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摘　要：哺乳动物的卵巢中存在大量卵泡。大多数卵泡在发育过程中发生闭锁而消失，只有少数可以

发育到成熟而排卵。卵泡是由卵母细胞与其周围的颗粒细胞构成的。卵泡颗粒细胞的凋亡是卵泡闭锁的

主要原因。颗粒细胞凋亡相关蛋白通过参与凋亡通路及凋亡信号转导调节凋亡。本文就哺乳动物卵泡颗

粒细胞凋亡相关蛋白的研究进展进行综述。
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Abstract: There are a large amount of follicles in mammalian ovary. Most of the follicles undergo atresia during

the process of follicular development and then disappear, only a few of them mature and ovulate. Ovarian

follicles are consisted with oocytes and the granulosa cells around them. The apoptosis of granulosa cells is the

main reason for follicle atresia. Apoptosis-associated proteins regulate apoptosis through taking part in the

apoptosis pathway and the signal transduction in apoptosis. This review focuses the recent researches on the

proteins which regulate the process of the apoptosis of follicular granulose cells.
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细胞凋亡(apoptosis)是一种细胞程序性死亡

(programmed cell death, PCD)的过程，在生物体中

普遍存在，发生于各种生理过程中。在哺乳动物的

卵巢中，多于 99% 的卵泡在生长过程中退化闭锁，

只有极少数能发育成熟，最终排卵。卵泡颗粒细胞

发生凋亡是卵泡闭锁的主要原因[1]。颗粒细胞凋亡

途径主要有两条：死亡受体途径和线粒体途径。它

们都是由相关蛋白质的调节来实现的。死亡受体途

径起始于死亡受体及配体的结合，参与线粒体途径

的蛋白主要是Bcl-2家族。caspase家族可参与死亡

受体途径与线粒体途径。X 连锁凋亡抑制蛋白( X

chromosome-linked inhibitor of apoptosis，XIAP) 则

通过选择性地抑制caspase 活性及参与凋亡通路抑制

细胞凋亡，细胞型 FLICE 样抑制蛋白(cellular

FLICE-like inhibitory protein, cFLIP)能抑制死亡受体

介导的细胞凋亡。

1　死亡受体及配体

死亡受体属于肿瘤坏死因子受体超家族(tumor

necrosis factor receptor superfamily, TNFRsf)，主要

包括：Fas、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis fac-
tor-α， TNF-α)和肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体

(TNF related apoptosis inducing ligand，TRAIL)。

 · 评述与综述 ·
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与之对应的死亡配体为：FasL、TNFRs 和TRAILRs。

死亡受体位于细胞膜，有相似的富含半胱氨酸的胞

外结构域和具有水解蛋白功能的胞内同源氨基酸残

基，称为死亡区域(death domain, DD)，在传递凋

亡信号中发挥关键性作用。

1.1　Fas/FasL蛋白　Fas是相对分子质量为45 k的

跨膜蛋白，分布于心、脑、肠、睾丸和卵巢等组

织。Fas与 FasL蛋白结合引发Fas凋亡通路。FasL

与Fas形成三聚体相互结合，胞内Fas结合蛋白(fas-

associated death domain，FADD)C端含死亡区域，

N端含死亡效应区域(death effector domain, DED)。

Fas与 FADD的 DD同源结合，procaspase-8 形成二

聚体与FADD 的 DED 同源结合，构成死亡诱导信号

复合体(death-inducing signaling complex, DISC)。

procaspase-8诱导自身蛋白酶水解成有活性的caspase-

8，活化下游凋亡途径。在非线粒体依赖途径中激

活caspase-3。在线粒体依赖途径中caspase-8将Bid

切割成片段t-Bid，使细胞线粒体释放细胞色素氧化

酶C。细胞色素氧化酶C与caspase-9和凋亡激活酶

因子Apaf-1(apoptotic protease-activating factor 1)结

合形成凋亡体，激活caspase-3。caspase-3活化后

可以降解 ICAD/DFF-45，释放出 CAD，使其进入

细胞核导致凋亡。在牛[2]、大鼠[3]、小鼠[4]和猪[5]

的卵巢中已检测出Fas和FasL蛋白。Vickers等[2]研

究发现在牛卵巢的闭锁卵泡中，FasL蛋白在卵泡膜

表达，而Fas 蛋白在颗粒细胞层表达。Kim 等[3]发

现 Fas蛋白在大鼠卵巢的表达是在颗粒细胞中，而

FasL蛋白的表达是在卵母细胞中，颗粒细胞的FasL

与卵母细胞的 FasL 结合，引起颗粒细胞凋亡，导

致卵泡的闭锁。Dharma等[4]的研究结果表明在小鼠

卵巢中，FasL蛋白在颗粒细胞中表达，Fas蛋白在

卵母细胞中表达，他们认为小鼠卵巢卵母细胞的凋

亡可能是被颗粒细胞诱导的。Inoue等[5]在猪的健康

卵泡颗粒细胞中检测到FasL 蛋白和其mRNA 表达，

但表达水平很低，而且其表达的量随着卵泡的闭锁

程度的加重而增加，Fas 蛋白和其 mRNA 在健康卵

泡的颗粒细胞中表达量更低，Fas 蛋白的表达位于

胞质而不是细胞膜区域。Fas和FasL蛋白在卵巢中

的表达和定位有物种的特异性，这种特异性揭示了

颗粒细胞在不同物种中凋亡机制是不同的。

1.2　TNF-α/TNFRs　TNF-α又叫肿瘤坏死因子-α
(tumor necrosis factor-α)，是由巨噬细胞、单核细

胞产生的一种多肽类的细胞因子，其基因表达产物

先生成233个氨基酸残基组成的前体，其中含有76

个氨基酸残基的信号肽，切除信号肽后才能转化成

有活性的 TNF。TNF-α有两种死亡受体：含有 DD

的 TNFR1 和不含 DD 的 TNFR2。TNF-α通过与不

同的受体结合来实现对细胞死亡和增殖的诱导调

节。TNF-α先与 TNFR1 结合，TNFR1 再与 TNFR1

胞内结合蛋白(tumor necrosis factor receptor 1 associ-

ated death domain，TRADD)的 DD同源区结合，若

与FADD同源区结合则激活procaspase-8, 启动促进

凋亡通路。TNFR1 也可通过 TRADD 间接与含死亡

区域的受体相互作用蛋白(receptor-interacting protein,

RIP)结合，促进RIP与肿瘤坏死因子受体相关因子

2 (TNF receptor associated factor 2, TRAF2)相互作

用，激活IκB 磷酸化激酶(Iκ B kinase-β, IKK-β)的活

性，后者又诱导NF-κB的抑制物IκB(inhibitory pro-
tein of NF-κB，IκB)发生磷酸化，使NF-κB/IκB二
聚体解离，活化NF-κB，启动抑制凋亡通路。TNFR2

与 TRAF2 在细胞内结合后也能活化NF-κB 的细胞凋

亡抑制途径。T N F - α 是猪卵泡发育的维持因子，

Nakayama等[6]的研究显示在猪健康卵泡的颗粒细胞

层中可检测出 TRA F 2 的 mRN A，且该蛋白表达显

著，而在闭锁卵泡中，TRA F 2 蛋白和其 mRN A 在

颗粒细胞层的表达量下降，颗粒细胞凋亡。

1.3　TRAIL/TRAILRs　TRAIL 是肿瘤坏死因子相关

的凋亡诱导配体(TNF related apoptosis inducing

ligand)，又称凋亡素配体(APO2L)。人的TRAIL 基

因定位于染色体3q26 上，cDNA 全长1.05kb，编

码281个氨基酸，相对分子质量为32.5k 的跨膜蛋

白。目前发现 TRAIL 受体有五种：两种死亡受体

(DR4 和 DR5)和两种诱骗受体(DcR1 和 DcR2)，以

及可溶性受体骨保护素(osteoprotegerin, OPG)。

DR4 和 DR5 的胞内部分都含有功能性死亡区域，与

TRAIL 结合后能抑制颗粒细胞凋亡结合后能促进颗

粒细胞凋亡，而DcR1和 DcR2胞内部分缺乏功能性

死亡区域, 与 TRAIL 结合后不介导凋亡。TRAIL 参

与细胞增殖和凋亡的调节：死亡受体的 TRADD 与

FADD 死亡区域同源结合，FADD 激活procaspase-

8 的活性，促进颗粒细胞凋亡。死亡受体与含死亡

区域的 RIP 结合可活化 NF-κB，抑制颗粒细胞凋

亡。Inoue等[7]研究表明在猪卵泡颗粒细胞中TRAIL

与配体结合后通过活化与受体结合后通过活化

procaspase-8进而激活caspase-3诱导颗粒细胞的凋

亡。Wada 等[8, 9 ]发现在猪健康卵泡中，DcR1 对
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TRAIL 的亲和力比对死亡受体的亲和力强，TRAIL

与 DcR1 结合，抑制了卵泡颗粒细胞的凋亡，但将

DcR1 从体外培养的猪颗粒细胞膜移除后，TRAIL

与死亡受体结合导致了颗粒细胞凋亡。他们还在猪

的闭锁卵泡中检测到了 TRADD 的 mRNA 的表达，

证明了TRAIL凋亡通路参与了猪闭锁卵泡中颗粒细

胞的凋亡 [10]。

2　Bcl-2家族

Bcl-2家族成员都含有1—4个同源结构域(BH1

— 4 )，其中 BH4 是抗凋亡蛋白所特有的结构域，

BH3是与促进凋亡有关的结构域。Bcl-2蛋白家族可

分为促凋亡的蛋白(如Bax、Bak、Bad 和 Bid)和抗

凋亡蛋白(如Bcl-2、Bcl-xl和Bcl-w)。Bcl-2蛋白家

族参与颗粒细胞凋亡的线粒体通路，定位于线粒体

膜，通过调节线粒体膜电位和线粒体膜的通透性来

调控细胞凋亡[11]。实验表明，Bc1-2 蛋白家族中的

Bcl-2蛋白与Bax蛋白在卵泡颗粒细胞凋亡中起着重

要的作用。研究发现，在bcl-2 基因缺失的小鼠模

型中，卵泡数量下降，bcl-2 基因过量表达的小鼠

卵泡颗粒细胞的凋亡和卵泡的闭锁被抑制[12,13]。bax

基因缺失小鼠的颗粒细胞数目远多于正常小鼠卵泡

中颗粒细胞的数量[14] 。当人的卵巢颗粒细胞的凋亡

被皮质激素抑制时, 细胞内bcl-2基因表达增高, 证明

了Bcl -2蛋白能抑制颗粒细胞的凋亡, 促进卵泡的生

长和排卵[15]。bax基因有促进早期闭锁卵泡颗粒细

胞凋亡的作用，Bax 蛋白在人的早期闭锁卵泡的颗

粒细胞中大量表达，而在正常卵泡或完全闭锁的卵

泡中却几乎不表达 [16]。在大鼠黄体发育过程中，bcl-2

基因表达明显升高, 而bax基因在退化的黄体中表达

明显，这表明在大鼠卵泡发育过程中, bcl-2和bax

基因分别参与了颗粒细胞的增殖和凋亡的调控[17]。

3　caspase家族

caspase家族是一组存在于胞质溶胶中结构上相

关的半胱氨酸蛋白酶，在细胞中以酶原形式存在，

活化后可选择性地切割某些蛋白，使其失活。参与

诱导凋亡的caspase 蛋白酶可分为两大类：一类为

启动酶，包括参与线粒体凋亡途径的caspase-9和死

亡受体途径激活的caspase-8；另一类为效应酶，包

括caspase-3、-6和-7等[18]。猪卵泡颗粒细胞的凋

亡是由线粒体途径引发，在猪卵泡闭锁的过程中

Apaf-1 的 mRNA 表达量相对稳定，其蛋白质表达水

平也比较稳定；caspase-9 的 mRNA 表达量增加，

procaspase-9的蛋白只在健康卵泡的颗粒细胞中能被

检测出来，并随卵泡的闭锁过程而被水解成有活性

的caspase-9而表达量减少[19]。许多激素和生长因子

对颗粒细胞凋亡的调节是通过抑制或激活caspase的

活性来实现的。促性腺激素释放激素 (GnRH-I、

GnRH-II) 与GnRH-I受体的作用，通过活化caspase

蛋白家族中caspase-8、-3和-7促进了人类颗粒细

胞凋亡[20]。骨形成蛋白 (BMPs)属 TGF-β家族，是

卵泡在哺乳动物卵巢中发育的重要因子。BMP-4 和

B M P - 7 对颗粒细胞抑制凋亡的途径是不同的：

BMP-7通过抑制caspase-9和caspase-3的活性来抑

制颗粒细胞的凋亡，而BMP-4并没有抑制caspase-

3 的活性，而是通过抑制CAD 从 CAD/ICAD 的释放

来抑制凋亡[21]。血管内皮因子(vascular endothelial

growth factor, VEGF)可抑制caspase-3的活性，是

颗粒细胞凋亡的维持因子，VEGF对bax和bcl-xl 基

因表达影响很小，说明 VEGF 不是通过抑制线粒体

途径抑制颗粒细胞的凋亡 [22]，同样的机制也表现在

BMP-4 和 BMP-7 对颗粒细胞凋亡的抑制 [21]。

4　X 连锁凋亡蛋白

X连锁凋亡蛋白(X-linked inhibitor of apoptosis

protein, XIAP)相对分子质量是57 k, 基因位于Xq25,

蛋白结构中N-端有3个BIR(baculoviral inhibitor of

apoptosis repeat , BIR)结构域，C端有1个RING锌

指(RING Zn finger)结构域。BIR结构域抑制caspase

的活性，发挥抗凋亡作用。XIAP 抑制颗粒细胞凋

亡的机制主要是选择性的抑制caspase-3、-7和-9的

活性[23]，参与细胞核因子NF-κB 的调节[24]，参与

信号转导途径[25]。

用促性腺激素处理大鼠可抑制其颗粒细胞的凋

亡，并检测到 XIAP 蛋白的表达量增加，卵泡可以

发育到有腔卵泡期和排卵期[26]; 而用马绒毛膜促性腺

激素(equine choriogonadotrophin, eCG)预处理，再

用抗eCG抗体诱发大鼠卵巢细胞凋亡导致早期窦状

卵泡及窦状卵泡的颗粒细胞凋亡，XIAP 蛋白表达

量下降，DNA 裂解成有凋亡特征180 — 200bp 的整

数倍片段[26]。在猪健康卵泡的颗粒细胞中，XIAP

的 mRNA 和蛋白高度表达，其表达量随着卵泡闭锁

的进程而下降，在闭锁卵泡中表达量很少，甚至不

表达，XIAP抑制procaspase-9的活性并发挥对颗粒

细胞的抗凋亡作用[27]。TNF-α作为大鼠颗粒细胞体

外培养的存活因子，通过激活 NF-κB 通路来上调

XIAP 的表达进而抑制凋亡，这提示 XIAP 是一类

NF-κB相关的调控蛋白[24]。Asselin等[25]向大鼠颗粒
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细胞培养体系注入含有XIAP正义链的腺病毒载体，

发现磷酸化蛋白激酶B(protein kinase B, PKB/Akt)的

表达量增加，颗粒细胞凋亡被抑制，当注入含有

XIAP反义链的腺病毒载体时，磷酸化Akt蛋白表达

减少并促进细胞凋亡，向培养体系中加入PI3-K 的

抑制剂LY294002, 可导致磷酸化Akt蛋白的表达降低

并诱导颗粒细胞的凋亡，揭示了XIAP通过PI3-K通

路来抑制颗粒细胞的凋亡。

5　细胞型FLICE 样抑制蛋白

cFLIP是caspase-8抑制蛋白，分短构型cFLIPs

和长构型cFLIPL 两种构型。cFLIP的 N端含有DED，

可与FADD 结合，cFLIPs 只有2 个 DED，而cFLIPL

除 2 个 DED 外，还有1 个伪酶活性区域[28]。cFLIPL

与 cFLIPs 都可被 FADD 招募至 DISC 上， 阻止

procaspase-8的自我剪切和激活，使caspase级联反

应不能被触发，因此，抑制Fas、TRAIL、TNF-α
等具有 FADD 环节的死亡受体介导的细胞凋亡[29]。

Fas蛋白在猪健康卵泡颗粒细胞的定位证明Fas蛋白

不参与颗粒细胞的凋亡[5]。在猪健康卵泡颗粒细胞

中cFLIPs与cFLIPL的 mRNA高度表达，表明cFLIPs

与 cFLIPL 能阻断Fas凋亡途径，抑制了猪健康卵泡

颗粒细胞的凋亡[30]。但Matsua-Minehata等[31]在猪健

康卵泡颗粒细胞中检测到的结果显示，除了cFLIPL

的 mRNA 和蛋白高表达外，cFLIPs 的 mRNA 和蛋

白在卵泡发育过程中表达量低且变化不大，故认为

cFLIPL 对猪卵泡颗粒细胞的抗凋亡作用较大。为了

验证猪的cFLIPs 和 cFLIPL对卵泡颗粒细胞的抗凋

亡作用，他们向JC-410 细胞系中注入猪cFLIP 的

siRNA，结果cFLIPs 和 cFLIPL 的表达被抑制，颗

粒细胞生存能力显著下降[32]。Matsuda 等[33]向 KGN

细胞系中注入 cFLIP 的 siRNA，抑制其蛋白的表

达，结果procaspase-8的活性增加，引起颗粒细胞

的凋亡，加入caspase-8 的抑制剂Z-IETD-FMK 抑

制了由 cFL IP 沉默引起的颗粒细胞的凋亡，说明

cFLIP可抑制procaspase-8的裂解和活化，从而阻

断由Fas 通路引起的颗粒细胞凋亡。

6　小结与展望

颗粒细胞的凋亡是一个多因素参与的复杂过

程，凋亡相关蛋白通过参与凋亡途径中信号的转导

来抑制或促进细胞凋亡。细胞凋亡可被两条不同的

途径激活：死亡受体途径和线粒体途径。死亡受体

途径起始于死亡受体与配体的结合，形成 DIS C，

募集procaspase-8并自身裂解成有活性的caspase-8

激活下游酶的级联反应。线粒体途径是由凋亡刺激

因素诱导细胞色素C 的释放并参与形成凋亡体。两

条凋亡途径最终都激活caspase-3，活化CAD 酶引

起凋亡。caspase家族既可参与线粒体途径又可参与

死亡受体途径。XIAP通过选择性地抑制caspase家

族来调控颗粒细胞的凋亡。cFILP 则主要通过阻断

Fas通路来抑制颗粒细胞的凋亡，但除Fas凋亡途径

以外的的作用机制及cFLIP 的调节机制尚不清楚。

颗粒细胞凋亡相关蛋白的调节机制还需要进一步的

研究，通过抑制颗粒细胞的凋亡可延缓卵泡闭锁,

治疗更年期综合征、提高体外授精和胚胎移植手术

的成功率及推迟绝经期的到来延缓衰老, 更好地应用

于人类生殖领域。
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