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　　[摘　要 ]　在 TCM 2199 中添加一些确定的辅助成分, 探讨在无血清培养基中添加不同浓度 HA 对牛卵母细

胞体外成熟及早期胚胎体外发育的影响。结果表明, 在卵母细胞成熟培养液 (TCM 21992m ) 中添加 4. 0 m gömL 的

HA 时, 卵母细胞的成熟率和卵裂率与对照组 (BSA ) 无显著差异 (P > 0. 05) , 分别为 85. 14% , 83. 57% 和 89. 47% ,

85. 24% , 但显著高于其他各浓度组 (P < 0. 05) , 表明HA 在卵母细胞无血清成熟培养中可代替BSA。在受精卵体外

培养液 (TCM 21992c) 中添加 HA 时, 囊胚发育率与对照组 (BSA ) 差异不显著 (P > 0. 05) , 分别为 27. 64% 和

26. 51% , 但显著高于 TCM 21992c 组 (P < 0. 05) , 表明HA 对牛胚胎体外发育具有明显的促进作用, 在无血清培养

中可以代替 BSA。当在 TCM 21992c + HA 中添加少量的 BSA 时, 囊胚发育率 (31. 19% ) 显著高于其他各组

(P < 0. 05) , 表明HA 欲完全代替BSA 还有不完善之处, 有待进一步研究。
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　　血清是近年来牛体外胚胎生产的主要添加物,

但血清中含有大量的细胞因子、激素、多肽、酶以及

生物有害物等复杂成分, 因而不能确定影响牛胚胎

体外发育的因素, 限制了对胚胎体外培养的进一步

研究[1 ]。目前, 国内外学者开始将注意力转向了成分

确定的无血清培养。但是无血清培养的卵母细胞成

熟率和囊胚发育率往往低于有血清培养[2 ] , 因而无

血清培养系统需要进一步改进。目前国外有人在牛

体外胚胎生产培养基中添加透明质酸 (hyalu ron ic

acid, HA )代替血清或牛血清白蛋白 (bovine serum

album in, BSA ) , 取得了一定的效果[2 ] , 但国内此类

报道较少。HA 是由哺乳动物颗粒细胞、卵丘细胞和

上皮细胞分泌的一种粘多糖[3～ 7 ] , 其主要功能是支

持细胞粘结和迁移, 调控基因表达、蛋白质分泌、细

胞增生与分化[7～ 10 ]。本研究利用不同浓度的HA 对

牛卵母细胞进行体外成熟培养, 并对牛早期胚胎进

行体外培养, 探索HA 在无血清培养中的作用效果,

以期寻找牛胚胎体外无血清培养的较佳途径。

1　材料与方法

1. 1　卵母细胞的采集

　　从屠宰场获得卵巢后, 在实验室用 PBS 冲洗干

净, 用带 12 号针头的 5～ 10 mL 注射器从卵巢表面

的卵泡中抽取卵泡液, 抽吸的卵泡直径为 2～ 8

mm , 将抽出的卵泡液置于直径 6 cm 的培养皿中,

在体视显微镜下捡出卵丘颗粒细胞层完整、细胞质

均匀的卵母细胞。

1. 2　卵母细胞的成熟培养

将选择的卵母细胞移至至少平衡 2 h 的 50 ΛL

培养液中, 每滴放置 10～ 20 枚卵母细胞, 上覆盖石

蜡油, 在 39 ℃, 体积分数 5% CO 2 和相对饱和湿度

的二氧化碳培养箱中培养 22～ 24 h。成熟培养液

(TCM 21992m atu red, TCM 21992m ) 是由 TCM 2199,

10 ΛgöL 表皮生长因子, 5 mmo löL 亚牛黄酸, 10

m göL FSH 和L H , 1 göL 链霉素和 100 000 IU öL

青霉素组成, 并按照试验需要再添加不同浓度的
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HA 或 3 göL BSA。

1. 3　卵母细胞的体外受精

将解冻后的精液用改良的 T yrodeπs 液离心洗

涤 3 次, 用由 6 göL BSA , 3. 0 ΛgömL 肝素, 100 000

IU öL 青霉素, 1. 0 ΛgömL 亚牛黄酸和 0. 3 ΛgömL

肾上腺素组成的受精液做成 50 ΛL 受精滴, 与体外

成熟培养的卵母细胞进行体外受精, 上覆石蜡油。在

39 ℃, 体积分数 5% CO 2 和饱和湿度条件下进行培

养, 48 h 后检查卵裂率。

1. 4　颗粒细胞单层的制备

将挑选卵母细胞后的剩余液体离心, 并将其中

所含有的颗粒细胞清洗 3 次, 每次 1 500 röm in 离心

5 m in。将第 3 次清洗后所得的颗粒细胞用 TCM 2
199+ 10% 的胎牛血清制成悬浮液, 在培养皿中做成

50 ΛL 的微滴, 上覆石蜡油培养 48 h 后待用。

1. 5　受精卵的体外培养

将卵裂受精卵与颗粒细胞单层在 39 ℃, 体积分

数 5% CO 2, 相对饱和湿度条件下共培养, 每隔 48 h

半量换液。培养液 (TCM 21992cu ltu red, TCM 21992
c) 由 TCM 2199, 10 ΛgöL 表皮生长因子, 5 mmo löL

亚牛黄酸, 0. 1 mmo löL ED TA , 0. 25 mmo löL 丙酮

酸钠, 60 m göL 非必需氨基酸, 50 m göL 链霉素和

100 000 IU öL 青霉素组成。统计 7～ 9 d 的囊胚总

数, 计算囊胚发育率。

1. 6　试验设计

1. 6. 1　HA 浓度对牛卵母细胞体外成熟的影响　

将卵母细胞随机分配到HA 浓度分别为 0, 1. 5, 4. 0

和 8. 0 m gömL 的 TCM 21992m 培养液中进行成熟

培养, 以 TCM 21992m 中添加 3 göL BSA 为对照, 观

察极体排出率。体外受精后, 检查卵裂率。

1. 6. 2　无血清培养液中添加HA 对牛胚胎发育的

影响　卵母细胞在 TCM 21992m + 4 m gömL HA 培

养液中培养成熟, 体外受精 48 h 后, 捡出受精卵, 随

机分配到 TCM 21992c (A 组) , TCM 21992c + 4. 5

m gömL HA (B 组) , TCM 21992c+ 1 göL BSA + 3

m gömL HA (C 组) 和 TCM 21992c+ 3. 0 göL BSA

(CK) 中, 同颗粒细胞单层共培养, 统计各组囊胚发

育率。

2　结果与分析

2. 1　HA 浓度对牛卵母细胞体外成熟的影响

　　HA 浓度对牛卵母细胞体外成熟的影响见表 1。

从表 1 可知, HA 浓度为 0 和 1. 5 m gömL 时, 两组

间极体排出率和卵裂率无显著差异, 分别为

69. 42% , 71. 53% 和 46. 73% , 48. 34% , 均低于对照

组 且与之差异显著 ( P < 0. 05 )。HA 浓度为

4. 0 m gömL 时, 极体排出率和卵裂率与对照组无显

著差异 (P > 0. 05) , 但高于第 1 组和第 2 组且与之

差异显著 (P < 0. 05)。当 HA 浓度为 8. 0 m gömL

时, 极体排出率和卵裂率显著低于对照组和第 3 组

(P < 0. 05) , 但第一极体排出率与第 2 组差异不显

著 (P > 0. 05)。表明HA 可代替BSA 使卵母细胞成

熟, 其最适浓度为 4. 0 m gömL。

表 1　不同浓度HA 对牛卵母细胞体外成熟的影响

T able 1　Effect of differen t concen tra t ions of hyalu ron ic acid on in v itro m aturation of bovine oocytes

组别
T eam

HA ö
(m g·mL - 1)

培养卵母细胞数
N um ber of

oocyte
cu ltu red

成熟卵母细胞数
N um ber of

oocyte
m atu rated

第一极体排出率ö%
F requency of

first po lar body
ex trusion

卵裂率ö%
C leavage

rate

1 0 246 171 69. 42 c 46. 73 b

2 1. 5 252 180 71. 53 bc 48. 34 b

3 4. 0 231 197 85. 14 a 83. 57 a

4 8. 0 214 160 74. 68 b 62. 43 c

5 CK 243 217 89. 47 a 85. 24 a

　　注: 同一列中标不同字母表示差异显著 (P < 0. 05) ; 卵裂率以成熟卵母细胞为基数。下表同。

N o te: F igures w ith differen t letter in the sam e co lum n show sign ifican t difference (P < 0. 05). C leavage rate regard N um ber of oocyte m atu2

rated as the cardinal num ber. T he fo llow ing tab les are the sam e.

2. 2　无血清培养液中添加HA 对牛胚胎发育的影

响

HA 对牛体外胚胎发育的影响见表 2。由表 2 可

知, A 组囊胚发育率为 22. 36% , 显著低于其他各组

(P < 0. 05) ; B 组囊胚发育率与对照组差异不显著

(P > 0. 05) , 分别为 27. 64% 和 26. 51% ; C 组囊胚

发育率 (31. 19% )显著高于其他各组 (P < 0. 05)。表

明 HA 和BSA 对胚胎体外发育均有明显的促进作

用, 且 HA 可以代替BSA ; 但是 C 组结果进一步表

明, HA 和BSA 支持胚胎发育均还有不足之处, 尚
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需进一步研究。
表 2　无血清培养液中添加 HA 对牛胚胎发育效果的影响

T able 2　Contrast of developm ental effect of HA on bovine em bryo s in serum 2free m edium

组别
T eam

处理
T reatm en t

受精卵数
C leaved

eggs

囊胚总数
To tal num ber
of b lastocyst

囊胚发育率ö%
B lastocyst

rate

A TCM 21992c 97 22 22. 36c

B TCM 21992c+ HA 112 31 27. 64a

C TCM 21992c+ HA + BSA 108 34 31. 19b

CK TCM 21992c+ BSA 102 27 26. 51a

3　讨　论

HA 作为一种粘多糖不仅能够改善无血清培养

基的物理特性, 而且可通过降解代谢为细胞成熟和

胚胎的发育提供营养与能量[11 ]。Fu rnu s 等[12 ]的研

究表明, HA 对卵母细胞的成熟和早期胚胎的发育

有明显的促进作用, 本试验亦得出相同的结果。本研

究还发现, HA 浓度是影响卵母细胞极体排出率和

卵裂率的重要因素之一, 当HA 浓度为 4. 0 m gömL

时, 极体排出率和卵裂率显著高于其他各组

(P < 0. 05) , 而且与对照组差异不显著 (P > 0. 05) ;

当HA 浓度提高到 8. 0 m gömL 时, 卵母细胞的成熟

率和卵裂率均有所下降, 与对照组差异显著

(P < 0. 05)。表明 HA 的最适培养浓度应在 4. 0

m gömL 左右, 且在牛卵母细胞无血清成熟培养中可

代替BSA , 这与 Sto jkovic 等[2 ]的研究结果基本相

同。

在 TCM 21992c 中添加 HA 可使牛早期胚胎发

育到囊胚阶段[2, 11 ] , 表明 HA 能够支持早期胚胎的

发育。 Sto jkovic 等[13 ] 在合成输卵管液 ( syn thet ic

oviduct f lu id, SO F)中添加HA 和BSA , 发现HA 组

囊胚发育率高于BSA 组, 但本试验表明BSA 组和

HA 组差异不显著 (P > 0. 05) , 这可能与所用的基础

培养液不同有关, 初步表明HA 在牛胚胎无血清培

养基中可以替代BSA。本研究还表明, BSA 和 HA

联合使用更有利于牛早期胚胎的发育, 培养系统比

较稳定, 表明HA 支持早期胚胎发育还有不足之处,

有待进一步研究。

另外, 本研究获得的卵母细胞成熟率、卵裂率和

囊胚发育率相对较低, 可能是由卵母细胞的质量差

造成的。试验所用的卵母细胞均来源于屠宰场, 屠宰

场离实验室较远, 有时取回卵巢需要 4～ 6 h, 而且

卵巢质量也不稳定, 这些都会影响卵母细胞的成熟

和早期胚胎的发育。
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Effect of hya lu ron ic acid on in v itro m atu ra t ion of

bovine oocytes developm en t of early em b ryo s

ZHAO Hong-we i1, CHEN Xue- j in 2,L I Qing-wang1, HU J ian -hong1,

J IANG Zhong- l iang1,W ANG L i-q iang1, HAN Zeng- sheng1
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Abstract: Som e adject ive ingredien ts w ere added to TCM 2199, th rough w h ich to determ ine the effect of

H yalu ron ic acid (HA ) on in v itro m atu ra t ion ( IVM ) of bovine oocytes and developm en t of the early em 2
b ryo s. T he resu lt show ed that, there w as no sign if ican t d ifference betw een con tro l group and the group

w ith 4 m gömL HA in the frequency of first po lar body ex tru sion ( PB ) of oocytes and cleavage ra te

(85. 14% , 83. 57% V S 89. 47% , 85. 24% , P > 0. 05) ; It w as sign if ican t ly h igher than o ther group s in PB

and cleavage ra te. HA w as a sub st itu te fo r bovine serum album in (BSA ) in serum 2free m edium to m atu re

the oocytes, there w as no sign if ican t d ifference betw een the group w ith HA and con tro l group (BSA )

(27. 64% V S 26. 51% , P > 0. 05 ) in TCM 21992c; bu t it w as sign if ican t ly h igher than o ther group s

(P < 0. 05). HA can imp rove in vit ro developm en t of bovine em b ryo s in serum 2free m edium , w h ile the

group s w ith HA + BA S demon stra ted sign if ican t ly h igher than all the group s in b lastocyst ra te (31. 19% )

(P < 0. 05) ; BSA canπt be rep laced comp letely by HA on in v itro p roduct ion of bovine em b ryo s in serum 2
free m edium ,w h ich is to be studied fu rther.

Key words: hyalu ron ic acid; bovine oocytes; in v itro m atu ra t ion; developm en t of early em b ryo; in v itro

cu ltu re
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