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组织切片法观察昆明白小鼠卵丘扩展与卵母细胞成熟的关系①α

陈 勇②　夏国良　王海滨　苏友强　傅国栋
(中国农业大学生物学院)

摘　要　本实验应用组织切片法探讨了体内正常生理条件下昆明白小鼠卵巢内卵丘扩展与卵母细胞成熟的

关系。初情期前小鼠注射孕马血清促性腺激素 (PM SG) , 48 h 后注射人绒毛膜促性腺激素 (HCG) , 于注射

HCG 后不同时间取出卵巢进行组织切片。注射 HCG 后 1 h, 卵丘细胞开始扩展, 此时卵母细胞核膜完整, 即

未发生生发泡破裂 (GVBD ) ; 注射HCG 后 3 h, 大部分 (> 70% )大有腔卵泡中卵母细胞发生 GVBD , 此时卵丘

处于 2 级扩展状态。卵丘完全扩展发生在注射HCG 后 9 h, 而 PB 1 的排出是从 12 h 开始的。结果表明: 在小

鼠体内, 卵丘开始扩展先于卵母细胞成熟, 但卵母细胞成熟并不需要卵丘完全扩展; 促性腺激素能促进卵泡发

育及卵母细胞成熟, 同时也具有促使卵泡退化的功能。
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H istolog ic Study of the Rela tion sh ip between Cum ulus

Expan sion and Oocyte M atura tion in the Kunm ing W h ite M ouse
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Abstract　T he t im ing of cum u lu s cell expan sion and oocyte m atu ra t ion w as invest iga ted in

v ivo, u sing H and E sta ined paraff in sect ion s of ovary iso la ted from imm atu re Kunm ing

w h ite m ice trea ted w ith gonado trop in s. O ne hou r after the in ject ion of an ovu la to ry do se of

HCG, expan sion of cum u lu s cells in the ou ter layer of large an tra l fo llicles w as ob served, bu t

oocyte m atu ra t ion as evidenced by germ inal vesicle b reakdow n (GVBD ) w as no t eviden t.

T h ree hou rs after HCG in ject ion, the m ajo rity of oocytes in the large an tra l fo llicle (70% )

had undergone GVBD , bu t the cum u lu s cells w ere no t comp letely expanded at th is t im e.

Cum u lu s expan sion appeared to be comp leted by 9h r after HCG in ject ion, how ever, oocyte

m atu ra t ion occu rred abou t 3h r la ter than cum u lu s expan sion. T he resu lts ind ica te that

p rim ary cum u lu s expan sion occu rred p rio r to oocyte m atu ra t ion, w hereas cum u lu s m ass

comp lete expan sion is no t necessary fo r m atu ra t ion of oocyte in v ivo.

Key words　Kunm ing w h ite mou se; oocyte m atu ra t ion; cum u lu s expan sion; paraff in sect ion

卵母细胞的生长发育及成熟与其周围的滤泡细胞有密切联系, 其中, 卵丘细胞对卵母细胞

成熟的作用一直是人们研究的重要内容之一。近几十年来, 卵丘扩展与卵母细胞成熟的关系引
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起了人们极大兴趣。目前对两者关系的研究主要集中在两种现象发生前后构成卵泡的几种细

胞 (包括卵丘细胞、颗粒细胞、卵母细胞) 的形态结构及合成分泌某种物质能力的变化, 以及两

种现象在体外不同培养条件下和体内正常生理下发生的时间顺序。但是, 这方面研究的许多结

果是不一致甚至相互矛盾的。Epp ig [1 ]的实验表明, 在小鼠体内卵母细胞成熟并不需要卵丘扩

展, 他的实验方法是激素处理小鼠后从大有腔卵泡中分离出卵丘2卵母细胞复合体 (CEO ) 直接

观察。但有人认为, 卵母细胞与卵丘细胞间间隙连接的中断或减少是卵母细胞成熟的前提, 而

卵丘扩展可以使卵丘卵母细胞间间隙连接中断或减少, 所以卵丘扩展可能是卵母细胞成熟的

必要条件[2, 3 ]。

以上这些实验均采用CEO 体外培养的模型或激素处理后从大有腔卵泡中分离出CEO 直

接观察, 所得的结果可能与体内的实际情况有一定差异。本实验通过体内卵泡发育不同阶段的

组织切片, 直接观察卵丘扩展与卵母细胞成熟的关系, 旨在探讨体内正常生理状态下卵母细胞

成熟的机制。

1　材料与方法

1. 1　材料

PM SG 购自中国农科院畜牧所, HCG 为丹麦N unc 公司产品, 次黄嘌呤 (HX) ,M 199 培养

液干粉及丙酮酸钠均从 G IBCO 公司购买, 牛血清白蛋白Í 片断和谷氨酰胺为 S IGM A 公司产

品。

1. 2　方法

1. 2. 1　实验动物　24～ 28 日龄的未性成熟雌性昆明白小鼠, 体重 15～ 18 g, 购自中国科学院

遗传所实验动物中心。在 25 ℃左右的环境温度下饲养, 自由采食、饮水, 光照 14 hõd- 1。

1. 2. 2　激素处理　购回的小鼠饲养 2～ 4 d 后, 先注射含 PM SG 6 IU 的 011 mL 生理盐水,

48 h后注射含HCG 6 IU 的 0. 1 mL 生理盐水。对照组以 0. 1 mL 生理盐水替代HCG。

1. 2. 3　实验设计　于HCG 处理后不同时间脱臼法处死小鼠, 按处死时间分为以下几组: 0,

1, 2, 3, 4, 6, 9, 12, 15 h。每组有 3 只小鼠。对照组注射生理盐水后, 分别在 3, 9, 15 h 处死小鼠。

1. 2. 4　实验步骤　取材固定: 不同时间处死小鼠后, 将卵巢放入含有HX 的M 199 培养液

(37 ℃) 中, 在体视显微镜下剥离除去卵巢外围的结缔组织。剥离干净的卵巢投入Bou rn’s 固

定液中室温固定 24 h。

切片制作: 按常规脱水、透明、包埋、切片 (切片厚度 6 Λm )方法制作。

染色: 苏木素2伊红染色、封片。

2　结果

①HCG 注射后 0～ 1 h, 小鼠卵巢中没有形成腔的小卵泡很多, 退化的卵泡较少。从注射

HCG 后 3 h 开始, 有腔卵泡逐渐增多, 同时退化卵泡数也逐渐增加。若以生理盐水代替HCG

注射小鼠, 即使在 15 h 也很少有卵泡退化, 但有腔卵泡中的卵母细胞也不发生 GVBD。

②注射HCG 后 1 h, 卵丘细胞开始扩展, 此时卵母细胞核膜完整 (图 121) ; 注射HCG 后 3

h, 大部分 (> 70% ) 大有腔卵泡中卵母细胞发生 GVBD , 此时, 卵丘处于 2 级扩展状态而没有
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完全扩展 (图 122)。注射HCG 后 9 h, 大部分有腔卵泡中卵丘已完全扩展, 卵丘细胞完全散开

并包围在粘液样的基质中 (图 123)。到 12 h, 一部分发生 GVBD 的卵母细胞已排出第一极体

(图 124)。

图 1　注射HCG 后, 小鼠卵丘扩展与卵母细胞成熟的关系
1. 注射HCG 后 1 h 的大有腔卵泡, 卵丘细胞开始扩展, 但卵母细胞核膜完整 (×234)。

2. 注射HCG 后 3 h, 大有腔卵泡卵母细胞核消失, 其卵丘呈 2 级扩展状态 (×234)。

3. 注射HCG 后 9 h, 大有腔卵泡中卵丘呈 4 级扩展状态 (×234)。

4. 注射HCG 后 12 h, 有的有腔卵泡中卵母细胞排出 PB 1, 同时其卵丘完全扩展 (×234)。

3　讨论

本实验中, 注射HCG 后 1 h, 卵丘细胞开始扩展, 但此时卵母细胞尚未发生 GVBD; 注射

HCG 后 3 h, 大部分大有腔卵泡中的卵母细胞发生 GVBD , 此时卵丘处于 2 级扩展状态, 而卵

丘完全扩展发生在注射HCG 后 9 h。该结果表明: 在昆明白小鼠体内, 卵丘开始扩展先于卵母

细胞成熟。Epp ig [1 ]报道, 在小鼠体内卵母细胞的成熟并不需要卵丘的扩展。本实验结果与之不

一致。在 Epp ig 的实验中, 有腔卵泡中卵母细胞发生 GVBD 时 (时间与本实验相同, 均为注射

HCG 后 3 h) 观察不到明显的卵丘扩展, 直到 6 h 才可以观察到外层卵丘开始扩展 (1～ 2 级卵

丘扩展) , 因此得出卵母细胞成熟先于卵丘扩展的结论。分析本实验与 Epp ig 实验结果不一致

的主要原因可能是: Epp ig 实验中所用的方法是激素处理后不同时间通过穿刺卵泡把卵母细
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胞释放到体外, 然后在显微镜下直接检测卵丘扩展状况和卵母细胞成熟的情况。而在这种方法

中, 通过吸卵管拣卵的操作过程可能会使已经开始扩展的外层卵丘细胞脱离CEO , 因而在显

微镜下观察不到卵丘扩展。本实验采用组织切片法, 可以清楚地看到卵丘细胞之间紧密程度的

变化, 所以得出的结论比直接观察CEO 得出的结论可能更可靠。

通过本实验, 我们认为V anderhyden 等[4 ]提出的关于判断卵丘扩展程度的分级方法并不

一定能准确地描述卵丘扩展时细胞之间结构和空间的细微变化。如果能找出更好的判断卵丘

扩展的方法, 肯定会促进人们真正了解卵丘扩展在卵母细胞成熟过程中的作用以及卵母细胞

成熟的调节机制。这方面的工作有待进一步的深入。

本实验还表明, 促性腺激素能促进卵泡发育及卵母细胞成熟, 同时也具有促使卵泡退化的

功能。这一结果与目前人们对促性腺激素在卵母细胞发育和成熟中的作用的认识一致。毫无

疑问, 促性腺激素能促进卵泡发育, 但至今人们仍不清楚卵泡发育过程中促性腺激素起作用的

确切时间。卵泡退化及闭锁是当前生殖生物学研究的一个热点, 而促性腺激素在这个过程中的

作用尤其引人注意。文献报道, PM SG 可以诱导大鼠卵泡退化及闭锁[5 ]。李莹辉的实验表明,

FSH 抑制体外培养的鸡卵泡自发性退化、闭锁[6 ]。我们的实验表明HCG 可以促使卵泡退化。

当然, 关于促性腺激素在卵泡退化及闭锁中的作用还了解甚少。这方面的机理尚需更多的研究

来证明。

感谢中国农业大学动物医学院组织胚胎教研组周占祥和邓泽沛两位教授提供实验场所及

材料, 并感谢该教研组王子旭老师的指导和帮助!
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