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外源激性腺素對荷蘭乳牛活體取卵之影響 (1)
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摘　　要

本試驗目的在探討荷蘭乳牛活體取卵時，以外源激濾泡素 (follicle-stimulating hormone, FSH) 處理對於抽取濾泡

數、回收卵母細胞數及培養後胚發育之影響。試驗以 8 頭乾乳牛逢機分成 2 組，連續進行 8 週，每週活體取卵一次，

由全程抽取濾泡數、收集卵母細胞數及發育至囊胚率，以評估處理的差異。在牛隻沒有施打激濾泡素的組別中，計

抽取濾泡數 101 個及回收卵母細胞 26 個，平均每頭每次抽取濾泡數為 3.1 ± 1.3；回收卵母細胞數為 0.8 ± 0.6。經培

養後其卵裂率為 46.15% (12/26)，發育至囊胚率為 0% (0/12)。相較於牛隻經施打激濾泡素的組別中，於抽除優勢濾

泡之後的 36 小時，注射激濾泡素 20 A.U. (8 A.U., I.M. 及 12 A.U., S.C.)，並於注射激濾泡素後 48 小時進行活體取卵

(ovum pick-up, OPU)，計抽取濾泡數 284 個及回收卵母細胞數 87 個，平均每頭每次抽取濾泡數為 8.6 ± 3.6；回收卵

母細胞數為 2.7 ± 1.8。經培養後其卵裂率為 47.13% (41/87)，發育至囊胚率為 5/41 (12.20%)。上述試驗結果顯示，

牛隻經外源性激濾泡素誘發濾泡成熟，每週進行活體取卵一次，無論是抽取濾泡數、卵母細胞回收數、培養後之卵

裂率與發育至囊胚率，均顯著優於未經外源性激濾泡素處理者 (P < 0.05)。

關鍵詞：乾乳牛、激濾泡素、活體取卵。

緒　　言

利用超音波掃瞄進行抽取濾泡之活體取卵的技術，可從活牛重複取得來源可靠的卵母細胞，結合活體取卵與體

外胚生產 (in vitro production, IVP) 的技術，已明顯改變傳統胚的生產模式。有效率的開發利用雌性配子及縮短世代

間距，以提升母畜繁殖效率之技術，是現代畜牧業很重要的一個目標。體外胚生產透過胚移置應用於產業上，正快

速的發展。其中活體取卵 (OPU) 技術，自高遺傳性能雌性牛以溫和方式重複操作以回收卵母細胞，是發展 IVP 一個

重要的方法之一 (Galli et al., 2001)。活體取卵的技術應用層面廣，不僅可以應用在經產牛、早期懷孕及一些對荷爾

蒙刺激反應不佳者，亦可應用在繁殖障礙的母牛 (Looney et al., 1994)、仔牛及發身前的女牛 (Majerus et al., 1999)。
活體取卵的操作模式，可以設計不同的時間抽取濾泡，其中有以動情週期不同天數來操作 OPU，如：動情週期後的

第3－4天、9－10天或15－16天 (Pieterse et al., 1991)；或活體取卵後不同的間隔時間再取卵，有每週一次 (Goodhand 
et al., 1999) 或每週二次 (Gibbons et al., 1994)。以每週二次，間隔 3 － 4 天 OPU 是最多被採用的方式 (Gibbons et al., 
1994)。乾乳牛相較於泌乳牛，無論激濾泡素處理與否，由乾乳牛收集之卵母細胞，有較高比例的囊胚發育及生產

較多的可移置胚 (Vieira et al., 2014)。一般而言，每週二次的 OPU，雖然回收卵母細胞數量較多；但是，亦發現牛

隻出現一些不嚴重的症狀，即每週二次連續性之 OPU 操作，會影響內分泌功能及濾泡生長情形，導致牛隻不規則

的發情或不發情 (Galli et al., 2001)。研究顯示，過於頻繁的抽取濾泡，可能導致黃體無法形成或黃體功能下降，造

成助孕酮的濃度不足的現象 (Petyim et al., 2001)。本試驗連續進行 8 週，每週進行活體取卵一次，期瞭解荷蘭乳牛

重複取卵，對於牛隻可抽取濾泡數、回收卵母細胞數及胚發育之影響。

材料與方法

I. 試驗動物

試驗於涼季 1 － 3 月進行，選用經直腸觸診生殖系統正常荷蘭乾乳牛 8 頭，分為試驗組及對照組。試驗牛隻
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提供合於 NRC (2001) 標準之完全混合日糧與充足飲水，日糧組成為每頭牛每日青貯狼尾草 32 kg、盤固乾

草 4 kg 及生長牛精料 1 kg。

II. 儀器設備及取卵操作

母牛 OPU 前，進行尾椎麻醉，注射利都卡因 4 － 5 mL (Lidocaine 2%；臺裕化學製藥廠股份有限公司，臺

灣新竹縣 )。OPU採用7.5 MHz超音波掃瞄儀 (100S Vet., Pie Medical, USA)，探頭附於長度47 cm取卵固定器 (OPU 
holder, Terumo Europe, Leuven, Belgium) 之內，套上 20 號拋棄式針頭 (NEOLUS®, 20G × 2”, 0.9 mm × 40 mm, 
Terumo Europe, Leuven, Belgium)。將取卵固定器置於陰道中，以左手將卵巢固定於取卵固定器前端之超音波掃

瞄儀探頭上；右手推進長針，控制長針刺入卵巢上的濾泡。並先啟動幫浦，在長針刺入濾泡的同時，將濾泡液

抽出。抽取濾泡液的幫浦 (VMAR-5100, Fa. W. A. Cook, Australia)，真空度為 70 － 75 mm Hg、流速 15 － 18 mL/
min，以回收沖洗液。

III. 試驗牛隻處理

試驗牛隻逢機分為有或無外源性激濾泡素處理兩組，試驗期程連續進行 8 週，以評估全程 (4 cows × 8 
weeks) 抽取濾泡數、收集卵母細胞數及體外受精發育至囊胚之比例。

(i) 對照組 (OPU 1/w, no FSH)：每週 OPU 一次，每次 OPU 抽取經超音波掃瞄可見的濾泡。

(ii) 試驗組 (DFR-FSH-OPU 1/w)：每週 OPU 一次。試驗牛隻先進行優勢濾泡抽除 (dominant follicle removal, 
DFR)，優勢濾泡抽除後的 36 小時，注射 20 A.U. 之 FSH ( 川崎製藥株式會社，日本 )，FSH 每週施打一次。

FSH 20 A.U. 其中 12 A.U. 採皮下注射；8 A.U. 採肌肉注射。注射 48 小時後進行 OPU (Chaubal et al., 2006)。

IV. 體外生產系統

(i) 卵母細胞來源

卵母細胞來源，係以活體取卵方式由荷蘭乳牛取得。以 OPU 方式取得含卵母細胞之沖洗液，直接回收於離

心管。試驗室中，離心管靜置 15 分鐘後，倒入直徑 6 cm 之滅菌培養皿中，置於低倍 (20 X) 立體解剖顯微

鏡下，以適當口徑之微玻璃吸管 (Pasteur pipette) 吸取收集卵丘－卵母細胞複合體 (cumulus-oocyte complexes, 
COCs)。經 37℃之成熟培養液清洗 3 － 5 次後，將卵母細胞複合體放入經平衡之體外成熟小滴，供後續體

外成熟培養之用。

(ii) 體外成熟培養 (in vitro maturation, IVM)
依據李等 (1997) 之牛卵體外成熟培養步驟，取一、二級 COCs，逢機將 8 － 12 個不等之 COCs，移入一直

徑 35 mm 內含 80 μL 成熟培養液之培養皿中。並且覆蓋輕級礦物油 (light mineral oil, Sigma M8410)，再置入

恆溫培養箱 (38.5℃，5% CO2) 內，成熟培養 18 － 22 小時。

(iii) 體外受精 (in vitro fertilization, IVF)
經體外成熟培養後之卵丘－卵母細胞複合體，利用適當口徑的微玻璃管，以吸放之機械方式，去除卵母細

胞周圍之卵丘細胞，再以 TCM-199 培養液清洗 3 次。然後將 5 － 10 個卵母細胞置於 80 μL 之受精小滴中，

上層覆蓋 2.0 － 2.5 mL 之礦物油，置於 38.5℃、5% CO2 及 100% 相對濕度之培養箱中培養。精子與卵母細

胞共同培養 18 － 22 小時後，卵母細胞以 39℃之 M-199 培養液洗滌 3 次，去除附著於卵母細胞外圍殘留之

卵丘細胞及未鑽入卵母細胞之精子。

(iv) 體外培養 (in vitro culture, IVC)
將該卵母細胞置回已預先培育形成單層卵丘細胞 (cumulus cell monolayer) 之成熟培養液中，進行共培養 (co-
culture)。卵母細胞在受精後 48 小時，評估受精卵之卵裂率。之後，每隔 24 小時觀察胚之發育情形。

V. 資料分析

所有試驗數據以 mean ± SE 表示，並且依據一般線性模式 (general linear model, GLM) 進行統計分析 (SAS, 
2007)，當 P < 0.05 則為差異顯著性。

結果與討論

I. 可抽取濾泡數及回收卵母細胞數

試驗結果顯示，無外源性激濾泡素處理的組別中，計抽取濾泡數 101 個及回收卵母細胞 26 個，平均每頭每

次抽取濾泡數為 3.1 ± 1.3；回收卵母細胞數為 0.8 ± 0.6。經培養後其卵裂率為 46.15% (12/26)，發育至囊胚率為 0% 
(0/12)。試驗牛隻經外源性激濾泡素處理的組別中，計抽取濾泡數 284 個及回收卵母細胞數 87 個，試驗顯示經 
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FSH處理之牛隻，誘發卵巢發育之濾泡數明顯增加，平均每頭每次抽取濾泡數為 8.6 ± 3.6；回收卵母細胞數為 2.7 
± 1.8。經培養後其卵裂率為 47.13% (41/87)，發育至囊胚率為 5/41 (12.20%)。上述試驗結果顯示，牛隻經外源性

激濾泡素誘發濾泡成熟，每週進行活體取卵一次，無論是抽取濾泡數、卵母細胞回收數、培養後之卵裂率與發

育至囊胚率，均顯著優於未經外源性激濾泡素處理者 (P < 0.05)。Chaubal et al. (2006) 研究結果，母牛抽除優勢

濾泡之後，施打 FSH 誘發卵巢濾泡發育，每週進行 OPU 一次，在第一週抽取濾泡數及回收卵母細胞數較高，

第二週起，兩者之數量卻有穩定逐漸下降的趨勢；雖然如此，整個 10 週試驗期程，抽取濾泡數及回收卵母細胞

數仍然顯著高於未經 FSH 處理之牛隻。Vieira et al. (2014) 的試驗亦顯示，荷蘭乳牛經 FSH 處理之牛隻，有較高

比例的中型濾泡，活體取卵所抽取濾泡數亦顯著高於未經 FSH 處理之牛隻。在整個試驗期程，試驗組牛隻，每

頭每次平均抽取濾泡數及回收卵母細胞均較對照組牛隻顯著較高 (P < 0.05)，如表 1。

表 1. 乾乳牛有無激濾泡素處理經超音波掃瞄活體取卵抽取濾泡數及回收卵母細胞數情形

Table 1.	 Aspirated follicles and oocyte retrieved via ultrasound-guided ovum pick-up in dry cow treated with or without 
FSH

Treatment Follicles aspirated Oocytes retrieved
OPU/no FSH 3.1 ± 1.3a 0.8 ± 0.6a

OPU/ FSH 8.6 ± 3.6b 2.7 ± 1.8b

a, b Values (mean ± SE) in the column without common superscripts are significantly different (P < 0.05).

II. 每週平均抽取濾泡數與回收卵母細胞數

兩組不同處理的試驗牛隻，整個試驗期程，每週平均抽取濾泡數，如圖 1 所示。試驗組每週平均抽取濾泡

數均較對照組為多。

在具有 2 個濾泡波的牛隻，第一濾泡波開始於發情後期的初期，而於發情間期的中段達到高峰，當此波之

優勢濾泡形成閉鎖後，而逐漸退化；在第一濾泡波開始退化時，第二濾泡波即開始發育，而於發情期達到高峰，

其中的優勢濾泡進而形成排卵之濾泡 (Bearden and Fuquay, 2000)。Chaubal et al. (2006) 的試驗顯示，母牛於抽除

優勢濾泡後，注射 FSH 誘發卵巢濾泡發育，再操作活體取卵之處理方法，無論是抽取濾泡數，或是回收卵母細

胞數，均顯著高於未經 FSH 處理之牛隻的。其試驗結果顯示，牛隻經 FSH 處理所增加發育的濾泡數，主要是

因牛隻進行優勢濾泡抽除 (DFR) 後約 1.5 日形成內源性 FSH 潮湧，而後的 2 日內啟動一個新的濾泡波 (Adams et 
al., 1992)。Chaubal et al. (2006) 研究顯示，每間隔 3 － 4 天活體取卵一次，或 3 － 4 天抽除大型濾泡，如此將阻

礙優勢濾泡形成及後續排卵；然而，牛隻經抽除優勢濾泡，並於 1.5 日後施打外源性 FSH 的處理，在其內源性 
FSH濃度持續增加和維持下，當與外源 FSH的處理相重疊時，可能使新啟動的濾泡波的濾泡發育更快速而明顯。

本試驗組抽取濾泡數，第一週較低，第二週最高，第三週起，抽取濾泡數與回收卵母細胞數量有下降趨勢；

而對照組每週平均抽取濾泡數較少且與回收卵母細胞數差異較小，回收卵母細胞數亦有類似之趨勢，如圖 2 所

示。

卵子獲得發育的能力與濾泡的生長情形有關連，當濾泡繼續生長、直徑加大，以及 LH 潮湧出現，將明顯

的提升卵子的發育能力 (Sirard, 2012)。Boni et al. (1997) 研究亦顯示，母牛每週 2 次抽取濾泡超過 6 個月，重

複抽取大於 2 mm 之濾泡，將阻礙優勢濾泡形成及隨後的排卵，亦減少黃體的形成，且黃體壽命亦較短。另有

報告指出，母牛每週 2 次抽取濾泡超過 4 個月，其黃體樣構造較小且壽命較短及產生助孕酮較少 (Petyim et al., 
2003)。在整個試驗期程，試驗組所抽取濾泡數與回收卵母細胞，數量上明顯高出對照組許多；然而，抽取濾泡

數與回收卵母細胞數量卻有逐漸下降趨勢。Aller et al. (2010) 研究顯示，活體取卵之牛隻，經 FSH 重複處理，

無論是抽取濾泡的數量，回收卵母細胞數量、品質及隨後的胚生產，均較未經 FSH 處理的牛隻為佳 (P < 0.05)。
牛隻經重複抽取濾泡操作，在後續的繁殖性能表現，發現一些不良的影響，有因生殖器官傷害造成發情不規則

(Petyim et al., 2000) 或延長動情週期的間隔 (Stubbings and Walton, 1995)。牛隻經重複抽取濾泡，相較於未經抽取

濾泡之牛隻，配種後懷孕率較低 (Klossok et al., 1997)。然而，亦有研究指出活體取卵技術，牛隻重複抽取濾泡、

回收卵母細胞，引起卵巢沾粘或結痂，但不致於造成生殖能力的下降 (Lambert et al., 1983)。

外源性 FSH 處理後，直到活體取卵抽取濾泡之間隔時間，建議間隔 48 小時，對於卵母細胞發育是最理想

的；配合先前抽除優勢濾泡，使得這組卵母細胞發育至囊胚階段的比例最高 (Chaubal et al., 2006)。卵巢濾泡發

育，主要是受到 FSH 釋放的影響；而發育之抑制，則是受到成長中濾泡產生之動情素 (estradiol-17, E2) 及抑制素

負迴饋的影響。抽取優勢濾泡可能的影響有：去除負迴饋作用，有利於 FSH 釋放，伴隨而來的是另一個新發育
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濾泡波的形成 (Adams et al., 1992)。這些卵母細胞很可能是由中小型濾泡群發育而來的，卵母細胞於濾泡內之微

環境中，發育較長一段時間，將貯存較多的母體 mRNA 和蛋白質，增加其發育至囊胚階段的能力 (Vassena et al., 
2003)。

III. 卵母細胞培養發育情形

活體取得之試驗組 87 個及對照組 26 個之卵母細胞，培養後發育之情形，試驗組之卵裂率為 41/87 (47.13%)
及對照組之卵裂率為 12/26 (46.15%)，發育至囊胚，試驗組為 5/41 (12.20%) 及對照組 0/12 (0%)。藉由活體取卵

採集之卵母細胞於體外生產情形之試驗結果顯示，採集之卵母細胞經由體外成熟、受精及培養受精卵之發育率，

並未達預期之效果，以活體取得之卵母細胞以一般體外生產進行，卵裂率及發育出囊胚比例明顯不佳。在間隔 
7 天之每週連續進行活體取卵的方法中，間隔 7 天的時間，足以使優勢濾泡發育，而使次級濾泡對於卵母細胞

的發育有不利的影響。報告指出這些卵母細胞品質較差，且發現到有些卵母細胞擴張或閉鎖的現象 (Galli et al., 
2001; Garcia and Salaheddine, 1998)。這可能是每週一次活體取卵 (OPU 1/w) 所回收之卵母細胞，經培養後，胚

發育率較低的原因。

圖 1. 乾乳牛不同處理組連續八週活體取卵每牛每週平均抽取濾泡數。

Fig. 1.	 Average follicles aspirated per cow per week under different treatment protocols via ultrasound-guided ovum pick-up 
for 8 consecutive weeks in dry cow.

圖 2. 乾乳牛不同處理組連續八週活體取卵每牛每週平均回收卵母細胞數。

Fig. 2.	 Average oocytes retrieved per cow per week under different treatment protocols via ultrasound-guided ovum pick-up 
for 8 consecutive weeks in dry cow.

結　　論

牛隻經外源性激濾泡素誘發濾泡發育，每週進行活體取卵一次，無論是抽取濾泡數、回收卵母細胞數，均較未

經外源性激濾泡素處理的牛隻為多。卵母細胞培養發育情形不如預期，縮短 OPU 的間隔為後續試驗之參考。
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Abstract

Ovum pick-up (OPU) made available oocytes from living cows, presenting a novel opportunity to use germplasm of 
known origin. Subsequently, it became increasingly apparent that the combination of OPU and in vitro production (IVP)
techniques could be a potential alternative to traditional embryo production. Two groups of dry cows (4 heads × 8 weeks in 
each group) were conducted to evaluate the numbers of follicle and oocyte collected and the development of blastocyst. In 
non-stimulated group, 101 follicles were aspirated and 26 oocytes were retrieved, in other words, 3.1 ± 1.3 follicles and 0.8 
± 0.6 oocytes were obtained per head per operation. After culturing, the cleavage rate was 46.15% (12/26) but blastocyst 
development rate was 0% (0/12). In hormone-stimulated group which received FSH (8 A.U., I.M. plus 12 A.U., S.C.) 36 
hrs after previous dominant follicle aspiration then carried out OPU operation 48 hrs after FSH injection. There were 284 
follicles aspirated and 87 oocytes retrieved, i.e. 8.6 ± 3.6 follicles and 2.7 ± 1.8 oocytes per head per operation. Cleavage 
rate was 47.13% (41/87) and blastocyst development rate was 12.20% (5/41). The results showed that there were significant 
increase on follicle aspiration, oocyte retrieval, cleavage rate and blastocyst development rate in FSH-stimulated group on 
the basis of one week interval (P < 0.05).
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