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磷酸二酯酶抑制剂对山羊卵母细胞
体外成熟及孤雌胚发育的影响
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马利兵, 华　松, 曹俊伟, 杨　丽, 张　涌
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　　[摘　要 ]　哺乳动物有腔卵泡中的卵母细胞在体外会自发恢复减数分裂, 适当延迟减数分裂的自发恢复, 能

促进核与胞质成熟的同步化, 有利于后续胚胎的发育。本试验研究了磷酸二酯酶3 (PD E 3)特异性抑制剂m ilrinone

对山羊卵母细胞体外成熟及孤雌胚发育的影响。结果表明, m ilrinone 抑制山羊卵母细胞体外成熟的时间为 6 h, 其

最佳剂量为 100 Λmo löL , 经m ilrinone 处理体外培养 28 h 成熟的山羊卵母细胞用于孤雌激活, 能显著提高孤雌激活

胚的卵裂率及囊胚率。说明成熟培养液中添加适当剂量的m ilrinone, 能显著提高体外成熟的山羊卵母细胞的质量。
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The e ffe c ts of phosphod ie s te ra se inhib ito rs on m a tura tion

a nd pa rthe noge ne s is of goa t oocy te s in v itro
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( Institu te of B iolog ica l E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he oocytes of an tra l fo llicles can spon taneou sly resum e m eio sis in v itro in m amm alian,

p roperly delay the p rocess of spon taneou s m eio t ic m atu ra t ion in v itro m ay p romo te the homoch ronou s

m atu ra t ion of nucleu s and oop lasm and benefit the fo llow ing em b ryoπs developm en t. T he experim en t

researches the effects of pho sphodiesterase type 3 ( PD E 3 ) inh ib ito rs m ilrinone on m atu ra t ion and

parthenogenesis of goat oocytes in v itro. T he resu lts show that the t im e of the PD E 3 inh ib ito r delaying the

goat oocyte m atu re in v itro is 6 hou rs, the best do sage is 100 Λmo löL. A fter parthenogenet ic act iva t ion, the

goat oocytes after 28 hou r m atu red cu ltu re in PD E 3 inh ib ito r2supp lem en ted m edia have bo th h igher

cleavage ra te and b lastocyst ra te. T herefo re, m ilrinone2supp lem en ted m edia can sign if ican t ly enhance the

quality of goat oocyte m atu red in v itro.
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　　哺乳动物的雌性胎儿在出生前后就形成了一定

数量的卵母细胞, 此时的卵母细胞均保持在第一次

减数分裂的双线期, 直至达到性成熟后在促性腺激

素的作用下发育成熟、排卵或闭锁退化。体内非闭锁

的有腔卵泡中的卵母细胞仍处于非成熟的生发泡

(germ inal vesicle, GV ) 阶段, 经体外培养会自发恢

复减数分裂, 经历生发泡破裂 ( germ inal vesicle

b reakdow n, GVBD ) , 排出第一极体, 进入M Ê 期, 从

而成熟。但体外成熟的卵母细胞与体内成熟的卵母

细胞所形成的胚胎在早期发育方面, 前者较后者
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差[1 ]。其原因可能是体外培养的卵母细胞核成熟与

胞质成熟不同步, 即在卵胞质积累必要的因子达到

完全成熟之前核已经成熟[2 ]。而在目前的体外受精

及核移植试验中, 大多使用体外成熟的卵母细胞。因

此适当延迟体外培养过程中核的自发成熟, 使核与

胞质的成熟同步化将有利于核移胚及体外受精胚的

发育。

第二信使cAM P 在哺乳动物特别是啮齿类动物

卵母细胞的成熟过程中有重要的作用[3 ]。磷酸二酯

酶 3 (pho sphodiesterase, PD E 3) 特异性抑制剂米力

农 (m ilrinone)能阻止cAM P 的降解, 用其处理牛、小

鼠、短尾猿及人的卵母细胞, 结果均导致胞质内

cAM P 的积聚[2, 426 ] , 卵母细胞减数分裂的自发恢复

受阻, 延迟了卵母细胞的核成熟, 从而有利于核质成

熟的同步化。经此处理的体外成熟小鼠、牛卵母细胞

用于体外受精时, 可显著提高受精率、胚胎的发育能

力及胎儿的出生率[2, 7 ]。

有关米力农对山羊卵母细胞体外成熟影响的研

究还未见报道。为了探讨米力农在山羊卵母细胞体

外成熟过程中的作用及其对孤雌激活胚体外发育的

影响, 建立一套更为完善的山羊卵母细胞体外成熟

体系, 本试验研究了米力农对山羊卵母细胞体外成

熟及孤雌胚发育的影响, 以进一步提高山羊体外受

精及核移植的成功率。

1　材料与方法

1. 1　试　剂

　　试验所用试剂除非特别说明, 均购置于Sigm a

公司。试剂主要有离子霉素, 62DM A P, 肝素钠,

m ilrinone, 透明质酸酶和石蜡油。成熟培养液为

TCM 2199 ( Gibco 公 司 生 产 ) 添 加 10 mmo löL
H epes, 0. 38 mmo löL 丙酮酸钠, 50 ΛgömL 硫酸庆

大霉素, 体积分数10% FBS (H yC lone 公司生产) , 1

ΛgömL 17Β2E 2, 0. 075 IU ömL FSH & L H (HM G,

Serono 公司生产) , 10 ngömL EGF (Gibco 公司生

产 )。胚胎培养液为添加体积分数 10% FBS 的

SO Faa 胚胎培养液, 即 107. 70 mmo löL N aC l, l7. 61

mmo löL KC l, 1. 19 mmo löL KH 2PO 4, 1. 71 mmo löL
CaC l2·2H 2O , 0. 49 mmo löL M gC l2·6H 2O , 25. 07

mmo löL N aHCO 3, 0. 30 mmo löL 丙酮酸钠, 3. 30

mmo löL 乳酸钠, 体积分数2% 必需氨基酸 (Gibco 公

司生产) , 体积分数 1% 非必需氨基酸 (Gibco 公司生

产) , 1 mmo löL 谷氨酰胺, 8 göL BSA , 50 ΛgömL 硫

酸庆大霉素。

1. 2　山羊卵母细胞的采集

从屠宰场收集山羊卵巢, 置于 20～ 30 ℃、含

0. 32 göL 硫酸庆大霉素的生理盐水中, 在6～ 8 h 内

带回实验室, 于添加体积分数 5% FBS、0. 054 göL
肝素钠的 PBS 液中用手术刀片切开卵巢表面直径

1～ 5 mm 大小的卵泡, 收集山羊卵巢卵丘2卵母细胞

复合体 (COC s)。

1. 3　山羊卵母细胞的体外成熟培养及米力农最佳

使用剂量的确定

　　随机选取约 20 个具有多层卵丘细胞包裹的

COC s, 置于 1 个 50 ΛL 上覆石蜡油的成熟培养液微

滴中, 在 38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度条件

下进行培养。制备7 个微滴, 向其中6 个微滴中分别

添加 40, 60, 80, 100, 120, 140 Λmo löL 米力农, 另一

微滴作为空白对照, 用于COC s 成熟培养, 重复6 次。

分别在成熟培养 3, 5, 7, 9, 11, 13 h 取一组重复, 将

微滴中的COC s 移入含2 göL 透明质酸酶的PBS 液

中, 作用3～ 5 m in, 同时反复吹吸, 脱去卵丘细胞, 收

集卵母细胞于PBS 液中。在实体显微镜下, 以第一

极体的排出为标准, 观察并计算各微滴中发生及未

发生GVBD 的卵母细胞比例, 每一时间点重复3 次,

取其平均值。

1. 4　米力农对山羊卵母细胞成熟抑制作用时间的

确定

　　向 10 个 50 ΛL 上覆石蜡油的成熟培养液微滴

中, 分别移入随机选取的约20 个具有多层卵丘细胞

包裹的COC s, 其中5 个微滴中含100 Λmo löL 的米力

农, 其余的5 个微滴作为空白对照组。分别于体外培

养 10, 16, 22, 28, 34 h 取试验组及对照组各 1 个微

滴, 观察并计算其中成熟卵母细胞的比例, 重复 3

次, 取其平均值。成熟培养液及卵母细胞成熟的判断

方法同上。

1. 5　米力农对山羊孤雌胚发育的影响

　　采用添加 100 Λmo löL 米力农的成熟培养液体

外培养 28 h 及未添加米力农的成熟培养液体外培

养22 h 的COC s 用于孤雌激活。COC s 经脱卵丘细胞

处理, 用5 Λmo löL 离子霉素激活5 m in 后, 迅速放入

含5 mmo löL 62DM A P 的培养液中培养4 h, 然后置

于胚胎培养液中于38. 5 ℃、体积分数5% CO 2 及饱

和湿度条件下进行培养, 每 24 h 半量换液。分别于

培养24 h～ 38 h 及5～ 7 d 时观察, 并计算孤雌胚的

卵裂率及囊胚率。

1. 6　数据处理

利用 t2检验及方差分析对数据作统计学分析。
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2　结果与分析

2. 1　米力农最佳使用剂量

　　由图 1 可知, 随着成熟液中米力农添加剂量的

增加, 其对山羊卵母细胞成熟的抑制作用增强; 与对

照组相比, 添加 40 Λmo löL 的米力农对山羊卵母细

胞体外成熟只有轻微的抑制作用, 体外培养 9 h, 有

23% 的卵母细胞发生了GVBD; 11 h 时, 有34% 的卵

母细胞发生了GVBD。当米力农的剂量增加到60 和

80 Λmo löL , 9 h 时分别有19% 和5% 发生了GVBD。

但当米力农的剂量增加到 100 Λmo löL , 体外培养 11

h 时, 100% 的卵母细胞未发生GVBD。米力农剂量

继续增加 (120, 140 Λmo löL ) , 其对山羊卵母细胞的

抑制作用没有变化。体外培养 13 h 时, 100, 120 和

140 Λmo löL 组均有部分卵母细胞发生了GVBD , 且

彼此之间差异不明显 (P > 0. 05)。因此米力农的最

佳使用剂量为100 Λmo löL。
2. 2　米力农对山羊卵母细胞体外成熟抑制作用的

持续时间

　　从图2 可以看出, 随着培养时间的延长, 米力农

对山羊卵母细胞成熟的抑制作用逐渐减弱。体外培

养 10 h, 米力农处理组 100% 的卵母细胞未发生

GVBD。但培养时间延长到16 h 时, 米力农处理组已

有20% 的卵母细胞发生了GVBD。培养时间为22 h

时, 米力农处理组和对照组分别有 50% 和 75% 的卵

母细胞发生了 GVBD , 且两组之间差异明显

(P < 0. 05)。而在28 h 时, 米力农处理组和对照组分

别有 78% 和 75% 的卵母细胞发生了GVBD , 两组之

间差异不明显 (P > 0. 05)。对照组在 22 h 时, 即有

75% 的卵母细胞达到完全成熟, 而米力农处理组在

28 h 时才达到 75% 的成熟率, 可见米力农对山羊卵

母细胞体外成熟的抑制作用时间大约为6 h。

图 1　不同剂量米力农对山羊卵母细胞体外成熟的影响

F ig. 1　Effect of PD E3 inh ib ito r do sages on

goat oocytes m aturat ion in v itro

图 2　米力农对山羊卵母细胞体外成熟抑制时间的影响

F ig. 2　D uration of effect of PD E3 inh ib ito r on

goat oocytes m aturat ion in v itro

2. 3　米力农对孤雌胚发育的影响

由表 1 可知, 米力农处理组的卵裂率显著高于

对照组 (P < 0. 05) , 体外囊胚率极显著高于对照组

(P < 0. 01)。
表 1　米力农对山羊卵母细胞孤雌激活及孤雌胚发育的影响

T able 1　Effect of PD E 3 inh ib ito r on parthenogenetic activation and em bryo s developm ent of goat oocytes

组别
Group

处理卵母细胞数
N o. of oocytes treated

卵裂率ö%
C leaved rate

囊胚率ö%
B lastocyst rate

对照组 CK 42 78. 6 (33ö42) a 42. 9 (18ö42) A

米力农组M ilrinone 48 85. 4 (41ö48) b 62. 5 (30ö48) B

　　注: 表中同列数据后标不同小写英文字母表示差异显著 (P < 0. 05) ; 标不同的大写字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: T he differen t sm all letters in the sam e co lum n indicate sign ificance at 0. 05 level; the differen t cap ital letters in the sam e co lum n

indicate sign ificance at 0. 01 level.

3　讨　论

目前, 体外受精及核移植研究所用的卵母细胞

大多为体外培养成熟, 且均以核的成熟情况判断卵

母细胞的成熟, 即以卵母细胞发生GVBD 排出第一

极体作为判断其成熟的标准。而卵母细胞核成熟与

胞质成熟的非同步性, 使采用上述成熟标准获得的

卵母细胞可能会导致胚胎发育率及胎儿出生率较

低。因此, 许多学者采用多种蛋白质合成及磷酸化抑

制剂 (如 cyclohex im ide, 62DM A P [8 ] ) 或细胞周期依
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赖性 蛋 白 激 酶 抑 制 剂 ( 如 bu tyro lactone I[9 ] ,

ro scovit ine [10 ] ) 延迟体外培养卵母细胞核的自发成

熟, 以获得较高的胚胎发育率及胎儿出生率。在进行

卵母细胞体外培养时, 人们发现cAM P 及其类似物

dbcAM P, 磷酸二脂酶的抑制物, 腺苷酸环化酶和能

激活腺苷酸环化酶的物质 (如 fo rsko lin) 等, 均能抑

制 GVBD 的发生[11 ]。其机理可能在于, cAM P 是

p 34cdc2激酶的翻译后调控因子, 抑制了p 34cdc2的磷酸

化。当卵母细胞内cAM P 水平下降时, cAM P 依赖蛋

白激酶活性下降, 细胞内磷酸化与去磷酸化水平发

生相应的改变, 激活酪氨酸磷酸酶, 催化p 34cdc2发生

去磷酸化, 成为有活性的激酶, 进而使RNA 聚合酶

Ê、波形蛋白 ( vim en t in )、B 1 和 B 2 核纤层蛋白

( lam in s) 等多种蛋白质发生磷酸化, 这些物质分别

在转录和翻译水平上控制减数分裂周期, 影响微丝

的排列与重组、中间丝的组合、核的重排等, 进而使

卵母细胞恢复减数分裂[12 ]。磷酸二酯酶抑制剂通过

抑制卵胞质内 cAM P 的降解, 从而抑制了卵母细胞

减数分裂的自发恢复。与啮齿类及灵长类动物相比,

有蹄类动物PD E 抑制剂对卵母细胞GVBD 发生的

抑制作用时间较短[13 ]。本试验发现, 与空白组相比,

成熟培养液中添加100 Λmo löL 的米力农, 对山羊卵

母细胞体外成熟的抑制作用时间为6 h, 与PD E 3 特

异性抑制剂对牛卵母细胞成熟抑制作用[2 ]的结果相

近。与 FSH 结合使用, 米力农可延迟牛卵母细胞

GVBD 发生的时间至少为4 h [2 ]。而人的卵母细胞预

先在米力农中处理 24 h 后, 再进行体外成熟培养,

能获得更高的胚胎发育率[14 ]。卵泡包裹的小鼠卵母

细胞在体外经PD E 抑制剂处理 12 d, 并不影响后续

卵母细胞的生长及成熟[15 ]。

在应用米力农调节核的自发成熟时, 要结合使

用腺苷酸环化酶激活剂, 如FSH 或fo rsko lin [2 ]。因为

FSH 能激活卵丘细胞内的腺苷酸环化酶, 使卵丘细

胞内的cAM P 水平上升, 进而通过卵丘2卵母细胞之

间的连接进入卵母细胞, 导致卵母细胞内的cAM P

水平上升[16 ]。如果卵母细胞内没有米力农, 其中的

cAM P 很快被PD E 的降解, 从而导致核恢复减数分

裂。米力农对核成熟的抑制反过来会延长卵丘2卵母

细胞之间的连接, 从而使更多的cAM P 由卵丘细胞

进入卵母细胞。本试验未研究FSH 与PD E 3 特异性

抑制剂, 在抑制体外培养的山羊卵母细胞核的自发

成熟中的协同或拮抗作用, 但相关的一些研究表明,

两者在抑制某些物种卵母细胞核的自发成熟中具有

相互促进的作用[2, 16 ]。

不同剂量的米力农对卵母细胞成熟的抑制作用

不同。本试验结果表明, 随着米力农浓度的增加, 其

对卵母细胞成熟的抑制作用加强, 但当浓度达到100

Λmo löL 时, 继续增加浓度抑制作用不变, 此剂量与

其对牛卵母细胞抑制的最佳剂量相同[2 ]。但在啮齿

类及灵长类动物上, 米力农的浓度较本研究结果

小[426 ]。不同物种的卵母细胞对米力农敏感性不同的

原因, 可能在于其卵胞质内PD E 的含量不同。一旦

细胞内的 PD E 被完全抑制, 米力农浓度的继续增

加, 不再会起到附加的效应。

本试验结果表明, 经米力农处理的山羊卵母细

胞所获的胚胎体外发育率较高, 这与其他研究结果

相似[2, 426 ]。表明米力农处理卵母细胞, 在延迟核成熟

的同时, 不会影响胚胎的进一步发育。

卵母细胞的质量是影响核移植及体外受精成功

率的一个重要因素。本试验结果显示, 向培养液中添

加100 Λmo löL 的PD E 3 特异性抑制剂米力农, 可将

成熟时间延长到 28 h, 从而提高体外成熟的山羊卵

母细胞的质量。但经此程序成熟的山羊卵母细胞, 用

于核移植及体外受精时是否会提高成功率, 还有待

进一步的研究。
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