盘应该具有吞噬机制 , 能吞噬和利用子宫分泌物。

在所有真兽亚纲的哺乳动物的胎儿发育中 , 均可见到自组织性营养 ( hitiotrophic) 向血

液性营养 ( haemot rophic) 的过渡。

一、胎儿的组织性营养

在着床以前 , 胚胎的发育先由输卵管的分泌物来维持 , 以后由子宫内膜来维持。起

初可能以乳酸和丙酮酸为主要底物。但自囊胚期开始 , 对葡萄糖的消耗越来越明显。一

旦胚胎着床完成 , 胎盘循环确立后 , 血液性营养通常占主要地位。妊娠过程中这种转换

发生的时期在不同物种间变化很大 , 有时这两种途径可能在妊娠过程中都起作用。

不同的生物可利用不同的胎膜来吸收组织性营养。在具有上皮绒毛膜胎盘或内皮绒

毛膜胎盘的物种中 , 尿囊绒毛膜常在子宫腺的开口处分化形成特化的区域。在这些特化

的小区 , 滋养层细胞增殖后发育形成绒毛样的皱折 , 伸入小区内的分泌物中。滋养层细

胞能吞噬这些分泌物 , 并具有很广谱的酶类可消化这些分泌物。猪的这些小区特别发



达 , 在妊娠中期约占整个尿囊绒毛膜表面积的 10% , 到分娩时降为 4%。这种情况在

马、绵羊及牛中也可见到。相反 , 在具有血绒毛膜胎盘 ( hemochorial placenta) 的物种

中 , 卵黄囊的内胚层上皮 ( endodermal epithelium) 可能行使同样的功能。这种情况在

啮齿类动物中最明显。卵黄囊外壁破裂后使大部分上皮直接暴露于子宫腔中。这种结构

与尿囊绒毛膜胎盘平行存在 , 一直到足月妊娠 , 在器官发生时期作为主要的营养来源 ,

在妊娠后期可运输免疫球蛋白等大分子的蛋白。

现在认为 , 在人的胚胎发育中 , 组织性营养的时期特别短暂。首先 , 在人胚胎发育

的早期 , 由于为间质性着床 , 使胎儿完全埋在子宫内膜的表层。妊娠第 10 天时 , 包蜕

膜形成后将胎儿封闭起来 , 无法与子宫腔中的分泌物接触。另外 , 正在迁移的绒毛外滋

养层细胞侵入子宫内膜表层的母体血管网中 , 在妊娠第 17～20 天时通过正在扩展的绒

毛间隙建立循环。最后 , 次级卵黄囊一直很小 , 与绒毛膜从未建立联系。因此 , 传统上

认为次级卵黄囊是一个退化性结构 , 在营养的吸收方面并无作用。

二、人胎盘中母体循环的开始

在着床期间 , 正在侵入的合体滋养层细胞侵蚀进入子宫内膜表层的毛细血管和静脉

网中 , 可使母体的红细胞进入正在发育的绒毛间隙中。但现在认为 , 与绒毛间隙的动脉

联系及血液循环可能一直到妊娠第 10～12 周时才开始。从形态学的角度来讲 , 妊娠第

6 周时还未观察到螺旋动脉与绒毛间隙间的联系。到第 8 周时 , 许多螺旋动脉与绒毛间

隙发生直接联系 , 但每一动脉远端的腔似乎由来自细胞柱或细胞壳的细胞滋养层细胞团

所阻塞。此时 , 虽然存在直径 10～20μm 的细胞间隙的复杂网络 , 但可能仅允许母体血

液渗入绒毛间隙中。在妊娠第 10 周及以后的标本上 , 才能见到动脉与绒毛间隙之间直

接的开放式联系。近来利用一个多参数的探头检测氧压时也发现 , 在第 8 周以前的绒毛

间隙中仅有微弱的血流 , 而到 12 周时才完全建立血液循环。直到妊娠第 9 周时 , 胎儿

的营养似乎主要依赖于运输到绒毛间隙的子宫腺体的分泌物 , 并以自螺旋动脉末端的滋

养层柱渗出的母体的血浆蛋白及其他分子作为补充。这些分子可扩散进入胚外体腔 , 也

可由绒毛的滋养层细胞和绒毛膜板运输进入胚外体腔。在胚外体腔中 , 次级卵黄囊可吸

收这些分子 , 可能是在次级卵黄囊中首先建立胚外循环。

在妊娠的前三个月中 , 很难估计组织性营养及血液性营养途径对胎儿营养的相对重

要性。从形态学的角度讲 , 在妊娠第 6 周时 , 尚未建立动脉循环 , 绒毛间隙中的液体主

要来自于子宫的腺体。第 8 周时 , 血液循环的范围小且不广泛 , 以具有栓塞的动脉和相

连的细胞间网络占主要地位。在妊娠前三个月的末期 , 次级卵黄囊和胎盘的三分之二便

退化了 , 而且由于羊膜腔的膨大 , 胚外体腔也逐渐闭合。此时 , 堵塞子宫 胎盘动脉的

滋养层细胞栓塞也逐渐离开原来的位置 , 使得母体血液可流入绒毛间隙中 , 并伴有子宫

腺体退化。这些主要的结构性转变一方面改变了母体组织和发育胚胎的空间关系 , 另一

方面也改变了胚胎和母体间的物质交换途径。由于这些解剖上的结构特征 , 在妊娠大部

分时间起作用的不同营养途径必须为妊娠三个月内的胎儿服务。到妊娠的前三个月快结

束时 , 子宫腺体的分泌逐渐被血液的渗透所代替 , 到妊娠第 4～6 月时 , 则完全由血液

循环所代替。
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三、次级卵黄囊在早期胎儿营养中的作用

虽然人早期胎盘的滋养层细胞有能力吞噬子宫分泌物 , 但问题是这些释放的营养物

质怎样才能运输到胎儿体内。在妊娠的这个阶段 , 绒毛的血液供应很不完善 , 仅有少数

的毛细血管位于绒毛中央区的深部。与之相比 , 次级卵黄囊的血管供应倒很发达。在所

有的动物中 , 卵黄囊的血管供应比尿囊的血管供应要早一些 , 所以卵黄囊循环 ( vitelline

circulation) 可能作为气体和营养液交换的初级网络。现在认为在人中也是这样。

尽管早期胎盘绒毛的血液供应很差 , 但它们的基质中央区却具有一系列充满液体的

通道。沿这些通道 , 绒毛的巨噬细胞或霍夫包尔氏细胞 ( Hofbauer cells) 似乎有能力迁

移。绒毛通道中的液体能够与体腔中的液体发生紧密接触 , 有可能发生自由交换。次级

卵黄囊漂浮在体腔液中 , 内层的内胚层和外面间皮的上皮均具有吸收性上皮所具有的特

征。因此 , 由滋养层细胞吸收的营养物很可能经过基质通道进入体腔液中 , 在体腔液中

被卵黄囊上皮所吸收。

在妊娠早期 , 在体腔液中积累少量的 IgG和甲状腺素 ( T4 )。由于这些分子不能被

处于这个时期的胎儿组织所合成 , 它们可能是母源性的。一旦进入体腔液后 , 这些蛋白

能很容易进入卵黄囊腔中。近来发现 , 卵黄囊和体腔液中的蛋白质谱型很相似。尽管已

证明次级卵黄囊组织不能合成 hCG , 但在卵黄囊液中确实存在 hCG。由于在羊膜液中

检测不到 hCG, hCG可能是由卵黄囊循环到达胎儿的 , 表明卵黄囊的内胚层具有吸收

蛋白的能力。利用免疫细胞化学方法也证实 , 在妊娠第 8 周的卵黄囊外面的间皮层能检

测到母体的孕酮依赖性糖蛋白 ( glycodelin ) , 表明来自母体子宫内膜的蛋白能够被卵黄

囊所吸收。

假如这条途径有用的话 , 那么这条途径作用的时间也是有限的 , 因为在妊娠的前三

个月快结束时 , 体腔便闭合 , 次级卵黄囊也退化了。有趣的是 , 这些事件与血液性营养

的起始时间相一致。很可能二者之间有一定的协调性 , 但其机制仍不清楚。

四、组织性营养对早期胎儿的作用

组织性营养可能为胎儿提供了一种有益的保护。一种可能是 , 母体能够在低氧环境

下提供足够量的营养成分 , 从而减少了将胎儿暴露在高度破坏性的还原氧 ( reactive

oxygen species) 环境下的可能性。

越来越多的证据表明 , 反应停 ( thalidomide)、苯妥英 ( phenytion) 及乙醇等很多

已知的致畸形物质均可通过产生高水平的还原氧来干扰正常的发育过程。已知糖尿病与

氧应激升高有关。在实验性动物模型中 , 可通过抗氧化酶的过表达或服用食品类的抗氧

化剂如叔丁基对甲酚 ( butylated hydroxytoluene)、维生素 C和 E 等 , 来降低发病率高的

先天性畸形相关疾病。还原氧怎样干扰发育过程仍不清楚 , 可能是通过对 DNA 的直接

氧化破坏、信号通路的阻止以及由线粒体应激诱导细胞凋亡等。

有氧代谢不可避免地与还原氧的产生相联系 , 这主要是由于电子从呼吸链的酶中出

来以后变为分子氧的缘故。还原氧产生的量与氧的浓度成正比。在器官发生的关键时
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期 , 将胚胎保持在一个低氧的环境中对正在发育的胚胎是有利的。在非侵入性着床的物

种中 , 情况就是这样。在这些物种中 , 将胎儿保留在子宫腔中 , 但胎盘膜的黏附和发育

要到受精以后几周才开始。在早期器官发生期间 , 很多胚胎的代谢主要依赖于无氧糖酵

解 , 而直到器官发生快结束时氧消耗才增加。

人为侵入性的间质性着床。这种着床过早地使母体与胎儿发生紧密接触 , 在妊娠期

为了支持胎儿生长 , 这无疑将加速必需物质的交换 , 使早期的胎儿置于可能受到还原氧

破坏的环境中。在器官发生完成以前 , 胎儿主要靠组织性营养 , 这可能是阻止大量血液

通过胎盘的一个好办法。

从以上的证据来看 , 可将人妊娠过程分为两个明确的但连续的时期。第一时期为妊

娠早期 , 主要为妊娠的前 3 个月 , 形态发生、胎盘发生及器官发育等很多关键过程均在

此期内完成 , 对环境中自由基等因素特别敏感。在此期 , 通过组织性营养在低氧条件下

为胚胎提供营养将大大降低受到自由基等破坏的危险性。第二期主要为妊娠期的后 6 个

月 , 此期主要为胎儿生长 , 胎儿氧消耗量的增加主要靠血液性营养转换来提供。

已证实 , 人子宫内膜腺体的功能至少可维持到妊娠第 10 周 , 子宫腺体的分泌物可

自由迁移到胎盘的绒毛间隙中。胎盘的合体滋养层细胞可吞噬性吸收子宫腺中合成的

MUC-1 和孕酮依赖性糖蛋白。在贴在胚外体腔处的次级卵黄囊中 , 也可检测到孕酮依

赖性糖蛋白。这表明在绒毛膜绒毛的血管发生之前 , 卵黄囊可能在营养交换方面就起重

要作用。同时也表明 , 当代谢主要是无氧代谢时 , 子宫腺可能是器官发生过程中一个重

要的营养物质来源。

对胎儿组织来讲 , 还原氧是一个潜在的致畸因素 , 已证实它与流产和先兆子痫等很

多妊娠异常的病理生理过程有关。在人妊娠的前两个月 , 胎盘包围着整个妊娠囊 ( ges-

tational sac) , 绒毛中仅有少数毛细血管 , 而且主要位于绒毛间充质核心区的中央。此

时 , 滋养层细胞层的厚度为妊娠第二个三个月时期厚度的两倍。胎儿的红细胞为有核

的 , 胚外体腔占据了妊娠囊的大部分空间。在胚外体腔 ( ECC ) 中没有氧的运输系统 ,

但存在抗氧化性分子 , 对胚胎可能受到的氧化性损伤提供额外的保护作用。超声和解剖

研究也表明 , 绒毛间的血液循环在大约妊娠第 9 周时开始于胎盘的边缘部位 , 直到第

12 周时 , 这种循环才变得连续 , 并扩散到整个胎盘中。这些解剖学的特征提供的间接

证据表明 , 人前 3 个月妊娠囊的结构可限制胎儿暴露于氧气环境中 , 这对胎儿的发育是

特别必要的。这些结果与胎盘和胎儿的发育是在一个生理性的低氧环境中进行的 , 以及

代谢主要是在无氧环境下进行的概念是一致的。

第二节  妊娠的维持

妊娠的维持首先依赖于神经和激素因子的相互作用。胎盘、胎儿和母体的神经 内

分泌之间的相互作用对于胎儿的生长发育以及妊娠的维持是非常重要的。在妊娠期间 ,

母体对激素水平变化的适应直接影响着胎儿和胎盘的发育。妊娠的适应性包括着床和早

期妊娠的维持。在母体中发生的一系列适应性变化 , 使得母体能提供足够的营养来维持

胎儿生长发育的需要。

在哺乳动物中 , 如果着床的胚胎要继续生存 , 必须向母体发出信号 , 使母体能够得
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知它的存在 , 即发生妊娠识别过程 , 从而阻止一些与孕酮相关因子的功能的退缩 , 并且

保证妊娠黄体不发生溶解。黄体是哺乳动物排卵后 , 在排卵部位由卵泡壁颗粒细胞、

膜 - 间质细胞及侵入的血管共同形成的 , 主要由大黄体细胞和小黄体细胞组成。黄体能

分泌孕酮 , 是哺乳动物生殖功能所必需的内分泌组织 , 在维持妊娠过程中起着至关重要

的作用。但随着胎盘的发育和功能的不断完善 , 黄体的功能逐渐被胎盘所替代。

妊娠是一个漫长的过程 , 涉及胚胎、子宫和卵巢之间复杂的相互作用。由于胎盘的

建立 , 使得胚胎与子宫之间既有相互联系 , 又各自保持一个相对独立的环境。在妊娠过

程中 , 既要保证子宫的不断增大以适应胎儿的发育 , 又要使子宫处于一个相对静止的环

境中。在此过程中 , 孕酮、雌激素、细胞因子、生长因子等很多因素起着十分重要的调

节作用。

一、卵巢和垂体与妊娠维持

一些激素之间的相对平衡对于妊娠的维持和正常进行是必需的。利用切除卵巢、垂

体和胎儿 ( fetectomy) 等外科手术 , 可证明胎儿、促黄体激素以及黄体在妊娠维持中的

作用 (表 9-1 )。除马外 , 在所有家畜的妊娠过程中 , 黄体一直存在。在妊娠过程中的

任何时候切除牛、山羊和猪的卵巢 , 都会使妊娠终止。在妊娠的后半期 , 将马和绵羊的

双侧卵巢切除后 , 并不能导致流产 , 这是因为这两种动物的胎盘可产生孕酮。在着床

前 , 将山羊的垂体切除会导致妊娠终止 ; 在妊娠第 44 天后切除垂体则会引起流产。绵

羊胎儿必须中和或抑制子宫中溶黄体物质的产生和释放。在妊娠前 50 天内 , 胎儿不能

产生促黄体激素来维持妊娠。在妊娠前 50 天内切除垂体 , 均会导致流产。在妇女中 ,

由于胎盘可产生孕酮和 hCG, 在妊娠的很早期切除卵巢或垂体后 , 对妊娠影响不大。

表 9-1  垂体和卵巢在各种动物妊娠维持中的作用 (引自 Johnson MH 和 Everitt BJ , 1995 )

动物 妊娠期/ 天
未妊娠时 , 黄体期

的长短/ 天

垂体切除后不影响

妊娠的时间/ 天

切除卵巢后不影响

妊娠的时间/ 天

人 260 �～270 12 v～14 ? 40 �

猕猴 168 L12 v～14 29 w21 �

绵羊 147 �～150 16 v～18 50 w55 �

豚鼠 60 816 �3 b28 �

大鼠 22 810 v～12 12 w足月

小鼠 20 �～21 10 v～12 11 w足月

猫 63 830 v～60 足月 ? 50 �

马 330 �～340 20 v～21 ? 150 �～200

牛 280 �～290 20 v～28 ? 足月

狗 61 861 �足月 ? 足月 ?

猪 115 L16 v～18 足月 足月

兔 31 812 �足月 足月

山羊 150 L16 v～18 足月 足月
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二、孕酮与妊娠维持

孕酮是一种重要的类固醇激素 , 由卵巢黄体和胎盘的合胞体滋养层分泌 , 在哺乳动

物的妊娠维持过程中起重要作用。在人妊娠的第 6～7 周 , 黄体功能自然开始下降 , 正

在发育的胎盘开始产生孕酮 (见图 9-1 )。

图 9-1  示在人妊娠约第 7～9 周 , 孕酮由黄体产生

逐渐转变为由胎盘产生 (引自 Yen SSC等 , 1991)

(一) 黄体孕酮的功能

黄体产生的主要类固醇激素有孕酮、17α 孕酮、雌激素以及雄烯二酮。低密度脂

蛋白 ( LDL) 是产生孕酮的主要前体。

在不同种动物 , 妊娠过程中需要黄体分泌的孕酮的时间的长短不一样。在人、恒河

猴、豚鼠、绵羊和猫等动物 , 在妊娠的中期切除卵巢后 , 并不能导致胎儿流产。但在小

鼠、大鼠、牛、兔、猪和山羊等动物 , 在妊娠期的任何时候将卵巢切除后 , 均会导致胎

儿流产。在人妊娠第 6 周 , 将黄体切除也会导致流产。但将黄体切除后 , 单独使用孕酮

也能阻止由于黄体切除导致的流产 , 可使妊娠继续进行。因此 , 孕酮是早期妊娠维持最

重要的类固醇激素。在体外受精时 , 给无性腺的妇女注射外源性的孕酮 , 能使第 1～3

个月的妊娠正常进行 , 即到妊娠第 10 周 , 此后胎盘形成后便能正常分泌孕酮。临床实

验证明 , 当孕酮浓度低于 10ng/ ml 时 , 会导致大约 80%的妇女流产。另外 , 通过注射

孕酮的特异性拮抗剂 (如 RU486 ) 也可证实孕酮在维持妊娠中的作用。在妊娠的任何

时期注射 RU486 , 都可以扰乱妊娠。并且 , 将前列腺素与 RU486 共同使用时 , 能有效

地诱导流产。

(二) 胎盘孕酮的功能

在妊娠期间 , 胎盘是孕酮的主要来源。从黄体期到足月妊娠时 , 母体孕酮的水平升

高 6～8 倍。尽管在妊娠早期 , 即在妊娠的第 6 周之前 , 维持妊娠所需要的孕酮几乎完

全由黄体分泌。但是从妊娠的第 7 周开始 , 胎盘开始分泌孕酮 , 到妊娠第 12 周时 , 胎
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盘已成为孕酮的主要来源。胎盘产生的大量孕酮 , 主要在五个方面对维持妊娠起作用 :

①能够促进子宫内膜的基质细胞蜕膜化。②抑制雌激素和催产素等对子宫肌层的收缩作

用 , 使子宫静止 , 从而保证胎儿生活在一个平衡稳定的环境中。③能够抑制前列腺素

(尤其是前列腺素 F2α) 的合成 , 保持子宫肌层处于静止状态 , 并且抑制子宫收缩的起

始。④能够抑制一些与免疫排斥相关的免疫反应。⑤与 hCG和蜕膜的皮质醇 (cortisol)

一样 , 能够抑制 T 细胞介导的组织感染 , 以及能够赋予着床的胚胎和正在发育的胎盘

免疫能力。在动物模型中 , 孕酮能够延长移植的人滋养层的存活时间。此外 , 绒毛间隙

中高浓度的孕酮对于阻止由妊娠来的外源性蛋白的细胞免疫排斥方面起重要作用。

(三 ) 17α 羟基孕酮

与孕酮一样 , 在妊娠的早期 , 17α 羟基孕酮的分泌也经过黄体 胎盘的转移。17α

羟基孕酮能够反映黄体分泌类固醇激素的水平。与孕酮不同的是 , 在人的整个妊娠过程

中 , 卵巢一直是 17α 羟基孕酮的主要来源。直到妊娠的第三个三个月 , 胎盘也开始分

泌 17α 羟基孕酮。在人正常月经周期的卵泡期 , 17α 羟基孕酮的浓度在 0 .5 ng/ ml 以

下。怀孕后 , 17α 羟基孕酮在 LH 达到峰值时升高到约 1 ng/ ml。在以后 4～5 天的时间

内 , 升高到约 1～2 ng/ ml。然后 , 开始缓慢的增长 , 17α 羟基孕酮浓度的平均值达到

正常月经周期黄体期的水平 , 约为 2 ng/ ml, 并且约持续到约第 12 周。到第 32 周时 ,

17α 羟基孕酮的水平急剧上升 , 到第 37 周时已达到 7 ng/ ml。在第 32 周时 , 17α 羟基

孕酮浓度的升高可能与此期胎儿的成熟过程密切相关。

三、雌激素与妊娠维持

在妊娠早期 , 雌激素主要来源于黄体。在以后的妊娠过程中 , 雌激素主要由胎盘产

生。因此 , 在人妊娠第 5～6 周 , 雌激素几乎完全由母体的卵巢产生。在妊娠三个月之

后 , 胎盘成为血液中 17β 雌二醇的主要来源。在妊娠期间 , 雌激素产生的速率和血液

中雌激素的浓度明显增加。在人正常月经周期的卵泡期 , 雌激素的浓度约为 0 . 1ng/ ml,

到黄体期达到 0 . 4ng/ ml。妊娠后 , 雌激素的浓度显著增加到约 6～30ng/ ml。在妊娠期

间 , 雌激素的浓度上升可能与妊娠维持有关。雌激素在妊娠过程中主要通过以下三种途

径起作用。

1 . 雌激素调节孕酮的合成

在妊娠期间 , 有许多因子调节孕酮的合成和分泌。在大鼠和兔等动物的整个妊娠过

程中 , 孕酮主要来源于黄体 , 雌激素可以调节孕酮的合成和分泌。在培养人胎盘细胞

时 , 加入雌激素的拮抗剂可以减少孕酮的合成 , 而加入雌激素后则可恢复孕酮的合成 ,

说明雌激素可上调孕酮的合成。在人妊娠第 40 天或狒狒的妊娠第 25 天时 , 胎盘是孕酮

的主要来源。当注入雌激素的拮抗剂后 , 能够抑制内源性雌激素的功能 , 从而导致妊娠

后期胎盘孕酮的合成减少。此外 , 雌激素还可以增强子宫内膜上皮细胞中孕酮受体

( PR ) 的表达 , 可能有助于孕酮对妊娠的维持作用。
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2 . 雌激素通过调节胎盘的低密度脂蛋白 ( LDL) 受体来调节孕酮的合成

孕酮的合成依赖于胎盘滋养层细胞表面的 LDL 受体的表达。在大鼠的黄体及猪的

颗粒细胞中 , 雌激素具有维持 LDL 受体数量的功能 , 从而调节孕酮的合成。在狒狒的

妊娠后期 , 注射雌激素的拮抗剂能够使孕酮的合成减弱到原来的 51%。另外 , 在狒狒

妊娠的第 170 天 , 胎盘滋养层中 LDL的浓度也下降了 56% , 表明雌激素可能通过 LDL

途径调节孕酮的生物合成。

3 . 雌激素可增加妊娠的血流量

雌激素能增加子宫的血流量 , 供给妊娠维持所必需的营养物质。在动物模型中 , 用

雌激素处理后 , 能够显著提高子宫的血流量。妊娠过程中 , 子宫内膜的血管生长是胚胎

着床和胎儿血液供应系统发育所必需的。雌激素可以通过雌激素受体的介导和可能涉及

生长因子产生的未知机制 , 促进子宫内膜中动脉的生长。雌激素还可通过促进子宫上皮

细胞和成纤维细胞中血管内皮生长因子 ( VEGF ) 的表达 , 来诱导子宫内膜的血管生

成。

四、催乳素 (PRL) 与妊娠维持

PRL为子宫内膜蜕膜化的一种特异性标志分子。PRL 及 PRL 受体 ( PRLR ) 在妊

娠早期的蜕膜中表达量很高。PRL可刺激妊娠黄体中 LH/ CG受体的表达 , 并促进其自

身受体的表达 , 还可以与 FSH 和 LH 协同作用 , 以优化 cAM P 和孕酮的合成 , 说明

PRL可能通过自分泌/ 旁分泌机制调节蜕膜局部环境及机体内分泌状态。

在啮齿类动物 , PRL 和 PRL样的激素在妊娠过程中对于妊娠黄体的维持和孕酮的

产生有重要的作用。PRL 受体基因敲除的小鼠不育 , 其主要原因是在妊娠过程中 , 黄

体不能正常形成或者黄体功能受到破坏 , 使妊娠所必需的孕酮不能正常分泌 , 导致妊娠

失败。在啮齿类动物的妊娠早期 , 垂体的 PRL 在维持黄体功能过程中起作用 , 而从妊

娠的中期一直到妊娠结束 , 由胎盘催乳素 ( PL) 通过其受体起作用。

大鼠交配后 , 血浆中的 PRL 水平显著上升 , 并持续存在至妊娠第 10 天。大鼠妊娠

第 8 天时 , 血浆 PRL 浓度为 211 .2±37 .8ng/ ml, 第 15 天时为 1 . 1±0 .1ng/ ml, 到第 20

天时为 7 .2±2 . 1ng/ ml。在大鼠妊娠第 1～3 天 , 若皮下注射 1 mg/ 天溴隐亭 , 可人为造

成大鼠的低 PRL 状态 , 结果到妊娠第 9 天时胚胎全部流产。这可能是由于注射溴隐亭

后 , 使妊娠黄体上的 LH/ CG受体表达下降所致。如在注射溴隐亭的同时也注射外源性

PRL, 则能见到妊娠黄体 , 黄体上的 LH/ CG受体表达水平也可恢复到正常的水平 , 而

且多数大鼠的妊娠也能正常进行。如果妊娠第 10 天以后再注射溴隐亭 , 则不会使妊娠

终止。因此 , PRL 可能只在妊娠的早期有维持妊娠的作用。PRL 作用于妊娠黄体后 ,

可通过增加 LH/ CG受体基因表达水平或稳定其 mRNA 的转录来增加 LH/ CG受体的表

达量 , 并促使孕酮的分泌增加 , 从而起到维持妊娠的作用。任何内源性或外源性导致

PRL水平下降的因素都有可能使妊娠黄体中 LH/ CG受体的表达减弱 , 从而增大发生流

产的可能性。
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PRL通过广泛的补偿作用维持黄体的功能 , 使黄体能够产生妊娠所需的足够的孕

酮。这些补偿作用主要包括 : 通过增强雌激素受体α和β的合成 , 促进雌激素的黄体营

养功能 ; 通过促进 LH受体的表达 , 发挥其维持黄体功能的作用 ; 另外 , PRL 能够通过

促进高密度脂蛋白的结合位点以及黄体胆固醇脂酶的活性 , 加强合成孕酮的底物胆固醇

的利用率 , 从而导致孕酮合成的增加 , 有利于妊娠的维持。

PRL以及 PL 通过激活信号转导和转录激活因子 5a/ b ( STAT5a/ b ) 在维持啮齿类

的黄体及其功能方面起作用。另外 , PRL 能完全抑制 20 α 羟基类固醇脱氢酶 (20-α-

hydroxysteroid dehydrogenase, 20-α-HSD) 的表达 , 而 20-α-HSD 能够导致孕酮的分解。

可见 , PRL 在妊娠过程中 , 对于维持啮齿类黄体的功能以及妊娠所必需的孕酮分泌是

非常重要的。

五、促性腺激素释放激素 (GnRH)

在妊娠过程中 , GnRH 由胎盘合成及分泌。虽然 GnRH mRNA 在妊娠过程中一直

保持在一定的水平上 , 但 GnRH 蛋白的水平在人妊娠第 2 个三个月时达到最高 , 并且

一直持续到妊娠结束。体内和体外实验均证明 , GnRH 能够刺激 hCG/ LH 的分泌 , 而

且 GnRH的拮抗剂也能阻止 hCG 的产生。GnRH刺激 hCG 的分泌是剂量依赖的 , 通过

旁分泌行使其功能。培养人的妊娠头三个月的胎盘时 , 加入 GnRH 只能轻微提高 hCG

的分泌 , 因为此时 hCG的合成已经达到峰值。相比之下 , 培养人妊娠第二个三个月的

胎盘时 , GnRH则能剂量依赖性地显著增加 hCG 的分泌。将 GnRH 的类似物注入早期

妊娠的大鼠 , 能够影响大鼠的黄体功能 , 从而导致大鼠流产 , 表明 GnRH 可能通过调

节 hCG的分泌来影响妊娠黄体的功能。

妊娠过程中 , 许多因子对 GnRH 的分泌有促进作用。细胞滋养层能合成抑制素

( inhibin) 和激活素 ( activin)。这两种物质可能通过调节 GnRH 的活性 , 来调节胎盘中

hCG的分泌。在培养的胎盘细胞中加入抑制素的抗体后 , 能导致 GnRH 浓度的增加 ,

并使 hCG的分泌增加 , 表明抑制素对于 hCG 的分泌可能具有一定的抑制作用。此外 ,

在体外培养的滋养层细胞中 , 激活素能促进由 GnRH 诱导的 hCG 的分泌。如培养体系

中加入 GnRH的拮抗剂 , 则引起 hCG的分泌明显减少。前列腺素 ( PGE2 和 PGF2α) 和

肾上腺素 ( epinephrine) 也能促进胎盘细胞释放 GnRH , 可能通过 cAMP 信号通路来行

使功能。

六、人绒毛膜促性腺激素 (hCG) 与灵长类妊娠维持

hCG是最早在妊娠妇女的子宫中发现的一种物质 , 最初被认为是来自于母体的垂

体前叶 , 但以后证实是由胎盘产生的。hCG 是一种糖蛋白激素 , 分子质量大约 36～

40 kDa, 由两个亚基构成 , 具有与 LH相似的生物学和免疫学特性。hCG 主要定位在胎

盘的合胞体滋养层 , 而不是细胞滋养层。

在胚胎分裂到 6～8 细胞的阶段 , 就可以检测到 hCG mRNA的表达。胚泡一旦着床

后 , 滋养层细胞便开始分泌 hCG。hCG 具有营养黄体和维持黄体功能的作用。在人正

·792·第九章  妊娠的维持和妊娠期的生理变化



常妊娠过程中 , 可在 LH 峰后第 9 天检测到 hCG。在妊娠第 60～90 天时 , hCG 的浓度

达到峰值 , 在妊娠第 10 周时最高可达到 110 000 mIU/ ml。到妊娠第 12～16 周时 , hCG

的平均水平开始迅速下降。

hCG的分泌与产生 hCG的滋养层组织的大小有关。在妊娠第 4～20 周时 , hCG 的

分泌量与滋养层的宽度有关。在第 20～38 周 , hCG 的分泌量与胎盘的重量有关。在妊

娠第 3～4 周和第 9～10 周时 , hCG的水平迅速升高 , 此时正好是未成熟的滋养层绒毛

增殖和合胞体滋养层的扩展时期。 hCG 的水平下降与合胞体滋养层和细胞滋养层的体

积减少有关。

在早期妊娠过程中 , hCG 具有营养黄体的功能 , 能够维持月经周期的黄体 , 并且

促进月经期的黄体转变为妊娠黄体。hCG能维持孕酮的产生 , 并保证蜕膜的正常发生

及维持。这种功能一直维持到胎盘形成后 , 并能够产生妊娠所必需的孕酮为止。 hCG

还能够上调孕酮合成的前体分子———LDL 受体在胎盘中的表达 , 从而产生维持妊娠必

需的孕酮。

除了具有黄体营养的功能之外 , hCG在人妊娠期第 7～9 月期间对于维持子宫静止

有重要的作用。体外实验表明 , hCG对人子宫肌层的收缩具有剂量依赖性的抑制作用。

在足月分娩及早产的起始期 , hCG受体在人子宫肌层中的表达下调 , 说明 hCG 对于妊

娠子宫肌层的静止具有重要的作用。另外 , hCG能够抑制由 PGF2α诱导的小鼠的分娩 ,

并且这种作用是剂量依赖性的。

在非妊娠妇女的黄体期中期 , 注射 hCG能导致黄体的退化 , 并延迟孕酮水平的上

升。在妊娠的妇女或者恒河猴的体内注射抗 hCGβ的抗体 , 能够中和 CG的产生 , 同时

导致黄体退化。用恒河猴本身的 CG免疫恒河猴后 , 这些猴有正常的 LH 水平和月经周

期 , 但是不能维持妊娠 , 说明 CG在维持灵长类的妊娠过程中有重要的作用。

除 GnRH能够诱导 hCG 的产生外 , cAMP 的类似物在体外也能促进 hCG 的分泌。

人蜕膜来源的抑制素和催乳素能够抑制足月妊娠的滋养层分泌 hCG, 而蜕膜来的激活

素能够诱导 hCG的分泌。

分娩前和分娩期的子宫肌层中需要高度发育的细胞与细胞之间的连接 , 其中主要为

间隙连接。妊娠期的子宫肌层中由于缺乏间隙连接 , 导致子宫收缩功能的减弱。 hCG

可直接降低细胞内钙离子的浓度 , 能下调子宫肌层中的间隙连接 , 并可抑制前列腺素类

物质的产生。

七、一氧化氮 (NO) 与妊娠维持

与非妊娠的人子宫内膜相比 , 妊娠前期 (25～34 周 ) 的子宫内膜含较多的内皮型

一氧化氮合酶 (eNOS ) 及神经型一氧化氮合酶 ( nNOS ) , 到妊娠足月期时 eNOS蛋白

的浓度比妊娠前期低。在妊娠的绵羊子宫中 , nNOS主要位于子宫肌层 , eNOS 主要位

于子宫内膜。虽然分娩前 nNOS mRNA 水平下降 , 但是 nNOS 的酶活性及蛋白量在分

娩前并没有下降。由于 nNOS mRNA 水平在分娩前期下降 , 很可能分娩时 nNOS蛋白

水平下降 , 表明 nNOS/ NO可能对于维持妊娠是必需的。NO可能通过抑制分娩必需的

基因表达 , 来维持子宫的静止状态。在大鼠的妊娠子宫中 , 检测不到 nNOS, 但 eNOS
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在妊娠过程中持续表达 , 在妊娠第 13 天呈现峰值 , 随后下降。诱导型一氧化氮合酶

( iNOS) 是随着妊娠的进展而逐渐增加的 , 同样也在妊娠第 13 天达到峰值 , 然后减弱。

妊娠大鼠子宫中 iNOS 的表达形式与用氨基胍 ( aminoguanidine) 处理的大鼠子宫中一

氧化氮合酶的活性变化一致 , 说明诱导型一氧化氮合酶在维持子宫静态的过程中有重要

的作用。将妊娠第 18 天大鼠用 iNOS抑制剂 ( N-iminoethyl-L-lysine, NIL) 及 nNOS抑

制剂 ( L-NAME) 处理 24h 后 , 子宫肌层中的连接蛋白 43 ( Cx43 )、子宫肌层的催产素

受体 ( OT R) 及蜕膜处环氧合酶 (COX) 等蛋白的表达均增加。NIL 能使妊娠第 19 天

子宫肌层中 Cx43 蛋白的水平显著增加到分娩时的水平 , 并且 24h 内其 mRNA的浓度无

变化 , 但对妊娠第 17 天的大鼠则无此效果。注射 L - NAME 后也未见到类似 NIL处理

的效果 , 说明由子宫 iNOS产生的内源性 NO 可抑制大鼠妊娠期子宫肌层中 Cx43 的表

达 , 而 Cx43 蛋白是分娩必需的 , 可抑制子宫壁的舒张 , 使子宫壁延展性增加 , 但其确

切机制还不清楚。

另外 , 胎盘可能是妊娠期间 NO的主要来源。人的绒毛膜滋养层表达 eNOS。在人

的合体滋养层和胎盘绒毛血管丛处都能检测到 NOS 的活性。此外 , 已证实大鼠的胎盘

也能够产生 NO。胎盘产生的 NO 能够维持子宫最低的活动状态、减少血管收缩 , 并且

NO也可以促进子宫静止。这说明在妊娠维持过程中 NO可能直接或者间接地起着重要

作用。

NO与孕酮协同作用调节子宫的静止及子宫颈的软硬度。孕酮在维持妊娠期子宫及

子宫颈方面起决定性作用 , 用孕酮拮抗剂处理会导致在足月妊娠前分娩。利用 NOS 抑

制剂及 NO供体已证实 , 子宫中 NO 的生成量降低会起始分娩。iNOS在妊娠期子宫中

的表达是上调的 , 而在妊娠期的子宫颈中是下调的。在妊娠期 , NO 与孕酮一起抑制子

宫收缩 , 从而维持妊娠。在妊娠晚期 , NO与孕酮一起促进子宫颈的成熟 , 从而诱导分

娩。

母体妊娠期的特征性变化是肾血管扩张、肾小球滤过率增加、血压降低以及子宫的

血流量明显增加。在妊娠期 , 子宫及胎盘的血流量增加 15～20 倍。到第 3 周的三胚层

期时 , 子宫及胎盘的血流量占心输出量的 15%～20 %。虽然引起这些变化的机制仍不

清楚 , 但现在认为 NO 是引起这些变化的主要原因之一。在妊娠期的绵羊子宫中 ,

cGMP的浓度增加了 38 倍。用 L-NAME 处理后 , 可导致子宫中的 cGMP 水平下降 , 这

表明妊娠子宫中 cGMP的水平升高可能是 NO 增加所致。此外 , 将内源性的 NO激动剂

(如组胺 ) 注入妊娠绵羊子宫后 , 子宫的血流量大大增加。在大鼠中 , 妊娠期肾血管的

扩张依赖于 NO的存在。在妊娠过程中 , NO 可引起母体的血管系统扩张 , 降低血管反

应 , 并参与母体心血管系统对妊娠过程的适应。已证实 , NO 是血管内皮细胞的血管松

弛因子 , 具有扩张血管的功能 , 可降低胎盘血管的阻力 , 调节胎盘与其他组织器官之间

的血流分配。NO是胎盘与胎儿之间营养物质交换的关键因素 , 通过扩张脐动脉血管 ,

使胎盘与胎儿之间的血流量增加 , 为胎儿的生长和妊娠的维持提供必要的营养物质。

八、免疫细胞与妊娠维持

传统上认为 , 免疫细胞在妊娠过程中具有抑制作用。但近来发现 , 免疫细胞也具有
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维持妊娠的作用。T 细胞和自然杀伤细胞 ( NK 细胞 ) 等免疫细胞在维持妊娠过程中起

着很重要的作用。

1 . T 细胞与妊娠维持

在哺乳动物妊娠过程中 , 子宫内膜中有几种主要的 T 淋巴细胞 , 其中包括 CD4
+

( CD, cluster of differen tiation , 细胞分化簇。CD4 代表细胞分化抗原 4 , CD4
+
是 CD4

阳性 T 细胞 , 即辅助 T 淋巴细胞 ) 和 CD8 + (抑制/ 杀伤 T 淋巴细胞 ) 两种。根据

CD4
+
细胞产生的细胞因子不同 , 可分为 Th1 和 Th2 细胞。Th1 细胞能诱导细胞毒 T 细

胞 , 并能导致流产。Th2 细胞能产生 IL-4、 IL-5、 IL-6 和 LIF等。Th2 产生的细胞因子

能阻止 Th0 细胞到 Th1 细胞的诱导作用 , 从而起到维持妊娠的作用。因此 , Th1 与

Th2 比率平衡能调节生殖过程中的免疫反应 , 在生殖过程中起着重要的作用。

在小鼠中 , 维持妊娠所需要的 IL-4、 IL-5 和 IL-6 等细胞因子主要由 Th2 产生 , 在

人中的情况也是如此。这说明 Th2 细胞在妊娠维持过程中起着重要的作用。在正常妊

娠过程中 , 外周血和蜕膜中分泌 IL-4 的细胞数目远远大于分泌 IF N-γ的细胞。然而 ,

当发生无胚妊娠时 , 分泌 IL-4 的细胞与分泌 I FN-γ的细胞数目明显减少。根据 Th1 和

Th2 分泌的细胞因子判断 , 在蜕膜中的 T 细胞主要以 Th2 为主 , 表明 Th2 细胞在胚胎

着床和维持妊娠过程中起重要作用。与非妊娠的妇女相比 , 妊娠第 7～9 月的妇女中

Th1 细胞的数量急剧下降 , Th2 细胞的数量在妊娠的头三个月急剧升高 , 在第 4～6 月

和第 7～9 月较高。与非妊娠的妇女相比 , Th1 细胞与 Th2 细胞比率在妊娠的第二个和

第三个三个月极低。来源于 Th2 细胞的 IL-4 及 IL-6 等细胞因子 , 能够诱导滋养层分泌

hCG。hCG诱导妊娠黄体产生孕酮后 , 可刺激 Th2 细胞分泌细胞因子 , 同时抑制 Th1

细胞分泌细胞因子。

同样 , 按照产生的细胞因子不同 , CD8
+
细胞可分为 Tc1 细胞和 Tc2 细胞。 Tc1 细

胞能分泌 IL-2 和 I FNγ, Tc2 细胞能分泌 IL-4、 IL-5、 IL-6 和 IL-13 等。 Tc2 细胞与

Th2 细胞一样 , 在发生蜕膜化的子宫中增多。通过比较妊娠过程中外周血和蜕膜中的 T

细胞发现 , 蜕膜中主要为 Th2 和 Tc2 细胞 , 其数量远远大于外周血。

CR TH2 (chemoat tractant receptor-homologous molecule ) 是一种主要在 Th2 细胞上

表达的因子 , 为一具有 7 次跨膜结构的前列腺素 D2 ( PGD2 ) 受体 , 对于诱导母体的 T

细胞迁移入子宫 , 并分泌一些重要的细胞因子方面起重要的作用。在母 胎界面蜕膜处

的 Th2 和 Tc2 细胞中 , 可检测到 CR TH2 的表达 , 而且在此处这两种细胞中 CR TH2 的

表达量远远高于外周血中这两种细胞的表达量。蜕膜中的 Th2 和 Tc2 细胞可能通过其

产生的细胞因子在胚胎着床和维持妊娠过程中起着重要的作用。

PGD2 可通过它的双受体 DP和 CRTH2 来控制 Th1/ Th2 平衡和阻止树突细胞的抗

原提呈 , 从而保证半同种异体的胎儿在母体内的正常发育。激活的杀伤型 T 细胞可以

攻击胎儿和胚胎滋养层。在妊娠期 , Th2 型细胞因子抑制杀伤型 T 细胞介导的 Th1 型

免疫反应 , 从而维持妊娠。在妊娠期 , Th2 和 Tc2 细胞以 PGD2 调节的方式聚集于母

胎界面 , 并且 Th1 和 Tc1 细胞的数量在蜕膜组织中远远低于外周血液。Th2 和 Tc2 细

胞很可能是在妊娠初期的蜕膜反应发生过程中进入子宫内膜的。CRTH2 作为一种趋化

分子受体 , 选择性地表达于 Th2 和 Tc2 细胞表面 , 可以调节妊娠初期蜕膜组织中 PGD2
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依赖性的 Th2 和 Tc2 细胞的迁移。PGD2 可由蜕膜组织和胚胎组织释放。在妊娠时期子

宫中存在的 PGD2 使得 PGD2 依赖性的 CRTH2
+

Th2 和 CRTH2
+

Tc2 细胞聚集于母 胎

界面。这表明位于母 - 胎界面的 Th2 型免疫反应 , 可能有助于胎儿在子宫内不被母体

的免疫系统排斥 , 从而维持妊娠。

PGD2 不仅使 Th2 和 Tc2 细胞聚集于母 胎界面上 , 而且也可能通过阻止母体免疫

细胞给 T 细胞提呈抗原来维持妊娠。在色氨酸分解酶 (吲哚胺 2 , 3 双加氧酶 )

( IDO) 存在时 , 杀伤性 T 细胞的活性被抑制 , 从而保护胚胎不被母体排斥。在胚胎滋

养层和蜕膜组织中的巨噬细胞都含有色氨酸分解酶。树突细胞特异地给 T 细胞摄取、

加工、存储和呈递抗原 , 并在体内可以启动所有 T 细胞依赖性反应 , 包括 CD4
+

Th 和

CD8
+
杀伤性 T 细胞反应、T 细胞依赖性抗体反应。当树突细胞应答感染和发炎反应被

激活后 , 部分细胞由输入淋巴管迁移到区域性的淋巴结。当它们到达淋巴结后 , 在这一

过程中成熟的树突细胞给 T 细胞传递组织得到的抗原特异信号 , 使其激活并产生免疫

反应。在人类蜕膜组织中 , 也检测到具有免疫刺激潜能的抗原提呈细胞———树突细胞。

在人类蜕膜中 , PGD2 很可能通过抑制树突细胞迁移到淋巴结 , 从而使得母体的 T 细胞

不能识别胎儿抗原 , 保证胎儿在母体中顺利发育。

2 . NK细胞与妊娠维持

蜕膜中的 CD16 - CD56brigh t N K细胞有两种作用 , 一种是 N K细胞的细胞毒作用 , 另

一种是这些细胞以自分泌和旁分泌形式分泌 LIF、 IFNγ、 TNFα、 TGFβ1、 TGFβ2、

TGFβ3 以及 M-CSF等与生殖有密切关系的因子。CD16
-

CD56
brigh t

NK 通过分泌的这些

细胞因子促进胚胎着床与发育。 TGFβ2 是一免疫抑制因子 , 在子宫内膜局部发挥免疫

抑制效应 , 防止胚胎被母体免疫系统排斥。在子宫蜕膜化时期 , CD16
-

CD56
brigh t

NK 细

胞数目急剧增加 , 可能是其分泌的一些细胞因子抑制了细胞毒作用或者直接起作用 , 从

而使妊娠成功。

在子宫 NK 细胞缺陷型小鼠中 , 蜕膜化和子宫动脉不正常。用包含正常 NK细胞前

体的骨髓处理 , 能使这种子宫 NK 细胞缺陷型小鼠的 NK细胞数增加到正常的水平 , 并

且小鼠的蜕膜化和动脉形成也能恢复正常。这说明 NK细胞在小鼠子宫蜕膜化中起重要

的作用 , 同时也暗示子宫 NK细胞与妊娠过程中的血管发生紧密相关。在分泌后期的人

子宫内膜中 , NK 细胞强烈地表达血管内皮生长因子 C 和胎盘生长因子 , 在分泌晚期

表达血管生成素 2。在体外培养中 , 蜕膜中 NK 细胞的条件培养基能够抑制人脐静脉

内皮细胞的细胞凋亡。这进一步表明 , 子宫 NK细胞在血管发生及再生的过程中起着重

要的作用。

九、降钙素基因相关多肽

降钙素基因相关多肽 ( calcitonin gene-related peptide, CGRP) 是一种有效的血管扩

张因子。在人、大鼠及小鼠中 , CGRP 能够抑制子宫肌层的收缩。在妊娠期间 , CGRP

同样能够有效地抑制子宫肌层的收缩 , 使子宫肌层保持相对静止的状态。在分娩期间 ,

随着子宫肌层活动能力的增强 , CGRP 及其受体的表达明显下降 , 说明 CGRP在维持妊
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娠期子宫静止的过程中起重要的作用。孕酮能够使 CGRP的结合位点上调。如用孕酮

拮抗剂处理后 , 则可使 CGRP 的结合位点下调 , 说明 CGRP 调节子宫肌层的收缩与孕

酮的浓度有关。在分娩开始时 , 孕酮浓度下降 , 导致 CGRP 的结合位点下降。这可能

是孕酮调节子宫静止的一个途径。

十、cAMP及 cGMP途径

(一 ) cAMP途径

在整个妊娠过程中 , 在大约 95%的妊娠期内子宫都处于相对静止状态。子宫肌层

的收缩最终依赖于细胞内钙离子的浓度和敏感性。细胞膜的离子通道通过控制细胞膜的

电压和调节细胞内 Ca
2 +
的浓度在调节平滑肌的活性过程中有重要的作用。在子宫肌层 ,

Ca
2 +
、Na

+
、K

+
以及 Cl

-
对于调节膜电压以及细胞内游离 Ca

2 +
的浓度有直接或者间接

的作用。

在许多物种中 , 有很多抑制剂在妊娠期间能够抑制子宫肌层的活动。当这些抑制剂

中的一种或多种功能消失后 , 则导致分娩。这些抑制剂的消失可以作为分娩的标志。但

这些抑制剂的提前消失也可导致早产。甲状旁腺激素相关蛋白 ( P THRP ) 是由子宫肌

层产生的一种抑制剂 , 孕酮和转化生长因子β ( TGFβ) 能够增强 P THRP 的转录。

P THRP受体 mRNA主要定位在大鼠的子宫肌层组织。P THRP 可能通过其受体以自分

泌或旁分泌的形式来激活 G蛋白的亚单位 Gαs , 从而增加细胞内 cAM P的水平。

松弛素 ( relaxin ) 主要在人的胎膜、蜕膜以及胎盘中表达 , 这与松弛素通过旁分

泌/ 自分泌的方式在子宫内起作用有关。松弛素能提高子宫肌层的 cAM P水平 , 并且能

够通过 cAMP依赖的蛋白激酶的作用 , 来抑制催产素诱导的磷酸肌醇的转换。松弛素

既能抑制子宫肌层的收缩 , 又能调节子宫颈中结缔组织的改变。在大鼠和豚鼠模型中 ,

松弛素能够抑制自发的子宫收缩 , 并降低子宫对催产素的敏感性。因此 , 松弛素的主要

作用可能是周期性的。

β 肾上腺素拮抗剂、松弛素、前列环素等与子宫肌层上的受体结合后 , 会增强腺

苷酸环化酶的活性 , 导致 cAMP 水平的升高 , 然后 cAMP可激活蛋白激酶 A。蛋白激酶

A能使肌球蛋白轻链激酶 ( myosin ligh t chain kinase) 磷酸化 , 可抑制肌球蛋白轻链激

酶与 Ca 钙调蛋白的结合能力 , 也可磷酸化细胞膜上的 Ca
2 +
结合位点 , 从而导致细胞

内结合性钙的增加及细胞内游离 Ca
2 +
的浓度降低 , 使子宫处于相对静止状态。

细胞内的 cAMP 的水平与 G 蛋白偶联受体 ( G-protein coupled receptors , GPCRs)

的激活及腺苷酸环化酶的活性有关。在 PGE2 的刺激下 , G 蛋白刺激性α亚单位 (Gαs)

在妊娠子宫肌层中的表达增加 , 同时刺激腺苷酸环化酶使之活化。在妊娠期间 , Gαs 水

平的升高及由此引起的腺苷酸环化酶的激活能够使细胞内的 cAM P 水平升高 , 从而使

子宫肌层保持相对静止的状态。在妊娠的大鼠和人子宫肌层中均能检测到腺苷酸环化酶

的表达 , 并且 GT P依赖的腺苷酸环化酶的活性在妊娠过程中升高 , 在分娩开始时下降 ,

这与 Gαs 在子宫肌层中的表达规律一致。在自发性流产的子宫肌层中 , Gαs 及其相关的

腺苷酸环化酶的激活均减弱。
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(二 ) cGMP  途  径

与 cAMP一样 , cGM P作为信号转导的第二信使 , 直接或间接地在维持子宫静止的

过程中起着重要的作用。在妊娠动物的子宫中能够检测到较高水平的 cGMP , 在分娩时

或者分娩后 cGMP的水平明显降低。人的羊膜细胞能够分泌脑型促钠排泄肽 ( brain na-

triuretic peptide)。在妊娠期间 , 脑型促钠排泄肽在羊膜液中的浓度是体液中的 50 倍。

在妊娠第 4～6 个月 , 脑型促钠排泄肽能够升高子宫肌层中 cGMP 的水平。但在妊娠第

7～9 月的羊膜液中 , 脑型促钠排泄肽的浓度明显下降。这表明脑型促钠排泄肽可能通

过 cGMP信号通路在维持妊娠期子宫静止的过程中起作用。

在妊娠的人和大鼠子宫中 , NO 能够抑制子宫收缩。人妊娠期间 , 用 NO 的供

体———硝普钠 ( SNP ) 处理能够使子宫肌层中的鸟苷酸环化酶水平升高 , 导致子宫肌层

中 cGMP的水平升高。但是 , 分娩后子宫肌层中鸟苷酸环化酶的水平却显著降低 , 说

明鸟苷酸环化酶可能在维持子宫静止的过程中也起一定的作用。

第三节  妊娠期的生理变化

由于胎儿生长发育的需要 , 在胎盘激素及神经内分泌等因素的影响下 , 妊娠母体体

内的很多系统发生了一系列适应性的结构和生理性变化。本节中以人为例 , 简要介绍一

下妊娠期母体体内发生的生理性变化。

一、生殖系统的变化

(一 ) 子   宫

1 . 子宫体

妊娠后的子宫逐渐增大变软。妊娠早期的子宫呈球形或椭圆形且不对称 , 胚胎着床

部位的子宫壁明显突出。妊娠第 12 周以后 , 增大的子宫逐渐呈均匀对称并超出盆腔 ,

可在耻骨联合上方触及。子宫腔的容量在未妊娠时约为 5ml, 至妊娠足月时约为

5000ml, 约增加 1000 倍。子宫重量在非妊娠时约 50g , 至妊娠足月时约为 1000g , 增

加约 20 倍 , 这主要是由于子宫肌细胞肥大 , 以及胞浆内充满具有收缩活性的肌动蛋白

和肌浆球蛋白所致 , 为分娩时子宫阵缩提供物质基础。子宫肌层的厚度在未妊娠时约为

1cm , 于妊娠中期逐渐增厚达 2 .0～2 .5cm , 至妊娠末期时又逐渐变薄 , 在妊娠足月时

厚度约为 0 . 5～1 .0cm。

子宫的增大最初是受内分泌激素的影响 , 以后的子宫增大则是由于子宫腔内的压力

增加所致。子宫各部的增长速度不一。宫底部于妊娠后期增长最快。肌纤维在宫体部最

多 , 子宫下段次之 , 宫颈最少 , 以适应分娩时子宫阵缩由宫底部向下递减 , 促使胎儿娩

出。自妊娠第 12～14 周起 , 子宫出现不规则无痛性收缩 , 可由腹部检查时触知 , 孕妇

有时自己也能感觉到。这种收缩的特点为稀发和不对称 , 尽管其强度及频率随妊娠进展
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而逐渐增加 , 但宫缩时宫腔内压力不超过 1 .3～2 .0 kPa, 故无疼痛感觉 , 称布 希二氏

妊娠阵缩 ( Braxton-Hicks contraction )。未妊娠子宫中弯曲的动脉到妊娠足月时已变直 ,

以适应胎盘内绒毛间隙血流量增加的需要。妊娠足月时子宫的血流量约为 500～700ml/

min , 较未妊娠时增加 4～6 倍 , 其中 5%供肌层 , 10%～15%供子宫蜕膜层 , 80%～

85 %供胎盘。当子宫收缩时 , 子宫的血流量明显减少。

2 . 子宫峡部

位于子宫体与子宫颈之间最狭窄部位。妊娠后变软 , 妊娠 12 周以后 , 子宫峡部逐

渐伸展拉长及变薄 , 扩展成为子宫腔的一部分。

3 . 子宫颈

在妊娠早期 , 子宫颈的黏膜充血及组织水肿 , 致使外观肥大 , 呈现蓝紫色并且变

软。子宫颈管内的腺体增殖 , 子宫颈的黏液增多 , 形成黏液栓 , 具有保护子宫腔免受外

来感染侵袭的作用。黏液栓的形成与孕酮的作用有关。

(二 ) 卵   巢

妊娠期由于黄体的存在 , 卵巢较未妊娠时大。并且 , 卵巢上的黄体由月经黄体转化

为妊娠黄体后继续存在。妊娠期的卵巢停止排卵。妊娠黄体于妊娠第 10 周前能产生雌

激素及孕酮 , 以维持妊娠的继续进行。黄体的功能于妊娠第 10 周后逐渐由胎盘取代。

到妊娠第 3～4 月时 , 黄体开始萎缩及退化。

(三 ) 阴   道

妊娠期阴道的黏膜变软 , 且充血水肿 , 呈紫蓝色。此期阴道的皱襞增多 , 且伸展性

增加。阴道的脱落细胞也增加 , 分泌物增多常呈白色糊状。阴道上皮细胞的糖原含量增

加及乳酸含量增多 , 使阴道分泌物的 pH 值降低 , 不利于一般致病菌生长 , 有利于防止

感染。

二、乳房的变化

在妊娠早期 , 乳房开始增大 , 且充血明显。妊娠期间 , 胎盘分泌的大量雌激素刺激

乳腺腺管的发育 , 而由胎盘分泌的大量孕酮刺激乳腺腺泡的发育。乳腺的完善发育还需

垂体催乳激素、胎盘催乳激素、胰岛素、皮质醇、甲状腺激素等的参与。已证实 , 在乳

腺细胞膜上有垂体催乳激素的受体 , 细胞质内有雌激素受体和孕酮受体。
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三、循环系统的变化

(一 ) 心   脏

妊娠后期因膈肌升高 , 心脏向左、向上及向前移位 , 更贴近胸壁 , 心尖搏动左移 ,

心浊音界稍扩大。心脏的血流量增加及血流速度加快 , 心脏容量从妊娠早期至妊娠末期

约增加了 10 % , 到妊娠晚期时心率每分钟约增加了 10～15 次。

(二 ) 血   压

在妊娠早期及中期血压偏低 , 在妊娠晚期血压轻度升高。一般收缩压无变化 , 舒张

压因外周血管扩张、血液稀释及胎盘形成动静脉短路而轻度降低 , 使静脉压稍升高。

(三 ) 心 输 出 量

心输出量增加对维持胎儿生长发育极为重要。心排出量约自妊娠第 10 周开始增加 ,

至妊娠第 32 周时达到高峰。左侧卧位测得的心排出量较未妊娠时增加约 30% , 每次心

排出量平均约为 80ml, 此后维持在此水平直至分娩。

四、血液的改变

(一) 血液成分的改变

1 . 红细胞

妊娠期的骨髓不断产生红细胞 , 使网织红细胞轻度增多。由于血液稀释 , 红细胞数

减少 , 由正常的 4 .2 ×10
6
/ L 降为 3 . 6×10

6
/ L。血红蛋白值则由正常的 130g/ L 降到

110g/ L。为适应红细胞数的增加以及胎儿生长和孕妇各器官生理变化的需要 , 应在妊

娠中期及晚期开始补充铁剂 , 以防血红蛋白值过分降低。

2 . 白细胞

从妊娠第 7～8 周开始轻度增加 , 至妊娠第 30 周达到高峰 , 约为 10～12×10
9
/ L ,

有时最高可达 15×10
9
/ L , 其中主要为中性粒细胞增多 , 淋巴细胞增加不多 , 而单核细

胞和嗜酸粒细胞几乎无改变。

3 . 凝血因子

妊娠期血液处于高凝状态。凝血因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ、Ⅻ含量增加 , 仅凝血因

子Ⅷ、Ⅺ降低。血小板数无明显改变。妊娠晚期 , 凝血时间无明显改变。血浆纤维蛋白

原含量比非孕妇女增加 , 妊娠期纤维蛋白溶酶原显著增加 , 优球蛋白 ( euglobulin ) 溶
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解时间延长 , 表明妊娠期间纤溶活性降低。

4 . 血浆蛋白

由于血液的稀释 , 血浆蛋白的含量从妊娠早期开始降低 , 至妊娠中期时血浆蛋白约

为 60～65g/ L , 其中主要是白蛋白减少 , 约为 35g/ L , 以后维持在此水平直至分娩。

五、泌尿系统的变化

由于孕妇及胎儿代谢产物的增多 , 肾脏负担过重。妊娠期肾脏略增大 , 肾血浆流量

及肾小球滤过率于妊娠早期均增加 , 以后在整个妊娠期间维持高水平 , 比非妊娠时约增

加 35% , 肾小球滤过率约增加 50%。尿素、尿酸、肌酸、肌酐等代谢产物的排泄增多 ,

其血中浓度则低于非妊娠妇女。由于肾小球滤过率增加后 , 肾小管对葡萄糖的再吸收能

力不能相应增加 , 约有 15%的孕妇饭后出现糖尿。受孕酮的影响 , 泌尿系统中平滑肌

的张力降低。自妊娠中期 , 肾盂及输尿管轻度扩张 , 输尿管增粗及蠕动减弱 , 使尿流缓

慢。

六、消化系统的变化

妊娠期胃肠的平滑肌张力降低 , 贲门括约肌松弛。胃酸及胃蛋白酶分泌量减少。胃

排空时间延长 , 容易出现上腹部饱满感。肠蠕动减弱。肝脏及肝功能无明显改变。胆囊

排空时间延长 , 胆道平滑肌松弛 , 胆汁黏稠易淤积 , 故妊娠期间容易诱发胆石病。

七、内分泌系统的变化

(一 ) 垂   体

在妊娠早期 , 由妊娠黄体及以后由胎盘分泌的大量雌激素及孕激素 , 对下丘脑及腺

垂体起到负反馈作用 , 使促性腺激素分泌减少。因此 , 妊娠期间卵巢内的卵泡不再发育

成熟 , 也无排卵。

催乳素的分泌从妊娠第 7 周开始增多 , 并随妊娠的进行 , 浓度逐渐升高。催乳激素

有促进乳腺发育的作用 , 为产后泌乳做准备。

(二 ) 甲  状  腺

妊娠期由于腺组织增生和血液循环丰富 , 使甲状腺呈均匀增大 , 约比未妊娠时增大

65 %。由于受大量雌激素的影响 , 血液循环中的甲状腺激素虽然增多 , 但游离的甲状腺

激素并未增多。孕妇与胎儿体内的促甲状腺激素均不能通过胎盘 , 而是各自调节自身甲

状腺的功能。
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八、新陈代谢的变化

(一 ) 基础代谢率

在妊娠早期 , 基础代谢率稍下降 , 在妊娠中期逐渐增高 , 至妊娠晚期又升高

15 %～20 %。

(二) 碳水化合物代谢

妊娠期胰岛的功能旺盛 , 分泌的胰岛素增多 , 使血液循环中的胰岛素浓度增加 , 故

孕妇空腹血糖值稍低于非孕妇女。在妊娠期间 , 对胰岛素的需要量增多。在进行糖耐量

试验时 , 血糖增高幅度大且恢复延迟。

(三 ) 脂 肪 代 谢

妊娠期肠道吸收脂肪能力增强 , 血脂增高 , 脂肪能较多积存。由于妊娠期的能量消

耗增多 , 使糖原储备减少。当能量消耗过多时 , 体内会动用大量的脂肪导致血中的酮体

增加 , 易发生酮血症。

(四 ) 蛋白质代谢

孕妇对蛋白质的需要量增加 , 呈正氮平衡状态。孕妇体内储备的氮除供给胎儿生长

发育 , 以及子宫和乳房增大的需要外 , 还为分娩期消耗做准备。

(五 ) 矿物质代谢

胎儿生长发育需要大量钙、磷及铁。胎儿骨骼及胎盘的形成 , 需要较多钙。在妊娠

末期 , 胎儿体内的钙和磷绝大部分是在妊娠最后 2 个月内积累的。至少应于妊娠最后 3

个月补充维生素 D及钙 , 以提高血钙值。此外 , 胎儿造血及酶合成均需要较多的铁。

第四节  妊 娠 诊 断

一、人的妊娠诊断

(一) 早期妊娠的症状

1 . 停经

生育年龄的已婚妇女 , 平时月经周期规则 , 一旦月经期过期 10 日或 10 日以上时 ,
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应疑为妊娠。若停经已达 8 周 , 妊娠的可能性更大。停经是妊娠最早与最重要的征状 ,

但停经不一定就是妊娠 , 应予以鉴别。哺乳期妇女的月经虽未恢复 , 仍可能再次妊娠。

2 . 早孕反应

约半数妇女于停经 6 周左右出现畏寒、头晕、乏力、嗜睡、流涎、食欲不振、喜食

酸物或厌恶油腻、恶心、晨起呕吐等症状 , 称早孕反应。恶心、晨起呕吐与体内 hCG

增多、胃酸分泌减少以及胃排空时间延长等可能有关。并且 , 孕妇多有易疲劳、嗜睡的

现象。早孕反应多于妊娠第 12 周左右自行消失。

3 . 尿频

妊娠妇女在妊娠早期会出现尿频 , 系增大的前倾子宫在盆腔内压迫膀胱所致。约在

妊娠第 12 周以后 , 当子宫体进入腹腔不再压迫膀胱时 , 尿频症状自然消失。

4 . 乳房的变化

从妊娠第 8 周开始 , 由于雌激素及孕酮的作用增强 , 促使乳腺的腺泡及乳腺小叶增

生发育 , 使乳房逐渐增大。孕妇会感觉乳房轻度胀痛及乳头疼痛 , 初孕妇女比较明显。

妊娠期乳头及其周围的皮肤 (乳晕 ) 着色加深 , 乳晕周围有蒙氏结节显现。哺乳期妇女

一旦受孕后 , 乳汁分泌会明显减少。

5 . 生殖器官的变化

在妊娠第 6～8 周用阴道窥器检查时 , 可见阴道壁及宫颈充血 , 呈紫蓝色。检查发

现宫颈变软 , 子宫峡部极软 , 感觉宫颈与宫体似不相连 , 称黑加征。随妊娠的进展 , 子

宫体增大、变软 , 最初是子宫前后径变宽略饱满 , 于妊娠第 5～ 6 周时子宫体呈球形 ,

至妊娠第 8 周时子宫体约为非妊娠子宫体的 2 倍 , 妊娠第 12 周时约为非妊娠子宫体的

3 倍。当子宫底超出骨盆腔时 , 可在耻骨联合上方触及。

(二 ) 妊娠诊断的辅助技术

1 . 超声检查

(1 ) B超

是检查早期妊娠快速而准确的方法。在增大的子宫轮廓中 , 可见到来自羊膜囊的圆

形光环 (妊娠环 ) , 妊娠环内为液性暗区 (羊水 )。最早在妊娠第 5 周时可见到妊娠环。

若在妊娠环内见到有节律的胎心搏动和胎动 , 可确诊为早期妊娠 , 且为活胎。

(2 ) 超声多普勒法

用超声多普勒仪 , 在增大的子宫区内能听到有节律、单一高调的胎心音 , 胎心率多

在 150～160 次/ 分 , 可确诊为早期妊娠且为活胎 , 最早出现在妊娠第 7 周时。此外 , 还

可听到脐带血流音。
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2 . 妊娠试验

孕妇尿液中含有 hCG, 可用免疫学方法进行检测。目前临床上 , 多采用试纸法进

行检测。用此法可协助诊断早期妊娠。

3 . 宫颈黏液检查

在早期妊娠阶段 , 子宫颈黏液的量少质稠。子宫颈黏液涂片干燥后 , 在光镜下可见

到排列成行的椭圆体 , 但见不到羊齿植物叶状结晶。

二、家畜的妊娠诊断

家畜的早期妊娠诊断是提高家畜繁殖效率和提高畜牧业生产效益的重要技术措施。

家畜配种后 , 能尽早地进行妊娠诊断 , 对于减少空怀、增加畜产品和有效实施动物生产

都是相当重要的。最简单的早孕诊断方法对于畜牧业的发展具有重大的意义。现在应用

的方法主要分为临床诊断和实验室诊断。

1 . 临床诊断法

现在广泛应用的临床诊断主要包括直肠检查法、阴道检查法以及超声诊断法等。

(1 ) 直肠诊断法

直肠检查法是对大型家畜常用的、最基本的 , 也是比较可靠的诊断方法 , 是通过直

肠壁直接触摸卵巢、子宫和胎泡的形态变化 , 来了解妊娠的进程。在妊娠早期 , 主要以

卵巢上黄体的状态、子宫角的形状和紧张程度来判断。将包被胎儿的子宫部分、胎儿、

胎膜和胎水总称为胎泡。在胎泡形成以后 , 便以胎泡的大小来判断。当胎泡下沉入腹

后 , 便以卵巢的位置、子宫颈的紧张度和子宫动脉的妊娠脉搏来判断。在不同的动物

中 , 判断的标准有所差别。

(2 ) 阴道检查法

母畜妊娠后 , 阴道发生一些有规律的生理变化。这些变化虽然不能作为妊娠的主要

依据 , 但是 , 在判断妊娠的过程中可以作为参考。阴道检查法主要用手触摸或者使用内

窥镜观察阴道黏膜、黏液和子宫颈口的变化来确定是否妊娠 , 检测的主要指标包括颜

色、黏度以及黏液栓。

(3 ) 超声诊断法

超声波诊断法是把超声波的物理特点和动物组织结构的声学特征紧密结合的一种物

理诊断法。它以高频声波对动物的子宫进行探查 , 然后将其回波放大后以不同的信号显

示出来。在人中 , B 超已经被广泛的应用。超声波诊断技术最早应用在兽医领域 , 目前

超声波在家畜早期妊娠诊断中的应用相当广泛 , 应用的超声波诊断仪器主要有 A超、B

超和多普勒超声 3 种。奶牛、黄牛、绵羊、山羊、猪、驴等畜种一般在配种后第 25～

30 天左右即可达到较为理想的诊断效果。
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2 . 实验室诊断法

(1 ) 免疫学诊断法

雌性动物妊娠后 , 胚胎、胎盘或者母体的一些组织能够产生一些具有规律性变化的

化学物质 , 如激素或酶类等 , 通过检测这些物质是否变化来确定动物是否妊娠。现在应

用的免疫学诊断法主要包括放射性免疫测定法和酶免疫测定法。

放射性免疫测定法是一种将放射性同位素的测量与免疫反应相结合的微量分析方

法 , 主要应用于检测家畜血浆中的孕酮浓度来判断是否妊娠。确定妊娠动物血浆中的孕

酮浓度因家畜的种类、采样以及样品的处理方法不同而不同 , 一般牛≥1ng/ ml, 羊≥

0 . 5ng/ ml, 猪≥6ng/ ml。

酶免疫测定法主要应用于乳汁孕酮的测定。现在已经发展到应用诊断试剂盒进行诊

断。从其原理上分 , 主要有三种方法 : 即酶联免疫吸附测定法、孕酮同质酶免疫测定法

以及孕酮乳胶凝集实验法。

(2 ) 早孕相关性血小板减少诊断法

血小板计数明显地降到正常水平之下的现象叫做血小板减少。早孕相关性血小板减

少的原因是因为受精卵或胚胎产生了血小板活化因子 ( PAF )。血小板明显减少是早孕

期间所特有的一种妊娠反应 , 因此根据血小板是否明显减少就可在数小时至数天内对家

畜进行早期妊娠诊断。但由于此法诊断的准确率较低 , 在生产中很少应用。

(3 ) 碱性磷酸酶活力测定法

碱性磷酸酶 ( AKP) 广泛分布于动物及人体的各种组织和体液中 , 随妊娠的进展而

增多 , 在妊娠家畜血液中的活力都比较高。因此 , 检测血清中碱性磷酸酶活力的变化 ,

有可能成为早期妊娠诊断的一种新方法。

掌握早期妊娠诊断技术 , 可以充分发挥家畜的繁殖潜力 , 是提高畜牧业生产效益的

有力措施 , 有着广泛的实践意义。目前 , 此技术正向着准确、快捷、经济、方便的方向

发展 , 总的趋势是 : 诊断的准确度和灵敏度向高水平发展 , 诊断的时间向早期化发展 ,

诊断的地点由实验室向生产现场转移 , 诊断方式由定量向定性发展。随着诊断方法的日

益改进和提高 , 以及新方法的建立 , 必将产生出一种理想、高效的早期妊娠诊断方法 ,

更好地为畜牧生产服务。
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第十章  分娩与泌乳

第一节  分娩发动和分娩预兆

当妊娠期满 , 胎儿发育成熟时 , 母体将胎儿及其附属物从子宫排出体外 , 这一生理

过程称之为分娩 ( par turition)。

为了保证动物的正常生殖 , 防止由生殖而带来的分娩期和产后期疾病 , 必须熟悉和

掌握正常分娩过程及分娩的机理。

一、分 娩 发 动

哺乳动物都有一定的怀孕期 , 胎儿发育成熟或发育到一定程度时 , 分娩即自然开

始。对这一问题虽然经过长期研究 , 但迄今其调节机制并不完全清楚。一般认为 , 分娩

的发生不是由某一特殊因素引起的 , 而是由机械性伸张、激素和神经调节以及胎儿等多

种因素相互联系、协调所促成的。20 世纪 60 年代以来提出的理论认为 , 胎儿的丘脑下

部-垂体-肾上腺轴对启动分娩起着重要作用。

(一 ) 胎 儿 因 素

胎儿的丘脑下部 垂体 肾上腺轴 , 特别是在羊和牛 , 对于发动分娩起着决定性作

用。切除羊胎儿的丘脑下部、垂体或肾上腺 , 可阻止分娩 , 使怀孕期延长。在绵羊、山

羊和猪中进行的研究说明 , 胎儿垂体的促肾上腺皮质激素 ( ACTH ) 对分娩启动起着主

要作用。给切除垂体或肾上腺的胎儿滴注 ACTH 或地塞米松能诱发分娩 , 而且给怀孕

末期的正常胎羔滴注合成的 ACTH 或地塞米松亦能诱发早产。这种结果在马的研究中

也得到了证实。

1 . 胎儿大脑对分娩的作用

羊的大脑发育快 , 与分娩发动有密切关系 , 却不受母体因素的影响。如损伤羊胎儿

的垂体 , 则分娩延迟 , 因为此时胎儿 ACTH 和皮质醇的产生均受到影响。如果注射

ACTH 或皮质醇 , 可以引起分娩 ; 而对双胎羔羊之一切除垂体 , 则被切除者分娩延迟 ,

未切除者分娩正常。

而在人和大鼠的胎儿期 , 胎儿大脑发育比羊慢。因而人的分娩不受胎儿大脑的影

响 , 而主要是受母体因素的影响。



2 . 胎儿肾上腺皮质醇对分娩的作用

ACTH 的靶器官是胎儿的肾上腺皮质。它起初是刺激肾上腺皮质的生长 , 以后是刺

激肾上腺皮质由其他类固醇合成皮质醇 , 而皮质醇与分娩的启动有密切关系。

在绵羊 , 胎儿皮质醇启动分娩时的靶器官是胎盘 , 它能诱导母体胎盘细胞内的溶酶

体、线粒体与微粒体合成前列腺素 , 使黄体机能减退 , 抑制孕酮的产生 ; 并能促进胎盘

产生雌激素 , 从而破坏雌激素与孕酮的平衡。绵羊血浆中的皮质醇含量随怀孕进程而上

升 , 分娩开始之前增加至最高限度 , 即由未孕时的 1ng/ ml增加至 100～200ng/ ml。这

种升高主要是由于胎儿肾上腺皮质束状带和网状带产生的糖皮质醇的量急剧增加造成

的。有证据表明 , 触发分娩主要归因于糖皮质醇 , 而非盐皮质醇的作用。胎儿肾上腺皮

质分泌皮质醇的生理节奏与分娩的时间密切相关。根据临床调查 , 产妇的分娩多在午夜

零点至凌晨三点启动 , 而此时也是胎儿肾上腺皮质分泌皮质醇水平最高的时间。

人类无脑儿和死产儿的怀孕期延长 , 其中都有一个共同的缺陷 , 就是胎儿缺少肾上

腺皮质。

(二 ) 胎盘的内分泌作用

除了为胚胎代谢提供营养物质和氧外 , 胎盘的功能还包括内分泌作用。胎盘最重要

的功能之一是产生孕酮。在灵长类 , 这种功能是在妊娠早期建立的。很可能在胚胎着床

后 2～3 周内 , 灵长类的胎盘就能维持妊娠。在家畜中 , 胎盘分泌能够维持妊娠的孕酮

的时间较晚 (绵羊一般是在 150 天妊娠期的第 50 天 , 马在 340 天妊娠期的第 70 天 , 猫

在 65 天妊娠期的第 45 天 )。然而 , 在牛、山羊和猪等家畜中 , 胎盘不能分泌足够的孕

酮来维持妊娠。

与孕酮产生相反 , 雌激素的产生需要胎儿和胎盘的相互作用。这种相互作用方式在

灵长类研究得比较清楚 , 特别是 Dycfaluszy的实验发现 , 灵长类胎盘不能从孕酮产生雌

激素 , 因为胎盘中不含有将孕酮转化为雌激素的酶。这是在进化过程中形成的体系 , 即

胎盘为胎儿供应孕烯醇酮 (孕酮的直接前体物 ) , 胎儿肾上腺皮质区将孕烯醇酮转化为

C-19 雄激素———脱氢表雄酮。脱氢表雄酮再转运到胎盘 , 由胎盘将脱氢表雄酮转化成

雌激素。在人类 , 妊娠时的主要雌激素是雌三醇。由于胎儿参与雌三醇的产生 , 因此胎

儿的发育是否正常可以通过母体血浆中雌三醇的浓度来确定。

马的情况与灵长类相似 , 雌激素的产生也需要胎盘和胎儿的相互作用。根据

Pashen和 Allen 的结果 , 在马中由胎儿的性腺替代了灵长类胎儿肾上腺的作用 , 起着协

同合成雌激素的内分泌器官的作用。性腺的间质细胞似乎是这种相互作用的关键细胞。

在妊娠后半期 , 胎儿性腺中该细胞的体积要比母体的大。在其他家畜 , 妊娠期间雌激素

的产生发生在妊娠的较晚时期 , 可能是由于胎盘中使孕酮转化为雌激素的酶表达产生较

晚的原因 , 而不需要胎儿内分泌器官的直接干预 (尽管胎儿可的松对于这种胎盘酶的产

生是重要的 , 特别是在绵羊中 )。

在妊娠时胎盘还产生一些蛋白质激素。例如猫、狗和马胎盘分别在妊娠第 20、20

和 70 天时分泌松弛素 ( relaxin)。该激素除了在胎儿分娩时起软化盆腔生殖道的重要作
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用外 , 它还可能协同孕酮维持妊娠。此外 , 猪、牛和灵长类的黄体在妊娠期间也可以产

生松弛素 , 在分娩前伴随黄体溶解而释放。

目前在家畜中惟一鉴定出的绒毛膜促性腺激素 ( CG) 是马的 CG ( equine CG,

eCG) , 以前被其发现者 Harold Cole称为孕马血清促性腺激素 ( PMSG)。 eCG是由滋养

层细胞产生的。该滋养层细胞最初是在绒毛中形成一个带 ( chorionic girdle ) , 在妊娠 35

天左右离开并侵入子宫内膜形成一种细胞联合体 , 称为子宫内膜杯。eCG促进妊娠初级

黄体分泌孕酮并有助于次级黄体的形成 (通过卵泡的黄体化或排卵形成的 )。 eCG对于

维持妊娠的必要性还不清楚 , 因为初级黄体对于妊娠的维持已经足够了。

胎盘催乳素是胎盘产生的另一个蛋白质激素。在灵长类 , 该激素的产生在 CG分泌

降低时开始增加。在山羊和绵羊中已报道有胎盘催乳素 , 它们在妊娠后期分泌增加。该

激素似乎具有生长激素和催乳素的基本作用。例如 , 在奶牛中 , 胎盘催乳素对于乳腺腺

泡的发育及确定下一个泌乳期的时期具有重要作用。另外 , 在妊娠时垂体生产的催乳素

增加 , 它对分娩期间乳腺腺泡的发育很重要。在妊娠后期催乳素分泌的增加是由于雌激

素作用于腺垂体所致。

(三) 母体激素的变化

母体激素的变化 , 可能和启动分娩有关。然而 , 这些变化在不同的动物之间是有差

别的 , 所以还不能仅靠这些变化来说明分娩的发生。

1 . 孕酮

黄体及胎盘产生的孕酮 , 对于维持妊娠起着极其重要的作用。孕酮能使子宫肌细胞

保持静息状态 , 抑制子宫肌收缩 , 阻止收缩波的传播 , 使整个子宫在同一时间内不能作

为一个整体发生协调收缩。孕酮在妊娠期间还能对抗雌激素的作用 , 并能降低子宫对催

产素的敏感性 , 抑制子宫自发性的或由催产素引起的收缩作用。此外 , 动物试验还证

明 , 孕酮浓度下降伴随有 PGF2α分泌增多。因此孕酮浓度下降 , 使抑制子宫肌收缩的

作用被解除 , 可能是启动分娩的一个重要诱因。在家畜 , 母体血液中孕酮浓度下降恰巧

发生在分娩之前 , 这可能是胎儿糖皮质激素刺激子宫合成前列腺素使黄体溶解所致。在

山羊 , 也可能是由于皮质醇的浓度升高 , 使孕酮的产生受到抑制 , 从而引起黄体机能减

退。但据报道 , 马的孕酮水平至分娩时并不下降。人类在临近分娩时孕酮水平也没有明

显变化。有人报道 , 足月时子宫静脉血中的孕激素浓度下降。因此 , 仅仅分析血浆孕酮

水平还难以说明其在人类分娩中的作用。新近的研究着重于探索妊娠子宫内 , 尤其在子

宫胎盘水平上是否存在对孕酮的局部调节机制。在人类 , 分娩发动前是否发生像孕酮撤

退一样的特殊的内分泌或代谢变化 , 目前尚未得到证实。研究分娩的学者正在努力探究

灵长类与其他哺乳类动物分娩过程中内分泌生理差异的生物学意义。尽管在分娩前某些

内分泌或其他方面的变化有差异 , 但可以推测 , 哺乳类动物分娩过程基本的分子生物学

变化过程是相似的。找出妊娠妇女与哺乳类动物内分泌的区别点对于寻找分娩发动的原

因非常重要。
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2 . 雌激素

随着妊娠期的增长 , 在母体产生的雌激素以及胎儿皮质醇增加的影响下 , 胎盘产生

的雌激素逐渐增加 , 分娩前达到最高峰。绵羊的这种升高一般发生在分娩前 16～24h 之

内。据报道 , 产前 2 天 , 17β雌二醇浓度为 20pg/ ml; 至产前数小时则突然升高到

880pg/ ml。在分娩前 , 体内雌激素的水平增高而孕酮浓度下降 , 导致孕酮与雌激素的比

值发生变化 , 使子宫肌对催产素的敏感性增高。但马的雌二醇水平在分娩前即已下降。

雌激素能刺激孕畜子宫肌的生长及肌动球蛋白的合成 , 提高子宫肌的收缩能力 , 使

其产生规律性收缩 , 而且能使子宫颈、阴道、外阴及骨盆韧带 (包括荐坐韧带、荐髂韧

带 ) 变得松软。在分娩时 , 雌激素能增强子宫肌的自发性收缩 , 这可能与它能对抗孕酮

的抑制作用、刺激催产素受体的发育 (使子宫肌对催产素的敏感性增强 ) 和刺激前列腺

素的合成及释放有关。

临床内分泌学说认为催产素受体、前列腺素及间隙连接形成三方面的协同作用 , 是

启动和维持人类分娩的关键。雌激素和孕酮正是通过上述环节而发挥其作用的 , 雌激素

是通过增加催产素膜受体 , 降低子宫肌细胞对刺激反应的阈值 , 并通过增加其收缩单位

而提高对刺激的反应性 , 从而提高子宫肌细胞的兴奋性。雌激素还通过与孕激素相互作

用来刺激前列腺素的合成。另外 , 雌激素也参与间隙连接的形成 , 使宫颈成熟。

3 . 催产素

催产素是由下丘脑神经细胞分泌的 , 随后进入垂体后叶。在临产时孕体也能释放催

产素。催产素的释放当胎头通过产道时才出现高峰 , 此时子宫已发生强烈收缩 , 因而催

产素可能不是启动分娩的主要因素。但它能刺激前列腺素的释放 , 而前列腺素对启动及

调节子宫收缩发挥主要作用。

子宫对催产素的敏感性随孕期不同而异。怀孕早期 , 子宫对大剂量催产素也不发生

反应 , 因为它会受到催产素酶的分解。至怀孕后期 , 由于降解催产素的酶逐渐消失 , 仅

用少量催产素即可引起子宫强烈收缩。实验证明 , 到怀孕末期 , 子宫对催产素的敏感性

可增大 20 倍。临产前 , 孕酮分泌量下降 , 雌激素增多 , 可以激发催产素的分泌。根据

多年来临床运用催产素进行引产收到的效果 , 无论是来自胎儿还是母体的催产素 , 对启

动分娩 , 特别是对维持产程的正常进行 , 都有一定作用。

4 . 前列腺素

实验证明 , 分娩时羊水中的前列腺素及其代谢物较分娩前明显增多 , 母体子叶中含

量更高 , 而且比羊水中的出现要早。母体胎盘不但能合成前列腺素 , 而且临产前雌激素

增多也刺激前列腺素的产生和释放。前列腺素可以直接从母体胎盘渗入子宫肌层 , 也可

由血液循环进入子宫肌而引起收缩反应。前列腺素对分娩所起的作用为 , 对子宫肌有直

接刺激作用 , 使子宫收缩增强 ; 可溶解黄体 , 减少孕酮的抑制作用 ; 以及刺激垂体释放

催产素。前列腺素引起子宫平滑肌收缩的作用机理尚不清楚 , 它可能与子宫肌的腺苷酸

环化酶系统相互作用 , 降低 cAMP的水平 , 升高 cGMP 的水平 , 导致子宫肌收缩。
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(四 ) 神 经 系 统

将支配子宫的神经破坏或者用其他方法消除神经系统的影响后 , 并不能阻止分娩 ,

可见神经系统对分娩并非十分必需。然而 , 神经系统对于分娩过程还是有调节作用的。

胎儿发育成熟后 , 使子宫容积和张力增加 , 引起子宫内压力发生变化 , 对扩张子宫颈发

生机械作用。这种作用通过神经纤维传至下丘脑 , 促使垂体后叶分泌催产素 , 从而引起

子宫收缩 , 启动分娩。另外 , 胎儿的前置部分对子宫颈及阴道产生刺激 , 也能通过神经

传导使垂体释放催产素 , 增强子宫收缩。很多家畜的分娩多半发生在夜间 , 这时外界光

线及干扰减少 , 中枢神经易于接受来自子宫及产道的冲动信号 , 这也说明外界因素可通

过神经系统对分娩发生作用。特别是马和驴 , 分娩多半发生在天黑安静的时候 , 而且以

晚上 10～12 点钟最多 , 但奶山羊白天分娩的较多。

(五 ) 免疫学因素

胎儿带有父母双方的遗传物质 , 因而对母体免疫系统来说 , 胎儿是一种异物或半异

体 , 能引起母体产生排斥作用。在正常妊娠期间 , 因为有多种因素 (如胎盘屏障、免疫

细胞表达的细胞因子等 ) 的制约 , 使得这种排斥作用受到抑制 , 而且孕酮也能阻止母体

发生免疫反应 , 所以胎儿不会受到母体排斥 , 妊娠得以维持下去。等到分娩时 , 由于孕

酮浓度急剧下降 , 胎盘的屏障作用减弱 , 因而出现排斥现象而将胎儿排出体外。再者 ,

胎儿仅在发育到一定阶段 (大约在完全发育成熟时 ) , 当所产生的在免疫学上有保护作

用的细胞数量降到最低时 , 才会使母畜发生免疫学反应 , 排斥胎儿。

目前认为 , 分娩主要是由胎儿发动的。但分娩过程的完成乃是一种综合机理。虽然

各种家畜分娩的机理可能有所不同 , 有些因素也可能比另一些因素起有更重要的作用 ,

但分娩的启动很可能是各种因素共同作用的结果。根据这种论点 , 对分娩启动的机理可

以综合解释如下。

在妊娠期间 , 尽管不断增大的胎儿能够扩张子宫肌肉 , 但孕酮抑制着子宫肌肉的收

缩性。胎儿发育成熟时 , 它的脑垂体分泌大量促肾上腺皮质激素 , 使其肾上腺皮质激素

的含量增多 , 引起胎儿分泌大量皮质醇 , 致使胎儿胎盘分泌大量雌激素。同时 , 皮质醇

也进入母体血液循环系统 , 刺激胎盘产生雌激素 , 使母体血浆中游离雌激素的浓度升

高 , 激发子宫产生 PGF2α。前列腺素及糖皮质激素促使妊娠黄体萎缩 , 并抑制胎盘产生

孕酮。孕酮水平下降后 , 解除了对子宫的抑制作用。前列腺素和雌激素均能刺激子宫肌

发生收缩 , 而且雌激素可进一步促进前列腺素的合成和释放。释放的前列腺素刺激垂体

和黄体释放催产素。另外 , 随着分娩的开始 , 胎囊及胎儿前置部分对子宫颈及阴道的刺

激反射性地使母体垂体后叶释放的催产素增多。在前列腺素和催产素的共同作用下 , 子

宫肌和腹肌发生有节律的强烈收缩 , 从而将胎儿排出。

必须指出 , 分娩的发动是有明显种间差异的 , 上述机理可能适用于绵羊、山羊和

牛 , 但对于大鼠、家兔、恒河猴和人未必适用 , 这些动物和人分娩发动的具体机理还有

待进一步研究。在人类妊娠分娩中没有出现孕酮撤退 , 近年来的研究发现 , 孕激素、受
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体 孕激素 核反应素黏附减少 , 则激活的孕激素转录下降 , 这可能是灵长类分娩发动的

新概念。

一般来说 , 胎儿最后成熟、妊娠结束、产道扩张、子宫收缩的发动、母体行为、乳

的生成和排乳能力等过程通常都是由神经内分泌系统来调节的 , 而且非常协调一致。各

种动物的机理之所以有所差异 , 主要是由于维持妊娠的方式和撤销维持妊娠的机理不同

所致。图 10-1 表示的是相关激素参与绵羊胎儿分娩过程中的可能作用机理。

图 10-1  引起绵羊子宫收缩以致分娩的激素机理图解 (引自王建辰 , 1993)

二、分娩前的体征变化

随着胎儿的发育成熟和分娩期逐渐接近 , 雌性动物的生殖器官、乳腺及骨盆部会发

生一系列的变化 , 以适应排出胎儿及哺育新生儿的需要。雌性动物的精神状态及全身状

况 , 也有所改变。通常把这些变化称为分娩预兆。从这些预兆 , 可以预测分娩的时间 ,

以便做好接产的准备工作。

(一 ) 乳   房

乳房在分娩前膨胀增大。奶牛约在产前 10 天左右乳房开始膨大 , 而马和驴约在产

前一个半月到两个月乳房开始膨大 , 而且乳房底部出现水肿。猪在产前半个月左右乳房

基部与腹壁之间也出现明显的界限。

乳房出现上述变化时 , 距分娩尚远。判断分娩时刻比较可靠的现象是乳头及乳汁的

变化。奶牛在产前 (经产牛约为 10 天 ) 可自乳头中挤出少量清亮胶样液体或初乳 ; 至

产前 2 天内 , 除乳房极度膨胀及皮肤发红以外 , 乳头中充满白色初乳 , 乳头表面被覆一

层蜡状物。有的奶牛有漏奶现象 , 乳汁呈滴或成股流出来 ; 漏奶开始后数小时至一天即
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分娩。其他动物在临产前也有类似现象。

乳头及乳汁的变化虽然对估计分娩时刻比较可靠 , 但受饲养条件的影响很大。在营

养不良的母畜 , 变化不很明显。是否漏奶与乳导管的松紧也有密切关系。因此 , 不能单

独依靠乳头及乳汁做出判断。

(二 ) 软  产  道

子宫颈在分娩前约 1～2 天开始肿大及松软 , 原来封闭子宫颈管的黏液软化 , 流入

阴道 , 有时则滞留于阴门之外 , 呈半透明索状。这在牛及羊比较明显 , 猪有时见于产前

数小时 , 马则无此现象。但牛在怀孕后半期 , 尤其是最后一个月 , 由于黏液的更新 , 有

时也可以流出阴门之外。因此 , 单独依靠流出黏液这一点来判断分娩 , 也可能发生错

误。但在子宫颈开始扩张以后 , 即已进入开口期 , 分娩必将在数小时内发生 (经产牛较

快 , 初产牛较慢 )。孕妇在分娩开始前 24～28h , 因子宫颈内口附近的胎膜与该处的子

宫壁分离 , 毛细血管破裂而经阴道排出少量血液 , 又由于宫颈管开始开大 , 子宫颈管内

原有的黏液栓与少量血液相混而排出 , 称为见红 , 是分娩即将开始的一个比较可靠的征

象。

阴道壁松软 , 并且变短 , 这在马和驴特别明显。阴道黏膜潮红 , 黏液由原来的浓

厚、黏稠变为稀薄、滑润。牛的阴唇在分娩前约 1 周开始逐渐柔软及肿胀 , 增大 2～3

倍 , 皮肤上的皱襞展平。马及乳山羊的不甚明显 , 至产前数小时或十余小时才显著增

大。猪阴唇的肿大开始于产前 3～5 天。

分娩尚未发动 , 孕妇常出现不规律宫缩 , 其特点是收缩力弱 , 持续时间短 , 常少于

30 秒 , 且不规律 , 强度也不逐渐增加。常在夜间出现 , 清晨消失。宫颈管不随宫缩而

消失及扩张 , 给予镇静剂能抑制其发生。

(三 ) 骨 盆 韧 带

骨盆韧带在临近分娩时开始变得松软。初产妇多有上腹轻松感 , 进食增多 , 呼吸轻

快 , 系因胎先露 (分娩时 , 胎儿最先进入骨盆入口的部分叫“先露部”) 进入骨盆入口 ,

使子宫底下降的缘故。牛的荐坐韧带后缘为软骨样 , 触诊感硬 , 外形清楚。至怀孕末

期 , 因为骨盆血管内血量增多 , 引起静脉淤血后使毛细管壁扩张 , 血液的液体部分渗出

管壁后浸润周围的组织。骨盆韧带从分娩前 1～2 周即开始软化 , 至产前 12～36h 荐坐

韧带后缘变得非常松软 , 外形消失 , 尾根两旁只能摸到一堆松软组织 , 且荐骨两旁组织

塌陷。但初产牛的这些变化不明显。奶山羊荐坐韧带的软化也很明显 , 荐骨两旁各出现

一纵沟。在荐坐韧带后缘完全松软之后 , 分娩即可在不超过一天内发生。马、驴和猪的

荐坐韧带后缘虽然也会变得柔软 , 但因这里的软组织本来即较丰满 , 所以变化不甚明

显。

荐坐韧带软化的同时 , 荐髂韧带也变柔软 , 荐骨后端的活动性因而增大。在驴及

羊 , 手握尾根可以上下活动 ; 牛和马则因臀肌肥厚 , 这种活动性不很明显。
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(四 ) 精 神 状 态

雌性动物在产前还有精神抑郁及徘徊不安等现象。待产动物都有离群寻找安静地方

分娩的情况 , 母驼的离群现象特别突出 , 有时可以跑出 10～15km。猪在产前 6～12h

(有时数天 ) , 有衔草作窝的现象 , 这在我国的猪品种中特别明显。

除以上变化外 , 母畜临产前食欲不振 , 排泄量少而次数增多。

乳牛的体温从产前一个月开始发生变化。至产前 7～8 天 , 可缓慢增高到 39～

39 .5℃ ; 产前 12h 左右 (有时为 3 天 ) , 则下降 0 . 4～1 .2℃ ; 分娩过程中或产后又恢复

到分娩前的体温。但这种变化需作系统观察才能发现。其他动物也有类似体温变化。

总之 , 上述各种现象 , 都是分娩即将来临的预兆。但在预测分娩时 , 不可单独依靠

其中某一种变化 , 而要全面观察 , 才能作出正确判断。

第二节  分   娩

一、分娩的过程

整个分娩期是从子宫开始出现阵缩起 , 至胎衣排出为止。分娩是一个连续完整的过

程 , 但为了叙述方便起见 , 人为地将它分成三个时期 , 即开口期、产出期及胎衣排出

期。

(一 ) 开口期 ( stage of cervical dilatation)

是从子宫开始阵缩起 , 至子宫颈充分扩大 (牛、羊 ) 或能充分开张 (马 ) 为止。这

一期一般仅有阵缩 , 没有努责 (指腹壁肌和膈肌的收缩 ) 分娩 , 其表现是食欲减退、轻

微不安、时起时卧、尾根抬起、常作排尿姿势 , 并不时排出少量粪尿 , 脉搏呼吸也加

快。除个别牛、羊偶尔出现努责现象外 , 开口期中一般均无努责。开口期中雌性动物的

表现有种间差异 , 个体间也不尽相同 , 经产母畜一般较为安静 , 有时甚至看不出什么明

显的表现。

牛和羊至开口期末 , 胎膜囊常露出于阴门之外。通常先露出于阴门处或阴门外的是

尿膜绒毛膜囊 , 其中的液体呈褐色。有时则是羊膜绒毛膜囊露出于阴门口外上。产妇宫

缩时 , 子宫腔内的压力增高 , 胎先露部下降 , 将羊水阻断为前、后两部分 , 在先露部前

面的羊水量不多 , 约 100ml, 称前羊水 , 形成前羊水的囊称胎胞。当宫缩继续增强时 ,

前羊水囊的压力增加到一定程度 , 胎膜破裂称破膜。破膜多发生在子宫颈口近全开时。

产前子宫收缩通常是零星的、不协调、次数少、力量弱、持续时间短 ; 开口期时子

宫收缩变为协调、有规律的蠕动收缩 , 并且收缩力加强。产妇在开口期开始时子宫收缩

力弱 , 间歇期较长 , 约 5～6min , 持续时间较短 , 约 30s。随着产程进展 , 间歇渐短 ,

约 2～3min , 持续时间渐长 , 约 50～60s , 且强度不断增加。当宫口近开全时 , 宫缩间

歇仅 1min 或稍长 , 持续时间可达 1min 以上。至开口期末 , 牛的收缩每小时约 24 次 ,
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产出胎儿之前可以达 24～48 次。

开口期的持续时间 , 不同动物有所不同。据报道 , 牛为 0 .5～24h , 绵羊 3～7h , 山

羊 4～8h , 猪 2～12h。从间歇 5～6min 的规律宫缩开始 , 到子宫颈口开全。初产妇的子

宫颈较紧 , 扩张较慢 , 约需 11～12h; 经产妇的子宫颈松 , 扩张较快 , 约需 6～8h。但

因开口期开始的时间不易判定 , 所以报道的时间出入较大。

(二 ) 产出期 (s tage of fetus expulsion)

是从子宫颈充分扩大 , 胎囊及胎儿的前置部分进入阴道 (牛 , 羊 ) 或子宫颈已能充

分开张 , 胎囊及胎儿进入盆腔 (马 , 驴 ) , 母畜开始努责 , 至胎儿排出或完全排出 (双

胎及多胎 ) 为止。在这一期 , 阵缩和努责共同发生作用。

在产出期 , 分娩动物的共同临床表现为极度不安。初期时常起卧 , 前蹄刨地 , 有时

后肢踢腹 , 回顾腹部 , 拱背努责。继之 , 在胎头进入并通过盆腔及其出口时 , 由于骨盆

反射而引起强烈努责 ; 这时脉搏加快 , 马为 80 次、牛 80～130 次、猪 100～160 次 , 并

且呼吸也加快。产出期中 , 子宫收缩力强 , 持续时间长 , 牛的收缩每小时 24～48 次 ,

几乎是连续不断发生的。

产妇宫口开全后 , 宫缩紧而强 , 胎膜往往在此时自然破裂。若胎膜仍未破 , 进行人

工破膜。前羊水流出 , 先露下降 , 宫缩较前增强 , 可持续 1min 以上 , 间歇 1～ 2min ,

先露部降至骨盆出口时压迫盆底组织及直肠 , 产妇产生便意 , 肛门渐放松张开 , 尤其宫

缩时更加明显。宫缩时向下用力屏气 , 腹压增加 , 协同宫缩迫使胎儿进一步下降。随着

产程进展 , 会阴膨隆并变薄 , 胎头随宫缩露出阴道口 , 在间歇期 , 胎头又缩回阴道内 ,

称拨露。当胎头双顶骨园凸露于阴道口间歇期不再回缩 , 称着冠。此后会阴极度扩张 ,

再经 1～2 次宫缩胎头复位和外旋转 , 前肩后肩胎体相继娩出 , 随后羊水流尽 , 子宫迅

速缩小 , 宫底降至平脐。经产妇的产出期 , 上述临床经过不易截然分开 , 有时仅需几次

宫缩 , 即可完成胎头娩出。

在产出期 , 胎儿最宽部分的排出需要时间较长 , 特别是头部。头部通过盆腔及其出

口时 , 母畜努责最强烈 , 牛、羊常哞叫。在头露出阴门以后 , 产畜往往稍为休息。如为

正生 , 随之继续努责 , 将胸部排出 , 然后努责即骤然缓和下来 , 其余部分也能迅速排

出 , 脐带也被扯断 (牛 , 羊 ) , 仅留胎衣在子宫内。这时母畜不再努责 , 休息片刻后 ,

可起来照顾新生仔畜。

牛、羊和猪的脐带一般都是在胎儿排出时从皮肤脐环之下被扯断。马卧下分娩时则

不断 , 等母马站起或幼驹挣扎时 , 才被扯断。马和猪的脐血管均断在脐孔之外。牛及羊

脐动脉因和脐孔周围的组织联系不紧 , 扯断后的断端缩回腹腔 , 并在腹膜外组织内造成

少量出血后封闭 ; 脐静脉的断端则留在脐孔外。

从子宫颈口开全到胎儿娩出。初产妇约需 1～2h , 经产妇一般数分钟即可完成 , 但

也有长达 1 h者。马产出期的持续时间一般为 10～30min。如产双胎 , 两胎儿相隔仅数

分钟或 10～20min。牛产出期的时间为 3～4 h ( 0 . 5～6h ) , 初产牛较经产牛慢。产双胎

时 , 两胎儿相隔 20～120min。水牛的产出期平均约为 19min。绵羊的产出期约为 1 .5 h

(15min 至 2 .5h) , 双胎胎儿的间隔时间为 15min ( 5～60min) , 产出时间因品种不同而
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有较大差异。山羊的产出期约 3 h (0 .5～4h) ; 两个胎儿相隔的时间多为 5～15min , 也

有的不超过 5min , 超过 15min 者很少。

猪产出期的持续时间根据胎儿数目及其间隔而定 , 第一个胎儿排出较慢 , 从母猪停

止起卧到排出第一个胎儿为 10～ 60min。胎儿产出的间隔时间 , 以我国品种的猪为最

短 , 平均 2～3min ( 1～10min) ; 引进品种平均 10～17min (10～30min ) , 也有短至 3～

8min或长达 1h 的 ; 杂种猪介于两者之间 , 约 5～15min。胎儿较少或较大时 , 间隔时

间较长。最后几个胎儿的间隔时间往往比早排出来的胎儿为长。产出期如超过正常时

间 , 应进行产道检查 , 不要久等 , 以便及时发现问题及时解决。

除上述情况外 , 在胎盘为子叶型的牛和羊的胎儿产出过程中 , 胎儿胎盘和母体胎盘

的联系仍然紧密 , 即使产出的时间较长 , 氧的供应仍有保证 , 胎儿不至很快死亡。在弥

散型胎盘的马和猪 , 胎儿胎盘和母体胎盘的联系不紧密 , 子宫的强烈收缩易使二者分离

开来 , 因此胎儿的产出都很快 , 否则胎儿可能因缺氧而窒息死亡。

(三 ) 胎衣排出期 ( stage of fetal membrane expulsion)

是从胎儿排出算起 , 到胎衣 (胎膜的总称 ) 完全排出为止。

胎儿排出之后 , 产畜即安静下来。几分钟后 , 子宫再次出现阵缩。这时不再努责或

偶有轻微努责。阵缩持续的时间长 , 牛每次 100～130s; 间歇期也长 , 每 1～2min 一

次 ; 力量也减弱。

胎衣排出的机制主要是由于胎儿排出并断脐后 , 胎儿胎盘血液大为减少 , 绒毛体积

缩小 ; 同时胎儿胎盘的上皮细胞也发生变性 (牛、羊 )。此外 , 子宫的收缩使母体胎盘

排出大量血液 , 减轻了子宫黏膜腺窝的张力。据报道 , 分娩时这种收缩能从胎儿胎盘中

挤出相当于胎儿总血量 20%左右的血液 , 进入正在出生的羔羊体内。产出的胎儿开始

吮乳时 , 刺激催产素的释出。催产素除了促进排乳以外 , 也刺激子宫收缩。因此 , 二者

间的间隙逐渐扩大 , 借露在外面的胎膜的牵引 , 绒毛便容易从腺窝中脱落出来。

由于母体胎盘血管在分娩时并没有受到破坏 , 因此各种家畜的胎衣脱离时都不出

血。

胎衣排出的快慢 , 因各种家畜的胎盘组织构造不同而异。马和猪的胎盘属上皮绒毛

型 , 母体和胎儿的胎盘组织结合比较疏松 , 胎衣容易脱落。马的胎衣排出期为 5～

90min。猪的胎衣分两次排出 , 胎衣排出期平均为 30min ( 10～ 60min ) , 但也有的达

1 . 5～2h。牛的胎盘属于上皮绒毛膜与结缔组织绒毛膜混合型 , 母体与胎儿的胎盘组织

结合比较紧密 , 同时子叶呈特殊的蘑菇状结构 , 子宫收缩不易影响到腺窝。只有当母体

胎盘组织的张力减轻时 , 胎儿胎盘的绒毛才能脱落下来 , 所以历时较久 , 发生胎衣不下

者也较多。羊的胎盘组织结构虽与牛相同 , 但由于胎盘呈盂状 (绵羊 ) 或盘状 (山羊 ) ,

子宫收缩时能够使胎儿胎盘的绒毛受到排挤 , 故排出历时较短。产妇从胎儿娩出后到胎

盘娩出约需 5～15min , 通常不超过 30min。牛为 2～8h , 最长不超过 12h , 水牛平均为

4～5 h , 绵羊为 0 . 5～4h , 山羊为 0 .5～2h。

在胎衣排出过程中 , 单胎家畜的子宫收缩是由子宫角前端开始的 , 所以胎衣也是先

从子宫角前端开始脱离子宫黏膜 , 形成内翻 , 然后逐渐翻着排出来 , 因而尿膜绒毛膜的
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内层总是翻在外面。在难产或胎衣排出延迟时 , 偶尔也有不是翻着排出来的 , 这是由于

胎儿胎盘和母体胎盘先完全脱离 , 尔后再排出来的结果。

牛羊怀双胎时 , 胎衣在两个胎儿出生以后排出来。山羊怀多胎时 , 胎衣在全部胎儿

排出后 , 一起或分次排出来。猪在 30%～40%的情况下 , 由于每个子宫角中的胎囊彼

此端端黏连 , 所以胎衣是在两个角中的胎儿排出后 , 分两次排出 , 并且也是翻着排出为

多。有的怀胎数少的猪 , 特别是巴克夏猪 , 常见后一个胎儿把前一个胎儿的胎衣顶出

来。这种情况有时几乎可达 50% , 也有的猪是胎衣分几次排出来。

在产后维持 PGF2α的持续分泌对于胎膜的排出和通过促进子宫肌层收缩而降低子宫

的体积是非常重要的。对于家畜来说 , PGF2α可能是产后短期内降低子宫体积的最重要

的因素。这一点可以从下列事实中推断出来 , 即在产后几小时内 , 动物表现出阶段性的

不安定或疼痛表情 , 可能是子宫肌肉收缩所致。

二、分 娩 机 理

(一 ) 胎儿皮质激素 (可的松 ) 在分娩时的作用

前面介绍过在妊娠时由于胎儿的生长 , 子宫会逐渐增大和受到牵张。但在妊娠时

期 , 孕酮的重要作用是维持子宫肌层的静止和促进子宫颈紧密收缩。而在妊娠后期 , 雌

激素开始通过刺激收缩蛋白的产生和细胞间间隙连接 ( gap junction) 的形成而影响子宫

肌层 , 前者可增加子宫的收缩能力 , 而后者通过增加平滑肌细胞间的联系促进收缩过

程。分娩开始阶段的变化发生在真正分娩过程开始的前几周。最后 , 子宫从静止状态转

变为收缩状态 , 其中最重要的是子宫颈松弛和开放 , 以便胎儿的产出。

有关分娩最重要的问题是什么因素始动了这一过程 ? 在家畜中胎儿的成熟最终导致

分娩过程的始动。负责始动这一过程的关键因素是胎儿的肾上腺皮质 , 同时下丘脑和腺

垂体起着重要的支持作用。破坏绵羊胎儿的垂体前叶后 , 可导致妊娠期的延长。后来发

现 , 摘除胎儿肾上腺也能得到同样的结果。胎儿可的松 [去氢皮质酮 , 一种天然糖皮质

激素 , 有明显的盐皮质激素性质 , 为皮质醇 (氢化考的松 ) 的前体和代谢物 ] 分泌的关

键性变化最终导致子宫 PGF2α的合成和释放 , PGF2α促进肌肉收缩和子宫颈的松弛。

胎儿肾上腺皮质的成熟对于分娩的始动是至关重要的。这可能是由于肾上腺皮质逐

渐对胎儿促肾上腺皮质激素 ( ACTH) 发生敏感的结果。肾上腺成熟的时间受胎儿遗传

的控制。对同一子宫中不同品种绵羊胎儿的研究表明 (通过胚胎移植 ) , 分娩前可的松

产生的时间具有品种特征性。此时 , 胎儿可的松的重要作用是诱导胎盘中类固醇激素合

成通路由孕酮转化为雌激素的酶 ( 17 羟化酶和 C17-20 裂解酶 ) 的产生 , 最终导致雌

激素合成的增加。这一过程在家畜分娩前发生的时间不同 , 即牛是在分娩前 25～30 天

开始 , 猪是在 7～10 天 , 绵羊在 2～3 天。雌激素分泌增加的最终结果是引起前列腺素

分泌 , 特别是 PGF2α。PGF2α是启动分娩的关键激素 , 一旦该激素开始分泌 , 分娩的真

正时相就被激活。有关催产素对分娩始动的作用还不确定 , 可能一旦分娩过程开始后 ,

催产素协助 PGF2α发挥作用。PGF2α的合成据认为是通过增加其前体物 (花生四烯酸 )

的适用性来实现的。花生四烯酸是 PGF2α合成的主要限速步骤。雌激素通过促进磷脂酶
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A (一种细胞膜中的溶酶体酶 ) 来影响这一体系 , 该酶启动磷脂的大量水解并释放出花

生四烯酸。这一结果可能是由于雌激素与孕酮比例的增加造成的 (孕酮的作用是稳定溶

酶体膜 , 而雌激素是破坏溶酶体膜 )。最终结果是增加了适合 PGF2α合成的花生四烯酸。

因为 PGF2α合成后不能储存 , PGF2α合成的启动后便直接释放。PGF2α对子宫肌层的关键

作用是释放细胞内钙离子 , 钙离子与肌钙蛋白结合后可促进肌动蛋白和肌球蛋白复合体

形成 , 并进而起始收缩过程。前列腺素 PGE 和 PGF2α对子宫颈也有重要影响 , 使子宫

颈松弛和扩张 , 允许胎儿的产出。由于 PGF2α对子宫颈细胞内基质的直接作用 , 在子宫

颈细胞内基质中胶原丢失的同时 , 伴随着多聚氨基葡萄糖 (几丁聚糖 , chitosan ) 的增

加 , 多聚氨基葡萄糖可影响胶原纤维的聚合。

在有些动物中 , 如牛、山羊、狗和猫 , PGF2α合成和释放启动了黄体的退化 (发生

在分娩前 24～36h ) , 孕酮的完全下降在分娩前 12～24h 完成。尽管在这些动物中 , 孕

酮的降低对于分娩是必需的 , 但必须指出孕酮降低在本质上并不启动分娩 , 而是由于

PGF2α的释放引起了黄体的溶解和子宫肌肉的收缩。

马与灵长类相似 , 分娩过程中孕酮浓度也是维持在一定水平。在这种情况下 ,

PGF2α能够克服孕酮对子宫肌层活动的抑制效应。

催产素对于分娩过程也是重要的。雌激素诱导子宫肌层中催产素受体的形成。近来

的资料表明 , 只有当胎儿进入产道时才会有大量的催产素释放。催产素的释放是通过所

谓的 Ferguson 反射发生的。该反射的传入神经是通过脊髓的感觉神经到达下丘脑的神

经核 ; 而传出部分包括神经垂体中催产素的释放并经血液循环到达靶器官。催产素可以

协同 PGF2α促进子宫的收缩。

对于分娩准备的一个重要激素是松弛素。最初发现该激素与耻骨联合松弛有关 (通

过耻骨间韧带的松弛 ) , 并因此而得名。松弛素引起韧带和相关的围绕在盆腔产道周围

的肌肉松弛 , 允许胎儿最大限度地扩张产道。牛和猪的黄体是松弛素的产生部位 , 分娩

前 PGF2α的释放引起黄体溶解 , 伴随着孕酮产生的降低和已经合成的松弛素的释放。其

他家畜中如猫、狗和马 , 松弛素的产生部位是胎盘 , 在这些动物中 , 松弛素明显的分泌

开始于妊娠的前期 , 在整个分娩过程中维持这一水平。在这些动物中 , 松弛素很可能协

同孕酮维持妊娠。

(二 ) 子宫收缩的调控机理

子宫肌的收缩是分娩的主要动力 , 其收缩方式为阵缩。起初 , 子宫的收缩短暂、不

规律、力量不强 ; 以后则逐渐变得持久、规律而有力。每次阵缩都是由弱到强 , 持续一

定时间后 , 又减弱消失。两次阵缩之间有一间歇。产畜的血液中有乙酰胆碱和催产素 ,

能够促进子宫肌收缩 , 但在产前它们会受到胆碱酯酶和催产素降解酶的作用而被破坏。

雌激素能抑制这两种酶的产生。因此 , 临产时雌激素增多能使子宫肌对催产素的敏感性

增强 , 导致子宫的收缩作用加强。又由于乙酰胆碱及催产素的作用受其降解酶的作用而

表现为时强时弱 , 以及前列腺素的分泌也呈现波动性分泌 , 所以子宫的收缩是阵发性

的。

子宫平滑肌的收缩能力有别于其他平滑肌。子宫平滑肌的收缩功能是性成熟之后在
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雌激素的作用下建立起来的 , 在整个生殖期都维持其收缩能力。由生长卵泡所产生的雌

激素借血液循环到达子宫平滑肌细胞 , 并靠它与细胞质中雌激素受体的亲合力而通过质

膜。雌激素 受体复合物又可进入细胞核参与基因表达的调控 , 合成功能性的收缩蛋白。

这样 , 性成熟之后 , 子宫平滑肌胞浆内形成的具有收缩能力的蛋白质为子宫的收缩能力

奠定了基础。

这种可收缩蛋白质的增多改变了细胞内环境的晶体渗透压 , 造成这种细胞的膜电位

升高。子宫平滑肌细胞膜电位为 - 50～ - 60mV , 低于横纹肌细胞的膜电位。因此子宫

平滑肌具有易收缩的特点。但在分娩前 , 子宫平滑肌并不表现出其易收缩的特点 , 这是

由于孕酮的作用抑制了子宫肌的收缩。

子宫平滑肌的收缩是通过膜电位的去极化而引发的。当达到一定的临界值时就会出

现动作电位 , 继而产生兴奋 收缩的偶联。其中 , Ca
2 +
是连接兴奋 收缩偶联作用的关键

因素。若这种起到信息传递作用的钙离子浓度不足的话 , 则子宫肌细胞的收缩变弱。在

分娩过程中出现的原发性阵缩无力为缺钙所致 , 临床上用输液补钙的方法可收到良好的

效果。除老龄母牛及患有慢性创伤性网胃炎、胎水过多及多胎妊娠时 , 其他情况下的原

发性阵缩则主要是低血钙所致。

子宫肌收缩的能力在妊娠和分娩过程中主要受很多内分泌因子调控。

1 . 孕酮

妊娠期间子宫之所以能保持相对的安静状态 , 主要有赖于孕酮的作用。在大多数动

物 , 应用孕酮可以减少子宫肌的活动 , 并延迟分娩。孕酮通过多种机制抑制子宫肌收缩

的作用 , 包括 : ①使兴奋 收缩脱偶联。②抑制激活剂受体 , 间接抑制其他“收缩相关

蛋白”的合成。③抑制前列腺素的产生。④抑制垂体催产素的释放。虽然孕酮能显著降

低平滑肌收缩幅度 , 但细胞与细胞之间的兴奋性并未受到抑制。与孕酮这些作用相反的

是 , 使子宫收缩减少的抑制剂 (如松弛素和前列环素 ) 则对子宫平滑肌自发性收缩具有

直接的抑制作用 , 但不能阻止刺激物对刺激性子宫收缩的应答。

一氧化氮与松弛素和前列环素的作用相似 , 对子宫收缩刺激物的抑制作用 , 是通过

细胞内的生化途径抑制肌球蛋白轻链激酶的活性 , 或者通过增加环核苷酸或降低细胞内

钙的机制。因此 , 妊娠期间子宫肌的安静是由于孕酮与子宫收缩刺激物的抑制剂 (如松

弛素、前列环素和一氧化氮 ) 共同发生抑制作用的结果。

2 . 雌激素

雌激素对子宫的作用在许多方面与孕酮相对抗。给妊娠绵羊注射雌激素 , 可以提高

对催产素的敏感性和提前分娩。在未孕羊 , 雌激素可刺激子宫肌的活动 , 增加对激活剂

的应答和增加收缩的传播 , 并逆转孕酮对子宫肌的抑制作用达 12～24h。这些作用可能

由于通过增加收缩相关蛋白的表达 , 而使雌激素直接作用于子宫肌层 , 或者间接通过增

加前列腺素的产生和催产素的释放而起作用。临产时孕酮减少或雌激素升高 , 雌激素/

孕酮比值的升高不仅可增加分娩时子宫肌的活动 , 而且对刺激子宫收缩物质 (如前列腺

素和催产素 ) 的合成与释放也具有作用。子宫收缩刺激物通过对受体作用的调节途径增

加细胞内的钙离子 , 从而激活子宫的收缩成分。
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3 . 催产素

无论是否妊娠 , 子宫内膜上都有催产素受体。有报道 , 催产素诱发子宫收缩不是直

接作用于钙通道 , 而是通过催产素受体介导胞浆内钙水平升高使子宫收缩。另有报道认

为 , 催产素有双相作用 , 一是直接作用于催产素受体介导的胞内钙离子增加或是通过电

压门控钙通道影响子宫收缩的细胞内生化途径。二是间接通过激活有丝分裂原激活的蛋

白激酶 , 上调 COX-2 基因的表达 , 以及 PGF2α和 PGE2 的生成。这两种激素都是强有力

的子宫收缩的诱导剂。近来 , 利用激光共聚焦显微镜监测加入催产素后胞浆内游离钙的

含量变化时 , 发现了恒定的钙振荡规律 , 并发现当钙波频率小于 6Hz 时 , 60%的频率

形成是归于 I P3 敏感钙库 , 40 %是由于胞外钙通过 L型钙通道进入 ; 而当钙振荡频率大

于 6Hz时 , 则是由于植物碱 ( ryanodine) 敏感钙库形成的。

4 . 前列腺素

一般认为 , 前列腺素通过两种独立方式影响子宫收缩 , 一种使子宫肌细胞内钙离子

水平升高 , 肌球蛋白轻链激酶活化 , 引起平滑肌收缩 ; 另一种是增加子宫肌细胞间间隙

连接的形成 , 同时发生子宫肌收缩。现认为 , 在子宫平滑肌细胞的协调收缩中 , 通过间

隙连接的细胞间交流起着重要作用。间隙连接在子宫平滑肌细胞之间提供低阻力通道 ,

使电偶联增加 , 促进子宫平滑肌的协调性收缩。

应该注意的是 , 内分泌对子宫肌收缩的调节与酶的活动密切相关。在妊娠期间 , 由

于孕酮水平升高 , 能够增强催产素酶、胆碱酯酶与组胺酶的活性 , 使催产素、乙酰胆碱

和组织胺失去刺激子宫肌收缩的作用 , 因而可使子宫保持安静状态。而在分娩期 , 由于

雌激素水平升高 , 能够抑制催产素酶、胆碱酯酶与组胺酶的活性 , 因而加强了催产素、

乙酰胆碱和组织胺的作用 , 使子宫肌敏感化 , 并发生自发性收缩 , 可促进分娩过程。

另外须值得注意的是 , 在内分泌调节子宫平滑肌收缩的过程中 , 子宫平滑肌细胞间

隙连接蛋白的变化也是十分重要的。目前认为 , 细胞间隙连接蛋白 ( connexin ) 43

( Cx43 ) 在子宫平滑肌细胞间提供的间隙连接通道的开放和关闭 , 可能在分娩过程中起

关键作用。相邻细胞通过间隙连接进行信息和能量物质传递 , 参与细胞间物质交换的代

谢偶联和电信号传递的电偶联 , 对机体的代谢平衡、内环境的稳定及细胞生长和分化等

有重要意义。间隙连接通道的通透性受到 pH、胞内 Ca
2 +
浓度、第二信使 cAMP、PKC

等多种因素的调节。

Cx多基因家族中 , Cx43 在子宫平滑肌、心肌细胞中的表达有特异性。在妊娠晚

期 , 尤其临产后 , 子宫肌细胞中间隙连接蛋白大量形成 , 间隙连接斑成簇出现 , 为子宫

收缩发动和同步收缩提供了必要条件。

在非孕期和绝经前的正常子宫肌肉组织中 Cx43 水平较低 , 而足月分娩前和早产

时 , Cx43 mRNA和蛋白急剧增加 , 并受到类固醇激素的调节。Cx43 mRNA水平升高 ,

使子宫肌肉中 Cx43 蛋白迅速表达 , 形成间隙连接通道 , 在电兴奋组织中 , 其功能是提

供控制子宫肌肉细胞间收缩的低电阻通路 , 使离子容易通过间隙连接的通道 , 保证子宫

肌肉细胞群在代谢和行为上的协调。

Cx43 的表达受到类固醇激素的调节 , 雌二醇 ( E2 )、催产素等是子宫肌细胞间隙连
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接通道形成的刺激信号 , 可上调 Cx43 mRNA和蛋白的表达 , 诱发子宫收缩。孕酮则通

过阻止 Cx43 蛋白从高尔基体装配至肌肉细胞膜上 , 体现了对通道形成的抑制作用。

第三节  乳腺的结构与发育

新生儿一旦被产出体外 , 它必须对外界环境做出巨大的生理性调节 , 主要包括心血

管系统和呼吸系统的变化。在胎儿期 , 血液通过两条通路经过肺脏 (除了肺脏组织灌流

以外 ) , 一是通过卵圆孔通过心室 , 二是从肺动脉经过导管动脉到达主动脉。在出生时 ,

卵圆孔由于左心室的组织瓣和左心室内压高于右心室而功能性关闭。尽管导管动脉在出

生时迅速闭锁 , 但完全闭锁则需要几个月。导管静脉 (在胎儿期起着肝血流支路的作

用 ) 的闭合情况也是如此。出生后 , 新生儿从液体环境迅速转变到气体环境 , 的确是一

个巨大的适应性变化。

除了适应性变化外 , 新生儿还要不断地从外界摄取营养物质以维持其生长发育 , 而

摄取营养物质则主要依赖于母亲的乳汁。因此 , 母体乳腺的发育好坏将直接影响新生儿

的健康生长。

之所以称某些动物为哺乳动物 , 是因为这些动物身体表面有毛发覆盖 , 分娩产出的

是胎儿而不是卵 (个别动物除外 ) , 以及通过乳腺饲喂婴儿。由于哺乳动物能够通过乳

腺营养其后代 , 乳腺在动物产后分泌乳汁的能力就决定了后代的存活。哺乳动物产出的

后代远远少于爬行类、两栖类和鸟类 , 乳腺的存在使哺乳动物非常有效地营养其后代。

卵生动物如鱼、爬行类和两栖类动物 , 需要合适的生活环境来营养其后代 , 其后代很容

易受到自然变化的伤害。新生的哺乳动物在吃奶过程中并不需要牙齿 , 在分娩时能够以

相对成熟的体况产出 (尽管此时其上下颌骨尚不成熟 , 但有助于胎儿头部的产出 )。牙

齿的发育是与动物对食物 (而不是奶水 ) 的需求同步发展的。

乳腺发育及其泌乳活动是哺乳动物最突出的形态生理特征。乳腺是一种衍生的皮肤

腺 , 属外分泌腺 , 也是哺乳动物具有的特殊腺体 , 它能够将母体的营养物质供给子代利

用。乳腺的功能是泌乳 ( lactation ) , 此外它还是雌性第二性征的体现。

一、乳腺的结构

乳腺的数目、形状、大小及位置因动物种类不同有很大的差异。除有袋类的雄性没

有乳腺外 , 乳腺一般在哺乳动物的雌、雄两性中都存在 , 但雄性乳腺常常发育不良 , 而

通常只有雌性乳腺才具有泌乳功能。

乳腺组织大体可以分为具有合成、分泌和排乳功能的实质部分 , 以及起支持作用的

间质部分。

乳腺通常都是成对的结构。在家畜中 , 不同的动物中乳腺的数量是不同的 , 如山

羊、马和绵羊是 1 对 , 牛是 2 对 , 猪是 7～9 对。同样 , 乳腺的位置在不同的动物也有

区别 , 如灵长类是在胸部 , 猫、狗和猪是从胸部延伸到腹部 , 牛、山羊和马是在腹股沟

部。在牛、山羊、马和绵羊等家畜中 , 成对的乳腺是两个密切相触的结构 , 称为乳房

( udder)。如牛中 , 两对乳腺形成一个乳房。
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(一 ) 实   质

1 . 腺泡

腺泡是泌乳的基本单位 , 可以将血液内的营养物质转变为乳。泌乳期中的腺泡是呈

鸭梨形的囊状结构 , 由单层腺上皮构成。腺泡的数目决定乳腺的泌乳能力 ; 腺泡越多 ,

泌乳能力越强。

腺泡上皮细胞附着在基质上 , 基质内有毛细血管网 , 血液供给腺泡合成乳汁所需要

的各种营养物质。多个腺泡聚集成腺泡群或小叶 (图 10-2 ) , 腺泡有开口通向终末乳导

管。各小叶间的腺泡并不同时进行泌乳活动 , 而是彼此轮流分泌。有些腺泡上皮变薄 ,

而腺泡腔内充满分泌物 ; 另一些腺泡上皮较高 , 细胞内积聚大量分泌物 , 但腺泡腔狭

窄。腺上皮的结构呈现典型的分泌细胞特点 , 有丰富的线粒体和粗面内质网 , 顶端有大

量微绒毛 , 很多种与泌乳相关的酶系都定位于细胞基部或侧面。细胞的基部有皱襞 , 借

以增加表面面积 , 加强细胞与血液间的物质交换。细胞之间的间隙很小 , 顶部保持紧密

连接。

腺泡外表面上有肌上皮细胞 , 该细胞有树状突起 , 形成网状结构 , 称星芒细胞 , 能

在血液催产素的作用下产生收缩 , 使腺泡内的乳汁进入导管系统 (图 10-3)。

图 10-2  示乳腺组织结构图

2 . 导管系统

导管系统是乳腺中乳汁的排出管道系统。它们起始于终末导管 , 然后通过小叶内腺

管向小叶间集乳管开口 , 集乳管汇合成中等大的乳导管 , 再汇合成 5～15 条大的乳导

管 , 分别向乳腺乳池开口 , 腺泡分泌的乳汁最后注入乳池中储存。在乳房基部 , 乳腺乳

池与乳头上的乳头乳池也相通 , 乳头括约肌在排乳时可使乳池内的乳汁流出体外。

终末导管也由单层上皮细胞构成 , 有泌乳的功能。上皮细胞表面覆盖着在催乳素作

用下能引起收缩的肌上皮细胞。其余的导管系统都衬有双层上皮 , 外层细胞呈柱形 , 内
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图 10-3  示被血管和肌上皮细胞包围的泌乳乳腺腺泡 (引自 Larson BL , 1985 )

层细胞呈立方形。上皮下有一层纵行排列的平滑肌和一层基膜。基膜外面是固有层。乳

腺乳池壁的结构与大乳导管基本相同。乳头管衬有复层扁平上皮 , 与皮肤表面相同。上

皮下是纵行和环行排列的平滑肌 , 肌纤维之间有丰富的弹性结缔组织 , 其中环行肌构成

乳头括约肌。在乳头壁的中部有丰富的纵行血管 , 充血时能使乳头勃起 , 因而称为乳头

海绵体。

各种动物导管系统的构成及乳头管的数目大不相同。反刍动物牛和羊的乳池发达 ,

乳腺储存空间很大。牛乳导管汇成 8～12 条大乳导管通到腺乳池 , 只有一个乳头乳池及

乳头管开口在外。许多动物的乳导管部分扩大形成乳窦 , 可以储存乳汁。人约有 12～

20 条乳导管通向乳头 , 每一条都在乳头的基部扩大成乳窦。猪、猫、狗、兔等动物的

乳腺没有乳腺乳池和乳头乳池 , 每个乳头上有两个或多个乳头管 , 如兔乳导管最后汇集

成 6～8 条大乳导管 , 并均在乳头上有开口通向外界。

3 . 乳池

乳池是乳腺中储存乳汁的结构 , 分上下两部分 , 上部称为乳腺乳池 , 下部称为乳头

乳池 , 相互畅通。牛乳腺乳池的容积约为 100～400ml, 乳头乳池的容积约为 30～45ml。

乳池内表面为光滑有皱褶的黏膜 , 它在乳腺乳池和乳头乳池交界处形成大的、环状皱

褶 , 将两者分开 , 称为乳池棚。乳头乳池下端有一通向体外的细管 , 即乳头管。乳头管

向皮肤外的开口称乳头管口 (图 10-2) , 该管口周围有乳头管括约肌 , 控制乳头管的开

放和关闭。

(二 ) 间   质

间质主要由结缔组织和脂肪组织构成 (图 10-2 ) , 其中包含有血管、淋巴管、神经
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和韧带等组织。

1 . 血管

动脉为每侧两条 , 分别是乳房动脉和会阴动脉。乳房动脉主要来自阴部外动脉 , 是

分布到乳房的主要动脉。如牛的两条阴部外动脉通过腹股沟穿入腹腔后分为两条 , 一条

进入左半个乳房 , 一条进入右半个乳房 , 成为乳房动脉。每条动脉进入乳腺以后前后分

支 , 到达前部的为前乳房动脉 , 到达后部的为后乳房动脉。这些动脉再分支成小动脉到

乳腺各实质部分 , 构成血管网。乳头上的动脉称为乳头动脉。

会阴动脉来自阴部内动脉 , 分布于后乳区的后上部 , 与乳房后动脉常有吻合支。会

阴动脉也供应乳腺血液。

静脉为每侧三条 , 即乳静脉 (腹皮下静脉 )、阴部外静脉和会阴静脉。乳静脉由乳

房基底前静脉与乳房前静脉在乳房基底的前缘汇合而成 , 携带 CO2 和其他代谢产物的

静脉血 , 在互成网络的小静脉及大静脉中回流。乳静脉沿腹下体壁向前延伸至腹壁的乳

井 , 向上进入腹腔 ; 再向前进入胸腔下部 , 成为胸内静脉 , 然后入腔前静脉。初产牛在

泌乳前 , 腹壁皮下乳静脉内的瓣膜朝向后方 , 阻止其中的静脉血回流。这时 , 乳腺中静

脉回流就不再由瓣膜控制。

阴部外静脉由乳房前静脉和乳房后静脉汇合而成 , 与阴部外动脉并行 , 通过腹股沟

管进入腹腔 , 再进入髂外静脉。

会阴静脉分布于后乳区的后上部 , 经坐骨弓进入盆腔 , 再通向阴部内静脉。

乳腺有很丰富的血液供应。每一个腺泡都被稠密的毛细血管网包围。乳腺依靠血管

系统中的血液带来营养物质、产生乳汁并带走代谢产物。乳腺中的静脉系统比动脉系统

发达得多 , 静脉的总横断面积比动脉大许多倍。血液很缓慢地流过乳腺 , 为腺泡生成乳

汁提供有利条件。因而 , 充分的血液供应与乳腺的泌乳能力密切相关。一头体重 500kg

的乳牛 , 每日心输出量总计近 71 000L , 经过乳腺的血液量与产乳量的比率为 400∶1。

如果乳牛的日产乳量为 35L , 那么就需要 14 000L的血液流经乳房 , 相当于每日心输出

量的 1/ 5。

2 . 淋巴

乳房腺体区域广泛散布着许多小淋巴管 , 在腺小叶间集合成淋巴管 , 向上进入乳房

基底后端上方的乳上淋巴结 , 再经腹股沟管至深腹股沟淋巴结 , 或从乳上淋巴结分出淋

巴管走向外生殖器和直肠。皮肤和乳头中也有丰富的淋巴网。

3 . 神经

乳腺神经主要来自腰神经腹侧支 , 小部分来自荐神经腹侧支。第二腰神经先与第三

腰神经汇合 , 再与第四腰神经汇合组成腹股沟神经。腹股沟神经通过腹股沟管后 , 主要

分支于乳房的实质部分腺组织、血管以及乳头平滑肌 , 也分出一些分支分布于乳房中部

的皮肤。腹股沟神经在乳头受到刺激后引起腺泡排空的神经体液反射中起重要的作用。

第一腰神经和第二腰神经的腹侧支 , 分布于乳房前部的皮肤。由第二、三、四荐神

经腹侧支合成的会阴神经主干 , 分布于乳房后部的皮肤。
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乳腺内的平滑肌对肾上腺素和去甲肾上腺素都极其敏感。刺激交感神经可使乳腺内

的血液循环显著减少 , 泌乳量也相应下降。这是泌乳母牛受到惊扰时泌乳明显下降的主

要原因。但乳腺的腺泡上皮及周围的肌上皮不受神经支配。乳腺各部有各种各样的内、

外感受器 , 其中乳房和乳头皮肤中有丰富的外感受器 , 而乳腺内的腺泡、血管壁和平滑

肌中有丰富的内感受器。所有这些内、外感受器 , 都在泌乳的反射性调节中起重要作

用。

4 . 支持结构

乳房一个非常重要的特征是 , 在进化过程中发育形成了能够支持乳房携带大量乳汁

的支持系统。这个系统是由中间悬挂韧带形成的 , 它位于一对乳腺之间 , 是由来源于腹

部被膜的弹性结缔组织形成的。另外 , 来源于上耻骨韧带和下耻骨韧带形成的非弹性的

侧面悬挂韧带在不同程度上进入乳腺的侧面 , 形成乳房组织间结缔组织框架的一部分。

这样人们就会理解为什么高产奶牛的乳房在哺乳前能够携带 23kg 重量的乳汁了。如果

没有这样的支持系统 , 乳腺组织会由于乳汁重量的压迫而崩解。

乳腺的腺泡和导管系统全部被结缔组织和脂肪形成的衬垫包围。这些组织还穿进腺

体内部 , 把腺体分割成若干小叶。每个小叶一般含有 200 个左右的腺泡。若干小叶又被

较厚的结缔组织隔开 , 形成腺叶。导管系统通常根据它们的位置分为小叶内、小叶间、

叶内和叶间导管。动物乳房本身虽不很重 , 但在泌乳期内带有大量的乳汁和血液后 , 重

量可达 40kg 以上。起悬挂和支持作用的组织有皮肤、韧带和腱。

皮肤对乳腺主要起保护作用 , 使其不受损伤和不被病菌侵害。结缔组织使皮肤附着

于乳房上 , 并使乳房前部附着于腹壁上。

外侧悬韧带是乳房的主要支持结构之一 , 起自离乳房上部和后部较远的腱 , 沿乳房

两侧伸展 , 间断的分布出成片的组织伸至乳腺内 , 在乳房底部的中线与正中悬韧带连

接。

正中悬韧带是乳房的主要支持结构 , 在乳房重力中心点腹壁强腱处 , 伸展到两半乳

房之间 , 在基部与外侧悬韧带连接。正中悬韧带由弹性组织构成 , 在乳房充满乳汁时 ,

由腹壁向外扩张 , 乳房的容积随之增大。

从正中和外侧悬韧带分出大量纤维板 , 横穿进腺组织 , 与其中的结缔组织网络互相

连接。这样 , 在正中悬韧带和两侧的外侧悬韧带之间 , 就构成多层的吊床式装置 , 分层

支持乳房 , 使腺组织不会受到乳房本身重量的压力 , 也不会妨碍乳房内的血液循环。

二、乳腺的发育

(一) 乳腺的发育过程

哺乳动物的乳腺发育始于胎儿期 , 在青春期前后虽也有不同程度的生长 , 但大约到

妊娠晚期或泌乳早期才达到完全发育状态。胎儿期乳腺的基本结构已经形成 , 出生后乳

导管延伸并穿透基质 , 这种变化在有些种属可延续到初情期。大多数动物的乳腺发育在

妊娠期完成 , 有少数动物如大鼠、小鼠和兔等则可延续到哺乳早期。泌乳结束后 , 原有
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的乳腺组织逐渐萎缩 , 分泌细胞消失 , 但乳腺肌上皮细胞仍然存在。

1 . 胚胎期

胚胎乳腺的腺组织由外胚层腹侧面在胚胎早期开始增厚 , 相继发育成乳带、乳条、

乳索、乳冠、乳丘和乳芽。乳芽是各种哺乳动物乳腺发育的主要结构。乳芽开始呈扁豆

状 , 以后变为圆球形和锥形 , 这是初级乳芽。初级乳芽细胞增殖很快 , 中心形成一个管

道 , 最后在乳芽近端形成乳腺乳池 , 远端形成乳头乳池和乳头管。初级乳芽细胞增殖并

形成分支 , 分支称为二级乳芽 , 形成大导管进入乳腺。早期胚胎皮肤下部长出球果状的

乳蕾 , 乳蕾表层突出部的细胞发生角质化形成乳头。在初级乳芽发育成乳池和乳头管

后 , 乳蕾逐渐消失 , 下面细胞角质化变成栓塞。犊牛在出生后的二周时 , 栓塞溶解 , 使

乳头管与外界相通。即将出生时 , 乳芽上皮细胞迅速增殖 , 出现乳管 , 一端开口于皮肤

形成乳头 , 另一端则开始分支成导管。雄性动物的乳腺也可发育到乳芽阶段 , 此时由于

雄性胎儿开始分泌少量的睾酮 , 导致间充质在乳芽中心聚集 , 致使乳芽细胞死亡。有的

雄性动物如小鼠、大鼠、马等没有乳头 , 这是因为乳芽细胞死亡以后乳芽上皮细胞从皮

肤分离 , 不能伸到表面形成乳头。有的雄性动物虽有乳头 , 但间充质破坏了乳芽的生长

和发育 , 乳腺发育终止在原始阶段。

2 . 从出生到初情期

从出生到初情期前 , 乳房发育很平稳 , 与身体其他部位一样 , 属于一种比例性的生

长。乳腺的进一步发育需要雌激素的作用 , 这一时期雌激素水平很低 , 不足以使乳腺导

管系统得到良好发育。出生时 , 乳腺只有很小的腺乳池和极不发达的导管系统。但纤维

结缔组织和脂肪组织却发育良好 , 并具有类似成熟乳腺那样的分叶结构。从出生到初情

期 , 犊牛乳腺的生长速度与身体的生长大致相等。这时 , 乳房增大主要是由于纤维结缔

组织和脂肪增生 , 腺组织只有导管稍微生长。有人曾对大鼠的乳腺生长进行过精密的定

量研究 , 发现从出生到初情期 , 乳腺生长大致可区分为两个阶段。第一个阶段是在 23

日龄以前。这时乳腺导管的生长速度与身体生长速度相等 , 叫等速生长期。第二阶段从

24 日龄开始 , 导管生长的速度大约为身体生长速度的 3 倍 , 叫正变速生长期。对小鼠

和恒河猴的研究也得到类似的结果。

3 . 性成熟后

雌性动物达到性成熟后 , 乳腺在发情周期中经历生长发育的周期性变化。此时 , 垂

体促性腺激素分泌频率和分泌量的增加 , 导致卵巢类固醇激素合成与分泌增多。雌激素

能刺激乳腺导管系统的广泛增殖 , 这种作用主要是通过增加细胞膜的通透性和细胞外液

的积聚 , 增加血管和血流速度 , 促进 DNA和蛋白质的合成而实现的。雌激素刺激乳腺

导管的生长 , 需要生长激素的协调作用。在每次发情周期的卵泡期 , 乳腺导管系统迅速

生长 , 并在黄体期开始形成少量发育不全的腺泡。在间情期 , 乳腺生长停止 , 导管系统

稍微缩小。在一次又一次重复的发情周期中 , 导管逐渐形成分支复杂的导管系统 , 乳房

体积也明显增大 , 但一般不形成真正的腺泡。小鼠和大鼠这些性周期较短的动物乳导管

逐渐生长 , 分支增多 , 但腺泡没有形成。猪、山羊、绵羊、牛和人等性周期较长的动
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物 , 在雌激素、孕激素、催乳素及生长激素的协调作用下 , 乳导管逐渐加长、变厚、分

支增多。导管上皮细胞在发情期呈方形 , 有分泌物 ; 黄体期呈圆柱形 , 管腔萎缩。人和

反刍动物乳腺的间质和支持组织也增长很快。

乳房内的脂肪 结缔组织衬垫 , 对于引导腺体的正常生长发育 , 起着决定性作用。

结缔组织对腺体形成的重要性可通过下列实验证明。对腺组织进行离体培养时 , 如果没

有成纤维细胞 , 只能长成不规则的腺细胞薄层 ; 而当含有成纤维细胞时 , 就能正常生

长 , 并形成导管和腺泡。用适当的激素处理雄性动物 , 并不能使它们的乳腺充分发育 ,

其主要原因就是由于公畜乳房中没有发育良好的脂肪 结缔组织衬垫。

4 . 妊娠期

当未交配母牛达到 30 月龄左右时 , 乳腺的主要导管系统已经生长到最大长度。妊

娠开始后 , 导管系统的长度不再明显增加。随着妊娠的发展 , 孕酮和雌激素的分泌长时

期同步增加 , 乳房生长不断加快。主导管沿着结缔组织衬垫生长 , 分出许多侧支 , 开始

出现小叶间导管。妊娠第 4～5 月时 , 小叶已经很明显 , 没有分泌腔的腺泡和终末乳导

管也开始出现。到妊娠第六个月时 , 坚实的腺泡渐渐出现分泌腔 , 腺泡和导管的体积不

断增大 , 使腺小叶明显扩大 , 大部分脂肪衬垫被腺组织取代。同时 , 乳房内的血管和神

经纤维也不断增生。妊娠第 7～9 月时 , 腺泡进一步增大 , 腺上皮开始具备分泌功能。

同时 , 小叶间和叶间的结缔组织隔膜都伸长和变薄 , 在组织结构上接近于泌乳的乳房。

初期分泌物呈蜂蜜样 , 以后分泌能力逐渐加强。产前三周 , 乳房显著增大 , 合成乳糖和

乳脂所需的酶开始出现。约在产前两天 , 乳汁合成的能力趋于完善 , 出现合成高潮 , 腺

泡分泌初乳。

从妊娠大鼠的组织学和细胞学研究发现 , 乳腺在妊娠期间的生长发育大体上也可区

分为两个时期。第一个时期是乳腺增殖期 , 出现于妊娠前半期或前 2/ 3 的时期 , 主要是

由于细胞加速分裂 , 使导管系统分支 , 同时形成腺小叶和出现腺泡。第二个时期是乳腺

增大期 , 发生于妊娠后期 , 主要表现为已经形成的腺上皮的生长、腺泡腔充盈以及导管

系统积聚分泌物。在增殖期和增大期之间 , 一般没有明显界限。有些研究报道 , 牛妊娠

期间的乳腺生长发育与大鼠并不完全相同。例如 , 在妊娠第 8～9 月时 , 牛乳腺腺泡中

可看到很多有丝分裂现象。

5 . 泌乳期

到妊娠中后期 , 乳腺已基本发育成为一个完全分化的成体器官 , 但乳腺的发育此时

并不停止 , 乳腺上皮细胞一直要分裂到泌乳早期。这段时期主要是乳腺实质和 DNA 的

继续增加和乳腺细胞数量的增加。在胰岛素、糖皮质激素、催乳素、生长激素和催产素

等作用下 , 酪蛋白、α 乳清蛋白、乳糖等乳汁成分大量合成。到分娩并开始泌乳时 ,

乳腺才成为分化和发育完全的成体器官 , 开始正常的泌乳活动。

6 . 干乳期

当泌乳活动从高峰明显下降时 , 乳腺就开始渐进性的回缩。在泌乳后期和干乳前 ,

乳腺中已经有大部分腺小叶丧失正常功能。在干乳期或仔畜断奶时 , 乳腺内压增大 , 细
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胞体积逐渐缩小 , 分泌腔逐渐消失 , 终末导管萎缩 , 最后腺小叶退化到只具有少数分支

的小管 , 腺组织被结缔和脂肪组织所代替 , 乳汁合成停止 , 乳腺逐渐退化和萎缩。残留

乳汁缓慢被吸收。残留的乳汁蓄积物可抑制与合成乳汁有关的酶 , 或使有关的激素水平

下降 , 促进乳腺的退化。最后泌乳活动完全停止。受激素影响无黄体的大鼠在干乳期全

部小叶腺泡系统消失 , 而性周期长的动物有功能黄体期 , 一些腺泡的结构仍能保留。

哺乳动物生殖周期中乳腺的功能性分化是至关重要的。以小鼠乳腺的发育作为模型

来说明乳腺发育所经历的整个过程。新生小鼠有初级的乳导管系统存在 , 但生长很缓

慢 , 直到青春期导管的生长才明显加快 ; 在未交配之前雌鼠的导管继续发育形成腺小

叶 , 腺小叶分布于整个乳房的脂肪组织 ; 导管分支和腺泡的生长主要是在妊娠和分娩过

程中完成的 ; 腺泡上皮的终末分化是在妊娠结束、分娩和泌乳开始时完成的。在断乳之

后腺泡上皮萎缩 , 乳腺将重塑。几周后小鼠乳腺恢复到成熟未交配时的状态 (图 10-4)。

图 10-4  示小鼠生殖周期不同阶段乳腺腺泡和导管系统发育状况 (引自 Hennighausen L , 1998 )

A: 未成熟小鼠乳腺 ; B : 妊娠 16 天小鼠的乳腺 ; C : 泌乳第 1 天小鼠的乳腺 ;

D: 断乳 4 周后小鼠的乳腺

(二 ) 乳腺生长发育的调控

乳腺发育的调控主要受内分泌系统调控 , 神经系统也参与调节。与乳腺发育有关的

激素主要有雌激素、孕酮、生长激素 ( GH )、促肾上腺皮质激素 ( ACTH) 和催乳素

( PRL )。在妊娠后期 , 胎盘催乳素 ( P L) 也促进乳腺的发育。此外 , 甲状腺素 ( T4 )、

三碘甲腺原氨酸 ( T3 )、胰岛素和松弛素等亦参与调节。近年来 , 越来越多的试验证

明 , 胰岛素样生长因子 ( IGF ) 也是调节乳腺发育的重要因子。
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1 . 雌激素、孕酮与乳腺发育

雌激素在乳腺发育中起着关键的作用。它可刺激乳腺导管生长 , 显著增加乳腺细胞

的孕酮受体数目 , 而后者则是雌激素和孕酮协同作用 , 促进乳腺小叶腺泡发育的基础。

在青春期和妊娠期 , 雌激素和孕酮能协同刺激乳腺发育。给切除卵巢的大鼠连续 19 天

注射 17β 雌二醇 ( E2 ) 和孕酮 , 可使乳腺细胞内 DNA 含量增加到接近妊娠第 18～20

天的水平。给未妊娠的山羊和牛注射大剂量的雌激素和孕酮后 , 可使乳腺小叶腺泡广泛

生长 , 其中雌激素起主要作用 , 而孕酮只是起加强作用。对奶牛、母羊、猪的研究表

明 , 妊娠期乳腺腺泡的发育与血中雌激素水平的升高有关。在离体或在体实验中 , 雌二

醇和孕酮都能促进牛乳腺腺泡的生长。近年来的一些研究表明 , 雌激素能明显诱导在体

或离体乳腺细胞的孕酮受体数目增加 , 而孕酮则通过雌激素依赖性的孕酮受体 , 刺激乳

腺上皮细胞中 DNA的合成。

α 乳球蛋白是乳糖合成酶的成分之一 , 而催乳素是牛乳腺组织中α 乳球蛋白的主

要调控者之一。雌激素能促进乳腺生长 , 主要表现在可明显增加性成熟前牛乳腺组织中

α 乳球蛋白的合成 , 并协同催乳素促进α 乳球蛋白的分泌。雌激素加强催乳素促进α

乳球蛋白分泌的机制 , 可能是与其刺激催乳素受体数目有关 , 因为雌二醇能增加乳腺中

催乳素的结合位点数目。而孕酮在使α 乳球蛋白分泌增加的同时 , 却使催乳素的促乳

效应减弱 , 还可减弱雌二醇和催乳素的协同作用。泌乳开始时 , 孕酮的分泌减少 , 雌二

醇、生长激素、前列腺素 ( PGF2α) 和胎盘催乳素等的分泌增加。此现象在兔和绵羊中

也得到了证实。

2 . 催乳素、胎盘催乳素与乳腺发育

大量的研究表明 , 催乳素在乳腺发育、启动泌乳和维持泌乳中都起着重要的作用 ,

它协同卵巢类固醇激素 (雌激素和孕酮 ) 促进乳腺小叶腺泡的生长和上皮细胞的增殖。

许多研究者先后用切除垂体或以溴隐亭抑制催乳素分泌的方法证明 , 垂体催乳素的存在

是雌二醇和孕酮促进乳腺发育的重要条件。用激素替代或垂体移植方法 , 也证明了催乳

素促进乳腺发育的作用。在肾上腺、性腺、垂体切除的大鼠中 , 使用大剂量的催乳素和

生长激素 , 能引起乳腺导管的生长和分叉 , 以及中等程度的小叶腺泡发育。假孕兔仅用

催乳素处理后 , 就能引起乳腺腺泡分化及高尔基复合体膨大 , 腺泡腔内出现大量的脂肪

球和蛋白质胶粒。分娩前血浆催乳素水平的骤然升高 , 可促使乳的生成 , 并激发泌乳。

用利血平提高奶山羊血浆催乳素水平 , 可使空怀奶山羊产奶。而用溴隐亭抑制大鼠、奶

牛、山羊和猪血液中的催乳素水平后 , 可阻止乳腺发育和乳的生成。许多报道表明 , 随

着妊娠过程的发展 , 催乳素与其受体的结合率增加 , 且可对其受体数量进行调控。用雌

激素和孕酮处理空怀羊 , 可增加乳腺中催乳素受体。由于许多种动物注射雌激素后均能

增加催乳素的分泌 , 故很难区分催乳素和雌激素的单一作用。张少英等报道 , 雌激素可

直接刺激绵羊垂体前叶细胞分泌催乳素。反刍动物的整个妊娠期 (除临产前 ) 中 , 血中

催乳素处于较低水平 , 尽管这种较低水平的催乳素对乳腺生长发育是必需的 , 但它并非

乳腺发育的限制因素。催乳素促进乳腺发育的机制仍不十分清楚 , 它可能直接作用于乳

腺的催乳素受体 , 或间接地通过上调雌激素和孕酮受体 , 或通过调节乳腺组织对其他激
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素反应的敏感性。最近的一些研究表明 , 催乳素如同生长激素一样 , 能通过诱导肝脏产

生一种催乳素协同因子 , 间接发挥刺激乳腺细胞增生的作用。

有些动物 , 如大鼠和灵长类 , 胎盘可作为雌激素、孕酮和垂体样激素的来源。有实

验表明 , 妊娠后期切除垂体并不影响乳腺的充分发育。大鼠胎盘提取物 , 能刺激切除垂

体和卵巢大鼠的乳腺发育。妊娠小鼠和大鼠胎盘催乳素浓度的增加 , 和胎儿鼠及乳腺的

发育呈正相关。胎盘催乳素在妊娠期可作用于乳腺和黄体 , 且与这两个部位有竞争性结

合。妊娠末期 , 黄体退化 , 人胎盘催乳素主要作用于乳腺 , 加速其生长发育。在妊娠

期 , 特别是中、后期 , 对乳腺发育起重要作用的是胎盘催乳素 , 并非垂体催乳素。此时

的动物处于高催乳素水平 , 并且胎盘催乳素、垂体催乳素、生长激素有共同的受体结合

位点 , 三者与受体发生竞争性结合。据报道 , 抑制妊娠绵羊垂体催乳素的分泌对乳腺发

育无影响。妊娠绵羊的胎盘催乳素在促进乳腺生长方面能替代或补充垂体催乳素 , 其他

反刍动物中也有类似报道。然而种属之间也有差异 , 大鼠的胎盘在乳合成方面比垂体催

乳素重要。胎盘催乳素影响乳腺发育是否是通过胎盘催乳素与垂体催乳素受体结合尚不

清楚。

3 . 生长激素、胰岛素样生长因子 ( IGF) 与乳腺发育

生长激素除能调节机体生长和组织代谢外 , 还具有协同雌激素促进乳腺导管生长和

加强催乳素促进乳腺腺泡生长的作用。摘除垂体、肾上腺、卵巢的大鼠或小鼠 , 应用牛

生长激素、雌激素和肾上腺皮质激素能刺激乳腺导管生长和次级乳芽形成。体外试验发

现 , 牛生长激素能刺激乳腺上皮细胞大量增殖。这些资料表明 , 生长激素对乳腺发育具

有直接促进作用 ; 另一方面 , 生长激素能增加乳腺血流量 , 调节体内营养成分向乳腺集

中 , 间接地促进乳腺发育。有些学者认为 , 反刍动物的泌乳一旦开始 , 用溴隐亭抑制催

乳素的分泌后 , 对泌乳无明显影响。给产后 3 个月的绵羊静脉注射氟哌啶醇 , 虽能升高

血中的催乳素 , 但产奶量并不增加。目前认为 , 维持反刍动物泌乳的激素是生长激素。

生长激素对奶牛的乳腺发育、乳汁生成和泌乳的维持起重要作用。奶牛应用生长激素

后 , 产奶量明显增加 , 可能是由于生长激素抑制乳腺纤维蛋白溶酶的产生 , 从而延缓了

乳腺的退化。3～4 周龄大鼠的乳腺培养试验表明 , 高浓度的生长激素能直接作用于乳

腺组织 , 诱使小叶腺泡发育和酪蛋白基因表达。近几年研究表明 , 生长激素能刺激肝脏

产生胰岛素样生长因子 ( IGF ) , 作用于乳腺细胞的胰岛素样生长因子受体 , 促进乳腺

发育。许多研究表明 , 生长激素对乳腺生长的作用受 IGF-I调控 , 即生长激素对乳腺的

部分作用是通过 IGF-I的介导而实现的。 IGF 在乳腺发育中起着极其重要的作用 , 主要

表现在以下几个方面 : ① GH 刺激大鼠乳腺内 IGF-I mRNA 产生 , 且成年动物乳腺中

发现有 IGF-I mRNA的存在。② IGF-I mRNA 在人乳腺基质中亦被发现 , 且乳腺细胞

中存在 IGF-I 受体。③ IGF-I 强有力的刺激乳腺癌细胞的生长。④ 乳腺上皮细胞产生

和分泌 IGF-I结合蛋白 , 后者可能调控 IGF-I 的活性。⑤在乳腺生长发育方面 , 2 种形

式的 IGF-I , 即 IGF-I 与 des- (1-3) IGF-I (一个缺少了 N末端 Gly- Pro-Glu三肽的 IGF-

I类似物 , 由 67 个氨基酸组成 ) , 当与雌二醇一起被施用于垂体切除的阉割雄鼠时 , 可

替代垂体前叶或生长激素 , 显著增加大鼠乳腺的终端嫩芽数目 , 诱导腺泡结构的形成。

最近的报道表明 , 在过度表达 des- ( 1-3 ) IGF-I 的转基因大鼠中 , des- ( 1-3 ) IGF-I 延
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缓了泌乳后乳腺的退化 , 但作用机制目前尚不清楚。

4 . 松弛素、胰岛素、甲状腺素、三碘甲状原氨酸等与乳腺发育

乳腺发育除上述激素或因子的调控外 , 还受松弛素、胰岛素、甲状腺素、三碘甲状

原氨酸等的调控。松弛素能促进离体猪乳腺组织细胞的有丝分裂 , 对妊娠后期猪乳腺组

织生长有促进作用 , 并可加强诱导的乳腺导管和基质生长发育。最近通过免疫组织化学

发现 , 在豚鼠的乳导管上皮细胞中有松弛素。但妊娠豚鼠的乳腺是否产生松弛素尚不清

楚。据报道 , 用抗大鼠松弛素的单克隆抗体注射妊娠中期、晚期的大鼠 , 以中和内源性

松弛素 , 可使大鼠乳腺发育严重受阻 , 产后因乳头发育不良而不能泌乳。低浓度猪松弛

素能引起人乳腺 MCF7 癌细胞系增生 , 高浓度猪松弛素却抑制这些细胞的生长。此外 ,

培养妊娠绵羊的乳腺时 , 胰岛素有明显的促乳效应。然而 , 胰岛素受体浓度在妊娠 50

天时最高 , 随妊娠天数增加而下降 , 这与牛的实验结果一致。这表明随着细胞的分化 ,

每个细胞的受体数目由于细胞膜的增加而被“稀释”。一般认为 , 甲状腺素 ( T4 ) 由甲

状腺合成 , 而三碘甲腺原氨酸 ( T3 ) 则主要由甲状腺素 ( T4 ) 在 5′甲状腺激素单脱碘

化酶的作用下脱碘而成。用牛生长激素处理空怀黑白花牛后 , 发现产奶量增加的同时 ,

血浆三碘甲腺原氨酸 ( T3 )、甲状腺素 ( T4 ) 水平升高 , 且乳腺组织中 5′甲状腺激素

单脱碘化酶的活性增加 2 倍 , 而肝、肾中 5′甲状腺激素单脱碘化酶的活性不受影响 ,

认为甲状腺激素增加产奶量的机制可能是甲状腺素 ( T4 ) 转化为有生物活性的三碘甲

腺原氨酸 ( T3 ) 的缘故。

5 . 乳腺发育的神经调控

神经系统对乳腺发育的调控主要是通过下丘脑分泌的调节性多肽而实现的。至少有

下述 4 条神经内分泌轴涉及乳腺发育和泌乳的调控 : ①下丘脑 垂体 性腺轴。②下丘脑

垂体生长激素或催乳素轴。③下丘脑 垂体 肾上腺轴。④下丘脑 垂体 甲状腺轴。下

丘脑调节性多肽神经元的功能除受垂体激素或外周激素的反馈性调节外 , 还受多种神经

递质 (如多巴胺 , 5 羟色胺等 ) 或神经肽 (内啡肽、血管活性肠肽等 ) 的调节。由于

其调节过程及机理相当复杂 , 现在仍不清楚。

第四节  泌乳的发动和维持

一、泌 乳 发 动

泌乳发动指乳腺泌乳的开始。反刍动物约在妊娠中期血液孕酮水平仍高时 , 乳腺腺

泡就发生分泌活动 , 啮齿类在临产前开始分泌乳汁 , 人和灵长类动物一般在分娩之后开

始泌乳。根据对反刍动物的研究 , 将泌乳的启动分为两个阶段。第一个阶段发生在妊娠

后期 , 这时乳腺开始分泌少量乳汁所特有的成分如酪蛋白和乳糖。第二个阶段是指伴随

着分娩的发生 , 乳腺大量分泌乳汁的起始阶段。这个阶段正是发生在分娩前后孕酮水平

下降而催乳素维持高浓度的时候。

泌乳发动是指乳腺器官由非泌乳状态向泌乳状态转变的功能性变化过程 , 即乳腺上
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皮细胞由未分泌状态转变为分泌状态所经历的一系列细胞学变化的过程。这个过程通常

出现在妊娠后期和分娩的前后。在这个过程中 , 乳腺上皮细胞中 RNA水平明显增高。

RNA/ DNA 比值在妊娠后期小于 1 , 而在泌乳期该比值则超过 2。RNA与 DNA 比率的

增高说明 , 在分娩前后动物乳腺的泌乳活动变得明显活跃了。泌乳启动实际上依赖于一

系列特定激素的调控。实验已经证明 , 多数处于非泌乳状态的动物 (包括非妊娠的动

物 ) 乳腺在经过这些激素的刺激之后 , 在一定程度上都会启动泌乳。

(一 ) 泌乳发动过程的两个阶段

1 . 第一阶段 : 腺泡上皮细胞的变化

这个阶段乳腺腺泡会合成和分泌少量的乳汁。妊娠早、中期的腺泡上皮细胞有较规

律的核型、较小的粗面内质网、较小的高尔基体 , 较少的线粒体。到了妊娠后期 , 腺泡

上皮细胞中的粗面内质网和高尔基体急剧肥大 , 线粒体增多 , 核型也变得不规则。在此

阶段酶的变化表现为 , 乙酰辅酶 A 羧化酶、脂肪酸合成酶以及泌乳相关的其他酶的合

成增多 , 同时氨基酸、葡萄糖以及其他合成乳汁所必需物质的摄取转运系统也明显活

跃。第一阶段会合成初乳和免疫球蛋白 , 乳糖的合成则要到第二阶段才开始。第一阶段

的长度在各种动物中也各不相同。例如 , 山羊 (妊娠期为 5 个月 ) 的第一阶段开始于产

前 3 个月 , 而大鼠 (妊娠期为三个月 ) 的第一阶段仅开始于产前的 30h。

2 . 第二阶段 : 全乳的分泌

泌乳发动的第二阶段通常要比第一个阶段短。在第二阶段中 , 伴随分娩的临近或发

生 , 血液中孕酮浓度下降 , 同时催乳素和糖皮质激素浓度的升高 , 动物乳腺开始分泌全

乳。牛泌乳发动的第二阶段开始于分娩前的 0～4 天 , 一直延续到产后若干天 ; 猪和小

鼠的第二阶段一般开始于分娩前不久或分娩时 ; 而人类女性的泌乳发动的第二阶段一般

要到产后 2 天才开始 , 这主要是由于怀孕女性血液中的孕酮浓度要到分娩时才开始下降

的缘故。

需要注意的是 , 在妊娠后期动物乳腺的发育已经具备了泌乳的能力 , 但全乳的分泌

一般在分娩前后才会发生。在人妊娠的最后 3 天 , 乳腺细胞中实际上有低水平的酪蛋白

和β乳球蛋白合成 , 乳脂在细胞和腺泡中积累。然而直到临产时才有少量α 乳清蛋白

的合成。

在泌乳发动第二阶段的起始 , 即雌性动物分娩时 , 乳汁量快速增多 , 同时乳腺从血

液中摄取营养物质的代谢过程也明显加强。在几天之内乳腺即从分泌初乳过渡为分泌全

乳的状态。

乳糖的合成是泌乳发动的关键步骤。分娩相关的激素变化 (孕酮的下降及糖皮质激

素和催乳素的升高 ) 诱导了α 乳清蛋白基因的转录。在乳糖的合成过程中 , α 乳清蛋

白的 mRNA是在粗面内质网的核糖体内完成翻译的 , α 乳清蛋白与半乳糖基转移酶在

高尔基体中发生相互作用 , 合成乳糖。乳糖的合成使水分渗入高尔基体和分泌小泡 , 这

个过程保证了大量乳汁的分泌 , 也是泌乳启动第二阶段最典型的标志。与此同时 , 乳汁

其他成分的合成也加快了。
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图 10-5  示牛分娩前后泌乳发动相关激素以及α 乳

清蛋白的变化 (引自 Tucker HA , 1994 )

(二 ) 泌乳发动过程中的激素变化

在分娩前后 , 雌性动物血液中很多激素的浓度发生变化。由于分娩的发生将切断母

体和胎儿之间的营养供应通道———脐带 , 这样新生儿对营养日益增大的需要只能通过乳

汁来获得 , 因此调控分娩和泌乳的内分泌体系就紧密地整合在一起。可以确定有两种类

型的激素在这个过程中发生了变化。一类激素对泌乳有抑制作用 , 在分娩前后其活性降

低。另一类激素对泌乳有促进作用 , 在分娩前后其活性升高。其中一些激素是泌乳发动

所特有的 (图 10-5)。在分娩前几天孕酮开始下降 , 雌激素达到峰值 , 雌激素又进而促

进催乳素的分泌。催乳素峰的出现对于整个泌乳的启动过程是非常重要的 , 特别是对全

乳分泌的发动 (泌乳发动的第二阶段 ) 更为重要。在分娩前后 , 还会出现糖皮质激素峰

和生长激素峰。

1 . 催乳素的作用

在许多哺乳动物的泌乳发动过程中 , 催乳素都起很重要的作用。在妊娠期间 , 血液

中孕酮、雌二醇、肾上腺类固醇激素和胎盘催乳素的含量较高 , 但此时很多动物催乳素

水平变化不大。分娩时 , 随着黄体溶解 , 胎盘膜破裂 , 类固醇激素减少 , 特别是孕酮分

泌突然减少 , 催乳素增加 , 这些可能是生理上发动泌乳的触发因素。

催乳素通过与乳腺分泌细胞上的催乳素受体结合而直接作用于乳腺。在泌乳发动的

第一阶段 , 催乳素受体数目开始增多 , 然后受体数量基本保持稳定 , 直到泌乳发动的第
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二阶段 (分娩前后 ) 时催乳素受体数目再一次增多。催乳素受体数目的变化与泌乳发动

的机制非常吻合 , 可见催乳素在泌乳启动过程中起重要作用。

一般认为 , 催乳素的刺激作用和乳腺上皮细胞的催乳素受体对催乳素的响应性对于

泌乳发动由第一阶段向第二阶段的转变都是很重要的。使用催乳素的抑制剂可以阻止泌

乳发动 , 但血液中催乳素浓度的升高并不一定能刺激乳腺分泌 , 可见催乳素受体变化对

于泌乳发动的重要性。

催乳素可以促进乳蛋白特别是酪蛋白的生物合成。催乳素与其受体的结合首先引发

核蛋白体 RNA和酪蛋白 mRNA的增多 , 可见催乳素调控着酪蛋白基因的表达 , 也许还

有其他基因的表达也受催乳素的调控。

2 . 孕酮的作用

黄体分泌的孕酮能抑制泌乳的启动。孕酮对于妊娠期刺激小叶腺泡发育有重要作

用 , 同时孕酮是使母畜保持妊娠状态 , 而不启动分娩和泌乳的重要因子。切除黄体或用

其他方法降低孕酮水平 , 会导致泌乳启动和流产。然而 , 用切除肾上腺或垂体的方法降

低孕酮的水平 , 并不会导致泌乳的启动。这样看来 , 孕酮在泌乳发动过程中可能既是一

个促进因子也是一个抑制因子 , 但主要作用还是抑制泌乳的发动。

在妊娠期给母畜注射孕酮会抑制乳糖、α 乳清蛋白和酪蛋白的合成 , 孕酮也抑制

由催乳素诱导的其他乳成分的合成 , 孕酮直接作用于乳腺来降低催乳素诱导的α 乳清

蛋白分泌的能力。

孕酮与孕酮受体在乳腺分泌细胞的细胞质中结合 , 同时也和糖皮质激素竞争糖皮质

激素受体。孕酮还能抑制由催乳素诱导的催乳素受体合成的过程 , 同时减弱糖皮质激素

和催乳素的协同作用。正是由于这些作用造成了在整体上孕酮在泌乳启动过程中主要起

抑制作用的结果。

3 . 雌激素的作用

在泌乳发动的两个阶段中 , 血清中的雌激素浓度均发生变化。牛产前一个月左右雌

激素浓度显著上升 , 分娩前两天达到峰值 , 然后迅速下降。雌激素对于乳腺发育良好的

许多哺乳动物均有诱导泌乳发动的作用。一般认为 , 雌激素对于泌乳发动的诱导作用是

间接的 , 因为雌激素是通过促进催乳素以及垂体分泌的其他激素的释放来对泌乳发动产

生作用的。雌激素和糖皮质激素一样能刺激乳腺细胞膜上催乳素受体数目的增加 , 因而

在泌乳发动中雌激素与糖皮质激素、催乳素在细胞水平上有协同作用。在小鼠和牛中 ,

雌激素可以直接促进离体培养的乳腺组织合成酪蛋白和乳清蛋白。

4 . 糖皮质激素的作用

糖皮质激素在动物泌乳发动过程中也起着十分主要的作用。妊娠母牛用糖皮质激素

处理可以启动泌乳 , 而大部分物种需要联合使用糖皮质激素和催乳素才能有效地发动泌

乳。皮质醇能诱导乳腺上皮细胞中粗面内质网和高尔基体发生变化 , 而这种变化是催乳

素诱导乳蛋白合成所必需的。这说明在泌乳启动过程中 , 催乳素和糖皮质激素的协同是

必需的。
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5 . 胰岛素和生长激素的作用

胰岛素和生长激素对于泌乳发动的作用还不清楚。胰岛素和胰岛素样生长因子

( IGF ) 可能参与葡萄糖的摄取 , 而葡萄糖是合成乳糖所必需的物质。胰岛素也可能参

与乳蛋白基因的表达。生长激素可能通过增加 IGFs的分泌间接对泌乳发动产生影响。

6 . 泌乳发动过程中其他因子的作用

泌乳发动的第二阶段还要依赖来源于乳腺和身体其他部位的组织因子参与。在子宫

和乳腺中合成的前列腺素 ( PGF2α) 可抑制泌乳 , 因此在分娩时母畜机体必须降低它的

活性。在临产前若干天 , 母畜乳腺中的前列腺素的活性受到抑制。分娩之后 , 新生儿对

乳腺的吮吸会使乳汁从乳池中排出 , 这时乳腺中的前列腺素也会随着乳汁排出。如果新

生儿的数量少于母畜乳腺的数量 , 那么没有被吮吸的乳腺会明显退化 , 因为乳腺中没有

被移除的前列腺素会继续产生抑制泌乳的作用。同时新生儿对母畜乳腺的吮吸也能刺激

泌乳发动相关激素的分泌。

二、泌乳的维持

泌乳发动后 , 乳腺能在相当长的一段时间内持续进行泌乳活动 , 这就是泌乳的维持

阶段。例如 , 母牛产犊后 , 乳汁分泌迅速增加 , 并在 4～6 周内达到高峰。这种高峰状

态保持几个月后 , 泌乳量又逐渐下降。整个泌乳期可以维持 300 天左右。在泌乳的维持

阶段 , 乳腺细胞数量和乳产量的变化受激素调节和神经反射的调节。如果乳腺没有频繁

的排空动作 , 即使激素水平很高也不能使泌乳持续下去 , 这说明泌乳的维持不是单纯由

激素调控的。当然单纯的吮吸和挤奶动作也不能维持泌乳 , 但吮吸动作或乳腺的排空是

维持泌乳所必需的。

目前认为 , 泌乳的维持至少是受一组激素的联合作用 , 称其为泌乳激素群 , 其中包

括催乳素、生长激素、甲状腺素和糖皮质激素。

1 . 催乳素的作用

在不同的动物中 , 催乳素在泌乳维持过程中的作用存在很大的差异。在一些非反刍

动物 (如兔子 ) 中 , 单独使用催乳素处理就可以维持泌乳。例如大鼠在泌乳早期 , 大量

外源性催乳素通过增强乳腺上皮组织代谢促其泌乳。但在大多数非反刍动物和反刍动物

中 , 单独使用催乳素并不能维持乳腺的泌乳 , 催乳素不过是维持泌乳的激素群中的成分

之一。特别是在牛中 , 催乳素的作用尚不十分明确。抑制牛或羊的催乳素活性对乳产量

的影响很小。啮齿类动物的催乳素活性受抑制后 , 乳产量可下降 50 % , 而兔子则基本

停止泌乳。通常认为 , 是挤奶动作或哺喂行为诱导了催乳素的释放 , 然而泌乳维持阶段

的催乳素波较临产前泌乳启动相关的催乳素波要小。

2 . 生长激素的作用

生长激素是泌乳维持所必需的 , 能协调身体各器官和各生理过程中发生的变化 , 促
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进乳腺中乳糖、蛋白质、脂肪的合成。牛生长激素 ( BST) 在美国已经商业化生产并应

用于许多奶牛场 , 对奶牛奶产量的提高有明显作用。据报道 , 可以使奶产量提高

10 %～40 %。但实验动物应用生长激素不影响乳量。

3 . 肾上腺皮质激素的作用

切除肾上腺的家畜不能维持泌乳 , 可见完整的肾上腺对于泌乳的维持是必需的。生

理水平的糖皮质激素对于泌乳维持起促进作用 , 但高剂量的糖皮质激素却抑制泌乳。在

大鼠哺乳期中 , 生理剂量的肾上腺皮质激素能够通过促进泌乳 , 提高新生儿的生长率。

4 . 甲状腺素的作用

给泌乳期母牛注射甲状腺素 , 可以在短期内 (几个星期 ) 提高牛奶分泌量。注射甲

状腺素超过 7 个星期对牛奶的产量则不再产生影响。乳蛋白质主要为酪蛋白 , 酪蛋白碘

化即为甲状腺球蛋白。应用甲状腺球蛋白在泌乳早期能提高泌乳量 10% , 在泌乳后期

能提高泌乳量约 15%～20%。但这种对泌乳量的促进作用仅能维持 2～4 个月 , 随后泌

乳量将低于正常水平。因此不能在整个泌乳期给家畜饲喂甲状腺球蛋白 , 否则会降低总

的产奶量。

5 . 卵巢激素的作用

生理剂量的雌激素对维持泌乳有促进作用 , 而高剂量的雌激素却对泌乳的维持起抑

制作用。雌激素与孕酮协同作用对泌乳维持的抑制作用大于单独使用雌激素。单独使用

孕酮对泌乳的维持没有影响 , 因为此时乳腺中孕酮的受体已经大大减少。

6 . 乳排空对泌乳维持的作用

泌乳的维持主要受激素调控 , 但乳的排空等局部因素也是重要因素之一。小鼠、大

鼠和兔等动物 , 如果在泌乳期中断哺乳 , 乳腺将迅速回缩。但在停止哺乳后仍刺激乳

头 , 乳腺还能保持泌乳功能。母畜的哺乳行为和对母畜的挤奶动作可能触发泌乳维持相

关激素的释放 , 特别是催乳素的释放。来自乳头的神经冲动能抑制下丘脑中催乳素释放

抑制因子的分泌 , 引起促肾上腺皮质激素释放因子的释放 , 使催乳素和促肾上腺皮质激

素分泌增加 , 从而诱导乳的分泌。如果乳腺内乳汁大量聚积而不能排出 , 会导致乳腺内

压增高 , 内压的增高会刺激交感神经 , 降低乳腺外周的血流量。血流量下降就会导致泌

乳相关的激素和泌乳所需的营养物质减少。同时 , 腺泡腔内会聚积反馈性泌乳抑制因子

( feedback inhibitor of lactation) , 抑制乳汁的进一步合成和分泌。相反 , 如果家畜的哺

乳活动较频繁则会刺激乳腺的生长和泌乳量的升高。可见 , 乳的排空对于维持泌乳也是

必需的因素。

第五节  乳汁的排出 (排乳 )

为了维持乳汁生成的持续性 , 乳汁必须通过吸吮和采奶从乳腺中排出。如果奶牛的

乳汁在 16h 之内没有被排出 , 则乳汁的生成就会受到抑制。前面已经讲过 , 在采奶之前
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大部分的乳汁是位于乳导管和腺泡内。如果乳汁排除不畅 , 则通过吸吮和采奶刺激的乳

汁进入乳池的过程就会很慢 , 排出的奶量就会减少。

乳腺腺泡细胞和导管周围有平滑肌上皮细胞围绕。平滑肌上皮细胞对于催产素特别

敏感 , 在催产素的刺激下能发生收缩。垂体后叶合成并释放的催产素是受包括吸吮乳头

和触摸乳头产生的触觉刺激引起的神经内分泌反射性调控的。乳房受到的刺激通过脊索

背根感觉神经传递到下丘脑的室旁核和视上核的神经原 , 在此合成催产素并将其在神经

末梢处释放。其他能够引起催产素释放的感觉刺激还包括发生在排乳通路附近的听觉、

视觉或嗅觉刺激。很早以前人们就已经开始利用这种刺激通路 ( Ferguson 反射 ) 来诱使

牛提前释放乳汁。采取的做法是让小牛犊吸吮一只乳头 , 而采奶工人对其他的乳头进行

采奶 , 可增加采奶量。此外还发现 , 用空管通过阴道吹气刺激子宫颈 , 从而导致刺激催

产素释放 , 对提高产奶量也是有效的。

当刺激信号到达下丘脑后几秒钟 , 就会引起催产素的释放 , 催产素作用到腺泡和导

管外周的平滑肌并使其收缩 , 收缩后对乳腺产生的压力迫使乳汁在很短的时间内

(1min 左右 ) 流出。乳头内的压力增加通常在刺激后 1min 就可明显观察到。催产素的

释放通常只持续几分钟 , 一般在乳汁开始流出时 , 就应该迅速开始采乳 , 并在几分钟内

完成 , 这一点是很重要的。早期用机械或手工采乳的过程通常是在 4～5min 内完成的。

比较一下引起催产素释放的刺激因素是很有趣的。引起催产素释放的刺激是始动生

乳的被动部分 , 而引起催乳素释放的刺激才直接影响生乳过程。在奶牛中 , 任何与采乳

过程有关的感觉刺激都具有潜在的刺激催产素释放的能力 , 这是由于乳汁的排出引起了

神经内分泌反射 , 而催乳素的释放只对乳头的触觉刺激敏感。这说明除非乳汁排出很强

烈 (即乳头刺激强烈 ) 外 , 此时没有必要再人为地刺激乳汁的生成和排出。

(夏国良  宁  刚 )   

主要参考文献

陈必良 , 王春梅 . 1999 . 分娩机制中细胞间隙连接蛋白 Cx43 瞬时表达定位、定量分析及其意义 . 现代妇产科进展 8

( 3 ) : 249～251

陈北亨 , 王建辰 . 2001 . 兽医产科学 . 北京 : 中国农业出版社

何平 , 孙刚 . 2002 . 分娩启动分子机制研究的新进展 . 现代妇产科进展 11 : 218～220

罗霞 , 徐永萍等 . 2001 . 胎盘促肾上腺皮质激素释放激素与分娩发动及早产的关系 . 中华妇产科杂志 36: 573～574

马文芝 . 1995 . 母牛的分娩发动机制与应激 . 国外兽医学 : 畜禽疾病 16 ( 2 ) : 9～12

毛胜勇 . 2000 . 泌乳奶牛的泌乳调控 . 北京奶业 , 3 期 1～24 页

牛秀敏 , 倪晓妍 . 2000 . 白细胞介素 8 和白细胞介素 6 对分娩发动的影响 . 中国实用妇科与产科杂志 16 ( 1 ) :

32～34

宋淑荣 . 2003 . 分娩动因最新研究进展 . 武警医学院学报 12 ( 1 ) : 76～77

王建辰 , 章孝荣 . 1998 . 动物生殖调控 . 合肥 : 安徽科学技术出版社

王建辰 . 1993 . 家畜生殖内分泌学 . 北京 : 农业出版社

王月影 , 王艳玲 , 李和平 , 靳向阳 , 高春生 . 2002 . 动物乳腺发育的调控 . Animal Husba ndry & Ve terinary M edicine

34 ( 7 ) : 56～58

向寿 . 1990 . 家畜生理学原理 . 北京 : 农业出版社

中国农业大学主编 . 2000 . 家畜繁殖学 . 北京 : 中国农业出版社

·343·第十章  分娩与泌乳



张少英 . 1990 . 泌乳的激素调控 . 国外畜牧学 : 草食家畜 1 期 31～33 页

郑行 . 1994 . 动物生殖生理学 . 北京 : 北京农业大学出版社

Bi tt ar EE , Bit tar N . 1998 . Reproduc tive e ndocrinology and biology . JAI Press

Casey M L , MacDonald PC .1997 . T he endocrinology of hu man parturi tion . Ann N Y Acad Sci 828: 273

Etherton T D, Bau man DE . 1998 . Biology of somatotropin in growth a nd lactat ion of domest ic animals . Physiological R e-

views 78: 745～761

Haysse n V . 1993 . Empirical and theore tical constrain ts on the evolut ion of lacta tion . J Dairy Sci 76: 3213～3233

Hennighausen L , Robinson G W. 1998 . T he making of a mouse mammary gland . Gen es Dev 12: 449～455

Hennighausen L , Robinson G W, Wagner K U , Liu X. 1997 . Prolact in signaling in th e mammary gland . J Biol Chem 272 :

7567～7569

T ucker H A. 1994 . Lactat ion and its hor monal control . In : T he P hysiology of R eproduct ion , 2nd edition , R aven Press,

L td ., New York

Wilde CJ, Hurley WL . 1996 . Animal models for the study of milk secretion . J M ammmary Gland Biol 1 : 123～134

Wilde CJ, Knight CH .1989 . M etabolic adaptations in mammary gland during the declining phase of lactat ion . J Dairy Sci

72: 1679～1692

Wilde CJ, Hurley WL . 1996 . Animal mod els for the study of milk secretion . J M ammary Gland Biol . Neoplasia 1 : 123～

134

·443· 生殖生物学



第十一章  性别决定与性腺发育

第一节  性 别 决 定

性别是所有哺乳动物共有的特征之一。亚里士多德 ( Macedonian Aristotle ) 认为妇

女是发育过程中过早停止发育的男人 , 发育停止是由于母体子宫的低温所致 , 并且认为

男人比女人更完美 , 其原因是男人具有更多的能量。

在以后的一千多年间 , 人们一直认为妇女为发育不健全的男性 , 其生殖器也像男

性 , 只是将里面的部位没有显露出来而已 , 并且男人的肋骨比女人多一条。Gelen 等首

先提出 , 男人和女人的肋骨数相同。当时 , 很多人认为性别是由环境因素决定的 , 如母

体的营养状况及动物配种时的风向等。甚至还有人认为 , 左侧睾丸的精液和右侧睾丸的

精液所产生的后代性别不同 ; 同样也认为两侧子宫产生的后代性别也不相同。

1890 年 Geddes 及 Thomson 总结以前的工作 , 提出父母的身体结构、年龄和营养 ,

以及环境等对性别决定起重要作用 , 并且认为有利于营养及能量储存的被决定为雌性 ,

而有利于营养及能量利用的为雄性。直到 1900 年孟德尔定律被发现时 , 人们才逐渐了

解到 , 在许多脊椎动物或非脊椎动物中 , 个体性别是由其染色体组成决定的。Stevens

及 Wilson 同时将 XX性染色体与雌性对应 , 而 XY 及 XO与雄性相联系 , 并提出一种特

异的核成分在性别表型决定中起作用 , 即性别是由遗传决定而不是环境决定。1959 年 ,

首次证明 Y染色体在小鼠和人类的性别决定中起关键作用 , 于是大家纷纷把目光集中

于 Y染色体上 , 开始了寻找性别决定基因和探究性别决定机制的漫长历程 , 也随之产

生了各种各样的假说和设想。

性别决定 ( sex determination) 是指在胚胎发育早期 , 由一个尚未分化的性腺发育

为睾丸或卵巢的过程。在不同类型的动物中 , 环境及遗传因子都能对性别决定产生影

响。有人称这一过程为初级性别决定 ( primary sex determination) , 并相应地提出次级

性别决定 ( secondary sex determination) 的概念 , 即在睾丸或卵巢所分泌的性激素的影

响下 , 整个生殖系统及性别表型的发育过程。如在雄性哺乳动物个体中 , 有阴茎 ( pe-

nis)、精囊腺 ( seminal vesicle ) 和前列腺 ( prostate ) , 以及与性别相关的个体大小、声

带软骨和肌肉系统等 ; 而雌性哺乳动物个体则有阴道 ( vagina)、子宫颈 (cervix )、子

宫 ( u terus)、输卵管 ( oviduct ) 和乳腺 ( mammary gland ) , 以及与性别相关的个体大

小、声带软骨和肌肉系统等。

哺乳动物的胚胎在性别分化过程中 , 雌性是其默认性别。未分化的性腺原基在没有

睾丸决定基因诱导时 , 具有发育为卵巢的趋势。在人中 , 缺乏睾丸或者睾丸功能缺陷的

胎儿 , 即使在没有卵巢存在的情况下 , 副中肾管 (也称缪勒氏管 , Müllerian tube) 也会

分化为子宫和输卵管。从这个意义上讲 , 性别决定也可以认为是睾丸的决定。



一、遗传型性别决定

性染色体 ( sex chromosome) 是指直接与性别决定有关的染色体 , 其余的染色体则

统称为常染色体 ( autosome)。1891 年 , 德国细胞学家 Henking 在半翅目昆虫精母细胞

的减数分裂过程中发现了一种特殊的染色体 , 这种染色体实际上是一团异染色质。他在

进一步研究这些昆虫的减数分裂时发现 , 在一半的精子中带有这种特殊的染色质 , 而另

一半精子则没有这种异染色质。当时他对这团异染色质的作用不了解 , 就起名为“X 染

色体”和“Y染色体”, 但并未将这种染色质和性别联系起来。

1902 年美国生物学家 McClung 第一次将 X染色体和昆虫的性别决定联系起来。后

来又有许多细胞学家 , 特别是 Wilson , 在许多昆虫中进行了广泛的研究 , 并于 1905 年

证实 , 属于半翅目和直翅目的许多昆虫中 , 雌性个体具有两套染色体 , 一套染色体叫做

常染色体 , 另一套是与性别有关的一对同源染色体 , 称为性染色体 , 即两条 X 染色体 ;

而雄性个体也有两套染色体 , 但只有一条 X染色体。

遗传型性别决定一般可分为 XY型和 ZW 型。XY 型为雄性杂合型 , 是生物界较为

普遍的性别决定类型。哺乳类、一些两栖类、一些鱼类及很多昆虫均属此种类型。雄性

个体是异配子性别 ( heterogametic sex) , 可产生含有 X 或 Y 的两种雄配子 , 而雌性个

体是同配子性别 ( homogametic sex) , 只产生含有 X的一种配子。受精时 , X 与 X结合

为 XX, 发育成雌性 ; X与 Y 结合为 XY , 发育成雄性 , 性比为 1∶1。如人类有 23 对染

色体 ( 2n = 46) , 其中 22 对为常染色体 , 1 对是性染色体 , 即女性的染色体为 44 + XX,

男性的染色体为 44 + XY。

与 XY型相似的还有 XO型 , 雌性的性染色体为 XX ; 雄性只有 X, 而没有 Y, 不

成对。蝗虫、蟋蟀、蟑螂等直翅目昆虫的性别决定属于此种类型。

ZW 型性别决定与 XY 型性别决定相反 , 为雌性杂合型。雌性个体含异型性染色体

ZW, 而雄性个体含同型性染色体 ZZ。鸟类、鳞翅目昆虫、一些爬行类、一些两栖类动

物的性别决定属于这一类型。如在家蚕中 , 雌蚕的染色体为 27 + ZW, 雄蚕的染色体为

27 + ZZ。

二、环境依赖型性别决定

除了遗传型性别决定 , 即染色体决定性别的机制外 , 还有非染色体决定性别的方

式 , 其中研究最多的是外部环境因素对性别决定的作用。

(一 ) 爬行动物的温度依赖型性别决定

爬行动物中的一些龟类和所有的鳄鱼类为温度依赖型性别决定 ( temperature depen-

dent sex determination , TSD)。这些物种常常缺乏性染色体 , 在发育的一定时期 , 受精

卵所处的温度使其性别得到决定。微小的温度变化可以引起性别比例发生重大的改变。

温度依赖型性别决定多见于一些进化上比较古老的动物中 , 因此推测它是生物界早期的
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一种性别决定形式 , 遗传依赖型性别决定可能是由它进化而来的。

1966 年 , Charnier 等首先报道爬行动物中的鬣蜥 ( Agamaagama) 的性别决定为温

度依赖型。近年来的研究进一步表明 , 温度依赖型性别决定在爬行类的鳄目、龟鳖目及

有鳞目中广泛存在。Ewer t 等 ( 1994 ) 将爬行动物的温度依赖型性别决定分为三种类

型 : ①低温下产生雄性 , 高温下产生雌性 , 称为 M- F (雄 雌 ) 模式 ; ②低温下产生雌

性 , 高温下产生雄性 , 称为 F-M (雌 雄 ) 模式 ; ③在低温和高温下均产生雌性 , 在中

间温度下产生雄性 , 称为 F-M-F (雌 雄 雌 ) 模式。当雄性决定因子和雌性决定因子达

到平衡时 , 则产生 1∶1 的性别比 , 此时的温度称为基准温度 ( pivotal temperature)。美

洲的密西西比鳄是目前广泛研究的一种具温度依赖型性别决定机制的动物。在 30℃以

下的温度孵育时 , 密西西比鳄的卵将产生 100%的雌性 , 在 35℃以上孵育时产生约

90 %的雌性 , 在中间范围的温度下孵育以产生雄性为主 , 其中在 33℃左右时产生 100 %

的雄性。这是典型的 F-M-F 模式 , 这种模式在具有温度依赖型性别决定机制的物种中

比较常见。

雌激素对温度依赖型性别决定的爬行动物的性别决定可产生显著的影响。在爬行类

性腺发生过程中 , 精巢来自性腺原基髓质的发育和皮质的退化 ; 卵巢则来自性腺原基皮

质的发育和髓质的退化。雌激素对此过程有重要的调节作用。雌激素对性腺原基的皮质

和髓质的发育分别起促进和抑制作用 , 从而决定性腺向雌性方向发育。Viets 等证明了

这一点 , 他们在爬行动物产生雄性的温度下 , 用雌激素处理发育中的胚胎 , 结果观察到

卵巢的发生。同样地 , 在产生雌性的温度下 , 用雌激素的拮抗剂处理使其体内的雌激素

不发挥作用时 , 或用芳香化酶抑制剂阻断雌激素的合成时 , 也可诱导胚胎发育为雄性。

这表明具有温度依赖型性别决定的爬行动物雌性的发育是被动的。在这些爬行类动物

中 , 在产生雄性的温度下 , 用雌激素处理正在发育的胚胎 , 能够使其性别发生逆转的时

期 , 被称为雌激素敏感期。Wibbles 等发现 , 雌激素敏感期和温度的变化密切相关 , 它

们之间很可能存在着协同效应。例如 , 在产生雄性的温度范围内 , 如果温度越接近于基

准温度 , 引起性逆转所需的雌激素的量就越小 , 说明温度和外源雌激素很可能是通过相

同的途径而起作用的。

值得注意的是 , 睾酮也可诱导卵巢的发生。在产生雌性的温度下 , 用睾酮并不能诱

导爬行动物胚胎发育为雄性 , 这是由于在爬行动物体内 , 睾酮可被芳香化 ( aromatiza-

tion) 成为雌二醇。非芳香化的雄性激素 , 如雄激素双羟基睾酮 ( DHT ) , 则可以诱导

胚胎发育为雄性。

许多生物学工作者认为 , 温度依赖型性别决定和遗传型性别决定很有可能共用一个

相同的信号转导通路。对于温度依赖型性别决定的爬行类动物来说 , 温度是其上游的决

定因子 , 而下游则可能也通过类似哺乳类的 SRY 基因来调控其性别决定。爬行类动物

中 , 已经在常染色体上找到了类似哺乳类动物的 SRY 基因 , 即 SRY 样基因 ( SRY re-

lated autosomal, Sra) , 但没有发现它们在爬行类动物的性别决定中起作用。爬行类动

物常染色体上的 Sra基因很可能是四足动物中 SRY的原始表现形式。在哺乳类中 , Sra

进化为 SRY , 而 Sra基因在其他四足动物中被保留下来。此外 , 与哺乳类性别决定有关

的所有基因在爬行类动物中均得到克隆 , 如 DAX1、WT1、SF1、SOX9 和 AMH 等 , 但

它们之间的关系 , 以及它们对性别决定的作用还不是十分清楚。
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(二 ) 盌和拖鞋样蜗牛的位置依赖型性别决定

盌 ( Bonellia viridis) 是一种海生的蠕虫 , 雌虫体形较大 , 有 5～ 6cm , 形状像豆

子 , 有一个长吻 , 吻的顶端分叉 ; 雄虫体形很小 , 没有消化器官 , 构造简单 , 体长仅为

雌虫的 1/ 500 , 像寄生虫一样生活在雌虫的子宫内。盌的幼虫是中性的 , 无雌雄之分 ,

在海水中自由游动。如果它落在海底 , 固着在石头上 , 就发育成雌虫。如果由于某种机

会 , 幼虫落在雌虫的长吻上 , 然后进入雌性的子宫中 , 这个幼虫就发育成了雄虫。若将

落在雌虫长吻上的幼虫取下 , 这个幼虫又变成中性的。由此 , 人们推测 , 在长吻上可能

存在类似激素的物质来影响其性别分化。

拖鞋样蜗牛 ( Crepidula formicata) 也是位置依赖型性别决定的一个例子。许多拖

鞋样蜗牛堆积在一起 , 形成一个小丘状 , 在此过程中 , 它们所处的位置决定它们的性

别。年幼的拖鞋样蜗牛是雄性 , 随着成熟 , 雄性的生殖系统开始退化 , 进入不稳定期。

如果一个拖鞋样蜗牛与雌性接触 , 它将变为雄性。如果将它与雌性分开 , 它又会变成雌

性。当大量的雄性拖鞋样蜗牛聚集在一起时 , 有些雄性会变为雌性。而当这些个体变成

雌性后 , 它们就不能再变回雄性。

环境依赖型性别决定模式有利也有弊。有利的是它不受 1∶1 性别比的限制 , 这对其

有性繁殖有好处 ; 不利的是环境的改变有可能只产生一种性别的个体 , 从而使一个物种

灭绝。如“全球变暖效应 ( global warming)”很有可能会影响到某些龟类和鳄鱼的性别

比例 , 从而影响到其繁衍生息。

三、性别决定基因———SRY

(一 ) 睾丸决定因子的发现

哺乳动物的睾丸决定依赖于 Y染色体的存在。XO型的小鼠和 XO型的人并不发育

出睾丸组织 , 而 XXY 型的人和小鼠也并不因为 X染色体数目多而发育为雌性。这意味

着 Y染色体的存在决定了睾丸的发生 , 从而也决定了其性别的分化。

自从 1959 年发现 Y 染色体与雄性性别决定有关之后 , 人们一直在寻找和分离决定

性别的基因 , 并推测 Y染色体上可能存在着指导睾丸分化的基因 , 这种基因在人类被

命名为睾丸决定因子 ( testis-determining factor , TDF ) , 在小鼠则常称为 Y 染色体上睾

丸决定因子 ( testis-determining gene on the Y , Tdy)。通过遗传学、生物化学及分子生

物学方法 , 以及利用对突变体的分析和研究 , 使 TDF 的搜索范围越来越小 , 从 3×10
4

～4×10
4

kb 减少至编码 80 个氨基酸的约 200 bp。

Jacobs 和 Strong 以及 Ford等首次证明 , 人类和小鼠的 Y 染色体上含有 TDF。1966

年 , Jacobs 等分析了移位和缺失的人 Y 染色体后得出结论 , TDF 位于 Y 染色体的短臂

Yp 上。这是寻找 TDF 过程中的一个重大进展。但遗憾的是 , 此后的 20 年间 , 人们一

直没有重视这一结果 , 甚至一度陷入 H-Y抗原是主要的睾丸诱导物的假说中。

H-Y 抗原最早是 Eichwald和 Silmser 在皮肤移植实验中发现的。他们在将雄性动物
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皮肤移植给雌性时 , 发现有排斥现象 , 而在雄性之间移植时却没有这种排斥。后来发

现 , 这是一种与 Y染色体共存的、雄性细胞表面特有的组织相容性抗原 ( histocompati-

bility an tigen) , 即 H-Y 抗原。抗鼠 H-Y 血清与人、鸟类和两栖类动物均有抗原 抗体交

叉反应 , 说明 H-Y抗原在进化上比较保守。并且 , 发生性逆转的 XX 雄性也表达 H-Y

抗原。这些似乎表明 H-Y抗原与雄性表型是一种因果关系。因此 , Wachtel等提出的 H-

Y抗原是主要睾丸诱导物的假说盛行了 10 余年 , 人们以为已经找到了位于 Y 染色体上

的 TDF。然而 , McLaren 发现了一些 XY 小鼠有睾丸 , 但 H-Y 抗原呈阴性 , 说明 H-Y

抗原的表达与睾丸的发育不总是相关。另外 , 也发现了许多 XX 男性中 H-Y 抗原呈阴

性。因此 , 关于 H-Y抗原决定睾丸分化的观点已被否定了。

在 H-Y抗原被否定后 , 人们又将研究重点转移到 Y 染色体短臂上。性逆转的发生

是指 XX男性和 XY 女性 , 发生率虽分别为 1/ 20 000 和 1/ 100 000 , 但为 TDF在 Y 染色

体短臂上的定位提供了一条方便的捷径。Y染色体短臂由两个功能区组成 , 即假常染色

体配对区 ( pseudoautosomal pairing region , PAPR ) 和 Y 染色体特有区。在减数分裂过

程中 , 由于 X和 Y 染色体之间在 PAPR 以外的区段上发生了异常交换 , 导致 Y 染色体

上缺失部分片段 , 而 X染色体上带有部分 Y 染色体片段 , 这种性染色体异常的个体常

常发生性逆转。在 XX男性的 X染色体上 , 带有来自 Y 染色体的短臂部分 , 他们的表

型为男性 , 说明其易位的 Y染色体片段中可能包含睾丸决定序列。用雄性特异的 DNA

探针进行缺失图谱分析显示 , TDF位于 Y染色体上邻近 PAPR 的 1 区上。以后又证实 ,

位于 1A2 区的一个编码锌指蛋白的基因序列 ZFY ( zinc finger protein gene of the Y) 就

是 TDF。ZFY 是一种高度保守的 DNA 结合蛋白 , 具有转录调节因子的功能。小鼠 Y

染色体上具有两个 ZFY 同源基因 , 即 Zfy1 和 Zfy2。然而 , 在 3 个 XX 男性和一个 XX

兼性患者中 , 虽然 ZFY缺失 , 但 1A1 区却仍然存在。这表明 ZFY不是 TDF , 睾丸决定

基因可能是在 1A1 区上。对有袋类动物 ZFY 的遗传学研究也表明 , 原兽亚纲动物睾丸

的形成类似于真兽亚纲动物 , 同样取决于 Y 染色体的存在 , 但其 ZFY 基因却位于常染

色体 , 而非 Y染色体上。此外 , 小鼠的 Zfy-1 和 Zfy-2 基因只在生殖细胞中表达 , 在胎

儿性腺原基中的体细胞内却没有表达 , 表明可能与胎儿性腺原基中的体细胞无关。由于

体细胞在睾丸分化起着关键性作用 , 而与生殖细胞无关 , 以上这些结果均表明 ZFY 并

不是 TDF 基因。

1990 年 Sinclair 等利用染色体步移法 , 在 Y染色体短臂上找到了一个足以引起雄性

化的更小区段。将这一 35kb 的片段克隆后作为探针 , 分别与不同性别的人、小鼠和牛

基因组进行 DNA杂交 , 并与兔、猪、虎、猩猩和马等动物的基因组 DNA 杂交 , 都检

测到了雄性特异的带。根据它在染色体上的位置 , 将其命名为 Y - 染色体性别决定区

( sex-determining region of Y chromosome) , 即 SRY。同年 , 在小鼠中也发现了类似的同

源序列 , 称为 Sry。

(二 ) SRY基因

1 . SRY基因的特性

人和小鼠的 SRY/ Sry 基因在 Y染色体短臂上的位置有所不同 , 小鼠的 Sry 基因位
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于一个至少 17 kb 的倒置重复序列内部 , Sry 基因两侧的碱基序列几乎是相同的 , 而人

的 SRY 基因则位于距假常染色体区界 35 kb 的区段内 , 两侧无倒置重复序列。由于人

的 SRY 基因紧靠 X和 Y 染色体发生配对与交换的假常染色体配对区 , 人比小鼠更易发

生由于染色体的异常互换而造成的性逆转现象。

比较人、兔和小鼠的 SRY/ Sry 基因序列发现 , SRY 基因无内含子结构 , 转录单位

全长约 11 kb。该基因有一多聚腺苷酸位点 (AATAAA) 和两个转录起始位点 , 其间是

一开读框架 ( open-reading frame , ORF ) , 这一序列高度保守 , 属于高移动性 DNA结合

区 ( high mobility group box, HMG box)。SRY编码一个 204 个氨基酸的蛋白 , 其中高

移动性 DNA结合区编码 79 个氨基酸。含有高移动性 DNA 结合区的蛋白质是一族具有

DNA结合特性的 DNA 结合蛋白。SRY 在进化上具有的高度保守性也是指这一区域。

不同动物的高移动性 DNA结合区具有很高的同源性 , 但高移动性 DNA 结合区以外的

氨基酸序列没有同源性。对 SRY进行的突变实验表明 , 在哺乳动物的进化中高移动性

DNA结合区是 SRY蛋白惟一的功能区。当高移动性 DNA 结合区突变或缺失后 , 会因

失去结合 DNA的能力而导致性逆转。

在小鼠中发现 , Sry可诱导某些 DNA弯曲 85 度形成一个类似十字形的结构 , 然后

与之结合。然而 , Sry 可以无序列限制性地与十字形结构的 DNA 结合。当 DNA 弯曲

后 , 其转录受到影响。在生殖嵴中 , SRY 的高移动性 DNA结合区与睾丸决定途径中的

某些 DNA结合 , 改变其转录方式 , 从而指导睾丸分化。因此 , SRY 蛋白质是作为一种

转录调节因子起作用的。

2 . SRY与睾丸分化

小鼠中 , Sry 基因在生殖嵴中表达的时间范围很窄 , 自妊娠第 10 .5 天开始 , 在第

11 .5 天达到峰值 , 第 12 . 5 天时表达水平下降 , 到第 13 .5 天后已检测不到 Sry 的表达。

这段时间正是在生殖嵴分化之前 , 因为小鼠胚胎在第 12 .5 天时 , 支持细胞迅速增殖 ,

在雄鼠形成睾丸索 , 在雌鼠则发生卵母细胞的减数分裂。在发育过程中 , Sry 基因的表

达仅限于生殖嵴的体细胞结构中 , 但在成年睾丸中也可见到 Sry 的环形非翻译的转录产

物。已在另外几种哺乳动物的生殖嵴中检测到 SRY 基因的表达。最早可在猪妊娠第 21

天的 XY胚胎的未分化生殖嵴中检测到 SRY基因的表达 , 到第 23 天时达到峰值。但一

直到妊娠第 52 天时仍可检测到 SRY的表达。绵羊胚胎中 , 最早可在妊娠第 23 天检测

到 SRY 表达 , 在妊娠第 27～44 天间达到峰值 , 但一直到妊娠第 21 周 (即出生时 ) 仍

可检测到 SRY 的转录产物。利用原位杂交发现 , 最早可在 XY人妊娠第 41～44 天的生

殖嵴中检测到 SRY 表达 , 在第 44 天时达到峰值 , 但在妊娠第 18 周的睾丸索中仍可检

测到。

睾丸的分化只与体细胞有关 , 而与生殖细胞无关。当用二甲磺酸丁二醇二酯

( busulfan) 破坏生殖细胞后 , 大鼠胚胎仍能形成正常的睾丸。由此推断 , Sry 是在体细

胞中表达并诱导睾丸的分化。在雄性胚胎和雌性胚胎构成的嵌合体小鼠中 , 嵌合体的性

别依赖于支持细胞的数量 , 因为几乎所有的支持细胞均含有 Y 染色体 , 很可能支持细

胞的前体细胞 ( pro-Sertoli cell ) 控制性别决定。然而 , 在成年小鼠睾丸中 , Sry 的表达

依赖于生殖细胞。XX雄性小鼠因缺少生殖细胞 , 其睾丸中并不表达 Sry。因此 , Sry 在
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胚胎时期和成年睾丸中可能具有不同的功能。

另外 , 在小鼠的着床前胚胎中也有 Sry 表达。在小鼠 2 细胞期胚胎和胚泡中 , 可检

测到 Sry 转录产物 , 而在 4～8 细胞期胚胎和桑椹胚中则无 Sry 表达。所有的雄性胚胎

在胚泡腔形成时 , 均可检测到 Sry转录。而且 , 当发育到晚期胚泡时 , Sry 的转录水平

提高 , 可达到每个细胞拥有 40～100 个拷贝。这说明着床前小鼠胚胎中已经存在雌雄异

型的基因表达形式。较高水平的 Sry 转录可能预示着 Sry 早在性腺分化之前 (第 8 天 )

就对性别决定开始起作用。

3 . 转基因小鼠的研究及 XY女性的 SRY突变分析

Koopman等将含有 Sry基因的 14 kb 的片段注射到 XX 雌性小鼠的受精卵原核中 ,

可使这些胚胎发育成雄性小鼠。转基因小鼠表现出正常的雄性第二性征和交配行为 , 其

睾丸中虽无精原细胞产生 , 但显示出正常的激素功能。对这一 14 kb 的片段进行序列分

析发现 , 除 Sry 外并不含有其他基因 , 这表明仅 Sry 基因就可导致小鼠的性逆转。此

外 , 当 Y染色体上缺失包括 Sry 在内的长 11 kb 的片段时 , XY 小鼠表型为雌性 , 并具

有正常的繁殖能力 , 能将突变的 Y 染色体遗传给后代。这些研究表明 , 在小鼠中 Sry

是惟一的性别决定基因。

对 41 例 XY女性的 SRY编码区进行 PCR 扩增及序列分析后发现 , 由于 SRY基因

发生突变而造成了性逆转 , 并且所有这些突变均发生于高移动性 DNA 结合区中 , 表明

高移动性 DNA结合区在性别决定中起重要作用。

以上事实表明 , 睾丸决定基因很可能就是 SRY 或 Sry , 但目前仍有许多问题需进一

步探讨。尽管将 Sry 基因转入 XX的雌性小鼠胚胎后 , 所得到的雄性小鼠在其他方面与

正常雄鼠一样 , 但睾丸却比正常的小 , 而且这种小鼠是不育的 , 这可能是由于缺少 Y

染色体上的其他基因造成的。另外 , 在一些 XY女性中 , SRY基因虽然没有发生突变 ,

但却不能产生睾丸。在小鼠的 4 条常染色体上 , 还发现一些与 Y 染色体具有很高同源

性的 DNA序列 , 而且这 4 条常染色体基因可能也参与睾丸的决定。

四、参与性别决定的常染色体和 X染色体基因

近年发现 , X染色体和常染色体上某些位点的突变也与性逆转有关 , 表明 SRY 并

非决定性别的惟一基因 , 其他还有一些基因也介入了性别决定过程。

(一 ) AMH

AMH 为抗 Müllerian 管激素 ( anti-Müllerian hormone ) 的缩写 , 也称 为 MIS

( Müllerian inhibiting substance)。AMH 为一 560 个氨基酸残基的糖蛋白 , 由支持细胞产

生。当小块的胚胎睾丸或分离的支持细胞与中肾管 (也称为 Wolffian 管 ) 及副中肾管一

起培养时 , 副中肾管肥大 , 但中肾管则无变化。副中肾管肥大是由于细胞死亡 , 以及管

的上皮细胞转变为间充质细胞或者迁移到别的部位所致。副中肾管对此激素仅在很短的

时间内起反应。到接近出生时 , 睾丸停止分泌这种因子。
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小鼠的 AMH 基因具一启动子序列 , 可结合 Sry 蛋白 , 很可能 Sry 直接激活 AMH

基因的转录。AMH的主要功能很可能是促进雄性中副中肾管的退化。在人中 , AMH

是由胎儿的支持细胞产生的一种糖蛋白 , 属于 TGF-β超家族。在性腺发育中 , AMH 的

主要作用是在人妊娠第 8～ 10 周的短时期内 , 引起副中肾管自头到尾的逐级退化。

AMH主要是结合到间充质细胞上表达的 AMH的 II 型受体 , 引起副中肾管上皮细胞的

凋亡。将 AMH或 AMH 的 II 型受体基因敲除后 , 这些小鼠的副中肾管及其衍生结构并

不退化 , 睾丸可完全下降 , 并能产生有功能的精子。这些动物也具有正常的雄性和雌性

生殖道。

(二 ) SOX9 和 SOX3

利用与 SRY基因的同源性 , 已分离到其他含高移动性 DNA结合区的基因。在分离

到的基因中 , 将高移动性 DNA结合区内与人 SRY或小鼠 Sry 的相似性在 60 %以上的基

因 , 称为 SOX ( SRY-like HMG box) 基因。

CD综合征 (campomelic dysplasia) 是一种通常致死的先天性骨骼发育异常综合征 ,

并伴有高频的 46、XY性反转 , 说明导致 CD综合征的基因可能也参与了睾丸的决定和

发育。将引起 CD综合征的基因分离后 , 根据其结构特点命名为 SOX9。该基因含有两

个内含子及一个开读框 , 能编码 509 个氨基酸残基 , 与 SRY 基因具有 71%的同源性 ,

在进化上十分保守。虽然 SRY 基因仅在哺乳动物中表达 , 但 SOX9 基因在几乎所有的

脊椎动物中均存在。尽管有 SRY 基因存在 , 当 SOX9 基因仅有一个功能性拷贝时 , XY

个体常发育成女性。而且 , 如没有 Y染色体 , 但具有一个额外的 SOX9 拷贝时 , XX 个

体则常发育为雄性。SOX9 基因在男性和女性的早期生殖嵴中低水平表达 , 但在正在发

育的卵巢中则停止表达。SRY 基因开始表达后不久 , SOX9 基因在正在发育的睾丸中的

表达便上调。SOX9 基因在支持细胞中的表达一直持续到成年期。SOX9 的下游靶分子

很可能是 AMH基因。SOX9 能结合到 AMH的启动子区 , 可协同激活 AMH 的转录。

目前认为 , SOX9 是一个常染色体上与性别分化有关的基因 , 参与控制睾丸发育。

在控制骨骼发育过程中 , SOX9 基因才是关键因素。SOX9 基因突变必然导致 CD综合

征的发生。在性别发育过程中 , SOX9 基因只是以某种方式 , 在一定程度上参与控制睾

丸的发育。所以 , CD综合征病人可能表现为常染色体性逆转的女性 , 但 SOX9 基因突

变并不总是引发性逆转。

SOX3 位于 X染色体上 , 是与人 SRY 和小鼠 Sry 同源性最高的基因 , 主要在神经

系统和胚胎生殖嵴的发育中起作用。在 SOX 家族中 , SOX3 最接近于 SRY/ Sry , 表明

它们可能源于一个共同的祖先基因。

(三 ) WT1

WT1 为威尔氏瘤抑制基因 1 ( Wilms�tumor suppressor gene 1 ) 的缩写。人 W T1 基

因位于第 17 号染色体 , 与威尔氏瘤的发生有关。威尔氏瘤是一种由于中肾芽基异常扩

增而导致的胚胎肾肿瘤。W T1 可与许多基因的特定的上游序列发生作用 , 可抑制它们

·253· 生殖生物学



的转录。这些基因包括许多编码生长因子及其受体的基因。W T1 基因突变后 , 无法调

节某些基因的转录 , 使病人患 Deny�s Drash 综合征 , 产生威尔氏瘤 , 并发生性逆转及性

腺发育异常等。在 W T1 发生突变的杂合体人中 , 除肾脏异常和产生威尔氏瘤外 , 在遗

传性别为男性的人中发生尿道下裂 ( hypospadias) 及隐睾 (cryptorchidism) , 而在遗传

性别为女性的人中 , 其性腺由未分化的间充质细胞条组成。在 WT1 基因敲除的小鼠

中 , 尽管原始生殖细胞可进入即将形成性腺的组织中 , 但生殖嵴正常的增厚过程却不能

进行。在小鼠和人的正常胚胎中 , W T1 基因在性腺未分化期的生殖嵴中表达的时间早

于 SRY基因的表达。因此 , WT1 基因的产物———锌指转录因子 (zinc-finger transcrip-

tion factor) 可能直接或间接地诱导 SRY 基因的表达。

(四 ) SF-1

SF-1 为类固醇生成因子 ( steroidogenic factor-1 ) 的缩写。SF-1 为一 DNA 结合蛋

白 , 是孤核受体 ( orphan nuclear receptor) , 属于转录因子的核激素受体家族。SF-1 最

主要的功能是可结合到启动子区 , 来调节类固醇羟基化酶 ( steroid hydroxylase enzymes)

的表达。这些酶可催化胆固醇转化为睾酮的过程。SF-1 也参与未分化性腺的发育过程。

在雌性或雄性性腺分化以前 , SF-1 在小鼠的生殖嵴中表达。将此基因敲除后 , 所得到

的雌性或雄性小鼠没有性腺。

SF-1 可能在睾丸的早期发育中也起作用。当未分化期的性腺开始分化时 , 可检测

到 SF-1 在睾丸中的表达 , 但在卵巢中不表达。而且 , SF-1 可特异性地结合到 AMH 基

因的启动子区。由于睾丸中 SF-1 的表达稍晚于 SRY 基因 , 很可能 SRY 基因激活 SF-1

基因的表达。作为一种转录因子 , SF-1 可调节细胞色素 P450 羟化酶 (一种可催化大多

数类固醇激素合成的酶 ) 的组织特异性表达 , 还可调节肾上腺和性腺中许多基因的表

达 , 如 3β- 羟基类固醇脱氢酶、促肾上腺皮质激素受体等基因。SF-1 突变后 , 会阻碍

睾丸和卵巢的形成。对 SF-1 转基因小鼠的研究表明 , SF-1 还可调节 AMH基因的表达。

因此 , SF-1 可调控雄性表型发育所需的睾酮和 AMH 的合成过程。

当小鼠胚胎的性腺原基开始分化时 , SF-1 在雄性胚胎中的表达开始增加 , 但此时

在雌性胚胎中的转录水平却降低 , 表明持续表达的 SF-1 可能会抑制雌性性别分化。而

且 , SF-1 基因敲除的小鼠发生由雄性向雌性的性逆转。SF-1 和 WT1 可形成异源二聚

体 , 增强依赖 SF-1 的 AMH启动子的转录激活作用。

(五 ) DAX 1

DAX 1 为 dosage sensitive sex-reversal-adrenal hypoplasia congenital-critical region of

the X chromosome gene 1 的缩写。在具 46 条染色体的 XY 女性患者中 , 都有 Y 染色体

及整个 SRY基因 , 但未发育为男性。这些患者的肾上腺发育不全 , 而且这些患者都具

有 X染色体短臂的部分重复 , 由此推测这一区域含有一个剂量敏感性逆转 ( dosage sen-

sitive sex reversal , DSS ) 基因。目前 , 已从 DSS区域中克隆了 DAX1 基因 , 位于 Xp 区

的一个 160 kb的区域。由于 XY个体中的两个 DAX1 拷贝导致生殖器官女性化 , DAX1

·353·第十一章  性别决定与性腺发育



基因很可能在女性的性别决定及卵巢的正常发育过程中起重要作用。另外 , DAX1 基因

的突变也可解释一些 XX男性中的性逆转。

DAX1表达的时相与 SRY 相同 , 即在小鼠受精后第 11 .5 天时表达 , 且在 XX 和

XY 胚胎的生殖嵴中表达 , 表明可能参与性别决定。当睾丸发育时 , DAX1 的表达明显

降低。但当卵巢发育时 , DAX1 基因的表达则不变。在正常情况下 , 雄性个体中 DAX1

基因只有一个拷贝 , 不足以抑制 SRY 基因的表达。但若有两个活性拷贝时 , 可导致

SRY 个体发育为女性。在正常的雌性个体中 , DAX1 虽然只有一个拷贝 , 但因无 SRY

基因的抵抗作用 , 所以使卵巢得以正常分化。此外 , DAX1 与 SF-1 也可形成异源二聚

体 , 抑制 SF-1 介导的转录。SF1 也可结合于 DAX1 上游的启动子以诱导 DAX1 的表达 ,

表明 W T1 与 SF-1 和 DAX1 可以协同作用调节睾丸的发生。

总之 , 性别决定是一个以 SRY基因为主导的 , 由多基因参与的、有序协调的过程。

除了以上介绍的几种基因外 , 还有一些基因也参与性别决定过程。表 11-1 中列出了在

哺乳动物中已发现与性别决定有关的基因。图 11-1 示性别决定相关基因在性腺及生殖

道发育过程中的作用途径。

表 11-1  哺乳动物中已发现的性别决定基因 (引自桂建芳、易梅生 , 2002)

基因

缩写 全称
基因功能

SRY

( Sry)

sex-dete rmining region of Y chromosome 为哺乳动物睾丸决定因子 , 启动睾丸的分化 ,

是睾丸发育负调节的抑制子

AM H

( M IH )

anti-Müller ian hor mone

( Müller ian inhibi ting subst ance)

使雄性体内的副中肾管退化 , 阻止其发育成雌

性生殖器官

SOX9 �SRY-like HMG box gen e 9 �与人睾丸决定有关 , 突变后可导致产生 46 �XY

性反转

WT 1 �Wilms�tumor suppressor gen e 1 �可能在性别分化的早期参与 SRY 的激活

SF-1 �steroidogenic factor-1 +可能是 AMH 基因的直接调控者 , 是 AMH 基

因激活所必需的 , 在 Sry表达之前启动性腺和

肾上腺的发育

DAX-1 �dosage sensit ive se x-reversal-adrenal hypoplasia con-

genital-c rit ical reg ion of the X chromosome gen e 1 �

决定雌性发育 , SRY 仅能抑制其一份剂量

DMRT double sex a nd mad-3 7related transcript ion factor 1 决定睾丸分化和精子发生

R BM RN A binding motif 精子细胞发生

DAZ d elet ed in Azooepermia 精子细胞发生

SOX-5 �SRY-like HMG box gen e 5 �精子细胞发生

SOX-6 �SRY-like HMG box gen e 6 �精子细胞发生

SOX-17 �SRY-like HMG box gen e 17 �精子细胞发生

·453· 生殖生物学



图 11-1  示性别决定相关基因在性腺发育中的作用

(引自 Larsen WJ , 2002)

第二节  性腺的发育

哺乳动物的绝大多数器官原基只能分化为特定类型的器官 , 如肾原基仅能形成肾 ,

而肝原基仅能形成肝。但性腺原基具有双向分化潜能 ( bipoten tial)。性腺原基在发育过

程中有两种选择。在不同的性染色体构成的情况下 , 既可以发育为卵巢 (ovary ) , 也可

以发育为睾丸 ( testis)。在胚胎发育的一个特定时期 , 哺乳动物的性腺发育首先要经历

一个未分化期 , 此时性腺原基既无雄性又无雌性特征。性腺原基分化的形式决定着性器

官的发育及个体性特征的形成。性腺出现在性别分化之后。

在人第 4 周胚胎背壁中线的两侧 , 即背肠系膜的两侧 , 各出现一条纵嵴 , 向腹膜腔

突出 , 即形成尿生殖嵴 ( urogenital ridge)。在第 5 周时 , 两个尿生殖嵴的体腔上皮细胞

增厚 , 中胚层的中部出现一条纵沟 , 将其分为内、外两部分。其中外侧分化为中肾 , 内

侧部分的间质不断增殖 , 向腹膜腔突出 , 形成两条生殖嵴 ( genital ridge) , 即性腺原

基。人胚胎可以保持性未分化状态直至第七周。在性未分化期 , 生殖嵴上皮增殖成为疏

松结缔组织的间充质 , 这些上皮层形成性索 ( sex cord )。在第六周时 , 性索迁移到性腺

的生殖细胞周围。在 XX及 XY 性腺中 , 性索都与表面上皮相连。在人妊娠第 6 周末 ,
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男性和女性的生殖系统在外形上仍无差别 , 而一些细胞水平的微小差异可能已经产生

了。在男性和女性中 , 未来性腺的皮质区和髓质区中均有生殖细胞和性索。完整的中肾

管和副中肾管并行排列。生殖系统的两性期 (ambisexual ) 或性未分化期 ( sex indiffer-

ent phase) 自第 6 周末结束 , 从第 7 周开始分别向男性或女性发展 (图 11-2 )。

图 11-2  示性腺及生殖管道的发育过程 (引自 Gilber t SF , 1994 )

A . 性未分化期 ; B . 分化为雄性生殖系统 ;

C . 分化为雌性生殖系统。

性腺的分化发生于原始生殖细胞到达生殖嵴之后 , 但尚不清楚是到达性腺的原始生

殖细胞促进了性腺的分化 , 还是性腺在分化过程中吸引了原始生殖细胞。当生殖嵴发育

达到一定大小时 , 到达生殖嵴的原始生殖细胞迅速分裂增殖 , 此时的体细胞组织也相应

增殖。以后 , 主要由中肾内侧的一些细胞分化 , 构成生殖嵴的原始髓质 , 而生殖嵴上皮

本身则构成了原始皮质。上皮细胞继续向实质内生长构成细胞团索 , 并携带上皮间的原

始生殖细胞一同进入 , 这些细胞索就是原始性索。此期无性别差异 , 性腺尚未分化。

雄性生殖系统发育的第一个事件是 SRY 蛋白在性索细胞中精细作用的结果。在

SRY 蛋白的影响之下 , 位于初级性索髓质区的细胞开始分化成支持细胞 ( Sertoli cell ) ,

而位于皮质性索区的细胞则退化。只有当具有 SRY 基因且能产生 SRY蛋白时 , 性索细

胞才能分化成支持细胞。如果缺乏 SRY 蛋白 , 性索则分化为卵巢的卵泡。

在人妊娠第 7 周时 , 正在分化的支持细胞组织形成睾丸索或精索 ( testis cord)。在

青春期 , 这些与生殖细胞相连的睾丸索变得空心化 , 分化形成曲细精管 ( seminiferous

tubules) 系统。将来的曲细精管远端的睾丸索也发育形成腔 , 并分化形成一套薄壁的

管 , 称为睾丸网 ( rete testis)。在正在发育的性腺中央 , 这些睾丸网的小管与残留的
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5～12个中肾小管相连。这些中肾小管以后变为输精管 ( vasa deferentia 或 spermatic

duct ) (表 11-2 )。在妊娠第 7 周时 , 睾丸开始变圆 , 而且与中肾的接触区域也减小。由

于中肾会对正在发育的性腺施加向女性发育的一些影响 , 与中肾接触区域的减少对于睾

丸的发育很重要。当睾丸继续发育时 , 一层称为白膜 ( tunica albuginea) 的结缔组织将

退化的皮层性索与体腔上皮隔开。

在髓质性索中 , 支持细胞的前体细胞与原始生殖细胞的直接接触对于雄性配子的发

育起关键性作用。这种细胞间的相互作用在原始生殖细胞到达将来的生殖嵴区不久便建

立了 , 其作用是抑制原始生殖细胞进行有丝分裂 , 并阻止生殖细胞进入减数分裂过程。

直到青春期 , 生殖细胞才进行有丝分裂 , 分化成精原细胞后开始精子发生过程。正当支

持细胞的前体细胞对 SRY 蛋白发生应答而进行形态学分化时 , 这些细胞开始分泌

AMH。在雄性胚胎中 , 支持细胞的前体细胞分泌的 AMH 可使妊娠第 9～10 周的副中

肾管迅速退化 (图 11-3)。AMH主要是与副中肾管周围的间充质细胞上的 AMH 受体相

结合。在受体激活后 , 间充质 上皮细胞的信号通路诱导了副中肾管的退化。但在成年

男性中 , 仍可见到小的副中肾管的残留物 , 仅剩一个与睾丸相连的小帽状组织 , 称为睾

丸附件 ( appendix testis) , 以及前列腺尿道的一个膨大部位 , 称前列腺囊或雄性子宫

( ut riculus prostaticus)。但在雌性胚胎中 , 副中肾管并不退化 (图 11-2)。

在人妊娠第 9 或 10 周 , 可能是受到支持细胞的前体细胞分泌的 SRY 蛋白的作用 ,

生殖嵴中的间充质细胞分化形成睾丸间质细胞 ( Leydig cell)。睾丸间质细胞分泌的睾酮

可促进中肾管的存活。在发育的早期 , 睾酮的分泌是受胎盘来的 hCG的控制。在以后

的发育中 , 男性胎儿的垂体促性腺激素开始控制睾酮的分泌。

图 11-3  示人男性性别分化过程中的主要阶段 (引自 Hughes IA, 2001)

图中曲线为胎儿血液中的睾酮浓度。支持细胞处于活性状态表示所分泌的 AMH

引起副中肾管的退化。睾丸间质细胞处于活性状态表示所分泌的睾酮诱导男性性

别的分化

在妊娠第 8～12 周之间 , 最初分泌的睾酮刺激中肾管转变为输精管 ( vasa deferenti-

a )。每个中肾管最顶头的部位退化后 , 可见到一个残留物 , 为附睾附件 ( appendix epi-

didymis)。靠近将来睾丸的那部分输精管分化成卷曲的附睾。第 9 周时 , 在附睾区的

5～12根中肾管与将来睾丸网的细胞索相接触。

异性孪生母犊不孕 ( freemar tin calves ) 是由于雌性胎儿与雄性的孪生胎儿共同在子

宫中生存导致的。这些母牛虽然具有卵巢 , 但与公牛一样缺乏由副中肾管形成的器官 ,
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因此是不孕的。其中最主要的原因是公牛血液中的 AMH流入雌性胎儿中后 , 诱导了副

中肾管的退化。在罕见的情况下 , 遗传性别为男性的人也会存在副中肾管。在这些男性

中 , 已证实 AMH 和 AMH的受体基因发生了突变。这些结果表明 , 副中肾管的退化是

一个主动的过程 , 而不是副中肾管生长停滞的结果。

如胎儿性别为 XX, 则生殖细胞停留在性腺的表面 , 性索退化而不是增殖。然而 ,

上皮不久就形成一套新的性索 , 但并不穿入间质深层 , 只停留在器官的外表 , 因此也叫

皮质性索 (cortical sex cord )。这些性索分离成小团 , 每一团包围一个生殖细胞。当生

殖细胞变成卵母细胞时 , 周围的上皮性索将分化成卵泡颗粒细胞 ( granulosa cell)。卵巢

的间充质细胞分化为卵泡膜细胞 ( thecal cell)。卵泡颗粒细胞与卵泡膜细胞共同形成卵

泡 , 它们一方面包围卵子 , 另一方面分泌类固醇激素。在雌性中 , 副中肾管保持完整 ,

将分化为输卵管、子宫、子宫颈及阴道上部 (表 11-2 )。中肾管在无睾酮的情形下退

化。

在雌性胚胎中 , 体细胞来的性索细胞中并不具有一个 Y染色体或 SRY 区域 , 不会

产生 SRY蛋白 , 因此不会分化成支持细胞。在缺乏支持细胞和 SRY 蛋白的情况下 ,

AMH、睾丸间质细胞和睾酮也就不会产生 , 也不会刺激雄性生殖道及副性结构的发育 ,

使得雌性的发育得以继续。

在遗传性别为女性的人中 , 初级性索发生退化 , 生殖嵴的间皮 ( mesothelium) 形

成次级皮质性索。以后 , 这些次级皮质性索将原始生殖细胞包围后形成卵巢的卵泡细

胞。男性中 , 在减数分裂开始前 , 支持细胞的前体细胞一直抑制生殖细胞的发育。在雌

性胎儿中 , 原始生殖细胞分化成卵原细胞 (oogonium)。在与周围的卵泡细胞建立紧密

的相互作用之前 , 这些卵原细胞进入第一次减数分裂 , 发育为初级卵母细胞。在青春期

前 , 这些卵泡细胞可阻止生殖细胞的进一步发育。在青春期开始后 , 每个卵母细胞都有

可能对促性腺激素发生应答后 , 启动卵子发生过程。

小鼠的性腺发育大约在交配后第 10 天开始 , 以前肾或中肾表层加厚成嵴的形式形

成生殖嵴 , 此时尚无性别差异。到第 12 天时 , 雌雄性别间的差异才表现出来。

因此 , 哺乳动物 XX和 XY性别的胎儿都具有中肾管和副中肾管两套生殖导管和未

分化的性腺。在正常的雄性或雌性中 , 只应含有一套生殖导管 , 另一套则退化。副中肾

管退化是由 XY胚胎的睾丸支持细胞分泌的 AMH引起的。随后 , 睾丸间质细胞分泌的

睾酮 , 可诱导中肾管发育为雄性生殖器官。如没有睾丸 , 也就没有 AMH 和睾酮 , 则中

肾管退化 , 但同时形成适宜副中肾管发育的环境 , 使性腺原基发育为卵巢。由卵巢产生

的雌性激素使副中肾管发育为阴道、子宫颈、子宫及输卵管 (图 11-2 )。因此 , 可以认

为向雌性发育是人胚胎的基本发育路径。但在雄性 , SRY/ Sry 的存在使雄性激素 AMH

和睾酮得以分泌 , 从而阻止了这一途径 , 同时启动了睾丸的发育。

AMH 为一同源二聚体 , 可由胎儿和成体睾丸的支持细胞及出生后胎儿卵巢的颗粒

细胞分泌。在小鼠中 , AMH 最早在第 12 天胚胎的睾丸和出生后第 6 天小鼠的卵巢中表

达。AMH 的表达水平在雄性胎儿发育期间最高 , 在成年睾丸中则维持低水平。在体

外 , AMH可诱导大鼠胎儿的卵巢形成曲细精管状结构。在雌性转基因小鼠的卵巢中 ,

由于持续表达人的 AMH , 这些小鼠缺乏生殖细胞 , 而且性腺中的体细胞也具有曲细精

管状结构。
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性别分化的遗传基础是 X和 Y 性染色体 , 它们决定了雄性和雌性各自的发育路径。

但性别发育的后期阶段则不仅仅由性染色体控制 , 很多常染色体上编码的激素和其他因

子也参与其中。

表 11-2  生殖系统的分化与发育 (引自 Gilbert SF , 1994)

性腺的类型 睾丸 卵巢

性索 髓质 (内层 ) 皮质 (外层 )

保留的管 中肾管 副中肾管

管的分化 输精管、附睾、精囊腺 输卵管、子宫、子宫颈、阴道的上部

第三节  原始生殖细胞的迁移

在动物的整个生命周期中 , 生殖细胞保证了各代之间的连续。在大多数动物中 , 生

殖细胞不是在生殖腺中产生的。原始生殖细胞是在胚胎发育过程中迁移到生殖嵴的。

一、生殖质及原始生殖细胞

在爪蟾中 , 受精后在卵的植物极形成的生殖质 ( germ plasm) , 位于由小的皮层细

胞质区域聚集形成的、没有卵黄的小岛内。这些小岛沿微管排列的方向向植物极迁移 ,

在卵裂过程中定位于最靠近植物极的细胞中。如果将微管破坏后 , 生殖质就不能迁移到

植物极 , 导致所形成的蝌蚪中没有生殖细胞。在原肠形成期间 , 具有生殖质的这些细胞

形成囊胚腔底部的内胚层。但一直到原肠形成后 , 这些细胞才决定形成生殖细胞。如在

原肠形成以前将这些细胞移植到胚胎的其他区域 , 则这些细胞仍然会形成体细胞。

哺乳动物和鸟类中 , 在卵裂期的胚胎中没有生殖质。哺乳动物和鸟类的原始生殖细

胞来源于原肠期胚胎的表胚层。这些原始生殖细胞的特化过程涉及细胞与细胞之间的相

互作用。小鼠中 , 最早可在受精后第 7 天的胚胎中检测到生殖细胞 , 它们位于紧靠原条

后部的表胚层中。这 8～10 个细胞比周围的细胞要大 , 而且这些细胞为碱性磷酸酶阳

性 , 所以很容易检测到。如果将这些细胞去除后 , 所形成的胚胎中就缺乏生殖细胞。对

于生殖细胞产生过程中诱导性相互作用的实质仍不了解 , 但有证据表明 , 胚外外胚层分

泌的骨形态发生蛋白 4 ( BM P4 ) 是一个重要的决定因素。在 BMP4 基因敲除的小鼠

中 , 没有生殖细胞。而且 , 在 BM P4 基因的杂合子小鼠中 , 所形成的生殖细胞的数目

也有所减少。BMP4 信号通路可维持转录因子 Oct-4 的表达。Oct-4 起初在整个内细胞

团中表达 , 到原肠形成期间则仅在将形成原始生殖细胞的那些表胚层细胞中表达 , 以后

就仅在生殖细胞中表达。

目前 , 常用碱性磷酸酶来检测原始生殖细胞。原始生殖细胞的高尔基复合体及细胞

膜上碱性磷酸酶呈强阳性 , 并且在原始生殖细胞迁移途中也持续表达碱性磷酸酶 , 所以

用碱性磷酸酶可以很容易地把原始生殖细胞和它周围的细胞区别开来。

人受精后第 4 周时 , 原始生殖细胞出现在靠近尿囊的卵黄囊壁的内胚层中 , 呈圆
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形、体积较大、嗜碱性。原始生殖细胞从这里开始以阿米巴运动 , 沿着背肠系膜向生殖

嵴的部位迁移。在第 6 周时 , 约有 1000 个原始生殖细胞进入生殖嵴中。

关于小鼠原始生殖细胞的起源 , 普遍认为来源于卵黄囊内胚层 , 然后由后肠内胚层

和尿囊基部向胚胎内迁移 , 最终经背肠系膜达到两侧的生殖嵴 (图 11-4 )。小鼠胚胎在

交配后第 7 天时 , 发育至原肠中期。此时若将胚胎的胚外中胚层去掉 , 则发育出的胚胎

就没有生殖细胞。原肠中期约有 8 个体积较大的原始生殖细胞 , 以后这些细胞逐渐向内

中胚层迁移 , 再经尿囊到达内胚层。第 8 天时 , 原始生殖细胞位于后肠内胚层和尿囊基

部 , 然后再迁移到相邻的卵黄囊 , 并在卵黄囊后部集中。最后 , 原始生殖细胞沿后肠迁

移至背肠系膜 , 并在此分为两群 , 分别迁移到左侧生殖嵴和右侧生殖嵴中。在交配后第

10 天时 , 大多数原始生殖细胞已经到达生殖嵴。以后 , 原始生殖细胞便失去迁移能力。

到第 13 天时 , 原始生殖细胞停止迁移。这些原始生殖细胞在睾丸中停滞在有丝分裂期 ,

而在卵巢中则停滞在减数分裂期。没有到达生殖嵴的原始生殖细胞则进入周围的器官 ,

如肾上腺和肾。

图 11-4  示原始生殖细胞的起源、迁移及增殖过程 (改绘自 Larsen WJ, 2002 ; Gilber t SF , 1994 )

A. 原始生殖细胞 ( PGCs ) 起源于卵黄囊内胚层 ; B . 原始生殖细胞自后肠及背肠系膜迁移进入

生殖嵴中 ; C . 原始生殖细胞进入雌性或雄性性腺中。

二、原始生殖细胞在迁移过程中的增殖

小鼠原始生殖细胞在迁移过程中以及到达生殖嵴后两天内 , 均迅速分裂 , 数目由原

来不到 100 个 , 快速增加到大约 25 000 个。在迁移过程中 , 许多生长因子对原始生殖

细胞的增殖有调控作用 , 如干细胞因子 ( SCF )、白血病抑制因子 ( LIF )、肿瘤坏死因

子α ( TNFα)、碱性成纤维细胞生长因子 ( bFGF )、白介素 4 ( IL-4 ) 和转化生长因子β

( TGFβ)。这些生长因子不仅可以促进原始生殖细胞数量的增加 , 而且对小鼠原始生殖

细胞在体内和体外的分化有调节作用。这些因子是由原始生殖细胞迁移过程中所经过的

细胞产生的。

从小鼠妊娠第 9 天开始 , 在原始生殖细胞的迁移路线上和生殖嵴内表达 SCF。离体
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培养发现 , SCF不能直接启动原始生殖细胞的增殖 , 而是通过阻止原始生殖细胞的细胞

凋亡来提高其存活力并增加其数量。此外 , 在原始生殖细胞迁移过程中 , SCF还有调节

黏附作用的功能。

LIF 是胚胎干细胞分化的抑制剂 , 与 SCF 结合使用 , 可以在体外增加原始生殖细

胞的存活。如加入 LIF 的抗体 , 会迅速导致培养的原始生殖细胞死亡。

TN Fα也能激活原始生殖细胞的增殖 , 但 TNFα只对迁移前和迁移早期的原始生殖

细胞具有增殖效应 , 对迁移后期的原始生殖细胞却无影响。而且 , 在有 LI F 和 SCF 存

在时 , TN Fα的效果最明显。

在增殖的原始生殖细胞中均表达 IL-4 及其受体。体外培养时 , IL-4 是小鼠原始生

殖细胞的正调节因子 , 且这种调节作用是浓度依赖性的。

三、原始生殖细胞迁移机制

在后肠形成以前 , 原始生殖细胞的迁移是被动进行的 , 主要是通过形态发生而运

动。由后肠到生殖嵴的迁移则是一个主动迁移的过程。原始生殖细胞伸出伪足 , 以阿米

巴运动穿越下面的单个或多个细胞层。原始生殖细胞的迁移是一个复杂的过程 , 很多因

子参与其中。

(一 ) 趋  化  性

原始生殖细胞在向生殖嵴的迁移过程中 , 受到正在发育的生殖腺产生的一些物质的

吸引。在家禽中 , 已证实具有这种趋化作用。将供体鸡的原始生殖细胞注入鹌鹑胚胎的

血管中后 , 供体和受体的原始生殖细胞可同时到达并停留在生殖腺中。如果去除胚胎中

的生殖腺区 , 原始生殖细胞则会迁移至其他区域 , 如脑区神经管周围。在小鼠生殖嵴的

体外培养过程中 , 也观察到了相似的结果。将第 8 . 5 天胚胎的原始生殖细胞放入含有第

10 .5 天生殖嵴的培养基中 , 生殖嵴可通过释放某种趋化因子 , 吸引原始生殖细胞进行

定向迁移。已证实 , 小鼠胚胎的生殖嵴中表达可扩散的转化生长因子β1 ( transforming

growth factorβ1 , TGF-β1) , 原始生殖细胞则可能表达 TGF-β1 的受体。通过某个信号

通路重新组织细胞骨架 , 使原始生殖细胞发生极化并沿浓度梯度迁移。当在含生殖嵴的

培养基中加入很低浓度 ( 1/ 1 500 ) 的 TGF-β1 抗体时 , 就可阻断生殖嵴的这种趋化

作用。

(二 ) 细胞外基质的接触引导

细胞外基质 ( ECM) 是由细胞合成并分泌的 , 可介导细胞间相互作用的一类大分

子物质。ECM 对细胞的生长、分化、活化和迁移等过程有重要的调节作用。已知与原

始生殖细胞迁移有关的 ECM 成分有纤黏连蛋白 ( fibronectin )、层黏连蛋白 ( laminin )、

IV 型胶原、硫酸软骨素蛋白多糖和肌腱蛋白 ( tenasin-c) 等。在迁移过程中 , 原始生殖

细胞与纤黏连蛋白黏附后 , 便开始迁移出后肠 , 而且当迁移结束时 , 这种黏附作用便减
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弱。纤黏连蛋白由背肠系膜细胞的内质网合成 , 在生殖嵴中含量很少 , 故原始生殖细胞

到达生殖嵴后不再迁移。原始生殖细胞在发育过程中 , 逐渐丧失与纤黏连蛋白黏附的能

力。因此 , 在迁移前期为被动迁移 , 而后期则为主动迁移。纤黏连蛋白对两栖类、鸟类

和哺乳类动物的原始生殖细胞迁移均有影响。

以前认为迁移中的原始生殖细胞之间是独立的 , 但用激光共聚焦显微镜观察证实 ,

迁移过程中的原始生殖细胞相互接触并形成广泛的网络。因此 , 原始生殖细胞之间接触

性的黏附作用对其迁移也能产生重要影响。此外 , 在电镜下观察发现 , 在原始生殖细胞

表面有一层细纤维衣。迁移过程中 , 在原始生殖细胞向前伸的丝状伪足表面这层细纤维

衣很明显 , 厚度可达 30 nm , 可能在迁移过程中起重要作用。

第四节  不同性别胚胎的发育

哺乳动物卵母细胞的受精过程确定了胚胎的性别 , 也起始了一系列导致性别分化的

事件。出生时 , 雌性和雄性的数目虽然几乎相等 , 但雄性通常要比雌性重一些。这种出

生时体重的差异与胎儿出生前在性别特异性激素环境下的差异性生长有关。

在体外 , 对牛、绵羊、小鼠、猪和人等的研究发现 , 雄性胚胎的发育总要比雌性胚

胎快一些 , 而且到胚泡期时雄性胚胎中的细胞数也要比雌性胚胎多一些。在牛人工授精

后 30 小时内卵裂到 2 细胞期的胚胎中 , 雄性胚胎数要比雌性胚胎多一些。此外 , 在绵

羊、小鼠和人中 , Y染色体连锁的基因表达最早可在 2 细胞期检测到。

一、配子相互作用和性别比例

在发情周期中 , 授精时间的不同可能会导致后代的性别比例有所不同。用 CD小鼠

实验时 , 在发情期的早期交配会使雄性胚胎的比例增加 , 而在发情期的晚期交配则会使

雌性胚胎的数目增加。在牛中的情况也很接近。如在发情期的早期进行人工授精 , 可使

后代中的雄性比例明显增加 , 达到 91 .7 %。如在发情期的晚期人工授精 , 则会使雌性

的比例明显增加 ( 92 .9 % )。但在另一研究中则发现 , 在发情开始后第 8～10h 进行人工

授精时 , 雄性的比例仅为 53 .8% ; 在发情开始后第 20～25h 进行人工授精 , 得到的雄

性比例也仅为 51 .7%。在绵羊中还发现 , 在排卵前 5 小时进行人工授精 , 可使出生时

母羔的比例明显增加 ; 而在排卵后 5 小时进行人工授精 , 则使出生时公羔的比例明显增

加。

在进行体外受精时 , 精子和卵母细胞一起孵育的时间对所得胚胎的性别也有影响。

将体外成熟 24 小时后的牛卵母细胞随机分为 4 组 , 与精子一起孵育 6、9、12 或 18 小

时。将精子和卵丘细胞洗去后 , 在含输卵管上皮的共培养系统再把这些卵母细胞继续培

养 178 小时。在与精子一起孵育时间短的 ( 6 小时 ) 卵母细胞中 , 卵裂到 2 细胞期的比

例明显比其他长时间孵育的组中少 , 但发育到胚泡期的数目在 4 组中没有区别。另外 ,

在孵育 6 小时的组中 , 得到的雄性胚胎数明显多于其他组。而且 , 在绵羊中也得到了同

样的结果。在至少 10 次的重复实验中均发现 , 减少精子和卵母细胞在一起的孵育时间

可使雄雌比达到 2∶1。这些结果表明 , 在起初 6 小时的受精过程中 , Y 染色体精子比 X
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染色体精子具有更大的优越性。

二、性别与胚胎发育速度

在一些动物种类中 , 雄性和雌性胚胎在体外发育的速度不同 , 但在体内却相同。将

小鼠胚胎在体外培养 24h 后 , 雄性胚胎的细胞增殖速度要比雌性胚胎快。在具有高浓度

葡萄糖的细胞培养系统中 , 雄性胚胎的发育速度要快。这是由于培养液中的高浓度葡萄

糖可加速雄性胚胎的发育 , 并可减慢雌性胚胎的发育。

三、性别相关的基因表达

由于 X和 Y染色体的不同 , 使得雌性和雄性胚胎中由这些染色体编码的基因数目

和基因的拷贝数均不同。在小鼠、人和绵羊的雄性胚胎中 , SRY 和锌指蛋白 Y 基因均

在 2～8 细胞时期表达。因此 , 最初认为雄性胚胎的有丝分裂速度较快是由于 Y 染色体

上基因的早期表达所致 , 因为 SRY 基因具有促有丝分裂活性。但当 Sry 基因缺失时 ,

小鼠胚胎中的这种差异性生长仍然存在。而且 , 具有一个 X 染色体而无 Y 染色体的小

鼠胎儿 ( XO) 比具有 XX染色体的胎儿大 , 其大小接近于 XY 胎儿 , 表明 X染色体上

的基因表达水平和拷贝数对早期胚胎的发育具有重要的调节作用。

此外 , 由于发生剂量补偿 ( dosage compensation) , 使得具有 XX 染色体的雌性胚胎

中一条 X染色体失活 , 从而使其 X染色体连锁基因的表达量与具有 XY 染色体的雄性

胚胎中的表达量相近。X染色体的失活是一个逐渐的过程 , 是由受精后 X 失活特异基

因 ( X-inactive specific t ranscrip t , XIS T) 的表达所启动的。尽管小鼠中 XIST 基因早在

4 细胞期开始表达 , 牛胚胎中 XIST 基因在 8 细胞期开始表达 , 但失活后 X 染色体的异

染色质化要到胚泡期才出现。X染色体的失活对于正常的胚胎发育是必需的。如果两个

X染色体在胚胎着床后都处于活性状态 , 则胚胎发育速度减慢 , 还会导致胚胎死亡。

在 X染色体失活及剂量补偿发生前 , X染色体上与代谢紧密相关的基因的过量表

达可能导致雌雄胚胎的发育速率有所不同。X染色体上的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 ( glucos-

e-6-phosphate dehydrogenase, G6PD) 及次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 ( hypoxanthine phos-

phoribosyl t ransferase, HPR T) 均控制关键的代谢过程。G6PD和 HPRT 基因均发生 X

染色体失活。在小鼠、牛和人着床前胚胎中 , HPR T 的活性增加 , 但到胚泡期时则下

降。利用 R T-PCR 检测单个牛卵母细胞和胚胎中 G6PD基因的表达时发现 , G6PD基因

的表达量在 4 细胞期达到峰值。而且 , 牛的雌性早期胚泡中表达 G6PD 和 HPR T 的量

明显比雄性胚泡中多。在体外生产的牛胚胎中 , 雌性的桑椹胚和胚泡中表达的 G6PD 量

要比雄性的桑椹胚和胚泡中分别多 22%和 18%。HPRT 基因在雌性桑椹胚和胚泡中的

表达量要比雄性的桑椹胚和胚泡中分别多 11%和 10 %。然而 , 这些表达量的差异仍未

达到统计学上差异显著的水平。

另外 , ZFY基因仅在雄性胚胎中表达。XIST 基因仅在雌性胚泡中表达 , 但雄性的

桑椹胚中可检测到低水平的 XIST 表达 , 其表达量相当于雌性胚泡中表达量的 62%。

在雄性和雌性胚胎中检测到的基因表达水平的差异 , 可能导致雌性和雄性胚胎的发
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育速度不同 , 但由于一些结果的可靠性仍需验证 , 很可能其他一些基因在雌性及雄性胚

胎的差异性发育中也起重要作用。

(杨增明  栾黎明 )   
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第十二章  生 殖 激 素

在生理学中 , 把直接作用于动物的生殖活动 , 并以调节生殖过程为主要生理功能的

激素叫生殖激素。生殖激素的种类很多 , 按其来源、分泌器官以及转运机制的不同 , 可

分为五大类 : ①脑部激素 , 由脑部各区神经细胞或核团如松果体、下丘脑和垂体等分

泌 , 主要调节脑内和脑外生殖激素的分泌活动 ; ②性腺激素 , 由睾丸或卵巢分泌 , 接受

脑部激素和其他因素的调节和影响 , 对生殖细胞的发生和发育、排卵、受精、妊娠和分

娩 , 以及雌性和雄性动物生殖器官的发育等生殖活动都有直接或间接作用 ; ③胎盘激

素 , 由雌性动物胎盘产生 , 对于维持妊娠和启动分娩等有直接作用 ; ④其他组织器官分

泌的激素 , 指产生于生殖系统外的内分泌组织或器官 , 对卵泡发育、黄体消退等具有直

接作用 , 主要为前列腺素 ; ⑤外激素 , 由外分泌腺体 (有管腺 ) 所分泌 , 主要借助空气

和水传播而作用于靶器官 , 主要影响动物的性行为。

在内分泌系统中 , 下丘脑、垂体和性腺分泌的激素在功能和调节上相互作用 , 构成

一个完整的神经内分泌生殖调节体系 , 即下丘脑 垂体 性腺轴 ( hypothalamus-pituitary-

gonadal axis, HPG) , 它在动物生殖活动的调节中起着核心作用。

第一节  脑部生殖激素

脑是神经内分泌激素的主要分泌器官。调节生殖活动的神经内分泌激素主要由下丘

脑及其周边组织、间脑、垂体及松果体等神经组织的细胞合成并分泌。神经内分泌学是

了解神经调节垂体和其他内分泌组织和器官的机制 , 以及类固醇或其他内分泌激素作用

于神经系统的机制 , 它是内分泌和神经科学的融合。

内分泌的主要概念是内分泌组织分泌的激素进入血液循环调节靶器官或细胞的功

能 , 而神经科学的概念是单个神经元之间的相互联系形成的神经系统的活动。神经元能

够通过它们的生物电特征快速有效地将信息传递到远方 , 此外 , 神经元间的联系依赖于

信息从一个神经元传递到其他神经细胞、腺体或肌细胞 , 即通过突触间化学递质的释

放。

这两个系统曾经是两个独立的体系。自从认识到下丘脑内特殊的神经元调节着垂体

前叶的内分泌细胞 , 并且通过这种下丘脑-垂体的相互作用 , 最终调节着整个内分泌系

统的功能 , 从此这两个系统才融合到一起。这种科学上的进步最早源于对鱼神经分泌的

研究 , 发现其下丘脑内的特殊神经元通过释放其激素进入血液而发挥内分泌作用。以后

通过 Ernest Scharrer 和他的合作者的研究 , 最终认识到垂体后叶不是真正的腺体 , 而是

由下丘脑内某些神经元的突触组成的 , 它们释放激素产物直接进入血液循环。

该系统的进一步扩展是认识到神经元调节垂体前叶也是通过释放递质进入血液完成

的。不同的是这些递质并不进入体循环 , 而是严格限制在与前叶细胞密切联系的特殊化



的循环系统中。这一系统的最终形成 , 是由于发现了这些神经元释放的递质 , 在化学组

成和作用机理上 , 与内分泌系统分泌的激素有着很高的同源性。

这样人们才对神经内分泌系统参与机体对情绪变化产生的影响有了认识 , 同时对内

分泌功能对于精神活动的影响也有了理论依据。本节只重点介绍与生殖内分泌有关的神

经内分泌知识。

图 12-1  下丘脑内侧区主要神经核团和垂体示意图 (引自 《系统解剖学图谱》)

一、下丘脑与垂体的结构和功能

(一 ) 下  丘  脑

  下丘脑位于丘脑的腹侧、间脑的基底部 , 是下丘脑沟以下的神经组织 , 被第三脑室

下部均分为左右对称的两半 , 构成第三脑室下部的侧面和底部 , 其体积约为整个大脑的

1/ 300。下丘脑的前端接终板 , 后部接中脑 , 解剖结构由视交叉、乳头体、灰白结节和

正中隆起等组成。下丘脑内包含许多左右成对的核团 , 其中与内分泌有关的核团大多在

下丘脑的内侧部 , 可分为三个区 : ① 前区或称视上区 , 包括视交叉上核、视上核、室

旁核等。② 中区或称结节区 , 包括正中隆起、弓状核、腹内侧核等。③ 后区或称乳头

区 , 包括背内侧核、乳头体等 (图 12-1)。构成这些核团的具有内分泌功能的神经细胞

有两种 : 神经内分泌大细胞和神经内分泌小细胞 , 前者主要分布在视上核和室旁核 , 主

要分泌催产素和加压素 ; 后者较集中地分布在正中隆起、弓状核、视交叉上核、腹内侧
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核等 , 分泌各种释放激素 , 调节腺垂体的功能 , 因此将这一部分又统称为下丘脑促垂体

区。通常 , 下丘脑前区、视前核和视交叉上核等神经核团分泌的释放激素可调节垂体在

排卵前促卵泡激素 ( FSH ) 和促黄体激素 ( LH) 的分泌活动 , 故又将这些区域称为周

期分泌中枢。腹中核、弓状核和正中隆起等神经核团分泌的释放激素可调节垂体 FSH

和 LH 的基础性或持续性波动分泌 , 因此这些区域又称为持续分泌中枢。图 12-1 为下

丘脑主要核团的解剖位置。

(二 ) 垂   体

垂体位于丘脑之下的蝶骨垂体凹内 , 通过狭窄的垂体柄与下丘脑相连。垂体由两个

主要部分组成 , 即腺垂体 ( adenohypophysis ) 和神经垂体 ( neurohypophysis )。也有人

将垂体分为前叶、中间部和后叶三个部分。前叶与腺垂体含意相近 , 而后叶与神经垂体

含意相近 , 但并不完全等同 , 中间部则是腺垂体的一部分。腺垂体由远侧部、结节部和

中间部组成 , 神经垂体由神经部和漏斗部组成。漏斗部包括漏斗柄和灰结节的正中隆

起 , 远侧部和结节部合称为垂体前叶 ( anterior pituitary) , 神经部和中间部合称为垂体

后叶 ( posterior pituitary)。腺垂体和神经垂体是由不同的胚层发育而来 , 其中远侧部来

自于内胚层 (源自于神经颊囊 ) , 而中间部和神经部来自于神经外胚层 (图 12-2 )。

垂体

腺 垂 体

远侧部

结节部
前叶

中间部

神经垂体

神经部

漏斗
正中隆起

漏斗柄

 后叶

图 12-2  垂体的解剖学结构术语

(三 ) 下丘脑与垂体的联系

下丘脑虽然没有神经纤维直接进入垂体前叶 , 但它们之间通过血管 (垂体门脉血

管 ) 建立了功能上的联系。下丘脑神经元的纤维末梢在正中隆起处大量分布 , 因此这些

神经元合成的激素通过神经纤维末梢分泌到正中隆起 , 进入下丘脑 垂体门脉血管的毛

细血管丛 , 再经门脉血液循环到达垂体前叶 (图 12-3 )。例如 , 促性腺激素释放激素

(GnRH) 是在正中视前核产生的 , 多巴胺是在弓状核产生的 , 这两种物质从下丘脑通

过轴突运输到正中隆起 , 在那里被释放进入门脉系统。垂体后叶可以说是下丘脑的延续

部分 , 它是由下丘脑垂体束的无髓鞘神经末梢与神经胶质细胞分化的神经纤维组成 , 没

有腺体细胞 , 不能产生激素 , 只能储存和释放视上核、室旁核分泌的神经激素。

二、下丘脑激素

由下丘脑神经细胞合成并分泌的激素均为多肽类激素 , 其中对垂体激素的分泌和释
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图 12-3  下丘脑与垂体关系示意图 (引自 《系统解剖学图谱》)

放活动具有促进作用的称为释放激素或释放因子 , 而另一些对垂体激素的分泌和释放活

动具有抑制作用的称为抑制激素或抑制因子。与生殖相关的下丘脑激素主要有促性腺激

素释放激素、催产素、促乳素释放因子和促乳素释放抑制因子等四种。

(一 ) 促性腺激素释放激素 ( gonadotrophin releasing hormone, GnRH)

促性腺激素释放激素最早于 1971 年由 Guillemin 和 Schally 研究组各自独立地从绵

羊及猪的下丘脑中分离出来 , 随后其结构得到进一步研究 , 现已可人工合成。至今 , 人

们从各种脊椎动物和原索动物中已鉴别出 15 种 GnRH 的分子结构。GnRH 已被证明是

下丘脑 垂体 性腺轴的关键信号分子。

1 . GnRH的结构

哺乳类 (猪和羊的下丘脑以及人的胎盘 ) GnRH ( mammalian GnRH, mGnRH ) 具

有相同的化学结构 , 是由 9 种不同氨基酸残基组成的十肽 ( PGlu·His·Try·Ser·Tyr·Gly·

Leu·Arg·P ro·Gly·NH2 , 其中 PGlu 为末端带一个磷酸基的谷氨酸 ) , 而禽类、两栖类及

鱼类的 GnRH 则具有不同的结构。GnRH 基因内有 3 个内含子和 4 个外显子 , 由第 2、

3 外显子和第 4 外显子的一部分共同编码 GnRH 前体 , 该前体包含一段 21～23 个氨基

酸的信号肽、10 个氨基酸的 GnRH、一个断裂位点 (Gly-Lys-Arg) 和 40～60 个氨基酸

的相关肽 ( GnRH associated peptide, GAP) (图 12-4)。
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图 12-4  GnRH 基因结构及其与 GnRH 受体

( GnRHR) 相互作用模式示意图 (引自朱睦元等)

GnRH 基因结构中阴影部分为内含子 , 1～4 为外显子 ,

AA: 氨基酸残基。

2 . 合成与运输

利用放射免疫和免疫酶标定位技术 , 现已基本确定 GnRH 主要由下丘脑视前区、

内侧视交叉前区、弓状核等区域或核团中的肽能神经元合成。另外 , 在松果体、脊髓液

和脑外组织 , 包括肠、胃、胰脏、卵巢、输卵管、子宫内膜、胎盘及交感神经节等器官

和组织中 , 也发现有 GnRH类似物存在。

GnRH合成后以颗粒或囊泡的形式储存于细胞内。当神经元受到某种刺激时 , 这些

GnRH或沿轴突输送至正中隆起处释放出来 , 通过垂体门脉血液循环进入垂体前叶 , 或

进入第三脑室的脑脊髓液中 , 由正中隆起处的多突室管膜细胞转运至垂体门脉。

3 . 下丘脑 GnRH脉冲的产生

有关这方面的研究较为复杂 , 这里只介绍一些下丘脑 GnRH 脉冲产生 , 以及控制

GnRH脉冲性释放的功能性和解剖性证据。

测定恒河猴垂体门静脉血中 GnRH浓度的实验表明 , 它具有独立的脉冲释放类型。

GnRH脉波峰的峰顶与峰谷分别在 400 pg/ ml 到 0 pg/ ml之间变化。在人第三脑室脑脊

髓液中也有类似的 GnRH 脉冲类型 , 但幅度较小。GnRH 分泌到第三脑室表明其他下

丘脑释放因子有进入第三脑室的可能 , 如 CRF。这可能是由于室管周轴突网络与第三

脑室室管膜联系密切的结果。有关 GnRH在脑脊髓液中的生理意义还不清楚。

一些在恒河猴中进行的实验表明 , GnRH分泌的快速短节律性的释放约为 1 小时一

次 , 来源于下丘脑内侧基底部 ( MBH ) 的弓状核附近。可以观察到在垂体门静脉中

GnRH的脉冲 , 电生理多单位活性 ( MUA) 和外周 LH 脉冲之间有明显的同步化。可

见 , MBH内的昼夜节律变化是控制神经轴突末端 GnRH 在正中隆起处的脉冲释放 , 并

最终控制垂体促性腺激素脉冲式释放的关键控制器。

在人类 , 下丘脑的 GnRH 脉冲释放以及 GnRH 脉冲释放的产生器也已经被间接地
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证明。在非人灵长类动物 , 构成 GnRH 脉冲式释放的产生器位于 MBH, 能够起功能性

起搏器的作用 (不依赖于来自脑其他部位的神经分布 )。MBH 的这种自发性的脉冲已得

到体外实验的证实。用体外灌流实验曾经观察到 , 人胎儿 MBH (妊娠 20 到 30 周的

MBH) 和成年人 MBH 有单独的 GnRH 脉冲。GnRH 的脉冲周期约为 60min (胎儿

MBH) 和 60～100min (成年人 MBH )。这些结果确定了人类和猴一样 , 下丘脑 GnRH

脉冲产生系统都存在于 MBH。

在摘除卵巢的猴子中 , GnRH脉冲产生器的功能表达可明显的增强。尽管摘除卵巢

的猴子的脉冲产生器的频率与处于卵泡期早期的猴子中的频率是相似的 , 但集团脉冲排

放的持续时间在前者中明显降低 (从 11min到 2min)。这种在摘除卵巢的猴子中看到的

集团冲动持续期降低的现象可用注射雌激素和鸦片类物质来恢复。可见雌激素和鸦片类

物质对于 MBH 的自发冲动产生具有调节作用。

在月经周期的不同时期中 , GnRH脉冲产生器活动的相对变化与在月经周期中观察

到的 LH 脉冲从卵泡期到黄体期的变化一样 , 即从卵泡期的高频低幅变成黄体期的低频

高幅。GnRH脉冲产生的频率在周期的卵泡期的夜晚明显降低 , 这支持了妇女卵泡期早

期在睡眠时 LH 脉冲变慢的事实。当雌激素和孕酮在黄体期晚期开始下降时 , GnRH 脉

冲产生器的频率变得明显 , 并持续增加直到卵泡期的头几天 , 此时达到频率高峰。

GnRH脉冲产生器是维持生殖整合的基础。然而 , 有关 GnRH 脉冲产生的细胞学

基础还不十分清楚。

4 . GnRH的生物学功能

GnRH对生殖过程的神经内分泌调控起着中心作用 , 是性行为的重要介导者 , 它对

下丘脑及其以外的一些神经元有兴奋和抑制两种效应。GnRH 在哺乳动物中含量极低 ,

且不同组织中的 GnRH 具有不同的生物学功能。下丘脑中 GnRH 可调控促性腺激素的

释放 ; 胎盘中的 GnRH 可调控人绒毛膜促性腺激素 ( human chorionic gonadotropin ,

hCG) 的分泌 ; 肿瘤中的 GnRH 可抑制癌细胞的增殖 ; 消化系统中 GnRH 的功能目前

尚不明确。一般认为 , GnRH通过旁分泌/ 自分泌机制 , 局部调节血浆促性腺激素以及

性类固醇激素的水平 , 从而改变动物的性行为。因此 , GnRH可在垂体、性腺等多个水

平上影响生殖活动过程。

(1 ) 在垂体水平的功能

在正常生理状态下 , GnRH呈脉冲式释放 , 故垂体促性腺细胞也呈脉冲式分泌 LH

与 FSH。GnRH的脉冲式释放可调节 LH/ FSH 的比值。当 GnRH 的脉冲频率减慢时 ,

卵巢摘除和下丘脑功能丧失的猴血中 FSH 水平升高 , LH 水平下降 , 这样 LH/ FSH 值

下降 , 在人类中也有相似的研究结果。这可能是因为 LH 的半衰期较短 (47min ) , 很快

被清除 , 而 FSH 的半衰期较长 ( 240min ) , 从而在血中积累的结果。反之 , GnRH的脉

冲频率增加 , 使 LH/ FSH 比值上升。此外 , LH 和 FSH 对 GnRH 的促分泌反应有所不

同。例如 , 给大鼠、兔、绵羊等动物快速静脉注射 GnRH 时 , 主要引起血浆中 LH 水平

明显升高 , 可是当用一定剂量的 GnRH 缓慢注射时 , 不但使 LH 的水平升高 , 而且

FSH 水平也明显升高。给人注射人工合成的 GnRH类似物时发现 , 注射后 5min 血浆中

LH水平就升高 , 25～30min 达到峰值 , 而 FSH 的反应较缓慢 , 在 45min 才达到峰值。
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一些体外实验亦证实 , 垂体细胞受 GnRH 刺激时 , LH 分泌量的变化幅度比 FSH 的大。

另有研究表明 , GnRH主动免疫引起动物血浆中 LH 水平急剧降低 , 而 FSH 只有轻度

降低 , 从而进一步证实了上述差异的存在 , 即在 GnRH 刺激下 , 垂体细胞 LH 分泌相应

地出现明显脉冲 , 而 FSH 分泌则缓慢而持久。

造成这种差异的原因可能有以下两方面 : 一是下丘脑 GnRH 神经元受到神经中枢

其他部位传入的信息的影响及性腺激素反馈作用 , 以不同的脉冲频率释放 GnRH 后作

用于垂体 , 引起垂体细胞分泌反应的改变。因为一些研究发现 , GnRH以较高脉冲频率

(3 次/ h) 释放且作用时间较短时 , 主要促进 LH 分泌 , 而以较低频率 (1 次/ h) 且持续

释放时 , 则主要引起 FSH 分泌。所以 , 在 GnRH 刺激下 , 垂体细胞 LH 分泌相应地出

现明显的脉冲 , 而 FSH分泌则缓慢而持久。二是性腺分泌的抑制素 ( inhibin) 对垂体

FSH 特异性的抑制作用 , 可能是引起 FSH 对 GnRH 的促分泌反应不如 LH 明显的一个

因素。除了调节促性腺激素的分泌以外 , GnRH 对促性腺激素亚单位的 mRNA 表达也

有调节作用。在卵巢切除造成的绵羊下丘脑 垂体功能性联系切断 ( HPD) 的实验中 ,

当 HPD 一周后 , LH 两个亚单位 LH-α和 LH-βmRNA的表达降低到不能检测的水平 ,

而当用 GnRH 每小时注射一次的方法处理时又能恢复到高水平。在大鼠模型中 , 较高

的 GnRH频率诱导 LH 和 FSH 的α-亚单位 mRNA表达 , 但对β-亚单位 mRNA 影响极

小。生理频率 (大鼠约为每小时 2 次 ) 的 GnRH 增加可使所有促性腺激素亚单位的

mRNA表达 , 而较低频率 (每 2 小时 1 次 ) 只选择性地增加 FSHβ-mRNA的表达。

GnRH与促性腺激素之间的功能联系可被 GnRH 拮抗剂或 GnRH 抗体所中断。在

这种实验条件下 , 去势所引起的所有亚单位 mRNA水平升高的趋势可以被抑制。另外 ,

在人类用 GnRH拮抗剂封阻 GnRH受体后 , 生物学活性的 LH 和 FSH 含量下降要明显

高于免疫学活性的下降 , 表明在 GnRH被阻断后 , LH 和 FSH的加工过程受到了影响。

总之 , 高频的 GnRH 刺激 LH-αmRNA 增加 , 而不是 LH-β或 FSH-βmRNA 的增

加。低频的 GnRH 选择性地诱导 FSH-βmRNA增加 , 而生理频率的 GnRH 刺激所有亚

单位 mRNA的增加。此外 , 适合的 GnRH频率对于亚单位的糖基化 , 连接以及最终形

成有生物活性的 LH 和 FSH 分子是必要的。给缺乏内源性 GnRH 引起的促性腺激素功

能低下的妇女注射 GnRH (90 分钟 1 次的频率 ) 可始动卵泡发育、排卵及黄体形成的

正常过程。

(2 ) 在性腺水平的功能

有研究表明 , 生殖细胞的发育除受到 HPG 轴神经内分泌调控外 , 还受到性腺局部

组织细胞之间的相互调节。GnRH 类似物由性腺产生的间接证据有 : ① 用受体测定和

免疫测定 , 能检测到类似 GnRH的物质 ; ② 卵巢和睾丸都含有 GnRH受体 ; ③ 血液循

环中的 GnRH 含量非常低 , 甚至检测不出来 ; ④ GnRH 及其类似物能直接作用于性腺

而抑制其生殖活动。GnRH 在体内可能起到调节生殖系统的发育和生殖细胞形成的作

用。大剂量的 GnRH 会起到“异相作用”, 即具有抑制性腺而产生抗生育作用。活体

内 , GnRH能抑制去垂体大鼠卵巢和子宫的增重 , 终止正常妊娠 , 而且还能终止去垂体

大鼠的妊娠。这说明 GnRH 可能直接作用于卵巢、子宫、胎盘或胚胎上。利用免疫组

织化学及图像分析技术发现 , 妊娠与非妊娠大鼠的子宫内膜均能表达 GnRH 及其受体。

由此推测 , GnRH可能在 GnRH 受体介导下直接参与子宫内膜的功能及妊娠维持的调

·373·第十二章  生殖激素



节。然而 , 关于 GnRH直接调节性腺功能的作用机理和意义 , 目前仍了解甚少。

5 . GnRH受体与 GnRH的作用机制

GnRH对垂体的作用是通过与特异性质膜受体结合 , 启动一系列复杂的连锁反应 ,

最后导致垂体促性腺激素的释放。GnRH与受体结合后首先引起微聚集作用 , 激活受体

后刺激磷脂酰肌醇 ( PI ) 水解 , 使细胞外钙内流 , 从而激活钙调素 ( CaM ) , P I 水解生

成二酰基甘油 ( DAG) , 并激活蛋白激酶 C ( PKC)。CaM 和 PKC 通过目前尚不明确的

机理引起促性腺激素的释放。此外 , GnRH 本身对于垂体 GnRH 受体还可产生自我调

节。小剂量脉冲释放的 GnRH可使垂体 GnRH受体上调 ( up-regulation) , 当给予大剂量

的外源性 GnRH 后 , 垂体细胞的 GnRH 受体丢失 , 出现下调 ( down-regulation ) , 这时

促性腺激素的水平也减少 , 这就是临床上应用大剂量 GnRH 激动剂抑制垂体-性腺轴活

动 , 以达到同期发情和同时诱导排卵的作用机理。

研究表明 , 细胞外钙离子对于由 GnRH 诱导的 GnRH 受体的上调是必要的 , 但似

乎对 GnRH 受体的下调没有必要。可见 GnRH 诱导的 GnRH 受体数量的变化可能是一

个复杂的系列事件 , 包括受体的产生 (合成、暴露和再利用 ) 和功能性受体的丢失 (降

解、内陷化和失活 ) 等。

近来对大鼠垂体的研究表明 , GnRH 可引起促性腺激素分泌细胞中 GnRH 受体合

成率的增加 (不依赖于钙离子 )。但 GnRH 刺激其受体合成并不依赖于它的剂量 ,

20min 就可产生可辨别的上调作用。大约需要 13～15h 受体数目增加一倍。由于没有观

察到 GnRH剂量与其受体合成间的剂量反应曲线 , 那么 GnRH 调节的 LH 释放和受体

合成可能通过不同的通路 , 具体机理尚不清楚。

由于 GnRH 对其受体的调节作用以及其对促性腺激素的刺激作用可能存在着不同

的通路 , 而促性腺激素本身又存在着合成和释放两个环节 , 说明 GnRH 对于 LH 的调节

也存在着两个方面 , 一方面是促进促性腺激素的合成 , 另一方面是刺激 LH 的释放。研

究表明 , GnRH剂量高时趋向于刺激 LH 的释放 , 而小剂量趋向于促进 LH 的合成。当

用小剂量 GnRH [ 0 . 005μg/ ( m
2
·min) ] 持续灌流垂体 20 小时 , GnRH对 LH 释放的效

应在前 4 小时不明显 , 但在其后的灌流时间内变得明显 , 并诱导 LH 脉冲幅度的增加。

GnRH小剂量的效应与 LH释放的始动是在 4 小时后表现出 LH 脉冲幅度的增加 , 表明

内源性 GnRH 在前 4 小时促进了 LH的合成增加 , 或很可能是由于 Gn RH 受体数目的逐

渐增加。这些结果与体外实验的结果相符 , 即 GnRH 受体数目增加至少需要 4 小时 ,

也说明 GnRH 刺激 LH 合成或刺激 GnRH 受体的合成与刺激 LH 释放的功能可能是通过

不同的通路。此外 , 雌激素等因子在 GnRH 诱导的 GnRH 受体数目增加过程中起着重

要作用。

GnRH受体属 GnRH结合蛋白偶联体系家族成员 , 是具有 7 个跨膜结构域的糖蛋

白 , 它有 3 个 N糖基化位点 , 但没有一个细胞内的 C 终端区。GnRH 在体内的重要功

能必须通过 GnRH 受体来介导 , GnRH受体在 90、98、291 位的酸性氨基酸残基可能和

GnRH的第 8 位精氨酸相互作用 , 因而对 Gn RH 的活性起重要作用。研究表明 , 不同种

的 GnRH 受体 cDNA结构具有很强的保守性 , 大鼠、人、羊的 GnRH 受体基因与人的

基本相同 , 均含有 3 个外显子和 2 个内含子。RNA 印迹、逆转录聚合酶链反应 ( R T-
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PCR)、原位杂交及受体结合分析表明 , 在大鼠、猪、牛、羊等哺乳动物中 , 除 H PG 轴

外 , GnRH受体基因在胃肠道、生殖器官、某些肿瘤细胞及外周血单核细胞中也有表

达。

6 . 影响 GnRH分泌的因素

(1 ) 下丘脑调节 GnRH 分泌的两个中枢

雌性动物 GnRH 的分泌呈现明显的周期性变化 , 而雄性动物则无此种变化。目前

认为 , 两性 GnRH 分泌之所以存在这种差异 , 是因为在下丘脑存在控制 GnRH 分泌的

两个中枢 , 即紧张中枢 ( tonic center) 和周期中枢 ( periodic center )。前者主要位于下

丘脑的弓状核和腹内侧核 , 后者位于视交叉上核及内侧视前核。它们的神经突触与下丘

脑不同区域的神经分泌细胞相连 , 控制着这些神经细胞的分泌活动。紧张中枢控制着

GnRH的经常性分泌 , 使体内 GnRH 维持一定的基础水平。在雌性动物 , 这一中枢的

活动受神经激素负反馈调节。周期中枢对体内外刺激非常敏感 , 并且可接受雌激素的正

反馈效应。因此在雌性动物 , 排卵前由于高水平的雌激素的作用 , 使周期中枢活动增

强 , 导致 GnRH 释放增多而引发排卵前 LH 峰。但在雄性动物 , 周期中枢因雄激素的抑

制而无明显活动 , GnRH分泌主要受紧张中枢的控制。所以雄性动物性活动的周期性变

化没有雌性动物明显。

(2 ) 下丘脑神经递质的传入

形态学研究表明 , 大部分脑区 , 特别是皮层、边缘系统以及间脑 , 都有 GnRH 神

经纤维分布到下丘脑 , 形成突触联系。从其他神经元而来的传入性突触释放多种信号分

子如氨基酸、胺类、单胺、可扩散气体 (如 NO) 等 , 以专一位点 ( site specific ) 方式 ,

构成“交互对话 (cross talk)”的不同神经元回路和网络 , 通过递质共存、共释放、共

作用来控制下丘脑 GnRH神经元分泌。生理学研究表明 , 信号分子对 GnRH 分泌有促

进、抑制、促进/ 抑制双相调节三种作用。在有关促进 GnRH 分泌的信号分子研究中 ,

报道较多的有神经肽 Y ( neuropetide Y , N PY)、去甲肾上腺素 ( norepinephrine, NE)、

甘丙肽 ( galanin , GAL)、谷氨酸 ( glutamate, Glu) 等。目前较公认的抑制中枢 GnRH

分泌的主要信号分子有γ-氨基丁酸 (γ-aminobutyricacid, GABA)、β-内啡肽 (β-endor-

phin , β-END) 等。

A. α-肾上腺素能系统对 GnRH 的调节

大量的证据表明 , NE可能是一种主要的刺激下丘脑 GnRH 神经元的递质。该物质

在发情前期的周转率增加。阻断该受体 (α-受体 ) 后 , 在大鼠可消除脉冲式的 LH 释

放。从脑干上行的两个主要的 NE 通路到达下丘脑区 GnRH 神经元 , 即蓝斑 ( locus

ceruleus) NE系统和延髓 NE 系统。尽管现在有关 NE 神经末端与 GnRH 神经元之间的

直接突触还没有被普遍证实。但是 , 实验结果证明 , 去甲肾上腺素能的上行纤维与γ-

氨基丁酸能中间神经元有突触联系。NE刺激 GnRH 神经元是通过抑制γ-氨基丁酸能中

间神经元的紧张性释放 (通过α-肾上腺素能受体 , 但不是β-肾上腺素能受体 ) 调节的。

在非人灵长类中 , 也发现有α-肾上腺素能系统刺激 GnRH分泌的效应。Gn RH 脉冲

产生器的活性在卵巢切除的猴子中受到α-肾上腺素能阻断剂的明显抑制。可是 , α-肾上

腺素能系统对在月经周期时 GnRH 分泌的作用 , 特别是在排卵前峰时期的作用 , 在人
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和猴中还没有得到证明。灵长类可能与大鼠不同 , 将恒河猴 MBH 的传入神经完全阻断

后 , 自发的和雌激素诱导的 LH 峰仍然出现 , 表明源于 MBH 外的神经信号对于控制

GnRH分泌不是必需的。

B. 多巴胺能系统对 GnRH 的调节

尽管有大量的实验证明多巴胺对 GnRH 分泌有调节作用 , 但多巴胺对 GnRH 分泌

的调节作用仍有许多方面是矛盾的。根据实验条件的变化 , 会发生或是刺激的 , 或是抑

制的现象。体外灌流人下丘脑分离的 MBH 以及在卵巢摘除的猴中用电生理方法调节

GnRH脉冲产生器 , 可观察到多巴胺对 GnRH 的分泌具有刺激作用 , 而对于处于周期

和绝经期后的妇女以及各种实验条件下的大鼠 , 却又发现多巴胺具有抑制效应。在人

MBH中 , 发现多巴胺能刺激内源性鸦片肽的释放 , 反过来抑制 GnRH 分泌。考虑到多

巴胺能够刺激下丘脑β-内啡肽释放 , 而β-内啡肽又抑制下丘脑多巴胺的周转率和释放 ,

提出了控制 GnRH 分泌的多巴胺和β-内啡肽的相互作用系统。基于此 , 给绝经期妇女

注射多巴胺激动剂 ( bromocrip tine) 可以恢复 LH 对纳络酮灌流的反应 , 表明内源性鸦

片肽活性增加了。这说明绝经期后 , 促性腺激素释放的增加可能是由于神经系统多巴胺

和β-内啡肽系统之间功能性联系中断的结果 , 其中卵巢分泌的雌激素可能是上述两者之

间功能性联系的纽带。

近来 , 免疫细胞化学和电子显微术研究证明 , 多巴胺神经元与 GnRH 神经元之间

有突触联系。这样 , GnRH神经元活性被多巴胺调节的通路可能有几条。

C. 内源性鸦片肽系统对 GnRH的调节

实验表明 , 人和其他实验动物内源性鸦片肽通过抑制下丘脑 GnRH 的分泌 , 对促

性腺激素分泌的神经控制起着关键的作用。给卵巢摘除的猴子一次性注射吗啡可以引起

GnRH脉冲产生器活动的立刻停止。给妇女注射β-内啡肽和给分离的人 MBH 体外灌

流 , 同样可以引起 GnRH-LH 脉冲的迅速抑制。

下丘脑鸦片肽系统在 MBH 的弓状核中的神经元网络已得到确定 , 它与 GnRH神经

元系统有密切联系。鸦片肽能活性与 GnRH 分泌的解剖和功能关系在高雌激素 , 特别

是高雌激素和高孕酮环境中更加明显。观察表明 , 鸦片肽受体拮抗剂纳络酮诱导

GnRH-LH 脉冲释放频率和幅度的增加 , 卵巢激素可调节这一效应。进一步实验表明 ,

纳络酮阻断鸦片肽受体后 , 并不能调节绝经期妇女促性腺激素的分泌。这说明在这一时

期 , 鸦片肽对 GnRH分泌影响的偶联发生了解离。这种现象可以解释为什么在绝经期

的妇女其 LH 脉冲呈高频高幅度以及不受限制的分泌的原因。给性腺功能低下和无性腺

妇女或卵巢摘除的猴子顺序注射雌激素和孕酮 , 可迅速恢复鸦片肽能物质对 GnRH-LH

脉冲活性的抑制作用 (类似在卵泡期后期和黄体期中期的情况 )。这样 , 雌激素特别是

雌激素与孕酮协同对促性腺激素分泌的负反馈调节机制可能部分是通过鸦片肽对 GnRH

分泌的抑制增加来实现的。

内源性鸦片肽也可能对在卵泡期早期产生的睡眠时 GnRH 脉冲减慢有调节作用 ,以

及对周期中促性腺激素峰的始动有作用。以持续稳定的速率灌流纳络酮 [ 30μg/ ( kg·h ) ]

可完全改变睡眠时的 LH 脉冲降低 , 但在卵泡期早期的白天 LH 脉冲特征没有改变。这

一结果表明 , 鸦片肽抑制能力的夜间增加可能造成了 LH 脉冲夜间降低。在初情前的大

鼠中观察到下丘脑鸦片肽的结合位点发生昼夜变化 , 可以说明这种神经内分泌事件的
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机理。

在哺乳动物 (包括人 ) 中 , 中期促性腺激素峰受血液中雌激素增加对下丘脑 垂体

的正反馈调节始动 , 并控制 GnRH 神经元的分泌活动。在促性腺激素峰时能够调节

GnRH神经元活动的许多通路中 , 下丘脑鸦片肽系统是其中之一。此时 , 性腺类固醇激

素内环境起着重要作用。当鸦片肽受体被持续注射纳络酮所阻断时 (人卵泡期后期 ) ,

LH和 FSH 脉冲释放急剧增加 , 同时峰的幅度逐渐增加 , 该结果与在自发性中期促性腺

激素峰始动过程中观察到的结果类似。动物对纳络酮的反应受排卵前雌激素水平调节。

目前认为 , 在周期中期时发生的鸦片肽活性的变化可能是促性腺激素峰始动的神经内分

泌事件之一。然而 , 还不清楚这种变化是否是由于鸦片肽受体敏感性下降或密度下降 ,

还是由于在神经元调节部位鸦片肽浓度降低所致。

(3 ) 性腺激素对 GnRH 的调节

目前一般认为 , GnRH 靶腺体 (垂体和性腺 ) 激素对下丘脑 GnRH 分泌可构成各

种反馈性调节 , 如血液中的超短反馈、垂体激素短反馈和性腺激素长反馈。雄性睾酮

( testosterone) 通过负反馈作用调节 GnRH 和 LH 的分泌。雌性下丘脑 GnRH 主要受到

雌激素的调节 , 其调节分为负反馈和正反馈 , 机理尚不十分明确。但最近研究证实 , 睾

酮和雌激素均可抑制下丘脑 GnRH 分泌 , 两者并无直接关系。许多信号分子是性激素

的靶分子 , 性激素通过改变靶分子上作用部位的感受能力促进其合成、储存及释放。因

此 , 性激素在下丘脑调控 GnRH 不同神经通路间“相互对话”中起着“开”或“关”

的闸门式作用 , 这在精确调控不同信号对 GnRH 的作用中是非常重要的。虽然免疫组

化和放射自显影未能在 GnRH 神经元上找到性激素受体 , 但最近发现 GnRH 基因的启

动子区域包含一些性腺类固醇激素反应元件 , 表明性腺类固醇激素对 GnRH 的释放可

能有直接作用。通过 G 蛋白偶联受体介导的信号转导途径 , GnRH 可以调控促性腺激

素分泌细胞的增殖和激素分泌 , 进而刺激性腺细胞产生类固醇激素 , 如雌激素和雄激

素。雌激素作用于促性腺激素分泌细胞 , 并与雌激素受体 ( est rogen receptor , ER ) 结

合 , 通过雌激素反应元件 (estrogen response element , ERE ) 的作用 , 抑制靶基因的转

录 , 从而调节 FSH 和 LH 的分泌 (图 12-5)。

A. 卵巢类固醇激素对 GnRH 的调节

负反馈调节   很早就知道 LH 和 FSH 的紧张性分泌似乎受经典的负反馈控制。

用卵巢摘除的方法破坏正常周期的妇女负反馈通路 , 导致促性腺激素水平的迅速升高。

LH和 FSH 水平的升高持续 3 周时到达平台期 , 此时的激素水平是卵巢摘除前的 10 倍。

这种由于反馈环路开放造成的促性腺激素分泌增高可被逆转 , 如给性腺功能低下的妇女

注射雌激素可迅速达到反馈环路的闭合效应。在相同的实验条件下 , 对猴子和其他动物

的研究结果也是如此。

在缺乏卵巢反馈时 , 与正常周期的卵泡期结果比较 , 促性腺激素水平的升高明显地

表现在 LH 和 FSH 峰幅度的增加 , 而频率没有明显变化。相反 , 注射雌激素则降低 LH

峰幅度。

但是雌激素的负反馈作用并不是绝对的 , 而表现出一种时间和剂量依赖性的变化 ,

即由负反馈抑制变成正反馈促进 (引起促性腺激素水平升高 )。雌激素的这种双向反馈

包括它的最初的负反馈抑制效应和以后发展的正反馈促进效应。
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图 12-5  垂体促性腺激素细胞中 GnRH 的调控途径

(引自 Sylvia LA 和 Shereen E , 2002 )

给性腺功能低下的妇女和卵巢摘除的猴子注射药理剂量的孕酮 , 对促性腺激素水平

升高几乎没有抑制效应。但是 , 在月经周期的黄体期或者经过雌激素预处理 , 孕酮可以

降低促性腺激素峰的频率但增加峰的幅度。如前所述 , 孕酮的这种效应是由于它对下丘

脑β-内啡肽的作用调节的 , β-内啡肽降低 GnRH 脉冲产生器的频率。因此 , 在卵巢类固

醇激素负反馈作用中 , 雌激素和孕酮是主要的信号 , 并具有协同效应。

正反馈调节   促性腺激素排卵前峰的始动是雌激素正反馈作用的结果。通过放射

免疫测定法 , 可以检测到在卵泡后期雌激素在血液循环中水平升高。如给性腺功能低下

的妇女注射外源性雌激素 ( 300pg/ ml, 约持续 2～3 天 ) , 就可诱导一个促性腺激素排卵

前峰的产生。而排卵前卵泡分泌的孕酮增加可以增加促性腺激素峰的持续时间和加强雌

激素的正反馈作用。尽管在人类 , 排卵前孕酮分泌对于促性腺激素峰的完全表达是需要

的 , 但孕酮的这种影响在恒河猴中没有得到证明。可见 , LH 排卵前峰的时间性不是由

下丘脑刺激的 , 而是由从排卵前卵泡发出的信号控制的。因此 , 卵巢可能是控制

GnRH-促性腺激素水平调节的发情周期 (或月经周期 ) 时间性的生物钟 (至少在人类和

灵长类如此 )。

作用位点 (负反馈和正反馈的功能关系 )   尽管卵巢雌激素具有负反馈和正反馈

这种令人不可思议的能力 , 但正反馈的产生需要负反馈的存在。毫无疑问 , 垂体是雌激

素的主要作用位点 , 但是 , 近来的证据表明 , 雌激素对下丘脑也有作用。在脑中 , 雌激

素和孕激素受体出现在 MBH 中不同的神经元细胞群。就像在其他靶组织一样 , 雌激素

能够诱导孕酮结合位点以及在 MBH 中神经元中的受体 mRNA水平增加。使用免疫组

织化学、放射性自显影和原位杂交技术 , 已经定位了能够表达细胞内雌激素和孕酮受体

的特异细胞。在弓状核的多巴胺神经元 (酪氨酸羟化酶免疫反应神经元 ) 拥有雌激素

(约 30 % ) 和孕酮 (约 90% ) 受体。在β-内啡肽神经元中 , 含有雌激素 (约 20% ) 和

孕酮 (约 30% ) 受体。原癌基因 c-fos在 GnRH 神经元中的表达受雌激素诱导 , 标志着
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细胞的最终活化。弓状核的 GnRH神经元没有雌激素和孕酮受体。

生理意义   由于卵巢类固醇激素不直接作用于 GnRH 神经元 , 它们对 GnRH 神

经元活动的影响肯定是通过 MBH 中邻近的神经元系统调节的。尽管有许多候选神经元

类型 , 但由于在多巴胺神经元和β-内啡肽神经元中含有雌激素和孕酮 , 这就为类固醇激

素作为神经调节物质影响神经系统的功能找到了解剖和功能的基础。β-内啡肽和多巴胺

神经元都与 GnRH 神经元有轴突-轴突突触 , 并具有影响 GnRH 脉冲产生器以及 GnRH

分泌的能力 , 这样就为雌激素和孕酮反馈作用于 GnRH神经元的活动奠定了基础。

这种模型的基础是β-内啡肽能抑制多巴胺和 Gn RH 分泌 , 而多巴胺能够刺激β-内

啡肽和 GnRH 释放。而多巴胺抑制 GnRH 释放是由于刺激了β-内啡肽活性的原因。由

于神经肽的活性比胺类强 , 持续时间长 , 因此β-内啡肽调节的抑制性表达通常占优势。

B. 卵巢抑制素和激活素

目前 , 性腺抑制素的性质已被确定 , 并已克隆了多种动物 (包括人 ) 的抑制素基

因。已发现抑制素蛋白家族具有多种功能。抑制素由两个亚基 a和 b (来源于不同的基

因 ) 组成。尽管 ab 异二聚体抑制素抑制 FSH 分泌 , 但 bb 同源二聚体刺激 FSH 分泌。

最使人有兴趣的是 , 具有高度保守性的 b-亚单位与转化生长因子-β ( TGF-β)、AMH 及

其他一些对胚胎中胚层发育 (包括毛囊发育 ) 起重要作用的基因是同源的。抑制素蛋白

来源于三种激素原 , 这些激素原含有几个多聚的基础氨基酸残基团 (起着裂解和糖基化

位点的作用 )。具有生物功能的亚基来源于每个前体的终末区 , a-亚单位由 134 个氨基

酸组成。

一种 FSH的抑制蛋白 ( follis tatin) 的分离和鉴定已经完成。这种蛋白与抑制素的

结构不相同 , 在体外约有 5%～30%的抑制素活性。近来有证据表明 , 该蛋白是激活素

的结合蛋白。

高纯度的抑制素可抑制体外培养的垂体细胞 FSH 的基础分泌 , 这一点证明了早期

发现的体外培养的颗粒细胞分泌一种抑制素样物质可以选择性抑制 FSH 释放的观察结

果。抑制素对 FSH释放的抑制影响需要几个小时的潜伏期 , 最大的抑制效应只有到接

触抑制素 8～24h 后才能达到。此外 , 在培养的大鼠垂体细胞中 , 抑制素也抑制 GnRH

诱导的 GnRH受体上调。

高度纯化的激活素 A ( bAbA) 是一种在体外选择性促进 FSH 分泌的物质。与抑制

素相似 , 激活素对 FSH 释放的刺激作用也不依赖于 GnRH 并需要较长的潜伏期。激活

素和抑制素似乎功能性地相互拮抗。抑制素降低 FSH 的自发性产生 , 并降低低剂量激

活素的效应 , 而高剂量激活素能克服抑制素的效应 , 最终导致 FSH 分泌受到刺激。高

剂量的激活素可完全消除抑制素的效应。进一步研究证明 , 在大鼠垂体细胞培养中 , 抑

制素可降低 FSH mRNA的表达水平 , 72h 后完全不表达 , 并伴随着 FSH分泌的平行变

化。加入激活素可诱导 FSH mRNA 的表达 , 伴随着 FSH 分泌增加。在细胞培养中 ,

Follistatin (10～50ng/ ml剂量 ) 也可明显降低 FSH mRNA 的表达。所有的实验都没有

观察到 LH-β亚单位 mRNA 的变化。有关抑制素和激活素对垂体 FSH 分泌的功能性关

系尚不清楚 , 因为在血液循环中抑制素水平升高时 , 循环中激活素还没有出现 , 另外垂

体促性腺激素分泌细胞本身也产生抑制素亚单位 , 搞清它们之间的关系对于阐明促性腺

激素的调节具有重要意义。
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(4 ) 松果体激素

哺乳动物体内 , 松果体分泌抗性腺物质 , 如褪黑激素 ( melatonin , MLT)、5-羟色

胺 ( 5-hydroxytryptamine, 5-HT) 和 8-精氨酸催产素 ( vasotocin ) 等 , 经血液循环和脑

脊髓液扩散到下丘脑 , 抑制 GnRH 分泌。有趣的是 , 除发现上述抑制 GnRH 的活性物

质外 , 在松果体内还发现有 GnRH。有人用放射免疫分析法发现 , 在新鲜的羊松果体组

织中的 GnRH浓度比下丘脑高 20 倍 , 因此 , 推测松果体可能是 GnRH 组成型分泌的另

一来源。

(5 ) 其他因素

由于神经系统的调节是反射性的 , 刺激各种感觉器官 (如视觉、嗅觉、触觉、听

觉 ) 产生的信号传入中枢神经系统后 , 可反射性调节 GnRH 的分泌。总之 , GnRH 神

经活动是一个非常复杂的生理过程 , 它受到许多内外因素的影响和调节。

7 . 临床应用

临床上 GnRH 常用于治疗雄性动物性欲减弱、精液品质下降、雌性动物卵泡囊肿

和排卵异常等症。此外 , 在母猪或母牛发情配种时或配种后 10 天内注射 GnRH 或其类

似物 , 可以提高配种受胎率。

(二 ) 催产素 ( oxytocin , OT )

催产素是有胎盘哺乳类体内的一种 9 肽神经内分泌激素 , 主要由下丘脑的催产素神

经元合成 , 沿其轴突运输并储存到垂体后叶 , 在适当的刺激下以脉冲式释放 , 对动物体

具有多种生理效应。

1 . 催产素的结构与功能的关系

催产素的化学结构为含一个二硫键的 9 肽 , 其活性中心是第二位的酪氨酸及第五位

的天冬酰胺 , 前者的 C O与后者的 NH 之间形成氢键 , 与第九位的甘氨酰胺形

成亲水键。第三位的异亮氨酸与第八位的亮氨酸对催产素的生物活性和作用专一性非常

重要。改变第四位和第七位氨基酸残基 , 可使催产素促子宫收缩的作用更专一。去除第

一位游离氨基可以减弱催产素的极性 , 使其渗透性增强而活性提高。第四位谷氨酰胺改

为苏氨酸 , 可使促子宫收缩活性成倍增加。将第七位脯氨酸残基用噻唑烷基-4-羧酸取

代后制成的催产素药物 , 其促子宫收缩活性为天然激素的两倍。而将第一位的游离氨基

改为羟基、第四位谷氨酰胺改成苏氨酸制成的类似物 , 则其促子宫收缩活性比天然激素

高 8 倍。二硫键虽然是稳定催产素分子紧密性的重要因素 , 但并非为维持生物活性所必

需。

2 . 催产素产生的部位

以前认为 , OT 的产生部位是在下丘脑的室旁核和视上核等核团的神经元 , 分泌物

经下丘脑 视上垂体束传送至神经垂体 , 经一定的调控机制释放入血液而发挥作用。随

着研究的深入 , 已发现在除下丘脑外的其他神经系统的广泛区域内存在 OT , 甚至在一
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些外周器官如卵巢、黄体、子宫、胎盘、睾丸、肾上腺、胸腺、胰腺中也有 OT 的分

布。

3 . 生理功能

催产素受体 ( OTR ) 与 G蛋白相偶联 , 激活磷脂酶 C, 通过细胞内的磷脂酰肌醇

信号系统 , 诱导细胞质 Ca
2 +
浓度升高 , 导致子宫在分娩时的强烈收缩。此外催产素还

具有广泛的生理功能 , 包括在哺乳时使围绕乳腺腺泡的肌上皮细胞收缩 , 参与黄体形成

和退化 , 以及在中枢神经系统中调节母性行为等。这些功能有的可归因于催产素从它的

经典生成部位———下丘脑 垂体系统中的合成与释放 , 而其他功能则依赖于催产素在外

周组织的生成和局部激素 受体间的旁分泌或自分泌相互作用。

(1 ) 催产素与哺乳动物的分娩

催产素对分娩的起始和维持具有作用。在整个妊娠的中前期和妊娠晚期 , 循环血中

的高浓度孕酮使子宫平滑肌保持松弛状态。临产前短时间内 , 血浆孕酮浓度迅速降低 ,

子宫中催产素受体表达量显著增加 , 子宫收缩能力提高。由于受子宫收缩、宫颈和阴道

扩张的刺激 , 下丘脑催产素神经元活动增强 , 导致其位于垂体后叶内的轴突末梢释放催

产素。OT 作用于子宫后 , 不但刺激前列腺素的合成 , 而且进一步增强子宫收缩 , 由此

形成一个正反馈环路 , 加速分娩过程。

各种哺乳动物分娩起始的机制存在很大种间差异 , 虽然催产素在分娩的引发过程中

具有作用 , 但它是否是始动分娩的关键激素 , 目前没有证据。子宫中可能存在能替代它

的某些其他机制 , 现在比较公认的是胎儿肾上腺皮质激素和子宫前列腺素的分泌可能是

始动胎儿分娩的关键。

(2 ) 催产素与卵泡发育和黄体形成

催产素存在于许多动物的卵巢中。在发情前期用 OT 处理 , 会使小鼠卵泡提前成

熟、排卵并形成黄体。颗粒细胞产生的 OT 作用于自身产生的 OT 受体 , 以自分泌形式

调节卵泡发育过程中类固醇激素的分泌。OT 与促性腺激素相互配合 , 共同调节围绕卵

母细胞的卵丘细胞微环境的功能状态。

(3 ) 催产素及其受体与有蹄动物黄体退化和妊娠识别

在有蹄类动物 , 催产素对黄体退化有重要的调节作用。反刍类家畜黄体退化和妊娠

识别是由子宫内膜上皮产生的 PGF2α、黄体分泌的催产素和胚胎分泌的干扰素τ ( inter-

feronτ, INFτ) 在雌激素和孕酮的调节下以旁分泌相互作用的结果。在绵羊等反刍动物

中 , OT 由黄体中的大黄体细胞产生并以分泌颗粒的形式储存在细胞质中 , 在子宫阵发

分泌的 PGF2α刺激下脉冲式释放。OT 又与子宫内膜上的 OT 受体结合。OT 受体通过

G 蛋白活化磷脂酶 C, 激活磷脂酰肌醇-蛋白激酶 C ( PKC) 信号系统 , 刺激子宫内膜分

泌更多的 PGF2α, 二者形成一个正反馈环路 , 使黄体迅速退化。

黄体退化的机制存在相当大的种间差异 , 并无证据表明 OT 在啮齿类和其他动物中

也发挥和在有蹄类动物同样的作用。

(4 ) 催产素与哺乳

催产素在射乳反射中发挥重要作用 , 它可以在哺乳时使围绕乳腺腺泡的肌上皮细胞

收缩 , 射出乳汁 , 这是一个典型的神经内分泌反射过程。OT 对自身释放具有正反馈效
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应 , 当血中 OT 浓度达到一个阈值时便发生反射性射乳。垂体后叶在吮乳时以几分钟的

间隔脉冲式大量释放 OT , 此时血中催产素浓度可比基础水平高 10 倍 , 然后又迅速降

解。OT 在哺乳过程中最重要且不能被其他途径所替代的功能 , 是在吮乳刺激下增加泌

乳和排乳。

(5 ) 催产素的其他功能

OT 产生并作用于脑 , 可刺激雌性大鼠表现母性行为。另外 , 催产素在雄性生殖生

理中的作用也不容忽视 , 它在大鼠、人、猪和牛的睾丸中都有局部产生 , 可参与雄激素

合成和曲细精管收缩的局部调节。来自前列腺的 OT 可影响豚鼠、大鼠、人和犬的前列

腺收缩 , 并影响大鼠和犬的前列腺生长。

4 . 调节催产素分泌和释放的因素

催产素的分泌和释放受神经因素和体液因素的调节。刺激阴道和乳腺以及异性刺

激 , 都可通过神经传导途径引起催产素的分泌和释放。雌激素对催产素的合成具有促进

作用 , 对催产素的生物学作用具有协同作用。

5 . 临床应用

催产素常用于促进分娩 , 治疗胎衣不下、子宫脱出、子宫出血和子宫内容物 (如恶

露、子宫积脓或干尸 ) 的排出等。事先用雌激素处理 , 可增强子宫对催产素的敏感性。

三、垂 体 激 素

垂体中分泌激素的细胞主要分布于腺垂体。现已发现的垂体激素至少有 7 种 , 与生

殖相关的主要有促卵泡激素、促黄体激素及催乳素。

(一 ) 促卵泡激素 ( follicle st imulating hormone , FSH)

促卵泡激素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 ,

在动物 (包括人类 ) 的生殖过程中起重要作用。

1 . FSH的分子结构

FSH分子中主要含有 4 类碳水化合物 : 己糖 ( 3 . 90% )、氨基己糖 ( 2 . 40 % )、岩

藻糖 ( 0 . 40 % ) 和唾液酸 ( 1 . 40 % ) , 其分子质量在动物间存在种属差异 , 大致在

30 kDa左右。FSH 是由两个非共价结合可解离的亚基所组成 , 称为α亚基和β亚基。α

亚基由 92～96 个氨基酸组成 (不同哺乳动物有所差异 ) ; β亚基由 109～115 个氨基酸

组成。糖基是以 N-糖苷键的方式连结在α和β两个亚基各自的区域。在同一物种中 , α

亚基是一致的 , 而β亚基是特异的。一般认为α亚基负责信号转导作用 , β亚基是功能

亚基 , 参加受体结合。现经研究发现 , α、β亚基均参加受体结合与信号转导作用。

FSH-α亚基基因由 3 个外显子和 3 个内含子组成。在不同物种中 , α亚基的氨基酸

序列相对保守。FSH-β亚基基因由 3 个外显子和 2 个内含子组成 , 编码 110 多个氨基酸
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的蛋白质。利用合成肽法 , 发现β亚基中与α亚基结合的区域为第 11～25、51～65、

101～110 个氨基酸 , 与其受体的结合区域是第 43～53、68～95 个氨基酸。

2 . 生物学作用

(1 ) 对雄性动物的作用

FSH 对雄性动物的主要作用 , 是促进生精上皮发育和精子的形成。FSH 可促进精

细管的增长 , 促进生精上皮分裂 , 刺激精原细胞增殖 , 并在睾酮的协同作用下促进精子

形成。此外 FSH 还可以促进睾丸的 Ser toli 细胞分泌雌激素和抑制素。

(2 ) 对雌性动物的作用

FSH 对雌性动物的作用 , 主要是刺激卵泡生长和发育。实验证实 , FSH 能提高卵

泡壁细胞的摄氧量 , 增加蛋白质合成 , 并对卵泡内膜细胞分化、颗粒细胞增生和卵泡液

的分泌具有促进作用。FSH 除对卵泡的生长发育有促进作用外 , 还可在促黄体素的作

用下 , 刺激卵泡成熟及排卵。此外 , FSH 还能诱导颗粒细胞合成芳香化酶 , 催化睾酮

转变成雌二醇 , 进而刺激子宫发育。体外研究证明 , FSH 可以明显地诱导获得减数分

裂能力的卵母细胞恢复第一次减数分裂 , 促进卵母细胞生发泡的破裂和第一极体的排

出。最近的研究表明 , FSH可以诱导小鼠卵丘细胞分泌一种能够促进卵母细胞成熟的

物质 MAS ( meiosis activating sterols) , 该物质可以在体外诱导卵母细胞克服抑制因素而

主动恢复减数分裂。该物质已从人的卵泡液中和牛睾丸中提纯并已能人工合成 , 但它是

否是卵母细胞成熟的生理性促进剂还有待于证明。

(3 ) 与 LH的协同作用

在生理条件下 , FSH 与 LH 有协同作用。例如 , 给去垂体动物单独注射 FSH 时 ,

卵泡并不能达到正常大小 , 也不分泌雌激素 , 在这种条件下的阴道、子宫和输卵管保持

幼稚状态。给去垂体雄性大鼠单独注射 FSH 虽可刺激曲细精管发育 , 但对间质细胞无

作用。这表明在生理状态下 , LH对 FSH 的促卵泡发育和排卵作用有协同效应。然而在

生产或临床应用中 , 由于正常动物体内含有 LH 以及 FSH制品中含有大量 LH (除 FSH

基因重组产品外 ) , 以致在使用 FSH制剂的同时如果再加 LH , 会反面影响 FSH 的作用

效果。由于以前的大量关于 FSH 和 LH 之间的协同作用都是由提纯的激素进行的 , 因

此关于这两种激素之间真正的协同效应还有待于验证。

3 . FSH受体及作用机制

FSH 的生理功能是通过分布于性腺的特异性 FSH 受体所介导的。支持细胞 ( Ser-

toli cell ) 和颗粒细胞 ( granulosa cell) 分别是 FSH 作用于睾丸和卵巢的主要靶细胞。对

从牛睾丸中提纯的 FSH 受体的研究表明 , FSH 受体是一种由寡聚糖蛋白构成的膜受体 ,

由二硫键连接的 4 个单体组成。FSH 与受体的相互作用部分依赖于膜磷脂的存在 , 通

过膜磷脂稳定蛋白构型和介导信号传递 ; 同时也依赖于二硫键的组合 , 稳定受体构型。

FSH 与卵泡颗粒细胞上的 FSH特异受体结合后产生两种作用。一方面活化芳香化

酶 , 另一方面诱导 LH 受体形成。内膜细胞在 LH 的作用下提供 19 碳底物———雄烯二

酮或睾酮 , 这些底物通过基底膜进入颗粒细胞 , 活化的芳香化酶把它们转变为 17-β雌

二醇。而卵泡内膜本身只能产生很少量的雌激素。雌激素协同 FSH 使颗粒细胞增生、
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内膜细胞分化、卵泡液形成及卵泡腔扩大 , 从而使卵泡生长和发育。此外 , FSH 还可

以刺激大的有腔卵泡的颗粒细胞分泌抑制素 , 而后者反过来会抑制垂体 FSH 的分泌 ,

这对于优势卵泡的选择具有重要意义。利用抑制素可以抑制 FSH 的释放 , 而 FSH 又是

卵泡发育和卵母细胞成熟的关键激素。如果给动物注射抑制素的抗体 , 就可以导致动物

内源性 FSH 释放 , 达到超数排卵的效果 , 这一点已在小鼠等动物中得到证实。

雄性动物曲细精管内的支持细胞也是 FSH 的靶细胞。FSH 对支持细胞的作用之一 ,

就是刺激分泌一种雄激素结合蛋白 ( androgen binding protein , ABP )。这种结合蛋白对

睾酮有很强的亲和力 , 与睾酮结合 , 借以保持曲细精管腔内睾酮的高水平 , 从而在曲细

精管内对精子发生起作用。FSH 对于包裹在支持细胞中的精子的释放也起作用。

Latham等发现 , 在体外培养的与卵母细胞相关的颗粒层细胞 ( oocyte-associated

granulosa cells , OAGCs) 的分化受 FSH和胰岛素的影响。培养的 OAGCs 在不添加 FSH

和胰岛素的情况下 , 不能合成许多蛋白质 , 最显著的效果是卵丘细胞中蛋白质的合成率

与颗粒层内壁细胞相比减少了 1/ 4 , 所以卵丘细胞生长的表型被延迟了 ; 若 OAGCs 用

FSH 处理 , 则蛋白质的合成率至少是卵丘细胞的 2 倍。Ferasin 等运用脑下垂体机能不

足的 Snell侏儒大鼠 , 在体内使用特定片段肽抗血清能增强羊 FSH 在体内的生物活性。

从牛 FSH-β亚基中选 5 个肽段 , 其中肽段 A (33～47) 和肽段 B (40～51) 在羊中产生

的抗血清能够被
125

I 标记的牛 FSH 所识别。由抗肽段 A、抗肽段 B 产生的抗血清 , 在 5

天的处理时间内可显著增强其生物活性。肽段 A 和肽段 B 被认为位于受体识别区内 ,

这个部位可能影响与 FSH有关的表型、结构或功能。起增强作用的抗肽段抗血清通过

用肽段 A、肽段 B免疫动物来取得 , 可将这些肽段制成疫苗用于增强 FSH 的功能。原

癌基因 c-myc在控制细胞增殖和分化过程中起重要作用。FSH 可以时间、剂量依赖性地

诱导 c-myc mRNA水平的增加。

4 . 临床应用

临床上 FSH主要用于以下六个方面 : ①用于治疗长期乏情或间情期过长 ; ②用于

治疗卵巢静止 (但对卵巢幼稚无效 )、卵泡发育中途停滞或两侧卵巢交替发育 (结合使

用 LH 可提高疗效 ) ; ③对多卵泡发育 , FSH 能促使较大卵泡发育成熟 , 小卵泡闭锁 ;

④对持久黄体能促使其萎缩 , 诱发卵巢中新卵泡生长 ; ⑤胚胎移植时 , 一般与 LH配合

使用对供体作超数排卵处理 ; ⑥对提高公畜精子密度有一定疗效。

(二 ) 促黄体激素 ( luteinizing hormone , LH)

促黄体激素又称间质细胞刺激素 ( interstitial cell stimulating hormone, ICSH ) , 与

FSH 一样 , 也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。

1 . LH的分子结构及 LH受体

LH的分子结构与 FSH 类似 , 分子质量大致也在 30kDa左右 , 也是由α亚基和β亚

基组成的异二聚体 , α亚基为促性腺激素所共有 , 而β亚基具有激素和种间特异性 , 是

激素的特异亚单位 , 能与靶器官受体结合。基因分析表明 , LH 的α亚基基因含有 4 个
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外显子及 3 个不同大小的内含子 , 成熟的 mRNA 约含 730～800 个核苷酸 ; 而 LH 的β

亚基基因含有 3 个外显子及 2 个内含子 , mRNA约含 700 个核苷酸。

LH的生理功能是通过分布于性腺细胞膜上的特异性促黄体激素受体所介导的。LH

受体为 G蛋白偶联型受体 , 与其他 G蛋白受体相同 , LH受体亦具有 7 个跨膜区 , 4 个

胞质区以及由 3 个环状区和 N 端组成的细胞外区。研究发现 , LH 受体分子质量为 75

kDa, 含有 674 个氨基酸残基 , 其细胞外区中大约有 14 个不完全重复的富含亮氨酸序

列 , 每一个序列大约含有 25 个氨基酸残基 , 其功能是负责结合 LH , 因此该区域具有

结合激素、与跨膜区发生反应并介导信号转导的特性 ; 跨膜区具有结合 G 蛋白特性 ,

而胞内区是发生磷酸化作用的部位。

2 . 生物学作用

(1 ) LH 对腔前卵泡的影响

在卵泡发育的整个过程中 , LH发挥着重要的作用 , 但多数研究集中于后期的卵泡

及排卵前期。事实上 , LH在前期卵泡发育中也有重要的作用。Flaw等通过体内试验发

现 , LH很可能对小卵泡的发育有积极影响。越来越多的研究结果表明 , 对于早期发育

阶段的卵泡 (从直径 85μm 至 150μm) , 在形成有腔卵泡的过程中 , LH 的供应是必不可

少的。这很可能是因为 LH 会诱导早期膜细胞的分化 , 从而对以后的卵泡及卵母细胞的

发育是关键的。利用小鼠胚胎卵巢体外培养技术 , Wang 等发现 LH/ hCG可明显促进小

卵泡的发育 , 而 FSH 在这方面的作用尚不明确。

(2 ) LH 对卵泡优势化的作用

研究发现 , LH在卵泡的选择发育上即卵泡优势化上起重要作用。但目前优势卵泡

选择的机制仍不是很清楚 , 有可能与 FSH 分泌的减少及卵巢自分泌、旁分泌产生的调

节因子有关 , 也有可能是多种因素协同作用的结果。

关于优势卵泡选择的研究在牛、羊等大家畜的研究较多。在大家畜中卵泡的选择发

生在黄体期 , 即在 LH 刺激下黄体分泌孕酮的旺盛期。卵泡呈批次性的发育 , 但只有那

些正在发育的卵泡正好碰到黄体开始溶解时期时 , 它才能最终发育成优势卵泡。从内分

泌学的角度看 , 卵泡始动发育时正好处于促性腺激素高幅低频的波动性分泌期 , 而最终

能够发育成大卵泡的时相正好与促性腺激素低幅高频的波动性分泌相吻合。目前认为卵

泡能否发育成优势卵泡决定于血液中促性腺激素水平、卵泡体细胞中促性腺激素受体的

水平以及卵泡体细胞激素本身的分泌水平等多方面因素。具体内容见卵泡发育及卵子发

生一章。

(3 ) LH 诱发排卵

动物的排卵是一个十分复杂的过程 , 涉及卵泡的破裂及成熟卵母细胞的排出等一系

列变化。其中 , 对排卵起关键作用的激素是 LH。优势卵泡确立以后 , 卵泡内的雌激素

迅速增加 , 出现了雌二醇 ( estradiol , E2 ) 峰值 , 而且升高的 E2 浓度会促进优势卵泡的

生长。随着 E2 峰值的出现 , 通过正反馈使 GnRH 刺激垂体释放 LH 的量增加 , 进而造

成排卵前的 LH 脉冲频率增加。而在黄体退化以前 , E2 浓度及 LH 脉冲频率的升高却达

不到卵泡期类型 ( follicular phase-type) 频率 , 从而无法促成卵泡的最终成熟和排卵。

因此高浓度的 E2 和 LH 保证了优势卵泡的后期生长。黄体退化以后 , LH 的脉冲频率进
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一步升高 , 经过芳香化酶作用导致排卵前 E2 浓度也进一步升高。这样在升高的 E2 浓度

和 LH 脉冲频率作用下 , LH开始对颗粒细胞进行调节 , 导致卵泡壁的终末分化 , 促使

卵泡排卵。可见 LH 对诱发哺乳动物排卵有着重要作用。

(4 ) LH 在雄性动物中的作用

LH可刺激睾丸间质细胞合成和分泌睾酮 , 这对附性腺的发育和精子最后形成起决

定作用。

3 . 临床应用

临床上 LH 主要用于治疗 : ①排卵障碍 , 即成熟卵泡排卵迟缓。②卵泡囊肿。③黄

体发育不全引起的早期胚胎死亡 , 或早期习惯性流产。④母畜情期过短而久配不孕。

⑤公畜性欲不强、精液和精子量少、隐睾等。

(三 ) FSH 与 LH 分泌的特点及调控因素

FSH 与 LH 在许多情况下平行分泌 , 但其合成、分泌的调控是一个复杂的过程。两

种促性腺激素细胞对下丘脑促性腺激素释放激素脉冲分泌的幅度及频率变化具有不同的

敏感性 , 对性腺类固醇激素 (雌二醇和孕酮 )、非甾体肽抑制素、激活素和卵泡抑素分

泌环境具有不同的反馈应答 , 对垂体内激活素 卵泡抑素旁分泌/ 自分泌调节具有不同的

依赖性 , 并且对下丘脑兴奋性氨基酸的刺激产生不同的反应 , 这些都说明这两种激素分

泌的“不同步”性。虽然对促性腺激素细胞这种“不同步”分泌的机制尚不明确 , 但对

输入至垂体促性腺激素细胞的不同信号影响着垂体促性腺激素转录、合成、储存方面已

有所了解。

1 . GnRH对 FSH和 LH的不同调控

体内单独注射 GnRH , 可引起血清 FSH、LH水平升高 , 但 LH峰值/ 基线值比率比

FSH 大 , 注射 GnRH拮抗剂后 , 血中 LH 在几小时内迅速下降 , 而 FSH 则缓慢下降 ,

下降曲线中有一高水平“平台期”。动态测定大鼠正常性周期中 GnRH、FSH 和 LH 水

平发现 , LH易形成脉冲式变化 , 且常伴随 GnRH 脉冲出现 , FSH 可有脉冲变化 , 但与

LH 脉冲不同步。以上体内、体外实验及自然性周期中的促性腺激素变化提示 , 垂体

LH/ FSH 对 GnRH的刺激有不同的反应。LH 对 GnRH 脉冲刺激敏感 , FSH 则较少受

GnRH 脉冲的影响。这些现象可能是因为 LH 在血循环中的清除较 FSH 快。FSH 可能

不依赖于 GnRH调节 , 其分泌机制不同于其合成过程。FSH分泌可能是“固有、内在”

的 , 且很少受 GnRH 调控 , 垂体局部产生的因子激活素可使 FSH 持续分泌 , 激活素可

能是 FSH 合成与分泌必需的“内在”信号 , 说明 FSH的合成与分泌机制很复杂。

2 . 调控 FSH/ LH分泌的其他下丘脑因子

下丘脑肽类物质如甘丙肽、P物质、神经肽 Y 在体外实验中均能增强 GnRH 促进

垂体 LH 和 FSH 分泌的反应 , 但对 LH 作用比 FSH 强。
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3 . 性腺激素反馈和垂体内反馈环路

一般来说 , 促性腺激素分泌的波动性在卵泡期增加 , 而在黄体期降低。具体表现

是 , 雌激素升高可降低促性腺激素分泌的波幅而增加波的频率 , 而孕酮含量升高则主要

降低促性腺激素分泌波的频率但增加波的幅度。这说明在卵泡期 , 波的频率增加是由于

孕酮的缺失 , 而波幅的降低是由于雌激素的出现。这种频率增加而波幅下降相结合的特

征对于发育中的有腔卵泡最后发育成优势卵泡是非常重要的。

图 12-6  性腺激素对 GnRH、LH和 FSH 分泌的作用

(引自 《HORMONES》)

下丘脑和腺垂体对持续升高的雌激素分泌发生的反应是 , 促使促性腺激素分泌增

加 , 这种关系是正反馈关系。在有腔卵泡最后发育阶段的一天或几天内 , 雌激素突然持

久性地分泌增加 , 通过增加 GnRH 波动性释放的频率来促进促性腺激素分泌的增加。

从本质上讲 , 促性腺激素波动性释放的频率克服了其代谢清除率。促性腺激素峰的目的

是诱导卵泡内的变化 , 导致卵泡破裂排卵。促性腺激素峰的持续时间相对较短 (一般

12～24 h) , 这可能是由于随着卵泡对促性腺激素排卵前峰的反应 , 卵泡中雌激素的浓度

下降。可见这种始动卵泡排卵的特殊生理机制是有反馈性的 , 因为卵泡能够将自己的成

熟状态通过雌激素信号传递给下丘脑和腺垂体 , 随着卵泡的成熟 , 雌激素的生成量增

加。

在非排卵期 , 促性腺激素的分泌受卵巢性激素 (雌激素和孕酮 ) 的负反馈调节。特

别是雌激素能够负反馈抑制促性腺激素的分泌 , 这是因为在雌激素低浓度时 , 负反馈机

制敏感。在卵巢摘除后 , 由于雌激素的抑制作用被清除了 , 促性腺激素浓度大幅度增
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加。孕酮对促性腺激素波动频率的影响 , 一般认为发生在下丘脑水平 , 而雌激素则通过

影响垂体和下丘脑两个水平来影响促性腺激素的分泌。尽管这些激素作用的部位有种间

差异 , 但似乎下丘脑中孕酮和雌激素对促性腺激素分泌的负反馈作用的位点是在正中隆

起正上方的弓状核。促性腺激素释放的正反馈调节中枢位于下丘脑前部的视前区 (图

12-6)。

在雄性动物中 , 促性腺激素分泌的控制与雌性的相似 (图 12-7)。下丘脑 GnRH 的

波动性释放影响促性腺激素的波动性分泌。后者反过来引起睾丸中睾酮的波动性分泌。

性别之间的一个主要差异是雄性中不存在雌性那样的促性腺激素的正反馈释放。精子在

导管系统中不断地生成和排出。这一过程不需要促性腺激素峰的出现。

图 12-7  下丘脑 垂体 睾丸轴内分泌调节示意图

(引自 Home Fertility Network)

性甾体激素能较大幅度减少血液中 LH 浓度 , 但较少抑制 FSH 分泌。而非甾体激

素激活素和抑制素的正、负反馈作用仅限于血 FSH 、垂体 FSH 及 FSHβ亚单位的

mRNA水平。抑制素和激活素同属转化生长因子-β ( transforming growth hormone-β,

TGF-β) 球蛋白超家族成员。抑制素为一个 A亚单位 ( 18 kDa) 和一个 BA 或 BB 亚单

位 ( 14 kDa) 通过二硫键连接的异二聚体 , 而激活素为 2 个 B亚单位组成的同二聚体 ,

二者均可从卵巢卵泡液中分离出来 , 在许多动物的卵巢和睾丸中均有抑制素、激活素三

种亚单位 mRNA 表达。单侧性腺切除的大鼠 , 其抑制素下降 , 血清 FSH 增高而 LH 不
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变 , 提示抑制素下降引起单一 FSH 分泌。卵巢产生的卵泡抑素 (不属于 TGF 超家族成

员 ) 与激活素结合后抑制激活素本身活性 , 因而协助抑制素抑制 FSH 的分泌。垂体前

叶也有激活素亚单位 mRNA及卵泡抑素 mRNA 表达 , 在垂体内发挥局部旁分泌信号作

用 (和性腺内作用机制一致 )。抑制素和激活素均选择性作用于 FSH 的分泌 , 独立调控

着 FSH 的表达及作用。

另外 , 促性腺激素细胞分泌的激活素及结合蛋白卵泡抑素可通过其受体调节 FSH

分泌 , 构成垂体内局部反馈环路 ; 亦可通过卵巢颗粒细胞膜激活素受体以旁分泌/ 自分

泌方式改变激活素结合蛋白卵泡抑素的分泌比率来调控 FSH 合成与分泌 , 而不影响

LH。

因此 , 垂体局部调节环路中激活素/ 卵泡抑素与外周性腺雌激素、孕酮、抑制素的

长环 ( loop) 反馈信号一起构成调控网络 , 分别以旁分泌/ 自分泌、正、负反馈方式共

同专一地调控垂体 FSH 的合成与分泌 , 而不影响 LH 的分泌。

4 . 影响 FSH/ LH不同分泌的其他因子

LH 和 FSH 分泌有性别差异。用纯化抑制素单克隆抗体进行免疫组化研究发现 ,

新生大鼠睾丸中有抑制素 A、BB 亚单位 , 主要在 Sertoli 细胞表达 , Leydig 细胞内亦有

少量表达。但成年雄鼠血循环中几乎测不到抑制素 , 其 FSH 值明显高于成年雌性大鼠。

给予成年雄鼠抑制素抗血清 , 血清 FSH 水平亦不增加。这说明睾酮有降低抑制素而升

高 FSH 水平的作用。

研究表明 , 应激状态时 , LH/ FSH 分泌情况不同 , FSH 表达与分泌增加 , 而 LH

分泌往往受到抑制。

季节、光照等环境变化或交配活动等外界刺激可通过神经系统 , 调节下丘脑 GnRH

的分泌 , 进而影响促性腺激素的分泌。仓鼠从短 (非繁殖期 ) 转到长 (繁殖期 ) 的光周

期 ( photoperiod) 时 , 血清 FSH 上升先于 LH 出现 , 此时出现低频的 GnRH 脉冲。这与

LH 分泌较 FSH 分泌更依赖于 GnRH 刺激的观点不一致。对该现象的解释 , 一种原因

可能是动物在长的光周期情况下 , 低频的 GnRH 脉冲刺激适于 FSH 的分泌 ; 高频的

GnRH 脉冲刺激则适于 LH 的分泌。另一种原因可能由于抑制素负反馈的选择性下降或

激活素旁分泌途径激活所致。因配子的形成较性激素合成需较长时间 , 故选择性促进

FSH 升高利于配子的优先形成。

(四 ) 催乳素 ( prolactin , PRL )

催乳素又名促乳素 , 是垂体前叶嗜酸细胞 (在妊娠子宫蜕膜和免疫细胞等也分泌 )

分泌的一种具有广泛生理功能的肽类激素 , 通过垂体门脉系统进入血液循环 , 影响生殖

活动的许多环节。有的学者把它称为促性腺激素中的第三种促性腺激素 , 主要是对哺乳

动物的乳腺发育和泌乳起作用 , 此外对有些动物的黄体维持、性行为的变化起调节作

用。
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1 . PRL的化学特性

目前已发现 , 两栖类、硬骨鱼类、哺乳动物都存在 PRL。哺乳动物 PRL 为 199 个

(人为 198 个 ) 氨基酸残基组成的单链蛋白质。PRL 分子内有三个二硫键 (—S—S— ) ,

等电点 pH 为 5 . 7～5 .8 或 6 .5 (人 )。动物种类不同 , PRL 分子结构也有差异。

2 . PRL受体类型及作用机制

PRL与受体结合引起广泛的生物学效应。PRL受体 ( PRLR ) 分布极为广泛 , 这是

PRL在体内具广泛的调节作用的基础。PRLR 属于细胞因子受体超家族 , 在小鼠、大鼠

等啮齿类动物 , 受体类型基本分为长型和短型两大类 , 均为跨膜蛋白 , 其细胞外构型相

同 , 而细胞内部分则存在长度和氨基酸序列的差异 , 提示其分别通过不同的机制引起生

物学效应 ; 哺乳动物和禽类 PRL 受体结构的不同之处在于哺乳动物只有 1 个胞外配体

结合区 , 而禽类则具有 2 个重复单位的配体结合区。对人类 PRLR 的研究发现其在作用

机制上类似于大鼠等的长型受体 , 都是通过 JAK-STAT 途径发生作用。在妊娠大鼠的

黄体中 , PRL 长型和短型受体都有表达 , 长型受体的表达量要多于短型受体。在以往

的研究中 , PRL与长型受体结合后 , 是通过 Janus激酶-2 ( JAK2 ) 或信号转导和转录激

活因子 5 ( STAT5 ) 起作用 , 而最近的实验研究证实 , 在大鼠黄体中这两种作用都存

在。PRL与长型受体结合后 , 导致受体二聚体化 , 激活与 PRL 关联细胞浆的 JAK2 磷

酸化 , 或使 STAT1/ STAT5 磷酸化 , 激活的蛋白移位到细胞核内 , 启动一些目标基因

的转录 , 如β-酪蛋白、β-乳球蛋白、α2 巨球蛋白、干扰素调节因子-1 等 , 这些蛋白因

子介导 PRL 的促黄体细胞分化和其他作用。

但 JAK-STAT 途径并非 PRL 与受体作用引发效应的惟一途径。1997 年研究人员发

现 , 以酪氨酸激酶抑制剂抑制 JAK2 的活性并不能影响 PRL 对 20α-羟类固醇脱氢酶基

因的调节 , 提示在大鼠黄体存在其他激酶系统或 PRL 信号转导途径。Duan 于 1996 年

在其实验中发现并克隆了一种大鼠卵巢特异性磷酸蛋白———PRAP ( PRLR receptor as-

sociated protein , 催乳素受体相关蛋白 )。PRAP是一种 32kDa的蛋白 , 在包括人类在内

的多种动物中 , 主要在卵巢的大黄体细胞上大量表达 , PRAP 与 JAK2 不同之处在于

PRAP只是特异性地与 PRL短型受体结合 , 而 JAK2 与两种受体均结合。PRAP与 PRL

短型受体结合可增加 PRL 与受体的亲和力 , 关于 PRAP 的具体作用 , 现尚不明确 , 推

测 PRAP分子有一个类似于 JAK2 的酪氨酸磷酸化部位 , 从而介导 PRL 与其短型受体

结合后的信号传递过程。

3 . 生物学功能

(1 ) 对乳腺发育及泌乳的作用

PRL的主要作用是刺激乳腺发育和促进泌乳。PRL 与雌激素和生长激素协同促进

乳腺腺管系统增长 ; 与孕酮协同促进乳腺腺泡系统发育 ; 与皮质类固醇一起则可激发和

维持完成发育的乳腺泌乳。

(2 ) 对卵巢功能的调节

在大鼠等啮齿类动物的卵巢上均有 PRLR 的表达。研究表明 , PRL 对卵巢生理、
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维持妊娠具有直接的调控作用。Yuan 等研究发现 , PRL 对表面有生长激素 ( GH) 受

体表达的大黄体细胞的孕酮生成有促进作用 , 表面有 LH 受体表达的小黄体细胞对 PRL

无反应 , 且激素之间可产生协同作用 , 促进黄体发育 , 提高孕酮分泌。相关实验证明 ,

正常水平的 PRL 对维持啮齿类动物的黄体功能是必需的。在哺乳动物中 , 绵羊是目前

发现的惟一一种其黄体维持也受 PRL 调节的动物。

(3 ) 对妊娠维持的影响

以前认为 , PRL仅为子宫内膜蜕膜化的一种特异性标记物 , 并不参与内分泌调节

或在调节中不起重要作用 , 这种观点正在被越来越多的实验结果所动摇。动物实验发

现 , 在孕早期蜕膜上 PRL 及 PRLR 都有丰富的表达 , PRL 可刺激妊娠黄体 LH/ CG 受

体的表达 , 促进自身受体的表达 , 可以与 FSH、LH 协同作用优化 cAMP 和孕酮的合

成 , 提示 PRL 可能通过自分泌/ 旁分泌机制调节蜕膜局部环境及机体内分泌状态。

(4 ) 其他方面

PRL可增强某些动物的繁殖行为 , 增强雌性动物的母性 , 如禽类的抱窝性 , 鸟类

的反哺行为等。在家兔 , 还与产仔前脱毛和造窝有关。对鸟类 , 可促进鸽子的嗉囊发

育 , 并分泌哺喂雏鸽的嗉囊乳。在雄性个体 , 可能具有维持睾酮分泌的作用 , 并与雄激

素协同 , 刺激附性腺的分泌 , 以及维持性欲。在人类临床上有一种高催乳素血症的病

人 , 其性欲降低 , 并无生殖能力。

4 . 影响 PRL 分泌的因素

尽管催乳素的分泌是波动性分泌 , 但其分泌的调节主要是抑制性的。这一概念有下

述事实支持。即如果切断垂体柄 , 或将垂体移植到其他部位 (如肾囊中 ) , 或将垂体与

下丘脑之间的联系切断 , 则 PRL 分泌增加。这一现象引起了人们对抑制 PRL 分泌因素

的兴趣。现已证明下丘脑腹侧产生的多巴胺是 PRL 分泌的强有力抑制物。其他抑制

PRL 分泌的因素包括γ-氨基丁酸和促性腺激素释放激素相关肽 ( GAP )。多巴胺的激动

剂 , 如溴隐亭可以用来抑制 PRL 的分泌 , 用于治疗高 PRL 血症的病人。对垂体 PRL

分泌有促进作用的因子有促甲状腺激素释放激素 ( thyrotropin releasing hormone,

TRH)、雌激素及血管活性肠肽 ( VIP ) 等。最早知道的 PRL 释放因子之一是 T RH ,

尽管在垂体 PRL 分泌细胞上发现有 T RH 受体 , 但 T RH 和 PRL 分泌之间的生理关系还

不清楚。VIP是另一个强有力的 PRL 分泌的刺激物 , 其作用机理是通过抑制下丘脑中

多巴胺的合成而促进 PRL 的分泌。另外 , 雌激素对 PRL 的分泌也有促进作用 , 这是通

过降低垂体 PRL 细胞对多巴胺的敏感性和增加 PRL 细胞上 TRH受体的数量实现的。

对蜕膜 PRL 分泌影响最大的激素为孕酮 , 已知增生期的子宫内膜不产生 PRL, 只

有从分泌中期开始 , 在孕酮的持续刺激下 , 内膜 PRL 产量才会持续上升 , 孕酮的促

PRL作用可能是通过激活蜕膜细胞内的腺苷酸环化酶 , 进而引起 cAMP 信号传递的级

联效应所介导的。另外 , 内膜间质细胞产生的非结合性 hCG-α亚单位亦起协助作用 ,

而一些免疫因子 , 如 IL-2 , 则抑制蜕膜 PRL的合成和分泌。
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四、松果体激素

松果体 ( pineal body) 是人及动物体内的神经内分泌器官 , 源自神经外胚层 , 位于

间脑顶部 , 缰连合与后连合之间 , 四叠体上方的凹陷内 , 故又名脑上体 ( epiphysis cere-

bri )。通过柄与基部相连 , 其顶部朝向后方。第三脑室顶部部分伸入柄内形成松果体隐

窝 ( pineal recess) , 将松果体柄分为上板层与下板层两部分。松果体外包结缔组织软脑

膜 , 并伸入腺体内构成支架。松果体有丰富的血管 , 由左、右脉络膜后动脉分支的微动

脉穿入松果体被膜 , 行走于结缔组织之中 , 然后形成毛细血管网 , 经静脉汇集起来穿出

被膜构成松果体奇静脉 , 最终汇入大脑大静脉。松果体实质由松果体细胞和神经胶质细

胞组成 , 该腺体直接受颈交感神经支配 , 分泌吲哚类和多肽类激素 , 其中最重要的是褪

黑激素。

(一 ) 褪黑激素 ( melatonin , MLT ) 的分布、生物合成及代谢

MLT 是由美国皮肤病学家 Lerner 于 1958 年从肉牛松果体中首次分离得到的一种

吲哚类激素。应用 MLT 饲喂两栖类动物 , 可使黑色素细胞凝集 , 从而使皮肤褪色 , 故

而得名。它在多个物种的多种组织中广泛存在 , 参与生物的昼夜节律和视网膜信号的调

节 , 以及季节性繁殖哺乳动物的生殖调控等多种生理功能的调节。

MLT是一种小分子脂溶性物质 , 分子质量 232Da, 化学结构是 N-乙酰-5-甲氧色

胺。

MLT存在于脑脊髓液和外围血液中 , 其分布以下丘脑含量最高 , 中脑、小脑和桥

脑次之 , 脑端含量最低。从动物全身来说 , MLT 储存最多的器官是松果体 , 其次是下

丘脑、肾上腺、垂体前叶、性腺和生殖器官 , 因此它很可能在中枢神经系统和外围组织

中均发挥作用。

MLT主要是由松果体合成的 , 其他合成部位还有视网膜、眼眶腔的副泪腺、唾液

腺、肠的嗜铬细胞及红细胞。松果体细胞合成 MLT 的过程如下 : ①色氨酸在色氨酸羟

化酶 ( TPH) 的作用下转变成 5-羟基色氨酸 ; ②5-羟基色氨酸脱羧酶 ( 5-HT-POC ) 催

化成 5-羟色氨酸 ; ③在 5-羟色胺-N-乙酰转移酶 ( NAT ) 和羟基吲哚氧位甲基转移酶

( HIMOT ) 的作用下 , 5-羟色胺经 N-乙酰羟色胺转变成褪黑激素 ( N-乙酰-5-甲氧基色

胺 )。在 5-羟色胺 ( 5-HT ) 转变成褪黑激素过程中 , 需要 NAT 和 HIMOT 这 2 种酶的

作用 , 前者使 5-HT 氨基乙酰化 , 后者使吲哚环羟基甲基化。在此过程中 , 交感神经影

响着 NAT 的活力。HIMOT 是全部合成过程中的关键酶。

褪黑激素进入血液循环并经脉络膜浓缩后分泌进入脑脊液 , 与血浆蛋白结合的褪黑

激素被一些组织摄取 , 并在肝脏和其他器官中代谢。

(二 ) 褪黑激素合成、分泌的节律变化和调节机制

5-羟色胺的浓度白天高 , 夜晚低 ; 而 MLT 浓度白天低 , 夜晚高。松果体内吲哚类
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物质的转换是由光照周期调控的 , MLT 的浓度夜间升高是由 NAT 的活性上升引起的 ,

NAT 是 MLT 合成的一个限速酶。HIMOT 的活性控制夜间 MLT 升高的程度 , 该酶在

动物松果体中浓度最高。目前所知对于哺乳动物来说 , 光照信息是通过下述途径到达松

果体的 : 光照→视网膜→视交叉→视交叉上核 ( SCN) →下丘脑室周区和结节区→经后

脑顶盖背侧→脊髓的胸段→脊髓节前交感神经束→颈上神经节→节后交感神经纤维→松果

体的实质细胞。节后神经末梢释放的去甲肾上腺素 ( NE ) 通过渗透方式作用到松果体

细胞。可见 , 光照对松果体合成 MLT 的调控作用一方面是抑制作用 , 即对 NAT 活性

的抑制 ; 另一方面是使松果体节律同环境昼夜节律同步化 , 即夜间高于白昼。自然条件

下 , 午夜 12 时至凌晨 2 时 MLT 合成达到高峰 , 随后逐渐减少 , 至中午 12 时达到最低

点。支配松果体的交感神经末梢分泌的去甲肾上腺素 , 作用于松果体腺细胞膜上的α1、

β1受体 , 导致 N-乙酰转移酶 ( NAT ) 激活和 MLT 增加。在松果体信息传导过程中 ,

环核苷酸起着十分重要的作用。cAMP能诱导激活 NAT , 使 5-羟色胺转变为 MLT 的前

体物质———N-乙酰-5-羟色胺 , 从而使 MLT 合成增多。

(三 ) 褪黑激素受体的结构、功能及调控

褪黑激素通过与其高亲和性 G 蛋白偶联受体的结合来发挥其生物学功能。褪黑激

素受体 ( melatonin receptor ) , 属于 G蛋白偶联受体家族 , 和其他的 G蛋白偶联受体一

样 , 基本结构由 7 个跨膜区构成。第 2 胞质环含有两个蛋白激酶 C磷酸化的敏感位点 ,

可能与受体的调控有关 ; 而 C-端的几个丝氨酸残基也可能是磷酸化的位点。根据 MLT

受体与
125

I-MLT 结合的药理和动力学特性 , 可将它们分为高亲和性的 MLT1 型受体和

低亲和性的 MLT2 型受体。根据蛋白质同源性 , 又可将 MLT1 型受体分为 MLT1a、

MLT1b、MLT1c 三种亚型。MLT1a 多分布于下丘脑的上交叉核 ( supra chiasmtic

nuleus , SCN) 及垂体结节部 , 其 N-端含有两个糖基化位点。各种来源的 MLT1a受体

之间氨基酸水平同源性高达 80%以上。MLT1b受体基因多在视网膜中表达 , 其 N-端含

有一个糖基化位点 , 与 MLT1a受体在氨基酸水平的同源性约为 60%。MLT1c 受体与

前两种受体相比 , C-端多了 66 个氨基酸残基 , 氨基酸水平的同源性为 60% , 跨膜区的

同源性则高达 77%。目前哺乳动物中尚未发现 MLT1c型受体 , 而对于绵羊等具有明显

季节性繁殖特征的动物仅在垂体结节部发现 MLT1a型受体 , 提示垂体结节部可能是褪

黑激素繁殖效应的作用位点。

处于不同发育阶段的动物体内 , MLT 受体有着不同程度的表达并伴有生理活性的

变化。新生鼠脑和垂体中的受体含量较高 , 30 天以后就大为降低 , 成熟期有所升高 ,

至老年又有降低。类固醇也可以对 MLT 受体进行调控。在大鼠脑中 , 类固醇通过影响

MLT 受体的表达而影响动物对光照周期的敏感性 , 并能够降低脑中的 MLT 受体的密

度。雌性哺乳动物体内甾类激素水平的周期性波动亦能明显地改变 MLT 受体与配体的

结合特性。MLT 受体的密度与 MLT 的血液含量之间存在着类似于下调机制的内在联

系 , 且 MLT 对其受体的这种调控作用会因为 MLT 的消失而得以恢复。由于 MLT 的合

成与分泌受到昼夜节律的调节 , 因此 , 体内 MLT 受体的密度也会由此而发生规律性的

变化。
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(四 ) ML T 的生理功能与作用机制

MLT可通过下丘脑 垂体 性腺 ( HPG) 轴 , 在下丘脑水平上调节促性腺激素的分

泌 , 进而影响生殖系统功能 , 也能与卵巢、睾丸及肾上腺细胞上的β-肾上腺受体结合 ,

直接调节促性腺激素如 LH、PRL、FSH 等的合成和分泌。

1 . 下丘脑

下丘脑作为性腺轴最高级的神经控制中枢 , 理应是 MLT 控制动物繁殖的位点。以

季节性发情的动物绵羊为例 , 在繁殖季节 , 下丘脑 GnRH 分泌的高频脉冲诱导的神经

内分泌变化导致卵巢排卵的基础性步骤。在不同季节 , 下丘脑 GnRH 分泌的脉冲频率

是不同的 , 这主要是因为日照变化引起 MLT 分泌模式的改变 , 从而导致 GnRH 神经元

对 E2 的负反馈敏感性下降。在下丘脑中 , 下丘脑前乳头区和室旁核存在褪黑激素受体。

2 . 垂体

MLT 可直接抑制仓鼠垂体前叶中 FSH 和 LH 的释放 , 表明 MLT 可直接作用于垂

体。研究发现 , 在一定范围内 , MLT 不但可抑制促甲状腺素释放激素 ( TRH) 刺激催

乳素 ( PRL) 基因表达效应 , 还可直接抑制垂体前叶细胞中 PRL基因的表达。

MLT 作用于垂体 , 主要是通过调节 E2 对垂体的负反馈 , 来间接影响 FSH 和 LH

的分泌。E2 抑制垂体的效果最明显 , 能很大程度上减少 GnRH 引起的 LH分泌。但是 ,

雌二醇对下丘脑和垂体的抑制作用有两相性。在乏情期 , 雌二醇对下丘脑和垂体的抑制

作用强 ; 在发情期 , 雌二醇的抑制作用变弱。褪黑激素参与调节雌二醇的两相性反馈调

节作用。

3 . 性腺

MLT 除了通过下丘脑和垂体间接影响性腺 , 还能直接作用于性腺调节生殖。MLT

可直接影响动物的生精过程。体外实验表明 , MLT 能改变生精细胞的形态和影响睾丸

组织细胞 cAMP 的合成。Shiu 发现 MLT 可能通过与 G蛋白偶联的受体 , 直接影响大鼠

附睾的形态和生殖功能。去势后 , 附睾内 MLT 受体减少 , 补充外源性睾酮可以增加

MLT 受体数量。MLT 处理可以引起前列腺变小和附性腺萎缩。睾酮和雌二醇可以减弱

MLT 对前列腺细胞的抑制作用。

MLT 能改变黄体细胞和卵泡颗粒细胞的细胞形态。MLT 可以调节子宫内膜血管的

通透性和子宫内膜的脱落。在鼠乳腺细胞和乳腺肿瘤细胞中都发现有 MLT 受体 , 乳腺

MLT 受体随着昼夜时间、日龄、生殖周期、怀孕和泌乳而变化。此外 , MLT 可刺激牛

和小鼠卵母细胞减数分裂的恢复和成熟。一定剂量的 MLT 对孕酮分泌有抑制作用 ,

MLT 是黄体功能潜在的调节因子。

MLT 对性腺的直接抑制可能是 MLT 与性腺细胞膜上的与腺苷酸环化酶偶联的受

体结合 , 通过调节环核苷酸的含量对性腺起作用。在睾丸组织的培养液中加入 MLT 可

增加 cGMP的产量。
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第二节  性 腺 激 素

由性腺 (睾丸和卵巢 ) 产生和分泌的激素统称为性腺激素。卵巢所产生的主要是雌

激素、孕酮、松弛素、抑制素和激活素 ; 睾丸所产生的主要是雄激素 , 以睾酮为主。它

们虽然主要分别影响雌性和雄性 , 但实际上雌雄两性体内均分别存在着浓度不同的雄性

激素与雌性激素。此外 , 这些激素还可以来自胎盘 , 肾上腺皮质也可产生少量的雌激

素、孕酮及睾酮。它们在化学上属环戊烷多氢菲的衍生物 , 按其化学本质可分为两大

类 , 即性腺类固醇激素和性腺含氮激素。

一、性腺的类固醇类激素

类固醇激素又称为甾体激素 , 属于脂类化合物 , 它们的基本结构为“环戊烷多氢

菲”核 , 即甾环 , 由 A、B、C和 D四个环构成 , 前三个环构成菲 , 后一个环即环戊烷 ,

因其结构与胆固醇相似 , 故称为类固醇激素。几种主要性腺激素的化学结构式如图12-8

所示。

图 12-8  几种主要性腺激素的化学结构式

性腺类固醇类激素的生物合成具有共同的途径 , 其直接前体都是由胆固醇衍化而成

的孕烯醇酮 , 生成何种最终产物主要取决于腺体组织的细胞类型、酶系和调节因子等 ,

其合成的大致过程如图 12-9 所示。

(一 ) 雌激素 (estrogen )

雌激素是一类化学结构相似 , 分子中含有 18 个碳原子的类固醇激素 , 是与动物繁

殖有直接关系的生殖激素。动物体内雌激素主要来源于卵巢中发育卵泡的颗粒细胞 , 黄
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图 12-9  类固醇激素的生物合成途径

体、胎盘、肾上腺皮质、雄性动物的睾丸也可分泌少量雌激素。另外 , 一些植物也可以

产生大量对动物具有生物活性的雌激素 , 即植物雌激素 ( phytoestrogen)。

1 . 合成与代谢

动物体内的雌激素主要有雌二醇 ( estradiol , E2 )、雌酮 ( estrone )、雌三醇

(est riol )、马烯雌酮 ( equiline)、马奈雌酮 (equilenin) 等。植物雌激素主要有染料木因

( genistein)、福母乃丁 (formontin )、黄豆苷原 ( daidzein)、香豆雌酚 (coumestrol)、补

骨脂丁 ( psoralindin ) 等。植物雌激素分子中没有类固醇结构 , 但具有雌激素生物活性。

动物体内的雌激素生物活性 , 以 17β-雌二醇最高 , 主要由卵巢分泌 , 雌三醇最低 ,

仅为雌二醇的 1%左右 , 但在人类 , 胎儿性腺分泌的雌激素主要是雌三醇。

雌激素在卵巢和睾丸内主要由雄激素转化而来 , 一般认为 , 其过程是经过“双细

胞、双促性腺激素作用模式”, 即先经促黄体激素作用于卵泡内膜细胞分泌睾酮 , 睾酮

进入颗粒细胞后再经促卵泡激素作用于芳香化酶将睾酮转化为雌激素。雌激素的合成途

径见图 12-9。

卵泡液中和血液中雌激素的含量随性周期变化而有明显变化。雌激素产生后立即释

放 , 并不储存 , 经过代谢降解过程后由尿、粪排出体外。在血液中约有 2/ 3 的雌激素与

特异性蛋白质结合 , 与蛋白质结合的雌激素即变为无活性形式 , 只有游离的雌激素才能

被组织所摄取。类固醇激素都有这一特点 , 由此可使组织中游离状态的激素水平保持平

衡 , 起到缓释作用 , 从而延长激素生理效应的发挥 , 同时也可以防止此类激素在肝中被

迅速分解。
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2 . 生理作用

(1 ) 对雌性动物的作用

雌激素在雌性动物各个生长发育阶段都有一定生理效应。在胚胎期 , 雌激素刺激并

维持雌性动物生殖道的发育。如初情期前摘除卵巢 , 生殖道就不能发育 ; 初情期后摘除

卵巢 , 则生殖道退化。在初情期前 , 雌激素对下丘脑 GnRH 的分泌有抑制作用 , 使雌

性动物产生并维持第二性征。在初情期 , 雌激素对下丘脑及垂体的生殖内分泌活动有促

进作用。在发情周期 , 雌激素对卵巢、生殖道和下丘脑及垂体的生理功能都有调节作

用 , 表现在 : ①刺激卵泡发育。②作用于中枢神经系统 , 诱导发情行为 , 可以使雌性动

物出现性欲及性兴奋 (在绵羊和牛中 , 还需孕激素的参与 )。③刺激子宫和阴道腺上皮

增生、角质化 , 并分泌稀薄黏液 , 为交配活动做准备。④刺激子宫和阴道平滑肌收缩 ,

促进精子运行 , 有利于精子与卵子结合。在妊娠期 , 雌激素刺激乳腺泡和管状系统发

育 , 并对分娩启动具有一定作用。在分娩期间 , 雌激素与催产素有协同作用 , 诱导前列

腺素的分泌 , 刺激子宫平滑肌收缩 , 有利于分娩。在泌乳期间 , 雌激素与催乳素有协同

作用 , 可促进乳腺发育和乳汁分泌。

(2 ) 对雄性动物的作用

雌激素对雄性动物的生殖活动主要表现为抑制效应。大剂量雌激素可引起雄性胚胎

雌性化 , 并对雄性第二性征和性行为发育有抑制作用。即使是成年雄性动物 , 用大剂量

雌激素处理也可影响性机能 , 如精液品质降低 , 乳腺发育并出现雌性行为特征。对某些

动物 , 雌激素还可以使雄性睾丸萎缩 , 附性腺退化 , 精子生成减少 , 雄性特征消失。

3 . 雌激素受体及其作用机制

雌激素通过其受体 (estrogen receptor , ER ) 发挥作用是 Mueller 及其同事于 1957

年在观察雌激素在大鼠子宫内的代谢过程中发现并提出的。1984 年和 1993 年 , Gorski

先后揭示了雌激素在细胞核内的作用及其激活雌激素应答基因转录的机制。1996 年第

二个雌激素受体 ( ERβ) 的发现使人们对雌激素的作用方式产生了全新的认识。雌激素

不仅仅单纯通过 ERα发挥作用 , 其发挥作用的过程是一个复杂的信号转导和转录调控

过程。

此外 , Piet rwo和 Szego 于 1977 年首次发现质膜上有能对 17-β-雌二醇起快速反应的

蛋白 , 即雌激素膜受体 ( mER ) , 但该受体的结构和功能都不十分确定。这里主要介绍

雌激素核受体 ERα和 ERβ。

(1 ) 雌激素受体结构与功能的关系

ERα和 ERβ都是由三个明显的结构域组成的调节蛋白 , 氨基端结构域 ( A/ B) 是

最小的保守区域 , 该区域存在一个当雌二醇缺乏或选择性雌激素受体调节剂 ( SERMs)

存在时也能激活基因转录的活性功能区 (AF-1 )。雌激素受体 ( ERs ) 的中央控制区包

含两个位于调控基因启动子区域并能使之与特异性 DNA 序列结合的锌指基序。在该基

序中 , ERα和 ERβ两种亚型的 DNA结合区域 (DBD) 是基本相同的。羧基端结构域含

有构成受体基本功能的配体结合域 ( LBD) , 该配体结合域包含与雌激素类化合物结合

的口袋结构、雌激素受体二聚化及与辅调节蛋白交互作用的区域 , 此外 , 还包含受雌激
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素约束的基因激活与应答功能区 ( AF-2 ) , 该配体结合域中氨基酸组成的不同是 ERα和

ERβ亚型各自具有独特转录作用的关键 , 使得 ERα和 ERβ具有不同的调节基因转录的

活性 , 最终发挥不同的临床作用 (图 12-10 )。研究发现 , ERα比 ERβ在激活基因转录

上作用显著 , 而 ERβ在抑制基因转录上比 ERα作用强 , 因此 , 推测 ERα主要是作为基

因转录的激动剂 , 而 ERβ主要是作为基因转录的抑制剂。

图 12-10  ERα和 ERβ的结构 (修改自安胜军等)

雌激素受体是核受体超家族中的一种配体依赖的转录因子 , 可与多种具有某种特殊

结构而化学性质表现多样性的物质结合 , 从而发挥一系列的生理功能。ER 的有效配体

要求具有两个被刚性的疏水集团所分隔的羟基集团 , 且其中具有一个以上的酚羟基。

ER 的二级结构包括 12 段α螺旋结构 ( Helix , H1～H12 ) , H3、H6、H8、H11、H12

及 H7 和 H8 之间的无规则卷曲形成 ER 与配体结合的口袋 , 所有配体沿着 H3 和 H11

的方向进入这个口袋。配体与 ER 的结合是通过配体上的羟基与 ER 上特殊氨基酸之间

形成氢键 , 以及配体的疏水区与口袋中的疏水氨基酸之间的疏水作用来完成的 , 氢键的

形成在此过程中起着主要的作用。不同配体在 ER 容纳配体的口袋中占有的空间部位不

同 , 会导致 ER 的构象发生不同的变化 , 从而使 ER 表现出激活或抑制状态。

(2 ) 雌激素受体在组织中的分布

在不同生殖器官及同一生殖器官的不同发育阶段 , 雌激素受体不同亚型的表达存在

差别。ERα和 ERβ在大鼠卵巢中表现出不同的分布 , ERβ主要表达在卵泡的颗粒细胞

中 , 但 ERα在卵泡的颗粒细胞上不表达。子宫的所有主要细胞类型 , 包括上皮细胞、

基质细胞及平滑肌细胞均可见 ERα和 ERβ表达 , 但 ERα的表达占优势。在卵巢发育过

程中 , 雌激素受体的两种亚型的表达存在差异 , ERβ的表达量与卵泡的发育及颗粒细胞

数目的增多相一致 , 而在此期间 ERα的表达则相对恒定。研究表明 , ERα主要在乳腺

细胞及雌性生殖器官细胞的增殖和分化过程中起主要作用 , ERβ在卵泡发育、骨骼发育

和抑制细胞增殖方面发挥作用。

用免疫组织化学技术证明 , 在睾丸中也存在雌激素受体 , 并定位于 Leydig 细胞和

部分肌样细胞的细胞核 , 但目前对睾丸中受 ER 调节的基因仍所知甚少。

此外 , 下丘脑和垂体中也分别存在雌激素受体 , 这是雌激素反馈调节促性腺激素分

泌的基础。

(3 ) 雌激素的转录调节活性

雌激素受体是一种 DNA 结合蛋白 , 其信号转导的经典途径为雌激素进入细胞内 ,
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转入细胞核后与其受体 ERα或 ERβ结合 , 引起雌激素应答基因的转录激活。雌激素通

过雌激素反应元件 ( est rogen response element , ERE) 路径和 AP-1 路径激活或抑制基

因转录 , 其中对前者的研究较为深入。雌激素 受体复合物与 ERE 的结合可使某些基因

的转录增强 , 如可以增强输卵管的卵清蛋白基因转录 ; 也可使一些基因的转录减弱 , 如

可减弱垂体的 GnRH 基因的转录。 ERE 路径至少有三个主要部分需要雌激素调节 :

ERs ( ERα和 ERβ)、靶基因上的启动子元件和辅调节蛋白 (图 12-11 )。雌二醇与 ER 结

合后 , 引起 ER 构象发生改变 , 使原来与 ERs 结合的伴侣蛋白游离 , 暴露 ERs 的二聚

化表面和 DNA结合域 (DBD) , 随后 ER 结合至基因启动子的 ERE 上。雌二醇与 ER 结

合后改变了配体结合域 ( LBD) 的构象 , 使其 AF-2 功能表面暴露 , AF-2 表面是 ER 激

活基因转录的主要功能区 , 辅调节蛋白还能支配蛋白乙酰基转移酶的活性 , ERs 和辅调

节蛋白在 ERE 上形成一个复合物 , 引起组蛋白乙酰基化结合到 DNA上 , 从而改变了染

色质的结构 , 使 ER-辅调节蛋白复合物在 ERE 和靶基因转录起始时被募集的基础转录

蛋白之间形成一个桥。ER 本身在调节转录上并不活跃 , 靶基因转录活性的激活或抑制

是通过辅调节蛋白介导的。

图 12-11  雌激素受体的转录激活机制 ( ERE 途径) (引自安胜军等 )

4 . 雌激素的临床应用

在临床上雌激素主要配合其他药物用于诱导发情、人工刺激泌乳、治疗胎盘滞留、

人工流产等。尤其在猪中 , 由于雌激素具有促黄体溶解作用 , 所以用雌激素处理母猪后

配合应用前列腺素 , 可以诱导母猪同期发情。在其他动物 , 雌激素单独应用虽可诱导发

情 , 但一般不排卵。因此 , 用雌激素催情时 , 必须等到下一个情期才能配种。

(二 ) 雄  激  素

雄激素主要由睾丸间质细胞分泌 , 肾上腺皮质、卵巢和胎盘也可分泌少量雄激素。

雄激素种类很多 , 但由于动物体内雄激素的生物活性以睾酮最高 , 所以通常以睾酮为代

表。

1 . 合成与代谢

睾酮在体内的合成途径见图 12-9。睾酮一般不在体内存留 , 而很快被利用后分解 ,

其降解产物主要为雄酮 , 通过尿液和粪便排出体外。在睾酮与雄酮代谢过程中 , 还衍生
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出几种生物活性比睾酮弱的雄激素 , 即表雄酮 (epiandrosterone)、去氢表雄酮 ( dehy-

droepiandrosterone) 和乙炔基睾酮 (ethinlytesterone)。

血液中的雄激素约有 98%与类固醇激素结合球蛋白结合 , 只有 2%左右呈游离状

态 , 进入靶细胞。

2 . 雄激素的生理效应

雄激素在雄性个体发生、生长发育和生殖功能的各方面都起着必不可少的作用 , 诸

如诱导性分化、第二性征的形成和维持、精子发生的起始和维持、雄性性欲的维持、垂

体激素分泌的反馈调节等。在幼年时期阉割雄性动物 , 则其生殖器官趋于萎缩退化 , 附

性器官消失。此外 , 雄激素对免疫系统以及其他方面都有广泛的作用。

对于生殖管道系统和外生殖器的发育来说 , 如果个体为雌性 , 即发育的性腺为卵

巢 , 则副中肾管发育成输卵管、子宫、子宫颈和阴道 , 而中肾管退化 , 引起这两个管道

变化的重要因素是睾酮。如果个体为雄性 , 则睾丸产生的 AMH (抗副中肾管激素 ) 引

起中肾管发育 , 而副中肾管退化。在性腺外生殖器性别分化过程中 , 5α-还原酶的出现

对于雄激素的作用是非常重要的 , 因为睾酮必须在细胞内转化成二氢睾酮才能使组织发

生雄性化。

外生殖器的发育是随着性腺发育的方向而发育的。如果个体在基因型 (或遗传型 )

上是雌性的 , 则外生殖器组织折叠 (阴唇 ) 形成阴门和阴蒂。如果个体为雄性 , 睾丸的

雄激素促进阴茎 (相对于雌性的阴蒂 ) 和阴囊 (相当于阴唇 ) 的发育。

个体性别分化的最终完成伴随着下丘脑的性别分化。下丘脑在出生前后接触到雄激

素 , 可以引起下丘脑性中枢雄性化。如果没有雄激素 , 下丘脑性中枢将发育为周期化性

中枢。

在整体情况下 , 雄激素对雌性动物的作用比较复杂。一方面 , 雄激素对雌激素有拮

抗作用 , 可抑制雌激素引起的阴道上皮角质化。对于幼年动物 , 雄激素可引起雌性动物

雄性化 , 表现为阴蒂过度生长 , 变成阴茎状 , 尤其在胚胎期给母畜应用雄激素 , 可使雌

性胚胎失去生殖能力。另一方面 , 雄激素对维持雌性动物的性欲和第二性征的发育具有

重要作用。此外 , 雄激素还通过为雌激素生物合成提供原料 , 提高雌激素的生物活性。

雄激素还有促进红细胞生成和促进骨骼肌增生的作用。

3 . 雄激素受体与作用机制

雄激素的生物活性是由其细胞内受体 (核受体 ) 所介导的。像其他所有甾体激素受

体一样 , 雄激素受体也是一种转录因子 , 它一旦被雄激素激活便能识别靶因子上专一的

DNA序列并与之结合 , 从而调控该基因的转录 , 继而发挥其调节生殖、免疫和内分泌

系统等作用。

(1 ) 雄激素受体的结构和功能

雄激素受体是类固醇激素受体家族的一个成员 , 其基因由 8 个外显子组成 , 编码的

雄激素受体是一种核蛋白 , 由 900 多个氨基酸组成。雄激素受体的基因及蛋白质的结构

特征如图 12-12 所示。外显子 1 最大 , 编码受体的 N 端 , N 端的残基最不保守。结构分

析表明 , N 端结构域与雄激素受体的转录激活有关。这个区域包含两种多聚体———多聚
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谷氨酸和多聚脯氨酸。多聚氨基酸结构被认为在转录激活方面起重要作用。外显子 2 和

3 编码雄激素受体的 DNA结合结构域 ( DBD) , 该结构域高度保守 , 由 68 个氨基酸组

成 , 能折叠成两个锌指结构。外显子 4 至 8 编码受体的铰链区和配体结合结构域

( LBD) , 该区域起着形成二聚体和结合配体的作用。

图 12-12  雄激素受体结构功能示意图

(2 ) 雄激素受体的组织分布

雄激素受体在动物组织中分布很广 , 除了前列腺、精囊腺、睾丸、附睾等生殖器官

外 , 在中枢神经系统、皮肤、腺体、骨骼、肌肉等组织中均发现了雄激素受体的存在。

(3 ) 雄激素受体的作用机制及表达调控

雄激素可以和雄激素受体结合并通过一系列受体后机制 , 将胞外雄激素转移到核

内 , 雄激素与受体复合物可以和 DNA上的结合位点结合 , 从而调控特殊的基因表达 ,

继而发挥其调节生殖、免疫和内分泌系统等作用。

雄激素要与胞质或胞核中的雄激素受体相结合才能发挥作用。而雄激素受体与雄激

素相互作用的同时也伴随着雄激素受体生理功能的发挥和结构的变化 , 包括核转运、转

录和磷酸化更新。雄激素依靠雄激素受体转运到核 , 然后与核中的染色质发生作用。有

研究表明 , 雄激素诱导雄激素受体增加是通过增加受体半衰期和合成速度。在类固醇浓

度低时 , 雄激素受体与具有生理活性的雄激素有高的结合亲和力 , 然而在类固醇浓度高

时则会降低它与雄激素受体的亲和力 , 且雄激素受体的核转运和转录活性也会降低。

雄激素对其自身受体有着多方面的作用 , 激素可以作用于受体的不同环节 , 包括调

节受体的数量、亲和力、活性及代谢等。内源性睾酮可控制睾丸内雄激素受体的表达 ,

这可能与雄激素能降低雄激素受体的降解速率以及控制雄激素受体蛋白质的生物合成有

关。

4 . 雄激素的临床应用

雄激素在临床上主要用于治疗公畜性欲不强 (如阳萎 ) 和性机能减退。此外 , 母畜

或去势公畜用雄激素处理后 , 可用作试情动物。

(三 ) 孕  激  素

孕激素是一类分子中含 21 个碳原子的类固醇激素 , 在雄性和雌性动物体内均存在 ,

既是雄激素和雌激素生物合成的前体 , 又是具有独立生理功能的性腺类固醇激素。孕激

·104·第十二章  生殖激素



素种类很多 , 动物体内以孕酮 (又称黄体酮 , progesterone) 的生物活性最高 , 因此 ,

孕激素常以孕酮为代表。除孕酮外 , 天然孕激素还有孕烯醇酮 ( pregnenolone)、孕烷二

醇 ( pregnanediol)、脱氧皮质酮 ( desoxycortis terone) 等 , 它们的生物活性不及孕酮高 ,

但可竞争性结合孕酮受体 , 所以在体内有时甚至对孕酮起拮抗作用。

1 . 来源及在发情周期中的水平

在雌性动物第一次出现发情特征之前以及所有雄性动物中 , 孕激素主要由卵泡内膜

细胞、颗粒细胞或睾丸间质细胞及肾上腺皮质细胞分泌 ; 在雌性动物第一次发情并形成

黄体后 , 孕激素主要由卵巢上的黄体分泌。此外 , 胎盘也可分泌孕激素。血液中的孕激

素与雄激素和雌激素一样 , 主要与球蛋白结合。在发情周期中 , 血浆孕酮在卵泡期一直

处于低水平。排卵后 , 在 LH 作用下 , 颗粒细胞黄体化 , 孕酮分泌增加。母体一般在排

卵后 7～10 天血浆孕酮水平升至最高 , 并一直维持到周期的第 15 天左右才逐渐下降。

2 . 生理功能

在正常母畜体内 , 孕酮与雌激素共同作用于生殖活动 , 在很多方面是协同的 , 或是

先后的 , 或是拮抗的。

(1 ) 促进生殖道发育

生殖道受到雌激素刺激而开始发育 , 但只有在经过孕酮的作用后 , 才能发育得更充

分。

(2 ) 调节发情

少量孕酮与雌激素有协同作用 , 促进发情的行为表现。大量孕酮具有对下丘脑或垂

体前叶的负反馈作用 , 抑制 FSH 和 LH 的释放而能够抑制发情。因此 , 血浆孕酮水平

的消长 , 反馈调节影响着性腺的机能。当孕酮水平急剧下降 , 卵泡即开始发育 , 引起发

情和排卵 , 所以应用孕酮可以控制发情。大量孕酮还能对抗雌激素的作用 , 阻止子宫敏

感化和抑制发情 , 所以妊娠期黄体和胎盘分泌的孕酮对妊娠后期产生的雌二醇具有对抗

作用。

(3 ) 维持妊娠、安宫保胎

孕酮在子宫内膜从增殖期转变为分泌期、子宫内膜基质细胞分化为蜕膜细胞及胚泡

着床和早孕维持中都有重要作用。子宫分化到能使胚胎着床的状态 , 主要是雌激素和孕

酮共同作用的结果。在每一个发情周期内 , 子宫内膜在雌激素预先作用下 , 孕酮促使子

宫内膜增厚 , 刺激子宫腺增长 , 弯曲增多 , 分泌功能加强 , 抑制子宫的自发性活动 , 降

低子宫肌层的兴奋作用 (如对前列腺素和催产素的反应 )。这些均有利于胚胎的发育和

着床 , 维持正常妊娠 , 并促使子宫颈口和阴道收缩 , 子宫颈黏液变黏稠 , 防止异物侵

入 , 有利于保胎。

(4 ) 维持乳腺的发育

孕酮能在雌激素刺激乳腺腺管发育的基础上 , 刺激乳腺腺泡系统的发育 , 并与雌激

素共同维持乳腺的发育。

(5 ) 对雄性下丘脑 垂体 睾丸轴的反馈抑制作用

在垂体及生殖腺中 , 均可检测到明显的孕激素受体 mRNA , 且呈不同分布特点。
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人生精细胞和精子中含有一定数量的孕酮 , 提示孕激素与精子产生的数量、精子胞膜完

整性和染色体稳定性以及受精有关。生理剂量的孕激素可以促进雄激素依赖的雄性性行

为 , 而药理浓度孕激素可以抑制雄性性行为。

(6 ) 精子顶体反应的激动剂

精子顶体反应是完成受精的一个重要步骤。研究发现 , 除透明带能引起获能精子顶

体反应外 , 孕酮是顶体反应的另一个天然激动剂。孕酮作用于精子能引起快速 Ca
2 +
内

流和钙依赖的磷酸肌醇水解作用 , 增强精子蛋白的酪氨酸磷酸化及 Cl
-
外流 , 最终引发

顶体反应。

3 . 孕激素受体及作用机制

孕酮发挥生理作用是通过其受体介导的。孕酮受体 ( progesterone receptor , PR) 属

于类固醇核受体超家族的成员 , 存在 A、B 两种亚型。1987 年 , Misrahic等克隆出了人

PR 的 cDNA, 并由此推算出人 PR 的一级结构。人 PR 由 933 个氨基酸组成 , 分子质量

为 98 868 Da , 整个结构分为 3 个区域 : N 端是调节区 , 由 566 个氨基酸组成 (1～566) ;

中央是 DNA 结合区 , 由 88 个氨基酸组成 ( 567～644 ) ; C 端是激素结合区 ( ligand-

binding-domain , LBD) , 由 289 个氨基酸组成 ( 645～933 )。现已发现 , PR 的激素结合

区与其他同族受体折叠形式非常相似 , 但二级结构差异很大。

孕酮受体主要分布于子宫和阴道 , 输卵管中含量极少。它们均位于细胞核内 , 胞质

内为阴性。在卵巢、垂体和大脑中 , 未见阳性反应细胞。孕酮受体在子宫内膜表面上皮

和基质中的含量变化与胚泡着床平行发展。

孕激素通过其自身受体的介导 , 与靶基因上的孕激素效应元件 ( PRE ) 结合 , 在有

关反式因子的协同作用下 , 精密调控靶基因的表达 , 从而在雌性性器官的发育、妊娠的

建立和维持 , 以及肿瘤发生等过程中起着非常重要的作用。妊娠的建立过程包括受精卵

的形成和发育、胚泡着床和子宫内膜的蜕膜反应等诸多环节 , 受到下丘脑 垂体 卵巢性

腺轴激素的精确调控。在这个过程中 , 孕激素可能是通过调节一些糖蛋白、细胞因子和

生长因子的表达 , 一方面促进胚泡着床 , 另一方面影响子宫内膜基质细胞的蜕膜化 , 为

着床后的胚胎发育提供良好的环境。如仅在子宫上皮细胞表达的黏蛋白 Muc-1 在着床

前受到孕激素的负调控 , 而仅存在于子宫内膜基质细胞的铁蛋白重链在妊娠初期受到孕

激素的正调控。

4 . 孕激素的分泌调节

除了 LH 是调节孕酮分泌的直接刺激物外 , γ-氨基丁酸作为一种抑制性神经递质 ,

通过下丘脑 垂体 性腺轴系影响垂体和性腺生理机能 , 从而参与激素的分泌调节。γ-氨

基丁酸对卵巢颗粒细胞孕酮的分泌调节随动情期不同而呈现抑制或促进作用。实验观察

到 , γ-氨基丁酸引起黄体细胞自由基增多 , 导致 DNA 断裂 , 进而孕酮生成量下降。从

而提示 , 自由基与孕酮生成可能存在一定关系 , 氧自由基增加可使孕酮分泌减少 , 可能

与细胞凋亡有关。γ-氨基丁酸除对中枢有作用外 , 对外周卵巢黄体细胞也有调节孕酮分

泌的作用 , 且可影响黄体细胞自由基生成 , 从而影响孕酮的分泌。此外 , γ-氨基丁酸与

孕酮协同作用 , 能明显促进精子的获能 , 提高精子的体外活动能力。
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有实验结果表明 , 表皮生长因子对大鼠黄体细胞基础孕酮的生成也有刺激作用。

5 . 类固醇激素合成的限速步骤

通过上述介绍 , 可见性腺类固醇激素对于机体的众多功能调节起着十分重要的作

用。因此 , 如何调节类固醇激素的生物合成就显得特别重要。本部分将讨论性腺在受到

促性腺激素的作用下 , 调节类固醇激素快速合成的过程 , 着重强调近来类固醇激素快速

合成调节 ( steroidogenic acute regulatory , StAR ) 蛋白的研究进展。

(1 ) 类固醇激素生物合成的快速调节

早期对类固醇激素合成的研究证明 , 该合成过程的限速步骤是激素诱导的位于线粒

体内膜的细胞色素 P450 侧链裂解酶 ( P450scc) 活性的增加 , 其功能是将胆固醇转化为

孕烯醇酮 , 现在证明并不是这么回事。因为越来越多的研究证明 , 受激素诱导的真正限

速步骤是所有类固醇激素的前体物———胆固醇的运输 , 即从线粒体的外膜运输到线粒体

内膜 P450scc酶的附近。疏水性的胆固醇扩散通过亲水性的内膜是极其困难的 , 因此 ,

胆固醇从外膜进入到内膜 P450scc 酶中必须通过一种辅助机制进行 , 这才是其限速步

骤。简单的说 , 类固醇激素的总产量是受那些能够有助于胆固醇从外膜进入内膜的因子

所控制的。研究发现 , 这个调节步骤对于蛋白质合成的抑制剂是极度敏感的 , 因此人们

认为这种调节物质是蛋白质 , 并开始寻找这种假设的调节蛋白。其中的一种就是 StAR

蛋白 , 并证明它可能就是惟一的快速调节类固醇激素合成的蛋白质。

(2 ) StAR 蛋白

StAR 蛋白是由 37 kDa的家族 (前体物 ) 和 30 kDa (成熟蛋白 ) 的线粒体蛋白组

成 , 最初是在 ACTH 刺激的肾上腺皮质中发现的。1994 年 Clark 等从 MA-10 小鼠睾丸

间质细胞瘤中获得了全长 1456bp、编码一个有 284 个氨基酸蛋白质的 cDNA 克隆。用

该 cDNA瞬时转染 MA-10 细胞证明 , 该蛋白的表达导致在没有激素刺激下 , MA-10 细

胞类固醇激素产量显著增加。此外 , 用含有编码 37 kDa蛋白的 cDNA的质粒转染 COS-

1 细胞 , 导致胆固醇转化为孕烯醇酮的速率增加数倍。这些结果说明 , 37 kDa蛋白在激

素调节的类固醇激素生成中起着直接的作用 , 并因此而得名为 StAR 蛋白。

将 StAR 蛋白 C 末端的 10 个氨基酸切掉后 , 则导致类固醇合成下降 50 % , 当将该

末端的 28 个氨基酸去除后 , 则导致类固醇合成完全丧失。可见 , StAR 蛋白的 C 末端

区域对于胆固醇的运输是绝对重要的。尽管 StAR 蛋白作用的机制仍然不清楚 , 但现在

已逐渐清楚胆固醇的运输需要与线粒体外膜表面的未知蛋白质或因子的相互作用 , 并发

生变化而导致胆固醇的运输。其中 , 寻找能与 StAR 蛋白在线粒体外膜表面相互作用的

配体就成为了解 StAR 蛋白功能机制的关键。

(3 ) StAR 蛋白与磷酸化

促性腺激素刺激类固醇激素合成的主要信号通路是由 cAMP 增加造成的 PKA 激

活。从几种动物 StAR 蛋白序列的计算机分析和比较 , 发现了两种可能的 PKA/ CaMKII

磷酸化位点和一种 PKC 磷酸化位点。为了确定磷酸化在 StAR 蛋白促进类固醇激素合

成中的作用 , 人们将小鼠和人的 StAR 蛋白中的 PKA位点 (可能在第 56/ 57 和 194/ 195

氨基酸 ) 进行突变。这两个位点都是丝氨酸 , 通过定点突变将其换成丙氨酸。两个位点

的突变都导致
32

P掺入到 StAR 蛋白的下降 , 表明在体内这些位点被磷酸化了。更重要
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的是 : 将 56/ 57 的丝氨酸换成丙氨酸后 , 用该 StAR 转染 COS-1 细胞则不能促进类固醇

的合成。而用 194/ 195 突变的 StAR 转染 COS-1 细胞只能导致 57 %～60 %的类固醇合成

的抑制。这些结果表明 , StAR 蛋白在 194/ 195 位置的磷酸化能够显著地增加该蛋白的

活性 , 但并不是负责该蛋白的整个功能。

(4 ) StAR 基因敲除小鼠

1997 年 Caron 等成功地得到了 StAR 基因敲除小鼠。对这些动物的观察表明 , 不管

其基因型如何 , 所有的动物具有雌性外生殖器 , 出生后所有的动物不能正常生长并很快

死亡。血清中可的松和醛固酮的浓度下降 , 而 ACTH和 CRH 增加 , 表明肾上腺类固醇

生产受到损害 , 因此丧失了对下丘脑和垂体的负反馈调节作用。对肾上腺的研究结果表

明 , 该肾上腺的髓质正常 , 但皮质异常 , 其束状带紊乱。而且 , 所有的 StAR 基因敲除

小鼠的性表型都是反转的 , 但这些动物的睾丸的大体解剖结构似乎是正常的。相反 , 该

基因敲除小鼠的卵巢与野生型小鼠的卵巢没有可见的区别。在人类 StAR 突变的研究中

也得到了相似的情况。StAR 基因敲除小鼠的成功为人们了解 StAR 蛋白在整体内分泌

中的作用提供了方法。

6 . 孕激素的临床应用

在临床和动物繁殖实践中 , 孕激素主要用于治疗因黄体机能失调引起的习惯性流

产、诱导发情和同期发情。用于诱导发情和同期发情时 , 孕激素必须连续提供 (一般于

皮下埋植或用阴道海绵栓 ) 7 天以上。在这种情况下 , 终止提供孕激素后 , 母畜即可发

情排卵。孕激素用于治疗功能性流产时 , 使用剂量不宜过大 , 而且不能突然终止使用。

二、性腺含氮激素

睾丸和卵巢除分泌脂溶性的类固醇激素外 , 还分泌水溶性的含氮激素。现已清楚知

道其化学结构和生物学作用的性腺含氮激素主要有抑制素、激活素、卵泡抑素和松弛素

等。

(一 ) 抑制素、激活素及卵泡抑素

近年来 , 对下丘脑 垂体 卵巢轴系统调控机理研究的一个突破性进展 , 就是发现抑

制素 激活素 卵泡抑素轴这一调控垂体 FSH-LH 分泌的新家族。激活素 (ACT )、卵泡

抑素 ( FS )、抑制素 ( IN H) 都是主要由性腺分泌的糖蛋白激素 , 20 世纪 20 年代初期

人们就已经认识到这些非甾体类性腺激素的存在 , 但直到 80 年代中期才分离纯化成功。

它们主要存在于人、猪、大鼠等哺乳动物的卵泡液中 , 参与调节垂体 FSH 分泌。抑制

素抑制而激活素促进 FSH 分泌 , 卵泡抑素也抑制 FSH 分泌 , 但其效力仅为 INH 的

10 %～30 % ,因而曾经有人认为卵泡抑素的生理意义可能并不重要。但 90 年代初 Naka-

mura等研究发现卵泡抑素是激活素结合蛋白 , 通过与激活素结合 , 卵泡抑素参与调节

激活素的多种效应。

·504·第十二章  生殖激素



1 . 来源

抑制素主要由雌性动物卵泡颗粒细胞和雄性动物睾丸的支持细胞分泌。利用免疫组

织化学法发现 , 在睾丸以外的其他部位 , 如附性腺、生殖道、肾上腺皮质、大脑和垂体

等部位也具有抑制素阳性部位或α、β亚单位 mRNA表达 , 但上述部位即使产生抑制素

也不一定进入循环 , 而可能通过自分泌或旁分泌的形式发挥作用。

卵泡抑素的 mRNA在多种组织和器官 , 例如卵巢、睾丸、垂体、肾上腺、脑皮质、

骨髓、心脏、肺、胸腺、骨骼肌、肾、胰等器官中 , 都有表达 , 这表明卵泡抑素对不同

类型的细胞有广泛的调节作用。

2 . 化学性质与结构

抑制素 ( INH) 和激活素 (ACT) 属于 TGF-β超家族成员。 IN H由α亚基与两个β

亚基 (即βΑ或βΒ) 通过二硫键连接形成两种具有生物学活性的二聚体 , 即 INHA (α-

βΑ) 和 INHB (α-βΒ)。α、βΑ和βΒ三个亚单位是由不同基因编码产生的三种不同的多

肽分子。β亚单位βΑ和βΒ相互组合通过二硫键连接形成三种不同形式的具有生物活性

的二聚体 , 即 ACTA (βΑ-βΑ)、ACTB (βΒ-βΒ) 和 ACTAB (βΑ-βΒ)。

牛、猪、羊睾丸液和卵泡液中抑制素结构相似。牛抑制素有两种 , 分子质量分别为

58 kDa (α链为 43 kDa, β链为 15 kDa) 和 31 kDa (α链为 20 kDa , β链为 11 kDa)。猪

的抑制素也有两种 (抑制素 A和 B) , 两种抑制素的α链相同 , β链有差异。各种动物

之间α链的 85 %氨基酸序列相同 ; 反刍动物无β链结构。

卵泡抑素是由单个基因编码的富含半胱氨酸的单链糖蛋白 , 目前发现至少有

32 kDa、35 kDa、39 kDa三种不同的分子形式。卵泡抑素的基因长约为 6 kb , 含有 6 个

外显子和 5 个内含子 , 第一个外显子编码一个 29 个氨基酸的片段。所以一个卵泡抑素

的前体有 344 个氨基酸 , 但最后一个功能区编码的 27 个氨基酸可能会脱去而形成另外

一个 317 个氨基酸的前体。这两种前体氨基酸通过修饰信号肽后可形成具有 315 和 288

个氨基酸的成熟卵泡抑素。另外 , 315 个氨基酸的成熟肽还可能进一步降解为一个含有

300 个氨基酸的成熟卵泡抑素。对小鼠、猪等动物和人的研究表明 , 卵泡抑素的一级结

构具有高度保守性。卵泡抑素通过与激活素的β亚基相连阻断其与受体的作用 , 从而抑

制了激活素的生理作用 ; 卵泡抑素虽然也与抑制素结合 , 但其亲和系数较低 , 起不到抑

制抑制素的作用。

3 . 生物学作用及作用机制

(1 ) 抑制素和激活素的内分泌功能

抑制素和激活素是哺乳动物中调节 FSH 分泌的重要激素。许多研究已经证实 , 在

牛、绵羊、马、猪、恒河猴、大鼠和仓鼠中 , 抑制素可抑制垂体分泌 FSH , 血液中

FSH 水平和抑制素含量呈负相关。

关于抑制素调节 FSH分泌的机制 , 有研究发现 , 抑制素可在垂体水平抑制腺垂体

FSH 分泌细胞表达 FSH mRNA。体外垂体细胞培养也发现 , 抑制素可直接作用于垂体

细胞 , 抑制 FSH的分泌。不过抑制素对 LH 的分泌影响较弱。关于激活素对 FSH 分泌
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作用研究发现 , 激活素和卵泡抑素可拮抗或抑制抑制素的作用 , 在垂体局部调节并促进

FSH 的分泌。

关于抑制素和 FSH间负反馈调节环路的发生时相不同物种间存在一定差异。绵羊

在妊娠第 112～125 天 , 胎儿血液循环中的抑制素已经可以抑制自身 FSH 的分泌。对人

类的研究也发现 , 妊娠中期胎儿循环血液中抑制素已经参与调节 FSH 分泌。而在马和

猩猩胎儿发育中却未能观察到类似结果。啮齿类 (如大鼠和小鼠 ) 至少在产后 20 天已

经建立抑制素和 FSH间的负反馈调节环路。最近的研究表明 , 胚胎期小鼠卵巢中就已

经开始表达抑制素亚单位的 mRNA。

(2 ) 对颗粒细胞和膜 间质细胞的增殖分化及卵泡发育的作用

近年来有越来越多的报道指出 , 颗粒细胞所产生的抑制素和激活素对控制卵泡的发

育起重要调节作用 , 前者被认为是卵泡生存因子 , 而后者被认为是促闭锁因子。

许多研究证实 , 激活素可调节颗粒细胞的分化 , 并且和卵泡的发育阶段相关。体外

培养未分化的大鼠颗粒细胞发现 , 激活素可促进其表达芳香化酶、FSH 和 LH 受体 , 刺

激 E2 和孕酮的分泌 , 并且上述作用不依赖于 FSH , 但可被 FSH 增强。同时 , 激活素促

进颗粒细胞抑制素的基础分泌和 FSH 诱导的分泌 , 及其抑制素亚单位的表达。经激活

素预处理 24 小时的颗粒细胞对 FSH 和 LH的反应性也增强。部分分化的颗粒细胞体外

培养时 , 激活素可促进孕酮的基础分泌 , 但却抑制 FSH 诱导的孕酮分泌。而完全分化

的颗粒细胞体外培养时 , 激活素抑制基础孕酮分泌和 FSH 诱导的分泌。牛不同分化程

度的颗粒细胞体外培养也得到类似结果。可见激活素可以自分泌的方式调节颗粒细胞的

分化 , 其对颗粒细胞的调节作用与颗粒细胞的分化状态即卵泡发育阶段有关。通常认为

在腔前卵泡和早期有腔卵泡阶段 , 激活素促进颗粒细胞分化 , 而在有腔卵泡成熟发育后

期 , 激活素抑制颗粒细胞黄体化。

研究证实 , 抑制素可抑制 FSH 诱导的大鼠和牛颗粒细胞表达芳香化酶 , 进而抑制

E2 的分泌。但也有研究报道认为 , 抑制素可促进大鼠颗粒细胞分泌 E2。同时许多研究

表明 , 抑制素参与膜细胞功能的调节 , 进而影响优势卵泡的选择。大鼠和人卵泡膜细胞

体外培养研究发现 , 抑制素可促进 LH 诱导的雄激素分泌。大鼠卵泡体外培养时 , 添加

抑制素抗血清可显著抑制雄激素的分泌。可见抑制素通过促进雄激素分泌 , 间接地增加

卵泡雌激素的分泌量 , 促进可分泌雌激素的卵泡被优势选择。随着优势卵泡的进一步发

育 , 卵泡抑素和雌激素分泌增加 , 进而降低 FSH 的分泌水平 , 使得未被优势化的卵泡

成熟发育受阻。在性成熟前小鼠中研究发现 , 伴随优势卵泡的选择 , 抑制素 3 种亚单位

和 P450scc等类固醇激素合成关键酶的表达显著增强。豚鼠中的相关研究也发现 , 卵巢

内仅 1～2 个排卵卵泡颗粒细胞能分泌抑制素 , 这进一步证实抑制素参与卵泡优势选择

过程。

作为激活素的结合蛋白 , 卵泡抑素可以中和体外培养的卵巢细胞上激活素的活性 ,

这种中和活性有赖于卵泡抑素/ 激活素的比率。在牛中 , 卵泡抑素的表达随着卵泡的增

大而上升 , 排卵前达到高峰。有人推测 , 卵泡抑素是通过自分泌和旁分泌的形式来调节

颗粒细胞的功能 , 导致卵泡的黄体化与闭锁。Singh 等的实验表明 , 牛的卵泡抑素在颗

粒细胞和黄体细胞上存在阶段性表达。卵泡抑素在卵泡生长中期和排卵前期表达最高。

排卵后 , 卵泡抑素在正在进行黄体化的细胞上几乎检测不到 , 间情早期则又出现 , 在间
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情期的黄体细胞中卵泡抑素的表达又升高 , 而黄体退化时其表达又消失。体外的实验也

表明 , 卵泡抑素可以加强由 LH 引起的直径 5～10mm 的卵泡的颗粒细胞中催产素和孕

酮的生成 , 可见卵泡抑素可以促进颗粒细胞的黄体化 (孕酮和催产素为黄体化的标志 ) ,

但在即将排卵的卵泡上则没有这种作用。这些证据表明 , 卵泡抑素在卵泡的发育和黄体

化过程中起着重要的作用。

(3 ) 对卵母细胞成熟的作用

卵母细胞和卵泡细胞间的相互作用是协同卵泡各种细胞组分成熟发育的重要途径。

由于卵丘细胞可表达大量抑制素亚单位 , 而卵母细胞则表达激活素受体 , 推测抑制素/

激活素对卵母细胞成熟可能有一定作用。大鼠、猴和人类中研究发现 , 激活素促进卵母

细胞恢复减数分裂 , 而抑制素则抑制卵母细胞的自发成熟。牛卵丘 卵母细胞复合体体

外培养发现 , 游离的抑制素 Pro-αC (全长α亚单位前体物的一种 ) 可降低卵母细胞的发

育能力 , 而卵母细胞经抑制素α亚单位抗血清处理后发育能力显著提高。成熟卵泡在排

卵前 LH 峰的作用下 , 颗粒细胞抑制素亚单位表达水平显著降低。但灵长类较特殊 , 猴

抑制素β亚单位持续表达至排卵后 ; 人类卵泡发育到中期 , 黄体是抑制素 A 的主要分

泌源 , 推测抑制素/ 激活素可能参与调节灵长类黄体功能。

Silva等的实验表明 , 激活素和卵泡抑素能调节卵母细胞胞质的成熟。在体外培养

卵丘细胞包裹的卵母细胞时 , 添加外源的激活素和卵泡抑素后 , 激活素可以提高卵母细

胞的成熟和受精后发育到囊胚阶段的能力 , 而外源性的卵泡抑素则很明显地降低了卵母

细胞发育至囊胚的能力。在去除卵丘细胞后 , 培养基中添加外源性的激活素 , 仍然能提

高卵母细胞发育至囊胚的能力 , 但添加卵泡抑素却不能再降低卵母细胞的发育能力。这

说明卵泡抑素的作用与是否存在卵丘细胞密切相关 , 从而推测 , 卵泡抑素是通过中和卵

丘细胞产生的激活素 , 而对卵母细胞的成熟和卵泡的发育起作用的。

(4 ) 参与胎盘 hCG合成分泌的调节

研究结果表明 , 卵泡抑素不影响 hCG 的基础分泌及基因表达 , 但对 GnRH 刺激的

hCG分泌、hCGα和 hCGβmRNA表达有剂量依赖的抑制作用。卵泡抑素的作用可能是

通过蛋白激酶 C 第二信使传导系统使转录速率降低而实现的 , 而不是影响 mRNA的稳

定性。这些结果提示 , 卵泡抑素作为一种生理性抑制剂 , 可能参与胎盘 hCG 合成及分

泌的调节。

(5 ) 激活素和抑制素对雄性生殖细胞发育及精子发生的影响

激活素受体类型与 TGFβ受体相似 , 可分为Ⅰ型受体 ( ACTRⅠ ) 和Ⅱ型受体

(ACTRⅡ )。已有研究显示 , 激活素可影响原始生殖细胞 ( PGC) 和精原细胞/ 卵原细

胞的发育。胚胎期和新生大鼠睾丸中可表达激活素及其激活素Ⅱ型受体。激活素Ⅰ型受

体和Ⅱ型受体在 PGC中也有表达。激活素可减少体外培养的原始生殖细胞和精原细胞/

卵原细胞的数量 , 这是由于激活素抑制了原始生殖细胞的有丝分裂活性。在体外培养的

出生后 3 天大鼠睾丸中加入激活素后 , 精原细胞的数量可明显上升。原位杂交和免疫组

化研究显示 , 正常大鼠睾丸中含有 ACTβA亚单位 mRNA及其编码的蛋白 , 这表明生殖

细胞可能通过产生内源性 ACTA来调节自身的发育成熟。支持细胞还可产生激活素和

抑制素的βA亚单位以及抑制素的βB 亚单位 , 这些细胞可能对生殖细胞的发育也具有

调节作用。由此可见 , 激活素生物活性的局部调节支持了生殖细胞的协调发育。
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血清和精浆中 FSH的含量与抑制素的浓度之间存在负相关 , 精液中精子数与抑制

素浓度之间亦存在负相关。雄性大白鼠出生前后血清和性腺中的抑制素水平高于性成熟

时的水平 , 而且在发育早期 , 血清中 FSH 和抑制素浓度之间就存在负相关。研究表明 ,

抑制素除了主要作用于垂体外 , 还作用于下丘脑和性腺 , 它与其他睾丸物质如雄激素等

相互作用 , 促使精子的发生。而卵泡抑素在睾丸上可以通过旁分泌的形式调节激活素的

生物功能的发挥 , 从而影响精子的生成活动。

(二 ) 松  弛  素 ( relaxin )

松弛素又称耻骨松弛素 , 主要由妊娠黄体分泌 , 一些动物的子宫、胎盘也可分泌少

量松弛素。猪、牛等动物的松弛素主要来自黄体 , 而兔主要来自胎盘。松弛素是一种水

溶性多肽 , 在家畜体内的分泌量随妊娠期而逐渐增长 , 在妊娠末期的含量达到高峰 , 分

娩后从血液中消失。

1 . 化学性质

松弛素是由α和β两个亚基通过二硫键连接而成的多肽激素 , 分子中含有 3 个二硫

键。迄今 , 已从猪和鼠等动物中提取、纯化得到松弛素 , 不同动物的松弛素分子结构略

有差异。猪松弛素的α亚基含 22 个氨基酸残基 , β亚基含氨基酸残基 26～32 个不等 ,

说明松弛素不是单纯的一种物质 , 而是一类多肽物质。大鼠及小鼠松弛素与猪松弛素的

结构差异明显 , 但是关键的位置、总的疏水性、非极性、酸性、碱性氨基酸残基非常相

似。它们与人的松弛素也各不相同 , 彼此之间的抗原 抗体交叉反应微弱。

2 . 生物学作用

松弛素对哺乳动物的作用远非仅限于对雌性孕期生殖道的影响。在妊娠期其主要作

用是影响结缔组织 , 使耻骨间韧带扩张 , 抑制子宫肌层的自发性收缩 , 从而防止未成熟

的胎儿流产。在分娩前 , 松弛素分泌增加 , 能使产道和子宫颈扩张与柔软 , 有利于分

娩。此外 , 在雌激素的作用下 , 松弛素还可促进乳腺发育。

第三节  胎 盘 激 素

母体妊娠期间胎盘可以产生垂体和性腺所分泌的多种激素 , 这对于维持孕畜的生理

需要及平衡起着重要作用。目前所知 , 在生产中应用价值较大的胎盘促性腺激素主要有

两种 , 即孕马血清促性腺激素和人绒毛膜促性腺激素。

一、孕马血清促性腺激素

目前 , 在家畜中鉴定出的惟一绒毛膜促性腺激素是马的 CG (eCG) , 以前被其发现

者 Harold Cole称做孕马血清促性腺激素 ( pregnant mare serum gonadotropin , PMSG) ,

主要由马属动物胎盘的尿囊绒毛膜细胞产生 , 其分泌量因妊娠时期、动物种类、个体和
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胎儿基因型的不同而有所差异。一般母马于妊娠 37～40 天产生 PMSG, 55～75 天时分

泌量达高峰 , 以后下降 , 120～ 150 天时消失。已研究证实 , 胎儿的遗传型是影响

PMSG分泌量最突出的因子。驴怀骡分泌量最高 , 马怀马次之 , 马怀骡再次之 , 驴怀驴

最低。

(一 ) PMSG的化学性质

PMSG是一种糖蛋白激素 , 含糖量约占 41%～45% , 其糖基为中性己糖 , 包括半

乳糖 ( 20 .2% )、N-乙酰葡萄糖胺 ( 18 .3% )、唾液酸 ( 9 . 4% )、甘露糖 ( 6 . 2% )、N-

乙酰半乳糖胺 ( 3 . 6% )、岩藻糖 ( 2 . 4% ) 等。PMSG 分子中的氨基酸数目 , 以脯氨酸

最多 , 酪氨酸最少。由于 PMSG分子中含有大量唾液酸和较少的碱性氨基酸 (9 . 4 % ) ,

因而在水溶液中呈酸性 , 等电点 pH 为 1 . 8～2 .4。

PMSG分子质量为 53 kDa , 与其他糖蛋白质激素一样 , 由α和β两个亚基组成。α

亚基无论分子大小还是糖基比例 , 均与 FSH、LH、TSH 和 hCG类似。β亚基分子质量

较大 , 具有激素特异性 , 但只有与α亚基结合后才能表现其生物学活性。

PMSG分子不够稳定 , 高温、酸、碱条件以及蛋白质分解酶均可使其丧失生物学活

性。此外 , 冷冻干燥和反复冻融可降低其生物学活性。

(二 ) PMSG的生物学作用及其机制

PMSG的生物学作用与 FSH类似 , 对雌性动物具有促进卵泡发育、排卵和黄体形

成的功能 ; 对雄性动物具有促进曲细精管发育和性细胞分化的作用。PMSG能够促进妊

娠马属动物初级黄体分泌孕酮 , 并有助于刺激卵泡黄体化或排卵黄体的形成。但实际上

eCG对马属动物妊娠维持的必要性还不清楚 , 因为初级黄体对于维持妊娠已经足够了。

PMSG对下丘脑、垂体和性腺的生殖内分泌机能具有调节作用。研究发现 , PMSG

通过促进卵巢分泌雌激素和孕激素 , 反馈促进下丘脑分泌 GnRH和垂体分泌 LH。

PMSG作用的发挥需要下丘脑和垂体的参与。据报道 , 未成熟大鼠用 PMSG 诱导

的排卵可被切除垂体、注射药物 (戊巴比妥 ) 和损伤下丘脑所阻断。

(三 ) PMSG的临床应用

PMSG在临床上的应用与 FSH 类似 , 主要用于诱导发情、超数排卵以及单胎动物

生多胎 , 并可用于治疗卵巢静止、持久黄体等症。与 FSH 相比 , 由于 PMSG的半衰期

长 (马 144 h , 兔和大鼠 24～26 h) , 在体内消失的速度慢 , 因此一次注射与多次注射在

体内的效果一致。但是 , 由于 PMSG 在体内残留时间长 , 易引起卵巢囊肿。囊肿卵巢

分泌的类固醇激素水平异常升高 , 不利于胚胎发育和着床。为了克服 PMSG 的残留效

应 , 一般在用 PMSG诱导发情后 , 追加抗 PMSG抗体 , 以中和体内残留的 PMSG, 提

高胚胎质量。
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二、人绒毛膜促性腺激素

人绒毛膜促性腺激素 ( human chorionic gonadot ropin , hCG) 是由人类受孕后胎盘

合体滋养层细胞合成的激素 , 它从胎盘滋养层通过血循环进入卵巢 , 刺激黄体分泌孕

酮 , 从而维持黄体功能 , 使子宫内膜保持适合胚胎着床发育的状态。着床 1 天后的胚泡

就能产生 hCG, 在受孕后 60～70 天达到分泌高峰 , 以后逐渐降低并维持至分娩 , 其主

要功能是促进胚泡发育及维持妊娠。hCG与 TSH (促甲状腺激素 )、FSH、LH 等同为

糖蛋白激素家族成员。这些激素都具有相同的α亚基和各自独特的β亚基。α亚基与信

息传导有关 , 而β亚基则产生其激素效应。作为抗原 , β亚基比整个 hCG分子更具有特

异性。

(一 ) hCG 的化学性质与结构

1 . hCG的亚基组成

  hCG属糖蛋白类激素 , 其分子质量 38 kDa, 碳水化合物约占其分子质量的 30% ,

由一条α链和一条β链以非共价键结合在一起形成异二聚体结构 , 其中α链含 92 个氨

基酸残基 , β链含 145 个氨基酸残基 , 两个亚单位由不同的基因复合体编码 , 分别位于

染色体 6q21 . 1～23 和 19q13 .3。α链与其他糖蛋白激素 , 如 FSH、TSH 和 LH 中的α链

相同 , β链具有特异性 , 决定了 hCG的生物学活性和免疫学特性。受精后 1 周内 , 滋养

层细胞即产生 hCG取代 LH的作用 , 刺激黄体产生大量的孕酮 , 这对维持妊娠是至关

重要的。中和 hCG 的生物学活性能使黄体退化 , 孕激素下降 , 子宫内膜脱落、出血 ,

妊娠终止。

2 . hCG的初级结构

hCGα链中共有两个糖基结合位点 : 52Asn 和 78Asn , 都是 N-联糖。hCGβ链中既有

N-联糖又有 O-联糖 , 共有 6 个糖基结合位点 : 13Asn 和 30Asn ( N-联糖 ) , 121Ser、

127Ser、132Ser和 138Ser ( O-联糖 )。

3 . hCG的高级结构

α链中含有 10 个 Cys 残基 , 形成 5 个链内二硫键 ( 7-31、10-60、28-82、32-84、

59-87 ) ; β链中含有 12 个 Cys 残基 , 形成 6 个链内二硫键 ( 93-100、26-110、23-72、9-

57、34-88、38-90 ) , 这些二硫键的存在决定了 hCG的二级结构。α和β具有相似的构

型 , 表现在它们均具有特殊的半胱氨酸结 ( cystine-knot motif)。hCG 分子结构中螺旋

结构很少 , 仅α亚单位的 40～50 序列中出现 , 较多见的是β折叠和无规则卷曲。具有

特征性的结构是半胱氨酸结 , 它由 3 条二硫键组成 : 2 条反向平行的肽链借 2 条二硫键

相连成一环状结构 , 第 3 条二硫键从环中穿过。结的一侧是双股环状的β-折叠样结构

(长环 ) , 另一侧是两个β-发夹样结构。α和β具有相同的核心结构———半胱氨酸结 , 所

不同的是β链的发夹样结构展得较开 , 而α链中的长环较大。
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糖链部分对 hCG的结构影响不大 , 其作用主要体现在蛋白质的亚基之间的聚合、

蛋白质结构的稳定性、激素与受体的结合以及蛋白质功能的体现等方面。α链中糖链位

于分子的末端 , α52Asn 位于双股肽链长环的末端 , α78Asn 位β-发夹的末端 , 糖链部分

与肽链间为数不多的几个氢键相连。β链中两个 N-联糖暴露于两个相邻的β折叠肽链的

表面 , 相距不超过 7�!。惟一既与α单位相连又与β亚单位相连的是α52Asn 上的 N-联

糖 , 它与β亚单位中的β59Tyr、β62Val、β64Phe、β83Ala、β97 Tyr 相互接触。

借助化学修饰、点突变技术以及人工合成肽的竞争性抑制研究 , 现已发现大量的氨

基酸残基对 hCG的生物功能的发挥起着重要的作用。β93～100 对生物活性起决定作用 ,

Cys93 或 Cys100 的点突变可导致β亚单位不能与α亚单位相连 ; β38～57 序列在结合

hCG受体中起关键作用 , 人工合成的该段肽序列能刺激小鼠甾体物质的产生 , 强烈抑

制受体与完整 hCG的结合 ; α88～92 也在结合受体方面发挥作用 , 不含 88～92 肽序列

的α亚单位 , 虽然能与β亚单位结合 , 产生具有生物活性的 hCG 二聚体 , 但该杂聚体

与受体的结合能力以及产生甾体物质的能力均较低。

4 . hCG的抗原表位

20 世纪 70 年代始进行 hCG的人类避孕疫苗的研制 , 促进了对 hCG 的免疫原性的

研究。目前认为 , hCG分子中共有约 20 个抗原表位 , 其中α链上 7 个 (α1～α7 ) , β链

上 9 个 (β1～β9 ) , hCG 二聚体上 4 个 ( C1～C4) , 大致可分为如下 6 类 : ①βhCG-CTP

区 (β8、β9 )。②βhCG、βhCG-CF 以及 hCG 中共有 , 免疫原性较高的表位 (β1、β2、

β3、β4、β5)。③ hCG 二聚体表位 ( C1、C2、C3、C4 )。④βhCG、βhCG-CF 共有而

hCG二聚体中没有 (β6、β7 )。⑤αhCG 和 hCG 共有的表位 (α1、α2、α3、α4、α5 )。

⑥αhCG中具有 hCG异二聚体中不存在的表位 (α6、α7 )。当α、β链游离时 , 表现α1～

α7、β1～β9 16 个表位 , 两者结合形成二聚体时 , α6、α7β6、β7 表位消失 , 而出现四个

构象表位 : C1～C4 , 其中 C1～C3 与α1、α2、α46 表位融合在一起。对 hCG分子抗原

表位和结构的深入研究有助于开发一个合适的免疫原以作为避孕疫苗的靶抗原 , 进一步

推动 hCG避孕疫苗的研制。

(二 ) 生物学功能及作用机制

1 . 对雌性动物的作用

  绒毛滋养层细胞能产生大量胚胎发育和维持妊娠所必需的多种激素如 hCG、孕酮

及人胎盘催乳素等 , 其中以 hCG 的作用最为重要。它通过促进卵巢黄体以及胎盘本身

产生足够量的孕酮而维持妊娠 , 同时它还可调节孕酮以外的类固醇激素和前列腺素的合

成、糖原降解及基质金属蛋白酶和细胞外基质 ( ECM) 的产生等。

近年一些研究表明 , hCG 还参与免疫调节 , 降低淋巴细胞活力 , 具有免疫抑制作

用 , 被认为是母体对胎儿不产生免疫排斥反应的重要机制之一。研究证明 , 一定浓度范

围的 Th1 型细胞因子 IFNγ和 Th2 型细胞因子 IL-4 对人绒毛膜组织 hCG分泌分别有不

同程度的抑制作用和促进作用 , 提示 Th1/ Th2 型细胞因子可能是通过影响 hCG分泌而
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在早期妊娠过程中起免疫调节作用。

可见 , 在妊娠早期 hCG是促进子宫内膜以及胎盘增生、维持和保障妊娠的主要激

素。

另外 , hCG同 LH具有相似的生物学功能 , 除可促使卵巢黄体生成并分泌孕激素

外 , 还具有促进卵泡成熟及排卵的作用。

2 . 对雄性动物的作用

hCG有促进性腺发育的功能 , 在雄性能使雄性胚胎性腺分化继而对外生殖器的发

育起重要作用 , 此外还有刺激睾丸间质细胞活力 , 增加雄性激素分泌的功能。

在雄性生殖系统的发育过程中 , 促性腺激素起着非常重要的作用。已知 hCG经母

体胎盘产生后直接与胎儿睾丸间质细胞膜上的相应受体结合并产生效应。在孕早期 ,

hCG是促进胎儿睾丸发育的主要因素。在孕中后期 , 由于胎儿垂体的发育及功能的逐

步完善 , 胎儿垂体 LH 分泌逐步增加 , hCG 浓度相应地逐步下降。但后来增加的 LH 仍

作用于 hCG受体 , 并产生相似的作用 , 因此 hCG受体又被称为 LH/ hCG受体。hCG和

LH正是通过这种受体来调控胎儿睾丸分泌雄激素的整个过程。

LH/ hCG能刺激睾丸间质细胞中睾酮合成增加。在成年小鼠睾丸中 , hCG 能在转

录水平刺激睾酮生成的基本酶 : 细胞色素 P450 胆固醇侧链裂解酶 ( P450scc)、细胞色

素 P450 17α-羟化酶 ( P450c17) 及Ⅵ型 3β-羟甾脱氢酶 ( 3β-ΗSD) 的表达 , 从而促进睾

酮大量分泌 , 维持正常性功能。

(三 ) hCG 受体

LH/ CG受体存在于睾丸间质细胞、卵巢中卵泡内膜细胞和黄体细胞膜上 , 该激素

与细胞膜上相应的受体结合后通过腺苷酸环化酶系统刺激类固醇激素生成 , 在哺乳动物

的胚胎着床、性腺发育及功能调节中均有重要作用。

1 . LH/ CG受体的结构

LH/ CG受体的结构与 G蛋白家族偶联的其他受体如促卵泡激素受体 ( FSHR )、促

甲状腺激素受体 ( TSHR )、β-肾上腺激素受体相似。研究发现 , LH/ CG 受体分子质量

为 75kDa, 含有 674 个氨基酸残基 , 值得注意的特点是 , 其结构中大约有 14 个不完全

重复的富含亮氨酸序列 , 每一个序列大约含有 25 个氨基酸残基 , 此结构的功能尚不十

分清楚。C 端部分经过七次折叠跨膜进入细胞内 , 跨膜区具有 G 蛋白受体家族成员所

共同的特点 , 且与 G蛋白受体家族的其他成员具有高度同源性 , C 端的很短一部分构

成受体的胞内微区 , 胞内微区含有一定数量的丝氨酸、苏氨酸、酪氨酸残基。这些残基

可能是磷酸化位点 , 在大鼠、猪、人、小鼠中其磷酸化位点不完全一致 , 而氨基酸序列

却有着高度的同源性。该区还可能存在蛋白水解酶的裂解位点 , 在跨膜区和连接绊氨基

酸序列同源程度最高 , 达 95% , 胞外微区 N-末端次之 , 同源程度低的是胞内区的 C-末

端 , 仅为 56% , 6 个糖基化位点及半胱氨酸在这四种动物中是完全相同的。
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2 . LH/ CG受体的基因结构

LH/ CG受体基因 5′侧翼区由 1591 个碱基对组成 , 转录的起始位点在编码起始位点

上游 1085 个碱基对处。5′非编码区非常长 , 关于 5′侧翼区有关报道不完全一致 , 但该

区有几个值得注意的特点。第一 , 该区在起始编码上游没有 TATA或 CAAT 盒 , 在起

始编码区后的 160 个碱基中 80%为 G和 C; 第二 , 介导激素、生长因子和第二信使的

转录应答位点也可能存在于 5′侧翼区 ; 第三 , 有研究表明 , 在该区可能存在重复转录

起始位点。

3 . LH/ CG受体不同结构域与功能的关系

LH/ CG受体的胞外结构域显示出几个有意义的序列特征 , 其中富含亮氨酸糖蛋白

( LRG) 家族成员的重复结构形成亲水及疏水性的两性螺旋 , 介导富含亮氨酸糖蛋白与

疏水性和亲水性表面发生反应 , LH/ CG 受体的胞外结构域负责结合 LH 和 hCG, 该结

构域可能具有结合激素 , 与跨膜结构域发生反应并介导信号转导的功能。LH/ CG受体

胞外微区 N端的一半对 hCG具有特异的识别和亲和能力 , 胞内微区的切除不影响受体

与 hCG的亲和力 , 胞外微区的三个区域即 21～38 位氨基酸残基段、102～115 位氨基酸

残基段、253～272 位的氨基酸残基和胞外连接绊 573～583 位的氨基酸残基段可能是激

素的结合位点。存在于受体跨膜区和胞外区以及胞内连接绊区的一些氨基酸残基在 G

蛋白受体超家族中具有高度的保守性 , 特别是胞内第二个连接绊的近膜区的氨基酸残基

具有高度的保守性 , 该区的氨基酸残基突变对 hCG的结合力没有影响 , 其他如第一个

胞外绊、第六个跨膜区的氨基酸突变后 , 其 hCG的亲和力亦无改变。

(四 ) 影响 hCG 分泌的因素

关于早期滋养层细胞中 hCG的分泌调控十分复杂 , 其机理仍不完全清楚。

1 . GnRH与 hCG

在体内 , GnRH可调节垂体 LH 的释放 , 而 hCG与 LH在分子结构和功能上非常相

似 , 且滋养层组织能够合成和分泌 GnRH 样物质 , 同时也表达 GnRH 的受体。Khodr

等曾证明 , 从分娩后的胎盘绒毛中得到的 GnRH 在免疫学、生理生化和生物学特性方

面与下丘脑合成的 GnRH 无异 , GnRH 很可能可以调节胎盘 hCG的分泌。Takagi最早

发现含 GnRH 的下丘脑提取液可刺激离体孵育的胎盘组织释放 hCG ; 其后 Khodr 等在

含 20%胎牛血清培养液中加入合成的 GnRH , 可见 8～10 周龄绒毛组织 hCG的释放量

明显增加。体外培养发现 , GnRH 可刺激离体滋养层细胞 hCG分泌 ; 而单独加入雌三

醇或孕酮 , 对离体培养的滋养层细胞 hCG分泌无影响 ; 将 GnRH 与雌三醇或孕酮合用 ,

则 GnRH所刺激的 hCG 分泌被明显抑制 , 且与合用的雌三醇或孕酮的水平相关。从而

提示 , GnRH对胎盘滋养层细胞分泌 hCG有刺激作用 , 而这种作用受体内性甾体激素

水平的影响。
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2 . 激活素和抑制素与 hCG

Pet raglia等和 Jameson 等认为 , 激活素和抑制素也参与 hCG合成和释放的调节。据

报道 , 胎盘可产生激活素和抑制素 , 且激活素可加强 Gn RH 对胎盘细胞培养物 hCG 释

放的刺激作用 , 而抑制素则既可降低 hCG 的基础释放 , 又能阻断激活素对 GnRH 诱导

的 hCG释放的刺激作用。但这些研究大多是在分娩后获得的胎盘组织进行的 , 激活素

和抑制素对孕早期胎盘组织 hCG释放的影响尚有待证实。

3 . 自调节机制

还有证据表明 , 外源性 hCG可降低人胎盘组织 hCG亚单位 mRNA 水平和 hCG 的

分泌 , 并由此提出了胎盘组织 hCG生物合成的自调节机制。

4 . hCG和 EGF

EGF是一种可促使多种上皮细胞及间充质细胞分裂的多肽 , 主要由颌下腺分泌。

滋养层细胞合成的 EGF 可通过自分泌方式结合 EGFR, 促进滋养层细胞的增殖分化 ,

并促进其分泌 hCG等激素 , 并影响滋养层细胞的浸润能力。

hCG和 EGF协同调节生精过程。小鼠血清中的 EGF 主要来源于颌下腺。颌下腺产

生 EGF后分泌入血或可能随唾液进入消化道 , 由胃肠吸收 , 通过门脉血管进入体循环。

切除颌下腺后血清中 EGF降至测不出的水平并伴有生精功能减退 , 且只有给予 EGF 才

能使生精功能恢复至正常水平 ; 研究结果表明 , hCG 增强间质细胞合成 EGF, 也促进

其 EGF受体的表达 ; 加强 EGF及 EGF 受体阳性间质细胞的细胞核功能 , 恢复颌下腺

切除小鼠的生精功能。在睾丸局部 , hCG和 EGF可能通过以下机制共同参与精子发生

过程 : ① hCG通过促进睾丸间质细胞合成睾酮 , 后者可增加睾丸 EGF 水平 ; ② EGF

可反作用于睾丸间质细胞 , 增强 hCG诱导的间质细胞合成睾酮的功能 ; ③ 睾丸细胞产

生的 TGFα、TGFβ也可调节 hCG 引发的睾酮合成。

5 . CRH与 hCG

CRH (促肾上腺皮质激素释放激素 ) 是人胎盘组织合成和释放的一种生物活性物

质 , 研究者在探讨胎盘 CRH的功能时发现 , 外源性 CRH 对 hCG 释放有抑制作用 , 内

源性 CRH通过受体介导的机制抑制 hCG释放 , 而且这种抑制作用具有特定的时间依赖

性和剂量依赖性 , 外源 CRH的作用可被 CRH 拮抗剂所逆转。CRH 除调节 hCG的基础

分泌外 , 对于由 GnRH 诱导的 hCG分泌亦有抑制作用。鉴于 hCG几乎没有细胞内储存

机制 , 其激素分泌量基本反映其生物合成量 , 由此可推测 , 胎盘 CRH 可能是参与 hCG

合成与分泌调控的一种生理性负调节因子。

(五 ) hCG 的临床应用

市场上提供的 hCG主要从孕妇尿和孕妇刮宫液中提取得到 , 与垂体促性腺激素相

比 , 来源广 , 生产成本低 , 因此是一种相当经济的 LH 代用品。实际上 , 由于 hCG 还
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具有一定的 FSH 的作用 , 其临床效果往往优于单纯的 LH。hCG在动物生产和临床上

主要用于 : ①促进母畜卵泡成熟和排卵 ; ②与 FSH 或 PMSG结合应用 , 以提高同期发

情和超数排卵效果 ; ③治疗雄性动物的睾丸发育不良、阳萎和雌性动物的排卵延迟、卵

泡囊肿 , 以及因孕酮水平降低所引起的习惯性流产等。值得注意的是 , 由于 hCG属大

分子蛋白质激素 , 具有一定的抗原性 , 多次频繁使用后 (尤其是静脉注射 ) , 会引起抗

体形成 , 同时还可能产生免疫性的过敏反应 , 至于此过敏反应是否由个体差异或药物质

量所引起还不确定。

第四节  前 列 腺 素

来源于必需脂肪酸的前列腺素、前列环素和白三烯 ( leukotrienes , LTs) 构成了一

组多聚不饱和的、羟化的 20 碳脂肪酸———花生酸。从生理学上讲 , 花生酸是古老的 ,

在非常低的剂量就可在许多组织启动不同的生理功能。从特点上讲 , 它们是普遍产生

的 , 但也存在组织特异性。

前列腺素是 1933～1934 年分别由英国的 Goldebat t 和瑞典的 VanEuler 从人类精液

和羊精囊腺的提取液中发现的 , 当时以为这一物质是由前列腺释放的 , 因而定名为前列

腺素 ( prostaglandin , PG)。现已证明精液中的前列腺素主要来自精囊腺。前列腺素几

乎存在于身体各种组织和体液中。生殖系统 (如精液、卵巢、睾丸、子宫内膜和子宫分

泌物以及脐带和胎盘血管等 )、呼吸系统、心血管系统等多种组织均可产生 PG。

一、种类与化学结构

前列腺素是由 Bergst rom 于 1962 年提取出来的 , 并用经典方法确定了前列腺素的

结构 , 其骨架是为含一个五元环的 20 个碳原子的羧酸。从结构上讲 , 所有的 PG 都有

一个“发卡”构型 , 由一个环戊烷核与两个侧链构成。它们可能是从前列腺烷酸演化而

来。初级前列腺素有一个 15-羟基团并在 13 位碳元素形成双键。每一个类型的前列腺素

用字母定义为 A、B、C、D、E、F、G、H或 I , 表明在环戊烷环上不同的特殊功能基

团。字母后的数字表示侧链不饱和的程度 , 如 PGE1 , PGE2 和 PGE3 分别表示在侧链上

有 1、2 和 3 个双键。在环戊烷环上第九位的立体化学结构变化用希腊字母表示 , 排在

数字后。如 PGF2α的构型表示有一个 9-羟基核团位于戊烷环的下面。PGF2β ( PGF2α的

无活性异构体 ) 表示 9-羟基团位于环平面的上面。

在这些前列腺素中 , 以 PGE2、PGF2α两型对生殖的调节作用比较重要。图 12-13

为各型前列腺素的分子结构。

二、前列腺素的生物合成

前列腺素的生成是多途径、多步骤合成的结果 , 其底物为花生四烯酸 ( arachidonic

acid , AA)。由于细胞外 AA的浓度很低 , 绝大多数 AA 结合在磷脂中 , 因而由磷脂酶

A2 ( phospholipase A2 , PLA2 ) 催化 , 从磷脂膜中释放的 AA多少就成为前列腺素合成
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图 12-13  各型前列腺素的分子结构

的限速步骤。AA首先经前列腺素合酶 ( PGHS ) 环氧合酶 (cycloxygenase, COX) 催

化 , 在 C9 和 C11 加入氧分子生成氢过氧化物 PGG2 , 然后 , PGG2 经 PGHS -氢过氧化

物酶催化生成关键性的中间代谢产物 PGH2 ; 最后 PGH2 分三条途径代谢生成一系列有

活性的前列腺素 : ① 经凝血�烷合成酶 ( thromboxane synthase , TXAS) 催化生成凝血

�烷 A2 ( thromboxane A2 , TXA2 ) , TXA2 不稳定 , 很快代谢为 TXB2 后入血。② 经前

列环素合成酶 ( PGIS) 生成前列环素 , 再代谢为稳定产物 PGI2。③ 经相应的内环氧化

异构酶催化生成 PGE2、PGF2、PGD2。环氧合酶是由花生四烯酸合成 PG的限速酶 , 有

两种同工型 : COX-1 为组成型酶 , COX-2 为诱导型酶。

前列腺素是一种局部激素 , 当细胞受到各种刺激时 , 前列腺素在细胞膜内合成 , 在

其局部发挥作用后迅速在循环中降解 , 所以在血液中通常只能找到它们的降解产物。

PG生物失活的第一个和最重要的步骤是 15-羟基团转化成 15-酮基团。15-羟基前列

腺素脱氢酶 ( 15-OH- PGDH) 催化这一反应 , 使其完全失活。一般来说 , 15-OH-PGDH

的浓度在肺、胎盘、脾和肾皮质中最高 , 在脑、卵巢及睾丸中的浓度相对较低。15-

OH-PGDH的底物包括 PGE、PGF和 PGI。

PG降解的下一步是酶催化的 13 位双键的还原。13 , 14-PG 还原酶对 15-酮-PG 有

高度特异性 , 和 15-OH- PGDH 一样 , 它也有组织分布特性。随着脱氢酶和还原酶的作

用后 , 代谢物进行β-氧化和ω-氧化 , 最后代谢产物从尿液中排出。
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三、PG  受  体

PG受体是与 G 蛋白相偶联的跨膜蛋白质 , PGE2、PGF2α受体分别被称为 E P、

FP , 其中 EP 又分为 EP1、EP2、EP3 和 E P4 四种亚型 , 它们通过各自不同的第二信使

途径介导 PG的生理功能 , 在哺乳动物生殖过程中发挥着关键而复杂的调节作用。卵泡

产生的 PG是排卵所必需的 ; PGF2α参与黄体退化 ; 各种 PGE 受体在胚胎着床过程中

特异性表达 ; PG在分娩过程中也是必不可少的。

四、PG的生物学作用及其机制

(一 ) 前列腺素与排卵

  哺乳动物的排卵过程非常复杂 , 卵泡颗粒细胞产生的 PG是排卵所必需的。COX-2

基因突变后 , 小鼠不能排卵 , 而 COX-1 突变的小鼠排卵不受影响。在牛和马中 , 排卵

前卵泡中检测不到 COX-1 mRNA 和蛋白质的表达 , 说明参与排卵过程的 PG 是由

COX-2合成。哺乳动物排卵前 , 垂体 LH 大量释放形成排卵前 LH 峰。LH 通过诱导

COX-2 的表达而参与排卵的调节过程。在不同物种中 , LH 峰与 COX-2 开始表达的时

间间隔是不同的 , 如在大鼠、牛和马中分别为 2～4h、18h 和 30h , 但 COX-2 开始表达

与排卵的时间间隔是固定的 , LH 峰在这些物种中都诱导 COX-2 mRNA 于排卵前 10h

在卵泡颗粒细胞中大量表达。这说明 COX-2 是哺乳动物“排卵时钟”的重要控制信号。

LH峰诱导卵泡组织表达 COX-2 并合成 PG的作用是由 LH 受体通过 cAMP 信号系统介

导的。颗粒细胞是卵泡中产生 PG 的主要部位 , 而不是卵泡膜细胞。PG 生物合成抑制

剂能阻止实验动物和非人灵长类的自发排卵及诱发排卵 , 如 COX-2 的抑制剂 NS 398 能

降低体内发育和体外培养的大鼠卵泡的排卵率。在兔和狨猴中 , 这种抑制剂处理使卵母

细胞滞留在黄体化的卵泡中。人的月经周期第 14 天 (排卵前 ) 卵泡液中 PGF2α浓度比

其他时间要高几倍。关于 PG在排卵过程中所起的作用 , 以前有多种推测 , 如刺激围绕

卵泡的平滑肌收缩 , 挤压卵泡使之破裂 ; 或增加纤溶酶激活物的活性 , 激活卵巢组织中

的纤溶酶 , 溶解卵泡壁等等。但近来的研究表明 , 排卵并不是一个卵泡爆裂的过程 , 平

滑肌收缩不是排卵所必需的 , 而且 PG对组织中纤溶酶的活性也没有影响 , 所以 PG 具

体是怎样导致排卵尚不清楚。但 COX-2 作为排卵的决定因素是确定无疑的 , PG很可能

通过诱发一系列与细胞内第二信使相关的反应使排卵过程顺利进行。

(二 ) 前列腺素与黄体退化

黄体是哺乳动物排卵后在排卵部位由卵泡壁颗粒细胞、膜 间质细胞及侵入的血管

形成的临时性内分泌器官 , 其主要功能是产生孕酮 , 使子宫内膜为着床做准备并维持早

期妊娠。在动物未受精、未着床或妊娠终止 , 新的发情周期起始 , 卵泡继续发育并分泌

雌激素 , 从而导致黄体经历功能和形态上的退化 , 即黄体退化。在家畜等许多动物中 ,
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子宫内膜分泌的 PGF2α是影响黄体退化的主要因素 , 而啮齿类、兔和灵长类来源于黄

体的 PGF2α是主要的溶黄体物质。在反刍类家畜 , 黄体退化是由黄体分泌的催产素

(OT) 协同 PGF2α, 并在雌激素和孕激素的调节下以旁分泌方式相互作用的结果。

PGF2α在黄体退化中的作用还包括降低黄体血流、减少小黄体细胞数目、抑制类固醇激

素合成酶的活性、减少类固醇激素合成快速调节蛋白 ( StAR ) 基因表达、增加环氧合

酶基因表达、抑制脂蛋白刺激的类固醇发生、改变膜流动性和释放黄体 OT 等。这些作

用可能介导 PGF2α在黄体退化中的作用。PGF2α抑制类固醇激素合成的效应是由磷酸

肌醇第二信使系统介导的 , PGF2α通过活化磷脂酶 C 升高细胞内 Ca
2 +
浓度 , 降低孕酮

生物合成的关键酶 3β-羟类固醇脱氢酶 ( 3β-HSD) mRNA 的稳定性 , 从而降低孕酮水

平 , 抑制孕酮作用。这可能是黄体功能性退化过程中孕酮水平降低的一个原因。此外 ,

StAR 负责将类固醇激素生物合成的底物 (胆固醇 ) 转运给细胞色素 P450 单链裂解酶

( P450scc) , 这是类固醇激素生物合成的关键步骤。PGF2α诱导黄体退化时血清孕酮和

StAR 水平也下降。故 PGF2α也通过激活蛋白激酶 C ( PKC ) , 减少 StAR 表达而降低孕

酮水平。

在 PGF2α及其类似物诱导黄体孕酮水平下降之后 , 还可诱导牛、羊及灵长类等多

种动物卵巢黄体中出现大量小片段 DNA。在小鼠、大鼠及羊的卵巢黄体中均存在

PGF2α的高亲和力受体 , 假孕小鼠卵巢黄体在第 11 和 13 天出现凋亡现象 , 同时 PGF2α

受体 mRNA的表达也达到峰值 , 提示 PGF2α受体表达与黄体细胞凋亡密切相关 , 其介

导的细胞内信号直接参与黄体细胞凋亡的调节。PGF2α诱导黄体细胞凋亡是通过激活磷

脂酶 C而实现的 , 后者可增加黄体细胞内 Ca
2 +
浓度 , 为诱发凋亡所需的 Ca

2 +
/ Mg

2 +
依

赖性核酸内切酶 (负责将 DNA裂解成 185bp 的片段 ) 的活化提供前提。

在反刍动物中 , OT 由大黄体细胞产生并以分泌颗粒的形式储存于细胞质 , 在子宫

阵发性分泌的 PGF2α刺激下脉冲式释放。OT 与子宫内膜 OT 受体结合后激活磷酸肌醇-

PKC 信号系统 , 促进子宫吸收 Ca
2 +

, 刺激子宫内膜分泌更多的 PGF2α, 两者形成的正

反馈环路使黄体迅速退化。在大鼠黄体退化中 , PGF2α可以促进卵巢一氧化氮合酶

( NOS) 活性 , 而一氧化氮 ( NO) 也促进卵巢 PGF2α表达 , 两者呈正反馈调节机制。

此外 , OT 也能增加大鼠卵巢组织中 NOS 活性。因此 , PGF2α、NO 和 OT 间的相互调

节对哺乳动物黄体退化有重要作用。

总之 , 哺乳动物的黄体退化机制具有种属特异性 , PGF2α在其中所起的作用也不尽

相同。PGF2α是哺乳动物的主要溶黄体因子 , 内皮素-1 ( ET-1 ) 可能是其下游分子之

一。OT 主要通过 PGF2α之间的正反馈调节参与黄体退化的调控。PRL 和孕酮对黄体有

双向调节作用 , 两者共同作用导致大鼠黄体退化过程中的细胞凋亡。此外 , 肿瘤坏死因

子α ( TNFα)、干扰素-γ ( IFN-γ)、单核细胞趋化蛋白-1 ( MCP-1 )、基质金属蛋白酶

(MMPs)、Fas抗原等多种因子也都参与这一过程的精确调节 , 在功能性和结构性黄体

退化过程中起作用。

(三 ) 前列腺素与受精

前列腺素存在于各种哺乳动物的精液中 , 又能够影响平滑肌的收缩性 , 因而使人们
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相信 , PG通过对生殖道平滑肌的一系列效应 , 必然会对受精有促进作用。最近的研究

表明 , PG参与精子的顶体反应。透明带蛋白 ZP3 和颗粒细胞分泌的孕酮被认为是精子

顶体反应的生理刺激物。这两种刺激物所引发的信号转导都导致 Ca
2 +
从细胞外内流。

PGE1 专一性地结合于人精子质膜上并诱导细胞内 Ca
2 +
瞬时增加 , 其作用可被毫摩尔浓

度的 La
3 +
、Gd

3 +
和 Zn

2 +
所阻止。精子表面的这种 PGE受体的药理特性与已克隆的 PG

受体都不相同 , 暗示着这可能是一种新型受体。在人精子中 , 此受体是通过与 Gq 蛋白

偶联而诱导 Ca
2 +
内流和顶体反应的。在生理浓度下 Zn

2 +
就能阻止 PGE1 诱发的顶体反

应。Zn
2 +
可能作为精浆中的内源性 Ca

2 +
通道阻断剂 , 防止精子过早被 PGE1 激活而发

生顶体反应。

此外 , PG在受精过程中的作用可能还有 : ① 使睾丸被膜、精囊腺和输精管收缩 ,

对射精可能有重要作用。② 精液进入阴道后可使子宫颈舒张 , 有利于精子通过。③ PG

对子宫肌肉有局部刺激作用 , 可能促进精子在雌性生殖道内的运输 , 使之迅速到达受精

部位。

(四 ) 前列腺素与胚胎着床

PG对啮齿类动物子宫中胚泡的均匀分布、着床和蜕膜反应等过程十分重要。PGE2

和 PGF2α受体基因在小鼠着床前子宫中是时间和空间特异性表达的 , 而且子宫中各种

E P和 FP的表达由卵巢分泌的雌激素和孕酮调节 , 与胚胎的存在与否无关。

E P1 在妊娠第 6～8 天子宫的次级蜕膜带中表达 , 可能促进胎盘形成所需的血管发

生。

E P2 只在第 4 和第 5 天的子宫内膜上皮中表达 , 与着床所需的子宫内膜上皮分化有

关。失去上皮的子宫不能对刺激发生反应而发生蜕膜化。所以子宫内膜上皮发出的信号

对起始基质细胞的蜕膜化是很重要的。可能 EP2 的活化造成 cAM P 水平升高 , 把内膜

上皮的信号传递给基质细胞 , 使之发生蜕膜化。

E P3 和 FP在妊娠第 3～5 天的子宫肌层的环形肌中表达。已知平滑肌的收缩受胞

质 Ca
2 +
水平升高所刺激 , 而受细胞内 cAMP水平升高所抑制 , 因为 EP3 可抑制腺苷酸

环化酶 , 而 FP则可动员细胞内 Ca2 + 。所以在妊娠第 3～5 天 , 环形肌所表达的 E P3 和

FP协同作用 , 介导子宫肌层收缩 , 调整胚泡间隔 , 使之在子宫中均匀分布 , 有利于以

后的发育。E P3 还在第 4 天的子宫系膜侧基质细胞中表达 , 此处是血管发生和胎盘形成

的预定位点。E P3 可能参与调节胚胎附着反应所需的子宫水肿和子宫腔封闭。EP3 缺失

的小鼠不能对各种致热源表现出炎症反应 , 说明 PGE2 可能通过 EP3 使子宫发生局部炎

症反应 , 有利于胚胎着床。

E P4 在妊娠第 3～5 天子宫的上皮和基质中表达 , 这表明 PGE2 可能通过活化 EP4 ,

升高 cAMP水平 , 参与着床与蜕膜反应。另外 PG是血管内皮生长因子 ( VEGF ) 的诱

导者 , 而后者刺激血管发生和血管通透性增高。缺失 EP4 的小鼠在子宫中并不致死 ,

但在出生后三天内因血管发生受阻而死亡。PGE2 可能通过 E P4 诱导出的 VEGF使着床

点处的血管通透性增高 , 为以后的蜕膜反应和胚胎着床做准备。

着床前胚胎可以合成 PGF2α, 这已在兔、牛、绵羊中证实。第 3 天和第 7 天的兔胚
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泡 PGF2α合成量显著增加 (着床发生在第 7 天 )。胚泡来源的 PGF2α不参与胚胎间隔调

整和胚胎定向 , 而是着床的刺激物。在哺乳动物中 , 着床点的血管通透性增加是蜕膜反

应的先决条件。正处于附着期的第 3 天胚泡迅速合成的 PGF2α被分泌到邻近的子宫内

膜 , 使之血管通透性增加。

(五 ) 前列腺素与分娩

哺乳动物分娩是由血浆中孕酮浓度迅速降低而引发的。在妊娠晚期 , 循环血中的高

浓度孕酮使子宫保持松弛。临产前短时间内 , 血浆孕酮浓度迅速降低 , 子宫中 OT 受体

表达量显著增加 , 使子宫收缩能力提高。由于受子宫收缩以及宫颈和阴道扩张的刺激 ,

下丘脑 OT 神经元活动增强 , 释放 OT , OT 作用于子宫 , 刺激其合成前列腺素 , 进一

步增强子宫收缩 , 由此形成一个正反馈环路 , 加速分娩过程。敲除 PGF2α受体基因的

小鼠可以正常发育 , 但不能及时分娩。它们表现出正常的发情周期、排卵、受精和着

床 , 但对外源的 OT 不反应 , 因为它们不能被诱导合成催产素受体。野生型小鼠在妊娠

第 19～21 天 , 血浆孕酮浓度显著降低 , 而 FP 基因敲除小鼠孕酮浓度却不降低。这表

明 FP缺失的小鼠不能分娩是由于不能适时抑制黄体中孕酮的生成。如在妊娠第 19 天

切除卵巢 , 就能使之迅速表达 OT 受体 , 娩出胎儿。在妊娠小鼠中 , PGF2α作用于黄体

细胞的 FP, 导致黄体退化 , 启始分娩。COX-1 基因敲除小鼠也不能正常分娩。COX-1

mRNA在子宫蜕膜中表达 , 而且 COX-1 主要合成 PGF2α。COX-1 基因敲除小鼠不能正

常分娩是由于黄体退化受阻 , 这再一次证明了 PGF2α与黄体退化的密切关系。实际上

前列腺素才是真正始动分娩的关键激素 , 而孕酮降低只是由于前列腺素的作用而导致黄

体溶解后的结果。

总之 , 前列腺素参与调节哺乳动物生殖过程的多个环节。作为近距离信号分子 , 它

具有局部、瞬时、作用灵活多样的特点。多种信号分子通过控制前列腺素合成酶基因的

表达 , 精确调控 PG 的时空特异性合成。而 PG 又通过其各种受体与不同 G 蛋白相偶

联 , 调节和协调多种细胞类型中的生化过程 , 从而保证了生殖过程的顺利进行。近年

来 , 多种 PG受体已被成功克隆 , 其分子及基因结构、作用机理和表达调控正在被逐渐

阐明 , 而各种 PG 受体及 PG合成酶基因的敲除又为 PG与生殖过程的关系提供了直接

证据。但对 PG在某些生理过程中的重要性还缺乏足够的认识 , 其作用的分子机理也有

待深入探索。

实际上与生殖有关的激素远远不止上面介绍的这几类 , 但由于篇幅有限 , 本章只选

择了目前已经明确的、比较重要的激素进行了介绍。关于其他激素对生殖的影响及作用

机理 , 本书的其他章节会有一定程度的介绍。

(夏国良  杨建鸽 )
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第十三章  性行为及激素调节

动物的行为包括定型行为 ( stereotypic behavior) 和学习行为 ( learning behavior)

两大类 , 前者指具有固定动作模式的行为 , 亦称先天行为 ( innate behavior ) 或本能行

为 ( instinctive behavior ) , 包括动物的非条件反射 ( unconditioned reflex )、本能行为

( instinct )、动机行为 ( motivation behavior) 和节律行为 ( rhythm behavior ) 等 ; 后者则

是指动物由经验得来的发生适应性改变的行为 , 包括条件反射 (conditioned reflex)、模

仿行为 ( imitation behavior ) 和推理学习 ( insight ) 等。性行为 ( sexual behavior ) 属于

定型行为 , 是动物最基本的本能行为 , 是两性动物接触中出现的本能反应 , 反映了特定

基因型的相对竞争能力 , 是物种繁衍的前提条件 , 因此也是种族生存所必需的。

哺乳动物在长期的进化过程中 , 逐渐发展了一整套生理学和神经学的机制 , 这些机

制保证在个体生命达到相对成熟时 , 出现一种独特的、具有繁衍和延续种族的重要生物

学意义的行为 , 这就是性行为。广义上说 , 异性之间导致精子和卵子结合的一切行为都

属于性行为 , 狭义的性行为则是指初情期后 , 在激素、神经刺激 (视觉、嗅觉、听觉和

触觉等 ) 与异性发生联系的基础上所表现出来的特殊行为。两性在性行为上协调配合是

完成交配过程的重要保证。

发生性行为的双方通常一方处于选择地位 , 另一方则处于被选择的地位 , 被选择方

在性行为中相对来说比较积极主动。而对后代的能量和物质的投资较大的一方 , 处于选

择的地位。

性行为是在神经、激素、感官和外激素等多种因素的作用下发动的 , 多种因素之间

密切联系 , 相互促进、相互协调。如激素直接刺激动物的中枢神经系统 , 将体液信号转

变为性冲动 , 共同作用的结果导致交配的成功完成 , 从而实现受胎和产仔。

第一节  控制性行为的神经 内分泌系统

一、控制性行为的激素机制

  哺乳动物的性行为受激素 , 尤其是生殖激素的严格调节。下丘脑 垂体 肾上腺轴

( hypothalamus pituitary adrenal axis , H PAA) 和下丘脑 垂体 性腺轴 ( hypothalamus pi-

tuitary gonadal axis , HPGA) 是两个十分重要的调节环路。下丘脑 垂体 性腺轴包括雄

性动物的下丘脑 垂体 睾丸轴 ( hypothalamus pituitary testis axis, HP TA) 和雌性动物

的下丘脑 垂体 卵巢轴 ( hypothalamus pituitary ovary axis , HPOA)。



(一 ) 下丘脑 垂体 性腺轴

哺乳动物发育到一定年龄 , 下丘脑的发育也日臻成熟 , 在受到外界环境的刺激和体

内其他激素的调节下 , 由神经内分泌细胞核团 (主要是 GnRH 神经元核团 ) 开始合成

和分泌促性腺激素释放激素 GnRH。在所有的哺乳动物中 , GnRH 都是一个重要的调控

生殖功能的神经肽物质 , 其功能十分强大 , 它通过正中隆起 ( median eminence) 到达垂

体前叶 , 刺激该处的内分泌细胞合成和分泌促性腺激素 , 如促卵泡激素 ( FSH) 和促黄

体激素 ( LH)。这两种激素进入血液 , 通过血液循环到达靶器官———性腺 (睾丸或卵

巢 ) , 发挥其生理作用。促性腺激素一方面促进配子 (精子或卵母细胞 ) 的生长发育 ,

另一方面又刺激性腺类固醇激素 (雄激素、雌激素和孕激素 ) 的合成和释放 , 而这些类

固醇激素可以直接影响家畜的性活动和性行为 , 如雌二醇可促进生殖道上皮的变化和分

泌 , 促进发情 , 而持续高水平的孕酮则抑制雌性动物的发情行为 , 睾酮则对雄性动物的

生精机能和性行为产生强有力的调控作用。公绵羊被动免疫 GnRH 后 , 血清睾酮浓度

就会发生变化。另外 , 促性腺激素和类固醇激素又可以通过反馈调节作用来影响下丘脑

GnRH的合成和分泌。

(二 ) 下丘脑 垂体 肾上腺轴

下丘脑合成的促肾上腺皮质激素释放激素 ( corticot rophin releasing hormone,

CRH) , 能够促进垂体前叶合成和释放促肾上腺皮质激素 (adrenocorticot ropic hormone,

ACTH) , 后者又刺激肾上腺合成和释放肾上腺皮质激素 (包括糖皮质激素和盐皮质激

素 )、肾上腺素 (epinephrine) 和去甲肾上腺素 ( norepinephrine , NE ) , 此外也有少量

的性激素。这些激素一方面直接参与调节动物的性行为 , 另一方面可以提高动物对逆境

的反应性。

下丘脑 垂体 性腺轴和下丘脑 垂体 肾上腺轴不仅精密调节性行为 , 而且还调节其

他生殖行为。从卵母细胞的生长、发育、成熟和排卵 , 直到受精、胚胎的着床、妊娠和

分娩 , 无不受激素的调节和控制。下丘脑 垂体 性腺轴和下丘脑 垂体 肾上腺轴中的神

经内分泌激素 , 如 GnRH 或 CRH 可以促进仓鼠的生殖行为 , 提前出现发情表现 , 缩短

母鼠接受交配的时间。

(三 ) 5-羟色胺系统

5-羟色胺 ( serotonergic, 5-HT) 与动物的性行为也有密切的关系。如 5-HT1 A和 5-

HT2 A都能调节性行为。5-HT 受体的活性在调节雄性大鼠的性行为中发挥重要作用 , 如

该受体的活性受到抑制 , 大鼠的性行为就会受到持续抑制。中枢 5-HT 系统与下丘脑-

垂体-肾上腺轴密切相关 , 几乎所有的 5-HT 神经元都有糖皮质激素的受体表达 , 而血

液中下丘脑-垂体-肾上腺轴的相关激素水平又影响着 5-HT 神经递质 , 5-HT 反过来又调

节血液中下丘脑-垂体-肾上腺轴相关激素的水平。肾上腺皮质酮调节雄性大鼠的性行为
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和湿狗抖 ( wet dog shake , WDS) , 这种行为受 5-HT2 A受体调节。湿狗抖是大鼠的一种

特征性的行为 , 通常被用来衡量大鼠的交配性能 , 它与大鼠的交配能力呈负相关 , 皮质

酮的持续升高会抑制雄性大鼠的性行为 , 增加湿狗抖的频率。一个社群中处于统治地位

的雄性大鼠会抑制处于支配地位的其他雄鼠的性行为 , 同时后者通过内分泌变化 , 使肾

上腺增重 , 皮质酮水平上升。此外 , 5-HT 系统还与下丘脑-垂体-性腺轴相互作用 , 这

将在后面进一步阐述。

图 13-1  性动机模式图 (引自 Agmo, 1999 )

二、控制性行为的神经机制

性行为主要受中枢神经系统的控制 , 性腺激素则通过直接地或间接地影响于中枢神

经系统而发挥调节性行为的效应。直接的作用通过体液循环抵达脑部实现 , 间接的影响

是通过性激素对生殖器官以及非生殖器官的形态学变化起作用 , 而这些形态学上的变化

则导致中枢神经系统对各种感觉的反馈发生改变。

Agmo (1999) 总结了中枢对性行为的调控作用 , 如图 13-1 所示。中枢性动机提高

了感觉器官的敏感性 , 而这种刺激被感知后 , 感觉器官又刺激中枢的性动机 , 性动机受

激动后又反过来进一步提高感觉器官的敏感性 (图 13-1a)。当性刺激达到一定的阈值 ,

中枢启动一系列的脏器活动 , 为性行为做准备 (图 13-1b)。另外 , 适宜的环境刺激促

进性行为。在两性亲近过程中 , 可能还有其他因素激发性的动机 , 这些刺激会传递到中

枢 , 并通过 a途径加强中枢的性动机 (图 13-1c) ; 如果亲近行为很好地实现 , 并且适宜

的各脏器反应也完成 , 则交配对象的主要行为模式由条件或非条件实质性反应向执行性

反射转变。这些性反射受触觉刺激促进 , 如对会阴和下腹区触觉刺激 ; 如果交配的对象

尚没有交配经历 , 则这些引发交配行为的刺激会在探索中偶然获得 ; 如果交配对象已经

有性经历 , 则条件实质性反应可能会促进触觉刺激的获得 , 而这些触觉刺激对于性反射

是必需的 ; 如果性反射确实受到激发 , 则性行为会有序地进行下去 , 直到射精 (图 13-
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1d和 e)。射精产生的影响会反馈性地作用于中枢 , 由此激活一个短暂的性抑制机制

(图 13-1f)。同时 , 射精产生的一系列影响会加强动物掌握其自身与环境状态之间的联

系。交配过程中所处的环境状态也被赋予性刺激的特性 , 作为条件反射的刺激诱导性行

为 (图 13-1g)。

(一) 中枢神经系统

血液中的性激素 (雌激素和雄激素 ) 到达中枢神经 , 一旦与中枢神经的特定感受器

(性中枢 ) 结合 , 便能使性腺 (卵巢和睾丸 ) 以外的其他器官发生性反应。有的性中枢

位于下丘脑视前区的某部位 , 独立于下丘脑 垂体 性腺轴之外。外周血液中的性类固醇

激素能够直接作用于中枢神经系统 , 从而影响动物的性行为。中枢神经系统对性行为的

控制作用已经从以下多个方面得到证明。

1 . 脑损伤影响性行为

杏仁核和梨状体的损害可导致公猫长期的性欲过度 , 这提示了脑组织对性行为的控

制作用。从视前区通往中脑和网状结构的路径是实现雄性性行为的必需通路 , 但并不是

雌性性行为所必需的。因此 , 雄性动物性行为的正常表现需要视前区 下丘脑外侧区域

结构的完整。雄性大鼠视前区受损后 , 交配能力也随之丧失。破坏猫的杏仁核和梨状叶

皮层 , 以及破坏猴的杏仁核和颞叶所形成的脑损伤 , 将造成性欲异常旺盛 , 但不能鉴别

爬跨对象 (如爬跨其他物体 )。这种性行为的异常表现 , 在其他动物也有不同的反映。

例如 , 损伤犬的梨状皮层或损伤大鼠的杏仁核对性行为并不产生显著的影响 , 破坏大鼠

海马背侧和腹侧两个区域只是延长第一次爬跨和插入的时间 , 而对雄性性行为的其他方

面并无影响。有趣的是 , 切除大鼠海马背侧区也和切除下丘脑背侧区一样因缩短了多次

插入和射精之间的时间而加速了交配过程。在雌性动物 , 将卵巢摘除的羊、豚鼠、猫和

大鼠的脑部 (从下丘脑外侧至下丘脑中线基部的背侧 ) 损伤后 , 用雌激素处理并不能诱

导它们发情。损伤卵巢摘除的雌性大鼠和豚鼠的下丘脑腹侧周围区域 , 则可成功地诱导

它们发情。这项试验的意义在于 , 损伤所诱导的发情很可能是通过对脑的一定区域起抑

制作用的结果。新皮层在控制雌性动物性行为方面是与雄性不同的。大鼠在切除新皮层

后 , 可以促进脊柱下凹反应 , 使公鼠更易于插入。大鼠在雌激素处理后再切除新皮层 ,

可以增强发情。这些试验提示 , 大鼠发情的表现是处于新皮层的控制之下的。

2 . 脑内植入性激素可改变性行为

如将少量睾酮植入已去势的雄性动物脑部视叶前区后 , 可以恢复雄性行为。实际

上 , 睾酮本身并不能起恢复性行为的效应 , 植入的睾酮是在脑组织中 (视前区中 ) 转化

为雌激素后才起作用。因为 , 直接植入雌二醇于去势公鼠的视叶前区也引起雄性行为 ,

而将阻断睾酮转化为雌二醇的抑制剂渗入该区域时 , 经睾酮处理的去势公鼠将不能表现

性行为 , 但不能制止经雌二醇处理的去势公鼠的性行为 , 这些试验证据支持了上述的看

法 , 即睾酮的作用是通过转化为雌激素实现的。

性激素对雌性动物也有类似的作用。例如将雌二醇植入卵巢摘除的大鼠和猫的下丘
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脑中可诱导发情 , 但在兔子则应植入于前乳头区才产生效应。虽然大鼠下丘脑外侧对雌

激素有反应 , 但如果植入孕酮的话诱导发情的效应就尤其显著 , 这时孕酮结合位点局限

在脑干和下丘脑外侧部位 , 说明脑的这些区域也是孕酮被选择性地聚集的部位。

3 . 脑组织能够浓集吸收性激素

脑部激素放射自显影技术证明 , 脑的某些部位可以聚集比其他器官更多的性腺激

素。给去势公鼠注入放射性标记的睾酮后 , 被聚集于脑的边缘系统和下丘脑结构之中。

给卵巢摘除的动物注射放射性标记的雌二醇后也被聚集在脑的这些区域中。这些结果证

明脑组织有吸收和结合性激素的能力。

4 . 电刺激脑部可改变性行为

母兔交配后嗅脑部的脑电图会出现反常变化。电刺激视叶前区内侧和前脑束内侧可

以促进雄性大鼠的交配行为 , 这些试验结果同大鼠脑损伤的研究相一致 (如果脑的这些

区域损伤的话 , 则交配行为终止 )。视叶前区域发出纤维通过前脑束内侧通往中脑的中

脑盖部 , 电刺激中脑盖部也可以促进雄性动物的交配行为。因此 , 视叶前区、中脑盖部

以及这两者之间的联络路径即前脑束内侧 , 可以形成雄性性行为重要的调节系统 , 至少

在大鼠是这样。

5 . 脑组织中有性激素受体表达

免疫组织化学研究表明 , 无论是雄性还是雌性动物 , 下丘脑和垂体中都有雌激素和

雄激素受体的表达。用原位杂交在脑组织中可检测到性激素受体 mRNA。这些结果表

明 , 脑组织可能是性激素的靶器官。此外 , 脑组织的芳香化作用是控制动物性行为的重

要机制。

可见 , 丘脑下部是各种动物雄性性行为的整合中枢 , 特别是视叶前区-下丘脑外侧

区的整合作用 , 是显示雄性交配行为所必需的。而雌性动物的新皮层对表现性行为不是

必需的 , 事实上新皮层可以主动抑制性行为。嗅球、中隔、杏仁核和海马等边缘系统是

调控性行为的更高级中枢 , 也是控制两性动物情绪状态的主要部位。纹状体系统对于调

节感觉协同是重要中枢 , 而这种协同是交配所必需的。中央边缘和中央皮质系统

( mesolimbic-mesocortical system) 在性行为的准备期发挥重要作用 , 主要对于性觉醒和

性激动 , 还有可能对性回报 , 发挥重要作用。相反 , 垂体某些未确定区域 ( incer tophy-

ohalamic system) 在完善性行为中起主导作用 , 如插入准备、勃起。脑干和垂体后叶可

能对性反应有特定的抑制作用。

(二) 自主神经系统

除中枢神经系统以外 , 自主神经系统对雄性动物的勃起和射精具有支配作用。雄性

动物的勃起受脊髓荐节的副交感神经的支配 , 而射精则受交感神经的控制。某些家畜

(如猪 ) 和野生动物 (如大熊猫和熊 ) 的电刺激采精就是利用了这一机制 , 用电极直接

刺激腰荐部的神经中枢而实现采集精液的目的。
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(三) 感官和外激素

激素是体内刺激因素作用于神经系统引发性行为变化的动因 , 而感官引起的性刺

激 , 则是神经系统对外界刺激的反应。其中嗅觉、视觉、触觉和听觉是起主要作用的感

觉器官 , 而不同动物利用各种感觉器官的能力差异很大 , 异性的吸引力、识别配偶和促

使性觉醒的敏感性也不相同。感觉能力的丧失和减弱 , 就会影响性行为的发动 , 如失明

的公畜会失去种用价值 , 失聪的公畜的配种能力也会大大降低。特别是对于无交配经验

的雄性动物 , 其感官伤害所造成的影响是很大的。通常一种感觉受损 , 另一种感觉会发

生代偿性的增强作用 , 如视力丧失时往往嗅觉或触觉的敏感性会相应增强。

动物对同种异性的气味十分敏感 , 尤其是对发情期雌性动物的气味。气味多由分泌

某种挥发性异臭的腺体产生 , 对异性的性行为具有很强的刺激作用 , 通过嗅觉引发和强

化异性的性行为。通常把动物的这类由特定腺体分泌并释放到外界环境 , 能引起同种异

性动物特定性行为和生理反应的激素称为性外激素 ( sexual pheromone)。外激素通常不

是由单一的物质组成 , 而是一种混合物。外激素可以通过空气传播到很远的地方 , 吸引

异性相互接近和交配。公猪包皮憩室分泌物和颌下腺分泌的唾液中的性外激素 , 对母猪

的发情行为有强烈的刺激作用 , 而发情母猪尿液和阴道分泌物的气味同样能激发和促进

公猪的性行为。成年公羊能很快从羊群中分辨出发情的母羊 , 就是依靠发情母羊释放出

的外激素。麝的包皮腺分泌的麝香 , 其主要成分是麝香酮 , 对异性起着很强的诱情作

用。发情的犬、猫和狐狸等动物的尿和外阴气味 , 都对雄性动物性行为有特异的促进作

用。除此以外 , 外激素还可以促进动物的初情期和性成熟提前 , 诱导乏情雌性动物进入

发情状态 , 缩短发情周期 , 促进排卵和提高受胎率等功能。

外激素主要来源于动物的皮脂腺、生殖管道和尿道。最早的一些实验表明 , 在小鼠

中雄性气味具有影响生殖行为的作用。有一种现象叫做白化效应 ( whitten effect ) , 即

当给雌性小鼠引入一只雄性小鼠 (或给予雄性气味 , 如添加雄性的敷料 ) , 就可使许多

雌性在 3 天内发生同步发情。在这种情况中 , 外激素的作用是刺激促性腺激素的合成和

释放。另外一种效应称为 Bruce effect , 即如果给刚怀孕的雌鼠引入一只陌生的雄鼠则会

阻断妊娠的持续。陌生雄性气味的影响是阻断催乳素的释放 , 而催乳素是啮齿类动物黄

体形成和妊娠维持的重要激素。可见外激素明显地影响生殖周期。

在性容受性期间 , 外激素对于雄性吸引雌性动物是非常重要的。雌性的性吸引力也

部分来自于在发情时释放的外激素。例如 , 从发情前期和发情期狗阴道分泌物中分离的

对羟基苯甲酸甲酯 ( methyl-p-hydroxybenzoate ) 对雄性就有作用。当把雄狗引入未发情

的母狗中时 , 这种物质使雄狗对雌狗的肛门生殖器区 ( anogenital ) 产生强烈的兴趣。

雌性也受雄性气味的影响 , 如发情的母猪接触到雄性的尿液时表现出交配姿势 ( rigidi-

ty)。雄激素本身可以起着外激素的作用 , 或者它可以影响肾脏内产生某种物质来影响

雌性的性行为。雌性对雄性的注意包括雌性对雄性感觉的刺激变化 (由于雌性生理状态

的变化 ) , 而不是由于雄性本身的变化。

雄性划分自己领域的典型方法是用尿液来圈地。一般来说 , 影响性行为的外激素具

有气味掩盖的作用。人类使用的经典外激素就是香水 , 来自于香猫酮 (civetone) , 是一
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种从麝香猫中得到的环 17-碳化合物。

白化效应曾被用来调控动物的发情周期。在绵羊繁殖季节开始前 , 将雄性引入一群

雌性中 , 来保证母羊提前或在繁殖季节开始时进入周期发情。过去曾认为 , 使用这种方

法的效应是短效的 , 即促性腺激素反应只能在头几天中从那些具有有腔卵泡的母羊中获

得。但现已清楚 , 公羊的介入可以导致较早的卵泡活动。可见 , 外激素可以代表一些雄

性的影响。但近来也有研究表明雄性动物在雌性视觉中的出现和身体接触才是影响促性

腺激素分泌和卵巢活动的重要因素。白化效应还被用于影响猪的初情期的发生。在预计

初情期 ( 180～200 天 ) 前几周 , 给雌性小猪引入雄性来使其提前或保证初情期的发生。

此外 , 来自异性的视觉和听觉刺激 , 如发情雌性动物的行为、姿态和叫声 , 都能够

诱发和强化雄性动物的性行为。在家畜人工采精的生产实践中 , 可以利用上述特点 , 制

作与母畜形体大小相似的假台畜 , 并在上面涂抹发情母畜生殖道分泌物 , 经过训练的公

畜见到假台畜即可产生一系列的性行为 , 从而顺利完成采精。雄性动物求偶时 , 通过接

触异性会加强双方的性行为 , 阴茎上更是分布有丰富的神经 , 接触刺激最终导致射精活

动。

感官引起的性刺激对雄性动物性行为的引发和促进作用 , 实际上也是通过神经和激

素调节实现的。

(四 ) 神 经 递 质

除了生殖激素外 , 越来越多的实验证明 , 神经递质 ( neurot ransmit ter ) 也参与动物

性行为的调节。神经递质是一类由神经细胞合成的 , 在神经细胞间传递化学信息的物

质 , 多达几十种 , 按化学性质分单胺类 (如多巴胺、肾上腺素和 5-羟色胺 )、胆碱类

(如乙酰胆碱 )、氨基酸类 (如γ-氨基丁酸、谷氨酸和牛磺酸 ) 和神经肽类 (如β-内啡

肽、脑啡肽、胆囊收缩素和 P物质等 )。如去甲肾上腺素受体介导了大鼠下丘脑的信号

转导 , 而卵巢类固醇激素则调节这一过程。哺乳动物大脑中所有产生复合胺的神经元大

都位于中脑或后脑区的多个核团中 , 复合胺神经系统对卵巢类固醇激素具有多种调节作

用。表 13-1 和 13-2 列出了主要的神经肽对雄性和雌性动物性行为的作用。

这些神经递质在神经细胞中合成后 , 以囊泡的形式储存起来 , 当受到生理性刺激时

从神经末梢释放出来 , 作用于神经细胞的突触后膜或其他靶细胞上的特异受体 , 从而实

现神经细胞之间或神经细胞与其效应器之间的信息传递。在调控性行为的中枢神经递质

中 , 多巴胺是研究得较多的一种。多巴胺对雌性绵羊的性行为有双向调节作用。对大

鼠、猴和人的神经药理学、生物化学、生物电学和心理学研究发现 , 多巴胺通过不同的

神经元系统和受体亚型系统在调控性行为的不同方面发挥不同的作用。用γ-氨基丁酸

的拮抗剂灌注大鼠和仓鼠的腹外侧核 , 能够抑制雌性大鼠和仓鼠的性行为 , 如脊柱下弯

反应 , 提示γ-氨基丁酸对于性行为的重要影响。此外 , 肾上腺素、去甲肾上腺素和 5-

羟色胺都是对性行为有重要作用的神经递质。
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表 13-1  神经肽在中枢神经水平上对雄性动物性行为的影响 (引自 Argiolas, 1999 )

神经肽 对交配行为的影响 相关受体 相关的大脑神经区域

AC T H/ MSH pept ides 促进 n .a . HY、M POA

阿片肽 抑制 * μ、δ、κ MP OA、PVN、V T A

催产素 促进 尿型 P VN、MO、pons、SpC

L HRH 促进、抑制、无影响 n .a . n .a .

C RF 抑制 n .a . n .a .

N PY 抑制 n .a . MP OA

Galanin 抑制、促进 n .a . MP N

C CK8 r无影响、促进 n .a . MP N

P 物质 促进 n .a . MP N

Neurokin in K 抑制 n .a . MP OA、BNST

VI P 促进 n .a . n .a .

  * :阿片肽能弱化性行为 ,但易化性动机。

AC T H/ MSH ( adrenocorticotropin/ melanocyte-stimulat ing hor mone ) : 促肾上腺皮质激素/ 黑色素细胞刺激激素 ;

L HR H( lut einising hor mone-releasing hor mone) :促黄体素释放激素 ; CR F( cort ico tropin releasing factor ) :促肾上腺皮质激

素释放因子 ; N PY ( neuropeptide Y ) : 神经肽 Y ; CCK8 (c holecystokinin 8 ) :胆囊收缩素 8 ; VI P ( vasoac tive in testinal pep-

tide) :血管活性肠肽 ; M POA( medial preopt ic area) :中央视前区 ; MP N ( sexually dimorphic preoptic nucleus ) : 性双向视前

核 ; PVN ( paraventricula r nucle us of th e hypoth alamus) :下丘脑室旁核 ; H Y( hypothalamus ) :下丘脑 ; V T A( ve ntral tegmen-

tal a rea) :腹外侧区 ; BNST : bed nucleus of the str ia t er min alis; MO : medulla oblongata 延髓 ; SpC( spin al cord ) :脊索

表 13-2  神经肽在中枢神经水平上对雌性动物性行为的影响 (引自 Argiolas, 1999 )

神经肽 对交配行为的影响 相关受体 相关的大脑神经区域

AC T H/ MSH pept ides 促进 n .a . MP OA、V HM

阿片肽 抑制 μ、δ、κ MP OA、V MII、MCG

催产素 促进 尿型 MP OA、V MH

L HRH 促进 n .a . n .a .

C RF 抑制 n .a . n .a .

N PY 抑制 n .a . MP OA

Galanin 抑制 ,促进 n .a . MP N

C CK8 r无影响 ,促进 n .a . MP N

P 物质 促进 n .a . MCG

  注 : V MH( ventrome dial nucleus of th e hypoth alamus) :下丘脑腹正中核 ; MCG( mesen cephalic central gray) :中脑中央

灰质

第二节  雄性性成熟和性行为

一、雄性性成熟

(一 ) 初情期 ( puberty)

  雄性动物出生后 , 随着性腺的生长发育 , 开始逐渐表现出性行为 , 如爬跨同性或异

性。早期的这些行为虽然具有性行为的特征 , 但性行为的序列尚不完整 , 只有到表现出
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完整的性行为序列 , 并排出具有受精能力的精子 , 才达到初情期。动物发育到初情期 ,

就初步获得了生殖能力。初情期是雄性动物生殖器官和身体发育最为迅速的生理阶段。

(二 ) 性成熟 ( sexual maturity)

性成熟时生殖系统已经完全发育成熟 , 具备了生殖能力 , 此时交配可以使异性受

孕 , 但机体其他部位的发育仍未成熟 , 仍不宜配种。初情期前接触酒精环境会使雄性大

鼠的性行为提前开始。

(三 ) 体  成  熟

到体成熟时 , 动物生殖系统和其他系统的发育都基本成熟 , 具备了成年动物固有的

外貌特征 , 体重约达到成年体重的 70%。所以 , 生产上有时又把体成熟称为初配年龄。

如果在初情期之前去势 , 动物的生殖器官发育就会停止 , 第二性征不会出现 , 也不表现

性行为。如果在性成熟后去势 , 生殖器官逐渐萎缩 , 第二性征在持续一段时间后消失。

如果去势后用同种性别的性激素处理 , 则可使性器官继续发育并出现性行为 , 说明性激

素对生殖器官和性行为起着维持和支配作用。表 13-3 列出了几种动物初情期、性成熟

和体成熟的时间。

(四 ) 生殖机能停止期

动物到一定年龄后 , 便不再产生具有受精能力的精子和表现出性行为 , 即到达生殖

机能停止期。实际上 , 动物在生殖机能停止之前 , 要经历相当长时间的衰退过程 , 因此

种用的动物常常在停止期到来之前就不宜再作种用。

表 13-3  几种雄性动物初情期、性成熟和体成熟时间

动物 性成熟 体成熟

牛 10 �～18 月龄 2 �～3 岁

水牛 18 �～30 月龄 3 �～4 岁

马 18 �～24 月龄 3 �～4 岁

驴 18 �～30 月龄 3 �～4 岁

骆驼 24 �～36 月龄 5 �～6 岁

猪 3 �～6 月龄 9 �～12 月龄

绵羊 5 �～8 月龄 12 �～15 月龄

山羊 5 �～8 月龄 12 �～15 月龄

家兔 3 �～4 月龄 6 �～8 月龄

水貂 5 �～6 月龄 10 �～12 月龄
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二、雄性性行为的表现

性行为包括由一系列固定动物模式按程序所组成的行为组合 , 包括性觉醒 ( sexual

arousal)、求偶 (courtship)、勃起 ( erection)、爬跨 ( mounting)、插入 ( intromission )、

冲插 ( thrusting)、关塞 ( lock)、射精 (ejaculation ) 和性失效等。并不是每一种动物都

要经历上述各个阶段 , 但对于一个特定的物种来说 , 性行为的模式是固定的。不会因交

配环境和经验等变化而发生根本变化 , 并严格按一定的顺序表现出来 , 不能前后颠倒 ,

也不能省略或超越 , 因此叫性行为链 ( sexual behavior chain) , 也称性行为序列 ( paced

sexual behavior sequence)。雄性动物正常的性行为序列是顺利完成交配和采精的必要条

件。对于初次参加配种或采精的雄性动物 , 有时会出现越过某阶段或次序颠倒等不正常

的性行为序列 , 如常见的公畜阴茎尚未勃起就已爬跨 , 或阴茎未插入阴道就已射精的现

象 , 都无法完成交配和射精。猪和马性行为序列表现和完成交配的时间较长 , 而牛和羊

要短得多。性行为序列中每一个阶段都有一定的刺激和反应 , 每一步反应又构成对下一

步的刺激 , 如此下去 , 最后导致射精。

性激动 ( sexual motivation )、性倾向 ( sexual par tner preference) 和性表现 ( sexual

performance) 代表了性行为的三个方面 , 每一个方面对于该物种的繁衍都至关重要。雄

性性行为表现为威胁行为 ( threat behavior )、挑战行为 ( challenge behavior)、领域行为

( territory behavior)、性嗅反射行为 ( olfactory reflex behavior )、触推行为 ( touch behav-

ior) 和照管行为 ( caring behavior) 等。不同动物的性行为具体表现不尽相同。

决定性行为发生的事件是性激动。多数雄性动物在交配前会嗅闻和触推雌性头部、

体壁和生殖道 , 并嗅闻雌性排出的尿液。嗅闻或吸吮雌性会阴和尿液后抬头、伸颈、上

唇卷起 , 借此努力将其中的化学敏感信息吸入 , 位于梨鼻软骨和脑部的嗅觉系统对此加

以分辨 , 以判断雌性的发情状态。雄性自体会有发声和排尿表现 , 表 13-4 列出了几种

动物主要的性行为表现。

在一系列的雄性性行为中 , 求偶行为最为复杂多样。求偶行为是一种信息交流 , 也

属于通讯的范畴 , 可能是翩翩起舞 , 娓娓动听 , 香气诱人。求偶有助于动物之间的相互

识别 , 包括种类、性别和生理状态的辨认。通过交换信息 , 降低双方初遇时可能的攻击

性倾向 , 从而促使双方相互配合 , 找到性器官 , 准备进行交配。求偶行为具有吸引异

性、防止异种间杂交、激发异性的性欲望和选择最理想的配偶等作用。

公鹿在配种季节到来时 , 会寻找一个幽静偏僻的地方 , 踩踏出一块圆形平坦的小

区 , 借此吸引或等待母鹿前来与之交配。有些动物的雄性个体在求偶时向雌性个体奉献

一点食物 , 为雌性个体在最需要营养、准备产卵和产仔时提供额外的食物来源 , 也可诱

发异性的性反应、减少逃跑和降低攻击反应。群体中的雄性动物在求偶季节常为争夺性

伴侣而发生攻击行为 ( aggressive behavior) , 获胜的雄性就有更多的机会与雌性交配 ,

这有利于物种的生存和进化。
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表 13-4  几种动物性行为表现

行为 牛 绵羊 山羊 猪 马

嗅闻
嗅闻母牛生殖器

官、尿和头部

嗅闻母羊生殖器

官、尿和头部

嗅闻母羊生殖器

官、尿和头部

嗅闻母猪生殖器

官、尿和头部

嗅闻母马生殖器

官、尿和头部

性嗅反应

抬头 , 伸颈 , 上

唇噘起 , “叭哒

嘴”持续 10 .～30

秒

抬头 , 伸颈 , 上

唇噘起 , “叭哒

嘴”持续 10 �～30

秒

抬头 , 伸颈 , 上

唇噘起 , “叭哒

嘴”持续 10 N～30

秒

无 类似牛羊

排尿 无 无
性兴奋时频频排

出少量尿于前肢

性兴奋时节奏性

排尿

用尿标记母马曾

排尿处

发声 无
两性接近时 , 发

出求偶的咕噜声

两性接近时 , 发

出求偶的咕噜声
有求偶的咕噜声 性兴奋性嘶鸣

对母畜触觉刺激 舔母畜的生殖器 舔母畜的生殖器 舔母畜的生殖器
以鼻拱母猪的肋

部

舔母马身体 , 咬

背和颈

求偶姿势
头压置于母牛的

背部

“轻推”, 头转向

一侧 , 前肢动作

“轻推”, 头转向

一侧 , 前肢动作

交配姿势

头 压 在 母 牛 背

上 , 射 精 时 有

“冲跳”

射精时头向后急

速转动

射精时头向后急

速转动

射精时不动 , 阴

囊和肛门节奏性

收缩

咬母马的颈部

交配后反应 无 伸展头和颈 伸展头和颈 无 无

雄性大熊猫到了生殖季节 ( 3～5 月份 ) , 食量下降 , 不时发出高而尖的咩叫声 ; 喜

欢仰卧暴露生殖器 , 包皮中显示出湿润的圆锥状紫红色龟头 ; 喜欢在泥泞中或浅水洼流

里滚爬 , 拔草揉身 ; 活动量大增 , 无目的疾行或奔跑 ; 呆坐目视前方 , 张嘴呼吸喘气 ;

跟踪嗅舔雌兽尿迹。当雌性发情进入高潮期时 , 雌雄彼此相互接近。大熊猫多在早晨、

黄昏或夜间交配 , 交配姿势以坐抱式为主 , 雄兽前肢抱住雌兽的肩胛部 , 两后肢夹住其

臀部 , 前肢用力向后拉抱 , 当阴茎插入阴道后即转为坐抱姿势交配 ; 也有少数取站立式

交配姿势 , 雄兽前肢撑在雌兽的背部 , 两后肢夹住其荐臀部进行交配 ; 极少数用蛇交尾

式 , 在雄兽爬跨过程中 , 雌雄兽先后侧身滚躺地面 , 阴部相互配合。

黑熊交配时 , 开始是公熊接近母熊 , 等母熊允许时才能交配。公熊爬上母熊后 , 腰

部不断抽动 , 抬起一只脚 , 阴茎插入后有短暂的静止状态 , 然后公熊的后躯特别是后肢

呈痉挛样抽动 , 抽动 2～5s 后间歇 1min 左右再抽动 , 重复 20～30 次。公熊交配过程为

爬跨、弓腰、咬颈、后躯痉挛、抽动、射精和性交结束。公熊在整个繁殖期内由母熊随

时引发交配 , 而母熊则在发情期内才可交配。

哺乳动物性行为的结果是雄性动物将精液成功地排到雌性的生殖道中。不同动物的

射精类型、射精时的表现、射精持续的时间和精液量都会有一定的差异。射精的类型有

两种 , 一种是以牛和羊为代表的阴道射精型 , 雄性动物交配时将精液排到子宫颈口附近

或子宫颈口内 ; 另一种是以马和猪为代表的子宫射精型 , 精液直接排到子宫颈内或子宫

深处。牛和羊的射精持续时间相对较短 , 阴茎插入阴道感受到温度和压力后 , 即以臀部

用力前冲 , 随即开始射精 , 射精一般只持续几秒钟的时间 , 精液量也较少 , 牛一般 2～

·434· 生殖生物学



5ml, 羊 0 .5～1 . 5ml。羊射精后短时间内不再爬跨射精 , 而牛则能连续爬跨并射精几

次。公猪交配时 , 开始只伸出部分阴茎 , 当阴茎伸入阴门后才充分脱离包皮而完全插

入。由于射精量大 ( 200～500ml ) , 而且是分段射精 , 故射精持续时间较长 , 约 5～

10min , 有的甚至长达 15～20min。公猪在射精时肛门括约肌同时收缩 , 尾巴竖起 , 甚

至后肢离地。公马阴茎插入阴道后需几次抽动 , 使阴茎充血变硬才能最深程度地插入 ,

交配射精持续时间为 30～40s 左右 , 有的重型马品种则长达 1min 以上。公犬的阴茎骨

在不完全勃起的情况下插入母犬阴道 , 由于母犬阴道括约肌的收缩压迫阴茎背侧静脉 ,

同时阴茎充分勃起且龟头膨大 , 直径增大 2～3 倍 , 可达 4～6 cm 以上 , 导致阴茎锁结 ,

使其较长时间不能脱出。一般来说 , 雄性动物射精完毕后便从雌性动物上爬下来 , 对雌

性表现冷淡 , 一时不会再有性欲。公家兔完成射精后 , 从母兔身上滚下并发出叫声。

三、雄性性行为的激素调节

在研究哺乳动物的性行为时 , 通常用大鼠作为动物模式 , 因此对其性行为研究的最

为透彻。

(一 ) 中枢神经的调控作用

下丘脑正中视前区 ( medial preoptic area, MPOA) 是调节动物性行为的重要神经中

枢 , 在许多动物的 MPOA 中都发现了高水平的雄激素受体的表达。破坏 M POA会严重

损伤性行为 , M POA中的蛋白质合成是性行为表现所必需的。如向雄性大鼠的 MPOA

灌注蛋白质合成抑制剂———茴香霉素 , 能抑制大鼠的性行为表现和求偶发声 ( vocaliza-

tion) , 但不影响大鼠的性倾向和性嗅标记 ( scent marking)。同样 , 灌注放线菌酮 (cy-

cloheximide, CHX) , 也会抑制性行为 , 但如注射到其他部位则没有抑制作用。这说明

M POA中蛋白质的合成对于雄性大鼠的性行为表现是必需的。MPOA中有性腺类固醇

激素的受体 , 它们组成的神经通路是交配行为的基础。大鼠睾丸摘除后 , 性行为表现逐

渐减弱。睾丸摘除后 6 h , 雄激素受体含量降至去势后的最低水平 , 说明持续存在的雄

激素受体对于雄性性行为和蛋白质的合成可能是必需的。将睾酮直接灌入 MPOA 中 ,

能够恢复去势动物的性行为 , 进一步说明 MPOA 中雄激素受体的作用是至关重要的。

阻断 MPOA的雄激素受体 , 就会抑制雄性性行为的恢复。如果在注射睾酮的同时向大

鼠 MPOA 中注射芳香化酶的抑制剂 , 会损害去势大鼠的爬跨行为 , 而单独注射睾酮或

雌二醇的去势公鼠则照常爬跨交配。此外 , MPOA 中的雌激素也能促进雄性大鼠的交

配行为。如试情时不让雄性动物接触雌性 , 雄性阴茎也能勃起 , 为即将可能发生的交配

行为做准备 , 即非接触性勃起 ( noncontact erection , NCE )。非接触性勃起通常被认为

是性觉醒 ( sexual arousal) 的指征。向中间扁状体灌注雄激素能维持去势雄性大鼠的非

接触性勃起 , 说明中间扁状体也是调节雄性性行为的中枢。Bancroft 归纳总结了中枢神

经控制雄性动物性兴奋和性抑制的可能通路 (图 13-2)。
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图 13-2  雄性动物中枢神经对性兴奋与性抑制调控模式

(引自 Bancroft , 1999 )

(二 ) 性腺激素的调控作用

在已经研究的几乎所有的哺乳动物中 , 类固醇激素都控制着雄性动物性行为的表

现。成年雄性动物外周血液中主要的性激素是睾酮 , 哺乳动物血清的睾酮浓度一般在每

毫升 ng水平 , 但不同的动物会有一定差异 , 犬的血浆睾酮含量很低 , 仅 0 .5～1 .0 ng/

ml, 兔子最高可达 10～20 ng/ ml, 而有的马中睾酮含量竟达 1～2μg/ ml。摘除睾丸会

引起性行为的显著退化 , 而用注射外源性睾酮处理又会恢复性行为。去势不仅影响雄性

动物的交配行为 , 而且还影响性激动和性倾向。雄性大鼠去势后 , 对发情雌鼠的性反应

性显著降低 , 用睾酮处理可逆转这种作用。大量研究都显示 , 雄性去势后 , 睾酮经芳香

化作用产生的雌二醇能有效地激发雄性对发情异性的性兴奋、异性亲近和交配行为。但

单独注射雌二醇通常不足以使性行为恢复到去势前的状态。去势雄性大鼠用雌二醇和脱

氢睾酮 (睾酮的一种雄性激素代谢产物 ) 同时处理 , 其性表现更接近于用睾酮单独处

理 , 而不是更接近于雌二醇单独处理的效果。与此相类似 , 两者同时处理的雄性大鼠 ,

其对异性反应也显著高于雌二醇单独处理者。这说明睾酮可能同时激发雄激素和雌激素

受体 , 从而促进雄性性行为。用发情雌性大鼠给去势后的雄性大鼠试情 , 但不让其接

近 , 发现去势后的雄鼠很快便失去了正常的勃起功能。睾酮或脱氢睾酮处理能恢复这种

去势引起的非接触性勃起 , 但雌激素不能恢复这种去势引起的非接触性勃起。

去势后性行为的缺陷可用睾酮治疗 , 一般经 5～14 天的睾酮处理 , 就可以使大部分
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去势的哺乳动物恢复交配能力。睾酮进入体内后常转变为对靶组织更具生物活性的另一

种类固醇激素———雌二醇 , 后者在中枢神经系统水平上发生行为效应 , 直接促进了性行

为。之所以这样认为 , 是因为脱氢睾酮 (一种不能转化成雌激素的雄激素 ) 不能诱发去

势大白鼠和仓鼠的性行为 , 而雌二醇本身却可以促进交配行为。而生殖器官形态的维持

则需要诸如双氢睾酮 ( dihydrotestosterone) 这一类还原性代谢产物。有趣的是 , 低剂量

的雌二醇本身并不对去势的雄性大鼠的性行为起作用 , 但是当与双氢睾酮配合使用时就

能起作用。现在还不清楚 , 究竟是这两者对中枢神经系统的协同作用的效果大于两者单

独使用时的作用的总和 , 还是由于两者同步化地作用于不同的靶组织而起的效应。

睾丸分泌睾酮和雌二醇 , 部分睾酮在中枢或外周被还原为脱氢睾酮 , 部分则芳香化

为雌二醇。外源性的睾酮能维持睾丸摘除动物的交配行为 , 同时注射脱氢睾酮和雌二醇

也有这种效果 , 但单独注射脱氢睾酮或雌二醇效果则不佳。注射对抗雌激素或雄激素的

药物都会损伤大鼠的性行为。如果睾酮芳香化成雌二醇这个过程受到阻断 , 大鼠的交配

行为也会受损害。小鼠芳香化酶基因敲除后 , 睾酮不能芳香化为雌激素 , 造成在发育和

成熟的关键时期雌激素缺乏 , 在与异性交配时 , 爬跨行为受损 , 并表现出不同程度的不

育。可见 , 雄性小鼠正常性倾向的建立需要功能性芳香化酶 CYP19 基因的参与。

与卵巢摘除的雌性动物相比 , 雄性动物的性行为在睾丸摘除后消失得较慢 , 如果用

外源性的睾酮处理 , 1～2 周就又可以恢复性行为。许多啮齿类动物 , 包括小鼠 , 依靠

嗅觉能够分辨出其他鼠所处的发情状态和生殖状态。但雄性芳香化酶基因敲除的小鼠其

通过嗅觉和视觉分辨同类的能力减弱 , 交配行为也严重异常 , 表现为爬跨频率显著降

低 , 插入和射精显著减少 , 爬跨到插入的时间间隔加长 , 对嗅觉和视觉性刺激兴趣降

低 , 性动机减弱。这些说明睾酮芳香化为雌激素的过程对性动机和异性亲近是必需的 ,

而雌激素本身对于雄性交配行为的作用可能十分有限。

在哺乳动物性分化的关键时期 , 性激素水平对动物以后的性行为的影响十分明显。

新生的雄性大鼠用抗雄激素或抗雌激素抗体处理 , 性倾向和性行为都会发生变化。在雄

性大鼠性分化的关键时期 (围产期 ) , 用芳香化酶抑制剂处理会对生殖生理和性行为产

生长期影响。给新生的雄性大鼠注射雌激素的类似物———克罗米酚柠檬酸盐 , 也会对成

年后的生育力和性行为产生长期影响 , 如爬跨频率显著降低。但大多数大鼠仍能与雌鼠

交配并使其受孕 , 只是这些受孕雌鼠在胚胎着床前后会有很多胚胎丢失。如果摘除这些

雄鼠的睾丸 , 再用雌激素处理 , 则表现为雌性性行为。如果给刚刚出生的大鼠吸入乙

醚 , 不会影响这些大鼠成年后的体重、睾丸湿重和血浆睾酮的水平 , 但雄鼠的生殖能力

会发生变化 , 如生精细胞和精子的数量会下降 , 日产精子数下降 , 性行为也会减退 , 这

可能是乙醚延迟或减弱了性分化期睾酮的峰值 , 从而改变了下丘脑的雄性化分化进程。

4～5 月龄是初情期公羊性变化的关键时期 , 此时 , 睾酮对公羊的初情期和性成熟的启

动起着重要作用。

除此之外 , 有的动物求偶时会发出超声波 , 这也与雄激素相关。睾酮还能迅速缓解

小鼠的焦虑症。用雌激素受体β基因敲除的未阉割雄性小鼠发现 , 雌激素受体β还与抑

制初情期和青年成熟小鼠的争斗行为紧密相关。
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第三节  雌性性成熟和性行为

一、雌性性成熟

  雌性动物初情期指的是初次出现发情表现和排卵的时期。与雄性动物一样 , 雌性动

物发育到初情期 , 就初步获得了生殖能力 , 但此时动物身体其他系统的发育远未成熟。

动物达到初情期时 , 性腺发育加快 , 性激素分泌增加 , 第二性征出现 , 开始表现出性行

为。到性成熟时 , 生殖系统已经完全发育成熟 , 具备了生殖能力 , 此时交配 , 动物可以

妊娠。但由于机体其他部位的发育仍未完全成熟 , 生产实践中并不宜配种。到体成熟

时 , 动物生殖系统和其他系统的发育都基本成熟 , 具备了成年动物固有的外貌特征 , 体

重约达到成年体重的 70%左右 , 完全可以承担妊娠和产仔过程。生产上有时又把这个

时期称为初配年龄。表 13-5 列出了几种动物的初情期、性成熟和体成熟的时间。

表 13-5  雌性动物初情期、性成熟和体成熟时间

动物 初情期 性成熟 体成熟 生殖机能停止期

牛 6 a～12 月龄 10 �～18 月龄 2 �～3 岁 13 ;～15 岁

水牛 15 v～24 月龄 18 �～30 月龄 3 �～4 岁 13 ;～15 岁

猪 2 v～5 月龄 3 �～6 月龄 9 �～12 月龄 6 ;～8 岁

绵羊 5 v～7 月龄 6 �～8 月龄 12 �～15 月龄 8 &～11 岁

山羊 3 v～7 月龄 5 �～8 月龄 12 �～15 月龄 7 ;～8 岁

马 12 v～20 月龄 18 �～24 月龄 3 �～4 岁 18 ;～20 岁

驴 12 �月龄 18 �～30 月龄 3 �～4 岁

骆驼 20 v～36 月龄 24 �～40 月龄 5 �～6 岁 20 �岁

兔 2 v～4 月龄 3 �～5 月龄 5 �～8 月龄 3 ;～4 岁

犬 6 v～8 月龄 8 �～14 月龄 9 �～16 月龄

猫 5 a～12 月龄 7 �～14 月龄 9 �～16 月龄 14 ;～20 年

小鼠 30 v～40 日龄 40 �～50 日龄 55 0日龄 1 x岁

大鼠 45 �日龄 60 �～70 日龄 70 0日龄 1 x岁

水貂 3 v～5 月龄 5 �～6 月龄 10 �～12 月龄

二、雌性性行为表现

雌性性行为主要指发情行为。交配过程中 , 相对于雄性动物 , 雌性动物往往处于被

动的地位 , 但只要它们进入发情状态 , 就会伴随相应的性行为反应 , 从而保证有效交配

行为的顺利进行。前面已经说过 , 作为被选择方 , 雄性动物在性行为中相对比较积极主

动。在择偶方面 , 由于许多野生哺乳动物的雄性有很强的争斗行为 , 争斗中获胜的雄性

动物常获得更多的与雌性交配的机会 , 甚至垄断所有的交配机会 , 因此雌性动物往往没

有很多选择的机会 , 家养动物如家畜和宠物也是如此。
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在鸟类 , 雌性择偶现象十分明显 , 标准主要有两方面 : 一方面是体格健壮 , 如雄鸟

羽色鲜艳、冠和肉垂大而鲜艳 , 这些常是体格健壮的主要标志 ; 另一方面则是育幼能

力 , 如拥有牢固的领域地 , 具有较好的觅食、筑巢和御敌能力。

处于乏情状态的雌性动物往往不接受交配 , 对雄性的各种求偶行为反应冷淡 , 对爬

跨行为常表现躲闪回避 , 使雄性无法交配。但处于发情状态的雌性动物则会有完全不同

的表现 , 食欲减退、鸣叫不安、静立呆望、举腰拱背、频繁排尿、离群 , 对雄性的形

体、叫声和气味等十分敏感 , 主动接近异性。对雄性动物的求偶和爬跨表现出配合 , 如

母猪的静立反射 , 雌性大鼠的脊柱下弯反应等等 , 甚至爬跨同性动物或类似形状的物

体。

大鼠是研究哺乳动物性行为及其机制常用的动物模型。处于发情状态的雌性大鼠会

表现出一系列的性行为 , 最典型的表现是脊柱下弯反应 ( lordosis) , 即在雄鼠爬跨时雌

鼠的头和尾的脊柱向下弯曲 , 脊柱下弯反应表明雌性大鼠的性准备状态 , 开始接纳雄鼠

的交配 , 这有助于调节交配行为。此外 , 还表现出欲求行为 ( proceptive behavior) , 如

跳跃、投掷、摆耳等。只有具有性接受性的雌性大鼠才接纳公鼠的插入和射精。

雌鼠主动控制着雄鼠的一系列交配行为 , 掌握雄鼠爬跨、插入和射精的时机。雌鼠

主要通过两种方法控制交配的时机 , 第一是控制接近后又离开雄鼠的时间长短 ( con-

tact-return latency) , 第二是控制接近又离开的次数。研究发现 , 雌性大鼠接近又离开雄

鼠的时间间隔与公鼠性接触 (如爬跨、插入和射精 ) 的强度呈正相关 ; 同样 , 雌性大鼠

离开雄鼠的次数与性接触的强度也呈正相关。

灵长类动物 (不包括人 ) 的性行为有季节性和非季节性两大类 , 如藏酋猴全年均有

交配行为。猴有接受交配行为和邀配行为两种方式。发情期的母猴会主动接近雄性 , 将

后躯转向雄性 , 使阴门暴露在公猴的视觉下。有的猴会抚摸雄性的生殖器 , 交配时母猴

爬伏或四肢站立。一个猴群中只有一只公猴首领 , 当群中某一成年母猴临近两次月经周

期之间 , 开始有性的接受能力时 , 这时它可同猴群中处于依附地位的公猴进行交配。当

接近周期中期时 , 则转而同群体中地位较高的公猴相处一起 , 直至性接受能力达到高潮

阶段则专一地同群中首领紧挨而坐 , 始终伴随不离。猴群中这种随性欲高潮渐次升高 ,

相应地同群体地位也渐次上升的雄性动物进行交配的性行为特点 , 在其他动物是罕见

的 , 这可能是动物界中试婚的方式 , 促进雌性动物排卵期的到来 , 以便雄性首领最终选

择雌性动物进行交配。虽然藏酋猴全年均有交配行为 , 但产仔仅在 1～8 月间 , 属特殊

的非季节性交配 季节性产仔繁殖类型。雌性在妊娠后选择的交配对象主要是群体中地

位高的雄性 , 但非妊娠雌性则主要选择地位较低的雄性 , 妊娠后的雌性交配频率远低于

非妊娠雌性 , 同时它们与成年雄性间理毛行为的发生频率亦低 , 反之受到成年雄性攻击

的频率较高。

值得注意的是 , 初次发情的动物 , 往往发情表现很弱 , 有的甚至只排卵而不出现发

情表现 , 这种现象称为安静发情。这是由于发情行为除需要雌激素刺激外 , 少量孕激素

能够明显强化发情行为 , 而初次发情的动物卵巢上尚无能合成孕酮的黄体存在 , 外周血

中的孕酮浓度很低。但高水平的孕酮则又对发情产生强烈的抑制作用。

发情周期中除了性行为发生周期变化外 , 生殖道、卵巢和激素水平也发生周期性变

化 , 并且这些变化紧密地联系在一起 , 相互依存 , 互为因果。激素的变化是生殖道上皮
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变化的基础和原因 , 性行为的变化也是激素变化的结果。过去把雌性动物 (灵长类除

外 ) 对性有接受能力的周期变化看成是发情周期 , 实际上发情周期不仅包括行为方面的

表现 , 也包括卵巢激素和阴道组织学的周期性变化。

三、雌性性行为的激素调节

性行为的建立依赖于在出生早期阶段下丘脑是否接触睾酮。实际上 , 睾酮 (芳香化

成雌激素 ) 引起下丘脑中性中枢的雄性化 ; 在缺乏睾酮时 , 下丘脑变成雌性化。在大鼠

中已经证明 , 下丘脑的一个区域———正中视前区在接触睾酮后结构发生改变。

由于性行为的调控十分复杂 , 而且由于动物品种多 , 差异大 , 因此很难得出一个统

一的模式。在对这部分内容进行介绍之前 , 先对性行为的激素调节作一个综合的介绍。

首先 , 激素对动物性行为的影响存在以下几个原则 : 第一 , 激素浓度变化的幅度对

性行为的影响较小 ; 如在猫中 , 17β-雌二醇的血浆浓度需从 10pg/ ml升高到 20pg/ ml时

才可引起发情前期的症状。第二 , 激素间的协同作用对于性容受通常是重要的 ; 如在狗

中 , 雌激素预处理对于孕酮的作用是重要的。第三 , 接触激素的顺序可能是重要的 ; 如

在绵羊中 , 在接触雌激素之前先用孕酮预处理对于发情的表现是重要的。

来自于发育的有腔卵泡中的雌激素在所有动物中对于性容受性都是必需的。来自于

排卵前卵泡颗粒细胞或黄体的孕酮对于一些动物的发情也很重要。在绵羊中 , 只有事先

接触过孕酮 (通过黄体产生的 ) 后才能对雌激素发生反应产生发情。发情通常发生于黄

体期结束后很短的时间内 , 即 24～36 小时 , 这是由于在黄体溶解时大的有腔卵泡的出

现造成的。因此从最后接触孕酮到发情开始的时间很短。性容受性需要孕酮意味着在繁

殖季节的第一个卵泡期 (在绵羊中导致排卵 ) 并不伴随着发情。大多数成年母绵羊在第

一次黄体期后才表现出发情。性刚成熟的绵羊通常需要经历两次或更多次的黄体期后才

表现发情。

狗的性容受性是少见的 , 它最初由颗粒细胞产生的孕酮 (在排卵前 LH 峰的作用

下 ) 控制 , 后来由此形成的黄体分泌的孕酮控制。事先接触雌激素只能使雌性对雄性更

具有吸引力 , 但不能产生性容受性 , 发情需要额外地接触孕酮。在有发育黄体存在的情

况下 , 发情通常可以持续一周。而在其他家畜中 , 孕酮对发情活动则主要起抑制作用。

孕酮的事先预处理对于发情表现的重要性在奶牛中也得到证实。奶牛在产后第一次

排卵 ( 15～20 天 ) 时的发情活动降低。这是因为牛临产前孕酮就已经完全消失 , 动物

在这种情况下已经有 2～3 周没有接触孕酮。母猪在产后第一次排卵后也发生这种情况 ,

猪产后排卵通常发生在断奶之后 (通常在产后至少 45 天 )。猫、山羊和马都在生殖季节

的第一次排卵前有发情表现 , 并不需要明显的孕酮预处理。

睾酮对于雌性灵长类的性欲是重要的。退化卵泡的卵泡膜层形成一个活跃的间质 ,

可分泌雄烯二酮和睾酮。

(一 ) 中枢神经系统调节

对雌性动物性行为的神经内分泌机制的研究 , 引发了许多关于大脑结构和功能之间
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的关系 , 及其与激素功能之间关系的探讨。控制性行为的中枢在脑部 , 下丘脑腹正中核

(VMH) 是控制雌性生殖行为的重要中枢。局部灌注和脑损伤研究都表明 , 下丘脑的

VMH是雌激素促进雌性啮齿类动物性行为的一个至关重要的神经靶组织。许多方法都

检测出 VMH中有雌激素受体的定位。雌激素对性行为的影响受 VMH 中神经元的突触

组装 ( synaptic organization) 调节。激素因子作用于脑组织中相应的靶细胞 , 与特异性

的受体结合发挥作用。如果向颅内灌注孕酮 , 能抑制雌绵羊的性行为和 LH 波。纹状体

能调节程式化的性行为 , 促进雌性大鼠生殖能力。用 GnRH灌注仓鼠大脑内室 ( int rac-

erebroventricular, ICV) 能缩短仓鼠尾脊下弯和摆尾的潜伏期 , 加快性接纳性。急性禁

食 74 小时会降低去势雌性大鼠的性接受性 ( sexual receptivity) , 这是通过降低 VMH 中

雌激素受体α的免疫活性来实现的。运用神经生理学、肌电描记仪、损伤法、切除法和

管道追踪法对 VMH辐射出来的神经通路和微循环通路进行了大量的研究工作 , 发现调

节通路可能是由腹正中核 ( VMH) 调节周围管状灰质 ( periaqueductal gray , PAG) , 再

调节髓质网络结构 ( medullary reticular formation) , 通过腰椎腹角 ( lumbar vent ral horn)

作用于脊柱下弯反应的肌肉 ( lordosis-producing muscles)。

神经核团中蛋白质的合成对于雌性动物的性行为同样是必需的。如阻断大鼠下丘脑

腹中核 ( vent romedial hypothalamus) 的蛋白合成 , 雌鼠的脊柱下弯反应就消失。当雌

性大鼠的下丘脑 垂体 肾上腺轴 (H PAA) 功能异常时 , 作为一种补偿途径 , 它可以改

变 5-HT2 A受体的敏感性来调节性行为。另外 , 中枢与激素的调节是相互的 , 如雌性大

鼠的雌二醇和孕酮能调节纹状体和核横体 ( nucleus accubens) 的多巴胺活性。雌激素能

够诱导下丘脑神经回路的重塑。

(二 ) 激 素 调 节

激素与神经对性行为的调控是密不可分的。激素对性行为的调节作用直接、稳定而

强烈。与雄性动物一样 , 雌性动物的性行为受性腺激素的有力调节 , 其中最主要的两种

激素是雌激素和孕酮。性行为受固醇类激素变化的调节比较复杂 , 激素在大脑内变化会

激起动物的性反应和性经历 , 最终引起有效的性活动、性欲、性冲动和性行为。动物的

性经历通过条件反射会形成脑内的实质性联系 , 将内部信号和外部刺激整合 , 从而发生

不同的性反馈。按照巴甫洛夫的观点 , 了解内外刺激就可以预见动物最终的性表现。

1 . 雌激素

在发情周期中 , 卵巢类固醇类化合物含量的波动很显著。一般是在发情达到高峰前

1～3 天 , 血液中雌二醇含量上升。在发情最高峰开始时 (猴、仓鼠、猪、大鼠、绵羊

和牛 ) 或者在发情期之末 (犬 ) , 血液中雌二醇含量开始急速下降。在调节发情行为中 ,

雌二醇是一种非常重要的激素。排卵前后生理和行为两者之间有内在的调节和时相联

系 , 而雌二醇及其受体在这个过程中起重要作用。用雌二醇处理雌性大鼠 , 会对性行为

序列产生明显影响。正因为如此 , 一些特定的植物雌激素和工业化合物由于具有雌激素

活性 , 能对哺乳动物正常的神经内分泌系统产生严重的负面影响。

此外 , 雌激素受体在雌性大鼠接受交配和程式化交配行为中也发挥作用 , 雌激素受
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体激活可降低性刺激引起的厌恶情绪。雌性大鼠在遇到雄性大鼠时会表现出性接纳行

为 , 如脊柱下弯反应和跳跃、投掷、摆耳等欲求行为。用基因敲除模型研究发现 , 雌激

素受体α对成年雌性小鼠的性行为具有调节作用 ; 另外 , 雌激素还调节着雌性豚鼠的腹

外侧核和弓形核中的神经肽类物质的合成和释放 , 如生长抑素、神经紧张素和 P物质。

当雌激素水平很低时 , 仓鼠没有卵巢周期 , 也不接受交配。在交配期间 , 雌性仓鼠

起初会有很强的反抗行为 , 后来反抗行为受抑制 , 转而接受交配行为。

在灵长类动物 , 雌激素是提升性激动的关键激素 , 如用雌二醇处理的雌性恒河猴 ,

可以不依赖于雄性恒河猴的反应而启动性行为。

2 . 孕酮

在许多动物 , 如猴、猪、山羊、犬、绵羊和牛 , 孕酮与雌二醇含量的变化是相互交

叉的 , 因此这些动物在发情期间孕酮含量始终保持低的水平 , 而在排卵后不久孕酮含量

即行上升。

啮齿动物的孕酮含量是在开始发情之前就已升高 , 看来孕酮在激活啮齿动物的性接

受能力方面起着较重要的作用。用孕酮和雌二醇处理雌鼠 , 会对性行为序列产生明显影

响。孕酮剂量依赖性地提高大鼠的脊柱下弯反应。雌性啮齿类动物的性行为的启动和持

续时间受雌二醇和孕酮相互作用的调节 , 处于发情周期中的大鼠会表现出对性的欲求和

接纳行为 , 这些行为与排卵正好吻合 , 血液中雌二醇和孕酮相对处于高水平上 , 可促使

动物在交配后两性配子受精和胚胎着床。

脑组织中的孕酮可以通过两个重要的中枢神经系统的产物调节性行为。在下丘脑的

腹正中区 , P物质对性行为有易化作用 , 而此作用又受细胞内孕酮受体活性的调节。孕

酮能减弱 5-HT1 A受体拮抗剂的影响作用 , 同时又对大鼠的脊柱下弯反应有轻度抑制作

用。摘除卵巢后再用激素处理是研究孕酮对 5-HT1 A受体功能影响的常用方法。5-HT1 A

受体对雌性大鼠的脊柱下弯反应有促进作用。用苯甲酸雌二醇预处理雌性大鼠 , 能减弱

5-HT1 A受体拮抗剂对脊柱下弯反应的抑制影响。脊柱下弯反应是处于性接纳状态的雌

性大鼠对公鼠的典型动作 , 它需要有激素的预先作用。脊柱下弯反应已经成为研究雌性

性激素对 5-HT 家族功能影响的有效模型。用 5-HT 受体拮抗剂能影响雌性大鼠的脊柱

下弯反应 , 具体是促进还是抑制作用则要看是哪一种 5-HT 受体受到了拮抗。5-HT1 A受

体分布于下丘脑腹正中核 5-HT 神经元的突触后 , 它的激活能部分促进该反应。用 5-

HT 受体 (包括 5-HT1 A和 5-HT2 受体 ) 拮抗剂处理雌性大鼠 , 发现对脊柱下弯反应具

有抑制或促进作用 , 证明 5-HT 对脊柱下弯反应有双重调节作用。

在发情高峰时或临近发情高峰时 , 血浆中孕酮和雌二醇的含量与相互作用对于诱导

性行为关系十分密切。给卵巢摘除的雌性大鼠单独用雌二醇处理 7～15 天虽然也能诱发

性行为 , 但是若在雌二醇处理 48～72h 后再以孕酮处理 , 则可提前诱导发情。牛、羊、

猪、兔和犬也有相同的现象 , 即两种性激素配合使用诱发性行为的效果更为明显。不过

在牛及羊 , 必须在雌二醇处理之前先用孕酮处理才行。孕酮使用的剂量不同 , 其效应也

不同。据报道 , 高浓度的外源性孕酮可以抑制母羊和母牛的发情 , 中等剂量的孕酮可使

兔子、山羊和猴的发情终止。对于其他动物 , 注射外源性孕酮后是诱导发情还是中断发

情 , 要看孕酮处理是在雌二醇处理之前还是之后来决定。例如 , 在正常性周期中在发情
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高潮到来之前血液中孕酮量下降的动物 , 如果是在雌二醇之前给予孕酮处理 , 则可以抑

制这种动物的发情。在用雌激素诱导牛发情的同时注射孕激素 , 能加强牛的发情行为 ,

但这种做法并不能提高排卵率。

卵巢并不只是分泌雌激素和孕酮。大鼠、兔和羊的卵巢除了分泌雌激素和孕酮外 ,

还分泌大量的睾酮和雄烯二酮。例如雌性大鼠血液中的睾酮量是发情期中雌二醇量的 6

～80 倍。这种雄激素能诱导卵巢摘除的大鼠、猫和兔子发情。据认为 , 雄激素之所以

能诱导发情是由于它先在外周血液中被芳香化为雌激素 , 然后这种新形成的雌激素再诱

导性行为。由于雄激素在外周血液中含量很高 , 因而不论其转化为何种成分 , 它本身对

于激起雌性动物的发情都有着极其重要的作用。

3 . GnRH和神经肽

GnRH除了能调节垂体前叶促性腺激素的释放从而间接调节性行为以外 , 还能直接

促进性行为表现。GnRH拮抗剂不仅抑制性腺的功能 , 而且抑制动物的性行为。给雌性

动物注射或脑内灌注 GnRH的类似物能提高其性行为。除了 GnRH 外 , 还有其他的神

经肽类激素也参与调节性行为 , 如 CRH (促肾上腺皮质激素释放激素 ) 或 AVP (精氨

酸加压素 )。CRH 灌注不仅可以缩短尾脊下弯和摆尾的潜伏期 , 还能缩短公鼠第一次阴

茎误插到再次插入的时间间隔。与 CRH相比 , 加压素则能强化雌鼠气味标记行为。

4 . 肾上腺皮质激素

肾上腺皮质激素在诱导雌性性行为中也发挥重要作用 , 雌性仓鼠在接受交配期间 ,

其血浆皮质醇的水平会上升。摘除肾上腺、长期注射地塞米松或临时注射甲吡酮 , 都能

阻止上述皮质醇的水平上升 , 使仓鼠的性接纳性大大减弱。给肾上腺功能不全的雌性仓

鼠注射皮质醇或睾酮 , 可以促进其接受交配。

5 . 其他激素

催产素也参与调节性行为。用催产素特异选择性拮抗剂研究证明 , 催产素启动并维

持雌性大鼠的性行为。同期素 B ( synchromate B) 能使发情期奶牛的性行为不受卵泡生

长的影响。 IL-1 抑制雌性大鼠的性行为 , 但不抑制雄性大鼠的性行为。SCAMP-4 是分

泌载体膜蛋白家族的一个新成员 , 在大脑中的基因表达受孕酮抑制 , 与雌性性行为相

关。生产上常常利用激素对性行为的调节作用 , 有目的地控制动物的性行为状态和生殖

能力 , 如诱导发情、同期发情、超数排卵、诱导分娩和药物流产等。也可以治疗许多生

殖系统的疾病 , 如乏情、卵巢囊肿、持久黄体和流产等。

四、雌性性行为的影响因素

除了神经内分泌系统控制着动物性行为外 , 雌性哺乳动物的性行为还受很多因素的

影响 , 如卵巢状态、配偶亲密程度和配偶选择对母猴性激动和性行为均有影响。与其他

哺乳动物不同 , 灵长类动物的交配能力不受性激素调节 , 性激素只是影响性激动。由于

交配能力与交配兴趣分离 , 那么性经历便成了影响灵长类 (不包括人 ) 性行为的关键因
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素 , 无论是在发育阶段还是成年以后。如雄性恒河猴在青春期对同性和异性的爬胯几乎

相当 , 但成年后只爬跨异性。对于这种转变 , 主要是由于爬跨异性引起射精的经历 , 而

不是青春期睾酮浓度的上升。目前 , 尚不清楚产生这种分离的机制。青春期睾酮浓度上

升刺激了雄性的性动机 , 增加了雄性爬跨异性的可能性 , 最终建立了对异性的性倾向。

将成年男性或恒河猴血液中睾酮清除 , 会减弱其性动机 , 但不会降低其性能力。雄性恒

河猴雄激素水平降低对性行为产生的影响与其在群体中的地位和性经历有关。人的性行

为也会随着激素状态、社会地位及文化背景的不同而不同。

性行为与其他性状一样都是遗传与环境共同作用的结果。不同的品种 , 由于遗传基

础不同 , 其性行为有很大差异。我国的地方猪品种 , 特别是华南、华中型品种大多数早

熟 , 而外来品种相对晚熟。不同的环境对性行为也有很大影响 , 故公猪配种时 , 在炎热

的夏季应选择清晨和傍晚 , 寒冷的冬季应选择中午气温较高时配种。台系杜洛克母猪发

情症状不明显 , 尤其是青年母猪 , 没有爬栏、狂躁、不安等行为。因此 , 稍不注意 , 很

容易错过发情期。根据阴户变化及公猪试情相结合的办法 , 可以比较准确地判断母猪发

情 , 于出现静立反应 12h 第一次配种 , 24h 复配 , 受胎率 95 %以上。

社群中一个伙伴在身边 , 或是两者交往会对动物的神经内分泌产生广泛的影响。对

于哺乳类幼仔来说 , 母亲的陪伴有助于建立正常的内分泌状态。在研究大鼠的性行为的

解剖、药理和神经内分泌机制时 , 常将大鼠单独或成对饲养在双层小室内 , 记录采食和

性行为。断奶前的大鼠 , 母亲对幼仔的密切的触觉交流对于维持幼仔外周血液中正常的

生长激素水平是必不可少的。豚鼠是发育早熟品种 , 很小就不需要母鼠的哺养 , 在其生

长发育期 , 有母亲或不熟悉的雌性在身边时 , 会改变幼子睾酮、孕酮、皮质醇和促肾上

腺皮质激素的水平及行为的表现。如断奶后仍有母鼠在身边 , 反而会影响后代正常的神

经内分泌和行为发育。另一方面 , 在豚鼠和一些灵长类动物 , 与母亲的短暂分开有助于

激活下丘脑 垂体 肾上腺轴。断奶后 , 母亲对后代神经内分泌活性和相关行为产生影

响 , 这些影响通常会损伤后代的生殖能力。例如 , 母豚鼠呆在幼鼠左右会推迟幼鼠的初

情期 , 而无论幼鼠是雄性还是雌性。甚至是在完全性成熟的动物 , 性行为的表现也会因

其母亲的存在而受抑制。如美洲长尾猴 ( marmosets) 性成熟的雄性和雌性 , 如果离开

家庭环境就会准备交配 , 但如果处于家庭环境中则情况相反。这种现象可能是为了加强

同种动物之间的繁殖模式和避免近亲交配。不仅幼仔如此 , 而且年龄更大时也是如此 ,

母亲的存在与否同样影响它们的下丘脑 垂体 肾上腺轴的功能。例如 , 短时间离开母亲

能使后代松鼠猴 ( squirrel monkey) 正常断奶之后血浆皮质醇的水平继续升高。这种母

亲对断奶幼仔的影响并不仅限于断奶后仍依赖母亲的物种和母亲在断奶后仍主动照养幼

仔的物种。对于豚鼠这样早熟 , 且母亲又很少照看幼仔的啮齿类动物 , 母亲对于后代下

丘脑 垂体 肾上腺功能和生殖能力的影响在断奶后相当一段时间内都存在。自出生后就

将豚鼠与其母亲饲喂在一起 , 到 35～55 日龄 (大约是完全断奶后 10～30 天 ) 时将豚鼠

幼仔转移至一个新的笼子单独饲养 1h , 就明显表现出下丘脑-垂体-肾上腺轴的功能。如

果有母亲或是任一陌生成年雌性豚鼠在其身边 , 但没有其他同类 , 就会大大削弱上述反

应。在这些条件下 , 雄鼠通常对雌鼠表现出性行为 , 但对其母亲则没有。但是 , 如果将

雄性动物从母亲身边转移开 , 1～2 天后再做同样试验 , 发现它们频繁对其母亲表现出

性行为。总之 , 母亲在断奶后很长一段时间内仍能对其后代或其他熟悉的后代的下丘脑
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垂体 肾上腺功能产生影响。与母亲生活在一起 , 能抑制后代对其母亲的性行为 , 对雄

性后代的性腺活动也受到抑制。可见 , 动物的性行为和性取向深受母亲的影响。

第四节  性周期及其影响因素

一、性  分  化

  正常的性分化包括性腺的分化和大脑的性分化 , 后者是指下丘脑 垂体 性腺轴 , 又

称生殖轴 ( reproductive axis ) 的发育。性腺的分化常早于大脑的性分化 , 性腺的分化结

果决定了大脑的性分化方向。哺乳动物的性分化是相对保守的 , 在很大程度上受激素的

调节 , 尤其是受性腺类固醇激素 , 如雄激素和雌激素的调控。

哺乳动物在性分化之前 , 下丘脑都是按照雌性模式发育的。性腺的分化有一个关键

期 ( vital period) , 对于妊娠期较长的动物来说 , 性分化的关键时期是在胎儿期 , 而对

于那些妊娠期短的动物来说 , 性分化的关键时期是在围产期。雄性胎儿发育到了性分化

的关键期 , 睾丸会突然合成睾酮。如大鼠的胚胎由输卵管进入子宫 , 从这时开始到出生

后 2 小时 , 血清睾酮的含量增加了 4 倍 , 而人类男婴睾酮水平在出生后 12 小时内显著

增加。正是雄性胎儿睾丸产生的雄激素抑制了这种固有的发育模式。雄激素参与了一系

列重要的生理、神经和行为发育过程 , 使胎儿开始朝着雄性方向发育。而雌性胎儿则仍

按照固有模式继续发育下去 , 这就引起了性别的差异。人类的性分化与动物不同 , 可能

与大脑的结构形态有关。

实际上 , 睾酮到雌激素的转变对性分化的影响至关重要。睾酮转变成雌激素需要经

芳香化作用 , 雄性大脑特定部位的神经元有芳香化酶细胞色素 P450 , 能够将雄激素经

芳香化酶的作用转变成雌激素。对于大多数哺乳动物来说 , 这种芳香化作用是雄性性发

育和雄性性行为表现至关重要的一步。如果这种作用发生异常变化 , 就会影响雄性性行

为 , 如公绵羊的性倾向。

如果在性分化的关键时期用外源性的激素处理 , 会对正常的性分化产生深远的影

响。如用雄激素处理围产期的怀孕母猪 , 其后代母猪中的生殖器会与公猪相近。新生豚

鼠 ( Cavia aperea porcellus) 的大脑尚没有性别分化 , 既产生雄性又产生雌性行为。如

果对 4 日龄的雌性大鼠用雄激素处理 , 此后就不可能具有与正常成年雌鼠一样的性行

为 , 在某些条件下还出现雄性行为特征。

将小公犬在出生时即去势 , 并与成年后再去势的公犬的性行为相比 , 发现这些犬阴

茎都很小 , 但这些犬都按正常公犬的排尿姿势排尿 , 并且对外源性睾酮的反应相同。它

们都对发情期的母犬反应积极并表现出爬跨 , 只是其未充分发育的外生殖器不能进入母

犬阴道。子宫埋置雄激素栓和围产期注射雄激素的新生母犬 , 其生殖器的解剖学结构显

著发生变化 , 没有外阴却具有阴茎。在半数情况下 , 它们以公犬的姿势排尿。

另一个影响性分化的因素是肾上腺分泌的激素。给妊娠期间的雌性大鼠或小鼠一定

的应激刺激 , 其出生后雄性后代到成年后的雄性化性行为便减弱 , 而雌性化性行为加

强。导致这种变化的原因仍不清楚 , 但较为可接受的假说认为 , 是应激引起了肾上腺糖

皮质激素 ( adrenal glucocorticoid) 分泌的增加。Holson 等对怀孕大鼠注射 ACTH、肾上
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腺酮 ( acor ticosterone , CORT) 或地塞米松 ( dexamethasone , DEX) , 以每天三次强光

刺激作为阳性对照 , 结果发现地塞米松、肾上腺酮和强光刺激均降低了出生时雄性新生

儿的肾上腺重量 , 强光刺激削弱了后代中公鼠的性行为 , 但对雌鼠的脊柱下弯反应不影

响。对性腺摘除的成年雄鼠作上述相同处理没有上述影响。Holson 等得出结论 , 认为

出生前地塞米松处理会使后代中雄鼠的雄性化减弱 , 而雌性化加强。是否只有肾上腺糖

皮质激素调节了这种影响 , 目前还不太清楚。ACTH 和肾上腺酮可升高妊娠母鼠血浆中

肾上腺酮水平 , 但不影响成年性行为。由于许多药物大剂量使用时都会引起妊娠母鼠的

应激反应 , 如糖皮质激素的分泌 , 因此出生前的药物使用可能会对后代的性分化产生共

同的影响。

性分化的一种异常情形是雌雄间性 ( in tersexuality)。雌雄间性又称两性畸形 , 从解

剖上来看 , 动物同时具有雌雄两性的生殖器官 , 但都不完全。两性畸形分为真两性畸形

和假两性畸形。真两性畸形在解剖上也有三种表现形式 , 第一种是生殖腺一侧为卵巢而

另一侧为睾丸 , 第二种是两个生殖腺都是卵睾体 ( ovotestis) , 第三种情形较少见 , 有两

个卵巢和两个睾丸 , 两个睾丸分别位于两卵巢的前端大约 4～6 cm 处。真两性畸形多见

于猪和山羊 , 牛马较少见。真两性畸形可能与雌雄生殖细胞嵌合体有关。另一种理论认

为 , Y染色体是由 X染色体的连续缺失发展而成。按照这种理论 , X染色体可带有雄

性化的基因 , 而这些基因在正常情况下不表达。在遗传性别是雌性而带有睾丸的情况

下 , 说明 X染色体上的雄性化基因表达出来。一种类似的理论认为 , Y 染色体或雄性

细胞产生的 H-Y抗原有类似激素的作用 , 它决定了原始性腺向雄性分化 , 如雌性个体

(XX) 发生基因突变 , 体内有 H-Y 抗原存在 , 故能形成睾丸。假两性畸形是具有一种

性别的性腺和另一种性别的外生殖器。雄性假两性畸形比雌性假两性畸形较多发生 , 前

者有睾丸 , 无阴茎却有阴门 , 而后者则有卵巢和输卵管 , 无阴门却有肥大的阴茎。

二、两性动物性周期的差异

初情期以后到绝情期前 , 雌性哺乳动物的性行为往往有明显的周期性 , 这种周期性

会由于动物处于妊娠或泌乳状态 , 或者由于季节、病理等因素而暂时中断 , 但雄性动物

的性行为没有明显的周期性 , 为什么会出现如此大的差异 ? 这也是神经中枢和激素相互

调节的结果。无论是雌性还是雄性哺乳动物 , 其下丘脑都存在着两个调节中枢 , 一个是

持续中枢或称紧张中枢 ( tonic center) , 另一个是周期中枢 ( periodic center)。紧张中枢

位于下丘脑的弓状核和腹内侧核区域 , GnRH 在此合成 , 它控制着下丘脑 GnRH 的持

续分泌 , 使体内 GnRH维持一定的基础水平。两性动物合成和分泌的 GnRH大致相同。

周期中枢位于视交叉上核和内侧视前核区域 , 对内外刺激非常敏感 , 主要是通过影响持

续中枢来控制 GnRH 的释放 , 从而影响下丘脑 垂体 性腺轴的功能活动。在雌性哺乳

动物 , 由于受雌激素和孕酮的反馈调节 , 周期中枢对紧张中枢有调节作用 , 一定水平的

雌激素可引起 GnRH的大量释放 , 而孕酮则抑制这种释放作用 , 正是 GnRH 周期性的

释放引起了雌性动物的周期性发情和排卵。在雄性动物 , 周期中枢受到雄激素的长期抑

制 , 不能表现出功能活动 , 而紧张中枢能够持续合成和分泌 GnRH, 通过下丘脑 垂体

睾丸轴促进精子生成和雄性性行为的出现 , 因此雄性动物的性活动无周期性。控制
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GnRH分泌的高级中枢位于大脑基底部的中枢边缘系统 , 其中最重要的结构为海马、杏

仁核和纹状体。

三、雌性动物的性周期

(一 ) 发 情 周 期

  雌性动物的性周期又称发情周期 (estrous cycle)。一些灵长类动物 , 包括人具有不

同的生殖周期 , 称为月经周期 ( menstrual cycle)。哺乳动物发情周期有两种类型 , 一种

是无季节性发情 , 一年四季都表现出性行为 , 如猪、牛等 ; 另一种是季节性发情 , 只在

一年中一定的季节内表现出周期性的发情和排卵 , 这些动物称为季节性发情的动物 , 典

型的有犬、猫、绵羊、熊和狐等。表 13-6 列出了一些动物的发情季节。

表 13-6  几种动物的发情季节、发情周期和发情时间

动物种类 发情季节 发情周期/ 天 发情期

牛 全年 18 �～24 16 �～21 小时

水牛 全年夏秋旺盛 21 �～23 24 �～48 小时

猪 全年 17 �～25 2 �～3 天

绵羊 秋冬 14 �～20 24 �～36 小时

山羊 秋冬 20 �～21 26 �～48 小时

马 3 �～7 月份 16 �～25 5 �～7 天

驴 3 �～7 月份 21 �～25 4 �～9 天

骆驼 冬春 10 �～20 1 �～7 天

兔 全年 8 �～15 2 �～4 天

犬 春秋 7 �～9 8 �～14 天

大鼠 全年 4 �～5 数小时至 27 �小时

小鼠 全年 4 �～6 9 �～20 小时

水貂 全年 2 �～3 天

除了性季节性周期活动外 , 许多哺乳动物只有一个很短的发情周期 , 如红狐

( V ulpes vulpes) 每年只发情一次 , 雌狐只是二月份在很短的时间内 ( 1～6 天 ) 接受交

配。犬 ( Canis lupus fam iliaris) 每年发情两次 , 春秋各一次。其他一些哺乳动物在繁

殖季节以相对恒定的发情周期有规律地周期性发情。雌性大鼠的发情周期持续 4～5 天 ,

只在排卵前接受交配 , 这时最有可能发生受精。雄性大鼠对发情的雌性大鼠释放的外激

素十分敏感 , 并因之而受吸引。有的动物需要交配才能排卵 , 如兔 ( Oryctolagus cu-

niculus)、猫 ( Felis catus) 和短尾田鼠 ( Blarina brevicau da ) 等。但大多数哺乳动物

不论有无交配都会排卵。

·744·第十三章  性行为及激素调节



(二 ) 发情周期的划分

1 . 四分法

  这种划分方法最为常用 , 即分为发情前期 ( proestrus )、发情期 ( est rus )、发情后

期 ( metestrus ) 和间情期 ( diestrus )。

2 . 二分法

根据动物的卵巢状态将发情周期划分为卵泡期 ( follicular stage) 和黄体期 ( luteal

stage)。卵泡期指从卵泡开始发育至部分卵泡发育完全、破裂并排卵的时期 ; 而黄体期

则是指黄体开始形成至消失的时期。除妊娠、进入非发情季节或病理情况发生外 , 发情

周期中卵泡期和黄体期交替进行。与四分法相比 , 卵泡期大致相当于发情前期、发情

期 ; 而黄体期则相当于发情后期和间情期。

3 . 三分法

俄国的著名生理学家巴甫洛夫根据动物的精神状态 , 把动物的发情周期划分为三个

阶段 , 即兴奋期、均衡期和抑制期。兴奋期大致相当于四分法中的发情前期和发情期 ,

抑制期相当于间情期 , 而均衡期则相当于发情后期。这种划分方法术语比较抽象 , 生产

上不常用。

四、性行为和性周期的影响因素

(一 ) 遗 传 因 素

  动物的性别在受精的一瞬间就决定了。性染色体决定了胎儿期看似无分别的性腺最

终是发育成卵巢或是睾丸 , 因此从本质上说 , 雌雄动物性行为的差异是由基因差异引起

的。在不同的物种和同种动物的不同个体间 , 性表现和强度都存在差异 , 如乳用品种的

公牛比肉用品种公牛强 , 轻型马比重型马的性行为活跃 , 性反应也更敏捷迅速 , 而孪生

动物间差异则较小。不同动物发情周期的长短不同 , 如小鼠的发情周期一般只有 4～6

天 , 绵羊的发情周期约 17 天 , 山羊的约 20 天。此外 , 不同动物或同种动物不同品种的

发情表现、发情类型和发情特点都各有不同。但是值得注意的是 : 第一 , 无论是哪种性

别的动物 , 都有雄性和雌性的行为潜意识 ; 第二 , 基因对动物性行为的控制作用也受其

他因素的影响 , 如环境的变化和激素的刺激等。

(二 ) 环 境 因 素

季节、气候、温度、降雨和光照对动物性行为和性周期的影响很大。雌性动物在发

情旺盛和配种季节 , 性行为表现明显而强烈。如果交配后没有怀孕 , 发情周期会缩短 ,

很快进入下一个发情周期。而这个季节雄性动物的性行为也相应活跃 , 交配能力增强 ,
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精液品质提高。炎热的夏季会抑制动物的性行为 , 精液品质也会显著降低 , 出现“夏季

不孕症”。对于温带和热带培育的品种 , 在北方严寒的冬季 , 性行为也会受到不同程度

的抑制 , 反之亦然。异性接触对两性性行为的发展和表现起着重要作用。初情期前同群

饲养 , 有促进性行为表现的作用 , 而某些长期隔离饲养的雄性动物 , 交配时往往表现胆

怯犹豫 , 性行为链不完整而难于完成交配的现象。但对断奶后同性饲养的公犊 , 以后的

性行为表现不受影响 , 这与幼年期异性或同性间的性行为实践和性经验有关。季节性发

情的动物 , 如水貂和鹿 , 在非繁殖季节里 , 不仅雌性的性行为消失 , 雄性的睾丸也暂时

性萎缩或藏入腹腔内 , 雄激素的分泌水平也很低 , 雄性动物几乎处于无性欲状态。

(三 ) 营 养 状 态

营养过度、身体肥胖也会抑制性行为和性周期。母羊如果营养过度后脂肪沉积过

多 , 则不再表现出发情周期 , 有时甚至令饲养者误以为其已经怀孕。种用的雄性动物也

不能营养过度 , 否则会影响其性行为和生殖能力 , 如性欲减退等。同样 , 营养不足、过

度消瘦或营养失衡也会使两性动物的性行为和性周期发生异常的变化 , 如营养不良而又

过度使役的母畜 , 发情周期会相应延长 , 发情表现也会减弱 , 甚至不出现发情周期和发

情表现。

此外 , 几乎所有哺乳动物的性行为都受饮食的影响。无论是急性还是慢性限制雌性

大鼠的饮食 , 都会抑制其生殖行为 , 如抑制脊柱下弯反应的出现。急性的食物匮乏会延

迟初情期的来临 , 延长发情周期 , 泌乳间情期延长 , 减弱性行为。急性禁食可降低雌性

大鼠性容受性 , 并降低神经中枢中雌激素受体α的含量。营养性不育的原因之一是下丘

脑脉冲式分泌 LH 受抑制 , 禁食或注射胰岛素 48h 后 , 血浆平均 LH 水平、LH 释放频

率和 LH 脉冲幅度均下降。LH分泌不足是 GnRH 释放减少引起的 , 而 GnRH 减少又是

雌激素负反馈调节的结果。

(四 ) 群体生活状态

早在 1967 年 Vandenbergh 就发现 , 雌性小鼠与雄性小鼠在一起时 , 发情周期出现

的时间和性成熟的时间会提前 , 提示了异性存在对动物性行为和性周期的影响。实际

上 , 群体生活对动物的性行为和性周期有一定的影响。雌性小白鼠在交配后 24h 内暴露

到陌生的雄鼠中 , 雌鼠倾向于不再与原先交配的雄鼠交配 , 而和陌生的雄鼠再进行交

配 , 这种现象就是前面介绍的“Bruce 效应”。在单独饲养的雌鼠群中引入雄鼠 , 可以

使雌鼠发情出现同期化 , 即所谓“白化效应”。出现“白化效应”的雌鼠每窝产仔数也

有增加。

野生动物常通过争斗确定其在社群中的地位 , 争斗中优胜的雄性动物获得与多个雌

性交配的机会 , 这种方式能在一定程度上保持物种的生存和进化。而争斗中失利的雄性

动物 , 其性行为和生殖能力被抑制。牧养动物常表现与野生动物相似的群体特征 , 生产

上常通过扩大放牧的范围或选择社群地位相当的公畜参加配种以充分发挥公畜各自的繁

殖能力。
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对于一夫一妻制的物种 , 如草原田鼠 ( M icrotus ochrogaster ) , 表现为选择惟一的

异性伴侣 , 双亲照看后代 , 对陌生的入侵者有强烈的敌对行为 , 对领地、巢穴和性伴侣

有强烈防护意识。大多数一夫一妻制的哺乳动物 , 其独特的行为方式在首次与异性交配

后才开始出现 , 而在此之前的发育阶段则没有。草原田鼠是典型的一夫一妻制野生动

物 , 也是实验室用来研究这类动物的良好实验动物模型。草原田鼠是群居动物 , 但自出

生后即表现出很强的亲合性。让一只雌性草原田鼠接触一只陌生的雄鼠 , 24h 内接受交

配 , 交配后雌鼠即对雄鼠产生明显的好感 , 把它当作自己的伴侣。这种一见钟情式的关

系能够持久地维持下去 , 但通过一定的方式仍能够诱导雌鼠与另一只雄鼠交配。

(五 ) 性  经  历

哺乳动物具有一定的记忆功能 , 有的动物的记忆能力甚至很强 , 因此性经历会对动

物的性行为产生明显的影响。有交配经历的雄性动物在去势后 , 动物血浆中睾酮含量迅

速下降 , 甚至消失 , 而交配活动还能较长期的保留。但在雄性动物的幼年时 , 初情期之

前就摘除睾丸 , 则此后一直不会出现正常的性行为。

关于类固醇激素和性经历之间复杂的相互作用关系 , 有研究显示类固醇激素作用于

大脑 , 负责引起性觉醒 , 而性经历则引起动物对性欲、性觉醒和性行为等一系列性活动

的记忆和联想 , 使得动物能够在内外刺激和性行为之间形成实质性的联系。内外刺激因

素对机体作用的结果使动物建立起性行为的巴甫洛夫联系 , 通过这些联系建立起本能的

机制和性反应的自动模式。

动物在交配过程中如受到外界强烈干扰 , 就会引起雄性动物性行为障碍 , 出现性抑

制或阳痿。同样 , 痛苦的性经历会弱化雄性动物的性行为并影响此后的性活动。雄性动

物在求偶、爬跨和交配过程中遭遇挫折 , 如遇到意外惊扰和打击后 , 会因这种挫折程度

的不同在此后的交配行为中有不同的影响。尽管生理的损伤会恢复 , 但仍会对性行为产

生影响 , 甚至对交配产生恐惧、回避等行为 , 这正是由于对性挫折的记忆产生的结果。

关于雄性动物去势后交配活动还能较长期的保留 , 通常认为是由于雄性动物对性经

历的记忆功能 , 但也有人认为除了性腺来源的性激素以外 , 还有其他腺体来源的雄激

素 , 如肾上腺。但犬、大白鼠和猫等动物即使去势后再摘除肾上腺 , 也并不影响去势后

性行为减弱的速度。估计这是由于残余睾酮的作用。

(六 ) 隐   睾

正常的雄性胎儿在妊娠期或出生后不久 , 睾丸即沿腹股沟从腹腔下降到阴囊内 , 称

为睾丸下降。如牛在妊娠期的第 100～105 天 , 猪在第 100～110 天 , 羊在第 100 天左

右 , 马在出生后一周 , 犬在出生后 8～10 天。睾丸不能顺利下降到阴囊而停留于腹腔 ,

称为隐睾 ( cryptorchidism 或 retained testis)。精子发生过程对温度要求十分严格 , 由于

阴囊的温度低于动物正常的体温 , 因此停留于腹腔的睾丸便丧失了生精能力。隐睾多为

遗传病 , 在猪发生的几率较高 , 为 1 %～2 % , 牛为 0 .7 % , 犬为 0 .05%～0 . 1%。隐睾

有一侧性和两侧性之分 , 一侧性的正常睾丸有精子形成 , 两侧性的隐睾没有精子形成。
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双侧隐睾的动物 , 性行为必然发生很大的改变 , 甚至没有交配能力。患单侧隐睾的雄

性 , 通常都有正常的性行为 , 也具有生殖能力 , 但生殖能力会下降 , 畜牧业生产上通常

不用作种畜。

(七 ) 异 性 吸 引

动物的生理状态对异性的发情周期也有一定的影响 , 如处于发情状态的雌性动物会

激发雄性动物的性兴奋 ; 而成年健壮的雄性动物也能诱导和促进雌性动物提前进入发情

周期 , 强化发情表现。动物的体型、毛色和气味对同种动物的异性都是一种性刺激 , 能

易化动物的性行为 , 缩短雌性动物的性周期。许多灵长类动物中 , 雌性的性吸引力受行

为的影响 , 包括性行为和非性行为 , 两种行为通常与卵巢周期和雌性的激素状态有关。

排卵时期母猴的行为可以提高母猴对公猴性的吸引力。雄性动物在交配和采精前 , 通过

视觉刺激 , 可加强雄性动物的性行为表现 , 缩短采精的时间 , 提高射精量 , 增加精子密

度。如公牛在采精前观察其他公牛采精 10min , 再进行采精可提高射精量和精液品质。

更换台畜也有同样的效果。

(八 ) 交 配 频 率

这主要是针对雄性动物而言。在一定时间内 , 交配或采精的次数称为交配频率

( mating frequency) , 也称交配能力 ( serving capacity)。经长时间休息或季节性配种的家

畜 , 公畜最初在母畜群中 , 其交配能力在开始几天特别强大。如公牛在 24 小时内交配

次数可达 60～80 次 , 公羊为 50 次 , 公马为 20 次 , 公猪为 8 次。但这样频繁的交配并

不能持久 , 如果交配频率得不到有效的控制 , 动物的性行为会很快减弱 , 生殖能力也会

很快下降 , 种用动物的使用年限也会因此缩短。由于反复交配 , 射精与恢复再交配之间

的时间间隔越来越长 , 最终停止。交配停止后 , 如引来新的异性 , 雄性则又开始交配。

动物与人的性行为和性周期有很大的差别 , 但在内分泌和神经内分泌系统上有相似

性。对动物性行为和性周期的研究有助于人类认识自身有关性的问题。

五、异常性周期和性行为

(一 ) 同  性  恋

  性倾向 ( sexual partner preference) 或性取向 ( sexual orien tation) 指动物对同性或

异性的性兴趣。一般情况下 , 成年雄性动物表现出相对固定的一套程式化的性行为 , 最

终完成与雌性交配 , 此为正常的异性恋。但是 , 哺乳动物中同性恋 ( homosexuality ) 现

象十分普遍 , 如奶牛、公绵羊、雌性非洲水羚和雌性日本猿等。对野生动物和家畜的性

行为观察发现 , 同性之间的爬跨和交配现象也是屡见不鲜。

虽然有很多研究试图阐明其中的原因 , 但尚不清楚这种现象产生的原因。性取向可

能反映了动物的进化史。有研究表明 , 功能性芳香化酶基因表达是雄性小鼠建立正常的
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性倾向所必需的。据推测 , 这种方式有助于在一个动物群体内确立一种等级制度和统治

关系 , 另一种说法认为同性之间爬跨对于后来与异性的交配行为是必需经历的探索过

程。但也有人否定了以上观点 , 认为同性之间爬跨并不是为了树立统治地位 , 建立等级

关系 , 也不是为了训练正确的性取向 , 而仅仅是不同的动物个体根据自己的喜好选择其

同性恋的对象。

母绵羊在排卵前出现的 LH 峰 , 在同性恋和异性恋的公绵羊都没有。相反 , 同性恋

的公绵羊扁状体中雌激素受体的含量却与母绵羊相近 , 但与异性恋的公羊不同 , 这种同

性恋的公绵羊与异性恋的公绵羊在雌激素受体含量上的不同 , 说明扁状体起着性配偶选

择的作用。可见 , 扁状体不仅在性行为中发挥作用 , 而且还参与了公绵羊的性取向。也

有研究发现 , 同性恋的公绵羊在神经生物学和生理学的某些方面不同于正常异性恋的公

羊 , 尚不能肯定是否是在围产期异常的性激素环境导致了性取向的异常。

无性动物 ( asexual animal ) 不表现性行为 , 对同性和异性都没有性的兴趣 , 还不清

楚这种动物没有性行为的生理机制。同性恋和无性动物在表观上看不出与正常雄性动物

有明显的差异 , 因此有时会被选作种兽 , 而这类动物用来配种显然不能引起雌性受孕。

可以通过检测血液中 LH、睾酮和雌激素的浓度来评判公羊的生殖能力 , 激素水平高的

应为生殖能力强的个体。

(二 ) 异 常 发 情

雌性动物的性行为异常 , 有时会表现强烈而持续的发情 , 多见于牛、猪和马等动

物。该动物精神极度不安 , 大声哞叫 , 阴户浮肿 , 荐坐韧带松弛 , 尾根举起 , 身体消

瘦 , 被毛逆乱 , 爬跨其他雌性动物 , 不接受雄性动物配种 , 形体甚至出现雄性特征 , 临

床上称之为慕雄狂 ( nymphomania)。有的雌性动物发情时 , 外观的发情表现不明显 ,

但卵巢上有卵泡发育成熟和排卵 , 称为安静发情。初情期的雌性动物 , 由于内分泌的紊

乱状态 , 容易发生安静发情。发情旺季的雌性动物有时会出现发情周期缩短的现象 , 称

为短促发情。此外还有断续发情、假发情和病理性发情等 , 都属于异常发情的范畴。

六、人为调节性行为

(一 ) 阉 割 去 势

  出于动物生产的考虑 , 很多家畜在很早的时候就被摘除性腺 , 以节省生殖行为引起

的能量消耗。许多家养宠物也被阉割去势以抑制其性行为的表现。雌性哺乳动物在卵巢

摘除后发情周期和性行为会很快消失。雄性动物去势后性行为也会逐渐消失 , 但相比于

雌性动物 , 成年雄性动物的性行为在去势后往往消失得比较慢 , 这主要是由于激素水平

和性经历的影响。近年来 , 对动物阉割去势的做法已经越来越少了 , 很重要的一个方面

是人类对动物保护意识的加强。
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(二 ) 诱导发情和同期发情

随着人类对激素调控性行为的认识不断深入 , 产生了许多调节发情行为的方法。如

在畜牧业生产上 , 常通过向母畜群中引进公畜来诱导和促进母畜发情 , 主要是利用公畜

的外激素诱导母畜发情。注射雌激素能够很快使雌性动物出现发情表现。阴道内埋置孕

酮海绵栓 , 或连续注射孕激素制剂 , 都能够实现同期发情。此外 , 注射前列腺素也能实

现畜群发情的同期化。

(三 ) 激 素 免 疫

主动免疫或被动免疫是利用抗原抗体的特异性结合 , 通过免疫中和作用 , 消除动物

内源性的激素。动物的激素水平发生变化 , 通过反馈调节作用 , 就会连锁影响体内其他

激素水平的变化 , 实现对动物性行为以及生殖行为的调节 , 例如抑制素、类固醇激素和

GnRH的免疫等。激素免疫既可以改变雌性动物的性行为和生殖性能 , 也能改变雄性动

物的性行为 , 包括人类的生殖和避孕 , 并且具有传统方法不可比拟的优势 , 因此日益受

到重视。

(陶勇编写  夏国良修改 )
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第十四章  生殖缺陷与辅助生殖

第一节  生 殖 缺 陷

  有资料显示 , 不孕症在国外的发病率约为 15%～20%。在美国 , 每 7 对夫妇中就

有一对在其生育期的某些时候受孕困难。据报道 , 我国的发病率为 5 %左右 (也有报道

为 10%～15% )。90 %的不孕原因是可查的 , 其中女性因素占 50% , 男性占 30% , 共

同因素占 20% , 剩余 10%则原因不明。也有报道表明 , 男性原因的不育占 50%左右。

至少 5%～10%的男性不育症是由于基因缺陷引起的。在发达国家 , 三分之二以上的不

育症夫妇都是由男性伴侣所引起的。近一个世纪以来 , 由于全球的逐步工业化所带来的

环境污染日益加重 , 同时人类的生活习惯和工作方式也经历了较大的变化 , 人体的正常

生物活动规律受到了一定程度的干扰和破坏。大气污染 , 噪声、放射性物质、化学毒

物、农药、增塑剂、洗涤剂、人工合成激素、重金属等均可损害男性的生殖细胞 , 造成

精液质量下降 , 精子数量减少 , 从而影响男性的生殖功能。有统计表明 , 1940 年美国

男性精液的精子密度为 133×10
6
个/ 毫升 , 而到 1990 年下降到 66×10

6
个/ 毫升 ; 1981

年 , 我国男性精液的精子密度为 103×10
6
个/ 毫升 , 而到 1996 年下降到 84×10

6
个/ 毫

升。一些不良的生活习惯 , 如吸烟、吸毒、酗酒、性传播疾病等导致了人体内环境紊

乱 , 造成生殖腺及生殖道损害 , 最终引起男性不育症。随着以上问题的日益突出 , 患男

性不育症的人数还将进一步增加。

一、女性生殖缺陷

女性不孕的可能原因可归纳为五类 : ① 性生活失调 , 性知识缺乏 , 全身性疾病及

不明原因等引起的不孕约占不孕症的 1/ 3 左右。② 排卵功能障碍 : 表现为月经周期中

无排卵 , 或虽然有排卵 , 但黄体功能不健全。③ 生殖器官先天性发育异常或后天性生

殖器官病变 , 阻碍从外阴至输卵管的生殖通道通畅和功能 , 妨碍精子与卵子相遇 , 导致

不孕。输卵管阻塞或通而不畅是女性不孕症的重要原因 , 约占 1/ 3。输卵管发育异常较

少见 , 临床上也不容易被发现 , 常与生殖道发育异常并发 , 导致不孕或宫外孕。后天性

生殖器官病变造成的不育主要是由阴道炎、子宫炎、宫颈糜烂、输卵管炎等原因造成

的 , 但非炎症病变率在逐渐地增加 , 也不可忽视。④ 免疫学因素 , 系指女性生殖道中

存在有抗精子抗体 , 引起精子互相凝集 , 丧失活力或死亡 , 导致不孕或不育。此外 , 部

分不孕妇女的血清中存在有对自身卵子透明带抗体样物质 , 可阻碍精子穿透卵子受精 ,

亦可引起不孕。⑤ 妇女年龄的增加所造成的卵子质量下降 , 从而导致不孕。随着年龄

的增加 , 自然流产的比例逐步增加 (图 14-1) , 重要原因之一是卵子质量尤其是卵子胞

质质量下降 , 引起减数分裂过程中同源染色体和染色单体的分配错误 , 从而导致非整倍



性的产生和流产率的增加。

图 14-1  妇女年龄与流产率的关系 (刘辉提供 )

横坐标为孕妇年龄/ 岁 , 纵坐标为流产率/ %。

二、男性生殖缺陷

引起男性不育的原因很多 , 主要有以下几个方面 : ① 性功能异常 : 性欲低下、阳

痿、射精障碍、逆行射精等均是男性不育的重要原因。② 生殖器异常和病变 : 包括外

生殖器畸形、睾丸鞘膜积液以及附睾、输精管、射精管和输尿管等处病变等。例如 , 附

睾的炎症可影响附睾功能 , 改变附睾内环境 , 从而影响精子成熟 , 使其受精能力下降 ;

炎症也可致附睾管堵塞 , 影响精子的输出 , 这些均可造成临床上不育。③ 精液异常 :

包括无精症、少精症、精子活力低下或不动精症、畸形精子过多、精液理化性状异常

(如精液射出后不凝固或液化不全 ) 等都可引起不育。④ 精子生成障碍 : 睾丸先天发育

异常如无睾症、男性假两性畸形、先天性睾丸发育不全综合征或称小睾丸症

( Klinefelter�s 综合征 , 简称克氏症 )、睾酮合成障碍等和后天性因素 (如睾丸炎等 ) 引

起的病变可导致精子发生缺陷。阴囊单侧隐睾患者中 30%～60%不能生育 , 双侧隐睾

患者中 60%～100%不能生育 ; 睾丸局部病变可使精子发生受损。⑤ 精索静脉曲张 : 可

造成精子数量减少、活力降低和畸形精子增多。发病率在男性人群中为 10%～15% ,

多见于青壮年 , 在男性不育人群中占 15%～20%。⑥ 内分泌功能障碍 : 下丘脑 垂体

睾丸轴中的任一环节的内分泌紊乱都可造成不育。脑垂体机能减退、甲状腺功能亢进、

肾上腺疾病等可以引起男性性功能障碍、少精症和无精症 , 导致男性不育。⑦ 附属腺

异常 : 包括精囊腺炎和前列腺炎等。多数学者认为 , 前列腺的炎症可以影响前列腺的正

常生理功能 , 使其分泌功能发生障碍 , 同时使精液带菌 , 进而影响精子的活力 , 造成生

育能力下降。⑧ 其他病因 : 某些全身性疾病、重症营养不良、经常接触放射线、高温

作业和药物中毒等均可引起不育。
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三、男性不育的分子基础

尽管目前人们对于人类生殖生理学的认识有了巨大的进步 , 但导致男性不育症的原

因仍未得到完全阐明。最近 , 遗传因素引起男性不育逐渐受到了人们的重视 , 与男性不

育症相关的遗传因素包括遗传性的染色体紊乱、单遗传紊乱、多遗传紊乱和内分泌紊乱

等。后来 Y染色体基因的缺陷受到了人们的重视。患有不育症男性的染色体异常 (例

如 47XXY) 是比较普遍的现象。除此之外 , 染色体结构的异常也能导致男性生殖紊乱

现象。调查显示 , 不育男性病人中 ( n = 9 766 ) 染色体不正常的比例为 5 . 8% , 其中性

染色体异常的比例占 4 . 2% , 而常染色体异常的比例占 1 . 5%。

(一 ) Y 染色体基因缺陷

研究表明 , 有相当数量的 Y 染色体长臂上的基因与性腺发育和精子发生有关。Y

染色体中至少有 15 个基因家族被认为参与调控精子发生。1976 年 Tiepolo 和 Zuffardi发

现 6 名具有正常男性体形的无精子症患者的 Y 染色体长臂远端部分缺失 , 因此提出在

Y染色体长臂存在着控制精子发生的基因。由于该基因缺失患者多数表现为无精症 , 故

将其称为无精子因子 ( azoospermia factor , AZF ) 基因。目前已知 , AZF 至少包括两个

基因家族 , 即 RBM 和 DAZ 基因 , 它们位于 Y染色体长臂远端。

Vogt等将 Yq11区域分成 25 个亚区 ( D1～D25 ) , 原发性无精子症和少精子症患者

Yq11 DNA 位点的缺失分别位于 Yq11的三个不同亚区 , 第一个亚区位于 Yq11远端 D20～

D22亚区 , 第二和三亚区分别位于 Yq11的近侧 D3～D6 和 Yq11中间的 D13～D16。睾丸组

织活检发现 , 当微缺失位于 Yq11同一亚区时 , 精子发生阻断在相同时相 ; 而微缺失位

于不同亚区时 , 精子发生则阻断在不同时相。因此认为在 Yq11上存在三个精子发生位

点 , 各位点在男性生殖细胞发育的不同时期起作用。由于每一位点的缺失都可导致无精

子症 , 故将其命名为 AZFa、AZFb 及 AZFc。AZFa 定位在缺失基因区域 5 的起始端 ;

AZFb 定位在缺失基因区域 6 接近于末端的部分 , 并延伸到缺失基因区域 5 的末端部分 ;

AZFc定位在缺失基因区域 6 的末端。AZFa和 AZFb末端基因的缺陷可导致男性不育包

括严重的精子发生缺陷 ; 而 AZFb 和 AZFc末端基因缺失时 , 仍然有一部分精子能够发

生。这几种基因的联合缺失 ( AZFb + c和 AZFa + b + c) 则与睾丸精子的完全阻断有关。

AZFb 缺失后精子发生阻断在粗线期精母细胞阶段 , 而 AZFc缺失后精子发生阻断在精

子细胞阶段。在男性不育症中 , 染色体基因的缺陷大概占 2%～20%。所报道的基因缺

陷频率的明显不同可能是由于种族不同、病人选择标准不同和方法学方面的不同所引起

的。

(二 ) 影响男性不育的 Y 染色体基因

到目前为止 , 与 Y 染色体关联的不育症基因还没有确定。DAZ、RBM1、RBM2、

CDY、BPY1、BPY2 和 PRY基因中的几种基因可能对生育是必需的。两个其他的 Y 染
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色体基因 ( TTY1 和 TTY2) 中则没有明显的开放阅读框 , 因此它们不太可能与不育症

有关。此外 DFFRY、DBY、U TY、TB4Y 和 EIFIAY 等在睾丸中不是特异表达。在近

十年来 , 许多研究都集中在阐明 DAZ和 RBM 家族成员在男性不育症中的功能。

1 . DAZ基因

DAZ ( deleted in azoospermia) 基因定位于 AZFc区域内 , 含有 1641bp , 其编码蛋白

含 366 个氨基酸 , 分子质量为 41 257Da , 在 DAZ蛋白的 C 末端 , 而半数蛋白的 N 端含

有 RNA结合位点 , 因此认为 DAZ 基因可能具有结合 RNA的功能。DAZ基因家族最有

可能是 AZF候选基因。最初认为 DAZ是一个单拷贝基因 , 但是现在已经证实它是一个

多拷贝基因家族。Nor thern blot 分析表明 , DAZ为睾丸特异表达。Southern blot 分析发

现 , 在人 Y染色体上可见单个识别带 , 在猩猩可见到 3 条识别带。睾丸组织原位杂交

表明 , DAZ在减数分裂前期的生殖细胞特别是精原细胞中表达 , 表明 DAZ可能在精子

发生的早期起作用。

据报道 , 定位在 AZFc区域的 DAZ 缺失的男性不能产生成熟的精子。有一部分少

精症的男性也是 DAZ缺陷型。小鼠 Dazla基因和果蝇 Boule基因似乎都能调节减数分裂

细胞周期 , 并与 DAZ基因具有同源性这一事实暗示 , DAZ在进化中高度保守。

2 . RBM基因

RBM基因 (包括 RBM1 和 RBM2) 于 1992 年被鉴定出来。这个基因家族分布在 Y

染色体的双臂上。免疫组织化学研究表明 RBM1 蛋白在睾丸特异性表达 , 定位在人类

男性生殖细胞的细胞核中 , 特别是 Y染色体的 AZFb区。AZFb缺陷的男性 RBM1 基因

丢失是否可以导致不育仍不是很清楚。RBM 基因在进化上高度保守并特异表达在雄性

生殖细胞的事实说明 , 它在精子发生中可能具有重要的作用。然而有报道表明 , 无论是

否具有生殖能力 , 日本家族男性经常不具有 RBM2 基因。

3 . CDY、BPY2 和 PRY基因

这些基因是最近才被发现 , 所以对于它们的功能所知甚少 , 仅仅知道这些基因定位

在 Y染色上并在睾丸组织特异性表达。

(三 ) 影响男性不育症的其他基因

尽管许多关于男性不育症的遗传学研究都集中在 Y 染色体上 , 然而还有许多其他

的精子发生基因存在于整个人类基因组中。事实上 , 有 4 000 多个序列标签在人类睾丸

组织中特异表达。所有这些基因都可能是男性不育症的候选基因 , 还需要进一步阐明它

们的确切功能。

许多生殖细胞特异的蛋白都表达在减数分裂期 , 如乳糖脱氢酶 C4、磷酸甘油激酶

C2、细胞色素 C和热激蛋白 HSP70-2。小鼠基因敲除研究表明 , 在精子发生和精子功

能特异阶段表达的几个基因 , 如在原生殖细胞发育和迁移阶段 ( C-kit、SCF、 TIAR 和

Lhx9)、精原细胞增殖和生存阶段 ( p27 和 Dazl )、减数分裂的各个阶段 ( ATM、ATR、
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TLS、SCP3、Msh5、HSP70-2、 cyclinA1 和鱼精蛋白 )、精子形成阶段 ( MHR6b、

CREM、蛋白磷酸酶 1cγ和 nectin-2 ) 和受精阶段 (受精素-β) , 它们对单倍体精子细胞

的产生、精子形成和受精起着重要的作用。如果缺失 , 则会有一部分生精细胞阻滞在减

数分裂阶段 , 并导致男性不育。一个最新的报道表明 , 不育症男性中 C-kit 受体和配体

( SCF ) 表达减少可能改变细胞增殖/ 分化和细胞凋亡之间的平衡 , 导致男性不育症。另

有报道暗示 , 热激蛋白 HSP70-2 在人类睾丸组织中的正常的和精子发生阻滞的精母细

胞和精子细胞阶段都有表达。然而 , 精子发生阻滞时 , HSP70-2 表达水平低 , Sertoli细

胞没有 HSP70-2 表达。因此 , 热激蛋白 HSP70-2 表达减少可能与男性不育症的病理发

生有关。惟 Ser toli细胞综合征 ( Sertoli-cell-only syndrome, SCOS ) 病人的组织中只表

达孕酮受体 A ( PR-A) , 但没有 PR-B 表达。雌激素受体在 SCOS病人的组织中高表达。

因此 , 雌激素和孕酮受体可能也与男性不育症的病理发生有关。

(四 ) 导致男性不育症的精子染色质异常

在精子发生过程中 , 组蛋白被高度碱性的鱼精蛋白 (含有丰富的半胱氨酸残基 ) 代

替。在精子发生和附睾成熟过程中 , 半胱氨酸残基之间形成二硫键 , 为染色质的进一步

稳定提供了条件 , 这对男性遗传物质的运输和完整性的保持是必需的。当评估精子受精

能力的时候 , 染色质状态的质量是非常重要的。目前已经有许多技术用于评估精子的染

色质状态 , 如光学显微术、电子显微术和流式细胞术。在辅助生殖技术和一般的受精过

程中 , 精子染色质缺陷与精子受精能力的下降有关。此外 , 不育病人的精子染色质多出

现异常。

(五 ) 男性不育症遗传异常的诊断

多种男性不育症的病因学至今仍没有完全阐明。Yq 显微缺失研究将有助于发展更

好的诊断方法和扩展我们对精子发生的理解。许多因素 , 包括 Y 染色体上许多重复性

序列 , 增加了我们对于 Yq 显微缺失以及对精子发生起关键作用的候选分子研究的难

度。一般来讲 , 患有严重不育症的男性应该接受扫描来检查 Yq 是否缺陷 , 以作为临床

诊断依据。Yq11 染色体上的与精子发生相关的 AZFa、AZFb 和 AZFc控制男性的精子

发生并对生育有影响。细胞内单精子注射技术的快速发展为解决男性不育症问题提供可

以接受的方法。在应用细胞内单精子注射时 , AZFc 缺失的精子能够使卵子受精且受精

卵具有完全的发育潜能。然而 , 应用细胞内单精子注射技术产生的婴儿很有可能遗传

Yq 缺陷 , 这就仍然有可能会导致后代的不育症。

Y染色体上一系列特异序列靶位点 ( S TS) 的特性已经得到了确定 , 并且我们可以

选择性地设计引物来覆盖这些缺陷位点。基因缺陷的诊断检测应该应用 Y染色体AZFa、

AZFb和 AZFc 上 STS 多元 PCR 扩增来进行 , 包括以下引物 : sY84、 sY86、 sY127、

sY134、sY252 和 sY255。目前越来越多的生殖医学实验室开始使用 Yq 微缺失分析 , 但

方法差异较大 , 特别是所应用的 S TS数目和所见到的缺失差异很大。利用不同的方法 ,

男性不育症会得到准确的诊断报告 , 这对其后来的治疗是很有帮助的。
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(六 ) 男性不育症诊断的细胞生物学方法

传统的精液参数分析在诊断男性不育症方面具有重要的临床价值。除此以外 , 其他

细胞生物学技术 , 如计算机辅助精液分析、顶体检测、精子穿入分析、透明带结合分析

和精子染色质结构分析对我们正确理解男性不育症是非常有价值的。此外 , 睾丸活组织

检查是诊断重型男性不育症的一个重要的病理学程序。

第二节  辅助生殖技术

随着辅助生殖技术 ( assisted reproductive technology , ART ) 的发展 , 不育夫妇的

怀孕率可达 30%～50%以上。目前辅助生殖技术 , 特别是体外受精和胞浆内单精子注

射 ( ICSI) 技术已成为临床上不育症治疗的最主要手段。自 1978 年 7 月 25 日世界上第

一例试管婴儿路易斯·布朗 ( Louise Brown) 在英国诞生以来 , 促排卵技术、 ICSI 技术、

体外胚胎培养技术和胚胎冷冻技术不断完善并应用于临床。目前 , IVF技术已广泛用于

各种不孕症治疗 , 如输卵管疾病、免疫排斥不孕症、由男方原因导致不孕症、子宫内膜

异位症及其他原因不明的不育症等。近几年人们得到了较高的 IVF 妊娠率 , 全世界每

年大约有 100 000 例试管婴儿出生 , 世界各地已有 100 多万试管婴儿呱呱落地。我国的

第一例试管婴儿是 1988 年完成的 , 目前体外受精和 ICSI 技术也已在临床上得以广泛应

用。下面主要介绍这两种技术 , 并简单介绍其他相关的辅助生殖手段和目前还处于研究

阶段的潜在技术。以下的描述以人类的辅助生殖技术为主 , 也兼顾到实验动物和家畜的

辅助生殖。

一、辅助生殖技术的发展

辅助生殖技术的发展过程大致经历了三个阶段 , 即人工授精、体外受精或试管婴儿

以及显微授精。

(一 ) 人工授精 (artificial inseminat ion)

是将精子 (丈夫或供精者的精子 ) 直接注入处于排卵期妇女生殖道 (阴道、宫腔 )

中。后来逐渐发展起来了输卵管内人工授精、配子输卵管内移植 , 合子输卵管内移植等

助孕技术。这些助孕技术既克服了阴道、宫腔内人工授精的不足和缺点 , 又简便经济实

用 , 为治疗少、弱、畸型精子综合征、单侧输卵管堵塞、免疫不孕和原因不明的不孕夫

妇提供了有效的手段。这种技术的优点是操作简单 , 但最大缺点是在很多情况下 , 需采

用供精者的精子 , 不育夫妇很难接受。
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(二 ) 体外受精 ( in vi tro fertilizat ion , IVF) 或试管婴儿

使精子和卵子在体外完成受精和早期发育 , 然后把早期胚胎移植到子宫腔内 , 包括

超数排卵、卵子的收集、体外受精、胚胎体外发育、子宫内着床条件的同步化、胚胎移

植等步骤。这一技术目前在临床上得到广泛应用 , 对治疗输卵管堵塞等原因导致的不育

非常有效 , 其优点是一般情况下都可采用不育夫妇的精子和卵子完成辅助生殖 , 但缺点

是费用较高 , 且妇女要经历促排卵和胚胎移植所带来的刺激。

(三 ) 显微授精 ( microinsemination)

指通过对男女配子进行显微操作而达到辅助受孕的目的。这一技术特别适用于不适

合做体外受精的无精症、少精症、不动精症等男性不育治疗。开始出现的技术是为克服

精子在穿卵时面临的天然屏障 , 为精卵结合创造最佳条件而逐步建立的透明带打孔和透

明带下注射 ( SUZI) 等技术 , 但这些技术并未提高成功率。当前应用最为广泛的是在

透明带打孔或透明带下注射的基础上发展起来的卵子胞浆内单精子注射 ( ICSI) 技术。

ICSI 技术的应用使无精症、少精症、不动精症或少、弱、畸形精子综合征患者可

以获得自己完全“正宗”的孩子。 ICSI 避开了自然受精过程中的多种天然屏障对精子

的筛选 , 特别是宫颈和透明带这两大屏障的筛选作用。虽然技术本身不会造成任何新的

基因缺陷 , 但该技术可能会将导致不育症的病因转移给下一代。所以可以想象 , 这些新

出生的 ICSI下一代完全有可能在其青春期后再现其父的悲剧。有人选择了 35 位不育男

子进行研究 , 其中的 28 人都通过 ICSI 技术获得了自己的孩子 , 对孩子们进行了血样基

因测试发现 , 没有明显的证据表明从 ICSI 技术得来的孩子染色体缺失 , 但也不能完全

排除其可能性 , 因为 Y染色体微缺失可代代相传。据报道 , Y 染色体缺失的发生率在

少精症患者中为 2 . 1%～26 . 1% , 在无精症患者中波动于 0～31 .2 %之间 , 而在有生育

能力的正常对照组中并未发现。因此 , 在 ICSI治疗之前要进行有关的咨询和遗传测试。

当前国际学术界建议在开展 ICSI时应注意进行严格的遗传咨询 , 采用包括细胞遗传学

和分子遗传学的检测手段 , 尽可能明确或排除遗传缺陷 ; 开展移植前基因诊断 , 排除有

遗传缺陷的男性胚胎 , 作为最后把关手段。随着分子遗传学在人类生育方面的快速发

展 , 现在利用各种不同的高能量驱动的 PCR 技术和多颜色的荧光原位杂交技术 , 检测

染色体异常已经成为可能。利用 DNA芯片技术 , 将来我们可以发现更多的精子发生相

关基因并检测变异表型。

下面主要介绍目前辅助生殖临床上常用的体外受精和显微授精技术。

二、体 外 受 精

多种动物包括人的体外受精技术都已建立起来 , 这里主要介绍人的体外受精步骤和

操作程序 , 也简单介绍主要的实验动物小鼠的体外受精操作。
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(一 ) 人卵母细胞体外成熟和体外受精

1 . 人卵母细胞体外成熟和体外受精简介

  人卵母细胞体外成熟和体外受精程序主要参考 Wang WH的方法。

(1 ) 人卵母细胞体外成熟

在人体外受精技术中 , 卵母细胞体外成熟 ( IVM ) 技术是一项具有重要潜在价值

的技术 , 它可以减少费用 , 避免应用促性腺激素所导致的副作用。Edwards 曾报道 , 人

卵泡卵母细胞从卵泡中分离出来后 , 在适当的条件下可以体外成熟。1969 年人们就通

过人卵母细胞体外成熟的方法得到了受精后胚胎。在临床上也有一些通过卵母细胞体外

成熟方法获得的试管胚胎被移植到病人体内并得到妊娠的结果 , 但是直到最近 IVM 技

术才在临床上被用来治疗妇女不孕症。与体内成熟卵母细胞相比 , IVM 技术的成功率

仍比较低。 IVM 卵子的质量不高 , 由它获得的胚胎也经常会出现发育阻滞现象 , 并且

这样的胚胎着床率和妊娠率也比较低。最近在病人处理和卵子培养系统等方面的改进使

得这项技术能够在辅助生殖临床治疗中得以应用。由多囊卵巢综合征 ( PCOS ) 所导致

的妇女不孕病例可以考虑使用 IVM 技术。其他病人 , 例如正常受精胚胎质量总是不好

或对排卵刺激反应不灵敏的患者 , 都可以考虑使用 IVM 技术。 IVM 最大的优点是不使

用药物来刺激卵巢中卵泡发育 , 因此就可以避免超数排卵综合征的负面效应 , 并可减少

相关的医药费用。目前 , 可以通过以下三条途径获得 IVM 所需的卵子。

A. 超排卵巢中的未成熟的卵母细胞

病人经过激素处理后 , 有很多卵泡发育 , 当抽吸这些卵泡时 , 其中偶尔会有未成熟

卵母细胞 , 经人绒毛膜促性腺激素 ( hCG) 处理后抽取的卵子中有超过 80%的卵子是

成熟的 , 到达了 MⅡ期。但是其他正在成熟或没有成熟的卵母细胞只发育到 MⅠ期或

GV期 , 这些卵母细胞经过培养可以完成核成熟并可正常受精发育。从超排卵巢中获得

的未成熟卵母细胞经过体外成熟和受精所得到的胚胎移植后 , 已经得到妊娠的结果。在

大多数情况下 , 从激素处理的病人中得到的正在成熟和已经成熟的卵母细胞的数量足够

用以胚胎生产 , 因此未成熟卵母细胞往往不用来生产胚胎。这样的卵母细胞其实是很好

的研究材料。最近 Chian 等人就是用这样的卵母细胞作为材料改进了 IVM 培养液并取

得了令人振奋的结果。

B. 从 PCOS病人中获得未成熟卵母细胞

人们已发现 , 在临床上对于 PCOS病人来说 IVM技术对不孕症的治疗是很有用的。

患有 PCOS的病人常常是不育的 , 而 PCOS病人对于外源的促性腺激素容易产生卵巢过

敏 , 因为她们对外源的促性腺激素非常敏感。在 IVM 成熟液中添加促性腺激素、血清

和其他一些物质例如生长因子和雌二醇对于卵母细胞的核成熟和质成熟都是必要的。在

回收卵之前 36 小时注射 hCG 可以显著提高卵子质量并可提高胚胎发育率和妊娠率。有

一些 IVF中心已经建立了一套针对 PCOS病人的方法 , 妊娠率达到 30 %左右。

C. 从未超排卵巢中获得未成熟卵母细胞

这样的卵母细胞是从绝育处理 (输卵管结扎 ) 的病人中、剖腹产或卵巢切除的病人

体内获得。IVM 时 , 需添加促性腺激素和病人的血清或胎牛血清 , 以保证卵母细胞的
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核成熟和胞质成熟。由这样的卵母细胞得到的胚胎已经获得了妊娠的结果 , 并且发现来

自输卵管结扎、剖腹产或卵巢切除的卵子可用于捐献或通过冷冻保存的方法建立卵子

库。

(2 ) 人卵母细胞体外受精

体外受精就是在培养皿中将人的成熟卵子与精子共孵育 , 再将得到的胚胎 (卵裂阶

段或胚泡 ) 送回到妇女子宫中。这项技术现已成为治疗人类不孕症的常规技术。IVF 技

术首先在输卵管堵塞的妇女中得到应用 , 后来人们逐渐发现很多不孕症都可以通过 IVF

技术治疗。

2 . 人卵母细胞体外成熟和体外受精所需的材料

(1 ) 卵子的回收

所需的器皿和试剂有 : 60mm 培养皿、100mm 培养皿、17 号抽吸针头、10ml灭菌

试管、灭菌的巴斯德移液管、移液管泵、灭菌的 30 号针头、灭菌的 1cc 注射器、预平

衡的改进型人输卵管液 ( mHTF , 表 14-1) 和有恒温板的立体显微镜。

(2 ) 卵母细胞体外成熟

所需的器皿和试剂有 : 体外成熟培养液 (表 14-2 )、FSH (卵泡刺激素 ) 和 LH (黄

体生成素 )、雌二醇、60mm 培养皿、70μm 孔径过滤器、组织培养级别的石蜡油、

40 IU/ ml透明质酸酶。

(3 ) 精子准备

灭菌的采精杯、9″锥底试管、灭菌的带螺口盖的试管、9″巴斯德移液管、载玻片、

盖玻片、5ml血清吸管、橡胶吸耳球、枪头、血球计数板、恒温板、相差显微镜、离心

机、精子洗涤液、微型涡旋器、糜蛋白酶 ( 5mg/ 管 , Sigma)、水浴锅。

(4 ) 卵母细胞的受精

灭菌枪头、酒精棉、受精液 (表 14-1)、60mm 培养皿、组织培养级别的石蜡油。

(5 ) 受精检测

去卵丘吸管、培养液 (表 14-1)、带有恒温载物台的立体显微镜、相差显微镜。

表 14-1  人卵母细胞体外受精培养液的组成成分

组成/ ( mmol/ L )
Irvine Scien tific

H TF    mH TF    P-1 }

Sage Biopharma

H T Fa    mH TFb    卵裂液c

NaCl 101 �. 6 101 �. 6 101 �. 6 113 w. 8 110 c. 0 117 z. 1

KCl 4 v. 69 4 b. 69 4 N. 69 4 N. 7 4 :. 7 4 Q. 7

MgSO4 �·7H2O 0 v. 20 0 b. 20 0 N. 20 0 :. 20 0 &. 20 0 =. 20

KH2 3PO4 0 v. 37 0 b. 37 — 0 :. 01 0 &. 01 —

CaCl2 X·2H2 O 2 v. 04 2 b. 04 2 N. 04 — — —

Ca- Lactat e ( L ) — — — 2 :. 04 2 &. 04 2 =. 04

NaHCO3 �25 �. 0 4 v. 0 25 w. 0 17 c. 9 4 :. 0 17 f. 9

H EPES — 21 �. 0 — — 21 O. 0 —
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续表

组成/ ( mmol/ L )
Irvine Scien tific

H TF    mH TF    P-1 }

Sage Biopharma

H T Fa    mH TFb    卵裂液c

Glucose 2 v. 78 2 b. 78 — 2 :. 78 2 &. 78 0 Q. 1

Na Pyruvat e 0 v. 33 0 b. 33 0 N. 33 0 :. 33 0 &. 33 0 =. 33

Na Lacta te ( D/ L ) 21 �. 4 21 �. 4 21 w. 4 — — —

Na Ci trate — — 0 �. 15 * * 0 �. 0005 0 �. 0005 0 �. 0005

Alanyl-glu tamin e — — — 1 N. 0 1 :. 0 1 Q. 0

Aspart ic acid — — — 0 N. 1 0 :. 1 0 Q. 1

Asparagine — — — 0 N. 1 0 :. 1 0 Q. 1

Glycin e — — — 0 N. 1 0 :. 1 0 Q. 1

P rolin e — — — 0 N. 1 0 :. 1 0 Q. 1

Serin e — — — 0 N. 1 0 :. 1 0 Q. 1

Taurine — — 0 N. 05 0 N. 1 0 :. 1 0 Q. 1

ED TA — — — 0 :. 01 0 &. 01 0 =. 01

青霉素 G * 100 �100 �— — — —

硫酸链霉素 * * 50 �50 �— — — —

庆大霉素 * * — — 10 �0 :. 01 0 &. 01 0 =. 01

酚红 * * * 10 �10 �5 �3 w3 c3 z

  * I U/ ml , * * mg/ ml , * * * mg/ L ;

a 商品名为 Quinn�s a dvantage fertilization medium;

b 商品名为 Quinn�s advantage modified H TF medium;

c 商品名为 Quinn�s advantage cleavage medium。

表 14-2  人卵母细胞体外成熟培养液配方
*

成分 浓度/ ( mg/ L )

CaCl2 �200 e. 0

KCl 400 e. 0

MgSO4 �98 e. 0

无机盐 NaCl 6800 e. 0

NaHCO3 #1250 e. 0

NaH2 �PO4·H2O 125 e. 0

L-Alanine 8 e. 9

L-Arginine 126 e. 4

L-Asparag ine 13 e. 2

L-Aspartic Acid 13 e. 3

L-Cystine 24 e. 0

L-Glu tamic Acid 14 e. 7

L-Glu tamin e 292 e. 0

Glycine 7 e. 5

氨基酸 L- Histidine·HCl·H2 �O 42 e. 0

L- Isoleucin e 52 e. 4
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续表

成分 浓度/ ( mg/ L )

L- Leucine 52 Q. 4

L- Lysine·HCl 72 Q. 5

L- Methionine 15 Q. 1

L- Phe nylalanine 33 Q. 0

L- Proline 11 Q. 5

L- Serine 10 Q. 5

L- T hreonin e 47 Q. 6

L- T ryptophan 10 Q. 2

L- T yrosine 36 Q. 0

L- Valine 46 Q. 8

Biotin 0 �. 001

D-Ca Pantoth enat e 1 <. 0

Choline Chloride 1 <. 0

Folic Acid 1 <. 0

i-Inositol 2 <. 0

Nicot inamide 1 <. 0

维生素 Pyridox al·HCl 1 <. 0

Riboflavin 0 <. 1

Thiamine·HCl 1 <. 0

D-Glucose 1000 z. 0

Sodium Pyruvate 110 e. 0

Insulin 0 <. 5

Human T ransferrin 5 <. 0

Selenit e 0 <. 0

Hydrocortisone 0 . 0004

其他成分 FG F 0 . 0005

E GF 0 . 0010

酚红 5 <. 0

青霉素 G 50 �. 0 单位

链霉素 50 �. 0μg

  * 用前加 10 % 合成血清替代物 ( SSS ) , 0 .075 I U/ ml F SH + L H 和 1 . 0 μg/ ml 雌激素 (引自 Chian RC 等 ,

2002 )。

(6 ) 胚胎移植

35mm 培养皿、1cc注射器、灭菌手套、移植导管。

3 . 人卵母细胞体外成熟和体外受精方法

(1 ) 未成熟卵子的回收及体外成熟培养

A. 从超排的卵巢中获得的卵母细胞的成熟培养

用常规超排方法取得卵母细胞用于胞质内单精注射时所获得的未成熟卵母细胞是常
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用的体外成熟材料。

1) 注射 hCG36 小时后借助超声波仪进行卵子的抽取 ;

2) 37℃ , 饱和湿度的 CO2 培养箱中 , 将收集的卵丘 卵母细胞复合体放于添加有

6%合成血清替代物 ( SSS ) 的受精液中培养 ;

3) 在含有 40IU/ ml透明质酸酶的 mHTF 培养液中利用机械吹吸法去掉卵丘细胞 ,

使所有卵母细胞都成为裸卵 ;

4) 利用倒置显微镜检查卵母细胞时相 (图 14-2) , 确定卵母细胞的成熟程度。成熟

的 ( MⅡ ) 卵母细胞可以看到排放的第一极体 , 可马上用于体外受精或单精注射 ;

5) 用成熟培养液洗涤未成熟卵母细胞 , 然后单独培养 ;

6) 记录卵母细胞所处时相 , 开始成熟培养 ;

7) 成熟培养 24 小时和 48 小时后 ( MⅠ期卵母细胞成熟培养 6 小时后 ) , 确定卵母

细胞的成熟情况 (图 14-2) ;

8) 成熟的 MⅡ期卵用于常规体外受精或 ICSI。

图 14-2  人卵母细胞成熟度的判断标准

B. 从未超排卵巢中获得的卵母细胞的成熟培养

1) 借助超声波仪从卵泡中抽取卵母细胞或直接从卵巢表面的卵泡中抽取卵母细胞 ;

2) 在立体显微镜下收集卵丘 卵母细胞复合体 ;

3) 用 IVM 培养液 (表 14-2) 洗涤卵丘 卵母细胞复合体 , 并在成熟培养液中培养

44～48 小时 ;

4) 检查卵子成熟情况并将所有成熟卵子用于体外受精或单精注射。

C. 从 PCOS病人中得到卵母细胞的成熟培养

1) 病人准备

a . 疗程从给病人注射 10 天孕激素开始算起 ;

b . 月经出血的第 2 天或第 3 天对病人进行超声波检查 ;

c .在第 6 到第 8 天进行第二次超声检查 , 并抽取血液制备血清 , 用于卵母细胞成

熟培养 ;

d . 在第 10 到第 14 天的卵泡期采卵 , 采卵前 36 小时注射 10 000IU 的 hCG。

2) 采卵的前一天

a . 检查培养箱中 CO2 的浓度和温度 [见注释 ( 1) ] ;

b . 培养箱中 , 给每一个病人准备两培养瓶 30～40ml的 mHTF , 盖紧瓶盖 ;

c .准备成熟液 : 在 9ml 卵母细胞成熟培养液 (表 14-2 ) 中添加 1ml 病人血清
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(56℃灭活 30 分钟 ) 或人工合成血清替代品 , 再添加 0 . 75IU/ ml的 FSH + LH 和 10μg/

ml的雌二醇 ;

d . 准备 IVM 培养皿 : 在组织培养皿的中间一孔中加入 1ml IVM 培养液 , 在边沟

加入 2ml IVM 培养液 , 用组织培养级别的石蜡油覆盖培养皿 ;

e .培养皿在 CO2 培养箱中平衡过夜。

3) 采卵当日

a . 借助于通过阴道的超声探测技术 , 用特制的 17 号单腔抽吸针在 7 . 5kPa 的抽吸

压力下 , 将卵泡液收集到含有预热的 mHT F的试管中 ;

b .将 70μm孔径的过滤器用冲洗液冲洗 , 然后将卵泡液加到过滤器中过滤 , 用

10ml血清移液管吸入冲洗液 , 反复吹打冲洗滤器 ;

c .将留下的细胞重新悬浮于冲洗液中 , 在实体显微镜下捡卵 ; 如果抽取的卵泡液

中不含太多的血 , 也可以在实体显微镜下直接捡卵 ;

d . 每一个皿都重复上述过程 ;

e .捡卵完成后 , 在成熟培养皿的边沟内清洗卵子 , 然后移入中间的孔中 ;

f . 在病历中记录时间 , 这是卵母细胞成熟培养的开始 [见注释 (2 ) ]。

4) 成熟培养之后

a . 准备含有 40IU/ ml透明质酸酶的 mHTF ;

b . 在 60mm 培养皿的中间做一个透明质酸酶小滴并做标记 , 再用 mHT F做几个小

滴用于清洗卵子 , 倒入预热的石蜡油封住小滴 ;

c .培养 24 小时后 , 所有的卵子进行去卵丘处理 , 将卵丘 卵母细胞复合体放入透

明质酸酶小滴停留 45 秒钟 , 然后将卵子移入清洗滴 , 用机械吹打法去除卵丘 ;

d . 确定卵子时相 (图 14-2) , 如果卵子处于 MⅡ期 , 则将这些卵子用 IVF 或 ICSI

方法进行授精 , 如果卵子未成熟 , 则将这些卵子放回到成熟培养液中继续成熟培养 [见

注释 ( 3) ] ;

e .体外成熟 48 小时之内每 12 小时检查一遍卵子 , 成熟的卵子进行授精处理。

(2 ) 从超排卵巢中采集正在成熟和已经成熟的卵子 [见注释 (4 ) ]

A. 病人准备

超排被用于获得大量卵母细胞以供授精之用。诱发排卵对于许多妇女来说是恢复生

育能力的安全有效的方法。在诊断的基础上认真选择治疗方案是很重要的。它通常包括

刺激排卵以获得更多的卵子和用数种不同的药疗方法进行治疗。用于不同病人诱发排卵

的方法也有所差异。

1) 注射促性腺激素的治疗方案

a . 月经周期的第 3 天进行超声诊断 , 并血检激素水平 ;

b . 如果一切正常 , 在第 3 天开始注射 FSH ;

c . FSH注射后的第 5 天 , 再次进行超声诊断和血检 , 每隔一天注射 FSH 并进行超

声诊断和血检 , 直到注射 hCG;

d . 到至少有 2 个卵泡直径达 17mm 时 , 皮下注射 10 000 IU hCG诱发排卵 ;

e . hCG注射 35～37 小时后采卵。

2) 促性腺激素释放激素 ( GnRHa) 的治疗方案
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a . 月经周期的第 21 天开始每天皮下注射 0 .5mg GnRHa , 直到注射 hCG为止 ;

b . 在第一次注射 GnRHa后的第 14 天检测雌二醇水平 ;

c .如果雌二醇水平低于 100pg/ ml, 则将 GnRHa 的用量减少到 0 . 2mg/ 天 , 直到注

射 hCG为止 ;

d . 接下来的一天进行阴道 B超 , 并用 225 IU 的 Gonal- F刺激卵泡发育 , 每天用药

直到采卵之日 ;

e .在注射 Gonal-F的第 6 天进行阴道 B超 , 并每隔一天检查卵泡的数目和大小 ;

f .当至少有 2 个卵泡的直径达到 17mm 时 , 皮下注射 10 000 IU 的 hCG诱发排卵 ;

g . hCG 注射 35～37 小时后采卵。

3) 简便方法

a . 在病人月经周期的第 2 天同时注射 GnRHa 和 Gonal- F, 每天注射这两种激素直

到至少有两个优势卵泡直径达到 17mm;

b . 注射 10 000 IU hCG诱发排卵 ;

c .注射 hCG 35～37 小时后采卵。

B. 采卵的前一天

1) 检查培养箱的 CO2 浓度和温度 ;

2) 将装有 30～40ml mHT F的拧紧盖的瓶子放入培养箱中 ;

3) 授精液 : 在 50ml瓶中加入 18 . 8ml授精液 (表 14-1) , 再添加 1 . 2ml SSS; 授精

皿 : 在 60mm 组织培养皿的中间一孔中加入 1ml授精液 , 在边沟上加入 2 .0ml授精液 ,

石蜡油覆盖 ;

4) 准备精子洗涤液 : 在 50ml 瓶中加入 28 . 2ml 精子洗涤液 (表 14-1 ) , 再添加

1 . 8ml SSS;

5) 将培养皿连同液体放入培养箱中。

C. 采卵当日

1) 将几个灭菌的 100mm 组织培养皿放在恒温板上 , 将液体倒入预热的培养皿中 ;

2) 将卵泡液倒入 100mm 灭菌的组织培养皿中 , 用 2ml mHTF 清洗采卵器 , 并将清

洗液倒入组织培养皿中 ;

3) 在显微镜下检查所有的培养皿并捡卵 ;

4) 采卵结束后如果有过多的血液和残留物 , 就用两套装有 30G针头的 1cc 灭菌注

射器进行去卵丘的处理 , 即用一个针头固定卵丘细胞 , 另一个针头则将这些细胞从卵子

上去除 ;

5) 用授精皿边沟中的清洗液洗涤卵子 , 之后将其放入中间的孔中 (每孔最多放 10

枚卵子 ) ;

6) 将含有卵子的培养皿放入培养箱中等待授精 (采卵后 5 小时 ) [见注释 (3 ) ]。

(3 ) 精子准备 (浮游法 )

在采卵的同一天 , 用灭菌的采精杯采集男方的精液。男方应在 48～72 小时之内戒

绝射精。采用浮游法的目的是保留男方精液中多数有活力的精子而去除死精子和残余

物。这些有活力的精子用于卵子的授精 , 有时也用冷冻精液授精。步骤如下 :

A. 新鲜精子的准备
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1) 将装有精液的采精杯在室温下静置至少 45 分钟使其液化 ;

2) 45 分钟后 , 检查精液是否液化 , 方法是 : 用一个灭菌的 9″巴斯德移液管吸精

液 , 如果很难吸上来或者推出时发黏 , 则精液需再静置 15 分钟。如果精液在 60 分钟后

仍未液化 , 则用装有 18 号针头的 10ml注射器反复吹吸几下精液 (动作缓慢以避免产生

气泡 ) , 或者用糜蛋白酶使精液液化。糜蛋白酶的制备方法是 1ml精子洗涤液中加入一

小管糜蛋白酶并溶解。将此溶液加到精液中并在室温下静置 5 分钟。

3) 精液液化后用 5ml血清移液管测一下精液的体积 ;

4) 将两滴精液放在预热的载玻片上测一下精子活力 , 将两份 25μl的精液放入试管

中测定精子浓度 ;

5) 将精液分成四份放入锥形试管 (或离心管 ) 中 , 每一管中加入两倍精液体积的

精子洗涤液 , 轻轻涡漩试管 , 200g离心 5 分钟两次 ;

6) 离心机一旦停下 , 就用 9″巴斯德移液管去除上层液体 , 注意一定确保试管底部

精子沉淀的存在 ;

7) 向每个试管中缓慢加入 250μl精子洗涤液 , 并将帽拧松放在试管架上 , 在培养

箱中静置 75 分钟使精子“浮游”;

8) 75 分钟后从培养箱中取出试管 , 用灭菌的 9″巴斯德吸管吸出上面的液体并移入

小的螺口试管中 , 检查精子活力和浓度 ;

9) 计算精液体积 , 授精浓度应为每毫升 135 000 个有活力的精子 ;

10 ) 将精液放回培养箱中等待授精 (采卵之后 5 小时 )。

B. 冷冻精子的解冻和准备

1) 将水浴锅温度调至 37℃ ;

2) 从记录本中找到所需精子在哪一罐、哪一排、哪一仓中 ;

3) 从液氮罐中取出载精杯后 , 立即放入 37℃水浴中停留 10 分钟 ;

4) 测定精液体积和精子的浓度与活力 , 如果活力达不到使所有卵子授精的要求 ,

则解冻另一瓶精液 ;

5) 将精液加到锥形试管中 , 如果精液体积超过 4ml, 就将其分装到两个管中 , 缓

慢加入 3 倍于精液体积的洗涤液 ;

6) 用灭菌的 9″巴斯德吸管重新使精子在溶液中悬浮 ;

7) 200g离心 5 分钟 ;

8) 重复上述 6～10 步 , 完成精子准备。

(4 ) 卵子受精 [见注释 ( 5) ]

采卵后的 5 小时里准备精子 , 5 小时后进行授精。

1) 用自动移液器准确量取精子 (μl 水平 ) 以达到每毫升 135 000 个有活力的精子

的要求 ;

2) 用酒精棉擦拭自动移液器的末端 , 空气中自然干燥 ;

3) 从培养箱中取出精子 , 每次都要检查两遍以确保你所拿到的精子是你需要的精

子 ;

4) 轻拍盖帽的试管使精子摇起 ;

5) 在授精之前检查是否所有的卵子都在授精皿中 ;
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6) 用枪头在授精皿中远离卵子的地方缓慢加入精子 ;

7) 将授精皿放回培养箱中 [见注释 ( 3) ] ;

8) 在病历中记录授精日期和时间 [见注释 ( 2) ]。

(5 ) 受精效果评价 [见注释 ( 3) ]

检查卵子受精效果的过程包括去除 (或剥离 ) 包围在卵子周围的卵丘细胞 , 用显微

镜判断授精 12～20 小时后的受精情况。一旦去除卵丘细胞 , 观察两个原核的形成则是

非常容易的事。授精后 12～20 小时之间两个原核形成。

A. 受精评价的前一天

1) 在 50ml 瓶中加入 10 ml 10 %的发育 (卵裂 ) 培养液 ( 9ml 发育培养液中加入

1ml SSS, 表 14-1) ;

2) 在发育培养皿中做滴 , 在 35mm培养皿中 , 最多可做 6 个 25μl 的发育培养液小

滴 , 覆盖石蜡油 , 用 60mm 的培养皿做清洗用培养皿 , 在其上可做八个 50μl 的小滴 ,

覆盖石蜡油 ;

3) 将盛有培养液的培养皿放入培养箱中。

图 14-3  人卵母细胞的受精判断 (自左向右) : 一个正常的受精卵 , 胞质中有两个原核 , 透明带下

有两个极体 , 有超过 95%的受精卵是正常的。卵子中有三个原核 , 透明带下有 1～2 个极体。当卵

子多精受精或是非整倍体胚胎时才会有这样的卵子 , 有 3 %～5 %的受精卵会形成 3 个或更多的原

核 , 所有的有 3个原核的卵子都应被弃掉。卵母细胞有一个原核 , 透明带下有一个极体 , 这是一

个异常卵。有时卵子有一个原核 , 透明带下有两个极体 , 这也许是延迟受精的卵 , 需要在 12～24

小时后对它进行再次观察 , 如果有两个原核形成 , 则这个卵是正常的。未受精卵 , 卵子仍

    处于 M Ⅱ期 , 透明带下可见一个极体。

B. 受精评价之日

1) 在受精评价之前进行每天一次的培养箱质控检查 ;

2) 将灭好菌的 9″巴斯德移液管置于酒精灯上拉制几个剥离卵丘细胞用的灭菌吸管 ;

3) 取出第一个受精培养皿 ;

4) 去除颗粒细胞和卵丘细胞以便看到原核 , 在低倍的解剖镜下进行剥离以便可以

看到卵子从吸管中吹出 ;

5) 参照图 14-3 检查受精情况 , 将卵子洗涤 3～4 次 , 将每一个卵子单独放入覆盖有

石蜡油的 25μl发育液滴中 , 并在皿底对每一个小滴进行编号标记 ( 1、2、3、4 等 ) , 在

病历中记录每一个卵的受精结果 , 例如 0PN (原核 )、1PN、2PN、3PN 或你所看到的

其他情况 ;

6) 检查所有没有原核的卵子看是否有极体 , 将结果记录在病历中 ;
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7) 去掉所有非整倍体 (≥3PN) 和退化的卵子及其他被认为没有发育潜力的卵子 ;

8) 在发育培养液中培养胚胎 , 直到胚胎移植。

(6 ) 胚胎评价和胚胎移植 [见注释 (3 ) ]

当卵子受精成功并卵裂后 , 将它们移入病人体内。胚胎在第 2 天发育到 2～4 细胞

期 , 在第 3 天发育到 6～10 细胞期 , 在第 5 或第 6 天发育到囊胚期。根据临床方案和病

人的胚胎数目 , 确定移植日期。

查阅胚移合同中病人想要移植的胚胎数 :

1) 移植手术前挑选质量最好的胚胎 ;

2) 当病人准备好接受胚胎移植时 , 小心地将装有胚胎的培养皿从培养箱中取出放

在解剖镜的载物台上 ;

3) 用灭菌的拉好的巴斯德移液管将所有的胚胎移入胚移培养皿中 ;

4) 在显微镜载物台上 , 胚移培养皿的旁边放置一个 35mm 的组织培养皿 , 在其上

做一个 100μl的发育培养液小滴 ;

5) 将胚移皿中的所有胚胎吸入吸管 , 轻轻地将它们吹到小滴中 , 以便所有的胚胎

在小滴中紧密排列 ;

6) 带上灭菌手套 ;

7) 拿起导管 , 将 1cc注射器连接到导管上 , 用发育培养液洗 5 遍导管 ;

8) 将注射器从导管上拔下 , 从胚移皿中吸取培养液 , 去除注射器中所有的空气 ,

然后将其重新装到导管上 , 推动活塞使导管中灌满培养液 ;

9) 用一只手的拇指与食指抓住离导管末端 1cm 的位置 , 另一只手抓住 1cc注射器 ;

10 ) 先抽吸大约 0 .5cm 长的空气柱 , 然后将导管的开口端置于有胚胎的液滴中 , 抽

吸 0 .5cm长或更少的液体以吸入胚胎 , 这一过程应当在显微镜下操作以确保所有胚胎

都进入导管中 , 吸入胚胎后 , 再抽吸 0 . 5cm 空气柱 , 之后再抽吸 0 . 5cm的培养液 ;

11 ) 小心地将导管带入移植室 ;

12 ) 将导管移交给 IVF 手术师 , 手术师将把导管插入病人的子宫颈中 , 将胚胎送到

子宫中 ;

13 ) 手术师移植完胚胎后将导管返回实验室 ;

14 ) 将注射器从导管上拔下 , 把导管末端置于一个空的 35mm 培养皿的上端 ;

15 ) 在导管的另一端连接一个装有培养液的注射器 , 并把培养液通过导管注入培养

皿中 ;

16 ) 将第二个装有培养液的注射器连到导管上并将培养液通过导管排到培养皿中 ,

拔下注射器抽吸空气 , 将注射器再连到导管上 , 推活塞以确保导管中所有的内容物都被

排出 ;

17 ) 在显微镜下检查导管的末端 , 对有子宫黏液的地方要多加注意 , 因为那里可能

有胚胎 , 将第 3 只注射器连到导管的保护套中并将内容物吹到另外一个培养皿中 ;

18 ) 彻底检查两个培养皿 , 以确保导管中没有胚胎 ;

19 ) 如果发现留有胚胎则应将其重新装入新的导管中重复以上的步骤 ;

20 ) 如果没有发现胚胎 , 则一个 IVF 的全过程和胚胎移植就完成了 , 如果有额外的

胚胎 , 则应冷冻保存以备将来之用。
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4 . 注释

1) 所有设备、培养液、塑料制品、导管和手套都应检查 , 看其对胚胎是否有毒性

作用。所有的接触配子的新产品在使用前一定要做质量检测试验。就质量检测试验而

言 , 许多 IVF实验室都用鼠胚胎培养和人精子存活率做测试 , 至少应有 75%的鼠胚发

育到囊胚或者 85%的人精子具有活力。

2) IVF 实验室中 , 每一实验步骤都应填好表格并存档。

3 ) 在配子的体外操作过程中减少 pH 和温度的波动是非常重要的。因此 , 做任何操

作都要尽可能快 , 然后把培养皿放回到培养箱中。

4) 医生有必要根据自已的经验对病人进行超排处理 , 也要根据病人的年龄、诊断

结果和激素水平采取相应措施。有时候很有必要修改超排方案。

5) 应用 IVF技术时 , 有些病人也会受精失败 , 其原因大多与精液质量有关 , 有时

也与卵子质量有关 , 例如卵子不能成熟。因此 , 为确保受精成功 , 在 IVF 之前要对精

液及精子形态进行全方位评价。

(二 ) 小鼠卵母细胞的体外受精

小鼠的体外受精常采用的受精液是改进的台氏液 ( modified Tyrode�s solution ,

mT6) , 后来采用 Ham�s F10 和 MEM 等。近来证明 , 用于人体外受精的人输卵管液

( human tubal fluid , HT F ) 对大多数品系的小鼠的体外受精效果都很好。HTF 的组成配

方见表 14-1。大多数品系的小鼠受精卵体外发育时 , 都存在 2-细胞阻滞 , 原核期或 2-

细胞期胚胎需从受精液中转移到胚胎发育液中 , 以继续进行胚胎发育。常用的胚胎发育

液有 CZB和 KSOM (表 14-3 )。

小鼠体外受精时应注意以下问题 : ① 必须注意使用品质好的试剂和水以及适当批

号的 BSA ( Sigma A3311 ) ; ② 配液时 , 需准确加入 60 %的乳酸钠糖浆 ; ③ 受精液用

0 . 22μm的过滤膜过滤后 , 可在 4℃保存 2 周 ; ④ 雄性小鼠应该在 3 月龄以上 , 可以考

虑采用淘汰的种鼠 ; ⑤ 不同品系小鼠之间存在较大的差异。

下面介绍一下小鼠体外受精的详细程序 (引自 Nagy A等 , 2003)。

1 . 第一天

供卵雌鼠皮下或腹腔注射 5 IU 的 PMSG。用 PBS、生理盐水或蒸馏水配制 50

IU/ ml的 PMSG溶液 , 分装后—20°冷冻保存。超排时每只鼠注射 0 . 1ml。要提前计算好

注射时间。一般情况下 , 卵子采集是在注射 hCG后 14 小时左右 , 如果要在第四天上午

9: 00授精的话 , 第三天的晚上7: 00 注射 hCG , P MSG注射时间要在 hCG 注射 48 小时

前 , 那么 PMSG应在第一天晚上7 :00 注射 , 依此类推。
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表 14-3  不同小鼠胚胎培养液的组成/ mmol/ L

组成 BMOC2 �M16 >M TF CZB K SO M ( AA) G1 �G2 �

NaCl 94 �. 88 94 �. 66 114 �. 2 81 �. 62 95 �. 00 85 �. 16 85 z. 16

KCl 4 �. 78 4 �. 78 4 �. 78 4 �. 83 2 �. 50 5 x. 50 5 f. 50

K H2 �PO4 1 �. 19 1 �. 19 1 �. 19 1 �. 18 0 �. 35 — —

MgSO4 �·7H2O 1 �. 19 1 �. 19 1 �. 19 1 �. 18 0 �. 20 1 x. 00 1 f. 00

CaCl2 �·2H2 O 1 �. 71 1 �. 71 1 �. 71 1 �. 71 1 �. 71 1 x. 80 1 f. 80

NaHCO3 ]25 �. 00 25 �. 00 25 �. 00 25 �. 00 25 �. 00 25 �. 00 25 z. 00

乳酸钠 25 �. 00 23 �. 28 4 �. 79 31 �. 30 10 �. 00 10 �. 50 5 f. 87

丙酮酸钠 0 �. 25 0 �. 33 0 �. 37 0 �. 27 0 �. 20 0 x. 32 0 f. 10

葡萄糖 5 �. 56 5 �. 56 3 �. 40 0 N(5 �. 56 ) 0 �. 20 0 x. 50 3 f. 15

谷氨酰胺 — — 1 �. 00 1 �. 00 1 x. 00 1 f. 00

E DT A — — — 0 �. 11 0 �. 01 0 x. 01 —

牛磺酸 — — — — — 0 x. 10 —

NaH2 HPO4 (2 H2 O) — — — — — 0 x. 50 0 f. 50

BSA ( mg/ ml) 1 �. 00 4 �. 00 4 �. 00 5 �. 00 1 �. 00 2 x. 00 2 f. 00

ME M N EAA — — — — ( 0 �. 5X ) 1 �X 1 �X

M EA EAA — — — — ( 0 �. 5X ) — 1 �X (0 �. 5X)

  所有培养液中加 0 .001～ 0 . 01g/ L 酚红 , 0 . 06g/ L ( 100 单位/ ml) 青霉素 G ( 钠盐 ) , 0 . 05g/ L 硫酸链霉素。

M E M NE AA: Minimum Essential Medium non-esse nt ial amino acids ; M EM EAA: Minim um Essential M edium essential

amino acids。

2 . 第三天

1) PMSG注射 48 小时后 , 每只鼠腹腔注射 5 IU 的 hCG , 诱发排卵。hCG 的溶液

配制和保存方法同 PMSG。

2) 在进行体外受精的前一天下午 , 做如下准备 :

采精皿 ( 35mm 培养皿 ) : 1ml HF T ;

卵子收集皿 ( 35mm 培养皿 ) : 1ml HF T ;

受精皿 ( 35mm 培养皿 ) : 3 只鼠 1 皿 , 每皿 250μl HF T ;

洗卵皿 ( 60 mm 的培养皿 ) : 有几个受精皿 , 就准备几个洗卵皿 , 每个洗卵皿中做

5 个 250μl的 HF T 滴 (也可把受精滴和洗卵滴做在同一个 60mm 培养皿中 ) ;

胚胎培养皿 ( 60mm 的培养皿 ) : 有几个受精皿 , 就准备几个胚胎培养皿 , 每个胚

胎培养皿中做 5 个 250μl的 KSOM滴。

3) 上述所有的受精或胚胎培养皿 , 加石蜡油覆盖 , 置培养箱中。

3 . 第四天

(1 ) 采集精子

1) 在处死雌鼠采集卵子 1 个小时前 , 处死雄鼠。为保证受精的成功 , 可同时处死 2
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只雄鼠。

2) 取出两侧的附睾和输精管 (如果同时处死 2 只雄鼠 , 可每只取单侧附睾和输精

管 ) , 尽量去掉脂肪和血管。然后把附睾和输精管置于采精皿中 , 在显微镜下 , 用两注

射器细针头把附睾划碎 , 并用小镊子把输精管中的精子挤出。

3) 轻轻摇动采精皿中的精子悬液 30 秒 , 置于培养箱中至少 1 小时 , 使精子获能。

取出一小部分精子悬液 , 检查精子活力 , 并用血球计数器计算精子密度。理想的精子浓

度是每毫升含 1×10
6
～2 . 5×10

6
个活精子。

(2 ) 体外受精

1) 向每个受精皿中的受精滴中加大约 10μl精子悬液。

2) 在 hCG注射后 13～14 小时 , 处死超排雌鼠。取出输卵管 (可把输卵管和卵巢

一同取出 ) , 放入卵子收集皿中的液体中。在显微镜下 , 用磨尖的眼科镊子把输卵管膨

大的壶腹部撕开 , 使卵丘团释出。然后 , 用比较粗的玻璃移卵管把 3 只鼠的卵丘团放入

一个受精皿中 (卵丘团分散开 )。

3) 把受精皿放回培养箱 , 在 37℃、5% CO2 和 95%空气中培养 4～6 小时。

4) 将受精皿中的卵子取出 , 在洗卵液中洗几遍 , 以去掉周围的精子和卵丘残片。

此时 , 应该能看到第二极体排出 , 在有的卵中可见到原核形成。

5) 卵子在 KSOM滴中洗几遍后 , 移入胚胎培养滴中培养。受精后的原核检查一般

在受精后 8～9 小时比较合适。卵裂检查一般在次日早晨进行。受精前也可以把卵丘细

胞用透明质酸酶消化掉。为了特殊目的 , 需要获得大量同步受精的卵子 , 也可以在受精

前用酸性台氏液把透明带去掉。

(三 ) 胚泡培养和移植

近年来 , 人们倾向于把人体外受精胚胎培养到胚泡阶段 (图 14-4 ) 再进行移植。

这主要是考虑到以下几个方面的因素 : ① 提高胚胎移植后的着床率。② 减少移植胚胎

的数量 , 降低多胎率。③ 可以进行产前遗传诊断。其实 , 人胚胎体外培养在十几年以

前就有人开展这方面的工作。人们把胚胎移植后多余的胚胎进行体外培养 , 25 %的卵裂

胚可发育到扩展胚泡。在进行体外胚胎培养时 , 考虑到从合子到胚泡不同发育阶段的胚

胎所需要的营养成分不同 , 通常在前 3 天用一种培养液 , 后 2 天采用另一种培养液。

1997 年以后 , 人们已经建立了不同的培养系统 , 但基本上都是在 Quinn 等人 1985 年描

述的人输卵管液 ( HT F ) 培养液的基础上修正的。在前 3 天的培养液中减少或去掉葡萄

糖和磷酸盐 , 加入氨基酸作为能源 ; 在后两天的培养液中 , 再加入葡萄糖和氨基酸作为

能源。研究表明 , 把受精卵在不含葡萄糖和磷酸盐的培养液多培养一天 , 即培养到三天

再移植 , 可明显提高着床率和妊娠率。曾有报道 2 天时移植的着床率和妊娠率分别为

13 %和 26% , 而 3 天时移植的着床率和妊娠率分别提高到 24%和 44%。研究表明 , 向

培养液中添加氨基酸可明显增加胚泡细胞数。向不含葡萄糖的培养液中添加谷氨酰胺还

可提高胚泡发育率。

除了培养系统外 , 其他许多因素都影响胚泡发育率。例如 , 培养箱中的氧压、受精

条件、培养基中的大分子来源、胚胎本身的因素等都影响胚胎发育。通常各种动物包括
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图 14-4  体外受精和体外培养后所获得的人胚泡

人的胚胎是在含 5% CO2 的空气环境中培养的 , 也有人采用 5% CO2、5% O2 和 90 %

N2 条件。最近有人比较了在 5% CO2 和 20% CO2 条件下培养人胚胎的发育情况 , 表明

二者在受精率、着床率和妊娠率方面均无差异。然而 , 5 % CO2 条件下培养的胚胎的胚

泡形成率和胚泡的平均细胞数明显高于 20% CO2 组。

培养液中的大分子物质对胚胎的生长和发育是很重要的。在人体外受精临床中 , 现

在一般都以人血清白蛋白或合成的血清替代物代替了血清。这些大分子中的葡萄糖和磷

酸盐等成分被去掉了。

胚胎本身的内在因素对其发育能力有很大影响。一般来讲 , 妇女 35 岁左右生殖能

力开始下降 , 40 岁以后生殖能力急剧下降。1988 年美国有报道表明 , 35 岁以下、35～

37 岁、38～40 岁和 40 岁以上的妇女辅助生殖以后的妊娠率分别为 37 .2 %、31 . 9%、

24 .2 %和 13 .4%。因此 , 随着年龄的增长 , 卵子和胚胎的质量有逐渐下降的趋势。40

岁以下的妇女 , 体外胚泡发育率平均为 40 .5% , 而 40 岁以上的妇女 , 体外胚泡发育率

平均仅为 22 .2 %。40 岁以下的妇女 , 胚胎移植后的着床率为 19 . 9% , 流产率为

13 .3 % , 而 40 岁以上的妇女 , 着床率和流产率分别为 8 . 9%和 25%。另一项研究的结

果是 , 34 岁以下组的妊娠率和胚胎着床率分别为 65 %和 41% , 而 34～39 岁组的妊娠

率和胚胎着床率分别为 45%和 26%。

有证据表明 , 精子质量和操作技术影响 ICSI 后胚胎发育到胚泡的能力。精子质量

差和 ICSI操作技术差均可降低胚泡发育率。卵裂的速度也影响胚泡发育率。第 3 天时 ,

细胞数 < 7、 7～ 9 和 > 9 的胚胎 , 第 5 天的胚泡发育率分别为 13 .8%、 41 .9% 和

27 .5 %。

胚泡阶段移植的优点是可以提高胚胎着床率。有报道指出 , 第 3 天移植和第 5 天移

植的着床率分别为 30 .1%和 50 . 5%。在进行单个胚泡移植时 , 胚胎的质量决定着床率 ,

高质量胚胎、中等质量胚胎和差质量胚胎的着床率分别为 44 .9%、36 .5%和 7 .1 %。胚

胎发育速度也可影响移植后着床率。第 5 天的胚泡移植后 , 着床率为 36 .3% , 而第 6

天的胚泡移植后 , 着床率仅为 19%。

胚泡移植时 , 可以减少胚胎移植的数量 , 防止多胎的发生。高质量的胚胎可以考虑
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移植一个胚胎。有报道指出 , 第 5 天胚泡移植数量平均每个病人为 2 个 , 而第 3 天早期

胚胎 ( 8 细胞 ) 移植时 , 平均每个病人移植 3 . 2 个胚胎 , 根据病人的情况和胚胎质量 ,

约 80%的病人移植 3 个或者 3 个以上的胚胎 , 双胎或双胎以上的比例在 35 岁以下年龄

段为 42% , 并常出现 3 胎或 3 胎以上的现象。移植 2 个胚泡的妊娠率为 58% , 胚胎着

床率为 47% , 双胎率为 39% , 基本上可杜绝 3 胎以上妊娠 , 而当移植 3 个囊胚时 , 妊

娠率为 62% , 双胎率为 50% , 三胎率为 29%。

三、显 微 授 精

显微授精 ( microinsemination ) 是 20 世纪 80 年代后期才发展起来的一种新型的辅

助技术 , 即借助显微操作仪 (图 14-5 ) 将精子直接注入卵母细胞胞质内 ( in tracyto-

plasmic sperm injection , ICSI) (图 14-6) 或卵周隙中 ( subzonal insemination , SUZI) 来

实现受精的过程。这一技术不仅对于揭示哺乳动物雌雄配子间的相互作用机理和受精本

质具有重要的理论意义 , 而且对提高良种公畜的利用率和保护濒危动物资源及拯救珍稀

动物具有潜在的实践意义。尤其重要的是该项技术已被广泛地应用于治疗男性不育。在

临床实践中 , ICSI 已成为治疗因少精症和无精症导致的男性不育的不可缺少的手段。

图 14-5  用于 ICSI 的显微操作系统
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图 14-6  ICSI 操作过程

把卵子用固定吸管固定住 (第一极体在 12 点位置 ) , 用注射针由尾到

头吸取精子 , 然后从 3 点的位置注入卵胞质中。

(一 ) 哺乳动物显微授精的研究历史

正常受精时 , 精子要穿过卵子周围的细胞外成分 (在哺乳动物为卵丘层和透明带 )。

那么 , 把精子直接注射到卵子中情况会怎么样呢 ? Kite GL在 20 世纪初就探讨过这一问

题。他把海星精子注射到卵子里以后 , 没有发现受精。1962 年 , 有人把海胆精子注射

到卵子中 , 发现精子核没有去致密 , 卵子也没有被激活的迹象。 ICSI 首次成功获得后

代是于 1974 在蛙实现的。Brun 注射了 562 个蛙卵子 , 最后得到 4 只正常的二倍体动

物。哺乳动物的显微授精首先是于 1976 年在仓鼠上进行的 , 当把仓鼠精子头注射到卵

胞质后 , 可以发生一系列的正常受精事件 , 包括精子核去致密、透明带反应、原核形成

和 DNA复制等。尽管仓鼠的 ICSI 开展得最早 , 但这种动物有其局限性 , 因为仓鼠的胚

胎在体外很难通过 2-细胞阻滞 , 直到 2002 年才有 ICSI 后代的出现。直到 1989 年 , 才

首次获得兔 ICSI 授精后代。小鼠的 ICSI 早在 1983 年就有报道 , 但由于其卵母细胞

ICSI操作比较困难。直到 1995 年以后 , 由于 piezo 装置的出现 , 才建立起稳定的小鼠

ICSI技术。大鼠的 ICSI 更加困难 , 因为其精子头大、精子尾长 , 胚胎体外培养难度大。

大鼠的 ICSI 到 1998 年才有报道 , 但其受精率很低。迄今为止 , 该项技术已在兔

(1998 )、人 ( 1992 )、小 鼠 ( 1995 )、猫 ( 1998 )、马 ( 1998 )、绵羊 ( 1998 )、牛

(1999)、猴 ( 1999 ) 和猪 ( 2000 ) 等动物中获得试管后代。进入 90 年代后期 , 相继在

美国、澳大利亚、加拿大、法国等国家有大批 ICSI 婴儿诞生 , 且证实人精子胞质内注

射的受精率高达 60%～70%。该项技术已成为治疗因少精症和无精症导致的男性不育

的理想手段 , 被广泛应用于临床中。而大家畜的 ICSI虽有成功的报道 , 但成功率不高。
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精子在睾丸中产生后 , 要经历附睾中成熟和雌性生殖道中的获能过程 , 发生一系列

形态、生理和生化变化 , 到达受精部位 , 与卵子接触后发生顶体反应 , 使卵子受精。在

正常受精时 , 精子的质膜和顶体是不进入卵子的 , 而在 ICSI 时 , 这些成分被一同注入

卵子中。 ICSI的成功表明 , 卵母细胞具有清除这些成分的能力。另一个问题是 , 变态

前的单倍体球形精子细胞能否和精子一样参与基因组的融合和胚胎发育呢 ? 1993 年 ,

有人将仓鼠精子细胞注入成熟的卵母细胞质中 , 结果表明在 95 %的卵子中能够形成雄

原核 , 89 %的雄原核表现 DNA合成活性 , 75%的受精卵能分裂发育至 2 细胞。当将仓

鼠的球形精子细胞注射到透明带下 , 然后加一直流脉冲 , 使之融合 , 20 %～40 %的精子

细胞可以融入卵细胞 , 其中 5 %～10 %的融合卵母细胞中可以形成正常大小的雄原核。

此后 1～2 年中 , 美国夏威夷大学 Yanagimachi 等把小鼠球形精子细胞核注射到胞质内

和透明带下受精均获成功 , 并获得试管小鼠。2002 年 , 大鼠的精子细胞显微授精获得

成功 , 但成功率只有 0 .5 %～1 . 4%。在人类 , 已有多例精子细胞显微授精试管婴儿诞

生的报道。猴子实验模型证明 , 精子细胞显微授精的原核形成率较低 , 这一技术在临床

上大范围应用还为时过早。精子细胞显微授精的结果说明 , 精子发生过程中减数分裂以

后的事件 , 包括精子形成、精子成熟、精子获能和顶体反应等只是起到把精子引入卵子

的功能。

Yanagimachi等还进一步用次级精母细胞和初级精母细胞进行显微授精 , 证明它们

能在正在成熟或已经成熟卵子卵质中完成减数分裂 , 参与正常的胚胎发育。用次级精母

细胞和初级精母细胞 (图 14-7) 进行显微授精已成功地于 1995 年和 1998 年获得后代。

图 14-7  小鼠精母细胞显微授精过程示意图 (引自 Yanagimachi R , 2001)

A～C , 将初级精母细胞显微注射到 M Ⅱ期卵子后 , 经电刺激初级精母细胞可在卵质内随着卵子的第二次减数

分裂的进行而完成第一次减数分裂。D～G, 将初级精母细胞减数分裂而产生的雄极体 (相当于次级精母细胞 )

注射到 M Ⅱ期卵子后 , 经电刺激 , 又可完成第二次减数分裂 , 最终形成雌、雄原核。

近几年 , 我国在显微授精方面也取得了令人瞩目的成绩 , 先后有显微授精小鼠、兔

和人的后代产生。1995 年 , 用小鼠球形精子细胞进行带下授精 , 融合率达 60 %以上 ,

经移植顺产 12 只仔鼠。
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(二 ) 显微授精的方法

1 . 显微操作用玻璃工具的制备

  显微授精需要准备注射针和固定针。前者的作用是穿过透明带和卵质膜 , 将精子注

射到卵子中 , 后者的功能是在显微注射时固定住卵子。

(1 ) 注射用针的制备

1) 硅化好的外径为 1mm 的玻璃毛细管 , 固定在拉针仪上 , 调节好拉针仪的参数拉

出所需的理想针形。通常从针的尖端到开始变细处的长度为 8～10mm 为宜。在调节参

数时应注意 , 热度增加 , 增加针的长度 , 减少口径 ; 拉力增加 , 增加针的长度 , 口径不

变 ; 速度增加 , 减少口径 ; 时间增加 , 减少针的长度 , 口径变细。

2) 将拉制好的针固定在煅烧仪上 , 在所需直径处 (精子注射针为 5～6μm , 球形精

子细胞注射针为 10μm , 初级精母细胞注射针为 17～18μm ) 与加热的玻璃珠稳定地接

触 , 立即关闭电源 , 电热丝停电后突然冷却而收缩 , 拉断玻璃针。

3) 将上述断好的具有理想内径的玻璃针 , 以 35°～40°角度置于磨针仪上 , 并做好

标记 , 在磨针仪的小圆形磨石上加适量的三蒸水 , 调节磨针仪转速 , 使加上的水不被迅

速离心甩掉为宜 , 之后调节升降杆 , 使针的尖端与磨石的界面刚好接触 , 开始磨针后随

针口径的增大 , 针前端经毛细作用吸上来的水位变高 , 由此可判断针的内径及针是否已

磨好。

4) 在 5%氢氟酸中清洗后 , 三蒸水继续清洗数次 (30s) , 清洗过程中由注射针打出

的气泡的大小是判断玻璃针内径的有效标志。

5) 将清洗的针用电热丝在针的顶端拉出短而锐利的玻璃丝 , 针的边缘光滑 , 针尖

锋利。这样的针既有利于刺透透明带 , 而针口又不损坏细胞质膜。

6) 将拉制好的针置于 70%乙醇清洗过的塑料盒中 , 固定存放。

(2 ) 固定针的制备

1) 制备固定针的拉针与断针二步与注射针制备过程中的 1～2 步基本相同 , 不同之

处只是在第二步断针过程中 , 在针的外径为 80～100μm处 (离变细处 2～3cm) 拉断玻

璃针 , 要求断开的部位要平齐。

2) 加热电热丝至发红后 , 移动操纵杆 , 使断好的玻璃针口靠近 , 此时可见玻璃针

的内径变窄且边缘光滑。当内径为 15～30μm 处时 , 停止加热。如果操作得当 , 玻璃融

化的时间应是 2～3s。口径是所持卵子直径的 20%比较理想。

3) 制备好的针置于清洁的塑料盒中或大培养皿中 , 固定备用。

2 . 显微授精的基本操作方法

(1 ) 透明带打孔技术

透明带是包围在卵母细胞周围的一层由复杂糖蛋白组成的非细胞成分。为了越过透

明带的屏障作用 , 可采用在透明带上切口或打开小孔的技术 , 即透明带打孔技术。打开

透明带有两种方法 , 一种是透明带穿孔 , 即在注射针中放入一种酸性溶剂 , 将注射针放
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到需要穿孔的透明带处 , 酸性溶剂附着在该点形成一个小孔。起初用小鼠进行试验 , 结

果表明对卵母细胞无害 , 受精率提高。而用于临床时 , 发现受精率非常低 , 而且卵母细

胞也容易受损伤。另一种打开透明带的方法是透明带部分开孔技术 , 其方法是先用固定

针吸住卵母细胞 , 用刚拉好的针沿切线方向穿透透明带 , 并在固定管上将透明带磨破。

这种方法对打开的透明带小孔尺寸有一定要求 , 人卵母细胞通常 25～40μm。此外 , 有

人尝试用激光打孔的方法 , 也取得了理想的效果。目前透明带开孔技术已基本被淘汰 ,

只是有时作为辅助手段 , 后面在生精细胞显微授精中还将提到。

(2 ) 透明带下注射法

将一个或多个精子 (或其他生精细胞 ) 注入卵周隙 , 被定义为透明带下注射法授精

( subzonal insemination , SUZI )。SUZI 是在 PZD的基础上为了控制多精受精而采取的方

法。注射后 , 透明带自行关闭 , 阻止注入精子 (或生精细胞 ) 溢出。以小鼠为例 , 在透

明带下注入单个顶体反应的精子可以获得正常的高受精率。生精细胞的带下注射只注入

一个细胞即可 , 因为下一步通过电融合即可使生精细胞融入卵母细胞。

(3 ) 胞质内单精子注射法

将精子直接注入卵母细胞 , 以完成受精过程的方法称为胞质内精子注射法 ( int ra-

cytoplasmic sperm injection , ICSI )。 ICSI 操作前 , 应先将精子在含有 PVP 的高黏度的

溶液中处理 , 以降低其运动能力。 ICSI 操作时 , 先将精子的尾部吸入到注射针中。用

固定针在 9 点的位置将卵子固定住 , 使第一极体处于 12 点的位置 , 在 3 点的位置将精

子注射到卵子中 , 以尽量防止注射时破坏卵子的纺锤体 (图 14-6 )。小鼠、人和牛等动

物的卵子进行 ICSI时 , 可采用一种 pol-scope装置 , 直接观察到卵子纺锤体的位置 , 避

开该位置进行精子注射。小鼠精子的尾部细长 , 卵子脆弱 , 通常很难用小鼠作为 ICSI

的模型。直到 1995 年运用特殊的液压驱动装置 ( piezo) 和低温操作 ( 17℃ ) , 该技术才

在小鼠上获得成功。注射前 , 通常用 piezo 装置将精子的头部和尾部分开 , 只将头部注

入卵子内。1992 年 , ICSI用于男性不育治疗首次成功。目前 ICSI 技术作为治疗男性引

起的受精障碍的方法 , 在全世界已被普遍采用。此种方法对精子几乎没有什么限制 , 活

精子、死精子、射出的不运动的精子、附睾精子和睾丸精子都可用于 ICSI , 并可获得

很高的受精率。有报道表明 , 进行 ICSI 前 , 用注射针挤压精子头尾相接部位 , 然后注

射效果比较好。

(三 ) 影响显微授精的因素

1 . 显微授精的方式

  注射方式的选择是依据动物卵母细胞的耐操作能力而定 。大量的实验表明 , 小鼠

和大鼠卵母细胞进行 ICSI十分困难 , 所以开始多采用带下注射。目前 , 多采用 piezo 装

置进行 ICSI操作 , 效果很好。在人类 , ICSI 和 SUZI 技术都十分有效 , 一般活的精子

可选择 SUZI法 , 而死的、运动力差的或不完整的精子则选择 ICSI 法。在家畜 , 用解

冻活精子分别进行 ICSI 和 SUZI 试验 , 其受精率和胚胎体外发育率均无显著差异。在

显微授精操作中 , 应根据精子类型和动物种类来选择合适的注射方式 , 以达到满意的结
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果。

2 . 精子状态与显微授精

在医学临床上 , 只要精子的基因组是正常的 , 各种有缺陷的精子都可以用来进行

ICSI 授精。据报道 , ICSI法所获得的婴儿的遗传缺陷率为 2 .3%～2 . 6% , 与正常人群

没有明显差别。

(1 ) 精子成熟与显微授精

大多数哺乳动物附睾体或尾以前的精子不能完成正常受精。采用小鼠附睾头精子、

附睾体精子和附睾尾精子进行带下授精 ( SUZI) 时 , 受精率分别达 0% , 30 %和 45%。

与带下授精相比 , 睾丸和附睾精子的胞质内注射 ( ICSI) 却十分有效。人睾丸精子胞内

注射受精成功率与射出精子的没有差异 , 睾丸内采集的精子 ICSI 后的受精率高达

49 % , 临床妊娠率达 52%。小鼠睾丸精子 ICSI 后发育到 2-细胞、4-细胞、桑椹胚和囊

胚的比例分别高达 99%、98%、89%和 70% , 移植后的产仔率为 54 .4%。牛的比较试

验表明 , 睾丸、附睾 (头、体和尾 ) 和射出精子的 ICSI 受精能力和发育到囊胚的比率

无显著差异。由此可见 , 从睾丸精子到射出精子其成熟度有很大不同 , 但其对 ICSI 受

精不产生显著影响。

(2 ) 精子获能和顶体反应与显微授精

精子获能和顶体反应与否 , 对于 ICSI 并不重要。在 SUZI 授精时 , 往往采用获能

精子。小鼠精子获能后再进行 SUZI , 可明显提高其受精率。也有报道表明 , 人顶体反

应后的精子 ICSI后的受精率和胚胎发育率比采用顶体完整的精子要高。正常受精时 ,

精子的顶体是不进入卵子的 , 顶体进入卵子可能对卵母细胞造成有害作用。

(3 ) 精子新鲜程度、活动能力和死活与显微授精

在人 , 进行 ICSI 前将精子滞动 , 可明显提高受精率。在滞动过程中 , 精子质膜受

到损伤 , 为什么还能提高受精率呢 ? 这可能是由于当把质膜完整的活动精子注入卵子

后 , 精子在胞质内运动一段时间 , 可对卵子的细胞器和细胞骨架造成损伤。虽然将不活

动的人精子注入卵透明带下 , 也可使卵子受精 , 但精子的运动能力影响 SUZI 的受精效

果。

将获能的牛精子不加冷冻保护剂做 - 20℃冷冻解冻处理两次 , 全部精子都被杀死。

将此种单个精子注入牛体外成熟的卵母细胞胞质中 , 用 A23187 激活后 , 卵可以发育至

桑椹胚和囊胚。桑椹胚和囊胚移植后 , 3 头受体中有两头怀孕分娩。有人以高温法杀死

精子来分析精子的耐热性。分别采集仓鼠、小鼠、人、鸟和鱼的精子 , 用超声波去除质

膜和顶体及尾部后 , 精子核于 60～125℃水或蒸汽中处理 20～120min , 然后将单精子核

注入卵母细胞质内 , 结果表明 , 精子核于 90℃下处理 30 分钟后 , 仍具有原核发育潜

力。将仓鼠精子核完全灭活的温度高达 125℃。鸟、鱼和不成熟的仓鼠和小鼠精子核耐

热性较差 , 在 90℃处理后 , 虽可去致密 , 但却不能形成雄原核。所有这些结果都表明 ,

精子核对低温和高温具有很强的耐受性。采用不加冷冻保护剂冷冻处理致死的精子、

70 %的乙醇处理 1 天的精子或冻干处理几个月的小鼠精子进行 ICSI , 都可以获得正常

后代。所有这些证据都表明 , 精子的死活对 ICSI 的成功与否并不重要。最近 , Yanagi-

machi的实验室采用冻干的小鼠精子进行 ICSI , 获得了正常的后代。
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(4 ) 精子完整性与显微授精

兔的精子核可以在兔和仓鼠卵胞质内去致密 , 并发育成雄原核。用超声波将小鼠、

牛、猴和人的精子头尾分开 , 然后将精子头注入体外成熟的卵母细胞质中 , 都可以激活

卵子。用小鼠、猪等动物的精子头进行 ICSI , 都获得了后代。在人 , 用不含顶体的圆

头精子进行 ICSI , 获得了正常后代。有人提出 , 精核是受精卵发育为个体不可缺少的

部分 , 而其尾部只是精子的运动器官 , 以保证精子在正常生理状况下运动到达受精部

位 , 帮助精子完成受精过程。

3 . 卵子状态与显微授精

显微授精难免给卵子造成不同程度的机械损伤 , 因此卵子的状态和质量必然对显微

授精产生直接影响。对美国 141 对夫妇 (妇女的年龄 25～44 岁 , 平均 34 . 3 岁 ) 的 ICSI

治疗资料的分析表明 , 妇女的年龄对 ICSI 的效果有显著性影响 , 在 36 岁以上妇女的

60 个周期中 , 注射卵的存活率、适合于冷冻和胚胎移植的胚胎发育率和妊娠率均显著

低于 36 岁以下妇女的结果。还有研究表明 , 超数排卵方法直接影响卵母细胞的成熟度

和受精率。显微授精的成功需要高质量的卵母细胞。对于高龄妇女 ( 36 岁以上 ) 卵母

细胞质量普遍差的问题 , 现在有人正在尝试将高龄妇女卵母细胞的生发泡 ( GV) 移至

去 GV的年轻妇女的卵母细胞质中 (后面详述 ) , 进行体外培养成熟再进行 ICSI , 从而

提高胚胎质量 , 但这种尝试引发了很大的争议。在 ICSI 过程中 , 常会带出小部分细胞

质 , 这不会影响 ICSI卵子的正常发育。

4 . 卵子的激活

受精激活主要包括两个概念 , 一是卵母细胞的激活 , 可由精子完成 , 也可由物理化

学刺激完成。另一方面是精子激活 , 精子进入成熟卵母细胞后 , 在细胞质中某些因子的

作用下 , 才能完成核去致密和组蛋白替代鱼精蛋白的过程。小鼠睾丸精子和成熟精子一

样 , 具备了激活卵子的因子 , 而精子细胞则缺乏这种因子 , 注射后需对卵子进行激活处

理。虽然精子已具有了激活卵子的能力 , 但由于显微授精部分或全部超越了正常受精时

的环节 , 所以往往不能使卵母细胞完全激活。 ICSI 卵子中 Ca
2 +
振荡发生的时间比正常

受精时要晚 , 这可能是由于注入的精子质膜破坏需要一定的时间。如果把去掉质膜的精

子注入卵子 , Ca
2 +
振荡很快就会发生。显微注射对卵母细胞的刺激来自两个方面 , 其

一是注射针的机械刺激 ; 其二是注入精子的生物刺激。针刺入卵母细胞可诱发单个

Ca
2 +
波 , 对 ICSI 不产生显著影响。无论 ICSI 还是 SUZI 卵 , 人工激活对其受精和发育

是有益的。显微注射卵子经 A23187 短时间处理 , 即可大大改善其受精率。曾有报道 ,

人 ICSI卵的自发受精率只有 32% , 卵子用 A23187 处理后 , 受精率可达 88 %。在临床

上 , 有的病人的精子注入卵子后 , 不能激活卵子 ; 有的病人精子头是圆形的 , 缺乏激活

卵子的能力。在这种情况下 , ICSI 后采用 A23187 处理 , 卵子可被激活 , 并产生正常

的、健康的婴儿。

5 . 操作技术

显微授精是一项极其精细的操作技术 , 所以操作人员的操作技能、操作工具的质量
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及环境条件往往是影响成败的重要因素。在小鼠 ICSI 操作过程中 , 较高环境温度 ( 25

～37℃ ) 可加速卵胞质的恢复 , 导致大量卵子崩解退化。显微操作中注射针的直径对

ICSI 授精成败也至关重要。以 7μm和 12μm 外径的注射针进行牛 ICSI 试验 , 7μm 针的

显微受精率、卵裂率及桑椹胚和囊胚发育率显著高于 12μm 注射针的结果。

(四 ) 生精细胞显微授精

在睾丸中 , 精原细胞经数次有丝分裂 , 形成初级精母细胞 , 后者完成第一次减数分

裂后 , 形成次级精母细胞 ; 次级精母细胞经第二次减数分裂形成单倍体的球形精子细

胞。球形精子细胞经过变态 (精子形成 ) , 形成精子。精子脱离曲细精管后 , 依次经过

附睾头、附睾体和附睾尾 , 最终发育为成熟的精子。一般情况下 , 常规体外受精多选用

射出精子或附睾尾精子。少精症或死精症患者可以用射出精子、附睾精子或睾丸精子进

行 ICSI来达到受精目的。但某些男性患者 , 精子发生障碍 , 不能进行正常的体外受精

或 ICSI , 而只能用睾丸内生精细胞来进行 ICSI或 SUZI 完成受精。

1 . 球型精子细胞显微注射 ( round spermatid injection, ROSI)

球型精子细胞是初级精母细胞经过两次减数分裂后形成的最早的单倍体雄性生殖细

胞。可以把小鼠球形精子细胞注入卵周隙 , 通过电融合使其进入卵子 , 也可以把精子细

胞核直接注入卵母细胞质中。由于注入的精子细胞不能使卵子激活 , 注射后 , 应马上采

取适当的方法激活卵子。已尝试使用电激活、 I P3 受体类似物、SrCl2、精子的卵子激活

因子等。小鼠精子细胞用 SUZI 法注入卵周隙后 , 融合率达 30% , 其中 80%的卵子可

发育形成一个大的雌原核和一个很小的雄原核 , 经胚胎移植可获得正常的试管小鼠。小

鼠球形精子细胞核直接注入电激活的卵母细胞质中 , 注射成功率高达 96 % , 受精率达

77 % , 2 细胞发育率高达 96%～100 %。131 枚 2 细胞胚胎移植后 , 获得 37 只试管小

鼠 , 产仔率为 28 .2 %。ROSI 后 , 胚胎发育的基因表达是正常的 , 一直到第 5 代 ,

ROSI 小鼠的发育、生殖能力和神经行为都是正常的。ROSI 也被用来恢复 33 月龄的无

精症小鼠的生育能力。ROSI 于 1994 年在兔也获得成功 , 但猪卵子 ROSI 后 , 只有发育

到 2 细胞的报道。

在人类 , 1995 以后 , 不同的 IVF 临床医院开始报道有 ROSI 成功的例子 , 但总的

来讲 , 目前成功率还不高。有人提出 , ROSI 技术应用于临床还为时过早。究其原因 ,

可能是由于挑选球形精子细胞还不够准确、ROSI 后卵子没有被完全激活、球形精子细

胞中的中心体还没有成熟等。1999 年 , 有人把人无精症患者的生精细胞体外培养到长

形精子细胞 , 经显微授精后 , 产下 2 个婴儿。

2 . 精母细胞显微注射

不仅球形精子细胞可支持正常的胚胎发育 , 从成年小鼠睾丸中分离到次级精母细

胞 , 将其核注入卵母细胞质中 2h 后 , 再电激活注射的卵母细胞 , 75 %的卵中的次级精

母细胞核和卵母细胞核各自完成第二次减数分裂 , 排出两个极体 , 并各自形成雄原核和

雌原核。2-细胞、 4-细胞、桑椹胚和囊胚发育率分别为 98%、 94 . 2%、 76 .9 % 和
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65 .3 %。29 枚 2～4 细胞胚胎移植后产仔鼠 7 只 , 产仔率 24 %。将初级精母细胞核注入

正在成熟的卵母细胞中 , 观察到初级精母细胞的核可以与卵母细胞核同步完成两次减数

分裂并形成雌、雄双原核。作者发现 , 将初级精母细胞注入成熟中的卵母细胞 ( MI)

带下并进行电融合 , 初级精母细胞核在 MI卵母细胞质中随卵母细胞的成熟经历三种变

化 : 第一种是初级精母细胞核与卵母细胞核同步发生减数分裂 , 排出两个第一极体 , 经

电活化后又排出两个第二极体形成雌雄双原核 ; 第二种变化是融入的初级精母细胞核物

质与卵母细胞的核物质混在一起形成一个减数分裂器并排出一个大极体 , 电活化后又排

出第二极体而形成一个合子核 ; 第三种变化是融入的初级精母细胞与卵母细胞各排出一

个极体后 , 核物质又混在一起 , 经活化后又排出一个极体 , 形成一个合子核。用初级精

母细胞核进行显微授精 , 也有产生后代的报道。初级精母细胞和次级精母细胞显微授精

所获得的后代 , 具有正常的生育能力。尽管成功率只有不到 2 % , 但研究结果说明 , 控

制卵母细胞和精母细胞减数分裂的机制是相似的。也说明 , 生精细胞的基因印迹作用在

精母细胞阶段已经完成。家畜变态前生精细胞显微授精研究较少。

(五 ) 显微授精与男性不育症治疗

男性不育症的比率占不育症总数的大约一半。比起女性不育症的治疗 , 男性不育症

起步晚 , 多半采用传统的药物治疗方法。造成男性不育的原因很多 , 其中主要临床表现

是睾丸中精子发生障碍、精子形成数量过少或精子运动能力低下等。显微授精技术的研

究开发 , 使过去的药物不能治愈的男性不育者拥有自己的后代成为可能。1992 年首次

用 ICSI方法治疗男性不育症取得成功。此后随着各项基础研究的发展和仪器设备的改

良 , 现在显微授精技术已成为临床上治疗男性不育症的常规技术。显微授精方法的选

择 , 要根据患者精子的具体情况来定 , 一般的操作是射出精子浓度为 300～500 万/ ml,

精子存活率在 30%以上的患者可考虑采用透明带打孔法 ( PZD) ; 精子浓度为 50～300

万/ ml, 存活率在 30 %以下的患者可考虑采用透明带下注射 ( SUZI ) ; 精子浓度在 50

万/ ml以下 , 存活率在 10%以下的患者则采用 ICSI 法。实际上 , 现在临床上广泛采用

的方法就是 ICSI法。对于无精症患者 , 可采用附睾精子或睾丸精子。当然对一些精子

发生阻滞的患者 , 还需用精子细胞注射法加以解决 , 但临床上采用该方法的例子不多。

目前我国广东、山东、北京、湖南、江苏等地区已应用显微授精技术获得了 ICSI 试管

婴儿。

(六 ) 显微授精的安全性

显微授精 , 尤其是 ICSI已被广泛用于治疗男性不育。男性不育症的类型很多 , 如

精索静脉曲张型 ( 40 % )、精子形成障碍型 (10% ) 和遗传缺陷型 (4 . 5 % ) 等。不同类

型的不育症病人产生的精子品质差异很大。 ICSI 绕过了受精过程中的多层次自然选择

过程 , 有人怀疑 ICSI有把遗传性不育症传递给下一代的可能。

任何一项新技术的应用 , 都要考虑其有效性和安全性。澳大利亚、美国、英国、比

利时和瑞典的临床资料表明 , 显微授精技术对男性不育治疗是十分有效的 , 临床妊娠率

·784·第十四章  生殖缺陷与辅助生殖



可达 30%以上。对 400 多名试管婴儿的追踪调查表明 , 显微授精技术在人类的应用是

安全的。显微授精失败的主要原因是卵子未被激活 , 异常受精的概率较低。那么对于遗

传缺陷男性不育患者 , 其安全性如何呢 ? 调查表明 , 尽管 2%～3%的不育男人的染色

体异常 , 比具有正常生育力男人的高 3～4 倍 , 但 97%～98 %不育男人的核型是正常

的。何况不育的原因可能是男方造成的 , 也可能是女方造成的。如果男女双方都不含不

育基因 (例如 Y染色体微缺失 ) , ICSI 本身不会造成胎儿的染色体异常。有报道表明 ,

在男性不育患者中 , 11 .9 %的无精症患者和 4 . 4%的少精症患者有染色体结构异常。最

常见的是 X染色体异常 , 如精子核型为 XXY , 这类患者往往可以射出具有运动能力的

活精子 , 但没有受精能力 , 这通常是父系遗传。 ICSI 后 , 可能将父亲的遗传缺陷传给

后代。就目前的显微授精试管婴儿来看 , 先天畸形率为 3 . 5%。目前 , 世界上已有人计

划开展生殖细胞遗传工程研究 , 对具有遗传缺陷的人的原始精原细胞或精原细胞的缺陷

基因进行修复后放回小鼠的睾丸 , 在小鼠睾丸中完成生精过程 , 产生功能、遗传正常的

精子 , 这种精子再用于显微授精 , 由此而得到的后代应该是正常的。此项计划一旦实施

并取得成功 , 一定会给人类生殖健康带来一次质的飞跃。

四、着床前遗传学检查

在人 IVF临床上 , 如果怀疑胚胎可能有遗传缺陷 , 可以从第 3 天的胚胎中取出 1

个或几个细胞进行检测 , 然后把胚胎继续培养 2 天 , 即到第 5 天。有人对不明原因的反

复性流产的 9 位妇女的 197 个胚胎进行了研究。首先用酸性台氏液在胚胎的透明带上消

化出一个孔 , 轻轻的吸出卵裂球 , 然后固定、染色 , 用荧光原位杂交 ( fluorescent in

situ hybridization , FISH) 检查染色体异常。F ISH 检查后确认的 18 个胚胎移植到 8 个

妇女体内 , 2 例临床妊娠 , 其中一例产下一个健康的婴儿。有人对 127 个预后较差的不

育病人 ( > 36 岁 , 3 次以上 IVF失败 ) 的 717 个胚胎的卵裂球进行了 F ISH 检查 , 发现

60 %染色体异常。正常胚胎发育到囊胚移植到 99 个病人体内 , 37 例 ( 37% ) 妊娠 , 胚

胎着床率为 22 .5% ; 而对照组中 , 妊娠率为 27% , 胚胎着床率为 10 . 2%。很明显 , 卵

裂球 FISH检查发现着床前胚胎的遗传缺陷 , 但这种方法的缺点是可能对胚胎造成一定

的损伤。

在家畜 , 从着床前胚胎取出少量细胞 , 进行性别鉴定 , 然后移植性别确定的胚胎。

例如 , 奶牛胚胎移植前 , 如果准确确定胚胎性别 , 移植雌性胚胎 , 可有明显的经济效

益。

五、生殖细胞和胚胎的冷冻保存

1 . 低温生物学的基本概念

  细胞 (包括生殖细胞和胚胎 ) 冷冻方法包括平衡冷冻法 (也叫程序冷冻法 ) 和非平

衡冷冻法两种。平衡冷冻是指把细胞悬浮在含有相对较低浓度冷冻保护剂 (约 10%或

1 . 5mol/ L) 的溶液中 , 以较慢速度 ( 0 . 5～2℃/ min) 进行冷冻 ; 非平衡冷冻是指把细
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胞置于高浓度 ( > 40 %或 6～8 mol/ L) 的混合冷冻剂中 , 然后很快投入液氮中 , 降温

速率大于 500℃/ min。

2 . 精子冷冻保存

精子冷冻保存对人工授精、体外受精和濒危珍稀动物遗传资源的保护都是非常重要

的。在生产实践中 , 采用冷冻精液进行人工授精已成为各种家畜繁殖 , 尤其是奶牛繁殖

的常规技术 , 创造了巨大的经济效益。精子冷冻大大便利了许多实验室辅助生殖技术 ,

被用于各种动物包括人的体外受精。此外 , 该技术对于保存珍稀动物包括转基因动物的

遗传资源也具有重要意义。

早在半个世纪以前 , 人们进行精子冷冻研究时就发现蛋黄和甘油可以作为冷冻保护

剂。后来逐渐建立和完善了不同动物的精子冷冻程序。一种动物精子冷冻程序的建立 ,

要经过反复摸索各种成分包括冷冻保护剂的搭配、降温和冷冻的速度和条件以及解冻速

度和条件 , 才能最后实现。目前各种家畜 (牛、绵羊、山羊、马、猪等 )、实验动物、

濒危动物和人的精子冷冻都已形成了常规的标准程序。在大多数动物 , 经冷冻解冻后 ,

精子的活力都达到了冷冻前的 50%左右。在许多动物 , 冻精和鲜精人工授精后成功率

相差不大。精子冷冻基本上包括降温、细胞脱水、冷冻等基本步骤。早在 20 世纪 70 年

代就发现 , 甘油是牛精子非常有效的冷冻保护剂 , 并建立起理想的牛精子冷冻程序。与

其他动物相比 , 冷冻精子在奶牛应用最成功、最广泛 , 以后逐渐延伸到肉牛。采用冷冻

解冻精液对奶牛和肉牛进行人工授精时 , 精子用量少 , 但成功率高。其他动物的冻精人

工授精都在生产中得到应用 , 但不如在牛上应用得广泛。在有的动物如绵羊 , 受到人工

授精操作技术的限制 ; 在马中 , 不同个体的精液冷冻效果差异较大 ; 猪的精子对低温比

较敏感 , 人工授精后 , 繁殖力和每窝产仔数有所下降。

目前 , 实验动物的精子保存效果也比较理想。小鼠精子冷冻解冻后 , 精子活力达到

冷冻前的 60%。许多动物园动物、野生动物和濒危动物的精子冷冻也取得满意的效果。

例如 , 圈养大熊猫的繁殖常采用冻精的人工授精技术。在人 , 不同个体的精子对冷冻解

冻的敏感性差异较大。国内外均已建立了精子库 , 并用于临床人工授精。非人灵长类的

精子冷冻解冻后 , 尽管活力还可以 , 但人工授精后成功率很低。有的动物例如猫的精子

冷冻效果不理想 , 常采用 4℃短期保存。

哺乳动物精子冷冻解冻活力下降的原因之一是温度由体温下降到接近冰点时 , 能引

起精子的冷应激 ( cold shock ) , 表现为精子圆圈运动 , 运动能力过早丧失、精子的质膜

和顶体内膜的性质改变或受到损伤 , 以及代谢功能的改变。为减轻冷应激 , 可以调节降

温速度和向稀释精液中添加冷冻保护剂。牛精子冷冻时 , 在使用冷冻保护剂 (蛋黄或牛

奶 ) 的情况下 , 以≤10℃/ h 的速度由体温降低到 5℃ , 精子的损伤明显减少。蛋黄和牛

奶减少精子损伤的机制还不清楚。精子冷冻解冻后 , 常发生质膜成分的丢失或重新组

织 , 与精子获能变化非常类似。这些变化可引起精子存活时间缩短和精子与雌性生殖道

作用的能力降低。

精子冷冻过程中 , 在 - 5℃到 - 10℃之间是一个关键的阶段。在 - 5℃左右 , 细胞外

和细胞内的水分还没有结冰 , 而处于超冷状态 ; 在 - 5℃到 - 10℃这一温度范围内 , 细

胞外的水分结冰 , 而细胞内的水分仍处于超冷状态。因此 , 在这一阶段 , 要掌握适当的
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降温速度 , 以使细胞充分脱水 , 避免细胞内结冰 , 又不要使脱水细胞暴露于高渗液中过

长时间。理想的降温速度根据动物的种类不同而有所差异 , 在牛为 50～100℃/ min , 在

人为 1～10℃/ min。

冷冻保护剂的应用可避免细胞内冰晶形成 , 降低溶液效应。冷冻保护剂分为渗透性

和非渗透性两种。精子冷冻中最常用的甘油属渗透性冷冻保护剂 , 它和非渗透性冷冻保

护剂一样 , 具有使细胞脱水的作用 , 但另一方面它进入细胞后可代替水分维持细胞的体

积 , 与细胞内的离子和大分子作用 , 降低细胞内的结冰温度 , 从而降低脱水过程对细胞

的过度刺激作用和损伤。冷冻保护剂的负面作用是对细胞有毒性 , 容易引起膜损伤并降

低精子活力。因此 , 在精子冷冻过程中 , 除了考虑冷冻速度以外 , 还应考虑冷冻保护剂

的选择和浓度。

3 . 卵母细胞冷冻保存

Whittingham 首次成功冷冻保存了小鼠成熟卵母细胞并产仔。冷冻保存后的卵母细

胞经体外受精后 , 已在兔、牛、马和人等产生了后代。1986 年 , 首次冷冻成功人卵母

细胞并获得双胎妊娠。猫科动物的卵母细胞对低温不太敏感。4℃下保存 72h 的卵巢中

的 GV 期卵母细胞 , 体外培养仍能完成成熟 , 并且从 4℃下保存 24 h 的卵巢中获得的卵

母细胞经体外成熟和体外受精后 , 可获得囊胚。虎、狮子、豹、野猫等动物的卵巢在

4℃下保存 36 h以内 , 其中的卵泡卵母细胞都可完成体外成熟。采用标准程序冷冻的猫

卵母细胞体外受精后可以卵裂 , 11 %可发育到 8 细胞。总体来讲 , 各种动物卵母细胞由

于体积较大 , 冷冻过程可对卵母细胞造成损伤 , 例如 , 纺锤体破坏、皮质颗粒胞吐等。

最近人们尝试用玻璃化法冷冻卵子 , 并在多种动物和人获得成功。这项技术虽然具有诱

人的潜在应用价值 , 但成功率仍不理想 , 目前还不能有效地应用于生产实践和医学临

床。

4 . 胚胎冷冻保存

胚胎冷冻最早于 1972 年在小鼠获得成功。迄今至少已在 22 种哺乳动物获得成功 ,

冷冻胚胎移植生产出后代。1977 年 , 有人对小鼠胚胎冷冻程序进行了逐步改进 , 来进

行牛和绵羊的胚胎冷冻并获得了后代 , 即采用 1 .5mol/ L 的二甲基亚砜 (DMSO) 作为

冷冻保护剂 , 以 0 . 3℃/ min 的速度降温至 - 36℃ , 然后直接投入液氮中。这种方法冷冻

的胚胎解冻时 , 必需采用快速解冻法 ( 360℃/ min )。此后 , 这种方法成为各种动物胚

胎冷冻的标准方法。现在的基本操作程序如下 : 把胚胎装管到 20℃的冷冻保护剂中

(图 14-8 ) , 降温至 - 7℃植冰 , 然后以 0 .3～0 .5℃/ min 降温至 - 30℃至 - 35℃ , 最后

直接投入液氮中。解冻时 , 采用约 300℃/ min 的速度。各种动物胚胎冷冻时 , 采用的冷

冻保护剂及其浓度举例见表 14-4。这种标准程序法对于对温度非常敏感的猪胚胎冷冻

和早期卵裂阶段的牛胚胎并不适合 , 对卵母细胞的冷冻也不适合。

牛胚胎冷冻技术已被广泛应用于生产实践中。牛胚胎冷冻方法除了上面提到的标准

程序外 , 近年来发展了玻璃化冷冻技术。玻璃化是指一种溶液通过快速冷冻 , 跨越冰晶

形成过程 , 直接变成稳定的、无定型的、玻璃样的液体。玻璃化冷冻的最大优点是操作

简单 , 不需要冷冻仪 , 省时省力 , 经济方便。1985 年这种技术首次成功地用于哺乳动
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物胚胎冷冻。直到 1997 年 , 经过大规模的胚胎移植实验证明 , 玻璃化冷冻牛胚胎技术

是有效可行的。玻璃化冷冻的牛体内胚胎和经典的标准法冷冻的牛体内胚胎非手术移植

后的妊娠率分别为 44 .5% ( n = 393) 和 45 .1 % ( n = 335) , 二者无明显差异。

表 14-4  采用标准程序冷冻不同动物胚胎的冷冻保护剂

 

动物种类  冷冻保护剂  动物种类  冷冻保护剂

牛、绵羊 1 �. 5M DMSO 猴 1 �. 5M DMSO 或 PROH

山羊 1 �. 4M 甘油 水牛 1 �. 4M 甘油

人 1 �. 5 M PROH 兔 1 �. 5M DMSO

马 1 �. 4M 甘油 鹿 1 �. 4M 甘油

小鼠 1 �. 5 M PROH 猫 1 �. 35M 甘油

  DMSO, 二甲基亚砜 ; PROH, 丙二醇

图 14-8  胚胎冷冻前的装管操作示意图 (引自杉江佶 , 1989)

M , 冷冻液 ; A , 气泡 ; E , 胚胎 ; C , 绵栓。

体外胚胎对冷冻相对比较敏感 , 冷冻解冻后的发育能力降低。但最近也有体外胚胎

玻璃化冷冻保存后移植受孕的成功率与鲜胚的妊娠率差别不大的报道。玻璃化冷冻体外

胚胎解冻后 86%在体外可继续发育 , 而经典的标准法冷冻的牛体外胚胎解冻后 58%可

继续发育。胚胎移植后 , 玻璃化冷冻体外胚胎的妊娠率达 24% , 而标准法冷冻的牛体

外胚胎妊娠率为 26%。来自不同体外培养系统的胚胎对冷冻的耐受力是不同的 , 例如 ,

SOF培养液中培养的囊胚率高 , 但胚胎对冷冻的耐受力差 ; TCM-199-颗粒细胞培养条

件所获的囊胚率低 , 但胚胎对冷冻的耐受力强。当在 SOF 培养液中加入颗粒细胞后 ,

胚胎质量明显提高。也有研究表明 , SOF 培养液中加入适当的氨基酸可以提高牛囊胚

冷冻解冻后的发育率。

1995 年以后 , 有许多冷冻绵羊胚胎移植成功的报道。玻璃化法冷冻的体内胚胎移

植后的产羔率达 53% , 标准法冷冻的体内胚胎移植后的产羔率高达 60 % , 与鲜胚移植

的成功率没有差异。像牛的情况一样 , 体外生产的绵羊胚胎冷冻解冻后的发育能力下
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降。猪的胚胎对 15℃以下的低温尤其敏感 , 标准法程序冷冻不适合。2000 年 , 采用细

胞骨架稳定剂和玻璃化法首次成功冷冻了孵化囊胚 , 得到了后代。研究证明 , 大约有

30 %的猪扩展囊胚和 40 %的猪孵化囊胚玻璃化冷冻后可以存活 , 但桑椹胚不能存活。

最近有报道 , 玻璃化冷冻的孵化囊胚移植后 ( 20 个胚胎/ 受体 ) , 55%的受体可以产仔 ,

每头受体产仔 4～5 个。通过离心和显微操作的方法把桑椹胚和早期囊胚中的脂肪滴去

掉以后 , 胚胎对冷冻的耐受力明显增强。采用经典标准程序和玻璃化法冷冻后 , 分别有

89 %和 83%可以存活。经典标准程序冷冻的胚胎移植后 , 7 头受体中 , 3 头产下 14 个

仔猪 ; 玻璃化冷冻的胚胎移植后 , 4 头受体中 , 3 头产下 14 个仔猪。山羊体外胚胎冷冻

解冻移植 , 也有成功的报道。由于受到材料的限制和马胚胎具有的特殊性 , 马的胚胎冷

冻的效果不佳。

人的早期胚胎 (包括合子 ) 和囊胚都可以进行冷冻保存。囊胚的冷冻效果要比卵裂

胚冷冻效果好。人囊胚冷冻解冻后移植时 , 平均移植 2 . 6 个胚胎 , 妊娠率为 30%～

40 % , 胚胎着床率为 18%。曾有人报道 , 玻璃化法冷冻的成功率比标准程序冷冻法要

高。原核期至桑椹胚期的非人灵长类胚胎也已冷冻成功并获得后代。

六、卵子细胞核和极体移植

前面提到 , 大龄妇女的卵子质量下降 , 用这些卵子进行 IVF 或 ICSI 时 , 受精卵发

育能力低 , 并容易引起染色体的非整倍性 , 其主要因素可能是卵子细胞质存在缺陷。另

外 , 有的病人有遗传性线粒体 DNA 变异 , 用其自身的卵子进行 IV F 或 ICSI 时 , 可将

遗传缺陷传给下一代。为了解决这些问题 , 有人提出了卵母细胞生发泡移植的设想 (图

14-9) , 即把大龄妇女卵母细胞的细胞核转移到年轻妇女卵母细胞的细胞质中 , 或把有

线粒体遗传缺陷的妇女卵母细胞的细胞核转移到无缺陷卵母细胞的细胞质中 , 从而获得

健康的后代。已在小鼠、兔和人进行了这方面的尝试。小鼠卵母细胞生发泡移植后 , 可

以正常完成成熟、受精和早期胚胎发育。兔卵母细胞生发泡移植后 , 经体外成熟和显微

授精已成功获得 2 只后代。人卵母细胞生发泡移植后 , 体外可以完成成熟 , 成熟卵母细

胞的染色体也是正常的 (图 14-10 )。该项技术在临床上应用目前有很大的困难 , 因为

需进行卵母细胞体外成熟培养 , 要保证成功的胚胎移植 , 每次需大量的卵母细胞。也有

报道 , 把小鼠卵母细胞的 M Ⅰ或 M Ⅱ减数分裂器进行移植 , 经体外受精或 ICSI 获得

后代。

2003 年 , 我国中山大学和美国纽约大学医学院的研究小组合作 , 在广州为一名 30

岁的不孕妇女做了卵子细胞核移植。此前 , 该妇女已两次接受试管婴儿技术治疗 , 但均

未成功。该夫妇通过体外受精获得受精卵 , 随后 , 取出受精卵的细胞核 , 植入另外一个

怀孕妇女受精卵的去核胞质中。采用该方法获得的 5 个早期胚胎被同时放进她的子宫

内。不久 , 3 个胚胎成活。三个胚胎中的一个被人为“处死”; 到了第 24 周 , 因为“非

实验因素”, 剩下的两个胎儿中有一个流产死亡 ; 第 29 周 , 因为同样的原因 , 最后一个

胎儿亦流产。

该项实验结果公布后 , 引起了很大争论。从遗传上来讲 , 该实验是有性生殖 , 而不

是克隆。它通过卵子和精子的结合 , 让不孕妇女获得后代。后代的主要遗传基因来自不
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图 14-9  卵母细胞生发泡交换过程示意图

图 14-10  人卵母细胞生发泡交换及 ICSI过程 (刘辉提供)

孕妇女和她的丈夫 , 经过 DNA的重组 , 后代既不完全和不孕妇女相同 , 又不完全和她

丈夫相同。但也有人提出 , 孩子的遗传物质来自三方 : 不孕妇女卵子中的 DNA、丈夫

精子中的 DNA以及另一妇女细胞质线粒体中带有的遗传物质。虽然前两项决定了孩子

的主要性状 , 但后者对于孩子的发育成长也有着不可否认的影响。因此 , 从生物学角

度 , 孩子就有了一个父亲 , 两个母亲。目前 , 美国和中国都禁止这一以生育为目的的卵

子细胞核移植实验。

极体是卵母细胞成熟过程中通过两次减数分裂释放出来的带有少量细胞质 , 但含有

与卵母细胞相同遗传物质 (染色体 ) 的结构。第一次减数分裂初级卵母细胞发生不对称
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分裂 , 形成一个次级卵母细胞和一个第一极体 , 二者均含有 2 倍体的 DNA 含量。在哺

乳动物处于 M Ⅱ期的次级卵母细胞受精后排出第二极体 , 第二极体中含有单倍体的

DNA含量。第一极体和第二极体不参与胚胎发育 , 而最终退化。第一极体和第二极体

可被用来进行卵子和早期胚胎的遗传检测。有人通过显微操作 , 把小鼠受精卵的雌原核

取出 , 用第二极体替代雌原核 , 最终产生了正常的后代。用第一极体替代雌原核也获得

了后代。因此 , 从理论上讲 , 一个初级卵母细胞的遗传物质可以产生 4 个后代。

七、卵子细胞质移植

有的病人经卵子 IVF或 ICSI 后 , 胚胎质量不好 , 着床率和妊娠率低。于是 , 科学

家便提出了卵子细胞质移植的设想 , 即把捐献的、质量好的卵子的小部分细胞质转移到

质量差的卵子中 , 以矫正缺陷 , 提高胚胎发育率和胚胎移植后的成功率。卵子细胞质移

植有两种方法 , 即胞质体 ( cytoplast ) 移植和胞质注射 , 前者通过电融合的方法使供体

胞质进入受体卵中 , 而后者是指把少量细胞质直接注射到卵子中。通过细胞质移植已在

许多哺乳动物获得了后代。有人采用两种方法 , 即融合法和直接注射法 , 对多次妊娠失

败的 7 对夫妇进行了卵子细胞质移植 , 以没有进行胞质移植而直接进行精子注射的病人

卵子作为对照。胞质直接注射的卵子受精率为 63% , 明显高于胞质融合卵子的 23%。

胞质融合组的原核异常率高 , 胚胎形态没有改善 , 胚胎移植后 3 例均未妊娠。胞质直接

注射病人中有 2 例胚胎形态有所改进 , 移植后均妊娠 , 其中一例流产 , 一例产下一个婴

儿。有一对夫妇 , 经过重复胞质直接注射 , 胚胎形态虽无明显改进 , 但最终妊娠。另两

个卵子胞质直接注射的夫妇 , 由于供体卵子质量就差 , 来自注射卵子的胚胎质量也差 ,

移植后没有妊娠。目前全世界采用卵子细胞质移植方法所获得的婴儿大约有 30 个左右。

这种方法的有效性目前还存在争议 , 在大规模临床应用前还需进行深入研究。另一

个令人关注的问题是细胞质移植的安全性。细胞质移植过程中带入了供体卵子的线粒

体 , 造成了后代细胞中线粒体的异质性 , 目前正在追踪研究细胞质移植所获得的婴儿细

胞内的异质线粒体 DNA是否会引起不良作用。在小鼠的研究揭示 , 移入的异质线粒体

与受体卵的基因组具有一定的不相容的现象 , 可引起基因表达和胚胎发育缺陷 , 并且这

种缺陷可遗传给下一代。

八、胚 胎 分 割

我们日常生活中常见同卵双胞胎的存在。同卵双胞胎的产生就是由于早期胚胎发育

过程中 (多在受精后 6～8 天 ) , 在未知因素的作用下 , 胚胎的内细胞团发生分离 , 然后

每一半在体内发育成一个胎儿。胚胎分割是指在早期胚胎发育的某一阶段 , 人为地把卵

裂球分开或把胚胎分割开来 , 然后让每一部分发育成一个个体。可用显微手术的方法把

一枚胚胎分割成二分、四分甚至八分胚 , 经体内或体外培养 , 然后移植到受体中 , 以获

得同卵双生或同卵多生后代。这一技术在发育遗传学、生理学及生产实践中都具有重要

意义。家畜 (主要是牛和羊 ) 胚胎分割技术已被应用于畜牧生产中。世界上已有数以千

计的胚胎分割牛犊产生 , 没有发现这种技术对后代有什么不良影响。胚胎分割一般应采
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用质量高的胚胎 , 在囊胚至扩展囊胚阶段进行成功率最高 , 这样可以保证每个半胚含有

足够数量的内细胞团细胞 , 以维持胚胎的发育。在牛 , 高质量的体内胚胎全胚移植后 ,

妊娠率可达 70% ; 而分割后半胚移植妊娠率可达 50%～55 % , 这样一个胚胎的妊娠率

可达 100%～110%。半胚也可以像全胚一样冷冻保存后 , 再用来移植。

有人提出 , 对于通过 IVF仅能获得 1 个或少数几个胚胎的大龄妇女来说 , 胚胎分

割可望提高其辅助生殖的成功率 , 但这一技术在临床上应用涉及到许多伦理学问题。

九、体外精子发生

精子发生是一个生殖细胞在睾丸曲细精管中增殖和分化而产生单倍体精子的过程。

在体内 , 这需要内分泌、自分泌和旁分泌的调节 , 以及细胞与细胞之间的相互作用才能

完成。如果能在体外完成精子发生过程 , 不仅对于了解精子发生的机制具有重要的理论

意义 , 而且对于雄性生殖细胞的定向遗传改良和男性不育症的治疗具有重要的应用价

值。在男性不育患者中 , 许多少精症、无精症和不动精症病人都存在遗传缺陷。尽管近

几年辅助授精技术的兴起 , 尤其是 ICSI 技术的建立使这类病人也可以和正常人一样获

得后代。然而 , 这些后代很有可能同样经历不育的痛苦。近来在实验动物证明 , 睾丸是

一个所谓的免疫豁免区 , 一种动物的精原细胞移植到另一种动物的睾丸中 , 可以完成正

常的精子发生过程。例如 , 把大鼠的生殖细胞移植到小鼠睾丸的曲细精管中 , 可产生大

鼠的精子。也有人把小鼠、猪和山羊的未成熟睾丸移植到裸鼠体内 , 被移植的睾丸中 ,

能进行正常的精子发生过程 , 产生有功能的精子。最近有人提出了生殖细胞遗传工程的

新概念 , 即把精原细胞的遗传缺陷在体外进行基因修复或改造 , 然后再转移到睾丸中产

生正常的精子。由此产生的后代将具有正常的生殖能力。这一技术也可用于其他遗传性

疾病的治疗。但要实现这一目标 , 还有很多困难。如果能在体外完成精子发生过程 , 将

更加便利精子发生的研究 , 为开发新的避孕手段和对生殖细胞进行遗传改造提供便利。

精子体外发生的早期研究 , 多采用简单的培养液 , 最好的结果是发育到初级精母细

胞阶段。20 世纪 60～70 年代 , 对精子发生的适宜条件进行了很多探索 , 发现体外精子

发生时 , 需采取低于体温的温度 , 促性腺激素的存在与否对生精培养并不关键 , 高氧对

生殖细胞有毒性作用 , 并发现了一些对精子体外发生有益的培养基成分和细胞分化时间

程序。80 年代 , 建立了体外维持细胞极性和使睾丸细胞 (生精细胞和 Sertoli细胞 ) 建

立联系的培养系统 , 并尽量模仿体内曲细精管中的环境。但采用这样的系统 , 体外培养

2 周内生殖细胞的活力就下降。最近 , 随着体外培养技术的改进 , 大鼠、小鼠、牛和人

雄性生殖细胞完全在体外完成减数分裂都获得成功。虽然体外完成减数分裂的细胞数很

少 , 但当把体外产生的牛圆形精子细胞通过 ROSI 注入牛卵子后 , 产生的囊胚中 50 %是

二倍体。尽管目前已取得一定进展 , 要建立有效的体外精子发生系统 , 使生精细胞在体

外很好地存活、增殖和分化还有漫长的路要走。
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十、小卵泡体外培养、卵巢移植和人工卵子发生

1 . 小卵泡体外培养

  各种哺乳动物的卵巢中都含有大量的原始卵泡。每一个发情周期 , 一定数量的卵泡

启动生长 , 最后少量的 (有的动物一个 ) 发育到成熟卵泡而排卵。如果能充分利用卵巢

中的原始卵泡 , 无疑将会为各种以卵子为材料的生物技术提供大量的卵子 , 服务于畜牧

业和人类生殖健康。1996 年 , Eppig 的实验室首次报道从小鼠原始卵泡卵母细胞获得后

代。他们把小鼠原始卵泡采用器官培养的方法 , 把新生小鼠的整个卵巢在体外培养 8

天 , 然后把卵母细胞 颗粒细胞复合体又培养了 14 天 , 从而获得了充分生长的成熟卵母

细胞。卵母细胞经体外成熟和体外受精后 , 所获得的 190 个 2 细胞胚胎移植到假孕受体

中 , 最后生下一只仔鼠。尽管成功率很低 , 但这一实验证明 , 人们有可能利用卵巢中的

原始卵泡来提供卵子 , 以供体外受精或其他与卵子有关的生殖技术使用。生长期卵母细

胞培养在大鼠、仓鼠、猫、猪、绵羊、山羊、牛和人等都有研究 , 但都局限于卵泡发育

的情况报道 , 对卵母细胞生长情况报道很少。有人曾将直径为 0 . 5～0 .7mm 早期有腔卵

泡中直径为 90～99μm 的犊牛卵母细胞 , 与周围的卵丘细胞和部分颗粒细胞一起在体外

培养 2 周 , 然后再进行卵母细胞体外成熟和体外受精 , 并由此获得了后代。在 135 个卵

母细胞中 , 21 个受精后卵裂 ( 16% ) , 有 6 个发育到囊胚 ( 4% ) , 将其中的 3 个囊胚移

植到 3 个受体后 , 有一头受体妊娠并产下一头犊牛。猪的早期有腔卵泡 (直径 0 . 5～

1 . 0mm) 中的卵母细胞直径约 100μm , 卵母细胞与周围的卵丘细胞和部分颗粒细胞一

起琼脂包埋后在含有次黄嘌呤的培养基中体外培养 7 天 , 45%的卵母细胞直径达到

120μm。这些卵母细胞体外成熟培养后 , 9%可完成成熟 , 体外受精后可发育到囊胚。

也有人报道把牛和绵羊的腔前卵泡在体外用无血清培养系统培养 28 天和 30 天后 , 卵泡

中出现卵泡腔 , 并且有的绵羊卵母细胞发育到 M Ⅱ期。然而 , 对于牛和猪这样的大动

物来讲 , 原始卵泡的培养是很困难的 , 因为卵泡发育需要很长的时间。牛和猪从卵泡发

育启动开始到发育到排卵卵泡 , 卵母细胞的直径由 30μm 增加到 120～125μm (不包括

透明带 ) , 分别需要 6 个月和 3 个月。

2 . 卵巢移植

有人把猫或绵羊的卵巢皮质小片移植到没有免疫排斥反应的裸鼠的肾囊中 , 几个月

后 , 移植的卵巢皮质上有的卵泡发育到直径 3mm , 并且有卵泡腔形成。人的卵巢组织

移植到裸鼠体内 , FSH 处理 17 周后 , 卵泡存活并发育到有腔卵泡阶段。到目前为止 ,

异种卵巢组织移植还没有获得完全成熟的卵母细胞、受精或产生后代的报道。

在医学临床上 , 癌症患者经过化疗后的一个副作用是卵巢功能损伤 , 使妇女失去生

殖功能或生殖能力下降。为了使这些妇女获得后代 , 可以在进行化疗前 , 把卵子或胚胎

冷冻保存。如果小卵泡培养或卵巢组织移植可以成功的话 , 把卵巢组织冷冻是一个很好

的选择 , 因为这不需要对病人进行激素处理 , 但到目前为止 , 尽管有很多尝试 , 但还没

有成功的例子。
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3 . 卵子人工发生

最近报道 , 小鼠的胚胎干细胞可在体外培养条件下被诱导分化为卵子。将胚胎干细

胞在含有灭活血清但不含饲养细胞和生长因子的培养基中培养 12 天 , 可形成不同大小

的克隆 , 大的克隆中一些细胞能同时分离开来 , 形成一些小的悬浮细胞集团。把这些悬

浮细胞集团通过离心的方法分离出来 , 接种到新的培养皿中 , 可形成早期卵泡样的结

构 , 两周后可产生类似于晚期卵泡的结构。继续培养后大多数退化 , 约 20%产生直径

大于 40μm 的类卵母细胞。在培养第 16 天时 , 将分离的单个卵泡在含有促性腺激素的

培养基中培养 , 可引起类卵母细胞减数分裂 , 排出第一极体。培养第 26 天时类卵母细

胞排出 , 悬浮于培养液中。大多数类卵母细胞的直径为 50～70μm , 与正常卵母细胞直

径相当 , 但也有一些直径可达 130μm。卵母细胞周围有透明带样结构包围 , 并含有 ZP2

和 ZP3 成分 , 但比较脆弱 , 操作时容易丢失。第 43 天时 , 可发现类似于着床前胚胎的

结构 , 周围有透明带包围 , 这可能是孤雌活化胚。采用雄性和雌性 ES细胞都可获得卵

母细胞和胚泡样结构。这种人工发生的卵母细胞是否可正常受精仍需进一步研究。

十一、我国辅助生殖技术的规范和原则

2003 年 3 月以来 , 卫生部对原来于 2001 年出台的人类辅助生殖技术管理办法及一

系列相关文件进行了修改 , 提高了应用相关技术的机构设置标准、人员的资质要求和技

术操作的技术规范 , 并进一步明确和细化了技术实施中所应遵循的原则。

卫生部新修订的《人类辅助生殖技术规范》 中制定了 10 大禁令 : ① 禁止给不符合

国家人口和计划生育法规和条例规定的夫妇和单身妇女实施人类辅助生殖技术。② 禁

止性别选择。③ 禁止实施代孕技术。④ 禁止实施胚胎赠送。⑤ 禁止实施以治疗不育为

目的的人卵胞浆移植及核移植 (包括克隆人 ) 技术。⑥ 禁止人类与异种配子的杂交 ,

禁止人类体内移植异种配子、合子和胚胎 , 禁止异种体内移植人类配子、合子和胚胎。

⑦ 禁止以生殖为目的的对人类配子、合子和胚胎进行基因操作。⑧ 禁止实施近亲间的

精子和卵子结合。⑨ 禁止在患者不知情和自愿的情况下 , 将配子、合子和胚胎转送他

人或进行科学研究。⑩ 禁止开展人类嵌合体胚胎试验研究。

卫生部近期出台的关于人类辅助生殖技术的文件强调了知情同意、知情选择这一自

愿原则 , 同时规定实施人类辅助生殖技术的技术人员必须尊重患者的隐私权。《人类辅

助生殖技术规范》 及相关文件规定 , 这项技术必须在夫妇双方自愿同意并签署书面知情

同意书后方可实施。同样 , 捐赠精子或卵子者也需获取书面知情同意书。需进行自身精

子冷冻保存者 , 也应在签署知情同意书后 , 方可实施自身精子冷冻保存。与此同时 , 卫

生部要求各精子库不得采集、检测、保存和使用未签署知情同意书者的精液。

供精和赠卵不得商业化。禁止买卖精子和以盈利为目的的供精行为。精子库的精子

不得作为商品进行商业交易。精子库仅可以对供精者给予必要的误工、交通和其所承担

的医疗风险补偿。人类精子库也只能向已经获得卫生部人类辅助生殖技术批准证书的机

构提供符合国家技术规范要求的冷冻精液 , 亦不可为追求高额回报降低供精质量。类似

的规定也适用于赠卵者 , 卫生部禁止任何组织和个人以任何形式募集供卵者进行商业化
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的供卵行为。为保证后代质量 , 同一供者的精子或卵子最多可受孕 5 人。
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第十五章  生 殖 免 疫

现代免疫学的观点认为 , 免疫是指生物体对异体、异种或“自身”物质的各种反应

性 , 即机体“识别异己”和“排斥异己物质”的功能。随着生物技术的发展 , 免疫学的

范围也在扩大 , 并由它派生出许多相关的分支学科。生殖免疫学是 20 世纪 70 年代生殖

生物学与免疫学两大学科交叉后出现的新学科 , 它不仅是一门重要的边缘学科 , 同时也

阐明了人类和哺乳动物的生殖是在机体生殖系统和免疫系统相互作用的稳定状态下顺利

进行的。国际生殖免疫学会 ( International Society for Immunology of Reproduction) 成立

于 1980 年。由此 , 生殖免疫学有了新的发展。中国免疫学会于 1991 年底组建了生殖免

疫学委员会。生殖免疫学的核心是研究生殖过程中各个环节存在的极其复杂的免疫学问

题 , 涉及生殖生理、妊娠生理、病理妊娠以及生殖控制等。

当代生殖免疫研究的主要问题是 : 母 胎免疫关系、母 胎界面的分子和细胞、胚胎

发育与母体识别、配子的免疫学、着床的免疫学 (与母 胎界面的分子和细胞关系 )、

MHC 与生殖、子宫与胎盘的免疫学、早期妊娠的免疫病理学、免疫性不育、自身免疫

与妊娠、生殖道局部免疫、性传播疾病的免疫学、免疫避孕疫苗控制生育、细胞因子调

节妊娠、早孕因子、自然流产免疫治疗等。生殖免疫学研究的重点是母胎之间存在的极

其复杂的免疫学问题 , 特别是生育免疫的分子调节机理。

第一节  配 子 免 疫

人类及哺乳动物生殖腺、生殖细胞和生殖激素都具有抗原性 , 均可引起机体免疫反

应 , 影响生殖过程中配子的发生和发育、受精、胚泡着床、胚胎发育、分娩等各环节。

若其中任一环节功能失调即可导致不育、流产及妊娠免疫性并发症。配子发生过程中 ,

精子和卵子都表达一些特异性的蛋白 , 这些特异性的蛋白可以作为抗原刺激机体的免疫

系统 , 引起免疫应答。免疫应答产生的抗体与相应的配子抗原结合 , 则会抑制配子的功

能 , 阻断受精。因此 , 在理论上精子和卵子特异性蛋白可以作为避孕疫苗的候选抗原。

早在 1899 年 Metchnikoff 及 Landsfernr 发现 , 将异种动物精子注入机体可产生抗

体。1900 年 Metchnikoff进一步证实 , 豚鼠在注射自体精子后血液中有抗精子抗体存

在。1922 年 , 证实精子具有抗原性。有资料表明 , 有 20%的不孕症是与免疫因素有关。

在动物妊娠失败中 , 有 80%～90%与免疫因素密切相关。

各种哺乳动物的出生率高 , 伴随的死亡率亦相当高。绵羊和牛的受精率非常高 , 但

通常活仔率约为 70%。大多数胚胎的死亡发生在妊娠的最初 3 周。猪约 30%～40%孕

体在妊娠期死亡。胚胎死亡的原因 , 除家畜管理和环境因素外 , 受精卵基因型异常及生

殖免疫因素不容忽视。



一、卵子透明带抗原

哺乳动物卵子的透明带 (zona pellucida, ZP ) 是由卵母细胞及颗粒细胞所分泌 , 覆

盖于卵母细胞及着床前胚胎外的一层基质。绝大多数哺乳动物的 ZP 是由 3～5 种糖蛋

白组成的。以小鼠为例 , 可分为 ZP1、 ZP2 和 ZP3 , 其分子质量分别是 200kDa、

120kDa和 83kDa。成熟 ZP 的厚度因物种不同从 5μm 到 20μm 不等 , 有袋类动物的 ZP

比其他真兽亚纲的动物薄。ZP3 的编码基因比 ZP1 和 ZP2 短 , 小鼠和人类的 ZP3 氨基

酸均是 424 个 , 氨基酸序列同源性为 67 % , 并且半胱氨酸的位点是保守的。在小鼠、

仓鼠、黑大鼠和人四者之间 , ZP3 mRNA 同源性可达 80%。可见 , ZP3 蛋白的编码基

因在不同物种之间具有一定的保守性。从分布量来看 , ZP3 与 ZP2 的量相当 , 而 ZP1

较少。ZP 在精卵结合及保护早期胚胎发育方面具有重要作用。早期探索雌性生殖系统

组织特异性抗原的研究发现 , 哺乳动物卵透明带上有特异的抗原 , 抗体与特异的抗原结

合可以在哺乳动物卵透明带外围形成一个可见的沉淀带。用抗体处理过的卵子可以抑制

精子与透明带结合 , 从而阻止精子穿过透明带与卵子受精。这些抗原并不是种属特异

的 , 不同种的哺乳动物之间有交叉反应 , 例如 , 抗猪 ZP 的抗体可以在体外抑制人的精

卵受精。

(一 ) 哺乳动物卵子 ZP结构及其理化性质

不同哺乳动物卵子的 ZP形态在本质上最大的区别就是它的相对大小。在仓鼠中 ZP

厚为 1～2μm , 在小鼠中是 5μm , 在人中是 13μm , 在牛中是 27μm。光学显微镜和电子

显微镜的研究都证明 , ZP在物理和生化性质上有明显的分层现象 , 这些研究都表明 ZP

是一种高度有组织的基质 , 它可以介导精子在受精作用中通过有角度的轨道穿透 ZP。

(二 ) ZP糖蛋白的生化性质

由于高度修饰的 ZP 抗原蛋白复杂的天然性质 , 以及确认单个糖蛋白时的多种实验

手段 , 造成了早期对于 ZP抗原蛋白定性的混乱。大鼠的 ZP可以很容易地用非变性一

维 SDS- PAGE ( sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elect rophoresis) 的方法分成 3 类

蛋白 , 但其他许多动物的 ZP糖蛋白只能用高分辨率的 2D- PAGE ( two-dimensional SDS-

PAGE) 来分析。由于异源分子的重量和电性与转录后修饰 (包括糖基化过程和硫基化

过程 ) 有密切的关系 , ZP 蛋白的去糖基化使它在电泳中形成更多的带 , 这就使得区分

单个 ZP 糖蛋白非常困难。随着抗体生产和分子生物学技术的进展 , 目前可以在

2DPAGE上识别同源 ZP 抗原蛋白。
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(三 ) ZP蛋白的蛋白序列和核酸序列

1 . ZP3 蛋白家族

第一个小鼠 ZP3 蛋白的 cDNA 克隆是由 Ringuette分离和定性的 , 他用多克隆抗血

清构建了一个小鼠卵巢表达文库。Dean 等研究了小鼠 ZP3 蛋白的氨基酸序列 , 这个寡

核苷酸序列后来被用来分离大鼠和人 ZP3 的 cDNA和构建基因组克隆。小鼠 ZP3 蛋白

的氨基酸序列在长度上与其他同源蛋白基本是一致的 , 有一段 22 AA 的信号序列 , 与

大鼠、人和猪分别有 91%、67%和 66%～75%的同源性 , 半胱氨酸的数目和位置及潜

在的 N-连接的 ( N-linked) 糖基化位点高度保守。

有人提出了一段称为 ZP 组件 ( module) 区域 , 分析确定它具有 260 个氨基酸 , 有

8 个保守的半胱氨酸残基和一些保守的疏水性、极性的位点。这些特征与 ZP蛋白三维

结构的保守性是一致的。Yurewicz报道 ZP 组件结构中有 25 个氨基酸序列与猪 ZP3β的

氨基酸顺序一致 , 这个 ZP组件还包含一个潜在的跨膜区域 , 它定位在 C 末端 , 暗示这

些蛋白在分泌后可能经历了蛋白水解作用。在 ZP3 的蛋白骨架上 , 分布着许多糖链。

利用凝集素研究狗、猫和大象的 ZP 糖基组成时发现 , 三者都有β ( 1 , 4 ) -半乳糖、

Gal-β (1 , 3) -GalNAC 和岩藻糖 , 三者不同的是唾液酸 ( sialic acid ) , 其中猫具有α-2 ,

6-连接型唾液酸 , 狗的是α-2 , 3-连接 , 而大象两者都有。在猪中 , 存在着数量相当的

半乳糖和 N-乙酰葡糖胺、甘露糖、岩藻糖、唾液酸和 N-乙酰半乳糖胺等 , 其中硫酸化

常发生在 N-乙酰葡糖胺的 C6 位置。这种糖基化是 ZP3 蛋白翻译后的修饰加工造成的。

2 . ZP2 蛋白家族

用抗体筛选的方法已分离到几种不同动物 ZP2 蛋白的 cDNA 序列 , 证明其有相似

的核苷酸序列。小鼠的 ZP2 蛋白是由 Dean 等人用抗 ZP 的单克隆抗体分离到的 , 后来

Liang和 Dean等用小鼠 cDNA 片段从人基因组文库中分离得到人的同源蛋白。兔的

75 kDa的 ZP蛋白的 cDNA是由 Lee等通过种属交叉的方法 , 用纯化的抗体筛选λg11 文

库分离到的。人和小鼠的 ZP2 在氨基酸水平上有 61%的同源性。

3 . ZP1 蛋白家族

55 kDa的兔 ZP蛋白的 cDNA 是 Schwoebel 分离得到的 , 这个蛋白的部分氨基酸序

列非常独特。55kDa的兔 ZP 蛋白的 cDNA被用来分离猪 ZP3α。它们的蛋白在氨基酸水

平上有 66%的同源性 , 除了 ZP 组件和跨膜区域外 , 兔 55 kDa和猪 ZP3α蛋白都有一个

三叶型区域 , 这个区域被认为与蛋白水解酶的抗性有关 , 与其他 ZP 蛋白家族一样 , 这

个蛋白家族的半胱氨酸残基的位点和潜在的糖基化位点高度保守。

(四 ) ZP 糖蛋白的功能

对于 ZP功能的了解目前超过对其结构的了解。小鼠 ZP3 被证明是小鼠 ZP 中初级

精子受体 , 而 ZP2 是次级精子受体 , 对应于 ZP3 的精子上的特异位点被证明是一个 O-
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连接的寡糖 , 包含一个末端α-半乳糖残基。Kinkoch 等在小鼠转入了一个仓鼠 ZP3 基

因 , 这个基因可以在小鼠中正常表达 , 组成透明带并能起小鼠精子受体的作用。Kopf

等证明小鼠可溶性的 ZP3 以一种剂量依赖性的形式诱导小鼠精子的顶体反应。他们进

一步证明小鼠 ZP3 的结合活性和顶体反应活性在药理学上是有区别的 , 顶体反应的诱

导作用是 G蛋白依赖的现象 , Leyton 发现当小鼠精子与 ZP3 结合后 , 有一个精子蛋白

特异的磷酸化过程。

另一个研究得比较多的是猪的 ZP 蛋白 , 实验证明 猪 ZP2 和 ZP4 是 ZP1 的蛋白水

解产物 , ZP1 与小鼠 ZP2 及兔的 75kDa的蛋白是同源的蛋白。ZP3α是兔 55kDa 蛋白的

同源物 , 而 ZP3β与小鼠 ZP3 蛋白是同源的 , 有趣的是猪 ZP3β不具有精子受体的功能。

Yurewicz 等证明在猪中 , ZP3α才具有这种功能。有人认为 ZP3β可能有稳定 ZP3α结构

的作用或者与 ZP3α形成结构复合体。Prasad 和 Lee等的研究说明 , 兔中的 55 kDa蛋白

可能是精子的受体 , 它能在体外加强精卵结合 , 这暗示着可能还有其他因子的作用 , 这

些因子起着与在体内相似的作用。有学者认为精子与 ZP的相互作用是一个复杂的、在

三维空间发生的作用 , 不同动物由不同的蛋白介导。如果精子与 ZP表面初步的结合是

由糖蛋白的糖基介导的 , 那么这种特异的糖基在不同的动物中分布在不同的蛋白上。

小鼠卵透明带是由 ZP1、ZP2 及 ZP3 三种糖蛋白组成 , 它是由卵母细胞分泌和合

成。将 ZP3 基因敲除后可产生纯合子小鼠 mZP3 ( - / - ) , 其卵母细胞不能分泌和合成

ZP3 mRNA 和蛋白。同时 , 也不能形成完整的 ZP。为了进一步检测纯合子小鼠 mZP3

( - / - )的卵母细胞是否分泌 mZP2 , 激光共聚焦显微镜证实 , 纯合子小鼠 mZP3 ( - /

- ) 卵母细胞能合成和分泌 mZP2 , 且能装配到正常小鼠 ZP3 ( +/ + ) 卵母细胞产生的

ZP1、ZP3 结合 , 形成完整的 ZP。此外 , 来自 mZP3 ( - / - ) 小鼠的卵母细胞和成熟

卵细胞几乎均检测不到 mZP2 , 而正常的小鼠 ZP3 ( +/ + ) 的卵母细胞和成熟卵细胞中

均检测到有 mZP2。

(五) 精子的穿透作用

Dunbar等证明猪 ZP用胰蛋白酶和顶体素处理后 , 形态上并不发生改变 , 但用 2D-

PAGE 可以清晰地看出它已经被蛋白酶水解了。这个研究是非常重要的 : 第一 , 证明了

不能用显微方法来评价 ZP 糖蛋白的改变 ; 第二 , 说明了猪 ZP 糖蛋白潜在的结构作用。

同 ZP1、ZP2、ZP4 相比 , ZP3β蛋白保持不变 , ZP3α蛋白只是被部分水解。这些研究

提示 ZP3α和 ZP3β在保持 ZP三维结构中起着主要的作用。成熟 ZP 基质中的 ZP1、ZP2

蛋白用蛋白水解酶处理后 , 可以完全水解但对 ZP 基质结构的影响不明显。ZP1、ZP2

很有可能就是通过这种方式与基质相连 , 精子蛋白水解 ZP 进而穿透 ZP。

(六 ) ZP 蛋白转录后修饰作用

1 . ZP 糖蛋白糖基化的性质

ZP结构复杂性是因为蛋白和糖基部分处在一个高度有组织的基质中 , 这些糖基被

认为在发育卵泡的细胞相互作用中有重要作用 , 并且也影响成熟 ZP 与正在受精的精子
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之间的相互作用。Dunbar等最早对哺乳动物 ZP蛋白的糖基性质进行了研究。高分辨率

的 2D-PAGE 电泳证明 , ZP糖蛋白的糖基差异比其他典型的糖蛋白更大 , 与 ZP 有关的

糖基化和巯基化部分非常特异。酶法和化学法去糖基的实验证明 , 大多数 ZP糖蛋白都

含有 N-连接和 O-连接糖基。目前研究主要集中在与 ZP-精子相互作用及穿透作用相关

的糖蛋白分子上 , 小鼠中 ZP-精子相互作用的 ZP 配基已初步确定为一个糖蛋白 , 它的

活性与一类特异的 O-连接寡糖有关 , 通过共价键与 ZP3 相连。这些 O-连接寡糖与精子

表面完整的黏附蛋白结合 , 黏附蛋白包括半乳糖转移酶 , 一个 56kDa的卵子结合蛋白

和一个 95kDa精子蛋白 , 它作为酪氨酸激酶的底物。

ZP3 上的寡糖链对于 ZP3 结合精子活性是至关重要的。人们对 ZP3 上的精子结合

位点进行分析发现 , ZP3 的初级精子受体活性可能与 ZP3 上的寡糖链有关。在小鼠中 ,

ZP3 上的 O-连接寡糖链与精子结合。参与 ZP3-精子结合的糖基有 : ZP3 末端的半乳糖

和 N-乙酰葡糖胺。在猪中 , 参与精子-ZP3 结合的是 N-连接的寡糖。在人类 , 利用 SPR

(表面胞质团共振 ) 研究人类受精过程 , 表明参与 ZP3-精子结合的糖基是甘露糖。同

时 , 精子上还分布着 ZP3 受体。在小鼠中 , β-1 , 4-半乳糖基转移酶 ( GalI-1) 与 ZP3 寡

糖链上的 N-乙酰葡糖胺结合。GalI-1 是一种己糖基转移酶 , 催化半乳糖基的转移。Gal-

I-1 除了与 ZP3 结合外 , 还与精子膜上的 G 蛋白形成复合物。当 GalI-1 与 ZP3 结合后 ,

可以激活 G蛋白 , 经过一系列信号转导途径 , 使精子膜上的钙离子通道开放 , 精子外

膜内的钙离子增多 , 进而诱发顶体反应。因此 , GalI-1 起信号传递的作用。若 GalI-1 过

表达 , 则 G蛋白活化 , 精子与 ZP3 的结合和顶体反应都明显增多 ; 反之 , 如果精子上

缺乏 GalI-1 , 精子不能发生顶体反应 , 更不能穿过透明带 , 但是并不影响精子与 ZP3 结

合的起始 , 提示精子与 ZP3 的结合起始可能不依赖于 GalI-1。在人类 , 具有生物活性的

重组人 ZP3 可与人精子上的神经元甘氨酸受体 ( GlyR ) 结合而诱发顶体反应 ; 同时 ,

重组人 ZP3 诱发人精子发生顶体反应还可能有烟酸乙酰胆碱型受体的参与。可见 , 精

子与 ZP3 的结合关系是复杂的 , 并非简单的单一对应结合。

2 . ZP 糖基抗原

ZP糖蛋白在免疫遗传学和抗体遗传学水平上已有较详细的研究 , 但是至今找到的

抗原决定簇大部分与蛋白有关。Dunbar等确定了一个与猪 ZP糖基相关的特异的单克隆

抗体 PS1 ( presenilin 1)。用银染 2D-PAGE 的方法分离猪 ZP3 , 可以得到一种单一的蛋

白 , 用它免疫小鼠后得到的单克隆抗体称为 PS1。这个抗体对于许多已经在免疫遗传学

和抗体遗传学中应用的 ZP糖蛋白的抗体是一个有效的补充。虽然这个免疫源是从猪 ZP

中分离得到的 , 但是它的抗体可以识别包括猪、兔、狗、猫和狒狒在内的许多动物酸性

条件下的 ZP 蛋白表位。包括人在内的许多动物的 ZP蛋白上都具有这个表位。

PS1 可以在不使 ZP 蛋白变性的情况下 , 在原位确定糖基决定簇。除了啮齿类动物

以外 , 所有动物与这种抗原相关性的差异可以用 N-连接的 PS1 抗原来说明。精子竞争

结合实验证明 , PS1 抗体会降低精子和猪 ZP 蛋白的结合 , 主要是与猪 ZP 上的多聚乳

糖氨基糖 ( polylactosaminoglycan ) 有关。许多含有多聚乳糖氨基糖的糖蛋白被证明锚定

在细胞膜上。
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(七 ) ZP 蛋白免疫反应的差异

实验证明 , ZP蛋白是由许多可能是种特异或相似的抗原决定簇组成的。抗猪 ZP

蛋白的多克隆抗体可以识别其他动物的 ZP , 不同的 ZP 蛋白中有共同的表位。ZP 蛋白

的抗体遗传学和免疫遗传学都非常复杂 , 免疫反应不但与免疫源的来源有关 , 还与被免

疫的动物有关 , 这些免疫反应的差异主要反应了 ZP 蛋白在氨基酸水平上和转录后修饰

水平上的差异。

用猪 ZP蛋白异体免疫兔或其他动物 (包括灵长类 ) 可以刺激产生识别自身 ZP 抗

原的抗体 , 同时阻断受精和卵泡发育。用兔 ZP蛋白同种免疫雌性兔子 , 用抗体检测法

没有检测到有显著的免疫反应。在豚鼠中产生的抗猪天然 ZP 的抗体可以识别猪和兔子

的 ZP , 而在兔中产生的抗兔天然 ZP的抗体只能识别兔的天然 ZP和部分猪 ZP , 同时免

疫反应在猪、兔的雌雄个体间也有差异。

(八 ) ZP蛋白免疫

用 ZP蛋白免疫将会导致不孕。ZP抗原长期以来被认为是很有吸引力的抗生育疫

苗的靶分子。针对 ZP的抗体是组织特异性的 , 主要对成熟 ZP 起作用 , 阻止受精而不

导致流产。有腔卵泡的卵泡液中的 ZP长时间暴露于抗体 , 所以低滴度的抗体也将产生

很好的抗生育作用。因为正常情况下一个周期只排一个或几个卵 , 所以所需的抗体相对

于中和激素或精子抗原的抗体而言 , 在数量上非常有限。因为 ZP是一种细胞基质 , 它

不会离开卵巢进入血液循环 , 所以不会形成免疫复合体。ZP 抗原在动物中有相似的抗

原决定簇 , 所以可以研究用同一 ZP 抗原免疫不同哺乳动物的抗生育效果。

有人报道 , 卵泡中的 ZP蛋白是在特异阶段产生的 , 不同的 ZP 抗原在发育的不同

阶段合成并分泌。用纯化的去糖基的天然或重组的 ZP蛋白确定了特异的 ZP 抗原 , 如

用内β半乳糖苷酶 ( endo-β-galactosidase) 消化过的猪 ZP3α和化学去糖基后的 ZP3α、

ZP3β, 它们可以产生抗体抑制精子与 ZP结合和受精 , 但并不改变卵泡的发育。但是用

现有的方法得到大量经处理的 ZP 抗原 , 来用于免疫避孕还比较困难。同时有研究发

现 , 用小鼠 ZP蛋白的一段合成多肽与一种血清蛋白相连后免疫小鼠 , 可产生免疫反应

并抑制受精 , 但并不改变卵巢的功能。

(九 ) 重组 ZP 抗原的表达

小鼠、仓鼠和兔的 ZP蛋白的 cDNA已在不同的细胞中做了表达 , 但只有兔的重组

ZP蛋白被用来研究其免疫遗传和抗生育的作用。在细菌中表达的兔重组 55kDa

(ZPC)、75kDa ( ZPA) 的 ZP蛋白没有糖基化 , 免疫兔和食蟹猴后并未产生明显的抗

体。然而将这些重组蛋白与蛋白 A相连后免疫食蟹猴 , 则产生明显的抗天然 ZP蛋白的

抗体。
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(十 ) 糖基化作用

研究证明 ZP糖蛋白的糖基链影响抗原性和免疫活性 , 去糖基化的 ZP 免疫原性比

天然 ZP蛋白小。非糖基化、不偶联的重组 ZP 蛋白是一个很差的免疫源。将兔 55kDa

的 ZP 蛋白 (一种猪精子受体 ZP3α同源蛋白 ) 可以在昆虫细胞中与重组病毒一同表达 ,

产生非融合的糖基化重组蛋白 (BV-55 )。为了确定糖基化作用是否提高了这个重组蛋

白的免疫原性 , 用 BV-55 来免疫雌性兔和豚鼠 , 发现这些动物产生的抗体可以识别与

天然兔 55kDa蛋白相关的抗原决定簇 , 这和以前用天然 ZP 蛋白或在细菌中表达的重组

55 kDa蛋白免疫雌兔不产生抗体的情况正好相反 , 说明 BV-55 蛋白的糖基化与自身 ZP

蛋白的糖基化在产生抗体时没有很大的差别。用 BV-55 蛋白免疫豚鼠可产生高滴度的

抗天然 ZP 蛋白的抗体 , 说明 BV-55 的免疫原性与天然 55kDa蛋白是一样的。

免疫组化证明 , ZP 在猪和人的卵巢发育中都有表达 , 不管是出生前还是出生后 ,

利用抗 ZP抗体的单克隆和多克隆抗体已将 ZP 定位在青春前期猪的卵母细胞和颗粒细

胞上。卵母细胞和颗粒细胞被认为是 ZP 合成的位点 , 但这个观点是有争议的。啮齿类

动物的研究表明 , 卵母细胞是 ZP的惟一来源。在人和仓鼠的卵巢中 , 用免疫荧光可以

在卵母细胞中检测到 ZP蛋白 , 而颗粒细胞没有 ZP 蛋白。早期研究证明 , 在许多动物

中颗粒细胞是 ZP 糖蛋白的一个来源 , 如兔、小鼠、大鼠、豚鼠、仓鼠和猫。另有一些

研究则认为卵母细胞和颗粒细胞在兔 ZP 合成和形成 ZP细胞外基质中都有作用。有可

能不同动物的 ZP 合成的位点也是不同的。

(十一 ) 免疫避孕

对免疫避孕几十年的研究表明 , 要取得理想的避孕效果 , 只有体液免疫的作用是远

远不够的 , 它往往需要体液免疫、细胞免疫和局部黏膜免疫等方面的协同作用。20 世

纪 70 年代后 , 相继在豚鼠、大鼠、小鼠、兔、猪和人等 ZP 上证实有特异性抗原存在 ,

其相应的抗 ZP抗体能阻止受精。抗 ZP抗体和 ZP结合能干扰卵子和卵泡细胞间的信息

交流 , 导致卵泡的闭锁及卵子失去与同种精子结合的能力 , 还可干扰胚胎着床。ZP 具

有很强的抗原性 , 主动或被动免疫动物后均可诱发产生抗体 , ZP 具有异种交叉免疫应答

特性 , 如猪 ZP 与人卵的 ZP之间有交叉抗原性。1977 年 , Shivem 等用猪的 ZP 抗原进

行间接免疫荧光实验 , 首次检测出人血清中的抗 ZP抗体。借助于特异、敏感的酶联免

疫吸附测定技术发现 , 约有 15%～20%不明原因的不孕妇女血清中存在抗 ZP 抗体。随

着年龄的增长及不孕时间延长 , 其抗 ZP抗体阳性率有升高趋势。这些事实表明 , 抗 ZP

自身抗体可能是女性免疫性不孕的重要原因之一。

1 . ZP 蛋白疫苗

关于 ZP 蛋白疫苗研究最多的是猪 ZP 抗原。猪的 ZP1 蛋白与小鼠 ZP2 及兔的

75 kDa的 ZP 蛋白是同源的。ZP2 和 ZP4 被确定为是 ZP1 的蛋白水解产物。猪的 ZP3α

是兔 55kDa的 ZP蛋白的同源物 , 而 ZP3β与小鼠 ZP3 蛋白是同源的。猪 ZP3β不具精子
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受体的功能。在猪中 , ZP3α才具有这种功能 , 抗猪 ZP3α的抗体可以降低受精率而不影

响卵泡发育。然而值得一提的是 , ZP3α与精子膜的结合可能需要可溶性的 ZP3β的存

在 , ZP3β对稳定 ZP3α的结构可能发挥作用。用猪 ZP 蛋白异体免疫兔或其他动物 (包

括灵长类动物 ) 可以刺激产生识别自身 ZP抗原的抗体 , 能同时阻断受精和卵泡发育。

Dunbar等用猪 ZP 来免疫兔和小鼠 , 发现兔不孕 , 但是小鼠却怀孕了。进一步研究表

明 , 在小鼠中没有产生识别自身 ZP的抗体 , 在兔中产生的抗体能分别识别猪、小鼠和

兔的 ZP , 而在小鼠中产生的抗体仅识别猪的 ZP , 小鼠自身的 ZP 则不被识别。形态学

研究发现 , 被猪 ZP免疫的兔的卵巢发育不正常 , 小鼠的卵巢却未见异常。用猪卵透明

带 55kDa糖蛋白抗原 ( ZP3 ) 免疫恒河猴后 , 由于猴对 ZP3 的免疫反应使卵泡发育在初

级卵泡阶段被阻断 , 卵泡发育的停止可能是导致不孕的主要原因。用 MDP ( methylene

diphosphonate ) 作为佐剂免疫恒河猴 , 证实引起卵巢功能紊乱的不是福氏佐剂 , 而正是

ZP3 分子本身。

Skinner 等用兔 ZP 蛋白来免疫雄性和雌性的兔子 , 发现在雄性的兔子中产生了高滴

度的抗体 , 在雌性兔子中未能检测到抗体 , 在雄性兔子中产生的抗体与兔 ZP的反应较

强 , 而且与猪 ZP 有明显的交叉反应。Dunbar等人发现用兔的重组 ZP蛋白免疫产生的

抗体可以识别天然的 ZP蛋白。当用在细菌中表达的兔 ZP 蛋白来免疫猴子后 , 与蛋白

A相连的重组蛋白可以产生明显的抗体。Miller 等人首次证明 , 马的 ZP 由三种主要的

糖蛋白组成 , 用抗兔子和猪的 ZP抗体来分析马的 ZP时发现 , 马的 ZP上有与兔和猪相

似的抗原决定簇。

人们一直在致力于用合成的多肽、重组蛋白或用单克隆抗体作分子探针来寻找 ZP

永久性的表位。Yurewicz等报道 , 合成的猪 ZP3α多肽 (残基 8～18 ) 的抗体可以阻断

精子与 ZP 的结合。迄今为止 , 小鼠、仓鼠和兔的 ZP 蛋白的 cDNA 均已在不同细胞系

中表达 , 其中兔的重组蛋白其免疫遗传和抗生育作用研究得较为清楚。在细菌中表达的

兔的重组 55kDa和 75kDa的 ZP蛋白没有糖基化 , 用它来免疫兔和食蟹猴后 , 抗体滴度

很低。但是与蛋白 A相连后 , 重组蛋白可以产生明显的抗天然蛋白的 ZP 抗体。用单克

隆抗体做探针来寻找 ZP 靶位点也是一种有效的手段。

2 . ZP 基因疫苗

将 DNA疫苗应用于生殖领域是一种新的尝试。Ronald等人选取小鼠的 ZP3 基因为

目的基因 , 重组到 ect romelia病毒中 , 得到 ECTV-ZP3 重组病毒 , 以重组病毒作为抗生

育疫苗来免疫小鼠 , 发现产生的抗体可以与卵巢的 ZP 蛋白结合 , 使小鼠不孕 , 然而这

种不孕是暂时的 , 一旦抗体滴度降低 , 小鼠又恢复正常生育功能。同时也发现 , 有一半

的不孕小鼠的卵巢结构出现异常。1999 年 Kerr等人用 Myxoma病毒作载体构建兔 ZPB

的病毒疫苗 ( V V-ZPB )。用这个 DNA 疫苗来免疫兔后 , 在兔中产生相当高的抗体滴

度 , 且在雄兔中产生的抗体高于雌兔。产生的抗体可以和兔的 ZP 蛋白结合 , 使 80%的

兔子不孕。遗憾的是它也引起卵巢结构变化和功能紊乱。卵 ZP 免疫避孕的主要不足之

处是 , 在主动免疫抗生育的同时 , 可损伤卵巢的功能 , 如卵巢炎、卵巢功能减退 , 甚至

提前绝经。卵泡发育和卵巢的正常生理过程都受到不同程度的影响 , 对于动物这是可以

接受的 , 但对于人类是不可以接受的。寻找一种特异的 ZP 蛋白或一个特异的抗原表
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位 , 其抗体既可以抑制受精而又不影响卵巢正常生理功能。从目前的研究来看 , 无论是

蛋白疫苗还是全长基因疫苗都会引起卵巢结构变化和功能紊乱 , 这就限制了 ZP 作为抗

生育疫苗的应用。寻找一个最小、最简单的 ZP免疫源 , 例如一个表位 , 它能产生抗体

阻断精卵相互作用而抑制受精 , 而且几乎无副作用 , 是一个十分重要的课题。Hinsch

等人发现 , 用小鼠 ZP3 蛋白的保守序列的合成多肽 ( AA151～165 , AA360～369 ) , 其

抗体可以识别包括人和猴在内多种动物的 ZP 蛋白。

彭景螰等人尝试不克隆兔 ZPC 的全长基因 , 而是有选择地选取兔 ZPC 基因的 153

个氨基酸 (编码 263～415 位 ) , 目的是为寻找一个既能产生抗受精作用 , 又不影响卵巢

结构和功能的靶抗原位点 , 进行抗生育疫苗的研究 , 以期找到最佳的阻断点 , 作为抗生

育免疫原。选取兔 ZP3 编码氨基酸 263～415 的 cDNA 为免疫原 , 其中既保留了 ZP 家

族的保守序列片段 , 也含有兔的特异序列片段。以质粒 pVAX1 为载体构建的 pVAX1-

rZPC′DNA疫苗在新西兰兔中产生了抗天然 ZPC 的抗体 , 而且雄兔的抗体滴度高于雌

兔的抗体滴度。该疫苗免疫雌性 BALB/ c小鼠后避孕率达到 80% , 而且小鼠卵巢切片

病理检测结果说明 , pVAX1-rZPC′DNA疫苗对被免疫动物的卵巢没有明显的影响 , 取

得了较好的避孕效果。用特异抗原决定簇构建基因疫苗 , 研究克隆 ZP 部分片段达到阻

断精卵相互作用的可能性 , 这是一个新的探索。

(十二 ) 抗 ZP抗体

随着人们对 ZP蛋白研究的深入 , 用 ZP蛋白作为抗生育疫苗引起人们日益关注和

浓厚兴趣。研究表明 , ZP抗原可诱发同种或异种免疫反应 , 产生抗 ZP抗体。抗 ZP 抗

体与 ZP 结合能干扰卵母细胞与卵泡之间的信息交流 , 导致卵泡闭锁和卵母细胞退化。

经抗 ZP 抗体处理过的卵子失去与同种精子结合的能力。抗 ZP 抗体在体内还能干扰胚

胎自透明带中“孵出”而妨碍着床。关于抗 ZP 抗体影响生殖功能的机制还不完全清

楚 , 但目前研究表明抗 ZP抗体能够掩盖 ZP 上的特异性精子受体 ZP3 , 从而阻止精卵

结合 ; 抗 ZP 抗体也能使 ZP的结构加固 , 抵抗精子顶体酶的消化作用 , 阻止精子穿过

ZP; 即使精子穿透了 ZP与卵子结合受精后 , 受精卵被包裹在坚固的 ZP 内 , 而不能实

现“孵出”后着床。抗原抗体复合物学说则认为 , 抗 ZP 抗体在 ZP 表面与其相应抗原

结合后 , 形成抗原抗体复合物 , 从而阻止精子通过 ZP。临床不育症的研究资料表明 ,

部分不孕妇女体内存在抗 ZP 抗体。有人认为抗 ZP抗体的存在是不孕的原因所在。

二、精 子 抗 原

人类精子抗原相当复杂 , 约有 100 多种 , 按其细胞定位 , 可分为核抗原、胞浆抗

原、膜固有抗原及包被抗原。按其特异性分为精子特异性抗原和精子非特异性抗原。特

异性精子抗原包括受精抗原-1 ( fertilization antigen-1 , FA-1 )、受精抗原-2 ( fer tilization

antigen-2 , FA-2 , 亦为精子膜抗原 )、卵裂信号-1 ( cleavage signal-1 , CS-1 ) 抗原、

精子/ 滋养层交叉反应抗原 ( sperm/ trophoblast cross-reaction antigen , STX-10 )、乳酸脱

氢酶-C4 ( LDH-C4 )、PH-20、PH-30 (是一种精子膜糖蛋白 , 具有细胞膜的外胞浆融合
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作用 )、生殖细胞抗原-1 ( germ cell an tigen-1 , GA-1 , 为精子膜蛋白 )、精子蛋白-10

( sperm protein-10 , SP-10)、YWK-Ⅱ相关抗原 ( YWK - Ⅱ是一种具有精子凝集作用的

单抗 , 间接免疫荧光显示该单抗的相关抗原定位于精子中段、尾段和精子头赤道部的表

面 )、顶体素原结合蛋白和钙结合蛋白 ( calbp) 等。非特异精子抗原包括肌酸磷酸激酶

(creatinephosphokinase, CPK)、甘露糖配体受体 ( mannose-ligand receptor , MLR )、C-

myc蛋白、C-ras蛋白、G蛋白、膜磷酸酪氨酸蛋白 ( membrane phosphotyrosine protein ,

M PP )。其他精子抗原有顶体素 ( acrosin )、ABO 血型抗原、HLA 抗原、鱼精蛋白

( protamine) 和精子膜抗原 ( sperm coating antigen, SCA) , 后者又称 scafferrin , 是一种

包被精子表面的抗原 , 来源于精囊腺等。

精子固有的细胞膜抗原由种属特异性抗原和组织相容性抗原 ( HLA、H-y 和 F9 )

等构成 , 其中器官特异性抗原可引起同种和自身精子免疫反应。此外 , 精子的特异性酶

是细胞膜上的 LDH-C4 和顶体素 (acrosin)。抗精子抗体按其对精子的作用分为凝集性、

制动性与结合性三类。精子凝集抗体有头对头、尾对尾及混合型三种。

目前已经分离且研究较为清楚的精子抗原主要有精子特异性 LDH-C4、PH-20、精

子蛋白-10、兔精子自身抗原 ( rabbit sperm autoantigen , RSA)、精子凝集抗原-1 ( sperm

agglu tination antigen-1 , SAGA-1 )、受精素α/β ( PH-30 抗原 )、受精抗原-1、受精抗原-2

和卵裂信号-1 等。

(一 ) SP-10

人的 SP-10 由 265 个氨基酸组成 , 位于精子的顶体内及顶体膜部位。SP-10 具有睾

丸/ 精子特异性 , 具有多个 MHS-10 抗原表位 , 可诱导产生抗精子抗体。MHS-10 是一

种特异性抗人类精子蛋白的单克隆抗体 , 可使精子凝集 , 而影响精子穿透仓鼠去透明带

的卵细胞 , 并影响精卵结合。用重组猴 SP-10 蛋白通过肌肉注射途径接种猴 , 可以诱导

猴的免疫反应 , 在生殖道和血清中可分别检测到抗 SP-10 的抗体 IgA 和 IgG。体外受精

实验发现 , 抗 SP-10 的单克隆和多克隆抗体都能抑制获能精子次级结合到透明带上 , 认

为 SP-10 疫苗的作用是通过诱导抗 SP-10 抗体———MHS-10 产生 , 从而抑制顶体反应 ,

以影响精卵间的相互作用。编码 SP-10 蛋白的 cDNA 已从人 cDNA表达文库中得到克隆

和测序。SP-10 正在作为一种口服避孕疫苗而被研究。已用减毒的沙门氏菌来表达重组

人 SP-10 抗原。重组有 SP-10 的沙门氏菌口服接种雌性小鼠后 , 在小鼠的生殖道分泌物

中可检测到特异性抗 SP-10 的抗体 , 它是首例通过口服接种途径在生殖道中诱导针对遗

传工程精子抗原的黏膜免疫反应。

(二 ) PH-20

是通过糖基磷酸化锚定的精子膜表面糖蛋白 , 分子质量为 64kDa, 参与精子与透明

带的黏附。PH-20 蛋白表现出透明质酸酶活性 , 这种活性使得精子能够穿透围绕在卵子

周围的卵丘细胞。Primakoff等报道用豚鼠 PH-20 免疫雄性和雌性豚鼠后 , 能抑制豚鼠

的生育 , 并且这种不育效果可以逆转。但是 , 抗豚鼠 PH-20 的抗体与人精子蛋白 PH-20
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并无明显的结合反应。豚鼠、人和恒河猴的 PH-20 cDNA已分别被克隆出来。由于 PH-

20 的分布特点、免疫效果及其与生殖功能的关系 , 使 PH-20 成为一种有应用前景的免

疫不育抗原。

(三 ) 兔精子自身抗原 ( RSA)

是由 O′Rand 等用抗精子的多克隆抗血清在兔精子中发现的一类蛋白。RSA作为低

分子质量膜糖蛋白家族 , 位于兔精子头顶体后区的表面 , 其功能是作为透明带黏附蛋

白。RSA抗原的单克隆抗体可与人精子发生交叉反应。精子穿透试验证明 , 其抗体可

以抑制精子/ 仓鼠卵的穿透。用合成的 RSA的 B细胞表位肽段免疫小鼠 , 其生育率与对

照组相比降低了 80%。RSA-3 cDNA克隆 (被命名为 Sp17 ) 已从兔、小鼠和人的睾丸

文库中分离出来。

(四 ) 受精素α/β ( PH-30 )

是一种顶体质膜抗原 , 用来介导精 卵膜的相互作用。通过免疫荧光方法发现 , 抗

PH-30 抗体定位于完整豚鼠精子的后顶体质膜。PH-30 包含两个亚单位 , 它们都是完整

的膜糖蛋白 , 其中α亚单位 ( 60kDa) 包含一段具有病毒融合蛋白特性的肽段 , 而β亚

单位 ( 44kDa) 是一种整合素配体。抗 PH-30 单克隆抗体能够抑制豚鼠精卵融合。用纯

化的豚鼠 PH-30 免疫雄性豚鼠 , 可导致完全不育 , 但免疫雌性豚鼠后则产生部分的免

疫不育效果。编码鼠、人等受精素亚单位的 cDNA 已经被克隆 , 并进行了其特性的研

究。

(五 ) 精子凝集抗原-1 ( sperm agglutination antigen-1 , SAGA-1)

是一个多态糖蛋白 (分子质量为 15～ 25kDa)。蛋白杂交和免疫荧光分析证明 ,

SAGA-1 具有疏水性质 , 不能采用经典的去除外围膜蛋白的方法来分离提取。据此认

为 , SAGA-1 或者是一种整合膜蛋白 , 或者是通过共价键与质膜相连。推测 SAGA-1 引

发的自身免疫会导致不育。目前 , 有关 SAGA-1 的研究集中在组织特异性分布及其在精

子和透明带相互作用中的功能 , 有关其免疫不育的研究还未见报道。

(六 ) 精子特异性乳酸脱氢酶

精子特异性乳酸脱氢酶 ( sperm-specific lactate dehydrogenase, LDH-C4 ) 特异地存在

于鸟类和哺乳类动物的睾丸和精子中 , 催化丙酮酸和乳酸的转化 , 为精子的运动和存活

提供能量。LDH-C4是由 4 个 C亚基组成的同源四聚体 , 与体细胞乳酸脱氢酶仅分布于

细胞内不同 , LDH-C4 在精子细胞内和胞质膜上都有分布。

LDH-C4 在免疫学上与 LDH-A4 和 LDH-B4 截然不同 , 它可以作为抗原诱导机体的

免疫反应。LDH-C4蛋白主动免疫多种动物 (包括灵长类动物 ) 后 , 均能降低动物的生
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育率 , 其抗原表位 (主要为 B细胞表位 ) 疫苗亦具有抗生育的效果。

1 . LDH-C4 的理化特性

LDH-C4 是 Zinkham 和 Goldberg 等分别用琼脂糖凝胶电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳的

方法各自独立发现的 , 它特异地存在于鸟类和哺乳类动物的睾丸和精子中 , 与体细胞中

的乳酸脱氢酶 A4 ( LDH-A4 ) 和 B4 ( LDH-B4 ) 同属于乳酸脱氢酶家族。它们都以烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸 ( NAD) 为辅酶催化丙酮酸和乳酸间的相互转化 , 在能量代谢中发

挥着重要作用。但 LDH-C4 与体细胞中的 LDH 相比较又具有一些独特的性质。在人、

小鼠等生物体内存在三种不同的乳酸脱氢酶亚单位即 A、B、C 亚单位 , 它们分别由三

个基因 Ldh-a、Ldh-b、Ldh-c编码。Ldh-a和 Ldh-b 基因主要在体组织细胞中表达乳酸

脱氢酶同工酶的 A和 B 亚单位。在不同器官组织中 , A 和 B 亚单位表达的比例有所不

同 , 如 A 亚单位在肌肉中的表达量高于 B 亚单位 , 其组成的四聚体 LDH-A4 的酶活性

适合在缺氧条件中催化丙酮酸的还原 ; 而在心肌细胞中则相反 , B 亚单位组成的四聚体

LDH-B4含量明显高于 LDH-A4 , 主要适合催化有氧条件下组织中的乳酸氧化。LDH-c

基因特异地在生精细胞中表达 C 亚单位 , 其分子质量约为 35 kDa。在精细胞中 ,

LDH-C4是由 4 个 C亚单位组成的同源四聚体 , 分子质量为 140kDa, 催化丙酮酸和乳酸

的转化。

不同物种间 C亚单位的氨基酸组成有所变化。人的 LDH-C4 与小鼠和红狐分别有

74 %和 86%氨基酸序列同源 , 抗原表位氨基酸序列有一些位点的氨基酸发生替换。通

过对小鼠和大鼠 LDH-C4 亚单位的氨基酸序列比较发现 , 它们有 32 个不同的氨基酸位

点 , 这 32 个不同的氨基酸位点已被定位。推测这些氨基酸的不同可能与种属特异性有

关 , 在一定程度上影响不同物种间 LDH-C4 的免疫原性。不同物种间 LDH-C4 亚单位氨

基酸序列的较大变化与体细胞中的 LDH-A4和 LDH-B4 亚单位氨基酸序列的高度保守性

形成明显的对照。在一级结构序列和三维结构上 , A、B 亚单位比较相似 , 而与 C 亚单

位差别较大 , 表现在 C 亚单位的螺旋和环区的氨基酸序列与 A 和 B亚单位有很大差异 ,

尤其 N端的臂区变化更为明显。对来自大鼠和小鼠的睾丸、猪的肌肉等七种脊椎动物

LDH同工酶的氨基酸序列进行比较表明 , LDH-A4 和 LDH-B4 二者间有更近的进化关

系。而对人和小鼠的 LDH 同工酶基因序列的比较进一步证实 , Ldh-c基因可能在进化

过程中较早地与 Ldh-a 和 Ldh-b 基因分离。在体内 , C 亚单位只能结合成同源四聚体

LDH-C4 , 分布于生精细胞中 ; A和 B 亚单位间却能够相互结合成五种不同形式的四聚

体结构蛋白 , 存在于机体的骨骼肌细胞和心肌细胞等体细胞中。对于同一物种而言 , 乳

酸脱氢酶同工酶又有一定的同源性。小鼠 Ldh-c基因的核苷酸序列和 C亚单位氨基酸序

列与 Ldh-a基因序列和 A亚单位氨基酸序列分别有 73 %和 72%同源性。人乳酸脱氢酶

( LDH-A4、LDH-B4 和 LDH-C4 ) 亚单位的氨基酸序列则有 69%～75%同源 , 它们的活

性位点尤其保守 , 说明三者间又有一定的相关性。根据 LDH-C4 氨基酸序列和 X射线衍

射实验的数据 , 利用计算机成像系统构建了小鼠 LDH-C4 的空间结构模型。小鼠

LDH-C4的三维结构是利用分子置换技术确定的。

2 . 分布特点

LDH-C4 在细胞中具有双重分布的性质。免疫胶体金等实验证明 , LDH-C4 主要是
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胞内酶 , 但有一部分与质膜相结合。LDH-C4在精母细胞、精子细胞及处于分化成熟阶

段的精子尾的主段和中段的质膜上都有明显分布 , 取自附睾的成熟精子的主段和中段也

有较强的染色。LDH-C4 在精母细胞、精子细胞和精子的线粒体上分布较少 , 在体细胞

的线粒体上则未检测到 LDH-C4。LDH-C4在精子膜上的分布使它能方便地与细胞外成分

(如抗 LDH-C4的抗体 ) 相接触。

3 . 表达调控

LDH-C4的 C 亚单位由大小为 1 kb 的 Ldh-c基因编码。人 Ldh-c基因位于 11 号染色

体的短臂 p15 . 3～p15 .5 处 , 在位置上与 Ldh-a基因比较靠近。Ldh-c 基因编码区含有 6

个内含子 , 其表达具有严格的时空调控。Goldberg 等在小鼠初级精母细胞中检测到

LDH-C4 mRNA存在 , 但在体细胞中没有发现 , 说明 LDH-C4 的表达具有组织细胞特异

性。在睾丸分化过程中 , LDH-C4的 mRNA 表达有所变化 , 圆形精子细胞中 LDH-C4

mRNA的含量比粗线期精母细胞丰富得多。在不同物种中 LDH-C4 的 mRNA含量也存

在差异 , 小鼠睾丸中 LDH-C4 的 mRNA 含量约是大鼠的九倍 , 并在减数分裂后期仍保

持较高水平 ; 而在大鼠的初级精母细胞中含量最高 , 在精子中有所下降。由于小鼠

LDH-C4 在转录水平上比大鼠只是略有提高 , 推测这种 mRNA水平的明显差异主要是转

录后事件的结果。LDH-C4蛋白的合成及酶活性也只在精子发生的特定阶段才表现。小

鼠在初级精母细胞的粗线期中期开始表达 LDH-C4 , 在粗线期精母细胞和精子细胞中也

检测到 LDH-C4 亚单位 , 并在整个精母细胞的胞浆中均匀分布。检测成年小鼠的生精细

胞 , 结果表明 LDH-C4 的合成起始于前细线期和细线期/ 偶线期 , 在粗线期精母细胞、

圆形精子和浓缩过程中的精子细胞中 LDH-C4 含量显著升高 , 在精子中则有所下降。上

述研究结果说明 , 在由 A 型精原细胞分化成为 B 型精原细胞进入精子发生周期时 ,

Ldh-c基因就开始活化和表达。

小鼠和人的 Ldh-c基因已经被克隆和测序。从小鼠基因文库中克隆得到包含一段发

卡结构的 Ldh-c基因克隆 , 这段发卡结构被认为与 Ldh-c基因的启动子区域有关。体外

转录实验证明 , 这个 720 bp的片段在睾丸组织细胞核提取液中具有启动子活性 , 在肝

脏细胞核提取液启动子活性却被显著抑制。应用 CAT 和 lacZ 报告基因对 Ldh-c基因启

动子进行研究 , 结果表明小鼠和人 Ldh-c基因包含几个广义 cis 作用元件 , 但小鼠和人

Ldh-c基因作用元件有所不同 , 小鼠 Ldh-c基因包含一个功能性的 TATA 盒 , 但在人的

Ldh-c基因中则不含这一结构 ; 相反 , 在人的 Ldh-c 基因中含有六个潜在的 Sp1 结合位

点而在小鼠中则没有 , 但也有实验证明人的 Ldh-c基因启动子序列在转基因小鼠的睾丸

提取液中起作用并且保持了时相和组织的特异性特点。这一与 TATA盒交叠的发卡结

构域在 3′端延伸到转录起始位点。通过电泳迁移实验和核酸 蛋白杂交实验分析表明 ,

在睾丸细胞的核提取液和肝脏细胞核的提取液中分别有分子质量为 103 kDa 和 65 kDa

的蛋白与这一发卡结构中一段 60 bp的核心启动子区结合。位点突变实验表明 , 这一 60

bp的核心启动子序列能够充分控制 LDH-C4 睾丸特异性转录 , 转基因鼠的体内实验也

进一步证明这一点。体外转录实验证明 , 当这一发卡结构的中间区域发生突变时 , 其在

睾丸核提取液中的启动子活性丧失 , 表明转录激活因子与这一位点结合。对启动子的

5′端进行随机突变 , 在睾丸组织细胞核提取液中启动子活性没有影响 , 但在肝脏核提取
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液中启动子活性有明显的降低 , 认为在体细胞中 NF-I 蛋白与发卡结构域的结合抑制了

Ldh-c基因的表达。在生精细胞中 , NF-I 蛋白含量较低而 TBP 蛋白 ( TATA-binding

protein) 含量明显高于体细胞 , 有利于生精细胞中转录复合体的形成。不同的 NF-I 蛋

白异构体或共同抑制因子也可能参与 LDH-C4 基因表达的调节。图 15-1 是小鼠 Ldh-c基

因组织特异性表达调节模式图。

图 15-1  小鼠 LDH-c基因组织特异性表达调节模式图

在体细胞中 NF-I 蛋白与启动子区的发卡结构结合抑制 LDH-C4 基因在体细胞中的表达 ;

而在精子细胞 ( sp ermat id) 中不存在 N F-I 蛋白的抑制作用 , TBP 蛋白与 T AT A 盒的结

合促进 L DH-C4 转录复合体的形成 , 有利于 L DH-C4 在精子发生过程中的表达。其他

转录因子可能也在 L dh-c 基因特异性表达过程中发挥作用。

通过凝胶延迟实验和体外转录系统实验证明 , 转录因子蛋白 Sp1 在睾丸中含量丰富

而在大部分的体细胞中并不表达 , 表明 Sp1 蛋白可能在睾丸 LDH-C4 基因表达中起重要

作用。在精子发生过程中 , LDH-C4 含量与 Sp1 含量变化存在线性关系。电泳迁移实验

和蛋白 核酸杂交实验还表明 , 在睾丸和肝脏的核提取液中分别有分子质量约为 120kDa

和 70kDa的蛋白与小鼠 LDH-C4 启动子区的 CCAAT 盒序列结合 , 推测 Sp1 等蛋白与

LDH-C4 组织特异性的表达调节有密切关系 , 提示 LDH-C4 表达调节存在一套十分复杂

的调节机制 , 对此还有待进一步的研究。

4 . LDH-C4 的免疫学特性

(1 ) 免疫原性

在哺乳动物中 , 雌性动物机体细胞不表达 LDH-C4。雄性个体虽然在睾丸部位的生

精过程中合成 LDH-C4 , 但在正常情况下血睾屏障使其与免疫系统相隔离。因此对于雌

性动物和雄性动物 , 无论是自身合成的还是外源的 LDH-C4 , 都被机体的免疫系统识别

为异己成分 , 作为自身抗原、异型抗原或同种异型抗原。当免疫系统与 LDH-C4 接触

时 , LDH-C4 作为抗原物质激发机体的免疫系统 , 产生免疫应答反应。用纯化的 LDH-

C4 免疫小鼠的实验证明 , LDH-C4 能够诱导特异性免疫应答反应 , 包括体液免疫和细胞

免疫。当进行局部子宫内免疫小鼠时 , 在生殖道的分泌物中可检测到抗 LDH-C4 的抗体

IgA, 说明 LDH-C4 能引起机体的局部黏膜免疫反应。
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(2 ) 抗原决定簇

利用分离的 LDH-C4 片段与抗体的结合实验、合成肽段的免疫实验、LDH-C4 的衍

生物竞争性结合等对 LDH-C4 抗原结构进行的初步分析认为 , 围绕 LDH-C4 四聚体表面

的一组肽段是免疫原性部位 , 将其中的六个肽段与白喉类毒素连接后免疫 , 根据免疫效

果对其免疫原性进行排序 : 5～ 15 , 304～316 > 211～220 , 274～286 > 49～ 58 , 97～

110 , 这些肽段一般由 10～15 个氨基酸残基组成 (如 mC5～15 肽段 , 其氨基酸序列为

KEQLIQ NLV PE) , 代表着四聚体 50 %的可接触溶剂表面。兔抗小鼠 LDH-C4 抗体与分

离纯化的 LDH-C4 片段的结合实验表明 , 小鼠的 LDH-C4 至少有 12 个抗原结构域 , 它

们都包含四聚体表面的几个氨基酸残基。当用分离纯化的 LDH-C4 片段 (如 Mc152～

159) 或一些与白喉类毒素 (DT ) 连接的包含免疫原性序列的肽段 (如 DT-Mc5～15、

DT-Mc211～220 ) 免疫小鼠或兔时 , 在小鼠或兔的血清中都检测到抗天然 LDH-C4 的抗

体 , 这些抗体可以特异地与精子表面的 LDH-C4 结合 , 说明部分肽段能引起机体的免疫

反应 , 这些肽段可能是抗原决定簇的重要组成部分。有研究表明 , 9 种抗小鼠 LDH-C4

的单克隆抗体与人的 LDH-C4 都能发生交叉反应 , 但没有一种单克隆抗体与人和小鼠体

细胞的 LDH同工酶作用 , 进一步证明 LDH-C4 存在多个特异性的抗原表位。

(3 ) 免疫特异性

LDH-C4 虽然在氨基酸序列和三维结构上与体细胞的 LDH 有一定的同源性 , 但它

们的免疫学特性不同。体细胞的 LDH不能明显地诱导产生相应抗体。LDH-C4具有性质

不同且能够诱导免疫反应的抗原表位 , 以及细胞特异性和剂量依赖性的免疫抑制位点 ,

能够作为免疫原刺激机体的免疫系统 , 产生体液性抗体。LDH-C4 免疫产生的抗体与不

同种属的 LDH-C4 可以发生交叉反应 , 而与体细胞的 LDH 无论同种或异种均不发生交

叉反应。因此 LDH-C4 免疫动物产生的抗体可以特异性地与表达 LDH-C4 的精母细胞、

精子细胞及精子结合 , 而不会与体细胞相结合 , 从而表现出极强的细胞特异性。但近期

实验证明 , 抗天然 LDH-C4 的 IgG 虽然不能识别体细胞的 LDH , 但经化学修饰的

LDH-C4免疫产生的抗血清能与来自体细胞 (如肾脏和胎盘 ) 的 LDH 稳定作用 , 并且抗

化学修饰的 LDH-C4 的抗血清和天然 LDH-C4 间的亲和力明显高于抗天然 LDH-C4的抗

体与天然 LDH-C4 的亲和力。有人据此认为 , 天然 LDH-C4 之所以是精子特异性抗原 ,

是因为其诱导交叉免疫反应的抗原表位被隐藏在结构内部 , 而在免疫学上表现为精子特

异性。

(七 ) 雄性配子抗原疫苗

抗精子抗体及其抗生育影响的研究大约在一个多世纪前就已开始 , 1899 年 Metch-

nikoff 首次报道了精子的免疫原性。20 年后 , Savini 和 Savini-Castano 用精子进行主动

免疫豚鼠 , 降低了豚鼠的生育率。1932 年 , Baskin 在美国申请了非特异性精子蛋白疫

苗的专利。近几十年的研究进一步证实 , 雄性配子抗原疫苗能够明显地影响生育率 , 精

子特异性蛋白作为免疫不育的靶抗原具有很好的应用前景。抗精子抗体 ( ASA) 实验显

示 , 抗精子抗体在体外抑制了精子的功能并在实验动物模型上诱导了不育。精子特异性

蛋白诱导产生抗精子的抗体可引起男子不育 , 并不导致其他生理性疾病的发生 , 说明利
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用抗精子抗体的方法来避孕不会给人的正常生殖活动带来副作用。

用于免疫不育的精子抗原一般具有一些共同的特点。它们应是精子特异性的蛋白 ,

在精子表面有一定分布 , 在生育过程中参与一定功能。精子抗原诱导机体特异性的免疫

反应后产生的抗体与体细胞不发生交叉反应。抗体与精子表面相应特异性抗原间的作用

能够阻断精子的正常生理功能。另外还有一些其他要求 , 如抗原获得途径、生育功能的

可逆性等。关于精子蛋白疫苗已有较多的研究。临床证明 , 在体内含有抗精子抗体

(an tisperm antibody , AsAb) 的病人几乎不能妊娠 , 因为抗精子抗体一旦进入生殖道与

精子结合 , 就会影响精子的正常功能。一般认为当重组配子疫苗接种生物机体时 , 表达

的配子抗原会诱导特异性免疫反应 , 在生殖道中产生特异性抗体。这些抗体可通过多方

面的作用影响受精 : ①抗体在阴道、子宫颈、子宫、输卵管等部位引起精子凝集 , 致使

精子失去运动能力。②精子抗体结合到精子表面也可改变精子的游动方式 , 损害精子穿

透子宫颈黏液的能力。③抗体与配子结合将配子 (精子或卵子 ) 包裹 , 阻断精卵的相互

作用 , 影响精子与透明带的结合、透明带的穿透、精卵膜的黏附和融合等 , 这些抗体与

配子相互作用的结果最终都会阻断受精。④抗体也可能通过抑制精子的获能或抑制精子

的顶体反应 , 导致精子不能完成受精过程。

在雄性个体内 , 抗精子抗体也可能通过某些途径影响精子的发生。抗精子抗体沉积

在曲细精管的基底膜和生精细胞上 , 影响睾丸的生精功能。此外 , 抗精子抗体也可通过

增强人体巨噬细胞的间接杀精作用而导致不育 , 在临床上表现为少精子症和无精子症。

在抗体渗入到生殖道的同时 , 补体成分也一同进入男性生殖道的分泌物中 , 引起补体链

的激活及巨噬细胞的调理作用等 , 从而影响生育。

1 . LDH-C4 蛋白疫苗的研究

LDH-C4 独特的免疫学特性引起了许多科学家的兴趣 , 并以此作为免疫不育的模

型 , 开展了蛋白免疫不育的研究。

Goldberg 等用 LDH-C4 接种不同品系的雌性小鼠 , 引起了不同程度的免疫应答 , 其

中 BALB/ c 和 SJL 等品系的免疫反应较强。用 LDH-C4 或其部分片段免疫注射小鼠、

兔、狒狒等 , 都诱发了针对 LDH-C4 的特异性免疫应答 , 使动物的生育率降低 , 具有一

定的免疫不育效果 , 但免疫原性较差 , 免疫避孕的效果并不理想。后来采取对 LDH-C4

残基进行化学修饰、注射弗氏佐剂、将分离或合成的 LDH-C4 部分片段与 DT 相连等方

法 , 提高了其免疫原性 , 使抗生育效果虽有所提高 , 但抗原的纯化工艺复杂、成本昂

贵、且需多次强化注射等问题使其实际应用受到制约。

2 . LDH-C4 基因疫苗的研究

随着分子生物学的发展、黏膜免疫的研究和 DNA疫苗技术的问世 , 使得通过基因

免疫抗生育将成为可能 , LDH-C4 的应用研究随之也进入一个新阶段。

随着基因重组技术及基因载体传递系统的迅速发展 , 20 世纪 90 年代初基因免疫技

术问世。技术的核心是将编码抗原的核酸序列组装到含有必要表达调控元件的真核表达

载体中构建核酸疫苗 , 然后将其导入动物体内 , 重组的核酸疫苗可以利用宿主体内的酶

系合成外源基因编码的蛋白 , 从而诱发宿主对该外源蛋白的免疫应答 , 达到免疫预防的
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目的。蛋白疫苗的研究已经证明 , LDH-C4 的抗原表位疫苗具有抗生育作用。这些研究

工作提示 , LDH-C4 或其抗原表位疫苗免疫动物可能会刺激机体的免疫系统 , 通过体液

免疫和细胞免疫阻断受精等。将人精子表面蛋白 Sp10 基因和狐的 LDH-C4 基因与载体

连接并通过沙门氏菌分别感染小鼠和狐后 , 在小鼠的生殖道冲洗物和狐的唾液中分别检

测到抗 Sp10 和 LDH-C4 的抗体 , 说明将 LDH-C4 基因与载体连接构建的抗生育疫苗通

过口服途径免疫动物可以刺激机体的黏膜免疫系统 , 产生分泌型抗体。这表明 ,

LDH-C4基因疫苗通过口服途径免疫动物使动物不育将成为可能。

第二节  母 胎 免 疫

正常妊娠时 , 胎儿作为“半同种移植物”不被母体排斥的现象 , 一直备受关注。从

理论上说 , 胎儿具有的父源 HLA抗原 , 其组织相容性抗原差异很大 , 应该为母体淋巴

细胞识别 , 产生排斥反应。但正常妊娠母体的排异反应降低 , 母体能有效地调节制约对

胚体潜在性的有害反应。母体对携带双亲的同种异型胎儿抗原 , 仅予以低度的体液和细

胞免疫反应 , 有几种不同的特异的和非特异的免疫抑制的联合作用使胎儿免遭免疫排

斥 , 从而使妊娠获得成功。母体免疫系统不排斥胚胎抗原归因于复杂的母 胎特殊免疫

调节机制。

胎儿逃避母体免疫攻击的确切机理 , 以及因母体对胎儿免疫排斥导致妊娠失败的机

制一直是生殖免疫学研究的热点课题。

早在 1953 年 , Medawa即提出并试图阐明为何在正常妊娠中母体能对带有异种抗

原的胎儿产生免疫耐受。经过近 50 年的研究 , 尽管对这一机制并未完全了解 , 但已发

现妊娠期间的免疫状态具有以下特点 : ①胎盘不是一个惰性的免疫屏障 , 母体和胎儿细

胞可通过胎盘进行一定程度的相互转运。正常妊娠时胎儿细胞可转运至母体血循环中并

长期存活 , 母体细胞也可转运至胎儿组织而不引起胎儿的免疫攻击。②即使母体和胎儿

主要组织相容性抗原基因存在差异 , 胎儿成熟 B 细胞对母体主要组织相容性抗原缺乏

反应性 , 胎儿对母体细胞的免疫耐受可保持相当长的一段时期。③主要组织相容性抗原

在母胎交界面胎盘细胞中的表达有特殊调控机制。④母胎之间主要组织相容性抗原系统

存在不相容性可能对妊娠有利。将妊娠期间的这种免疫环境称为局部免疫或称蜕膜免

疫。越来越多的实验提示 , 主要组织相容性抗原在胎盘细胞的特殊表达有可能是母胎局

部免疫调控的重要机制。

一、主要组织相容性抗原

主要组织相容性复合体 ( major histocompatibility complex , MHC; 在人类为 HLA)

是编码细胞表面糖蛋白的一类多基因家族 , 该类基因产物———主要组织相容性抗原在免

疫识别中极为重要。T 细胞表面的高度抗原特异性的 T 细胞抗原受体 TCR 不能识别完

整的抗原分子 , 只能识别由 MHC分子呈递的源于微生物蛋白质的分解肽段。病毒、细

菌、寄生虫或自身蛋白在细胞内被蛋白酶作用分解成为小的片段后 , 由 MHC 分子结合

后再运送到细胞表面 , 并由它将抗原呈递给 T 细胞 , 激活相应的 T 细胞和继发的对 B
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细胞的激活。 T细胞在对这些外来的并被呈递的抗原识别的同时 , 还要识别 MHC 分

子 , 说明 TCR 对抗原的识别还依赖于呈递的 MHC分子 , 即 MHC 分子具有限制识别的

免疫现象。

MHC 限制是指抗原呈递细胞自身必须表达出 MHC 分子才能被 T 细胞识别 , 并进

而对抗原产生免疫应答。由于遗传上的差异 , 表达的 MHC 分子也有所不同。因此 , 抗

原呈递细胞呈递的 II类 MHC 分子与抗原肽段形成的复合物不能激活不同种系的辅助性

T细胞。当 B细胞表达 II 类 MHC 分子被辅助性 T 细胞识别为自身细胞时 , 辅助性 T

细胞才能辅助 B细胞 , 使之被激活和产生相应的抗体。病毒等侵染体内细胞后 , 只有

当靶细胞产生的 I 类 MHC 分子与抗原肽段结合的复合物呈递出来时 , 才能被细胞毒性

T 细胞识别 , 进而释放淋巴毒素来裂解细胞。这些自身 MHC 限制现象 , 是机体免疫系

统对识别抗原产生免疫应答的精细调节的重要手段。由此可见 , MHC 在免疫识别中起

极为重要的作用。

MHC 在脊椎动物进化中高度保守 , 不同动物的 MHC 在组成、结构、功能和分布

上彼此相似。根据结构和功能可将 MHC分为Ⅰ和Ⅱ两种类型 , Ⅰ和Ⅱ类抗原主要以细

胞膜镶嵌蛋白的形式存在 , 也可脱落成为可溶性形式。Ⅰ和Ⅱ类抗原都由α和β两个亚

单位组成。

MHCⅠ类抗原有经典和非经典两种类型。在人类 , HLA-Ⅰ (基因位于人类第 6 号

染色体上的主要组织相容性复合体 , 称为 HLA , 代表人类白细胞抗原 ) 类基因家族包

括 HLA-A、B、C、E、F、G、H、J 基因位点 , 其中 HLA-A、B、C 位点所编码的分子

被称为经典 HLA-Ⅰ类分子 , 其特点是具有高度多态性和广泛表达于各种有核细胞表面

(神经元和滋养层细胞除外 ) ; 而 HLA-E、F、G 等位点所编码的分子则属于非经典

HLA-Ⅰ类分子 , 它们的特点是多态性程度较低 , 而且其蛋白抗原仅存在于某一特定组

织。

HLA-E 与其他非经典 HLA-Ⅰ类抗原有些不同 , 它的表达不具有组织特异性 , 几乎

每种组织均有这类抗原表达 , 而静息 T 淋巴细胞中表达尤多。由于它是滋养层细胞

系———JAR 细胞表达的惟一的 HLA-Ⅰ类分子 , 推测 HLA-E 有可能属于管家基因。

HLA-G在某些细胞上有所转录 , 但表达却只限于滋养层细胞。

二、经典 MHCⅠ类抗原有选择性表达于滋养层细胞

目前人们对母胎界面胎盘滋养层细胞表面的经典 MHCⅠ类抗原进行了大量研究 ,

认为在不同滋养层细胞亚型中 , MHCⅠ类分子的 mRNA及蛋白抗原含量有所不同 ; 而

对于某一特定的滋养层细胞 , MHCⅠ类分子的 mRNA 及蛋白抗原含量随妊娠时期的变

化而改变。在人妊娠的前三个月 , 滋养层细胞中经典 HLA-Ⅰ类抗原的表达高于足月滋

养层细胞。在足月合体滋养层细胞中 , 经典 HLA-Ⅰ类抗原表达极其微弱。妊娠前三个

月绒毛滋养层细胞中可检测到 HLA-C的转录 , 足月绒毛滋养层细胞中 HLA-C 转录本被

HLA-A和 B转录本代替。此外 , 在绒毛滋养层细胞中 , 经典 HLA-Ⅰ类抗原的β链并未

折叠形成三级结构 , 而是以展开状态存在于内质网中 , 分析原因有可能是翻译后的修饰

缺陷所致。IFNγ处理后 , HLA-Ⅰ类抗原的β链可脱离内质网 , 以成熟形式出现于细胞
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表面。而在羊膜上皮细胞中能检测到所有经典 HLA-Ⅰ类抗原存在 , 绒毛外滋养层细胞

中则检测不到经典 HLA-Ⅰ类抗原。

经典 HLA-Ⅰ类抗原在滋养层的表达具有时空依赖性 , 因此它对于妊娠的作用很复

杂 , 推测有两个作用。首先 , 它的表达可以激活 T 淋巴细胞 , 增强机体的抗感染能力 ,

从而抑制滋养层细胞的过度增生。其次 , HLA-C 的表达有可能抑制 T 淋巴细胞和 NK

细胞对异型抗原的杀伤反应。

三、非经典 MHCⅠ类抗原与母胎免疫

(一 ) HLA-E 在胎盘的表达

在人妊娠三个月及足月胎盘中 , 可检测到 HLA-E 的 1 . 7kb 和 2 . 7kb 的两个转录产

物 , 体外培养的细胞滋养层和合体滋养层细胞中也检测到这两个转录本的存在 , 这两个

转录本的差别在于 3′末端的 poly A 的数目 , 但免疫组化实验并未发现这些细胞存在

HLA-E 蛋白 , 说明这些细胞中存在转录后调控机制 , 阻碍了 HLA-E基因的翻译。

近年 , 利用 N末端氨基酸显微序列分析实验 , 在人羊膜上皮细胞检测到 HLA-E 蛋

白。以后发现 , 在恒河猴基因组中也存在 HLA-E 基因 , 并且这一基因未发生 DNA 甲

基化 , 仍具有较高的转录活性。在人滋养层来源的细胞系 JAR 中 , 其他 HLA-Ⅰ类基因

均发生 DNA甲基化 , 惟有 HLA-E 基因活跃转录。由此推测 , HLA-E 具有重要功能 ,

很可能属于管家基因。

(二 ) HLA-F 抗原与母胎免疫

关于 HLA-F在人类胎盘的表达情况所知甚少。利用 RNase 保护分析实验 , 已在人

胎盘中发现它的转录产物 , 但对于胎盘中何种类型细胞表达这类抗原以及这类抗原在胎

盘的功能目前还不清楚。

(三 ) HLA-G在母胎界面的表达

利用原位杂交、RNase保护分析以及 Northern 印迹分析发现 , 在妊娠前三个月以

及足月妊娠妇女的绒毛细胞滋养层、绒毛外细胞滋养层以及羊膜细胞中均有大量

HLA-G mRNA存在。利用上述研究手段在合体滋养层细胞中未检测到有 HLA-G 转录

本 , 但利用 R T-PCR 技术却检测到该类抗原的 mRNA存在于合体滋养层 , 提示 HLA-G

基因在这类滋养层细胞中只有基础的转录而无大量翻译。利用 HLA-G基因的不同引物

进行 RT-PCR 时 , 在人类滋养层组织中检测到 6 种不同的 HLA-G 基因的转录本 , 其中

HLA-G1、HLA-G2 和 HLA-G3 编码膜蛋白 , 以后又发现这三种 HLA-G膜蛋白在绒癌细

胞系 JEG-3 以及绒毛外细胞滋养层细胞中共表达。此外 , 在体外分化的合体滋养层细

胞也检测到有少量表达。

免疫沉淀实验表明 , 人妊娠早期和中期的绒毛外细胞滋养层大量表达 HLA-G 蛋
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白 , 而在妊娠后期其表达量逐渐下降。近年来 , 随着 HLA-G 基因各种表达产物的单克

隆抗体的研制成功 , 对于 HLA-G 蛋白在胎盘细胞的表达研究得越来越精细。现已知 ,

HLA-G1、HLA-G2、HLA-G3 等膜蛋白共表达于妊娠早期及中期的绒毛外细胞滋养层

中 , 而绒毛滋养层和合体滋养层并不表达 HLA-G蛋白。

(四 ) HLA-G保护胎儿不被排斥

HLA-G是绒毛外滋养层细胞中第一个被详细描述的 HLA基因 , 并且其表达产物是

母胎界面含量最多的 HLA蛋白 , 由此成为研究的热点。现在已经对 HLA-G 的核苷酸

序列和氨基酸序列研究得很清楚 , 与经典 HLA-Ⅰ类抗原相同 , 有 8 个外显子和 7 个内

含子 , HLA-G在 6 号外显子中提前出现终止密码 , 因而导致 HLA-G蛋白质分子胞内段

短于经典 HLA-Ⅰ类分子的胞内段。完整 HLA-G蛋白质的分子质量仅为 40kDa , 而经典

HLA-Ⅰ类分子分子质量可达 45kDa。这类抗原特异性表达于细胞滋养层 , 对于妊娠的

维持至关重要 , 它可保护带有父方同种异体抗原的胎儿免受母体免疫系统的杀伤 , 具体

的保护机制尚不清楚。根据目前的研究 , 有以下几种推测 : ①在子宫蜕膜淋巴细胞中

NK 细胞占多数 , 这些蜕膜 NK 细胞表面存在一种针对 HLA-Ⅰ类抗原的抑制型受体

( killer-cell inhibitory receptors, KIRs )。在人类 , 已发现的 KIR 有四种 : NKAT1、

NKAT2、NKAT3 和 NKAT4 , 这些等位基因位于 9 号染色体长臂 , 均是免疫球蛋白超

家族的成员。它们的胞内段高度保守 , 含有两个可与蛋白酪氨酸磷酸酶 1C ( P TP1C)

和 1D ( P TP1D) 相连的抑制型位点 , 该位点在人和小鼠 KIR 上均存在 , 由 26 个氨基

酸组成 , 并通过与两个蛋白酪氨酸磷酸酶结合而传递抑制信号。HLA-G是 KI R 的公共

配体 , 通过与 KIR 的结合抑制 NK细胞的活化。②HLA-G 抗原结合了影响细胞生长和

分化的细胞因子如胰岛素、表皮生长因子等 , 从而抑制了 T 细胞的活化。③HLA-G 转

录产物的多样性使得 HLA-G可以两种形式存在 , 一种是膜结合蛋白 , 即以膜上抗原形

式存在 , 另一种则以可溶性蛋白形式分泌到胞外 , 而可溶性 HLA-G 分子可以介导同种

异体反应性的 CTL (细胞毒性 T 淋巴细胞 ) 的凋亡 , 从而抑制其杀伤活性。④HLA-G

抗原多态性程度非常低 , 也就是说胎儿 HLA-G 蛋白与母体 HLA-G 蛋白的差异小 , 因

此 HLA-G抗原虽不是自身成分 , 但也不能看成严格的非己成分 , 减轻了母体免疫系统

对滋养层的识别能力。

(五 ) HLA-G 基因的表达调控

HLA-G的表达调控主要发生在转录、mRNA 的剪切、翻译以及翻译后的修饰等多

个水平。

妊娠早期的绒毛外细胞滋养层细胞中 , HLA-G大量转录和翻译 , 并将翻译后蛋白

转运至细胞表面。比较 HLA-G 基因与经典 HLA-I 类基因的调控区发现 , HLA-G 基因

缺少在经典 HLA-I 类抗原基因中存在的顺式作用元件 KB 区、干扰素作用区以及增强

子 B, HLA-G基因也不含有经典 HLA-I类抗原调控序列中的负调控元件。有实验证明 ,

将 5 . 7kb 和 6 .0kb的 HLA-G 基因转入小鼠后 , 则这两种转基因小鼠均在滋养层细胞和
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胎盘间充质细胞中表达 HLA-G, 但 6 .0kb 的 HLA-G 转基因小鼠中 HLA-G在胚外组织

表达的效率远高于 5 .7kb 的 HLA-G转基因小鼠 , 说明在 HLA-G 基因上游 5 .7～6 .0kb

这一段约 250bp 片段含有重要的正调控序列 , 这一段序列可能属于顺式作用元件。

在绒毛细胞滋养层 , HLA-G基因转录和翻译 , 但翻译后的蛋白不能被转运至细胞

表面 , 说明在这类细胞中 , HLA-G的调控主要在翻译后的修饰水平。

在合体滋养层细胞 , 只有高灵敏度的 RT-PCR 才能检测到 HLA-G的转录产物 , 但

没有翻译成为蛋白质 , 推测在这类细胞中 HLA-G 基因的转录被抑制。这类细胞中的

HLA-G基因并未发生 DNA甲基化 , 因此细胞中有可能缺乏 HLA-G 基因转录所必须的

反式作用因子。此外 , 合体滋养层细胞中的染色体结构不同于细胞滋养层 , 这也可能是

HLA-G基因转录被抑制的原因之一。

四、MHCⅡ类抗原在胎盘细胞的表达

MHCⅡ类基因仅在活化的 T 细胞以及巨噬细胞、B 细胞、树突状细胞、胸腺上皮

细胞等抗原提呈细胞中表达 , 而且其表达水平可依细胞发育阶段不同而改变。例如 , 未

成熟 B细胞不表达 MHCⅡ类抗原 , 仅在成熟 B 细胞中表达。当成熟 B 细胞受到抗原刺

激进一步分化为浆细胞时 , MHCⅡ类抗原又停止表达。通过对小鼠、大鼠和人胎盘的

研究发现 , 在正常妊娠中滋养层 MHCⅡ类抗原的表达被完全抑制 , 而习惯性流产妇女

的胎盘滋养层细胞中可检测到大量 MHCⅡ类抗原的表达 , 说明 MHCⅡ类抗原在胎盘滋

养层被抑制是母胎之间免疫调控的重要机制 , 对于妊娠的成功必不可少。

IFNγ是 MHCⅡ类抗原的主要诱导因子 , 可以使许多 MHCⅡ类抗原阴性细胞表达

该类抗原。体外研究证实 , IFNγ不能诱导胎盘来源的细胞表达 MHCⅡ类抗原 , 但能诱

导某些胎盘细胞表达 MHCⅠ类抗原。将不同剂量的 IFγN 注入小鼠后 , 高剂量的 IFNγ

可诱导母体蜕膜细胞大量表达 MHCⅡ类抗原 , 然而却完全不能诱导胚胎来源的巨细胞、

成胶质细胞和迷路滋养层细胞等细胞表达这类表面抗原。以后又证实 , 大鼠胎盘中不表

达 MHCⅡ类抗原 , 而且 I FNγ及 DNA甲基化抑制剂———5 氮胞苷均不能诱导其表达。

但是也有报道指出 , 在胎盘的不同类型细胞中 , 人的细胞滋养层细胞、小鼠的成胶质滋

养层细胞等细胞类型在 I FNγ的刺激下能被诱导表达 MHC II类抗原。

在鼠类胎盘成胶质滋养层细胞中检测到 I FNγ受体的存在 , 而且这类细胞可在离体

或在体情况下被 IFNγ诱导表达 MHCⅠ类抗原 , 说明 IFNγ受体是功能性受体。Pey-

man 等认为滋养层细胞不能被 I FNγ诱导表达 MHCⅡ类抗原并非由于这些细胞不具有

IFNγ受体。Chen 等提供了妊娠中期后的成胶质细胞膜表面存在 I FNγ受体的直接证

据。最近有报道指出 , 将外源的 MHCⅡ类抗原α亚单位和β亚单位基因转染到滋养层

细胞后 , 滋养层细胞表面可表达 MHCⅡ类抗原。这些结果说明 , IF Nγ不能诱导滋养层

中 MHCⅡ类抗原的表达 , 其具体机制尚不清楚。彭景螰等以兔为实验材料 , 利用 R T-

PCR 方法研究了妊娠不同时期的胎盘滋养层中 MHCⅡ类抗原的表达情况。在妊娠 18

天 , 滋养层细胞低水平表达 MHCⅡ类抗原 , 妊娠 26 天时表达量显著升高。此外 , 在妊

娠不同时期 , 孕兔胎盘滋养层细胞对 I FNγ处理的反应不同。在妊娠 18 天 , I FNγ不能

诱导其表达 MHCⅡ类抗原。妊娠 26 天时 , 大剂量 IFNγ ( 10 万 IU) 显著诱导滋养层表
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达 MHCⅡ类抗原。这些结果提示 , 在妊娠维持过程中 MHCⅡ类抗原的表达受到抑制 ,

即使 I FNγ也不能诱导其表达 , 分娩时滋养层细胞突然大量表达 MHCⅡ类抗原 , 从而

激活母体的免疫系统 , 并在其他机制的协同作用下 , 将胎儿排出体外。

五、MHCⅡ类抗原表达的调控机制

滋养层细胞中 , MHCⅡ类抗原表达的调控主要发生在转录水平上 , 目前已鉴定出

高度保守的启动子序列以及与之作用的顺式作用元件及反式作用因子。MHCⅡ类基因

启动子含有几个保守 DNA序列 , 分别称为 X、Y、Z盒 , 这三个序列对于该基因的组成

型表达以及 I FNγ诱导的基因表达起重要作用。与顺式作用元件相互作用的反式作用因

子业已鉴定出以下几种 : ①与 X 盒相互作用的因子有 X 盒作用转录因子 1-5

( RFX1 - 5 )、X盒作用转录因子激活蛋白 ( RFX .AP) , 它们与 X盒相结合后调节 MHCⅡ

类基因转录的起始阶段 , 其中关于 RFX1-4的作用尚不清楚。RFX5 对 MHCⅡ类基因转

录起激活作用。X盒抑制因子 1 (NFX .1 ) 是一种新发现的 X 盒结合蛋白 , 是 MHCⅡ

类基因转录的强阻遏子。②Y盒可与几种广泛存在的 DNA 结合蛋白相结合 , Y 盒抑制

因子 ( NF-Y) 即是其中之一 , 它是 MHCⅡ类基因转录所必需的 , 通过稳定 X盒结合

蛋白而起作用。Y 盒结合蛋白-1 ( YB-1 ) 是冷休克区域因子多基因家族中的一员 , 对

MHCⅡ类基因起负调控作用 , 其过高表达可阻遏 I FNγ诱导的 MHCⅡ类基因表达。

MHCⅡ类基因的调控因子除 DNA 结合蛋白外 , 还鉴定出一非 DNA结合蛋白———

MHC II 类抗原基因反式激活因子 (class Ⅱ MHC gene transactivator, CⅡTA)。CⅡTA

的转录与 MHCⅡ类基因的转录密切相关。如 MHCⅡ类基因转录时 , 必有 CⅡTA 转录

子存在。若 CⅡTA 的转录和表达受阻 , 则 MHCⅡ类基因不转录。这说明 CⅡ TA 是

MHCⅡ类基因转录的必需因子 , 但 CⅡ TA 并非 DNA结合蛋白。CⅡ TA 可与 MHCⅡ

类基因转录激活因子 RFX5 相互作用 , 通过激活 RFX5 进而激活 MHCⅡ类基因的转录。

哺乳动物滋养层细胞中的 CⅡTA 不表达 , IF Nγ也不能诱导其表达。将带有 CⅡ TA 外

源基因的质粒转染至滋养层细胞后 , 会导致滋养层细胞中 MHCⅡ类基因部分转录。这

说明 CⅡTA在滋养层细胞的缺失是 MHC Ⅱ类基因不表达的原因之一。1997 年 Murphy

等利用凝胶阻滞法从滋养层细胞的 MHC Ⅱ类基因启动子中鉴定出一段负调控序列

( NRE) , 这一序列位于转录启始点上游-839～-828bp , 为 5′-TTT TCCAAATT T-3′。它

可与核中某一负调控序列结合蛋白结合 , 抑制滋养层中 MHC Ⅱ类基因的转录 , 而对负

调控序列结合蛋白的结构和性质等尚不清楚。

MHC在滋养层细胞中的表达与否对于正常妊娠至关重要 , 是母胎之间免疫调控的

重要因素。经典 MHCⅠ类抗原在滋养层细胞中是否表达尚存疑问。非经典 MHCⅠ类抗

原在滋养层细胞表达且其表达可保护胎儿不被母体排斥。MHC Ⅱ类抗原在妊娠维持过

程中不表达 , 若表达则会导致流产。

六、细胞因子网络调节

随着生殖机理研究的深入 , 人们逐渐认识到生殖过程不仅受神经系统和内分泌系统
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的影响 , 而且还受到细胞因子网络的调节。细胞因子是激活的免疫细胞分泌的可溶性物

质 , 能够通过协调母体免疫反应的平衡来保护着床的胚胎。如 IFNγ是具有抗病毒活性

的细胞因子 , 能够刺激巨噬细胞和激活自然杀伤细胞。在许多具有内分泌功能的组织

中 , I FNγ能够诱导 MHCII类抗原和促进 MHC I 类抗原。同时 IL-2 和 I FNγ都可促进

自然杀伤细胞的活性 , 并可能导致胚胎受到母体的免疫伤害。因此 , 细胞因子能够影响

胚胎的存活。1993 年 Wegmann提出了母胎关系中细胞因子的双向免疫调节学说 , 认为

妊娠期间母体免疫系统和生殖系统之间具有双向作用机制。由于 IL-2、 IF Nγ和 TNF

等 Th1 型细胞因子对妊娠的维持是有害的 , 因此妊娠早期的胚胎能够通过 IL-4、 IL-5、

IL-6 和 IL-11 等 Th2 型细胞因子的局部分泌 (特别是 IL-10 的分泌 ) , 来保持胚胎生长

发育的最适状态。Th1 型细胞和 Th2 型细胞能够相互作用。 IL-10 能够抑制 Th1 型细胞

因子的合成 , 而 I FNγ则抑制 Th2 型细胞的增殖 . 要使胚胎免受与细胞免疫相关的细胞

毒性的作用 , 关键在于 Th1 反应的抑制。妊娠早期的母体子宫内 , IL-4、 IL-5、 IL-6 和

IL-10 的分泌水平相对较高 , 而 IL-2、 TNF 和 IFNγ的分泌水平较低 , 说明抑制细胞免

疫反应的细胞因子发挥主导作用。随着着床过程的完成和胚胎的继续发育 , IL-2、

TN F、 IF Nγ等促进细胞免疫反应的细胞因子的分泌量逐渐增加 , 到足月分娩时其分泌

量迅速增加 , 并占主导地位 , 此时可激活 T 淋巴细胞和自然杀伤细胞 , 因而使母体的

细胞免疫反应迅速提高 , 最后强烈的免疫排斥反应 , 造成胎儿胎盘从母体子宫壁上的剥

离 , 使胎儿顺利地娩出。

虽然胚胎和妊娠母体在免疫学上是不相容的异体 , 但在人类和哺乳动物的正常妊娠

过程中 , 母体子宫和胚胎却能相互容忍 , 使个体得以繁殖 , 物种得以延续。妊娠建立过

程中 , 母体和胚胎的免疫相容性关系是免疫反应中一个特殊而又具有重要意义的现象。

作为同种异体移植物的胚胎 , 在母体子宫内能耐受母体的免疫进攻而不被排斥 , 其中妊

娠母体的免疫系统起着至关重要的作用。

胚胎抗原的表达导致母体免疫系统的反应性增强 , 造成哺乳动物的胚胎在妊娠早期

有相对较高的死亡率。但大多数妊娠中 , 胚胎不仅没有因为母体的免疫进攻而死亡 , 相

反却能够正常生长发育及着床 , 直至分娩。这说明妊娠母体和胚胎之间必然有特殊的免

疫调节机制协调着母体和胚胎间的免疫对抗关系。这种调节机制究竟如何 ? Beer 的研

究结果认为 , 哺乳动物子宫液中含有免疫抑制大分子 , 这种大分子能够改变妊娠母体免

疫系统的细胞免疫反应 , 保护胚胎不被免疫排斥。Bell 研究人子宫内膜和蜕膜后发现 ,

子宫内膜能够分泌妊娠特异性蛋白。该蛋白不仅与蜕膜化相关 , 而且具有局部母体免疫

反应的作用。众多的研究证明 , 妊娠后子宫和胚胎分泌物所产生的局部免疫调节是胚胎

不被母体免疫排斥的主要机制。妊娠过程中母体和胚胎界面的关系十分复杂 , 影响母体

和胚胎界面免疫调节的因素也很多。Psychoyos 强调母体的主导作用 , 认为着床的顺利

与否完全依赖于孕酮和雌激素对子宫的调节 , 使子宫处于一种接受状态。Heap 等则认

为胚胎的分泌物对子宫内膜具有重要的调节作用。尽管看法不一 , 但都认为母体和胚胎

界面的免疫关系是一个相互作用的统一体。
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第三节  妊娠期免疫

一、细胞因子与着床

细胞因子在胚泡着床过程中起着重要的作用 , 可促进胚胎细胞生长 , 参与调节胚胎

细胞的正常发育和分化 ; 可促使母体子宫内膜组织增殖分化 , 使之形成接受态窗口 ; 可

介导胚胎 母体子宫之间的信息交流和识别 , 限制胚胎组织对子宫组织的深层侵蚀 ; 可

促使母体子宫组织内微血管系统的发生与发育 , 有利于形成胎盘 ; 并可作为信号分子参

与妊娠过程中的黄体维持。

在胚泡着床阶段 , 母体和胚胎通过合成和分泌诸多的细胞因子 , 动态地调节子宫的

细胞免疫反应 , 并抑制胚胎抗原物质的表达 , 在子宫中为胚胎营造了一个局部的免疫低

下的环境 , 达到母体子宫免疫耐受性和胚胎免疫刺激性的动态平衡状态 , 使胚胎免遭母

体的免疫排斥。

1 . 肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factorα, TNFα)

近年的研究证实 , TN Fα在生殖系统的卵巢颗粒细胞和卵泡膜细胞、子宫腔上皮、

腺上皮、子宫肌层和着床后的胎盘滋养层细胞中均有表达。TN Fα是典型的 Th1 细胞因

子 , 有明显的促进细胞免疫反应的活性。因此 , 有人认为它是一个不利于妊娠的细胞因

子。TNFα能引起子宫局部炎症反应。TNFα分泌性的 T 细胞过量或活性偏高 , 可造成

流产。在易发流产的 CBA×DBA/ 2 小鼠中 , 子宫局部的 TNFα是增加的。

TN Fα在子宫局部的另一作用是能诱导胚胎表达 MHC 抗原。Hunt 等人认为 ,

TN Fα是哺乳动物中 MHCⅠ类抗原的诱导因子之一 , 可以诱导滋养层细胞中 HLA-G

mRNA的表达。与此同时 , TNFα还可以诱导滋养层中 HLA-Ⅱ类抗原的表达 , 这可能

是 TNFα引发流产的之一。有实验报道 , TNFα能降低鼠胚胎着床率。体内 IL1β和

TN Fα的高水平表达可使移植胚泡的着床成功率急剧下降。

2 . 转化生长因子-β ( transforming growth factorβ, TGFβ)

TGFβ具有多种生物活性 , 是较强的免疫调节因子 , 能增强单核细胞的功能 , 抑制

T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞的增殖 , 抑制胸腺细胞的增殖 , 以及抑制自然杀伤细胞。

TGFβ能拮抗 IL-1、 IL-2 和 IL-3 的作用 , 还能拮抗 TNFα和 INFγ等免疫调节因子 , 从

而能够抑制免疫细胞的功能。TGFβ对胚泡着床及妊娠过程中的调节作用既可通过抑制

胚胎单核滋养层细胞的增殖 , 诱导其向合体滋养细胞分化 , 同时又有促进胚胎滋养层细

胞中 HLA-G表达的作用。

3 . 表皮生长因子 (epidermal growth factor , EGF)

EGF 在生殖过程中具有多种调节功能。它可抑制促卵泡激素 ( FSH) 分泌 , 抑制

孕酮和雌激素合成 , 以及引起卵泡闭锁等。在妊娠过程中 , 经 EGF 抗体处理后 , 体内

EGF 水平低的妊娠小鼠的胚泡着床率显著降低。EGF 可能是促进胚泡与子宫内膜的黏
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附。EGF 对小鼠胚泡的尿激酶型纤溶酶原激活因子 ( uPA ) 和基质金属蛋白酶-9

( MM P-9 ) 有促进作用。MMP-9 与 uPA有利于胚泡侵蚀子宫内膜上皮组织的细胞间质 ,

促进胚泡在子宫的着床。EGF 具有促进细胞滋养层细胞向合体滋养层细胞分化和促进

hCGβ亚单位合成的作用。

4 . 巨噬细胞集落刺激因子 (macrophage colony-stimulating factor , M-CSF)

在妊娠早期 , 人和小鼠的子宫内膜受激素诱导后均可以合成和分泌 M-CSF。妊娠

小鼠子宫内的 M-CSF浓度比非妊娠期高 1000 多倍。胚泡滋养层细胞不仅有高浓度的

M-CSF , 其细胞膜上还有 M-CSF受体表达。M-CSF 可使人胚泡滋养层细胞的纤黏连蛋

白 ( fibronectin) 和其受体整合素α5 (α5 intergrin ) 的含量增加 2～3 倍。实验表明 , M-

CSF可明显促进胚泡与子宫内膜之间的黏附。敲除 M-CSF 基因的小鼠中 , 着床率明显

降低 , 胚胎的存活力亦明显减弱。

5 . 白细胞介素 ( interleukin, IL)

(1 ) IL-1β

在免疫激活中发挥重要作用 , 能增强免疫活性 , 广泛存在于胚胎和子宫组织 , 其受

体在子宫组织中亦有表达。近年来的研究证实 , IL-1β在妊娠过程中具有促进着床 , 抑

制蜕膜化 , 参与母体对胎儿的免疫识别等重要作用。Simon 等报道 , 在人和小鼠的子宫

内膜上皮细胞具有 IL-1β的结合位点和 IL-1 的 I 型受体 , 滋养层也能够表达 IL-1β。关

于 IL-1β在妊娠过程中的作用 , 有不同的实验结果报道。有人在小鼠桑椹胚就检测到

IL-1β受体 mRNA的表达 , 其受体拮抗物 mRNA 在 8 细胞胚胎也开始表达。另有人认

为着床前胚胎中没有 IL-1β受体 , 故 IL-1β在着床过程中对胚胎并不直接发挥调节作用。

Fakin等认为 , IL-1β对早期胚胎有毒性作用 , 注射 IL-1β可阻断小鼠妊娠过程。也

有资料报道 , IL-1β对妊娠过程具有促进作用。由于 IL-1β作用的多向性和作用机制的

复杂性 , IL-1β对生殖过程究竟是有利还是有害 , 目前尚未达成共识。

近来 , 彭景螰等采用 RT-PCR 检测了大鼠妊娠不同时期子宫和胎盘中 IL-1βmRNA

的表达变化。 IL-1βmRNA在妊娠早期和妊娠中期 I 子宫中的表达量显著低于妊娠中期

II 和分娩前期 , 胎盘中 IL-1βmRNA 的表达则在妊娠中期 I 显著高于妊娠中期 II 和分

娩前期。这表明妊娠不同时期的子宫和胎盘中 IL-1βmRNA 的表达存在着动态变化 ,

IL-1β对维持大鼠正常妊娠可能发挥一定作用。

(2 ) IL-2

在免疫系统中 , IL-2 在维持 T 细胞的持续生长过程中起着重要作用 , 可促进细胞

毒细胞前体分化为细胞毒细胞 , 并增加其杀伤效应 ; 可促进 B淋巴细胞的生长和分化 ;

还可增强 NK细胞和巨噬细胞的功能。 IL-2 是由 Th1 细胞分泌的 , 是在机体免疫应答

中起关键作用的细胞因子 , 具有破坏免疫耐受性的作用。一般认为 , IL-2 是一个对妊

娠过程“不利”的细胞因子。在人类 , 妊娠第 2 周出现的免疫抑制状态中 , 子宫蜕膜组

织中的 IL-2 水平下降。Croy等的实验表明 , 子宫中 NK细胞的分化成熟并不需要 IL-2 ,

提示 IL-2 在子宫局部细胞免疫功能调节中的作用与在机体免疫中的作用是不同的。此

外 , 妊娠中存在免疫抑制或耐受 , 在这一抑制性免疫反应过程中 , 机体细胞的免疫增强
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因子 IL-2 仍然与 Th2 细胞因子一起表达 , 提示 IL-2 可能在妊娠过程中起着某些目前尚

不清楚的调节作用。

(3 ) IL-4

对多种免疫细胞具有激活作用 , 在生殖过程中具有多种促进作用。实验报道 , 正常

妊娠外周血中的 IL-2 和 IFNγ浓度降低 , 而 IL-4 则升高。在一些机制不明的习惯性流

产病人的子宫内膜中 , IL-4 的量却减少。有人认为 , IL-4 具有抗流产作用。流产配型

小鼠品系 CBA×DBA/ 2 中抗炎症细胞因子 IL-4 的浓度比正常妊娠配型 CBA×BALB/ C

中低 , 而 I FNγ等炎症因子的局部浓度则增加。

(4 ) IL-6

是一种调节免疫应答和造血作用的多肽细胞因子。对 IL-6 在妊娠过程中的作用存

在较大争论。有报道证实 , 人的胚胎中有 IL-6 表达 , 正常妊娠状态下蜕膜细胞持续分

泌 IL-6。同时 , IL-6 具有促进滋养层细胞分泌绒毛膜促性腺激素 ( CG) , 提示 IL-6 对

妊娠过程具有促进作用。但另有资料报道 , IL-6 对妊娠过程可能起抑制作用。体外培

养实验显示 , 雌激素和孕酮均可抑制子宫内膜上皮及基质细胞产生 IL-6。实验还发现 ,

IL-6 明显地促进子宫内膜组织的抗原提呈活动 , 进而引起对胚胎的免疫反应 , 引起早

产。 IL-6 基因敲除后 , 在这些小鼠中没有明显的妊娠异常现象 , 表明 IL-6 在妊娠过程

中不是必需的。

(5 ) IL-10

IL-10 的主要免疫学功能是抑制部分 T 细胞的增殖及有关细胞因子合成 , 协同 IL-2

活化的胸腺淋巴细胞的分化成熟 , 以及促进 B细胞生长。 IL-10 是主要的 Th1 抗炎症细

胞因子 , 被认为是对妊娠起保护作用的细胞因子。人正常妊娠时外周血中 IL-10 的浓度

比非妊娠时明显增高 , 且与妊娠时间呈正相关 , 分娩时达最高。 IL-10 在原因不明的习

惯性流产妇女的子宫内膜中的量减少。

6 . 干扰素 ( interferon, IFN)

IFN是一组在病毒或干扰素诱导剂的作用下 , 由细胞基因组调控产生的一种具有多

种功能的诱导蛋白。正常细胞一般不自发产生干扰素 , 只存在合成干扰素的潜能 , 干扰

素基因处于被抑制的静止状态。在诱导剂的激发下 , 干扰素基因去抑制而获得表达。具

有免疫反应性的干扰素可分为两大类型 , 即 I 型和 II 型 , I 型主要有α和β; II 型为

IFNγ。在 DNA水平上 , I FNγ基因与 IF Nα/β基因无同源性。人和小鼠的 IFNγ在 DNA

水平上有 65%左右同源性 , 在氨基酸水平的同源性只有 40%左右。近年来的研究表明 ,

干扰素在哺乳动物生殖过程中起重要的调节作用 , 如反刍动物母体识别妊娠的信号是一

类独特的 I 型干扰素 , 为干扰素τ。妊娠早期人滋养层组织、恒河猴桑椹胚以及妊娠中

期的胎盘组织中均存在干扰素。

IFNγ对母体子宫局部免疫微环境的影响一直受到人们的高度关注。人妊娠时子宫

蜕膜、胎盘合体滋养层细胞和霍夫包尔氏细胞 ( Hofbouer cell ) 均可以合成 I FNγ, 其作

用在于提高胎盘对于感染的抵抗能力 , 影响 MHC为基础的母胎之间的免疫调控 , 并调

控胎盘的生长和发育。例如 , 它可以促进 MHC I 类抗原的表达 , 对于人白细胞抗原-G

( HLA-G) , IFNγ通过诱导和促进其 mRNA 在滋养层细胞内的表达来实现。除此之外 ,
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IFNγ还可以促进人和大鼠 MHC II类抗原的表达。研究表明 , IFNγ增强 MHC I 类抗原

的表达主要是通过增强抗原加工过程中转运分子 TAP1 和 TAP2 的基因转录 , 而不是增

强抗原分子本身或β2 微球蛋白 mRNA的转录。例如 , 临产胎盘中细胞滋养层和合体滋

养层细胞表面缺乏 HLA I 类抗原 , 就是因为缺乏转运蛋白而造成的。滋养层细胞有许

多机制可防止 HLA-A、HLA-B、HLA-C等 I 类抗原表达 , 这些机制在临产绒毛细胞滋

养层细胞可以被 I FNγ所逆转 , 结果使双亲的 HLA-A、HLA-B 多型性抗原出现于滋养

层细胞表面。事实上 , 在妊娠初期 I FNγ的表达量很低 , 到妊娠后期逐渐增高 , 这对于

早期妊娠过程中避免胚胎主要组织相容性抗原过量表达是适宜的。 I FNγ选择性的使胚

胎细胞表达一些组织相容性抗原可能有助于机体调动 T 细胞的细胞毒性作用 , 防止病

毒从母体扩散到子宫。除此之外 , IF Nγ还具有抑制内膜上皮细胞增殖的作用。

IFNγ能够诱导子宫蜕膜中巨噬细胞活化 , 产生 NO 等诱发流产的物质。因此 , 注

射 IFNγ可以造成妊娠小鼠流产。给家兔注射 I FNγ也将妊娠率降低 80 %左右 , 而给

CBA×DBA/ 2 配型的妊娠小鼠注射 I FNγ可进一步将此模型的流产率提高 75 %。如果

给 CBA×DBA/ 2 配型的妊娠小鼠注射 I FNγ抗体 , 能够有效地制止流产。

哺乳动物胎盘中具有大量的 I FNγ受体。小鼠在妊娠第 12 天时 , 滋养层细胞首次

出现 IFNγ受体的 mRNA。 I FNγ受体在妊娠第 12～14 天时位于成胶质滋养层细胞区

域 , 到妊娠第 18 天时分布于成胶质滋养层细胞及迷路滋养层细胞。整个妊娠过程中 ,

在滋养层巨细胞中未检测到受体存在。由此可见 , IFNγ受体在小鼠胎盘中的表达具有

时空依赖性 , 这很可能是调控 I FNγ作用于妊娠的机制之一。

在妊娠早期 , I FNγ能够诱导少量合体滋养层细胞表达 MHC II 类抗原 , 促进合体

滋养层细胞凋亡 , 以及降低血清中孕酮的浓度。诱导表达的 MHC II 类抗原能够激活母

体蜕膜的淋巴细胞。活化的淋巴细胞一方面削弱母体子宫内的免疫抑制 , 另一方面诱发

更多的合体滋养层细胞凋亡。合体滋养层细胞凋亡增多必然导致胎盘结构破坏 , 使蜕膜

淋巴细胞侵入胎儿 , 对胎儿产生细胞毒作用 , 同时降低孕酮的分泌。孕酮是母体子宫内

非特异性免疫的调控因子 , 其浓度的降低势必增强子宫内的非特异性免疫 , 破坏母胎局

部免疫调控。这三个方面既直接受 I FNγ影响 , 又相互作用 , 来共同影响母胎之间的免

疫平衡 , 最终导致妊娠失败。此外 , IFNγ对妊娠中期和分娩前期的合体滋养层细胞没

有明显影响 , 说明在妊娠早期合体滋养层细胞对外界因素的刺激较中期和后期敏感 , 这

可能是妊娠早期较易发生流产的原因之一。

7 . Th1/ Th2 细胞因子理论

胚胎持续的发育与分化会不断要求与妊娠过程相关的细胞因子随之发生变化。换言

之 , 子宫局部细胞因子网络会因胚胎发育及分化不断深入 , 以及因母体妊娠生理状况的

变化而失去平衡。因此 , 需要子宫局部的细胞因子网络系统不断地在神经及内分泌系统

等协调与配合下建立新的动态平衡。如果来自外源 (病毒、细菌感染等 ) 或内源的 (遗

传性表达异常 ) 因素严重地破坏了该系统的稳态 , 当其程度超出母体生殖生理系统的有

效调节限度而无法建立新的平衡时 , 将会导致着床失败、胚胎吸收、流产、早产及胚胎

发育异常等。

在妊娠过程中 , 有些细胞因子的作用较为单一 , 对整个妊娠的作用自始至终是一致
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的 , 例如 LIF始终表现为促进作用。然而 , 更多的细胞因子可能具有多种作用 , 或多

种因子能够协同行使一种功能。从而使整个细胞因子网络系统显得错综复杂。诸如 IL-

1β、TGFβ、 IFNγ等在妊娠过程中就属于具有多种活性功能的细胞因子。同时它们之间

具有相互交叉的功能。按分泌细胞因子的淋巴细胞的异同将子宫局部的细胞因子分为两

类 , 即由 1 型辅助 T 淋巴细胞 ( type I T-helper) 分泌的细胞因子称 Th1 细胞因子 , 由

2 型辅助 T 淋巴细胞 ( type 2 T-helper) 分泌的细胞因子称为 Th2 细胞因子。Th1 分泌

产生的 IL-2、 IL-12、TNFα、 IFNγ、TNFβ、 IL-3 等炎性细胞因子参与细胞免疫过程。

而 Th2 分泌产生的 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-10、 IL-13、CSF1 和 GM-CSF 等细胞因子辅

佐 B细胞产生抗体 , 促进抗体介导的体液免疫反应。在正常妊娠状态下 , 母体的整体

免疫系统中体液免疫反应增强 , 而细胞免疫反应降低。在异常妊娠过程中则相反。许多

实验已证实 , 促进和维持胚胎生长与发育的细胞因子都是能增强体液免疫的 Th2 细胞

因子家族的成员 , 而不利于妊娠的细胞因子均是与细胞免疫相关的 Th1 类细胞因子。

胚胎可使 Th1 细胞因子分泌水平下降 , 而使 Th2 细胞因子的分泌水平显著增加。调节

局部的有利与有害的细胞因子间的动态平衡可使胚胎免受母体免疫系统的排斥。

Th1/ Th2 两类细胞因子除以细胞和体液免疫各对妊娠过程发挥作用外 , 这两类细

胞因子之间还相互作用及相互制约。如妊娠初期 , IL-4 和 IL-10 等 Th2 细胞因子在抑

制 Th1 细胞因子产生的过程中逐渐处于优势分泌 , 使子宫局部选择性地抑制了 Th1 细

胞因子介导的细胞免疫炎症反应 , 形成局部的免疫耐受环境。到了妊娠后期 , IFNγ等

Th1 细胞因子逐渐摆脱受抑制的状态 , 强烈的细胞免疫活动促使子宫采取主动机制把胎

儿娩出。当然这一观点也存在不足之处 , 它忽略了妊娠全过程中胚胎的不断发育和分化

会对包括细胞因子在内的环境条件的动态变化提出的新要求。例如 , 在妊娠早期持续大

量表达的 INFα、 IFNγ、 IFNβ等细胞因子在妊娠早期及中期的作用。此时 , IF Nγ不能

诱导子宫内膜及滋养层细胞表达 MHCⅡ类抗原。这用 Th1/ Th2 理论是无法解释的。由

于 Th1/ Th2 理论是简单地以两种 T 淋巴辅助细胞划分 , 故无法把所有在妊娠子宫局部

存在的和由胚胎分泌的细胞因子考虑在内。这些都是有待进一步研究的问题。妊娠过程

中细胞因子的作用是复杂的、多样的。有人试图根据细胞因子对妊娠的结局影响 , 将妊

娠时期子宫局部环境的细胞因子分为两大类 , 一类是妊娠破坏因子 ( harmful cytokine) ,

另一类是妊娠保护因子 ( beneficial cytokine)。

二、子宫内膜与免疫

在围着床期 , 子宫环境发生了一系列变化 , 使胚泡的发育与子宫的分化达到同步 ,

以利于着床。调节子宫内膜的生理性变化主要是通过类固醇激素、细胞因子和黏附分子

网络等的协调作用来实现的。在着床前期 , 激素使子宫内膜细胞产生 CSF-1、GM-CSF

和 TNFα等因子。这些因子对巨噬细胞有趋化作用 , 使着床前期含有丰富的巨噬细胞。

巨噬细胞和其他子宫内膜细胞可产生一系列炎症型细胞因子 , 如 IL-1、 IL-2、 IL-3、

IL-4、 IL-7 和 TN Fα等 , 使内膜出现类炎症反应 , 而有利于胚胎着床。类固醇激素同时

还可直接或通过产生一系列生长因子 , 如 EGF (表皮生长因子 )、肝素结合样表皮生长

因子 ( heparin binding-epidermal growth factor , HB-EGF )、TGF (转化生长因子 )、 IGF
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(胰岛素样生长因子 )、成纤维细胞生长因子 ( fibroblast growth factor , FGF ) 和血小板

衍化生长因子 ( platelet derived growth factor, PDGF) 等 , 促进胚胎细胞的增殖、分化、

移行以及早期脏器的发生及形成。

子宫作为半同种移植物———胎儿的容受器官 , 在整个妊娠过程中发生了一系列复杂

的免疫调节反应。子宫局部免疫因素的调节直接地影响着胚胎的着床及发育。同时 , 子

宫内膜的免疫调节功能也经历着周期性的变化。众多研究表明 , 在正常妇女子宫内膜中

的 T 淋巴细胞亚群发生周期性变化。在排卵期中 , 抑制性 T 淋巴细胞 ( Ts) 所占比例

增加 , 而在黄体期减少。辅助性 T 淋巴细胞 ( Th ) 在月经周期中则无规律性变化。在

原因不明的习惯性流产的妇女的子宫内膜中 , 辅助性 T 淋巴细胞所占比例明显高于有

生育力的正常妇女。上述资料提示 , 子宫内膜中 T 淋巴细胞亚群的周期性变化对胚胎

的着床可能起重要作用。

围着床期子宫内环境出现的适应性变化使胚泡的发育与子宫内膜的分化相同步 , 以

利于着床。在透明带包被的胚胎表面 , 并不能表达足够的抗原。在胚胎发育的早期阶

段 , 其卵裂球和胚泡内存在小鼠 MHC 的产物 , 包括 I级抗原、小 H抗原、F9 抗原和精

子膜抗原 , 而无 II 级抗原。有资料表明 , 着床前的胚泡具有某种免疫抑制作用。体外

实验证明 , 小鼠的胚泡在体外可阻止 Tc细胞的增殖和活化。但过度的免疫抑制亦不利

于胚胎的着床。动物实验表明 , 如给着床前的妊娠母兔由肌肉大量注射泼尼松 (免疫抑

制剂 ) , 可使着床胚胎数明显减少。近年来的研究证实 , 着床前的子宫内膜中含有丰富

的巨噬细胞 , 它与其他子宫内膜细胞均可产生一系列细胞因子使子宫内膜出现类炎症反

应 , 而有助于着床。Baranao 等发现 , 着床前的胚胎已具备合成和分泌 IL-1 的能力 , 其

合成能力与胚胎着床的成功与否呈正相关。胚胎培养液中高浓度的 IL-1α和 IL-lβ预示

着胚胎着床成功的能力显著增强 , 说明 IL -1 可影响胚胎的着床。

蜕膜是母体免疫系统与胚胎接触最为密切的部位。胚胎抗原被蜕膜中的抗原特异性

淋巴细胞识别后 , 可产生免疫应答。然而在正常妊娠状态下 , 蜕膜产生的这种免疫应答

不但没有对胎儿产生免疫排斥反应 , 相反 , 对妊娠起到促进和支持作用。有人提出蜕膜

具有免疫学作用。近年来妊娠免疫的相关结果也支持这一观点。蜕膜在妊娠过程中是免

疫反应异常活跃的部位之一 , 在胚胎抗原的刺激下 , 蜕膜形成了妊娠期独有的蜕膜免疫

微环境 ( decidual immunological microenviroment)。蜕膜中的骨髓源性白细胞是其免疫细

胞成分。CD13 和 CD10 在蜕膜基质细胞上的表达进一步证实了这一观点。同时有许多

研究表明 , 蜕膜的每种细胞成分均可分泌多种细胞因子 , 而一种细胞因子也可由多种蜕

膜细胞所分泌。

胚胎着床是一个复杂的细胞间相互作用的过程。着床期的胚胎已不能表达 MHC 抗

原。同时 , 胚胎被蜕膜组织包裹后也起到了保护作用。动物实验发现 , 在大鼠着床期开

始后 6～12h 内 , 在子宫肌层和着床部位附近的内膜即有很多巨噬细胞出现。在着床部

位的蜕膜周围虽有很多巨噬细胞 , 但在蜕膜组织内部却没有巨噬细胞。而且 , 在蜕膜组

织内部也没有淋巴管。上述资料提示 , 蜕膜组织介于胚胎和母体之间 , 起到免疫保护作

用。妊娠过程中 , 胎儿与母体间存在复杂的免疫调控关系 , 蜕膜作为母体与胎儿间的直

接接触面 , 是发生和影响免疫效应的重要部位。排卵及着床过程是一复杂的 , 由多种免

疫组分参与的生理过程。对于这一生理过程的调节机制目前仍有待于进一步研究。
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第四节  病理妊娠与免疫

近年来 , 随着免疫学尤其是生殖免疫学研究的进展 , 逐渐认识到正常妊娠是一种特

殊类型的外周免疫耐受。这种耐受遭破坏则会导致流产、妊娠高血压综合征等病理妊

娠。病理妊娠中免疫因素所起的作用受到越来越多的研究者的关注。

哺乳动物子宫与胚胎之间的相互协调作用是胚胎着床和维持妊娠的关键 , 母胎界面

免疫微环境是否正常直接影响妊娠结局。研究表明 , 妊娠期蜕膜中含有大量的免疫活性

细胞 , 主要包括大颗粒淋巴细胞 ( LGL)、巨噬细胞以及 T 细胞等三类 , 这些细胞的种

类和数量对妊娠的维持至关重要。近来有学者提出蜕膜局部的细胞因子网络学说 , 认为

妊娠后上述免疫活性细胞在种类、数量以及功能等方面都发生了变化 , 并分泌多种细胞

因子 , 主要分为 Th1 型 (包括 IL-2、 I FNγ、 TNFα等 ) 和 Th2 型 (包括 IL-4、 IL-10

等)。正常情况下 , Th1/ Th2 处于相对平衡状态 , 构成了蜕膜局部细胞因子网络。如

Th1 型免疫系统及其相关因子被抑制 , Th2 型免疫增强及其相关因子在蜕膜局部的优势

表达 , 有利于维持正常妊娠。反之 , 将导致流产等病理妊娠结局。如用适当剂量的

TN Fα干预妊娠过程 , 可导致孕小鼠的胚胎损失率增加 , 而其相应的拮抗剂则可降低胚

胎损失率。此外 , 通过纠正母胎交界面 Th2 型细胞因子 (如 IL-4、 IL-10 等 ) 的缺失状

态 , 也可以降低孕鼠胚胎的损失率。因此 , 目前认为 , 蜕膜免疫微环境在调节妊娠的各

个生理过程 (包括胚胎着床、胚胎生长、胎盘的发育和分娩等 ) 中都起着至关重要的作

用。下面主要分述自然流产、妊娠高血压综合征两种病理妊娠中免疫方面的研究进展。

一、自 然 流 产

自然流产指人妊娠 28 周以前、胎儿体重在 1000 克以内的妊娠终止 , 发生率为

15 %～20%。如自然流产连续发生 2 次或 2 次以上 , 则称反复性流产 , 发生率为 1%。

若连续发生 3 次或 3 次以上 , 称为习惯性流产。近来研究表明 , 反复性流产和习惯性流

产的病因 , 除染色体、解剖和内分泌异常外 , 约 50%～60%与免疫有关。

(一 ) 自 身 抗 体

研究发现 , 多种原因不明的习惯性流产患者体内存在自身抗体 , 主要为抗磷脂抗体

(抗心磷脂抗体 ALC 和狼疮抗凝因子 LAC) , 其次为抗核抗体 ( ANA)、抗核可抽提抗

体 (抗 ENA抗体 ) 及抗平滑肌抗体等。关于自身抗体导致流产的机制尚不清楚 , 多数

学者倾向于前列环素 ( PGI2 ) 抑制学说 , 即抗磷脂抗体可能与血管内皮表面的磷脂成

分结合 , 损伤血管内皮细胞后 , 阻止血管内皮释放花生四烯酸 , 从而使前列环素合成减

少 , 并且血管内皮损伤后使血小板黏附聚集 , 释放的血栓素 A2 使血管收缩 , 使血管内

形成血栓 , 从而引起胎盘及蜕膜血管病变 , 最后导致流产。
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(二 ) HLA 的相容性

大量研究表明 , 习惯性流产与夫妻之间的 HLA 的相容性有关。Unander ( 1985 )

提出 , 夫妻 HLA不相容性的妊娠可使母体产生抗父源性 HLA的抗体 , 这些抗体具有

封闭细胞免疫的作用 , 同时诱导产生 Ts 细胞 , 这可能是母体对胎儿不产生免疫排斥的

一种机制。如果夫妻之间的 HLA 相容性增高 , 不能使母体产生足够的封闭抗体和 Ts

细胞 , 导致母体对胎儿产生免疫排斥反应而流产。许多研究资料表明 , 在许多原因不明

的习惯性流产患者中 , 夫妻之间的 HLA的相容性增高 , 包括 MHCⅠ类抗原和 MHCⅡ

类抗原。Beer和 Giu 等均发现 , 习惯性流产患者中 , 其夫妻含有相同 HLA抗原的比例

明显高于对照组。Thomas 等对 HLA-DR 抗原的检测结果显示 , 反复自然流产的夫妇

中 , HLA-DR 抗原的夫妇共享性明显高于对照组。近年来 , 用丈夫的外周淋巴细胞对习

惯性流产患者进行主动免疫治疗取得的成果 , 也支持上述理论。

二、蜕膜中的免疫活性细胞

巨噬细胞分布于子宫内膜基底层与功能层 , 是抗原提呈细胞 , 能激活 Ts 细胞。动

物实验发现 , 巨噬细胞被活化后可导致流产。在妊娠期蜕膜中 T 细胞 , 以 CD8 + T 细

胞为主 , 而 CD4 + T 细胞甚少 , 这种分布特点对胚胎免受母体免疫系统排斥有利。研究

发现 , 习惯性流产患者的蜕膜中 CD4 +/ CD8 +的比率升高。

在哺乳动物和人类 , NK 细胞是妊娠早期子宫蜕膜组织中的优势细胞群 , 在正常妊

娠中起免疫抑制作用 , 其表面分子的表型主要是 CD56 + CD3 - 。根据 CD16 分子 , 分

成 CD56 + CD16 +和 CD56 + CD16 - 两种亚型。研究发现 , 不明原因的习惯性流产患者

中 NK 细胞的总数无显著改变 , 而 CD56 + CD16 +/ CD56 + CD16 - 的比例增高 , 推测可

能是 CD16 +触发了 NK 细胞的抗体依赖的细胞毒作用。并且发现 , CD56 + CD16 + 细

胞较 CD56 + CD16 - 细胞有持续的、强的细胞毒性 , CD16 + 细胞比例增加可能导致胎

儿死亡。

三、细 胞 因 子

CD4 +的 Th 细胞根据其分泌的细胞因子的不同 , 可分为 Th1 细胞和 Th2 细胞 , 其

中 Th1 细胞主要分泌白 IL-2、 IFNγ、TNFα; Th2 细胞主要分泌 IL-4、 IL-5 及 IL-10。

Th1 和 Th2 细胞有着不同的功能 , Th1 细胞介导迟发型超敏反应 , 而 Th2 细胞可促使

B 细胞产生抗体。Th1 和 Th2 细胞亚型相互制约 , 决定着机体细胞免疫与体液免疫间的

平衡。这种平衡一旦被打破 , 将导致疾病的发生。1993 年 , Wegmann 等在实验中发现 ,

妊娠母鼠的外周血淋巴细胞分泌的细胞因子中 IL-4、 IL-5 和 IL-10 的水平升高 , 而

IFNγ水平降低。于是 , 他提出妊娠是以 Th2 型细胞因子为主的生理现象。大量研究发

现 , 习惯性流产患者中 Th1 型因子升高 , 而 Th2 型细胞因子降低 , 导致 Th1/ Th 2 型细

胞因子的比率增加。
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TGFβ是一种调节细胞生长及分化的细胞因子 , 分子质量为 25kDa。哺乳动物体内

几乎所有正常组织细胞都能合成和分泌 TGFβ家族的某个成员。 TGFβ除能刺激相关细

胞的增殖分化外 , 还具有比环孢素更为强烈的免疫抑制作用 , 能抑制 CTL 和 NK 细胞

的杀伤作用 , 也抑制 TGFα的分泌 , 并在参与诱导免疫耐受的形成机制中也起重要作

用。因此 , 有学者认为 , TGFβ也属 Th2 型细胞因子之列。在正常月经周期中 , 子宫内

膜中 TGFβmRNA的含量也呈现类似的周期性变化 , 以增生期最低 , 至分泌期明显增

加 , 到妊娠早期时增加更明显。研究表明 , TGFβ可通过刺激子宫内膜中的基质细胞分

泌细胞外基质蛋白来促进内膜的蜕膜化 , 从而有利于胚胎的着床。TGFβ与流产相关性

的研究结果表明 , 在习惯性流产患者的胎盘附着部位的蜕膜内 , 能够产生 TGFβ的免疫

活性细胞数量减少。利用经典的小鼠自然流产模型发现 , 在流产小鼠的蜕膜中 , TGFβ

mRNA的含量较正常妊娠模型组显著降低 , 推测蜕膜中 TGFβ的异常表达与流产的发

生有关 , 因为蜕膜局部 TGFβ的减少除了可严重影响子宫内相关细胞的生长分化外 , 还

可能由于它的缺失削弱了妊娠期蜕膜局部应有的免疫抑制状态 , 相对增强了母体对胚胎

抗原的免疫应答 , 从而产生异常的免疫排斥反应 , 导致流产的发生。

四、妊娠高血压综合征

妊娠高血压综合征 ( pregnancy induced hypertension , PIH) 是发生于妊娠中晚期的、

严重威胁母婴安全的产科常见并发症 , 是导致孕妇和胎儿死亡的主要原因之一。在妊娠

期间 , 细胞免疫功能受到抑制 , 但体液免疫功能增强 , Th1/ Th2 比值向 Th2 方向偏移。

Th2 细胞优势环境对妊娠有利 , 而 Th1 细胞因子对妊娠有害 , 可导致妊娠并发症的发

生。研究显示 , 妊娠高血压综合征患者外周血中的 CD4 + T 细胞增多、 Th1 细胞因子增

多、Th2 细胞因子减少及 Th1/ Th2 比值增大 , 且与病情严重程度呈正相关 , 提示这些

患者中由 Th1 分泌的细胞因子介导的细胞免疫活动增强 , 而 Th2 分泌的细胞因子介导

的体液免疫功能减弱 , 从而导致患者机体免疫功能的紊乱 , 进而导致妊娠高血压综合征

的发生。TNFα参与滋养层细胞的凋亡并损害母体及胎盘中的血管 , 使血管平滑肌收缩

后导致血压升高。研究发现 , TNF-α与 IL-2 共同作用可使 NK 细胞活化 , 转变成具有

细胞毒作用的淋巴因子活化的杀伤细胞 , 可损害母体细胞 , 并导致并发症的发生。研究

发现 , 妊娠高血压综合征患者外周血中 IL-6 和 IL-8 升高。近年来对妊娠高血压综合征

患者的胎盘进行免疫组化和原位杂交时发现 , IL-1 和 TNFα表达显著增加 , 且 IL-1 能

增强胎盘中 TNFα的表达。另有研究发现 , 妊娠高血压综合征患者在临床症状出现前 ,

外周血和羊水中 TNFа及其受体 STNFp55 含量已显著增高。

(彭景衎 )
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第十六章  动物的无性生殖

无性生殖 ( asexual reproduction) 是指亲体不通过性细胞 (精子和卵子 ) 的相互作

用而产生后代个体的生殖方式 , 包括自然条件下的无性生殖和人工辅助无性生殖。自然

条件下的无性生殖多见于无脊椎动物 , 脊索动物中的尾索类也进行无性生殖。人工辅助

无性生殖一般指动物克隆而言。无性生殖的共同特点是参与生成新个体的细胞在遗传物

质组成上和亲代的细胞相同 , 一般都是含有相同数目染色体的二倍体细胞。无性生殖过

程中不发生来自父母双方遗传信息的重组 , 所以子代遗传物质基础和亲代完全相同。

自然条件下的无性生殖有利于处在适宜环境下的个体快速增殖 , 扩大种群数量。在

原生动物中 , 这种生殖仅以细胞分裂方式产生新个体 ; 多细胞动物由于细胞和组织的分

化程度越来越高 , 其无性生殖必须由成群的细胞或动物身体的特定部位来承担。自然无

性生殖方式是极其多样的 , 不过大致可分为三类。第一类是先由母体分离出或大或小的

一部分 , 再经过以后的发育过程成为一个完整的有机体。第二类是分裂生殖 , 在这类生

殖过程中 , 子体在由母体分离之前就已形成 , 以后只不过是子体的分离 , 并开始独立生

活而已。第三类是孤雌或孤雄生殖 , 在这类生殖中 , 个体虽然是由配子 (精子或卵子 )

发育而来 , 但并没有雌、雄配子的结合过程 , 或没有雌、雄配子的遗传物质的共同参

与 , 而是由单独的卵子或精子发育而形成的一个胚胎或个体。

人工辅助的无性生殖是在人为条件下实现的无性生殖 , 包括物理化学因子作用于卵

子后的单性生殖和采用核移植技术而进行的动物克隆。在海胆、爬行类等都有人工单性

生殖成功的例子。在人工辅助条件下 , 如经放射处理两栖类和鱼类的卵子 , 使生发泡遗

传物质失活 , 受精后增加水压抑制精子的第一次减数分裂 , 孤雄生殖也能出现。在脊椎

动物和果蝇中 , 孤雄生殖也能被诱导发生。动物克隆是把供体的细胞核移植到一个去核

的卵细胞中 , 让这个重构卵在体外发育到一定阶段后 , 移植到代孕受体中 , 发育成与供

体具有相同基因组的个体。

第一节  自然条件下动物的无性生殖

自然条件下的无性生殖在低等的原生动物、无脊椎动物和低等脊椎动物中是十分常

见的现象。在原生动物、海绵动物、腔肠动物、蠕虫、棘皮动物和尾索动物等中 , 无性

生殖是非常普遍的生理现象。此种现象有规律地重演 , 并表现有许多的不同类型。自然

条件下的无性生殖主要有以下方式 : ①出芽生殖 : 不仅可在机体的外部 , 而且也可在机

体的内部进行。当在母体内部进行时 , 先分出一部分 , 然后再变为独立的有机体。海绵

动物的芽球形成是内部出芽生殖的例子。内部芽体具有某些防御性装置 (膜、被囊 ) ,

这使它们在很大程度上和参与有性生殖的孢子形成过程十分相近。②分裂生殖 : 是动物

身体直接进行横裂或纵裂 , 分裂后每一部分都成为一个完整新个体 ; 有一种较特殊形式



的复裂 , 由亲体细胞核分为若干子核 , 然后各子核带着一部分细胞质并彼此分离。③断

裂 : 沿动物身体主轴横断为两部或多部 , 然后由各部分发育成新个体。④质裂生殖 : 细

胞核不分裂 , 只由细胞质连同原有细胞核分成两个或多个新个体。⑤胞囊生殖 : 在环境

不适时形成胞囊 , 待环境转好后 , 即行分裂。⑥孤雌生殖 : 是无雄性配子的任何作用 ,

由雌性配子产生胚胎或个体。孤雌生殖在无脊椎动物和低等脊椎动物中较为常见。例

如 , 蚜虫在夏季的良好环境下以孤雌生殖的方式增加其数量 , 而在较冷的秋、冬季节则

以有性生殖方式来繁殖。蜜蜂通过孤雌生殖繁殖雄蜂 , 而通过有性生殖繁殖雌蜂。在鱼

类、两栖类、爬行类及鸟类等脊椎动物中也存在孤雌生殖现象。⑦孤雄生殖 : 指个体是

由雄性配子发育而来的一种生殖方式。在自然状态下 , 孤雄生殖只有在杂交的西西里粘

虫中发现过。

在海绵动物门中 , 无性生殖不仅可引起个体数量增多 , 而且也可引起群体形成。海

绵动物是以出芽生殖和断裂进行无性生殖。海绵动物的出芽生殖也有外部出芽生殖和内

部出芽生殖两种形式。在昆虫中也普遍存在孤雌生殖现象。在这类生殖方式中 , 卵不经

过受精就可进行充分发育 , 在多数目里都有这样的代表。孤雌生殖可分为专性的 , 即没

有雄虫或只有极少没有生殖功能的雄虫 ; 或兼性的 , 即同正常的两性生殖共存。已经知

道有四种重要的孤雌生殖方式 : ①在蜜蜂和一些别的昆虫中 , 雌虫产两种卵。未受精卵

只有单套染色体 , 无例外地产生雄虫 , 而受精卵具有完整的双倍染色体 , 只产生雌虫

(包括蜜蜂的不育雌虫或工蜂 )。所以 , 一般以性染色体决定性别的方法被这种更有伸缩

性的方式所取代。②在部分叶蜂、竹节虫和一种介壳虫中 , 雌虫也产两种卵。受精卵产

生数量大致相等的雄虫和雌虫 , 但未受精卵的卵核同第二极体融合了。这就恢复了双倍

的染色体数 , 但这些卵只发育成雌虫。③在部分蚜虫、竹节虫、象鼻虫和蛾类中有一种

特殊的专性孤雌生殖。卵不经过减数分裂 , 只产生雌性后代。这些昆虫没有雄虫 , 可以

生殖得很快 , 但缺乏像两性生殖中的遗传可变性。④部分蚜虫和瘿蜂进行周期性的孤雌

生殖 : 一代或几代孤雌生殖和一代两性生殖相交替。在这样的情况下 , 孤雌生殖发生在

夏季 , 所以能在适宜的条件下快速生殖 , 而两性生殖的有益遗传作用没有完全丧失。

在昆虫中还存在一些其他的无性生殖形式 , 如幼体生殖和多胚生殖。幼体生殖是动

物在幼期进行生殖。它只出现于很少几种昆虫中 , 其中最著名的例子是瘿蚊。未受精卵

在母体内孵化子代幼虫 , 然后这些幼虫从母体幼虫里咬出来 , 母体幼虫就在这过程中死

亡。多胚生殖是由一个卵 (可以是未受精的 , 或是以孤雌生殖发生的 ) 经过多次细胞分

裂后产生 2 个以上的细胞群 , 每一群细胞都能够变成一个幼虫。这种生殖方式多见于捻

翅虫中 , 也发生于寄生性膜翅目中的若干亲缘颇远的属。这个方式的主要特点是卵的分

裂球分割成一群群的细胞 (或称桑椹期 ) , 每个细胞群发育成一个昆虫成虫。

哺乳动物自发的无性生殖主要是指孤雌生殖 , 孤雌生殖在哺乳动物中尚无成功的报

道。自发的孤雌胚在子宫内可以着床 , 而且至少也能发育到肢芽期。自发的孤雌生殖在

大多数哺乳动物中是罕见的现象 , 因为卵子在体内没有经过受精刺激一般是不会发生分

裂的。1974 年 , Stevens培养出一个叫 LT/ Sv的小鼠品系 , 这一品系的小鼠具有极高的

孤雌发育率。未交配过的 LT/ Sv小鼠自然排卵 , 或者超数排卵后 , 在所排出的卵子中 ,

有大约 10%会发生孤雌发育。经过重组后的 LTXBJ 品系小鼠中 , 孤雌发育率可高达

30 %。这些自发的孤雌发育胚胎在桑椹期、囊胚期等与正常受精的着床前胚胎相比 , 在
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形态上有很大的差异。孤雌胚在子宫内着床后 , 能形成着床点 , 但一般会在第 6 天或第

7 天停止发育。输卵管内自发的孤雌发育胚只排出第一极体 , 没有第二极体排出 , 所以

其胚胎细胞仍然是二倍体。

哺乳动物孤雌发育胚在早期致死的原因可能是多方面的 , 其致死的真正原因目前尚

不很清楚。利用自发的孤雌发育胚与正常受精的胚胎进行嵌合 , 胚胎移植后可以获得成

活的嵌合体小鼠。孤雌发育胚来源的细胞可以嵌合到所有的组织中 , 包括生殖细胞系 ,

嵌合到生殖细胞系的小鼠可以正常繁殖后代 , 其后代也具有正常的表型。Hope 和 Ill-

mensee把 LT/ Sv自发孤雌囊胚的内细胞团细胞分离后 , 将它的一个核移植到去核的

C57BL/ 6J 的受精卵中。将 107 枚重构胚移植到假孕的 ICR 母鼠中后 , 有 25 枚发生了

卵裂 , 7 枚发育到囊胚 , 移植后产下 4 只雌性的、表现 LT/ Sv 性状的小鼠。不过 , Ill-

mensee 和 Hope的早期核移植实验受到了许多人的质疑。如果他们的实验是正确的 , 那

么 , 这些实验完全可以说明 , 孤雌发育胚中的细胞核具有发育全能性 , 孤雌发育胚早期

致死的原因不是细胞核中遗传物质的缺陷 , 而是遗传物质以外的原因。Mann 和 Surani

等的实验结果却得到了与 Hope 和 Illmensee 不一样的结论。Mann 和 Ladge-Badge向单

倍体孤雌卵或在去除雄原核的合子中 , 移入一个雌原核而构成雌核胚 ( gynogenetic em-

bryo) , 则雌核胚与孤雌胚一样在着床后数天内死亡 , 且主要表现出胚外成分发育不良 ,

其内细胞团不能正常形成卵黄囊内胚层。Surani等将合子的雌原核去除后移入另一个合

子的雄原核 , 构成具有两个雄原核的雄核胚 ( androgenetic embryo) , 这种胚胎可以发育

到囊胚阶段 , 但着床后只能形成滋养层和原始内胚层 , 不能进一步发育。Kono 等通过

使 IGF2 和 H19 与其他印迹基因的适当表达 , 成功地获得了具有生殖能力的孤雌生殖小

鼠。

畸胎瘤是孤雌发育的另一种形式。约有 50%的 LT 品系的小鼠的雌性成体在卵巢内

带有畸胎瘤。这种肿瘤含有由外、中、内胚层构成的各种组织 , 从未分化状态直到各种

成熟的分化状态混在一起 , 并呈块状。Stevens 根据幼鼠卵巢的组织学检测 , 查明了畸

胎瘤的起源是在卵巢的卵泡中 , 是由于不经受精的卵母细胞卵裂后的孤雌发育而形成

的。在这些幼鼠卵巢的卵泡中 , 可以观察到处于各种发育阶段的孤雌发育胚 , 如卵裂

期、桑椹期及囊胚期 , 以及失去胚胎常态而侵入周围卵巢组织的分化的三胚层组织等。

第二节  人工辅助条件下动物的无性生殖

人工辅助条件下动物的无性生殖主要包括人工诱导孤雌生殖、孤雄生殖和动物克

隆。

一、人工诱导孤雌生殖

人工诱导的孤雌生殖在两栖类、鱼类、无脊椎动物中都已实现。在哺乳动物中 , 人

工诱导的孤雌生殖的研究始见于 20 世纪 30 年代 , Pincus 等采用改变温度和渗透压的方

法激活兔的卵母细胞 , 卵裂后移植到受体中 , 最后产下了正常的后代。不过 , 这一结果

至今尚未被重复。在大多数孤雌激活的实验中 , 孤雌胚在母体的子宫内均可以着床 , 但
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只能发育到一定的阶段 , 而不能正常发育到期。例如 , 将孤雌激活的小鼠卵移入受体内

可以着床 , 并发育 11 天 ; 兔的孤雌激活胚在体内也可发育 11 天 ; 绵羊的孤雌激活胚在

妊娠 21 天时 , 有心脏跳动 , 但在 25～26 天死亡。

诱导孤雌激活的方法可以归纳为物理刺激方法和化学刺激方法两大类。物理刺激包

括 : ①机械刺激 , 即卵母细胞的体外操作和穿刺处理。②温度改变 , 如低温或高温处

理。③渗透压的改变。④哺乳动物中最常使用的电刺激处理。化学刺激激活包括 : ①用

透明质酸酶或链酶蛋白酶处理等。②二价离子或钙离子载体处理。③蛋白质合成抑制剂

的处理。④蛋白磷酸化抑制剂处理。⑤麻醉剂或镇定剂的处理等。卵子孤雌激活后 , 依

据第二极体是否排放 , 以及第一次卵裂的时间和性质 , 孤雌激活胚可表现出不同的基因

型 (图 16-1)。

图 16-1  小鼠卵孤雌激活后所出现的不同基因型 (引自 Nagy A等 , 2003 )

孤雌生殖可分为两种类型 , 第一种是卵母细胞经物理或化学的方法激活后 , 启动胚

胎发育 , 由此发育而来的胚胎是一种纯孤雌胚。这种胚胎在整个发育过程没有任何雄性

配子的参与。另一种是雌核发育 ( gynogenesis) , 精子正常地进入并激活了卵子 , 但精

子的细胞核并没有参与胚胎的发育 , 来自精子的染色体因某种原因很快消失 , 胚胎的发

育仅在雌核的控制下进行。大多数人工诱导的孤雌生殖动物的染色体组仍然是二倍性

的。要使孤雌生殖动物达到二倍性 , 一般通过阻止卵母细胞第二极体的排放 , 或抑制第

一次卵裂的发生而实现染色体组的二倍化。

人工诱导的雌核发育是指用经过紫外线、X射线或γ射线等处理后失活的精子来授
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精 , 再在适当时间对受精卵施以冷、热、高压等物理处理 , 以抑制第二极体的排出 , 使

卵子发育为正常的二倍体。早在 1911 年 , Her twig 最先尝试了用人工方法失活来自精

子的遗传物质。他在两栖类的研究中 , 利用射线对精子进行处理时发现 , 先用低于致死

剂量的辐射剂量照射精子后 , 再用这种处理过的精子进行授精 , 结果胚胎的发育率不受

影响 ; 如进一步增加辐射剂量 , 胚胎的存活率将下降 ; 倘若继续增加辐射剂量 , 胚胎的

存活率则又恢复到正常水平。这说明只有在高的辐射剂量作用下 , 才能使精子的遗传物

质完全失活 ; 没有完全失活的雄性染色体在受精后能导致胚胎发育不正常或死亡。染色

质失活的精子仍然能激活卵母细胞 , 启动胚胎的发育。在诱导两栖类和鱼类的雌核发育

过程中 , 由于精子染色质失活处理 , 往往会导致其基因突变 , 这些基因突变会引起孤雌

发育胚胎的早期死亡。这种现象称为“外源精子致死效应”。

不同种类的物理辐射和化学药品均可使精子的遗传物质失活。辐射处理包括γ射

线、X射线和紫外线。γ射线和 X射线具有较高的穿透能力 , 其主要作用是诱使染色体

发生断裂。经辐射处理过的精子 , 其存活时间比正常的精子要短 , 受精能力也有所下

降。在用辐射处理的精子受精后的雌核发育胚胎中 , 有时还可以发现少量来自父系的特

性和残留的父系染色体片段。

紫外线的主要作用是诱使胸腺嘧啶二聚体化 , 这一过程能在光的作用下修复。由于

紫外光对细胞的穿透能力较低 , 因此 , 紫外光对较厚的、不透明的精细胞样品中染色体

失活的效果较差。一些化学物质如甲苯胺蓝、乙烯尿素和二甲基硫酸等通过与精子的

DNA的相互作用 , 可以使两栖类和鱼类的精子遗传物质失活。

应用显微操作方法直接将受精卵中的雄原核去除 , 然后抑制受精卵的第一次卵裂 ,

这样就可以得到二倍体的雌核发育胚胎 , 这一方法在哺乳动物中也已经实现。哺乳动物

的雌核发育胚胎体外培养可以发育到囊胚期 , 也可以在子宫内着床 , 但尚未见到纯雌核

发育胚胎发育到期的报道。

二 、人工诱导孤雄生殖

孤雄发育是指卵子经过射线处理 , 使其遗传物质失活 , 然后与正常精子受精 , 再施

以温度休克或高水静压处理 , 抑制第一次卵裂 , 使精子的染色体在雌核失活的受精卵内

加倍 , 恢复二倍性 , 胚胎经进一步发育后将完全表现为父本遗传性状的纯合个体。对鱼

类孤雄生殖的研究表明 , 有很多因素影响孤雄生殖个体的存活率。这些因素包括精子基

因的纯合性、卵子由于射线照射所受到的损伤 , 以及染色体二倍化的处理方法和处理时

间。Parsons (1985) 将虹鳟鱼的卵用 Co
60
γ射线照射后进行受精 , 受精卵用水静压处理

抑制第一次卵裂 , 使之恢复二倍性。当水静压为 9000 磅/ 平方英寸时 , 获得的胚胎的存

活率为正常对照组的 32 . 5%～38 .9% , 而其他处理组的存活率都非常低。应用冷冻精

子制作孤雄生殖的虹鳟鱼 , 获得了 42 . 5%的孵化率和 10 .5%的幼鱼。在这些孤雄生殖

的虹鳟鱼中 , 在最初的前 6 个月中死亡率极高 , 只有 0 .9 %的幼鱼能存活到 2 年的时

间。他们的结果显示 , 精子的冷冻并不影响孤雄生殖的制作效率。

在鱼类中 , 人工诱导孤雄生殖所使用的卵子和精子并不一定都是同一物种。

Paschos等 ( 2001 ) 将鲤鱼卵用射线照射后 , 再用一种具有伸缩眼的金鱼精子受精 , 受
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精卵在 42℃下经热处理 , 同时获得了雌核和雄核发育的金鱼 (金鱼为雄性异配子型 )。

不过 , 这种异种受精鱼具有极高的死亡率和畸形率 , 其雌核发育的金鱼可以存活 , 但孤

雄核发育的金鱼不能存活。

孤雄生殖研究在遗传学研究、育种、物种的保护以及商业上具有应用价值。由于对

动物卵子的冷冻保存技术尚未十分成熟 , 卵子的获取也不如精子获取容易 , 数量也不如

精子多 , 而对精子的冷冻保存技术已经较为成熟。因此 , 孤雄生殖对物种的保护 , 不同

种间的核质杂交和 YY雄性引起的性别控制等研究具有特殊的意义。

三、动 物 克 隆

现在所指的动物克隆技术主要是指动物细胞核移植技术。在 20 世纪 50 年代 , 经细

胞核移植的动物克隆最先在两栖类上实现。20 世纪 80 年代 , 这一技术已应用到了哺乳

动物上 , 主要研究早期胚胎细胞克隆。到 20 世纪 90 年代末 , 应用体细胞核移植进行的

动物克隆获得成功 , 标志着动物克隆技术已进入了一个崭新的时代。这一重大的技术突

破 , 是生物技术发展史上一个划时代的里程碑。以下的内容将重点对动物克隆技术的研

究背景、基本操作程序、动物克隆的机理和研究进展作较为详细的介绍。

(一 ) 核移植和动物克隆的概念

细胞核移植 ( nuclear t ransplantation or nuclear t ransfer , NT) , 也称作核移植 , 是指

将一个核供体通过显微操作方法移植到一个核受体中 , 组成核质杂合细胞 , 这种核质杂

合细胞也叫作重构胚 ( reconst ructed embryo)。核供体 ( donor ) 指的是提供细胞核的细

胞 , 可以是胚胎细胞或体细胞 , 也可以是单纯的细胞核。核受体 ( recipient ) 通常是指

去核的卵母细胞 ( enucleated oocyte)、去核的合子 (enucleated zygote) 或去核 2 细胞

期胚胎的卵裂球。根据核供体细胞的分化程度 , 可将核移植分为胚胎细胞核移植 ( em-

bryonic nuclear transfer) 和体细胞核移植 ( somatic nuclear t ransfer)。根据核供体和核受

体是否同一物种 , 又可将核移植分为同种核移植 ( intraspecies nuclear t ransfer) 和异种

核移植 ( in terspecies nuclear t ransfer)。

“克隆”一词是来源于英文单词 clone的音译 , 其原义是通过无性形式由单个细胞产

生和亲代非常相像的个体。克隆动物 ( cloned animal) 是指由一个动物经无性繁殖或孤

雌生殖而产生的后代 , 克隆个体和被克隆个体在遗传上是完全相同的。动物克隆 ( ani-

mal cloning) 是指制作克隆动物的方法 , 主要有胚胎分割和核移植两种方法。在自然状

态下 , 动物克隆的现象也偶有发生 , 如同卵双胞胎。用胚胎分割方法可以制作遗传性状

完全一致的克隆动物 , 不过细胞核移植才是制作克隆动物最有效的方法 , 故此也有人将

细胞核移植技术狭义地定义为动物克隆技术。事实上 , 用“克隆”这一单词来描述由核

移植所获得的动物并不确切 , 因为供体细胞核虽然相同 , 但核移植所用的卵母细胞可能

存在差异 , 除非卵母细胞和核供体细胞是来自同一个体。卵母细胞的差异主要是指线粒

体的差异。
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(二 ) 动物克隆研究的历史

1839 年 , Theodor Schwann 提出细胞学说 , 后来 Rodolf Virchow 提出“所有的细胞

都来自细胞”( All cells come from cells)。将这一理论应用到发育生物学时 , 就要求细胞

同时具有遗传 ( heredity) 和分化 ( differentiation ) 两种互相对立的特性。在细胞分裂

过程中 , 每次分裂产生两个一样的子细胞还是两个不一样的子细胞 ? 在胚胎发育过程

中 , 是否每个卵裂球还具有产生一个完整胚胎的能力 ? 也即细胞是否具有全能性

( totipotency)。为了回答这一问题 , 1888 年 Wilhelm Roux 用热针破坏 2 细胞蛙胚的一

个卵裂球后 , 死亡的卵裂球留在原地不再分裂 , 而剩余的一个卵裂球却只发育成了半个

胚胎。这一实验似乎证实了德国动物学家 August Weismann 提出的发育理论 , 他认为细

胞分化是由于细胞分裂过程中丢失了某些遗传物质 , 所以分化不可逆转。不过 , 这一理

论很快就被 Hans Driesch的海胆实验所否定。1892 年 , Driesch 将 2-细胞的海胆胚胎放

在玻璃瓶中剧烈摇晃使两个卵裂球分离 , 他发现两个分离的卵裂球都可以各自发育成为

一个完整的胚胎 , 后来许多研究者通过蛙和蝾螈等动物的卵裂球分离实验都证实 , 只要

方法得当 , 每个分离的卵裂球都可以单独发育成为一个完整个体。这些实验都证明了细

胞的遗传物质并未随卵裂而丢失 , 每个卵裂球中都含有发育为完整个体所需的遗传物

质。Roux 的实验所得的错误结论来源于不当的实验方法 , 主要是由于他未将死亡的卵

裂球与胚胎完全分离 , 死亡的卵裂球对另一个卵裂球的发育产生了不良影响。

Jacques Loeb发现 , 用不同的盐溶液可以引发卵子的孤雌发育。用同样的方法处理

受精卵时 , 可以引起受精卵的胞质突出 , 形成一个与受精卵相连接的单纯胞质体。当胚

胎分裂时 , 在某些情况下 , 分裂的细胞核可以通过胞质桥转移到突出的胞质中 , 出现核

转移现象。Hans Spemann 从 Loeb实验中获得启示 , 他用婴儿的头发将蝾螈的合子结扎

后 , 蝾螈的合子核在一端 , 另一端没有核 , 其中有核部分分裂 , 而无核部分则停止分

裂。当有核部分分裂到 16 细胞时 , 将结扎的头发略微松开 , 可使其中一个卵裂球的核

通过胞质桥进入无核部分 , 此时原来无核的部分在获得了一个细胞核后又开始分裂 , 这

时再将两部分彻底分开 , 第二个卵裂球也可发育成一个完整的个体 (图 16-2 )。Spe-

mann 的这一实验说明 , 至少在 16 细胞期的细胞核还具有发育全能性。

图 16-2  Spemann经典实验示意图 (引自 Spemann H , 1938 )

1938 年 , Spemann对这些结果进行思考和分析 , 并设想将分化程度更高的细胞核
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放入去核的卵母细胞中 , 观察细胞核是否还能继续发育 , 验证遗传物质中所携带的信息

在发育和分化中是否会丢失或失活。遗憾的是受当时技术条件所限 , 他本人未能将这一

实验付诸实施。但这一假想实验的提出 , 却成了核移植技术的开端。1952 年美国科学

家 Robert Briggs 和 Thomas King 首次成功地完成了细胞核移植实验。他们将豹蛙

( Rana pipiens) 未分化的囊胚细胞核注入去核的卵母细胞中 , 构成一个新胚胎 , 这种重

构胚经适当刺激后 , 部分可以发育为蝌蚪 , 后来他们还证明这些蝌蚪经过变态可以变成

幼蛙。这说明至少到囊胚期 , 细胞核还具有全能性。他们使用原肠期或分化程度更高的

细胞作为核供体发现 , 用分化程度越高的细胞进行核移植 , 重构胚能够发育到蝌蚪期的

比例就越低。最后 , 重构胚甚至都不能正常分裂 , 因此 , 他们认为 , 细胞核的全能性随

着细胞的分化而逐渐丧失。

几乎在同一个时期 , Michael Fishberg 和他的合作者报道了用爪蟾的早期囊胚细胞

进行核移植 , 重构胚不仅可以发育成蝌蚪 , 而且能变态发育到成年。Gurdon 继续了这

一工作 , 他发现分化程度高的细胞也可以支持重构胚发育到成年 , 但发育率降低。用囊

胚期细胞核移植 , 重构胚有 30% 可以发育到成年 , 只有 6 %发育到孵化蝌蚪 , 而仅有

3%发育到游动蝌蚪期。他们的结论是 , 分化的细胞核还具有发育全能性。Gurdon 等后

来通过连续核移植方法 , 提高了核移植的成功率。他们用成年爪蟾的皮肤细胞进行核移

植 , 重构胚也能发育到游动蝌蚪期。这说明成年动物的体细胞核还保留着心脏、肌肉、

大脑和其他组织发育所需的遗传信息。

20 世纪 60、70 年代 , 我国生物学家童第周教授及其学生在鱼类的核移植研究上取

得了举世瞩目的成就 , 并在国际上处于领先的地位。早在 1963 年 , 童第周等首次报道

了鱼类的细胞核移植。他们在金鱼的两个亚科 ( Carassius euratus 和 Rhodeus sinensis)

上还成功地实现了异种细胞核移植 , 并获得了发育正常的异种克隆鱼。后来他们在不同

科、目 , 甚至不同纲之间进行异种核移植 , 如将金鱼核 (鲤形目鲤科 ) 移到泥鳅

( Paramisgurn us dabrryanus) 去核卵子 (鲤形目鳅科 ) 中 , 获得了 57%～62 %的囊胚

发育率 , 其中 5%的重构胚可以发育到幼鱼阶段。将罗非鱼核移入鲤鱼或泥鳅卵胞质

中 , 甚至将小鼠细胞核移植入泥鳅卵胞质中 , 重构胚也能发育到囊胚或原肠胚阶段。

从 1952 年 Briggs 和 King的首次细胞核移植实验开始 , 到 20 世纪 70 年代末 , 核移

植在两栖类和鱼类上的研究已经达到了高峰 , 但在哺乳动物的研究上还是刚刚起步 , 因

为哺乳动物的卵母细胞比两栖类要小得多 , 且容易受损伤 , 显微操作难度大。哺乳动物

克隆根据所使用的供核细胞类型 , 大体上经历从以早期胚胎细胞为核供体的胚胎细胞克

隆到以高度分化的体细胞为核供体的体细胞克隆阶段。

1 . 哺乳动物的胚胎细胞克隆

虽然 , 在 20 世纪 60、70 年代的近 20 年的时间里 , 核移植的研究在两栖类和鱼类

上获得了巨大成功 , 但直到 20 世纪 80 年代初 , 小鼠胚胎细胞核移植的成功才揭开了哺

乳动物克隆研究的序幕。1981～1982 年 , Karl Illmensee 和 Peter C . Hoppe 合作 , 把小

鼠内细胞团细胞核直接注入合子后 , 再去除合子核 , 生出了 3 只克隆小鼠 , 但这一实验

未能被其他实验室所重复。由于该方法采用的是胞质内的直接注射法 , 在当时的研究水

平下 , 对卵子的损伤很大 , 这也可能是其实验结果很难得到重复的原因。1983 年 , Mc-
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Greath 和 Solter发明了一种新的核移植技术 , 他们将细胞融合引入核移植研究 , 这一开

创性的方法为核移植研究开拓了广阔的前景。他们采用微细玻璃管穿过透明带 , 在不用

刺破卵质膜的情况下 , 将卵母细胞核及部分胞质一同吸出 , 形成由完整质膜包裹的核质

体 ( karyoplast) , 从而达到去核的目的 , 然后将核供体细胞注入到去核的卵母细胞透明

带下 , 用灭活的仙台病毒介导诱发核供体细胞和受体胞质进行融合 , 形成重构胚。这种

方法大大提高了核移植的成功率。他们发现 , 用受精卵的原核作为核供体时 , 重构胚的

囊胚发育率高达 95% ; 但当用 2 细胞、4 细胞和 8 细胞胚胎的卵裂球作为核供体时 ,

重构胚发育率则分别降低为 19 %、5 %和 0%。据此 , 他们认为 , 在哺乳动物 , 至少是

小鼠 , 分化细胞的细胞核不具有全能性 , 这一结论大大地打击了很多研究者的热情。

正当很多人对哺乳动物克隆研究持观望和否定态度时 , 1986 年 Willadsen 改进了核

移植的细胞融合方法 , 引入了电融合法 , 这一方法比传统的病毒或化学介导的融合方法

更加方便、安全。他用此程序以绵羊的 8 细胞胚胎卵裂球作为核供体进行核移植 , 获

得了发育到期的克隆绵羊。正是由于核移植程序的优化 , 迎来了动物克隆技术第一阶段

的巨大发展。用类似方法 , 先后获得了小鼠、绵羊、牛、兔、猪、山羊和猴等哺乳动物

的胚胎细胞克隆后代。克隆这些动物所用的核供体均来自卵裂球或囊胚细胞 , 这些研究

结果表明 , 哺乳动物的早期胚胎细胞核具有发育全能性。

2 . 哺乳动物的体细胞克隆

虽然哺乳动物的胚胎细胞克隆取得了成功 , 但当时所有的研究结果都显示 , 供核细

胞的分化程度越高 , 重构胚的发育能力就越低。因此推断 , 高度分化的哺乳动物体细胞

可能不再具有发育全能性。这一推论曾在学术界中流行了近 20 年的时间 , 也阻止了许

多科学家去尝试哺乳动物体细胞克隆。不过 , 对哺乳动物体细胞克隆这一极具诱惑力的

研究 , 并不是所有的人都望而止步。

苏格兰罗斯林研究所 ( Roslin Institute) 的 Ian Wilmut 等试图寻找一种比受精卵原

核注射法更为有效的制作牛、羊转基因动物的方法。他们意识到 , 用胚胎干细胞 ( ES)

进行转基因操作非常方便 , 胚胎干细胞是来源于囊胚中的内细胞团细胞 , 而用牛囊胚中

的内细胞团细胞进行核移植 , 已经得到了克隆动物 , 如果将这两种方法结合起来 , 可能

是制作转基因动物的有效途径。Wilmut 的同事 Keith Campbell 是一位从事细胞周期研

究的学者 , 对已高度分化的两栖类体细胞仍然具有发育全能性这一事实印象颇深。他相

信 , 核移植成功的关键是供核细胞和受体细胞的细胞周期同步化。为了制作转基因绵

羊 , 他们试图培养绵羊的 ES细胞 , 但这一努力失败了 , 可能正是这一挫折成为他们后

来成功的一个关键因素。他们把从绵羊囊胚中分离出的内细胞团进行了培养 , 发现这些

培养的细胞已经出现分化。为了提高核移植成功的可能性 , 他们把这些细胞用血清饥饿

的方法进行处理 , 使大部分细胞处于 G0 期。G0 期细胞的状态与 MII 卵母细胞所处的状

态十分相似 , 这样供核细胞和受体细胞的细胞周期基本上同步。他们从 9 日龄的胚胎获

得的细胞培养了 6～13 代后用于核移植 , 共得到了 244 枚重构胚 , 其中 34 枚发育到囊

胚 , 并移植到寄母绵羊的子宫中。1995 年夏天 , 有 5 只克隆绵羊出生 , 其中叫 Megan

和 Morag 的两只克隆羊存活 , 这是第一批用体外培养细胞克隆的哺乳动物 , 说明早期

胎儿细胞经体外培养增殖后 , 也还保留了发育全能性。这些成功使 Wilmut 的研究小组
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受到了极大的鼓舞。接着 , 他们用一只 6 岁绵羊的乳腺上皮细胞进行核移植 , 共构建了

277 枚重构胚 , 29 枚发育到囊胚 , 移植到 13 只寄母中 , 一只妊娠 , 最后得到一只活的

克隆绵羊 , 取名“多莉” (Dolly)。多莉羊的出生震撼了世界 , 它不仅回答了在发育生

物学领域中关于高度分化的体细胞核是否具有全能性的问题 , 而且 , 也引发了全世界关

于“克隆”可能带来的各种问题的探讨。但不论公众如何评说 , 多莉羊的出生无疑是动

物克隆研究的一个重要里程碑。以多莉羊的出生为标志 , 动物克隆研究从此由胚胎细胞

克隆时代进入了体细胞克隆时代。

至此 , 已经有绵羊、小鼠、山羊、牛、猪、兔、猫、骡、马和大鼠等至少 10 种动

物已经得到了体细胞克隆后代。这些体细胞克隆动物的出生 , 都表明了哺乳动物的体细

胞核可以去分化 , 并重获发育全能性。

3 . 哺乳动物的异种克隆

同种克隆是指构建重构胚所用的供体细胞和受体卵母细胞都是来源于同一物种。相

对于同种克隆而言 , 动物异种克隆是指构建重构胚所用的供体细胞和受体卵母细胞不是

来源于同一物种。哺乳动物异种克隆包含有异种核移植和异种妊娠两个方面。异种克隆

突破了物种之间的“生殖隔离”限制 , 涉及物种之间在分子、细胞和生理水平上的相互

作用。因此 , 异种克隆为研究核质关系、基因表达调控、细胞分化和物种进化等的一个

十分重要的模型 , 对物种的改良、濒危动物的保护也具有十分积极的意义。

目前 , 虽然在多种动物已经实现了体细胞克隆 , 但要进一步克隆其他动物时 , 研究

者却遇到了许多困难。首先是体细胞克隆的效率非常低 , 要得到一只克隆动物需要构建

上百枚重构胚。因此 , 需要大量的卵母细胞 , 要获得大量的卵子对某些动物来讲又非常

困难 , 甚至不可能 , 如濒危动物。其次 , 不同动物的卵母细胞存在巨大差异 , 某些动物

的卵子十分脆弱 , 无法进行显微操作 ; 由于未知的原因 , 某些动物的卵母细胞体外不能

培养 , 也不能孤雌激活。因此 , 采用同种克隆方法来克隆这些动物是不现实的。是否可

以用其他动物的卵母细胞作为替代 , 来克隆那些无法取到卵母细胞 , 但能得到体细胞的

动物呢 ? 在这一背景下 , 哺乳动物异种克隆方案被提了出来。就在“多莉”羊诞生后不

久 , 科学家就提出异种克隆濒危动物的设想 , 并指出这一研究 , 无论是对发育生物学理

论研究 , 还是拯救濒危物种都具有十分积极的意义。

童第周教授是我国鱼类异种核移植研究的先驱者 , 也是最先获得异种克隆鱼的科学

家。他利用自制的显微注射仪成功地在金鱼的两个亚科 ( Carassius euratus 和 Rhodeus

sinensis) 上进行细胞核移植。后来 , 童教授及其后继者在不同科和目之间进行异种核移

植 , 如将金鱼核 (鲤形目鲤科 ) 移到泥鳅 ( Param isgu rnus dabrryanus) 去核卵母细胞

中 (鲤形目鳅科 ) , 也获得了较高的囊胚发育率。这些研究说明 , 低等动物卵母细胞中

存在的胞质因子可以使已分化了的细胞核去分化和重编程。哺乳动物的异种核移植研究

早在 20 世纪 70 年代就有人尝试。异种核移植的研究较早见于 1973 年 , Brun 尝试了将

多种哺乳动物的体细胞核移植到爪蟾 ( Xenopus) 卵内。1977 年 De Roeper 等将 Hela 细

胞核移入爪蟾卵内 , 结果发现 Hela 细胞核在爪蟾卵内能够发生染色体扩展和 DNA 合

成 , 暗示爪蟾卵母细胞内存在某些因子能够激活哺乳动物的体细胞核。早期对哺乳动物

的异种核移植研究较少 , 1992 年 , Wolf 等将牛的 16～32 细胞期的卵裂球细胞核分别移
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植到其他动物的去核卵母细胞中 , 如美洲水牛、山羊、绵羊和仓鼠卵中 , 或把山羊、绵

羊核移植入去核的牛卵母细胞中 , 但只有在牛、羊之间和牛、水牛之间的异种重构胚 ,

体外培养可以发育到囊胚。

20 世纪末 , 同种细胞克隆在多种动物成功以后 , 科学家开始研究以应用为目的的

异种体细胞克隆。1999 年 , 陈大元教授领导的研究小组将大熊猫的子宫上皮细胞、骨

骼肌细胞和乳腺上皮细胞分别移入去核的兔卵母细胞中 , 得到了 10 %左右的囊胚发育

率。同年 , Dominko等把绵羊、猪、猴和大鼠体细胞核移植到去核牛卵母细胞中 , 得到

了异种重构胚 , 其中绵羊 牛、猴 牛、猪 牛异种重构胚在体外培养可以发育到囊胚。

White等把 Argali野羊的皮肤成纤维细胞移入去核绵羊卵母细胞中 , 获得异种重构胚 ,

重构胚发育到 16～32 细胞期时 , 移入 6 只受体绵羊中。胚胎移植后第 45 天用超声波检

测发现有 1 只妊娠 , 但该受体羊妊娠到 59 天发生流产。到 21 世纪初 , 哺乳动物异种克

隆的可行性才得到证实。2000 年 , Lanza 等把一种野牛 ( Bos gau rus ) 的皮肤成纤维细

胞移入去核的牛卵母细胞得到重构胚 , 最后有一头受体妊娠到期 , 产下 1 头发育正常的

异种克隆野牛 ; 2001 年 , Loi 等将欧洲盘羊 ( Ov is orien talis) 的颗粒细胞注入绵羊的

去核卵母细胞中 , 重构胚发育到囊胚时移入受体绵羊子宫角 , 产下了 1 只正常的欧洲盘

羊。这些研究结果表明 , 牛、羊、兔的卵母细胞可以使异种体细胞核去分化和重编程。

虽然哺乳动物异种克隆的可行性已经得到证实 , 但作为一种技术却还远未成熟。

(三 ) 哺乳动物克隆的基本程序

哺乳动物克隆包括 5 个主要步骤 : ①核供体细胞的选择和准备 ; ②受体细胞的获取

和去核 ; ③细胞核的移植 ; ④重构胚的激活 ; ⑤重构胚的培养和移植 (图 16-3)。

1 . 供体细胞的选择和准备

(1 ) 核供体细胞的选择

哺乳动物的胚胎细胞和各种体细胞核中都包含了该物种特有的全套遗传信息。高度

分化了的体细胞 , 其遗传物质并没有发生丢失 , 而只是基因选择性地开启或关闭 (可能

有少数类型细胞的基因发生了重排或改变 , 如淋巴细胞 )。因此 , 理论上讲 , 各种类型

的体细胞经过核移植都能重获发育全能性 , 但实际上 , 能正常获得克隆动物的供体细胞

类型只有少数几种 :

1) 来源于生殖系统的细胞 : 如颗粒细胞、卵丘细胞、输卵管上皮细胞、子宫上皮

细胞、未成熟的睾丸支持细胞等。而尤其以卵丘细胞和颗粒细胞为核供体所获得的克降

动物后代最多 , 这可能与其较低的分化程度有关。此外 , 还可能有以下几个因素 : 卵丘

细胞是静止在 G0/ G1 期的细胞 ; 卵丘细胞包围在卵母细胞周围 , 通过纤毛与卵母细胞

发生物质交流 , 因此核移植后二者胞质容易相互兼融 ; 卵丘细胞内具有端粒酶活性 , 保

持着正常的端粒长度。因此 , 这些细胞不会因端粒问题而影响重构胚的发育。

2) 来源于胎儿细胞 : 如胎儿成纤维细胞。

3) 来源于成年个体生殖系统以外的细胞 : 如乳腺上皮细胞、皮肤成纤维细胞、耳

成纤维细胞、肌肉细胞、尾尖成纤维细胞等。
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图 16-3  动物克隆的一般程序 (引自 Colman A, 2000 )

4) 终末分化的 B淋巴细胞或 T 淋巴细胞 : Hochedlinger 等用完全分化的 T 淋巴细

胞和 B淋巴细胞作为核供体克隆了小鼠胚胎 , 用这种克隆胚胎先获得胚胎干细胞 , 然

后把胚胎干细胞注入到小鼠四倍体囊胚中 , 胚胎移植后获得了分别来源于 T 淋巴细胞

和 B淋巴细胞的克隆小鼠。

从现有的研究来看 , 不同类型的体细胞经过核移植后 , 去分化和重编程的能力可能

有一定的差异。到目前为止 , 还没有用神经细胞、原始生殖细胞进行核移植得到过克隆

动物。

(2 ) 供体细胞的准备

应用于体细胞核移植研究的供体细胞主要有新鲜制备的和经体外培养的两大类。所

谓新鲜制备是指直接从新鲜组织分离 , 不经过体外培养过程 , 如利用小鼠卵丘细胞克隆

小鼠就采用的是这种方法 , 该方法迅速、简便 , 细胞不易发生遗传改变 , 缺点是不能进

行细胞周期同步化处理 , 并且多次实验很难得到遗传背景统一的材料。首次应用培养细

胞进行核移植研究的是 Campbell 等 , 他们通过显微手术分离 9 日龄绵羊胚胎的胚盘细

胞 , 并且从类胚胎干细胞集落中建立细胞系———TNT4 细胞系 , 其形态十分类似胚胎干

细胞 , 但更加扁平、上皮化 , 至第六代后出现明显的分化趋势。在应用于核移植之前 ,

他们将细胞进行血清饥饿培养 , 诱导细胞进入“静止”状态 , 采用这种方法培养的细胞

进行核移植获得了克隆羊。该方法结合其他技术 (如冷冻和保藏技术 ) 可以获得大量同

一遗传背景的供体细胞 , 并且容易进行细胞周期同步化处理 , 拓展了核移植的研究领域

和研究方法 , 其缺点是细胞培养传代是一项繁琐的工作 , 传代过程中由于条件变化 , 也

可能引起供体细胞的遗传突变。

(3 ) 供体细胞周期

一个处于正常分裂周期的细胞具有 G1、S、G2 和 M 期四个明显的细胞周期阶段。
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此外细胞还可能退出细胞分裂周期而进入静止期 , 叫 G0 期 (可以看作是特化的 G1

期 )。G0 期细胞分为两类 , 一类是暂时脱离细胞周期的休眠期细胞 , 它们不增殖 , 但在

适当的刺激下可以重新进入细胞分裂周期 ; 另一类是终末分化细胞 , 不能再进入细胞分

裂周期 , 如神经细胞和肌纤维细胞。G1 期主要是完成与 DNA合成启动有关的事件 , 为

进入 S期作准备 ; S期主要进行 DNA的复制和组蛋白、非组蛋白等染色体蛋白的合成 ,

以及核小体结构的包装 ; G2 期是为 M 期作准备 , 合成一定的蛋白质和 RNA 分子 , 这

是进入有丝分裂所必需的 , 如与有丝分裂装置有关的微管蛋白合成即完成于 G2 期 ; M

期完成细胞的分裂。一般来说 , S + G2 + M 的时间变化较小 , 而 G1 期持续的时间因细

胞种类等差异可能很大。在动物早期胚胎的卵裂球中 , 由于成熟卵母细胞中已经储存了

足够的营养物质和几乎所有细胞周期过程中所需要的酶 , 因此早期胚胎的 G1 期和 G2期

非常短 , 整个细胞周期实际上只由极短的 S期和 M期构成。对于体细胞来说 , G1 和 G2

期的时间相对较长。

G0 期细胞作为核供体可能具有一定的优越性 , 因为 G0 期细胞的细胞周期状态与受

体卵母细胞 ( MII 期卵 ) 的周期基本相似 , 而且 , G0 细胞的基因转录大都已关闭 , 在

重构胚中可能更容易发生去分化和重编程。细胞周期对克隆的成功可能不是关键的因

素 , 实际上 , 除 S期细胞外 , 应用 G1 期、G2 期和 M 期的细胞作为核供体 , 均已获得

了克隆动物。

对体细胞进行同步化处理目前有以下几种方法 :

1) G0 期同步化 : 将细胞培养液中的血清浓度由 10 %降低到 0 . 5% , 培养 2～3 天 ,

诱导细胞进入休眠状态 , 休眠状态的细胞大部分是 G0 期细胞 , 这种方法被称为“血清

饥饿法”。

2) G1 期同步化 : 在 M 期恢复时 , 用抑制 DNA 合成的药物 , 如阿菲迪霉素

(aphidicolin) ( 0 . 1～0 .2μg/ ml) 和羟基脲 ( hydroxyurea) ( 5mmol/ L) 处理后 , 可以使

细胞周期停滞在 G1/ S转折期 ; 用 5μmol/ L 的用噻氨酯哒唑 ( nocodazole) 处理小鼠 4

细胞胚胎 9 小时 , 可使其发育到 8 细胞时卵裂球的细胞周期同步在 G1 期。也有人用

0 . 02μg/ ml的 demecolcin 将细胞培养过夜 , 然后 , 将细胞在培养液中洗 2 遍 , 再在正常

培养液中培养 2～3 小时即可。

3) G2 期同步化 : 放线菌酮 (5μg/ ml) 可以抑制肽链延长 , 是一种蛋白质合成抑制

剂 , 它可以诱导细胞同步化于 G2 期 , 对细胞其他活动中的氨基酸利用无影响 ; 另外 6

二甲氨基嘌呤 ( 6 dimethylaminopurine, 6 DMAP ) 也可以用于 G2 期同步化。Criss-

man 采用两步法对细胞进行 G2 期的同步化。首先 , 细胞连续 2 次用胸苷进行阻断 , 使

其停留在 S期 , 然后 , 用拓扑酶 II ( topoisomerase II) 抑制剂使细胞阻断在 G2 期。

4) M期同步化 : 用噻氨酯哒唑 ( 3 . 0μg/ ml )、乙酰基秋水仙碱 ( colcemid , 0 . 02～

0 . 1mg/ ml ) 和秋水仙胺 ( 0 . 05μg/ ml) 培养 3 小时处理 , 可以使细胞同步于 M 期。

2 . 受体细胞的选择和准备

用于核移植的受体细胞有去除原核的合子、2 细胞期胚胎卵裂球和成熟卵母细胞

(包括激活后的卵母细胞 ) 三种 , 这三类受体细胞用于动物克隆都得到过克隆动物。第

一类去除原核的合子 , 最早是由 Illmensee和 Hope报道 , 他们将卵裂球细胞核直接注入
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去除原核的合子中获得了克隆小鼠。第二类是早期胚胎 , 如 Tsunoda等将 8 细胞卵裂

球移入去核的 2 细胞的卵裂球中也获得了克隆小鼠。第三类受体即是去核的 MII 期卵

母细胞 , 这是哺乳动物核移植中使用最多的一类受体。

在 MII 期卵胞质中存在一类重要的蛋白因子 , 称为成熟促进因子 ( maturation pro-

moting factor , M PF )。MPF 是由细胞周期蛋白 B ( cyclin B ) 和 p34cdc 2构成的蛋白复合

体 , 是一类蛋白激酶 , 其活性由其磷酸化状态所控制。卵母细胞中的 MPF 活性在第一

和第二次减数分裂中期时活性最高。成熟的哺乳动物卵母细胞停滞在 MII 期 , 并维持

着高水平的 MPF活性。一旦受精或被激活 , MPF 活性急剧下降 , 完成第二次减数分裂

并排出第二极体 , 染色质发生凝集 , 形成原核。一方面 , MII 期卵母细胞在没有适当的

刺激下 , 细胞周期是处于停滞状态 , 便于进行体外操作 ; 另一方面 , MII 期卵母细胞的

胞质环境完全不同于合子中的胞质环境 , 具有接纳处于不同细胞周期核的能力。因此 ,

在核移植研究中 , MII 期卵母细胞是主要的核受体。在进行核移植之前 , 首先要将 MII

期卵母细胞中的核物质去除 , 去除核物质的方法主要有以下几种 :

(1 ) 盲吸法

Prather等认为刚刚成熟的 MII 期卵母细胞的核 (实际上是染色体 ) 总是处于第一

极体附近 , 因此 , 以第一极体为指示 , 吸去第一极体及其下方的 1/ 4～1/ 3 的胞质 , 就

可以去除 MII 期卵母细胞的核 , 因为没有染料示踪核的位置 , 故该方法称为“盲吸

法”。该方法简单易行 , 对卵子的损伤较少。其缺点是随着卵龄的增加 , 卵母细胞核和

第一极体都会发生移动 , 不能准确地估计核的位置 , 影响去核的效果。

(2 ) DNA染色示踪去核法

卵母细胞用 DNA特异性染料 Hochest33342 染色后 , 借助荧光显微镜的紫外光使结

合了染料的 DNA发出蓝色荧光。该方法的去核率可以达到 100 % , 缺点是长时间的紫

外线照射会损伤卵母细胞 , 造成胚胎发育降低。一般可通过缩短紫外线照射时间 (小于

15s) 和避免直接照射卵母细胞 (检查吸取的胞质部分的荧光 ) 的方法克服这一缺点。

因此 , 该方法目前仍被使用。另外也有人尝试用对活细胞损伤较小的长波激发光进行示

踪 , 如绿光激发的 SYBR14 (激发波长 485nm , 发射波长 520nm) 和用红光激发的若丹

明 (激发波长 550～580nm , 发射波长 605nm) , 但是 SYBR14 在连续光照下容易发生淬

灭 , 而若丹明不能透过活细胞膜 , 必须通过注射的方式才能进入卵母细胞内部。

(3 ) 末期去核法

先将 MII 期卵母细胞激活 , 待排出第二极体后 , 去除第二极体及其下方的少量胞

质。因为 , 此时卵母细胞染色体与第二极体连在一起 , 因此只要去除少量胞质就可以达

到去核目的 , 去核成功率可以达到 98% , 远高于盲吸法。但该方法的缺点是得到的是

已激活的 S期胞质。

(4 ) 高渗处理示核法

用 3%的蔗糖溶液处理小鼠卵母细胞 , 由于溶液的渗透压改变 , 使染色体所在区域

的折光性发生改变 , 可以很清楚地在普通倒置显微镜下观察到核的位置 , 准确地去核。

通过加大蔗糖的浓度 , 对牛的卵母细胞也成功地显示了核的位置 , 得到了理想的去核效

果。
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(5 ) 功能性去核

此方法曾在两栖类核移植研究中普遍采用 , 将卵母细胞用 DNA 特异性 Hochest 染

色 , 然后用紫外线照射 , 使 DNA断裂失活 , 但长时间的紫外线照射会降低卵母细胞活

力。

(6 ) 化学去核法

在小鼠体外成熟培养液中加入依托泊甙 ( etoposide) 后 , 使 MI 期卵母细胞的染色

体结合特别紧密 , 随后将处于后期和末期的卵母细胞放入含有放线菌酮 ( cyclohex-

imide , CHX) 和依托泊甙的培养液中 , 所有染色体均随第一极体而排出。这种两步去

核法可得到 96%的去核率。但去核卵母细胞中的 MPF活性已经消失 , 须将这些卵母细

胞再放入不含放线菌酮和依托泊甙的培养液中培养 15h , 恢复卵母细胞的 MPF 活性。

Baguisi用 taxol、放线菌酮和秋水仙胺分别处理 MII 期卵母细胞 , 结果用秋水仙胺获得

了最好的去核效果 , 去核率可以达到 54% , 并用该方法也获得了克隆小鼠 , 而 Gaspar-

rini用秋水仙胺去核只得到 24%去核率。化学去核法操作简便 , 基本上不会损失卵胞

质。

(7 ) 显微镜显示法去核

极化显微镜 ( polscope) 是将液晶与电光控制及软件结合起来的光学系统 , 利用圆

偏振光显示出双折射结构 , 并且与样品的定位无关 , 这就加速了对双折射结构的定量光

观察。Liu等 ( 2000 ) 报道用极化显微镜能清楚地观察到几个不同品系的小鼠 ( C57B6、

CF-1、CD-1 和 B6C3F1 ) 以及仓鼠卵母细胞的纺锤体 , 去核效率达到 100%。以前 , 虽

然在 Nomarski imaging系统下可以模糊地看到几种品系小鼠纺锤体和中期板的结构 , 但

对于大多数动物来说 , 如绵羊、牛、猪、以及其他一些品系的小鼠 (如 B6C3F1 ) , 该

光学系统则不起作用 , 因为这些动物的卵母细胞中含有大量的脂肪颗粒 , 使其在光镜下

呈现黑色 , 影响对核物质的观察。然而 , 用极化显微镜能清楚地观察到人和牛的卵母细

胞中的纺锤体和中期板。

(8 ) 裸卵法或半卵法

有人将牛卵母细胞的透明带去除 , 把裸卵切成两半 , 用 Hochest 染色后选择无核的

一半 , 将两个无核的半卵夹住一个体细胞 , 在含有植物血细胞凝集素 ( PHA) 的培养

液中培养聚合 , 再用电融合方法使体细胞和裸卵融合 , 形成一个核移植胚胎。该方法简

便 , 无需昂贵的显微注射装置 , 但需要去除透明带 , 显然在应用上受到局限。

3 . 细胞核移植方法

将一个细胞核移植到去核的受体胞质中 , 通常有两种方法 , 一种是间接的细胞融合

方法 ; 另一种是直接的注入方法。

(1 ) 间接的细胞融合方法

将供体细胞注射到卵周隙中 , 通过细胞融合使供体细胞核进入受体胞质中。这一方

法自 1983 年 McGreath 和 Solter发明后 , 被广泛地应用于核移植研究。根据细胞融合方

法的不同 , 又可以分为以下几种 :

1) 病毒介导的融合 : 多种病毒都可以介导细胞融合 , 其中在动物细胞融合中最常

用的是灭活的仙台病毒 ( HVJ)。细胞融合的过程是 : 首先有足够数量的病毒颗粒附着
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在细胞膜上起搭桥的作用 , 使细胞黏着成堆 , 在 37℃下 , 黏结部位的细胞膜破坏 , 形

成通道 , 细胞质流通和融汇后 , 完成细胞融合。操作中要将病毒和供体核同时注射到透

明带下 , 一般在 15～30min内完成融合 , 1 h 后检查最后的融合效果 , 此方法在小鼠克

隆研究中获得成功 , 但在其他动物上融合率较低。

2) 化学融合 : 聚乙二醇 ( P EG) 介导的细胞融合 , 其作用过程是先使细胞膜解聚 ,

然后接触部位的细胞膜融汇 , 胞质流通 , 最后导致细胞融合。其处理方法是将待融合的

卵移入 0 .1ml含 45% PEG的缓冲液中清洗一次后 , 移入同一溶液中处理 90s , 然后用培

养液洗三次 , 培养 2h 后 , 观察融合效果。此方法在早期的核移植研究中应用较多。

3) 电融合 : Willadson 等在绵羊的核移植研究中首先引入了电融合的方法。电融合

的原理是电脉冲可以使细胞膜上出现微小孔洞 , 而如果微小孔洞出现在两个相互靠近的

细胞接触部位 , 就会引发两者之间的膜融合。Sowers 通过对血红细胞电融合发现 , 在

电脉冲作用下 , 细胞膜出现两类直径不同的孔洞 , 一类为直径 8 . 4nm 的大孔洞 , 另一

类为直径 0 . 5nm 的小孔洞 , 而小孔洞被证明是介导细胞融合的主要途径。由于电融合

效率高、操作简便 , 所以在核移植研究中广泛应用。影响细胞电融合的因素很多 , 如温

度、电脉冲参数、细胞膜的状态、融合液的渗透压、离子种类及浓度等。融合液及电脉

冲参数对细胞融合的影响最大。常用的融合液一般是以一定浓度的甘露醇、山梨醇或蔗

糖为基础液 , 添加少量的钙、镁离子 , 为了减少卵母细胞透明带的黏性 , 还要在融合液

中添加一些牛血清白蛋白 ( BSA)。应用融合液的类型对物种没有特异性 , 而融合液的

渗透压对融合效果则有直接的影响 , 通常融合液的渗透压要稍稍高于卵母细胞的渗透

压 , 这样在操作过程中 , 对卵母细胞有一定的保护作用。电脉冲的参数包括脉冲的电压

强度 (以千伏/ 厘米表示 )、脉冲持续时间 (也称脉冲宽度 )、脉冲次数和多次脉冲之间

的间隔时间。选用什么样的电融合参数 , 主要与卵母细胞的状态有关 , 如卵母细胞的时

期、物种、大小和质膜的状态。要通过一些具体的实验来确定最佳的融合条件。

(2 ) 胞质内注射方法

在以往的核移植操作中 , 细胞融合是一个效率很低的步骤。Wakayama 等为了避开

细胞融合 , 采用了把供体细胞核直接注射入受体卵胞质中的方法 , 他们先用略小于供体

细胞直径的移植管 , 反复吹吸供体细胞 , 将供体细胞膜破坏 , 并借助一种压电装置

( piezo) 将细胞核直接注射到受体卵胞质中。应用这一方法以卵丘细胞、尾尖细胞和 ES

细胞等作为核供体 , 成功克隆了小鼠 (图 16-4 )。应用这种方法也获得了体细胞克隆

猪。应用普通的显微操作系统 , 直接将体细胞核注射入受体卵胞质中 , 也获得了克隆小

鼠。胞质内直接注入方法可以减少供体胞质对重构胚发育的影响 , 特别是可以精确控制

核移植后激活的时间间隔 , 因为通常应用的电融合方法 , 在融合时也往往将卵母细胞激

活。

4 . 重构胚的激活

哺乳动物正常排出的卵子一般是停滞在 MII 期 , 只有经过受精后才会重新进入细

胞周期进行分裂 , 启动发育程序。将一个细胞核移植到去核的卵母细胞中 , 重组成一个

新的细胞 , 称作重构胚。虽然重构胚的染色体恢复了二倍性 , 但其胞质还是停滞在卵母

细胞的 MII 期状态 , 只有通过一定的外界刺激才能启动其发育程序 , 启动重构胚发育
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图 16-4  利用压电装置 ( piezo) 将细胞核直接注射到受体卵胞质中克隆小鼠示意图

(引自 Colman A , 2000)

的过程叫激活 ( activation)。重构胚激活的方法目前有三类 : 化学激活法、电激活法和

精子提取物激活法。

(1 ) 化学激活

一般来说 , 能激活卵母细胞的化学物质都能激活重构胚。用于化学激活的物质和方

法有多种 :

1) Ca
2 +
载体 A23187 激活 : 许多无脊椎动物和脊椎动物卵母细胞用 Ca

2 +
离子载体

A23187 处理后 , 可以刺激皮质颗粒释放、第二极体排放和原核形成。小鼠和猪的卵母

细胞用 A23187 处理后 , 可在无细胞外 Ca
2 +
存在下 , 产生胞内 Ca

2 +
振动 , 这说明

A23187 可触发细胞内储存 Ca
2 +
向胞质的释放。A23187 在牛、山羊等体细胞克隆实验

中已成功应用。一般使用浓度为 5～10μmol/ L, 处理时间为 5min。

2) Ionomycin 激活 : Ionomycin 可以模拟精子触发的钙振荡 , 在绵羊、牛和猪的体

细胞核移植实验中已得到应用。使用浓度一般为 5μmol/ L , 处理 5min , 也有研究者在

猪的核移植研究中使用 15μmol/ L 的高浓度处理 20min , 证实可以提高激活胚胎的发育

率。

3) 乙醇处理 : 7 %～8%乙醇在室温下作用 5～7min , 可以激活卵母细胞。乙醇通

过 I P3 介导的 Ca
2 +
释放而达到激活卵母细胞。

4) Sr2 +激活 : Sr2 + 激活卵母细胞可能是通过替代细胞内的非自由 Ca2 + , 诱导细胞

内储存 Ca
2 +
的释放。Sr

2 +
单独使用时可诱导一个长时程的 Ca

2 +
升高 , 如与 DDT

( dithiothretitol) 配合使用效果更好。Sr
2 +
多应用于对小鼠卵母细胞的激活。将小鼠的

卵母细胞在含 4 . 6～10mmol/ L SrCl2 的无 Ca
2 +
和 Mg

2 +
培养液中孵育 0 .5～2h 后 , 排放

第二极体的比例可高达 88 %。4mmol/ L SrCl2加上 1mmol/ L DT T 在小鼠卵母细胞上可
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获得反复的 Ca
2 +
振动 , DTT 还可能促进 2 价阳离子的内流。

5) 嘌呤霉素 ( puromycin) : 卵母细胞的激活是一系列的信号传递过程 , Ca
2 +
只是

这一信号级联过程中的一个较上游的信号分子 , 影响其下游的任一信号分子都能控制卵

母细胞的激活过程。嘌呤霉素的作用就属于这种情况 , 其主要作用是抑制 Cyclin B 的产

生 , 以降低 MPF 的活性。但嘌呤霉素在不同动物上的作用效果很不稳定。

6) 放线菌酮 : CHX作用于 80S核糖体从而抑制肽链的延伸 , 进而抑制蛋白质的合

成 (如 Cyclin B、CSF , 使钙信号所作用的下游蛋白分子的合成作用受到抑制。作为一

种辅助的激活方法 , CHX经常与其他激活方法共同作用 , 进一步提高重构胚的激活效

果 , 使用浓度一般为 10μg/ ml。

7) 6-DMAP的激活作用 : 蛋白激酶抑制剂 6-DMAP本身不能灭活 MPF, 但它能加

速卵子激活后 MPF及其他相关激酶去磷酸化 , 并抑制其重新磷酸化 , 从而加速激活的

卵子由中期向间期的转变 , 阻止第二极体的排出 , 促进单个原核的形成 , 使激活的卵子

保持正常的染色体倍性。因此 6-DMAP 也是提高重构胚激活效果的一种辅助激活剂。

使用浓度为 1 . 9～2mmol/ L, 处理时间为 3～5h 或更长。

8) Thimerosal的激活作用 : 巯基氧化剂 T himerosal能够诱发卵母细胞内钙离子的

多次升高 , 主要是通过致敏 I P3 受体来动员胞内钙库 , 它可以在小鼠、仓鼠和牛的卵子

内引发钙振荡。它的这一作用可以通过巯基还原剂 DDT ( dithiothreitol) 逆转。在猪的

核移植研究中 , 用 Thimerosal短暂处理后 , 在 DDT中培养已经获得成功。

9) 三磷酸肌醇的激活作用 : 胞内钙库的释放通过特异性的钙释放通道而实现。钙

释放通道的开启受 1 , 4 , 5 三磷酸肌醇 ( I P3 ) 受体和 ryanodine 受体的调节。把受体

激活剂 I P3 注射入细胞中后 , 可以使钙水平呈脉冲式升高。在无钙、镁离子激活液中加

入 25μmol/ L 的 I P3 后 , 结合电激活和 6-DMAP处理 , 在兔的核移植研究中取得了良好

的效果。

(2 ) 电刺激激活法

电刺激可产生显著的跨膜 Ca
2 +
内流。一般认为短而高的直流电脉冲可导致真核生

物质膜脂双层不稳定。这种可逆的不稳定使得质膜瞬间产生小孔洞 , 便于细胞内外离子

和大分子的交换。孔洞大小受质膜电位变化、脉冲时程、培养液离子强度以及细胞类型

等多种因素影响。质膜在温度稍高时恢复快 , 这与膜脂和蛋白质的流动性有关 , 也因细

胞种类而异。在细胞外 Ca
2 +
存在时 , 电刺激可在多种动物上诱导卵母细胞活化。此外 ,

重复电刺激实际上也是模仿受精过程中的 Ca
2 +
震荡。电激活被广泛应用于哺乳动物核

移植重构胚的激活。

(3 ) 精子提取物激活法

MII 期卵在受精过程中 , 会被精子上的某种因子激活。这种激活因子可能是精子胞

质中的可溶性蛋白因子。在精子进入卵母细胞后 , 这种蛋白因子释放作为信号分子激活

卵母细胞内的钙释放系统 , 从而激活卵母细胞。因此 , 向卵母细胞内注射精子蛋白提取

物也可以激活卵母细胞。Choi 等采用马精子提取物对马卵和马重构胚进行激活 , 孤雌

激活率可达 90% , 对马重构胚的激活率也可达 71% , 而在对照中 , 用 A23187 和 CHX

对重构胚激活 , 则只获得了 29%的激活率。因此 , 他们认为精子提取物可以提高重构

胚的激活率。
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5 . 重构胚的培养和移植

(1 ) 胚胎培养

通过核移植的方法构建的重构胚一般在体外培养一段时间后才移植到寄母体内。重

构胚的体外培养系统一般都采用该物种体外受精胚胎的体外培养系统 , 但在同一培养条

件下 , 重构胚的体外发育能力远远低于体外受精胚胎的发育能力 , 这是由于重构胚本身

因素造成的 , 还是由于体外培养系统不适宜于重构胚的培养 , 仍不清楚。但可以肯定 ,

由体细胞核移植的重构胚 , 其发育能力要远低于正常胚胎 , 因为体细胞核首先要在重构

胚中去分化和重编程 , 这一过程所涉及的因素太多 , 只要一个因素失控都有可能影响到

胚胎的进一步的发育。

(2 ) 胚胎移植

重构胚的移植方法和步骤基本上和体外受精胚胎的移植方法相同。根据动物的种类

不同 , 在胚胎发育的不同阶段采取手术移植或非手术移植。一般选用自然发情或激素处

理后的受体动物进行移植。家兔的体细胞克隆经过多年的试验才于 2002 年取得成功。

在此之前 , 有多个实验室都得到了兔的体细胞克隆胚 , 这些克隆胚在体外培养都有很高

的囊胚发育率 , 但移植到寄母体内后却不能着床。后来发现 , 兔的克隆胚胎在体外的发

育时程比正常胚胎要滞后一段时间 , 由于兔的着床窗口期很窄 , 将克隆兔囊胚移植到同

期处理的母兔子宫中 , 这些母兔子宫的着床窗口期已过 , 胚胎无法着床。通过将克隆囊

胚移植到推迟 22h 的受体兔中 , 则获得了克隆兔。因此 , 在动物克隆过程中 , 根据不同

动物的生殖特点 , 选择合适的受体动物和胚胎移植程序也是克隆成功的关键因素之一。

(四 ) 哺乳动物体的细胞克隆机理

通过分析已往报道的动物克隆实验可以发现 , 不管使用的供体细胞是什么发育阶段

(从胚胎细胞到老年动物的体细胞 ) , 不管供体细胞是什么类型 , 也不管供体细胞是来自

何物种 , 重构胚能发育到期的比例都不超过 5% , 大部分重构胚在发育过程中死亡 , 而

且还有一部分出生的克隆动物具有胎儿超大综合征 ( large offspring syndrome) , 表现出

胎儿超重 , 胎盘发育异常 ; 还有一部分克隆动物的呼吸系统、免疫系统和其他系统发育

不正常 , 导致出生后不久死亡等。如此低的克隆效率到底说明了什么 ? 难道在所有的组

织中 , 只有不到 5%的细胞具有发育全能性吗 ? 是否可以通过技术的改进来提高克隆效

率呢 ? 体细胞在重构胚中的去分化和重编程是如何进行的 ? 又受到了哪些因素的影响 ?

近年来 , 对动物克隆效率低的这一普遍事实 , 促使许多研究者从物种的克隆转移到克隆

机理的研究上。

1 . 重构胚细胞核的重建和核重编程

受精卵的合子核和体细胞核在结构和功能上均存在巨大的差异。在基因表达模式

上 , 胚胎细胞和体细胞完全不一样 , 哺乳动物在个体发育过程中 , 其组织中正在分化和

已经分化的细胞都具有组织特异性和细胞特异性的基因表达模式 , 如在颗粒细胞中转录

非常活跃的基因可能在皮肤或肌肉细胞中不表达。但当将一个成年动物的体细胞核移植
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到去核的卵母细胞中 , 重构胚可以发育成一个正常的个体 , 这说明成年体细胞中的基因

表达模式经过细胞核移植后 , 可以恢复到合子期状态。体细胞核在重构胚中要恢复到合

子期状态 , 必须经历结构和功能上的转变 , 将这种转变过程称为重构胚的核重建 ( nu-

clear reconstruction )。体细胞核在重构胚中去分化 ( dedifferentiation ) , 然后按一定的时

空程序重新启动基因表达 , 重构胚的这一功能转变过程叫核重编程 ( nuclear reprogram-

ming)。

重构胚经过激活后 , 在第一次细胞分裂期间 , 会有大量的蛋白质从卵胞质向细胞核

中运动 , 这种运动伴随着核膨胀 ( nuclear swollen ) 和体细胞核中异染色质的明显减少 ,

体细胞核中的蛋白质有 75%以上在这一过程中丢失 , 细胞核进行重建。核膨胀形成的

类原核 ( psuedo-pronucleus) 可以被认为是核重建和重编程的标志。爪蟾早期胚胎的细

胞周期由 S期和 M期组成 , DNA 复制在 20min 内完成 , 如果复制未完成也不影响 M

期的启动和卵裂。如果将体细胞核移入 S期卵胞质的抽提物中 , 核膨胀和染色体去凝集

过程会减慢 , 核重建完成后 , 体细胞核在 20min 内完成一次 DNA复制。如果卵母细胞

的生发泡先破裂 , 其内容物与胞质混合 , 则更利于核重建。这表明生发泡中储存的物质

将参与体细胞核的重建。这些物质中有分子伴侣如核纤溶酶和 N1/ N2。分子伴侣主要介

导核心组蛋白向 DNA的转运以及核小体的构建。在受精之后 , 组蛋白 H2 A和 H2B 进入

精子染色质的同时 , 核纤溶酶还介导去除富含精氨酸的精子特异的鱼精蛋白从精子染色

质上解离下来。在卵母细胞成熟的过程中 , 核纤溶酶被磷酸化 , 磷酸化的核纤溶酶有利

于去除精子核中的鱼精蛋白和精子染色质解凝集 , 以便于雄原核的形成。一种依赖

AT P的多聚酶也参与了体细胞核的重建过程 , 这些属于 SW1/ SN F 家族并具有螺旋酶

活性的蛋白能够以组织特异性的方式 , 解除与核基质结合的 TATA结合蛋白 , 让 DNA

或核小体暴露出来 , 从而发生 DNA结构上的转变。

核仁的变化也是重构胚核重建的一个重要特征。Kanka等以体外受精的牛胚胎为对

照 , 研究了两种核移植胚胎的核仁超微结构 , 一种以 MII 卵胞质 (未活化 ) 为受体 ,

另一种以 S期 (活化 ) 胞质为受体。对照组在前 3 次细胞周期中都是核仁前体 (第一个

时期 ) , 8-细胞期时在核仁前体中央有电子透明区的初级空泡 (第二个时期 )。以 MII 卵

胞质为受体的重构胚 , 在融合后 1h 核膜碎裂或完全破裂 , 在融合后 3h 又重新恢复。此

时网状原纤维颗粒核仁基本保持圆形。重构胚 2 细胞时的核仁前体由混杂的丝状物和

次级空泡组成。在对照组胚胎发育到 2 细胞时 , 未观察到有典型的核仁前体。没有核

仁前体的重构胚不能发育到 8 细胞。相反 , 由 S期胞质为受体的重构胚在融合后核膜

完整 , 到 2 细胞时供体卵裂球原来的网状核仁变为典型的由同源原纤维结构组成的核

仁前体 , 在 4 细胞时出现一个初级空泡 , 比对照组早了一个细胞周期。因此认为 , 只

有那些已活化的胞质为受体的重构胚才进行了完全的核仁重建 , 最早在重构胚的 4 细

胞期 , 供体核仁结构进行重新组织 , 形成有功能活性的核仁。这些核仁超微结构的变化

与重构胚 RNA合成相关。核仁超微结构在核移植后的变化反映了 rRNA 转录的抑制和

重新激活。32 细胞期的兔胚胎的核仁是有活性的核仁 , 在其颗粒组分中镶嵌着许多原

纤维中心 , 由组成密集的原纤维的细线相互连接。核移植 10～15h 后 , 核仁发生剧烈的

变化 , 失去颗粒物质 , 核仁结构瓦解 , 核仁组分分离。第一次卵裂后自核仁分离的原纤

维组分完全抑制了核仁转录 , 核糖体 RNA的转录在 8 细胞期恢复 , 核仁超微结构的一
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系列变化与正常兔胚胎发育类似。32 细胞期时 , 前核糖体颗粒排入胞质 , 可能是运送

核糖体的调节机制发生了改变。Ouhibi等应用外胚层细胞作为供体核研究了猪重构胚核

仁超微结构和核糖体 RNA合成的变化 , 并研究了融合前和融合后 16～18h 核仁的形态

变化和转录模式。融合前外胚层细胞有网状核仁及 RNA 合成活性 , 而在融合后的重构

胚中核仁结构进行了调整 , 在圆形致密的核仁前体和网状核仁内均无 RNA 合成。这些

结果表明 , 猪外胚层细胞的核移入到去核 MII 期卵母细胞中 , 无论进行了完全或不完

全的核重建 , 均无 RNA 合成。核仁超微结构的变化与 RNA 合成的变化是相一致的 ,

有核仁活性的核在移植后 , 核仁超微结构发生变化 , 使核仁呈现无活性的特征。核仁活

性在核移植胚胎的发育过程中的出现与正常胚胎相同。

目前 , 还不清楚核重建与核重编程之间的关系 , 但重构胚的成功发育还主要依赖于

细胞核在功能上的一系列调整 , 也即核重编程。大量调节染色质结构的蛋白和酶被认为

是核重编程的主要调节物质。最早在蛙克隆研究中 , 核重编程用来描述细胞核被移植到

卵胞质中所出现的形态和分子上的变化 , 激活后的卵胞质可以抑制移植入细胞核的

RNA合成 , 而诱导 DNA的复制。蛙体细胞重构胚的第一次卵裂过程中 , 会出现非组蛋

白从细胞核转运到细胞质的现象 , 也有从细胞质转运到细胞核的 , 但主要是从细胞质转

运到细胞核。这说明 , 在核重编程过程中 , 染色质蛋白发生了修饰和改变。现在 , 通过

直接分析染色质上的蛋白质变化 , 对这一过程已有了一些初步了解。染色质成分较明显

的变化是体细胞核的组蛋白 H1 的丢失 , 取而代之以卵母细胞核的特异组蛋白 B4 和

HMG1 , 同时 , 体细胞核中的组蛋白 H2A和 H4 被磷酸化。在小鼠、兔、猪和牛的体细

胞核移植中 , 也观察到了类似的现象。连接组蛋白 H1 参与了早期胚胎的基因表达调

节 , 体细胞型的 H1 组蛋白在卵母细胞中几乎不存在或浓度极低。当小鼠的体细胞核移

植到卵母细胞后 , 体细胞型 H1 组蛋白很快就消失。体细胞型组蛋白 H1 的减少将有利

于基因重排。组蛋白的酶修饰方式包括磷酸化、甲基化、乙酰化和泛素化。组蛋白的酶

修饰以及这些修饰的解除过程 , 是核重编程的一个重要方式。

二十年前就已发现 , 哺乳动物细胞核中来自父亲和母亲的两套基因组是不等价的。

在小鼠中 , 如果胚胎中的两套基因组均来自父亲或来自母亲 , 则这种胚胎不能发育到

期 , 雌核胚 ( gynogenetic embryos) 不能正常形成胎盘结构 , 雄核胚 ( androgenetic em-

bryos) 的个体发育受阻。这是由于母源和父源基因组中的后生遗传 (表观遗传 , epi-

gentics) 修饰所造成的。在哺乳动物中 , DNA 甲基化和染色质构象的变化是胚胎发育

和转录调控的重要方式。小鼠的配子发育过程中发生第一次甲基化波动。原始生殖细胞

( primordial germ cells , PGCs) 发生去甲基化 , 在雄性的精子发生和雌性出生后卵子发

生阶段开始发生重新甲基化 , 导致成熟的精子和卵子基因组与体细胞相比有较高程度的

甲基化 (基因印迹 , imprinting)。雄原核在受精后几小时内即发生主动去甲基化 , 然而

印迹基因和一些重复序列可逃过此过程。雌原核中发生被动去甲基化。到桑椹期时甲基

化程度达到低谷。在囊胚期 , 内细胞团重新发生甲基化 , 但滋养层及其发育的胚盘和卵

黄囊低甲基化。牛着床前胚胎中的 DNA甲基化变化与小鼠类似 , 也包括雄原核的主动

去甲基化、雌原核的被动去甲基化以及重新甲基化三个阶段 , 但重新甲基化在 16 细胞

时期即发生 , 这导致囊胚中滋养层细胞的甲基化程度较高。Kang 等检测了包括卫星

DNA、SINE、LINE 及组织特异性单拷贝基因在内的牛的多个基因 , 发现卫星 DNA 和
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SINE有被动去甲基化现象 , 但 LINE 和单拷贝的组织特异性基因的去甲基化多数持续

到囊胚 , 只有 galanin基因在囊胚期发生重甲基化。DNA甲基化的模式在体细胞中是非

常稳定的。甲基化的不正常改变会导致胚胎的发育异常。

甲基化酶对哺乳动物的发育有重要作用 , 这可从敲除甲基化酶基因的小鼠表型看

出。DNA甲基化转移酶 (DNA methyltransferase1 , Dnmt1 ) 基因敲除小鼠不能发育到

期 , 在原肠中期死亡 ; Dnmt3a基因敲除小鼠可发育到期 , 但个体小且大约在 4 周后死

亡 ; Dnmt3b基因敲除的小鼠直到妊娠第 9 .5 天时发育正常 , 但出生前死亡 ; Dnmt3a和

Dnmt3b双重基因敲除小鼠的表型类似 Dnmt1-/ -。Dnmt3L 基因敲除小鼠可育 , 但胎儿

因胎盘缺陷死于妊娠第 10 .5 天。且 10 日龄基因敲除胚胎的 DNA甲基化程度是野生型

胚胎的 30% , 这表明 DNA甲基化对哺乳动物的正常发育具有很重要的作用。

体细胞一个很重要的特征就是基因组的高度甲基化 , 在核移植过程中它们是如何去

除甲基化而恢复到类似于合子的全能性 , 其具体机制目前还不清楚。对克隆牛的桑椹胚

和囊胚中的一些重复序列的检测表明 , 其甲基化水平与供体细胞的基因组类似 , 比正常

胚胎的甲基化水平高。克隆牛桑椹胚的分裂间期核中的 DNA甲基化水平也比较高 , 这

说明虽然体细胞核在去核的卵母细胞中发生了类似于受精过程的去甲基化过程 , 但是并

不完全 , 进一步的去甲基化并没有出现 , 并在 4 8 细胞胚胎的细胞核中出现了过早的

甲基化过程。这些结果表明 , 大多数重构胚在发育早期的核重编程过程不完全 , 尤其是

去甲基化明显不足。这很可能是由于体细胞核中存在着 Dnmt1 , 从而使基因组维持着

甲基化状态 , 导致细胞分化出现异常。据报道 , 处于 G0/ G1 期成纤维细胞中的 Dnmt 水

平明显降低 , 甲基化程度降低 , 并且染色质发生凝集 , 转录和翻译活性也下降 , 且

mRNA降解 , 这也是休眠期细胞更适合于核移植后重编程的可能原因。重构胚的甲基

化模式改变和去甲基化的不完全 , 还可能是导致牛、羊克隆时常出现胎儿超大综合征的

原因之一。

目前的体细胞克隆动物中既有雌性动物 , 也有雄性动物。雌性哺乳动物的体细胞中

有两条 X染色体 , 但只有一条染色体具有活性 , 另一条染色体则在胚胎发育过程中被

大量甲基化而失活。雌性哺乳动物胚胎在着床前 , 细胞核中的两条 X染色体均有转录

活性 , 在胚胎着床后出现胚层分化时 , 其中一条 X染色体就要失活 , 选择哪一条 X 染

色体失活 , 在胚胎的外胚层细胞中是完全随机发生的 , 而在滋养层 ( t rophectoderm ,

TE) 细胞中则是由一种尚不清楚的机制使父本 X染色体选择性被失活。在小鼠的体细

胞核移植过程中 , 雌性体细胞核中的两条 X 染色体只有一条具有活性 , 当移植到去核

的卵母细胞中后 , 两条 X 染色体都首先会去甲基化 , 重新获得活性。重构胚着床后 ,

也与正常胚胎一样 , 其中一条 X 染色体重新失活。然而 , 在滋养层中 , 选择哪一条染

色体失活则不是随机的 , 而是体细胞中失活的那条 X染色体被选择性地失活了。当用

两条 X染色体都是活跃的胚胎干细胞进行核移植时 , 发现 X 染色体不但在外胚层中是

随机失活 , 而且在滋养层中也是随机失活。这些结果说明 , 通过甲基化而获得的基因印

迹在核移植中可以保留 , 核移植过程中的核重编程不影响基因印迹模式。

合子阶段的胚胎细胞核几乎没有 RNA转录活性 , 早期胚胎的发育主要是由母源性

RNA和蛋白质控制的。只有胚胎发育到一定的阶段 , 控制胚胎发育的 RNA和蛋白质才

会从母源性转变成合子性 ( maternal to zygotic transition , MZT )。这一阶段一般都是物
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种特异性的。MZT 的一个主要特征是有大量的可以检测到的基因转录过程 , 合子核从

时间和空间上控制着胚胎的发育进程。将体细胞核移植到去核的卵母细胞中 , 细胞核发

生重建 , 同时还要去除分化 , 也即关闭所有转录的基因 , 而后重新在时间、空间和数量

上重建基因表达模式。牛胚胎发育过程中 , MZT 发生在 8 细胞期 , 家兔是 8 细胞期

或 16 细胞期 , 而小鼠则是发生在受精卵或 2 细胞期。在小鼠、兔和猪的实验中 , 将

具有转录活性的卵裂球细胞核移植到去核的 MII 期卵中 , 在重构胚中 RNA 的转录活性

几乎全被抑制。这些结果表明 , 去核的 MII 或 S 期卵胞质可阻止供体核的转录活性 ,

这种抑制作用不依赖供体核的细胞周期 , 而仅与受体的胞质有关。在牛的核移植中 , 用

8 细胞卵裂球作核供体 , 重构胚在最初的三个细胞周期中 RNA 合成被抑制 , 到 8 细

胞期后 RNA合成才重新开始 , 这与正常受精的牛胚胎相同。但有报道表明 , 在牛的早

期重构胚中可检测到核 RNA的转录。对牛重构胚基因表达的研究表明 , 一些基因在转

录水平有所变化 , 如 bFGF、TGF、 IGF-II 和 IGF-I 受体基因转录上调 , 而 IGF-I 基因

转录下调 , 在小鼠中这些基因都是印迹基因。免疫化学研究表明 , 移植后供体核发生了

一系列的变化 , 如牛、猪和小鼠的 B 型层粘连蛋白增加 , 而 B 型层粘连蛋白与胚胎卵

裂球和未分化细胞有关 ; 牛体细胞组蛋白 H2 被胚胎组蛋白 H2 所替代。目前还不清楚

这些变化是否参与核重建和重编程过程。

2 . 核供体和核受体的细胞周期

第一只体细胞克隆动物———“多莉”羊是用经过休眠处理的乳腺上皮细胞核移植后

得到的。研究者曾认为 , 成功克隆“多莉”羊的关键是供体细胞经过了休眠处理 , 因为

这种细胞大部分是处于 G0 期。也许是这一原因 , 对供体细胞和受体细胞的细胞周期对

核移植效率的影响 , 一直备受研究者的关注。

(1 ) 供核细胞的细胞周期

正常生长的体细胞是以有丝分裂的形式进行增殖 , 每进行一次有丝分裂 , 细胞都要

经历 G1 期、S期、G2 期和 M 期四个不同的阶段 , 细胞经历这四个阶段一次就完成一个

细胞周期。G1 期是处于 M 期与 S期之间的一个阶段 , 这一阶段决定细胞是否开始下一

个细胞周期 , 并为细胞进入 S期作好准备 , 此时细胞核为二倍体。进入 S期 , DNA 开

始合成 , 这一阶段的核物质处于活跃的复制状态。G2 期是位于 S 期和 M 期之间的时

期 , 该期的细胞核为四倍体。在细胞周期中 , G1 期对细胞进入 S期起重要作用 , 一旦

细胞通过 G1 期的检验点 (check point ) , 则会进入 S期。如果在不适的条件下 , 细胞会

停滞在 G1 期或在 G1 期时退出细胞周期 , 处于既不生长 , 也不分裂的相对静止状态 ,

这种细胞叫休眠细胞 , 停滞在 G1 期的细胞称为 G0 期细胞。一般通过改变培养条件 ,

可诱导细胞进入休眠状态 , 如血清饥饿。

从理论上讲 , 除 S期的细胞外 , 其他各个时期的细胞都可以用于核移植。但处于不

同细胞周期的细胞 , 核移植后核发生重编程的能力可能不一样。Campbell等用培养的已

分化的绵羊胚胎细胞作为供核进行核移植 , 当用培养 1～3 代细胞时获得了个体 , 而用

6～13 代的细胞却没有发育到期 , 但对细胞进行休眠处理后却获得了克隆动物。Wilmut

等第一次用休眠过的成年动物体细胞进行核移植 , 获得了“多莉”羊。Wakayama等用

处于 G0 期小鼠体细胞获得了克隆小鼠。后来发现 , 不用休眠的细胞也可以克隆动物。
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Wakayama和 Yanagimachi比较了经血清饥饿处理和未经血清饥饿处理的小鼠尾尖细胞 ,

将两类细胞核移植后都获得了正常的克隆动物。Ogura等用未经休眠的小鼠尾尖细胞作

为供体 , 通过电融合方法也获得了克隆小鼠。近年来 , 应用细胞同步化的方法 , 可获得

大量处于同一时期的体细胞。通过对已确定细胞周期的细胞进行核移植发现 , 除 S 期

外 , 其他各个周期的细胞用于核移植时都能得到克隆动物。Kasinathan 等用 G1 期的牛

成纤维细胞获得了克隆牛。处于 M 期的细胞被认为是与 MII 期卵母细胞最同步的一种

细胞 , 用 M 期的细胞进行核移植可以得到较高的囊胚发育率 , 虽然也能获得发育到期

的克隆个体 , 但着床后的胚胎死亡率很高。通过对细胞周期与克隆效率的研究 , 寻找最

合适的供体细胞周期用作核移植 , 这对提高动物克隆的效率 , 进一步了解克隆的机理都

将有很大的帮助。

(2 ) 受体卵胞质的细胞周期

在核移植中 , MII 期卵、合子和 2 细胞卵裂球都曾被作为受体 , 并得到过克隆后

代 , 但在体细胞克隆中 , 合子和 2 细胞卵裂球极少被研究者使用 , 其原因是这种受体

对体细胞核的接受性较低 , 对核进行重编程的能力较弱。MII 期卵母细胞的胞质对处于

不同周期的体细胞核都有很强的接受能力 , 是目前进行体细胞克隆的主要受体。MII 期

卵母细胞中含有 MPF。M PF 是一种具有蛋白激酶活性的蛋白复合体 , 当 M PF 处于活

化状态时 , 可导致核膜破裂 ( nuclear envelope breakdown , NEBD)、早熟染色体凝集

( premature chromosome condensation , PCC) 和核仁消解等现象。MII 期卵母细胞中含有

较高水平的 MPF 活性 , 当受精或激活后 , MPF 活性迅速下降。

(3 ) 核供体和受体细胞周期之间的相互作用

在哺乳动物中 , 正常体细胞的基因组含有两套染色体 ( 2n )。在一个细胞周期中 ,

基因组的所有 DNA在分裂前必须完整地复制一次。如果 DNA 没能复制或复制多于一

次 , 在分裂后细胞的染色体倍性将出现异常。虽然细胞对每次分裂时确保 DNA 只复制

一次的机制非常复杂 , 但在分裂前确保核膜完整是其中的一个重要的机制。当将体细胞

核移入到高 M PF 活性的 MII 卵胞质时 , 核膜会立即破裂 , 并出现早熟染色体凝集现

象。NEBD和 PCC 的程度取决于 MPF 的活性以及细胞核在 MPF 中暴露时间。NEBD

发生后 , 胞质中一些因子可以直接接近 DNA, 从而改变 DNA的构象 , 不论是处于什么

细胞周期 , DNA都将被诱导形成染色体。NEBD 和 PCC对细胞核的影响程度 , 取决于

供体细胞所处的细胞周期位置 , 如处于 G1/ G0 期的供核细胞 , 其 DNA 为二倍体 , 因

此 , 发生 PCC 后 , 会凝集成单个染色单体 ; 处于 G2 期的供核细胞 , 其 DNA是四倍体 ,

因此 , PCC 后会形成二倍染色单体 ; 而处于 M 期的供体细胞 , 核 DNA 本身是处于染

色体状态 , 因此 , 移植到 M 期的细胞核后 , 不会发生 PCC 现象。不管供体细胞是处于

G0、G1、G2 或 M 期 , 在核移植中 , NEBD和 PCC 不会对细胞核引起明显的遗传损伤。

相反 , 如果用处于活跃复制的 S期细胞进行核移植 , NEBD和 PCC则会使 DNA复制中

断 , DNA形成典型的“粉末状”形态 ( pulverized ) , 这样会造成 DNA 损伤。卵母细胞

被激活后 , 随着卵胞质中 MPF 活性的下降 , 染色体去凝集 , 核膜重新形成。在这种情

况下 , 不管供体细胞核处于什么细胞周期阶段 , 由于 NEBD 的作用 , 使一些许可因子

( licensing factors) 接近 DNA , 启动 DNA的复制。相反 , 如果将受体卵母细胞在核移植

前激活 , 在体细胞核移植到胞质中之前 , 卵胞质中的 MPF 活性就已下降 , 移植的体细
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胞核将不会出现 NEBD和 PCC, 而这时 DNA是否复制则取决于供体细胞所处的细胞周

期位置。

在实际过程中 , 可以结合核移植和激活过程对卵母细胞的 M PF活性进行控制 , 获

得具有不同 MPF 活性的受体卵胞质。这一过程一般有三种情况 : ①是将细胞核移植到

去核的 MII 期卵胞质中 , 随后将重构胚激活。将去核的 MII 期卵母细胞立即用于核移

植时 , 此时卵胞质中有高水平的 MPF活性 , 因此无论处于什么周期的供体细胞核移入

后 , 在高水平的 MPF 作用下都会发生 NEBD和 PCC, DNA 与胞质因子接触。重构胚

经激活后 , M PF 活性下降 , 核膜重新形成 , 染色体去凝集 , 并启动 DNA的复制 , 其结

果就会出现以下情况 : 移入的 G1 期细胞核的染色体由 2n 变为 4n; 移入的 G2 期核的染

色体由 4n变为 8n , 使重构胚形成四倍体 , 但胚胎也可以通过排放极体形式维持染色体

的正确倍性 ; 移入的 S 期细胞核 , 其原来的 DNA 复制将被中断 , 并将重新复制一次 ,

因此其染色体倍性发生紊乱 , 不能形成正常的纺锤体。因此 , 在这一情况下 , 供体细胞

周期对重构胚的发育非常重要 , 处于 S期的细胞不能用作核供体。G2/ M 期的细胞也可

以用作核供体 , 并且得到了克隆动物。G2/ M 期的细胞之所以能作为核供体 , 这是由于

重构胚可以通过排出第二极体的方式 , 维持正确的染色体数目。②是预先将卵母细胞激

活 , 使卵母细胞中的 MPF 下降 , 然后再移植供体细胞核。在受体卵母细胞无 M PF 活

性后移入供体核 , 供体核则不会发生 NEBD和 PCC, 此时 , DNA是否合成则与核移植

时核供体的细胞周期有关。因此 , 这种经预先激活的 MII 期卵母细胞质可以接受处于

任一细胞周期的供体细胞核 , 而不会对供体细胞核产生遗传损害 , 这种经过预先激活的

MII 期卵母细胞称为“万能受体”。③将供体细胞核移植到未激活的 MII 期卵胞质中 ,

卵胞质中的 MPF 活性维持较高水平 , 移植入的细胞核发生 NEBD和 PCC, 并且使 PCC

保持一段时间 , 这一方法的目的是使供体核在卵胞质中停留较长的时间 , 使胞质中的一

些因子充分与供体核 DNA 接触 , 有利于核的重编程 , 从而提高重构胚的后期发育能

力。应用该方法时 , 供体的细胞周期对重构胚的发育能力也是十分关键的 , S期的供体

细胞也将出现“粉末状”形态。

也许供体细胞的细胞周期对动物克隆的成功不是关键因素 , 但可能在某种程度上影

响到动物克隆的效率。核供体和受体的细胞周期 , 以及它们之间的相互作用 , 对核重编

程和动物克隆效率的影响仍有待进一步探讨。

3 . 体细胞克隆动物的端粒

(1 ) 端粒与端粒酶的结构和功能

真核生物线状染色体的两末端必须封闭和受到保护 , 而端粒就是封闭和保护染色体

末端的一种特殊的核蛋白结构 , 由 DNA和蛋白质构成。所有脊椎动物的端粒 DNA 都

是由一个十分保守的六碱基重复序列 ( T TAGGG) n 组成 , 哺乳动物的端粒 DNA序列

中含有成百个六碱基重复拷贝。端粒的长度通常指的是端粒 DNA 的长度 , 用碱基对表

示 ( bp)。对不同的物种、不同的组织、不同的细胞、不同的染色体 , 甚至同一对染色

体之间 , 端粒 DNA的长度也不一样。人的染色体端粒 DNA 有 5～15kb, 而小鼠可达

20～150 kb。结合在端粒 DNA上的蛋白质对染色体末段的保护起着重要作用。哺乳动

物的端粒蛋白与低等生物不同 , O xytricha nova 的端粒蛋白是 TEBP , 酵母是 CDC13 蛋
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白 , 都是 DNA单链结合蛋白 , 而哺乳动物中则是 TRF1 和 T RF2 蛋白 , 其中 T RF2 蛋

白对单链 DNA无亲和性 , 它结合在端粒 DNA的双链区 , 使 DNA 形成一个套索 , 也叫

T 环。

端粒具有三个生物学功能 : ①封闭功能 ( capping function ) : 通过端粒对染色体末

端的封闭 , 防止 DNA末段发生降解、融合和不适当的重组。②锚定功能 ( anchor func-

tion) : 在细胞减数分裂和有丝分裂过程中 , 分裂器通过端粒锚定染色体 , 进行染色体

的移动和分配。③DNA末段复制缓冲功能 (end-replication“buffer”function ) : 在 DNA

复制过程中 , 由于通常的 DNA聚合酶只有单向复制功能 , 造成 DNA5′末端的最后一个

片段无法被复制 , 因此 , 每次复制后 , DNA的末端都会丢失一个片段 , 丢失的片段长

度每次可达 50～200bp。端粒的末端复制缓冲作用可从两个方面实现 , 一方面通过端粒

酶来完成端粒 DNA 的末端复制 , 使端粒保持一定的长度 ; 另一方面在大多数体细胞

中 , 端粒酶无活性 , 细胞每次分裂后 , 端粒都会缩短一小片段 , 因此 , 端粒成了细胞分

裂的“计数器”或“分裂时钟” ( mitotic clock)。当端粒缩短到一定的程度后 , 就不能对

染色体末端起封闭和保护作用 , 暴露的染色体末端能激活 DNA 损伤应答系统 , 可能通

过 p53 介导的信号通路来诱导细胞进入休眠、衰老或凋亡状态。

端粒酶是一种逆转录酶 , 由一个蛋白催化亚基 ( TERT ) 和一个 RNA 分子 ( T R)

组成 , RNA分子中包含复制端粒重复序列的模板。人的端粒酶蛋白催化亚基 ( TER T)

的基因已经克隆。现已证明 , 在人的体细胞中 , 调节端粒酶活性的关键是 TER T 基因

的表达。因为在所有的细胞中 , TR 都有一定程度的表达 , 而 TER T 蛋白只在端粒酶具

有活性的细胞中发现。通过将 TER T 基因转入无端粒酶活性的人体细胞中 , 可以在这

些细胞中重建端粒酶活性。在体外培养中 , 表达 TERT 蛋白的转基因细胞 , 其端粒稳

定 , 细胞寿命延长。在小鼠的基因组中 , T R 基因只有一份拷贝。对 TR 基因敲除小鼠

的研究发现 , 端粒在这种小鼠中以每代 4 . 8±2 .4 kb 的速度缩短。在端粒没有完全丧失

前 , 基因敲除小鼠可以存活 , 也可以繁殖 , 说明端粒酶对胚胎的发育和分化 , 以及对组

织细胞的更新调节不起关键作用。TR 基因敲除小鼠在第四代以后 , 染色体中已基本检

测不到端粒重复序列 , 并开始表现出高频的染色体末端融合、染色体畸型和染色体非整

倍性 ; 在雄性小鼠中出现精子发生障碍 , 以及睾丸组织中的细胞凋亡增加。调节细胞端

粒酶活性是控制端粒长度的主要机制。在不同组织和细胞中 , 存在不同的端粒酶活性 ,

癌细胞在整个细胞周期中 , 端粒酶都具有活性 , 但在静止细胞和终末分化的细胞中 , 端

粒酶无活性。端粒酶在大多数细胞中的半衰期只有大约 24 小时 , 细胞调节端粒酶的活

性有以下几个途径 : ①抑制 TERT 基因的转录。在发育过程中 , 大多数组织是通过这

一途径实现对端粒酶活性的调节。②通过选择性的剪接 , 产生无活性或无功能域的

mRNA。③细胞退出细胞周期时出现的转录抑制。④通过控制端粒酶全酶的组装和稳

定 , 调节端粒酶的半衰期。⑤通过对端粒酶的转录后修饰 , 调节其活性。

端粒酶的活性与动物发育阶段有关。在卵母细胞中 , 端粒酶活性很低 ; 受精后的合

子中 , 酶的活性有所增加 , 但随后又下降 ; 直到 8 细胞期 , 端粒酶活性又开始升高 ,

当胚胎发育到桑椹期 , 端粒酶活性出现大幅度的增加 , 与卵母细胞相比 , 端粒酶活性增

加了约 40 倍 ; 到囊胚期 , 端粒酶活性达到高峰。随着胚胎进一步的发育 , 出现细胞分

化和组织形成 , 端粒酶的活性整体上开始下降 , 最先是在大脑和骨组织 , 然后是在性
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腺、肌肉、肺、肾和肝组织中的端粒酶活性下降 , 到出生以后 , 在大多数体细胞中已检

测不到端粒酶活性 , 不过 , 仍有少数组织的细胞中保留了端粒酶活性 , 如生殖细胞系、

干细胞和睾丸组织。在不同组织来源的细胞中 , 端粒酶的活性也有所不同 , 如在成年牛

的成纤维细胞中 , 端粒酶活性非常低 , 而在胎儿成纤维细胞中 , 端粒酶活性则很高 , 两

者可以相差 16 倍。研究细胞传代对端粒酶活性的影响时发现 , 牛类胚胎干细胞培养至

34 代 , 端粒酶活性下降了 31% , 胎儿成纤维细胞培养 24 代后下降了 42 %。细胞经血

清饥饿处理后 , 端粒酶活性也显著下降 , 饥饿 10 天后 , 类胚胎干细胞中下降 44 . 8% ,

胎儿成纤维细胞中下降 51 .4%。

(2 ) 克隆动物中的端粒

在哺乳动物中 , 染色体端粒随着动物年龄的增加而缩短。在体细胞克隆动物中 , 染

色体端粒的长度是如何变化 , 以及克隆动物与两性生殖动物的端粒是否有差异 , 对这一

问题的研究目前尚未取得一致结果。克隆动物的端粒长度变化与其同龄动物相比 , 已观

察到三种情况 , 即端粒变长、端粒长度相似和端粒缩短。

Lanza等将 45 日龄的牛胎儿成纤维细胞 , 在体外培养传代直到接近衰老。通过电

镜观察显示 , 大部分表现出衰老细胞的形态 , 如出现明显巨大的高尔基复合体、大量的

溶酶体、细胞体积增大和细胞碎片聚积等。他们利用这种衰老的成纤维细胞进行核移

植 , 共获得了六头健康克隆牛。在克隆牛出生后 5 个月 , 取外周血细胞进行端粒分析后

发现 , 六头克隆牛的染色体的端粒均显著长于同龄牛。他们还将衰老的胎儿成纤维细胞

进行核移植 , 得到克隆牛胎儿 , 并在体外培养克隆牛胎儿的成纤维细胞 , 这种细胞在体

外可培养到 92 代 , 而同龄的非克隆牛胎儿成纤维细胞只能增殖 60 代。对端粒分析表

明 , 克隆牛胎儿成纤维细胞的端粒比非克隆牛胎儿成纤维细胞要长 2～4 kb。因此 , 他

们认为 , 克隆牛的端粒长度在核移植过程中 , 不但可以恢复 , 而且还能够延长。这一结

果令人振奋 , 因为如果通过克隆能使染色体端粒延长 , 也就意味着可能使动物的寿命延

长。用早期胚胎的卵裂球 ( 49 细胞期前 ) 得到的克隆牛及克隆牛的后代端粒也比同龄

牛的端粒要长。因此 , 在动物克隆中 , 染色体端粒延长这一现象可能不是特例。与此同

时 , 另几个实验室也对克隆牛的端粒进行了研究。Tian 等用取自 13 岁的老年奶牛的成

纤维细胞和颗粒细胞进行核移植 , 共得到 10 头克隆牛。对端粒的分析表明 , 克隆牛的

端粒长度平均为 15 .38±0 .62 kb , 与同龄牛 ( 14 .73±0 .49 kb) 比较无显著差异 , 而与

核供体牛 ( 12 .43±0 .49 kb) 相比 , 存在显著差异。Betts 等用牛胎儿成纤维细胞和老年

成纤维细胞分别进行克隆 , 分析克隆牛的端粒 , 结果不管是从胎儿成纤维细胞 , 还是老

年成纤维细胞克隆的牛 , 其端粒的长度与同龄牛相似 , 克隆牛的端粒长度不受供体细胞

端粒长度的影响 , 但他们却没有观察到如 Lanza等所报道的端粒延长现象。Wakayama

等对克隆小鼠的研究结果似乎也支持克隆动物的端粒长度可以恢复正常的观点 , 他们对

克隆小鼠进行再克隆 , 连续克隆到第六代 , 克隆小鼠的端粒长度也还是正常 , 没有出现

端粒缩短的现象。最近 , Miyashita等的观察更能说明问题。在哺乳动物中 , 精子细胞

的端粒是维持该物种特有的长度 , 并不受动物年龄的影响。Miyashita等检测两头克隆

公牛的精子端粒发现 , 克隆牛精子的端粒长度与正常公牛的精子端粒长度一样 , 甚至还

有所延长。检查克隆公牛所生后代的端粒时 , 也显示出克隆牛后代的端粒与同龄牛一

样 , 没有差异。以上的实验结果似乎都说明 , 染色体端粒长度在动物克隆过程中得到了
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恢复 , 端粒也发生了重编程。不过 , 并不是所有的实验都支持这一推论。Shiels 等对包

括“多莉”羊在内的克隆绵羊进行研究发现 , 用胚胎或胎儿组织细胞进行核移植后所获

得的克隆羊 , 其端粒长度与同龄羊相比要短大约 10 %～15%。用培养的 6 岁母羊乳腺

上皮细胞克隆的“多莉”羊的端粒长度也比同龄羊要短大约 20%。这一现象绝非只在

克隆羊上发现 , 在克隆牛也同样存在。Miyashita等检测了 14 头克隆牛的端粒发现 , 从

输卵管上皮和乳腺上皮细胞克隆的 6 头奶牛的端粒无一例外均比同龄牛短 , 这些克隆牛

的端粒长度只相当于 30～35 岁奶牛的端粒长度 , 而事实上 , 奶牛的寿命只有 15～20

岁。尽管如此 , 这些克隆牛在发育上并未出现任何异常 , 并都能正常生育。

是什么因素造成克隆动物的端粒长度有如此多的变化 ? 为什么不同的研究者会有不

同的结果 ? 对这些问题 , 目前尚无确切答案。通过对这些实验进行分析 , 推测可能主要

与克隆动物的供体细胞类型有关。克隆“多莉”羊所用的供体细胞是乳腺上皮细胞 ,

Miyashita等克隆牛也使用了两种上皮细胞 : 输卵管上皮细胞和乳腺上皮细胞。这两种

细胞克隆的动物 , 其染色体端粒均比同龄动物的端粒要短。用肌肉细胞、颗粒细胞、某

些胚胎卵裂球细胞和成纤维细胞 , 不管是胎儿成纤维细胞还是成年成纤维细胞 , 作为供

体所得到的克隆动物 , 其染色体端粒长度与同龄动物相比 , 大多数一致 , 少数有所延

长 , 这暗示了克隆动物的端粒长度与供体细胞的类型有关。克隆动物的端粒长度反映的

是供体细胞的端粒长度和核移植过程对端粒的改变结果 , 也即重编程。端粒酶是目前发

现的惟一一种能使端粒延长的酶。在胚胎发育过程中 , 端粒酶活性是受到一些未知因素

的调节 , 端粒酶活性最高是在胚胎的桑椹期和囊胚期 , 然后随着组织细胞分化程度的增

加 , 端粒酶活性逐渐下降 , 直至在大部分体细胞中的活性完全消失。在克隆胚胎中 , 端

粒酶活性的变化模式与正常胚胎基本相似。缩短了的体细胞端粒在动物克隆过程中被恢

复或延长 , 这一过程可能是在胚胎着床前后完成的 , 因为这时的胚胎中有较高的端粒酶

活性 , 而且尚未出现组织分化。如果在早期胚胎中 , 较长时间保持着端粒酶活性 , 就可

能使克隆动物获得较长的端粒 , 或者使端粒的长度恢复到该物种特有的长度。否则 , 克

隆动物中的端粒长度不会有太大的改变 , 基本保持体细胞的端粒长度 , 就如“多莉”羊

的情况。某些细胞因子参与了端粒酶活性的调节 , 而且这些因子与细胞类型有关 , 上皮

细胞中也许存在某种抑制端粒酶活性的因子 , 或是缺乏某种调节端粒酶活性的因子 , 使

上皮细胞克隆胚胎中的端粒酶活性受到某种程度的抑制 , 使端粒长度不能恢复 ; 而在其

他如成纤维细胞和肌肉细胞中 , 存在某种使端粒酶活性提高的因子 , 从而使克隆胚胎的

端粒长度得到恢复 , 甚至延长。实际情况是否如此 , 有待实验证实。一些研究者还指

出 , 克隆动物端粒长度的差异可能还来自于不同的物种、不同的克隆方法、不同的供体

细胞处理方式 , 以及检测端粒所用的细胞类型 , 也许还有因克隆动物个体的数量有限 ,

而未能排除个体差异的可能。

(五 ) 哺乳动物体细胞克隆的研究进展

自从“多莉”羊诞生以来 , 哺乳动物体细胞克隆已取得了长足的发展 , 在短短的 6

年时间内 , 先后已有 10 多种动物被克隆。这些实验的成功 , 充分显示了哺乳动物体细

胞的克隆决非个别事例。从理论上讲 , 任何一种哺乳动物都是可以被克隆的 , 成功与否
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只是一个技术问题。

1 . 哺乳动物的同种体细胞克隆

1997 年 , Wilmut 等人的克隆羊论文在 Nature发表 , 来自 6 岁成年羊的乳腺上皮细

胞移植到去核卵母细胞中 , 重构胚发育最终生出克隆羊“多莉” (图 16-5)。“多莉”出

生于 1996 年 5 月 , 它的名字取自一位西部乡村歌星———多莉·帕顿 , 也许是因为

Wilmut 博士喜欢这位歌手吧 , 不过多莉羊恐怕生来就注定要比歌星多莉赢得更多的关

注和喝彩 , 从它出生的那一刻起 , 关于它的种种质疑和争论就未平息过。“多莉”一诞

生 , 动物体细胞克隆的消息便如雨后春笋般萌发于世界的各个角落。

图 16-5  首例体细胞克隆哺乳动物“多莉”和它的代孕母亲

(引自 Wilmut I等 , 1997)

1998 年 , 美国夏威夷大学 Ryuzo Yanagimachi的实验室率先进行了小鼠成年体细胞

的克隆。他们使用三种细胞作为核供体 : 支持细胞、神经元和卵丘细胞 , 结果表明三种

细胞均可支持去核小鼠卵母细胞早期发育。接受卵丘的去核卵母细胞移植后有 2%～

2 . 8%发育到期 , 由于小鼠生殖周期短 , 他们很快进行了第二代克隆 , 也获得成功

(图 16-6 )。由于小鼠卵质膜较脆 , 抗电击能力差 , 加上细胞相对较小 , 因此电融合率

比较低。Wakayama等借助压电装置 ( piezo) 采用胞质直接注射法 , 避开了细胞融合这

一步。压电装置使得显微注射穿刺速度加快 , 减少了对受体卵质膜的损伤。2000 年 ,

有人采用电融合方法成功地克隆了小鼠。虽然体细胞克隆小鼠已经获得成功 , 但到目前

为止仅有为数不多的几个实验室能重复出来。究其原因 , 一方面与卵质膜较脆、体积较

小有关 , 另一方面可能与小鼠胚胎基因组在 2 细胞阶段 , 甚至在合子阶段的后期就开始

表达 , 留给移入核进行重新程序化的时间很短有关。

2002 年初 , Hochedlinger等用完全分化的 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞分别作为供核

移入去核的小鼠卵母细胞后发育到囊胚 , 然后将其内细胞团培养成 ES细胞 , 并将其注

入四倍体囊胚腔中 , 获得了分别来源于 T 淋巴细胞和 B 淋巴细胞的克隆小鼠。从某种
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图 16-6  小鼠体细胞克隆、再克隆照片 (引自 Wakayama T等 , 1998)

意义上解决了克隆动物是来源于体细胞重编程 , 还是来源于夹杂在体细胞内的干细胞的

争论。

“多莉”羊体细胞核移植技术建立后 , 很快就被扩展到在农业上以及在未来人类医

药生产方面将扮演重要角色的动物上。1997 年和 1998 年 , 《Science》 杂志报道了美国

科学家用培养的携带外源基因的胎儿成纤维细胞作为供核获得转基因克隆绵羊和牛。7

个月后《Science》 再次报道了日本科学家以完全分化的牛卵丘细胞和输卵管上皮细胞

为核供体 , 成功地克隆了牛。随后 , 体细胞克隆牛在新西兰、法国、德国等国家也获得

成功。

在中国 , 由扬州大学和中科院发育所合作 , 1999 年用胎儿成纤维细胞作为供核成

功地克隆了山羊。2002 年西北农林科技大学用成年动物的体细胞克隆出山羊。2001 年

10 月 , 第一头克隆牛在深圳出生 , 但随后在喂奶中不幸被呛死 ; 同年 11 月 , 山东莱阳

农学院也培育出了 2 头克隆牛。上述克隆牛的胚胎都是在国外构建的。中国首批自主完

成的成年体细胞克隆牛出生于 2002 年 1 月 , 由中国科学院动物研究所和山东中大胚胎
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工程中心合作 , 以牛耳皮肤成纤维细胞克隆出高产奶牛和优质肉用黄牛。在技术上采用

将受体卵母细胞去核时间提前、挤压去核法、细胞松弛素 D和放线菌酮联合使用等一

系列配套创新措施后 , 获得了 14 头克隆牛犊 , 有 5 头存活至今 (图 16-7)。这项工作于

2003 年在新疆又得到了稳定重复。2002 年 5 月 , 中国农业大学也克隆出一头中国地方

品种黄牛 , 同一研究小组于 2003 年获得了转基因克隆牛。

图 16-7  我国首次完成的成年体细胞克隆牛群体 (引自 Chen DY 等 , 2003 )

成年体细胞克隆猪出生于 2000 年 , 日本和美国的科学家几乎同时在 《Science》 和

《N atu re》发表了他们的研究结果 (图 16-8 )。Polejaeva 等将培养的颗粒细胞放入去核

卵母细胞的卵周隙 , 电融合后发育到类合子期 , 再将重构胚的类合子核移入到正常受精

的去原核的合子的卵周隙中 , 经电融合后立即移植到同期发情的受体母猪输卵管 , 72

枚重构胚经移植后得到 5 头克隆小猪。2002 年 2 月中国学者赖良学等在美国密苏里大

学克隆出了敲除α 1 , 3 半乳糖苷转移酶基因的猪。

2001 年 12 月 22 日 , 第一只克隆猫出生。Westhusin 领导的研究小组将卵丘细胞进

行培养 , 再原代用于核移植 , 获得 3 枚重构胚 , 并与另外两枚来源于成纤维细胞的重构

胚一起移植给一只母猫后怀孕。在第 66 天时剖腹生产出第一只克隆猫 (图 16-9 )。

2002 年 4 月 , Chesne等在考虑到兔胚胎发育过程中快速的细胞周期动态规律以及

受体子宫内短暂的着床窗口期的特点后 , 缩短了重构胚的活化时间 , 并采用非同步化的

假孕母兔作为受体 , 移植了 371 枚以转绿色荧光蛋白 ( EGFP ) 基因兔卵丘细胞作为供

核得到的 4 细胞期重构胚胎 , 10 只怀孕 , 4 只发育到期 , 产下 6 只仔兔 , 2 只出生后 1

天死亡 , 其他 4 只正常发育存活至今。

2003 年 5 月 4 日 , 一头体重 49kg的小骡子在经过正常的 346 天妊娠后 , 在美国爱
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图 16-8  首例体细胞克隆猪 (引自 Onishi A等 , 2000)

图 16-9  体细胞克隆猫 (引自 Shin T等 , 2002)

达荷大学出生 , 这是世界上第一头被克隆的马属动物 , 也是第一头无生育能力的动物被

克隆。由 Woods 领导的研究小组经过对体外成熟和胚胎培养体系进行改进 , 在培养液

中提高了钙离子浓度 , 利用 45 天的骡子胎儿成纤维细胞进行核移植 , 将 305 枚重构胚

移植到受体母马中 , 21 头受体妊娠超过 14 天 , 3 头受体妊娠超过 60 天 , 第一头克隆骡

在正常妊娠 346 天后出生。

2003 年 8 月 , Galli 等在 《Nature》 上报道他们成功地克隆了马。他们用一头成年

母马的体细胞构建重构胚 , 再将重构胚移回到供体母马体内妊娠 , 最后成功地获得了自

体克隆马。这一实验结果对马属动物中母体对胎儿抗原的免疫识别会影响胎儿的稳定和

妊娠这一观念带来挑战。

2003 年 10 月 , 中国学者周琪与法国科学家合作 , 成功地在法国获得克隆大鼠。

·565·第十六章  动物的无性生殖



2004 年李子义等成功地克隆出水貂。

2 . 哺乳动物的异种克隆和异种妊娠

动物异种克隆在两个方面有别于同种克隆 , 一是异种核移植 ( in terspecies nuclear

t ransfer) , 二是异种妊娠 ( interspecies pregnancy)。异种核移植是把一种动物的细胞核

移植到另一种动物的去核卵母细胞中 , 构建成异种重构胚 , 异种重构胚中的细胞核与细

胞质分别来源于两个不同的物种。因此 , 它们是一种核质杂合体 ( nucleocytoplasmic hy-

brids ) , 与传统意义上的杂种不同 , 异种克隆动物主要表现为供核物种的遗传性状 ; 异

种妊娠是哺乳动物异种克隆中的关键技术 , 在体外构建的重构胚需要放回到动物的子宫

中 , 才能完成全程发育。由于重构胚的细胞核和细胞质是来源于两个不同的物种 , 因此

不管选用何物种作为异种重构胚的寄母 , 异种重构胚对于寄母来说都具有一定程度的异

质性 , 也即重构胚的细胞核和细胞质的来源不可能同时与寄母的完全一致。

McGrath和 Solter 在啮齿类中进行种间原核互换 , 发现异种重构胚在体外能进行分

裂。1992 年 , Wolfe等将牛 ( Bos tau rus) 的 16～32 细胞期的卵裂球作为供核细胞 , 分

别移植到水牛 ( Bubalus bubalis)、羊 ( O vis aries ) 和田鼠 ( Mesocricetus auratus) 的

去核卵母细胞中 , 结果发现牛 羊和牛 水牛之间的异种重构胚在体外培养后可以发育到

囊胚。这些早期研究结果显示 , 某些哺乳动物的卵母细胞具有接受异种细胞核的能力 ,

并且能使异种细胞核去分化 , 启动异种重构胚的早期胚胎发育。1999 年 , 陈大元等利

用兔卵母细胞作为核受体 , 得到了异种克隆的大熊猫胚胎。同年 , Dominko 等分别将绵

羊、猪 ( S us scrofa)、猴 ( Macaca fascicu laris) 和大鼠 ( Rattus rattus) 等动物的体细

胞核移植到去核的牛卵母细胞中 , 异种重构胚在体外培养后也能发育到囊胚期。他们进

一步将绵羊 牛、猪 牛和大鼠 牛异种重构胚分别移植到绵羊、猪和大鼠子宫中 , 但只

有两只受体羊出现了妊娠迹象 , 在胚胎移植 32 天后没有发现胎儿心动 , 解剖子宫角可

见明显的肉团块 , 但未见胎盘等膜性组织和胎儿残迹。White等将盘羊 ( Ovis am mon)

的体细胞核移植到绵羊的去核卵母细胞中 , 异种重构胚有 1 . 56%可发育到囊胚 , 将 28

枚异种重构胚移植到 6 只受体绵羊的子宫中 , 49 天后用超声波检测发现 , 其中一只受

体妊娠 , 但在 59 天后妊娠夭折。 Lanza 等将野牛皮肤成纤维细胞移入去核的牛卵母细

胞中 , 得到异种克隆野牛胚胎 , 体外培养异种克隆胚胎后有 12%的囊胚发育率 , 将囊

胚移植到受体母牛子宫中 , 有 18%可以发育到胎儿阶段。在 5 头妊娠的母牛中 , 3 头在

46～54 天时人为中断妊娠用于其他研究 , 1 头妊娠到 201 天时流产 , 流产胎儿的体重已

达 10 .7 kg , 其核型和表型都与供体野牛一致 , 另一头受体母牛妊娠到期 , 并产下 1 头

发育正常的克隆野牛。Kitiyanant等以水牛的胎儿成纤维细胞作核供体 , 分别移植到去

核的黄牛或水牛的卵母细胞中 , 体外培养发现 , 水牛 水牛和水牛 黄牛的重构胚无论是

分裂率 , 还是囊胚率都无显著差异。2001 年 , Meirelles 等将瘤牛 ( Bos indicus) 的早期

胚胎卵裂球移植到黄牛 ( Bos taur us) 的去核卵母细胞内 , 获得异种克隆囊胚 , 囊胚移

植到 5 头受体黄牛中 , 其中二头妊娠 , 一头受体产下一头异种克隆瘤牛。同年 , 韩国的

Hwang等用成年韩国虎 ( panthra tigiris altaica) 的耳缘皮肤成纤维细胞与牛的去核卵

母细胞构建重构胚 , 并将重构胚移植到一只虎和三只狮子受体中 , 但均未发现妊娠。

2001 年 1 月 , 美国先进细胞 (ACT ) 公司宣布 , 一头奶牛顺利产下一头珍稀的亚洲野
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牛 ( Bos gau rus) , 野牛的染色体数目是 58 条 , 而奶牛 ( Bos taurus) 则是 54 条 , 分属

两个不同的物种。这头克隆的野牛使用野牛的皮肤成纤维细胞作为供核细胞 , 移植到去

核的奶牛卵母细胞中获得异种重构胚 , 并在奶牛的子宫内完成妊娠得到的。虽然 , 这头

牛在出生后仅两天就死于小牛痢疾病 , 但这一结果表明 , 野牛的体细胞核在异种的奶牛

卵母细胞中能重新程序化 , 并能支持异种重构胚完成全程发育。就在克隆野牛出生后不

久 , 异种克隆盘羊也取得了成功。Loi等将欧洲盘羊 ( Ovis orienta lis musimon ) 的颗粒

细胞核移植到绵羊的去核卵母细胞中 , 共获得 23 枚重构胚 , 其中有 7 枚发育到囊胚阶

段 , 将 7 枚囊胚移入四只受体绵羊子宫中 , 有两只妊娠 , 其中一只在 40～50 天期间流

产 , 另一只受体正常妊娠最后产下一只异种克隆盘羊。异种克隆野牛和盘羊的成功证明

了哺乳动物的异种体细胞克隆是可行的 , 它们是继“多莉”羊之后 , 动物克隆技术上的

又一重要进展。

陈大元等将大熊猫成纤维细胞移植到去核的兔卵母细胞中 , 构建大熊猫异种重构

胚 , 再将发育到 2～4 细胞期的大熊猫异种重构胚移植到经同期处理的 21 只家猫 ( Felis

ca tus) 受体内 , 19 只受体先后返情 , 另有 2 只胚胎移植 21 天后 , 死于肺炎。经剖检发

现其中 1 只怀孕 6 个胎儿 , 微卫星分析表明有 2 个胎儿来源于大熊猫异种重构胚。另将

家猫的成纤维细胞移植到去核的兔卵母细胞内 , 得到猫 兔异种克隆胚 , 体外培养获得

14 .5 %的囊胚率。比较猫 兔异种克隆胚和猫同种克隆胚在体外的发育能力和发育时程 ,

两种胚胎在发育能力上无显著差异 , 猫 兔异种克隆胚的前三次分裂时间是与兔同种克

隆胚的分裂时间相似 , 而不同于猫同种克隆胚 , 但到达囊胚期的时间却是与猫克隆胚相

似 , 明显不同于兔同种克隆胚胎 , 说明异种克隆胚的早期发育主要是由胞质控制 , 到达

囊胚的时间主要由核控制。

哺乳动物的异种妊娠通俗来讲是指在物种之间进行“借腹怀胎”, 即一种动物的胚

胎在另一种动物的子宫内进行妊娠。在自然界中 , 动物存在多个层次上的生殖隔离机

制。如在遗传上 , 两个不同物种的精子和卵子受精所产生的胚胎 , 往往由于染色体不能

正常分配及基因表达调控异常而不能发育 ; 在细胞水平上 , 异种精子和卵子往往不能互

相识别 , 无法完成受精过程 ; 在生理上 , 母体对异种胚胎存在强烈的免疫排斥现象。但

物种之间并不存在严格的生殖隔离 , 在某些特定的情况下 , 异种妊娠也能发生 , 如种间

杂交动物 , 驴和马杂交所得的骡子 , 狮和虎杂交的狮虎兽 , 斑马和驴杂交的斑驴 , 这些

动物的妊娠过程都属于异种妊娠。

异种妊娠可分为三类 : 第一类是两物种杂交后代的异种妊娠 ; 第二类是物种间嵌合

体的异种妊娠 ; 第三类是通过胚胎移植进行的完全异种妊娠。对于第一类的异种妊娠 ,

在自然界中发生的频率极低 , 第二类和第三类异种妊娠只有在人工干预下才可能出现。

通过胚胎移植技术 , 可以对异种妊娠进行直接研究 , 现已建立了三类主要的异种妊娠模

型 : 啮齿类模型、驴和马模型以及绵羊和山羊模型。通过异种妊娠研究发现 , 异种妊娠

失败有两个主要原因 : ①胚胎的滋养层细胞与母体子宫内膜之间不能相互识别 , 胚胎不

能附植在子宫内膜上 , 也即胚胎不能着床 ; ②胚胎着床后 , 母体的免疫系统对胎儿进行

排斥 , 由于免疫排斥作用破坏了胎盘的形成。

对嵌合体的研究发现 , 异种妊娠能否建立与滋养层细胞的类型直接相关。当滋养层

细胞与母体是同一物种时 , 不管内细胞团细胞是来自何物种 , 异种妊娠往往能够建立 ;
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反之 , 如果滋养层细胞与母体不是同一物种 , 即使内细胞团细胞与母体是同一物种 , 也

无法建立异种妊娠。在啮齿类模型中 , 将月鼠 ( M . caroli ) 的内细胞团注入去除内细

胞团的小鼠囊胚腔中 , 将嵌合体胚胎移植到小鼠中妊娠 , 可以得到存活月鼠幼仔。如直

接将月鼠的胚胎移植到小鼠子宫内 , 则不能妊娠。影响异种妊娠建立的因素有许多 , 如

物种之间的亲缘关系、妊娠期长短、动物的体温差异、子宫结构等因素。亲缘关系也许

是影响最大的一个因素 , 越近的两个物种 , 异种妊娠建立的可能性越大 , 如在猫科动物

中 , 就有人用家猫作为受体 , 成功地繁殖了印度沙漠猫 ; 异种克隆野牛和盘羊的成功 ,

也许与供体和受体之间的亲缘关系较近 , 较容易建立异种妊娠有一定的关系。

(六 ) 克隆胚胎或后代中的线粒体命运

线粒体是细胞的“动力工厂”, 为细胞的一切生命活动提供能量 , 同时也是动物细

胞中的惟一核外遗传物质。哺乳动物的线粒体中含有一个 DNA 分子 , 共编码 37 个基

因 , 包括 13 条多肽、22 个 tRNA和 2 个 rRNA, 这些基因只是线粒体自身复制所需要

基因的一小部分 , 大部分基因是在核 DNA中。在核移植过程中 , 如果采用细胞融合的

方法则不可避免地要将体细胞中的线粒体带入到重构胚中 , 因此 , 重构胚中同时存在受

体和供体两种来源的线粒体。一个体细胞中大约有几千个线粒体 , 一个卵母细胞中则大

约有十万个线粒体。在囊胚期前的胚胎中 , 线粒体只进行均匀分配而不增殖 ; 到囊胚期

后 , 线粒体开始增殖。在正常胚胎中 , 来源于卵母细胞的线粒体得到增殖 , 而来源于精

子的线粒体经一种尚未完全清楚的机制被消除掉。在动物克隆中 , 从理论上讲 , 随着胚

胎的发育 , 供体细胞的线粒体存在三种不同的命运 : ①供体细胞的线粒体随着胚胎的发

育逐渐消失 , 受体卵母细胞中的线粒体不断增殖 , 最后从数量上占绝对优势 , 供体细胞

中的线粒体则在克隆个体中完全消失 ; ②供体细胞的线粒体随着胚胎的发育不断增殖 ,

而受体卵母细胞的线粒体则逐渐消失 , 最后供体线粒体取代受体线粒体 ; ③供体和受体

的线粒体两者始终共存。

两种来源的线粒体如果没有选择压力 , 在囊胚期后线粒体的数量都将按几何级数增

加 , 由于来源于体细胞中的线粒体比卵母细胞中的线粒体 , 在数量上至少相差十倍 , 通

过多次增殖后 , 卵母细胞来源的线粒体在数量上将占绝对优势 , 体细胞来源的线粒体逐

渐被稀释 , 最后导致供体来源的线粒体在个体中完全消失。实际上 , 许多研究人员都发

现 , 多数同种克隆动物中的线粒体均是卵母细胞来源的 , 但也有卵母细胞来源的线粒体

和供体细胞来源的线粒体共存的现象。Lanza 等发现 , 用奶牛的卵母细胞克隆濒危的野

牛 , 在所获得的三个克隆胎儿中 , 有 11 种组织中的线粒体是来源于受体奶牛 , 而没有

来源于野牛的线粒体。Loi等用异种克隆方法克隆了欧洲盘羊 , 在克隆盘羊中 , 线粒体

也完全来源于受体卵母细胞 , 盘羊的线粒体已检测不出。利用大熊猫体细胞作为供体 ,

以兔卵母细胞作为受体进行核移植时 , 发现在囊胚期前的各个阶段 , 大熊猫和兔的线粒

体共存 , 但在着床后的大熊猫胚胎中 , 则只能检测到大熊猫的线粒体。这可能是遗传距

离较远的物种间异种克隆的线粒体遗传规律 , 也可能是胚胎不能发育到期的可能原因之

一。在异种重构胚中 , 如果细胞核对供体来源和受体来源的线粒体的增殖都能够支持 ,

但对供体来源的线粒体存在某种优先增殖的机制 , 那么 , 在克隆动物中 , 两种来源的线
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粒体将出现共存的局面 , 也即第三种变化模式。Steinborn 等报道用瘤牛 ( B . ind icus)

或 普通牛 ( B . taur us) 的卵母细胞克隆牛 , 在 11 头克隆牛中 , 有 4 头是供体和受体

的线粒体共存。最近 , Takeda等用单链构象多态性 PCR ( PCR-SSCP ) 对克隆过程中的

线粒体进行检测发现 , 在 9 头克隆牛中 , 有 3 头是供体和受体线粒体共存 , 供体的线粒

体所占比例从 6%～40%不等。他们认为 , 这种高比例的供体线粒体的存在 , 是由于细

胞核对供体线粒体优先增殖的结果。Hiendleder 等也发现 , 在克隆牛中普遍存在供体和

受体线粒体共存的现象。

(文端成  孙青原 )
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第十七章  环境与生殖健康

随着科学技术的进步和工业化的发展 , 人类对大自然的干预日益加剧。大量的化学

物质通过废水、废气、废渣、农药、化肥等各种途径排入环境 , 造成了严重的环境污

染 , 使人类生存的环境进一步恶化。环境污染成为全世界共同面临的重大问题。目前越

来越多的证据表明 , 许多人工合成的化学物质可干扰人类及野生动物的繁殖和生长发

育 , 导致种类众多的野生动物濒临灭绝 ; 人工合成的化学物质还可引起人类的不孕不育

率、畸胎率和自然流产率上升。此外 , 许多研究报道 , 全球男性的精液质量呈下降趋

势 , 这可能与环境污染有关。由于关系到人类的生存和繁衍 , 环境对生殖健康的影响已

日益受到人们的重视。

环境是人类赖以生存和繁衍的基本条件 , 环境中各种因素的变化都与人体的健康、

疾病甚至死亡有着密切联系。疾病的发生大都是环境因素与遗传因素相互作用的结果。

健康是机体内在环境与外界环境的整体统一 , 凡是能够影响机体内外环境改变的因素 ,

都将会对健康产生一定程度的影响。生殖发育是生物繁衍种族的正常生理过程 , 包括生

殖细胞 (即精子和卵子 ) 发生、受精、着床、胚胎形成和发育、分娩和哺乳等过程。环

境污染对人类复杂生殖过程的每一阶段都可造成损害 , 具有生殖毒性的有害物质可以影

响生殖器官及与生殖有关的内分泌调节 , 可导致生育力减弱、胎儿在母体子宫内的生长

迟缓、自然流产以及各种各样的出生缺陷。

本文所论及的环境指人体外的一切环境 , 可分为自然环境和社会环境。自然环境包

括大气环境、水环境、生物环境、地质和土壤环境等 ; 社会环境是指经人类改造过的自

然环境 , 包括居住环境、生产环境、交通环境、文化环境等。环境中对人体产生影响的

因素主要可以分为物理因素、化学因素、生物因素以及行为因素等。

对人体产生不良影响的物理因素主要包括振动、噪声、电离辐射、非电离辐射 (超

声、微波等 ) 等因素。

化学因素主要指人类生产和生活活动中排入环境中的各种化学污染物 , 主要包括农

药、重金属、有机溶剂、环境类激素、各种职业性有害物质和微量元素等。

生物因素包括病毒和微生物感染等。目前为人们所重视的有风疹病毒、疱疹病毒、

巨细胞病毒、淋球菌以及弓形虫等。

行为因素主要包括心理紧张、吸烟和饮酒等。

环境因素对男性生育力的影响主要通过两条途径 : 一是作用于下丘脑 - 垂体 - 性腺

轴 , 影响精子的发生和性激素的产生 , 从而引起男性不育和男子性功能障碍 ; 二是直接

作用于睾丸 , 影响睾丸的支持细胞和精子发生过程 , 造成可恢复性或永久性生育障碍。

环境中有害因素对女性生殖机能的影响往往是从月经、生殖、生育机能等方面表现出来

的。



第一节  物理因素对生殖健康的影响

一、噪   声

从物理学角度来讲 , 噪声是指各种不同频率和强度的声音的无规则组合 ; 从环境角

度来讲 , 凡是人不需要和不喜欢的声音都是噪声。噪声的来源多种多样 , 主要是由交通

运输、工业生产、建筑工地、娱乐场所及家用电器引起。随着社会的发展 , 各种工业和

生活噪声大大影响了人们正常的生活和学习 , 噪声污染被公认为一种重要的环境污染 ,

同时 , 噪声也是一种常见的职业危害因素。它对人体的神经、心血管、消化等系统的生

理功能均会产生不良的影响 , 对生殖系统的影响也较明显 , 特别是对女性月经周期的影

响已得到公认。

1 . 对雌性动物生殖机能的影响

噪声可导致大鼠雌激素水平下降和动情周期紊乱。研究噪声对雌性大鼠生殖系统的

作用机理发现 , 雌鼠在暴露于 100 分贝的噪声 42 天后 (每天 6 小时 ) , 噪声暴露组的大

鼠出现动情周期紊乱、雌激素水平下降。这可能是由于长时间的噪声刺激使全身应激反

应失调 , 使适应性反应的生殖功能减退 , 转变为下丘脑机能减退而导致动情周期延长和

雌激素水平下降。动物研究结果表明 : 噪声可导致妊娠豚鼠流产 , 当噪声在 90～100 分

贝持续 1 分钟的条件下 , 豚鼠出现流产 , 流产率随噪声强度增加呈升高的趋势 ; 在 80

±2 分贝的噪声中 , 妊娠豚鼠的流产率随噪声持续时间的延长也有升高趋势。

2 . 对女性生殖机能的影响

人群研究表明 , 长期噪声暴露可引起女性的月经周期紊乱 , 如经期异常、月经量异

常和痛经等 , 并且存在剂量反应关系。噪声还可影响妊娠过程及结局 , 使妊娠合并症如

妊娠水肿、妊娠贫血、妊娠高血压等发生率增高 , 自然流产和早产增多 , 甚至出现死

胎。噪声可能是通过对神经内分泌系统的作用影响女性的生殖机能 , 噪声作用于下丘

脑 垂体 卵巢轴 , 引起机体神经内分泌出现一系列改变 , 随着暴露时间的延长 , 导致机

体的功能丧失代偿。

对从事噪声作业女工的生育情况进行的调查结果发现 , 观察组的妊娠并发症的发生

率显著高于对照组。85 分贝以上的噪声就会引起妊娠恶阻、妊娠高血压和先兆流产的

发病率明显增高 , 在 90 分贝以上时观察组的妊娠恶阻、妊娠贫血、自然流产和泌乳不

足的发生率显著高于对照组 ; 随着噪声强度的增加 , 妊娠高血压的发生率也增加 , 且存

在剂量反应关系 ; 随着噪声强度的继续增加 , 妊娠并发症的种类增多 , 妊娠并发症和泌

乳不足发生率出现增高的趋势 ; 在 95 分贝以上时 , 难产的发生率有所增高 , 表明噪声

对女工的妊娠机能和泌乳机能都存在不良影响。

3 . 对男性生殖机能的影响

长期生活在 70～80 分贝的噪声环境中 , 会导致男性性功能减弱 ; 90 分贝以上 , 会

·375·第十七章  环境与生殖健康



导致男性性功能紊乱和睾丸发生退行性组织变化 , 从而影响男性生育能力。

二、振   动

物体在某一中心位置两侧所做的往复运动 , 叫做机械振动 , 常常简称振动。根据接

触振动的方式和振动传入的范围 , 可分为全身振动和局部振动 。车辆、飞机、轮船、

拖拉机等交通运输工具的司机、驾驶员、售票员和乘务员、各种搅拌机、粉碎机、振动

台及其他重型机械的操作人员等均可能受到全身振动。全身振动的长期慢性作用可引起

周围神经和血管功能的改变和内分泌系统的调节功能紊乱。

1 . 对女性月经机能的影响

全身慢性振动可影响卵巢的功能 , 还可影响妇女盆腔器官的血液供给 , 对女性的月

经造成不良影响 , 主要表现为痛经 , 且与接触振动的时间长短有关。有多项研究报道 ,

女司乘人员的月经异常率显著增高 , 包括经期改变、痛经、经量增加、经期疲倦和情绪

改变等 , 且随着工龄的增加影响更加严重 , 这表明低频率、低强度的全身振动对女性的

月经有不良的影响。全身振动还可导致子宫下垂、自然流产及异常分娩 , 容易出现胎儿

窒息 , 产时无力等。

2 . 对男性精液质量的影响

为探讨装甲兵训练中的噪声和振动等物理因素是否对男性的精液质量产生影响 , 对

某部装甲兵的精液质量进行分析 , 结果发现 , 暴露组的精子存活率 ( 62 . 30 %

±25 .24% )和正常精子率 ( 81 .28%±11 . 18% ) 均分别明显低于对照组的精子存活率

(68 . 02 %±25 .72% ) 和正常精子率 ( 93 .56%±5 .03% ) , 精子畸形率也明显增高 , 而

精子活力明显低于正常值。这可能是由于长期受到噪声振动的影响 , 导致男性的精液质

量下降。

三、电 离 辐 射

电磁辐射是指能量以电磁波的形式通过空间传播的物理现象 , 包括电离辐射和非电

离辐射。凡能引起物质电离的电磁辐射称为电离辐射 , 包括 X 射线、γ射线、α粒子、

β粒子、中子、质子等。人类所受到的电离辐射分为天然和人为两种 , 其中天然辐射来

自于自然界 , 包括宇宙射线和地壳中天然电离辐射。电离辐射被广泛用于医学和工业等

领域 , 其中医疗照射是最大的人为电离辐射来源。此外 , 在人们的日常生活中也经常能

够接触到放射性材料 , 如夜光手表和烟雾探测器 , 以及在家庭装修中经常使用的大理

石、瓷砖、花岗岩、坐便器等。

电离辐射能引起细胞中遗传物质 DNA的损伤 , 对机体的损伤存在剂量效应关系 ,

剂量越大 , 损伤越严重。人体组织对放射线的敏感性与其增殖能力成正比 , 与其分化程

度成反比 , 即增殖能力越强的组织越敏感 , 分化程度越低的越敏感 , 睾丸、卵巢等是对

放射线最敏感、最容易受损害的组织。电离辐射对生殖系统的作用主要是性腺 , 可对睾
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丸和卵巢造成损伤 , 从而影响精子和卵子的发生。

1 . 对动物生殖机能的影响

动物实验研究早已明确 , 辐射诱发的突变能导致有害的遗传效应。小鼠受到长期低

剂量的电离辐射照射 , 可导致生殖细胞的染色体畸变。有研究结果显示 , 用 X射线一次

全身均匀照射和慢性全身照射小鼠 , 结果发现不论急性和慢性照射 , 随着照射剂量的增

加 , 都会导致生殖细胞的染色体畸变和显性致死突变的发生率有所增加 , 而且存在正相

关关系。其中电离辐射诱发不同阶段生殖细胞的遗传后果不同 , 生殖细胞分裂后损伤比

精原细胞损伤更明显。一项关于受到电离辐射作用后人精子状况的报道显示 , 精液常规

检查指标均在正常范围内 , 但Ⅰ型精子率显著增多 , 而Ⅳ型精子率显著减少 , 表明电离

辐射对人精子头部和尾部造成了严重损伤 , 使膜完整性显著下降 , 提示电离辐射易引起

精子尾的膜受到损伤。

2 . 对女性生殖机能的影响

妇女卵巢受到照射后 , 可对月经机能产生不良影响 , 引起月经不调甚至绝经。如果

孕妇长期受到小剂量的放射线照射 , 可发生染色体畸变 , 导致胎儿畸形、造血系统障碍

和神经系统缺陷。有研究报道 , 受照射人群中的自然流产率、多胎率、新生儿死亡率以

及子女中先天性畸形和遗传性疾病的总发病率均明显高于对照人群。对视屏作业工人的

调查显示 , 从事视屏作业女工的自然流产和妊娠高血压综合症的发生率明显高于对照

组。视屏作业对作业女工的月经机能也有不良影响 , 可导致月经周期、经期和经量异

常 , 使月经紊乱、痛经和经前紧张症的发生率增加。国外同类研究显示 , 从事视屏作业

可引起妇女自然流产率增高 , 出现子代先天畸形、围产期死亡等 , 同时 , 还大大增加不

孕的危险性。

3 . 对男性生殖机能的影响

男性全身或睾丸局部受一定剂量照射后 , 可导致精子数减少、精子的活动能力降低

及畸形精子增加 , 而且剂量越大 , 精子数减少越明显 , 恢复所需的时间也越长。长期低

水平照射 , 可以影响睾丸的生精过程 , 使得精子生成减少 , 造成精子再生功能损害。大

剂量照射会导致睾丸萎缩 , 生精细胞严重损害 , 甚至丧失生精功能 , 还可使生精细胞染

色体畸变。一项对 5 名受
60

Co源辐射病人照射后 6 年中的精子和血清睾酮变化的观察显

示 , 5 例病人在受照射后 1 年内性欲均有所下降 , 其中年轻未婚的 2 人在 1 年后性欲恢

复正常 , 而年龄偏大已婚的 3 人的性欲则较前偏低。在受照射后 2～3 个月时患者的精

子数明显减少或缺乏 , 部分患者 3～5 年才恢复 , 但活率、活力仍明显低于正常。受照

剂量最大的患者 , 6 年时尚未恢复 , 精子数量不到正常青年男性的十分之一 , 表明生精

细胞受到明显损害 , 并与受照射剂量成正比。

四、非电离辐射

不足以导致组织电离的电磁辐射称为非电离辐射 , 包括微波、红外线、可见光、紫
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外线及激光等。一般所说的电磁辐射是指非电离辐射。电磁辐射污染又称电子雾污染 ,

高压线、变电站、电台、电视台、电磁波发射塔和各种家用电子设备 , 包括空调机、电

子计算机、彩电、卡拉 OK、电热毯、微波炉等 , 在正常工作时都会产生各种不同波长

和频率的电磁波。微波是指波长 1m～1mm, 频率 300MHz～300GHz的电磁辐射 , 是和

人类密切相关的电磁辐射。微波应用广泛 , 是环境的主要污染物之一 , 日常生活中手

机、微波炉和彩电等电器对人体的辐射即为微波辐射。

非电离辐射的生物效应是热效应和非热效应。热效应能够引起组织损伤 , 可以引起

生殖腺组织损伤 , 非热效应可以使机体内大分子和亚细胞结构的生物学功能改变 , 从而

可引起生精功能障碍。

长期暴露在电磁辐射中 , 容易引起人体生理功能紊乱 , 从而导致头痛、失眠、健忘

等症状 , 甚至可导致睾丸内生精障碍 , 导致精液中精子数量减少甚至无精症的发生。长

期接触低水平微波辐射会对生殖机能产生一定的功能性损害 , 微波辐射可对睾丸的生精

上皮造成损伤 , 可导致睾丸间质细胞出现可逆性功能损害 ; 可引起动物生精上皮、附睾

上皮、曲细精管上皮出现改变 , 破坏睾丸的生精过程 , 使异常精子增多 , 精子的运动能

力下降。

1 . 对雄性动物性腺的影响

多项研究发现 , 用 2 450MHz低强度微波连续辐照 , 对小鼠精子畸变有明显的升高

作用 , 还可降低小鼠睾丸中的必需微量元素的含量 , 并对 DNA有损伤作用。2 450MHz

微波可影响睾丸间质细胞中一氧化氮合成酶 ( NOS )。NOS 与雄性生殖的许多功能如雄

激素分泌、精子成熟、运动和获能有关 , 微波对 NOS 产生影响 , 从而影响生殖机能。

同时 , 2 450MHz微波还可使附睾的吸收、分泌和转运机能发生变化 , 使附睾功能受

损 , 从而影响精子的成熟。用流式细胞术研究微波辐射对小鼠睾丸的影响发现 , 处于细

胞增殖周期不同阶段的生精细胞的数量发生了改变 , 其中微波辐射组中 S 期 ( DNA 合

成期 ) 的细胞数较对照组低 , 而 G2/ M 期 (细胞增殖后期 ) 的细胞数比对照组高 ,

G0/ G1 期 (细胞增殖前期 ) 各组间一致 , 说明微波辐射可影响 DNA 的倍增与染色体的

复制 , DNA合成期和合成后期是微波作用的敏感期 , 微波辐射可对该时期的细胞数产

生影响 , 进而影响了整个生精过程。

2 . 对男性性功能的影响

对从事微波与高频辐射作业男工的生殖机能进行回顾性调查时发现 , 暴露组生殖机

能的异常率 (性欲减退、阳痿、早泄 ) 显著高于对照组 , 性欲减退发生率随工龄的增加

而升高 , 且存在明显的时间反应关系。其中男工的性功能异常率随每日暴露时间的延长

而升高 , 可能与辐射的累积效应有关 , 表明长期低水平微波与高频辐射对男性的生殖机

能有一定的功能性损害。

3 . 对女性生殖功能的影响

低强度、长时间接触微波对女性的妊娠结局有害 , 可导致死胎、畸胎、流产、先天

缺陷和月经紊乱发生率增高。对 969 名怀孕妇女进行人群前瞻性队列观察以研究电磁场
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对流产的影响 , 结果显示 , 当阈值为 16mG左右时 , 孕期流产的危险性随磁场强度增大

而增加 , 大于 16mG时 , 流产危险增加 2 .9 倍 , 早期流产的危险增加 5 .7 倍 , 表明当电

磁场暴露在一定的水平时可能会导致流产。

五、温   度

睾丸是产生精子的器官 , 睾丸在生精过程中要求温度低于正常体温。人的睾丸位于

阴囊内 , 阴囊具有调节睾丸温度的作用 , 男性的阴囊温度在正常生理条件下低于体温 ,

位于阴囊中的睾丸和附睾的温度也低于体温 , 这是精子发生和成熟的重要条件之一。研

究不同水浴温度对小鼠睾丸组织及生精机能的影响发现 , 30℃水浴对雄鼠睾丸组织无明

显影响 ; 在 35℃水浴组 , 雄鼠睾丸组织的曲细精管出现明显退化变性现象 ; 在 40℃水

浴组 , 雄鼠睾丸组织退行性变化极显著。温度达到 35℃持续 45 分钟就会引起生精细胞

可逆退行性变化 , 过高温度会造成睾丸组织明显的不可逆的退行性变化。高温 (长时间

坐位、泡浴或蒸气浴 )、高寒的环境 , 可使阴囊的调节功能发生障碍 , 进而影响睾丸生

精功能。长期处在高温环境中 , 可导致阴囊、睾丸和附睾温度升高而影响精子的生成与

成熟 , 导致精子数量减少、精子活力减弱、不成熟精子和畸形精子的数量增加。经常洗

热水澡 , 尤其是盆浴、桑拿浴 , 使阴囊经常处于高温状态 , 就会影响睾丸的生精功能。

有报道显示 , 长期在高温作业的孕妇易生神经管畸形儿。

第二节  化学因素对生殖健康的影响

环境污染的化学因素主要是人类在生产和消费活动中向环境排出的污染物 , 如硫氧

化物、氮氧化物、烟尘、挥发性烃、耗氧有机物、氮磷营养素、环境雌激素等。

近几年环境内分泌干扰物对人和野生生物的有害影响已广见报道 , 对人类健康的潜

在影响已引起学术界和公众的巨大关注。环境内分泌干扰物又称为环境类激素 , 是指具

有类似或抑制天然激素功能 , 或干扰生物体的免疫和神经内分泌系统自身调节功能的一

大类环境化合物。这些环境化合物进入机体后 , 能够干扰机体正常内分泌物的合成、释

放、运转、代谢、结合等过程 , 激活或抑制内分泌系统功能 , 从而破坏其维持机体稳定

性和调控的作用。环境内分泌干扰物主要包括雌激素和抗雌激素、雄激素和抗雄激素、

孕激素和抗孕激素、芳烃受体类化合物及影响循环甲状腺激素浓度的化合物等。目前对

环境雌激素研究很多 , 人们将“环境雌激素”简称为“环境激素”。环境雌激素是指

“环境内分泌干扰物”中的一大类化学物质 , 它们具有雌激素样活性 , 可模拟内源性雌

激素的生理、生化作用 , 或具有拮抗雄激素的效应。环境雌激素结构与内源性雌激素相

似 , 可与下丘脑、垂体、子宫等器官的雌激素受体结合 , 通过干扰内分泌系统而产生一

系列的不良作用 , 对人体的生殖内分泌系统、消化系统、血液系统及免疫系统等产生不

良作用。

环境雌激素广泛存在于生活和工作环境中 , 可以通过食物或食物链进入动物和人体

中 , 通过食物、水、大气和土壤等介质与人类接触 , 其对人和动物的危害性已经得到不

同程度的证实。外源性雌激素作用于成年男女会使其生殖系统出现一系列功能异常 , 包
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括性腺功能紊乱、性欲降低、精子数少或无精子、畸形增多、不育、月经周期紊乱、绝

经期提前、性欲和性行为异常等。

一、化学因素的种类

1 . 环境雌激素

一般可分为天然存在和人工合成两种。①天然雌激素 : 是指天然食物中的雌激素 ,

包括植物性雌激素和霉菌性雌激素。②人工合成雌激素 : 有些是类固醇衍生物 , 有些是

非甾体雌激素 , 常被作为药物使用。己烯雌酚 ( DES ) 是其代表 , 还有己烷雌酚、炔雌

醇、炔雌醚等口服避孕药和一些用于促进家畜生长的同化激素。这类雌激素对雄性生殖

系统不良影响的报道多 , 结果也比较肯定。

2 . 工业化学物

①农药和杀虫剂 : 主要为有机氯类。典型代表为六六六 ( HCH , 常用的为丙体六

六六 , 又名林丹 )、DDT 及代谢产物 DDE、开蓬、硫丹、毒杀酚和狄氏剂 , 此外还有二

氯苯醚菊酯 ( PMT) 等拟除虫菊酯、马拉硫磷 ( MLT ) 等有机磷。②多环芳烃 : 其中

对人类和生物种群危害最常见的有氯化芳烃或氯化环烃 , 如多氯联苯 ( PCBs) 和二恶

英。③表面活性剂 : 如非离子表面活性剂烷基酚聚氧乙烯醚 ( AP Es ) , 它大量用于洗涤

剂、油漆、杀虫剂和化妆品中 , 是常见的环境污染物。④塑料制品添加剂 : 主要为邻苯

二甲酸酯类 (又名酞酸酯类 , PAE)。PAES是一类黏稠的液体 , 常见的包括邻苯二甲

酸二异辛酯 (DEH P 或 DIOP )、苯基丁基酯 ( BBP )、二丁酯 ( DBP ) 等 , 每年生产消

耗的 PAES估计达 300～400 万吨 , 是塑料生产过程中使用的增塑剂 , 是最常见的污染

物之一。塑料瓶杯中游离出来的双酚 A 也具有激素活性。⑤汽车尾气中的一些汽油燃

烧产物 : 过去使用的含铅汽油中防爆添加剂四乙基铅 [ ( C2 H5 )4 Pb ]具有很强的生殖毒

性。⑥重金属 : 铅、汞、有机锡、镉、锰、镍、汞、铜等。⑦植物生长调节剂 : 吲哚乙

酸、2 , 4 滴 (又名 2 4D) 和赤霉素等。⑧食品添加剂 : 食品添加剂中的丁化羟基茴香

醚也具有雌激素活性。⑨羟基化多环芳烃 : 如 3 , 9 二羟基苯蒽。⑩烷基化苯酚类 :

4 辛苯酚和 4 壬苯酚。

二、各种化学因素对生殖的影响

(一 ) 农   药

环境中的农药通过大气、水体、土壤、作物经食物链富集 , 通过消化道、呼吸道和

皮肤等途径进入人体 , 对人体产生不良作用。其中有机氯农药和部分有机磷农药具有类

雌激素作用 , 可对生殖机能产生不良影响。研究发现 , 长期接触农药生产的女工中死

胎、死产、新生儿死亡和畸形的发生率增高 , 长期接触农药还可导致月经异常和不良妊

娠结局等。接触农药可使男工的精子数量下降 , 雄性动物的精子活力下降、精子数量减
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少和形态异常、附睾组织形态学发生异常等。

1 . 有机氯农药

有机氯农药的典型代表为六六六、DDT 及代谢产物 DDE、开蓬、硫丹、毒杀酚和

狄氏剂等。

80 年代美国佛罗里达短吻鳄孵化率大幅下降 , 幸存的鳄鱼阴茎短小、生殖力低下 ,

罪魁祸首是 DDT。对 DDT 的研究表明 , 它能抑制雄激素与雄激素受体的结合 , 可导致

精子数目减少 , 从而干扰正常的生殖功能。甲氧 DDT 可以影响雄性大鼠的精子生成数

量和附属性腺 , 延长其发育成熟时间。

据报道 , 六六六可导致小鼠血浆黄体酮水平下降、精子数减少、活力降低及精子异

常率增加。小鼠在生殖器官发育的关键时期接触六六六 , 会损坏成年后的睾丸功能。有

机氯农药甲氧 DDT 可导致雄鼠的附睾精子数目减少和睾丸重量降低。有机氯农药硫丹

可导致大鼠睾丸精子细胞和附睾精子数减少和精子畸形 , 睾丸标志酶水平升高 , 表明硫

丹是通过改变酶的活性产生对睾丸的损害从而影响精子发生 ; 经硫丹染毒的高剂量组幼

鼠青春期和成年期的精子生成量呈永久性减少 , 组织学检查发现是输精管减少 , 表明在

怀孕和哺乳期间接触硫丹最易影响精子的日生成量。交配前接触有机氯农药七氯 , 可使

雄性大鼠和雌性大鼠的生育能力受到影响 , 使雄性大鼠的精子数下降 , 而且呈明显的剂

量反应关系 , 组织学检查输精管发现有轻度退化。有机氯农药氯丹可明显减小鼠输精管

的直径 , 减少精原细胞、初级精母细胞和次级精母细胞的数量。

有机氯农药二溴氯丙烷 ( DBCP) 作为杀虫剂在 20 世纪 50 年代被广泛应用 , 自从

70 年代确定 DBCP与不育有关后 , 已在美国禁止使用。DBCP 的毒理未明 , 有研究认为

是它产生的代谢产物直接作用于生殖细胞 , 抑制了精子生成。动物实验表明 DBCP 染毒

动物精子数目减少 , 睾丸组织发生病理性改变 , 早期为初级和次级精母细胞数减少 , 生

精现象不活跃 , 晚期可见曲细精管萎缩、破坏等不可逆的病理性损害。对生产 DBCP 的

男工进行精液质量的检查发现 , 9 名男工中 6 名无精子 , 其中 5 名不育男工的睾酮水平

明显降低 , 活检证实睾丸组织发生不可逆的病理性损害。DBCP对曲细精管生精细胞的

损害可能是通过直接损害精母细胞和睾丸间质细胞 , 使睾酮分泌减少和间接影响曲细精

管生精过程的双重作用实现的。

有机氯农药甲氧 DDT 可导致雌性小鼠卵巢萎缩、重量下降 ; 经硫丹染毒的雌鼠在

怀孕期间体重下降 ; 有机氯农药七氯可使雌性大鼠的平均体重明显降低 , 胚胎着床的能

力降低 , 血浆中雌激素和黄体酮的水平下降。

2 . 有机磷农药

有机磷农药因其高效低毒、分解快、残留率低 , 已经成为目前使用最广泛的农药。

国内外相关研究报道提示 , 有机磷农药暴露可能对精液质量有不良的影响 , 职业接触有

机磷农药可能会增加男性的精子非整倍体的发生率。

动物实验显示 , 连续 10 周给雄性青紫蓝兔饲喂 0 . 4mg/ kg 有机磷农药敌敌畏 , 结

果发现精子活力明显下降 , 精子体外活动时间明显缩短 , 附睾组织形态学发生异常 , 初

级精母细胞数减少 , 推测敌敌畏慢性中毒对青紫蓝兔生殖系统有一定损害 , 能明显减少
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睾丸曲细精管中初级精母细胞数 , 使精子生成减少。

有研究表明 , 接触有机磷农药 (甲胺磷、对硫磷 ) 的男工精子活率、密度、精子总

数明显低于对照组 , 精原细胞和初级精母细胞个数、浓度和检出率显著高于对照组 , 说

明长期慢性接触有机磷农药甲胺磷和对硫磷对男性生殖功能有一定的影响。

人群研究显示 , 农药接触女工的死胎、死产、畸形、智力低下和异常妊娠的发生率

明显高于对照组女工。对 264 例有机磷农药作业女工进行生殖机能 (月经异常、不良妊

娠结局 ) 的调查发现 , 暴露组女工的月经先兆症状如乳房胀痛、嗜睡、失眠、乏力、烦

躁不安的发生率显著高于对照组 , 月经异常率也显著高于对照组 , 以经量减少最为显

著 , 不良妊娠结局包括自然流产、早产、死胎或死产率也显著高于对照组 , 提示有机磷

农药对作业女工生殖机能有不良影响。

(二 ) 多 环 芳 烃

多环芳烃主要来自于有机物的不完全燃烧过程。对人类和生物种群有危害的多环芳

烃中 , 最常见的有多氯联苯 ( PCBs) 和二恶英 ( TCDD)。

二恶英是一种毒性很强的含氯污染物 , 是在纸浆漂白、垃圾焚烧等过程中产生的 ,

可以经食物及透皮途径进入体内。人体接触的二恶英 90 %以上是通过膳食接触的。由

于二恶英在脂肪组织中蓄积 , 动物性食品是其主要来源 , 鱼、家禽及其蛋类、肉类等成

为其主要污染的食品 , 其中以鱼体中含量最高。

TCDD是已知的毒性最强的化合物之一 , 是已明确的致癌物 , 它具有致畸性、发育

毒性和胚胎毒性。TCDD能够导致出生缺陷如腭裂、生殖器官和生殖器异常 ; 对后代产

生发育问题、神经问题、延缓青春期、降低生育率等不良影响。在越战中美军曾广泛使

用含有微量 TCDD 的脱叶剂 , 造成接触妇女流产、死胎、畸胎儿发生率增加 , 当地很

多孕妇出生的婴儿肢体严重畸形 , 智能障碍。有调查发现母亲孕期食用含 TCDD污染

过的油或鱼 , 其后代出现发育不良和神经行为缺陷、流产或低体重。有研究报道 ,

TCDD 可通过改变雌激素活性、降低机体免疫能力 , 而使女性改变激素水平、降低受孕

率、增加流产率、改变月经周期及产生子宫内膜异位症。TCDD可使男性日精子产量下

降、射精量减少、精子运动能力和顶体反应能力降低。有研究报道 , TCDD 对睾丸的形

态和功能会产生多种影响 , 胚胎期用 TCDD 处理可使睾丸和附睾重量减少、睾丸下降

延迟、曲细精管直径减小、血清雄激素水平下降、睾丸间质细胞数量减少等。 TCDD 对

孕鼠和胚胎有毒性作用 , 可引起孕鼠流产、胚胎死亡、活胎发育迟缓、腭裂、胚胎畸形

等 , 可诱发小鼠初级精母细胞染色体畸变和精子畸形率升高。

多氯联苯 ( PCBs) 是由 209 种同系物组成的一组氯代芳烃化合物 , 性质稳定、脂

溶性高。PCBs主要经消化道、呼吸道和皮肤进入人体 , 如接触被 PCBs 污染的土壤或

废物 , 或食入被 PCBs污染的食物 (如污染的鱼 )。而职业接触途径主要是经皮肤 , 其

次为经呼吸道 , 人体接触高浓度 PCBs 主要是事故性接触和职业接触。许多研究表明 ,

多环芳烃 PCBs 对鱼类具有生殖毒性。有研究报道 , 精子计数下降与体内升高的 PCBs

新陈代谢水平有关。日本发生了摄入受 PCBs 污染的米糠油引起的“米糠油”爆发中毒

事件 , PCBs 中毒对后代主要影响皮肤、骨骼和神经系统 , 米糠油中毒母亲所生的婴儿
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出现“胎儿 PCBs综合征”, 出现全身皮肤黏膜黑褐色色素沉着 , 齿龈增生 , 面部水肿 ,

眼球突出 , 睑结膜分泌亢进 , 骨骼异常钙化 , 出生体重下降等。动物实验表明 , PCBs

能通过胎盘屏障转移至胎鼠体内 , 导致仔鼠出生体重下降。

(三 ) 表面活性剂

目前我国普遍使用的表面活性剂是阴离子洗涤剂 , 其主要成分是表面活性剂烷基苯

磺酸和助洗剂 , 其毒性主要是由烷基苯磺酸决定的。研究表明 : 烷基苯磺酸对小鼠生殖

细胞有影响 , 而且存在明显的剂量反应关系 , 可干扰精子的发生与成熟。有一项研究表

明 , 健康雄性小鼠在接触某品牌的洗涤剂后 , 与阴性对照组 (蒸馏水 ) 相比 , 各剂量组

的精子畸形率明显上升 , 而且有明显的剂量反应关系。

壬基酚是合成壬基酚聚氧乙烯醚的基本成分 , 壬基酚聚氧乙烯醚作为非表面活性剂

广泛地应用于洗涤剂、乳化剂、造纸工业。壬基酚可导致大鼠睾丸日产精子数目和附睾

中的精子数目明显减少 , 睾丸、附睾和前列腺萎缩。有研究显示 , 从孕期开始给予壬基

酚 , 直至仔鼠性成熟 , 可对雄性仔鼠的生殖系统的结构和功能造成损害 , 表现为仔鼠睾

丸和前列腺的重量均降低 , 睾丸日产精子数量和附睾精子计数随着剂量的增加而降低 ,

说明壬基酚可影响子代雄鼠的生精功能。将成年雄性大鼠经口染毒壬基酚 28 天 , 结果

发现壬基酚可引起大鼠精子数量和活力显著降低 ; 睾丸组织病理学显示曲细精管萎缩 ,

生精能力下降 ; 睾丸细胞体外培养显示 , 壬基酚能抑制睾酮的分泌 ; 电镜观察可见间质

细胞内质网肿胀 , 合成功能减弱 , 表明壬基酚在高浓度时能明显损伤雄性大鼠的生殖功

能。

(四) 塑料制品添加剂

动物体内实验已证明 , 一些邻苯 二甲酸酯类可致睾丸萎缩 , 邻苯二甲酸二 2 乙

基己酯可引起雄性大鼠的可逆性生殖毒性。有研究报道 , 邻苯二甲酸二 2 乙基己酯对

雄性大鼠口服染毒 , 结果出现大鼠睾丸和附睾严重萎缩 , 附睾中精子数量显著减少 , 精

子死亡率和畸形率明显增高。有研究显示 , 对雄性小鼠用邻苯二甲酸二辛酯腹腔注射染

毒 , 可致染毒小鼠精子畸形率明显增高 , 可能是由于邻苯二甲酸二辛酯对生殖细胞有诱

变作用。

双酚 A主要用于生产碳酸聚酯、环氧树脂、聚苯乙烯树脂以及染料等 , 对大鼠和

小鼠均有生殖毒性 , 可使雄性小鼠的精囊重量降低 , 使精子的运动能力降低。它通过引

起支持细胞与生精细胞分离 , 从而减弱支持细胞对生精细胞的作用 , 影响精子的发生 ;

并通过直接或间接影响生精细胞周期而干扰精子的正常发生 , 这可能是其生殖毒性的机

制之一 ; 也可能通过影响间质细胞而间接干扰雄性激素的平衡 , 进而影响精子的形成。

用双酚 A 染毒大鼠 , 可导致生精细胞与支持细胞发生分离 , 排列紊乱。有研究显示 ,

双酚 A可影响接触者的生殖功能 , 接触者的性欲降低 , 妻子从结婚到第一次怀孕的时

间较对照组的长 , 尿中睾丸酮的含量较低。
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(五 ) 汽 车 尾 气

汽车尾气含有上千种化学物质 , 但主要成分是一氧化碳、多环芳烃化合物及铅 , 此

外 , 还有甲醛、二氧化硫等多种有毒物质。

一氧化碳是燃油不充分燃烧的产物 , 大城市中 90%的一氧化碳来自汽车尾气。一

氧化碳是一种比较常见的职业危害因素及大气污染物 , 妊娠动物接触高浓度的一氧化碳

可导致死胎、畸形、低出生体重等。孕妇职业性接触一氧化碳时 , 可导致新生儿低出生

体重、流产、产期胎儿死亡等。职业接触男工中出现性欲减退、阳萎和早泄率增高。

氮氧化物主要是在高温燃烧条件下生成的二氧化氮 , 它还会与碳氢化合物一起生成

光化学烟雾 , 对人体具有很强的毒性作用。

有研究报道 , 交警长期暴露于汽车尾气污染的环境之中 , 精子活力呈下降趋势 , 精

子活动率降低 , 其精子活动能力下降可能与精子能量代谢障碍有关。

有研究表明 , 交通性污染物对小鼠呈现生殖细胞毒性 , 主要表现为对小鼠的生殖细

胞的毒性作用 , 干扰精子的发育和成熟 , 对成熟精子的活动能力有一定的影响 , 使精子

畸形率增高 , 而且呈现一定的剂量反应关系 , 可导致出生缺陷如腭裂、生殖器官异常

等。

(六 ) 人工合成的雌激素

人工合成的雌激素有些是类固醇衍生物 , 有些是非甾体雌激素 , 常被作为药物使

用。己烯雌酚 ( DES ) 是其代表 , 还有己烷雌酚、炔雌醇、炔雌醚等口服避孕药和一些

用于促进家畜生长的同化激素。这类雌激素对雄性生殖系统不良影响的报道多 , 结果也

比较肯定。

孕妇接触非甾体雌激素 DES可导致子代不孕和生殖系统腺癌。妊娠期使用 DES 的

妇女 , 所生的女孩在青春期易发生罕见的阴道透明细胞癌。20 世纪 40～70 年代欧美数

百万孕妇服用人工合成的 DES 导致子代不孕、阴道腺癌 ; 所生男孩易出现生殖器官先

天畸形 , 如假两性畸形 , 生殖管道畸形、附睾囊肿、小睾丸和小阴茎、性腺发育不良导

致的少精或无精、男性隐睾、成年男性性功能障碍等。

DES可以引起雄性生殖系统异常 , 包括隐睾、尿道下裂、睾丸肿瘤、睾丸变小、

精子数减少等。动物实验中 , 可见小鼠雄性子代 60 %不育。雄性动物出生早期接触人

工合成的药用雌激素炔雌醇能减少支持细胞的数量 , 从而使成年后睾丸变小和精子数目

减少。

(七 ) 重  金  属

比重在 5 以上的金属统称为重金属。从环境污染方面所说的重金属 , 实际上主要是

指汞、镉、铅、铬以及类金属砷等生物毒性显著的重金属 , 也指具有一定毒性的一般重

金属如锌、铜、钴、镍、锡等。重金属污染主要来自于工业“三废”的排放及城市生活
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垃圾、污泥和含重金属的农药、化肥等。重金属进入土壤并积累 , 因而农田被重金属污

染后很难消除。农作物主要通过根系从土壤中吸收并积累重金属 , 人们食用被污染的农

作物后 , 重金属进入人体内而危害健康。生殖系统对重金属及其化合物的作用非常敏

感 , 重金属对男性和女性的生殖功能均能产生毒性作用 , 且存在剂量反应关系 , 剂量越

大 , 生殖毒性越大。重金属可导致精子形态变化、精子数量和活力下降 , 还可导致不育

和死胎等。

1 . 铅

随着工业的发展 , 铅 ( Pb) 污染已不再局限于职业接触 , 生活环境中的铅暴露随

处可见 , 如学习用品、玩具、劣质陶瓷器的釉质、珐琅、裂纹瓷器、汽车尾气、房屋装

修等。

铅具有较强的生殖毒性和妊娠毒性 , 还可影响性激素的合成及下丘脑 垂体 性腺轴

的正常生理调节功能 , 对胚胎的着床和胎儿发育有不良影响 , 可导致胚胎发育迟缓和畸

形、自然流产率增高、早产、死胎等。它对卵巢具有直接毒性 , 职业接触铅的女工月经

异常较多 , 表现为月经周期异常、经血量改变 , 痛经等。妊娠期铅暴露可使妊娠并发症

发生率上升 , 妊娠早期高水平暴露会引起死胎、中晚期暴露则先天畸形的死产发生率上

升。有研究显示 , 铅污染地区异常妊娠率及自然流产率远高于无铅污染区 ; 胎膜早破的

发生率与孕妇血铅的水平呈正相关关系 , 随血铅水平的增高 , 畸形发生率也呈现上升的

趋势 , 并有明显的剂量效应关系 ; 铅暴露可缩短孕期 , 导致早产的发生 , 导致新生儿出

生体重下降、头围及腹围下降 ; 会对后代的智商产生不利的影响 , 可造成后代神经行为

的损害。对 275 名接触铅和噪声的女工和 293 名不接触铅的女工的生殖情况进行调查发

现 , 接触组的月经异常、经期异常、痛经、周期异常和经量异常的发生率均显著高于对

照组 , 自然流产率也明显高于对照组 , 表明铅及噪声作业对女工的生殖机能产生一定的

有害影响 , 可能是不良环境干扰了下丘脑 垂体 卵巢轴的神经内分泌调节机能的原因。

铅对雄性 (男性 ) 睾丸具有直接的毒性 , 可使睾丸生精系统出现代谢障碍 , 导致精

子生成减少 , 活动力减弱以及精子畸形等 , 男性职业性接触铅可引起精子质量和男性生

育力的下降。动物实验中 , 铅染毒小鼠的睾丸、附睾和精囊的重量下降 , 生精过程受到

影响 , 出现精子数目下降 , 死亡率增加和精子异常形态数目增多。雄性大鼠吸入含铅的

汽车尾气后 , 睾丸、精囊和附睾萎缩 , 组织学显示精子发生有一定的病理学改变。研究

显示 , 铅可通过血睾屏障 , 损害睾丸曲细精管生精上皮 , 对睾丸生精和附睾内精子的损

害较明显 ; 可对睾丸的形态和功能造成损害 , 从而影响精子的发生。用醋酸铅染毒雄性

小鼠 , 结果小鼠的睾丸、附睾和精囊重量下降 , 生精过程也受到影响 , 表现为精子数目

减少和死亡率增加、形态异常的精子数目增多 , 提示铅可能具有原发性生殖毒性。长期

用醋酸铅染毒大鼠 , 可使睾丸、附睾和精囊重量下降 , 生精过程受到影响 , 导致精子生

成减少、死亡率增加和形态学方面的变化。铅还能损害男性附属性腺的功能而导致精液

质量下降 , 表现为精子数量减少 , 畸形率增高和活动能力减弱。有研究显示 , 铅作业男

工的配偶受孕时间延长 , 不孕与自然流产发生率增高 , 早产及分娩低出生体重儿的危险

性增加。铅作业男工的生殖系统症状、配偶流产、早产率显著高于对照组 , 睾酮水平降

低 , FSH 和 LH 水平升高 , 精子顶体酶活性明显降低 ; 性功能降低 (包括早泄、性欲减
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退等 ) 和精子畸形的发生率高于对照组 , 其妻子的自然流产率、死胎死产率和不育率也

高于对照组。

2 . 汞

汞 ( Hg) 在自然界以金属汞和汞的化合物两种形态存在 , 汞的化合物又可分为无

机汞化合物和有机汞化合物两大类 , 在自然界和人体内都有少量的汞负荷。汞污染主要

来自使用和生产汞或汞化合物的工厂 , 如化工厂、农药厂和冶炼厂等工厂排出的含汞废

水、废气和废渣 , 此外 , 煤和石油在燃烧过程中也会排出含汞废气。

汞及其化合物具有生殖毒性和胚胎毒性 , 致畸性强 , 并可引起染色体 DNA 的损

伤 , 造成染色体畸形 , 可导致不孕、自然流产、胚胎发育延迟、死产和先天畸形等 , 还

可通过胎盘对胎儿产生不良反应 , 可导致智力减退 , 畸形甚至脑瘫痪。日本著名的公害

“水俣病”即为甲基汞慢性中毒所致。汞及其化合物会对雌性动物垂体激素的分泌产生

影响 , 从而干扰卵巢的功能 , 导致动物死胎和畸胎发生率增高。甲基汞可作用于雌性生

殖系统进而通过胎盘直接造成对胎鼠的损伤 , 也可对卵细胞造成遗传损伤从而危害子

代 , 可导致大鼠仔鼠的早期生理发育及中枢神经系统发育延迟 , 出现神经功能异常。

汞及其化合物可影响雄性动物的发育能力 , 其中有机汞对睾丸损害较大 , 它主要对

精原细胞产生不良影响 , 从而导致不育 ; 而无机汞主要干扰生精细胞及精子 , 从而使生

育力降低。动物实验表明 , 汞及其化合物可影响生精过程 , 导致精子数量下降、精子活

力降低、精子畸形率增高等。对雄性大鼠腹腔注射氯化汞染毒 21 天发现 , 睾丸中汞的

含量显著高于对照组水平 , 血清睾酮水平显著低于对照组 , 平均曲细精管面积小于对照

组 , 而单位面积内的凋亡细胞数目高于对照组 , 提示氯化汞染毒可诱发大鼠睾丸生精细

胞的凋亡 , 并和无机汞导致的精子数目减少、抑制精子发生有一定关系。甲基汞可通过

血睾屏障 , 在睾丸组织中蓄积 , 影响生精过程 , 从而降低雄鼠的交配率和雌鼠的受孕

率 ; 可导致雄性动物的精子畸形及精子 DNA的损伤 , 可通过对雄性亲代的生殖系统损

伤作用影响其子代的生长发育。有研究报道甲基汞染毒小鼠的精子数量和受孕率显著低

于对照组 , 精子畸形率高于对照组 , 表明甲基汞对雄性小鼠的功能存在不良影响。有研

究观察到染毒雄性小鼠的睾丸曲细精管上皮排列紊乱 , 成熟精子减少 , 精子胞浆中脂质

颗粒增多 , 表明精子出现退行性变化。

多项对汞接触男工的生殖机能的调查研究显示 , 汞接触男工的生殖功能受到一定的

影响 , 表现为精液量减少 , 液化时间延长 , 精子密度减少 , 而精子畸形率增高 , 性欲减

退明显。接触男工妻子的先兆流产的发生率也显著高于对照组。汞及其化合物还会影响

女性月经机能 , 出现月经周期紊乱 , 月经量增多或减少。对直接接触金属汞的女工 149

人和男工 37 人以及不接触的女工 133 人和男工 22 人的生殖功能调查结果显示 , 汞接触

组女工的月经异常检出率 ( 52 .35% ) (包括周期紊乱、经期异常、血量异常、痛经、月

经异常 )、先兆流产率 (4 . 53% ) 明显高于对照组的月经异常检出率 (20 . 30 % ) 和先兆

流产率 ( 0 . 78 % ) ; 接触组男工精液量减少、精子密度减少、活精率下降和精子畸形率

增高 , 提示汞对女性和男性生殖功能有一定的毒性作用。
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3 . 锰

锰 ( Mn) 是人体必需的微量元素之一 , 对于维持人的生命活动发挥着重要的作用 ,

钢铁、化工、医药、电子、磁性材料等行业都在大量使用。

有研究显示 , 锰对雌性小鼠的性腺有影响 , 可导致小鼠动情周期延长 , 受孕率降

低 , 后代仔鼠生长迟缓。

在高锰地区人群中 , 畸胎发生率高于一般人群 , 锰接触女工的月经异常发生率增

高 , 以痛经为主 , 且有剂量反应关系 ; 并且性功能障碍发生率明显增高 , 主要表现为性

冷淡 , 同时自然流产、早产和后代先天缺陷发生率增高。有研究显示 , 锰接触水平在

0 . 4mg/ m
3
以下 , 锰作业女工出现月经周期缩短和经期延长 , 超过 0 . 4mg/ m

3
时 , 月经

异常、经期延长和痛经的发生率明显增多 , 呈明显的剂量反应关系 , 推测锰可使下丘脑

垂体 卵巢轴的调节作用紊乱 , 从而出现月经异常。接触锰男工妻子的早期自然流产

率、死胎、死产率和后代先天缺陷发生率增高 , 并随工龄延长而加重 , 提示锰对人类具

有一定的生殖毒性。

锰对雄 (男 ) 性性腺及内分泌均有影响 , 可引起雄性动物睾丸曲细精管的损害、睾

丸间质水肿和充血 , 射精次数减少和精子活动率降低等 ; 可导致男性的睾酮分泌减少和

后代畸形增多。动物实验表明 , 锰对雄性性腺具有生殖毒性 , 可导致睾丸曲细精管损

害 , 影响生精细胞 , 出现性机能障碍。用氯化锰腹腔注射染毒雄性大鼠发现 , 锰在睾丸

细胞内的分布发生了明显的变化 , 睾丸细胞内可溶性组分及微粒体中的锰含量上升明

显 , 可能会影响到睾丸细胞的生理和生化功能。硫酸锰染毒小鼠的精子数量、活动精子

百分率明显下降 , 精子畸形率明显上升 , 血清睾酮明显低于对照组 , 同时出现病理改

变 , 睾丸的曲细精管上皮细胞排列松散 , 支持细胞和间质细胞减少 , 附睾管腔内的精子

减少 , 表明硫酸锰可通过血睾屏障 , 破坏其正常结构和机能 , 干扰精子的生长和发育过

程。

对职业接触锰男工调查结果显示 , 职业接触锰可导致男性精液质量下降、睾酮水平

降低和性功能障碍 , 表现为阳萎、早泄和性欲减退等。对 22 名慢性锰中毒的男性工人

和 23 名不接触锰的工人的精液质量分析结果显示 , 锰中毒工人的精液量 ( 1 . 9ml)、精

子总数 ( 98 .6×10
9

) 及精子存活率 ( 46 .6% ) 分别显著低于对照组的精液量 ( 2 . 8ml )、

精子总数 ( 188 . 1×10
9

) 和精子存活率 ( 74 . 8% ) , 但精子畸形率显著高于对照组 , 提

示锰对精子的发育具有直接的毒性 , 能够损伤精子 , 使精液质量下降 , 从而对生殖机能

造成损伤。

4 . 镉

镉 ( Cd) 是一种分布广泛的重金属 , 生物半衰期很长 , 体内蓄积性较强。镉污染

主要来自工业生产 , 如铅锌矿、有色金属冶炼厂、电镀厂、铜镉合金制造厂、荧光颜料

厂等排出的“三废”中 , 都含有镉。当环境受到镉污染后 , 镉可在生物体内富集 , 通过

食物链进入人体 , 引起慢性中毒 , 日本的公害病之一“痛痛病”, 就是慢性镉中毒。

镉对雌性哺乳动物和生殖系统具有明显的毒性 , 可在卵巢中蓄积 , 直接作用于卵

巢 , 不仅能使卵巢组织的形态结构发生改变 , 还能抑制卵泡的正常生长和发育 , 并可抑
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制卵巢的排卵功能 , 而且呈剂量效应关系 , 排卵数目随剂量增加而减少。长期给大鼠染

毒镉可引起大鼠的子宫和小血管壁变厚 , 卵巢萎缩和坏死 , 引起卵母细胞的超微结构发

生变化 , 初级和次级卵母细胞出现明显病理学变化 ; 亚慢性镉染毒可致哺乳动物动情周

期显著延长。镉能抑制卵巢颗粒和/ 或黄体细胞类固醇生物合成 , 影响卵巢内分泌功能 ,

还可能对雌激素受体、孕酮受体的基因表达产生影响 , 使卵母细胞受到损害。

接触镉的女工的月经明显紊乱 , 而且与接触年限有关 , 镉还可导致女工闭经、胎儿

生长迟缓等。

镉对哺乳动物的睾丸和附睾具有直接的性腺毒性 , 与睾丸肿瘤及不育症等有关 , 可

使睾丸坏死 , 引起精子数目减少和精子畸形。用氯化镉皮下注射染毒大鼠 , 可导致染毒

大鼠的睾丸和附睾体积缩小、重量减轻 , 睾丸曲细精管壁变薄、上皮排列紊乱 , 附睾出

现大量异常精子 , 精囊管壁和前列腺细胞壁变薄。用氯化镉腹腔注射染毒 , 可对大鼠睾

丸间质细胞早期产生直接损伤 , 然后出现毛细淋巴管和毛细血管的损伤。此外 , 染毒氯

化镉还会导致葡萄糖 6 磷酸酶活性的降低 , 提示合成胆固醇与睾酮的功能受损。

对 30 名接触镉的男工和 33 名不接触镉男工精液中的微量元素分析结果发现 , 接触

组男工精液中镉的含量 [ ( 0 . 80±0 . 19 )μg/ L]明显高于对照组 [ ( 0 . 48±0 . 13 )μg/ L] ,但锌

[ (178 .46±36 . 80 )μg/ L]和镁 [ ( 160 .11±25 .42 )μg/ L ]的含量明显低于对照组 [ ( 193 . 26

±68 .34)μg/ L]和 [ ( 182 . 45±53 .22)μg/ L]。精液中的微量元素是精子正常活动的重要条

件 , 其中锌是男性精液的重要组成部分 , 锌的缺乏会导致男性生育能力的下降 ; 镁也是

细胞中重要的辅酶之一 , 接触镉男工精液中镉的含量上升、镁和锌的含量下降 , 表明镉

在接触者的体内蓄积 , 从而对其生育机能造成损害。

5 . 铬

铬 ( Cr) 是人体必需的微量元素 , 它与脂类代谢有密切联系。铬广泛存在于自然环

境中 , 铬污染源来自化工、制革、电镀、涂料、颜料等工业排放的废气、废水等。铬的

化合物常以溶液、粉尘或蒸气的形式污染环境 , 通过消化道、呼吸道、皮肤和黏膜进入

人体 , 危害人体健康。

铬具有发育毒性和致畸性。铬能透过胎盘进入胎儿体内 , 高水平的铬可导致胚胎死

亡和先天畸形 , 能引起胎鼠生长迟缓和畸形。三氧化铬腹腔染毒受孕小鼠可导致胎鼠畸

形。重铬酸钾染毒可导致小鼠精原细胞 DNA损伤 , 表明其具有雄性生殖毒性。

有研究表明 , 接触铬化合物女工的月经异常发生率显著增高 , 主要表现为痛经和月

经周期异常 , 可能是铬对下丘脑 垂体 性腺轴产生影响 , 破坏了体内激素的正常水平 ,

导致月经紊乱。铬作业女工的妊娠恶阻、先兆流产、自然流产、婴儿先天异常和死产的

发生率也显著高于对照女工 , 表明铬对于女工的生殖功能有一定的影响。

对 25 名职业接触铬的男工和 22 名不接触铬男工调查发现 , 六价铬接触组男工的精

浆锌 [ ( 4811 .85±1401 . 88 )μmol/ L]和精子数量 [ ( 52 . 21±45 . 51 )×10
9
/ L]含量显著低于

对照组 [ ( 5718 .49±2827 . 90 )μmol/ L]和 [ (88 . 96±74 .82)×10
9
/ L] , 接触高浓度六价铬

工人精子畸形率 ( 0 . 24±0 . 09 ) 显著高于接触低浓度的工人 ( 0 . 17±0 .06) , FSH 随着

接触浓度的增高而逐渐上升 , 由于当曲细精管上皮广泛受损时 , FSH 浓度显著上升 ,

LH影响较小 , 提示六价铬可对人类精子生成与精子形态产生不良影响 , 接触一定浓度
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铬化物可导致曲细精管上皮受损 , 精子生成减少 , 精子畸形率增加。

6 . 砷

砷 ( As) 元素及其化合物广泛存在于环境中 , 土壤、水、空气、植物和人体都含

有微量的砷 , 是人体的必需微量元素之一。砷污染的主要来源为砷化物和有色金属的开

采和冶炼、含砷农药的生产和使用、煤的燃烧以及砷化物在玻璃、木材、制革、纺织、

化工、陶器、颜料、化肥等工业的广泛利用。

砷具有较强的生殖毒性和发育毒性 , 对生殖细胞有直接的损害 , 可导致死胎、畸形

和生长迟缓 , 是较明确的生殖毒物之一。动物实验显示 , 用三氧化二砷水溶液染毒大

鼠 , 染毒大鼠的精子畸形率显著高于对照组 , 染毒雌性大鼠可导致胎儿死亡率和生长迟

缓增加。有研究用三氧化二砷水溶液口服染毒大鼠 , 结果显示 , 鼠仔出生后的体重在高

剂量组明显低于对照组和其他剂量组 , 高剂量组两代大鼠的受孕率和幼仔哺育成活率明

显低于对照组和低剂量组 , 提示砷可影响动物的发育能力 , 可通过胎盘屏障影响子代的

生长发育和生理功能。

过量砷对性机能的影响可表现为性发育延迟、月经初潮推迟、月经紊乱等 , 男女均

可出现性功能减退 , 可能与砷导致性器官的酶和蛋白质的功能受抑制 , 从而影响性细胞

发育和性激素分泌有关。

7 . 锌

锌 ( Zn) 是人体必需的微量元素之一 , 对人的生长发育具有十分重要的作用。锌

主要集中在睾丸、附睾和前列腺中 , 在精液中的含量特别丰富 , 对男性生殖器官的发育

和性功能有重要的作用 , 锌缺乏对睾丸组织可产生不利的影响 , 造成睾丸组织不同程度

的退化变性 , 影响精子的生成 , 从而导致不育 , 在男性不育患者精液中锌的含量常常低

于正常人。

使用缺锌饲料饲喂大鼠 , 研究缺锌对雄性大鼠生殖系统的影响 , 结果显示 , 缺锌大

鼠的血清锌含量与睾酮水平显著低于对照组 , 精囊腺、包皮腺、精子密度、精子存活率

和精子穿透力均低于对照组 ; 睾丸间质细胞及各级生精细胞形态异常 , 附睾管腔内成熟

精子明显减少 , 提示缺锌可使雄性大鼠的生殖系统生长发育受阻、激素水平降低 , 精子

数目减少、质量下降 , 甚至不育。

人体缺锌会导致男性精子生成异常、性欲减退、性功能异常 (阳萎、性冷淡 )、睾

丸缩小和不孕等。有研究显示 , 少精子症的病人锌的含量明显低于正常人群 , 正常生育

力的男子精浆中锌的浓度随着精子密度增高而增加 , 精子总数可随着精浆中锌水平的降

低而降低 , 并呈显著的正相关关系 , 这可能与锌影响垂体分泌促性腺激素和睾丸的生精

功能和影响前列腺的结构和功能有关。

8 . 镍

镍 ( Ni) 化合物是常见的工业毒物 , 在工业中应用广泛 , 镍化合物具有遗传毒性 ,

可诱导精子畸变。有机镍是目前为止对海洋污染毒性最强的化学品之一 , 具有类雌激素

作用。氯化镍对雌性小鼠具有胚胎毒性和致畸作用。
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动物实验表明 , 有机锡化合物硫酸镍腹腔注射染毒大鼠可引起精子畸变 , 精子数量

减少 , 活动力减弱以及精母细胞的严重损伤 , 部分精母细胞增大 , 多数精原细胞退变及

细胞核着色不良。

研究证实 , 有机锡化合物可导致小鼠早期胚胎着床失败 ; 怀孕大鼠体重下降 , 子宫

萎缩 , 胎鼠畸形 ; 雄性小鼠精子密度下降 , 死亡率和畸形率明显增加等。有机锡化合物

三丁基锡能够引起软体动物生殖逆向改变 , 雌性激素转化为雄性激素 , 使得雌性个体比

例下降 , 雄性个体增加。三苯锡可导致鱼卵孵化延迟和畸形。氯化二丁锡可导致大鼠胚

胎着床率降低 , 着床后胚胎成活率明显下降 ; 可导致妊娠小鼠子宫萎缩、怀胎数量减

少、胎儿重量下降、死胎率和畸形率增加 , 且存在剂量反应关系。

(八 ) 微 量 元 素

微量元素是人体必需的元素 , 缺乏和过量都会对人体产生不良的影响。对人类影响

较大、较常见的微量元素包括碘和氟等 , 其中碘对人类的影响已经明确 , 孕妇缺碘可引

起后代先天缺陷 , 可造成后代智力低下和劳动力丧失。

氟 ( F ) 是人体必需的微量元素之一 , 过量的氟是明确的生殖毒物 , 氟污染来自富

氟煤燃烧释放的废气 , 以及冶炼厂、玻璃厂排放的粉尘等。

氟对雌性动物的影响是使其卵泡发育发生障碍 , 激素调节失常 , 导致动情周期异

常 , 受孕失败 , 胎仔体重降低 , 存活率下降。动物实验证实 , 长期接触高浓度的氟对雌

性小鼠的生殖和胎仔鼠的发育具有一定的毒性作用。氟染毒大鼠的受孕率、正常分娩

率、出生存活率和哺育成活率降低 , 电镜观察发现各阶段卵母细胞均发生明显的病理变

化 , 提示卵母细胞受损是受孕率降低的直接原因。

氟可直接作用于睾丸、附睾和前列腺等 , 导致睾丸间质细胞和支持细胞受损 , 精子

数量减少 , 活力降低 , 出现各种畸形 ; 还可作用于生殖细胞的遗传物质 , 引起染色体畸

变和基因突变。氟对雄性动物生殖系统的影响是使其曲细精管变性坏死 , 不能够生成成

熟的精子 , 使小鼠睾丸细胞染色体畸变率增加 , 引起睾丸细胞的 DNA 损伤。高氟对雄

性生殖系统有明显的内分泌干扰作用 , 可导致染毒大鼠的精子数量下降、畸形率升高、

血清睾酮和促黄体生成素下降、睾丸组织的病理学改变等。

人群调查发现 , 氟接触男工的精子数量减少、精子活动力下降。高氟地区男性精子

密度明显降低 , 不育率及原发性男性不育率显著高于非高氟地区。

(九 ) 有 机 溶 剂

有机溶剂是工业上最常见的一类化合物 , 包括二硫化碳 , 乙二醚和甲醛、苯及其化

合物等广泛用于制鞋、农具制造、印刷和金属业等。有不少有机溶剂的生殖毒性已经得

到证实。

1 . 甲醛

甲醛是重要的化工原料 , 主要作为黏合剂广泛用于制造树脂、橡胶和染料等。由于
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甲醛挥发度低 , 易从家具与装饰材料中缓慢挥发而污染空气 , 对人体产生不良的影响。

甲醛对细胞内的遗传物质有很强的损伤作用 , 可导致基因突变、DNA 断裂以及染色体

畸变等。动物实验显示 , 甲醛能对早期生精细胞的遗传物质造成损伤 , 并存在一定的剂

量反应关系 , 腹腔注射甲醛染毒雄性小鼠 , 可出现早期精细胞微核率增高和睾丸组织脂

质过氧化损伤。

2 . 苯及同系物

苯及苯系物为芳香族有机溶剂 , 主要储存在脂肪内。接触苯及同系物可使胎鼠体质

发育缓慢 , 雌鼠受孕率降低等。苯及苯系物对血清中的部分性激素具有抑制作用 , 危害

作业女工的生殖机能 , 使女工的月经异常发生率增高 , 表现为月经量增多和痛经 , 可影

响受孕能力或胚胎发育 , 造成自然流产、早产、死胎或死产、妊娠合并症、出生低体重

儿的发生率明显增高 , 此外 , 妊娠贫血和染色体畸形等发生率也有所增高。有研究显

示 , 接触苯作业女工痛经发生率 ( 27 . 27 % )、自然流产率 ( 23 .06% ) 显著高于不接触

女工 [ ( 7 . 41 % ) 和 ( 7 . 21 % ) ] , 女工职业接触苯系物后的生育障碍率 (自然流产、早

产、妊娠中毒症、死胎、胎儿先天缺陷等 ) 明显高于接触前 , 表明苯对女工的月经机能

和生殖机能都有影响。接触混苯 (苯、甲苯、二甲苯 ) 作业的女工月经周期异常、经期

异常、痛经的发生率均显著高于对照组 , 妊娠恶阻、妊娠贫血、自然流产、出生低体重

儿的发生率也显著高于对照组 , 但接触组男工的妻子自然流产率无显著性差异 , 说明女

性对苯所致的危害比男性敏感。混苯暴露能导致卵泡早期 FSH 水平的下降 , 影响卵子

的发育和成熟 , 提示接触混苯能导致卵子发育与成熟受损 , 低浓度混苯接触能影响作业

女工下丘脑 垂体 卵巢性腺轴中 FSH、雌激素和孕激素的正常水平。三硝基甲苯是常

见的工业毒物 , 可损伤女工生殖系统 , 对作业女工的月经机能影响较为显著 , 对月经产

生一定的影响 , 表现为月经经期延长 , 痛经和经前综合征等 , 可能是由于三硝基甲苯对

性腺造成直接损伤或影响下丘脑、垂体及卵巢的神经内分泌调节 , 从而影响了卵泡的成

熟和排卵以及黄体的功能 , 导致月经异常。

苯及苯系物可影响作业男工生殖内分泌的功能 , 导致男工性功能异常 , 包括性欲减

退、早泄与阳萎 , 精液异常等。三硝基甲苯可引起男性精液质量改变 , 使血清睾丸酮水

平及精液乳酸脱氢酶活性降低 , 接触组男工妻子的自然流产率显著高于对照组。高浓度

苯暴露可诱导接触工人精子染色体非整倍体率增高和 DNA断裂率增加。

3 . 二硫化碳

二硫化碳 ( CS2 ) 是工业上应用十分广泛的有机溶剂 , 具有明显的性腺生殖毒性 ,

可影响胚胎发育 , 导致胚胎死亡及自然流产或出生缺陷等。二硫化碳具有明显的雌

(女 ) 性性腺毒性作用。有关二硫化碳对大鼠和接触工人生殖效应研究的结果显示 , 妊

娠雌性大鼠吸入染毒二硫化碳后 , 发现子代生长发育明显减慢 , 表明二硫化碳对大鼠有

明显的致畸作用 , 主要引起骨骼系统和中枢神经系统畸形。对 513 名二硫化碳接触女工

和 207 名不接触女工进行调查 , 结果显示接触组的月经周期异常 ( 10 .33% )、痛经

(27 .68% ) 和经前综合征 ( 20 . 47 % ) 等月经异常发生率明显高于对照组 [ ( 2 . 90 % )、

(1 . 51% )和 (8 . 21% ) ] , 而且与接触的年限有关 , 接触时间越长 , 月经异常发生率越高。
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女工及其配偶均接触二硫化碳组早产率和自然流产率都比对照组高。

接触高浓度的二硫化碳对雄性动物和男子的生殖系统可造成器质性或功能性的损

害。二硫化碳染毒可导致小鼠的性染色体异常率增高、睾丸萎缩及精子生成减少等。动

物实验显示 , 二硫化碳对多种动物的睾丸有损害作用 , 可导致睾丸萎缩、间质增生、精

子生成减少及常染色体和性染色体异常率增高等。

二硫化碳可导致男子的睾丸萎缩 , 精子形态的异常率上升 , 精子活动率下降 , 并可

出现性功能障碍 , 多表现为性欲减退、勃起不良和阳萎等。对人群研究显示 , 接触二硫

化碳男工的性功能减退明显 , 主要表现为性欲减退。接触男工的血清睾酮明显降低 , 睾

丸间质细胞刺激素及黄体生成素浓度明显升高 , 精子形成异常率和精子活动率明显下

降 , 精子数量减少 , 可能是由于二硫化碳和/ 或代谢产物损伤睾丸间质细胞 , 影响其分

泌功能所致。

4 . 丙烯腈

丙烯腈是一种用途广泛的有机溶剂 , 在工业中广泛用于合成纤维、橡胶和某些树脂

等 , 除职业性接触外 , 人们在日常生活中使用食品包装袋等生活用品也可广泛接触到丙

烯腈。

动物实验表明 , 丙烯腈对怀孕的母鼠可出现显著的胚胎毒性 , 导致胎儿畸形率增

加。雄性大鼠经口染毒丙烯腈 , 可导致染毒大鼠睾丸重量下降 , 且存在剂量效应关系 ,

精母细胞数量减少 , 精子数量及精子活力下降 , 平均每窝活胎数明显下降 , 胚胎吸收率

明显上升 , 提示丙烯腈可能影响精子质量 , 从而影响胚胎的正常发育。皮下注射丙烯腈

染毒雄性小鼠 , 结果显示小鼠的睾丸初级精母细胞染色体畸变率及精子畸形率均显著高

于对照组 , 表明丙烯腈可使雄性小鼠的生殖细胞发生突变 , 并损伤精子的生成。

人群调查显示 , 职业接触丙烯腈男工妻子的死产、死胎、自然流产和子代先天缺陷

的发生率明显高于对照男工。对接触组和对照组工人的生殖机能调查结果发现 , 丙烯腈

对作业女工月经机能具有明显影响 , 接触组的月经周期异常、经期持续时间异常、经血

量异常及痛经的发生率均明显高于对照组 , 多表现为月经周期缩短 , 经期缩短 , 经血量

增多。接触组的女工妊娠合并症中恶阻及贫血 , 以及妊娠结局中早产、新生儿缺陷和发

病率明显高于对照组。

5 . 汽油

汽油是石油炼制的主要产品之一 , 是一种应用较广泛的有机溶剂 , 长期接触汽油对

未婚女工及已婚女工的月经均有一定影响 , 可导致女工出现月经周期紊乱和绝经期症

状 , 接触组女工的月经周期异常、经量异常、痛经的发生率明显高于对照组 , 并促进妊

娠中毒症状的发生。对接触汽油的女工和不接触的女工的生殖情况调查发现 , 接触组月

经异常发生率 ( 22 .2 % ) 显著高于对照组 ( 12 .2% ) , 月经异常发生率主要表现为周期

异常、经期异常和经量过多 , 且存在接触剂量 反应关系 ; 接触组女工的妊娠并发症

(包括妊娠恶阻、先兆流产、妊娠高血压综合征、贫血 ) ( 29 . 5% ) 和低出生体重

(6 . 4 % ) 的发生率显著高于对照组 [ (18 . 3% ) 和 (2 . 9 % ) ] , 表明汽油对女工的月经机

能和妊娠机能有一定的影响。
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第三节  生物因素对生殖健康的影响

环境中影响生殖健康的生物因素包括病毒、细菌和寄生虫等。孕妇患病后可导致胚

胎 (胎儿 ) 感染而引发流产甚至造成先天缺陷或发育异常 , 病原体主要包括弓形虫

( toxplasma, Tox)、风疹病毒 ( nubella virus , Rv)、巨细胞病毒 (cytomegalo virus , cmv)

和单纯疱疹病毒 ( herpes simplex virus , HSV) 等。

一、弓形虫感染

弓形虫的主要传染源为受感染的猫及猫科动物 , 以经口感染为主 , 亦可经过伤口进

入人体 , 还可通过胎盘传播。孕妇感染后可无明显症状或出现轻微症状 , 如低热、头

痛、乏力、皮疹和淋巴结肿大等。但孕妇感染弓形虫后 , 可通过胎盘将弓形虫传给胎

儿 , 重者可导致畸形、死胎或死产、流产等。对流产儿、死胎或畸形儿死后的病理检查

和体液的动物试验证明 , 弓形虫是胎儿致畸、致死的重要病原体。

目前对弓形虫的研究主要集中在对女性生殖健康的影响上 , 对男性生殖的影响报道

不多。对医院的男性不育症病人的精浆进行弓形虫抗体检测 , 发现在 87 例男性不育症

患者中 , 精浆弓形虫抗体阳性率为 23% , 明显高于正常人群的平均感染率 5 . 17% ; 在

阳性病人中 , 精液质量较差 , 白细胞明显增多 , 个别病人看不到活精子 ; 多数病人经抗

弓形虫治疗后 , 精液质量明显好转。表明男性弓形虫感染可导致精液质量下降 , 可能是

引起不孕的一个原因 , 应引起临床重视。

二、风 疹 病 毒

风疹多在春季和冬季发病流行 , 经呼吸道传播 , 传染源为风疹病人。典型症状是经

过 16～18 天潜伏期后出现轻度发热、卡他症状、皮疹及淋巴结肿大等。

风疹病毒是通过胎盘对胎儿危害最大的病毒 , 尤其在妊娠早期感染风疹对胎儿影响

很大 , 可引起胎儿流产、殆胎、早产、胎儿先天多发性畸形、出生后持续性病毒感染和

进行性组织损害等严重后果 , 在临床上称为先天性风疹综合征。

孕妇如在怀孕前 8 周患风疹 , 胎儿几乎是百分之百受感染 , 怀孕前 12 周胎儿受感

染率为 80% ; 若在怀孕 3～6 个月 , 则胎儿受感染率为 17 %～25 %。胎儿受感染后并不

是都会发生先天畸形 , 怀孕 11 周前胎儿感染 , 几乎百分之百出现先天性畸形 , 怀孕

13～18周 , 则有 35%会出现异常 , 4 个月以后约 5%的胎儿肝脏出现先天性畸形。

三、巨细胞病毒

巨细胞病毒的传染源主要是病人 , 主要通过性接触传播。据报道 , 我国大城市孕妇

的感染率高达 94 .7～96 .3% , 但多数感染者无临床表现 ; 妇女孕前感染 , 仅 5 %～15 %

的感染出现发热、乏力、肌痛、咽痛和淋巴结肿大等。
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妊娠期间感染巨细胞病毒 , 则很容易引起宫内胎儿感染 , 是出生缺陷的最常见病

因。巨细胞病毒的致畸作用远比风疹为多 , 严重危害后代的健康。孕妇原发性巨细胞病

毒感染引起胎儿先天异常比再发性感染的发生率高且病情严重 , 可导致流产、死胎、死

产及新生儿死亡。在怀孕的不同时期感染可导致不同的结局 , 怀孕早期 (少于 12 周 )

感染可导致流产 ; 怀孕 20 周感染可引起低体重新生儿 , 伴有脑部畸形 ; 怀孕晚期感染

对胎儿影响不大。

总之 , 孕妇巨细胞病毒感染后对其本身并无多大危害 , 常无症状或症状不明显 , 但

对胎儿的危害是严重的 , 应引起重视。

四、单纯疱疹病毒

单纯疱疹病毒感染是人类最常见的皮肤黏膜病毒感染性疾病。在多数妇女的一生

中 , 可以反复遭其感染。传播途径以性接触为主。单纯疱疹病毒可引起生殖器疱疹 , 妊

娠前 8 周感染可使胎儿发生先天畸形。

先天性感染可经胎盘传播或经生殖道上行性感染引起胎儿宫内感染 , 诱发流产、早

产、畸形、死胎 , 发生的畸形与胚胎早期的弓形体、巨细胞病毒、风疹病毒感染造成的

畸形相似 , 如小头、脑钙化、血小板减少、小眼球、脉络膜视网膜炎等 , 也可以发生皮

肤疱疹、心脏及肢体异常等。

五、性传播病原体

由性交传播的疾病总称为性病 , 包括淋病、梅毒、衣原体感染、支原体感染及弓形

虫感染等。这些疾病 , 有的可以引起输卵管梗阻 ; 有的引起子宫内膜炎、子宫肌壁损

害、内分泌功能紊乱等而导致不孕 ; 有的引起重要脏器的损害 , 危及生命 ; 有的在患病

期间妊娠可发生流产、早产或死胎。

淋菌可引起宫颈管淋菌性炎症 , 输卵管内疤痕形成、黏连不通 , 输卵管伞部与周围

黏连、闭锁 , 导致不孕。

衣原体感染可导致女性前庭大腺炎、宫颈炎、输卵管炎、子宫内膜炎等 , 甚至导致

异位妊娠或不孕。支原体可引起输卵管黏连 , 甚至梗阻 , 导致不孕。

第四节  个人行为对生殖健康的影响

一、心 理 紧 张

近年发现 , 紧张情绪是不育的一个重要致病因素。长期或重度的紧张和焦虑 , 可通

过神经内分泌系统 , 对男子性功能及精子形成和女子卵巢功能产生明显影响 , 对男性生

殖的影响可表现为精液量的减少以及精子数和活力的降低 , 可使女性月经不调 , 还可影

响排卵 , 使受孕困难。由于神经内分泌系统在生殖过程中起着重要的作用 , 对神经内分

泌平衡的任何干扰均可能对生殖功能产生不利影响。
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用悬吊法研究慢性心理刺激对小鼠生殖功能的影响 , 对小鼠造成慢性心理刺激 , 使

小鼠处于紧张、焦虑和恐惧的状态 , 结果出现小鼠内生殖器组织的湿重下降 , 阴道解化

指数降低 , 性周期消失等生殖功能抑制的现象 , 表明不良情绪可对生殖功能产生抑制作

用。

二、吸   烟

吸烟可显著降低小鼠的妊娠率 , 对大鼠宫内胚胎发育具有明显的毒性 , 并有剂量反

应关系 , 可引起死胎和畸胎等。采用体内实验和卵母细胞体外培养、体外受精的方法 ,

研究被动吸烟对小鼠生殖力的影响发现 , 被动吸烟可以显著降低小鼠胚胎的着床率、妊

娠率和胚胎成活率 , 抑制卵母细胞的体内成熟 , 表明被动吸烟可以抑制卵母细胞的成

熟 , 降低小鼠的生殖能力。提示香烟烟雾中的某些成分被育龄妇女吸收后 , 会导致可逆

性的生殖能力下降 , 甚至不孕。用不同浓度的香烟烟雾浓度染毒小鼠 , 研究被动吸烟对

小鼠的遗传毒性、生殖毒性和胚胎毒性 , 结果显示 : 雄性小鼠的骨髓嗜多染红细胞的微

核率、骨髓细胞的姐妹染色单体交换率、早期精细胞微核率、精原细胞染色体畸变率和

精子畸形率都随吸烟的浓度增加而上升 , 而且两者呈正相关。同时 , 雌性小鼠的高、中

剂量组胎鼠存活率下降 , 死胎增加 , 平均身长、尾长和体重减少 , 骨髓发育不良的个体

增加 , 这些结果表明被动吸烟有较明显的致畸、致突变效应。

香烟中含有大量的有害物质 , 如尼古丁、一氧化碳、镉等。长期大量吸烟能导致妇

女卵巢功能下降 , 从而降低生育能力 , 还可导致绝经期提前。长期吸烟还可导致妇女盆

腔炎和输卵管堵塞 , 引起自发流产率增高、胎儿畸形和发育迟缓 , 从而导致妇女生殖能

力降低。对不吸烟者和吸烟者进行研究的结果显示 , 正在接受体外受精和胚胎移植治疗

的吸烟妇女特别是年轻妇女 ( < 36 岁 ) 的血清中 FSH 水平升高 , 吸烟的不孕妇女在进

行体外受精治疗周期中所需要的促性腺激素的剂量明显提高 , 卵母细胞数目也明显减

少 , 总受精率降低 , 吸烟还能够导致妇女的卵巢贮卵量下降。在 35 位怀孕的妇女中 ,

28 .8 % 为不吸烟者 , 12 . 5% 为偶然吸烟者 , 但没有经常吸烟者 , 这表明吸烟对女性的

生殖能力具有不良影响。

吸烟可以导致生殖细胞的遗传物质损伤 , 影响机体内分泌水平的改变 , 从而导致男

性精子质量下降 , 出现精液量和精子活动能力下降、精子畸形率增多、精子密度下降和

生殖力降低 , 甚至导致不育。此外 , 还可导致精原细胞染色体畸变率和精子畸形率增

高 , 且均存在剂量反应关系。

对进行体外受精和胚胎移植治疗的有吸烟史的不孕患者进行研究 , 发现吸烟者对激

素刺激的反应低于不吸烟者 , 吸烟者的平均成熟卵泡数 ( 12 .3 个 )、卵母细胞数 (7 . 3

个 ) 和形成胚胎数量 ( 3 . 3 个 ) 均少于不吸烟者 (分别为 16 .2 个、10 .9 个和 4 .7 个 )。

对每天至少吸烟 30 支 , 烟龄至少 3 年的吸烟者和不吸烟者进行了临床随机试验 ,

结果发现吸烟组的精液质量各项指标 (包括精子计数、活动率、正常精子形态百分率 )

均显著低于对照组 , 吸烟组的精子轴丝超微结构异常为 99% , 明显高于对照组的 26% ,

这会明显损伤精子前向运动的能力 , 从而影响男性的生殖能力。一项对每天吸烟 20 支 ,

烟龄至少 2 年的 18 岁青年和不吸烟者为对照进行队列研究的结果显示 , 吸烟者精子非
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整倍体和圆头精子增多 , 精子直向运动率下降 , 表明青少年吸烟与异常精子和精子直向

运动率下降有关 , 这可能会影响男性的生育力和导致男性后代的非整倍体综合征的危险

性增加。对健康男性的精子检查发现 , 吸烟与精子携带异常 1 号染色体、倍数染色体精

子和非整倍体精子有明显关联 , 认为吸烟可以增加男性非整倍体综合征的危险性。

三、饮   酒

动物实验显示 , 过量饮酒对生殖功能有明显的影响。用不同剂量的白酒作用于大鼠

1～2 个生精周期的结果发现 , 随着饮酒量的加大和饮酒时间的延长 , 大鼠的曲细精管

萎缩 , 精子活力 ( 50 .50±0 . 25 % ) 和精子活率 ( 57 .17±0 .78% ) 显著低于正常对照

[ (76 . 33±0 . 12 % ) 和 ( 80 .23±0 .07% ) ] , 精子畸形率 (16 . 20±5 . 21 % ) 明显高于对

照组 ( 5 . 28±1 . 22 % ) , 血清 LH、FSH 及睾酮均低于正常水平 , 表明酒精对哺乳类生

殖细胞有明显损伤作用。对大鼠用 3000、4000mg/ kg 的乙醇染毒 70 天 , 发现 LH、E2、

FSH 升高 , 血和睾丸匀浆中的丙二醛 ( MDA) 明显升高 , 而超氧化物歧化酶 ( SOD)

及谷胱甘肽 过氧化物酶 ( GSH Px) , 总巯基 (—SH) 明显下降 , 提示乙醇及其代谢

产物对机体产生明显的脂质过氧化作用 , 损伤间质细胞、支持细胞、生精细胞生物膜上

的受体酶 , 从而产生损害作用。

过量饮酒可对睾丸造成直接的损伤 , 可造成精子密度、精子活力和正常精子形态率

的下降 , 使精子畸形率明显升高 , 随着饮酒量的增加 , 精子的活力和活率降低 , 精子畸

形率升高。短期大量比长期低量更容易造成损伤 , 可能与短期大量饮用影响内分泌系统

的功能有关。长期饮酒者可出现性功能低下 , 精液质量下降 , 甚至不育 , 酗酒可造成曲

细精管变性、退化、钙化 , 使精子发生减少 , 精子畸形 , 活动精子减少。

对男性饮酒者和慢性酒精中毒者进行调查发现 , 长期大量饮酒和酒精中毒者血清中

睾酮和肾上腺皮质激素 ( CS ) 水平下降 , 而 LH 和 FSH 水平升高 , 精浆和精子中

LDH、LDH-X和葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 (G6PD) 活力下降 , 精子数量和活动精子率均降

低 , 精子畸形率及异常精液检出率均升高 , 与对照组比较有显著性差异 , 提示长期饮酒

可损害男性的生殖系统功能 , 可导致精液质量下降 , 直接影响男性的性功能及生育能

力 , 甚至危及后代的健康。

一项研究显示 , 对 130 户 390 人 (夫妇及孩子一家 3 口 ) 外周血染色体检查发现 ,

在检测出的 6 例具有染色体畸变的异常核型者中 , 有 5 例其父母生育前双方或一方大量

饮用高度白酒 , 有 1 例其父母生育前未饮酒或少量饮用红酒 , 表明后代发生遗传性疾病

与双亲妊娠期间饮酒的时间、种类和数量密切相关。

综上所述 , 由于环境中对生殖有害的物质种类繁多 , 毒性机理多样化 , 但产生的后

果危害着人类的生存和发展 , 应努力加强对各种环境污染的治理 , 减轻环境有害因素对

人类生殖功能的影响 , 从而提高人口素质和生活质量。

(高尔生  李文英 )
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第十八章  现代生殖生物学研究

方法与技术简介

现代分子生物学和细胞生物学理论与技术的发展 , 极大地推动了生殖生物学研究 ,

使人们对生殖现象的认识深入到细胞和分子水平。从本质上讲 , 生殖过程是个体生命活

动的一部分 , 与其他生命现象遵循共同的基本规律 , 如基因的时空特异性表达调控、细

胞的增殖、分化和凋亡、细胞之间通过可溶性信号分子和细胞外基质相互作用等。但

是 , 由于生殖过程在生命活动中担当特殊使命 , 因此也具有许多独特之处 , 如生殖细胞

发生、性周期、受精、妊娠和分娩等等。基于上述原因 , 现代生殖生物学技术一方面是

常规细胞和分子生物学技术在生殖领域的应用 , 另一方面也建立了一些特有的研究手段

和实验模型。本章简单介绍常用的现代生殖生物学技术的原理、操作流程和应用范围。

第一节  细胞离体培养和操作

在生理状态下 , 高等动物的细胞生活在成分复杂的体液环境中 , 细胞的生命活动处

于众多激素、生长因子和局部作用因子 (如前列腺素、组织胺、一氧化氮等 ) 的调节之

下。内环境的高度复杂性对生殖生物学研究造成了很大不便 , 在体内生理过程中 , 很难

排除其他影响因素而阐明单一特定因素对该生理过程的调节效应及其分子基础。而且 ,

高等哺乳动物体型较大 , 生命周期较长 , 难于实验操作 , 因此也限制了针对整个动物体

进行的生殖生物学研究。为了克服这些困难 , 近年来 , 人们逐渐建立了一系列适合于各

种动物细胞或组织的体外培养系统 , 以期在人为控制的离体环境下 , 对特定生殖生物学

过程进行实验研究。在适宜的条件下 , 大多数动物细胞都能在培养瓶 (皿 ) 中成活和增

殖 , 并表现出它们的分化特征。如果人为向培养液中加入或减去一些特殊分子 , 如激素

或生长因子 , 或者是把两种以上的不同细胞类型共培养 , 就可以在相对稳定和已知的培

养环境中研究特定分子对细胞行为的影响 , 以及不同细胞群体之间的相互作用。另外 ,

大量细胞周期同步化的细胞有利于进行生化分析。用体外 ( in v itro) 培养的细胞进行

的实验 , 易于操作和控制 , 但体外环境毕竟不能完全重现体内的生理过程 , 因此体外实

验所得出的结果 , 必须与体内 ( in vivo) 生长的细胞行为进行比较验证。

一、组织和细胞培养技术

组织培养是指从体内取出一小块组织放置在体外进行培养 , 细胞培养是指用从组织

块内分离出的细胞悬液或已培养的细胞系进行培养。生殖过程是生殖器官内各种细胞类

型之间相互作用的结果。利用细胞培养技术 , 可以从器官、组织的不同细胞类型混合群

体中 , 分离、纯化特定类型的细胞 , 深入进行研究。比如在生殖生物学研究中 , 可以分



离子宫内膜上皮细胞和基质细胞、卵泡膜细胞和颗粒细胞、睾丸间质细胞和支持细胞、

胚胎滋养层细胞和内细胞团细胞等等。大多数组织细胞不适应悬浮生长 , 必须在固体表

面上生长和分裂。这种机械支持可采用玻璃或塑料培养瓶 (皿 )。有些细胞还要求在培

养皿上覆盖胶原等细胞外基质成分 , 才能生长和分裂 , 如哺乳动物的扩展期胚泡。还有

些特殊细胞类型 , 如小鼠的胚胎干细胞 , 只有在与胚胎成纤维细胞 (称为饲养细胞 ,

feeder cells) 共培养的条件下 , 才能更好地维持其发育全能性 , 否则要添加白血病抑制

因子 ( LIF )。

直接来自机体组织的细胞培养称为原代培养。在细胞长满培养瓶后 , 可以用胰蛋白

酶把细胞从瓶壁上消化下来 , 稀释以进行传代培养。传代细胞通常能够显示出其来源组

织的分化特征 , 这就为一些不能在完整组织中研究的课题提供了良好的实验材料。但是

必须注意 , 传代细胞容易在增殖过程中失去染色体的整倍性 , 或者分化为某种类型的终

末细胞 , 失去某些体内状态下的生理特征。

二、生殖细胞和胚胎体外培养技术

(一 ) 卵母细胞的体外培养

成年哺乳动物的卵母细胞在卵巢中停滞在第一次减数分裂前期的双线期 , 也称为生

发泡 ( germinal vesicle , GV) 期。当卵母细胞生长并受到适宜信号刺激 (在哺乳动物中

为促性腺激素 ) 后 , 恢复减数分裂 , 生发泡破裂 ( germinal vesicle breakdown , GVBD)、

染色质凝集、纺锤体组装、排出第一极体 ( first polar body , PB1) 并发育到第二次减数

分裂中期 ( MII 期 ) , 此时卵母细胞的发育再次阻滞。受精或孤雌活化以后 , 卵子恢复

第二次减数分裂并最终排出第二极体。

为了研究卵母细胞减数分裂和分裂阻滞的分子机理 , 并且为生殖工程提供大量成熟

卵子 , 人们建立了卵母细胞体外培养系统。通过捣碎卵巢 (大鼠、小鼠 ) 或针刺卵泡

(家畜 ) 可以得到卵丘包裹的卵母细胞 ( cumulus-enclosed oocyte, CEO) , 没有卵丘细胞

包裹的卵母细胞称为裸卵 ( denuded oocyte, DO)。大多数动物的 CEO 和部分实验动物

(大鼠、小鼠 ) 的 DO可以在适宜的培养液中发生体外成熟 , 其中 , 家畜卵母细胞体外

成熟所需的时间较长 ( 20～44 h ) , 而大鼠、小鼠体外成熟所需的时间较短 (约 12 h ) ,

这是因为前者的减数分裂成熟需要有新的蛋白质合成。目前有两种实验模型可以支持哺

乳动物卵母细胞在体外完成减数分裂。一种模型称作自发的减数分裂成熟 ( spontaneous

meiotic maturation)。哺乳动物卵泡环境中的某些成分可以通过升高卵母细胞内的 cAMP

浓度而抑制减数分裂。如果人为把卵母细胞从抑制性的卵泡环境中释放出来 , 卵母细胞

就能自发恢复减数分裂 , 发生 GVBD。大鼠和小鼠的 CEO 和 DO 可以在不添加任何特

殊成分的平衡盐溶液中发育到 MII 期 , 猪、牛等家畜的卵母细胞也能发生自发的

GVBD, 但通常不能正常发育到 MII 期 , 因为激素和卵丘细胞对于 GVBD 后的减数分

裂事件具有重要影响。另一种模型称作促性腺激素诱导的减数分裂成熟 ( gonadot ropin-

induced meiotic maturation)。在该模型中 , 可以通过向培养液中添加次黄嘌呤 ( hypox-

anthine, HX) 来模拟卵泡抑制性环境 , 阻止卵母细胞发生自发的 GVBD。但是 , 如果
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向该培养液中加入卵泡刺激素 ( follicle stimulating hormone , FSH ) , 就可以克服 HX 对

减数分裂的抑制作用 , 发生 GVBD。显然 , 后一种模型更加接近于生理状态下的卵母细

胞减数分裂成熟过程 , 而自发的卵母细胞减数分裂恢复只是一种人工实验模型 , 其机制

与生理状态下有很大不同。近年来对卵母细胞减数分裂的研究趋向于把两种模型并用 ,

并加以比较。此外 , 卵泡培养也可用于模拟体内环境研究卵母细胞成熟。

(二 ) 精子人工获能和体外受精

目前已经建立起相对成熟的培养系统 , 可以对哺乳动物和人类的成熟精子进行体外

操作并模拟某些生理过程 , 如精子获能、顶体反应和卵子受精。

哺乳动物的卵子体积微小 , 行体内受精 , 受精卵在体内发育。因此 , 在 20 世纪的

大部分时间里 , 哺乳动物体外受精一直是生殖生物学研究所面临的难题。与其他生物类

群不同 , 哺乳动物睾丸及附睾内的成熟精子并不具备使卵子受精的能力 , 它们必须在雌

性生殖道内存留一定时间 , 并在某些酶类的作用下 , 除掉精液和精子表面的一些抑制性

物质 , 才能获得使卵子受精的能力 , 这种现象称为精子获能 (capacitation)。在了解了

哺乳动物受精的这一特点后 , 人们先后发明了多种方法对精子进行人工获能 , 使哺乳动

物卵子的体外受精成为可能。

精子体外获能是体外受精技术的关键环节之一。体外获能包括两个步骤 : 首先是对

精子的洗涤 , 除去精液和精子表面的抑制性物质 ; 然后使用某些特定培养液成分诱导精

子获能。与其他体外培养体系不同 , 哺乳动物的精子体外获能条件具有很大的种属差

异。对于大鼠、小鼠和人的精子 , 用添加牛血清白蛋白 ( BSA) 的常规培养液就能很容

易地诱导精子获能。但是对于猪、牛、羊等家畜 , 进行精子体外获能需要向培养液中添

加特殊的化学物质 , 如肝素、咖啡因、血小板激活因子、钙离子载体等。此外 , 精子孵

育的时间和温度也对体外获能的效率有重要影响。小鼠精子在一小时内即可获能 , 但大

鼠和猪精子获能则需要 3 小时。大多数物种精子的适宜获能温度是 37～38 ℃ , 但绵羊

和猪的精子在 39 ℃才能有效获能。精子体外获能的实质是模拟体内自然获能 , 但这并

不意味着体外获能的机制与自然获能完全一致。

体外受精 ( in vitro fertilization ) 是在体外环境完成精卵结合的过程。对体外受精

技术的研究和应用 , 一方面加深了人们对受精机理的了解 , 另一方面为动物繁殖和人类

辅助生殖提供了有力手段。如上文所述 , 精子在体外受精前要进行人工获能。成熟卵子

一方面可以通过体外成熟培养而得到 , 也可以通过超数排卵技术从体内得到。受精液应

能提供精子穿卵的正常条件 , 近年来常用的精子获能液也可兼用作受精液 , 如适用于小

鼠的 M16 T 液 (添加牛磺酸的 M16 培养液 ) , 适用于大鼠的 DMEM + BSA 液 , 以及

适用于猪的 mTBM 液 ( modified Tris-buffered medium)。获能后的精子在加入受精液之

前要进行合适的稀释 , 以避免精子浓度过高 , 造成多精受精。在受精机理研究中 , 为了

提高受精率并增加卵子受精的同步性 , 也可以用链蛋白酶或酸性 M2 液 ( pH 2 .5 ) 除掉

透明带 , 使精卵直接结合。受精后 , 要把受精卵转移到合适的胚胎培养液中继续培养。
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(三 ) 胚胎体外培养和胚胎移植

哺乳动物胚胎的早期发育是在输卵管中进行的 , 因此胚胎体外培养系统即是对输卵

管环境的模拟。哺乳动物胚胎表现种特异性的发育阻滞。小鼠胚胎的发育阻滞发生在 2

细胞期 , 猪胚胎在 4 细胞期 , 人胚胎在晚 4 细胞期至早 8 细胞期 , 牛和绵羊胚胎发生在

8～16 细胞期。胚胎发育阻滞并不存在于体内发育的胚胎 , 可能是由母体 胚胎基因表

达转换期体外培养条件的不完备引起。在合适的条件下发育阻滞可以被克服 , 比如小鼠

和仓鼠的早期胚胎不能利用葡萄糖作为能源物质 , 如果从培养液中除去葡萄糖并添加其

他营养物质 , 如丙酮酸、牛磺酸、半胱氨酸和谷氨酰胺等 , 就可以克服发育阻滞。CZB

培养液可以支持小鼠 1 细胞胚胎通过 2 细胞阻滞 , 但必须把胚胎转移到其他含有葡萄糖

的培养液中才能继续发育。NCSU 23 培养液和添加牛磺酸的 M16 培养液分别支持猪

和小鼠从受精卵到囊胚 (哺乳动物的囊胚也叫胚泡 ) 的发育。另外 , 与输卵管上皮共培

养 , 也有助于胚胎顺利通过发育阻滞期。

哺乳动物的早期胚胎虽然能够在体外培养系统中发育到囊胚期 , 但随着胚胎的生

长 , 培养系统所能提供的营养成分已不能满足胚胎发育的需要 , 必须把胚胎移植到有接

受能力的子宫中 , 胚胎着床后形成胎盘 , 得到来自母体的营养供应 , 才能发育到分娩

期。目前还没有在体外完成哺乳动物胚胎全程发育的报道。因此 , 无论是体外受精胚

胎、细胞核移植重构胚 , 还是嵌合体胚胎 , 在体外发育到囊胚后都要移植到受体子宫中

继续发育。供体胚胎与受体子宫发育进程的同步性 , 是胚胎移植成功的关键。哺乳动物

的受精卵在输卵管内进行卵裂 , 几天后 , 即由桑椹胚向囊胚过渡的阶段从输卵管进入子

宫。子宫只在着床窗口开放的短暂时间对胚泡具有接受性。因此 , 在获取或构建供体胚

胎的同时 , 要用激素诱导或在自然群体中选择同期发情的成年雌性作为受体 , 在胚胎体

外发育到胚泡期时进行胚胎移植。对于啮齿类动物 , 同期发情的受体还要与结扎输精管

的雄性交配 , 形成假孕。对于小鼠、大鼠、兔和猫等小型实验动物 , 胚胎移植采用外科

手术法 , 暴露子宫 , 用细针在子宫壁上穿孔 , 并用毛细玻璃针将胚泡移植入子宫。其

中 , 在研究胚胎着床机理的实验中通常采用单侧胚胎移植 , 以未移植胚胎的一侧子宫作

为对照。对于人类和牛、马等大型家畜 , 通常采用非手术法 , 通过阴道将胚胎导入子

宫。除用于基础研究以外 , 胚胎移植技术在家畜的良种繁育和治疗人类不孕症等方面 ,

都得到极为广泛的应用。

三、显微操作技术

生殖生物学研究中所指的显微操作技术就是借助显微操作仪 , 对卵母细胞进行核移

植或显微注射 ( RNA、蛋白、精子等 ) , 或者对早期胚胎进行分割、嵌合的技术。这一

技术不仅对于揭示减数分裂、受精和早期胚胎发育的本质具有重要的理论意义 , 而且对

于人类和珍稀动物的辅助生殖、家畜良种的繁育都具有巨大的应用价值。哺乳动物的生

殖细胞和早期胚胎体积微小 , 对显微操作人员具有极高的技术要求 , 其中的核心环节是

显微操作用玻璃工具 , 即注射用针和固定用针的制备 (详见陈大元等主编 《受精生物
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学》)。显微操作在无菌并覆盖石蜡油的培养液微滴中进行 , 用固定针把待注射的卵子或

胚胎固定住 , 然后用注射针吸取待注射的物质 ( RNA、蛋白、体细胞、精子、胚胎干

细胞乃至整个内细胞团等 ) , 穿透受体卵子或胚胎的透明带 , 把注射针的内容物注射到

相应部位。比如把编码某种蛋白的 mRNA或其反义 RNA、提纯的某种功能性蛋白质或

其抗体直接注射到胞质或细胞核中 , 以研究特定基因产物对卵子成熟和胚胎发育的影

响。该方法目前在研究减数分裂和胚胎有丝分裂的分子机理中得到广泛的应用。早在

1971 年 , Masui就在其著名实验中 , 通过向分裂间期的卵裂球中注射分裂中期细胞的细

胞质 , 发现了成熟促进因子 ( MPF ) 和细胞静止因子 ( CSF ) 的存在。在动物克隆或研

究核质关系的实验中 , 可把供体细胞注射到透明带下的卵周隙 , 再通过电融合方法把供

体核导入受体胞质。当然 , 也可以把供体细胞核直接注射到受体胞质中。自 20 世纪 90

年代后期以来 , 体细胞克隆绵羊、山羊、小鼠、牛、猪、兔、猫乃至骡子已经相继问

世 , 说明该技术已经取得长足进步。为了制作胚胎嵌合体 , 可以把胚胎干细胞或内细胞

团细胞注入受体囊胚的囊胚腔中 , 以期外源细胞整合到胚胎的内细胞团中 , 将来发育成

各种成体组织器官。该技术是制造转基因动物和基因敲除动物的一个重要环节。

四、低温生物学技术

低温生物学 ( cryobiology) 是探索在低温条件下生命现象的特征、规律和生物体保

存的边缘学科 , 在生殖生物学领域具有重要的理论和应用价值。培养细胞、精子和胚胎

的冻存、复苏 , 都需要借助低温生物学技术。在自然条件下低温可以产生严重的损伤 ,

杀死生物 , 但借助于抗冻剂和适当的冻存方法 , 低温又可以长期保存生物组织和细胞。

低温损伤不仅取决于温度 , 还决定于温度变化的速度和条件。低温损伤的原因可能包括

降温过程中细胞内水的结晶、复温过程中水的再结晶、冷冻使胞内电解质浓缩形成“溶

质损伤”、冷冻损伤细胞器和细胞膜以及使细胞内大分子失去结构水等等。抗冻剂是生

物低温冷冻时添加的保护剂 , 使细胞避免冷冻损伤。抗冻剂分为渗透性和非渗透性两

类 , 前者如甘油、二甲基亚砜 (DMSO)、甲醇、乙二醇、乙酰胺等 , 后者如聚乙烯吡

咯烷酮、聚乙二醇、羟淀粉等。不同抗冻剂适用于不同细胞 , 如保存精子常用 4%～

9%甘油 , 保存胚胎可用 1 .5 mol/ L DMSO。液氮温度 ( - 196℃ ) 是保存大多数生物样

品的最佳温度。另外 , 降温和复温的程序、速度直接影响着冻存效果。目前多采用分段

降温法 , 利用不同温级的冰箱或液氮罐 , 将活细胞在不同温度分段降温冷冻 , 例如从室

温降到 4℃ , 再降至 - 20℃、 - 80℃ , 直至 - 196℃。低温冻存技术使生物体活细胞能

够无限期地以生命活动休止状态保存 , 极大地方便了生殖生物学研究。

五、流式细胞术

流式细胞术 (flow cytomet ry , FCM ) 是一种在功能水平上对单细胞或其他生物粒

子进行定量分析和分选的检测手段 , 它可以高速分析上万个细胞 , 并能同时从一个细胞

中测得多个参数 , 与传统的荧光镜检查相比 , 具有速度快、精度高、准确性好等优点 ,

成为当代先进的细胞定量分析技术。流式细胞仪就是进行流式细胞分析的仪器 , 它集电
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子技术、计算机技术、激光技术、流体理论于一体 , 是一种非常先进的检测仪器。它的

工作原理是将待测细胞进行荧光染色后制成单细胞悬液 , 用一定压力将待测样品压入流

动室 , 不含细胞的磷酸缓冲液在高压下从鞘液管喷出 , 鞘液管入口方向与待测样品流成

一定角度 , 这样 , 鞘液就能够包绕着样品高速流动 , 组成一个圆形的流束 , 待测细胞在

鞘液的包被下单行排列 , 依次通过检测区域。流式细胞仪通常以激光作为发光源 , 经聚

焦后垂直照射在样品流上 , 被荧光染色的细胞在激光束的照射下产生散射光和激发荧

光。这两种信号同时被前向光电二极管和 90°方向的光电倍增管接收。光散射信号反映

了细胞体积的大小 ; 荧光信号强度代表了所测细胞膜表面抗原的强度或其核内物质的浓

度 , 经光电倍增管接收后可转换为电信号 , 再通过模/ 数转换器 , 将连续的电信号转换

为可被计算机识别的数字信号。计算机把所测量到的各种信号进行计算机处理。细胞的

分选是通过分离含有单细胞的液滴而实现的。在流动室的喷口上配有一个超高频电晶

体 , 充电后振动 , 使喷出的液流断裂为均匀的液滴 , 待测定细胞就分散在这些液滴之

中。将这些液滴充以正负不同的电荷 , 当液滴流经带有几千伏特的偏转板时 , 在高压电

场的作用下偏转 , 落入各自的收集容器中 , 不予充电的液滴落入中间的废液容器 , 从而

实现细胞的分离。该技术可用于细胞 (包括精子 ) 的分型、记数、细胞染色体的异倍性

测定 , 以及免疫学研究等等。用该技术分离 X、Y精子 , 准确率可达 90%左右。

第二节  基因的克隆、表达检测及功能分析

一、基 因 克 隆

不但众多已知基因及其产物在生殖过程中发挥着与生殖活动相关的功能 , 而且还有

大量基因特异性地在生殖系统或生殖细胞中表达 , 其中许多还是未知的。因此 , 为了更

加深入地揭示生殖生物学理论问题 , 新基因的克隆及其功能分析是必不可少的。对于已

知多肽分子的基因克隆 , 可采用序列指导引物合成的方法 , 用 RT- PCR 技术扩增出目

的基因的 cDNA。或者在拥有足量多肽的情况下 , 制备抗该多肽的抗体 , 并以此从表达

性文库中筛选阳性克隆 (详见 Sambrook 等 《分子克隆》)。哺乳动物细胞在进化过程中 ,

产生出许多具有高度同源性的基因 , 称之为基因家族。利用家族成员基因同源性很强的

特点 , 可发现并得到新家族成员的基因。另外 , 许多调控生殖与发育基本生命活动的关

键基因 , 在生物进化活动中高度保守。许多在线虫、果蝇、斑马鱼、非洲爪蟾 , 乃至酵

母等低等模式生物中发现的基因 , 都可以在小鼠和人类基因组中找到其同源基因。这些

模式生物具有个体小、生命周期短、能诱导产生大量可供筛选的突变体、易于遗传学操

作和分析等优点 , 因此在这些模式生物中的许多细胞和发育生物学的基础研究领先于哺

乳动物。在现阶段 , 从哺乳动物基因组中寻找与模式生物的生殖、发育相关基因的同源

基因 , 再研究其表达规律和产物功能 , 是一种有效方法。用模式生物中已知基因的高保

守序列为探针 , 从哺乳动物相应文库中筛选出阳性克隆。为确认所得的新基因 , 还必须

进一步通过核酸序列分析或其他手段鉴定。在缺乏全同源探针的情况下 , 可用其他种属

的相关基因指导制备探针。用这种部分同源探针来筛选同源基因是基因克隆的常用技

术。该法往往需要摸索核酸杂交技术条件 , 以降低背景杂交干扰。
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二、生物芯片技术

20 世纪 90 年代初开始实施的人类基因组计划取得了巨大进展。目前已经测定了十

多种微生物以及高等动植物的全基因组序列 , 大量的基因序列数据正在以前所未有的速

度膨胀。一个现实的科学问题摆到了人们面前 : 如何研究如此众多基因的功能 ? 如何有

效利用如此海量的基因信息揭示人类生命的一般规律 ? 于是 , 一项类似于计算机芯片技

术的新兴生物高技术———生物芯片技术 , 随着人类基因组研究的进展应运而生了。它主

要是指通过微加工和微电子技术在固体支撑物表面构建微型生物化学分析系统 , 以实现

对生命机体的组织、细胞、蛋白质、核酸、糖类以及其他生物组分进行准确、快速、大

信息量的检测。目前常见的生物芯片主要分为基因芯片 ( genechip、DNAchip 和 DNA

microarray) 和蛋白芯片 ( proteinchip) 两大类。基因芯片是高通量检测基因表达、突变

等特征的一种新技术 , 它将分子生物学和微电子工艺有机地结合起来 , 使所设计的核酸

探针阵列能够准确、有效地检测出目标序列或其突变。基因芯片技术主要包括四个基本

技术环节 : 芯片微阵列制备、样品制备、生物分子反应和信号的检测及分析。目前制备

芯片主要采用表面化学的方法或组合化学的方法来处理固相基质如玻璃片或硅片 , 然后

使 DNA片段或蛋白质分子按特定顺序排列在载体上。目前已有近 40 万种不同 cDNA片

段的高密度基因芯片 , 并且正在制备包含上百万个 DNA 探针的人类基因芯片。生物样

品的制备和处理是基因芯片技术的第二个重要环节。生物样品往往是非常复杂的生物分

子混合体 , 一般不能直接与芯片进行反应。要将样品进行特定的生物处理 , 获取其中的

蛋白质或 DNA、RNA等信息分子并加以标记 , 以提高检测的灵敏度。第三步是生物芯

片上进行的生物分子反应。芯片生物分子之间的反应是芯片检测的关键一步。通过选择

合适的反应条件使生物分子间反应处于最佳条件 , 减少生物分子之间的非特异性反应 ,

从而获取最能反映生物本质的信号。基因芯片技术的最后一步就是芯片信号的检测和分

析。目前最常用的芯片信号检测方法是将芯片置入芯片扫描仪中 , 通过采集各反应点的

荧光强弱和荧光位置 , 经相关软件分析图像 , 即可以获得有关生物信息。

蛋白芯片与基因芯片的原理相似。不同之处有 , 一是芯片上固定的分子是蛋白质如

抗原或抗体等 ; 其二 , 检测的原理是依据蛋白分子之间、蛋白与核酸、蛋白与其他分子

的相互作用。酵母蛋白质组芯片 ( proteomechip) 是目前为止第一个包含一种生物全部

蛋白质分子的蛋白质芯片。

生物芯片的主要特点是高通量、微型化和自动化。生物芯片上高度集成的成千上万

密集排列的分子微阵列 , 能够在很短时间内分析大量的生物分子 , 使人们能够快速准确

地获取样品中的生物信息。生命体内的生理过程 , 包括生殖过程 , 受众多基因协同作用

的调节。因此 , 以往那些以单一或少数几个基因为研究对象的传统遗传学方法在现代功

能基因组学研究中显得力不从心 , 生物芯片技术却能在现代生殖生物学研究中发挥有效

作用 , 比如通过比较儿童和成人睾丸中基因表达的差异筛选精子发生相关基因 , 分析在

胚胎干细胞向生殖干细胞分化时最初表达的基因以研究生殖细胞发生的机理等。Reese

等通过筛选近万个基因 , 在小鼠子宫中的胚泡着床位点检测到 36 个基因表达水平上调

和 27 个表达下调 , Kao 等通过筛选 12 686 个基因 , 发现在人子宫着床窗口开放期子宫
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内膜中有 156 个基因表达上调 , 377 个基因表达下调。

三、蛋白质组学研究技术

基因芯片反映的是基因在转录水平的变化 , 然而 , 蛋白质是基因功能的执行者 ,

mRNA的翻译效率 , 蛋白质的折叠、修饰、降解和蛋白质间相互作用都直接影响到蛋

白的功能发挥。所以基因在 mRNA 水平的变化只是细胞功能变化的前提 , 需要在蛋白

水平进行验证 , 但通过对单个蛋白进行分析的手段已经不适应于蛋白质组范畴内高通量

地研究蛋白功能。蛋白质二维电泳和质谱技术的结合是目前蛋白质组研究的常用手段。

通过蛋白质二维电泳高效分离蛋白 , 将蛋白回收并用质谱仪进行氨基酸测序 , 得到目的

蛋白的特征。而蛋白质芯片的产生 , 正在推动着对基因功能大范围的研究。

发现差异表达的蛋白是功能研究的前提。通过比较二维电泳图谱 , 可以直接分离差

异蛋白 , 以便进行质谱分析 , 但不能发现低丰度蛋白。抗体芯片由数百、上千种蛋白的

特异抗体点在载体上制成 , 它与样品中的蛋白进行杂交 , 可以筛选出表达水平有差异的

蛋白 , 而抗体的特异性是芯片质量的关键。蛋白间的相互作用是蛋白质功能研究的主要

方面 , 亲和层析 - 质谱、蛋白功能芯片、酵母双杂交都可以研究蛋白相互作用。通过亲

和层析将目的蛋白和未知结合蛋白一起回收 , 再通过质谱分析复合物的组成。蛋白质功

能芯片是指将成千上万个纯化蛋白点成微阵列 , 将待研究蛋白与之杂交 , 即可发现蛋白

质组中所有与其相互作用的蛋白。

四、聚合酶链反应

利用化学合成的 DNA寡核苷酸作为引物 , 用热稳定 DNA聚合酶使特定的 DNA 序

列在体外扩增的技术称为聚合酶链反应 ( polymerase chain reaction , PCR ) 技术。PCR

技术的大致过程是 , 首先从已知的 DNA序列中 , 在所要扩增区段的两端合成两条分别

互补于双链 DNA模板的寡核苷酸作为体外合成 DNA 的引物。目前已经有多种分子生

物学软件可辅助进行引物的设计。在每个反应周期的开始用高温处理 ( 94～95℃ ) 使双

链 DNA模板变性 , 再冷却至适当温度 (约 40～60℃ ) 使引物与模板发生复性而结合 ,

然后在耐高温的 DNA聚合酶催化下 , 在 4 种 dNT P存在的情况下 , 于适当的反应温度

(约 72℃ ) 进行新 DNA链的合成。在下一个循环中 , 前一个循环中合成的双链 DNA 可

作为模板被扩增。这样周而复始 , 经过 20～30 个循环就可达到有效的 DNA 扩增。PCR

方法灵敏度高 , 可以检测到样品中微量 DNA 分子。mRNA 通过逆转录酶合成 cDNA

后 , 也可用 PCR 方法分析 , 称为 RT-PCR。在生殖生物学研究中 , RT- PCR 被用于检

测特定 mRNA在组织器官中的表达。

五、核酸杂交技术

核酸杂交技术是分子生物学的标准技术之一 , 用于检测 DNA 或 RNA 分子的特定

序列 (靶序列 )。从样品中提取的总 DNA或 RNA先通过琼脂糖凝胶电泳 , 根据分子量
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的不同在凝胶中分成不同的条带 , 再把这些核酸分子平行转移并固定到硝酸纤维素或尼

龙膜上 , 以使它们相对位置不变。同时将与其互补的单链 DNA 或 RNA 探针用放射性

或非放射性标记。在膜上杂交时 , 探针与其互补的靶序列结合 , 洗去未结合的游离探针

后 , 可经放射自显影或显色反应检测特异结合的标记探针。其中 DNA 印迹杂交 ( DNA

blot hybridization ) 也称为 Southern Blot , RNA印迹杂交 ( RNA blot hybridization) 也称

为 Nor thern Blot。在生殖生物学研究中 , RNA 印迹杂交应用较多 , 主要用于检测组织

或培养细胞中特定基因在转录水平的变化。

六、免疫蛋白印迹分析

免疫蛋白印迹 ( Western blot ) 是检测生物样品中特定蛋白质的方法。第一 , 用聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离总蛋白 , 最常用的方法是将强阴离子去污剂 SDS 与某一还原剂

(通常为巯基乙醇或二硫苏糖醇 ) 并用 , 并通过加热使蛋白质变性后再加样于电泳凝胶

上。变性的多肽与 SDS结合并因此带负电荷 , 由于多肽结合的 SDS 量总是与多肽的分

子质量成正比而与其序列无关 , 因此 SDS多肽复合物在聚丙烯酰胺凝胶电泳中的迁移

率只与多肽的大小相关。而且 , 对多肽主链所进行的修饰 , 如糖基化和磷酸化 , 将显著

影响其表观分子质量。因此 , 用免疫蛋白印迹分析方法 , 不仅能够研究某一特定蛋白在

生理过程中的表达量变化 , 而且可以检测出蛋白质在不同生理时期受到的共价修饰。待

蛋白样品经电泳之后 , 把凝胶中的所有蛋白转移 (通常是电转移 ) 到硝酸纤维素膜或

PVDF 膜上 , 再用特定蛋白的抗体与膜共同孵育一段时间 , 通过抗原 抗体相互作用使

抗体结合到膜上相对应的蛋白位置 , 然后用标记的第二抗体去检测膜上特定蛋白的表

达。常用的表达检测方法是增强化学发光法 ( enhanced chemiluminescence, ECL) , 即用

辣根过氧化物酶 ( horseradish peroxidase, HRP ) 交联的第二抗体去结合膜上的第一抗

体 , 再加入辣根过氧化物酶的底物 ( luminol和 LCA) , 该底物在 HRP 作用下生成发光

产物。反应后的膜使 X 光片曝光 , 即在 X 光片上与硝酸纤维素膜相对应的位置显现出

黑色条带 , 此即特定蛋白的表达信号。

决定免疫蛋白印迹实验成败的因素是蛋白的有效分离和抗体对抗原的特异性亲和能

力 , 而且在某些稀有样品中 , 如哺乳动物的卵母细胞 , 蛋白质的含量成为免疫蛋白印迹

的限制因素。为了使蛋白质得到有效分离 , 可以通过改变凝胶中丙烯酰胺的浓度来调整

凝胶孔径。一般来说 , 小孔径凝胶 (如 15%丙烯酰胺凝胶 ) 适用于小分子质量蛋白 ,

并有利于分辨蛋白质的磷酸化等共价修饰 , 而大孔径凝胶 (如 8%丙烯酰胺凝胶 ) 更有

利于分离高分子质量蛋白 , 并使蛋白质较容易地从凝胶中转移到硝酸纤维素膜上。大多

数中等分子质量的蛋白 ( 30～100 kDa) 适用的凝胶浓度是 10%左右。为了增强抗体与

膜上抗原结合的特异性 , 膜在与抗体共孵育之前必须经过封闭处理 , 即用一定浓度的牛

血清白蛋白或脱脂奶粉先与膜共同孵育一段时间 , 使这些蛋白质分子与膜上的非特异性

位点结合 , 从而阻止抗体在膜上的非特异性沉积。但是 , 如果封闭过分 , 也会影响抗体

与靶蛋白的特异性结合。为了得到背景干净的免疫蛋白印迹结果 , 封闭过程是十分关键

的 , 需要进行预实验确定最佳封闭方法。
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七、基因转移技术

将人工分离和修饰过的基因导入到生物体基因组中 , 由于导入基因的表达 , 引起生

物体的性状可遗传的变化 , 这一技术称之为基因转移 ( gene transfer ) 技术。转基因动

物是指以实验方法导入外源基因 , 在染色体组内稳定整合并能遗传给后代的一类动物。

1982 年获得的转基因小鼠 , 是转入大鼠的生长激素基因 , 导致小鼠体重为正常个体的

二倍 , 因而被称为“超级小鼠”。在以后 10 年间相继报道过转基因兔、绵羊、猪、鱼、

昆虫、牛、鸡、山羊、大鼠等转基因动物的成功。由于转基因动物体系打破了自然繁殖

中的种间生殖隔离 , 使基因能在种系关系很远的机体间流动 , 它将对整个生命科学产生

全局性影响。

转基因动物生产主要步骤包括 : ①目的基因的选择。②将重组基因转入受精卵 , 常

使用的方法有显微注射法、反转录病毒感染法、胚胎干细胞法、精子载体法、脂质体法

等。将转入了外源基因的受精卵植入同期发情的受体动物 , 在植入前完成整合胚胎的检

测、筛选、建立 ES细胞系。③对出生后基因整合、表达情况进行检测 , 对整合、表达

的转基因动物进行育种试验 , 建立由成功转基因个体或群体组建的转基因系。

转基因动物是对多种生命现象本质深入了解的工具 , 如研究基因的结构与功能的关

系 , 细胞发育的潜能性、细胞核与细胞质的相互关系、胚胎发育调控、性别分化机理

等。例如 , 把一个来自 Y 染色体的 Sry 基因注入基因型为雌性的鼠胚胎内 , 可以使这

些本来应该发育成雌鼠的胚胎最后发育成雄性。这个结果表明 , Sry 基因是决定哺乳动

物雄性性别的基因。利用转基因操作技术可以有选择地杀死某些特殊形态的细胞 , 其原

理是 : 把某些经过改造的基因注入鼠的胚胎内 , 这些新基因只能在胚胎内的某些区域得

到表达。这些区域内的细胞被由新基因控制产生的毒性物质杀死 , 其后的一系列结果要

跟踪观察。这种方法对于追踪细胞的世系大有帮助。另一个研究途径是把标志基因注入

胚胎。这些新导入的标志基因可以遗传给后代。通过研究这些标志基因的行为就可以更

好地获得有关细胞“谱系”的信息。

八、基因敲除技术

基因敲除 ( gene knockout ) 是指从分子水平上设计实验 , 将目的基因去除 , 或用其

他序列取代 , 然后从整体上观察实验动物 , 推测相应基因的功能。基因敲除的技术路线

如下 : ①构建重组基因载体。②用电穿孔、显微注射等方法把重组 DNA 转入受体细胞

核内。③用选择培养基筛选已发生同源重组的细胞。④将发生同源重组的细胞转入胚胎

使其生长成为转基因动物。⑤对转基因动物进行回交及自交后 , 筛选缺陷型的动物 , 并

进行形态观察及分子生物学检测。

基因敲除的靶细胞目前最常用的是小鼠 ES 细胞。80 年代初 , 胚胎干细胞 ( ES 细

胞 ) 分离和体外培养的成功奠定了基因敲除的技术基础。通过该技术 , 体外精细的基因

操作与小鼠的整个生长发育和生命过程得到了直接的结合 , 为探讨高等动物基因组结构

和功能提供了有效的方法。深入研究基因敲除小鼠在胚胎发育及生命各期的表型 , 可以
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得到详细的有关该基因在生长发育中的作用 , 为研究基因的功能和生物效应提供模式。

目前人类基因组研究多由新基因序列的筛选检测入手 , 进而用基因敲除法在小鼠上观察

该基因缺失引起的表型变化。在线虫、果蝇、非洲爪蟾等低等模式生物中筛选出来的重

要基因 , 也常常通过克隆并敲除其在小鼠基因组中的同源基因 , 来研究它们在高等哺乳

动物中的相应功能。比如 , 敲除了编码白血病抑制因子 ( LIF )、环氧合酶 2 ( COX

2)、同源盒基因产物 HOX-10、细胞膜糖蛋白 Basigin、前列环素 ( prostacyclin ) 核受体

等分子的基因以后 , 小鼠的胚胎着床过程受到抑制 , 这是对阐明胚胎着床机理的重要提

示。敲除了小鼠原癌基因 c-mos以后 , 成熟的卵母细胞不能阻滞在 MII 期 , 而是发生自

发的孤雌激活 , 说明 c-mos编码的蛋白激酶及其下游传号转导途径 , 对于维持哺乳动物

卵母细胞的 MII期阻滞是至关重要的。有人发现并敲除了一种平滑肌细胞膜上的离子

通道蛋白基因 , 却意外地发现能引起小鼠不育。深入研究证明 , 配子发生没有受到影

响 , 只是由于雄鼠交配时输精管平滑肌不能收缩 , 无法射精 , 说明该基因编码的离子通

道对于接受交配刺激 , 引起射精 , 发挥着不可替代的作用。还有环氧合酶 1 ( COX-1)

基因敲除导致小鼠不能分娩、核仁蛋白 N PM2 基因敲除引起受精卵不能发生卵裂等。

但是 , 当人们敲除了一些以前认为极为重要的基因以后 , 却往往不能观察到预期的严重

生理缺陷。例如 , 人们久已认识到催产素是一种重要的生殖激素 , 在体内具有相当广泛

的作用。但敲除催产素基因以后 , 原先认为是由催产素介导的很多生理过程却不受影

响。这并不能说催产素在体内没有作用 , 而是由于生命体内很多重要的生理过程都存在

替代途径 ( redundant pathway)。当一个基因被敲除之后 , 其功能缺陷往往可以被其他

分子补偿 , 而不表现出来 , 从而影响人们恰如其分地评价被敲除基因的作用。这种现象

被认为是基因敲除技术的一个重要缺陷。另外 , 有些对个体生存极为重要的基因 , 其缺

失会导致个体在胚胎早期即死亡 , 无法用于研究基因在特定生理过程中的作用。总之 ,

基因敲除技术虽然有其局限性 , 但仍然是目前证实特定基因功能的最可靠方法之一 , 在

生殖生物学研究中得到极为广泛的应用。

九、条件基因敲除技术

经典的基因敲除技术影响了一个动物的每个细胞 , 常常无法从一个复杂的表型中区

分首要和次要的变化 , 而且经常导致胚胎在发育早期死亡 , 阻碍了对它们在发育后期和

成体中功能的研究 , 包括它们在生殖系统中的功能。所以这种“全或无”的基因敲除技

术已不能满足后基因组时代对基因功能研究的要求。为了准确了解一个基因在一种特异

细胞类型、疾病或发育的关键时期的作用 , 需要设计更佳技术路线。

条件基因敲除 ( conditional knockout ) 技术是近年来新兴的小鼠基因敲除技术 , 其

原理是 : 由位点特异的重组酶 ( site-specific recombinase) 切除带有相应酶识别序列的靶

基因片段 , 使后者无法产生活性产物。根据重组酶的组织特异表达模式或/ 和可诱导的

方式 , 使目的基因以细胞类型特异的方式或/ 和在特定时间被诱导敲除。其中 , 产生各

种可控制的转重组酶基因小鼠是控制发生基因敲除的组织和时间的关键。目前被广泛应

用的是噬菌体 Cre-loxP系统 , 另一个来自酵母的 Flp-F rt 系统也正在开始使用。例如 ,

Weber 等发现 , 转录中间因子 ( transcriptional intermediary factor 1 , TIF1 ) 在雄性小鼠
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中和 Ser toli细胞及圆形精子细胞的异染色质结合 , 但具体作用不清楚 , 而且缺失 TI F1

的小鼠胚胎在进入原肠期以前死亡 , 他们接着利用被泰米酚诱导的 Cre - loxP 体系 , 使

TIF1 在生殖细胞系中特异缺失 , 发现雄鼠的精原干细胞系发生受阻 , 未成熟生殖细胞

从曲细精管脱落。

十、RNA干扰技术

近年来的研究表明 , 一些小的双链 RNA ( double-stranded RNA , dsRNA) 可以高

效、特异地阻断体内特定基因的表达 , 促使 mRNA降解 , 诱导细胞表现出特定基因缺

失的表型 , 称为 RNA 干扰 ( RNA interference , RNAi)。RNAi本来是生物体抵御外在

感染的一种重要保护机制 , 但目前可以作为一种简单有效的基因沉默 ( gene silencing)

工具 , 用于基因功能研究。在功能基因组研究中 , 需要对特定基因进行功能丧失或降低

突变 , 以确定其功能。由于 RNAi具有高度的序列专一性 , 可以特异的使靶基因沉默 ,

导致功能丧失或降低 , 因此 RNAi可以作为一种强有力的研究工具 , 用于功能基因组的

研究。将功能未知基因的编码区 (外显子 ) 或启动子区 , 以反向重复的方式由同一启动

子控制表达。这样在转基因个体内转录出的 RNA可形成 dsRNA , 产生 RNA 干涉 , 使

目的基因沉默 , 从而进一步研究目的基因的功能。根据所选用序列的不同 , 可将其分为

编码区 RNAi和启动子区 RNAi技术。与其他几种沉默基因的技术相比 , RNAi 具有明

显的优点 , 它比反义 RNA技术更有效 , 更容易引起基因功能丧失或降低。而且通过与

细胞特异性启动子及可诱导系统结合使用 , 可以在发育的不同时期或不同器官中有选择

地作用 , 与基因敲除技术造成的功能永久性缺失相比 , 更受科学家偏爱。RNA 干扰最

早在线虫中发现并得以应用 , 现在已经迅速扩展到果蝇和哺乳动物的研究中。RNA 干

扰技术的出现 , 在功能基因组学领域掀起了一场革命 , 被 Science评为 2001 年最重要的

科学成果之一。

第三节  微观形态学技术

许多在生殖和发育上有重要意义的基因只是在复杂组织中的少数细胞里表达 , 或仅

在一种器官及组织分化过程中的短暂时间内表达。确定这些基因及其蛋白产物在组织、

细胞中的时空表达规律 , 对于研究它们在生殖过程中发挥的作用 , 具有重要的参考价

值。虽然用 RNA印迹分析和免疫蛋白印迹分析可以研究特定 mRNA和蛋白在组织中的

表达变化 , 但生殖器官是由多种组织和细胞类型构成的 , 特定基因的转录和翻译常发生

在特定的细胞类型中和器官内很局限的一个部位 , 比如卵巢中正在发育的卵泡和子宫中

胚胎的着床位点。这样 , 只分析器官中的总 RNA 和蛋白样品 , 不足以充分揭示生殖过

程中的基因表达变化。只有通过原位杂交和免疫组化等方法 , 把特异基因表达的检测与

特定时期的组织细胞类型联系起来进行研究 , 才能有效阐明生殖相关基因的时空调节规

律。
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一、免疫组织化学

免疫组织化学 ( immunohistochemistry) 简称免疫组化 , 是利用抗原抗体反应在组

织细胞内检测特定蛋白质表达的方法 , 具有灵敏度高、特异性强、定位准确和操作方便

等优点。免疫组化大致包括组织固定、包埋和切片、封闭、抗体孵育、信号检测、组织

对染和封片等步骤。组织固定和切片是影响免疫组化实验成功与否的关键 , 常需针对每

个具体实验用途进行优化。常用的固定剂包括甲醛、多聚甲醛、苦味酸、冰醋酸、甲

醇、乙醇、丙酮、氯化汞、戊二醛等 , 它们的作用在于使组织中的蛋白质迅速发生变

性 , 阻止组织自溶作用 , 维持其自然结构形态。其中有些固定剂也充当有机溶剂的作

用 , 抽提细胞质和细胞膜中的脂类 , 有助于提高组织对亲水性染料或抗体的通透性。为

了使生物组织尽量保持活体状态的微观结构 , 必须在动物体死亡之后对所需组织进行迅

速固定 , 而且为了保证固定液迅速渗透到组织中去 , 组织块不能太大。另外 , 针对生殖

生物学的研究特点 , 在组织取材时一定还要兼顾组织结构的完整性 , 以及它所包含的生

理信息。比如为了研究胚胎着床过程中子宫组织的结构变化 , 就一定要在取材过程中保

持子宫壁的完整性 , 并且要选取包含胚胎着床位点的组织块进行取材。根据标记物的性

质 , 可将免疫组化分为免疫荧光法 ( immunofluorescence)、免疫酶法 ( immunoperoxi-

dase)、免疫金法 ( immunogold)、ABC 法 ( avidin-biotin complex) 等。

针对于培养细胞的免疫组化与组织切片略有不同。可以把灭菌的小片盖玻片置于细

胞培养板底部 , 接种细胞。待细胞长满之后倾去培养液 , 在培养板小室中对细胞进行固

定、抗体孵育和显色等操作。待上述操作完成之后 , 用镊子夹出盖玻片 , 倒扣在载玻片

上 , 封片以后即可上镜观察。该方法也适用于培养细胞的激光共聚焦显微术。

二、激光共聚焦显微术

激光共聚焦显微术 ( confocal microscopy ) 是一项用途广泛的现代生物显微技术 ,

其基本原理是利用荧光物质标记组织或细胞的某一部分 , 然后用确定波长的入射光扫描

样品的不同层面 , 并收集各个层面荧光物质发出的激发光 , 用与显微镜相连的计算机系

统进行分析 , 把各个层面的荧光图像叠加起来 , 形成立体图像。免疫荧光化学术 ( im-

munofluorochemist ry) 是利用抗原 抗体特异性反应来研究特定蛋白质在组织、细胞中表

达时间和部位的有用方法。其基本原理是利用特定蛋白的抗体 , 即一抗 ( first antibody ,

Ab1) , 使之与组织切片或整装片 (卵母细胞或早期胚胎 ) 中的该种蛋白结合 , 然后加

入荧光物质标记的抗一抗的抗体 , 即二抗 ( second antibody , Ab2 ) , 在显微镜下用合适

的入射光观察 , 由于抗原 抗体的结合是高度专一性的 , 所以只有在具有该种蛋白的部

位才可见荧光 , 由此研究蛋白的表达规律。目前已有大量商品化抗体出售 , 使免疫荧光

化学术成为当今生物学的常规技术。目前常用的荧光染料主要有异硫氰酸荧光素

( FITC)、罗丹明 ( Rhodamine)、得克萨斯红 ( Texas red) 和碘代丙啶 ( P I) 等。

激光共聚焦显微术特别适合于哺乳动物卵母细胞和早期胚胎的分子细胞生物学研

究。多种参与细胞周期调控、细胞传号转导的蛋白质以及细胞骨架成分都在卵母细胞中
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呈现时空特异性分布 , 但是卵母细胞的体积远大于体细胞 , 且在排卵后游离于输卵管

中 , 或在体外培养系统中游离于培养液中 , 不能采用常规的组织切片方法来进行免疫荧

光化学处理 , 而必须使用适合于卵母细胞的特殊方法。首先 , 为了保证样品的立体形

态 , 各个操作步骤都是在液滴中进行 , 用玻璃微吸管在各液滴之间转移样品 , 而不是像

组织切片那样附着在载玻片上进行操作。其次 , 由于激光共聚焦显微术的研究对象是完

整的细胞 , 而不是像组织切片中的细胞那样已经在切片过程中暴露出很多细胞断面 , 因

此必须用合适的去污剂 (如 Triton X-100 和 Tween-20 等 ) 抽提细胞膜中的脂类 , 增加

细胞膜对抗体的透性。对于猪卵、牛卵等富含脂滴的细胞 , 抽提过程更为重要 , 因为细

胞质中的脂类也会影响抗体的扩散。在进行完一切操作步骤之后 , 再将样品以整装片的

形式加载在载玻片上 , 用激光共聚焦显微镜观察。对该技术的详细描述见参考文献。

三、双光子荧光显微图像技术

双光子荧光显微图像系统是采用“双光子脉冲红外激光”作为光源 , 即用两个或多

个长波长的光子激发短波长的荧光 , 再结合激光共聚焦显微镜的显微聚焦、图像扫描采

集和数据处理功能的显微图像系统。激光共聚焦显微成像系统的局限性在于 , 绝大多数

现有荧光物质的激发光波长都处于紫外或近紫外区域 , 而高强度的紫外或近紫外光经过

聚焦 , 再集中照射到样品的微小区域内 , 使样品处于高能量辐射之下 , 很快死亡或改变

其正常生理行为 , 称为“光毒性效应”。利用“双光子脉冲激发技术”, 人们可以利用能

量较低的红外或近红外光作为激发光源代替紫外或近紫外照射光 , 同样可以获得相应荧

光信号 , 同时避免了“光毒性效应”。而且 , 由于红外或近红外光的穿透能力大大高于

紫外光和可见光 , 此技术使得对样品的观察厚度提高了将近一倍。该技术以其明显优势

大有取代激光共聚焦显微成像技术的趋势。目前已采用双光子显微技术进行了包括活体

神经成像、胚胎发育全程动态观察、活体脑皮层上神经元的结构与功能信号检测等研

究。

四、原位杂交技术

原位杂交技术 ( in situ hybridization) 的原理是用一个特异性标记 (放射性同位素

标记或地高辛标记 ) 的核苷酸探针与各个细胞或组织切片中的 RNA进行杂交 , 然后通

过检测特异性标记来确定目的 RNA的表达位置和时间。在生殖生物学领域 , 该技术被

用于研究特定基因在生殖过程中的时间和细胞类型特异性表达 , 以及其他因素对特定基

因表达的调节作用。这需要三个方面的技术知识。首先 , 制备适用的核酸探针需要掌握

相应的分子生物学原理和技术 (如质粒制备、探针标记、核酸提取 ) ; 其次 , 要有熟练

的组织学技能 , 制备成功的组织切片 ; 最后 , 对实验结果的正确解释 , 需要熟悉细胞生

物学、动物组织学和相关的生殖生物学原理。因为组织样品中待检测的 RNA 非常微

量 , 而且极易被 RNA酶降解 , 因此在实验过程中用到的所有物品都要经过高温烘烤或

DEPC处理 , 以除去可能的 RNA酶污染 , 而且在操作过程中要戴手套 , 避免皮肤接触。

探针标记可以采用放射性同位素标记、地高辛标记、荧光标记等不同方法。原位杂交可

·016· 生殖生物学



以在石蜡或冰冻切片上进行 , 二者各有优缺点。石蜡切片比冰冻切片更能保持清晰的组

织形态和结构 , 而且更耐保存。但根据多数人的经验 , 用冰冻切片做原位杂交得到的表

达信号更强 , 因为在石蜡包埋过程中会损失部分 RNA。此外 , 整体胚胎或器官的非同

位素原位杂交是被广泛使用的方法 , 它使 RNA 空间分布的快速测定成为可能。无论采

用何种方法 , 标本都要经过适当的固定 , 固定以后用蛋白酶消化 , 一方面使核蛋白结合

的 mRNA充分暴露其碱基 , 另一方面利于标记探针透过组织及细胞膜。在杂交前还要

对组织切片进行脱脂 , 使探针更容易穿透细胞膜。

五、电子显微镜技术

光学显微镜的分辨率受到入射光线波长的限制 , 而电子束的波长比光波短的多 , 因

此用电子束代替入射光的电子显微镜可以极大提高对样品的分辨率。虽然电子显微镜的

基本原理与光学显微镜相似 , 但样品的制备方法却有着较大的不同。第一 , 要获得电镜

的高分辨率 , 样品必须很好地固定 , 常采用戊二醛和钅我酸做固定剂。许多光学显微镜常

用的固定液如乙醇和福尔马林不适合做电镜的固定液 , 因为它们会造成在超微结构水平

上不能忽视的样品结构破坏。第二 , 因为电镜成像环境是高真空的 , 所以固定液必须能

够脱水。第三 , 因为样品必须制成足够薄的切片以保证电子束能够有效穿透 , 所以样品

必须包埋于树脂中防止剖面硬化 , 承受电子束轰击。第四 , 由于大多数生物结构在电镜

下只有很小的内在对比度 , 所以样品必须用能够增加反差的化合物进行染色 , 通常选择

重金属盐作为染色剂。在生殖生物学研究中 , 电子显微镜技术主要被用于细胞超微结构

的观察 , 比如卵子表面的微绒毛、卵皮质颗粒的排放、精子顶体反应过程、内分泌细胞

中分泌颗粒的积累、胚胎在子宫中着床时的母胎界面等。通过免疫电镜技术 , 即利用重

金属离子标记和抗原 - 抗体反应原理 , 可以在细胞超微水平上对特异蛋白质的分布变化

进行研究。

六、细胞特殊染色技术

(一 ) 活细胞中自由钙的成像和检测

钙离子是通用的第二信使 , 测定亚细胞钙离子浓度在空间和时间上的变化 , 对于监

控许多生理活动 , 包括受精、平滑肌收缩、突触传递和细胞分裂等都很重要。在活细胞

中 Ca
2 +
是不能被直接观察到的 , 必须与另一种分子相互作用 , 引起该分子光学特性的

改变 , 发出荧光 , 再通过光子传感仪或二维光子检测仪 , 以模拟形式或数据形式记录下

细胞内钙离子引发的荧光发射变化。理想的钙指示剂应该是在钙浓度发生变化的地方 ,

对钙的存在做出报告 , 而又不影响所研究的反应。目前常用的发光钙指示剂有人工合成

物 Fura-2、Quin-2 , 以及水母发光蛋白等。
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(二 ) 精子获能、顶体反应的评价

准确、客观地评价精子功能状态对于生殖生物学研究和辅助生殖技术都有重要的参

考价值。精子质膜完整性是其死活的一个间接指标 , 死精子特异性荧光探针有碘代丙啶

( PI)、溴化乙啶 ( EB) 和 Hoechst 33 258 等 , 活精子特异性荧光探针有羧基荧光素双醋

酸盐 ( carboxy fluoresecin diacetate, CFDA)、羧基二甲基荧光素双醋酸盐 ( carboxy

dimethyl fluorescein diacetate , CDMFDA)、钙黄绿素乙酰基甲基酯 (calcein acetyl methyl

exter , CAM)、Hoechst 33 342、SYTO-17 和 SYBR-14 等。这两类荧光探针一般结合使

用 , 从而使死精子和活精子能够同时得到鉴定。精子运动能力与其线粒体活性密切相

关 , 因此线粒体的功能状态是精子功能质量的一个关键指标。检测线粒体活性最常用的

特异性探针是罗丹明 123 ( R123 )、Mitotracker green FM (MITO) 和 JC-1。前两种探针

染色阳性精子的线粒体部位发绿色荧光 , JC-1 染色阳性的精子发出绿色或红 橘红色荧

光。精子获能过程中的一个重要事件是 Ca
2 +
的内流。金霉素 ( CTC) 能够进入细胞内

具高浓度 Ca
2 +
的区间 , 与 Ca

2 +
结合。而且 CTC-Ca

2 +
复合物能和细胞膜内的疏水区结

合 , 在荧光显微镜下被激发出荧光 , 因而能够说明精子获能各时期 Ca
2 +
的短暂变化和

分布规律。精子 CTC染色类型有三种 : ①F型 , 整个精子头部有均一荧光 , 为未获能、

顶体完整的精子。②B 型 , 精子头部顶体后区 , 靠近尾部的部分无荧光 , 而头前部为均

一荧光 , 为获能、顶体完整的精子。③整个精子头部无荧光或只有非常弱的荧光 , 为发

生了顶体反应的精子。因此 CTC染色不但可以检测精子获能的比例 , 还能检测精子顶

体反应的比例。目前这项技术已经被用于猴、小鼠、山羊、马、猪和牛等动物和人的精

子获能检测。另外 , 利用异硫氰酸荧光素 ( FITC ) 标记的植物凝集素和考马斯亮蓝可

以检测精子的顶体状态。

(三 ) 细胞器的特殊荧光标记

生殖生物学所研究的细胞中 , 有些重要的细胞器可以特异性地与某些荧光化合物、

染料或蛋白分子结合。利用这种现象 , 可以对这些细胞器进行快捷的染色标记 , 再借助

显微成像系统进行观察 , 以研究这些细胞器相应的生物功能。例如 , 猪精子顶体和猪卵

子皮质颗粒中的多糖成分可以和一种植物凝集素———花生凝集素 ( PNA ) 发生特异结

合 , 大鼠、小鼠、兔的卵皮质颗粒成分则特异性地结合另一种植物凝集素———扁豆凝集

素 ( LCA)。于是 , 用荧光素标记的 PNA 或 LCA就可以方便地示踪精子顶体或皮质颗

粒内含物的分布和排放情况。几种荧光染料 , 如 Hochest 33342、Hochest 33258、

DAPI、P I等 , 可以结合到 DNA双螺旋中 , 因此可被用于细胞核相的快速判断 , 或在

显微操作过程中辅助去核。真菌代谢产物鬼笔环肽可以与聚合的肌动蛋白特异结合 , 因

此可用荧光物质标记的鬼笔环肽显示细胞内微丝网络的组装和分布变化。另外 , 荧光染

料罗丹明 123 ( R123 ) 能特异性地与线粒体结合 , NBDC6 -ceramide 和 DiOC6 能特异性

地标记细胞内的高尔基体和内质网。
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七、激光捕获显微分离技术

组织具有复杂的结构 , 并且由许多处于不同位置的、相互作用的细胞组成。通过从

组织中取出的细胞在一个新的环境中进行培养而得的细胞的基因表达 , 与组织中实际细

胞的基因表达有着很大的不同。从不同类型细胞中提取的蛋白在电泳图上将涵盖各种组

织和细胞中存在的蛋白。不同组织的干扰问题由于激光捕获显微分离技术 ( laser cap-

ture microdissection , LCM) 的引入而得到了解决。这项技术可以使用常规的在载玻片

上制作冰冻或石蜡切片及染色的方法 , 并通过直接的显微镜观察 , 用能量较低的红外激

光激发而获得同一类型组织细胞 , 甚至单个细胞。激光捕获显微分离技术自问世以来被

广泛应用于基于组织类型的大分子的研究。通过激光捕获显微分离而获得的细胞在使用

二维电泳进行蛋白分析及其他研究中 , 都取得了高灵敏度和良好重复性的结果。

第四节  模 式 生 物

早在 19 世纪末和 20 世纪初人们就发现 , 如果把关注的焦点集中在相对简单的生物

上 , 则发育 (从广义上讲 , 发育生物学包括生殖生物学 ) 的机理可以得到部分解答。因

为这些生物的细胞数量更少 , 分布相对单一 , 变化也较好观察。由于进化的原因 , 细胞

生命在发育的基本模式方面具有相当大的同一性 , 所以利用位于生物复杂性阶梯较低级

位置上的物种来研究发育共同规律是可能的。尤其是当在有不同发育特点的生物中发现

共同形态发生和变化特征时 , 发育的普遍原理也就得以建立。因为对这些生物的研究具

有帮助我们理解生命世界一般规律的意义 , 所以它们被称为“模式生物” ( model organ-

ism)。一种模式生物应具备以下特点 : ①其生理特征能够代表生物界的某一大类群。

②容易获得并易于在实验室内饲养、繁殖。③容易进行实验操作 , 特别是遗传学分析。

目前常用的模式生物包括酵母、线虫、果蝇、斑马鱼、非洲爪蟾、小鼠等。

1996 年 4 月 , 在国际互联网上公布了酿酒酵母 (以下简称酵母 ) 的完整基因组顺

序 ( 16 条染色体 , 共 12068 kb , 编码约 5800 个基因 ) , 它被称为遗传学上的里程碑。因

为一方面 , 这是人们第一次获得真核生物基因组的完整核苷酸序列 ; 另一方面 , 这是人

们第一次获得一种易于操作的实验生物系统的完整基因组。酿酒酵母作为一种模式生物

在实验系统研究方面具有许多内在的优势。首先 , 酵母是一种单细胞生物 , 能够在基本

培养基上生长 , 使得实验者能够通过改变物理或化学环境完全控制其生长。其次 , 酵母

在单倍体和二倍体的状态下均能生长 , 并能在实验条件下较为方便地控制单倍体和二倍

体之间的相互转换 , 对其基因功能的研究十分有利。有将近 31 %编码蛋白质的酵母基

因或者开放阅读框与哺乳动物编码蛋白质的基因有高度的同源性。利用酵母温度敏感突

变株在细胞周期不同阶段加以阻断 , 分离了众多细胞分裂周期基因 ( cell division cycle

genes , CDC genes)。后来发现 , 许多 CDC 基因的同源基因也广泛存在于包括哺乳动物

在内的其他生物类群中 , 编码与有丝分裂和减数分裂相关的重要分子。比如 cdc-2 编码

M PF 的催化亚基 P34 , cdc-5 编码 polo-like激酶等。

秀丽隐杆线虫 ( nematode, Caenorhabditis elegans ) 通身透明 , 观察十分容易。更
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为重要的是 , 它是惟一一个身体中的所有细胞都能被逐个盘点并各归其类的生物。它的

幼虫含有 556 个体细胞和 2 个原始生殖细胞 , 成虫则根据性别不同具有不同的细胞数。

最常见的雌雄同体成虫成熟后含有 959 个体细胞和 2000 个生殖细胞 , 而较少见的雄性

成虫则只有 1031 个体细胞和 1000 个生殖细胞。此外 , 线虫的生命周期很短 , 它从生到

死的全过程只有 3 天半 , 这就使得不间断的观察并追踪每个细胞的演变成为可能。通过

20 年的努力 , 到 90 年代中期 , 人们已经建立了线虫从受精卵到所有成体细胞的谱系

图 , 并且完成了线虫基因组全序列测定。Sydney Brenner , John Sulston 和 Robert

Horvitz对线虫发育和细胞调亡的研究 , 获得了 2002 年诺贝尔生理学奖。

黑腹果蝇 ( fruit fly, Drosophila melanogaster ) 在近代生物学史上地位显赫 , 对果

蝇的研究曾经三度获得诺贝尔生物医学奖 ( 1933 年摩尔根 , 1946 年缪勒 , 1995 年刘易

斯、尼尔森 - 沃哈德和维斯郝斯 )。果蝇在 25℃下由卵至成虫只需 11 天 , 而且有大量

可供筛选的突变表型。由于它们繁殖迅速、染色体巨大且易于进行基因定位 , 因此

1909 年摩尔根将之用作研究遗传变异和染色体关系的材料。它由 14 个体节构成的躯干

完全对称 , 一套基因控制了这些体节从上到下的发生过程 , 后来的研究证明 , 这套基因

普遍存在于从昆虫到人的基因组中 , 是决定机体左右对称布局形成的最基本因素。

海胆 ( sea urchin) 是生物科学史上最早被使用的模式生物 , 它的卵子和胚胎对早

期发育生物学的发展有举足轻重的作用。早在 1875 年 , Oscer Hertiwig ( 1849～1922 )

就开始以海胆为材料研究受精过程中细胞核的作用。1891 年 , Hans Driesh ( 1876～

1941 ) 在显微镜下把刚刚完成第一次卵裂的海胆胚胎一分为二 , 结果发现 , 分开后的两

个细胞各自形成了一个完整幼虫。这一实验的意义在于证明胚胎具有调整发育的能力 ,

为现代发育生物学奠定了第一座观念里程碑。1890 年后 , 海胆更在受精和早期胚胎发

育的研究中起了重要作用。同种海胆精卵表面分子的特异性识别、精子顶体反应、卵皮

质反应等现象的发现 , 为受精生物学奠定了最初的基础。

斑马鱼 (zebrafish , Danio rerio) 和非洲爪蟾 ( south African clawed toad , Xenopus

laevis) 是目前最常用的两种模式低等脊椎动物。斑马鱼产卵量多 , 繁殖迅速 , 胚胎通

体透明 , 是进行胚胎发育机理和基因组研究的好材料。非洲爪蟾的卵母细胞体积大、数

量多 , 易于显微操作 , 还可制成具有生物活性的无细胞体系 , 易于生化分析 , 在卵母细

胞减数分裂机理研究中具有不可替代的作用。参与调节哺乳动物卵母细胞减数分裂的重

要蛋白激酶 , 其作用最初大都是在非洲爪蟾卵子中发现的。

小鼠 ( mouse , Mus musculus) 来源于野生鼷鼠 , 从 17 世纪开始用于解剖学研究及

动物实验 , 经长期人工饲养选择培育 , 已育成多达千余个独立的远交群和近交系。由于

小鼠繁殖快 , 饲养管理费用低 , 所以成为生物医学研究中广泛使用的模式生物 , 也是当

今世界上研究最详尽的哺乳类实验动物。目前全世界每天约有 2500 万只小鼠被用于生

物医学研究 , 以小鼠为对象的研究已经获得了 17 项诺贝尔奖。小鼠胚胎干细胞的分离

和基因敲除技术的应用 , 更为以小鼠为对象的生殖生物学研究起了推波助澜的作用。

1999 年 , 美英几家大型科研机构成立了小鼠基因组测序的合作团体 , 2002 年 8 月 , 他

们公布了小鼠基因组物理图谱的框架。完整的小鼠基因组图谱预计于 2005 年完成。小

鼠作为哺乳动物的模式生物 , 对它的生理介绍贯穿本书之始终 , 在此不再赘述。

通过上面的介绍我们看到 , 模式生物已经在现代生命科学基础研究中具有举足轻重
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的地位。但是 , 模式生物在我国的研究才刚刚起步 , 与国际领先水平差距很大 , 在生殖

生物学领域的应用更加有限。我国业已启动了家蚕模式生物的研究计划 , 试图建立另具

特色的新模式生物 (家蚕是鳞翅目昆虫的代表物种 , 果蝇属双翅目昆虫 )。在今后的生

殖生物学研究中 , 为了解决哺乳动物生殖机理中若干悬而未决的复杂问题 , 也将不可避

免地引进模式生物研究模型 , 这将不仅是新方法、新技术的应用 , 而是一种研究观念、

研究策略的进步。

第五节  研究模型的选择

生殖生物学研究离不开对实验动物模型的利用 , 即使是首先用生物化学和分子生物

学研究手段得出的结果 , 也必须在细胞、组织乃至整体水平去进一步评价其生理意义。

生殖生物学的研究模型是根据对实验动物生殖过程的观察和了解 , 把特定的生殖事件置

于人工可控的条件之下 , 加以研究利用。由于动物种类的繁多和生殖事件的复杂 , 本章

无法尽述所有的研究模型 , 仅举出一些常用者 , 以说明实验动物模型对生殖生物学研究

的意义。

卵母细胞是哺乳动物体内体积最大的细胞 (不考虑神经细胞的长突起 ) , 在发育过

程中要先后经历两次减数分裂阻滞 , 而且 , 减数分裂阻滞的维持和退出受到卵泡体细

胞、激素和精子的调节 , 是历来进行细胞周期调控、细胞信号转导和核质关系研究的理

想对象。如前所述 , 利用小鼠卵母细胞自发减数分裂成熟模型和激素诱导减数分裂成熟

模型 (详见本章第一节 ) , 可以分别研究卵母细胞内在的减数分裂启动机制和外界因素

(激素与卵丘细胞 ) 对卵母细胞分裂周期的调控作用。近年来 , 卵泡的体外培养技术取

得了较大进展 , 已经可以把小鼠的原始卵泡体外培养 , 最终获得成熟卵子 , 并且成功体

外受精 , 移植到受体子宫中发育到出生。于是 , 利用整个卵泡的体外培养模型 , 就可以

进一步模拟体内环境 , 研究卵泡排卵和卵母细胞成熟机理。通过异种动物卵母细胞核移

植 , 或者对同种动物卵母细胞进行发育时期不同步的核移植实验 , 就可以清楚地分析核

质关系和细胞分裂机制的种属特异性。

在胚胎着床和黄体退化研究中 , 常常利用大鼠和小鼠的几个特殊实验模型。发情大

鼠或小鼠与结扎输精管的雄鼠交配后 , 虽然没有胚胎形成 , 但交配刺激却能诱导卵巢和

子宫发生某些类似妊娠的变化 , 称为“假孕”; 在交配第四天向假孕小鼠子宫中注入一

点植物油 , 油滴就会模仿胚胎诱导子宫内膜发生蜕膜反应 , 这叫做“人工诱导蜕膜化”;

如果在雌鼠与可育雄鼠交配后切除卵巢 (小鼠在见栓第四天 , 大鼠在见栓第五天 ) , 再

每天给雌鼠皮下注射孕酮 , 胚胎无法植入子宫壁而是游离在子宫腔中 , 处于一种休眠状

态 , 如果此时给雌鼠注射雌激素 , 胚泡就会迅速在子宫中着床 , 这叫做“延迟着床模

型”; 给处于正常发情周期之中的小鼠切除卵巢 , 待痊愈后人工注射雌激素或/ 和孕酮 ,

就可以排除体内激素的干扰 , 研究外源激素对子宫各个细胞类型中特定基因及其蛋白产

物表达的影响 , 这称作“激素诱导模型”。利用上述的假孕模型、人工诱导蜕膜化模型、

延迟着床模型和激素诱导模型 , 就可以从多角度研究胚胎和激素对母体妊娠生理的影

响 , 特别是对某些重要相关基因表达的调节作用。

另外 , 利用异位妊娠模型 , 即使胚胎在子宫以外的组织器官 , 如输卵管、体腔壁 ,
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乃至肾囊中发生着床 , 再结合组织学方法研究母胎界面发生的分子变化 , 不但有助于研

究正常着床过程 , 也可揭示人类发生宫外孕的可能原因。利用异种妊娠模型 , 把一种动

物的胚泡移植到另一种动物的接受期子宫中 , 胚胎可以在异种子宫中着床并发育一段时

间 , 但最终退化并被母体吸收 , 不能发育至分娩。藉此不但可以阐明哺乳动物各类群之

间胚胎着床的通用机理和特殊事件 , 还有助于研究子宫对同种胚胎的免疫耐受和对异种

胚胎的免疫排斥机理 , 这是生殖免疫学的重要课题。

在雄性生殖生理研究中 , 利用“隐睾模型”, 即通过外科手术方法 , 把动物的一侧

睾丸送回到腹腔中 , 并使之不能自由下降到阴囊中 , 研究正常精子发生过程和相关基因

表达受到的影响 , 乃至克隆精子发生相关的温度敏感基因。

总之 , 现代细胞和分子生物学技术是生殖生物学理论研究的有力工具。新方法、新

技术的涌现和在生殖生物学领域的应用是永无止境的。六、七十年代的电镜技术、70

年代以后的分子生物学技术和胚胎工程技术、当今的生物芯片技术、基因敲除技术和

RNAi技术 , 以及一个多世纪以来模式生物和动物研究模型的不断引进 , 都造就了生殖

生物学发展的里程碑。生殖生物学的百年发展史证明 , 谁率先把生物科学乃至理化科学

最新的方法与技术应用于生殖生物学研究 , 谁就站在了学科发展的前沿。

(范衡宇  孙青原 )
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中英文索引

(按英文名词字母顺序排列 )

A

a disin tegrin a nd a met alloprot ease domain 去整合素和金属蛋白酶结构域 157 �

abembryonic pole 对胚极 186 �

accessory gland 附性腺 17 �

accessory placenta 副胎盘 265 �

acid phosphat ase 酸性磷酸酶 39 �

acorticoste rone , COR T 肾上腺酮 446 �

acrosin 顶体素 39 �, 148 , 509

acrosomal granule 顶体颗粒 35 �

acrosome 顶体 35 �

acrosome react ion 顶体反应 138 �, 149 ,175

act ive transport 主动转运 276 �

act ivin rece ptor , AC TR 激活素受体 408 �

act ivin , ACT 激活素 47 �, 76 , 405

adaptive immun e response 获得性免疫反应 222 �

adenohypophysis 腺垂体 369 �

adhesion 黏附 154 �

adluminal comp artment 中央间 29 �

adren al glucocorticoid 肾上腺糖皮质激素 445 �

adrenocorticotropic hor mone , AC T H 促肾上腺皮质激素 283 �, 313 ,323 ,

334 , 405 ,425 ,

443

adventi tious placenta 异位胎盘 265 �

aggressive b ehavior 攻击行为 433 �

A-kin ase anchoring protein 4 7, Akap4 激酶 A 锚定蛋白 4 �53 �

allan tochorion 尿囊绒毛膜 259 �

al tern ative splicing 选择性剪切 96 �

ambisexual 两性期 356 �

amniocyte , amnioblast 羊膜细胞 201 �

amnionic lat eral fold 羊膜侧褶 255 �

amniotic cavity 羊膜腔 256 �

amniotic fluid 羊水 256 �

amniotic head fold 羊膜头褶 255 �

amniotic tail fold 羊膜尾褶 255 �

amniotic vesitle 羊膜囊 256 �

amphiregulin 两性调节因子 232 �

ampulla 壶腹部 12 �



anaphase-promoting complex 后期促进复合体 158 �

anchor funct ion 锚定功能 559 �

anchoring villi 固定绒毛 268 �

androge n 雄激素 18 �

androge n binding protein , ABP 雄激素结合蛋白 45 �, 47 , 384

androge netic embryo 雄核胚 536 �, 554

andrology 男性学 5 �

animal cloning 动物克隆 539 �

anogenit al 肛门生殖器区 429 �

anterior pituit ary 垂体前叶 369 �

anti-mulle rian hormon e, AMH 抗缪勒氏管激素 84 �, 351

antral follicle 有腔卵泡 9 �, 82

aphidicolin 阿菲迪霉素 546 �

apical cell 顶细胞 22 �

app endix testis 睾丸附件 357 �

apposition 定位期 213 �

AP RT 腺嘌呤核转移酶 101 �

arachidonic acid , AA 花生四烯酸 416 �

areolae 圆形绒毛晕 264 �

aromaizat ion 芳香化 347 �

artificial insemin ation 人工授精 463 �

arylsu lfatase 芳基硫酸脂酶 39 �

asexu al animal 无性动物 452 �

asexu al reproduction 无性生殖 2 �, 534

assiste d reproduct ive technology , AR T 辅助生殖技术 463 �

atret ic follicle 闭锁卵泡 10 �

at tac hment 黏附 213 �

at tac hment react ion 黏附反应 214 �

autogamy 同配生殖 142 �

autosome 常染色体 346 �

avidin-biotin complex ABC法 609 �

AV P 精氨酸加压素 443 �

axonemal complex 轴丝复合体 40 �

azoosper mia factor , AZF 无精子因子 460 �

B

Barr body 巴氏小体 198 �

basal body 基体 40 �

basal compartment 基底间 29 �

basal decidua 底蜕膜 268 �

basal lamina 基板 215 �, 218

baseme nt membrane 基膜 227 �

ben efical cy tokine 妊娠保护因子 527 �

bFG F 碱性成纤维细胞生长因子 96 �, 360

bipote nt ial 双向分化潜能 355 �

blastocoel 囊胚腔 182 �
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blastomere 卵裂球 182 �

blastula 囊胚 182 �

blood circulat ion of placenta 胎盘血液循环 271 �

blood island 血岛 202 �

blood-testis barrie r 血 -睾屏障 20 �, 29

BMP 骨形态发生蛋白 77 �, 359

BrdU 5 �-溴脱氧尿苷 95 �

bromocrip tin e 多巴胺激动剂 376 �

BST 牛生长激素 342 �

bulbourethral gland 尿道球腺 16 �, 17

bulk transport 大量转运 276 �

bursa 卵巢膜 73 �

busulfan 二甲磺酸丁二醇二酯 350 �

C

Ca2 �+ osillations Ca2 �+ 震荡 159 �

Ca2 �+ - induced Ca2 + release, CICR 钙离子诱导的钙离子释放 106 �

Ca-calmodulin-Ca MKⅡ 钙 -钙调蛋白 -钙调蛋白依赖的蛋白激酶Ⅱ 104 �

cadherin 钙黏素 231 �

calcein acety l methyl ex ter , CAM 钙黄绿素乙酰基甲基酯 612 �

calcisome 钙小体 173 �

calci ton in 降钙素 231 �

calcium wave 钙波 159 �

calmodulin , CaM 钙调素 107 �, 374

calmodulin-depe nde nt pro tein k inase Ⅱ 钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ 166 �, 167

cAMP 3 �′, 5′环腺磷酸 52 �

cAMP response element modulator , CR EM C RE 调节因子 52 �

cAMP response element , C RE cAM P 应答元件 52 �

campomelic dysplasia CD 综合征 352 �

cap acita tion 获能 138 �, 599

cap acita tion in vitro 体外获能 63 �

cap acita tion in vivo 体内获能 61 �

capping func tion 封闭功能 559 �

capsular decidua 包蜕膜 269 �

carbaminohemoglobin 氨甲酰血红蛋白 282 �

carboxy fluorescein diaceta te , CFDA 羧基荧光素双醋酸盐 612 �

carboxy dimethyl fluorescein diacet ate , CDMFDA 羧基二甲基荧光素双醋酸盐 612 �

carboxyhemoglobin 碳氧血红蛋白 282 �

carboxy-te rminal domain CT D 羧基端 188 �

cardiotrophin 心肌营养因子 230 �

caring be havior 照管行为 433 �

caruncle 子宫阜 14 �

caruncle 子宫肉阜区 220 �, 249

caspase 天冬酰胺特异酶切的半胱氨酸蛋白酶 3 �244 �

celecoxib COX2 W抑制剂 235 �

cell block 细胞阻滞 194 �
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cell division cycle 细胞分裂周期 163 �

cell division cycle ge nes , CDC gen es 细胞分裂周期基因 613 �

centrin 中心体蛋白 177 �

CE O 卵丘包被的卵母细胞 106 �, 115

challe nge be havior 挑战行为 433 �

Ch auvin ist ge ne 沙文基因 48 �

check poin t 检验点 556 �

chemotaxis 化学趋化作用 61 �, 141

chitosan 多聚氨基葡萄糖/ 几丁聚糖 324 �

cholecystokinin 8 �, CCK8 胆囊收缩素 8 i431 �

choriocarinoma cell 绒毛癌细胞 242 �

chorionic cavity 绒毛膜腔 201 �

chorionic gona dotrophin , CG 绒毛膜促性腺激素 283 �, 284 ,315

chorionic gridle 绒毛膜带 219 �, 315

ciliary neurotrophic factor 睫状神经营养因子 230 �

civeton e 香猫酮 429 �

class Ⅱ MHC gene transactivator , CⅡ TA MHC Ⅱ类抗原基因反式激活因子 521 �

clear cell 透明细胞 22 �

cleavage 卵裂 182 �

cleavage signal-1 �, CS-1 卵裂信号 -1 �508 �

clitoris 阴蒂 16 �

cloned animal 克隆动物 539 �

coa ted vesicle 被膜小泡 21 �

colcemid 乙酰基秋水仙碱 546 �

cold shoc k 冷应激 489 �

collagen fiber 胶原纤维 19 �

colliculu seminalis 精阜 22 �

commit ted follicle 始动生长的卵泡 83 �

comp act ion 致密化 184 �

comple te hydat idifor m mole 完全性葡萄胎 250 �

conceptus 孕体 13 �, 250

condensing sp ermat id 浓缩期精子细胞 31 �

conditional knockout 条件基因敲除 607 �

conditioned reflex 条件反射 424 �

confocal microscopy 激光共聚焦显微术 609 �

connec ting piece 连接段 40 �

connec ting stalk 体蒂 202 �

connexin 连接蛋白 78 �

connexin 间隙连接蛋白 226 �

connexin43 �, Cx43 间隙连接蛋白 43 �78 �, 103 , 326

contac t-return lat ency 接近又离开的时间长短 439 �

convolut ed seminiferous tubule 曲细精管 20 �, 26 , 356

cornua ut eri/ u te rin e horn 子宫角 12 �, 13

corona radiat a 放射冠 10 �

corpora cavernosa pe nis 阴茎海绵体 24 �

corpus albicans 白体 10 �
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corpus lut eum 黄体 10 �

corpus rubru m 红体 10 �

cortex 皮质 8 �

cortical granule 皮质颗粒 171 �

cortical granule envelop e 皮质颗粒膜 176 �

cortical reac tion 皮质反应 173 �

cortical sex cord 皮质性索 358 �

corticotropin releasing hor mone , CRH 促肾上腺皮质激素释放激素 371 �, 405 ,415 ,

425 , 431 ,443

coty ledonary placenta 子叶型胎盘 260 �, 265

courtship 求偶 433 �

CR E binding pro tein , C REB C RE 结合蛋白 52 �

creat inephosphokinase , CP K 肌酸磷酸激酶 509 �

creat inin e 肌酸酐 255 �

CR EB binding pro tein , CBP C REB 结合蛋白 52 �

cross talk 交互对话 375 �

cryobiology 低温生物学 601 �

cryptorc hidism/ retained test is 隐睾 18 �, 353 , 450

CS F 细胞静止因子 108 �

culta tive diapause 间性滞育 238 �

cumulus cell 卵丘细胞 144 �

cumulus oocyte comple x , COC 卵丘卵母细胞复合体 103 �

cumulus oophorus/ c umulus 卵丘 10 �, 80

cumulus-en closed oocyte 卵母细胞 598 �

Cx37 -连接蛋白 37 978 �, 80 , 101

cycle of semineferous epithelium 生精上皮周期 35 �

cyclic recrui tme nt 周期募集 84 �

cyclin 细胞周期蛋白 110 �, 163 ,547

cyclin dependent kinase 1 �, CDK1 周期蛋白依赖型蛋白激酶 1 N54 �

cycloheximide , CHX 放线菌酮 109 �, 435 ,548

cycloxygenase , COX 环氧合酶 149 �, 234 ,417

cytoc hrome C P450 6side-c hain cleavag e enzyme ,

P450scc

细胞色素 P450 �侧链裂解酶 404 �

cytoc hrome P450 �17α- hydroxylase , P450c17 细胞色素 P450 �17α-羟化酶 413 �

cytokinesis 胞质分裂 32 �

cytomegalo virus , cmv 巨细胞病毒 591 �

cytoplasmic ribonucluopro tein , mRN P 胞浆核蛋白颗粒 56 �

cytoplast 胞质体 494 �

cytosolic phospholipase A2 �α 胞质型磷脂酶 A2 �α 214 �

cytosta tic factor 细胞静止因子 158 �

cytotrophoblast 细胞滋养层细胞 201 �

D

dCG 驴绒毛膜促性腺激素 283 �, 284

death domain 死亡结构域 55 �

decidua vera 壁蜕膜 269 �
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decidual immunological microenviroment 蜕膜免疫微环境 528 �

decidua te placenta 蜕膜胎盘 261 �, 270

dediffere nt ia tion 去分化 553 �

defensin 防御素 222 �

definit ive yolk sac 永久卵黄囊 202 �

delayed implant ation 延迟着床 238 �

demecolcin , demecolcine 秋水仙胺 546 �

denuded oocyte, DO 裸卵 598 �

descent of th e test is 睾丸下降 18 �

desmin 结合蛋白 241 �

desmocollin 桥粒芯胶黏蛋白 225 �

desmoglein 桥粒芯糖蛋白 225 �

desmoplak in 桥板蛋白 225 �

desmosome 桥粒 225 �

developmental biology 发育生物学 4 �

developmental block 发育阻滞 194 �

dex amethasone , DE X 地塞米松 446 �

DH T 双羟基睾酮 347 �

diacylglycerol, DAG 二酰基甘油 105 �, 374

dibutyryl cAM P, dbcAM P 二丁酰基环腺苷一磷酸 104 �, 107

did elephia 双子宫 13 �

diestrus 间情期 11 �, 116 , 448

diffe ren tiat ion 分化 540 �

diffuse placenta 弥散型胎盘 260 �, 263

dihydro testost erone 双氢睾酮 437 �

discoid placent a 盘状胎盘 260 �, 268

disin tegration 失去完整形态 241 �

disin tegrin 去整合素 155 �

displacement p enetration 置换式穿入 215 �

distal cen triole 远端中心粒 40 �

dith iothret itol , DD T 二硫赤藓糖醇 550 �, 551

DMSO 二甲基亚砜 490 �

DNA binding domain , DBD DNA 结合区域 397 �, 401

DNA blot hybridization DNA 印迹杂交 605 �

DNA methyltransfe rase , Dnmt DNA 甲基化转移酶 555 �

dosage compensation 剂量补偿 198 �, 363

dosage sensitive sex reversal , DDS 剂量敏感性逆转 353 �

double-stranded RNA, dsRNA 双链 RNA 608 �

down- regulation 下调 374 �

ductuli efferen tes 输出小管 21 �, 27

ductus epididymidis 附睾管 21 �

dynein 动力蛋白 40 �

E

extraembryonic mem brane 胚外膜 253 �

ectoderm 外胚层 202 �
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ectopic pregnancy 宫外孕 250 �

ectoplacent al cone 外胎盘锥 200 �

ectoplasmic pa ds 外细胞质垫 215 �

efferent duc t 输出管 17 �

EG F 表皮生长因子 47 �, 85 , 97 , 98

egg cylinder 卵柱 200 �

egg plasma membrane react ion 卵质膜反应 176 �

egg-b inding pro tein 卵子结合蛋白 144 �

ejaculation 射精 433 �

elastic fiber 弹性纤维 19 �

embryology 胚胎学 4 �

embryonic g erm cell 胚胎生殖细胞 206 �

embryonic nuclear transfe r 胚胎细胞核移植 539 �

embryonic pole 胚极 186 �

embryonic stem cell 胚胎干细胞 205 �

encapsula ted 包被的 249 �

end piece 末段 38 �

endo-bet a-galactosidase 内 beta 半乳糖苷酶 505 �

endoderm 内胚层 202 �

endome trial granula ted cell 内膜颗粒性细胞 241 �

endome trical cup 子宫内膜杯 264 �

endome trium 子宫内膜 14 �

endothelin 内皮素 419 �

endotheliochorial placenta 内皮绒毛膜胎盘 261 �, 270

endothelio-endothelial 内皮-内皮型 270 �

end-replication“buffer”function DNA 末端复制缓冲功能 559 �

enhanced chemiluminesce nce , ECL 增强化学发光法 605 �

eNOS 内皮型一氧化氮合酶 114 �

enucleated oocyte 去核的卵母细胞 539 �

enucleated zygote 去核的合子 539 �

eosinophil 嗜伊红细胞 12 �

epiblast 上胚层 ,表胚层 200 �

epidermal growth fac tor , EG F 表皮生长因子 523 �

epididymis 附睾 17 �

epigen etics 后生遗传 ,表观遗传 554 �

epine phrine 肾上腺素 425 �

epithelial plaque 上皮斑 227 �

epitheliochorial 上皮绒毛膜 241 �

epitheliochorial placenta 上皮绒毛膜胎盘 261 �, 269

equatorial segment 赤道带 39 �

equatorin 赤道素 157 �

equin e CG, eCG 马绒毛膜促性腺激素 283 �, 284 ,315

erect ion 勃起 23 �, 433

erythroblast 成红细胞 251 �

ES-like cell ES 细胞样细胞 206 �

estra diol, E 2 �雌二醇 326 �, 335 ,385
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estrogen 雌激素 11 �, 283

estrogen receptor , ER 雌激素受体 377 �, 397

estrogen response element , E RE 雌激素反应元件 377 �, 399

estrous 发情 13 �

estrous cycle 发情周期 447 �

estrus 发情期 448 �

ET -1 .内皮素 -1 �97 �

etoposide 依托泊甙 548 �

exocoelom 胚外体腔 256 �

exocoelom 胚外体腔 201 �

exocoelomic membrane 胚外体腔膜 201 �

extracellular matrix , ECM 细胞外基质 412 �

extracellular sign al- regulated kinase , ERK 细胞外信号蛋白调节激酶 107 �

extracellular-regulat ed kinase 细胞外调节激酶 153 �

extraembryonic ret ic ulum 胚外网状基质 201 �

extrinsic regula tor 外源调节因素 45 �

F

facilit ated diffusion 易化扩散 276 �

Fas ligand , FasL Fas 配体 55 �

feedbac k inhibi tor of lactat ion 反馈性泌乳抑制因子 342 �

feeder cells 饲养细胞 598 �

fe rri tin 铁蛋白 280 �

fe rtilin 受精素 137 �, 156

fertilization 受精 139 �

fe rtilization a nt igen-1 9, FA-1 受精抗原 -1 �508 �

fe rtilization a nt igen-2 9, FA-2 受精抗原 -2 �或精子膜抗原 508 �

fet al membrane 胎膜 253 �

fetol-placental 胎儿胎盘 234 �

fibroblast growth factor , F GF 成纤维细胞生长因子 97 �, 528

fibron ect in 黏连蛋白 227 �, 361

fibrous sheath 纤维鞘 42 �

fin e hair 汗毛 16 �

first pola r body , PB1 D第一极体 10 �, 115

fission 分裂 2 �

flow cytometry , FCM 流式细胞术 601 �

fluoresce nt in situ hybridization 荧光原位杂交 488 �

follicle st imulat ing hormone , FS H 卵泡刺激素 12 �, 45 , 47 ,

369 , 382 ,386 ,

425

follicular at resia 卵泡闭锁 93 �

follicular development 卵泡发育 74 �

follicular stage 卵泡期 448 �

folliculogen esis 卵泡发生 83 �

follist atin FS H 抑制蛋白 379 �

follist atin , F S 卵泡抑素 405 �
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forskolin 毛喉素 101 �

frag menta tion 碎裂 ,断裂或裂片生殖 2 �, 138

freemartin calves 异性孪生不孕牛犊 357 �

full length 有效长度 96 �

fundus uteri 子宫底 14 �

fusion pene tration 融合式穿入 216 �

G

galanin , GAL 甘丙肽 375 �

game te 配子 26 �

gap junct ion 间隙连接 226 �, 232

GAP , GnRH associated pept ide 促性腺激素释放激素相关肽 370 �, 391

GAPDH 磷酸甘油醛脱氢酶 50 �

GDF-9 c生长分化因子 -9 �77 �

gemmule 芽球 2 �

gen e knockout 基因敲除 606 �

gen e silencing 基因沉默 608 �

gen e transfe r 基因转移 606 �

Genechip ( DNA c hip、DNA microarray) 基因芯片 603 �

genital an lag e 生殖腺原基 73 �

genital ridge 生殖嵴 26 �, 73 , 355

germ cell 生殖细胞 3 �, 26

germ cell an tigen-1 �, GA-1 生殖细胞抗原 -1 �509 �

germ plasm 生殖质 73 �, 359

germinal ep ithelium 生发上皮 11 �

germinal vesicle 生发泡 98 �

germinal vesicle breakdown , GVBD 生发泡破裂 598 �

germinal vesicle, G V 生发泡 598 �

GH 生长激素 95 �, 98 , 334

glandular zone 腺体带 267 �

glans clitoridis 阴蒂头 16 �

glans penis 阴茎头 16 �, 24

glial-derive d neurotrophic fac tor , GDN F 神经营养因子 49 �

glob al war ming 全球变暖效应 348 �

glucose transporter 葡萄糖转运器 277 �

glucose-6 �-phosphat e dehydrogenase , G6PD 葡萄糖 -6 �-磷酸脱氢酶 363 �

glu tamate tra nsferrin 谷氨酸铁转运蛋白 20 �

glu tamate , Glu 谷氨酸 375 �

glyceraldehyde-3 �-phospha te dehydrogen ase-S , Ga pds 甘油醛 -3 �-磷酸脱氢酶 53 �

glycocalyx 糖萼 40 �

glycod elin 糖蛋白 238 �, 246

GnRHa 促性腺激素释放激素 470 �

GnRH-like factor GnRH 类似因子 117 �

gonadotrophin 垂体刺激素 45 �

gonadotrophin releasing hormon e, GnRH 促性腺激素释放激素 45 �, 93 , 96 ,

103 , 369 ,370 ,

374 , 386 ,425
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gonadotropin-dependent follicle 促性腺激素依赖性卵泡 83 �

gonadotropin-responsive follicle 对促性腺激素有反应的卵泡 83 �

gpCG 豚鼠绒毛膜促性腺激素 285 �

G-pro tein-coupled receptor G-蛋白耦联受体 18 �

Graafian follicle 格拉夫卵泡 9 �, 81

granulose cell , GC 颗粒细胞 125 �, 358

growing follicle 生长卵泡 9 �

GVBD 生发泡破裂 98 �

gynecology 妇科学 5 �

gynogenesis 雌核发育 537 �

gynogenet ic em bryo 雌核胚 536 �, 554

H

h aematoxylin-e rosin 苏木素 -伊红 36 �

H AM 超激活运动 63 �

h armful cytokine 妊娠破坏因子 527 �

hCG 人绒毛膜促性腺激素 465 �

HD L 高密度脂蛋白 90 �

h eat shoc k protein , HSP 热休克蛋白 54 �, 188 , 192

h elicine artery 螺旋动脉 24 �

h ematopoiesis 血细胞生成 202 �

h emochorial place nt a 血绒毛膜胎盘 223 �, 242 ,267 ,

270

h emoendoth elial placenta 血液内皮型胎盘 268 �

h emotrophic nutrition 血液营养 272 �

h eparin binding-epi th elial growth factor , HB- EG F 肝素结合样表皮生长因子 527 �

h eparin su lfate 类肝素硫酸盐 237 �

h eparin-binding placental prot ein 肝素结合胎盘蛋白 173 �

h ere dity 遗传 540 �

h ermaphrodit e 雌雄同体 3 �

h erpes sim ple x virus , HSV 单纯疱疹病毒 591 �

h eterochroma tin 异染色质 198 �

h eterogametic sex 异配子性别 346 �

h eterogamy 异配生殖 3 �

h eteroge neity 异质性 64 �

H GF 肝细胞生长因子 97 �

high mobility group box , HMGbox 高移动性 DNA 结合区 350 �

histocompat ibility an tigen 组织相溶性抗原 349 �

histone 组蛋白 30 �, 34

histo trophic nutrit ion 组织营养 272 �

H MG 人绝经期促性腺激素 94 �

holoblast ic cleavage 完全卵裂 183 �

homeobox gene 同源框基因 18 �, 233

homogamet ic sex 同配子性别 346 �

homosexu ality 同性恋 451 �

hor seradish peroxidase , HRP 辣根过氧化物酶 605 �
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hPL 人胎盘促乳素 286 �

H PR T 黄嘌呤 -鸟嘌呤核转移酶 101 �, 102

H SC/ HPC 造血干/ 祖细胞 274 �

human chorionic gon adotropin , hCG, 人绒毛膜促性腺激素 117 �, 126 ,274 ,

283 , 284 ,372

human Sendai virus, H VJ 仙台病毒 548 �

hyaline-lik e substa nce 透明样物质 10 �

hyaluronidase 透明质酸酶 39 �

hyda tidiform mole 葡萄胎 250 �

hydroxy-indole- O- me thyltransferase, HIMO T 羟基吲哚氧位甲基转移酶 392 �

hydroxysteroid de hydrogenase , HSD 羟甾脱氢酶 413 �

hydroxyurea 羟基脲 546 �

hymen 处女膜 16 �

hypertension 高血压 251 �

hypoblast 下胚层 200 �

hypospadias 尿道下裂 353 �

hypothalamo-pitu ita ry-disconn ec ted , HPD 下丘脑 -垂体功能性联系切断 373 �

hypothalamus pituit ary adren al axis, HPAA 下丘脑 -垂体 -肾上腺轴 424 �, 441

hypothalamus pituit ary gonadal axis , H PGA 下丘脑 -垂体 -性腺轴 18 �, 424 , 367

hypothalamus pituit ary ovary axis, H POA 下丘脑 -垂体 -卵巢轴 424 �

hypothalamus pituit ary testis axis, HPT A 下丘脑 -垂体 -睾丸轴 424 �

hypothalamus , HY 下丘脑 431 �

hypoxanthine phosphoribosy1 It ransfe rase , H PRT 次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 363 �

hypoxanthine, HX 次黄嘌呤 101 �, 598

IBMX 异丁基甲基黄嘌呤 101 �, 113

I

I GF 胰岛素样生长因子 47 �, 97 , 334 ,

336 , 341

I GFBP 胰岛素生长因子结合蛋白 94 �

I GF-I 胰岛素样生长因子 I 90 �, 94 , 96

I L-1 �白细胞介素-1 i47 �, 97

I L-4 �白细胞介素-4 i360 �

imit ation beh avior 模仿行为 424 �

immunofluorescence 免疫荧光法 609 �

immunofluoroc hemistry 免疫荧光化学术 609 �

immunogold 免疫金法 609 �

immunohistochemistry 免疫组织化学 609 �

immunological privilege daoue 免疫豁免区 223 �

immunop eroxidase 免疫酶法 609 �

impla nt ation 着床 12 �, 213

impla nt ation c ham ber 着床小室 218 �

impla nt ation cone 着床锥 218 �

impla nt ation fossa 植入窝 40 �

impla nt ation window 着床窗口 213 �

imprin ting 基因印迹 554 �
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in situ hybridizat ion 原位杂交技术 610 �

in vitro fe rtilization 体外受精 141 �, 464 ,599

in vitro ma turation , IV M 体外成熟 465 �

in vivo fertilizat ion 体内受精 141 �

indocin 氯苯酰甲氧基甲基吲哚乙酸 120 �

indome th acin 消炎痛 214 �, 235

induced ovulation 诱导排卵 116 �

infilt rat ion 侵润 241 �

infundibulum 输卵管漏斗 12 �

inhibin , I NH 抑制素 20 �, 47 , 373 ,

405

init ial recruitment 原始卵泡募集的启动 84 �

innate be havior 先天行为 424 �

innate defence 胎内防御 222 �

inner cell mass ICM 内细胞团 184 �

iNOS 诱导型一氧化氮合酶 115 �

inosi tol 肌醇 20 �

inosi tol tr isphosph ate , I P3 �三磷酸肌醇 78 �, 104 , 105 ,

551

inseminat ion 授精 139 �

insigh t 推理学习 424 �

instinc tive beh avior 本能行为 424 �

insulin-like 3 &g ene Insl3 .基因 18 �

insulin-like growth biding pro tein 胰岛素样生长因子结合蛋白 242 �

in tegrin 整合素 155 �

in terfe ronγ, I FN-γ γ干扰素 419 �

in terfe ron , I FN 干扰素 525 �

in terfe ron , INF 干扰素 381 �

in terfe ronτ, IN Fτ 干扰素τ 381 �

in terleukin , IL 白细胞介素 524 �

in ter me dia te spermatogonium 中间型精原细胞 32 �

in ter sexuali ty 雌雄间性 446 �

in ter sp ecies nuclear transfe r 异种核移植 539 �, 566

in ter sp ecies pregnancey 异种妊娠 566 �

in ter st itial cell st imulating hor mone , ICSH 间质细胞刺激素 384 �

in ter st itial fluid , I F 睾丸间隙液 46 �

in tracerebroventricula r , ICV 大脑内室 441 �

in tracytoplasmic sperm injec tion , ICSI 胞浆内单精子注射 464 �, 479 ,483

in trasp ecies nuclear transfe r 同种核移植 539 �

in trinsic regula tor 内源调节因素 45 �

in tromission 插入 433 �

in trusive implantat ion 侵入性着床 215 �

invasion 侵入 213 �

I P3 �-induced Ca2 + release, IICR I P3 �诱导的钙离子释放 106 �, 107

isogamete 同型配子 3 �

isogamy 同配生殖 3 �, 142
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isthmus 峡部 12 �

J

Janus kinase , J AK Janus 激酶 390 �

jun ction al complex 连接复合体 29 �

K

k aryogamy 核配合 142 �

k aryoplast 核质体 542 �

killer-cell inhibitory receptors , KIRs 抑制型受体 519 �

L

lact ation 泌乳 327 �

lactosaminoglycan 岩藻糖化乳糖 238 �

laminin 层黏连蛋白 221 �, 361

la rge decidual cell 大蜕膜细胞 241 �

la rge offspring syndrome 胎儿超大综合征 552 �

lase r capture microdissect ion , LCM 激光捕获显微分离技术 613 �

LDH 乳酸脱酸酶 50 �

LD L 低密度脂蛋白 90 �

lea rn ing beh avior 学习行为 424 �

lect in 凝集素 40 �

le pt in 瘦素 185 �

le ptote ne 细线期 33 �

le ptote ne sper ma tocyte 细线期精母细胞 31 �

le ucine-rech glycoprotein , L RG 富含亮氨酸糖蛋白 414 �

le uk emia inhibitory factor 白血病抑制因子 228 �

le ukotrie nes , LTs 白三烯 153 �, 416

Leydig cell/ in te rsit ial cell 间质细胞 17 �, 19 , 45 , 357

licensing factors 许可因子 557 �

LI F 白血病抑制因子 360 �

ligand binding domain , LBD 配体结合区域 397 �, 401 ,403

lobule 小叶 19 �

loc k 关塞 433 �

loc us cerule us 蓝斑 375 �

lordosis 脊柱下弯反应 439 �

lordosis-producing m uscles 脊柱下弯反应的肌肉 441 �

L-selection L-选择素 214 �

lumbar ventral horn 腰椎腹角 441 �

lut eal st age 黄体期 448 �

lut einizing hor mone-releasing hor mone , LHRH 促黄体激素释放激素 283 �, 431

lut einized unruptured follicle syndrome 未破裂卵泡黄体化综合征 123 �

lut einizing hor mone , L H 促黄体激素 12 �, 45 , 369 ,

384 , 386 ,425

lymphocyt e 淋巴细胞 22 �

lysosyme 溶菌酶 222 �
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M

MⅠ 第一次减数分裂中期 99 �

MⅡ 第二次减数分裂中期 99 �

macroglobin 巨球蛋白 223 �

macromere 大分裂球 183 �

macrophage 巨噬细胞 22 �

M acrophage colony- stimulating factor , M-CSF 巨噬细胞集落刺激因子 524 �

major h istocompa tibility complex , MHC 主要组织相容性复合体 516 �

mamalian GnRH , mGnRH 哺乳类 GnRH 370 �

mammary gla nd 乳腺 345 �

mannose-ligand receptors , M LR 甘露糖配体受体 509 �

MA P kinase kinase , MAPKK 丝裂原激活的蛋白激酶 108 �

marginal hemotomas 边缘血肿 268 �

marmosets 美洲长尾猴 444 �

MAS-412 �4 �, 4 二甲基胆基 8 , 14 二烯 3β甾醇 111 �

MAS-414 �4 �, 4 二甲基胆基 8 烯 3β甾醇 111 �

mast cell 肥大细胞 12 �

mat ernal sinusoids 母体血窦 205 �

mat ernal to zygotic transition , MZT 母性到合子控制转换 555 �

mat ing frequency 交配频率 451 �

matura tion-promot ing factor or M-phase promoting

  factor , MP F

成熟促进因子/ M 期促进因子 110 �, 163 ,547

mature follicle 成熟卵泡 9 �, 82

medial basal hypothalamus, MBH 下丘脑内侧基底部 371 �

medial preopt ic area , MP OA 中央视前区 431 �, 435

median eminen ce 正中隆起 425 �

mediastinum test is 睾丸纵隔 19 �

medulla 髓质 8 �

medullary reticula r for mat ion 髓质网络结构 441 �

meiosis 减数分裂 33 �

meiosis ac tivating sterols , MAS 促减数分裂甾醇 103 �, 111 ,383

meiosis- inducing subst ance, MIS 减数分裂诱导物质 111 �

melanocyte-st imulat ing hormone , MSH 黑色素细胞刺激激素 431 �

melatonin , M LT 褪黑激素 380 �, 392

membran e phosphotyrosin e prot ein , MP P 膜磷酸酪氨酸蛋白 509 �

menstrual cycle 月经周期 447 �

meroblastic cleavag e 不完全卵裂 183 �

mesencephalic ce ntral gray , MCG 中脑中央灰质 431 �

mesenc hymal cell 间充质细胞 218 �

mesoder m 中胚层 202 �

mesolimbic-mesocortical syst em 中央边缘和中央皮质系统 428 �

mesothelium 间皮 19 �, 358

met estrus 发情后期 11 �, 448

methyl-p-hydroxyb enzoa te 对羟基苯甲酸甲酯 429 �

microcanuliculi 微小管 21 �
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microinsemn ation 显微授精 464 �, 479

micromere 小分裂球 183 �

microplacentome 微胎盘块 264 �

microvilli 微绒毛 21 �

midblastula transition 囊胚中期转换 183 �

middle piece 中段 38 �

minor phase 辅助阶段 187 �

mi toge n-act ivated prot ein k inase , MAPK 丝裂原激活的蛋白激酶 107 �, 153

mi tosis 有丝分裂 2 �

mi tot ic clock “计数器”,“分裂时钟” 559 �

model organism 模式生物 613 �

monocyte c hemoa ttrac tan t protein , MCP 单核细胞趋化蛋白 419 �

monosper my 单精受精 141 �

motivat ion b ehavior 动机行为 424 �

mounting 爬跨 433 �

mouse ger m cell- sp ecific -box pro tein , MSY Y-box 蛋白 56 �

M-phase promot ing factor , M P F M 期促进因子 54 �

M UA 电生理多单位活性 371 �

mucin 黏蛋白 228 �, 232

mucosa 黏膜 12 �

Müller ian tub e 副中肾管 345 �

multiple x type 复合型 265 �

multi-unit act ivity , MU A 多单位活性 371 �

mural troph ectoderm 壁滋养层 200 �

myelin basic prot ein , MBP 髓磷酯碱性蛋白 108 �

myofibroblast 肌成纤维细胞 241 �

myome trium 子宫肌层 14 �

N

N-acetyltransferase, NA T N-乙酰转移酶 392 �

na tural suppressor 自然抑制 242 �

neck seg ment 颈段 38 �

neomycin 新霉素 105 �

ne ural groove 神经沟 203 �

ne ural p la te 神经板 203 �

ne ural tube 神经管 203 �

ne uraminidase 神经氨酸酶 39 �

ne urohypophysis 神经垂体 369 �

ne urop ept ide Y, N PY 神经肽 Y 375 �, 431

ne urotransmit te r 神经递质 430 �

N GF 神经生长因子 47 �

ni tric oxide synth ase, NOS 一氧化氮合酶 114 �, 419

ni tric oxide , NO 一氧化氮 114 �, 419

nNOS 神经型一氧化氮合酶 114 �

nocodazole 噻氨酯哒唑 546 �

noncontact e rection , NCE 非接触性勃起 435 �
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non-d eciduate placenta 非蜕膜胎盘 261 �, 271

norepine phrine , N E 去甲肾上腺素 375 �, 425

notoc hord 脊索 202 �

nuclear envelop e brea kdown , N EBD 核膜破裂 557 �

nuclear receptor 核受体 236 �

nuclear reconstruc tion 核重建 553 �

nuclear reprogramming 核重编程 553 �

nuclear swollen 核膨胀 553 �

nuclear transfer , N T 细胞核移植 ,核移植 539 �

nuclear transpla nt ation 细胞核移植 ,核移植 539 �

nucleocytoplasmic hybrids 核质杂合体 566 �

nucleus accube ns 核横体 441 �

nymphomania 慕雄狂 452 �

O

obliga tory diapause 专性滞育 238 �

obstetr ics 产科学 5 �

occluding junc tion 紧密/ 闭缩连接 29 �

oCG 绵羊绒毛膜促性腺激素 283 �, 284

OGP 输卵管特异糖蛋白 62 �

ok adaic acid 冈田酸 165 �

olfactory receptor 嗅觉受体 142 �

olfactory reflex behavior 性嗅反射行为 433 �

oligosacc haride 寡糖 237 �

oncostat in 抑瘤素 230 �

oocyt e maturation inhibi tor , OMI 卵母细胞成熟抑制因子 100 �

oocyt e-associated granulosa cell , OAGC 卵母细胞相关的颗粒层细胞 384 �

ooge nesis 卵子发生 73 �

oogonium 卵原细胞 74 �, 358

ope n-rea ding frame , ORF 开读框架 350 �

orifices of the urethra 尿道开口 16 �

orpha n nuclear receptor 孤核受体 353 �

oscillin 震荡因子 169 �

ost eopont in 骨桥蛋白 241 �

outer dense fiber 外周致密纤维 40 �

ovarian follicle 卵泡 9 �

ovary 卵巢 8 �, 355

oviduct or ute rine tube 输卵管 8 �, 345

ovotest is 卵睾体 446 �

ovula tion 排卵 12 �, 115

ovula tory follicle 排卵卵泡 83 �

oxytocin 催产素 83 �, 132 , 248 ,

380

oxytocin receptor , OT R 催产素受体 381 �

·236· 生殖生物学



P

P450 *arom P450 6芳香化酶 88 �

P450 *scc P450 6侧链裂解酶 89 �

PA 纤溶酶原激活因子 124 �

paced sexual b ehavior sequ ence 性行为序列 433 �

pachyt ene 粗线期 33 �

pachyt ene spermatocyte 粗线期精母细胞 31 �

paraventricula r nucle us of th e hypoth alamus, PVN 下丘脑室旁核 431 �

parietal lay er 壁层 19 �

partial hydatid iform mole 不完全性葡萄胎 251 �

parturition 分娩 313 �

PAS 过碘酸 -希夫 36 �

PCO2 =二氧化碳分压 282 �

PCOS 多囊卵巢综合征 78 �, 465

PDE 磷酸二酯酶 104 �

PEG 聚乙二醇 549 �

pen etrat ion 穿入 218 �

penis 阴茎 17 �, 345

periaque duct al gray , PAG 周围管状灰质 441 �

perice ntr in 中心体外蛋白 177 �

perimetrium 子宫外膜 14 �

period ic cente r 周期中枢 375 �, 446

peritoneal mesoth elium 腹膜间皮 14 �

perlecan 串珠素 237 �

PGF2 Aα 前列腺素 F2 @α 335 �, 341

phopholipase C , PLC 磷酯酶 C 105 �

phorbol myrista te acetat e, PMA 乙酸肉豆蔻佛波醇 105 �

phosph atidyl inostitol, P I 磷脂酰肌醇 374 �

phosphodiesterase, PD E 环核苷酸磷酸二酯酶 90 �

phosphogluconat e d ehydrogenase , PGDH 前列腺素脱氢酶 417 �

phospholipase A, PLA 磷脂酶 A 416 �

phospholipase A2 �磷脂酶 A2 �234 �

phospholipase Cγ 磷脂酶 Cγ 169 �

piezo 压电装置 483 �, 549

pinocytosis 胞饮作用 276 �

pinopod 吞饮泡 223 �

pivotal temperature 基准温度 347 �

PKA 蛋白激酶 A 47 �, 104 , 105

placenta 胎盘 260 �

placental barrie r 胎盘屏障 261 �, 272

placental lactogen 胎盘促乳素 246 �, 283 ,285 ,

286 , 334

placental sep tum 胎盘膈 268 �

placentoma 胎盘突 265 �

plakoglobin 桥粒斑珠蛋白 225 �
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plasma cell 浆细胞 12 �

plasmonogen activator inhibi tor 纤溶酶原激活因子抑制因子 125 �

platelet derived growth factor , PDG F 血小板衍化生长因子 528 �

PO2 �氧分压 282 �

polar trophectoder m 极性滋养层 200 �

polscop e 极化显微镜 548 �

poly lactosaminoglycan 多聚乳糖氨基糖 504 �

poly merase c hain react ion , PCR 聚合酶链反应 604 �

polyovular follicle 多卵卵泡 9 �

polyspermy 多精受精 141 �

postacrosomal ring 顶体后环 39 �

postnuclear ring 核后环 40 �

pregnan cy induced hypertension , PIH 妊娠高血压综合征 531 �

pregnant mare serum gonadotrophin , PMSG 孕马血清促性腺激素 265 �, 283 ,315 ,

409

prelep to tene 前细线期 33 �

prelep to tene spermatocyte 前细线期精母细胞 31 �

premature c hromosome condensation , PCC 早熟染色体凝集 557 �

preovulatory follicle 排卵前卵泡 82 �

pre puce 包皮 17 �

pre putium clitoridis 阴蒂包皮 16 �

prerecept ive 接受前期 213 �

primary decidu al 初级蜕膜区 218 �

primary follicle 初级卵泡 9 �, 76

primary oocyte 初级卵母细胞 9 �

primary sex dete rminat ion 初级性别决定 345 �

primary sp ermatocyte 初级精母细胞 30 �

primary st em villi 初级绒毛干 205 �

primary yolk sac 初级卵黄囊 201 �

primitive ec tod erm 原始外胚层 200 �

primitive endod erm 初级内胚层 200 �

primitive sp ermatogonium 原始精原细胞 26 �

primitive streak 原条 202 �

primitive typ e A spermatogonium 原始 A 型精原细胞 30 �

primordial follicle 原始卵泡 9 �, 75

primordial germ cell , PGC 原始生殖细胞 26 �, 73 , 206 ,

408 , 554

principal cell 主细胞 22 �

principal p iece 主段 38 �

PRLR receptor associated prot ein , PRA P 催乳素受体相关蛋白 390 �

proacrosin 前顶体素 148 �

proamnio tic cavity 原始羊膜腔 200 �

proceptive be havior 欲求行为 439 �

proestrus 发情前期 448 �

progest erone 孕酮 11 �

progest erone bolck 孕酮阻止 248 �
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progest erone receptor , PR 孕酮受体 119 �, 120 ,403

progest in 孕激素 282 �

prolactin receptor , PR LR 催乳素受体 390 �

prolactin , PRL 催乳素 133 �, 134 ,389

propria-scubmucosa 黏膜下层 15 �

pro-Sertoli cell 支持细胞的前体细胞 350 �

prostacyclin 前列环素 607 �

prostacyclin synth ase, PGIS 前列环素合成酶 417 �

prostacyslin , PG I2 �前列环素 234 �, 417

prostag la ndin G/ H synthet ase , PGHS 前列腺素合酶 417 �

prostag la ndin , P G 前列腺素 381 �, 416

prosta te gland 前列腺 17 �, 345

protamine 鱼精蛋白 30 �, 34 , 56 , 509

protein kin ase C , PKC 蛋白激酶 C 90 �, 96 , 105 ,

374 , 381

proteinc hip 蛋白芯片 603 �

protofilament 原丝 40 �

proximal ce ntriole 近端中心粒 40 �

pse udoa utosomal pair ing region , PAPR 假常染色体配对区 349 �

pse udomaligna nt 假恶性 223 �

psuedo-pronucleus 类原核 553 �

puberty 初情期 431 �

puromycin 嘌呤霉素 551 �

puromycin- sensitive aminopeptid ase 嘌呤酶素敏感的氨基肽酶 247 �

pyrathiazine 匹拉噻嗪 244 �

PZD 透明带下打孔 487 �

Q

quiescent follicle 静止卵泡 83 �

R

rabbit sper m autoantige n , RSA 兔精子自身抗原 509 �

react ive oxygen species 还原氧 153 �

receptive 接受期 213 �

receptor tyrosine kinase 受体酪氨酸激酶 152 �

recip ien t 受体 539 �

reconstruc ted embryo 重构胚 539 �

recruitment 卵泡募集 84 �

refractory 非接受期 213 �

relax in 松弛素 243 �, 314

reproduc tion 生殖 1 �

reproduc tive a xis 生殖轴 445 �

reproduc tive biology 生殖生物学 3 �

reproduc tive cycles 生殖周期 13 �

reproduc tive medicine 生殖医学 5 �

residu al body 残体 35 �
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resorp tive vacuole 吸收空泡 21 �

rete t estis 睾丸网 21 �, 57 , 357

rhGH 人重组生长激素 95 �

rhy th m b ehavior 节律行为 424 �

r ib column 肋柱 42 �

r igidi ty 交配姿势 429 �

RNA blot hybridization RNA 印迹杂交 605 �

RNA interference, RNAi RNA 干扰 608 �

round spermatid 圆形精子细胞 31 �

round spermatid inject ion , ROSI 球形精子细胞显微注射 486 �

R T- PC R 反转录聚合酶链式反应 375 �

ryanodine 植物碱 160 �, 326

ryanodine receptor , RyR 植物碱受体 107 �

S

salvage pathway 补救途径 101 �

sce nt mark ing 性嗅标记 435 �

SCF 干细胞因子 48 �, 360

second polar body 第二极体 10 �

second ary follicle 次级卵泡 9 �, 78

second ary sex de ter mination 次级性别决定 345 �

second ary spermatocyte 次级精母细胞 30 �

second ary st em villi 次级绒毛干 205 �

second ary yolk sac 次级卵黄囊 202 �

selective estrogen receptor modulator , SE RM 选择性雌激素受体调节剂 397 �

semin al vesicle 精囊腺 17 �, 345

semin alloge nic 半异源 223 �

Sertoli cell 支持细胞 17 �, 27 , 356

Sertoli-cell-only syndrome , SCOS 惟 Sertoli细胞综合征 462 �

serving cap acity 交配能力 451 �

sex body 性体 49 �

sex chromosome 性染色体 346 �

sex cord 性索 356 �

sex d eter minat ion 性别决定 345 �

sex indifferen t phase 性未分化期 356 �

sex-d eter mining region of Y chromosome Y-染色体性别决定区 349 �

sexual a rousal 性觉醒 433 �, 435

sexual b ehavior 性行为 424 �

sexual b ehavior chain 性行为链 433 �

sexual maturity 性成熟 432 �

sexual mot ivation 性激动 433 �

sexual orien tat ion 性取向 451 �

sexual p artner preference 性倾向 433 �, 451

sexual p erformance 性表现 433 �

sexual pheromone 性外激素 429 �

sexual recept ivity 性接受性 441 �
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sexual reproduction 有性生殖 2 �

sexually dimorphic preoptic nucleus, M PN 性双向视前核 431 �

simple d iffusion 单纯扩散 276 �

site sp ecific 专一位点 375 �

smooth chorion 平滑绒毛膜 269 �

SN P 硝普钠 115 �

somatic cell 体细胞 3 �, 26

somatic nuclear transfe r 体细胞核移植 539 �

somite 体节 203 �

sperm agglu tin ation ant igen-1 L, SAGA-1 精子凝集抗原 1 �509 �

sperm cap acita tion 精子活能 60 �

sperm coa ting a nt igens, SCA 精子膜抗原 509 �

sperm protein-10 �, SP-10 精子蛋白 -10 @509 �

sperm receptor 精子受体 144 �

sperm/ trophoblast cross- reac tion antig en , STX-10 精子/ 滋养层交叉反应抗原 508 �

spermadhesion 精子黏合素 148 �

spermatid 精子细胞 20 �

spermatocyte 精母细胞 20 �

spermatocytogenesis 精母细胞发生 20 �

spermatogenesis 精子发生 20 �, 26 , 34

spermatogenial stem cell 精原干细胞 31 �

spermatogenic cell 生精细胞 20 �, 27

spermatogenic e pithlium/ ser miniferous epithelium 生精上皮 27 �

spermatogonium 精原细胞 20 �, 26

spermatozoon 精子 13 �, 26 , 31

spermiogen esis 精子形成 20 �, 26

sperm-specific lactate d ehydrogenase , L DH-C4 �精子特异性乳酸脱氢酶 510 �

sphingosine 鞘氨醇 105 �

spinal cord , SpC 脊索 431 �

splicing fac tor 剪切因子 188 �

spongy junctat ional zon e 海绵连接带 267 �

spontaneous Ca2 �+ oscillat ion 自发的 Ca2 �+ 浓度波动 106 �

spontaneous meiot ic ma turation 自发性减数分裂成熟 598 �

spontaneous ovula tion 自发排卵 116 �

sporrulat ion 孢子形成 2 �

squamous epithelial cell 扁平上皮细胞 9 �

SRY relate d a utosomal , Sra SRY 样基因 347 �

SRY-lik e HMG box SOX基因 352 �

st age of cervical d ilat ation 开口期 320 �

st age of fet al- membrane expulsion 胎衣排出期 322 �

st age of fetus expulsion 产出期 321 �

st aurosporin e 星形孢菌素 105 �

st ereo typic behavior 定型行为 424 �

st eroid de hyrogenase 类固醇脱氢酶 20 �

st eroid hydroxylase enzymes 类固醇羟基化酶 353 �

st eroidog enic acut e regulatory protein , StAR 类固醇激素快速调节蛋白 89 �, 404
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st eroidog enic factor-1 ?类固醇生成因子 353 �

st igma 排卵柱头 119 �

str iated muscle fiber 横纹肌纤维 16 �

subseratum 基膜 221 �

subzonal insemination , SU ZI 透明带下注射 464 �, 479 ,483

superac tivation 超激活 70 �

superficial implant ation 表面着床 215 �

supra c hiasmtic nuleus , SCN 上交叉核 393 �

synaptic organizat ion 突触组装 441 �

synchromat e B 同期素 B 443 �

syncyt ial knob 合胞体突起 216 �

syncyt ion trophoblast 合体滋养层 201 �

syncyt ium 合胞体 82 �

synd esmochorial placent a 结缔组织绒毛膜胎盘 261 �, 270

synepith eliochorial 合体上皮绒毛膜 241 �

syngamy 配子配合 142 �

synkaryon 合子核 142 �

T

T3 �三碘甲腺原氨酸 334 �, 337

T4 �甲状腺素 334 �, 337

T AT A-binding pro tein , T BP TA T A-结合蛋白 52 �

TBP-associate d pro teins, TA FⅡ TBP 相关蛋白 53 �

TBP-relat ed factor2 �, T rf2 TBP 相关因子 2 �52 �, 53

telomerase 端粒酶 210 �

temperature de pent sex d eter mination 温度依赖型性别决定 346 �

te nasin-c 肌腱蛋白 361 �

te rr itory beh avior 领域行为 433 �

te r tiary follicle 三级卵泡 9 �, 80

te rtiary stem villi 三级绒毛 205 �

testis 睾丸 17 �, 355

testis cord 精索 356 �

testis t issue MAS, T-MAS 睾丸组织 MAS 111 �

testis-det er mining factor , T DF 睾丸决定因子 348 �

testis-det er mining gene on the Y, Tdy Y 染色体上睾丸决定因子 348 �

testoste rone 睾酮 45 �, 376

T GF-β 转化生长因子 -β 103 �, 360 ,379

thecal cell , TC 卵泡膜细胞 125 �, 358

therioge nology 动物繁殖学 5 �

threat behavior 威胁行为 433 �

thrombox ane A, T XA 凝血�烷 A 417 �

thrombox ane synthase , T XAS 凝血�烷合成酶 417 �

thrusting 冲插 433 �

thyrotrop in or thyroid stimulating hormon e, TSH 促甲状腺激素 410 �

thyrotrop in releasing hor mone , T RH 促甲状腺激素释放激素 283 �, 391

tigh t junction 紧密连接 226 �
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tissue inhibitor of metalloprotein ase 金属蛋白酶的组织抑制剂 221 �

tissue-type plasminog en ac tivator , tPA 组织型纤溶酶原激活因子 125 �

tonic cente r 紧张中枢 375 �, 446

topoisomerase Ⅱ 拓朴酶Ⅱ 546 �

totipot ency 全能性 540 �

touch behavior 触推行为 433 �

toxplasma , Tox 弓形虫 591 �

t ranscrip tion factor 2 3A, TFⅡA 转录因子Ⅱ 53 �

t ranscrip tion factor 2 3B, TF2B 转录因子 2 �B 52 �

t ranscrip tion al in te rmediary factor 1 �, T IF1 转录中间因子 607 �

t ransferr in 转铁蛋白 280 �

t ransforming growth factor , TG F 转化生长因子 47 �, 97 , 361 ,

379 , 388 ,523

transit ion prot ein , TP 转型蛋白 56 �

t ransmem brane domain , T M 跨膜结构域 374 �

t r iploid 三倍体 251 �

T RK 酪氨酸蛋白激酶 48 �

t rophectoder m, T E 滋养层 555 �

t rophoblast 滋养层细胞 184 �

t rophoblast gian t cell 滋养层巨细胞 200 �

t rophoblast lacunae 滋养层腔隙 205 �

t rophoblastic girdle 胚胎滋养层带 283 �

t rpophbalst invasion 滋养层侵入 221 �

t ryp tophan hydroxylase , TPH 色氨酸羟化酶 392 �

tubulin 微管蛋白 40 �

tumor necrosis factor a, T N Fa 肿瘤坏死因子 -a 523 �

tumor necrosis factor , T NF 肿瘤坏死因子 97 �, 419

tunica adventit ia 外膜 15 �

tun ica albuginea 白膜 11 �, 19 , 357

tunica m uscularis 肌膜 12 �

tun ica serosa 浆膜 12 �

tun ica vaginalis 鞘膜 19 �

type A spermatogonium A 型精原细胞 30 �

type B sper matogonium B 型精原细胞 30 �

tyrosine pro tein k inase 酪氨酸蛋白激酶 168 �

U

udder 乳房 327 �

umbilical cord 脐带 259 �

unconditioned reflex 非条件反射 424 �

up-regulat ion 上调 374 �

ure thra 尿道 17 �

urogeni tal ridge 尿生殖脊 355 �

urokinase-type plasminogen act ivator , uP A 尿激酶型纤溶酶原激活因子 125 �

uterine body 子宫体 13 �

uterine cervix 子宫颈 13 �, 345
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uterine simplex 单子宫 13 �

uterus 子宫 8 �, 13 , 345

uterus bipartitus 双分子宫 13 �

utriculus prostat icus 雄性子宫 357 �

V

vacalization 求偶发声 435 �

vagin a 阴道 8 �, 345

vana date 钒钠盐 67 �

vascular e ndothelial growth factor , V E GF 血管内皮生长因子 420 �

vascular layer 血管层 19 �

vasa deferen tia/ spermatic duct 输精管 357 �

vasoactive int estinal pept ide , V IP 血管活性肠肽 391 �, 431

vasoactive subst ances 血管活性物质 223 �

ventral tegmental a rea , V T A 腹外侧区 431 �

ventromedial hypothalamus 下丘脑腹中核 441 �

ventromedial nucleus of the hypothalamus , VM H 下丘脑腹正中核 431 �, 441

vest ibu le 前庭 8 �

visceral endoderm 脏壁内胚层 200 �

visceral lay er 脏层 19 �

vital period 关键期 445 �

vitelline vasculation 卵黄囊循环 202 �

vitronect in 亲玻蛋白 221 �

vulva 阴门 8 �

W

wave of seminife rous epithelium 生精上皮波 36 �

Western blot 免疫蛋白印迹 605 �

wet dog shak e, WDS 湿狗抖 426 �

whit ten effect 白化效应 429 �

Wilms’tu mor suppressor gene 1 �威尔氏抑制基因 1 �352 �

Wolffian 中肾管 351 �

X

X chromosome inactivation X 染色体失活 198 �

X-in act ive specif ic transcrip t X 失活特异基因 363 �

Y

yolk sac 卵黄囊 200 �, 254

Z

zinc finger 锌指 53 �

zinc finger prot ein gene of the Y, ZF Y 编码锌指蛋白的基因序列 349 �

zinc-finger transcrip tion factor 锌转录因子 353 �

zona pellucid a, ZP 透明带 9 �, 138 , 420 ,

501
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zona receptor k inase 透明带受体激酶 147 �

zonaadh esion 透明带黏合素 149 �

zonary placent a 带状胎盘 260 �, 267

zygot ene 偶线期 33 �

zygot ene spermatocyte 偶线期精母细胞 31 �

其他

17 �β-H SD 17 �β-羟基类固醇脱氢酶 89 �, 91

3 �-HSD 3 �-羟基类固醇脱氢酶 89 �

5 �-hydroxytryptamine, 5-H T 5 �-羟色胺 380 �, 425

6 �-dimethylaminopurine , 6-DMA P 6 �-二甲氨基嘌呤 546 �

α-amino nitrogen α-氨基氮 277 �

β-endorphin ,β- E ND β-内腓肽 375 �

β-N-acety lglucosaminidase β- N-乙酰葡糖胺水解酶 39 �

γ-aminobutyricacid , GABA γ-氨基丁酸 150 �, 375
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