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磷酸二醋酶在卵母细胞成熟中的作用
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摘要 卵母细胞成熟是一个包括内分泌、旁分泌以及自分泌的复杂过程，所涉及的信号通

路最终都要转化为对环核普酸的调控.磷酸二醋酶(phosphodiesterase， PDE)是一类降解cAMP并使

之失活的酶，在卵巢中存在区域化分布。其中 PDE3 主要分布于卵母细胞，而 PDE4 分布于颗粒细

胞.体内外研究证实，抑制哺乳动物卵母细胞PDE3 活性能阻断减数分裂，活性 PDE3 在两栖动物

中的表达能诱导减数分裂重启，程度与孕嗣/月夷岛素诱导的相近。 PI-3KJAkt信号通路参与 IGFlI Jl夷

岛素诱导的爪塘卵母细胞成熟，而在孕嗣诱导的成熟中不起作用。 PDE3 作为 PKB\Akt激酶的下游

因子，通过调节胞内 cAMP 水平达到对卵母细胞成熟的调控。此外，哺乳动物卵母细胞中也可能存

在类似的信号通路。因此， PDE3 在调控两栖类和哺乳动物减数分裂信号通路中扮演重要角色。掌

握PDE3 的调控方式使于人们是好的了解诱导卵母细胞成熟的信号通路。
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哺乳动物卵母细胞的发育包括减数分裂休止期

(meiotic arrest)与减数分裂重启(meiotic resumption) 。

在生长期的大部分时间里，卵母细胞滞留于前期1，并

且不能进行减数分裂。当卵母细胞发育到最大时，

需要促黄体素(luteinizing hormone, LH)剌激才能继续

减数分裂。 LH 峰导致颗粒细胞环腺昔酸(cyclic ad

enosine monophosphate, cAMP)含量上升，卵母细胞

cAMP含量下降，减数分裂重启，以及排卵的顺利进

行(1)。随着第一极体的排出，卵母细胞完成第一次减

数分裂，随后进入第二次分裂，并再次滞留于中期，这

一过程称作卵母细胞成熟。减数分裂重启伴随着染

色质凝聚，核膜解聚，纺锤体形成以及同源染色体分

离。它是受精前必不可少的环节，这是因为精子不

能穿透并激活未成熟的卵母细胞。

早期研究发现，从卵泡中分离的哺乳动物卵母细

胞能自发进行减数分裂。这说明卵泡细胞可能向卵

母细胞释放抑制信号以维持减数分裂休止期。现己

确认，卵母细胞内高浓度的cAMP能够抑制减数分裂，

维持自身停留于减数分裂休止期，以防止卵母细胞过

早成熟。体细胞内CAMP水平受腺昔酸环化酶(adenylyl

cyclase, AC)合成与磷酸二醋酶(phosphodiesterase，

PDE)水解的双重调控。因此卵母细胞也可能通过这

两条途径来调控胞内 cAMP水平。近些年研究表明

PDE，主要是 PDE3，参与卵母细胞减数分裂，是卵母

细胞成熟的重要调控因子。

1 cAMP在;咸数分裂中的作用
正常排卵周期中，减数分裂的生理剌激是 LH

峰。由于LH受体定位于壁颗粒细胞，而在卵丘与卵

母细胞上没有分布，因此LH信号必须要从与璧颗粒

细胞的作用中转化为对卵母细胞信号分子的影响。

这就意味外层细胞为促进卵母细胞成熟需要释放某

些因子。目前固醇、类固醇、生长因子被认为是

参与诱导卵母细胞成熟的主要胞内因子。

最近的研究一定程度上解释了回信号如何从卵

泡外层向内层的转化。四受体受到剌激后，壁颗粒细

胞表达RNA编码的表皮生长因子样蛋白(epidermal

growth factor-like proteins) [匀。尽管这一过程很快，

但是这些蛋白质，尤其是amphiregulin和epiregulin，能

诱导体外减数分裂重启，效果不亚于 LH 峰。此外，

阳nnongj址等问发现EGF信号通路是通过与 EGFR结

合来促进类固醇的合成。早期研究发现 LH 能诱导

青蛙卵泡卵母细胞产生剌激卵母细胞成熟的类固醇

激素。然而类固醇激素的这种剌激作用对于哺乳动

物卵母细胞的成熟收效甚微I41，在有些实例中还起到

轻微的抑制作用。 因而，类固醇是否参与诱导卵母

细胞成熟还有待研究。卵泡液促减数分裂面醇
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(follicular fluid-meiosis-activating sterol, FF-MAS)，是

胆固醇合成的中间产物，被认为是诱导卵母细胞成熟

的候选物。 研究发现，小鼠体内注入具有激活 LH 受

体功能的 hCG 导致 FF-MAS 含量上升[5) 。 无论是纯

化的还是合成的 FF-MAS 都能诱导小鼠、大鼠以及

人等哺乳动物卵泡中分离出的卵母细胞减数分裂重

启 [6) 。 然而， 一些研究发现 FF-MAS 诱导卵母细胞

成熟的时间与情形同自发或促性腺激素诱导的成熟

不同， 这说明固醇很可能不是主要的调节体内卵母细

胞成熟的因子[7) 。

尽管对于 LH 诱发排卵的机制还不是很了解， 但

是LH峰会导致卵母细胞内 cAMP含量的下降己毋庸

置疑， cAMP 在减数分裂中的重要作用己得到人们的

公认 。 在对海星、爪瞻、哺乳动物等不同物种的

研究中发现，温育过程中添加 cAMP 类似物、剌激

cAMP 产生的药理学物质或是降解 cAMP 的抑制剂

后，都能导致高浓度的 cAMP产生， 减数分裂受阻[8，9 ) 。

例如， dibutyryl cAMP [10) 、 forskolin [11) 、 PDE 抑制

剂[ 1 2 )都能有效地抑制自然条件下减数分裂的发生。

另外，生发泡破裂(germinal vesicle breakdown, GVBD) 

前卵母细胞中 cAMP有降低的趋势。 因此高浓度的

cAMP 能维持卵母细胞处于减数分裂休止期，环核昔

酸(cyclic nucleotide monophosphate, cNMP)浓度的下

降是减数分裂重启 的先决条件 。

小鼠的研究发现，排卵前期卵母细胞cAMP维持

Quiescence 

c)一→

Mural granulosa cells 

·综述.

在高浓度与孤雌受体(orphan receptor) GPR3 (Gs

linked G-protein-coupled receptor 3)有关[1 3 ) 0 GPR3 

是一种 Gs 蛋 白偶联受体能剌激 AC3 产生 cAMP o

在大鼠中也发现了类似的孤雌受体 GPR1 2。虽然尚

未找到 GPR3 的配体，但是一系列的试验都支持这一

观点[ lM]，因而为大多数人所接受。 其次，卵丘和卵

母细胞自能E通过间隙连接(也ga叩pj川un肌ctωion时)进行物质交换，

卵泡细胞又是 cAMP 库因此人们猜测: cAMP 可能

借助间隙连接从卵丘细胞扩散进入卵母细胞(图 1η) 。

一些实验发现间隙连接确实能够调节 cA岛1P l水k平[阳16ιω阳，1川l口川7η]

然而，卵母细胞间隙连接特异性抑制剂的缺乏为证明

其可能参与维持减数分裂休止期带来了 巨大困难 。

此外，卵泡液含有天然的 PDE 抑制剂次黄嘿岭， 它也

可能参与维持高浓度的 cAMP 。

LH峰导致卵母细胞cAMP浓度下降可能通过以

下方式(图 1 ) 0 (1 )GPR3/Gs/AC3 通路受阻。 虽然很

多实验支持这一假设[口 中，但 LH 具体通过什么方式

来抑制这条通路尚未定论。 (2)卵母细胞 PDE3A 活性

升高。 有研究发现，无讼是 自然条件下，还是 LH 诱

导的体外成熟中， PDE3 活性均有升高[叫。 这可能是

因为LH峰降低了 cGMP含量。 cGMP被认为是PDE3

的竞争性抑制剂[20) 0 (3 )卵丘与卵母细胞上的间隙连

接通透性下降或彻底受阻。早期研究发现间隙连接

通透性的降低滞后于减擞分裂重启数小时。因此，

有关间隙连接对 cAMP 的影响还需进一步研究 。

Cumulus cells 

~g~ ←d3A 
cAMP 

+ Meiotic arrest 

oocyte 

Fig.l Signal pathways involved in modulation of mammalian oocyte development 
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2 PDE超家族
PDE是一种专门负责降解第二信使 cAMP和环

鸟昔酸(cyclic guanosine monophosphate, cGMP)的

酶。根据理化特性、与底物亲和力，以及对抑制剂

的敏感程度，共分为 11 个 PDE家族。目前己鉴定出

至少 16种不同的负责编码PDEs 的基因，编码超过50

种 PDE[2川 PDE3 家族分为 PDE3A和 PDE3B 两个

亚型，受膜岛素且GF1 正相调控，强心剂 cilostamide

抑制，对 cAMP和 cGMP都具有亲和性，并以一种相

互竞争的方式水解 cNMP [221 0 PDE4 同工酶特异性

水解 cAMP，受抗抑郁药物 rolipram 的抑制，是目前

为止最大的 PDE 家族，由 4 个不同的基因编码

。DE4A""'PDE4D)，通过不同的启动子与拼接方式产

生超过 20 种异构体[2飞 PDE3 和 PDE4 共同调节胞

内 cAMP 的平衡，同时激素也参与对cAMP 的复杂调

控。

3 卵巢卵泡中 PDE基因的表达

为了证明 PDE基因是否在卵泡不同部位存在差

异性表达， Ts拍M等[121通过原位杂交方法，利用特异

性标记的 PDE3 ， PDE4 异构体探针，对大鼠卵巢不

同部位进行了检测。结果发现:特异性标记的PDE3A

探针仅与卵母细胞杂交，整个卵巢都没有检测到

PDE3B 特异信号，壁颗粒细胞(mural granulosa cell, 

MGC)标记有PDE4D探针，大的有腔卵泡比小的未成

熟卵泡存在更强的 PDE4D 信号， PDE4B 探针在膜细

胞和间质细胞中大量分布，任何一种 PDE4探针都没

有在卵母细胞中发现。以上结果说明 PDE3 主要在

卵母细胞中表达，而 PDE4 更多的分布于颗粒细胞。

PDEs在卵巢中存在区域化分布己被其他实验方法所

证实。 Shitsukawa 等[231从小鼠卵母细胞基因库中找

到了含有完整PDE3A开放阅读框的cDNA，并利用谷

脱甘肤 S- 转移酶(glutathione s-transferase, GST)标记

PDE3A 的方法得到了 PDE3A 多克隆抗体，此抗体可

以免疫沉淀小鼠和大鼠卵母细胞中 90% 的PDE活性，

这说明 PDE3A是卵母细胞中 PDE表达的主要形式。

4 PDE的体外抑制与卵母细胞成熟
在研究PDE3 特异性抑制剂。rg 9935 对狲猴卵

母细胞的影响中发现，处理组中83%的卵母细胞都滞

留于 GV 期，所有卵母细胞均不能受精，而对照组都

顺利地进入了 GVBD，受精率(fertilization rate)达

67% [241 0 由此得出 PDE3 与卵母细胞的体外成熟有
2 , 
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关。在人上的研究得到同样的结果，近98% 的经 org

9935 处理的人卵母细胞滞留于GV期，卵丘包裹的卵

母细胞从含有 org 9935 的培养基中取出后剥离卵丘，

经体外培养与受精处理，发现处理组与对照组的受精

率及胚胎发育情况没有明显差异[2凡这说明 PDE3

抑制剂对卵母细胞的作用是可逆的，由此排除了它对

卵母细胞有毒副作用的可能。

PDE4特异'1主抑制剂rolipram即使达到很高浓度

也不能抑制减数分裂重启 [61 这表明 PDE4 可能在卵

母细胞成熟中不表达，或者即便表达也不参与减数分

裂重启。然而有趣的是， rolipram 能诱导减数分裂重

启，效果不亚于 LH，且与 LH 的作用方式类似，都导

致颗粒细胞cAMP浓度上升[121 0 Bilodeau-Goeseels [261 

的实验结果也发现， rolipram 处理的体外培养的牛颗

粒细胞 cAMP 水平较对照组高，而 PDE3 抑制剂

milrinone 对颗粒细胞cAMP没有影响。以上结果不

但进一步证实 PDEs 在卵泡中存在细胞特异性分布，

而且解决了 "LH 导致胞内 cAMP浓度上升，却能诱

导减数分裂"这一长期困扰人类的难题。然而，

PDE4是否参与减数分裂， LH 峰是否通过抑制 PDE4

以升高颗粒细胞cAMP浓度，以及颗粒细胞cAMP浓

度的上升与卵母细胞 cAMP浓度的下降二者之间是

否存在因果联系尚待研究。

5 PDE3的体内抑制与卵母细胞成熟
鉴于 PDE3 参与体外减数分裂重启，因此将

PDE3 特异性抑制剂用于体内卵母细胞成熟模型中。

Cilostamide和 org 9935两种特异性PDE3抑制剂注入

未成熟大鼠，结果发现它们对于卵母细胞成熟的抑制

作用具有剂量依赖性[271。此外，排卵数量没有明显

变化，这表明减数分裂重启与排卵没有必然联系。

同样条件处理下， PDE3 抑制剂能够完全阻断成年大

鼠胚泡的形成和受孕[2飞另外，长期口服 org 9935 

的雌性大鼠仍维持正常的发情周期规律[2凡这些结

果表明PDE3的活性对于卵母细胞的体内成熟至关重

要，同时也为一种新型的通过抑制卵母细胞成熟的避

孕方法提供了理论依据。它的特殊之处在于不影响

排卵与正常的发情周期，可是由于 PDE3 抑制剂在避

孕的同时，加速了心跳频率，因此在人身上的研究仍

处于体外水平。

为进一步说明 PDE3 在体内卵母细胞成熟中的

作用，利用遗传手段敲除小鼠 Pde3a 基因。分析发

现: Pde3a 敲除小鼠的卵巢结构、卵泡排卵以及交配
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500 · 综述.

lnsulin/IGFl 行为都正常，但就是不能生育 。 这很可能是因为排

出的卵母细胞滞留于 GV 期 不能受精的缘故 。 对

Pde3a 敲除小 鼠卵母细胞进行体外培养， 由于缺少

PDE3 活性，胞内 cAMP 水平明显升高，即使培育 48

h 也不能自发成熟[281 。 上述试验说明 PDE3A 在卵母

细胞中有着特殊功能，不能被其他PDE家族成员所取

代， 甚至是 PDE3B，并且第一次从遗传角度证明了体

内外减数分裂重启都需要 PDE3A 的参与 。

6 可能涉及的卵母细胞PDE减数分裂信号

通路(以爪瞻卵母细胞为模型)

PDE3 参与减数分裂不仅在哺乳动物中得到证

实， 而且在两栖动物(如非洲爪蟠)的卵母细胞中也有

发现。 爪蜡卵母细胞从卵泡中分离后便不能 白发进

行减数分裂， 因此，爪蜡成为研究卵母细胞成熟最理

想的动物模型 。 爪蜡卵母细胞的减数分裂受类固醇

激素孕酣或生民因子 IGFl 的调控(图 2) 。 小 鼠卵母

细胞活性 PDE3A 在爪蟠卵母细胞中的表达能诱

导减数分裂重启 ， Mos翻译以及细胞外调节蛋白激酶

(extracellular signal-regulated kinase, ERK)磷酸化，程

度与孕酣 /膜岛素诱导的相近[291 。 由此得出 PDE3 活

性的升高能诱导卵母细胞重新进入细胞周期 (re-entry

into the cell cycle) 。 尽管有报道显示孕酣信号通路

不受 PDE3 调控，但是此通路仍需要某种 PDE活性的

参与 。 这是因为 PDE 非特异性抑制剂 IBMX 能抑制

孕酣信号通路 。

最近研究发现卵母细胞中也存在膜岛素诱导的

信号通路， 并且与体细胞中的相似。 膜岛素诱导的

减数分裂受 wortmannin (一种 PI3K 抑制剂)抑制， 而

孕酣诱导的减数分裂却不受其影响 [301 。 在没有生长

因子剌激的条件下，组成性活性 PI3K 基因的插入诱

导减数分裂发生。 脂肪细胞中 PI3K位于 PDE3B 的

上游， PI3K 的活化导致 PDE3B 磷酸化及其活性的产

生[221 0 Akt 是 PI3K 的下游激酶， 与激活大鼠脂肪细

胞 PDE弛 的激酶一起提取出来。 爪蜡卵母细胞注入

组成性活性PKB/Akt mRNA能够诱导GVBD，同时使

内源 PDE 活性升高两借口1 1 。 抑制 Akt 活性的抗体阻

断了膜岛素诱导的卵母细胞成熟。 此外， PDE3 抑制

剂也能抑制 Akt 诱导的减数分裂的发生 。 以上试验

说明 PKB/Akt 具有调控爪蠕卵母细胞减数分裂的能

力， 并且 PDE3 位于 PKB/Akt 激酶的下游。 然而 Akt

通过什么方式激活卵母细胞 PDE3 尚待研究 。 有趣

的是， 将myr-Akt显微注入体外培养的小鼠卵母细胞，

Progesterone 
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Fig. 2 Putative signaling pathways in regulation of meiosis 
in Xenopus oocyte 

同样能诱导卵母细胞成熟[3 21 。 这表明 PI3 K/Aktl

PDE3通路也可能是调节哺乳动物卵母细胞减数分裂

过程中 的重要组成部分 。

虽然高浓度的cAMlP能活化PKA，但是到 目前为

止精确的 cAMP 下游因子还没有确定下来。最新研

究表明 PKA 可能通过 Mos 、 Cdc25 两条途径来调控

MPF 通路口3 1 ( 图 2) 。 爪!瞻卵母细胞中， Mos 能激活

MAPK， 从而介导 MPF 活性产生。 PKA 不仅能抑

制 Mos 翻译， 还能磷酸化 CDC25，使其活性丧失，不

能使 CDKl 去磷酸化，最终导致 MPF 处于失活状态。

然而也有研究表明 : PKA对减数分裂的抑制作用可能

与激酶活性无关，而是通过与重要调控因子的互作来

实现其调控作用 。

孕酣通过与一种类固醇非核受体的互作来抑制

AC，其中是否涉及 PDE !活性压不清楚[81 。 孕酣对于

AC 的抑制不同于经典曲 Gi 机制， 很可能与游离的

Gßy水平有关问。 在 IF昨1诱导卵母细胞成熟的信号

通路中 ， 受 PI3K1Akt 调控的 PDE3 扮演重要角色。因

此， 为了降低 cAMP， 诱导卵母细胞成熟， 这两种剌激

似乎协同作用于爪蜡卵悻细胞。 然而一些研究表明

孕酣和 IGFl 介导的信号随路可能比预计的复杂。类

固醇核受体可能与 PI3Kj形成复合体， 这样类固醇激

素就能激活 PI3K1Akt/PIDE3 信号通路 。 孕酣核受体

在爪蜡卵母细胞中表达克疑支持上述观点[归] 。

7 小结
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曹 文等:磷酸二醋酶在卵母细胞成熟中的作用

哺乳动物卵母细胞处于多层细胞包围之中，不便

操作与观察，并且为了保证卵泡的正常功能，卵泡还

必须保持完整，加之可用于哺乳动物卵母细胞生化研

究的药物较少，这就给研究哺乳动物卵母细胞减数分

裂带来很大困难。但随着基因敲除以及显微注射等

一系列方法的完善，为研究工作带来了新的曙光。

目前 PDE3 对于减数分裂重启的重要性已经得到公

认，但是不排除 PDE3 只是参与卵子成熟的必要条件

之一， PI3K/PKB 与 PDE3 之间是否存在相关性，还值

得探讨。
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Role of Cyclic Nucleotide Phosphodiesterases in Oocyte Maturation 
Wen Cao, Ling-Mei PanI, Kazuyoshi Taya1, Fang-Xiong Shi* 

(Laboratory 01 Animal Reproduction, College 01 Animal Science and Technolog只 Nanjing Agricultural University, 

Nanj切g21ω'95， China; lLaboratoη 01'々terinary Physiology, Department 01协terinary Medicine, 
To妙。 Universiη 01Agriculture and Technology, To炒0183-8509， Japan) 

Abstract Oocyte maturation is a complex set of endocrine, p盯acrine， and autocrine inputs that are 

translated into the regulation of cyclic nuc1eotide levels. Phosphodiesteras (PDEs), the enzymes that degrade and 

inactivate cAMP, show compartmenta1ized expression in ov缸y. 白le PDE3 is mainly expressed in the 0∞严es while 

PDE4s are expressed in granulosa cells. Inhibition of the mantma1ian oocyte PDE3 completely blocked meiosis in 

vitro and in vivo, expression of an active PDE3A in Xenopus oocyte causes resumption of meiosis to the s缸ne extent 

as progesterone or insu1in. PI-3K/ Akt pathway mediates IGF-lIinsu1in but not progesterone-induced∞cyte maturation. 

PDE3 , as downstream factor of PKB/Akt, mediates oocyte maturation by controlling cAMP level. Furthermore, a 

similar regulatory module may exist in mammalian oocytes. Thus, PDE3 plays an essential role in the signa1ing 

pathway that controls resumption of meiosis in 缸nphibians and mammals. Understanding the regulation of 出is

enzyme may shed some light on the signa1s that 位igger oocyte maturation. 

Key words cAMP; oocyte maturation; meiotic resumption; phosphodiesterase 
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