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　　[摘　要 ]　研究了卵龄、电脉冲参数、氯化锶、亚胺环己酮 (CHX)对小鼠卵母细胞电激活及孤雌发育效果的影

响。结果表明,卵龄为 17 h 的小鼠卵母细胞在场强 1. 0 kV öcm ,脉冲宽度 30 Λs, 2 次电脉冲, 激活液中含 Ca2+、

M g2+ 和 Sr2+ 的条件下激活后,再于含 CHX 的培养液中培养,可较好地激活卵母细胞,提高体外孤雌胚的发育率,

激活率及桑囊胚率分别可达 83. 3%和 57. 5%。
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　　进行卵母细胞激活是细胞核移殖的关键技术环

节之一,其活化效率直接影响核移殖的成功率。休止

于第二次减数分裂中期 (M Ê )的卵母细胞,可以通

过多种物理和化学因素,如温度、电刺激、渗透压、酶

及钙离子载体A 23187 等而被激活, 目前普遍采用

的有化学激活法和电脉冲法。电脉冲法由于操作简

单,物理参数可以精确固定,重复性好且细胞在激活

液中停留时间短,及有利于细胞存活等诸多优点而

被广泛采用。然而,由于动物种类、选用仪器、激活液

及培养条件不同,所得结果也不尽相同。本研究拟以

小鼠为动物模型,寻求卵母细胞的最佳电激活条件,

为其他动物的相关研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

　　昆白小鼠购于第四军医大学实验动物中心,孕

马血清促性腺激素 (PM SG)和人绒毛膜促性腺激素

(HCG)购于天津实验动物中心,其余药品和试剂均

购于 Sigm a 公司。电融合仪为日本 SH IM AD ZU 生

产的 SSH 22电融合仪。

1. 2　卵母细胞的采集

对 8～ 12 周龄的昆白小鼠进行超排处理,每只

腹腔注射 PM SG10 IU , 间隔 48 h 后腹腔再注射

HCG 10 IU。分别于注射后 13, 15, 17, 19 h 用颈部

脱臼法处死小鼠,无菌法采取输卵管于 PBS 液中,

撕开膨大部使卵丘- 卵母细胞复合体 (Cum u lu s2
enclo sed Oocyte Comp lexes)流出,将卵丘团移入含

2 göL 透明质酸酶的 PBS 液中作用 3～ 5 m in,去掉

卵丘细胞,在 PBS液中洗涤 3～ 5次,待用。

1. 3　卵母细胞的电激活和体外培养

电激活前,将卵母细胞在电激活液中平衡 2～ 4

m in,然后注入含激活液的融合槽内,施以不同条件

的电脉冲,电激活后的卵母细胞移入培养液中洗涤

3～ 5次,然后置于上覆石蜡油的培养液微滴中进行

微滴培养 (体积分数 5% CO 2, 37 ℃,饱和湿度)。电

激活液为含或不含 0. 1 mmo löL CaC l2, 0. 1 mmo löL
M gSO 4 及 10 mmo löL SrC l2 的 0. 3 mo löL 甘露醇

溶液; 培养液为含或不含亚胺环己酮 ( cyclohex2
im ide, CHX)的培养液。

1. 4　活化检查

电激活处理后 6 h, 用光学显微镜检查卵母细

胞激活情况,出现 1原核 1极体、1原核 2极体、2原

核 1极体或卵裂的卵母细胞判断为活化,进而统计

体外发育的卵裂率及囊胚发育率。

1. 5　试验数据处理

利用 t检验及方差分析对数据作统计学分析。
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2　结果与分析

2. 1　卵母细胞卵龄对激活的影响

　　脉冲强度 1. 0 kV öcm ,脉冲宽度 30 Λs, 2 次脉

冲,间隔时间 1 m in,激活液为含Ca2+ ,M g2+ 的甘露

醇溶液,激活结果见表 1。由表 1可以看出,在同等

条件下,随着卵龄 (HCG 注射后的时间)的增加,卵

母细胞的激活率升高。但卵龄大于 17 h 后,激活率

上升缓慢,而裂解率上升显著 (P < 0. 05) ,且卵裂率

及桑囊胚率显著下降 (P < 0. 05)。因此,以卵龄为 17

h 的小鼠卵母细胞激活效果最好。

表 1　卵龄对小鼠卵母细胞电激活及孤雌发育的影响

T able 1　Effects of age on the electroactivation and parthenogenesis of mouse occytes

卵龄öh
A ge

处理数
N o. treated

激活率ö%
N o. activated

发育阶段ö% D evelopm ental stage

22细胞 22cell 桑囊胚率M öB

裂解率ö%
N o. cleaved

13
15
17
19

60
49
52
70

48. 3 (29) a
61. 2 (30) b
73. 1 (38) c
74. 3 (52) c

82. 8 (24) a
83. 3 (25) a
81. 6 (31) a
73. 1 (38) b

37. 9 (11) a
33. 3 (10) a
34. 2 (13) a
26. 9 (14) b

0 (0) a
0 (0) a

3. 8 (2) a
5. 7 (4) b

　　注 (N o te) : a: b, b: c, P < 0. 05; a: c, P < 0. 01.

2. 2　脉冲强度对卵母细胞激活及孤雌发育的影响

卵龄 17 h,脉冲宽度 30 Λs, 2次脉冲,间隔时间

为 1 m in,不同脉冲强度下卵母细胞激活结果见表

2。从表 2可以看出,不同脉冲强度下,卵母细胞的激

活率和裂解率存在显著差异 (P < 0. 05)。随脉冲强

度的增加, 激活率上升到某一峰值 ( 1. 0 kV öcm ,

73. 1% )后,如果进一步提高脉冲强度,则激活率反

而下降, 同时卵裂率及桑囊胚率也开始下降

(P < 0. 05) ,而裂解率则随脉冲强度的增加而上升。

可见,过高的脉冲强度不仅不能提高卵母细胞的激

活率,反而对卵母细胞具有损伤作用,因此脉冲强度

以1. 0 kV öcm较理想。
表 2　脉冲强度对小鼠卵母细胞激活及孤雌发育的影响

T able 2　Effects of field strength on the electroactivation and parthenogenesis of mouse occytes

脉冲强度ö
(kV·cm - 1)

F ield strength

处理数
N o. treated

激活率ö%
N o. activated

发育阶段ö% D evelopm ental stage

22细胞 22cell 桑囊胚率M öB

裂解率ö%
N o. cleaved

0. 8
1. 0
1. 2
1. 4
1. 6

30
52
35
40
39

66. 7 (20) b
73. 1 (38) a

68. 6 (24) ab
65. 0 (26) b
51. 2 (20) c

80. 0 (16) a
81. 6 (31) a
79. 2 (19) a

73. 1 (19) ab
65. 0 (13) b

35. 0 (7) a
34. 2 (13) a
33. 3 (8) a
26. 9 (7) b
20. 0 (4) b

0 (0) a
3. 8 (2) a
8. 6 (3) b

12. 5 (4) bc
15. 4 (5) c

　　注 (N o te) : a: b, b: c, P < 0. 05; a: c, P < 0. 01.

2. 3　脉冲宽度对卵母细胞激活及孤雌发育的影响

卵龄 17 h,脉冲强度 1. 0 kV öcm , 2 次脉冲,间

隔时间 1 m in,不同脉冲宽度下,卵母细胞激活及孤

雌发育的情况见表 3。由表 3 可知,脉冲宽度为 30

Λs时的激活率为 73. 1% , 明显高于其他组 ( P <

0. 05) ,卵裂率及桑囊胚率也高于其他组。在 10 Λs

的脉冲宽度下,无法激活卵母细胞,说明脉冲宽度太

短,几乎不能使细胞膜上生成可逆性的微孔。在 50

Λs的脉冲宽度下,激活率仅为 49. 1% ,而裂解率明

显上升 (P < 0. 01)。说明超过一定的范围,再提高脉

冲宽度,不仅不能提高卵母细胞的激活率,反而会引

起细胞损伤, 使卵裂率及桑囊胚率显著下降

(P < 0. 05)。

表 3　脉冲宽度对小鼠卵母细胞及孤雌发育的影响

T able 3　Effects of pu lse duration on the electroactivation and parthenogenesis of mouse occytes

脉冲宽度öΛs
Pu lse

duration

处理数
N o. treated

激活率ö%
N o. activited

发育阶段ö% D evelopm ental stage

22细胞 22cell 桑囊胚率M öB

裂解率ö%
N o. cleaved

10 39 0 (0) a 0 (0) a 0 (0) a 0 (0) c
20 42 59. 5 (25) b 76. 0 (19) c 8 (32. 0) c 2. 4 (1) c
30 52 73. 1 (38) c 81. 6 (31) c 34. 2 (13) c 3. 8 (2) c
40 49 65. 3 (32) b 81. 3 (26) c 28. 1 (9) bc 8. 2 (4) b
50 57 49. 1 (28) b 60. 7 (17) b 21. 4 (6) b 14. 0 (8) a

　　注 (N o te) : a: b, P < 0. 01; b: c, P < 0. 05.
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2. 4　脉冲次数对卵母细胞激活及孤雌发育的影响

卵龄 17 h,脉冲强度 1. 0 kV öcm ,脉冲宽度 30

Λs,分别给予 1 次、2 次和 3 次电脉冲, 脉冲间隔时

间为 1 m in,激活及孤雌发育的结果见表 4。从表 4

可以看出, 2 次及 3 次电脉冲的激活率明显高于 1

次电脉冲 (P < 0. 01) ,说明多次脉冲有利于卵母细

胞的激活。但 3次脉冲的裂解率显著高于 2次脉冲

( P < 0. 01 ) , 同时囊胚率也 低 于 2 次 脉 冲

(P < 0. 01)。说明多次脉冲虽然可以提高卵母细胞

的激活率,但对卵母细胞具有损伤作用,导致裂解率

上升,囊胚率下降,因此以 2次脉冲为宜。

表 4　脉冲次数对小鼠卵母细胞激活及孤雌发育的影响

T able 4　Effects of pu lse num ber on the electroactivation and parthenogenesis of mouse occytes

脉冲次数
N o. pu lse

处理数
N o. treated

激活率ö%
N o. activated

发育阶段ö% D evelopm ental stage

22细胞 22cell 桑囊胚率M öB

裂解率ö%
N o. cleaved

1 48 58. 3 (28) a 78. 6 (22) a 32. 4 (9) a 0 (0) a

2 52 73. 1 (38) b 81. 6 (31) a 34. 2 (13) a 3. 8 (2) a

3 50 74. 0 (37) b 61. 0 (25) b 29. 2 (12) b 20. 0 (10) b

　　注 (N o te) : a: b, P < 0. 01。

2. 5　激活液中Ca2+ ,M g2+ 及 Sr2+ 对卵母细胞激活

及孤雌发育的影响

在卵龄 17 h, 脉冲强度 1. 0 kV öcm , 脉冲宽度

30 Λs, 2 次脉冲,时间间隔为 1 m in 的脉冲参数下,

分别在不含Ca2+、M g2+、Sr2+ ,仅含 Ca2+、M g2+ ,仅

含 Sr2+ 及既含 Ca2+、M g2+ 又含 Sr2+ 的激活液中进

行电激活, Ca2+、M g2+ 浓度为 0. 1 mmo löL , Sr2+ 浓

度为 10 mmo löL ,结果见表 5。

表 5　激活液中Ca2+ ,M g2+ 及 Sr2+ 对卵母细胞激活及孤雌发育的影响

T able 5　Effects of Ca2+ ,M g2+ , Sr2+ on the electroactivation and parthenogenesis of mouse occytes

处理
T reatm en t

处理数
N o. treated

激活率ö%
N o. activated

发育阶段ö% D evelopm ental stage

22细胞 22cell 桑囊胚率M öB

裂解率ö%
N o. cleaved

无Ca2+ ,M g2+ , Sr2+

N o Ca2+ ,M g2+ , Sr2+ 32 0 (0) a 0 (0) a 0 (0) a 0 (0)

Ca2+ + M g2+ 52 73. 1 (38) c 81. 6 (31) b 34. 2 (13) b 3. 8 (2)

Sr2+ 39 56. 4 (22) b 77. 3 (17) b 31. 8 (7) b 2. 6 (1)

Ca2+ + M g2+ + Sr2+ 42 78. 6 (33) d 78. 8 (26) b 45. 5 (15) c 4. 8 (2)

　　注 (N o te) : a: b, P < 0. 01; b: c, c: d, P < 0. 05。

　　由表 5可以看出,激活液中不含Ca2+、M g2+ 和

Sr2+ 时,无法激活卵母细胞; 激活液中仅含 Sr2+ 时,

虽能激活卵母细胞, 但激活率低于含有 Ca2+ +

M g2+ 的激活液 (P < 0. 05) ;含有Ca2+ + M g2+ + Sr2+

的激活液, 其激活率高于仅含Ca2+ + M g2+ 的激活

液 (P < 0. 05)。说明电激活液中Ca2+ 和M g2+ 是卵母

细胞能否激活的决定性成分。仅含 Sr2+ 的激活液不

能使卵母细胞充分激活,含Ca2+ 和M g2+ 的激活液

中添加适量 Sr2+ ,可进一步提高卵母细胞的激活率

及桑囊胚率 (P < 0. 05)。从孤雌胚的发育情况及裂

解率来看,激活液中含有 Sr2+ 对孤雌胚的进一步发

育影响不大。

2. 6　CHX 对孤雌胚进一步发育的影响

卵龄 17 h, 在含 Ca2+、M g2+ 和 Sr2+ 的激活液

中,于脉冲强度 1. 0 kV öcm ,脉冲宽度 30 Λs, 2次脉

冲, 间隔时间 1 m in 条件下激活后, 分别置于含

CHX (10 ΛgömL )及不含CHX 的CZB 培养液中,孤

雌胚的发育情况见表 6。从表 6可以看出,含CHX

的培养液能提高卵母细胞的激活率、卵裂率 (P <

0. 05)及桑囊胚率 (P < 0. 01)。

表 6　亚胺环已酮对小鼠卵母细胞电激活及孤雌发育的影响

T able 6　Effects of CHX in m edium on the electroactivation and parthenogenesis of mouse occytes

CHX 含量ö
(Λg·mL - 1)
CHX conten t

处理数
N o. treated

激活率ö%
N o. activated

发育阶段ö% D evelopm ental rate

22细胞 22cell 桑囊胚率M öB

裂解率ö%
N o. cleaved

0 42 78. 6 (33) a 78. 8 (26) a 45. 5 (15) a 4. 8 (2)

10 48 83. 3 (40) b 82. 5 (33) b 57. 5 (23) c 6. 3 (3)

　　注 (N o te) : a: b, P < 0. 05; a: c, P < 0. 01。
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3　讨　论

电脉冲能激活卵母细胞是由于电脉冲使卵母细

胞膜上生成了可逆的微孔,引起胞质内Ca2+ 浓度升

高,从而可激活卵母细胞[1 ]。随着卵龄的增大,卵对

激活刺激的敏感性逐渐增加,卵母细胞的激活率迅

速提高,而且卵子的过度老化会出现一定比例的自

发激活 (约有 8. 6%的小鼠卵母细胞发生自发激

活[2 ] ,牛自发激活的比率高达 46% [3 ])。本试验中,小

鼠卵母细胞随卵龄的增加,激活率逐渐上升,但在卵

龄大于 17 h 后,激活率的上升不明显,而裂解率明

显上升。同时,孤雌胚发育至囊胚的比率开始下降,

可能由于卵龄过长使卵母细胞老化,受到刺激后易

引起损伤。所以卵龄为 17 h 的小鼠卵母细胞激活率

及孤雌胚的发育情况最佳。电激活中脉冲强度大小

与孔洞的生成有关,若强度过大则会造成孔洞不可

逆,使细胞受到损伤导致活化率下降[1 ]。从本试验中

可以看出,细胞膜上孔洞的生成不仅与脉冲强度有

关,而且与脉冲宽度有关,脉冲强度或脉冲宽度低于

某一数值,都不能使卵母细胞激活,但也不能太高,

否则将造成卵母细胞不可逆的损伤,使激活率及孤

雌胚的发育率下降。激活率与脉冲次数呈线性关

系[1, 4 ] , 单次脉冲不足以引起卵母细胞激活所需的

Ca2+ 释放[1, 5 ]。本试验中,对小鼠卵母细胞施予 2次

或 3 次电脉冲的激活率明显高于 1 次电脉冲,但 3

次电脉冲的裂解率明显高于 2 次电脉冲,而孤雌胚

的发育率却低于 2 次电脉冲,说明多次电脉冲虽可

较好地激活卵母细胞,但也对卵母细胞具有损伤作

用。在上述的卵龄、脉冲强度、脉冲宽度和脉冲次数

4个参数中,卵龄为卵母细胞能否激活的内因,其他

3个参数为外因。卵龄是卵母细胞激活的最重要因

素,可以不受其他 3 个参数的影响,如卵龄过大,可

以发生自发激活,其他 3 个参数通过卵龄而发挥作

用,他们都必须处于各自的某一范围之内,某一参数

低于或高于其范围,不能通过另 2 个参数的提高或

降低得以补偿。当 3个参数都处于其范围之内时,他

们之间可能存在某种相关性,某一参数的降低可通

过另 2个参数的提高而得到补偿。他们之间的相关

关系还有待进一步研究。

哺乳动物卵母细胞M Ê 期的维持与高水平的
成熟促进因子 (M PF)有关。激活刺激使卵母细胞内

游离 Ca2+ 水平升高, 继而引起细胞内 cyclin B 减

少,导致M PF 水平下降或消失,引起卵子激活。电

刺激介导的卵游离 Ca2+ 升高主要来源于细胞外

Ca2+ 内流[6 ] , 电刺激后再结合 SrC l2 处理可明显促

进卵母细胞的活化。可能是由于在瞬时的高场强刺

激后,卵母细胞膜上形成了很多可逆的微孔,使外源

Ca2+ 能进入卵胞质, 增加了胞质内的游离Ca2+ [7 ] ,

而随后 Sr2+ 的继续进入,能诱导内源Ca2+ 释放, 进

一步增加胞质内Ca2+ 的浓度,从而更好地激活卵母

细胞,有利于随后的发育[8 ]。本试验中,不含Ca2+ ,

M g2+ 和 Sr2+ 的激活液不能使卵母细胞电激活。仅含

Sr2+ 的激活液虽可使卵母细胞激活,但激活率明显

低于含 Ca2+ 和M g2+ 的激活液。同时含有 Ca2+、

M g2+ 和 Sr2+ 的激活液与仅含Ca2+ 和M g2+ 的激活

液相比,激活率及孤雌胚的发育率均高于后者,这可

能是由于电脉冲中大量 Sr2+ 进入卵胞质,诱导了内

源Ca2+ 的释放,从而进一步激活了卵母细胞。

CHX 是一种蛋白质合成抑制剂,通过作用 80 s

的核糖体抑制肽链的移动,从而抑制蛋白质的合成。

在含有 CHX 的培养液中培养电激活后的卵母细

胞,可进一步抑制新的相关蛋白质的合成,使M PF

一直处于低水平,从而促进卵母细胞的激活[9 ]。本试

验中, 电激活后的小鼠卵母细胞在含CHX 的培养

液中的激活率明显高于不含 CHX 的培养液, 且

CHX 对于孤雌胚的进一步发育也是有利的。
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Effects of d ifferen t facto r on elect roact iva t ion and

parthenogenesis of m ou se oocytes

M A L i-bing1,W ANG Qiang1,W ANG Feng-m e i2, ZHANG Y ong1

(1 Institu te of B iolog ica l E ng ineering ,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;

2 B aotou A g ricu ltu re2H usband ry S chool,B aotou , Inner M ong olian 014100, Ch ina)

Abstract: T h is study w as designed to evaluate the effect of age, electric pu lse param eter, SrC l2, cyclo2
hex im ide (CHX ) on electroact iva t ion and parthenogenesis of mou se oocytes. T he resu lts show ed that

mou se oocytes w h ich w ere cu ltu red in CHX2con ta ined CZB m edium in v itro after electric act iva t ion cou ld

ob ta in h igher act iva ted percen tage and developm en ta l percen tage. Oocytes cam e from mou se 17 hou rs after

being in jected w ith HCG. M edium of act iva t ion con ta ined Ca2+ ,M g2+ and Sr2+ . T he condit ion of electroact i2
vat ion w as field st rength 1. 0 kV öcm , pu lse du ra t ion 30 Λs, tw o t im es pu lses. T he percen tage of act iva t ion

and mo ru laeöb lastocysts cou ld reach 83. 3% and 57. 5% respect ively.

Key words: mou se; oocytes; electroact iva t ion; SrC l2 cyclohex im ide
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Effects of d ie ta ry L 2carn it ine on grow th and m etabo lism of crucian

W ANG L i-x in1, ZHOU J i- shu1,YANG Y uan -hao2,W ANG Hui1,W ANG Tao1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,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;

2 F isheries R esearch Institu te of S haanx i P rov ince, X iπan, S haanx i 710086, Ch ina)

Abstract: Tow hundred crucian s,w ith m ean w eigh t 25. 1 gram ,w ere divided in to five group s acco rd ing

to the level of d ietary L 2carn it ine to invest iga te the effects on grow th ra t io , feed eff iciency and m etabo lism.

T he resu lts show ed that the rela t ive grow th ra t io and feed eff iciency w ere imp roved m arkedly w hen crucian

feed w ere added w ith 50- 100 m gökg L 2carn it ine, especia lly added w ith 100 m gökg L 2carn it ine in crucian

feed, the rela t ive grow th ra t io and feed eff iciency w ere best, imp roved 112. 2% and 91. 3% respect ively

(P < 0. 05) , compared w ith the con tro l. A t the sam e t im e the oxygen con sump tion of the crucian w as t ip top

and the vigo r of the crucian w as best.

Key words: L 2carn it ine; crucian; rela t ive grow th ra t io; m etabo lism degree
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