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  摘要:为了建立针对山羊卵母细胞的理想体外成熟培养体系, 对山羊卵泡卵母细胞的采集方法, FSH 和 LH 对山

羊卵泡卵母细胞体外成熟的作用,及培养时间对卵母细胞体外成熟的影响进行了研究。结果表明:采用切割法平均

每枚卵巢采集到的 A, B级卵母细胞的数量明显多于抽吸法; 采用 TCM199 添加体积分数为 10% FCS, 1~ 2 mg/ L 17B_

E2 , 10 mmol/ L Hepes, 0. 12 mg / mL丙酮酸钠, 0. 1 mg / mL链霉素和 0. 125 mg/ mL 青霉素, 10 mg/ L FSH 及 20~ 50 mg/ L LH

的培养体系,有利于山羊卵母细胞的体外成熟, 并放出第一极体。山羊卵母细胞体外成熟培养 20, 22, 24 h,成熟率显

著高于培养 18, 26, 30 h( P< 0. 05)。
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Abstract:The experiments had been carried out to develop an improved in vitro maturation system for goat oocytes

by comparing the collecting methods of oocytes and the effects of FSH, LH and culture t ime on goat oocytes in vitro mat-

uration. The result had showed that a greater number of useable oocyte was obtained by slicing method than by aspiration

method.An addit ion of 10% FCS, 1- 2 mg/L 17B_E2, 10 mmol/ L Hepes, 0. 12mg/ mL pyruvate sodium, 0. 1 mg/mL

streptomycin, 01125 mg/ mL penicillin, 10 mg/ L FSH , 20- 50 mg/ L LH in theTCM199medium had been effect ive to

goat oocyte maturation in vitro, and to the extruding of the first polar body. The rate of maturation of goat oocyte in vitro

cultured for 20, 22, 24 hours had been remarkably higher than those cultured for 18, 26, 30 hours ( P< 0. 05) .
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  随着哺乳动物体外受精、细胞核移植和外源基

因导入等高新技术的研究不断深入, 人们对成熟卵

母细胞以及动物胚胎的需求量不断增加, 仅靠超数

排卵技术已不能满足这类科研的需要。因此, 通过

卵巢卵母细胞体外成熟获取大量的成熟卵母细胞,

而后利用体外受精技术获得的胚胎就愈来愈引起人

们的重视。牛卵巢卵母细胞体外成熟已有许多研究

报道
[ 1]
,并通过体外受精提供商业性的胚胎。与牛

相比, 山羊的体外胚胎相关技术发展较慢。1984年

Kim
[ 2]
首次选用 mKRP液培养山羊卵泡卵母细胞, 成

熟率为 5515%。郝志明[ 3]
等体外培养奶山羊卵巢

卵母细胞,获得 5617%的成熟率。刘灵等[ 4]
选用组

织培养液 199(T isse culture medium 199 , TCM199)和

Hamcs F12培养山羊卵巢卵母细胞, 体外成熟率为

7914%和 7613%。张勇等[ 5]采用 TCM199培养基探

索了不同浓度的胎牛血清( Fetalcalf serum, FCS)、促

卵泡素 ( Follicle_st imulating hormone, FSH )、促黄体素

(Luteinizing hormone, LH )、17B雌二醇 ( Oestradiol_
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17B, 17B_E2)的组合, 获得了 92. 5%的体外成熟率。

到目前为止,各实验室所得到的体外培养成熟率差

异较大,尚无一致的、保证高成熟率、高受精率的成

熟培养体系。本试验对山羊卵母细胞采集方法、

FSH、LH 及培养时间对山羊卵母细胞体外成熟的影

响进行了研究, 旨在建立针对内蒙古绒山羊卵母细

胞的理想体外成熟培养体系, 为获得更多成熟卵母

细胞作为细胞核移植的受体或进行体外受精获得原

核胚为转基因动物奠定基础。

1  材料和方法

1. 1  材料

1. 1. 1  卵巢的采集  卵巢采集于呼和浩特市清真

大型屠宰场。绒山羊被屠宰后,剖腹取出双侧卵巢,

立即装入盛有 25~ 37 e 灭菌生理盐水或磷酸缓冲

液( PBS) 的保温瓶中, 在 4 h 内送至实验室进行试

验。

1. 1. 2  试剂  TCM199 购自 GIBCO 公司; FSH, LH

和17B_E2 购自宁波第二激素厂; FCS购自北京 TBD

生物制品公司; 缓冲剂Hepes购自SIGMA公司;透明

质酸酶、丙酮酸钠、矿物油购自 SIGMA 公司; 青霉

素、链霉素购自华北制药股份有限公司。

1. 2  方法
1. 2. 1  卵母细胞的采集  在无菌条件下,将卵巢用

灭菌生理盐水冲洗 3~ 5次, 盛于大烧杯中, 33 e 水

浴保温待用。卵母细胞的采集方法有 2种: ¹ 抽吸

法。用带有 12号针头的 5 mL 或 10 mL 注射器,先

吸少量 PBS 溶液, 然后抽吸卵巢表面 2~ 6 mm 卵

泡,抽吸液注入灭菌的培养皿( 5 = 50 mm)中。º切

割法。将卵巢置于盛有少量 PBS 的灭菌培养皿中,

用双面刀片切割卵巢表面 2~ 6 mm 的卵泡, 使卵泡

液收集于培养皿中;盛有卵泡液的培养皿于 37 e 保

温板上放置 10 min, 去除上清液, 实体显微镜下检

卵。根据包被卵母细胞的卵丘细胞的完整性以及卵

母细胞的胞质均匀性将卵母细胞分为 3级:A 级,卵

丘细胞完整,卵母细胞胞质均匀; B级, 卵丘细胞不

完整, 卵母细胞胞质均匀; C级, 卵母细胞裸露, 或胞

质略有退化。A, B级卵为体外培养可用卵。

1. 2. 2  卵母细胞体外培养  将A, B 级卵丘卵母细

胞复合体( COCS)在培养液中洗涤 3遍,移入 CO2培

养箱中预平衡 2 h后的 50 LL成熟培养液微滴,在直

径为 30 mm的玻璃培养皿中, 用体外成熟培养液制

成3~ 4个微滴并覆盖矿物油, 每个微滴中放入 10

~ 20 枚 COCS。培养条件为: 5% CO2, 饱和湿度 ,

38. 5 e 。以排出第一极体作为卵母细胞成熟的标
志。

基础培养液为: TCM199+ 10% FCS+ 1~ 2 mg/ L

17B_E2+ 10 mmol/ L Hepes+ 0. 12 mg/mL 丙酮酸钠+

双抗( 0. 1 mg/ mL链霉素和 0. 125 mg/mL 青霉素)。

1. 2. 3  试验设计  分别采用抽吸法和切割法采集

山羊卵泡卵母细胞,以检查不同采卵方法对采集可

用卵母细胞数量的影响。为了解 FSH 质量浓度为

10 mg/ L 时, LH 浓度的改变对卵母细胞的影响, 按

不同 LH 质量浓度( 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L )设计一

个单因素多水平试验。为了解 LH 质量浓度为 20

mg/ L时 FSH 浓度对卵母细胞的影响, 按 FSH 浓度

分别为 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg/ L 设计了一个单因素

多水平试验; 在基础培养液+ 10 mg/L FSH+ 20~ 50

mg/ L LH 的培养体系下,分别培养 18, 20, 22, 24, 26,

30 h,比较不同培养时间对卵母细胞体外成熟率的

影响。

1. 3  数据处理

利用卡方检验对试验数据进行统计学处理。

2  结果与分析

2. 1  采集方法对可用卵母细胞采集数量的影响
采用抽吸法每个卵巢获卵总数高于切割法, 但

A, B级可用卵数量低于切割法, C 级卵数高于切割

法, 差异均显著( P< 0. 05) (表 1)。表明卵母细胞采

集方法对卵母细胞数量和质量有显著影响, 切割法

对卵巢的利用率较高。

表 1 采集方法对山羊卵母细胞采集数量的影响

Tab. 1 Effects of collecting methods on the

No. of collected oocytes

采卵方法
Collecting
methods

卵巢总数(个)
No. of
ovaries

卵子数(枚)
No. of oocytes

卵子总数(枚)
No. of oocytes

A, B C

抽吸法
Aspiration methods

76 1. 8a 3. 5c 5. 3e

切割法
Sticing methods

82 2. 9b 1. 6d 4. 5f

2. 2  LH对卵母细胞成熟的影响

从表 2看出,在 FSH质量浓度维持10 mg/L不变

的情况下,不添加 LH组与添加LH 组之间卵母细胞

成熟率差异极显著( P< 0101) ;分别添加 20, 30, 40,

50mg/ L LH时,各组间无显著差异( P> 0105)。但添
加 10 mg/L 组明显低于添加 20, 30, 50 mg/ L 各组( P

< 0. 05)。
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表 2  LH对山羊卵母细胞成熟的影响

Tab . 2 Effects of LH on goat oocytes in vitro maturation

LH 质量浓度
( mg/ L)

Concentration
of LH

培养卵子数
(个)

No. of oocytes
cultured

成熟卵子数
(个)

No. of mature
oocytes

成熟率
( % )

Maturation
rate

0 97 0 0. 0a

10 120 84 70. 0b

20 139 117 84. 2c

30 106 87 82. 1c

40 102 84 82. 4c

50 90 74 82. 2c

 注: a: b, a: c P< 0101; b: c P< 0105(表 3, 4同)

 Note: a: b, a: c P< 0101; b: c P< 0105,The same as Tab. 3, 4

213  FSH对卵母细胞成熟的影响

从表 3看出, 在LH 质量浓度维持 20 mg/L 不变

的情况下,不添加 FSH组与添加 FSH 组之间卵母细

胞成熟率差异极显著( P< 0101) ; 添加 10, 20, 30 mg/

L FSH 组与添加 40, 50 mg/ L FSH 组间卵母细胞成熟

率差异显著 ( P< 0105) ; 分别添加 10, 20, 30 mg/ L

FSH 时,各组间无显著差异( P> 0105)。
表 3  FSH对山羊卵母细胞成熟的影响

Tab13  Effects of FSH on goat oocytes in vitro maturation

FSH 质量浓度
( mg/ L)

Concentration
of FSH

培养卵子数
(个)

No. of oocytes
cultured

成熟卵子数
(个)

No. of mature
oocytes

成熟率
( %)

Maturation
rate

0 70 0 0. 0a

10 89 71 79. 8b

20 76 60 78. 9b

30 80 63 78. 8b

40 67 45 67. 2c

50 73 50 68. 5c

2. 4  不同培养时间对卵母细胞成熟的影响

从表 4可以看出, 培养 18 h的卵母细胞成熟率

极显著低于培养 20, 22, 24, 26, 30 h的卵母细胞成熟

率( P< 0101) ,且培养 26, 30 h卵母细胞成熟率与培

养20, 22, 24 h卵母细胞成熟率差异显著( P> 0105)。
表 4 培养时间对山羊卵母细胞成熟率的影响
Tab. 4  Effects of culture time on goat oocytes

in vitro maturation

培养时间( h)
Culture time

培养卵子数
(个)

No. of oocytes
cultured

成熟卵子数
(个)

No. of mature
oocytes

成熟率( % )
Maturation

rate

18 120 44 36. 7a

20 80 63 78. 8b

22 112 92 82. 1b

24 98 83 84. 7b

26 87 61 70. 1c

30 80 53 66. 3c

3  讨  论

卵母细胞的采集是进行其体外成熟的前提。本

研究中采用抽吸法, 平均每个卵巢可以获得 5. 3枚

卵母细胞,但其中包括大量裸卵( C级卵母细胞) , A,

B级可用卵母细胞为每个卵巢 1. 8 枚; 采用切割法

每个卵巢可以获得 4. 5枚卵母细胞,而 A, B级可用

卵母细胞为每个卵巢 2. 9枚。比较 2 种采卵方法,

抽吸法获取卵母细胞的总数高于切割法, 但大部分

是不可用卵,采用切割法平均每个卵巢获取的可用

卵母细胞的数量明显高于抽吸法( P< 0. 05)。而采

用切割法和抽吸法, 卵母细胞体外成熟率没有差

异[ 6]。所以, 切割法对卵巢的利用率较高, 是采集山

羊卵巢卵母细胞的一种简单而有效的方法。造成抽

吸法可用卵母细胞数量降低的主要原因, 是由于山

羊卵母细胞和卵丘细胞连接较疏松,抽吸过程中由

于吸力的作用,易造成裸卵, 使可用卵母细胞数量减

少。

促性腺激素在卵泡发育中起至关重要的作用,

它通过 cAMP途径促进颗粒细胞增生并产生相应的

LH 受体[ 7] , 促使卵丘细胞膨散,通过刺激颗粒细胞

分泌成熟促进物, 直接或间接地作用于卵母细胞,启

动卵母细胞成熟分裂[ 8]。Trounson将促性腺激素加

入培养基中促进人卵母细胞体外成熟, 获 81%的成

熟率[ 9]。陈勇等[ 10]通过添加不同剂量 FSH 于含绒

毛膜促性腺激素(Human chorionic gonadotropin,HCG)

的小鼠卵母细胞培养液中,得到 FSH 通过卵丘细胞

及颗粒细胞上的受体介导明显促进 COC 成熟及卵

丘扩散。张涌[ 5] 采用 TCM199 添加体积分数为

10%~ 15%FCS, 1~ 2 mg/ L 17B-E2, 10 mg/ L FSH 及

20~ 50 mg/L LH 的培养体系, 体外培养山羊卵泡卵

母细胞,获得了 92. 5%的成熟率。本研究发现, 在

添加血清的情况下,不添加促性腺激素无成熟卵,而

添加一定比例的促性腺激素, 尤其是 20~ 50 mg/ L

LH: 10 mg/ L FSH 有利于山羊卵母细胞成熟, 成熟率

可达 84. 2% (表 2)。这与张涌[ 5]报道的结果相同。

说明促性腺激素对山羊卵母细胞体外成熟有促进作

用。

通常山羊大腔卵泡卵母细胞成熟时间为 20~

24 h。刘泽隆
[ 11]
研究指出, 山羊卵母细胞体外成熟

培养 18~ 24, 15~ 25 h, 成熟率逐渐提高,而在 30~

35 h时则退化程度严重。刘灵
[ 12]
等报道, 山羊卵母

细胞体外成熟培养 24和 26 h 可获得较高的成熟率

和受精率。本试验表明: 山羊卵母细胞体外培养

20 h出现 7818%的成熟率, 再经 2~ 4 h 的培养可使

成熟率提高到80%以上; 培养20~ 26 h,成熟率无明
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显差异, 但以 22, 24 h成熟率为最高;培养 26, 30 h

成熟率逐渐降低。与以上报道结论一致。卵母细胞

成熟包括核成熟和胞质成熟。细胞核成熟后再培养

3~ 4 h有利于卵母细胞胞质成熟[ 5] , 成熟的时间太

长或太短都不利于卵母细胞的成熟及受精。时间过

短,卵母细胞不能积累足够的蛋白质和mRNA等,达

不到完全成熟; 时间过长,卵母细胞透明带老化,细

胞内累积的营养物质消耗及有害成分增加。
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