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卵母細胞取得方法與培養液成分對山羊胚體外發育之影響 (1)
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摘　　要

本試驗之目的在探討兩種山羊卵母細胞回收方法對所取得卵丘卵母細胞複合體 (cumulus-oocyte complexes, 
COCs) 品質之影響，以優化之山羊胚體外生產系統 (in vitro production, IVP)。結果顯示，以手術刀片切割卵巢濾泡

方式取得之 COCs 品質為一與二級者之百分比顯著高於以注射針抽取者 (55.7% vs. 33.0%；P < 0.05)；進一步經體外

成熟 (in vitro maturation, IVM) 培養後達成熟之百分比則均相近 (78.3% vs. 77.7%)。此外，若將手術刀片切割卵巢濾

泡方式取得之卵母細胞經體外成熟及體外受精 (in vitro fertilization, IVF) 後，分別以合成輸卵管液 (synthetic oviduct 
fluid, SOF) 或卵丘細胞共培養 (co-culture) 方法進行體外培養 (in vitro culture, IVC) 時，發現受精後之卵裂率 (28.2% 
vs. 37.1%) 與囊胚發育率 (4.3% vs. 0.0%) 於兩者間均為相近，但 SOF 系統培養可突破山羊胚於體外培養時之阻滯

期，而發育至囊胚階段。進一步評估於基礎成熟培養液中添加半胱胺 (cysteamine) 和上皮細胞生長因子 (epidermal 
growth factor, EGF)，對卵母細胞體外成熟及受精後發育之影響。結果顯示，成熟培養時，於基礎成熟培養液 (對照組 )
中同時添加 cysteamine 與 EGF，較僅添加 EGF 組與對照組具有較高之囊胚率 (36.1% vs. 15.7% vs. 10.0%；P < 0.05)。
綜合上述結果，在山羊胚之體外生產系統中，使用手術刀片切割法可回收較佳之 COCs；於成熟培養液中同時添加

cysteamine 與 EGF，則有助於卵母細胞之成熟率及體外受精後之囊胚發育率。

關鍵詞：山羊、卵母細胞取得方法、培養液、成熟率、胚發育能力。

緒　　言

山羊胚之體外生產系統包括卵母細胞之體外成熟、體外受精、及胚體外培養。此系統之建立，除有助於探討哺

乳動物卵母細胞成熟、受精及早期胚發育之機制外，亦可供為生物技術相關領域，如基因轉殖、核轉置、胚分割及

冷凍保存等研究之試驗胚源 (Baldassare et al., 2003)。胚體外生產系統研究的深入發展，除可獲得卵母細胞成熟、精

卵受精及受精卵發育機制之知識外，另可為動物育種及治療人類生殖障礙提供了具體之研究方向。

卵母細胞品質是影響整個體外培養系統健全建立的首要因素。哺乳動物卵丘卵母細胞複合體之評級，常由外圍

卵丘細胞之包被型態而定 ( 吳等，1991; 吳，1998)。顆粒性細胞 (granulosa cells) 與卵母細胞之接觸，係由卵細胞質

突起 (cytoplasmic process) 維持，該突起穿過透明帶而與冠狀帶 (corona radiata) 或卵丘細胞聯繫，並在卵母細胞表面

與周圍冠狀或卵丘細胞間形成間隙接合 (gap junction)，冠狀帶或卵丘細胞扮演卵母細胞養分及訊息傳遞之重要角色

( 吳等，1991)。許多研究均已直接或間接證明，卵丘細胞之存在攸關卵母細胞之培養成熟率 ( 吳等，1991; Crister et 
al., 1986; Xu et al., 1986)。惟目前常使用自卵巢腔狀濾泡 (antral follicles) 採集卵母細胞之方法，乃大多利用注射針

負壓抽取 ( 牛：李等，1997; 綿羊：Papadopoulos et al., 2005; 山羊：Jimenez-Macedo et al., 2006) 以獲得卵丘卵母細

胞複合體。此種採集方式往往影響卵丘細胞包被之層數與完整性，在胚體外發育能力研究中發現，牛卵
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母細胞外之卵丘細胞包覆完整性與其體外受精培養後的卵裂率 (cleavage rate) 呈正相關 (Khurana and Niemann, 
2000)。因此，如何獲得較佳品質之卵丘卵母細胞複合體之方法對胚後續發育能力之影響將更形重要。

近年來，牛羊卵母細胞經體外成熟培養後恢復減數分裂至 Metaphase II (M II) 之成熟率，雖已有長足之改善

(Younis et al., 1991)，惟所產製之受精卵經體外培養後仍無滿意之囊胚率 (Rho et al., 2001; Teotia et al., 2001)；此顯

示體外成熟培養系統在促使卵母細胞胞質成熟方面仍有改善的空間 (Eppig, 1996)，其影響因子主要包括所使用之成

熟培養液成分及培養環境 (Cognie et al., 2003)。哺乳動物胚於體外培養皆有發育受阻之可能性，即所謂之發育阻滯

期 (block stage)。此乃因胚於發育初期，所需之營養來源，係由卵源性蛋白質或 mRNA 所供應，其後此營養供應模

式將轉變由胚基因活化後其 mRNA 轉譯 (translation) 合成之產物所取代，此種營養供應模式之改變即為造成胚於體

外培養時，呈現發育阻滯現象之原因 (Telford, 1990)。已知山羊胚於體外培養時之發育阻滯期發生在 8 － 16- 細胞 
期，此種限制目前已可經由應用輸卵管上皮細胞之共培養而獲得解決 (Gandolfi and Moor, 1987)。其原因與進行共培

養之體細胞可能具備產生未知之胚生長因子，或可去除源自胚所產生而釋入培養液之毒素有關 (Eyestone and First, 
1986)。然而，就胚產製效率或基因表現正常性而言，源自體外生產者仍與體內生產者存在極大之差異 (Niemann and 
Wrenzycki, 2000)，這也說明胚之體外生產系統仍有改善之空間。因此，如何使卵母細胞之體外成熟培養及受精卵之

體外培養條件均更接近於自然生理狀態，將是提高胚體外生產效率之重要關鍵。目前牛胚、綿羊胚與山羊胚所使用

之體外培養系統大都以合成輸卵管液為主 (Takahashi and First, 1992)，尤其在牛胚方面更顯效果，而具備全球研究應

用之趨勢。惟國內在有關山羊胚之體外培養系統之研究迄今較少被探討，本研究擬比較手術刀片切割與注射針筒吸

取兩種不同卵丘卵母細胞複合體回收方式，對卵母細胞品質與經體外培養之成熟率及後續胚發育率之影響。進一步

更探討不同培養液對源自體外成熟及體外受精之山羊胚發育至囊胚能力之影響。期藉由一系列試驗獲致較佳之卵母

細胞取得方式、培養液成分與體外培養系統，供建立較完善之山羊胚體外生產技術。

材料與方法

I. 供卵山羊之超級排卵

供卵巢母山羊之超量排卵處理，係修正自 Gal (1996) 與 Baldassarre et al. (2003) 之方法，即將各試驗母羊先

於陰道進行含 0.3 g progesterone CIDR® (controlled internal drug release, CIDR®, EAZI-breed, Rydalmere, Australia)
埋植 11 日，埋植日為第 0 日，於第 11 日手術摘除卵巢後移除 CIDR®；於第 9 日上午起至 10 日連續 2 日每隔 12 
h 各一次給予肌肉注射濾泡激素 (porcine follicle stimulating hormone, pFSH, Sigma-Aldrich F-2293, St. Louis, Mo, 
USA) 共注射 4 劑，其注射量依序為 4 mg, 4 mg, 2 mg, 2 mg 之遞減劑量合計 12 mg。並於注射第一劑 pFSH 後 48 
h，將經上述處理之母羊即予以腹中線外科手術摘除卵巢。

II. 山羊卵母細胞之取得

(i) 卵巢保存液之配製

卵巢保存液之製備，係將 990 mL 之 DPBS (dulbecco’s phosphate buffered saline; Invitrogen 21300-025) 溶液，

添加 10 mL 之胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, Invitrogen 10270-106 Grand Island, NY, USA) 及 100 µL 含 50 
mg/mL 之 gentamicin 溶液 (Sigma-Aldrich G-1397) 配製而成，並經 0.22 µm 之濾膜過濾 (Minisart®, Sartorius, 
USA) 後分裝冷藏 (4℃) 備用。

(ii) 卵巢之取得與處理

上述經超量排卵處理之試驗母山羊，於第一劑 pFSH 注射後之 48 h 摘取卵巢，試驗動物於試驗前禁食 1 日，

以避免麻醉後胃中內容物逆流。每頭母羊於術前肌肉注射 0.2 mg/kg xylazine (Rompun®, Bayer, Leverkusen, 
Germany) 與 0.025 mg/kg 硫酸阿托品 (atropine sulfate, Taiwan)，先行基礎鎮靜 10 min 後，續以靜脈注射 0.75 
mg/kg 之舒泰 50® (Tiletamine base, 25 mg/mL and Zolazepam base, 25 mg/mL)，並視動物麻醉狀況斟酌給予

補充麻醉劑，以利卵巢切除手術之進行，卵巢經切除後，予以保存於 37℃卵巢保存液中。卵巢處理前先以

30℃左右含 0.1 ㎎ /mL penicillin-streptomycin (Invitrogen 15140-122) 之 0.9% 生理鹽水洗淨後，再噴灑 75%
之酒精，並重複三次以達充分之淨菌，其後再置於直徑 10 cm 之乾淨培養皿中，備供卵丘卵母細胞複合體

取得使用。

(iii) 卵母細胞之取得與處理

1. 手術刀片切割法

將卵巢經由無菌手術刀片逐一切破卵巢表面直徑約 2 － 6 mm 之濾泡，並以濾泡沖洗液沖出各濾泡之
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內容物，包括卵丘卵母細胞複合體及其濾泡液。抽取獲得之濾泡內容物，置於低倍 (20× － 30×) 之解剖

顯微鏡下，以適當口徑之玻璃吸管 (Pasteur pipette)，將懸浮於濾泡液內之卵丘卵母細胞複合體全數吸

出，並於顯微鏡下選取不同卵丘細胞包被完整度及卵母細胞質均勻分布之卵丘卵母細胞複合體，經回溫

(37℃) 之成熟培養液清洗 3 － 5 次後，供體外成熟培養之用。

2. 注射針抽取法

將接有 18 號針頭之 1 mL 注射筒，吸取卵巢表面直徑約 2 － 6 mm 各濾泡之內容物，包括 COCs 及其濾

泡液，濾泡直徑超過 8 mm 者應避免抽取；因其濾泡中含有高量之動情素、濾泡液較濃稠且易產生凝集

現象，而增加卵母細胞收集之困難度。抽取獲得之濾泡內容物，置於低倍之立體解剖顯微鏡下，以適當

口徑之玻璃吸管，將懸浮於濾泡液內之 COCs 回收，並選取不同卵丘細胞包被完整度及卵母細胞質均勻

分布之 COCs，經回溫 (37℃) 之成熟培養液清洗 3 － 5 次後，供體外成熟培養之用。

3. 卵丘卵母細胞品質等級評級

收集之山羊 COCs，係依據 Shirazi et al. (2005) 所述之卵母細胞品質分級標準，一級：卵母細胞外圍有三

層以上之完整卵丘細胞，且胞質分布均勻。二級：卵母細胞外圍有一至兩層之完整卵丘細胞。三級：卵

母細胞部分裸露，無完整卵丘細胞包圍。四級：卵母細胞完全裸露。每一試驗組將一、二級與三、四級

分開，並置入體外成熟培養液滴中，於 38.5℃、5% CO2 及飽和相對濕度條件下進行 24 h 體外培養。

(iv) 卵母細胞之體外成熟培養

1. 成熟培養液之配製

供山羊卵母細胞體外成熟之培養液，係修正自李等 (1997) 與 Cognie et al. (2003)，由 M-199 (Invitrogen 
12340-030) 培養液，添加 10% 之 FBS、0.02 unit/mL pFSH、0.2 mM 丙酮酸鈉 (sodium pyruvate, Sigma-
Aldrich P-3662)、1 µg/mL 雌性素 (estradiol-17β, E2, Sigma-Aldrich, E-8875) 及 5 ng/mL gentamicin (Sigma-
Aldrich G-1397) 配製而成，並經 0.22 µm 之濾膜 (Minisart®) 過濾後分裝 (10 mL/ 管 ) 冷藏 (4 ℃) 備用。

2. 體外成熟培養

依據李等 (1997) 之牛卵體外成熟培養步驟，於進行培養前，先於 35 mm 之培養皿中製作 4 滴均含 80 µL 
之培養液滴，並覆蓋礦油 (mineral oil, Sigma-Aldrich M-8410)，再置於 38.5℃、5% CO2、95% 空氣及

100% 相對濕度條件之培養箱中，進行至少 4 h 之平衡。其後，再將前述所收集之山羊卵丘卵母細胞複合

體，以 10 － 20 個之數量平均移入上述備妥之體外成熟培養液滴中，並於相同培養環境下，進行 24 h 體

外成熟培養。上述所收集之山羊卵丘卵母細胞複合體經 24 h 之體外成熟培養後，以含 0.1% hyaluronidase 
(Sigma-Aldrich, H-3506) 之 DPBS 清洗液短暫地浸泡處理，接著利用適當口徑之玻璃吸管，以機械式連續

吸吐方式完全移除其外圍包被之卵丘細胞，經體外成熟培養液清洗兩次後進行觀察。

III. 卵母細胞之體外受精

(i) 精子洗滌液之配製

係參考 Younis et al. (1991) 之方法，精子洗滌液配製乃取 90 mL 洗滌基礎液加入 10 mL 之山羊血清 (goat 
serum, Invitrogen 16210-064)，此洗滌液經充分混勻後，並經濾菌後冷藏 (4℃) 備用。

(ii) 精子獲能液之配製

精子獲能 (capaciation) 液配製是取 40 mL 精子洗滌液加入 40 µg caffeine (Sigma-Aldrich C-0750) 與 1,000 µg 
heparin (Sigma-Aldrich H-3149)，此獲能液經充分混勻後，並經濾菌後冷藏 (4℃) 備用。 

(iii) 受精液之配製

取 5 mL 精子洗滌液加入 5 mL 精子獲能液，經充分混勻並經濾菌後冷藏 (4℃) 備用。

(iv) 體外受精之步驟

本試驗所使用之公山羊新鮮精液，係應用人工陰道 (artificial vagina) 所收集者。山羊精子之體外獲能方法係

修正自 Younis et al. (1991)、Izquierdo et al. (2002) 與 Cognie et al. (2003) 之方法，加入 4 倍量 38.5℃精子洗

滌液於新鮮山羊精液中輕搖晃進行稀釋，隨即置入 38.5℃、5% CO2 及 100% 相對濕度條件之培養箱中進行

培養 1 h。接著取出上層約 1 mL 之精子稀釋液，加入 1 mL 室溫精子洗滌液，經用吸管輕柔洗滌後，以 200 
× g 離心 10 min，然後去除上層液保留 1 mL 與前述洗滌液 1 mL 混合，進行第二次洗滌，再以 200 × g 離心

10 min，然後去除上層液保留 1 mL 與精子獲能液 1 mL 混合，隨即置入 38.5℃、5% CO2 及 100% 濕度條件

之培養箱中進行獲能 15 min。經檢查精子活力並計算濃度，將精子濃度調整至含有 1 × 107 精子 /mL，製作

100 µL 含上述精子濃度之小滴，上層覆蓋約 2 mL 之礦物油，置於 38.5℃、5% CO2 及 100% 濕度條件之培

養箱中。

上述所收集之山羊 COCs 經 24 h 之體外成熟培養後，以含 0.1% hyaluronidase 之 DPBS 清洗液短暫地浸
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泡處理，接著利用適當口徑之玻璃吸管，以機械式連續吸吐方式約略移除其外圍包被之卵丘細胞，經體外

成熟培養液清洗兩次，再以受精液清洗 3 次，再將 10 至 20 個卵母細胞置入已獲能作用之精液小滴內，並

移入恆溫培養箱中進行 24 h 之體外受精。

IV. 受精卵之體外培養

(i) 合成輸卵管液之配製

係依據 Takahashi and First (1992) 之 SOF 配方配製。此液經充分混勻及濾菌後冷藏 (4℃) 備用。

(ii) 卵丘細胞飼養層液滴之製備

係參考自宋 (1998) 之方法，將前述山羊卵體外成熟培養內含卵丘卵母細胞複合體之培養液滴，於體外成熟

培養終了經移去卵母細胞後，再置回培養箱內繼續培養，殘留卵丘細胞將繼續生長並平貼於培養皿表面，

而形成卵丘細胞單層飼養層 (monolayer)，遂可提供山羊胚在體外進行共培養時之使用。在進行山羊胚與卵

丘細胞飼養層共培養之前，先利用玻璃吸管吸除未平貼於培養皿底部而懸浮之卵丘細胞，同時並於受精卵

移入前再置換約 1/2 體積量之體外胚培養液。

(iii) 體外培養之步驟

卵母細胞經 24 h 之體外受精培養後，利用微玻管吸取至胚培養液中，以機械式連續吸吐移除包被外圍之精

子，並經胚培養液清洗 3 次後，再將該卵母細胞分別放置於 SOF 或卵丘細胞共培養之體外培養系統中進行

培養。SOF 體外培養系統係依據 Jimenez-Macedo et al. (2006) 之山羊胚體外培養步驟，於進行培養前，事先

於 35 mm 之培養皿中製作 4 滴均含 25 µL 之 SOF 培養液滴，並覆蓋礦物油，再置於 38.5℃、5% CO2、5% 
O2、90% N2 及 100% 相對濕度條件之培養箱中，進行至少 4 h 之平衡。其後，再將前述受精卵經 SOF 培養

液清洗 3 次後，以 10 － 20 個數量移入上述備妥之體外培養液滴中。體外培養 48 h 後觀察卵裂情形，並分

別添加 2.5 µL FBS 至液滴中。於體外培養期間，每 24 h 持續觀察記錄胚發育狀況。另外，卵丘細胞共培養

係以前述經成熟培養液清洗後之受精卵，將其移入原已培育形成單層卵丘細胞之卵丘細胞飼養層培養液中，

進行共培養 ( 李等，1997)。體外培養 48 h 後觀察卵裂情形，並於體外培養期間，每 24 h 持續觀察記錄胚發

育狀況。

V. 試驗設計

試驗一：不同取得方法對山羊卵丘卵母細胞複合體品質與體外成熟率之影響

本試驗之卵巢來源為利用 pFSH 超量排卵處理之母山羊。以外科手術方法取得之卵巢被逢機分成二組，分

別以無菌手術刀片逐一切破卵巢表面直徑約 2 － 6 mm 之濾泡，並沖洗收集濾泡內容物，或以接有 18 號針頭之

1 mL 注射筒，經由負壓逐一吸取卵巢表面直徑約 2 － 6 mm 各濾泡之內容物，分別評估兩組取得卵丘卵母細胞

複合體之卵丘細胞包被完整性，並進行卵母細胞評級。接著於 38.5℃、5% CO2 及 100% 相對濕度 ( 飽和濕度 )
之條件下分別培養於體外成熟培養液中，進行 24 h 之體外成熟培養。經成熟培養後，完全去除卵丘細胞，以評

估各組卵母細胞經體外成熟培養後達 M II 之百分比。

試驗二：培養系統對體外成熟受精後山羊胚發育率之影響

外科手術方法取得經 pFSH 超量排卵處理之卵巢後，以無菌手術刀片取得卵丘卵母細胞複合體，並予以進

行 24 h 之體外成熟培養。續予以進行 24 h 之體外受精。其後，將受精卵逢機分成二組，分別置入 SOF 胚培養

液滴中，於 38.5℃、5% CO2、5% O2 及 90% N2 及 100% 相對濕度條件之培養箱中，或具卵丘細胞層培養液中，

於 38.5℃、5% CO2 及飽和濕度條件之培養箱中進行 8 日之體外培養。於開始培養後，每日 (24 h) 記錄該等山羊

胚之發育情形。用以評估山羊受精卵於不同體外培養系統下發育能力之差異。

試驗三：成熟培養液中添加半胱胺與上皮細胞生長因子對山羊卵母細胞體外發育能力之影響

本試驗之卵巢源自利用 pFSH 超量排卵處理之母山羊。以外科手術方法取得卵巢後，分別以無菌手術刀片

逐一切割卵巢表面直徑約 2 － 6 mm 之濾泡並沖洗收集濾泡內容物，收集一級及二級之山羊卵丘卵母細胞複合

體 (COCs)，並逢機分配至於成熟培養液中添加 100 µM cysteamine ( 試驗處理一 )、10 ng/mL EGF ( 試驗處理二 )
或兩者皆添加 ( 試驗處理三 ) 之各試驗處理組，並以原成熟培養液為對照組 ( 試驗處理四 )。接著於 38.5℃、5% 
CO2 及 100% 相對濕度之條件下分別培養於體外成熟培養液中，進行 24 h 之體外成熟培養。續利用新鮮精液於

體外獲能後予以進行 24 h 之體外受精。經體外受精後分別置入 SOF 胚培養液滴中，於 38.5℃、5% CO2、5% O2

及 90% N2 及 100% 相對濕度條件之培養箱中進行 8 天之體外培養。於開始培養後每 24 h 記錄該等山羊胚之發育

情形。用以評估山羊體外成熟培養液中添加 cysteamine 與 EGF 後之受精卵發育能力差異。

VI. 統計分析

本研究之各試驗中，各處理組之山羊卵母細胞經體外成熟培養後之成熟率計算，係以發育至 M II 期之卵
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數除以該組供成熟培養之總卵數；而其胚發育率之計算，則以分裂至各胚期之胚數除以該組供培養之總胚數。

各值於處理組別間之差異，均以卡方分析法 (Chi-square analysis) 分析之，並使用統計分析系統 (SAS Institute,  
2005) 之套裝軟體執行該分析工作。

結果與討論

羊胚之體外生產系統雖已發展多年，但整體之囊胚率仍低於體內發育者 (Rho et al., 2001; Teotia et al., 2001)，
說明胚體外生產系統仍有改善空間。然而影響胚體外生產效率之因子甚多，其中在卵母細胞體外培養階段，主要關

鍵乃在卵母細胞的細胞核與細胞質成熟與否，目前核成熟之判定已可由卵母細胞是否發育至 M II 期而定 (Younis et 
al., 1991)，但細胞質成熟與否則較難有一明確指標可判定 (Eppig, 1996)，惟攸關卵母細胞體外成熟培養之因子，主

要包括所使用之卵母細胞來源、取得方式 (Shirazi et al., 2005)、卵丘細胞之包覆完整性 ( 吳等，1991b; Crister et al., 
1986; Xu et al., 1986)、成熟培養液成分 (Cognie et al., 2003) 等。許多研究均已證明，卵母細胞外所包覆之卵丘細胞

完整性攸關卵母細胞之體外成熟率 ( 吳等，1991b; Crister et al., 1986; Xu et al., 1986)，且證實卵丘細胞之包覆完整性

與卵母細胞成熟率呈正相關 ( 宋，1998; Nandi et al., 1998)。試驗一，分別以手術刀片切破與注射針抽吸兩種方法收

集山羊卵丘卵母細胞複合體，結果顯示以手術刀片切割法所收集卵丘卵母細胞複合體品質為一與二級者之百分比顯

著高於利用注射針抽取者 (55.7% vs. 33.0%) (P < 0.05)，品質為三與四級者之數目百分比則顯著低於利用注射針抽取

者 (44.2% vs.66.9%) (P < 0.05) ( 表 1)。此與 Shirazi et al. (2005) 在綿羊的研究結果相似。在馬 (Choi et al., 1993)、牛

(Carolan et al., 1994)、水牛 (Das et al., 1996) 等物種之研究亦顯示，手術刀片切割法可取得較佳品質之卵丘卵母細 
胞。此乃可能因利用注射針抽取法容易因負壓而造成卵丘細胞脫落所致 (Choi et al., 1993; Carolan et al., 1994; Das et 
al., 2000; Shirazi et al., 2005)。此外，本研究中也發現，不論使用手術刀切割或注射針抽取方法所收集之一與二級山

羊卵丘 COCs (78.3% 與 77.7%)，進一步經體外培養後達成熟之百分比均顯著高於三與四級者 (46.7% and 53.4%) ( 表
1)。類似之結果亦見於豬 ( 吳等，1991)、山羊 ( 林，1990)、綿羊 (Staigmiller and Moor, 1984) 與牛 (Dahlhausen et al., 
1981) 等動物之研究。這說明卵母細胞外之卵丘細胞包覆不足不利於卵母細胞之成熟與發育，此可能導因於卵母細

胞之成熟乃經由其外圍所包覆之卵丘細胞與卵母細胞表面形成的間隙接合，提供養分及訊息傳遞之作用 ( 吳等，

1991)。因此，在卵丘細胞包覆不完整條件下，卵母細胞將無法獲得足夠之養分及較差之訊息傳導，因而導致其成

熟率下降。

表 1. 卵母細胞收集方法對山羊卵丘卵母細胞複合體品質及體外成熟率之影響

Table 1.	 Effects of collection methods on the integrity of the cumulus-cell complex and in vitro maturation rates of caprine 
oocytes

Collection method Total of oocytes Oocytes grade No. (%) of oocytes No. (%) of oocytes developed to M II

Ovary/follicle slicing 174
I1 and II2 97 (55.7)a 76 (78.3)a

III3 and IV4 77 (44.2)b 36 (46.7)b

Follicle aspiration 109
I and II 36 (33.0)b 28 (77.7)a

III and IV 73 (66.9)a 39 (53.4)b

a, b Values without same superscripts in the same column are significantly different (P < 0.05).
1 Oocytes with evenly granulated cytoplasm surrounded more than three layers of cumulus cells (Grade I).
2 Oocytes surrounded with one or two layers of cumulus (Grade II).
3 Partially denuded oocytes (Grade III).
4 Completely denuded oocyes (Grade IV).

前人研究顯示，山羊胚與輸卵管上皮細胞共培養可突破其發育阻滯期 (Gandolfi and Moor, 1987)，而牛胚利用卵

丘細胞共培養 ( 李等，1997) 或使用 SOF (Takahashi and First, 1992) 之半確定 (semi-defined) 培養液皆具有較佳之發

育率，因此說明胚的體外培養系統確實影響其發育能力。因此於試驗二中探討不同體外培養系統對山羊胚發育能力

影響之結果雖顯示，利用 SOF 或卵丘細胞共培養系統之成熟率 (69.5% vs. 77.1%)、卵裂率 (28.2% vs. 37.1%) 或囊胚

發育率 (4.3% vs. 0.0%) 間均相近 (P > 0.05) ( 表 2)，但其中僅有使用 SOF 培養系統者能使受精卵突破體外培養之發

育阻滯期而發育至囊胚期。在 Rodriguez-Dorta et al. (2007) 亦發現，山羊受精卵利用 SOF 培養系統較之與輸卵管上

皮細胞共培養系統者有較佳之囊胚發育率 (23% vs. 16%)。學者認為 SOF 培養系統因具有可精確得知胚代謝與營養
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需求及對胚發育環境重現性高之優點；反之，共培養系統則可能存在共培養體細胞與液體間的交互作用而無法精確

提供胚發育所需成分與環境 ( 邱，2003; Bavister, 1995)，因此建議可應用 SOF 為基礎培養液釐清胚培養液成分之改

變對胚發育能力之影響，此也是近年來多數研究者在培養反芻動物胚多採用 SOF 培養系統 ( 山羊：Rodriguez-Dorta 
et al., 2007; 牛：Hakan et al., 2007; 綿羊：Garcia-garcia et al., 2007) 之原因。

綜合上述試驗雖已確立了卵丘卵母細胞複合體之收集方法 ( 試驗一 ) 與胚體外培養系統 ( 試驗二 )，然而試驗

二所得之囊胚發育率仍低，因此仍有改善之需要。已知動物體組織中除呼吸系統之組織具有與環境相近之 20% 高

氧分壓，其他組織則處於 5 － 8% 之低氧分壓條件；而目前培養箱之氧分壓與環境相近為 20%，而 SOF 培養系統

之氧分壓條件為 5%。因此，於本研究中在使用 SOF 培養系統條件下，卵母細胞成熟培養迄胚培養期間，IVM 階

段仍處於高氧分壓狀態。是以，於本研究之試驗三即探討於 IVM 階段中添加抗氧化劑對山羊胚發育能力之影響。

此外，亦有報告指出，於成熟培養液中添加 EGF 確有助於山羊胚之體外發育能力 (Cognie et al., 2003; Rodrigueez-
Dorta et al., 2007)，因此於本試驗中亦一併評估。就試驗三之結果顯示，第 9 天之山羊胚囊胚率均以成熟培養液中

cysteamine 及 EGF 兩者皆添加者最高 (36.1%)，且顯著高於僅添加 EGF 組 (15.7%) 及未添加之對照組 (10.0%)，但

與僅添加 cysteamine 組 (25.0%) 間無顯著差異。此結果說明，於卵母細胞體外成熟培養期間抗氧化劑之添加確實可

提升山羊胚之囊胚率。在其他動物別之研究也證實，IVM 培養液中添加抗氧化物 GSH，可顯著改善牛 (De Matos 
and Furnus, 2000)、水牛 (Gasparrini et al., 2000)、豬 (Grupen et al., 1995) 及綿羊 (De Matos et al., 2002) 卵母細胞受精

後之發育能力。而在 Cognie et al. (2003) 之研究更發現，於成熟培養液中同時添加 cysteamine 與 EGF，可將山羊胚

之囊胚率自 8% 提昇至 53%。此也是本試驗中同時添加 cysteamine 與 EGF 具有較高囊胚率之理由。

綜合本研究之各試驗結果說明，以手術刀片切割法收集山羊卵丘卵母細胞複合體可增加高品質卵母細胞之回

收。於 SOF 培養系統，可突破山羊胚於體外培養時之發育阻滯期，而發育至囊胚期。此外，於成熟培養液中同時

添加 cysteamine 與 EGF 可提高山羊胚之囊胚率。

表 2. 體外培養系統對山羊卵母細胞發育能力之影響

Table 2.	 Effects of in vitro culture systems on the developmental potential of caprine oocytes

Culture system Total of oocytes No. (%) of M II No. (%) of cleavage No. of blastocyst (% of total oocytes)
SOF 46 32 (69.5) 13 (28.2) 2 (4.3)
Cumulus cell co-culture 35 27 (77.1) 13 (37.1) 0 (0.0)

表 3. 添加半胱胺與上皮生長因子於成熟培養液中對山羊卵母細胞體外受精後發育能力之影響

Table 3.	 Effects of cysteamine and EGF supplementation in IVM medium on the  post-fertilization cleavage and 
development of the caprine oocytes

Maturation conditional medium Total of oocyte No. (%) of cleavage c,2

No. of blastocyst
(% of total oocytes)

6 dpi1 7 dpi 8 dpi 9 dpi
Control2 30 19 (63.3) 0 (0.0) 0 (0.0)b 3 (10.0) 3 (10.0)b

Cysteamine 32 22 (68.7) 1 (3.1) 4 (12.5)a 7 (21.8) 8 (25.0)ab

EGF 38 24 (63.1) 0 (0.0) 3 (7.8)ab 5 (13.1) 6 (15.7)b

Cysteamine and EGF 36 22 (61.1) 2 (5.5) 7 (19.4)a 10 (27.7) 13 (36.1)a

a, b Values without same superscripts in the same column are significantly different (P < 0.05).
1 dpi: Day post IVF.
2 M199 supplemented with E2, FBS, pFSH, sodium pyuvate and gentamicin.
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Abstract

The aim of this study was to establish some strategies for more effective in vitro goat embryo production. The result of 
slicing method could obtain significantly more cumulus-oocyte complexes (COCs) in good quality compared to aspiration 
method (55.7% vs. 33.0%) (P < 0.05), but there was no significant difference in the oocytes developed to M II stage after 
IVM in two methods (78.3% vs. 77.7%). In the COCs collected with slicing method and by IVM-IVF and subsequently 
cultured in the synthetic oviduct fluid solution (SOF) medium or co-culture medium with cumulus cell dividedly, both of the 
cleavage rates (28.2% vs. 37.1%) and blastocyst rates (4.3% vs. 0.0%) were similar. However, only the COCs cultured in 
SOF medium had the chance to break out of the block stage and developing to blastocyst stage. In addition, the effects of the 
supplements of cysteamine and/or epidermal growth factor (EGF) into the usual IVM medium (control) on the development 
rate of in vitro culture (IVC) after IVM-IVF have valuated. Results showed that the blastocyst rate of the IVM medium in 
the supplement of cysteamine combined with EGF was significant higher than the other two groups (36.1% vs. 15.7% and 
10.0%). In couclusion, the COCs collected using slicing method from goats, and the supplement of cysteamine combined 
with EGF in the medium could obtain more high quality matured oocytes. Furthermore, it had the advantage of higher 
blastocyst production rate of the matured oocytes in vitro fertilized, and subsequently cultured in the SOF medium. 

Key words: Goat, Oocytes collection method, Culture medium, Maturation rate, Embryo development ability.
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