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尿嘧啶、三价因子和ATP 对牛卵母
细胞体外成熟的影响
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(西北农林科技大学 国家干细胞工程技术研究中心陕西分中心, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　研究了尿嘧啶、三价因子和三磷酸腺苷二钠盐 (A T P) 对牛卵母细胞体外成熟及后期发育的影响。

结果表明, 培养液中添加尿嘧啶和三价因子能够促进颗粒细胞的增殖, 提高牛卵母细胞的成熟率、卵裂率及 8～ 16

细胞率; A T P 对牛卵母细胞成熟率影响不大, 但能提高孤雌激活胚胎发育能力。
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　　哺乳动物卵母细胞胞核及胞质的成熟是一个有

序的过程, 其中涉及到染色体及细胞器的重新排

布[122 ]。在牛卵母细胞体外成熟培养过程中, 培养液

的激素浓度和能量供应对线粒体重新排布有很重要

的影响。这种重排对于卵母细胞完成减数分裂和后

期发育有重要作用。T homp son 等[3 ]认为线粒体的

成熟、重分布, 三磷酸腺苷二钠盐 (A T P) 的产生及

能量的蓄积对卵母细胞的成熟、受精和分裂至关重

要。目前, 用体外成熟 ( in v itro m atu ra t ion, IVM )的

牛卵母细胞生产牛胚胎已经程序化[4 ] , 但对卵母细

胞 IVM 机理仍有待深入研究。本研究探讨了尿嘧啶

(U racil)、三价因子 ( in su lin, t ran sferring and selen i2
um , IT S) 和A T P 对牛卵母细胞成熟及孤雌激活胚

胎发育的影响, 为牛卵母细胞 IVM 线粒体的研究提

供了基础资料。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　牛卵巢　牛卵巢采自西安某屠宰场, 置于含青

霉素 (60 m göL ) 和链霉素 (100 m göL ) 的 20～ 25 ℃

生理盐水中, 4 h 内运回实验室。

主要试剂　TCM 2199、胎牛血清 (FBS) 为 Gib2
co 公司生产; 雌激素 ( 17Β2E 2 )、尿嘧啶 (U racil)、

IT S、A T P、离子霉素 ( ionom ycin )、62二甲氨基嘌呤

(62DM A P ) 为 Sigm a 公司生产; 丙酮酸钠为 Serva

公司生产; 人尿促性激素 (hM G) 为丽珠公司生产;

表皮生长因子 (EGF ) 为 R & D 公司生产; JC21 为

F luka 公司生产; 新生牛血清 (NBS) 为本实验室自

制。

1. 2　溶液配制

洗卵液: TCM 2199 + 体积分数 5% NBS + 60

m göL 青霉素+ 100 m göL 链霉素;

对照组成熟液: TCM 2199 + 体积分数 10%

FBS+ 2. 5 ΛgömL 丙酮酸钠+ 0. 1 IU ömL hM G +

1 ΛgömL E 2+ 10 ngömL EGF+ 60 m göL 青霉素+

100 m göL 链霉素;

第一组成熟液: 对照组成熟液+ 50 ΛgömL

U racil+ 10 ΛL ömL IT S;

第二组成熟液: 对照组成熟液+ 0. 67 m gömL

A T P;

对照组培养液: TCM 2199 + 体积分数 10%

FBS+ 2. 5 ΛgömL 丙酮酸钠+ 60 m göL 青霉素+

100 m göL 链霉素;

第一组培养液: 对照组培养液+ 50 ΛgömL

U racil+ 10 ΛL ömL IT S;

第二组培养液: 对照组培养液+ 0. 67 m gömL

A T P;

激活液A : TCM 2199+ 体积分数 10% FBS+ 5

Λmo löL 离子霉素;

激活液B: TCM 2199+ 体积分数 10% FBS +
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2. 5 mmo löL 62DM A P;

JC21 染 色 液: TCM 2199 + 体 积 分 数 10%

NBS+ 2 Λmo löL JC21。

1. 3　试验分组

试验分为É , Ê 和Ë 3 组, É , Ê 组为试验组,

Ë 组为对照组, É 组所用成熟液和培养液分别为第

一组成熟液及第一组培养液; Ê 组为第二组成熟液

及第二组培养液; Ë 组为对照组成熟液及对照组培

养液。所有试验均设 3 次以上重复。

1. 4　牛卵母细胞的体外成熟

先将含有 3 组成熟液的四孔板 (500 ΛL ö孔) 在

38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度培养箱中平衡

至少 2 h。用 12 号针头抽吸直径为 2～ 8 mm 的卵

泡, 将吸出液收集在 15 mL 离心管中, 静置 5 m in

后, 弃去上清液, 再用洗卵液洗 3 次。体视显微镜下

挑选胞质均匀、并有 3 层以上卵丘细胞紧密包围的

卵丘细胞 - 卵母细胞复合体 (Cum u lu s - Oocyte

Comp lexes, COC s) , 将其随机分配到 3 组成熟培养

液中培养 22～ 24 h, 统计卵母细胞数和颗粒细胞完

全扩散的卵母细胞数, 计算颗粒细胞完全扩散的卵

母细胞率。卵母细胞成熟培养后, 将培养的COC s 移

入 3 göL 透明质酸酶溶液中作用 5 m in, 用吸管反复

吹打去除卵母细胞外周的颗粒细胞。用对照组培养

液洗 3 次, 在体视显微镜下统计具有第一极体的卵

母细胞数, 计算各组卵母细胞的成熟率。

1. 5　牛卵母细胞的孤雌激活

将 3 组卵母细胞在激活液 A 中避光激活 5

m in, 用同组培养液洗 3 遍; 再用激活液B 在 38. 5

℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度培养箱中培养 4～ 6

h, 之后用同组培养液将卵母细胞洗 3 遍, 然后分别

用添加有 3 组培养液的四孔板 (500 ΛL ö孔)培养, 激

活 48 h 后半量换液, 观察记录卵裂率及 8 细胞率。

1. 6　牛卵母细胞 JC21 染色

分别取成熟前及成熟后的卵母细胞, 用 JC21 染

色液染色 1 h, 在荧光显微镜下统计各组有荧光的

卵母细胞数。

2　结果与分析

2. 1　U racil, IT S 和A T P 对颗粒细胞增殖的影响

试验所获得的COC s 含有 3 层以上的颗粒细胞

(图 1 A ) , 经过 22 h 的成熟培养后, 部分COC s 的颗

粒细胞完全扩散 (图 1 B , C)。由表 1 可知, É 组颗粒

细胞完全扩散的卵母细胞率显著高于Ê 组 (P <

0. 05) , 极显著高于Ë 组 (P < 0. 01) , 而Ê 组和Ë 组

差异不显著 (P > 0. 05)。表明应用U racil 和 IT S 能

够促进颗粒细胞增殖,A T P 对颗粒细胞增殖没有明

显效果, 说明颗粒细胞利用溶液中 A T P 的能力

较差。

表 1　U racil, IT S 和A T P 对颗粒细胞增殖的影响

T able 1　Effect of U racil, IT S, and A T P on the

p ro lifera t ion of granu le cells

组别
Group

卵母细胞总数
N um ber of

oocytes

颗粒细胞完全扩散的卵母细胞
Oocytes w ith fu ll amp lified

granu le cells

细胞数
N um ber of cell

细胞率ö%
Rate of cell

É 197 172 87. 31 aA

Ê 112 79 70. 54 bAB

Ë (CK) 106 73 68. 67 bB

　　注: 同列数据不同小写字母表示差异显著 (P < 0. 05) , 不同大写

字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。

N o te: D ifferen t sm all letter in superscrip ts w ith in the sam e co l2

um n stands fo r differ sign ifican tly (P < 0. 05) , the differen t cap ital

letter is differ sign ifican tly (P < 0. 01). T he sam e as fo llow s.

图 1　成熟前后牛COC s

A. 成熟前牛COC s(×400) ; B. 成熟后牛COC s(×100) ; C. 成熟后颗粒细胞完全扩散的COC s(×400)

F ig. 1　 Imm aturated and m aturated bovine COC s

A. P re2m aturated bovinesπCOC s (×400) ; B. M atu rated bovinesπCOC s (×100) ; C. COC s w ith granu le cells fu ll amp lification (×400)
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2. 2　U racil, IT S 和A T P 对牛卵母细胞体外成熟

的影响

由表 2 可知, É 组卵母细胞的成熟率、卵裂率及

8～ 16 细胞率均极显著高于Ë 组 (P < 0. 01) , 表明线

粒体保护剂能够促进卵母细胞成熟、卵裂及孤雌激

活胚胎的发育; Ê 组卵母细胞的 8～ 16 细胞率低于

É 组, 但差异不显著 (P > 0. 05) , 而卵裂率及 8～ 16

细胞率显著高于Ë 组 (P < 0. 05)。表明牛卵母细胞

利用A T P 的能力差, 但A T P 对孤雌激活胚胎发育

有保护和促进作用。
表 2　U racil, IT S 和A T P 对牛卵母细胞体外成熟的影响

T able 2　Effect of U racil, IT S, and A T P on IVM of bovine oocytes

组别
Group

卵母细胞总数
N um ber of

oocytes cu ltu red

成熟率ö%
M aturation

rate

卵裂率ö%
C leavage

rate

8～ 16 细胞率ö%
Percen tage of
em bryo s w ith

8- 16 cell

É 223 72. 65 (162ö223) aA 55. 56 (90ö162) aA 35. 56 (32ö90) aA

Ê 207 60. 39 (125ö207) bAB 48. 80 (61ö125) bAB 34. 43 (21ö61) aAB

Ë (CK) 240 57. 92 (139ö240) bB 43. 88 (61ö139) cB 24. 59 (15ö61) bB

2. 3　U racil, IT S 和A T P 对牛卵母细胞线粒体活

性的影响

JC21 染色后一部分卵母细胞线粒体的荧光减

弱甚至消失 (图 2 A ,B ) , 表明牛卵母细胞在 IVM 过

程中一些外源性物质损伤了线粒体, 导致线粒体膜

电势降低。由表 3 可以看出, É 组具有 JC21 荧光的

牛卵母细胞百分率极显著高于Ê 组 (P < 0. 01) 和Ë
组 (P < 0. 01) , Ê 组和Ë 组之间差异不显著 (P >

0. 05)。表明U racil 和 IT S 能够保护和促进牛卵母

细胞内线粒体的生长发育, 而A T P 对线粒体的保

护和促进发育较差。

图 2　不同阶段牛卵母细胞 JC21 染色结果

A. JC21 染色成熟前牛卵母细胞 (×100) ;B. JC21 染色成熟后牛卵母细胞 (×100)

F ig. 2　Stage of bovine oocytes sta ined by JC21

A. P re2m aturated bovine ocytes stained by JC21 (×100) ; B. M atu rated bovine ocytes stained by JC21 (×100)

表 3　U racil, IT S 和A T P 对牛卵母细胞线粒体活性的影响

T able 3　Effect of U racil, IT S, and A T P on the livab ility of the bovine oocytesπm itochondrion

组别
Group

卵母细胞总数
N um ber of

oocytes

具有 JC21 荧光的卵母细胞Bovine oocytes stained by JC21

细胞数N um ber of cell 百分率ö% Rate

É 45 23 51. 11 A

Ê 45 18 40. 00 aBC

Ë (CK) 45 15 33. 33 aC

3　讨　论

颗粒细胞在牛卵母细胞体外成熟过程中起重要

作用, 它不仅有助于卵母细胞胞浆成熟, 而且还影响

胚胎的发育[5 ]。Sh ioya 等[6 ]认为, 选择颗粒细胞完整

的卵母细胞进行 IVM 是被普遍认可的标准。有颗粒

细胞包裹的卵母细胞, 其成熟率及受精率均较裸卵

的高。颗粒细胞通过其 间 的 缝 隙 连 接 ( Gap

Junct ion ) 调节卵母细胞的生长及其减数分裂能

力[7 ]。T anghe 等[8 ]研究表明, 卵母细胞发育过程中,

颗粒细胞能提供营养物质和信号转导通路。本试验

结果显示, 线粒体保护剂组 (即É 组) 颗粒细胞完全
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扩散的卵母细胞率极显著高于对照组 (即Ë 组)

(P < 0. 01) , 表明线粒体保护剂能够促进颗粒细胞

的增殖, 从而为卵母细胞成熟提供营养及信号物质;

而Ê 组颗粒细胞完全扩散的卵母细胞率显著低于É
组 (P < 0. 05) , 与Ë 组差异不显著 (P > 0. 05) , 表明

A T P 对颗粒细胞的增殖作用不明显。

线粒体是体内能量物质产生的场所, 线粒体内

膜上电子传递链在将还原型辅酶É (NADH )和还原

型黄素腺嘌呤二核苷酸 (FADH 2) 上的电子传递给

氧的过程中释放出自由能, 用于A T P 合成, 这个过

程是能量产生的关键步骤。外源性物质及环境因素

的变化均能使NADH 转变成氧化型, 而不进行呼吸

链中电子的传递过程, 使能量产生障碍, 进而影响卵

母细胞体外成熟的效果。

卵母细胞内集聚大量的mRNA 和蛋白是卵母

细胞成熟的基本条件,U racil 是mRNA 转录过程中

的必须物质。 IT S 包括胰岛素、转铁蛋白和亚硒酸

钠, 其中胰岛素能刺激DNA、RNA、蛋白质和脂类

的合成, 从而调节脂膜、细胞内酶和细胞核的功能;

转铁蛋白作为一种血清球蛋白有利于铁的转运, 还

可以将培养液中的毒性金属因子移去, 因此可以作

为一种脱毒蛋白; 硒可以通过调节谷氨酰胺过氧化

活性阻止游离氧对胚胎细胞的损伤。本试验结果表

明,U racil 和 IT S 能够提高线粒体活性, 进而提高牛

卵母细胞成熟率及孤雌激活胚胎发育率。这与 Sto2
jkovic 等[9 ]的研究结果一致。本研究还发现, 培养液

中添加A T P 可以保护和促进孤雌胚胎分裂及发

育, 但其作用机理还有待进一步研究。
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T he effect of u racil and IT S on the bovine IVM oocytes

W ANG Hong-feng,W ANG X iao- le i,Y U Ha i- sheng,L E I An -m in ,

J IA W en -wen , HUANGW e i-we i,DOU Zhong-y ing
(N orthw est A & F U niversity , S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cells E ng ineering & T echnology Cen ter, Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In th is paper how the U racil, IT S, and A T P affect the in v itro m atu ra t ion ( IVM ) and viab ili2
ty of bovine oocytes w as invest iga ted. T he resu lt show s that the U racil and IT S can p romo te the m u lt ip lica2
t ion of the granu le cells, and imp rove the m atu ra t ion ra te, cleavage ra te, and 8- 16 cell ra te. A T P has no t

sign if ican t effect on the m atu ra t ion ra te of the oocytes, how ever it can enhance the viab ility of the

parthenogenet ic em b ryo s.

Key words: bovine oocytes; m itochondrion; U racil; IT S; A T P
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