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　　摘要：为了探索天府黑兔卵巢中不同发育阶段卵泡的组织定量结构，采用连续石蜡切片技术，对４只天府黑兔母
兔的卵巢进行组织切片，在光学显微镜下观察，并利用组织形态测量软件测量不同发育阶段卵泡的直径、卵母细胞的

直径和透明带厚度。结果表明：原始卵泡的直径为（４０．２３±０．２７）μｍ，其卵母细胞的直径为（２３．８６±２．２３）μｍ；初级
卵泡的直径为（５６．２６±６．７２）μｍ，其卵母细胞直径为（３１．０３±１．３３）μｍ；次级卵泡的直径为（１８１３２±１７．１２）μｍ，
其卵母细胞直径为（８１．３５±３．１４）μｍ；三级卵泡的直径为（７５０．６９±３２．６９）μｍ，其卵母细胞直径为（１０６．２１±
４．３４）μｍ。卵泡直径（ｘ）和卵母细胞直径（ｙ）在发育过程中的回归关系是ｙ＝２．２９７ｘ０．６４３（ｒ２＝０．８８）。
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　　随着现代繁殖技术的发展，一些先进的繁殖技术，如人工
授精技术［１］、同期发情技术［２］、兔卵母细胞体外受精［３－４］及其

胚胎移植技术［５］等逐步应用于兔的繁殖过程，使其能够进行

快速改良以提高生产性能，极大推动了养兔业的发展。为了

进一步发展兔的繁殖生物技术，有必要对兔卵巢中卵泡的生

长发育和卵母细胞发育进行组织学研究，探讨兔卵泡发育和

闭锁规律，为最大限度地利用兔卵巢上卵泡的潜能奠定基础。

目前，正常生理条件下兔卵巢组织学定量研究较少，虞斌

等用组织学方法对兔卵巢组织移植后进行了研究［６］；毛冠平

等研究了孕马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）对兔进行超数排卵处
理后的卵巢组织学结构［７］；张金友等在研究兔超数排卵效果

时，也对各种不同剂量单位 ＰＭＳＧ、人绒毛膜促性腺激素
（ｈＣＧ）处理的兔卵巢进行了组织学研究［８］；常兰等对高原兔

的卵巢进行了组织结构观察［９］。

天府黑兔是四川农业大学历时十余年培育的中型肉兔新

品种。该兔全身毛色乌黑发亮、头短粗、眼黑色、耳直立、体躯

宽深、后躯发达；成年体质量４～５ｋｇ，窝产仔数８～１２只，生
长速度快，适应性强。自然生理状态下，天府黑兔卵巢卵泡发

育方面的组织学研究尚未见报道。本研究通过组织切片与组

织定量分析技术对其卵巢中卵泡和卵母细胞发育进行组织学

测量，并分析卵泡发育和卵母细胞形态之间的关系，这对天府

黑兔卵巢组织定量的深入研究以及充分利用其卵巢上卵母细

胞的相关繁殖生物技术的应用具有理论和实践意义。

１　材料与方法

１．１　材料
４～５月龄天府黑兔４只，取自四川农业大学教学科研兔

场，采用单笼饲养、自由饮水、自然光照。

１．２　卵巢收集

兔麻醉后颈动脉放血处死，剖开腹腔取出卵巢，用０．９％
生理盐水冲洗后放入１０％中性福尔马林溶液中固定４８ｈ，将
卵巢皮质修剪成 １５ｍｍ×１５ｍｍ×５ｍｍ的薄块后，再次在
１０％中性福尔马林溶液中固定４８～７２ｈ。
１．３　石蜡切片的制作

卵巢在１０％中性福尔马林溶液中固定后，用全自动组织
脱水机（Ｌｅｃｉａ，ＴＰ－８，Ｇｅｒｍａｎ）在乙醇梯度溶液（７０％、８０％、
９０％、９５％、９９％、１００％）中脱水，透蜡，石蜡包埋后用切片机
（ＬｅｃｉａＲＭ２３５，Ｇｅｒｍａｎ）进行连续切片，切片厚度６μｍ［１０］，然
后经展片、脱蜡后，进行 ＨＥ染色、脱水，二甲苯透明，树脂
（Ｃ７９０１，Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）封片。
１．４　卵泡的分类

根据Ｈａｆｅｓ［１１］对卵泡分类标准，将卵泡依直径大小、透明
带的形成、卵泡腔的出现分为原始卵泡、初级卵泡、次级卵泡、

三级卵泡和成熟卵泡。成熟卵泡通常发生排卵，在卵巢组织

切片中呈空泡状。

１．５　组织切片观察与测定
切到卵母细胞核的切片称为中纬切片。用显微镜

（Ｎｉｋｏｎ，９０ｉ，Ｊａｐａｎ）获取图像，用ＡＣＴ－２Ｕ生物图像分析软件
（ＮｉｋｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙＩｍａｇｉｎｇＩｎｃ．，Ｊａｐａｎ）测量中纬切片上的卵
泡、卵母细胞直径和透明带厚度。

１．６　统计分析
测量的数据以“平均值±标准差”表示，并用 ＳＡＳ８．１ｅ统

计分析软件采用Ｐｅａｒｓｏｎ分析卵泡直径、卵母细胞直径和透明
带厚度之间的相关性，建立卵泡直径与卵母细胞直径、透明带

厚度之间的回归关系。

２　结果与分析

２．１　卵巢的组织学结构
兔的卵巢组织结构包括生殖上皮、白膜（Ａｌ）、皮质（Ｃｏ）

和髓质（Ｍｅ）。卵巢表面被覆扁平或立方的生殖上皮细胞，生
殖上皮下为致密的结缔组织构成的白膜（图１－Ａ）。皮质部
在卵巢的外周，染色较深，含有不同发育阶段的卵泡、闭锁卵

泡、基质和血管。皮质中原始卵泡（ＰｒＦ）、初级卵泡（ＰＦ）分布
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于皮质浅层。原始卵泡分布于皮质的外周，单个或三五成群

聚集存在，数量较多。初级卵泡分布于皮质的外围，单个散在

或２～３个集中分布，数量较多；次级卵泡（ＳＦ）多分布于皮质
深层，数量少；三级卵泡突出于皮质表层，数量极少。髓质位

于皮质深层，髓质含较多的弹性纤维，其中有许多较大的血

管、淋巴管及神经（图１－Ｂ）。
２．２　卵泡形态特征

原始卵泡呈圆形或卵圆形，由１个大而圆的卵母细胞和
外包的１层扁平卵泡细胞构成，分布在卵母细胞周围。卵母
细胞呈球形，ＨＥ染色胞质呈粉红色，胞核大而圆，位于卵母
细胞中央，核仁明显（图１－Ｃ）。初级卵泡的体积比原始卵泡
大，卵泡细胞发育为柱状或立方状细胞，并增至多层；当卵母

细胞被２～３层立方卵母细胞包围时，卵泡细胞和卵母细胞之

间出现薄层透明带，ＨＥ染色呈淡红色（图１－Ｄ）；初级卵泡
因卵泡细胞的层数变化较大以及卵母细胞的增长，其直径大

小差异较大。次级卵泡卵母细胞增大，颗粒细胞层数增多，透

明带增厚，卵泡膜增厚且内外层清晰；当颗粒细胞增至４～５
层时，颗粒细胞排列疏松，靠近卵母细胞的颗粒细胞紧密地包

围着卵母细胞，卵母细胞与颗粒细胞间形成完整的透明带，同

时颗粒细胞间出现大小不等的卵泡腔，卵泡腔里充满卵泡液

（图１－Ｅ）。三级卵泡的卵母细胞进一步增大，随着卵泡腔的
融合增大和卵泡液的增多，卵泡的直径急剧增大，卵母细胞位

于卵泡的一侧，与周围紧密排列的颗粒细胞一起形成卵丘，靠

近透明带的颗粒细胞形成典型的放射冠结构，卵泡膜分化为

内外２层（图１－Ｆ）。试验中未观察到完整结构的成熟卵泡，
只见排卵后的巨大卵泡腔，泡腔直径在１０００μｍ以上。

２．３　卵泡直径、卵母细胞直径和透明带厚度
不同发育阶段卵泡直径、卵母细胞直径、透明带厚度见表

１。卵泡发育过程中，卵泡直径（原始卵泡２８．９７～５５．２６μｍ，
初级卵泡 ４５．６９～８７．５６μｍ）、卵母细胞直径（原始卵泡

１５２３～３７．１６μｍ，初级卵泡２５．１７～４９．０８μｍ）、透明带厚度
（次级卵泡３．０７～６．１６μｍ，三级卵泡５．２９～９．１３μｍ）在卵
泡生长发育过程中都有明显的重叠，这说明卵泡的生长发育

是一个动态的连续过程。

表１　天府黑兔的卵泡直径、卵母细胞直径和透明带厚度

种类
测定数

（ｎ）
卵泡直径

（μｍ）
卵母细胞直径

（μｍ）
透明带厚度

（μｍ）

原始卵泡（ＰｒＦ） ２５２ ４０．２３±１．２７（２８．９７～５５．２６） ２３．８６±２．２３（１５．２３～３７．１６） —

初级卵泡（ＰＦ） １５８ ５６．２６±６．７２（４５．６９～８７．５６） ３１．０３±１．３３（２５．１７～４９．０８） —

次级卵泡（ＳＦ） １０６ １８１．３２±１７．１２（１０７．５７～５０８．２３） ８１．３５±３．１４（３２．２３～１１０．０９） ３．５８±０．１３（３．０７～６．１６）
三级卵泡（ＴＦ） ２９ ７５０．６９±３２．６９（７０５．２８．０４～８９１．０９） １０６．２１±４．３４（９８．１３～１５５．３２） ７．４９±０．４７（５．２９～９．１３）

２．４　卵母细胞直径与卵泡直径、透明带厚度的相关性
卵母细胞直径、卵泡直径与透明带厚度的Ｐｅａｒｓｏｎ相关分

析见表２。在卵泡发育过程中卵泡直径和卵母细胞直径呈极

显著正相关（ｒ＝０．７８６０，Ｐ＜０．０１），原始卵泡阶段 ｒ＝０．５２６８
（Ｐ＜０．０１），初级卵泡阶段 ｒ＝０．７９４４（Ｐ＜０．０１），次级卵泡
阶段ｒ＝０．５６６１（Ｐ＜０．０１），三级卵泡阶段 ｒ＝０．８４５４（Ｐ＜
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００１）。透明带厚度与卵母细胞直径也呈极显著正相关（ｒ＝
０．４６３５，Ｐ＜０．０１），次级卵泡阶段 ｒ＝０．３２３１（Ｐ＜０．０１）；三
级卵泡阶段ｒ＝０．５６３５（Ｐ＜０．０１）。

表２　卵泡直径、卵母细胞直径以及透明带厚度之间的相关系数

种类

相关系数

卵泡直径与卵母

细胞直径

卵母细胞直径

与透明带厚度

全部时期 ０．７８６０ ０．４６３５

原始卵泡 ０．５２６８ —

初级卵泡 ０．７９４４ —

次级卵泡 ０．５６６１ ０．３２３１

三级卵泡 ０．８４５４ ０．５６３５

　　注：表示相关极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．５　卵泡直径与卵母细胞直径、透明带厚度的回归关系
卵泡直径和透明带厚度的回归关系可以用直线回归方程

ｙ＝０．００６８ｘ＋２．６８８２（ｒ２＝０．８０８８）拟合（图２－Ａ）。随着卵
泡的生长增大，透明带也在生长增厚，最后稳定在８～１０μｍ。
卵泡直径和卵母细胞直径的回归关系方程是ｙ＝２．２９６５ｘ０．６４２９

（ｒ２＝０．８８４０）（图２－Ｂ），卵泡直径生长到４００～５００μｍ时，
卵母细胞的生长速度变慢，卵母细胞直径稳定在 １６０～
１８０μｍ。

３　讨论与结论

３．１　兔卵泡发育的组织学特征
兔的原始卵泡是由１个初级卵母细胞和单层扁平的卵泡

细胞组成，在原始卵泡和初级卵泡中没有观察看到２个或２
个以上卵母细胞的现象，这与猪等多胎家畜和大熊猫［１２］、双

峰驼［１３］、羊驼［１４］有很大的差异，而与白唇鹿、东北梅花鹿［１５］

相似。在大熊猫、双峰驼中能看到１个卵泡中有多个初级卵

母细胞的现象，在对羊驼卵巢卵泡系统进行研究时，观察到１
个卵泡中有４个卵母细胞的现象。单卵泡多卵母细胞的现象
可能存在种属特异性。

３．２　透明带的形成
透明带是由卵母细胞及颗粒细胞共同分泌某些物质形成

的，其主要成分是黏多糖。兔的透明带是在卵母细胞外包围

２～３层卵泡细胞的初级卵泡中开始出现，出现时间较早，这
与牦牛［１６］、水牛［１７］相似，与川金丝猴［１８］、大熊猫［１２］、小熊

猫［１９］、东北梅花鹿［１５］等不同（表３）。兔透明带出现的时期
晚于川金丝猴、大熊猫、小熊猫，早于东北梅花鹿，因此，透明

带出现早晚有种属特异性。

表３　部分动物透明带形成时期

动物 透明带形成时期

兔 卵母细胞外包有２～３层卵泡细胞的初级卵泡形成透明带
川金丝猴 卵母细胞外包有１层矮柱状卵泡细胞时出现透明带［１８］

大熊猫 卵母细胞外包有１层矮柱状卵泡细胞时出现透明带［１２］

小熊猫 卵母细胞外包有１层矮柱状卵泡细胞时出现透明带［１９］

东北梅花鹿 卵母细胞外包有３～４层卵母细胞时出现透明带［１５］

牦牛 卵母细胞外包有２～３层卵泡细胞时出现透明带［１６］

水牛 卵母细胞外包有２～３层卵泡细胞时出现透明带［１７］

３．３　卵母细胞发育和卵泡生长的关系
在卵泡发育过程中，卵泡直径与卵母细胞直径之间呈显

著相关，其研究结果与高立云等在牛卵泡发育中的研究结果

类似［２０］，表明在活体或收集的卵巢采卵过程中，可以通过卵

泡直径来获得发育形态正常的卵母细胞。卵泡生长（ｘ）与卵
母细胞（ｙ）的生长呈幂指数关系，可用方程 ｙ＝２．２９６５ｘ０．６４２９

（ｒ２＝０．８８４０）表示，这个结果与Ｌｉｎｔｅｒｎ－Ｍｏｏｒｅ等［２１］所得到

的卵泡生长（ｘ）与卵母细胞（ｙ）的生长呈直线关系（ｙ＝ａ＋
ｂｘ）和Ｋａｕｒ等［２２］所得到的卵泡生长（ｘ）与卵母细胞（ｙ）的生
长呈对数关系（ｌｇｙ＝ａ＋ｂｌｇｘ）不同，这说明卵泡生长与卵母
细胞的生长的回归关系有着种属特异性。
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不同剂量女贞、银杏叶提取物对苏北草鸡生产性能的影响

陆艳凤１，周明夏１，孙国波１，２

（１．江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００；２．国家级水禽基因库，江苏泰州 ２２５３００）

　　摘要：在基础日粮中添加不同比例（０．８％、１．０％、１．２％）女贞、银杏叶提取物，研究不同添加比例对苏北草鸡性
能的影响。添加１％银杏叶提取物能显著提高鸡后期增重和饲料转化率，显著降低鸡腹脂率；屠宰率随着银杏叶提取
物添加水平的增加有提高的趋势；添加１．２％ 银杏叶提取物能显著提高鸡全净膛率和血清球蛋白含量。添加１．０％、
１．２％女贞提取物的试验组日增质量和料肉比显著好于对照组；所有组间屠宰率差异不显著，而试验组全净膛率、腹脂
率与对照组差异显著（除添加０．８％女贞提取物试验组的全净膛率外）。添加不同浓度银杏叶提取物试验组的 ＧＯＴ、
ＧＰＴ含量在正常值范围内，说明银杏叶提取物的添加浓度与ＧＯＴ、ＧＰＴ不相关，ＧＬＢ含量随银杏叶提取物添加浓度的
增加而升高。添加１．０％、１．２％女贞提取物试验组的ＧＬＢ、ＩｇＧ与对照组差异显著，且添加１．０％女贞提取物试验组整
体的血液生化指标较其他３个组好。说明本试验中添加１．０％女贞、１．２％银杏叶对苏北草鸡的生长与保健具有较好
的养殖功效。
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　　女贞、银杏叶具有良好的药用价值，现已广泛用于食品加
工、医疗卫生等领域，其有效成分主要为黄酮类、萜类化合物

（萜内酯）、聚戊烯醇等。经研究发现，女贞、银杏叶提取物对

中枢神经系统、脑循环及血脑屏障、心血管系统以及免疫器官

等作用明显，具有抗血小板活化因子、抑制血小板凝集、降低血

脂、提高机体免疫功能等多种功效。为了探讨银杏叶对草鸡生

长发育的影响，改善饲料成分结构，提升饲料营养与保健功效，

本试验拟在已有研究的基础上，有针对性地研究女贞、银杏叶

提取物对苏北草鸡生长、屠宰以及血清生化指标等的影响，旨

在将女贞、银杏叶应用为绿色饲料添加剂提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

女贞、银杏叶提取物购自陕西西安飞达生物技术有限公

司。以由江苏省家禽科学研究所保存的品种苏北草鸡为研究

对象。

１．２　试验设计
本试验选用３３６羽苏北草鸡，随机分为７组，即对照组、

Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３，其中对照组添加基础日粮，其余试验
组分别是在基础日粮中添加０．８％ 银杏叶、１．０％ 银杏叶、
１２％ 银杏叶、０．８％ 女贞、１．０％ 女贞、１．２％女贞，每组设８
个重复，每个重复６羽，试验期为４２ｄ，并分为前期（０～２１日
龄）和后期（２２～４２日龄）２个阶段。
１．３　饲养管理

本试验中有关苏北草鸡的饲养管理参照苏北草鸡及其他

草鸡的相关饲养要求。７日龄时，采用饮水方法接种新城疫、
传染性支气管炎二联活疫苗（Ｌａｓｔｏａ＋Ｈ１２０株），剂量为
８ｍＬ／羽；１４日龄时，饮水接种中毒株法氏囊炎疫苗，剂量为
１０ｍＬ／羽；２１日龄时，胸肌注射新城疫疫苗（Ｌａｓｔｏａ），剂量为
１２ｍＬ／羽。
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