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猪卵母细胞体外成熟过程中的减数分裂进程
黄雅琼 1 ， 2 石德顺 1 * 张晓溪 l 张 )1顶 l 陈旭健 2 李家洲 2

曾诗援 2 阮桂文 2 赵仕花 2 谭世俭 l

(' 广西大学动物繁殖研究所，南宁 530005 ; 2 玉林师范学院，玉林 537000)

摘要 本研究主要探讨猪卵母细胞体外成熟过程中的减数分裂进程和卵母细胞的发育潜力 。

直径>2mm的卵泡内的卵母细胞体外培养 16 h， 大部分发生生友泡破裂(germinal vesicle break:down, 

GVBD)，卵母细胞 GV 期的比率由 Oh 的 68.00% 下降到 16 h 的 15 .3 8% 。 成熟培养 20 h 时，终变期

(diak:inesis, DK)的比率达到峰值(27.06%)，而MI的峰值 (69 .66%)出现在培养后28 h ; 成熟培养32--44

h 时 ， Ana-IITel-I 期的比率达到最高 (53 .33%); 成熟培养48 h 时 ， MII期的比率达到最大值(63 .64%) 。

直径<2mm 、 2--6 mm 和>6mm 卵泡的卵母细胞体外成熟培养 48 h 的成熟率(排出 第一极休， PB1) 

分别为 5.12% ， 66.62% 和 46.71 %;孤雌激活后的分裂率分别为 2 . 86% ， 72.11 %和 58 .69%; 囊胚

率分别为 0 、 28 .62% 和 23.46% 。 直径<2mm 和>6mm 卵 j色的卵母细胞的卵裂丰明显低于直径 2-6

mm 卵泡的卵母细胞的卵裂卒(P<0.05 ); 卵泡直径 2--6 mm组和卵泡直径>6mm 组的袁胚率没有显

著差异(P>0.05) 。 研究结果将为猪卵子的核成熟进程和控制减数分裂的研究提供理论依据。
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家畜卵母细胞的体外成熟培养不仅可为家畜胚 1 材料与方法
胎生物技术提供大量廉价的卵源， 同时也是研究卵母 1.1 材料
细胞发生和发育规律的有效手段 。 卵碍细胞体外成 从南宁市屠宰场采集青年母猪的卵巢， 置于含有
熟研究对动物胚胎工程的研究与发展起着重要的作 K+ 、 Ca2+ 、 Mg2+ 和抗生素(青、链霉素)的 37 .C生

用。 随着家畜细胞核移植、转基因和胚胎干细胞等 理盐水的保温瓶中， 2-3 h 内尽快送至实验室。

技术的发展，对卵子质量的要求越来越高，卵子的质 1.2 方法

量是体外成熟培养技术体系的关键因素之一 。 自 1.2.1 卵母细胞的采集 对采集的卵巢修整，测量

Pincus 等(1 935)[1 ]发现牛卵母细胞可在体外恢复减数 其表面可见部分的卵泡直径，将其分成一组: 直径<2

分裂现象以来，从废弃的卵巢中采集卵母细胞并在体 mm， 直径 2--6 mm 和直径>6mm，抽取卵巢表面不同

外培养己经成为研究胚胎生物技术的重要环节。 然 大小卵泡的卵泡液和卵母细胞，收集卵泡液于锥形量

而，由于卵母细胞发育成熟是一个极其复杂的过程， 受 筒内，放置于 CO2 培养箱中 10 min 后取出， 弃去上层

卵I包内外环境许多因素的影响，同时其产生、 发育 卵泡液 。 稀释沉淀并在体视显微镜下挑选完整卵丘

和成熟的分子机制尚不十分清楚，加上体外培养系统 细胞层和部分致密卵丘细胞的卵母细胞(卵丘卵母细

尚不完善， 导致卵母细胞的体外成熟质量不高，进而 胞复合体)，用洗卵液[洗卵液: TCM-199+5.0 mmoL/L 

制约胚胎工程技术的研究与应用 。 因此，探究猪卵 NaHC03 + 5 mmoL/L Hepes + 2%发情牛血清(OCS)l

母细胞的胞质和核成熟不同步的问题， 着重研究猪卵 洗净干净 。 整个捡卵过程保持 3 8 .C 。

母细胞成熟机制与核发育进程的规律，将有助于进一 1.2.2 卵母细胞的成熟 清洗干净的卵母细胞放

步了解卵母细胞的发育潜能和成熟机制，为弄清卵母 入 1 ml 的含有 FSH 激素 0. 1μg/ml 促卵泡素(follicle

细胞发育的影响因素并为提高猪卵母细胞的质量打
stimulating hormone , FSH)的成熟培养液(无血清的

下基础 。 本研究采用屠宰场回收的猪卵巢为实验材
TCM-199 基础液 + 10% PFF + 0.1 % mg/rnl Cys)的玻

料，对卵巢表面不同直径卵泡内的猪卵母细胞减数分 收稿日期: 2009-10-13 接受日期: 2010-01 -18 
裂进程进行研究，以期进一步了解减数分裂中核发育 国家高技术研究发展计划(863 计划)项目 (No.2007AA 1 00505, No 

的机制， 完善猪卵母细胞体外成熟的技术体系，为哺
2008AA 1创 006)和广西壮族自治区教育厅科研项目 [桂教科研(2∞9)25 号，

No.2009 11MS203]资助

乳动物胚胎工程研究工作的进一步开展打下基础 。 · 通讯作者。 Te1 : 0771-3239202, E-mai1: ardsshi @gxu.edu.cn 
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黄雅琼等.猪卵母细胞体外成熟过程中的减数分裂进程

璃平皿(30 mmxl0 mm)中，放置于在 38 . 5 'C , 5% CO2 

和最大饱和湿度的培养箱中 22-24 h 后，再放入不含

激素 FSH 的成熟培养液中成熟培养 22-24 h 0 44-48 

h 之后， 观察极体(PB l)排出率，并以此计算卵母细胞

的体外成熟率 。

1.2.3 卵母细胞的激活 卵母细胞经体外成熟培

养 44-48 h 后，反复轻轻吹打或者放入 0.1 % 的透明

质酸酶 5 min 除去卵丘细胞， 清洗 3 次，放入 5μmol/L

离子酶素(ionomycin ， ION)中激活 5 min (激活液 :

0.37355 mg ION+I00 ml 培养液即为 5μmoL 的 ION) ，

再清洗两次，放入 2 mmo l/L 6- 二甲氨基嘿岭 (6-

DMAP)中的培养液(DMAP: 0.03264 g 的 6-DMAP+

100 ml 培养液即为 2mmol 的 6 二甲氨基喋岭)中培

养 3 -4 h 。

l.2.4 卵母细胞的培养 将激活处理过后的卵母

细胞用培养液清洗 2 遍，然后放入己制作好 20μl

PZM-3胚胎培养液(108 mmol/L NaCl, 10 mmol/L KCl, 

2 mmol/L 乳酸钙， 0. 35 mmol/L KH2P04, 0 .4 mmol 

MgS04, 25.07 mmol/L NaHC03, 1 mmol/L 谷氨毗肢， 5

mmol/L 亚牛磺酸， 20mνLBME必需氨基酸， 10mνL

MEM 非必需氨基酸， 3 g/L BSA)的微滴培养，其上覆

E矿物油，放入 38 . 5 'C , 5% CO2 和最大饱和湿度的
CO2 培养箱中培养。卵母细胞培养 48 h 观察分裂率，

隔天进行半换液 1 次， 7 d 记录囊胚率，并观察和记录

卵裂数、囊胚发育数及囊胚孵化数 。

l.2.5 卵母细胞核的成熟评定 把去除卵丘细胞
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的卵母细胞放到四角滴有石蜡油和凡士林(1 : 1) 的

载片上， 加盖玻片，轻轻按压，将卵的位置固定 。 放

入无水乙醇 : 冰乙酸( 3 : 1) 固定液中固定 24 h 以

上，再用间苯二酣蓝(40% 醋酸自己制)染色 1-2 min， 在

相差显微镜下观察卵母细胞核的形态和构造。

生发泡(germinal vesicle, GV)期 : 卵内有一个较

大的核，位于近边缘处，核膜清晰，有的其中有一个

核仁 。 染色质多为常染色质， 或呈染色质块形态分

布于核仁周围( 图 1 ) 。

终变(diakines i s ， DK)期，发生 GVBD，核膜和核

仁消失，染色质凝集成团块状(图 1 ) 。

中期 1 (metaphase 1, MI) : 染色体己形成， 井有规

律地排列于赤道板上。 但由于压片的原因，往往只

能看到数十条染色体聚拢在一起(图 1) 。

后期 I 和末期 1 (anaphase 1 and telophase 1, Ana

I1Tel-I)，在压片中可以看到两团染色体存在，其中一

团将成为卵扉细胞的 MII期染色体， 另一团则将形成

第一级体(图 1) 。

中期 II (metaphase I!, MII)，在卵周隙中见到第

一极体(PB l)。在压片中，可以看到有两团染色体存

在， 相隔一定的距离， 其中有一团已形成染色质团，即

为第一极体，另一团呈分散的染色体状态，即为 MII

期染色体( 图 1 ) 。

1.3 实验设计

根据猪卵巢表面不同直径大小的卵泡，探明各类

卵泡的在卵巢表面的构成比例 。 将卵泡直径>2mm

Fig.l The nuclear meiotic progress of porcine oocytes 
1: germinal vesicle, GV (I 00x); 2: diakinesis, DK (I 00x); 3: metaphase 1, MI (200x); 4: anaphase 1 and telophase 1, Ana-I/Tel-I (I 00x ); 5 : 

m巳taphase II , MIl (200x); 6: metaphase II , MII (400x ). 
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的猪卵丘卵-母细胞复合体(cumulus oocyte comple

xes, COCs)进行不同时间内的体外培养， 井探讨其成

熟培养过程中减数分裂进程及其体外胚胎发育能力 。

实验一. 本实验针对猪卵巢上卵泡的数量及直径

大小不同，卵泡内的卵母细胞处于不同发育阶段， 造

成体外成熟的卵母细胞成熟时间不一致，卵母细胞的

成熟率不高。 选择发育充分、 质量优质的卵母细胞

是胚胎工程的基础， 因此，卵母细胞的种类和卵母细

胞质量直接影响到后续的发育效果， 因此， 选择合适

大小的卵巢表面的卵泡是获得体外成熟优质的卵母

细胞的关键前提 。 本实验探讨和统计不同直径(分

为直径<2 mm， 直径 2-6 mm， 直径>6 mm)卵泡在卵

巢表面的构成比例， 弄清不同卵巢表面的不同直径大

小的卵泡的分布情况和可利用卵泡的状况和种类，以

期提高不同卵母细胞的发育同步化程度， 提高卵母细

胞的成熟质量， 更有效地利用猪卵巢表面卵泡资源 。

实验二: 本实验的 目的是探讨猪卵母细胞在不同

时间内的体外成熟状况， 了解卵母细胞核发育进程

为卵母细胞激活和胚胎培养以及为其后的显微操作

提供发育充分的优质受体卵母细胞。 本实验将直径

卵泡(>2 mm)的卵母细胞分别在体外成熟培养 Oh 、

4 h 、 8 h 、 1 2 h 、 16 h 、 1 8 h 、 22 h 、 28 h 、 32

h 、 36 h 、 40 h 、 44 h 和 48 h ， 在不同的成熟培养

时间内 ， 分别取出卵哥细胞进行染色与固定， 以确定

不同时期卵母细胞核发育进程的状态，从而了解猪卵

母细胞体外成熟过程中减数分裂核发育进程及规律。

实验三: 本实验的 目 的是比较不同大小卵泡卵母

细胞的发育潜能 。 根据卵巢表面的卵泡体积(直径

<2 mm 卵泡、 2~6 mm 卵泡和>6 mm 卵泡)分为三

组，分别抽取其中的卵句:细胞进行体外成熟， 而后进

行孤雌激活和体外培养， 以期了解不同大小卵泡内卵

母细胞的发育潜能 。

1.4 统计分析

所得数据采用卡方(χ2)分析 ， P<0.05 即为差异

显著 。

2 结果

2.1 不同直径卵泡的构成比例

猪卵巢表面的直径<2 mm 的卵泡 、 直径 2~6

mm 的卵泡和直径>6 mm 卵泡分别占卵巢表面上卵

泡总数的 59 . 71 %、 37 . 70% 和 2 . 59% 。 直径<2 mm 

的卵泡分布占卵巢卵泡总数的大部分(图 2 ) 。

2.2 直径大于 2mm 卵泡内的卵母细胞体外成熟

。-48 h 的核发盲进程

猪卵母细胞减数分裂进程和卵母细胞的发育过

回 Large fo llicles: >6 mm 

因 M iddle fo llicles: 2-6 111 111 

囚 Sl11a ll foll icles: <2 mm 

2.59% 

· 研究论文 ·

37.70% 

Fig.2 The percentage of different diameter follicles 

程中，直径>2 mm 的卵泡内的卵母细胞体外成熟培

养 0~48 h 后 ， 卵母细胞的核在发育进程中的 GV 、

DK、 ML Ana- I/Tel-I 和 MII 各时期所出现的发育

阶段和比率如表 l 所示 。

2.3 直径大于 2mm 卵泡内的卵母细胞体外成熟

培养过程中核成熟进程及规律

从直径>2 mm 的卵泡内的猪卵母细胞在 0~8 h 

内的核成熟曲线(图 3 )可以看出·在通常情况下， 大部

分直径>2mm 的卵泡内的猪卵母细胞成熟培养后的

、/

核成熟发育规律为 : 卵泡内的卵母细胞体外培养 16 h, 气

大部分发生 GVBD; 卵母细胞 GV 期的比率由 Oh 的

68 .00% 下降到 16 h 的 15.38% ， 此后 GV 期的比率一

直保持下降趋势 。 体外成熟培养 24 h 、 2 8 h 和 32

h 的 GV 期的比率没有差异， 分别为 7 .4 1 % 、 4 .49%

和 2. 22% 。 在体外成熟培养 20 h 时 ， DK 期的比率

达到峰值(27 .06%)，而 MI 期的峰值(69 . 66%) 出现在

培养后 28 h 。 成熟培养 32~44 h 时， Ana- I/Tel- I 期

的 比率达到最高(53.33 % ) 。 猪卵扉细胞体外成熟培

养 48 h 时， MII 期的比率达到最大值(为 63. 64%) 。

2.4 直径大于 2mm 卵泡的卵母细胞的核成熟各

时相出现的时间

为确定卵母细胞减数分裂各时相出现的具体时

间， 采用面积积分的统计学方法计算了直径>2 mm~ß

泡的卵母细胞核成熟过程中各时相出现的时间 。 结

果发现， 直径>2 mm 的卵泡卵母细胞核成熟过程中

各时相出现的时间不同(图 的， 大部分情况下， GVBD

持续 1 1. 1 h; 1 1. 1~16 . 2 h 处于 DK 期; 16.2~3 3.7 h 处

于 MI 期; 33 .7~3 . 3 h 处于 Ana-I/Tel-I 期 ， 43.3~8 h 

处于 MII 期 。

按照 Sirard 等[2]报道的方法计算。 猪'卵母细胞

在体外成熟培养时间为 48 h 计算图中代表各时相的

曲线与坐标轴围成的区域面积， 并按代表每一时相的

面积占总面积的比率换算成在总成熟时间中所占时

间 。 这一数据可反映卵泡卵母细胞核成熟过程中各

时相出现的时间 。

、，..1-飞
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Table 1 
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7 .4 1 
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GV (%) 

68 .00 
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54.59 

33.65 

15.38 

18.82 

7 .4 1 

4.49 

2 .22 

0 .00 

3.70 

0.00 

0.00 

29 1 

Ana-I/Tel-1 (%) 

6.86 

2.90 

3.58 

8.65 

10.51 

4.71 
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16.85 

18.5 2 

47.06 

48. 15 

53.33 

27.27 
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MI (%) 

9.71 

23. 19 

25.23 

37.50 

42.74 

48.24 

57 .4 1 

69 .66 

48 .15 

36.27 

32. 10 

18. 10 

8.02 
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DK (%) 

12 .57 

14 .49 

14.84 

17 .3 1 

18.80 

27 .06 

17.59 

4.49 
3.70 

3.92 

3.70 

0.95 

1.07 
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2.5 不同直径卵泡内卵母细胞体外成熟后孤雌发

育能力比较

本研究表明，不同直径卵泡的猪卵母细胞孤雌激

活后的体外发育能力不同(表 2)。研究表明， 直径<2

mm 、 直径 2-6 mm 、 直径>6 mm 的卵母细胞的成

熟率分别为 5.12% 、 66.62% 和 46.71% ; 分裂率分别为

2.86% 、 72.11% 和 58 .69%; 囊胚率分别为 0、 28.62%

和 23 .46%。直径<2 mm 和>6 mm 卵泡的卵母细胞

的卵裂率明显低于直径2-6 mm9ß泡的卵母细胞的卵

The meiotic progression of porcine oocytes from >2 mm follicles (h) 

裂率(P<0.05); 卵泡直径2-6 mm组和卵泡直径>6 mm

组的囊胚率没有显著差异(P>0_05 )。直径 2-6 mm 卵

泡内的卵母细胞的体外成熟较快，体外发育潜能较高。

Fig.4 

,‘ ,... 

讨论

不同卵泡直径内的卵母细胞的比率

卵巢表面不同直径大小的卵泡众多，直径>6 mm

的卵泡、 直径 2-6 mm 的卵泡、 直径<2mm 的卵泡

各占卵巢表面总卵泡数的比率分别为 2.599毛 、 37 . 70%

3 
3.1 
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Table 2 Parthenogenetic development of porcine oocytes from different size of follicles maturated in vitro 

Diameter of fo llicles No. of oocytes cul tured Oocytes maturated(%) Oocytes cleaved (%) BL developed (%) 

<2 mm 684 35 (5.12) ' 1 (2.86) • 。

2- 6 mm 662 441 (66. 62) b 318(72. II ) b 91 (28.62) • 

>6 mm 653 305 (46.71) , 179 (58.69) , 42 (23 .46) • 

Note, '-'Wi thi n colum ns, values with different superscripts are signifi cant ly different (P< O.05) 

和 59 . 7 1 % 。 不同直径卵泡内的卵母细胞体外发育潜

力各异，这与卵泡直径大小和卵泡内的卵母细胞所处

的发育状况有关 。

3.2 直径>2mm 的卵泡中卵母细胞减数分裂能力

恢复减数分裂能力， 直径>2 mm 卵泡卵母细胞己具

有完成减数分裂的能力。直径 2-6 mm 卵泡卵母细

胞的体外孤雌发育的成熟率 、 卵裂率 、 冀胚发育率

(66.62% , 72.11 %， 28.62%)和直径>6 mm 卵泡内的卵

母细胞的成熟率、分裂率、 囊胚率(46 . 71%, 58.69% , 

23 .46%)均显著高于直径<2 mm ~ß 1'包卵母细胞的成熟

率 、 卵裂率和囊胚率(5 . 12 % ， 2 .82 % , 0) 。 以上研

究结果表明， 卵泡内的卵母细胞的核成熟能力以及体

外成熟后支持后期发育的能力与卵泡直径密切相关，

只有达到一定直径的卵泡， 其卵母细胞才可以恢复和

完成减数分裂，卵母细胞的胞质才能得以成熟 。

3.3 卵母细胞减数分裂的恢复和核成熟进程

在卵母细胞成熟过程中，胞质发生一系列变化，

飞r

本实验研究表明， 直径>2 mm 的卵泡内的卵母

细胞核成熟过程中减数分裂能力及各时相出现的时

间均不相同 。 直径>2 mm 卵泡卵母细胞己经获得完

成减数分裂的能力， 在体外发育能力高 。 Eppig 等[3 ] 、

Crozet 等[4] 、 Fair 等 [5]和 Hy ttel 等[6]研究显示卵母细

胞直径与卵母细胞各时期发育能力直接相关，卵母细

胞体积约为成熟体积 80% 的时候才获得恢复并完成

减数分裂的能力 (小 鼠卵母细胞直径65 μm， 家畜 110

μm) o Eppig 等[3 ]最早在小 鼠中发现卵母细胞的逐级

获能现象， De Smedt 等[7]和 Crozet 等问研究发现山羊

卵母细胞减数分裂能力是随着卵泡直径增加逐渐获

得的 。 Fair等[5]和 Hyttel 等[6]研究表明牛和猪直径 100

μm 的卵母细胞能够恢复减数分裂，但是不能发育到

MI 期 以后 。 牛直径 11 0 μm 、 猪直径 115 μm 的卵

母细胞能够恢复井完成减数分裂而发育到 MII 期 。

众多研究结果提示，哺乳动物卵母细胞是在卵母细胞

生长过程中逐渐获得减数分裂能力的 。 卵母细胞在

发育至最大直径的过程中， 首先获得恢复减数分裂的

能力，然后才逐渐获得完成第一次减数分裂的能力 。

这一过程中减数分裂停滞在 GV 期， 细胞要积累后期 J 

发育所需的物质和特殊分子， 这些分子是早期胚胎进

本研究表明，卵母细胞的成熟分裂能力与卵泡的

大小有关，进而影响了卵母细胞的核成熟分裂能力 。

不同动物卵泡腔出现时间不同 。 Hirs h fie l d 等 [8 ]和

Lus s i町 等[9]研究表明大 鼠、 牛和人的卵泡腔约在卵

泡直径为 0.2""() .4 mm 时出现， Crozet 等[4]研究表明猪

卵泡腔在直径 0.4，...() . 8 mm 时出现， 谭景和(1 988 ) [ 1 0]

报道山羊卵泡腔在直径 0 . 15-0 . 2 mm 时出现 。 De

Smedt 等[7]和 S chramm 等[ 1 1]研究表明小腔卵泡的卵

母细胞仅具有部分的核成熟能力，减数分裂停止于

MI 期而不是 MII 期 。

本研究表明猪卵泡直径小于 2mm 的很难成熟，

成熟率及分裂率很低 。 Crozet 等[4]和 Eppig 等[ 1 2]研究

表明直径2 mm以上的有腔卵泡中的卵母细胞既能完

成减数分裂， 又有很多发育到囊胚 。 在本实验室成

熟培养体系中， 对不同直径猪卵泡内的卵母细胞研究

发现， 约 94 . 88% 直径<2mm 卵泡卵母细胞尚未具有

行正常发育所必需的， 否则有可能导致不育或胚胎发
育异常 [ 1 3 ] 。

吕忠显等[ 1 4]研究表明，卵母细胞能否进行减数分

裂与其在第一次减数分裂恢复之前物质积累程度密

切相关 。 排出第一极体后停滞在第二次减数分裂中

期 。 不同动物的卵母细胞， 当其脱离卵泡环境后在

体外白发恢复减数分裂(ep发生GVBD)和成熟的时间

不同 。 小 鼠卵体外成熟需 12-14 h , GVBD 在培养后

的 2 h 内完成[l 5] ; 牛卵母细胞成熟需要 24 h , GVBD 

发生在 6-1 1 h 内 [2 ， 1 6] ; 山羊卵母细胞成熟需要 24 h , 

GVBD 发生于 2-6 h 之间[l7] ; 绵羊卵母细胞成熟需要

24 h , GVBD 发生在培养后 8 h 内 [ 1 8] 。

本研究表明 ， 在本实验室的成熟培养体系平台

中 ， 猪卵母细胞体外成熟需要 40-48 h。直径>2 mm

卵泡内的卵母细胞， 在 16 h 内， GVBD 发生显著;

24-32 h 后 GVBD 比率减少; 在成熟培养 36 h 后，卵

母细胞 GVBD 比率降到最低点 。 在 4 h 时，处于 DK

期， DK 期比率出现峰值的时间是 20 h; MI 期比率的

峰值出现在 28 h 。 在 Ana-I/Tel -1 期时， 成熟培养 44

h 时， Ana-I1Tel -I 期的比率达到峰值(5 3 . 33%) 。 成熟

培养 48 h 时， 在 MII 期比率达到最大值(为 63 .64%) 。

48 h 猪卵母细胞排出第一极体(PB1 )率为 63.50% 。

在直径>2 mm 卵泡内的卵母细胞体外成熟过程

中， 0-1 1.1 h ， 大部分卵母细胞发生 GVBD; 11.1 - 16.2 

、J
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h 时-处于 DK 期; 16.2- 33 .7 h 处于 MI 期; 33 .7 --43.3 h 

时处于 Ana-I/Tel-I 期: 43.3-48 h 处于 MII 期 。 绝大

部分的猪卵母细胞在 43 . 3 --48 h 这个时相完成第一次

减数分裂， 排出 PB1，达到成熟阶段 。 这揭示出在这

个阶段可以有效地进行卵母细胞的激活、体外培养

及其他胚胎生物工程的技术操作等，卵母细胞成熟的

合适时间为提高胚胎体外生产提供了理论基础和实

践 意义 。

3.4 不同直径卵泡中卵母细胞体外孤雌发盲能力

卵母细胞成熟效率与所在卵泡直径密切相关。

不同直径卵泡的卵母细胞在体外成熟后的囊胚发盲

率存在明显差异。当卵泡直径达到 3 mm 以后 ， 卵

母细胞除完成细胞核的最后成熟外，压不断在细胞质

中贮存RNA， 蛋白质和其他因子以保障受精后胚胎的

正常发育 [ 1 9 J 。

本研究表明，来自不同直径的卵泡内的卵母细胞

<2 m日1 、 2-6 mm 和>6 mm 卵泡的卵母细胞的成熟

率分别为 5 . 12% 、 66.62% 和 46 .71%;分裂率分别为

2.86% 、 72.11% 和 58 .69% ; 囊胚率分别为 0、 28.62%

和 23 .46% 。 其中，来 自于直径<2 mm 卵泡组的卵母

细胞的成熟率和孤雌激活后的卵裂率均显著低于来

自其他组卵泡内的卵母细胞，而来自于直径>6mmØß

j包组内的卵扉细胞的卵裂率明显低于2-6 mm9ß泡组

的卵母细胞(P<O.O日 ， 但它们的囊胚率之间没有显著

差异 (P>0.05) 。 这与 Tan 等[20J和 Lonergan 等[2 1 J的结

果相似 。

曾 申明等[22J对牛不同大小的卵泡内的卵母细胞

研究表明， 直径 2-8 mm 卵泡中卵母细胞的卵裂率和

囊胚率显著高于直径 2mm 以下卵泡中的卵母细胞，

揭示了卵母细胞在成熟期合成的物质对支持胚胎早

期发育非常重要 。 本研究发现， 直径>6 mm 猪'卵泡

中的卵母细胞体夕阳戈熟后，进行孤雌激活，其卵裂率

明显低于 2-6 mm 卵泡中的卵母细胞， 但两组间的囊

胚率无显著差异。直径在 2-6 mm 卵泡中的卵母细

胞的卵丘细胞发育完整 卵丘细胞扩展良好 。 这说

明，卵丘细胞的完整性在支持和促进猪卵母细胞成熟

过程中发挥着重要作用。冯贵雪(2006) [刀]研究结果

表明 2-6 mm 卵泡中的水牛卵母细胞发育能力好，卵

丘细胞在体外成熟过程中具有重要功能。 朱挂玉等[24J

研究也表明卵丘细胞的完整性的重要作用 。 这些研

究均表明，合适直径的卵泡中的卵母细胞和完整的卵

丘细胞所构成的卵丘卵母细胞复合体的完整性有利

于发挥卵扉细胞在体外成熟和体外培养中的发育潜

力 。 这与从众多的既究结果是相一致的 。 直径>6

mm 的猪卵泡中的卵母细胞在体内己成熟，如果在体

4 " 

89 

外再经 44-48 h 培养，卵母细胞可能会老化， 丧失随

后的发育能力 。 Pavlok 等问研究表明， 直径在 15 mm

以上卵泡中的牛卵母细胞在体外再经20-22 h培养后

可能会老化 。 本实验中 直径>6 mm 猪卵泡中的卵

母细胞体外成熟后 ， 其成熟率、分裂率和囊胚率均

有所下降，因此， 本实验研究结果表明， 大卵泡内的

卵母细胞在体外成熟过程中可能会出现老化现象，从

而影响其后的发育潜能 。 Lonergan 等 [2 1 J研究表明，

缩短大卵泡内的卵母细胞的体外成熟时间可能会提

高胚胎体外生产效率 。
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The Meiotic Progress of Porcine Oocytes Matured in Vitro 

Ya-Qiong Huang 1气 De-Shun Shi 1*, Xiao-Xi Zhang 1, Shun Zhang1, Xu-Jian Chen2, Jia-Zhou LF, 

Shi-Yuan Zeng2, Gui-Wen Rua时， Shi-Hua Zhao2, Shi-Jian Tan 1 

(1 lnstitute 01 Animal Reproduction, Guangxi University, Nanning 530005, China; 

2Yulin Normal Univers句" Yulin 537000, China) 

A b stract The meiotic progress and developmental competence of porcine oocytes m atured in vitro were 

investigated in the present study . Most of oocytes from follicles over 2 mm in diameter were taken place germinal 

vesicle breakdown (GVBD) at 16 h after in vitro maturation (IVM) , in which the proportion of oocytes in the GV 

stage was decreased from 68.00% to 15.38% . At 20 h after IVM, the percentage of oocytes in the diakinesis stage 

was increased to 27.06% , and most of oocytes (69.66%) matured to the MI stage a t 28 h after IVM. At 32-44 h 

after IVM, the proportion of oocytes in the Ana-IfTel-I stage was up to the peak value (53 .33 % ). The percentage of 

porcine oocytes in the MII stage was up to the peak value (63.64%) at 48 h after IVM. The maturation rates of 

oocytes (extruded the first polar body , PB1 ) from follicles in diameter of <2 mm, 2- 6 mm and >6 mm were 5 .12% , 

66.62% and 46.71 %, respectively. The cleavage rates of oocytes from follicle s in diameter of <2 mm (2.86% ) and 

>6 mm (58.69%) were significantly lower than that of oocytes from follicles in diameter of 2-6 mm (72.11 %, P< 

0.05) after IVM and parthenogenetic activation. However, the blastocyst yield of oocytes from follicles in diameter 

of 2-6 mm (28.62%) was not different from that of oocytes from follicles in diameter over 6 mm (23 .46%, P>0.05) 

T hese results will provide necessary data for investigating the meiotic process and regulation of meiosis in porcine 

oocytes. 
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