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摘要  细胞凋亡是雌性生殖系发育过程中的一个重要组成部分 ,在哺乳动物中 ,超过99 % 的雌性生殖细胞都会在卵子发生的不同阶段
发生凋亡。目前 ,在颗粒细胞凋亡过程中至少发现5 个配体受体系统 :TNFa 和TNF 受体系统,Fas 配体受体系统 ,TRAIL 和TRAIL 受体系
统 ,APO-3 配体受体系统 ,PFG-5 配体受体系统,而且发现颗粒细胞凋亡属于依赖于线粒体凋亡信号传导凋亡途径。
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Abstract  Apoptosis is a fundamental life phenomenonduri ngthe development of various organisms . Germcell apoptosis also occurs in many kinds of an-
i mals . Apoptosis is essential to the female germdevelopment . In mammalian ovaries , more than99 % of follicles undergo a degenerative as“Atresia”. To
date , at least five cell deathligand-receptor systems have been reported i n granulosa cells : TNFa and receptors , Fas ligand and receptors , TRAIL( APO-
2) and receptors , APO-3 ligand and receptors , and PFG-5 ligand and receptors . Moreover , it has been showed that the granulosa cell is type Ⅱapoptotic
cell , which has the mitochondrion- dependent apoptosis-signaling pathway .
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  细胞凋亡( Apoptosis) 是一种由基因控制的细胞自主性

死亡方式, 是一种主动的、程序性的、细胞固有的生物学过

程, 又称细胞程序性死亡( PCD) ; 是1972 年由 Kerr 教授根据

形态学特征首先提出的[ 1] 。细胞凋亡与组织器官的发育, 机

体正常生理活动的维持,某些疾病的发生以及细胞恶变等过

程均有关[ 2] 。在哺乳动物的卵巢中卵泡闭锁是十分普遍的

现象, 除少量卵泡可以发育成熟排卵外, 其余大部分卵泡都

将闭锁退化。研究表明颗粒细胞凋亡是导致卵泡闭锁的重

要原因[ 3] , 并先后在多种动物身上得到证实。

颗粒细胞凋亡的调节, 同其他细胞凋亡既有相似之处 ,

同时也具有其特有的调控因素和调控模式。凋亡可由影响

卵泡发育的其他因素和信号传导机制来引发,也受旁分泌和

自分泌及死亡基因和肿瘤基因之间的相互影响, 这些可能是

决定颗粒细胞命运的主要因素[ 4] 。

1  颗粒细胞凋亡

卵巢中绝大部分卵泡在发育的各个阶段逐渐退化 ,称为

卵泡闭锁。目前认为细胞凋亡为卵泡闭锁的主要机制 ,卵泡

闭锁主要是由颗粒细胞凋亡引起的, 颗粒细胞出现凋亡的典

型特征[ 5] 。主要表现为: 染色质固缩 ,常聚集于核膜, 呈境界

分明的颗粒块状或新月形小体; 细胞浆浓缩; 凋亡小体形成。

从闭锁卵泡的颗粒细胞中分离出的 DNA 片段在电泳下形成

明显的梯度图案, 这是细胞凋亡的特殊标志之一。由于卵泡

闭锁时个体年龄及卵泡发育阶段的不同,形成闭锁的具体过

程可能不一样, 但它们在闭锁早期的机制均为颗粒细胞的凋

亡。在体外培养过程中,颗粒细胞也存在凋亡现象[ 6] 。

2  死亡配体受体系统

颗粒细胞凋亡属于依赖于线粒体凋亡信号传导凋亡途

径。在颗粒细胞凋亡过程中至少发现5 个死亡配体受体系统。

2 .1  Fas 及 FasL 系统  Fas 也称 APO-1 , 或CD95 , 是肿瘤坏

死因子 ( TNF) 和神经生长因子受体( NGF) 家族的细胞表
�
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面分子, 是FasL 的受体。FasL 是肿瘤坏死因子( TNF) 家族的

细胞表面分子。

Fas 的分子量为45 000 , 属于I 型跨膜蛋白。Fas 分子中

至少有3 个与细胞凋亡诱导功能密切相关的结构域, 分别是

细胞膜外区域( EXT) 、死亡结构域( DD) 和调控区( RR) 。虽然

TNF/ NGF- R 家族成员中 EXT 的氨基酸序列是相对保守的 ,

但相互之间并无明显的交叉反应性 ,Fas 的 EXT 只能结合抗

Fas 抗体或FasL。DD 为传导细胞死亡信号所必需 ,若该区氨

基酸序列发生突变、缺失等变化,Fas 的细胞凋亡诱导功能则

随即丧失。Fas 羧基末端有15 个氨基酸组成的调控区( RR) ,

可结合一种与Fas 功能相关的磷酸酶, 并由此抑制 Fas 诱导

细胞凋亡的作用。

FasL 是一个分子量为31 000 的Ⅱ型跨膜蛋白, 即它的 N

末端位于胞浆内,C 末端延伸至细胞外空间, 胞外区约由150

个氨基酸组成。FasL 编码基因位于Iq23。

FasL 或抗Fas 抗体与Fas 结合可导致携带 Fas 的细胞凋

亡[ 7] 。研究表明,多种哺乳动物细胞可表达Fas 和FasL。应

用促性腺激素技术诱发大鼠卵泡闭锁实验模型, 结果证实

Fas 和FasL 均存在于卵巢颗粒细胞中[ 8] 。利用RT- PCR( 逆转

录聚合酶链式反应) 技术和用蛋白印迹初步的实验分析表

明,在健康的和闭锁的猪颗粒细胞中均有 Fas 和 FasL 的

mRNA的表达[ 9] 。而且用免疫组化方法标记蛋白证明, 无论

是健康卵泡还是闭锁卵泡,Fas 位于颗粒细胞胞质部位而不

是位于细胞表面[ 10] 。Fas 介导细胞凋亡的调控途径是[ 11] :

FasL 与Fas 结合可以导致Fas 胞内的死亡域形成三聚体而活

化,并引起与之结合的FADD 构象改变, 使 caspase-8 前体集

聚、断裂和激活, 产生有活性的caspase-8 , 从而激发一系列下

游的caspase 级联反应 ,诱发细胞凋亡。这是一条基本的通过

DD 和FADD( 接头蛋白) 的细胞凋亡调控途径。

2 .2  TNFa 和TNF 受体系统 TNFa( 肿瘤坏死因子a) 最初

被认为是巨噬细胞的产物,17 .3 kD 的蛋白质 ,不但能诱发细

胞死亡,还能诱发细胞增殖。TNFa 的不同作用通过特殊的

细胞表面受体TNFR-1( 55～60 kD) 或 TNFR-2( 75 ～80 kD) 实
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现[ 12] 。TNFa 的TNFR1 - TRADD- FADD- caspase-8 信号传导

途径能引起细胞凋亡; 而 TNFR1 - TRADD- RIP - TRAF2 信

号传导途径则能作为抗凋亡( 存活/ 增殖) 因子[ 13] 。通过TN-

FR1 引起凋亡的途径为:TNFa 与TNFR1 的死亡结构域( DD)

相连接, 死亡结构域( DD) 与另一接头蛋白 FADD 连接,FADD

激活caspase 起始因子caspase-8 引起caspase 级联反应而引发

细胞凋亡。在体外培养来自于猪卵巢大卵泡的颗粒细胞过

程中发现,TNFa 既能诱发细胞增殖, 也能诱发细胞死亡。用

组织化学的方法分析在猪的卵巢闭锁过程中颗粒细胞中

TNFa 信号蛋白( TNFa、TNF 受体T 和TRAF2) ,利用RT- PCR 技

术和原位杂交实验分析了TNFa 信号蛋白在猪颗粒细胞中的

定位和mRNA 的表达, 而且在卵巢卵泡闭锁早期, 颗粒细胞

层出现 TNFR2 强烈免疫染色。表明在猪卵巢闭锁过程中

TNFa 是作为颗粒细胞存活因子[ 13] 。现在在多种动物的卵母

细胞、巨噬细胞、颗粒细胞都得到证明[ 14] 。实验表明对TNFa

在体外培养卵巢细胞有多种影响 , 如可抑制颗粒细胞FSH、

LH、P 的分泌[ 15] ,1 ng/ mg 的TNFa 对体外培养的新生小鼠卵

巢的卵泡及卵母细胞有诱导凋亡的作用[ 16] 。

2 .3 TRAIL 和TRAIL 受体系统 TRAIL ( 肿瘤坏死基因相

关的凋亡诱导配体) 是肿瘤坏死基因家族( TNF) 成员, 也属

于典型的Ⅱ型跨膜蛋白, 与TNF 家族的其他成员相比,TRAIL

含有一个12～16 个氨基酸特异序列插入形成的特殊的延长

环,其结构和功能与TNF 家族的另一成员Fas( APO-1) 相似 ,

所以又称APO-2。

在TNFR 家族,受体在细胞外的 N- 末端有几个半胱氨酸

结构域, 将TNFR 家族受体分为2 种 , 有死亡结构域( DD) 的

受体( DRs) 称死亡受体 , 包括 TNFR1、Fas、DR3( APO- 3) 、DR4

( TRAILR1) 、DR5( TRAILR2) 和 DR6。死亡结构域与每个受体

偶联引起caspase 级联反应引发凋亡。现在又有TNFR- 同系

物被发现命名为 DcR(“诱导”受体) , 作为诱发凋亡的信号。

在TNFR 家族的 Dc R 包括 DcR1( TRAIL3) 、Dc R2 ( TRAIL4) 、

OPG( 骨保护素) 、DcR3 和PFG-6。

体外研究表明,TRAIL 既能引起细胞凋亡导致细胞死

亡,也能诱发细胞增殖。通过TRAIL 和TRAIL 受体系统传导

死亡信号途径是:TRAIL 与细胞外的活性受体( DR4 或 DR5)

结合,受体细胞内的死亡结构域与修饰子蛋白( TRADD) 连

接, TRADD 的死亡结构域与另一接头蛋白( FADD) 连接 ,

FADD 激活caspase 起始因子 caspase-8 引起 caspase 级联反应

而引发细胞凋亡[ 17] 。

用组织化学方法检验TRAIL 及其受体在猪卵巢的定位 ,

RT- PCR 和原位杂交方法表明TRADD 只在闭锁和卵泡的颗

粒细胞中有表达,TRAIL 及其受体( DR4、DR5 和 Dc R1) 与诱导

卵巢卵泡闭锁过程中颗粒细胞凋亡有关 ,Dc R1 在颗粒细胞

凋亡过程中起抑制作用[ 18] 。

2 .4  PFG-5 配体受体系统  基于生物化学和免疫组化的发

现,杂交瘤细胞系的PFG-5 和PFG-6 抗原与已知的细胞凋亡

的间接受体Fas 或TNFR1 不同, 推测 PFG-5 抗原作为细胞死

亡受体在颗粒细胞特异表达,PFG-6 抗原作为 PFG-5 抗原的

诱导受体诱导凋亡信号穿过PFG-5 抗原[ 19 - 20] 。细胞死亡受

体传送细胞凋亡信号,诱导受体作为细胞死亡受体的调整基

因, 它们均在同一颗粒细胞表达, 因此认为颗粒细胞表面的

诱导受体的过度表达通过凋亡受体抑制了细胞凋亡信号的

诱导, 但这个受体系统还没有最终研究清楚。

2 .5 其他细胞死亡配体( 或) 受体系统  体外培养研究表明

还有其他受体如加压素Ⅱ型受体、促性腺激素受体等。Bcl- 2

家族的一些成员在颗粒细胞都有调控细胞凋亡、影响caspase

级联反应途径的机能 ,如Bcl-2 家族的Bok、Bod、Boo 等。

3  结语

自20 世纪90 年代发现哺乳动物的细胞凋亡基因以来 ,

细胞凋亡的研究引起了广大生物医学工作者的兴趣, 成为

当今生物学研究热点之一,揭示颗粒细胞凋亡的机理仍在进

一步研究之中。
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