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牛卵母细胞电激活参数的研究 

张美佳 
西北农业大学发育生物学研究室，陕西扬陵 71~100) 

摘 要 分析丁影响牛体外成熟卵母细胞电激活的主要参数，初步建立了电激活的实验 

程序．结果表明，卵母细胞激活率随着卵由孥的延长、电场强度的增l加以及电脉冲次数的增多而 

升高，含Ca抖、Mg抖离子的电澈液显著高于非电解质液。以0 3mol／L甘露醇+l00~mo|／L 

CaCI z+100 amol／L MgC1 为电澈藏，施加1．6 kV／cm、160 s，3次电脉冲间隔15 min，激活 

率、卵裂率、囊胚发育率分别为86．0 ，86．5 及48 9 ． 
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休止于第二次减数分裂中期(M I)的卵母细胞可以通过多种物理化学因素，如温度、 

电刺激、渗透压、酶，钙离子载体 A 等激活“ 。其中电激活是影响哺乳动物胚胎细胞核 

移植成功率的关键技术环节。前人曾报道了电压、脉冲持续时间及不同液体对小鼠卵母细 

胞电活化效果的影响“ ；Collas等研究了场强、卵龄、脉冲次数和电场形状对小鼠卵母细 

胞电活化的影响“ ；国内也有关于卵龄、场强、脉冲宽度及脉冲次数对小鼠和家兔卵母细 

胞电激活及孤雌发育影响的报道 目前，有关牛卵母细胞电激活的报道较少。本研究拟 

对影响牛体外成熟卵母细胞电刺激孤雌激活诸因素于以研究，为牛核移植成功率的提高 

提供详实的实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

从西安屠宰场取回牛卵巢，吸取直径为2～6 mm 卵泡卵母细胞并进行常规的体外成 

熟培养“]。成熟培养液采用含体积份数为lO 发情牛血清(OCS)和25 mmol／L HEPES的 

TCM-199培养液(GIBCO)，激活卵体外培养液为体积分数lO 犊牛血清(NCS)的 TCM一 

199液，透明质酸酶(SIGMA)。CE一450型电融合仪(由中科院发育生物学研究所制造)；电 

刺激室(自制)，由两块0．4 mDI×2．0 minx 30．0 mm的铜片牯于载玻片上构成，间距为0． 

5 mm；c0 培养箱为 日本产。激活液采用含或不含100~．mol／L CaCI2+100~mol／L MgC| 

的0．3 mol／L甘露醇液。细胞松驰素B(CB，SIGMA)。 

1．2 方法 

卵母细胞处理 将培养2O，22，24和26 h的卵母细胞，分别以含2 g／L透明质酸酶的 

TCM一199液处理5～7 rain，结合微玻管吹吸的机械作用，去除卵丘细胞，观察成熟情况。 

并将成熟的卵母细H自随机分为两组用于电激活试验。 
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电刺激处理 将成熟卵母细胞置于两电极之间的电激活液中，平衡2 min，以不同条 

件的电脉冲进行电激活，多次脉冲试验组，脉冲间隔为15 min．电刺激后的卵母细胞放入 

培养液中，盖上石蜡油，体积分数5 CO：、饱和湿度、38．5℃进行微滴培养。 

活化鞋查 培养8 h后，用光学显微镜(倒置)检查卵母细胞活化情况。只有出现1原 

核l极体(1PN，1PB)，1原核2极体(1PN，2PB)，2原核l极体(2PN，1PB)或卵裂的卵母细胞 

判断为激活。进而统计体外发育的卵裂率及囊胚发育率。 

统计分析，试验结果用￡检验进行差异显著性检验。 

2 结 果 
l 

2．1 卵母细胞培养时龄(卵龄)对激活的影响 

表1 不同卵龄卵母细胞电激活效果 

从表1中可以看出，随着卵龄的增加，在同等条件下，卵母细胞激活率随之升高。 

2，2 电场强度对卵母细胞激活及孤雌发育的影响 

在试验卵卵龄26 h，脉冲宽度160 us，3次脉冲，间隔15 min，融合液为含Ca ，Mg 的 

甘露醇液条件下，研究电场强度对卵母细胞激活及孤雌发育的影响(表2)，结果表明，各组 

间囊胚发育率差异不显著。即电场强度为1．6 kV／cm时，卵母细胞激活率及2～8细胞发 

育率明显高于其他3组。 

表2 电场强度对卵母细胞激活殛孤雌发育的影响 

● 

2．3 电脉冲次数对卵母细胞激活及孤雌发育的影响 

选用场强为1．6 kV／cm，其余条件同2．2，脉冲次数分别为1，2，3次，结果见表3．由表3 

可知：体外培养，各组问差异均不明显。表明3次脉j中卵母细胞激活率最高。 

表3 电脉冲次数对卵母细胞激活殛孤雌发育的影响 
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，2．4 融合液中Ca“、Mg”对卵母细胞激活及孤雌发育的影响 

在其他条件不变(卵龄1．6 kV／cm、160 p．s、3次脉冲间隔1 5 min)，融合液中含及不含 

ca 、Mg“，观察卵母细胞激活及发育(表4)。结果表明，采用含 Ca 、Mg”离子电激活液 

能明显提高卵母细胞激活率和囊胚发育率。 

衰4 Ca’-、M8 对卵母细胞电激活殛孤雌发育的影响 

3 讨 论 

卵龄对卵母细胞电激活的影响 适宜的电激参数是保证卵母细胞激活和孤雌发育的 

先决条件。Web等认为，随着卵龄的延长和卵母细胞质的老化，维持减数分裂阻断的物质 

的降解，其越易被激活 。本研究表明，卵龄为26 h时，激活率为75 ，明显高于2O，22 h． 

ca 对卵母细胞电激活的影响 电脉冲引起膜穿孔导致外界Ca 内流，直接或通过 

激活1 系统诱导细胞内钙库释放 ca 来激活卵母细胞。本试验采用含 ca 一离子电激液 

时的激活率及囊胚发育率明显高于无ca 的电激活液 。即卵母细胞激活依赖于激活液 

内ca 离子。 

电场强度对卵母细胞电激活的影响 Yang等 证宴，随着电刺激强度的增加，卵母 

细胞激活率明显上升。这是由于强的电刺激引起强的Ca 内流，进而引发了更强的激活 

信号。但过度的电脉冲会导致染包体解离，出现核和染色体不正常构建。本研究采用1．6 

kV／cm、1 60 s的电脉冲强度，卵母细胞激活率和卵裂率分别为84 和83．3 ．当场强升 

高到2．0 kV／cm时，激活率、卵裂率有下降的趋势。Collas认为，多次电脉冲引发多次钙离 

子内流，较真实地模仿了精、卵融合激发的卵内ca 的波动，从而导致卵母细胞彻底激 

活。因而增加脉冲次数，其激活率明显升高，并以3次脉冲为最佳。 

卵母细胞质的激活是影响核移植成功率的关键因素之一，建立完善的电激活程序以 

彻底激活卵母细胞质会显著提高核移植成功率。研究结果表明，在本实验室条件下，牛I奉 

外成熟卵母细胞电激活的展适条件为：成熟培养26 h、场强1．6 kV／cm、脉冲宽度160／ts， 

含100 p．molfL Ca”、Mg”离子的0．3 mol／L甘露醇液，3次电脉冲，间隔15 min． 
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Electro—Activation Parameter of Bovine Oocytes 

Wang Xinzhuang Zhang Yong Zhang Meijia 

(Laborat~y DJ De~lop,nent Bidog~v·N ¨tw Agri~~dtNral U．ivers6ty．Yangllng，Shaanxi 712100) 

Abstract In this paper，the factors affecting electrical pulsing activation were ana— 

lyzed，and the experimental procedure for activation was established．The results indi— 

cated that the electro—activation rate became higher with the increase of the oocyte age， 

field strength and pulse times，and also significantly higher in the electrolyte medium 

than that in nonelectrolyte medium．W hen the ooeytes were pulsed in the medium of 0．3 

mol／L mannitol+100~mol／L CaCI2+100~mol／L MgCI 2 with the pulsing parameters： 

duration of 160
．
us，field strength of 1．6 kV／cm，3 pulses at 15 min intervals．the acti— 

vation rate，cleavage rate，developmental rate of blastocyst were 86．O ，86．5 and 

48．9 respectively． 
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