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不同化学激活方法对山羊卵母细胞激活效果的研究 ①
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摘　要 　激活是体细胞核移植技术的关键步骤。本研究对常用化学激活剂乙醇、钙离子载体 A23187 和离子霉素

以及添加 62二甲基氨基嘌呤 (62Dimethylaminopurine ,62DMAP) 和放线菌酮 (cycloheximide , CHX) 对山羊卵母细胞的激

活效果以及不同卵龄的卵母细胞激活后体外发育效果进行了比较。结果表明 :离子霉素处理组激活率显著高于乙

醇和 A23187 处理组 (89. 6 % vs 63. 5 % ,68. 7 % ; P < 0. 05) ;离子霉素 + 6 - DMAP处理组激活率显著高于离子霉素 +

CHX和离子霉素 + CHX + 细胞松弛素 D 处理组 (90. 1 % vs 58. 9 % ,63. 7 % ; P < 0. 01) ;体外成熟 24、26、28 h 组桑椹

胚率分别为 16. 0 %、20. 6 %和 33. 3 % ,30 h 组桑椹胚率下降 (13. 8 %) 。以上结果说明 ,在本研究的激活条件下 ,山羊

卵母细胞适宜的激活方法为 :成熟起始后 28 h 使用离子霉素和 62DMAP进行联合激活。
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Abstract 　Activation is a key step of somatic cell cloning. In this study , the effect s of several chemical activation
reagent s such as ethanol , calcium ionophore A23187 and ionomycine followed by either pho sphorylation inhibitor 62
dimethylaminopurine (62DMAP) or cycloheximide (CHX) on activation of goat oocyte s were compared. , In addition ,
the development ability of aging oocyte s after activation was also studied . The re sult s show : 1) ionomycine group had
higher activation rate than ethanol and A23187 group s (89. 6 % vs 63. 5 % ,68. 7 % ; P < 0. 05) . 2) the activation rate of
ionomycine + 62DMAP group was significantly higher than ionomycine + CHX or ionomycine + CHX + cytochalasin
D group (90. 1 % vs 58. 9 % ,63. 7 % ; P < 0. 01) . 3) the morula rate s of 24 ,26 ,28 hour group s were 16. 0 % ,20. 6 %
and 33. 3 % re spectively , while decreased in 30 hours (13. 8 %) . The se re sult s sugge st that ionomycine combined with
62DMAP at 28 hour after maturation is the optimal condition for goat oocyte s activation.
Key words 　sheep ; oocyte s ; chemical activation

　　卵母细胞的人工激活是体细胞克隆和单精注射

受精技术的关键环节。人工激活的方法有物理方法

(电刺激、温度刺激和机械刺激) 和化学方法 (乙醇、

钙离子载体、蛋白合成抑制剂等) 。化学激活方法相

对于物理激活方法而言操作简便 ,激活率高 ,重复性

好 ,因而普遍采用。乙醇、钙离子载体 A23187 和离

子霉素是常用的化学激活剂。近年来 ,一些蛋白酶

抑制剂如 CHX 和磷酸化抑制剂 62DMAP 与激活剂

的联合使用对牛、小鼠的卵母细胞激活有良好效

果[1 ,2 ] 。目前国内外有关山羊卵母细胞化学激活的

报道较少 ,本研究比较了几种常用的化学激活方法

以及卵龄对山羊卵母细胞激活的影响 ,为山羊体细

胞克隆等研究提供卵母细胞激活的适宜条件参数。

1 　材料与方法

1. 1 　材料

卵巢取自屠宰厂宰杀的内蒙古山羊。

TCM199 购自 Gibco ,胎牛血清 ( FBS) 购自 Hy2
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clone ,甲醇和醋酸为国产试剂 ,其余试剂均购自 Sig2
ma。

1. 2 　方法

1. 2. 1 　卵母细胞的采集和体外成熟　从屠宰厂收

集山羊卵巢 ,保存在 25～30 ℃生理盐水中 2～3 h

内运回实验室。选取直径 3～6 mm 的卵泡 ,用有

HEPES2TALP 采卵液的 16 G针头注射器采集卵母细

胞。体视显微镜下检卵 ,选择形态正常的卵丘2卵母

细胞复合体 ( COC) 用成熟培养液洗涤 3 次 ,移入

60μL 成熟培养液滴中 ,38. 5 ℃,5 % CO2 和饱和湿

度条件下培养 ,然后用 0. 3 %的透明质酸酶处理

COC 2 min ,用玻璃吸管反复吹打 ,将卵丘细胞去除

后放入 TCM199 + 10 %FBS 的培养液中待用。成熟

液 :TCM 199 + 10 %FBS + FSH 10 IU·mL - 1 + LH 5 IU·

mL - 1 + E2 1μg·mL - 1 + EGF 1μg·mL - 1 + 丙酮酸钠

0. 25 mmol·L - 1。

1. 2. 2 　激活方法 　卵母细胞分别在含 7 %乙醇、

A23187 5μmol·L - 1、离子霉素 2μmol·L - 1的 SOF 培

养液中处理 4 min ,用 SOF 培养液洗 3 次 ,平衡 5 min

后移入含 62DMAP 1. 9 mmol ·L - 1 62DMAP 或 CHX

10μg·mL - 1和细胞松弛素 D 2μg·mL - 1的培养液中

培养 4 h。激活结束后 6 h ,卵母细胞放入甲醇和醋

酸体积比为 3∶1 固定液中固定 10 min ,压片后用

0. 5 % Hoechst33342 染液进行染色 ,荧光显微镜下观

察 ,以形成原核作为判断激活标准。本实验中激活

剂的浓度和处理时间参考小鼠和其他家畜的相关研

究报道[1～4 ] 。

1. 2. 3 　卵龄对激活效果的影响 　卵母细胞成熟培

养 24、26、28、30 h 后分别进行离子霉素 + 62DMAP

激活 ,然后移入 SOF 培养液培养 36 h 检查卵裂情

况 ,5～6 d 检查桑椹胚发育情况。

1. 3 　统计分析

实验结果采用χ2 检验 ,统计差异显著性。

2 　结 　果

2. 1 　不同激活剂对山羊卵母细胞激活效果的比较

乙醇组和钙离子载体 A23187 组激活率无显著

差异 (63. 5 % vs 68. 7 %) ,离子霉素处理组的激活率

达 89. 6 % ,显著高于乙醇组和 A23187 组 (表 1) ,结

果表明离子霉素激活效果优于乙醇和 A23187。

表 1 　不同激活剂对山羊卵母细胞激活效果
Table 1 　Effects of varies chemical reagents

on activation of goat oocytes

激活剂
种类

卵母细
胞数 1PN 3 2PN 3PN

总激活
率/ %

乙醇 52 21 9 3 63. 5 a (33/ 52)

A23187 32 16 5 1 68. 7 a (22/ 32)

离子霉素 48 19 23 1 89. 6 b(43/ 48)

　　注 :ab ,差异显著 , P < 0. 05 ; 3 PN 为原核。下同。

2. 2 　离子霉素与 62DMAP和 CHX联合激活效果的

比较

离子霉素与 62DMAP 或 CHX 联合激活效果均

显著高于单独使用离子霉素处理的激活效果

(90. 1 % ,58. 9 % ,63. 7 % vs 34. 5 % , P < 0. 01) (表

2) ,说明激活时添加磷酸化抑制剂和蛋白酶抑制剂

能够进一步提高激活率。添加 62DMAP 组激活率显

著高于添加 CHX(90. 1 % vs 58. 9 %) ,而添加 CHX处

理组进一步添加 CD ,激活率略有提高但统计学差异

不显著。以上结果说明 ,使用 62DMAP 与离子霉素联

合激活效果优于 CHX 或 CHX + CD 与离子霉素联合

激活。

表 2 　离子霉素、62DMAP及 CHX联合激活山羊卵母细胞效果
Table 2 　Effects of ionomycine combined with 62DMAP or CHX on activation of goat oocytes

处理方法 卵母细胞数 1PN 2PN 3PN 总激活率/ %

离子霉素 29 3 7 0 34. 5 a (10/ 29)

离子霉素 + 62DMAP 51 20 25 1 90. 1 b(46/ 51)

离子霉素 + CHX 56 25 8 0 58. 9 c (33/ 56)

离子霉素 + CHX + CD 58 26 10 1 63. 7 c (37/ 58)

　　注 :ab、ac ,差异极显著 ( P < 0. 01) ;bc ,差异显著 ( P < 0. 05) 。

2. 3 　卵龄对激活卵母细胞体外发育效果的影响

成熟 24、26、28 和 30 h 的卵母细胞激活后的卵

裂率无显著差异 ,但 24、26 和 28 h 组的桑椹胚和囊

胚的形成率呈现递增趋势 ( 16. 0 %、20. 6 %、
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33. 3 %) ,30 h 组桑囊率显著下降 (13. 8 %) (表 3) 。

结果显示 ,经成熟 28 h 的激活效果优于其他处理。

表 3 　不同卵龄的卵母细胞激活体外发育效果
Table 3 　Effects of Aging on developmental

ability of parthenogenetic oocytes

体外成熟时间/ h 卵母细胞数 卵 裂 率/ % 桑椹胚率/ %

24 25 72. 0 (18/ 25) 16. 0 a (4/ 25)

26 39 71. 8 (28/ 39) 20. 6 a (6/ 39)

28 45 73. 6 (33/ 45) 33. 3 b(24/ 45)

30 36 75. 0 (27/ 36) 13. 8 c (5/ 36)

　　注 :ab、bc 差异显著 ( P < 0. 05) ,ac 差异不显著。

3 　讨 　论

目前一般认为卵母细胞的激活是由于细胞外钙

离子内流和细胞内质网和肌浆网钙库释放储存钙离

子导致 Ca2 + 水平升高 ,卵母细胞内高活性的成熟促

进因子 MPF 活性迅速下降 ,卵母细胞排出第二极体

完成减数分裂。A23187 和离子霉素同属钙离子载

体 ,当细胞外环境中有其存在时 ,引起 Ca2 + 内流使

胞内水平迅速升高而激活卵母细胞。本研究中不同

激活剂激活结果显示离子霉素激活率显著高于

A23187 ,可能是由于离子霉素对 Ca2 + 的转运能力强

于A23187。乙醇能够进入卵母细胞内引起胞内储

存钙的释放 ,升高 Ca2 + 水平。从试验结果分析 ,乙

醇激活效果低于离子霉素可能是离子霉素引起

Ca2 +内流促 Ca2 + 水平的升高强于内源性钙释放。

Loi 等[4 ]通过比较离子霉素、乙醇和电激活对绵羊卵

母细胞的孤雌激活效果认为 ,离子霉素诱导原核形

成的作用与乙醇相近 (95 % vs 96 %) ,二者均显著高

于电激活效果 ,但离子霉素处理组囊胚率明显高于

乙醇组 (58 % vs 19 %) 。

卵母细胞激活后 ,MPF 低活性的维持需要抑制

其结构亚单位 cyclinB 合成或特殊蛋白质的磷酸化

(如 cdc2) 。用钙离子载体单独处理卵母细胞 ,MPF

水平下降一段时间后 ,由蛋白质合成和特殊蛋白磷

酸化的所用 ,cyclinB 和 cdc2 水平又有所升高。如果

激活体系中加入蛋白合成抑制剂如放线菌酮和蛋白

磷酸化抑制剂如 62DMAP 能够抑制蛋白激酶的功

能 ,防止 MPF 的积累 ,启动有丝分裂和加速原核的

形成 ,从而改善卵母细胞激活效率。本研究中离子

霉素和 62DMAP 激活结果也证明 ,62DMAP 和 CHX

与离子霉素联合激活的效果显著好于离子霉素单独

作用结果。这一结果与牛[3 ,5 ] 、绵羊[4 ]和小鼠[6～8 ]

的报道一致。Liu 等[1 ]认为 ,牛卵母细胞最佳激活方

案为 : 化学激活剂 + 62DMAP 或蛋白合成抑制剂

CHX + CD。在本实验中 ,添加 2μg·mL - 1 CD 对于山

羊的双原核形成和激活率无相助促进作用 ,这与杨

素芳等[9 ]对水牛卵母细胞激活效果结论不一致 ,由

此推论可能与 CD 浓度有关。

多数研究报道显示 ,老化的卵母细胞更易被激

活 ,但卵龄过高影响激活率和体外发育率[6～8 ] 。本

实验采用成熟 24、26、28 和 30 h 的山羊卵母细胞激

活卵裂率并无显著差异 ,但 24～28 h 桑囊率提高 ,

30 h 又下降 ,以 28 h 激活效果最为理想。因此 ,在

克隆过程中 ,激活处理宜在卵母细胞成熟后 28～

30 h 内完成。
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