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摘要 100多年以来，雌性哺乳动物出生后是否存在生殖干细胞的争议尚无定论． 2004年，研究人员从出生后的小鼠卵巢中
发现并分离到雌性生殖干细胞(female germline stem cells，FGSCs)，挑战了存在近半个世纪的理论：哺乳动物出生后不会对
卵母细胞库进行更新．随后很多研究不仅指出哺乳动物出生后卵巢中新生成的卵母细胞源自 FGSCs，而且发现如果将
FGSCs移植回受体卵巢，它们能够产生功能性的卵母细胞并由此得到健康的后代．可是，有的研究小组重复实验或者精心设
计实验，却未得到相同的结果，甚至得出相反的结果．最近，有研究者从育龄女性卵巢中分离到了在体内外都能够分化出功

能性卵母细胞的 FGSCs，不过这些卵母细胞的受精能力还有待证实．本文回顾了哺乳动物 FGSCs的研究历程，并对这一存
在已久的争论以及 FGSCs研究方向和将来的运用前景展开了评述．
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纵观雌性哺乳动物生殖细胞发育研究史，其中

生殖细胞的产生与数量备受争议．1921年，Pearl
和 Schoppe[1]提出新生雌性哺乳动物卵巢内原始卵

泡数量不会再增加．这一观点随即在 1923年被否
定．Allen等[2]指出女性在整个育龄中能够产生新的

卵母细胞，且周期性增殖的性腺上皮可能是卵母细

胞的来源．随后，许多研究的共同观点是：大多数

哺乳动物在出生后的整个生命过程中并不会产生新

的卵母细胞[3-6]．然而，50多年后，雌性哺乳动物
出生后生殖细胞数量是固定的这一观点再一次受到

了挑战．2004年，Johnson等[7]从出生后的小鼠卵

巢中找到了能够自我更新且有能力产生成熟卵母细

胞的雌性生殖干细胞 (female germline stem cells，
FGSCs)，经体外受精和胚胎移植产生了正常的有
生育能力的后代[8]．另外，研究人员还发现了源自

骨髓(bone morrow，BM)和外周血(peripheral blood)
的 FGSCs[9]．2012年White等[10]首次从育龄女性的

卵巢中分离到了 FGSCs，这些细胞也能在体内外
分化出成熟的卵母细胞．这次发现也无疑是对人类

生殖生理认识的又一次巨大突破！然而，虽然这些

研究找到了出生后的雌性哺乳动物体内存在 FGSCs
并且其能够对卵泡库进行更新的证据，但这些结果

也遭到了不同程度的质疑．

1 生殖细胞特异表达蛋白 VASA
果蝇卵巢为研究生殖细胞发育提供了很好的模

型．果蝇 Vasa基因在生殖细胞发育过程中扮演着
重要角色．Vasa基因是编码含有 DEAD(Asp-Glu-
Ala-Asp)盒的 RNA解旋酶家族的成员，这种蛋白
具有 ATP依赖性的 RNA解旋酶活性[11]．果蝇纯合

Vasa等位基因突变使得其卵母细胞发育产生严重
缺陷，导致不育[12]．Vasa等位基因部分功能缺失的
果蝇可产生卵母细胞，但由此形成的胚胎却不能够

产生生殖细胞[13]．

Vasa基因在非脊椎动物和脊椎动物中都是保
守的[14-16]．MVH蛋白(mouse vasa homologue protein)[16]
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是果蝇 VASA蛋白在小鼠体内的同源物，发现其
专一性地存在于发育的生殖细胞中．人类 Vasa基
因也仅在卵巢和睾丸中表达 [17]．因此可以看出

VASA蛋白是生殖细胞的标志分子．

2 小鼠 FGSCs的研究
2004年，Johnson等[7]首次在出生后的小鼠卵

巢中发现了生殖干细胞．作者首先用白消安杀伤新

生小鼠卵巢内的生殖细胞，一段时间后发现这些小

鼠卵巢内每天更新了大约 77个原始卵泡．随后研
究中，将野生型小鼠部分卵巢嫁接到表达绿色荧光

蛋白(green fluorescent protein，GFP)的转基因小鼠
卵巢中．3～4周后，在野生型小鼠卵巢内发现了
和受体小鼠卵巢中相似的卵泡和 GFP阳性的卵母
细胞，但这些卵母细胞外围的卵丘细胞是 GFP阴
性的，这表明 GFP小鼠的生殖细胞已经浸润到嫁
接的野生型小鼠卵巢中并开始了卵泡发生．这一研

究结果挑战了存在了 50多年的生殖生物学观点：
哺乳动物出生后卵泡数量不会增加，且以一定的速

度衰减直至衰竭．同时也引发了激烈的争论[18-24]．

例如，Notarianni[25]认为 Johnson等[7]对于 5-溴脱氧
尿嘧啶核苷(BrdU)插入生殖细胞染色体而证明其具
有增殖潜能的解释不合理．BrdU也可能插入到大
量复制的线粒体 DNA或是减数分裂后期卵母细胞
的 DNA中．

Zou等[8]利用生物信息学工具 TMPRED分析了
MVH的氨基酸序列并预测到了 2个跨膜区域．随
后采用与 Johnson等[7]相同的方法，从新生和成年

小鼠的卵巢中成功地分离到 FGSCs．这些 FGSCs
在体外长期培养后仍保持着相同的形态特征并具有

正常的核型和端粒酶活性．将这些细胞用携带 GFP
基因的逆转录病毒载体感染后，移植到事先用化疗

药物处理过的不孕症雌鼠卵巢内．2个月后，受体
雌鼠的卵巢中出现了各种发育时期的卵母细胞，包

括 GFP阳性的卵母细胞．受体雌鼠与正常的野生
型雄鼠交配后生下了正常的能够生育的 GFP杂合
子转基因后代．上述研究结果为出生后的哺乳动物

中存在雌性生殖干细胞提供了更为可靠的证据．然

而，Abban等 [26]对 MVH进行了相同的软件分析，
确实发现MVH存在着跨膜结构域，但是这些跨膜
结构域与 MVH 中两个特定的功能基序(如参与
RNA解旋酶活性)发生了重叠．因此，作者认为这
些具有催化性和结合性的基序能够同时作为跨膜区

是让人费解的．Zhang等[27]设计了一种“彩虹小鼠

(Rosa26rbw/+；Ddx4-Cre，rbw 代表彩虹)”来跟踪
Ddx4 (DEAD box polypeptide 4，通常也被称为
mouse vasa homolog or MVH)阳性细胞在体内外的
增殖和分化情况．在这种小鼠中，内源性的 Ddx4
启动子驱动 Cre重组酶在生殖细胞中表达，并在彩
虹表达盒(依次编码 4种不同的荧光蛋白)处诱导重
组，重组导致了 Ddx4阳性细胞中的红色荧光蛋白
(red fluorescent protein， RFP)、橙色荧光蛋白
(orange fluorescent protein，OFP)或是蓝绿色荧光蛋
白(cyan fluorescent protein，CFP)随机表达，而增强
型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein，
EGFP)在小鼠体细胞中始终表达．这样，通过改变
荧光颜色就能够将表达 Ddx4的生殖细胞和不能表
达 Ddx4的体细胞区分开．研究发现来自出生后小
鼠卵巢的 Ddx4阳性细胞并没有进入有丝分裂．卵
泡重新生成实验中，作者通过腹腔注射白消安和环

磷酰胺使野生型雌鼠不育，2周后通过多点注射的
方式将 12.5天的彩虹胎鼠中能够表达 EGFP的卵
巢细胞注射到野生型不育小鼠的卵巢中．4周后在
野生型小鼠的卵巢中发现了由 EGFP阳性的卵母细
胞和 EGFP阳性的颗粒细胞组成的卵泡，却没有找
到嵌合型卵泡．当长期培养彩虹小鼠卵巢细胞时，

也形成了一些 EGFP阳性细胞克隆．虽然这些细胞
与卵母细胞相似，但它们并不表达 Ddx4．至此，
作者认为出生后的雌性哺乳动物体内不存在卵泡更

新，也就没有 FGSCs[27]．然而，Woods等[28]几乎对

Zhang等[27]的每一部分实验设计或是研究结果提出

了质疑，主要集中在以下几个方面：

a．实验导致转基因小鼠中任何能够激活 Ddx4
启动子的细胞发生了永久性的遗传改变，结果这些

细胞将能够和生殖细胞一样表达 Ddx4基因，从而
表现出相同的荧光蛋白表达模式；

b．作者没有尝试用已经建立起来的分离方
法[7-8, 10]从转基因小鼠卵巢中分选出雌性生殖干细

胞，而仅仅因为 Ddx4是一个被认为只存在于细胞
质中而并不会在细胞表面表达的蛋白；

c．没有分离出 FGSCs或是指出 Ddx4在发生
重组细胞中的具体位置，而卵母细胞和 FGSCs都
表达 Ddx4，且两种细胞都会以永久性的方式发生
遗传重组，表现出相同的荧光蛋白表达模式；

d．对于出生后重组小鼠卵巢内 Ddx4阳性细
胞不具有有丝分裂活性这一研究结果，作者认为

Zhang 等分离到的这些细胞中根本不可能含有
FGSCs，因为这些细胞的直径(所有细胞都大于

1082· ·



陈忠良, 等：雌性哺乳动物生殖干细胞：在争议中前进2013; 40 (11)

Fig. 1 Several possible ways to generate female germline stem cells in mammals
图 1 哺乳动物中产生雌性生殖干细胞的几条可能的途径

(a)来源于体细胞核移植. (b)来源于诱导多能干细胞. (c)来源于卵巢. (d)来源于骨髓或是外周血.

10 滋m，甚至更大)比正常的 FGSCs的直径(一般是
5～6 滋m，不会超过 8 滋m)要大，它们很有可能是
没有成熟的卵母细胞．

3 卵巢外来源的 FGSCs研究
研究表明：在 35～40岁时，人体内的免疫系

统会发生严重的功能衰退[29]，与卵巢中卵泡更新停

止的时间一致[30]．这表明年龄相关的免疫系统改变

可能与体内卵子发生和卵泡更新的终止有关[31-32]．

Johnson等[9]首先发现骨髓(bone marrow，BM)细胞
中存在着生殖细胞标记物．通过尾静脉将 BM注射
到经过化疗药物处理的不孕小鼠和基因突变缺陷型

小鼠(不能产生卵母细胞)体内，结果发现这些小鼠
在 24 h和 36 h之后恢复了产生卵母细胞的能力．
用外周血(peripheral blood)的移植实验也得到了相
同的结果．上述研究结果表明，BM和外周血作为
一种潜在的生殖细胞资源能够维持成年小鼠卵母细

胞的产生(图 1d)．这一研究成果被后续实验所证
实[33]，同时也受到了强烈的质疑[34]．最直接有力的

质疑可能是来自 Eggan等[35]的研究结果．为了研究

清楚血液循环系统中的细胞是否会转变为成熟的卵

母细胞，该研究小组利用外科手术将野生型小鼠和

能表达 GFP 的小鼠连接构成连体小鼠(parabiotic

mouse)，即连体小鼠共用一个循环系统．这对连体
小鼠在 4～8周龄时被连接在一起，并且在连体持
续 6～8个月后进行排卵处理，结果发现野生型小
鼠中没有 GFP阳性的卵母细胞，GFP小鼠中也没
有 GFP阴性的卵母细胞．另一实验中，预先用化
疗药物处理连体小鼠中的野生型小鼠，同样发现没

有 GFP阳性细胞交叉进入野生型小鼠中发育成为
成熟卵母细胞．最后作者将 GFP转基因小鼠的骨
髓移植给预先用化疗药物或者低剂量全身辐射处理

过的野生型小鼠，结果在这些野生型小鼠体内发现

了 GFP 阳性血液细胞，但未见 GFP 阳性卵母细
胞．所以，Eggan等认为骨髓或是外周血中不可能
存在雌性生殖干细胞．但对于上述存在相反结论的

两篇研究报道有如下几方面的质疑或解释：

a．即使骨髓和外周血中存在雌性生殖干细胞，
移植这些生殖细胞可能也不足以发生卵泡更新，因

为雌性受体的卵巢中可能缺乏原始颗粒细胞[36]；成

年小鼠卵巢在经过环磷酰胺处理后卵泡确实会受到

损伤，但是在 24 h之内就能够产生大量的、新的
卵母细胞与正常情况下小鼠卵巢中卵子发生至少需

要一个星期相违背[17]．

b．如果骨髓中含有 FGSCs，20多年来也进行
了大量的利用骨髓移植进行癌症治疗的临床实验，

(a)

(b)

(c)

(d)

卵母细胞

体细胞

电融合

囊胚 胚胎干细胞

诱导分化

诱导多能干细胞

体外培养

移植
雌性生殖干细胞

诱导分化

卵巢

骨髓和外周血

体细胞 重编程因子

卵巢

分离 分离

去核

1083· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2013; 40 (11)

为什么没有见到恢复卵巢功能的报道呢[17]？另外，

一些研究结果显示，移植的骨髓细胞不能为事先经

过化疗药物处理过的受体雌鼠提供新的卵母细胞，

却能够在一定程度上改善卵巢的生理功能，并由此

可以提高受体小鼠的生育能力[33, 37]．

c．在正常月经周期过程中，为了在距离很远
的卵巢中形成初级卵泡，来自成年女性卵巢表面上

皮的生殖细胞能够进入血管，因此它们有可能污染

了外周血和骨髓[36]．

d．Reizel 等[20]重建细胞系发育树时发现，在

年轻和老年小鼠中卵母细胞形成的细胞簇与造血和

间质干细胞分离，且在胚胎时期就存在明显差别，

表明这些细胞属于不同的细胞系．所以，对出生后

哺乳动物中的卵母细胞更新有促进作用的生殖干细

胞是原始生殖细胞的后代，而不可能源自骨髓

细胞．

4 女性 FGSCs研究
100多年来，有关人类出生后雌性生殖细胞是

否能够更新的讨论就一直不断．早在 20世纪初，
Allen等 [2]和 Evans等 [38]就指出：在正常月经周期

时，生殖上皮细胞周期性地增加导致了成年卵巢皮

质中的年轻卵母细胞数量增加 ．1995 年，
Bukovsky 等 [30-31]发现成年女性的卵巢表面上皮

(ovarian surface epithelium, OSE)可能是生殖细胞的
一个来源．随后又指出成年女性卵巢中的初级卵泡

池不是静止的，而是一个既能进行分化又能复原的

动态池．Bukovsky等还发现，在卵巢的皮质中，
卵母细胞与原始颗粒细胞的组装能够产生新的初级

卵泡，且再次指出原始颗粒细胞和生殖细胞依次从

卵巢表面上皮细胞分化而来[21,39]．然而，Notarianni[25]

认为，上述研究[21, 30-31, 39]中由体外培养卵巢表面上

皮衍生物获得“卵母细胞样的细胞”的证据不足，

如大而圆的、细胞外也许包裹着一层类似透明带结

构的细胞就被认为是卵母细胞难以让人接受，因为

所谓的透明带可能是细胞出现肿胀或细胞质膜发生

分解的凋亡或癌变的细胞．

然而，到了 2012年，White等[10]从育龄女性卵

巢中发现并分离到了表达 DDX4的人类雌性生殖
干细胞(human female germline stem cells，hFGSCs).
将这些 hFGSCs 注射到严重联合免疫缺陷小鼠
(NOD-SCID)体内没有形成畸胎瘤．随后作者将
GFP 标记的 hFGSCs 注射到人类卵巢外皮组织块
内，再将这些组织块异体嫁接到 NOD-SCID 雌性

小鼠体内，7～14天后收集嫁接卵巢时发现部分卵
泡中存在未成熟的 GFP阳性卵母细胞，对照组则
没有[10, 40]．尽管异体嫁接的人类卵巢组织不能与正

常生理状态下的卵巢组织等同，但在这种情况下

hFGSCs依然自发地进行了减数分裂并产生了功能
性的卵母细胞，这有力证明了 hFGSCs存在的真实
性．然而，Oatley等[41]对White等[10]的研究结果提

出了质疑：

a．有关 hFGSCs存在的最重要证据是其产生
正常卵母细胞的能力．White等[10]对形成的卵母细

胞进行的相关测试也仅限于卵母细胞所表达的特异

标记物、细胞形态和 DNA含量的改变．他们并没
有提供针对这些细胞在遗传、受精能力等方面相关

测试的证据[41]．

b．卵母细胞在排卵前已经完成第一次减数分
裂且被阻滞在第二次减数分裂中期[42]．在雌性的生

殖道内等待受精的卵母细胞不是单倍体，即使受精

刺激卵母细胞完成第二次减数分裂同时形成单倍

体，也是精卵单倍体形成的二倍体合子．卵母细胞

在体内从来没有出现单倍体的状态．所以，White
等[10]在研究中获得了一定数量的单倍体卵母细胞是

一个难以回答的问题[41]．

针对第二点，White 等 [28]认为以前的研究结

果[43-44]表明，雌性哺乳动物体内的少量生殖细胞能

够在没有精子存在的情况下自发地通过减数分裂形

成单倍体的卵母细胞，但同时也承认体外纯粹培养

hFGSCs后产生单倍体的卵母细胞并不是其正常的
能力．

5 展 望

在雄性动物方面，目前已获得精原干细胞，且

能够在成年动物体内产生成熟精子，这不仅有助于

动物繁衍后代，也为基础研究向工程化发展提供了

可能．但是雌性动物却不然．成年雌性动物体内存

在着大量卵泡，在生殖周期中被募集、发育，且仅

有为数不多的卵子能够成熟和排卵，目前对这一生

理机理的了解也并不透彻，而卵母细胞来源或是卵

泡发生问题则更是扑朔迷离．因此，卵母细胞来源

就成为研究胚胎生物学、发育生物学及胚胎工程的

主要限制因素．目前通常采用“杀鸡取卵”方法获

取有限数量的卵子用于研究和生产，这存在许多不

科学之处，也面临诸多伦理问题．据此，探求雌性

动物生殖干细胞就成为缓解这一问题的关键．这也

可能为弄清卵泡周期发生及优势卵泡筛选与排卵机
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制提供可能，也有希望打破胚胎工程研究中卵子来

源问题的壁垒，加速生殖生物学研究和胚胎产业化

发展．

随着社会发展越来越复杂，人类发生不育及相

关疾病的比例也越来越高，人们对辅助生殖技术的

依赖也越来越大．人类及其他哺乳动物在卵泡库衰

竭过程中会逐渐表现出许多更年期相关的疾病．尽

管胚胎干细胞(embryonic stem cells，ESCs)在治疗
不育方面有着广阔的应用前景，但也存在一些问

题，如致瘤性．源自 ESCs的卵母细胞样细胞在减
数分裂上也存在缺陷[45-46](图 1a)．诱导多潜能干细
胞(induced pluripotent stem cells， iPSCs)理论上也
能够在体外诱导分化形成病人特异性的卵母细胞用

于体外受精(图 1b)，且已经在小鼠上获得成功[47]，

但是否能真正用到临床上仍然不确定[48]．然而，来

自成年女性卵巢的 FGSCs则极有可能避免上述问
题而用于临床治疗当中[49]，应用前景广阔(图 1c)．
另外，如果能够便捷地将骨髓中可能存在的功能性

FGSCs加以分离，对于改善目前相关疾病的治疗
境况、提高人们的生活质量将大有帮助．

目前，对 FGSCs了解的还不多，在实现临床
运用之前，许多技术上和概念上的问题需要解决．

例如，改善纯化和培养 FGSCs的方法，评估这些
细胞在体外产生卵母细胞的潜能，也需要弄清

FGSCs 产生功能性卵母细胞的关键性信号通路，
以及提高分离 FGSCs 并使其转化为卵母细胞的
效率．

另外，出生后的哺乳动物卵巢中卵泡不会更新

与卵巢中存在 FGSCs也许不矛盾，FGSCs的生殖
潜能或许只是体外长期培养的结果，而它们形成卵

子的能力在正常条件下可能被阻滞了[50]．如果真是

这样，那解除体内 FGSCs的阻止枷锁、合理释放
FGSCs的功能以及 FGSCs卵巢原位的基础研究就
显得更为重要和必然．
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Germline Stem Cells in Female Mammals: Moving on in Controversy*
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Abstract Whether germline stem cells exist in postnatal female mammal ovaries has been disputed for more than
one hundred years and not conclusive yet. In 2004, researchers found and isolated female germline stem cells
(FGSCs) from postnatal mice, which challenged the viewpoint of existing nearly half a century that the bank of
oocytes in ovaries will be never renewed in postnatal mammal female. And then a lot of researches not only
pointed out that the de novo oocytes derived from FGSCs, but also found that if the FGSCs were delivered back
into adult ovaries, they were capable of generating functional eggs produced healthy offsprings. However, some
groups repeated or designed experiments carefully, but they did not get the same or even opposite results. Recently,
some researchers announced that they had purified FGSCs from ovaries of reproductive-age women, which could
produce functional oocytes in vivo and in vitro, but the fertilization competency of these oocytes still need to be
clarified. Therefore, this paper reviews the study history of mammalian FGSCs, the long-standing controversy as
well as prospects for the future use of these FGSCs.
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