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　　[摘　要 ]　以屠宰场牛卵巢为材料, 采用体外成熟、体外受精、早期胚胎的体外培养等方法, 研究了牛卵泡液

(BFF ) 浓度、颗粒细胞单层 (GCM ) 和培养微滴大小对牛卵母细胞体外发育潜力的影响。结果表明: (1) 与未添加

BFF 的对照组相比, 成熟培养液中分别加入 10% , 20% 和 40% 的混合BFF, 均可明显促进卵母细胞受精后的发育

(P < 0. 05) , 但 20% 组和 40% 组出现卵母细胞或胚胎粘连。因此, 成熟培养液中以添加 10% 的混合BFF 较为适宜。

(2)添加 GCM 对 1 级卵母细胞的卵裂率、6～ 8 细胞发育率和囊胚率无显著影响 (P > 0. 05) ; 但添加 GCM 的 2 级、3

级卵母细胞受精后的卵裂率、6～ 8 细胞发育率和囊胚率分别显著高于未添加组 (P < 0. 05)。 (3)将取自每头牛的约

20 枚卵母细胞, 分别置于不同大小的微滴 (30, 50, 100 和 200 ΛL ) 中培养、受精, 结果表明, 30 和 50 ΛL 组的囊胚发

育率显著高于 100 和 200 ΛL 组 (P < 0. 05)。
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　　近年来, 人们对牛卵母细胞的体外成熟

( IVM )、体外受精 ( IV F ) 和早期胚胎的体外培养

( IV C ) 进行了大量研究, 建立了比较系统的方

法[1, 2 ]。但是, 由于影响牛胚胎体外生产 ( IV P) 的因

素非常复杂, 经过 IVM 后大部分的卵母细胞可以成

熟, 而经过 IV F 和 IV C 后, 只有 30%～ 40% 可以发

育至囊胚阶段[3 ]。总的来说, 生产水平还比较低, 浪

费了有限的高产优质牛卵巢资源, 影响了试管牛生

产的产业化。为此, 本实验分别研究了牛卵泡液

(BFF)浓度、颗粒细胞单层 (GCM ) 以及培养微滴大

小对牛卵母细胞体外受精及其发育的影响, 以期充

分利用优良母牛的卵母细胞, 提高胚胎的体外生产

水平。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　卵巢来源和保存　牛卵巢采自洛阳市春都

清真牛羊屠宰有限公司, 牛宰杀后 30 m in 内取出卵

巢, 置于 30 ℃左右的保存液中, 于 3 h 内运回实验

室。卵巢保存液为改良磷酸盐缓冲液 (m PBS) + 20

mmo löL H epes+ 300 IU ömL 青霉素+ 0. 3 m gömL

链霉素+ 50 ΛgömL 庆大霉素。

1. 1. 2　主要试剂和设备　犊牛血清 (BSA ) , 购自天

津市正江高科技有限公司; TCM 2199, GiBco 公司出

品; Peco ll 液, Pharm acia; 促卵泡激素 (FSH )、促黄

体生成素 (L H ) , 宁波市激素有限公司生产; H epes,

华美生物工程公司生产; 表皮生长因子 ( EGF )、

FCS、矿物油、咖啡因、肝素、透明质酸酶等试剂, 均

为美国 Sigm a 公司生产; 倒置显微镜, 日本尼康公

司生产, N IKON 20002U 型; CO 2 培养箱, 美国热电

公司生产, Fo rm a 311 型。

1. 2　方　法

1. 2. 1　实验方法　以本实验室建立的卵丘卵母细

胞 (COC s)的 IVM , IV F 和 IV C 为基础实验方法[4 ]。

① IVM : 将采出的 COC s 连同卵泡液放入培养皿

中, 置于体视显微镜下检出COC s, 用冲卵液清洗 4

遍, 在体积分数 5% CO 2、相对湿度 100%、39 ℃培

养箱中成熟培养 22～ 24 h。冲卵液为m PBS 液+ 4
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göL BSA + 300 IU ömL 青霉素+ 0. 3 m gömL 链霉

素+ 50 ΛgömL 庆大霉素; IVM 液为 TCM 2199+ 25

mmo löL H epes+ 100 mL öL FCS+ 0. 5 Λg FSH + 10

Λg L H + 10 ngömL EGF。② IV F: 首先, 在直径 35

mm 的培养皿中制备 IV F 微滴, 39 ℃的CO 2 培养箱

中平衡 2 h 后备用; 而后, 用不连续密度梯度的 Per2
co ll 液和上游法筛选精子, 用获能受精液调节精子

浓度为 107 mL - 1, 放入CO 2 培养箱备用; 最后, 经成

熟培养的COC s 用受精液清洗 4 遍, 然后移入准备

好的受精微滴中, 将准备好的精液加入受精微滴中,

使微滴中精子的最终浓度达到 106 mL - 1, 在体积分

数 5% CO 2、39 ℃的培养箱中精卵共同培养10～ 12

h。精子获能与受精液为BO 液+ 6 m gömL BSA +

10 Λg 肝素+ 5 mmo löL 咖啡因。③ IV C: 体外受精后

10～ 12 h, 用发育培养液清洗 4 遍, 然后移入发育培

养液滴中, 置于体积分数 5% CO 2、39 ℃的培养箱中

培养, 每 24 h 更换一半培养液。体外发育培养液配

方为 TCM 2199 + 25 mmo löL H epes + 体积分数

10% FCS。

1. 2. 2　实验设计　实验 1: 在 IVM 微滴中分别加

入 0 (对照组) , 10% , 20% 和 40% BFF, 共 4 个处理

组, 重复 3 次。BFF 为从直径大于 2 mm 的所有卵泡

中抽取卵泡液的混合液。比较各处理的卵裂率和囊

胚率, 以确定卵母细胞成熟培养液中混合BFF 的最

佳添加浓度。

实验 2: 按照卵母细胞外面包被卵丘细胞的层

数, 将COC s 分为 1 级 (≥4 层)、2 级 (2～ 3 层) 和 3

级 (0～ 1 层) , 每级的 COC s 均分别随机分为 2 组,

其中 1 组的 IVM 和 IV C 微滴中添加 106 mL - 1颗粒

细胞, 另 1 组不添加, 重复 5 次, 以探索 GCM 对包

被不同层数卵丘细胞的卵母细胞 IVM 及受精后发

育的影响。颗粒细胞单层制备: 采集完COC s 后, 取

检卵平皿中剩余的含颗粒细胞的卵泡液 1 mL , 加 2

mL 0. 2% 透明质酸酶消化 3～ 5 m in 后, 用等量培

养液 (TCM 2199+ 体积分数 10% FCS) 终止消化后

离心 (1 500 röm in, 5 m in) , 沉淀物用 5 mL 培养液

悬浮, 再离心 (1 500 röm in, 5 m in) , 最终的沉淀物用

培养液悬浮, 加入培养液滴, 并将其最终浓度调整为

106 mL - 1。分别进行体外成熟、体外受精和体外培

养, 比较其卵裂率和囊胚率。

实验 3: 将 IVM , IV C 微滴分别做成 30, 50,

100, 200 ΛL , 加入颗粒细胞, 并将颗粒细胞在微滴中

的浓度调整为 106 mL - 1, 提前 2 h 置于培养箱中备

用; 而后将源自不同供体牛的卵母细胞分别进行体

外成熟、体外受精和体外培养, 比较其卵裂率和囊胚

率, 重复 5 次。

1. 2. 3　统计分析　数据以平均数±标准误表示, 用

SPSS 11. 0 统计软件进行方差分析。

2　结果与分析

2. 1　BFF 浓度对牛卵母细胞 IV F 后发育潜力的影

响

从表 1 可以看出, 3 个处理的卵裂率、囊胚率均

显著高于对照组 (P < 0. 05) , 说明添加不同浓度的

混合BFF 均可促进卵母细胞的成熟、受精及胚胎发

育; 40% BFF 处理的卵裂率显著低于 10% 和 20%

BFF 处理 (P < 0. 05) ; 同时还发现, 成熟培养液中添

加 10% 的混合BFF 时细胞间无明显粘连, 20% 组开

始出现粘连, 40% 组粘连最严重。

表 1　BFF 浓度对牛卵母细胞 IV F 后发育潜力的影响

T able 1　Effect of BFF concen tra t ion on the developm ental competence of bovine oocytes fo llow ing IV F

BFFö% 总COC s 数
N o. of COC s

卵裂数
C leavages

卵裂率ö%
C leavage rate

囊胚数
B lastocysts

囊胚率ö%
B lastocyst rate

0 (CK) 299 96 58. 7±1. 3 a 68 22. 9±3. 4 a

10 296 191 83. 0±2. 2 b 125 42. 9±3. 9 b

20 272 175 82. 0±3. 7 b 116 42. 4±2. 6 b

40 201 165 71. 8±2. 3 c 74 37. 0±4. 0 b

　　注: 同一列中标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05)。下表同。

N o te: V alues in sam e co lum n w ith differen t superscrip ts differ sign ifican tly (P < 0. 05). T he fo llow ing tab les are the sam e.

2. 2　颗粒细胞对牛 IV F 胚胎发育的影响

从表 2 可以看出, 对于外层卵丘细胞≥4 层的 1

级COC s, 添加颗粒细胞对卵裂率、6～ 8 细胞发育率

和囊胚率无显著影响 (P > 0. 05) ; 对于外层卵丘细

胞为 2～ 3 层的 2 级 COC s, 添加颗粒细胞的卵裂

率、6～ 8 细胞发育率和囊胚率显著高于未添加组

(P < 0. 05) ; 而对于外层卵丘细胞为 0～ 1 层的 3 级

COC s 或裸卵, 只有添加颗粒细胞才能发育至囊胚

阶段 (P < 0. 05)。在均添加颗粒细胞条件下, 从不同

级 COC s 的卵裂率、6～ 8 细胞发育率、囊胚率对比
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可以看出, 卵母细胞外围的卵丘细胞越少, 颗粒细胞

对其影响越大, 当向外层卵丘细胞 2～ 3 层的 2 级

COC s 组添加颗粒细胞时, 其卵裂率和 6～ 8 细胞发

育率接近 1 级组 (P > 0. 05) ; 当向 2 级、3 级组加入

颗粒细胞时, 囊胚率仍显著低于 1 级组 (P < 0. 05)。

表明卵母细胞自身的质量对其发育至囊胚的能力起

重要作用。

表 2　颗粒细胞对牛 IV F 胚胎发育的影响

T able 2　Effect of granu lo sa cells on developm ent of em bryo after IV F in bovine

COC s 分类
Categ. of COC s

颗粒细胞
GCM

总COC s 数
N o. of COC s

卵裂率ö%
C leavage

rate

6～ 8 细胞发育率ö%
6- 8 cell

developm ent rate

囊胚率ö%
B lastocyst

rate

1 级
Grade 1

- 123 73. 0±5. 3 a 52. 3±3. 0 a 28. 7±6. 7 a

+ 125 73. 5±2. 4 a 55. 4±8. 5 a 31. 9±5. 4 a

2 级
Grade 2

- 73 48. 2±5. 6 b 22. 5±5. 0 b 11. 1±3. 5 c

+ 75 72. 1±2. 5 a 51. 6±8. 5 a 22. 3±4. 5 b

3 级
Grade 3

- 34 23. 9±7. 2 c 8. 3±7. 0 c 0 d

+ 38 42. 1±8. 2 b 21. 5±7. 5 b 10. 6±9. 1 c

　　注:“- ”代表未加颗粒细胞的处理;“+ ”代表添加颗粒细胞的处理。

N o te:“- ”is no GCM ;“+ ”is GCM.

2. 3　培养微滴大小对 IV F 胚胎发育的影响

表 3 结果表明, 在每个微滴中放入 20 枚左右的

卵母细胞 IVM 并受精后, 200 ΛL 微滴中的卵裂率

(68. 7% ) 显著低于 30 ΛL (81. 2% ) , 50 ΛL (81. 6% )

和 100 ΛL (78. 1% ) ; 100 ΛL 组低于 30, 50 ΛL 组, 但

差异不显著。 IV C 后, 30 ΛL 微滴中的囊胚率

(40. 9 % ) 和 50 ΛL ( 42. 2% ) 明显高于 100 ΛL

(30. 0% )和 200 ΛL (27. 4% ) , 差异显著 (P < 0. 05)。
表 3　培养微滴大小对 IV F 胚胎发育的影响

T able 3　Effect of cu ltu re m edium drop size on developm ent of em bryo after IV F in bovine

培养微滴
大小öΛL

Cultu re m edium
drop size

总COC s 数
N o. of COC s

卵裂数
C leavages

卵裂率ö%
C leavage

rate

囊胚数
B lastocysts

囊胚率ö%
B lastocyst

rate

30 106 86 81. 2±4. 0a 43 40. 9±4. 6a

50 110 90 81. 6±3. 5a 47 42. 2±5. 4a

100 108 84 78. 1±4. 2a 32 30. 0±5. 3b

200 109 75 68. 7±3. 9b 30 27. 4±3. 9b

3　讨　论

3. 1　BFF 浓度对牛卵母细胞 IV F 后发育潜力的影

响

在体内, 卵母细胞是在卵泡内发育成熟的, 作为

卵母细胞生长环境的卵泡的大小及其卵泡液

(BFF) , 对卵母细胞的成熟和受精后发育潜力起着

至关重要的作用[5 ]。在牛胚胎的体外生产 ( IV P)中,

一种简单便捷的操作方法是将直径大于 2 mm 的所

有卵泡一起抽取、共同培养, 而后将检出卵母细胞的

混合卵泡液离心后制作BFF, 添加于 IVM 液中; 但

来源于不同大小卵泡的BFF 成分存在差异, 因此,

对卵母细胞的受精及受精后发育影响亦存在差

异[6 ]。本研究采用直径大于 2 mm 的所有卵泡的混

合BFF, 结果表明添加不同浓度的混合BFF 均可明

显促进卵母细胞的成熟、受精及胚胎发育; 但 40%

BFF 组的卵裂率显著低于 10% 和 20% BFF 组

(P < 0. 05) , 说明添加 40%BFF 过量; 同时还发现,

成熟培养液中添加 10% 的混合BFF 时, 细胞间无明

显粘连, 添加 20% 开始出现粘连, 添加 40% 时粘连

最严重。因此, 在以 TCM 2199 为基础培养液的牛胚

胎体外生产中, 成熟培养液中以添加 10% 的混合

BFF 为宜。

3. 2　颗粒细胞和卵丘细胞对牛 IV F 胚胎发育的影

响

在牛胚胎的体外生产中, 颗粒细胞和卵丘细胞

起着重要作用。这是因为颗粒细胞和卵丘细胞可以

促进卵母细胞分泌谷胱甘肽等物质, 进而促进卵母

细胞核、细胞质成熟, 而卵母细胞的成熟是受精后雄

原核形成和胚胎早期发育所必需的[7～ 9 ]。本研究结

果表明, 在 IVM 和 IV C 微滴中添加GCM 虽然未能

提高 1 级COC s 的卵裂率、6～ 8 细胞发育率和囊胚

率, 但可以明显提高 2、3 级卵母细胞的受精后发育

率, 使卵丘细胞只有 2～ 3 层的 2 级卵母细胞的囊胚

率达到 22. 3% , 使卵丘细胞只有 0～ 1 层的 3 级卵

母细胞的囊胚率达到 10. 6% , 从而有利于充分利用
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优秀种牛有限的卵母细胞, 在生产上很有利用价值。

至于 GCM 未能提高外层卵丘细胞≥4 层的 1 级

COC s 的受精后发育率, 原因可能在于卵母细胞外

层已经有了足以维持其发育的卵丘细胞, 甚至有人

还认为, 过多的加入卵丘细胞会消耗营养, 同时代谢

产物会对胚胎发育产生不良影响[10 ]。因此, 在生产

中对于 1 级COC s 可以不添加 GCM。

3. 3　培养微滴大小对 IV F 胚胎发育的影响

在牛胚胎的体外生产中, 为了清楚地记录后代

的系谱, 需要将源自每头供体牛的卵母细胞分别进

行 IVM , IV F 和 IV C, 通常从每头供体牛两个卵巢

上采得的卵母细胞数约为 20 枚。在实验中发现, 由

于每个微滴中培养的卵母细胞和胚胎数量有限, 较

大的微滴中培养效果较差, 为了提高牛胚胎 IV P 的

效果, 设计了本试验以确定分头培养时适宜的微滴

大小。结果发现, 30 和 50 ΛL 微滴中的培养效果优

于 100 和 200 ΛL 微滴, 但由于 30 ΛL 微滴太小, 更

换培养液时容易将覆盖其上的矿物油混入, 从而增

加操作难度, 因此可以认为, 每个微滴中分头培养

20 枚左右的卵母细胞和胚胎时, 以 50 ΛL 为佳, 即

每枚卵母细胞或早期胚胎 2 ΛL 左右的培养液。

4　结　论

在以 TCM 2199 为基础培养液的牛胚胎 IV P

中, 成熟培养液中可以添加 10% 的混合BFF; 卵母

细胞外面包被的卵丘细胞越少, GCM 对其受精后

发育的促进作用越明显; 分头进行牛胚胎体外生产

时, 培养微滴大小以 50 ΛL 为佳。

[参考文献 ]
[ 1 ]　A oyagi Y, Fuku i Y, Iw azum i Y, et al. Effects of cu ltu re system s on developm ent of in v itro fert ilized bovine ova in to b lastocysts[J ]. T heri2

ogeno logy, 1990, 34: 749- 759.

[ 2 ]　L u K H , Go rdon I, Chen H B, et al. B irth of tw ins after transfer of catt le em bryo s p roduced by in v itro techn iques[J ]. V et Rec, 1988, 122:

539- 540.

[ 3 ]　H azeleger N L , H ill D J , Stubb ing R B, et al. Relationsh ip of mo rpho logy and fo llicu lar flu id environm ent of bovine oocyte to their develop2

m ental po ten tial in v itro[J ]. T heriogeno logy, 1995, 43: 509- 522.

[ 4 ]　禹学礼, 邓　雯, 庞有志, 等. 开放式拉长细管冷冻法对牛卵母细胞体外受精后发育的影响[J ]. 畜牧兽医学报, 2005, 36 (3) : 221- 224.

[ 5 ]　Barnes F L , L ooney C R ,W esthusin M E. Em bryo clon ing in catt le: the curren t state of techno logy [J ]. Em bryo T ransfer N ew sletter,

1991, 6 (6) : 1- 6.

[ 6 ]　L eroy J L M R , V anho lder T , D elanghe J R , et al. M etabo lic changes in fo llicu lar flu id of the dom inan t fo llicle in h igh2yield ing dairy cow s

early po st partum [J ]. T heriogeno logy, 2004, 62: 1131- 1143.

[7 ]　Konish iM , A oyagi Y, T akedom i T , et al. P resence of granu lo sea cells during oocyte m atu ration imp roved in v itro developm ent of IVM 2

IV F bovine oocytes that w ere co llected by u ltrasound2gu ided transvaginal asp iration [J ]. T heriogeno logy, 1996, 45: 574- 581.

[ 8 ]　Ch ian R , N iw a K, Sirard M. Effect of cum ulus cells on m ale p ronuclear fo rm ation and subsequen t early developm ent of bovine oocytes in

v itro[J ]. T heriogeno logy, 1994, 41: 1499- 1508.

[ 9 ]　Sirard M , Parrish J ,W are C, et al. T he cu ltu re of bovine oocytes to ob tain developm entally competen t em bryo s[J ]. B io l Rep rod, 1989, 40:

720- 728.

[ 10 ]　H adj K, A bdelhaq A , A hm ed T. P roduction of drom edary em bryo s by IVM and IV F and co2cu ltu re w ith oviductal o r grnu lo sa cells[J ].

T heriogeno logy, 2004, 62: 1175- 1185.

Effects of cu ltu re system on developm en ta l com petence of

bovine oocytes fo llow ing m atu ra t ion, fert iliza t ion

and cu ltu re in v itro
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Abstract: Experim en ts w ere conducted to study the effects of bovine fo llicu lar f lu id (BFF) concen tra2
t ion, granu lo se cell mono layer (GCM ) and m edium drop size on developm en ta l competence of bovine
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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
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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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