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% 卵母细胞的体外成熟 %) % 卵母细胞的获取

自卵巢获取卵母细胞的方法主要有 * 种。机械分离法，

系自屠宰场废弃的卵巢表面获取卵母细胞的常用方

法，主要有抽吸法、切割法和剥离法。抽吸法操作迅速，

但易损伤卵丘细胞，取卵数量较少；切割法在最短时间

内获卵数量较多，但易出现裸卵和损伤卵丘细胞；剥离

法操作繁琐，但对卵丘细胞损伤较小。机械分离和酶消

化结合法，系自屠宰场废弃的卵巢内获取卵母细胞的

常用方法，可克服机械分离时间长的特点，又减轻了酶

消化过程中对细胞细微结构的破坏。腹腔镜和超声扫

描活体取卵法，系自活体卵巢内获取卵母细胞的常用

方法，取卵数量多，母畜可持续利用，但操作方法复杂，

且受条件限制。

哺乳动物卵巢中有腔卵泡细胞所占比例很少，绝

大多数是属于腔前卵泡。随着胚胎体外生产技术的发

展，对卵母细胞需求量日益增多，如何建立腔前卵泡的

培养体系，最大限度获取大量的具有成熟和受精能力

的卵母细胞，将极大地促进体外受精等胚胎工程技术

的应用和发展。腔前卵泡的分离方法有：机械分离法、

胶原酶消化直接分离法、酶消化振荡分离法和酶消化

, 机械分离法，后者以回收腔前卵泡最多，故常用于啮

齿动物、猪和牛等动物的卵巢中腔前卵泡的分离。

%) # 卵母细胞的体外成熟培养系统 卵母细胞体外

成熟培养系统的建立是按照母体要求模拟的，如依照

输卵管液和子宫液成分而定，这样可为卵母细胞创造

一个与母体相似的体外营养环境，以利细胞生长发

育 。 %) #) % 基 础 培 养 体 系 ： 以 合 成 培 养 液 如

-./%00 应用最多，牛、猪等卵母细胞应用这种培养液

的体外成熟率均达到 1$2 以上。它的缓冲体系以 34546
或碳酸氢盐缓冲系 7 89:(4 ; 6 <9(=6 > 为好，而磷酸盐缓冲

系 739?@; 6 >较差。培养条件是 !2 .A#、0!2 空气和饱和

湿度，多采用微滴法 7%$$!%，%$ B %! 个卵母细胞 >培养。

在基础培养液中添加其它成分可提高卵母细胞的

体外成熟率。不同研究者目前常添加成分也不同。

在基础培养液中添加犊牛血清、发情牛血清、胎牛

血清、发情山羊血清或牛血清白蛋白 7C<D> 等，血清中

可能含某种促进卵母细胞成熟和在体外受精的成分，

可阻止透明带硬化和促进受精发生。在实践中，血清适

宜的使用浓度为 !2 B %$2 ，C<D 浓度为 E B !FG H FI。

在基础培养液中添加促性腺激素，主要有 3.J 或

K/<J、L<3 M I3。促性腺激素能诱发卵丘细胞扩展、增

加达到 /"期的成熟率，并有促进卵裂的作用。添加雌

激素对卵母细胞体外成熟的影响，尚存在分歧。多数学

者认为雌二醇对卵母细胞完全成熟是有帮助的，可显

著提高受精后胚胎的发育率。但在添加发情牛血清、发

情山羊血清时，雌二醇对卵母细胞体外成熟和胚胎发

育并不重要。以添加发情牛血清取代促性腺激素和雌

激素，同样可使牛卵母细胞成熟率达 0$2 以上，因而主

张无激素培养法。

此外，基础培养液中添加卵泡液 7 CLL>、颗粒细胞

或牛输卵管上皮细胞利于卵母细胞体外成熟。 7转下页 >

牛体外受精技术研究进展

黄志坚 黄依明 福建农林大学动科院 E!$$$#
牛体外受精技术 7 N? OP=:’ Q4:=P(PR9=P’?S N&L > 包括有卵母细

胞的体外成熟、精子获能、体外受精和早期胚胎的体外培养体

系等几个连续过程。自从 %01# 年美国科学家 C:9T@4== 等获得

第一胎试管犊牛以来，体外受精技术迅猛发展。我国与国外相

比起步较晚，但发展迅速，%010 年 1 月，首例试管牛在内蒙古

大学诞生，同年，冷冻体外受精胚胎培育成试管牛在江苏农科

院诞生，%00$ 年，利用冷冻体外受精胚胎技术在中国农科院获

得 E 只试管牛等可喜的进展。体外受精技术不仅为家畜胚胎

生物工程提供大量廉价的胚胎来源，同时，也是研究配子细胞

发生、发育规律的有效手段，其进一步发展也将为胚胎在体外

全程工厂化生产提供可能。本文就牛体外受精技术的研究进

展作简要综述。

7接上页 >擦，每天早晚各 % 次，连用 % 周为 % 个疗程。U
天后经复查皮屑痂皮和折断的毛发，除发现死的痒螨

外，已不再发现活的痒螨。熊猫腹部原已脱毛的两处病

灶，重新长出新的细毛，# 个月后已完全恢复正常。

# 讨论 #) % 痒螨是牛、羊、马和野生动物被毛上

常见的体表寄生虫。寄生在不同寄主身上的痒螨，虽然

形态、大小十分相似，但对各自的寄主有明显的偏嗜

性，很难将一种寄主身上的痒螨移居在另一寄主身上

寄生。痒螨虽可在不同寄主皮肤造成损害，但远不如疥

螨或瘙螨所致的皮肤病严重。如痒螨数量不多、皮肤抵

抗力强、机体免疫功能高，一般不会造成皮肤病变，所

以将痒螨称为共生螨类。熊猫痒螨虫的传播方式，主要

是通过直接接触传染，如将感染熊猫和健康熊猫混合

一起饲养，则极易造成相互感染。痒螨虫的繁殖旺季，

一般在温暖潮湿的春末和秋初，这时如将熊猫饲养在

阴暗潮湿、阳光照射不足，兽舍环境拥挤，痒螨虫易大

量繁殖危害熊猫。熊猫痒螨病的预防，关键在于对病熊

猫的彻底隔离和治疗，对兽舍地板常用火焰或每月至

少 # 次用 %$2 烟叶硫磺溶液消毒。

#) # %$2 硫磺软膏对局部严重感染的病灶有良好疗

效，但对全身性驱螨应另选药物，并在治疗前进行治疗

效果和安全性的实验。

致谢：本文得到福建省寄生虫病防治研究所林金祥老师

的指导，在此表示感谢。
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,接上页 - 腔前卵泡体外成熟培养系统：培养腔前卵泡

培养基主要有./.、0./.、12.%33和4567’89:.;"!# <%
培养基等。培养基中添加血清、成熟分裂抑制剂 ,如

=>.? 及其类似物、次黄嘌呤和 @ A 异丁基 A % 甲基 A
黄嘌呤 @ A B;.C-、促性腺激素、类固醇激素和生长因

子 ,如胰岛样生长因子 B0D、血管表皮生长因子 &/0D、

转化生长因子 10D!、神经生长因子 +0D 和成纤维细胞

生长因子 D0D- 等。培养方法有微滴法、琼脂包埋培养

法、胶原蛋白铺层培养法 ,二维法 - 和胶原蛋白包埋培

养法 ,三维法 -。分离培养腔前卵泡研究已在小鼠、仓

鼠、大鼠、兔、猫、猪和牛均有报道，并以小鼠和牛研究

较多，但仅在小鼠获得后代 , /EEFGH I95(J %3K3 -。

%) #) # 体外成熟的判定：卵母细胞成熟是一个复杂生

物学过程，包括有细胞质、细胞核、细胞膜、卵丘细胞和

透明带的成熟。检测培养的卵母细胞是否成熟，方法之

一是解剖显微镜下观察卵丘细胞是否扩展松散。扩展

好的，一般认为是已成熟的卵母细胞。方法之二是用吸

管吹打法或透明质酸酶分解法除去卵丘细胞，以观察

在卵周隙中是否有第一极体，但要观察第"次减数分

裂 ,."-中期的核，需制片染色。

%) #) @ 影响卵母细胞体外成熟的因素：#动物的种类

不同，在相同培养条件下，达到同样发育阶段，其培养

时间则不同：如牛 %K L #*:、山羊 #* L #!:、绵羊 #* L
#M:、猪 *# L *K:；培养温度也不同，黄牛、奶牛和猪

@3N，水牛 @") !N，山羊和绵羊 #* L #MN。动物的种类

不同，卵母细胞体外成熟的表现也不同，其根本原因是

卵母细胞自身结构 ,包括卵丘细胞的多少、卵质内细胞

器的分布和数量、核基因、膜的成熟状态 -的不同。$卵

母细胞类型：在培养前必须进行以卵母细胞周围的卵

丘细胞情况进行质量筛选和分级划分。卵丘细胞不仅

可识别优劣卵，且与卵母细胞体外成熟密切有关。卵丘

细胞能分泌减数分裂激活物 ,7IF’OFO A 5=9FP59FGH O8QR
O95G=IJ .>S - .>S 能诱发牛卵母细胞的核由休止期进

入成熟分裂期。按卵丘细胞的层数及形态将卵母细胞

大致分 ! 类，即无卵丘细胞；有 # L @ 层的卵丘细胞；* L
! 层的卵丘细胞；M 层以上卵丘细胞和卵母细胞外周为

较厚的胶状物包裹。经体外成熟培养并受精后，其卵裂

率分别为 *K) KT 、"$) 3T 、K*) *T 、K#) %T 和 MK) #T ，囊

胚发育率分别为 $) $T 、%") KT 、@@) @T 、!*) MT 和

#!) $T ,杨膺白等，%33* -。%卵泡直径与卵母细胞体外

成熟能力有关：牛直径为 # L K77 卵泡中卵母细胞经体

外成熟和体外受精，卵裂率 , M$) 3T 对 @") $T - 和受精

卵的囊胚发育率 , !M) $T 对 @K) $T - 明显高于直径小于

#77 卵泡中的卵母细胞。这种卵母细胞受精后，大多数

停留在 K A 细胞期之前 ,曾申明等，#$$$ -。水牛以 # L

!77 卵泡者的体外成熟率和受精率较高 ,江金益等，

%33$ -。&卵母细胞离体操作的时间和条件：牛卵巢离

体保存温度最好控制在 #! L @"N，一般要求在 % L *:
最多不超过 K: 应取卵培养，否则会降低卵母细胞的体

外成熟率和受精率。也有研究表明卵巢离体保存温度

不应低于 @$N，否则卵母细胞发育很难越过 ."期，这

可能是卵子纺锤体结构受到破坏。

此外，还与采卵季节有关，一般认为在繁殖季节或

气候适宜季节获得的卵泡卵母细胞体外成熟率较高。

# 精子获能和体外受精 哺乳动物精子在受精前须

经一系列变化，才能获得使卵子受精的能力，这称为精

子获能。获能是哺乳动物精子受精时独具的特征，是多

时相、多步骤、有时序的复杂过程，一般有两个显著的

变化，一是脱去精子表面的某些大分子物质和去能因

子的过程，它是一个可逆的生理学变化；二是诱发顶体

反应，它是一个不可逆的结构变化过程。获能方法有体

内获能和体外获能。体外获能是体外受精的一个关键

性技术环节，主要包括精子的洗净、稀释和经培养使之

获能和发生顶体反应。#) % 精子获能体系的建立 精

子体外获能的方法主要有：肝素处理法、钙离子载体

, B’G’E:’UI >#@%K"，B> - 处理法、高离子强度液 ,VBS - 处

理法、高 EV 值处理法、咖啡因处理法以及添加牛卵泡

液 ,;DD-、猪卵泡液 , ?DD-、子宫液、输卵管液、精子活力

激动剂 ,青霉胺、肾上腺素、亚牛磺酸 :6E’958UFGI -、黄嘌

呤 , W5G9:FGI -等。

X:FE:5G9 和 ;U5=YI99 ,%3"! - 首次报道应用 VBS 使兔

精子获能获得试管兔，并该培养液称为 ;X 液或 Z.
液，后来应用该液还获得试管牛。

DFUO9 和 ?5UUFO: ,%3K! - 在牛输卵管液中发现精子体

内 获 能 的 活 性 物 质 是 氨 基 多 糖 ,0(6=’O57FG’H(6=5GOJ
0>0O-。体外试验证明，0>0O 能诱导牛、兔、人精子体外

获能和顶体反应，不同类型的 0>0O 对精子获能的作用

程度不同，依赖于其硫酸化程度。肝素是硫酸化程度很

高的 0>0O，对精子体外获能的作用很强。肝素已用于

牛、绵羊、马、猪精子的获能。一般使用肝素浓度为 %$ L
@$’H < 7[，处理时间 %$ L %!7FG。

25# \ 在精子顶体反应的诱发中起重要作用。钙离子

载体在于能与 25# \ 形成复合物，携带 25# \ 进入精子，从

而诱发顶体反应。B> 处理牛精子的优化条件是：浓度为

$) %’7’( < [，作用时间为 $) ! L %7FG。用钙离子载体处

理牛、绵羊、山羊等动物精子，能较快诱发精子的超活

化运动和顶体反应，使受精卵的分裂率提高，并减少了

多精入卵的现象。

用肝素或钙离子载体处理精子时添加咖啡因 ,一
般浓度为 #) ! L !) $77’( < [ - 能提高精子获能的效果。
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此外，几乎在各种动物的精子获能中均以牛血清白蛋

白 , -./0 作为辅助成分，-./ 可能改变精子的胆固醇含

量，调整精子的脂肪水平，从而改变精子膜的稳定性。

精子一旦获能，-./ 可促进其迅速穿透卵子。

#) # 获能精子的判定 获能精子的快速检测方法一

直是人们研究热点。建立简便高效的检测方法，免去繁

琐的受精试验，将会大大加快精子体外获能研究进

程。目前主要采用观察精子运动形式来确定精子是否

获能。精子开始获能时，运动非常活跃，尾部振幅大而

有力，获能后精子即出现超活化现象，表现为头部侧向

曲线运动，鞭打幅度加宽，不同动物尾部运动有不同。

#) 1 体外受精 先把精子用精子洗涤液离心洗涤两

次，加入精子获能液，调整精子浓度，制成小滴，覆盖石

蜡油，经培养 1$ 2 3$456。将体外培养成熟的卵母细胞

加入与之共孵育。精卵共孵育时间 与受精体系有关，

-7 液中需 3 2 "8，而 9/:;,改良的 9<=’>? @ A 乳糖溶液 0
中则需 %" 2 #*8。洗去多余的精子和卵丘细胞，转移至

受精卵培养液中继续培养。受精卵的标志是可见雌、雄

原核，并排出第二极体，或已发育到卵裂期胚胎。

新型的体外受精技术是显微受精 ,45B=’C?=D5(5EF G
D5’6 0。它是利用显微操作仪将精子直接注入卵母细胞

内，使精卵结合的生命过程，已在小鼠、兔、牛和人类取

得成功并获得后代。这项技术比常规体外受精的优势

在于精子并不要求有活力。但对卵母细胞损伤、受精率

不高、技术操作繁琐还有待进一步提高。

#) * 影响体外受精的因素 精子获能没有种的特异

性，只要精子获能不影响其受精效果，而影响体外受精

的因素包括卵母细胞的来源和成熟状态、精子来源和

密度、精子的活力、培养基的选择、受精滴的大小、精卵

比例、精卵相互作用时间、湿度、温度和气相等方面。

精卵比例：受精时精子密度和单位卵精子数，是影

响体外受精效果的重要因素。动物种类不同而有差异，

一般牛受精的精子密度是 , # 2 * 0 H %$3 个 I 4(，单位卵

精子数是 1 $$$ 2 * $$$ 个 I 卵。高浓度的精子与卵子相

遇，若精子获能率不高，就不会发生多精入卵。但随着

卵母细胞成熟时间延长，多精入卵率随之增高。如何控

制精卵相互作用时间是体外受精技术值得探讨的问题。

精子的来源：用同样获能处理的冷精、鲜精用于体

外受精，卵子受精率和受精卵发育率，鲜精高于冻精，这

与冷冻中产生的精子受冻害有关 ,旭日干等，%J"J 0。
培养基成分：受精液中含有牛血清白蛋白 , $) 3K 0

的卵母细胞受精后，分裂率显著地高于无牛血清白蛋

白组 , "*K 对 L#K 0 ,陈鸿冰等，%JJ* 0。

1 早期胚胎的体外培养体系 1) % 发育阻滞现象

体 外 受 精 胚 胎 在 继 续 发 育 过 程 中 存 在 着 阻 滞 现 象

, M(’BN ’C >?O?(’P4?6D 0，如小鼠为 # 细胞期，牛、羊为 "
细胞期，猪为 * 细胞期，这一时期胚胎的转录活性增

强，在体外条件下胚胎基因的表达受到抑制。发育阻滞

现象影响体外受精技术的发展和应用，如何克服这现

象，将体外受精卵培养成具有活力的可操作的桑椹胚

或囊胚，一直成为胚胎体外培养的研究热点。

1) # 体外培养体系 合成液培养系统：利用成分确

定的合成液，添加血清、-./、维生素和氨基酸 ,谷氨酰

胺、牛磺酸 DFQ=56?、亚牛磺酸和甘氨酸等 0、丙酮酸钠等

物质。由于成分确定，便于研究发育过程中某一种物质

对胚胎的作用机制，有助于了解胚胎早期发育和代谢

机理，但囊胚发育率不高。最近又报道一种新合成液培

养方法，即分步培养。根据胚胎发育不同生长阶段对不

同物质和代谢不同，采用不同培养液进行培养，包括含

血清和 I 或 -./ 的蛋白培养体系和无蛋白培养体系。据

报道，屠宰场收集的牛卵母细胞经体外培养至成熟，尔

后体外受精得到受精卵采用半确定培养液两步培养系

统，其桑椹胚发育率高达 !$K ,王红等，#$$$ 0。
共同培养系统：利用辅助细胞或饲养细胞 ,主要有

输卵管上皮细胞、颗粒 I 卵丘细胞、子宫内膜细胞、肾细

胞、成纤维细胞和水牛、大鼠肝细胞 -R: 等 0 在体外与

受精卵共同培养，促进胚胎发育，获得较高的囊胚发育

率。其作用可能是体细胞可产生促生长因子，可去除或

代谢培养液中胚胎毒性因子，其分泌物可促进胚胎细

胞的分化。但共同培养中仍存在选择何种体细胞最适

宜，是否存在特异性或非特异性胚胎生长因子等。由于

体细胞的加入，使培养液成分更加复杂。很难从中分析

出影响培养效果的具体因素，而且胚胎和体细胞对培

养的各种条件要求不一，故尚未有令人满意的结果。

由于发育阻滞现象可能是由于胚胎在该阶段对外

界条件特别敏感，故改善培养液成分及培养条件如在

培养液添加生长因子 ,李兵兵等，%JJ* 0、营养物质如丙

酮酸和乳酸、牛磺酸和亚牛磺酸等、无机盐离子浓度

,王武陵等，%JJ* 0、不同血清种类 ,卢晟盛等，%JJ* 0 等

将有利于胚胎通过体外发育阻滞。

* 展望 尽管牛体外受精技术的各个环节上仍有许

多问题需要改进提高，但利用牛体外受精技术生产体

外胚胎的应用前景十分广阔，对生物工程如胚胎的显

微操作、核移植、转基因、性别鉴定和克隆动物等进一

步开展，具有很大的价值。牛体外受精技术是对优良公

母畜的综合利用，这对牛的育种意义更大，加上活体取

卵技术、显微受精技术的应用，建立 S7T9,超数排卵和

胚胎移植 0 育种体系，可迅速加快遗传进展，提高牛的

生产力，便于品种国际间交流与运输，同时，对打破时

间和空间的限制，控制疾病传播均产生深远意义。


