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　　摘要：在猪卵子的体外生产方面，关于卵子的体外成熟和体外受精技术目前还存在着不足，特别是猪的受精卵体
外生产方面存在复杂的细胞质成熟、多精子侵入率较高以及前核形成受到抑制等问题。为改善猪卵子体外成熟体系，

将转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β，简称ＴＧＦβ）添加到体外成熟的培养液中，研究ＴＧＦβ对裸卵和卵丘卵
母细胞复合体成熟率的影响。在没有添加ＴＧＦβ的体外成熟培养液中，裸卵和卵丘卵母细胞复合体被成熟培养２４ｈ，
结果没有卵子达到Ｍ－Ⅱ时期，但是在添加ＴＧＦβ的体外成熟培养液中，观察到有卵子达到 Ｍ－Ⅱ时期。另一方面，
当卵丘卵母细胞复合体在体外成熟培养时，将ＴＧＦβ添加到不同培养阶段（０～２４ｈ或２４～４８ｈ）的培养液时，卵子的
成熟率没有差别。对裸卵在体外成熟培养 ２４ｈ时，当在前半期添加ＴＧＦβ时（０～２４ｈ），卵子的成熟率为５９％；当在
后半期添加ＴＧＦβ时（２４～４８ｈ），卵子的成熟率为５７％。同样在裸卵组中，当在全期添加ＴＧＦβ时（０～４８ｈ），卵子的
成熟率为２７％；当无添加ＴＧＦβ时，卵子的成熟率为３８％。前２组与后２组相比，卵子成熟率有显著差异。
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　　哺乳动物卵子的成熟发生在胎儿时期并且停止于前Ｉ期
的双线期，这个时期将一直持续到排卵前期［１］。在这段休止

期卵子是无法完成受精的。卵子具有受精能力是在完成减数

分裂到达Ｍ－Ⅱ时期，释放第一极体的时候。哺乳动物卵子
的生长必须要有外围包裹着的卵丘细胞才能成熟。卵子在排

卵之前都会保持ＧＶ期（ｇｅｒｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅ）卵母细胞状态，在促
性腺激素的作用下引起生理上的反应完成排卵。卵子开始恢

复细胞核的成熟，主要表现在卵母细胞发生生发泡破裂

（ｇｅｒｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅｂｒｅａｋｄｏｗｎ，简称 ＧＶＢＤ）、同源染色体的分
离、第一极体的排出。在细胞质成熟过程中，胞浆内积累多种

蛋白质和稳定的ｍＲＮＡ，线粒体会发生有效重排［２］。到排卵

时，包裹着卵子的卵丘细胞已经完全膨胀，卵子已经达到了

Ｍ－Ⅱ 时期。这是因为在促黄体生成素（ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅ，
简称ＬＨ）的作用下，使卵子恢复了减数分裂以及卵丘细胞的
膨胀［３］。然而发生这些变化的原因也可能是在排卵之前，其

他分子参与控制这些机制作用而导致卵子发生变化。

最近研究表明，在某些动物的卵丘卵母细胞复合体和由

卵泡包裹的卵子中，减数分裂的恢复是由表皮生长因子

（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，简称 ＥＧＦ）、转化生长因子 α
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－α，简称 ＴＧＦα）、转化生长因子 β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β，简称 ＴＧＦβ）所引起的［４－６］。

ＴＧＦβ是一种多功能的细胞活化素并且具有多种形式。它们
属于一个大的基因家族，在细胞生长方面扮演着许多角色，比

如分化、迁移以及细胞外基质的形成、细胞表面分子表达的调

节。对不同的基因，ＴＧＦβ也有许多种类。据报道，１９８５年已
经克隆出来人类的ＴＧＦβ的 ｃＤＮＡ序列，现在称之为 ＴＧＦβ－
１［７］。１９８７年从牛骨头里分离出１种多肽物质，能合成胶原蛋
白，与 ＴＧＦβ－１表现出 ７１％的同源性，后来被命名为
ＴＧＦβ－２。第３种ＴＧＦβ被命名为ＴＧＦβ３，与ＴＧＦβ－１和ＴＧＦβ－
２相比，分别表现出７６％和８０％的同源性。在哺乳动物的细胞
里３种ＴＧＦβ都能得以表达。ＴＧＦβ－１是由３９０个氨基酸组成
的。实际上所有的细胞都具有ＴＧＦβ－１接受体，它们能控制
细胞的许多功能。据报道有９个膜蛋白和ＴＧＦβ相结合。

调解卵子成熟的主要是卵丘细胞。据报道，卵丘细胞提

供给卵子营养和其他物质，以及完成相互通信是通过缝隙连

接完成的。卵丘细胞和卵子之间缝隙连接对于细胞间的相互

作用，特别是对旁分泌和内分泌的调节是非常重要的。因此，

本研究主要探讨ＴＧＦβ对与体外成熟培养的卵子以及卵丘卵
母细胞复合体成熟率的影响。

１　材料与方法

１．１　卵子的准备
猪的卵巢取自江苏省泰州市城郊屠宰场，放入３５～３７℃

的０８５％生理盐水中带回实验室。试验人员在显微镜下用
嘴吸住特制吸管，将存在于 ＴＡＬＰ缓冲液（ＴｙｒｏｄｅｓＡｌｂｕｍｉｎ
ＬａｃｔａｔｅＰｙｒｕｖａｔｅ：红细胞裂解液，含０．１％的聚乙烯醇）的卵丘
卵母细胞吸出。每 １５个卵子放进 １００μＬ不含牛血清的
ＮＣＳＵ２３培养液中。此培养液中含有 １０％的猪卵泡液、
０．６ｍｍｏｌ／Ｌ半胱氨酸、１０ＩＵ／ｍＬ人体绒毛促性腺激素、
１０ＩＵ／ｍＬ孕马血清促性腺激素，培养液小滴被矿物油所覆
盖，在 ３８．５℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４～４８ｈ。
１．２　试验设计

在第 １个试验中，将不同浓度的 ＴＧＦβ－１（０、１、５、
１０ｎｇ／ｍＬ）添加到成熟培养液中，评定卵丘卵母细胞的成
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熟率。

在第２个试验中，将裸卵和卵丘卵母细胞保存在含有和
不含有ＴＧＦβ－１（１ｎｇ／ｍＬ）的培养液中２４、４８ｈ后，评定裸卵
和卵丘卵母细胞的成熟率。

在第３个试验中，将裸卵或卵丘卵母细胞复合体培养在
含有或者不含有 ＴＧＦβ－１（１ｎｇ／ｍＬ）的培养液中。将
ＴＧＦβ－１添加到培养液中的时间段分别是体外培养０～２４ｈ、
２４～４８ｈ、０～４８ｈ。
１．３　卵子成熟的评估

试验最后，用吸管反复去除卵丘细胞，把裸卵放在载玻片

的中心，盖上盖玻片。将载玻片放入２５％的醋酸中浸泡２～
３ｄ，加１％的苔红素染色，浸泡在４５％的醋酸中。用酰基甘
油除去多余的染料，并放在倒位相位差显微镜下，放大２００～
４００倍观察。

卵子被分为 ＧＶ期（ｇｅｒｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅ）、Ｐ－Ⅰ期（ｐｒｏｐｈａｓｅ－
Ⅰ）、Ｍ－Ⅰ期（ｍｅｔａｐｈａｓｅ－Ⅰ）、Ｔ－Ⅰ期（ｔｅｌｏｐｈａｓｅ－Ⅰ）和
Ｍ－Ⅱ期（ｍｅｔａｐｈａｓｅ－Ⅱ）。
１．４　统计分析

采用ＳＡＳ软件对数据进行整理与分析，应用 ＡＮＯＶＡ作
方差分析（α＝０．０５）。

２　结果与分析

在第１个试验中，当将卵丘卵母细胞复合体培养在添加
不同浓度的 ＴＧＦβ－１培养液时，卵丘卵母细胞复合体到达
Ｍ－Ⅱ时期的比例分别是５３％（４２／７９）、６９％（６１／８８）、６４％
（５７／８９）、５２％（３１／６０）（表１）。

表１　不同浓度的ＴＧＦβ对体外成熟卵子成熟率的影响

ＴＧＦβ－１浓度
（ｎｇ／ｍＬ）

卵子总数量

（个）

不同时期卵子数量（个）

ＧＶ Ｐ－Ⅰ～Ｔ－Ⅰ Ｍ－Ⅱ
０ ７９ ０ ３７ ４２（５３％）
１ ８８ ０ ２７ ６１（６９％）
５ ８９ ０ ３２ ５７（６４％）
１０ ６０ ０ ２９ ３１（５２％）

　　注：括号内数据为占卵子总数量的比例，下表同。

　　为检测 ＴＧＦβ和卵丘细胞对卵子体外成熟率的影响，将
裸卵和卵丘卵母细胞复合体体外成熟培养２４ｈ，在裸卵和卵
丘卵母细胞复合体中，一组在培养液中添加 ＴＧＦβ，而另一组

不在培养液中添加ＴＧＦβ。结果表明，无论是裸卵还是卵丘卵
母细胞复合体，在培养液中添加ＴＧＦβ的组中，卵丘卵母细胞
复合体和裸卵的成熟率分别是５％、４％，而没有添加ＴＧＦβ的
培养液中，卵丘卵母细胞复合体和裸卵的成熟率均是 ０
（表２）。　

表２　体外成熟培养２４ｈ后裸卵和卵丘卵母细胞中
ＴＧＦβ对卵子成熟率的影响

卵丘细胞

是否存在

ＴＧＦβ
是否含有

卵子总数量

（个）

不同时期卵子数量（个）

ＧＶ Ｐ－Ⅰ～Ｔ－Ⅰ Ｍ－Ⅱ
＋ ＋ ９６ ８（８％） ８３（８６％） ５（５％）

－ １０４ １３（１２．５％）９１（８７．５％） ０（０）
－ ＋ ７４ １１（１５％） ６０（８１％） ３（４％）

－ ９７ １７（１８％） ８０（８２％） ０（０）

　　注：“＋”表示在培养液中添加ＴＧＦβ；“－”表示在培养液中不添加ＴＧＦβ，
下表同。

　　然而在体外成熟培养 ４８ｈ后，在添加 ＴＧＦβ、未添加
ＴＧＦβ组中卵丘卵母细胞复合体达到 Ｍ－Ⅱ成熟阶段的比例
分别是７０％、５２％；裸卵组中的成熟率分别是３５％、２６％，卵
丘卵母细胞组的成熟率比裸卵组的成熟率有所提高（表３）。

表３　体外成熟培养４８ｈ后裸卵和卵丘卵母细胞中
ＴＧＦβ对卵子成熟率的影响

卵丘细胞

是否存在

ＴＧＦβ
是否含有

卵子总数量

（个）

不同时期卵子数量（个）

ＧＶ Ｐ－Ⅰ～Ｔ－Ⅰ Ｍ－Ⅱ
＋ ＋ ９６ １（１％） ２８（２９％） ６７（７０％）ａ

－ １０６ １１（１０％）４０（３８％）５５（５２％）ａｂ
－ ＋ ６９ ６（９％） ３９（５７％） ２４（３５％）ｂ

－ ６２ ６（１０％） ４０（６５％） １６（２６％）ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著（Ｐ＜
０．０５），下表同。

　　在第 ３个试验中，将卵子培养在含有或不含有 ＴＧＦβ
（１ｎｇ／ｍＬ）的各个时间段培养液中。在卵丘卵母细胞组中，
卵子的成熟率无显著差异。然而，当卵子处于裸卵状态时，与

ＴＧＦβ暴露在培养液的时间是０～２４ｈ、２４～４８ｈ时（卵子成
熟率为２７％），以及在这２个时间段中均无添加ＴＧＦβ的培养
液（卵子的成熟率３８％）相比，当 ＴＧＦβ暴露在培养液的时间
分别是０～２４ｈ（卵子成熟率为５９％）、２４～４８ｈ（卵子成熟率
为５７％）时，后２组卵子成熟率有显著提高（表４）。

表４　暴露在培养液中的各个阶段ＴＧＦβ对裸卵和卵丘卵母细胞复合体中成熟率的影响

卵丘细胞是否存在
ＴＧＦβ暴露在培养液中的阶段
０～２４ｈ ２４～４８ｈ

卵子总数量

（个）

不同时期卵子数量（个）

ＧＶ Ｐ－Ⅰ～Ｔ－Ⅰ Ｍ－Ⅱ
＋ ＋ ＋ ５８ ５ １８ ３５（６０％）ａ

＋ － ６０ ３ １８ ３９（６５％）ａ
－ ＋ ６３ ３ １５ ４５（７１％）ａ
－ － ６３ ３ ２６ ３４（５４％）ａ

－ ＋ ＋ ６７ ６ ４３ １８（２７％）ｂ
＋ － ６３ １ ２５ ３７（５９％）ａ
－ ＋ ６９ ５ ３５ ３９（５７％）ａ
－ － ７９ ６ ４３ ３０（３８％）ｂ

３　结论与讨论

卵子为受精做准备，不仅要发生减数分裂而且细胞质也

要经历极重要的变化，包括卵子将获得支持精子染色质的去

凝缩作用和随后的雄性前核形成的能力。尽管在体外卵子核

的成熟能够自发地完成，但是体外成熟的卵子可能缺少使精
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子去凝缩和雄性前核形成的能力。Ｙｏｓｈｉｄａ等认为卵丘细胞
在细胞质成熟方面扮演了一个重要的角色［４］。Ｚｈｅｎｇ等认
为，当被卵丘细胞包裹的卵子在含有卵泡液和卵泡膜细胞的

培养液中培养时，会加强细胞质的成熟［５］。这些结果表明，

卵泡细胞能通过旁分泌和自分泌来分泌一些能够调节细胞质

成熟的因子。生长因子类似转化生长因子（ＴＧＦβ），已经被证
实能够刺激或加强卵子细胞核的成熟。最近的研究主要集中

在解释ＴＧＦβ－１的信号传播途径方面。据证明，Ｔｙｐｅ－Ⅰ和
Ｔｙｐｅ－Ⅱ受体依靠 ＴＧＦβ－１形成了 １个异侧的复合体。
ＴＧＦβ－１连接 Ｔｙｐｅ－Ｉ和 Ｔｙｐｅ－Ⅱ受体的复合体触发了
Ｔｙｐｅ－Ⅱ组的丝氨酸和苏氨酸蛋白激酶区域。这些蛋白激酶
的活性是刺激磷脂酸Ｃ（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ，简称ＰＬＣ）来打断细
胞膜的纤维醇磷脂从而形成纤维醇三磷酸盐（ｉｎｏｓｉｔｏｌ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｈｒｅｅ，简称ＩＰ３）［６］。钙的浓度对维持抑制哺乳动物
的卵子减数分裂具有重要的作用。在小鼠的裸卵及仓鼠的裸

卵和卵丘卵母细胞中，细胞外高浓度的钙会使抑制卵子减数

分裂的作用消失。然而卵子减数分裂的发展进程依靠于细胞

外部钙的浓度，最近研究表明主要集中在细胞内部钙的运用

和减数分裂的恢复。表明这种关系非直接的证据是运用新霉

素，一种假定的磷酸肌醇逆转率抑制剂，在猪和牛的卵子中它

能阻止卵母细胞发生生发泡破裂。这就意味着纤维醇三磷酸

盐（ＩＰ３）可能与引发减数分裂恢复有关。
本研究探讨ＴＧＦβ对卵子和卵丘细胞成熟的作用效果。

然而，将卵丘卵母细胞复合体添加到不同浓度的ＴＧＦβ－１的
培养液时，卵子的成熟率没有差别（表１）。在其他研究中表
明，ＴＧＦβ能刺激大鼠和小鼠的成熟。ＴＧＦβ能在结构和功能
上调节ＥＧＦ，一种能在体外刺激猪卵母细胞成熟的激素。

ＴＧＦβ能因物种、培养条件以及被评估的类固醇不同而刺
激或者抑制细胞的生长或者分化。ＴＧＦβ抑制细胞生长的能
力应该与细胞的分化状态有关。体外培养４ｄ后，牛卵丘细
胞在细胞周期功能上的分化、形态上的改变以及生成类固醇

应答等方面的弱化，可能反映出牛卵丘细胞上 ＴＧＦβ受体缺
乏或者其对ＴＧＦβ敏感性的减弱。

结果表明，ＴＧＦβ不会影响体外成熟培养２４ｈ的裸卵和
卵丘卵母细胞复合体的成熟率（表 ２）。然而，当体外培养
２４ｈ后，ＴＧＦβ对裸卵和卵丘卵母细胞复合体恢复减数分裂
具有一种有效的刺激作用。相反，缪勒管抑制物质能关闭对

于ＴＧＦβ的同源性，抑制大鼠卵子的自然成熟。尽管ＴＧＦβ单
独对于大鼠的自发卵子成熟没有作用，但是它能在体外抑制

ＬＨ引导的卵子成熟。
卵丘卵母细胞复合体是由卵丘细胞和卵子构成的，二者

之间在形态和功能上的连接是通过异种间的缝隙连接完成

的。据报道，卵丘细胞和卵子之间通过缝隙连接进行双向的

信息交换。对于缝隙连接关于减数分裂成熟的关系有２种解
释。第１种理论认为，缝隙连接作为一种媒介可以从卵丘细
胞传送抑制物质给卵子。第２种理论认为，由于激素的作用
会对卵丘细胞产生刺激，这种刺激又是通过缝隙连接传给卵

子而刺激其成熟。由于ＴＧＦβ不能直接支持裸卵或者卵丘卵
母细胞复合体的自发成熟，这一结果似乎更接近于第２种理

论假设。

本研究结果表明，当将 ＴＧＦβ添加到培养液的不同阶段
时，ＴＧＦβ能促进体外成熟培养时猪裸卵的成熟（表４）。由于
ＴＧＦβ和卵丘细胞间的相互作用，ＴＧＦβ在猪卵子体外成熟培
养时需要２４ｈ，免疫组织化学的研究表明，ＴＧＦβ存在于大鼠
和牛的荚膜细胞、细胞间质细胞中以及大鼠排卵之前的卵

泡中。

综上所述，ＴＧＦβ能刺激猪卵子细胞核的成熟。这些结果
意味着对体外成熟的猪卵子，卵丘细胞是关键的，但是 ＴＧＦβ
能促进裸卵的成熟。

本研究主要探讨ＴＧＦβ和卵丘细胞对猪卵子体外成熟的
影响。将卵母细胞放在不同浓度的ＴＧＦβ培养液中体外成熟
培养时，不同浓度的 ＴＧＦβ对卵子的成熟率没有差异。当体
外成熟培养２４ｈ后，在添加 ＴＧＦβ的培养液中，裸卵发展到
Ｍ－Ⅱ阶段。在添加ＴＧＦβ组中，裸卵和卵丘卵母复合体中，
体外成熟培养４８ｈ后，卵子的成熟率分别为３５％、７０％；在不
添加ＴＧＦβ组中，裸卵和卵丘卵母细胞复合体的成熟率分别
是２６％、５２％。当将ＴＧＦβ添加到不同培养阶段的培养液中
体外成熟培养时，卵丘卵母细胞复合体的成熟率在添加ＴＧＦβ
不同阶段时，成熟率达到了５４％ ～７１％。在裸卵组中，当添
加ＴＧＦβ在０～２４ｈ时，卵子的成熟率为５９％，当添加 ＴＧＦβ
在２４～４８ｈ时，卵子的成熟率是５７％。在裸卵中，０～４８ｈ阶
段均未添加ＴＧＦβ，裸卵的成熟率为３８％，可见，添加ＴＧＦβ组
的裸卵的成熟率（５７％和 ５９％）与 ０～４８ｈ阶段均未添加
ＴＧＦβ的组（３８％）相比，差异显著。总之，ＴＧＦβ能促进猪卵
子细胞核的成熟，卵丘细胞对卵子成熟起到关键作用，同时

ＴＧＦβ能促进裸卵的成熟。

参考文献：

［１］ＫｎｏｂｉｌＥ，ＮｅｉｌｌＪＤ．ＴｈｅＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙｏｆＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｍ］／／

ＷａｓｓａｒｍａｎＰＭ．Ｔｈｅｍａｍｍａｌｉａｎｏｖｕｍ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＲａｖａｎＰｒｅｓｓ，

６９－１０２．　

［２］张　莉．猪卵母细胞体外成熟培养及孤雌发育研究［Ｄ］．北京：

中国农业科学院，２００５．

［３］ＴｓａｆｒｉｒｉＡ，ＤｅｋｅｌＮ，Ｂａｒ－ＡｍｉＳ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＦｅｒｔｉｌｉｔｙ，１９８２，６４（２）：５４１－５５１．

［４］ＹｏｓｈｉｄａＭ，ＩｓｈｉｚａｋｉＹ，ＫａｗａｇｉｓｈｉＨ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｉｇｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ

ｆｌｕｉｄｏｎｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｐｉｇｏｏｃｙｔｅｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｏｎｔｈｅｉｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｉｎｇａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｃａｐａｃｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＦｅｒｔｉｌｉｔｙ，１９９２，９５（２）：４８１－４８８．

［５］ＺｈｅｎｇＹＳ，ＳｉｒａｒｄＭＡ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｅｒａ，ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎａｎｄ

ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｃｅｌｌｓｏｎｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒａｔｉｏｎａｎｄｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｏｒｃｉｎｅ

ｏｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，１９９２，３７（４）：７７９－７９０．

［６］ＯｋｒａｇｌｙＡ，ＢａｌｗｉｔＪＭ，Ｈａａｋ－ＦｒｅｎｄｓｃｈｏＭ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ－１（ＴＧＦ－β－１）：ａｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒａｒｄｏｘ［Ｊ］．Ｐｒｏｍｅｇａ

ＮｏｔｅｓＭａｇａｚｉｎｅ，１９９４（１０）：１－７．

［７］徐梦思，黄　涛，马　亮，等．猪ＴＧＦβ１和ＴＧＦβＲⅠ基因多态性与

产活仔数的关联分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（２）：３８－４１．

—８７１— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第２２期


