
第 30 卷第 4 期

2∞9 年 10 月

华南农业大学学报 Vo1. 30 , No.4 
Oct. 2009 Joumal of South China Agricultural University 

猪精子提取物对猪卵母细胞的孤雌激活效果

谭世俭，谢忠君，石德顺，谢体三，李 辉，邓彦飞，刘继龙

(广西大学动物繁殖研究所，广西南宁 530005)

摘要 :3 个试验分别就猪精子提取物提取方法、精子蛋白质量浓度以及显微注射剂量对猪卵母细胞的孤雌激活效果

进行了研究.结果表明，采用液氮反复冻融法和超声波破碎法提取的猪精子提取物对猪卵母细胞都有显著的孤雌

激活效果;采用猪精子提取物显微注射孤雌激活猪卵母细胞的适宜注射剂量为 2 -4 pL;猪精子蛋白质量浓度在

1. 35 mglmL 以上，注射剂量为 2 -4 pL 时均可有效激活猪卵母细胞.
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Effects of Porcine Oocyte Activation Induced by a Cytosolic Sperm Factor 

TAN Shi-jian , XIE Zhong-jun , SHI De-shun , XIE Ti-san , LI Hui , DENG Yan-fei , LIU Ji-long 

(Animal Reproduction Institute , Guangxi University , Nanning 530005 ,China) 

Abstract: Effects of porcine spenn cytosolic factor (different extraction methods , different albumen con­

centrations and different micro-injection doses) on parthenogenetic activation ( PA) of porcine oocytes 

were investigated in 3 experiments. The results showed that there was a significant activation effect of 00-

cytes after injection of cytosolic spenn factor extracted either by repeated frozen-thawed or ultrasonic frag­

mentation method. The optimal micro-injection dose for PA was 2 - 4 pL per oocyte. Porcine oocytes could 

be effectively activated by micro-injection of 2 - 4 pL porcine sperm extract , in which albumen concentra­

tion was above 1. 35 mg/ mL. 
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目前，通过体细胞核移植技术已成功地克隆出

多种动物个体如绵羊、小鼠、牛、山羊和猪等[l] ，但是

核移植效率仍然低下，其中重构胚能否有效激活是

一个重要的影响因素.常用的激活方法有电脉冲法

和离子霉素联合六-二甲氨基瞟岭(6-DMAP) 法[2].

但采用化学或物理方法激活产生的克隆胚胎，其后

续的发育异常率显著高于精子激活(体外受精或超

数排卵)胚胎.有人分析，缺乏精子的参与可能是造

成目前克隆胚胎发育异常的一个重要因素.最近有

研究报道，将大鼠[3J 、小鼠[4] 、猪 [5J 、马 [6J 、牛 [7J 和绵

羊[8] 的精子提取物注入卵母细胞具有孤雌激活作

用.为进一步探讨验证精子提取物对卵母细胞的激

收稿日期 :2009-04.2l

活机制，为今后提高克隆胚胎的质量提供一种有效

的方法，本文就猪精子提取物的不同提取方法、注射

剂量以及不同的精子蛋白浓度对猪卵母细胞孤雌激

活的效果进行了研究.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 猪精液及卵巢 猪精液从广西畜牧研究所

种猪厂原种杜洛克猪新鲜采集;猪卵巢从广西南宁

市周边屠宰场收集青年母猪卵巢，将其置于 30 -35 "c 

生理盐水的保温瓶内，在 4 -5 h 内送达实验室.

1. 1. 2 试剂 TCM-199 为 GIBCO 公司生产;棋牛血
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清(FCS) 、猪卵泡液(PFF) 为广西大学动物繁殖研究 操作.

所制;蛋白抑制齐Ij PMSF 和Leupeptin 以及 CentrÏcon-

30 超滤管均为美国 Amresco 公司产品;其他无机盐

和生物化学试剂均为美国 Sigma 公司生产-

1.2 精子提取物的制备及浓缩

1. 2. 1 液氮反复冻融法将新鲜精液加入无 CaZ + 、

MgZ+ 的磷酸盐缓冲液(DPBS -)中，于 4α)() r/min 离

心 10 min ，弃 t清液，用 DPBS- 重悬后重复离心 3 次，

得到的沉淀物用裂解缓冲液( EB ，内含 120 mmoUL 

KCl , 1 mmoνL EDTA , 7.8 mmoνL NazHPÛ4 , 2.6 

mmoUL NaCl , 1. 4 mmoνL KHzPÛ4 , pH 7.3) 重悬后

离心 1 次，弃上清液，得到的沉淀物用含精子提取物抑

制剂的裂解液 (EB + 1 mmoUL PMSF , 1∞ μmoUL 

Leupeptin ,1 mmoνLDTT)将精子密度分别稀释至 5

X 108 、 10 X 108 和 20 X 108 mL - 1 ，然后分装于1. 5 mL 

EP 管中，通过直接技放到液氮中，停留 5 min 后 5 "C

水浴解冻，反复冻融4 次，使精细胞充分裂解

l. 2. 2 超声波破碎法 精子的清洗及裂解前处理

同l. 2. 1 法.将 3 种不同密度的猪精子置于4 "C水浴

的超声波仪上，每裂解 2-3min，暂停 1 min ，重复

8 -10次，总裂解时间为 25 -35 min. 

以上 2 种方法得到的精子裂解产物均于 4 "c , 

l3 500 r/min 离J L.' 50 min 获取上清液，然后分装于小

管， - 80 "c冷冻保存，显微注射前室温解冻待用.

精子提取物的浓缩:将 10 X 108 mL- 1 密度桔子

裂解离心后的上清液再用 CentrÏcon-30 超滤管浓缩，

使其终蛋白质量浓度为 5 - 6 mglmL，制备成含精子

提取物的 EB 缓冲液，分装于小管， - 80 "c冷冻保

存，显微注射前室温解冻待用.

采用紫外分光光度法测定精子提取物中的精子

蛋白质量浓度.

1. 3 卵母细胞的采集和成熟培养

用注射器抽吸法采集卵巢表面直径 2 -8 mm 卵

泡内的卵母细胞.卵母细胞先在含有促卵泡素

(FSH) 的 TCM-199 成熟培养液中培养 20 -22 h 后，

换成不含 FSH 培养液继续培养至 42 - 46 h. 培养条

件为 38. 5 "c、CÛ2 体积分数为 5% 的空气、相对饱和

湿度.

1. 4 精子提取物的显微注射

在显微操作仪主用外径为 120μm 的固定管固

定卵母细胞，然后用外径为 7μm 、内径为 5μm 的注

射针按试验设计吸取适量的精子提取物，缓慢地注

人卵子胞质内.注射后的卵母细胞移入显微操作微

滴的另一端，然后补充添加精子提取物液滴，再重复

相同的步骤直至完成各个卵母细胞的显微注射

1. 5 激活处理后培养与观察

将经显微注入精子提取物的卵母细胞置人 NC­

SU23 培养液微滴中，每个微滴约 25 枚，在 CÛZ 培养
箱中培养 8 d，期间每隔 72h 半量换液.48 h 后检查

卵裂情况并计算卵裂率，第 6 -8 d 检查桑榷胚/囊胚

发育情况，计算桑梧胚/囊胚发育率.

1. 6 试验设计

1. 6. 1 精于提取物注射剂量的比较 将体外成熟

的猪卵母细胞随机分成 4 组:空白对照组只向卵母

细胞显微注射裂解缓冲液(EB)2-4pL，其他 3 组则

分别注射采用液氮法提取，精子密度为 20 x 
108 mL- 1 的猪精子提取物2~45~7 和 8 -10 pL.检

查卵裂率及桑榷胚/囊胚发育情况.

1.6.2 液氮法与超声波法提取猪精子提取物孤雌

激活效果比较精子的密度为 20 X 108 mL -1 ，分别
采用液氮法和超声波法提取精子提取物.将成熟的

卵母细胞随机分成 3 组:第 l 组为对照组，卵母细胞

孤雌激活采用常规离子霉素联合 6-DMAP 处理;第 2

组注射 2 -4 pL 液氮法提取的精子提取物;第 3 组注

射 2 -4 pL 超声波法提取的精子提取物.然后将各组

的卵母细胞置于 NCSU23 培养液微滴中培养.检查

卵裂率及桑榷胚/囊胚发育情况.

l. 6. 3 不同猪精子蛋白浓度对卵母细胞的孤雌激

活效果 比较液氮法提取不同密度的猪精子蛋白以

及经超滤浓缩的高质量浓度精子蛋白对卵母细胞孤

雌激活效果的影响.试验分为 4 组，lJ 组分别注射

精子密度为 5 X 108 、 10 X 108 和 20 X 108 mL斗的精

子提取液;第 4 组的注射液为 CentrÏcon-30 超滤管浓

缩的精子蛋白液，各组的注射剂量均为 2 - 4 pL.然

后将卵母细胞置于培养液微滴中培养.检查卵裂率

及桑堪胚/囊胚发育情况.

1. 7 统计分析

所有试验均重复 5 次，试验数据用卡方检验进

行显著性差异分析.

2 结果与分析

2.1 不同注射剂量的激活效果

经紫外分光光度法测定，采用液氮法提取，精子

密度为 20 X 108 mL- 1 的猪精子提取物注射液，猪精

子蛋白质量浓度为 1. 35 mglmL.接受注射 2 -10 pL 

精子提取物的猪卵母细胞其后卵裂率 (52.6% -

7 1. 2%) 和桑摆胚/囊胚率 (2 1. 9% - 36. 8% )均显著

地高于空白注射的对照组(P < 0.05). 随着猪精子提

取物注射剂量的加大，卵裂率及桑植即囊胚率均呈
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下降的趋势，注射 2 -4 pL 组的卵裂率(7 1. 2%) 及

发育到桑檀胚/囊胚的比例 (36.8% )显著高于注射

8 -10 pL 组(P <0. 05) ，与注射 5 -7 pL 组差异不显

著(P >0. 05) ，结果见表1.

表 1 显微注射不同剂量猪精子提取物对猪卵母细胞的孤雌

激活效果1 1 

Tab. 1 Efl'ect of difl'erent doses of porcine spenn extract on 

parthenogenetic activation of porcineωcytes 

注射剂量/pL 卵子数 卵裂率/% 桑植胚/囊胚率/%

O( 对照) 168 30.4a 7.7a 

2 -4 125 71. 2c 36.8c 

5 -7 123 60.2bc 26.0bc 

8 -10 137 52.6b 21.9b 

1 )同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05 ， 卡方

检验)

2.2 不同裂解方法提取猪精子提取物效果比较

结果表明，采用液氮法提取的精子蛋白质量浓

度( 1. 35 mg/mL) 比超声波法(1. 22 mg/mL) 略高，前

者对卵母细胞孤雌激活的效果元论是卵裂率还是桑

棍胚/囊胚率也较后者高，但 2 组间的结果差异不显

著(P >0. 05 ，见表 2) .与采用常规方法激活的对照

组比较，3 组间卵裂率差异不显著;桑摆胚/囊胚率液

氮法提取物组与对照组差异不明显，但超声波提取

物组则显著低于对照组.

表 2 不同提取方法的精子提取物对卵母细胞孤雌激活的效果11

Tab. 2 Efl'ect of porcine spenn cytosolic factors extracted 

by difl'erent methods on parthenogenetic activation 

of porcine oocytes 

处理 卵子数 卵裂毒V'3品桑榷胚/囊胚导阶

常规激活 216 73.1a 46.8a 

液氮法提取物 125 71.2a 36.8ab 

超声波法提取物 107 65.4a 30.8b 

1 )同列数据后不同小写字母表示差异显著(P <0. 05 ，卡方

检验)

2.3 不同猪精子蛋白质量浓度对卵母细胞的孤雌

激活效果

试验结果表明，精子密度为 5 X 108 、 10 X 108 和
20 X 108 mL- 1 的精子提取液中精子蛋白质量浓度分
别为 0.42 、O. 79 和1. 35 mg/mL;将 10 X 108 mL- 1 密

度精子提取液再用 Centricon-30 超滤管浓缩后的精

子蛋白质量浓度为 5.80 mg/mL.由表 3 可见，当注射

剂量固定(2 -4 pL) 时，随着猪精子蛋白质量浓度的

增加，对卵母细胞的孤雌激活效果在增强，表现在卵

裂率和桑棍胚/囊胚率的逐步升高.蛋白质量浓度为

5.80 mg/mL 组的卵裂率及发育到桑梧胚/囊胚的比

例均显著高于 0.42 mg/mL 组 (P < O. 05) ，与 O. 79 

mg/mL 组、1. 35 mg/mL 组差异不显著(P >0. 05). 

表 3 不同猪精子蛋白质量浓度对卵母细胞孤雌激活的效果11

Tab. 3 Efl'ect of difl'erent albumen concentrations in por-

cine sperm extract on parthenogenetic activation of 

oocytes 

p( 精子蛋白)/ 卵母细 卵裂率/ 桑榕胚/

(mg . mL -1 ) 胞数 号毛 囊胚率/%

0.42 101 50.5a 18.8a 

0.79 120 62.5ab 30.0ab 

1. 35 125 71. 2b 36.8b 

5.80 98 73.5b 37.8b 

1 )同列数据后不同小写字母表示差异显著(P<0.05 ， 卡方

检验)

3 讨论

在正常受精过程中，精子起着引人父方基因和

协同起动发育的作用. 100 多年来，精子是如何激活

卵子的问题一直困绕着生殖和发育生物学家.经过

反复地探索，人们相继提出了精子通道假说[9] 、受体
控制假说[阳 1]和精子因子假说[ILl4]. 随着对受精机

制的深人研究，科学家们倾向于桔子因子假说来解

释精子如何在受精时引起卵母细胞内 ci+ 释放，进

而激活卵母细胞.该假说认为，精子与卵母细胞融合

后精子因子被释放并扩散到卵胞质内，经过适当的

信号通路使卵母细胞内 Ca2 + 释放并引起游离 Ca2 +

波动. Swann 等问]从 1990 年开始致力于寻找特定精

子因子的研究，他们发现哺乳动物诱导卵子 Ca2 + 振

荡的精子提取物对膜蛋白酶和热敏感，表明精子因

子可能是一种蛋白质.他们发现，注射牛或鼠精子提

取物可使鼠卵母细胞的钙离子释放和胞浆钙离子的

增加，同时他们还发现卵膜的超极化反应，这与卵子

受精时发生的膜反应相似.当研究者把从哺乳动物

精子中提取出来的可梅性物质注入到大鼠、小鼠、

猪、马、人等动物卵子中时，发现均可引起 Ca2 + 振荡，

从而激活卵母细胞孤雌发育. Saunders 等[巴 l 发现磷

脂酶 C (Phospholipase C , PLC )的一种类型一-PLq

在小鼠精子中特定表达，注射编码 PLq 的 cRNA 在

成熟小鼠卵内引起 Ca2 + 振荡，激活卵母细胞孤雌发

育.

精子提取物适宜的注射剂量是影响卵母细胞激

活及体外发育的重要因素之一.本试验研究结果表

明，每个猪卵母细胞注入 2 -4 pL 为适宜的注射剂

量.随着精子提取物注射剂量的加大，卵裂率及桑梧

胚/囊胚率均呈下降的趋势，可能原因是注射溶液过
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多，对卵母细胞造成的注射损伤相应增加，从而使卵

子发育受阻. Gianpiero 等 ll6 J 报道在小鼠卵母细胞内

注射不同剂量的人精子提取物，研究发现注射 1 pL 

引发卵内 ct+ 波动强度明显高于 5 衅，而且还有持

续的 Ca2 + 波动.赛务加甫等[8J 发现，在绵羊卵母细胞

内注射 2 -4 pL 的绵羊精子提取物的卵裂率要显著

高于 8 -10 pL 组，与本试验的结果相符.由于猪卵母

细胞容易受非生理剌激而激活，对照组虽然只注射 EB

缓冲液，也有 30.36% 卵裂率和 7. 749毛桑檀胚率(无囊

胚) ，但与任何一个试验组相比激活效果显著降低.

精子提取物是否能有效激活卵子，很大程度与

精子蛋白因子活性高低有直接的联系.目前提取精

子蛋白一般主要采用液氮法或超声波法.由于采用

超声波法裂解精子细胞会产生相当的热量，可能会

引起部分蛋白质变性，加速蛋白质水解，结果导致精

子蛋白因子活性的降低.所以采用超声波法提取时，

应间隔冷却裂解.液氮法提取反应比较温和，需要反

复多次冻融，期间难免也会造成部分蛋白质失活.本

试验研究结果表明 2 种方法提取的猪精子提取物孤

雌激活效果差异不显著，都可以用于精子提取物试

验研究

精子提取物中的有效蛋白质量浓度也是影响卵

母细胞激活及其体外发育的重要因素之一. Knott 

等ll7 J 在牛卵母细胞内分别注入蛋白质量浓度为 l 、5

和 15 mglmL 猪精子提取物，发现牛卵母细胞的原核

形成率分别为 30% 、829毛和 40%. 而且注射 5 mglmL 

猪精子提取物试验组，诱发卵内 Ca2 + 振荡间隔多次，

接近受精时卵内 Ca2+振荡水平.同样， Choi 等[ 6 J 在

马卵母细胞内分别注射 59 、 176 、293 、和 1 375μglmL 

的马精子提取物，发现 59μglmL 组的孤雌激活效果

显著低于其他试验组.本试验结果表明，当注射剂量

固定时，随着猪精子蛋白质量浓度的增加，对卵母细

胞的孤雌激活效果在增强，表现在卵裂率和桑榷

胚/囊胚率的逐步升高，以 5. 80 和1. 35 mglmL 猪精

子蛋白激活效果较好.猪精子蛋白 5.80 mglmL 组是

使用超滤膜 Centricon-30 浓缩后而获得的，操作过程

比其他质量浓度精子蛋白组增加了一个步骤，此过程

中难免会引起部分蛋白失活，这也可能是尽管其蛋白

质量浓度扩大了几倍，激活效果没有预期好的原因之

一.具体的原因需要在以后的试验中进一步探讨.
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