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摘要 通过采集屠宰场废弃猪卵巢,体外分离和培养猪卵母细胞,探讨基础培养基、激素、卵泡直径大小及

卵丘细胞层数对猪卵母细胞体外成熟的影响。结果表明:改良TCM199(mTCM199)较NCSU-23培养猪卵母细

胞成熟率显著提高(P<0.05);基础培养基中添加PMSG、hCG和pFF,卵母细胞体外成熟率(80.63%)显著高于

仅添加其中一种;从卵泡直径3~6mm和大于6mm卵泡获得的卵丘卵母细胞复合体(COCs),其体外培养成

熟率(83.33%和76.43%)极显著高于卵泡直径在3mm以下获得的COCs成熟率(30.94%);根据卵丘细胞层

数把COCs分为A、B、C3级,其中A级和B级卵母细胞成熟率差异不显著,但都极显著高于C级卵母细胞的成

熟率。
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  猪体细胞核移植(SCNT)以及孤雌激活(PA)
等现代胚胎生物技术为开展抗病育种、提高肉质、生
产转基因或者基因组修饰猪、建立人类疾病模型以

及生物学基础研究诸多方面的探索提供了强大的技

术支撑。而猪卵母细胞体外成熟(IVM)是体外受

精技术(IVF)、胞浆单精子注射(ICSI)和SCNT技

术等成功与否的关键[1]。相对猪体内成熟的卵母细

胞来说,IVM的卵母细胞来源丰富,价格低廉,因而

已成为IVF、SCNT研究的主流。在克隆胚的发育

能力上,体内成熟的卵母细胞要优于体外成熟的卵

母细胞,成功率高[2-3]。
如何优化猪卵母细胞体外成熟体系,使得卵母

细胞核、质同步成熟,获得较强的发育能力,成为当

今亟需解决的问题[4]。然而,猪卵母细胞的成熟是

一个复杂的生理过程[5],主要包括细胞核和细胞质

的变化,同时又是一个受多因素调节的过程,严格依

赖其生长的卵泡环境[6]。
本试验旨在通过研究猪卵母细胞体外成熟的主

要影响因素,旨在为体细胞核移植提供大量优质的

第2次减数分裂中期(MⅡ)卵母细胞提供基础

资料。

1 材料与方法

1.1 材 料

洗卵液(DPBS)购自Gibco公司,孕马血清促性

腺激素(PMSG)、人绒毛膜促性腺激素(hCG)是宁

波激素制品厂生产,其他试剂如未特别注明,均购自

Sigma公司(St.Louse,MO,USA)。
卵 母 细 胞 体 外 培 养 基 为 改 良 TCM199

(mTCM199),其成分为3.05mmol/L葡萄糖、0.91
mmol/L丙 酮 酸 钠、0.57 mmol/LL-半 胱 氨 酸、

1mmol/LL-谷 氨 酰 胺、10ng/mL表 皮 生 长 因 子

(EGF)、10IU/mL hCG、10IU/mL PMSG、75

μg/mL青霉素、50μg/mL硫酸链霉素、10%pFF;

NCSU-23[7];DPBS;脱卵液(0.1%透明质酸酶的

DPBS)。
1.2 方 法

1)猪卵母细胞的采集和体外成熟培养。猪卵巢

采自当地屠宰场,置于盛有28~37℃ 生理盐水(分
别含青、链霉素20万IU/L和15万IU/L)的保温
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瓶内,2h内送回实验室,用适量生理盐水(28~
37℃)冲洗3~5遍,采用10mL注射器(16号针

头)抽吸卵泡,卵泡液置于37℃水浴保温的50mL
离心管中,静置15~20min,弃上清液,实体显微镜

下观察,捡取卵丘卵母细胞复合体(COCs),转移到

DPBS液滴中,冲洗3遍,再用IVM 培养基洗涤3~
5遍。

卵母细胞的成熟培养采用微滴法[8],于39℃、

100%湿度、5%CO2培养箱中培养44h后于倒置显

微镜下观察卵丘细胞扩散状态,将扩散良好的卵母

细胞移入0.1%的透明质酸酶中,反复吹打去除颗

粒细胞,用DPBS洗卵液清洗2~3次,统计排出第

一极体的卵母细胞数量,计算卵母细胞的成熟率

(图1,图2)。

图1 成熟卵丘-卵母细胞复合体

Fig.1 Cumulus-oocytecomplexes

图2 去掉颗粒细胞的卵母细胞

Fig.2 Matureoocyteremovedgranulosacells

  2)猪卵泡液(pFF)制备。抽取卵巢上3~8mm
直径的卵泡,将抽取液放入离心管中离心(1600
r/min)20min,取上清液于超净工作台内,以0.22

μm 滤膜过滤后分装于0.5mL离心管中,-20℃
冷冻保存备用。
1.3 试验设计与数据分析

1)试验1:mTCM199和NCSU-23两种培养基

对猪卵母细胞体外成熟效果的比较。将COCs分别

培养在 mTCM199和 NCSU-23培养基中,44h后

统计排出第一极体的卵母细胞数量,计算卵母细胞

的成熟率。同时制备pFF,为后续实验所用。

2)实验2:基础培养基中添加PMSG、hCG和

pFF对卵母细胞体外成熟的效果的比较。将COCs
分成4组 进 行,第1组 在 mTCM199中 添 加10
IU/mLPMSG,第2组添加10IU/mLhCG,第3组

添加10%pFF,第4组以上3种物质都添加。体外

培养44h后比较其成熟率。

3)实验3:不同卵泡直径获得COCs在体外培养

的成熟率的比较。分别抽吸直径为3~6mm、大于

6mm和3mm 以 下 卵 泡,将 COCs分 别 培 养 在

mTCM199+10IU/mLPMSG+10IU/mLhCG+
10%pFF中,44h后观察卵母细胞的成熟率。

4)实验4:卵丘细胞的层数对卵母细胞体外成

熟率的比较。根据包裹卵丘细胞层数将卵母细胞分

A、B、C(A级:包裹5层以上卵丘细胞,B级:包裹

3~5层卵丘细胞,C:包裹3层以下卵丘细胞)3级,
将获得的 COCs培养在 mTCM199+10IU/mL
PMSG+10IU/mLhCG+10%pFF中,44h后比

较其成熟率。
试验结果用卡方(χ2)检验,进行差异显著性分

析。

2 结果与分析

2.1 2 种基础培养基对卵母细胞体外成熟的影响

从表1可以看出,使用 mTCM199培养的卵母

细 胞 成 熟 率 (72.29%)显 著 高 于 NCSU-23
(67.50%,P<0.05)。结果显示 mTCM199更适于

猪卵母细胞的体外成熟培养,将其作为后续实验的

基础培养基。
表1 mTCM199和NCSU-232种培养基对

猪卵母细胞体外成熟效果的比较1)

Table1 EffectofdifferentculturemediumofCOCs

oninvitromatureofoocytes

培养基

Culturemedium

B级以上COCs数

No.levelBand
aboveofCOCs

第一极体
排出数

No.ofpbⅠ

体外成熟率/%
Maturerate

mTCM199 60(8) 347 72.29±3.56a

NCSU-23 60(8) 305 63.50±3.82b

 1)同列数据字母相同者表示差异不显著(P>0.05);不同小写

字母者表示差异显著(P<0.05),括号中数字为重复次数;下

表同。Withinthesamecolumn,thesamevalutesarenotsig-

nificantlydifferent(P>0.05);valueswithdifferentsuper-

scriptsaresignificantlydifferent(P<0.05).Numberinpa-

renthesesshowstherepetitivetimes.Thesameasbelow.

182



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

2.2 PMSG、hCG 及 pFF 对猪卵母细胞体外成熟的

影响

  从 表2 可 以 看 出,在 基 础 培 养 基 中 仅 添 加

PMSG、hCG或pFF,其卵母细胞体外成熟率明显低

于mTCM199+10IU/mLPMSG+10IU/mLhCG+
10%pFF组(P<0.05),表明PMSG、hCG和pFF在

猪卵母细胞体外成熟过程中是非常必要的。
表2 基础培养基中添加不同激素对

卵母细胞体外成熟的影响

Table2 Effectofdifferenthormonescompositioninculture

mediumoninvitromatureofoocytes

成熟培养基组成

Culturemedium
composition

卵母细胞数

No.COCs

第一极体
排出数

No.pbⅠ

体外成熟率/%
Maturerate

mTCM199+
10IU/mLPMSG

83(5) 232 55.90±5.65a

mTCM199+
10IU/mLhCG

76(5) 221 58.16±5.43a

mTCM199+10%pFF 80(5) 206 51.50±8.17a
mTCM199+

10IU/mLPMSG+
10IU/mLhCG+
10%pFF

60(8) 387 80.63±3.54b

2.3 卵泡直径大小对卵母细胞体外成熟的影响

从表3可以看出试验组Ⅰ(>6mm)获得的卵

母细胞体外成熟率最高,但与试验组Ⅱ(3~6mm)
差异不显著(P>0.05),二者与试验组Ⅲ(<3mm)
的成熟率差异极显著(P<0.01)。

表3 卵泡直径大小对猪卵母细胞体外成熟的影响1)

Table3 Effectofdifferentsizeoffollicle

oninvitromatureofacolytes

组别

Groups
培养数

No.COCs
第一极体排出数

No.pbⅠ
体外成熟率/%
Maturerate

>6mm 35(8) 214 76.43±4.19A

3~6mm 45(6) 225 83.33±3.07A

<3mm 40(8) 99 30.94±6.92B

 1)同列数据字母相同者表示差异不显著(P>0.05);大写字母不

同者表示差异显著(P<0.01),下表同.Withinthesamecolumn,the

samevalutesarenotsignificantlydifferent(P>0.05);valueswithdif-

ferentlettersareverysignificantlydifferent(P<0.01).Thesameas

below.

2.4 卵丘细胞包裹层数对猪卵母细胞成熟的影响

从表4结果可见,A级与C级卵丘扩展率差

异显著(P<0.05),A级和B级在极体排出率上极

显著高于C级(P<0.01),说明包裹3层以上卵丘

颗粒细胞的卵母细胞更适合体外培养,成熟率更

高。

表4 COCs分级对猪卵母细胞成熟的影响

Table4 EffectofdifferentgradeofCOCsoninvitromatureofoocytes

COCs分级

COCslevel
COCs数

No.ofCOCs
卵丘扩散数

No.ofspreadCOCs
扩散率/%
Spreadrate

第一极体排出数

No.ofpbⅠ
成熟率/%
Maturerate

A级 GradeA 71(7) 492 98.99±0.88A 437 87.92±5.89A
B级 GradeB 80(6) 426 88.75±0.67A 365 76.04±5.97A
C级 GradeC 46(8) 267 72.55±0.58B 156 42.39±6.56B

3 讨 论

mTCM199和NCSU-23是当前应用最广,也是

猪卵母细胞体外培养最有效的2种基础培养基[9]。
本试验采用 mTCM199和 NCSU-23培养基,结果

发现前者培养卵母细胞的成熟率显著高于后者。该

结果和潘登科等人[10]的研究不一致;但与王海等

人[11]和徐小明等人[12]的相同。本试验结果表明,
使用NCSU-23为培养基的猪卵母细胞体外成熟效

果较差,究其原因可能是因为 NCSU-23配方相对

复杂,称量产生误差,溶液配比中缺乏蛋白质组分,
不能完全提供卵母细胞成熟过程所需的营养成分,
从而不能使卵母细胞核成熟的缘故。

促性腺激素在卵母细胞成熟启动中发挥重要作

用,PMSG和hCG是成熟培养基中使用较多的促性

腺激素。在 mTCM199+10IU/mLPMSG+10
IU/mLhCG+10%pFF组卵母细胞体外成熟率显

著高于其他3组,说明激素和pFF对卵母细胞体外

成熟有促进作用。有些研究者认为猪卵母细胞体外

培养的前24h添加PMSG和hCG,后24h去除所

有激素,不仅能提高卵母细胞的成熟率,而且成熟卵

母细胞的质量也高,受精和发育更正常[13]。本研究

结果表明PMSG和hCG试验组的卵母细胞体外培

养成熟率要显著高于不含PMSG或者hCG组,表
明促性腺激素对卵母细胞体外成熟培养是非常必

要的。

pFF的成分极为复杂,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。有关

pFF对猪卵母细胞成熟及发育的影响,不同学者报

道的结果不太一致[14-15],可能与pFF所含的因子随
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机体内分泌状态的变化而变化有关。此外有报道认

为从不同直径卵泡获得的卵泡液也影响卵母细胞的

核成熟和发育[16]。因此不同批次制备的卵泡液对

猪卵母细胞成熟效果也可能不稳定,所以本试验使

用来自于同一批制备的pFF,发现母细胞的体外成

熟系统中添加10%卵泡液对卵丘细胞的扩散、卵母

细胞的成熟具有良好的作用。
猪卵母细胞的体外成熟与COCs的卵泡大小有

关。卵巢上卵泡在体内正常的生理条件下,是卵母

细胞发生、生长和最后成熟的微环境。卵泡的发育

调节着卵母细胞的成熟,卵泡发育早期的卵母细胞

不具备恢复减数分裂的能力。随着卵泡的发育,当
其直径增加到一定大小时,卵母细胞才具备这种能

力。根据相关研究,猪卵泡直径只有达到2mm 以

上,其卵母细胞才具备体外成熟的能力,小卵泡中的

卵母细胞缺乏进一步发育所需的相关因子[17]。本

试验结果显示,在猪卵母细胞体外成熟中,卵泡直径

3~6mm和大于6mm的卵泡获得的COCs体外

培养成熟率极显著高于卵泡直径在3mm 以下

COCs的成熟率,大卵泡与中等卵泡获得的卵母细

胞体外成熟率无显著差异;小卵泡获得的卵母细胞

体外成熟率较低,不适合于体外成熟培养。
对不同分级的猪卵母细胞体外培养,A级与B

级成熟率无显著差异,但明显高于C级,说明COCs
中卵丘层对卵母细胞成熟有明显影响,A级与B级

卵母细胞更适合体外培养,且成熟率更高。有研究

报道,猪卵母细胞的体外成熟伴随卵丘细胞的扩散,
扩散的卵丘细胞能够调节诸如氨基酸、核苷酸、磷脂

酸、激素、蛋白质等物质在卵母细胞内外的进出,诱
导卵母细胞排出有害因子,从而有效地抑制卵母细

胞的退化[18-19]。卵母细胞在生长发育中所释放的生

长因子对卵丘细胞的生长也有一定的促进作用,卵
母细胞与卵丘细胞的这种相互作用使得两者共同发

育生长,最终促进了卵母细胞的成熟。
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Effectfactorsofporcineoocytesinvitromaturation

HUAZai-dong1 ZHENGXin-min2 WEIQing-xin2 XUHou-qiang1 LIUXi-mei2 LILi2

1.GuizhouKeyLabofAnimalGenetics,BreedingandReproduction/Collegeof
AnimalScience,GuizhouUniversity,Guiyang550025,China;

2.HubeiKeyLabofAnimalEmbryoEngineeringandMolecularBreeding/

InstituteofAnimalScienceandVeterinaryMedicine,HubeiAcademyof
AgriculturalSciences,Wuhan430064,China

Abstract Inpresentstudy,porcineovarieswereobtainedandaspirated.Cumulus-oocytecomplexes
werefollowedbyinvitrocultureuntilthepresenceofthefirstpolarbody(pbⅠ).Weinvestigatedthe
effectsofbasicculturemedium,hormone,folliclediameter,andoocyteswrappedcumuluscellsonin
vitromaturationofpigoocytesforestablishinggoodinvitroculturesystem.Theresultsshowedthatthe
maturerateofoocyteswithmTCM199wassignificantlyhigherthanNCSU-23(P<0.05).Basedonthe
resultsofexperiment1,thematurationrateofcumulus-oocytecomplexesinmaturationmediawith
PMSG,hCGandpFFwere55.90%,58.16%,and51.50%,respectively,showingthatthecombined
treatmentgroup(80.63%)wassignificantlyhigherthanthoseofsingletreatmentgroups.Therewere
nosignificantdifferencesinthematurationratesoftheovaryfollicleslargerthan6mm(76.43%)and3-
6mm(83.33%)indiameter,butbothweresignificantlyhigherthantheovaryfollicleslessthan3mmin
diameter(30.94%,P<0.01).Thecumulus-oocytecomplexesweredividedintolevelA,BandCaccord-
ingtolayerofcumuluscells,whichwereculturedinvitromaturedfor44h,thematurationratesoflevel
AandBwerenotsignificant(P>0.05),butthebothweresignificantlyhigherthanoocytesoflevelC
(P<0.01).

Keywords porcine;oocytes;invitromaturation;cumulus-oocytecomplexes(COCs)
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