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摘要 

猪是多胎动物，自然发情一次可排 10-15 个卵母细胞，为了获得更多卵母细胞或胚胎用

于胚胎学研究，我们通常对供体母猪进行超数排卵。经过超排卵，一头供体母猪可排除

20-30 个卵母细胞或者受精卵，用于后续体外受精或者受精卵注射。 

关键词: 超数排卵，体内成熟，卵母细胞 

 

材料与试剂 

1. 75% 酒精（安徽安特生物化学有限公司）  

2. DPBS (Gibco，catalog number: D8537)  

3. 0.9% 生理盐水（衡阳制药有限公司） 

4. 石蜡油（Sigma，catalog number: M5310） 

5. NaCl（Sigma，catalog number: S5886） 

6. KCl（Sigma，catalog number: P4504） 

7. NaHCO3（Sigma，catalog number: S8875） 

8. NaH2PO4（Sigma，catalog number: S5011） 

9. MgCl2·6H2O（Sigma，catalog number: M0250） 

10. Hepes（Sigma，catalog number: H3784） 

11. Penicillin（Sigma，catalog number: P3032） 
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12. phenol Red（Sigma，catalog number: 5530） 

13. CaCl2·2H2O（Sigma，catalog number: C7902） 

14. Polyvinyl alcohol（PVA，catalog number: Sigma P8136） 

15. Sorbitol（Sigma，catalog number: S1876） 

16. Gentamicin（Sigma，catalog number: G1264） 

17. Sodium pyruvate（Sigma，catalog number: P4562） 

18. H2O（Sigma，catalog number: W-1503） 

19. Na Lactate（Sigma，catalog number: L7900）  

20. TCM-199（Gibco，catalog number: 11150-059） 

21. D-glucose（Sigma，catalog number: G7021） 

22. Penicillin（Sigma，catalog number: P3032） 

23. Streptomycin（Sigma，catalog number: S1277） 

24. Cysteine（Sigma，catalog number: C8152）  

25. Hyaluronidase（Sigma，catalog number: H3506）  

26. Mannitol（Sigma，catalog number: M9647） 

27. BSA（Sigma，catalog number: A8022） 

28. KH2PO4（Sigma，catalog number: P-5655） 

29. MgSO4·7H2O（Sigma，catalog number: M1880） 

30. Na-Pyruvate（Sigma，catalog number: 4562） 

31. Ca.(Lactate)2·5H2O（Fisher，catalog number: C110-500） 

32. L-Glutamine（Sigma，catalog number: G-7029） 

33. Hypotaurine（Sigma，catalog number: H-1384） 

34. Regu-mate（Intervet RM480150） 

35. Estrumate （Bayer） 

36. hCG（Intervet，catalog number: CH4751） 

37. NEAA（Sigma，catalog number: M7145） 

38. EAA（Sigma，catalog number: B-6766） 

39. 四孔板（NUNC） 

40. 24 孔板（NUNC） 
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41. 六孔板（NUNC） 

42. 培养皿（NUNC） 

43. 1.0mm×0.6mm 玻璃管（WPI） 

44. 1.0×0.8mm 玻璃管（WPI） 

45. 2.5×2.0mm 玻璃管（WPI） 

 

仪器设备 

1. 培养箱（THERMO-3111） 

2. 超净工作台（瑞智净化） 

3. 倒置显微镜（OLYMPUS-IX51） 

4. 体式显微镜（NIKON-SMZ645） 

5. 显微镜加热台（THERMO） 

6. 2.5×2.0mm 玻璃管（WPI） 

  

实验步骤 

1. 在饲料中添加四烯雌酮（Regu-mate, Intervet, RM480150) 18-20mg/天进行发情周

期抑制，根据母猪处于的发情周期不同分别给药4-14天使性成熟母猪发情周期的同

步化。 

2. 在四烯雌酮给药的最后一天肌肉注射Estrumate (250 mg, Bayer)诱导发情。 

3. 最后一次四烯雌酮给药15-17小时后，肌肉注射1500 IU 的马绒毛膜促性腺激素

(eCG: Sigma, G4877) 诱导卵子成熟。 

4. eCG注射82小时后，注射1000IU人绒毛膜促性腺激素(hCG: Intervet CH4751)，促

进排卵。hCG注射46-54小时后，从输卵管冲取回收成熟卵母细胞。获取受精卵需要

在注射hCG 24h后查情，在发情中期选取体重大小适宜的健康公猪进行配种，配种

后 24~36h通过输卵管冲取回收受精卵。 

5. 胚胎冲取操作如下：供体猪手术前应停食12-24小时，可适当饮水。对供体猪注射氯

胺酮进行诱导麻醉，带上麻醉面罩，打开麻醉机，用异氟烷维持麻醉。采用常规外

http://www.bio-protocol.org/e1010966
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科手术方法在腹中线倒数第二对乳头处切口7—10 cm，牵引出一侧子宫角，并沿子

宫角、输卵管取出该侧卵巢。用冲卵液从输卵管子宫端至伞端冲取回收成熟卵母细

胞或受精卵。采卵完毕后，将输卵管、子宫复位，用37℃灭菌生理盐水湿润子宫，

冲去凝血块。按腹膜、皮下筋膜、皮肤三层缝合。腹膜、肌肉缝合后，涂抹磺胺等

消炎防腐药。皮肤缝合后，在伤口周围涂碘酒，并肌肉注射青链霉素防止创口感染

发炎。 

结果与分析 

1. 经过超数排卵后，一头供体母猪可获得20-30枚卵母细胞或者受精卵。 

 

失败经验 

1. 受精卵冲取实验中，为了确保卵母细胞能够受精，可用健康公猪进行配种2-3

次。 

 

溶液配方 

1. 洗卵液 PVA-TL HEPES 

称取 6.6633 g NaCl，0.2386 g KCl，0.1680 g NaHCO3，0.0408 g NaH2PO4，0.1017 

g MgCl2·6H2O，2.3830 g Hepes，0.0650 g Penicillin，0.0100 g phenol Red，0.2940 

g CaCl2·2H2O，0.1000 g Polyvinyl alcohol，2.1860 g Sorbitol，0.0250 g Gentamicin，

0.0220 g Sodium pyruvate，加 998.132 mL Milli Q H2O 后再加 1.868 mL Na Lactate，

溶解后调节 PH 为 7.2-7.4，渗透压为 295-310 mOsm。  

2. 胚胎操作液 

9.500 g TCM-199，0.050 g NaHCO3，0.750 g Hepes，0.050 g Penicillin，0.060 

g Streptomycin，1.755 g NaCl，3.00 g BSA，1000 mL MilliQ H2O，溶解后调节 PH

为 7.2-7.4 溶解后调节 PH 为 7.2-7.4，渗透压为 295-310 mOsm。 

3. 胚胎培养液 PZM-3 

108.00 mM NaCl 

10 mM KCl 

0.35 mM KH2PO4 

http://www.bio-protocol.org/e1010966
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0.40 mM MgSO4·7H2O 

25.07 mM NaHCO3 

0.2 mM Na-Pyruvate 

2.0 mM Ca.(Lactate)2·5H2O 

1.0 mM L-Glutamine 

5.0 mM Hypotaurine 

10 ml/L NEAA 

20 mg/mL EAA 

0.05 mg/mL Gentamicin 

3 mg/ml BSA 
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