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摘要 　为研究猪卵母细胞发生早期卵巢上细胞的凋亡情况 ,制作妊娠 33、40、46、54、61 d 母猪胎儿卵巢的

石蜡切片 ,并进行荧光染色。结果发现 ,母猪妊娠到 33 d 时 ,胎猪卵巢上即可见原始生殖细胞和卵原细胞的凋

亡 ,随着妊娠时间的延长 ,凋亡也逐渐增加 ,妊娠 33、40、46、54 和 61 d 母猪胎儿卵巢上卵原细胞的凋亡率分别为

3. 13 %、4. 32 %、5. 50 %、9. 43 %和 11. 10 % ,同时 ,颗粒细胞的凋亡率则分别为8. 89 %、12. 45 %、14. 74 %、

17. 96 %和 22. 81 %。结果说明 ,在猪胎儿卵母细胞发生早期 ,即开始发生了卵原细胞和颗粒细胞的凋亡 ,且有逐

渐增加的趋势。
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　　卵母细胞的发生是胚胎发育过程中的重要生理

事件。卵母细胞发生时 ,即使是在生理条件下 ,也不

是所有卵原细胞都发育到减数分裂阶段 ,绝大部分

经凋亡后闭锁退化。就是那些启动减数分裂的卵母

细胞 ,也有相当数量在发育着的卵泡中凋亡 (闭

锁) [1 ] 。经典理论认为[ 2 ] ,大多数哺乳动物的卵原细

胞经大量增殖后 ,在胎儿出生前后便停止增殖 ,即不

再能产生新的卵原细胞 ,而是数量一直减少。母猪

妊娠后 1 至 2 个月是雌性胎儿卵母细胞发生的关键

时期 ,为阐明在卵母细胞发生中细胞凋亡情况及变

化特点 ,笔者以猪胎儿为研究对象 ,测定猪卵巢发生

过程中卵原细胞的凋亡情况 ,以期为认识和利用卵

母细胞发生、发育和退化规律奠定基础。

　材料与方法

　材 　料

生长发育良好的二元杂交母猪 ,配种当天计为

妊娠 0 d。对分别妊娠至 33、40、46、54、61 d 的母猪

用前列烯醇进行流产 ,采集胎猪 ,标记并放入有冰袋

的保温箱内立即带回实验室。

　猪胎儿卵巢切片的制备

将带回实验室的胚胎用 PBS 清洗后 ,打开腹腔

剥离卵巢。33 胎龄时外观不能分辨性别时 ,剥离性

腺 ,用组织学方法染色判断。将所得卵巢用 4 %多

聚甲醛 4 ℃固定过夜 ,梯度乙醇中脱水 ,用二甲苯作

透明处理 ,再浸蜡包埋。用组织切片机切成 3～

5μm厚的石蜡切片 (连续切片 ,分别进行组织学和

荧光染色) ,37 ℃恒温箱放置 24 h ,4 ℃保存。

　卵巢切片的组织学染色

将石蜡切片脱蜡复水后 ,苏木精伊红染色 ,显微

镜下观察拍照。

　卵巢切片荧光染色

将石蜡切片脱蜡复水后 ,用 PBS 洗 2 遍 ,每次

3 min ,吸尽液体 ;加入 Hoechst 33258 染色液 ,染色

5 min ;去染色液 ,用 PBS 洗 2 遍 ,每次 3 min ,吸尽

液体 ;滴 1 滴抗淬灭封片液 ,盖上一洁净的盖玻片 ,

尽快上荧光显微镜观察拍照。根据此前文献报道的

方法[325 ] ,分别统计 15 个视野下的凋亡的细胞数 ,计

算细胞凋亡率。

　结果与分析

根据凋亡细胞的特点 ,通过荧光染色可观察到

凋亡的细胞。在荧光显微镜下 ,可观察到凋亡细胞

的细胞核形态呈现浓染、碎裂、固缩 (图版 Ⅰ) 。胎龄

为 33 d 的胎猪卵巢组织切片 (图版 Ⅰ2A1)在荧光染

色后发现少量的细胞核浓染 (图版 Ⅰ2A2) ;胎龄为

40 d 的胎猪卵巢组织切片 (图版 Ⅰ2B1) ,在荧光染色

后 ,除了观察到卵原细胞的凋亡外 ,还可见凋亡的膜
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细胞 (图版 Ⅰ2B2) ;胎龄为 46 d 的胎猪卵巢组织切

片 (图版 Ⅰ2C1) ,在荧光染色后发现 ,细胞核固缩浓

染的细胞数量增加 (图版 Ⅰ2C2) ;胎龄为 54 d 的胎

猪卵巢组织切片 ,可见细胞间隙扩大 (图版 Ⅰ2D1) ,

在荧光染色后 ,可观察到大量的细胞发生凋亡 ,包括

卵原细胞、颗粒细胞和膜细胞 (图版 Ⅰ2D2) ;胎龄为

61 d 的胎猪卵巢组织切片可见 ,细胞间隙也更加明

显 (图版 Ⅰ2E1) ,在荧光染色后发现凋亡的细胞数量

进一步增加 (图版 Ⅰ2E2) 。

　A1. 33 日龄胎儿卵巢 HE 染色 Histology staining of porcine fetus ovarian tissue 33 dpc ; A2. 33 日龄胎儿卵巢荧光染色

Fluorescence staining of porcine fetus ovarian tissue 33 dpc ; B1. 40 日龄胎儿卵巢 HE 染色 Histology staining of porcine fetus ovaran

tissue 40 dpc ; B2. 40 日龄胎儿卵巢荧光染色 Fluorescence staining of porcine fetus ovarian tissue 40 dpc ; C1. 46 日龄胎儿卵巢 HE 染

色 Histology staining of porcine fet us ovarian tissue 46 dpc ; C2. 46 日龄胎儿卵巢荧光染色 Fluorescence staining of porcine fetus ovar2
ian tissue 46 dpc ; D1. 54 日龄胎儿卵巢 HE 染色 Histology staining of porcine fetus ovarian tissue 54 dpc ; D2. 54 日龄胎儿卵巢荧光染色

Fluorescence staining of porcine fetus ovarian tissue 54 dpc ; E1. 61 日龄胎儿卵巢 HE染色 Histology staining of porcine fetus ovarian tissue 61

dpc ; E2. 61 日龄胎儿卵巢荧光染色 Fluorescence staining of porcine fetus ovarian tissue 61 dpc.

　图中箭头所指为凋亡细胞。Black arrows display t he oogoniums ,black arrowheads display t he granulosa cells and asterisks display

t he membrane cells. The white counterpart s show t he apoptotic cells. Bar = 20μm.

图 1 　胎猪卵巢上凋亡细胞的检测

Fig. 1 　Determination of apoptotic cells on fetal porcine ovaries
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　　统计猪胎儿各日龄卵原细胞的凋亡情况 ,结果

见表 1。可以看出 ,妊娠到 33 d 时 ,胎猪卵巢上即可

见原始生殖细胞和卵原细胞的凋亡 ,随着妊娠时间

的延长 ,卵原细胞的凋亡率也逐渐增加 ,妊娠33、40、

46、54 和 61 d 母猪胎儿卵巢上卵原细胞的凋亡率分

别为 3. 13 %、4. 32 %、5. 50 %、9. 43 %和 11. 10 %。

其中 ,从妊娠 46 d 到 54 d 时 ,凋亡增加尤其明显。
表 1 　胎猪卵巢上卵原细胞的凋亡变化

Table 1 　The oogonium apoptosis change on fetal porcine ovaries

胎猪日龄
Days post

coitum

凋亡细胞数
Number of

apoptotic cells

统计细胞数
Counted cell

number

凋亡率/ %
Apoptosis

rate

33 10 310 3. 13
40 25 554 4. 32

46 35 601 5. 50
54 75 720 9. 43
61 80 641 11. 10

　　统计胎猪各日龄颗粒细胞凋亡率结果如表 2。

从表 2 中可以看出 ,妊娠到 33 d 时 ,胎猪卵巢上即

可见颗粒细胞细胞的凋亡 ,随着妊娠时间的延长 ,凋

亡率逐渐增加 ,妊娠 33、40、46、54 和 61 d 母猪胎儿

卵巢上颗粒细胞的凋亡率则分别为 8. 89 %、

12. 45 %、14. 74 %、17. 96 %和 22. 81 %。
表 2 　胎猪卵巢上颗粒细胞的凋亡变化

Table 2 　The granulosa cell apoptosis change on fetal porcine ovaries

胎猪日龄
Days post

coitum

凋亡细胞数
Number of

apoptotic cells

统计细胞数
Counted cell

number

凋亡率/ %
Apoptosis

rate

33 294 3 307 8. 89
40 395 3 172 12. 45
46 441 2 992 14. 74
54 501 2 790 17. 96
61 539 2 362 22. 81

　讨　论

细胞凋亡是细胞在基因活动指导下发生的一系

列分子、形态和生化改变所引起的细胞死亡 ,主要表

现为细胞缩小、染色质浓缩、边移、细胞骨架解体、核

DNA 在核小体接处断裂、电泳呈特征性的梯形排

列[6 ] 。近几年研究表明 ,细胞凋亡是配子正常发生

过程中的重要事件 ,可通过细胞凋亡来调控生殖细

胞的数量和质量[7 ] 。猪卵原细胞有丝分裂活性高

峰 ,在妊娠的 40～50 d 之间 ,其数目迅速增加 ,50 d

后则明显下降 ,分娩后新生的猪卵巢中 ,只存在少量

卵原细胞[8 ] 。而对于猪卵母细胞发生早期过程中细

胞凋亡情况尚未见报道。

本试验研究发现 ,随着日龄的增加 ,卵原细胞和

颗粒细胞的凋亡都增加 ,表明凋亡的发生伴随着猪

卵母细胞的发生过程。何宝祥等在研究水牛时也发

现 ,在5～6月龄水牛胎儿卵巢发生过程中 ,生殖细胞

和卵泡细胞都有凋亡发生[9 ] 。

哺乳动物胎儿时期生殖细胞发生了大量变性和

退化 ,尤其卵母细胞进入第一次减数分裂前期时。

Black 等[10 ]研究发现 ,胎猪妊娠 50 d 时进入减数分

裂的卵母细胞几乎都经历变性。Bielańska2Osu2
chowska [11 ] 发现 ,卵母细胞在形成卵簇 ( egg clus2
ter)后变性加强 ,生殖细胞在卵巢中变性以一定次

序出现 ,并观察到卵巢发育过程中出现 3 次变性峰。

本次研究发现胎猪卵原细胞的变性从妊娠第 33 天

已经开始 ,妊娠 40 d 时卵原细胞核形状不规则 ,或

发生皱缩 ,妊娠 46 d 共质体样细胞团中部分卵原细

胞核固缩或出现空泡。这说明卵原细胞在增殖过程

中变性始终存在。当卵原细胞分化为卵母细胞时 ,

变性似乎更为明显。妊娠 54 d 胎猪卵巢合胞体样

卵母细胞群中 ,部分卵母细胞核出现固缩 ,空泡或退

化消失 ,妊娠 61 d 时这种趋势得到加强 ,此时髓质

中的卵泡结构发生了退化。此前已有许多试验证

明 ,卵母细胞的变性或退化、死亡、丢失等 ,大都是细

胞凋亡引起的[12 ] 。

凋亡是一种不同于坏死的细胞死亡方式 ,是受

基因控制的一种程序性的细胞自然死亡 ,凋亡的细

胞往往先形成凋亡小体[13 ] 。卵泡中的颗粒细胞的

发育与凋亡 ,对于卵泡的生长发育和其中卵母细胞

的生长发育至关重要 ,但卵巢凋亡是极其复杂的调

控过程。近年来 ,细胞凋亡机制的研究非常活跃。

Manabe 等[ 14 ]总结了猪卵泡中颗粒细胞凋亡的分子

机理 ,认为死亡配体 ( deat h ligand) 与其受体的互

作 ,以及启动的后续细胞内信号转导乃是关键原因。

参与其中的蛋白 (家族) 及基因众多 ,有 Fas ligand

及受体系统 ,肿瘤坏死因子α( TN Fα) 及受体系统 ,

TN Fα相关诱导凋亡配体 ( TRA IL ) 及受体系统 ,

caspase 家族 ,bcl 家族 ,bax 家族 ,Fas 相关死亡区蛋

白 ( FADD ) , TN F1 型 受 体 相 关 死 亡 区 蛋 白
( TRADD) ,Apaf1 , TRA F2 和 cFL IP 等。最近有报

道发现 , X 连锁凋亡抑制蛋白 ( XIA P) 作为一种凋

亡抑制候选分子 ,能通过抑制猪卵泡颗粒细胞内凋

亡信号转导通路发挥凋亡抑制功能[ 15 ] 。笔者此前

的研究发现 ,一氧化氮也参与猪卵母细胞发生和卵

泡发育过程[16218 ] ,但具体机制尚待进一步的研究。

本试验利用荧光染色检测了胎猪卵母细胞发生早

期的细胞凋亡情况 ,包括卵原细胞和体细胞 ,为进一步

研究猪卵母细胞发生中凋亡变化的机理奠定了基础。
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Apoptosis Change of the Cells on Fetal Porcine Ovaries

HUO Dao2tan1 　TAO Yong1 　WAN G Yong2 　QUAN Qing1

TIAN Ning2ning1 　CH EN G Zhi2jun1 　ZHAN G Xiao2rong1

1 . Col lege of A ni m al S cience and Technolog y , A nhui A g ricul t ural U ni versi t y , Hef ei 230036 , Chi na;

2 . A nt ai A g ricul t ural Development Co. L t d , X uancheng 242200 , Chi na

Abstract 　Oogenesis is an important p hysiological event in t he p rocess of rep roductive develop ment .

The p resent st udy was undertaken to investigate t he apoptosis of t he cells on fetal porcine ovaries. The

fetal porcine ovaries 33 ,40 ,46 ,54 and 61 days post coit um (dpc) were collected f rom pregnant sows ,re2
spectively ,and t he paraffin sections were p repared and t hen stained by fluorescent dye Hoechst 33258.

The result s showed t hat t he apoptotic cells were observed since 33 dpc in primordial germ cells and oogo2
nium ,and the apoptosis rates were 3. 13 % ,4. 32 % ,5. 50 % ,9. 43 % and 11. 10 % at 33 ,40 ,46 ,54 and 61

dpc respectively. Meanwhile , t he apoptosis rates of granulosa cells were 8. 89 % , 12. 45 % , 14. 74 % ,

17. 96 % and 22. 81 % at 33 ,40 ,46 ,54 and 61 dpc respectively. These result s suggest t hat t he apoptosis of

oogonium and follicle cells on fetal porince ovaries happens and increases at t he early stage of oogenesis.

Key words 　fetus ; pig ; ovary ; oogonium ; apoptosis
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