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摘
!

要!以皮层颗粒"

%&

#单层分布于质膜下做为卵母细胞胞质成熟的标志!利用
%&

荧光染色法!研究了不同浓

度表皮生长因子"

'&(

#和胰岛素样生长因子"

)&(!*

#及其组合对水牛卵母细胞胞质成熟的影响%结果发现$"

*

#添

加不同浓度的
'&(

"

*$

&

+$

&

#$

&

"$,

-

'

./

#都可以提高胞质的成熟率!但是组间差异不显著"

.

#

$0$"

#(皮质颗粒的

分布随着
'&(

浓度的升高逐步由中间分布向皮层分布转变("

+

#在成熟液中添加
)&(!*#$,

-

'

./

时效果较好!能

显著提高卵母细胞胞质的成熟率(皮质颗粒的分布随着
)&(!*

浓度的升高逐步由中间分布向皮层分布转变!在添

加
)&(!*#$,

-

'

./

时!在皮层分布最好!随着
)&(!*

量的进一步增加!皮质颗粒又向中间分布转变("

#

#添加
+$

,

-

'

./'&(1#$,

-

'

./)&(!*

组卵母细胞体外成熟率高于添加
#$,

-

'

./

的
)&(!*

组!显著高于添加
+$,

-

'

./

'&(

组和对照组"

.

$

$0$"

#%由此表明!

'&(

和
)&(!*

对水牛卵母细胞体外成熟有协同作用%

关键词!表皮生长因子(

)&(!*

(卵母细胞(胞质成熟(水牛
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期 王晓丽等$表皮生长因子和胰岛素样生长因子对水牛卵母细胞胞质成熟的影响

!!

体外培养的哺乳动物卵母细胞可自发完成核成

熟!且易于观察和评定)

*

*

%而卵母细胞胞质的成熟!

由于没有直观特征!其评定相对困难%目前将皮质

颗粒"

%@AT:?9;&A9,F;G

!

%&

#呈单层分布于质膜下)

+

*

作为卵母细胞胞质成熟的标准被越来越多的研究者

接受)

#!"

*

%水牛卵母细胞体外成熟率低一直是困扰

研究者的问题!大量的研究工作都围绕这一问题展

开%随着研究的进一步深入!各种生物活性因子在

卵母细胞体外成熟中的作用!受到越来越多的重视%

生物活性因子的影响可能是多途径&多环节&多因素

间协同作用的结果)

6!8

*

%本研究借助
%&

荧光染色

分别比较了不同浓度表皮生长因子"

'&(

#和胰岛素

样生长因子"

)&(

#对水牛体外培养卵母细胞胞质成

熟的影响!并探讨了它们对水牛卵母细胞胞质成熟

的协同作用%

<

!

材料与方法

<E<

!

试剂及培养液配制

!!

除
S%Y!*77

购自
&:W?@

公司外!其他试剂均购

自
2:

-

.9

化学公司%卵母细胞清洗液"

H

#为
S%Y

*771">$..@;

'

/I9N%Z

#

1">$..@;

'

/NG

U

GC

1+[

发情牛血清"

Z%2

#(卵母细胞的成熟培养液

"

Y

#为
S%Y*771+6>+ ..@;

'

/ I9N%Z

#

1">$

..@;

'

/NG

U

GC1">$[ Z%21+>$[

卵泡液
1$>*

"

-

'

./(2N

%所有培养液均添加
6$

"

-

'

./

青霉

素及
*$$

"

-

'

./

链霉素%培养液的消毒用膜孔为

$>+$

"

.

的微孔滤膜滤过进行%

<E!

!

卵巢和卵母细胞的采集

!!

水牛卵巢来自南宁市附近屠宰场!用高压灭菌

过的生理盐水清洗并放入装有
+"

#

#8\

生理盐水

的保温瓶中!

6D

内运回实验室%去除卵巢表面附

着组织!经无菌生理盐水清洗
#

次后再用
*+

号针头

注射器抽取卵巢表面直径为
+

#

6..

的卵泡!在体

视显微镜下选择具有完整卵丘细胞层及均匀细胞质

的卵母细胞进行体外成熟培养%

<E$

!

成熟培养

!!

挑选的水牛卵母细胞用
H

清洗
+

次后!置于含

有
*>"./Y

的玻璃培养皿"

*$..]#$..

#中!

在
#3>"\

&

"[%Z

+

和最大饱和湿度的培养箱中成熟

培养"

>);(#'+.9TFA9T:@,

!

)̂ Y

#

+4D

%成熟培养的

具体处理根据试验设计添加不同浓度的生长因子%

<EF

!

皮质颗粒染色及观察

!!

皮质颗粒的评定方法按照李荣凤和
H9,

-

等)

#

!

"

*报道的进行%透明质酸酶去除卵丘细胞!链

霉蛋白酶去掉透明带"可缺#!洗液洗
+

次!

#>8[

多

聚甲醛液中室温下固定
#$.:,

!阻断液洗
#

次!

$>*[ SA:T:@,J!*$$

的
_Q2

液中室温下通透处理
"

.:,

!阻断液洗
+

次!

()S%!/%5

中避光条件下染色

处理
#$.:,

!洗
#

次"避光#!封片激光共聚焦显微

镜下观察%

<EG

!

试验设计

!!

试验
*

!根据
Y

中
'&(

的添加浓度 "

$

&

*$

&

+$

&

#$

&

"$,

-

'

./

#分为
"

组!回收得到的水牛卵母细胞

随机分配到各处理组中进行成熟培养
+4D

!而后按

照前述方法进行卵母细胞的皮质颗粒染色评定%

!!

试验
+

!根据
Y

中
)&(!*

的添加浓度 "

$

&

*$

&

#$

&

"$

&

*$$,

-

'

./

#分为
"

组!回收得到的水牛卵母

细胞随机分配到各处理组中进行成熟培养
+4D

!而

后按照前述方法进行卵母细胞的皮质颗粒染色评

定%

!!

试验
#

!根据
Y

中的
'&(

和
)&(!*

的浓度组

合
+$,

-

'

./ '&(

&

#$,

-

'

./)&(!*

&

+$,

-

'

./

'&(1#$,

-

'

./)&(!*

以及对照组分为
4

组!回收

得到的水牛卵母细胞随机分配到各处理组中进行成

熟培养
+4D

!而后按照前述方法进行卵母细胞的皮

质颗粒染色评定%

<EH

!

统计分析

!!

数据采用卡方分析"

!

+

#进行统计学的显著性检

验%

!

!

结果与分析

!E<

!

水牛卵母细胞
=4

分布的观察

!!

根据观察!可将
%&

的分布情况分为中间分布

"图
5

&

Q

#&皮层分布"图
%

#

'

#和完全缺乏
%&

"图

(

#

#

大类%中间分布又分为部分聚合"

%&

聚集成

小簇#和完全聚合"

%&

聚集成较大的簇#%皮层分

布也分为完全聚合&部分聚合"

%&

部分分散!部分

仍聚集成小簇#和完全分散"

%&

完全分散并呈单

层分布于质膜下#!前两类标志细胞质已接近成

熟!而
%&

完全分散标志着细胞质已经成熟%完全

缺乏
%&

或卵子本身形态异常则为卵子退化的特

征%

7++
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&

Q0

表示
%&

中间分布"

5>

部分聚合!

Q>

完全聚合#(

%

#

'0

表示
%&

皮层分布"

%>

部分聚合!

P>

完全聚

合!

'>

完全分散#(

(0

表示无
%&

5

!
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U
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=
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U
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U
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=
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图
<

!

79I=;J=B

染色后的水牛卵母细胞皮质颗粒分布情况"

K!""

#

7.

L
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&47

对水牛卵母细胞胞质体外成熟的影响

!!

如表
*

所示!在成熟培养液中分别加入浓度为

$

&

*$

&

+$

&

#$

&

"$,

-

'

./

的
'&(

!

%&

皮层分布的水

牛卵母细胞比例显著提高!且其皮层分布比例随着

'&(

浓度的升高而逐渐提高!表明
'&(

对水牛卵

母细胞胞质的成熟具有促进作用%

表
<

!

成熟培养液中加入不同浓度
&47

对卵母细胞胞质成熟率的影响

I2C3(<

!

&''()*+,'&47,8*6()

>

*,

-

32+1.)12*:02*.,8,'C:''23,,,)

>

*(+12*:0(/!"#!$%& [

'&(

浓度

'"

,

-

'

./

#

'&(?@,?0

卵母细

胞数'枚

Z@?

=

TGC

无
%&

I@%&

%&

中间分布
%&:,

U

;9C.9 %&

皮层分布
%&:,?@ATGE

部分聚合

_9AT?;FCTGA

完全聚合

%;FCTGA

合计

S@T9;

完全聚合

%;FCTGA
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合计
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列内具不同上标的值差异显著"
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$
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947;<

对卵母细胞胞质体外成熟的影响

!!

由表
+

可见!在成熟培养液中添加不同浓度的

)&(!*

时!水牛卵母细胞的
%&

皮层分布比例显著

提高 "

.

$

$0$"

#%当添加浓度在
#$,

-

'

./

时!

%&

$#+
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皮层分布的水牛卵母细胞比例达到
"#06[

!显著高

于对照组及其它试验组"

.

$

$0$"

#%随着
)&(!*

浓

度进一步升高!皮质颗粒又向中间分布转变%

表
!

!

成熟培养液中加入不同浓度
947;<

对卵母细胞胞质成熟率的影响

I2C3(!

!

&''()*+,'94;<,8*6()

>

*,

-

32+1.)12*:02*.,8,'C:''23,,,)

>

*(+12*:0(/!"#!$%& [

)&(

浓度

'"

,

-

'

./

#

)&(?@,?0

卵母细

胞数'枚

Z@?

=

TGC

无
%&

I@%&

%&

中间分布
!

%&:,

U

;9C.9 %&

皮层分布
!

%&:,?@ATGE

部分聚合

_9AT?;FCTGA

完全聚合

%;FCTGA

合计

S@T9;

完全聚合

%;FCTGA

部分聚合

_9AT?;FCTGA

完全分散

P:C

U

GAC:@,

合计

S@T9;

$ *$*

*8>3

9

"

*3

#

4">"

9

"

46

#

+6>8

9

"

+8

#

8+>#

9

"

8#

#

">$

9

"

"

#

#>$

9

"

#

#

+>$

9

"

+

#

7>7

9

"

*$

#

*$ *$#

*$>8

9

W

"

**

#

+4>#

W

"

+"

#

*8>"

9W

"

*3

#

4*>3

W

"

4#

#

*">"

W

"

*6

#

**>8

W

"

*+

#

+$>4

W

"

+*

#

48>6

W

"

47

#

#$ **+

8>*

W

"

3

#

+4>*

W

"

+8

#

*">+

W

"

*8

#

#7>#

W

"

44

#

*4>#

W

"

*6

#

3>7

9W

"

*$

#

+*>4

?

"

#4

#

"#>6

?

"

6$

#

"$ *$6

**>#

9W

"

*+

#

+4>"

W

"

+6

#

*3>7

9W

"

+$

#

4#>4

W

"

46

#

*6>$

W

"

*8

#

**>#

W

"

*+

#

*8>7

W

"

*7

#

4">#

W

"

43

#

*$$ **$

*#>6

9W

"

*"

#

+3>+

W

"

#*

#

*8>#

9W

"

*7

#

4">"

W

"

"$

#

*#>6

9W

"

*"

#

**>3

W

"

*#

#

*">"

W

"

*8

#

4$>7

W

"

4"

#

!MF

!

同时添加
&47

和
947;<

对水牛卵母细胞胞质

体外成熟的影响

!!

如表
#

所示!在成熟培养液中添加
'&(

&

)&(!*

或同时添加
'&(

和
)&(!*

都可显著提高卵母细胞胞

质成熟率 "

.

$

$0$"

#!且同时添加
'&(

与
)&(!*

的

%&

皮层分布水牛卵母细胞比例显著高于单独添加

)&(!*

组和
)&(!*

组%由此表明!

'&(

与
)&(!*

具协

同作用!能显著提高水牛卵母细胞胞质体外成熟率%

表
$

!

成熟培养液中加入不同浓度
&47

和
947;<

对卵母细胞胞质成熟率的影响

I2C3($

!

&''()*+,'&4728/947;<,8*6()

>

*,

-

32+1.)12*:02*.,8,'C:''23,,,)

>

*(+ [

组别

&A@F

U

C

卵母细

胞数'枚

Z@?

=

TGC

无
%&

I@%&

%&

中间分布
%&:,

U

;9C.9 %&

皮层分布
%&:,?@ATGE

部分聚合

_9AT?;FCTGA

完全聚合

%;FCTGA

合计

S@T9;

完全聚合

%;FCTGA

部分聚合

_9AT?;FCTGA

完全分散

P:C

U

GAC:@,

合计

S@T9;

%@,TA@; ***

*3>$

9

"

+$

#

44>*

9

"

47

#

+8>$

9

"

#$

#

8*>+

9

"

87

#

4>"

9

"

"

#

#>6

9

"

4

#

+>8

9

"

#

#

*$>3

9

"

*+

#

'&( *$3

*$>+

W

"

**

#

+">$

W

"

+8

#

*3>"

9W

"

+$

#

4#>"

W

"

48

#

*4>3

W

"

*6

#

">6

9

"

6

#

+">7

W

"

+3

#

46>#

W

"

"$

#

)&( **$

3>+

W

"

7

#

++>8

W

"

+"

#

*">"

9W

"

*8

#

#3>+

W

"

4+

#

*6>4

W

"

*3

#

*$>$

9

"

**

#

+8>#

W

"

#$

#

"#>6

W

"

"7

#

'&(1)&( **"

">+

W

"

6

#

+">+

W

"

+7

#

*$>4

W

"

*+

#

#">8

W

"

4*

#

*#>7

W

"

*6

#

8>$

9

"

3

#

#3>#

W

"

44

#

"7>*

W

"

63

#

'&(

和
)&(

的浓度分别为
+$

和
#$,

-

'

./

SDG?@,?G,TA9T:@,@<'&(9,B)&(R9C+$9,B#$,

-

'

./

!

AGC

U

G?T:VG;

=

$

!

讨
!

论

!!

卵母细胞的成熟包括核成熟与胞质成熟%卵母

细胞体外培养
+$

#

+4D

后!大多数卵母细胞发生第

一次减数分裂!排出第一极体!卵母细胞周围的卵丘

细胞扩散!这些都是细胞核成熟的标志%一般都采

用这种方法来粗判卵母细胞的成熟!但是单纯利用

核成熟标准来鉴定卵母细胞成熟状态是不够的!因

为部分核成熟的卵母细胞不能受精!无法形成有活

力的胚胎)

3

*

%卵母细胞的核成熟与胞质成熟并非同

步!核成熟不依赖于胞质成熟!可提前完成%胞质成

熟不象核成熟那样可以从形态上把握!胞质在成熟

过程中会发生皮层颗粒在质膜下单层分布等诸多变

化%卵母细胞胞质发育不成熟!可能是影响卵母细

胞成熟质量&受精率&囊胚发育率和胚胎附植率的重

要因素)

7

*

%

!!

对于皮质颗粒在不同成熟时间的分布状态描述

在不同的研究动物上有所不同%在猪)

"

!

*$

*上通常将

皮质颗粒的分布描述为
#

级%

$

级$皮质颗粒位于

整个卵子的皮质层中!卵子发出均匀的荧光(

%

级$

皮质颗粒开始向细胞膜方向迁移%卵子质膜内侧有

较强的光圈!皮质中还有皮质颗粒!但其发出的荧光

较弱(

&

级$皮质颗粒排布在质膜下!形成单层的光

环%李荣凤等)

#

*根据荧光显微镜下观察到的牛皮质

颗粒的分布!将其分成中间分布和皮层分布!并根据

皮质颗粒的聚集状态又分为部分聚合&完全聚合和

*#+



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
#7

卷
!

完全分散%本试验观察到的皮质颗粒的分布形式与

李荣凤等观察到的基本相似%

!!

'&(

是一种局部调节因子!广泛存在于人体的

体液和组织中!具有多种生物学效应%

/@,GA

-

9,

等)

**

*在卵母细胞成熟培养液中加入
'&(

!发现无论

浓度大小均可促进卵丘细胞扩展%艾继辉等)

*+

*发

现
'&(

能提高裸卵的成熟率!促进卵丘卵母细胞复

合体"

%Z%

#的胞质成熟!提高受精率%另外!

&@FB

等)

*#

*还发现对经
'&(

体外培养成熟的
%Z%

&去卵丘

裸卵"

PZ

#行单精注射"

)%2)

#!

%Z%

的受精率&卵裂率

明显高于
PZ

!提示
'&(

不仅促进卵母细胞成熟分

裂!也促进其胞浆成熟!而卵母细胞的胞质成熟是体

外受精和早期胚胎发育所必需的%笔者在成熟培养

液中添加不同浓度的
'&(

发现都可以提高卵母细胞

胞质的成熟率!与
/@,GA

-

9,

等报道的结果一致%

!!

)&(

是卵泡发育和生长所必需的生长因子%

)&(!*

由颗粒细胞分泌!浓度随卵泡体积增大而升

高%体外试验发现!

)&(!*

单独或与促性腺激素协

同作用能促进卵泡内卵子的发生及卵母细胞成

熟)

*4

*

%在含激素和血清的成熟培养液中加入
)&(!*

培养马卵母细胞!对核成熟的影响不明显!但卵母细

胞皮质颗粒在成熟过程中迁移程度加强!卵母细胞

的孤雌发育能力也显著增强!表明
)&(!*

促进了卵

母细胞的胞质成熟)

*"

*

%本研究发现!在成熟培养液

中添加不同浓度的
)&(!*

时!卵母细胞胞质成熟率

显著高于对照组%当添加量在
#$,

-

'

./

时!效果

较好%在成熟培养液中添加
'&(

&

)&(!*

或同时添

加
)&(!*

和
'&(

都可以显著提高卵母细胞胞质的

成熟率!且同时添加
+$,

-

'

./'&(

与
#$,

-

'

./

)&(!*

的水牛卵母细胞胞质成熟率显著高于单独添

加
+$,

-

'

./)&(!*

组和
#$,

-

'

./)&(!*

组%由

此表明!

'&(

和
)&(!*

对水牛卵母细胞的胞质成熟

具有促进作用!且两者的协同作用明显%
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