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几种不同化学激活方法对牛卵母细胞孤雌激活的影响
Ξ

李雪峰,安志兴,郭继彤,张　涌
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　　[摘　要 ]　为确定牛体细胞核移植胚胎的激活条件,比较了几种不同化学激活方法对牛卵母细胞激活的影

响。选择明显具有第一极体的成熟卵母细胞,随机分为 9组: ① Ionom ycin ( I) + 62甲氨基嘌呤 (D ) ( ID ) ; ② I+ D +

细胞松弛素B (CCB ) ( IDC) ;③ I+ 放线菌酮 (X) ( IX) ;④ I+ X+ CCB ( IXC) ; ⑤ 体积分数 7%乙醇 (E) + D (ED ) ; ⑥

E+ D + CCB (EDC) ;⑦ E+ X (EX) ;⑧ E+ X+ CCB (EXC) ;⑨ Sr2+ + CCB (SC)。 Ionom ycin 和乙醇的处理时间为 5

m in, 62DM A P±CCB 的处理时间为 4 h,放线菌酮±CCB 的处理时间为 5 h, Sr2+ + CCB 的处理时间为 10 h。培养

36 h 后,各组卵母细胞的卵裂率分别为 72. 0% , 75. 5% , 81. 3% , 85. 1% , 81. 7% , 82. 4% , 74. 4% , 78. 1%和 51. 0% ;

培养到 196 h 时,各组的囊胚发育率分别为 18. 2% , 24. 5% , 7. 2% , 11. 9% , 11. 1% , 19. 4% , 6. 7% , 12. 2%和2. 0%。

结果表明,在 10 mmo löL Sr2+ 内培养 10 h 不能有效地激活牛卵母细胞, Ionom ycin+ 62DM A P±CCB 以及乙醇+ 62

DM A P+ CCB 结合使用可以有效地激活牛卵母细胞。 Ionom ycin 比乙醇对牛卵母细胞的激活作用强; 62DM A P 比

CHX 的激活效果好,激活液中CCB 的存在对牛孤雌胚胎的发育有利。
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　　卵母细胞的充分激活是提高核移植效率的关键

因素之一,只有在去核卵母细胞充分激活的情况下,

去核卵才可以指导移入的核发生发育程序重编 (re2
p rogramm ing)。能引起牛卵母细胞激活的因素很

多,如电脉冲[1 ]、乙醇[2 ]、钙离子载体[3 ]、放线菌酮[4 ]

和 Ionom ycin [5 ]等, 但孤雌激活的胚胎发育能力受

激活方法的影响很大,这主要取决于激活方法引起

的 Ca2+ 波动等激活反应与正常受精中卵子的激活

反应间的差异大小。

核移植胚胎的充分激活是保证胚胎正常发育的

先决条件,在早期进行的胚胎细胞核移植研究中,普

遍采用电脉冲激活核移植胚胎。但电激活效率会受

卵母细胞卵龄、激活条件以及融合仪的影响,在不同

仪器上的重复性差,严重影响了电激活的应用。近年

来,许多研究者已开始使用重复性好、结果较稳定的

化学激活方法来激活卵母细胞。由于化学激活方法

能大大提高核移植胚胎的激活效率,近年来已成为

小鼠、牛、猪、山羊等体细胞核移植成功的重要原因。

本研究比较了几种不同的化学激活方法对牛卵

母细胞激活的影响,为体细胞核移植胚胎的激活寻

找一种或几种高效、稳定的激活方法。

1　材料和方法

1. 1　卵母细胞的采集和体外成熟培养

　　从屠宰场获得的卵巢表面中抽取未成熟的卵母

细胞,选择具有完整卵丘细胞层及均匀细胞质的卵

母细胞,在预先平衡 2 h 以上成熟液中进行体外成

熟培养 (38. 5℃、体积分数 5%的 CO 2 饱和湿度空

气)。体外成熟液为 TCM 199中添加 0. 22 m göL 丙
酮酸钠、10 mmo löL H epes、10 ΛgömL FSH、20

ΛgömL L H、1 ΛgömL 172ΒE2、抗生素和体积分数

10%胎牛血清 (Gibco)。成熟培养 23～ 24 h 后,去除

卵母细胞外所有卵丘细胞,挑选明显具有第一极体

的成熟卵母细胞,按试验设计随机分组。

1. 2　试验设计和方法

本研究比较 Ionom ycin ( I)、体积分数 7%乙醇

(E)、62甲氨基嘌呤 (62DM A P, D )、放线菌酮 (cyclo2
hex im ide, CHX, X )以及细胞松弛素 ( cytochalasin

B , CCB , B )的添加与否对牛卵母细胞激活的影响,

故进行 2×2×2试验设计,并比较 Sr2+ 对牛卵母细

胞的激活效果。试验共分 9组: ① I+ 62DM A P (D )

( ID ) ; ② I+ D + CCB (C ) ( IDC ) ; ③ I+ CHX (X )
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( IX) ;④ I+ X + C ( IXC) ; ⑤ E + D (ED ) ; ⑥ E + D

+ C (EDC) ; ⑦ E+ X (EX ) ; ⑧ E+ X + C (EXC) ; ⑨

Sr2+ + CCB (SC)。

1. 2. 1　 Ionom ycin 与 62DM A P 的激活　选择明显

具有第一极体的成熟卵母细胞,用 5 Λmo löL Iono2
m ycin 激活 5 m in, 用培养液洗 3 次后, 在含 2

mmo löL 62DM A P 或 62DM A P + 5 ΛgömL CCB 的

培养液内培养 4 h,经培养液洗 3次后移入胚胎培养

液中培养,分别于培养后 24和 36 h 检查卵裂率,培

养第 8天后统计发育到囊胚、扩张囊胚和孵化囊胚

的数量。

1. 2. 2　 Ionom ycin 与放线菌酮 (CHX )的激活　卵

母细胞在 Ionom ycin 内激活 5 m in,用培养液洗 3次

后,移入含 10 ΛgömL CHX ( IX)或CHX + 5 ΛgömL

CCB ( IXC)的培养液内培养 5 h,其余步骤同 1. 2. 1。

1. 2. 3　乙醇与 62DM A P 或 CHX 的激活　卵母细

胞在含乙醇的培养液内激活 5 m in, 用培养液洗 3

次后,移入含 2 mmo löL 62DM A P (ED )或 62DM A P

+ 5 ΛgömL CCB (EDC)的培养液内培养 4 h; 或激

活后移入含 10 ΛgömL CHX (EX )或 CHX + CCB

(EXC)的培养液内培养 5 h,其余步骤同 1. 2. 1。

1. 2. 4　Sr2+ + CCB 的激活　选择明显具有第一极

体的卵母细胞,在含 10 mmo löL SrC l2 和 5 ΛgömL

CCB 的 EBSS (无Ca2+ )内培养 10 h,用培养液洗 3

次后移入胚胎培养液中培养,同上述时间检查卵裂

率和囊胚发育率。

1. 3　胚胎的体外培养

本试验用于胚胎培养的培养液为 TAL P 与

M 199 (1∶2)的混合液,并加 10 mmo löL H epes、体

积 分 数 5% FBS、0. 1 mmo löL ED TA、100

Λmo lö(m in·mL )青霉素和 100 ΛgömL 硫酸链霉

素。经激活处理后的卵母细胞在颗粒细胞单层进行

共培养,每 48 h 半量换液 1次。

所有试验都重复 5次以上,数据用 ς2 进行差异

显著性分析。

2　结　果

表 1比较了几种不同化学激活方法对牛卵母细

胞孤雌激活的影响。从表 1可知,牛卵母细胞经各种

化学激活方法处理后, 体外培养 24 h, 各组卵母细

胞的卵裂率无明显差异, 但均显著高于 SC 组的卵

裂率 (P < 0. 05)。培养 36 h 后,各处理组间的卵裂率

出现一定的差异, IX , IXC, ED , EDC 组卵母细胞的

卵裂率明显高于 ID , IDC, EX 和 SC 组,且 SC 组显

著低于其他各组 (P < 0. 05) ,表明 Sr2+ 不能有效地

激活牛卵母细胞。培养到第 8天时, ID , IDC 和 EDC

组内囊胚发育率显著高于 IX , IXC, ED , EX, EXC

组,而 SC 组囊胚发育率最低,显著低于其他各组 (P

< 0. 05)。结果表明, Ionom ycin 与 62DM A P±CCB

以及乙醇与 62DM A P + CCB 结合使用可以有效地

激活牛卵母细胞,是较理想的化学激活方法。

表 1　不同化学激活方法对牛卵母细胞孤雌激活的影响

T able 1　Effect of differen t chem ical activation on the developm ent of bovine parthenogenetic oocytes

激活方法
M ethods of activation

卵裂率ö%
Percen tage of cleavage

24 h 36 h

囊胚发育率ö%
Percen tage of

b lastocysts

Ionom ycin 62DM A P - CCB 149ö264 (56. 4) ab 190ö264 (72. 0) e 48ö264 (18. 2) g

+ CCB 98ö184 (53. 3) b 139ö184 (75. 5) de 45ö184 (24. 5) g

CHX - CCB 77ö139 (55. 4) ab 113ö139 (81. 3) d 10ö139 (7. 2) i

+ CCB 195ö302 (64. 6) a 257ö302 (85. 1) d 36ö302 (11. 9) h

乙醇
E thano l

62DM A P - CCB 168ö306 (54. 9) b 250ö306 (81. 7) d 34ö306 (11. 1) h

+ CCB 185ö324 (57. 1) ab 267ö324 (82. 4) d 63ö324 (19. 4) g

CHX - CCB 238ö449 (53. 0) b 334ö449 (74. 4) de 30ö449 (6. 7) i

+ CCB 156ö246 (63. 4) a 192ö246 (78. 1) de 30ö246 (12. 2) h

Sr2+ + CCB 89ö296 (30. 1) c 151ö296 (51. 0) f 6ö296 (2. 0) j

　　本研究中卵母细胞经 Ionom ycin 或乙醇激活

后,在相同的条件下培养,卵母细胞的卵裂率与囊胚

发育率表现出与激活方法有关。Ionom ycin 激活后

同样条件下培养的卵母细胞,尽管其卵裂率有时会

低于乙醇激活的卵母细胞,但囊胚发育率一般都高

于乙醇激活的卵母细胞,表明 Ionom ycin 对牛卵母

细胞的激活作用比乙醇强。

本研究中卵母细胞用 Ionom ycin 或乙醇激活后
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分别在 62DM A P 或CHX 中培养,卵母细胞的卵裂

率与激活方法有关。用 Ionom ycin 激活卵母细胞时,

在 CHX 内培养的卵母细胞卵裂率显著高于 62
DM A P 内培养的卵母细胞 (P < 0. 05 ) ; 而用乙醇激

活时, 62DM A P 内培养的卵母细胞略高或显著高于

CHX 内培养的卵母细胞 (82. 4% vs 78. 1% , P >

0. 05; 81. 7% vs 74. 4% , P < 0. 05)。但无论用何种

激活方法,在 62DM A P 内培养的孤雌生殖胚胎的囊

胚发育率显著高于CHX 内培养的胚胎 (P < 0. 05)。

表明对孤雌激活胚胎的囊胚发育率而言, 62DM A P

的激活效果比CHX 的好。

3　讨　论

3. 1　 Ionom ycin 和乙醇对牛卵母细胞的激活结果

Ionom ycin 是一种近年来发现的高效 Ca2+ 载

体,也是一种有效的人工激活剂,已被人们广泛地应

用于哺乳动物卵母细胞的激活中[5～ 7 ]。Ionom ycin 与

Ca2+ 载体A 23187不同的是, Ionom ycin 并不直接引

起Ca2+ 的跨膜转运,而是动员细胞内的Ca2+ ,依次

触发Ca2+ 内流[8 ]。由于其对细胞质内游离Ca2+ 变化

产生的这种二向性作用,故可以被有效地用来消耗

小鼠细胞内Ca2+ 储存[9 ]。尽管 Ionom ycin 能激活卵

母细胞,但这种激活的卵母细胞无原核形成, Iono2
m ycin 只有与蛋白质磷酸化抑制剂 62DM A P 和蛋

白质合成抑制剂CHX 协同作用, 才可以有效地激

活牛卵母细胞。在 Su sko2Parrish 等[10 ]的研究中,卵

母细胞用 Ionom ycin 处理后立即用 62DM A P 处理,

得到了高比例的原核形成率 (76% )和囊胚发育率

(21% )。本研究用相同的方法激活牛卵母细胞后得

到了类似的结果,卵裂率为 72% ,囊胚发育率 18% ,

进一步证实了这种激活方法的效率。

乙醇是发现较早的一种化学激活剂,其对卵母

细胞的激活主要是通过水解细胞膜上 4, 52二磷酸
磷脂酰肌醇 (P IP2)产生 1, 4, 52三磷酸肌醇 ( IP3) ,

从而诱发细胞内源钙释放到细胞质,提高了细胞胞

内的钙浓度[11 ]。哺乳动物M Ê 期卵母细胞在含有
7%～ 8%乙醇的培养液中培养 5～ 7 m in,可以激活

卵母细胞使其形成原核,甚至可以发育到囊胚。尽管

乙醇对卵母细胞的激活无种间特异性,但不同动物

卵母细胞对乙醇激活的反应不同。

本研究也用乙醇较好地激活了牛卵母细胞,但

从得到的结果来看,乙醇激活后同样条件下培养的

卵母细胞,尽管其卵裂率与 Ionom ycin 激活后的相

近,但囊胚发育率略低,证明乙醇对牛卵母细胞的激

活作用不如 Ionom ycin 强。

3. 2　62DM A P 和CHX 对牛卵母细胞的激活结果

62DM A P 是蛋白质磷酸化抑制剂,它能阻止蛋

白质的磷酸化进而抑制成熟促进因子 (M PF )和细

胞静止因子 (CSF)的活性,同时也抑制了第二极体

的排放,保证了孤雌激活卵母细胞的染色体为二倍

体。由于第二极体的排放被抑制, 将乙醇或 Iono2
m ycin 激活后的卵母细胞,立即在含 62DM A P 的培

养液内培养,第二个原核的形成被抑制,卵母细胞只

形成一个二倍体的原核[12 ]。CHX 是蛋白质合成抑

制剂,它主要抑制了卵母细胞维持在M Ê 所需要的

M PF 和CSF 的合成,进而使卵母细胞内M PF 活性

迅速下降,卵母细胞脱离M Ê 期, 完成第二次减数

分裂,导致卵母细胞激活,但CHX 不抑制蛋白质的

磷酸化,故不影响构成纺锤体的微管蛋白的活性,也

就不影响第二极体的排出[3 ]。

62DM A P 与CHX 在对卵母细胞的激活机制以

及产生的细胞反应上有所不同。经 62DM A P 处理的

卵母细胞,M PF 的一个亚基 cdc2 的磷酸化发生较

早, 丝裂激活蛋白激酶 (m itogen2act iva ted p ro tein

k inase,M A PK)的去磷酸化较早, cyclin B 的积累和

cdc2 的去磷酸化导致了有丝分裂前M PF 的再活

化; 而CHX 激活的卵母细胞上 cdc2 的磷酸化发生

较晚。cyclin B 的降解是M PF 迅速失活的主要原

因,在 62DM A P 激活的卵母细胞上M PF 活性低是

由 cdc2 的磷酸化来维持; 而在CHX 激活的卵母细

胞上, cyclin B 合成的抑制维持了M PF 处于较低水

平。在细胞表现上, 62DM A P 激活的卵母细胞在激

活后 4 h 就观察到原核的形成;而CHX 处理的卵母

细胞只有在处理后 8 h 才观察到原核的形成,而且

CHX 只有与CCB 协同作用才能抑制第二极体的排

放[3 ]。本研究却发现用CHX 激活牛卵母细胞时,未

发现第二极体排放明显增加, 卵裂率不受CHX 是

否与CCB 协同作用的影响,而CHX 与CCB 协同作

用明显增加了囊胚发育率,造成这种差异的原因有

待于进一步研究。本研究中,卵母细胞用 Ionom ycin

或乙醇激活后,在 62DM A P 内培养的孤雌生殖胚胎

的囊胚发育率显著高于CHX 内培养的胚胎。结果

表明,对孤雌激活胚胎的囊胚发育率而言, 62DM A P

的激活效果比CHX 好。该结果与Boo th 等[13 ]的结

果相同,他们也发现用 62DM A P 激活牛卵母细胞得

到的囊胚发育率比CHX 高。

3. 3　Sr2+ 对牛卵母细胞的激活

Sr2+ 与Ca2+ 是属于同族的二价阳离子, Sr2+ 可
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以取代 Ca2+ 的位置, 通过钙泵进入细胞内而引起

Ca2+ 波动升高,导致卵母细胞的激活。Sr2+ 可以引发

一个较长时间的 Ca2+ 波动过程, 可能是在细胞内

Sr2+ 不被消耗,但同时又可模拟Ca2+ 而诱发内源性

Ca2+ 的释放,其诱发的Ca2+ 波动与正常受精过程中

Ca2+ 的波动极为相似[14 ] ,尽管 Sr2+ 可以诱导卵母细

胞激活,但对 Sr2+ 作用的研究仅限于对卵母细胞的

激活,W akayam a 等[15 ]在小鼠体细胞核移植的研究

中首次使用了 Sr2+ 作为核移植胚胎的激活剂,他们

将核移植后的胚胎置于含 10 mmo löL Sr2+ 和 5

ΛgömL CCB 的培养液内 6 h,核移植胚胎被激活,并

用此方法得到了体细胞核移植小鼠。山羊卵母细胞

在 10 mmo löL Sr2+ 内培养 6 h 激活率极低 (2. 2% ) ,

培养 12 h 可以使 80. 4%的卵母细胞激活 (郭继彤,

未发表资料)。本研究用 10 mmo löL Sr2+ 激活牛卵

母细胞 10 h,结果激活率仅为 51% ,可能是激活时

间不够引起激活率较低。

3. 4　CCB 对牛卵母细胞的激活

细胞松弛素B (CCB )广泛地被应用于哺乳动物

细胞核移植研究中,由于其作用主要是抑制细胞内

微管和微丝的形成,使得卵母细胞内细胞骨架松弛,

增加了细胞的柔韧性,有利于显微操作; 同时, CCB

破坏了纺锤体的形成,抑制了极体的形成和染色体

的排出,保证了核移植胚胎的染色体倍数。无CCB

时,融合到激活卵子中的间期核会发生染色体单倍

化现象[16 ]。Sm ith 和W ilm u t [17 ]认为在无CCB 时,激

活时诱发的微丝依赖性机制会影响供体核的染色体

倍数,从而引起早期操作胚胎的发育阻止。

本研究中发现,卵母细胞在相同条件下激活后,

卵母细胞的卵裂率不受培养液中是否含有CCB 的

影响,但在含有CCB 的培养液中培养的卵母细胞,

其囊胚发育率高于无CCB 培养液中培养的卵母细

胞,一些组间的差异显著。表明CCB 的存在对牛孤

雌生殖胚胎的体外发育有利。
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Effect of d ifferen t chem ica l act iva t ion s on the developm en t

of bovine parthenogenet ic em b ryo s

L I Xue-feng, AN Zh i-x ing, GUO J i- tong, ZHANG Y ong
(Colleg e of A n im al S ciences and V eterinary M ad icine,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he cleavage and developm en t of bovine oocytes act iva ted by differen t chem ical act iva t ive

p rocedu res w ere invest iga ted. M atu red oocytes w ere grouped in to 9 trea tm en ts random ly: (1) Ionom ycin ( I)

+ 62DM A P ( ID ) ; (2) Ionom ycin + 62DM A P + cytochalasin B (CCB ) ( IDC ) ; (3) Ionom ycin + Cyclohex2
im ide (CHX) ( IX) ; (4) Ionom ycin+ CHX+ CCB ( IXC) ; (5) 7% ethano l+ 62DM A P (ED ) ; (6) ethano l+ 62
DM A P+ CCB (EDC) ; (7) ethano l+ CHX (EX ) ; (8) ethano l+ CHX + CCB (EXC ) ; (9) Sr2+ + CCB (SC ).

T he trea tm en t t im e fo r Ionom ycin o r 7% ethano l, 62DM A P±CCB , CHX±CCB and Sr2+ + CCB w ere 5

m in, 4 h, 5 h and 10 h, respect ively. T he cleavage ra tes of each group w ere 72. 0% , 75. 5% , 81. 3% , 85. 1% ,

81. 7% , 82. 4% , 74. 4% , 78. 1% and 51. 0% respect ively after cu ltu red fo r 36 h and b lastocyst ra tes w ere

18. 2% , 24. 5% , 7. 2% , 11. 9% , 11. 1% , 19. 4% , 6. 7% , 12. 2% and 2. 0% respect ively after cu ltu red fo r 8

days. T hese resu lts ind ica te that bovine oocytes can be act iva ted by ID , IDC and EDC effect ively, w hereas

oocytes canno t be st im u la ted effect ively by 10 mmo löL Sr2+ fo r 10 h. Ionom ycin has st rong act iva t ion effect

w hen compared w ith ethano l, w h ile 62DM A P is mo re effect ive than cyclohex im ide in act iva t ing bovine

oocytes. Cytochalasin B is advan tageou s fo r the developm en t of bovine parthenogenet ic em b ryo s.

Key words: oocytes; parthenogenesis; chem ical act iva t ion; act iva t ion p rocedu re; bovine
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