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　　摘要：为探讨直径为２ｍｍ以下和２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞的体外培养分裂率与囊胚率差异，采用相同体外成熟
培养条件，来培养从不同直径的２种卵泡中所抽出的卵母细胞，在卵母细胞成熟培养后４４～４８ｈ，对卵母细胞进行化
学激活和体外培养，观察胚胎体外发育能力；在培养４８ｈ时进行分裂数据统计，培养１６８ｈ时统计囊胚个数。结果发
现，２ｍｍ以下猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎的体外培养平均分裂率与２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎
的体外培养平均分裂率差异显著，分别为６２．４６％、８１．７６％（Ｐ＜０．０５）；２ｍｍ以下猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎的
体外培养平均囊胚率与２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞孤雌激活后胚胎的体外培养平均囊胚率差异不显著，分别为１１．
７１％、１５．３０％。说明正常卵泡、小腔卵泡的卵母细胞在体外成熟后，孤雌激活胚分裂率依次降低，孤雌胚胎的分裂能
力随卵泡直径的增大而增强；正常卵泡、小腔卵泡的卵母细胞体外成熟后，孤雌激活胚囊胚率随卵泡直径的增大有一

定增高，但变化不显著。
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　　对于卵母细胞成熟体系、胚胎发育体系、胚胎
干细胞体系的建立及体细胞核移植效率的提高仍

需要依赖于各技术环节的进一步完善［１］，而孤雌激

活胚胎的准备是其中不可或缺的一个环节，也是非

常重要的影响因素之一［２］。因此，对于小腔卵泡孤

雌激活胚胎发育率的研究显得十分必要。在猪卵

巢卵母细胞体外成熟、孤雌激活方面的研究，目前

已取得关键性突破［３］。只有卵泡直径达２ｍｍ时，
卵泡内的卵母细胞才具有体外成熟的能力［４］。卵

巢上分布着许许多多的细胞，不仅包括少量的大腔

卵泡卵母细胞，还包括数以万计的腔前卵泡卵母细

胞和小腔卵泡细胞，这些细胞是供给进行体外培养
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所需成熟卵母细胞的潜在重要支柱［５］。早在１９９６
年，Ｔｓａｆｒｉｒｉ等在体外培养猪１～２ｍｍ卵泡的卵母细
胞，获得１５％～２５％的成熟率［６］。本研究对猪小腔

卵泡卵母细胞的体外成熟孤雌激活胚胎发育率进

行探索，以期为猪的多种试验研究提供宝贵材料，

如体外受精试验、核移植试验等，为对卵母细胞在

体外培养过程中发育机制的探索有重要价值和研

究意义［７－８］。因此，直径＜２ｍｍ的卵泡的卵母细胞
体外成熟的孤雌激活发育能力及其机制将逐渐被

揭示。通过对猪小腔卵母细胞孤雌激活后体外发

育能力的研究，为解决猪卵巢资源紧张提供新的

资源。

１　材料

１．１　试验样品的采集
从广西大学附近的屠宰场获得新鲜猪卵巢，将

其放置于３０～３５℃装有生理盐水的保温瓶中，在
１ｈ内运回实验室进行相关的试验操作。
１．２　主要试剂

本研究所用化学试剂除特别指明外，均购自

Ｓｉｇｍａ公司，如洗卵液（ＣＣＭ）、胚胎培养液（ＮＣＳＵ）、
体外成熟培养液（Ｍ）、离子霉素、２，６－二甲苯酚
（６ＤＭＰ）；促卵泡激素（ＦＳＨ）和促黄体生成素
（ＬＨ），购自中国科学院动物研究所；培养用仪器为
ＴＣＭ－１９９，购自 Ｇｉｂｃｏ公司；一次性塑料皿，购自
ＮＵＮＣ公司。

２　方法

２．１　卵母细胞的收集
用带针头的注射器分别抽取卵巢表面上直

径＜２ｍｍ和直径为２～６ｍｍ的卵泡的卵母细胞，
并将 ２～６ｍｍ卵泡的卵母细胞设为第 １组，直
径＜２ｍｍ卵泡的卵母细胞设为第２组。在实体显
微镜下用玻璃吸管吸取带２层卵丘细胞以上、胞质
均匀的卵母细胞，之后以具有完整卵丘细胞层的标

准筛选卵母细胞，将筛选得到的卵母细胞用ＣＣＭ洗
净后，以３０～６０枚为１组移入含１．５ｍＬ成熟培养
液的玻璃平皿（３０ｍｍ×１０ｍｍ）中，设定体外成熟
培养条件为：３８．５℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度。将不同
组的卵母细胞作好标记分开成熟培养。

２．２　猪卵母细胞的孤雌激活
在猪卵母细胞体外成熟培养４４～４８ｈ后，向其

中加入含 ０．１％透明质酸酶的洗卵液除去卵丘细

胞，并用枪头轻轻吹打。然后在４０倍体视显微镜下
检查卵母细胞是否排出第一极体，以排出第一极体

作为卵母细胞核成熟的标志。挑取核成熟卵母细

胞，采用 ５μｍｏｌ／Ｌ离子霉素处理 ５ｍｉｎ后，用
２．５ｍｍｏｌ／Ｌ二甲氨基嘌呤处理 ４ｈ，最后移至
１００μＬ／滴的胚胎培养基中置于培养箱中培养
１６８ｈ，并设定培养条件为：３９℃、５％ ＣＯ２饱和湿
度。将不同组胚胎作好标记分开培养。

２．３　猪孤雌激活胚胎发育力数据统计
在胚胎培养４８ｈ时，统计孤雌激活胚胎发育分

裂率；在培养１６８ｈ时，统计孤雌激活胚胎发育囊胚
率。所得试验结果均用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计分
析，对计量资料进行 ｔ－检验分析，Ｐ＜０．０５表示差
异有统计学意义。

３　结果

３．１　猪小腔卵泡与正常直径卵泡卵母细胞孤雌激
活胚胎分裂率

由表１可知，２ｍｍ以下卵泡卵母细胞（小腔卵
泡卵母细胞）孤雌激活后胚胎的体外培养平均分裂

率与２～６ｍｍ猪卵泡卵母细胞（正常卵泡卵母细
胞）孤雌激活后胚胎的体外培养平均分裂率分别为

６２．４６％、８１．７６％，二者差异显著（Ｐ＜０．０５）。表明
从不同直径的卵泡中抽出的卵母细胞孤雌激活后，

孤雌激活胚分裂率不同，孤雌胚胎的分裂能力随卵

泡直径的增大而增强。

３．２　猪小腔卵泡与正常直径卵泡卵母细胞孤雌激
活胚胎囊胚率

由表１可知，２ｍｍ以下卵泡卵母细胞孤雌激活
后胚胎的体外培养平均囊胚率与２～６ｍｍ猪卵泡
卵母细胞孤雌激活后胚胎的体外培养平均囊胚率

分别为 １１．７１％、１５．３０％，二者差异不显著（Ｐ＞
００５）。表明从正常卵泡、小腔卵泡中抽出的卵母
细胞孤雌激活后，孤雌激活胚囊胚率与卵泡直径大

小有一定的关系，囊胚率随卵泡直径的增大而增

高，但正常卵泡与小腔卵泡所抽出的卵母细胞囊胚

率相比，差异不显著。

表１　猪卵泡卵母细胞孤雌激活胚胎发育力

类型
猪卵泡卵母细胞孤雌激活胚胎发育力

分裂率（％） 囊胚率（％）

小腔卵泡卵母细胞 ６２．４６±１８．００ａ １１．７１±１．２８ａ

正常卵泡卵母细胞 ８１．７６±２２．１０ｂ １５．３０±１．４３ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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４　讨论

进入２０世纪９０年代后，有更多学者投身于小
腔卵泡的研究，猪小腔卵泡的体外成熟研究已经相

当普遍，但体外成熟小腔卵泡的孤雌激活研究较

少［９－１０］。Ｔｓａｆｒｉｒｉ等对猪的１～２ｍｍ卵泡卵母细胞
进行体外培养，发现其成熟率达到１５％ ～２５％［１１］。

家畜小腔卵泡卵母细胞仍然需要经历很多复杂多

变的生理生化过程才能具有恢复和完成成熟分裂

的能力。相关研究表明，猪卵母细胞的成熟率和卵

泡直径呈正比［１２］。在体内正常生理条件下，卵母细

胞发育程度与卵泡直径呈正比。猪小腔卵泡卵母

细胞正处于生长后期，进行活跃的 ＲＮＡ合成，其体
外成熟能力低于２～６ｍｍ卵泡的卵母细胞［１３－１４］。

研究显示，２ｍｍ以下卵泡和２～６ｍｍ卵泡的卵母
细胞孤雌激活胚胎分裂率分 别 为 ５２６３％、
８０３９％，二者有显著差异［７］。

囊胚率是分析胚胎发育情况的一个指标［１５］。

直至目前，大多数的科学研究做猪卵母细胞孤雌激

活试验时，都热衷于以胞质均匀、包裹多层卵丘细

胞的卵母细胞为研究对象［１６］。已有的相关研究表

明，扩展的卵丘细胞可以通过调节物质的通透性，

诱捕卵母细胞排出的有害物质，从而达到有效抑制

卵母细胞死亡和退化的效果［１７］。但从小腔卵泡中

抽出的卵母细胞孤雌激活后的囊胚率却很高，和

２～６ｍｍ卵泡的卵母细胞孤雌激活胚胎的囊胚率
差异不显著，表明卵泡大小对卵母细胞体外成熟、

体外发育有重要影响。

５　结论

研究发现，正常卵泡、小腔卵泡的卵母细胞体

外成熟后，孤雌激活胚分裂率依次降低，说明孤雌

胚胎的分裂能力随卵泡直径的增大而增强；正常卵

泡、小腔卵泡的卵母细胞体外成熟后，孤雌激活胚

囊胚率随卵泡直径的增大有一定的增高，但变化不

显著；从猪小腔卵泡中抽出的卵母细胞有一定的发

育能力，在收集卵母细胞的时候，也应该适当挑取

一部分直径小于２ｍｍ的小腔卵泡，增加卵母细胞
的数量，为试验提供更多的材料。
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