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摘要　为了将绵羊体外胚胎发育技术应用于生产,采用活体采卵－体外受精的方法,对准备淘汰的杜泊羊

进行外源激素处理,并对可能影响体外胚胎发育及移植后受胎效率如 FSH 剂量、公羊个体、获取卵母细胞方式

等因素进行研究,结果发现:(１)每只供体注射FSH２４０IU或４２０IU 剂量对获得卵母细胞数、胚胎数及体外受

精卵裂率没有明显影响(P＞０．０５);(２)不同公羊个体对卵母细胞体外受精效率有显著影响,但胚胎移植后受胎

率没有明显影响(P＞０．０５);(３)活体采卵与屠宰场采卵方式相比,对卵母细胞的回收没有影响(１２．２４vs１３．８４,

P＞０．０５),但活体采集卵母细胞受精后的平均胚胎数显著低于后者(７．５０vs１１．１７,P＜０．０５),卵裂率极显著低

于屠宰场采卵方式(６０．９２％vs８１．７５％,P＜０．０１);(４)上述几组试验对受胎率都没有影响(P＞０．０５).由此可

见,供体使用２４０IU的FSH,选择受精效率好的公羊,能显著提高杜泊羊体外胚胎生产效率;离体采集卵母细胞

体外发育效率高于活体采卵.

关键词　杜泊羊;体外胚胎生产;卵母细胞;卵裂率;受胎率

中图分类号　S８２６．９;Q８１３．７　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１６)０５Ｇ００６３Ｇ０５

　　超数排卵及胚胎移植技术(multipleovulation
andembryotransfer,MOET)为世界各地绵羊品种

的改良作出了巨大的贡献[１Ｇ２].经多次超排处理的

供体母羊,虽仍处于壮年时期,身体各项机能都处于

最好阶段,但由于卵巢、子宫、输卵管之间相互粘连,
导致无法再进行超排处理,甚至无法自然繁殖,造成

了极大的浪费.体外胚胎生产(invitroembryo
production,IVEP)技术,指对母体进行激素处理,通
过活体或屠宰场采集卵母细胞,在体外条件下对卵

母细胞进行成熟培养—体外受精—体外培养,获得

可移植的胚胎,并将胚胎移植至合适受体,获得后代

的过程,也即人们常说的试管婴儿.虽然已有大量

人[３]、奶牛[４]、水牛[５Ｇ６]、山羊[７]、绵羊[７Ｇ８]、猪[９]等“试
管婴儿”的诞生,但在我国,由于绵羊品种不纯,无法

从屠宰场获得可用于体外胚胎生产的纯种绵羊卵

巢,而绵羊活体采卵技术,通常通过手术方式采集卵

母细胞,由于在抽吸卵泡时出血较多,容易导致卵巢

粘连,从而影响了该技术在绵羊生产中的应用.本

研究即以此为切入点,将IVEP技术应用于因粘连

无法再用的超排供体母羊,以最大限度地发挥优良

种畜的繁殖性能.

1　材料与方法

1.1　供、受体羊的选择和处理

供体羊为经多次超排处理后,因输卵管、子宫

角、腹膜等相互粘连而无法再使用的纯种杜泊母羊.
每次试验精液采自体格健壮、已用于配种的杜泊种

公羊.供体母羊处理与超数排卵方案略有不同,受
体同期发情方法相同.将海绵栓放置于供体母羊阴

道内,设为第０天,在放栓第１０天时供体肌肉注射

促卵泡激素(FSH),共注射６针,每次注射间隔１２
h,剂量逐渐递减,注射第５针时禁饮禁食.

受体羊放栓日期与供体羊相同,在第１２天即供

体手术 前 １２h 撤 栓,同 时 肌 肉 注 射 孕 马 血 清

(PMSG)３３０IU,不需要试情,撤栓后第４天开始移

植,手术前２４h禁饮禁食.
采精公羊每天喂胡萝卜１００g,鸡蛋１个,精料

２５０g,适量地运动.
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1.2　卵母细胞的采集

注射最后一针FSH 间隔１２h后,将供体羊于

保定架上保定,通过手术方式将绵羊卵巢暴露于体

外,用装有抽卵液的１０mL注射器抽吸卵泡,将吸

取的卵泡液置于离心管中沉淀５min,在体视镜下

捡出卵母细胞;若子宫与腹膜粘连严重而无法将卵

巢暴露出体外的供体,送至屠宰场屠宰,摘取卵巢,
放入装有３５℃生理盐水的保温杯内运回实验室,相
同方法回收卵母细胞.
1.3　卵母细胞的体外成熟

回收的卵母细胞经抽卵液洗涤３次后,用体外

成熟液洗涤３次,按５０枚/孔的密度放入装有５００

μL成熟液的４孔板内,在３８．６℃的含有５％ CO２、
饱和湿度的二氧化碳培养箱内培养２２~２４h.成

熟液的主要成分为:TCM１９９-HCO３＋１０％胎牛血

清(GIBCO)＋０．０５IU/mL促卵泡素(FSH)＋０．０５
IU/mL促黄体素(LH)＋１μg/mL 雌二醇＋２４．２
mg/L丙酮酸钠＋１００IU/mL双抗.
1.4　卵母细胞的体外受精

用０．１％的透明质酸酶对成熟后的卵母细胞进

行处理,除去部分卵丘细胞,并用体外受精液洗涤３
次后置于装有５００μL受精液的４孔板内.采集公

羊精液,选取活力在０．７以上的公羊用于试验,提前

２h将装有２mL受精液的圆底试管置于二氧化碳

培养箱内平衡,用移液器吸取２００μL精液置于圆底

试管底部,待精子上游３０min后,取上层约１mL,
经１５００r/min转速离心４min,弃去上清,加入１
mL受精液,轻轻混匀精子,再次离心,留约１００μL
精子混悬液,计算精子密度,按 １×１０６ ~２×１０６

个/mL的密度加入４孔板内,与卵母细胞共同孵育

１８h.受精液的成分为:SOF＋２０％发情羊血清＋
６IU/mL肝素钠＋１００IU/mL庆大霉素.
1.5　胚胎移植

将与精子共孵育过的卵母细胞用培养液洗涤３
遍,洗去粘附于透明带上的全部卵丘细胞和精子,将
其置于装有培养液的４孔板内培养３０h,统计卵裂

率,弃去未卵裂的卵母细胞.用移植液洗涤１次胚

胎,移植至同期发情的受体输卵管内,每只受体移植

２枚２~８细胞期胚胎.
1.6　数据统计

所有数据使用SPSS１３．０统计软件的t检验方

法,以平均数±标准误表示.

2　结果与分析

2.1　供体激素处理方案对卵母细胞体外受精效率

的影响

　　将每批供体分成２组,一组FSH 总剂量为２４０
IU,一组FSH 剂量为４２０IU,用活体采卵的方式获

取卵母细胞.结果表明,２种处理方案平均获得卵

母细胞数没有差异(１１．８６vs１２．７５,P＞０．０５),体外

受精后的卵裂率也没有差异(５７．６６％ vs５９．９３％,

P＞０．０５),移 植 受 胎 率 差 异 不 显 著 (５９．５６％ vs
６１．３９％,P＞０．０５).
2.2　公羊精液对胚胎体外生产效率的影响

每组试验供体采用活体采卵方式获取卵母细

胞,每次采集２~３只公羊精液,分组受精,重复３
次,受精和受胎效率如表２所示:公羊３６５１和８５８
体外受精卵裂率(７８．１７％、７７．１１％)显著高于６７３６

表１　FSH剂量对活体采卵卵母细胞体外受精效率和胚胎移植受胎率的影响

Table１　EffectofFSHdoseonoocytesinvitrofertilizationefficiencyandpregnancyrate

FSH/
IU

母羊只数

EwesNo．
卵母细胞数

OocytesNo．
卵裂胚数

EmbryosNo．
卵裂率/％

Cleavagerate
移植受体数

ReceptorsNo．
怀孕数

PregnantewesNo．
受胎率/％

Conceptionrate
２４０ ９１ １１．８６±０．９５(１０７４/９１) ７．３８±０．９４(６６３/９１) ５７．６６±３．１４ ３０６ １８１ ５９．５６±２．４１
４２０ ５７ １２．７５±１．４９(７０９/５７) ７．６６±１．０３(５０６/３８) ５９．９３±３．６８ １８２ １１２ ６１．３９±２．４８

表２　公羊个体对卵母细胞体外受精和受胎效果的影响

Table２　Effectoftheramonoocytesinvitrofertilizationandpregnancy

公羊号

RamsNo．
卵母细胞数

OocytesNo．
卵裂胚数

EmbryosNo．
卵裂率/％

Cleavagerate
受胎率/％

Conceptionrate
６７３６ ３３８ １９８ ５２．９０±５．６８a ５１．９３±７．５１(５２/９８)
６７２６ ２７８ １６５ ５５．７１±３．６５a ６５．５６±８．６８(５５/８５)

１２１０３７ ６６７ ４６３ ６８．７４±５．０４ab ４５．４１±８．８７(７１/１６２)
３６５１ ７０２ ５３３ ７８．１７±４．３６b ６１．４５±４．０７(１３４/２１０)
８５８ １３５２ １００４ ７７．１１±５．３５b ６０．２７±２．９１(２５６/４１８)

　注:同列标注不同小写字母表示差异显著(P＜０．０５).Note:ValuesinthesamecolumnwithdifferentlowercaselettersaresignifiＧ

cantlydifferent(P＜０．０５)．

４６
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和６７２６ 号 公 羊 (５２．９％、５５．７１％),最 大 差 距 达

２５％;每只受体移植２枚胚胎的受胎率没有差异,但
最大差距也达２０％.
2.3　获卵方式对卵母细胞体外受精效率的影响

离体采集和活体采集卵母细胞回收率间没有差

异,分别为１３．８４枚/只和１２．２４枚/只;而离体采集

卵母细胞体外受精后的卵裂率极显著高于活体采集

方式(８１．７５％vs６０．９２％,P＜０．０１),每只供体获得的

胚胎数差异显著(１１．１７vs７．５,P＜０．０５);但胚胎移植

后的受胎率没有差异(６２．５４％vs６０．３９％,P＞０．０５).
表３　获卵方式对卵母细胞体外受精效率的影响

Table３　Effectofoocyteaccessmethodontheefficiencyofinvitrofertilization

采集方式

Oocyteaccess
method

母羊数

EwesNo．
卵母细胞数

OocytesNo．
卵裂胚数

EmbryosNo．
卵裂率/％

Cleavagerate
移植受体数

ReceptorsNo．

怀孕数

Pregnant
ewesNo．

受胎率/％
Conception

rate

活体 OPU １４８
１２．２４±０．７８
(１７８３/１４８)

７．５０±０．６４
(１０９６/１４８)a

６０．９２±２．０６A ３６５ ２１９ ６０．３９±２．３７

离体Invitro １０６
１３．８４±２．７７
(１５５４/１０６)

１１．１７±１．９７
(１２６７/１０６)b

８１．７５±３．４０B ３４９ ２２６ ６２．５４±４．１５

　注:同列标注不同大写字母表示差异极显著(P＜０．０１),不同小写字母表示差异显著(P＜０．０５).Note:Valuesinthesamecolumn

withdifferentuppercaselettersaresignificantlydifferent(P＜０．０１)andthosewithdifferentlowercaselettersaresignificantlydifＧ

ferent(P＜０．０５)．

3　讨　论

活体采卵技术(ovumpickＧup,OPU)的出现为

IVEP技术提供了更为广泛的应用前景.由于超声

波引导法简单、可重复性好、采卵效率高,对于大动

物采卵是最好的选择,目前 OPUＧIVEP商业化的生

产主要是用在牛上[１０Ｇ１１].小型动物可采用较为复杂

的内窥镜或剖腹术的方法来收集卵母细胞.
绵羊胚胎移植技术是依靠手术方式回收胚胎

的,因此,供体经过３~５次手术,通常都会发生粘连

或输卵管堵塞,此时的供体羊体况良好,卵巢功能正

常,粘连不会影响卵母细胞的生长发育,只是影响输

卵管伞对卵母细胞的收纳、卵母细胞的受精及胚胎

的发育和回收.因此,将粘连拟淘汰的母羊作为供

体,应用 OPU和IVEP技术,能最大限度地挖掘供

体母羊的价值.
卵泡刺激素(FSH)是由动物脑垂体前叶嗜碱

性细胞合成与分泌的一种糖蛋白类促性腺激素,在
下丘脑—垂体—性腺生殖轴中起重要的作用,可以

促进卵巢卵泡的生长、卵泡颗粒细胞的增生以及雌

激素的合成与分泌[１２].激素处理方案是关系超排

效果的关键因素之一[１３Ｇ１５],目前绵羊常用的超排方

案有 CIDR＋FSH＋PG/PMSG[１６]、ECG＋FSH[１７]

等.超数排卵技术是为了获得尽可能多的可用胚

胎,FSH 剂量太大,容易出现不排卵的大卵泡,而

IVEP技术不需要排卵,只要得到发育起来的卵泡

即可,因此激素方案与超排方案相比较为简单,仅用

FSH 一种激素即可.本研究在比较FSH 总剂量为

２４０IU或４２０IU对 OPU回收卵母细胞数、体外受

精后可移植胚胎数、卵裂率及胚胎移植受胎率的影

响时发现,加大FSH 剂量并不能增加卵母细胞的数

量以及IVEP 效率,每只供体使用 ２４０IU 国 产

FSH,即能获得卵母细胞１１．８６枚,远高于单独注射

PMSG的１．６枚[１８],并且每只供体的卵母细胞体外

受精后可得到早期胚胎 ７．３８ 枚,移植受胎率达

５９．５６％,与常规胚胎移植受胎率结果相近[１９].
精子是影响体外受精效率的主要因素之一.精

子质量与公羊遗传性、营养条件、健康状况等息息相

关.前期在进行牛、绵羊卵母细胞体外受精试验时

发现,不同个体公牛冷冻精液对受精效果有显著影

响,尤其是影响了体外胚胎的后期发育能力[２０],公
羊个体冷冻精液对体外受精效果也有显著影响[２１],
本试验研究了公羊个体对绵羊活体采集卵母细胞体

外受精效率的影响,结果发现,个别公羊个体体外受

精后的卵裂率显著低于其他公羊,与前期研究结果

相似.本研究选择的是饲养条件一致、健康状况良

好、精子活力０．７以上、人工授精后母羊怀孕率正常

的公羊,但其对卵母细胞体外受精效果仍有影响,究
其原因,可能与受精过程中精子、卵子以及相互间发

生一系列反应有关,确切原因有待进一步研究.
在王芬露等[１０]看来,活体采集牛卵母细胞发育

能力要高于屠宰场采集卵母细胞.而刘长彬[２２]对

比了屠宰场采集离体卵巢获取的卵母细胞和活体采

集卵母细胞体外受精效率,发现卵母细胞来源对
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IVF的影响不显著.SouzaＧFabjan等[２３]详细研究

了山羊不同来源卵母细胞对体外成熟率、体外受精

卵裂率、囊胚率及囊胚孵化率的影响,得出屠宰场采

集卵母细胞成熟率和受精卵都显著好于活体采集的

卵母细胞,证实了活体采集卵母细胞比离体采集卵

母细胞需要更长体外成熟培养时间的结论.本试验

通过对绵羊不同来源卵母细胞体外发育能力研究得

出,离体采集卵母细胞体外受精后获得的胚胎数和

卵裂率皆显著高于活体采集卵母细胞,但２种条件

下早期胚胎移植后受胎率没有差异,与SouzaＧFabＧ
jan等[２３]的研究结果相似.因此,虽然在现有的绵

羊卵母细胞体外成熟、体外受精、体外培养条件下,
离体采集卵母细胞的体外胚胎生产技术已达到应用

水平,但仍需进一步研究活体采集卵母细胞体外培

养系统.
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Factorsaffectingefficiencyofinvitroembryo
productioninDorpersheep

CHENDayong１　WANGLiqin２　FANLihong１

QIUChunjuan１　LIJunlong１　HUANGJuncheng２

１．InnerMongoliaSINOSheepBreedingCo．Ltd,Hohhot０１００００,China;

２．KeyLaboratoryofGrassLivestockReproduction&BreedBiotechnology,

MinistryofAgriculture,Urumqi８３００００,China

Abstract　Inordertoapplythetechnologyofinvitrolambembryodevelopmenttoproduction,we
studiedthepossibleeffectsoffactorssuchasdoseofFSH,individualrams,oocyteobtainmethodsonin
vitroembryodevelopmentandtheconceptionefficiencyaftertransplantation．Theresultsshowedthat
injectiondoseofFSH２４０IUor４２０IUperdonorhadnoeffectonthenumberofobtainedoocytes,the
numberofembryos,andinvitrofertilizationandcleavagerate(P＞０．０５)．Ramhadsignificanteffectson
invitrooocytefertilizationefficiency(P ＜０．０５),butdidnotaffectthepregnancyrateofembryotransＧ
plantation(P＞０．０５)．Whencompareoocyteharvestingmethodofovumpickup(OPU)withslaughterＧ
house,therewasnoeffectontherecoveryofoocyte(１２．２４vs．１３．８４,P＞０．０５)．However,theaverage
numberofembryosobtainedbyOPUwassignificantlylowerthanthatobtainedbyslaughterhouse(７．５０
vs１１．１７,P＜０．０５),andthecleavageratewasextremelysignificantlylowerthanthelatter(６０．９２％ vs
８１．７５％,P＜０．０１)．Alloftheabovetestshadnoeffectonthepregnancyrate(P＞０．０５)．Using２４０IU
donorFSHandselectingthefertilizationefficiencyram,cansignificantlyimprovetheinvitroembryo
production．Theinvitrodevelopmentalabilityoftheoocyteharvestedbytheslaughterhousewashigher
thanthatbyOPU．

Keywords　dorpersheep;invitroembryoproduction;oocytes;cleavagerate;conceptionrate
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