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小鼠胚胎分泌生长因子的量与胚胎质量的关系
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　　提　要:目的　研究小鼠胚胎培养过程中分泌表皮生长因子(Epidermal growth factor , EGF)、转化生长因

子-β1(Transforming growth factor-β1 , TGF-β1)、胰岛素样生长因子-Ⅱ(Insulin-like growth factor-Ⅱ , IGF-Ⅱ)的量与胚

胎质量的关系。方法　取小鼠二细胞胚胎 ,分为正常和异常(超声照射)两组 , 体外培养至囊胚期 , 对胚胎的

形态学指标进行观测;检测胚胎培养液中 3 种生长因子的含量并进行比较。结果　①正常组胚胎培养液中

EGF、IGF-Ⅱ的含量显著高于异常组 , 且 EGF 含量与胚胎生长发育的形态学指标呈正相关 , 但与着床指标相

关无显著性;IGF-Ⅱ与胚胎生长发育及着床指标均呈正相关。 ②TGF-β1 的含量两组间差异无显著性。结论

　胚胎培养液中 EGF、IGF-Ⅱ含量测定可反映胚胎生长发育能力 , IGF-Ⅱ还可反映胚胎着床能力 , 从而有利于

了解胚胎功能状态及生存潜力 ,为胚胎质量的检测提供了一条新的思路。
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quality of cultured embryo of mice
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　　Abstract:Objective　To study the relationship between the quantities of epidermal growth factor

(EGF), transforming growth factor-β1(TGF-β1), and insulin-like growth factor-Ⅱ (IGF-Ⅱ )and the

quality of embryo during the culture of mice embryo.Methods　Mouse embryos of two cell stage were

divided into normal and abnormal(untrasound treated)groups and cultured to blastocyst stage.The cul-

tured embryos were observed morphologically.The levels of three growth factors in the culture media were

determined.Results　The levels of EGF and IGF-Ⅱ in the culture media were obviously higher in the

normal group than those in the abnormal group.The level of EGF in the culture media was positively cor-

related with the morphological indices of embryonic development but not correlated with the increase of the

implantation of the embryo.The level of IGF-Ⅱ in the culture media was positively correlated with the

development and the implantation of the embryo.There was no significant difference of the level of TGF-

β1 in the two groups.Conclusion　The levels of EGF and IGF-Ⅱ in the embryo culture media can re-

flect the capacity of embryo development and that of IGF-Ⅱ also can show the ability of embryo implanta-

tion.The detection of growth factors is helpful to assess the functional status and vital potential of embryo

in mice.
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　　在胚胎生长发育及着床过程中 , 除激素外还有许

多生物活性物质参与调控 ,其中生长因子的作用倍受

关注。研究显示胚胎能以自分泌及/或旁分泌的方式

产生生长因子 , 促进其生长发育及母-胎间信息交
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流[ 1 ～ 4] 。据此 ,本试验选择与胚胎生长发育及着床有

关的具有代表性的 3种生长因子[表皮生长因子(Epi-

dermal growth factor , EGF)、转化生长因子-β1(Transfor-

ming growth factor β1 , TGF-β1)、胰岛素样生长因子-Ⅱ

(Insulin growth factor Ⅱ , IGF-Ⅱ)]作为研究对象 ,以小

鼠胚胎体外培养系统为模型 ,用超声波照射胚胎 ,使其

生长发育及着床能力受到损害
[ 5]
,以此作为异常胚胎 ,

比较正常与异常胚胎分泌上述生长因子的量 ,以研究

胚胎质量与其分泌生长因子的关系 ,了解胚胎分泌生

长因子的量能否反映胚胎质量 ,从而为胚胎质量的检

测提供一条新的思路 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　ICR系实验小白鼠购自上海西普尔—必凯实验动物有限公

司 ,饲养温度 20 ～ 25 ℃, 自动摄食和饮水 , 昼夜自然光照。

Ham′S F-12培养液购自美国 Sigma 公司;125I-EGF 放射免疫分析

试剂盒购自中国原子能科学研究院;125 I-IGF-Ⅱ放射免疫分析

试剂盒及 TGF-β1 ELSIA 试剂盒购自天津四方化工有限公司。

1.2　方法
　　8 ～ 10 周雌鼠经孕马血清+绒毛膜促性腺激素(hCG)促排

卵后以雌∶雄=2∶1 合笼 ,次晨查见阴栓为妊娠第 1 天。于注射

hCG 后 48～ 50 h 取二细胞胚 ,将其分为 A、B 两组 , A组:正常胚

胎;B组:异常胚胎 , 即经超声波照射的胚胎(用 JC-A型超声治

疗仪 ,以 0.8MHz , 40 W/ cm2 , 连续波照射 5 s)。 两组胚胎均置

于96孔细胞培养板中 , 30/孔 , 每孔为一个样本 , 每组各 50个样

本 ,在 37 ℃, 5%CO2 条件下培养 ,每 24 h 换液 1/ 2 , 收集胚胎培

养液 , -20 ℃保存待测量;培养 72 h 后在倒置显微镜下计数发

育至桑椹胚的胚胎数 , 并进行形态学评分(标准见参考文献

[ 6]),算出每孔累积胚胎评分(Cumulative embryo score , CES=每

孔胚胎的平均得分×发育至桑椹胚的胚胎数)。 胚胎继续培养

48 h ,观察并记录每孔胚胎脱带率 、贴附率 、滋养细胞外延生长

率
[ 7]
。用放射免疫法测各样本胚胎培养液中 EGF、IGF-Ⅱ的含

量 ,用酶联免疫法测 TGF-β1含量。

1.3　统计学分析
　　结果以 x±s表示 , 用 t检验 、χ2 检验对两组胚胎质量的形

态学指标及各生长因子含量进行比较;对各生长因子含量与胚

胎质量的形态学指标进行直线回归的相关性检验 , 因目前尚无

小鼠各生长因子的定量标准品 , 批间误差较难控制 , 故仅对同

批的实验结果进行统计学分析。

2　结果

2.1　两组胚胎质量的形态学指标比较
　　两组胚胎的平均形态学评分 、平均每孔发育至桑椹胚的胚

胎数 、平均累积胚胎评分(CES)、胚胎脱带率 、胚胎贴附率 、滋养

细胞外延生长率结果分别见表 1、2。

表 1　两组胚胎的形态学指标

Tab 1　Morphological indexes of the embryo in two groups

Group
Number of embryos

/ hole
Average morphol
ogical score/ hole

Numbers of morula
/hole CES

A 30 2.23±0.8＊ 13.52±2.52＊ 30.15±4.66＊

B 30 1.17±0.43 5.17±1.61 6.05±2.21

＊:P<0.01 vs B group

表 2　两组胚胎脱带率 、贴附率及外延生长率

Tab 2　The hatching rate, attachment rate and outgrowth rate in two groups

Hatching rate Outgrowth rate Attachment rate
Group

Number Percentage(%) Number Precentage(%) Number Percentage(%)

A 6.78±1.10 22.60±4.33＊ 5.42±0.82 18.07±4.62＊ 5.73±0.74 19.10±5.32＊

B 2.33±0.78 7.77±1.23 1.78±0.52 5.93±0.95 2.17±0.63 7.23±1.69

＊:P<0.01 vs B group

2.2　胚胎培养液中生长因子含量测定结果
　　A、B两组胚胎培养液中各生长因子含量测定结果见表 3。

表 3　两组胚胎培养液中各生长因子含量

Tab 3　The level of growth factor in the culture media in

two groups(ρB/ ng·ml
-1)

Group EGF TGF-β1 IGF-Ⅱ

A 183.25±33.6＊ 134.69±42.7 2.99±0.68＊

B 95.84±23.3　 112.07±38.9 1.52±0.23　

＊:P<0.01 vs B group

2.3　生长因子分泌量与胚胎质量形态学指标的相关

性分析

　　分别以A 组胚胎培养液中 EGF、IGF-Ⅱ含量为自变量 X , 每

孔累积胚胎评分(CES)、胚胎贴附率为应变量 Y进行直线回归

相关性检验 ,结果 EGF 含量与 CES 呈正相关 , 与胚胎贴附率不

相关 , 表明 EGF 测定能够反映胚胎生长发育状况 , 但不能反映

胚胎着床能力。IGF-Ⅱ含量与 CES 、胚胎贴附率均呈正相关 , 表

明 IGF-Ⅱ含量测定可反映胚胎生长发育及着床能力。
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3　讨论

3.1　生长因子在胚胎生长发育及着床过程中的作用

　　哺乳动物着床前及围着床期胚胎的生长发育及着

床受诸多因素的调控 ,大量的研究显示多种生长因子

在此过程中起重要作用:①着床前胚胎能表达多种生

长因子及其受体的 mRNA及蛋白 ,并能在胚胎培养液

中检测到某些生长因子。 ②在胚胎培养液中加入生长

因子(如 EGF 、IGF-Ⅰ 、IGF-Ⅱ 、TGF-α、TGF-β1 、PAF 等),

能显著促进胚胎细胞的增生与分化 。③在胚胎培养液

中加入抗生长因子抗体或受体抑制剂 ,能阻断上述作

用。④用基因重组技术阻断生长因子引起细胞增殖 、

分化的信号传导通路 ,可消除生长因子对胚胎生长发

育的促进作用;激活该通路 ,则该作用得以恢复。上述

试验结果表明着床前胚胎能产生 、分泌多种生长因子 ,

以自分泌的方式促进其生长发育[ 1～ 3] 。此外 ,围着床

期胚胎及子宫内膜 ,尤其是两者的接触部位有多种生

长因子存在 ,EGF 、TGF-α能促进滋养细胞增生;胚胎滋

养细胞及子宫蜕膜细胞产生的生长因子(如 IGF-Ⅱ、

IGFBP-1)能以自分泌或旁分泌的方式促进滋养细胞的

迁移与侵润;TGF-β则抑制滋养细胞的增殖 、迁移与侵

润;胚胎培养液中加入 EGF 、TGF-α、PDGF 、FGF 等能诱

导子宫内膜蜕膜样变 ,从而提高子宫内膜对胚胎的接

受性 。上述试验表明 ,胚胎产生的生长因子在增加子

宫内膜接受性 、启动胚胎与子宫内膜贴附 、促进滋养细

胞迁移 、侵入子宫内膜等胚胎着床过程中起重要作

用[ 4] 。

3.2　胚胎质量与其生长因子分泌功能的关系

　　胚胎质量的检测是 IVF-ET 技术中不可或缺的步

骤 ,目前常规采用的是形态学指标[ 6 ,7] 。本研究以国

内外常用的形态学指标为胚胎质量的评价标准 ,对 A 、

B两组胚胎质量进行比较 ,结果显示:①胚胎经超声波

照射后其生长发育及着床能力受到明显损害 ,即 B组

胚胎质量显著差于A 组 ,从而为研究胚胎分泌生长因

子的量与胚胎质量的关系提供了良好的实验模型 。②

A组胚胎培养液中 EGF 、IGF-Ⅱ的含量显著高于 B组 ,

且EGF 含量与胚胎生长发育的形态学指标呈正相关 ,

但与着床指标相关不显著;IGF-Ⅱ与胚胎生长发育 、着

床指标均呈正相关 ,表明胚胎培养中 EGF 、IGF-Ⅱ含量

测定可反映胚胎生长发育能力 , IGF-Ⅱ还可反映胚胎

着床能力。 ③A组胚胎培养液中 TGF-β1 的含量虽高

于 B组 ,但统计学比较差异无显著性 ,由于影响生长

因子分泌量的因素较多 ,且该结果还受测试方法的影

响 ,因此 ,胚胎质量对其表达 、分泌 TGF-β1 的影响尚需

进一步研究。
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　　(上接 672页)
“坏死 、再生 、生长”的组织学变化过程 , 用99mTc-DRBC 脾显像作

为检测移植脾成活及其功能尤其直观而实用[ 2] 。

　　副脾属于先天性组织变异 ,文献报道正常人发生率在 10%

左右 , 因此在左上腹部包块鉴别诊断中具有重要意义。 B 超 、

CT、MRI 分辨率高 ,能确定其大小 、位置 , 但对副脾的判断缺乏

特异性 ,而99mTc-DRBC脾显像作为功能显像剂 , 副脾显示清晰 ,

能准确定性 , 明确诊断 , 为制订正确诊疗计划提供了可靠的

依据。

　　关键词:副脾;99mTc-热变性红细胞;脾显像
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