
 



 



 

牛卵母细胞及体外胚培养技术研究 

摘  要 

牛胚胎体外生产技术包括卵母细胞体外成熟、体外受精、体外培养及冷冻

保存等环节。本试验对牛卵母细胞及体外胚培养技术进行了研究，比较系统地掌

握了牛卵母细胞的操作技术，为该技术的深入研究和应用铺垫了良好基础。 

1、卵母细胞体外成熟技术 

（1）COCs 级别对卵母细胞成熟的影响。选择 A、B、C 和 D 级 COCs 进行

成熟培养。A 级成熟率为 63.81％，B 级为 47.81％，C 级为 2.01％，D 级为 0.00

％，各级成熟率之间差异显著（p＜0.01），A、B 级远高于 C、D 级。C 级仅有

个别发育成熟，D 级未见成熟。因此，A、B 级 COCs 是卵母细胞体外培养的主

要资源，宜选择 A、B 级 COCs 进行成熟培养。 

（2）卵泡直径对卵母细胞成熟的影响。将卵泡分为 3 级：大卵泡（φ＞8mm）、

中卵泡（2mm≤φ≤8mm）和小卵泡（φ＜2mm）。COCs 成熟率分别为大卵泡组

17.07%、中卵泡组 61.82%、小卵泡组 19.06%，中卵泡组显著高于大卵泡组和小

卵泡组（p＜0.01），大卵泡组和小卵泡组差异不显著（p＞0.05）。卵母细胞的成

熟率与采集 COCs 时的卵泡直径关系密切，在卵母细胞体外培养过程中，宜选择

卵巢发育正常的卵泡采集，不宜选择发育过大或过小的边际卵泡。 

2、牛卵母细胞体外受精技术 

（1）直接离心法对获能效果和卵母细胞受精率的影响。①二次离心沉淀液：

对第一次离心的沉淀定容后继续离心后获得的沉淀进行活力、获能效果和受精率

测定。洗涤精子最终活力为 0.44；获能效果以 10min 时最高，为 0.41，15min 时

为 0.32，超活化以 15min 时最好；受精率为 40.19%。②二次离心上清液：对第

一次离心的上清液定容后继续离心后获得的沉淀进行测定。洗涤精子最终活力为

0.56；获能效果以 10min 时最高，为 0.59，15min 时较低，为 0.585，超活化也以

15min 时最好；受精率为 43.21%。二次离心上清液的各项指标显著高于沉淀液

（p＜0.01）。从试验结果看，宜选用上清液 15min 组的获能精子进行体外受精。

本试验突破了精子离心法的传统方法，避开了单纯利用沉淀液进行精子获能的思

路，而直接对上清液进行离心处理，获得了理想的精子洗涤和获能效果。 



 

（2）不同温度对精子获能和卵母细胞受精的影响。将精子分别在 20～24℃

室温和 38.5℃恒温（CO2 培养箱）上浮 60min、获能 10～20min。①室温上浮法：

超净工作台上浮 60min，精子活力以 45min 时最高，达到 0.68；对上浮 45min 的

精子获能 15min 后进行体外受精，平均受精率 41.40%。②恒温上浮法：CO2 培

养箱上浮 60min，精子活力 30min 时最高，达到 0.697；对上浮 30min 的精子获

能 15min 后进行体外受精，平均受精率 41.51%。精子获能后的超活化现象与室

温法一致。二种不同上浮方法的精子活力和受精率之间差异不显著（p＞0.05），

恒温上浮法的效果略高于室温组。从可控角度考虑，还以恒温上浮法为宜。 

（3）精子浓度与受精的关系。使用不同浓度（低 1.0×106、中 1.5×106 和高

3.0×106 个/ml）精子与卵子共同孵育。中浓度组平均受精率为 47.34%，显著高于

低浓度组的 42.38%（p＜0.05）和高浓度组的 33.96%（p＜0.01）；低浓度组的平

均受精率显著高于高浓度组平均受精率（p＜0.01）。本试验表明精子适宜浓度宜

控制在（1.0～1.5）×106 个/ml。 

3、牛体外受精胚胎培养技术 

（1）卵丘细胞、卵丘细胞+bFF 共培养系统对胚胎发育的影响。卵丘细胞组、

卵丘细胞+bFF 组和对照组的桑椹胚率分别为 29.07%、34.99%和 26.67%；囊胚

率分别为 8.51%、10.63%和 7.24%。卵丘细胞+bFF 组的桑囊率显著高于卵丘细

胞组和对照组（p＜0.01）。本试验通过添加卵丘细胞、卵丘细胞+bFF 共培养物

质，较好地克服了 2C 发育阻滞。 

（2）培养液体积对胚胎发育的影响。分别用 50μl 和 500μl 培养液培养胚胎。

50μl 液滴的桑椹胚率为 33.14%，囊胚率为 9.07%，500μl 液滴依次为 36.23%和

10.23%。大体积培养比微滴培养有优势，桑椹胚和囊胚率均较高（p＜0.01）。本

项试验中 500μl 的效果好于 50μl。 

4、卵母细胞冷冻保存技术及解冻培养 

（1）程序化一步法冷冻时10%GL和10%EG对COCs冷冻效果的影响。COCs

在液氮保存 1 周后解冻成熟培养。EG 组成熟率为 34.46%，桑椹胚率为 11.18%，

囊胚率为 4.18%；GL 依次为 33.44%、10.56%和 3.86%。EG 组的成熟率比 GL

组高 3.05%（p＞0.05），桑椹胚率高 5.87%（p＞0.05），囊胚率高 8.29%（p＞0.05）。

冷冻保护剂 GL 和 EG 均可用于 COCs 的冷冻保存，但 EG 的效果比较好。 



 

（2）玻璃化冷冻时麦管和 OPS 管对 COCs 冷冻效果的影响。以麦管和 OPS

管作为冷冻载体，二步法玻璃化冷冻 COCs。对冷冻 1 周后的 COCs 解冻培养，

麦管法成熟率为 29.84%，桑椹胚率为 9.34%，囊胚率为 3.47%；OPS 法依次为

31.89%、9.66%和 3.80%。OPS 法的成熟率比麦管法高 6.87%（p＞0.05），桑椹

胚率高 3.43%（p＞0.05），囊胚率高 9.51%（p＞0.05）。OPS 管玻璃化冷冻的效

果优于麦管法，但无统计差异，而麦管法宜于操作和储存，宜在实际操作中选用

麦管法。 

（3）COCs 冷冻方法的比较。COCs 的 4 种处理方法在成熟培养、桑椹胚发

育和囊胚发育方面的趋势基本一致，整体效果的优势序列为 EG 法＞GL 法＞OPS

管法＞麦管法。玻璃化冷冻效果低于程序化一步法冷冻法。由于玻璃化冷冻的解

冻处理程序复杂，建议实际应用时选用麦管程序化一步法冷冻法。 

5、小结 

通过牛卵母细胞体外培养技术试验的实施，比较系统地掌握了牛卵母细胞成

熟培养、精子获能、体外受精和体外培养的技术环节和操作程序，利用共培养系

统突破了 2C 发育阻滞，在精子获能方面建立了新的洗涤和获能方法。本研究的

技术指标在同类研究中属于较高水平，在将后研究中将进一步探索和提高。 

关键词：COCs；体外成熟；精子获能；体外受精；体外培养；程序化一步

法冷冻；玻璃化冷冻 



 

Bovine Oocyte and Embryo in Vitro Culture 

Summary 
It is the development that the bovine oocyte can be researched to produce 

embryos in vitro for studying and demonstration. Bovine embryo production includes 

oocyte in vitro maturation, in vitro fertilization, in vitro culture etc. The article had 

reported how to carry out the process of oocyte in vitro and had got more dates and 

materials for the future studies. 

1 Bovine Oocyte in Vitro Maturation 

The Effect of in Vitro Maturation with Oocyte Grade 

There were four COCs grade in the study. The maturated oocyte rate were 

63.81% for grade A,47.81% for grade B, 2.01% for grade C and 0.00% for grade D. 

The difference among four grades were very significantly（p＜0.01）each other. Grade 

A and B of COCs were significantly higher than grade C and D. The grade A and B of 

COCs would be chose to maturate in following system. 

The Effect of in Vitro Maturation with Different Diameter Follicles 

There were three kind of follicles: big follicles（φ＞8mm）,middle follicles（2mm

≤φ≤8mm） and small follicles（φ＜2mm）. The maturated oocyte rate for different 

diameter follicles were 17.07% for big’s, 61.82% for middle’s and 19.06% for small’s. 

The middle’s was significantly higher than big’s and small’s（p＜0.01）.There were not 

significant difference between big’s and small’s（p＞0.05）. It had showed that the 

follicular diameter was very important for in vitro maturation of COCs. The best 

choice was to collect middle diameter follicles to do. 

2 Bovine Oocyte in Vitro Fertilization 

The Effect of Sperm Capacitation and Oocyte Fertilization Rate by Direct 

Centrifuge to Select Sperm. 

Result for second centrifugal sperm for the deposit-liquid which was first 

centrifuged. 

After the second sperm centrifuged and capacitated, the sperm washed activation 



 

was 0.44, the high sperm capacitation was 0.41 at 10min and 0.32 at 15min, the super 

activation showed at 15min, and the fertilization rate of oocyte was 40.19%. 

Result for second centrifugal sperm for the up-liquid which was first centrifuged. 

After the second sperm centrifuged and capacitated, the sperm washed activation 

was 0.56,the high sperm capacitation was 0.59 at 10min and 0.585 at 15min, the super 

activation showed at 15min, and the fertilization rate of oocyte was 43.21%. 

It were made know that the sperm activation, super activation and oocyte 

fertilization rate of up-liquid of second centrifuged were significantly higher than the 

deposit-liquid of second centrifuge’s（p＜0.01）.The up-liquid’s were also observed 

that had clear field of microscope, had good diaphaneity, had not eyeable 

cryoprotectant and dilutent, had few died and abnormal sperms. The deposit-liquid’s 

were observed that had not clear field of microscope, had not clear diaphaneity, had 

much eyeable cryoprotectant and dilutent, had many died and abnormal sperms. It is a 

new method to wash and capacitate sperm with two step by centrifugating for the first 

up-liquid. 

The Effect of Sperm Capacitation and Oocyte Fertilization Rate under the 

Different Temperature by Swimming-up 

Swimming-up in room temperature（20～24℃）.The thawing frozen sperm had 

been swum up 60min on the super clear desk in room temperature. It was indicated 

that the best sperm activation was 0.68 at 45min, the best sperm super capacitation 

was at 15min after treatment, and the fertilization rate was 41.40%. 

Swimming-up in constant temperature（38.5℃）.The thawing frozen sperm had 

been swum up 60min in CO2 incubator in constant temperature at 38.5℃. It was 

indicated that the best sperm activation was 0.697 at 30 min, the best sperm super 

capacitation was at 15min after treatment, and the fertilization rate was 41.51%. 

The sperm activation and fertilization rate were not significantly difference 

between the two treatment. But the constant temperature group was better than the 

room temperature group. It was knew that the room temperature was not very stability 

and always changing along with the environment temperature. And the sperm 



 

activation and capacitation was also instability. Swimming-up in constant temperature 

would be the best way to select sperm because it was easy to control and stability for 

the sperm activation and capacitation. 

The Sperm Concentration for Oocyte Fertilization Rate 

The study was conducted to optimize the fertilization condition. Sperm 

concentration had great effect on the oocyte fertilization rate. It were showed that the 

oocyte fertilization rate of middle sperm concentration group（1.5×106/ml, 47.34%）

was significantly higher than the high sperm concentration group（3.0×106/ml, 

33.96%）and low sperm concentration group（1.0×106/ml, 42.38%）（p＜0.01）. And 

the low group’s was significantly higher than the high group’s（p＜0.01）. The sperm 

concentration would be applied at （1.0～1.5）×106/ml and had less abnormal sperm 

and increased the fertilization rate. 

3 Bovine Oocyte in Vitro Culture 

In Vitro Culture with Co-culture System 

There were 3 co-culture system groups in the experiment.All of them were 

cumulus, cumulus+bFF and control group. The morula rate of its were 29.07%、

34.99% and 26.67% and the blastocyst rate of its were 8.51%、10.63% and 7.24%.The 

morula and blastocyst rate of cumulus+bFF group were significantly higher than the 

cumulus and control group（p＜0.01）.There was 2-cell block in the field for oocyte 

embryo development.Co-culture with cumulus+bFF played a important role for 

embryo development to blastocyst and had overcome the 2-cell block. 

Oocyte Embryos Development with Medium Volume 

It were treated that maturated oocyte were cultured with 50μl and/or 500μl 

medium volume in 4-hole culture plate. The morula and blastocyst rate of 50μl 

medium were 33.14% and 9.07%. The morula and blastocyst rate of 500μl medium 

volume were 36.23% and 10.23%. The two rates of 500μl medium volume were 

significantly higher than the 50μl medium’s（p＜0.01）.It was reported that the small 

medium volume would not maintain the minienvironment verywell because it was 

easy to change, but the large medium volume as 500μl would maintain the 



 

minienvironment well and had had embryo development. 

4 Freezing of COCs 

Oocyte been Frozen with 10%GL and 10%EG of Cryoprotectant by 

One-way Process 

High grade COCs was frozen and stored following the designed process and 

thawed one week late. The maturation and morula and blastocyst rate of 10%EG 

group were 34.46%，11.18% and 4.18%, and 10%GL group’s were 33.44%、10.56% 

and 3.86%.The difference of all between the two groups was not significantly（p＞

0.05）.The trial had evidenced 10%GL and 10%EG of cryoprotectant adapted to freeze 

and store COCs and had the same function. 

Oocyte been Frozen for Carrier by Vitrification 

High grade COCs was also frozen and stored following the designed process and 

thawed one week late. The maturation and morula and blastocyst rate of wheat straw 

group were 29.84%, 9.34% and 3.47%, and OPS group’s were 31.89%, 9.66% and 

3.80%. The difference of all between the two groups was not significantly（p＞0.05）. 

The results had showed that wheat straw and OPS of carrier adapted to freeze and 

store COCs, and had the same function. 

Comparing with the Frozen Ways 

According to above exprements of COCs frozen, the effect of one-way process 

was better than the vitrification process. The predominance sequence of frozen effect 

could express as follow as 10%EG group＞10% GL group＞OPS group＞wheat 

straw group.  

5 Brief Summary. 

It was carried out that the bovine oocyte in vitro production and freezing were 

studied. Through this series experiments it had been learned and applied how to 

maturate oocyte in vitro, to capacitate sperm, to fertilize oocyte in vitro, to freeze 

oocyte by one-way or vitrification process, and to culture thawing oocyte been frozen. 

The 2-cell block had been overcomed by co-culture system with cumulus or 

cumulus+bFF. One new centrifugal method for sperm capacitation had been tested 



 

and applied in this research and got better than before. 

Key Words：Bovine COCs, IVM, IVF, IVC, Blastocyst, One-way Frozen 

Process, Vitrification Frozen Process 



 

缩略词表 

List of Abbreviations 
AFP  Antifreezing Protein   抗冻蛋白 
AR   Acrosome Reaction   顶体反应 
bFF  Bovine Follicular Fluid  牛卵泡液 
BSA  Bovine Serum Albumin  牛血清白蛋白 
COCs  Cumulus-Oocyte Complexes 卵丘卵母细胞复合体 
CSF  Cytostatic Factor    细胞静止因子 
DMSO  Dimethysulphoxide   二甲基亚砜 
Dexrtan         葡聚糖 
EG   Ethylene Glycol    乙二醇 
EGF  Epidermal Growth Factor  表皮生长因子 
Ficoll PM400       聚蔗糖 
17β-E2  17β-Estradiol    17β-雌二醇 
FBS  Fetal Bovine Serum   胎牛血清 
FSH  Follicle-Stimulating Hormone 促卵泡素 
GAG  Glycosaminoglycans   氨基多糖 
GH   Growth Hormone   生长激素 
GL   Glycerol     甘油 
GV   Germinal Vesicle    生发泡 
GVBD  Germinal Vesicle Breakdown 生发泡破裂 
HIS  High Tonic Strength   高离子强度液 
IA   Ionophore A     Ca2+载体 
IVC  In Vitro Culture    体外培养 
IVF  In Vitro Fertilization   体外受精 
IVM  In Vitro Maturation   体外成熟 
IVP  In Vitro Production   体外生产 
LH   Luteinizing Hormone   促黄体素 
MPF  Maturation Promoting Factor 成熟促进因子 
OMI  Oocyte Meiosis Inhibitor  卵母细胞减数分裂抑制因子 
OMI  Oocyte Maturation Inhibitor 卵母细胞成熟抑制因子 
OP   Osmotic Pressure   渗透压 
OPS  Open Pulled Straw   开放式细管 
PAF  Platelet Activating Factor  血小板激活因子 
PB1  Polar Body     第一极体 
PROH  1，2-Propanediol   丙二醇 
SC   Sperm Capacitation   精子获能 
TCM199 Medium 199     199 培养基 
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第一章 卵母细胞体外胚生产的原理与研究进展 

随着哺乳动物胚胎工程技术的深入研究和商业性胚胎移植技术的迅猛发展，

胚胎的需求量日益增加，单纯依靠超数排卵获得体内胚胎的方法成本高、采胚数

量有限，不能满足科学研究和生产的需要。胚胎体外生产体系的建立将成为胚胎

生产的主要突破点。因此，深入研究卵母细胞体外生产胚胎及其冷冻保存的技术

机理，建立一整套完全在体外培养条件下快速生产和保存胚胎的技术体系，挖掘

优良母畜的繁殖潜力，为胚胎工程前沿研究和加速家畜繁育进程提供优质胚胎，

并为拯救濒危动物和开发利用珍稀动物提供技术保障，具有巨大的科研价值与现

实意义。 

牛胚胎体外生产(IVP)技术是指采用活体采卵（OPU）、卵母细胞的体外成熟

(IVM)、精子的体外获能、卵母细胞的体外受精(IVF)、受精卵的体外培养(IVC)、

体外受精胚胎的冷冻保存(ECC)、体细胞核移植（NT）和转基因动物生产等完成

胚胎生产的一系列重要技术。 

胚胎体外生产(In Vitro Production，IVP)的三大技术环节是卵母细胞体外成熟

(In Vitro Maturation，IVM)、体外受精(In Vitro Fertilization，IVF)和胚胎培养(In 

Vitro Culture，IVC)。它不仅为家畜胚胎生物工程进行细胞核移植、胚胎早期性

别鉴定、转基因等前沿技术研究提供丰富而廉价的胚胎实验材料，同时也是研究

配子细胞发生、受精机制、胚胎发育规律的有效手段，随着研究手段和研究技术

不断提高，胚胎在体外全程工厂化生产将成为可能。 

1 卵母细胞体外成熟的原理和研究进展 

1.1 卵母细胞的形成及其生长发育 

胚胎发育时期，原始生殖细胞（PGCs）从内胚层迁移至生殖嵴，多次减数

分裂后，形成大量的原始卵泡。在发育到成熟排卵的过程中，大多数卵泡闭锁或

退化。哺乳动物出生前在卵巢白膜之下就形成大量原始卵母细胞，小鼠约 1 万个，

人约 30～40 万个，家畜约为几百万个，构成原始卵泡库。 
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动物出生前后，卵原细胞停止增殖，进入第一次减数分裂前期，发育成初级

卵母细胞，然后经细线期、偶线期、粗线期发育到双线期。在双线期的后期染色

质疏松，外被核膜，称为核网期，此时的细胞核又称生发泡(GV)，大部分动物性

成熟前初级卵母细胞一直维持在 GV 期[1]。 

性成熟后，卵巢中卵母细胞的数量大大减少，小鼠约 0.5 万个，人约 4 万个，

牛羊为 10～20 万个，猪为 40 多万个[2-3]；每次发情周期，卵巢中约有 500～1000

个初级卵母细胞在促性腺激素或其他因子的作用下恢复减数分裂，发生生发泡破

裂(Germinal Vesicle Breakdown，GVBD)，排出第一极体，并发育到第二次减数

分裂中期(MII)，成为成熟卵母细胞，成熟卵母细胞由极少数优势卵泡发育而成，

在卵泡发育过程中绝大部分卵泡闭锁退化[4]，到排卵时只有一个、几个或十几个

(猪和犬等)。牛经过自然发情排卵仅有数十枚成熟卵母细胞排卵、受精，一生只

能获取 10 个左右的后代。可见哺乳动物卵巢卵母细胞蕴藏着很大的开发潜力。 

采用卵母细胞体外成熟技术，开发利用未成熟卵泡，成倍增加母畜遗传资源

的利用效率，也为其它胚胎工程技术研究和体外生产胚胎提供充足的卵母细胞。

卵母细胞来源主要有两种途径：活体采卵和屠宰场卵巢采卵。 

1.2 卵母细胞体外成熟的特征 

卵母细胞的体外成熟（IVM）是涉及细胞核、细胞质、透明带和卵丘细胞成

熟的一个复杂的生理过程，卵母细胞体外成熟就是未成熟卵子，经过体外培养，

使卵母细胞获得能够正常受精的过程和进一步发育的能力。卵母细胞成熟主要包

括卵母细胞胞质成熟和核成熟，也包括卵丘细胞的扩展和透明带成熟等。在形态

学方面表现为纺锤体形成，核仁致密化，染色质高度浓缩成染色体，第一极体释

放，细胞器重组，卵丘细胞扩展、膨胀和透明带软化等一系列生理变化。卵母细

胞成熟包括生化、形态、功能等一系列变化：①核膜溶解，生发泡破裂（GVBD）；

②染色质致密化及明显的染色体形成；③第一次减数分裂纺锤体形成；④纺锤体

迁移到细胞胞膜；⑤第一极体的形成和排放；⑥第二次减数分裂出现；⑦停留在

第二次分裂中期。 

卵母细胞的核成熟一般早于胞质成熟。一些研究结果表明，核成熟和胞质成

熟存在着明显的时间差，细胞核成熟所需时间短于细胞质成熟时间。细胞质成熟
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与细胞核成熟的关系十分密切，细胞核的成熟进程影响细胞质的成熟，同时，细

胞质的成熟又对细胞核成熟产生促进作用，二者通过信号传导相互作用，协调一

致，共同完成受精前的准备过程，直接影响受精率及早期胚胎发育率。 

1.2.1 卵母细胞核成熟 

未成熟的卵母细胞核在细胞中央，在成熟过程中，逐渐迁移至一侧胞膜下，

核膨大形成生发泡。生发泡破裂后，排放第一极体，此时细胞处于第二次减数分

裂中期（MII），标志着卵母细胞核已经成熟。卵母细胞的核成熟以第一极体排出

为标志，具体表现为卵母细胞的细胞核经过第一次减数分裂的浓缩期、中期、后

期、末期和第二次减数分裂的间期而达到中期(MII)，在光镜下可以明显看到生

发泡破裂和第一极体排出。MII 期卵母细胞可用来体外受精或孤雌激活。第一极

体排出能力与卵母细胞直径大小有关，小于 110μm 的牛卵母细胞，细胞胞质内

mRNA 转录活跃，减数分裂能力降低[4]。 

1.2.2 卵母细胞胞质成熟 

卵母细胞胞质成熟是胚胎发育潜力的标志。卵母细胞的胞质成熟不仅有细胞

器超微结构的改变，而且伴随着细胞质内部的生理生化变化。在电镜下观察，线

粒体由近核区移向质膜下区，在一端出现大空泡，即帽状线粒体，这是卵母细胞

胞质成熟的一个重要标志。卵母细胞在成熟过程中，RNAs 合成旺盛，蛋白质等

聚集，为早期胚胎发育提供足够的物质。在生发泡破裂前后蛋白质的合成尤其明

显。在卵母细胞成熟后期，高尔基体分泌大量皮质颗粒，并且逐步迁移至质膜下，

线粒体数量增加，也不断地向卵母细胞皮质部迁移，且成群集状分布。核糖体、

内质网、营养性包涵物的数量都在增加；裂隙连接也增加，通过微绒毛连接与外

周卵丘细胞的联系，分泌卵丘扩张因子；卵丘细胞促进卵母细胞的进一步成熟。

在卵母细胞成熟培养中，要选取外周至少 3 层卵丘细胞紧密包裹，胞质无斑块者

的卵母细胞培养。此时处于生发泡阶段的卵母细胞内的皮质颗粒在胞质成团分

布，尚未形成单层排列于质膜下。如果卵丘细胞少，胞质有斑块，或者无卵丘细

胞形成裸卵（Nude Egg），都不利于其成熟和受精。即使核成熟（排放第一极体），
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其发育潜力也有限。胞质的成熟可以用皮质颗粒（CG）细胞内的谷胱甘肽（GSH）

的浓度来判断。CG 位于卵母细胞皮质下则为胞质成熟，位于中部或正由中部向

边缘迁移则为胞质未成熟。GSH 是胞质成熟的标志之一，其在核和线粒体周围

有较高浓度，可保护 DNA 免受氧自由基的损害。 

在胞质成熟过程中，卵丘细胞对卵母细胞起着重要作用，卵丘细胞群完整度、

紧密度直接影响卵母细胞体外成熟的效果，卵丘细胞扩展也是卵母细胞成熟的标

志之一。相关研究表明，卵丘细胞可以启动卵母细胞内蛋白质的合成，而大量的

蛋白质合成可以激活成熟促进因子(MPF)，从而促进卵母细胞自身的成熟，因此，

选用卵丘细胞较多的卵母细胞进行培养，可明显提高成熟率和后期发育能力。有

许多学者认为，卵母细胞在体外成熟培养过程中细胞质的不完全成熟是造成卵母

细胞退化和成体外受精胚胎生产效率低的主要原因。 

透明带软化也是卵母细胞成熟的标志。透明带是一层糖蛋白膜，受精时可以

结合并诱导精子发生顶体反应，并阻止多精受精。在卵母细胞成熟时，透明带上

的精子受体(ZPI，ZP2，ZP3)发生重排，同时透明带结构变软。 

1.3 卵母细胞的成熟机理 

卵母细胞成熟过程中，形态上表现为 GVBD，第一极体排放。目前对参与

GVBD 的机制和应答排卵前促性腺激素峰而启动卵母细胞进入 MII 期的信号途

径尚不完全清楚。在培养液中添加高浓度的 cAMP 和次黄嘌呤会抑制卵母细胞

GVBD，而添加适当浓度的促性腺激素可诱导 GVBD。由于卵母细胞和卵丘细胞

通过裂隙连接，诸多蛋白因子通过调节卵丘细胞控制 GVBD。调节因子类固醇，

Ca2+、肌醇、cAMP 和嘌呤等通过裂隙连接可以自由的在卵母细胞和卵丘细胞间

流动，该信号交流受到促性腺激素的调节。同样促性腺激素对 GVBD 的诱导也

受 IP3/Ca2+通路影响，研究表明 Ca2+瞬间波动对 GVBD 尤为重要[5]。卵母细胞

GVBD 需要蛋白质的合成，抑制卵母细胞中蛋白质合成将不能激活成熟促进因子

（Maturation Promoting Factor，MPF）[6]。目前认为 MPF 是最重要的调节减数分

裂细胞周期进程的因子，它由催化亚基 p34cdc2 和调节亚基 cyclinB 组成[7]。在

细胞周期中，p34cdc2 通过磷酸化和去磷酸化作用或与 cyclinB 结合调节 MPF 活

性。在 GV 期 MPF 活性相对较低，随后逐渐升高，第一次减数分裂中期（MI）
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时到达第一次顶峰，活性维持一段时间后，下降并在 MII 时再次达到顶峰，最后

随着 MII 静止过程结束后 MPF 活性下降[8]。另外 MPF 还参与了卵母细胞减数分

裂过程中核膜的破裂[9]。CSF 的一个主要功能成分是由 C-mos 原癌基因编码的

mos 蛋白，它是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，主要在卵母细胞中表达。在减数

分裂中期 mos 能与微管蛋白形成复合体以调节纺锤体和染色体的形态、排列和

功能[10]。MAPK 又名细胞外调节激酶，调节卵母细胞减数静止中枢。在卵母细

胞进入第一次减数分裂时 MAPK 活性升高，并在整个成熟期和 MII 期静止过程

中保持高水平，MAPK 活性下降同步于受精原核的形成。MAPK 对纺锤体的形

成也非常重要。而丝氨酸-苏氨酸蛋白酶抑制因子-6 双甲基氨基嘌呤（DMAP）

通过阻断 P34cdc2 的去磷酸化干扰 GVBD 和细胞周期，但却不影响蛋白合成。

研究结果发现，培养液中 DMAP 能够可逆性地阻断 GVBD[11]。因此，DMAP 可

能与卵母细胞成熟的同步和一致性有关。 

卵母细胞胞质成熟是受精和早期胚胎发育所需，卵母细胞生长发育过程的代

谢特征是大量基因持续表达直到胚胎基因组具有转录活性开始调节胚胎发育[12]。

促性腺激素刺激卵丘细胞分泌各种物质。这些物质不仅控制核成熟而且在细胞质

的成熟过程中起重要作用。排卵前卵泡中存在大量的甾体激素，而且卵母细胞内

也有 E2（雌激素）受体存在[13]。E2 特异性的与 E2 受体（ER）结合发挥作用。

E2 可能参与了卵母细胞胞质成熟。研究表明，细胞质成熟过程中 E2 可能通过改

变 Ca2+释放系统作用于卵母细胞的表面，促进卵母细胞膜的成熟。卵母细胞应答

E2 并且释放 Ca2+的能力是成熟过程中必须的一步。因为排卵前卵泡液中含有一

定浓度的孕酮（P4），所以细胞质成熟的信号转导可能需要特殊的卵泡内孕酮环

境。孕酮可能也间接或直接地参于卵母细胞 Ca2+释放系统的生成。在卵巢中，FSH

和卵丘细胞上的 G 蛋白家族受体结合，通过 cAMP 依赖蛋白激酶途径诱导芳香

化酶系统催化雄激素向 E2 的转变，使得卵丘细胞产生 E2，随后 E2 和 FSH 协同

作用进一步增强芳香化酶的活性。FSH与E2协同效应要强于 FSH单个效应的 5～

10 倍，而 E2 单独作用是无效的。卵母细胞的成熟依赖于一个特定时段的特殊基

因表达，具有阶段性特异合成蛋白质的特征。卵母细胞的成熟过程受到卵母细胞

蛋白质合成/降解、磷酸化和去磷酸化作用的调节，从而达到核质同步成熟[14]。 

卵母细胞从第一次减数分裂的前期开始，一直持续到第二次减数分裂的中
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期，有三个最为显著的活性因子和第二信使 cAMP 贯穿了整个成熟过程，这三个

活性因子是：卵母细胞成熟促进因子(Maturation Promoting Factor，MPF)、细胞

静止因子(Cytostatic Factor，CSF)和卵母细胞成熟抑制因子(Oocyte Maturation 

Inhibitor，OMI)，第二信使 cAMP 是 3，5-环磷酸腺苷，也称环腺苷酸。 

MPF 直接催化一些与细胞分裂有关的蛋白质磷酸化，促使细胞由间期向 M

期转化；CSF 促进和维持 MPF 活性，使细胞维系在 M 期；OMI 抑制卵母细胞成

熟分裂。由此可见，MPF 是卵母细胞减数分裂的主要调控因子，CSF 是 MPF 活

性上游正调控因子，OMI 是负调控因子。MPF，CSF 与 OMI 对卵母细胞成熟的

正负调节作用共同调控着卵母细胞减数分裂的正常进行。 

1.3.1 MPF 的作用 

MPF 是一种蛋白激酶，由一个催化亚基 P34cdc2(Cyclin-dependent kinase I，

Cdk 1)和一个调节亚基 cyclin B 组成，P34cdc2 是周期蛋白依赖激酶(Cdks)家族中

的一种磷酸激酶，cyclin B 是一种细胞周期蛋白；MPF 是所有真核生物通用的一

个 M 期调节因子，MPF 在 M 期可以磷酸化一系列底物，引起生发泡破裂，染色

体凝聚，细胞骨架崩解等[75]。 

自卵巢表面卵泡中抽取的卵母细胞，大部分处于生发泡期(GV 期)，即处于

细胞周期的 G2/M 转变的边缘，此时卵母细胞内的 MPF 水平很低；在 MI 期之前

的一段时间内 MPF 的活性出现，随后 MPF 水平迅速上升，在 MI 期达到高峰，

激活蛋白质合成，产生更多的 MPF，引起中期染色体随纺锤体的牵引排列在赤

道板上。此后，MI 期向后期 I 转变，MPF 活性降低，但并没有降到前期(GV 期)

时的最低水平，而是保持在至少最高水平的 25%左右；MPF 的下降导致染色体

分向两极，卵母细胞排出第一极体，此时染色体仍处于凝集状态，核膜亦未出现。

第一极体排出后，MPF 的水平逐渐升高，进入 MII 期时 MPF 达到第二次高峰[75]。 

1.3.2 CSF 的作用 

动物出生前后，卵原细胞进入第一次减数分裂前期，发育成初级卵母细胞，

大部分动物性成熟前初级卵母细胞一直维持在 GV 期；性成熟后初级卵母细胞恢
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复减数分裂，生发泡破裂(GVBD)，排出第一极体，并发育到第二次减数分裂中

期(MII)，成为一个成熟卵母细胞，并且停止在这一时期，直到遇到精子或其它

刺激因素作用后，才能完成第二次减数分裂，并开始卵裂。如果没有这些因素的

刺激，卵母细胞将维持在 MII 期，并最终退化。 

成熟卵母细胞之所以能维持在 MII 期，是因为卵母细胞胞质中存在一种细胞

静止因子(CSF)，CSF 能够通过维持 cyclin B2 合成与降解的动态平衡使 MPF 保

持最高水平，从而使卵母细胞保持在第二次分裂中期。有关实验表明 CSF 对 Ca2+

敏感，在精子和其它刺激下，Ca2+浓度发生变化，CSF 活性降低或消失，cycling

蛋白合成被抑制，MPF 和 P34cdc2 激酶活性降低或消失，卵母细胞被活化，开

始第二次减数分裂，排出第二极体。可见 CSF 对 MPF 活性有稳定作用[1、75]。 

1.3.3 OMI 的作用 

OMI(卵母细胞成熟抑制因子)是由卵丘细胞合成后分泌到卵泡液的一段多

肽，分子量约为 1～2kDa，许多哺乳动物卵巢的卵泡液中都有 OMI 存在，因而

没有种属特异性。Tsafriri 等(1982)认为 OMI 能够维持卵母细胞停止在第一次减

数分裂前期的双线期，并且在卵母细胞体外培养中可以阻止自发的减数分裂[76]。 

OMI 对卵母细胞减数分裂的抑制作用可能是通过卵丘细胞完成的，Geshi 等

(1999)研究资料表明 OMI 分子在卵丘细胞协同下可以自由通过卵丘细胞和卵母

细胞之间的缝隙连接，抑制 COCs 的成熟，但对于完全裸卵不能产生抑制作用[77]。 

1.3.4 cAMP 的作用 

细胞外信号与相应受体结合，通过调节细胞内第二信使 cAMP 的水平而引起

细胞反应，激素对细胞内 cAMP 水平的调节是真核细胞中激素作用的主要机制之

一，多种细胞表面的激素通过 cAMP 行使其调控功能。 

cAMP 的主要作用之一是维持卵母细胞成熟分裂的静止状态，Aberdam 和

Schuliz 研究指出无论在体内还是体外卵母细胞内 cAMP 的浓度显著下降恰好发

生在卵母细胞生发泡破裂之前，在培养液中添加 cAMP 刺激剂或 cAMP 类似物

能抑制卵母细胞的体外自发成熟[78]，但也有学者认为卵泡细胞中 cAMP 浓度的
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暂时性升高与促性腺激素诱发的卵母细胞成熟分裂的恢复有关。 

很多研究表明，在培养液中添加 cAMP 类似物，无论 cAMP 作用时间长短，

卵母细胞的卵裂率和囊胚形成率均随着培养时间的延长而降低，究其原因可能是

这些物质仅能部分或暂时地抑制卵母细胞的核成熟，而不能完全将卵母细胞的核

维持在生发泡阶段。 

1.4 影响卵母细胞体外成熟的因素 

1.4.1 动物品种和年龄 

不同品种的卵母细胞体外成熟所需时间、温度、培养液不同，卵母细胞成熟

率也存在明显差异。同一品种在不同年龄阶段卵母细胞体外成熟的能力也有差

异。相关研究表明，体外成熟的小牛卵母细胞体外受精后发育潜力低于成年牛的

卵母细胞[15]。 

1.4.2 卵巢采集、运输时间与保存温度 

卵母细胞成熟潜力与卵巢运输条件和季节有很大关系。一般观点为繁殖季节

要优于非繁殖季节。报道非繁殖季节的山羊卵巢可获得更多的可用卵母细胞[16]。

卵巢黄体会影响到卵母细胞的数量成熟，但对成熟后受精和卵裂率没有影响[17]。

卵巢运输时温度、时间和保存方法对卵母细胞的利用率也有很大的影响。运输时

间越短越好，适宜的温度范围是 25～37℃[18-20]，牛卵巢在 25℃左右为宜。低于

20℃时，卵母细胞发生冷休克，卵母细胞成熟率显著降低。卵巢运输时间越短越

好，一般为 4h 之内必须运回实验室进行处理，最晚不超过 6h；离体卵巢运输时

间过长，卵母细胞因代谢障碍降低活力[21]。 

1.4.3 卵泡的大小与形态 

卵泡直径也与卵母细胞的成熟相关。直径为 2～6mm 的卵泡为体外培养最佳

卵泡，小于 2mm 卵泡发育能力很低，卵泡卵母细胞的减数分裂能力和胞质成熟

能力差[22]；直径大于 6mm 的卵母细胞其卵裂率及囊胚发育率显著高于直径 2～
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6mm 小卵泡卵[23]。Pavlok 实验证实，2～8mm 之间卵泡卵母细胞有相似的卵裂

率及囊胚发育率，而小于 2mm 卵泡卵几乎完全缺乏发育至囊胚的能力，所以选

择牛卵巢 2～8mm 卵泡采卵为宜。但是如果选择大卵泡，由于卵泡液中含有大量

浑浊物，不利于检卵，而且采出的卵泡液浓度过大有凝固趋向。在卵泡形态上，

要注意选择淡黄色的透亮卵泡，发红发紫有充血的症状，一般不予选用。在实验

室采卵过程中，要无菌操作，操作台要恒温，保持 37℃，1h 内完成采集为好。 

1.4.4 卵母细胞的级别 

根据卵丘细胞形态及其与卵母细胞结合的紧密程度可分为以下几个级别。 

A 级：由 5 层以上致密卵丘细胞包被的卵母细胞； 

B 级：由 2～4 层卵丘细胞基本包被的卵母细胞； 

C 级：卵丘细胞松散或不完全包被的卵母细胞； 

D 级：仅有少量卵丘细胞存在或裸露的卵母细胞； 

E 级：卵丘细胞己经完全扩展呈蜘蛛网状，卵母细胞胞质不均一，处于退化

状态的卵母细胞。 

不同级别的卵母细胞体外成熟率、受精率差异很大，现在一般选用 A，B 类

卵母细胞做体外培养。 

1.4.5 卵母细胞体外培养条件 

(1)培养温度 

不同品种卵母细胞体外培养的适宜温度因动物体温不同而存在差一异，过高

或过低的培养温度均不利于卵母细胞体外成熟。在体外成熟研究中 35～39℃之

间的温度对牛卵母细胞体外成熟无显著影响，但体外受精以 39℃为宜[24]。Wang

经过交叉组合实验，提出牛卵母细胞的体外成熟最适温度是 38～39℃[25]。 

(2)培养湿度 

培养箱中的湿度要维持在 95%～100%，以防止培养液中的水分蒸发，此外，

水的纯度和高度无菌条件都是培养成功的必要条件。 

(3)气体环境 
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现在最常用的气体环境是含 5%CO2 的空气[26]，另外还有一种是 CO2、O2 和

N2 的混合气体(5%CO2＋5%O2＋90%N2)，这两种气体环境中 CO2 非常重要，它

是缓冲体系中维持培养液正常酸碱度所必需。注入 CO2 培养箱的 CO2 气体要求

很高的纯度，如果混有 CO 等有害气体直接对卵母细胞和早期胚胎有毒害作用。

此外，5%～10%的低氧浓度也对卵母细胞的体外成熟和体外受精均有害[27]。 

(4)培养时间 

合理掌握培养时间对于卵母细胞核质成熟相当重要，卵母细胞的细胞核与细

胞质成熟不同步，存在一定的时间差，培养时间过短卵母细胞没有完全成熟，不

能正常受精，培养时间过长会导致细胞老化。牛卵泡卵母细胞体外成熟培养 18～

24h 对受精后卵裂率和囊胚发育率无明显影响[28]；但钱菊汾等通过电镜对牛卵泡

卵母体外成熟过程中超微结构观察，提出牛卵泡卵母细胞体外成熟培养的最佳时

间是 24h[29]。杨庆章等认为，不同直径的卵泡中的卵母细胞发育的起始阶段不同，

体外培养应该针对不同发育阶段的卵母细胞制定不同的培养时间，这样才能有效

地利用卵母细胞，提高其体外培养成熟率。 

(5)培养方式 

目前最常用的培养方式是微滴培养法，上面覆盖矿质油层，这样既可以防止

了水分蒸发和微生物污染，又可以缓和温度或气相波动，而且减小培养液滴的容

积有利于保持卵母细胞自身分泌的信号物质。但 Braun 报道，牛、羊卵母细胞体

外成熟培养应用流动系统更好，这样可防止卵丘细胞贴壁，使其扩展充分，有利

于卵母细胞的体外成熟[30]。 

比较理想的牛卵母细胞培养条件应为：5%CO2、饱和湿度、38.5～39℃培养

24h 左右。 

1.4.6 卵母细胞体外培养基 

牛卵泡卵母细胞常用的成熟液(OM)以 Hepes 或 NaHCO3 缓冲的 TCM199 为

基础液，单纯用基础液培养卵母细胞时成熟率很低，如果摸拟卵母细胞体内成熟

环境及各种成分间的相互作用，向成熟培养液中添加一种或几种适当的成分，如

卵泡液、血清、激素、生长因子和卵丘细胞等，改善体外培养条件，可以显著提

高卵母细胞成熟率，获得较高的受精率和囊胚率。TCM199 是卵母细胞成熟的首
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选基础培养液。Bavister 等通过比较不同培养液发现，TCM199 或 MEM 优于其

它培养液。在成熟过程中，TCM199 的基础培养液中，添加一定浓度的血清，能

显著提高成熟率。因为血清包含各种生长因子、微量元素、激素、维生素等。张

涌等（1996）认为发情山羊血清有利于山羊卵母细胞的成熟率。成熟液中添加牛

血清白蛋白（BSA），可以防止透明带硬化和利于精子入卵，但是成熟率要低于

血清组。 

(1)卵泡液 

卵泡液(bFF)是卵母细胞成熟的介质，成分复杂，含有多种生长因子、微量

元素、蛋白质等来自血清的生化因子和来自卵母细胞及卵泡细胞的分泌因子，这

些因子在决定卵母细胞未来命运中起主要调节作用[31]。卵泡液对卵母细胞成熟的

影响主要与卵泡液中的生化组分有关，直径大小明显不同的卵泡中卵泡液的成分

也有所不同；卵泡液中含有硫氧还原蛋白过氧化酶、甲状腺运载蛋白和视黄醇结

合蛋白，这些蛋白质在卵泡发生时开始产生，对卵泡发育和卵母细胞成熟有明显

促进作用[32]。但另有报道表明，卵泡液对卵母细胞减数分裂、核成熟具有抑制作

用，并先后在猪、牛和鼠卵泡液中分离获得了卵母细胞减数分裂抑制因子(Oocyte 

Meiosis Inhibitor，OMI)[33-34]。在成熟培养液中添加卵泡液，对卵母细胞的发育

有显著作用。猪卵泡液中有改善卵丘细胞扩展的物质，经分离鉴定是一种 6.5kDa

的耐高温蛋白质，它能促进卵母细胞核成熟和雄原核的形成。W.T.Huang 等

（2001）发现 20%、40%、100%的猪卵泡液对猪卵母细胞成熟率和卵裂率差异

不显著[31]。马卵母细胞在 100%的卵泡液中成熟后，受精率显著高于无卵泡液和

20%卵泡液成熟组[32]。水牛卵泡越大，卵母细胞发育率和受精率就越高，胚胎发

育潜力也越大[33]。各个时期的卵泡液的作用是不同的。LH 峰后 20h 的牛卵泡液

对牛卵母细胞的成熟率和发育率，显著比 0h 和 8h 高 [34]。石德顺等(1994)报道在

卵母细胞成热培养液中添加适量(10%～20%)的卵泡液可以提高卵母细胞的受精

率和囊胚发育率，但当添加的卵泡液浓度过高时则抑制了卵母细胞的核质成熟

[35]，这说明卵泡液的浓度与卵母细胞核质成熟密切相关。此外，卵母细胞在添加

小卵泡卵泡液的成熟液内培养，体外受精后其桑椹胚和囊胚的发育率明显低于添

加大卵泡液成熟的卵母细胞[36]，说明来自小卵泡的卵泡液对牛卵母细胞体外发育

有抑制作用。但是，卵泡液中含有抑制成熟因子，1955 年张明觉等发现兔子的
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卵泡液抑制成熟分裂，随后发现地鼠、大鼠、小鼠和猪等动物上也有此现象。目

前从猪和大鼠分离出这种成熟抑制物质（OMI），它来自卵丘细胞。 

(2)血清 

血清是卵母细胞体外成熟、体外受精和体外培养常用的添加物，牛血清的种

类有多种：如胎牛血清(FBS)、新生牛血清(NCS/NBS)、犊牛血清(BCS)、胎犊血

清(FCS)、发情牛血清(OCS/ECS)、发情前期母牛血清(POS)、超排母牛血清(SCS)、

阉牛血清(SS)等。 

目前研究者对培养体系中添加血清的有利作用己基本形成共识，血清不仅为

卵丘-卵母细胞复合体(Cumulus Oocyte Complexes，COCs)提供所需蛋白质，而且

血清中的胎球蛋白(Fetuin)能与卵母细胞周围的卵丘细胞协同作用一起防止透明

带变硬，提高卵母细胞受精能力[37-39]。培养液中缺乏血清，精子透明带受体的完

整性可能受到影响[40]。 

关于各种血清的添加效果报道很多，大都认为血清对于卵母细胞的体外成熟

和体外受精有促进作用。Lu(1987)发现同 FCS 相比 OCS 可使次级卵母细胞受精

率提高[41]；Gordon(1990)在研究中把OCS作为体外成熟首选血清[42]；但Mochizuki

等(1991)报道，FCS 能有效的提高牛卵母细胞的体外成熟率与受精率，而发情牛

血清(ECS)则不能[38]。Younis 等(1989)认为 POS 在发情期前一天收集比 OCS 更有

效[43]，Lonergan(1992)报道 SS 和 OCS 对于卵母细胞的体外成熟和体外受精同样

有效，而且 SS 更具有广泛性。 

近年来大多数学者的研究结果表明，在所有血清中 FCS 应用效果最好，这

可能是因为 FCS 含有较高浓度的促性腺激素与类固醇激素，Gordon(1990)报道在

牛体外受精中单独添加FCS就可以达到较高的卵裂率[43]。另据报道，FCS与FSH，

LH，E2 和卵丘细胞共培养时，卵母细胞体外培养与体外受精率效果更好。 

血清对于体外培养非常有用，但是血清成分十分复杂，如激素、维生素、细

胞因子、生长因子，以及许多未知物质。血清的来源不同、批次不同、质量不同，

血清中所含组分及组分间比例不同，血清成分的不确定性导致了卵母细胞体外成

熟、体外受精和体外培养的不稳定。 

为了减小卵母细胞与早期胚胎体外培养的不稳定性，近年来，科研人员考虑

无血清培养，应用无血清培养系统可以准确调配培养基的各个组分，有利于应用
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化学成分明确的培养液对单一因子进行研究，以便精确研究卵母细胞的调节机

制，探明不同阶段的营养需要和信息传递。另外，无血清培养可以减少污染，降

低成本。 

现有一些血清替代品如 UG 可用于胚胎的培养，但在体外成熟中的应用报道

很少；UG 由六类成分组成：结合蛋白、矿物质元素、维生素、生长因子、黏附

因子和激素；UG 中蛋自质含量为 FBS 的 1/3，化学组成稳定，无微生物污染。 

有些大分子量有机质也被用作血清替代品，如聚乙烯吡咯烷酮

(polyvinylpyrrolidone，PVP)、牛血清白蛋白(Bovine Serum Albumin，BSA)，聚乙

烯醇(Polyvinyl Alcohol，PVA)等。Saeki 等(1991)报道牛卵母细胞体外成熟培养利

用 0.3%的 PVP 代替 10%FCS，成熟率和受精率没有受到明显影响[44]。牛卵母细

胞在以 TCM199 为基础液，用 PVA(1mg/ml)代替血清的无血清培养体系中完成体

外体外成熟、体外受精，囊胚率为 8.4%，加入 BSA(lmg/ml)后囊胚发育率为

17.2%[45]。虽然人们在卵母细胞体外培养中尝试使用血清代用品，它对卵母细胞

成熟和对早期胚胎的发育的作用机理尚不清楚。 

(3)激素 

激素在卵母细胞成熟起关键中用，研究卵母细胞成熟与激素变化的特征得

出， FSH、LH 和 E2 是与卵母细胞体外成熟密切相关的几种激素。在体内，FSH

和 LH 有协同作用，因此卵母细胞体外成熟过程中，模拟体内排卵前后激素的变

化，FSH 和 LH 以 1：1 比例添加。这几种激素相互作用共同调节卵母细胞的成

熟过程。 

FSH。FSH 与诱导卵丘扩散、促进卵母细胞质成熟有关[46]，能显著提高体外

成熟卵母细胞的体外受精能力及早期胚胎的发育能力[47-49]，王海滨等(1999)报道

卵母细胞体外培养时添加 FSH 可以抑制卵丘细胞凋亡，维持卵丘细胞的活力，

并维持卵丘细胞和卵母细胞间的联系，促进卵母细胞发育成熟[50]。也有学者认为，

FSH 暂时抑制 GVBD，改变第一次成熟分裂所需的时间，促进卵母细胞的成熟。

FSH 经常与 LH 协同使用[51]。FSH 促进卵丘细胞分泌 E2，而 E2 又可直接作用于

卵母细胞（有 E2 受体），调节卵母细胞成熟和钙离子储存。 

LH。在卵母细胞体外培养中添加 LH 可有效提高卵母细胞的成熟率、受精

率及早期胚胎发育率。LH 受体存在于卵泡膜细胞和卵丘细胞上，卵母细胞第一
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次减数分裂的重新启动到成熟排放第一极体的排卵过程，是由 LH 峰激发的。LH

峰的出现克服了卵泡液对卵母细胞成熟的抑制作用[52]。LH 对卵母细胞的调节作

用是通过两条途径实现的，一是通过调节营养环境引起卵丘细胞代谢及结构发生

一系列变化，为精子通过卵丘细胞间隙到达透明带创造条件；二是通过增强卵母

细胞存活力和去除成熟分裂抑制因子(OMI)促进其成熟与受精[53]。 

E2。E2 在卵母细胞的成熟，特别是胞质成熟中作用突出。E2 对不同动物卵

泡卵母细胞的影响有所不同。17β-E2 是促进胞质成熟的重要成分，它能促进卵母

细胞成熟分裂的复始，显著提高卵母细胞的受精能力及早期胚胎的发育能力；

17β-E2 能够诱导兔子精子进入卵母细胞后形成正常的原核；但也有相反的报道认

为，E2 会降低卵母细胞成熟后的受精能力和发育能力[54-56]。人卵母细胞成熟率和

受精能力就通过测定卵泡液中的 E2 含量来鉴定，因为 E2 促进人卵母细胞成熟。

成熟培养液中添加 E2 与否，不同物种应不同对待。如 Margot Alves、Nues Dode

等（2002）报道猪 COCs 自身能分泌类固醇，成熟液中没必要添加 E2。有报道

称 E2 对小鼠、大鼠、猪卵母细胞成熟有抑制作用；在牛卵母细胞成熟过程中，

能促进牛卵母细胞胞质成熟。刘灵等认为 E2 能显著提高山羊卵母细胞成熟率。

在卵泡内，孕酮和 E2 浓度随着卵泡发育而调整，可能间接或直接的对卵母细胞

发生作用[57]。G.Z.Mingoti 等报道，牛 COCs 能分泌 E2 和孕酮[58]。此外兔、大鼠、

和人 COCs 也分泌 P 和 E2。FSH 和 EGF 激发卵母细胞减数分裂，通过第二信使

cAMP 促使 Ca2+内流进入卵母细胞，EGF 比 FSH 更能显著促进小鼠卵丘细胞的

扩展。 

(4)细胞生长因子 

作用于卵母细胞的细胞生长因子(Growth Factor，GFs)是在生长分化因子

(Growth Differentiation Ffactor，GDF)及其 mRNA 诱导卵丘细胞增殖与分化过程

中由卵丘细胞分泌产生的。细胞生长因子是一类小分子物质，它们可以在细胞之

间传递信息，对细胞的增殖、生长、分化和代谢等生命活动起着重要的调节作用。 

与卵母细胞体外成熟有关的细胞因子主要有：表皮生长因子(EGF)，胰岛素

样生长因子(IGF)、成纤维细胞生长因子(FGF)和转化生长因子(TGFa，TGFp)，

这些因子对卵母细胞的成熟、受精与卵裂起着重要作用[59-61]。 

细胞生长因子虽然可以促进卵母细胞体外成熟、体外受精和早期胚胎的体外
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发育，但是，在没有其它激素存在下，它不能独立启动减数分裂和恢复并完成减

数分裂，细胞生长因子对卵母细胞的促进作用必须通过卵丘细胞介导而完成[62]。 

在各种生长因子中 EGF 在卵母细胞成熟培养中应用最多。EGF 在卵巢上由

黄体和内膜细胞产生，存在于机体多种组织中。EGF 是卵丘细胞强有力的分裂

素，也可能是卵母细胞成熟分裂复始的一种信号因子[63-64]。Dekel 等(1985)认为

EGF 是一种卵泡卵母细胞成熟的诱导剂，EGF 对卵母细胞的作用依赖于它的使

用剂量和作用时间[65]。Coskun 等(1991)研究结果表明，EGF 能显著提高牛成熟

卵母细胞原核的形成率，卵裂率及发育到 4～8 细胞的比率[66]，Arellano 等(1993)

研究结果表明 EGF 能显著提高猪卵母细胞的体外成熟率[67]。 

(5)卵丘细胞 

大多数哺乳动物的卵母细胞被卵丘细胞包裹，形成 COCs。排卵之前，卵丘

细胞扩展，合成大量胞外基质，富含透明质酸（HA），有利于排卵后进入输卵管，

也保证了卵母细胞正常的受精和胚胎发育潜力，所以卵丘细胞扩张对卵母细胞成

熟，特别是卵母细胞胞质成熟起着重要作用。卵丘细胞的多少也是影响牛卵体外

受精的重要因素。卵丘细胞和卵母细胞通过裂隙密切联接，卵丘细胞能够吸收卵

泡液中的低分子物质，经代谢转化，通过细胞连接为卵母细胞的生长提供物质和

能量[68]；而卵母细胞在生长过程中释放卵丘细胞生长的促进因子[69]，或者刺激

卵丘透明质酸酶的合成，调节卵丘扩散，从而解除卵丘、卵母细胞的异源连接，

促使减数分裂恢复，使卵母细胞生发泡破裂并逐渐进入 MI 期；卵丘细胞和卵母

细胞相互促进，共同完成卵母细胞成熟过程。选取卵母细胞条件之一就是卵丘细

胞的层数、完整性和成熟后卵丘细胞的扩展程度。一定数量卵丘细胞的存在，是

卵母细胞完成体外成熟及受精的必要条件。 

卵丘细胞可以启动卵母细胞内的蛋白质合成，大量蛋白质合成可以激活成熟

促进因子(MPF)，促进卵母细胞成熟。卵母细胞与卵丘细胞结合的紧密程度、卵

丘细胞群的完整度直接影响体外成熟的效果[70]。 

卵丘细胞对卵母细胞体外成熟的影响与其浓度有关，在促性腺激素或发情牛

血清存在的情况下，低浓度的卵丘细胞(0.5×106～5×106个/ml)能够刺激卵母细胞

成熟分裂的启始；高浓度(50×106～100×106 个/ml)的卵丘细胞抑制卵母细胞成熟

分裂的复始[71-72]。 
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卵丘细胞不仅对卵母细胞的成熟率有影响，而且卵丘细胞对精子有筛选作

用，卵丘-卵母细胞成熟受精后的桑椹胚、囊胚发育率显著高于裸卵[73]。Park 和

Fukui 认为，卵丘细胞能诱发精子发生顶体反应，并增加其穿透能力，但卵丘细

胞必须保持与卵母细胞的紧密结合。Buccione R 发现，只剩卵丘细胞和透明带时，

FSH 并不能使卵丘细胞扩张和透明质酸增加，说明卵母细胞可能分泌促卵丘扩展

因子[74]。因此，当 COCs 成熟扩张不充分时，可能与卵母细胞自身的活性有关。

卵母细胞存在时，FSH 才促进卵丘细胞扩展，说明卵丘细胞和卵母细胞是相互作

用的。卵成熟过程中，卵母细胞液分泌一种旁分泌因子(如 EGF)，促使卵母细胞

分泌透明质酸，从而促进卵丘扩展，利于精子入卵。J.Y.Xoon 等（2002）得出裸

卵成熟率和 CyclinB1 显著低于对照组。 

因此，在卵母细胞成熟培养液中添加卵丘细胞，模拟卵泡卵母细胞最终成熟

时细胞内的相互作用，可促进卵母细胞体外成熟、体外受精和早期胚胎发育。 

(6)水 

水是培养液的主要成分，无菌、超纯的水质是卵母细胞体外培养的重要保障。

第一步先制作双蒸水，第二步用双蒸水制作去离子水，第三步用去离子水继续制

作双蒸水，只有第三步制作的双蒸水才可用于卵母细胞培养试验。 

2 卵母细胞体外受精与精子体外获能 

2.1 卵母细胞体外受精的研究 

2.1.1 卵母细胞体外受精的早期探索 

体外受精（IVF）是指成熟卵母细胞在体外与精子结合的过程。1878 年 Schenk

尝试用家兔和豚鼠排卵前的卵母细胞与附睾内精子在子宫液内进行共孵育，结果

观察到卵母细胞第二极体释放和卵裂现象，但完全体外受精直到 75 年后才有成

功的报道[79]。 

Chang 和 Austin 分别同时发现了精子获能是受精现象的前提条件。Chang 利

用获能精子进行哺乳动物卵母细胞体外受精实验，1954 年兔卵母细胞体外受精

获得成功，为哺乳动物体外受精开创了成功的先例，但是，该项成果当时并没有

得到世界的公认，直到 Thibault 研究小组提供了兔卵子体外受精形态学证据，哺
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乳动物体外受精技术才真正得到承认。 

尽管 20 世纪中后期体外受精技术得到了迅猛的发展，但直到 1971 年有关哺

乳动物受精和胚胎发育的生理学、生物化学和形态学知识还很贫乏，哺乳动物受

精机理不明确，哺乳动物卵子受精过程及早期胚胎发育在自然环境中无法调查。

因此，动物排卵和受精的准确时间很难预测，精子穿破透明带及受精时配子的生

理生化变化难以检测，受精条件难以人为控制。 

后来人们总结体外受精过程中的经验，认为卵子在受精前需要成熟，成熟后

排出第一极体，精卵结合后排出第二极体，于是认定排出第二极体为受精成功的

标志，但是，在随后的研究中发现判断体外受精的标准有时有误导性，比如排除

第二极体和卵裂可以由孤雌激活引起，而培养过程中卵母细胞可能被各种刺激物

(如低温)激活，实现卵裂。 

由于一些哺乳动物品种的卵母细胞在培养过程中可以发生孤雌发育，导致明

显体外正常激活和卵裂的卵子缺乏体外受精的证据。 

此外，在 1951 年以前，尽管有时精子和卵子在雌性生殖道收集液中共培养

时成功受精，但当时并没有认识到精子在受精前必须获能，精子往往是从雄性生

殖道中采集后直接用于体外受精，因此，精子的处理上也带有偶然性。而且，在

早期胚胎发育过程中与母体环境的信息传递也无法知晓，因而当时体外受精胚胎

的妊娠同样带有偶然性。 

通过体外受精技术已经获得了多种动物后代。1959 年 Chang 获得体外受精

仔兔。Yanggimachi 与 Chang（1964）获体外受精卵裂胚胎。1970 年，Hamnerd

等使猫体外受精并发育到卵裂。1982 年 Brackett 等获得试管牛。1986 年 Chang

报道获得试管猪。1985 年花田章成功获得体外受精绵羊。1978 年 Steptoe 和

Edwards报道了世界上首例试管婴儿，至今已有数十万例试管婴儿在世界上诞生。

但是，在试管动物方面，获得高质量的体外受精胚胎，仍然比较困难，因为受精

不稳定。牛体外受精胚胎的质量与体内受精胚胎相比仍有较大差距，主要表现在

细胞数较少、内细胞团与滋养层细胞比例改变、卵裂球形状的不规则、细胞质碎

片多、对冷冻保存，人为操作的敏感性增加以及移植后受胎率较低等方面。由于

这些原因，很大程度上影响了牛 IVF 胚胎的生产应用效果以及相关基础研究的进

展。因此为了生产提供优质胚胎，体外受精发育技术还需要进一步研究。 
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2.1.2 精子获能 

动物交配后，精子在通过雌性生殖道时经历了一系列生理、生化变化，获得

受精能力的过程即精子获能（Sperm Capacitation）。 

在哺乳动物体外受精的整个研究历程中，1951 年 Austin 和 Chang 发现了哺

乳动物精子的获能现象成为推动卵母细胞体外受精(IVF)技术划时代意义的重大

突破，它使人们了解了卵母细胞体外受精的机理，从此以后，哺乳动物卵母细胞

的体外受精研究得到了蓬勃发展。 

1951 年 Chang 在兔子卵母细胞体外受精的研究中发现，尽管卵子在排卵后

8h 内仍有受精能力，但是，如果在排卵前很短的时间把精子输入输卵管，排卵

后只有极少的卵子受精；如果在排卵前几小时事先把精子输入输卵管，则卵子的

受精比例很高。Austin 对小鼠的实验观察表明，在排卵后当精子直接注入卵巢周

隙时，4h 之内没有发现有精子穿过透明带，4h 以后受精卵数量迅速增加。在受

精之前精子必须经历的这个重要的时间间隔不是人为的实验干涉，因为在发情小

鼠排卵之后允许精卵自然结合，尽管精子在排卵后注入输卵管，精卵结合仍在

2h 之后。 

通过一系列实验分析，Austin 和 Chang 推测一些哺乳动物的精子在获得穿透

卵子的能力之前需要在雌性生殖道中停留一段时间，1951 年 Austin 提出了获能

的概念，并指出它是精子在受精前必须经历的一种生理变化。 

在发现精子获能之后短短的几年内，哺乳动物卵母细胞体外受精技术得到了

空前的发展。 

1954 年，Dauzier 等应用子宫液获能的精子获得兔子卵母细胞第一次体外受

精成功。1959 年，Chang 在体外受精研究中又一次重大突破，通过形态学观察受

精卵卵裂过程，提出卵母细胞体外受精后能够正常发育，后来很多研究以不同方

法验证 Chang 的结论，并不断提出新的证据。1975 年，Bracken 等在研究兔子精

子在体外受精的能力时，对精卵结合以及胚胎早期发育从形态学方面进一步提供

了体外受精胚胎能够正常发育的证据。 

随着形态学观察手段的不断提高，哺乳动物卵母细胞体外受精的研究进入黄

金时代，许多不同种类的哺乳动物体外受精过程都得到了详细的观察与记录。 

1961 年 Thibault 和 Dauzier 首次报道了绵羊和猪体外受精成功，获得几个绵
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羊体外受精胚和 1 个猪的体外受精胚。1980 年 Bondioli 和 Wright 报道了绵羊输

卵管卵母细胞体外受精胚体外培养体系对胚胎发育的影响。 

1963 年，Yanagimachi 和 Chang 首次报道了大颊金鼠精子体外获能获得成功。

1964 年，又详细阐述了大颊金鼠体外受精过程中精子穿过卵母细胞透明带、第

二极体的释放、生殖核的形成等研究结果，该项研究成果进一步提高了人们对受

精机理的认识，并且以此为依据，大大简化了哺乳动物卵母细胞体外受精的操作

步骤，明显提高了体外受精的成功率，为以后其它哺乳动物卵母细胞体外受精的

技术研究奠定了宝贵的基础。1967 年，Barros 和 Austin 报道了大颊金鼠卵母细

胞体外受精时精子发生的顶体反应，描述了精子受精前顶体的形态学变化，为精

子穿过卵母细胞透明带的作用机理研究提供了形态学依据。 

1975 年，Rogers 用附睾内的精子给几内亚猪卵母细胞体外受精，发现精子

在穿破卵母细胞透明带前需要 18h，后来研究发现，精清中所含的葡萄糖和 Mg2+

导致精子获能时间延长，如果降低葡萄糖和 Mg2+的浓度，精子获能的时间缩短

到 2～3h。另外，研究人员发现精子获能与 Ca2+有关，Mg2+与 Ca2+有竞争作用。 

1984 年 Boatman 和 Bavister 研究发现咖啡因和血清是提高精子受精能力的

必需物质，但当时并不明确这两种物质的促进精子获能和受精的作用机理。 

精子在体内获能，主要发生在子宫中，在输卵管中获能更为充分，而且精子

获能没有种属特异性，即牛精子可以在兔生殖道内获能。获能的过程中，不同物

种间有共同特点，如精子代谢要发生很大的变化，精子活力增强，呼吸率升高，

耗氧量增加，使精子产生超激活运动（鞭打运动）等；但是获能条件又有差异，

如小鼠附睾液中精子稀释在合适溶液中 30min 即可获能，猪精子同样方法 2～3h

才可获能。此外去除精浆也很有利于精子的获能。其它灵长类精子获能需要除精

浆和添加咖啡因或 cAMP 处理。葡萄糖有利于仓鼠、白鼠、狗和人精子获能，但

其抑制或延长牛和猪精子获能的时间。在牛精子获能过程中，糖酵解作用使获能

后胞浆内 pH 增加[80]。小鼠精子顶体反应（AR）也伴随着出现胞浆内 pH 升高。

顶体反应是精子质膜与顶体外膜融合和小泡化，从而使顶体基质中的各种酶释放

出来，如透明质酸酶分解卵丘细胞间质、顶体素(胰样蛋白酶)、还含有磷酸酯酶、

放射冠酶等酶类，降解卵母细胞外卵丘细胞基质，水解透明带，并且精子质膜与

卵质膜融合，使卵母细胞顺利受精。精子获能和 AR 密切相关，精子获能是 AR
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的前提，AR 标志着精子获能结束，发生 AR 又是受精的开始。精子发生剧烈的

鞭打运动，可作为获能的依据。在精子获能方面较为一致的观点是在精子获能的

过程中发生 Ca2+内流，离子变化起主导作用。获能前，膜内 K+高，Na+低；而顶

体反应后，这种离子平衡打破，产生了 Ca2+的短暂内流。因此，只要有利于膜电

位变化，引起精子 Ca2+浓度变化的物质，都可以引发顶体反应。 

2.1.3 顶体反应 

获能精子在穿过卵母细胞透明带前顶体要发生一种变化，称顶体反应。精子

受精前顶体发生的这种变化最早是由 Austin 和 Bishop 发现的，他们应用相差显

微技术揭示了猪和鼠的精子穿过卵母细胞透明带时失去顶体的过程。后来，人们

用电子显微镜观察鼠类精子受精过程时发现，项体反应包括顶体膜的融解和顶体

内容物的释放，获能精子的这种变化是获得受精能力的先决条件[81]。 

顶体反应相继在兔子[82]、鼠类[83]、猪[84]、牛[85]等动物体外受精过程中发现，

基于这么多有力的证据，充分说明顶体反应是哺乳动物精子在获得受精能力后的

一种正常反应。 

在研究初期，有关精子穿过卵母细胞透明带时发生变化的名词术语相当混

乱。Austin 和 Bishop(1958)认为精子顶体反应是精子获能过程的一部分，而

Yanagimachi（1969）认为精子顶体反应是精子获能的最后阶段。 

Bedford（1968）认为获能是哺乳动物受精的特有现象，获能是一种不连续

的生理变化，这种变化能够使成熟的精子对一定的刺激迅速作出生理调整，从而

精子在穿入透明带时完成顶体反应，当时研究人员普遍认为 Bedford 的学说是在

观察雌性生殖道内精子完成获能过程中经历自身变化的最符合逻辑的一种解释。 

Bedford 认为精子获能很可能是精子自身受精条件的准备过程，这种生理上

的变化使得精子一旦在输卵管中遇到成熟的卵母细胞可以迅速地发生顶体反应，

完成受精。如果没有卵母细胞透明带、卵丘细胞等刺激物出现，获能的精子不会

在体外自动发生顶体反应。获能精子在到达受精部位之前，其特定的生理构型可

以保持数小时，甚至数天，以等待排出的卵子受精。因此，获能可以看作一种调

整精子在未受精卵母细胞到来时保持顶体反应有效性的生理机制。 
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2.1.4 胚胎体外培养 

卵母细胞体外受精后的体外培养中，Yanagimachi 和 Chang 发现大颊金鼠的

卵母细胞体外受精后仅有 45%的卵裂率，而且不管怎么努力，这些受精卵在体外

培养的条件下突不破 2C，这就是后来常说的“2C 阻滞”。 

Schini和Bavister在大颊金鼠体外胚胎培养的“2C阻滞”研究中阐明“2C阻滞”

与磷酸盐和葡萄糖有关[79]。后来，Crozet(1987)报道了绵羊卵母细胞体外受精胚

发育的相关条件[86]；1992 年 Barnett 和 Bavister 在大颊金鼠的卵母细胞体外受精

胚体外培养中突破“2C 阻滞”的研究中，确定并公布了氨乙基亚磺酸是大颊金鼠

体外受精胚突破“2C 阻滞”的必需添加物。 

20 世纪 60 年代到 90 年代是哺乳动物卵母细胞体外受精技术研究的火热时

代，在掌握精子获能技术之后，精子和卵母细胞在获得受精能力前必须经历的生

理、生化变化成为研究的焦点，经过长达 20 多年艰苦卓越的研究，在不断深入

研究受精机理与体外胚胎发育条件的基础上，逐步突破细胞发育阻滞，兔子、鼠、

猫、狗、猪、羊、牛和人的卵母细胞体外受精陆续获得成功，部分动物获得了试

管后代。 

1969 年，Edward 等首次报道了人卵母细胞体外成熟和体外受精的研究[87]，

并描述了精子穿透卵母细胞透明带、极体释放与生殖核形成的整个过程，1978

年首例试管婴儿在英国诞生[88]，这一巨大的成功标志着哺乳动物体外受精技术逐

渐走向成熟，同时，也预示了体外受精技术将为治疗人类不育成为可能。由于此

项研究所用卵母细胞及胚胎培养液是建立在 1963～1964年Yanagimachi和Chang

研制的培养液基础之上，因而可以说大颊金鼠卵母细胞体外受精的成功为人卵母

细胞体外受精的成功铺平了道路。 

与人类相比，其它灵长类动物卵母细胞体外受精的研究明显滞后，1973 年

Gould 首次报道了猴子卵母细胞体外受精成功[89]，然而，由于这些研究中没有观

察到受精卵中有精子尾巴，而且受精卵发育特别慢，因而存在很多争议，真正受

到承认的是 1983 年 Baviste 进行的恒河猴卵母细胞体外受精的研究，在此项研究

中不仅观察到受精卵中存在精子尾巴，而且受精卵发育良好[90]。1991 年人以外

的其它灵长类卵母细胞体外受精胚终于在猕猴方面获得妊娠成功。 

1982 年 Brackett 首次报道了奶牛卵母细胞体外受精胚胎成功妊娠产犊。 
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1985 年 Hanada 首次报道了通过体外受精技术获得试管绵羊后代，同年试管

山羊在日本诞生。 

1986 年 Cheng 等报道通过体外受精技术获得试管猪。 

我国哺乳动物体外受精研究起步较晚，但近年来得到了空前的发展，1986

中国科学院遗传所陈秀兰等通过卵巢卵母细胞体外受精首次获得试管鼠，1988

年北京医科大学张丽珠等通过卵巢卵母细胞体外受精首次获得试管婴儿，1989

年西北农林科技大学徐君等通过输卵管卵母细胞体外受精首次获得试管兔，同年

内蒙古大学旭日干等通过卵巢卵母细胞体外受精首次获得试管牛与试管绵羊，

1990 年西北农林科技大学钱菊汾等通过输卵管卵母细胞体外受精首次获得试管

山羊，同年，江苏省农业科学院通过卵巢卵母细胞体外受精首次获得试管猪。 

2.2 精子体外获能的机理 

2.2.1 精子体外获能机制 

哺乳动物附睾内储存的精子和射出的精子在体外均不具备使成熟卵母细胞

受精的能力，精子只有在雌性生殖道特殊的液体环境中经过一段时间、发生一定

的生理变化及形态变化才能获得受精能力，这种变化称为精子的获能。 

精子获能过程中伴随着一系列生理、生化变化。首先，获能过程中精子活力

增强，呼吸率升高，耗氧量增多，尾部线粒体内氧化磷酸化过程功能旺盛，这些

变化可以提高精子的呼吸活动和能量产生，最终激活精子。其次，精子获能过程

中细胞内部由于膜通透性的改变，原有的 Na+、K+和 Ca2+的离子平衡被打破，发

生膜内外的离子流动，精子细胞内 Ca2+浓度升高到一定的阈值时，便可诱发顶体

反应。第三，精子获能过程中，精子细胞膜成分的变化主要表现为膜脂和膜蛋白

的变化，膜脂中胆固醇类物质的丢失，提高了膜的流动性：膜蛋白在子宫液和输

卵管液中参与了糖蛋白交换，进而促进获能。第四，精子在发生顶体反应以前，

Ca2+又激活 cAMP 系统和 Mg2+-ATP 酶，加强了尾部外周致密纤维的运动和微管

的滑动，而使精子尾部运动能力增强，表现出一种强有力的鞭打运动，称之为超

激活运动。 
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2.2.2 影响精子体外获能的因素 

诱导精子获能物质很多，在排卵时，有少部分卵泡液进入输卵管峡部，有利

于精子激活、趋化、顶体反应和阻止多精入卵的作用[91]。在研究早期应用一些生

物活性物质如卵泡或卵丘细胞液诱导精子获能[92]。后来研究发现，一些物质诱导

精子获能更为有效。如碳酸氢钠对小鼠精子获能有促进作用。高离子强度和高渗

利于获能，如 Oliphant（1973）使用高离子强度液获得试管兔，随后以 380 Osm

／kg 的高渗透压液也获得试管兔。钱菊芬等（1990）用高离子强度液处理山羊

精子，与输卵管卵母细胞体外受精获得我国首例试管山羊。对于牛、猪、绵羊和

山羊精子，Ca2+载体 A23187（IA）诱导顶体反应较为有效，它与 Ca2+形成复合

物，携其进入精子，从而诱发顶体反应并激活顶体酶系。Roldan 等(1989)使用

Ca2+载体 A23187 处理羊精子引发顶体反应，可能是产生 DAG（二酰基甘油）第

二信使引起顶体反应[93]。孕酮引发豚鼠精子顶体反应，可能有 PKC 参与。输卵

管中的氨基多糖（GAG）也可促进精子对 Ca2+的吸收，诱发顶体反应。肝素就

是高度硫酸化的 GAG，对牛精子获能很有效，适剂量 10～100μg／mL。血清白

蛋白也有利于精子获能，但是白蛋白是如何支持精子获能和顶体反应还不很清

楚。其一是白蛋白除去精子表面的脂质和锌离子，导致精子膜不稳定，从而发生

顶体反应。Davis et al(1980)认为白蛋白通过转移磷脂酰胆碱而降低鼠精子胆固

醇。此外，获能液中也添加咖啡因、肾上腺素、亚牛磺酸等，它们有利于提高精

子活力，或抑制过氧化物质对精子的损害。咖啡因是磷酸二脂酶的抑制剂，使精

子 cAMP 含量增加，从而促进精子获能。如牛精子用含有 10 mmol 咖啡因和

20μg/mL 肝素的 BO 液洗涤，培养，可使其获能。 

(1)精子本身 

不同物种的精子体外获能所需时间有所不同，如兔子精子的获能时间为数小

时，而人和小鼠精子体外获能在 1h 以内：同种动物不同个体的精子体外获能的

时间也有差异；此外采精部位不同，所获精子其获能情况也不相同。因此精子来

源是影响体外获能的一个重要因素。 

(2)温度 

精子体外获能与温度有关，大多数哺乳动物获能温度为 37℃～38℃，如猪、

羊，精子获能温度在 38.7℃～39.7℃比在正常体温更有效[92]。牛羊精子体外获能
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的适宜温度为 38.5℃～39℃，有关研究表明，细微的温差会影响精子膜脂的物理

状态，从而影响到精了获能效果。Holt 等（1986）指出，轻微的温度变化，可以

使质膜脂类的物理学状态产生大的变化。物种不同精子获能时间和获能条件也有

差异，小鼠和猫精子获能只需 2h，兔和人需要 8h。对于体外获能，还没找到特

效物质，只要保证精子体外存活，它就能获能，只是效率低而已。 

(3)pH 

获能的最适 pH 为 7.4～8.0，低于 6.7 获能时间延长；高于 8.2，获能时间缩

短，但不利于精子存活。 

(4)渗透压 

渗透压(Osmotic Pressure)对精子获能也会产生重要影响，低于 270 Osm/kg 

H2O 或高于 343 Osm/kg H2O 都会影响精子正常获能，哺乳动物精子获能的适宜

渗透压范围是为 295～310 Osm/kg H2O[1]。 

(5)获能液组分 

① 高离子强度液(High Tonic Strength，HIS) 

Brackett 等(1972)首先报道了应用 179～199mmol 的高离子强度液 NaCl 使兔

精子体外获能[94]，范必勤等应用 Brackett(1975)的方法进行兔精子体外获能试验，

获得少数原核期受精卵[95]。徐君等(1990)对 Brackett 的方法加以改良，即将原 BO

液中 NaHCO3 浓度由 37mmol 提高到 47mmol，称之为 XQ 液，相应的高离子强

度液称为 mHIS，用 mHIS 处理兔精子 15min，对超排兔卵母细胞的受精率为

63.4%[96]。 

相关研究结果表明，高离子强度液可置换精子表面抗原物质或去能因子，从

而诱发顶体反应。 

② Ca2+载体(Ionophore A，IA) 

精子的顶体反应是一个 Ca2+依赖过程，Ca2+可以刺激糖酵解过程为精子活动

提供所需能量，从而加强精子运动，另外 Ca2+载体(IA)可与 Ca2+形成复合物，携

带 Ca2+进入精子内，从而诱发精子的顶体反应并激活顶体酶。 

Ca2+载体对精子的作用很强烈，它能有效的诱导各种哺乳动物精子的顶体反

应，但是，Ca2+载体处理时间过长或浓度过高，会导致精子的急剧死亡。 

③ 氨基多糖(Glycosaminoglycans，GAG) 
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母畜发情期输卵管液中的氨基多糖(GAG)可促进精子对 Ca2+吸收，从而诱发

顶体反应，肝素是高度硫酸化的氨基多糖，现在精子获能液常添加肝素促进精子

获能。 

1986 年 Parrish 等首次报道了应用肝素诱导牛精子体外获能取得成功[97]，以

后相继在牛羊上取得成功。1987 年 Lu 等以 5ug/ml 的肝素处理牛精子进行体外

受精，胚胎移植后获得牛犊[98]。 

④ 血清白蛋白(Serum Albumin，SA) 

血清白蛋白是血清中的主要大分子物质，对于锌和胆固醇具有很强的结合

力，因而它可以改变精子膜的胆固醇含量，调整精子膜的脂肪水平，从而改变了

精子膜的稳定性，精子一旦获能，血清白蛋白可促进其迅速穿透卵子，因此血清

白蛋白作为精子获能的辅助成分。据报道，在丙酮酸钠和乳酸钠存在的情况下，

应用 BSA 可使鼠卵受精率高达 83%～95%[99]。现在在精子获能实验中最常用的

是牛血清白蛋白(Bovine Serum Albumin，BSA)。 

⑤ 精浆 

如果精子同精浆接触，获能时间就会延长。因为精浆内含有去获能因子、纤

粘连蛋白等，与精子结合后起稳定作用。在精浆中，有来自前列腺来的 Zn2+与射

出的精子核蛋白 SH 基结合，因而可使核蛋白短时间稳定。如猫附睾尾部收获的

鲜精获能和入卵要比射出的精子快得多。此外精子获能也是一个可逆过程。获能

精子与精浆和附睾液接触，又可去获能（Decapacitation）。在雌性生殖道中又可

获能。这种去获能因子是一种糖蛋白（40～200kDa）。它们都能稳定精子膜，阻

断 Ca2+内流，并防止精子过早获能。Zn2+和精胺就有此作用。因此精子洗涤对于

精子的获能很重要。既可除去精浆中的不利物质和冷冻保护剂，也可获得数量多，

活力旺盛的精子。 

（6）卵丘细胞 

在体外受精中，卵母细胞外围包裹的卵丘细胞有重要作用。成熟的卵母细胞

卵丘扩展很明显，其主要是由卵丘细胞和细胞外基质组成，它分泌精子趋化因子，

吸引大量精子。获能精子的剧烈运动加上酶的作用，使得卵丘细胞逐渐脱落，直

到精子与卵母细胞透明带融合和穿卵。在此过程中，卵子在精子的推动下，不停

的旋转（顺时针）。研究通过牛体外受精对比发现，卵丘细胞的存在可延长精子
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寿命，即说明卵丘细胞延缓精子的死亡。此外卵丘细胞能分泌诱导发生顶体反应

的物质并且能阻止多精入卵，所以在体外受精时，卵丘细胞要有适当的保留。据

报道，卵丘细胞也是活化诱导物。如果用细胞松弛素 B(Cytochalasin B)或乙酰甲

基秋水仙碱（Colcemid）处理卵丘细胞，也可以阻止精子在与卵丘细胞接触时获

能。 

（7）透明带 

透明带（成分 ZP1、ZP2、ZP3 糖蛋白）是阻止多精入卵的重要屏障。种间精

卵不能受精就是精卵间受体不能识别。一般认为，哺乳动物卵母细胞的透明带由

三种糖蛋白组成，分别称为 ZP1、ZP2 和 ZP3。其中 ZP3 是精子的特异受体，并且

能触发顶体反应。在受精时，精子首先与 ZP3 结合，ZP3 粘在精子头部，并刺激

精子顶体小泡胞吐。然后，一种顶体内层蛋白暴露于精子顶部，这种新暴露的蛋

白质是精子细胞与精子受体偶联的配基，它使精卵识别并且融合而发生受精。当

去掉透明带时，种间受精就变得容易很多。如人精子不能与仓鼠卵子结合，除去

透明带后，则可穿入仓鼠卵。如小鼠精子和透明带结合，首先发生初级识别及

ZP3 和精子质膜上受体结合，起识别精子和诱发顶体反应；然后是次级识别及精

子发生顶体反应后，精子质膜脱落，与 ZP2 结合，ZP1 主要起结构支撑作用。 

（8）卵母细胞的质量 

卵母细胞的质量对于成熟、受精和胚胎期发育有着非常重要的作用。在实验

中，培养条件一致，但结果差异很大。此外，成熟液、培养条件、操作速度等都

会影响到正常受精。 

（9）精液质量和获能效果 

不同物种的精液的耐受力不同。同一种畜不同批次也有很大的差异，而且，

精液很易被污染，从而导致整个试验的失败。当然，获能过程也是非常重要的。 

（10）精卵共孵体系和比例 

现在普遍使用 50～100μl 微滴培养，时间不同物种不同，而且卵母细胞外围

的卵丘细胞要保留。精卵比例要合适，如牛为 1×106～1.5×106 为宜。大多数动物

在受精时卵母细胞上都还存在一定比例的卵丘细胞。 
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2.2.3 获能精子的变化 

精子获能后，在接触透明带的过程中，头部（顶体）发生了明显形态学变化，

最终将顶体帽外的质膜和顶体外膜融合，穿孔，释放出水解酶类。这一变化过程

称为顶体反应。不同物种只是囊泡化方式不同而已。如牛精子是质膜与顶体外膜

融合囊泡化。而猪，绵羊等动物则是质膜膨胀破裂和顶体外膜内陷囊泡化。人的

卵泡液、COCs、透明带均可刺激精子发生顶体反应，这是由于卵泡液中含有孕

酮与大分子物质，如白蛋白、氨基葡萄糖等。用完整溶解的透明带包括糖蛋白

ZP3 处理精子，也可触发顶体反应。在进行顶体反应之前，有些动物的精子开始

猛烈移动，称为超激活运动，尾部呈有力的鞭打状，为“8”字形，而且精子激活

部位是在输卵管，特别是在壶腹部。在超激活运动中，Ca2+、腺苷酸环化酶、cAMP、

蛋白激酶和蛋白质磷酸化是精子超激活必需的。精子获能和获能后，尾部表面失

掉覆盖物，露出受体，被配体活化，激活 G 蛋白，使 Ca2+通道活化，进而激活

腺苷酸环化酶，启动 cAMP 蛋白激酶的系列反应。同时也激活了 Na+/H+通道，

使细胞内 pH 上升。细胞内 Ca2+、H+与 cAMP 的浓度，可调节精子的尾部运动，

细胞内 Mg2+的浓度则影响轴丝的硬度，使轴丝动力蛋白相互作用，在线粒体的

参与下，导致精子发生超激活运动。 

2.2.4 精子体外获能方法 

(1)精子洗涤 

哺乳动物的精液中含有处于不同成熟阶段的精子，这是自然交配过程中克服

不同时间排卵对受精造成影响的一种适应；精液中除高活力的健康精子外，还有

成熟过度的“衰老”精子和弱死精子，这样不经筛选的精子会对体外受精造成不良

影响。 

另外鲜精稀释液中含有卵黄液、EDTA、柠檬酸钠、葡萄糖等，冷冻精液中

除此之外还有冷冻保护剂等物质，精子在体外获能和体外受精时稀释液和冷冻液

中的一些非必需物质和有害物质都要去除，精子洗涤就是精子筛选与有害物质去

除过程，即将洗涤液加入鲜精或冻精中，经过离心、精子上浮等方法除去精清、

死精、弱精，以及鲜精稀释液卵黄液等物质和冻精的冷冻保护剂，以获得高密度、
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高质量和高活力的精子。 

精子洗涤是精子体外获能的关键步骤，但是，精子洗涤离心中也容易对精子

造成一定的损伤，因此，在精子洗涤离心中，尽可能是在最小离心力作用下，最

短离心时间内筛选出高活力的精子，目前最常用的牛精子洗涤液为 BO 液和台氏

液 TALP，常用的洗涤处理方法为直接洗涤法、Percoll 密度梯度分离法和精子上

浮法。 

直接洗涤法常用于鲜精处理，但也有人将冻精解冻后直接经 BO 液或 TALP

液离心洗涤后进行受精；该方法的优点是精子处理时间较短，损伤较小；但缺点

是不能完全除去冷冻保护剂，对精液洗涤不彻底，影响体外受精效果。 

Percoll 密度梯度分离法的理论依据是高活力的精子比活力差的精子密度大，

离心后精子按密度大小分布于不同密度的梯度中，高活力精子可以在 Percoll 梯

度的高密度区获得，但是，在实际操作中该法的精子分离效果并不理想。 

精子上浮法（人医临床称上游法，swimming-up）是体外受精技术中用于精

子筛选的最佳方法，受到了学术领域的普遍承认。具体步骤如下： 

A：洗涤液预先装入无菌离心管，每管 5～7ml，在 CO2 培养箱预平衡 2h。 

B：冻精细管 37℃解冻，剪去一头，把精液注入一小无菌离心管，管中遗留

精液用于观察活力。 

C：用吸管从盛放精液的小离心管中吸出精液，轻轻注入盛有洗涤液的离心

管底部，离心管置于无菌烧杯中 45°倾斜，在 CO2 培养箱静置上浮 30～60min，

此时死弱精子停留在下部卵黄液中，活力强的精子游上来进入上清液。 

D：轻轻取出上浮精液管，吸取上清液，注入离心管中，2000rpm 离心 5min，

弃掉上清液，只留离心管尖部少许液体，此时离心管底部的液滴中富含密集的精

子，精子密度可达 0.5×106 个/ml～5×106 个/ml。 

精子洗涤中洗涤时间不能太长，离心次数不能太多，离心中容易对精子造成

损伤，洗涤时间太长精子活力显著下降；但是如果不能完全除去稀释液和冷冻保

护剂，精液处理不干净，也会影响受精效果。 

(2)精子体外获能 

牛体外获能液现在一般以 BO 液作为基础液，然后在其中添加肝素钠 20～

30μg/mL，BSA 6mg/ml，配成 pH 为 7.8 的平衡盐溶液。 
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2.3 卵母细胞体外受精 

2.3.1 卵母细胞预处理 

从卵巢表面采集的卵母细胞置于小平皿中进行镜检，挑选 A、B 级卵母细胞

移入清洗液，然后转入 CO2 培养箱平衡过的成熟液成熟 24h。成熟的卵母细胞在

体视显微镜下可以看到第一极体，由于受卵丘细胞遮挡，有时看不太清楚，但调

整卵母细胞的角度后可以看到，如果没有第一极体，则卵母细胞成熟不好，不能

用于体外受精。 

有些研究报道认为体外受精前应该用细嘴吸管反复吹打卵母细胞，或者用

1%透明质酸酶处理，以除去成熟卵母细胞周围的卵丘细胞，提高精子穿透卵母

细胞的速度[100]；但有些报道认为不应该在卵母细胞受精前除去卵丘细胞，即便

要除去卵丘细胞也要等到受精后 48h 左右，因为卵丘细胞与卵母细胞的成熟关系

密切，可能也与受精卵的早期发育有关[101]。 

成熟的卵母细胞无论是否除去卵丘细胞，一般在体外受精以前都要用平衡过

的 BO 液洗涤 3～5 次，但也有报道认为卵母细胞体外成熟后可以不经洗涤直接

移入受精滴进行体外受精。 

2.3.2 卵母细胞体外受精 

洗涤好的成熟卵母细胞连同 BO 液用吸管转移到一次性塑料平皿中，滴成

50μl 的小滴，每滴含 10 个左右卵母细胞，做好微滴后上盖石蜡油。 

吸取获能处理的精液，注入卵母细胞微滴中进行体外受精。 

牛羊等哺乳动物自然交配体内受精时受精部位的精卵比例一般为 1～

15∶1[102]，体外受精时精卵比例为 10000～20000∶1，如果精子活力很好，最低

的精卵比例可以降到 500～1000∶1。精子密度过低卵母细胞受精率下降，精子

密度过高多精受精现象增加，同时囊胚的发育率下降。 

2.3.3 精卵结合的同步性 

在精卵相遇前各自生理准备的同步性对于受精效果产生重大影响，精子过早
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到达受精部位，或者精子在体外获能后放置时间过长，有可能在遇到卵母细胞之

前已经发生了项体反应，顶体酶过早释放，从而被抑制因子或自身水解酶灭活，

这样精子便失去了受精能力。此外，准备受精的卵母细胞不成熟或老化，也不能

完成正常的受精过程，只有精子获能准备与卵母细胞成熟准备同步进行，才能保

证较高的受精效率。 

2.3.4 卵母细胞受精时间 

1996 年孙青原、秦鹏春等通过对牛体外受精的程序及超微结构研究指出，

体外成熟卵母细胞体外受精后精子入卵时间为 3h，8h 后原核形成；但也有报道

认为精卵共同孵育不足 16h 会降低受精率[103]；目前一般体外受精时间为 18～

24h。 

2.3.5 提高精子活力的措施 

精子活力的高低对于卵母细胞体外受精效果至关重要，高活力精子可以通过

精子的预处理筛选而得到，也可以通过添加一些能够激发其活力的化学组分来实

现。 

（1)血小板激活因子(PAF ) 

许多研究表明，血小板激活因子(Platelet Activating Factor，PAF)存在于牛、

马、猪、兔和小鼠等动物的精子中[104]，对提高精子的活力，促进顶体反应和体

外受精均有一作用；对于雌性动物 PAF 具有促进血管扩张的功能，与排卵时的

卵泡破裂有关，在生殖中发挥重要作用。 

(2)咖啡因 

咖啡因是细胞内环核苷酸磷酸二酯酶的抑制剂，咖啡因及其盐类通过抑制磷

酸二酯酶的活性而使精子细胞内第二信使 cAMP 浓度的升高，从而激发精子活力

[105]，促进精子项体反应，提高精子与透明带的亲和力，以及与卵膜的融合能力，

增强获能效果[106]。在处理牛冷冻精液的过程中咖啡因得到了广泛应用，与肝素、

BSA 协同作用有效增强了冷冻精液精子获能的效果[107]。 

(3)PHE 
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PHE 是 青 霉 胺 (Penicilliamine) 、 亚 牛 磺 酸 (Hypotaurine) 和 肾 上 腺 素

(Epinephrine)的混合物，许多研究表明在 BO 液中添加 PHE 可以降低过氧化作用

导致的对精子的损伤[108]，明显延长精子的存活时间，极大地提高精子获能过程

中对 Ca2+载体(IA)的耐受能力，从而显著提高精子活力和受精率[109]。 

这三种物质中，亚牛磺酸比较稳定，肾上腺素在光照、氧化剂和碱性环境下

可氧化为细胞毒性物质，而青霉胺可以抑制肾上腺素的氧化。 

(4)谷胱甘肽(GSH) 

相关研究表明，谷胱甘肽(GSH)能够拮抗 BO 液中过氧化作用，改善精子生

存环境，从而提高精子的生存能力与活力[110]。 

(5)其他 

除了以上几种物质能提高精子活力外，有些报道认为在适当浓度范围内添加

透明质酸酶、己酮可可碱(Pentoxifylline)和茶碱(Theophylline)均可不同程度地提

高精子活力[111-112] 

2.3.6 异常受精 

（1）多精受精 

体外受精中多精受精的机率较高，究其原因普遍认为有以下几个方面： 

一是体外受精时卵母细胞周围的精子密度高。休内自然交配时，精子在生殖

道运行过程中经过了筛选与淘汰，只有极少数的精子可以到达受精部位，精卵比

为 1～15∶1；而体外受精时，人为地把获能精子注入卵母细胞周围，密度高达

500～20000∶1，高密度的精子为多精受精提供了条件。 

二是体外受精所用的部分卵母细胞可能不完全成熟。卵母细胞经过成熟培养

排出第一极体，说明卵母细胞的细胞核己经成熟，但是相关研究表明，细胞质的

成熟滞后于细胞核的成熟，而且胞质成熟没有明显的生理标志，这样可能造成胞

质不成熟的卵母细胞用于体外受精：不完全成熟的卵母细胞卵丘细胞、透明带和

卵黄膜对精子的筛选与阻滞机制不完善，有可能导致多精入卵[113]。 

三是体外受精的受精卵原核形成时间较长，可能也是一个多精子受精的一个

重要条件。 

此外，受精液的 pH 值、组分及渗透压等均能影响受精效果，并造成多精受
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精的可能。 

(2)卵母细胞孤雌发育 

在自然条件下，成熟卵母细胞只有在受精时才被精子激活排出第二极体，并

开始卵裂；但在体外受精研究中在电镜下并没有发现精子进入卵母细胞的迹象，

可卵母细胞如受精卵一样开始卵裂，后来的深入研究表明，成熟卵母细胞的卵裂

不一定非由精子激活，而是很多刺激(如 6%的乙醇、离子霉素和低温等)都可以

激活成熟卵母细胞，导致成熟卵母细胞的孤雌发育。 

(3)核型异常 

体外受精胚胎的染色体经常会出现一些单倍体和多倍体，这种核型异常可能

是受精过程中对卵母细胞的异常激活或多精入卵引起的，核型异常的胚胎一般会

早期死亡[114]。 

2.4 精卵识别的分子基础 

成熟的卵母细胞停滞在第二次减数分裂的中期(MII)，在 MII 期卵母细胞细

胞内代谢减弱，蛋白质和核酸的合成大幅度降低，DNA 合成停止。在遇到精子

时，经受精刺激，成熟的卵母细胞从休眠状态中被激活。 

精子与成熟卵母细胞相遇时，精子与成熟卵母细胞的表面有特异性受体(G

蛋白偶联的受体或酪氨酸酶偶联的受体)结合，经信号转导诱导相应的生物学反

应，精子与卵母细胞相互作用活化磷酸二酯酶(PDE)，PDE 作用于细胞膜上的 4，

5-二磷酸磷脂酰肌醇(PIP2)使其水解为 1，4，5-三磷酸肌醇(IP3)和 1，2-二酰基甘

油(DAG)；其中 IP3 与 Ca2+贮存位点结合，促使 Ca2+从内质网释放；DAG 则激活

蛋白激酶 C(PKC)，加速 Na+的流入和 H+的流出，使 pH 上升，从而导致精卵识

别和受精。 

2.5 卵母细胞受精后原核形成与融合 

卵母细胞受精后，精子细胞核膨大，核膜呈泡状，进而核膜破裂染色质分散

到卵子细胞质中，而且精子的染色质也从致密状态开始松散成为颗粒状或细丝

状，随后泡状的核膜在分散的染色质周围集中形成许多小囊，这些小囊相互合并

组成一双层结构的核膜，形成雄原核。 
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与此同时，卵母细胞完成第二次减数分裂，染色质首先分散，沿着分散的染

色质边缘汇集了一些小囊，它们也逐渐融合形成一双层包膜，从而形成了一些内

含染色质的小囊，称为染色质泡。随后这些小泡互相接近，包膜彼此合并形成一

个形状不规则的雌原核。 

雌雄原核逐渐移向卵子的中央，实现融合，染色体彼此聚拢在一起，使配子

的单倍体恢复成为合子的双倍体，完成遗传物质的重组。 

3 早期胚胎体外培养的生物学原理与研究进展 

胚胎培养（IVC）是胚胎工程的重要环节。获得发育良好的体外受精胚胎、

克隆胚胎或转基因胚胎，必须有一个良好的胚胎发育环境[30]。一个良好的培养体

系就是要尽可能使胚胎发育到囊胚。 

Bongso 总结囊胚培养的优点: 

(1)克服体外培养第 2d 至第 3d(4～8 细胞期)的发育阻滞，提供生存性能极佳

的胚胎。 

(2)经较长时间的体外培养，有遗传缺陷的胚胎受到发育阻滞，而质量良好

的胚胎得到继续存活发育，使移植胚胎具有选择性。 

(3)以囊胚替代早期卵裂及未卵裂胚胎进行移植，为移植胚胎提供了更为生

理性的生存环境。 

(4)ICSI 后应用囊胚移植，可去除带有异常基因的胚胎。 

(5)选出具有高细胞总数的胚胎，从而选择最具生存能力的胚胎移植。 

(6)用酶除去囊胚的透明带后，以无透明带的囊胚进行移植，滋养叶表层直

接附于子宫内膜，使植入更有保证。 

(7)为解冻后的原核或卵裂期的胚胎提供一段时间进行评价及胚胎复原，再

进行随后的移植。 

(8)促进经 ICSI、胚胎活检和辅助孵化等显微操作后的胚胎恢复。 

(9)囊胚移植入子宫后，缩短了胚胎继续发育与种殖之间的时间，从而降低

不良因素对胚胎一母体联系的影响。 

(10)胚胎干细胞的发育，成为内细胞团(ICM)细胞的来源[115]。 

现有的培养体系还远远不能满足需要，如胚胎囊胚发育率低、胚胎耐冻力差、
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流产率高和大胎综合症等[116]，严重制约着胚胎工程发展。早期胚胎的体外培养

系统比较复杂，包括培养液、温度、气相、湿度、pH 值、渗透压、离子浓度、

能量来源、血清成分、光、水质和培养皿等等。不同物种的早期胚胎代谢具有差

异性，而培养液的组成又极为复杂，这可能是造成各种胚胎培养基差异的根本原

因。因为简单培养液不能较大限度地满足胚胎发育的需求成分，所以现在一般培

养胚胎都用复合培养液。复合培养液中除含有简单培养液的成分外，还含有各种

氨基酸、维生素和微量元素等其它成分。培养系统中的培养基成分和环境条件对

胚胎的发育都有影响。 

3.1 早期胚胎代谢特点 

不同动物的早期胚胎代谢有一定的差异，同种动物胚胎发育不同阶段的代谢

也存在差异，因而在体外培养胚胎时，各种动物或同种动物胚胎不同发育阶段所

用胚胎培养基不尽相同。许多研究认为，早期胚胎发育不需要葡萄糖，而是以丙

酮酸提供能量，如果早期胚胎培养液中含有葡萄糖反而对早期胚胎有毒害与阻滞

作用[117]。葡萄糖对早期胚胎发育的负面影响可能是因为早期胚胎缺乏糖代谢酶

(如磷酸果糖激酶)，以致无法利用葡萄糖作为能量底物，糖原的异常积累而无法

即时分解，就会导致卵裂球膨胀裂解，发育阻滞；同时高浓度的葡萄糖在代谢过

程中容易产生氧自由基，破坏核酸和蛋白质等，使细胞丧失功能[118]。也有学者

认为，高浓度的葡萄糖抑制早期胚胎的三羧酸循环，从而抑制其发育。 

但是，葡萄糖对于稍后的胚胎发育是非常重要的。在小鼠卵裂球致密期时向

丙酮酸/乳酸培养基中加入葡萄糖有利于小鼠胚胎从桑椹胚向囊胚转变，如果没

有葡萄糖，小鼠胚胎将停滞于桑椹胚期。 

3.2 早期胚胎基因组的激活与启动 

哺乳动物的早期胚胎发育由卵母细胞成熟过程中所积累的蛋白质和 mRNA

驱动，早期卵裂时期的转录导致蛋白质合成在质和量上的变化，从而产生控制转

录的母本/胚胎转换(Maternal-embryonic Transition，MET)。由母型调控转入胚胎

型主动调控需要胚胎基因组的启动，使遗传信息翻译成蛋白质，参与胚胎的各项

功能活动。 
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早期胚胎的胚胎型基因组启动时间因动物不同而异，在牛早期胚胎的胚胎基

因组的转录活性发生在 8C 期以后；小鼠始于 2C 期[119-120]。对于牛的早期胚胎来

说，胚胎型基因组启动之前，添加抑制剂抑制基因转录活动，不影响合子的卵裂，

但却能阻滞 8C 期卵裂；这充分说明，牛早期胚胎在 8C 之前的蛋白质合成，是

依赖于母型转录活动完成，而 8C 以后则需要胚胎型的调控转录。此外，在研究

胚胎早期卵裂阶段 RNA 变化时人们发现，在胚胎发育过程中胚胎的 RNA 总量

不但没有减少，而且还不断增加，到囊胚期 RNA 增加更加明显，这主要是胚胎

基因组激活和转录的结果[121]。 

3.3 早期胚胎发育阻滞 

早在 1970 年，Bowman 等就发现体外培养的哺乳动物早期胚胎存在着发育

阻滞现象(Development Block)，这种体外发育障碍的存在，使得体外受精技术的

利用和体外胚胎的生产受到严重制约。 

哺乳动物早期胚胎发育阻滞既具有普遍性，又具有种质特异性，它与胚胎基

因组的激活与启动有密切关系。小鼠早期胚胎发育阻滞发生在 2C 期；仓鼠在 2、

4、8C，大鼠在 4～8C，猪在 4C，猕猴、牛、绵羊均发生在 8～16C 期，山羊在

1C 期；兔发生在 16C 期，猪在 4C 期，人 4～8C 期[122]。因此，如何克服胚胎体

外发育阻滞现象，将体外受精卵培养成能够具有活力的可操作的桑椹胚或囊胚一

直是胚胎体外培养的研究热点。 

胚胎发育阻断与胚胎由母源性基因控制向胚胎自身基因组控制转变（母体合

子基因转移，Maternal-zygote Transition，MZT）有关。在阻断培养条件下，CyclinB1

仍然能够正常合成且存在于细胞胞质中，用 cdc2 激酶诱导，在 2C 胚胎（无阻断）

CyclinB1 核内增加，这一结果说明 CyclinB1 在 G1/M 过渡时期的运转是主要的，

而且 cdc2 激酶能调控 Cyclin B1 的位置[123]。培养液成分如葡萄糖，磷酸根及对

外围环境不适应都可引起胚胎发育阻断。小鼠胚胎的 2C 发育阻断，可以通过优

化培养条件，使其基因表达更接近体内生长的胚胎，从而发育到囊胚阶段。培养

液也影响胚胎的遗传信息的表达，如小鼠 H19 基因表达就依赖于所用的培养液

[124]。在研究胚胎体内发育特性的基础上，完善胚胎培养体系，是必不可少的步

骤，这样才能使体外胚胎发育质量等同于体内胚胎，从而提高体外胚胎生产效率。
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相关研究表明，哺乳动物早期胚胎体外发育阻滞与胚胎基因组激活有关，通过对

小鼠、牛、山羊和猪的胚源基因激活期的研究，有些研究人员认为发育阻滞多发

生在胚胎母型基因调控向胚型基因调控转化的过程中，即胚型基因激活时期，发

育阻滞可能与胚型基因激活不完全或激活失败有关；而 Qiu(2003)等的研究结果

表明，早期胚胎发育阻滞不是胚型基因激活不完全或激活失败，而是胚型基因激

活延迟[125]。 

3.4 早期胚胎发育阻滞的突破 

哺乳动物早期胚胎在体外培养过程中，胚胎的物质代谢、培养液 pH 值、离

子浓度和营养组分等多种因素均可影响其正常发育，导致发育阻滞。因此，通过

调整培养基组分或者添加某些特殊物质可以帮助早期胚胎突破发育阻滞期。 

Chatot 等(1990)在小鼠早期胚胎发育阻滞的研究中发现，在小鼠早期胚胎培

养液中加入葡萄糖会抑制其发育，而培养液中以谷氨酰胺取代葡萄糖可以使小鼠

胚胎突破 2C 阻滞[126]。Larson 等(1992)在牛早期胚胎培养研究中发现，添加纤维

连接蛋白和 TGF-β等生长因子能够促进牛早期胚胎突破 8C 阻滞；牛早期胚胎与

输卵管上皮细胞共培养，可克服 8～16C 阻滞[127]。王海滨等(2000)在早期胚胎培

养液中除去葡萄糖和磷酸盆，添加果糖、牛磺酸、EDTA、谷氨酰胺和氨基酸，

结果改善后的培养液可以使小鼠早期胚胎突破 2C 阻滞发育到囊胚，囊胚发育率

高达 85%。 

3.5 胚胎体外培养条件及其影响因素 

体外受精、体外培养的早期胚胎只有发育到桑椹胚或囊胚后才有希望移植后

获得较高的妊娠率，多年来科技人员对体外生产胚胎进行了艰苦卓越的研究，许

多哺乳动物卵母细胞体外成熟、体外受精和体外培养都获得了成功，而且很多试

管动物诞生，但是直到今日，利用卵母细胞体外生产胚胎的培养条件仍旧缺乏系

统而一致的理论依据，也几乎不存在系统而程序化的培养方案，因此，体外生产

胚胎仍然处于探索阶段，只有在试验研究中不断改善培养条件才能在提高胚胎发

育率的经验积累中建立和完善胚胎体外培养体系。目前体外早期胚胎体外培养体

系基本上可分为两类，一类是合成培养液胚胎体外培养体系，一类是体细胞及体



 

                                                                                                                                                                                 37
 

内大分子物质与胚胎共培养体系。 

合成培养液胚胎体外培养体系，是模拟胚胎发育的体内环境，通过人工合成

成分确定的早期胚胎培养液，如 TCM199，CRlaa 或 SOF 液等，后两者以 TCM199

为基础添加 BSA，维生素、氨基酸和抗氧化剂等物质形成新的胚胎培养体系。

合成培养液胚胎体外培养体系成分明确，有助于了解早期胚胎发育过程中每一种

物质对胚胎的作用效果，因而主要应用于早期胚胎发育机制研究。 

体细胞及体内大分子物质与胚胎共培养体系，主要利用生殖道上皮脱落物、

卵丘细胞和血清等与早期胚胎共同培养，以最接近体内环境的培养体系促进胚胎

发育，提高胚胎发育率，Benjamin 等(1993)利用血清添加的培养液(TCM199+血

清)与早期胚胎共培养，囊胚发育率达 40%[128]，Eyestone 等(1989)用输卵管单层

上皮与牛早期胚胎共培养，桑囊胚发育率达到 43%[129]。大量的研究报道证明上

述体细胞和血清与胚胎共培养可以有效促进早期胚胎体外发育，但 Van 

Inzen(1995)认为，除了上述体细胞与胚胎共培养效果良好外，其他体细胞类型(皮

肤、睾丸、肝)的条件液也能维持牛胚胎体外发育[130]。 

早期胚胎培养体系虽然尽可能地模拟体内环境，但远远达不到体内发育的条

件。胚胎在雌性动物输卵管发育时，处于微量的液体环境中，胚胎自身分泌的活

性因子能够参与胚胎发育的基因组激活和后期发育中，但是，在体外培养时，胚

胎处于相对过多的胚胎培养液中，自身分泌的活性物质和信号物质被稀释，失去

其生物功能，因而在体外培养中研究人员应用不超过 50μl 的微滴进行早期胚胎

培养，以减轻液体环境对胚胎活性物质的稀释，Lane 等(1992)研究结果表明，降

低培养液体积可以提高小鼠受精卵卵裂率和囊胚率，并可以显著提高胚胎成活率

[131]。 

此外，胚胎从雌性动物输卵管运行到子宫的整个发育过程中，随着胚胎发育

阶段不同及所处生殖道部位不同，胚胎对营养组分和液体环境的要求也在不断变

化，母体为胚胎提供的液体环境也不尽相同，母体为胚胎提供的发育环境处于一

种动态变化之中，而且，在胚胎在生殖道运行过程中，生殖道相关腺体分泌的因

子也在对胚胎的发育进行调控，Mermillod 等(1993)指出，来自牛输卵管液中的 2

个因子支持了牛胚胎发育，小于 10KDa 的低分子量物质使胚胎达 5～8C，另外

一种高分子量的物质则允许胚胎由 8C 发育到囊胚[132]。与体内环境相比，在体外
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培养时，培养体系是静止的、孤立的，因而具有相当的难度与不稳定性。胚胎体

外培养体系受培养液组分、pH 值、培养温度和气相条件等多种因素影响，要做

好早期胚胎的体外培养需要以下几个方面： 

3.5.1 离子因素 

无机盐离子是胚胎培养液的重要组成成分，直接或间接参与胚胎的代谢过

程，可以维持培养体系的渗透压、缓冲酸碱度，对于胚胎的正常发育发挥着至关

重要的作用。如适宜的渗透压、钠钾比例、钙镁比例和磷酸盐缓冲系统等都与胚

胎发育有直接的关系。 

早期胚胎培养液离子组分的确定是以哺乳动物妊娠早期雌性生殖道液体离

子组成为依据。哺乳动物输卵管液以高浓度的 K+和 Cl-为特征，培养液中高浓度

K+对精子获能和胚胎发育有益，但也有相反的结论。在不同动物的生殖道中离子

浓度和物理环境有差异。如猪输卵管液中，K+浓度 12.4mmol/l，比绵羊(8.12 mmol/l)

和牛(4.53 mmol/l)高。据检测，妊娠早期哺乳动物输卵管中含有高浓度的 K+和

C1-，Roblero 等(1990)研究表明，早期胚胎培养液中高浓度的 K+代替部分 Na+有

利于胚胎发育，早期胚胎培养液中的 Na+/K+比值显著影响牛胚胎的体外发育，

最适宜的 Na+/K+比值为 114：3.2[133]。 

Ca2+和 Mg2+也是胚胎体外培养所必须的有效成分，Ca2+对于维持细胞膜的稳

定性、通透性及细胞之间的联接发挥重要作用，这对于桑椹胚细胞间紧密联结和

囊胚的形成与扩展至关重要，Mg2+是构成酶活性中心的重要组分，特别是糖酵解

和三羧酸循环中许多酶的辅酶，这些酶与辅酶直接关系到能量代谢能否正常进

行，研究表明，缺乏 Ca2+会显著降低牛胚胎发育的囊胚率，缺乏 Mg2+会制约牛

早期胚胎正常发育。 

Zn2+对早期牛胚胎在体外发育有显著的促进作用，Cu2+对早期牛胚胎在体外

育有强烈的抑制作用。 

在早期胚胎体外培养中，很多离子都很关键，但是对于一个培养体系来说，

离子之间存在非常微妙的相互协同和相互拮抗作用，所有离子之间必须充分协调

才能达到良好的培养效果。 

由离子浓度决定的渗透压对胚胎发育也有影响，普通情况下，250～
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300mOsm 较为理想。V.T.Nguyen(2003)认为渗透压比 Na+／K+比对猪胚胎发育到

囊胚影响更大。而且得出优化渗透压为 4C 前为 290（280～320）mOsm，之后为

256（220～270）mOsm[134]。目前，大多数胚胎培养液用 NaHCO3/CO2 缓冲系

统以维持生理性的 pH（7.2～7.4）。培养液含 NaHCO3 是与气相培养箱中 5%CO2

维持平衡，也是体液生理缓冲系统。在体外，空气易使 pH 升高，损伤胚胎。体

外用磷酸盐缓冲液替代。目前，培养液研究应用在离子浓度和渗透压方面已经成

熟。 

3.5.2 营养因素 

哺乳动物卵母细胞体外受精后，从受精卵发育到桑椹胚、囊胚，在整个发育

过程中胚胎对营养的需求会随发育阶段的不同出现差异，而且在营养消耗的同时

胚胎自身代谢产物增加，有害物质积累，因而深入研究体外培养的营养因素十分

重要。 

(1)能量物质 

用于早期胚胎体外培养的能量物质主要有葡萄糖、丙酮酸，葡萄糖和丙酮酸

分别通过糖酵解途径和氧化磷酸化途径提供能量，这两种物质在胚胎发育的不同

阶段发挥的作用不同。 

在不同物种的生殖道内，能量物质的浓度也有差异。如猪输卵管液中能量物

质的浓度如丙酮酸 0.21 mmol/l；乳酸 5.17 mmol/l；葡萄糖 0.59 mmol/l。比小鼠

（分别是 0.14；4.26；5.19）；兔子（0.30；3.67；1.46）和人（0.32；10.50；0.50）

都低[135]。所以在配制培养液时，应该针对不同动物胚胎提供不同的能量组合。 

早期胚胎发育能量来源可能有两种机制：通过利用葡萄糖（G）的糖酵解途

径和以丙酮酸或草酰乙酸为底物的氧化磷酸化途径。研究发现，在胚胎致密期前

后，使用氧化磷酸化抑制剂的效果明显的不同。鼠，牛和猪胚胎使用这种抑制剂

胚胎在致密期后能继续发育，在致密期前则发育严重抑制[136]。因此胚胎发育时

期不同，能量代谢途径也不同。J.E.Swain 等报道，不论是体内猪胚胎还是 IVF

胚胎，都是通过糖酵解利用大部分葡萄糖。体内检测发现几种动物输卵管液中都

含有不同量的葡萄糖(牛为 5～10 mmol/l、兔和绵羊为 1.5 mmol/l、小鼠为 5.2 

mmol/l)。体外研究也发现，小鼠在 8C 后才代谢葡萄糖，而牛胚胎早在 2C 期即
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产生葡萄糖代谢，且在 8～16C 期和扩张囊胚期葡萄糖代谢呈大幅度增加。Wang

在 2～4C 牛胚胎与输卵管细胞单层共同培养时，在培养液中分别添加了浓度为 1 

mg/ml、2 mg/ml、4 mg/ml、8 mg/ml 的葡萄糖，观察其对体外发育的影响，培养

7 d 后发现桑椹胚和囊胚百分率分别为 37.1%、4.5%、1.4%和 0。这表明，高浓

度的葡萄糖阻滞了牛体外胚胎的发育。有报道培养液中的葡萄糖和 Pi 对早期胚

胎发育有抑制作用，还能降低呼吸和破坏线粒体结构[137]。也有实验表明，当培

养液中无 Pi 时，葡萄糖并不能阻断胚胎的发育[138]。当葡萄糖加入 SOF 时随着浓

度增加，囊胚率下降，在无 Pi 存在时也是如此[139]。但有些学者认为牛胚胎和仓

鼠胚胎只有培养液中有 Pi 存在时，葡萄糖才有抑制作用[140]。以上结果表明，葡

萄糖对牛胚胎发育的影响取决于发育时期和培养液中是否有磷酸根。 

乳酸和丙酮酸也是胚胎能量代谢所需的重要物质。Narinder.K 等（2000）实

验得出，牛体内胚胎和 IVF 胚胎的代谢过程基本相同，但也有各有特点，如 IVF

牛胚胎囊胚产生的乳酸是同期体内胚胎的 2 倍。乳酸的产生也许是为了维持细胞

胞内氧化还原态的平衡。在牛输卵管液中葡萄糖的浓度约为 0.28mmol/l、乳酸

2.5mmol/l、丙酮酸 0.5mmol/l[141]。人、绵羊、猪、牛等胚胎葡萄糖代谢方式相同。

牛胚胎在 8～16C 阶段葡萄糖代谢明显增加，这个时期也是胚胎基因组激活时期，

然而超排牛胚胎在 16C 后和桑椹胚期葡萄糖的代谢才增加。Narinder K 等（2000）

还发现丙酮酸与乳酸的代谢相互影响，当培养液中加入 25 mmol/l 乳酸时，丙酮

酸的利用率就下降。丙酮酸与乳酸的比例减小时，有利于牛胚胎的发育，而抑制

仓鼠胚胎的发育，也对牛和马胚胎初期发育有抑制作用，马胚胎发育到囊胚以前

主要以丙酮酸为能量来源。但是乳酸对仓鼠胚胎发育是必要的。乳酸则抑制猪胚

胎的发育，且丙酮酸对猪胚胎发育也是必要的[142]。但是 Kazuhiro 等通过猪胚胎

试验需求能量的对比分析得出一个较好的能量供给方案，0～2d用丙酮酸和乳酸，

2～6d 使用葡萄糖，有较高的囊胚发育率和内细胞团细胞数[143]。丙酮酸可转化

为丙氨酸，从而起到清除人胚胎代谢氨的作用[144]。丙酮酸也是抗氧化剂，能减

少胚胎对氧化应激的敏感程度[145]。 

Thompson 和 Harvey 等研究表明，通过磷酸化抑制剂抑制丙酮酸的氧化磷酸

化可以严重抑制胚胎致密期之前的发育，而不能抑制胚胎致密期之后的发育，说

明胚胎在胎致密期之前的发育主要通过丙酮酸的氧化磷酸化途径提供能量。同
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样，通过乙烯二胺四乙酸抑制剂抑制糖酵解可以严重抑制胚胎致密期之后的发

育，而不能抑制胚胎致密期之前的发育，说明胚胎在胎致密期之后的发育主要通

过葡萄糖的糖酵解途径提供能量[146-147]。此外，有关资料认为，在致密期之前的

早期胚胎不但不能利用葡萄糖，而且在葡萄糖存在的情况下会对胚胎早期发育产

生明显的抑制作用，但是，葡萄糖对于胚胎发育后期(桑椹胚或囊胚)十分重要。 

体外研究发现小鼠胚胎在 8C期开始代谢葡萄糖，牛胚胎在 2C期开始，在 8～

16C 期葡萄糖代谢大幅度增加，在缺乏葡萄糖时，丙酮酸作为能量物质可以支持

胚胎发育：但在乳酸存在的条件下，丙酮酸作用受到限制，另外乳酸盐和丙酮酸

的比例也是影响胚胎的发育的一个重要原因[148]。 

总之，在胚胎发育的全过程中，各种能量物质存在密切的协同与拮抗作用，

三者的相互协调才能保证早期胚胎的正常发育。 

(2)氨基酸 

氨基酸是早期胚胎培养的一种重要物质，在正常生理情况下，哺乳动物输卵

管和子宫中含有 20～25 种哺乳动物所需要的必需和非必需氨基酸，这些氨基酸

在胚胎生长发育过程中发挥着不可替代的重要作用。 

氨基酸除作为蛋白质合成的必备物质外，还用作能量物质。有许多研究证明，

谷氨酰胺是胚胎代谢的主要氮源，可以促进胚胎细胞的早期分裂，增强胚胎体外

发育能力[149]，在乳酸钠存在的情况下，谷氨酰胺对于卵母细胞体外成熟和胚胎

体外发育有明显的促进作用：牛磺酸除了能够促进胚胎发育外，还具有抗氧化作

用和解毒作用，甘氨酸可以维持细胞内渗透压，增强胚胎对高离子浓度环境的抗

逆能力[150]。此外，许多研究表明，在早期胚胎培养液提高氨基酸的含量可以显

著提高卵裂率和囊胚率。谷氨酰胺对小鼠、仓鼠和猪等起到了胚胎能量基质的作

用。加入谷氨酰胺可使仓鼠、猪胚发育通过阻滞期，牛胚胎早期阶段与桑椹胚、

囊胚期相比，谷氨酰胺代谢水平较高，由此可见，谷氨酰胺对于早期胚胎发育是

一项重要的能量来源。在输卵管和子宫液中发现了 20～25 种哺乳动物所需要的

必需和非必需氨基酸，可见氨基酸对胚胎发育的重要性。目前，在牛早期胚胎培

养基 mSOF 和 CR1aa 中，谷氨酰胺的添加量一般为 1 mmol/l[151]。其它氨基酸则

分为必需氨基酸(EAA)和非必需氨基酸(NEAA)2 种，添加量分别为 2%(V/V)和

1%(V/V)。在小鼠胚胎培养液中添加氨基酸后显著的提高了囊胚发育率。牛胚胎
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在发育过程中，对氨基酸的需求也有变化，在发育早期，需添加 NEAA 和谷氨

酰胺，4d 后，才需要 EAA，增加囊胚的形成和细胞数[152]。氨基酸还可作为能量

底物和 pH 值稳定因素。氨基酸能促进胚胎的发育，但不能抑制囊胚细胞的凋亡。

氨基酸也有利于内细胞团细胞数的增加[153]。兔输卵管液中含有较高水平的甘氨

酸、丙氨酸、苏氨酸、谷氨酸和丝氨酸。人和小鼠输卵管液中也含有高水平的谷

氨酰胺。Gardnerh 和 Lane（1993）通过氨基酸对小鼠合子发育的影响，发现卵

裂率、囊胚率和孵化率可因加入高水平的氨基酸而得到显著的提高；相反，低水

平的氨基酸加入后导致卵裂率和孵化率的显著降低。氨基酸类型不同，对胚胎发

育的影响也有差异。Bavister 和 Arlotto（1990）发现天门冬氨酸、甘氨酸、组氨

酸或丝氨酸对仓鼠胚胎有激活作用，而半胱氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸和

缬氨酸则有抑制作用。另外氨基酸在常温下要降解释放氨，对胚胎有伤害作用，

培养液中添加有氨基酸时，要低温保存，而且在培养过程中，培养液要每隔 48 h

换液一次[154]。 

牛羊早期胚胎培养液(牛 CRlaa，羊 SOF)中谷氨酰胺的含量为 1mmol，EAA

和 NEAA 添加量分别为 2%(V/V)和 1%(V/V)。 

(3)蛋白质 

胚胎发育阻滞和胚胎基因组转录都与胚胎内蛋白质合成有关，胚胎培养液中

蛋白质含量不足与过剩都会对早期胚胎发育有一定的影响，因此，蛋白质也是早

期胚胎培养的一种重要物质。用于早期胚胎培养的蛋白质来源主要有血清和牛血

清白蛋白(BSA)。 

血清中含有许多物质，如蛋白质、氨基酸、碳水化合物、微量元素、激素、

鳌合金属离子及各种多肽类生长因子（生长因子、细胞粘着和扩展因子及不确定

因子等）[155]，这些物质成分复杂，协同紧密，很难确定每种成分的具体作用方

式。血清的生物活性差异很大，所以使用血清很难建立一个稳定的培养体系，而

且血清成分复杂，虽然能给胚胎提供生长因子，但可能引起代谢产物氨浓度的升

高，并且可能是导致大胎综合征的原因之一[154]。在胚胎培养过程中，血清也能

影响基因表达，如用 M16+FCS 培养小鼠胚胎，出生胎儿重量高于无血清培养基

的，而且 H19 和 IGF2 基因表达下降，Grb10 基因表达增加。生长因子受体及 Grb7

在 M16＋FCS 中表达明显下降[155]。当培养液中有血清时，胚胎颜色变暗，有颗
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粒，而且增加了糖酵解率[156]。1C 小鼠胚胎在 M16 培养液中，培养 4d 后 92%胚

胎发育到囊胚及孵化胚，当有 5%的 FCS 时，只有 50%发育到囊胚，10%血清时，

只有 35%发育到囊胚，因此血清抑制 1C 小鼠胚胎的发育。但当 2C 使用 M16 培

养时，99%的发育到囊胚，M16+5%或 10%时，85%的胚胎发育到囊胚阶段[157]。

在无血清条件培养胚胎，第一次卵裂和第四次卵裂时间延长，而有血清培养时，

仅第四次卵裂延长，而且易出现早熟囊腔，但出现的正常囊胚也比无血清培养基

早 16～18h[158]。培养液中添加血清增加了胚胎脂滴，且能改变了线粒体的结构，

所以有学者受精后 3d 内不加血清，能生产高质量的胚胎。J.G.Thompson 等（1998）

用 SOF 分别添加 BSA、FCS 和活性炭处理过的 FCS 培养牛胚胎，发现在致密桑

椹胚前后差异不明显，但含 BSA 中囊胚率最低，而炭吸附血清组重复性高，且

生产比在 BSA 中更多的可用胚。胚胎移植后，在 FCS 组中妊娠率最低[159]。现

阶段，尽管血清成分复杂，胚胎培养中还是普遍应用血清，特别是 FCS。FCS

有双重作用，卵裂早期抑制胚胎发育，致密期有促进作用[160]。培养过程中，在

后期才添加血清。在胚胎发育后期，血清的作用非常显著。所以，血清对早期胚

胎发育具有双重作用，血清对于受精卵(牛受精卵 1-C 期)的卵裂有制约作用，但

对桑椹胚的发育和囊胚的形成有促进作用，因此有人认为在卵裂前期的培养液中

不加血清，而在胚胎发育后期加入血清以提高胚胎质量，至于血清对于胚胎发育

前期与后期的作用机制目前尚未研究清楚。 

BSA 对胚胎发育的作用还没完全清楚，部分原因是其中有许多非限定因子，

如柠檬酸和脂质转运蛋白等，它们也许能被胚胎吸收，或被分解为氨基酸提供代

谢底物，螯合金属离子可以消除毒性物质[161]。M.Kuran 等用 SO（Fsynthetic 

Oviducta Fluid）[162]作为基础培养液，分别添加 10%FCS、4mg／mLBSA 和 3mg/ml 

PVA 培养牛胚胎，卵裂率在含血清中最低（61±3%），由 BSA 为 76±3%，含 PVA

的为 72%，但含 PVA 在 7d 囊胚率仅为 12±2%，8d 为 21±4%，比添加血清的培

养液（分别是 33±3%；40±3%）和含 BSA 培养液（分别是 30±3%，37±4%）的

囊胚率都低。在 BSA 培养液中囊胚直径和内细胞团细胞数比其它两种培养液都

高[163]。 

(4)维生素 

胚胎培养液中有时会添加维生素，但维生素对胚胎发育的作用机理尚未了
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解。根据各种维生素的生理功能，研究人员推测 VE，Vc 和 VB 对有胚胎体外培

养具有促进作用。VE 具有抗氧化功能，可以保护细胞免受氧化损伤，在抗氧化

方面 Vc 有协同作用，VB 族是碳水化合物和氨基酸代谢的不可分割的部分，可

能在培养发育中起重要作用，但是目前对其作用机制尚不清楚。 

3.5.3 调控因素 

(l)生长因子 

生长因子作为细胞功能调节的信号传导物质对于胚胎早期发育的调控作用

相当重要，生长因子虽然微量，但是活性很强，它的表达可以促进或抑制胚胎的

生长和发育。参与胚胎发育调控的、输卵管或其它体细胞所分泌的生长因子主要

有胰岛素生长因子(IGF1 和 IGF2)、表皮生长因子(EGF)、转移生长因子（TGF-β)、

血小板生长因子(PDGF)、白血病抑制因子(LiF)和活性素 A(Activin A)等均能刺激

胚胎的发育。这些生长因子来自母体生殖道的旁分泌或者胚胎本身的自分泌，均

对胚胎的发育产生重大影响，同时在胚胎细胞信号传导的研究中，研究人员在胚

胎发育的不同阶段发现了多种生长因子受体[168-170]，这说明不同发育时期的胚胎

对不同生长因子的需求量不同，如小鼠胚胎从 2C 开始表达转化生长因子

β1(TGF-β1)，8C 开始表达表皮生长因子(EGF)，桑椹胚和囊胚期表达需要血小板

生长因子 A 链(PDGF-A Chain)以及转化生长因子 α(TGF-α)，对此，在早期胚胎

培养液中添加这些生长因子时，要注意胚胎不同发育阶段选择不同的生长因子，

这样才能促进胚胎的正常发育。生长因子作为细胞功能调节的信号因子，作用相

当广泛，由于其在微量下就可以表现高活性，促进或抑制细胞的生长和发育，因

而对哺乳动物早期胚胎发育具有正、负调节作用。但是，关于调节的机制以及哪

些生长因子对胚胎发育的哪一个阶段起作用，还有待于进行更为深入的研究。

K.Yoshioka（2000）在培养液中加 10 ng/mL 重组人活化素能显著缩短牛胚胎第 3

次卵裂的时间，而且细胞数比对照数有明显增加[164]，并且牛胚胎在 1C 到囊胚都

表达编码活化素受体 mRNA[165]。N.R.Mtago(2003)报道生长因子和 GH 益于牛卵

母细胞成熟和发育、而且增加了胚胎解冻后的存活率[166]。Sabine Kolle 发现 GHR

（生长激素受体）基因在 2d 牛胚胎中转录，6d 时为 2d 时的 5.9 倍。通过电镜观

察，GH 使 6～8d 胚胎糖原储存减少，增加脂质胞吐现象，说明 GHR 能调节碳
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水化合物和脂质代谢[167]。卵丘细胞共培养液中分离出胚胎生长因子，纯化确认

是 TIMP-1(金属蛋白酶组织抑制因子)，它能促进胚胎从桑椹胚到囊胚的转变和

胚胎细胞数的增加。其通过抑制金属蛋白酶的活性起稳定胞外基质的作用，此外

也有生长因子的功能 [168] 。在牛胚胎发育到桑椹胚到囊胚时期，也有

TIMP-1mRNA 转录，这说明在胚胎发育后期，自身也能分泌 TIMP-1[169，170]。IGF-1

对不同哺乳动物卵母细胞和胚胎发育有明显的影响。培养液中添加 IGF-1 主要是

降低细胞凋亡和促进细胞分裂[171]。在无血清培养基中，IGF-1 作用显著。低浓

度 IGF-1 也被证实能改善鼠、人和兔胚胎的囊胚发育率。高浓度（100 ng/ml）时，

并有共培养细胞时，才对牛胚胎生长有作用[172]。而 H.J.Herndez 等（2002）得出

50 ng/ml 的 IGF-1 足够使 4C 牛胚胎发育到囊胚阶段[173]。通过 RT-PCR 法，牛和

其它一些哺乳动物胚胎中表达 IGF-1 受体蛋白。在 1C 牛胚胎中，就有 GH 或

IGF-1mRNA 存在，而且 IGF-1 在输卵管的浓度在胚卵期就增加[174]。添加 GH 或

IGF-1 能提高囊胚率。GH 能增加鼠胚胎的发育，但作用能被 GH 受体抗体抑制。

卵母细胞成熟后，在牛胚胎 8～16C 前，IGF 浓度逐渐下降。8～16C 后，IGF-2

和其受体 IGF-1 受体 mRNA 又逐渐增高。人 IGFs 及其受体 mRNA 在 2～4C 开

始增加，在孵化后 IGFsmRNA 才大量增加。牛早期胚胎不能合成 IGF-1 蛋白，

说明旁分泌产生 IGF-1[175]。胰岛素对小鼠、猪的胚胎发育均有促进作用。经间

接免疫荧光分析，小鼠胚胎细胞膜上的胰岛素受体是在发育至桑椹胚和囊胚阶段

才出现的，未受精卵、2C、4C 和 8C 上均无荧光标记。通过 RT-PCR 检测发现牛

胚胎和绵羊胚胎在早期发育的所有阶段均有胰岛素的受体基因表达，而在绵羊早

期胚胎发育过程中没有检测到胰岛素基因的转录。这表明，小鼠仅发育至 8-C 后

才受胰岛素的调节作用，而牛和羊胚胎在发育的整个阶段都受到胰岛素的调节。

胰岛素能通过促进桑椹胚和囊胚期 RNA 和 DNA 的合成、氨基酸的转运和葡萄

糖的代谢来促进胚胎发育。 

生长因子的信号传导机理、作用途径和作用万式，以及生长因子之间的协同

作用还有待于更为深入的研究。 

(2)激素 

在早期胚胎体外培养中应用激素的研究较少，Iwata(2003)为了改善早期胚胎

体外培养条件，研究了生长激素(GH)在胎牛血清(FBS)和牛血清白蛋白(BSA)协
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同下对牛早期胚胎不同发育阶段的作用效果。研究结果表明，在牛卵母细胞体外

受精后 18～48h(1～8C 期胚胎)的胚胎培养液中，不管是否有 FCS 或 BSA 存在，

添加生长激素(GH)对于胚胎发育没有任何影响，体外受精后 48～120h(5C-桑椹

胚胚胎)，在 BSA 存在的情况下，添加生长激素(GH)能增加囊胚中细胞数量，而

FCS单独存在时添加GH没有此协同效果：体外受精后120～192h（桑椹胚-囊胚），

在 FCS 存在的情况下，添加生长激素(GH)能提高囊胚率，增加囊胚内细胞的数

量[176]。 

3.5.4 环境因素 

（1）培养液对胚胎发育有重要的影响 

不同物种胚胎培养液不同。小鼠胚胎使用 CZB 培养液较为理想，能有效的

克服胚胎发育阻断。CZB 发现后，就采取 1.0 mmol 的谷氨酰胺取代葡萄糖，克

服葡萄糖对胚胎发育抑制作用，并加入 0.1 mmol EDTA 配制而成。猪胚胎培养

使用 NCSU23 比较好，能支持胚胎发育到囊胚。J.E.Swain 等使用 NCSU23 和

G1.2/2.2 培养猪胚胎，发现在卵裂率和囊胚发育率方面，NCSU23 要优于

G1.2/2.2[177]。但是，在牛胚胎培养中，SOF 常用作基础培养液。Gutierrez 得出含

有 10%的 FCS(胎牛血清)的 SOF 比无血清培养液培养的胚胎发育快且囊胚率高

(47.5%vs34.4%)，但是也增加了雄性胚胎的比例。共培养囊胚发育率低（27.6%～

28.3%）。在培养初期，血清会明显的降低卵裂率[178]。因此，在培养初期培养液

中不添加血清较好。Rebeccal（1999）[179]通过对比不同培养液对牛胚胎发育的影

响发现，SOF、G1/G2 和 HECM-6 对胚胎囊胚发育率无明显差异（41%、36%和

46%）。但 HECM－6 优于 G1/G2 培养液。培养前 3d，培养液中除去 BSA 对胚

胎发育无明显影响，但后 3d 无 BSA 则囊胚发育率明显的降低（19%）。Young Gie 

Chung 等发现克隆胚胎和正常胚胎所需的培养液有些不同[180]。Y.H.Choi（2002）

发现 mSOF 比 mCR2aa 更有利于克隆牛胚的发育，而且培养液中大分子物质 72 h

前添加 BSA，之后用 FBS 替代，能显著提高囊胚发育率[181]。培养条件也能影响

胚胎代谢，在限定性培养液中胚胎糖酵解率低于有血清培养液[182]。 

（2）共培养体系对胚胎发育的影响 

共同培养(Co-culture)是应用辅助细胞或饲养细胞与胚胎在体外一起培养，促



 

                                                                                                                                                                                 47
 

进胚胎的发育，提高囊胚率的。共培养细胞能分泌胚胎营养因子和清除培养液中

的毒性代谢产物[183，184]，改善胚胎的发育，顺利通过阻滞。D.Rizos 用卵丘细胞

作共培养获得囊胚数比对照组高，且冷冻后存活率好，说明共培养体系能增加囊

胚耐冷冻能力[185]。用于共培养的体细胞类型很多，如 BOEC(牛输卵管上皮细胞)，

CC(卵丘细胞)等，建系的细胞如 BRL(BuffaloRat Liver Cells)和 Vero cells(绿猴肾

细胞)等单一无病原的共培养细胞[186]。共培养细胞类型不同，对胚胎发育也有差

异。L.M.C.Pegoraro 等（1998）分别用 BOEC 和 Vero 共培养体系培养牛胚胎，

发现 Vero 优于 BOEC 体系[106]。D.Izquierdo 分别用输卵管上皮细胞和卵丘细胞作

单层培养 IFV 胚胎后发现效果是前者优于后者[183]。也有报道，共培养得到的囊

胚包含较多的脂质，造成胚胎对温度更为敏感[107]。但是，在体外生产胚胎时，

共培养在提高胚胎囊胚率上的作用是毋庸置疑的。 

(3)缓冲体系 

稳定的缓冲体系对于胚胎早期培养至关重要，pH 值不稳定会直接影响胚胎

细胞质中活性物质的活性，阻止基因转录和翻译的正常进行，导致细胞膜上的离

子通道失调、膜电压紊乱，从而也影响到 K+、Ca2+、Na+ 等离子泵的正常生理功

能[187]。 

大多数胚胎培养液所用的缓冲体系是 NaHCO3/CO2 体系，缓冲 pH 值为 7.2～

7.4。应用 NaHCO3/CO2 缓冲体系时，培养箱内 CO2 必须维持 5%的气相浓度，以

维持培养液中 NaHCO3/CO2 稳定比例。 

NaHCO3/CO2 缓冲体系是哺乳动物细胞周围体液的生理缓冲体系，也是胚胎

体外培养最常用的一种缓冲体系，但在体外培养时，如果培养液在空气中放置太

久，由于 CO2 的挥发引起培养液 pH 值升高，这样会导致胚胎损伤甚至死亡。 

针对 NaHCO3/CO2 缓冲体系在空气中易于挥发的特性，可以考虑体外操作时

应用稳定的磷酸盐缓冲体系或 HEPES 缓冲体系，胚胎培养时在 CO2 培养箱应用

NaHCO3/CO2 缓冲体系，这样既避免了体外操作中由于 pH 值变化引起胚胎的损

伤，也为胚胎体外培养提供了最接近体内的环境条件。 

(4)气相体系 

在胚胎的早期培养中，CO2、N2 和 O2 是与胚胎密切相关的三种气体，目前

常用的胚胎体外培养气相体系主要有两种：一种是 5%CO2、95%空气、饱和湿
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度、38.5℃～39℃微滴法培养，一种是 5%CO2、5%O2、90%N2、饱和湿度、38.5℃～

39℃微滴法培养。比较两种气相体系，许多研究人员认为第二种 5%O2 浓度与哺

乳动物雌性生殖道中氧气浓度相一致，远比空气中的 20%O2 浓度更利于胚胎发

育[188]，降低氧气浓度有益于减少过氧自由基的形成，从而减轻了高氧对胚胎的

毒害作用。但也有相反的报道，Fukui(1991)在 5%和 20% O2 浓度环境中培养牛

早期胚胎，结果无显著差异[189]。尽管高浓度氧对胚胎发育有一定的影响，但目

前许多实验室认为 CO2 培养箱简单便捷，一直应用“空气+5%CO2”气相体系。 

(5)温度体系 

在胚胎的体外培养过程中，温度对胚胎也有很大的影响，牛羊等动物胚胎培

养以 38.5℃为宜。温度过高，胚胎发育会受到热应激影响，发育能力下降，温度

过低会发生冷休克。Azambnja（1998)将卵母细胞置于不同温度培养，发现温度

偏高或偏低都不利于胚胎的发育。在体外操作过程中，时间越短越好。室温不能

过低，培养箱中的温度应与动物体温一致。不同动物的正常体温如下：猫 38.6℃，

牛 38.5℃，仓鼠 38℃，马 37℃，小鼠 37.8℃，兔 39.4～39.6℃，羊 39℃，猪 39℃，

人 37℃[190]。因此牛羊等动物胚胎培养以 38.5℃为宜。在炎热的夏季，由于气温

普遍高，动物热应激而使生殖机能下降，胚胎发育也就会受到热应激影响，发育

能力下降。但胚胎也有一定的抗热应激能力。F.F.Pawla-lopes 等（2000）用 TUNEL

反应证实，41℃或 42℃不能诱导 2～4C 牛胚胎凋亡。如发育 3d 的 8～16C 胚胎

在 41℃下诱导 9h 不凋亡，而发育 4d 的 8～16C 胚胎有凋亡的趋势。而当 4d 的

8～16C 的胚胎预先在 40℃下放置 80min 后，能够阻止在 41℃、9h 的凋亡现象。

说明温度能诱导胚胎细胞凋亡，但胚胎也有一定的抗热应激能力 [191]。

R.M.Azambnja（1998）将卵母细胞置于不同温度 5～20min，发现随着温度的下

降，其卵裂率也就随着下降，胚胎的发育能力也下降[192]。温度影响胚胎质量与

品种也有关，高温度和湿度对荷斯坦牛的卵母细胞和胚胎质量有不利影响，但对

于 Brahaem 牛影响较小[193]。 

(6)抗氧化体系 

在胚胎体外培养体系中容易产生一些氧的毒性代谢物，如超氧阴离子(O2-)、

羟基自由基(HO-)、过氧化氢（H2O2)等，这些氧代谢物能引起膜脂的组成改变，

诱导膜的不稳定性，导致异常卵裂。许多研究表明低氧环境更有利于牛胚胎的发
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育，但自由基清除剂存在时，高氧环境同样支持胚胎的正常发育[194]。β-ME（β-

巯基乙醇）与胞内 GSH（谷胱甘肽）合成有关，GSH 则是胞内重要的氧化还原

平衡剂，清除氧自由基。在母畜生殖道中也有 GSH 存在[195]。在植入前胚胎 GSH

浓度逐渐降低，胚胎合成它的量也甚微。增加胞内 GSH（特别卵母细胞成熟时

期）能改善受精率和发育率。GSH 的合成取决于培养基中半胱氨酸，但是半胱

氨酸很易被氧化为胱氨酸，细胞就不易吸收，导致细胞分裂能力下降和胞内 GSH

浓度下降。培养基中添加 β-ME 能促进细胞对胱氨酸吸收，GSH 浓度升高，细胞

增殖加快。在 5%O2 下，半胱氨酸利于内细胞团细胞数的增加[196]。卵母细胞成

熟液中加 5μmolβ-Me 和亚牛磺酸也能提高卵母细胞中 GSH 的平均浓度，且成熟

率高。β-ME 能提高正常受精率，但是不能显著提高囊胚的发育率[197]。子宫角和

输卵管是低氧环境，子宫比输卵管氧浓度更低[198]，所以将高氧（空气）作为氧

源，在培养中易产生 ROS（活性氧），其易对细胞和胚胎造成毒害作用，如 DNA

裂解、脂质过氧化、蛋白质氧化[199，200]。为了降低培养液中 ROS 浓度，常给培

养中加一些低分子量的巯基化合物，有利于 GSH 前体的合成[201]。在体内，有稳

定的氧化还原平衡系统，能抑制 ROS 的积累[202]。其包括酶催化、超氧化物歧化

酶、过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶。有些哺乳动物的早期胚胎也表达此类酶

[203]。降低氧浓度比使用还原酶更有利于胚胎的发育[204]。Dalvit GC 等（2006）

研究体外生产牛胚胎中活性氧的变化得出，在成熟过程中，活性氧保持不变，到

桑椹胚胎时期最高，囊胚期又回到成熟时期水平，表明胚胎可自我调节活性氧的

变化[95]。总之，降低氧气浓度更有利于胚胎的发育，而且胚胎细胞数和囊胚率增

加。这也主要得益于降低了 ROS[202]。 

葡萄糖、次黄嘌呤和氧均能增加细胞中氧基的含量，从而抑制胚胎的发育，

而谷氨酰胺(Glutamine，Gln)、还原型谷胱甘肽(Glutathion，GSH)，17β-二巯基

乙醇(β-ME)和其它抗氧化剂则通过抗氧化作用保护脂质膜免遭氧化[205]。 

此外，半胱氨酸、VC，VE 和次牛磺酸都有直接或间接消除氧自由基的功能，

Dematos 报道添加半胱氨酸能够促进卵母细胞胞质内谷胱甘肽的合成，从而有利

于胚胎的发育[206]。 
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4 小结与展望 

哺乳动物卵母细胞体外成熟、体外受精及早期胚胎体外培养经过近百年研

究，取得了可喜进展，很多哺乳动物已经成功地获得了相应的“试管婴儿”，甚至

健康生长，这是全世界科研人员共同奋斗的丰硕成果。 

但是，必须清楚地看到，胚胎工程技术研究任重而道远。直到今日，利用卵

母细胞体外生产胚胎的培养条件仍旧缺乏系统而统一的理论依据，也几乎不存在

标准而程序化的培养方案，因此，体外生产胚胎仍然处于探索阶段，只有在试验

研究中不断改善培养条件，才能在不断经验积累中建立和完善胚胎体外培养体

系。 

无论是进行体外受精研究还是孤雌激活研究，都以充足的成熟卵母细胞来源

为前提条件，卵母细胞的质量与其成熟度直接决定了其后期发育能力，因此，卵

母细胞的成熟培养是体外生产胚胎的前提与基础。 

成熟的卵母细胞要恢复减数分裂，实现卵裂，必须由外来刺激激活，否则会

一直停滞在 MII 期，直至退化。在自然情况下，卵母细胞的激活由精子来完成，

但在体外培养中可以人工控制实现卵母细胞孤雌激活。无论是精子还是其它刺激

激活卵母细胞，都会引起卵母细胞胞质内 Ca2+浓度的升高和波动，从而降低 CSF

与 MPF 的活性，使卵母细胞离开 MII 期，恢复减数分裂，向后期过渡。 

通过对体外受精产生胚胎的途径进行研究，可以深入了解卵母细胞的活化机

制，认识受精卵与孤雌卵母型基因与胚型基因在决定胚胎细胞分化方面的差异，

阐明有性生殖生产胚胎的发育潜力，以及更加深入地了解父源基因与母源基因的

相互修饰作用。 

体外受精胚在体外培养时存在胚胎发育阻滞，大量研究证明，体外培养的早

期胚胎囊胚率和胚胎质量远远不及母体体内孵育的胚胎，这一点充分说明了人们

对于早期胚胎发育的体内环境还了解不够，就目前的技术水平还无法动态调节胚

胎发育过程中的一些必要的活性成分与未知因子。 

对此，今后研究的重点仍然是进一步改进卵母细胞及早期胚胎的体外培养体

系，提高卵母细胞体外成熟的质量、受精率及早期体外受精胚的“桑-囊胚”发育

率，为体外受精技术的商业化应用奠定坚实的基础。随着哺乳动物体外受精技术

的不断完善，该技术将会更加充分地挖掘和利用优良母畜的繁殖潜力，为胚胎工
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程技术的其它研究领域(如胚胎细胞核移植、性别鉴定、干细胞系建立、基因导

入等)提供优质、丰富、精准的研究材料，为畜牧业“高产、优质、高效”的生产

体系提供良种保障，有力地推动哺乳动物胚胎工程技术在畜牧业生产领域的开发

和应用进程。 
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第二章  卵母细胞低温保存研究进展 

1949 年 Polge 等发现低温保存精子时加入甘油（GL），可以增加精子的活力，

成为低温生物学发展的里程碑[207]。1972 年，Whittingham 等首次用慢速冷冻法

成功保存小鼠胚胎，胚胎冷冻技术得到迅速的发展[208]。1977 年，Whittingham

再次报道了来自冷冻、解冻小鼠卵母细胞得到活仔，推动了对人类、家畜、实验

动物卵母细胞的大量研究[209-219]。Whittingham 等（1972）首次报道的慢速冷冻

法操作过程复杂，1977 年 Willadsen 进行了改良，建立了快速冷冻法，但此法仍

需 2h 左右的时间才能完成[220]。为此，1985 年 Rail 和 Fahy 建立了玻璃化冷冻法，

不但将操作时间缩短到了 30min 之内，而且方法简易，设备简单，容易在生产中

推广使用，为卵母细胞及胚胎的冷冻保存提供了有效手段，因而日益受到人们的

重视，并已取得很大进展[221]。1986 年 Scehffen 等利用丙三醇及丙二醇为冷冻保

护液，冷冻保存后的胚胎生存率仍不高[222]。1989 年 Nakagata 采用二甲基亚砜、

乙酰胺为主要冻保护剂制成玻璃化液冷冻小鼠成熟卵母细胞，解冻后形态正常率

达 87%，将形态正常的卵母细胞进行体外受精，卵裂率达 78%，此后未能继续

发育[223]。针对这个问题，1990 年 Kasai 等利用化学毒性较低的 EG 为主体冷冻

保护剂，主要对小鼠桑椹胚进行玻璃化冷冻保存[224]。在室温下仅需 0.5～5min

平衡后直接投入液氮中，其生存率达 98%，但此方法对囊胚期以后阶段的胚胎保

存效果不佳。1992 年 Fuku 等以丙二醇为主要冷冻剂，用慢速冷冻法对牛成熟卵

母细胞冷冻保存，解冻后经体外受精其卵裂率达 16%，囊胚发育率达到 11%[225]。

1993 年 Otoil 等利用 1.6mol/l 的丙二醇、丙三醇和二甲基亚砜冷冻牛卵母细胞，

受精后的卵裂率为 18%～22%，但囊胚发育率仅为 0.9%～4.8%[226]。上述方法皆

采用 0.25ml 细管法冷冻保存。为探索更好的冷冻方法，1998 年 Vajta 等首次采用

OPS(open pulled straw)法冷冻牛卵母细胞取得了一定进展，体外受精后囊胚发育

率达 11%～25%[227]。此后，P.V.Pereira 等用程序化冷冻法对体外胚胎进行了处理，

结果移植后有 43.14%获得了妊娠[228]。J.R.Dobrinsky 等的研究中，经过玻璃化冷

冻解冻后 86%的牛受精卵在体外可继续发育[229]。经过移植后，玻璃化法冷冻、

解冻妊娠率为 24%，常规冷冻、解冻妊娠率为 28%。IVP 胚胎直接培养并用于移

植后作为对照，有 26%的建立了妊娠。虽然对照的妊娠率比期望值要低，但是这
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些数据说明低温保存胚胎可能不会影响 IVP 胚胎在体内的发育。最近，很多研究

致力于家畜卵母细胞和胚胎的玻璃化冷冻保存。 

1 卵母细胞冷冻保存意义及其发展状况 

1.1 卵母细胞冷冻保存的意义 

哺乳动物卵母细胞的冷冻保存，可充分利用各种卵母细胞资源，为体外受精、

核移植等胚胎工程技术提供丰富而方便的材料来源，为科研和生产服务。 

卵母细胞的冷冻保存技术的意义： 

(1) 保护品种资源和拯救濒危动物不可缺少的技术保障之一。 

(2) 加快家畜品种改良和胚胎移植技术产业化的重要组成部分，代替活畜进

口，不受时间和空间的限制。 

(3) 用于卵母细胞的低温生物学特性和体外受精机理研究。 

(4) 建立雌性动物的基因库，还可以充分利用丰富廉价的卵母细胞资源，使

体外受精、转基因及克隆等技术的研究应用不受时间和地域的约束。 

(5) 在医学方面，人卵母细胞的冷冻保存可克服胚胎冷冻保存所引起的伦理

道德以及法律上的问题，为过早摘除卵巢或输卵管堵塞病人提供怀孕的机会[230]。 

1.2 卵母细胞冷冻保存 

卵母细胞冷冻成功于 1977 年，Whttingham 等用慢速冷冻法对小鼠卵母细胞

冷冻保存后受精，移植后得到了后代[231]。随后，Al-Hasan 等对兔卵母细胞冷冻

保存后受精，移植后也得到了后代[232]。家畜的卵母细胞冷冻保存主要集中在牛

上，Lim 等首次成功冷冻保存了牛的卵母细胞，且第一头超低温冷冻保存的卵母

细胞产生的牛犊出生于 1992 年[233]。虽然牛卵母细胞冷冻方法借鉴了胚胎的冷冻

方法，但是其效果远不及牛胚胎的冷冻。1998 年 Vajita 等首次采用 OPS 法冷冻

牛卵母细胞取得成功，体外受精后囊胚发育率达 11%～25%。2002 年 Amir 等结

合微滴法和超低温液氮的方法，取得了 20%的囊胚率并获得一头健康小牛[234]。

与成熟卵母细胞相比，未成熟卵母细胞的冷冻更为困难。Suzuki 等用慢速冷冻法

冷冻牛 GV 期卵母细胞，体外受精后有 35.3%～42.2%卵裂率，1.3%～3.1%的卵
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母细胞发育到囊胚[235]。此后，GV 期卵母细胞冷冻的进展缓慢。最近国内也有

一些关于 GV 期卵母细胞冷冻的进展，2004 年包华琼等冷冻牛 GV 期卵母细胞，

冷冻解冻后体外受精卵裂率为 36.67%～52.3%[236]。2005 年禹学礼等[237]用 OPS

法和细管法冷冻牛 GV 期卵母细胞，成熟率分别为 66.0%和 48.2%，只有 OPS 法

得到了 4%的囊胚率。牛卵母细胞冷冻的研究主要集中在玻璃化方法的应用和寻

求减少冷冻液体积和加快降温速率的方法上，在低温生物学机理和探讨冷冻损伤

的机理方面做的还不够，因此，卵母细胞的冷冻保存条件及低温生物学特性等方

面还有待进一步研究[238]。 

在人卵母细胞冷冻方面：1986 年 Chen 成功冷冻人卵母细胞并获得后代[239]。

2000 年，Yong 等首次用玻璃化冷冻方法冷冻人成熟卵母细胞，获得了第一例来

自玻璃化冷冻方法的后代[240]。最近研究人员通过理论和试验分析比较了人卵母

细胞冷冻和胚胎冷冻的优缺点。2004 年 Andrea 等通过优化卵母细胞的冷冻技术

获得了高达 12.5%出生率，Andrea 认为随着卵母细胞冷冻技术的发展，人卵母细

胞的冷冻可以作为胚胎冷冻的一种选择[241]。Tucker 等从社会、伦理和建立“卵子

库”的意义等方面分析也认为人卵母细胞的冷冻将是未来人工辅助生殖技术发展

的方向[242]。 

2 卵母细胞低温冷冻保存的基本原理 

哺乳动物卵母细胞的超低温保存，是指在超低温（-196℃）条件下抑制细胞

内一切新陈代谢活动，并使细胞被长期保存，按一定方式解冻后，又能恢复其受

精、卵裂等发育潜能的一种保存技术。 

一般情况下，哺乳动物的细胞冷冻到-20℃以下时极难存活。大多数细胞存

在一种最适宜的冷冻速度，如果超出这一速度，细胞内结冰和解冻时容易再次形

成冰晶，引起细胞死亡。若低于这一速度，因冰晶形成产生的溶液变化较大，同

样也会引起细胞死亡。低温冷冻保存的最大优点是细胞能长期保存而不丧失活

性，其原因是因为细胞内一切新陈代谢过程中的化学反应被低温所抑制，当温度

降到一定程度时，细胞内所有化学变化也就处于一种“暂停”状态而使细胞得以长

期保存，低温保存的细胞以一定方式复苏后，又具有存活能力[255]。卵母细胞和

胚胎的水分占胞质 80%以上，在一般情况下，低温冷冻时有 90%的水分形成游
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离水而冻结成冰晶，可破坏蛋白质结构并发生不可逆的变化，从而导致细胞死亡。

通常，在冷冻过程中，冰晶首先在细胞外液中形成，此时冰晶与溶质分离，细胞

外液未冻结部分的溶液浓度升高，细胞外液的渗透压增加，细胞内水分渗出。随

着温度继续下降，细胞外冰晶不断形成，未冻结部分的溶液浓度增加，细胞内外

的渗透压差增大。这时可能发生两种情况：（1）当降温速度很慢时，胞质内更多

的水分有足够的时间渗出，水分在细胞外冻结，随着细胞外冰晶的形成，细胞内

外形成了较高的渗透压，使细胞内水分逐渐减少，细胞内电解质浓度增高，导致

细胞膜蛋白复合体的破坏和膜的分解。（2）当降温速度很快时，胞质内水分形成

的冰晶使细胞受到物理性的损伤。温度过低会引起膜脂肪相的变化，从而影响细

胞的新陈代谢。采用合理的冷冻方法，添加适当的冷冻保护剂，就能减少细胞在

冷冻过程中的损害[256]。 

2.1 诱发结晶 

溶液在温度达到冰点时不结冰，待降到冰点以下一定温度时才结晶，这种现

象叫过冷现象。过冷现象的产生，使得溶液在冰点以下任何温度都可结冰，这样

易对卵母细胞造成两种损伤：一是溶液在结冰时放出的潜热使温度回升而后再下

降，如果溶液结冰时的温度距冰点较远（-15℃下），则这种温度的急剧变化往往

会造成卵母细胞死亡；二是分子运动和温度有关，当溶液在冰点附近结冰时，水

分子运动相对活跃，来不及排列成整齐的冰晶，生成的冰晶较小，对细胞的影响

相对较小；出现过冷现象时，结冰的温度相对较低，则相应形成的冰晶就大，对

细胞造成的损伤也严重。为了防止过冷现象的发生，通常在-7℃左右时通过人工

强制诱发结晶，以避免较大冰晶的形成[257]。诱发结晶主要在冷冻降温速率较慢

的程序化冷冻中使用。诱发方法有两种：①用液氮预冷过的镊子夹麦管中部含卵

母细胞的冷冻液上部；②在冷冻液中加入制冷剂晶母等。 

2.2 冷冻保护剂对卵母细胞的保护作用 

（1）渗透性保护剂 

渗透性保护剂是一类小分子化合物，因其在冷冻过程中能够渗透进入胞质内

而得名，常用的有 GL（Glycerol，GL）、二甲基亚砜(Dimethysulphoxide，DMSO)、
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丙二醇(1，2-Propanediol，PROH)、EG (Ethylene Glycol，EG)等。该类物质在冷

冻过程中进入细胞内部，可以起到以下作用：①防止卵母细胞因脱水过度收缩；

②与水分子发生水合作用，减慢溶液结晶速度；③稀释胞质中因脱水而产生的高

盐，减少盐害作用的产生[258]。 

（2）非渗透性保护剂 

相对于渗透性保护剂，这是一类大分子化合物，能溶于水，但不能渗入细胞，

较为常用的有蔗糖、聚蔗糖、血清等。冷冻降温过程中，卵母细胞外液首先结晶，

随着结晶程度的加深，胞外溶质浓度逐渐增加，并顺着胞内外化学势能差进入胞

质内，对卵母细胞产生盐害作用。冷冻保护剂中含有这类大分子物质，就能有效

降低胞质外溶质的浓度，减少盐害作用的产生；在快速冷冻时，可协助渗透性保

护剂促使细胞脱水，减少细胞内冰晶形成；组成玻璃化液时，可有效降低渗透性

保护剂的摩尔浓度、可使发生玻璃化的相变温度升高、可促进胞质及保护液玻璃

化；解冻时，为卵母细胞提供一个高渗环境，避免水分进入胞内过快而产生的渗

透性破裂。 

（3）其他保护剂 

主要是指最近所发现的一些新型冷冻保护剂，如抗冻蛋白。抗冻蛋白

（Antifreezing Protein，AFP）最早是在极地耐寒动物身上发现的一种具有特殊性

质的蛋白质。在低温（4℃）和超低温（-30℃~-196℃）下，与细胞膜相互作用，

封闭离子通道，阻止渗透而使细胞膜受到保护[259]。也有研究表明，AFP 的作用

机理是能够与冰晶相互作用，防止降温过程中冰晶生成和升温过程中重结晶的发

生[260]。 

2.3 玻璃化保护作用 

玻璃化是高浓度的冷冻保护液在低温或超低温下溶液由液相变为固相时，其

内部的分子、离子分布不改变其原有的分布，不形成有规则外表的物质形态，可

有效避免冰晶形成时对卵母细胞内部骨架结构和亚细胞器膜的牵拉断裂和尖锐

刺伤。 
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3 卵母细胞在低温冷冻保存过程中的受损机制 

卵母细胞的冷冻保存技术来源于胚胎冷冻保存，由于细胞自身所具有的一系

列特殊性质，因而冷冻保存的难度较大。与精子、胚胎冷冻保存相似，卵母细胞

在冷冻保存及复温过程中易受到一系列的损伤。 

3.1 细胞内冰晶损伤 

在胚胎及卵母细胞冷冻过程中，当温度降低到冰点以下，在细胞外液内液都

有冰晶产生，使细胞受到致命性的损伤（物理损伤）[261]，这个因素也是胚胎及

卵母细胞冷冻保存的关键。Mazur 等（1992）对仓鼠组织培养细胞的低温保存试

验数据进行分析认为，冷冻速度过快形成的细胞内冰晶，对细胞产生致命性损伤。

并且冷冻速度越快，损伤越大[262]。Miyake 和 Bank 认为，在快速冷冻中形成的

细胞内冰晶本身对细胞并非是致命的，致命性损伤是由于细胞内产生重结晶[263]。

快速冷冻时，由于降温速率快，结晶时的冰晶核较多，从而形成数目多且体积小

的冰晶，对细胞造成的损害较小。如果解冻时采取快速复温，则细胞仍能存活，

但若在解冻过程中，在温度较高的区域（如-40℃或更高）经历较长时间或进行

慢速复温，则会产生重结晶现象，即细胞内小冰晶重结晶成大冰晶，从而机械性

的破坏细胞的超微结构而造成细胞的致命损伤。 

3.2 细胞外冰晶损伤 

慢速冷冻时，冰晶首先在细胞外形成。细胞外液冰晶形成后，使得溶液中离

子浓度升高，对细胞产生了离子影响，此损伤又称盐损伤[264]。随着更多冰晶的

产生，使溶液逐渐浓缩，溶液的浓缩对细胞的影响越来越大，此现象被称为溶液

效应又称为化学损伤。冷却的速度越慢，则浓度越高，对卵母细胞的作用时间也

越长，对卵母细胞膜蛋白复合体造成的伤害也越大。这主要是由于细胞内外的电

解质浓度增高，导致细胞膜蛋白复合体的破坏和核膜的降解[265]。 
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3.3 破裂损伤 

采用常规法冷冻的卵母细胞或胚胎解冻后可见到透明带破裂，这主要是由于

物质的膨胀率和收缩率不同，这种现象被称作破裂损伤。DePaz 等[266]、Titterington

等[267]发现，即使在没有冰晶形成的玻璃化冷冻中，这中损伤也达到了 20%左右。

葛西等小鼠的胚胎反复冻融，结果快速反复冻融 10 次样本中有 75%发生了破裂，

但缓慢通过-110℃～-130℃的冷冻液变相温度区域的反复冻融 10 次后，样本没有

发现破裂损伤[268]。由此可见，破裂损伤往往发生在液相和固相急速转化的过程

中。因此，慢速冷冻时缓慢通过冷冻液变相温度区域非常重要。 

3.4 渗透压损伤 

损伤主要来自解冻过程，卵母细胞或胚胎在冷冻液中平衡或脱出冷冻保护剂

时，由于渗透压的急剧变化而引起细胞过度膨胀或收缩使细胞受到损伤；同时渗

透压的急剧变化使大量水或冷冻保护剂快速通过细胞膜，而引起细胞膜机械性损

伤[269]。解冻时若将胚胎直接移入等渗溶液中，由于内部的渗透压较高，水分很

容易渗入细胞内，冷冻保护剂未来得及脱出，造成细胞膨胀而受到损伤。所以，

在脱出细胞内部冷冻保护剂的同时使细胞膨胀控制在最小程度。Pedro 等指出，

冷冻解冻后的胚胎比鲜胚更容易受到膨胀和收缩的损伤，可能与冷冻使胚胎细胞

膜机能不全而导致膜易破损有关[270]。 

3.5 冷冻保护剂化学毒性损伤 

当卵母细胞或胚胎移入冷冻保护剂液平衡时，随着时间的延长和浓度的升

高，生存率下降。造成这个结果的原因是冷冻保护剂中渗透性冷冻保护剂的化学

毒性作用[271]。冷冻过程中渗透性冷冻保护剂渗入细胞，影响和改变细胞内超微

结构和大分子物质的结构和功能，间接引起高级结构的破坏。毒性表现在引起细

胞膜变脆或破裂[272-274]、透明带硬化[275]、微管及微丝聚合或解聚[275-278]、染色体

和 DNA[279-280]损伤等。冷冻保护剂中主要是渗透性保护剂对卵母细胞产生化学毒

害作用，其毒性大小随作用温度、作用时间和作用浓度的增大而增大[281-282]。具

体表现为细胞变脆崩裂[283-286]、透明带硬化[287]、微管微丝的聚合和解聚[288-290]、
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染色体和 DNA 损伤[291-292]等。 

3.6 低温损伤 

卵母细胞和胚胎对温度的降低极为敏感，在温度高于冰点，细胞内外均无冰

晶形成的情况下，仍会造成细胞的损伤。不同哺乳动物的细胞在低温保存过程中

都会受到一定的低温影响，特别是脂质含量较多的猪卵母细胞和牛卵母细胞。这

种由于温度低于正常温度所造成的细胞损伤被称为低温损伤。这种损伤很大程度

上取决于温度的变化。造成这种损伤的机理可能是的低温引起膜脂肪相的变化，

从而影响细胞的新陈代谢[293]。低温损伤与细胞质内脂肪颗粒的含量有关，如猪

和牛卵母细胞及早期胚胎由为突出，其他哺乳动物脂肪含量较少，受低温损伤影

响不大。 

3.7 过冷损伤 

冰晶的成核过程主要由热力学条件决定。溶液在被冷却到低于冰点的某一温

度时才开始结冰，在冷冻过程中溶液温度降低到冰点以下有可能回升到冰点，对

细胞产生损伤。如果溶液结冰的温度离冰点有一定距离，如-15℃以下，由于潜

热的释放使溶液温度迅速上升，潜热释放完后又急剧下降，细胞往往在温度的这

种剧烈变化中死亡，所以在常规冷冻中，在稍低于溶液冰点，在-5℃时采取人工

植冰，使溶液瞬间度过冰点温度，防止过冷损伤的发生。 

4 冷冻方法 

4.1 慢速冷冻法 

此法由 Whittingham（1971）建立，是早期胚胎冷冻研究中常用的方法。该

法将胚胎置于冷冻保护液中以 0.2~0.8℃/min 的速率缓慢降温至-80℃，然后投入

液氮保存。利用这一方法先后对多种家畜和实验动物的胚胎进行冷冻试验并取得

成功，但由于其冷冻过程花费的时间比较长（6h 以上），而且需要特殊的冷冻降

温设备，因此目前已经很少采用。 
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4.2 快速冷冻法 

又称常规冷冻法。该法一般使用混合保护液，保护液由浓度为 0.2～3.5 mol/l

渗透性的保护剂如 GL 和丙二醇与浓度为 0.25～0.5 mol/l 的非渗透性的保护剂如

蔗糖混合而成。胚胎冻前脱水，使细胞内水分减少，冰晶量及大块冰晶形成减少，

可以获得较高存活率。1978 年，Wiladsen 等在牛的胚胎冷冻中首次建立并使用

了这种方法，此法使冷冻时间缩短到 2h。具体操作为在-4.6～-7℃开始，将装有

胚胎的细管置于冷冻仪中，并保持 10～15min（放入胚胎后开始植冰）；从植冰

温度开始以 0.3～0.5℃/min 的降温速度降温至-30℃；在-30℃时将胚胎快速投入

到液氮中保存。该法最大的优点在于将水从细胞中脱出的速度和水结成冰的速度

达成了平衡状态，但需要价格昂贵的程序化冷冻仪。 

慢（快）速冷冻法是通过冷冻程序仪来控制其降温速率，一般以 1 /min℃ 左

右的速率降至-7℃左右时，进行人工诱导结晶，再以 0.1~1.0 /min℃ 的速率降至

-30~-40℃（快速冷冻）或者-80℃（慢速冷冻）时，投入液氮中保存。 

4.3 玻璃化法 

玻璃化冷冻法是 1985 年发展起来的一种快速冷冻胚胎的方法。“玻璃化”是

一个物理学上的概念，是指当水或溶液快速降温达到或低于-100～-110℃的温度

范围时，形成一种具有高粘度的介于液态和固态之间、非晶体态、杂乱无章、透

明的玻璃状态。它虽然不能像液态那样流动，却可向晶体一样保持自己的形状。

配制的高浓度冷冻保护液在液氮中能形成类似玻璃状稳定而透明的非晶体化固

体物质状态。其特点为：①分子不按晶格结构排列，为无定型结构。②在玻璃化

过程中，分子不重新排列，发生剧烈运动，没有准确固定的转变固化点，其形态

的转变是在一定的温度区内完成的，即玻璃化变相温度是代表一个区域的温度。

③当水溶液有电解质或其他可溶性成分转变成玻璃态时，由于其均一的分散系统

未遭到破坏，所以溶液的浓度不发生改变或改变很小[294]。玻璃态的物理性能与

晶体不同，是一种即可以避免或减轻冷冻细胞、组织损伤，又可长期保存细胞、

组织的良好方法。 

玻璃化冷冻法是超快速降低细胞温度的一种冷冻模式，因为冷冻液在液氮中
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形成的是一种非晶体物质状态，因而避免了慢速冷冻过程中细胞所遭受的机械损

伤，同时缩短了冷冻处理所需的时间，简化了步骤，也不需要昂贵的程序降温仪，

逐渐成为胚胎和卵母细胞冷冻的趋势。但是，高浓度的冷冻保护剂对细胞有较大

的化学毒性，在操作时间上不易掌握。因此，在具体实施玻璃化冷冻时，要注意

保护剂浓度和作用时间的平衡，既要使细胞质充分脱水，又不能作用时间过长，

或者进一步寻找开发容易实现玻璃化且对细胞损伤较小的防冻剂。 

根据采用不同的材料和处理方法分为：OPS 法（Open Pulled Straw）；冷冻环

（Cryo-loop）法；玻璃微细管法；封闭式细管法，此方法和 OPS 法很相似，不

同的是需要封住细管的两端，使用 0.25ml 细管，不需要自己拉制细管；电镜铜

网法，利用电镜的铜网作为胚胎的载体，将电镜铜网连同胚胎一起放入液氮中。 

（1）OPS 法。利用 0.25ml 细管，在 107℃左右对细管的中间 7～8cm 处加

热，两手轻拉细管至 24cm 以上长度，截去两头粗的一端，用刀片在中间切断，

即可得到两段细管。利用细管的虹吸作用将含有胚胎或卵母细胞的微量玻璃化液

吸入细管内，然后直接投入液氮中冷冻保存。OPS 法降低了细管壁厚度，加快了

温度的传导，提高了表面积/体积比值，提高了致冷率，加快了降温速度，降温

速度可达到 2000 /min℃ 以上，从而降低了冷冻时的损伤。谭世俭等用 OPS 法冷

冻了牛的卵母细胞和囊胚，冻后卵母细胞的卵裂率可达到 80.9%，囊胚率达到

46.3%；冻后囊胚存活率可达到 92.7%，孵化率 83.6%[295]。A.VonBaer 等用该法

对绵羊的囊胚进行了玻璃化冷冻，发育率达到 40%[296]。E.S.C.Siqueira 等用此法

冷冻了 MII 期卵母细胞，冻后存活率达到 66%[297]。目前，已经利用这种方法成

功的对小鼠、兔子、牛、绵羊、山羊、等家畜胚胎和卵母细胞进行了冷冻。 

（2）冷环法（Cryo-loop）。以尼龙膜环作为胚胎或卵母细胞的承载工具。具

体操作为：先将胚胎在冷冻保护剂中处理，然后将胚胎移到附有玻璃化液的尼龙

膜环（Φ0.5-0.7mm）上，将环投入液氮中。胚胎接触玻璃化液到投入液氮的时间

约为 20～30s。此法具有与 OPS 法相似的降温速度，最先在小鼠和人囊胚上应用

[298]采用此法冷冻的人囊胚移植后已经成功产出婴儿[299]。目前，以用此法成功地

冷冻保存了马[230]、猕猴[231]的胚胎。 

（3）电镜铜网法。以电子显微镜铜网作为胚胎或卵母细胞的承载工具，采

用小体积冷冻液（<1μl）和液氮直接接触，冷冻速率达到 3000 /min℃ 。具体操作
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为：胚胎或卵母细胞在冷冻液中处理一定时间后，将它们和冷冻液移到电子显微

镜铜网上，然后用镊子夹住铜网，直接浸入液氮。1990 年 Steponkus 等[232]和 1992

年 Mazur[233]用电镜铜网法成功地冷冻保存了对低温非常敏感的果蝇胚胎。1996

年 Martino 等采用该法冷冻保存牛卵母细胞，解冻后形态正常率近 60%，体外受

精后卵裂率和囊胚率分别为 29%～32%和 10%～15%[234]。 

（4）玻璃微细管法。以毛细玻璃管拉制成直径为 0.3mm 玻璃微细管作为卵

母细胞或胚胎的承载工具，具体操作类似于 OPS 法。玻璃的导热性能比塑料好，

而且直径小重量较大，能够克服 OPS 法在冷冻时漂浮在液氮面上的缺陷，冷冻

速度要高于 OPS 法。2000 年 Kong 等[235]用玻璃微细管法冷冻保存小鼠囊胚，与

OPS 法比较，结果两者间没有显著差异。 

（5）细管法。以 0.25ml 细管作为胚胎或卵母细胞的承载工具。1991 年 Kono

等用含有二甲基亚砜、乙酰胺、丙二醇和聚乙稀乙二醇的冷冻保护剂对小鼠卵母

细胞进行冷冻保存，使用 0.25ml 塑料细管作为载体，投入液氮冷冻保存。解冻

后正常受精率达 80%～87%，有 69%～78%发育至囊胚。1993 年 Wood 等也是用

0.25ml 塑料细管作为载体冷冻小鼠卵母细胞[236]。与 Kono 等不同的是细管在液

氮蒸汽熏蒸 3min 后投入液氮冷冻保存，解冻时先进行 10s 空气浴(20 )℃ ，然后

20℃水浴 10s。体外受精后培养，分裂率为 91%，移植妊娠率为 79%。 

4.4 微滴法 

如果将含有胚胎的冷冻液直接滴入液氮，冷冻速率将会得到极大提高，这便

产生了微滴法。具体操作为：在冷冻过程中，将含有胚胎的体积约为 6μl 的冷冻

液小滴直接滴入液氮中，然后用镊子将冷冻液形成的颗粒集中到小管中保存。解

冻时将冷冻颗粒直接投入解冻液中，颗粒融化后收集胚胎并按程序脱出冷冻保护

剂。朱士恩等用微滴法冷冻保存小鼠扩张囊胚，解冻后的存活率达 100%，移植

后产仔率达到 71%[237]。 

5 冷冻保护剂 

1949 年 Polge 冷冻哺乳动物精子获得成功，发现了 GL 在精子冷冻过程中能

起到保护作用。保护剂的研究也从此开始。冷冻保护剂的作用在于与水结合后，
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可避免或减少冰晶形成的程度与速度，或只结成较小冰晶。其最主要的作用是能

降低冷冻过程中由于溶质浓度升高造成的溶质损伤，从而使细胞的环境温度安全

降至-196℃。其主要为一些易溶于水的低分子有机物以及个别高分子有机物，主

要为 GL、EG、DMSO、蔗糖(S)等。目前已确认有防冻效果的约有 40 余种。冷

冻保护剂按渗透性可分为两类：渗透性冷冻保护剂和非渗透性冷冻保护剂。 

5.1 冷冻保护剂作用原理 

当冷冻保护剂渗入到细胞内后，能增加整个细胞的粘度和细胞内的溶质浓

度，干扰水分子的空间排列方向，使冰晶生长的驱动力减弱，晶体生长速率降低，

从而降低细胞外液和细胞内容物的冰点，推迟冰晶的形成速度。在浓度增加到一

定程度后，整个保存系统可以在相对较慢的冷却速率下形成玻璃化，从而避免“胞

内冰晶损伤”和“溶质性损伤”。  

5.2 渗透性冷冻保护剂 

渗透性冷冻保护剂与水结合后，使水的冰点下降，使之不易形成冰晶，从而

起到冷冻保护的作用。这种保护剂通过提高保存液和细胞的渗透压，以防止或缓

解冰晶的形成；同时，具有防止溶质浓度的升高和冰晶形成所带来的损害。此类

保护剂又称细胞内液保护剂。常用的渗透性冷冻保护剂有 GL、DMSO、EG、

PROH、乙酰胺等。这种冷冻保护剂的特点是，分子量为 100 以下，能够透过细

胞膜。早期的研究通常以 GL 和 DMSO 为冷冻保护剂，后来逐渐转向使用 EG 和

PROH。EG 和 PROH 在低温条件下能以非常稳定的非结晶状态存在，且二者对

细胞的毒性也明显小于 DMSO。AndrasSzell 曾报道，超排处理后第 6d 回收的绵

羊胚胎和第 7d 回收的牛胚胎对 EG 的渗透性强于 GL[238]。Nsongsasen 报道以下

四种防冻剂对胚胎的渗透性由强至弱依次为 EG、PROH、DMSO、GL，使用前

三种防冻剂的胚胎，解冻后的存活率分别为 76.9%、62.5%、55.6%[239]，可见，

防冻剂的渗透性与胚胎解冻后的存活率成正比关系。总之，防冻剂的选择应根据

胚胎种类及发育状态而定，目前牛胚胎的冷冻通常使用 EG、GL 和 PROH。 

GL。GL 与水结合使水的冰点显著下降，同时由于 GL 粘性大，温度下降时，

可使溶液内冰的结晶中心增长速度减慢，从而减弱了水的固化。 
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DMSO。跟 GL 相同，也是低分子量的非电解质，发现它具有冷冻作用已有

30 多年。自从 Whittingham 报道 DMSO 具有冷冻作用以来一直被广泛应用[240]。

DMSO 的毒性比 GL、PROH、EG 的毒性大，温度低时毒性较小。 

PROH。1949 年，Polge 报道了 PROH 的冷冻保护作用。PROH 的无定型水

溶液在零度以下具有很高的稳定性，从而在复温中能限制冰晶的再生长[241]。

PROH 比 GL 和 DMSO 具有更强的玻璃化能力。Renard 等利用 PROH 作为冷冻

保护剂来冷冻保存小鼠 8C 胚[242]。将 2C 期的大鼠胚再室温下分别暴露于 PROH、

GL、DMSO 中，结果表明 PROH 毒性最小。PROH 和其它冷冻保护剂联合使用，

可以减少对胚的毒性。 

EG。EG 在运用于慢速冷冻小鼠 8C 胚和桑椹胚中获得了成功[243]。由于 EG

具有分子量小、渗透性强、毒性小、玻璃化能力强，近年来越来越受到重视，并

广泛运用于慢速冷冻法和玻璃化冷冻法中[244]。 

5.3 非渗透性冷冻保护剂 

常用的非渗透性保护剂主要包括聚乙烯吡咯烷酮、蔗糖、聚乙二醇（PEG）、

聚乙烯醇、聚蔗糖（Ficoll）、白蛋白及羟乙基淀粉等。非渗透性冷冻保护剂一般

为大分子物质和小分子糖类。这类物质由于分子量较大，很难渗透过细胞膜。对

于大分子物质冷冻保护剂的研究显示，大分子保护剂可以加速膜的再封闭，防止

冰晶的细胞内播种以及复温时使细胞外液渗透压变化较为稳定。此类保护剂又称

细胞外液保护剂。常用于哺乳动物胚胎玻璃化冷冻液中的大分子物质有：

PEG[245]、Ficoll[246]、PVP、葡聚糖（Dexrtan）及血清等。小分子物质多为单糖

或二糖，常见的有半乳糖、葡萄糖、海藻糖、蔗糖等。它们必须与渗透性冷冻保

护剂同时使用才能有效地保护细胞。在胚胎冷冻前的预处理中，小分子糖类有助

于细胞内部玻璃化状态的形成，减少冷冻保护剂对胚胎的毒性作用，也防止解冻

时胚胎细胞的过度膨胀。 

早期研究中通常单独使用非渗透性冷冻保护剂，后来逐渐发现，在添加渗透

性防冻剂的同时，结合使用非渗透性的多元醇，能有效地提高胚胎冷冻存活率和

移植受胎率。非渗透性冷冻保护剂的作用是通过提高细胞外液的渗透压，使细胞

内的水分外流，使得胚胎在冷冻过程中减少冰晶的形成，从而达到冷冻保护目的。
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Shaw 等[247]在小鼠胚胎冷冻中，以 1.5mol/l GL 添加 0.1mol/l 海藻糖为冷冻剂，

其效果(冷冻存活率 70%)明显优于单独使用 1.5mol/l GL 的效果(31.0%)。Richards

等在 1.4mol/l 的 GL 内再添加 20%棉籽糖进行牛胚胎冷冻，解冻后的移植受胎率

明显高于不添加棉籽糖的处理组。黄凤玲发现不同 GL 浓度对牛体外受精有明显

的影响，并且细管内的组合以含 1.0 mol/l GL 为冷冻液，两端装 0.5 mol/l 蔗糖为

最佳[248]。2001 年李培昌实验表明：用含有 0.2 mol/l 的蔗糖和 25%的 EG 混合的

玻璃化溶液保存的早期囊胚的生存力明显高于不含蔗糖的玻璃化溶液(P<0.01)。 

5.4 冷冻蛋白 

有冷冻特性的植物和动物原生蛋白的分离及使用是冷冻保护剂应用上的最

大进展。冷冻蛋白(Antifreeze Proteins，AFPS)最初是从极地海鱼中发现的一类抑

制冰晶生长的蛋白质，它能通过阻止体液内冰核的形成与生长，维持体液的非冰

冻状态，使无体温调节能力的生物在低温的环境里得以生存[249]。Scholand 等 1957

年研究报道北极鱼可以在-18℃的水中生存，而它的血清的凝固点大约比这一温

度高 1℃，从这种动物体内分离一种抗冷冻蛋白（AFPS），并对这一物质开展了

广泛的应用研究，AFPS 在冷冻过程中可以抑制冰核的形成，从而保护了细胞免

受损害。在 2，3-丙二醇(30%)组成的玻璃化溶液中加入 1%人工合成的冷冻蛋白

可以抑制解冻时去玻璃化的发生。目前，在植物、昆虫、细菌和真菌都发现并分

离出冷冻蛋白，但它们的冷冻活性也有差异[250]。应用鱼的冷冻蛋白已成功的玻

璃化冷冻了牛和羊的胚胎及猪的卵细胞[251]。其他一些学者报道，在常规冷冻方

法中使用鱼的冷冻蛋白对小鼠囊胚没有影响[252]，而在牛囊胚的玻璃化中使用植

物的抗冷冻蛋白并没有使解冻后的胚胎成活率提高，但是，移植后的妊娠率比添

加 BSA 的高。 

5.5 冷冻保护剂的筛选及处理方式 

冷冻保护剂的玻璃化能力与其组成和浓度有很大关系。研究表明，当玻璃化

溶液中含有 1，2，3-丁二醇、PROH、DMSO、EG、GL 等冷冻保护剂及适量 PVP、

聚乙烯醇、PEG 等高聚合物时，其玻璃化形成能力较强[253-254]。对某个特定的冷

冻保护剂，其玻璃化能力随浓度升高而增大。 
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对大多数生物学系统，要求冷冻保护剂的浓度高达 6.0～9.0mol/l 才能实现玻

璃化冷冻保存[255]。高浓度的冷冻保护剂会产生严重的生物化学毒性，减少冷冻

保护剂毒性是确保其玻璃化冷冻保存细胞、组织的关键因素之一。减少冷冻保护

剂毒性的常用方法包括：①使生物标本在高浓度的冷冻保护剂中暴露的时间尽可

能短、温度尽可能低。②选择合适的冷冻保护剂。③对某些冷冻保护剂选用特定

的毒性中和剂，如在 DMSO 中加入适量的甲酰胺、乙酰胺可大大降低其生物化

学毒性。高浓度的冷冻保护剂也会导致细胞内外的渗透压差过大。由于冷冻保护

剂穿透细胞膜的速率比水要小，因此加载冷冻保护剂的最初反应是细胞内水分的

渗出，同样，在生物标本中移出冷冻保护剂时，细胞外的水分要渗入。尽管细胞

内外的水分、冷冻保护剂相互渗透并最终达到平衡，细胞体积的过度变化将导致

细胞失活。因此在玻璃化冷冻保存细胞、组织的过程中应逐步加载、移出冷冻保

护剂，以减少细胞内外的渗透压差[256]。要实现玻璃化冷冻保存，需要针对不同

的生物标本对冷冻保护剂的种类、浓度进行筛选并确定相应的加入、移出方式。 

6 解冻及脱除冷冻保护剂的方法 

6.1 解冻 

当胚胎或卵母细胞被冷冻时，将遭受低温应激和冰晶形成的应激。冰晶产生

可导致高渗液的形成，从而使细胞内水份失去，细胞萎缩，还可能导致离子的内

流。而解冻正好是一个相反的过程，可导致水的内流对细胞造成破裂损伤[257]。

慢速解冻法通常是以 4～25 /min℃ 的速率使胚胎由冷冻保存温度逐渐升至室温，

一般适用于慢速冷冻的胚胎。当温度由-196℃升到-50～-15℃时，细胞内仍可能

形成大冰晶而致死胚胎。快速解冻法通常采用温水浴法，以 3000～3600 /min℃

的速率使胚胎在 30～40s 内从-196℃迅速升至室温。即将装有胚胎的细管由液氮

中取出，直接(或在空气中停留 5～10s)投入 20～35℃的温水中，10～20s 即可完

成解冻过程。这样，可避免了细胞内大冰晶形成，从而有效地保护了胚胎。 

6.2 降温与升温速率 

当水或溶液以极快的速度冷却，超过冷冻保护剂冰点和成核温度，使过冷的
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液体没有足够的时间来形成冰晶的晶核，并限制已形成的晶核向外扩大生长，亦

即降温的速率大于冰晶成核及晶核生长的速率，则液体就会固化形成玻璃态，所

以要实现玻璃化冷冻保存就必须加快降温速率[258]。 

储存于液氮内的细胞，需要解冻到常温后才能应用。若升温的速度不够快，

储存的细胞从液氮温度回升到成核温度时，细胞会从周围吸热，热力学发生变化

后出现再结晶现象，即发生所谓的“去玻璃化”现象[259]。去玻璃化过程有两种类

型，一种是原来降温过程中形成的微小冰核在升温的过程中形成冰晶；另一种是

没有微小冰核的标本中在复苏的过程中形成冰核并结晶生长。一般去玻璃化过程

中形成的冰晶对细胞和组织的损伤大于降温时形成的冰晶对细胞的损伤，因此必

须以一定的速率升温以避免加热复苏过程中的去玻璃化现象发生。玻璃化冷冻保

存细胞一般需要强化传热以加快降温和升温速率。 

6.3 除去冷冻保护剂的方法 

冷冻保护剂对胚胎或卵母细胞都有一定的毒性。当含有较高浓度冷冻保护剂

的胚胎或卵母细胞移入等渗培养液中，由于细胞内外存在较高的渗透压差，大量

水分子进入细胞而使其膨胀，导致细胞死亡。只有当保护剂被脱除后，胚胎或卵

母细胞复水，才能继续发育。目前，脱除冷冻保护剂的方法主要有三种。 

6.3.1 逐步稀释法 

用浓度递减的保护液逐步稀释，使冷冻保护剂脱除。此方法比较繁琐，但效

果好，目前普遍采用此方法。 

6.3.2 非渗透性溶液脱除法 

应用较高浓度的非渗透性保护液经一步或两步脱除保护剂。将解冻后的胚胎

移入含有高浓度的非渗透性保护液中，有助于脱除冷冻保护剂而不产生新的渗透

性损伤。此法常以蔗糖作溶质，蔗糖是非渗透性双糖，在稀释细胞内保护剂时起

缓冲渗透压的作用，防止水分大量渗入细胞而引起过度膨胀。此法已广泛用于冷

冻保护剂的脱除，但蔗糖所用浓度范围很大，从 0.05 mol/l 至 2.0 mol/l。这种方
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法包括 Niemaun 等的二步法及法国 Renard(1982)、日本铃木达行等（1983）、美

国 Leibo 等（1983）改进后的一步法及一步细管法。Delcampo 等（1990）和 Palaz

等（1990）研究发现，用 1.0 mol/l 或 0.5 mol/l 蔗糖液去除 1.5 mol/l GL，结果无

明显差异，但明显优于 0.3 mol/l 蔗糖稀释液。Xu 等(1988)却发现 0.5 mol/l 的效

果优于 0.75 mol/l。但也有研究指出，较低浓度的蔗糖液对一步法去除保护剂更

为有效。 

6.3.3 细管内脱出冷冻保护剂 

1983 年 Leibo 等提出一步细管法，冷冻时将冷冻保护剂及解冻液定量分装在

细管内的不同部位，解冻时使胚胎解冻和脱除冷冻保护剂一步完成，解冻后可直

接进行移植[260]。目前人们对这一方法继续进行研究，试图找出无需脱除即可直

接移植的冷冻保护剂。对于玻璃化冷冻的胚胎，在细管中间装入三段玻璃化液，

中间段含胚胎，其余部分为稀释液。解冻后手捏封口端摇晃均匀，然后直接移植，

细管内的保护液可起到双重作用：稀释胚胎内的保护剂有利于胚胎复水；降低输

入子宫内的保护剂浓度，从而减少对子宫内膜的刺激作用。玻璃化冷冻牛胚胎，

细管内脱出冷冻保护剂后直接移植，获得成功[261-262]。 

7 冷冻对卵母细胞造成的影响 

卵母细胞体积大，内部水分含量高，内容物丰富，使得卵母细胞的冷冻保存

受到了很大的限制，如猪卵母细胞中含有的大量脂肪粒，牛卵母细胞中含有的大

量囊泡等对低温十分敏感。 

7.1 对微管的影响 

卵母细胞中的微管主要是参与纺锤体形成。正常情况下，胞质中的微管由 α

管蛋白和 β 管蛋白结合组成。微管对温度敏感，0~4℃可引起微管的解降，25℃

以上时则有利于聚合[263-264]。据此，有人认为冷冻 GV 期卵母细胞比冷冻成熟卵

母细胞的效果要更好，但迄今为止有相同结论的研究报道不多[265]。 
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7.2 对微丝的影响 

微丝是由聚合肌动蛋白和自由肌动蛋白组成，它对纺锤体旋转、极体排出、

原核迁移和胞质分裂是必需的。正常情况下，两种肌动蛋白保持平衡，但冷冻保

存可能破坏这种平衡[266]。Saunders（1999）报道牛体外成熟卵母细胞解冻后微丝

正常分布率显著低于未冷冻组[267]。Nagashima 显微观察猪胚胎，发现冷冻时使

微丝系统产生重构，但解冻复温后又会恢复到常态[268]。 

7.3 对染色体的影响 

处于 MII 期的成熟卵母细胞其染色体松散地附着在纺锤体上，缺少包被的核

膜对低温相当敏感。许多研究表明，不论是慢速冷冻还是玻璃化冷冻卵母细胞，

解冻受精后，都可观察到畸形的染色体组型[269-270]。 

7.4 对透明带和细胞器的影响 

除上述因素外，低温冷冻对透明带和细胞器也产生一定的影响。冷冻除了造

成透明带本身的破损、断裂和脱落外，还可对其内在性质产生影响。冯怀亮（1996）

等报道，用玻璃化冷冻卵母细胞解冻后，透明带对蛋白酶的抵抗力显著增强。对

超微结构的影响，主要表现在质膜和一些细胞器上。孙青原等（1994）报道，对

牛 GV 期卵母细胞及体外成熟卵母细胞进行冷冻保存，经台盼蓝染色判定为存活

的卵母细胞均存在不同程度的亚细胞结构损伤：质膜内陷、破裂，胞质与透明带

相连，微绒毛数量减少或消失，线粒体分散、膨大，内质网囊池扩张，高尔基复

合体消失，细胞基质出现空白区等现象。 

8 影响卵母细胞冷冻效果的因素 

8.1 卵母细胞的不同发育时期对冷冻效果的影响 

从各种动物及人卵母细胞的冷冻试验发现，成熟卵母细胞的冷冻效果最好，

且从 GV 期到成熟期，随着卵母细胞成熟时间的增加其冷冻效果也呈上升趋势
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[271]。刘海军对山羊卵母细胞冷冻的研究，从 GV 期、体外成熟 9h、24h，冷冻

解冻后卵母细胞形态正常率、卵裂率都逐渐增加[272]。孙青原等用平衡冷冻法和

玻璃化法冷冻牛未成熟卵母细胞，研究卵母细胞解冻后细微结构的损伤，主要表

现为细胞膜的破坏和微绒毛的减少或消失，各种细胞器和内含物的损伤[273]。这

些结构的损伤是未成熟卵母细胞不能继续成熟、受精和发育的原因。 

8.2 卵母细胞脂肪含量对冷冻效果的影响 

细胞内脂质是造成细胞冷冻敏感性的重要原因[274]。猪的卵母细胞因其含脂

肪相对较高而对低温耐受性低。Nagashima 等采用去除胞质中的脂滴的方法对猪

卵母细胞进行了玻璃化冷冻的尝试 [275]。实验分为三组，第一组卵母细胞用

7.5μl/ml 细胞松弛素 B 预处理 10min 后再以 12500Xg 离心 10min；第二组用显微

操作法去除脂滴；第三组为对照组未经任何处理。将三组玻璃化冷冻后形态正常

率分别为 46%、58%、60%，三组之间无差别；带下精子注射受精率分别为 40%、

44%、0%；受精卵发育至 8 细胞的比率分别为 0%、100%、0%。结果表明去除

脂滴可明显提高猪卵母细胞冷冻效果。 

8.3 卵母细胞外围结构对冷冻效果的影响 

卵母细胞的外围结构特别是透明带，对卵母细胞起着极为重要的保护作用，

1982年Quinn等证明透明带完整的卵母细胞冷冻后存活率和受精率分别为71.0%

和 17.5%；而透明带不完整的卵母细胞分别为 31.0%和 14.5%。关于卵丘细胞对

卵母细胞的冷冻效果，结果不一。Whittingham、Michaelis 认为有无卵丘细胞对

冷冻效果没有明显影响；而 Lim 等在冷冻 GV 期卵母细胞时，保留和去除卵丘细

胞的卵母细胞冷冻解冻后成熟率分别为 44%和 30%，表明卵丘细胞的存在对卵

母细胞的冷冻效果有益[276]。Trounson、Imoedemhe 和 Sigue 的研究效果也证明卵

丘细胞的存在对人卵母细胞冷冻解冻后的发育有良好作用[277]。 

8.4 冷冻方法的影响 

目前卵母细胞超低温冷冻方法是借鉴于胚胎冷冻方法而建立的，常用的有慢
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速、快速冷冻法和玻璃化冷冻法。慢速冷冻中过慢的冷冻速度使溶液的电解质逐

渐升高，导致卵母细胞膜脂质蛋白复合体被破坏和膜被分解[278]。当细胞膜脱水

收缩达到临界最小体积时，又会使细胞膜的渗透性产生不可逆的损伤，原来不能

透过膜的溶质变成可渗透的，进而造成细胞损伤或死亡[279]。快速冷冻法中卵母

细胞必须经历低于 10℃的一段时间，低温对卵母细胞发育力很有影响[280]。玻璃

化法使通过使用高浓度冷冻保护剂而使液体在快速降温过程中形成非晶体的玻

璃态，从而避免了细胞内冰晶的形成。 

玻璃化法因其快速的冷却速率可有效地克服慢速、快速冷冻法中对卵母细胞

造成的负面影响，但玻璃化法的高浓度冷冻保护剂会造成对卵母细胞的细胞毒性

和渗透损伤。 

8.5 冷冻保护剂的影响 

冷冻保护剂的作用主要是促使细胞脱水，稀释溶液中溶质浓度，减少冷冻和

解冻过程中细胞渗透性损伤和阻止冰晶的形成。根据其对细胞膜的渗透能力可将

其分为渗透性保护剂（如：GL、DMSO、EG、PROH 等）和非渗透性保护剂（常

用的有：蔗糖、Ficoll、BSA、FBS 等）。渗透性保护剂的主要作用机制是与水结

合后，可使溶液的冰点下降，使之不易形成冰晶；除此外，在脱水和复水过程中，

它可以起到稀释溶液中溶质浓度，减轻盐害作用；进入细胞后，可降低细胞脱水

引起的皱缩程度和速度，缓解复温时渗透性膨胀所引起的损伤，从而起到冷冻保

护作用。非渗透性保护剂的作用则是通过提高细胞外液渗透压，使细胞在冷冻降

温前充分脱水，减少冰晶形成；同时，解冻复温复水过程中，在细胞外液产生足

够的渗透压，以防止水分过快地进入细胞而千万细胞过度膨胀死亡，从而达到冷

冻保护的目的。 

在早期卵母细胞冷冻实验中，人们往往只使用单一冷冻保护剂（渗透性保护

剂）[281]。后来，研究人员通过多方研究发现，在单一渗透性冷冻保护剂中添加

一定浓度的非渗透性保护剂，能显著提高卵母细胞冻后培养成熟率及胚胎后期发

育潜力。这方面研究最早是由 Scheffen 发现，现在在哺乳动物卵母细胞冷冻保存

中广为应用，只是不同的学者在具体操作有所不同，包括混合冷冻保护剂的组成、

浓度以及处理时间等[282-285]。在混合冷冻保护剂的使用中，最为典型的莫过于玻
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璃化冷冻液的配制。国外以 Kasai、Vajta 等人的报道较多，而国内则多采用朱士

恩冷冻保护配方，其基本组成都是以高浓度渗透性保护剂+高浓度非渗透性保护

剂（如 40%EG+18%Ficoll）。 

以上冷冻剂是人工有机化学物质，它们的使用对卵母细胞都不可避免地造成

损害。近些年来对抗冻动物保护机制的研究发现，大多数的抗冻动物可以合成一

些特殊的低温保护物质。提取这些物质用于卵母细胞冷冻保存，即使浓度很低也

能有效抑制冰晶的形成，且对卵母细胞无毒害作用。对这些天然低温保护物质的

使用，也有相反的声音，认为它们的添加对卵母细胞的冷冻效果没有什么促进作

用[286-287]，甚至会产生不利的影响[288]。对这些新型无毒抗冻剂的进一步研究使用，

可望能将胚胎和卵母细胞冷冻保存带入一个新的发展阶段。 

9 展望 

利用卵母细胞冷冻保存技术和胚胎冷冻技术可以建立“卵子库”和“胚子库”，

不仅可以解决目前卵母细胞来源短缺的问题，还可以使其它生物技术如体外受

精、克隆和转基因动物生产不受时间和空间的限制，并且代替家畜的活体保种和

濒危动物遗传种质资源保存。在人类医学上，卵母细胞的冷冻保存将会为那些由

于病理或其它原因造成不孕的病人提供一个挽救生育的机会。但是，卵母细胞的

冷冻保存仍然存在着许多尚待解决的问题，如卵母细胞对低温的敏感性很强，冷

冻保存后卵母细胞活力、受精率及其发育能力均明显降低。在不久的将来，随着

卵母细胞冷冻保存技术和胚胎冷冻保存技术的进一步完善和规范，使其与其它胚

胎工程技术相结合，必将在畜牧业生产、生物技术以及人类医学领域取得新的突

破。 
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第三章  牛卵母细胞体外成熟技术研究 

卵母细胞体外成熟是体外胚生产的基础，卵母细胞体外成熟不仅受到卵巢周

期、动物品种、卵泡大小、激素、血清等多种因素影响，而且与卵母细胞体外成

熟的程序和方法及操作熟练程度密切相关。卵母细胞成熟包括细胞胞质成熟和细

胞核成熟。在体内成熟的卵母细胞，细胞质和细胞核成熟几乎同时进行，但体外

成熟的卵母细胞往往是细胞核成熟早于细胞质成熟。目前，牛卵母细胞成熟效率

各个实验室报道不一致，成熟率大约在 30%～70%之间。在成熟培养中，常用

TCM199 添加血清和生殖激素作为基础培养液培养卵母细胞。本试验是以牛卵母

细胞为材料，以掌握和完善牛卵母细胞体外成熟体系，为体外胚胎生产奠定基础。 

1 试验材料与方法 

1.1 试验材料 

1.1.1 主要试剂 

促卵泡素（Follicle Stimulating Hormone，FSH，加拿大 bioniche，L032-B053）； 

促黄体素（Luteal Hormone，LH，宁波市激素制品有限公司，20060516）； 

17β-雌二醇（17-β-estrogen，17β-E2，上海博蕴科技有限公司，20070406）； 

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS，①北京元亨圣马生物技术研究所，

20060508；②GIBCO，Lot No 613866，Expiration：07/2011）； 

牛血清白蛋白(BSA，Albumin Bovine V，Roche 738328，Expiration：09/2009)； 

TCM199 培养液（Earles salts，Sigma，M-4530)； 

丙酮酸钠（Sodium Pyruvate，Sigma，P-2256）； 

透明质酸酶（Hyaluronidase，HE，Sigma 分装，H-3506）； 

青霉素钠（Penicillin G Sodium Salt，C16H17N2NaO4S，1650units/mg，Sigma，

PENNA，Bbiotech BOYUN，Expiration：09/2009）； 

硫酸链霉素（Streptomycin Sulfate，（C21H39N7O12）3H2SO4，Amresco 0382，
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Expiration：08/2010）； 

甘油（Glycerol，GL，天津市元立化工有限公司，20070105）； 

石蜡油（Mineral Oil，Sigma，M-8410）； 

生理盐水（陕西德福来有限责任公司，批号 2007082218）； 

超纯水（Super Pure Water，去离子 4 蒸水，自制）； 

无机盐试剂全部用实验室现有试剂。 

1.1.2 仪器与设备 

体视显微镜（OlypusTRPT-4045 型）； 

CO2 培养箱（SANYOMCO-15A，SANYOElectricCo.，Ltd.，Japan）； 

倒置显微镜（COIC-0802）； 

超净工作台（苏州无线电专用设备厂，SW-CJ-IB 型）； 

高压灭菌锅（上海医疗器械二厂，YXQ G01 280 型）； 

超纯水机（上海亚荣生化仪器厂，SZ-93 自动双重纯水蒸馏器）； 

电子天平（Sartorius,Germany，0.0001g）； 

酸度计（上海世诺物理光学仪器有限公司，PHB-1 型）； 

冰箱（TCL）； 

35mm 培养皿（美国）； 

4 孔培养板（瑞士）； 

1.1.3 卵巢采集 

实验用卵巢采自甘肃省平凉市崆峒区屠宰场。荷斯坦奶牛或黄牛屠宰后，在

20～30min 内取出卵巢，立即无菌采集卵巢，用解剖剪切除子宫及卵巢上多余的

脂肪组织后，放入盛有 1000ml 含 100IU/ml 青霉素和链霉素的灭菌生理盐水中，

热水瓶内温度保持在 30～35℃之间（初始控制温度 35℃）。1h 内带回实验室，

用 30～35℃无菌生理盐水冲洗三遍，无菌操作间或超净台内进行采卵。 
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1.2 试验方法 

1.2.1 牛卵泡卵母细胞的采集 

用抽吸法采集卵母细胞。卵巢带回实验室后，除去表面的血迹，用 35℃灭

菌生理盐水将卵巢清洗 3 次后，用灭菌滤纸或灭菌纸巾吸干卵巢表面的水珠，用

带有 12 号针头的 10ml 注射器抽取卵巢表面直径为 2～8mm 卵泡中的卵母细胞。

将抽取物缓慢注入 35mm 的拣卵皿中，静置沉淀 5～10min 后，于体视镜下拣取

COCs，移入另一 35mm 的拣卵皿中，加入适量拣卵液或采卵液(TCM199+10%血

清)稀释。挑选卵丘细胞完整致密，胞质均一，色泽浅的卵母细胞成熟培养。 

1.2.2 卵母细胞的筛选和分级 

把拣取的卵母细胞用拣卵液洗涤 3 遍，体视镜检卵，根据镜下 COCs 的形态

判定卵母细胞等级，然后讲行分级和计数。卵母细胞从形态学分为四级： 

A 级  卵丘细胞层完整而致密，不扩散，细胞质均匀、色泽浅而一致（暗凝），

形状规则，至少有 4 层卵丘细胞完全包裹的卵母细胞（卵丘细胞包裹 4～6 层以

上）；COCs 直径≥300μm。 

B 级  卵丘细胞层部分脱落，胞质均匀、色泽较浅而一致，卵丘细胞包裹 2～

4 层或 3 层，基本上包裹卵母细胞；COCs 直径≥200μm。 

C 级  卵丘细胞层极少或全部脱落的裸卵或胞质不均或呈现颗粒状、颜色发

黑。为半裸卵，卵母细胞外有部分卵丘细胞存在；COCs 直径≥100μm。 

D 级  级为裸卵、变形卵，包括退化的卵母细胞。COCs 直径＜100μm。 

A、B 两级用于体外成熟培养，一般成熟率较高，C 级也可用于体外成熟培

养，D 级不培养。 

选择 A、B 级卵母细胞用成熟培养液洗涤三次，然后移入已在 CO2 培养箱平

衡 2h 的 50μl\500μl 的成熟培养微滴中，上盖石蜡油，每个微滴培养卵母细胞 10～

40 枚。培养条件为 38.5℃，100%饱和湿度和 5%CO2。 
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1.2.4 卵母细胞的培养 

在体视镜下收集可用于体外成熟的 A、B、C 和 D 级 COCs，COCs 用洗卵

液洗涤 3～5 次，然后用成熟培养液洗涤 3～5 次，卵的洗涤处理是将检出的卵移

入已备好的培养皿(35×15mm)的微滴中，在平皿作 3 个微滴(50μl)，依次通过而

完成洗涤净化。在培养皿(35×10mm)的微滴(50μl)或四孔培养板(500μl)中培养

20～26h，培养条件为 5%CO2，38.5℃和饱和湿度。培养时用灭菌液体石蜡油覆

盖，每个微滴内培养 10～40 枚 COCs。 

多次洗涤可除去杂质和病原菌。 

1.2.5 卵母细胞体外成熟的判断 

卵母细胞成熟培养一定时间后，观察卵母细胞周围的卵丘细胞扩展情况、胞

质均一性，并抽检卵母细胞 PB1 排出情况。若卵丘细胞充分扩展，卵周隙扩大，

并有 PB1 排出判为成熟。以卵丘细胞扩张、PB1 排出作为卵母细胞体外成熟的标

志。 

卵母细胞成熟率测定。将卵母细胞放入含 0.1%的透明质酸酶的成熟液中

3min，用仅仅比卵母细胞大几个微米的吸管将卵母细胞反复吹入吸出，以去除卵

丘细胞。每次随即抽取部分 COCs，脱去胞外卵丘细胞，查 PB1 释放率。 

1.3 培养液配方 

采卵液：TCM199 液＋10%FBS。 

卵母细胞成熟培养液： 

基础液:TCM199 液中加入 25mmol Hepes、0.055mg/m1 丙酮酸钠、2.2mg/ml 

NaHC03 及 l00IU/ml 青、链霉素。 

成熟培养液：由基础液添加以下激素构成:10% FBS+10μg/ml FSH＋10μg/ml 

LH＋1μg/ml E2。 
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1.4 试验设计 

试验 1  将 COCs 按分级标准分为 A、B、C 和 D 级 4 级，分别进行成熟培

养，测定卵母细胞的成熟率。体外成熟培养时间为 24h，重复测定 30 次。 

试验 2  将 COCs 按来源卵泡大小分为大（φ＞8 mm）、中（2mm≤φ≤8mm）、

小（φ＜2 mm）3 组进行体外成熟培养，测定卵母细胞的成熟率。体外成熟培养

时间为 24h，重复测定 30 次。 

1.5 数据统计 

全部数据均用 SPSS13.0 软件进行方差分析和 LSD 显著性检验。 

2 试验结果 

2.1 COCs 级别对卵母细胞成熟的影响 

按照 COCs 分级标准，将 COCs 分为 4 级，分别进行成熟培养，测定卵母细

胞的成熟率。测定结果统计见表 3-1。 

 

表 3-1  不同级别 COCs 卵母细胞成熟率 

Table 3-1  Effect of the Different Grade COCs on the Oocyte Maturation 

COCs 级别 
Grade of COCs 

样本数 
Samples 

COCs 数（枚）

No.of COCs 
成熟 COCs（枚）

Mat.COCs 
成熟率（％） 
Rate Of Mat. 

标准误 
Std.Deviation

A 级 COCs First Grade 30 409 255 63.8097 a 12.5506 
B 级 COCs Second Grade 30 427 197 47.8090 b 9.9379 
C 级 COCs Third Grade 30 339 8 2.0123 c 3.6461 
D 级 COCs Forth Grade 30 186 0 0.0000 d 0.0000 

备注（Note）：ab、ac、ad、bc、bd、cd（p＜0.01）。 

 

表 3-1 资料表明，COCs 选择级别不同，其培养成熟率之间存在很大差异，

成熟率由高到低的顺序为 A 级、B 级、C 级和 D 级，各组之间的差异均达到极

显著水平（p＜0.01），其中 A 级 COCs 成熟率达到 63.81％，B 级 COCs 成熟率

达到 47.81％，明显高于 C 级 COCs 和 D 级 COCs，C 级 COCs 仅有个别发育成

熟，D 级 COCs 未见到发育成熟的卵母细胞。因此，A 级和 B 级 COCs 是卵母细
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胞体外培养和胚胎体外生产的主要资源。 

用表 3-1 资料绘制的不同级别 COCs 培育成熟率均数图（图 3-1）更直观地

反映了 COCs 成熟率与 COCs 级别之间的密切关系。 
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图3-1 不同级别COCs卵母细胞成熟率均数图 

Fig.3-1  Means Histogram of Oocyte Maturation Rate for Different Grade of COCs 

2.2 卵泡直径对卵母细胞成熟率的影响 

根据卵巢表面卵泡直径，将卵泡划分为大（φ＞8 mm）、中（2mm≤φ≤8mm）、

小（φ＜2 mm）三种类型，分别采集 COCs 和卵泡液。对采自三种不同类型卵泡

的 COCs 分别进行成熟培养，测定卵母细胞的成熟率。测定结果见表 3-2。 

 

表 3-2  COCs 不同来源对卵母细胞成熟的影响 

Table 3-2  Effect of the COCs From Different Size Follicle on the Oocyte Maturation 

卵泡直径 
Follicular Diameter 

样本数 
Samples 

COCs 数 
No.of COCs 

成熟 COCs
Mat.COCs

成熟率 
Rate of Mat. 

标准误 
Std. Deviation 

卵泡直径＜2mm 30 649 128 19.0647 b 4.4812 
卵泡直径 2～8mm 30 945 578 61.8433 a 8.3118 
卵泡直径＞8mm 30 147 30 17.0723 c 12.7210 

备注：ab、ac（p＜0.01）；bc（p＞0.05）。 

 

表 3-2 资料表明，卵母细胞的成熟率与采集 COCs 时的卵泡直径关系密切。

卵泡直径2～8mm组的卵母细胞的成熟率高达61.82%，显著高于卵泡直径＜2mm

组（19.06%）和卵泡直径＞8mm 组（17.07%）（p＜0.01）。后 2 组中卵泡直径＜

2mm 组略高于卵泡直径＞8mm 组，但无显著差异（p＞0.05）。因此，在卵母细

胞体外培养过程中，宜选择卵泡发育水平基本正常的卵泡采集 COCs，而不宜选

择卵泡发育过大或过小的边际卵泡。 
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用表 3-2 资料绘制的不同卵泡直径 COCs 卵母细胞成熟率均数图（图 3-2）

同样直观反映了卵母细胞成熟率与卵泡直径之间的密切关系。 
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图3-2  源于不同直径卵泡COCs的卵母细胞成熟率均数图 

Fig.3-2  Means Histogram of Oocyte Maturation Rate for Different size Follicle 

3 分析讨论 

3.1 COCs 级别对卵母细胞成熟的影响 

在采集卵母细胞过程中，回收液中含有不同级别的 COCs，其大小、形态、

发育潜力等方面均存在差异。COCs 依其卵丘细胞对卵母细胞的包被程度分为 4

级，其中 A 级至少有 4 层卵丘细胞完全包被卵母细胞，B 级 2～4 层卵丘细胞基

本上包被卵母细胞，C 级为半裸卵，卵母细胞外有部分卵丘细胞存在，D 级为裸

卵、变形卵，包括退化的卵母细胞。 

卵丘细胞与卵母细胞之间存在着广泛的间隙连接，为卵母细胞提供大量的营

养物质，如卵母细胞成熟所需的蛋白质的磷酸化与去磷酸化、氨基酸的摄入都受

卵丘细胞的调节，cAMP、IP3 等第二信使也是通过缝隙连接从卵丘细胞进入卵

母细胞的，对卵母细胞的成熟起着非常重要的调节作用。在卵母细胞成熟过程中，

卵丘细胞层高度扩展，并且分泌多种物质，促进了卵母细胞核成熟和胞质成熟。

卵母细胞的成熟也促进卵丘细胞的进一步扩展，FSH 和 EGF 刺激卵母细胞产生

并分泌透明质酸。因此从卵丘细胞的扩展程度可以判定卵母细胞的成熟效果。当

卵母细胞接近成熟时，卵丘细胞与卵母细胞的间隙连接也就变得松散，卵丘细胞

向卵母细胞传递的卵母细胞减数分裂抑制物质减少，引起卵母细胞核成熟排出

PB1，PB1 的排出是判定卵母细胞体外成熟的主要特征。成熟良好的卵母细胞，

卵丘细胞层也容易吹散。李裕强（2001）研究得出在卵母细胞体外成熟阶段，包
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裹在卵母细胞外周的卵丘细胞的层数和紧密程度，对卵母细胞受精和卵裂以及胚

胎发育均有很大的影响，而且发育能力随卵丘细胞层数的增加呈增加的趋势。 

本试验表明，COCs 等级对卵母细胞的成熟有显著的影响，A 级和 B 级 COCs

的成熟率显著高于 C 级和 D 级，A 级成熟率达到 63.81％，B 级成熟率达到 47.81

％，明显高于 C 级 2.01％和 D 级 0.00％，这与 COCs 的卵丘细胞数量和培养扩

展有很大关系，同样表明卵丘细胞对卵母细胞的包被程度直接影响了卵母细胞的

成熟程度。因此，COCs 的形态等级直接体现为卵丘细胞的数量，包被好的 A 级

和 B 级 COCs 是卵母细胞体外培养和胚胎体外生产的主要资源和选择对象。 

3.2 卵泡直径对卵母细胞成熟率的影响 

利用屠体离体卵巢采集 COCs 时，卵巢表面分布有不同发育时期的卵泡，具

体体现为直径和体积差异很大。在采集 COCs 时选择合适的卵泡直接影响将后卵

母细胞成熟率。据报道，直径为 2～6mm 的卵泡为体外培养最佳卵泡，小于 2mm

卵泡发育能力很低，卵泡卵母细胞的减数分裂能力和胞质成熟能力差[22]；直径大

于 6mm 的卵母细胞其卵裂率及囊胚发育率显著高于直径 2～6mm 小卵泡卵[23]。

Pavlok 报道，2～8mm 之间卵泡卵母细胞有相似的卵裂率及囊胚发育率，而小于

2mm 卵泡卵几乎完全缺乏发育至囊胚的能力，所以选择牛卵巢 2～8mm 卵泡采

卵为宜。但是如果选择大卵泡，由于卵泡液中含有大量浑浊物，不利于检卵，而

且采出的卵泡液浓度过大有凝固趋向。在卵泡形态上，要注意选择淡黄色的透亮

卵泡，发红发紫有充血的症状，一般不予选用。 

在选择卵巢卵泡过程中，不仅要考虑卵泡直径，同样要考虑采集卵泡的数量。

从报道的资料看，直径为 2～6mm 的卵泡为体外培养最佳卵泡，但明显限制了

COCs的获得数量。本试验中选择了卵泡直径＞8mm、直径 2～8mm和直径＜2mm

三种类型的卵泡采集 COCs，卵母细胞成熟培养表明，卵母细胞的成熟率与采集

COCs 时的卵泡直径关系密切，其中卵泡直径 2～8mm 组的卵母细胞的成熟率高

达 61.82%，显著高于其它组，并且采集的 COCs 比较多，这与 Pavlok 的报道结

论一致。 

所以，在卵母细胞体外培养过程中，宜选择卵泡发育水平基本正常的卵泡采

集 COCs，而不宜选择卵泡发育过大或过小的边际卵泡。 
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4 小结 

本次试验的目的是选择卵母细胞体外成熟培养的方法。试验从 COCs 的级别

选择和卵巢卵泡直径选择 2 个方面进行了研究探讨。通过对试验结果的分析和讨

论看，可以认为：①在卵母细胞成熟培养过程中，选择 A 级和 B 级 COCs 的成

熟率显著高于 C 级和 D 级，操作过程中首先应选择 A 级和 B 级 COCs。②在卵

巢卵泡大小的选择方面，卵泡直径 2～8mm 组的卵母细胞成熟率显著高于其它

组，操作过程中应选择直径 2～8mm 卵泡采集 COCs。 
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第四章  牛卵母细胞体外受精技术研究 

哺乳动物刚射出的精子并不具备受精能力，精子受精之前，须经过获能，发

生顶体反应，才能使精子与卵子透明带发生作用，其中精子活力和顶体反应是影

响受精效率的关键因素。在生殖道内，精子可以自动完成获能过程，但是在体外，

必须经过特定的获能处理。在输卵管内，精子的获能和精子的运动能力主要受宫

颈和输卵管内的分泌物调控，如 cAMP、氨基多糖（GAG）和离子等。精子是否

与透明带识别，穿过卵黄膜，受精形成受精卵是评价精子获能的主要指标。近年

来，随着精子获能机制的逐步解析，生殖道液体中诱导获能和顶体反应因子得到

了深入了解。在体内，诱导精子获能的活性物质主要是发情期输卵管液中的氨基

多糖。肝素是高度硫酸化的氨基多糖，能提高精子运动，诱导精子获能和顶体反

应，添加肝素能提高受精率、卵裂率和胚胎囊胚发育率。肝素和咖啡因联合应用，

可以减少精子进入卵子的时间，增加精子受精和胚胎发育率。精子浓度对受精和

胚胎发育也有影响。本试验的目的是对牛精子体外获能的方法和体外受精效果作

进行研究和探讨，为成熟卵母细胞的受精和胚胎发育提供科学依据。 

1 试验材料与方法 

1.1 试验材料 

1.1.1 主要试剂 

促卵泡素（Follicle Stimulating Hormone，FSH，加拿大 bioniche，L032-B053）； 

促黄体素（Luteal Hormone，LH，宁波市激素制品有限公司，20060516）； 

17β-雌二醇（17-β-estrogen，17β-E2，上海博蕴科技有限公司，20070406）； 

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS，①北京元亨圣马生物技术研究所，

20060508； GIBCO② ，Lot No 613866，Expiration：07/2011）； 

牛血清白蛋白(BSA，Albumin Bovine V，Roche 738328，Expiration：09/2009)； 

TCM199 培养液（Earles salts，Sigma，M-4530)； 
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咖啡因（Caffeine，Biotech boyun，s06020）； 

肝素钠(Haparin Sodium Salt，Sigma，Lot46D8537)； 

丙酮酸钠（Sodium Pyruvate，Sigma，P-2256）； 

透明质酸酶（Hyaluronidase，HE，Sigma 分装，H-3506）； 

青霉素钠（Penicillin G Sodium Salt，1650units/mg，Sigma，PENNA，Bbiotech 

BOYUN，Expiration：09/2009）； 

硫酸链霉素（Streptomycin Sulfate，Amresco 0382，Expiration：08/2010）； 

乙二醇（Ethylene Glycol，EG，莱阳市双双化工有限公司，20070310）； 

甘油（Glycerol，GL，天津市元立化工有限公司，20070105）； 

石蜡油（Mineral Oil，Sigma，M-8410）； 

生理盐水（陕西德福来有限责任公司，批号 2007082218）； 

超纯水（Super Pure Water，去离子 4 蒸水，自制）； 

无机盐试剂全部用实验室现有试剂。 

1.1.2 仪器与设备 

体视显微镜（OlypusTRPT-4045 型）； 

CO2 培养箱（SANYOMCO-15A，SANYOElectricCo.，Ltd.，Japan）； 

倒置显微镜（COIC-0802）； 

超净工作台（苏州无线电专用设备厂，SW-CJ-IB 型）； 

高压灭菌锅（上海医疗器械二厂，YXQ G01 280 型）； 

超纯水机（上海亚荣生化仪器厂，SZ-93 自动双重纯水蒸馏器）； 

电子天平（Sartorius,Germany，0.0001g）； 

酸度计（上海世诺物理光学仪器有限公司，PHB-1 型）； 

冰箱（TCL）；35mm 培养皿（美国）；4 孔培养板（瑞士）； 

台式离心机（4000rpm，上海安亭科学仪器厂）。 

1.1.3 牛卵巢和精液 

实验用卵巢采自甘肃省平凉市崆峒区屠宰场。荷斯坦奶牛或黄牛屠宰后，在
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20～30min 内取出卵巢，立即无菌采集卵巢，用解剖剪切除子宫及卵巢上多余的

脂肪组织后，放入盛有 1000ml 含 100IU/ml 青霉素和链霉素的灭菌生理盐水中，

热水瓶内温度保持在 30～35℃之间（初始控制温度 35℃）。1h 内带回实验室，

用 30～35℃无菌生理盐水冲洗三遍，无菌操作间或超净台内进行采卵。 

实验用精液为上海金晖公司 0.25m1 南德温牛（SD）冻精，编号以实际使用

时纪录为准。 

1.2 试验方法 

1.2.1 卵母细胞的的采集与培养 

用抽吸法采集卵巢表面直径为 2～8mm 卵泡中的卵母细胞，在体视镜下收集

可用于体外成熟的 A、B 级 COCs，COCs 用洗卵液洗涤 3～5 次，然后用成熟培

养液洗涤 3～5 次，卵的洗涤处理是将检出的卵移入已备好的培养皿(35×15mm)

的微滴中，在平皿作 3 个微滴(50μl)，依次通过而完成洗涤净化。在培养皿

(35×10mm)的微滴(50μl)或四孔培养板(500μl)中培养 24h，培养条件为 5%CO2、

38.5℃和饱和湿度。培养时用灭菌液体石蜡油覆盖，每个微滴内培养 10～40 枚

COCs。 

1.2.2 卵母细胞体外成熟的判断 

卵母细胞成熟培养一定时间后，观察卵母细胞周围的卵丘细胞扩展情况、胞

质均一性，并抽检卵母细胞 PB1 排出情况。若卵丘细胞充分扩展，卵周隙扩大，

并有 PB1 排出判为成熟。以卵丘细胞扩张、PB1 排出作为卵母细胞体外成熟的标

志。选择成熟度较好的卵母细胞进行体外受精。 

1.2.3 精子分离及获能方法 

（1）上浮法精子分离。取 0.25m1 SD 牛细管冻精一支，35℃水浴解冻 20sec，

检查活力(低限为 0.3)，然后立即将精液沿离心管管壁轻轻推入离心管底部，将

加有精液和 5ml BO 液的离心管在 CO2 培养箱倾斜 45°放置 10～60min，使离心
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管底部有活力的精子尽可能上浮至洗精液上部，然后取出离心管，吸取上层约

4ml含有精子的BO液转移至另一离心管，再加入 lmlBO液、离心(1500rpm，5min)，

弃上清液，用 150μl（0.15ml）获能液悬浮分离精子，并调整精子浓度为 1×l06

个/ml。在 CO2 培养箱孵育 10～15min 获能备用。 

（2）离心法精子分离。取 0.25m1 SD 牛细管冻精一支，35℃温水解冻 20sec，

检查活力(低限为 0.3)，然后立即将精液沿 BO 液面轻轻推入装有 5m1 BO 液的离

心管中，摇匀后 1500rpm 离心 5min，第一次离心结束后，分离上清液（上部 4.5ml）

和沉淀液（下部 0.5ml），检查精子活力(低限 0.4 有超活化现象)，活力符合规定

后，再在沉淀液中注入 4.5m1 BO 液，在上清液中注入 0.5m1 BO 液，1500rpm

离心 5min，均弃上清，用 150μl（0.15ml）获能液悬浮分离精子，调节精子密度

至 1×106/ml（用 BO 液），在 CO2 培养箱孵育 10～15min 获能备用。 

1.4 卵母细胞体外受精 

将成熟培养 24h、卵丘细胞充分扩展的成熟 COCs 用受精液充分洗涤 3 遍，

然后按每微滴(50μl 或 500μl)10～40 枚移入己平衡 2h 以上、有石蜡油覆盖的受精

受精液中，再加入等体积的经浓度调整的精液，置 CO2 培养箱中孵育 8h（BO 液

洗涤和获能)。 

受精结束后，震荡去除卵母细胞外围的精子和卵丘细胞，受精卵继续进行胚

胎培养。 

1.5 体外胚胎培养 

使用 4 孔板进行胚胎培养，用 500μl IVC 培养液，每次培养受精卵 20～40

枚，培养液上面覆盖石蜡油。培养 48 h 后，观察且记录胚胎卵裂情况，去除未

卵裂的卵母细胞，补加等量置换的 IVC 培养液，继续培养 120 h，记录囊胚发育

情况。胚胎培养过程中使用共培养系统。 

1.6 培养基的配制 

采卵液：TCM199 液＋10％FBS。 
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IVM 液：①基础液（TCM199 液中加入 25mmol Hepes、0.055mg/m1 丙酮酸

钠、2.2mg/ml 碳酸氢钠及 l00IU/ml 青、链霉素）； IVM② 液（①＋10%FBS+10μg/ml 

FSH＋10μg/ml LH＋1μg/ml E2）。 

BO 液（清洗液）：由 A 液和 B 液两部分组成（g/1000ml）：A 液：NaC1 6.5500、

KC1 0.3000、NaHC03 3.1040、NaH2PO4H2O 0.1130、Glucose 2.5000、Na-pyruvate 

0.0550、Penicillin 0.0310 和 Streptomycine 0.050；B 液：MgC126H2O 0.1060、

CaC122H2O 0.3300。将 A 液、B 液混匀，加入 0.1%Phonol red 2ml（0.4%Phonol 

red0.5ml），调整 pH值至 7.2～7.4（用 pH计测定），用去离子四蒸水定容到 1000ml，

调制成 BO 液，其渗透压浓度为 300mOsm。 

获能液（受精液）：BO 液+3mg/ml BSA+10μg/ml 肝素钠+5mmol 咖啡因。 

IVC 液：TCM199＋10%FBS＋0.1 mg/ml 谷氨酰胺(Gln)＋1μg/ml 表皮生长因

子(EGF)＋共培养系统。 

1.7 试验设计 

试验 1  探讨不同精子处理方法对精子获能效果和卵母细胞受精率的影响。

精子处理方法有上游法、Percoll 法等，本试验采用不同的上浮法和直接离心法处

理精子。通过不同上浮或离心处理，观察精子获能效果，选择获能效果好的上浮

法和离心法用于卵母细胞体外受精研究。 

试验 2  探讨温度对精子获能和卵母细胞受精率的影响。精子分别在 20℃～

24℃室温和 38.5℃恒温（CO2 培养箱）温度条件下上浮和获能 10～60min，精卵

共孵育时间 8h。观察受精卵及桑囊胚发育情况。 

试验 3  探讨精子浓度与受精的关系。使用不同浓度（1.0×106、1.5×106 和

3.0×106 个/ml）精子与卵子共同孵育 8h 后，观察受精卵的受精情况，48h 后观察

卵裂数。 

1.8 数据统计 

全部数据均用 SPSS13.0 软件进行方差分析和 LSD 检验。 
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2 试验结果 

2.1 精子离心法获能效果 

依据离心法精子分离和获能程序，精子洗涤分为 2 个阶段，第一阶段为初级

分离，第二阶段是在第一阶段的基础上对沉淀液和上清液分别添加 BO 液定容到

5ml 后，各自进行第二次离心。获取 2 种沉淀液（0.5ml 左右）并进行获能处理。 

用 150μl 获能液悬浮分离精子，用 BO 液调节精子密度至 1×106 个/ ml，在

CO2 培养箱孵育 10～20min 获能备用。 

将获能液加入 2 种二次沉淀液前立即抹片，对离心后的活力和精子密度进行

检查。试验统计结果详见表 4-1。 

 

表 4-1  精子离心法活力比较 

Table 4-1  Compare of Sperm Activation by Centrifuged 

精子活力 
Sperm Activation 

样本 
Samples 

均数 
Mean of S.A. 

标准差 
Std. Deviation 

冻精活力 
S.A. of Thawing Freezed Sperm 

20 0.4050 c 0.0510 

2次离心上清液活力 
S.A. of Up-liquid Sperm by Second Centrifuged 

20 0.5579 a 0.0854 

2次离心沉淀液活力 
S.A. of Deposit-liquid Sperm by Second Centrifuged 

20 0.4381 b 0.0669 

备注（Note）：ab、ac（p＜0.01），bc（p＞0.05）。S.A. Means Sperm Activation 

 

离心法是精子分离的方法之一，现有的资料全部是直接利用沉淀液，或者继

续对沉淀液进行第二次离心，用第二次离心获得的沉淀液进行获能处理。在预备

试验中，发现离心上清液的离心精子和品质优于沉淀液的。在本试验中，对这一

现象进行了更深入研究，发现预备试验中的现象在后期试验中的重复率很高。表

4-1 统计分析表明，2 次离心上清液活力为 0.56，显著高于 2 次离心沉淀液活力

（0.44）和冻精解冻时活力（0.41）（p＜0.01），而后 2 者之间以沉淀液活力为好，

但无统计学差异（p＞0.05）。另外，2 次离心上清液的透明度非常好，其沉淀液

中肉眼观察不到可见的防冻剂等，表明 2 次离心上清液及其沉淀液已更进一步对

防冻剂、稀释剂进行了稀释和清洗，可能进一步降低了他们对精子的损伤程度。 
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以上结果图示如下。图 4-1 直观反映了上述试验结果，2 次离心上清液活力

均数点显著高于其它 2 组。 

冻精活力

0.4050

2次离心上清液活力

0.5579

2次离心沉淀液活力

0.4381

0.3000

0.3500

0.4000

0.4500

0.5000

0.5500

0.6000

1  

图 4-1 精子离心活力均数比较图 

Fig.4-1  Means Histogram Compare of S.A.by Centrifuged 

对 2 次离心上清液和 2 次离心沉淀液同时进行获能处理，并按 10min、15min

和 20min 三个时段进行精子获能活力检查，测定不同处理及其不同时段的最佳获

能效果。测定结果见表 4-2。 

表 4-2 统计分析资料表明，2 次离心上清液获得的精子不仅活力高，而且获

能效果更好，表现为镜检活力高，视野清晰，死亡精子和畸形精子少，超活化精

子比例高等；相反，2 次离心沉淀液获得的精子活力比较低，表现为镜检时视野

较混浊，死亡精子和畸形精子多，虽然超活化精子较多，但总体视觉效果差，死、

弱、畸精子影响了获能效果。获能效果最好的是上清液 10min，活力达到 0.59，

其次为上清液 15min，活力为 0.58，二者均显著高于其他组（p＜0.01）；在沉淀

液组活力的升降序列也是 10min 优于 15min 和 20min。但从精子超活化和获能效

果综合分析，应选用上清液 15min 组的获能精子进行体外受精。 

表 4-2  精子不同离心方法获能效果 

Table4-2  Effect of Sperm Capacitation for Different Management 

处理 
Management 

样本 
Samples 

精子活力均数 
Mean of S.A. 

标准差 
Std. Deviation 

上清液10min  Up-liquid 20 0.5900 a 0.11653 
上清液 15min  Up-liquid 20 0.5850 b 0.10400 
上清液 20min  Up-liquid 20 0.4950 c 0.06048 
沉淀液 10min  Deposit -liquid 20 0.4050 d 0.02236 
沉淀液 15min  Deposit -liquid 20 0.3150 e 0.03663 
沉淀液 20min  Deposit -liquid 20 0.2600 f 0.05026 

备注（Note）：ab、bc（p＜0.05），ac、ad、ae、af、bc、bd、be、bf、cd、ce、cf、de、df
（p＜0.01），ef（p＜0.05），ab（p＞0.05）。 
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将以上统计资料转化为图形显示，2 次离心上清液精子获能效果占据了高位

部分，2 次离心沉淀液则居于下部。说明采用不同的离心方法可产生不同的获能

效果。 
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图 4-2  不同精子获能方法获能效果均数比较图 

Fig.4-2 Means Plots of Sperm Capacitation for Different Management 

2.2 温度对精子获能的影响 

2.2.1 室温对精子获能的影响 

一般情况下，精子洗涤、上浮和获能均在 CO2 培养箱中进行，但其过程过

于复杂，反复开启 CO2 培养箱时对箱内其他培养物及箱内微环境有较大影响。

在此基础上，提出了室温条件下在超净工作台上进行精子获能试验，探讨室温对

精子获能的影响。室温控制在 20℃～24℃温度条件下获能 10～60min，测定精子

活力的变化。实验时每 5min 镜检 1 次精子活力。室温条件下不同时间单位精子

活力测定结果见表 4-3。 

对照室温下不同上浮时间的精子活力均数绘制趋势图（图 4-3）和表 4-3 统

计分析资料，室温上浮中以 45min 组的上浮效果最好，精子平均活力达到了 0.68

（p＜0.01），其次为 50min 组，达到 0.62。在项目后期试验中，均以上述试验为

基础，选择了上浮 45min 组的获能精子进行体外受精研究。 
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表 4-3  室温条件下上浮不同时间的精子活力 

Table 4-3  Sperm Activation of Different Time of Swimming-up in Room Temperature 

处理 
Management 

样本 
Samples

精子活力均数 
Mean of S.A. 

标准误 
Std. Deviation 

冻精解冻活力  S.A. of Thawing Freezed Sperm 15 0.5000 g 0.0534 
上浮15min  Swimming-up 15 min 15 0.5667 c 0.0723 
上浮20min  Swimming-up 20 min 15 0.6200 b 0.0560 
上浮25min  Swimming-up 25 min 15 0.5933 bc 0.0798 
上浮30min  Swimming-up 30 min 15 0.6100 bc 0.0603 
上浮35min  Swimming-up 35 min 15 0.5467 df 0.0990 
上浮40min  Swimming-up 40 min 15 0.5900 bce 0.0603 
上浮45min  Swimming-up 45 min 15 0.6800 a 0.0455 
上浮50min  Swimming-up 50 min 15 0.6233 b 0.0623 
上浮55min  Swimming-up 55 min 15 0.6033 bc 0.0789 
上浮60min  Swimming-up 60 min 15 0.5267 de 0.0562 

备注(Note)：以英文字母顺序排列，相邻字母之间p＜0.05，间隔字母之间p＜0.01。 
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图 4-3  室温下不同上浮时间的精子活力均数比较图 

Fig.4-3  Means Plots of Sperm Activation of Different Time for Swimming-up in Room Temperature 

 

2.2.2 CO2培养箱上浮对精子获能的影响 

精子 CO2 培养箱（38.5℃）上浮法获能的特点是精子在高温下运动速度快，

高活力精子上浮较快。本试验结果（表 4-4）表明，上浮 30min 时精子活力已经

达到最大值，比室温上浮的快 15min，但此后的活力下降速度很快，图 4-4 对此

趋势给予了较好的描述。 
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表 4-4  CO2 培养箱（38.5℃）不同上浮时间的精子活力 

Table 4-4  Sperm Activation of Different Time of Swimming-up in CO2 Incubater（38.5℃） 

处理 
Management 

样本 
Samples

精子活力均数 
Mean of S.A. 

标准误 
Std. Deviation 

冻精解冻活力  S.A. of Thawing Freezed Sperm 15 0.4800 d 0.0527 
上浮15min  Swimming-up 15 min 15 0.5367 c 0.0667 
上浮20min  Swimming-up 20 min 15 0.5933 b 0.0562 
上浮25min  Swimming-up 25 min 15 0.6067 b 0.0798 
上浮30min  Swimming-up 30 min 15 0.6967 a 0.0766 
上浮35min  Swimming-up 35 min 15 0.5867 b 0.0743 
上浮40min  Swimming-up 40 min 15 0.5300 c 0.0527 
上浮45min  Swimming-up 45 min 15 0.4633 d 0.0441 
上浮50min  Swimming-up 50 min 15 0.4367 d 0.0480 
上浮55min  Swimming-up 55 min 15 0.4100 e 0.0338 
上浮60min  Swimming-up 60 min 15 0.3867 e 0.0441 

备注（Note）：以英文字母顺序排列，不同字母之间p＜0.01，相同字母之间p＞0.05。 
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图 4-4  CO2 培养箱（38.5℃）中不同上浮时间的精子活力均数比较图 

Fig.4-4  Means Plots of Sperm Activation of Different Time for Swimming-up in CO2 Incubater 

2.3 精子上浮法和离心法的受精效果 

利用上清液获能精子、沉淀液获能精子、45min 室温上浮获能精子、30min 

CO2 培养箱上浮获能精子对成熟卵母细胞按照设计程序进行体外受精，培养 48h

后进行镜检，记录 2C 及其以上卵裂细胞数，对不同获能方式获能的精子进行体

外受精效果评价。各项实验测定结果详见表 4-5。从表中统计分析数据看，各组

数据接近，差异均不显著（p﹥0.05），但总体效果以上清液获能精子的卵裂率最
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高，表明其受精效果最好，其他组基本接近。 

表 4-5  不同方法获能精子与卵母细胞受精率（%） 

Table 4-5 Fertilization Rate of Oocyte by Capacitated Sperm in Different Treatments 

项目 
Management 

样本数 
Samples

卵母细胞数

No.of O.M. 
卵裂数 

No.of 2-cell
受精率均数 

Rate of Fertilization 
标准误 

Std. Deviation
上清液获能精子受精率 
Fertilization of Up-liquid 

30 478 205 43.2123 9.3765 

沉淀液获能精子受精率 
Fertilization of Deposit -liquid 

30 471 192 40.1867 7.8066 

室温上浮获能精子受精率 
Fertilization of Room Temperature 

30 478 199 41.4007 7.2640 

CO2培养箱上浮获能精子受精率 
Fertilization of CO2 Incubater 

Temperature 
30 435 182 41.5057 5.7422 

备注（Note）：各组之间差异均不显著（p＞0.05）。O.M. Means Oocyte Maturation。 

 

对 4 个组的受精率均数制作如下均数图（图 4-5），更好地显示了各组的变化

特点。 
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图 4-5  不同精子获能方法对卵母细胞受精率的影响（均数图） 

Fig.4-5  Means Plots of Fertilization Rate of Oocyte by Capacitated Sperm in Different Treatments 

2.4 精子浓度与受精的关系 

使用不同浓度的精子进行体外受精（上清液获能精子和 45min 室温上浮获能

精子），精子浓度选用高（3.0×106 个/ml）、中（1.5×106 个/ml）、低（1.0×106 个/ml）

3 类与卵子共同孵育 6～8h，48h 后观察卵裂数。精子浓度用血球计数器测定。

各项测定数据统计结果见表 4-6。结果表明，中浓度组的平均受精率为 47.34﹪，

显著高于低浓度组的 42.38﹪（p＜0.05）和高浓度组的 33.96﹪（p＜0.01）；低浓
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度组的平均受精率显著高于高浓度组平均受精率（p＜0.01）。 

上述结果表明，在本试验中，卵母细胞体外受精所需精子的浓度应保持在适

度范围内，既不能太高，也不宜偏低，精子浓度以 1.0×106～1.5×106个/ml 为宜。

其变化趋势见图 6-6。 

表 4-6  不同浓度的获能精子与卵母细胞的受精率 

Fig.4-6  Fertilization Rate of Oocyte in Different Sperm Concentration 

项目 
Management 

样本数 
Samples 

卵母细胞数

No.of O.M. 
卵裂数 

No.of 2-cell
受精率均数 

Rate of Fertilization 
标准误 

Std. Deviation 
精子密度高（300万/ml） 

High Concentration of Sperm 
30 402 137 33.9637 c 5.3815 

精子密度中（150万/ml） 
Middle Concentration of Sperm 

30 403 190 47.3357 a 10.4297 

精子密度稀低（100万/ml） 
Low Concentration of Sperm 

30 382 162 42.3837 b 5.7162 

备注（Note）：ab（p＜0.05），ac、bc（p＜0.01）。 
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图 4-6  不同浓度精子对卵母细胞受精率的影响 

Fig.4-6  Means Histogram of Fertilization Rate of Oocyte in Different Sperm Concentration 

3 分析讨论 

本试验从多个方面对牛卵母细胞体外受精技术涉及的关键环节进行了研究，

对比测定了精子获能的不同方法的获能效果，并进行了受精试验和卵裂测定。 

3.1 精子获能方法的研究 

常用的精子获能方法主要是上浮法和 Percoll 法，有时也用离心法。上浮法

利用高活力精子运动快，低活力精子运动慢的特点，使高活力精子在一定条件下

上浮到洗涤液的上清液中，通过对上清液的离心获得清洗干净和活力高的精子进

行获能处理，此法的效果比较稳定。Percoll 密度梯度分离法是利用高活力精子比

低活力精子密度大，离心后精子按照密度大小分布于不同密度的梯度中，高活力
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精子可以在 Percoll 梯度的高密度区获得，此法的效果相对较差。离心法是将精

液直接加入洗涤液中混匀，直接进行离心处理，将上清液弃掉，将离心管底部的

沉淀进行获能处理，此法不能完全除去冷冻剂，对精液的洗涤不彻底，影响获能

和体外受精的效果。本研究采用了离心法和上浮法精子洗涤和获能的方法，结合

试验测定，对 2 种方法均进行了新探索和改进。 

离心法的程序简单，可控性好，在试验前期试验过程中，发现第一次离心的

上清液中有大量活力很好的精子存在。经过对上清液的二次离心，其沉淀物中的

精子不仅活力好，而且在显微镜视野下清晰度非常好，无冷冻剂和稀释剂的颗粒

等存在，死弱畸精子少，与原法第一次和第二次离心沉淀物形成了鲜明对比。其

结果在精子获能和体外受精过程中得到了证明，即利用上清液 2 次离心得到的精

子获能效果好，受精能力强。 

上浮法的程序也较简单，与离心法相比，其特点体现在第一阶段的上浮过程

中。其第二阶段与离心法异曲同工。从 2 种上浮法的结果看，室温上浮时由于室

温变化较大，每次上浮效果差异也较大，均数点状图未形成稳定的抛物线。利用

CO2 培养箱进行精子上浮时，由于处于恒温环境，精子上浮效果比较稳定，均数

图的抛物线趋势明显。从稳定性和降低精液利用率方面考虑，在精子获能和卵母

细胞体外受精时，应首选 CO2 培养箱恒温精子上浮和获能的方法。另外，Parrish

（1986）首次报道使用上浮法处理精子时指出，上浮法处理过程耗时较长，所需

冻精量要多，才能保证精子回收浓度。本研究虽然未探讨精液用量和上浮精子的

关系，但试验中还是发现精液量较大时（用 2 枚冻精）上浮效果更好些。 

3.2 精子上浮法和离心法的受精效果 

本试验选用了 4 种精子获能方法，在卵母细胞体外受精过程中也表现出了相

似的卵裂情况，受精率由高到低的序列为上清液获能＞恒温上浮获能＞室温上浮

获能＞沉淀液获能，其趋势与精子获能效果相一致。从实际应用方面分析，前 2

种方法的效果比较稳定，宜作为精子获能和体外受精的主要方法。 

3.3 精子浓度与受精的关系 

精子浓度与受精的关系方面研究较多。K.H.Lu（2004）报道，如精子浓度过
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于高，多精受精就多，浓度低则降低受精率，1.0×106 个/ml 为最佳的受精浓度，

当高浓度 3.0×106 个/ml 时，卵子的异常受精数量就增加，特别是多精受精增加，

浓度为 0.5×106 个/ml 时，受精率显著的下降，精子浓度为 1.0×106 个/ml 浓度时，

卵裂率和囊胚发育率比对照组高[252]。当然，在保证精子浓度的特定条件下，其

它因素也会影响精子浓度对受精的影响。Maria A.Gil（2004）通过对猪体外受精

发现，精子浓度与颗粒细胞有关，当卵子外有完整颗粒层时，精子浓度就应该提

高 3～4 倍[253]。本试验采用了（1.0、1.5、3.0）×106 个/ml 精子浓度受精研究，

表明 1.5×106 个/ml 精子浓度的受精率最好，其次为 1.0×106 个/ml 精子浓度组，

均显著高于 3.0×106 个/ml 精子浓度组的受精率，与报道资料相一致。 

4 小结 

精子离心法和上浮法在精子获能方面各有所长。 

本试验突破了精子离心法的传统方法，避开了单纯利用沉淀液进行精子获能

的思路，而直接对上清液进行离心处理，结果获得了理想的精子洗涤和获能效果，

在卵母细胞体外受精率方面也得到了证明。为此，在本试验和后期培养试验中，

2 次上清液离心法处理的精子得到了大量应用。 

本试验中对 2 种上浮法的精子获能效果进行了对比试验，虽然室温上浮法简

单易行，但效果没有 CO2 培养箱恒温上浮法稳定，在试验中宜选用后者进行体

外受精操作。 

对于选择受精时获能精子的浓度，多数试验表明 1×106 个/ml 是比较理想的

使用范围，本次研究的理想比例是 1.5×106 个/ml，1.0×106 个/ml 的受精率也比较

高。表明精子适宜浓度宜控制在 1.0×106～1.5×106 个/ml，不仅能提高受精率，还

可避免或降低多精受精现象。 
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第五章  牛体外受精胚胎培养技术研究 

早期胚胎的体外培养是体外受精、动物克隆、转基因等生物技术的一个关键

环节，尽管体外培养许多物种的胚胎均可发育到囊胚阶段，但囊胚率偏低、质量

较差，主要原因是胚胎体外培养体系不完善、体外胚发育能力差，移植后妊娠率

降低。目前胚胎的体外培养体系不能完全模拟母畜生殖道内的环境，且不稳定。

建立一个简单、稳定的胚胎发育培养体系势在必行。 

本试验采用不同的培养体系对牛体外受精胚胎进行了体外培养，研究了不同

培养条件下胚胎的体外发育能力，优化了牛胚胎体外培养体系。 

1 试验材料与方法 

1.1 试验材料 

1.1.1 主要试剂 

促卵泡素（Follicle Stimulating Hormone，FSH，加拿大 bioniche，L032-B053）； 

促黄体素（Luteal Hormone，LH，宁波市激素制品有限公司，20060516）； 

17β-雌二醇（17-β-estrogen，17β-E2，上海博蕴科技有限公司，20070406）； 

胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS，①北京元亨圣马生物技术研究所，

20060508； GIBCO② ，Lot No 613866，Expiration：07/2011）； 

牛血清白蛋白(BSA，Albumin Bovine V，Roche 738328，Expiration：09/2009)； 

TCM199 培养液（Earles salts，Sigma，M-4530)； 

咖啡因（Caffeine，Biotech boyun，s06020）； 

EGF（Human EGF，Lot No 090605-2）； 

肝素钠(Haparin Sodium Salt，Sigma，Lot46D8537)； 

丙酮酸钠（Sodium Pyruvate，Sigma，P-2256）； 

透明质酸酶（Hyaluronidase，HE，Sigma 分装，H-3506）； 

Hepes（ N① ，N-羟乙基哌嗪乙烷磺酸，毕龙-比特博分装； C② 8H18N2O4S，
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B0YUN REAGENT，Expiration：06/2009）； 

谷氨酰胺（Glutamine，Sigma，G-3126）； 

青霉素钠（Penicillin G Sodium Salt，C16H17N2NaO4S，1650units/mg，Sigma，

PENNA，Bbiotech BOYUN，Expiration：09/2009）； 

硫酸链霉素（Streptomycin Sulfate，（C21H39N7O12）3H2SO4，Amresco 0382，

Expiration：08/2010）； 

乙二醇（Ethylene Glycol，EG，莱阳市双双化工有限公司，20070310）； 

甘油（Glycerol，GL，天津市元立化工有限公司，20070105）； 

石蜡油（Mineral Oil，Sigma，M-8410）； 

生理盐水（陕西德福来有限责任公司，批号 2007082218）； 

超纯水（Super Pure Water，去离子 4 蒸水，自制）； 

无机盐试剂全部用实验室现有试剂。 

1.1.2 仪器与设备 

体视显微镜（OlypusTRPT-4045 型）； 

CO2 培养箱（SANYOMCO-15A，SANYOElectricCo.，Ltd.，Japan）； 

倒置显微镜（COIC-0802）； 

超净工作台（苏州无线电专用设备厂，SW-CJ-IB 型）； 

高压灭菌锅（上海医疗器械二厂，YXQ G01 280 型）； 

超纯水机（上海亚荣生化仪器厂，SZ-93 自动双重纯水蒸馏器）； 

电子天平（Sartorius,Germany，0.0001g）； 

酸度计（上海世诺物理光学仪器有限公司，PHB-1 型）； 

冰箱（TCL）；35mm 培养皿（美国）；4 孔培养板（瑞士）； 

台式离心机（4000rpm，上海安亭科学仪器厂）。 

1.1.3 牛卵巢和精液 

实验用卵巢采自甘肃省平凉市崆峒区屠宰场。荷斯坦奶牛或黄牛屠宰后，在

20～30min 内取出卵巢，立即无菌采集卵巢，用解剖剪切除子宫及卵巢上多余的
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脂肪组织后，放入盛有 1000ml 含 100IU/ml 青霉素和链霉素的灭菌生理盐水中，

热水瓶内温度保持在 30～35℃之间（初始控制温度 35℃）。1h 内带回实验室，

用 30～35℃无菌生理盐水冲洗三遍，无菌操作间或超净台内进行采卵。 

实验用精液为上海金晖公司 0.25m1 南德温牛冻精，编号以实际使用时纪录

为准。 

1.2 试验方法 

1.2.1 牛卵泡卵母细胞的采集与成熟培养 

用抽吸法采集卵母细胞。抽取卵巢表面直径为 2～8mm 卵泡中的卵母细胞，

于体视镜下拣取 COCs，挑选卵丘细胞完整致密，胞质均一，色泽浅的 A、B 级

卵母细胞成熟培养。收集的 COCs 用洗卵液洗涤 3～5 次，然后用成熟培养液洗

涤 3～5 次。在培养皿或四孔培养板(50μl 或 500μl 培养液，培养时上面用石蜡油

覆盖，每个微滴内培养 10～40 个 COCs)中培养 24h，培养条件为 5%CO2，38.5℃

和饱和湿度。成熟培养液预先在培养箱中平衡 2h。 

1.2.2 卵母细胞体外成熟的判断 

卵母细胞成熟培养一定时间后，观察卵母细胞周围的卵丘细胞扩展情况、胞

质均一性，并抽检卵母细胞第一极体排出情况。若卵丘细胞充分扩展，卵周隙扩

大，并有第一极体排出判为成熟。以卵丘细胞扩张、第一极体排出作为卵母细胞

体外成熟的标志。 

1.2.3 卵母细胞体外受精 

将成熟培养 24h、卵丘细胞充分扩展成熟 A、B 级 COCs 用受精液充分洗涤

3 遍，然后按每微滴(50μl 或 500μl)10～40 枚（依成熟卵母细胞数确定）移入己

平衡 2h 以上、有石蜡油覆盖的受精液中，再加入等体积的经浓度调整的获能精

液，置 CO2 培养箱中孵育 8h。 

受精结束后，震荡去除卵母细胞外围的精子和卵丘细胞，受精卵继续进行胚
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胎培养。 

1.2.7 胚胎培养 

受精结束后，将受精卵移出受精滴，用胚胎培养液充分洗涤 3 次，移入己平

衡 2h 以上的 4 孔培养板或培养皿中胚胎培养液中。培养液覆盖石蜡油，每次培

养受精卵 10～40 枚，每隔 48h 半量更换培养液，中途若出现污染，适当提前换

液（提前时间不能超过 4h）。受精后 48h 统计卵裂率并吸弃未分裂的卵母细胞，

继续培养 120h，定期观察早期胚胎发育情况。胚胎培养过程中使用共培养系统。 

1.3 培养基配方 

（1）拣卵液：TCM199 液＋10% FBS。 

（2）IVM 液（卵母细胞成熟培养液）： 

①基础液：TCM199＋25mmol Hepes＋0.055mg/m1 丙酮酸钠＋2.2mg/ml 碳

酸氢钠＋ l00IU/ml 青、链霉素）； 

IVM② 液：①＋10%FBS+10μg/ml FSH＋10μg/ml LH＋1μg/ml E2。 

（3）精液清洗液：BO 液。 

（4）精子获能液（卵母受精液）：BO 液＋3mg/ml BSA+10μg/ml 肝素钠＋

5mmol 咖啡因。 

（5）IVC 液：TCM199＋10%FBS＋0.1 mg/ml 谷氨酰胺(Gln)＋1μg/ml 表皮

生长因子(EGF)和卵丘细胞（GCM）共同培养。 

1.4 共培养系统 

（1）卵丘细胞的制备 

把采集卵母细胞时弃去的上清卵泡液移入另一 10ml 玻璃离心管，在培养箱

静置一会儿后吸取上方约 2ml 清亮卵泡液，加入到盛有 2ml 0.2%的透明质酸酶

(用 TCM199 配制而成)的离心管中，摇匀，静置 3～5min，然后用手振荡 1min，

再加入约 2ml 洗卵液，立即 1500rpm 离心 5min，弃去上清液；再加入约 5ml 卵

母细胞成熟培养液，1500rpm 离心 5min，弃去上清液；给沉淀物（卵丘细胞）
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加入适量的 IVC 培养液，将其稀释成 1×l06 个/ml，待卵丘细胞扩散后，吸弃大

块的凝聚物。最后将卵丘细胞液滴放入 CO2 培养箱培养 32～42h，备用。 

（2）大卵泡液的制备 

用带有 12 号针头的注射器从牛卵巢表面中等大小卵泡中抽取卵泡液，然后

注入于离心管，经 3500rpm 离心 15min。取上清液，0.22μm 滤器过滤除菌，分

装冷冻保存备用。用前解冻并加入成熟液中。 

1.5 实验设计 

试验 1  共培养体系对胚胎发育的影响。用 IVC 液培养卵丘细胞（1.0×106

个/ml），24h 后用作共培养体系，每次用量为 50μl。bFF 按照添加量也为 50μl。

培养滴体积为 500μl。用前 2hCO2 培养箱平衡。培养方法：用共培养体系中培养

受精卵，48 h 后镜检，计算卵裂率。50%换液，继续培养 120 h，计算桑囊胚率。 

试验 2  培养液体积对胚胎发育的影响。分别用 50μl 和 500μl 培养液培养胚

胎，培养 48h 后按照 50%换液，继续培养 120 h，观察并记录桑囊胚发育情况。

均按照 10%添加卵丘细胞和 bFF。 

1.6 数据统计 

全部数据均用 SPSS 软件进行统计分析。 

2 试验结果 

2.1 共培养体系对胚胎发育的影响 

2.1.1 共培养系统对桑椹胚发育的影响 

卵母细胞体外胚的发育培养受到多种因素的影响，其中培养液的组成成分尤

其重要。培养过程中应尽量模拟卵母细胞或胚胎在子宫中的条件，给细胞发育创

造良好的环境。许多报道表明，卵母细胞体外受精过程中明显存在 2C 发育阻滞

现象，克服 2C 发育阻滞的主要手段就是用共培养系统提高卵裂率和桑囊胚的发
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育率。本试验在 IVC 基础培养液中添加了卵丘细胞（1.0×106 个/ml，10%）、卵

丘细胞+bFF（各 10%），与对照组进行了比较。各项测定结果及统计分析详见表

5-1。 
表 5-1 共培养体系与桑椹胚发育 

Table 5-1  Efffect on Morula Rate of Maturated Oocyte with Co-culture System 
处理 

Management 
样本 

Samples 
成熟卵母细胞数

No.of O.M. 
桑椹胚数 

No.of Morula
桑椹胚率 

Rate of Morula 
标准误 

Std. Deviation
卵丘细胞组 

Cumulus Cell for 
Co-culture System 

30 391 113 29.0713 b 7.8136 

卵丘细胞+bFF 
Granular Cell and bFF 
for Co-culture System 

30 424 148 34.9890 a 7.9049 

对照组  Control 30 308 78 26.6677 c 14.0434 

备注（Note）：ab（p＜0.05），ac（p＜0.01），bc（p＞0.05）。O.M. Means Oocyte Maturation。 

 

上述统计分析表明，共培养系统对卵母细胞体外胚的发育具有促进作用。在

本试验选取的 2 种共培养系统中，卵丘细胞+bFF 组的桑椹胚率达到 34.99﹪，显

著高于卵丘细胞组的 29.07﹪（p﹤0.05）和对照组的 26.67﹪（p﹤0.01），卵丘细

胞组虽然高于对照组，但差异不显著（p﹥0.05）。 

卵丘细胞共培养

桑椹胚率

29.07%

卵丘细胞+bFF共

培养桑椹胚率

34.99%

对照组桑椹胚率

26.67%

25.00%

27.00%

29.00%

31.00%

33.00%

35.00%

37.00%

39.00%

1
 

图 5-1  共培养时桑椹胚发育率均数图比较 

Fig.5-1  Means Histogram Compare of Morula Rate of Maturated Oocyte with Co-culture System 

2.1.2 共培养体系对囊胚发育的影响 

对共培养条件下检出的桑椹胚继续培育，检测囊胚的发育情况。结果统计见

表 5-2。卵丘细胞+bFF 组的囊胚率达到 10.63﹪，显著高于对照组的 7.24﹪（p

﹤0.05），但与卵丘细胞组的 8.51﹪差异不显著（p﹥0.05）。卵丘细胞组略高于对
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照组，差异也不显著（p﹥0.05）。上述统计分析表明，共培养体系对卵母细胞囊

胚发育有促进作用，其中卵丘细胞+bFF 组成的共培养体系对囊胚的发育率比较

好。 

表 5-2  共培养体系与囊胚发育 
Table 5-2  Blastocyst Rate of Maturated Oocyte with Co-culture System 

处理 
Management 

样本 
Samples 

卵母细胞数

No.of O.M.
囊胚数 

No.of Blastocyst
囊胚率 

Rate of Blastocyst 
标准误 

Std. Deviation 
卵丘细胞组 

Cumulus Cell for 
Co-culture System 

30 391 33 8.5063 b 6.0943 

卵丘细胞+bFF 组 
Granular Cell and bFF 
for Co-culture System 

30 424 45 10.6343 a 4.6524 

对照组 
Control 

30 308 19 7.2363 c 7.0785 

备注（Note）：ac（p＜0.05），ab、bc（p＞0.05）。 

 

3 个组合的囊胚率均数示意图如下。 

卵丘细胞共培养

囊胚率

8.51%

卵丘细胞+bFF共

培养囊胚率

10.64%

对照组囊胚率

7.24%

4.00%
5.00%

6.00%

7.00%

8.00%

9.00%

10.00%
11.00%

12.00%

13.00%

 

图 5-2  共培养时囊胚发育率均数图比较 

Fig.5-2  Compare of Blastocyst Rate of Maturated Oocyte with Co-culture System 

2.2 培养液体积对卵母细胞胚胎发育的影响 

2.2.1 培养液体积对桑椹胚发育的影响 

培养液的体积与卵母细胞的成熟、卵裂及进一步的发育密切相关。常用方法

为微滴培育，微滴体积控制在 50～100μl 之间，近年又有将培养液体积扩大到

200～500μl 的报道，但相互之间的报道均有高有低，因此，本试验选择了 50μl

和 500μl 2 种培养液培育方式，以对不同培养液体积做出选择。不同培养液体积
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对桑椹胚发育效果的测定结果见表 5-3。 

表 5-3 不同体积培养液对桑椹胚率的影响 

Table 5-3  Effect on Different Culture Medium Volume for Morula Rate 
处理 

Management 
样本 

Samples 
卵母细胞数

No.of O.M. 
桑椹胚数 

No.of Morula
桑椹胚率 

Rate of Morula 
标准误 

Std. Deviation
50μl 培养液 

Culture Medium Volume 
30 377 123 33.1433 b 6.8419 

500μl 培养液 
Culture Medium Volume 

30 388 137 36.2260 a 13.1559 

备注（Note）：ab（p＜0.01）。 

表 5-3 资料表明，培养液体积不同，桑椹胚发育状况也不同。500μl 培养液

的桑椹胚率为 36.23%，显著高于 50μl 的 33.14%（p＜0.01）。其均数分布图见

图 5-3。 

50μl培养液

桑椹胚率

33.14%

500μl培养液

桑椹胚率

36.23%

25.00%

30.00%

35.00%

40.00%

45.00%

 
 

图 5-3  不同体积培养液对桑椹胚率的影响的均数图 
Fig.5-3  Different Culture Medium Volume for Morula Rate 

2.2.2 培养液体积对囊胚发育的影响 

在桑椹胚培养的基础上，进一步测定囊胚的发育情况。试验表明（表 5-4），

50μl 和 500μl 2 种培育方式的囊胚发育趋势与桑椹胚发育一致，培养液体积不同，

囊胚发育状况不同。500μl 培养液的囊胚率为 10.23%，显著高于 50μl 的 9.07%（p

＜0.01）。其均数比较图见图 5-4。 
表 5-4 不同体积培养液对桑椹胚率的影响 

Table 5-4  Effect on Different Culture Medium Volume for Blastocyst Rate 

备注（Note）：ab（p＜0.01）。 

 

处理 
Management 

样本 
Samples 

卵母细胞数

No.of O.M.
囊胚数 

No.of Blastocyst 
囊胚率 

Rate of Blastocyst 
标准误 

Std. Deviation

50μl 培养液 
Culture Medium Volume 

30 377 35 9.0680 b 4.8328 

500μl 培养液 
Culture Medium Volume 

30 388 38 10.2310 a 4.5014 
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50μl培养液

囊胚率

9.07%

500μl培养液

囊胚率

10.23%

8.50%

9.00%

9.50%

10.00%

10.50%

11.00%

 

图 5-4  不同体积培养液对囊胚率影响的均数图 

Fig.5-4  Different Culture Medium Volume for Blastocyst Rate 

3 分析讨论 

3.1 共培养体系对胚胎发育的影响 

构成卵母细胞体外胚胚胎共培养体系的主要有卵丘细胞、卵泡液、输卵管上

皮细胞、EGF 等因子等，它们在培养液中加入的比例和共培养时间均可对胚胎

发育产生不同程度的影响。本试验中采用了卵丘细胞和卵泡液作为胚胎发育的共

培养体系。 

卵丘细胞是包被在卵母细胞周围的多层颗粒样细胞组织，它与卵丘细胞结合

形成 COCs。排卵之前，卵丘细胞扩展，合成大量胞外基质，富含透明质酸（HA），

有利于排卵后进入输卵管，也保证了卵母细胞正常的受精和胚胎发育潜力。卵丘

细胞和卵母细胞通过裂隙密切联接，卵丘细胞能够吸收卵泡液中的低分子物质，

经代谢转化，通过细胞连接为卵母细胞的生长提供物质和能量[68]；卵母细胞在生

长过程中释放卵丘细胞生长促进因子[69]，刺激透明质酸酶合成，调节卵丘扩散，

卵母细胞生发泡破裂逐渐进入 MI 期，卵丘细胞可以启动卵母细胞内的蛋白质合

成，大量蛋白质合成可激活成熟促进因子(MPF)，促进卵母细胞成熟。卵母细胞

与卵丘细胞结合的紧密程度、卵丘细胞群的完整度直接影响体外成熟的效果[70]。

卵丘细胞对卵母细胞体外成熟的影响与其浓度有关，在促性腺激素或发情牛血清

存在的情况下，低浓度的卵丘细胞(0.5×106～5×106 个/ml)能够刺激卵母细胞成熟

分裂的启始；高浓度(50×106～100×106 个/ml)的卵丘细胞抑制卵母细胞成熟分裂

的复始。卵丘细胞对精子有筛选作用，COCs 成熟受精后的桑椹胚、囊胚发育率

显著高于裸卵[73]。卵丘细胞能诱发精子发生顶体反应，并增加其穿透能力。因此，
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在培养液中添加卵丘细胞，可促进卵母细胞体外成熟、体外受精和早期。 

卵泡液(bFF)是卵母细胞成熟的介质，含有多种生长因子、微量元素，蛋白

质等大量生化因子和来自卵母细胞及卵泡细胞的分泌因子[31]。卵泡液对卵母细胞

成熟的影响主要与卵泡液中的生化组分有关，卵泡大小不同，卵泡液成分也不同。

卵泡液中含有硫氧还原蛋白过氧化酶、甲状腺运载蛋白和视黄醇结合蛋白，这些

蛋白质在卵泡发生时开始产生，对卵泡发育和卵母细胞成熟有明显促进作用[32]。

马卵母细胞在 100%的卵泡液中成熟后，受精率显著高于无卵泡液和 20%卵泡液

成熟组。水牛卵泡越大，卵母细胞发育率和受精率就越高，胚胎发育潜力也越大。

石德顺等报道在卵母细胞成热培养液中添加适量(10%～20%)的卵泡液可以提高

卵母细胞的受精率和囊胚发育率，但当添加的卵泡液浓度过高时则抑制了卵母细

胞的核质成熟，说明卵泡液的浓度与卵母细胞核质成熟密切相关[35]。卵母细胞在

添加小卵泡卵泡液的成熟液内培养，体外受精后其桑椹胚和囊胚的发育率明显低

于添加大卵泡液成熟的卵母细胞，说明小卵泡卵泡液对牛卵母细胞体外发育有抑

制作用[36]。卵泡液中含有抑制成熟因子，张明觉等发现兔子的卵泡液抑制成熟分

裂，随后发现在地鼠、大鼠、和小鼠和猪等动物上也有此现象。 

本试验从卵丘细胞、卵丘细胞+bFF 二方面探讨了共培养系统对桑椹胚和囊

胚发育率的影响，结果表明，单一卵丘细胞共培养系统（1.0×106 个/ml，10%）

对胚胎发育有一定的促进作用，可显著促进桑囊胚的发育，但其效果比卵丘细胞

+bFF 组成的共培养系统（各 10%）差，说明 bFF 也可促进胚胎发育，并与卵丘

细胞有协同作用，共同促进了胚胎发育。 

3.2 培养液体积对胚胎发育的影响 

常用的培养液体积为 50μl 的微滴，每个微滴可培养卵母细胞或胚胎 5～20

枚不等，但由于体积过小，操作难度较大。近期已有用大液滴培养卵母细胞和胚

胎的报道，液滴体积在 0.1～0.5ml。 

培养液体积与液体蒸发、培养体系的稳定有关。培养液量过小，胚胎培养微

环境平衡性差，培养环境容易随外围环境改变；而培养液量过大，胚胎及细胞分

泌的生长因子浓度降低，不能有效促进胚胎正常发育。Pereira D C 等（2005）在

胚胎培养体系中，观察单个胚胎培养与群体培养，发现群体培养胚胎质量更佳，
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可能与提高了胚胎分泌因子浓度有关。另外，现在多用 4 孔培养板，比以前使用

的笑培养皿的效率高，为大体积培养创造了良好条件。 

本试验采用了两种不同体积的培养液进行胚胎培养，试验结果表明，500μl

大体积培养液的胚胎发育效果显著优于 50μl。因此，在本试验条件下，500μl 体

积的培养液有利于牛胚胎的培养。 

4 小结 

本试验采用卵丘细胞、卵丘细胞+bFF 共培养体系对胚胎进行了发育培养，

测定结果表明 2 种共培养体系均对桑椹胚和囊胚的发育有促进作用，其中以卵丘

细胞+bFF 共培养体系对桑椹胚和囊胚的发育最好。因此，共培养体系是促进胚

胎发育到桑椹胚和囊胚阶段的有效方法。 

用培养皿微滴培养（50μl）和用 4 孔板大体积培养（500μl）的试验表明，大

体积培养比微滴培养有优势，桑椹胚和囊胚率均较高。 
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第六章  卵母细胞冷冻试验研究 

卵母细胞的超低温冷冻保存是指卵母细胞在超低温（-196℃）条件下代谢活

动停止，在一定条件下按一定程序解冻后又能恢复其成熟、受精、卵裂等发育潜

能的一种保存技术。通过对卵母细胞的长期冷冻保存，可使胚胎生物技术的研究

与开发不受时间和空间的限制，提高胚胎生物技术的实际应用价值。随着胚胎生

物技术迅速发展，卵母细胞需求量日益增加，建立比较完善的卵母细胞冷冻保存

方法非常必要。 

卵母细胞通过体外培养和体外受精，发育为体外胚胎（桑椹胚和囊胚），具

有与体内胚相同或相似的发育和遗传能力。一定规模的体外胚对科研和技术推广

具有很高的利用价值，是体内胚的重要补充部分。体外胚的数量大，通过冷冻保

存实现随机使用是体外胚商业化和降低移植成本的有效方法。体外胚冷冻保存方

法的建立将显著推动卵母细胞体外受精技术的发展和应用，实现体外胚的产业化

应用，为科研和生产服务。 

本试验的目的是探索一种适合于超低温冷冻保存牛卵母细胞的冷冻方法，为

体外受精、核移植、体细胞克隆等技术的研究适时提供可供操作的原材料。 

1 试验材料与方法 

1.1 试验材料 

1.1.1 主要试剂 

生理盐水（陕西德福来有限责任公司，批号 2007082218）； 

促卵泡素（FSH，加拿大 bioniche，L032-B053）； 

促黄体素（LH，宁波市激素制品有限公司，20060516）； 

胎牛血清（FBS）（北京元亨圣马生物技术研究所，20060508）； 

17β-雌二醇（17β-E2，上海博蕴科技有限公司，20070406）； 

石蜡油（Mineral Oil，Sigma，M-8410）； 
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丙酮酸钠（Sigma，P-2256）；谷氨酰胺（Sigma，G-3126） 

透明质酸酶（Hyaluronidase，HE，Sigma 分装，H-3506）； 

Hepes（毕龙-比特博分装）；TCM199（含 Earle’S 盐）(Sigma，M-4530)； 

青霉素钠（Penicillin G Sodium Salt，C16H17N2NaO4S，1650units/mg，Sigma，

PENNA，Bbiotech BOYUN，Expiration：09/2009）； 

硫酸链霉素（Streptomycin Sulfate，（C21H39N7O12）3H2SO4，Amresco 0382，

Expiration：08/2010）； 

蔗糖（Sucrose，天津市化学试剂一厂，990416）； 

聚蔗糖 400（Ficoll PM400，华美生物工程公司，BIO321）； 

乙二醇（EthyleneGlycol，EG，莱阳市双双化工有限公司，20070310）； 

甘油（Glycerine，GL，天津市元立化工有限公司，20070105）。 

1.1.2 仪器与设备 

程序化冷冻仪（CryoLogicPlyLtd，A.C.N.050022832，CL-5500）； 

体视显微镜（OlypusTRPT-4045 型）； 

CO2 培养箱（SANYOMCO-15A，SANYOElectricCo.，Ltd.，Japan）； 

超净工作台（苏州无线电专用设备厂，SW-CJ-IB 型）； 

超纯水机（上海亚荣生化仪器厂，SZ-93 自动双重纯水蒸馏器）； 

倒置显微镜（NikonTE300）； 

生物液氮罐（成都金凤液氮生物容器有限公司，YDS-30-125）； 

0.25ml 麦管（France，Lot.12757）；OPS 玻璃化麦管（OPS 管，用麦管拉制）。 

1.1.3 牛卵巢和精液 

实验用卵巢采自甘肃省平凉市崆峒区屠宰场。荷斯坦奶牛或黄牛屠宰后，在

20～30min 内取出卵巢，立即无菌采集卵巢，用解剖剪切除子宫及卵巢上多余的

脂肪组织后，放入盛有 1000ml 含 100IU/ml 青霉素和链霉素的灭菌生理盐水中，

热水瓶内温度保持在 30～35℃之间（初始控制温度 35℃）。1h 内带回实验室，

用 30～35℃无菌生理盐水冲洗三遍，无菌操作间或超净台内进行采卵。 
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实验用精液为上海金晖公司 0.25m1 南德温牛（SD）冻精，编号以实际使用

时纪录为准。 

1.1.4 OPS 玻璃化麦管的制作 

制作 OPS 玻璃化麦管（Open Pulled Straw，OPS）细管的材料为 0.25ml 的塑

料细管。用加热装置（酒精灯）对细管进行均匀加热，两手轻拉至长度为约 30cm

时，保持拉力数秒以使细管回冷变硬，最后从中间用锋利的刀片切断，将细管的

头部切除，这样便得到了两根细管，其管壁厚度约为 0.07mm、内径约 0.8mm，

长度控制在 5～6cm。制作好的细管用 75%的酒精浸泡过夜消毒，干烤箱自然干

燥待用。 

1.2 试验方法 

1.2.1 牛卵母细胞的采集 

用抽吸法采集卵母细胞。卵巢带回实验室后，除去表面的血迹，用 35℃灭

菌生理盐水将卵巢清洗 3 次后，用灭菌滤纸或灭菌纸巾吸干卵巢表面的水珠，用

带有 12 号针头的 10ml 注射器抽取卵巢表面直径为 2～8mm 卵泡中的卵母细胞，

于体视镜下拣取 COCs。挑选卵丘细胞完整致密，胞质均一，色泽浅的 A、B 级

卵母细胞进行冷冻试验。 

1.2.2 卵母细胞程序化一步法冷冻与解冻 

（1）冷冻 

卵母细胞在预处理液中平衡 10min，然后再移入冷冻液中平衡 10min（包括

装管时间），分三段装入麦管。先吸入一段冷冻液，再吸入含有卵母细胞的冷冻

液，最后吸入一段冷冻液，三段之间用空气柱隔开，每管装 COCs10 枚左右，热

镊封口。放入冷冻程序仪内，启动程序进行降温。冷冻程序为：自 20℃或室温

起以 1 /min℃ 降至-7℃，植冰，停留 10min，再以 0.3 /min℃ 降至-30℃，最后以

0.1 /min℃ 降至-33℃，停留一段时间，结束程序。程序结束后，将麦管迅速取出，
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投入液氮保存。 

（2）解冻 

将卵母细胞麦管从液氮中取出，置空气中 10s，37℃水浴 15s 左右，用灭菌

纸巾吸干麦管表面水份，剪去两端，吹出内容物，将卵母细胞在体视镜下检出。

卵母细胞分两步（不含冷冻保护剂的 12.5％蔗糖液、IVM 液）脱去冷冻保护剂，

每步 10min，IVM 液洗 3 遍，继续培养 24h 后脱卵丘观察。 

1.2.3 卵母细胞玻璃化冷冻与解冻 

卵母细胞先在含半浓度冷冻保护剂的预处理液（EFS20）中平衡 5min，再在

EFS40 中平衡约 30s（包括装管时间），装管，投入液氮中进行保存。 

（1）麦管法冷冻 

卵母细胞经二步处理后，分 3 段式装管（0.5mol/l 蔗糖、空气、含卵冷冻液、

空气、0.5mol/l 蔗糖），热镊封口，直接投入液氮进行保存。整个装管过程要求控

制在 1min 内。 

（2）OPS 法冷冻 

卵母细胞经过二步处理后，移入 2～3μl EFS40 中，利用毛吸现象将含卵母

细胞的 EFS40 液吸入管内，直接投入液氮保存。 

（3）麦管法和 OPS 法冷冻卵母细胞的解冻 

麦管的解冻：将麦管从液氮中取出后，在空气中停留或摆动 10s，再在 37℃

水浴 15s 左右，轻轻振荡，拿起麦管，吸净表面水份，剪去两端，将内容物吹入

盛有 0.5mol/l 蔗糖液（37℃）的培养皿中，迅速将卵母细胞捡入另一新鲜含有

0.5mol/l 蔗糖的液滴中。10min 后，将卵母细胞移入含有 0.25mol/l 蔗糖的液滴，

10min。最后，移入 IVM 液洗 2～3 遍，在 IVM 液中平衡 10min，并用 IVM 液

培养 24h 后脱卵丘观察。 

OPS 法解冻：将 OPS 管从液氮中取出后，将吸有卵的一端（细端）直接插

入 37 0.5mol/l℃ 蔗糖液中，液柱上升后，立即吹出内容物，迅速将卵捡入另一新

鲜 0.5mol/l 蔗糖液滴中，后续步骤同麦管法解冻。 
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1.2.5 解冻后卵母细胞成熟培养 

冷冻保存后的卵母细胞经解冻后，用成熟培养液洗 2 遍，然后放入预先平衡

2h 的成熟培养皿中培养 24h，用 HE 脱去卵丘细胞，观察记录卵的形态及极体排

出情况。培养密度为 10 COCs/50μl，培养条件为 5%CO2，38.5℃，饱和湿度。 

1.2.6 解冻后卵母细胞质量评定 

（1）解冻后卵母细胞存活判断标准：体视镜或倒置显微镜下观察卵母细胞

的形态变化，判断卵母细胞是否正常。正常卵母细胞形圆、对称，胞质均匀、无

扩散、无渗漏，透明带完整，卵丘细胞未见脱落，无膜损伤等。异常卵母细胞一

般透明带破裂，卵黄膜破损，胞质扩散或聚缩或不完全。 

（2）解冻后卵母细胞的第一极体成熟率：选择正常的卵母细胞进行 IVM 培

养，卵母细胞经 24h 成熟培养后，观察记录第一极体排出情况。 

1.3 冷冻液、解冻液及培养液的制备 

1.3.1 卵母细胞采集液 

（1）卵巢采集液 

0.9%灭菌生理盐水加 100IU/ml 青霉素和 100IU/ml 链霉素。 

（2）卵母细胞采集液 

直接用 IVM 液。 

（3）卵母细胞冻后成熟培养液 

直接用 IVM 液。 

以上液体全部用 0.22μm 的过滤器过滤后置 4℃（1 周）或-15℃～-20℃（长

期）冰箱保存｡ 

1.3.2 卵母细胞程序化一步法冷冻液 

（1）预处理液 
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直接用 IVM 液。 

（2）冷冻液 

直接用 IVM 液。 

 ① 甘油冷冻液（10%GL） 

10ml 甘油冷冻液（10%GL）的配制：9ml IVM 液+1ml GL，用 0.22μm 过滤

器过滤后冷藏备用。 

10ml 12.5%蔗糖液的配制：1.25g 蔗糖+9ml IVM 液+1mlFBS+双抗 0.1ml。 

1000ml 双抗：1000ml 四蒸水＋10 万 IU 青霉素钠（60mg）＋10 万 IU 硫酸

链霉素（125.0mg）。 

 ② 乙二醇冷冻液（10%EG） 

10ml 乙二醇冷冻液（10%EG）的配制：9ml IVM 液+1ml EG。 

10ml 12.5%蔗糖液的配制：1.25g 蔗糖+9ml IVM 液+1mlFBS+双抗 0.1ml。 

（3）解冻液： 

用 IVM 液作解冻液，冲洗 2～3 次备用。 

以上液体全部用 0.22μm 的过滤器过滤后置 4℃（1 周）或-15℃～-20℃冰箱

保存｡ 

1.3.3 卵母细胞玻璃化冷冻液 

（1）玻璃化冷冻基础液 

基础液（EF液）:10%FBS+300g/L聚蔗糖（Ficoll）+0.5mol/l蔗糖，均用TCM199

稀释。 

20ml EF 液：18ml TCM199＋2 ml FBS＋6g Ficoll＋3.422g Sucrose。 

30ml0.5mol/l 蔗糖液：5.1345g Sucrose＋30ml TCM199。 

20ml 10%EG 液：2ml EG＋18ml TCM199。 

（2）玻璃化冷冻液（EFS20 液和 EFS40 液） 

EFS20 液：20％乙二醇（EG）+基础液（EF 液）。 

EFS40 液：40％乙二醇（EG）+基础液（EF 液）。 

30 ml EFS20 液：EF 液 24 ml＋6 ml EG 

30 ml EFS40 液：EF 液 18 ml＋12 ml EG。 
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（3）玻璃化解冻液（WM 液） 

TCM199+10%FBS+蔗糖梯度浓度液（0.25mol/l、0 mol/l）。 

40ml WM 液的蔗糖梯度及配制： 

0.25mol/l 蔗糖：16ml TCM199+4ml FBS+3.423g 0.25mol/l 蔗糖。 

0.00mol/l 蔗糖梯度：16 ml TCM199+4 ml FBS。 

以上液体全部用 0.22μm 的过滤器过滤后置 4℃（1 周）或-15℃～-20℃（长

期）冰箱保存｡ 

1.4 试验设计 

1.4.1 程序化一步法冷冻时渗透性保护剂对 COCs 冷冻效果的影响 

实验比较两种渗透性保护剂甘油（Glycerine，GL）和乙二醇（Ethylene glycol，

EG）对牛卵母细胞的冷冻保存效果。 

以基础液、10%FBS、10%蔗糖为冷冻液的共同组分，然后分别添加 10%GL

和 10%EG，组成 2 种冷冻保护液，再用这 2 种冷冻保护液分别冷冻牛 COCs。将

经过冷冻处理的牛卵母细胞解冻后进行培养，比较这 2 种冷冻保护剂的冻后成熟

率。 

1.4.2 玻璃化冷冻时麦管和 OPS 管对 COCs 冷冻效果的影响 

以麦管和 OPS 管作为冷冻载体，采用二步处理法玻璃化冷冻牛 COCs。即先

在含半浓度玻璃化冷冻保护剂的预处理液（EFS20）中分别平衡 5min，再在 EFS40

中停留约 30s，观察记录 COCs 冻后成熟培养成熟率，比较研究他们对卵母细胞

玻璃化冷冻效果的影响，寻找既能使卵母细胞充分脱水，又能降低对卵母细胞造

成的化学毒性损伤的最佳冻前预处理方法。 

1.4.3 不同冷冻剂冷冻 COCs 的发育培养 

对①节以甘油（GL）和乙二醇（EG）为冷冻保护剂制作的冷冻 COCs 按照

设计程序解冻后进行成熟培养，选择成熟良好的 COCs 继续进行 IVC 培养，测
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定桑椹胚和囊胚的发育情况。 

1.4.4 不同玻璃化法冷冻 COCs 的发育培养 

对②节以麦管和 OPS 管为载体制作的冷冻 COCs 按照设计程序解冻后进行

成熟培养，选择成熟良好的 COCs 继续进行 IVC 培养，测定桑椹胚和囊胚的发

育情况。 

1.5 统计分析 

采用 SPSS13.0 软件对试验结果进行统计分析。 

2 试验结果 

2.1 程序化一步法冷冻时渗透性保护剂对 COCs 冷冻效果的影响 

对以 GL 和 EG 为冷冻保护剂制作的 COCs 按照一步法冷冻后，在液氮中保

存 1 周，依程序进行解冻和成熟培养。成熟培养时间为 24h，培养条件为 5%CO2，

38.5℃，饱和湿度。培养结果见表 6-1。 

表 6-1 冷冻剂 GL 和 EG 对 COCs 成熟率的影响 

Table 6-1  Effect on Maturation Rate of COCs for Cryoprotectant GL or EG 

处理 
Management 

样本 
Samples 

冷冻卵母细胞数 
No.of Freezing COCs.

成熟卵母细胞数

No.of O.M. 
成熟率均数 
Rate of O.M. 

标准误 
Std. Deviation

甘油组 GL 30 356 118 33.4413 a 7.6569 
乙二醇组 EG 30 349 119 34.4590 b 7.8415 

备注（Note）：ab（p＞0.05）。O.M. Means Oocyte Maturation。 

甘油组

33.44%

乙二醇组

34.46%

32.50%

33.00%

33.50%

34.00%

34.50%

35.00%

 

图 6-1  冷冻剂 GL 和 EG 对 COCs 成熟率的影响均数图 

Fig.6-1  Means Histogram for Effect on Maturation Rate of COCs for Cryoprotectant GL or EG 
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表 6-1 数据表明，以 EG 为冷冻保护剂的冷冻 COCs 解冻成熟培养的成熟率

为 34.46%，GL 为 33.44%，EG 组比 GL 组高 3.05%，但二者之间无显著差异（p

＞0.05）。成熟率均数比较图示见图 6-1。 

2.2 玻璃化冷冻时麦管和 OPS 管对 COCs 冷冻效果的影响 

早期的玻璃化冷冻时采用的冷冻保护剂有 DMSO、GL 等，载体是专用设备

拉制的微型玻璃管或塑料麦管。由于玻璃化操作的特殊性，对操作时间的控制比

较严格，如直接使用 0.25ml 的麦管时存在时间较难控制的问题，但如果使用特

制拉管，由于体积小、重量轻，在冷冻过程中始终漂浮在液氮面上，必然导致冷

冻温度的变化（偏高），将会降低降温速率。本试验选用 2 种冷冻方法，在严格

控制操作时间的基础上，对比测定了麦管 3 段法玻璃化冷冻和 OPS 管直接冷冻

COCs，对比了 COCs 解冻后成熟培养的效果。各项测定结果详见表 6-2。结果表

明，麦管法冷冻的 COCs 解冻后成熟率为 29.84%，OPS 法冷冻的 COCs 解冻后

成熟率为 31.89%，OPS 法的成熟率略高于麦管法 6.87%，二者差异不显著（p＞

0.05）。 

表 6-2  麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻对 COCs 成熟率的影响 

Table 6-2  Effect on Maturation Rate of COCs for Vitrification of Wheat Straw or OPS 

处理 
Management 

样本 
Samples 

冷冻卵母细胞数 
No.of Freezing COCs.

成熟卵母细胞数

No.of O.M. 
成熟率均数 
Rate of O.M. 

标准误 
Std. Deviation

麦管法 Wheat Straw 30 347 102 29.8377 a 6.7094 
OPS 法 OPS 30 372 118 31.8880 b 6.1673 

备注（Note）：ab（p＞0.05）。O.M. Means Oocyte Maturation。 

麦管法和 OPS 法的结果虽然无统计学差异，但 OPS 法的成熟率好于麦管法，

这在图 6-2 的均数柱状图中得到了较好反映。 

麦管法
29.84%

OPS法

31.89%

28.00%

29.00%

30.00%

31.00%

32.00%

33.00%

 

图 6-2  麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻对 COCs 成熟率影响的均数图 

Fig.6-2  Mean Histogram for Effect on Maturation Rate of COCs for Vitrification of Wheat Straw or OPS 
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2.3 冷冻保护剂 GL 和 EG 冷冻 COCs 的桑椹胚发育效果 

对 GL 和 EG 一步法冷冻的 COCs 进行成熟培养，选择成熟效果好的 COCs

进行卵裂培养。二组的桑椹胚发育测定结果详见表 6-3。结果表明，GL 组的桑

椹胚率为 10.56%，EG 组的桑椹胚率为 11.18%，EG 组的桑椹胚率略高于 GL 组

5.87%，二者差异不显著（p＞0.05）。 

表 6-3  冷冻剂 GL 和 EG 冷冻 COCs 的桑椹胚率 

Table 6-3  Effect on Morula Rate of COCs for Cryoprotectant GL or EG 

处理 
Management 

样本 
Samples 

冷冻卵母细胞数 
No.of Freezing COCs. 

桑椹胚数 
No.of .Morula

桑椹胚率均数 
Rate of Morula 

标准误 
Std. Deviation

甘油组 GL 30 356 37 10.5623 a 4.5119 
乙二醇组 EG 30 349 38 11.1810 b 5.6726 

备注（Note）：ab（p＞0.05）。 

图 6-3 的均数柱状图也较好反映了上述分析结果。 

甘油

10.56%

乙二醇

11.18%

10.20%

10.40%

10.60%

10.80%

11.00%

11.20%

11.40%

 

图 6-3  冷冻剂 GL 和 EG 冷冻 COCs 的桑椹胚率均数图 

Fig.6-3  Means Histogram for Effect on Morula Rate of COCs for Cryoprotectant GL or EG 

2.4 麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻 COCs 的桑椹胚发育效果 

麦管法、OPS 法冷冻 COCs 卵裂培养的桑椹胚发育测定结果详见表 6-4。 

表 6-4  麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻对 COCs 桑椹胚发育的影响 

Table 6-4  Effect on Morula Rate of COCs for Vitrification of Wheat Straw or OPS 

处理 

Management 

样本 

Samples 

冷冻卵母细胞数 

No.of freezing cocs.

桑椹胚数 

No.of .morula 

桑椹胚率均数 

Rate of morula 

标准误 

Std. Deviation

麦管法 wheat straw 30 347 33 9.3443 a 6.7094 

Ops 法 ops 30 372 36 9.6657 b 6.1673 

备注（Note）：ab（p＞0.05）。 

结果表明，麦管组的桑椹胚率为 9.34%，OPS 组的桑椹胚率为 9.66%，OPS 组的
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桑椹胚率略高于麦管组 3.43%，二者差异不显著（p＞0.05）。 

图 6-4 的均数柱状图也反映了上述分析结果。 

麦管

9.34%

OPS管

9.67%

9.10%

9.20%

9.30%

9.40%

9.50%

9.60%

9.70%

 
图 6-4  麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻对 COCs 桑椹胚发育影响的均数图 

Fig.6-4  Means Histogram for Effect on Morula Rate of COCs for Vitrification of Wheat Straw or OPS 

2.5 冷冻保护剂 GL 和 EG 冷冻 COCs 的囊胚发育效果 

对 GL 和 EG 一步法冷冻的 COCs 在桑椹胚培养的基础上继续培养，检测囊

胚的发育情况。二组囊胚发育测定结果详见表 6-5。结果表明，GL 组的囊胚率

为 3.86%，EG 组为 4.18%，EG 组囊胚率略高于 GL 组 8.29%，二者差异不显著

（p＞0.05）。 

表 6-5  冷冻剂 GL 和 EG 冷冻 COCs 的囊胚率 

Table 6-5  Effect on Blastocyst Rate of COCs for Cryoprotectant GL or EG 

处理 
Management 

样本 
Samples 

冷冻卵母细胞数 
No.of Freezing COCs.

囊椹胚数 
No.of . Blastocyst

囊胚率均数 
Rate of Blastocyst 

标准误 
Std. Deviation

甘油组 GL 30 356 14 3.8610 a 4.2411 
乙二醇组 EG 30 349 14 4.1817 b 4.5933 

备注（Note）：ab（p＞0.05）。 

图 6-5 的均数柱状图也较好反映了上述分析结果。 

甘油

3.86%

乙二醇

4.18%

3.70%

3.80%

3.90%

4.00%

4.10%

4.20%

4.30%

 
图 6-5  冷冻剂 GL 和 EG 冷冻 COCs 的囊胚率均数图 

Fig.6-5  Means Histogram for Effect on Blastocyst Rate of COCs for Cryoprotectant GL or EG 
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2.6 麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻 COCs 的囊胚发育效果 

同样对麦管法、OPS 法冷冻 COCs 的桑椹胚继续培养，测定囊胚的发育情况。

测定结果详见表 6-6。结果表明，麦管组的囊胚率为 3.47%，OPS 组的囊胚率为

3.80%，OPS 组的囊胚率略高于麦管组 9.51%，二者差异不显著（p＞0.05）。 

表 6-6  麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻 COCs 的囊胚率 

Table 6-6  Effect on Blastocyst Rate of COCs for Vitrification of Wheat Straw or OPS 

处理 
Management 

样本 
Samples 

冷冻卵母细胞数 
No.of Freezing COCs.

囊胚数 
No.of . Blastocyst

囊胚率均数 
Rate of Blastocyst 

标准误 
Std. Deviation

麦管法 Wheat Straw 30 347 12 3.4700 a 4.4348 
OPS 法 OPS 30 372 14 3.8003 b 4.1826 

备注（Note）：ab（p＞0.05）。 

上述数据用均数柱状图表示，更直观地反映了二者的变化情况（图 6-6）。 

 

麦管

3.47%

OPS管

3.80%

3.30%

3.40%

3.50%

3.60%

3.70%

3.80%

3.90%

 
图 6-6  麦管法和 OPS 法玻璃化冷冻 COCs 的囊胚率均数图 

Fig.6-6  Means Histogram for Effect on Blastocyst Rate of COCs for Vitrification of Wheat Straw or OPS 

3 分析讨论 

本试验采用了 4 种不同的方法对 COCs 进行了冷冻试验和发育培养。试验中

紧密结合了传统胚胎冷冻的方法，借鉴其基础操作步骤，但培养液已经与传统胚

胎培养条件有了质的变化。GL 和 EG 是常规冷冻剂，结合一步法进行冷冻。玻

璃化法包括传统的麦管法和新的 OPS 法。 

3.1 COCs 冷冻保存时冷冻方法、冷冻保护剂和载体的选择 

冷冻方法。目前卵母细胞冷冻方法借鉴了胚胎冷冻方法，常用的有慢速、快

速冷冻法和玻璃化冷冻法。慢速冷冻对细胞损伤大[279]。快速冷冻法中卵母细胞
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必须经历低于 10℃的一段时间，低温对卵母细胞发育力很有影响[280]。玻璃化法

通过使用高浓度冷冻保护剂而使液体在快速降温过程中形成非晶体的玻璃态，从

而避免了细胞内冰晶的形成。玻璃化法因其快速的冷却速率可有效克服慢速、快

速冷冻法中对卵母细胞造成的负面影响，但玻璃化法的高浓度冷冻保护剂会造成

对卵母细胞的细胞毒性和渗透损伤。 

冷冻保护剂。在胚胎生产过程中，选用了多种冷冻保护剂，其中以渗透性保

护剂（GL、DMSO、EG、PROH 等）、非渗透性保护剂（蔗糖、聚蔗糖、血清等）

以及抗冻蛋白等。渗透性保护剂是一类小分子化合物，该类物质在冷冻过程中进

入细胞内部，可以①防止卵母细胞因脱水过度收缩；②与水分子发生水合作用，

减慢溶液结晶速度；③稀释胞质中因脱水而产生的高盐，减少盐害作用的产生

[258]。非渗透性保护剂是一类大分子化合物，能溶于水，但不能渗入细胞，能有

效降低胞质外溶质的浓度，减少盐害作用的产生；在快速冷冻时，可协助渗透性

保护剂促使细胞脱水，减少细胞内冰晶形成；组成玻璃化液时，可有效降低渗透

性保护剂的摩尔浓度、可使发生玻璃化的相变温度升高、可促进胞质及保护液玻

璃化；解冻时，为卵母细胞提供一个高渗环境，避免水分进入胞内过快而产生的

渗透性破裂。抗冻蛋白可在低温（4℃）和超低温（-30 ~℃ -196℃）下，与细胞

膜相互作用，封闭离子通道，使细胞膜受到保护[259]。在早期卵母细胞冷冻实验

中常使用单一冷冻保护剂（渗透性保护剂）[281]，但在单一渗透性冷冻保护剂中

添加一定浓度的非渗透性保护剂，能显著提高卵母细胞冻后培养成熟率及胚胎后

期发育潜力，因而现在在哺乳动物卵母细胞冷冻保存中广为应用。 

冷冻载体。在冷冻载体的选择上，程序化冷冻所使用的都是麦管，其选择主

要是针对玻璃化冷冻。根据所使用承载工具的不同可将哺乳动物胚胎和卵母细胞

冷冻保存的方法分为麦管法、毛细玻璃管法、OPS 法、电子显微镜铜网法、尼龙

环法、微滴法等。本试验中选择了宜于操作和保存麦管法和 OPS 法。 

3.2 冷冻 COCs 的成熟培养效果综合比较 

冷冻 COCs 的成熟培养及成熟率是反映冷冻体系效能的关键步骤。成熟率越

高，说明冷冻效率越高。本试验采用了程序化一步法冷冻法探讨了 GL 和 EG 对

COCs 的冷冻效果；采用玻璃化冷冻法探讨了普通麦管和 OPS 管对 COCs 的玻璃
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化冷冻效果。从试验结果看，反映出如下 3 个方面。 

一步法冷冻 COCs 时，选用 EG 为冷冻保护剂的效果优于 GL。 

玻璃化冷冻 COCs 时，选用 OPS 管为冷冻载体的效果优于麦管法。 

一步法冷冻 COCs 的效果显著好于玻璃化冷冻法（p﹤0.01），如图 6-7 所示。 

COCs成熟率

甘油

33.44%

乙二醇

34.46%

麦管

29.84%

OPS管

31.89%

27.00%

28.00%

29.00%

30.00%

31.00%

32.00%

33.00%

34.00%

35.00%

 

图 6-7  不同冷冻方法处理的 COCs 解冻成熟培养效果比较 

Fig.6-7  Compare of Maturation Rate of Oocyte in Different Freezed Management 

上述分析表明，冷冻程序、冷冻保护剂和冷冻载体均对冷冻 COCs 的解冻培

养有影响，他们对 COCs 的保护效果不一致。就冷冻程序而言，一步法程序的冷

冻效果明显优于玻璃化冷冻；就冷冻保护剂而言，EG 优于 GL；就玻璃化冷冻

载体而言，OPS 管法优于麦管法，这在图 6-7 种得到较好反映。 

程序化一步法冷冻法的程序设计更接近于细胞超低温冷冻的理化变化，相对

于玻璃化冷冻程序，其降温速率严格按照细胞内冰晶形成规律控制，而玻璃化冷

冻则省去了全部中间环节，装管后直接投入液氮中进行冷冻，极大地缩短了操作

时间。在冷冻保护剂方面，在其它液相一致的情况下，EG 对细胞毒副作用小于

GL。在载体方面，麦管的管壁较厚，一步法冷冻时，由于降温缓慢，麦管内外

温差小，而玻璃化冷冻时，麦管内外温差要大于 OPS 管，降温速率快，导致出

现上述差异。如周国燕用外径 1.95mm、管壁厚 0.25mm 的细管加热后拉伸外径

变为约 0.27～0.4mm，管壁约 0.05mm 的 OPS 细管进行了细管导热特性研究，结

果显示普通细管的降温速率为 2500～4700 K/min，复温速率达到 4200～6700 

K/min，拉伸细管的降温速率达到 11400～18400 K/min，复温速率达到 12200～

32300 K/min。 

减少冷冻保护剂毒性的常用方法包括：①使细胞在高浓度的冷冻保护剂中暴

露的时间尽可能短、温度尽可能低。②选择合适的冷冻保护剂。③对某些冷冻保
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护剂选用特定的毒性中和剂。高浓度的冷冻保护剂也会导致细胞内外的渗透压差

过大。由于冷冻保护剂穿透细胞膜的速率比水要小，因此加载冷冻保护剂的最初

反应是细胞内水分的渗出，同样，在移出冷冻保护剂时，细胞外的水分要渗入。

尽管细胞内外的水分、冷冻保护剂相互渗透并最终达到平衡，细胞体积的过度变

化将导致细胞失活。因此在玻璃化冷冻保存细胞、组织的过程中应逐步加载、移

出冷冻保护剂，以减少细胞内外的渗透压差[256]。 

3.3 冷冻 COCs 的桑椹胚发育效果比较 

冷冻 COCs 的桑椹胚发育培养是在 COCs 成熟培养的基础上进行的。不同处

理方法的培育结果之间存在较大差异，图 6-8 显示了各种处理的综合效应。从中

同样可以反映出与成熟培养相似的发育状况：一步法程序化冷冻优于玻璃化冷

冻；冷冻保护剂 EG 优于 GL；OPS 管玻璃化冷冻优于麦管。 

桑椹胚率

甘油

10.56%

乙二醇

11.18%

麦管

9.34%

OPS管

9.67%

8.00%

9.00%

10.00%

11.00%

12.00%

 
图 6-8  不同冷冻方法处理的 COCs 桑椹胚发育效果比较 

Fig.6-8  Compare of Morula Rate of Oocyte in Different Freezed Management 

3.4 冷冻 COCs 的囊胚发育效果比较 

囊胚率

甘油

3.86%

乙二醇

4.18%

3.47%

OPS管

3.80%

3.00%

3.40%

3.80%

4.20%

4.60%

5.00%

 

图 6-9  不同冷冻方法处理的 COCs 囊胚发育比较 

Fig.6-9  Compare of Blastocyst Rate of Oocyte in Different Freezed Management 

冷冻 COCs 的囊胚发育在不同处理之间也存在较大差异，图 6-9 显示了各种



 

 122

处理的综合效应，其中一步法程序化冷冻优于玻璃化冷冻；冷冻保护剂 EG 优于

GL；OPS 管玻璃化冷冻优于麦管。 

4 小结 

 ① 程序化一步法冷冻法适用于 COCs 的冷冻保存。 

 ② 冷冻保护剂 EG 适用于 COCs 的冷冻保存，效果比传统的 GL 好，适宜剂

量为 10%。 

 ③ 玻璃化冷冻 COCs 的效果低于程序化一步法冷冻法。 

 OPS④ 管玻璃化冷冻的效果优于麦管法，但无统计差异，而麦管法宜于操

作和储存，建议在实际操作中选用麦管法。 

 COCs⑤ 的 4 种处理方法在 COCs 成熟、桑椹胚发育和囊胚发育方面的趋势

基本一致，整体效果的优势排序为 EG 法＞GL 法＞OPS 管法＞麦管法。由于玻

璃化冷冻的解冻处理程序复杂，建议实际应用时选用麦管程序化一步法冷冻法。 
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