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卵母细胞体外成熟 渊 IVM冤 的研究可为胚胎发育生物
学尧体外受精及转基因动物尧核移植等技术的研究提供理论
依据遥 意大利科学家 Mattiol最先进行猪卵母细胞的体外培
养研究袁并且用体外成熟的卵母细胞进行体外受精袁获得了
第 1例试管猪遥 目前体外成熟培养环境还远未达到体内的
生理水平袁猪卵母细胞体外成熟受多种因素影响遥
1 卵母细胞的采集

1.1 卵泡大小及形态 几乎所有的试验都表明袁来自直径
3耀6 mm卵泡的卵母细胞形态最好袁培养效果最佳遥 从育龄
盛期的健康成年母猪获得的卵母细胞形态完好袁 体外成熟
培养效果好遥 来自明亮卵泡的卵母细胞的成熟率明显高于
来自浑浊卵泡的卵母细胞遥
1.2 卵巢保存时间与温度 卵巢离体时间越短越好袁通常
情况下卵巢离体时间应在 3 h之内遥 体外成熟率尧体外受精
率尧卵裂率有随离体时间的增长而降低的趋势[1]遥 较适宜的
卵巢送达温度范围是 32耀35益遥一旦卵巢回收温度低于 25益袁
猪的卵母细胞将受到低温应激袁 温度还将通过影响猪卵母
细胞的体外成熟继而影响到体外受精及卵母细胞激活后胚

胎的发育[2]遥
1.3 卵丘细胞 卵母细胞周围的卵丘细胞层数及其完整

性是影响卵母细胞体外成熟的重要因素之一袁一般选择卵
丘致密尧胞质均匀的卵母细胞进行体外培养遥卵母细胞所需
的营养物质依赖卵丘细胞提供袁 两者间还通过缝隙连接进
行信号传导袁进而调节卵母细胞的生长和成熟遥裸卵在抽取
前的发育程度居于较为成熟的位置袁 因而其卵丘细胞很容
易脱落袁较高的极体率说明其发育较早袁但裸卵的成熟质量
不是最好遥 A类渊 卵丘细胞 4层以上冤COCs的成熟率显著高
于B类渊 2耀3层冤和C类渊局部 1耀2层冤袁B类的又显著高于C类 [3]遥

但卵丘扩散是否良好对卵母细胞核成熟无明显的影

响袁猪卵丘细胞的扩展不依赖于卵母细胞遥 培养 24 h后去
掉卵丘细胞并不影响卵母细胞的核成熟袁 带有壁颗粒细胞
的 COC卵丘的扩散情况明显优于不带壁颗粒细胞的 COC袁
其成熟率也显著高于后者[4]遥
1.4 采集方法 剖解法是用手术刀片对卵巢表面卵泡进

行纵横方向切剖袁在培养液中反复冲洗袁采集其中的卵母细
胞的方法遥该法能保持卵母细胞周围卵泡细胞的完整性袁回
收率相对较高袁卵丘扩散率高袁缺点是容易造成污染曰抽吸
法是用带有 18号针头的注射器对卵巢表面卵泡进行抽取的
方法遥 抽吸法回收速度快袁不易污染袁但容易损伤卵丘细胞袁
影响成熟率[5]遥

2 体外培养条件

2.1 培养时间及培养液 猪卵母细胞体外成熟的培养时

间通常需要 48 h左右遥 体外培养 48耀72 h虽可获得较高的
成熟率袁但大部分成熟卵母细胞已处于退化阶段遥现在实验
室多采用 42耀44 h 作为猪卵母细胞体外成熟培养的适宜
时间遥

目前基础培养液以 TCM 199和 NCSU 23使用居多遥 虽
然这 2种培养基在卵母细胞成熟率上差异不显著袁 但两者
的卵裂率差异显著渊 分别为 15.7 %和 36.0 %冤遥 现在猪卵母
细胞体外培养条件大多采用 38耀39 益袁5 %CO2袁 饱和湿度袁
也可根据不同的试验设计来调整某些指标遥
2.2 pH值 猪卵母细胞对碱性条件的耐受能力比对酸性

条件的耐受能力强袁在培养液 pH值低于 6.5时几乎全部死
亡袁而 pH值达到 8.9时死亡率仅为 31.7 %[6]遥卵巢保存的时
间对于卵泡液的 pH值尧卵母细胞减数分裂尧核的 DNA碎裂
的出现都有影响遥 随着保存时间的延长袁卵泡液 pH值呈下
降趋势袁 在 1耀3 h内细胞核 DNA碎裂差异不明显袁6耀12 h
明显碎裂袁差异呈上升趋势[7]遥
2.3 卵泡液 卵泡液是卵母细胞体内发育的介质袁含有大
量来自血清的生化因子和卵母细胞及卵泡细胞的分泌因

子袁作为卵母细胞发育的微环境袁对其成熟具有重要的调节
作用袁 能提高卵母细胞质成熟的质量袁 增加胚胎的发育能
力遥 在体外袁猪卵泡液可促进猪卵母细胞胞质成熟袁从而显
著提高卵母细胞受精后的原核形成率袁 但这种作用不能被
促性腺激素和类固醇激素所代替遥
2.4 激素 促卵泡素渊 FSH冤和促黄体素渊 LH冤是参与卵泡发
生的最主要的蛋白质激素袁它们与颗粒细胞尧内膜细胞上的
受体结合并激活环腺苷酸渊 cAMP冤系统袁提高细胞中参与类
固醇合成的一系列酶的活性袁 导致类固醇激素尤其是雌二
醇的合成及其在血液与卵泡液中浓度的增加袁 从而促进卵
泡卵母细胞的生长和发育遥 通过在培养液中添加 FSH和
LH可促进卵母细胞的成熟[8]袁用 PMSG和 hCG代替也取得
类似结果遥 含有 FSH尧PMSG的成熟培养液可同时诱导猪卵
母细胞的核成熟排出第一极体袁并和卵丘细胞的扩展有关[9]遥
胰岛素在高浓度时可以结合 IGF蛳I的受体袁 也可以增加猪
体外成熟卵母细胞的受精率和卵裂率[10]遥
2.5 血清 血清能够促进原始卵泡卵母细胞生长启动袁并
提供生长所需的 1种或几种因子袁 培养液中添加动物血清
可促进卵母细胞成熟袁应用最广泛的是牛血清[11]遥 添加发情
母牛血清或犊牛血清袁 卵母细胞的成熟效果好于添加牛血
清白蛋白遥 现在大多数实验室采用在培养液中添加 10 %的
胎牛血清遥近年来袁许多研究者又在培养液中添加一定比例

渊 下转第 4212页冤

猪卵母细胞体外成熟的影响因素

王星 渊 辽东学院农学院动物科学系袁辽宁丹东 118003冤

摘要 综述了猪卵母细胞体外成熟的影响因素袁并探讨了猪卵母细胞体外成熟的最佳条件和培养体系遥
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的猪血清袁添加新生仔猪血清猪卵母细胞的成熟效果最好袁
成熟率最高袁胎牛血清次之袁去势公猪血清最差[12]遥
2.6 生长因子 发育卵泡中存在多种促生长因子及其受

体袁它们同时影响卵膜细胞和颗粒细胞的增殖和分化袁并参
与调节卵母细胞的成熟遥颗粒细胞一旦开始增殖分化袁就分
泌大量的细胞因子袁如表皮生长因子渊 EGF冤袁碱性尧酸性成
纤维细胞生长因子渊 bFGF尧aFGF冤袁抑制素和活化素等袁这些
因子对卵母细胞的生长起决定作用[13]遥
2.7 巯基物质 含巯基的物质如半胱氨酸尧 谷胱甘肽尧谷
氨酰胺等对猪卵母细胞的胞质成熟有明显的促进作用遥 这
些物质不但可以清除卵母细胞内的氧自由基袁 而且在细胞
分裂时作为二硫键断裂的供氢体遥 卵母细胞成熟培养液中
添加较多的是半胱氨酸遥 试验表明袁在 M199成熟培养液中
添加半胱氨酸还可显著提高卵母细胞发育后期的卵裂率[14]遥
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鸡组织中残留的微生物分析法灵敏尧可靠尧快速尧简便尧易推
广袁适用于氟喹诺酮类药物在肉鸡组织中残留的检测 遥
3.2 结论

渊 1冤该试验所建立的微生物测定法袁其最低检测限均
符合抗生素检定法袁 回收率均大于 70 豫袁CV在 15 豫以内遥
符合组织样品处理的真实度和精密度袁 首次在国内对肉鸡
组织中诺氟沙星的残留进行了微生物分析法的初步检测遥

渊 2冤肉仔鸡单次内服诺氟沙星在 12 h内还能准确测定
到袁残留量较大遥 而对于菌种袁藤黄微球菌检测诺氟沙星较
为敏感袁基本能检测诺氟沙星在不同时间内的残留袁可作为
微生物方法检测氟喹诺酮类药物的优良菌种遥

渊 3冤在畜产品检验中袁诺氟沙星在肉鸡中的残留浓度要
求臆0.3 滋g/kg袁该方法已能达到最低检出限的检出要求袁但
准确性和重复性仍不是很高袁须进一步完善遥
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