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问n fil ters , and then ul tera[il tra ted and ∞ncentrated by Diaflo YM-lO, so the fraction o[ rnolecular weight(MW) >10 KD from FCGM 

was obtained . FCGM of MW> 10 KD was seperated by gel fi ltration tl-wugh Sephadex G75 ∞lumn at 4"C . Two fractions o[ 阳汰 1 and 

II were ∞llected and bi侃ssayed respectively. The fraction 1 was identified to 萨克S岱sed cardiotrophic activity. Above mentioned biolog卜

αlly active fraction 1 was dialysed ，∞ncentrated ， and then further puri[ied by high perforrn且nce liquid chrornatography(HPLC) . The [ive 

elutions o[ Peak were obtained and the first fraction was identified to be of biological activity. The elution of 阳ak 1 , which was dialysed 

and ∞ncentrated ， was applied to the high 阳rfe口nance liquid chromt喀raphy ∞lumn again , Protein 阿达 W岱 detected and gained only one 

elution 阳汰 Elution protein of 冈比 1 of HPLC was analysed by SDS-PAGE. Contrastωthe standard proteins , several substances were 

found in the one elution peak and theirν1Ws were between 25 - 35 KD. 
Keywo时S: Car甘iωnyocytes Fibroblasts [3H ]_Leu MIT Sephadex G -75 gel fil tration High pr臼sm它Iiquid

chromat咱-aphy( HPLC) 

不同因素对大鼠卵母细胞孤雌激活作用影晌的研究
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卵母细胞激活研究是发育生物学的一项基本课

题。研究不同理化因素对卵母细胞的激活作用和过

程既有利于对诸如激活过程的信号偶联过程 、激活

动力学、细胞周期阻滞的恢复等生理机制的深入了

解，也有利于解决胚胎细胞核移植过程中卵母细胞

的激活这一关键问题。 目前已知，机械、温度、渗透

压及电剌激等物理因素以及酶、氢离子、二价阳离

子、钙离子载体、乙醇、蛋白质合成抑制剂等化学因

素均能有效激活卵母细胞[ 1 ， 2] 。 这些因素涉及到许

多不同的激活机理。其中细胞内钙离子浓度及其变

化样式对激活过程起到关键的作用[3] ，由蛋白质合

成抑制所引起的细胞静止因子(CSF) 的某些组分缺

乏也是影响卵母细胞激活的一个因素[4] 。 目前对

卵母细胞激活虽然已有一些研究，但对大鼠卵母细

胞孤雌激活的研究却很少且缺乏系统性[5 ， 6] 。本实

验研究了电激、 乙醇、蛋白质合成抑制剂放线菌酣

( cycloheximide , CHX) 、二价阳离子氯化银(srC)z)等

因素对大鼠卵母细胞的激活作用，以及卵龄和卵丘

细胞对大鼠卵母细胞孤雌激活的影响，为哺乳动物

孤雌生殖的研究和提高胚胎细胞核移植的成功率提

供参考依据。

材料和方法

1.卵母细胞的获得

对 4 周龄 SD 大鼠进行光控饲养( 6 : 00 - 20 : 00 光照;

20:00- 6: 00 黑暗) 。 腹腔注射 PMSG 20IUI只， 48 - 54 小

时后腹腔注射 hCG20IUI只 。 于次日按 hCG 注射后所需时

间处死动物，取输卵管。 于M2培养液中划破输卵管壶腹

部，将卵丘一卵母细胞复合体(C民)轻轻挤出 。 用透明质酸

酶(300 IU/rnl 溶于M2培养液中)去除卵丘细胞。 再经M2

培养液洗涤 3 次以上后进行激活处理或体外培养。一部分

α兀不经透明质酸酶处理直接进行激活或体外培养。

2 . 激活前后的体外培养

cα或去除卵丘细胞的卵母细胞于激活处理后在添加

4mg/ml 牛血清白蛋白 (BSA) 的 D扎1EM 培养液 (DMEMI

BSA)中培养 8 小时后进行激活鉴定。 部分实验中 α充或

去除卵丘细胞的卵母细胞于激活前在上述培养液中先培养

一段时间再行激活。

3. 激活处理

(1) srCb 先用 0.9% 生理盐水将 srCb 配制成

16mmolIL 和 30mmolIL 的贮存液，使用前加入无钙M2培

养液稀释到所需浓度[ 7 ] 。 以不同时间，不同浓度激活处理卵

母细胞或 C侃，用无钙M2培养液洗涤 4 至 5 次后培养观

察。

(2) 乙醇 用M2培养液将无水乙醇稀释至 8% 浓

度，激活处理卵母细胞或 αX8 分钟，用 W但培养液洗涤 4

至 5 次后转入培养液进行培养并观察。

(3)电剌激 取去除卵丘细胞的卵母细胞，先用无钙

M2培养液洗涤一次，再移至电融合液 (0.3 mollL甘露醇，

0 . 1 mmollL Mg叹)4. 7H20 , 0. 05mmolIL Cacb) 中 。 吹吸数

次使其沉入溶液底部。 取自制电融合板，在相距 1 .2mm 的

电极丝之间滴上电融合液，将卵母细胞置于其中。 给予一定

强度的电剌激后，用无钙M2培养液洗涤 3 至 4 次后培养观
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察。

(4) 放线菌嗣 将经过其他方法激活处理或未处理

的卵母细胞置于含 5μ.g/ml C町的 DMEMIBSA培养液中培

养 8 小时后观察。

4. 激活鉴定

将卵细胞中出现原核和极体或 2-细胞各有一个细胞核

判定为激活[8) 。 卵质膜破裂者判定为死亡。 胞质分裂一次

或多次但不出现原核者判定为碎裂，将其划归为未激活。

5. 数据分析

实验数据经 x2 检验进行统计学处理。

结果

1.体外培养对 SD 大鼠卵母细胞激活的影晌

取注射 hCG 17 小时卵母细胞，于离体后培养 。

小时、2 小时、4 小时后分别用 1 . 6 mmollL SrC12 处

理 10 分钟和 8%乙醇处理 8 分钟;并分别以无钙和

有钙M2培养液处理作为对照。 另取 hCG 注射 15

小时卵母细胞，培养 2 小时后用1. 6 mmol lL SrCh 
处理 10 分钟或用 8% 乙醇处理 8 分钟。 以无钙和

有钙M2培养液处理作为对照。 结果表明 :hCG 注

射 17 小时未经培养的卵母细胞 srCh 和乙醇的激

活率分别仅有 3.33%和 8.75 %(表 1) ，而 hCG 注射

后同样时间但经体外培养 2 小时的卵母细胞可被

SrCh 或乙醇明显激活。 各组激活率均随 hCG 注射

后卵龄的增加而增加(表 1) 。 对照组卵母细胞激活

率为零。离体后培养 0 小时的卵母细胞经 SrC12 或
乙醇处理后的激活率与对照组无显著差异 (P>

0 . 05 ) 。各组死亡率也无显著差异(P >0 . 05) 。

表 1 体外培养对 SD大鼠卵母细胞激活的影响

注处射死动物时间 体外培养时间
1. 6mmollL SrCl2 的激活效率 8%乙醇的激活效率

U.Uth∞后 hr) (hr) 
激活率(%) 死亡率(%) 激活率(%) 死亡率(% ) 

17 。 2/ 60(3.33)" 。 7180(8.75)" 。

15 2 40刀8(5 1. 28)b l刀8( 1. 28) 27刀6(35.53) . 1176(1 .32) 

17 2 59刀2(8 1. 94)< 。 30/69(43 .48)f 。

17 4 55/65(84. 62)d 2/65(3 . 08 ) 56180(70 . 00 )g 2180(2.50) 

a:b ， c ， d ，巴， f ， g;b ， f:c ， d尺 ， f:g=P<O.Ol o b:e 和 d:g=P<0.05。

表 2 卵丘细胞对卵母细胞激活的影晌

1. 6mmolIL SrCh 的激活效率 8% 乙醇的激活效率
卵的类型

激活率(%) 死亡率(%) 激活率(%) 死亡率(% ) 

mc 0 

卵母细胞

10186(11.63)" 

56/66(84 . 95) b 1166 (1 .52) 

3181(3.70)" 

31173( 42.47)< 

1181(1. 23) 

。

a ， c : b 和 a:c=P<O.Ol。

2. 卵丘细胞对卵母细胞激活的影晌

取 hCG 处理 16 小时的 COC，其中一部分去除

卵丘细胞。 两者于 DMEM忍SA 中培养 2 小时后，

分别用 1. 6 mmollL SrC12 处理 10 分钟和 8% 乙醇

处理 8 分钟，并分别以元钙和有钙M2培养液处理

作为对照。 继续培养 8 小时后观察。 观察前将

coc 中的卵丘细胞用透明质酸酶去除。 结果表明，

去卵丘细胞后的激活率明显升高，而 coc 中的卵母

细胞激活率很低(表 2) 。 对照组卵母细胞无一激

活。 各组死亡率元明显差异(P>0 . 05) 。

3. SrCI2 对 SD 大鼠卵母细胞激活的影晌

(1) 不同浓度 SrC12 对激活效率的影响 取

hCG处理 18 小时并经体外培养 2小时的卵母细胞用

0.8 、1. 6,3.2 ,5 mmol儿的 sι12 处理 10 分钟。 以无

钙M2培养液处理作为对照。结果1. 6 和3.2m口lOllL

SrCh 处理可得到较高的激活率，彼此之间无显著差

异 ;0 .8 和 5 mmollL浓度组激活率次之(表 3) 。

(2) SrC12 处理不同时间对激活效率的影响
取注射 hCG后 19 小时并经体外培养 2 小时的卵

母细胞，用 1. 6mmolIL SrCh 分别处理 5 ， 10 ， 20 ， 30

分钟。 以元钙M2培养液处理作为对照。 结果表

明，除 5 分钟处理组外(P <0.01) ， 其余各组激活率

基本一致(表的，均有较高激活率。

卵龄，体外培养和卵丘细胞的存在对 SrC12 激
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活 SD 大鼠卵母细胞的影响参见结果 1 和 2(表 1 和

表 2) 。

表 3 不同浓度 SrCl2 对激活效率的影晌

注:;黯唔rG 激活率(%) 死亡率(%)

。 18 0" 。a

0. 8 18 28/68( 41. 18)b 1168(1.47) 

1. 6 18 56 /66(84. 85)C 1166(1. 52) 

3 .2 18 70181(86 .41)C 4/81(4 .94)d 

5 18 45180(56 . 25)b 2/80(2 .50 ) 

a:b ， c 和 b :c= P< O.Ol o a:d=P<0. 05 。

表 4 1.6nunollL SrCl2 处理不同时间对激活效率的影晌

作用时间 注射 hα3
激活率(%) 死亡率(%)(min) 后 hr

。 19 0" 1141(2. 44)" 

5 19 44/62(70. 97)b 0" 

10 19 69174(93.24 )C 0" 

20 19 83/90(92. 22)C 2/90(2.22)" 

30 19 48/52(92 .31)< 1152 ( 1. 92)" 

a:b ， c 和 b:c=P<O. Ol 。

4. 电剌激对 SD 大鼠卵母细胞激活的影晌

取 hCG后 19 小时并经体外培养 2 小时的卵母

细胞，分别以 140V ， 160V 和 200V 电压， 80 微秒

(μs)的强度剌激卵母细胞，结果表明在 160V ， 80μs 
的强度下可得到较高的激活率(表 5) 。

表 5 电剌激对 SD大鼠卵母细胞激活的影晌

电剌激强度 注z rG 激活率(% ) 死亡率(%)

OV ,Os 19 0" 0" 

140V ， 80μs 19 68 /99(68.69)< 5199(5.05)" 

160V ， 80μs 19 67178(85.90)d 4刀8(5.13)"

200V ，80ρ19 31 /69(44. 93)b 22/69(31.88)" 

a: b,c,d ,e; b: c;c :d = P<O. 01 0 

S. CHX 与其他不同激活因素联合作用对 SD

大鼠卵母细胞激活的影晌

取注射 hCG后 18 小时且体外培养 2 小时卵母

细胞，分别给予 160V ， 80μs 电剌激 ;8 % 乙醇处理 8

分钟; 1. 6mmolIL srCh 处理 10 分钟 ;5周Iml CHX 

处理 8 小时。 部分经电刺激、乙醇、 SrCl2 处理过的

卵母细胞再分别用 5μg/ml CHX 处理 8 小时。 结果

发现 srCh 与 CHX 联合作用较它们分别作用可明

显提高激活率(P<0 . 05 ，表的 。

表 6 CHX 与其他方法联合作用
对 SD大鼠卵母细胞激活的影晌

注射 hCG处理方法 后 hr 激活率(%) 死亡率(%)

电剌激 18 50182(59 .52)" 5/ 82(6.10)" 

srCh 18 56166(84 . 85) b 1166 ( 1.52) 

CHX 18 60刀6(78.95) C OC 

CHX 19 68174(9 1. 的 ) f 0< 

8% 乙醇 18 31刀3(42. 47) d OC 

SrCh +CHX 18 73177(94 .81)" OC 

电剌激 +CHX 18 59174(79. 73)C 6174(8.11)" 

8% 乙醇 +CHX 18 68刀8(87 . 18)b 2178(2.56) 

a: b 和 b ， c: d = P<O. 01 0 a: c,d; b: e;c: f= P<O. 05 。

讨论

已有研究证明，乙醇、srCh 、CHX 和 PMA(豆楚

歌佛波酣乙醋)能够有效地使小鼠卵母细胞激

活[I J 。 但当用这些因素分别单独刺激时，均不能使
中国仓鼠卵母细胞激活[ 18 J 。本研究中，乙醇、 Sr­

Ch 、CI-仪和电剌激均可激活 SD 大鼠卵母细胞，其

中 SrCl2 、CHX 和电剌激的效果较乙醇好。这说明

小鼠和 SD 大鼠卵母细胞较中国仓鼠的卵母细胞容

易激活。

卵母细胞能否激活与其所处的细胞周期时相有

关， Zemicka-Goetz 发现用 Chloral hydrate 激活不同

减数分裂时相大鼠卵母细胞的效率有明显差异[6J 。
对小鼠的研究也发现对卵母细胞的激活能力与卵龄

有关[8.9 J 。 我们的观察发现，刚离体的卵母细胞经

SrCh 和乙醇处理后，激活率分别只有 3 .33% 和

8.75% 。如经体外培养 2 小时和 4 小时，再经 SrCl2
处理 ， 则激活率分别达到 81. 94% 和 84.62% (表

1) 。 这些结果可能意味着卵母细胞激活率与其所处

的细胞周期密切相关。

本研究提示体外 SD 大鼠的孤雌激活条件与体

内精子激活机制可能不同。 估计卵丘细胞有保护卵

母细胞免受精子之外各种因素激活的作用。 在牛卵

母细胞孤雌激活中也有类似情况[川。

SrCl2 对小鼠卵母细胞有很好的激活作用[7. ll ] ，

但对于大鼠的激活效果如何尚未见报道。 据认为
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S?+作为二价阳离子，有可能取代 ea2+ 而通过钙泵

进入细胞，造成 ea2 + 的多次升高，导致卵母细胞的

激活[ 12J 。 本研究通过对不同浓度，不同时间 srClz

的作用，得出当浓度为1. 6 或 3.2 mrnol!L，作用时

间为 10 至 30 分钟时均有较高的激活效率。 这与在

小鼠中得到的结果相似[7 ,ll J 。

一些研究表明，不同孤雌激活因素联合作用有

可能提高激活效率[3 ， 1 3. 1 6J 。 本研究比较了几种因素

与 CHX依次作用的效果。 发现 CHX 与 srClz 联合

作用时，可以明显提高卵母细胞的激活率。 这可能

与它们的作用点不同有关。 srClz 可导致细胞内钙

离子的变化，并通过钙离子的升高来灭活 CSF[ 17 J 。

而 CHX 则是蛋白质合成的抑制剂，可抑制 Mos 的

合成，而 Mos 是 CSF 的一个关键组分[4 J 。 这两类因

素通过不同的作用方式抑制 CSF来激活卵母细胞，

彼此可以协同作用。

摘要

本实验比较了 SrClz ，放线菌隅 (CHX) ，电刺激

和乙醇等理化因素对 SD 大鼠卵母细胞激活的作

用。结果表明 ， SrCI2 ， C田和电刺激均能有效激活

SD 大鼠卵母细胞，其最高激活率分别达到93 .24 % , 

91. 89 % 和 85. 90 %0 8% 乙醇对注射 hCG 21 小时

后的卵母细胞激活率也达 70% 0 SrCl2 在 1. 6和 3 . 2

mrnol几浓度 ， 作用 10 - 30 分钟均有较好激活效

果。 电剌激强度在 160V ， 80μs 作用较佳。 当 SrCl2
与 CHX联合作用时，激活率可有明显提高。 但电

剌激或乙醇与 CHX 的联合作用不能有效提高激活

率。 本研究还比较了卵丘细胞的存在与否对激活的

影响，发现卵丘-卵母细胞复合体中的卵母细胞不能

被有效激活。 刚离体的超排卵母细胞也不能被有效

激活，须在体外培养一定时间后才能被激活。

关键词:孤雌激活大鼠 卵母细胞 SrCI2 放线菌

酣电激活乙醇
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THE COMPARATIVE STUDIES ON THE EFFECTS 
ON PAETHENOGENETIC ACTIVATION OF RAT OOCYTES 

TANXin祷.. LI Guang Peng 普 SUN Qing Yuan ‘ L1AN Li 怜 WANG Yong Chao •• CHEN Da Yuan 候

(' Sωte Key Laboratory of Reþroductiæ Biology Institute o.f Z.刀logy Academia Sinica Beijing 100080 and 

•• Education Ministry Key Laboratory of Cell Prolif社mtion and Regulation Biology Beijing Normal University Beijing 100875) 

ABSTRACf 

T he experiment was ∞nducted to ∞mpare the effects of srClz , cycloheximide( CHX) , electronic stirnulation and al∞hol on partheno 

genetic activation of SD ratαlCytes. The results indicated that SrC12, CI-议 and electronic stimulation might effectively activateα町tes of 

SD rats. The best activation percentages were 93 . 24 % , 91. 89 % and 85. 90 % , respectively. T he activation rate of 8 % al∞hol in the 

α兀ytes ∞llected 21 hours 严lSt hα:;. injection was 70 % . SrCl2 tr臼tmenl for 10 to 30 minutes at ∞ncentration of 1. 6 or 3. 2mmolIL 

would get best resul t. The best result of electronic stimulation would obtain when the strength was 160V , 80ρ. The activation rate was 

increased f盯ther when α兀ytes were cultured in the medium Sl月Jplemented with CHX after stirnulated by srClz , but the activation rate 

was not increased further when the ∞cytes were treated with CHX after stimulated by electronic 曰: imulation or al∞hol. Additionally , we 

found that the α兀ytes both in αX or just obtained from ovaries ∞uld not be activated effectively , as ∞mpared wi th denudedα町tes.

Key wo时S : Parthenogenetic activation Rat Oocyte SI{:12 Cycloheximide Electronic stimulation A1cohol 
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