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摘要：小鼠（Mus musculus domesticus）原始卵泡形成在出生后 3 d 内进行得最剧烈，此时有大量卵母

细胞丢失。出生后不久原始卵泡库就建立起来，新生鼠都会经历一段时间饥饿再摄入母乳营养，对出

生后的子鼠饥饿处理时，出现了自噬和凋亡的动态变化，自噬和凋亡都可以影响细胞的存活，这很可

能与卵母细胞的大量丢失有关。在本项研究中，将对照组子鼠正常母乳喂养，处理组子鼠与母鼠分开，

完全不给予母乳。分别收取饥饿 1.5 d 与 2 d 子鼠的卵巢制作电镜切片，每组 3 只子鼠，每只子鼠 3 张

电镜切片，每组共统计 9 张切片。在电镜下观察其形态变化。通过观察发现，饥饿 1.5 d 的子鼠卵巢与

正常 1.5 d 的子鼠卵巢相比，卵母细胞中的自噬小体数量显著增加。这表明，饥饿处理 1.5 d 促进了卵

母细胞的自噬，这可能有助于维持卵母细胞的形态及存活。饥饿处理 2 d 的子鼠卵巢显示出不同的结果。

饥饿 2 d 的子鼠处于生命的临界阶段，已出现小部分个体死亡。存活子鼠卵巢的电镜形态学观察发现，

与正常哺乳 2 d 的子鼠卵母细胞相比，饥饿 2 d 子鼠卵母细胞中自噬小体的数量显著减少，并出现了多

数卵母细胞凋亡的现象，出现许多凋亡小体。本实验研究结果显示，饥饿处理影响了原始卵泡形成过

程中自噬和凋亡动态变化的过程。 
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Abstract: The formation of primordial follicles in mice is most intense within 3 days after birth, and a large 

number of oocytes are lost during this period. The primordial follicle pool is established shortly after birth. 

Newborns will experience starvation for a period of time before ingesting breast milk nutrition. When mice 
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are starved after birth, dynamic changes in autophagy and apoptosis occur. Both autophagy and apoptosis can 

affect the survival of cells, which is probably related to the loss of oocytes during the formation of primordial 

follicles. In this study, transmission electron microscopy (TEM) was used to research morphological 

alterations of ovaries starved for 1.5 d and 2 d, respectively. The ovaries of the newborn mice (Mus musculus 

domesticus) were collected from mice with different treatments for making electron microscope sections. 

Electron micrographs of ovarian sections were taken by TEM. Compared with normal control oocytes (Fig. 

1a), most of the oocytes starved for 1.5 d (Fig. 1b) maintained normal cell morphology, while a large number 

of apoptotic or pre-apoptotic cells appeared in the ovaries of mice starved for 2 days (Fig. 1c), and almost no 

normal cells were observed. It was found that the number of autophagosomes in oocytes was significantly 

increased in mice starved for 1.5 days compared with the control (Fig. 2). All data were analyzed with 

GraphPad Prism software and were represent as the Mean ± SD of at least three independent experiments. 

Student's t-test was used to compare the difference between treatment group and the control. The ovaries of 

mice starved for 2 days showed evident damages to the ovary. Mice starved for 2 days were at the threshold of 

life, and a small number of individuals died. TEM morphological observation showed that compared with the 

control group, the number of autophagosomes in the oocytes of mice starved for 2 days was significantly 

reduced, and there were more signs of apoptosis in most oocytes (Fig. 3), which suggested that excessive 

starvation would cause reduced autophagy and apoptosis of a large number of oocytes. The results of this 

experiment show that starvation treatment affects the dynamic changes of autophagy and apoptosis during the 

formation of primordial follicles. 

Key words: Starvation; Oocytes; Autophagy; Apoptosis; Mice 

大量研究结果表明，卵泡发育过程中存在

自噬和凋亡的调节。哺乳动物生殖细胞的储备

是有限的，在原始卵泡形成过程中，大部分卵

母细胞随着发育的进行而消失，只有一小部分

存活下来形成原始卵泡（Melendez et al. 2003，
Wang et al. 2017）。但目前对这个过程中的调节

机制尚不清楚。自噬可以通过包裹自身蛋白质

与细胞器等进入囊泡，并与溶酶体结合形成自

噬溶酶体进而降解（Levine et al. 2015，
Chakraborty et al. 2017）。自噬可以促进细胞的

更新，累积营养物质，以更好地供应存活的卵

母细胞。饥饿处理后，许多细胞中都会发生主

动自噬。在哺乳动物中，胎儿通过胎盘从母体

获取营养，出生后从母乳中获取营养。新生动

物若经历几个小时的饥饿就足以开始自噬，以

调节细胞数量和能量平衡（Shamalnasab et al. 
2018）。凋亡也是机体自我调节的重要方式，  
其为细胞的程序性死亡。在过去的研究中，人

们普遍认为卵母细胞的丢失与细胞凋亡有关

（Maiuri et al. 2007，Bargiela et al. 2015）。本实

验用饥饿处理的方法探究原始卵泡形成过程中

卵母细胞自噬和凋亡的动态变化。以期为探究

原始卵泡形成过程中自噬和凋亡的发生提供形

态学依据。 

1  材料与方法 

1.1  小鼠卵巢样品 
本实验所用的所有小鼠（Mus musculus 

domesticus）卵巢样品都为野生型 CD1 品系，

该品系小鼠从维塔尔河实验动物技术有限公司

（中国，北京）购买，之后将购买的成年小鼠

（雄鼠和雌鼠）饲养在青岛农业大学动物科技

学院实验室小鼠房。所有动物实验均经过青岛

农业大学伦理委员会的审查和批准（批准号

2019012）。按照实验室常规饲养小鼠的方法，

将小鼠于相同条件下培养。将单只成年雌鼠于
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18:00 时放于单只成年雄鼠笼内合笼（共合笼

20 只雌鼠），于次日晨检查是否怀孕，以阴道

口出现白色栓塞为依据，见栓当日上午被认定

为怀孕 0.5 d。将怀孕雌鼠（共 15 只）均单独

放于笼内饲养，记录怀孕日期及相关数据。怀

孕母鼠（共 15 只）于怀孕 19.5 d 生产，将初

生的雌性小鼠随机分为 4 组（每只母鼠的同窝

雌性小鼠被随机分配），正常 1.5 d 组、饥饿

1.5 d 组、正常 2 d 组、饥饿 2 d 组，每组个体

数不少于 8 只（处理结束后饥饿 2 d 组 2 只小

鼠死亡）。 
1.2  小鼠卵巢取材 

每组随机取 3 只雌性小鼠一起放入培养

皿，用镊子将小鼠颈椎脱臼，用 75%的酒精喷

洗干净。用尖镊子将小鼠背部皮肤撕开，暴露

出卵巢部位。用镊子将肾后下方的卵巢与卵巢

包膜一起取出，放入显微镜下用生理盐水制成

的约 100 μl 液滴中。在显微镜下用镊子和 1 ml
注射器将卵巢包膜和其他无用组织剥离，尽可

能将卵巢外的其他组织都剥离干净。在新的生

理盐水液滴中吹洗两遍，洗去多余组织与细胞。

取出卵巢放于离心管中于﹣80 ℃保存备用。 
1.3  电镜样品处理 

将正常组和饥饿组小鼠的卵巢用生理盐水

洗净后，用锋利的刀片轻轻将卵巢切成小于

1 mm3 的小组织块，放于事先配好的 1 mol/L
磷酸缓冲戊二醛固定液中，在 4 ℃固定 2 h 以

上。固定好后，从 4 ℃冰箱内取出小块样品用

磷酸盐缓冲液漂洗 3 次，每次约 15 min。之后

将组织块进行梯度脱水，30%、50%、70%、90%、

95%、100%的乙醇中分别脱水 15 ~ 20 min， 
100%的乙醇中再脱水 15 ~ 20 min，之后入体积

比为 1︰1 的 100%乙醇与 100%丙酮混合液中

15 ~ 20 min，100%的丙酮中两次，分别 15 ~ 
20 min。脱水之后用树脂渗透，先置于体积比

2︰1 的比例配制的 100%丙酮和 Epon812 溶液

中，室温放置 3 ~ 4 h。再于体积比 1︰2 比例

的 100%丙酮和 Epon812 中，室温处理样品 3 ~ 
4 h。再用纯包埋剂处理 2 次，每次处理 3 ~ 4 h，

之后用包埋模具包埋。烘箱提前预热至所需温

度，37 ℃烘箱内固定 12 h，转移至 45 ℃烘箱

内固定 12 h，再放入 60 ℃烘箱固定 48 h 。送

青岛农业大学中心实验室切片，切片完成后用

2%的盐酸双氧铀染色 20 min，柠檬酸铅染色

15 min ，后用 HT7700 透射电子显微镜

（HITACHI，Tokyo，Japan）观察切片。 

2  实验结果 

2.1  饥饿对子鼠卵母细胞形态的影响 
与 1.5 d 的正常组卵母细胞（图 1a）相比，

饥饿 1.5 d 的大部分卵母细胞（图 1b）维持正

常的细胞形态。可见细胞呈现圆形或微椭圆形，

形态饱满，胞质均匀。核较大，居中或稍偏一

侧，呈现圆形。无非正常染色质聚集现象。与

2 d 的正常组卵母细胞（图 1c）相比，饥饿 2 d
的子鼠卵巢出现大量凋亡和凋亡前期细胞，几

乎无正常形态细胞。部分细胞处于凋亡前期，

细胞体积变小，细胞形态发生改变，形状不规

则，细胞膜完整，但部分出现发泡现象，染色

质浓缩，出现边缘化。大部分细胞处于凋亡后

期，细胞形成凋亡小体，核膜裂解，染色体出

现分离。 
2.2  饥饿 1.5 d 小鼠卵母细胞自噬小体增加 

自噬小体是由双层膜的吞噬泡不断延伸，

将需要吞噬的细胞器包裹起来，然后双层膜闭

合形成一个闭合的、圆形的小体（图 2a）。随

后，自噬小体与细胞内溶酶体融合形成自噬溶

酶体，在这个过程中，自噬小体的膜被降解，

降解后无双层膜，表现为单层膜包裹着被降解

的各种物质（图 2a）。与 1.5 d 的正常组卵母细

胞（图 2b）相比，饥饿 1.5 d 后，自噬小体的

数量显著增加，证明在适度的饥饿刺激后，卵

母细胞的自噬增加（图 2c，d）。 
2.3  饥饿 2 d 小鼠卵母细胞自噬小体减少、凋

亡小体增加 
饥饿 2 d，与正常组相比，卵母细胞中自噬

小体数量显著减少（图 3）。凋亡时，细胞体积

首先缩小，细胞膜皱缩并发生内陷，将胞质分 
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图 1  饥饿处理对卵母细胞形态的影响 

Fig. 1  Effect of starvation on oocyte morphology 

a. 1.5 d 正常子鼠卵母细胞；b. 饥饿 1.5 d 子鼠卵母细胞；c. 2 d 正常子鼠卵母细胞；d. 饥饿 2 d 子鼠卵母细胞。 

a. Oocyte in 1.5 d normal mouse; b. Oocyte in 1.5 d starved mouse; c. Oocyte in 2 d normal mouse; d. Oocyte in 2 d starved mouse. 

 

 
 

图 2  饥饿 1.5 d 对小鼠卵母细胞中自噬的影响 

Fig. 2  Effect of starvation for 1.5 days on autophagy in mouse oocytes 

a. 自噬小体和自噬溶酶体；b. 正常 1.5 d 小鼠卵母细胞中的自噬小体；c. 饥饿 1.5 d 小鼠卵母细胞中的自噬小体；d. 正常 1.5 d 小鼠与

饥饿 1.5 d 小鼠卵母细胞中自噬小体数统计，**表示二者差异极显著（P < 0.001）。 

a. Morphology of autophagosome; b. The autophagosomes in oocyte from 1.5 d normal mouse; c. The autophagosomes in oocyte from 1.5 d 

starved mouse; d. The number of autophagosomes in 1.5 d nomal mouseand 1.5 d starved mouse, **The difference was extremely significant, P < 0.001. 

A. 自噬溶酶体；B. 自噬小体 A. Autophagolysosome; B. Autophagosome 
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图 3  饥饿 2 d 对小鼠卵母细胞中自噬和凋亡的影响 

Fig. 3  Effect of starvation for 2 days on autophagy and apoptosis in mouse oocytes 

a. 正常 2 d 卵母细胞中的自噬小体；b. 饥饿 2 d 卵母细胞中的自噬小体；c. 正常 2 d 卵母细胞形态；d. 饥饿 2 d 卵母细胞形态；e. 正常

2 d 小鼠与饥饿 2 d 小鼠卵母细胞中自噬小体数统计，**表示二者差异极显著（P < 0.001）。 

a. The autophagosomes in oocyte from 2 d normal mouse; b. The autophagosomes in oocyte from 2 d starved mouse; c. Morphology of oocyte 

from 2 d normal mouse; d. Morphology of oocyte from 2 d starved mouse; e. The number of autophagosomes in 2 d nomal mouseand 2 d starved 

mouse, **The difference was extremely significant, P < 0.001 

B. 自噬小体；C. 凋亡小体；D. 空泡 B. Aautophagosome; C. Apoptosis body; D. Physalides 

 
割开并包裹胞质，被包裹的胞质中含有细胞器

和 DNA 物质，形成许多凋亡小体。饥饿 2 d
的卵巢中正常细胞形态的卵母细胞数显著减

少，多数卵母细胞凋亡，形成大量形状不规则

的凋亡小体（图 3c，d）。由此可知，在饥饿到

接近生命临界值时，大多数卵母细胞自噬减少，

而凋亡增加。 

3  讨论 

哺乳动物原始卵泡库一旦形成，其中的原

始卵泡在每个发情周期逐次离开并成熟，这种

循环一直持续到生殖周期的结束。由于原始卵

泡库中的原始卵泡数目随着排卵周期逐渐减

少，因此雌性哺乳动物生殖寿命主要取决于原

始卵泡库内原始卵泡的数目，而原始卵泡的数

目主要取决于围产期前后原始卵泡形成过程，

因为在原始卵泡形成过程中，有将近三分之二

的卵母细胞丢失（Morita et al. 1999，Pepling et 

al. 2001）。因此原始卵泡形成过程中卵母细胞

的丢失更是研究热点（Gebremedhn et al. 
2015）。对于卵母细胞的丢失，很长一段时间认

为与细胞凋亡有关，近几年也有学者提出自噬

可能也参与其中，但具体调节机制尚不清楚。

之前主要有两种观点，一种是认为饥饿会导致

卵母细胞凋亡的增加，进而导致卵母细胞丢失

（Amaravadi et al. 2007）。另一种观点是，体外

剥夺营养数小时后，对卵巢进行检测发现，卵

母细胞中自噬增加，并且原始卵泡形成增加

（Ratts et al. 1995）。而本实验发现，在饥饿过

程中，自噬和凋亡存在一个动态变化的过程，

这个过程也许就是影响原始卵泡形成的重要因

素。本研究发现了这个过程的重要转折点为初

生小鼠饥饿 1.5 d。在饥饿时间为 1.5 d 时，自

噬小体的数量显著增多，自噬水平出现显著增

加，卵母细胞形态保持良好，几乎无凋亡细胞

形态。这意味着自噬很可能维持了卵母细胞的
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存活，或抑制卵母细胞向凋亡方向发展。这些

自噬的卵母细胞被分解成各种营养组分，为存

活的卵母细胞更好地发育提供了物质保障

（Ireland et al. 2008，Watanabe et al. 2020）。随

着饥饿持续，自噬的主导作用逐渐减弱，过度

营养剥夺使卵巢自噬作用无法维持细胞存活，

进而使凋亡作用成为主导因素。饥饿 2 d 时，

机体达到生命的临界阶段，少量个体死亡，存

活个体的卵巢内大量细胞发生凋亡。这可能极

大程度减少了卵母细胞数量，影响原始卵泡的

形成。本研究为将来探究原始卵泡形成过程提

供了在自噬和凋亡方面的形态学依据，有利于

进一步研究卵母细胞自噬和凋亡的作用机制。

另外由于新生儿营养供给方式由胎盘转变为母

乳，期间总是需要有一段时间，本实验以期为

新生儿营养供给方式转变时，饥饿的最适时间

提供实验数据的支持。 
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