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正常情况下， 小鼠卵母细胞是在第二次减

数分裂中期 ( M l[)期间受精。 精子使卵母细胞

活化， 排出第二极休， 完成第二次减数分裂并

过渡到第二次卵裂间期。 Iwamatsu 等 ( 1) 证明 ，

精子不能活化未成熟卵母细胞 ; 精核不形成原

核， 而是变成高度浓缩 的 染 色质团 。 Clarke

等问 发现， 进入第一次减数 分裂中期 (M 1 ) 

卵母细胞的精按形成致密染色体。 Clarke 等问

还证明 ， J有药物抑制i蛋 白质合成 可迫使 MI

卵母细胞进入问期 ， 但其核不能启动 DNA 复

制 ， 且一旦解除药物抑制! 其染色质使恢复致富、

状态。 然而， 抑制 M rr 卵母细胞蛋白质合成，

则诱导其发生真正的孤雌活化[4 ) 。 上述资料足

以说明， 小鼠卵母细胞是在其成熟过程中逐渐

获得活动能力的。 Kubiak ( 5 ) 最近又证明，刚进

入 M rr 期 的小鼠卵母细胞对酒精剌 激不发生|三

任何反应s 到卵母细胞刚获得进行第二次减数

分裂后期活动的能力时， 其对 酒精剌激的反应

是不完全的 : 排 出第二极体后不进入间期而是

再次遏止在中期 (Mm ) ; 最后，卵母细胞才获

得完全活化、 顺利进入间期的能力。他还发现，

卵母细胞获得受精子剌激活化的能力的时间要

早于获得受酒精剌激活化能力的时间。

本实验观察了排卵后不同时间小鼠卵母细

胞受电刺激后的第二极体形成和 原核 发育 情

况， 以探明小鼠卵母细胞获得电剌激活化能力

的时间及原核发育速度等问题。

材料 与 方法

1. 卵时:细胞来源: 下午 3 点腹腔注射 PMSG

00 1切，隔 48 小时注射 hCG (10 IU ) ， 对 8 → ) 2 周

龄昆明小白鼠进行超数排 卵。注射 hCG 后 1 3、 15、

1 7 和 19 小时用断颈椎法杀鼠， 划破输卵管壶腹部 收

集卵丘团 。 经 3 %拧棕酸铀振荡和透明酸酶 (5 0 0 IU/ 

ml )处理， 去掉卵丘， 获得卵母细胞并贯 M2 培养液[6 J 

中 j先 3 次后备用。

2. 电刺激 g 应用中科院发育生物学研究所制的

KeFa-45 0 型细胞 也融合 仪和自制的由两条锦金片

(0 . 4 mm x 4 mm x 30 mm )构成的平板电极进行电脉冲

剌激。电剌激前， 将 0 . 3 mol /L 甘露醇溶液(含 0 .] m 

mol / L MgS04f 1J 0. 05 mmol/LCaCI 2 )注入电极之间 ，做

成小淌。 将卵母细胞自 M2 中移到 0 . 3 mol/L甘露醇溶

液内平衡 1 - 2 分钟 ， 待卵母细胞沉底后再移到电极

之间的甘 露酵(li商中 ， 以场强 0 . 45 kV /cm，持续不同时

间 (80 ， 160, 32C 和 6 10 μs )的一次电脉冲进行剌激。

3 . 卵母细胞培养和活化情况检资 2 电剌激后卵

母细胞经 M2 洗 2 次 ， 放 Whitten 培养液[ 7 J滴中 ， 盖

石蜡油 ， 370C CO2 培养箱内培养。对照组卵母细胞不

经甘露醇和电剌激， 直接放 Whitten 液中培养。 培养

6 小时和 9 小时， 分别用倒置光学显微镜伞观察， 检查

卵母细胞第二极体和原核形成情况。 凡出现 1 原核 1

极体(1 PN , 1 PB )或 1 原核 2 极体(1 PN, 2 P酌， 或

2 原核 1 极体 (2 PN , 1 PB ) 或 2-细胞各有一个原核

的卵母细胞才判定为活化。 凡出现第二极体， 无原核

形成者判定为 M][期卵母细胞。每次实验， 只有当对

照组卵母细胞无一活化时， 实验组数据才有效。

结 果

1. 注射 hCG 后不同时间小鼠卵母细胞经

电剌激并培养 6 小时的原核及第二极体形成情
、n
(}L 

实验证明[町 ， 在 0. 45 kV/cm 场强下 ，持续

母 国家教委雀英东青年教师基金项目，
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结 1 6 卷第 1 明 细胞生物学杂志 43 

表 1 注射 hCG后不同时间小凰"每细胞电脉冲 (0.45 kV jcm ， 持续 160-640μs)

剌激后培养 6 小时活化和 2 PB 形成情况

卵母细胞数(%)
注 hCG 后小时

处理 ns 化 未活化 未活化有 2 PB 的

13 245 8(3 . 3) 220(89.8 ) 49 (20 )(22 .2 ) . 

15 261 105 ( 40 . 2) 100(38.3) 43 (16.5 )( 43) 

17 840 474(56 . 4) 202(2 ,1) 83(9 . 9)(4 1) 

19 325 220( 67 . 7) 62 (19 . 1) 31(9.5) (50) 

. l当未活化卵子号细胞数的%。

装 2 电剌激小眼卵母细胞培弊 6 和 9 小时原核形成情况

培 养 卵母细胞数 ( %) 
hCG 后

时间 80 ~S 160 μs 320μs 640 μs 合 t
小时

(小时) 处理 活化 处理 活化 处理 t;s化 处理 活化 处理 活化

13 
6 72 。 ( 0 ) 79 1(1 .27) 19 7(36.8 ) 170 8(4. 7) 
9 72 1 (1 . 4 ) 79 5(6 . 3) 19 8( 42 .1 ) 170 14 (8 .2) 

15 6 45 9 (2~) 42 16(38 . 1) 36 11( 30.6 ) 123 36(29 .3 ) 
9 45 11 (24 . 4) 42 20( 47 . 6) 36 13(36 . 1) 123 44(35 . 8) 

17 6 161 54( 33.5 ) 147 65(44 . 2) 275 133 (4 8 . 4) 90 43(47 . 8 ) 673 295(43 . 8 ) 
9 161 66(4 1) 14 7 80(54.4) 

19 6 34 19(55 . 9) 81 53( 65. 4) 
9 34 23(67 . 7) 81 60(74 . 1) 

合计
6 195 73(37 . 4) 345 127(36 .8) 
9 195 89(45 . 6) 345 152(44 .1) 

160 、 320 和 640μs ( 微秒)的电脉冲， 对注射

hCG 后不同时间小鼠卵母细胞的话化率差异

均不显著。 本实验则统计了注射 hCG 后不同

时间获取的小鼠卵母细胞经 0.45 kV jcm场强 、

持续 160-640 间的一次电脉冲剌 激后培养 6

小时活化和第二极体(2 PB )形成情况(表 1 )。

结果说明，卵母细胞活化率 随卵龄增加而升

高; 由注射 hCG 13 小时-的 3. 3 %增加到注射

hCG 后 19 小时的 67.7%。未活化卵母细胞形

成第二极体(M]IT )者也随卵龄增加而明显增

多 ; 注射 hCG 后 13 小时未活化卵母细胞只有

22.2%形成第二极体， 注 hCG 后 15 和 17 小

时未活化的卵母细胞形成第二极体的比例 在

42%左右。注 hCG 1 9 小时未活化卵母细胞形

成第二极体的比例达 50% 。 然而， Mm卵母

细胞占处理卵总数的百分比则随卵龄增加而明

276 16 1(58 .3 ) 90 43(47 . 8 ) 674 350(52) 

116 76( 65 . 5) 71 48(67.6 ) 302 196 (64 .9) 
116 80(69 ) 71 50(70 . 4) 302 213(70 . 5) 

512 226( 44 . ]) 216 109(50 . 5) 1268 535(42 . 2) 
513 266(51 . 8) 216 114< 52.8) 1269 621 (4 8.9) 

显下降(由 20 %下降到 9.5% )。

2. 电脉冲剌激后小鼠卵母细胞体外培养

的原恢发育情况

卵母细胞电剌激后培养 6 小时和 9 小时，

分别进行观察， 以确定卵母细胞的原核发育情

况。 结果(表 2 )是， 经不同电刺激处理的卵母

细胞， 培养 9 小时的总活化率比培养 6 小时增

加了 6.7%; 亦即在培养 6 小时到 9 小时这段

时间里又有 6.7 %卵母细胞形成了原核。其中 ，

80 、 160 和 320μs 三组电剌激的卵母细胞的活

化率平均增加 8%左右，而 640μs 组卵母细胞

的活化率仅增加 2 %，明显低于平均水平s 说

明脉冲持续时间为 6 4 0 μs 时，原核形成较早

或较快。 在注射 hCG 后 13 、 。 15 、 17 和 1 9 小

时的卵母细胞， 培养 6 小时和 9 小时观察的活

化 率分 别增加 了 3.54% 、 6.5 % 、 8.1% 和
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5 .6 % 。

讨 论

Kubiak[ 5 ] 用酒精剌激活化小鼠卵母细胞

时发现， 有些刚排出的卵母细胞在受剌激后，

不发生任何反应，仍然停留在 M I[期1 另有

一些卵母细胞则只形成第二极体 ，不出现iii~核 ，

即停止在 M][期。他还证明，卵母细胞获得

活化能力的时间依刺激方式而异。为研究电剌

激小鼠卵母细胞是否也有 M ][现象以及小鼠

卵母细胞获得电刺激活化能力的时间 ， 本实验

观察了排卵后不同时间小鼠卵母细胞受电剌激

后的活化和二极体形成情况。结果证明，卵母

细胞的完全活化(形成原核)率随卵龄增加而明

显升高; 未活化卵母细胞形成第二极体( M][ ) 

者随卵龄增加而明显增多 ， M][卵母细胞占处

理卵总数的比例随卵龄增加而明显下降。这说

明 : (1)电剌激小鼠卵母细胞也有一部分进入

M lII期; (2) 随卵龄增加卵母细胞电话 {t 能力

增强，未活化卵进入 M][ 的能力也增强。尽管

随卵龄增加进λ M][卵母细胞比 例明显下降 ，

但直到注射 hCG 后 19 小时仍有部分卵母细胞

进入 M][期 p 同时，尽管此时未活化卵词:细

胞形成第二极体者多达 50 % ， 但仍有 50%未

能形成第二极体。因此，卵龄并非是影响卵母

细胞活化和进入 M lII的 唯一因素。 要提高卵

母细胞活化率，还应.从剌激方式、 强度等其他

方面考虑。

进行小鼠卵母细胞孤雌活化的常规做法是

于刺激后培养 5 一 6 小时观察活化情况[町 ， 这

是根据小鼠受精后 3- 6 小时排除第二极体和

形成原核[101 来确定的。本实验对某些电剌激

卵母细胞分别于培养 6 小时和 9 小时 进行观

察， 以确定: (1)孤雌活化卵母细胞培养 6 小

时后是否还有原核形成; ( ~ )不同 电场条件剌

激不同卵龄卵母细胞的原核形成 速 度有无差

异。结果发现， 培养 9 小时观察各种处理卵母

细胞的总活化率比培养 6 小时观察的增加了

6.7% ， 说明电剌激 培 养 6 小时以后仍有原核

形成， 其原因和i意义有待 进一步探讨。其 中

80 、 160 和 320μs 三组处理卵母细胞的话化率

吁 平均增加 8%左右， 而 640 间 组卵母细胞的

活化率仅增加 2 % ， 明显低于平均水平 F 说明

脉冲持续时间为 640μs 时，原核形成较快或较

早。 Øl~ 龄对原核形成速度影响不明显。

摘 要

实验以强度为 0. 45 kV/cm ， 持续不同时

间 ( 80 、 160 、 320 、 640μs )的电脉冲剌激不同

卵龄(注 hCG 后 13 、 15 、 17 、 19 小时)小鼠卵

母细胞， 观察电剌激后第二极体形成和原核发

育情况。 实验结果说明 : (1)卵母细胞完全活

化(形成原核)率随卵 龄增加而明 显 fl-高 ，

(2) 电剌激小鼠卵母细胞也出现 Mm现象，未

活化卵母细胞形成第二极体(M][ )者随卵龄增

， 力1] 而明显增多 ; ( 3 ) 电剌激活化小鼠卵母细胞

在培养 6-9 小时之间仍有 6.7%形成原核。
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