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　　[摘　要 ]　在卵母细胞体外成熟液中分别添加 0, 10, 30, 50 ngömL 表皮生长因子 (EGF) , 24 h 检查成熟率,将

成熟的卵母细胞置于 5 Λmo löL 离子霉素 ( Ionom ycin)中激活 5 m in 后,在含有 62DM A P 和CCB 的培养液中培养 4

h,最后移入CR 1培养液中培养,并在孤雌激活后第 0, 2, 4, 6天添加体积分数 10%的胎牛血清 (FBS) , 7～ 8 d 后检

查囊胚率,探讨牛成熟培养液中添加 EGF 及 FBS对牛孤雌胚体外发育的影响。结果表明,添加 30 ngömL 的 EGF

能促进卵母细胞的成熟率和孤雌囊胚的发育率;在第 4天添加 FBS更有利于胚胎的发育。
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　　体外成熟卵母细胞的受精、卵裂及早期胚胎发

育率很低,这种现象可能是由于体外培养时胞质未

完全成熟所致,尤其是对用于核移植的卵母细胞而

言,胞质的成熟直接影响重构胚能否维持正常的分

裂发育。近年来,一些学者在体外成熟液中加入生长

因子以期提高卵母细胞成熟率,并证明表皮生长因

子 (EGF)能诱导猪[1 ]、牛[2 ]等动物体外培养卵母细

胞的卵丘细胞扩散,促进核成熟,但 EGF 是否能促

进胞质成熟还不是很清楚。本试验在成熟液中添加

不同浓度的 EGF,通过对孤雌胚体外发育的影响来

确定 EGF 对胞质成熟是否具有促进作用。

血清是胚胎培养中常用的蛋白源物质,但血清

是一个复杂的系统,含有一些尚未确定的物质,因此

其对胚胎的发育具有双重作用[3 ]。多数学者认为[4 ] ,

血清对胚胎最初发育不利,而对后期胚胎的发育具

促进作用。Rob l和D avis[4 ]的试验表明,桑葚胚在含

有血清的培养液中,囊胚的发育率提高。本试验在孤

雌胚胎培养的不同时期添加 FBS,研究何时加入血

清更有利于孤雌胚胎的发育,以期为核移植胚的培

养提供基础资料。

1　材料与方法

1. 1　卵母细胞的体外成熟培养

　　将从屠宰场采集的卵巢置于 25～ 35 ℃的生理

盐水中, 3～ 5 h 内运回实验室。用灭菌的生理盐水

洗涤 2～ 3 次,用 12# 针头抽取直径为 2～ 8 mm 卵

泡的卵泡液采集卵母细胞,用 PBS 缓冲液稀释, 在

体视显微镜下,收集形态正常、结构完整的A、B 级

卵母细胞,用平衡 2 h 以上的卵母细胞成熟液洗 2

次后用于成熟培养, 培养条件为: 38 ℃, 体积分数

5% CO 2 和饱和湿度。卵母细胞成熟培养液组成为:

M 199 粉 9. 5 göL , H epes 10 mmo löL , 丙酮酸钠 1

mmo löL , L 2谷氨酰胺 2. 5 mmo löL , 尿促性素
(HM G) 0. 075 U ömL (Serono ) , 17Β2雌二醇 (17Β2
E 2 ) 1 ΛgömL ,体积分数 10% FBS (Gib ico ) ,成熟培

养 24 h 后置于含体积分数 0. 1%透明质酸酶的无

Ca2+ ,M g2+ 的 PBS 中,用吸管反复吹打去掉卵母细

胞周围的卵丘细胞,在体视显微镜下观察第一极体

的排出情况,检查成熟率。

1. 2　卵母细胞的孤雌激活

选择排出第一极体的卵母细胞,在含 5 Λmo löL
离子霉素 ( Ionom ycin)的CR 1中激活 5 m in,然后在

含 2 mmo löL 62DM A P 和 5 Λmo löL 细胞松弛素B
(CB )的CR 1中培养 4 h,用培养液洗 3次后进行培

养, 48 h 检查卵裂率, 7～ 8 d 检查囊胚发育率。

1. 3　试验设计及统计分析

试验包括 2项内容。试验 1分析成熟过程中添

加 EGF 对卵母细胞成熟及其后继发育的影响,分别

加入 10, 30, 50 ngömL 的 EGF,并设立对照组,统计

成熟率、卵裂率和囊胚发育率。试验 2以孤雌激活当

天计为第 0 天, 分别在胚胎发育的第 0, 2, 4 和 6 d

添加 FBS,观察 FBS对早期孤雌胚胎发育的作用。
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所有试验重复 3次以上,数据用 ς 2 进行差异显

著性分析。

2　结果与分析

2. 1　EGF 对卵母细胞成熟及孤雌发育的影响

　　由表 1知,添加不同浓度的 EGF 均能提高卵母

细胞的成熟率, 但以 30 ngömL EGF 的效果最好,

其与添加 10, 50 ngömL EGF 时的卵母细胞成熟率

间存在显著差异 (P < 0. 05) ,与对照组相比差异极

显著 (P < 0. 01)。结果同时显示,添加 EGF 能够促

进囊胚发育率,添加组与对照组相比存在显著差异,

尽管添加 10, 30, 50 ngömL EGF 之间无显著差异,

但以添加 30 ngömL 时的囊胚发育率最高, 表明添

加 30 ngömL 的 EGF,无论是对卵母细胞成熟的促

进,还是对孤雌胚囊胚发育率的提高,效果都是最佳

的。

表 1　EGF 对牛卵母细胞成熟及孤雌胚发育的影响

T able 1　Effect of EGF on bovine oocytes m aturat ion and parthenogenetic em bryo developm ent

EGFö
(ng·mL - 1)

卵母细胞数
N o. of
oocytes

成熟率ö%
M atura2
t ion rate

激活卵数
N o. of acti2

vated
oocytes

卵裂数
N o. of

cleavage

囊胚发育率ö%
Rate of
b lasto2
cysts

0 242 65. 28 a (158ö242) 158 118 8. 47 a (10ö118)

10 197 72. 08 a (142ö197) 142 113 18. 58 b (21ö113)

30 206 82. 03 b (169ö206) 169 147 24. 49 b (36ö147)

50 237 72. 15 a (171ö237) 171 144 18. 75 b (27ö144)

　　注:同一列中标注不同字母表示差异显著 (P < 0. 05) ,下表同。

N o te: F igures w ith differen t letters in the sam e co lum n show sign ifican t difference, P < 0. 05. T he fo llow ing tab les are the sam e.

2. 2　FBS对牛孤雌胚发育的影响

不加血清的对照组与 0, 2, 4, 6 d 添加 FBS组的

孤雌胚发育结果见表 2。第 4天与第 2天和第 6天

添加组及对照组之间存在显著差异 (P < 0. 05) ,与

第 0天存在极显著差异 (P < 0. 01) ,对照组、第 0天

组和第 2 天组间无显著差异 (P > 0. 05) ,第 0 天组

与第 6天组间差异显著 (P < 0. 05)。添加 FBS的时

间以第 4天开始效果最好,在孤雌激活后的第 0 天

和第 2天开始添加 FBS对孤雌胚发育有不良影响。

表 2　FBS对牛孤雌胚发育的影响

T able 2　Effect of FBS on bovine parthenogenetic em bryo developm ent

处理时间öd
T im e of treatm en t

激活卵数
N o. of activated oocytes

卵裂数
N o. of cleavage

囊胚发育率ö%
Rate of b lastocysts

CK 246 202 18. 32 a (36ö202)

0 267 224 11. 61 a (26ö224)

2 217 178 19. 10 a (34ö178)

4 236 192 30. 18 b (57ö192)

6 185 167 22. 75 b (38ö167)

3　讨　论

卵母细胞的成熟是一个复杂的动态过程,涉及

许多代谢过程,通常以第一极体的排出作为判断卵

母细胞成熟的标准,但这仅仅能证明核成熟。EGF

已经被证实[5 ]能促进牛、鼠、猫、人卵母细胞的核成

熟, 该作用可能是通过颗粒细胞介导的, 因为添加

EGF 培养牛的裸卵时并未发现生发泡的破裂

(GVBD )。其可能的机制是: (1)卵丘细胞的存在增

加了卵母细胞表面积与体积之比,促进了众多小分

子物质如 EGF 进入卵母细胞[6 ]; (2)卵丘细胞微绒

毛可穿过透明带与卵母细胞形成缝隙连接和桥粒,

有助于卵母细胞代谢过程中重要物质的转运[6 ]; (3)

颗粒细胞可通过旁分泌信号直接作用于卵母细胞,

表明卵母细胞和颗粒细胞共培养有助于卵子发

育[6 ]; (4) F lood 认为[7 ] , EGF 提高牛囊胚发育率是

因为EGF 与滋养层细胞结合有关。这种结合可能激

活滋养层细胞膜上的N a+ öH + 交换[8 ]。Park 等[9 ]报

道,添加 EGF 的浓度为 30 ngömL 以下时, 对成熟

无促进作用,这与本试验结果相一致。Co skun 等[10 ]

使用 10 ngömL 的 EGF,能显著提高牛成熟卵母细

胞原核形成率、卵裂率以及 4～ 8细胞发育率。本试

验研究表明, 30 ngömL EGF 对卵母细胞成熟率和

胚胎发育率有显著的提高作用; 对孤雌胚的培养结

25 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 32卷



果发现, 10 ngömL 的 EGF 对成熟卵母细胞的囊胚

率与不加 EGF 组相比有显著差异,说明 EGF 不但

可以促进卵母细胞核成熟,而且也可能促进牛卵母

细胞的胞质成熟。

在培养液中添加各种血清或牛血清白蛋白,这

是适宜的也是必要的。但血清中含有很多未知成分,

所以加血清的培养液培养结果往往不稳定。R izo s

等[11 ]在 SO F 培养液中加入胎牛血清后, 检测到

SOX, Bax, L IF , L R 2Β表达水平显著增加, 而 Cx43

和 IFN 2Σ相反却有下降的趋势。有研究[12 ]表明,血

清中含有高浓度的肌醇,不同批次的血清,其促进胚

胎发育的能力与其中肌醇浓度的高低呈正相关,肌

醇及其代谢中间物是细胞信号转导系统的重要成

分, IP3具有第二信使功能,而肌醇的一些代谢直接

具有促有丝分裂的效应[13 ]。血清中还含有高浓度的

柠檬酸钠,在血清中提取BSA 时,为防止凝血还要

加入柠檬酸钠,因此柠檬酸钠是BSA 中除蛋白以外

的浓度较高的重要物质,被认为是BSA 中促进胚胎

发育的有效成分之一[14 ]。柠檬酸钠可刺激脂肪酸的

合成,同时其又可以作为Ca2+ 的螯合剂, 使细胞间

紧密连接开放,从而增加细胞间溶质穿梭运输,因此

柠檬酸钠可以保持细胞间连接的完整性,从而对桑

葚胚及囊胚的形成具有重要意义[15 ]。培养液中不加

血清及血清白蛋白,牛胚胎发育会阻滞在 8～ 16 细

胞。P inyopumm in tr [3 ]研究表明,在胚胎发育早期血

清对胚胎发育有抑制作用,而在胚胎发育后期又具

有促进作用。本试验研究发现,在牛孤雌胚培养的第

3～ 4 天时加入 FBS,能够显著提高囊胚发育率,在

牛孤雌胚培养的开始就添加血清,对胚胎的发育不

利。
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T he influence of EGF and FB S on parthenogenet ic

em b ryo p ro lifera t ion of bovine
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Abstract: A fter the m atu red m edia w as added 0, 10, 30 and 50 ngömL Ep iderm al Grow th Facto r

(EGF) respect ively, oocytes w ere cu ltu red fo r 24 hou rs and the ra te of m atu red oocytes w as coun ted. T hen

the m atu red oocytes w ere act iva ted in 5 Λmo lömL ionom ycin and w ere cu ltu red in 62DM A P and CCB fo r 4

hou rs, and w ere finally cu ltu red in CR 1. Sim u ltaneou sly, ju st as the m atu red oocytes w as act iva ted, 10%

Feta l Bovine Serum (FBS) w as added to so lu t ion in the 0th, 2nd, 4th, 6th day and the ra te of b lastocytes

w as coun ted on 7th and 8th day. R esu lts demon stra ted that the m edia w ith 30 ngömL EGF had benefited

the ra te of oocytes m atu red and p ro lifera t ion ra te of parthenogenet ic em b ryo s. T h is experim en t d iscu ssed

that EGF added to the m atu red cu ltu re m edium fo r bovine oocytes and FBS added in differen t phages to the

em b ryo cu ltu re m edia had an effect on bovine parthenogenet ic em b ryo p ro lifera t ion. M o reover, adding FBS

on the 4th day show ed bet ter effect on parthenogenet ic em b ryo developm en t.

Key words: ep iderm al grow th facto r; feta l bovine serum ; parthenogenet ic act iva t ion; bovine
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R esearch on app lica t ion of G IS techno logy in

fa rm land fla t t ing p ro ject design

L U Cheng- shu,W U C i-fang
(Colleg e of R esou rce and E nv ironm en ta l S cience, Z hej iang U niversity , H ang z hou, Z hej iang 310029, Ch ina)

Abstract: T he paper in troduced the app lica t ion of Geograph ic Info rm at ion System (G IS) in farm land

fla t t ing p ro ject design, especia lly in farm land elevat ion design and earthw o rk calcu la t ion, then T ak ing

L angx i coun ty of A nH u i P rovince as a case study of A rcG IS desk top softw are. F inally, the p rob lem and

stra tegy of the app lica t ion of G IS in land con so lida t ion w ere discu ssed.

Key words: G IS; land con so lida t ion; farm land fla t t ing; earthw o rk calcu la t ion; farm land elevat ion design
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