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小鼠卵母细胞体外 自发成熟与成熟抑制的研究 ①

陈 勇 ② 夏国良 苏友强 傅国栋
中国农业大学生物学院

摘 要 本实验建立 了昆明 白小 鼠卵丘
一

卵母细胞复合体
、

自然裸卵 〔 和裸卵 种细胞模 型
,

并观察其在体外培养时 卵母细胞 的成熟情况
。

种细胞模型在 培养液中 自发成熟时
,

其卵母细胞生发

泡破裂 主要发 生在 培养后 一
。

培养至
, 、

和 的 发生率分别为
,

和
,

和 间 差异显著 尸
。

中卵母细胞的第一极体 主要集中

在 排 出 时
,

为
,

主要在 排 出 时
, ,

而 在培养

内很少有 排 出
。 ·

厂 ‘次黄嚓吟 能显著抑制体外培养的
,

和 的

发生 和 的排出
。

当卵母细胞从有腔卵泡释放人不含 的环境
,

然后再放人含 的环境时
,

不可

逆地启动了一部分卵母细胞减数分裂 的恢复
。

说明 ①卵丘细胞对卵母细胞 的发生和 的排出有促

进作用 ② 可 以抑制卵母细胞体外成熟
。
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自从 年 和 发现将兔的有腔卵泡 中的卵母细胞分离出来并在体外

培养时可 以 自发成熟这一事实 以来
,

人们在卵母细胞体外成熟方面作了大量的研究工作
。

已成

功地从多种哺乳动物有腔卵泡中释放出
,

然后在体外培养条件下使其成熟
。

这种方法获

得的成熟卵母细胞可 以受精及完成其后 的一系列发育
。

通过去除 的卵丘细胞获得的
,

在体外 自发成熟后同样可 以受精及完成其后的发育川
。

从腔前卵泡通过卵泡成熟培养可

以获得能够在体外 自发成熟的 或
。

以上都是研究卵母细胞成熟及其调控机制的有

效细胞模型
。

但一般认为
,

从卵泡中释放出来的 自然裸卵 发生 后很少排出第一极

体
,

即细胞质不能成熟川
。

近年来
,

国内外学者在卵母细胞成熟方面的研究很多
,

并得到不少有意义的结果
,

但系统

地研究昆明白小鼠的各种卵母细胞培养模型的工作较少
。

昆明白小鼠是我国 自己培育的一种

很好的实验动物
,

对其卵母细胞成熟的研究
,

无论在科研实践或经济效益方面都具有重要 的意

义
。

本研究旨在建立昆明白小鼠的
,

和 种卵母细胞体外培养模型
,

为进一步研究

卵母细胞体外成熟的调控机制奠定一定的基础
。

材料与方法

材料

培养基
、

丙酮酸钠
、

次黄嗦吟 购 自 公司
,

牛血清白蛋 白 片断
、

谷氨酞胺为 公司产品
,

孕马血清促性腺激素 购 自中国农科院畜牧所
。

方法

实验动物 一 日龄的未性成熟雌性昆明白小鼠
,

体重 一
,

购 自中国科学院

遗传所实验动物中心
。

处死前 腹腔注射
·

只 一
‘ 。

卵母细胞的获取 处理后 一
,

颈椎脱臼法处死小鼠
,

取出卵巢置于

的
· 一 ’ 培养液 本文中

,

加 的培养液均简称 培养液 中
。

体视显微镜下用

去号针头穿刺有腔卵泡
,

释放出卵丘
一

卵母细胞复合体
、

自然裸卵母细胞
。

拣出

“
’ ’

“ ”“ ’‘ ’

一 ”
一 ‘

” ”
, ’

一
, ’

一 ’
目 『下 、

一一
、 、

曰
’
川

’
月

一 ’ 、 ’

一 “

,’

的卵母细胞在 的
· 一 ’

培养液中漂洗 次备用
。

选择外围紧紧包着 一 层卵

丘细胞且均匀一致的卵丘
一

卵母细胞复合体 。 一 , 。

从卵泡中释

放出来时完全裸露的卵母细胞称为自然裸卵
, 。

机械法脱去 的卵丘细

胞而得到的卵母细胞称为裸卵
, 。

卵母细胞培养 在 孔培养板 公司 每孔加人 川 培养液
,

将漂洗干净的卵

母细胞移入培养板中
,

每孔 个卵母细胞
,

培养在
、 、

空气
、

湿度的培养

箱 中
。

实验所用 的激素及其他因子均在临近细胞培养时才加人
,

并保持每孔培养液总体积在

士 拌
矛 。

卵母细胞成熟 本实验 以生发泡破裂
,

作为细胞

核成熟 的标志 以第一极体 排出代表细胞质成熟
。

检查时
,

对于 或

可 以通过倒置显微镜直接观察 对于
,

则需要用 口 径等于或略大于卵母细胞直径 的吸卵

管反复吹吸去掉外围卵丘细胞后再判断
。

数据统计 采用 检验进行统计分析
。

,

每个实验至少重复 次
。
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结果

,

及 在体外自发成熟
,

及 分别培养在 培养液中
,

每隔 一 观察统计 及 排出

的百分率
,

直至
,

结果见图
, 。

由图 可知
, ,

及 在 培养液中自发成熟

时
,

其 的发生主要集中在培养后 一
。

至
,

数 占 总数的

以 上
。

各个 时 间点 的 发 生率
,

明显低于 时
,

分别为 和

时
,

为 和
。

与 的 差异不显著
,

分

别 为 和
,

但 却 比 成 熟 更 快 时
,

分 别 为 和
。

由图 可知
,

在 培养液 中 开始有 排出
,

基本达到最大百分 比
。

的 排 出时间大约在培养后 一
。

的 排 出率显著低于
,

分别为

和
,

而 培 养 内很 少 有第 一 极 体 排 出
,

为
。

一
鱼

器

议哥田黛
︸口

︸几

姿
任

八八乙

开州州山洛

培养时间 培养时间

图
,

及 在 图
,

及 在

培养液 中 发生率 培养液中 发生率

次黄嚓岭 对卵母细胞成熟的抑制作用
,

及 分别培养在
· 一 ’

培养液中
,

后统计 及 百分

率
。

从表 及 图
,

可 以看 出
· 一 ’

显著抑制体外培养 的
,

和 的

发生及 的排出
。

培养至
,

在 和
·

一 ’ 培养液中

发生率分别为 和
,

百 分率分别为 和
,

差 异 极 显著 尸

在 和
· 一 ’

培养液 中 百 分率分别为 和

差异极显著
, 尸 ,

百分率为 和 差异显著
,

在 种培

养液 中的 百分率分别为 和 差 异极显著
,

尸 ,

百分率为

和 差异极显著
, 。

不含 的环境对卵母细胞减数分裂的启动作用

和 分别在不含 的培养液 中预培养一定时间
, ,

后转入 培

养液中继续培养至
,

观察统计 和 百分率 图
。
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表
· 一 ‘ 培养液中卵母细胞 及 发生率 甲

细胞模型 细胞数量

士

士

士

士

士

士

次任哥众随一国属山

不含 的 预处理时间

图 不含 的 ” 培养液对 和 的预处理

由图 可知 与细胞直接培养在 培养液中相 比
,

不含 预处理细胞
,

和 的 和 发生率明显提高
。

的 和 分别为 士

和 士
,

对照组为 士 和 士
,

差异极显著
。

预处 理组 的 和 分别为 士 和 士

,

而对照组为 士 和 士
,

差异极显著
。

预处

理细胞
, ,

均对 和 】 百分率有一定的提高
。

以上结果表明
,

当卵母细胞

从卵泡中释放人没有抑制因素的环境时
,

不可逆地启动 了部分卵母细胞减数分裂的恢复
。

讨论

本实验结果表 明
,

昆明白小 鼠 在 培养液 中 自发成熟时
,

主要发生在

一
,

其百分率为
,

集中在 一 排出
,

排出率为
。

据报道
,

小鼠

一般发生在从有腔卵泡中释放后 一 川
,

排出约在培养后
。

本结果与文献报道基

本一致
。

在实验中
,

时 的 发生率 明显低于
,

百分

率也较低
。

而 等川报道
,

的 和 百分率分别高于或等于 的

和 百分率
。

结果差异的原因可能在二个方面 ①所用 的实验小鼠品种不同
,

可能造

成其卵母细胞的生物学性质不完全一致 当获得 的方式不同 本实验是采用机械法去除卵

丘细胞获得
,

而 的实验却是采用酶消化法获得
。

不 同的处理方式是否会影响卵

母细胞的成熟这一 问题值得进一步探讨
。

夏国良的研究表明 和 对卵母细胞成熟的刺激作用可能是通过刺激卵丘细
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胞分泌一种促卵母细胞成熟 因子而实现的川
。

本实验中 在 培养液中 时 排

出率很低 仅为
,

同时 的 明显高于
,

说明卵丘细胞在卵母细胞成熟

过程中起着重要作用
,

可能是卵丘细胞分泌某种 些 物质而促进卵母细胞成熟
。

许多研究表明
,

存在于几种动物卵泡液并能抑制 减数分裂的恢复仁一 ” 〕
。

的抑

制作用 可 能是通 过抑制分解 的磷 酸 二醋酶 的活性来实现 的 〕。 本实验也证 明 了
· 一 ’
次黄嘿吟在体外明显抑制昆明白小 鼠

,

和 的 发生
。

等报道
,

如果 卵母细胞先在不含 的培养液 中预培养 仍处于

期 后转移到含有 的培养液中
,

不能抑制 的发生 , ‘〕。 即卵母细胞从卵

泡中释放入没有抑制 因素的环境时
,

不可逆地启动 了一部分卵母细胞减数分裂的恢复
。

我们的

研究证实 了这种看法
,

在不含 的 培养液中培养 后在 培养液中继续

培养
,

可 以明显降低 对 的抑制作用
。

不可逆地启动卵母细胞减数分裂恢复的因素

可能是卵母细胞内 水平的变化 , 〕
。
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