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研究进展

Ｂｅａｇｌｅ 犬卵母细胞体外成熟研究进展
胡敏华，周治东，倪庆纯，刘运忠

（广州医药研究总院有限公司实验动物研究开发中心 国家犬类实验动物种子中心），广州　 ５１０２４０

　 　 【摘要】 　 国内实验 Ｂｅａｇｌｅ 犬种质资源保存利用及制备基因修饰人类疾病动物模型，要求有充足的 Ｂｅａｇｌｅ 犬

胚胎。 目前诱导排卵技术在犬上效果不明显，体内获取犬成熟卵母细胞有困难。 同时，尽管科研人员对犬卵母细

胞体外成熟培养进行了多方面的尝试，但尚未获得突破，成熟率低，严重制约了其在种质资源保存、基因修饰模型

制备及生物医学研究中的应用。 本文梳理了不同犬龄及生殖周期、卵母细胞形态与体积及脂滴在 Ｂｅａｇｌｅ 犬卵母细

胞体外成熟中的影响，以为其体外成熟寻找新的突破口。
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　 　 Ｂｅａｇｌｅ 犬是国际公认的新药安评与研发首选用

犬，作为国家犬类实验动物种子中心，对国内优质

Ｂｅａｇｌｅ 犬种质资源或者濒危犬种进行保护利用，具
有重要意义。 目前国内 Ｂｅａｇｌｅ 犬只有活体保种单

一形式，同时经多代的繁衍后，未免会对其遗传稳

定性造成影响，而 Ｂｅａｇｌｅ 犬种子体外保存是解决上

述问题的最好方法之一。 近年来基因修饰技术进

展很快，我国也已成功实现世界首例基因敲除犬，
但该技术及体外保种要求有充足的实验材料（受精

卵），目前成熟卵母细胞一是从自然发情排卵的母

犬输卵管中手术获取，二是从卵巢获取卵丘⁃卵母细

胞复合体（ｃｕｍｕｌｕｓ ｏｏｃｙｔｅｓ⁃ｃｏｍｐｌｅｘｓ， ＣＯＣｓ）再进行

体外成熟（ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ， ＩＶＭ）。 如方法一获得

成熟卵母细胞，其成本很高且非常困难，而方法二

是比较适宜的选择，因此需要急切解决犬 ＣＯＣｓ 体

外成熟、受精等技术壁垒，以尽快应用于保种及疾

病模型研究。
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１　 不同培养体系对犬卵丘⁃卵母细胞
体外成熟的影响
　 　 犬是非季节性单次发情动物，分为发情前期、
发情期、发情后期及乏情期。 母犬一年发情 １ ～ ２
次，犬发情间期平均 ７ 个月，母犬排卵虽然主要集中

在发情期前 １ ～ ３ ｄ 内，但在发情期的 ７ ｄ 内随时都

可发生排卵，排卵的确切时间难以掌握［１］。 且犬排

出的卵母细胞处于生发泡期 （ ｇｅｒｍｉｎａｌ ｖｅｓｉｃｌｅ，
ＧＶ），需在输卵管内完成成熟过程（４８ ～ ７２ ｈ），因此

犬排出的卵母细胞在 ２ ～ ３ ｄ 后，才具有受精能力，
再次启动减数分裂过程。 多年来科研人员尝试了

各种各样的卵母细胞体外成熟培养体系［２］，如往培

养液 添 加 促 性 腺 激 素 （ ＦＳＨ， ＬＧ， ＰＭＳＧ， ＨＣＧ）
的［３ － ５］、甾类（雌二醇、孕酮）的［１， ６］、不同类型血清

的［６， ７］、生长因子的 （ ＩＧＦ⁃１，ＥＧＦ） ［８］、各种蛋白源

的［９］、透明质酸酶的［１０］、抗氧化剂的［７， １１］、细胞周

期抑制剂的［１２］、模拟输卵管内环境与犬输卵管上皮

细胞共培养的［１３， １４］，甚至将卵母细胞注入体外培养

的输卵管内等等［１５］，但无论采用何种基础培养液及

添加各种生物活性物质，仍只有 ２０％左右的犬卵母

细胞能成功发育至 ＭＩＩ 阶段［１６］。 事实上，大概 ６０％
的 ＣＯＣｓ 取出后就已停止发育，大概 ２５％ 的卵母细

胞退化，只有少量卵母细胞能成功发育至 ＭＩＩ 阶段，
但因质量太差，其继续体外受精及发育能力亦会大

大降低［１７， １８］。 诸多研究表明，目前对犬卵母细胞体

外成熟培养体系是不适宜的，到底 ＣＯＣｓ 在体外缺

少了何种因子的刺激，致其大部分停止发育？ 研究

者们必须另辟途径，寻找突破口。

２　 不同犬龄及生殖周期对卵丘⁃卵母
细胞体外成熟的影响
　 　 犬卵巢功能随着年龄的增加而不断下降，在国

家犬类实验动物种子中心，虽然也存在 ６ 岁以上的

种母犬怀孕分娩情况，但其胎均产仔数明显要比 ６
岁以下的低，且出现病、弱仔机率上升。 经比较，从
６ 岁以上母犬卵巢获得的 ＣＯＣｓ 数显著低于 ６ 岁以

下正常母犬（未发表数据）。 而 Ｈｅｗｉｔｔ 等［１９］ 也发现

供体母犬的年龄与 ＣＯＣｓ 的获取数呈现负相关，
ＣＯＣｓ 的平均获取数随供体年龄的增长每年下降

４ ７ 枚（Ｈｅｗｉｔｔ ｅｔ ａｌ． ， １９９８）。 Ｌｏｐｅｓ 等［ ２０］ 对取自 ６
岁以下和 ７ 岁以上母犬的卵母细胞体外培养比较，
发现 ６ 岁以下母犬所取的卵母细胞在体外培养成熟

的潜力更高。

有学者研究在不同生殖周期所取的 ＣＯＣｓ 是否

会对体外成熟率有影响，但结果不相一致。 Ｒｏ⁃
ｄｒｉｇｕｅｓ 等［２１］认为 ＣＯＣｓ 的体外成熟不受母犬生殖

阶段的影响，在不同生殖周期采集的 ＣＯＣｓ 对其减

数分裂的恢复没有显著差异。 但更多的研究认为

生殖周期是 ＣＯＣｓ 体外成熟的重要影响因素，供体

母犬发情期卵巢的内环境含有高浓度的雌激素、孕
酮及一些未知因子，有利于其后的体外成熟［２２］。 卵

泡期的犬 ＣＯＣｓ 恢复减数分裂和达到 ＭＩ、ＭＩＩ 的能

力比乏情期的高［２３］，Ｏｈ 等［２４］ 认为适当生殖周期的

卵母细胞对其减数分裂的恢复有重要影响。 尽管

如此，Ｙａｍａｄａ 等［２５］ 采集经诱导超数排卵后的母犬

排卵前 ＣＯＣｓ，其体外成熟率仍只有 ３２％ ，对照组为

１２％ ，表明虽然生殖周期对 ＣＯＣｓ 体外成熟存在一

定的影响，但并不是关键因素之一。

３　 卵丘⁃卵母细胞形态及体积与体外
成熟的关系
　 　 卵丘细胞与卵母细胞紧密连接形成 ＣＯＣｓ，卵丘

细胞通过缝隙连接（Ｇａｐ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ， ＧＪｓ）与卵母细胞

间发生营养物质、离子以及 ｃＡＭＰ 等调节小分子的

交换，从排卵前到排卵后，卵丘细胞与卵母细胞间

发生着复杂的信号传递，从而对卵母细胞的发育实

现分子水平的调控。 但对于犬类动物 ＧＪｓ 的研究仅

限于形态学上的研究。
为了提高 ＣＯＣｓ 体外成熟率，学者们都遵循一

个形态学标准，即胞质颜色深暗而均一，直径 ＞ １００
μｍ，有两层以上完整的颗粒细胞层［２７］。 对于为何

以这个标准选取，也是经过验证的。 Ｌｏｐｅｓ 等［２８］ 发

现根据上述标准选取的犬卵母细胞核凋亡的比例

低于 １５％ 。 Ｏｔｏｉ 等［２９］ 发现直径小于 １００ μｍ 的

ＣＯＣｓ 成熟率仅为 ４％ ～ １０％ ，Ｓｏｎｇｓａｓｅｎ 等［３０］ 发现

仅有一层颗粒细胞的卵母细胞在培养 ４８ ｈ 后退化。
Ｈｅｗｉｔｔ 等［１９］也发现直径大于 １００ μｍ 的 ＣＯＣｓ 发育

至 ＭＩ、ＭＩＩ 阶段的比例为 ２０％ ，而直径 ＜ １００ μｍ 的

ＣＯＣｓ 其比例仅为 ４％ ～ １０％ 。 这个标准在牛卵母

细胞上也同样适用，可根据其胞质颜色判断细胞的

发育潜能［２６］。 上述研究表明卵母细胞体积大小、胞
质颜色等对其核体外成熟有一定的影响。

４　 脂滴形态对卵丘⁃卵母细胞体外成
熟的影响
　 　 脂滴（ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ，ＬＤ）是富集在动物脂肪组

织中的动态细胞器，是由磷脂单分子层、游离胆固

８０１
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醇和特殊蛋白覆盖在核心的中性脂质组成，控制着

体脂的贮存。 蛋白质组学研究表明：ＬＤ 参与脂类代

谢和运输、细胞内物质交换、信号转导及细胞骨架

构成。 犬、猪、牛等卵母细胞和胚胎细胞内以脂滴

的形式储存大量的内源性脂质，因此胞质颜色深

暗，这些脂质为卵母细胞及早期胚胎发育供能［３１］。
ＬＤ 在猪卵母细胞中的研究相对较多，猪、马卵母细

胞成熟过程中脂滴形态和含量是一个动态变化过

程［３２ － ３４］，且其脂质代谢改变会干扰单精受精和胚胎

发育［３５］。
而关于犬卵母细胞 ＬＤ 的研究鲜有报道。 ２０１２

年 Ａｐｐａｒｉｃｉｏ 等［３６］通过基质辅助激光解吸电离（ｍａ⁃
ｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬ⁃
ＤＩ⁃ＭＳ）法首次对犬和猫卵母细胞里 ＬＤ 的化学构成

进行研究，为改进其体外培养及冷冻保存技术提供

参考。 ２０１６ 年 Ａｒｉｕ 等［３７］ 首次分析了犬 ＣＯＣｓ 体积

及生殖阶段与 ＬＤ 分布的关系，结果表明在卵泡期，
大部分卵母细胞 ＬＤ 呈现不规则分布，但在黄体期

及乏情期，ＬＤ 主要在核周边分布，且不管犬处于哪

个生殖阶段，直径大于 １２０ μｍ 的卵母细胞 ＬＤ 含量

要显著高于直径在 １１０ ～ １２０ μｍ 之间的卵母细胞。
犬卵母细胞含有大量 ＬＤ，推测其在卵母细胞体外成

熟过程中有重要作用，需进一步展开研究以探明其

如何影响卵母细胞的发育过程。

５　 展望

２００５ 年，公布的犬的全基因组序列分析，发现

犬基因组与人的相似性达 ９５ ７％ ，且有数百种遗传

疾病与人类相似［３８］，是研究人类疾病机理机制的重

要模型。 但从 ２００５ 年［３９］首例克隆犬的诞生到 ２０１５
年首例基因敲除犬的出生［４０］，已过去 １０ 年，有关犬

辅助生殖技术远远滞后于小鼠、猪等动物的研究，
尤其是卵母细胞体外成熟培养效率停滞不前，究其

原因，一是其独特的生殖生理，发情排卵时间难以

把握，ＧＶ 期及成熟卵母细胞获取有困难；二是犬

ＣＯＣｓ 现行体外成熟培养技术体系尚未满足启动其

恢复减数分裂的要求，提示需要从分子机制来展开

研究。 犬卵母细胞体内成熟调节机制是什么？ 卵

丘细胞、脂滴究竟通过什么通路影响着卵母细胞的

成熟？ 输卵管内存在哪些关键因子促进卵母细胞

减数分裂的恢复？ 等等，这些问题，都亟待解决。
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