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摇 摇 摘要:摇 为探讨生长分化因子 9(Growth differentiation factor 9, GDF9)和卵泡抑素(Follistatin,FST)如何影响猪

卵母细胞成熟及胚胎早期发育能力,在猪卵母细胞体外成熟( IVM)培养过程中添加不同浓度的 GDF9 和抗 GDF9
抗体,或同时添加 GDF9 和 FST 或抗 FST 抗体,测定猪卵母细胞的细胞核成熟率、卵裂率、囊胚率及囊胚总细胞数。
结果显示,添加 GDF9 显著提高孤雌胚囊胚率,抗 GDF9 抗体则显著抑制卵裂率和囊胚率。 添加 FST 显著降低孤雌

胚囊胚率和囊胚总细胞数,添加抗 FST 抗体显著提高了囊胚率。 共同添加 GDF9 与抗 FST 抗体则使囊胚率达到最

高。 表明猪卵母细胞 IVM 期添加 GDF9 能一定程度上提高卵母细胞及胚胎的发育能力,共同添加 GDF9 和抗 FST
抗体对胚胎发育的促进作用具有加性效应。
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摇 摇 Abstract:摇 To investigate the effects of growth differentiation factor 9 (GDF9) and follistatin (FST) on porcine oocyte
maturation and early embryo developmental competence,different concentrations of exogenous GDF9, anti鄄GDF9 antibody, FST
and anti鄄FST antibody were added into in vitro maturation medium,and the nuclear maturation, cleavage, blastocyst rate and
blastocyst cell number were detected. GDF9 significantly improved blastocyst rate. Anti鄄GDF9 antibody significantly inhibited
cleavage and blastocyst rates. FST addition reduced parthenogenic embryo blastocyst rate and the total cell number of blastocyst.
Maturation medium containing anti鄄FST antibody significantly improved blastocyst rates. Maturation medium containing GDF9 and
anti鄄FST antibody together drove parthenogenic embryo blastocyst rate to the highest level. The results suggested GDF9 addition

in maturation medium could improve oocyte maturation and
early embryo developmental competence. GDF9 and anti鄄FST
antibody in maturation medium could synergistically improve
oocyte developmental competence.
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摇 摇 人工辅助生殖技术主要依赖卵子体外成熟

(IVM)技术发展而来,IVM 技术能避免超数排卵中

外源激素刺激造成的副作用,如卵巢过度刺激综合

征[1鄄4],但与体内成熟卵子比较,IVM 卵子发育潜力

明显不如体内成熟卵子, IVM 卵子受精率和胚胎存

活率都低于体内卵子[5]。 由此国内外对动物卵母

细胞 IVM 条件、体外受精条件和胚胎体外培养条件

进行了大量的研究优化,并在牛和小鼠卵子 IVM 和

胚胎早期发育方面取得较好进展[2,6鄄8],但在猪的胚

胎体外生产方面仍然面临 2 个主要问题,一是体外

多精受精率高,二是体外受精卵子发育至囊胚比例

低和体外胚胎发育质量低于体内发育胚胎质

量[9鄄11]。
卵泡在发育过程中,卵子及其周围的颗粒细胞

存在相互双向调控。 卵母细胞通过旁分泌方式分泌

系列生长因子如 BMP、GDF9 和活化素等作用于颗

粒细胞促进其增殖[12]、分化[13]、代谢、凋亡[14] 及卵

丘扩展等[15],其中 GDF9 在卵泡发生过程和早期胚

胎中表达[16],对卵巢和卵泡发育有重要调控作

用[17鄄20]。 卵泡液中 GDF9 含量与卵子核成熟和胚胎

质量具有显著正相关性[21]。 在卵母细胞 IVM 培养

过程中添加 GDF9 能显著提高卵子成熟和早期胚胎

的发育能力,这一作用在牛[6,8] 与小鼠[2,7鄄8] 上均得

到证实,Gomez 等[22] 将猪卵母细胞鄄卵丘细胞复合

体 ( Cumulus鄄oocyte complexes, COCs ) 与 能 分 泌

GDF9 的裸卵(DOs)共同培养发现 DOs 提高了孤雌

激活后 COCs 中卵母细胞发育至囊胚的比例,但直

接向猪卵母细胞 IVM 培养过程中添加 GDF9 是否能

提高猪卵子成熟和早期胚胎的发育能力尚未见报

道。
在卵丘细胞对卵子成熟的影响中,卵丘细胞分

泌的 FST 特异性结合活化素(Activin,ACT)、BMP15
甚至 GDF9,降低这些转化生长因子的生物活性,抑
制卵母细胞的发育与成熟[7,23]。 如 Silva 等[24] 在牛

成熟培养液中添加 FST,剂量依赖性地抑制了胚胎

发育。 我们之前的研究结果表明,利用抗 FST 抗体

处理体外培养的水牛卵母细胞,可以显著提高卵母

细胞的成熟率及孤雌胚的发育[25]。 Shi 等[26] 研究

发现 GDF9 能够抑制人颗粒黄体细胞 FST 的分泌。
故推测 GDF9 可能是通过抑制 FST 的分泌而促进囊

胚的发育,以及当 IVM 培养液中同时添加 GDF9 与

抗 FST 抗体时,两种因子可能存在提高胚胎发育的

加性效应。
本研究以猪卵母细胞为模型,选用了 2 个单因

子试验和 2 个二因子有重复交叉分组的试验设计方

式,通过向猪卵母细胞成熟培养液中单独添加

GDF9,或者同时添加 GDF9 与 FST、GDF9 与抗 FST
抗体,以研究 GDF9 和 FST 对卵子成熟和胚胎发育

的生物学作用,为最大程度提高猪的体外胚胎生产

质量和效率提供理论和技术支撑。

1摇 材料与方法

1. 1摇 猪卵母细胞的采集和 IVM 培养

从屠宰场采集新鲜猪卵巢,置于30 ~ 33 益灭菌

生理盐水中,2 h 内送达实验室。 用带有 18 号针头

的 10 ml 注射器抽取卵巢表面直径为2 ~ 6 mm 的卵

泡,将抽取液放入 15 ml 离心管中。 让 COCs 自然沉

降 15 min,用含 2% FBS 的 TCM199 洗涤沉降物2 ~
3 次。 实体显微镜下挑选胞质均匀且至少有 3 层完

整颗粒细胞包围的 COCs,用成熟培养液洗涤 3 次,
再用成熟培养液 ( TCM鄄199 + 10% 猪卵泡液 + 10
UI / ml eCG+10 UI / ml hCG+0郾 6 mmol / L半胱氨酸)
洗涤 3 次后进行成熟培养。 液滴式培养,液滴大小

为150 滋l,每滴内培养 40 ~ 50 枚卵母细胞,培养条

件为 39 益,5% CO2 的空气,饱和湿度。 培养 22 h
后换成不含激素的成熟培养液继续培养20 ~ 22 h。

GDF9 和抗 GDF9 抗体对猪卵母细胞成熟和胚

胎早期发育的影响采用单因子试验:卵子 IVM 过程

中,对照组使用基础培养液培养,试验组 3 份培养液

中 GDF9 的添加浓度分别为 100 ng / ml、200 ng / ml和
300 ng / ml, 另 3 份培养液中抗 GDF9 抗体的浓度分

别为 2郾 5 滋g / ml、5郾 0 滋g / ml和 10郾 0 滋g / ml;GDF9(0
ng / ml、100 ng / ml、200 ng / ml)与 FST(0 滋g / ml、0郾 1
滋g / ml、1郾 0 滋g / ml ) 或 抗 FST 抗 体 ( 0 滋g / m、 50
滋g / ml、100 滋g / ml)的共同作用采用 2 因子交叉分组

试验设计。 抗 GDF9 抗体和抗 FST 抗体由江苏省农

业科学院畜牧研究所动物品种改良与繁育重点实验

室制备保存,其制备方法见之前发表文献 [25]、
[27];GDF9 和 FST 购自 R&D 公司,其余试剂均购

自 Sigma 公司。
1. 2摇 卵母细胞孤雌激活和早期胚胎培养

将培养 44 ~ 45 h 的卵丘鄄卵母细胞复合体移入

0郾 1%透明质酸酶中消化,去除卵丘细胞,挑选排出

第一极体且胞质均匀的卵母细胞。 然后用电激活液
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清洗融合槽 3 ~ 4 遍,将卵母细胞在电激活液中清洗

2 ~ 3 遍并静置 2 ~ 3 min,然后移入覆盖满电激活液

的融合槽中,互相间有空隙的一字排开,再以 1郾 0
kV / cm 80 滋s 3DC 进行电激活。 将激活处理过后的

卵母细胞于培养液 PZM3(含有 5 滋g / ml细胞松弛素

B 和 10 滋g / ml放线菌酮)中化学激活 4 h,然后在

PZM鄄3 中清洗 2 ~ 3 遍,再置于 38郾 5 益含 5% CO2和

饱和湿度的二氧化碳培养箱进行连续培养。
1. 3摇 成熟率、卵裂率、囊胚率的统计

培养 44 h 后的卵母细胞成熟以排出第一极体

为标准,并结合成熟卵形态学进行评价。 孤雌激活

后 24 h 统计卵裂率,7 d 后统计囊胚率。 成熟率 =
成熟卵子数 /卵子总数,卵裂率=卵裂数 /总卵数,囊
胚率=囊胚率 /卵裂数。
1. 4摇 囊胚染色及囊胚细胞数统计

参照文献[13]方法用染料 Hoechst33342 对囊

胚进行染色。 收集孤雌激活后第 7 d 对照组和各处

理组的囊胚,在洗液中洗 3 次,然后置于 20 滋g / ml
Hoechst33342 的 CCM 液(Gibco,不含钙镁)中避光

室温孵育 2 min,再在操作液中洗 3 次,将囊胚移到

载玻片上甘油液滴内,盖上盖玻片并轻轻挤压使细

胞平铺,封片后在荧光显微镜(购自 Nikon 公司)下
观察,进行囊胚总细胞计数。
1. 5摇 数据分析

所有试验至少重复 3 次以上,数据采用分析软

件 SAS 9. 0 进行 ANVOA 分析。

2摇 结 果

2. 1摇 GDF9 对猪卵母细胞成熟率、卵裂率和囊胚率

的影响

摇 摇 成熟培养液中添加较低浓度 (100 ng / ml和
200 ng / ml) GDF9 对卵母细胞成熟率无显著影

响,较高浓度(300 ng / ml) GDF9 则显著抑制卵母

细胞的成熟 (表 1) ;3 种浓度 GDF9 对卵裂率则

都无影响。 成熟液中添加较低浓度 GDF9 可以提

高囊胚率,将其从对照组的 14 . 7% 显著提高到

200 ng / ml处理组的 24郾 8% 。 当 GDF9 添加浓度

继续 提 高 到 300 ng / ml 时, 囊 胚 率 仅 增 加 到

20郾 2% ,与对照组差异不显著。
2. 2摇 抗 GDF9 抗体对猪卵母细胞成熟率、卵裂率

与囊胚率的影响

摇 摇 如表 2 所示,成熟培养液中添加抗 GDF9

抗体可以抑制卵母细胞的成熟率和孤雌激活

胚的卵裂率和囊胚率,且抑制作用具有剂量依

赖性。

表 1摇 不同浓度 GDF9 对体外卵子发育能力的影响

Table 1摇 The effects of different concentrations of GDF9 on in vitro
oocyte developmental competence

GDF9 浓度
(ng / ml)

总卵数
(个)

成熟率
(% )

卵裂率
(% )

囊胚率
(% )

0 232 81. 3依1. 8 71. 6依1. 7 14. 7依1. 7

100 247 82. 3依1. 7 69. 9依2. 5 21. 4依1. 9

200 237 79. 2依1. 3 72. 8依1. 7 24. 8依2. 2

300 255 74. 6依1. 5 70. 2依6. 0 20. 2依4. 3

表 2摇 不同浓度抗 GDF9 抗体对体外卵子发育能力的影响

Table 2摇 The effects of different concentrations of anti鄄GDF9 anti鄄
body on in vitro oocyte developmental competence

抗 GDF9 抗体
浓度 (滋g / ml)

总卵数
(个)

成熟率
(% )

卵裂率
(% )

囊胚率
(% )

0 299 80. 8依1. 5 72. 2依5. 5 17. 0依4. 2

2. 5 277 68. 0依2. 7 61. 8依2. 7 11. 4依3. 1

5. 0 270 65. 0依1. 8 60. 7依2. 8 6. 2依2. 0

10. 0 257 59. 8依1. 8 53. 8依2. 8 5. 7依1. 7

2. 3摇 共同添加 GDF9 和 FST 对卵子发育能力的

影响

摇 摇 成熟培养液中添加不同浓度 FST 对卵子成熟

率和孤雌胚卵裂率无显著影响,但随着 FST 剂量的

增加囊胚率极显著降低,同时囊胚总细胞数显著降

低。 当向 0 滋g / ml FST 的培养液中分别添加浓度为

0 ng / ml、100 ng / ml和 200 ng / ml GDF9,囊胚率依次

分别为 42郾 8% 、42郾 9% 、51郾 2% ,囊胚总细胞数分别

为 52、47 和 44;当向 0郾 1 滋g / ml FST 的培养液中分

别添加浓度为 0 ng / ml、 100 ng / ml 和 200 ng / ml
GDF9, 囊 胚 率 依 次 分 别 为 32郾 4% 、 45郾 5% 和

35郾 9% ,囊胚总细胞数分别为 49、50 和 50;当向 1郾 0
滋g / ml FST 中分别添加 0 ng / ml、100 ng / ml和 200
ng / ml GDF9 时,囊胚率分别为 24郾 3% 、35郾 8% 和

41郾 2% ,囊胚的细胞数依次分别为 43、43 和 46(表
3)。 由此可见,FST 降低了 GDF9 对胚胎发育的促

进作用。
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表 3摇 共同添加 GDF9 和 FST 对卵子成熟和早期胚胎发育的影响

Table 3摇 The effects of adding GDF9 and FST together in muration medium on oocyte maturation and early embryo development

GDF9(ng / ml) FST(滋g / ml) 卵子数(个) 成熟率(% ) 卵裂率(% ) 囊胚率(% ) 囊胚总细胞数(个)

0 0 250 53. 1依3. 8 60. 3依8. 2 42. 8依7. 1 52. 0依1. 8

0. 1 261 53. 9依6. 2 59. 8依12. 6 32. 4依4. 2 49. 0依0. 8

1. 0 259 61. 3依7. 6 64. 3依11. 7 24. 3依2. 1 43. 0依1. 7

100 0 256 60. 1依6. 5 70. 0依5. 6 42. 9依4. 8 47. 0依1. 0

0. 1 262 58. 9依7. 2 65. 0依9. 3 45. 5依4. 3 50. 0依1. 3

1. 0 250 64. 2依5. 4 61. 6依8. 1 35. 8依2. 5 43. 0依1. 5

200 0 230 68. 9依1. 9 75. 9依1. 7 51. 2依5. 8 44. 0依0. 8

0. 1 246 67. 0依2. 9 62. 4依10. 0 35. 9依3. 9 50. 0依1. 8

1. 0 269 64. 7依4. 7 75. 1依4. 7 41. 2依3. 2 46. 0依1. 4

2. 4摇 共同添加 GDF9 和抗 FST 抗体对卵子发育能

力的影响

摇 摇 成熟培养液中单独添加抗 FST 抗体时,增加了

囊胚率,呈剂量依赖性,当添加抗 FST 抗体浓度为

100 滋g / ml时,囊胚率为 59郾 9% ,与对照组(42郾 5% )
相比差异显著。 当向含有抗 FST 抗体浓度为 50
滋g / ml的培养液中分别添加浓度为 0 ng / ml、100
ng / ml、200 ng / ml的 GDF9,囊胚率分别为 53郾 3% 、
66郾 5% 和 58郾 2% ; 当向抗 FST 抗体浓度为 100
滋g / ml的培养液中分别添加浓度为 0 ng / ml、100

ng / ml、200 ng / ml的 GDF9,囊胚率分别为 59郾 9% 、
55郾 6% 、52郾 8% ;与对照组囊胚率(42郾 5% )相比,培
养液中同时添加 50 滋g / ml抗 FST 抗体和 100 ng / ml
GDF9 时囊胚率提高到 66郾 5% (表 4),表明共同添

加抗 FST 抗体和 GDF9 对胚胎发育的促进作用具有

明显的加性效应,且抗 FST 抗体和 GDF9 最适添加

浓度分别为 50 滋g / ml和 100 ng / ml。 从表 4 可以看

出,各处理组的成熟率、卵裂率和囊胚总细胞数与对

照组相比均无显著差异。

表 4摇 共同添加 GDF9 和抗 FST 抗体对卵子成熟和早期胚胎发育的影响

Table 4摇 The effects of adding GDF9 and anti鄄FST antibody together in maturation medium on oocyte maturation and early embryo develop鄄
ment

GDF9
(ng / ml)

抗 FST 抗体
(滋g / ml)

卵子数
(个)

成熟率
(% )

卵裂率
(% )

囊胚率
(% )

囊胚总细胞数
(个)

0 0 255 69. 2依2. 5 76. 3依4. 3 42. 5依3. 4 48依1. 3

50 234 65. 3依3. 0 73. 8依4. 2 53. 3依7. 2 43依1. 1

100 201 65. 9依2. 7 72. 9依4. 0 59. 9依5. 7 49依1. 4

100 0 256 60. 1依4. 6 70. 0依5. 6 42. 9依4. 8 47依1. 0

50 224 65. 1依3. 3 72. 1依2. 7 66. 5依3. 7 46依1. 4

100 248 65. 2依3. 1 78. 4依2. 1 55. 6依4. 6 45依0. 9

200 0 230 68. 9依1. 9 75. 9依1. 7 51. 2依5. 8 44依0. 8

50 230 65. 8依4. 3 71. 4依4. 0 58. 2依5. 8 45依1. 0

100 233 69. 3依2. 4 76. 0依4. 4 52. 8依7. 5 50依1. 5

3摇 讨 论

本研究通过向 IVM 培养过程中添加 GDF9 或者

抗 GDF9 抗体,从正反两方面证明了 IVM 培养液中

添加 GDF9 具有促进猪早期胚胎发育的生物学作

用。 通过向培养液中同时添加 GDF9 和 FST 或者抗
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FST 抗体进一步研究表明,FST 降低了 GDF9 对胚胎

发育的促进作用;同时添加 GDF9 和抗 FST 抗体对

胚胎发育的促进作用具有加性效应。
猪卵母细胞成熟培养液中添加不同浓度 GDF9

提高了囊胚率,当培养液中添加 GDF9 浓度为 200
ng / ml时囊胚率显著提高,表明猪卵母细胞培养液中

GDF9 添加的最适浓度为 200 ng / ml,但另一方面,
GDF9 对卵裂率和囊胚细胞数没有显著影响。 Go鄄
mez 等[22]将猪 COCs 与能分泌 GDF9 的裸卵(DOs)
共同培养也发现 DOs 提高了孤雌激活后 COCs 中卵

母细胞发育至囊胚的比例,但对卵裂率和囊胚总细

胞数同样没有显著影响。 相同的工作在牛卵母细胞

培养中也得到了证实[6]。 在小鼠卵母细胞培养液

中添加 GDF9 也同样促进了囊胚的发育[2]。 这些研

究结果都与我们的研究结果一致。 我们试验还发

现,当培养液中添加抗 GDF9 抗体时显著降低了囊

胚率,而且具有剂量依赖性。 Hussein 等[7]发现小鼠

卵母细胞培养液中添加 smad2 / 3 特异抑制剂 SB鄄
431542 阻断 GDF9 的下游通路后,显著降低了囊胚

发育能力。 研究结果表明,GDF9 缺陷型小鼠可以

形成原始和初级卵泡,但之后卵泡发育受阻,导致完

全不育[18,27鄄28]。 这表明卵子分泌的内源 GDF9 对卵

子进一步发育至成熟发挥着重要的作用,中和内源

GDF9 或基因沉默内源的 GDF9 表达都会影响卵子

发育及最终成熟。
另外, 添加 GDF9 浓度为 100 ng / ml 或 200

ng / ml时对猪卵子成熟率没有影响,而添加高浓度

(300 ng / ml)的 GDF9 能显著降低成熟率。 Clelland
等[29]发现同样属于 OSFs 的 BMP15 具有抑制斑马

鱼卵子成熟的生物学作用。 若长期或重度免疫

GDF9,会使具有正常生殖机能的母羊卵泡发育停留

在初级阶段,而不能发育至次级卵泡阶段以上而导

致羊不育;若仅是轻度免疫 GDF9,则可以提高母羊

的排卵数和产羔数[30]。 因此推测过高或过低浓度

的 GDF9 都会抑制卵泡发育。 Elvin 等[31] 研究发现

GDF9 能够抑制 LH 受体的表达,推测可能是高浓度

GDF9 抑制卵子成熟的原因之一。
进一步的研究发现,向 IVM 培养液中同时添加

GDF9 和 FST 或者抗 FST 抗体时,同时添加 GDF9 和

FST 的囊胚率和囊胚总细胞数显著低于同时添加

GDF9 和抗 FST 抗体。 当向培养液中同时添加

GDF9 与 FST 时发现,同时添加各组囊胚率均与对

照相比无显著差异,这表明培养液中 GDF9 减弱了

FST 对卵子成熟和胚胎发育的抑制作用。 当向培养

液中同时添加 GDF9 和抗 FST 抗体时囊胚率最高达

到 66. 5% ,高出对照组(42郾 5% )和单独添加 GDF9
组 ( 42郾 9% 、 51郾 2% ) 或单独添加抗 FST 抗体组

(53郾 3% 、59郾 9% ),这表明 IVM 培养中同时添加

GDF9 与抗 FST 抗体对卵子成熟和胚胎发育的促进

作用具有加性效应。 IVM 培养中卵子周围的卵丘细

胞能合成和分泌一些调节因子,例如抑制素(INH)、
活化素(ACT)和 FST[21],在整个 IVM 过程中,这些

分泌因子在培养液中不断积累并通过细胞微管影响

卵丘细胞的功能和卵子成熟以及后续胚胎的发育。
IVM 培养液中 COCs 分泌的 ACT、FST 和 INH 的浓

度能够达到 100 ng / ml以上[24,32]。 培养液中的 ACT
能促进卵子成熟和胚胎的发育,而 FST 和 INH 亚基

却阻碍卵子成熟和胚胎的发育[24,33鄄38]。 FST 通过结

合 ACT 阻碍其与受体 I 和 II 结合,从而降低 ACT 的

生物学活性[39鄄40]。 同时,FST 与 ACT 的亲和性比对

INH 的亲和性高出50 ~ 100 倍[39]。 研究结果表明,
ACT 与 FST 的比例决定着卵子的成熟质量和胚胎

的发育能力[24]。 因此免疫 FST 能增加 ACT 含量,
进而放大 ACT 下游信号[41鄄42],从而促进卵子成熟和

胚胎发育[25]。 此外,FST 也能特异结合 BMP15,成
熟培养液中同时添加 FST 和 BMP15 发现 FST 降低

了 BMP15 对卵母细胞成熟和胚胎发育的促进作

用[7]。 这些结果表明 FST 可能通过结合 ACT 和

BMP15 抑制卵子成熟和随后胚胎的发育。 Shi 等发

现 GDF9 抑制人颗粒黄体细胞中 FST 的表达[26]。
GDF9 和抗 FST 抗体促进卵子成熟和胚胎发育的加

性效应可能是因为 GDF9 抑制了 CCs 中 FST 的表达

和抗 FST 抗体有效中和了培养液中的 FST。
总之,研究结果证明了 GDF9 和 FST 分别对猪

卵子 IVM 成熟及早期胚胎发育具有促进和抑制作

用,培养液中共同添加 GDF9 和抗 FST 抗体对卵子

成熟和胚胎发育的促进作用具有加性效应,这将有

助于提高家畜体外胚胎的产量和质量。
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