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影响山羊体外受精的因素 3
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摘 　要 　以屠宰山羊卵母细胞为材料研究了公羊个体、附睾不同部位精子、成熟培养和受精时卵丘存在与否、

卵丘扩展程度及卵龄对山羊体外受精的影响。结果表明 : 1) 不同公羊精液在受精、卵裂和桑椹/ 囊胚率上都有

显著差异 ; 2) 附睾尾精子和鲜精的受精、卵裂和桑椹/ 囊胚率无显著差异 , 但显著高于附睾体和附睾头精子 ;

3) 成熟培养 24 和 27 h 卵母细胞的的桑椹胚/ 囊胚率显著高于培养 21 和 30 h 卵母细胞 ; 4) 卵丘扩展 3 和 4 级卵

母细胞受精和桑椹胚/ 囊胚率显著高于扩展 0 和 1 级卵母细胞 ; 5) 成熟培养前机械去卵丘严重影响卵母细胞体

外受精和桑椹胚/ 囊胚率 ; 6) 受精前完全去掉卵丘显著影响桑椹胚/ 囊胚率 [动物学报 50 (2) : 216 - 221 ,

2004 ]。
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Factors influencing in vit ro fertil ization in goats 3
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Abstract 　We studied the effect of buck individuality , epididymal origin of spermatozoa , presence and absence of cumu2
lus during in vit ro maturation and fertilization and length of maturation culture on in vit ro fertilization and embryo devel2
opment in goats. The results are summarized as follows : 1) semen from different bucks produced significantly different
rates of fertilization , cleavage and morulae/ blastocysts ; 2) rates of fertilization , cleavage and morulae/ blastocysts by
spermatozoa from cauda epididymidis were not different significantly from those of ejaculated spermatozoa but were
markedly higher than those of spermatozoa from corpus epididymidis , and those of spermatozoa from corpus epididymidis
were significantly higher than those of spermatozoa from caput epididymidis ; 3) there was no significant difference in fer2
tilization rates among oocytes in vit ro matured for 24 , 27 and 30 h , but fertilization rates of oocytes matured in vit ro for
21 h declined significantly ; rates of morulae/ blastocysts in oocytes matured for 21 and 30 h were significantly lower than
rates among oocytes matured for 24 and 27 h ; 4) rates of fertilization and morulae/ blastocysts in oocytes with 3 or 4
grade cumulus expansion were significantly higher than those of oocytes with 0 or 1 grade cumulus expansion ; 5) me2
chanical removal of cumulus prior to in vit ro maturation severely affected in vit ro fertilization and embryo development to
morulae/ blastocysts of goat oocytes ; 6) complete or partial removal of cumulus prior to in vit ro fertilization did not affect
fertilization and cleavage of oocytes , but complete removal of the cumulus significantly decreased the rate of morulae/ blas2
tocysts. In summary , in vit ro maturation and fertilization of goat oocytes were affected by many factors [ Acta Zoologica
S inica 50 (2) : 216 - 221 , 2004 ] .
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　　随着胚胎工程技术的进一步研究和商业化 , 对

胚胎的需求量日益增加。通过卵泡卵母细胞体外成

熟、体外受精和体外培养 ( In vit ro maturation ,

fertilization and embryo culture , IVM2IVF2IVC) 工

厂化生产胚胎可提高卵母细胞的利用率 , 生产大量

优质廉价胚胎具有广阔的应用前景。然而 , 山羊卵

母细胞的 IVM2IVF2IVC 技术发展相对缓慢。

Hanada (1985) 用超排得到的山羊卵母细胞体外



受精获得首例试管山羊 , 钱菊汾等 (1992) 用山羊

体外成熟卵母细胞体外受精获得后代。目前 , 山羊

卵巢卵母细胞的 IVM2IVF2IVC 系统还不稳定 , 可

重复性差。这里不仅有体外成熟卵母细胞自身的质

量问题 , 也有精子质量的问题。

关于卵丘在卵母细胞体外成熟培养中是否必

需 , 还存在争议。Eppig and Downs (1989) 对小

鼠卵丘卵母细胞复合体 (Cumulus2oocytes complex2
es , COC) 和裸卵 (Denuded oocyte , DO) 进行体

外培养发现 , 裸卵的生发泡破裂 ( Germinal vesicle

breakdown , GVBD) 率和第一极体的排放率高于

或者等于 COC 的比例。Hawk et al. (1992) 发现 ,

无论在成熟期间或成熟后去掉部分卵丘 , 牛卵母细

胞受精率及扩展囊胚比例都明显增高。而有些学者

则认为 , 没有卵丘卵母细胞不能很好成熟 (Crosby

et al. , 1981 ; Fukui and Sakuma , 1980) 。对大鼠、

小鼠和牛的研究表明 , 卵母细胞如果在体外成熟前

是裸卵 , 受精后的卵裂率和原核形成率都下降

(Schoreder and Eppig , 1984 ; Sirard et al. , 1988 ;

Vanderhyden and Armstrong , 1989) 。

卵母细胞成熟后发生的卵丘扩展有助于输卵管

收集卵母细胞 , 而且还能在受精时发挥作用

(Meizel , 1985 ; Salustri et al. , 1989) 。Hunter and

Moor (1987) 主张根据卵丘扩展程度判断牛卵母

细胞体外成熟与否 , Gliedt et al. (1996) 发现牛卵

母细胞体外成熟时间由 24 h 延长到 28 h , 体外受

精后的卵裂和桑椹胚率下降。Marquant2Le Guienne

et al. (1990) 报道 , 3 头公牛个体之间体外受精率

存在显著差异。因此 , 关于精子来源、卵丘及卵母

细胞成熟度对山羊体外受精和胚胎发育的影响 , 还

有待进一步研究。本文以屠宰山羊卵巢卵母细胞为

实验材料系统研究了公羊个体、附睾不同部位精

子、成熟培养和受精过程中卵丘存在与否、成熟时

卵丘扩展程度以及卵龄等因素对山羊体外受精的影

响。

1 　材料与方法

111 　卵母细胞的收集和成熟培养

屠宰山羊卵巢在 30 - 35 ℃灭菌生理盐水 (添

加 100 IU/ ml 青霉素和 50μg/ ml 链霉素) 中 3 h 内

带回实验室。充分清洗后 , 用 10 ml 注射器 (8 号

针头) 抽取卵巢表面直径 2 - 6 mm 卵泡内的卵丘

卵母 细 胞 复 合 体 , 置 于 含 有 011 % PVA 的

Dulbeccoπs PBS ( GIBCO) 中。在实体显微镜下收

集 COC , 选取卵丘细胞层完整、卵母细胞质均匀

的 COC 用于培养。

成熟培养液为添加 10 % ( v/ v) FCS ( GIB2
CO) 、10 IU/ ml PMSG (天津实验动物中心) 的

TCM2199 ( GIBCO) (孙兴参等 , 2003) 。表面覆

盖薄层矿物油 ( Sigma , M28410) 的 100 μl 培养

滴 , 预平衡 3 - 4 h 后用于培养。将洗净的 COC 移

入已平衡好的培养滴中 , 每滴 15 - 20 枚 , 于

3815 ℃、5 % CO2 、100 % 湿度的 CO2培养箱内进

行成熟培养。

112 　精子获能、体外授精和受精检测

使用假阴道从 3 只成年健康鲁白山羊采集鲜

精。先在 6 个 5 ml 离心管中装 2 ml 改进的 DM

(Defined medium , 成分明确培养液) 液 ( mDM ,

Younis et al. , 1991) , 每管在底部加入 70μl 精液

进行上游处理 ( Parrish et al. , 1986) 。1 h 后 , 自

每个离心管吸取上部 017 ml 高活力精液 , 混合后

再经 200 ×g 离心 10 min。去除上清后检测精子密

度。附睾来自随机屠宰的成年公山羊。用剪刀分段

剪下附睾头、体和尾部 , 并分别于 DPBS 液体中用

镊子挤压 , 使精子分离出来。200 ×g 离心洗涤 1

次 , 用 DPBS 重新悬浮精子并检查精子密度。用获

能液 (含 50μg/ ml 肝素的 mDM) 将精子密度稀释

到 80 ×106 个/ ml 后 , 在 3815 ℃下孵育 45 min 进

行获能。

受精液为含有 1μg/ ml 牛磺酸的 TAL P 液。成

熟培养后的 COC 用受精液洗涤一次后放入 100μl

的受精滴中 , 每滴 18 - 22 枚。然后 , 每个受精滴

加入 5μl 获能精子 , 最终精子浓度为 315 - 4 ×106

个/ ml。授精后 , 在 3815 ℃, 5 %CO2 的培养箱中

孵育。17 h 后 , 去除卵丘细胞和表面粘附的精子。

一部分卵母细胞用于检测受精率 , 其余卵母细胞继

续培养。

在检测受精率时 , 卵母细胞压片后在醋酸酒精

(1∶3) 固定液中固定 24 h 以上。然后 , 用 1 %醋酸

地衣红染液染色 1 min , 在相差镜下检查受精情

况。带有两个原核和一个精子尾巴的为正常受精。

113 　胚胎培养及胚胎发育观察

在受精 24 h 后 , 把卵母细胞转入胚胎培养液

( TCM2199 添加 0155 mg/ ml 丙酮酸钠、01146 mg/

ml 谷氨酰胺、315 mg/ mlBSA ( GIBCO) 、青霉素

100 IU/ ml、链霉素 50μg/ ml 和 20 %发情山羊血

清) 中培养。20 枚卵母细胞在 100μl 培养滴中与

已培养 48 h 的单层山羊输卵管上皮细胞一起于

7122 期 周佳勃等 : 影响山羊体外受精的因素
　　



3815 ℃、5 %CO2 、95 %空气 , 饱和湿度下共同培

养 7 天。每隔两天半量更换培养液。在受精后 48 h

检查卵裂率 , 培养 7 天观察桑椹胚和囊胚的发育情

况。

114 　实验设计

11411 　公羊个体对体外受精影响的研究 　用从1、

2 和 3 号公羊采集的精液分别与体外成熟卵母细胞

进行体外受精 , 观察受精和胚胎发育。

11412 　附睾不同部位精子的体外受精 　用取自附

睾头、附睾体和附睾尾的精子 , 分别与体外成熟卵

母细胞进行体外受精 , 观察受精和胚胎发育。

11413 　卵母细胞成熟培养时间 (卵龄) 对受精及

胚胎发育的影响 　用来自两只体外受精效果较好公

羊的精液 (下同) 对成熟培养 21、24、27 和 30 h

卵母细胞进行体外受精 , 观察受精和胚胎发育。

11414 　卵丘扩展程度对体外受精的影响 　将成熟

培养27 h COC 卵丘扩展程度分为 0 - 4 级。0 级 ,

没有扩展 , 卵丘细胞已经贴壁 ; 1 级 , 最外的 1 - 2

层卵丘细胞扩展 ; 2 级 , 外侧的几层细胞扩展 , 开

始呈放射状 , 卵丘细胞间粘液增多 ; 3 级 , 内层的

卵丘细胞也扩展 , 只有放射冠未扩展 ; 4 级 , 包括

放射冠在内卵丘全部扩展。用鲜精对卵丘扩展不同

级别卵母细胞分别进行体外受精。

11415 　体外成熟时卵丘细胞有无对受精及发育的

影响 　取自然裸卵、人工裸卵、带有 1 - 2 层卵丘

细胞的卵母细胞和卵丘细胞 3 层以上的卵母细胞进

行体外成熟培养 , 27 h 后分别进行体外受精。

11416 　体外受精时卵丘细胞有无对受精和发育的

影响 　具有3 层以上卵丘细胞的卵母细胞体外成熟

27 h 后 , 一部分卵母细胞机械完全或部分去掉卵

丘 , 另一部分保持卵丘完整 , 分别进行体外受精。

115 　数据处理

每组实验至少重复 3 次。使用 SPSS 810 统计

软件 , 使用 Kolmogrov2Smirnow 确定数据分布型 ,

用 Levene 技术检验方差齐次性。不具正态性的数

据经过反正弦平方根转换后 , 再检验分布型都符合

正态分布 , 然后通过方差分析进行显著性检验 , P

< 0105 被认为是差异显著。

2 　结　果

211 　不同公羊受精率、卵裂率及桑椹胚/ 囊胚率的

比较

1、2 和 3 号公羊的精液在受精率、卵裂率和

桑椹胚/ 囊胚率上都有显著差异 ( P < 0105) 。其

中 , 1 号公羊效果最好 , 3 号次之 , 2 号公羊最差

(表 1) 。

表 1 　不同公羊受精率、卵裂率及桑椹胚/ 囊胚率的比较

Table 1 　Rates of fertilization , cleavage and morulae/ blastu2
lae of different buck individuals

公羊

Bucks

受精卵数/ 授

精卵数 ( %)

Fertilized/

inseminated

oocytes( %)

发育胚胎数/ 培养胚胎数 ( %)

Embryo developed/ cultured embryo ( %)

卵裂

Cleaved

桑椹胚 (囊胚)

Morula (blastocyst)

1 25/ 31 (8016) a3 105/ 146 (7119) a 42/ 146 (2818) a

2 19/ 40 (4715) b 34/ 98 (3416) b 8/ 98 (8116) b

3 17/ 26 (6514) ab 50/ 79 (6313) ab 15/ 79 (1819) ab

3 : 同一列中的不同上角标示差异显著。

Different superscripts within one column differ significantly (One2Way

ANOVA , P < 0105) .

212 　山羊附睾头、附睾体和附睾尾精子的体外受

精能力

表 2 表明 , 不同来源的精子体外受精能力存在

差异。鲜精和附睾尾精子的受精率、卵裂率和桑椹

胚/ 囊胚率无显著差异 , 但显著高于附睾体精子。

而附睾体精子的受精率、卵裂率和桑椹胚/ 囊胚率

又显著高于附睾头精子。

表 2 　山羊附睾不同部位精子体外受精效果比较

Table 2 　Fertilizing capacity of goat spermatozoa from differ2
ent parts of the epididymis

精子来源

Sources of

spermatozoa

受精卵数/ 授

精卵数 ( %)

Fertilized/

inseminated

oocytes( %)

发育胚胎数/ 培养胚胎数 ( %)

Embryo developed/ cultured

embryo ( %)

卵裂

Cleaved

桑椹胚 (囊胚)

Morula (blastocyst)

射出精子

Ejaculate
25/ 31 (8016) a 3 85/ 131 (6418) a 27/ 131 (2016) a

附睾尾 Cauda 19/ 25 (7610) a 59/ 94 (6217) a 14/ 94 (1419) a

附睾体 Corpus 4/ 11 (3613) b 10/ 36 (2717) b 2/ 36 (515) b

附睾头 Caput 0/ 10 (010) ab 0/ 35 (010) ab 0/ 35 (010) ab

3 : 同一列中的不同上角标示差异显著。

Different superscripts within one column differ significantly (One2Way

ANOVA , P < 0105) .

213 　卵母细胞成熟培养时间 ( 卵龄) 对受精和胚

胎发育的影响

体外成熟培养 24、27 和 30 h 卵母细胞的受精

率差异不显著 ( P > 0105) , 但培养 21 h 卵母细胞

812 动 　　物 　　学 　　报 50 卷 　
　　



的受精率显著 ( P < 0105) 低于其它各组。成熟培

养 21 h 和 30 h 卵母细胞的桑椹胚/ 囊胚率显著低于

成熟 24 h 和 27 h 卵母细胞 (表 3) 。

表 3 　体外成熟不同时间山羊卵母细胞的体外受精率和发

育率

Table 3 　Fertilization and embryo development of oocytes in

vit ro matured for different time

体外成熟时间

Maturation

time(h)

受精卵数/ 授

精卵数 ( %)

Fertilized/

inseminated

oocytes( %)

发育胚胎数/ 培养胚胎数 ( %)

Embryo developed/ cultured

embryo ( %)

卵裂

Cleaved

桑椹胚 (囊胚)

Morula (blastocyst)

21 4/ 12 (3313) a 3 10/ 38 (2613) a 2/ 38 (513) a

24 8/ 11 (7217) b 14/ 22 (6316) b 4/ 22 (1812) b

27 16/ 21 (7612) b 33/ 49 (6713) b 10/ 49 (2014) b

30 11/ 15 (7313) b 24/ 31 (6010) b 3/ 31 (917) b

3 : 同一列中的不同上角标示差异显著。

Different superscripts within one column differ significantly (One2Way

ANOVA , P < 0105) .

表 4 　体外成熟卵母细胞卵丘扩展级别对体外受精和胚胎

发育的影响

Table 4 　Effect of the degree of cumulus expansion on fertil2
ization and embryo development

卵丘扩展级别

Degree of

cumulus

expansion

受精卵数/ 授

精卵数 ( %)

Fertilized/

inseminated

oocytes( %)

发育胚胎数/ 培养胚胎数 ( %)

Embryo developed/ cultured

embryo ( %)

卵裂

Cleaved

桑椹胚 (囊胚)

Morula (blastocyst)

0 0/ 61 (010) a 3 0/ 85 (010) a 0/ 85 (010) a

1 1/ 30 (313) b 0/ 60 (010) a 0/ 60 (010) a

2 6/ 40 (1510) c 13/ 106 (1213) b 0/ 106 (010) a

3 25/ 40 (6215) ab 43/ 90 (4717) ab 11/ 90 (1212) b

4 49/ 60 (8116) ac 83/ 125 (6614) ac 27/ 125 (2116) ab

3 : 同一列中的不同上角标示差异显著。

Different superscripts within one column differ significantly (One2Way

ANOVA , P < 0105) .

214 　卵丘扩展级别对体外受精的影响

实验结果表明 , 0 级扩展的卵母细胞不能受

精 , 1 级扩展的卵母细胞受精率也较低。而且 , 卵

丘扩展程度对受精卵的后续发育能力也有严重影

响。扩展好 (3 和 4 级) 卵母细胞的受精率和桑椹

胚/ 囊胚率显著 ( P < 0105) 高于扩展不好的卵母

细胞 (表 4) 。

215 　卵母细胞体外成熟过程中卵丘存在与否对体

外受精的影响

从表 5 中可看出 , 自然裸卵体外成熟后能够受

精但受精率显著 ( P < 0105) 低于 1 - 2 层和 3 层

以上卵丘的卵母细胞。成熟前机械去除卵丘严重影

响山羊卵母细胞的体外受精率和桑椹胚/ 囊胚率。1

- 2 层与多层卵丘细胞卵母细胞的受精率和桑椹胚

/ 囊胚率差异不显著 ( P > 0105) 。

表 5 　卵母细胞成熟培养时卵丘存在与否对体外受精的影

响

Table 5 　Effect of cumulus during in vit ro maturation on fer2
tilization and embryo development

卵丘

Cumulus

status

受精卵数/ 授

精卵数 ( %)

Fertilized/

inseminated

oocytes( %)

发育胚胎数/ 培养胚胎数 ( %)

Embryo developed/ cultured

embryo ( %)

卵裂

Cleaved

桑椹胚 (囊胚)

Morula (blastocyst)

自然裸卵 Natu2

rally denuded

5/ 40

(1215) a

6/ 72

(813) a

0/ 72

(010) a

人工裸卵 Artifi2

cially denuded

29/ 66

(4319) b

57/ 160

(3516) b

17/ 160

(1016) b

1 - 2 层卵丘细

胞 With 1 - 2

layers of cumulus

cells

31/ 40

(7715) ab

88/ 135

(6512) ab

28/ 135

(2017) ab

≥3 层卵丘细胞

With 3 or more

layers of cumulus

cells

56/ 68

(8213) ab

134/ 200

(6710) ab

47/ 200

(2315) ab

3 : 同一列中的不同上角标示差异显著。

Different superscripts within one column differ significantly (One2Way

ANOVA , P < 0105) .

216 　受精时卵丘存在与否对体外受精的影响

本实验的结果表明 , 在受精前完全去掉或者部

分去掉卵丘对受精率和卵裂率没有显著影响 , 但受

精前完全去掉卵丘对于胚胎的后续发育有严重影

响 , 桑椹胚/ 囊胚率显著低于带卵丘卵母细胞。

3 　讨　论

一些实验表明 , 公畜个体差异对体外受精的受

精率和卵裂率影响很大。这种现象在牛上比较明

显。Marquant2Le Guienne et al. (1990) 的研究证

实 , 从 3 只公牛采集的精液分别获能后 , 进行体外

受精 , 受精率有明显差异 (36 % - 95 %) 。刘东军
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等 (2000) 报道 , 利用五头公牛精液分别进行体外

受精 , 卵裂率分别为 1716 % - 7417 % , 囊胚发育

率为 110 % - 3216 % , 不同个体间差异极显著。本

实验证明 , 公山羊个体间的差异对体外受精的受精

率、卵裂率和桑囊率也有明显影响。

表 6 　受精时卵丘存在与否对受精和胚胎发育的影响

Table 6 　Effect of cumulus during in vit ro fertilization on fer2
tilization and embryo development

卵丘形态

Cumulus

morphology

受精卵数/ 授

精卵数 ( %)

Fertilized/

inseminated

oocytes( %)

发育胚胎数/ 培养胚胎数 ( %)

Embryo developed/ cultured

embryo ( %)

卵裂

Cleaved

桑椹胚 (囊胚)

Morula (blastocyst)

无 卵 丘 Com2

pletely denuded

24/ 30

(8010) a 3

63/ 96

(6516) a

14/ 96

(1415) b

部分卵丘

Partially denuded

26/ 32

(8111) a

62/ 90

(6818) a

21/ 90

(2313) a

卵丘完整

Intact

40/ 49

(8416) a

101/ 150

(6713) a

33/ 150

(2210) a

3 : 同一列中的不同上角标示差异显著。

Different superscripts within one column differ significantly (One2Way

ANOVA , P < 0105) .

本实验证明 , 附睾尾精子与射出的鲜精受精能

力没有明显差异 , 部分附睾体精子具有受精能力 ,

而附睾头精子都没有受精能力。Harayama et al.

(1993) 的研究发现 , 山羊附睾体和附睾尾精子能

发生顶体反应 , 但附睾头精子很难发生顶体反应 ;

附睾体和附睾尾精子的仓鼠卵穿透率分别为 74 %

和 93 % , 但附睾头精子很少能穿过卵母细胞。

Williams et al. (1991) 证明 , 虽然绵羊附睾尾精

子很容易被钙离子载体 A23187 作用发生顶体反

应 , 但附睾头精子却不能发生顶体反应 , 也不能穿

透仓鼠卵。电镜和光镜检测发现 , 附睾头、体和尾

精子的顶体形态没有差异 , 但附睾尾精子比附睾

头、体精子在孵育 8 h 后顶体酶的活性更高。上述

结果说明 , 精子从附睾头到附睾尾运行过程中 , 提

高了精子顶体反应和与卵质膜融合的能力。

Gliedt et al. (1996) 对牛的研究发现 , 当把体

外成熟时间由 24 h 延长到 28 h , 卵母细胞体外受

精后的卵裂率下降 , 成熟 24 h 比 28 h 卵母细胞的

桑椹胚率高。本实验中 , 体外成熟培养 24、27 和

30 h 卵母细胞的受精率差异不显著 , 但培养 21 h

卵母细胞的受精率显著低于其它各组。成熟培养

21 h 和 30 h 卵母细胞的桑椹胚/ 囊胚率显著低于成

熟 24 h 和 27 h 卵母细胞。这说明 , 未充分成熟和

老化的卵母细胞都会对胚胎后续发育产生不利影

响。

关于卵丘扩展程度与卵母细胞受精率及胚胎发

育之间关系的研究很少 , 关于山羊的卵丘扩展与受

精和发育的关系还不清楚。本实验发现 , 卵丘不扩

展的卵母细胞不能受精 , 1 级扩展的受精率也较

低。扩展好的受精率显著高于扩展不好的卵母细

胞 , 卵母细胞受精后的胚胎发育能力也是如此。这

可能说明 , 卵丘扩展程度与卵母细胞质成熟的程度

有一定的相关性。本研究中还发现 , 即使卵丘扩展

不好 (2 级) , 卵母细胞仍能排出第一极体 , 说明

卵丘扩展与卵母细胞核成熟之间相关性很小。孙兴

参等 (2002) 对猪的研究也证实了这一点。

实验中发现 , 山羊无卵丘卵母细胞在体外可以

成熟 (排除第一极体) 。无卵丘卵母细胞体外成熟

后能够受精 , 但是受精率显著低于 1 - 2 层和多层

卵丘卵母细胞。成熟前机械去除卵丘严重影响山羊

卵母细胞的体外受精率和囊胚发育率。在大鼠

(Vanderhyden and Armstrong , 1989) 和牛 ( Zhang

et al. , 1995 ; Leibfried2Rutledge et al. , 1989) , 于

成熟培养前去掉卵丘对卵母细胞成熟、受精和胚胎

发育都有不利影响。这些结果说明 , 成熟培养时卵

丘有无对卵母细胞以后的受精和发育影响都很大。

其机理有待探讨。

大多数动物在受精时卵母细胞上都还存在一定

比例的卵丘细胞 ( Yanagimachi , 1994) 。在小鼠

( Itagaki and Toyoda , 1991 ) 、仓鼠 ( Bavister et

al. , 1982 ) 、猪 ( Kikuchi et al. , 1993 ) 和 牛

( Fatehi et al. , 2002) , 受精时添加卵丘细胞提高

受精率。还有一些研究发现 , 在牛和绵羊去掉卵丘

细胞不影响穿透率 , 但是雌雄原核的形成受到损害

并伴有较高的多精受精发生 (Behalova and Greve ,

1993 ; Cox , 1991) 。然而 , Hawk et al. (1992)

却发现 , 卵丘细胞对精子穿透有不利影响。本实验

结果表明 , 在受精前完全去掉或者部分去掉卵丘对

受精率和卵裂率没有显著影响 , 但受精前完全去掉

卵丘对于胚胎的后续发育有严重影响 , 桑椹胚/ 囊

胚率显著低于带卵丘卵母细胞。尽管卵丘细胞促进

受精的机制还不完全清楚 , 但可能是与卵丘细胞能

引导精子进入卵母细胞 , 诱导获能 ( Cox et al. ,

1993) 和顶体反应 ( Chian et al. , 1995) , 维持精

子活力 ( Fukui , 1990) , 防止透明带变硬 ( Katska
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et al. , 1989) 以及提高精子的穿透力 (Cox et al. ,

1993 ; Fukui , 1990) 有关。

总之 , 公山羊个体差异、精子成熟程度、卵母

细胞成熟培养时间、卵丘扩展程度以及成熟培养和

体外受精期间卵丘细胞的有无都是影响山羊卵母细

胞体外成熟、受精和胚胎发育的重要因素。因此 ,

要建立完善的体外生产胚胎系统 , 许多问题尚待深

入研究。
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