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TGFα 、 EGF 对绵羊卵母细胞成熟的影响
周平刘东军*闰真马玉珍旭日干

(内蒙古太学哺乳动物生殖生物学及生物技术教育部重点实验宅，呼和浩特 010021 ) 

摘要 采用地衣红染色和免疫荧光的方法，观察了培养在基础培养液加 BSA 、血清、

BSA+EGF 和 BSA+TGFα 四组成熟培养法中绵羊卵母细胞的核成熟状态和 α-微管蛋白分布，以及

成熟培养后皮质颗粒(CG)的分布情况。结果表明培养 22h 的上述各组卵母细胞的核成熟率分别为

63.5% 、 75.29毛、 73.1% 、 69.8%，处于第一次减数分裂末期的比率分别为 27.0% 、 16.3% 、 15.9% 、

16.9% , EGF 、 TGFα 和血清的添加明显提高了核的成熟率(P<O.O日，显著减少了处于第一减数分

裂末期的比例(P<0.05); α悍微管蛋白的正常率(66.6% 、 66.6% 、 73.6%)也显著高于 BSA 组(43.3%)

(P<0.05); CG发生迁移较好的卵母细胞比率分别为 33.9% 、 58.8% 、 54.7% 、 47.9%，与 BSA 组相

比， EGF 和血清的添加明显促进了 CG 向皮质区的迁移(P<0.05)。实验表明 TGFα 和 EGF 均促进

了绵羊卵母细胞成熟过程中从第一减数分裂末期向第二减数分裂中期的转变，并且能够替代血清

中的某些成分促进和改善体外成熟卵母细胞核成熟的质量， EGF 比 TGFα 史能促进绵羊卵母细胞

胞质的成熟。

关键词 绵羊卵母细胞;α，做管蛋白;皮质颗粒;TGFα;EGF

表皮生长[1;]子 (epidermal growth factor, EGF) 、

转化生长因子 α(transforming growth factorα ， 

TGFα)、双调蛋白(amphiregulin)、症苗病毒生长因

子(vaccinia virus growth factor) 和 Schwannoma 衍生

生长因子(Schwannoma-derived growth factor)这几种

生长因子都能够与 EGFR 的细胞外区域结合[l]，激活

自身酷氨酸激酶的活性，从而引起二系列的细胞内事

件。研究表明， EGF 诱导了大鼠卵丘卵母细胞复合

体的成熟，通过剌激颗粒细胞的增殖和 DNA 的合成，

抑制了颗粒细胞的分化，井且能够增加颗粒细胞内的

pH值，明显引起了早期的核酸转录信号，从而促进了

蛋白质合成，改善了细胞内的代谢和细胞骨架的组

装[2-4]。已有的研究发现 EGF 明显促进了卵母细胞

胞质的成熟，从而提高了胚胎的进一步发育能力 [5-9]。

核和胞质成熟的卵母细胞才能够支持正常的受精和

胚胎的进一步发育[10.11]。成熟卵母细胞中染色体分

布和纺锤体的形态对受精后合子的发育有着重要的

影响，无序的纺锤体组装可引起卵母细胞中染色体分

布的异常，从而阻止了第一极体和第二二极体的排出，可

能还会导致合 f中非整倍体的发生[12] 0 己有的研究

结果表明卵母细胞成熟过程中，皮质颗粒(cortical 

granule, CG)的迁移和重新分布是对卵母细胞胞质成

熟评价的重要依据I口.13]。在成熟卵母细胞中 CG是皮

质区特有的膜接合细胞器哺乳动物的 CG 中包含着

复杂的蛋白质成分，诸如蛋白酶、肝京结合胎盘蛋

白、组织型纤维溶酶原激活国子，在受精过程中就

释放出来[1飞在小鼠卵母细胞的成熟过程中，随着

生发泡的破裂，皮质颗粒发生了明显的变化，在第一

减数分裂中期纺锤体附近形成无皮质颗粒区域，第二

减数分裂中期，在纺锤体附近会形成更大的无皮质颗

粒区域[旧61，本实验中观察到绵羊卵母细胞在体外成

熟过程中皮质颗粒也经历了类似的变化。

因此本实验将核成熟状态、 α- 微管蛋白以及

CG在成熟培养后卵母细胞中的分布情况联合起来研

究 TGFα 、 EGF 对绵羊卵母细胞成熟的影响。本研

究采用成分相对明确的基础成熟培液 TCMI99，加入

BSA替代血清成分，在此基础上分别加入不同浓度的

TGFα和 EGF，检测其对绵羊卵母细胞核与胞质成熟

的影响，同时以血清组为对照，采用免疫荧光分析的

方法系统地观察了不同成熟时间 α- 微管蛋白在染色

体周围的分布，同时检测成熟培养JFi CG 在卵母细胞

中的分布情况。
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1 材料与方法
1.1 卵母细胞的成熟培养

屠宰场收集废弃的绵羊卵巢置于采卵液(PBS+2

mg/m1 BSA+5 IU/ml肝素)中，采用切割法收集卵母细

胞，挑选卵丘完整的卵丘卵母细胞复合体，形态基本

一致的卵母细胞随机放入以下 4 种成熟培养液中，

TCM199+ 1O mmol/L Hepes+0.12 IU/ml LH+O.OOlμg/ 

ml E2+0.02 IU/ml FSH 为基础培养液[TCMI99 为

GiBco 公司产品(earle's 盐); E2 , FSH、 LH 为 Sigma

公司产品]，基础培养液 +OES(发情绵羊血清，自制)、

基础培养液 +6 mg/ml BSA、基础培养液 +6 mg/ml 

BSA+40 ng/ml EGF、基础培养液 +6 mg/ml BSA+8 

ng/ml TGFα， 20 个 /80μ1，置于 38.5 'C , 5% CO2 饱和

湿度的培养箱中进行成熟培养。实验中其他无机盐

成分均采用日本和光纯药株式会社产品。

1.2α· 微管蛋白的免疫荧光标记

将基础培养液+血清、基础培养液 +BSA 及其

分别添加 8 ng/ml TGFα和 40ng仙lEGF 的四组绵羊

卵母细胞分别在培养 4 、 8 、 12 、 18 和 22 h 后收

集，经 0.5% 透明质酸酶消化彻底去除颗粒细胞，用

pH值 2.5 的 PBS 去除透明带，放入4% 多聚甲醒中室

温固定 20 min。将固定后的卵母细胞置于 0.25%

Triton-XI00 (Sigma)中渗透 30 min 后，置于封闭液

(PBS+2% BSA+I0% L11羊血清 +2% 脱脂奶粉 +0.15

mol/L 甘氨酸)中 37 'C 1 h，然后加入 1 : 50 稀释的

FITC 标记的鼠抗人 α" 微管蛋白抗体(Abcam) ， 37 'C 

条件下 1 h，温育结束，经充分洗涤后加入 5μg/ml PI 

(Sigma)，置于暗盒中进行核标记 10 min，最后在激光

共聚焦显微镜下观察。

1.3 核成熟率的观察

将分别培养在添加血清和 BSA及其分别添加 8

ng/ml TGFα和 40 ng/ml EGF 四组的绵羊卵母细胞

成熟培养 22 h 后，去除颗粒细胞压片，经固定液(无

水乙醇:冰醋酸， 3 : 1) 固定 24 h 后， 0.5% 地衣红

染色，脱色液脱色，封片，然后置于光学显微镜下观

察并照相。

·研究论文·

1.4 皮质颗粒的染色

如前所述固定成熟培养22h后的卵ITJ:细胞， 0.2%

Triton-X100(Sigma)中渗透 10 min 后，置于封闭液

(PBS+2% BSA +0.15 mol/L 甘氨酸)中 37 'C 30 min, 

经洗涤后转入含 100μg/ml 荧光素标记的扁豆凝集

素(FIT巳LCA， Sigma)的PBS 中， 37 'C 30 min，经充分

洗涤后加入 5μg/ml PI，置于暗盒中进行核标记 10

min，最后在激光共聚焦显微镜 F观察

1.5 数据分析

用 SPSSl 1.0 统计软件进行统计分析。 CG 分布情

况的统计采用 χ2 检验，其余数据采用单因素方差分析。

2 结果

2.1 卵母细胞核成熟观察结果

核成熟的标准见图 1，图 lA、图1B为成熟卵母

细胞，而图 lC处于第一减数分裂后期和图 lD染色体

数明显较多处于第一减数分裂中期以及处于生发泡

期的卵母细胞均统计为未成熟一类。从表 1 可以看

出添加 TGFα、 EGF和血清组与 BSA 组在核成熟率

方面有明显差异(P<0.05) 0 BSA 组处于第一次减数

分裂末期的卵母细胞明显多于其余各组(P<0.05) 。

上述结果表明 TGFα和 EGF 均促进了绵羊卵母细胞

从第一减数末期向第二减数分裂中期的转变，并且可

替代血清促进核的成熟。

2.2 卵母细胞不同成熟时间段 α，微管蛋白的分布

在添加 TGFα、 EGF 和 BSA 以及血清四组间，

分时段收集成熟培养的卵母细胞，采用免疫荧光方法

观察 α- 微管蛋白的分布，结果见图 2， α- 微管蛋白在

染色体周围的分布随着培养时间的延长是逐渐增多

的，培养在 M199+ 血清、 MI99+BSA+TGFα 和

MI99+BSA+EGF 中 α- 微管蛋白聚集到染色体周围

的时间和纺锤体的形成明显早于 BSA 组。 BSA组在

18 h，所培养的卵母细胞染色体 50%(2 1/40)左右还处

于第一次减数分裂中期，部分细胞进入了后期和第二

减数分裂中期即 MII 期，而其余各组 70%(25/30 、

27/35 、 30/45)以上的卵母细胞己进入后期或明显呈

表 1 EGF 、 TGFα 对卵母细胞的核成熟的影响

组别 卵子总数 中期 末期 成熟率(%) 末期比率(%)

M199+0ES 141 106 23 75.2 :1:1.6' 16.3 :1: 3.6' 
岛1199+BSA 115 73 31 63.5土0.7 b 27.0:l:1.5b 

MI99+BSA+EGF 119 87 19 73. l:i:1.8' 15.9士 3. 1'

如1199+BSA +TGFα 106 74 18 69.8土2.1' 16.9土 3.9'

试验重复了 3 次， I司-列中不同字母表示差异显著(P<0.05) 。
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周 平等 : TGFα 、 EGF 对绵羊卵母细胞成熟的影响

(A ) (B) 

图 1 22 h 核染色体状态

A 第二次减数分裂中期相的染色体; B : 极体与中期相染色体 ; C: 第

一减数分裂末期 ; D : 第一减数分裂中期的染色体。

(A 1) (81) (C I) (D I) 

(A2) (B2) (C2) (D2) 

(A3) (83) (C3) (D3) 

图 2 经过不同培养时间后 α· 微管蛋白在染色体周围的分布

红色代表染色体区域， 绿已代表 α- 微管蛋白的分布 。 A-A3 分

别培养在 TCM 1 99+FC S 、 TCM 199 +8SA 、 TCM 1 99 +EGF 、

TCMI99+TGFα 中 ， 培养 4 h 收集的卵母细胞， 均处于生发泡期 。

8-83 培养 8 h，染色体发生凝聚 。 C-C3 : 培养 1 2 h, C 、 C2 第

一减数分裂末期 ， CI 、 C3: 第一减数分裂中期， α- 微管蛋白蛋臼

向染色体上聚集 D-D 3 : 培养 1 8 h, D 、 D2 ， D 3 均达到第二减

数分裂中期 。

ìl 
(A) (B) (C) 

图 3 培养 22 hα- 微管蛋白在染色体周围的分布情况

红色代表染色体区域， 绿色代表 α- 微管蛋白的分布 。 A 染色体

周围几乎没有分布 ; 8α- 微管蛋白有少量的分布 ; C: 染色体周围

没有 α- 微管蛋白的分布，并且有部分染色体分散分布于胞质中 ; D

α- 微管蛋白在纺锤体上的分布; E : 形成中的 MII 期染色体;Fα­

微管蛋白在第二减数分裂中期染色体上的分布 。

图 4 成熟 22 h 后， 绵羊卵母细胞中 CG 的分布

A 在胞质和l核周围都有 CG 的存在 ; 8 : 在核周围消失，但在胞质中

还大量存在 CG;C:CG 在皮质区的分布; D 核附近形成无 CG 区域。

现出 MII 期纺锤体形态 。

2.3α· 微管蛋白 22 h 在卵母细胞核中的分布

参照 Miyara 等[12]对 α- 微管蛋白的分类，实验结

果见图 3 ， 图 3A 、 图 3B 、 图 3C 为 α- 微管蛋白分

布异常，图 3D 、 图 3E、图 3F 为 α- 微管蛋白分布

正常 。 统计结果见表 2 . BSA 组 α- 1敖管蛋白分布正

常比例明显低于分别添加血清 、 EGF和 TGFα组，说

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel : 021-64040161 www.baolor.com 
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表 2 EGF 、 TGFα 对卵母细胞中 α· 微管蛋自分布影晌

组别 卵子总数

M199+0ES 63 
画1199+BSA 60 
MI99+BSA +EGF 72 

MI99+BSA +TGFα 76 

实验进行了 2 次反复， [fíJ 列巾不同宁母求真~X异显者(P<0.05) 。

α- 微管蛋白分布正常数

42 
26 
48 
56 

1 1'常率(%)

66.6土6 .4'

43.3 :t8.8b 

66.6土6.8'

73.6 :t5.5" 

表 3 EGF 、 TGFα 对皮质颗粒迁移的影响

组另IJ

岛1199+0ES

MI99+BSA 

卵子总数

85 

j支m颗粒迁移.i:' )支 j贡 i毛

50 

1支质颗粒迁移学 J:l!. J员|又 Lt;丰，(%)

58.8' 
62 21 

如1199+BSA +EGF 75 41 
h1199+BSA +TGFα73 35 

实验i韭行 [2 次 i主:11. [<íJ 列 '1' /f、|叶 'f l寻衣机差异M者(P<0.05) 。

明 EGF和 TGFα均 11J以促进 α- 微管蛋白的正常表达

和改善在绵羊卵 j手细胞中的分布，并 H 可以替代血清

中的某也成分改善卵时细胞体外培养的质量。

2.4 不同成熟培养条件对 CG 迁移的影晌

如罔 4 所不， A、 B 以及没有观察到皮质颗粒存

在的均统计为皮质颗粒迁移不完全的一类，而 C、 D

中 CG 均已完全迁移到皮质区，并且在核附近形成明

显的无皮质颗粒区域这种形态的卵用细胞被列为

CG 迁移较好的→类。各组统计结果见表 3 。添加l

TGFα、 EGF 手UBSA 以及加血清组中， CG 己完全迁

移到皮质rx:kU{(核附近形成兀皮质颗粒的区域的比

例分别为 47.9% 、 54.7% 、 33.9% 、 58.8%，血清组

和添加 EGF 组 CG 迁移较好的比例明显高于仪添加l

BSA 处理组(P<O.O日，而与添加 TGFα 组间无明显差

异(P>O.O日，添加 TGFa 组与 BSA 组在统计学上无明

显差异(P>O.O日， JJIl入 TGFα 后， CG迁移至皮质区的

比例也有一定提高，而添加|血洁和EGF均明显促进了

绵羊卵母细胞质 q.l CG I;'J 皮质跃的迁移。

3 讨论

体外受;f(j (in vitro fertilization , IVF) 胚胎的发育

能力很大机应 1-) j ~I~ I~þ细胞 MII 期的质量相关， 年般

认为卵时细胞的历 :d: ì.~ 盟 lj 以 F两个lbl素相关:核和

胞质的发 fj' j抨能，核发 ff1样能主要 lj 卵 1寻细胞的染色

体和~jj11Ji;体组装形态相关117.181。胞质的成熟过程意

味着卵叮细胞从没打发育潜能的状态转变成能够支

持完成受精和 1(.WJHf)J白的发育的过程，mJ胞质成熟仍

没有很好的进化指标， ì: 1f变化之-认为是与 CG 的

迁移和重新分布有关112.15.19] 0 本实验主要检测了部

33.9b 

54.7' 
47.9'b 

分与核和胞质成熟相关的指标，从而评价 TGFα 与

EGF 对绵羊卵GJ:细胞成熟的影响。 Sakaguchi 等120]

发现血清巾的某些成分能够抵消生长|人lf对牛卵GJ:

细胞成熟的加速作用。|大|此本实验在 M199+BSA 中

加入TGFα和JEGF， BSA 寸1 ì: 蜒的成份){牛血洁 (1蛋

白 V组分，这样可以减少血洁 I t1 复杂成分对加入~JI

的影响。从核染色体状态与 α，微管蛋白在染色体周

围的聚集及其分布可以看出，在 22 h 各组问在核染

色体的形态上在在着不同， BSA组处于末期的比率明

显高于其他各细，同时与分|时段观察 α- 1啦?气'主任 (1 (I<J 

分布相比较，这种结果可能与 α- 微管.tlU11生染色休

周围聚集的速度和微管的形成相关，从而j影响了染色

体的分布状态和分离时间。己有的研究农明 EGF 可

以通过PKC途径促进卵母细胞的成熟，从H而íf:l:用曾力加H 了卵

i址1注土细胞受精启的2织发i之;育自能色力川|口2卫川()飞}

的形成相关，无序的纺锤体 JIJ造成染色体分散，从而J

可能造成胚胎发育过程中染色体异常的发牛。培养

液中加入 EGF 和 TGFα 后，从核成熟和122 hα- 微信'

虽 (1 的分布观察，两种|大If均对 α- 1:性竹茸f (r 的友达

平日在染色体周围的聚集有明U的促进作用，因此EGF

和 TGFα 能促进染色体和 α- 微忏茧 (r 分布的正常

从而改善了卵母细胞核成熟的质括:。

研究认为胞质成熟的明枝特征){ CG 的正常迁

移，而质培好的中期核相 Ij CG 的 í，E{\'i. l轩切相关，纺

锤体和中 WJ核相异常的卵 l苦细胞 11' ?过 ú观察到 CG

的迁移， 1(1] CG 在所有'11:常的 MII JUJ 卵叶剑|胞 11 1均发

生了迁移，同时微管的组织状态也 Ij CG 的迁移相

关I2l22l，本实验中也观察到了类似的fJi 捉。过去的大

部分研究均采用LCA特异与CG约合的杠沾来显习;其

Ijt廿:界战斗儿，Jtj韦尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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分布，本实验中也采用了 LCA 来标记 CG 的分布情 作用。
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The Effeds of TGFαand EGF on Ovine Oocytes Maturation 

Ping Zhou, Dong-Jun Liu* , Zhen Yan, Yu-Zhen Ma, Shorgan Bou 
(The Key Laboratory of Mammal Reproductive Biology and Biotechnology, MinistηI of Education, 

Inner Mongolia universi钞" Hohhot 010021 , China) 

Abstract The effects of TGFαand EGF on nuclear and cytoplasm maturation of ovine oocytes cultured 

in basical medium + BSA, serum, BSA+EGF and BSA+ TGFαrespectively were investigated by immunofluores­

cence and orcein staining. The results showed that the maturation rate of oocyte cultured in the four medium as 

above after 22 hours were 63.5%, 75.2%, 73.1 %, 69.8% and the rates of oocytes stayed at telophase of meiosis 1 

were 27.0%, 16.3%, 15.9%, 16.9%, respectively. Supplement of serum, EGF or TGFαsignificantly enhanced the 

maturation rates of the oocytes and reduced the rate of oocyte stayed at telophase of meiosis 1 (P<0.05); Significant 

higher rates of normal distribution of α-tubulin in oocytes cultured in serum, BSA+EGF and BSA+ TGFα(66.6% ， 

66.6% , 73.6%) were compared to BSA group (43.3%) (P<0.05); The rates of oocyte with cortical granules in 

cortex were 33.9%, 58.8%, 54.7%, 47.9% , respectively, there was significant difference between oocytes cultured 

with serum, EGF and BSA (P<0.05). In conclusion, TGFαand EGF can promote the oocyte nuclear transition from 

telophase 1 to metaphase of meiosis 11, and could substitute some substance in serum to improve the quality of 

oocyte matured in vitro , but EGF might be more functional than TGFαto promote the maturation of ovine ooplasm. 

Key words ovine oocyte;α-tubulin; cortical granules; TGFα;EGF 
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