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　　摘要：为了研究蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２对小鼠卵母细胞排卵后老化的调控作用，找到抑制卵母细胞老化的方案，
通过孤雌激活和胚胎发育试验系统研究了ＭＧ１３２在不同温度下对小鼠卵母细胞老化的调控作用，并通过体外受精发
育以及细胞免疫组化试验，分别研究了１５℃时ＭＧ１３２对卵母细胞受精后胚胎发育能力、皮质颗粒分布与ＢＣＬ２蛋白
水平的影响。结果表明，１５℃时卵母细胞在添加１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２的ＨＣＺＢ中培养１２ｈ，然后在３７℃恢复６ｈ，是筛选
的抑制卵母细胞老化的优化方案，说明一定低温联合适当浓度的蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２，可以有效抑制小鼠卵母细
胞排卵后老化。
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　　停滞在 ＭⅡ期的哺乳动物卵母细胞若不及时受精或激
活，就会发生老化［１］。老化卵母细胞表现为孤雌激活率和碎

裂率都增高、促成熟因子（ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＭＰＦ）和
促分裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）
活性下降、皮质颗粒分布异常以及 ＢＣＬ２基因表达下降。许
多研究和临床应用的试验设计都涉及成熟卵母细胞在显微操

作和受精前的体外培养。如果用老化卵母细胞作为受体胞质

进行体细胞克隆，将会显著降低细胞融合率、核移植和胚胎发

育率［２－３］。目前为止，关于卵母细胞老化调控的研究还很少，

还没有建立有效的抑制卵母细胞老化的方案。找到控制卵母

细胞老化的方法，对体外受精、精子胞浆内注射以及核移植等

辅助生殖技术与胚胎工程技术会大有益处。

蛋白酶体是由多个亚单位组成的蛋白酶复合体，占哺乳

动物细胞蛋白质总量的１％，在主要的细胞蛋白降解途径中
发挥作用［４］。在进入第１次减数分裂的蛤卵母细胞中，蛋白
酶体系统导致泛素介导的细胞周期蛋白Ｂ的水解［５－６］。蛋白

酶体抑制剂ＭＧ１３２通过泛素 －蛋白酶体途径抑制细胞周期
蛋白酶体Ｂ的降解［５］。Ｊｏｓｅｆｓｂｅｒｇ等报道，在大鼠卵母细胞减
数分裂恢复期间，蛋白酶体转移到纺锤体上［７］。加入蛋白酶

体抑制剂 ＭＧ１３２后，导致细胞周期蛋白 Ｂ的累积，维持了
ＭＰＦ活性，通过阻止第一极体的排出使卵母细胞阻滞在中期
Ⅰ。在胚胎克隆中，ＭＧ１３２是常用的蛋白酶体抑制剂。Ｚｈｏｕ
等利用蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２首次成功克隆出大鼠［８］。Ｇａｏ
等发现蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２促进了大鼠的克隆发育［９］。

阻滞在第２次减数分裂中期的卵母细胞保持较高的 ＭＰＦ活
性，但是随着卵母细胞的老化，其 ＭＰＦ活性逐渐降低。我们
猜测在老化液中加入适当浓度的 ＭＧ１３２，可以抑制细胞周期
蛋白Ｂ的降解，维持高的 ＭＰＦ活性，使卵母细胞阻滞在第２
次减数分裂中期，从而延缓卵母细胞的老化。

低温降低了细胞的代谢以及 ＲＯＳ的产生［１０－１２］。不同动

物的卵母细胞对温度的敏感性是不同的。因此，我们猜想在

更低的温度下培养卵母细胞，能够抑制卵母细胞老化或者至

少降低抑制卵母细胞老化的 ＭＧ１３２使用剂量。本试验研究
了３７、２５、１５℃３种不同温度下添加 ＭＧ１３２对卵母细胞老化
的抑制情况［１３］，目的是检验卵母细胞对温度的敏感性，研究

在抑制卵母细胞老化过程中，培养温度、时间和 ＭＧ１３２使用
浓度之间的相互作用，从而确立低温下添加低浓度的 ＭＧ１３２
在一定时间内有效抑制卵母细胞老化的方案。本研究不仅有

利于理解卵母细胞老化和调控的机制，而且有利于辅助生殖

技术与胚胎工程技术的发展。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及配制
除特殊说明，本试验所用试剂均购自 Ｓｉｇｍａ化学试剂

公司。

１．２　试验动物及超排处理
试验所用小鼠均为昆明白品系。雌鼠（６～８周）和雄鼠

（１０～１２周）购自山东省泰安市生物制品研究所。雌鼠腹腔
注射 ＰＭＳＧ（浙江省宁波激素制品厂）１０ＩＵ／只小鼠，４８ｈ后
注射ＨＣＧ（浙江省宁波激素制品厂）１０ＩＵ／只。
１．３　体内成熟卵母细胞的获取

注射ＨＣＧ１３ｈ后用颈椎脱臼法处死雌鼠，把卵巢和输卵
管放入Ｍ２操作液中，在实体显微镜下收集卵丘卵母细胞复
合体（ＣＯＣｓ），吹打分散并混匀后进行分组（２０～２５个／组）。
１．４　卵母细胞体外老化处理

将分好组的ＣＯＣｓ放入添加不同浓度ＭＧ１３２的ＨＣＺＢ培
养孔中，覆盖石蜡油，放入不同温度的人工气候箱老化不同时

间（避光）。

１．５　乙醇结合６－ＤＭＡＰ激活
将老化处理的ＣＯＣｓ移入含 ０．１％透明质酸酶的 Ｍ２液

中处理１ｍｉｎ脱去卵丘，将卵母细胞放入含５％乙醇的Ｍ２液
中处理５ｍｉｎ，用Ｍ２液和含２ｍｍｏｌ／Ｌ６－ＤＭＡＰ的无糖 ＣＺＢ
液分别洗３次，移入含２ｍｍｏｌ／Ｌ６－ＤＭＡＰ的无糖 ＣＺＢ液中
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培养６ｈ后观察激活情况。只有出现１个原核１个极体、２个
原核或２－细胞各具１个原核的卵母细胞判断为激活。
１．６　ＳｒＣｌ２激活处理

将老化处理的 ＣＯＣｓ脱卵丘，清洗 （用 Ｍ２及含
１０ｍｍｏｌ／ＬＳｒＣｌ２的无钙无糖ＣＺＢ液）后转入含５μｇ／ｍＬＣＢ、
１０ｍｍｏｌ／ＬＳｒＣｌ２的无钙无糖 ＣＺＢ液中培养２．５ｈ，然后转入
含５μｇ／ｍＬＣＢ、不含ＳｒＣｌ２的无糖ＣＺＢ液中继续培养３．５ｈ，
观察原核统计激活率。２个原核或 ２－细胞各具１个原核的
卵母细胞判断为激活。

１．７　胚胎培养
将ＳｒＣｌ２激活后的卵母细胞转入无糖 ＣＺＢ中培养。当有

２／３的胚胎到达４－细胞时，换液于含 ５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的
ＣＺＢ液。观察并记录４－细胞率（激活后４８ｈ）和囊胚率（激
活后９６ｈ）。
１．８　皮质颗粒染色

除特殊说明外，各步骤均在室温下操作。脱卵丘的卵母

细胞放入含０．５％链霉蛋白酶的 Ｍ２液中于３７℃处理３～
５ｍｉｎ除去透明带。用Ｍ２液洗３次，用含 ３．７％多聚甲醛的
ＰＢＳ液固定３０ｍｉｎ；用封闭液（含 ０．３％ ＢＳＡ和 １００ｍｍｏｌ／Ｌ
甘氨酸的Ｍ２液）洗３次，放入含 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的 Ｍ２
液透膜５ｍｉｎ；封闭液洗２次后放入含１００μｇ／ｍＬ异硫氰酸
荧光素标记的扁豆凝集素（ＦＩＴＣ－ＬＣＡ）的 Ｍ２液中孵育
３０ｍｉｎ（避光）。用含 ０．３％ＢＳＡ和 ０．０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的
Ｍ２液洗 ３次后，染细胞核 ５ｍｉｎ（用含 １０μｇ／ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ
３３３４２的ＰＢＳ液），卵母细胞用Ｍ２液清洗压片后在激光共聚
焦显微镜下观察。

１．９　ＢＣＬ２蛋白染色
去透明带的卵母细胞放入３．７％多聚甲醛的 Ｍ２液中固

定３０ｍｉｎ后，转入含０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的 ＰＢＳ－ＰＶＡ中透
化 ５ｍｉｎ，与兔抗ＢＣＬ２多克隆抗体（１∶１，Ｎｏｖｏｇｅｎｅ公司）室
温孵育１ｈ后，与１∶２００稀释的Ｃｙ３连接的山羊抗兔免疫球
蛋白（Ｎｏｖｏｇｅｎｅｗ公司）孵育；卵母细胞清洗压片后到激光共
聚集显微镜下观察［１４］。观察结果用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏｐｌｕｓ６．０软
件进行定量分析。

１．１０　激光扫描共聚焦显微术
压片用装有氪－氩离子激光管的 ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰⅡ型激光

扫描共聚焦显微镜观察并照相。用二极激光管的４０５ｎｍ波
长激发Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２荧光；用氩激光管的４８８ｎｍ和氦／氖激
光管的５４３ｎｍ波长分别激发ＦＩＴＣ和 Ｃｙ３荧光。
１．１１　数据统计分析

利用 ＳＰＳＳ软件处理数据。所有试验都至少重复３次。

２　结果与分析

２．１　ＭＧ１３２对卵母细胞激活率的影响
取注射 ＨＣＧ１３ｈ后的卵母细胞置于添加不同浓度

ＭＧ１３２的ＨＣＺＢ培养孔中，于３７、２５、１５℃下处理不同时间
后，用乙醇联合６－ＤＭＡＰ激活方法激活。从表１可见，同一
温度下，卵母细胞的孤雌激活敏感性随着培养时间的延长而

增强，添加一定浓度的ＭＧ１３２能抑制卵母细胞孤雌激活敏感
性的，而且抑制效果随着ＭＧ１３２添加浓度的升高而增强。卵
母细胞激活率随着培养温度的降低而降低。２５℃培养１２ｈ
及１５℃培养４８ｈ，各处理组的卵母细胞都维持较低的孤雌激
活率；３７℃ 培养６ｈ、２５℃培养２４ｈ及１５℃培养６０ｈ，添加
４μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２可以使卵母细胞维持较低的孤雌激活率；
３７℃ 培养１２ｈ，添加２μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２就可以使卵母细胞维
持较低的孤雌激活率。

表１　添加ＭＧ１３２对卵母细胞激活率的影响

温度

（℃）
时间

（ｈ）
不同ＭＧ１３２浓度下卵母细胞激活率（％）

０μｍｏｌ／Ｌ １μｍｏｌ／Ｌ ２μｍｏｌ／Ｌ ４μｍｏｌ／Ｌ
３７ ６ ６０．７±３．７ａＡ ４８．４±１．９ｂＡ ３１．９±２．７ｃＡ ６．１±３．３ｄＡ
３７ １２ ８１．７±３．５ａＢ ３２．６±２．４ｂＢ ４．８±２．４ｃＣ ７．０±２．１ｃＡ
２５ １２ ８．２±０．８ａＣ ３．４±２．１Ｃａ ７．１±２．０ａＣ ８．４±１．０ａＡ
２５ ２４ ６１．４±３．３ａＡ ３５．６±２．３ｂＢ ２１．４±２．１ｃＢ ５．１±１．３ｄＡ
１５ ２４ ６．３±１．４ａＣ ５．８±１．９ａＣ ７．３±２．１ａＣ ４．５±３．０ａＡ
１５ ４８ ８．９±０．９ａＣ ４．８±１．１ａＣ ５．９±３．１ａＣ ７．４±２．１ａＡ
１５ ６０ ６６．３±２．２ａＡ ３１．０±１．４ｂＢ ２０．６±２．６ｃＢ ３．６±２．０ｄＡ

　　注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；同行数据后不同小写表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　ＭＧ１３２对卵母细胞孤雌胚胎发育能力的影响
根据第１个试验，选择能有效维持卵母细胞低孤雌激活

率的处理条件，然后利用氯化锶激活后胚胎发育试验来进一

步研究在这些情况下添加 ＭＧ１３２是否对卵母细胞的发育能
力造成影响。以３７℃培养６ｈ的卵母细胞作为对照组１，其
他处理组恢复培养（恢复培养是指卵母细胞在不添加ＭＧ１３２
的正常ＣＺＢ液中于３７℃下培养６ｈ，目的是为了消除ＭＧ１３２
的毒性）后利用氯化锶激活，进行胚胎培养，只要囊胚率与对

照组１的囊胚率相比无显著差异，就说明该处理组可以维持
卵母细胞的发育能力。从表２可以看出，各组的孤雌激活率
差异不显著。在添加 １μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２的 ＨＣＺＢ培养孔中，
卵母细胞在１５℃培养１２ｈ，再在３７℃ 恢复培养６ｈ，不影响

卵母细胞的发育能力，但随着添加 ＭＧ１３２浓度的升高，囊胚
率呈下降的趋势。其他处理组的卵母细胞囊胚率均低于对照

组１，而且也存在囊胚率随着添加 ＭＧ１３２浓度升高而下降的
现象。

２．３　ＭＧ１３２对卵母细胞皮质颗粒分布以及抗凋亡蛋白
ＢＣＬ２水平的影响

在１５℃时的发育结果可以看出，１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２处理
卵母细胞１２ｈ恢复后能维持卵母细胞的发育能力，但是处理
卵母细胞２４ｈ恢复后不能维持卵母细胞的发育能力。为了
找出原因，在１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２处理卵母细胞１２、２４ｈ恢复前
后，对卵母细胞的皮质颗粒分布以及抗凋亡蛋白 ＢＣＬ２的水
平进行研究。取注射ＨＣＧ１３ｈ后的卵母细胞，在１５℃下含
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表２　添加ＭＧ１３２对卵母细胞孤雌胚胎发育能力的影响

温度

（℃）
时间

（ｈ）
ＭＧ１３２
（μｍｏｌ／Ｌ）

处理卵母

细胞数

卵母细胞

激活率（％）
囊胚率

（％）

３７ ６ （对照组１）０ ９７ ８９．６±１．１ａ ７２．７±２．８ａ
３７ ６ ４ ９０ ８９．９±２．２ａ ５９．４±１．６ｂｃ
３７ １２ ２ ９１ ８８．３±２．９ａ １１．３±１．５ｈ

４ ９２ ９０．１±１．１ａ ６．０±１．２ｈ
２５ １２ ０ ９３ ９１．３±１．４ａ ４８．５±２．０ｄｅ

１ ９１ ８９．２±２．３ａ ６４．３±２．１ｂ
２ ９４ ８９．４±０．６ａ ５５．１±４．４ｃｄ
４ ９０ ８７．８±１．１ａ ３９．１±１．６ｆｇ

２５ ２４ ４ ９２ ９１．３±２．０ａ １２．１±１．４ｈ
１５ １２ ０ ９４ ９０．４±１．７ａ ５４．１±２．５ｃｄ

１ ９９ ９１．９±２．０ａ ７３．６±２．３ｅ
２ ９４ ９２．４±１．４ａ ５９．３±３．４ｂｃ
４ １０１ ９２．０±２．２ａ ４１．７±３．０ｅｆ

１５ ２４ ０ ９４ ９０．２±２．４ａ ３７．６±２．５ｆｇ
１ ９１ ８７．１±３．３ａ ５６．９±１．６ｂｃ
２ ９２ ８９．２±２．６ａ ５１．８±２．２ｃｄ
４ ９５ ８９．２±２．６ａ ３２．９±３．２ｇ

　　注：表示卵母细胞激活前在３７℃培养６ｈ。同列数据后不同
小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

有１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２的ＨＣＺＢ培养孔中培养１２、２４ｈ，在恢复
前后进行染色压片和激光共聚焦显微镜观察。对照１（Ｃ）为
新鲜卵，对照２为注射ＨＣＧ１３ｈ后的卵母细胞在３７℃不含
ＭＧ１３２的老化液中老化６ｈ。
２．３．１　ＭＧ１３２对卵母细胞皮质颗粒分布的影响　根据皮质
颗粒染色结果，皮质颗粒分布被分为３种类型（图１）。从表３
可以看出，对照组和试验组卵母细胞的染色体在各种条件下

均以聚集的形式存在。１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２抑制卵母细胞老化
１２ｈ后，皮质颗粒主要以正常和早迁移的分布形式存在，恢复
后几乎都具正常分布，与对照 １和对照 ２差异不显著。
１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２抑制卵母细胞老化２４ｈ后，皮质颗粒以正
常、早迁移和晚迁移的分布形式存在，恢复后皮质颗粒主要以

正常分布的形式存在，但是低于对照１和对照２，差异显著。
２．３．２　ＭＧ１３２对卵母细胞 ＢＣＬ２水平的影响　在卵母细胞
ＢＣＬ２水平的检测中，新鲜卵的平均荧光值被定为１００％，其
他处理组的卵母细胞的 ＢＣＬ２水平用相对值表示，相对值是
用各处理组卵母细胞平均荧光值与新鲜卵的平均荧光值相比

得到的。从图２可以看出，１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２抑制卵母细胞老
化１２ｈ恢复前后，ＢＣＬ２蛋白都维持高水平状态，但是
１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２抑制卵母细胞老化２４ｈ恢复前后，ＢＣＬ２蛋
白水平明显降低。

表３　１５℃时１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２对卵母细胞皮质颗粒分布的影响

温度

（℃）
时间

（ｈ）
正常／聚集
（％）

早迁移／聚集
（％）

晚迁移／聚集
（％）

恢复前

Ｃ ０ ９３．３±１．７ａ ６．７±１．７ａ ０ａ
３７ ６ ８９．０±２．６ａ １１．０±２．６ａ ０ａ
１５ １２ ４３．２±２．３ｂ ５６．８±２．３ｂ ０ａ
１５ ２４ ２３．７±１．９ｃ ４８．０±２．０ｃ ２８．３±１．７ｂ
恢复后

１５ １２ ９１．８±１．３ａ ８．２±１．３ａ ０ａ
１５ ２４ ７８．９±２．０ｄ ２１．１±２．０ｄ ０ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

４　结论与讨论

抑制卵母细胞孤雌激活敏感性的升高和维持卵母细胞的

发育能力是能有效抑制卵母细胞老化的２个必要条件［３］。本

研究采用能反映不同老化程度卵母细胞的激活强度相对较弱

的乙醇联合６－ＤＭＡＰ的方法，通过激活率反映卵母细胞的
孤雌激活敏感性；采用发育效果较好的氯化锶激活方案，通过

囊胚率的高低评价卵母细胞的胚胎发育能力。从乙醇联合

６－ＤＭＡＰ的激活结果可以看出，在 ２５℃培养 １２ｈ以及
１５℃ 培养４８ｈ以前，低温本身就能抑制卵母细胞孤雌激活
敏感性的升高，这可能和低温能降低细胞代谢、减少 ＲＯＳ产
生以及降低细胞凋亡有关。２５℃培养２４ｈ、１５℃培养６０ｈ
以及３７℃培养不同时间，添加适当浓度的 ＭＧ１３２能完全抑
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制卵母细胞孤雌激活敏感性的升高，说明ＭＧ１３２因能维持高
的ＭＰＦ活性，从而抑制了卵母细胞孤雌激活敏感性的升高。
而且，培养相同时间，抑制卵母细胞孤雌激活敏感性升高所需

要的ＭＧ１３２浓度随着温度降低而降低。从氯化锶激活发育
结果可以看出，１５℃培养１２ｈ，添加１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２因维持
了卵母细胞高的ＭＰＦ活性，不仅抑制了卵母细胞孤雌激活敏
感性的升高，而且维持了卵母细胞的发育能力，因此有效抑制

了卵母细胞的老化。这验证了该假设：在更低的温度下培养

卵母细胞，降低了抑制卵母细胞老化的试剂使用剂量。但是

添加高浓度的ＭＧ１３２或者ＭＧ１３２处理时间过长降低了卵母
细胞的囊胚率，笔者猜测虽然蛋白酶体活性被 ＭＧ１３２抑制、
维持了高的ＭＰＦ活性，但 ＭＧ１３２浓度过高或作用时间过长
可能也同时抑制了一些胚胎发育必须的蛋白的降解，因此造

成卵母细胞恢复后发育能力下降［７－９］。筛选抑制卵母细胞老

化的最优化方案是在１５℃添加１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２的ＨＣＺＢ培
养孔中培养１２ｈ，３７℃恢复培养６ｈ。但培养２４ｈ恢复后的
发育能力降低。为了寻找１５℃ 培养不同时间造成卵母细胞
不同发育能力的原因，笔者研究了 １５℃添加 １μｍｏｌ／Ｌ
ＭＧ１３２培养卵母细胞恢复前后对皮质颗粒分布和抗凋亡蛋
白ＢＣＬ２水平的影响。当１μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２处理卵母细胞１２、
２４ｈ恢复前，绝大多数卵母细胞都不具正常的皮质颗粒分
布，且ＢＣＬ２蛋白水平都低于新鲜卵。恢复培养后，１μｍｏｌ／Ｌ
ＭＧ１３２处理１２ｈ的卵母细胞恢复了正常的皮质颗粒分布，且
ＢＣＬ２蛋白恢复到高水平状态；而处理２４ｈ的卵母细胞不能
恢复正常的皮质颗粒分布，ＢＣＬ２蛋白水平仍然很低，说明
ＢＣＬ２蛋白水平和皮质颗粒的分布是有密切联系的。在老化
的卵母细胞中存在皮质颗粒向内迁移的现象［１５］，微丝控制着

皮质颗粒的迁移［１６］。笔者推测，１５℃长时间（２４ｈ）培养时，
ＭＧ１３２对卵母细胞造成了损害，破坏了卵母细胞的微丝结
构，并降低了ＢＣＬ２水平，引起卵母细胞凋亡，从而影响胚胎
发育能力。

总之，通过在一定的低温下降低 ＭＧ１３２的使用剂量，能
达到在一定时间内有效抑制卵母细胞老化的目的。本研究对

健康生殖和辅助生殖技术来说都非常有意义。本研究筛选的

抑制卵母细胞老化方案下培养的卵母细胞是否能维持受精后

正常胚胎发育以及通过胚胎移植后是否能产生正常后代，还

有待进一步深入研究。
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