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摘   要：细胞外囊泡 (extracellular vesicles, EVs) 是细胞主动释放的膜结合颗粒。在原核生物和

真核生物中，EVs 被认为是细胞间进行信息交流的一种方式。EVs 具有携带蛋白质、脂质和核酸

等生物大分子的能力，可以影响亲本细胞和受体细胞的不同生理功能。其中，EVs 携带的 microRNA
研究报道最多，在生物体生理功能方面发挥着重要作用。卵泡在发育过程中，只有少数卵泡可以

充分发育、成熟、排卵，大多数卵泡在发育的不同阶段发生闭锁。在卵泡发育的整个过程中，每

一阶段的变化以及卵泡闭锁调控机制还不完全清楚。本文在总结 EVs 类型、特性、分离方法及用

途的基础上，从不同细胞因子、激素方面重点论述了卵泡液中 EVs 携带的 microRNA 是如何调控

卵泡闭锁，同时对卵泡液 EVs 携带的 microRNA 在生殖调控和生殖疾病诊断方面的研究前景进行

了展望，对于卵泡发育调控研究以及有效利用研究具有一定参考意义。 

关键词：卵泡液；细胞外囊泡；microRNA；卵泡闭锁  
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Progress in the effect of microRNA carried by extracellular 
vesicles in follicular fluid on follicular atresia 
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are membrane-bound particles actively released by cells. In 
prokaryotes and eukaryotes, EVs are effective bridges for communication between cells. EVs carry 
biological macromolecules, including proteins, lipids and nucleic acid, which affects different 
physiological functions of parent cells and recipient cells. Among them, the microRNA carried by EVs 
is the most reported and plays an important role in physiological function of organisms. During the 
development of follicles, only a few follicles can fully develop and ovulate, whereas most of them 
undergo atresia at different stages of development. In the whole process of follicular development, the 
changes at each stage and the regulation mechanism of follicular atresia are not completely understood. 
In this paper, we introduced the types, characteristics, isolation methods and uses of EVs, and 
emphasized how microRNA carried by EVs in follicular fluid regulated follicular atresia from the 
aspects of different cytokines and hormones. Additionally, the application prospect of microRNA carried 
by EVs in follicular fluid in reproductive regulation and reproductive disease diagnosis was discussed. 
This paper is significant for studying the regulation of follicular development and the effective 
utilization of oocytes. 

Keywords: follicular fluid; extracellular vesicles; microRNA; follicular atresia 

 
卵泡发育进程中，卵泡闭锁是一种重要的

生理现象。哺乳动物性成熟期后，在每个性周

期都会有大量卵泡发育，一般情况下，单胎动

物只有 1−2 个优势卵泡能够发展至成熟卵泡并

排卵，大部分卵泡会在不同的发育阶段通过细

胞凋亡而发生闭锁。卵泡闭锁的发生受多种因

素调节，已有的研究表明，颗粒细胞 (granulosa 
cells, GCs)、卵母细胞 (oocytes) 以及卵泡内膜

细胞 (theca cells, TCs) 凋亡均可导致卵泡闭锁

的发生，其中，颗粒细胞凋亡起主要作用[1-3]。 
卵泡液中含有各种营养物质、微量元素、

代谢废物、激素、生长因子以及细胞外囊泡等

成分，不同的卵泡液成分对颗粒细胞、卵母细

胞以及卵泡内膜细胞代谢、增殖和凋亡等生理

过程有不同的影响。这些成分包含有近年来研究

的 热 点 问 题 —— 细 胞 外 囊 泡  (extracellular 
vesicles, EVs)，EVs 携带大量 microRNA，这些

microRNA 在卵泡发育过程中发挥怎样的作用

和如何发挥作用，是该领域研究的关键问题，

结合本实验室卵泡液 EVs 的研究，本文现就有

关卵泡液中 EVs 携带的 microRNA 对卵泡闭锁

的研究进行了总结。 

1  卵泡液细胞外囊泡简介 
1.1  细胞外囊泡类型及其分离 

EVs 主要分为 3 种类型[4-7]：起源于内体途
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径形成的外泌体 (exosomes)；从质膜上出芽形

成的微泡 (microvesicles)；以及细胞在凋亡裂

解时释放的凋亡小体 (apoptotic bodies) (图 1)。
三种 EVs 的胞内来源不同[8]，这也预示着不同

类型的 EVs 可能执行不同的生物学功能。从细

胞膜释放后，EVs 通过细胞表面膜蛋白发挥信

息交换作用[9]，并且在细胞之间发生物质交换、

信号传导和信息传递等[10-11]。EVs 被认为可以

携带大量的生物学物质，包括蛋白质、细胞因

子 [7]、膜受体、受体配体、核酸  (如 DNA、

mRNA、长短非编码 RNA)、脂质[12]和聚糖等。

现有的 EVs 分离纯化方法主要分为两大类：传

统的超速离心方法和新方法，如微流体过滤法、

免疫吸附法以及非接触法[13]。 

1.2  卵泡液细胞外囊泡的研究 
在哺乳动物中，几乎所有体液都含有 EVs，

包括卵泡液，其与卵泡发育息息相关。先前的研

究已经成功从牛[14-16]、山羊[17]、猪[18-20]、人[21-22]、

猫[23]、马[24]等哺乳动物卵泡液中分离出 EVs。
研究表明，从不同大小的卵泡中分离出的 EVs
具有不同的特性和功能[16]。在相同的时间内，

牛颗粒细胞对小卵泡 (3−5 mm) 来源 EVs 的摄

取程度明显高于中等卵泡 (6−9 mm) 和大卵泡

(>9 mm) 的 EVs，其中，摄取时间为 24 h 的摄

取效果明显优于 2 h。来源于小卵泡、中等卵泡

和大卵泡中的 EVs 对牛颗粒细胞均具有促进细

胞增殖的作用，但是，小卵泡的 EVs 作用效果

最显著[16]。来源于小卵泡和大卵泡的 EVs 可以 

 

 
 
图 1  细胞外囊泡：生物发生与释放[7]   
Figure 1  Extracellular vesicles (EVs): biogenesis and release[7]. EVs are mainly classified in three 
subgroups: a) microvesicles/microparticles that bud from the plasma membrane; b) exosomes that are 
generated as ILVs by inward invagination of endosomes membranes giving rise to MVBs and then released 
into the extracellular space upon fusion of MVBs with the plasma membrane; c) apoptotic bodies that blebs 
from cells undergoing apoptosis. N: nucleus; ER: endoplasmic reticulum; G: Golgi complex; MVB: 
multi-vesicular body; ILV: intraluminal vesicle; Ly: lysosome; EE: early endosome. 
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促进卵丘扩张，促进小鼠和牛卵丘细胞成熟及

Ptgs2、Ptx3 和 Tnfaip6 等相关基因的表达，其

中，小卵泡的 EVs 作用效果明显优于对照组和

大卵泡组[14]。卵泡液中的 EVs 促进了卵母细胞、

颗粒细胞和卵泡中其他细胞类型之间的通讯，

其内容物 miRNA 作为调控卵母细胞的发育和

卵巢成熟的重要成分之一，在 EVs 介导的卵泡

细胞通讯中扮演着重要角色[22]。 

2  卵泡液 EVs 中 microRNA 在卵泡

闭锁中的作用 
健康卵泡外观是清澈透明的，具有完整的

颗粒细胞层，卵丘卵母细胞复合体清晰可见；

早期闭锁卵泡外观是浑浊的橙黄色，颗粒细胞

层部分破损，卵丘卵母细胞复合体不易辨认；

晚期闭锁卵泡外观是浑浊的灰色，颗粒细胞层

和卵丘卵母细胞复合体严重脱落[25]。正常生长

的卵泡通过卵泡存活因子起到促生长和抗凋亡

的作用；通过凋亡因子调控卵泡颗粒细胞和膜

细胞等凋亡，导致卵泡退化闭锁。这些因子包

括促黄体素 (LH) 和促卵泡素 (FSH)[26-27]。如

果缺少存活因子，凋亡相关信号通路被激活，

发生卵泡闭锁，此时，颗粒细胞层减少，卵母

细胞核固缩、透明带膨胀塌陷，卵泡膜细胞胞

质内出现类脂质、黄素化，构成所谓“间质腺”，
与基膜脱离后落入卵泡腔内，卵泡液被吸收，

卵泡壁塌陷。然后卵母细胞退化，颗粒细胞、

卵泡膜细胞逐渐形成纤维体，被卵泡间质吸收。

与此同时，颗粒细胞合成的雌激素减少，孕

酮增加，促性腺激素受体数目减少[25]。卵泡闭

锁可以发生在卵泡生长和发育过程的任何阶

段中，但是在排卵阶段，卵泡内细胞对凋亡信

号不敏感，所以没有发生卵泡闭锁现象。卵泡

闭锁受不同内分泌因子、旁分泌因子、细胞类

型及其状态、信号通路、热应激信号、卵巢黄

体的类型、激素、卵泡波以及微环境等调控。

但是，大部分卵泡闭锁与颗粒细胞凋亡有主要

联系[1-3]。 
microRNA 是一类由内源基因编码的长度

约为 22 个核苷酸的非编码单链 RNA 分子，它们

在动植物中参与转录后基因表达调控。每个

microRNA可以有多个靶基因，而几个microRNA
也可以调节同一个基因。这种复杂的调节网络既

可以通过一个 microRNA 来调控多个基因的

表达，也可以通过几个 microRNA 的组合来精

细调控某个基因的表达。microRNA 存在多种

形式，最原始的是 pri-miRNA，长度大约为

300–1 000 个碱基；pri-miRNA 经过一次加工后，

成为 pre-miRNA 即 microRNA 前体，长度大约

为 70–90 个碱基；pre-miRNA 再经过 Dicer 酶

酶切后，成为长约 20–24 nt 的成熟 microRNA。

已经被鉴定的 microRNAs 据推测大都是由具有

发夹结构，约 70 个碱基大小形成发夹结构的单

链 RNA 前体经过 Dicer 酶加工后生成的，有   
5′端磷酸基和 3′端羟基，大小约 21−25 nt 的小

分子 RNA 片段，定位于 RNA 前体的 3′端或者

5′端。microRNA 在细胞分化、生物发育及疾

病发生发展过程中发挥巨大作用。随着分子生

物学的发展，已经证实 microRNA 参与到多种

生物学调控中，包括细胞增殖凋亡、自噬、分

化、胚胎发育、干细胞的更新、应激反应和代

谢等 [28-33]。通过作用于翻译和转录后修饰，

microRNA 在基因表达调控中发挥关键作用[34]。

卵泡内的 microRNA 参与了原始卵泡形成、卵

泡募集和选择、卵泡闭锁、卵母细胞交流、颗

粒细胞功能和黄体化等多种卵泡内的生物进

程。在卵泡生长发育各阶段几乎都有可能出现

卵泡闭锁现象，卵母细胞的凋亡主要会导致初

级卵泡的闭锁，有时候也会伴随着卵泡细胞的
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凋亡；而颗粒细胞凋亡最有可能导致次级卵泡

和三级卵泡发生闭锁 [35]。目前研究最多的是

颗粒细胞凋亡能导致卵泡闭锁，颗粒细胞凋亡

也是导致卵泡闭锁现象最重要的原因。但是，

细胞之间的相互作用对卵泡闭锁也有很重要

的影响。同时，在卵泡液微环境中，颗粒细胞、

卵母细胞以及卵泡内膜细胞这 3 种细胞研究

最多、联系最密切。所以考虑从颗粒细胞、卵

母细胞以及卵泡内膜细胞携带的 microRNA
着手，按照不同的细胞类型，同时结合从卵巢

卵泡液分离得到的 EVs 中的 microRNA 表达

谱，介绍这些 microRNA 与卵泡闭锁发生的必

然联系。 
EVs 是存在于生物流体中的膜结合囊

泡，其携带和转移调节分子，例如 microRNA
和蛋白质，能介导细胞间通讯。卵泡液 EVs
对卵泡生长、卵母细胞发育和成熟均有重要

作用 [22,36-53]。通过鉴定人类卵泡液 EVs 中

microRNA，发现它们在人类卵泡液中具有很高

的代表性，并参与卵泡成熟。它们可能代表辅

助生殖技术中卵母细胞质量的非侵入性生物标

志物[28]，并且在不同发情周期的卵泡中，EVs
中 microRNA 含量不同[29]。总之，卵泡液 EVs
中 microRNA 参与卵泡发育，对卵泡生长具有

重要意义。 
来自于不同卵泡大小 EVs 中的 microRNA 对

卵泡的作用会随卵泡尺寸的大小改变而变化，对

细胞状态也有不同程度的影响。例如：小卵泡 EVs
中含量丰富的 microRNA 与细胞增殖通路相关，

大卵泡 EVs 中含量丰富的 microRNA 与炎症反应

通路相关[30]。除此之外，卵泡闭锁期间 microRNA
表达量会发生明显变化[31]。microRNA 在卵巢

中的表达随细胞类型、功能和发情周期的不同

而改变。已有研究证明，EVs 携带的 microRNA
在牛卵泡液中的存在，在卵泡液微环境中，卵

母细胞生长依赖于 EVs 携带的 microRNA 特征

而变化[32]。目前，已经有很多关于卵泡液 EVs
携带的 microRNA 的研究，从卵巢卵泡液中分

离 EVs 的方法也较成熟。早前已经有研究者从

卵巢卵泡液中分离得到 EVs，进而鉴定了 EVs
携带的 microRNA，通过对 EVs 进行标记，证明

卵泡内细胞能够摄取 EVs，行使相应的功能[33]。

总之，卵泡液 EVs 中 microRNA 通过作用于卵

泡内的细胞来调控卵泡闭锁。 

3  卵泡液 EVs 中 microRNA 通过卵

泡内细胞调控卵泡闭锁 
根据文献报道，本文对卵泡液 EVs 中

microRNA 参与调控卵泡闭锁主要的细胞类型

进行了总结，见图 2 和表 1。在卵泡中，颗粒

细胞是数量最多的细胞类型，在卵泡生长、发

育过程中起着至关重要的作用。颗粒细胞作为

卵母细胞营养物质的供给者，调控卵母细胞发

育和成熟。颗粒细胞凋亡是诱导卵泡闭锁的关

键原因，同时还影响卵泡数量和质量[3]。颗粒

细胞凋亡过程受多种因素的调控，microRNA 为

其中之一的调控因素 [3]。在卵泡发育成熟过程

中，颗粒细胞、卵母细胞和卵泡内膜细胞之间

是互相作用并共同调控卵泡功能，发生卵泡闭

锁。内膜是一种特殊的基质层，它包含毛细血

管，卵泡膜细胞可合成雄激素，由临近的颗粒细

胞将雄激素转化成雌二醇，为卵泡发育提供营养

物质，介导卵母细胞与颗粒细胞之间的交互作用

进而参与调控细胞凋亡和卵泡发育过程。 

3.1  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 通过颗

粒细胞调控卵泡闭锁 
关于卵泡液 EVs 携带的 microRNA 通过颗

粒细胞调控卵泡闭锁的研究总结见表 2。目前

已经有大量的研究表明，microRNA 可以调控颗

粒细胞参与卵泡闭锁。其中，miR-181b 能通过 
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图 2  卵泡液细胞外囊泡中的 microRNA 对卵泡闭锁的调节    
Figure 2  Regulation of follicular atresia by microRNAs in extracellular vesicles of follicular fluid. FF EVs: 
extracellular vesicles in follicular fluid; exosome: exosomes; MVB: multi-vesicular body; apoptotic bodies: 
apoptotic bodies; GCs: granulosa cells; oocyte: oocyte; TCs: theca cells. 
 
表 1  卵泡内细胞通过卵泡液 EVs 中 microRNA 调控卵泡闭锁 
Table 1  Cells in follicles regulate follicular atresia through microRNAs carried by extracellular vesicles in 
follicular fluid 
Cell type affected microRNA in follicular fluid EVs References 
GCs miR-155-HIFIA; miR-199a-5p; miR-222; 

miR-150; miR-378-VEGFA; miR-372; 
miR-382; miR-29; miR-375; miR-146b; 
miR-181b; miR-10a-5p; miR-26b; miR-144-5p 
miR-146a; miR-10a; miR-644-5p 

[24,31,34-50] 

Oocytes miR-204; miR-197; miR-146b; miR-30; 
miR-383; miR-2285; miR-451; miR-132; 
miR-486; miR-874; let-7c; miR-375; 
miR-24; miR-19a; miR-125b; miR-106b; 
miR-374a; miR-15b 

[15,51] 

TCs miR-199a-5p; miR-150; miR-378; miR-155; 
miR-222 

[24,31] 

 
抑制 SMAD7 基因的表达来激活 TGF-β 通路来

抑制颗粒细胞凋亡[41]。卵泡闭锁均发生在排卵

前的阶段，而在排卵前卵泡颗粒细胞中未检测

到 miR-382，但是与排卵前相比，卵泡颗粒细

胞中 miR-372 和 miR-382 水平升高[40]。这说明

miR-372 和 miR-382 可能参与了卵泡闭锁。除

此之外，miR-375 和 miR-222 参与调控颗粒细

胞凋亡[44-45]。 
内源性非编码 RNA 研究的出现，为探索卵

泡闭锁的调控机制提供了新的视角。miR-26b
通过 HAS2-HA-CD44-caspase-3 途径直接靶向

诱导颗粒细胞凋亡和卵泡闭锁[38]。HAS2 表达的
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降低是 miR-26b 促进 GC 凋亡的机制之一。而

miR-146b 是一种调控颗粒细胞功能、卵泡发育

和雌性生殖的新型表观遗传因子。通过降低

CYP19A1 表达来上调 miR-146b，从而促进猪卵

巢颗粒细胞凋亡[43]。miR-29 及其靶基因参与了卵

泡生长过程中的PI3K/AKT/mTOR和Erk1/2信号

通路[43]，其在颗粒细胞增殖、凋亡和类固醇生

成中发挥重要作用。这些结果为研究卵泡生长发

育增添了新的视角，丰富了 EVs 中 microRNA 与

卵泡闭锁相关研究。 
卵泡闭锁是结缔组织生长因子  (CTGF) 

参与的复杂精细调控的生物学过程[46-47]。在体

外上调闭锁卵泡中的 miR-10a-5p，促进颗粒细

胞凋亡。同时，在猪颗粒细胞凋亡和卵泡闭锁

过程中，还有 circRNA 调节 CTGF 通路，即

circIeRNA/miR-10a-5p/CTGF 颗粒细胞凋亡途

径，为 circRNAs 在卵巢生理功能调节中的作用

提供了新的见解。除此之外，更多更深入的研

究已经应用全基因组深度环状 RNA 测序来筛

选健康和早期闭锁的猪卵巢腔卵泡中的环状

RNA[46]，为卵泡闭锁起始阶段的转录组谱提供

了有价值的参考。 

3.2  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 通过卵

母细胞调控卵泡闭锁 
卵泡液 EVs 参与卵母细胞生长发育的信号

通路[28,53]，这与 EVs 携带的生物分子有关。最

新研究表明，卵泡液 EVs 改善了玻璃化卵母细

胞的减数分裂恢复，并可作为一种工具来改善

配子低温保存。卵泡液 EVs 能够调节卵泡生长、

卵母细胞能量代谢、卵母细胞成熟、应激反应

和细胞间的通讯[23]。这证明卵泡液 EVs 可能在

卵母细胞发育和卵泡发育状态之间发挥重要作

用，可能参加了卵泡闭锁的相关调控。 
近年来，研究人员开启了在 EVs 中携带

microRNA、siRNA、CRISPR-cas9 复合物和蛋

白质等特定分子的可能性的研究，为 EVs 存在

更多应用与功能开辟了新的前景。ANCs 与

APCs 的实验对比分析显示[15]，从 ANC 卵泡液

中分离的 EVs 中 miR-2285、miR-451、miR-132、
miR-486 和 miR-874 下调，这些 microRNA 参

与了多种途径，包括 TGF-β 信号通路，这与卵

母细胞和胚胎发育有关。miR-204、miR-197、 

 
表 2  卵泡液 EVs 中 microRNA 对颗粒细胞的调控 
Table 2  Regulation of granulosa cells by microRNA carried by extracellular vesicles (EVs) in follicular 
fluid 
microRNA Targets Function References 

miR-26b HAS2 Promote GCs apoptosis [38] 

miR-181b SMAD7 Can inhibit SMAD7 by activating TGF-β pathway inhibition, thereby 
inhibiting GCs apoptosis 

[41] 

miR-146b CYP19A1 Reduce the proliferation ability of bovine cumulus cells and significantly 
increase the rate of apoptosis of cumulus cells 

[42] 

miR-29 PTX3 Involved in the PI3K/AKT/mTOR and Erk1/2 signaling pathways, and plays 
an important role in GCs proliferation, apoptosis and steroid production 

[43] 

miR-222 THBS1 Inhibit GCs apoptosis [44] 

miR-375 BMPR2 Inhibit GCs apoptosis [45] 

miR-10a-5p CTGF Promote GCs apoptosis [46] 
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miR-146b、miR-30d 和 miR-383 在卵泡液中的

水平较低，会下调 PI3K-Akt 信号通路中的几个

基因，该信号通路与卵泡功能相关，可以控制

卵泡和卵母细胞的生长和存活[51]。因此，通过

下调 miR-204、miR-197、miR-146b、miR-30 和

miR-383，直接影响了卵泡闭锁。在不同的发情

周期阶段，EVs 携带的 microRNA 含量是不同

的[54]。生物毒性物质对卵泡闭锁有重要的影响。

最近研究发现，两种生物毒性物质邻苯二甲酸

盐和苯酚的浓度与卵巢卵泡液中 EVs 携带的  
8 种 microRNA 表达量相关，即 let-7c、miR-375、
miR-24、miR-19a、miR-125b、miR-106b、miR-374a
和 miR-15b[48]。因此，这些 microRNA 表达量

的改变也会调控卵泡闭锁，但是，其中的具体

机制还有待研究。 

3.3  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 通过卵

泡内膜细胞调控卵泡闭锁 
有研究已经证实，microRNA 可以通过卵泡

内膜细胞调控卵泡功能，进而影响卵泡闭锁。

目前相关的文献很少，仅有的文献中报道的

microRNA 如下[24,34]：miR-199a-5p、miR-150、
miR-378、miR-155 和 miR-222。目前还尚未有

更多更深入的研究去发现其中的具体作用机

制，还有待进一步探究。 
牛卵泡液健康组和卵泡闭锁组的转录组分

析发现大部分卵泡闭锁与细胞周期和 DNA 复

制有关 [55]。在卵泡闭锁时，细胞周期和 DNA
复制会停止，而不是像颗粒细胞会表现出凋亡

相关基因上调。在卵泡闭锁过程中，内膜上几

乎没有发现与细胞凋亡相关的指标。但也有研

究发现，在马卵泡内膜细胞中有两个显著上调

的转录本，分别是与排卵期间甾体样基因的转

录抑制因子有关的 NR4A2 基因和介导卵母细胞

成熟的 EREG 基因[56]。卵泡内膜细胞可以通过

与卵母细胞间的相互作用来调控卵泡闭锁。 

4  卵泡液 EVs 中 microRNA 调控卵

泡闭锁的关键途径 
4.1  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 诱导卵

泡闭锁 
卵泡液 EVs 携带的 microRNA 诱导卵泡闭

锁作用的途径通过细胞生长因子、激素以及细

胞凋亡调节系统发挥作用，详细总结见表 3 和

图 3。 
4.1.1  表皮生长因子 EGF 和转化生长因子

TGF 
表皮生长因子 EGF 是一种活性物质，主要

作用是促进皮肤细胞的增殖、分化，加速新陈

代谢。EGF 能显著促进卵泡颗粒细胞增殖和卵

母细胞成熟。EGF 能对大、中、小卵泡产生明

显作用，而其他细胞因子没有这么强的激发作

用。EGF 可以抑制大鼠颗粒细胞的卵泡刺激素 
(FSH) 和雌激素的合成，使卵泡内的雌激素和雄

激素比值下降，从而调控卵泡的闭锁[57-59]。随

着卵泡的发育与成熟，转化生长因子 α (TGF-α) 
表达逐渐减弱，协同调控卵母细胞生长、卵泡

细胞增殖分化和黄体细胞凋亡[72]。转化生长因

子 β (TGF-β) 诱导垂体分泌 FSH，它和 FSH 共

同促进卵泡发育 [73]。诸多研究表明，很多

miRNA 能调控转化生长因子表达。其中，

let-7a[57]和 let-7g[58]通过靶向 TGFBR1 和下调

TGF-β 信号通路来调节猪卵巢颗粒细胞凋亡，

诱导卵泡闭锁[60]。miR-183-96-182 簇是哺乳动

物卵巢功能所必需的多顺反子 miRNA 簇，

SMAD4 通过抑制 FoxO1，诱导 miR-183-96-182
簇抑制颗粒细胞凋亡，由 TGF-β/SMAD 信号通

路调节卵泡闭锁和雌性生殖 [61-62]。miR-361-5p
在闭锁过程中显著上调，受 SMAD4 调控后下

调。SMAD4 是 TGF-β 信号传导的中心细胞内

介质。TGF-β 信号已被认为是颗粒细胞凋亡的中
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心触发因素。SMAD4/miR-361-5p/VEGFA 调控网

络在颗粒细胞凋亡和卵泡闭锁中发挥作用[63]。

miR-181b 是一种在猪卵泡闭锁期间下调的

microRNA，下调的 miR-181b 可以抑制 SMAD7
和 TGF-β 信号通路来促进颗粒细胞凋亡[64]。据

报道，miR-29c、miR-143 和 miR-26b 也能通过

EGF 和 TGF 来调节卵泡闭锁[65-67]。骨形态发生

蛋白 15 (BMP15) 和生长分化因子 9 (GDF9) 
是 TGF-β 超家族的成员。通过自分泌和旁分泌

机制，这两种因子可以局部调节卵巢中的细胞

分化、增殖和其他功能，过表达 miR-375 后显

著增加颗粒细胞凋亡率和 BMP15/GDF9 受体的

表达，因此 miR-375 在卵泡生长、闭锁、排卵、

受精、繁殖和维持中起着至关重要的作用[45]。 
4.1.2  雄激素 

在卵泡的生长及发育过程中，雄激素具有

双重作用。适量的雄激素有利于卵泡的募集、

生长及发育，并且减少卵泡闭锁；过量的雄激

素会抑制卵泡生长，诱导卵泡凋亡和闭锁，最

终发生排卵障碍。卵巢产生雄激素是雌二醇正

常周期性分泌的必要条件，对卵泡发育具有重

要作用，还能促进颗粒细胞增殖。雄激素仅在

成熟卵泡中促进细胞凋亡和随后的卵泡闭锁，

众多研究表明雄激素与卵泡闭锁之间的机制也

可以由 microRNA 调控。其中，miR-143 通过

抑制 HSD17β4、ER1 和 PTGS2 的类固醇生成相

关基因，负向调节雌激素和雄激素，诱导细胞凋

亡和卵泡闭锁[68]。雄激素不足会降低 miR-125b 
的表达，通过核和核外信号通路来诱导卵泡闭

锁，进而增强促凋亡蛋白的表达。并且雄激素增

强 FSH 受体表达，从而促进 FSH 介导的卵泡生

长和发育[69]。除此之外，miR-23a/ miR-27a 介导

的细胞凋亡是通过 FasL-Fas 途径发生的，抑制

miR-23a/miR-27a 的表达促进颗粒细胞凋亡，诱

导卵泡闭锁[70]。miR-26a 还能通过调节促性腺

激素释放激素的分泌来诱导卵泡闭锁，但是具

体机制不清楚[71]。 

4.2  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 抑制卵

泡闭锁 
卵泡液 EVs 携带的 microRNA 抑制卵泡闭

锁的途径同样是通过激素、细胞生长因子发挥

作用，详细总结结果见表 4 和图 3。 
 
表 3  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 诱导卵泡闭锁 
Table 3  microRNA carried by extracellular vesicles (EVs) in follicular fluid induces follicular atresia 
Impact factors Targets miRNA Function References 
EGF/TGF TGFBR1 let-7a; let-7g Promote GCs apoptosis [57-60] 
 FoxO1 miR-183-96-182 cluster Promote GCs apoptosis [61-62] 
 VEGFA miR-361-5p Regulate follicular atresia and GCs apoptosis [63] 
 SMAD7 miR-181b Promote GC apoptosis [64] 
 TGFBR2 miR-29c Regulate follicular atresia and GCs apoptosis [65] 
 FSHR miR-143 Promote GC apoptosis and induce FSHR 

expression 
[66] 

 SMAD4 miR-26b Promote GCs apoptosis [67] 
Androgen H3K27me3 miR-143 Negatively regulate estrogen and androgen, 

induce GCs apoptosis 
[68] 

 AR miR-125b Promote the expression of pro-apoptotic proteins 
and enhance FSHR expression 

[69] 

Fas /FasL SMAD5 miR-23a; miR-27a Promote GCs apoptosis [70] 
GnRH Unknown miR-26a Regulate GnRH expression [71] 
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图 3  卵泡液 EVs 中 microRNA 调控卵泡闭锁    
Figure 3  microRNA carried by extracellular vesicles (EVs) in follicular fluid regulates follicular atresia. 
The green arrow and red arrow represent positive regulation and negative regulation, respectively. 
 
4.2.1  雌激素 

雌激素由雌性动物卵巢和胎盘分泌的，天

然雌激素主要是雌二醇 (E2)、雌酮、雌三醇，

其中，雌二醇生物活性最强，研究最多。目前

已经发现很多 miRNA 能调控雌激素，从而调控

卵泡闭锁。miR-1275 是猪卵巢卵泡闭锁期间差

异表达的 microRNA 之一[74]。miR-1275 通过直

接与 3′UTR 结合降低 LRH-1 的表达，阻止了

LRH-1 蛋白与 CYP19A1 启动子的相互作用，抑

制雌二醇合成，促进颗粒细胞凋亡，并导致猪卵

巢卵泡闭锁。骨髓间充质干细胞 (bone marrow 
mesenchymal stem cells, BMSCs) 衍生的外泌

体通过传递 miR-144-5p 来治疗大鼠的卵泡闭

锁，通过添加 miR-144-5p 促进大鼠卵泡数量，

增加 E2 分泌，减少颗粒细胞凋亡[75]。全基因组

分析和定量实时 PCR 显示，miR-146b 在卵泡闭

锁期间显著上调[42]。miR-146b 是一种保守且富

含卵巢的 miRNA，miR-146b 直接靶向 E2 合成

信号的关键酶 CYP19A1，调节猪的 E2 分泌、颗

粒细胞凋亡和卵泡闭锁。此外，miR-146b 与

CYP19A1 的 3′非翻译区相互作用以阻止翻译，从

而调节 CYP19A1 介导的 E2 分泌和颗粒细胞凋

亡[42]。miR-21-5p 的增加能抑制颗粒细胞凋亡、 

增加血清 E2[76]。miR-29 通过激活 PI3K/AKT/ 
mTOR 信号通路靶向 PTX3，抑制 E2 生成、抑

制 CYP19A1、CYP11A1、StAR 和 HSD3B 的表

达和抑制细胞凋亡[43]。SMAD4 诱导 CYP19A1

表达 (编码芳香酶，雌激素生物合成的关键酶)，
并且 SMAD4通过 miR-126/FSHR轴抑制颗粒细

胞凋亡和卵泡闭锁[77]。miR-222 模拟物促进雌

激素水平，抑制颗粒细胞凋亡[44]。降低 miR-205
表达能显著抑制小鼠颗粒细胞凋亡，并促进雌

激素分泌[78]。 
4.2.2  胰岛素样生长因子 (insulin-like growth 
factor, IGF) 

胰岛素样生长因子 IGF 是一种神经营养因

子，IGF-Ⅰ、IGF-Ⅱ及其各自的受体和胰岛素生

长因子结合蛋白构成了 IGF 系统。IGF 45%的分

子结构与胰岛素相似，在受体和功能方面与胰岛

素类似。胰岛素样生长因子结合蛋白 (insulin-like 
growth factor binding proteins, IGFBP) 调节 IGF
与受体结合，调节 IGF-Ⅰ的生物活性，能抑制

过多的雄激素产生，抑制卵泡闭锁[84]。IGFBP
是一种闭锁因子，能抑制颗粒细胞凋亡来抑制

卵泡闭锁[85]。miR-10b 通过 PI3K/AKT 通路和 IGF
Ⅰ调控牛颗粒细胞凋亡[79-80]。猪卵泡 miR-133a-3p
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下调会抑制 G1 和 G2/M 期的运转，以及类固醇

激素代谢，有助于颗粒细胞周期运转，减少颗

粒细胞凋亡，抑制卵泡闭锁[81]。通过磷酸肌醇

3-激酶 (PI3K) 和蛋白激酶 B (PKB/Akt) 途径，

IGF1 抑制颗粒细胞凋亡[86]。鸡萎缩的卵巢中下

调 miR-204 能通过 IGF 调控 PI3K/AKT/mTOR
通路，增强 FOXK2 表达，抑制颗粒细胞凋亡，

抑制卵泡闭锁[82]。IGF 不是单一发挥作用的，

研究发现 IGF-I、IGFBP-1、IGFBP-2、IGFBP-4、
IGFBP-5 和 IGFBP-6 能与促性腺激素互作，

IGF-I、IGFBP-1、IGFBP-2、IGFBP-3 和 IGFBP-4
能与雌激素/孕激素互作，最终调控卵泡发育和

闭锁[87]。 
4.2.3  成纤维细胞生长因子 (fibroblast growth 
factor, FGF) 

成纤维细胞生长因子 FGF 是一种多肽，由

垂体和下丘脑分泌，包括 7 个成员：hst/ks3、
bFGF、aFGF、int-2、FGF-5、FGF-6 以及 FGF-7，
它们之间的同源性达到 35%–55%，不同种属间

成纤维细胞生长因子也有很高的同源性。其中，

bFGF 主要来源于黄体细胞和颗粒细胞，能促进

颗粒细胞增殖，减少颗粒细胞凋亡，参与卵泡

发育和生长。也有研究表明，FGF 能调控颗粒

细胞状态来控制卵泡闭锁，miR-21-3p 直接靶向

FGF2，通过抑制 AKT/mTOR 信号传导来抑制

牛颗粒细胞自噬，抑制卵泡闭锁[83]。 

5  卵泡液 EVs 中的 microRNA 对于生

殖调控及其生殖疾病诊断的研究展望 
EVs 能够从其他细胞中携带和转移不同的大

分子，并通过这种方式影响受体细胞的功能。在

不同的生物大分子中，研究最多的是 microRNA。

microRNA 是一类参与基因表达调控的非编码

RNA 大家族。笔者所在实验室使用碘克沙醇密

度梯度离心法将 sEVs 进一步区分亚型，得到两

层密度不同 sEVs 亚型，分别命名为高密度细胞

外囊泡 (HD-sEVs 或 sEVs_F8) 和低密度细胞

外囊泡 (LD-sEVs 或 sEVs_F6)。笔者实验室对

卵泡液中 HD-sEVs 和 LD-sEVs 进行 microRNA
测序分析，其富集的 microRNA 见表 5，可以看

出不同 EVs 亚型之间 microRNA 差异极大。目

前，实验室正着力于研究特定 microRNA 对卵

泡发育、卵泡闭锁、颗粒细胞增殖和凋亡的影

响，部分 microRNA 的功能得到验证，为卵泡

发育机制研究提供了新的方向和认识[88]。深入

理解 microRNA 网络的作用，不仅有助于理解

颗粒细胞凋亡与卵泡发育、闭锁之间的机制， 
 
表 4  卵泡液 EVs 携带的 microRNA 抑制卵泡闭锁 
Table 4  microRNA carried by extracellular vesicles (EVs) in follicular fluid inhibits follicular atresia 
Impact factor Target miRNA Function References 
Estrogen CYP19A1 miR-1275 Inhibit GCs apoptosis and increase serum estradiol [74] 
 PTEN miR-144-5p Promote the number of follicles, increase estradiol 

secretion and reduce GCs apoptosis 
[75] 

 Smad7 miR-21-5p Inhibit GCs apoptosis and increase serum estradiol [76] 
 FSHR miR-126 Induce CYP19A1 expression [77] 
 CREB1 miR-205 Inhibit GCs apoptosis and regulate estradiol secretion [78] 
 CYP19A1 miR-10b Inhibit follicular atresia [79] 
IGF IGF1 miR-133a-3p; miR-10b Inhibit GCs apoptosis [79-81] 
 FOXK2 miR-204 Inhibit GCs apoptosis [82] 
FGF FGF2 miR-21-3p Inhibit AKT/mTOR signaling and inhibit GCs apoptosis [83] 
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表 5  牛卵泡液 EVs 亚型携带的差异 microRNA[88] 
Table 5  Differential microRNA carried by extracellular vesicles (EVs) subtypes in bovine follicular fluid[88] 
Differentially expressed 
microRNAs 

Gene ID 

sEVs_F6 bta-miR-26c; bta-let-7c; bta-let-7d; bta-let-7b; bta-miR-151-5p; bta-miR-7; bta-miR-34a; 
bta-miR-16b; bta-miR-15b; bta-miR-497; bta-miR-16a; bta-miR-125b; bta-miR-449a; 
bta-miR-204; bta-miR-574; bta-miR-127; bta-miR-3601; bta-miR-31; bta-miR-195; bta-let-7e; 
bta-miR-139; bta-miR-342; bta-miR-125a; bta-miR-30d; bta-miR-224; bta-miR-3432a; 
bta-miR-379; bta-miR-28; bta-miR-21-5p; bta-miR-455-3p; bta-miR-199b; bta-miR-145; 
bta-miR-199a-5p; bta-miR-193a-3p; bta-miR-1271; bta-miR-103; bta-miR-30e-5p; bta-miR-200a; 
bta-miR-33a; bta-miR-507b; bta-miR-362-5p; bta-miR-181b; bta-miR-339a; bta-miR-135a; 
bta-miR-340; bta-miR-153; bta-miR-491; bta-miR-196b; bta-miR-339b; bta-miR-2387; 
bta-miR-12023; bta-miR-182; bta-miR-345-5p; bta-miR-148c; bta-miR-708; bta-miR-181d; 
bta-miR-23b-3p; bta-miR-29b; bta-miR-96; bta-miR-500; bta-miR-206; bta-miR-29c; 
bta-miR-769 bta-miR-2898; bta-miR-2320-5p; bta-miR-495; bta-miR-223; bta-miR-331-3p; 
bta-miR-141; bta-miR-2284t-3p; bta-miR-1260b; bta-miR-2904; bta-miR-27a-5p; 
bta-miR-23b-5p; bta-miR-1249; bta-let-7i; bta-miR-26a; bta-miR-26b; bta-miR-98; bta-miR-374b; 
bta-miR-3604; bta-miR-411a; bta-miR-126-3p; bta-miR-10174-3p; bta-miR-99b; bta-miR-30b-5p; 
bta-miR-155; bta-miR-507-3p; bta-miR-30c; bta-miR-450a; bta-miR-451; bta-miR-17-5p; 
bta-miR-3613a; bta-miR-181a; bta-miR-151-3p; bta-miR-30a-5p; bta-miR-1; bta-miR-374a; 
bta-miR-383; bta-miR-194; bta-miR-126-5p; bta-miR-6120-3p; bta-miR-30f; bta-miR-2336; 
bta-miR-376b; bta-miR-6119-5p; bta-miR-450b; bta-miR-411b; bta-miR-505; bta-miR-411c-3p; 
bta-miR-2285bf; bta-miR-142-5p 

sEVs_F8 bta-miR-92a; bta-miR-424-5p; bta-miR-6123; bta-miR-93; bta-miR-660; bta-miR-128; 
bta-miR-19b; bta-miR-10b; bta-miR-2284y; bta-miR-335; bta-miR-380-3p; bta-miR-2284x; 
bta-let-7a-3p; bta-miR-2284ab; bta-miR-423-5p; bta-miR-1307; bta-miR-20a; bta-miR-423-3p; 
bta-miR-484; bta-miR-2299-3p; bta-miR-425-3p; bta-miR-152; bta-miR-2285av; bta-miR-130a 
bta-miR-410; bta-miR-671; bta-miR-369-3p; bta-miR-382; bta-miR-19a; bta-miR-376a 
bta-miR-2284aa; bta-miR-2483-3p; bta-miR-2284w; bta-miR-2285y; bta-miR-138; 
bta-miR-11986b; bta-miR-6522; bta-miR-6517; bta-miR-2285bc; bta-miR-760-3p; 
bta-miR-12031; bta-miR-2285ci; bta-miR-2313-3p; bta-miR-130b; bta-miR-2284h-5p; 
bta-miR-2285u; bta-miR-132; bta-miR-767; bta-miR-188; bta-miR-2285aj-5p; 
bta-miR-2285ak-5p; bta-miR-2382-5p; bta-miR-376d; bta-miR-2285bz; bta-miR-1197; 
bta-miR-2285m; bta-miR-2285p; bta-miR-2376; bta-miR-409b; bta-miR-365-5p; bta-miR-326; 
bta-miR-2382-3p; bta-miR-323b-3p; bta-miR-6536; bta-miR-3154; bta-miR-9851; 
bta-miR-2367-3p; bta-miR-656; bta-miR-20b bta-miR-2285be; bta-miR-124a; bta-miR-346; 
bta-miR-124b; bta-miR-2284m; bta-miR-12015; bta-miR-2450a 

 
也为不孕症和其他卵巢功能障碍的诊断和治疗

提供新的策略。卵母细胞-颗粒细胞-膜细胞严格

的相互作用调控卵泡的生长发育，细胞与细胞

之间通过各种分子信号作为桥梁，在卵泡液中构

建成了庞大的信息交流枢纽，其中，microRNA
的作用不可忽视。研究表明，前列腺癌细胞与

骨细胞通过 EVs 中 RNA 进行潜在交流[89]，这

些交流作用对多种信号通路具有显著影响，在

细胞内各种不同的生理过程中起调节作用，能

够作用于颗粒细胞和卵泡内膜细胞[90]，继而通

过细胞机制来调控卵泡闭锁的进程。总之，卵

泡液 EVs 中 microRNA 在卵泡液微环境中起细

胞间通讯作用[7,91]。 
从细胞释放开始，成熟的 microRNA 就参

与到细胞间的信息传递中。事实上，对卵泡液

中 EVs 的鉴定及其携带的 microRNA 的研究可
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以探索生殖疾病的诊断，为辅助生殖治疗提供

卵母细胞质量检测的生物标志物，为哺乳类动

物生殖生物学研究以及相关繁殖障碍的预警、

预防提供依据[92]。 
结合国内外研究现状和本实验室已经开展

的卵泡液细胞外囊泡的系列研究，对卵泡液 EVs

中 microRNA 参与生殖调控及生殖疾病诊断需

要开展以下工作：(1) 卵泡液 EVs 中 microRNA

与卵泡发育以及超数排卵效果的关联研究。(2) 

卵泡闭锁或者卵泡发育不良与卵泡液 EVs 中

microRNA 的关联研究。(3) 卵泡液 EVs 在卵泡

发育过程中颗粒细胞、卵母细胞以及膜间质细

胞之间互作与细胞信息传递过程中 microRNA

作用，卵泡液 EVs 中 microRNA 是如何调控细

胞通信并影响受体细胞的基因表达和功能改

变？(4) 卵泡液 EVs 中除 microRNA 以外，携

带的其他生物成分发挥了什么功能？这些成分

对卵泡闭锁、生殖调控及其生殖疾病诊断有什

么意义？(5) 卵泡液 EVs 可以穿越生物屏障，它

是否可以作为药物载体参与卵泡闭锁、生殖调控

及生殖疾病治疗？卵泡液 EVs 中 microRNA 是

否可以作为生殖疾病发病机制、诊断、预后和治

疗的生物标志物？(6) 在卵泡发育不同阶段，不

同物种间卵泡液 EVs 中 microRNA 表达谱的差

异分析以及可能参与的生殖调控通路研究等。 

理解卵泡液 EVs 发挥作用的分子和细胞机

制，了解卵泡液 EVs 中 microRNA 如何通过细

胞机制调节卵泡闭锁的发生，对于选择最佳质量

的生殖细胞具有重要的临床意义，对于畜牧繁殖

技术和人类辅助生殖技术发展具有理论指导，可

为卵泡发育调控提供新的研究方向和思路。 
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