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家禽卵泡颗粒细胞体外培养方法研究进展 
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(广东省农业科学院动物科学研究所,畜禽育种国家重点实验室,农业部华南动物营养与饲料

重点实验室,广东省动物育种与营养公共实验室,广东省畜禽育种与营养研究重点实验室,广

州 510640) 

摘  要：家禽卵巢中颗粒细胞在卵泡发育和闭锁中起着重要作用，包括信号传递、营养供给

以及离子平衡等。卵泡颗粒细胞的增殖与分化自身也受到生殖激素和细胞因子的综合调节,

其作用机制是当前研究热点。家禽卵泡颗粒细胞的体外培养可作为研究繁殖生理调节的理想

细胞模型。本文对家禽卵泡颗粒细胞的体外培养研究现状及颗粒细胞在卵泡生长发育和闭锁

中的作用进行简要概述，并总结了原代颗粒细胞体外培养模型的建立方法。 
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卵巢是雌性动物主要繁殖器官,位于卵泡内的颗粒细胞在维持卵巢繁殖功能上发挥着极

其重要的作用。家禽的卵泡壁结构上主要由卵黄膜周围层、颗粒细胞层、卵泡膜内层、卵泡

膜外层以及外围的结缔组织和生殖上皮层构成(图 1)。卵泡壁主要功能是为卵母细胞的生长

提供营养物质、合成和分泌类固醇激素,从而调控卵泡生长发育及排卵[1]。研究表明,家禽产

蛋性能很大程度上取决于卵泡的发育状况[1],卵泡中颗粒细胞可通过合成激素与生长因子(如

孕酮、干细胞生长因子和表皮生长因子等)参与卵泡调控,包括原始卵泡的启动、生长卵泡的

发育、优势卵泡的选择及成熟卵泡的排卵[2]。研究表明,颗粒细胞凋亡是导致卵泡闭锁的根本

原因,而由于闭锁卵泡的数量直接影响到产蛋率的高低[2],因此颗粒细胞的发育决定着卵泡的

生长和蛋禽最终产蛋性能。理论上,建立原代颗粒细胞体外培养模型是探索家禽卵巢内分泌

功能及调控机制和卵泡发育机制的重要途径,这不仅有助于研究颗粒细胞在卵泡闭锁时的作

用,而且对为生产提供提高禽繁殖能力的相应措施具有重要指导意义。 
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A:整个成熟卵泡 The whole mature follicle；B:A 中圆圈部分放大图 A larger version of 

the circle part of Fig.A；C:B 中圆圈部分放大图 A larger version of the circle part of Fig.B；1:

初级卵母细胞 Primary oocyte；2:卵黄膜和放射带 Vitelline membrane and zona radiata；3:卵

黄膜周围层 Enveloping layer of the vitelline membrane；4:颗粒层 Stratum granulosum；5:基膜 

Bsilemma；6:卵泡膜内层 Theca folliculi interna；7:卵泡膜外层 Theca folliculi externa；8:结

缔组织层 The connective tissue layer；9:生殖上皮层 Reproductive epithelial layer；10:卵泡带 

Follicles band；11:卵泡柄 Follicles handle；12:动脉 Artery；13:静脉 Vein；14:颗粒细胞 

Granulosa cells。 

图 1  家禽成熟卵泡结构示意图 

Fig.1  Schematic diagram of poultry mature follicle structure[1] 

1  颗粒细胞在卵泡生长发育中的作用 

家禽原始卵泡发育成生长卵泡的过程不依赖于激素的调节,而是通过颗粒细胞分泌的干

细胞因子与卵母细胞中 c-Kit 受体结合,从而启动原始卵泡募集,促进卵母细胞的生长[2]。细胞

因子如胰岛素样生长因子家族、表皮生长因子家族和转化生长因子–β 超家族能促进颗粒细

胞的增殖和孕酮分泌,参与维持卵母细胞和颗粒细胞间的功能性偶联,进而促进卵母细胞的发

育成熟[3]。卵母细胞通过间隙连接从周围的颗粒细胞中摄取小分子代谢物,并且通过与颗粒细

胞间的离子交换得以调节卵母细胞内 pH。卵母细胞和颗粒细胞之间通过缝隙连接蛋白相互

影响,颗粒细胞可通过缝隙连接相互传递信息,促进卵母细胞的成熟和发育；同时,卵母细胞也

可分泌细胞因子,反馈性促进颗粒细胞的增生、分化。为了改善卵母细胞体外成熟的环境,体
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外培养最开始会加入颗粒细胞之类的卵泡膜层细胞共培养[4]。Fukui 等[5]研究发现颗粒细胞

与卵母细胞体外共同培养可以促进卵母成熟。可见,颗粒细胞与卵母细胞的互相作用决定着

卵泡的发育命运[6]。 

卵泡闭锁是一种正常的繁殖生理过程,是指卵泡从发育到排卵前所发生的退化并最终被

清除的生理过程。而在家禽中,闭锁卵泡的数量直接影响到产蛋率的高低。有研究先后在鸡、

大鼠、猪、牛和绵羊等动物卵泡闭锁中发现颗粒细胞的凋亡,当发育卵泡中 10%以上的颗粒

细胞发生凋亡时,则表明该卵泡已经或正在发生闭锁,且卵泡一旦进入闭锁就不能再回到正常

的发育轨道中[7]。在关于哺乳动物体外培养的颗粒细胞的研究发现孕酮具有抑制卵泡颗粒细

胞凋亡的作用,而禽类的孕酮主要由卵泡颗粒细胞产生[2],因此禽类的颗粒细胞调控着卵泡闭

锁的发生。大量研究通过使用不同激素或药物对体外培养颗粒细胞进行诱导,根据颗粒细胞

凋亡状况来探讨该激素或药物对卵泡闭锁的影响。其中李彩萍[8]的体外培养水牛卵泡颗粒细

胞试验发现,促卵泡激素可以显著地抑制颗粒细胞凋亡。 

综上可见,卵泡颗粒细胞是成熟卵泡中最大的细胞群,其包围且滋养着卵母细胞,在家禽

卵泡的成熟过程中具有重要的调节作用,研究颗粒细胞的生物学调节具有重要意义。颗粒细

胞体外培养是对其研究的一项很好的试验方法,但目前由于颗粒细胞至今尚无建立的细胞系,

仅能通过卵泡中细胞分离获得原代细胞。 

2  颗粒细胞的分离与体外培养 

2.1  颗粒细胞的提取分离 

建立原代颗粒细胞体外培养的主要目标是获得数量充足、活力较好的卵泡颗粒细胞。根

据国内外文献可大致将颗粒细胞层分离方法分为 2种,其方法的选择是根据卵泡的大小而定。 

方法 1:家禽大卵泡一般使用 Gilbert 等[9]首次发表的关于家禽卵泡颗粒细胞分离的方法。

具体为处死动物后,无菌环境提取卵巢。用镊子夹住卵泡,迅速切开卵泡,将卵泡翻转在装有液

体培养基的培养皿中,吹洗卵黄,将复合膜从卵黄中分离出来。得到的复合膜由卵黄周围层、

颗粒细胞层和基膜组成。方法 2:小黄卵泡中颗粒细胞层的分离则是在 Gilbert 等[9]的方法基

础上改进。在卵黄释放后,将复合膜翻转在无菌生理盐水中,振荡,让颗粒细胞层分离并沉降,收

集沉淀物为颗粒细胞层和散在的颗粒细胞。目前禽类卵泡颗粒细胞分离方法得到的并不是纯

颗粒细胞,会包含卵黄和卵泡内膜细胞。方法 1 在分离颗粒细胞层时,颗粒细胞层比较松散,常

跟卵黄混在一起,卵黄能通过细胞清洗减少，而方法 2 振荡复合膜还可能影响细胞活性。 

颗粒细胞层分离后需进一步提取可获得颗粒细胞,其提取方法可分为机械分离法和酶消

化分离法[10]。机械分离法:将获得的颗粒细胞层放入预冷的聚丁二酸丁二醇酯（PBS）中。用
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眼科剪剪切颗粒细胞层,过筛得到颗粒细胞[11]。酶消化分离法:在颗粒细胞层中加入含有胶原

蛋白酶的培养液中消化,终止离心后,沉淀为颗粒细胞。Asem 等[10]总结发现机械方法分离培

养在 Earle's 平衡盐溶液（EBSS）中的颗粒细胞激素刺激应答分泌的孕酮要明显少于酶消化

方法分离培养在 M199 培养液中的颗粒细胞。近年来,国内外报道通常采用中机械分离法和

酶消化分离法相结合来提取颗粒细胞,即在机械分离获得颗粒细胞层后,直接用眼科剪剪成碎

片(不添加缓冲溶液),随后加入含有胶原蛋白酶Ⅱ的培养液消化,消化终止后过筛。消化完成

后建议裂解红细胞,由图 1 可知分离得到的复合膜层含有静脉,提取的颗粒细胞中还会含有血

细胞,这将影响细胞形态观察,但是红细胞裂解可能影响细胞活性,因此，可根据试验目的进行

调整。 

2.2  颗粒细胞的培养方法 

颗粒细胞的培养通常在细胞培养液中添加血清(主要为胎牛血清),其目的是为细胞提供

基本营养物质,并提供结合蛋白、促接触和伸展因子使细胞贴壁免受机械损伤。根据试验需

要,禽类颗粒细胞培养液中胎牛血清的补充一般范围在 0~10%,一些试验中会在无血清或低血

清培养基中添加 0.1%牛血清白蛋白(albumin from bovine serum,BSA)[6,12–18]。然而 Chiang 等

[19]研究发现 BSA 可能改变颗粒细胞生理反应,如添加 BSA 可使颗粒细胞内电压激活性钙离

子电流快速增加。因此,在研究颗粒细胞功能时不建议添加 BSA。Picton 等[20]研究发现无血

清培养基能维持体外培养的猪卵泡颗粒细胞正常分化。尽管不添加血清可减少对试验处理的

干扰,但在一定程度上影响到细胞的生长(血清中含有促细胞生长因子)。为兼顾细胞生长和试

验处理,研究者多采用含 5%血清培养液培养观察贴壁后,换掉原培养液用无血清培养液继续

培养 24~48 h,再进行试验处理,从而减少血清中未知物质对试验造成的干扰[21]。浙江大学张

才乔教授实验室建立的鸡颗粒细胞体外研究实验模型是小黄卵泡颗粒细胞在低浓度(0.5%)

胎牛血清（FBS）培养 16 h 后换成无血清培养液[6]。 

温度是维持细胞生长的必要条件,因细胞类型不同其适宜培养温度也存在着差异性。一

般而言,在培养温度达到细胞耐受上限之前,细胞活力随温度升高而增加；而当温度超过耐受

上限时,细胞活力则受到抑制,细胞功能受到影响[22]。不同动物卵泡中颗粒细胞的体外培养温

度存在一定差异。人和猪的颗粒细胞体外培养温度为 37 ℃[23-24],大鼠和小鼠的体外培养温度

一般为 37 ℃,而牛、绵羊体外培养温度则需 38.0~38.5 ℃。家禽的体温较哺乳动物的高,因此

推断 38.5~41.0 ℃培养的家禽卵泡颗粒细胞增殖率可能高于 37 ℃。例如，Wen 等[14]采用

38.5 ℃培养鹅 F1~F3 卵泡颗粒细胞；Rangel 等[23]则选择 41 ℃培养鸡 F1 卵泡颗粒细胞,但

也有较多研究者选择 37 ℃进行培养。 
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细胞生长除需适宜温度外,还依赖于营养的供给。在培养液选择方面,哺乳动物颗粒细胞

培养液因种属差异而不同。大鼠或小鼠选择良伊格尔培养液（DMEM）效果较好,羊选用 M199

培养液颗粒细胞的存活率更高[21]；Asem 等[10]比较不同培养基发现,对鸡的卵泡颗粒细胞采

用 M199 或者 F12 培养液培养细胞时,其分泌的孕酮最多[7]；而 Wen 等[14]体外培养鹅卵泡颗

粒细胞时使用 DMEM/F12 培养液[14]；大部分禽类颗粒细胞研究中多选择 M199 培养液[21]。 

2.3  颗粒细胞的鉴定 

获取得到卵泡颗粒细胞后,首先需采用胎盘兰染色法检测颗粒细胞活性[14],一般要求细

胞活力达到 90%以上。同时可采用噻唑蓝（MTT）法[25]或者八肽胆囊收缩素（CCK-8）法[14]

检测细胞增殖率,观测细胞增殖情况。MTT 法中,由于不同裂解液的溶解能力及其产生的背景

信号对光密度（OD）值的测量结果的影响,和实际操作中容易带走部分细胞,而导致误差增大。

而在使用 CCK-8 试剂时,实际操作时细胞损失少,误差较小[26]。 

分离获得的颗粒细胞可通过促卵泡激素受体(follicle-stimulating hormone receptor,FSHR)

免疫组化或抗缪勒氏管激素（AMH）免疫组化来进行鉴定。颗粒细胞是卵巢组织中唯一表

达 FSHR 的细胞,众多研究选择 FSHR 免疫组化染色对卵泡颗粒细胞进行鉴定。AMH 是转化

生长因子–β 超家族的一员,主要在生长卵泡的颗粒细胞中表达,但闭锁卵泡颗粒细胞和内膜

细胞不表达,因此也有研究选择 AMH 免疫组化染色鉴定颗粒细胞[27]。 

3  小  结 

颗粒细胞体外培养研究始于 20 世纪 70 年代初,人与哺乳动物的颗粒细胞体外培养方法

经不断改进、完善,现已成为研究生殖生理和内分泌等的一种重要手段,并逐渐被应用到家禽

颗粒细胞及卵泡发育调控研究中来。相比动物试验,卵泡颗粒细胞体外培养具有费用低、周

期短、易于重复的优点,对应用于卵泡细胞甾体激素的生成和调节的研究具有较明显的优势。

颗粒细胞体外培养能避免其他细胞因子的干扰,更有利于深入研究颗粒细胞的生理学调控机

制。卵泡颗粒细胞体外培养不仅可用于分析 FSH 等激素的生理活性,也可用于探讨某些因子

或药物对卵巢的作用。然而,家禽卵泡分离提取获得的颗粒细胞并未用 FSHR 免疫组化检测

细胞纯度,亦未研究其纯化方法,因而采用原代细胞提取的颗粒细胞中可能含有卵母细胞、膜

内层细胞和卵黄等物质,分离培养的颗粒细胞仍存有许多问题,如细胞是否能长期维持其活性、

增殖力和特征性表型。研究发现,长时期培养的原代颗粒细胞,形态逐渐类似于成纤维细胞,多

数细胞在培养第 7 天左右就开始出现退行性反应[28]。因此,如何优化纯化颗粒细胞方法、延

长体外颗粒细胞原代培养时细胞的生长时间,阻止细胞出现退行性反应,是颗粒细胞体外培养

方法的重要研究方向。其目标的实现必将为更深入研究促性腺激素、甾体类激素及多肽类生
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长因子等对颗粒细胞功能的影响提供可靠方法。 
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The Overview of Granulosa Cells Culture in vitro of Fowl Follicle 

LUO Xi  CHEN Wei†  ZHENG Chuntian*  LIN Yingcai  WANG Shenglin  RUAN Dong  

WANG Shuang  XIA Weiguang  QIU Yueqin  XIONG Yunxia 

(Institute of Animal Science, Guangdong Academy of Agricultural Sciences, State Key Laboratory 

of Livestock and Poultry Breeding, Key Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science in South 

China, Ministry of Agriculture, Guangdong Public Laboratory of Animal Breeding and Nutrition, 

Guangdong Key Laboratory of Animal Breeding and Nutrition, Guangzhou 510640, China) 

 

Abstract: Granulosa cells play an important role in the development and atresia of follicles in poultry, 

including mediating signal transduction, supplying nutrients for oocyte, and ion balance regulating, 

etc. Varieties of reproductive hormones and cytokines determine the fate of follicle by affecting the 

proliferation and differentiation of granulosa cells, and the related mechanism is of great interest for 

research. Culture in vitro of granulosa cells provides an idea way in studying fowl reproductive 

physiology regulation. In this review, we overviewed the research progress of granulosa cells culture 

in vitro of fowl follicle and the role of granulosa cells in follicular development and atresia, and 

summarized the method of primary culture in vitro for follicular granulosa cells. 

Key words: fowl; follicle granulosa cells; in vitro culture 
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