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① 体内抑制一氧化氮合成酶对小鼠卵母细胞成熟和排卵的影响①

张建超　夏国良②　崔　胜　吕忠显　李美玲　邵育静
(中国农业大学生物学院)

摘　要　实验研究了一氧化氮合成酶抑制剂L 2NAM E 对昆明白小鼠卵母细胞成熟和排卵的影响。初情期前

的昆明白小鼠注射 PM SG 促进发情, 注射 hCG 促进排卵, 并在注射 hCG 前后各 3 h 注射L 2NAM E。注射

hCG 后 18 h 颈椎脱臼处死小鼠, 取输卵管冲卵。统计排卵数及卵母细胞的减数分裂情况发现, 注射L 2NAM E

后排卵数明显减少, 卵母细胞减数分裂恢复异常, 大部分排出的卵母细胞处于M I期; PB 1 的排出率降低, 形

态异常或退化死亡的卵母细胞数增加。结果直接证明: 在体内, NO 可促进小鼠卵母细胞的减数分裂的恢复;

NO 对于小鼠排卵具有重要的促进作用; NO 对小鼠卵母细胞质的成熟有重要影响; 抑制NO 合成后, 卵母细

胞减数分裂发生异常。
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Abstract　To exam ine the effect of inh ib it ing n it ric ox ide syn thase (NO S) on the num ber of

ovu la ted oocytes and on the oocytes m eio t ic m atu ra t ion, the imm atu re Kunm ing w h ite m ice

w ere super2ovu la ted w ith PM SG and hCG. T h ree hou rs befo re and 3 hou rs after hCG

in ject ion, the m ice w ere trea ted w ith 1 mmo l L 2NAM E. T he m ice w ere k illed 18 hou rs after

hCG in ject ion by cervica l d islocat ion, and the oocytes p resen t in the oviduct w ere flu shed

ou t, coun ted and classif ied fo r stages of m eio sis. T he ovu la ted oocytes ob sta ined from mou se

trea ted w ith L 2NAM E w ere sign if ican t ly few er than that of the con tro l and mo re oocytes

d isp layed the abno rm al m eio sis stage, the mo st oocytes w ere at m etaphase É stage. T he

resu lts ind ica te that ovarian n it ric ox ide is requ ired fo r m ax im al ovu la t ion and oocyte m eio t ic

m atu ra t ion in mou se.
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自从 1987 年 Palm er 和 Zgnano 分别证实血管内皮衍生因子 (EDR F) 即为一氧化氮 (NO )

以来的研究发现,NO 具有广泛生理作用: 它分子小, 易扩散, 半衰期短, 可通过自分泌和旁分

泌起作用, 是一种不典型的递质和理想的信号分子[1, 2 ]。NO 作为一种新型的信息分子, 具有独
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特的理化性质和生物学活性。其分子小, 与 Fe2+ 亲和力高, 具脂溶性, 能通过生物膜迅速扩散,

既可做第一信使, 也可做第二信使, 是一种不典型递质和理想的时空信使。目前对NO 在心血

管、神经、免疫系统中的生理功能已经有了深入的了解。例如, 在心血管中,NO 可诱导血管的

舒张, 抑制血小板的聚集, 阻止中性粒细胞ö血小板粘附于内皮细胞, 调节细胞程序性死亡和内

皮细胞的屏障功能。神经元产生的NO 可作为神经递质。巨噬细胞在对病原微生物产生反应

时产生NO 抵抗致病微生物。由于NO 极不稳定, 很难准确测定, 因此一氧化氮合酶 (NO S)的

研究成为NO 研究的关键。随着对NO S 的蛋白和基因逐渐了解, 开始开发相应药物抑制NO S

的功能来研究NO 的生理作用。其中L 2NAM E 就是一种最常用的抑制剂, 可抑制 3 种一氧化

氮合酶的功能。

因为神经元、血管和免疫系统都是卵巢的正常组分, 所以NO 极有可能是卵巢中重要的生

理调节物质。现已证实组成型一氧化氮合酶 (eNO S) 和诱导型一氧化氮合酶 ( iNO S) 在大鼠等

的卵巢中表达[3 ] , 但是对NO 在卵巢中的作用却了解不多, 尤其是在卵母细胞成熟中的作用更

是知之甚少。

本研究利用我国常用的昆明白小鼠品系, 通过体内注射NO 合酶的抑制剂, 抑制卵巢中

NO 的合成, 来探讨在体内生理状态下NO 对于小鼠卵母细胞成熟的影响。

1　材料与方法

1. 1　材料

L 2谷氨酰胺、次黄嘌呤 (HX)、L 2NAM E 和牛血清白蛋白Í 片段 (BSA )均为 Sigm a 公司产

品,M 2199 培养液和丙酮酸钠为 G IBCO 公司产品, 孕马血清促性腺激素 (PM SG) 和人绒毛膜

促性腺激素 (hCG)购自天津实验动物中心。

1. 2　方法

1. 2. 1　实验动物　24～ 28 日龄的未成熟雌性昆明白小鼠 30 只, 体重 14～ 16 g, 购自中国科

学院遗传研究所。室温饲养, 自由采食饮水。实验动物分 2 组, 每组 15 只, 分 3 次重复。处理

组腹腔注射 PM SG 0. 1 mLõ只- 1 (即 100 UõmL - 1) , 48 h 后注射 hCG (10 Uõ只- 1) ; 在注射

hCG 前后 3 h 各注射一次L 2NAM E (1. 5×10- 4mo lõkg - 1)。对照组 PM SG 和 hCG 的注射方

法与处理组相同, 只是在注射 hCG 前后各 3 h 注射生理盐水。

1. 2. 2　卵母细胞的获取　注射 hCG 18 h 后, 颈椎脱臼法处死小鼠, 剖开腹腔, 取出卵巢, 置

于含有 4 mmo lHX 的M 2199 培养液 (以下简称为HX 培养液, 该培养液含BSA 3%、谷氨酰胺

2 mmo lõL - 1、青霉素 100 UõmL - 1和链霉素 100 ΛgõmL - 1)中。在体视显微镜下, 用 5 号半针头

分离输卵管, 撕开膨大部, 取出卵母细胞2卵丘细胞复合体, 在HX 培养液中洗 3 次后移至 4 孔

培养板 (丹麦N unclon 公司)内, 每孔含 1 mL 加有 0. 1% 透明酯酸酶 (S IGM A 公司) 的HX 培

养液, 在 37℃培养箱内培养 10 m in, 轻轻摇动, 使卵丘细胞分离, 统计卵母细胞总数, 并观察卵

母细胞的生发泡破裂 (GVBD )和第一极体 (PB 1)的排出情况。

1. 2. 3　数据处理　Studen t’s t2检验统计分析, 结果以平均值±标准误 (M ±S E ) 表示, P <

0105 为差异显著, 每个实验处理重复 6 次以上。
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2　结果

2. 1　L -NAM E 对排卵的影响

注射L 2NAM E 抑制一氧化氮合成酶活性后, 小鼠排卵数目比对照组明显减少, 分别为

16. 58±1. 8 和 24. 92±0. 98, 二者差异显著 (P < 0. 05)。

2. 2　L -NAM E 对卵母细胞成熟的影响 (图 1)

注射L 2NAM E 抑制一氧化氮合成酶活性后, 小鼠卵母细胞完成第 1 次减数分裂中期

(M É ) 向第 2 次减数分裂中期 (M Ê ) 转型的卵母细胞数量也显著降低, 处于M É 期的卵母细

胞约为 (46. 57±3. 96) % , 明显高于对照组 (23. 03±3. 3) % , 处于M Ê 期的卵母细胞约为

(5015±514) % , 明显低于对照组 (约为 75. 11±5. 7) % (P < 0. 01)。

2. 3　L -NAM E 对卵母细胞形态的影响 (图 2)

实验组的异常卵母细胞数虽有增加, 但未达到显著水平 (P > 0. 05)。

图 1　L 2NAM E 对体内卵母细胞

　减数分裂成熟的影响 (33
P < 0. 01)

图 2　L 2NAM E 对体内卵母细胞

　　存活的影响

3　讨论

NO S 的免疫组织化学定位发现: eNO S 和 iNO S 在大鼠的卵巢卵泡发育过程中表达[3 ] , 提

示NO S 可能在卵巢中起着重要作用。注射 PM SG 和 hCG 以后卵泡中NO S 表达量明显上升,

说明NO S 可能参与卵泡的发育和排卵起作用。本实验在注射 hCG 前后注射L 2NAM E 后, 发

现小鼠排出的卵母细胞减数分裂不正常。大量卵母细胞虽然发生GVBD 但并没有完成第 1 次

减数分裂。进而从功能上直接证明: NO 参与小鼠卵母细胞减数分裂的恢复。该结果与

Jab lonka2Shariff 在大鼠中的结果相似[4 ]。虽然Jab lonka2Skariff &O lson 通过对 eNO S 基因敲

除小鼠实验也证实 eNO S 基因敲除后影响了小鼠卵母细胞减数分裂[5 ] , 但由于基因之间的相

互作用非常复杂, 该实验结果仅说明 eNO S 基因的敲除会影响到小鼠卵母细胞的减数分裂。由

于本实验仅是应用了 eNO S 抑制剂, 对于 iNO S 在小鼠卵母细胞减数分裂中的作用还不清楚,

特别是 eNO S 和 iNO S 在调节卵巢功能的作用仍然未知。
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卵母细胞细胞质的成熟具有重要意义, 早期胚胎发育依赖于卵母细胞胞质内物质的能量

和信息的积累。在小鼠中, 由于排出的 PB 1 非常明显, 常可作为卵母细胞胞质成熟的指标。本

实验发现, 在抑制体内NO 合酶作用后, PB 1 的排出率下降, 说明小鼠卵母细胞的胞质成熟受

到影响。对于NO 对卵母细胞成熟的机制还有待于进一步研究。

有报道表明注射 hCG 后, eNO S 的表达量在 12 和 20 持续增加(分别为 5 倍和 7 倍)。 iNO S

的表达水平在卵泡发育过程中没有变化, 但在注射 hCG 后明显上升, 在第 10 天达到最高——

10 倍[3 ]。这说明NO S 可能对排卵起作用。本实验发现, 在注射L 2NAM E 的实验组, 小鼠排卵

数目明显下降, 说明NO 的确对排卵有重要作用。体外实验表明, 抑制NO 后可影响 PGF2a 的

分泌, 而 PGF2a 可能是排卵的关键因素。提示在体内NO 可能是通过影响 PGF2a 来影响L H

诱导的排卵。Shako rsk i 和 T safriri 证实在田鼠和大鼠腹腔内或卵巢囊内给予NO S 抑制物, 可

抑制大鼠排卵。用特异性抑制剂抑制 iNO S 后, 同样抑制排卵[6 ]。关于 eNO S 和 iNO S 二者在

小鼠排卵中的关系还不明确。

总之, 本实验利用体内注射一氧化氮合酶的抑制剂, 抑制卵巢中NO 的合成, 在小鼠中证

实,NO 不仅参与卵泡的排卵过程, 同时还参与卵母细胞的减数分裂成熟。
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