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摘  要: 细胞外囊泡 (Extracellular vesicles，EVs) 是指细胞分泌的双层膜转运囊泡。EVs 能从细胞中摄取大分子

物质，并将其转移至受体细胞。在这些大分子物质中，研究最多的就是 microRNA (miRNA)。miRNA 是一种参与

基因表达调控的非编码 RNA，已证实在哺乳动物卵泡液 EVs 中有不同的非编码 RNA 存在，EVs 携带 miRNA 可

以作为自分泌和旁分泌的替代机制，影响卵泡发育。文中系统介绍了 EVs 的种类、特征和分离鉴定方法，重点

综述了 EVs 及携带的 miRNA 对卵泡发育的作用，包括早期卵泡发育、卵母细胞成熟、卵泡优势化以及对颗粒细

胞功能的影响。同时对卵泡液中EVs及其携带的 miRNA的未来研究进行了展望，为卵泡液中 EVs及携带的 miRNA

功能的研究及应用提供了思路和方向。 
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Abstract:  Extracellular vesicles (EVs) refer to bilayer membrane transport vesicles secreted by cells. EVs can take 

macromolecules from cells and transfer them to receptor cells. Among these macromolecular substances, the most studied are 

microRNAs (miRNAs). miRNA is non-coding RNA involved in the regulation of gene expression. It has been confirmed that 
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there are different non-coding RNAs in mammalian follicular fluid EVs. EVs carrying miRNA can act as an alternative 

mechanism for autocrine and paracrine, affecting follicular development. This paper systematically introduced the kinds, 

characteristics and methods of isolation and identification of EVs, focusing on the effects of EVs and miRNAs on follicular 

development, including early follicular development, oocyte maturation, follicular dominance and effects on granulosa cell 

function. At the same time, the authors prospected the future research of EVs and microRNAs in follicular fluid, and provided 

ideas and directions for the research and application of EVs and miRNA functions in follicular fluid. 

Keywords:  follicular fluid, extracellular vesicle, microRNA, follicular development 

细胞外囊泡  (EVs) 是指细胞内携带的大分

子物质转运至细胞外发挥生物学功能的双层膜囊

泡。EVs 的释放和摄取是细胞间通讯的新机制，

其分离纯化及内容物 (主要组成物质) 功能的研

究已成为现代生物技术领域研究的一个热点。 

卵巢是雌性哺乳动物的生殖器官，其一个重

要功能是产生卵泡和维持卵泡发育，卵泡发育到

足够大小排出成熟卵子，进行后代繁殖。卵泡发

生的过程涉及体细胞与卵母细胞之间广泛的细胞

间通讯，卵泡膜细胞、颗粒细胞和卵母细胞在整

个卵泡生长和成熟过程中分泌多种因子，这些因

子对卵泡发育至关重要。卵泡液中存在 EVs，并

对卵巢功能产生深远影响。EVs 中含有一些重要

的 miRNA，它可以在卵母细胞和周围的体细胞之

间穿梭。目前对 EVs 中的 miRNA 在卵泡发育和

卵母细胞成熟中的具体作用机制还知之甚少，但

最近的研究清楚地表明，EVs 及其内 miRNA 可以

影响卵泡的发育和卵母细胞的成熟。文中对卵泡

液中 EVs 和 miRNAs 进行了总结，重点介绍了其

调控卵泡发育及相关生物学功能的最新发现，以

期为相关领域研究的同行提供参考。 

1  细胞外囊泡概述 

1.1  细胞外囊泡的种类和特征 

EVs 是由原核生物和真核生物释放的膜结构

囊泡[1-3]，包含多种生物活性分子——蛋白质、脂

质和 RNA[4-5]。EVs 已被证明含有蛋白质、脂质 

(特别是高水平的鞘磷脂)、DNA 和各种 RNA，包

括 mRNA 和非编码 RNA (miRNA、circRNA 和

lncRNA 等)[6]。EVs 膜上存在多种蛋白质，包括

四跨膜蛋白 (CD63、CD9、CD81 等)、热休克蛋

白 (Hsp70) 和糖磷脂酰肌醇锚定蛋白等[7-10]。研

究者已经分别从精液、附睾、输卵管、子宫液和

卵泡液中分离出了 EVs[11-14]。EVs 在大小、分子

含量、生物遗传起源、性质和生物活性方面均具

有高度异质性。 

EVs 是细胞外生物流体中发现的所有类型的

囊泡 的统称 [15] 。 EVs 的 种类主要 包括微 泡 

(Microvesicle)、外泌体 (Exosome，EXO) 和凋亡小

体。微泡也被称为脱落囊泡，是细胞激活、损伤

或凋亡后从细胞膜脱落的小囊泡。微囊泡生物发

生涉及大分子运输到质膜、膜脂质的重新分布，

以及表面的机械收缩以允许囊泡释放。由于微泡

是通过从质膜出芽形成的，分子直径可达 100–   

1 000 nm[16-18]。外泌体与微泡相似，也是膜包围

的小泡，但外泌体储存在多泡体 (Multivesicular 

body，MVB) 中，当 MVB 与质膜融合时，这些

外泌体又释放到细胞外环境中[19] (图 1)。外泌体

直径为 50–150 nm，尺寸分布较均匀，在电子显

微镜下呈现出均一的、茶托状结构[16] (图 2)。凋

亡小体是细胞凋亡后期释放至胞外微环境的微

粒，富含死细胞碎片特有的凝聚 DNA。凋亡小体

尺寸分布不均匀，直径为 800–5 000 nm[6,20-22]。由

于微泡、外泌体和凋亡小体存在尺寸范围的重叠，

提取到的囊泡通常尺寸不均匀且难以区分其不同

亚型，因此将所分离得到的囊泡统称为 EVs。 

EVs 对受体细胞的作用方式包括表面上的分

子通过粘附到受体细胞表面的脂质和配体上，使

整个囊泡内化到受体细胞中，或 EVs 的膜与受体

质膜融合，从而将内容物释放入受体细胞，实现 
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图 1  细胞外囊泡的释放 

Fig. 1  Release of extracellular vesicles. EVs are 
secreted by cell A to cell B. a: release of microvesicle. b: 
release of exosomes. 
 

 
 

图 2  外泌体的典型特征[25] 

Fig. 2  Typical characteristics of exosomes[25]. (A) 
Scanning electron microscope image. (B) Transmission 
electron micrograph. (C) Frozen electron micrograph. (D) 
Atomic force microscopy.  
 

与受体细胞的信息传递[6,23]。通过上述方式，EVs

中的 mRNA 和 miRNA 可以转移到靶细胞[24]，说

明这些囊泡能够远距离运输并与靶细胞之间进行

信息交换。 

1.2  细胞外囊泡的分离纯化与鉴定  

1.2.1  细胞外囊泡的分离纯化 

EVs 存在于不同器官或者组织的体液中，这

些生物液体含有多种非囊泡性大分子结构，可能

会对 EVs 的分析结果产生影响。因此，EVs 分离

纯化非常重要。现有的分离纯化方法主要包括传

统的高通量方法 (如超速离心、密度梯度离心、

沉淀法、分子排阻法、场流分级法) 和新方法 (如

微流控法、非接触法、免疫吸附法)。 

超速离心是分离 EVs 最常用的传统方法[26]。

先用细胞碎片在低离心力  (300×g) 去除细胞和

细胞碎片，再用高离心力 (100 000×g) 对 EVs 进

行沉淀和浓缩[27]。超速离心法是现在最广泛使用

的“金标准”，适用于从大量样品中纯化 EVs。密

度梯度离心是基于超速离心的、更严格的形式，

密度梯度离心根据 EVs 的密度 (1.15–1.19 g/mL) 

将其进一步纯化[28]。在该方法中，含有不同尺寸

的囊泡和大分子的样品层叠在梯度的表面上，其

密度从顶部到底部逐渐增加。在离心过程中，不

同的分子以不同的速率沉淀在梯度中，该方法被

认为产生更高纯度的 EVs。Li 等改良了密度梯度

离心法实现了 EVs 与非囊泡颗粒分离，回收率更

高、纯度更高，并且结构和功能保持更好[29]。 

除超速离心和密度梯度离心之外，沉淀法 (商

业试剂盒) 和尺寸排阻色谱法也较为常用。商业试

剂盒会降低 EV 的水合作用从而引起沉淀，沉淀的

EVs 产品可以通过低离心力分离[30]。但这种试剂盒

还会产生非均相聚合物颗粒，对于 EVs 而言缺乏特

异性。尺寸排阻色谱法通过凝胶过滤不同大小的分

子，从而根据分子尺寸将 EVs 和其他分子分离[31]。

该分离方法最近已应用于囊泡分离，从而从复杂的

生物介质中产生纯化的 EV。具体应用时，应考虑

若干因素，包括介质类型、孔径和 EVs 与介质之间

的相互作用等，以提高分离的效率和分辨率。 

新的分离纯化方法主要有微流体过滤法、非

接触法和免疫亲和富集法等。与传统方法相比，这

些新方法所需样本量较少，且所需时间较短[25]。 

1.2.2  细胞外囊泡的纯度鉴定 

在 EVs 的纯度鉴定方面，其常用的检测方法

主 要 包 括 透 射 电 镜 法 、 纳 米 粒 径 分 析 法 

(Nanosight)、Western blotting、流式细胞术法等。 
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其中，透射电子显微镜分辨率较高，能够观

察到 EVs 典型的结构 (均一的、茶托状结构)[28]。

此外，扫描电子显微镜、低温电子显微镜原子力

显微镜 [28]等均可显示出典型的 EVs 的形态。

Nanosight 可反映 EVs 的粒径分布，用于确定粒子

的浓度和粒度分布。光束用于照射样品中的颗粒，

当粒子散射光并经历布朗运动时，摄像机记录  

每个粒子的路径以确定平均速度和扩散率，从而

得出其浓度和粒径分布 [32]。EVs 蛋白评估  (如

Western blotting) 用于证明样品中 EVs 相关的靶

蛋白 (如 CD63 和 TSG101 等) 的存在[33]。虽然该

方法耗时较长，但可以对样品中靶蛋白定性，从

而鉴定 EVs 纯度。流式技术能够实现高通量、单

颗粒，同时检测多个参数[28]，是目前最有潜力应

用于临床的外泌体分析技术。 

1.3  细胞外囊泡内容物及其对卵泡发育的作用 

来自供体细胞的携带有生物活性分子的 EVs

可利用体液到达靶细胞并递送其内容物。EVs 可

以作为蛋白质和脂质传递的载体，是细胞间运输

和通讯的一种重要机制。尽管如此，目前对 EVs

介导的细胞间通讯的了解仍然有限，许多问题尚未

解决。在其他细胞模型中，已经证明 EVs 能够转

移 miRNA、mRNA、线粒体 DNA 和蛋白质[34–36]。 

研究表明，EVs 可以分泌多种细胞因子[37]。

而细胞因子是卵巢生理学的关键调节因子，特别是

与卵泡发生和排卵有关，细胞因子发挥多种生物学

功能，从而建造支持卵泡发育的环境。某些细胞因

子如 TGF-β 超家族成员，能够参与卵泡发生的所

有阶段[38]。但是，细胞因子及其相互作用的研究

仍不完整，细胞因子调控卵泡发育的研究还比较匮

乏，EVs 中细胞因子对卵泡发育的作用研究仍存在

很大挑战。 

对于 miRNA 调控卵泡发育的研究则较为丰

富，miRNA 对人类和其他物种卵泡发育的调控作

用至关重要。牛动情周期第 7 天从属卵泡和优势

卵泡的颗粒细胞 miRNA 表达模式显示颗粒细胞

miRNA 的表达可能与牛动情周期早期卵泡期的

卵泡募集、选择和优势化相关[39]。对牛大卵泡和

小卵泡中颗粒细胞 miRNA 的表达比较，显示大

卵泡中富含的 miRNA 参与卵泡细胞增殖、类固

醇生成，从而预防因黄体退化引起的早产[40]。因

此，miRNA 可随卵泡发育阶段的不同而表现出差

异表达，从而参与卵泡发育调控。 

EVs 和 miRNA 代表了一种细胞间通讯的新

机制，即细胞可以通过 EVs 传递 miRNA。有研究

者分别收集了人血浆与卵泡液中的 EVs，并统计

了两者之间差异表达的 miRNA，该研究结果显

示，人类卵泡液中与血浆相比上调的 37 种 miRNA

在卵泡液中上调，且其中 32 个 miRNA 由外泌体

携带[41]。da Silveira 及其同事在马卵泡液中对 EVs

进行了鉴定 [42]。Sohel 等从牛卵泡液中分离出

EVs，并证明 EVs 能够转运 miRNA，且生长卵母

细胞和成熟卵母细胞的卵泡液 EVs miRNA 差异

表达[43]。另有研究者证明了 EVs 存在于牛卵泡液

中，且随着卵泡大小的变化，卵泡液所含的 EVs 

miRNA 存在动态变化，即随着卵泡直径的增加，

5 种 miRNA (miR-204、miR-92b、miR-328a-3p、

miR-424-3p 和 miR-450a) 的表达显著增加；2 种

miRNA (miR-19a-3p 和 miR-335) 表达显著减  

少[44]。除此之外，牛卵泡液中的外泌体和非外泌

体转运均对卵母细胞发育产生重要影响，这些影

响是通过一系列 miRNA 起作用的[43]。 

2  细胞外囊泡中的 miRNA 在卵泡发育中

的作用 

细胞外囊泡中含有 miRNA，其中某些 miRNA

参与卵泡发育过程[44-45]。文中对已经公开发表的、

已证实存在于 EVs 的 miRNA 及其对卵泡发育的

作用进行了总结 (表 1)，并对其作用机制进行了

概述 (表 2)。以下将进行详细探讨。 
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表１  细胞外囊泡中的 miRNA 在卵泡发育中的作用 

Table 1  Role of miRNAs in extracellular vesicles in follicular development 

Function miRNA in follicular fluid EVs References 

Formation and development of 
primordial follicle  

miR-143; miR-145 [46], [48] 

Oocyte development and follicular 
dominance 

miR-145; miR-132;  
miR-378; miR-21; 

[43,48], [43–44,63], [49,51], [43,49] 

Granulosa cell proliferation and 
apoptosis 

miR-145; miR-21; 
miR-26b 

[52–53], [54–55], [56,58–59] 

Granulosa cell steroidogenesis miR-378; miR-132 [51–60], [62] 

 
表 2  细胞外囊泡中 miRNA 的作用机制 

Table 2  Action mechanism of miRNAs in extracellular vesicles 

miRNA 
Site of 

expression 
Target Function Species Reference 

miR-143 Granulosa cells cyclin b1; cyclin d2; 
cyclin e2; cdk4, 
cdk6 

Inhibiting the proliferation of granulosa cells 
and destroying the formation of primordial 
follicles 

Mouse  [46] 

miR-145 Granulosa cells cgfbr2; acvrib; klf4 Inhibiting of target gene tgfbr2 expression and 
downstream Smad signaling pathway to inhibit 
primordial follicle development and maintain 
dormancy of primordial follicle pool; 
down-regulating the ability to reduce oocyte 
growth; targeting acvrib inhibiting granulosa cell 
proliferation; targeting klf4 to protect granulosa 
cells Oxidative stress-induced apoptosis 

Mouse [48,52–53] 

miR-378 Granulosa cells cyp19a1 Inhibition of COC expansion and oocyte 
maturation; 
Inhibition of cyp19a1 expression leads to a 
significant decrease in estradiol secretion 

Pig [51] 

miR-132 Granulosa cells nurr1 Inhibition of nurr1 to significantly promotes 
the expression of Cyp19a1 and estradiol. 

Mouse [62] 

miR-21 Granulosa cells smad7 Targeting smad7 to block granulosa cell 
apoptosis 

Mouse and 
rat 

[54–55] 

miR-26b Granulosa cells has2; smad4 Targeting has2 gene to promote apoptosis of 
granulosa cells; targeting smad4 to 
down-regulation the anti-apoptotic bcl-2 gene 
and promote granulosa cell apoptosis 

Pig [56,58–59] 

 
 

2.1  细胞外囊泡中的 miRNA 影响原始卵泡的

形成和发育 

牛卵泡液 EVs 中含有多种 miRNA，并且

miRNA 的种类和数目随着卵泡直径的增加有着

显著差异。研究分析大、中、小卵泡 (大卵泡直

径>9mm，中卵泡直径 6–9 mm，小卵泡 3–5 mm) 

miRNA 含量的不同，发现在小卵泡中 miR-143 的

表达量是大卵泡中表达量的 2 倍以上[44]。在此之

前，研究者探究了 miR-143 在小鼠卵巢原始卵泡

形成期间的表达和功能。从受精后 15.5 d 到产后

4 d，miR-143 表达在原始卵泡形成期间持续增加。

进一步的研究表明，miR-143 通过抑制前颗粒细
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胞的增殖和下调与细胞周期相关的基因  (cyclin 

b1、cyclin d2、cyclin e2) 和蛋白激酶基因 (cdk4、

cdk6) 的表达来抑制原始卵泡的形成[46]。 

Andade 及其同事研究了牛卵泡中 miRNA 的

来源，主要涉及细胞和 EVs 这两种来源，其中，

miR-145 主要存在于卵丘-卵母细胞复合物分泌的

EVs 中，而未在颗粒细胞分泌的 EVs 中发现[47]。

有研究者分析了新生小鼠卵巢中 miRNA 的表达

模式，鉴定了在 3 日龄和 5 日龄小鼠的卵巢之间

丰度差异显著的 24 种 miRNA，结果显示 48 个信

号转导途径受上调的 miRNA 调节，29 个途径受

下调的 miRNA 调节，并建立了 TGF-β 信号通路

相关基因的 miRNA-mRNA 调节网络，在参与该

途径的 miRNA 中，选择 miR-145 用于进一步分

析。使用 RNA 拮抗剂 (AT) 组中原始卵泡的平均

卵母细胞直径显著高于 AT 阴性对照 (AN) 组，

而 AT 组中生长卵泡的平均卵母细胞直径小于 AN

组。同时，研究显示 miR-145 AT 显著降低卵泡发

育相关基因 (zp1、zp2 和 zp3) 的 mRNA 表达水

平，表明 miR-145 的下调降低了卵母细胞生长的

能力。miR-145 的增加会导致靶基因 tgfbr2 的表达

降低和下游 Smad 信号传导途径的抑制，以抑制原

始卵泡发育的起始并维持原始卵泡池的休眠[48]。

小鼠上 miR-145 的下调使原始卵泡数量显著减少

和卵泡生长增加，在有腔卵泡的卵泡液 EVs 中的

miR-145 是否也有相似的作用，从而调控原始卵

泡的形成和发育以及有腔卵泡的发育，目前还不

得而知。 

2.2  细胞外囊泡中的 miRNA 影响卵母细胞发

育和卵泡优势化 

在早期卵泡发育中，存在于卵丘-卵母细胞复

合物分泌的 EVs 中的 miR-145 除了表现出对原始

卵泡池的抑制之外，还在牛的优势卵泡和从属卵

泡中表现出差异表达，在从属卵泡中含量更高。

miR-145 在卵母细胞的生长期表现出较大的转录

活性，这就暗示其与卵泡发育和优势化有关[43]。

而在分子水平上，使用 miR-145 RNA 拮抗剂 (AT) 

组显著降低了小鼠卵泡发育相关基因 (zp1、zp2

和 zp3) 的 mRNA 表达水平[48]，表明 miR-145 的

下调降低了卵母细胞生长的能力，miR-145 与卵

泡的发育和优势化密切相关。 

除了 miR-145 以外，miR-212、miR-132、

miR-224、miR-378 和 miR-21 均在马优势卵泡和

从属卵泡中差异表达，且在从属卵泡中，miR-145、

miR-132 和 miR-378 的水平更高[43,49-50]。其中，

miR-132 能在牛颗粒细胞分泌的 EVs 中检测到[47]。

MiR-132 在牛大卵泡 (直径>9 mm) 细胞外囊泡

的含量是小卵泡 (直径 3–5 mm) 的 17 倍[44]。 

在牛卵泡液 EVs 中，miR-378 随着卵泡增大

含量降低，小卵泡 (直径 3–5 mm) 中的含量是大

卵泡 (直径>9 mm) 的 2 倍以上[44]，且从属卵泡

的含量显著高于健康生长的优势卵泡[43]。未排卵

卵泡的 miR-378 水平较高，而 IGF1 水平较低[49]。

在卵丘卵母细胞成熟期间，卵丘细胞中 miR-378

的过度表达削弱了与卵丘扩张相关基因 (has2、

ptgs2) 和 卵 母 细 胞 成 熟 相 关 基 因  (cx43 、

adamts1、pgr) 的表达[51]。上述结果表明，在卵

丘细胞中，miR-378 的表达能够抑制卵丘卵母细

胞复合体的扩张和卵母细胞成熟。 

与 miR-378 类似，随着卵泡的增大，牛卵泡

液 EVs 中 miR-21 的含量也逐渐降低[44]，且同样

地，在牛从属卵泡与未排卵卵泡中 miR-21 含量居

高，优势卵泡中含量较低[43]。 

综上所述，卵泡液 EVs 中存在 miR-145、

miR-21、miR-132 和 miR-378，与优势卵泡相比

这 4 种 miRNA 均在马的从属卵泡中含量较高。但

用排卵剂量的 hCG 处理优势卵泡得到黄体化卵泡

后，miR-132 和 miR-21 含量均大幅上升，更有趣
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的是，pten、btg2、rasa1 和 mecp2 等基因在黄体

化卵泡中含量与优势化卵泡相比则大幅降低[49]。

这几种基因与上述 miRNA 是否存在靶向关系从

而调控马卵泡发育和优势化还不清楚。 

2.3  细胞外囊泡中的 miRNA 影响颗粒细胞功能 

2.3.1  细胞外囊泡中的 miRNA 影响颗粒细胞增

殖和凋亡 

颗粒细胞的增殖与凋亡对卵泡发育至关重

要，EVs 及其内部的 miRNA 对颗粒细胞增殖与凋

亡有重要影响。miR-145 存在于牛卵泡液 EVs 中[47]。

对小鼠的研究表明，miRNA-145 靶向 acvrib，通

过调节 Tgf-β 信号通路，抑制颗粒细胞增殖[52]。

除此之外，miR-145 还可保护小鼠颗粒细胞免受

氧化应激诱导的细胞凋亡。体外实验证明，H2O2

处理 KGN 细胞和小鼠颗粒细胞显著下调了

miR-145 表达，而 miR-145 过表达可以减弱 H2O2

诱导的颗粒细胞凋亡[52]。此外，小鼠上的研究也

证明，miR-145 通过靶向 klf4 保护颗粒细胞免受

H2O2 诱导的细胞凋亡[53]。总之，miR-145 在小鼠

上通过靶向 acvrib 调控 Tgf-β 信号通路，抑制颗

粒细胞增殖，通过靶向 klf4 保护颗粒细胞免受氧

化应激诱导的细胞凋亡从而防止卵泡闭锁异常，

并可改善卵巢功能。 

牛 卵 泡 液 细 胞 外 囊 泡 中 已 证 明 含 有

miR-21[43]。在小鼠上也证明，miR-21 被确定为增

殖性颗粒细胞向终末分化的黄体细胞转变所需的

重要因子，小鼠 miR-21 的敲除导致排卵率下降，

颗粒细胞中 miR-21 的缺失促进了细胞凋亡，而

miR-21 的表达增加则对细胞凋亡具有保护作   

用[54]。在大鼠中，去甲肾上腺素 (NE) 以剂量依

赖性方式调节初级颗粒细胞中 miR-21 的表达，

miR-21 参与 NE 介导的大鼠颗粒细胞凋亡，并通

过靶向 smad7 阻断颗粒细胞凋亡[55]。上述研究均

证明了 miR-21 在小鼠和大鼠颗粒细胞中有抗细

胞凋亡作用。 

牛卵泡液细胞外囊泡中也证明同时表达

miR-26b[43]。透明质酸合成酶 2 (HAS2)-透明质酸 

(HA)-CD44-Caspase-3 途径参与哺乳动物的颗粒

细胞功能的调节，miR-26b 靶向 has2 基因调控

HAS2-HA-CD44-Caspase-3 信号通路进而促进猪

颗粒细胞凋亡[56]。同样地，miR-26b 调节猪颗粒

细胞凋亡还有其他途径。Smad4 是转化生长因子

β1 (Tgf-β1) 信号通路的中枢介质，与哺乳动物的

生殖能力和卵巢卵泡的发育密切相关，smad4 的

敲 低 增 加 了 GCs 的 凋 亡 [57] 。 有 研 究 发 现

miRNA-26b 靶向 smad4 基因的 3′非翻译区，抑制

了 smad4 mRNA 和蛋白质水平，促进颗粒细胞凋

亡[58]。以上研究表明了 miR-26b 可通过调控 Tgf-β

信号传导途径中 Smad4 的表达而在颗粒细胞中具

有促凋亡作用。另外研究者针对健康卵泡，早期

闭锁和已经闭锁的猪卵泡构建 miRNA 表达谱，

并选择和分析差异表达的 miRNA，发现在猪卵泡

闭锁期间上调的 miR-26b 通过靶向 atm (Ataxia 

telangiectasia-mutated gene) 增加了 DNA 断裂的

数量并促进了颗粒细胞的凋亡 [59]。但是这些

miRNA 是否来源于猪卵泡液 EVs，还有待于进一

步证实。 

2.3.2  细胞外囊泡中的 miRNA 影响颗粒细胞类

固醇生成 

颗粒细胞类固醇生成对卵泡发育至关重要。

有研究表明，miR-378 在小卵泡 EVs 中的含量是

大卵泡的 2.4 倍，且随着卵泡增大而逐渐减少[44]。

体外过表达和抑制实验表明，猪 miR-378 通过靶

向 cyp19a1 的 3′ UTR 内的特定位点，降低猪颗粒

细胞中 Cyp19a1 蛋白表达和雌二醇产生，卵丘细

胞中的 Cyp19a1 表达也被 miR-378 抑制，导致雌二

醇产生显著降低[60]。Cyp19a1 3′ UTR 中的 2 个结合

位点被鉴定并确认为猪 miR-378 的结合位点[51,60]。 
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MiR-132 存在于牛颗粒细胞分泌的 EVs   

中[43-44]，可以对颗粒细胞类固醇生成产生重要影

响。Nurr1 是一种抑制 Cyp19a1 表达的孤核受   

体[61]。对小鼠的研究证明，nurr1 是 miR-132 的

直接靶标，miR-132 通过抑制 nurr1，显著促进

Cyp19a1 的表达和雌二醇的分泌[62]。 

3  EVs 未来研究展望 

EVs 及其携带的 miRNA 已证明在卵泡发育

过程中发挥了重要作用，其调控关系较为复杂。

但是，对于卵泡液中 EVs 及携带的 miRNA 的功能

研究还较为匮乏。现根据国内外研究现状和本实验

室开展的工作，对卵泡液 EVs 及携带的 miRNA 的

相关研究提出以下研究内容和研究方向：(1) 卵泡

液中的 EVs 如何有选择性地随着卵泡发育摄取有

利于卵泡发育的 miRNA 和其他内含物，影响卵

母细胞发育进程和质量。(2) 不同物种卵泡液 EVs

特异性 miRNA 的筛选和鉴定以及作用途径的研

究。(3) 卵泡液中 EVs 特异性 miRNA 在卵泡发育、

卵泡优势化以及卵母细胞成熟过程中是否是通过

进入卵泡不同受体细胞发挥多种生物学功能？(4) 

卵泡液 EVs 及携带的 miRNA 的作用调控机制以

及涉及的相关信号通路的研究。(5) 卵泡液 EVs

其他内容物对卵泡发育的作用研究。卵泡液 EVs

是否可以通过携带的其他内容物，如蛋白质、脂

质体、lncRNA、circRNA 等影响卵泡发育以及卵

母细胞成熟等功能。(6) 卵泡液 EVs 其他内容物

与卵泡液中 EVs miRNA 的互作研究。卵泡液中存

在 EVs 还有特异性的蛋白质和其他成分，这些成

分与 miRNA 如何互作、如何协同发挥作用也是

未来需要研究的内容和关注的重点。(7) 动物体

激素、抗原、细胞因子以及其他外源性的物质是

否对卵泡液 EVs 的成分和功能产生影响？如何发

挥作用和调控？ 

由于 miRNA 与靶基因间相互作用的复杂性以

及不同物种间 miRNA 作用途径的差异性，卵泡液

EVs 及携带 miRNA 的功能研究任重而道远。但充

分认识卵泡液 EVs 及携带的内容物对卵泡发育的

作用、提高卵母细胞质量、充分利用家畜卵巢资源

以及提高人类辅助生殖水平将有重要意义。 
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