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滩羊卵母细胞体外成熟和孤雌激活试验
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摘 要:为建立滩羊卵母细胞体外成熟和孤雌激活培养体系,对离体卵巢来源的滩羊卵母细胞进行

体外成熟培养,并用化学激活法进行孤雌激活。结果显示:滩羊离体卵巢平均得卵数为3.07枚,卵
母细胞成熟率为54.78%,卵裂率为61.92%,囊胚率为17.72%,试验各重复之间差异不显著(P>
0.05)。研究认为,本试验建立的培养体系较稳定,适合滩羊卵母细胞体外成熟培养,为体外受精胚

和克隆胚生产奠定实验基础。
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  Abstract:To
 

establish
 

an
 

in
 

vitro
 

maturation
 

and
 

parthenogenetic
 

activation
 

culture
 

system
 

for
 

Tan
 

sheep
 

oocytes,Tan
 

sheep
 

oocytes
 

derived
 

from
 

ex
 

vivo
 

ovaries
 

were
 

subjected
 

to
 

in
 

vitro
 

maturation
 

culture
 

and
 

parthenogenetic
 

activation
 

was
 

per-
formed

 

using
 

chemical
 

activation
 

method.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

average
 

number
 

of
 

eggs
 

obtained
 

from
 

detached
 

ovaries
 

of
 

Tan
 

sheep
 

was
 

3.07,the
 

maturation
 

rate
 

of
 

oocytes
 

was
 

54.78%,the
 

cleavage
 

rate
 

was
 

61.92%,and
 

the
 

blastocyst
 

rate
 

was
 

17.72%.There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

replicates
 

of
 

the
 

experiment(P>0.05).In
 

summary,the
 

culture
 

sys-
tem

 

established
 

in
 

this
 

experiment
 

is
 

relatively
 

stable
 

and
 

suitable
 

for
 

the
 

in
 

vitro
 

maturation
 

culture
 

of
 

Tan
 

sheep
 

oocytes,lay-
ing

 

a
 

laboratory
 

foundation
 

for
 

the
 

production
 

of
 

in
 

vitro
 

fertilized
 

embryos
 

and
 

cloned
 

embryos.
  Key

 

words:Tan
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vitro
 

maturation
 

culture;industrial
 

development

  滩羊是我国特有的地方良种绵羊,主要分布于

宁夏平原。滩羊抗逆性强,肉裘兼用,肉质细嫩,味
道鲜美,凭借优良的肉质入选G20杭州峰会国宴食

材,也因此获中国国际农产品交易会金奖。滩羊皮

毛颜色洁白细润,毛穗自然成绺,驰名中外[1-2]。滩

羊产业在地方经济发展中占据举足轻重的地位。

2022年宁夏提出“六新六特六优”产业振兴战略,推
动农业高质高效发展,滩羊产业是“六特”产业之一。
滩羊为单胎动物,繁殖力低,生长发育速度缓慢[3],
这一特性对滩羊产业的规模化、产业化发展有所制
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约。加强饲养管理、提升营养水平可以增加产肉量,
从种质资源保护、繁殖育种方面改善滩羊生产性能

才是解决问题的根本策略,如培育快长型和多胎型

滩羊,生产体外受精胚胎,克隆优良个体等,这些方

法都需要从胚胎工程技术着手。因此,滩羊卵母细

胞体外成熟培养成了首要问题。本研究尝试对滩羊

卵母细胞进行体外成熟培养,并孤雌激活观察卵裂

情况,为滩羊体外胚胎生产研究奠定技术基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

滩羊卵巢采自银川市某屠宰场,新鲜屠宰的母

羊开膛后用灭菌手术剪从卵巢系带上剪下,置于盛



有双抗盐水的保温瓶保存,保存温度22~30
 

℃,4
 

h
内运回实验室。

1.2 主要试剂

TCM-199、胰岛素-转铁蛋白-硒(ITS)(Gibco
公司);新生牛血清(NBS)(Hyclone公司)、胎牛血

清(FBS)(Hyclone公司);人尿促性激素(HMG)
(丽珠制药有限公司);谷胺酰胺、丙酮酸钠(Amer-
sco公司);4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)、雌激素

(17ß-E2)、表皮生长因子(EGF)、尿嘧啶(Uracil)、
牛血清白蛋白(BSA)、肝素钠、透明质酸酶、6-二甲

氨基嘌呤(6-DMAP)、离子霉素(Ionomycin)、矿物

油(Sigma公司);青霉素(哈尔滨制药六厂);链霉素

(华北制药股份有限公司);卵裂培养基、囊胚培养基

(Sage公司);生理盐水(自配);磷酸盐缓冲液PBS
(自配)。

1.3 溶液配制

洗卵 液:90
 

mL
 

PBS+10
 

mL
 

NBS+1
 

mL
 

HEPES+50
 

IU
 

肝素钠,0.22
 

μm孔径滤器过滤,4
 

℃冰箱冷藏保存,用时提前2
 

h置于培养箱进行孵

育平衡。
成熟培 养 液[4]:TCM-199+10%

 

BSA+2.5
 

μg/mL丙酮酸钠+2
 

mmol/L谷胺酰胺+50
 

μL/

mL
 

ITS+0.1
 

IU/mL
 

HMG+1
 

μg/mL
 

E2+10
 

ng/mL
 

EGF,现用现配,用时提前2
 

h加入培养皿,
并置于培养箱进行孵育平衡。

操作液:TCM-199+10%
 

FBS,现用现配,用时

提前2
 

h置于培养箱进行孵育平衡。

2 试验方法

2.1 卵母细胞培养

卵巢运回实验室后剪去卵巢系带,用含青链霉

素的生理盐水清洗3遍,将清洗处理后的卵巢夹入

盛放有洗卵液的60
 

mm培养皿中,每皿约20个卵

巢,用手术刀片剖割直径2~6
 

mm的卵泡,使卵母

细胞随卵泡液流入洗卵液,然后在体视显微镜下挑

选并收集有三层以上卵丘细胞-卵母细胞复合体

(cumulus-oocyte
 

complexes,COCs),将 挑 选 的

COCs用孵育好的成熟培养液中清洗3遍,最后将

COCs放入成熟培养液中,每皿放入50~60枚

COCs,培养箱培养条件为38.5
 

℃、5%
 

CO2 和饱和

湿度,COCs放入培养箱时记为0
 

h,成熟培养时间

为24
 

h。

2.2 成熟卵母细胞挑选

COCs经过24
 

h成熟培养后移入透明质酸酶

中消化5
 

min后,用移液器轻轻吹打以使卵丘细胞

与卵母细胞充分分离,挑出卵母细胞至操作液中,用
操作液清洗3次后在体视显微镜下挑出成熟卵母细

胞至新鲜操作液继续培养,以卵周隙内带有第一极

体作为卵母细胞成熟的依据。

2.3 成熟卵母细胞的孤雌激活

将成熟的卵母细胞在培养至28
 

h时孤雌激活,
将离子霉素加入操作液中配制成浓度为5

 

μmol/L
激活液,将卵母细胞移入激活液,避光作用5

 

min,
用操作液洗3遍后移入含2.5

 

mmol/L
 

6-DMAP的

操作液中处理4
 

h。

2.4 孤雌激活胚胎的培养

将卵裂培养基在35
 

mm培养皿中滴成多个30
 

μL的微滴,用矿物油覆盖对培养基微滴进行固定制

成微滴培养基,培养箱中提前孵育2
 

h。卵母细胞

在6-DMAP中作用完毕后用卵裂培养基清洗3次,
然后移入孵育好的微滴培养基进行培养,每个微滴

放入10枚左右的孤雌激活胚胎,培养72
 

h后观察

和统计卵裂情况。以同样的方法制作微滴囊培养

基,挑出卵裂的孤雌胚胎移入微滴囊培养基,在其中

培养96
 

h观察和统计囊胚发育情况。

2.5 数据统计与计算

得卵数(枚):采卵时计数采卵的卵巢个数,采卵

后计数获得的COCs枚数。
得卵数=COCs数/卵巢数

成熟率(%):对成熟卵母细胞计数作为分子,成
熟与未成熟卵母细胞的和作为分母,其比值作为成

熟率。
成熟率=成熟卵母细胞数/(成熟卵母细胞数+

未成熟卵母细胞数)×100%
死卵以及成熟卵母细胞、卵丘细胞未能脱净造

成成熟情况无法判断的卵母细胞弃之不用,也不进

行计数。
卵裂率=卵裂的孤雌胚胎数/(卵裂的孤雌胚胎

数+未卵裂的孤雌胚胎数);其中卵裂培养过程中的

死胚不进行计数。
囊胚率=囊胚数/(囊胚数+未发育至囊胚的孤

雌胚胎数);囊胚培养过程中的死胚不进行计数。
重复进行3批试验,计算平均得卵数、平均成熟

率、平均卵裂率和平均囊胚率。对数据进行方差分

析,以判断试验条件是否稳定。

3 结果与分析

3.1 平均得卵数

本试验中3批共采集滩羊卵巢259个,经剖割

后获得COCs共795枚,平均每个卵巢能获得3.07
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枚卵母细胞(表1)。

3.2 卵母细胞成熟率

3批 COCs体 外 成 熟 培 养 后 成 熟 率 分 别 为

53.77%、54.55%和56.04%,平均成熟率为54.78%。
经方差分析,3批试验成熟率差异不显著(P>0.05),
表明成熟培养试验条件稳定。同时发现烂卵(卵母

细胞胞质模糊,细胞膜不清楚的死亡卵母细胞)较
多,统 计 3 批 试 验 的 烂 卵 率 分 别 为 41.11%、

36.47%和36.36%,平均烂卵率为37.98%(表2)。
烂卵因无法知晓其成熟情况,故在统计成熟率时不

计入内。

3.3 卵裂率

对成熟的卵母细胞进行孤雌激活,3批试验的

卵裂率分别为59.57%、62.16%和62.75%,平均卵

裂率61.92%(表3)。经方差分析,批次间差异不显

著(P>0.05),表明卵裂培养条件稳定。

3.4 囊胚率

卵裂胚经囊胚培养基培养后,3批试验的囊胚

率分别为18.52%、17.65%和17.74%,平均囊胚率

为17.72%(表4)。经方差分析,批次间差异不显著

(P>0.05),即囊胚培养条件稳定。
表1 剖割法获取滩羊卵丘细胞-卵母细胞复合体情况

Table
 

1 Acquisition
 

of
 

cumulus
 

oocyte
 

complexes
  

in
Tan

 

sheep
 

by
 

sectioning
 

method

批次
卵巢数

/个

COCs数

/枚

平均得卵数

/枚

1 80 180 2.25

2 93 329 3.54

3 86 286 3.33

表2 滩羊卵母细胞体外成熟培养情况

Table
 

2 
 

In
 

vitro
 

maturation
 

culture
 

of
 

Tan
 

sheep
 

oocytes

批次
COCs数

/枚

成熟卵数

/枚

未成熟卵数

/枚

烂卵数

/枚

成熟率

/%

烂卵率

/%

1 180 57 49 74 53.77a 41.11

2 329 114 95 120 54.55
 

a 36.47

3 286 102 80 104 56.04
 

a 36.36

  注:同一列数据上标字母不同表示差异显著(P<0.05),下同。

表3 滩羊孤雌激活胚胎卵裂发育情况

Table
 

3 Development
 

of
 

cleavage
 

in
 

activated
 

parthenogenetic
 

embryos
 

of
 

Tan
 

sheep

批次
成熟卵数

/枚

卵裂数

/枚

未卵裂数

/枚

烂胚数

/枚

卵裂率

/%

1 57 28 19 10 59.57a

2 114 69 42 3 62.16a

3 102 64 38 0 62.75a

表4 滩羊孤雌激活胚胎囊胚发育情况

Table
 

4 Development
 

of
 

blastocysts
 

in
 

activated

parthenogenetic
 

embryos
 

of
 

Tan
 

sheep

批次
卵裂胚数

/枚

囊胚数

/枚

烂胚数

/枚

囊胚率

/%

1 28 5 1 18.52a

2 70 12 2 17.65a

3 64 11 2 17.74a

4 结 论

本试验建立了离体卵巢来源滩羊卵母细胞体外

成熟培养与孤雌激活体系,培养条件稳定,效果良

好,为滩羊体外受精胚胎和克隆胚的生产等胚胎工

程操作奠定了基础。

5 讨 论

5.1 卵母细胞采集

卵母细胞的采集有抽吸法和剖割法,牛和猪的

卵巢因体积和卵泡直径大,卵泡数量较多,用抽吸法

效果较好;羊卵巢体积小,用抽吸法不便于操作,且
获得卵母细胞质量较差。朱广香等[5]比较了抽吸法

和切割法采集奶山羊卵母细胞的效果,其结果表明

切割法更适用,崔子龙等[6]在多浪羊的研究中也得

出同样结论。奶山羊平均每个卵巢可获得3.99
 

枚

卵母细胞[7],陕北白绒山羊平均每个卵巢可获得

3.18枚卵母细胞[8],与本试验平均得卵数3.07枚
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相近。

5.2 卵母细胞体外成熟

卵母细胞成熟过程中激素对其调控是非常重要

的,有研究认为添加FSH和LH有助于卵丘细胞的

扩张和卵母细胞成熟[9]。刘春霞等[10]向培养体系

中添加10%~15%发情绵羊血清、10
 

μg/mL
 

FSH、

20
 

μg/mL
 

LH 和1.5
 

μg/mL
 

17ß-E2,其成熟率达

到73.6%。对于体外成熟培养体系的研究大都集

中在向培养液中添加激素、白蛋白、生长因子、维生

素和氨基酸等成分以期获得较高的成熟率和质量。

培养体系的优化工作从未间断,近年来有学者向培

养体系中加入花青素[11]、ɑ-硫辛酸[12]、甘草酸单铵

盐[13]、丹皮酚[14]等成分,在提高成熟率方面取得一

定的效果。

此外,供体的年龄与营养状况、卵巢运输时间、

保存温度、COCs级别[15]、培养时间、人员操作习惯

等诸多因素都会对体外成熟产生影响,发情与非发

情季节的卵母细胞成熟率也有显著差异[16]。

本试验还统计出平均烂卵率为37.98%,烂卵

没有使用价值,过多就会导致成熟率下降,结合笔者

滩羊胚胎移植经历,鲜胚移植时发现可用胚率较低,

烂卵数量也较多,这很有可能与供体营养状况差有

关,关于烂卵尚未见相关报道。

5.3 卵母细胞的激活

卵母细胞成熟后经过某些刺激完成减数分裂,

并开始有丝分裂形成胚胎。一般用卵裂率和囊胚率

用来衡量激活效果。离子霉素是用于哺乳动物卵母

细胞的化学激活剂,Quintana-vehí等[17]的研究结

果表明离子霉素的激活效果最好,需要与蛋白质合

成抑制剂6-DMAP组合才能使用。李青等[18]、汪

保等[19]发现成熟培养液中添加半胱胺和胱氨酸能

显著提高第3天优胚率和优质囊胚形成率。贾振

伟[20]通过C型钠肽结合半胱胺体外成熟处理牛卵

母细胞提高了卵母细胞发育潜能,可用于优化卵母

细胞体外成熟培养体系。

5.4 胚胎工程技术与滩羊产业

20世纪90年代开始,宁夏封山禁牧,改放牧为

舍饲,养殖成本增加,滩羊因其繁殖率低生长慢等特

性,同时受外来高产品种引进和推广的影响,滩羊养

殖效益下降,存栏数量锐减,加上杂交繁育方式,滩

羊品种纯度和遗传多样性也受到严重影响[21]。

胚胎工程技术在滩羊生产中的应用将有利于羊

群的快速扩繁,大大缩短世代间隔和育种进程,充分

利用离体卵巢等遗传资源,使优势群体的配子细胞

得到最大限度地利用,发挥其在滩羊繁殖改良和遗

传育种中的作用,推动宁夏滩羊产业的发展。
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