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小鼠胚胎卵巢体外培养中卵细胞的生长及其数量的调节
‘

夏 国 良

中国农业大学生物学院
,

北京

摘要 利用胚胎卵巢体外长期培养技术研究了小鼠卵巢中卵细胞的生长发育状况
。

材料

取 自 雌小鼠 代胚胎
,

胎龄为 日和 日
。

用 染色法鉴别雌雄
。

分离出的

卵巢培养
。

后换一次培养液
,

以后每 换 次
。

培养 后
,

日龄胚胎卵巢

中卵细胞 已形成与体内相似的有规则的分布
。

在卵巢皮质部有大量的卵母细胞和少量体细胞
,

而 在髓质部 只有少量的卵母细胞和大量的体细胞
。

大量 的未 生长的小卵母细胞 直径

拌 紧密地分布在皮质的外侧
,

而生长卵母细胞则主要分布在皮质的内侧和髓质
。

日

龄胚胎卵巢经过 培养
,

没有形成上述分布规律
,

所有观察到的卵细胞都是生长中的

卵母细胞 卵细胞数量也显著低于 日龄胚胎的卵巢 士 比 士
。

用
一

和 处 理 日龄 胚 胎 卵巢可显著增 加 其卵细 胞 的数量 分别 为 对
,

尸 。 和 对
,

尸
。

较老龄的胚胎卵巢组织对于 日龄胚胎卵巢卵细胞数量

均有促进作用
,

其中以 日龄胚胎卵巢的作用较强 对
,

尸
。

实验结果表明小

鼠胚胎发育到达 日龄时期对于卵巢来说是获得形成卵巢 内卵细胞分布规律能力

的重要时期
。

。 日龄胚胎卵巢缺乏某些因子的作用
,

因而不能在体外正常发育
。

关锐词 小鼠胚胎 卵巢 卵细胞 生长发育
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哺乳动物中
,

进入减数分裂期的卵母细胞一般位于卵巢皮质的内侧
。

当这些卵母细胞达

到双线期时
,

其周围开始有体细胞围绕并生长形成卵泡
。

尽管人们对这种结构早 已有认识
,

但仍然不知道其形成的机制
、

小鼠胚胎性腺的分化在形态上只有到 日龄时才能辨别
。

体

外培养时只有达到一定发育阶段的卵巢
,

其生殖细胞才能进入减数分裂
。

有实验表明卵巢

中开始生长的卵细胞数量与未生长的卵细胞的数量成反 比关系
。

许多卵细胞在减数分裂

过程中死亡
,

一但进入双线期
,

只有那些被颗粒细胞包围的卵细胞才能成活闭
。

目前人们还

不了解是什么原因使这些早期胚胎卵巢在体外培养时造成大量卵细胞死亡
。

尽管对于胚胎

卵巢的组织学研究有大量资料报道
,

但对体外培养时卵巢中卵细胞的发育还了解甚少
。

本实验的目的是利用体外培养方法来研究胚胎卵巢中卵细胞的生长发育
,

探索卵细胞

在不同胚胎期的分布和数量的变化
,

并进一步研究影响卵细胞数量的因素
。

材料与方法

材抖 培养液
、

胎牛血清购 自 的 公司
,

谷氨酸胺为 产品
,

,

和
一

为 公司产品
。

收稿 日期
一 一

,
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方法

卵巢分离 将 和 日龄的 小鼠胚胎取出
。

胚胎 日龄的确定是以

母鼠交配后出现阴道拴的 日子定为 日龄
。

根据 和 的方法鉴定 日龄胚

胎性别
。

胚胎卵巢取出后将与卵巢组织相连的中肾组织清除
。

卵巢培养 将分离的卵巢分别培养在多孔培养板中
,

每孔含一个卵巢和培

养液
,

含 胎牛血清
,

毫摩尔谷 氨酞胺
,

单位 毫升青霉素和

拌 链霉素
。

在培养箱中 ℃
,

预培养 使卵巢贴于培养板底
,

然后更换新鲜

的培养液
,

以后每隔两天更换一次
。

在激素和生长因子处理组加入不同的激素和生长因子以

观察其对 日龄胚胎卵巢中卵细胞数量的影响
,

在用老龄胚胎卵巢处理 日龄胚胎

卵巢实验中
,

分别用
,

和 日龄胚胎的卵巢与 日龄胚胎卵巢共培养
,

观察
日龄胚胎卵巢中卵细胞数量的变化

。

卵细胞观察与数量测定 在整个培养阶段
,

当培养 后开始对卵巢进行显微镜定

期观察
。

当 日龄和 日龄卵巢被分别培养 和 相当于胚胎发育到 出生后

日
,

在倒置显微镜下观察并计算所有卵巢中卵细胞的数量
。

当卵巢培养到 时
,

观察不

同卵巢中卵细胞的生长和分布情况
。

数据统计 所有数据经计算机统计评定各组之间的差异情况
。

统计作图程序为

软件
。

每个实验至少重复 次
。

结果

卵细 胞 生 长分布 类型

当胚胎卵巢培养到接近胚

胎 出 生 日时 分别培 养

和
,

在 日和

日龄胚胎卵巢中可见卵细胞

发育到减数分裂前期
。

当卵

巢培养到相当于出生后 日

龄 时 分 别 培 养 和
,

日龄胚胎卵巢中

的卵细胞分布类似于成体 内

卵巢中卵细胞的分布
。

大量

的未生长卵母细胞分布在皮

质层的外侧
,

而 生长 的大卵

母细胞则集中在皮质层内侧

图 胎龄不同的卵巢经培养后表现出不同的卵细胞分布情况

和髓质层
。

这种类似正常卵巢内卵细胞的分布状况在 日龄胚胎卵巢中没有观察到
,

所

观察到的卵细胞几乎都是生长卵母细胞 拜 图
。

卵细胞数蚤 当卵巢培养 或 相当于出生后
,

在显微镜下用计数器可容

易地计算出每个卵巢中卵母细胞的数量
。

日龄胚胎卵巢中卵母细胞的数量约
,

其中

大于 拌 的生长卵母细胞只占
,

而 日龄的胚胎卵巢中卵母细胞的数量极显著地

低于 日龄的
,

且都是生长卵母细胞 图
。
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七一三巴勺巴一节﹄名‘长父

喇彭公留貌蛋任减盈含目名琳毕众址

和
一

促进

日龄胚胎 卵集卵母细胞数 的增

加 的 和

的
一

在体外均 可促进

日龄胚胎卵巢中卵母细胞

数 量 的 增 加 为 士
, 一

为 士
,

对

照组为 士 尸 值分别小

于 和
,

每个实验重复

次 图
。

老龄胚胎 印集中含有促进

卵细胞生长发育的 因子 将

日龄胚胎卵巢培养在分别含有
· ,

和 日龄胚胎卵

巢的培养液 中
,

可见 日龄胚

胎卵巢中卵母细胞的数量显著增

藻藻藻

纂纂纂
钾钾钾

天数

图 胎龄不同的卵巢经培养后卵细胞的数量明显不

以
·

⋯每个值表示平均数加标准误实验重复数为 尸

二
“

士 尸

加
,

其中以 日龄胚胎卵巢的作用较

强 士 对 士

尸 ,

日龄胚胎卵巢也可 以

刺激其卵母细胞数量的增加 士

对 士
,

每个实验重复

次 图
。

讨论

本实验结果表明 小鼠胚胎卵巢在

体外培养时
,

当培养到相当于胎儿出生

日时
,

其卵细胞即已开始进入减数分裂

前期
。

小鼠胚胎发育到 日至

日龄时期对于卵巢来说是形成卵巢内卵

母细胞分布规律的重要时期
。

日龄

胚胎卵巢缺少某些因子
,

因此不能形成

这种分布规律
。

日龄胚胎卵巢中具

有分 泌促进 卵细 胞生长发育 的因子
。

和
一

有促进卵母细胞数量增

加的作用
。
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图
一

和 促进体外培养的 日龄

胚胎卵巢卵细胞数量的增加
一 泣,

和 的研究表明小鼠卵细胞的生长发育是在出生后立刻开始的
,

几天内即

形成原始卵泡图
。

我们的体外研究结果证实了这种看法
,

并进一步说明卵巢内卵母细胞的分

布规律是在胚胎时期就已存在
。

等人认为 日龄小鼠胚胎卵巢中的生殖细胞开始

进行减数分裂固
,

这一点与我们体外培养得到的结果相吻合
。

我们的结果还证实 了
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右由

目砚目

黔巡麒

嗦鳄曰口
。色弓一四巴琶盆

。级幻节﹄

和 提 出的哺乳动物卵巢中

生长卵母细胞的数量与卵巢中未生长

卵母细胞的数量成反 比巨 〕,

并表 明获

得这种关 系的能 力 在 小 鼠胚胎早期

日龄 就 已形成
。

早于这个时期

如 日龄 时
,

由于卵巢中缺乏某

些促卵细胞生长发育的因子
,

大量的

卵原细胞丢失
,

只有生长卵母细胞存

在
,

说明未生长卵细胞的数量对于生

长 卵母 细 胞 的 数 量 具 有 限 制 作 用

日龄胚胎卵巢中生长卵细胞数

量只占
。

等人用

日龄胚胎卵巢与同龄的皋丸培养液培

养时证明皋丸中含有降低卵母细胞数

量的因子
,

我们的结果则证实在较

老龄胚胎的卵巢中含有促进卵母细胞

数量增加的因子
。

这可能是由于老龄

胚胎卵巢中已具备了分泌某种促减数

天数

啊撼名留界母于减盈盔目主的口公琳脚占气耸

图 老龄胚胎卵巢共培养促进 日龄

胚胎卵巢卵细胞数量的增加

分裂成熟的因子川
。

日龄胚胎卵巢中由于缺乏这种因子的分泌
,

使大量的生殖细胞不

能进入减数分裂而死亡
。

此外
,

和
一

可能是这种因子的刺激物
。

感谢丹麦国家教学研究医院 教授无赏提供实验药品和材料
。
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