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　　[摘　要 ]　研究了绵羊精子提取物对绵羊卵母细胞的孤雌激活作用, 确定了绵羊精子提取物的最佳注射剂

量, 并将其孤雌激活效果与离子霉素联合 62DM A P 法的激活效果进行了比较。结果表明, 绵羊精子提取物对绵羊卵

母细胞有孤雌激活作用, 最佳注射剂量为每个绵羊卵母细胞注入 2～ 4 pL 浓度 5～ 6 m gömL 的绵羊精子提取物;

绵羊精子提取物的孤雌激活效果与离子霉素联合 62DM A P 法的激活效果差异不显著。
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　　目前, 通过体细胞核移植技术虽然已经成功地

克隆出多种动物个体, 但影响核移植的因素很多, 其

中卵母细胞的孤雌激活是影响核移植的重要因素之

一。常用的卵母细胞孤雌激活方法有电脉冲法和离

子霉素联合 62DM A P 法[1 ]。最近有研究报道, 大

鼠[2 ]、小鼠[3 ]、猪[4 ]、马[5 ]和人[6 ]的精子提取物对卵母

细胞具有孤雌激活作用, 但有关绵羊精子提取物对

绵羊卵母细胞的孤雌激活尚未见报道。本试验用绵

羊精子提取物注射绵羊卵母细胞, 研究其对卵母细

胞的孤雌激活作用及其最佳注射剂量, 并比较了绵

羊精子提取物与离子霉素联合 62DM A P 法的孤雌

激活效果, 以期为进一步研究精子提取物对卵母细

胞的孤雌激活作用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　绵羊精液及卵巢　绵羊精液采自陕西杨凌

科元公司道赛特种公羊; 卵巢采自陕西省西安市屠

宰场, 将陕北土种绵羊屠宰后快速采集其双侧卵巢,

然后置于 20～ 30 ℃的保温瓶中 (含 0. 32 m gömL 硫

酸庆大霉素的生理盐水) , 在 4～ 5 h 内运回实验室。

1. 1. 2　试　剂　卵母细胞成熟液和胚胎培养液等

所用的化学试剂除特别指明外, 均为 Sigm a 公司产

品; PM SF 和L eupep t in 为美国Am resco 公司产品;

Cen tricon230 为美国Am icon 公司生产。

1. 2　精子提取物的制备

将采集的新鲜精液加入无 Ca2+ 、M g2+ 的 PBS

(D PBS- )中, 于 5 000×g 离心 10 m in, 弃上清液, 用

D PBS- 重悬后重复离心 3 次, 得到的沉淀物用 EB

缓冲液 (含 120 mmoL öL KC l, 20 mmoL öL H epes,

200 moL öL ED TA , 300 mmoL öL PM SF, 10

mmoL öL L eupep t in, pH 7. 3) 稀释至精子密度为

1×109ömL , 分装于冻存管中, 直接投放到液氮中,

间隔 1 h, 室温解冻, 反复冻融 3 次。得到的裂解产物

于 4 ℃、16 000×g 离心 15 m in, EB 缓冲液稀释后

再次于 16 000×g 离心 10 m in, 最后将上清液用超

滤膜 Cen tricon230 浓缩, 使其终蛋白浓度为 5～ 6

m gömL , 制备成含精子提取物的 EB 缓冲液 ( IE

液) , 分装后投入液氮中冷冻保存, 显微注射前室温

解冻待用。

1. 3　绵羊卵泡卵母细胞的采集及体外成熟

绵羊卵巢用灭菌的生理盐水洗涤 2～ 3 次, 用手

术刀片切开卵巢表面大小 1～ 5 mm 的卵泡。切剖完

成后, 将切剖液置于体视显微镜下, 收集培养皿中胞
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质均匀、卵丘细胞包裹完整的卵丘- 卵母细胞复合

体 (COC s) , 将其用平衡 2 h 以上的卵母细胞成熟培

养液冲洗 2 次后进行成熟培养, 培养条件为 38. 5

℃、体积分数 5 % CO 2 和饱和湿度。将COC s 体外

成熟培养 24 h 后, 在体视显微镜下观察并挑选排出

第一极体的成熟卵母细胞分组备用。成熟培养液配

方 为: TCM 199 + 10 mmo löL H epes + 0. 38

mmo löL 丙酮酸钠 + 25 mmo löL 谷氨酰胺 + 1

ΛgömL 17Β2雌二醇 (17Β2E 2) + 5 ΛgömL FSH + 1. 0

IU ömL L H + 体积分数 10% 发情牛血清 (OCS) + 50

U ömL 庆大霉素。

1. 4　试验设计

1. 4. 1　绵羊精子提取物对卵母细胞的孤雌激活效

果　将成熟卵母细胞随机分成 3 组: É 组每细胞注

射 5～ 7 pL 不含 PM SF 和 L eupep t in 的 EB 缓冲

液; Ê 组每细胞注射 5～ 7 pL 含精子提取物的 EB

缓冲液; Ë 组为对照组, 每细胞注射 5～ 7 pL EB 缓

冲液。将处理的卵母细胞进行体外培养, 48 h 后统

计卵裂率, 第 8 天检查囊胚发育率, 并对胚胎进行形

态学检查。

1. 4. 2　绵羊精子提取物最佳注射剂量的确定　取

成熟卵母细胞随机分成 3 组: É 组每细胞注射 2～ 4

pL 的 IE 液; Ê 组每细胞注射 8～ 10 pL 的 IE 液; Ë
组为对照组, 每细胞注射 2～ 4 pL 的EB 缓冲液。将

处理的卵母细胞进行体外培养、观察, 并统计卵母细

胞的卵裂率和囊胚发育率, 比较不同剂量绵羊精子

提取物对卵母细胞的孤雌激活效果, 以筛选出精子

提取物的最佳注射剂量。

1. 4. 3　精子提取物与离子霉素联合 62DM A P 法对

卵母细胞孤雌激活效果的比较　取成熟卵母细胞随

机分成 2 组: É 组用离子霉素联合 62DM A P 法对卵

母细胞进行孤雌激活, 基本操作步骤为: 将卵母细胞

先在含 5 Λmo löL 离子霉素的 SoFaa 中处理 5 m in,

然后在含 2 mmo löL 62DM A P 的 SoFaa 中培养 4 h,

用培养液冲洗 3 次后进行体外培养; Ê 组用精子提

取物对卵母细胞进行孤雌激活, 方法为显微注射法。

将处理的卵母细胞进行体外培养、观察, 统计卵裂率

和囊胚发育率。

1. 5　精子提取物的显微注射

在显微操作仪上用外径为 120 Λm 的固定管固

定卵母细胞, 然后用外径为 7 Λm、内径为 5 Λm 的注

射针吸取精子提取物, 穿过透明带进入卵母细胞胞

质内, 然后缓慢将液体注入胞质内, 轻轻退出注射

针。将注射过绵羊精子提取物的卵母细胞置于 So2
Faa 微滴中与卵丘细胞培养, 培养条件为 38. 5 ℃、

体积分数 5 % CO 2 和饱和湿度。卵母细胞孤雌激活

的判断标准为: 注射精子提取物 5～ 7 h 后卵母细胞

排出第二极体, 并形成原核, 即卵母细胞被激活。

1. 6　统计分析

所有试验均重复 5 次, 试验数据用 ς2 进行显著

性差异分析。

2　结果与分析

2. 1　绵羊精子提取物对卵母细胞的孤雌激活效果

　　由表 1 可知, Ê 组的卵裂率和囊胚发育率均极

显著高于É 组和Ë 组 (P < 0. 01)。É 组和Ë 组在注

射激活 12 h 后出现少数卵裂, 但均未形成囊胚。形

态学检查结果显示, 注射精子提取物激活卵母细胞

后, 卵母细胞分别发育至桑椹胚 (图 1) 和扩张囊胚

(图 2) , 且桑椹胚和扩张囊胚的发育均正常。以上结

果表明, 绵羊精子提取物能够有效地激活卵母细胞。

表 1　绵羊精子提取物对卵母细胞的孤雌激活效果

T able 1　A nalysis of the effect of sheep sperm extract on oocytes parthenogenetic activation

分组
Group

卵母细胞数
N o. oocytes

卵裂率ö%
C leavage rate

囊胚发育率ö%
B lastocysts rate

É 50 0. 08 a (4ö50) 0 a (0ö50)

Ê 84 52. 38 b (44ö84) 21. 43 b (18ö84)

Ë 50 0. 06 a (3ö50) 0 a (0ö50)

　　注: 同列数据后标注不同小写字母者表示差异极显著 (P < 0. 01) , 下表同。

N o te: V alues w ith differen t superscrip ts w ith in sam e co lum ns differ sign ifican tly (P < 0. 01) , the sam e as below tab les.

2. 2　绵羊精子提取物的最佳注射剂量

由表 2 可知, É 组的卵裂率极显著高于Ê 组和

Ë 组 (P < 0. 01) ; I 组的囊胚发育率高于Ê 组, 但差

异不显著; Ë 组的卵裂率极低, 表明不含精子提取物

的 EB 缓冲液不能激活卵母细胞, 虽然有部分发生

卵裂, 但这可能是由于操作过程中的机械刺激激活

了小部分卵母细胞所致。以上结果表明, 最佳注射剂

量为每细胞注入 2～ 4 pL 5～ 6 m gömL 精子提取

物。
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图 1　精子提取物注射后卵母细胞

发育至桑椹胚 (×200)

F ig. 1　Oocytesπdevelopm ent to mo ru la after

in ject ion of sperm extract

图 2　精子提取物注射后卵母细胞

发育至扩张囊胚 (×100)

F ig. 2　Oocytesπdevelopm ent to ex tend b lastu la

after in ject ion of sperm extract

表 2　不同剂量绵羊精子提取物对卵母细胞的孤雌激活效果

T able 2　Effect of differen t do ses of sheep sperm extract on parthenogenetic activation of oocytes

分组
Group

注射液种类
In jection type

注射剂量ö
(pL ·细胞- 1)
In jection do se

卵母细胞数
N o. oocytes

卵裂率ö%
C leavage rate

囊胚发育率ö%
B lastocysts rate

É IE 2～ 4 89 74. 16 a (66ö89) 34. 83 a (31ö89)

Ê IE 8～ 10 78 35. 90 b (28ö78) 16. 66 a (13ö78)

Ë EB 2～ 4 40 0. 05 c (2ö40) 0 b (0ö40)

2. 3　精子提取物与离子霉素联合 62DM A P 法对卵

母细胞孤雌激活效果的比较

由表 3 可知, Ê 组的卵裂率和囊胚发育率略高

于É 组, 但两者之间差异不显著 (P > 0. 05)。说明精

子提取物的孤雌激活效果与离子霉素联合62DM A P

法的孤雌激活效果相当。

表 3　精子提取物与离子霉素联合 62DM A P 法

对卵母细胞孤雌激活效果的比较

T able 3　Effect of activation by Ionom ycin+ 62DM A P

o r sperm extract on parthenogenetic developm ent

组别
Group

卵母细胞数
N o. oocytes

卵裂率ö%
C leavage

rate

囊胚发育率ö%
B lastocysts

rate

É 60 60. 01a (36ö60) 30. 03a (18ö60)

Ê 89 74. 16a (66ö89) 34. 83a (31ö89)

3　讨　论

在正常受精过程中, 精子起着引入父方基因和

协同起动发育的作用。随着对受精机制的深入研究,

科学家们提出精子因子假说来解释精子如何在受精

时引起卵母细胞内 Ca2+ 释放, 进而激活卵母细

胞[729 ]。该假说认为, 精子与卵母细胞融合后精子因

子被释放并扩散到卵胞质内, 经过适当的信号通路

使卵母细胞内Ca2+ 释放并引起游离Ca2+ 波动。D ale

等[10 ]的研究表明, 向未受精的海胆卵母细胞内注入

海胆精子的胞质提取物可起动卵裂。Stice 等[11 ]将兔

精子提取物注入兔和小鼠的卵母细胞内, 结果观察

到原核形成并发生卵裂。有研究表明, 向大鼠[2 ]、小

鼠[3 ]、猪[4 ]和人[6 ]的卵母细胞内注入同物种精子提

取物均可引起Ca2+ 波动。Cho i 等[5 ]用不同剂量的马

精子提取物注入马的卵母细胞获得 24%～ 51% 的

卵裂率。Yam amo to 等[12 ]在蝾螈上做同类试验获得

100% (18ö18)的卵裂率。Jones 等[13 ]在研究海胆精

子提取物的孤雌激活机理时发现, Ca2+ 释放与精子

提取物中磷脂酶C (Pho spho lipase C, PL C) 的活性

有关。Sw ann 等[14 ]发现一种新的磷酯酶C 亚型蛋白

PL CΦ, 并对其作了纯化, 将该基因的 cDNA 在卵母

细胞中表达可起动Ca2+ 波动, 产生卵裂甚至能发育

至囊胚, 推测精子提取物中的 PL CΦ使卵母细胞内

的 P IP 2 水解产生 In sp 3, 使卵母细胞内Ca2+ 释放并

引起Ca2+ 振动, 激活卵母细胞。Suanders 等[15 ]用小
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鼠精子提取物激活小鼠卵母细胞时也发现Ca2+ 波

动。Kno tt 等[16 ]在牛卵母细胞内分别注入 2～ 4 pL

1, 5 和 15 m gömL 猪精子提取物, 牛卵母细胞的原

核形成率分别为 30% , 82% 和 40% , 其中 5 m gömL

的猪精子提取物的孤雌激活效果最佳。本试验采用

绵羊精子提取物注入绵羊卵母细胞, 可以有效激活

卵母细胞, 使其产生卵裂并发育至囊胚, 证实了精子

提取物对卵母细胞有激活作用。本研究结果表明, 精

子提取物浓度为 5～ 6 m gömL , 每细胞注射 2～ 4 pL

精子提取物时, 卵裂率和囊胚发育率分别为74. 16%

和 34. 83% ; 每细胞注射 8～ 10 pL 精子提取物时,

卵 裂率和囊胚发育率均明显下降 ( 35. 90% 和

16. 66% ) , 可能因为胞质内注射的精子蛋白过多, 类

似于多精子受精使卵母细胞发育受阻, 导致大部分

胚胎发育停止所致, 至于注射过多精子蛋白使卵母

细胞发育受阻的机制尚需进一步探讨。

在本试验中, 精子提取物对卵母细胞的孤雌激

活效果与离子霉素联合 62DM A P 法的孤雌激活效

果差异不显著, 用两种方法激活卵母细胞均可以获

得桑椹胚和扩张囊胚。由此可知, 精子提取物将很有

可能成为卵母细胞孤雌激活和重构胚激活的一种新

的有效物质, 这为探索其激活机制以及对核移植胚

的后继发育调控提供了新的方法。
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Stud ies on p ropert ies of Saanen goa t co lo st rum s

YANG X iao-yu1,W U D ong-dong1,YANG Hua2, CHEN J in -p ing1, ZHANG Fu-x in 1

(1 D ep artm en t of F ood E ng inneering , S haanx i N orm al U niversity , X iπan, S haanx i 710062, Ch ina;

2 D ep artm en t of A g ronomy , Y ang ling V oca tiona l T echn ica l Colleg e, Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is paper studied the physicl2chem ical p ropert ies and the thermo stab ility of Saanen goat

co lo st rum in differen t lacta t ion periods. T he resu lts show ed that the den sity, d ip ter and acid ity w ere h igher

than tho se of common m ilk, bu t pH value w as low er than that of m atu re m ilk, the con ten ts of every indexes

w ere mo re clo se to tho se of m atu re m ilk w ith the p ro long of lacta t ion;W hen bo iled, Saanen goat co lo st rum s

coagu la ted befo re 48 h of lacta t ion, bu t after 48 h of lacta t ion, w hen bo iled, Saanen goat co lo st rum s didnπt

coagu la ted; T he sho rter the lacta t ion period w as, the poo rer the thermo stab ility w as.

Key words: Saanen goat; co lo st rum ; physicl and chem ical p ropert ies; thermo stab ility
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A pp lica t ion of sheep sperm ex tract cy to so lic in ject ion

in oocytes parthenogenet ic act iva t ion

SA IW u- j iafu1, 2, ZHANG L i1, 3, PENG X in -rong1, GUO Zh i- l in 1,

YANG L i1,L I X iang-chen 1, HE Kuan - jun1, AN Zh i-x ing1, ZHANG Y ong1

(1 Institu te of B io2E ng ineering , 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;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , X inj iang S h ihez h i U niversity , X inj iang , S h ihez h i 832003, Ch ina;

3 Inner M ong olia L ivestock Imp rovem en t S ta tion, H uhhot, Inner M ong olia 010011, Ch ina)

Abstract: It w as studied that sheep oocytes w ere parthenogenet ic act iva ted by cyto so lic in ject ion of

sheep sperm ex tract. A ct ivat ion effect of d ifferen t in ject ion do ses of sheep sperm ex tract w ere compared to

find a feasib le in ject ion do se. A t the sam e t im e act iva t ion effect by Ionom ycin and 62DM A P w as compared

w ith cyto so lic in ject ion of sheep sperm ex tract. T he resu lt show ed that oocytes cou ld be parthenogenet icly

act iva ted by cyto so lic in ject ion of sheep sperm ex tract, and the best feasib le in ject ion do se w as 2- 4 pL fo r

every oocyte w hen its concen tra t ion w as 5- 6 m gömL. T here w as no dist inct d ifference on act iva t ion effect

betw een sheep sperm ex tract act iva t ion group and Ion act iva t ion group.

Key words: sheep; sperm ex tract; oocyte; parthenogenet ic act iva t ion; m icro in ject ion
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