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小鼠卵母细胞的孤雌激活及体外发育 

墨全塞 奎塑显 张美佳 张 涌 
(西北农业大学动构医学系，陕西拓陵 712100) 

摘要 分别用不同条件的电脉冲、酒精浓度棚撒不同卵特的小鼠卵母细胞，进行体补培 

养并观察卵母细胞的活化和体外发育情况．结果表明．①以墒强55V／ram．脉寅160 us的电 

脉冲刺激卵特为l7 h的卵母细胞，活化卵形成二原核率为90 I以场强55V／ram，脉宽 640 

的电脉冲刺激卵龄为 15 h的卵母细胞．激活卵的桑椹胚最高发育率为 69 ．@用 7 酒精 

刺激卵龄为 15 h的卵母细胞 2 min，活化率最高为 72 ，激活卵的桑椹艇发育率为 22．2 ． 
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研究哺乳动物卵母细胞的孤雌激活及体外发育，有助于探索卵母细胞的生理反应，分 

析理化因素激活与精子激活的特征，有助于了解哺乳动物早期胚胎的发育机理。经孤雌生 

殖产生的单倍体和纯合体细胞在遗传育种上有着重要的意义。此外，卵母细胞激活和孤雌 

发育的研究还能为核移植技术的进一步完善提供理论和实验依据。卵母细胞激活的方法 

较多，如乙醇处理、温度和渗透压的改变、机械刺激、钙离子载体 A23187处理、透明质酸 

酶处理、氯化锶处理、电刺激和蛋白质合成抑制剂处理等n 。然而，由于各研究者采用的激 

活方法、培养条件以及动物种类不同，所得结果也不尽相同。本试验试图找出电激活、酒精 

激活小鼠卵母细胞的最佳条件并观察其体外发育情况，为小鼠卵母细胞的激活研究提供 

数据和资料，为其他动物的有关研究提供参考。 

1 材料和方法 

1．1 卵母细胞的采集 

对 20~25 g昆白小鼠每只皮下注射 8IU PMSG，间隔 垂8 h皮下注射 10IU hCG进 

行超排。分别于注射hCG后 15，17，19 h，用硬稚脱臼法杀死小鼠，无菌取出输卵管，在实 

体显徽镜下，收集卵丘一卵 细胞复合体(COC)，然后将COC移入浓度为 2 g／L透明质酸 

酶的PBS液中作用 2～3 mln，同时用吸管吹打，去掉卵丘细胞，获得裸卵备用。 

1．2 卵母细胞的激活和培养 

1．2．1 电激活和培养 电刺激前 ，将卵母细胞在电激活液(0．3 tool／L甘嚣醇溶液内含 

0．1 mmol／L MgSO 和 0．05 mmol／L CaC1 )中平衡 2～4 mia，然后将卵母细胞注入含电 

激活液的电融合槽中，用异物针拨正卵母细胞，使第一极体与卵母细胞的界面和电流方向 

垂直。电激活条件为；场强 55V／mm，脉宽分别为160，320，640．us，一个电脉冲。上述卵母 

细胞培养前用 TCM199洗3次，然后在 TCM199培养液中进行徽滴培养(38．5℃，体积分 
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数 5 的CO。，饱和湿度)。在培养 6和 9 h进行检查，其后隔时观察发育情况。 

1、2．2 硒精激活和培养 将注射 hCG后 15 h的裸卵分别置于体积分数为 0 ，1 ， 

3 ，5 ，7 ，9 ，11 酒精浓度的PBS液中，作用不同时间(0．5，1，2，3，4re[n)后取出， 

在M1 99液中平衡2rain后移入含 5~g／mL细胞松驰素B的M199中进行培养(39．0~C， 

体积分数为5 的CO ，饱和湿度)。4 h后取出培养皿，将卵母细胞在M199中洗3次，然 

后在 M199液中继续培养 4 h后观察活化情况，其后隔时观察。 

1．3 卵母细胞活化的判断标准 

形成原核或发生卵裂。 

2 结 果 

2．1 电刺激对卵母细胞的活化及体外发育的影响 

2．1．1 不同脉宽电脉冲对卵母细胞活化率的影响 对不同卵龄的小鼠卵母细胞进行激 

活处理，结果(表 1)表明，各组晤化率差异不显著(P>0、05)。电刺激形成两个原核的卵母 

细胞占活化卵母细胞总数的百分率为 61．8 ．其中卵龄 17 h，脉宽 160 s电脉冲刺激形 

成二原核的卵母细胞占活化卵母细胞的比率最高(90 )；而卵龄 15 h，脉宽 160 s形成 

二原棱的卵母细胞占活化卵母细胞的比率最低(29．2 )。 

表 1 电刺激对卵母细胞活化的影响 

注 ：卵骑为拄射 hCG后的时同 ． 

2．1_2 培养时间对电脉冲刺激后的卵母细胞活化的影响 结果(表 2)表明，卵龄 l5．17． 

19 h的卵母细胞电刺激后培养 9 h的活化率比6 h分别提高 l3．6 ，8．3 和 28．4 ，脉 

宽160，320，640 s电刺激卵母细胞培养9 h的活化率比6 h分别高20，5 ，12．7 ， 

l2．3 ．经过不同电刺激的卯母细胞，培养 9 h的总活化率较 6 h提高 l 5 ． 

2．1．3 电刺激对激活卵母细胞发育的影响 对不同卵龄卵母细胞进行不同的电刺激，激 

活卵的发育能力不同。由表 3可以看出；在卵龄 15 h、脉宽 640 us和卵龄 17 h、脉宽 160 

s条件下，激活卵的桑椹肛发育率较高，分别为 69．0 和 50．o~A． 
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注t分母表示活化卵投，分于衷示活化 发育到相应阶段的胚胎散t括号内散精意示胚皓投占活化卵投的百分事． 

2．2 酒精刺激对卵母细胞活化的影响 

2．2．1 酒精浓度对卵母细胞孤雌生殖的影响 从表 4可以看出，在 1 ～7 酒精组，随 

酒精浓度的升高，卵母细胞卵裂率增加(，一0．984，P<o．05)I在 7 ～l1 酒精组中，卵 

裂率呈现下降趋势(，一0．957)。方差分析结果表明，7 和 9 酒精组与对照组(O 酒精 

组)相比，差异显著(P<0，05)，但 7 与 9 酒精组无统计差异，而 7 酒精组卵裂率及激 

活卵发育率较 9 组高，因此选用 7 酒精浓度做进一步实验 

表4 酒精浓度对小鼠卵母细瞻孤雌生殖的影响 

2．2．2 酒精刺激时间对卵母细胞孤雌生殖的影响 表 5结果表明，用 7 酒精分别刺激 

卵母细胞 1，2，3，4 min，卵母细胞的活化率和体外发育率均与 0．5 min组差异显著(P< 

0．05)，其中2，4rain组差异龊显著(P<0．01)．但 2t4mln组之间无差异。2rain处理组桑 

椹胚发育率明显高于4 rain组，因此，7 酒精刺激小鼠卵母细胞时间以2 mln为最佳。 
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3 讨论与结论 

在受精过程中．哺乳动物卵母细胞经精子激活后，其胞质的游离钙浓度呈现多次规律 

性的脉冲升高0 。Zimmermamt 证明在瞬时高压电激下，细胞膜形成很多可以恢复的微 

小孔洞，电激活液中 ca 可以通过这些微小孔洞进入细胞中，使细胞内Ca 浓度呈脉冲 

性升高。Cuthbertsoo口 证明乙醇可以改变卵母细胞膜的稳定性，使钙库中ca 释放出来 

以及增加细胞外 ca 渗入。象这样，能模拟正常受精过程ca 节律性脉冲升高，就能复制 

出正常受精过程中一系列反应。 ： 

电刺激小鼠卵母细胞形成两个原核占激活卵的 61．8 ，说明形成两原核是小鼠卵母 

细胞电激活的主要表现。乙醇激活的卵母细胞大部分排出第二极体，形成单倍体胚胎0 ， 

为防止单倍体的形成．本实验用细胞松驰索B来抑制第二极体的排出，结果表明活化卵 

以形成二原核为主。 

在电激活实验中，以场强 55 V／ram，脉宽分别为 160，320和 640／as的一个电脉冲对 

卵龄 l5，l7，19 h的小鼠卵母细胞刺激活化率差异不显著(P>0．O5)。这个结果与谭景 

和 在 0．45 kV／cm场强下，持续 160，320，640／as的电脉冲，对不同卵龄小鼠卵母细胞活 

化差异不显著的结论基本一致。 

Hogan 证明小鼠卵母细胞受精后 3～6 h排出第二极体和形成原核，谭景和 认为 

小鼠卵母细胞活化刺激后培养5～6 h观察活化情况。据此，本实验比较了小鼠卵母细胞 

进行电刺激后培养 6和 9 h的活化情况，结果表明经过不同电刺激的卵母细胞，培养 9 h 

总活化率较 6 h总活化率高 l5 ． 

虽然，在55 V／ram场强下，脉宽分别为1 60，320，640／as的电脉冲对不同卵龄小鼠卵 

母细胞活化率差异不显著，但是，对形成两原核占激活卵的百分率及激活卵发育能力进行 

综合分析’贝4脉宽 640／as、场强 55V／mm的一个电脉冲对卵龄 1 5 h小鼠卵母细胞进行刺 

激 ，激活效果较为理想。 

用不同的酒精浓度刺激卵龄 15 h的小鼠卵母细胞 1 rain，结果表明7 和 g 的酒精 

浓度处理卵母细胞其活化率显著高于对照组(P<0 05)，而 7 酒精组较 9 酒精组的活 

化率及激活卵发育能力略高。用 7 酒精浓度刺激 2 rain，小鼠卵母细胞活化效果、体外发 

育能力最好。 
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Parthen0genetic Activation of Mouse Oocytes 

and in Vitro Development 

Kou Quan'an Li Yuqing Zhang Meijia Zhang Yong 
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Abstract In this paper，mouse oocytes with different ages were stimulated by dif— 

ferent electrica1 pulses and alcoholic concentrations and cultured in vitro．And their acti— 

vation and development were observed．The results were as follows{① the oocytes of 

17 h ol age stimulated by electrical pulse with the duration of 1 60 gs，field strength of 

55 V／ram formed 2 pronucleus with the activated oocyte rate of 90 ，while the oocytea 

of 1 5 h of age stimulated by electrical pulse with the duration of 640 gs，field strength of 

55 V／mm could have the rate of the morulas development reach 69 f② stimulated by 

7 alcoholic concentration for 2 minutes，the activation rate of 15 h oocytea was 72 

and the rate of the moruIas development was 22．2 ． 

Key words oocyte，electrical pulse，ethanol，parthenogenesis，mouse 
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