
猪卵母细胞体外成熟技术研究进展

项智锋, 李艳, 王清华 ( 河南科技学院动物科学学院,河南新乡453003)

摘要  猪卵母细胞体外成熟( IVM) 为猪胚胎的体外生产及相关胚胎工程技术如胚胎细胞和体细胞核移植、转基因和性别控制提供了廉
价原料,是现代胚胎工程技术的研究热点之一。多年来科研人员为了进一步提高卵母细胞体外培养成熟率以及更深入地了解卵母细胞
成熟机制 ,对影响卵母细胞体外成熟的因素进行了大量的研究。综述了影响猪卵母细胞体外成熟的相关因素。
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  猪卵母细胞体外成熟培养技术是现代生物技术中的重

要内容之一。猪卵母细胞体外成熟是体外受精、性别控制、

核移植技术等成功与否的前提和关键。最早进行哺乳动物

卵母细胞培养的是Pincus 和Enzmann , 他们从兔卵巢中取出

未成熟卵母细胞进行培养, 并且获得了成功。自从1965 年

Edwards 首次将小鼠、绵羊等动物的卵母细胞在体外培养成

熟后, 科研人员对多种哺乳动物卵母细胞的成熟培养及成熟

过程进行了深入的研究, 以期能获得更高的卵母细胞成熟

率。笔者结合国内外学者的相关研究, 对影响猪卵母细胞体

外成熟培养的有关因素进行了综述。

1  猪的品种

猪的不同品种, 其卵母细胞质量不同, 体外成熟培养效

果不同,如瘦肉型猪与非瘦肉型猪,巴马香猪与本地猪,外国

品种与国内品种。即便是国内不同省份的品种, 也可能因遗

传背景、特定营养环境、气候条件的不同造成品质上的差异 ,

导致卵母细胞质量的差异。

2  猪的年龄及健康状况

近几年的研究发现, 经产母猪卵母细胞在成熟率及胚胎

发育能力方面明显优于青年母猪[ 1] 。处于不同的发育阶段

如仔猪、处女猪、经产猪、老母猪能够影响猪胚胎体外生产的

效率, 不同年龄的猪也会影响卵母细胞成熟培养的效果。因

为, 其卵巢外观不同,抽取的卵母细胞成熟培养效果也不同。

有的育龄盛期的母猪, 其卵巢较大, 有黄体, 颜色较深, 表面

卵泡多而且大卵泡比例高, 获得的卵母细胞细胞质较均匀。

而有的猪的卵巢很小,还没有黄体,颜色很浅 ,都是极小的卵

泡, 获得的卵母细胞细胞质不太均匀, 局部有较多稀薄空洞

结构。如果卵巢质量好, 卵母细胞质量就好 ,体外成熟也较

好。猪的健康状况也影响猪卵母细胞体外成熟。健康母猪

的卵母细胞 ,体外成熟效果好, 而源于老弱病残母猪的卵母

细胞体外成熟效果差。

3  猪的性周期阶段

卵巢所处不同性周期阶段如无黄体期时卵母细胞体外

成熟率优于黄体期和黄体前期卵巢上卵母细胞成熟率。郭

宪等[ 2] 的试验结果证明: 无黄体期卵母细胞成熟率( 69 .2 %)

高于黄体期( 64 .3 %) , 但两者差异并不显著, 说明卵巢性周

期阶段对猪卵母细胞成熟有影响,但影响不大。原因可能是

在体外成熟培养时所选用的卵丘- 卵母细胞复合体都是胞
�
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质均匀、卵丘层2 层以上, 卵母细胞在体内发育的阶段相似 ,

因此无黄体期和黄体期两者无显著差异。

4  卵巢保存温度及时间

卵巢长时间在体外环境中保存, 会阻碍蛋白质的合成 ,

并抑制卵母细胞生发泡破裂, 延迟卵母细胞的成熟。因此从

屠宰场获取的卵巢, 要用0 .9 % 的生理盐水或含抗生素的磷

酸缓冲液保存在尽可能短的时间内运回实验室。卵巢的保

存温度及贮存时间影响卵母细胞的体外成熟。Walter 和

Graves 研究了不同保存温度( 5、16、25、30 和37 ℃) 及不同贮

存时间( 2、6、10、14 和26 h) 对猪卵母细胞体外成熟的影响, 发

现不管采用哪种温度, 随着贮存时间的延长, 卵母细胞的成

熟率下降[ 3] 。而Abeydeera 认为采用25 ℃运输,5 h 内对卵母

细胞成熟及发育能力没有影响[ 4] 。一般认为卵巢自体内取

出后,采用25～37 ℃贮存, 短时间内将卵巢运回实验室对卵

母细胞体外成熟影响不大。

5  卵母细胞采集方法

卵母细胞的采集方法有抽吸法和切剖法。在从离体卵

巢上采集卵母细胞时, 因采集方法不同 ,所得卵母细胞体外

成熟率间存在一定的差异, 如抽吸法成熟率( 77 .6 %) 低于切

剖法( 80 .4 %) 。抽吸法和切剖法相比两者各有优缺点。与

抽吸法相比 ,切剖法虽然费时, 但极少破坏卵丘- 卵母细胞

复合体( COCs) ,这种采集方法更有利于COCs 的生长发育[ 5] 。

注射器抽取有腔卵泡比用刀片割破所取卵母细胞较少 ,但是

符合取卵时间愈短愈好的原则, 因其方便、干净、简捷被普遍

使用。但要注意选择合适的注射器和针头。通常10 ml 注射

器加18 号针头是比较合适的。实践发现10 ml 注射器实用

操作性比5 和20 ml 的好 ,抽取卵泡的速度也比较快, 特别是

针头的大小非常重要。针头太大, 卵母细胞流失很多, 没有

足够数量的卵母细胞进行实验; 针头太小则抽取过程中卵丘

细胞会大量的脱落, 因为卵丘细胞对卵母细胞有重要的协同

作用, 卵丘细胞的脱落将不利于卵母细胞的体外成熟。

6  卵泡的直径

哺乳动物的卵巢上存在2 种卵泡, 一种为有腔卵泡 , 另

一种为腔前卵泡。已有研究表明, 腔前卵泡卵母细胞的体外

成熟率( 26 .1 %) 显著低于有腔卵泡卵母细胞的体外成熟率

( 83 .0 %) 。由于RNA 的早期合成和积蓄是卵母细胞成熟分

裂和早期胚胎发育的物质基础, 小腔卵泡卵母细胞成熟率低

于一部分正进行 RNA 的合成、未能适时适量地合成某些参

与调控成熟分裂恢复的蛋白因子有关, 而大卵泡内已存了足

够的RNA 以合成蛋白质且大腔卵泡卵母细胞处于快速生长

后期, 细胞内转录已完成 ,在体外具有自发核成熟能力,故成
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熟率高。卵母细胞只有达到一定体积才具有恢复减数分裂

的能力, 来自小腔卵泡的卵母细胞在核成熟方面存在缺陷 ,

故有腔卵泡直径大小对猪卵母细胞体外成熟和发育也有影

响。Yoon 等[ 6] 研究发现, 来自3～8 mm直径卵泡的卵母细胞

成熟率显著高于小于3 mm的卵泡卵母细胞( 91 %∶58 %) 。韩

毅冰等[ 7] 也证明小直径卵泡卵母细胞( < 1～2 mm) 成熟率不

如大直径卵泡卵母细胞( 2～6 mm) 。通过对不同大小卵母细

胞和来自不同卵泡的卵母细胞体外培养发现,卵母细胞大小

对穿卵率无影响, 但卵泡大小同穿卵率正相关[ 8] 。

7  卵丘卵母复合体类型

在卵母细胞体外成熟研究中, 一般根据卵母细胞周围包

绕卵丘细胞的情况, 分为4 种类型: 即包绕3 层以上紧密卵

丘细胞的卵母细胞为第1 类;3 层以下的为第2 类;卵丘细胞

扩展而疏松 ,卵母细胞卵质无斑块的为第3 类; 无卵丘细胞

的卵母细胞( 裸卵) 为第4 类。李丽立等[ 9] 对这4 类卵母细

胞体外成熟研究结果表明, 达到 MII 期的成熟率分别为

93 %、90 %、76 %、20 % , 成熟效果依次递减。因为在哺乳动物

卵母细胞成熟研究中发现,处于静止期的初级卵母细胞在激

素的作用下 ,若没有卵丘细胞的存在则卵母细胞不能成熟。

可见在卵母细胞成熟发育时卵丘细胞直接向卵母细胞发出

成熟发育信息。卵丘细胞对卵母细胞有着重要的协同作用 ,

所以卵丘的完整性和卵丘细胞包绕情况对卵母细胞成熟具

有重要的作用。因此, 在进行猪胚胎体外生产时多选择卵母

细胞胞质均匀、透明带完整、具有3 层或3 层以上卵丘细胞

的COCs 进行培养[ 4] 。

8  卵母细胞体外培养条件

8 .1 气相条件 目前 ,卵母细胞常用的培养气相有2 种, 一

种是5 %CO2 ,5 %O2 ,90 %N2 ; 另一种是5 %CO2 ,95 % 的空气。

在这2 种气相中,CO2 的含量十分关键。因为培养体系内

CO2 不仅可以平衡培养基, 而且还有助于细胞代谢中的丙酮

酸转换成草酰乙酸, 有利于细胞成熟。多数培养基在配制前

都已将pH 值调好, 并具有一定的缓冲能力,5 %CO2 则刚好

是维持pH 所必需的。

8 .2  培养时间 其他哺乳动物卵母细胞体外成熟培养时间

通常是22～24 h。但是猪比较特殊, 通常需要48 h 左右才能

达到核成熟 ,在24 h 的核成熟率几乎为零 ,而且从30 h 左右

到72 h , 核成熟率几乎是随着培养时间的增加而直线上升。

虽然延长培养时间可以使核成熟率逐步增高,但是猪的卵母

细胞会逐渐老化, 因此在保证一定的核成熟率的前提下, 有

必要缩短猪卵母细胞体外成熟培养时间。体外培养是建立

于猪卵母细胞在促黄体素( LH) 峰值出现后36～42 h 达到成

熟这一基础上。目前国内多采用48 h , 世界首例转基因克隆

猪的成熟培养时间选择42～44 h。

8 .3  培养温度和湿度  在体外成熟( IVM) 时采用的是饱和

湿度, 目的是减少培养基的水分蒸发, 维持培养基中各种物

质的浓度 ,保持渗透压。各种物质浓度的变化及渗透压的变

化会造成猪卵母细胞的生发泡破裂。因此, 通常在培养基上

面覆盖一层石蜡油或矿物油, 以使在培养箱内或离箱操作时

维持培养基的气相、湿度及pH 值。但 Shi mada 等[ 10] 研究发

现, 石蜡油或矿物油对类固醇激素具有吸附作用, 延迟卵母

细胞的成熟以及降低胚胎发育能力, 并认为石蜡油或矿物油

可能含有对卵母细胞生长不利的物质。

不同动物卵母细胞最适宜培养温度不同,但是卵母细胞

体外成熟的最佳温度应是动物的体温。一般来说 ,稍高一点

的温度对细胞易造成损害,而稍低于体温的温度对体外成熟

似乎无甚影响。目前, 猪卵母细胞IVM时采用的温度为38 .5

～39 ℃。为保持培养的气相、湿度、温度的相对稳定, 将培养

皿或培养板置于培养箱的内部, 可以一定程度地缓解由于其

他操作打开CO2 培养箱对卵母细胞培养产生的不利影响。

8 .4 培养体系

8 .4 .1  基础培养基。卵母细胞体外成熟的基础培养基有2

种:一种是含有能量物质的简单盐溶液培养基, 如 Whitten

medium; 另一种是复合型组织培养基, 含氨基酸、维生素、核

酸前体等物质, 成分复杂 , 如TCM199[ 11] 。培养基要求pH 值

在7 .2～7 .4 ,渗透压在260～320 mosm/ kg , 偏离此范围对卵母

细胞生长是有害的。目前大多数学者采用 TCM199 和 NC-

SU23。虽然这2 种培养基在卵母细胞成熟率上差异不显著 ,

但受精后胚胎发育能力NCSU23 培养基占明显优势[ 12] 。

8 .4 .2 激素。在体内, 卵母细胞胞质的成熟过程受激素水

平的调节,排卵前促性腺激素峰可以通过颗粒细胞诱导卵母

细胞成熟 ,并引起卵丘细胞扩散。因而促性腺激素水平的变

化对卵丘细胞的分泌功能具有一定的调节作用, 卵丘细胞受

激素作用的时间由此也可能直接或者间接地影响卵母细胞

的核和胞质的成熟。促性腺激素被认为对成熟的启动发挥

重要作用,一般成熟培养液都要添加。目前 ,成熟培养液中

使用较多的促性腺激素是FSH 和 LH。FSH 和LH 作用于生

长至一定程度的卵泡时 ,可使卵丘细胞扩散, 中断与卵母细

胞之间的联系, 使卵丘细胞的信息不能传入卵母细胞, 从而

解除了卵丘细胞对卵母细胞恢复减数分裂的抑制作用 ,使卵

母细胞减数分裂重新启动。虽然FSH 和LH 在猪卵母细胞体

内成熟和排卵中起重要作用, 但似乎PMSG、hCG 对促进体外

成熟更为有效。早期研究中,促性腺激素存在于整个培养过

程,但是蔡令波等[ 13] 的研究表明, 在猪卵母细胞IVM 时 , 培

养前20 h 加入PMSG、hCG、雌二醇( E2) , 而在培养后20 h 去

除, 可增加卵母细胞的成熟率, 促进卵母细胞减数分裂和胞

质成熟。因此,目前绝大多数研究者都采用了此方案。但对

类固醇激素的使用目前还存在争议。Margot 等[ 14] 通过研究

发现培养过程中添加雌激素、孕酮等类固醇激素对 COCs 的

体外成熟无影响,COCs 培养时能自身合成和分泌上述激素 ,

满足卵母细胞生长需要,因此建议在培养过程中无需加入类

固醇激素。

8 .4 .3 �呤类。环- 磷酸腺苷( c AMP) 在哺乳类生长完全的

卵母细胞的减数分裂抑制中起着非常重要的作用。研究表

明次黄�呤、腺�呤核苷酸在体外和体内均可抑制卵母细胞

的减数分裂。腺�呤核苷酸可能通过不同形式的作用影响

c AMP 的代谢来调节卵母细胞的减数分裂, 其主要途径有2

条:一是通过磷酸化生成 ATP , 然后再经腺苷酸环化酶的作

用转化为c AMP, 使细胞内 cAMP 水平升高; 二是刺激卵母细

胞表面的腺苷酸环化酶的活性, 提高细胞内cAMP 水平, 达到

对卵母细胞成熟的抑制。次黄�呤除通过调节c AMP 的代谢
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外还可通过影响鸟苷的产量而实现对卵母细胞的成熟抑

制[ 15] 。

8 .4 .4 Ca2 + 。卵母细胞成熟之前促成熟因子( MPF) 以无活

性的形式存在, 在某些信息作用下,细胞内Ca2 + 水平升高, 结

合并激活钙离子载体( CaM) ,形成 Ca2 + / CaM 复合物, 使 MPF

处于激活状态, 进而促进卵母细胞的成熟分裂。Carroll 和

Swann 报道, 去除培养液中的Ca2 + 或加入 Ca2 + 通道阻断剂均

可抑制猪卵母细胞极体的形成。

8 .4 .5 血清。血清成分十分复杂, 含激素、生长因子、细胞

因子、氨基酸、酯类、维生素等物质。血清对卵母细胞体外成

熟的作用,主要是由于血清能为COCs 提供所需的蛋白质, 或

者是由于血清与卵母细胞一起能够防止透明带变硬, 从而有

利于精子的穿入。在卵母细胞培养时常用的血清种类有胎

牛血清( FCS) , 发情牛血清( ECS) 和新生犊牛血清( NCS) ,但以

FCS 应用最广泛。蔡令波等[ 13] 报道 ,ECS 较 NCS 更有利于猪

卵母细胞体外成熟 ,并认为可能是ECS 比NCS 含有更高促性

腺激素、类固醇激素浓度的缘故。也有学者添加同种动物血

清进行实验 ,成国祥等就指出 , 发情山羊血清较FCS 更有利

于山羊卵母细胞的体外成熟。虽然 Wu Ji 等[ 16] 在进行猪腔

前卵泡和有腔卵母细胞培养时采用了猪血清,但猪血清跟其

他动物血清在促进成熟方面进行比较的报道较少。添加血

清虽能普遍提高卵母细胞的体外成熟率,但血清有其固有缺

点, 如一些特性未明成分能够吸附激素、维生素、脂肪酸以及

金属离子, 而且还可能存在抗精子抗体 ,易被支原体污染等。

近几年来, 由于无血清培养体系化学成分明确 ,能够消除因

血清质量及不明成分等带来的不确定因素, 便于分析促进卵

母细胞成熟的物质 ,因此研究较为活跃[ 17] 。

8 .4 .6 卵泡液。猪卵泡液( PFF) 是猪卵母细胞体外成熟的

主要环境,它是卵泡中血清渗出物经过新陈代谢活动改变过

的产物, 包含有特殊成分, 如卵泡壁细胞合成的类固醇和糖

蛋白。卵泡液对卵母细胞生长发育有促进作用。Yashida

等[ 18] 报道在培养基中添加猪卵泡液可显著提高猪卵母细胞

的核成熟率、正常受精率及卵裂率 , 并发现一种分子量在

10 000～200 000 Da 的酸性物质促进了卵母细胞成熟。Vatzis

等[ 19] 研究认为,冷冻卵泡液在促进卵母细胞的成熟、降低多

精受精方面优于新鲜卵泡液, 并提出冷冻可能使某些促进卵

母细胞成熟的物质激活或抑制某些对卵母细胞生长不利的

物质。但有的学者报道 ,在成熟过程中添加卵泡液对卵母细

胞的核成熟及卵裂率无影响, 只提高桑葚胚的形成率。由于

卵母细胞在体外具有自发成熟的现象, 暗示卵泡液中可能含

有抑制卵母细胞成熟的物质, 这些物质只是在某些阶段才被

去除或抑制。已有的研究表明, 次黄�呤( HX) 是卵泡液中能

够抑制成熟的主要成分。苏有强等[ 20] 证明 HX 能可逆性地

抑制猪卵母细胞的体外成熟, 且该作用具有剂量依赖性。但

不管如何,在培养过程中添加卵泡液对促进卵母细胞成熟及

提高胚胎发育能力的作用已得到肯定。

8 .4 .7 颗粒细胞。卵母细胞周围的颗粒细胞分泌卵母细胞

成熟抑制因子( OMI) , 具有抑制卵母细胞的自发成熟作用, 但

其作用与细胞浓度有关。低浓度的颗粒细胞( 1×106～5×

106/ ml) 在促性腺激素或发情牛或绵羊血清存在的情况下能

够刺激成熟分裂复始; 高浓度的颗粒细胞( 5×106～100×106

/ ml) 则抑制成熟分裂的复始。

8 .4 .8  生长因子和细胞因子。在基础培养基中添加生长因

子, 如胰岛素、表皮生长因子、转化生长因子等对卵母细胞的

生长、成熟起重要的调节作用。如表皮生长因子是一种卵泡

卵母细胞成熟的诱导剂, 能促进卵母细胞的体外成熟。Hut-

tel 等[ 21] 发现,30μ/ L 的表皮生长因子有利于卵母细胞的体

外成熟 ,使达到第二次减数分裂中期的卵母细胞达到97 %。

9  其他物质

现以证明 ,成熟液中添加Cysteame [ 20] 、L- Cysteine、BME(β-

mercapth-onal) [ 22] 和 AA-2- G( AScorbic Acid 2-0- 2- Glucoside) [ 23]

能有效地促进卵母细胞胞质成熟,有利于胚胎生长发育。但

为了探讨更好的成熟体系,许多研究者还采取延迟减数分裂

启动的方法, 以使卵母细胞核、细胞质成熟同步化, 增加成熟

率。二丁基环一磷酸腺苷( dbcAMP) 为其中研究较多的一种。

dbc AMP 为减数分裂的抑制物, 能延长生发泡期 ,促进卵母细

胞生发泡破裂同步化 ,因此在培养后期去除可以显著提高卵

母细胞成熟率[ 23] 。

10  结语

卵母细胞的成熟是一个复杂的动态的过程, 有许多代谢

事件发生,除了进行积极的mRNAS 转录、蛋白质合成外 , 还

有其他一些物质的降解。卵母细胞的成熟包括细胞质的成

熟和细胞核的成熟2 个方面。在体外成熟培养中, 通常也以

第1 极体的排出来判断卵母细胞的成熟 ,其实这只是核成熟

的标志。只把核成熟作为判断卵母细胞体外成熟的标志, 严

格来讲是不全面的。因此除了核成熟外,卵母细胞的胞质成

熟也很重要,尤其是对用于核移植的卵母细胞而言。胞质的

成熟直接关系到能否使供体核实现彻底的再程序化, 重构胚

能否维持正常的分裂发育。从这个意义上说,目前所用的卵

母细胞成熟体系还不尽完善, 一些对卵母细胞成熟和后续发

育非常重要的物质不能完全合成。而影响猪卵巢卵母细胞

体外成熟的因素很多 ,使得这一技术在应用时存在一定的难

度和问题。如何建立更佳的体外培养体系以提高卵母细胞

的受精率及胚胎发育能力将是以后研究的重点。
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疗效。该试验以U14肿瘤小鼠为动物模型观察了牛蒡子醇提

物的抑瘤作用, 结果表明, 醇提物3 个剂量组对小鼠宫颈癌

的抑瘤率和生命延长率均> 30 % , 且有统计学意义, 说明牛

蒡子醇提物对小鼠宫颈癌有一定的抗癌疗效。

  表1 牛蒡子醇提物对荷瘤小鼠肿瘤抑制率的影响

组别
剂量

mg/ kg

始体重

g

终体重

g

瘤重

g

抑瘤率

%
对照 21 .2±0 .88 27 .0±1 .12  1 .83±0 .37 -

CTX 25 20 .9±0 .79 24 .9±1 .03 0 .30±0 .31 * * 83 .6

牛蒡子醇提物 1 000 19 .8±0 .92 24 .8±1 .15 1 .25±0 .28 * * 31 .7

2 000 20 .0±0 .93 25 .7±1 .09 0 .92±0 .29 * * 49 .7

4 000 20 .6±0 .99 26 .3±1 .11 0 .78±0 .33 * * 57 .4

 注 :与对照组比较 , * P < 0 .05 , * * P < 0 .01 , 下表同。

  表2 牛蒡子醇提物对荷瘤小鼠生命延长率的影响

组别 剂量∥mg/ kg 存活天数∥d 生命延长率∥%

对照  12 .70±1 .01 -

CTX 25 24 .33±1 .09* * 91 .6

牛蒡子醇提物 1 000 17 .75±0 .96* * 39 .8

2 000 18 .62±1 .07* * 46 .6

4 000 20 .64±1 .11* * 62 .5

  以往研究表明, 牛蒡子中主要含牛蒡子甙和甙元, 在动

物体内试验中具有抗肺癌、胰腺癌及白血病作用, 与5- FU、环

磷酰胺 及顺 铂合 用 可减 少 或 阻止 抗 癌剂 抗 癌性 的 增

加[ 11 - 14] 。牛蒡子醇提物浓度达到10 mg/ L 时对人体结肠癌

细胞、直肠癌细胞及肝癌细胞均有抑制和杀伤作用[ 12 - 15] 。

但牛蒡子对宫颈癌方面的影响一直未见报道。

化疗、放疗可以杀灭癌细胞, 但同时也产生极大的毒副

作用, 导致病人食欲不振及免疫功能低下, 影响进一步的治

疗[ 12] 。中医在近年来的系统研究中 , 已逐渐形成了扶正培

本为主要原则的中医肿瘤防治体系。通过该试验证明 ,牛蒡

子醇提物能显著抑制瘤体生长并延长小鼠生存时间, 表明其

在活体上具有抗宫颈癌活性, 为其进一步的临床研究和应用

提供了科学依据。
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