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摘要：以我国的马鹿为试验对象，探讨温度、成熟培养液和不同级别卵丘卵母细胞复合体（COC）

对鹿卵母细胞体外成熟的影响。结果表明：38.5℃条件下马鹿卵母细胞成熟率显著高于 37.0℃

时（P<0.05）；试验中所设计的两组成熟培养液均可使马鹿卵子体外成熟且继续完成受精，

添加胎牛血清（FBS）的比例由 10%增至 20%以及是否添加雌二醇（E2）对成熟培养的影响不

显著（p>0.05）；马鹿 COC 可分为四个等级，其中 A、B 级 COC 体外培养后成熟率均高于 C、

D级。 
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卵母细胞体外成熟（in vitro maturation，IVM）的研究不仅可以提供细胞发育机理的研

究模型，更重要的是可以提供可利用的成熟卵子进行体外受精，进而产生大量的胚胎，以供

胚胎移植、胚胎冷冻、核移植、嵌合、性别鉴定、胚胎分割和转基因等生物工程技术的研究

和开发，从而为动物育种、濒危动物保护以及治疗人类不孕症等提供有力的手段。到目前为

止，在家兔、小鼠、大鼠、牛、猪、猴、羊等动物中，已成功地获得由体外成熟的卵母细胞

所产生的“试管动物”。而对于鹿卵母细胞的研究，正处于摸索和尝试中。 

1 材料与方法 

1.1 卵巢及卵母细胞的获得 
选择健康无任何疾病且年龄相近的成年母鹿（共 5 头，黑龙江省农垦科学院哈尔滨特产

研究所种鹿场）用促卵泡素（FSH，FOLLTROPIN-V, Canada）进行超排处理，剖腹取卵巢，

迅速置于盛有 35～37℃灭菌生理盐水（含抗生素）的离心管中，再将离心管于保温瓶中保

存，1 小时内运回实验室。 
用灭菌的生理盐水冲洗卵巢 3～5 次至无血渍为止，再用灭菌的软纸擦干卵巢表面，采

用先抽吸再切割的方法采集卵泡卵母细胞。 
1.2 卵母细胞的分级 

检取到的卵母细胞洗涤 2～3 遍后从形态学上进行分级，计数后于同一培养皿中的不同

培养滴中培养，以比较不同级别 COC 的体外成熟率。分级标准：A 级为卵丘细胞致密，不

扩散，细胞质均匀，形状规则，至少完全包裹有 4 层卵丘细胞；B 级为卵丘细胞 1～3 层，

基本上包裹卵母细胞；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。 



1.3 卵母细胞的成熟培养 
在显微镜下（400×）将不同级别的卵母细胞先用含 FBS（HyClone）的洗卵液洗 2～3

次，再用成熟培养液洗 2～3 次，然后置于已平衡预热的成熟培养滴（50 微升）中培养（10
枚/滴），培养条件为 38.5℃/37.0℃，5%CO2，饱和湿度。 
1.4 卵母细胞体外成熟的判断 

成熟培养 15～24 小时后于显微镜下观察：卵母细胞有第一极体释放，保持卵丘细胞间

分泌粘稠的基质，细胞层显著膨大，细胞以卵子为中心，大体呈放射状向四周扩散者判定为

已成熟，记录成熟的卵母细胞数。按徐继初（1992）主编的《生物统计及实验设计》中所介

绍的方法，用相对数中率的差异显著性检验，分析不同处理后卵母细胞成熟率的差异。 
1.5 成熟卵母细胞的体外受精 

所有成熟培养后的卵母细胞用含 6 毫克/毫升 BSA 的 BO 液洗涤 3 次，移入 50 微升覆

盖石蜡油的 BO 受精滴中（含 6 毫克/毫升 BSA 和 10 微克/毫升肝素），每滴 10 枚卵子，然

后用上浮法处理马鹿精液。马鹿细管冻精于 37℃温水中解冻后置于离心管底部，加盖 3 毫

升左右BO洗精液（含 6毫克/毫升BSA和 10毫摩尔/升咖啡因），45°于培养箱中上浮，38.5℃，

5%CO2，饱和湿度。40～60 分钟取上浮液离心洗涤 2 次（2000～2200 转，5～10 分钟），弃

上清，将最后一次离心的沉淀用 BO 受精液悬浮使精子获能，并调整精子浓度为 2×106个/
毫升。精子获能后取 50 微升 l 加入受精滴中，精卵共培养，进行体外受精。 
1.6 受精卵的体外培养 

马鹿精子与卵子作用 14～24 小时后，将有第二极体排出的受精卵移至早期胚胎培养液

M199 中培养，每 24 小时更换 1/3 培养液，同时观察卵裂情况并计数。 
1.7 试验设计 

试验一：比较温度对马鹿卵母细胞体外成熟的影响，进而筛选出适宜的培养温度。 
试验二：对比两种不同成分成熟培养液对马鹿卵母细胞体外成熟的影响。 
成熟液Ⅰ：M199（粉剂，GIBCO）＋10%FBS＋10 毫摩尔/升 Hepes（SIGMA）＋0.2

毫摩尔/升丙酮酸钠（SIGMA）＋1 毫摩尔/升双抗（HyClone）＋10 微克/毫升 GnRH（SIGMA）

＋1 微克/毫升 E2（SIGMA） 
成熟液Ⅱ：M199＋20%FBS＋0.2 毫摩尔/升丙酮酸钠＋1 毫摩尔/升双抗＋10 微克/毫升 

GnRH 

2 结果 

2.1 不同培养温度对鹿卵母细胞体外成熟的影响 
两组温度下，马鹿卵母细胞均可发育成熟并受精，但 38.5℃下的体外成熟率显著高于

37.0℃时（P<0.05）。结果详见表 1。其中未成熟卵母细胞只包括 A、B 级 COC，C、D 级未

计在内。 
2.2 不同成熟培养液对马鹿卵母细胞体外成熟的影响 

两组成熟培养液均可在 38.5℃下使马鹿卵母细胞于体外发育成熟且受精，添加 FBS 的

比例由 10%增至 20%以及是否添加 E2 对成熟培养的影响不显著（p>0.05）。结果详见表 1。
其中未成熟卵母细胞只包括 A、B 级 COC，C、D 级未计在内。 
2.3 不同级别 COC 的体外成熟培养 

不同培养条件下，A 与 B 级 COC 的体外成熟率差异均不显著（p>0.05），与 C 和 D 级

的成熟率相比，虽然差异显著性检验的结果并不统一，但所统计的结果中 A 与 B 级 COC 体

外成熟率均高于 C 和 D 级。C 级 COC 中只有个别发育成熟；D 级 COC 在各种培养条件下

均未发育成熟。结果详见表 2。不同级别 COC 成熟前后形态详见图 1。 



表 1 马鹿卵母细胞体外成熟培养结果 

TABLE 1 Wapiti oocyte in vitro maturation results 

培养温度 
culture temperature 

培养液    
medium 

卵母细胞数（枚） 
Oocyte（n） 

成熟率  Maturation
（%） 

受精率 Fertilization
（%） 

37.0℃ 成熟液Ⅰ 18 44.4（8/18）a 25.0（2/8） 
38.5℃ 成熟液Ⅰ 34 76.5（26/34）b 65.4（17/26） 
38.5℃ 成熟液Ⅱ 25 84.0（21/25）b 71.4（15/21） 

注：含有不同字母上标表示差异显著（P<0.05），含有相同字母表示差异不显著（P>0.05）。 

表 2 不同级别马鹿卵丘卵母细胞体外培养结果 

TABLE 2  Different grades of wapiti cumulus-oocyte complexes in vitro maturation results 

培养条件 Culture condition 卵母细胞数（枚）Oocyte（n） 成熟率 Maturation（%） 

37.0℃ 
成熟液Ⅰ 

A 级       10 
B 级        8 
C 级        4 
D 级        4 

50.0（5/10） 
37.5（3/8） 

0（0/4） 
0（0/4） 

38.5℃ 

成熟液Ⅰ 

A 级       18 

B 级       16 

C 级        7 

D 级        5 

88.9（16/18） 

62.5（10/16）bc 

28.6（2/7）b 

0（0/5）c 

38.5℃ 

成熟液Ⅱ 

A 级       20 

B 级       14 

C 级       11 

D 级       18 

60.0（12/20）a 

71.4（10/14）bc 

18.2（2/11）b 

0（0/18）ac 

注：同一列中上标含有相同字母 b 的两组间差异显著（P<0.05）,上标字母有 a、c 的两组间差异极显著

（P<0.01）,其他无显著差异（P>0.05） 

3 分析与讨论 

3.1 培养温度 
不同的培养温度对体外成熟的影响很大，有时甚至是体外成熟是否成功的关键。对于温

度的选择，众研究者的结论并不一致。有学者认为稍高一点的温度对细胞就有害，而稍低于

体温的温度对体外成熟似乎无甚影响；Katska 和 Smorag（1985）提出减数分裂对培养温度

的耐受性较高，只有在低于体温 5℃以上才会表现出成熟率的明显下降。Eng 等（1986）用

猪做实验发现 39℃时猪卵母细胞的体外成熟率为 71%，而 37℃时为 35%。严云勤（1995）
提出，培养的温度应与相应动物的正常体温相一致。母马鹿的正常体温在 38.0～38.8℃，平

均为 38.5℃。本试验中正是采用了此温度与普通的细胞培养温度 37℃进行了比较，虽然 37℃
下马鹿卵子可以发育成熟和受精，但成熟率和受精率均较低，所以后续试验采用了 38.5℃。

在国外对赤鹿进行卵母细胞体外成熟培养中，学者们采用了不同的温度38℃、38.5℃和39℃，

均获得了成熟的卵子，但对温度的影响作用却未进行比较，因此尚不能确定这三种接近鹿体

温的温度那种更适宜进行培养。 
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图 1 不同级别马鹿 COCs、成熟卵及受精卵形态; Fig.1 Different form of wapiti COCs, matured and fertilized 

oocytes:（a）马鹿卵巢; Wapiti ovaries;(b)A 级 COC; A grade;（c）（d）B 级 COC; B grade;（e）C 级 COC; 

C grade;（f）裸卵（D 级）; Naked egg（D grade）;（g）D 级 COC; D grade;（h）（i）成熟卵（第一极体）; 

Matured oocyte with first polar body; （j）精卵结合;Binding; (k)受精卵（第二极体）; Fertilized oocyte with 

second polar body;(l)2-细胞;2-cell. 

3.2 培养液 
本试验探索的是以 M199 为基础液，添加不同浓度的血清和激素，通过成熟率的比较筛

选出适宜鹿卵母细胞的体外成熟培养液。培养液成分和添加比例的设计是在总结和借鉴当前

众学者的研究结论的基础上进行的。M199 是目前应用较多的培养基，特别是加入 10%FBS
或 OCS 效果更好。在血清的使用上，以应用 FBS 的报道最多，添加量一般为 10～20%。但

也有学者指出，在不含血清的 M199 中的卵母细胞经过体外培养也可以成熟并获得受精及胚

胎发育能力。 
激素在体内对卵母细胞成熟和排出的重要性已经基本为众多学者所证实。在基础培养基

中添加促性腺激素（FSH、LH）也能提高卵母细胞的成熟率、受精率及发育率。含 10%FBS
的 TCM199 中添加 FSH、LH 和 E2可使赤鹿卵子体外发育成熟并受精继续发育至胚胎。GnRH
可发挥着相当于 FSH 与 LH 的共同作用，所以在马鹿卵子体外成熟培养液中选用 GnRH 代

替 FSH 和 LH。对 E2 的作用的研究，不同学者的结论不同。多数学者认为 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，又能显著提高卵母细胞的受精能力及早

期胚胎的发育能力。但是 Singh（1993）却提出，添加 FSH 对成熟有显著的促进作用，而添

加 E2无明显作用。本研究的结果虽是 E2对成熟培养的影响不显著，但产生此结果的原因可

能在于成熟培养液中加入了其他未知的大分子物质和激素，进而掩盖、抑制或改变了 E2 的

作用。 
3.3 不同级别 COCs 体外成熟的比较 

未成熟卵母细胞外包裹有层数不等、形态不同的卵丘细胞，这些卵丘细胞对卵母细胞的

成熟有着极大的影响，也由此才对卵母细胞进行了分类。通常按照卵丘细胞的形态和数量进

行分类，不同学者的分类结果不尽一致。陈大元（2000）的分类比较细致，共分了 6 个等级，

郭志勤（1998）和王建辰（1998）各分了 3 级和 4 级，都将卵丘细胞层致密而完整的统归为

A 类，再对半裸卵、裸卵及过成熟卵进一步详细分类。所以本试验在参考各学者的分类标准

的基础上，将鹿的卵丘卵母细胞按形态上的不同分为了四个等级。通过研究得出 A、B 级

COC 适宜进行体外培养，这一结果与其他学者所提出的卵丘细胞形态与卵母细胞成熟的关

系的研究结论是基本一致的，所以本研究中所采用的分类标准适用于鹿。 
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