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细胞松弛素 B预处理对小鼠卵母细胞玻璃化冻融后 

发育潜能的影响 

唐宇铃，丘 彦，幸贵邦，孟江萍 

(重庆医科大学附属第一医院辅助生殖中心，重庆 400016) 

【摘 要 】目的：观察细胞松弛素 B(Cytochalasin B，cs)预处理对小鼠卵母细胞玻璃化冻融后发育潜能的影响。方法：用浓度为0 

(对照)、5、10、20、40~g／ml的cB分别预处理小鼠成熟卵母细胞后玻璃化冷冻，解冻后进行体外受精，观察卯母细胞的复苏率、 

受精率、6~8 cell胚胎形成率。结果：CB 20、40 txg／ml预处理组复苏率高于对照组，差异有统计学意义(尸<0．01)，20 txg／ml组与40 

Ixg／ml组组间比较差异无统计学意义(88．7％VS 87．6％，P=-0．767)；各组受精率、6-8 cell胚胎形成率差异无统计学意义(P>0．05)。 

结论：浓度为20、40 Ixg／ml的cB对小鼠成熟卵母细胞冻融复苏率有改善作用 
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The effects of vitrification pretreated with cytochalasin B on the potency of 

thawed mouse oocytes 

TANG Yu—ling，QIU Yah，XING Gui—bang，MENG fiang-ping 

(Department ofA ssistant Reproductive Centre，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To observe the effects of vitrification pretreated with cytochalasin B on the potency of thawed mouse oocytes． 

Methods：Mouse mature oocytes were cultured with cytochalasin B of different concentrations of 0(contro1)，5，10，20，40 p~g／ml，re— 

spectively，and then vitrifieated．After the oocytes were thawed，we observed the oocyte recovery rate，fertilization rate，and embryo 

formation rate of 6-8 cel1．Results：CB groups of 20．40 ~g／ml had higher recovery rate than the control groups．with significant dif_ 

ference(P<0．01)；the CB group of 20 Ixg／ml was of no significant difference with the 40~g／ml group(88．7％ VS 87．6％，P=O．767)．The 

fertilization rate and embryo formation rate of 6-8 cell in any group was of no significant difference(P>0．05)．Conclusion：The con- 

centrations of 20，40 p．g／ml can be used to improve the recovery rate of mouse mature oocytes． 
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自 1999年 Kuleshova等[1】首先报道。应用玻璃化冷冻人 

第二次减数分裂中期(Second metaphase，MⅡ)卵母细胞获得 

成功妊娠和分娩以来，卵母细胞玻璃化冷冻已成为近年来研 

究的热点和难点。冷冻过程中卵母细胞的微绒毛和质膜被破 

坏，细胞骨架及纺缍体受损 ，解冻后透明带变硬 ，可降低卵 

母细胞解冻后的复苏率及受精率，使该技术在临床的应用受 

限。 

细胞松弛素 B(Cytochalasin B，CB)是从真菌代谢产物中 

分离得到的生物碱，可通过中断微丝之间的联系降低微管在 

冷冻过程中的损伤[51。CB作为细胞骨架保护剂已经在很多哺 

作者介绍：唐宇铃(1980一)，女，住院医师，硕士， 

研究方 向：生殖 内分泌与辅助生殖技 术。 

通信作者：丘 彦，女，教授，Email：cqartq@163．con。 

基金项目：重庆 自然科学基金资助项 目(编号：2007BB5300)。 

乳动物卵母细胞冷冻的研究中应用，但结论尚不统一。本研 

究将小鼠成熟卵母细胞通过不同浓度的CB预处理后玻璃化 

冷冻复苏，了解 cB能否降低其冷冻损伤，提高卵母细胞的复 

苏率、受精率及后期发育潜能。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

清洁级昆明雌性小白鼠40只，6-8周，体重 25—35 g，用 

于获取成熟卵母细胞；清洁级昆明雄性小白鼠 15只，8～12 

周 ，体重 35～45 g，用于获取精子，均购 自重庆医科大学实验 

动物中心。 

1．2 主要仪 器和试剂 

CO 培养箱(Li Shen，中国)，解剖显微镜(Leica，德国)， 
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目前卵母细胞冷冻面临的主要问题是低温冷冻对其细 

胞骨架等超微结构的损伤。细胞骨架是由微管、微丝和中间 

纤维组成．分布于整个细胞质中。微管组成的纺锤体装置是 
一 个功能性组织 ，促进染色体在分裂过程中分离及第一、第 

二极体的排出，确保正常的染色体分离避免产生非整倍体『11]。 

成熟卵母细胞的染色体附着于第二次减数分裂纺锤体易变 

的微管上，纺锤体对低温敏感，冷冻过程易导致微管解聚、染 

色体弥散．使冻融后卵母细胞复苏率、受精率和后期发育潜 

能降低 。因此，提高纺锤体等细胞骨架在玻璃化冷冻过程中 

的稳定性 ，将有可能提高卵母细胞冷冻的复苏率、受精率以 

及发育潜能，减少冷冻损伤。 

CB是一种细胞骨架保护剂，从真菌代谢产物中分离得到 

的生物碱 ，在细胞内与微丝的正端结合，并引起 F一肌动蛋白 

解聚，阻断亚基的进一步聚合，可通过中断微丝之间的联系 

降低微管在冷冻过程中的损伤[引。动物实验中的显微操作采 

用 CB进行预处理的研究多数显示有效。但也有不同的研究 

结论存在_12 。有学者 曾在核移植过程中采用了 O、5、10、 

20、40 Ixg／ml CB浓度处理 MⅡ期小鼠卵母细胞。通过激光共 

聚焦扫描显微镜观察纺锤体结构正常，但也有发现浓度过高 

(如 20 p．g／ml以上)会使卵母细胞的破溃率升高的情况⋯ 。因 

此本实验采用了0～4O g／ml成倍递增的浓度梯度来处理卵 

母细胞 ，观察其在冷冻中作用。研究发现 CB浓度为 20、40 

Ixg／ml组对小鼠成熟卵母细胞冻融复苏率高于对照组 ．差异有 

统计学意义(P<0．01)，提示 20、40 g／ml的 cB可 以减轻冻 

融对小鼠卵母细胞的损伤 ，提高卵母细胞复苏率。 

本研究中小 鼠成熟卵母细胞经冷冻复苏后受精率为 

29．5％～36．9％，低于李莉 等采用卵母细胞内单精子显微注 

射 (Intracytoplasmic sperm injection，ICSI)技术得到的受精率 

38．3％～68．8％．这主要是由于本实验采用 IVF方式受精。在 

后期的实验中我们可以选择复苏的20、40 Ixg／ml组卵母细胞 

进行 ICSI受精．进一步观察 CB对冻融后卵母细胞的受精率 

的影响。 
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