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GHIE对小鼠超排卵和卵母细胞质量的影响#
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摘要%目的!研究脱氢表雄酮!GHIE"对 AB’DF;? 雌̂鼠超排卵效果和卵母细胞质量的影响及其机制+ 方法!) 周

龄 AB’DF;? 雌̂ 鼠 )# 只随机分为 ) 组)分别为对照组-低剂量处理组 ! & 7O;.O2,@" " 和高剂量处理组
!B 7O;.O2,@""+ 用 GHIE灌胃 " 周)再经超排卵后分别进行体外受精和收集卵丘细胞+ 提取卵丘细胞 [>E进行
q[LJUA[检测与胚胎质量相关基因 ?%&DL-I$*M--’=*L--’=*M 和 N+$# 的 7[>E水平以及凋亡相关基因 C$*>$*&O 和
E+(&("# 的 7[>E水平+ 结果!经过 GHIE处理的雌鼠超排卵后)体外受精!<cP"显示实验组异型卵比例下降+ 实

验组卵丘细胞中与胚胎质量相关基因 I$*M)-’*=L 和 N+$# 转录水平与对照组相比上调)而 ?&%DL 和 -’=*M 的 7[>E

水平下调+ C$*>$*&) 的 7[>E水平下调)E+(&("# 的 7[>E水平上调+ 结论!经过 GHIE处理后可以通过抑制卵丘

细胞凋亡)提高卵母细胞的质量+
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!!脱氢表雄酮 !GHIE"及其硫酸盐 !GHIE="是
一种 A"% 类固醇激素)由肾上腺与性腺 !睾丸和卵
巢"分泌)是外周血睾酮和雌二醇的前体 . "/ + GHIE
在体内大部分以硫酸盐的形式存在)并对生殖系统
有重要的作用+ 已有研究证明)GHIE可以显著改
善临床妊娠率 . &/ )出生率)子宫内膜的厚度和恢复
卵巢 功 能 . )/ + 对 于 卵 巢 功 能 减 退 ! ,17121*8R,
6]3K132 KR*RK]R)GY["的患者)体外补充 GHIE可以
改善体外受精的效果+ 有研究人员比较 GY[患者
使用 GHIE治疗前后)试管婴儿的胚胎数和分级显
著升高 . (/ + 因此)GHIE可以提高怀孕率)降低流产
率 . )/ + 此外)对于生理性或者病理性卵巢功能减弱
的女性)体外补充 GHIE可以恢复卵巢功能 . (/ + 用
(J乙烯基环己烯二氧化二甲苯诱导大鼠的 GY[模
型中)经过 GHIE处理后)卵巢组织中闭锁卵泡的
数量明显减少 . B/ + 在绵羊的 GY[模型中)GHIE可
能通过调节 EMH的表达促进卵泡的发育 . ?/ + 但是
GHIE作用机制仍不清楚)基于 GHIE可以减少闭
锁卵泡的数量)恢复卵巢功能)那么它是否可以作为
一种辅助用药提升超排卵的效果)目前尚无报道+

由于使用激素进行超排卵本身对于卵母细胞的质量
有不良影响 . ’/ )本研究旨在以 AB’DF;? 雌̂鼠为研
究对象)探索 GHIE是否能够提高 AB’DF;? 雌̂鼠
的超排卵效果以及卵母细胞的质量)以进一步探讨
GHIE改善超排卵的机制+

卵母细胞的质量直接影响后续的实验效率以及
实验结果)过去对于卵母细胞的质量评价多通过形
态学的方法)现在越来越多的研究认为)卵丘细胞可
以作为一项指标来评价卵母细胞甚至是胚胎的质
量+ 卵丘细胞是颗粒细胞包围卵母细胞形成的)累
积卵母细胞周围形成卵丘复合体!AYA")其在卵泡
发育中起到促进卵母细胞发育和成熟的作用+ 卵丘
复合物与卵母细胞通过特殊的连接间隙)进行双向
的传递信号+ 若除去卵丘复合物与卵母细胞之间的
连接)会导致卵母细胞质量降低)胚胎发育不良)妊
娠失败 . $/ + 因此)可以通过鉴定卵丘细胞中某些基
因的表达来评价卵母细胞的质量和体外受精的结
果+ 许多相关研究报道)卵丘细胞中 ?%&DL-I$*M-
-’=*L--’=*M 和 N+$# 等基因的表达标志着卵母细胞
的成熟能力 . %/ -胚胎质量及发育-妊娠的结果和活
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产率的高低 . "#/ + 本研究试图用 GHIE处理 AB’DF;
? 雌̂鼠)然后诱导超排卵)检测 GHIE作用后超排
卵效果以及卵丘细胞中标志卵母细胞质量的基因表
达水平)从而鉴定卵母细胞质量)并初步探索 GHIE
的作用机制+

/K材料与方法

/N/K材料
/N/N/!实验动物%近交系 ) 周龄 AB’DF;? 雌̂鼠 )#
只)雄鼠 B 只)所有 =UP级小鼠均购自北京维通利
华实验动物技术有限公司)合格证号 =AVa !京"
&#"?@###?+ 所有实验小鼠均饲养于中国医科大学
实验动物部 =UP级动物房)饲养条件%温度控制在
!&&m)"k)自动光控!"& 8;"& 8"+
/N/N5! 试 剂% 孕 马 血 清 促 性 腺 激 素 ! UM=W)
A"B"&"()宁波市激素制品有限公司")绒毛膜促性
腺激素 !HAW) ="?#""))宁波市激素制品有限公
司")M"? 培养液-HLP培养液-aM=Y培养液-矿物
油和透明质酸酶!=1O73美国")单细胞 [>E提取试
剂盒!*1O73美国"+
/N/N3!仪器设备%体视显微镜 !YF\MUN= 日本")
胚胎移植管!自制")热台!YF\MUN= 日本")常规手
术器械!瑞沃德 中国")电子天平!梅特勒 美国")发
光仪 [658RF1O89A+5SRK)%?![658R瑞士")电热恒温
培养箱!I::R2,6KT德国"+
/N5K方法
/N5N/!超排与取卵%AB’DF;? 雌̂鼠 )# 只)腹腔注
射 UM=WB <N;只)间隔 ($ 8 后再次腹腔注射相同
剂量的 HAW)于腹腔注射 HAW"B 8 后取卵)动物经
颈椎脱位法处死)取出壶腹膨大部显微镜下取卵+
将每组的 "# 只随机选取 B 只进行体外受精)另 B 只
进行卵丘细胞的分离收集+

/N5N5!体外受精%按 >3.3O393. ""/的方法)取 ) 月龄
的 AB’DF;? 雄̂鼠 & 只)颈椎脱位法处死)分别取其
附睾尾)沿与曲细精管垂直方向剪口)用灭菌的解剖
针从附睾尾部挑取一滴浓密的精液)放入已预培养
的 HLP培养液中)于 AY&培养箱 )’ k条件下进行
培养获能 "CB 8)并以血球计数板计数该精子悬浊液
的浓度+ 将适量获能后的精子分别放入含未受精卵
的培养液中)使其精子终浓度为 &## 个;%F)然后放
入 AY&培养箱中受精 ? 8+ 体外受精 ? 8 后在实体显
微镜下观察受精情况)将有二极体和双原核的卵判
定为受精卵+ 计算受精率)次日纪录 & 细胞胚胎数-
未受精卵数-异常卵数和卵总数)统计受精率和异常
卵比例+
/N5N3![R3SJ917RUA[%检测卵丘细胞中基因转录水
平%通过 /N5N/ 中的方法超排卵)经过透明质酸酶消
化分离卵丘细胞和卵母细胞)收集卵丘细胞)按单细
胞 [>E提取试剂盒说明书步骤提取卵丘细胞总
[>E)采用 LEaE[E反转录试剂盒进行反转录)应
用 [658RF1O89A+5SRK)%? 进行 [R3SJ917RUA[!=\D[
WKRR2 荧光染料购自 LEaE[E公司"+ 表 " 为 q[LJ
UA[引物序列+ 目的基因和内参基因 !P$+’)# 分别
在同一批次的 %? 孔板上-不同的 UA[管中扩增+
UA[总反应体系为 &# %F)上-下游引物各 " %F)
" r"##稀释后的 5G>E模版 " %F) ,,H&Y ’ %F)
=\D["# %F+ %B k预变性 )# *后)再进行如下 (#
个循环%%B k B *)?# k )# *+ 每一份标本进行复管
检测+ 得到各管标本的扩增曲线和目的序列的 A9
值)以及检测该管标本内参基因 !P$+’)# 的 A9值)计
算各管标本的待测序列的 ’’A9值.’’A9h!待测目
的基因 A9值@待测组内基因 A9值"@!对照组目的
基因 A9值@对照组内参基因 A9值"/)则该基因的
7[>E相对表达为 &*’’A9+

表 /K ?̂@8[E?引物序列 Ub83b

@%J:-/K ?̂@8[E?PG#9-GL-̂+-&S-Ub83b

WR2R*+7Z6S P6K-3K, :K17RK [R]RK*R, :K17RK E7:S1562 SR2O98

?%&D" WEEEWWLLAAAEEWWEWAAE LAWALLAEWELEALLWAWAL "%? Z:

I$*& LAEWAWEEWLLELWWWAEWW WELWEWWAEWWWLAEEWAEL &?B Z:

N+$# EWAAAEAALWLLEEEWWALA AAEAAEEWEAEWLAWLALAA "’& Z:

-’=*" EWLALALAWALALWWLLLAA LEWAAAWLWAWEWLEAEELA "$B Z:

-’=*& WWWEWLALWWEEAELLWLWEE WAEAELLWLEEWLEWWLWWEALWL ""# Z:

E+(&("# EWLWEAAAWEWEALWAL EWEEWAAWEWAWWLEEE "(# Z:

C$*>$*&) EWALLALLAEWEWWAWEAL WWEAEAEELEAEAWWWELAL )$" Z:

!P$+’)# WELWWLWWWEELWWWLAEWE LAAELWLAWLAAAEWLLWWL "&# Z:

2)&2
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/N3K统计方法
采用 =U== "%C# 统计软件包进行统计分析)采

用独立样本’检验和卡方"& 检验)-e#C#B 为差异有
统计学意义+

5K结果

5N/K超排卵和受精情况
) 周龄 AB’DF;? 雌̂鼠经过低剂量 ! & 7O;.O2

,@""和高剂量!B 7O;.O2,@""GHIE灌胃一周)经激
素超排卵后)表 & 统计结果显示)总卵数%低剂量处
理组与高剂量处理组排卵数量与对照组比较略升
高+ 异形卵数及比率%实验组与对照组相比明显降
低)差异有统计学意义)-e#C#B+ 受精率%实验组与
对照组比较没有明显差异+ 说明 GHIE可以显著
降低经过激素超排卵后异形卵比例)但对于超排卵
总数量和受精率影响不大+

表 5K超排卵后卵母细胞形态以及受精率的变化
@%J:-5KE"%&)-L(O((S$F-9(GP"(:()$ %&HO-GF#:#c%F#(&G%F-%OF-GL+P-G(Y+:%F#(&

组别
WK6Q:

!每组 #hB"

&J5RSS数;枚
>646T&J5RSS
R7ZK+6*

未受精卵数;枚
>646TQ2TRK91S1dR,

665+9R*

异常卵数;枚
>646T3Z26K73S

665+9R*

总卵数;枚
L693S2Q7ZRK
6T665+9R*

受精率;f
PRK91S1d3J9162
K39R;f

异形卵比率;f
3Z26K73S665+9R*

K39R;f

对照组 ")& % "& "B) $?C&’ ’C$(

低剂量组 ")? ") ’ "B? $’C"’ (C($#

高剂量组 "(& "$ B "?( $?CB$ )C#B#

!!注%受精率h&J5RSS数;总卵数)异常卵比率h异常卵数;总卵数4# -e#C#B
>69R%PRK91S1d39162 K39Rh>646T&J5RSSR7ZK+6*;9693S2Q7ZRK6T665+9R*) 3Z26K73S665+9R*K39Rh>646T3Z26K73S665+9R*;L693S2Q7ZRK6T665+9R*4

#-e#C#B

5N5K卵丘细胞中胚胎质量相关基因转录水平
图 " 中卵丘细胞中 7[>E表达水平显示)

GHIE处理组 ?%&D" 表达水平与对照组相比降低)
且高剂量组比低剂量组降低的倍数更大+ GHIE对
于 -’=*& 的 7[>E水平与其对 ?%&D" 的表达水平有

相似的结果)即实验组 7[>E水平比对照组降低+
而另外的胚胎质量相关标记物 I$*&-N+$# 和 -’=*"
的 7[>E水平如图 & 显示)实验组与对照组比较显
著上调+ I$*& 上调最明显+ 以上差异均有统计学
意义+

图 /K卵丘细胞中胚胎质量相关基因下调基因表达情况
注%横坐标中)H1O8%高剂量处理组,F6-%低剂量处理组,A62%对照组

纵坐标表示基因 7[>E表达水平的倍数4##-e#C#")###-e#C##"

M#)R/K’(*&G-)+:%F#(&(O)-&-LG-:%F-HF( -9JG$( +̂%:#F$ #&S+9+:+LS-::L
>69R%<2 3Z*51**3) H1O8% 81O8 ,6*ROK6Q:, F6-% S6-,6*ROK6Q:, A62% 5629K6SOK6Q:4F62O19Q,123S566K,1239R*

KR:KR*R297QS91:SRSR]RS*6TOR2RR/:KR**1624##-e#C#")###-e#C##"

5N3K卵丘细胞中凋亡相关基因转录水平
图 ) 中卵丘细胞中凋亡相关基因 C$*>$*&) 表达

水平显示)GHIE处理组与对照组相比显著下调)高
剂量组下调倍数比低剂量组更明显)即低剂量组下

调 #C$ 倍)高剂量组下调 #C) 倍+ E+(&("# 的 7[>E
表达水平显示)实验组 7[>E表达水平高于对照
组+ 以上差异均有统计学意义+

2(&2
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图 5K卵丘细胞中胚胎质量基因表达上调基因表达情况

注%横坐标中)H1O8%高剂量处理组,F6-%低剂量处理组,A62%对照组+ 纵坐标表示基因 7[>E表达水平的倍数+##-e#C#")###-e#C##"

M#)R5K‘PG-)+:%F#(&(O)-&-LG-:%F-HF( -9JG$( +̂%:#F$ #&S+9+:+LS-::L
>69R%<2 3Z*51**3) H1O8% 81O8 ,6*ROK6Q:, F6-% S6-,6*ROK6Q:, A62% 5629K6SOK6Q:4F62O19Q,123S

566K,1239R*KR:KR*R297QS91:SRSR]RS*6TOR2RR/:KR**1624##-e#C#")###-e#C##"

图 3K卵丘细胞中凋亡相关基因表达情况

注%横坐标中)H1O8%高剂量处理组,F6-%低剂量处理组,A62%对照组+ 纵坐标表示基因 7[>E表达水平的倍数+##-e#C#")###-e#C##"

M#)R3K7.PG-LL#(&(O%P(PF(L#L8G-:%F-H)-&-L#&S+9+:+LS-::L
>69R%<2 3Z*51**3) H1O8% 81O8 ,6*ROK6Q:, F6-% S6-,6*ROK6Q:, A62% 5629K6SOK6Q:4F62O19Q,123S566K,1239R*

KR:KR*R297QS91:SRSR]RS*6TOR2RR/:KR**1624##-e#C#")###-e#C##"

3K讨论

I$*& 是透明质酸合成酶)是卵丘细胞扩张的重
要因素)能够促进卵母细胞成熟和排卵 . "&/ + -’=*"-
-’=*& 是前列腺素内过氧化物合酶 " 和 &)二者在排
卵反应中参与细胞外基质的形成与信号传导)其表
达水平的高低预示着卵母细胞的质量+ N+$# 是多
功能蛋白聚糖)是经过排卵刺激后产生的蛋白多糖)
其 >3端可以与蛋白质功能结构域结合)A3端与
I[P受体-整合素等细胞表面蛋白相互作用+ 其表
达在卵母细胞成熟-排卵和受精过程中起重要作
用 . ")/ + ?%&D" 基因编码的蛋白属于分泌性蛋白)且
具有高度保守性)是骨形态形成蛋白!DMU"拮抗剂
家族成员)在胚胎发育的早期表达量高)并发挥重要
作用 . "(/ + 有研究报道颗粒细胞中 I$*&--’=*"--’=*&
以及 N+$# 的转录水平与卵丘的扩增有关)其表达水

平越高卵母细胞的质量越好 . "B/ +
本研究发现)AB’DF;? 雌̂鼠经过 GHIE灌胃一

周)超排卵后)与对照组相比)排卵数量没有明显提
升)但是异常卵比率明显下降+ GHIE可以提高颗
粒细胞中I$*&--’=*" 和N+$# 基因的转录水平)优化
了卵母细胞的质量+ 因此)GHIE可以作为一种辅
助用药促进 AB’DF;? 青̂春期前雌鼠的超排卵质
量+ 本研究中用 GHIE处理后)卵丘细胞中 -’=*"
的转录水平上调而 -’=*& 的转录水平下调)这可能
与 -’=*" 与 -’=*& 出现表达的时间有关)-’=*" 的表
达出现在超排卵后的 "& 8)相当于排出第一级体后
开始表达)而 -’=*& 的表达出现较早)发生在超排卵
后 (g$ 8)排卵后表达随之降低+ 两种同源基因表
达存在时空差可能是 -’=*" 与 -’=*& 存在功能互补
的原因 . ")/ + ?%&D" 也是较多研究者认为可以标志
着卵母细胞和胚胎质量的基因 . "B/ )但是 M+RK*等人
报道了 ?%&D" 在原始卵泡形成前起到重要的作用)
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出生后 ?%&D" 的表达并不能代表胚胎质量和受精能
力)本研究中 GHIE使 ?%&D" 下调的机制可能是由
于 ?%&D" 是 DMU( 信号通路的拮抗剂)应用 GHIE
处理时)激活 DMU( 信号通路)因此降低了 ?%&D" 的
表达 . "(/ + 综上)GHIE可以优化青春期前卵母细胞
的质量)GHIE对于成年AB’DF;? 小̂鼠的作用效果
还有待于进一步研究+

对于 GHIE作用机制的研究)一方面的关注
GHIE对相关激素的调节)例如 GHIE可以通过增
强抗缪勒管激素!EMH"-抑制素 D)增加有腔卵泡
的数量)改善 GY[患者的卵巢功能 . "?/ + 但是也有
研究者发现 GHIE对于血清 EMH和 P=H并没有明
显改变 . "’/ + 另一方面)GHIE可能通过增加对胰岛
素样生长因子J"!12*QS12JS1.ROK6-98 T3596KJ")<WPJ""
的表达从而增加卵巢的反应性 . "$/ + 此外)雌鼠缺乏
雄激素受体!E["表现出较长的发情周期和较低的
生育能力 . "%/ )因此有研究报道 GHIE可通过诱导颗
粒细胞中雄激素受体 !E["和 P=H受体的表达增
加)恢复卵巢的功能 . &#/ + 但是)也有文献报道)
GHIE可以增加 GY[患者 E[的表达)但并没有增
加 P=H受体的表达)相反 GHIE可以降低 GY[患
者中高表达的 P=H受体水平)表明 GHIE调节 P=H
受体的机制可能存在其他方式 . &"/ + 近年还有研究
报道)对于卵巢反应性低下的女性)GHIE可以通过
减少其卵丘细胞的凋亡)增加线粒体的功能)提高卵
母细胞的质量和体外受精的结果 . &&/ + 在本研究用
GHIE处理AB’DF;? 小̂鼠并超排卵后)卵丘细胞中
凋亡相关基因 E+(&("# 与对照组相比表达上调)
C$*>$*&) 表达与对照组相比表达下调)与 F12 等人
的研究结果一致+ 本研究发现 GHIE可以提高卵
母细胞的质量)降低经过激素超排卵后异形卵的比
例)并对 GHIE影响卵丘细胞发育的机制做了初步
探索)为后续 GHIE的功能研究提供基础理论+
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