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摘 　要 　为探讨和比较磷酸二酯酶 ( PDE) 3、4 和 5 对小鼠卵母细胞体外自发成熟的影响 ,将小鼠卵丘卵母细胞复

合体 (COCs)和裸卵 (DOs)分别培养在含有或不含有 PDE 3、4 和 5 特异性抑制剂的 M2199 培养液中。结果表明 :

PDE3 的特异性抑制剂 cilostamide 和 PDE5 的特异性抑制剂 zaprinast 均能显著抑制小鼠 COCs 和 DOs 的自发成熟 ,

且其抑制效应不随培养时间的延长而减弱 ,但却是可逆的 ;而 PDE4 的特异性抑制剂 rolipram 对小鼠 COCs 和 DOs

没有影响。上述结果提示 ,不同亚型的 PDE在小鼠卵母细胞减数分裂过程中具有不同的调节作用。
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Abstract 　The objective was to s tudy the effects of the sp ecific inhibitors of PDEs on oocyte spontaneous meiotic matu2
ration of mous e in vitro. Mous e cumulus2oocyte complexes (COCs ) and denuded oocytes (DOs ) were collected and

cultured in a medium s upplemented with sp ecific inhibitors of PDEs and the rates of GVBD and PB1 extrusion were ob2
s erved at different culture p eriods . The res ults indicated that both PDE3 inhibitor , cilos tamide and PDE5 inhibitor , zapri2
nast , prevented oocyte spontaneous meiotic maturation. However , the PDE4 inhibitor , rolipram had no effect . The in2
hibitory effects of both cilos tamide and zaprinas t did not abate with increasing culture time but was revers ed. Collec2
tively , thes e res ults s uggest that different PDEs have different roles in meiotic maturation of mous e oocytes .
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　　动物克隆和转基因动物的制备都需进行卵母细

胞的体外培养 ,从卵泡中释放的卵丘卵母细胞复合

体 (cumulus2oocyte complexes ,COCs) 和裸卵母细胞

(denuded oocytes , DOs) 在体外培养时都可以自发

成熟[1 ] 。为此 ,能阻滞卵母细胞体外自发成熟的药

物备受生殖生物学家的关注 ,目前国内外普遍采用

的药物是磷酸二酯酶 ( PDE)抑制剂[2 ] 。

PDEs 是一类唯一能水解细胞内环核苷酸第二

信使的同工酶 ,在哺乳动物中 ,根据 PDE 动力学、底

物特异性、组织细胞中的分布、抑制剂和激动剂以及

氨基酸序列而将其分为 11 类 ,如 PDE5 是其中一

类[3 ] 。研究表明 , PDE5 能通过降解平滑肌细胞中

的环鸟嘌呤核苷 (c GMP) 而维持可收缩器官 (如阴

茎 ,血管、子宫、小肠等)的收缩状态 ,此外 ,还调节其

他生理过程 ,如神经元的发生和凋亡等[3 ] 。笔者以

往的研究工作表明 ,c GMP 的动态变化在小鼠卵母

细胞成熟过程中非常重要[4 ] 。由于 PDE5 能降解细

胞中的 c GMP[6 ] ,推测其可能在小鼠卵母细胞成熟

中起一定作用。为此 ,本研究观察和比较了 PDE3、

4 和 5 的特异性抑制剂 Cilostamide、Rolipram 和 Za2
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prinast 对小鼠卵母细胞自发成熟的影响[6 ] ,旨在了

解 3 种 PDEs 在哺乳动物卵母细胞成熟中的作用 ,

为今后进一步探讨卵母细胞成熟的调控机制奠定

基础。

1 　材料与方法

111 　主要试剂和配制

M2199 培养基和丙酮酸钠为 GIBCO 公司产品 ;

孕马血清促性腺激素 ( PMSG) 购自天津实验动物中

心 ;谷氨酰胺 ( Gln) 、次黄嘌呤 ( HX) 、牛血清白蛋白

Ⅴ片 段 ( BSA ) 及 PDE3 的 特 异 性 抑 制 剂

Cilostamide、PDE4 的特异性抑制剂 Rolipram 和

PDE5 的特异性抑制剂 Zaprinast 等主要试剂为

Sigma公司产品。将 3 种抑制剂分别溶解在二甲基

亚酚 (DMSO)中 ,浓度均为 10 mmol/ L 左右 ,配好后

- 20 ℃保存 ,临用前根据需要将其稀释。DMSO 在

培养基中的终体积分数不能超过 011 %。

112 　卵母细胞的采集和培养

24～26 d 的性未成熟昆明白小鼠 ,体重 14～

16 g ,购自维通利华实验动物有限公司。自由采食

与饮水 , 室温饲养 2 ～ 3 d 后 , 每只腹腔注射

10 IU PMSG。

注射 PMSG 46 h 后 ,颈椎脱臼法处死小鼠 ,剖

开腹腔取出卵巢 ,放于含有 4 mmol/ L HX 的M2199

培养液中 ,其中含有 013 %(质量分数) BSA ,2 mmol/

L Gln , 0123 mmol/ L 丙酮酸钠 ,105 IU/ L 青、链霉

素 ,在体视显微镜下 ,用灭菌 5 号半注射针头穿刺大

的有腔卵泡 ,释放 COCs。选择包裹 3～5 层卵丘细

胞的 COCs ,在37 ℃含 HX的培养液中洗 3 次。DOs

用口径略大于卵母细胞直径的捡卵管轻轻吹打

COCs获得。COCs 和 DOs 分别以 40～50 枚/ 孔的

密度接种于含有不同抑制剂的四孔培养板 (美国

Nunc 公司 ) 内 , 每孔含 110 mL 成熟培养液 , 在

37 ℃、5 %(体积分数) CO2 、饱和湿度的 CO2 培养箱

内培养。用体视倒置显微镜观察卵母细胞减数分裂

受抑制的情况。

113 　数据处理

实验重复 3 次 ,结果以均值 ±标准差 ( X ±s) 表

示 , t 检验 , P < 0105 为有显著性差异 , P < 0101 为

有极显著性差异。

2 　结 　果

211 　磷酸二酯酶抑制剂对卵母细胞自发成熟的

影响

COCs 或 DOs 在分别含有 Cilostamide、Rolipram

和Zaprinast 3 种 PDE 抑制剂的成熟培养液中分别

培养 24 h ,结果表明 ,除 Rolipram 外 ,Cilostamide 和

Zaprinast抑制剂均能显著抑制 COCs 和 DOs 的自发

成熟 ,其中 Cilostamide 的抑制作用最强 (表 1) 。

212 　磷酸二酯酶抑制剂对小鼠卵母细胞自发成熟

影响的时效性

COCs 或 DOs 在含有 Ci1asimade 和 Zaprinast 2

种 PDE 抑制剂的成熟培养液中分别培养 24、48 和

72 h ,结果表明 :Ci1asimade 对 COCs 和 DOs 减数分

裂自发恢复的抑制效应不随培养时间延长而显著减

弱 ; HX对 COCs 自发成熟的抑制效应随培养时间延

表 1 　磷酸二酯酶抑制剂对小鼠卵母细胞自发成熟的影响

Table 1 　Effect of PDE inhibitors on oocyte spontaneous meiotic maturation of mouse %

M2199 + 抑制剂/ (μmol/ L)
卵丘卵母细胞复合体 (COCs) 裸卵母细胞 (DOs)

GVBD PB1 GVBD PB1

M2199 + (0) 100 ±0100 76124 ±2182 97144 ±2185 75160 ±3181

M2199 + HX(4 000) 21117 ±115033 18111 ±212433 21166 ±212833 17104 ±112233

M2199 + Cilostamide (1) 3112 ±0173333 0100 ±0100 8114 ±0127333 0100 ±0100

M2199 + Rolipram (1) 98134 ±0151 69157 ±2165 — —

M2199 + Rolipram (10) 98194 ±1106 75103 ±3128 98149 ±1151 69153 ±5124

M2199 + Rolipram (100) 95165 ±2125 73156 ±3146 — —

M2199 + Zaprinast (10) 47187 ±614733 20138 ±111033 18122 ±31533 11129 ±111533

　　注 : 3 ,33 ,333分别表示 P < 0105 , P < 0101 , P < 01001 (与对照相比) 。% ,为 GVBD 和 PB1 与 COCs 或 Dos 的数量百分比 ; GVBD 为生发泡破

裂 ;PB1 为第一极体排出 ; —,表示未做 ;下同。
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长而显著减弱 ;延长 Zaprinast 的处理时间时 ,COCs 和 DOs 的死亡率都显著增加 (表 2) 。

表 2 　磷酸二酯酶抑制剂作用不同时间对小鼠卵母细胞自发成熟的影响

Table 2 　Effect of PDE inhibitors on the spontaneous maturation of mouse COCs incubated at different times %

M2199 +抑制剂/

(μmol/ L)

培养 24 h 培养 48 h 培养 72 h

卵丘卵母细胞复合体 裸卵 卵丘卵母细胞复合体 裸卵 卵丘卵母细胞复合体 裸卵

GVBD PB1 GVBD GVBD PB1 GVBD GVBD PB1 GVBD

M2199 + (0) 100 ±0100 76124 ±2182 96132 ±1134 100 ±0100 76124 ±2182 96132 ±1134 100 ±0100 76124 ±2182 96132 ±1134

M2199 + HX(4 000) 19101 ±2113 15160 ±1131 14135 ±2113 34189 ±4150 3 20178 ±3146 26167 ±4150 343142 ±3103 3 32124 ±3124 3 32158 ±3103 3

M2199 + Ci1asimade (1) 3112 ±0173 0100 ±0100 3157 ±1106 3112 ±0173 0100 ±0100 5124 ±1136 3163 ±0110 0100 ±0100 8114 ±2107

M2199 + Zaprinast (10) 45137 ±5138 18135 ±2109 15135 ±2190

　　注 : 3 P < 0105 (与培养 24 h 组相比) 。空白表示 48 h 后因卵母细胞死亡率显著增加而不再统计。

213 　磷酸二酯酶抑制剂对小鼠卵母细胞自发成熟

抑制作用的可逆性

COCs 或 DOs 在含 Ci1asimade、Zaprinast 或 HX

3 种 PDE 抑制剂的成熟培养液中培养 24 h 后 ,转移

到不含上述抑制剂的成熟培养液中继续培养 24 h ,

结果表明 , Ci1asimade、Zaprinast 或 HX 对 COCs 和

DOs GVBD 的抑制作用都是可逆的 (表 3) 。此外 ,

Ci1asimade 对 COCs 和 DOs PB1 排出的抑制效应也

是可逆的。

表 3 　磷酸二酯酶抑制剂对小鼠卵丘卵母细胞复合体自发成熟抑制作用的可逆性

Table 3 　Reversal effects of PDE inhibitors on the spontaneous maturation of mouse oocytes %

M2199 + 抑制剂/

(μmol/ L)

培养 24 h 后转移到不含药物的培养基中继续培养 24 h

卵丘卵母细胞复合体 裸卵 卵丘卵母细胞复合体 裸卵

GVBD PB1 GVBD GVBD PB1 GVBD

M2199 + HX(4 000) 19101 ±2113 15160 ±1131 17126 ±1155 98153 ±114733 22158 ±3103 75199 ±317333

M2199 + Ci1asimade(1) 9132 ±2160 2148 ±2100 9177 ±1171 97123 ±114733 23105 ±317733 66153 ±512433

M2199 + Zaprinast (10) 40112 ±2136 20190 ±1139 14112 ±2136 95146 ±219833 26187 ±7152 85146 ±219833

　　注 :33 P < 0101 (与培养 24 h 组相比) 。

3 　讨 　论

1)环核苷酸第二信使 cAMP 和 c GMP 在哺乳

动物卵母细胞成熟中发挥关键性的调节作用。研究

表明 ,卵丘细胞中高水平的 cAMP 诱导卵母细胞减

数分裂恢复 ,而卵母细胞内高水平的 cAMP 则阻滞

卵母细胞减数分裂的恢复[2 ] 。本研究观察到 ,PDE3

的选择性抑制剂 Cilostamide 能显著抑制小鼠卵母

细胞的自发成熟 ,而在同样的实验条件下 ,PDE4 选

择性抑制剂 Rolipram 却没有影响。此结果与其他

学者对小鼠[7 ] 、猪[829 ] 、牛[10 ]以及恒河猴[11 ]相关研

究报道结果都相似。进一步观察 PDE5 的选择性抑

制剂 Zaprinast 对小鼠卵母细胞自发成熟的影响 ,结

果表明 ,Zaprinast 能显著抑制小鼠卵母细胞的自发

成熟 ,其抑制效应比 Cilostamide 弱 ,类似于 PDE 非

选择性抑制剂 HX。PDE5 有可能既在小鼠卵母细

胞上表达 ,又在颗粒细胞上表达 ,这还有待进一步

证实。

2) 本实验中 ,Cilostamide 对卵母细胞成熟的抑

制效应不随体外培养时间的延长而显著减弱 ,表明

它能长久性地阻滞卵母细胞减数分裂的恢复 ;而

HX的抑制效应则随培养时间的延长而显著减弱。

PDE4 为 cAMP 特异性 PDE ,与 cAMP 有很高的亲

和力 ;然而 PDE4 不像 PDE3 ,并不受 c GMP 抑制。

免疫组化证明 ,PDE 在小鼠卵泡中的表达具有分室

化现象 ,即 PDE3 只在卵母细胞上表达 ,而 PDE4 只

在颗粒细胞上表达[12 ] 。HX 既是 PDE 的非选择性

抑制剂 ,也是存在于小鼠卵泡液中阻滞卵母细胞减
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数分裂恢复的生理性抑制剂[1 ] 。既然 PDE4 特异性

抑制剂对卵母细胞自发成熟没有影响 ,则可认为

HX对卵母细胞成熟的阻滞作用是因其对 PDE3 的

抑制 ; 但由于它在抑制 PDE3 的同时还能抑制

PDE4 ,故其对减数分裂的影响既不同于 PDE3 抑制

剂又不同于 PDE4 抑制剂 ,其抑制作用随着体外培

养时间的延长而有一定的减弱 ,而 Cilostamide 的抑

制作用却不随培养时间的延长而减弱。卵母细胞中

持续存在的高浓度 cAMP 能长时间抑制卵母细胞

减数分裂恢复 ,而卵丘细胞和卵母细胞中同时持续

存在高浓度 cAMP 时 ,则对卵母细胞减数分裂恢复

的抑制作用会随着时间的延长而减弱。

3)在本实验中 ,Zaprinast 虽能抑制卵母细胞的

自发成熟 ,但随着其作用时间的延长 ,卵母细胞的死

亡率显著增加。已知 PDE3 与 cAMP 有高的亲和

力 ,它以 cAMP 为底物但被 c GMP 抑制。c GMP 可

以紧密地结合在 PDE3 上而使 cAMP 不被水解[5 ] 。

由此 ,c GMP 依赖型的 PDE5 抑制剂 ,虽然它主要能

升高卵母细胞中的 c GMP ,但同时也能升高 cAMP。

PDE5 抑制剂的这种双重性能解释为什么它在卵母

细胞培养中的毒性要大于 PDE3 抑制剂 Cilostamide

和 HX。此外 ,如果将 Cilostamide 和 Zaprinast 处理

24 h 的卵母细胞 ,转移到不含有抑制剂的新鲜培养

基中 ,95 %以上的卵母细胞仍能够发生 GVBD ,表明

Cilostamide 和 Zaprinast 对卵母细胞减数分裂恢复

的抑制效应是可逆的。以上结果表明 ,体外进行卵

母细胞操作时 ,可以考虑用 Cilostamide 来模拟体内

阻滞物对卵母细胞成熟的抑制效应 , 但不能用

Zaprinast 。

综上 ,本实验结果首次表明 ,PDE5 特异性抑制

剂 Zaprinast 能显著抑制小鼠卵母细胞的自发成熟 ,

且其抑制效应是可逆的。
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