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水貂卵母细胞发育过程中卵泡细胞 

的微细结构研究 
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摘 要 

本文应用光镜 电铺及组织化学方法对水智 (M~ste／a v／son)卵丘形成过程进行了研究． 

结果表明，在发育过程中，卵泡细胞内含有一些圈形甥粒体，许多单个粗面内质阿囊弛和丰富 

的棱糖体 ，高尔基复合俸罕见．当卵泡细胞空成单层柱状时．细胞内开始出现成团的徽丝及一 

些直径 1—2 m的厚璧泡．在卵泡细胞膜上可见到胞吐小泡以及细胞闻夹有透明带物质。表明 

卵泡细胞可能参与透明带的形成．随着卵泡腔的形成．卵泡细胞开始出现含中性脂肪及磷脂的 

颗粒．卵泡细胞始蜂通过胞质突起与卵母细胞保持接触．在大的有腔卵泡晚期．放射冠细胞发 

生伸展作用．形成明显的放射状结构，其它卵丘细胞也出现不葡程度的伸展．在放射冠细胞伸 

展的胞质中可见许多徽丝柬及粗面内质同囊池相问平行排列，表明微丝的存在对卵泡细胞的 

伸展起着重要作用．卵丘细胞的扩展使整个卵丘细胞问隙加大充以透明质酸．这将有利于以后 

的精子穿过并进人卵母细胞中． 
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在哺乳动物中，卵母细胞的生长、分化、成熟及受精的全过程，始终与作为体细胞 

的卵泡细胞保持密切联系，而这种联系实际上对卵母细胞及卵泡细胞的生长及分化都是 

很重要的。它能促进卵子发生的顺利完成 (Buceione等，1990)。精子与卵子结合之前必 

须穿透由来自卵泡的卵泡细胞及由它们分泌的细胞外基质组成的卵丘，以及透明带。研 

究表明，卵丘对精子的穿卵有多方面的影响 (Bavister，1982；Cummins等 ，1986；Katz 

等，1986I Boatman等，1 991；Ralt等，1991)。排卵前促性腺激素峰促进卵母细胞完成 

减数分裂的过程也伴随着卵丘的扩展。一些动物的体外实验已证实，卵丘要依赖于卵母 

细胞产生的卵丘扩展促进因子 (Cumulus expansion enabling fact0r，CEEF)才能完成其 

扩展作用以及卵丘细胞分泌透明质酸 (Eppig等，1993)。但在体内，卵丘扩展与卵母细 

胞成熟之间的关系仍未搞清。要进一步弄清卵泡细胞对卵母细胞发育及受精的影响，应 

当从显徽及亚显微结构水平上去研究卵泡细胞发育过程中的结构变化及与卵母细胞发 

育、分化及受精之间的相互关系。在水貂有关这方面的研究，迄今尚未见报道。本文研 

究了水貂卵丘细胞形成过程中的显微结构、超徽结构及组织化学变化．旨在为进一步研 

究哺乳动物受精机制以及水貂的卵子成熟提供基础资料。 
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材料和方法 

于 3月初繁殖季节取 lO只 1—2年生正常成熟美洲雌性黑水貂卵巢 ，分别做光镜、电 

镜样品制备。 

光镜切片制备 卵巢在 10 福尔马林溶液中固定。经水洗后 ，系列酒精脱水，石蜡 

包埋 ，7—8 m的连续切片，H·E染色，光镜观察。 

组织化学切片制备 割取带有各种卵泡的卵巢小块于Baker氏甲醛钙液中固定，恒 

冷切片机切 lo一15 pm的切片，分别用油红 O染色法示中性脂肪 ，用酸性氧化苏术素法 

示磷脂 (陈啸梅等 ，1982}刘玉堂等，1993)，光镜观察。 

电镜切片标本制备 用刀片切取带有不同太小卵泡的 2 mm。以内的卵巢皮质小块 ， · 

以2．5 戊二醛 (pH7．2)固定，修块后用 1 锇酸后固定，Epon812包埋，切成厚0． 

5—2 m的半薄切片，经碱性品红一亚甲基蓝法染色，光镜下进行卵泡定位和分类，超薄 

切片，醋酸铀和枸橼酸铅染色，透射电镜观察． 

卵泡分类 按卵泡太小、颗粒细胞层数、透明带状况及卵泡腔是否出现 ，把卵泡分 

成 4个阶段 (刘玉堂等，1992)，第 1阶段为单层扁平颗粒细胞卵泡，第 1阶段为单层立 

方颗粒细胞卵泡，第 1阶段为多层颗粒细胞卵泡，第1V阶段为有腔卵泡。 

结 果 

1．光镜观察 

单层扁平卵泡细胞呈扁平状，核较致密。随着卵泡细胞恢复生长变为立方状，此时 

核呈圆形，染色变浅 ，此阶段卵泡经常可见单个存在的暗色卵泡细胞，其细胞质染色深 

暗与其相邻卵泡细胞区别明显，暗细胞核往往较小，而且形状不规则 (见图版 I一1)。谴 

着卵泡细胞生长分裂成多层，直至出现卵泡腔，此时卵泡细胞可分成壁颗粒细胞和围绕 

卵母细胞周围的卵丘细胞，在捧卵前卵丘最内层的放射冠细胞出现同步伸长现象，．呈放 

射状排列，其核远离透明带 (见图版 I一2)． 

酸性氧化苏木索染色及油红 O染色表明，随着卵泡腔的出现，含有磷脂及中性脂肪 

的颗粒在卵泡细胞中开始出现 (见图版 I--7)。 

2．电镜观察 ． 

第 1阶段单层扁平卵泡细胞 卵泡细胞呈长扁形或纺缍形，核为长扁圆形 ，有时不 

甚规则，沿核膜分布较多明显的异染色质，核质比例太。细胞器主要位于核两侧的胞质 

中。可见少量的线粒体和附有少量核糖体的内质网囊池以及游离核糖体，高尔基体罕见。 ， 

卵泡细胞间及与卵母细胞间太部分平精相贴，偶尔在卵泡细胞与卵母细胞间可见窄窄的 

细胞间隙，其内充满嫩绒毛。 

第 1阶段单层立方卵泡细胞 随着卵泡细胞变成立方状或柱状，细胞核开始变圆或 

椭圆形 ，异染色质减少。细胞器数量增加，结构变得清晰。在一些卵泡内可见明暗卵泡 

细胞之分，暗色卵泡细胞数量往往很少，其胞质染色深暗，但结构与其它明细胞相似 。卵 

泡细胞与卵母细胞间出现宽度不一的裂隙，其内充满短指状或长的微绒毛丛，而在有些 

部分仍然相贴或以桥粒相连接。随着卵泡细胞与卵母细胞间的裂隙逐渐增加，透明带物 

质沉积于其中。卵泡细胞间始终是平滑相贴。 
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● 

当卵泡细胞变成柱状时，透明带基本已形成连续一层。卵 泡细胞核呈圆形或椭圆形 

位于基底部，而细胞器多数位于靠近透明带的胞质中，在核两侧基底部也可见少量细胞 

器。此阶段线粒体基质变得比以前致密，线粒体经常由单个内质网囊池所围绕，游离核 

糖体丰富。此阶段卵泡细胞内开始出现一些厚壁空泡，此 泡状结构膜内侧附着一薄层胶 

质样物质、使泡壁显得很厚 (见图版 I-3)，另外在卵泡细胞核附近出现大量的微丝束， 

面向卵母细胞部的质膜形成许多胞质突起。 

第 1阶段多层卵泡细胞 卵泡细胞通过分裂增殖成多层，透明带已形成较厚的一层 ， 

中间部分的卵泡细胞多为圆形或椭圆形，细胞间逐渐出现空隙。其 中可见微绒毛及卵泡 

液物质。核质比例仍然较大，胞质内线粒体多数为圆形或椭圆形，电子密度变低，嵴数 

量少，粗面内质网仍以长或短的囊池形式存在，而且经常包围着线粒体，游离核糖体丰 

富，未见高尔基复合体。在靠近卵泡基膜及透明带部分的卵泡细胞多呈柱状或长椭圆形。 

此阶段卵泡细胞内分布着一些直径约 1—2 um的厚壁空泡，在核周区域仍然可见成束的 

微丝 (见图版 I-4)。在靠近透明带的卵泡细胞之间可见透明带物质沉积 ，以及在卵泡 

细胞膜上的许多胞吐小泡 (见图版 I-5)。在此 阶段卵泡细胞有突起 ，许多突起穿过透 

明带 ，形成泡状或盘状膨大与卵母细胞以桥粒连接 ，有时突起伸入卵母细胞深处 ，在盘 

状膨大内，经常可见圆形电子致密体 (见图版 I一6)。 

第 Ⅳ阶段有腔卵泡细胞 此阶段卵泡细胞结构基本上与 I期相似 ，由于卵泡液的不 

断分泌，卵泡细胞间的空隙加大，出现一些小卵泡腔 ，小卵泡腔逐渐聚合形成大的卵泡 

腔。在接近透 明带的一层卵泡细胞仍呈柱状、排列较紧密，核位于远离透明带的一侧，在 

胞质中随意分布着弯弯曲曲的粗面内质网囊池、线粒体、游离核糖体以及徽丝束。在此 

期间仍可见到卵泡细胞伸出的突起附着于卵母细胞上 ，并以桥粒样结构连接 ，此处卵母 

细胞膜上还可见到吞饮现象 (见图版 I一6)。在接近排卵的大有腔卵泡内，可见到卵丘 

放射冠细胞靠近透明带部分的胞质极度伸展 (可达 4O m)，形成前端细，后端粗的长纺 

缍形 ，这些伸展了的放射冠细胞在透明带外排列成十分明显的放射状 (见图版 I-2)。在 

这些伸长的胞质中有许多微丝束及粗面内质网囊池平行于细胞长轴相间排列 ，在其中还 

分布着厚壁泡及线粒体，此时放射冠细胞之间的空隙加大，可达 1—2 bcm，其它卵丘细胞 

也呈现不同程度的伸展状态，使得整个卵丘细胞之间的空隙加大。 

讨 论 

在卵母细胞生长期间卵泡细胞为其提供营养和信息起着关键的作用 (Moor，1983)， 

卵母细胞通过周围卵泡细胞做媒介摄取小分子代谢物 ，如能量底物 ，核苷酸和氨基酸等 

(Buccione等，1990}Brower等，1982}Colonna等，1983 Cross等，1974)，人们也发 

现要使卵母细胞在体外生长必须保持或重建卵母细胞一卵泡细胞问连接。可以说卵泡细 

胞的存在对于调控卵母细胞的生长是必要的。在水貂卵泡生长期间 ，始终能见到卵泡细 

胞通过胞质突起与卵母细胞保持接触，这样的连接结构，在其它动物中同样也都存在 

(Anderson等，1960 Baca等，1967；Hope，1965；谭景和等 ，1992年)，在接触处的 

卵膜上有时还能见到吞饮小泡，表 明水貂卵泡细胞与卵母细胞间的营养运输还可通过吞 

饮方式来完成，有人在兔卵泡卵母细胞中也见到此种结构 (Anderson，1972)。在水貂卵 

泡细胞的胞质突起中含有的致密球状结构其作用还不清楚 ，在其它动物的研究中未见有 

人提到这种结构。 
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透明带及卵泡液的形成都与卵泡细胞的分泌活动有关，这在很早以前就有人通过放 

射性 自显影，在其它动物中得到证实 (Bostrum等，1952；Zachariae，1957)。已知在一 

些动物卵泡生长期卵泡细胞一般都具有分泌细胞的形态特征 (Zamboni，l 972)，例如在 

罗猴 (Hope，1965)，大鼠 (Bjorkman，1962)的卵泡细胞中都具有发达的高尔基复合体。 

在水貂卵泡发育过程中．卵泡细胞中虽然未见到高尔基复合体，但能看到邻近透明带的 

卵泡细胞问出现透明带物质的沉积以及在卵泡细胞膜上具有胞吐小泡，根据这些可推测 

水貂卵泡细胞不仅参与了卵泡液的形成．还可能参与了透明带的形成。 

在水貂卵泡细胞 中出现的厚壁小泡其作用并不清楚。在其它动物如金色仓鼠中也见 

到过类似的泡状结构，但Weakley(1966)认为它们是脂滴，而在水貂卵泡细胞中的这种 

小泡从超微结构上看并不同于一般的脂滴。光镜氧化苏木索染色及油红O染色表明台有 ． 

磷脂及中性脂肪的结构仅在卵泡腔形成后的卵泡细胞中出现。从出现时间上看这两种结 

构还无法吻合，不过磷脂及中性脂肪出现的时间恰好与雌激素合成时间相一致。还有另 
一 种可能性．即这些厚壁泡只有在有腔卵泡阶段才积累达到通过这种光镜组化方法能显 ‘ 

示出来的程度。 

在水貂卵泡发育晚期 ，放射冠细胞的伸展及卵丘的扩展十分明显，这可使卵母细胞 

周围的卵丘细胞之问的距离加大，分泌出透明质酸，将有利于受精时的精子穿透。有实 

验表明过早排卵，可以导致卵丘的不成熟，它能影响精子的动力穿透 (Leibiried等． 

1983)．也许卵丘的这种不成熟是指放射冠及卵丘细胞还未完成伸展作用，这样卵泡细胞 

间的距离小，可能对精子的穿透有阻碍作用。在第 1阶段，卵泡细胞近核处出现成堆的 

微丝，据报道在大鼠 (Christiansen等，1969)，兔 (Motta等，1974)，及羊 (Tassell等， 

1980)的卵泡细胞中也普遍存在着这种微丝。在水貂中，这些微丝束在单层立方或柱状 

卵泡细胞和放射冠细胞中最多。微丝的存在对卵泡细胞的支持作用是很必要的，在卵母 

细胞发育过程中其体积有一个明显的增长 ，而且卵泡细胞也要不断的增殖 ，整个卵泡就 

要向外扩展，这必然要克服来自卵巢其它细胞的反作用压力，才能使整个卵泡达到体积 

增大，这必然要求卵泡细胞具有骨架结构，来适应这种卵泡的扩展运动。放射冠细胞的 

伸展及卵丘的扩展，微丝的存在起着很重要的支持作用，这从伸展后的水貂放射冠细胞 

内见到的许多与纵轴平行的徽丝柬及粗面内质网囊池可以表明其有这种作用，这在其它 

动物的研究中尚未见有人提到过 。 
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Abstract 

In this paper，formation of cumulus oophorus in mink(Mustela vison)were studied 

by light，electron microscope and histochemical techniques．Result showed that，during 

development of follicle cells，some round m itochondria with few cristae，numerous sin— 

gle rough endoplasmic reticulum cisternae and abundant free ribosomes present in the 

cytoplasm ．few Golgi complex were seen．Stacks of microfilaments and som e vesicles(1 

— 2／xm in diameter)that have a thin coat within it s membrane OCtur as the follicle cel1 

are unilaminar columnar．Exocytosis could be observed on the plasma mem brane of foIli— 

cle cells，and sometimes gona peIlI|cida materiaI is sandwiched in between  these cells ad— 

jacent to the oocyte．It indicated that foIlicle cell might participate in formation of zona 

pellucida also．As the formation of the autrum ，the granules that contain phospholipid 

and neutral fat start to occur within follicle cells．During whole development，the folli— 

cle cell processes extend through the gona pellucida to anchor on the plasm membrane of 

the oocyte by means of intercellular attachments．In the later phase of the large antrum 

follicles，the corona radiate cells extend and make a obvious radiaI shape，opposing a— 

gainst the outer aspect of the gona pelucida．The extension appear in other cumulus cell 

in varying degrees too． Sheaves of microfilaments alternate with rough endoplasmic 

reticulum cistenae，and they run parallel to major axis within the extended cytoplasm of 

the corona radiate cells．It indicated that microfilaments play a great role in the extention 

of follicle cells．The extention 0‘cumulus cells make whole cumulus oophorus turn illtO 

porous and filled with hyaluronic acid．It would be advantageous to sperm s penetration 

and getting into oocyte afterwards． 

Key words M ink；Cumlus oophorus；Follicle cells；M orphological structure；His— 

tochem istry 
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