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摘　要　选用磷酸二酯酶 3 ( PDE3)特异性抑制剂 Milrinone和 PDE4特异性抑制剂 Rolipram以及细胞周期蛋白依

赖性激酶 (cdk)抑制剂 Roscovitine (ROSC)对绵羊卵丘卵母细胞复合物 (COCs)的体外自发成熟进行研究 ,拟建立一

种模拟体内卵泡环境的绵羊卵母细胞体外培养模型。以 M2199 为基础培养液 ,绵羊 COCs在含有 50μmol/ L 的

Milrinone、Rolipram、ROSC或不含上述任何抑制剂的培养液中分别培养 24 h。COCs在含有 50μmol/ L ROSC的培养

液中培养 24 h ,转移到含有20 IU/ L FSH的培养液继续培养 24 h检查核相。结果表明 :COCs在 M2199基础培养液

和含有 Rolipram的培养液中都可以自发恢复减数分裂 ,但是在含有 Milrinone或 ROSC的培养液中减数分裂受到

阻滞 ;并且 ROSC对绵羊 COCs体外自发成熟的抑制作用要远高于 Milrinone ( P < 0105)。当 COCs从 ROSC转移到

含有 20 IU/ L FSH的培养液继续培养 24 h后 ,9014 %卵母细胞恢复到第 2次减数分裂中期 (MⅡ)。上述结果表明

PDE3和 cdk在绵羊减数分裂恢复中具有重要的作用。
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Abstract　The pres ent works s tudied the effect of inhibitor of cdk and sp ecific inhibitors of phosphodies teras e on ovine

oocyte maturation. Milrinone and Rolipram are sp ecific PDE inhibitors and Ros covitine (ROSC) is a s elective inhibitors of

the cyclin2dep endent kinas e . Thes e chemicals are s elected to evaluated the effect on meiotic res umption of ovine

oocytes for 24 h in vitro. Oocytes that treated with ROSC for 24 h and s ubs equently allowed to undergo maturation for

24 h in the abs ence of the inhibitor media but have FSH(20 IU/ L) . Immature ovine cumulus oocyte complexes were re2
covered from ovaries collected at the abattoir. The dos es of inhibitors was 50μmol/ L in medium. At the end of the in2
cubation , COC were denuded and oocytes werethen fixed and classified according to the s tatus of nuclear maturation.

The res ults revealed that both PDE3 inhibitor Milrinone and cdk inhibitor ROSC prevented oocyte spontaneous meiotic

maturation. In contras t , the PDE4 inhibitor Rolipram had no effect . And ROSC have a high effect to maintain ovine

oocytes in meiotic arres t than Milrinone . Thes e res ults s uggests that typ e 3 PDE and cyclin2dep endent kinas e have an

important role in meiotic res umption of ovine oocytes , but the mechanisms underlying thes e effects are different and re2
quire further characterization.

Key words　meiosis ; ovine oocyte ; phosphodies teras e ; cyclin2dep endent kinas e (cdk)

　　绵羊卵母细胞在胎儿期起始第 1 次减数分裂 , 并且停滞在第 1 次减数分裂的双线期 ,直到促性腺
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激素诱导减数分裂恢复。绵羊发情内促性腺激素使

卵巢上许多卵泡被募集 ,发育并增长 ,这些卵泡中会

出现数个优势卵泡 ,而大量的次级卵泡将发生闭锁

退化。现阶段哺乳动物卵母细胞减数分裂阻滞和恢

复的机制尚未被完全阐释清楚。为了研究绵羊卵母

细胞的成熟机制 ,对从屠宰场取回的卵巢卵泡中得

到的绵羊卵丘卵母细胞复合物 ( COCs)进行了抑制

培养 ,其作用是增加体外成熟的卵母细胞的发育能

力。这些从卵巢上可见卵泡中获得的卵母细胞处于

不同的发育状态 ,经过短时抑制可给卵母细胞一定

的时间用以合成并贮藏或修饰已合成的核苷酸和蛋

白质 ,这些蛋白质和核苷酸对于卵母细胞的受精和

后期发育是必需的。这种抑制培养的方法可以用于

模拟体内卵泡的正常生理状态下各种激素或因子对

卵母细胞减数分裂成熟作用机制的研究。随着研究

的深入 , Milrinone 作为磷酸二酯酶 3 ( PDE3) 和

Rolipram作为 PDE4的新的特异性抑制剂被用于哺

乳动物卵母细胞减数分裂阻滞的研究[1 - 4 ]。PDEs

的作用是降解细胞内环核苷酸。Milrinone 和

Rolipram可以使细胞内的 cAMP 或 c GMP 维持在

一个相对高的水平。cAMP或 c GMP作为细胞内重

要的信号分子 ,通过激活其下游的信号通路及其底

物对卵母细胞的减数分裂阻滞和恢复发挥重要作

用。与传统的 PDE广普抑制剂 IBMX和非特异性

的 PDE 抑制剂次黄嘌呤 ( HX) 相比 , Milrinone 和

Rolipram具有作用的专一性 ,从而可以用来鉴定一

定时间和空间范围内细胞中哪种 PDEs在起作用。

最近 2 种化学试剂 Butyrolactone ( BL2I ) [5 ] 和

Roscovitine ( ROSC) [6 ]作为周期依靠的蛋白激酶

(cdk)抑制剂备受瞩目。牛[7 ]和猪[8 ]的卵母细胞经

ROSC 24 h抑制培养后 ,发现卵母细胞后期的受精

和发育没有受到影响 ;使用 BL2I发现也有类似的结

果[9 ]。本实验似通过使用上述抑制剂对绵羊卵母

细胞体外自发成熟抑制培养来初步鉴定绵羊卵母细

胞减数分裂恢复的机制 ,推测绵羊卵母细胞成熟过

程中可能存在的信号转导通路 ,为提高卵母细胞体

外成熟技术 ,建立绵羊卵母细胞体外培养模型提供

依据。

1　材料与方法

111　主要仪器设备

立式光学显微镜 ( Nikon , SMZ210 和 SMZ2
1500) ,相差显微镜 ( Nikon ,日本 ) , CO2 培养箱

(SAN YO) ,隔水式电热恒温培养箱 (湖北省黄石市

医疗器械厂 ,WM K202) ,台式高速离心机 (上海安亭

科学机器厂 , TGL216 G) ,低温离心机 ( Hettich ,日

本 ;Bechman ,德国 ) ,水浴恒温箱 (北京长安科学仪

器厂) ,振荡器 (江西医疗器械厂 , YKH2Ⅱ) ,水浴摇

床 (哈尔滨市东联电子开发有限公司 ,HZS2D) 。

112　主要试剂及培养液配制

化学试剂除特殊说明购于 Sigma 公司的外 ,其

余均购于日本和光纯制药株式会社 ,四孔培养板为

Nunc (Denmark)公司产品。配制培养液用水为新制

备的六蒸水。

牛血清白蛋白 Ⅴ片段 (BSA) :称取牛血清白蛋

白 V片段 4 g ,溶于 10 mL 三蒸水中。过滤除菌后 ,

按每管 1 mL 分装。

M2199 基础培养液 :称取 M2199 培养基干粉

( GIBCO公司产品) 919 g ,NaHCO3 212 g ,依次溶于

1 000 mL三蒸水中 ,加入双抗 10 万单位 ,再加入

014 % (质量分数) 的牛血清白蛋白 Ⅴ片段 ,以及

0123 mmol/ L 的丙酮酸钠。0122μm过滤器过滤除

菌后 ,分装 ,4 ℃保存。

Zake固定液 :冰乙酸与无水乙醇 (分析纯)体积

比为 1∶3。

1 % (质量分数)乙酸2地衣红染液 :水浴加热 45

mL冰乙酸至沸腾 ,加入 1 g 地衣红继续煮沸 15

min。之后 ,转移到室温下并逐渐冷却至室温。最

后 ,加入 55 mL 三蒸水 ,置于 4 ℃备用 ,用前过滤。

脱色液 :甘油、冰乙酸 (分析纯) 、三蒸水体积比

为 2∶2∶6。磁力搅拌汇匀 ,置于 4 ℃备用。

Milrinone、Rolipram和 Roscovitine工作液 :Mil2
rinone、Rolipram和 Roscovitine ( Sigma 公司产品)用

DMSO溶解 ,贮藏浓度为 10 mmol/ L ,工作浓度均为

50μmol/ L ,DMSO在培养基中的终浓度 ≤1 mmol/

L ,置于 - 20 ℃保存。

113　卵母细胞的采集和体外培养

卵母细胞的采集、体外培养过程如下 :将取自当

地屠宰场的绵羊卵巢 ,放于含有双抗的灭菌生理盐

水中于 4 h 内带回实验室 ,温度保持在 25～28 ℃。

选取直径 1～4 mm 的卵泡 ,在 H2TCM199 ( TCM2
199补充 25 mmol/ L 的 HEPES ,4 mg/ mL 的 BSA ,

10 U/ mL 的肝素 , 2 mmol/ L 的丙酮酸钠 ,青霉素

100 IU/ mL 和硫酸链霉素 100μg/ mL)的培养液中

用手术刀片划开。在立式光学显微镜下检出

COCs ,选取 A级 (带有数层致密卵丘细胞)和 B 级
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(带有数层较松散卵丘细胞)的 COCs ,在 M2199 基

础培养液中洗 3 遍。COCs培养于 3815 ℃,体积分

数为 5 %的 CO2饱和湿度的培养箱中。四孔板中的

培养液在 COCs移入前于培养箱中预平衡 2 h。

114　核相的评估

COCs培养结束后 ,除去其周围的卵丘细胞 ,将

得到的裸卵 (DO)用捡卵管转移到干净的载玻片上 ,

排成 1 条直线 (捡卵液滴尽量小 ,以 10μL 左右为

宜) 。在载玻片 4个角上各涂少量医用凡士林 ,使其

所围面积与盖玻片面积相当。然后 ,将盖玻片盖在

卵母细胞及凡士林上 ,轻轻压片 ,将卵母细胞压扁

(注意不要将卵压碎) 。将标本片平放在 Zake 固定

液中 ,室温下固定 1～2 d后 ,用 1 %的乙酸地衣红染

液染色约 10 min。最后 ,用脱色液脱色 ,在 Nikon相

差显微镜下观察卵母细胞的核相 ,并将其分为生发

泡期 ( germinal vesicle , GV) 、生发泡破裂 (germinal

vesicle breakdown , GVBD) 、第 1 次减数分裂中期

(metaphase Ⅰ, M Ⅰ) 、第 1 次减数分裂末期

( telophase Ⅰ, T Ⅰ) 、第 2 次减数分裂中期

(metaphase Ⅱ,M Ⅱ)和异常卵母细胞 (degenerative

oocytes ,DE) [10 ]。

115　试验设计

1)将检出的 COCs在 M2199基础培养液中洗 3

遍 ,取 25～40 枚 COCs分别置于每孔 500μL 浓度

为 50μmol/ L 的 Milrinone、Rolipram、Roscovitine 的

培养液 ,或 M2199基础培养液 (对照)中分别培养 24

h ,然后脱卵丘、固定 ,48 h 后染色、脱色、封片 ,在相

差显微镜下观察核相。

2)培养于 50μmol/ L Roscovitine ( ROSC)培养

液 24 h 的 COCs ,在体外用不含 Roscovitine 的 20

IU/ L FSH的 M2199基础培养液洗 3遍后 ,移入 20

IU/ L FSH的培养液继续培养 24 h ,然后脱卵丘、固

定 ,48 h后染色、脱色、封片 ,在相差显微镜下观察

核相。

116　统计分析

结果用 t 检验进行统计分析 ,实验中获得的数

据按 means±SEM形式记录 , P < 0105 时认为有显

著差异 ,每组实验重复 3次。

2　结果与结论

1) 经 Milrinone 培养液 24 h 抑制培养后 ,有

(61182±7135) %的卵母细胞处于 GV期 ,与对照组

( (34117 ±6124) %)相比差异显著 ( P < 0105) ;经

Rolipram培养液 24 h 抑制培养后 ,只有 (38131 ±

219) %的卵母细胞处于 GV 期 ,与对照组比较无显

著差异 ;经 ROSC 培养液培养 24 h , ( 91105 ±

1193) %卵母细胞处于 GV期 ,与其他各组比较差异

极显著 ( P < 0105) (图 1) 。

图柱上的字母 b和 c与 a比较差异显著。下同。

图 1　不同处理对绵羊卵母细胞体外减数分裂

成熟的影响 (培养时间 24 h)
Fig. 1　Effect of 50μmol/ L Milrinone or Rolipram or

Roscovitine or no inhibitors on ovine oocytes
(meiotic maturation for 24 h incubation in vit ro)

图 2　Roscovitine对绵羊卵母细胞自发成熟抑制

作用的可逆性
Fig. 2　Reversibility of inhibitory effects of Roscovitine

on the spontaneous maturation of ovine COC

2)绵羊 COCs经 24 h ROSC抑制培养和 24 h

FSH培养后 ,地衣红染色结果表明 :卵母细胞绝大

多数可以发生 GVBD (图 2) 。处于 GV 期的卵母细

胞数只占总数的 ( (1176 ±1102) %) ,与处于第 2 次

减数分裂中期 (MⅡ)的卵母细胞数比较差异极显著

( P < 01005) 。处于第 1 次减数分裂中期 ( M Ⅰ)的

卵母细胞数只占总数的 (0180 ±0180) % ,与各期核

相比较差异显著 ( P < 0105) 。不正常卵母细胞的比

率较高 ,占总数的 (5115±2116) % ,与处于 GV、MⅠ和

TⅠ各期核相的卵母细胞的百分数相比差异显著 ( P

< 0105) 。COCs经过 48 h (24 h抑制 + 24 hFSH)培

养 , (90145±2120) %的卵母细胞处于 M Ⅱ期 ,与各
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期核相相比差异极显著 ( P < 01005) ,表明卵母细胞

绝大多数恢复减数分裂并到达 MⅡ期。

3　讨　论

1)抑制培养方法 (两步法)的优点在于它可以提

高来自小卵泡或者青春前期动物发育能力较低的卵

母细胞的成熟度 ,对来自小卵泡的卵母细胞减数分

裂能力具有明显的促进作用 ,且并不影响其后期的

减数分裂恢复[11 ]。

实验结果表明 Milirinone和 ROSC都能成功地

抑制绵羊卵母细胞体外自发减数分裂恢复 ,但

ROSC比 Milirinone 的抑制效果好 ,这可能是因为

ROSC直接作用于细胞周期蛋白激酶 ,直接影响减

数分裂恢复 ;而 Milirinone要与卵母细胞内的 PDE3

酶发生作用 ,使细胞内的环核苷酸水平上升 ,再经由

细胞内的 P KA或者 P KB信号通路[4 ]以及下游信号

通路与底物之间相互作用 ,然后才能影响细胞的减

数分裂恢复。

PDE3主要存在于卵母细胞中 ,PDE4主要存在

于卵丘细胞中 ;这一结论已在啮齿类动物[1 ,12 ]、恒

河猴[3 ]和牛上[13 - 14 ]得到证实 ,尚未证实羊也存在

PDE的这种区域分布。本实验假定绵羊卵母细胞

上也存在 PDE3 ,用 PDE3 特异性抑制剂 Milrinone

进行抑制培养实验结果表明 ,绵羊卵母细胞上至少

存在 PDE3。本研究结果还表明 ,Milrinone 可以抑

制体外培养绵羊卵母细胞减数分裂成熟 ,而

Rolipram不能抑制体外培养的绵羊卵母细胞减数分

裂恢复。有实验证明[15 ] , Milrinone 能显著的降低

间隙连接 ( GJ )数量在体外成熟过程中的下降 ,因为

卵丘细胞的 cAMP或者其他的小分子物质经过 GJ

可以进入卵母细胞 ,这就意味着用 Milrinone可以提

高卵母细胞细胞质成熟 ,从而提高卵母细胞的后期

发育能力。实验表明 , PDE 调节不同卵泡细胞中

cAMP水平的作用机制是不同的[1 ]。总之 ,这种选

择性的 PDE抑制剂是一有效的实验工具 ,可以分别

用来研究卵母细胞和卵丘细胞的成熟机制。

2)近年来 ,很多生殖生物学家从事体外培养技

术的研究 ,其目的是为发掘卵母细胞的发育潜能。

研究者[7 ,16 - 18 ]用可逆的减数分裂抑制剂使卵母细

胞阻滞于 GV 期 ,从而使卵母细胞获得一定的预成

熟时间 ,以此模拟卵母细胞的体内获能过程。目的

是给卵母细胞一定的时间用以合成并贮藏或修饰已

合成的核苷酸和蛋白质 ,这些蛋白质和核苷酸对于

卵母细胞的受精和后期发育是有利的。近年有研究

者证明用 25μmol/ L ROSC抑制卵母细胞减数分裂

过程是可逆的 ,解除抑制后卵母细胞可以恢复减数

分裂[7 ]。Ponderato [18 ]用不同含量的 ROSC和 Bu2
tyrolactone I结合的方法抑制牛卵母细胞减数分裂

恢复 ,再用激素诱导成熟的方法经体外受精 ,成功得

到完全健康的小牛。以该方法获得的囊胚移植给受

体母牛后 ,D + 8和 D + 16d实验组与对照组相比具

有正常的妊娠率。本实验也证明 cdk抑制剂 ROSC

维持绵羊卵母细胞的减数分裂阻滞是可逆的 ,解除

抑制后在含有 FSH的培养液中卵母细胞几乎全部

能发育到第 2次减数分裂中期。

已有研究表明 :用特异性的 cdk 抑制剂维持绵

羊卵母细胞的减数分裂阻滞是可行的 ,虽然这种方

法到目前为止没有确定的证据表明能极大地提高正

常后代出生的比率 ;但这种方法对于牛卵母细胞成

熟、受精、早期的胚胎发育而言是可行的[18 ]。笔者

对 Milirinone和 ROSC抑制成熟的绵羊卵母细胞体

外受精和胚胎发育进行了初步研究 ,可为绵羊卵母

细胞体外培养模型和哺乳动物卵母细胞成熟的调节

提供参考。
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