
小鼠体外发育卵母细胞生长分化因子-9基因表达  

    卵母细胞与卵泡细胞的双向交流对于卵母细胞发育和以后的受精、胚胎发育潜能有重要意义[1]，所以卵

母细胞在卵泡生成中所起的作用应得到充分重视。卵母细胞分泌一种或多种因子，以旁分泌方式调节颗粒细胞

的活动和功能，并参与调节卵泡生长的微环境，使之有利于卵母细胞成熟[2]。从初级卵泡阶段开始，卵母细

胞分泌生长分化因子9(GDF-9)，这是转移生长因子β(TGFβ)超家族中比较特殊的生长因子。GDF-9在卵泡发育

过程中不可或缺，它可以模拟卵母细胞的某些功能，维持卵泡的正常形态，其作用表现在以下几个方面：(1)

GDF-9缺乏的雌鼠不孕，因为卵泡发育停留于3a卵泡阶段，不再继续生长[3]。GDF-9缺乏的卵泡不能释放一种

信号来募集卵泡周围的卵泡膜细胞前体，也不能有效刺激颗粒细胞增生[4]。(2) GDF-9可以帮助去掉卵母细

胞的卵泡保持球形外观并能刺激卵丘扩张[5]。(3)GDF-9还可以模拟卵母细胞抑制颗粒细胞分化的作用。去除

卵母细胞的卵泡不能生长，反而发生黄素化[6][7]。Vitt[8]在颗粒细胞培养液中加入GDF-9，发现GDF-9抑

制促卵泡成熟激素诱导的孕激素和雌二醇合成和LH受体形成，同时促卵泡成熟激素诱导的cAMP合成也减少。

Yamamoto[9]发现在卵泡发育的后期，GDF-9抑制卵泡细胞的提前黄素化。卵泡发育的不同阶段，GDF-9的表

达水平差异很大。Elvia[5]发现始基卵泡的卵母细胞不合成GDF-9，3a期卵泡开始出现低水平GDF-9，3b期卵

泡的GDF-9浓度增加，生长完全的窦前卵泡的卵母细胞GDF-9染色浓度更高，在大窦卵泡和排卵前卵泡的卵母

细胞中也可以清楚看到GDF-9染色。本实验在体外培养过程不同时间点比较体内与体外发育的卵母细胞GDF-9

基因表达，以期了解体外发育的卵母细胞GDF-9基因表达变化特点以及对卵母细胞成熟的影响。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  实验动物  出生D10雌性昆明小鼠，与母鼠共同喂养，参照SPF喂养标准，12 h照明、12 h黑暗

交替进行。 

    1.1.2  主要仪器和器皿  体视显微镜、热台(NIKON公司)，低温高速离心机(BECKMAN公司)，超低温冰

箱(SANYO)， PCR扩增自动循环仪(Applied Biosystem公司)，稳压电泳仪、水平电泳槽、全自动凝胶成像仪

(BIO-RAD公司)，紫外分光光度计(BIOCHORM公司)。 

    1.1.3  实验试剂  重组人促性腺激素(Serono公司)，胎牛血清、人绒毛膜促性腺激素、表皮生长因子

(EGF)、青霉素、链霉素；低糖α-MEM、胰岛素、转铁蛋白、硒、消毒矿物油(GIBCOL公司)，细胞裂解液

(0.5%NP-40，10 mmol/L Tris-HCl，pH=8.0，10 mmol/L NaCl，3 mmol/L MgCl
2
)，Superscript III，

Trizol，多聚(dT)18引物，dNTP，15×逆转录缓冲液，10×PCR缓冲液，Taq酶，25 mmol/L MgCl
2
，100 bp 

DNA marker，AMV RNA酶抑制剂，溴化乙锭，0.5% Pronase，磷酸盐缓冲液(PBS)，TAE，琼脂糖，加样缓冲

液(INVITROGEN公司)。引物合成和序列分析：上海博亚生物技术有限公司。 

    1.2  实验方法 

    1.2.1  窦前卵泡的体外培养 
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    1.2.1.1  机械方法分离窦前卵泡  出生D10小鼠经颈椎脱臼处死，取出双侧卵巢，α-MEM+10%FBS洗涤3

次，37 ℃热台上，体视显微镜下，使用1 ml注射器25G针头机械分离出单个卵泡，尽量维持卵泡完整。 

    1.2.1.2  选择基底膜完整、形态好的窦前卵泡进行培养  Falcon 3001培养皿中做10个培养液滴，每个

液滴20 μl，矿物油覆盖，2～4个卵泡移入一个液滴，37 ℃、5%CO
2
(V/V)、100%湿度培养12 d，隔天换液10 

μl；每日倒置显微镜观察卵泡形态，目镜标尺测量卵泡和卵母细胞的直径；第12天在培养液中加入2.5 IU/ml

绒毛膜促性腺激素、5 ng/ml表皮生长因子，14～16 h后收集排出的卵丘细胞卵子复合物。将玻璃吸管拉成直

径稍大于卵母细胞的吸管轻轻吹打，去掉卵丘细胞，必要时用0.1%透明质酸酶去掉卵丘细胞，得到卵母细

胞；收集卵母细胞，在倒置显微镜下测量卵母细胞直径，评定卵母细胞是否成熟。 

    1.2.2  卵母细胞GDF-9基因表达的测定 

    1.2.2.1 卵母细胞RNA提取  体外发育组：体外培养D2、D4、D6、D8、D10、D12分离卵母细胞各10个，

用直径稍大于卵母细胞的玻璃吸管反复吹打去掉卵丘细胞；体内发育组：分别于小鼠出生后D12、D14、D16、

D18、D20、D22颈椎脱臼处死，机械方法分离靠近卵巢门的卵泡各10个，去掉卵丘细胞。两组卵母细胞分别移

入0.5% Pronase液滴中消化15 s去除透明带，PBS中冲洗3次；裂解液10 μl加入0.2 ml PCR管中，将单个卵

母细胞移入，-80 ℃保存；体内生长D12、D14、D16、D18、D20、D22与体外培养D2、D4、D6、D8、D10、

D12时间对应。 

    1.2.2.2  卵母细胞mRNA逆转录  使用Superscript Ⅲ，20 μl混合液 25 ℃×25 min，50 ℃×60 

min，70 ℃×15 min。按照试剂说明进行逆转录操作合成cDNA，逆转录产物-20 ℃保存。 

    1.2.2.3 引物合成  内参照选择管家基因β-actin，Genebank中找到小鼠GDF-9、β-actin的mRNA序列，

使用OLIGO6.0引物设计软件设计上、下游引物。GDF-9上、下游引物分别为：5'AGCAGAAGTCACCT CTACAATAC 

3'和5'GTGTCGTTGAGATACAAGA TGA3'；β-actin上、下游引物分别为：5'TCGTGGGCC GCTCTAGGCAC 3'和

5'TGGCCTTAGGGTTCAGG GGG 3'，引物由上海博亚生物公司合成。 

    1.2.2.4  卵母细胞cDNA进行多聚酶链反应扩增  总体积50 μl反应液，包括10×Buffer 5 μl、MgCl
2

(25 mmol/L)3 μl、dNTP Mix(10 mmol/L)1 μl、引物各1 μl，Taq 酶(5 U/μl)0.4 μl，模板cDNA 20 μ

l。瞬时离心后，设定PCR扩增仪程序：预变性94 ℃×2 min；变性95 ℃×30 s；退火56～60 ℃(β-actin

为60 ℃，GDF-9为56 ℃)×40 s；循环30～35周期后(β-actin为30周期，GDF-9为35周期)72 ℃×30 s延

长。扩增产物-20 ℃保存。 

    1.2.2.5  PCR产物凝胶电泳  1%琼脂糖，加入10 μl溴化乙锭混匀，10×上样缓冲液1 μl与9 μl PCR产

物混匀，分别加入加样孔中，同时加入100 bp DNA marker。剩余PCR产物进行测序。恒压100 V电泳30 

min，应用计算机全自动图像分析仪测量PCR产物电泳条带的面积(AREA)和平均光密度值(OPTDM)，获得几何

平均光密度(OPIDI=AREA×OPTDM)。基因表达用相对光密度表示：检测基因光密度/管家基因光密度。电泳后

剩余PCR产物进行序列分析，以确认扩增产物序列。 

    1.3  统计学处理 

    使用SPSS10.0统计学软件，采用t检验。 

    

2  结果 

    2.1  体外培养卵泡成活率、窦腔形成率和卵母细胞成熟率 

    2.1.1  卵泡成活、窦腔形成和卵母细胞成熟的标准  存活的卵泡表现为卵泡结构完整，彼此联系紧密，

卵母细胞形态正常；退化的卵泡表现为基底膜缺损，颗粒细胞松散或游离到卵泡外，卵母细胞逸出卵泡，变形

或崩解；窦腔形成的表现：完整的卵泡结构中紧邻卵母细胞区域出现半透明，充满液体的窦腔腔样结构；成熟

卵母细胞表现为生殖泡破裂，第一极体排出。 

    2.1.2  卵泡生长过程形态结构改变  培养第2～3天，卵泡贴壁，固定在培养皿上，不能移动(图1 A)；

第4天颗粒细胞数目明显增多，培养皿平铺一层细胞(图1B)；第5～6天颗粒细胞层增多，颗粒细胞明显越过基

底膜生长，难以清晰观察卵母细胞；卵泡逐渐失去球形的三维结构，转变成为煎蛋样外观(图1C)；第7～10



天，卵泡出现颗粒细胞稀疏，半透明的窦腔样结构(图1 D)；第13天，黏液团样卵丘逸出，悬浮在培养液中，

卵丘细胞松散，放射状排列(图1E)。分离卵丘细胞后见到成熟卵母细胞(图1F)。 

    图1  小鼠窦前卵泡体外培养形态变化 
    Fig.1  Morphological changes of follicles cultured in vitro

    A: 2nd day (Original magnification: ×200); B: 4th day (Original magnification: ×
200); C: 6th day (Original magnification: ×200); D: 10th day (Original magnification: ×
100); E: 13th day (Original magnification: ×400); F: MII oocytes obtained by in vitro 

culture (Original magnification: ×400) 

    2.1.3  体外培养卵泡成活率、窦腔形成率和卵母细胞成熟率  第12天观察306个卵泡，274个卵泡成活

(89.5%)，143个窦腔形成(51.8%)；第13天观察，155个卵母细胞成熟(56.6%)。多数卵泡退化发生于卵泡培

养第4天左右。有些卵泡特别是小卵泡，培养皿平铺细胞少或没有，基底膜破裂，细胞结构破坏，卵母细胞逸

出。 

    2.2  卵母细胞GDF-9基因表达 

    按实验分组收集各个发育阶段体外发育组和体内发育组卵母细胞，每阶段5个卵母细胞，共60个卵母细

胞。经过半定量RT-PCR和凝胶电泳得到深浅不同的条带(图2)，用几何平均光密度(OPIDI)作为定量指标，卵

母细胞GDF-9基因表达量用相对光密度(OPIDIGDF-9/β-actin)表示(表1)。体外发育组和体内发育组各时期卵

母细胞β-actin表达稳定，各组内和组间比较没有明显差异。体外发育组D2卵母细胞GDF-9表达略高于体内发

育组，但没有统计学差异；体外发育组D4～6卵母细胞GDF-9表达明显下降，与体内发育组卵母细胞变化规律

相同，两组间没有显著差异；体外发育组D8～12卵母细胞GDF-9表达维持在很低的水平，但是体内发育组卵母

细胞GDF-9表达明显上升，分别与D8和D12两组间GDF-9表达比较，有显著差异(P<0.05)。 

图2  GDF-9凝胶电泳条带图Fig.2  Electrophoresis of RT-PCR product of GDF-9Lane 1: 2nd day 
in vitro; Lane 2: 4th day in vitro; Lane 3: 6th day in vitro; Lane 4: 8th day in vitro; 
Lane 5: 10th day in vitro; Lane 6: 12th day in vitro; Lane 7: 12th day in vivo; Lane 8: 
14th day in vivo; Lane 9: 16th day in vivo; Lane 10: 18th day in vivo; Lane 11: 20th day 



in vivo; Lane 12: 22th day in vivo

    

3  讨论 

    本实验培养小鼠窦前卵泡12 d后得到成熟卵母细胞，成熟率达到56.6%，但是卵母细胞核成熟不能完全代

表其发育潜能。文献报道体外发育成熟卵母细胞受精后囊胚形成率2%～50%[10][11][12]，低于体内发育成

熟卵母细胞。影响卵母细胞和胞质成熟的因素目前并不清楚，以往研究的重点放在卵泡细胞对卵母细胞发育的

影响。有人认为卵泡大小不同，其生长速度也不同。当卵泡直径达到300 μm才能形成窦腔。窦腔形成是卵母

细胞成熟的必要条件[13][14]，所以卵泡细胞的增殖和分化在卵母细胞成熟过程中所起的作用非常重要。但

是目前人们发现卵母细胞本身才是调控卵泡生长和发育的中枢，特别是卵母细胞分泌GDF-9以旁分泌方式调控

卵泡细胞的增殖和分化。Kim[15]曾比较窦卵泡的卵母细胞经过体外成熟和体内成熟后卵母细胞GDF-9基因表

达，发现二者差别不大。但是Kim只检测了成熟后卵母细胞的GDF-9表达，并不能代表各时间点生长的卵母细

胞GDF-9表达变化。本实验追踪卵母细胞在各发育阶段GDF-9基因表达，发现并不是一成不变的，而是随着发

育阶段不同呈曲线变化。 

    本研究发现窦前卵泡阶段，体外发育组和体内发育组卵母细胞GDF-9表达量差异不大。卵泡体外培养第2

天，卵泡开始贴壁，体外发育组卵母细胞与体内发育组卵母细胞GDF-9有相似的高水平表达；第4天卵泡形成

培养皿表层的平铺细胞，体外和体内发育组的卵母细胞都难以检测到GDF-9表达；但是窦前卵泡向窦卵泡转化

的过程中，体外发育组和体内发育组卵母细胞GDF-9表达量出现差异。卵泡体外培养第5～6天，卵泡直径明显

增加；第7～10天，卵泡内形成窦腔。此阶段体内发育组的卵母细胞GDF-9 表达逐渐增加，体外发育组的卵母

细胞则不同，从第6～10天都难以检测到GDF-9表达；窦卵泡发育接近成熟时，体外发育组和体内发育组卵母

细胞GDF-9表达都增加。卵泡体外培养第12天，卵泡发育到排卵前阶段，体内发育组卵母细胞GDF-9表达达到

最高水平；体外发育组卵母细胞检测到较高水平的GDF-9表达，但仍低于体内发育组。卵泡体内发育阶段与卵

母细胞GDF-9表达有明显对应的关系，卵母细胞在体内发育到第14天时GDF-9基因表达水平急剧下降，以后缓

慢回升。这一时段正是卵泡窦腔形成、颗粒细胞分化成壁层颗粒细胞和卵丘细胞的阶段。低水平的GDF-9表达

与颗粒细胞分化存在密切联系，与GDF-9抑制颗粒细胞分化的理论高度契合。但是在某些阶段，体外发育卵母

细胞变化规律与体内发育卵母细胞不同。第8～10天，体外发育组的卵母细胞GDF-9持续低表达，相反，体内

发育组卵母细胞GDF-9表达水平逐渐增加，这个阶段正是早期窦卵泡形成并逐渐发育成熟的阶段。早窦泡期基

因转录活跃，此时mRNA、核糖体、多肽的集聚对于卵母细胞的发育潜能是非常关键的[16]。可能正是由于窦

前卵泡向窦卵泡转化过程，体外发育组卵母细胞GDF-9基因表达异常影响了卵母细胞发育潜能。 

    本研究结果不仅证实了GDF-9作为旁分泌因子对卵泡发育的重要性，而且发现体外发育卵母细胞GDF-9的

表达异常对卵母细胞成熟有重要影响。目前并不明确GDF-9通过哪条途径起作用，这些有待进一步探索发现。 
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