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猪卵母细胞不同孤雌激活方法
胡军和 1 ， 2 徐小明 l 杨春荣 l 窦忠英 1*

( 1 西北农林科技大学， 国家下细胞工程研究中心陕西分中心，杨凌 712100;

2 榆林学院生命科学学院，榆林 719000)

摘要 研究了离子霉素、电场强度、电脉冲次数和电剌激.化学联合激活对猪卵母细胞孤

雌激活的影口向，以出现分裂球为激活的标准。结果表明: (1 )10μmoVL 离子霉素处理 5 min 的激活

率 62.979毛(1 7/27)与处理 10 min 、 15 min 的激活率 62.50%( 15/24) 、 65.21 %(1 5/23)差异不显著

(P>O.O日。 (2)以电场强度 120V/mm，脉冲次数 3 次处理猪卵母细胞的激活率 66.679毛(30/45)与 60

V/mm 、 80V/mm、 100 V/mm 的激活率 40.98%(1 7/42) 、 44.11 %(1 5/34) 、 46.19%( 18/39)有显著差异

(P<O.O日，但与 140 V/mm 、 160 V/mm 的激活率 63.899毛 (23/36) 、 64.10%(25/39)无显著差异

(P>O肘)， (3)以电场强度 120V/mm，不同电脉冲次数进行激活。以 2次也脉冲激活猪印母细胞的

激活率 67 .40%(31/46)与 1 次、 32欠屯脉冲的激活率 62.80%(27/43) 、 68.30%(28/41)元显著差异

(P>0.05) , (4)以电场强度 120 V/mm , 2 次电脉冲与 10μmoVL 离子霉素处理 5 min联合激活猪卵母

细胞的激活率 84.84%(29/33)与只用电场强度 120 V/mm, 2 次电脉冲的激活率 67.649毛(23/34)差异

显著(P<0.05)。实验结果表明:电场强度 120 V/mm, 2 次电脉冲与 10μmoνL 离子霉素处理 5 min 

联合处理激活能有效提高猪卵母细胞孤雌激活的激活率。

关键词 猪:卵母细胞:孤雌激活;电激活

自然情况下或体外受精时，精子的进入会启动

MII 期卵母细胞继续发育，这一过程称为卵母细胞

的激活。卵母细胞的激活包括一系列级联发生的形

态和生理变化。钙离子振荡和钙波是激活过程的初

始信号，随后引起包括皮质颗粒(CG)释放、细胞

内 pH 改变、母源mRNA 的补充等一系列激活反应，

最终导致原核形成、 DNA 合成起始和卵裂[1]。在体

外也可以通过物理剌激和化学剌激使处于 MII 期的

卵母细胞激活。物理激活一般有温度剌激和机械剌

激，化学刺激一般有蛋白质合成抑制剂及蛋白质磷

酸化抑制剂、离子载体处理、酶剌激等。从目前

应用情况看，电脉冲剌激是应用最为广泛的卵母细

胞激活方法，此外乙醇、钙离子载体、 6-DMAP 、

CHX(放线雨田同)等也可用于卵母细胞激活口.3]。对于

猪卵母细胞的激活而言，有使用化学试剂激活卵母

细胞的报道[41 ，但大多学者仍倾向于使用电激活，

并认为电激活足以使猪卵母细胞充分激活[坷。但是

采用单纯电剌激激活的卵母细胞孤雌胚大多为单倍

体，影响其发育。因此，为了提高孤雌激活胚胎

的发育率，常常将电剌激与化学激活联合起来，使

得孤雌激活胚胎为二倍体。本实验的目的是通过对

肖子霉素不同处理时间、一些不同电激活参数及电

激活-化学联合的研究，确定适合于猪卵母细胞孤

雌激活的的方法，为进行进 4步研究积累资料。

1 材料与方法

1.1 材料

研究中所用试剂除特别指明外，均购白 Sigma

公司。 TCM199粉剂及TCM199 原液购自 Gibco BRL 

公司; FBS 购自 Hyclone 公司; PMSG 、 HCG 、

FSH 购白宁波激素制品厂:洗卵液为添加 10%NBS

的 PBS(-)( 自配)。电融合液(Cytofusion mediam, For­

mula c)和电融合仪(PA-4000 型)购自 Cyto Pulse Sci­

ences 公司; NCSU-23 自配(配 1000 ml 含 6.35 g 

NaCl , 0.356 g KCl, 0.162 g KH2P04, 0.294 g MgS04 • 

7H20 , 2.106 g NaHC03, 0.146 g Glutamine , 1.0 g 

Glucose, 0.876 g Taurine, 0.545 g Hypotaurine, 0.189 

g CaC12'2H20 , 4.0 g BSA(F-5), 1.0 ml 0.5%Phenol Red, 

0.078125 g Penn, 0.1 g Strep, 0.1 g Cysteine) 。
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1.2 猪卵巢的采集及运输

猪卵巢采集于兴平某屠宰场，采集卵巢个体的

年龄、遗传背景、娃振与否不详。采集卵巢置于

35-39 .C加双抗的生理盐水中， 4 h 内运回实验室。

1.3 猪卵母细胞的采集与体外成熟培养

用抽吸法采集卵巢卵母细胞。去除卵巢上附着

的输卵管等组织，用力日双抗生理盐水清洗 3 次后，

用带有 12#针头的 10ml注射器抽吸卵巢表面2-8mm

卵泡的卵泡液，在体视显微镜下检出卵母细胞。检

卵时按卵丘细胞多少及胞质明暗分为 3 类:A 类卵

母细胞含有 5 层以上卵丘细胞，胞质均匀较暗;B

类卵母细胞包有 1-4 层卵丘细胞;C 类为胞质不均

或只有少许卵丘细胞的畸型卵、裸卵和半裸卵。选

择 A 、 B 类卵母细胞，用洗卵液和成熟培养液分

别清洗 3 次后进行体外成熟培养。成熟培养液为改

良 TCM199(TCM199 添加 0.1 %PV A , 0.57 mmolι 

半肮氨酸， 3.05 mmol/L 葡萄糖和 0.91 mmol/L 丙

酸酸铀)+10 IU/ml PMSG+ 1O IU/ml hCG+2.5 IU/ml 

FSH。培养条件为 39.C 、 5%C02 和饱和湿度。培
养 44h 后用 0.3% 透明质酸酶(无 Ca2+ 、 Mg2+ 的 PBS

液配制)37 .C消化 3-5 min，辅以适当口径玻璃管

反复吹打去除卵丘细胞判定成熟情况。卵母细胞成

熟以排出第一极体为标准，并结合成熟卵形态学进

行评价。

1.4 猪卵母细胞的孤雌激活与体外培养

对成熟的卵母细胞依实验设计进行化学激活，

依照实试验设计用 10μmollL离子霉素处理后用培养

液洗 3 次，然后用 2 mmollL 6-DMAP 处理后再用

培养液洗 3 次。依实验设计对猪卵母细胞进行电激

活。激活前用融合液洗 3 次，并在融合液中 38.5 .C 

培养弘10 min。激活后将卵母细胞用培养液洗 3 次

后置含7.5μg/ml细胞松驰素B(CCB)的培养液中培养

2 h ，再用培养液洗 3 次。其激活的卵母细胞用含

4%BSA 的 NCSU-23 进行培养。培养 40h 统计卵裂

数，以出现分裂球为激活的标准。

1.5 实验设计

1.5.1 实验 1 实验目的是研究离子霉素不同处

理时间对孤雌激活的影响。用 10μmollL 离子霉素

分别处理成熟的卵母细胞 5 、 10 、 15 min，然后用含

2 mmollL 6-DMAP 的 4%BSA NCSU自23 进行培养

2h。激活后用 NCSU-23+4%BSA 培养，每 2 天半

量换液 I 次。

1.5.2 实验 2 实验目的是研究电场强度对猪卵

母细胞激活的影响。直流脉冲之前给 1 个 10 V , 5 

s 的交流脉冲，之后给予时程为 60 阳， 3 次间隔 3

s 的直流脉冲，直流脉冲分 6 组，分别为 60 V/mm、

·研究论文·

80 V/mm、 100 V/mm、 120 V/mm、 140 V/mm 和

160 V/mm。激活对象为体外成熟培养 44 h 的卵母

细胞。激活后培养同实验1.5.10

1.5.3 实验 3 实验目的是研究脉冲次数对猪卵

母细胞激活的影响。直流脉冲前给 1 个 10V ， 5 s 

的交流脉冲，之后分兰组分别给予 1 次、 2 次和 3

次 120 V/mm 时程为 60 阳的直流脉冲，每次脉冲

间隔 3 s。激活对象为 IVM 44 h 的卵母细胞。激

活后培养同实验1.5.1 。

1.5.4 实验4 实验目的是研究电激活与化学联合

激活对猪卵母细胞激活的影响。从实验 2 、 3 中选

择直流脉冲为 120 V/mm、直流脉冲参数为 2 次进

行电激活，然后用细胞松弛素 B 处理 2 h。同时，

在电激活处理后从实验 1 中选择 10μmollL离于霉素

处理 5 min 、 2 mmollL 6-DMAP 再对电激活的卵母

细胞处理 2 h。激活后培养同实验1.5.1 。

1.6 数据资料处理

用 t 检验对结果进行差异显著性分析。

2 结果

2.1 离子霉素处理不同时间对猪卵母细胞激活的

影响

依实验设计中实验 1 进行操作，结果见表 L

2.2 电场强度对猪卵母细胞激活的影晌

依实验设计中实验 2 进行操作，结果见表 2 。

2.3 电脉冲次数对猪卵母细胞激活的影响

依实验设计中实验 3 进行，结果见表 3 。

2.4 电激活和电激活-化学联合激活对猪卵母细

胞激活的影晌

依实验设计中实验 4 进行，结果见表 4 。

表 1 离子霉素不同处理时间对猪卵母细胞激活的影晌

处理时间(min) 处理卵数(n) 裂解卵数(%) 卵裂胚数(%)

5 27 0(0.0)' 17(62.97)' 

10 24 0(0.0)' 15(62.50)' 

15 23 0(0.0)' 15(65.21)' 

同列上标字母不同表示有显著性差异， P>0.05. 

表2 电场强度对猪卵母细胞激活的影晌

电场强度(V/mm) 处理卵数(n) 裂解卵数(%) 卵裂胚数(%)

60 42 0(0.0)' 17(40.98)' 

80 34 。(0.0)' 15(44.11)' 

100 39 0(0.0)' 18(46.19)' 

120 45 0(0.0)' 30(66.67)b 

140 36 3(8.3)' 23(63.89)b 

160 39 5 (1 2.8)' 25(64.10)b 

同列上标字母不同表示有显著性差异， a 和 b. P<0.05 曰
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表 3 电脉冲;欠数对猪卵母细胞激洁的影响

脉冲次数(n) 处理卵数(n) 裂解卵数(%) 卵裂胚数(%)

43 0(0.0)' 27(62.80)' 

2 46 0(0.0)' 31 (67 .40)' 

:; 411 1 (2 .4)' 28(68.30)" 

l ， jJ 列上书);'[>1寻不同表示有显著性差异 P>0 ， 05o

表 4 电激活和电激活，化学联合激活对猪活卵母细胞激活的

影晌

激j币 hi去 士自 RH巫数(n) 裂解卵数(%)卵裂胚胎数(%)

电 j敖 i百 34 
aa )) 

内
u
n
u

nunu (( OUOU 
23(67 , 64)' 

29(84.84)b i敢泊-化学j敏活 33 

I p'J 列上标'户时不同表必有显著性差异， a 和 b ， P<0 , 05 

3 讨论
3.1 离子毒素处理不同时间对猪卵母细胞激活的

影晌

实验 l 中用 10μmoVL离子毒素处理不同时间

结合用 2 mmo/L 6-DMAP 进行激活都获得了 60% 以

上的激活率，说明它们能有效的使猪卵母细胞激

活。高于霉素是不中高效的 Ca2+ 载体，能够动员细

胞内 Ca2+ 的释放，并且依次激发后期 Ca2+ 的内流[61 ，

引起细胞内 C沪的升高，使得卵母细胞退出 MII 其

被激活[7] 。但是离子霉素 A般只引起激活的早期反

肉，因此要与蛋白质合成抑制剂联合使用如 6-

DMAP 或 CHX 吁]8]。因为 6-DMAP 是蛋白质磷酸化

的抑制剂，它能阻止蛋白质的磷酸化而抑制促成熟

因子(MPF)和细胞静止因子(CSF)的活性，同时抑制

了纺锤体形成时微管蛋白的磷酸化而拥制了极体排

出，使得形成二倍体[9] 。另外， 6-DMAP 对卵母细

胞的激活作用在于维持p34cdc2的磷酸化和抑制cyclinB

的磷酸化，抑制 MPF 的活性，同时 cyclinB 的降解

使得 MPF 活性下降，使得卵母细胞由 MII 期向末期

发展，导致激活[川]。因为离子霉素处理时间短，但

是往往在实验中同时要进行其他实验，很难保证离

子毒素处理时间很精确。因此，实验 1 在研究离子

毒素处理;在一定时间内波动对激活率有何影响。结

果发现离子霉素处理 5 min 与 10 min 、 15 min 无显

著差异，说明在 5-15 min 内，其卵母细胞内渗入

的高子毒素的量造成的细胞内 Ca2+ 的升高对激活率

的影响无显著差异。

3.2 电场强度对猪卵母细胞激活的影晌

实验 2 rll 以电场强度 120 V/mm、脉冲次数以

处理猪卵母细胞的激活率 66.67%(30/45)与 60 V/ 

mm 、 80 V/mm 、 100 V/mm 的激活率 40.98% (1 7/

42) 、 44.11% (1 5/34) 、 46.19% (1 8/39)有显著差异，

但与 140 V/mm 、 160 V/mm 的激活率 63.89%(23/

36) 、 64.10%(25/39)无显著差异。电脉冲激活卵母

细胞并非是电脉冲本身激活了卵母细胞，而是电脉

冲在卵母细胞胞膜上形成可恢复的微孔使 Ca2+ 进入

细胞内，使细胞内游离的 Ca2+ 浓度迅速升高，引起

卵母细胞的激活。电剌激激活卵母细胞过程中，场

强及脉冲时程是两个重要的物理参数。实验 2 结果

表明，在一定场强范围内，随着场强的增加，激

活猪卵母细胞的分裂率也相应增加， {~电场强度过

高则会导致卵母细胞裂解率也相应增多，此结果与

谭景和等川和陈乃清等[12]的研究结果一致。对各组

进行比较，在电场强度为 120 V/mm , 3 次电脉冲

和 60μs 脉冲时程的电剌激可以对 IVM 44 h 的猪卵

母细胞得到较好的激活效果。对于脉冲时程，本实

验中没有对脉冲时程进行比较，而是直接参考其他

学者的参数(30-100μS)15 ， 13-15] 。

3.3 脉冲次数对猪卵母细胞激活的影响

实验3中以2次电脉冲激活猪卵母细胞的激活率

67.40%(3 1/46)与 1 次、 3 次电脉冲的激活率 62.80%

(27/43) 、 68.30%(28/41)无显著差异。在电脉冲作

用下，卵母细胞的细胞膜会形成很多可恢复的微

孔，使细胞内外介质中的 Ca 2 + 进入细胞，使胞内

Ca2+ 浓度升高，从而引起卵母细胞激活。多次电刺

激可诱导卵母细胞中 Ca2+ 浓度多次升高116]。在正常

受精过程中，精子引起卵母细胞内 Ca2+ 浓度升高井

伴随着 A系列 Ca2+ 振荡，抨续时间长达数小时。控

制电刺激参数，摸拟正常受精过程中 Ca2+ 浓度节律

性脉冲升高，可复制出正常受精过程中的一系列变

化[17]。但对猪卵母细胞激活而言，越来越多的研究

表明，随着脉冲次数增多，卵母细胞激活率并不臣

著升高[14]，并且随着脉冲次数增加，卵母细胞裂解

率也增加。本实验结果与其他学者的结果基本相

同，但以 2 次电脉冲取得较好结果。

3.4 电激活-化学联合激活对猪卵母细胞激活的

影晌

实验 4 中以电脉冲与化学方法处理联合激活猪

卵母细胞的激活率 84.849毛(29/33)与只用电脉冲激活

猪卵母细胞的激活率 67.649毛 (23/34)差异显著。在

孤雌激i舌研究中，般采用单纯电剌激激活的卵再

细胞孤雌胚大多为单倍体，影响其发育[8] 0 因此，

为了提高孤雌激活胚胎的发育率，前常将电剌激与

化学激活联合起来进行激活[18j 0 Wakayama[191研究

发现电激活后再用化学激活能显著提高克隆胚的发

育。实验结果表明电激活-化学联合激活卵母细胞

的激活率高于单纯电剌激激活的激活率。两种的区
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别在于前者附加了离子霉素和 6-DMAP 的处理，而现

在的文献中的电激活-化学联合激活一般没有附加离

子霉素的处理[20 ， 211。究其原因，个人认为激活会随

着电场强度的升高其激活率也会升高，但是其卵裂

解率也呈上升趋势。实验 2 中电场强度 140 V/mm 、

160 V/mm 的激活率(63.899毛， 64.10%)分别与其卵

裂解率(8.3% ， 12.8%)之和高于电场强度 120 V/mm 

的激活率(66.67%)，有可能在于高的电场强度对一

些卵母细胞胞质膜造成的微孔无法恢复，从而使得

一些将分裂的卵母细胞裂解，使其激活率下降。在

适当的电激活后，再用离子霉素处理有可能弥补细

胞内 Ca2+ 浓度不够和用高的电场强度造成的损害，

使得激活率高于单纯电激活的激活率。但是，其获

得的孤雌激活胚未进行染色体及 DNA 的分析，不能

确定是否为二倍体。因此用电激活，化学联合激活

能有效提高猪卵母细胞孤雌激活的激活率，但是是

否能提高孤雌胚的发育率有待进一步的研究。
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Different Methods of Parthenogenetic Activation on Porcine Oocytes 

Jun-He Hu1,2, Xiao-Ming Xu1, Chun-Rong Yang1, Zhong-Ying Dou1* 
(I Shaanxi Province Branch Center of National Stem Cell Engineering & Technology Cente r, 

Northwest Sci-tech Universiη of Agriculture and Forestη" Yangling 712100, China , 

2Department of Life Science, Yulin College, Yulin 刀9000， China) 

Abstract The effects of ionomycin, ec1ectrical field strength, numbers of electrical pulse and electrical 

stimulation in combination with chemical stimulation on parthenogenetic activation of porcine oocytes were studied. 

The results are as follows: (1) The activation rate with 10μmol/L ionomycin dealing 5 min (62.97% , 17/27) was not 

significantly different from that of dealing 10 min (62.50% , 15/24)1 15 min (65.21 %, 15/23). (2) The activation rate 

with three times electrical stimulation of 120 V/mm for 60μ(66.67% ，30/45) was significantly higher than that of 

electrical stimulation of 60 V/mm (40.989毛， 17/42) ， 80 V/mm (44.11% ,15/34),100 V/mm (46 ,19% , 18/39), but was 

not significantly different from that of 140 V/mm (63.899毛，23/36) ， 160 V/mm (64.10% , 25/39). (3) The activation 

rate with two times electrical stimulation of 120 V/mm for 60 阳 (67 .40% ， 31146) was not significantly different 

from that of one time electrical stimulation (62.80% , 27/43) , three times electrical stimulation (68.30% , 28/41). (4) 

The activation rate with three times electrical stimulation of 120 V/mm for 60μs in combination with 10 阳nol/L

ionomycin dealing 5 min (84.84% , 29/33) was significantly higher than that of two times electrical stimulation of 

120 V/mm for 60μs alone (67.649毛， 23/34). The results of this experiment showed that two times electrical 

stimulation of 120 V /mm for 60μs in combination with 10μmolιionomycin dealing 5 min can efficiently activate 

porcme oocytes. 

Key words porcine; parthenogenetic activation; oocytes; electrical stimulation 
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