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摘  要 

本研究旨在探討牛胚體外生產系統中，冷凍精液品質及卵丘細胞去除與否對牛胚發育率之影

響。試驗分為二部份，試驗一利用精子分析儀 (HTM-IVOS型，Hamilton-Thorn，USA) 檢測公牛冷

凍精液解凍後之品質。主要分析項目包括精子濃度、精子存活率及前進精子率。同時，探討其對體

外受精後之牛胚受精率與發育率之影響。試驗二探討牛成熟卵母細胞外之卵丘細胞部份或完全去除

再進行體外受精，對其受精率與胚後續發育率的影響。試驗一之結果顯示A與B二頭進口公牛之冷凍

精液性狀，精液濃度分別為 33.5 與 37.1×106/ml、精子存活率為 40.3%與 44.0%、前進精子率為 10.6%
與 32.0% (P＜0.05)、畸型率為 16.3% 與 7.6% (P＜0.05)。分析結果顯示B公牛冷凍精液解凍後之品

質優於A公牛者。利用A與B公牛冷凍精液解凍後進行體外受精，受精卵之分裂率分別為 9.7 %與

46.3%，發育至囊胚之百分率分別為 0.4%與 5.1%，B公牛精液受精率與胚後續發育率顯著優於A公

牛精液者（P＜0.05）。試驗二之第一與第二組使用玻璃針進行機械式吸放去除部份或全部卵丘細胞，

第三與第四組先使用玻尿酸酶 (hyaluronidase) 處理後，再配合玻璃針吸放以去除部份或全部卵丘細

胞。結果顯示，第一、第二、第三、第四組之分裂率與發育至囊胚之百分率分別為 46.7%與 10.7%、

35.5%與 4.3%、39.9%與 10.1%、30.7%與 3.3%，以玻璃針機械式吸放或配合玻尿酸酶部份去除卵丘

細胞組，其分裂率與發育至囊胚百分率均優於完全去除卵丘細胞者。由試驗一與試驗二之結果，得

知公牛精液性狀優者，進行體外受精可獲得較佳的分裂率及胚發育率。而進行體外受精前，完全去

除包覆在牛卵母細胞外的卵丘細胞，將對受精後之分裂率及胚後續發育率造成不利的影響。  

關鍵詞：精液品質、牛胚、卵丘-卵母細胞複合體、體外受精。 
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緒  言 

牛胚的體外生產  (in vitro production, IVP) 系統包括卵子的體外成熟  (in vitro maturation, 
IVM)、體外受精 (in vitro fertilization, IVF) 及體外培養 (in vitro culture, IVC) 三個過程。體外生產

系統之建立，除了有利於牛胚發育學之基礎研究外，亦可提供基因轉殖、核轉殖或胚性別鑑定等研

究所需之試驗材料來源 (李等，1997)。 
牛胚體外生產時，所使用的公牛精液品質對於體外受精牛胚之受精率、胚分裂率與後續發育至

囊胚之成功率有重要的影響。受精過程包括精子獲能 (capacitation)、精子與卵母細胞之結合並穿過

其透明帶、穿透卵黃間隙與卵黃膜融合、致活卵母細胞、精子頭部之去濃縮化 (decondensation) 與
雄原核形成等步驟。精子在獲能後發生頭帽反應，釋出玻尿酸酶使精子具有穿透冠狀粒細胞及透明

帶的能力。而精液品質與精子活力，將顯著影響牛胚體外生產之受精率與後續發育率 (Parrish et al., 
1998)。為了改善牛胚體外生產效率，在進行體外受精前檢測公牛的精液品質，可能提高牛胚之分裂

率與發育率。 
在進行體外受精時，卵丘細胞之去除與否對於分裂率及胚發育率的影響曾有學者研究，所得之

結果並不一致。部份研究顯示體外受精前去除卵丘細胞將顯著降低胚之分裂率 (Chian and Okuda, 
1995; Fatehi et al., 2002)；另有研究則指出，牛胚體外受精時卵丘細胞存在與否並不會增加精子穿透

卵母細胞的百分率 (Ball et al., 1983)。然而多數哺乳動物卵母細胞在自然受精時，均仍有卵丘細胞

包覆在外圍 (Tanghe et al., 2002)。 
本研究之目的即在探討公牛冷凍精液品質對體外受精牛胚之分裂率與發育率之影響；及使用微

玻璃管針機械吸放或配合玻尿酸酶將卵丘細胞部份或完全去除後，對體外受精牛胚分裂率與發育率

之影響。 

材料與方法 

I. 卵巢之取得與卵丘-卵母細胞複合體 (cumulus-oocyte complexes, COCs) 之收集 
自屠宰場取得牛卵巢，置於室溫的 0.9 %生理鹽水 (含Kanamycin 0.1 mg/ml) 攜回實驗室。卵巢

經生理鹽水洗滌後，以 18 號針頭抽取卵巢表面直徑 2~8 mm濾泡內之COCs，隨即置於立體顯微鏡

下，依據外圍包覆之卵丘細胞層數判別等級，僅挑選第一與第二級COCs供體外成熟、體外受精及體

外培養試驗之用。COCs培養於含有 5% FCS 之TCM-199 成熟培養液中進行 22~24 小時體外成熟。

培養條件為 38.5℃、2% CO2及相對濕度 95%。 
 

II. 試驗一 
利用精子分析儀 (HTM-IVOS型，Hamilton-Thorn，USA)(圖 1) 檢測A與B二頭進口的公牛冷凍

精液品質，精子分析儀參數設定乃參考楊等 (2001) 之方法加以適度修正後進行。分析項目包括精

子濃度、精子存活率及前進精子率，並以傳統血球計數板 (hemocytometer) 計算精子畸形率。分析

之公牛精液調整其最終濃度為 1-2×106/ml並經過獲能處理後，與成熟之卵母細胞進行體外受精 (10
個胚/50 μl精液小滴) 與體外培養。 
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圖 1. 分析公牛精液品質之精子分析儀。  

Fig. 1. The sperm analyzer used to analyze the semen quality of bulls. 

 

III. 試驗二 
採集自屠宰場牛卵巢濾泡之第一與第二級 COCs 經過體外成熟後逢機分為四組，進行部份或完

全去除卵丘細胞 (圖 2)。試驗二之分組為：第一組利用玻璃針機械吸放方式去除部份卵丘細胞、第

二組利用微玻璃針完全去除卵丘細胞、第三組先利用玻尿酸酶處理後輔以玻璃針吸放去除部份卵丘

細胞、第四組先利用玻尿酸酶處理後以玻璃微針完全去除卵丘細胞，以探討不同的卵丘細胞去除程

度與方式，對卵母細胞經體外受精後之分裂率與發育率之影響。卵丘細胞部分或完全去除後的卵母

細胞經培養液清洗後，即置入已完成獲能之精液小滴中，於恆溫培養箱中進行 8 小時體外受精培養。

隨即清洗以除去外圍的精子後，再將卵母細胞與單層卵丘細胞共培養。卵母細胞在體外受精後 48
小時開始，每隔 24 小時觀察並記錄胚之分裂率及發育率。 

 
 A                           B 

 

 

 

 

圖 2. 體外受精前去除部份 (A) 或全部 (B) 卵丘細胞後的成熟卵母細胞。 

Fig. 2. The cumulus cells of the in vitro matured oocytes were partially (A) or totally (B) removed 

before in vitro fertilization. 
 

IV. 統計分析： 
試驗一與試驗二處理組間之差異顯著性用統計分析系統 (statistical analysis system, SAS) 之套

裝軟體進行卡方分析 (χ 2-test)。 

結果與討論 

試驗一分析二頭進口之乳用種公牛冷凍精液，利用HTM-IVOS精子分析儀檢測冷凍解凍後之精

液品質，分析結如下：A與B二頭公牛之精液濃度為 33.5 與 37.1×106/ml、精子存活率為 40.3%與

44.0%、前進精子率為 10.6%與 32.0%，而畸型率則為 16.3%與 7.6% (表 1)。分析結果顯示B公牛之

精液較A公牛者為佳。利用經過檢測的A與B公牛精液進行體外受精，結果分裂率分別為 9.7%與 
46.3%，發育至囊胚率為 0.4%與 5.1% (表 2)。以B公牛精液體外受精後之牛胚分裂率與發育至囊胚
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率均顯著優於A公牛精液者（P＜0.05）。 
評估家畜精液品質的方法，傳統上大多採用血球計數板、光電比色計 （Bearden and Fuquay, 

1997）或利用細胞染色法計算精子濃度 (Garner and Johnson, 1995)，配合直接目測鏡檢來評估精子

之存活率與活力 (Glover, 1968；Linford et al., 1976)。後來有電腦化影像分析系統及精子分析儀的發

展並應用在動物之精液品質分析，能夠精確快速且客觀地評估精子濃度、活精子總數及精子的移動

速率等(楊等，2001)；當有數目眾多的公牛精液待測或因應試驗所需的時間緊迫時更能發揮效率。

試驗一的結果，選擇精液性狀及精子活力優良的公牛精液進行體外受精，可以提高牛胚體外生產之

效率，不致因公牛精子活力不佳而造成牛胚體外生產的損失。而供體外受精用之公牛冷凍精液的保

存，將會明顯影響到體外受精的結果，因此貯存精液的液態氮桶應定期檢測液態氮的容量，以維護

冷凍精液的最佳品質。 
 

表 1. 利用精子分析儀及血球計數板檢測二頭解凍之公牛精液品質 
Table 1. The frozen semen quality of two bulls measured by semen analyzer and hemocytometer 

Semen Items 
Bull A  Bull B 

No. of straws tested 5 5 

Concentration (106/ml)  33.5 ± 7.6 37.1 ± 5.3 

Motile sperm ratio (%) 40.3 ± 3.4 44.0 ± 10.0 

Progressive sperm ratio (%) 10.6 ± 3.7a 32.0 ± 6.6b

Abnormal sperm ratio (%) 16.3 ± 3.5 a 7.6 ± 3.8b

a, b  Means in the same row with different letters were significantly different (P < 0.05). 

 

表 2. 精液品質對體外受精之牛胚分裂率與發育率之影響 
Table 2. Effect of bull semen on cleavage rate and development potential of the in vitro fertilized bovine 

embryos in vitro  

No. of embryos developed to 
Semen No. of trials 

No. of COCs 
used for in vitro 

fertilization 2-cell 16-cell blastocyst 

Bull A 23 474 46 (9.7)*a 5 (1.1)a 2 (0.4)a 

Bull B 30 607 281 (46.3)b 98 (16.1)b 31 (5.1)b 
a, b Means in the same column with different letters were significantly different (P < 0.05). 
* Data in parenthesis is No. of embryos developed / No. COCs used for IVF. 

 

試驗二之第一組與第二組使用玻璃針吸放以部份或完全去除卵丘細胞，第三與第四組則使用玻

尿酸酶處理後再以玻璃針吸放部份或完全去除卵丘細胞。結果顯示第一、第二、第三與第四組之分

裂率與發育至囊胚百分率分別為 46.7%與 10.7%、35.5%與 4.3%、39.9%與 10.1%、30.7%與 3.3% (表
3)。顯示在進行體外受精前，將體外成熟後的卵母細胞以玻璃針或玻尿酸酶部份去除其周圍的卵丘

細胞，卵母細胞在體外受精後之分裂率與發育至囊胚率均顯著高於完全去除卵丘細胞者 (P＜0.05)。 
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表 3. 不同方式去除卵丘細胞對成熟卵母細胞體外受精後胚發育率之影響 
Table 3. Effect of cumulus cell removal on the development of bovine oocytes after in vitro fertilization 

No. (%) oocytes of development to 
Treatment No. of grade I+II 

COCs 2-cell 16-cell blastocyst 
 Ⅰ Cumulus-enclosed oocytes* 122 57 (46.7)b 29 (23.8)b 13 (10.7)a

 Ⅱ Cumulus-free oocytes* 138 49 (35.5)ab 25 (18.1)b 6 (4.3)b

 Ⅲ Cumulus-enclosed oocytes** 158 63 (39.9)b 36 (22.8)b 16 (10.1)a

 Ⅳ Cumulus-free oocytes** 153 47 (30.7)a 11 (7.0)a 5 (3.3)b

* Cumulus cells were removed with glass micropipette.  
** Cumulus cells were removed with hyaluronidase and glass micropipette.  

a,b  Means in the same column with different letters were significantly different (P < 0.05). 
 

關於動物進行體外受精時，卵丘細胞之去除與否對於卵母細胞受精後之分裂率與胚發育率的影

響曾有學者探討，然所獲致的結果並不一致。部份學者指出，卵丘細胞是否包覆卵母細胞，並非牛

胚體外受精成敗之必要條件，不論是否有卵丘細胞包覆，精子穿透卵母細胞的百分率沒有差異

(Behalova and Greve, 1993; Cox, 1991)，部份報告則認為，卵丘細胞不利於精子穿透卵母細胞 (Hawk 
et al., 1992)。然而部份的研究發現，卵丘細胞的存在與否雖並不會造成精子穿透卵母細胞百分率的

差異，但去除卵丘細胞後，受精的卵母細胞後續發育卻不利雄原核與雌原核的形成，異常的多精入

卵發生率也相對增加 (Behalova and Greve, 1993)。以機械方式去除卵丘細胞，也可能傷害卵母細胞

並降低雄原核的形成 (Ball et al., 1983)。在人類胚的研究上，利用純化的玻尿酸酶去除卵丘細胞，

發現去除卵丘細胞可以改善胚體外培養的成功率。此對於精子數量不足或是精子活力不佳者，利用

機械方式去除卵丘細胞，將提高精子穿透卵母細胞的能力，且不會降低受精率、胚早期發育率及懷

孕率 (Mahadevan and Trounson, 1985)。然而在其他以人類胚進行體外培養的研究，發現帶有完整卵

丘細胞的卵母細胞與精子進行體外受精 26-48 小時後，其受精率及分裂率分別為 73%與 68%，較裸

露卵母細胞之 68%與 56%為高 (Magier et al., 1990)。 
Zhang et al. (1995) 的研究指出牛卵丘細胞的存在對於其卵母細胞受精與後續發育勝任能力具

有促進作用。而 Chian et al. (1995) 認為牛卵母細胞體外受精前去除卵丘細胞將顯著降低胚之分裂

率。卵丘細胞存在，則可提高牛體外受精時精子穿透卵母細胞的百分率 (Cox et al., 1993; Chian and 
Okuda, 1995)、分裂率 (Younis et al., 1991; Zhang et al., 1995) 與發育至囊胚之百分率 (Liu et al., 
1995)。Fatehi et al. (2002) 的研究顯示，成熟的牛卵母細胞在體外受精前去除卵丘細胞與否，牛胚

之分裂率分別為 25%與 56%。去除卵丘細胞的裸露卵母細胞添加外源卵丘細胞於受精小滴與否，牛

胚之分裂率分別為 37%與 27%。若將去除之卵丘細胞加入體外受精之小滴中，可以增加胚之分裂率。

而完全去除卵丘細胞之卵母細胞在含卵丘細胞之培養液中進行受精，可以增加牛胚之分裂率，此種

作用可能源自卵丘細胞之分泌作用。相同的受精培養液經過活性炭 (charcoal) 處理，卵丘細胞分泌

之小分子蛋白將被去除，使其喪失促進牛胚分裂之效果。此時若於小滴中添加孕酮 (150 ng/ml)，即

可恢復其促進其分裂的效果 (Parrish et al., 1988)。因此推測孕酮應是卵丘細胞分泌的因子 (Li et al., 
2000)。卵丘細胞的培養液或鬆散的卵丘細胞，皆具有提高裸露卵母細胞受精後的分裂率 (Li et al., 
2000; Fatehi et al., 2002)。研究顯示孕酮會影響精子活力與受精率，孕酮可使精子呈現被高度激活

(hyperactivation) 狀態，增加人 (Uhler et al., 1992)、狗 (Sirivaidyapong et al., 1999) 及馬 (Cheng et 
al., 1998) 精子的頭帽反應與結合卵子透明帶的能力。孕酮可能透過位於精子細胞膜上的孕酮受體而

促進精子的受精作用 (Siddiquey and Cohen, 1982; Cheng et al., 1998)。因此，牛胚的體外生產，卵丘

細胞分泌的孕酮在體外受精時應扮演關鍵的角色。在其他動物的研究，如大鼠及綿羊在體外受精前
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去除卵丘細胞，對受精與胚發育均將產生不利影響 (Vanderhyden and Armstrong, 1989; Staigmiller and 
Moor, 1984)。在體外培養的條件下，卵丘細胞可以增加小鼠 (Itgki and Toyoda, 1991)、倉鼠 (Bavister , 
1982) 及水牛 (Kikuchi et al., 1993) 的受精率。培養液中卵丘細胞的存在，具有促進小鼠卵母細胞受

精及胞質成熟的作用 (Yamazaki et al., 2001)。 
本研究結果顯示，牛胚體外生產過程中進行體外受精時，卵丘細胞的存在對於受精率及牛胚的

後續發育均具有促進之作用，此結論與諸多文獻結果相符合，顯示牛胚的體外受精時，卵母細胞外

圍的卵丘細胞具有重要功能。雖然其促進受精作用之真正機制尚不完全清楚，然而由相關研究結果

推論，可推論出下列之可能機制：I. 卵丘細胞能吸引具有高度活力的精子接近並卵母細胞結合，同

時阻止異常精子進入 COCs (Schroeder and Eppig, 1984)。II. 卵丘細胞包覆於卵母細胞外圍，透過分

泌作用與代謝產物，提供適合精子獲能 (Cox et al., 1993; Crozet, 1984)、精子頭部去濃縮化而產生頭

帽反應 (Chian and Okuda, 1995; Fukui, 1990)、維持精子活力與存活率以穿透卵母細胞的複雜微環

境。III. 卵丘細胞可以防止卵母細胞之透明帶過早硬化或產生細胞質結構異常變化，利於精子穿透

透明帶而完成受精作用 (Magier et al., 1990; Legendre and Stewart-Savage, 1993)。IV. 在體外培養條

件下，卵丘細胞具有保護卵母細胞的作用 (Magier et al., 1990)。 
本研究結果認為，在進行牛胚體外生產時，應該選擇品質良好的公牛冷凍精液進行體外受精。

而在進行體外受精前，部份去除牛卵母細胞外圍的卵丘細胞，能夠有效改進牛胚體外生產時之分裂

率及後續發育率，進而改善牛胚體外生產系統之效率。 
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Abstract 

The purpose of this study was to investigate the effect of frozen semen quality and cumulus cells 

removal on the development potential of the resultant bovine embryos. Trial 1 used the sperm analyzer 

(HTM IVOS) to determine the frozen-thawed semen quality, including the concentration, motility, 

progressive movement, and abnormal percentage of sperm, of two bulls imported from USA. The results 

showed that the concentration, motility, progressive and abnormal percentage of sperm in the 

frozen-thawed semen from the A and B bulls were 33.5 vs. 37.1×106/ml, 40.3 vs. 44.0%, 10.6 vs. 32.0%, 

16.3 vs. 7.6%, respectively. The fertilization rate and blastocyst rate of the resultant embryos were 9.7 vs. 

46.3% (P＜0.05) and 0.4 vs. 5.1% (P＜0.05), respectively. Trial 2 was conducted to examine the methods 

used to remove the cumulus cells prior to in vitro fertilization (IVF). In vitro maturated cumulus-oocyte 

complexes(COCs) were randomly divided into four groups. In group 1 and 2, cumulus cells of the COCs 

were partially or totally removed with glass micropipette; in group 3 and 4, they were treated with 

hyaluronidase prior to remove the cumulus cells partially or totally with glass micropipette. The cleavage 

rate and blastocyst rate of the embryos in group 1, 2, 3 and 4 were 46.7 vs. 10.7%、35.5 vs. 4.3%、39.9 vs. 

10.1%、30.7 vs. 3.3%, respectively. In conclusion, the good bull semen quality for IVF and partial removal 

of cumulus cells of COCs before IVF will benefit the production of bovine embryos in vitro. 

Key words : Semen quality, Bovine embryos, COCs, IVF. 
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