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猪卵母细胞体外成熟及电激活后发育能力的研究
’

徐小明 杨春荣 胡军和 窦忠英 “

西北农林科技大学 国家干细胞工程技术研究中心陕西分中心
,

杨凌 7 1 2 1。。

摘要 探讨了不 同的成熟培养液及外源激素对猪卵母细胞体外成熟培养及 电激活后 孤雌胚胎发

育能力的影响
.

结果表 明
:

( 1) 改良 M 1 9 9( m M 1 9 9) 组猪卵母细胞成熟率显著高于 M 19 9 组
,

且这

两组 又较 N C S U
一

2 3 组 能极显著提高卵母细 胞的成熟率
.

( 2) 孕马血清 ( P M S G ) + 人绒毛膜促 性腺

激素 ( h C G ) 十促卵泡素 ( F S H )组 卵母细胞成熟率略高于 F S H + 促黄体素 ( L H )组
,

两者卵母细胞成

熟率极显著高于尿促 性腺激素 ( h M G ) 组
.

(3 ) 含胎牛血清 ( F B S )
,

猪卵泡液 ( P F F )
,

表皮 生长 因子

( E G F ) 的培养液较对照组在 卵母 细胞成熟率上 无 显著差异
,

但均能显著提 高电激活后 的卵裂率
.

添加 E G F 组 桑囊率明显高于 不添加 组
.

但分别添加 F B S 和 P F F 组 较对照 组在桑囊率上均无 显著

差异
.

( 4) 卵丘细胞扩散与卵母 细胞第一极体排出之 间无 直接相关性
,

但扩散程度好能提高电激活

后 的卵裂率
.

关键词 猪 卵母细胞 体外成熟 电激活

相对体 内成熟的卵母细胞来说
,

猪体外成熟的

卵母细胞来源丰富
,

价格低廉
,

因而已成为体外受

精
、

核移植研究 的主流
.

但 目前
,

猪卵母 细胞体外

成熟系统还不太完善
,

体外成熟培养时间较长
,

许

多理化因素会 直接或间接地影响到卵母细胞的体外

成熟及后来的发育能力
.

在克隆胚 的发 育能力上
,

体内成熟的卵母细胞要好于体外成熟的卵母 细胞
,

能提高克隆猪 的成功率 〔’ 一 3 〕
.

如何优化猪卵母细胞

体外成熟系统
,

使得卵母细胞核
、

质 同步成熟
,

以

便获得 较 强 的发 育 能 力
,

为 当今 巫 需 解 决 的 问

题川
.

至今还很少见到有关猪卵母细胞体外成熟及

电激活后发育能力系统 比较的研究报道
.

本实验 比

较 了不同培养液成分对猪卵母细胞体外成熟及电激

活后发育能力的影响
,

旨在筛选出一种较为适宜的

猪卵母细胞体外成熟培养系统
,

为进行猪体细胞核

移植的研究奠定基础
.

1 材料与方法

1
.

1 卵母细胞的采集和体外培养

猪卵巢保存在含有青
、

链 霉素 的生理盐水 中
,

运输温度 33 一 38 ℃
,

3 h 内运 回实验室
.

用加青
、

链霉素的生理盐水冲洗卵巢 3一 5 次
,

然后抽取 2一

s m m 卵泡中的卵子置 于 10 m L 离心管 中
,

37 ℃ 水

浴静置数分钟
,

待卵子沉降后
,

用 P v A
一

T L
一

H e p es

溶液洗 2 遍
,

实体显微镜下挑取胞质均匀
、

颗粒细

胞层 达 2 层 以上 的 颗 粒 细 胞
一

卵母 细 胞 复 合 物

( C O C s )
,

C O C S
分别在 P V A

一

T L
一

H e p e s
溶液 和成

熟培养液中洗 3 次后
,

在 3 8
.

5℃
,

1 00 %湿度
,

5%

C O
:

培养箱 中培养 42 一 44 h
.

实验过程及分组如下
:

实验 1 :
C O C s 分别 在 M 1 9 9 ( G ib e o )

,

m M 1 9 9

(含 M 1 9 9
,

0
.

1% 聚 乙烯醇 ( P V A )
, 3

.

0 5 m m o l / L

葡萄糖
,

0
.

9 1 m m o l / L 丙酮酸钠
,

0
.

5 7 m m o l / L 半

胧氨酸 ) 和 N C S U
一

23 3 种不 同的培养基 中培养
,

3

种培 养 基 中均 添加 1 0 I U / m L P M S G
,

10 I U / m L

2 00 5
一 0 6

一

2 1 收稿
,

20 0 5 一 0 9一 2 6 收修改稿
二

国家
“
八六三

”
计划 (批准号

: 2 00 2 A A 2 1 6 1 6 1) 及 国家 自然科学基金 (批准号
: 3 0 2 0 01 37 )资助项 目

, ,

通讯作者
,

E
一

m a i l
: z h o n g y i n g d o u @ 1 2 6

.

e o m
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hC G 和 2
.

5 I U / mI
J

F S H ( 均为宁波激素制品有限公

司产品 )
.

实验 2 :

以 mM 1 99 为基础培养基
,

第一组添加

10 IU / m L P M S G
,

1 0 I U / m L h C G 和 2
.

5 I U / m L

F S H
,

第二组添加 2
.

5 I U / m L F S H 和 2
.

5 I U / m L

L H
,

第三组添加 0
.

07 5 I U /m L h M G (丽宝生物 化

学制药有限公司 )
.

实验 3 :

以 m M 1 9 9 添 加 1 0 I U / m I
J

P M S G
,

10 IU / m l
一

h C G和 2
.

5 I U / m I
J

F S H 为基础培养液
,

并分别添加与不添加 1 0 % F B s ( H y e lo n e )
.

实 验 4 :

以 m M 1 9 9 添 加 10 IU / m L P M S G
,

10 I U /m L hC G和 2
.

5 I U /m I
J

F S H 为基础培 养液
,

分别添加与不添加 10 % P F R

实验 5 :

以 m M 1 9 9 添 加 1 0 I U / m L P M S G
,

1 0 I U / m L h C G和 2
.

5 I U / m L F S H 为基础培养液
,

分别添加与不添加 1 0 n g / m L E G .F

以上实验
,

每次实验至少重复 5 次
.

本实验所

使用的试剂如不做特殊说明则均购自 S i g m a 公司
.

共培养
.

分别在第 6 和 7 天时记录桑搭胚和囊胚数
.

1
.

5 数据分析

用卡方 ( x Z
) 检验对不同实验组结果进行差异显

著性分析
.

2 结果与分析

2
.

1 培养基对猪卵母细胞体外成熟的影响

比较了 M 1 9 9
,

m M 1 9 9 和 N C SU
一

2 3 3 种不 同

培养基对猪卵母细胞成熟的影响
,

结果显示 (表 1 )
,

m M 19 9 组 猪卵 母 细胞 成 熟率 显 著 高 于 M 19 9 组

( P < 0
.

0 5 )
,

并且 m M 1 9 9 组和 M 1 9 9 组 较 N C S U
-

23 组能极显著提高卵母细胞 的成熟率 (P < 0
.

0 1)
.

表 1 不 同培养墓对猪卵母细胞体外成熟的影响

成熟 培养液
培养卵母

细胞数

成熟卵母

细胞数
成熟率 / %

5 9

7 l

11414278
,土00OéOù1111

M 19 9

m M 19 9

N C S U 一 2 3 1 7 9

1
.

2 猪卵泡液的制备

用 10 m 工
J

注射器抽吸直径 3一 6 m m 卵泡中的卵

泡液
,

3 0 0 O r / m i n 离心 3 0 m i n ,

0
.

2 2 解m 微孔滤膜

过滤
,

分装
,

一 20 ℃冻存
.

1
.

3 卵母细胞核成熟的观察及电激活

卵母细胞成熟后
,

观察并记录卵丘细胞扩散情

况
.

将 C O C s
转移到 0

.

3 % 透明质酸酶溶液 中用移

液器轻轻吹打脱去颗粒细胞
,

挑选排出第一极体 的

卵母细胞
.

核成熟的卵子在融合液中平衡 5一 10 m in

后转入融 合槽 中
,

使用 1 个 直流脉 冲
,

电强强 度

2
.

2 k V c/ m
,

脉冲时程 30 川
,

电激活卵子
.

电激活

仪器为美国 C y t 。
一

p a us e 4 0 0 0
,

采用配套的专用融合

液
.

电激活后立即将卵子移人含 7
.

5 拜g / m L 细胞松

驰素 B( C B ) 的胚胎培养液培养 3 h
,

之后转入无 C B

的胚 胎培养液 中培养
.

胚胎培养 液为 N C S U
一

23 +

4 m g / m L 牛血清白蛋白 ( B S A )
.

2
.

2 外源激素对猪卵母细胞体外成熟的影响

如表 2 所示
,

P M S G 十 h C G 十 F S H 组卵母细胞

成熟率略高于 F S H 十 L H 组
,

二组 卵母细胞成熟率

极显著高于 h M G 组 ( P < 0
.

01 )
.

表 2 不 同外源激素对猪卯母细胞体外成熟的影响

成熟培养液
培养卵母

细胞数

成熟卵母

细胞数
成熟率 / %

PM S G + h C G + F S H

F S H + L H

2 4 5 17 4

2 4 8 1 7 0

2 4 4 1 2 4

7 1

6 8

h M G

1
.

4 卵子激活后的体外培养

激活后 的卵子移入胚胎培养液中
,

在四孔板中

培养
,

培养条件为 3 8
.

5℃
,

1 00 % 湿度
,

5 % C O
2

.

4 4一 48 h 后记录卵裂数
,

实验 4 和 5 在第 4 天将培

养液换为 N C S U
一

23 十 10 % F B S
,

同时与猪颗粒细胞

2
.

3 血清对猪卵母细胞体外成熟及电激活后孤雌

胚胎发育的影响

以 m M 19 9 为 基础培养 基
,

在添 加 10 I U / m L

P M S G
,

10 I U / m I
J

hC G 和 2
.

5 I U / m L F S H 的同时

比较 了添加 与不 添加 10 % F B S 的差别
.

结果显示

(表 3 )
,

添加 F B S 组卵丘细胞扩散要明显好于无血

清组
,

成熟率上无血清组略高于有血清组
,

但两者

无统计学差异 ( p > 0
.

0 5)
.

电激活后
,

F B S 组卵裂

率显著高于无血清组 ( P < 0
.

0 5 )
,

但桑囊 率两者无

显著差异 (P > 0
.

05 )
.
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表 3 血清对猪卵母细胞体外成熟及

电激活后胚胎发育的影响

成熟

培养液

(一 ) FS B

+ () FS B

培养卵数
成熟

卵数 / 环

电激活

卵数
卵裂数 / % 桑囊 胚/ %

1 8 6

1 9 4

1 5 2 ( 67
.

2)

1 29 ( 6 6
.

5 )

9 5

9 6

1 6( 64
.

2)

7 9 ( 8 2
.

3 )

20 (1 2
.

1 )

1 2 ( 21
.

9 )

2
.

4猪卵泡液对猪卵母细胞体外成熟及电激活后

孤雌胚胎发育的影响

结果表明 (表 4)
,

添加 P F F 组卵母细胞成熟率

要高于不添加组
,

但两者无统计学差异 ( p > 。
.

05 )
,

激活后
,

添加 P F F 组 卵 裂 率 明显 高 于不 添 加 组

(P < 0
.

05 )
,

但桑囊率两者差异不显著 ( p > 0
.

05 )
,

添加 P F F 卵丘细胞扩散要好于不添加组
.

表 4 P F F 对猪卵母细胞体外成熟及

电激活后孤雌胚胎发育的影响

成熟

培养液
培养卵数

成熟

卵数 /%

电激活

( + ) P F F

( 一 ) P F F

19 8

18 5

1 4 1 ( 7 1
.

2 )

1 20 ( 64
.

9 )

卵数

1 2 5

1 0 4

卵裂数 / % 桑囊胚 /%

9 8 ( 7 8
.

4 )

6 5 ( 62
.

5 )

3 8 ( 3 0
.

4 )

3 2 ( 3 0
.

8 )

2
.

5 E C F 对猪卵母细胞体外成熟及电激活后孤雌

胚胎发育的影响

由实验 5 的结果可以看出 (表 5 )
,

添加 E G F 组

卵母细胞成熟率稍高于不添加组
,

但两者在成熟率

上无显著差异
,

电激活后
,

添加 E G F 组胚胎 卵裂

率与发育到桑堪胚和囊胚的比例明显高于不添加组

(P < 。
.

05 )
.

另外添加 E G F 组卵丘细胞扩散要好些
.

表 5 E G F 对猪卵母细胞体外成熟及

电激活后孤雌胚胎发育的影响

成熟

培养液
培养卵数

成熟

卵数 /%

电激活

卵数
卵裂数 / % 桑囊胚 /%

QUOCO以Qé( + ) E G F

(一 ) E G F

1 4 3

1 4 0

10 6 ( 7 4
.

1 )

9 9 ( 7 0
.

7 )

8 2 ( 8 3
.

7 )

5 4 ( 6 1
.

4 )

40 ( 4 0
.

8 )

2 0 ( 2 2
.

7 )

3 讨论

M 1 9 9 和 m M 1 9 9 两者成分差异主要在 m M 1 9 9

中添 加 了 P V A
、

葡萄 糖
、

丙酮 酸 钠 和半 胧 氨 酸

( C ys )
.

但主要起作用的还是 C y S ,

因为 C ys 是谷胧

甘肤 ( G S H ) 的组成成分
,

G S H 是细胞 内的主要 自

由琉基
,

在细胞生长
、

氨基酸转移及 D N A 和蛋 白

质合成中起到重要的生理作用
,

并且可 以减轻氧压

力
,

起到抗氧化的作用
.

N C S U
一

23 目前是猪胚胎培

养效果很好 的一种培养液困
,

本实验结果显示
,

使

用 N C S珍23 为培养基猪卵母 细胞体外成熟效果较

差
,

可能是 因为 N C S U
一

23 配方相对简单
,

缺乏蛋

白质组分
,

不能完全提供卵母细胞成熟过程所需 的

营养成分
,

从而不易恢复卵母细胞核成熟的缘故
.

促性腺激素对猪卵母细胞体外成熟的启动发挥

重要作用
,

其中 F S H 是猪 卵母 细胞成熟 的关键激

素困
.

卢展盛等仁7〕研究表 明
,

添加外源激素 F S H +

L H
,

猪卵母 细胞成熟率最高可达 64
.

3 %
.

秦鹏春

等 8j[ 认为
,

添加 P M S G 可促进猪卵母细胞的体外成

熟
.

本实验结果显示使用 P M S G 十 h C G 十 F S H 组

合较 F s H + L H 组合虽然提高卵母细胞成熟率
,

但

两者之间无统计学差异
.

尿促性腺激素 h( M G )是从

绝经期妇女尿中提取的
,

既有 F S H 作用
,

又有 L H

的作用
,

可促进卵巢分泌功能和促使卵巢内卵泡发

育和成熟
.

h M G 对牛的卵母细胞成熟有较好的促进

作用阁
,

但我们发现
,

hM G 在猪卵母细胞成熟上效

果较差
,

显著低于 P M S G 十 h C G 十 F S H 组和 F S H

+ L H 组
.

提示不同的物种对 h M G 的活性成分的剂

量及反应性有异
.

血清中含有能量 物质
、

氨基酸
、

维生素
、

激素

和生长因子等成分
,

在许多体外培养系统 中是主要

的添加物
,

但血清中也含有许多未知的成分
,

不同

批次的血清对培养结果有一定 的影响
.

胎牛血清可

减少小 鼠卵母细胞的透 明带硬化
,

虽然胎牛血清对

小 鼠卵母细胞核成熟无显著影响
,

但显著提高体外

授精后 的分 裂率和囊胚率 [` 。 〕
.

F u n a h a s h i 等 [ “ 〕报

道
,

添加胎牛血清核成熟率无显著差异
,

但体外受

精后有利于雄原核 的形成
.

本研究显示
,

在相 同实

验条件下
,

无血清组较 添加血清组卵母细胞成熟率

要高
,

但差异并不显著
,

添加血清组电激活后卵裂

率要显著高于无血清组
,

但桑囊率无显著差异
.

P F F 的成分也极为复杂
,

含有大量来 自血清的

生化因子和卵母细胞及卵泡细胞的分泌因子
.

有关

P F F 对猪卵母细胞成熟及以后发育的影响
,

不同的

学者报道 的结果不 太一致即
· ` 3〕

,

可能与 P F F 所含

的因子随机体 内分泌状态的变化而变化有关
,

因而

不同批次制备的卵泡液对猪卵母细胞成熟效果也就

不稳定
.

本实验 中
,

我们使用来 自于同一批制备的

P F F
,

发现添加 P F F 对卵母细胞成熟率及 电激活后

的桑囊率无显著影 响
,

但能提高电激活后胚胎的卵
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裂率
.

E G F可促进卵丘细胞的蛋白质合成
,

间接促进

卵母细胞核质成熟
.

A b ey d e
er

a
等田〕曾报道在无蛋

白质成熟液中添加 E G F
,

对猪卵母细胞第一极体排

出无显著影 响
,

但 可增加 卵丘细胞 扩散
、

胞质 内

G S H 含量
、

体外受精后的卵裂率
、

囊胚率及囊胚细

胞数
.

K i s hi d a
等 〔̀ 5〕在成熟培养液中添加 E G F 和半

胧氨酸可显著提高猪卵母细胞成熟率和单精子注射

后的卵裂率
,

认为添加 E G F 和半胧 氨酸可增加 卵

母细胞 中 G S H 的含量从而促进胚胎的发育
.

本实验

结果表明
,

添加 E G F 组猪 卵母细胞成熟率要高于

不添加组
.

电激活后
,

添加 E G F 组胚胎卵裂率与发

育到桑堪胚和囊胚的 比例明显高于不添加组
,

提示

E G F 有利于提高卵母细胞成熟的质量
,

获得 了更强

的发育能力
.

卵丘细胞扩展是促卵丘扩展因子作用的结果
.

在体外
,

卵丘细胞扩展可以 由 F S H 诱导
,

E G F 通

过与卵丘细胞上 E G F 受体结合使得酪氨酸磷酸化
,

细胞骨架 中肌动蛋 白重排
,

增加透明质酸的分泌
,

引起卵丘细胞扩展 〔’ 6〕
.

卵丘细胞扩展同时为精子提

供良好的受精环境
.

我们在实验过程观察到
,

添加

F B S 卵丘细胞扩散最好
,

添加 P F F
,

E G F 次之
,

不

添加组扩展最差
.

同时也发现卵丘细胞扩散与卵母

细胞第一极体排出之间无直接相关性
,

但均能提高

电激活后 的卵裂率
.

这提示卵丘细胞扩散程度好在

一定程度上促进 了卵母细胞胞质的成熟
.

深人了解

卵丘细胞扩散 的分子机制将有助于改善卵母细胞体

外成熟培养及其以后的胚胎培养条件
.

总之
,

在本 实验 条 件 下
,

使用 m M 1 99 添 加

P M S G + h C G + F S H 及 E G F 的无蛋 白质培养系统

较有利于猪卵母细胞体外成熟及电激活后胚胎的发

育
.

另外
,

卵丘细胞扩散 与卵母细胞第一极体排出

之间无直接相关性
,

但扩散程度好可能在一定程度

上促进了卵母细胞胞质的成熟
.

参 考 文 献

2

O n i s h i A
,

I w a m o t o
M

,

A k i t a T
, e t a l

.

P ig c l o n i n g b y m i e r o inj e e -

t i o n o f f e t a l fi b r o b la s t n u e le i
.

S e i e n e e ,

2 0 0 0 ,

28 9
:

11 8 8一 1 1 90

P o l ej a e v a I A
,

C h e n S H
,

V a u g h t T D
, e t a l

.

C l o n e d p ig s P r o -

d u e e d b y n u e l e a r t r a n s f e r f r o m a d u l t s o m a t i e e e l l s
.

N a t u r e ,

2 0 0 0 , 4 0 7
: 86一 9 0

3 G r u p e n C G
,

V e r m a P J
,

D u Z T
, e t a l

.

A e t i v a t i o n o f i n v i . o -

a n d v i t r o 一d e r i v e d P o r e i n e o o e y t e s b y u s in g m u l t ip l e p u l s e s
.

R e -

p r o d F e r t i l D e v ,

19 9 9
,

1 1
: 4 5 7一 4 6 2

4 N i e m a n n H
,

R a t h D
,

W r e n z y e k i C
.

A d v a n e e s i n b i o t e e h n o lo g y :

N e w t o o l s i n f u t u r e p ig p r o d u e t i o n f o r a g r i e u l t u r e a n d bi o m e d i
-

e i n e
.

R e p r o d D o m e s t A n im
,

2 0 0 3 , 3 8 ( 2 )
: 8 2一 8 9

5 M a e h a t y Z
,

D a y B D
,

P r a t h e r R S
.

D e v e l o p m e n t o f e a r ly P o r e in e

e m b r y o s i左 v i t r o a n d i n v i vo
.

B i o l R e P r o d
,

19 9 8
,

5 9
: 4 5 1一

4 55

6 X i a G L
,

K a z u h i r o K
,

J
u n k o N

, e t a l
.

S ho r t t im e p r im i n g o f Pig

e u m u lu s o o e y t e s e o m p l e x w i t h F S H a n d f o r s k o l i n in t h e p r e s e n e e

o f h y p o x a n t h i n e s t im u la t e e u m u l u s e e l l s e e r e t e s a m e i o s i s a e t i v a -

t i n g s u b s t a n e e
.

T h e r i o g e n o lo g y ,

2 0 0 0 ,

5 3 ( 9 )
: 18 0 7一 1 8 1 5

7 卢晨盛
,

卢克焕
.

促性腺激素对猪卵母细胞体外 成熟的影响
.

西

南农业大学学报
,

2 0 04 ,

2 6 ( 6 )
:

7 6 9一 7 72

8 秦鹏春
,

谭景和
,

吴光 明
,

等
.

猪卵巢卵母 细胞体外 成熟 与体外

受精的研究
.

中国农业科学
, 19 9 5 ,

28 ( s )
:

5 5一 66

9 R i e g e r D
,

L u e i a n o A M
,

M
o d i n a S

, e t a l
.

T h e e f fe e t s o f e p id e r
-

m a l g r o w t h f a e t o r a n d in s u li n
一

l ik e g r o w t h f a e t o r 1 o n t h e m e t a
-

b o l i e a e t i
v
i t y , n u e l e a r m a t u r a t i o n a n d s u b s e q u e n t d e v e l o pm e n t o f

e a t t le o o e y t e s i刀 v i t r o
.

J R e p r o d F
e r t i l

,

1 9 9 8
, 1 1 2 : 12 3一 1 30

1 0 E p p i n g J J
,

W ig g e s w o r t h K
,

O
’

B r i e n
M J

.

C o m p a r i s o n o f
e
m

-

b r y o n i e d e v e i o p m e n t a l e o m P e t e n e e o f m o u s e o o e y t e s g r o w n w i t h

a n d w i t h o u t s e r u m
.

M
o l R e p r o d D e v ,

1 9 92
, 3 2

:
3 3一 40

1 1 F u n a h a s h i H
. ,

D a y B N
.

E ff e e t s o f d i ff e r e n t s e r u m s u p p le m e n t s

i n m a t u r a t i o n m e d i u m o n e t o t i e a n d e y t o p la s m i e m a t u r a t i o n o f p ig

o o e y t e s
.

T h e r i o g e n o l o g y ,

19 9 3 , 3 9 :
9 65一 9 7 3

1 2 Y o o n K W
,

S hi n T Y
,

P a r k J I
, e t a l

.

D e v e lo p m e n t o f p o r e i n e o
-

o e y t e s f r o m p r e o v u l a t o r y f o l li e l e s o f d i f f e r e n t s i z e s a f t e r m a t u r a -

t i o n i n m e d i a s u p p l e m e n t e d w i t h f o l li e u la r f lu id s
.

R e p r o d F e r t i l

D e v ,

20 0 0 ; 12 ( 3一 4 )
:

13 3一 1 3 9

13 T
a t e m o t o H

,

M u t o N
,

S u n a g a w a l
, e t a l

.

P r o t e e t i o n o f p o r e i n e

o o e y t e s a g a in s t e e ll d a m a g e e a u s e d b y o x id a t i v e s t r e s s d u r i n g i
n

v i t r o m a t u r a t i o n :
R o l e o f s u P e r o x id e d i s m u t a s e a e t i v i t y i n p o r e i n e

fo l li e u la r f l u i d l
.

B i o l R e P r o d
,

2 0 0 4 ,

7 1
:

1 1 5 0一 1 1 57

14 A b e y d e e r a L R
,

W a n g W H
,

C a n t l e y T C
, e t a l

.

D e v e l o p m e n t

a n d v i a b i l i t y o f p ig o o e y t e s m a t u r e d i n a p r o t e i n
一

f r e e m e d iu m e o n -

t a i n i n g e p id e r nr a l g r o w t h f
a e t o r

.

T h e r i o g e n o lo g y ,

2 0 0 0 ,

5 4 ( 5 )
:

7 8 7一 79 7

15 K i s h id a R
,

L e e E S
,

F u k u i Y
.

I
n v i t r o m a t u r a t i o n o f P o r e in e o o -

e y t e s u s i n g a d e f i n e d m e d i u m a n d d e v e lo p m e n t a l e a p a e i t y a f t e r i n
-

t r a e y t o p l a s m i e s p e r
m inj e e t i o n

.

T h e r
i o g e n o l o g y ,

2 00 4 , 6 2 ( 9 )
:

1 6 63一 16 7 6

1 6 P r o e h a z
k

a
R

,

K a la b b P
,

N a g y o v a E
.

E p id e r m a l g r o w t h fa e t o 亡

r e e e p t o r t y r o s in e k in a s e a e t iv i t y r e g u la t e s e x p a n s i o n o f p o r e i n e o -

o e y t e一 e u m u lu s e e l l e o m p le x e s
.

B i o l R e p r o d
,

20 0 3
,

68
:

7 9 7一

8 0 3


