
第 卷 第 期 中 国 农 业 大 学 学 报
、 一 ,

一 一 、 》

年 月

对鸡卵泡膜细胞增殖的作用
‘

苏友强 汪琳仙

中国农业大学生物学院
,

北京

摘要 建立鸡卵泡膜细胞体外无血清贴壁培养模型
,

研究 了鸡促性腺激素释放激 素
一

对鸡卵泡膜细胞增殖的作用
。

细胞在培养箱内预培养约 后进行各项处理
,

继

续培养 后
,

分别用胰蛋白酶消化成单个细胞
,

然后计数
。

结果表明 。 一

能促进膜

细胞增殖
,

作用效果具有剂量依赖关系 该促进作用能被 拮抗剂
一

所阻断
。

这提

示
一

对膜细胞增殖的刺激作用有可能通过与膜细胞上特异的 受体结合而起作

用的
。

关键词 鸡卵泡膜细胞 增殖
一

卜 血清培养

中图分类号

促性腺激素释放激素 除了控制垂体促性腺激素释放作用外
,

现有报道表明
,

在

哺乳动物还有对卵巢的直接作用 一习 。

对卵母细胞成熟分裂和 街类激素合成具有直

接作用比 ’〕 卵巢具有 的结合位点川 在人及大 鼠的卵内 受体的 被测

定川 卵巢上存在有 样物质困 大鼠卵巢 基因的表达川
。

这些研究说明卵巢水

平上的 或 样物质具有非常重要的生理作用 这也提示卵巢有可能产生

样物质
,

通过 自分泌形式作用于卵巢
。

而在禽类
,

有关该方面研究
,

仅 见

报道了哺乳动物 能增强 促鸡卵泡颗粒细胞孕酮分泌的效应
。

本研究室 。年以

来
,

在研究同源
一 , 。 一

对鸡卵泡的作用中
,

已观察到 能刺

激离体培养的膜细胞分泌雌激素仁, 〕。

卵泡发育过程中
,

卵泡各种细胞的功能变化和其数量增

殖均重要
。

但有关 对鸡膜细胞增殖作用的研究还未见报道
,

本实验 旨在研究

对卵泡膜细胞增殖的影响
,

进一步探明 。 在鸡卵泡发育过程中的作用
。

材料和方法

材料 主要试剂 鸡促性腺激素释放激素
一

由英国 实验室赠送
。

胶 原酶
一 、

胰蛋 白酶
、

胰岛素
、

转铁蛋 白
、

牛血清 白蛋 白
,

均为 公司产品
。

培养基购 自 公司
。

拮抗剂
一

「
一 一 ‘ , 一

·

」 由中科院计划生育生殖 生物学开放实验室刘以

训教授赠送
。

实验动物 选择能连产
,

个蛋以上的 蛋用种鸡
,

在一个产蛋序列开始

前一个蛋产出后
,

切断颈部血管放血将其杀死
。

剖腹取出第三及第五卵泡
,

立

即放入冰冷的生理盐水 无菌 中备用
。
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方法

①膜细胞分离和无血清贴壁培养 参照
。〕的方法

,

分离相应卵泡的膜层
,

用培养

液
,

含 万单位青
、

链霉素
· 一 ‘ · 一 ‘

漂洗三次
,

然后在直径为 的玻璃平皿中用眼科剪迅速将其剪成 大小的组织块
,

并转移到

离心管内
,

用 胶原酶的恒温摇床中 下消化 分三次完成
,

第一次
,

更换酶液 第二次 第三次
。

之后用等体积冰冷的培养液终止反应
,

细胞

经 目细胞筛过滤后
,

用 的 梯度离心纯化
, · 一 ‘

去上清液
,

加入新鲜培

养液
,

继续离心
,

共重复三次
。

所得细胞 经 台盼蓝染色检查活率在 以上
。

膜

细胞经计数后按每也 少 个细胞 的浓度接种到 孔培养板内
。

所用完全培养液

为由
,

内含 万单位青
、

链霉素
· 一 ‘ 。 · 一 ’。

生长因

子为 拌
· 一 ‘ 拌

· 一‘ 谷氨酞胺
· 一‘

硒酸钠
一 ‘ · 一 ‘

霍乱毒素 料
· 一 ‘ 。

上述细胞置于含 的空气
,

饱和湿

度
, ℃培养箱内培养

。

②激素处理 上述膜细胞培养到完全贴壁生长后 约
,

用培养液洗涤两次
,

更换新

的完全培养液
,

然后用
一 、 一

处理
,

继续培养
。

③膜细胞计数 将上述细胞用
· 一 ‘

洗涤两次
,

然后加入含

无钙
、

镁离子的
一

消化液
,

在 ℃下消化约
。

用含 小牛血清的

终止反应
。

分别收集经消化分散的单个细胞
,

在倒置显微镜下用血细胞计数板计数
。

④实验次数及数据处理 实验重复三次以上
。

实验数据依实验设计进行相应的统计分

析
。

各激素处理组与对照组之间的比较采用 检验 各处理组之间互 比较则用方差分析
。

结果和讨论
。 一

对鸡卵泡膜细胞增殖的作 用 膜细胞培养液中单加不同剂量的
, ,

一
, , · 一 ’

孔 对膜细胞增殖作用见图
。

膜细胞经激素处理后

继续培养
,

细胞数量均相应增加
。

对照组细胞数 目也有所增加
。

由初接种量 少 个细

胞 孔增加到 士 又 ‘ ,

士 又 ‘ 。

分别增加 和
。

以对照组的细胞数目的平均值作为
,

各激素处理组 比对照组增加的百分数分别为
,

, ,

写
, , , ,

写
, , 。

经

检验
,

在
。

卵泡
,

和 处理组显著高于对照组 在
。

卵泡
,

各剂量均

显著 尸 或及 显著 尸 高于 对 照组
,

且 以 效果最 好
。

该结果表 明
一

对鸡卵泡细胞
, 。

增殖具有刺激作用
,

而且在一定范 围内呈现剂量依赖关系
,

其中以
·

。 一 ‘

最好
。

同时
,

小卵泡 直径约 膜细胞增殖速率要 比较大卵

泡
。

直径约 快
,

这说明小卵泡对
一

的刺激反应较为敏感
。

拮抗 剂
一

对
一

促 卵泡膜细 胞增殖作 用 的阻断效应 以

的
一

或 的
一

与
一 一 · 一 ‘ 一 一

同时

处 理 贴壁培养的
。

卵泡 的膜细 胞
,

培养 后 的增殖结果 见 图
。

单 加
一

,

细胞数 目比对照组增加
,

差异极显著
。

而
一

处理

组
,

细胞数 目则降低到接近对照组水平
,

仅 比对照组高
,

差异不显著 尸 与

处理组相 比差异极显著 尸
。

该结果表明 拮抗剂能阻断
一

对膜
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细胞增殖的刺激作用 说明 。 一

对鸡卵泡膜细胞增殖的刺激作用有可能是通过与卵

泡膜表面上的 。 受体结合而起作用的
。

鸡卵泡膜细胞表面存在特异的 。 受体
,

还有待于进一步证实
。

关长

﹄。次妇月﹄刀﹄
次︵五求知护们哆以常勺︶翻智侧︸界

料钊户首上

爷朴

关

关

补
朴

凡

︵乞一︶﹄二‘

八乞一︶导曰︸男

十
一 一、

一 一 · 一 ’

图
一

对鸡
,

卵泡膜

细胞增殖的影响
一

,

一

处理 后检查结果
。

实验数据为平均士标准误
。

二 与对照组相比
。

一 士
。

二

图
一

对
一

促鸡卵泡膜细胞

增殖的抑制效应
一

一

处理 后检查结果
。

实验数据为平均值士标准误
, 。

与
,

与 差异极显著

一 一

士 一
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