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牛卵泡卵母细胞的体外成熟培养
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　　[摘　要 ]　1997212～ 2001208共进行了 97批牛卵母细胞体外成熟试验,总成熟率为 70. 75% (3 561ö5 033)。

其中培养液为 TCM 199+ 0. 12 göL 丙酮酸钠+ 10 mmo löL H epes+ 体积分数 8% N CS+ 10 m göL FSH + 10 m göL

L H + 1 m göL E2 (培养液 1组)组进行 50批试验,成熟率为 65. 75% (1415ö2152)。培养液 1组有 5批次未添加H ep2
es 盐, 其成熟率为 75. 21% (88ö117) ; 另 45 批次添加 H epes 盐, 成熟率为 65. 21% ( 1327ö2035)。培养液为

TCM 199+ 体积分数 8%发情牛血清+ 0. 12 göL 丙酮酸 (培养液 2 组)组进行 47 批次试验, 成熟率为 74. 49%

(2 146ö2 881)。培养液 2组中有 9批次添加了 40 m göL 的庆大霉素,其成熟率为 72. 15% (342ö474) ;另 38批次未

添加庆大霉素,其成熟率为 74. 95% (1 804ö2 407)。试验同时表明,激素来源对卵母细胞成熟率无显著影响。
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　　1997年,英国罗斯林研究所科学家L an w ilm u t

及其合作者,以成年母羊的乳腺细胞为核供体,克隆

出一只绵羊,取名Do lly [1 ]。克隆动物Do lly 的问世,

拉开了全世界体细胞克隆研究的高潮。动物克隆研

究目前存在的主要问题是成功率低和操作环节复

杂,因此提高克隆的成功率和建立简洁的实验操作

程序是目前克隆研究的主要方向[2 ]。由于动物克隆

研究的操作环节多,提高操作效率必须简化每一步

操作,同时又要保证效果可靠。在动物克隆实验中需

要大量的去核卵母细胞作为核受体,因此,卵母细胞

的体外成熟就是动物克隆研究中的一个重要环节。

对牛的卵母细胞体外成熟简化操作的探索是简化动

物克隆操作程序的组成部分。本研究对牛的卵母细

胞体外成熟采用简化的培养方案,进行了大量的研

究并取得了良好的效果。

1　材料和方法

1. 1　卵巢来源

　　卵巢采自西安市个体屠宰场,采后放入 37 ℃含

双抗生理盐水中, 6 h 内运回实验室。回到实验室后

将卵巢用 35～ 37 ℃的灭菌生理盐水清洗 3次,灭菌

吸水纸揩净水珠后,用装有 12号针头的 5 mL 注射

器吸卵巢表面直径为 2～ 5 mm 卵泡的卵泡液。将抽

吸物缓慢注入检卵杯中,静置,检卵。

1. 2　卵丘卵母细胞复合体的筛选

将检出的卵丘卵母细胞复合体分为A , B , C 3

级。A 级:颗粒细胞层完整且紧密,一般为 4～ 6层,

胞质均匀; B 级: 颗粒细胞层较少,一般为 2～ 4 层,

胞质均匀; C 级:颗粒细胞层不全或为裸卵。只选择

A ,B 级卵丘卵母细胞复合体用于成熟培养。

1. 3　成熟培养

培养条件为体积分数 5% CO 2, 39 ℃,饱和湿度

(以下均同)。成熟培养前 2 h 制作微滴,上盖石蜡油

后置 CO 2 培养箱中平衡。培养液 1 组配方组成为

TCM 199+ 0. 12 göL 丙酮酸钠+ 体积分数 8% N CS

+ 10 m göL FSH + 10 m göL L H + 1 m göL E 2。培养

液 1 组分为添加 10 mmo löL H epes 盐组和不添加

10 mmo löL H epes平衡盐组。培养液 2组配方组成

为 TCM 199+ 0. 12 göL 丙酮酸+ 体积分数 8%发情

牛血清 (为 4头发情牛的混合血清)。培养液 2组分

为添加庆大霉素组和不添加庆大霉素组。将A ,B 级

卵母细胞置平衡后的微滴中培养,一般每个液滴置

20个左右的卵母细胞,培养时间为 19～ 22 h。

1. 4　卵母细胞的成熟鉴定

将培养 19～ 22 h 的卵母细胞用D 2hank 液清洗

3 遍, 放入含有 0. 3%透明质酸酶的D 2hank 液内,

在培养箱中孵育 10 m in 后用 150 Λm 的毛细玻璃管

轻轻吹打以除去颗粒细胞,将得到的裸卵母细胞镜
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检,含有第一极体的定为成熟,否则定为不成熟。

2　结　果

2. 1　H epes平衡盐对牛卵母细胞成熟率的影响

　　培养液 1组共进行了 50批试验,其中 5批未添

加H epes平衡盐 (美国, Sigm a)。添加H epes平衡盐

与否对卵母细胞成熟率的影响见表 1。对表 1中数

据进行 ς2 检验 (自由度 n= 1, ς2= 4. 78) ,结果表明,

两组间差异显著 (P < 0. 05)。

表 1　H epes平衡盐对成熟率的影响

T able 1　M aturation rate influenced by H epes

成熟培养液
M aturation

m edia

成熟数ö培养数
N o. oocytes
m atu redö

N o. oocytes
cu ltu red

成熟率ö%
Rate of

m atu ration

成熟培养液 1 (+ )
M atu ration m edia 1 (+ ) 1 327ö2 035 65. 21

成熟培养液 1 (- )
M atu ration m edia 1 (- ) 88ö117 75. 21

合计 To tal 1 415ö2 152 65. 75

　　注: (+ )示添加H epes平衡盐; (- )示未添加H epes平衡盐。

N o te: (+ )A dded H epes; (- )W ithou t H epes.

2. 2　庆大霉素对牛卵细胞成熟率的影响

培养液 2组共进行了 47批试验,其中有 9批添

加了抗菌素庆大霉素 (西安制药厂, 40 m göL ) , 38批

未添加。庆大霉素对卵母细胞成熟率的影响见表 2。

对表 2 中数据进行 ς2 检验 (自由度 n = 1, ς2 =

1. 63) ,结果表明,两组间差异不显著 (P > 0. 05)。

表 2　庆大霉素对成熟率的影响

T able 2　M aturation rate influenced by

Gentam ycin i Su lfas

成熟培养液
M aturation

m edia

成熟数ö培养数
N o. oocytes
m atu redö

N o. oocytes
cu ltu red

成熟率ö%
Rate of

m atu ration

成熟培养液 2 (+ )
M atu ration m edia 2 (+ ) 1 804ö2 407 74. 95

成熟培养液 2 (- )
M atu ration m edia 2 (- ) 342ö474 72. 15

合计 To tal 2 146ö2 881 74. 49

　　注: 3 (+ )表示添加庆大霉素; (- )表示未添加庆大霉素。

N o te: 3 ( + ) A dded Gentam ycin i Su lfas; ( - ) W ithou t Gen2

tam ycin i Su lfas.

2. 3　激素来源对牛卵母细胞成熟率的影响

培养液 1组中未添加H epes盐的 5批试验与培

养液 2组中未添加庆大霉素组的 38批试验相比较,

主要是激素来源不同。培养液 1组中未添加H epes

盐的 5 批试验中激素来源为人工添加的外源激素

(10 m göL FSH + 10 m göL L H + 1 m göL E 2, 西德

Serva) ,培养液 2组中未添加庆大霉素组的 38批试

验激素来源为发情牛血清 (体积分数 8%的发情牛

血清) ,激素来源对卵母细胞成熟率的影响见表 3。

对表 3 中数据进行 ς2 检验 (自由度 n = 1, ς2 =

0. 005 2) , 结果表明, 两组间差异不显著 ( P >

0. 05)。

表 3　激素对成熟率的影响

T able 3　M aturation rate influenced by Ho rmones

激素来源
Source of
ho rmones

成熟数ö培养数
N o. oocytes
m atu redö

N o. oocytes
cu ltu red

成熟率ö%
Rate of

m atu ration

外源激素
Q uality ho rmones

88ö117 75. 21

发情牛血清
O estrus cow serum

1 804ö2 407 74. 95

合计 To tal 1 892ö2 524 74. 96

3　讨　论

3. 1　成熟培养液添加H epes平衡盐对卵母细胞成

熟的影响

H epes盐是一种不依赖CO 2 的 pH 缓冲剂, 添

加进培养液的目的主要是维持溶液 pH 值的稳定

性。传统的成熟液配方一般都添加H epes盐,同时

也添加N aHCO 3 用于维持培养液在培养箱CO 2 环

境中的pH 值的稳定。本试验中用 TCM 2199粉配制

溶液的过程中发现加入N aHCO 3 后溶液的 pH 值一

般都可保持在 7. 2～ 7. 4,一旦加入H epes盐后,溶

液的pH 值立即下降到 6. 8以下,此时再调整pH 值

比较繁琐。从理论上讲,去除H epes盐并不影响对

成熟培养的效果,因此在配液时设计未添加H epes

盐组以观察试验效果。试验结果表明,未添加H epes

盐组的成熟率明显高于添加组。添加H epes盐组成

熟率低的原因,可能在于调整溶液 pH 值过程中添

加的盐酸标准液或氢氧化钠标准液,在调整 pH 值

的同时也轻度地改变了溶液的渗透压,从而对成熟

率产生了一定的影响。

3. 2　培养液中激素来源对卵母细胞成熟的影响

1991 年, Co skun S 等[3 ]的研究表明, 单独使用

发情牛血清而不添加任何激素即可使卵母细胞体外

成熟率达到 68. 1%～ 78. 0%。1989年,国内旭日干

等[4 ]研究表明,在外源激素完全相同的情况下,添加

发情牛血清与添加胎牛血清及新生牛血清相比,可

以使卵母细胞获得更高的受精率和发育率。1993

年,徐少甫等[5 ]在山羊上的研究也表明,添加发情羊
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血清可以获得更高的卵母细胞成熟率。以上的试验

研究表明,发情牛血清中的激素水平可能类似于成

熟排卵前的卵泡液,所以单独添加即可满足成熟的

要求。试验过程中为防止牛个体激素含量差异的影

响,同时采了 4头以上的发情牛血清混合后使用。牛

为常年发情家畜,因此采血时并未考虑季节的影响。

本试验结果表明,两组间差异不显著,这就为牛卵母

细胞的简化培养提供了试验依据。 2000 年, 郭继

彤[6 ]采用成熟培养液内单独添加人绝经期绒毛膜促

性腺激素 (HM G, 0. 075 单位ömL )用于山羊卵母细

胞的培养,获得了 74. 2%的极体率, 这也为卵母细

胞体外培养的简化操作提供了有价值的参考。

3. 3　培养液中加庆大霉素对卵母细胞成熟的影响

本试验中卵母细胞的采集与成熟操作均在层流

室中完成,一般情况下只要规范操作,不会产生外源

性污染。但在炎热的季节,卵巢本身在采集时就已经

发生较为严重的污染,为防止培养过程中内源性的

污染,本试验在培养液内添加庆大霉素。庆大霉素为

水剂,可以直接分装,只要保存在 0～ 8 ℃即可,使用

非常简单。由于过高的抗菌素浓度在抑灭细菌的同

时也会抑制卵母细胞中线粒体的分裂增殖[7 ] ,影响

了卵母细胞的成熟,因此选择恰当的使用浓度非常

关键。从本研究结果看,为防止污染,在培养液内添

加 40 m göL 的庆大霉素对牛卵母细胞的成熟率没
有显著影响。

4　小　结

本试验的研究结果表明,使用培养液 2 对牛的

卵母细胞进行体外成熟培养完全可以满足核移植研

究的需要。为防止污染,在培养液 2内添加 40 m göL
的庆大霉素对牛卵母细胞的成熟率没有显著影响。
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M atu ra t ion cu ltu re of bovine fo llicu la r oocytes in vit ro

L E I An -m in , GAO Zh i-m in ,YANG Chun -rong,DOU Zhong-y ing
(K ey L abora tory of L ivestock R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology ,M inistry of A g ricu ltu re,

N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: D u ring 1997212- 2001208, bovine fo llicu lar oocytes w ere cu ltu red in vit ro fo r 97 t im es, the

to ta l percen tage of oocytes m atu ra t ion w as 70. 75% (3 561ö5 033). Among the to ta l exp rim en t, fo llicu lar

oocytes w ere cu ltu red in the m edium 1 (TCM 199+ 0. 12 göL Pyruvic acid. N a2sa lt+ 8% N CS+ 10 m göL
FSH + 1 m göL L H + 1 m göL Β2E 2) fo r 50 t im es, the m atu ra t ion ra te w as 65. 75% (1 415ö2 152). Among the
50 t im es, fo lliclar oocytes w ere cu ltu red in the m edium 1 w ithou t H epes fo r 5 t im es, the m atu ra t ion ra te

w as 75. 21% (88ö117) , the o ther 45 t im es fo llicu lar oocytes w ere cu ltu red in the m edium 1 w ith 10 mmo lö
L H epes, the m atu ra t ion ra te w as 65. 21% (1 327ö2 035). Fo llicu lar oocytes w ere cu ltu red in the m edium 2
( TCM 199+ 0. 12 göL Pyruvic acid. N a2sa lt + 8% OCS) fo r 47 t im es, the m atu ra t ion ra te w as 74. 49%
(2 146ö2 881). Among the 47 t im es, fo llicu lar oocytes w ere cu ltu red in the m edium 2 w ith 40 m göL Gen2
tam ycin i Su lfas fo r 9 t im es, the m atu ra t ion ra te w as 72. 15% (342ö474) , the o ther 38 t im es fo llicu lar

oocytes w ere cu ltu red in the m edium 2 w ithou t Gen tam ycin i Su lfas, the m atu ra t ion ra te w as 74. 95%
(1 084ö2 407). Influence to fo llicu lar m atu ra t ion of ho rmones w as no t obviou s (75. 21% vs 74. 95% ).

Key words: bovine; oocytes; m atu ra t ion in vit ro
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