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摘 要：牛卵巢颗粒细胞是雌激素（Estrogen, E2）合成的主要来源，具有 E2活性的牛颗粒细胞体外模型的建立是

研究 E2合成与分泌过程中潜在调控机制的重要工具，该细胞模型的建立可为 E2合成分子调控机制及牛卵巢卵泡

发育机制的研究提供理论与技术支持。细胞接种密度是颗粒细胞体外培养模型的关键因素，高密度可引起细胞

生理及分子的显著变化。研究通过不同接种密度下的形态变化和基因表达筛选牛颗粒细胞体外培养最优接种

密度，采用长期无血清法培养牛原代颗粒细胞，培养液中添加 FSH 及 IGF-1 以诱导 E2的合成。培养 7 d 后，采集

6 孔板中高（3.0×106个细胞/孔）、中（2.0×106个细胞/孔）、低（1.0×106个细胞/孔）3 种不同接种密度的细胞图像

进行观测，并利用 qRT-PCR 技术检测 3种不同接种密度中相关基因的表达情况。结果表明，低密度（1.0×106个细

胞/孔）接种细胞呈现成纤维细胞样外观，细胞无聚集倾向；中密度组（2.0×106个细胞/孔）可观察到少量聚集的

细胞团；高密度（3.0×106个细胞/孔）培养条件下，大多数细胞聚集成细胞团。低密度组（1.0×106个细胞/孔）中，

CYP19A1 及 FSHR 高表达，RGS2 及 VNN2 低表达；高密度组（3.0×106个细胞/孔）表达量则相反。综上所述，

低密度组（1.0×106个细胞/孔）细胞可作为具有 E2活性的牛颗粒细胞体外模型。
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Abstract：Bovine granulosa cells(GCs) are the main source of estrogen(E2) synthesis. The establishment of a bovine GCs 
model with E2 activity in vitro is an important tool to study the potential regulatory mechanisms of E2 synthesis and secretion, 
and the establishment of this cell model can provide theoretical and technical support for the study on the E2 synthesis molecular 
regulation mechanism and bovine ovarian follicle development mechanism. Cell seeding density is the key factor of the GCs 
culture model in vitro, and high density can cause significant changes in cell physiology and molecules. In this study, the optimal 
seeding density of bovine GCs culture in vitro was screened by morphological changes and gene expression under different seeding 
densities. Primary bovine GCs were cultured by the long term serum-free method, FSH and IGF-1 were added in culture 
medium to induce synthesis of E2. After 7 d of culture, images of cells with different seeding densities(low(1×106 cells/well), 
medium(2×106 cells/well), and high(3×106 cells/well)) were collected for observation, and qRT-PCR was used to detect the 
expression of related genes in the three different seeding densities. The results showed that the low-density(1×106 cells/well) 
inoculated cells showed a fibroblast-like appearance and no tendency for cell aggregation. A small number of aggregated cell 
clusters were observed in the medium-density group(2×106 cells/well), and most of the cells were aggregated into cell clusters 
under high-density(3×106 cells/well) culture conditions. In the low-density group(1×106 cells/well), CYP19A1 and FSHR 
were highly expressed, RGS2 and VNN2 were lowly expressed, and the expression levels were opposite in the high-density 
group(3×106 cells/well). In summary, the low-density group(1×106 cells/well) of cells could be used as an in vitro model of 
bovine GCs with E2 activity. 

Key words：bovine; granulosa cell; seeding density; serum-free culture; cell culture model

doidoi:10.3969/j.issn.1002-2481.2024.03.19

收 稿 日 期 ：2023-07-20
基 金 项 目 ：国家自然科学基金面上项目（31873002）；山西省应用基础研究计划面上项目（20210302123380）；山西农业大学横向科技项目

（2022HX010，2021HX23，2020HX06，2019HX03）
作 者 简 介 ：王栋梁（1982-），男，山西朔州人，讲师，硕士，主要从事动物生殖生理研究工作。

通 信 作 者 ：李鹏飞（1978-），男，山西偏关人，教授，博士，主要从事动物生殖生理研究工作。

··147



山西农业科学  2024 年第  52 卷第  3 期

卵巢卵泡为雌性动物生殖的基本单位，每个卵

泡由膜细胞、颗粒细胞及单个卵母细胞组成。卵泡

发育依赖于颗粒细胞的分化与增殖，不同发育阶段

的卵泡由不同激素发挥主要调节作用 [1]。牛属于单

胎家畜，在一个发情周期内仅有一个卵泡排卵，低

排卵率制约着超数排卵及胚胎移植等技术的发展，

导致繁殖效率下降 [2]。卵泡发育过程及排卵的分子

机制至今仍未完全了解，动物体内试验复杂昂贵，

且不能研究卵泡发生过程中的特定分子机制，雌激

素（Estrogen，E2）在颗粒细胞增殖分化及卵泡发育

过程中起主要调节作用，因此需构建具有 E2活性的

颗粒细胞体外培养模型来进行体外研究。

根据研究目的不同，颗粒细胞采用不同的培养

方式。LERNER 等 [3]构建了牛颗粒细胞永生化细

胞系，该细胞系保留了原代培养的一些特征，如纤

维连接蛋白生物合成的激素调节，但经过几次传代

后，该细胞系丧失类固醇活性。在有血清条件下培

养，颗粒细胞逐渐黄体化，由 E2表型转变为孕激素

（Progesterone，P）表型。在牛、绵羊等多个物种中，

无血清条件下培养颗粒细胞可产生大量 E2
[4-5]。颗

粒细胞无血清体外培养模型的关键因素包括培养

周期与细胞接种密度等。研究表明，在颗粒细胞原

代培养的 4 d 内，E2 与 P 的分泌量极低，6 d 后显著

增加，与具有 E2活性的牛优势卵泡卵泡液的浓度相

似，说明短期培养会失其 E2活性，在长期培养条件

下会部分恢复该功能 [6]。高接种密度会引起生理和

分子特性的显著变化，部分基因以一种特定的方

式被调节，类似于体内促黄体素（Luteinizing Hor⁃
mone，LH）刺激引起的变化 [7]。BAUFELD 等 [8]对

接种于 24 孔板中高（1.0×106个细胞/孔）、低（1.0×
105 个细胞/孔）2 种密度下培养的牛颗粒细胞进行

转录组测序，结果表明，在高接种密度下，血管非炎

性分子 2（Vascular Non-inflammatory Molecule 2，
VNN2）、G 蛋白信号调节蛋白 2（Regulator of G 
Protein Signaling 2，RGS2）等黄体化标志基因表达

上调；下调基因包括细胞色素 P450 芳香化酶家族

19亚家族 A 肽 1（Cytochrome P450 Aromatase Fam ⁃
ily 19 Subfamily A member 1，CYP19A1）和促卵泡

素 受 体（Follicle Stimulating Hormone Receptors，
FSHR）等重要的卵泡发育关键基因。PORTELA
等 [9]研究发现，较低的颗粒细胞接种密度促进牛颗

粒细胞 E2分泌，有利于 E2颗粒细胞表型，而较高的

接种密度则抑制 E2 分泌、促进 P 分泌，有利于颗粒

细胞黄体化。

本研究拟通过探究无血清条件下不同接种密

度对牛颗粒细胞形态变化、卵泡发生过程关键基因

及黄体化特异性标志基因的影响，从而选择牛原代

颗粒细胞的合适接种密度，旨在为具有 E2活性的牛

颗粒细胞体外模型的建立及后续分子机制的研究

提供理论依据。

1　  材料和方法

1.1　试验材料

供试牛卵巢原代颗粒细胞采集于山西文水县

肉牛屠宰场。

1.2　试验方法

1.2.1　牛卵巢采集与原代颗粒细胞分离　将正常

发情母牛屠宰后取出双侧卵巢，置于加有青霉素、

链 霉 素 的 4 ℃ DPBS 中 ，在 2 h 内 带 回 实 验 室 。

DPBS 洗涤卵巢，直至洗净表面血液，75% 酒精擦

拭卵巢表面进行消毒，低温状态下分离卵巢表面的

中小卵泡（直径小于 6 mm），置于 DPBS 中备用。

将卵泡置于盛有培养基的培养皿中，超净台中剪开

卵泡用细胞刮刀刮取颗粒细胞，收集带有颗粒细胞

的培养基于离心管，1 000 r/min 离心 8 min 后弃去

上清液，用 PBS 清洗细胞 2 次。

1.2.2　胶原蛋白包被培养皿　用无菌 0.36 g/L 乙

酸将胶原蛋白稀释至 0.012 g/L，6孔板（9.5 cm2/孔）

每孔加入 1 580 μL，确保培养孔的整个表面都被

胶原溶液覆盖，开盖在超净台过夜晾干，紫外照射

20 min 后，4 ℃保存。

1.2.3　颗粒细胞计数　培养基重悬细胞以制备细

胞悬液，并将细胞稀释至适当浓度。细胞悬液与台

盼蓝染色液（0.4%）以 9∶1 比例混合，室温孵育

10 min。吸取 10 μL 染色后的细胞，使用 TC20 自

动细胞计数器进行计数。活细胞比例为 50%~
60%。

1.2.4　颗粒细胞无血清培养　按照不同接种量

（1.0×106 个 活 细 胞/孔 、2.0×106 个 活 细 胞/孔 及

3.0×106个活细胞/孔）将颗粒细胞接种于 6孔板内，

每孔加入 2 mL无血清培养基。每组 3个重复。无血

清培养基由 MEMα、0.84 g/L NaHCO3、0.02 mol/L 
HEPES、1 g/L 牛 血 清 白 蛋 白 、10 μg/L 牛 胰 岛

素 、1 μg/L IGF-1、4 μg/L 亚 硒 酸 钠 、1 mmol/L 
NEAA、5 mg/L 转铁蛋白、2.0×10-6 mol/L 雄激

素、100 IU/mL 青霉素、0.1 g/L 链霉素、250 g/mL
两性霉素 B、20 μg/L FSH 组成。原代颗粒细胞置

于 37 ℃，5% CO2 培养箱中进行培养，每隔 48 h 对
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细胞形态进行观测并更换 2/3 新鲜培养基，以减轻

细胞对新鲜培养基的应激。

1.2.5　qRT-PCR 检测相关基因的相对表达量　培

养 7 d 后，用 PBS 清洗细胞，使用 TRIzolTM Reagent
（Thermo，美 国）提 取 各 组 细 胞 总 RNA，取 1 µL 
RNA 样品经核酸蛋白测定仪检测其纯度及浓度，

要求 OD260/OD280 在 1.8~2.0。使用 gDNA Eraser
去除基因组 DNA，42 ℃反应 2 min；PrimeScript ™ 

RT reagent Kit 试剂盒（TaKaRa，日本）合成 cDNA，

37 ℃/15 min，85 ℃/5 s，4 ℃/∞。使用 TB Green® 
Premix Ex Taq ™ II 试剂盒（TaKaRa，日本）进行

qRT-PCR 检测，反应程序为：预变性 95 ℃/30 s；
PCR 反应 95 ℃/5 s，60 ℃/30 s，72 ℃/20 s，40 个循

环；溶解曲线阶段 95 ℃/15 s，60 ℃/60 s，95 ℃/15 s[10]。

引物序列见表 1。

1.3　数据分析

以 β-actin 作为内参基因，采用 2-ΔΔCt 值计算基

因的相对表达情况；使用 GraphPad Prism 8.0.2 统

计软件对试验数据进行单因素方差分析。

2　  结果与分析

2.1　不同接种密度下颗粒细胞形态变化

对采集培养 7 d 后的颗粒细胞图像进行观测，

结果如图 1所示。

低密度接种细胞（1.0×106 个细胞/孔）呈现出

典型的成纤维细胞样外观，细胞边缘延伸，无聚集

倾向（图 1-A）；当细胞密度增加至 2.0×106个细胞/
孔时，细胞形态未改变，可观察到少量聚集的细胞

团（图 1-B）；高密度（3.0×106个细胞/孔）培养条件

下，大多数细胞聚集成细胞团（图 1-C）。

2.2　卵泡发生关键基因在不同接种密度颗粒细胞

中的表达分析

颗粒细胞无血清条件下培养 7 d 后，利用 qRT-

PCR 技 术 检 测 卵 泡 发 生 关 键 基 因 CYP19A1 及

FSHR 在低、中、高接种密度中的相对表达量，结果

如图 2 所示，CYP19A1 在低接种密度中相对表达

量显著高于中、高密度组（P<0.05）；在中接种密度

中也显著高于高密度组（P<0.05）。FSHR 在低接

种密度中相对表达量显著高于中、高密度组（P<
0.05），在中接种密度中相对表达量与高密度组间

差异不显著（P>0.05）。结果表明，CYP19A1 在

低密度培养条件下表达量最高，且随着接种密度的

增加 CYP19A1的表达量逐渐下降。FSHR 同样在

低密度接种情况下表达量最高，中密度接种时降

表 1 PCR 引物序列
Tab.1 The primer sequences of PCR

引物名称
Primer names

β-actin F
β-actin R

CYP19A1 F
CYP19A1 R

FSHR F

序列（5´—3´）
Sequences（5´-3´）

GGGACCTGACTGACTACCTC
TCATACTCCTGCTTGCTGAT

GTCGTCCTGGTCACCCTTCTG
GGTCTCTGGTCTCGTCTGGATG
TGTGGTCATCTGTGGCTGCTAC

引物名称
Primer names

FSHR R
RGS2 F
RGS2 R
VNN2 F
VNN2 R

序列（5´—3´）
Sequences（5´-3´）

CGCTTGGCTATCTTGGTGTCAC
AGTGCTCTGTTCCTGGCTGTC

TCTCGCTTCTCCTCGTTCTTGG
GTACGCCAAGGACGCACATTC

CACAGCATCCCGCAAGGTTATG

A.低密度（1.0×106个细胞/孔）；B.中密度（2.0×106个细胞/孔）；C.高密度（3.0×106个细胞/孔）；→表示聚集的细胞团

A. Low density(1.0×106 cells/well); B.Medium density(2.0×106 cells/well); C. High density(3.0×106 cells/well); → Indicated clustered cell clusters
图 1　不同接种密度下的牛颗粒细胞形态

Fig.1　Morphology of bovine granulosa cells with different seeding densities
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低，随着密度进一步增加，表达量不再发生显著 变化。

2.3　黄体化特异性标志基因在不同接种密度颗粒

细胞中的表达分析

无血清状态培养颗粒细胞 7 d 后，利用 qRT-

PCR 技术检测黄体化特异性标志基因 RGS2 及

VNN2 在不同接种密度中的相对表达量，结果如图

3 所示，RGS2 在低、中接种密度中相对表达量显著

低于高密度（P<0.05），但在低、中接种密度中的表

达无显著差异（P>0.05）。VNN2 在低接种密度中

相对表达量显著低于中、高密度组（P<0.05）；在中

接种密度中相对表达量也显著低于高密度组（P<
0.05）。结果表明，RGS2 在低、中接种密度中表达

量较低，在高密度中表达量增高。VNN2 在低密度

培养条件下表达量最低，且随着接种密度的增加表

达量逐渐升高。

3　  结论与讨论

卵泡颗粒细胞能够与膜细胞相互作用分泌多

种激素和因子，同时可促进卵母细胞的发育与成

熟，在整个卵泡发育阶段起着关键作用 [11]。此外，

颗粒细胞是哺乳动物 E2的主要来源，E2能够促进卵

泡发育成熟，调节雌性生殖过程中多种生理过

程 [12]。卵泡发育初期体积较小，颗粒细胞分泌大量

E2 促进自身增殖，随着颗粒细胞数量增多，卵泡体

积变大到达发育末期，颗粒细胞转而分泌 P，导致

E2 与 P 比例骤变，为排卵做准备 [13-14]。低密度接种

模拟卵泡发育早期，具有细胞数目少，主要激素为

E2等特点，增加接种密度会驱使细胞进入早期排卵

前阶段。本研究对低、中、高 3 种不同接种密度的

不同小写字母表示 P < 0.05的显著性差异水平。下同

Different lowercase letters indicated significant differences at the level of 0.05. The same as below
图 2　CYP19A1 及 FSHR在细胞不同接种密度中的相对表达量

Fig.2　Relative expression of CYP19A1 and FSHR in different cell seeding densities

图 3　RGS2 及 VNN2 在细胞不同接种密度中的相对表达量
Fig.3　Relative expression of RGS2 and VNN2 in different cell seeding densities
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牛颗粒细胞进行细胞形态观察，结果表明，3 种接种

密度中颗粒细胞增生均不明显，这与前人研究一

致，无血清培养体系可维持颗粒细胞 E2大量分泌，

有血清培养可促进颗粒细胞增殖 [15]。BAUFELD
等 [16]研究发现，低密度组（1.0×105个细胞/孔）颗粒

细胞显示出典型的成纤维细胞样外观，倾向于形成

团；将接种密度增加至 1.0×106个细胞/孔，细胞形

态未发生改变，但可以观察到更多的细胞团。本研

究结果类似，低密度组细胞边缘延伸，未有聚集倾

向，而高密度组形成了更多的细胞团，颗粒细胞有

聚集生长的特性，当接种的细胞数量增多，会更倾

向于形成团块。这与卵泡接近排卵期，颗粒细胞密

度增加，发生聚集，细胞黄体化表型相似。

颗粒细胞标志基因的表达情况间接反映细胞

所处的发育阶段。CYP19A1、FSHR 在卵泡发育

阶段高表达，随着颗粒细胞逐渐黄体化，RGS2、
VNN2 等黄体标志基因表达逐渐升高。E2 合成途

径的抑制和 P 生成途径的增加导致 E2∶P 值降低，这

由 E2 合成酶的 mRNA 丰度决定，E2 分泌的减少也

与编码 FSHR的 mRNA丰度减少有关[9]。CYP19A1
编码的芳香化酶是 E2 合成通路中的关键限速酶，

CYP19A1 基因敲除小鼠模型 E2 合成受限，缺乏黄

体生成，导致小鼠不孕 [17]。FSHR 介导 FSH 功能，

在生殖调控中起着核心作用 [18]。FSH 与 FSHR 结

合后，激活腺苷酸环化酶（Ac）及糖原磷酸化酶（Gs），

使胞内 cAMP 升高，从而调控下游基因的表达。卵

巢中 FSHR 的表达量与产子数呈正相关，FSHR 基

因的低表达会影响卵巢对 FSH 信号的应答，从而

使其不孕 [19]。在本研究中，低密度组 CYP19A1 表

达量最高，且随着接种密度的增加表达量逐渐下

降；FSHR 也同样在低密度组中表达量最高。此结

果说明，低密度组可作为研究 E2合成与分泌的牛颗

粒细胞体外模型。LH 激增诱导多种细胞内信号通

路的激活，以调节卵泡内排卵所需基因的表达，这

一过程具有多种急性炎症反应的特征，包括充血、

水 肿 、白 细 胞 浸 润 及 诱 导 蛋 白 和 胶 原 溶 解 [20]。

VNN2 与白细胞粘附和向炎症部位的迁移有关，且

在牛排卵卵泡中高表达。SAYASITH 等 [21]研究表

明，VNN2 可能在排卵过程中发挥作用，排卵前促

性腺激素依赖性的 VNN2 上调可能表明其参与白

细胞进入卵泡的募集，从而帮助传播局部炎症反

应，并参与卵泡破裂所必需的细胞外基质的降解。

VNN2 还可能参与调节 ROS 的生理水平，从而保

护卵泡细胞免受氧化损伤，防止卵泡早破。RGS2

参与调节排卵过程中 G 蛋白的激活。在体外原代

培养的牛颗粒细胞中，排卵前卵泡出现促性腺激素

依赖性的 RGS2 上调 [22]。SAYASITH 等 [23]研究表

明，牛颗粒细胞中 forskolin 激活牛 RGS2 启动子依

赖于反式激活 CREB1 和 ETS1 蛋白，它们分别与

共识的 CRE 和 ETS1 顺式作用元件相互作用。牛

RGS2 启动子活性和转录本在颗粒细胞中的表达

上调涉及多种信号通路，包括 PKA、ERK1/2 和

EGFR。本研究结果表明，VNN2在低密度组中表达

量最低，随着密度的增加，表达量逐渐增高。RGS2
在高密度组中表达量最高。高密度组中 VNN2 及

RGS2 的高表达与体内早期黄体化基因表达情况

相似，暗示高密度条件诱导的颗粒细胞模型可能成

为牛排卵前卵泡的体外模型。

综上所述，本研究通过对不同接种密度的颗粒

细胞进行形态观测及关键基因表达分析发现，高密

度组中，颗粒细胞大量聚集，形成细胞团，且黄体化

特异性标志基因 VNN2 及 RGS2 在高密度组中表

达量最高，这提示该组可作为排卵前卵泡颗粒细胞

体外模型。低密度组中，颗粒细胞无聚集倾向，卵

泡发生关键基因 CYP19A1 及 FSHR 表达量最高，

可为 E2合成与分泌相关机制的研究提供颗粒细胞

体外模型。
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