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　　体内卵是一种特殊资源，从取卵时间、位置及动物生长发
育阶段分析，取到成熟优质的卵是一项耗时、费力、高成本的

工作［１－３］。但高质量的体内成熟卵对于体外受精、单精子注

射、体细胞克隆、卵子发育研究和应用都是无法有效替代的良

好的原始材料［４－６］。单胎生物如牛、人等一次性排卵持续短，

取卵时间、地点（位置）易于掌握［７－９］，收卵效率也非常高；而

多胎动物猪排卵持续时间长，如不采取人为干预措施，卵的回

收效率非常低，而且获得的卵质量参差不齐，动物及卵的利用

率非常低［１０－１１］。本研究利用后备猪，从不同时间、位置采集

卵母细胞，以研究定时、定点采卵方法，提高猪体内卵母细胞

的收获率。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验动物为后备湖北白猪（母），体质量约１００ｋｇ［１２］。
试剂耗材：人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）、孕马血清促性

腺激素（ＰＭＳＧ），均购自宁波激素二厂；收集卵所用溶液为
ＤＰＢＳ，购自ＧＩＢＣＯ公司［１３］。

１．２　试验设计
以不同剂量ＨＣＧ处理，在不同时间取卵（从输卵管中），

由此筛选出最有效的取卵时间，并以此时间为基准，研究不同

剂量处理在输卵管和卵巢中取卵的效果。

１．３　方法
１．３．１　超排处理　主要用 ＰＭＳＧ处理，具体剂量、方法等参
考魏庆信等的操作程序［１２］。

１．３．２　取卵　试验所有取卵均采用手术取卵，取卵溶液
ＤＰＢＳ，取卵位置分卵巢和输卵管２个地点，具体操作过程及
程序等均参照文献［１－２］；值得注意的是用１０ｍＬ注射器接
１６号及以上型号的针头在卵巢中抽卵最为有效［１４－１６］。

１．３．３　卵的计数及鉴别　收集的含卵溶液在实体显微镜下
仔细挑取所有卵，然后在倒置显微镜上一一鉴别卵的质量分

别为未成熟、成熟、老化、裂解［１３，１７］。

１．４　数据处理
　　试验数据应用ＳＰＳＳ１７．０软件统计和ＳＮＫ多重比较法分
析和差异显著性比较［１８］。结果以“平均值±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　输卵管取卵时间
试验猪自然发情开始时，用相应剂量的 ＨＣＧ处理，以

１２ｈ间隔分组，在输卵管冲卵，收集成熟的卵母细胞，各组收
卵率见表１。由表１可知，使用 ＨＣＧ的剂量５００～１５００ＩＵ，
注射后１２ｈ在输卵管中冲卵收获率均很低，每头猪只能获得
０．１７～０．２３枚，且注射ＨＣＧ剂量影响不明显，但剂量有提高
收率的趋势；２４ｈ取卵时，５００ＩＵ组明显低于其他２组（１０００
ＩＵ、１５００ＩＵ）；同样５００ＩＵ组，２４ｈ获得卵率也低于其后时间
组（３６～７２ｈ），３６ｈ及以后时间组之间变化不明显，但从３６ｈ
开始有老化卵现象（退化卵）。由此可见，发情开始注射

１０００ＩＵＨＣＧ，２４ｈ后输卵管取卵是最佳时间，且可以获得最
佳取卵效果。

２．２　不同剂量ＨＣＧ对不同位置取卵数量的影响
猪自然发情开始，用不同剂量 ＨＣＧ处理２４ｈ，分别在输

卵管和卵巢中取卵，收获卵的数量见表２。由表２可知，随着
ＨＣＧ使用量增加，输卵管收集卵也越多。其中，１０００ＩＵ及以
上剂量组之间差异不明显，但均显著高于 ０、２００、５００ＩＵ组
（Ｐ＜０．０５），且这 ３组之间差异明显。相反在卵巢中取卵，
ＨＣＧ使用剂量越小，取卵越多，而且 １０００ＩＵ及以上剂量组
之间差异不明显，但都显著低于 １０００ＩＵ以下剂量组（Ｐ＜
００５），并且０、２００、５００ＩＵ单位之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。然
而，卵巢与输卵管收集卵平均数之和均在１２．２１～１４．２８之
间，与湖北白猪正常排卵数［１］相一致。从获卵数量和质量综

合分析，发现１０００ＩＵ组输卵管取卵、２００ＩＵ组卵巢取卵收获
率高，残次率低，是一个最有效的收卵时机。

２．３　超排处理对取卵数量的影响
正常发情周期内，距上次发情１６～１７ｄ，按１０００ＩＵ／头剂

量肌肉注射ＰＭＳＧ［５］，出现发情症状时注射 ＨＣＧ，再过 ２４ｈ
取卵，结果见表３。
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表１　自然发情猪注射ＨＣＧ后取卵时间

取卵时间（ｈ） ５００ＩＵ组（枚／头） １０００ＩＵ组（枚／头） １５００ＩＵ组（枚／头） 备注

１２ ０．１７±０．１１ｄ（１３／７６） ０．２０±０．１５ｄ（１１／５６） ０．２３±０．１２ｄ（１６／６９）
２４ ７．１４±２．１２ｃ（５７１／８０） １３．１１±２．９９ａ（１１５４／８８） １３．３６±２．７６ａ（１２６９／９５）
３６ ９．９４±３．０４ｂ（６８６／６９） １３．６７±３．１５ａ（９９８／７３） １４．０１±３．１４ａ（１０７９／７７） 少数卵老化

４８ １１．３１±３．１２ａ（８１４／７２） １４．５１±３．６１ａ（８８５／６１） １５．０７±２．３１ａ（８７４／５８） 部分卵老化

６０ １１．２０±３．３３ａ（６６１／５９） １４．４４±３．１８ａ（７８０／５４） １４．３１±２．２５ａ（７０１／４９） 部分卵老化、裂解

７２ ９．６５±２．８９ｂ（４４４／４６） １２．０６±３．００ａ（６０３／５０） １１．９０±３．０２ａ（６１９／５２） 大部分卵老化、裂解

　　注：数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表２　自然发情使用不同剂量ＨＣＧ后取卵位置与数量变化

ＨＣＧ剂量（ＩＵ／头） 输卵管取卵（枚／头） 卵巢取卵（枚／头） 均值合计（枚／头） 备注

０ ３．３０±１．３２ｄ（２６７／８１） ８．９１±３．１４ａ（７７５／８７） １２．２１ 卵巢卵部分未成熟

２００ ５．３５±１．７３ｃ（４１２／７７） ６．７６±２．０８ｂ（５７５／８５） １２．１１
５００ ７．１０±２．１４ｂ（６３２／８９） ５．０６±１．６５ｃ（４２０／８３） １２．１６
１０００ １３．００±２．９７ａ（１１１８／８６） １．０６±０．７１ｄ（１０５／９９） １４．０６
１５００ １３．６０±２．１８ａ（１２３８／９１） ０．６８±０．３３ｄ（７７／１１３） １４．２８ 少数卵老化

２０００ １３．４３±１．９３ａ（１１２８／８４） ０．６４±０．２９ｄ（６１／９５） １４．０７ 少数卵老化

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表３同。

　　由表３可知，超排处理后，随 ＨＣＧ剂量增加，输卵管（自
然排卵）中收集的卵数量依次增加，０、２００、５００ＩＵ各剂量段
显著增加（Ｐ＜０．０５），１０００ＩＵ以上增加不明显，而从卵巢中
抽卵数依次减少，且低剂量时（０、２００、５００ＩＵ）显著减少（Ｐ＜
０．０５），１０００ＩＵ以上减少不明显。但各剂量组间，输卵管收
集卵与卵巢抽卵获卵数均值合计在２１．１７～２２．９６，变化不明
显。但比较表 ２和表 ３，发现自然发情获卵均值合计为

１２．２１～１４２８枚，比超排的２１．１７～２２．９６枚少获卵８．９９枚，
这说明超排能获得更多的卵，这提示超排处理尽管可以排出

大量卵，但猪的子宫内着床胚胎的数量有限，产仔数无限增加

不合逻辑，所以生产中猪不宜超排。当然，如果仅为获得卵或

早期胚胎，超排还是有效的，而且１０００ＩＵＨＣＧ可以起到理
想效果，但超排后发育的卵虽然较多，但部分卵发育不同步或

发育不全，会致其未成熟。

表３　超排处理猪注射不同剂量ＨＣＧ后取卵数量比较

ＨＣＧ剂量（ＩＵ／头） 输卵管取卵（枚／头） 卵巢取卵（枚／头） 均值合计（枚／头） 备注

０ １．４４±１．１２ｄ（１１２／７８） １９．７３±６．０３ａ（１３２２／６７） ２１．１７ 卵巢卵部分未成熟

２００ ５．４５±２．１６ｃ（４５８／８４） １６．０７±５．１５ｂ（１１４１／７１） ２１．５２
５００ ７．２９±２．５４ｂ（６７１／９２） １４．５９±３．７９ｃ（１００７／６９） ２１．８８
１０００ １８．３９±４．７１ａ（１７５５／９０） ４．４４±４．１９ｄ（３８２／８６） ２２．８３
１５００ １９．７３±５．０１ａ（１６９７／８６） ３．２３±３．０８ｄ（２５５／７９） ２２．９６ 少数卵老化

２０００ ２０．８０±４．８０ａ（１５８１／７６） １．６７±３．３２ｄ（１３９／８３） ２２．４７ 少数卵老化

３　结论与讨论

试验研究及生产中渴望有大量的优质体内卵，无论是自

然发情，还是超排处理，都会有所收获，但最大限度地利用供

体猪生产卵才是需求者不断追求的目标，特别是同步化优质

的卵［１９－２１］，这其中除了使用合适剂量排卵激素（ＨＣＧ）外，定
时、定点取卵也非常关键。理论上应该在排卵前２～３ｈ从卵
巢中取卵、排卵后１～２ｈ内在输卵管中取卵，这对单胎动物
不是难事［９］，而多胎动物猪在自然状态下很难做到，这就需

要使用合适剂量的排卵激素处理，在合适的位置、合适的时间

收集卵［２２－２３］，本研究结果，在１０００ＩＵ２４ｈ于输卵管取卵或
２００ＩＵ２４ｈ于卵巢取卵，收获的成熟卵最多，可达到理想状
态，即实现定时、定点取卵可以在后备猪取得良好效果。
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［１０］ＢｅｒａｒｄｅｎｅｌｌｉＰ，ＮａｒｄｉｎｏｃｃｈｉＤ，ＲｕｓｓｏＶ，ｅｔａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃｓｔｕｄｙｏｎ
ｎｕｃｌｅａｒｐｏｒｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓｉｎｓｗｉｎｅｏｏｃｙｔｅｍａｔｕｒｅｄｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ
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　　ｕｓｉｎｇｆｉｅｌｄ－ｅｍｉｓｓｉｏｎｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

ＲｅｓｅａｒｃｈｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２００６，３０（ｓｕｐｐｌ．１）：１５９－１６１．
［１１］ＭｕｎａｒｉＥ，ＡｓｔｉＡ，ＣｏｌｏｍｂａｎｉＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅｏｆｓｗｉｎｅｏｏｃｙｔｅｓ

ｍａｔｕｒｅｄｂｙｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ－ｆｒｅｅｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．
ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＲｅｓｅａｒｃｈＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２００７，３１（１）：１８１－１８４．

［１２］魏庆信，樊俊华，陈东宝，等．湖北白猪导入ＯＭＰ／ＰＧＨ基因的整
合、表达和遗传［Ｊ］．华中农业大学学报，１９９３，１２（６）：６０６－６１１．

［１３］华再东，郑新民，魏庆信，等．体细胞核移植生产巴马猪［Ｊ］．中
国畜牧兽医，２０１４，４１（１０）：１９２－１９７．

［１４］钮莹芳，吴彩凤，张树山，等．凋亡抑制剂 Ｚ－ＶＡＤ－ＦＭＫ在猪
卵母细胞冷冻保存中的应用［Ｊ］．上海农业学报，２０１７，３３（３）：
１２４－１２９．

［１５］陈长超，王令怡，孙嘉豪，等．秋水仙碱对猪卵母细胞成熟及
ＭⅠ 期纺锤体的影响［Ｊ］．南京农业大学学报，２０１６，３９（５）：
８２５－８３０．　

［１６］郭润发，宋玉然，海　棠，等．生理浓度氨基酸对猪卵母细胞体
外成熟及孤雌胚胎发育的影响［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０１７（７）：
１１０－１１２．

［１７］魏庆信，樊俊华，胡宏宇，等．猪体外受精及其受精卵移植试验

［Ｊ］．湖北农业科学，１９９２（１１）：２９－３２．
［１８］黄小萌，张　超，武　丽，等．小檗碱对猪卵母细胞体外成熟过

程ｍｉＲＮＡ及脂质代谢相关基因的影响［Ｊ］．中国畜牧杂志，
２０１７，５３（１０）：４７－５１．

［１９］姜　泽，玄　彪，李作臣，等．ＬＤＬ对玻璃化冷冻解冻培养 ＭⅡ
期猪卵母细胞线粒体膜电位和透明带泛素化水平的影响［Ｊ］．
中国畜牧兽医，２０１７，４４（７）：１９６１－１９６６．

［２０］ＭａｒａａＬ，ＣａｓｕｂＳＡ，ＣａｒｔａｃＭ Ｄ．Ｃｒｙｏｂａｎｋｉｎｇｏｆｆａｒｍａｎｉｍａｌ
ｇａｍｅｔｅｓａｎｄｅｍｂｒｙｏｓａｓａｍｅａｎｓｏｆｃｏｎｓｅｒｖｉｎｇｌｉｖｅｓｔｏｃｋｇｅｎｅｔｉｃ［Ｊ］．
ＡｎｉｍａｌＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎＳｃｉｅｎｃｅ，２０１３，１３８：２５－３８．

［２１］ＰｅｒｅｉｒａＲ Ｍ，ＭａｒｑｕｅｓＣ Ｃ． Ａｎｉｍａｌｏｏｃｙｔｅａｎｄ ｅｍｂｒｙｏ
ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌａｎｄＴｉｓｓｕｅＢａｎｋｉｎｇ，２００８，９（４）：２６７－
２７７．　

［２２］史文姝，金　一．抑制 ＵＣＨＬ１对猪卵母细胞体外成熟、透明带
泛素化及多精入卵的影响［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１７，４４（１２）：
３５６３－３５６９．

［２３］吴国权，权国波，吕春荣，等．猪卵母细胞在ＧＶ期与ＭⅡ期的冷
冻保存效果比较研究［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１７，４４（３）：８０７－
８１２．　

陈　阳，秦立志，赵博昊，等．獭兔ＣＲＥＢ１基因的编码区克隆、生物信息学及表达规律分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２３）：１６５－１６８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．２３．０４２

獭兔 ＣＲＥＢ１基因的编码区克隆、生物信息学
及表达规律分析

陈　阳１，秦立志１，赵博昊１，胡帅帅１，穆　琳１，翁巧琴２，鲍国连３，吴信生１

（１．扬州大学动物科学与技术学院，江苏扬州２２５００９；２．浙江省余姚市欣农兔业有限公司，浙江余姚 ３１５４００；
３．浙江省农业科学院，浙江杭州３１００２１）

　　摘要：利用分子克隆技术和生物信息学方法，对獭兔 ＣＲＥＢ１基因编码区序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）进行克隆和
生物信息学特征分析，同时比较其在不同毛色獭兔的皮肤组织中的表达水平差异。结果表明，ＣＲＥＢ１基因 ＣＤＳ长
９８４ｂｐ，共编码３２７个氨基酸，在不同的哺乳动物中具有较高的同源性，系统进化情况与其亲缘关系远近一致。经
Ｈｏｐｆｉｅｌｄ、Ｓｗｉｓｓ－ｍｏｄｅｌ等预测发现，ＣＲＥＢ１基因编码蛋白为亲水蛋白质，其二级结构包含 α螺旋（ｈ）３３．３３％、无规则
卷曲（ｃ）４４．９５％、延伸链（ｅ）２１．７１％；三级结构为１条简单的螺旋链。荧光定量ＰＣＲ结果显示，ＣＲＥＢ１基因在黑色獭
兔和青紫蓝色獭兔皮肤组织中的表达量极显著高于白色獭兔（Ｐ＜０．０１），且在黑色獭兔中表达量最高。该结果为进
一步探索ＣＲＥＢ１基因在哺乳动物毛色形成过程中的功能奠定了基础。
　　关键词：獭兔；ＣＲＥＢ１基因；克隆；表达规律
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作者简介：陈　阳（１９８８—），女，河南信阳人，博士，讲师，主要从事动
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　　獭兔，即力克斯兔（Ｒｅｘｒａｂｂｉｔ），是皮用型兔的代表之一，
其被毛颜色丰富多样，且纯天然的被毛不掉色或褪色，深受消

费者青睐。目前，美国认可的獭兔毛色有１４种，欧洲认可的
有３０种，我国以青紫蓝色、黑色、海狸色、白色为主。一般而
言，动物的毛色与皮肤中黑色素的数量和分布密切相关，同时

许多内在因子也影响着毛色性状的表现［１］。哺乳动物毛色

主要取决于黑色素沉积，黑色素细胞产生真黑素和棕黑素，二

者分布的不同致使哺乳动物形成多种毛色类型［２－３］。笔者所

在课题组前期利用表达谱芯片筛选与獭兔毛色形成相关的基

因，发现ＣＲＥＢ１基因在不同毛色的獭兔皮肤中表达差异显
著，表明该基因可能参与到獭兔的毛色形成过程中［４］。

环腺苷酸反应元件结合蛋白（ｃＡＭＰｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ
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