
235

不同胚體外培養系統及卵母細胞亮甲酚藍染色分級

對體外生產山羊胚後續發育能力之影響 (1)

王得吉
(2) 
李平南
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摘要

本研究目的是探討不同胚體外培養系統及卵母細胞成熟前利用亮甲酚藍 (brilliant cresyl blue, BCB) 
染色分級，對體外生產山羊胚後續發育能力之影響。自活體摘除所得之卵巢表面濾泡中收集卵丘卵母

細胞複合體 (cumulus-oocyte complexes, COCs)，隨之進行體外成熟與體外受精作用後，將其分別培養在

TCM199 輸卵管上皮細胞共培養系統 (TCM199-goat oviduct epithelial cell, TCM199-GOEC) 與合成輸卵管

液 (synthetic oviduct fluid plus amino acid, SOFaa) 培養系統。結果顯示在卵裂率部份，培養於SOFaa顯著 （p 

< 0.05） 高於培養於 TCM199-GOEC 者，然而在囊胚率與囊胚平均細胞數方面，培養於 TCM199-GOEC 者

則顯著 （p < 0.05） 高於培養於 SOFaa 者。於卵母細胞染色分級試驗中，COCs 於體外成熟前經亮甲酚藍

（BCB） 染色篩選後，依卵胞質呈色狀態區分為 BCB+ 與 BCB- ，將之分別進行體外成熟、體外受精作

用後，培養在 TCM199-GOEC 系統。試驗結果顯示無論於卵裂率及囊胚率，BCB+ 組 （77.7 ± 15.9% and 

27.5 ± 8.1%） 皆顯著 （p < 0.05） 高於 BCB- 組 （42.5 ± 14.3% and 3.9 ± 7.8%, p < 0.05） 。源自體外生產

於 TCM199-GOEC 所得之 6 顆新鮮囊胚及 9 顆冷凍 - 解凍後囊胚，分別移置於 2 頭及 3 頭代孕母羊後，

懷孕率分別為 50.0％ （1/2） 及 33.3％ （1/3） ，胚存活率則分別為 16.7％ （1/6） 及 11.1％ （1/9） 。

試驗結果顯示，TCM199-GOEC 之體外培養系統為較佳之胚體外培養系統，且可成功產下健康的仔畜。

卵母細胞成熟前利用 BCB 染色分級，可提升體外山羊胚生產效率。

關鍵詞：山羊、胚、體外生產、共培養、亮甲酚藍。
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家畜育種過程中，使用輔助生殖技術 ( assisted reproduction technologies, ART ) 相較於自然繁衍方

式，其一最主要目的是增加優良家畜後代的可能性。發情同期化和人工授精則為目前被廣為應用的輔助

生殖技術，然而超量排卵及胚胎移置技術 ( multiple ovulation and embryo transfer, MOET ) 卻未被廣泛運

用；當中最主要的原因包含成本、技術需求性高及不可預測的結果等問題存在 (Baldassarre and Karatzas, 
2004; Cognie, 1999; Cognie et al.,2003)。小反芻獸研究領域中，胚體外生產 ( in vitro production, IVP ) 在
發育生物學及生理學的基礎研究上，提供了廉價胚有效且優良的來源 (Cognie et al.,2003)。近年來，

有關提昇胚體外生產效率的研究已逐漸被發展；但儘管如此，其成功率仍遠低於源自體內 (in vivo) 的

胚 (Kruip et al ., 2000)。許多研究指出，胚存活率可能因培養系統變得更複雜而相對的提昇；因此，體

外胚生產過程中於受精後培養條件的修飾便成為了促進囊胚品質的決定因素 (Galli and Lazzari., 1996; 

Lonergan et al ., 2001)。許多研究致力於最適培養條件，亦有許多的人工合成培養液被建議用於支持體外

生產胚之發育 (Lee et al., 2000; Pawshe et al., 1996; Urdaneta et al., 2003)。合成輸卵管液 (synthetic oviduct 
fluid, SOF) 常被用來使用於牛、羊胚之體外培養，該培養液源於綿羊輸卵管液生化分析結果之基礎上被

建立 (Tervit et al., 1972) 的低氧培養系統；後來相關研究者陸續將該培養液加以修飾，包含添加必需與非

必需胺基酸 (Gardner et all.,1994) 、檸檬酸 (Keskintape et al., 1995)、去除葡萄糖成分 (Takahashi and First, 
1992) 及在培養初期之 72 小時添加 EDTA (Gardner et al., 1997) 等。此外，有研究指出利用細胞共培養系

統，相較於無細胞支持之培養，顯著提昇囊胚之品質與存活力 (Rizos et al., 2001; Tervit et al., 1994)。輸

卵管上皮細胞共培養則為另一常被用於牛、羊胚體外培養之系統，在山羊亦被證實可成功的獲得體外生

產之囊胚 (Izquierdo et al., 1999; Kątska-Książkiewicz et al., 2004; Kątska-Książkiewicz et al., 2007; Pawshe 
et al ., 1996）。體外胚生產技術廣泛應用的另一限制因素為低的耐凍能力，甚至在某些研究指出其後

代有不正常之狀況 (Enright et al., 2000; Galli and Lazzari., 1996)。在所有可用的冷凍技術中，玻璃化冷

凍 (vitrification) 方法似乎是較適於對冷凍感受性較高的體外生產胚 (Cognie  et al., 2003)。另一方面，有

些研究指出所使用的培養系統，將對冷凍 - 解凍胚之存活率有著決定性的影響 (Galli and Lazzari., 1996; 
Lonergan et al., 2001; Rizos et al., 2001; 2002)。此外，冷凍 - 解凍過程後胚之存活率可作為評估體外生

產胚其遭受冷凍傷害之程度，但最好的評估方式仍為胚移置後之懷孕率及存活率 (Leibo and Loskutoff, 
1993; Lonergan et al., 2001; Wright and Ellington, 1995)。

源自屠宰母畜所獲得之卵母細胞，已知在體外成熟後之發育潛力存在著極大的變異 (Gordon and Lu, 
1990; Pujol et al., 2004)。因此，正確、快速且非侵害性的成熟前卵母細胞品質評估方式便相形重要。利

用亮甲酚藍 (brilliant cresyl blue, BCB) 已被證實在發身前豬、牛、羊等動物研究中可用來挑選適當的卵

母細胞 (Hanet al ., 2006; Jiménez-Macedo et al., 2006; Roca et al., 1998)。此外，BCB 亦被使用於源自屠宰

成年母牛而來之卵母細胞挑選，以作為胚體外生產 (Alm et al., 2005) 及體細胞複製 (Bhojwani et al., 2007)
等研究上。未成熟卵母細胞已知可合成多種的蛋白質 (Wassarman, 1998) ，其中包括 G6PD (glucose-6-
phosphate dehydrogenase)；此酶在生長中之卵母細胞內被活化 (Mangia and Epstein, 1975) ，但卻於已生

長完畢之卵母細胞內活性降低 (Wassarman, 1998)。BCB 被用來測定 G6PD 之活性，其原理為 G6PD 可將

BCB 染料自藍色轉為無色的能力 (Ericsson et al., 1993)。G6PD 於卵母細胞生成過程中於卵母細胞內被合

成，且其為 pentose phosphate cycle 之成分之一，主要提供核苷酸 (nucleotide) 與核酸 (nucleic acid) 合成

過程中核醣之磷酸以及 NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 之利用。發身前山羊卵母細

胞的研究顯示，較有發育能力之卵母細胞可用 BCB 染色進行篩選 (Rodriguez et al., 2002; 2003)，在 BCB

＋（呈現藍色）的卵母細胞其成熟率與受精率皆顯著高於 BCB- （無色）者。

本試驗目的即是評估山羊卵丘 - 卵母細胞複合體 (cumulus-oocyte complexes, COCs) 經體外成熟及體

外受精後，分別培養於不同之體外培養系統；成熟前 COCs 經 BCB 染色分級，對其後續發育能力之影響。

在後續試驗中，則嘗試利用所生產之體外新鮮與冷凍 - 解凍後之囊胚進行胚移置，以評估仔羊生產之可

不同胚體外培養系統及卵母細胞亮甲酚藍染色分級對體外生產山羊胚後續發育能力之影響
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行性。

材料與方法

I. 山羊卵丘 - 卵母細胞複合體取得

本試驗所使用之卵巢，取自淘汰雜交母山羊。試驗羊隻圈飼於個別羊欄，欄舍內提供飲水、礦鹽及

乾草任食，每日並補充肉羊精料 0.4 kg 。

陰道內孕酮釋放器 CIDR®  (AHI Plastic Molding Co., New Zealand) 在陰道中留置 11 日，於第 9-10

天，也就是抽除 CIDR® 之前 2 日，每隔 12 小時分別肌肉注射 4 mg 之 pFSH (Sigma, Saint Louis, USA) 以
提升生長濾泡之數量。於 CIDR® 移除當日採用腹中線剖腹術摘除卵巢。母羊先行肌肉注射 0.11 mg/kg 

xylazine (Rompun®, Bayer, Germany) 鎮靜，十分鐘後靜脈注射 5.5 mg/kg ketamine ( 順順 ®，永信製藥，

台灣 ) 進行全身麻醉。子宮及卵巢由腹中線切開處牽引出腹壁，於肉眼檢視濾泡數目與大小之後，以腸

鉗夾住卵巢下方之靜脈叢並利用手術缝線缝緊後將卵巢切下。取下之卵巢先以生理鹽水洗淨，繼之噴灑

70% 之酒精淨菌，再以生理鹽水洗淨。其後以無菌手術刀片切割卵巢表面直徑約 2-6 mm 的濾泡，逐一

沖洗卵濾泡之內容物，並選取 COCs 備供體外成熟培養之用。

II. BCB 染色

於染色試驗，經選取之 COCs 先於 37℃含有 0.4% BSA (bovine serum albumin; A-7888, Sigma, Saint 
Louis, USA) 之 DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline) 緩衝液中清洗 3 次，再移入 100 μl 含有 26 

μM BCB (B-5388, Sigma, Saint Louis, USA) 之 DPBS 緩衝液小滴中，置於 38.5℃ 含 5％ CO2、95％空氣

及飽和濕度條件之培養箱中，進行至少 1.5 小時之短暫培養。繼之吸取染色後之卵丘卵母細胞複合體於

37℃含有 0.4% BSA 之 DPBS 緩衝液中清洗 3 次，完畢後於顯微鏡下依胞質染色狀態區分為 2 組：胞質呈

現藍色者為 BCB+ ，反之無色為 BCB- 。分組後之 COCs 則分別進行後續之體外成熟培養。

III. 卵體外成熟培養

於進行培養前，事先於 4 孔盤之培養皿中製作 4 孔均含 500 μl 之無覆蓋礦物油之成熟培養液

(TCM199 添加 10 ng/mL epidermal growth factor 、 100 mM cysteamine 及 40 mg/mL gentamycin) ，再置於

38.5℃ 含 5％ CO2、95％空氣及飽和濕度條件之培養箱中，進行至少 4 小時之平衡。其後，再將前述所

收集具良好品質山羊之 COCs，以 40-50 個不等之數量平均移入上述備妥之體外成熟培養液中，並於相同

培養環境下，進行 22 小時體外成熟培養。

IV. 體外受精

山羊冷凍精液於液態氮中取出立即置於 37℃水浴 1 分鐘，將解凍後之精液置於 15 ml 離心管內，加

入 5 倍量之精子洗滌液混勻並於 1250 rpm（210 × g）條件下離心 10 分鐘，去除上層液並重複洗滌、離心

1 次。殘留底部之精子團塊加入等量含肝素及咖啡因之精子洗滌液（即獲能液）混勻，置入 38.5℃ 含 5％ 

CO2、95％空氣及飽和濕度條件之培養箱中 15 分鐘。經體外成熟後之卵母細胞移除大部份包被外圍之卵

丘細胞後，殘留少數卵丘細胞的卵母細胞 （10-20 個） 經 3 次清洗後，即置入已獲能作用之 80 μl 精液

小滴內，並移入恆溫培養箱中進行體外受精。卵母細胞經 16 小時之體外受精後，利用微玻璃細管吸取

於獲能液中，以機械式連續吸吐移除包被外圍之精子，並經體外培養液（SOFaa 或 TCM199）清洗 3 次。

V. 合成輸卵管液 (SOF plus amino acid, SOFaa) 體外培養系統

王得吉  李平南  Pascal Mermillod  黃政齊
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卵母細胞經體外受精後，每 20 個受精卵移入 25 μl SOFaa 上覆礦物油，於 38.5℃ 、5% CO2、5% O2

及 90% N2 低氧條件下進行體外培養與觀察 (Gardner et al ., 1994) 。

VI. TCM199 輸 卵 管 上 皮 細 胞 (oviduct epithelial cell) 共 培 養 體 外 培 養 系 統 (TCM199-goat oviduct 
epithelial  cell, TCM199-GOEC)

卵母細胞經體外受精後，每 20-50 個受精卵移入含單層底貼輸卵管上皮細胞之 500 μl TCM199 培養

液中，於 38.5℃ 含 5％ CO2、95％空氣及飽和濕度條件之培養箱中，進行體外培養與觀察。

VII. 體外胚冷凍與解凍

微滴玻璃化冷凍與解凍方式主要依據 Huang et al . (2008) 所述之方式進行。經體外培養後之囊

胚 放 置 於 含 20% FCS(fetal calf serum) 之 TCM199 備 用， 隨 後 移 至 含 10% EG(ethylene glycol) + 10% 
DMSO(dimethyl sulfoxide) 冷凍保護劑之 TCM199 培養液中進行 45 秒平衡，再分別移至含 16.5％ EG、

16.5％ DMSO 及 0.5 M 蔗糖 (sucrose) 冷凍保護劑之 TCM199 培養液中 25 秒培養，最後以每一微滴（2 

μl）含 2-4 個胚，直接投入液態氮中瞬間冷凍，製作成玻璃珠狀微粒。再將之存放於適當容器保存於液

態氮中。解凍時，將含胚之微粒直接投入 38.5℃含 0.25 M sucrose 之培養液中解凍並保持 5 分鐘，再轉移

至含 0.15 M sucrose 及 20% FCS 之 TCM199 中 5 分鐘，最後移入含 20% FCS 之 TCM199 中 5 分鐘，並進

行短時培養觀察，調查解凍後胚之存活率。

VIII. 胚移置於受胚母山羊

選擇經產的雜種肉用母山羊作為受胚羊，與供胚母羊同日在陰道塞入 CIDR® 並留置 11 日，但於第

9 日，即抽除 CIDR® 前 48 小時，每頭母羊注射 125 μg 前列腺素 cloprostenol 及 500 IU eCG  ( 血清哥那，

中國化學，台灣 ) ，誘發與供胚母羊同期發情。受胚母羊於同期化發情後第 6-7 日，亦採用腹中線外科

手術法，將回收之正常胚移置入與黃體同側的子宮角內。每頭受胚母羊移置 3 個胚。受胚母羊在胚移置

後 40 日左右，以超音波掃瞄儀器 (SSD 500V, Aloka , Japan) 進行妊娠診斷，統計受胎率；母羊自然分娩

後統計胚存活率。胚存活率 (%) ＝ ( 總仔羊頭數 / 總移置胚數 ) × 100%。

IX. 統計分析

試驗期間所收集之資料均以套裝統計分析系統〔statistical analysis system (SAS), 1998〕進行分析，

而測定值以平均值 ± 標準偏差 (Mean ± SD) 表示，並以學生式紐曼 - 柯爾測定法 (Student-Newman-Keuls’ 
Test) 比較各處理組間之差異顯著性 (Steel and Torrie, 1980) 。

結論與建議

山羊 COCs 經體外成熟及體外受精後，分別培養於 SOFaa 與 TCM199-GOEC 之體外培養系統中，對

其後續發育能力之影響，結果如表 1 所示。在卵裂率部份，培養於 SOFaa 者顯著（p < 0.05） 高於培養

於 TCM199-GOEC 者（81 ± 11.3％ vs  60.5 ± 6.9％）。在囊胚率與囊胚平均細胞數方面，培養於 TCM199-
GOEC 者（34.7 ± 2.0 ％ , 122.7 ± 11.1） 則 顯 著（p < 0.05） 高 於 培 養 於 SOFaa 者（16.7 ± 3.4 ％ , 62.4 ± 

18.3）。Kątska-Książkiewicz et al. (2004) 於山羊胚體外生產的研究顯示，冷凍精液解凍後添加肝素進行

獲能作用，卵母細胞經體外受精並培養於輸卵管上皮細胞共培養之體外培養系統中，所得之卵裂率及囊
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胚率分別為 53.7％及 40.0％，與本試驗於 TCM199-GOEC 之體外培養系統中之結果相似。而在囊胚細胞

數方面，其所計算者為受精後第 9 天之已孵化囊胚，而本試驗為收集自 6-9 天之擴張囊胚，因此其較本

研究中所得之結果為高 （167.6 ± 23 vs 122.7 ± 11.1）。另 Rodríguez-Dorta et al .（2007） 及 Keskintepe et 

al . （1998） 於山羊胚體外生產的研究顯示，卵母細胞經體外成熟、體外受精並培養於 SOF 之體外培養

系統中，所得之卵裂率及囊胚率分別為 83.0％及 23.0％、60.0％及 17.5％，亦與本試驗於 SOFaa 之體外培

養系統中之結果相似 （81％及 16.7％）。

身為生殖道組成之一，輸卵管提供了一有助於配子受精及早期胚發育的適當微環境；這些現象可從

許多品種和科學家利用不同的技術去發現輸卵管的分泌、功能與組成分分析等研究中獲得證實 (Killian, 
2004) 。輸卵管分泌的組成分析中顯示，輸卵管液為一生化組成，且其所含蛋白質為構成輸卵管分泌之

主要成分。儘管輸卵管液中許多蛋白質皆可在其他組織中被發現，但在 1980 年代一種輸卵管特殊醣蛋

白 (oviduct specific glycoproteins, OSG) ，或稱為 ovidutins，被發現獨特的出現在輸卵管液中 (Sutton et 

al ., 1984; 1986) 。該蛋白於排卵前後，於血漿中雌激素顯著增加之動情期中大量的被生產 (Verhage et al ., 
1990) 。在體外研究中顯示，OSG 對於精子的獲能、活力與存活率、卵的受精與胚的發育皆有著正面的

影響 (Buhi, 2002; Killian and Goncalves, 2002; Nancarrow and Hill, 1995; Verhage et al ., 1998;) 。此外，另一

醣蛋白 osteopontin 亦發現於輸卵管液中 (Gabler et al ., 2003)， Osteopontin 在輸卵管上皮細胞被合成並分

泌至輸卵管液中；該醣蛋白亦普遍存在於其他組織中，其主要功能為參與細胞黏合與訊息傳導等。牛的

研究顯示，卵母細胞預先以自乳中純化的 osteopontin 處理後，對受精後的卵裂率與囊胚率皆有顯著提升

之效果 (Goncalves et al ., 2003) 。綜合以上結果顯示，輸卵管液確可提供生殖細胞展現各階段功能之適當

環境，而在胚體外培養過程中使用輸卵管上皮細胞進行共培養，或許是利用細胞所分泌之已知或未知的

蛋白質及生長因子，促進卵母細胞受精後後續發育至囊胚之能力。

表 1. 不同胚體外培養系統對體外生產山羊胚後續發育能力之影響

利用 BCB 進行山羊卵母細胞染色分類後，分析其經體外受精及體外培養於 TCM199-GOEC 之體外培養

系統中，其後續發育之能力，結果如表 2 所示。在卵裂率部份，BCB+ 組與對照組並無顯著性差異存在 

（77.7 ± 15.9% vs. 76.3 ± 16.0%），然而 BCB- 組 （42.5 ± 14.3%） 則顯著 （p < 0.05） 低於 BCB+ 組與對

照組。而在囊胚率部份，亦呈現出相同之結果。Kątska-Książkiewicz et al . (2007) 於山羊卵母細胞的研究

中顯示，一級 COCs 利用 BCB 進行染色分類後，在卵裂率部份 BCB+ 組與對照組並無顯著性差異存在 

（55.5% vs. 61.7%），而 BCB- 組 （22.2%） 則顯著 （p < 0.05） 低於 BCB+  組與對照組。在囊胚率部份，

BCB+ 組與對照組亦無顯著性差異存在 （13.3% vs. 19.1%），而 BCB- 組 （0%） 則顯著 （p < 0.05） 低

於 BCB+ 組與對照組，該研究與本試驗結果相符。此外，Rodriguez et al . (2002)  於發身前山羊卵母細胞

的研究中亦顯示，經 BCB 進行染色分類後，BCB+ 組、BCB- 組與對照組 3 組間儘管於受精率上並無顯

著之差異，但在桑椹胚及囊胚之比例上，BCB- 組與 BCB+ 組則具有顯著性 （p < 0.05） 差異存在 （3.6% 

vs  12.0%），而 BCB+ 組與對照組間則無顯著差異存在 （12.0% vs  7.7%），與本試驗有著相似之結果。

表1.不同胚體外培養系統對體外生產山羊胚後續發育能力之影響
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綜合上述研究結果顯示，BCB+ 組與對照組間均無顯著差異存在，造成此結果可能原因為評估 COCs 品

質除了依外觀（如細胞質均勻度及卵丘細胞包覆層數等）評定外，卵母細胞直徑大小亦為其後續發育能

力之重要影響因子 (Hyttel et al., 1997)。本試驗 COCs 源於約 2-6 mm 的濾泡，依 Crozet et al. (2000) 的研

究中顯示，該階段濾泡所含之卵母細胞直徑雖約為 130 μm 以上，但直徑大小變異仍大，因此是否造成

該結果則仍待進一步探討。

另 Rodriguez et al.  (2002) 於發身前山羊卵母細胞的研究中顯示，一級 COCs 利用 BCB 進行染色分

類後，BCB- 組顯示具有極高之比例（50.5%），此部分與本試驗及 Kątska-Książkiewicz et al. (2007) 之研

究並不相同，亦即 BCB - 組卵母細胞之比例皆低於 BCB+ 組甚多。可能原因為未成熟卵母細胞已知可合

成多種的蛋白質 (Wassarman, 1998) ，其中包括 G6PDH。此酶在生長中之卵母細胞內被活化 (Magnia and 
Epstein, 1975) ，但卻於已生長完畢之卵母細胞內活性降低 (Wassarman, 1998) 。源自於發身前山羊的卵母

細胞相較於成熟母羊卵母細胞，應含有極高比例生長中之卵母細胞 (Tian et al., 1998) ，以致造成卵母細

胞經 BCB 染色後 BCB+ 組與 BCB- 組在數量比例上與本試驗結果相異之處。

表 2. 卵母細胞體外成熟前以 BCB 挑選後對體外生產山羊胚後續發育能力之影響

在 BCB 使用濃度方面，先前研究 (Rodriguez et al. , 2002; 2003) 中証實利用 26 μM 之 BCB 進行卵

母細胞之染色篩選，對 BCB+ 組與 BCB- 組於成熟率及受精率之差異程度有著最佳之效果，而對卵母細

胞不會有不利之影響，此部份於本試驗、Kątska-Książkiewicz et al  (2007) 於山羊之研究及 Manjunatha et 
al. (2007) 於水牛卵母細胞之研究中亦獲證實。

山羊 COCs 經體外成熟及體外受精後，培養於 TCM199-GOEC 之體外培養系統中，所得之擴張囊胚

進行新鮮與微滴玻璃化冷凍 - 解凍後胚之胚移置，以評估吾等近來所建立之羊胚體外生產系統對實際

生產仔羊之可行性，結果如表 3 所示。利用體外生產新鮮胚與冷凍 - 解凍胚在胚移置後懷孕率分別為

50.0％及 33.3％，胚存活率則分別為 16.7％及 11.1％。

許多因素影響著胚移置是否成功，包含胚移置之位置、每頭母羊移置之胚數、胚之年齡以及被移置

胚與受胚母羊子宮內環境同步之程度 (Ishwar and Memon, 1996)。在子宮內早期胚胎死亡可因過度擠壓而

昇高。先前於山羊之研究顯示，當受胚母羊移置僅 2 個胚胎，將有助於胚存活率之提升 (Armstrong and 
Evans, 1983; Tervit et al ., 1986) 。本試驗中無論於新鮮胚或冷凍 - 解凍胚移置於受胚母羊皆為 3 個胚胎。

另外，本試驗中體外生產新鮮胚是於非繁殖季節進行移置，是否當時之長光照環境會造成懷孕率下降仍

不清楚，但確有研究指出長光照會影響母羊的受胎率 (Amoah, 1982; Amoah and Bryant, 1983) 。
由上述結果顯示，TCM199-GOEC 之體外培養系統為較佳之胚體外培養系統，且可成功的產下健康

的仔畜如圖 1 與圖 2。卵母細胞成熟前利用 BCB 染色分級，可提升體外山羊胚生產效率。

Values without the same superscripts in the same column are significantly different(P < 0.0.).a, b
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The aim of this study was to evaluate the effect of different culture systems of embryos and brilliant cresyl 
blue (BCB) staining of oocytes prior to in vitro  maturation (IVM) on subsequent developmental capacity of 
caprine embryos. Cumulus-oocyte-complexes (COCs) collected from the follicles in the  ovariectomized ovaries 
were subjected to maturation, fertilization and culture in vitro.  The presumed zygotes were cultured either in 
TCM199 with monolayer of goat oviduct epithelial cell (TCM-GOEC) or in synthetic oviduct fluid plus amino 
acid (SOFaa). The mean cleavage rate of presumed zygotes cultured in SOFaa was significant higher(p < 0.05)
than that in TCM199-GOEC. However, the blastocyst rate and the cell number of blastocyst in TCM199-GOEC 
were significant higher (p < 0.05) than those in SOFaa. Thereafter, the developmental capacity of embryos derived 
from BCB staining selected oocytes was evaluated with TCM199-GOEC culture system. The cleavage rate and 
blastocyst rate were significant higher in BCB+ group (77.7 ± 15.9% and 27.5 ± 8.1%) than those in BCB- group 
(42.5 ± 14.3% and 3.9 ± 7.8%, p < 0.05). Six fresh blastocysts and 9 vitrified/thawed blastocysts derived from 
TCM199-GOEC culture system were transferred to two and three recipients, respectively, which resulted in 50% 
(1/2) and 33.3% (1/3)  pregnancy rate. One kid was born in each of group. The  results show that co-culture with 
oviduct epithelial cells is a superior culture method for in vitro  produced caprine embryos in terms of subsequent 
developmental capacity of embryos. Selection of oocytes with BCB staining prior to IVM increases the efficiency 
of embryo production in vitro.
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