
雄性哺乳动物中, 由于精原干细胞的存在,
精子的发生可以贯穿于其整个生命周期. 长期以
来, 雌性个体出生后的卵巢中拥有固定的卵泡数
目并且数量逐渐下降是学界的普遍共识, 并作为
一个定论出现在教科书中. 但是近来, 随着出生
后卵巢中存在卵泡更新和生殖干细胞的相关研究

结果的不断发表, 这一认识正发生改变. 本文将
就卵巢中是否存在生殖干细胞的研究历史、现状

及其存在的问题作一综述.
1 生殖细胞发育的基本过程

哺乳动物的生殖细胞皆由原始生殖细胞(pri鄄
mordial germ cells, PGCs) 增殖分化而来. 小鼠的
PGCs起源于尿囊基底部的原条末端, 在胎龄第
7.25 d(embryonic day 7.25, E7.25)时完成生殖系的
谱系限定而出现一团数目为 50个左右的 PGCs[1].

这些细胞高表达碱性磷酸酶活性, 且在组织形态
学上表现为边界清晰, 大小为 15~20 滋m, 形态上
呈卵圆形, 核质比较低, 同时细胞核形态清晰, 具
有明显的颗粒染色体[2, 3]. 随着胚胎发育的继续进
行, E8.5时 PGCs被周围胚胎组织包裹并进入早
期的后肠组织, 因为此时的 PGCs还不具备迁移
能力, 所以这一过程可能是被动完成的; E9.5时,
PGCs开始离开后肠组织, 经背肠系膜进行迁移,
E10.5时到达背部肠系膜, 但此时已有部分 PGCs
开始进入生殖嵴区域, 在 E11.5时绝大部分 PGCs
已经进入生殖嵴区域; 在迁移过程中, PGCs展现
出很强的有丝分裂能力, E8.5时细胞群体数目仅
100个, E10.5时即达到 1 000个, E13.5时则增加
至 25 000个[4, 5], 此时的生殖细胞数目达到最大值.
随后, PGCs不再进行有丝分裂并开始进入减数分
裂而成为初级卵母细胞[6], 该过程持续至出生后大
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约第 5 d,使得卵巢中所有的生殖细胞都发育到第
一次减数分裂前期的双线期并停滞 [7]. 当小鼠青春
期性成熟时, 停滞的卵母细胞恢复减数分裂再次
进入发育阶段,但只有很少的一部分能够发育成熟
排卵,其它绝大多数生殖细胞则走向闭锁凋亡[8, 9].

人类一般在受精后第 3~4周, 卵黄囊后壁近
尿囊处出现大而圆的并能游走的 PGCs; 从受精
后的第 4~5周开始, PGCs沿后肠以及背侧肠系
膜向生殖腺嵴迁移 [10]. 在受精后第 5周末或第 6
周初, PGCs 迁移到达生殖嵴, 此时之后的 PGCs
又称之为卵原细胞, 到第 20 周时其数目达到最
高峰, 可高达 600万个, 随后卵原细胞开始大量
凋亡, 只有一小部分卵原细胞能够生长分化为卵
母细胞, 在出生时卵原细胞已经全部消失, 仅剩
有约 100万个停滞在第一次减数分裂前期的双线
期的卵母细胞; 因此, 出生后的哺乳动物卵巢内,
卵母细胞的数目不再增加, 且数目逐渐减少[11, 12].
2 卵巢中生殖细胞恒定论的确定

卵巢中是否存在生殖干细胞, 近一个世纪以
来, 人们一直争论不断. 在 19世纪之前, 人们一
般认为出生后卵巢中卵母细胞的数目是固定不变

的, 且随年龄增加数目逐渐下降[13]. 但是 1917年,
Pearl等的研究发现在被阉割了的成年鸡中卵巢
组织能够重新生成, 且随后产生的卵母细胞比未
阉割的成年鸡还要多[14]. 1923年, Allen等报道称
有证据表明卵巢整个生育期中卵母细胞都在不断

的生成, 成年小鼠在发情期有 400~500个新的卵
母细胞生成[15], 且认为是生殖上皮的增殖产生卵
母细胞[16]. 因此, 卵巢在出生后存在生殖细胞重新
生成这个观点一时被广泛接受.

直到 1950 年, Zuckerman 通过长达 20 年之
久的持续研究积累了大量的实验数据之后发现:
在对大多数哺乳动物的卵泡数目的广泛研究表明

整个生命周期中并没有卵母细胞的生成, 并且没
有实验支持出生后的卵巢有卵子的重新生成. 所
以可以得出结论, 哺乳动物出生后其卵泡数目是
固定不变的, 这篇具有里程碑意义的论文于 1951
年发表[17]. 1962年, Rudkin等在雌鼠妊娠期中途
经腹膜注射入氚标记的胸腺嘧啶核苷, 通过雌性
胚胎卵母细胞核的自显影, 表明幼年及成年卵巢
中的卵母细胞都是来自胎儿时期的生殖细胞, 且
在整个生命中数目都没有增加[18]. 1967年, Borum
[19] 在实验中对第 E10鄄19小鼠和新生雌鼠卵巢的

研究发现, 卵原细胞在 E14 d开始进入减数分裂,
E15时所有生殖细胞都已进入减数分裂, 在 E17
时已没有处于细线期或偶线期的生殖细胞, 到胎
儿期结束时, 卵母细胞均停留于双线期; 而在出
生后第 5 d的小鼠卵巢中, 有 20%的卵母细胞处
于双线期早期, 80%的卵母细胞处于双线期晚期,
即出生后小鼠卵巢中没有新的卵母细胞出现.因此,
以 Zuckerman的结论为主,在较多学者的证据支持
下,哺乳动物出生后卵泡不再更新,卵巢中不存在
生殖干细胞的观点为当时大多数人所接受而成为

定论.
3 对生殖细胞恒定论的挑战

2004年, Johnson等[20]通过对小鼠幼年及成年
卵巢中健康卵泡和闭锁丢失卵泡数目进行分析,
认为按照出生后小鼠卵巢中卵泡的闭锁速率, 卵
泡理应很快消耗殆尽. 而实验事实却与之相反,
且与闭锁速度相比, 非闭锁卵泡数目下降较慢,
对位于卵巢上皮层的大卵圆形细胞进行免疫组化

分析及增殖标记染色分析使他们认为出生后的小

鼠卵巢中有生殖细胞的增殖和卵泡更新. 而在用
白消安处理后的小鼠卵巢中, 出现了具有非退化
卵母细胞的健康成熟卵泡, 并有显示排卵的黄体
存在, 这进一步说明存在能补充卵泡的增殖性生
殖细胞. 最后, 将野生型小鼠的卵巢组织移植到
表达绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)
的雌性转基因小鼠卵巢后, 发现移植的卵巢切片
中产生了能表达 GFP 的卵母细胞. 因此, 通过这
一系列实验, 他们认为出生后的小鼠卵巢中有生
殖干细胞(germline stem cells, GSCs), 而且位于卵
巢表面大的、呈卵圆形的生殖细胞有可能是

GSCs. 这篇文章在《Nature》上一经发表, 即在学术
界引起了轩然大波,使得科学家对出生后的哺乳动
物是否存在生殖干细胞产生了激烈的争论. 此后,
一系列支持卵巢存在卵泡再生的证据相继发表.

2005年, Johnson等[21]将骨髓移植至经环磷酰
胺和白消安处理后丧失了生殖细胞的小鼠体内,
实验中发现接受了骨髓移植的小鼠卵巢中有卵泡

生成, 而对照组小鼠卵巢中则没有或很少有卵泡
生成. 此外, 将取自能表达 GFP转基因雌性小鼠
的外周血移植至经过相同处理的小鼠体内, 在卵
巢中发现了表达 GFP的卵母细胞. 因此, 与其先
前的研究结论[20]相同, 他们认为出生后的小鼠卵
巢中存在卵母细胞和卵泡的更新. 但不同的是,
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在此次研究中他们认为骨髓和外周血是 GSCs的
潜在来源[21]. 2006年 Kerr等[22]运用立体学计数方
法, 同时对减数分裂的卵母细胞进行生殖细胞核
抗原免疫标记, 对卵巢细胞进行增殖细胞核抗原
免疫标记的免疫组化方法, 对 1~200 d小鼠卵巢
中的健康卵泡数目进行量化和统计分析, 认为虽
然没有存在卵巢生殖干细胞的证据, 但实验数据
支持出生后的小鼠及成年小鼠卵巢中是存在卵泡

更新这个假说. 2007年, Lee等[23]通过对细胞周期
调节基因 Cables1 (cyclin鄄dependent kinase鄄5 and
ABL enzyme substrate 1) 敲除小鼠模型的研究发
现: Cables1敲除雌性小鼠卵母细胞的闭锁发生率
同野生型小鼠相比显著增加了, 但是 Cables1敲
除雌性小鼠从 1.5个月到 6个月间, 其包括原始
卵泡在内的所有不成熟卵泡数目基本没有变动.
因此他们认为出生后的哺乳动物卵巢中是存在新

的卵母细胞及卵泡生成的.
2008 年, Zhang 等[24]以生殖组织中特异表达

增强 GFP的转基因小鼠为动物模型, 运用免疫组
织化学分析及反式聚合酶链式反应技术, 通过检
测小鼠 Vasa [25, 26]同系物 (mouse vasa homologue,
MVH)、干细胞因子受体、阶段特异性胚胎抗原鄄1
和生长分化因子鄄9等生殖细胞及干细胞标记物的
表达,在成年小鼠卵巢中发现一不同于卵泡细胞的
细胞聚合物,能共表达生殖与干细胞表面标记,因
此,他们认为这些细胞聚合物是生殖细胞与生殖干
细胞的混合物.而 Bukovsky等[27]运用进入减数分裂
的标记物联会复合物蛋白 3 (synaptonemal complex
protein 3, SCP3),经一系列实验后得出结论,认为包
括高等脊椎动物在内的多种动物成年后一定时期

内都存在新的卵子发生及卵泡更新.
2009年, Tilly等[28]在研究中发现老年小鼠的

卵巢中存在处于减数分裂前的生殖细胞, 当将生
殖特异性表达 GFP 的老年转基因小鼠的卵巢组
织移植到野生型年轻小鼠后, 发现这些处于休眠
状态的生殖细胞能被激活产生新的卵母细胞. 所
以, 他们在文章中认为老年小鼠卵巢中具有一些
能够产生新卵母细胞的减数分裂前生殖细胞.

对于人类, Bukovsky等[29]在实验中发现成年
人类女性的卵巢上皮组织在体外培养时有卵泡重

新生成的现象. Klun等[30]在取自患有卵巢功能早
衰和绝经后妇女的卵巢上表皮组织中, 也发现有
具有泡状结构的小圆形细胞, 但此时的卵巢组织
在自然状态下是应该没有卵母细胞或卵泡的. 而

且它们表达胚胎发育早期的一些特异性标记物,
并在培养过程中能够产生同体外培养的人类卵母

细胞一样的卵母细胞样细胞, 有的还能形成透明
带状结构. 因此, 他们与 Bukovsky等的研究结论
一致[29], 认为卵泡中存在一类干细胞, 可以作为生
殖细胞更新的来源.

但是, 尽管以上大量的实验数据支持哺乳动
物出生后存在卵泡更新, 但也没有出现确认女性
生殖干细胞存在的直接证据. 与此同时, 对于上
述挑战卵泡恒定论观点的质疑也同样不断出现.
4 对生殖细胞恒定论的支持

2005 年, Byskoy 等 [31]在其评论文章中指出:
Johnson 等的实验并不能支持其小鼠出生后卵巢
中有新的卵子发生的结论, 不能作为成年哺乳动
物卵巢中有卵泡新生的充分证据.

2006年, Eggan等[32]针对 Johnson等成年哺乳
动物骨髓和外周血能导致新的卵母细胞形成的结

论, 将表达 GFP的转基因小鼠与野生型正常小鼠
配对形成嵌合体小鼠, 进行嵌合的两只小鼠的外
周血都具有高水平的嵌合性. 按照预期, 在野生
型小鼠卵巢内应有 GFP标记的生殖细胞, 在转基
因小鼠内应有不表达 GFP的卵母细胞. 然而, 对
嵌合体小鼠超排卵后获得的卵母细胞分析发现,
来自转基因小鼠的卵母细胞都强烈表达 GFP, 而
来自野生型小鼠的卵母细胞没有表达 GFP. 接下
来, 将该种嵌合体小鼠模型中的野生型小鼠用环
磷酰胺和白消安进行处理, 同样, 之后收集到的
卵母细胞也没有表达 GFP. 而在骨髓移植实验中,
移植的骨髓细胞不可能转变或显著改善成熟前绝

经或是化疗导致的不育情况. 因此, 他们认为成
年哺乳动物的卵母细胞数目是固定的, 也不能由
循环的”生殖祖细胞”更新生成. Eggan等的研究
结论也得到了其他学者研究证据的支持[33].

2008年, Begum S等[34]通过小鼠卵巢的移植
实验, 没有发现支持小鼠卵巢中有卵母细胞再生
的证据, 因此他们与“一定数目的卵母细胞在出
生前就已形成, 并逐渐减少”的传统观念保持一
致. 但他同时也认为这无法排除成年小鼠卵巢中
存在生殖干细胞的可能性. 而 Liu 等[35]声称通过
对成年女性的卵巢中的生殖细胞进行增殖和减数

分裂的标记基因表达检测分析,认为不存在生殖细
胞的更新或卵母细胞的生成,也没有生殖干细胞的
存在.但由于女性卵巢中的生殖干细胞研究还不深
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入,目前还没有公认的有效标记物,因此,对于该学
者实验中以 SCP3作为鉴定标记物还有待商榷.
5 最新研究进展及存在的问题

就在大家为卵巢中是否存在生殖干细胞, 以
及来源在哪争论不休时, 实验研究中出现了重大
进展. 吴际领导的研究团队报道[36], 对出生后 5 d
和成年小鼠的卵巢, 通过两步酶消化和免疫磁性
分离法将小鼠卵巢中表达 MVH的细胞分离出来,
在掺入了 5鄄溴 , 2忆鄄脱氧尿嘧啶核苷 (5鄄bromo鄄2'鄄
deoxyuridine, BrdU)的培养基中进行培养. 由于出
生后小鼠卵巢中生殖细胞是不再进行有丝分裂增

殖的, 故认为 MVH和 BrdU都呈现阳性的细胞有
可能是雌性 GSCs. 他们将这种呈现双阳性的细胞
分离出来建系并能够体外长时间培养, 经过多次
传代培养后 MVH和 BrdU仍呈阳性, 且经 BrdU
和 DAPI免疫荧光分析显示它们正在经历有丝分
裂. 同时, 他们还将事先感染了 GFP病毒的雌性
GSCs移植到经过环磷酰胺和白消安处理而导致
不育的的小鼠卵巢中 , 一段时间后发现了表达
GFP卵母细胞的存在, 而在没有移植的对照试验
组小鼠卵巢中则没有, 这表明移植的雌性 GSCs
产生了卵母细胞. 接着, 他们通过实验又证实了
将这些雌性 GSCs移植到不育的受体小鼠, 与野
生型雄鼠经自然交配后能够产生后代, 并且如果
移植转基因操作后的雌性 GSCs则可以产生转基
因后代. 因此, 他们宣称发现了卵巢中生殖干细
胞的存在, 这些细胞具有相似于精原干细胞的一
般特征, 且定位于卵巢表面上皮层. 2011年, 该研
究组又称原先 MVH 磁珠分选和纯化雌性 GSCs
的效率低下 , 而通过采用生殖性特异表达蛋白
Fragilis 进行磁珠分选能显著提高雌性 GSCs 纯
化的效率[37].

在近几年的研究中, 有越来越多的证据倾向
于支持卵巢中存在生殖干细胞的观点, 2009年吴
际等的研究成果更是一个关键的证据. 如果这个
观点一旦得到最终的确认, 将会打破权威, 从而
改变人们现有观念, 引发科研人员对一些现存公
认的学术观点进行质疑性或回顾性研究, 而对医
学和生物学研究史带来重要影响. 在实际应用方
面, 也将开辟生物医学的新领域. 首先, 在获取卵
母细胞上, 可以不必收集人类卵巢组织进行繁琐
的连续培养, 通过培养卵巢生殖干细胞即可相对
简单的达到目的, 因而使得未成熟卵母细胞体外

成熟技术更为便利, 同时对于优良动物品种的开
发研究、濒危动物的保护等方面也具有重要意

义; 其次, 这将是干细胞研究领域的又一重大突
破, 并为成体干细胞家族增加又一成员, 而开辟
新的研究领域. 另外, 临床上基于出生后卵巢中
卵泡不再更新观念的治疗方案将发生根本转变,
卵巢癌症与卵泡耗尽有关假说[38]也将迎来解决的
曙光, 健康女性不用再受绝经问题困扰, 老年妇
女同样有受孕的机会. 而罹患癌症的患者可以再
化疗之前储存生殖干细胞, 以保存生殖能力. 通
过建立相应的生殖干细胞库, 可以为缺少卵子来
源的夫妇进行供卵, 从而结合试管婴儿技术, 满
足其生育梦想.

但是由于卵巢生殖干细胞的研究还不够深入

和全面, 目前研究中用到的生化检测标记繁多,
另外干细胞的组织形态标准不确定, 因此在卵巢
生殖干细胞的组织生化鉴定上还需要系统深入的

研究. 另外, 目前进展还需要多个物种进行验证,
而在关键人类卵巢的研究领域还缺乏新的重要进

展, 虽然同为哺乳动物, 但人与小鼠毕竟还是有
很大不同. 且虽然成功地分离和鉴定女性生殖干
细胞很重要, 但这也不能说明这些细胞就一定在
决定出生后的卵泡数目或卵巢衰竭的时间上起重

要作用[39]. 即使最终卵巢中发现了生殖干细胞, 其
生物学特性及在对卵巢发育和功能的作用亦需要

做更多研究, 才能发挥其临床价值.
Notarianni在其最新发表的文章中认为, 这些

支持哺乳动物出生后存在新的卵子发生的证据并

不是很充分, 并对这些支持生殖干细胞存在观念
的文献中的证据进行了重新解释, 使之仍然能符
合长期以来的生殖细胞恒定论[40].

总之, 这个领域还有许多研究需要做, 其在
人类的实际应用更要克服重重困难, 或许对于精
原干细胞的深入研究有助于这些问题的解决.
6 结语

在对哺乳动物卵巢出生后是否存在生殖细胞

更新这个问题的大量研究中, 有支持存在的实验
证据, 也有反对的. 也或许这两方面的研究不存
在根本的对立, 而仅是卵巢较为复杂的生物学特
征所呈现的部分真相. 而目前卵巢中生殖干细胞
研究的重大进展则更激动人心, 对于阐明卵巢生
物学, 更深入理解生殖生物学都将具有重要意义.
虽然由于这方面的研究还不够深入, 学术界还没
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有确切的结论, 但相信由于该研究所具有的重大
意义, 新的进展必将会不断出现.
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