
书书书

曲小露，施振旦，李　辉．一种优化的猪卵泡颗粒细胞分离方法及验证［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（２３）：１９０－１９４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１９．２３．０４５

一种优化的猪卵泡颗粒细胞分离方法及验证

曲小露１，２，施振旦２，李　辉２

（１．吉林农业大学动物科技学院，吉林长春１３０１１８；
２．江苏省农业科学院畜牧研究所／动物品种改良与繁育重点实验室，江苏南京２１００１４）

　　摘要：目前，进行体外研究的卵泡颗粒细胞主要通过抽取卵泡液的方式获得。而笔者前期研究发现，通过该方式
获得的颗粒细胞贴壁率低且活力差。为解决该问题，在抽取方式的基础上采用 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液对细胞进行进
一步纯化，并通过ＣＣＫ－８、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ、免疫荧光染色、ＱＲＴ－ＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ等方法分别对纯化细胞的形态、增殖能力、
激素分泌相关受体（ＦＳＨＲ、ＬＨＣＧＲ）和基因（ＣＹＰ１９Ａ１、ＣＹＰ１１Ａ１、ＳｔＡＲ）的表达及激素分泌情况进行检测。结果发现，
经纯化的细胞贴壁能力、细胞形态和增殖能力明显改善，且各激素分泌相关基因都有表达；Ｅ２分泌量明显提高，而Ｐ４
分泌明显降低。研究结果表明，经ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液纯化后的猪卵泡颗粒细胞中黄体化的颗粒细胞被大部分清
除，纯化后的细胞活力更好且更能体现出颗粒细胞的特性。
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　　颗粒细胞存在于卵泡中，处于膜细胞与卵子之间，具有将
膜细胞所合成的雄激素转化成维持卵子发育和发情所必需的

雌激素的功能，同时组成了维持卵子发育的良好微环境［１－３］，

并且可通过微绒毛为卵母细胞提供营养支持。因此，颗粒细

胞功能不良将直接影响卵子的发育潜能，并必将抑制动物的

繁殖性能。前人研究发现，颗粒细胞的凋亡可导致卵泡闭

锁［４］，而其功能受损将抑制其雌激素的分泌［５］。因此颗粒细

胞是研究卵泡发育及内分泌的重要细胞模型。

目前，科研中用到的颗粒细胞普遍采用体外分离培养的

方式获得［６］，而体外分离培养的细胞状态将直接影响后续试

验及其结果的可靠性。因此，获得活力好的猪颗粒细胞对研

究猪繁殖内分泌的调控机制具有重要意义。颗粒细胞的体外

分离培养方法目前主要有剖切刮取和针头抽吸分离２种，而
后者的应用更为普遍，该方法操作简便，主要通过短时间沉

淀，弃去大的细胞团块、组织块和卵丘卵母细胞复合体

（ｃｕｍｕｌｕｓｏｏｃｙｔｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，简称ＣＯＣ）后，经离心 －清洗等步
骤获得相对纯净的颗粒细胞。闫益波等研究发现，剖切法和

抽吸法分离猪卵巢颗粒细胞的方式各有优劣，其中抽吸法能

够更快速获得猪颗粒细胞［７］。除上述方法外，也有研究者通

过ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液进行了人颗粒细胞的分离并进行
相关试验检测，如 Ｃｈｉｌｖｅｒｓ等在 ２０１２年用 ＰＥＲＣＯＬＬ和
ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液分别进行了人颗粒细胞的分离，通过
比较发现采用 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液分离的颗粒细胞纯度
好于ＰＥＲＣＯＬＬ［８］。目前，尚未有采用ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液

对猪颗粒细胞进行分离纯化的相关报道。

在前期大量试验中发现，虽然抽吸法可以快速获得大量

颗粒细胞，但是获得的细胞性能不稳定，主要表现在细胞贴壁

数量少、活力差等方面。为解决该问题，本试验拟在抽吸法的

基础上，进一步采用ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液以密度梯度离心
的方式对通过抽吸卵泡液获得的细胞进行纯化，旨在获得更

加纯净、活力更好的猪卵泡颗粒细胞，为后续的试验开展提供

更好的细胞模型。

１　材料与方法

本试验于２０１８年５—７月在江苏省农业科学院畜牧研究
所动物品种改良与繁育重点实验室进行。

１．１　材料
猪卵巢取自江苏省南京市当地屠宰场１８０日龄左右的健

康商品母猪。收集卵泡发育好的卵巢，置于３７℃盛有含２％
青链霉素的生理盐水的保温杯中，于２ｈ内带回实验室。

ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液购自上海优宁维生物科技股份有
限公司，细胞总ＲＮＡ提取试剂盒购自北京天根生物科技有限
公司，酶联免疫法测雌二醇、孕酮检测试剂盒购自北京北方生

物技术研究所有限公司，反转录相关试剂购自上海皓嘉科技

发展有限公司，青链霉素、ＤＮＡ提取试剂盒、０．２５％无 ＥＤＴＡ
胰酶购自北京全式金生物科技有限公司，荧光定量 ＰＣＲ试
剂、ＦＩＴＣ标记羊抗兔二抗购自上海翊圣生物科技有限公司，
抗ＦＳＨＲ和抗ＬＨＣＧＲ抗体购自爱必信（上海）生物科技有限
公司，ＣＣＫ－８、蛋白裂解液、ＢＣＡ法测蛋白、羊抗兔ＨＲＰ标记
二抗购自碧云天生物技术有限公司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＰＢＳ购自南
京维森特生物技术有限公司，胎牛血清购自 Ｇｉｂｉｃｏ。阴性对
照细胞３Ｄ４／２１猪肺泡巨噬细胞由笔者所在实验室保存。
１．２　方法
１．２．１　猪卵泡颗粒细胞的分离与培养　用３７℃无菌生理盐
水冲洗卵巢３～４次后，用灭菌纱布拭干卵巢表面水分，选取
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直径为３～６ｍｍ的卵泡，用１０ｍＬ注射器配１０号针头抽取
卵泡液（注意避开血管）。

传统分离方法：将上述操作收集的卵泡液在 ３７℃ 条件
下水浴静置 ５ｍｉｎ，收集上清分装到 １５ｍＬ离心管中，于
１２００ｒ／ｍｉｎ离心机中离心２ｍｉｎ。弃掉上清，将收集到的细
胞用ＰＢＳ重悬清洗２～３次，用含１０％ ＦＢＳ，２％青链霉素的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬细胞，用台盼蓝染色计数后调整细胞
密度至１×１０６个／ｍＬ，并置于温度为３７℃、ＣＯ２浓度为５％
的条件下培养。

ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离方法：将收集的卵泡液装入１５ｍＬ
离心管中，在 ３７℃条件下水浴静置 １５ｍｉｎ，弃上清后，于
１２００ｒ／ｍｉｎ离心机中离心２ｍｉｎ。弃掉上清，将沉淀重悬后
转移至装有ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液中的１５ｍＬ离心管中（轻
轻沿管壁滴加至ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液上层，注意不要打破
液面）。轻轻转移至水平转子离心机中，在４０００ｒ／ｍｉｎ下离
心３０ｍｉｎ。待细胞分层后，将中层悬浮层细胞吸出转移至新
的１５ｍＬ无菌离心管中，于１２００ｒ／ｍｉｎ下离心２ｍｉｎ，去除
ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液后，加入不含 ＥＤＴＡ的０．２５％胰酶消
化２ｍｉｎ，使细胞团分散成单个细胞。用含有１０％胎牛血清
的培养基终止消化，然后在１２００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，将收集
的细胞用ＰＢＳ清洗２～３次后，用含１０％ ＦＢＳ、２％青链霉素

的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基重悬细胞，用台盼蓝染色计数后调整细
胞密度至１×１０６个／ｍＬ，并置于温度为 ３７℃、ＣＯ２浓度为
５％的条件下培养。
１．２．２　细胞形态观察　细胞贴壁培养２４ｈ后，去除ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基，用磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗去未贴壁细胞后在
倒置显微镜下观察２种分离方法所分离到的细胞状态差异并
拍照记录。

１．２．３　细胞活力测定　将分离出的细胞按１０４个／孔的密度
接种至９６孔板中，分别在培养２４、４８、７２ｈ后，按说明书向每
孔中加入１０μＬＣＣＫ－８，继续培养２ｈ后用酶标仪在４５０ｎｍ
波长下测吸光度，后根据吸光度作细胞增殖曲线。

１．２．４　ＱＲＴ－ＰＣＲ检测激素分泌基因ＦＳＨＲ、ＬＨＲ、ＣＹＰ１９Ａ１、
ＣＹＰ１１Ａ１、ＳｔＡＲ的表达　细胞培养２４ｈ后弃去上清，用细胞
总ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ后，进一步用反转录试
剂盒制备ｃＤＮＡ。根据所得 ｃＤＮＡ进行 ＱＲＴ－ＰＣＲ。反应体
系为ＳＹＢＲ／ＲＯＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１０μＬ，上下游引物各
０．４μＬ，ｃＤＮＡ模板１μＬ，灭菌双蒸水８．２μＬ。反应的条件为
预变性：５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ；变性：９５℃ １５ｓ，退火、延
伸：６０℃ １ｍｉｎ，循环数为 ３６个。根据获得的 ＣＴ值，用
ＧｒａｐｈＰａｄ软件进行作图。所用引物序列见表１。同时进行电
泳检测。

表１　试验所用的引物

基因 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
产物长度

（ｂｐ）

β－Ａｃｔｉｎ ＸＭ＿００３３５７９２８．２ Ｆ：ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣ；Ｒ：ＧＧＣＧＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣ ６０ ２０１
ＳｔＡＲ ＡＹ３６８６２８．１ Ｆ：ＣＡＴＴＡＣＣＡＴＣＴＡＣＴＣＣＣＡＧＣ；Ｒ：ＡＡＣＣＣＧＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴＧＴＣＡＧ ６０ １０９
ＣＹＰ１１Ａ１ ＢＸ６７４０７１ Ｆ：ＡＧＡＣＡＣＴＧＡＧＡＣＴＣＣＡＣＣＣＣＡ；Ｒ：ＧＡＣＧＧＣＣＡＣＴＴＧＡＣＣＡＡＴＧＴ ６０ １２０
ＣＹＰ１９Ａ１ ＮＭ＿２１４４３１．１ Ｆ：ＧＣＴＧＣＴＣＡＴＴＧＧＣＴＴＡＣ；Ｒ：ＴＣＣＡＣＣＴＡＴＣＣＡＧＡＣＣＣ ６０ １８７
ＦＳＨＲ ＮＭ＿２１４３８６．３ Ｆ：ＧＣＣＣＡＧＡＡＣＴＡＡＡＡＣＡＣＡＡＴＧ；Ｒ：ＴＡＴＡＧＡＣＡＡＧＴＡＡＣＣＧＴＣＡＧＣ ６０ １０７
ＬＨＣＧＲ ＪＮ１２０７９７．１ Ｆ：ＴＣＡＡＧＣＣＧＡＡＣＴＴＴＡＴＡＧＡＣＧ；Ｒ：ＡＴＧＴＧＧＴＣＡＡＣＴＴＣＡＡＴＧＴＧＧ ６０ １０１

１．２．５　免疫荧光染色法检测ＦＳＨ受体的表达　细胞在培养
２４ｈ后，弃掉培养基，用ＰＢＳ彻底清洗后，加入４％多聚甲醛，
在 ４℃ 冰箱中固定３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ清洗３遍（每次１０ｍｉｎ）
后，加入０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００透化 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ３遍
（每次１０ｍｉｎ）后，用５％牛血清蛋白（ＢＳＡ）室温封闭１ｈ，用
抗ＦＳＨＲ的抗体４℃ 孵育过夜。一抗孵育结束后，用ＰＢＳ清
洗３遍（每次１０ｍｉｎ），室温孵育羊抗兔二抗１ｈ，用ＰＢＳ清洗
３遍（每次 １０ｍｉｎ）后，滴加 ４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚
（ＤＡＰＩ）避光孵育５ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤４次后，在荧光显微镜下
观察染色结果并拍照记录。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测激素分泌相关基因ＦＳＨＲ、ＬＨＣＧＲ和
ＳｔＡＲ的表达　采用上述 ２种方法分离的细胞在贴壁培养
２４ｈ后，弃掉培养基，用预冷的ＰＢＳ冲洗细胞２次，彻底弃净
液体。在冰上向细胞板上的细胞孔中加入配置好的裂解液工

作液１２０～１５０μＬ／孔使之与细胞充分结合，静置５ｍｉｎ。用
细胞刮刀将蛋白工作裂解液回收至１．５ｍＬ离心管内，混匀后
冰上静置５～１０ｍｉｎ，在１２０００ｒ／ｍｉｎ下低温离心５ｍｉｎ，回收
上清获得总蛋白，进一步用ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）时统一上样量为３０μｇ。ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ结束后，通过湿法转印将蛋白转印至聚偏二氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜上。转膜结束后将 ＰＶＤＦ膜取下浸入５％脱脂奶

粉中封闭１ｈ，然后分别经过一抗室温孵育２ｈ－彻底洗涤 －
二抗室温孵育１ｈ－彻底洗涤后，将Ｐｒｏ－ｌｉｇｈｔＨＲＰ化学发光
检测试剂均匀滴加到膜的蛋白面侧，用保鲜膜塑封后，放入

Ｉｍａｇｅ－ＱｕａｎｔＬＡＳ４０００化学发光成像系统中检测目的蛋白
ＦＳＨＲ、ＬＨＣＧＲ和ＳｔＡＲ的表达情况，并拍照记录。
１．２．７　不同分离方法获得的细胞分泌Ｅ２和Ｐ４状况检测
１．２．７．１　雌二醇（Ｅ２）测定　将分离的细胞接种至１２孔板
中，预先培养细胞２４ｈ后，含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２
培养基，添加０．１μｍｍｏｌ／Ｌ雄烯二酮的培养液继续培养２４ｈ。
培养结束后收培养液，在１２０００ｒ／ｍｉｎ下低温离心 ５ｍｉｎ除
去细胞碎片，回收上清，并用 ＰＢＳ溶液１∶５进行稀释，利用
Ｅ２定量测定试剂盒（北京北方生物），采用酶联免疫竞争法
检测细胞培养液中 Ｅ２含量。与此同时收集细胞，提取总
ＤＮＡ，通过将测定的细胞培养液中的 Ｅ２含量除以总 ＤＮＡ的
量进行均一化处理，以消除细胞数量差异带来的试验误差。

１．２．７．２　孕酮（Ｐ４）测定　将分离的细胞接种至１２孔板中，
预先培养细胞２４ｈ，更换新的培养液继续培养２４ｈ后回收培
养液，在１２０００ｒ／ｍｉｎ下低温离心５ｍｉｎ除去细胞碎片，回收
上清，并用ＰＢＳ溶液１∶５进行稀释，利用Ｐ４定量测定试剂盒
（北京北方生物技术研究有限公司）检测细胞培养液中 Ｐ４含
量。与此同时收集细胞，提取总 ＤＮＡ，通过将测定的细胞培
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养液中的 Ｐ４含量除以总 ＤＮＡ的量进行均一化处理，以消除
细胞数量差异带来的试验误差。

２　结果与分析

２．１　不同分离方法所获细胞形态分析
颗粒细胞分离培养是一种常规技术，目前采用的传统分

离方法虽然可获得数量可观的细胞沉淀，但是其混有大量的

细胞组织碎片和血细胞，导致细胞不纯。传统分离方法所获

得的细胞沉淀外观呈淡粉红色，表明有红细胞残留；而通过

ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ法分离的颗粒细胞均悬浮于分离液之上，血
细胞和组织碎片因密度较大而沉积在分离液的底部，获得的

细胞无红细胞污染（图１－Ａ）。吸取中间悬浮细胞层，采用
胰酶消化成单个细胞并贴壁培养２４ｈ，观察发现，相对于传统
分离方法，在接种相同数量细胞的情况下，通过 ＦＩＣＯＬＬ－
Ｐａｑｕｅ法获得的细胞贴壁率高且细胞形态饱满、立体感强（图
１－Ｂ）。

２．２　细胞增殖检测
细胞增殖能力是反映细胞活力的直观标准。为检测通过

２种分离方法获得的细胞增殖能力，采用 ＣＣＫ－８方法进行
了检测，测定各培养时间的培养液吸光度，以培养２４ｈ时的
吸光度为参照进行比较。结果（图２）发现，通过传统分离方
法获得的细胞增殖能力较弱，经过７２ｈ的培养，细胞增殖较
慢，而通过ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ法获得的细胞经７２ｈ培养后，细
胞增殖３倍。表明ＦＩＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ法在分离活力较好的细胞
时有明显优势。另外，相关研究认为，卵泡液中残留的血细胞

等可能会影响细胞的增殖能力［９－１０］。为避免该问题，对分离

的颗粒细胞进行进一步纯化是必需的。

２．３　与激素分泌相关基因的表达检测
颗粒细胞是激素分泌的关键细胞。在卵泡期，膜细胞合

成的雄激素主要在 ＦＳＨ作用下转变为雌激素，在此过程中
ＦＳＨＲ和ＣＹＰ１９Ａ１发挥重要作用。ＬＨ峰后排卵，同时颗粒
细胞开始黄体化，逐步减少雌激素分泌，转而分泌孕酮。在此

期间，ＬＨＣＧＲ接受到 ＬＨ的信号后，将合成孕酮的原料胆固
醇在 ＳｔＡＲ的协助下从线粒体外膜转移至内膜，并在
ＣＹＰ１１Ａ１和ＨＳＤ－３β的作用下加工成孕酮。因此，为满足孕
酮的分泌，颗粒细胞必须表达 ＬＨＣＧＲ、ＳｔＡＲ和 ＣＹＰ１１Ａ１等基

因。此外，颗粒细胞又分为壁颗粒细胞和卵丘细胞。因卵丘

细胞不表达ＬＨＣＧＲ，不能接受ＬＨ的信号［１１］，所以，在体外试

验中常做区分。在本研究中，为检测所分离的细胞的确是壁

颗粒细胞，对ＦＳＨＲ、ＬＨＣＧＲ、ＳｔＡＲ、ＣＹＰ１９Ａ１、ＣＹＰ１１Ａ１基因进
行了检测。从图３－Ａ可以看出，采用 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ方法
和传统方法分离的细胞均表达了上述各基因（ＣＴ值均在３０
以下），而作为空白对照的猪肺泡巨噬细胞３Ｄ４／２１中各基因
扩增的 ＣＴ值均在３４以上，可视为不表达。同时对采用传统
方法和 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ方法分离的颗粒细胞中上述各基因
的表达进行了电泳分析（图３－Ｂ）。为证明所分离的细胞在
蛋白水平上表达了ＦＳＨＲ，采取免疫荧光染色的方法对 ＦＳＨＲ
在细胞中的表达进行了检测，结果发现，２种方法所分离的细
胞均表达了ＦＳＨＲ（图３－Ｃ）。另外进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
的方法检测与激素分泌相关的基因的表达情况。结果发现，

相对于猪肺泡巨噬细胞３Ｄ４／２１，ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ方法分离的
颗粒细胞在蛋白水平全部表达（图３－Ｄ）。
２．５　雌激素和孕酮分泌的检测

颗粒细胞的最主要功能是激素的分泌。卵泡期颗粒细胞

主要分泌雌激素，而黄体化的颗粒细胞停止雌激素分泌，转而

分泌孕酮。因此，可通过检测细胞培养液中雌激素和孕酮的

分泌水平来判定细胞的状态。本研究采用ＥＬＩＳＡ分析了２种
分离方法所分离的颗粒细胞培养液中２４ｈ内的激素累积量，
并通过ＤＮＡ的量进行均一化处理。结果发现，采用ＦＩＣＯＬＬ－
Ｐａｑｕｅ法分离的细胞单位雌二醇分泌量高于传统方法；相反
孕酮的分泌量明显低于传统方法（图４）。从该结果可以看
出，传统方法分离的颗粒细胞中含有部分已经黄体化的细胞，

而经ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ方法纯化后，可明显清除该部分细胞。

３　讨论

颗粒细胞是研究卵巢类固醇激素生成和卵泡发育时最常

用的一种细胞，在雌二醇、孕酮的生成和卵子的发育中起到重
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要作用。随着卵泡的发育，颗粒细胞的形态和功能发生改

变［１２］。邻近排卵期时，颗粒细胞会慢慢黄体化，大量分泌孕

酮，停止或者少量分泌雌二醇［１３－１４］。为了研究与颗粒细胞雌

二醇分泌相关的调控机制，需用到雌二醇分泌高峰期的颗粒

细胞，然而在前期的研究中发现，采用传统分离方法获得的细

胞并不能满足试验的需求。因此需要优化分离方法，为颗粒

细胞的体外研究提供更好的细胞模型。

本研究在传统分离方法的基础上，采用 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ
分离液进一步纯化的方式分离猪卵泡颗粒细胞。ＦＩＣＯＬＬ－
Ｐａｑｕｅ分离液是高分子量蔗糖聚合物和泛影酸钠混合溶液，
作为密度梯度介质可通过简单快速离心程序从血液中有效提

取高纯度的活单核细胞，此前已有多篇成功分离单核巨噬细

胞的报道［１５－１７］，有关学者尝试用其分离人颗粒细胞［１８－１９］，并

取得了较好的效果。本研究率先将该方法应用于猪颗粒细胞

的分离，结果发现，通过该方法分离的细胞不但贴壁率大大提

高，而且细胞状态优于传统方法。另外，进一步采用 ＣＣＫ－８
方法对细胞的活力进行检测发现，经 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液

纯化过的细胞增殖能力明显强于普通方法所分离的细胞。虽

然都表达了与激素分泌相关的基因，但是进一步的激素测定

结果显示，经ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液纯化过的细胞单位孕酮
分泌量明显低于传统方法分离的细胞，但是雌激素的分泌量

却相反。因此该结果从侧面证实有些猪卵巢颗粒细胞已经开

始黄体化，而经 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离后可清除该部分细胞。
相关报道认为，在抽吸的卵泡液中残留有一定数量的红细胞

和白细胞［９－１０］。因此，除了细胞自身黄体化的原因外，卵泡

液中的残留物也可能是影响所分离的颗粒细胞状态和活力的

重要因素。

本研究发现，传统分离方法所获得的细胞多为单细胞，而

其中贴壁好且活力好的细胞多为细胞团；相反经 ＦＩＣＯＬＬ－
Ｐａｑｕｅ方法分离的细胞中细胞团居多，这也是在实际操作中
进行胰酶消化的原因。这种现象提示，卵泡中颗粒细胞功能

的维持可能需要细胞间的互作和连接。黄明宇等认为，细胞

间互作可以控制细胞存活、凋亡、迁移、增殖和分化等基本细

胞功能［２０］，而细胞间互作可通过细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｍａｔｒｉｘ，简称ＥＣＭ）以及旁分泌、自分泌和直接的细胞 －细胞
接触实现［２１］。直接的细胞间接触是由间隙连接、小蛋白质隧

道组成［２２］。间隙连接通信是细胞培养中细胞通信的重要组

成部分，它由连接蛋白、小质膜蛋白组成，它们形成蛋白质隧

道，形成连接２个相邻细胞的间隙连接［２３］。前人研究发现，

颗粒细胞在卵泡期的信号和物质共享需要胞间连接分子

ＣＸ４３的参与，而黄体化后ＥＣＭ可发生重构，同时胞间连接也
会削弱［２４－２５］。本试验通过 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ方法分离的细胞
多以细胞团的形式存在，该现象也恰好说明分离的细胞间互

作强；而传统方法获得的细胞多以单细胞形式存在，说明通过

这种方式分离的细胞，由于接近黄体化，而导致细胞间的互作

差。然而目前产生此种现象的分子机制尚未明晰，还需今后

进一步开展这方面的研究。

本研究在传统方法基础上，采用 ＦＩＣＯＬＬ－Ｐａｑｕｅ分离液
成功分离到了较纯的猪卵泡颗粒细胞，并通过试验进一步证

明了通过该方法分离的细胞贴壁率、增殖能力要优于传统方

法，为今后的试验提供了较好的细胞模型。
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