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　　摘要：为了提高奶牛体外受精效果，研究了体外成熟卵母细胞在ＩＶＦ－１００、ＢＯ、ＴＡＬＰ３种体外受精液中的受精效
果，同时比较了裸卵（ＮＯｓ）与卵丘卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ）对受精效果的影响。结果显示，体外成熟卵母细胞在受精
液ＩＶＦ－１００中的卵裂率显著高于 ＢＯ液（Ｐ＜０．０５），而 ＴＡＬＰ液中的卵裂率与 ＩＶＦ－１００和 ＢＯ液的差异都不显著
（Ｐ＞０．０５）；裸卵（ＮＯｓ）的卵裂率低于卵丘卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ），但差异不显著（Ｐ＞０．０５）；ＮＯｓ的囊胚率极显著
低于ＣＯＣｓ（Ｐ＜０．０１）。不同受精液及有无卵丘细胞对卵母细胞的体外受精效果有明显的影响。
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　　随着配子与胚胎生物技术的研究与应用，对胚胎的需求
量越来越大。超数排卵和胚胎移植的合理化应用虽能成倍提

高优良母畜的繁殖率，但所获得的胚胎数量有限。为了解决

这个问题，近年来国内外对奶牛卵母细胞体外受精技术进行

了大量的研究。保国俊等通过体外受精技术提供了更多数

量、更低成本的胚胎［１－２］，ＩＶＦ技术是对品种优良的公畜、母
畜发挥出超常繁殖能力的一种应用。

由于体外受精技术操作环节十分复杂，影响结果因素较

多，且卵母细胞在体外的生长繁殖对生存环境要求特别高，易

导致试验体系不够稳定，从而对试验结果的准确性造成很大

影响［３－４］。本研究通过对比３种受精液对卵母细胞体外受精
效果的研究，以其为基础来研制出更好的受精液，进而加快我

国奶牛业的发展，提高经济效益。裸卵和卵丘卵母细胞体外

受精后，都可以发育到囊胚阶段，但裸卵的囊胚率显著低于卵

丘卵母细胞的囊胚率。通过对比２种卵母细胞的囊胚率，对
体外受精时卵母细胞的筛选起着重要作用。本试验就不同受

精液、不同形态的卵子对奶牛成熟卵母细胞体外受精能力的

影响进行了研究，皆在为优化奶牛体外受精提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　卵巢的采集与保存　本试验所用奶牛卵巢来自河南
省郑州市郊个体屠宰场。屠宰后立即采集卵巢并除去多余的

脂肪组织，然后用加有双抗的生理盐水冲洗５～６次，保存在
装有３７℃左右、加有双抗的灭菌生理盐水中，于２～３ｈ内带
回实验室。

１．１．２　主要试剂　胎牛血清（ＦＢＳ）（Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｐ４０－４７５００）；
肝素钠（Ｓｉｇｍａ，Ｈ３１４９－２５ＫＵ）；石蜡油（Ｓｉｇｍａ）；ＴＣＭ－１９９

（Ｇｉｂｃｏ）；ＮａＣｌ（Ｓｉｇｍａ，Ｓ－５８８６）；ＫＣｌ（Ｓｉｇｍａ，Ｐ－５４０５）；
ＮａＨ２ＣＯ３（Ｓｉｇｍａ，Ｓ－５７６１）；ＮａＨ２ＰＯ４（Ｓｉｇｍａ，ＲＤＤ００７）；
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ（Ｓｉｇｍａ，Ｃ－５０８０）。
１．２　试验方法

抽吸法：用无菌纱布将卵巢表面擦干，抽吸法吸取直径

２～８ｍｍ的卵泡，抽吸液注入培养皿中，挑选裸卵、半裸卵及
具有３层及其以上卵丘的卵丘 －卵母细胞复合体（ｃｕｍｕｌｕｓ
ｏｏｃｙｔｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ）用于试验。
１．３　卵母细胞分级标准

根据包被卵母细胞的卵丘细胞完整性、卵丘细胞层数以

及卵母细胞的胞质均匀性将卵母细胞分为４级：Ａ级，卵丘细
胞３层以上，胞质均匀；Ｂ级，１～２层卵丘细胞，胞质均匀；Ｃ
级，裸卵，卵丘细胞不完整；Ｄ级是死亡或退化的卵母细胞。
Ａ、Ｂ级卵母细胞为可用卵母细胞。
１．４　卵母细胞体外成熟培养

将收集的卵母细胞用成熟液洗３遍，然后每４０～６０个移
入平衡至少２ｈ的１ｍＬ成熟液中（四孔板），于５％ＣＯ２、９５％
空气、３８．５℃、饱和湿度的 ＣＯ２培养箱中培养２３～２４ｈ。若
卵丘细胞共培养则用微滴法（１００μＬ），以排出第一极体为卵
母细胞成熟的标志［５］。

１．５　卵母细胞的体外受精
受精液为ＩＶＦ－１００或 ＢＯ液时运用直接离心法对精子

进行洗涤，即用６ｍＬ洗精液稀释解冻的精液并于２０００ｒ／ｍｉｎ
下离心７ｍｉｎ，弃去上清液，重复１次后用受精液稀释精子，密
度为１×１０６～６×１０６个／ｍＬ，然后放入 ＣＯ２培养箱中备用。
受精液为ＴＡＬＰ液时则用上浮法对精子进行３０～６０ｍｉｎ的孵
化，然后再离心洗涤。将２３～２４ｈ成熟的卵母细胞于受精液
中洗３遍，并用１ｍＬ移液管将卵丘细胞部分去除。每１０枚
左右卵子移入平衡２ｈ的覆有石蜡油的５０μＬ受精微滴中，
加入５０μＬ精液后于ＣＯ２培养箱中进行受精。ＩＶＦ－１００受
精时间为６ｈ，ＢＯ液受精时间为 ８ｈ，ＴＡＬＰ液受精时间为
１８ｈ。
１．６　卵母细胞体外成熟判定

卵丘－卵母细胞成熟培养２２～２４ｈ后，主要通过在显微
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镜下观察卵母细胞的形态来判断卵母细胞是否成熟。正常成

熟的卵母细胞细胞质均匀，没有空泡，其周围的卵丘细胞发生

扩展。卵丘细胞扩展常用作判断卵母细胞体外成熟的特征。

将培养成熟的卵母细胞放入含有０．１％透明质酸酶的成熟培
养液中，在ＣＯ２培养箱中孵育１０ｍｉｎ后用吸胚管轻轻吹打以
脱去卵丘细胞，将裸卵在体视显微镜下镜检，含有第一极体的

判为成熟［６］。若卵周隙明显变大，细胞质中有空泡出现，判

定已经开始退化。

１．７　统计分析
用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数据的整理与分析。

２　结果与分析

２．１　不同受精液对受精卵卵裂的效果
将经体外成熟的卵母细胞随机移入３种不同的受精微滴

（即ＴＶＦ－１００、ＢＯ液和 ＴＡＬＰ液）中受精。受精后进行胚胎
的体外培养，从受精开始算起４８ｈ对各组的卵裂情况进行统
计分析。从表１可以看出，用 ＩＶＦ－１００作为受精液，其体外
受精４８ｈ后的卵裂率显著高于 ＢＯ液的卵裂率（Ｐ＜０．０５），
而以ＴＡＬＰ液作为受精液，其卵裂率与其他组无差异。说明
不同的受精液对卵裂有显著影响，从卵母细胞卵裂率来看，

ＩＶＦ－１００作为受精液显著优于 ＢＯ液和 ＴＡＬＰ液 ２种受
精液。

表１　不同受精液对卵裂的影响

受精液 重复次数
假定合子

数（个）

卵裂数

（个）

卵裂率

（％）

ＩＶＦ－１００ ７ １５６ １１２ ７０．３９±６．８８ａ
ＴＡＬＰ液 ３ ６８ ４４ ６４．３７±１０．６５ａｂ
ＢＯ液 ４ １３３ ７７ ５７．９４±９．５６ｂ

　　注：数据后不同小写字母者表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写
字母者表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下表同。

２．２　卵丘细胞对卵母细胞受精及受精后胚胎体外发育的
效果

选取成熟的裸卵（ＮＯｓ）和成熟的卵丘卵母细胞（ＣＯＣｓ）
进行体外受精，并用 ＩＶＦ－１００受精液稀释精子，受精后进行
胚胎的体外培养，从受精开始算起４８ｈ对各组的卵裂情况进
行统计分析。从表２可以看出，虽然 ＣＯＣｓ的卵裂率高于自
然裸卵，但差异并不显著（Ｐ＞０．０５），而其囊胚率极显著高于
ＣＯＣｓ的（Ｐ＜０．０１）。表明卵丘细胞对卵母细胞受精后体外
发育的影响要远高于对卵母细胞受精的影响。

表２　卵丘细胞对卵母细胞受精及发育的效果

卵母

细胞

重复

次数

假定合子

数（个）

卵裂数

（个）

卵裂率

（％）
囊胚数

（％）

ＣＯＣｓ ３ ４０ ３１ ７７．５ａ １２（３８．７）Ａ
ＮＯｓ ３ ３５ ２０ ５７．１４ａ ２（１０）Ｂ

３　讨论

３．１　不同受精液对奶牛卵母细胞体外受精的影响
影响卵母细胞体外受精的因素很多［６］，受精液及其成分

以及卵母细胞的形态是主要因素。本试验对比了３种不同的
受精液对卵母细胞体外受精效果的影响，ＢＯ液和 ＴＡＬＰ液为
目前经典的２种受精液，这些溶液相对比较简单，主要成分是

无机盐离子，不含复杂的氨基酸和维生素等成分。ＩＶＦ－１００
为商品化的受精液，基础液为 ＢＯ液，效果稳定而且效率较
高，对于成熟良好的卵母细胞受精率一般高达８０％ ～９０％。
由于其价格较高，常用于活体取得的卵子体外受精或其他特

殊卵子的体外受精试验中［７］。试验结果显示，ＩＶＦ－１００作为
受精液时的卵裂率显著高于ＢＯ液的（Ｐ＜０．０５），虽然在数值
上表现出高于 ＴＡＬＰ液的趋势，但统计检验差异不显著。同
时ＴＡＬＰ液与 ＢＯ液的卵裂率也无明显差异。不同受精液对
试验结果有着明显的影响。这表明 ＩＶＦ－１００在促进受精卵
的卵裂上的作用要强于ＢＯ液，同时也说明ＢＯ液作为体外受
精液还存在巨大的改进空间。ＢＯ液对精子的作用比较强
烈，因而与受精卵共孵化的时间不能过长。相比之下 ＴＡＬＰ
液对精子的作用就比较温和些，与本试验结果相同，许多试验

显示其虽然在数值上有高于 ＢＯ液的趋势但统计结果无差
异。而且一些试验结果表明其对胚胎发育效果不如 ＢＯ
液［８－９］，由于这方面受受精时间、卵丘细胞、精子的洗涤等许

多因素的制约，其机制仍有待探索。就总体而言，成熟良好的

卵母细胞不管用于何种受精液，其受精卵的卵裂率都较高，但

ＩＶＦ－１００对受精卵卵裂的促进作用要强于其他受精液。ＩＶＰ
技术作为一个整体，各个环节精密相关，因而要想得到较多的

可移植胚，一个相对较好的受精环节是必须的。

３．２　有无卵丘细胞对卵母细胞体外受精效果的影响
本研究在自然裸卵与 ＣＯＣｓ经体外成熟后，对其体外受

精的卵裂率及囊胚发育率进行了比较。结果显示，自然裸卵

的卵裂率显著低于 ＣＯＣｓ的，并且囊胚发育率的差异达到了
极显著水平。李荣凤等试验结果也表明，个别自然裸卵是能

够发育到囊胚的［１０］。Ｙａｎｇ等研究表明，卵母细胞成熟过程
中的许多机制都需要通过卵丘细胞来完成，自然裸卵经体外

成熟培养后虽然部分能排出第一极体，但没有继续发育的潜

力［１１］。本研究并不排除个别特殊卵母细胞的存在，但其原因

仍有待进一步探索。

４　结论

体外成熟卵母细胞在受精液 ＩＶＦ－１００中的卵裂率优于
ＢＯ液与ＴＡＬＰ液。裸卵（ＮＯｓ）的卵裂率低于卵丘卵母细胞
复合体（ＣＯＣｓ），但差异不显著；ＮＯｓ能够发育到囊胚阶段，但
囊胚率极显著低于ＣＯＣｓ的。
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［６］桑润滋．动物繁殖生物技术［Ｍ］．２版．北京：中国农业出版社，
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２００６：３２８－３３０．

［７］马学海，王安江，张居农．关于影响性控精子体外受精的因素及
应用前景展望［Ｊ］．中国奶牛，２００７（５）：２８－３０．

［８］晁生玉，赵　鑫，巴文胜，等．利用腹腔镜技术观察发情藏羊黄体
的研究［Ｊ］．中国草食动物，２００９，２９（６）：６－８．

［９］穆春雨．影响牛体外受精若干因素的研究及性控精液体外受精

初探［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２００７．
［１０］李荣凤，薛晓先，刘　哲．牛卵母细胞皮层颗粒荧光染色法成熟

鉴定［Ｊ］．畜牧兽医学报，２０００，３１（３）：２０３－２１０．
［１１］ＹａｎｇＮＳ，ＬｕＫＨ，ＧｏｒｄｏｎＩ．Ｉｎｖｉｔｒｏｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ（ＩＶＦ）ａｎｄｃｕｌｔｕｒｅ

（ＩＶＣ）ｏｆｂｏｖｉｎｅｏｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍｓｔｏｒｅｄｏｖａｒｉｅｓ［Ｊ］．Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ，
１９９０，３３（１）：３５２．

查满千，朱　坤，刘佳佳，等．不同乐器演奏的轻音乐对泌乳牛免疫性能的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１５）：１３９－１４２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．１５．０３７

不同乐器演奏的轻音乐对泌乳牛免疫性能的影响

查满千１，朱　坤１，刘佳佳１，余　雄
（１．新疆农业大学动物科学学院，新疆乌鲁木齐８３００５２；２．新疆肉乳用草食动物营养重点实验室，新疆乌鲁木齐８３００５２）

　　摘要：２０１５年３—８月在新疆伊犁新生源公司巴彦岱牛场为研究大提琴、小提琴、低音提琴演奏的轻音乐对泌乳
牛免疫机能的影响，选取体质量、年龄、胎次、泌乳量接近、健康状况良好、饲养管理水平完全一致的荷斯坦泌乳牛３６
头，随机分成２组，试验组和对照组各１８头。每期４０ｄ，试验当天起（０ｄ），每２０ｄ采集血样并测定单产。结果表明，
大提琴演奏的音乐能在２０ｄ和４０ｄ显著提升奶牛牛乳中乳糖含量，降低体细胞数含量；小提琴演奏的音乐整期能够
显著提升奶牛血清中谷胱甘肽过氧化酶含量，降低丙二醛含量；低音提琴演奏的音乐整期能够显著提升总抗氧化能

力，降低丙二醛含量。大提琴演奏的音乐能有效提高奶牛免疫力水平。

　　关键词：轻音乐；泌乳牛；乳糖；体细胞数；免疫
　　中图分类号：Ｓ８２３．４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１５－０１３９－０４

收稿日期：２０１６－０３－３０
基金项目：现代农业（奶牛）产业技术体系建设专项（编号：ＣＡＲＳ－
３７）；国家科技支撑计划（编号：２０１２ＢＡＤ１２Ｂ０９、２０１１ＢＡＤ４７Ｂ０２、
２０１２ＢＡＤ４５Ｂ０１）；新疆维吾尔自治区重大专项（编号：２０１２３１１０１）；
２０１５年 度 新 疆 农 业 大 学 研 究 生 科 研 创 新 项 目 （编 号：
ＸＪＡＵＧＲＩ２０１５００４）；新疆肉乳用草食动物营养实验室开放课题。

作者简介：查满千（１９９１—），女，新疆人，硕士研究生，研究方向为反
刍动物营养。Ｅ－ｍａｉｌ：６９４１６７４０４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：余　雄，教授，博士生导师，研究方向为奶业生产技术。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｕｘｉｏｎｇ８７６３６０１＠１２３．ｃｏｍ。

　　动物会对音乐刺激产生声应激，并对自身生产性能产生
影响。近年来，已有有关音乐对奶牛产奶性能影响的研究报

道［１］。国外学者ＨａｒｓｈａＰａｎｉｃｋｅｒ等发现，音乐刺激能够促进
动物听觉中枢神经的发育和结构的分化［２－７］，也能够对内脏

活动及情绪等起到协调作用，同时通过神经中枢调节机体内

分泌，减缓疲劳，降低焦虑情绪。据Ｍａｒａ等报道，给小鼠连续
８ｄ、每天持续５ｈ播放音量较低的某德国乐曲，结果７～１２周
龄小鼠Ｔ细胞数量增长［４］。国内相关报道表明，优美和缓的

乐曲可显著缓解应激并提高产奶量，本研究的前期试验结果

也表明，适当的音乐能够提高奶牛产奶量［８］。不同类型的乐

器可演奏出不同音色不同风格的音乐，检索发现，有关不同乐

器演奏的音乐对奶牛免疫性能影响的深层次、系统的科学研

究未见报道，可进一步研究。

１　材料与方法

１．１　试验设计与动物选择

试验于２０１５年３月２０日至２０１５年８月１日在新疆伊
犁新生源公司巴彦岱牛场进行，均选取年龄为５～６岁、胎次
为３胎、体质量为５５０～６００ｋｇ、泌乳量接近、健康状况良好、
饲养管理水平完全一致的荷斯坦泌乳牛３６头，随机分为 ２
组，即试验组和对照组，每组１８头，试验分３期进行，３期试
验皆选用不同牛群，每期４０ｄ，每期之间间隔７ｄ。试验前先
测定各组奶牛生长环境的背景音分贝数，测调后将背景音控

制在６５～７５分贝。预试验开始在试验组奶牛栏中播放音乐，
试验组在挤奶前 ０４：３０—０６：３０、１２：３０—１４：３０及 １８：３０—
２０：３０进行每天３次、每次２ｈ的音乐播放；音乐选用唱片播
放经典提琴曲《Ｍｏｔｈｅｒ》，本试验前期试验中，轻音乐可在一定
时间内促进奶牛泌乳，《Ｍｏｔｈｅｒ》属于轻音乐，所以选用其作为
试验音乐。首期试验采用大提琴播放的轻音乐《Ｍｏｔｈｅｒ》，第
二期和第三期分别采用小提琴和低音提琴演奏的同首曲目

《Ｍｏｔｈｅｒ》，播放全程保持音量恒定。对照组与试验组的饲养
管理完全一致但无音乐播放。

１．２　日粮与饲养管理
日粮参考ＮＲＣ（２００１）配制，对照组和试验组日粮组成见

表１。
　　３期所有试验组与对照组样本牛均选用年龄为５～６岁、
胎次为３胎、体质量为５５０～６００ｋｇ的荷斯坦奶牛，分别置于
相距２００ｍ以上且隔音效果良好的２个半开放散栏式牛舍内
饲喂，牛舍内卧床长、宽、高分别为２．１、１．２、１．１ｍ。试验组
牛舍内墙壁与运动场墙壁每隔３ｍ安装１个小喇叭，牛舍与
运动场内的音量均衡，奶牛可随意进出运动场。３期试验均
在每天０９：００给料１次，牛群自由采食，自由饮水，所有饲养
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