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摘要:研究了生长激素(ST H)、胰岛素(insulin)单独或者联合作用对猪卵母细胞体外成熟及孤雌

激活后卵裂的影响。结果表明:ST H 、胰岛素对卵母细胞体外成熟及孤雌激活后卵裂呈现双重效

应。在 mNCSU-23基础液中添加 0.15μg/m L S TH 组的成熟率和卵裂率显著高于对照组及0.01 ,

0.05 ,0.1 , 2μg/m L 组(P<0 .05);添加 5μg/m L ,8μg/m L 胰岛素组的成熟率显著高于对照组及0.

5 ,2 , 10μg/m L 组;添加 5μg/m L 胰岛素组的卵裂率也显著高于对照组及 0.5 , 2 , 8 , 10 μg/m L组;

0.15μg/mL S TH 与 2μg/mL 胰岛素联合添加组的成熟率和卵裂率最高 ,同其他组相比 ,差异显

著。
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Abstract:In this study , the ef fects of S TH and insulin on po rcine in vi tro oocyte matura tion and

cleavage af ter parthenogenetic activation w ere investig ated.The results show ed that STH and in-

sulin had double effects on oocy te maturat ion and cleavage.The m aturation and the cleavage rate s

of the oocytes maturated in m NCS U-23 medium supplemented w ith 0.15μg/m L S TH we re signif-

icant ly higher than that of contro l and the other tested g roups w hich supplemented w i th 0.01 ,0.

05 ,0 .1 ,2μg/mL S TH(P<0.05).The maturation and cleavage rates of the oocy tes m aturated in

medium supplemented w ith 5μg/m L insulin w as also higher than o ther group.H ow ever , bo th o f

the m aturation and cleavage rates of the oocytes maturated in medium supplemented with 2μg/m L in-

sulin and 0.15μg/m L S TH w as significantly higher than that of o ther g roups (P<0 .05), w hich

represented the optimal condi tion for in v it ro m aturation of porcine oocy tes.
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　　卵母细胞体外成熟(IVM)可以为采用体细胞

核移植方法生产大型转基因动物的研究提供大量的

M Ⅱ期卵母细胞。猪卵丘 —卵母细胞复合体

(COCs)在体外培养过程中受到多种因素的影响。
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生长激素(STH)是由垂体前叶生长激素细胞所分

泌的一种肽类激素 ,为机体生长所必需 ,在卵泡的募

集和卵母细胞生长的启动方面具有重要作用[ 1] 。研

究表明 ,S TH 可显著提高人小腔卵泡卵母细胞的生

发泡数量 ,并可显著提高其体外成熟率和受精率[ 2] 。

胰岛素(insulin)是小分子蛋白质 ,在体内主要调节

代谢过程 。最近研究表明 ,在猪的卵母细胞培养液

中添加一定量的胰岛素和 17β-E2 有助于提高卵母

细胞的成熟率和卵裂率[ 3] 。而且 ,胰岛素还能促进

体外受精早期胚胎的发育
[ 4]
。但猪卵母细胞体外培

养液中 ,2种激素联合添加目前尚无报道。鉴此 ,探

讨生长激素与胰岛素对猪卵母细胞体外成熟及卵裂

的影响 ,确定其最佳添加剂量 ,以优化培养条件 ,为

体细胞核移植技术生产转基因克隆猪提供大量优质

的卵母细胞 ,从而提高体细胞克隆猪的成功率 。

1　材料和方法

1.1　卵巢的采集与保存

猪卵巢采集于沈阳东生屠宰厂 。猪屠宰剖腹

后 ,立即无菌采集卵巢 ,去除卵巢表面的结缔组织 、

脂肪和附着的输卵管;将卵巢保存在装有 35 ～ 37 ℃

生理盐水的保温瓶中 ,2 h内送回实验室。

1.2　猪 COC s的收集与成熟培养

卵巢运回实验室后 ,用无菌生理盐水清洗 3次 。

用带 12号针头的 10 m L 一次性注射器抽取卵巢表

面直径 2 ～ 5m m 的卵泡内 COC s。在体视显微镜

下 ,检出具有 3层以上致密卵丘细胞层及均匀细胞

质的 COCs进行培养 。

卵母细胞培养采用微滴法 ,每个微滴 50μL ,覆

盖矿物油;在 CO 2培养箱内平衡 2 h 以上 。采集的

COCs用杜氏磷酸盐缓冲液(DPBS)洗 3次 ,然后用

成熟培养液洗 3次 ,移入已平衡好的培养滴中 ,每滴

放 COCs 10 ～ 20枚 ,在 38.5℃, 5%CO 2(V/V),饱

和湿度条件下培养。

成熟培养液为改良 NCS U-23(m NCS U-23),其

中添加有 1 .1 mg/mL 亚牛磺酸 、10%猪卵泡液

(PFF)、10 IU/m L PM SG(宁波激素厂 , 产品批号

070111)、10I U/m L hCG(宁波激素厂 , 产品批号

070128)、100 U/m L 青霉素和 100μg/m L 链霉素 。

0.22μm 微孔滤膜过滤除菌 , 4℃保存备用。试验所

用试剂如无特殊说明 ,均购自 Sigm a公司 。

pFF 制备:用 10m L 一次性注射器 ,抽取卵巢

表面直径大于 6 mm 卵泡中的卵泡液 , 3 000 r/m in

离心 30 min ;然后用 0.22μm微孔滤膜过滤除菌 ,分

装 ,-20℃保存备用。

1.3　卵母细胞成熟鉴定

COCs培养 44 h 后 ,移入 0 .1%透明质酸酶液

中处理 2 ～ 3 min;将卵丘细胞去净 ,卵母细胞在 4×

10倍实体显微镜下观察第一极体是否存在;以第一

极体排出作为卵母细胞成熟的标准 ,用于卵母细胞

的孤雌激活 。胞质破裂 、核结构消失或结构损伤的

卵母细胞归于死亡或退化。

1.4　成熟卵母细胞孤雌激活及培养

卵母细胞成熟后脱去卵丘细胞并移入 DPBS 中

洗涤 ,挑选胞质均匀的卵子用于电激活 。激活液为

0.3m ol/ L 甘露醇 ,其中添加 0.05m mol/L CaCl2 ,

0.01 mmo l/L M gCl2 。卵子用电场强度为 130

V/m m ,脉冲时程为 80μs 的一次脉冲激活 ,每次激

活前更换电融合仪小室内的激活液。激活后洗涤卵

子并立即移入含 7.5 mg/L 细胞松驰素 B(CB)、

10 mg/ L放线菌酮(CH X)和 4 g/L BSA 的 NCSU-

23中培养 4 h ,然后移入无 CB和 CH X的 NCSU-23

中培养 。每滴 10 ～ 15枚卵子 ,上盖矿物油 ,培养条

件为 38.5 ℃,5 %CO 2(V/V),饱和湿度。培养液在

放入卵子之前在培养箱中预平衡 2 h。激活后

44 ～ 48 h观察卵裂 。

1.5　试验设计

试验 1　分 6组 ,对照组为 mNCSU-23。试验

组在对照组基础上分别添加 0.01 , 0.05 , 0.1 ,0.15 ,

2μg/m L 生长激素 ,成熟培养 44 h。COCs用 0.1%

透明质酸酶消化 2 min ,涡动搅拌器上振荡 ,去除卵

丘细胞后用于卵母细胞成熟鉴定和电激活 , 5 次

重复。

试验 2　分 6组 ,对照组为 mNCSU-23。试验

组在对照组基础上分别添加 0.5 , 2 , 5 , 8 , 10μg/mL

胰岛素 ,成熟培养 44 h 。COCs 去除卵丘细胞后用

于卵母细胞成熟鉴定和电激活 , 5次重复 。

试验 3 　分 5 组 , 对照组为 m NCS U-23 +0.

15μg/mL S TH 。试验组在对照组基础上分别添加

0.5 ,2 , 5 , 8μg/m L 胰岛素 , 成熟培养 44 h 。COCs

去除卵丘细胞后用于卵母细胞成熟鉴定和电激活 ,4

次重复 。

试验 4 　分 5组 ,对照组为 NCSU-23+5μg/mL

胰岛素;试验组在对照组基础上分别添加0 .01 ,

0.05 ,0 .1 ,0 .15μg/m L STH ,成熟培养 44 h。COCs

去除卵丘细胞后用于卵母细胞成熟鉴定和电激活 ,4

次重复 。
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1.6　数据分析

所得数据采用 SPSS12.0统计软件进行显著性

检验 。对成熟率 、卵裂率进行单因素方差分析 ,多重

比较用邓肯氏法 。

2　结果与分析

2.1　不同浓度 S TH 对猪卵母细胞体外成熟和卵

裂的影响

mNCSU-23培养液中添加不同浓度的 ST H ,对

猪卵母细胞体外成熟和卵裂表现为双重效应 。当

S TH 的浓度在 0.01 ～ 0.15μg/m L 时 ,能促进卵母

细胞的成熟和孤雌激活后的卵裂 ,呈现浓度依赖性 。

同其他试验组和对照组相比 , 添加 0.15μg/m L

S TH 显著提高了成熟率和卵裂率 。当 S TH 的浓度

继续增加到 2μg/m L ST H 时 ,与添加 0.15μg/mL

的 S TH 相比 ,成熟率和卵裂率显著下降(表 1)。

2.2　不同浓度胰岛素对猪卵母细胞体外成熟和卵

裂的影响

mNCS U-23培养液中添加不同浓度的胰岛素 ,

对猪卵母细胞成熟和卵裂表现为双重效应 。同其他

试验组和对照组相比 ,添加5μg/mL和 8μg/mL 胰岛

素组的成熟率显著提高 。当胰岛素的浓度继续增

加 ,成熟率和卵裂率呈下降趋势。同其他试验组和

对照组相比 ,添加 5μg /m L 胰岛素组的卵裂率显著

提高(表 2)。

表 1　不同浓度的 STH对猪卵母细胞体外成熟和卵裂的影响

处理 检查卵数 44h成熟率(%) 激活卵数 48h卵裂率(%)

mNCS U-23 263 51.75±3.77 cC 106 43.04±1.86 cB

mNCS U-23+0.01 μg/m L S TH 248 53.45±2.44 cC 103 41.18±2.49 cB

mNCS U-23+0.05 μg/m L S TH 206 57.09±2.65 cAB 107 42.98±1.70 cB

mNCS U-23+0.1 μg/m L S TH 202 66.48±1.64 bAB 182 57.52±1.17 bA

mNCS U-23+0.15 μg/m L S TH 202 73.83±1.80 aA 131 64.76±2.84 aA

m NC SU-23+2μg/m L S TH 217 50.43±2.63 cC 123 43.92±1.86 cB

　注:同列不同小写字母表示差异显著(P < 0.05),不同大写字母表示差异极显著(P<0.01),下同

表 2　不同浓度胰岛素对猪卵母细胞体外成熟和卵裂的影响

处理 检查卵数 44h成熟率(%) 激活卵数 48h卵裂率(%)

mNCS U-23 263 51.75±3.77b 106 43.04±1.86 cC

mNCS U-23+0.5μg/m L 胰岛素 220 56.48±3.11b 96 46.05±3.69 cC

mNCS U-23+2μg/m L 胰岛素 207 56.10±2.31b 96 46.72±3.02 bc

mNCS U-23+5μg/m L 胰岛素 178 66.25±1.34a 99 61.63±2.92 aA

mNCS U-23+8μg/m L 胰岛素 203 60.64±1.64a 98 54.01±1.70 bAB

mNCS U-23+10μg/m L 胰岛素 227 53.64±3.73b 96 44.83±3.59 cBC

2.3　STH 、胰岛素联合添加对猪卵母细胞体外成

熟和卵裂的影响

将卵母细胞分别培养于 S TH , STH 与胰岛素

联用培养液中 ,和对照组相比 ,都能促进卵母细胞的

成熟 ,且差异显著 。在试验组中 , 0.15μg/mL STH

与 2μg/mL 胰岛素联用效果最好 ,成熟率和卵裂率

最高;同对照组相比 ,差异显著(表 3)。

培养液添加 5μg/m L 胰岛素和 0.05μg/mL

S TH 的情况下 ,卵母细胞体外成熟率和卵裂率最高

(表 4)。

表 3　STH与不同浓度的胰岛素联合添加对猪卵母细胞体外成熟和卵裂的影响

处理 检查卵数 44 h 成熟率(%) 激活卵数 48 h卵裂率(%)

m NCSU-23+0.15μg/m L S TH 145 61.20±1.67 cB 78 48.60±2.25 cB

mNCS U-23+0.15μg/m L S TH +0.5μg/m L胰岛素 158 71.47±1.53 bA 79 62.10±2.93 bA

m NC SU-23+0.15μg/m L ST H+2μg/mL 胰岛素 149 79.37±2.10 aA 84 72.31±1.20 aA

m NC SU-23+0.15μg/m L ST H+5μg/mL 胰岛素 104 47.41±2.83 dC 86 38.93±3.25 dBC

m NC SU-23+0.15μg/m L ST H+8μg/mL 胰岛素 137 47.71±2.20 dC 85 33.95±3.28 dC
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表 4　胰岛素与不同浓度的 STH联合添加对猪卵母细胞体外成熟和卵裂的影响

处理 检查卵数 44 h 成熟率(%) 激活卵数 48 h卵裂率(%)

mNCS U-23+5μg/m L 胰岛素 144 61.33±3.64a 81 58.62±4.18a

m NC SU-23+5μg/m L 胰岛素+0.01μg/m L ST H 156 59.23±5.11a 80 56.50±5.04ab

m NC SU-23+5μg/m L 胰岛素+0.05μg/m L ST H 151 67.90±2.93a 78 64.07±4.32a

m NC SU-23+5μg/m L 胰岛素+0.10μg/m L ST H 156 46.07±5.10b 79 43.15±5.16bc

m NC SU-23+5μg/m L 胰岛素+0.15μg/m L ST H 155 33.49±3.63b 79 30.39±3.56c

3　讨论

试验发现 ,S TH 和胰岛素对猪卵母细胞的成熟

具有双重作用 ,添加适宜浓度的 STH 和胰岛素对卵

母细胞成熟具有促进作用 ,高浓度的STH 和胰岛素对

卵母细胞的成熟有抑制作用。添加 0.15μg/m L

S TH 组的卵母细胞成熟率和卵裂率显著高于对照

组 ,添加 5μg/m L 胰岛素组的成熟率 、卵裂率显著

高于对照组。0 .15μg/mL STH 与2μg/mL 胰岛素

联合添加组的成熟率和卵裂率最高 ,同其他组相比 ,

差异显著 ,为猪卵母细胞体外成熟的最佳条件 。

作为一种肽类激素 ,S TH 在机体生长过程中是

必需的。有研究表明 ,重组生长激素虽然有利于细

胞的生长 ,但较高浓度的重组生长激素却对细胞的

生长有抑制作用;添加低浓度的 STH 有利于细胞

的体外培养
[ 5]
,与本试验结果一致。试验研究了猪

卵母细胞孤雌激活后卵裂的情况 ,卵裂也是卵母细

胞胞质成熟好坏的一个初步判定条件。研究发现 ,

适当浓度的 2种激素不仅能促进卵母细胞的成熟 ,

而且能提高卵母细胞激活后的卵裂率 ,说明其对于

猪卵母细胞胞质的成熟有促进作用。研究表明 ,卵

丘形态和卵丘扩展影响卵母细胞成熟
[ 6]
。在卵母细

胞体外成熟的过程中 ,多种动物 COC s的卵丘细胞

存在着凋亡的现象
[ 7 , 8]

, S TH 可明显促进卵丘细胞

扩展 ,抑制卵丘细胞凋亡
[ 9]
,胰岛素也可作为细胞凋

亡的抑制剂
[ 10]
。由于卵丘细胞与卵母细胞结构与

功能有密切的联系 ,卵丘扩展及卵丘细胞层数与卵

母细胞体外成熟存在密切的联系[ 11 , 12] 。在试验猪

卵母细胞体外成熟培养液中添加适量的 S TH 、胰岛

素 ,是否通过抑制卵丘细胞的凋亡来提高卵母细胞

的成熟率和孤雌激活后的卵裂率 ,以及其作用机制

等 ,有待进一步研究 。
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