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猪卵巢重量与卵母细胞质量的相关性研究
Ξ

黄德宝1,胡建宏1,李青旺1, 2a,冯　涛1,

丁海荣1,杨智青1,董文素2b

(1 西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨凌 712100;

2 燕山大学 a 环境与化学工程学院, b 附属中学,河北 秦皇岛 066004)

　　[摘　要 ]　将 132个猪卵巢按重量分为A、B 和C 3个级别,用抽吸法结合切剖法采集卵母细胞,研究卵巢重

量与 3个级别卵母细胞质量的相关性。结果表明:当卵巢重量> 4. 000 g 时,A 级卵母细胞的数量与卵巢重量呈负

相关 ( rA = - 0. 277 0) ; 当卵巢重量在 2. 000～ 4. 000 g 时, A 级卵母细胞的数量与卵巢重量呈正相关 ( rA =

0. 382 7) ,且差异极显著 (P < 0. 01) ,无论单个卵巢获得的卵母细胞总数,还是A 级卵母细胞的比例,均明显高于其

他重量的卵巢;当卵巢重量≤2. 000 g时,A 级卵母细胞的数量与卵巢重量有一定的正相关性。研究结果表明,在采

集猪卵巢卵母细胞时,建议采集重量在 2. 000～ 4. 000 g的卵巢,以获得较多数量的A 级卵母细胞。
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　　哺乳动物卵巢内有几十万乃至上百万的卵母细

胞,其中绝大多数在生长发育过程中凋亡或因未被

利用而退化。王海滨等[1 ]研究指出,猪出生时卵巢内

的原始卵泡约有 40万个卵母细胞,但人们只能采集

卵巢表面的少数卵母细胞,而大多数卵母细胞未被

利用。因此,科学家不断的改进卵母细胞的收集方

法,以期利用更多的卵母细胞资源[2 ]。

卵母细胞体外培养体系的建立充分利用了屠宰

场废弃的卵巢资源,为体外生产胚胎与核移植研究

提供了充足的卵母细胞。自M att io lo [3 ]用体外成熟

的卵母细胞获得试管猪以来,卵母细胞的体外成熟

培养已经取得了较大进展[4 ] ,从屠宰厂废弃猪卵巢

中获取卵母细胞,已成为体外受精、核移植、转基因

等相关胚胎工程技术研究的主要材料来源之一[5 ]。

为获取更多的卵母细胞资源,张涌等[6 ]体外培养了

山羊小腔卵泡卵母细胞; A b ir 等[7 ]首次对腔前卵泡

进行了分离; 孟庆刚等[8 ]对猪小腔卵泡卵母细胞进

行了体外培养; 郭继彤等[9 ]对卵泡卵母细胞的收集

方法进行了初步研究。

在国外,核移植猪等一系列研究均已取得了重

大突破[10～ 12 ]。由于猪的克隆和转基因技术在生物医

学领域,如异体器官移植方面具有广阔的应用前景,

使猪卵母细胞的需求量不断增加,促使研究人员对

猪卵巢卵母细胞的采集技术进行了深入研究。但在

众多研究中,人们只注重卵泡大小与卵母细胞质量

和数量的关系,而对简单快捷的通过卵巢重量预测

卵母细胞数量的研究相对较少。因此,探索猪卵巢重

量与卵母细胞数量及质量的关系,进一步提高卵母

细胞的采集效率,为胚胎工程技术准备更多优良的

成熟卵母细胞日益受到研究者的广泛关注[13, 14 ]。

本研究对猪卵巢重量与卵母细胞质量和数量的

关系进行了初步研究,以期通过卵巢重量估测卵母

细胞的质量,提高卵母细胞的采集效率,为同类胚胎

生物工程技术研究提供一定的参考和指导,为胚胎

工程技术提供更多优质的卵母细胞资源。

1　材料与方法

1. 1　仪器和试剂

　　仪　器　保温壶、电子分析天平、称量纸、游标

卡尺、手术刀片、实体显微镜、捡胚吸管、恒温箱、灭

菌吸水纸、超级洁净台。

试　剂　9 göL 生理盐水,体积分数 70%酒精

等。
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1. 2　卵巢的采集与清洗

本研究所用卵巢采自陕西杨凌西大寨屠宰场。

待猪屠宰后, 立即将其卵巢剪下, 放入加有双抗的

35～ 38 ℃灭菌生理盐水中, 在 3 h 内带回实验室。

然后用无菌剪刀剪除卵巢上的韧带、输卵管及附带

的脂肪组织, 用体积分数 70%酒精浸泡数秒后, 再

置于 37 ℃、9 göL 无菌生理盐水中冲洗 3次。

1. 3　卵巢的称重与测量

冲洗后的卵巢用灭菌吸水纸吸干水分,用电子

分析天平称重后, 迅速用游标卡尺测量卵巢的长、

宽、厚,然后立即转移至无菌操作间采集卵母细胞。

1. 4　卵母细胞的采集

首先,用抽吸法进行采集,将卵巢置于灭菌纱布

上, 用带有 12# 针头的一次性 5 mL 注射器吸取 1

mL 预热至 37 ℃的生理盐水, 再用其抽吸卵泡液,

将抽吸的卵泡液注入已预热至 37 ℃的灭菌培养皿

内。其次,用切剖法将抽吸卵泡液后的卵巢纵横切

割,用 9 göL 生理盐水冲洗卵巢和手术刀片,收集冲

洗液于灭菌培养皿中,静置 15 m in 后,在实体显微

镜下迅速捡出卵母细胞。

1. 5　卵母细胞的分级与数量统计

用于体外授精的卵母细胞要求有完整的卵丘细

胞包裹,细胞质均匀并充满透明带。根据卵母细胞的

有无和数量,猪卵母细胞一般可分为 3级[11 ]: A 级,

5 层卵丘细胞紧密包裹; B 级, 5 层以下卵丘细胞包

裹,卵丘完整,无裸露的透明带; C 级,裸卵,有极少

或无卵丘细胞包裹。根据此分级标准,分别统计不同

级别的卵母细胞数量。

1. 6　数据处理

本研究所得数据利用 EXCEL 软件进行统计学

处理,并进行 t检验。

2　结果与分析

2. 1　卵巢重量对卵母细胞数量的影响

　　由表 1可知,不同重量卵巢所采集的卵母细胞

数量有较大差异,以卵巢重量为 2. 000～ 4. 000 g 时

得到的平均卵母细胞数最多,与卵巢重量> 4. 000 g

和≤2. 000 g 相比,差异极显著 (P < 0. 01)。因此,为

获得较多数量的卵母细胞, 应采集卵巢重量在

2. 000～ 4. 000 g 的卵巢。

表 1　卵巢重量对卵母细胞数量的影响

T able 1　Effect of the w eigh t of the ovary on the quan tity of oocytes

卵巢重量ög
O vary m ass range

卵母细胞数
N o. of oocytes

卵巢数
N o. of ovaries

平均卵母细胞数
N o. of every ovary

> 4. 000 118 6 19. 83 A

2. 000～ 4. 000 2 524 86 29. 30 B

≤2. 000 652 40 13. 75 C

　　注:同列数据后标注不同大写字母者表示差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: T ab le w ith differen t letters show s obversely difference (P < 0. 01).

2. 2　卵巢重量对卵母细胞等级的影响

将 132 个卵巢按卵巢重量> 4. 000 g, 2. 000～

4. 000 g 和≤2. 000 g 分成 3个组,分别计数各组中

A、B、C 级卵母细胞的数量,结果见表 2。

从表 2可以看出,卵巢重量在 2. 000～ 4. 000 g

时, A 级和B 级卵母细胞比例显著高于其他 2 组,

而C 级卵母细胞比例显著低于其他 2组。

表 2　猪卵巢重量对卵母细胞等级的影响

T able 2　Effect of ovary w eigh t on oocytes level

卵巢重量ög
O vary w eigh t

卵母细胞数
N o. of oocytes

占卵母细胞数的百分比ö% Percen tage of num ber of oocytes

A B C

> 4. 000 118 19. 49 (23) b 30. 51 (36) b 50. 00 (59) b

2. 000～ 4. 000 2 524 24. 96 (630) a 34. 83 (879) a 40. 21 (1 015) a

≤2. 000 652 20. 55 (134) b 30. 83 (201) b 48. 62 (317) b

　　注:同列数据后标注不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。

N o te: T ab le w ith differen t letters show s sign ifican t difference (P < 0. 05).

2. 3　卵巢重量与卵母细胞等级的相关性分析

通过统计分析可知,卵巢重量与卵母细胞等级

具有一定的相关性,其相关系数见表 3。
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表 3　卵巢重量与卵母细胞等级的相关性
T able 3　T he rela t ion betw een the w eigh t of the

ovary and the grade of the ooytes

卵巢重量ög
O vary
w eigh t

卵巢数
N o. of
ovaries

平均卵巢重量ög
A verage w eigh t

of ovary

相关系数
Related

coefficien t

> 4. 000 6 4. 471 0

rA = - 0. 277 0
rB = 0. 497 6
rC = 0. 363 1

2. 000～ 4. 000 86 2. 788 9

rA = 0. 382 7
rB = 0. 299 1
rC = 0. 435 5

≤2. 000 40 1. 617 8

rA = 0. 063 0
rB = 0. 191 4
rC = - 0. 100 8

　　由表 3可知,当卵巢重量> 4. 000 g 时,卵巢重

量与A 级卵母细胞呈较强的负相关,但差异不显著

(P A > 0. 05) ,而与B 级和C 级卵母细胞呈较强的正

相关, 且差异显著 ( P < 0. 05) ; 当卵巢重量为

2. 000～ 4. 000 g 时,卵巢重量与不同组别的卵母细

胞之间均有较强的正相关性, 且差异极显著 (P <

0. 01) ,但与A 级和C 级卵母细胞的相关性明显优

于B 级卵母细胞; 当卵巢重量≤2. 000 g 时,卵巢重

量与A、B 级卵母细胞之间具有一定的正相关,而与

C 级卵母细胞呈弱的负相关。

2. 4　卵巢重量与卵母细胞数的关系分布图

为了更直观地分析不同重量卵巢与卵母细胞数

量的关系,将卵巢重量按 0. 25 g 的级别进行细分,

利用分析软件分别绘制卵母细胞数和A 级卵母细

胞数与不同重量卵巢的直方图,结果见图 1和图 2。

图 1 结果表明,卵母细胞数与卵巢重量间呈近

似的正态分布,当卵巢重量在 2. 000～ 4. 000 g 时,

卵母细胞数明显多于其他重量卵巢的卵母细胞数。

从图 2可以看出,卵巢重量在 2. 000～ 4. 000 g

时, A 级卵母细胞数明显多于卵巢重量> 4. 000 g

或≤2. 000 g 时所采集的A 级卵母细胞数。

图 1　卵巢重量与卵母细胞数的分布直方图

F ig. 1　T he rela t ion graph betw een ovary w eigh t and the quan tity of oocytes

图 2　卵巢重量与A 级卵母细胞数的分布直方图

F ig. 2　T he rela t ion graph betw een ovary w eigh t and the quan tity of C lass2A oocytes
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3　结论与讨论

3. 1　卵巢重量与卵母细胞质量的相关性

　　卵巢的大小与重量直接影响卵母细胞的数量和

质量,大小不同的卵巢都可以获得卵母细胞,但不同

重量等级的卵巢所获得的卵母细胞数量相差很

大[15 ]。本研究结果表明,卵巢重量在 2. 000～ 4. 000

g 时,其卵母细胞无论是数量还是质量,均显著优于

其他重量的卵巢; 对于重量较大 (卵巢重量> 4. 000

g)的卵巢,其表面存在大液泡,但获得的卵母细胞数

量极少; 对于重量较小 (卵巢重量≤2. 000 g)的卵

巢,所采集的卵母细胞中A 级卵母细胞所占比例较

小 ( 20. 55% ) , C 级卵母细胞所占比例较大

(48. 62% )。因此, 采集卵母细胞时, 以卵巢重量

2. 000～ 4. 000 g 为宜,可得到数量较多和质量较好

的卵母细胞。在本试验中,从重量> 4. 000 g 的卵巢

所获得的卵母细胞数量较少,质量也较差,但因所选

的样本数量较少 (只有 6个) ,故对重量> 4. 000 g 的

卵巢与卵母细胞数量和质量的关系,还有待于进一

步研究。

3. 2　卵母细胞的采集技术

卵母细胞的收集方法主要有抽吸法和切剖法。

抽吸法简便、快速,是目前最常用的采卵方法,但卵

母细胞回收率不高,且容易破坏卵丘细胞的整体结

构而出现卵丘不完整的卵丘 - 卵母细胞复合体

(Cum u lu s oocyte compex, COC s)和裸卵; 切剖法程

序复杂、费时,但回收率高,能获得更多的卵母细胞。

M ogas等[13 ]和 Paw sh 等[14 ]曾对切剖法收集卵母细

胞的优势进行过类似的报道。本研究将 2种方法结

合使用,取长补短,以便获得更多的卵母细胞。

在采集卵母细胞时,捡卵时间直接影响卵母细

胞的存活率。如果捡卵时间持续 2～ 3 h,则卵母细

胞的存活率明显降低,同时显微镜光源温度升高对

培养皿不断加热,造成温度过高,也会导致卵母细胞

崩解。因此,捡卵时应熟练掌握收集技术,尽量缩短

捡卵时间,同时采用冷光源。

3. 3　卵巢的运输方式

一般情况下,卵巢的运输时间以 2 h 内为最佳,

不能超过 6 h。李华威等[16 ]研究认为,卵巢的运输温

度以 25～ 30 ℃为宜; 姜国成等[17 ]研究报道,猪卵母

细胞在 20 ℃室温下保存 24 h 对成活率和后继发育

能力无明显影响。因此,猪卵巢的运输温度以室温为

宜,运输时间以 2～ 4 h 为佳。另外,屠宰场卫生条件

要好,避免卵巢采集时将猪体表的附属物、泥土等混

入影响卵巢活性。

[参考文献 ]
[ 1 ]　王海滨,夏国良,李美玲,等. 哺乳动物卵母细胞体外培养体系的研究进展[J ]. 农业生物技术学报, 2000, 8 (3) : 297- 310.

[ 2 ]　施旭东,孙贝加,陈　华,等. 人腔前卵泡体外培养研究[J ]. 中国优生与遗传杂志, 2001, 9 (2) : 5- 7.

[ 3 ]　M attio lo. D evelopm ental competence of p ig oocytes m atu red and fertilized in v itro[J ]. T heriogeno logy, 1989, 31 (6) : 1201- 1207.

[ 4 ]　秦鹏春,谭景和,吴光明. 猪卵巢卵母细胞体外成熟与体外受精的研究[J ]. 中国农业科学, 1995, 28 (3) : 58- 66.

[ 5 ]　陈大元. 受精生物学——受精机制与生殖工程[M ]. 北京:科学出版社, 2000. 318.

[ 6 ]　张　涌,刘素娟,李　勇,等. 山羊小腔卵母细胞的体外成熟培养和体外受精[J ]. 西北农业大学学报, 1996, 24 (4) : 12- 16.

[ 7 ]　A bir R ,M oo r P A , F rank s S, et al. M echan ical iso lation and in v itro grow th of p rean tral and sm all an tral hum an fo llicles[J ]. Fertil Steril,

1997, 68 (4) : 682.

[ 8 ]　孟庆刚,张成林,张永忠,等. 猪小腔卵泡卵母细胞体外成熟培养[J ]. 畜牧兽医学报, 2001, 32 (3) : 213- 219.

[ 9 ]　郭继彤. 成年细胞克隆山羊的研究[D ]. 陕西杨凌:西北农林科技大学, 2000. 65- 72.

[ 10 ]　A k ira O nish,M asak i Lw am ato, Tom iji A k ita, et al. P ig clon ing by m icro in jection of fetal fib rob last nuclei[J ]. Science, 2000, 18: 117-

119.

[ 11 ]　 Irina A , Po lejaeva, Chen Shu2hong, et al. C loned p igs p roduced by nuclear transfer fo rm adu lt som atic N uclei[J ]. N atu re, 2000, 407 (7) :

86- 90.

[ 12 ]　L ai L iang2xue. P roduction of a21, 3 galato syltransferase knockou t p igs by nuclear transfer clon ing [J ]. Science, 2002, 295 (8) : 1089-

1092.

[ 13 ]　M ogas T ,M artino M. Effect of m ethod of recovery on the num ber and type of oocytes ob tained fo r IVM [J ]. J Rep rod Fertil, 1998, 9: 53.

[ 14 ]　Paw she C H , To tey SM , Jain S K. A comparison of th ree m ethods of recovery of goat oocytes fo r in v itro m aturation and fertilization [J ].

T heriogeno logy, 1994, 42: 117- 125.

[ 15 ]　高志花,周　虚,高庆华. 卵巢大小及发育状况与牛腔前卵泡采集数量的关系[J ]. 中国兽医学报, 2004, 24 (1) : 84- 86.

[ 16 ]　李华威,朱淑文,华修国,等. 卵巢运输温度对猪卵母细胞体外受精和发育的影响[J ]. 中国兽医学报, 2004, 24 (6) : 617- 618.

[ 17 ]　姜国成,秦鹏春. 猪卵母细胞的室温保存[J ]. 畜牧兽医学报, 1992, 23 (4) : 295- 298.

(下转第 20页)

51第 8期 黄德宝等:猪卵巢重量与卵母细胞质量的相关性研究



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

oocytes derived from abat to ir ovaries fo llow ing in v itro m atu ra t ion, fert iliza t ion and cu ltu re. In experim en t

1, BFF of (10% , 20% , and 40% ) differen t concen tra t ion s from all fo llicles (> 2 mm ) w ere supp lem en ted to

the m atu ra t ion m edium. T he resu lts show that d ifferen t concen tra t ionπs of BFF cou ld suppo rt in v itro m atu2
ra t ion of COC s and sub sequen t developm en t capacity, how ever, 20% and 40% BFF cou ld seriou sly cau se

oocytes and em b ryo s to adhere together. T herefo re, adding 10% of m ix ing BFF in m atu ra t ion m edium cou ld

be the best cho ice. Experim en t 2 show s that the p resence of granu lo sa cells du ring m atu ra t ion and cu ltu re

d id no t affect the cleavage ra te, 6- 8 cells ra te and b lastocyst ra tes (P > 0. 05)of oocytes in grade 1. How 2
ever, the cleavage ra te, 6- 8 cells ra te and b lastocyst ra tes in grade 2 and grade 3 w ere h igher (P < 0. 05)

w hen COC s w ere cu ltu red in the p resence of GCM than w hen cu ltu red in the ab sence of GCM. In experi2
m en t 3, abou t 20 oocytes derived from every cow w ere cu ltu red and fert ilized in differen t sizes of m edium

drop s (30, 50, 100 and 200 ΛL ). T he b lastocyst developm en ta l ra tes of 30 and 50 ΛL group s w ere h igher

than 100 and 200 ΛL treatm en ts (P < 0. 05).

Key words: bovine; oocyte; cu ltu re system ; in v itro fert iliza t ion; em b ryon ic developm en t
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T he research on the re la t ion betw een w eigh t of ovary and

quan t ity of the po rcine oocytes

HUANG D e-bao1, HU J ian -hong1,L I Qing-wang1, 2a ,

FENG Tao1,D ING Ha i-rong1,YANG Zh i-q ing1,DONGW en - su2b

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 a Colleg e of E nv ironm en t and Chem istry E ng ineering , b T he A f f ilia ted M id d le S chool, Y anshan U niversity ,Q inhuang d ao, H ebei 066004, Ch ina)

Abstract: A sp ira t ion and dissect ion w ere u sed to dispo se 132 co llected p ig ovaries in th is paper. T he o2
varies w ere divided in to th ree classes (m ≤2. 000 g, 2. 000 g< m < 4. 000 g, m > 4. 000 g) acco rd ing to the

w eigh t (m ) and the quan t ity of oocytes. T hen the data w ere analysed. T he resu lt demon stra ted, a t m >

4. 000 g, the quan t ity of A 2class oocytes and ovary w eigh t had a negat ive co rrela t ion ( rA = - 0. 277 0) ;

2. 000- 4. 000 g, the quan t ity of A 2class oocytes and ovary w eigh t had a po sit ive co rrela t ion obviou sly,

rA = 0. 382 7 (P < 0. 01). In the w eigh t range, the average of the oocytes from each ovary o r the percen t of

the C lass2A w ere mo re than o ther w eigh t ranges; a t m≤2. 000 g, the quan t ity of A 2class oocytes and ovary

w eigh t had a po sit ive co rrela t ion. O varies w ith the w eigh t of 2. 000 g< m < 4. 000 g shou ld be co llected, so

that mo re C lass2A oocytes can be ob ta ined.

Key words: po rcine; w eigh t of the ovary; quan t ity of oocytes; rela t ion
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