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哺乳类动物卵母细胞的减数分裂过程中存

在两次停滞现象。当卵母细胞生长至一定程度

时， 在卵泡剌激素(FSH)和促黄体生成素 (LH)

的共同作用下，打破第一次减数分裂的停滞状

态， 生发泡破裂(Germinal Ves i cle Breakdo ­

wn , GVBD) 。 在此过程中卵母细胞外的滤泡

细胞(卵丘细胞和卵巢颗拉细胞)起调节作用 ，

将外界信号转换传递给卵母细胞， 导致卵母细

胞减数分裂的恢复。

FSH 是一种糖蛋白激素， 与其他激素和生

长因子如表皮生长因子 (EGF)p ， 2] ， 膜岛素样生

长因子 (IGF) [ 3] 一样通过作用于靶细胞膜上的

受体，影响滤泡细胞的生长代谢 ， 进而控制卵

母细胞减数分裂的启动。卵母细胞减数分裂的

调控还受许多细胞内因素的影响 ， 如第二信使

CAMP 和1 Ca2 + 水平的变化等等[4-6 ] 。 本文采用

卵母细胞和卵巢颗粒细胞体外培养的方法， 对

FSH、 EGF 和膜岛素影响小鼠卵母细胞减数分

裂的重新启动的机制进行比较研究。

材料 与 方法

一、 实验材料

采用 22-24 天龄的昆明系小鼠。

试剂 z 膜岛素， 次黄嗦岭，为 Sigma 产品 ， Fura-

2jAM 为 Molecular Probe 公司产品; EGF: 南京大

学生物系叶世民先生赠送 ; FSH: 宁波激素制品厂z

U5I-cAMP 放免试剂盒g 上海中医学院同位素室。

试验仪器 : AR-CM-MIC 阳离子测试系统， 美国

Spex 公司生产: 1470 W 12 AROγ 计数器I Beckman 

产品。

二、卵母细胞的在取及卵巢颗粒细胞的培养

方法详见前文[ 1]。卵巢颗粒细胞培养液 为

DMEM +10 %小牛血清。 为避免血清中不明因子的影

响， 培养卵母细胞时培 养液中加入牛血洁白蛋白

(BSA) ， 并加入次黄嚎岭(4 mmoljL) 以抑制卵母细胞

的自发成熟。以卵母细胞的生发泡破裂(GVBD) 为减

数分裂重新启动的标志。

三、小鼠卵母细胞的减数分裂的重新恢复

EGF、 膜岛素、 FSH 按最佳作用浓度到加入含

4 mmol j l f;欠黄嗦岭的培养液中 。 自然状态下小鼠卵母

细胞一般在 2-3h 内发生 GVBD ， 所以分别观察培养

3 h 和 14-16 h 的卵母细胞发生 GVBD 的百分率。

四、培养卵丘细胞中 Ca2+ 水平的到定

方法同前文[1] 。 以 Ca2+ 指示剂 Fura-2jAM 作为

荧光探针，使 用 AR-CM-MIC 阳离子测试系统检

测单个培养卵丘细胞内 Ca2+ 水平自t!变化。以激发波长

340 nm 与 380 nm 的荧光强度的比值表示钙离子的相

对浓度。

五、卵巢颗粒细胞肉 cAMP 水平的制定

培养于 48 孔板中的颗粒细胞在 2 -3 天内铺满

孔底。 实验前将培养液换成不含血清而含 4 mgj mJ 

BSA 的培养液， 培养 24 h 以上，以提高颗粒细胞对

外界剌激的敏感性。加入药物培养 24 h 后弃去培养

液， 低渗后反复冻融裂解细胞， 放射免疫法汩11定其中

cAMP 的含量。

结 果

-、 EGF、 膜岛索和 FSH 促进小鼠卵母

细胞减数分裂的重新启动

EGF、膜岛素和 FSH 的最适作用浓度分

别为 1μg/ml.. 100 ng/ml 和 2IU/ml o EGF、

膜岛素和 FSH 均可拮抗培养液中次黄嗦 吟对

卵母细胞减数分裂的抑制，促进卵丘细胞-卵
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在哺乳动物卵母细胞的减数分裂过程中，

细胞信号的传递是至关重要的。 一些激素和生

高并保持较高水平[1 ]。结果表明膜岛素对卵丘

细胞内的游离 Ca2 + 水平无影响(图 2 ), 膜岛

素加入后细胞内游离 Ca2+ 不发生变化。 而与

前人报导相反， FSH 却引起卵丘细胞内引起

Ca2+ 的急剧下降(图 3 ), 并维持较低水平。

EGF 和肢岛索对卵巢颗糙细胞 cAMP

水平的影响

1997 年

cAMP 水平 (pmoljwell)

cAMP level (pmolj well) 

FSH、 EGF 和服岛素对小鼠卵母细胞

(COC)减数分裂启动的影响。对照中

加入 4 mmoljl 次黄瞟岭
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三、卵母细胞和颗粒细胞内 cAMP 水平的

蛮化

GVBD 发生时，卵母细胞内的 cAMP 浓度

下降，从而启动了卵母细胞减数分裂， 这个过

程受卵丘细胞和颗粒细胞的调节。在卵母细胞

与卵丘细胞以及卵丘细胞与卵巢颗粒细胞之间

存在细胞连接 ， 可进行物质和信息的交流。由

于 FSH ， EGF 和膜岛素又只对 COC 的 GVBD

起促进作用 ， 而对 DO 无影响，因此又进一步

测定了 EGF 和膜岛素对颗粒细胞 cAMP 水平

的影响。如表 1 所示 ， EGF 和膜岛素均可导

致颗粒细胞内 cAMP 水平下降，可能进而通过

影响卵丘细胞而 使卵母细胞内 cAMP 水平降

母细胞复合体 (COC)减数分裂的恢复，但是对

无卵丘细胞的裸卵无作用 。 EGF 和膜 岛 素在

3h 时均几乎已达到其最大效果，而 FSH 的作

用存在滞后现象， 即作用 3h 时，FSH 仅达到其

最大作用效果(14 h)的约 48%(45%/94%) ，但

FSH 作用后卵丘细胞扩散，从而使卵母细胞和

卵丘细胞的联系破坏， 而 EGF 和膜岛素作用

后卵丘细胞不发生 扩张现 象。可能 FSH 对卵

母细胞的作用机制不同与 EGF 和膜岛素。

二、卵丘细胞肉 Ca2+ 的变化

己报道 EGF 可使卵丘细胞内游离 Ca2+升

生胞

200 

细

固 2

。
啕
内

阳
、\

o 
甘
俨3

问‘... 

制 主
奇等 ... 石!

在 5 22.500tj 

思主队
n， 、\

!小 ::> : 0
= 咽

圃 5 日1.2 500
号t ~百
~' .叫叫
口... -
4乒J ..:: 叫

EEA E OS000 。

3.7500 

5.0000 

28 

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



志第 19 卷

「
l
l
l
l
l
1
i

「
。

。
"

"U 

刷
。
∞

rLU ,‘

nu 

52 
q
a

，
且
，
‘

(
。
@
町
'
陶

\
C唱
的
'
已
g
z
u
-
5

M
O
Z
O
4
4
g
』
4
2
ω
u
z
。
U
C
K
F
叫4
6同ω
耐
用

(
。由
的
问\C唱
的
'
陶)
M
m
N
R
R
思
仲
檀
毕
m
t
g黑

29 

5 .000υ 

3.7500 

t-叫忡内".，_，Aγ......，..;.，....."..川气叫

杂= 寸二.物生胞

Illsuli l1 

作.T..)W'，'.}'】^r--

细第 1 期

600 400 

Time (S) 

时间 (S)

FSH 对培养的单个卵丘细胞肉 Ca2 + 水平的影响

200 

的途径， 相对独立又共同作用引起减数分裂的

恢复。

但是 FSH 对小鼠卵丘细胞内游离 Ca2+ 水

平的影响却不同于猪的情况 ， FSH 没有引起

Ca2 + 水平的升高 ， 反而导致 Ca2 + 的下降。有研

究表明 FSH 可升高颗粒细胞的 cAMP 水

平[ l4] ， 因此有可能通过细胞连接使卵母细胞

维持较高的 cAMP 水平，抑制了减数分裂的恢

复。但由于 FSH 使卵丘细胞扩散，使卵丘细

胞内的信号变化不能传递入卵母细胞，最终使

卵母细胞的减数分裂重新恢复，这可能就事导

致 FSH 的作用迟缓的原因。

膜岛素可引起卵巢颗粒细胞内 cAMP 水平

下降， 但是对颗粒细胞内的 Ca2 + 水平并无影

响。EGF 同样也引起培养卵巢颗粒细胞 cAMP

水平的降低。由于 EGF 和膜岛京作用时不引

起卵丘细胞的扩散， 这些第二信使可通过细胞

连接促使卵母细胞减数分裂的亟新恢复。所以，

虽然 FSH、 EGF 和膜岛素均可导致 小鼠卵母

细胞减数分裂的启动，作用机制不同 : EGF 

可引起卵巢颗粒细胞内 Ca2 + 的升高和 cAMP

水平的下降 ; FSH 可引起 Ca2 + 的降低 ， 但可

使卵丘细胞扩散， 解除卵丘细胞对卵母细胞恢

复减数分裂的抑制作用z 而膜岛素只引起细胞

固 3

长因子与卵巢颗粒细胞膜上的受体结合， 引起

细胞内第二信使的变化，将信号传递给卵丘细

胞， 并可能通过旁分泌的形式卵母细胞，也可

能通过卵丘细胞与卵母细胞之间的细胞连接，

将信号传递给卵母细胞， 影响卵母细胞的减数

分裂恢复[7)。如 EGF 与颗粒细胞膜上的受体

结合，诱导单层培养的大鼠颗粒细胞分泌孕

酣[句。 EGF 和 孕嗣均引起卵 丘细胞内游离

Ca2 + 水平的变化， 并通过与卵母细胞之间的

细胞连接，诱使 GVBD 的发生[9) ; 血管紧 张

素- 1I与爪瞻惦;泡细胞表面受体结合 引起施泡

细胞内游离 Ca2 + 的变化， 并通过与卵母细胞

之间的间隙连接卵母细胞的成熟[1 0 ， 11 ) 。

大量研究表明， FSH 和膜岛素的生理作用

主要是通过细胞内 cAMP 介导的。 FSH 也可

引起猪单个卵巢颗粒细胞内 游离 Ca2 + 的 升

高 [ lZ] ，但是 Ca2 + 变化的时间模式与通过细

胞内磷酸肌醇途径引起 Ca2+ 变化的模式不

同，是一个相对比较慢的过程，一般最大反应

时间为 5-10 min，而其他与磷酸肌醇途径相

关的模式如 GnRH 和血管紧张素- 1I等诱发的

时间相对比较短，一般约为几分钟，然后基础

值升高并持续一段时间 [1 3) 。 所以 FSH 可能是

通过细胞内 Ca2 + 和 cAMP 两条影响减数分裂
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30 细胞生物学杂志 1997 年

内 cAMP 的降低，不影响 Ca2 + 的水平。

摘 要

FSH、 EGF 和)庚岛素均对体外培养的小

鼠卵母细胞的减数分裂的恢复起促进作用 ， 而

FSH 的促进作用滞后，但作用后使卵丘细胞扩

散。三者的促进作用似受卵巢颗粒细胞内游离

钙和 cAMP 的调节。 EGF 和膜岛素可使培养

的颗粒细胞内的 cAMP 水平降低; 同时 FSH

使单个卵丘细胞内的游离 Ca2 + 水平降低， 而膜

岛素无影响。所以 FSH、 EGF 和膜 岛素诱发

卵母细胞成熟的机制不同: EGF 通过细胞内

Ca2 + 的升高平í~ cAMP 水平的下降促使卵母细

胞的减数分裂恢复 ; FSH 降低卵丘细胞内 Ca2 +

的水平，但由于卵丘细胞与卵母细胞之间的联

系被打断，最终使 GVBD 发生;而膜岛素的作

用只涉及胞内 cAMP 的变化。

关键词 : EGF FSH 膜岛索 减数分裂

恢复 Ca2 + cAMP 
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A PRELI岛UNARY STUDY ON THE MECHANIS孔1: OF EGF , 
FSH , INSULIN' S EFFECT ON THE 孔1:EIOTIC

DIVISION OF 岛10USE OOCYTES 

LI Chao Jun et al 
(Biology Department of Nanjing Nonnal University , Nanjing , 210097) 

ABSTRACT 

Mouse oocyte arrested GV stage were used to study the action of FSH, EGF and Insulin 
on the meiotic r巳sumption . FSH, EGF , and insulin could trigger the GVBD of mouse oocyte 
in vitro . Bnt the accelerating effect of F SH lagged behind other two fa ctors , while cumulus 
cells adhering to ooeyte expanded after being exposed to FSH. Thei t action s巳em to be modu­
lated by cytosolic free Ca2> or cAMP level in granulosa cell s. EGF and insulin decreased the 
cAMP le、 el in granulusa cells . Thc cytosolic free Ca2+ in single cumulus cell dropped below to 
normallevel when it was cxposcd to FSH, while insulin had no effect on the Ca2+ lcvel in cu­
mulus cell . So the mechanisms of FSH, EGF and insulin inducing the maturation of oocytes 
were diferent, EGF induced GVBD through both cAMP descent and Caz+ increase pathways. 
Despite of the decreasing of the CaZ+ level in cumulus cel1s, the relation between cumulus cel1s 
and oocyte was blocked because of the expanding of cumulus cel1s, GVBD could also occur af­
ter long exposure to FSH. But the effect of FSH was not so great as that of EGF and insulin. 
While the effect of insulin was only related with cAMP pathway in granulosa cell and cumu­

lus cell. 

Key words, EGF Insulin FSH Meiotic resumption Caz+ cAMP 
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