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校正的 B O 液培养法对牛精子体外

获 能 的 影 响
’

阎志春 张天佑 梁裕利
( 畜收 来 )

王祖 昆
(广东省农科院畜状研究所 )

摘要 本试脸校正了利用肝家和咖啡因使牛精子体外获能的传统的 B O液配方及培养方法 , 利

用去透 明带仓鼠卵的穿透试验和顶体的台盼兰— 姬姆萨双重染色技术检查了该方法对获能的

影响
,

发现校正的 OB 液培养法缩短了预培养时间
,

增强了获能效果
.

关键词 牛精子 , 获能
,

去透明带仓鼠卵的穿透试验
.

台盼兰— 姬姆萨顶体染色法

近两年来
,

牛体外受精技术 ( B L v )F 获得了很大的进展 〔`〕
.

为了促使牛精子的体外获

能 ( ca p a e i at ti o n )
,

许多研究者曾试用 T 多种培养液
,

如 M E M 液 [ ,〕、

m K R s 液 [ ,〕、

H l s 液 [`〕 、

BO 液阁和 T yr do e ’ s
液 .[] 等等

;
最近

,

又通过向培养液中添加不同童的肝素 .1[
、

咖啡因闭
、

离

子载体 A 2 3 187 .1t 及磷脂类 .1[ 等
,

以期增加获能和顶体反应的效果
。

随着对梢子获能和顶体

反应机理认识的不断深入
,

T yr od e ’ S
液培养法获得了很大的改进 l[ 。〕 ,

但使用同样广泛的 B O

液法却未见有改进的报道
.

异种精子在体外穿透去透 明带 仓鼠卵的试 验最先是被用来检查 人类精子的受精 能

力〔 , ’ 〕
,

但近年来由于体外受精技术的雳要
,

这种方法被用于代替牛卵母细胞的体外受精
,

检

查牛精子的体外获能效果和改进培养方法。 2
·

” 〕
.

目前使用的 B O 液牛精子获能培养方法 .t[
`戒]需要较长的预培养时间

。

本研究根据精子体

外获能研究的最新进展
,

试图校正 BO 液的原配方及培养方法
,

以期提高牛精子体外获能的

效率
。

1 材料方法

1
.

1 精液来源

所用精液取 自饲 养于深圳市光明华侨畜牧场种公牛站的一头 由美国引进的青年公牛
.

精 液分两种
,

一种是 以每周射精 2次的频率采得的精液 (L 组 ) ; 另一种则来 自以每周 J 次

射精的频率采得的精液 ( H 组 )
.

两种精液都取一次正常的射精
,

鲜精活力都是 0
.

75
,

制成

颗粒冻精后 0
.

s h 的解冻后活力都是 0
.

35
.

1
.

2 培养液的配制

对照组的 B o 液采用最近 aP kr 等报道的方法 〔“ 〕
,

但 sB A 的浓度改为 5 m g / m l 与本文

·
本丈是张天佑教授主特 的国 家自然科学基企资助项 目 “

公 牛吝奴率未精及 其生理机理的研究
” 的一那

分
。
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校正的 m B o 液中浓度相同
,

以利比较
。

F 一 m B O 表示受精时组成的培养液
。

表 1 用于精子获能及卵子受精的培养液

成分 单位 B O m B O F 一 m BO

N a cl m m o l / L 1 1 2
.

0 1 1 0
.

0

K C一 m m o l / L 4
.

0 2 6
.

0 2

C a C 1
2 ·

2 H
2
0 m m o l / L 2

.

2 5 1
.

7 5

M g C ]
: ·

6H : 0 m m o l / L 0
.

5 2 1
.

0 2

N aH C O : m m o l / L 3 7
.

0 3 1
.

0

N a H
:
P O

; ·

ZH : 0 m m OI / L 0
.

8 3 0
.

8 3

yP
r u v a t e ( 5 0 ! d iu m sa l t )

.

m m o l / L 1
.

2 5 8
.

2

G l u 。万 e m m
o l / L 1 3

.

9 0

H e p eS
.

m m o l / L 0 6
.

0

P e n iilC l i n i u / 1 0 Qm l 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0

s t r e p t o m y ic n m g / 1 0 0耐 5 5

l %hP
e n i o l r比 而八 00 lnI 0

.

0 2 0
.

02

B B 液
:

B o + 5 m g /而璐 cA
.

刀B H 液
:

B o + 5 m s /时+ 1 0 阳 /
,班 H e

拌
r in

`

B贺 液
:

B o + s m g /间 BS A + 1 0m m o l / L c af fe in o .

n 、 B B C H 液
:

m B o + s m名 /m z BS ^ 十 1 omo 一/ L aC r r ie n e + 2 0阳 /而 H e沐 r i n
,

p H = 8
.

0
.

1 ] 1
.

0

5
。

0 2

2
.

O

3 4
.

0

0
.

8 3

4
.

7 2 5

6
。

9 5

3
.

0

1 0 0 0 0

0
.

02

P y r u v ic ac id s记i u m aS l t
:

C H
一

94 7 0 B cu hS
,

F lu k a Q l

em i e A G
.

H e l〕eS
:

A r t 1 0 1 1 0
,

M E R C K
.

A l b u 叮垃n ,
B o v

in
e : 〔治, n t达 1 Fa t t y A c ld

一
f r .

,
S I GM A Q 、 e n石。 1 C O m件

n y
,

U
.

S
。

A
.

H e
eP

r in Sdo i u m aS l t
:

R
o
m OB

v in e ,
1 5 4 u

/ m g
,

SI G M ^ C h e

而司 C O nI pa n y U
.

5
.

A
.

C挂 f fe i n e 一 Sdo i u m eB
n z
ao t e :

5 0
: 5 0 ( w /w ) m认ut r e ,

S I G M ^ 伪
。 m iaC l C o m降

n y
,

U
.

5
.

A
.

:
a

`

D

.c.d已

1
.

3 去透明带仓鼠卵的获得

金黄地鼠 ( o o ld e r n h a

ms et r ,

M e s
oc

r iut s a u r a t u s ) 购 自广东省农科院兽医研究所
,

为 1 0 ~

2 5周龄
,

体重 1 0 0 ~ 1 5 0 5 的成年雌鼠
,

于发情第 l d 的上午 8 , 0 0腹腔注射 P M s G , 6 0 i u
,

5 9 ~

60 h 后腹腔注射 h c .G 60 in
,

其后 14 一 1 6 h 取 出仓鼠输卵管
。

在 BB 液中切开输卵管膨大部
,

将被卵丘细胞包围的卵子移入含 0
.

04 %透明质酸酶
“

的 B B 液中
,

用移液器抽洗数次
,

去掉

卵丘细胞
;
将去卵丘的卵子用 BB 液洗两次后

,

移入含 0
.

02 %牛胰蛋白酶
,

的 B O 液中约 1

m讥 以去掉透明带
。

将去透明带的卵子迅速移入 B B 液中洗 3 次
。

最后将去透明带的卵子移

f
.

P M s G
:

兽 用血清性促性腺激素
,

批号8 91
,

长未生物制品研 究所
.

9
.

h c G
:

人绒毛膜促性腺激素
,

批号 8 8 0 4 16
,

宁波市激素制品厂
。

h
.

H y a lu r o n id as
e f r o m oB

v i n e t es t昭 : T y pe l
一
S

,
S I G M A

,
C h e

而ca l oC nr P a n y ,
U

.

S
.

A
,

1
.

rT y p s in f r o m bo
v i n e pa n e r e

as
,

4 u
/ m s

, e o o t r o l 2 3 0 4 9
,

S e r u a F e in 玩co h e
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,
N e w OY
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入灭菌石醋油覆盖下的 05 川 B B 液 (试验组 )或 B B C 液 (对照组 ) 中
。

L 4 精子的获能处理

取 L
,

H 组精液各两粒
,

39 ℃下用 0
.

8 m lB O 液解冻 20 5
,

在已预热至 37
’

C 的玻片上评

定活力
.

1 5 00 r / m in 下离心 10 m in
,

再用 0
.

s m l B O 液重新悬浮
,

然后在同样条件下再离心

两 次
。

最后用 B B H 液 (对照组 ) 悬浮
,

放入 39 ℃
,

有 5写C 0 2 ,

95 %空气的 c 0 2

培养箱中培

养 5 ~ 5
.

s h 或用 m B BC H 液 (试验组 )培养 1 h
.

取培养过的精液上层 0
.

66 ml
,

评定活力
,

用

血球计数板计数
。

用 B B H (对照组 )或 m B B C H 液 (试验组 )将精子浓度调至 5 x l 。`

个 /ml
。

将获能处理后的精液 50 川 与含去透明带仓鼠卵的 50 川B B 液或 B B C 液混合
,

分别组成

1 0 0 协I F
一

m B B c H 或 F
一

B B c H 受精液滴
。

受精 d~ 4
.

s h
。

.1 5 穿透结果的检查

受精结束后取出卵子在 B B 液 中洗 3 次
,

移入 中性福尔马林 ( un t r a l f or m ial n) 固定液中

固定过夜
。

第 2 天上午将卵子取出
,

用 1% 乙 酸间苯二酚蓝
,
( ^ e e t。

一
a e m o id ) 染色 5 m in

,

在 4 0 0 丫 或 1 00 0 又相差显微镜下检查
.

在卵内发现精子膨大的头部 (旁边必须有尾部存

在 ) 或雄原核时判为被穿透
.

1
.

6 精子顶体的双重染色

在给仓 鼠卵授精的 同时
,

向一不含卵子 的受精液滴中加入 1 00 川 1% 台盼 蓝染色液
,

39 ℃在培养箱中培养 15 而 n .

基本采用楠
·

比吕志 ( 1 9 8 9) 的方法 ls[ 〕
,

对精子进行处理和

分类
。

只是用 3
.

5%的戊二醛缓冲固定液代替原方法 中使用的二 甲砷酸盐固定液
。

对试验数据
,

两个百分率之间的 比较用 P ea r son
’ s x ,

检验
,

两个平均数之间的比较用
t一

检验以测定其差异的显著性
。

2 结果分析

.2 1 m B O 法对预培养后精子活力及穿透去透明带仓鼠卵成绩的影响

由表 2 可见
,

预培养后 m B o 法较之原 B o 法显著地保持了精子的活力
。

原 B O 法经过 5

一 5
.

s h 的长时间培养
,

活力有极大的下降
,

甚至难以在一个视野 中见到直线或 S 型前进运

动的精子
。

m BO 法中虽然使用了咖啡因
,

能促使精子的
“

过活
’ ,〔 ’们

,

但基础液中降低了 ca
“ -

的浓度至 只有 1
.

75 m m of / L
,

所以咖啡因促使精子
“
过活

”

的作用可能会受到限制
; 另一方

面 m B o 培养将培养时间降至只有 l h
,

对精子活力的保持也有作用
。

去透 明带仓 鼠卵的穿透结果中
,

平均每卵附精数极显著地增力[]说明获能和顶体反应精

子的 比例在 m B o 培养法中得到提高
,

因为受精后仓鼠卵经过多次冲洗
,

只有发生过顶体反

应的精子才能牢牢地附着在 卵子上
。

仓鼠卵的穿透率可能与卵子的质量有关
,

在本试验中

小批量卵的试验尤为如此
「” ,

但用 m B o 法所得的穿透率结果在两组对照
`
一

}
`
仍然极显著地

高 于 B o 法的值
。

穿透试验中最重要 的指标应是雄原核率
,

它不仅包含 了穿透率及穿透卵中

精
一

户平均数两项指标
,

而且表示
一

】
’

入卵精子在卵内发育到原核期的能 力
。

用 m B O 法获能后
.

姚 原核 乍在 I 组极显著地高于 BO 法的值
.

但在 H 组 却差异不显著
,

这可能是 m BO 对高频
少

软茱 精得至lJ白勺精子的扶能效果不尽理 想
。

1
J

J ` l ,一。 i .J : r l兀一 1
.

勺
一

6
.

0
.

P r
do

u e t n o
.

2 0 0 5 〔 , 一上) 于1 C t l
c r 一飞 i ea l l 七̀」 l

`

叼 ] e
.

E l l 6 l a 了l d
.
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表 2 nr B O法预培养后精子活力变化的差异及精子穿透去透明带仓鼠卵成绩的变化

L 组 H 组

B O法 。 B O法 B O法 m丑 O法

解冻后活力

预培养后活力

穿透率 ( %)

雄原核率 ( %)

平均每卵附精数

`

差异显著
,

P < 0
.

0 5 ;

0
。

3 5

0
.

0 6二

6 5
.

0 ( 1 3 / 2 0 )
. ’

3 5
.

0 ( 7 / 2 0 )
` ’

1
.

1 0士 0
.

8 3
. `

0
.

3 5 0
。

3 5

0
.

2 2二

8 5
.

0 ( 1 7 / 2 0 )
. “

0 8二

.

0 ( 1 1 / 2 0 )

7 0 ( 1 4 / 2 0 )二

5
.

2 7士 刁
.

3
` .

4 0 ( 8 / 2 0 )

1
.

3 5士 0
.

9 9二

0
。

3 5

0 2 5二

7 5
.

0 ( 9 / 1 2 ) “

5 0 ( 6八 2 )

5
.

1 7 士 4
.

5 2 ”

. ’

差异极显著
,

P < O
.

QI

2
.

2 获能预培养后精子顶体双重染色的结果

利用 m B O 法和 B O 法对精子进行预培养
,

共做 3 批顶体染色试验
,

结果如表 3 示
。

结

果表明
,

m B O 法在两组试验中都极显著地提高了顶体反应的活精子比例
,

这与仓鼠卵穿透

试验的结果较为一致
;
原 B O 法使未发生顶体反应的活精子比例增高

,

但活精子的总数却与

与 m B O 法差别不太
,

这可能是由于染色时是利用上浮法 s( w i n
一

uP ) 吸取了活精子测定的原

因
。

可以发现
,

m B O 法使得有顶体反应的总精子数增加了
。

表 3 mB o 法对精子获能预培养后顶体双重染色结果的影响

L 组 H 组

B O 法 m B O 法

1 9
.

3
.

B O 法 m B O 法

:
八U内hù22

无顶体反应的活精子 ( % )

有顶体反应的活精子 (% )

无顶体反应的死精子 ( % )

有顶体反应的死精子 ( % )

2 8
.

4
.

2 0
。

l
’ .

3 0
.

9
“ “

4 8
.

6二

3 2
.

4
冬 .

1 5
.

0
电 ’

1 2
.

6二

4 1
.

2
“ “

1 1
.

1
.

2 1
.

0
.

2 6
.

7

2 5
.

9

`

差异显芳
,

P < 0
.

05 二 差异极显著
,

P < 0
.

01
。

钾 3 讨论

据 aP rr is h ( 1 9 8 5 )的试验 〔’ 吕〕
,

葡萄糖与肝素间存在拮抗作用
,

因此本试验校正的 m BO 培

养法中去掉了葡萄糖成分
,

增加了小分子的丙酮酸钠的含量
,

以期供给精子营养
; 低浓度

或不含 C a , +

的培养液
,

被认为是可以抑制顶体反应而不影响其获能
,

而一旦增 加 ca
Z十

浓度

时又可诱发顶体反 应的发生
,

并且 已有试验证明高 PH 值和高浓度的 K 十

对去钙的培养液是

有益的帅
·
2如

,

所以 m B O 法中降低了 ca
, 一
浓度

,

用 H e eP s
作缓冲剂提高了 P H 值

,

同时增 加

了 K + 浓度
,

试图以此在组成受精液后再将 已获能的精子诱发顶体反应
,

防止顶体酶的过早

溢出
。

m BO 法还利用了肝素与咖啡因的协同作用叫
,

这两种成分被认为都对精子吸收 ca
, ?

至细胞内有作用 l[ ” ·
’ 6〕

。
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一

本试验是用仓鼠卵穿透试验来检查获能效果的
,

据认为受精前精子的活力对精子穿透

卵黄膜和透明带是重要的
r Z ’

·

之`
1

,

所 以 m B O 法缩短了受精前精子的预培养时间
,

使活 力不至

下降太快
,

尽管 P 。 rr is h 等 ( 1 9 8 8) 认为 l 。 。盯m l 的肝素浓度下
,

牛精子要经过 d h 的预培

养才能获能较戈一
10

.

但 m B o 法将肝素浓度增加到 2 0 0 9 / m l
,

获能结果是满意的
.

彻啡四易使精子
` ’

过活
” ,

原 B o 法中在受梢时才将精液与咖啡因相遇
「“ 〕 ,

较为 合理
。

据

报道
,

拐八 的高浓度可能对精子的获能也有作用 lz[ 二
.

所以本研究中将原 B o 液法 20 m s/ ml

的 sB A 调至 s m灯 m l 可能使其获能效果受到部分影响
。

另外
,

肝素有可能掩盖透 明带上精

子受体而阻止发生顶体反应
「2 ’ 」 ,

所以用 m B O 法做牛卵母细胞的体外受精 时
,

在对卵子授精

前将精液离心以除去培养液中的肝素是有益的
,

许 多研究者的试验注意到了这一点 ..[
’ 〕

。

致谢 承蒙罗承浩副教投审阅此文
,

特表感谢
.
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