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不同直径卵泡对猪卵母细胞体外成熟的影响
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　　[摘　要 ]　以 TCM 2199成熟培养猪卵巢表面直径 2～ 3 mm , 3～ 5 mm 和 5～ 8 mm 卵泡内的卵母细胞,比较

了成熟培养液中添加以上各组卵泡液 (pFF)对猪卵母细胞体外成熟 ( IVM )的影响,以成熟培养 48 h 后排出第一极

体为成熟标准对猪卵母细胞进行成熟鉴定。结果表明, 2～ 3 mm , 5～ 8 mm 和 3～ 5 mm 3组卵泡内卵母细胞的体外

成熟 ( IVM )率依次升高,分别为 12. 7% , 31. 3%和 46. 0% ,各组间差异显著 (P < 0. 05) ; 添加 3～ 5 mm 卵泡液的卵

母细胞体外成熟率 (42. 0% )也显著高于 5～ 8 mm 组 (11. 0% )和 2～ 3 mm 组 (12. 7% ) (P < 0. 05)。试验同时观察记

录了不同直径卵泡内卵母细胞的等级,结果发现 5～ 8 mm 组中A 级卵母细胞的比例 (37. 7% )显著高于 3～ 5 mm

组 (23. 9% ) (P < 0. 01) ,但其B 级卵母细胞的比例 (45. 9% )却显著低于 2～ 3 mm (62. 1% )组和 3～ 5 mm (59. 2% )

(P < 0. 05)。这说明, 2～ 3 mm , 3～ 5 mm 和 5～ 8 mm 3组卵泡中,卵泡直径增大,其在猪卵母细胞体外成熟中的优

势渐增。
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　　卵泡作为哺乳动物卵母细胞发生、生长和成熟

的环境,其对卵母细胞的成熟起着至关重要的调节

作用。D ing 等[1 ]报道,卵泡大小与其内部卵母细胞

的发育能力密切相关,而且卵母细胞等级对其体外

成熟 ( in v itro m atu ra t ion, IVM )也有很大影响。所

以研究卵泡大小对 IVM 的影响,有助于深入了解卵

母细胞发育与周围环境间的关系,进一步提高体外

成熟效果。目前,国内只有韩毅冰等[2 ]和钱云等[3 ]报

道了猪卵泡大小对卵母细胞发育的影响,所以很有

必要对其做进一步的研究。本研究分析了卵泡大小

对卵母细胞等级和 IVM 率的影响,并进行了猪卵泡

液 (pFF)对猪卵母细胞体外成熟作用的比较研究,

以期为卵母细胞的成功培养提供参考。

1　材料与方法

1. 1　卵巢采集

　　剪下屠宰场刚刚废弃的卵巢,放入加有青、链霉

素双抗的灭菌生理盐水 (35～ 38 ℃) , 2 h 内送回实

验室。用等温生理盐水冲洗卵巢 2～ 3次,剪去卵巢

上附带的输卵管和系膜,用灭菌吸水纸吸干备用。

1. 2　卵母细胞的采集与猪卵泡液 (pFF)的制备

按直径将卵泡分为 2～ 3 mm , 3～ 5 mm 和 5～ 8

mm 3组,分别抽取各组卵泡液置于灭菌试管中,静

置 15 m in 后镜下捡卵。取静置上清液若干, 3 000～

3 500 röm in 离心 30 m in,制备试验用 pFF; 将所得

卵母细胞分为A ,B , C 3级,分级标准见文献[ 4 ]。

1. 3　卵母细胞的 IVM 及成熟鉴定

在 38. 5 ℃,体积分数 5% CO 2, 饱和湿度下体

外成熟培养猪卵母细胞, 48 h 后统计卵丘扩散率,

再将细胞移至 3 m gömL 透明质酸酶中脱去卵丘细

胞,显微镜下观察统计第一极体 (PbÉ )的排出率。

1. 4　试验设计

1. 4. 1　卵泡直径对卵母细胞等级的影响　分别统

计不同直径组各级卵母细胞比例,比较卵泡大小对

卵母细胞等级的影响。

1. 4. 2　卵泡直径对卵母细胞 IVM 的影响　以

“TCM 2199+ 10 IU ömL PM SG (孕马血清促性腺激

素) + 10 IU ömL HCG (人绒毛膜促性腺激素) + 体

积分数 10% N CS (犊牛血清) + 体积分数 10%pFF”

为体外成熟液,对A , B 级卵母细胞进行 IVM ,比较
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卵泡大小对卵母细胞体外成熟的影响。

1. 4. 3　不同直径卵泡中卵泡液对 IVM 的影响　分

别以不同直径卵泡内的 pFF, 替换上述培养基中

pFF,对卵母细胞进行体外培养,比较不同直径卵泡

液对 IVM 的影响。

1. 5　数据处理

所得数据以 t检验法进行差异显著性检验。

2　结果与分析

2. 1　卵泡直径对卵母细胞等级的影响

　　由表 1可知,直径 5～ 8 mm 的卵泡中可采集的

A 级卵母细胞比例显著优于 3～ 5 mm 组, 2～ 3 mm

组中的A 级卵母细胞比例与 5～ 8 mm 组差异不显

著 (P > 0. 05) ; 2～ 3 mm 组和 3～ 5 mm 组所获B 级

卵母细胞比例显著高于 5～ 8 mm 组 (P < 0. 05) ,但

2～ 3 mm 组与 3～ 5 mm 组间差异不显著 ( P >

0. 05) ; 3～ 5 mm 组所获C 级卵母细胞比例显著高

于其余 2组 (P < 0. 05) ,但 2～ 3 mm 组与 5～ 8 mm

组间无显著性差异 (P > 0. 05)。

2. 2　卵泡直径对卵母细胞 IVM 的影响

由表 2知,体外成熟时 5～ 8 mm 组和 3～ 5 mm

组卵母细胞的扩散率差异不显著 (P > 0. 05) ,但两

者都极显著高于 2～ 3 mm 组 (P < 0. 01)。在 PbÉ排
出率上, 3～ 5 mm 组, 2～ 3 mm 组和 5～ 8 mm 组间

差异极显著 (P < 0. 01)。

表 1　不同直径卵泡对卵母细胞等级的影响

T able 1　Effect of fo llicle w ith differen t diam eters on oocytes

卵泡直径ömm
D iam eter

卵巢数 (卵母细胞数)
O varies (oocytes)

A 级卵母细胞比例ö%
C lass A oocytes

B 级卵母细胞比例ö%
C lass B oocytes

C 级卵母细胞比例ö%
C lass C oocytes

2～ 3 90 (116) 28. 4 (33) bc 62. 1 (72) d 9. 5 (11) e

3～ 5 90 (184) 23. 9 (44) bB 59. 2 (109) d 16. 8 (31) f

5～ 8 90 (61) 37. 7 (23) cA 45. 9 (28) c 10. 4 (10) e

　　注:同列数据后不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05) ,不同大写母者表示差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。

N o te: Percen tages w ith differen t sam ll letters are sign ifican tly differen t ( P < 0. 05) and values w ith differen t cap ital letters indicate

sign ificance at 0. 01 levels respectively (P < 0. 01) in sam e co lum ns. It is the sam e in the fo llow ing tab le.

表 2　不同直径卵泡卵母细胞对 IVM 的影响

T able 2　Effect of oocytes w ith differen t diam eter from po rcine fo llicles on IVM

卵泡直径ömm
D iam eter

培养卵母细胞数
N o. of treated oocytes

卵丘扩散率ö%
Cum ulus expanded

PbÉ排出率ö%
PbÉ excluded

2～ 3 102 63. 7 (65)B 12. 7 (13) C

3～ 5 250 92. 0 (230) a 46. 0 (115)B

5～ 8 285 95. 7 (177) a 31. 3 (58)A

2. 3　不同直径卵泡中卵泡液对猪卵母细胞体外成

熟的影响

由表 3可以看出, 2～ 3 mm 组卵丘扩散率显著

高于其余 2组 (P < 0. 01) , 5～ 8 mm 组也显著高于 3

～ 5 mm 组 (P < 0. 01)。3组的 PbÉ 排出率分别为
11. 0% , 42. 0%和 13. 0% , 5～ 8 mm 组与 2～ 3 mm

组间无差异 (P > 0. 05) , 3～ 5 mm 组显著高于其他

2组 (P < 0. 01)。
表 3　不同直径卵泡液对 IVM 的影响

T able 3　Effect of pFF from fo llicles of differen t diam eters on IVM

卵泡直径ömm
D iam eter

培养卵母细胞数
N o. of treated oocytes

卵丘扩散率ö%
Cum ulus expanded

PbÉ排出率ö%
PbÉ excluded

2～ 3 100 98. 0 (98)A 13. 0 (13)A a

3～ 5 200 70. 5 (141)Ba 42. 0 (84)B

5～ 8 100 87. 0 (87)Bb 11. 0 (11)A a

3　讨　论

3. 1　卵泡直径对卵母细胞等级的影响

　　5～ 8 mm 组中A 级卵母细胞比例显著高于其

余 2组,但其B 级比例却最低。3～ 5 mm 组中A 级

卵母细胞比例显著高于 2～ 3 mm 组,两组间B 级卵

的比例却无显著差异;且 3～ 5 mm 组中C 级卵比例

显著高于其余 2 组,而 5～ 8 mm 组与 2～ 3 mm 组

中 C 级卵比例无显著差异。这一结果表明,随着卵

泡的生长发育,A 级卵母细胞的比例不断上升,B 级

卵母细胞的比例则有下降趋势。M o tlik 等[5 ]曾报

道,猪卵泡卵母细胞的减数分裂能力是在卵泡生长
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中逐步获得的,这种能力表现在A、B 级卵母细胞比

例的增加上。本试验中,B 级卵母细胞下降可能是部

分B 级卵退化为C 级卵所致,而A 级卵母细胞保持

上升,其原因与抽吸采卵中大直径卵泡内的复合体

受损较小有关。

3. 2　卵泡直径大小对卵母细胞 IVM 的影响

Epp ig [6 ]曾报道,哺乳动物的卵母细胞随卵泡的

发育同步发育生长。本研究表明,虽然 5～ 8 mm 和

3～ 5 mm 组内卵母细胞的卵丘扩散率均显著高于 2

～ 3 mm 组,但前两者之间无差异。在 PbÉ 排出率
上, 3～ 5 mm 组卵泡卵母细胞优于其余两组,同时 5

～ 8 mm 组高于 2～ 3 mm 组。本研究表明,随着卵泡

的变大,卵丘扩散能力逐步加强,这应该与卵丘2卵
母细胞复合体 (COC s)上HCG 或L H 的受体分布有

关。随着卵泡增大, COC s上的激素受体由内膜细胞

逐渐向颗粒细胞转移[7 ]。有报道[8 ]显示, 在此过程

中,卵丘细胞会依赖其自身的扩展程度产生一种促

卵母细胞成熟因子,同时卵丘的扩展也可减除成熟

分裂抑制因子 (OM I)对卵母细胞的束缚。但 PbÉ排
出能力却以 3～ 5 mm 组中的卵母细胞为最佳,猪卵

泡直径过大或过小,卵母细胞成熟能力均降低。此结

论与秦鹏春等[9 ] , Epp ig [6 ]和钱云等[3 ]的报道有所不

同,这可能是卵泡内卵母细胞处于不一致的卵龄所

致,大卵泡内的细胞已成熟或过成熟,小卵泡内细胞

却未发育成熟,只有 3～ 5 mm 组卵泡的卵母细胞是

生长旺盛期,适宜 IVM。

3. 3　不同直径卵泡中卵泡液对 IVM 的影响

猪卵母细胞直径达 0. 4～ 0. 8 mm 时出现卵泡

腔,腔内卵泡液中一些代谢物质促进了卵母细胞质

的成熟。本试验结果表明, 添加 5～ 8 mm 和 2～ 3

mm 组卵泡液, 卵丘细胞的扩散率优于添加 3～

5mm 组卵泡液。但 3～ 5 mm 组中,卵细胞的 PbÉ排
出率显著高于其余 2 组,M archal等[10 ]也有类似报

道。这应该与卵泡液内累积的生化物质有关,可能是

由于 3～ 5 mm 组卵泡内的卵母细胞正处于由M É
期向M Ê期转化的阶段 (极体排出前夕) , pFF 中较

高水平的成熟促进因子 (M PF)发挥了作用。

因卵龄的差异,在 IVM 培养过程中,不同直径

卵泡卵母细胞常表现出核、质成熟的不统一,也就造

成了成熟率的不稳定。这种差异具体表现为卵母细

胞体外成熟 48 h 后,卵丘扩散率和 PbÉ 排出率之
间有较大的差异,其实质则是由于不同卵龄卵母细

胞 GV 期和M Ê 期所受阻滞不同造成的,而卵龄的

差异通常以卵泡直径的大小作为判断标准。除此之

外,卵母细胞体外成熟体系的不完善仍是影响成熟

率高低的一个重要原因。所以,以不同培养液分组培

养不同直径范围内的猪卵母细胞,继续改良体外培

养体系,值得在日后的研究中作进一步的探讨和分

析。
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Effect of fo llicles w ith d ifferen t d iam eters on

po rcine oocyte in v itro m atu re
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Abstract: Po rcine oocytes from fo llicles in diam eters of 2- 3 mm , 3- 5 mm and 5- 8 mm w ere m atu red

in v itro in TCM 2199 and the effects of pFF from the above group s on the in v itro m atu ra t ion ( IVM ) du ring

m atu ring w ere compared. T he m atu red oocytes w ere cert if ied if the Pb É excluded after 48 hou rπs

m atu ring. T he resu lts w ere as fo llow s: the in v itro m atu ra t ion ( IVM ) rates of po rcine oocytes derived from

fo llicles in diam eters of 2- 3 mm , 5- 8 mm and 3- 5 mm w ere increased gradually, the ra tes w ere 12. 7% ,

31. 3% and 46. 0% respect ively and the difference betw een them w as sign if ican t (P < 0. 05) ; T he ra tes of

m atu red oocytes w ith pFF from 3- 5 mm group (42. 0% ) w as sign if ican t ly h igher than that from 2- 3 mm

group (12. 7% ) and 5- 8 mm group (11. 0% ) (P < 0. 01) ; T he oocyte classes from differen t d iam eters

fo llicles w ere ob served and reco rded, the p ropo rt ion of class A oocytes in 5- 8 mm group (37. 7% ) w as

sign if ican t ly h igher than that from 3- 5 mm group (23. 9% ) , bu t the p ropo rt ion of class B in 5- 8 mm

group w as low er than that in 2- 3 mm (62. 1% ) and 3- 5 mm (59. 2% ) (P < 0. 05). T he resu lts ind ica ted

that the superio rity of po rcine fo llicle in diam eters of 2- 3 mm , 5- 8 mm and 3- 5 mm increased gradually

in v itro m atu ra t ion of po rcine oocytes.

Key words: po rcine; fo llicle; oocyte; in v itro m atu ra t ion

·简　讯·

“雷公藤杀虫作用研究”通过教育部组织的成果鉴定

由西北农林科技大学无公害农药研究服务中心博士生导师张兴教授主持的“雷公藤杀虫作用研究”,于

2004 年 4月 27日通过了由教育部组织、委托西北农林科技大学主持的技术成果鉴定。该项目 (1)首次系统

地研究了雷公藤的杀虫作用,发现其对菜青虫、小菜蛾等主要农业害虫具有触杀、胃毒、拒食、麻痹、杀卵、抑

制生长发育等活性; (2)发现一新的二萜类化合物雷酚 ∆2内酯甲醚; (3)首次发现并报道了雷公藤新碱的杀

虫活性; (4)首次证实了雷公藤中二萜类化合物雷公藤内酯酮和雷公藤甲素具有杀虫活性; (5)初步阐明雷公

藤甲素对粘虫的触杀作用机理,发现其对神经系统和消化系统均有影响,靶标可能在乙酰胆碱能突触部位或

N a+ , K+ 2A T P 酶; (6)研制出雷公藤可湿性粉剂和雷公藤乳油 2个制剂,对菜青虫、小菜蛾等害虫具有良好

的防治效果; (7)申请并获得“雷公藤杀虫剂及其制造方法”国家发明专利 (专利号: ZL 00129820. 8) ,为产业

化开发奠定了基础。鉴定委员会成员认真听取项目工作报告、技术报告,查阅了项目有关技术资料及查新报

告,并通过现场考察、质疑和讨论后一致认为:该研究立题符合国际农药发展方向,研究方法和技术路线科学

合理,技术资料齐全,数据翔实可靠; 研究手段先进,试验工作扎实、细致; 科研成果易与产业化相结合; 该项

研究在新化合物发现、雷公藤新碱及雷公藤甲素杀虫活性研究等方面属国内首创,总体研究达到国际领先水

平。与会专家建议应继续深入探讨雷公藤活性物质的杀虫作用机理,加快成果转化,使其能尽早服务于农产

品的安全生产。 (温晓平　供稿)
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