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猪第一极体的排出规律及其保存过程中的活性变化
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（江苏省农业科学院畜牧研究所／农业部种养结合重点实验室，江苏南京２１００１４）

　　摘要：从屠宰后的母猪卵巢中吸取卵母细胞进行体外成熟培养（ＩＶＭ），对成熟卵母细胞第一极体（ＰｂⅠ）排出时
间与形态进行统计分析，结合台盼蓝细胞染色法，探讨不同温度保存条件下ＰｂⅠ存活情况。结果表明，卵泡卵母细胞
体外成熟培养４０ｈ后发现大量高活性ＰｂⅠ；３９℃条件下大多数ＰｂⅠ存活时间仅有４ｈ，４℃条件下保存４０ｈ存活率
可达８５．０％，－２０℃保存１周达９５．０％；而超低温冷冻长期保存存活率、形态正常率分别达８９．１％、９７．８％。
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　　哺乳动物卵泡中的卵母细胞是一个初级卵母细胞，在排
卵前不久进行第１次减数分裂，产生１个次级卵母细胞，排出
１个第一极体（ＰｂⅠ）。与次级卵母细胞相比，ＰｂⅠ细胞质很
少，但ＰｂⅠ作为一种特殊而又有着完整细胞功能的细胞，其
生物学功能和利用价值亦受到人们重视。极体的生殖功能已

经被Ｗａｋａｙａｍａ等证明［１－２］，小鼠ＰｂⅠ和第二极体（ＰｂⅡ）均
能获得有生殖能力的后代；小鼠ＰｂⅡ和雌原核已被成功冷冻
并重组产生后代［３］，但尚未见其他动物极体研究的报道。

猪卵母细胞和胚胎冷冻保存相当困难，主要原因是猪卵

的细胞质中含有较大的脂肪颗粒，在冻融过程中极易造成细

胞破裂，而极体胞质很少，冷冻保存相对容易，通过极体重组

可有效解决猪母本种质资源难以保存的难题［４］。本研究试

图揭示猪卵母细胞体外培养条件下ＰｂⅠ排出规律、形态学以
及不同保存条件下存活状态等特征，以期为极体核重组猪卵

母细胞等研究提供一定的理论与技术参考依据。

１　材料与方法

１．１　猪卵巢卵母细胞的采集与成熟培养
从刚屠宰的母猪采集新鲜卵巢，在无菌实验室及时用注

射器抽吸３～６ｍｍ的卵泡液，于实体镜下捡取包被着３～４
层颗粒细胞的卵丘卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ），经ＴＣＭ１９９预平
衡２ｈ后，选取形态正常的 ＣＯＣｓ，进行成熟培养（含５％ ＣＯ２
的空气，饱和湿度，３９℃）２４～７２ｈ，于倒置显微镜下观察卵
丘细胞扩散状态。

１．２　ＰｂⅠ的排出、形态分级和活性鉴定
取不同时间段体外成熟培养的ＣＯＣｓ，在倒置显微镜下用

显微操作针拨动卵母细胞，观察 ＰｂⅠ的排出情况，并进行极
体形态学分级统计和活性鉴定。ＰｂⅠ的形态学评估标准参
照Ｅｂｎｅｒ等的方法［５］进行，ＰｂⅠ活性鉴定参照刘文华等的方

法［６］进行。

１．３　ＰｂⅠ的保存方法
１．３．１　常温及低温保存　去除卵丘细胞后，卵母细胞在
ＴＣＭ１９９改良培养液中清洗３次，根据形态分类选取含１～２
级ＰｂⅠ的卵母细胞移入预平衡的培养液微滴中，分别在４～
１０℃及３９℃ ２种温度条件下培养，每隔一段时间取部分卵
母细胞染色，对其ＰｂⅠ进行活性鉴定。
１．３．２　冷冻和超低温冷冻保存　将含１～２级 ＰｂⅠ的卵母
细胞移入ＥＧ２０冷冻液中，平衡７ｍｉｎ；再移至ＥＧ４０冷冻液并
装入直径２００～３００μｍ的微管中；装管完成后，分别立即置
于冰箱 －２０℃冰室和直接投入液氮（－１９６℃）冷冻保存。
每隔一段时间，取样解冻，进行ＰｂⅠ活性鉴定。
１．４　数据分析

ＰｂⅠ的排出率、形态正常率及存活率等采用 ＳＰＳＳ１１．０
进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同体外成熟培养时间下的ＰｂⅠ排出率
由表１可见，在卵母细胞数体外成熟培养过程中，卵丘细

胞逐渐扩散，在培养３２～３６ｈ后开始排出ＰｂⅠ，培养４０ｈ扩
散率最高，ＰｂⅠ排出率也达到最高，为６６．７％；随着培养时间
的继续延长，卵丘细胞慢慢脱落，扩散率降低，ＰｂⅠ的排出率
逐步下降。

表１　不同体外成熟培养时间下的ＰｂⅠ排出率

培养时间

（ｈ） 卵母细胞数
卵丘扩散率

（％）
ＰｂⅠ排出率
（％）

３２ ２３０ ４３．９ｂ ０
３６ ４５７ ５３．６ｂｃ ３８．５ａ
４０ ４７８ ８６．８ｅ ６６．７ｃｄ
４４ ４６０ ７０．０ｄｅ ４７．８ａｂ
４８ ３４６ ６３．６ｃｄ ５６．６ｂｃ
５２ ２６４ ２２．７ａ ６４．０ｃｄ

　　注：同列数据后标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
表２同。
２．２　不同体外成熟培养时间下ＰｂⅠ的形态和活性

卵母细胞体外培养３２～３６ｈ间开始有ＰｂⅠ排出，且发现
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开始排出的ＰｂⅠ中１～２级比例不高。而培养４０～４４ｈ排出
的ＰｂⅠ的形态质量较高，其中培养４０ｈ的１～２级比例高达
５１．７％，３级占３０．７％，４级和５级只有１７．６％。随着培养时
间的延长，ＰｂⅠ的形态完整率明显降低，到５２ｈ时１级和２

级ＰｂⅠ比例只有１４．８％（表２）。通过形态分级与活性鉴定
结果比较发现，１～２级 ＰｂⅠ大多具有生物活性，３级以下的
活性较差。

表２　不同体外成熟培养时间下的ＰｂⅠ形态分级

培养时间

（ｈ）
ＰｂⅠ数量
（个）

不同ＰｂⅠ形态分级的比例（％）
１级 ２级 ３级 ４级 ５级

３６ １７６ ２５．６ｂ １１．９ｂ ４３．２ａ １９．３ｂ ０
４０ ３１９ ３５．１ａ １６．６ａｂ ３０．７ｂ １７．６ｂ ０
４４ ２２０ ２０．５ｂｃ ２０．０ａ ４０．０ａ １３．２ｂ １．８ｃ
４８ １８５ １３．５ｃｄ １４．６ａｂ ２７．０ｂ ３５．７ａ ９．２ａｂ
５２ １３５ １．５ｄ １３．３ｂ ２５．２ｂ ４５．２ａ １４．８ａ

２．３　不同保存温度下ＰｂⅠ的形态和活性
由表３可见，３９℃条件保存２ｈ，ＰｂⅠ的形态正常且活性

良好，保存４ｈ形态尚正常，但活性显著下降，保存６ｈ形态开
始不正常，且活性基本丧失；４℃条件保存２０～４０ｈ期间，形
态完整率差异不显著，存活率差异显著，ＰｂⅠ仍然保持良好
的形态和活性，但保存６０ｈ时，细胞已崩解或消失，完全丧失
活性；－２０℃冷冻保存１周，多数ＰｂⅠ形态完整有活性，保存
２～４周形态完整率与活性均呈现显著下降趋势；－１９６℃超
低温冷冻保存后，极体形态完整率为 ９７．８％，存活率为
８９．１％，均保持在较高水平。

表３　不同保存温度下ＰｂⅠ的存活率和形态完整率

保存温度

（℃） 保存时间
形态完整率

（％）
存活率

（％）

３９ ２ｈ １００ａ ９６．７ａ
４ｈ １００ａ ６３．３ｂ
６ｈ ８５．５ｂ １８．２ｃ

４ ２０ｈ １００ａ ９８．３ａ
４０ｈ ９５．０ａ ８５．０ｂ
６０ｈ ３０．５ｂ ０ｃ

－２０ １周 ９８．３ａ ９５．０ａ
２周 ８０．５ｂ ５５．０ｂ
４周 ５５．６ｃ ２７．８ｃ

－１９６ ９７．８ ８９．１

　　注：相同温度不同保存时间处理数据后标注不同小写字母表示
差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

ＰｂⅠ的排出时间因物种不同有较大差异。从屠宰场摘
取的牛卵

!

卵母细胞大多在体外培养１６～２４ｈ开始排出 Ｐｂ
Ⅰ［６］；注射绒促性素（ＨＣＧ）后１２ｈ小鼠排出卵母细胞，这是
ＰｂⅠ排出的高峰时段［７］；本试验中猪卵

!

卵母细胞在体外培

养３２～３６ｈ开始排出 ＰｂⅠ，４０ｈＰｂⅠ排出率达６６．７％。伴
随着体外培养时间的延长，部分卵母细胞出现退化现象，卵周

隙明显增大，超大或超小ＰｂⅠ增多。由于从卵!

吸取的卵母

细胞本身成熟度不一致，可以认为通过严格选择卵泡大小和

卵母细胞的成熟度，并改善与控制体外培养条件，可望进一步

提高卵母细胞成熟的同步性，在体外培养４０～４４ｈ时或其他
时段能获得更多优质的ＰｂⅠ。

Ｃｈｏｉ等在小鼠上发现 Ｍｏｓ／ＭＡＰＫ基因调控着 ＰｂⅠ的大
小、活性、退化与生物学功能［８］。在本试验中，３９℃条件下保
存时，猪ＰｂⅠ很快退化致使活性丧失；在４℃低温和 －２０℃
条件下，ＰｂⅠ存活时间则较长；在 －１９６℃超低温条件下保
存，能更好地保持 ＰｂⅠ的活性。可以推断，低温和超低温可
有效降低基因的调控作用，延缓ＰｂⅠ凋亡进程。
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