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摘 　要 　探讨了猪卵母细胞电激活后间隔不同时间用化学药物处理对猪卵母细胞孤雌发育的影响。结果表明 : 1)

电激活后间隔 0 ,3 ,4 ,5 和 6 h 再分别用 62二甲基氨基嘌呤 (62Dimethylaminopurine ,62DMAP) 、放线菌酮 (cyclohex2
imide ,CHX)处理 6 h ,各组卵裂率、囊胚细胞数差异不显著 ( P > 0105) ,但在 62DMAP 组中对照组囊胚率极显著高

于其余各组 ( P < 0101) ,在 CHX组中对照组囊胚率极显著高于间隔 5 和 6 h 组 ( P < 0101) ,而其余各组之间差异不

显著 ( P > 0105) ; 2)电激活后间隔 4 h 再分别用 62DMAP ,CHX 和细胞松弛素 B (Cytochalasin B ,CB) + 62DMAP 处

理 6 h ,各组卵裂率差异不显著 ( P > 0105) ,对照组囊胚率极显著高于其余各组 ( P < 0101) ,其余各组囊胚率显著性

均无差异 ( P > 0105) 。对照组中无单倍体囊胚 ,二倍体囊胚为 88124 % ,但 62DMAP ,CHX ,CB + 62DMAP 中产生的

囊胚大部分是单倍体 ,且三者之间无显著性差异 ( P > 0105) 。以上结果说明 ,猪卵母细胞电激活后间隔一段时间再

用 DMAP 和 CHX激活 ,激活作用随时间的延长而减弱 ;猪卵母细胞电激活后 4 h 再用 62DMAP ,CHX ,CB + 62
DMAP 激活 ,产生的囊胚大部分为单倍体 ,该方法适于猪卵母细胞 ICSI 的激活。
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Abstract 　The objective of this s tudy was to determine the effects of chemical treatment after electric activation in dif2
ferent intervals on the p arthenogenetic development of porcine oocyte . Porcine oocytes were cultured in vitro for 0

(control) , 3 , 4 , 5 and 6 h after electrical activation , they were then incubated in 62DMAP/ CHX. There were no signifi2
cant differences ( P > 0105) in the mean numbers of nuclei p er blas tocysts and cleavage rate . But the blas tocysts rate

of the control group with 62DMAP was significantly higher than other groups ( P < 0105) . Blas tocyst rate of the control

group with CHX was higher than the groups with 5 and 6 h intervals , ( P < 0105) . In the p arallel s tudy , there were no

significant differences in the cleavage rates ( P > 0105) , but the blas tocyst rate of the control group was higher than

other groups ( P < 0105) The blas tocysts cultured in control almost were diploids , while most blas tocysts in other

groups were haploids , and there was no significant difference ( P > 0105) . Thes e res ults demonstrate that the activati2
ing effect gradually declines as the interval time gets longer , and most blas tocystes activated by electricity and 62
DMAP , CHX, CB + 62DMAP (with 4 h interval between them) mostly are haploid.
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　　卵母细胞激活对提高卵母细胞胞质内单精子注

射 ( ICSI) 的成功率具有重要作用[1 ,2 ] ,由于激活方

法不同 ,孤雌发育的胚胎细胞可形成单倍体、二倍体

和多倍体[3 ] ,只有形成单倍体才有利于 ICSI 获得正

常二倍体胚胎。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[4 ] ,但其囊胚发育率
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很低。为了提高卵母细胞孤雌发育率 ,常将电脉冲

激活与 CB , 62DMAP 和 CHX 等化学物质联合使

用[5 ,6 ] ,但由于 CB 和 62DMAP 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[4 ,7 ] 。为了避免化学物质处理对第二极体排出

的抑制作用 ,将牛、绵羊的 ICSI 卵在激活后间隔一

段时间 , 待第二极体排出后再采用化学药物处

理[8 ,9 ] ,从而保证 ICSI 获得正常二倍体胚胎。目

前 ,在猪上尚未见有关报道。本研究观察了用此方

法对猪卵母细胞孤雌发育的影响 ,旨在探寻适于猪

卵母细胞 ICSI 的激活方法。

1 　材料与方法

111 　化学试剂

本研究用于卵母细胞成熟、激活以及孤雌胚发

育所涉及的生化试剂除标注外均购自 Sigma 公司。

配制各种液体所用水均为经 MilliQ 过滤的超纯水。

112 　卵母细胞的采集与成熟培养

从刚屠宰的猪体内摘取卵巢 ,保存在 30～35 ℃

生理盐水 (NaCl 分析纯级 ,北京化工厂生产) 中 2 h

内运回实验室备用。卵巢经灭菌生理盐水冲洗 3 次

后 ,用 16 G针头的注射器抽取 d 为 2～8 mm 卵泡

中的卵丘细胞2卵母细胞复合体 ( COCs) ,2 h 内抽

完。抽取液注入 15 mL 尖底离心管 ,并置于 37 ℃水

浴槽中。待 COCs 沉降后 ,用 TL2Hepes + 013 % (质

量分数)牛血清白蛋白 (BSA) (购自罗氏公司) 洗涤

2 次。挑选有数层完整颗粒细胞且胞质均匀的

COCs 用成熟培养液 ,洗涤 3 次后用 d 为 60 mm 塑

料平皿或 4 孔细胞培养板培养 (均为 Nunc 公司生

产) 。平皿培养时 ,每滴 80μL 培养液放入 20～25

个 COCs ,加盖矿物油。用 4 孔培养板培养 ,每孔 50

～70 个 COCs 培养液为 500μL 。成熟培养液用

TCM199 [5 ] (购自 Gibco) 加 10 % (体积分数) 的猪卵

泡液、011 mg·mL - 1半胱氨酸、10 ng·mL - 1表皮生

长因子 ( EGF) 、10 U·mL - 1孕马血清促性腺激素

( PMSG) 、10 U·mL - 1人绒毛膜促性腺激素 ( hCG) 、

01065 mg·mL - 1青霉素、0105 mg·mL - 1链霉素 ,培

养 44～46 h。培养条件为温度 3815 ℃,空气中 CO2

体积分数为 5 % ,湿度 100 %。

113 　卵母细胞的激活

1)去除颗粒细胞。培养 44 h 后 ,将 COCs 移入

011 % (质量分数) 透明质酸酶中用移液枪轻轻吹打

100～150 次 ,然后移入 M1992Hepes + 3 % (体积分

数)胎牛血清 ( FBS)液滴中 ,选取胞质均匀形态正常

且排出第一极体的卵母细胞 ,存放于 37 ℃恒温台上

备用。

2)电激活。激活前将卵母细胞放入激活液中洗

涤、平衡 1～3 min ,然后移入电融合小室与电极平行

排放。电融合仪为日本富士平公司生产的 Embryo

cell fusion system ET23。电激活参数为场强 113

kV·cm - 1 、脉冲时程 80μs、1 次脉冲。激活液为 013

mol·L - 1甘露醇 ,0105 mmol·L - 1 CaCl2 ,011 mmol·

L - 1 MgCl2 。

114 　胚胎培养

电激活后 ,根据试验设计要求将卵母细胞移入

相应的化学物质中处理 ,然后放入 50μL NCSU23 +

4 mg·mL - 1 BSA 液滴中培养 ,每滴 15～20 枚胚胎 ,

加盖矿物油。培养条件为温度 3815 ℃,空气中 CO2

体积分数为 5 % ,湿度 100 %。

115 　试验设计

1)电激活后间隔不同时间用 62DMAP 处理对

猪卵母细胞孤雌发育的影响。猪体外成熟卵母细胞

电激活后 ,随机分为 6 组 ,分别在 NCSU23 + 4 mg·

mL - 1 BSA 发育液中培养 0 (对照) ,3 ,4 ,5 ,6 和 7 h ,

然后用含有 62DMAP (2 mmol) 的 NCSU23 + 4 mg·

mL - 1 BSA 发育液处理 6 h ,最后移入 NCSU23 +

4 mg·mL - 1 BSA 发育液中培养至第 7 天。激活后

第 2 天记录卵裂数 ,第 7 天观察囊胚数和囊胚细胞

计数。

2)电激活后间隔不同时间用 CHX 处理对猪卵

母细胞孤雌发育的影响。猪体外成熟卵母细胞电激

活后 ,随机分为 6 组 ,分别在 NCSU23 + 4 mg·mL - 1

BSA 发育液中培养 0 (对照) ,3 ,4 ,5 ,6 和 7 h ,然后用

含有 CHX(10μg·mL - 1) 的发育液处理 6 h ,最后移

入 NCSU23 + 4 mg·mL - 1 BSA 发育液中培养至第 7

天。激活后第 2 天记录卵裂数 ,第 7 天观察囊胚数

和囊胚细胞计数。

3)电激活后间隔 4 h 用不同药物处理对猪卵母

细胞孤雌发育的影响。猪体外成熟卵母细胞电激活

后 ,随机分为 4 组 ,对照组直接放入用含有 62DMAP

(2 mmol) 的 NCSU23 + 4 mg·mL - 1 BSA 发育液处

理 6 h ;另外 3 组均在 NCSU23 + 4 mg·mL - 1 BSA 发

育液中培养 4 h , 然后分别用含有 62DMAP ( 2

mmol) ,CB (715 mg·mL - 1 ) + 62DMAP (2 mmol) 和

CHX(10μg·mL - 1) 的 NCSU23 + 4 mg·mL - 1 BSA

发育液处理 6 h。各组移入 NCSU23 + 4 mg·mL - 1
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BSA 发育液中培养至第 7 天。第 7 天观察囊胚数和

胚胎细胞核型。

116 　胚胎的染色体核型观察

将培养至第 7 天的囊胚放在含 0105 g·mL - 1秋

水仙胺的发育液中培养 4～5 h ,然后放入 1 % (质量

分数) 柠檬酸钠低渗液中处理 20 min。将囊胚从

40～50 cm 高处滴加到 - 4 ℃的载玻片 (经冰箱预

冷) 上 ,使染色体均匀分散 ,再用 115μL 固定液

( V (甲醇)∶V (乙酸) = 1∶1) 固定 ,最后用 2μg·

mL - 1 Hoechst33342 染色 ,荧光显微镜 1 000 倍视野

观察[5 ] 。

117 　囊胚细胞的计数

采用 10μg·mL - 1 Hoechst 33342 染色压片 ,在

荧光显微镜下记录囊胚细胞数。

118 　数据分析

采用 t 检验法。

2 　结 　果

211 　电激活后间隔不同时间用 62DMAP 处理对猪

卵母细胞孤雌发育的影响 (表 1)

在表 1 中各组之间卵裂率、囊胚细胞数差异不

显著 ( P > 0105) 。间隔 3～6 h 组的囊胚率显著低于

对照组 ( P < 0105) ,其余各组差异不显著 ( P >

0105) 。随着间隔时间的增加囊胚率呈下降趋势 ,说

明电激活后化学物质对卵母细胞的激活作用因间隔

时间的延长而减弱。

表 1 　电激活后间隔不同时间用 62DMAP处理对猪卵母细胞孤雌发育的影响

Table 1 　Effects of 62DMAP treatment after electric activation in different intervals
on the parthenogenetic development of porcine oocytes

间隔时间/ h 重复次数 卵数 卵裂率/ % 囊胚率/ % 囊胚细胞数

0 (对照) 5 148 52102 ±6191 a 17157 ±7114 a 23168 ±6152 a (26)

3 　　　 5 166 46198 ±8123 a 7123 ±4195 c 22114 ±8161 a (12)

4 　　　 5 159 47180 ±7125 a 7155 ±6195 c 21189 ±7132 a (12)

5 　　　 5 171 44144 ±3187 a 5184 ±5116 c 20137 ±5121 a (10)

6 　　　 5 164 48117 ±8163 a 3166 ±2118 c 20145 ±4137 a (6)

　　注 : ①同列内不同字母间差异显著 ( P < 0105) ; ②括号内为所计囊胚数。下同。

212 　电激活后间隔不同时间用 CHX处理对猪卵母

细胞孤雌发育的影响 (表 2)

在表 2 中各组之间卵裂率、囊胚细胞数差异不

显著 ( P > 0105) 。间隔 5 ,6 h 组的囊胚率显著低于

对照 ( P < 0105) ,其余各组差异不显著 ( P > 0105) 。

213 　电激活后间隔 4 h 用不同药物处理对猪卵母

细胞孤雌发育的影响 (表 3)

各组卵裂率差异不显著 ( P > 0105) ;间隔 4 h 的

各组囊胚率差异不显著 ( P > 0105) ,但与对照组差

异显著 ( P < 0105) 。

表 2 　电激活后间隔不同时间用 CHX处理对猪卵母细胞孤雌发育的影响

Table 2 　Effects of CHX treatment after electric activation in different intervals on the
parthenogenetic development of porcine oocytes

间隔时间/ h 重复次数 卵数 卵裂率/ % 囊胚率/ % 囊胚细胞数

0 (对照) 4 91 47152 ±13123 a 15138 ±4148 a 30143 ±3176 a (7)

3 　　　 4 93 48106 ±9172 a 7152 ±5166 ab 28160 ±6179 a (6)

4 　　　 4 93 48171 ±7185 a 6145 ±3194 ab 29112 ±5138 a (3)

5 　　　 4 91 45176 ±6169 a 3130 ±2124 bc 26144 ±7141 a (3)

6 　　　 4 101 49145 ±11123 a 2197 ±3100 bc 27130 ±4125 a (14)

表 3 　化学药物处理对猪卵母细胞孤雌发育的影响

Table 3 　Effects of chemical treatments on the parthenogenetic development of porcine oocytes

处理方法 间隔时间/ h 重复次数 卵数 卵裂率/ % 囊胚率/ %

62DMAP 4 　　　 5 227 49134 ±16198 a 5172 ±4115 c

CHX 4 　　　 5 230 55122 ±14101 a 7139 ±5194 c

CB + 62DMAP 4 　　　 5 236 50185 ±15192 a 6136 ±1180 c

62DMAP 0 (对照) 5 213 53199 ±16161 a 15196 ±5117 a
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214 　激活方法对猪孤雌发育胚核型的影响 (表 4)

间隔 4 h 的处理组大部分囊胚为单倍体 ,各组

间差异不显著 ( P > 0105) ,在各组中单倍体的比例

明显高于二倍体和多倍体。对照组中无单倍体 ,二

倍体比率为 88124 %。

表 4 　猪孤雌发育胚胎细胞的核型分析

Table 4 　The karyotape of parthenogenetic blastocyst in porcine

间隔时间/ h 处理方法 囊胚数 单倍体数/ % 二倍体数/ % 多倍体数/ %

4 　　　 62DMAP 11 7 a (63164) 2 b(18118) 2 b(18118)

4 　　　 CHX 10 7 a (70100) 2 b(20100) 1 bc (10100)

4 　　　 CB + 62DMAP 10 6 a (60100) 3 ab(30100) 1 b(10100)

0 (对照) 62DMAP 17 0 15 a (88124) 2 b(11176)

3 　讨论与结论

卵母细胞电激活后间隔一段时间再用化学物质

激活 ,其囊胚发育率随间隔时间的延长而下降 ,说明

电激活后化学物质对卵母细胞的激活作用因间隔时

间的延长而减弱。其原因有两方面 ,一是猪卵母细

胞的最佳激活时间在成熟后 44 h 左右 ,随着卵龄的

升高孤雌胚的发育率降低[5 ] 。二是由核分析结果

表明 ,电激活后间隔一段时间 ,第二极体排出逐渐增

多 ,形成的孤雌胚以单倍体为主 ,而单倍体胚胎的发

育能力明显较二倍体胚胎差[4 ] 。另外 ,间隔 4 h 与

对照的卵裂率和囊胚细胞数无差异 ,这与有关报

道[9 ]一致。

由试验看出 ,卵母细胞电激活后间隔 4 h 用 CB

处理 ,对卵裂率和囊胚发育率无影响。这可能是电

激活后间隔 4 h 卵母细胞的第二极体已大部分排

出[10 ] ,形成的胚胎主要是单倍体。由此进一步证

明 ,在孤雌激活中 CB 提高囊胚发育率的作用是通过

抑制卵母细胞的第二极体排出 ,使其形成二倍体[4 ]。

在本试验中 ,电激活后间隔 4 h 再用不同的化

学物质激活 ,孤雌胚的单倍体比例为 60 %～70 %。

这比 Suttner 报道[2 ] ,牛卵母细胞 ICSI 后用 Calcium

ionophore 激活 ,再用 CHX处理 ,二倍体胚胎的比例

为 90 %要低。原因可能是 ,1) 激活方法和物种的差

异 ;2)精子注入后形成的受精卵比单倍体孤雌胚有

更强的发育力。猪体外成熟卵母细胞在电脉冲激活

后 ,间隔一定时间再用化学药物处理 ,所发育的孤雌

胚大部分为单倍体 ,表明这种激活方法适合于猪

ICSI 卵 ;但随间隔时间的延长化学药物的激活作用

逐渐减弱 ,囊胚发育偏低 ,有待进一步探讨提高胚胎

发育的途径。猪卵母细胞电激活后间隔 4 h 再用 62
DMAP ,CHX或 CB + 62DMAP 激活适合于 ICSI。
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