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山羊卵母细胞的显微受精
Ξ

赵晓娥,武　浩,王勇胜,刘凤军,鲁　进,张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　探讨了显微操作条件的改善对山羊卵母细胞胞质内显微受精 ( ICS I)的影响。结果表明,将精子操

作液中聚乙烯吡咯烷酮 (PV P)浓度从 10% (10 göL )降低到 8%和 5%后, ICS I胚的卵裂率差异不显著,但正常卵裂

率、桑葚胚率和囊胚率随 PV P 浓度的下降而上升; PV P 浓度为 5%和 10%时,正常卵裂率分别为 69. 6%和 58. 5%

(P < 0. 05) ,桑葚胚率分别为 45. 6%和 35. 2% (P < 0. 05) ,囊胚率分别为 26. 9%和 16. 9% (P < 0. 05) ,表明含 5%

PV P 的精子操作液更有利于 ICS I胚的发育。显微注射时将卵母细胞第一极体置于相当于时钟 6点的位置与 12点

位置相比, ICS I胚的分裂率没有差异,而正常卵裂率分别为 69. 9%和 65. 4% (P > 0. 05) ,桑椹胚率分别为 45. 5%

和 42. 6% (P > 0. 05) ,囊胚率分别为 26. 7%和 20. 4% (P > 0. 05) ,表明注射时极体置于 6点的位置有利于 ICS I胚

的体外发育。
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　　显微受精 ( in t racytop lasm ic sperm in ject ion,

ICS I)是一项辅助体外受精技术,它是借助显微操作

仪将精子注入卵母细胞质内,从而完成受精过程。它

降低了对精子各种指标的要求,使各种在体内不可

能发生正常受精的卵子受精,同时可以避免多精子

受精,也为研究异种间受精提供了有效途径。近年

来,精子胞质内显微注射技术在人、小鼠、兔、马、绵

羊、牛、猪和猴上均已获得成功[1 ]。但山羊体外受精

技术还很不成熟,有关方面的研究报道也很少。本研

究在山羊精子胞质内显微受精的基础上,研究了试

验条件的改善对 ICS I胚体外发育的影响。

1　材料与方法

1. 1　屠宰卵巢的采集

　　卵巢采集于陕西省西安市屠宰场,大多为关中

奶山羊卵巢。卵巢采集后置于 20～ 30 ℃,含 0. 32

m gömL 硫酸庆大霉素生理盐水的保温瓶中, 6～ 8 h

内运回实验室。

1. 2　卵巢卵母细胞的回收

用切剖法采集卵巢卵母细胞。将卵巢用含 0. 32

m gömL 硫酸庆大霉素的生理盐水洗净后,用外科手

术剪剔除卵巢表面的结缔组织及附着的输卵管,再

用体积分数 70%～ 75%酒精浸泡 1 m in,然后用生

理盐水洗净,最后置于盛有D 2PBS的培养皿中。在

培养皿中用剃须刀或手术刀片切开卵巢表面 1～ 5

mm 的卵泡。切剖完成后,将切剖液置于体视显微镜

下, 收集培养皿中切出的卵丘2卵母细胞复合体
(COC s)。

1. 3　卵母细胞的成熟培养

将收集的A 级和B 级 COC s在D 2PBS 中洗 3

次,然后在直径 30 mm 培养皿中 (盛有 500 ΛL OM

液)培养成熟。在 38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2 和饱和

湿度条件下成熟培养 22～ 24 h。成熟培养液为

H 2M 199,即含 10 mmo löL H epes, 0. 38 mmo löL 丙
酮酸钠, 50 ΛgömL 硫酸庆大霉素, 10% FBS (H y2
C lone) , 5 mmo löL N aHCO 3, 0. 2 mmo löL 谷氨酰
胺, 10 ngömL EGF 和HM G (含 0. 075 U ömL FSH

和L H )的 TCM 199。然后在添加有 0. 1%透明质酸

酶的培养液中除去卵母细胞周围的卵丘细胞。将具

有第一极体的成熟卵母细胞移入含OM 的微滴中,

并覆盖石蜡油,即可备用。

1. 4　精子的准备

采集奶山羊的精液, 用含 5%蛋黄的精子稀释

液对精液做 1∶2～ 1∶4倍稀释后,置于 4 ℃冰箱中
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保存备用, 4 d 后弃去。用吸管吸取少量精液,小心

置于加有 1 mL 不含BSA 的BO 液的 EP 管底部,

悬浮 30 m in 后,活精子上游,然后将上层液吸出少

量,添加在含不同浓度聚乙烯吡咯烷酮 (PV P )的微

滴液中,即可备用。应注意的是,精子要从精子操作

液滴的底部边缘小心加入,这样,精子就不会悬浮在

操作液滴的上层,便于显微操作。

1. 5　牛卵泡液 (Bovine Fo llicu lar F lu id, BFF)的制

备

用注射器吸取直径为 5～ 10 mm 卵泡的卵泡

液,将 5 个以上卵巢的卵泡液混匀, 4 000 röm in 离

心 10 m in, 吸上清液, 56 ℃水浴灭活 30 m in, 0. 22

Λm 过滤,冻存备用。

1. 6　颗粒细胞单层的制备

卵丘颗粒细胞来自成熟培养后的卵母细胞,吹

打均匀后以H 2M 199悬浮,四孔板中每孔含 500 ΛL

OM 液,每孔接种颗粒细胞悬浮液 2～ 3 滴,置CO 2

培养箱中,在体积分数 5% CO 2、38. 5 ℃和饱和湿度

下培养,颗粒细胞单层形成后备用。胚胎培养前 2

h,在卵丘颗粒细胞单层上换入胚胎培养液 (SO F aa)

用于胚胎培养。

1. 7　精子胞质内显微注射

在N ikon 倒置显微操作仪下进行 ICS I操作。精

子注射管内径为 6～ 8 Λm , 固定管内径为 20～ 30

Λm ,均安装在显微操作仪上。在 60 mm×15 mm 培

养平皿中,自上而下做 3 个小滴,上面小滴含精子,

中间小滴放置约 30～ 50个待注射的卵母细胞,下面

小滴吹吸润洗注精管用。显微操作时,首先将注射管

移到下面小滴,反复吹吸润洗后,再将注射管移到上

面小滴,选择直线前进运动的精子,在垂直于精子尾

部中段处猛然划过,使精子尾部打折以确定质膜破

裂,然后将单个精子从尾部吸入注射管开口端。微升

注射管,移动固定管和注射管到中间含卵母细胞的

液滴中,此时用固定管固定卵母细胞,使卵母细胞的

第一极体朝液滴内相当于时针 12点或 6点的位置,

注射管在相当于 3 点的位置穿过透明带,向着 9 点

的方向深入,先回吸少量细胞质,确定卵质膜已破,

再将单个精子连同微量的 PV P 操作液注入卵胞质。

随后, 轻轻撤出注射管, 并将卵母细胞从固定管释

放。

1. 8　注射后卵母细胞的激活

注射后卵母细胞在CO 2 培养箱中平衡 1 h 后,

用D 2PBS 液洗 3 遍, 移入含 5 Λmo löL 离子酶素
( Ionom ycin ) H 2M 199 中激活 4 m in,然后再用胚胎

培养液 (SO F aa)洗 3遍后,移入 2 mmo löL 62DM A P

中培养 3 h。

1. 9　 ICS I胚的体外培养

ICS I胚激活处理后, 先用胚胎培养液清洗 3

遍,然后移入含 600 ΛL SO F aa液的四孔板中,并与颗

粒细胞单层共培养。培养第 3天加入体积分数 10%

BFF,培养 48 h 后观察卵裂率,培养 5～ 9 d 时,观察

记录发育到桑囊胚阶段的胚胎数,评定早期胚胎发

育能力。

1. 10　统计分析

所有试验重复 5次以上,用 ς2 法对数据进行显

著性检验。

2　结果与分析

2. 1　不同浓度 PV P 对 ICS I胚体外发育的影响

　　含不同浓度 PV P 的精子操作液对 ICS I胚体外

发育的影响结果见表 1。从表 1可以看出,当精子操

作液中 PV P 浓度从 10%降低到 8%和 5%时, ICS I

胚的卵裂率差异不显著,但正常卵裂率、桑葚胚率、

囊胚率在提高, 5%和 10%的正常卵裂率 (69. 6%和

58. 5% )、桑葚胚率 ( 45. 6%和 35. 2% )、囊胚率

(26. 9%和 16. 9% )差异显著 (P < 0. 05)。可见,含

5% PV P 的精子操作液更有利于 ICS I胚的发育。

表 1　PV P 浓度对 ICS I胚体外发育的影响

T able 1　Effect of concen tra t ions of PV P on developm ent of ICS I em bryo in vitro

PV P 浓度ö%
Concen tration

of PV P

卵母细胞数
N o. of
oocytes

卵裂率ö%
C leavage

rate

正常卵裂率ö%
Regular cleavage

rate

桑椹胚率ö%
M o ru lae

rate

囊胚率ö%
B lastocyst

rate

5 224 76. 3 (171ö224) a 69. 6 (119ö171) a 45. 6 (78ö171) a 26. 9 (46ö171) a

8 218 75. 6 (165ö218) a 61. 2 (101ö165) ab 38. 8 (64ö165) ab 19. 4 (32ö165) ab

10 189 75. 1 (142ö189) a 58. 5 (83ö142) b 35. 2 (50ö142) b 16. 9 (23ö142) b

　　注:正常卵裂指 8细胞以前卵裂球大小均一。相同字母差异不显著,不同字母差异显著。下表同。

N o te: Regu lar cleavage m eans the size of cleavage. ball befo re 82cell is equal.
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2. 2　注射时极体位置对 ICS I胚体外发育的影响

注射时极体位置对 ICS I胚体外发育的影响结

果见表 2。由表 2结果可知,显微注射时将极体置于

相当于时钟 6 点或 12 点的位置,二者间 ICS I胚的

卵裂率差异不显著,而在 6点时桑椹胚率 (45. 5% )、

囊胚率 (26. 7% )较 12点时桑椹胚率 (42. 6% )、囊胚

率 (20. 4% )有所提高,但差异不显著 (P > 0. 05)。可

见,注射时极体置于 6点的位置有利于 ICS I胚的体

外发育。

表 2　注射时极体位置对 ICS I胚体外发育的影响

T able 2　Effect of location of po lar body (PB) on ICS I em bryo in v itro

极体位置
L ocation of
po lar body

卵母细胞数
N o. of
oocytes

卵裂率ö%
C leavage

rate

正常卵裂率ö%
Regular cleavage

rate

桑椹胚率ö%
M o ru lae

rate

囊胚率ö%
B lastocyst

rate

6点 6 oπclock 232 75. 9 (176ö232) a 69. 9 (123ö176) a 45. 5 (80ö176) a 26. 7 (47ö176) a

12点 12 oπclock 215 75. 3 (162ö215) a 65. 4 (106ö162) a 42. 6 (69ö162) a 20. 4 (32ö162) a

3　讨　论

3. 1　PV P 对 ICS I胚体外发育的影响

　　显微受精过程会使卵子受到不同程度的损伤,

特别是胞质内精子注射,注射针管本身不仅能造成

细胞膜和细胞骨架等细胞器的损伤,而且精子注射

还会带入一些生物污染物,给卵子受精和发育带来

不利影响。另外,精子操作液中所含的 PV P 对卵母

细胞也有一定影响。PV P 是一种大分子聚合物,添

加在精子操作液中可以使液体变得粘稠,进而减缓

精子的运动速度,便于操作者捕捉精子,还可以使精

子在注射管中进退顺畅,不至于粘在管壁上。PV P

作为精子操作液中的一种成分,在注射时同精子一

起被注入卵母细胞,但是 PV P 并非是一种完全无活

性的化学物质,因此可能会影响 ICS I的结果。有研

究发现[2 ] ,经 PV P 预先作用后的精子注射入卵母细

胞后,可以使Ca2+ 波动出现的时间延迟, 并且可能

使精子质膜更加稳定,从而阻碍精核解聚和卵子的

激活。因此, PV P 的浓度要合适。许多研究者以前均

广泛采用 10% PV P,后来发现适当降低这一浓度不

会给操作带来困难。W ei等[3 ]将 PV P 的浓度从 10%

降到 4%和 0,发现受精卵的发育率依次明显提高,

但是操作液中若不加 PV P,显微操作会变得十分困

难。因此,本研究将 PV P 的浓度从 10%降到 8%和

5% ,比较其发育效果,发现 3 组卵子分裂率差异不

大,正常卵裂率、桑葚胚率、囊胚率随 PV P 浓度的下

降而上升。这可能是因为 PV P 的危害性随其浓度的

降低而减小; 另一个原因可能是 PV P 粘稠性下降

后,可以更快地溶到卵胞质中,使注射的精子与卵子

更快地接触,即促进了精卵互作的时机。因此,在操

作不受影响的情况下, 在精子操作液中添加 5%

PV P 较适宜受精卵的发育。

3. 2　注射时极体位置对 ICS I胚体外发育的影响

显微注射受精过程中最重要的两个因素就是第

一极体的位置和卵母细胞膜的穿破类型。有关卵母

细胞在显微注射时不同破膜表现对受精和卵裂影响

的研究,国内外的结论都比较统一;而有关第一极体

位置与卵母细胞受精和卵裂的关系,许多学者的结

论并不完全一致。多项研究表明[3～ 6 ], 90%左右卵母

细胞的纺锤体位于第一极体附近的位置,故显微注

射受精时多用第一极体作为卵母细胞纺锤体位置的

定位参照,对于 ICS I中极体位置的研究,实质上是

对精子沉积位置和卵母细胞纺锤体位置相对关系的

研究。许多研究者在进行兔、马、羊等动物的 ICS I研

究时,习惯将极体固定在液滴内相当于时钟 12点或

6点的位置,注射管从 3点方向插入,他们认为这两

个位置对 ICS I成功率的影响差异不显著[4 ]。但在人

的 ICS I研究中,关于 12 点和 6 点的位置有不同的

观点。有研究认为[5 ] ,极体在 6点比 12点的位置受

精率高、胚胎质量好。但 Stoddart 等[6 ]认为,极体在

6 点和 12 点对人 ICS I的临床结果没有明显差异。

A sch 等[7 ]认为,显微操作时,注射针从 3 点的位置

穿破卵母细胞膜,针尖开口向下,则注射针下方的胞

浆及其显微结构更有可能因回吸引起丢失和破坏,

使卵母细胞易于退化,进而影响受精和胚胎发育。据

此,极体位于 6 点时,卵母细胞所受的损伤比较大。

但是另一方面,精子注入卵母细胞内后沉积的位置

及其与纺锤体的距离也非常重要,当精子注入卵母

细胞内后,距离纺锤体越近,就有可能更好更早地激

活卵母细胞,使之受精;距离越远,则受精延迟,胚胎

的发育也相对缓慢,因此极体位于 6 点时有较高的

受精率,也利于胚胎的早期发育[5 ]。本研究比较了山

羊卵母细胞的第一极体在 6点和 12点位置对 ICS I

胚发育效果的影响,结果表明,显微操作时极体在 6

点位置 ICS I胚的正常卵裂率、桑葚胚率、囊胚率比
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12点位置有所提高,但差异不显著。这可能是因为

极体在 6点时,当精子注入卵母细胞内之后,距离纺

锤体越近,就有可能更好更早地激活卵母细胞,使之

受精。因此,本研究认为,卵子的极体固定在 6点的

位置较有利于 ICS I卵的发育。
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Fert iliza t ion by in t ractop lasm ic sperm in ject ion in goa t oocytes

ZHAO X iao-e,W U Hao,W ANG Y ong- sheng,L IU Feng- jun ,L U J in , ZHANG Y ong
(B io2eng ineering Institu te,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is study w as conducted to invest iga te facto rs influencing ICS I in Goat. In experim en t 1,

th ree concen tra t ion s (10% , 8% and 5% ) of po lyvinylpyrro lidone (PV P) in the sperm in ject ion veh icle so2
lu t ion w ere compared. T here w as no effect of the th ree PV P concen tra t ion s on cleavage ra te after sperm in2
ject ion, bu t regu lar cleavage ra te, mo ru lae ra te and b lastocyst ra te w ere imp roved w ith decreasing concen2
t ra t ion of PV P, cleavage ra te (69. 6% and 58. 5% ) , mo ru lae ra te (45. 6% and 35. 2% ) and b lastocyst ra te

(26. 9% and 16. 9% ) w ere sign if ican t ly h igher w ith 5% than 10% PV P (P < 0. 05). 5% PV P in the sperm

in ject ion veh icle so lu t ion cou ld imp rove the developm en t of oocytes after ICS I. In experim en t 2, tw o po si2
t ion s (6 and 12 oπclock) of the first po lar body (PB ) located in oocyte a t ISC I w ere exam ined. T here w ere

no sign if ican t d ifferences in the cleavage ra te, regu lar cleavage ra te (69. 9% and 65. 4% , P > 0. 05) , mo ru lae

ra te (45. 5% and 42. 6% , P > 0. 05) , b lastocyst ra te (26. 7% and 20. 4% , P > 0. 05) betw een the tw o po si2
t ion s of the PB , bu t they w ere imp roved at 6 oπclock of the po lar body. Oocytes shou ld be in jected w ith the

po lar body at 6 oπclock.

Key words: oocytes; ICS I; PV P; po sit ion s of the first po lar body (PB ) ; b lastocyst ra te; goat
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