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牛卵母细胞的去核与激活
Ξ

李裕强, 张　王秀, 安志兴, 张　涌
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　比较了 Ionom ycin (离子霉素) 和乙醇及其与其他物质的组合激活牛卵母细胞的效果, 并研究了去

核时间、细胞松弛素B、末期去核等对去核效率的影响。结果表明, 配合使用 62二甲氨基嘌呤 (62DM A P)或放线菌酮

(CHX) 可显著提高 Ionom ycin 或乙醇激活牛卵母细胞的效率, Ionom ycin+ 62DM A P 激活的牛孤雌胚在 8ö16 细胞

之后的发育率明显高于乙醇+ 62DM A P (或CHX)。牛卵母细胞的去核在成熟培养 20 h 或之前进行效果较好, 此时

有较高比率的卵母细胞中第一极体与染色体位置靠近。牛卵母细胞在不含细胞松弛素 B 的操作液中可进行去核,

但所得核移植胚胎的卵裂率明显下降, 而对 8ö16 细胞胚之后的发育没有明显影响。牛卵母细胞的末期去核率显著

高于中期, 二者核移植胚胎的早期发育率基本相同。
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　　自然状况下或体外受精时, 精子的进入会启动

停滞于M Ê 期的卵母细胞继续发育, 这一过程称为

卵母细胞的激活。一些物理或化学因素也可以使卵

母细胞活化。卵母细胞激活效率的高低对核移植胚

的发育至关重要。Ionom ycin (离子霉素)配合蛋白激

酶抑制剂或蛋白质合成抑制剂激活牛卵母细胞被证

明作用效果比较确切, 而且操作程序简化[1 ]。乙醇很

早已被证明可以激活卵母细胞, 但单独使用效果不

稳定, 因此未被广泛使用, 有报道称配合使用蛋白质

合成抑制剂可以提高乙醇对卵母细胞的激活效

率[2 ]。

卵母细胞去核效率的高低也与核移植胚的发育

直接相关。广泛使用的卵母细胞去核方法是以第一

极体为标志, 连同极体一起吸除极体附近的卵质[3 ]。

这种方式的去核效率与极体ö染色质的相对位置有

很大关系, 为此, 本研究观察了牛卵母细胞成熟培养

不同时间染色质位置的移动, 以确定最佳的去核时

间。近几年末期去核受到关注[4 ]。所谓末期取核, 就

是先对卵母细胞激活, 待第二极体排出后, 以第二极

体为标志去核。末期去核的优点是时间同期化; 而且

末期去核时选择的只是有确切的活化反应, 即排出

第二极体的卵母细胞, 这样就可以筛选掉质量不高

的卵母细胞, 增加核移植整个环节的效率。本研究比

较了 Ionom ycin 和乙醇及其与 62二甲氨基嘌呤 (62

DM A P ) 或放线菌酮 (CHX) 的组合激活牛卵母细胞

的效果, 研究了牛卵母细胞末期去核的效率及对核

移植胚发育的影响。

1　材料与方法

1. 1　卵母细胞的体外成熟

　　牛卵巢采自西安屠宰场, 运回实验室后, 用 12#

针头抽吸卵巢表面 2～ 8 mm 卵泡, 收集卵丘卵母细

胞复合体 (COC) , 移入成熟培养液, 置 CO 2 培养箱

(Sanyo) , 于 38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度

中培养。成熟培养液: TCM 199 (Gibco ) + 10% FBS

(Gibco) + 10 mmo löL H epes+ 0. 5 mmo löL 丙酮酸

钠+ 0. 1 IU ömL 尿促性素 (HM G, 丽宝生化制药公

司) + 1 ΛgömL E 2 (Sigm a) [5 ]。孤雌激活用卵母细胞

体外成熟培养 ( IVM ) 24 h, 核移植用卵母细胞 IVM

20 h。

1. 2　卵母细胞的激活

成熟培养后, COC 置含 0. 1% 透明质酸酶 (Sig2
m a ) 的 D PBS (无 Ca2+ , M g2+ ) 中, 漩涡振荡 3～ 5

m in, 去除卵丘细胞。排出第一极体且形态正常、胞

质均一的卵母细胞用于激活。所采用的激活方法如

下:

① Ionom ycin　含 5 Λmo löL Ionom ycin (Sigm a)

的 TCM 199 液处理 5 m in;
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② Ionom ycin + 62DM A P 　含 5 Λmo löL Iono2
m ycin 的 TCM 199 液处理 5 m in, 洗涤后置含 2

mmo löL 62DM A P (Sigm a ) 的 TCM 199 液中, CO 2

箱培养 4 h;

③乙醇　含体积分数 7% 乙醇的无血清

TCM 199 液处理 7 m in;

④乙醇+ 62DM A P　含体积分数 7% 乙醇的无

血清 TCM 199 液处理 7 m in, 洗涤后置含 2 mmo löL
62DM A P 的 TCM 199 液中, CO 2 箱培养 4 h;

⑤乙醇+ CHX　含体积分数 7% 乙醇的无血清

TCM 199 液处理 7 m in, 洗涤后置含 1 ΛgömL CHX

(Sigm a)的 TCM 199 液中, CO 2 箱培养 6 h。

1. 3　胚胎培养

孤雌激活胚或核移植胚完成操作后, 用胚胎培

养液洗涤 3 次, 置培养液微滴中, 在 38. 5 ℃, 体积分

数 5% CO 2, 饱和湿度条件下, 与卵丘细胞单层共同

培养 8 d, 观察其卵裂及发育能力。胚胎培养液:

m SO Faa+ 5% FBS + 1 mmo löL GSH (谷胱甘肽,

Sigm a) + 3. 15 mmo löL 葡萄糖 (Sigm a)。

1. 4　卵母细胞的去核

1. 4. 1　卵母细胞核的荧光染色　去除卵丘细胞的

卵母细胞置含 5 ΛgömL Hoechest 33342 (Sigm a) 的

TCM 199+ 10% FBS 液中, 于 CO 2 箱中 38. 5 ℃孵

育 20 m in, 荧光显微镜下观察。

1. 4. 2　卵母细胞的去核　去除卵丘细胞的裸卵, 以

10～ 15 枚为 1 组, 置含 7. 5 ΛgömL 细胞松驰素B

(CB , Sigm a) 的 TCM 199 液中孵育 20 m in 后, 移入

50 ΛL TCM 199+ 10% FBS+ 7. 5 ΛgömL CB 液滴

中, 石蜡油 (Sigm a) 覆盖, 在显微操作仪 (N ikon ) 下

用外径 18～ 20 Λm 的玻璃细管去核, 荧光检测去核

效率。

1. 5　细胞核移植

以体外培养的 5～ 10 代牛皮肤成纤维细胞作为

供体细胞。在对数生长期消化收集后, 先悬浮于

TCM 199+ 10% FBS 液体中孵育 2 h, 离心后悬浮

于 TCM 199+ 0. 5% FBS 液中, 置 0. 5 mL 离心管,

于CO 2 培养箱保存 3 d 后使用。

将去核的卵母细胞按每批 10～ 15 枚置 50 ΛL

TCM 199+ 10% FBS 微滴中, 用石蜡油覆盖, 然后

吸取 10～ 20 ΛL 供体细胞悬液加入操作液滴, 静置

5 m in, 置显微操作仪 (N ikon)下注核。先用外径< 10

Λm 的显微注射管反复吸取供核细胞, 膜破裂后将

细胞核吸入注射管, 然后将注射管插入卵母细胞, 轻

轻将细胞核注入卵母细胞质。

1. 6　数据处理

数据进行方差分析与 t2检验。

2　结果与分析

2. 1　牛卵母细胞的激活效率

　　采用 5 种处理程序激活牛卵母细胞, 激活后的

孤雌发育情况见表 1。就卵裂率而言, 各处理之间无

显著差异, 发育能力在不同处理之间差异较大。Ion2
om ycin 或乙醇处理后, 配合使用 62DM A P 或CHX,

能显著提高牛孤雌胚的发育能力。虽然总的囊胚发

育率在乙醇+ 62DM A P 与 Ionom ycin+ 62DM A P 处

理之间无显著差异, 但后者发育更为稳定, 其 22细
胞胚到囊胚的发育率显著高于前者, 分别为 29. 9%

和 24. 5% (P < 0. 05)。
表 1　不同激活方法对牛卵母细胞的激活效率

T able 1　Bovine oocytes activation efficiency after differen t treatm ents

激活方法
T reatm en ts

处理卵子数
N o. of oocytes

卵裂率ö(% ±SD )
Rate of cleavage

囊胚发育率ö(% ±SD )
Rate of b lastocyts

Ionom ycin

Ionom ycin+ 62DM A P

乙醇 E thano l

乙醇+ 62DM A P E thano l+ 62DM A P

乙醇+ CHX E thano l+ CHX

103

233

147

126

130

67. 9±6. 1 a

74. 7±3. 9 a

74. 8±5. 9 a

77. 8±2. 4 a

78. 5±3. 5 a

5. 7±1. 6 d

22. 3±3. 3 e

6. 8±3. 1 d

19. 0±2. 9 e

19. 2±3. 6 e

　　注: 数据后字母相同表示无显著差异 (P > 0. 05) , 不同者表示差异显著 (P < 0. 05)。表 3, 4 同。

N o te: D ata w ith sam e letter indicate thereπs no sign ifican t difference betw een them (P > 0. 05) ; D ata w ith differen t letters indicate thereπs

sign ifican t difference betw een them (P < 0. 05). It is the sam e in T ab le 3 and T ab le 4.

2. 2　成熟培养不同时间卵母细胞第一极体和染色

质的相对位置

检测卵母细胞成熟培养 20, 22, 24, 26 h 时卵子

中细胞核与第一极体的位置表明, 卵母细胞成熟后,

第一极体和核的位置关系分为 4 种, 见图 1。

成熟培养不同时间, 核与极体的位置关系及其

比率见表 2。由表 2 可见, 随着卵母细胞成熟时间的

延长, 卵母细胞M Ê 期核与第一极体的相对距离变
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大。在成熟培养 20 h 时, 有较高比例的卵母细胞极

体与M Ê 期核位置靠近。因此, 在牛的细胞核移植

中, 去核应在成熟培养 20 h 前后进行, 方可取得最

佳的去核效果。

图 1　牛卵母细胞成熟培养不同时间核与极体的位置
A. 核位于细胞膜下, 与第一极体的夹角在 90°以内;B. 中核与第一极体的夹角在 90°～ 150°;

C. 中核与第一极体的夹角在 150°～ 180°;D. 核移入胞质中央

F ig. 1　Bovine oocytesπnuclear21st po lar body po sit ion at differen t IVM tim e
A. T he angle of nuclear21st po lar body: < 90°; B. T he angle of nuclear21st po lar body: 90°- 150°;

C. T he angle of nuclear21st po lar body: 150°- 180°; D. N uclear in the cen tre of cytop lasm

表 2　牛卵母细胞成熟培养不同时期核与极体的关系

T able 2　N uclear21st po lar body po sit ion rela t ionsh ip of bovine oocytes at differen t IVM tim e

培养时间öh
IVM tim e

检测卵子数
N o. of oocytes

细胞核与极体的位置关系及其比率ö%
N ucleus21st po lar body po sit ion relationsh ip ( rate in all checked oocytes)

A B C D

20
22
24
26

97
106
113

92

69. 3
64. 1
58. 7
46. 6

13. 6
14. 3
15. 7
18. 1

6. 4
7. 7
9. 2

12. 9

10. 7
13. 9
16. 4
23. 4

　　注: 细胞核与极体的位置关系见图 1 注。

N o te: T ypes of N uclear21st po lar body relationsh ip see F ig. 1.

2. 3　去核操作液中CB 的影响

试验中对不含细胞松驰素B (CB ) 去核操作液

的去核效率进行了研究, 其核移植胚的发育情况见

表 3。由表 3 可以看出, 含CB 操作液去核的卵母细

胞所构建的胚胎, 其卵裂率和囊胚发育率明显高于

不含CB 组 (P < 0. 01) , 但从 8ö16 细胞胚到囊胚的

发育率没有显著差异 (37. 4% 和 36% )。

表 3　细胞松弛素 (CB )对卵母细胞去核的影响

T able 3　Effect of CB on bovine oocytes enucleation efficiency

去核操作液
M anipu lation m edia

重组胚数N o. of
reconstructed

em bryo s

22细胞胚率ö(% ±SD )
Rate of 22cell

em bryo s

8ö16 细胞胚率ö(% ±SD )
Rate of 8ö162cell

em bryo s

囊胚发育率ö(% ±SD )
Rate of b lastocytes

TCM 199+ FBS+ CB
TCM 199+ FBS

486
101

66. 0±5. 3 a
50. 5±1. 8 b

40. 1±4. 4 c
24. 8±3. 4 d

15. 0±3. 3 e
8. 9±2. 5 f

2. 4　牛卵母细胞末期Ê 去核的效率

成熟培养 24 h 的卵母细胞, 脱卵丘细胞后置 5

Λmo löL Ionom ycin 的 TCM 199 液处理 5 m in, 洗涤

后再用胚胎培养液培养 2 h, 然后挑取排出第二极

体的卵母细胞去核, 吸除第二极体及其附近 10%～

20% 胞质, 用于核移植。末期去核的效率及核移植胚
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的发育情况见表 4。与M Ê 期去核相比, 末期Ê 去核

率明显提高 (P < 0. 01) , 两者核移植胚的卵裂率和

囊胚发育率基本一致, 说明末期去核牛卵母细胞可

完全应用于构建细胞核移植胚。
表 4　牛卵母细胞末期Ê 去核的效率

T able 4　Bovine oocytes telophase Ê enucleation efficiency

去核时期
M eo sis stage at

enucleation

去核率ö(% ±SD )
Enucleation rate

重组胚数
N o. of reconstruc2

ted em bryo s

22细胞胚率ö
(% ±SD )

Rate of 22cell em bryo s

囊胚发育率ö
(% ±SD )

Rate of b lastocytes

M Ê
T Ê

63. 7±6. 5 a (540ö848)

87. 9±2. 1 b (80ö91)
486

73
66. 0±5. 3 c
68. 5±3. 9 c

15. 0±3. 3 d
13. 7±1. 6 d

3　讨　论

成熟的卵母细胞阻滞在第二次减数分裂的中期

(M Ê 期) , 受精子穿入或一些理化因素的作用而被

再次唤醒, 进入发育过程, 称之为卵母细胞激活。卵

母细胞的人工激活方式很多, 除传统的电刺激[6 ]和

乙 醇[7 ] 外, Ionom ycinö62DM A P [8 ]、钙 离 子 载 体

A 23187ö62DM A P [9 ]、Sr2+ [10 ]、硫柳汞 ( th im ero sal) ö
二硫苏糖醇 (D T T ) [11 ]等都被证明可以激活卵母细

胞。Ionom ycin 处理卵母细胞时, 可导致卵母细胞内

Ca2+ 库的瞬时钙释放, 启动卵母细胞的活化, 和 62
DM A P 配合使用, 可以增加激活胚正常发育的能

力[1 ]。本研究结果也证明了这一点。62DM A P 是一

种蛋白激酶抑制剂, 能够抑制丝裂原激活蛋白激酶

(m itogen2act iva ted p ro tein k inase,M A PK)活性, 进

而破坏M Ê 期卵母细胞的微管结构, 抑制第二原核

形成及第二极体排出, 促使形成二倍体的原核[12 ]。

对核移植胚而言, 62DM A P 还可维持成熟促进因子

(m atu ra t ion p romo ting facto r, M PF ) 的低活性状

态, 防止早熟染色体凝集 (p rem atu re ch romo som e

conden sat ion, PCC) 的发生, 避免 PCC 对再程序化

的影响[13 ]。乙醇处理卵母细胞也可促使单波的钙释

放而活化卵母细胞[14 ]。在本研究中, 乙醇激活的卵

母细胞 22细胞胚至囊胚的发育率明显低于 Iono2
m ycin 处理组, 其原因可能与二者对卵母细胞的损

伤程度有关。Ionom ycin 动用胞内钙库的钙, 而且钙

水平较低, 而乙醇导致的钙波动包括胞外钙的内流

和胞内钙库钙的动员, 钙水平也高, 这可能会导致对

卵母细胞更大的毒性反应[12 ]。

第一极体排出后, 通常会移离原来的位置, 染色

体的位置也会发生变化[15 ]。成熟培养的同批卵母细

胞之间发育程度存在差异, 因而其成熟时间也不同,

所以在给定的去核时间点上,M Ê 期卵母细胞第一

极体的位置通常不能标识染色体的位置, 从而影响

整批卵母细胞的去核效率。末期去核可以弥补上述

缺陷, 激活处理后卵母细胞同期发育, 可以保证在所

有卵母细胞中第二极体与染色质靠近或相连的时间

实施去核, 达到很高的去核率。有报道认为[15 ] , 末期

去核的卵母细胞所组建的核移植胚早期发育率和囊

胚质量都与M Ê 期去核基本相同。本研究结果也表

明, 在体细胞核移植中, 末期去核核移植胚与中期去

核核移植胚的早期发育能力基本相同。末期去核的

卵母细胞核移植出生后代已见报道[16 ]。

M Ê 期卵母细胞是目前广泛采用的卵母细胞去

核时期。本研究结果表明, 随着成熟时间的延长, 第

一极体与染色质位置发生变化的卵母细胞的比率也

增加, 牛卵母细胞去核以成熟培养 20 h 为宜, 这一

时期大部分卵母细胞中极体与核的相对位置较近,

去核效率会更高。细胞松驰素B (CB )处理能够增加

细胞膜的韧性, 在去核时卵母细胞膜不易被撕破, 去

核后仍能保持完整的膜结构, 在卵母细胞的去核中

普遍应用。本研究结果还表明, 牛卵母细胞用不含

CB 的操作液完全可以进行去核, 去核针的插入及胞

质的吸取都可顺利进行, 但核移植胚的卵裂及前期

发育能力显著下降, 表明CB 的保护作用主要表现

在重构胚的前期发育。这可能有两个方面的原因, 一

方面是受到损伤的卵母细胞卵裂能力下降, 另一方

面可能是去核对卵母细胞的损伤程度与卵母细胞本

身的质量有关。操作液中CB 的存在与否不影响核

移植胚 8ö16 细胞以后的发育能力, 说明如果卵母细

胞本身的质量较高, 可以较强地对抗去核所产生的

损伤, 如果细胞松驰素在去核时更多的是保护质量

较差的卵母细胞, 即使这些核移植胚能够完成早期

发育, 也很难具有完成全程发育的能力。这一点有待

于进一步试验验证。
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Bovine oocytes enuclea t ion and art if icia l act iva t ion

L IY u-q iang, ZHANG X iu, AN Zh i-x ing, ZHANG Y ong
(Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A ct iva t ion eff iciency of ionom ycin, ethano l and their associa t ion w ith 62DM A P o r CHX on

bovine oocytes w as compared in the p resen t experim en t. T elophase (T Ê ) bovine oocytes enuclea t ion, the

effect of IVM tim e and cytochalasin B (CB ) on m etaphase (M Ê ) enuclea t ion w ere also studied. T he re2
su lts ind ica ted that: T he act iva t ion eff iciency of bovine oocytes by Ionom ycin + 62DM A P o r ethano l+ 62
DM A PöCHX w as sign if ican t ly h igher than Ionom ycin o r ethano l a lone. T he parthenogenet ic developm en t

w as mo re stab le w hen bovine oocytes w ere act iva ted by Inonom ycin + 62DM A P as compared w ith ethano l

+ 62DM A PöCHX, especia lly from 8ö16 cells stage to b lastocyst. T he distance of the first po lar body from

the ch romo som e becam e larger w hen oocytes in v itro m atu ra t ion cu ltu re t im e increased. Bovine oocytes

shou ld be enuclea ted atöbefo re IVM 20 h. T he T Ê enuclea t ion ra te w as sign if ican t ly h igher than M Ê enu2
clea t ion; their nuclear t ran sfer em b ryo s had abou t sam e developm en t ab ility. T he enuclea t ion m an ipu la t ion

cou ld comp lete w hen bovine oocytes p laced in m edia w ithou t CB , bu t the p resence of CB in enuclea t ion m a2
n ipu la t ion m edia cou ld p ro tect oocytes, the funct ion w as m ain ly exh ib ited in the early cleavage befo re 8ö16

cells stage.

Key words: oocyte; bovine; enuclea t ion; act iva t ion
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