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李晶博士, 现任南京医科大学生殖医学与子代健康全国重点实验室教授、博士

生导师。团队主要从事哺乳动物卵巢卵泡发育机制以及卵巢相关疾病发病机制

的研究, 成果多次发表于国际知名生物学或生殖内分泌学刊物如Nat Cell Biol、
Autophagy、Mol Ther、PNAS等。建立了原始卵泡体外激活技术(以下简称IVA技术), 
证明卵巢内静息卵泡可以通过人工手段调节其发育进程。2013年10月, IVA技术在
临床上成功应用治疗女性卵巢早衰, 2018年, 团队自主研发的二代IVA技术成功应
用于临床, 已有4名婴儿出生。

原始卵泡库的形成、维持和激活分子调控机制

研究进展及其临床应用
傅嘉怡  王克瀚  陈琦  李晶*

(南京医科大学生殖医学与子代健康全国重点实验室, 南京 211166)

摘要      卵泡是哺乳动物卵巢结构和功能的基本单位 , 由位于中央的卵子和周围的体细胞组

成。原始卵泡是卵泡发育的最早阶段, 在哺乳动物出生前后形成。由于数量有限, 原始卵泡构成了

卵巢的储备库, 为女性的生殖周期提供成熟卵子。原始卵泡在大部分时间内处于休眠状态, 直到被

激活后开始生长和发育 , 最终成为可排卵的成熟卵泡。原始卵泡休眠与激活的动态平衡对于卵巢

生殖功能的维持非常重要 , 而各种因素导致的原始卵泡库提前耗竭则可能引起女性的早发性卵巢

功能不全。该文系统总结了过去二十年关于原始卵泡形成和激活分子机制的研究进展 , 全面概述

了原始卵泡体外激活技术的发展和在治疗早发性卵巢功能不全或卵巢功能障碍导致的不孕症患者

中的临床应用。此外 , 该文就如何调节原始卵泡库来保护卵巢储备、延缓卵巢衰老方面的研究也

进行了讨论 , 为诊断和治疗与卵泡发育相关的疾病、卵巢性不孕不育的干预以及女性生育力保存

提供了新的思路。
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Abstract       The follicle is the basic unit of the ovary, consisting of a centrally located oocyte and the sur-
rounding somatic cells (granulosa cells and theca). In mammals, primordial follicles are formed in limited numbers 
before or after birth. These follicles remain dormant for most of the time, comprising the ovarian reserve and sup-
plying mature oocytes during a female’s reproductive life. Activation of primordial follicles into growing stage is 
referred as the initial follicle recruitment. The dynamic balance between dormancy and activation of primordial 
follicles is crucial for maintaining ovarian reproductive function, while premature depletion of the primordial fol-
licle pool due to various factors may lead to premature ovarian insufficiency in females. This review outlines the 
importance of the events leading to the establishment of the ovarian reserve and highlights the fundamental factors 
and molecular networks known to influence primordial follicle activation in mouse. This review provides a com-
prehensive overview of the development and clinical application of in vitro activation of primordial follicles for the 
treatment of infertility in patients with premature ovarian insufficiency or ovarian dysfunction. Other research prog-
ress in the manipulation of the primordial follicle pool aimed at delaying ovarian aging and fertility preservation is 
also discussed.

Keywords       primordial follicles; activation of primordial follicles; in vitro activation of primordial follicles; 
ovarian aging

卵巢结构和功能的基本单位是卵泡 , 按照其直

径大小和发育状态可以分为原始卵泡 (静息卵泡 )和
生长卵泡 (包括初级卵泡、次级卵泡、有腔卵泡和

排卵前卵泡 )[1]。在雌性哺乳动物中 , 由于原始卵泡

的数量是固定的且不可再生, 因此, 原始卵泡库是整

个生殖生命中可受精卵子的唯一来源[2]。

原始卵泡形成之后 , 大部分会处于休眠状态 , 
仅有一小部分会在接收到卵泡周围的信号刺激后被

募集到生长卵泡池中 , 这种以卵母细胞迅速增大和

扁平颗粒细胞转变为柱状颗粒细胞为特征的卵泡变

化称为原始卵泡激活 (primordial follicle activation, 
PFA)。原始卵泡激活进入生长卵泡阶段的过程称为

初始募集, 在这个过程中, 原始卵泡的数量会逐渐减

少 , 直至消耗殆尽。当人类女性卵巢中原始卵泡的

数量低于1 000个时 , 卵巢会停止排卵 , 这标志着女

性生殖生命结束, 进入更年期。

原始卵泡库的建立和原始卵泡休眠与激活之

间的动态平衡对于女性生育力的维持非常重要 , 在
40岁之前 , 女性卵巢中原始卵泡库的过早耗竭会导

致原发性卵巢功能不全等疾病发生 , 也会引起女性

内分泌紊乱和衰老[3]。因此, 了解原始卵泡形成和激

活的相关过程和分子调控机制对于解决卵巢相关疾

病和卵源性不孕不育问题至关重要 , 而影响因子和

信号通路的归纳也将有助于基础理论和临床应用的

结合, 为开发更多不孕不育的治疗技术提供思路, 还
可以为女性生育力保存和延缓衰老作贡献。

1   原始卵泡形成的分子机制
1.1   原始卵泡形成的转录调控机制

在雌性哺乳动物中 , 原始卵泡的形成代表了卵

泡发生的开始。人类原始卵泡的形成始于妊娠中期

(17~19周 ), 而小鼠原始卵泡的形成始于胚胎第17.5
天(E17.5), 并在出生后的3~5天(P3~P5)内完成[4]。在

卵泡形成之前 , 生殖细胞通过同步的不完全有丝分

裂形成生殖细胞囊(germ line cysts)。在E14.5减数分

裂起始之前 , 这些生殖细胞囊发生断裂形成较小的

细胞囊并逐渐失去同步性 , 与其他断裂的细胞囊融

合在一起形成生殖细胞嵴 (germ line nests)。随后的

步骤包括减数分裂起始、生殖细胞囊的破裂 (germ 
line cyst breakdown, CBD)和卵泡组装 , 这些步骤在

卵巢中以时间和空间不同步的方式进行。在小鼠

中, 减数分裂从卵巢轴线的前端到后端呈前–后方向

进行; CBD和卵泡组装则从髓质区域开始, 向皮质区

域扩散。卵泡组装的另一个特点是大量卵母细胞发

生程序性细胞死亡 (prgrammed cell death, PCD), 只
有三分之一的卵母细胞留下形成原始卵泡。最近的

一项研究发现 , 在原始卵泡形成时 , 生殖细胞囊中

会有生殖细胞从相邻的生殖细胞获得细胞器形成

balbiani body, 而这个生殖细胞最终会被前颗粒细胞

包围形成原始卵泡 [5]。上述结果表明了即将形成卵

泡的卵母细胞的选择 , 然而 , 相关机制仍然未知 , 很
难预测整个过程中每个细胞的命运。单细胞测序技

术的迅速发展 , 使得研究原始卵泡形成过程中各种
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细胞相互作用的机制成为可能。通过收集P0.5小鼠

卵巢中的生殖细胞进行单细胞测序, 可以鉴别出3个
细胞类群分别对应此时生殖细胞的3种状态: 处于生

殖细胞囊的生殖细胞 , 生殖细胞囊破裂正在形成原

始卵泡的生殖细胞以及已经形成原始卵泡的卵母细

胞。拟时间向 (pseudo timeline analysis)分析可以描

绘出在原始卵泡形成过程中 , 从生殖细胞到成为卵

母细胞的发育路径以及在此过程中基因表达的动态

变化 , 而转录调控网络的构建则鉴定出了一系列在

此过程中发挥作用的关键转录因子 , 比如转录因子

ID家族成员ID1和ID2[6]。此外, 通过收集E16.5、P0
和P3小鼠卵巢进行单细胞测序共鉴别出5个生殖细

胞群和6个颗粒细胞群。进一步的拟时间向分析发

现无论是生殖细胞还是颗粒细胞都可以划分为 3个
细胞状态和1个细胞命运的节点[7]。另有研究通过收

集从E11.5到P5的小鼠卵巢进行单细胞测序, 在此过

程中生殖细胞包括无法形成卵泡凋亡的生殖细胞在

内共6个细胞群 [8]。与前述研究一致 , Wnt阳性的具

有双潜能的前体细胞在E12.5分化为表达FOXL2阳
性的双潜能前颗粒细胞(bipotential pregranulosa cell, 
BPG), 而另一种前颗粒细胞也是在E12.5由卵巢上

皮分化而来表达LGR5的上皮前颗粒细胞 (epithelial 
pregranulosa cell, EPG)。从E19.5开始 , EPG主要分

布于卵巢皮质 , 其形成的原始卵泡会维持在休眠状

态 , 而BPG主要分布于髓质区域 , 其形成的原始卵

泡立即被激活 , 然后在青春期早期消耗殆尽。在原

始卵泡形成后 (P5), 所有原始卵泡颗粒细胞均表达

FOXL2。可见, 在原始卵泡形成过程中, 卵母细胞和

前颗粒细胞的基因表达都发生动态变化 , 并受到一

系列转录因子的调控。下面将简要介绍在卵母细胞

和颗粒细胞中发挥作用的关键转录因子。

1.1.1   卵母细胞中的转录因子与原始卵泡形成      在
过去的十几年里 , 基因敲除小鼠的研究鉴定出了一

系列卵母细胞特异性转录因子在原始卵泡形成中的

重要作用。这其中包括FIGLA(folliculogenesis spe-
cific bHLH transcription factor)、NOBOX(NOBOX 
oogenesis homeobox)、SOHLH1(spermatogenesis 
and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1)、
SOHLH2(spermatogenesis and oogenesis specific ba-
sic helix-loop-helix 2)和LHX8(LIM homeobox 8)。
FIGLA是一种生殖细胞特异性的基本螺旋–环–螺旋

转录因子。在小鼠中 , FIGLA于E13.5开始在生殖细

胞中表达 ; 人卵巢中FIGLA的表达水平从妊娠第19
周时开始升高 [9]。缺失Figla的小鼠卵巢中的原始卵

泡无法形成 [10]。NOBOX在小鼠E15的生殖细胞中

检测到表达 , 而后在卵母细胞中持续高表达 [11]。缺

乏Nobox的小鼠无法正常形成原始卵泡 , 卵母细胞

的发育存在缺陷 , 表现为直径小于 20 μm且周围颗

粒细胞数量减少 [11]。SOHLH1/SOHLH2与性腺发

育密切相关。在小鼠中 , SOHLH信号主要在原始

卵泡的卵母细胞中表达 ; 在人卵巢中 , SOHLH信号

主要在原始卵泡的卵母细胞和颗粒细胞中表达 , 并
且SOHLH1的表达强于SOHLH2[12]。敲除Sohlh1或
Sohlh2的小鼠都是不育的 , 原因在于原始卵泡形成

缺陷以及颗粒细胞无法正常分化成立方体和多层结

构 [13]。在缺乏SOHLH1时 , SOHLH2的表达会下调 ; 
同样地 , 在缺乏SOHLH2时 , SOHLH1的表达也会下

调 , 表明SOHLH1和SOHLH2之间可能存在相互调

控关系[14]。LHX8在小鼠卵巢中从E18.5开始表达[9]。

全身敲除Lhx8的小鼠原始卵泡形成存在缺陷 [15]。卵

母细胞特异性敲除Lhx8会引起原始卵泡过度激活和

原始卵泡库提前耗竭 [16]。以上基因均在人类卵巢早

衰中存在突变 [17-21], 并且以上基因敲除的共同特点

是都会引起一系列卵母细胞特异性基因 (如Bmp15、
Gdf9、Oct4、Zar1等 )的表达下调 , 而这四个转录因

子彼此之间的调控关系通过基因敲除小鼠联合转录

组测序也正逐渐变得明朗, 比如, FIGLA缺失能够下

调转录因子NOBOX、LHX8、TAF4b、SOHLH1和
SOHLH2的表达 , 并且在出生前后的卵巢中这四种

转录因子在一部分生殖细胞中呈现共定位 , 它们彼

此之间通过直接相互作用构成调控网络在维持卵母

细胞存活和原始卵泡形成过程中发挥重要作用[9]。

1.1.2   颗粒细胞中转录因子与原始卵泡形成      除
了卵母细胞特异的转录因子外 , 基因敲除小鼠的

研究也鉴定出了一系列颗粒细胞特异性转录因

子在原始卵泡形成中的重要作用。这其中包括

FOXL2(forkhead box L2)、IRX3(iroquois homeobox 
3)、IRX5(iroquois homeobox 5)、TAF4b(TATA-box 
binding protein associated factor 4b)等。FOXL2参
与调控性腺分化、卵泡发育等过程。FOXL2在小

鼠卵巢的颗粒细胞中表达。关于FOXL2在原始卵

泡形成和发育中的作用存在一定争议 , 有研究发现

敲除Foxl2的小鼠原始卵泡形成存在严重缺陷并且

是不育的[22], 但同年的另一项研究表明缺乏Foxl2的
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小鼠卵巢中原始卵泡是正常形成的 , 只是前颗粒细

胞不能够在形态上向立方体转变 [23]。IRX3和 IRX5
在小鼠妊娠期间的前颗粒细胞中表达 ; 原始卵泡形

成后 , 开始在卵母细胞中也表达 [24]。在胚胎早期 , 
IRX3和IRX5均作用于颗粒细胞, 随后, IRX3被转移

到卵母细胞中表达并继续和还在颗粒细胞中表达

的 IRX5协同作用来支持卵泡的生长发育。研究发

现 , 单独突变 Irx3或 Irx5就会导致小鼠生育能力受

损 , 而双基因敲除则会导致卵巢组织形态异常和卵

泡异常死亡[25]。TAF4b是转录因子TAFIID的一个亚

基 , 能够维持细胞活性和细胞周期进展。在小鼠中 , 
TAF4b主要分布于卵巢颗粒细胞中 , 研究表明缺失

Taf4b的小鼠会出现卵巢早衰和不育 , 原始卵泡的形

成存在缺陷并伴有大量丢失[26-27]。此外, TAF4b基因

突变也与女性卵巢早衰的发病密切相关。

1.2   体细胞–生殖细胞互作在原始卵泡形成中的

重要作用

卵母细胞和颗粒细胞之间的相互交流是CBD
和原始卵泡形成的关键。早在E13.5, 小鼠卵巢生殖

细胞囊内靠近环沟 (ring canals)的生殖细胞就与体

细胞开始建立联系 [28]。生殖细胞和颗粒细胞前体

细胞的同步分化是原始卵泡形成的基础 , 上述特异

性转录因子在指导卵母细胞和颗粒细胞同步发育

和相互交流中发挥重要作用。虽然目前已经有许

多分子被报道能够调节原始卵泡的形成 , 然而关于

这些分子组成的信号网络和转录调控如何协同作用

来调节两个不同的细胞类型形成一个功能单位的机

制并不清楚。

1.2.1   Notch信号通路      Notch(neurogenic locus 
notch homolog protein)是由细胞外结构域、跨膜结

构域和细胞内结构域组成的单跨膜受体。Notch信
号是一条高度保守的细胞间通路 , 包括Notch受体

(Notch1~4)、配体 (Jagged1、Jagged2、delta-like1、
delta-like3、delta-like4)、细胞内效应分子、CSL-
DNA结合蛋白及调节分子等组分。在小鼠卵巢中 , 
Notch1在前颗粒细胞中表达 , Notch2在前颗粒细胞

和颗粒细胞中表达, 而Jagged1在卵母细胞中表达[29]。

研究发现, 孕酮通过影响Notch信号通路抑制原始卵

泡形成 [30]。向体外培养的卵巢中加入特异性Notch
信号阻断剂, 发现颗粒细胞的增殖被抑制, 卵母细胞

第I次减数分裂进程受阻 , 原始卵泡形成受损 [31]。颗

粒细胞特异性敲除Notch2和卵母细胞缺失 Jagged1

的雌性小鼠卵巢中都出现了异常的多卵母细胞和无

颗粒细胞的卵泡, 进一步证明了Notch信号通路介导

的体细胞和生殖细胞互作对于原始卵泡形成是必需

的 [32]。转录因子HES1属于基本螺旋–环–螺旋家族 , 
在Hes1敲除的小鼠卵巢中 , 卵母细胞的形态变小且

数量减少 [33]。由于在体外使用Notch抑制剂培养卵

巢的实验中发现Hes1启动子活性和HES1蛋白质水

平均下降 , 并且卵母细胞出现与Hes1敲除小鼠相同

的表型 , 因此HES1可能位于Notch信号通路下游参

与调节原始卵泡的形成。ADAM10(ADAM metal-
lopeptidase domain 10)是一种质膜蛋白酶, 研究表明, 
在原始卵泡形成阶段, ADAM10通过Notch信号控制

小鼠卵巢的前颗粒细胞发育参与调控原始卵泡的形

成 [34]。NR5A1(nuclear receptor subfamily 5 group A 
member 1)对两性性腺发育也非常重要 , 条件性敲除

Nr5a1的小鼠卵巢变小且原始卵泡数量减少, 卵巢中

存在形态异常且体积过小的卵母细胞 , 而这一现象

也与Notch信号的失调密切相关[35]。

1.2.2   BMP信号通路      BMPs(bone morphogenetic 
proteins)是多肽类生长因子 , BMP信号在胚胎发育、

细胞增殖、细胞分化等多种生命过程中都发挥着重

要的调控作用[36]。BMP2是一种分泌型配体, 在哺乳

动物原始卵泡形成前后表达 , 研究表明雌二醇 -17β
通过BMP2及其受体ALK2和ALK3调节原始卵泡的

形成 [37]。在前期的单细胞测序研究中 , 我们在CBD
阶段的生殖细胞中富集到Bmpr1b的表达。Bmpr1b
是BMP4和BMP7的受体, 应用Bmpr1b特异性的抑制

剂LDN193189处理新生小鼠卵巢会抑制原始卵泡的

形成。进一步研究表明, 抑制剂处理后ID2的表达水

平降低 , 这种调控作用是通过PI3K/mTOR信号通路

实现的 [6]。缺失Id2的小鼠卵巢中原始卵泡形成出现

延迟 , 卵泡数量减少且生育率降低。上述结果表明

BMP信号介导的生殖细胞–体细胞之间的互作在原

始卵泡形成中也发挥一定作用。

1.2.3   其他信号通路      KIT(receptor tyrosine ki-
nase)及其配体 KITL在人和小鼠原始卵泡的形成

中发挥重要作用。在CBD前 , 生殖细胞表达TGF-β
超家族成员激活素。激活素通过抑制附近体细胞

KITL2的表达进而抑制生殖细胞表达 c-KIT。当

CBD发生时, 激活素的表达水平降低, KIT信号通路

恢复活性进而促进原始卵泡的形成。其他参与调

节原始卵泡形成的信号通路还包括 JNK信号通路和
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Rac1介导的信号通路。JNK在原始卵泡组装阶段特

异性表达于卵母细胞 , 与前颗粒细胞中WNT4相互

作用调节E-cadherin的表达参与CBD的调控, 而Rac1
在原始卵泡形成阶段也特异表达于生殖细胞[38]。

Rac1被认为能够结合 STAT3并促进 STAT3转运入

核, 从而激活一系列卵母细胞特异基因, 如Jagged1、
Gdf9、Bmp15等的表达 [39]。上述研究证明了从卵母

细胞到前颗粒细胞的信号转导在调节原始卵泡形成

中的重要作用。而前颗粒细胞中的mTOR信号通路

则在调节原始卵泡的组装中发挥作用。应用mTOR
信号通路抑制剂雷帕霉素 (rapamycin)处理E17.5的
胎鼠卵巢, 其原始卵泡形成受阻, 但是可逆的。抑制

mTOR信号通路后, 卵母细胞发育的相关因子如Kit、
Kitl、Gdf9等的表达水平降低, 同时前颗粒细胞侵入

生殖细胞囊的迁移能力受阻 [40]。因此 , 无论是从生

殖细胞到体细胞还是从体细胞到生殖细胞的信号转

导在调节CBD和卵泡组装中都发挥重要作用。其他

参与调控原始卵泡形成的因素可详见相关综述 [41-43]

(图1)。

2   原始卵泡的启始募集
原始卵泡形成后不久一直到更年期前后 , 会被

持续募集 , 直至再也没有可以被募集的原始卵泡为

止 , 而没有被激活的原始卵泡会一直处于休眠状态 , 
因此 , 原始卵泡的起始募集是一个选择性过程。有

研究表明原始卵泡的激活速度会随着卵巢储备的改

变而改变, 在女性生殖寿命的早期, 激活速度较为恒

定, 但当原始卵泡的储备数量达到约25 000个时, 激
活速度急剧加快, 导致原始卵泡数量快速减少, 卵巢

储备迅速丢失, 最终导致女性生育能力大幅下降[44]。

对于维持女性正常生殖生命和延缓衰老来说 , 能否

在适当的时间点选择性激活原始卵泡是至关重要

的。原始卵泡激活受到多种因素的调控 , 是细胞间

信号交流的结果。目前 , 通过转基因小鼠模型已经

发现多种细胞因子和信号通路对原始卵泡激活具有

重要意义。

2.1   参与介导原始卵泡激活的因子

分泌到细胞外作用于临近细胞的信号分子被

称为旁分泌信号 , 包括多种生长因子、细胞因子、

特异性活性因子、调节性多肽等 , 都能调节原始卵

泡的激活。NGF(nerve growth factor)主要在哺乳动

物原始卵泡到次级卵泡阶段的卵母细胞和颗粒细胞

中表达[45]; Ngf基因敲除小鼠表现出初级和次级卵泡

数量的减少 [46], 而在体外卵巢培养实验中添加NGF
能够提高原始卵泡的激活率 [47]。神经营养因子家族

中其他成员也对原始卵泡激活有积极的促进作用 , 

图1   原始卵泡形成相关因子及信号通路(图例使用BioRender网站制作, 已获得许可)
Fig.1   Factors and signaling pathways in primordial follicle formation (image created with BioRender.com, with permission)
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如NT-3、GDNF等在体外培养的小鼠、大鼠和山羊

卵巢中都能够促进原始卵泡激活[48-51]。BMP15(bone 
morphogenetic protein 15)和GDF9(growth differen-
tiation factor 9)对调节卵巢功能以及促进卵泡存活

和发育至关重要。Bmp15突变的大鼠卵巢中原始卵

泡无法正常发育到初级卵泡阶段 [52]; 缺失Gdf9的小

鼠也出现类似表型 [53], 而应用200 ng/mL的GDF9对
山羊的原始卵泡进行刺激可以促使其发育到后续阶

段 [54]。参与炎症反应的细胞因子也可能调控原始卵

泡激活。研究发现高脂饮食可能通过炎症反应减少

小鼠的原始卵泡数量 [55]。使用脂多糖灌胃导致卵巢

内M1巨噬细胞浸润并分泌 IL-6、IL-8和TNF-α, 这
些炎性因子通过激活STAT3信号促进原始卵泡激活, 
最终导致原始卵泡池的加速消耗[56]。

卵巢产生的激素对于原始卵泡库的激活也具

有调控作用。雄激素是一类类固醇化合物 , 对卵巢

中原始卵泡激活的影响主要是促进作用 , 在小鼠体

外卵巢培养实验中 , 雄激素受体拮抗剂处理的小鼠

卵巢的卵泡激活和生长速度都会减慢[57]。

因此 , 原始卵泡的激活过程是一个在局部产生

的各种生长因子、细胞因子以及激素等的正向和负

向作用的综合结果。

2.2   原始卵泡激活的信号网

2.2.1   PI3K-AKT信号通路      PI3Ks (phosphati-
dylinositol 3-kinase)是一种脂质和蛋白激酶家族 , 
参与调控多种细胞功能 , 分为 3类 , 目前研究最广

泛的是能被细胞表面受体激活的 I型PI3K, 其中 IA
型 PI3K是由催化亚基 p110和调节亚基 p85所组成

的二聚体蛋白 , 具有类脂激酶和蛋白激酶的双重

活性。AKT是PI3K的关键下游靶点 , 在细胞质中 , 
PI3K磷酸化磷脂酰肌醇环的 3′-羟基位置 , 产生磷

脂酰肌醇 -3,4,5-三磷酸 (phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate, PIP3), PIP3通过磷酸化将AKT募集到

细胞膜, 该过程受到磷酸酶和张力蛋白同源物(phos-
phatase and tensin homolog deleted on chromosome 
ten, PTEN)和含SH2的肌醇5-磷酸酶(SH2-containing 
inositol phosphatase 1, SHIP)的负调控。数十年来 , 
研究发现 IA型PI3K和AKT所组成的信号通路与多

种人类疾病的发生发展密切相关 [58-60], 而该信号通

路中一系列关键分子的基因敲除小鼠实验也进一步

证明了其在调节原始卵泡激活中的关键作用。

PDK1(3-phosphoinositide-dependent protein ki-

nase 1)是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 是PI3K/AKT
信号通路上的重要节点 , 可以与PI3K产生的PIP3结
合激活AKT, 其还可以作为主要激酶在磷酸化后激

活AGC家族的其他蛋白激酶, 如: p70S6K1、PKC等。

卵母细胞特异性缺失Pdk1会导致小鼠出现卵巢早

衰且完全不育的表型[61]。机制研究表明, PDK1的缺

失导致AKT信号被抑制 , S6K1也不能被激活 , rpS6
的磷酸化水平大大下降 , 原始卵泡因为无法激活和

存活而大量丢失。因此 , 卵母细胞中的PDK1-AKT-
S6K1-rpS6信号通路在原始卵泡库的维持中发挥重

要作用。CDC42(cell division cycle 42)是Rho亚家族

的一种小GTP酶 [62]。CDC42是卵母细胞成熟的关键

调控因子, 也是PI3K信号通路的上游因子, 可以通过

结合p110-β蛋白来调节PI3K信号 , 从而调控原始卵

泡的激活 [63]; 小鼠体外卵巢培养实验还发现短期应

用CDC42激活剂可以增加激活原始卵泡的数量[64]。

2.2.2   mTOR信号通路      哺乳动物mTOR (mechanis-
tic target of rapamycin)是一种非典型丝氨酸 /苏氨酸

蛋白激酶 , 是PIKK(phosphatidy-linositol kinase-relat-
ed kinase)蛋白质家族成员 , 也是AKT最重要的下游

通路之一。mTOR能够组装成两个功能不同的复合

物: mTORC1和mTORC2。AKT在被mTORC2磷酸化

后 , 才能充分发挥活性 ; AKT信号能够激活mTORC1
中的mTOR, 并继续磷酸化核糖体S6激酶 (S6K1和
S6K2)以及eIF4E结合蛋白 (4EBP1和4EBP2), 从而促

进蛋白质合成 , 最终促进细胞存活、生长和增殖。

在哺乳动物中 , mTORC1的活性受到TSC1和TSC2
的联合负调控 , TSC1-TSC2复合物通过位于TSC2中
的GTPase激活蛋白结构域抑制mTORC1的激活 , 而
TSC1在其中发挥稳定TSC2的功能来防止TSC2发生

泛素化和降解的功能 [65]。mTORC1信号通路在前颗

粒细胞中发挥重要作用。在前颗粒细胞中特异性敲

除mTORC1复合物组分Rptor, 能够阻止前颗粒细胞

向颗粒细胞的分化 , 卵母细胞处于休眠状态并最终

导致死亡。而在前颗粒细胞中特异性敲除Tsc1并激

活mTOR信号通路后 , 则会促进颗粒细胞的分化 , 表
现为原始卵泡过度激活和卵巢早衰 [66]。进一步研究

表明 , 前颗粒细胞中MTORC1通过KITL-KIT激活卵

母细胞中的PI3K信号通路唤醒卵母细胞进入生长发

育阶段。在人类卵巢早衰的患者中, 检测到5种TSC2
的变异分别影响TSC2与TSC1的相互作用、GTP-
Rheb的水解以及TSC2的蛋白稳定性 , 说明mTORC1
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信号通路异常导致原始卵泡库维持和激活的失衡

是人类卵巢早衰的发病机制之一 [67]。此外 , 当使用

MAPK3/1抑制剂U0126培养新生小鼠卵巢时 , 原始

卵泡激活被抑制 , 生长卵泡数量也随之减少 , U0126
的处理显著降低mTOR信号通路TSC2、S6K1、rps6
等的磷酸化水平 , 说明MAPK3/1信号通路是通过

mTORC1信号参与调控原始卵泡的激活[68]。

其他参与调节mTOR信号通路的分子, SIRT1(sirtuin1)
是依赖NAD+的III类组蛋白去乙酰化酶HDAC6(histone 
deacetylase 6)中的一员 , 在细胞增殖、凋亡、衰老

等过程中发挥重要作用。SIRT1在小鼠原始卵泡前

颗粒细胞和卵母细胞细胞核中表达。在小鼠中敲入

Sirt1, 可以增加卵巢储备并提高生育率[69]; 而敲低前

颗粒细胞或卵母细胞中的Sirt1则会抑制小鼠原始卵

泡激活, 并且颗粒细胞和卵母细胞中的SIRT1在激活

过程中协同发挥作用, 但与SIRT1本身的去乙酰化酶

特性无关 , SIRT1主要通过mTOR信号通路促进原始

卵泡激活[70]。HDAC6主要在卵母细胞和颗粒细胞细

胞质中表达。原始卵泡的激活与否可能和HDAC6
的表达量有关 , 过表达Hdac6会延迟原始卵泡激活 , 
而抑制或敲低Hdac6则会加速原始卵泡激活 , 导致

卵巢早衰[71]。抑制HDAC6会使卵泡中mTOR的表达

水平和PI3K的活性上调 , 因此 , HDAC6可能是通过

mTOR信号通路维持原始卵泡激活和休眠之间的平

衡 [71]。LIN28a是一种保守的RNA结合蛋白 , 在人类

原始生殖细胞中表达。长期过表达Lin28a会促进卵

母细胞中LRP5启动子的转录, 激活mTOR信号通路, 
导致原始卵泡大量异常激活, 卵巢储备提前耗竭, 出
现卵巢早衰[72]。LIN28a的适度表达对于生殖能力的

保存至关重要, 但在人类中暂时还没有研究。

2.2.3   KIT-KITL信号通路      KIT是生长因子受体家

族的一员, 属于III型跨膜受体酪氨酸激酶, 具有内在

的酪氨酸激酶活性 [73]。KITL是KIT蛋白的配体 , 又
称干细胞因子(stem cell factor, SCF)或肥大细胞生长

因子(mast cell growth factor, MCGF)。已有许多研究

证明KIT受体表达及其与KITL的相互作用对胚胎性

腺原始生殖细胞的附着、增殖、迁移和存活非常重

要 , 还与原始卵泡激活及生长发育有着密切关系 [74]。

KIT在原始卵泡的卵母细胞中高表达 , KITL由原始

卵泡的颗粒细胞产生。在体外使用血管活性肠肽

(vasoactive intestinal peptide, VIP)培养新生大鼠的原

始卵泡发现VIP能够通过上调KITL的表达来促使原

始卵泡激活和生长发育 [75]。颗粒细胞中mTORC1信
号通路激活原始卵泡的机制就是通过促进KITL的
表达 , 与卵母细胞中KIT相互作用激活PI3K-AKT信
号通路而实现的。

2.2.4   JAK-STAT信号通路      JAK-STAT信号通路

主要由接收信号的酪氨酸激酶相关受体、传递信号

的酪氨酸激酶和产生效应的转录因子组成。当细胞

因子或生长因子与受体结合后 , JAK被磷酸化激活 , 
从而磷酸化下游靶蛋白的酪氨酸残基 , 招募并磷酸

化STAT, 使其以二聚体形式进入细胞核内结合靶基

因 , 对下游基因进行转录调控。JAK-STAT信号通路

在细胞增殖、分化、凋亡等多种生物学过程中发挥

作用。LIF(LIF interleukin 6 family cytokine)已被证

明是调节原始卵泡激活的因子之一。使用LIF体外

培养卵巢发现其中STAT3和SOCS4的表达水平显著

升高 , 并确定CLC、PCBP1和MDH1为SOCS4的作

用靶点 [76]。JAK1(janus kinase 1)在早期卵巢的原始

卵泡和初级卵泡的颗粒细胞中有表达 , 抑制JAK1活
性导致STAT3和SOCS4上调 , 原始卵泡被加速激活 , 
上述研究表明颗粒细胞中 JAK-STAT信号通路在维

持卵泡储备调节原始卵泡激活中的重要作用[77]。

2.3   参与介导原始卵泡休眠的因子及信号网

原始卵泡的休眠是所处环境发生持续性的抑

制所导致的相对静止状态, 在过去数十年间, 通过对

转基因小鼠模型的研究 , 维持原始卵泡休眠的相关

因子和信号通路逐渐被发现。

TGF-β(transforming growth factor-β)在维持原

始卵泡的休眠状态中发挥作用。应用TGF-β受体抑

制剂SD208处理新生小鼠卵巢能够促进原始卵泡的

激活以及颗粒细胞的增殖 [78]。AMH(anti-müllerian 
hormone)是TGF-β超家族的一员 , 卵巢中卵泡的颗

粒细胞能够产生并分泌AMH, 是原始卵泡休眠的调

控因子。在缺失Amh的雌性小鼠中 , 原始卵泡库因

被过度激活而提前耗竭 [79]; 应用AMH在体外培养新

生小鼠卵巢 , 结果表明短时间AMH培养会导致卵巢

中生长卵泡数量减少近半 , 说明AMH对维持原始卵

泡休眠有重要作用 , 而在应用FSH和AMH联合培养

的卵泡发育比单独用AMH培养的卵泡要差 [80], 说明

AMH不仅可以维持原始卵泡的休眠状态 , 还可以降

低卵泡对FSH的敏感性。FOXL2(forkhead box L2)
在小鼠卵巢的颗粒细胞中表达。在缺失Foxl2的雌

性小鼠中 , 几乎所有原始卵泡中的卵母细胞开始提
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前生长, 出生后8周时, 原始卵泡库提前耗竭, 结果表

明前颗粒细胞中的FOXL2通过抑制卵母细胞生长的

起始来维持原始卵泡休眠[23]。

在PI3K-AKT信号通路中几个关键分子的基因

敲除小鼠实验也证明了其在调节原始卵泡休眠中的

关键作用。FOXO3(forkhead box O3), 又称FOXO3a, 
是第一个通过基因敲除实验验证参与维持原始卵泡

休眠的转录因子。Foxo3a缺失会导致原始卵泡库的

过度激活和提前耗竭 , 敲除小鼠表现为卵巢早衰而

不孕的表型[81]。PTEN(phosphatase and tensin homo-
log), 又称MMAC1, 是PI3K信号通路的抑制分子。

应用Gdf9-Cre转基因小鼠特异性敲除卵母细胞中的

Pten基因后 , 小鼠表现为原始卵泡库中所有原始卵

泡异常激活, 出现卵巢早衰的表型, 而这种异常激活

与PTEN缺失导致PI3K信号通路的过度激活有关[82]。

应用Vasa-Cre转基因小鼠特异性敲除生殖细胞中的

Pten基因后 , 小鼠也出现类似表型 , 结果表明PTEN
对于维持原始卵泡休眠至关重要 [83]。进一步研究表

明 , Pten和Foxo3双敲除小鼠中的原始卵泡的激活情

况并没有比单个基因敲除小鼠表现得更剧烈 , 所以

PTEN和FOXO3不存在协同作用 , 并且体外实验证

实了FOXO3是PTEN的下游因子 [83]。因此 , 上述研

究揭示了卵母细胞中PTEN-PI3K-AKT-FOXO3信号

通路在维持原始卵泡休眠中的重要作用。

应用Gdf9-Cre转基因小鼠特异性敲除卵母细

胞中的Tsc1或Tsc2基因后 , 小鼠均表现为原始卵泡

过度激活、原始卵泡库提前耗竭和卵巢早衰的表

型 , 结果表明TSC1-TSC2复合物能够维持原始卵泡

休眠, 这与mTORC1信号的异常升高和S6K1-rpS6信
号的异常激活有关。因此 , TSC1和TSC2通过抑制

mTORC1的活性起到维持原始卵泡激活和休眠的作

用[84]。

CDK抑制蛋白(CDK inhibitor, CKI)能够负调控细

胞周期进程 , 其中p27(cyclin dependent kinase inhibitor 
1B)属于p21家族 , 对cyclin和CDK复合物具有抑制作

用。在小鼠原始卵泡形成之前, p27只在体细胞中表达; 
出生后4天, p27开始在卵母细胞核和颗粒细胞中表达; 
出生后23天 , p27仅在颗粒细胞中表达 [85]; 可见 , 随着

卵泡的生长发育, p27在卵母细胞中的表达量逐渐减

少。p27对于维持卵泡休眠及调控卵巢发育至关重

要 , 敲除p27的小鼠卵巢中卵泡数量增加 , 主要是原

始卵泡被大量激活。研究发现在缺失p27的小鼠中 , 

p27的靶点CDK2-cyclin A/E1相关的激酶活性显著

升高 , 但是两者是否存在必然联系还需要进一步确

认[85]。已知p27和FOXO3a都是原始卵泡休眠的重要

调控因子 , 在同时敲除p27和Foxo3a的小鼠中 , 原始

卵泡异常激活的情况更为严重, 说明p27维持原始卵

泡休眠的机制与FOXO3a维持原始卵泡休眠的机制

是不同的, 但具体机制还有待研究[86]。

综上所述 , 转基因小鼠的广泛应用极大地促进

了原始卵泡激活分子机制的研究。在调节原始卵泡

激活过程中 , 各主要信号通路的分子之间并不是简

单的线性关系, 通过联合基因敲除实验表明, 这些信

号通路在调节原始卵泡激活过程中表现为功能的

叠加性或协同性。如PTEN-PI3K-AKT-FOXO3信号

通路同TSC-mTORC1-S6K1-RPS6信号通路就表现

为功能的叠加性。同单个基因敲除的小鼠相比 , Tsc
和Pten双重敲除的小鼠其卵巢中原始卵泡的消耗速

度更快。此外 , 同时缺失Foxo3和p27的小鼠其原始

卵泡激活的速度也会变得更快。在前颗粒细胞中

mTOR信号通路是促进颗粒细胞分化、维持原始卵

泡存活和激活原始卵泡的关键信号通路 , 而MAPK
主要通过mTOR信号通路参与调节颗粒细胞功能。

关于 JAK-STAT信号通路与其他信号通路的关系还

有待于进一步研究。因此 , 在调节原始卵泡激活的

过程中 , 前颗粒细胞与卵母细胞之间的信号通路构

成复杂的信号网络 , 相互调节共同参与原始卵泡库

的维持和起始募集(图2)。
2.4   原始卵泡的选择性激活

据研究统计 , 新生儿的卵巢中有约 100万个原

始卵泡, 青春期减少至约25万个, 到更年期时仅存约

1 000个 [87], 其中大部分皆会因闭锁而消失。在雌性

哺乳动物中 , 仅有不到1%的原始卵泡最终成为可排

出的卵子。值得注意的是在这个循环往复的过程中, 
原始卵泡始终只有少部分被激活 , 而剩下的都处于

休眠状态。根据女性出生的卵泡数以及女性的绝经

年龄 , 可以计算出生命各阶段原始卵泡的募集速度 , 
而根据某阶段原始卵泡的数量也可以推算绝经年

龄 , 然而关于原始卵泡募集的速度以及在正常生理

状态下是如何进行非随机、有选择性的激活的调控

机制却并不清楚[88]。

实验室先期研究表明 , 卵巢局部手术损伤只会

激活切口部位的原始卵泡 , 而非损伤侧的原始卵泡

仍然处于休眠状态 [89]。损伤局部的急性炎症反应
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引起NGF表达升高 , 通过mTOR信号通路调控由前

颗粒细胞到卵母细胞的激活。这是一种微环境信

号变化影响原始卵泡选择性激活的新发现。当使

用mTOR抑制剂雷帕霉素或NGF抑制剂K252a时, 损
伤所诱导的原始卵泡激活能够被阻断 , 因此 , 阻断

mTOR信号通路或NGF的功能可能是未来卵巢手术

患者保留生育力的方式之一。排卵过程一直被认为

是一种局部的急性炎性过程, 在随后的研究中, 我们

发现超数排卵的小鼠卵巢中原始卵泡会被加速激

活 , 而在正常生理状态下则是位于排卵点附近的原

始卵泡被优先激活。进一步的实验结果表明 , 这与

排卵点局部的M1型巨噬细胞浸润有关 [90]。因此, 我
们提出了 “初情期后的周期性排卵是原始卵泡选择

性激活的诱发因素”这一科学假说, 并且这种由于炎

性细胞或炎性因子的累积导致的卵巢慢性无菌性炎

症环境会加速原始卵泡激活和消耗 , 最终导致卵巢

储备的耗竭和卵巢衰老。最近有研究表明在小鼠中

抑制排卵, 也能延缓卵巢衰老, 即验证了排卵过程对

于原始卵泡募集的调控 [91]。ZHANG等 [71]的研究则

发现了HDAC6表达水平强弱同FOXO3的核–胞质定

位变化一样可以用于标记原始卵泡是否处于激活状

态。处于激活状态的原始卵泡无论前颗粒细胞还是

卵母细胞中HDAC6表达水平都非常低 , 而相反则意

味着原始卵泡处于休眠状态。抑制HDAC6能够促

进更多的原始卵泡进入起始募集阶段 , 这与HDAC6
在前颗粒细胞中通过调节mTOR-KITL信号有关。

至于卵母细胞中FOXO3与HDAC6在调节原始卵泡

激活过程中的相互作用关系还有待于进一步研究 , 
这也可能代表着原始卵泡维持休眠状态的一种双重

保障机制(图3)。

3   女性生育力保存策略
随着世界范围内的不孕症比例越来越高 , 各种

辅助生殖手段应运而生 , 尽管体外受精 (in vitro fer-
tilization, IVF)试管婴儿技术实现了领域内里程碑式

的突破 , 但是与年龄相关的不孕症仍然是最难解决
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图2   原始卵泡激活相关信号通路(图例使用BioRender网站制作, 已获得许可)
Fig.2   Signaling pathways in primordial follicle activation (image created with BioRender.com, with permission)
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的问题。影响原始卵泡库的因素有许多, 如: 遗传因

素、年龄增长、激素紊乱、肿瘤治疗中的放化疗、

不可避免的卵巢手术等。原始卵泡库的提早耗竭会

导致卵巢早衰等卵巢相关疾病 , 也会使女性的生殖

生命提前结束 , 还会对女性身心健康造成多重危害 , 
这样的情况不止会在患病女性中发生 , 正常女性随

着时间的推移也都会面临卵巢衰老的问题, 因此, 如
何较好地保存女性生育力是数十年来研究者们所关

心的问题。目前 , 激素替代疗法是缓解更年期症状

的主要方法 , 但是这种方法会增加罹患乳腺癌、卵

巢癌等疾病的风险 , 而卵巢组织及配子冻存等方法

还没有大规模开展, 因此, 本节主要聚焦于原始卵泡

体外激活这项新技术以及一些保护卵巢储备的方法

与药物。

3.1   原始卵泡体外激活(in vitro activation of pri-
mordial follicles, IVA)

2010年, LI等[92]使用PTEN抑制剂和PI3K激活剂

建立了IVA的技术, 这项技术是指在体外使用信号通

路激活剂处理卵巢组织来激活卵巢皮质中的原始卵

泡 , 再将组织移植回体内促进原始卵泡生长发育的

技术。这项技术可用于帮助由于卵巢早衰、卵巢储

备低下、卵巢低反应等无法得到成熟且质量好的卵

子的女性得到后代。KAWAMURA等[93]随后改进了

IVA技术 , 并报道了组织大小改变会通过Hippo信号

通路促进原始卵泡激活和生长发育。该团队随后运

用 IVA技术针对10名POI患者冷冻组织进行 IVA, 也
有1例患者成功分娩1名正常婴儿 [94]。ZHAI等 [95]改

进了激活方法 , 不再将组织玻璃化冷冻 , 而是直接

激活后移植 , 最终在14名POI患者中使1例患者成功

分娩1名健康婴儿 , 这也是我国首例 IVA后分娩的婴

儿。SUN等 [96]在2015年引入mTOR信号通路的激活

剂磷脂酸和心得安 , 发现这两种激活剂分别和联合

应用均能够激活人和小鼠的原始卵泡 , 并且体内注

射后能够提高老年小鼠的生育能力。由于PI3K和

mTOR信号通路的协同作用 , 当联合应用PI3K激活

剂740Y-P和mTOR激活剂磷脂酸处理后, 研究人员发

现具有更高的原始卵泡的激活效率。基于上述实验

结果 , ZHAI等 [97]在2021年开发了一种更快速的原始

卵泡体外激活技术并将其应用于临床。该方案使用

PI3K激活剂740Y-P和mTORC1激活剂磷脂酸联用孵

育卵巢皮质1 h后通过腹腔镜手术立即移植回患者体

内 , 整个手术过程仅需要一次腹腔镜手术且可以在

3 h内完成, 最终在15名POI患者中使2例患者分别分

娩1名正常婴儿。与以往的48 h处理方案相比 , 新的

IVA技术由于体外处理时间的缩短, 只需要进行一次

腹腔镜手术 , 并且卵巢组织不需要冻存也不需要切

成过小的碎片 , 只要将组织处理成5~7 mm的皮质片

即可。因此, 这大大节约了患者的医疗成本, 更具临

图3   原始卵泡选择性激活示意图(图例使用BioRender网站制作, 已获得许可)
Fig.3   Schematic diagram of selective activation of primordial follicles (image created with BioRender.com, with permission)
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床推广的意义。此外, 依据Hippo信号通路在激活原

始卵泡中的作用, ZHANG等[98]在2019年通过单次腹

腔镜对卵巢进行划痕处理以促进原始卵泡的激活和

发育 , 这种方式避免了多次腹腔镜对身体造成的不

良影响, 也避免了PTEN抑制剂和AKT激活剂的使用

对患者及其后代可能造成的后遗症 , 但是这种方法

可能只适用于卵巢中有相当数量原始卵泡残留的患

者, 其对于原始卵泡的激活效率还有待提高。

3.2   保护卵巢储备与延缓卵巢衰老

在女性衰老的过程中 , 生育能力不可避免地快

速下降 , 卵巢储备和卵母细胞质量对于维持女性的

生殖能力至关重要。如前所述 , 维持卵巢中原始卵

泡激活速率的恒定或选择性激活原始卵泡都有助于

保持卵巢储备 , 通过干预与原始卵泡激活有关的细

胞因子或信号通路有可能能够改善卵巢储备。卵母

细胞质量已被证明与DNA损伤、长期暴露于氧化应

激等因素有关。减数分裂过程中正确的纺锤体组装

保证了染色体的均匀分布和分离 , 进一步促进了早

期胚胎发育 [99-100], 而染色体的错误分离(包括姐妹染

色单体的反向分离或过早分离或减数分裂 I期不分

离), 即非整倍体, 会导致严重的不良生殖事件, 如流

产或新生儿智力缺陷等 [101]。有研究将老年女性的

整倍体正常卵母细胞用于体外受精 , 获得了与年轻

女性相似的良好植入情况 , 结果说明非整倍体才是

女性生育力下降的原因[102]。

3.2.1   雷帕霉素(rapamycin)      雷帕霉素是一种丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶抑制剂, 作用于mTORC1复合物, 
对卵巢功能具有保护作用 [103]。运用雷帕霉素能够

有效挽救前述卵母细胞特异性敲除Tsc1和Pten的小

鼠的原始卵泡过早激活和卵巢早衰 [104]; 另外一项大

鼠的研究发现长期腹腔注射雷帕霉素可以有效抑制

原始卵泡激活和卵泡闭锁 , 有助于维持原始卵泡库 , 
还能够延缓卵巢衰老 [105]。然而长期注射雷帕霉素

会可逆性地阻碍卵巢功能, 如抑制卵泡的发育成熟、

导致发情周期紊乱以及不孕等。为了降低雷帕霉素

的副作用 , 在实验室先前的研究中对8周龄和8月龄

的小鼠分别服用2周雷帕霉素, 小鼠会出现暂时性的

卵巢功能紊乱 , 但在2个月左右恢复正常 , 并且无论

是青年还是中年小鼠在衰老的过程中都表现为生育

力的延长 , 上述结果表明短暂的雷帕霉素处理同样

能够延缓卵巢衰老 [106]。此外 , 短期2次注射雷帕霉

素的治疗还可以有效改善卵巢过度刺激综合征 [107]。

雷帕霉素可以通过PI3K-AKT-mTOR信号通路阻止

化疗药物对卵巢造成的损伤 , 改善原始卵泡库的耗

竭程度 [108]。因此 , 雷帕霉素可以作为候选药物用于

保护卵巢储备延缓卵巢衰老或防止放化疗对于原始

卵泡造成损伤。

3.2.2   卡路里限制(caloric restriction)      肥胖对女性

生殖健康有重大影响 , 会引起月经周期紊乱、多囊

卵巢综合征、不孕不育风险增加等。卡路里限制能

够保护卵巢储备并延缓生殖衰老 , 但需要注意的是

并非越高的卡路里限制就是越有益的。有研究表明

相比于 10%卡路里限制的小鼠 , 30%卡路里限制的

小鼠表现出更剧烈的体重增加 , 在10%卡路里限制

的小鼠中, 原始卵泡数量较多, 而在30%卡路里限制

的小鼠中, 初级卵泡数量更多, 总卵泡密度大于10%
卡路里限制小鼠 , 说明10%卡路里限制或许对原始

卵泡库储备更有益 , 而30%卡路里限制或许对原始

卵泡激活和后续发育更有益 , 两种不同程度的卡路

里限制均能够一定程度上提高生育率 [109]。还有研

究发现妊娠后半期卡路里限制的母鼠的雌性后代体

重增加且卵巢中原始卵泡数量减少 , 是对照组的约

60%, 因此, 妊娠后半期卡路里限制可能会缩短雌性

后代的生殖寿命 [110], 所以在适当的时间段以适当的

程度进行卡路里限制才能够维持原始卵泡激活与

休眠之间的平衡 , 从而确保卵泡以正常的速度发育

成熟。Sirtuins家族 , 又称SIRT家族 , 是依赖于烟酰

胺腺嘌呤二核苷酸的 III类组蛋白去乙酰化酶 , 已有

研究表明SIRT1能够通过TSC1/TSC2复合物负调控

mTOR信号通路 [111]。在卵巢衰老的相关研究中 , 卡
路里限制通过增加SIRT1的表达水平改善卵巢储备

并延长生殖寿命。Sirt1转基因小鼠和使用SIRT1激
活剂白藜芦醇的研究也表明实验组小鼠会出现类似

卡路里限制的表型 , 以上结果都验证了SIRT1对于

延缓卵巢衰老非常重要。一项对大鼠进行为期10周
的卡路里限制研究发现卵巢中原始卵泡的数量显著

增加, p70S6K信号水平升高, 而使用SIRT1特异性激

活剂SRT1720治疗高脂饮食诱导的肥胖小鼠能够成

功增加原始卵泡的数量 , 还能够改善紊乱的发情周

期 [112]。研究发现SIRT1通过负调控mTOR信号降低

了mTOR蛋白的表达水平 , 而卡路里限制很有可能

是通过上调SIRT1信号维持原始卵泡库的。在建立

小鼠模型模拟化疗后卵巢毒性损伤的过程中发现卡

路里限制依旧可以保护卵巢储备 , 但作用机制可能
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是卡路里限制通过下调SIRT1信号降低了p53的表达

水平, 导致p53介导的细胞凋亡被抑制[113]。综上所述, 
适当的卡路里限制对于延缓卵巢衰老和延长生殖寿

命具有积极作用 , 但是正确利用到人类女性的生殖

保护中还需要未来更多的探索。

3.2.3   二甲双胍(metformin)      二甲双胍最初是一

种治疗糖尿病的药物 , 可以通过作用于多种因子和

信号通路发挥作用 , 如降低 IGF-1信号强度、抑制

mTOR信号通路、激活AMPK信号通路等 , 在年龄

相关性疾病中扮演重要角色 , 可以减轻先兆子痫、

保护卵巢储备并延缓卵巢衰老。给小鼠服用半年的

二甲双胍后 , 发现二甲双胍组小鼠的正常发情周期

比例高于对照组 , 卵巢中原始卵泡和初级卵泡的数

量均显著增加 , 说明二甲双胍改善了卵巢内分泌功

能 , 能够保护卵巢中的原始卵泡库并延缓卵巢衰老 , 
其作用机制主要是通过激活SIRT1并降低氧化损伤

来实现的 [114]。二甲双胍可以缓解因使用恶性肿瘤

治疗药物卡铂而导致的卵巢储备耗竭 [115]。有研究

表明二甲双胍能够缓解高脂饮食所导致的小鼠总体

重和性腺组织重量的增加 , 能够有效改善卵巢内分

泌功能, 在一定程度上恢复正常排卵, 进而使高脂饮

食小鼠正常怀孕并产仔。此外 , 二甲双胍在治疗多

囊卵巢综合征、改善体外受精结局等方面也都具有

一定促进作用, 不过目前相关研究还相对较少, 其安

全性和效率有待验证和提高。

3.2.4   褪黑素(melatonin)      N-乙酰基-5-甲氧基色

胺 , 又称褪黑素 , 是哺乳动物和人类松果体产生的

一种吲哚胺类神经递质。近年来 , 褪黑素强大的抗

氧化能力使其在抗衰老方面的作用得到了越来越

多的关注。有研究表明褪黑素能够延缓雌性大鼠

生殖衰老 , 但是卵巢中原始卵泡的数量没有差异。

长期 (12个月 )外源性补充褪黑素能够增加总卵泡数

量 , 通过减少氧自由基诱导的损伤显著提高卵母细

胞的质量 [116]。除了抗氧化作用外 , 褪黑素的作用机

制还可能与SIRT家族因子的活性、自噬等多种途径

有关。另一项研究发现褪黑素通过抑制PI3K-AKT
信号通路来抑制原始卵泡激活和后续生长发育 [117], 
还有研究表明褪黑素可以通过抑制ROS-YTHDF2-
MAP2K4/MAP4K4-NF-κB途径来缓解卵巢衰老 , 但
是是否存在其他因子或者信号通路协同发挥作用还

未可知 [118]。目前 , 褪黑素在人类女性中已有部分应

用 , 可以提高试管婴儿的受精成功率并改善更年期

妇女的促卵泡激素水平。

3.2.5   间充质干细胞 (mesenchymal stem cell, MSC)
及其产生的外泌体 (exosomes, Exo)      MSC是一类

具有自我更新和多向分化能力的成体干细胞 , 广泛

存在于脂肪、结缔组织、脐带、胎盘和羊膜等组织

中。近年来, 国内外研究表明, 在动物模型中将间充

质干细胞移植至卵巢内可以恢复卵巢功能并改善生

育能力 [119-122]。相关方向的临床试验也已开始探索

脐带间充质干细胞在保护生育功能方面的应用。目

前 , MSC在临床研究的适应症已经超过130种 , 临床

治疗的安全性和有效性已得到了初步验证。截至

2020年底, 世界范围内以MSC作为移植细胞, 在世界

卫生组织国际临床试验注册平台上注册的已结束或

正在进行的临床试验约1 200例左右, 而针对DOR人
群的临床研究 , 目前已有18项临床注册已经启动或

在研中。因此动物实验或临床研究都显现出间充质

干细胞在改善卵巢功能减退、提高女性生育力方面

的良好前景与潜力。MSC的生物治疗作用已经被广

泛研究, 但其机制仍然不完全明确。目前, 越来越多

的研究者认为间充质干细胞主要是通过释放细胞外

囊泡 (extracellular vesicles, EVs)来发挥作用的。外

泌体 (Exo)是细胞外囊泡中被研究得最广泛的一种

亚群 , 由PAN和 JOHNSTONE等 [123]于1983年首次发

现 , 这是一种具有膜结构的细胞外小囊泡 , 其直径

介于40 nm至150 nm之间。研究表明 , 外泌体可以

被大多数细胞所分泌 , 并在大多数体液 (如血液、尿

液、脑脊液、腹水、卵泡液、羊水、关节液等 )中
被检测到。外泌体的表面和内部含有大量的蛋白

质、脂质、核酸等 , 而不同来源的外泌体其内部成

分也不相同。MSC来源的外泌体 (MSC-exos)被认

为拥有广泛的治疗能力 , 包括在创伤修复和组织重

建、心血管疾病、脑损伤、炎症等方面。作为一种

无细胞 (cell-free)的治疗方式 , 外泌体有较短的半衰

期 , 可以更好地被受体细胞吸收。此外 , MSC-exos
可以冻存备用, 不影响其生物活性, 也具有较低的免

疫原性和致瘤性风险 , 临床使用安全性较高。MSC-
exos已经在多种类型的疾病中显示出令人鼓舞的治

疗效果 , 包括新型冠状肺炎、关节炎、心脏疾病、

皮肤再生等 [124-125]。关于MSC-exoss在化疗药物引起

的卵巢功能损伤模型中发挥的抗凋亡作用已有报

道。YANG等 [126]将人脐带来源的间充质干细胞的外

泌体 (HucMSC-exos)与新生小鼠卵巢进行体外培养 , 
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HucMSC-exos能够特异富集于卵母细胞中并激活原

始卵泡。将HucMSC-exos注射到老年小鼠的卵巢包

囊内 , 发现老年小鼠的生育能力被挽救 , 卵母细胞

数量和质量均有提高。这一作用是由HucMSC-exos
携带的miRNA(miR-146a-5p/miR-21-5p)通过PI3K-
mTOR信号通路激活原始卵泡实现的。后续研究结

果表明 , miR-21-5p靶向抑制PTEN调节细胞凋亡是

HucMSC-exos发挥作用的潜在分子机制。棕色脂肪

来源的外泌体 (BAT-exos)也被证明能够延缓卵巢衰

老 , 体内和体外实验均证实BAT-exos能够提高卵母

细胞质量, 抑制氧化应激反应, 降低炎症因子的表达

水平 , 减少氧自由基的产生。需要注意的是 , BAT-
exos不仅在卵巢中具有抗衰老功能 , 还在全身多器

官改善了整体代谢情况 [127]。综上所述 , MSC-exo在
调节卵巢储备、改善卵巢功能方面是一种非常具有

潜力和前景的方法, 然而, 由于外泌体的异质性以及

分离纯化的难度限制了其临床应用。未来 , 标准工

业化生产体系的逐步建立将促进MSC-exo在改善女

性卵巢功能方面临床应用的发展。

4   总结与展望
原始卵泡库的建立和维持是决定女性生育力

的关键因素。以前的研究发现了激素、各种生长因

子和细胞因子通过内分泌、旁分泌和自分泌的方式

在此过程中发挥作用。随着转基因小鼠尤其是细胞

特异性转基因小鼠模型的广泛应用 , 研究人员鉴别

出了一系列在原始卵泡形成和激活中发挥作用的关

键因子和信号通路。单细胞测序技术和空间转录组

学的迅速发展为研究原始卵泡形成和激活过程中单

个细胞基因表达的动态变化以及细胞与细胞之间的

交互作用机制奠定了基础。比如基质细胞和免疫细

胞同其他体细胞相互交流在促进颗粒细胞分化、调

节原始卵泡形成和激活中的作用。虽然小鼠中一些

指导原始卵泡形成和激活的关键基因也是人POI的
致病基因, 然而并不是所有POI致病基因都能在小鼠

模型中得到验证。与小鼠相比 , 人类卵巢的皮质区

域和髓质区域的区分更为明显 , 皮质区域的细胞组

分或者是其他因素对于原始卵泡库的调节是否会与

小鼠有所不同？未来非人灵长类的研究结合人类卵

巢样本的单细胞测序或空间转录组分析将有助于解

决上述关键问题。此外 , 关于前颗粒细胞和生殖细

胞如何协同分化相互识别形成原始卵泡的机制并不

清晰。关于原始卵泡激活也尚有许多问题亟待解决, 
如 : 在生理状态下 , 为什么每次启始募集只有部分

原始卵泡被激活？卵巢局部环境如何调控周围原始

卵泡进行选择性激活？什么因素导致原始卵泡激活

速度的改变和卵巢衰老？原始卵泡激活后 , 卵母细

胞如何与周围的前颗粒细胞相互作用发育为初级卵

泡？在临床应用上, IVA技术的建立可以帮助卵巢储

备低下、POI患者获得后代, 然而受原始卵泡数目的

限制, 成功率并不高, 其临床治疗的效果尚需大样本

量的临床试验加以验证。间充质干细胞以及产生的

外泌体在治疗女性卵巢功能障碍尤其是高龄女性生

育力低下方面更具优势。未来随着关于原始卵泡库

建立和维持机制的研究 , 我们必将发明更多的技术

或手段用于保护卵巢储备、提高女性的生育力并延

缓卵巢衰老。
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