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蛋白质合成抑制剂亚胺环己酮 ( CHX)
对猪卵母细胞体外成熟的影响3
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摘 　要 　研究了蛋白质合成抑制剂亚胺环己酮 (CHX) 对猪卵母细胞体外成熟过程中的 GVBD、染色质凝集、M

Ⅱ期成熟及卵丘细胞扩展的作用。结果表明 : (1) 培养液中添加 CHX , 可抑制卵母细胞 GVBD 的发生 , 而且此

作用是浓度依赖性的 , 但 CHX的抑制效果是完全可逆的 ; (2) 在含 10μg/ ml CHX液中分别培养 0、6、12 和 24

h 后转入正常培养液再继续培养至 48 h , 卵母细胞成熟率分别为 8411 %、7711 %、4819 %和 2718 % ; (3) 正常培

养液中培养 0、6、12、24、36 和 48 h 后 , 再转入浓度为 10μg/ ml CHX液中继续培养至 48 h , 卵母细胞成熟率分

别为 0、0、0、3113 %、6514 %和 7915 % ; (4) CHX对卵丘细胞扩展的影响随培养时间延长而增强 , 在 CHX 中

处理时间为 16 h 或更长 , 完全抑制卵丘细胞的扩展。
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　　关于哺乳动物卵母细胞发育和成熟的机制 , 至

今尚了解不够。一般认为 , 可以把卵母细胞生发泡

破裂 ( GVBD) 作为向成熟方向发育的标志。

GVBD 的主要特征是染色质高度凝集 , 核仁消失及

核膜破裂等 ( Kubelka et al . , 1988) 。如果条件适

宜 , GVBD 一旦发生 , 卵母细胞就将向着 M Ⅰ发

育并最终发育到 M Ⅱ期、排出第一极体而达到成

熟状 态 ( Motlik et al . , 1990 ; Taieb et al . ,

1997) 。亚胺环己酮 (cycloheximide , CHX) 是一

种蛋白质合成抑制剂 , 专门抑制肽链延长。有人证

明 , 在培养的不同时间加入 CHX , 得到的 GVBD

率有差异 , 并认为在培养的前几个小时内的蛋白质

合成和 RNA 转录是发生 GVBD 的先决条件 ( Tate2
moto et al . , 1995) 。这些蛋白质的合成可能与促

成熟因子 ( MPF) 的活性有关 ( Kubelka et al . ,

1995) 。到目前为止 , 人们的研究焦点主要集中于

CHX对 GVBD 的影响 , 而对其与 GVBD 后的继续

发育能力的关系没有报道。本实验研究了 CHX 作

用的时间和浓度以及在培养后不同时间加入 CHX

对猪卵母细胞核成熟和卵丘细胞扩展等的影响。

1 　材料与方法

111 　卵母细胞收集与培养

自卵巢表面吸取 2～6 mm 卵泡中的卵丘卵母

细胞复合体 (cumulus2oocyte complex , COC) 。将

洗涤后的 COC , 一部分直接移入 200μl 培养滴进

行培养 , 另一部分则先用 011 %的透明质酸酶

(sigma) 液作用 30～60 s , 再用适当口径的微细吸

管去除卵丘细胞 , 使之成为裸卵 , 然后进行培养。

每一培养滴 (200 μl) 放 30 枚左右的卵母细胞。

培养条件为 3815 ℃～39 ℃, 5 %CO2 。

112 　培养液

成熟培养液为 m TCM2l99 , 加入 10 % ( v/ v)

FCS ( Sigma 公司) , 10 IU/ ml PMSG (宁波激素

厂) 和 10 % (v/ v) p FF (自制) 。在上述培养液中

加入 CHX就构成 CHX培养液。

113 　卵母细胞成熟鉴定

培养结束后 , 将卵母细胞移入 011 %透明质酸

酶液中处理 2～3 min , 脱除卵丘细胞 , 常规技术

压片 , 固定 , 染色。根据 Hunter 等 (1966) 的方

法 , 将卵母细胞成熟阶段分为 GV 期 , GVBD , M

Ⅰ期 , Ana Ⅰ/ Tel Ⅰ期和 M Ⅱ期。由于 CHX 的作

用 , lPb 排出率明显下降。



114 　试验设计

为了解 CHX 对猪卵母细胞体外成熟的作用 ,

做了以下几个实验 : (1) 在正常培养条件下 , 猪卵

母细胞成熟过程中核的动态变化规律 ; (2) 不同浓

度的 CHX对猪卵母细胞成熟的作用 ; (3) 在 CHX

液培养 24 h 后 , 转入正常培养液中 GVBD 发生情

况 ; (4) 正常培养后不同时间加入 CHX , 检查对

猪卵母细胞成熟率的影响。每组实验均重复 3 次以

上。

115 　数据分析

对所得数据用方差分析进行统计学处理。

2 　结　果

211 　在正常培养液中培养卵母细胞核的成熟变化

规律

选取形态良好的 COC 在正常成熟培养液中培

养 , 在培养 0、12、24、30、36、40 和 48 h 后 ,

分别进行压片 , 观察细胞核所处的时期 , 结果见表

1。

212 　不同浓度的 CHX对猪卵母细胞体外成熟的作

用

随机将已经去除卵丘和具有完整卵丘的卵母细

胞分别放入含有 0、011、1、10 和 50μg/ ml CHX

的培养液中培养 24 h , 结果见表 2。浓度为 1、10

和 50μg/ ml 的 CHX 可以完全抑制卵母细胞发生

GVBD , 其生发泡界限清晰 , 但其中的染色体已经

开始凝集。因而 , CHX 能抑制 GVBD , 却不能阻

止染色体凝集。CHX 浓度为 011μg/ ml 时 , 仍有

约 10 %的卵母细胞发生 GVBD。

从表 2 还可以看出 , CHX 的作用与卵丘细胞

存在与否无关。

213 　经含 CHX的培养液培养 24 h 后 , GVBD 发

生情况

先将 COC 在含 10μg/ ml CHX 的培养液中培

养 24 h , 用无 CHX的培养液充分洗涤再转入正常

培养液中培养。在转入正常培养液 0、2、3、4、

6、8 和 12 h 后 , 观察 GVBD 情况 , 结果见表 3。

在含 CHX的培养液培养 24 h 后 , 卵母细胞均

处于 GV 期 , 但核内的染色质已经高度凝集 , 其凝

集程度类似前中期状态。转入正常培养液后 4 h ,

就有 6115 %的卵母细胞发生 GVBD ; 到 6 h 后 ,

GVBD 率 为 7912 % ; 到 8 h 后 , GVBD 率 为

7217 % , 并有 2217 %的卵处于 M Ⅰ期。在培养 12

h 后 , 有 7118 %发育到 M Ⅰ期 ; 培养 24 h 后 , 则

有 2718 %发育到 M Ⅱ期。

表 1 　在正常培养液中培养不同时间猪卵母细胞核的成熟变化

Table 1 　Nuclear status of porcine oocytes at different time of culture in mTCM2199

培养时间

Time of culture

(h)

观察卵数

No. of

oocytes

细胞核发育时期 Status of nuclei

生发泡

( GV)

生发泡破裂

( GVBD)

中期Ⅰ

(M Ⅰ)

后/ 末期Ⅰ

(Ana Ⅰ/ Tel Ⅰ)

中期Ⅱ

(M Ⅱ)

退化

(Degenerated)

0 57 53 4

(9310) 3 (710)

12 41 41

(100)

24 31 3 25 1 2

(916) (8016) a (312) c (615) a

30 40 4 13 18 3 2

(10) (3215) b (45) a (715) (5) a

36 90 0 7 36 22 15 10

(718) c (40) a (2414) a (1617) c (1110) a

40 47 10 32 5

(2113) a (6811) a (1016) a

48 61 51 10

(8316) a (1111) a

3括号内的数字代表占所检查卵子数的 % (以下各表与此相同) 　a2b : P < 0105 　b2c : P < 0105 　a2c : P < 0101
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表 2 　不同浓度的 CHX对猪带卵丘和不带卵丘卵母细胞体外成熟的作用

Table 2 　Effect of CHX on nuclear maturation of porcine oocytes with or without cumulus cultured for 24 h in vit ro

卵丘细胞

Cumulus

CHX浓度

Con. CHX (μg/ ml)

检查卵数

No of oocytes

核的状态 Status of nuclei

生发泡

( GV)

生发泡破裂

( GVBD)

退化

(Degenerated)

+ 0 30 0 30 (100) a 0

- 0 30 0 28 (9313) a 2 (617)

+ 011 36 32 (8819) 4 (1111) c

- 011 35 33 (9412) 2 (518) c

+ 1 35 34 (9711) 1 (219)

- 1 35 32 (9114) 3 (816)

+ 10 46 45 (9718) 1 (212)

+ 50 45 41 (9111) 4 (819)

a2c : P < 0101

表 3 　经含 CHX培养液培养 24 h后转入正常培养液猪卵母细胞 GVBD 发生情况

Table 3 　Time of GVBD occurrence in pig oocytes after 24 h of CHX block

正常液培养时间

Cultural duration

in normal medium (h)

观察卵数

Oocytes

examined

生发泡

( GV)

生发泡破裂

( GVBD)

中期Ⅰ

(M Ⅰ)

中期Ⅱ

(M Ⅱ)

退化

(Degenerated)

0 21 21 (100) a

2 23 23 (100) a

3 27 26 (9613) a 1 (317) c

4 52 18 (3416) c 32 (6115) a 2 (318)

6 48 9 (1818) c 38 (7912) a 1 (210)

8 22 1 (415) c 16 (7217) a 5 (2217) c

12 32 0 7 (2119) b 23 (7118) a 2 (613)

24 90 0 44 (4819) a 10 (1111) c 25 (2718) 11 (1212)

a2c : P < 0101

214 　经过含 CHX培养液培养不同时间后卵母细胞

的成熟情况

在含 10μg/ ml CHX的成熟培养液中分别培养

0、6、12、24 和 48 h 后 , 转入正常培养液中再继

续培养至 48 h , 或者经 CHX 液培养 24 h 或 4 h

后 , 再转入正常培养液继续培养 48 h。结果 , 经

CHX处理 6 h , 卵母细胞成熟率为 7711 % , 与对

照组 (8411 %) 无显著差异。经过 12 h 或更长时

间处理后 , 成熟率显著下降 , 而卵母细胞死亡率显

著升高 (表 4) 。

215 　在培养不同时间加入 CHX对猪卵母细胞成熟

的影响

在正常培养液中分别培养 0、6、12、24、36

和 48 h 后 , 转入含 10μg/ ml CHX 的培养液中继续

培养至 48 h 卵母细胞的成熟变化见表 5。在培养 6

h 后加入 CHX , 卵母细胞仍处于 GV 期 (9119 %) ,

无一发生 GVBD , 与一直处于 CHX中 48 h 的对照

组 (9215 %) 相同。

在 12 h 后加入 CHX , 有 3217 %的卵母细胞发

生 GVBD。在培养 24 h 后加入 CHX , 成熟至 M Ⅱ

期的卵母细胞为 3113 % , 大多数卵母细胞未能超

过 M Ⅰ期。在培养 36 h 后加 CHX , 成熟率为

6514 % , 显著低于正常培养组 ( 7915 % , P <

0101) 。

216 　CHX对卵丘细胞扩展的影响

实验中发现 , CHX 对卵丘细胞的扩展及其程

度有很大影响。在正常培养液中培养 24 h 或 36 h

后再转入 CHX液培养 , 原来已扩展的卵丘细胞不

再继续扩展 , 而且周边的颗粒细胞有回缩的迹象。

先经 CHX 液培养 4～6 h , 再转入正常培养液

培养 , 卵丘细胞的扩展不受影响 , 能达到 3～4 级

(分级标准参见 Daen et al . , 1994) 。先经 CHX 液

培养 12 h 再转入正常液培养 36 h 后 , 卵丘细胞的

扩展程度仅相当于正常培养 24 h 的水平。而 CHX

液培养 16 h 后再转入正常培养 , 卵丘细胞不再扩

展 (表 6) 。
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表 4 　经 CHX液培养不同时间再转入正常培养液培养卵母细胞的成熟情况

Table 4 　Maturation of porcine oocytes after treated by CHX for different time

CHX时间

Time in

CHX (h)

正常液时间

Time in normal

medium (h)

卵数

No.

oocytes

核成熟状态 Nuclear status

生发泡

( GV)

生发泡破/ 中期Ⅰ

( GVBD - M Ⅰ)

后/ 末期Ⅰ

(Ana Ⅰ/ Tel Ⅰ)

中期Ⅱ

(M Ⅱ)

退化

(Degenerated)

0 48 69 0 7 (1011) 0 58 (8411) a 4 (518)

6 42 70 0 11 (1517) 0 54 (7711) a 3 (413)

12 36 90 0 32 (3516) 8 (819) 44 (4819) b 6 (617)

24 24 90 0 44 (4819) 10 (1111) 25 (2718) b 11 (1212)

48 24 95 0 52 (5417) 6 (613) 14 (1417) c 23 (2412)

24 48 48 0 18 (3715) 0 15 (3113) b 9 (1817)

48 48 50 0 17 (34) 0 11 (22) c 22 (44)

24 0 32 32 (9016) 0 3 (914)

48 0 33 33 (7518) 0 8 (2412)

a2b : P < 0105 　b2c : P < 0105 　a2c : P < 0101

表 5 　于培养不同时间加入 CHX对猪卵母细胞成熟的影响

Table 5 　Effect of the initiation time for CHX treatment on the maturation of porcine oocytes

正常培养时间

Duration in normal

medium (h)

CHX培养时间

Duration in CHX

(h)

卵数

No.

oocytes

核的状态 Status of nuclei

生发泡

( GV)

生发泡破裂/ 中期Ⅰ

( GVBD - M Ⅰ)

后/ 末期Ⅰ

(Ana Ⅰ/ Tel Ⅰ)

中期Ⅱ

(M Ⅱ)

退化

(Degenerated)

0 48 40 37 (9215) a

6 42 37 34 (9119) a

12 36 52 34 (6514) b 17 (3217) b

24 24 64 0 34 (5311) a 5 (718) a 20 (3113) c 5 (718)

36 12 81 0 19 (2315) b 4 (419) a 53 (6514) b 5 (612)

48 0 78 0 0 62 (7915) a 16 (2015)

a2b : P < 0105 　b2c : P < 0105 　a2c : P < 0101

表 6 　CHX对卵丘细胞扩展的影响

Table 6 　Effect of CHX on the cumulus expansion of porcine oocytes cultured in vit ro

CHX培养时间

Duration in CHX medium (h)

正常液培养时间

Duration in normal medium (h)

卵丘细胞扩展情况

Cumulus expansion

0 48 扩展至 3～4 级 ( Expanded to degrees 3～4)

4 44 扩展至 3～4 级 ( Expanded to degrees 3～4)

6 42 扩展至 3～4 级 ( Expanded to degrees 3～4)

12 36
扩展至 2 级 , 相当于正常 24 h 的水平 ( Expanded to degree 2 ,

corresponding to that matured for 24 h in normal medium)

16 32 无扩展 (No expansion)

24 24 无扩展 (No expansion)

24 48 无扩展 (No expansion)

3 　讨　论

311 　CHX抑制 GVBD

在牛、马、绵羊和山羊等卵母细胞体外培养时

发现 , 卵母细胞的成熟 , 包括 GVBD、从 M Ⅰ向

M Ⅱ转变及 M Ⅱ期的维持均需要新的蛋白质参与 ,

加入蛋白质合成抑制剂 ———亚胺环己酮 ( CHX)

能抑制卵母细胞发生 GVBD , 使其处于 GV 状态

(Moor et al . , 1986 ; Hunter et al . , 1987 ; Sirard

et al . , 1989 ; Kastrop et al . , 1991 ; Tatemoto et

al . , l995 ; Alm et al . , 1996) 。本实验发现 , 猪

卵母细胞的 GVBD 也需要新的蛋白质合成。而且 ,

CHX的抑制效果有浓度依赖性作用。然而 , CHX

不影响小鼠卵母细胞的 GVBD。这可能是因为小鼠
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GV 期卵中已经存在有足量的发生 GVBD 所需的蛋

白质 ( Hashimoto et al . , 1988 ; Szollosi et al . ,

1991) , 而家畜 GV 期卵母细胞中尚不具备 (Alm

et al . , 1996) 。

本实验中 , 猪卵母细胞在含 CHX 的培养液中

培养 24 h 或 48 h 后 , 仍维持在 GV 期 , 但 CHX的

存在并不阻止核内染色质的凝集。染色质凝集过程

不受 CHX 的影响的原因可能是 , GVBD 和染色质

凝集两个过程存在着不同的调节机制。或者是在

GV 期时卵内已经合成完染色质凝集因子的前体

( Kubelka et al . , 1995) 。

有人认为 , 卵母细胞成熟所需的蛋白质很可能

就是细胞周期素 B (cyclin B) 。在培养起始后的数

小时内 , 卵母细胞合成大量的周期素 B。周期素 B

与已经存在于卵内的 p34cdc2结合成复合体 , 并以无

活性的 MPF 前体 (pre2MPF) 形式存在。当 MPF

前体的数量达到阈值后 , 受一系列激酶作用 , 变为

有活性的 MPF , 从而启动卵母细胞发生 GVBD

( Taieb et al . , 1997 ; Levesque et al . , l996) 。本

实验在解除 CHX 抑制转入正常培养液后 , 大部分

卵母细胞在 4～8 h 内就能完成 GVBD。这可能意

味着在解除抑制后的 4～8 h 内 , 猪卵母细胞就完

成了 GVBD 所需的蛋白质 (可能是周期素B) 的合

成。

312 　CHX对猪卵母细胞成熟率的影响

到目前为止 , 人们的研究焦点主要集中于

CHX 对体外成熟的卵母细胞 GVBD 的影响 , 而对

GVBD 后卵母细胞的继续成熟能力的研究尚未见报

道。本实验证明 , 虽然 CHX 对卵母细胞 GVBD 的

抑制是可逆的 , 但解除抑制后卵母细胞继续成熟的

能力受到影响。在 CHX 液中处理 12、24 和 48 h

后再转入正常液继续培养 48 h , 其成熟率大大下

降 , 说明在 CHX中培养超过 12 h 对猪卵母细胞的

成熟有显著的不利影响。在牛 , 只有在培养 12 h

以后加入 CHX , 卵母细胞才能成熟至 M Ⅱ期

(Kastrop et al . , 1991) 。这些事实说明 , GVBD

后 , 由 M Ⅰ向 M Ⅱ期进行时 , 仍然需要新的蛋白

质合成。这些蛋白质可能包括 : 第一次减数分裂完

成 (第一极体释放) 和第二次减数分裂恢复所需的

蛋白质 (Alm et al . , 1996 ; Taieb et al . , 1997) 。
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在排卵前夕 , 卵丘细胞合成并沉积一种富含透

明质酸的细胞间质。这种物质的积累使卵丘细胞扩

展开来 (cumulus expansion) 。在体内 , 卵丘细胞

的扩展有利于 COC 从卵泡壁分离下来而排卵。在

体外培养条件下 , 卵丘细胞同样发生扩展。卵丘细

胞的扩展对于精卵结合及其后的合子发育具有重要

意义 ( Chen et al . , 1993 ; Vanderhyden et al . ,

1993) 。本实验结果说明 , CHX 不仅对卵母细胞中

蛋白质合成起抑制作用 , 也对卵丘细胞的蛋白质合

成起抑制作用 , 因为它抑制卵丘扩展。据报道 ,

PMSG可以使卵丘细胞扩展 , p FF 和 FCS 中均有

促进卵丘扩展的因子 (Daen et al . , 1994 ; Chen

et al . , 1994) 。本实验中 , 在用 CHX 处理 16 h

后 , 即便培养于含 p FF、FCS 和 PMSG 的培养液

中 , COC 也不发生卵丘扩展。这意味着外源因子

必须有内源因子作出应答才起作用 , 也可能是这些

物质的合成具有严格的阶段性。这也反映出 ,

CHX对猪卵丘细胞扩展的抑制是不可逆的。
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外　文 　摘 　要 ( Abstract)

EFFECTS OF CYCLOHEXIMIDE ( CHX) ON IN VI TRO MATURATION

OF PORCINE OOCYTES3

L I Guang2Peng①　M EN G Qing2Gang①　WEI Peng①　YU Yuan2Song①

CHAN G Zhong2Le ②　TAN Jing2He ①②33

( ①Depart ment of Biotechnology , Northeast A grlcult ural U niversity , Harbi n 　150030 , Chi na)

( ②College of A ni mal and Veteri nary Sciences , S handong A gricult ural U niversity , Taian 　271018 , S handong , Chi na)

Since it was reported that protein synthesis and RNA transcription during early hours of culture is essential

for germinal vesicle breakdown ( GVBD) in i n vit ro maturing oocytes , a series of experiments have been de2
signed to study the effects of cycloheximide (CHX) , an inhibitor of protein synthesis , on GVBD , condensation

of chromatin , oocyte maturation to M Ⅱstage and the cumulus expansion of porcine oocytes cultured i n vit ro.

Porcine cumulus2oocyte complexes (COCs) were aspirated with a syringe from the follicles of 2～6 mm in

diameter on the ovarian surface and cultured in m TCM2199 containing 10 % FCS , 10 IU/ ml PMSG and 10 %

p FF , in an atmosphere of 5 % CO2 in air at 3815 ℃～39 ℃. Five experiments were conducted in this study. In

experiment 1 , the nuclear changes during maturation of oocytes cultured under normal conditions were ob2
served. In experiment 2 , effects of CHX concentration on oocyte maturation were studied. In experiment 3 ,

oocytes were first cultured in medium containing CHX for 24 hours and then transferred to and cultured in nor2
mal maturation medium to study the effect of protein synthesis during first hours of culture on porcine oocyte

GVBD. In experiment 4 , oocytes were first cultured in CHX2containing medium for 0 , 6 , 12 , 24 and 48
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hours before being transferred to and cultured in normal maturation medium up to 48 hours to study the effect of

CHX during early hours of culture on oocyte maturation to M Ⅱ stage. In experiment 5 , at different hours of

culture in normal maturation medium , oocytes were transferred to and cultured in CHX2containing medium up

to 48 hours to study effects of CHX during later hours of culture on oocyte maturation to M Ⅱstage.

The results obtained were as follows : (1) GVBD was completely blocked when CHX was added at concen2
t rations of 1 , 10 , or 50μg/ ml. However , GVBD occurred in some oocytes when CHX was at 011μg/ ml. The

CHX inhibition of GVBD was fully reversible and once CHX was removed GVBD occurred very soon. When the

COC was first cultured in the presence of 10μg/ ml CHX for 24 h and then transferred to and cultured in normal

medim (without CHX) , GVBD occurred at 4～8 h , 3 to 6 times earlier than that occurred under normal condi2
tion (20～24 h) ; (2) When the COC was first cultured in the presence of CHX for 0 , 6 , 12 and 24 h , and

then transferred into normal medim and continued to culture up to 48 h , the M Ⅱmaturation rates of oocytes

were 8411 , 7711 , 4819 and 2718 % , respectively ; (3) When the COC was cultured in normal medium for 0 ,

6 , 12 , 24 , 36 and 48 h , then cultured in CHX media up to 48 h , the maturation rates were 0 , 0 , 0 ,

3113 % , 6514 % and 7915 % , respectively. In summary , results 2 and 3 indicated that with extension of expo2
sure to CHX , whether during early or late hours of culture , oocyte maturation to M Ⅱstage was reduced

markedly. ; (4) CHX inhibited the expansion of cumulus cells. Based on these results , we conclude that the

GVBD and maturation to M Ⅱstage of porcine oocytes needed de novo synthesis of proteins.

Key words 　Pig , Oocytes , In vit ro maturation , Cumulus expansion , Cycloheximide
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