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牛卵泡卵母细胞体外成熟的研究

刘泽隆　　张　涌
(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 , FS H, LH对牛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

mg· L- 1 17β -E2 , 20～ 50 mg· L- 1 LH和 10 mg· L- 1 FSH有利于提高卵母细胞核成熟 ,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 TCM199+ 质量分数 10% ～ 15%的 FCS+ 1～ 2 mg· L- 1 17β -E2+ 10 mg· L- 1 FSH+ 20～

50 mg· L- 1 L H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 ,牛卵母细胞的体外成熟显得愈来愈重要。许多证据表明 ,

体外受精囊胚期前的胚胎代谢活动主要是由母源性基因及其产物 ,如 mRNA、 rRN A、蛋

白质等所调控的
[1～ 3 ]

,因此卵母细胞成熟情况是决定受精率及其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、激素以

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

发育率也有差异 [4, 5 ]。在金黄仓鼠和大鼠 ,曾有人研究认为 FSH对核成熟有抑制作用 ,而

且对减数分裂纺缍体有损害 [6 , 7] ; h CG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所

抵消。张涌和刘泽隆等研究了不同浓度的血清 , FSH, LH, E2及培养时间对卵母细胞成熟

的影响 [ 9] ,并认为 TCM 199+ 质量分数 10% ～ 15%的 FCS+ 1～ 2 mg· L- 1 17β-E2+ 10

mg· L
- 1

FSH+ 20～ 50 mg· L
- 1

LH是山羊卵泡卵母细胞成熟的理想培养系统。本研究

的目的在于验证该系统是否是牛卵泡卵母细胞成熟的理想培养系统。

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。牛被宰杀后 ,剖腹取出卵巢 ,放于 25～ 37℃的加有青

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　方法

牛卵泡卵母细胞的采集和培养方法参见张涌和刘泽隆等的方法
[9 ]
。
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1. 3　试验设计

参考文献 [9]的设计方法。

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

各组间成熟率差异极显著 ( P < 0. 01)。同时也可以看出 ,培养 16 h的卵母细胞的成熟率与

培养 20, 24 h时的成熟率差异显著 (P < 0. 05) ,而培养 20与 24 h的卵母细胞成熟率差异

不显著 ( P> 0. 05)。 培养 24 h检查极体形态 , FCS体积分数为 10% , 15% , 20%各组的正

常率分别为 95% ( 19 /20) , 90% ( 18 /20)和 95% ( 19 /20) ,各组间无显著性差异。

表 1　不同浓度的 FCS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

培养时间 /h

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 82 0 a 0 0 a 0 0 a 0

10 98 67 b 68. 4 82 c 83. 7 82 c 83. 7

15 87 60 b 69. 0 73 c 83. 9 73 c 83. 9

20 80 53 b 66. 2 67 c 83. 8 67 c 83. 8

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

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组与添加 17β -E2的各组间卵母细胞成熟率差异极

显著 ( P < 0. 01)。添加 10 mg· L
- 1 17β-E2组卵母细胞成熟率则明显低于 1, 2, 5 mg· L

- 1

组 ,差异极显著 (P < 0. 01)。培养 24 h检查极体 ,添加 1, 2, 5, 10 mg· L
- 1 17β -E2各组间

极体形态正常率分别为 95% ( 19 /20) , 95% ( 19 /20) , 90% ( 18 /20)和 88. 9% ( 16 /18) ,各组

间无显著性差异。

表 2　 17β-E2对卵母细胞成熟的影响

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

0 100 0 0 a

1 100 82 82　 b

2 85 68 80　 b

5 89 72 80. 9 b

10 94 18 19. 1 c

　　注: a∶ b∶ c,P < 0. 01.

2. 3　 FSH和 LH对卵母细胞成熟的影响

通过同时改变 FSH, LH质量浓度对卵母细胞成熟的研究发现 (表 3) ,未添加 FSH,

LH组与添加组差异极显著 ( P < 0. 01) ,添加激素各组之间成熟差异不显著 ( P> 0. 05)。

培养 24 h时检查极体 ,添加 10, 20, 50, 100 mg· L- 1 FSH和 LH各组间极体形态正常率

分别为 95% ( 19 /20) , 95% ( 19 /20) , 90% ( 18 /20)和 85% ( 17 /20) ,各组间无显著性差异。
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表 3　 LH和 FSH对卵母细胞成熟的影响

FSH质量浓度 /
( mg· L- 1 )

L H质量浓度 /
( mg· L- 1)

培养卵子数 /个 成熟卵子数 /个 成熟率 /%

0 0 102 0 0 a

10 10 98 82 83. 7 b
20 20 120 108 90. 0 b
50 50 105 92 87. 6 b
100 100 95 81 85. 2 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 ( P < 0. 01) ,

添加 10 mg· L
- 1组与 20, 50, 100 mg· L

- 1组间差异显著 ( P < 0. 05)。培养 24 h时检查极

体 ,添加 10, 20, 50, 100 mg· L- 1 L H各组间极体正常率分别为 90% ( 18 /20) , 95% ( 19 /

20) , 95% ( 19 /20)和 90% ( 18 /20) ,各组间无显著性差异。

表 4　 LH对卵母细胞成熟的影响

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

0 100 0 0 a

10 98 82 83. 7 b

20 120 111 92. 5 c

50 101 95 94. 1 c

100 87 80 92. 0 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

从表 5可以看出 ,在 LH质量浓度 10 mg· L
- 1
不变的情况下 ,不添加 FSH组与添加

FSH组间成熟率差异极显著 ( P < 0. 01) ;添加 10, 20 mg· L
- 1

FSH组与添加 50,

100 mg· L
- 1

FSH组间成熟率差异显著。培养 24 h时检查极体 ,添加 0, 10, 20, 50, 100

mg· L
- 1
FSH各组间极体正常率分别为 84% ( 21 /25) , 90% ( 18 /20) , 80% ( 16 /20) , 75%

( 15 /20)和 75% ( 15 /20) ,各组间无显著性差异。

表 5　 FSH对卵母细胞成熟的影响

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

0 100 25 25. 0 a

10 98 82 83. 7 b

20 84 71 84. 5 b

50 88 63 71. 6 c

100 91 63 69. 2 c

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

3　讨　论

本研究发现 ,在添加体积分数 10% ～ 15% FCS的情况下 ,添加一定比例的激素 ( 1～

2 mg· L
- 1

17β-E2∶ 20～ 50 mg· L
- 1

LH∶ 10 mg· L
- 1

FSH) ,有利于牛卵母细胞核成

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。上述结果验证

了张涌和刘泽隆等的结论 [9 ]。
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本研究发现 ,在添加血清的情况下 ,不添加促性腺激素不利于卵母细胞成熟 ,只添加

10 mg· L
- 1

LH但不添加 FSH,有 25%的卵母细胞成熟 ,这说明 LH有使卵母细胞自发

激活的可能 ;而添加一定比例的促性腺激素 ,尤其是 20～ 50 mg· L
- 1

LH∶ 10 mg· L
- 1

FSH(这与排卵前 LH峰的作用相似
[10 ]

) ,则有利于胞核成熟 ,即极体排出率高且形态正

常。或许高质量浓度 FSH( 50, 100 mg· L
- 1 )使卵母细胞内 cAM P水平过高或使卵丘细胞

扩散异常 ,使卵母细胞核成熟率降低 ;极体异常率有增加的趋势 ,这可能与成熟异常有关。

要进一步研究超微结构 ,以检查卵母细胞成熟与极体、纺缍体形成和其他细胞器分布的关

系。
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Studies on Bovine Oocytes in Vitro M aturation

Liu Zelong　　 Zhang Yong
(Col lege of Animal Science and Veterina ry medicine ,Northwestern

Ag ricul tural University ,Yangl in g ,Shaanxi 712100)

Abstract　 The ef fects of FCS, culture time, 17β -estradial, FSH and L H on the

bovine oocy tes in vi tro ma turation w ere studied. The results suggested that addtions of

10%～ 15% FCS, 1～ 2 mg· L
- 1

17β -E2 , 20～ 50 mg· L
- 1

LH and 10 mg· L
- 1

FSH be

ef fectiv e to improve oocyte nuclea r ma turation, and to ex trude the first po lar body. The

maturation rate of oocytes cul tured for 20, 24 h w as signi ficantly higher than that o f 16h

( P < 0. 05) . Af ter nuclear matura tion, culture for 3～ 4 h was benefical to oocy te cy to-

plasm maturation, and had a signi ficant ef fect on ferti li zation, cleavage and embryo de-

velopment. Addi tion o f 10%～ 15% FCS, 10 mg· L
- 1

FSH 10～ 50 mg· L
- 1

LH and 1～
2 mg· L

- 1 17β -E2 in the TCM 199 medium were an ideal culture sy stem fo r bovine oocy te

in vi tro ma turation.
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