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　　摘要：分析山羊卵泡数量对卵母细胞体外成熟的影响，根据卵泡数量将卵巢分为３组，探讨卵泡多少对卵母细胞
体外成熟的影响。卵泡数目大于１４个的设为Ⅰ组，卵泡数目介于８～１４个之间的设为Ⅱ组，卵泡数目在１～７个之间
的设为Ⅲ组。３组卵巢来源的卵母细胞体外成熟率分别为６１．６８％、７０．２６％、６３．０９％；Ⅱ组的卵母细胞体外成熟率显
著高于其他２组。３组之间孤雌激活胚、克隆胚的卵裂率和囊胚发育率无显著差异。来源于卵泡数介于８～１４个卵
巢的卵母细胞体外成熟率最高，卵巢卵泡数量仅影响卵母细胞的体外成熟率，对发育能力无影响。
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　　卵母细胞体外成熟是在体外人工设定的条件下，初级卵
母细胞经过一系列的生长发育最终形成具有受精能力的ＭⅡ
期成熟卵母细胞的过程。卵母细胞体外成熟可充分利用卵巢

丰富的卵母细胞资源用于体外受精、体细胞克隆、转基因动物

研究以及发育生物学机理等研究，是现代胚胎生物学研究的

重要基础。通过超数排卵等方法获取成熟卵母细胞的成本较

高，且资源有限，远远满足不了当前科研、生产的需求。目前

主要的解决手段是采集屠宰场卵巢，获取大量未成熟的卵母

细胞，通过体外培养成熟，进而应用于科研、生产。山羊卵母

细胞体外成熟影响因素较多，主要包括运输温度、卵丘颗粒细

胞、卵泡直径、激素、小分子化合物、培养时间等。屈雷等［１］、

孙新明等［２］研究认为，卵巢运输温度在２５℃左右时，卵母细
胞成熟率显著高于运输温度接近３７℃时的成熟率。刘海军
等研究表明，卵丘颗粒细胞对卵母细胞体外成熟具有显著影

响，卵丘颗粒细胞层数在３层以上的卵母细胞成熟率最好［３］。

叶华虎等发现，直径小于１．５ｍｍ卵泡内的卵母细胞仅有个
别能完成成熟和卵裂，大于１．５ｍｍ卵泡内的卵母细胞具有
核成熟能力，直径大于２．５ｍｍ卵泡内的卵母细胞能较好地
支持胚胎继续发育［４］。Ｋｏｒｄａｎ等研究表明，促卵泡素和促黄
体素联合应用能明显提高山羊卵母细胞成熟率和受精后胚胎

的发育率［５］。王艾平等研究表明，表皮生长因子对卵母细胞

的体外成熟和卵裂发育具有明显的促进作用［６］。王超等发

现，培养２４ｈ或２６ｈ的卵母细胞体外成熟率最好［７］。许杰等

研究表明，繁殖季节卵母细胞的成熟率明显高于非繁殖季

节［８］。屠宰场采集的山羊卵巢上卵泡数量差异较大，这可能

与山羊年龄、生理状态、营养水平等因素有关。卵泡数量是否

影响卵母细胞的体外成熟以及后期的胚胎发育尚不清楚，也

未见相关研究报道。本试验分析了不同卵泡数量卵巢来源的

卵母细胞体外成熟情况、孤雌激活胚发育能力以及克隆胚发

育能力，探讨卵泡数量对山羊卵母细胞体外成熟的影响，旨在

为山羊体细胞克隆、转基因山羊及其他胚胎工程研究提供

参考。

１　材料与方法

１．１　试剂
　　本试验所用试剂如无特殊说明均购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　卵巢分组　自当地屠宰场采集山羊卵巢，立即放入无
菌的生理盐水（含青霉素、硫酸链霉素各１００ＩＵ／ｍＬ）中，３ｈ
内运至实验室，卵巢到达实验室时的温度为２３～２８℃。将卵
巢用２８℃灭菌生理盐水（含硫酸庆大霉素１００ＩＵ／ｍＬ）反复
冲洗３次，剪去输卵管等附属组织，再用生理盐水反复清洗干
净，计算卵巢表面卵泡数量，共统计１００个卵巢，确定卵泡数
量的最大值、最小值，对最大值与最小值的差值进行等分，最

终确定卵泡数量大于１４个的卵巢为Ⅰ组，介于８～１４个之间
的为Ⅱ组，介于１～７个之间的为Ⅲ组。
１．２．２　卵母细胞的体外成熟培养　将分组的卵巢置于加有
捡卵液的平皿中，用手术刀片切割２～６ｍｍ卵泡，使得卵母
细胞随卵泡液进入捡卵液，最后在体视显微镜下收集卵丘卵

母细胞复合体（ｃｕｍｕｌｕｓｏｏｃｙｔｅｓｃｏｍｐｌｅｘｓ，ＣＯＣｓ）。捡卵液为
ＴＣＭ１９９（ＧＩＢＣＯ）培养液。将挑选的 ＣＯＣｓ用３７℃预热２ｈ
的卵母细胞体外成熟液洗３次，转移到含２ｍＬ成熟培养液的
培养皿中，在３８．５℃、５％（体积分数）ＣＯ２、最大饱和湿度中
培养２３ｈ。卵母细胞体外基础成熟液：ＴＣＭ１９９培养液添加
０．２２ｍｇ／Ｌ丙酮酸钠、１０μｇ／ｍＬＦＳＨ（宁波第二激素厂）、
２０μｇ／ｍＬＬＨ（宁波第二激素厂）、１μｇ／ｍＬ１７β－Ｅ２、２０％胎
牛血清（ＧＩＢＣＯ），同时添加１％（体积分数）的转铁蛋白 －胰
岛素－亚硒酸钠（ＩＴＳ）、１０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ。
１．２．３　卵母细胞体外成熟率的统计　卵母细胞成熟培养后，
将ＣＯＣｓ移入３ｇ／Ｌ透明质酸酶溶液中，用移液枪反复吹打卵
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母细胞，去除外周颗粒细胞，用操作液洗 ３次，操作液为
ＴＣＭ１９９添加２０％的胎牛血清，最后于显微镜下挑选具有第１
极体的卵母细胞，具有极体的细胞与培养细胞的比值即为成

熟率。

１．２．４　手工克隆胚的构建　山羊手工克隆胚的构建参照于
鸿浩等的方法［９－１０］进行。利用链酶蛋白酶去除卵母细胞透

明带，将其转入操作液中恢复１５ｍｉｎ以上，然后将其转移至
含有细胞松驰素Ｂ的操作液中进行手工去核，去核时利用胚
胎切割刀切除靠近极体部位三分之一左右的卵母细胞胞质。

收集无核的卵母细胞胞质作为受体，４０ｄＰ４～Ｐ６代陕北白绒
山羊胎儿成纤维细胞为供核细胞。分别转移受体细胞、供体

细胞至植物血凝素溶液中，形成２个受体细胞夹杂１个供体
细胞的复合体。细胞复合体经电融合后形成克隆胚，再用

ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ、６－ＤＭＡＰ联合激活。
１．２．５　克隆胚的培养　将激活的克隆胚胎移入 Ｇ１胚胎培
养液（上海内湖国际贸易有限公司）中进行体外培养。４８ｈ
后检查卵裂情况，将形态良好的分裂卵移入 Ｇ２培养液（上海

内湖国际贸易有限公司）中，继续培养至第６天，检查胚胎发
育情况。克隆胚培养条件为３８．５℃、５％（体积分数）ＣＯ２、最
大饱和湿度。

１．２．６　成熟卵母细胞孤雌激活　将挑选的成熟卵母细胞转
移到含５μｍｏｌ／Ｌｉｏｎｏｍｙｃｉｎ的ＴＣＭ１９９培养液中激活５ｍｉｎ，
用操作液洗３次，最后转移到２．５ｍｍｏｌ／Ｌ６－甲基氨基嘌呤
培养液中，在３８．５℃、５％ＣＯ２、最大饱和湿度的培养箱中作
用４ｈ，按照克隆胚培养方法进行培养。
１．３　数据处理
　　采用ＳＰＳＳ统计软件进行单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　不同卵巢来源的卵母细胞体外成熟率
　　Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组卵巢来源的卵母细胞体外成熟率分别为
６１６８％、７０．２６％、６３．０９％。Ⅱ组卵母细胞体外成熟率显著
高于Ⅰ组、Ⅲ组。Ⅰ组、Ⅲ组之间成熟率无显著差异（表１）。

表１　不同卵巢来源的卵母细胞体外成熟率

组别
成熟率 （％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均

Ⅰ ６１．９０ ５８．５６ ６５．２２ ６６．２３ ５６．４７ ６１．６８±４．１９ａ
Ⅱ ６５．０４ ６６．６７ ７０．２３ ７４．８０ ７４．５３ ７０．２６±４．４４ｂ
Ⅲ ５８．４６ ６３．０６ ６１．７３ ６４．８６ ６７．３１ ６３．０９±３．３２ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著。下表同。

２．２　不同卵巢来源的卵母细胞孤雌激活卵裂率
　　对具有第一极体的成熟卵母细胞进行孤雌激活，孤雌激
活胚经过体外培养４８ｈ后观察卵裂情况。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组孤雌

激活胚的卵裂率分别为７６．００％、７４．００％、７９．３３％。３组之
间差异不显著（表２）。

表２　不同卵巢来源的卵母细胞孤雌激活卵裂率

组别
卵裂率 （％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均

Ⅰ ８３．３３ ７０．００ ８６．６７ ６６．６７ ７３．３３ ７６．００±８．６３ａ
Ⅱ ７０．００ ６３．３３ ８０．００ ８３．３３ ７３．３３ ７４．００±７．９６ａ
Ⅲ ７３．３３ ８０．００ ８３．３３ ７６．６７ ８３．３３ ７９．３３±４．３５ａ

２．３　不同卵巢来源的卵母细胞孤雌激活囊胚率
　　孤雌激活培养至第６天观察囊胚发育情况。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组

孤雌激活囊胚发育率分别为２０．８９％、１８．１９％、２１．６０％。３
组之间差异不显著（表３）。

表３　不同卵巢来源的卵母细胞孤雌激活囊胚率

组别
囊胚率 （％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均

Ⅰ １６．００ ２３．８１ ２６．９２ １５．００ ２２．７３ ２０．８９±５．１７ａ
Ⅱ １９．０４ ２１．０５ １６．６７ １６．００ １８．１８ １８．１９±２．００ａ
Ⅲ ２１．４３ ２０．８３ ２４．００ ２１．７４ ２０．００ ２１．６０±１．５０ａ

２．４　克隆胚卵裂率
　　不同卵巢来源的成熟卵母细胞经手工克隆技术制备成体

细胞克隆胚，克隆胚培养 ４８ｈ，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组卵裂率分别为
７３．３７％、７２．５３％、７３．５６％。３组之间差异不显著（表４）。

表４　不同卵巢来源的卵母细胞克隆胚卵裂率

组别
卵裂率 （％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均

Ⅰ ７５ ７２．７３ ７０．２７ ６５ ８３．８７ ７３．３７±６．９４ａ
Ⅱ ６６．６７ ７０．２７ ７３．６８ ７８．１３ ７３．９１ ７２．５３±４．３０ａ
Ⅲ ６７．７４ ８１．５８ ７８．１３ ７０ ７０．３７ ７３．５６±５．９５ａ
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２．５　克隆胚囊胚发育率
　　克隆胚培养至第６天观察发育情况，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组克隆胚

囊胚发育率分别为１２．８２％、１２．０６％、１０．８８％，３组之间差异
不显著（表５）。

表５　不同卵巢来源的卵母细胞克隆胚囊胚发育率

组别
囊胚率 （％）

重复１ 重复２ 重复３ 重复４ 重复５ 平均

Ⅰ １０．３１ １５．６７ ９．２５ ６．０８ １６．８４ １２．８２±２．５５ａ
Ⅱ １８．３１ １３．６０ ８．３７ １５．７６ １１．００ １２．０６±４．２９ａ
Ⅲ １５．６０ ９．１１ １６．３７ ８．１３ １２．２２ １０．８８±２．７５ａ

３　结论与讨论

　　哺乳动物卵母细胞成熟过程非常复杂，主要包括卵母细
胞核成熟、胞质成熟。卵母细胞核成熟过程主要表现为生发

泡破裂、ＭⅠ期赤道板的形成、同源染色体分离、ＭⅡ期纺锤
体形成、第一极体排出、受精之后第二极体的排出。卵母细胞

体外成熟过程中，生发泡破裂代表卵母细胞减数分裂启动，第

一极体排出标志着卵母细胞体外成熟，可以受精。与核成熟

相比，胞质成熟更为复杂，包括卵母细胞内部各细胞器形态改

变和功能建立以及供减数分裂与早期胚胎发育相关的ｍＲＮＡ
转录、翻译与修饰，卵母细胞只有核与胞质都充分成熟时才能

成功受精，支持胚胎发育［１１］。本研究以排出的第一极体为标

准判断卵母细胞核是否成熟，结果表明，不同卵巢来源的卵母

细胞核体外成熟明显不同，来源于Ⅱ组卵巢的卵母细胞体外
成熟培养后第一极体排出率显著高于其他来源的卵母细胞；

以孤雌激活胚和体细胞克隆胚的卵裂率、囊胚发育率判断不

同卵巢来源的卵母细胞胞质成熟情况，结果表明，不同来源的

体外成熟卵母细胞支持孤雌激活胚、体细胞克隆胚发育的能

力是相同的。可见，山羊卵泡数量仅影响卵母细胞的核成熟

率。卵母细胞成熟发育过程中，激活细胞核功能非常重

要［１２］。从单层扁平颗粒细胞包围的卵母细胞到早期有腔卵

泡阶段的卵母细胞，其核仁是由染色质丝缠绕而形成的网状

结构，随着ｒＲＮＡ合成的增加，核仁由 ＲＮＡ合成场所转变为
ＲＮＡ贮存场所［１３］。此外，核孔越来越明显，密度增加，核周

隙越来越难以分辨。电镜结果显示，生发泡期卵母细胞的核

仁由颗粒性纤维成分、空泡及纤维中心组成，染色质高度疏

松，有明显的核膜、核仁，核仁正在致密化或已发生致密化。

只有核仁完全致密化，核仁周围有染色质相伴分布，卵母细胞

才获得恢复减数分裂的能力［１３－１４］。卵母细胞成熟培养开始

后不久，核膜先是有轻微打折，核膜孔消失；与核膜分解行为

同步，染色体扩散，显著凝集在核膜内缘；然后发生核膜破裂，

直至完全解散，加入内质网池，核内物质与核质混合，此过程

即为生发泡破裂［１５］。卵母细胞发生生发泡破裂，完成第１次
减数分裂后，形成次级卵母细胞进行至第２次减数分裂中期
（ＭⅡ期），并排出第一极体。因此深入研究挖掘卵泡数量对
核成熟的影响机制应以细胞核形态、功能变化为切入点。卵

巢卵泡数量差异形成可能与动物个体年龄、生理状态、营养水

平有关，但由于屠宰场屠宰的动物来源较多、年龄和生理状态

等不确定性导致探寻卵巢卵泡数量差异成因较为困难。本研

究结果表明，山羊卵巢卵泡数量对山羊卵母细胞体外成熟率

具有影响，卵泡数量为８～１４个时卵巢来源卵母细胞体外成
熟率最高。建议山羊体细胞克隆、转基因动物制备、体外受精

等胚胎工程研究选择收集此类卵巢中的卵母细胞作为试验

材料。
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