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(57)摘要

本发明公开了降低卵母细胞脂质含量或提

升卵母细胞冷冻存活率的方法，所述方法包括：

(1)将孵育液预热；将卵母细胞在预热后的孵育

液中进行孵育；(2)将孵育后的卵母细胞进行冷

冻、解冻；其中，所述的孵育液是通过在含有

10wt％胎牛血清的培养基199中加入苯扎贝特和

胆酸制备得到。本发明提供的方法中所使用的孵

育液与常规含有10wt％胎牛血清的培养基199相

比，因所添加的苯扎贝特和胆酸具有协同降脂的

作用，使得该方法能够显著降低卵母细胞脂质含

量或提升卵母细胞冷冻存活率。本发明在降低卵

母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活率等

方面具有应用前景。
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1.一种降低卵母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活率的方法，其特征在于，包括：

（1）将孵育液预热；将卵母细胞在预热后的孵育液中在进行孵育；（2）将孵育后的卵母细胞

进行冷冻、解冻；其中，所述的孵育液是通过在基础细胞培养基中加入苯扎贝特和胆酸制备

得到；所述的卵母细胞是成熟的猪卵母细胞。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤（1）中所述的孵育液预热的方法包括：

将上覆矿物油的孵育液置于39℃、5%二氧化碳、饱和湿度环境下预热1  h。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的基础细胞培养基是含有10wt%胎牛

血清的培养基199。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述的孵育液中苯扎贝特和胆酸的浓度均

为100  μM。
5.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤（1）中所述的孵育时间是3‑5  h。

6.根据权利要求5所述的方法，其特征在于，所述的孵育时间是4  h。

7.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤（1）中所述的孵育条件包括：孵育温度

37‑39.5℃、4‑6%二氧化碳、饱和湿度。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，步骤（1）中所述的孵育条件是：孵育温度39

℃、5%二氧化碳、饱和湿度。

9.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤（2）中所述的冷冻方法包括：将孵育后

的猪卵母细胞转移至39℃的玻璃化冷冻液Ⅰ中维持3  min再转移至39℃的玻璃化冷冻液Ⅱ

中维持10  s，投入液氮中冷冻；所述的玻璃化冷冻液Ⅰ含7.5wt%乙二醇、7.5wt%二甲基亚砜

和20wt%胎牛血清的培养基199；所述的玻璃化冷冻液Ⅱ含15wt%乙二醇、15wt%二甲基亚砜

和20wt%胎牛血清的培养基199。

10.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤（2）中所述的解冻方法包括：将冷冻

载杆提出液氮，卵母细胞装载端立即浸入39℃的解冻液Ⅰ中使卵母细胞脱离冷冻载杆，卵母

细胞在解冻液Ⅰ中维持5  min，转移至39℃的解冻液Ⅱ中维持5  min，转移至上覆矿物油且含

10wt%胎牛血清的培养基199中孵育4  h；其中，所述的孵育条件包括：孵育温度39℃、5%二氧

化碳、饱和湿度；所述的解冻液Ⅰ含300  μM蔗糖和20wt%胎牛血清的培养基199；所述的解冻

液Ⅱ含150  μM蔗糖和20wt%胎牛血清的培养基199。
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降低卵母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活率的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及降低动物细胞脂质含量或提升动物细胞冷冻存活率的方法，尤其涉及

降低卵母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活率的方法，属于猪卵母细胞的冷冻保存领

域。

背景技术

[0002] 卵母细胞是雌性动物的生殖细胞。成熟的猪卵母细胞与精子结合后形成受精卵，

并在母猪子宫内着床，发育为胎儿个体。卵母细胞在母猪排卵前分布于卵巢表面的卵泡内，

可通过手术或屠宰后取出卵巢的方式获取。

[0003] 卵母细胞冷冻保存技术主要通过将卵母细胞在极低温度的条件下保存，能够长期

维持其活力和发育潜力，是家畜繁殖育种与家畜种质资源保护的主要组成部分之一。目前，

冷冻卵母细胞已在多个动物种属的繁殖上获得存活后代。然而，在猪上，胞内大量脂质制约

了猪卵母细胞冷冻保存的效果。猪卵母细胞的高脂质含量是种属相关的细胞特性。猪卵母

细胞冷冻保存中，胞内大量脂质阻碍冷冻保护剂的渗透，限制玻璃化效果，造成冷冻解冻后

细胞活性与受精后发育为胚胎的潜能丧失，是猪繁殖与种质资源保护中的技术难题。

发明内容

[0004] 本发明的主要目的是提供一种降低卵母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活

率的方法。

[0005] 为实现上述目的，本发明所采取的技术方案包括：

[0006] 一种降低卵母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活率的方法，包括：(1)将孵育

液预热；将卵母细胞在预热后的孵育液中在进行孵育；(2)将孵育后的卵母细胞进行冷冻、

解冻。

[0007] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的孵育液通过在基础细胞培养

基中加入苯扎贝特和胆酸制备得到。

[0008] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的卵母细胞是成熟的猪卵母细

胞。

[0009] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的孵育液预热的方法包括：将上

覆矿物油的孵育液置于39℃、5％二氧化碳、饱和湿度环境下预热1h。

[0010] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的基础细胞培养基是含有

10wt％胎牛血清的培养基199。

[0011] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的孵育液中苯扎贝特和胆酸的

浓度均为100μM。
[0012] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的孵育时间是3‑5h；优选的，所

述的孵育时间是4h。

[0013] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(1)中所述的孵育条件包括：孵育温度37‑
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39.5℃、4‑6％二氧化碳、饱和湿度；优选的，所述的孵育条件是孵育温度39℃、5％二氧化

碳、饱和湿度。

[0014] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(2)中所述的冷冻方法包括：将孵育后的猪

卵母细胞转移至39℃的玻璃化冷冻液Ⅰ中维持3min再转移至39℃的玻璃化冷冻液Ⅱ中维持

10s，投入液氮中冷冻；其中，所述的冷冻液Ⅰ是在培养基199中加入7.5wt％乙二醇、7.5wt％

二甲基亚砜和20wt％胎牛血清得到的培养基；所述的冷冻液Ⅱ是在培养基199中加入

15wt％乙二醇、15wt％二甲基亚砜和20wt％胎牛血清得到的培养基。

[0015] 本发明一种优选的具体实施方式，步骤(2)中所述的解冻方法包括：将冷冻载杆提

出液氮，卵母细胞装载端立即浸入39℃的解冻液Ⅰ中使卵母细胞脱离冷冻载杆，卵母细胞在

解冻液Ⅰ中维持5min，转移至39℃的解冻液Ⅱ中维持5min，转移至上覆矿物油且含10wt％胎

牛血清的培养基199中孵育4h；其中，所述的孵育条件包括：孵育温度39℃、5％二氧化碳、饱

和湿度；所述的解冻液Ⅰ是在培养基199中加入300μM蔗糖和20wt％胎牛血清得到的培养基；

所述的解冻液Ⅱ是在培养基199中加入150μM蔗糖和20wt％胎牛血清得到的培养基。

[0016] 本发明提供的方法中所使用的孵育液与常规含有10wt％胎牛血清的培养基199相

比，因所添加的苯扎贝特和胆酸具有协同降脂的作用，使得该方法能够显著降低卵母细胞

脂质含量或提升卵母细胞冷冻存活率。本发明在降低卵母细胞脂质含量或提升卵母细胞冷

冻存活率等方面具有应用前景。

附图说明

[0017] 图1为孵育液1‑8孵育猪卵母细胞4h的降脂效果；其中，图1‑A为卵母细胞内脂滴的

荧光定量检测图；图1‑B为孵育液1‑3，8对猪卵母细胞的降脂效果统计学分析；图1‑C为孵育

液1，4‑8对猪卵母细胞的降脂效果统计学分析；****：P<0.0001；

[0018] 图2为孵育液1孵育4h的猪卵母细胞在冷冻解冻后的细胞存活率检测；其中，图2‑A

为卵母细胞活细胞图，卵母细胞经二乙酸荧光素染料孵育，荧光显微镜下显色的判定为活

细胞；图2‑B为卵母细胞存活率统计学分析图。

具体实施方式

[0019] 下面结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随着描述而

更为清楚。但是应理解所述实施例仅是范例性的，不对本发明的范围构成任何限制。本领域

技术人员应该理解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明技术方案的细节和

形式进行修改或替换，但这些修改或替换均落入本发明的保护范围。

[0020] 实施例1猪卵母细胞的孵育液的制备

[0021] (1)取10mL胎牛血清加入90mL培养基199中，培养基199是从赛默飞世尔科技(中

国)有限公司购买的货号为12340030的Gibco培养基199。

[0022] (2)取0.0036g苯扎贝特溶解于1mL无水胆酸(10mM  in  DMSO)中。

[0023] (3)将以上两种溶液混合，即为孵育液1。

[0024] 试验例1猪卵母细胞降脂以及提升猪卵母细胞冷冻存活率的试验

[0025] 1试验方法

[0026] 1.1供试验用的孵育液：
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[0027] (1)孵育液1：实施例1制备的孵育液1；(2)孵育液2：除了没有胆酸，其他的成分以

及制备方法均与实施例1制备的孵育液1完全相同；(3)孵育液3：除了没有苯扎贝特，其他的

成分以及制备方法均与实施例1制备的孵育液1完全相同；(4)孵育液4：将实施例1制备的孵

育液1中苯扎贝特替换为同浓度的L‑肉碱得到的孵育液；(5)孵育液5：将实施例1制备的孵

育液1中苯扎贝特替换为同浓度的烟酸得到的孵育液；(6)孵育液6：将实施例1制备的孵育

液1中胆酸替换为同浓度的L‑肉碱得到的孵育液：(7)孵育液7：将实施例1制备的孵育液1中

胆酸替换为同浓度的烟酸得到的孵育液；(8)孵育液8：实施例1中步骤(1)所制得的孵育液

(含10wt％胎牛血清的培养基199)，作为对照组。

[0028] 1.2试验方法

[0029] (1)成熟猪卵母细胞的获取：自母猪体内取出卵巢，使用10mL注射器刺入卵巢表面

的卵泡中，吸取卵泡液，置于体式显微镜下镜检，挑出卵泡液中的卵丘‑卵母细胞复合体，置

于常规的猪卵母细胞体外成熟培养液中培养44h，培养条件为39℃、5％二氧化碳与饱和湿

度。44h后，将卵丘‑卵母细胞复合体置于0.1％透明质酸酶溶液中约1min，并用移液器反复

吹打，使卵丘与卵母细胞分离。将卵母细胞转移至培养基199中并在显微镜下观察，排出第

一极体的即为成熟卵母细胞。

[0030] (2)孵育：将上覆矿物油的孵育液置于39℃、5％二氧化碳和饱和湿度环境下预热

1h。将成熟的猪卵母细胞置于孵育液中孵育4h，孵育条件：39℃、5％二氧化碳和饱和湿度。

4h后，将卵母细胞依次转移至3个培养基199液滴中，以充分洗去孵育液，然后进行冷冻。

[0031] (3)冷冻：卵母细胞转移至39℃的玻璃化冷冻液Ⅰ中维持3min，转移至39℃的玻璃

化冷冻液Ⅱ中维持10s，装载至冷冻载杆上，投入液氮中。

[0032] 冷冻液Ⅰ：含7.5wt％乙二醇、7.5wt％二甲基亚砜和20wt％胎牛血清的培养基199。

[0033] 冷冻液Ⅱ：含15wt％乙二醇、15wt％二甲基亚砜和20wt％胎牛血清的培养基199。

[0034] (4)解冻：将冷冻载杆提出液氮，卵母细胞装载端立即浸入39℃的解冻液Ⅰ中使卵

母细胞脱离冷冻载杆，卵母细胞在解冻液Ⅰ中维持5min，转移至39℃的解冻液Ⅱ中维持

5min，转移至上覆矿物油且含10wt％胎牛血清的培养基199中孵育4h，孵育条件：39℃、5％

二氧化碳和饱和湿度。

[0035] 解冻液Ⅰ：含300μM蔗糖和20wt％胎牛血清的培养基199。

[0036] 解冻液Ⅱ：含150μM蔗糖和20wt％胎牛血清的培养基199。

[0037] (5)降脂效果评价：利用尼罗红荧光染料对卵母细胞内的脂滴染色，利用激光扫描

共聚焦显微镜拍摄并定量卵母细胞内的脂滴，采用Image  J软件将图像数据化，IBM  SPSS 

Statistics软件执行单因素ANOVA分析确定组间显著性，结果以平均值±标准差表示，****

代表组间差异P<0.0001。

[0038] (6)冷冻效果评价：使用二乙酸荧光素对卵母细胞进行染色，二乙酸荧光素能进入

细胞，并在活细胞的酶作用下被转化为带绿色荧光的代谢物，利用荧光显微镜拍摄，显示绿

色荧光的细胞判定为活细胞，统计各组存活率，IBM  SPSS  Statistics软件执行单因素

ANOVA分析确定组间显著性，结果以平均值±标准差表示，***代表组间差异P<0.001，****

代表组间差异P<0.0001。

[0039] 2试验结果

[0040] 2.1降低猪卵母细胞内的脂质含量试验结果
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[0041] 由图1‑A，图1‑B可知，孵育液1孵育卵母细胞4h，与孵育液8(对照组)相比，显著降

低了卵母细胞内脂质含量。孵育液2或孵育液3孵育卵母细胞4h，细胞内脂滴含量均显著高

于孵育液1孵育的卵母细胞，即单一降脂药剂的降脂效果显著弱于两种降脂药剂联合应用。

因此，实施例1制备的孵育液1中苯扎贝特与胆酸的联合应用对猪卵母细胞降脂有协同增效

作用。

[0042] 由图1‑A，图1‑C可知，发挥降脂作用的药剂配伍是苯扎贝特和胆酸时，孵育后的卵

母细胞内脂质含量显著低于各种替代配伍孵育液组(P<0.0001)，与孵育液4‑7相比，孵育液

1降脂效果最高。当苯扎贝特与胆酸中任意一种被替代时，孵育后的猪卵母细胞脂质含量均

与新鲜对照无显著差异，降脂效果不如实施例1制备的孵育液1。

[0043] 2.2提升猪卵母细胞冷冻存活率的试验结果

[0044] 分别对孵育液1孵育的卵母细胞或孵育液8孵育的卵母细胞(对照组)进行冷冻、解

冻与存活率检测。由图2‑A，图2‑B可知，经孵育液8孵育的卵母细胞(对照组)在冷冻后存活

率显著降低，证实冷冻会引起较大比例的卵母细胞死亡或失去生物学活性；而孵育液1孵育

的卵母细胞在冷冻后存活率显著高于孵育液8孵育后冷冻的卵母细胞。因此，孵育液1通过

降低猪卵母细胞脂质含量，显著提高卵母细胞冷冻存活率。
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