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［摘　要］　【目的】探讨猪卵母细胞体外胚胎生产的最佳激活条件。【方法】以不同电场强度（１００，１５０，２００，２５０

Ｖ／ｍｍ）、脉冲时间（２，３０，４０，６０，８０μｓ）、电脉冲次数（１，２，３次）的电激活方法及电激活（电场强度为２００Ｖ／ｍｍ，脉冲

时间为６０μｓ，激活次数为１次）联合化学处理（ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ、ＮＣＳＵ２３＋６ＤＭＡＰ和 ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ＋

６ＤＭＡＰ）方法对猪卵母细胞进行激活，研究不同激活方法对猪卵母细胞孤雌活化的影响。【结果】电激活猪卵母细

胞时，在２００Ｖ／ｍｍ、６０μｓ、１次激活的条件下其卵裂率和囊胚率均最高。电激活联合 ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ、ＮＣＳＵ２３＋

６ＤＭＡＰ、ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ＋６ＤＭＡＰ化学处理时，在孤雌激活后期的卵裂率分别为６９．１７％，８２．３１％和７９．６７％，囊

胚率分别为２４．１７％，３９．４６％和３９．８４％，在统计学上各处理间无显著差异。【结论】猪卵母细胞孤雌激活的最佳条

件，是在电场强度为２００Ｖ／ｍｍ，脉冲时间为６０μｓ，激活次数为１次的电激活后，联合ＮＣＳＵ２３＋６ＤＭＡＰ处理４ｈ，

再移入胚胎培养液ＮＣＳＵ２３＋４ｇ／ＬＢＳＡ中继续孵育（４０±４）ｈ。
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　　卵母细胞孤雌激活是胚胎工程和发育生物学的

重要组成部分，是胚胎体外生产的上游环节［１２］，其

激活条件的优化，对后期的结果在很大程度上具有

决定作用［３］。从目前应用情况看，电脉冲刺激是应

用最为广泛的卵母细胞激活方法［４］，其对小鼠、牛

等动物的卵母细胞具有较高的激活效率［５６］，但是关

于应用直流电脉冲联合化学处理激活猪卵母细胞的

研究，目前尚处于起始阶段，激活效率也不高。采用

单纯电脉冲激活的卵母细胞孤雌发育胚胎，大部分

为单倍体［７］，但其囊胚发育率很低。为了提高卵母

细胞孤雌发育率，常将电脉冲激活与６ＤＭＡＰ和

ＣＨＸ等化学物质联合使用
［８］，但由于６ＤＭＡＰ和

ＣＨＸ具有抑制卵母细胞第二极体排出的作用，导致

孤雌发育的胚胎多为二倍体［９］，并且在一定场强范

围内，随着场强的增加，激活卵母细胞的分裂率也相

应增加，但电场强度过高则会导致卵母细胞裂解率

的相应增多［１０］。作为Ｃａ２＋载体离子酶素的激活效

率很高［１１１２］，但是由于处理时间短，往往在试验中

同时要进行其他试验，很难保证离子酶素处理时间

的准确性［１３］。另外，孤雌激活还与卵龄［１３］、核供体

细胞周期［１４］及去核、移核和融合［１５１６］之间有较为紧

密的联系，因此使孤雌激活条件的准确确定变得较

为困难。而一个优化的卵母细胞激活方案或许能够

增强重构胚胎更好或完全地基因重组，进而提高克

隆猪的成功率。因此，最适合的激活方法的研究，一

直受到有关研究工作者的重视。本试验研究了不同

电刺激参数及电激活联合化学刺激方法对猪成熟卵

母细胞孤雌活化效果的影响，旨在筛选出猪卵母细

胞体外胚胎生产的最佳激活条件，为猪核移植技术

的完善和转基因猪的生产奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试剂及培养液

１．１．１　试　剂　山梨醇、ＤＭＥＭ 和 ＢＳＡ，购自

Ｇｉｂｃｏ公司；生理盐水，购自浙江医药股份有限公司

新昌制药厂；其余试剂除特殊说明外均购自Ｓｉｇｍａ

公司。

１．１．２　ＮＣＳＵ２３基础培养液　先取３００ｍＬＭｉｌｌｉ

Ｑ水，再按顺序加入３．１７８ｇＮａＣｌ，１．０５３ｇＮａＨ

ＣＯ３，０．１７８ｇＫＣ１，０．０８１ｇＫＨ２ＰＯ４，０．１４７ｇ

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．１２５ｇＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，０．５００ｇ

ＤＧｌｕｃｏｓｅ，０．０７３ｇＧｌｕｔａｍｉｎｅ，０．４３８ｇＴａｕｒｉｎｅ，

０．２７３ｇＨｙｐｏｔａｕｒｉｎｅ，０．０３３ｇＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎ和０．０２５ｇ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ混匀。调ｐＨ为７．２～７．４后用 Ｍｉｌｌｉ

Ｑ Ｈ２Ｏ 定容至５００ ｍＬ，使渗透压为 ２９５～３１０

ｍＯｓｍ，用作卵母细胞体外成熟的基础培养基或者

胚胎培养基。０．２２μｍ滤器过滤分装，于４℃保存，

２～３周内用完。

１．１．３　ＮＣＳＵ２３ 成熟培养液 　ＮＣＳＵ２３（无

ＢＳＡ）＋０．１ｇ／ｍＬＰＦＦ＋１０ＩＵ／ｍＬｈＣＧ＋１０

ＩＵ／ｍＬＰＭＳＧ＋０．１ｍｇ／ｍＬＬ半胱氨酸＋０．０５

ｍｇ／ｍＬ谷氨酰胺＋０．１ｍｇ／ｍＬ 亚牛磺酸＋１０

ｎｇ／ｍＬＥＧＦ。

１．２　卵母细胞的采集和体外成熟培养

从上海市长宁区屠宰场采集刚屠宰母猪的卵

巢，放入３０～３５℃的生理盐水（含双抗）中，２ｈ内运

回实验室。用２０ｍＬ无菌注射器抽吸卵巢上３～６

ｍｍ的卵泡，将抽取液放于离心管中，３７℃水浴静

置１５ｍｉｎ。重悬后弃上清，加入ＴＬＨＥＰＥＳ冲洗、

重悬沉淀，再静置。在体视显微镜下，挑选卵丘包裹

３层以上、致密且胞质均匀的卵丘卵母细胞复合体

（ＣＯＣｓ），移入四孔培养板成熟培养液滴（在培养箱

中平衡４ｈ以上）内，用胚胎级矿物油覆盖；将ＣＯＣｓ

在ＮＣＳＵ２３成熟培养液中培养（４０±４）ｈ。

１．３　卵母细胞的孤雌激活

１．３．１　电激活　在卵母细胞成熟３６～４８ｈ并已脱

去卵丘细胞后，选取卵周隙明显、卵细胞膜完整且排

出第一极体的卵母细胞，用３９℃预温的激活液（山

梨醇）洗涤３遍，并在激活液中平衡２０ｓ，将平衡好

的卵母细胞转移到已经铺满激活液的融合槽中（融

合槽电极宽度１ｍｍ），设置不同电融合参数：电场

强度分别为１００，１５０，２００和２５０Ｖ／ｍｍ，脉冲时间

分别为２０，３０，４０，６０和８０μｓ，激活次数分别为１，２

和３次；进行电刺激。电刺激１ｍｉｎ之后，将卵母细

胞用 ＮＣＳＵ２３＋４ｇ／ＬＢＳＡ＋２．０ ｍｍｏｌ／Ｌ６

ＤＭＡＰ溶液洗涤３～５遍，然后将卵母细胞转移到

石蜡油覆盖，并预先在ＣＯ２ 培养箱平衡至少４ｈ以上

的ＮＣＳＵ２３＋４ｇ／ＬＢＳＡ＋６ＤＭＡＰ液滴内，３９℃、

体积分数５％ＣＯ２ 饱和湿度下培养２４ｈ。统计卵母

细胞的卵裂率和囊胚率，试验重复３次，取平均值。

１．３．２　电激活联合化学处理　为了研究电激活后

不同化学试剂处理对卵母细胞孤雌发育的影响，本

研究在电激活参数为２００Ｖ／ｍｍ、６０μｓ、激活１次的

条件下，电激活 ＭⅡ卵母细胞，然后将 ＭⅡ卵母细

胞分 别放 入含有 ＣＨＸ、６ＤＭＡＰ 和 ＣＨＸ＋６

ＤＭＡＰ的ＮＣＳＵ２３胚胎培养液中培养４ｈ，再移入

ＮＣＳＵ２３胚胎培养液中培养（２０±２）ｈ，统计卵母

细胞卵裂率和囊胚率，试验重复３次，取平均值。同
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时设ＮＣＳＵ２３培养液对照组。

１．４　孤雌激活胚胎的培养

取激活处理的卵母细胞在 ＮＣＳＵ２３＋４ｇ／Ｌ

ＢＳＡ中洗涤３遍，转到石蜡油覆盖并预先在ＣＯ２ 培

养箱中平衡至少４ｈ的ＮＣＳＵ２３＋４ｇ／ＬＢＳＡ液滴

内（液滴大小为５０μＬ，每个液滴中放１０～１５个卵），

于３９℃，体积分数５％ＣＯ２中饱和湿度培养，分别在

培养的２４和１６８ｈ观察记录卵裂率和囊胚率。

１．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色计数

采用１０μｇ／ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色压片，在荧

光显微镜下观察囊胚细胞并计数。

１．６　数据统计分析

试验数据采用ＳＰＳＳ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１１．０）进行χ
２ 检

验。

２　结果与分析

２．１　不同电激活方法对猪卵母细胞孤雌激活效果

的影响

对电场强度、脉冲时间、激活次数３个因素，按

不同水平进行交叉激活效果研究，共得到２２种结

果，其中具有代表性的１０种结果如表１所示。由表

１可见，在相同脉冲时间和激活次数（脉冲时间为３０

μｓ，激活次数为１次）的条件下，电场强度为２００

Ｖ／ｍｍ 时猪卵母细胞的卵裂率、囊胚率最高；电场

强度为２５０Ｖ／ｍｍ时卵母细胞死亡率明显增加，卵

裂率和囊胚率下降；电场强度为１００Ｖ／ｍｍ时卵裂

率和囊胚率最低。在电场强度和激活次数相同（电

场强度为２００Ｖ／ｍｍ，激活次数为１次）的条件下，

脉冲时间为４０和６０μｓ时的卵裂率、囊胚率高于２０

和８０μｓ。在电场强度为２００Ｖ／ｍｍ，脉冲时间为６０

μｓ的条件下，脉冲次数为１和２次时的卵裂率和囊

胚率均明显高于３次激活，但１和２次激活间无明

显差异，且激活２次时的死卵率达４．９０％。

２．２　电激活联合化学处理对猪卵母细胞孤雌激活

效率的影响

不同激活方法联合化学处理对猪卵母细胞激活

效果的影响很大，在电场强度为２００Ｖ／ｍｍ、脉冲时

间为６０μｓ、激活次数为１次的电激活条件下，将激活

后的ＭⅡ卵母细胞放入含有ＣＨＸ、６ＤＭＡＰ和ＣＨＸ

＋６ＤＭＡＰ的ＮＣＳＵ２３胚胎培养液中培养４ｈ，然后

再放入ＮＣＳＵ２３胚胎培养液中培养，并以激活后直

接放入ＮＣＳＵ２３液的 ＭⅡ卵母细胞为对照，统计

结果（表２）表明，电激活＋６ＤＭＡＰ和电激活＋

ＣＨＸ＋６ＤＭＡＰ处理的卵裂率和囊胚率分别为

８２．３１％，７９．６７％和３９．４６％，３９．８４％，均明显高于

其他两组，但二者之间卵裂率和囊胚率的差异不显

著。

表１　不同电激活参数对猪卵母细胞孤雌激活的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌｓｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＰＡＥｓ

激活参数Ｅｌｅｃｔｒｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒ

电场强度／
（Ｖ·ｍｍ－１）

Ｐｕｌｓｅｓｔｒｅｎｇｔｈ

脉冲时间／μｓ
Ｐｕｓｌｅｔｉｍｅ

激活次数

Ｐｕｌｓｅｎｕｍｂｅｒ

ＭⅡ卵母细胞个数

Ｏｏｃｙｔｅｓ

死卵率／％
Ｒａｔｅｏｆｄｅａｄｏｏｃｙｔｅｓ

卵裂胚率／％
Ｒａｔｅｏｆｃｌｅａｖａｇｅ

囊胚率／％
Ｒａｔｅｏｆｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

１００ ３０ １ ８６ ０ １５．１７（１３／８６）ａ ２．３２（２／８６）ａ

１５０ ３０ １ ９７ ０ ３７．１１（３６／９７）ｂ ７．２２（７／９７）ａｂ

２００ ３０ １ １１２ ２．６８（３／１１２） ６０．７１（６８／１１２）ｃ １６．９６（１９／１１２）ｃ

２５０ ３０ １ １０６ １６．０４（１７／１０６） ５２．８３（５６／１０６）ｃ １３．２１（１４／１０６）ｂｃ

２００ ２０ １ １１３ ０ ４３．３６（４９／１１３）ａ １０．６２（１２／１１３）ａ

２００ ４０ １ １０９ １．８３（２／１０９） ６３．３（６９／１０９）ｂ １８．３５（２０／１０９）ａｂ

２００ ６０ １ １１８ ０ ６６．９５（７９／１１８）ｂ ２１．１９（２５／１１８）ｂ

２００ ８０ １ １１５ ７．８３（９／１１５） ６２．６（７２／１１５）ｂ １５．６５（１８／１１５）ａｂ

２００ ６０ ２ １０２ ４．９０（５／１０２） ６８．６３（７０／１０２）ｂ ２１．５６（２２／１０２）ａ

２００ ６０ ３ １１６ １２．９３（１５／１１６） ５０（５８／１１６）ａ １０．３４（１２／１１６）ｂ

　　注：同列数据后标不同小写字母者表示差异显著（犘＜０．０５）。下表同。

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｉｓｔｈｅｓａｍｅ．

表２　电激活后不同化学处理对卵母细胞激活的影响

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｈｅｍｉｃａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＰＡＥｓ

化学试剂

Ｃｈｅｍｉｃａｌ

ＭⅡ卵母细胞个数

Ｏｏｃｙｔｅ

卵裂胚率／％
Ｒａｔｅｏｆｃｌｅａｖａｇｅ

囊胚率／％
Ｒａｔｅｏｆｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ １２０ ６９．１７（８３／１２０）ａ ２４．１７（２９／１２０）ａ

ＮＣＳＵ２３＋６ＤＭＡＰ １４７ ８２．３１（１２１／１４７）ｂ ３９．４６（５８／１４７）ｂ

ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ＋６ＤＭＡＰ １２３ ７９．６７（９８／１２３）ｂ ３９．８４（４９／１２３）ｂ

ＮＣＳＵ２３ １３２ ６６．６７（８８／１３２）ａ １８．９４（２５／１３２）ａ
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３　讨论与结论

电激活效果会因电场强度、脉冲时间、脉冲次数

等的不同而不同。本试验中发现，在电场强度不同

而脉冲次数和脉冲时间相同的情况下，电场强度过

低卵母细胞激活率也很低，在电场强度升高的过程

中，卵母细胞的卵裂率和囊胚率随之增加，但当电场

强度超过一定限度后，卵裂率和囊胚率下降，卵母细

胞的死亡率明显升高，２００Ｖ／ｍｍ是卵母细胞激活

时较为合适的电场强度。而有关１次和多次激活对

激活效果的影响以及多次脉冲间的最佳间隔时间的

确定，还有待做进一步探讨。

本试验结果显示，采用电激活＋ＮＣＳＵ２３＋

６ＤＭＡＰ和电激活＋ＮＣＳＵ２３＋ＣＨＸ＋６ＤＭＡＰ

组合激活猪卵母细胞，可获得较高的卵裂率和囊胚

率，分别为８２．３１％，３９．４６％和７９．６７％，３９．８４％，

显著高于其他２组。其原因可能是因为电激活只是

部分地激活卵母细胞，因此要与蛋白合成抑制剂联

合使用才能达到更为理想的激活效果，６ＤＭＡＰ或

ＣＨＸ等均是常用的蛋白合成抑制剂，其中６ＤＭＡＰ

是蛋白质磷酸化抑制剂，其通过诱导 Ｃｍｏｓ 和

ＭＡＰＫ的去磷酸化而抑制 ＭＰＦ的合成，并促进核

膜的重建［１７］；而ＣＨＸ可以抑制 ＭＰＦ亚基ｃｙｃｌｉｎＢ

的合成。这两种物质作用缓慢，且主要抑制 ＭＰＦ

的生成，对已有的 ＭＰＦ作用较小，所以单独使用时

并不能激活猪卵母细胞，这与Ｓｕｓｋｏ
［１８］对牛卵孤雌

激活的研究结果一致。而当电击激活和化学激活联

合使用时，若先用电击激活降低 ＭＰＦ的水平，再用

６ＤＭＡＰ和ＣＨＸ维持这个低水平，就能更加有效

地激活卵母细胞．

本研究确立的猪卵母细胞孤雌激活的最佳体系

为：体外成熟４４ｈ的成熟卵母细胞，以山梨醇为激

活液，在电场强度为２００Ｖ／ｍｍ，脉冲时间为６０μｓ，

激活次数为１次的条件下电激活后，联合ＮＣＳＵ２３

＋６ＤＭＡＰ处理４ｈ，再移入胚胎培养液 ＮＣＳＵ２３

＋４ｇ／ＬＢＳＡ中继续孵育（４０±４）ｈ。
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