
第 27卷　第 1期 西北农业大学学报 V o l. 27 N o. 1
1999年 2月 A cta U niv. Ag ric. Bo rea li-occiden ta lis Feb. 1999

山羊卵泡卵母细胞体外成熟的研究

张　涌　刘泽隆　李裕强
(西北农业大学动物科学与动物医学学院,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　研究了 FCS, 17β -E2, FSH, LH对山羊卵泡卵母细胞成熟的作用, 及培养时间对

卵母细胞核和细胞质成熟的影响。 结果表明 , 添加体积分数为 10% ～ 15%的 FCS, 1～ 2

m g· L - 1 17β -E2, 20～ 50 m g· L- 1 LH 和 10 m g· L- 1 FSH 有利于提高卵母细胞核成熟,并

放出第一极体。而成熟培养 20, 24 h的卵母细胞成熟率显著高于培养 16 h (P < 0. 05),核成熟

后培养 3～ 4 h有利于卵母细胞质成熟, 对其后的受精、卵裂及胚胎的进一步发育有重大影

响。且 TCM 199+ 质量分数为 10% ～ 15%的 FCS+ 1～ 2m g· L- 1 17β -E2+ 10 m g· L- 1 FSH

+ 20～ 50m g· L- 1 LH 是卵母细胞成熟的理想培养系统。
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随着体外受精技术的发展, 山羊卵母细胞体外成熟显得愈来愈重要。 许多证据表

明 [1～ 3 ], 体外受精囊胚期前细胞的代谢活动主要是由母源性基因及其产物,如 mRNA、

rRNA、蛋白质等调控的。 因此,卵母细胞成熟情况是决定受精率及囊胚发育率高低的关

键。影响卵母细胞成熟的因素很多, 主要包括卵泡大小、卵巢的发育阶段、培养基、激素及

生长因子等。据报道 [4, 5 ],牛卵母细胞体外成熟时间为培养后 18～ 24 h, 受精率、受精胚发

育率也有差异。对金黄仓鼠和大鼠,研究认为 [6, 7 ], FSH对核成熟有抑制作用,而且对减数

分裂纺缍体有损害; hCG和 LH, 尤其是 hCG使极体排出率和自发激活增加, 从而增加卵

母细胞异常成熟率
[8 ]
。促性腺激素对卵母细胞的有害作用可被添加血清抵消。本研究的目

的在于探讨 FCS, FSH, LH, 17β-E2及培养时间对卵母细胞成熟的影响。

1　材料与方法
1. 1　卵巢的采集

　　卵巢采集于西安市大型屠宰场。山羊被宰杀后, 剖腹取出卵巢, 放于 25～ 37℃加有青

链霉素的生理盐水中, 在 8～ 10 h内送至实验室进行实验。

1. 2　卵母细胞的采集

在无菌条件下, 将卵巢用灭菌生理盐水洗涤 3～ 5次,盛于大烧杯中,用带有 12号针

头的 5～ 10mL注射器抽吸表面卵泡卵母细胞。卵泡大小为 2～ 6mm.将收集的液体于 6

～ 10 cm的培养皿中放置 10m in,去除上清液,加入 PBS清洗 3次,以便检卵。根据包被卵

母细胞的卵丘细胞完整性, 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
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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。选择 A, B级进行培养。

1. 3　卵母细胞的体外培养

将 A, B级卵丘卵母细胞复气体放于 50μL的微滴中培养,每滴中约 10～ 20个,培养

环境温度为 39℃、体积分数为 5%的 CO 2空气和饱和湿度。对照组培养基为 TCM 199+

10m g· L
- 1

LH+ 10m g· L
- 1

FSH+ 1mg· L
- 1

17β-E2+ 体积分数为 10%的 FCS (所用

TCM 199购自 G ibco公司, 17β -E2购自 SERVA公司, FSH, LH 购自宁波市第二激素厂,

FCS购自西北农业大学兽药厂 )。

1. 4　试验设计

为检查 FCS质量浓度及培养时间对卵母细胞成熟的影响, 分别按 FCS体积分数为

0% , 10%, 15%, 20%, 培养时间为 16, 20, 24 h设计一个二因素多水平试验。 为检查不同

质量浓度 17β -E2对卵母细胞成熟率的影响, 分别按 17β -E2的质量浓度 0, 1, 2, 5, 10

m g· L
- 1
培养卵母细胞。 以下培养时间皆为 24 h. 为检查同时改变 FSH, LH 质量浓度对

卵母细胞成熟的影响, 根据 FSH和 LH质量浓度 (m g· L
- 1

)设计 5个组,即 0, 0; 10, 10;

20, 20; 50, 50; 100, 100.为了解 FSH质量浓度为 10m g· L
- 1时, LH质量浓度的改变对卵

母细胞成熟的影响,按不同 LH质量浓度 ( 0, 10, 20, 50, 100mg· L- 1 )设计一个单因素多

水平试验。为了解 LH质量浓度为 10mg· L
- 1
时, FSH浓度的改变对卵母细胞成熟的影

响,按 FSH质量浓度分别为 0, 10, 20, 50, 100m g· L
- 1设计了一个单因素多水平试验。

2　结果与分析

2. 1　FCS及培养时间对卵母细胞成熟的影响

　　从表 1可以看出, 培养基中不添加 FCS与添加体积分数为 10% , 15%和 20%的 FCS

时,各组间成熟率差异极显著。同时也可以看出,培养 16 h时卵母细胞的成熟率与培养 20

和 24 h时的差异显著, 而培养 20与 24 h时的成熟率差异不显著。

表 1　不同体积分数的 FC S及培养时间对卵母细胞成熟率的影响 %

FCS体积
分数 /%

培养
卵子数 /个

16 20 24

成熟
卵子数 /个

成熟率 /%
成熟

卵子数 /个
成熟率 /%

成熟
卵子数 /个

成熟率 /%

0 40 0 0 a 0 0 a 0 0 a

10 80 54 67. 5 b 66 82. 5 c 66 82. 5 c

15 80 54 67. 5 b 67 83. 8 c 67 83. 8 c

20 80 55 68. 5 c 67 83. 8 c 67 83. 8 c

　　注: ① a∶ b, a∶ c, P < 0. 01; b∶ c, P < 0. 05.

②括号内数字为成熟率。

2. 2　 17β-E2对卵母细胞成熟的影响

从表 2中可以看出, 不添加 17β -E2与添加 17β -E2组的各组间差异极显著。 添加 10

m g· L- 1 17β-E2组则明显低于添加 1, 2, 5m g· L- 1组,差异极显著。
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表 2　 17β-E2对卵母细胞成熟的影响

17β-E2质量浓度 /(m g· L- 1 ) 培养卵子数 /个 成熟卵子数 /个 成熟率 /%

0 40 0 0 a

1 80 66 82. 5 b

2 80 68 85. 0 b

5 80 62 77. 5 b

10 80 14 17. 5 c

　　　注: a∶ b∶ c, P < 0. 01.

2. 3　FSH和 LH对卵母细胞成熟的影响

同时改变 FSH, LH的质量浓度研究其对卵母细胞成熟的影响,结果 (表 3)发现,未添

加 FH, LH组与添加组差异极显著,添加 FSH, LH各组之间差异不显著。

表 3　 LH, FSH 对卵母细胞成熟的影响

FSH 质量浓度 / (m g· L- 1 ) LH质量浓度 / (m g· L- 1) 培养卵子数 /个 成熟卵子数 /个 成熟率 /%

0 0 40 0 0 a

10 10 40 33 82. 5 b

20 20 40 35 87. 5 b

50 50 40 31 77. 5 b

100 100 40 31 77. 5 b

　　注: a∶ b, P < 0. 01.

2. 4　LH对卵母细胞成熟的影响

从表 4可以看出, 不添加与添加 LH各组间卵母细胞成熟率差异极显著, 添加 10m g

· L
- 1
组与添加 20, 50, 100mg· L

- 1
组间差异显著。

表 4　 LH 对卵母细胞成熟的影响

LH 质量浓度 /(m g· L- 1 ) 培养卵子数 /个 成熟卵子数 /个 成熟率 /%

0 40 0 0 a

10 80 66 82. 5 b

20 160 148 92. 5 c

50 160 148 92. 5 c

100 80 70 87. 5 d

　　注: a∶ b, a∶ c, a∶ d, P < 0. 01; b∶ c, P < 0. 05.

2. 5　FSH对卵母细胞成熟的影响

不同质量浓度的 FSH对卵母细胞成熟的影响测定结果见表 5.

表 5　FSH对卵母细胞成熟的影响

FSH 质量浓度 / (m g· L- 1 ) 培养卵子数 /个 成熟卵子数 /个 成熟率 /%

0 40 12 30 a

10 80 66 82. 5 b

20 80 67 82. 5 b

50 80 55 68. 8 c

100 80 54 67. 5 c

　　注: a∶ b, a∶ c, P < 0. 01; b∶ c, P < 0. 05.
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　　从表 5可以看出, 在 LH质量浓度维持 10m g· L
- 1
不变的情况下, 不添加 FSH组与

添加组间成熟率差异极显著; 添加 10, 20m g· L
- 1

FSH 组与添加 50, 100m g· L
- 1

FSH

组间成熟率差异显著。

3　讨　论

本研究发现,在添加 FCS体积分数为 10%～ 15%时, 添加一定比例的激素 ( 1～ 2

m g· L
- 1 17β -E2∶ 20～ 50m g· L

- 1
LH∶ 10m g· L

- 1
FSH )有利于卵母细胞核成熟,极体

排出率高且形态正常; 核成熟后再培养 3～ 4 h,有利于胞质成熟。

胎牛血清中含有卵母细胞成熟所需要的激素和生长因子
[9 ]
,如胰岛素,它有利于卵丘

细胞或卵母细胞的生长发育。 卵丘细胞可将一些物质输送到卵母细胞 [ 10],促使卵母细胞

的胞核和胞质成熟。本研究发现,适当的 FCS有促进卵母细胞核成熟的作用。

刚排出的卵 (MⅡ期 )不具有受精能力,需在输卵管内充分成熟。钱菊汾等
[11 ]
称之为

卵子获能。卵子获能时,卵黄皮质颗粒增加且向卵黄膜移动,数量达到高峰时,卵子的受精

率也最高。卵子获能可能还与细胞器分布、Ca
2+释放系统成熟、蛋白质合成和磷酸化等有

关。本研究发现, 卵母细胞核成熟后再培养 3～ 4 h, 确实有利于提高卵母细胞的成熟——

对受精卵裂和胚胎发育有重大影响。

卵泡腔开始形成时,雌二醇可增强 FSH刺激颗粒细胞有丝分裂和卵泡液的形成, 雌

激素可促进蛋白质的合成, 因此一定浓度的雌二醇可促进颗粒细胞蛋白质的合成,并进而

影响卵母细胞的成熟。用雌二醇处理公牛间质细胞时,雌二醇可进入细胞质和细胞核并调

节其功能; 用苯甲酸雌二醇处理间质细胞,其合成睾酮的能力降低,可能是雌激素使细胞

色素 P450水平降低。高质量浓度的 17β-E2可能抑制颗粒细胞内芳香化酶活性,并进而抑

制雌二醇生成途径的多种酶活性,颗粒细胞不能正常行使合成功能,导致卵母细胞成熟受

抑制,这可能是高浓度 ( 10m g· L
- 1

)雌二醇抑制卵母细胞核成熟的原因。在体内,高浓度

雌激素可导致卵泡囊肿,正常情况短暂的雌激素峰下降后才出现 LH峰
[12, 13 ]。在绵羊 [14 ],

E2能抑制完整卵泡类固醇的合成,降低卵母细胞成熟后的受精能力和发育能力。

在体内, FSH能促进优势卵泡的颗粒细胞增殖,并增加细胞上的 LH受体; 在 LH峰

的作用下, 卵母细胞减数分裂恢复并导致排卵。在体外, FSH和 LH起着十分重要的作

用 [15 ];但有人认为 [6, 7 ],促性激素抑制卵母细胞成熟, FSH不仅抑制胞质和胞核成熟,而且

对减数分裂纺锤体有损害; LH和 hCG尤其是 hCG,使极体排出率和自发激活增加
[ 8]
。但

促性腺激素的这些副作用可在添加血清的情况下被抵消。本研究发现,在添加血清的情况

下,不添加促性腺素不利于卵母细胞成熟, 而添加一定比例的促性腺激素,尤其是 20～ 50

m g· L- 1 LH∶ 10m g· L- 1 FSH (这与排卵前 LH峰的作用相似 [11 ] ),则有利于胞核成熟,

即极体排出率高且形态正常。曾有研究
[ 10]
表明, FSH可通过升高颗粒细胞内 cAM P水平

而使卵母细胞成熟受到抑制; FSH 还可使卵丘细胞扩散
[16 ] (但有人 [8 ]认为卵丘扩散主要

是由血清引起的 ),使经卵丘细胞运输到卵母细胞并抑制卵母细胞成熟的物质如 cAM P

减少,导致卵母细胞成熟。
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S tud ies on G oat O ocy tes in v itroM atu ration

ZhangYong　L iu Zelong　L iYuqiang
(Co lleg e of A n im a l S cience and V eterinary M ed icine, N or thw estern

A g r icu l tu ra lU niver sity, Y ang l ing, Shaanx i 712100)

Abstract　 T he e ffects o f FCS, cu ltu re tim e, 17β -est radia l, FSH and LH on goa t

o ocy te s in v it ro m a tu rat ion w ere studied. T he resu lts suggested tha t an add ition o f 10%

- 15% FCS, 1- 2mg· L
- 1 17β -E2, 20- 50m g· L

- 1
LH and 10m g· L

- 1
FSH w as ef fec-

t ive to im prove oocy te nuclea rm a turat ion, and to ex t rude the first po lar body. T hem atu-

rat ion ra te o f oo cy tes cu ltured fo r 20, 24 h w as sign if ican t ly h igher than tha t o f 16 h (P<

0. 05). A f te r nuclear m a tu rat ion, cu ltu re fo r 3- 4 h w as benef icia l to oo cy te cy top lasm

m a tu ra t ion, and had a sign ifican t ef fect on fer t ilizat ion, cleavage and em bryo deve lop-

m en t. A n add ition o f 10% - 15% FCS, 10mg· L
- 1

FSH 10- 50m g· L
- 1

LH and 1- 2

m g· L- 1 17β -E2 in the T CM 199m ed ium w as an ideal cu lture sy stem fo r g oa t oocy te in

v it ro m atu ra tion.

Keywords　 goa t, in v itro m a tu rat ion, oo cy te
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