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　　摘要：利用 ＲＴ－ＰＣＲ方法，检测不同直径绵羊卵泡卵丘细胞中 ＦＳＨＲ、ＥＧＦＲ、ＧＨＲ、ｂＦＧＦ、ＣＹＰ１９Ａ、ＡＭＨ基因的
ｍＲＮＡ表达规律及卵母细胞孤雌激活后胚胎发育的影响，结果表明，大、中、小卵泡卵丘细胞中都有 ＦＳＨＲ、ＥＧＦＲ、
ＧＨＲ、ｂＦＧＦ、ＣＹＰ１９Ａ、ＡＭＨ的 ｍＲＮＡ表达，不同直径卵泡卵丘细胞呈现递增趋势，大卵泡卵丘细胞与中小卵泡的卵丘
细胞相对表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）；ＡＭＨ在直径 ＞５．０ｍｍ的卵泡卵丘细胞中有所下降。不同大小卵泡卵母细胞
经体外培养，结果表明，各卵泡卵母细胞直径组间成熟率不显著，随卵泡直径的增大卵裂率增加，１．０～２．０ｍｍ组与
２．１～５．０ｍｍ组卵裂率都显著低于＞５ｍｍ组 （Ｐ＜０．０５），相互间无差异（Ｐ＞０．０５）；囊胚率也呈现逐渐增加的趋势，
卵泡大于５．０ｍｍ卵母细胞组极显著高于１．０～２．０ｍｍ组（Ｐ＜０．０１），２．１～５．０ｍｍ组（Ｐ＜０．０５）。证实卵丘细胞在
绵羊卵母细胞成熟和受精及随后的胚胎发育过程中起重要作用，卵泡直径对卵母细胞发育能力产生影响。
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　　准确判断卵母细胞的发育能力是提高各类辅助生殖成功
的必要条件，从形态学上观察卵母细胞的厚度及卵丘细胞包

裹的紧密程度是评估卵母细胞质量的常用手段［１－２］，这种标

准并不能真正预测胚胎的健康，需要从分子角度鉴定预测卵

母细胞的功能。卵丘细胞是指在卵母细胞外周并与之进行代

谢联系的颗粒细胞群，对于卵母细胞成熟有极其重要的作用，

主要表现在卵丘细胞参与维持卵母细胞减数分裂阻滞、诱导

卵母细胞减数分裂恢复并支持卵母细胞细胞质的成熟。卵丘

细胞形态和卵丘细胞扩展影响卵母细胞成熟的同时，卵母细

胞对卵丘细胞的分化及发育也起着中心调节作用［３］。Ｌｉ等
研究证明卵母细胞对卵丘细胞表型和生存有重要的调节作

用，对卵丘细胞增殖、扩散、分化及细胞死亡、类固醇激素分泌

有显著影响［４－５］。最近，Ｌｅｄｄａ等提出，卵泡液和卵丘细胞可
贮存及释放某些生长因子和某些特定蛋白质，在卵母细胞成

熟及胚胎发育过程中按一定顺序表达，或通过选择性地扩散

来调节胚胎生长发育［６］。鉴于卵丘细胞与卵母细胞双边通

信的作用，可以推断卵母细胞的发育能力变化很可能影响卵

丘细胞的表型或者基因的表达，从而通过调节这些基因的表

达来提高卵母细胞的发育能力。

本研究通过ＲＴ－ＰＣＲ方法，检测绵羊不同直径卵泡卵丘
细胞ＦＳＨＲ、ＥＧＦＲ、ＧＨＲ、ｂＦＧＦ、ＣＹＰ１９Ａ、ＡＭＨ基因的 ｍＲＮＡ

表达差异，以推断这些基因对卵母细胞发育能力的影响，对预

测卵母细胞体外发育能力有着重要的意义。ＲＴ－ＰＣＲ方法
克服了通过表观参数而选择卵母细胞的不可靠性，是一个非

侵入性辨别卵母细胞质量的新方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　药品及试剂　ＲＮｅａｓｙＭｉｃｒｏＲＮＡ提取试剂盒、ＱＩＡＥＸ
ＩＩ琼脂糖凝胶回收试剂盒，均购于 ＱＩＡＧＥＮ；反转录试剂盒
ＲＮＡＬＡ－ＰＣＲ（ＡＭＶ）、荧光实时定量 ＰＣＲ试剂盒 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１９－Ｔ载体，均购于大连
宝生物公司；培养用胎牛血清 （ＦＢＳ）、非必需氨基酸
（ＮＥＡＡ），均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ），购自
Ｂｏｖｏｇｅｎ公司。
１．１．２　绵羊卵泡采集　绵羊卵巢来源于新疆维吾尔自治区
乌鲁木齐当地屠宰场。将采集的卵巢放入３７℃、含有０．９％
生理盐水的保温瓶中，２ｈ内运回实验室；用生理盐水将成年
绵羊卵巢洗涤 ３～４次，置于烧杯内，用注射器抽吸直径为
１０～２．０ｍｍ、２．１～５．０ｍｍ和＞５．０ｍｍ的卵泡，收集于盛有
抽卵液的９０ｍｍ培养皿中。
１．２　方法
１．２．１　卵母细胞的体外成熟培养　将成年绵羊 ＧＶ期卵丘
卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ）按不同直径移入预先平衡好的成熟
液中，在３８．６℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度条件下进行成熟培养，
以卵母细胞周围卵丘细胞扩展程度并排出第一极体作为卵母

细胞成熟的标准。

１．２．２　卵丘细胞的分离　在体视镜下，选取形态完好的
ＣＯＣｓ放入０．１％透明质酸酶中，用玻璃管在成熟培养液中反
复吹打机械分离卵丘细胞；将含有卵丘细胞的成熟培养液，收

集在装有１．５ｍＬＰＢＳ的离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
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上清，重复１次；将卵丘细胞转入裂解液中，储存在－８０℃冰
箱中，待ＲＴ－ＰＣＲ检测分析。
１．２．３　卵母细胞孤雌激活　挑选有极体且细胞质均匀的卵
母细胞，在含５μｍｏｌ／Ｌ离子霉素（ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）的激活液中激
活４ｍｉｎ；经 ２ｍｍｏｌ／Ｌ６－ＤＭＡＰ培养液洗 ２次，移入含
６－ＤＭＡＰ的培养液内培养２ｈ；培养液洗涤３次，移入含有
６００～７００μＬ体外培养液的四孔培养板中，ＣＯ２箱培养４８ｈ，
统计卵裂率，统计 ６～８ｄ囊胚率。ＣＯ２ 箱培养条件为
３８．６℃、５％ ＣＯ２、５％ Ｏ２、９０％Ｎ２及饱和湿度。

１．２．４　ＲＮＡ提取与 ｃＤＮＡ逆转录合成　根据 ＱＩＡＧＥＮ
ＲＮｅａｓｙＭｉｃｒｏＫｉｔ操作步骤提取总 ＲＮＡ，溶解于 １４μＬ
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水，按照大连宝生生物公司（ＴａＫａＲａ）反转录试剂
盒进行反转录：ＲＮＡ１μＬ，随机引物（表１）１μＬ，加ＲＮＡｓｅ－
ｆｒｅｅ水至１５μＬ；置于ＰＣＲ仪中７５℃１０ｍｉｎ，４℃ 暂停取出；
立即冰浴 ２ｍｉｎ，加入 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μＬ、５×Ｍ－ＭＬＶｂｕｆｆｅｒ
２μＬ、ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（ｅａｃｈ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）７．５μＬ、Ｍ－ＭＬＶ酶
１μＬ，４２℃１ｈ、７０℃１０ｍｉｎ，－２０℃保存备用。

表１　实时定量引物序列

基因 引物序列 片段大小（ｂｐ）
ＦＳＨＲ Ｆ：５′－ＡＧＴＧＡＴＡＧＡＧＧＣＡＡＡＴＧＴＧＴ－３′，Ｒ：５′－ＧＧＣＡＡＧＴＧＣＴＴＡＡＴＡＣＣＴＧＴ－３′ １５６
ＥＧＦＲ Ｆ：５′－ＡＣＡＡＣＡＧＧＡＧＴＧＡＴＡＡＡＧＡＧＴＧＣ－３′，Ｒ：５′－ＣＡＣＡＣＴＣＣＴＴＧＣＣＡＣＧＡＣ－３′ １３２
ｂＦＧＦ Ｆ：５′－ＣＧＡＧＡＡＧＡＧＣＧＡＣＣＣＴＣＡ－３′，Ｒ：５′－ＴＣＴＴＴＣＡＴＡＧＣＡＡＧＧＴＡＡＣＧＧ－３′ １０２
ＧＨＲ Ｆ：５′－ＡＴＣＴＴＴＧＧＡＡＴＡＣＴＴＧＧＧＣＴＡ－３′，Ｒ：５′－ＡＴＧＧＣＴＡＡＧＡＴＴＧＴＡＴＴＣＡＣＣ－３′ １７０
ＣＹＰ１９Ａ Ｆ：５′－ＡＴＴＴＣＧＣＣＡＣＴＧＡＧＴＴＧ－３′，Ｒ：５′－ＴＣＣＣＴＣＡＴＣＡＴＴＧＣＣＴＣＴＴＣ－３′ １７５
ＡＭＨ Ｆ：５′－ＣＴＡＴＧＡＧＣＡＧＧＣＣＴＴＣＣＴＧＧ－３′，Ｆ：５′－ＣＣＴＣＣＡＧＧＴＧＣＡＧＧＡＣＣＡＣＣ－３′ １７６
１８Ｓ Ｆ：５′－ＣＧＴＴＧＡＡＣＣＣＣＡＴＴＣＧＴＧ－３′，Ｒ：５′－ＡＧＣＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧ－３′ １２９

１．２．５　定量 ＰＣＲ　采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光实时定量 ＰＣＲ
法对各个样品中ｍＲＮＡ含量进行检测，每组１０５颗粒细胞，重
复３次。反应体系为２５μＬ：２×Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１２．５μＬ，ｐｒｉｍｅｒ
（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）Ｍｉｘ１μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水 ９．５μＬ。
ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５８℃
退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，５５个循环。
１．２．６　统计分析　根据 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０软件给出相对定量
表达结果，定量数据以平均值 ±标准误差显示；使用 ＳＰＳＳ
１７０软件进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同直径卵泡卵丘细胞 ＧＨＲ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦＲ、ＣＹＰ１９Ａ、
ＦＳＨＲ和ＡＭＨ基因表达规律

由图１可知，不同直径卵泡卵丘细胞培养 ２４ｈ，ＧＨＲ、
ＦＳＨＲ、ｂＦＧＦ、ＥＧＦＲ、ＣＹＰ１９Ａ基因表达量随着卵泡直径的增
加逐渐递增，不同直径卵泡卵丘细胞之间的基因表达量差异

显著（Ｐ＜０．０５）；小卵泡卵丘细胞与大卵泡卵丘细胞差异极
显著（Ｐ＜０．０１）；ＡＭＨ在直径大于５ｍｍ的卵泡卵丘细胞中
基因表达量有所下降。

２．２　不同直径卵泡卵母细胞的体外培养效率
由表２可见，各卵泡卵母细胞直径组间成熟率差异不显

著；随卵泡直径增大，卵裂率也有所增加，１．０～２．０ｍｍ组与
２．１～５．０ｍｍ组间无显著差异（Ｐ＞０．０５），都明显低于 ＞
５．０ｍｍ组 （Ｐ＜０．０５）；随卵泡直径增大，囊胚率也逐渐增
加，卵泡＞５ｍｍ卵母细胞组极显著高于 １．０～２．０ｍｍ组
（Ｐ＜０．０１），显著高于２．１～５．０ｍｍ组（Ｐ＜０．０５）。
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表２　不同直径卵泡卵母细胞的培养效率

卵泡直径

（ｍｍ）
卵数

（枚）

成熟率

（％）
卵裂率

（％）
囊胚率

（％）

１．０～２．０ １８１ ７８．７±２．７０ ８２．５±４．０２ ３１．２±３．４８ａＡ
２．１～５．０ ２１２ ８４．２±０．７０ ８２．８±０．９７ ４３．３±２．０６ａＡＢ
＞５．０ ６７ ８３．６±１．１８ ９１．８±４．４７ ４８．８±２．８８ｂＢ

　　注：同列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）；囊胚率＝囊胚个数／成熟卵数。

３　结论与讨论

卵母细胞后期发育能力是在卵泡生长中获得的，卵丘细

胞是最重要的卵泡体细胞，它们提供的缝隙连接跨膜通域促

进卵丘细胞与卵母细胞相互通信、交换营养和旁分泌因子，进

而调节卵母细胞的生长和成熟［７－８］。Ｃａｉｘｅｔａ等研究牛卵泡
大小与卵母细胞发育能力间的关系及卵丘基因ＥＧＦＲ、ＦＳＨＲ、
ＰＴＸ３、ＩＧＦＩＩ的表达，结果表明，来自不同直径卵泡卵母细胞
囊胚率差异显著，卵丘细胞基因 ＥＧＦＲ、ＦＳＨＲ的表达在大小
卵泡间差异显著［９］。充足的生物机制证据显示，来自国内的

动物物种如牛和猪，卵丘细胞在卵母细胞成熟和受精及随后

的胚胎发育过程中起重要作用，卵泡直径确实对卵母细胞发

育能力产生很大影响［１０－１１］。

母畜中ＦＳＨ基因对卵巢的作用，主要是通过卵泡颗粒细
胞膜表面的促卵泡素受体（ＦＳＨＲ）结合来刺激颗粒细胞增殖
分化和雌激素的生成，进而影响卵母细胞的发育与成熟［１２］。

ＦＳＨＲ在卵泡里仅存在于卵丘细胞。本试验结果表明，ＦＳＨＲ
ｍＲＮＡ在不同直径卵泡卵丘细胞中都有表达，表达量随卵泡
直径的增大有逐渐增加的趋势；大卵泡卵丘细胞与中、小卵泡

卵丘细胞ＦＳＨＲｍＲＮＡ的表达量差异极显著，中、小卵泡卵丘
细胞间ＦＳＨＲｍＲＮＡ表达量差异显著。这与国外研究报道结
果［１３］基本一致，可能是由于不同大小直径的卵泡在发育过程

中对ＦＳＨ的依赖程度不同，小卵泡发育过程需要更多的 ＦＳＨ
刺激，随卵泡的进一步发育，对激素的依赖程度逐渐降低。

表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）广泛存在于哺乳动物生殖系
统中，参与卵巢功能的调节，与卵泡生长发育和成熟有关。

ＥＧＦＲ作为中介调节促黄体素，刺激释放双调蛋白、表皮调节
素和细胞调节素等ＥＧＦ样生长因子，并结合ＥＧＦ诱导减数分
裂，在绵羊中曾有卵母细胞成熟与卵丘细胞增殖的相关报

道［１４］。有研究表明，利用免疫组织化学方法，可以实现ＥＧＦＲ
与其配体（ＥＧＦ）结合，刺激细胞的增殖与分化，加快卵丘细胞
扩展，促进卵母细胞的成熟［１５］。试验表明，随绵羊卵泡的增

加，ＥＧＦＲｍＲＮＡ同样有逐渐增加的趋势，这在山羊中有过相
同报道［１６］；当卵泡直径 ＞５．０ｍｍ时，ＥＧＦＲｍＲＮＡ表达量达
到最大，这说明ＥＧＦ在卵泡生长过程中主要可能是通过抑制
颗粒细胞的凋亡和刺激卵泡腔的形成来实现；在颗粒细胞、卵

丘细胞和卵母细胞中都有ＥＧＦＲ基因的表达，这说明 ＥＧＦ可
以与卵丘细胞ＥＧＦＲ特异地结合，以此来调节卵母细胞的生
长、发育和成熟。

碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）广泛存在于垂体、脑、
肾上腺、胎盘、肾、视网膜和胸腺［１７］，最近研究发现，卵巢组织

中也有ｂＦＧＦ存在。大量数据表明，ｂＦＧＦ对猪、牛、人、猫和
啮齿类卵泡卵丘细胞起重要的作用，主要是促进卵丘细胞增

殖，抑制其分化。Ｎｉｌｓｓｏｎ等研究发现，新生小鼠卵巢的原始
卵泡较少，初级卵泡增加，卵泡的增加可被ｂＦＧＦ受体的拮抗
剂部分抑制［１８］，ｂＦＧＦ通过自分泌和旁分泌形式调节卵泡生
长发育及促进排卵，卵母细胞产生的 ｂＦＧＦ作用于周围的颗
粒细胞，促进原始卵泡生长和向初级卵泡转化。本试验结果

表明，ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达随卵泡直径增大有逐渐增加的趋势，
＞５．０ｍｍ的卵泡中呈高表达，高水平ｂＦＧＦ可能影响卵泡发
育，对促进卵母细胞成熟及排卵有重要作用。ｂＦＧＦ在绵羊卵
巢组织中报道较少，对不排卵性不孕具有广阔的应用前景，这

方面研究有待进一步探索。

生长激素（ＧＨＲ）及受体在卵泡发育、卵母细胞成熟、排
卵等生殖过程中具有重要的作用。ＧＨ作为卵母细胞介质，
加速核和胞质的成熟，诱导颗粒细胞增殖，提高卵母细胞的卵

裂率［１９］。本试验 ＧＨＲｍＲＮＡ表达与 ＥＧＦＲ、ＦＳＨＲ、ｂＦＧＦ结
果一致，随卵泡直径的增大，ＧＨＲ基因表达呈现递增的趋势，
在卵泡直径＞５．０ｍｍ时，表达量达到最大值。这与 Ｉｚａｄｙａｒ
等的研究结果［２０］基本一致，也进一步证实 ＧＨＲ表达可在功
能上偶联，并可以在不损害卵母细胞情况下潜在地预测卵母

细胞的发育能力。

抗苗勒氏管激素（ＡＭＨ）是由睾丸支持细胞和卵巢颗粒
细胞分泌，具有抑制雄性苗勒氏管发育、调节两性生殖细胞和

性腺发育的重要作用，其基因表达及其调控对卵泡发育有重

要的影响。Ｗｅｅｎｅｎ等研究表明，初级卵泡颗粒细胞中 ＡＭＨ
为弱表达；ＡＭＨ在次级卵泡、窦前卵泡和≤４ｍｍ的小窦状卵
泡中表达较高，其中，卵泡腔和卵母细胞周围的粒细胞中

ＡＭＨ表达水平最高；在４～８ｍｍ大窦状卵泡中的表达逐渐下
降，并在ＦＳＨ依赖的卵泡阶段消失［２１］，这一结论与本试验研

究结果基本一致。

细胞色素芳香化酶（ＣＹＰ１９Ａ）是目前已知的唯一一个不
可逆的催化雄烷二酮和睾酮转化为雌酮和雌二醇的酶，是合

成雌激素的关键酶和限速酶［２２－２３］。目前，对 ＣＹＰ１９Ａ的研究
主要集中在人、大鼠、小鼠上，存在于人和动物的胎盘、卵巢组

织和睾丸的间质细胞，支持细胞和生精细胞都有芳香化酶的

表达。研究表明，ＣＹＰ１９ＡｍＲＮＡ的表达与卵泡发育有关［２４］。

Ａｒａｋｉ等在小鼠上研究发现，ＣＹＰ１９Ａ在大卵泡中表达量极高，
中卵泡及小卵泡卵丘细胞里未见表达［２５］，与本试验结果不一

致，这可能是由于物种差异。需说明的是，ＣＹＰ１９Ａ在绵羊卵
巢组织中基因调控作用较少，值得进一步研究。

另外，不同直径卵泡卵母细胞有着不同的发育能力。本

试验结果表明，卵泡卵母细胞直径为１．０～２．０ｍｍ时，卵母
细胞卵裂率低，这是由于小卵泡卵母细胞没有完全进入生长

期；卵泡直径为２．１～５．０ｍｍ时，卵母细胞卵裂率与小卵泡
基本相同；随卵泡直径增加，囊胚率也逐渐增加，卵泡

＞５．０ｍｍ的卵母细胞囊胚率极显著高于１．０～２．０ｍｍ卵母
细胞，显著高于２．１～５．０ｍｍ卵母细胞。Ｍａｃｈａｔｋｏｖａ等研究
表明，卵泡大小与卵母细胞的发育能力有直接关系，直径大的

卵泡发育能力相对中、小卵泡发育能力较高［２６－２７］，这些差异

也许是由于卵母细胞内ＲＮＡ和蛋白质的储存量不同引起的。
Ａｎｇｕｉｔ等研究发现，在体外成熟之前，卵母细胞 ＲＮＡ的储存
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量没有明显差异，在体外培养之后，直径大的卵泡卵母细胞

ＲＮＡ降低［２８］，这可能是由于大卵母细胞动员储存 ＲＮＡ合成
新的蛋白质能力较强，而小卵母细胞储存 ＲＮＡ和蛋白质较
少，导致卵母细胞发育能力较低。

总之，本试验从转录水平检测所选基因在不同直径卵泡

卵丘细胞中的表达，并且与卵母细胞体外成熟率相结合，这为

从分子水平上解释卵丘细胞和卵母细胞的互作提供依据，是

一个非侵入性辨别卵母细胞质量的新方法。
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