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山羊体外成熟卵母细胞去核时间及方法
对去核效率的影响

刘海军 ,郑　梓 ,王　儒 ,张金龙
(天津市畜牧兽医研究所 ,天津　300112)

　　摘要:在山羊卵母细胞体外成熟的不同时间 , 进行荧光(Ｈｏｃｈｅｓｔ33342)染色 ,一是确定极体和细胞核染色体的位

置关系 , 二是分别采用盲吸法和荧光指导法去核 , 观察去核率。结果表明:在体外成熟培养 18, 20, 22, 24ｈ, Ａ类卵母

细胞所占比例分别为 72.7%, 43.7%, 27.5%, 16.7%, Ｂ类卵母细胞分别为 9.1%, 31.3%, 47.8%, 55.6%, Ｃ类卵母

细胞分别为 18.2%, 25%, 24.6%, 27.7%;在体外成熟培养的 18, 20, 22, 24ｈ去核 ,盲吸法的去核率分别为 69.1%,

58.2%, 50.7%, 45.8%,而荧光指导法去核率均为 100%。
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　　核移植涉及技术环节多 ,每一个环节出问题 ,都

会影响核移植的总体效率 。去核是核移植中的第一

步 ,是非常重要的 ,去核的好坏直接影响以后的注核 、

融合等核移植环节的效率以及重构胚的正常发育。

传统的去核方法采用的是盲吸法
[ 1]
,以成熟卵

母细胞排出的第一极体作指示 ,极体刚排出时 ,细胞

核染色体就在极体附近。用去核管去掉极体及其附

近 1 /3 ～ 1 /4的细胞质 ,就能把核去掉。但随着成熟

时间的延长 ,极体的位置会发生变化 ,从而指示细胞

核染色体的位置不准确 ,造成去核率下降 。

为了提高去核率 ,后来在小鼠上率先发展了荧

光指导法去核
[ 2]
,用荧光染色确定细胞核染色体的

位置 ,去核率可达 100%。

本研究对山羊卵母细胞体外成熟培养不同时间

极体与细胞核的相对位置关系 ,以及不同的去核方

法(盲吸法 、荧光指导法)对卵母细胞去核率的影响

进行了研究。旨为选择山羊卵母细胞最佳去核方法

及去核时间提供依据。

1　材料和方法

1.1　卵母细胞的采集与体外成熟

1.1.1　屠宰场山羊卵巢的采集　山羊卵巢取自天
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津附近屠宰场。山羊屠宰后立即摘除卵巢 , 放入

30 ～ 35℃加有青 、链霉素的生理盐水中保存 ,于 5ｈ

内运至实验室。

1.1.2　卵母细胞的采集与体外成熟　采用抽吸法

进行采卵 ,用 10ｍＬ注射器抽吸卵巢表面 2 ～ 6ｍｍ

卵泡 ,选择含有一层以上致密卵丘细胞 ,细胞质均匀

的卵母细胞用于成熟培养 。卵母细胞成熟培养液为

ＴＣＭ199(Ｇｉｂｃｏ)+10%ＦＣＳ(Ｈｙｃｌｏｎｅ)+10 μｇ/ｍＬ

ＦＳＨ(宁波激素制品厂)+20 μｇ/ｍＬＬＨ(宁波激素制

品厂)+1 μｇ/ｍＬ 17β -Ｅ2 (Ｓｉｇｍａ)。于 38.5℃, 5%

ＣＯ2 , 95%空气 ,饱和湿度下分别培养 18, 20, 22, 24ｈ。

1.2　成熟卵母细胞的分类

体外成熟培养 18, 20, 22 , 24ｈ的卵母细胞 ,用

0.5%透明质酸酶处理 5ｍｉｎ,吸管吹打去掉卵丘细

胞 。以排出第一极体作为卵母细胞成熟的标志 。成

熟卵母细胞在含有 5 μｇ/ｍＬＨｏｃｈｅｓｔ33342和 5

μｇ/ｍＬ细胞松弛素 Ｂ(Ｓｉｇｍａ)的ＴＣＭ199中孵育 10

～ 15ｍｉｎ,在倒置显微镜下用紫外光照射 ,极体和细

胞核染色体发出蓝色荧光 。按极体与染色体的连线

所构成角的大小 ,把卵母细胞分成三类:Ａ类 ,夹角

为 0 ～ 30°;Ｂ类 ,夹角为 30 ～ 60°;Ｃ类 ,夹角为 60 ～

90°。统计不同成熟时间三类卵母细胞所占比例。

1.3　卵母细胞去核方法

体外成熟培养 18, 20, 22 , 24ｈ的卵母细胞 ,选

择排出第一极体 ,形态正常的卵母细胞进行去核 。

采用盲吸法和荧光指导法两种方法去核 。成熟卵母

细胞在含有 5 μｇ/ｍＬＨｏｃｈｅｓｔ33342和 5 μｇ/ｍＬ细

胞松弛素Ｂ(Ｓｉｇｍａ)的ＴＣＭ199中孵育 10 ～ 15ｍｉｎ,

然后在倒置显微镜(Ｎｉｋｏｎ)下用显微操作仪 (Ｎａｒ-

ｒｉｓｈａｇｅ)去核 ,操作液为添加 20ｍｍｏｌ/ＬＨｅｐｅｓ的

ＴＣＭ199(Ｇｉｂｃｏ)+10%ＦＣＳ(Ｈｙｃｌｏｎｅ)。

1.3.1　盲吸去核法　用去核针吸去卵母细胞第一

极体及其下方 1 /3 ～ 1 /4的胞质 ,去核后的卵母细胞

用紫外光照射 ,确定染色体是否已经去掉 ,统计去核

率。

1.3.2　荧光指导去核法　荧光瞬间照射确定ＭⅡ

卵母细胞染色体的位置 ,然后用去核针插入卵周隙 ,

吸掉包含有染色体的小部分细胞质及第一极体 ,荧

光检测去核。

1.4　数据统计分析

试验重复 3次以上 , 用 χ
2
进行差异显著性

分析 。

2　结果与分析

2.1　不同成熟培养时间极体和染色体位置的关系

分别在卵母细胞体外成熟培养的 18, 20, 22, 24

ｈ,结束成熟培养 ,Ｈｏｃｈｅｓｔ33342染色 ,荧光照射确定

染色体和极体的位置关系(图 1 ～ 3),结果见表 1。
表 1　不同成熟培养时间极体和染色体位置的关系

Ｔａｂ.1　Ｌｏｃａｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｂｅｔｗｅｅｎｐｏｌｙｂｏｄｙａｎｄｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

ａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｄｕｒｉｎｇｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒｉｎｇｏｆｇｏａｔｏｏｃｙｔｅｓ

成熟时间 /ｈ
Ｃｕｌｔｕｒｉｎｇｔｉｍｅ

卵子总数
Ｎｏ.ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

Ａ类
ＴｙｐｅＡ

Ｂ类
ＴｙｐｅＢ

　Ｃ类
　ＴｙｐｅＣ

18 55 40(72.7%) 5(9.1%) 10(18.2%)

20 64 28(43.7%) 20(31.3%) 16(25%)

22 69 19(27.5%) 33(47.8%) 17(24.6%)

24 72 12(16.7%) 40(55.6%) 20(27.7%)

图 1　Ａ类卵母细胞

Ｆｉｇ.1　ＴｙｐｅＡｏｏｃｙｔｅ

图 2　Ｂ类卵母细胞

Ｆｉｇ.2　ＴｙｐｅＢｏｏｃｙｔｅ



92　　　 华　北　农　学　报 26卷

图 3　Ｃ类卵母细胞

Ｆｉｇ.3　ＴｙｐｅＣｏｏｃｙｔｅ

　　结果表明 ,随着成熟培养时间延长 ,Ａ类卵母细

胞所占比例逐渐下降 ,而Ｂ类 、Ｃ类卵母细胞逐渐增

加 ,表明染色体和第一极体的距离随培养时间延长

逐渐增大 。培养 18ｈＡ类卵母细胞所占比例最大 ,

可达 72.7%;培养 24ｈ,Ａ类卵母细胞所占比例降

至最低 ,仅为 16.7%。

2.2　成熟培养时间对卵母细胞盲吸法去核率的影响

分别在卵母细胞体外成熟培养的 18, 20 , 22, 24

ｈ,结束成熟培养 ,分别用盲吸法和荧光指导法去核 ,

去核后荧光照射检测卵母细胞去核率 ,结果见表 2。
表 2　成熟培养时间及去核方法对去核率的影响

Ｔａｂ.2　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｕｒｉｎｇｔｉｍｅａｎｄｅｎｕｃｌｅａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｎｅｎｕｃｌｅａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

成熟时间 /ｈ
Ｃｕｌｔｕｒｉｎｇｔｉｍｅ

盲吸去核法
Ｂｌｉｎｄ-ａｓｐｉｒａｔｉｏｎ

荧光指导去核法
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｇｕｉｄｉｎｇ

卵子总数
Ｎｏ.ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

去核数
Ｅｎｃｕｌａｔｅｄ

卵子总数
Ｎｏ.ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

去核数
Ｅｎｃｕｌａｔｅｄ

18 42 29(69.1%)ａ 53 53(100%)
20 67 39(58.2%)ａｂ 75 75(100%)
22 73 37(50.7%)ａｂ 63 63(100%)
24 48 22(45.8%)ｂ 58 58(100%)

　注:同一栏内标字母不同者 ,表示差异极显著(Ｐ<0.01)

　Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｓａｍｅｒｏｗｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｈｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ1%ｌｅｖｅｌ.

　　结果表明 ,用盲吸法去核 ,随着成熟培养时间延

长 ,去核率逐渐下降 , 18ｈ与 20, 22ｈ之间差异不显

著 , 18ｈ与 24ｈ的去核率差异显著 。表明采用盲吸

去核法去核 ,山羊卵母细胞的适宜去核时间为 18 ～

22ｈ,不宜超过 22ｈ。采用荧光指导法去核 ,去核率

可达 100%,而盲吸法去核率最高仅为 69.1%,表明

荧光指导法优于盲吸去核法。

3　讨论

受体卵母细胞的完全去核是保证核移植胚胎发

育的基本条件 。传统的去核方法采用的是盲吸

法
[ 1]
,以成熟卵母细胞排出的第一极体作指示 。本

研究的结果表明 ,随着山羊卵母细胞体外成熟培养

时间的延长 ,盲吸去核率下降 ,原因是作为去核标志

的极体位置发生变化 ,不能准确地指示染色体的位

置 。本研究体外成熟培养 18ｈ的山羊卵母细胞去

核率最高 ,可达 69.1%,而成熟培养 24ｈ的卵母细

胞去核率仅为 45.8%。这与前人的研究结果相似 ,

Ｔａｋａｎｏ等
[ 3]
对牛卵母细胞在体外成熟培养的 16 ～

18 , 22 ～ 24 , 28 ～ 30 , 40 ～ 42ｈ的去核率分别为

88%, 85%, 74%, 75%;杨素芳等
[ 4]
对水牛卵母细胞

在体外成熟培养的 16 ～ 18, 19 ～ 21 , 22 ～ 24ｈ,去核

率分别为 75%, 59.8%, 47.1%。

尽管盲吸去核法操作简便 、快速 ,但去核率仅能

达到 70%左右 ,那么约 30%的卵母细胞并未去掉染

色体 ,用这部分卵母细胞构建的重构胚不能产生正

常的二倍体胚胎。

为提高卵母细胞去核效率 ,后来发展了荧光指

导法去核 。就是先用 Ｈｏｃｈｅｓｔ33342对卵母细胞进

行染色 ,Ｈｏｅｃｈｓｔ33342可以特异性地结合在 ＤＮＡ

中的腺嘌呤和胸腺嘧啶上 ,在紫外光激发下发出荧

光 ,显示出卵母细胞染色体的位置 ,从而指导去核操

作 ,荧光指导法的去核率可达到 100%。Ｗｅｓｔｈｕｓｉｎ

等
[ 5]
试验表明 ,Ｈｏｃｈｅｓｔ33342染色和紫外线短时照

射不会影响卵母细胞维持供体核发育到出生的能

力 ,这一结果为应用荧光指导法去核奠定了基础 。

国外在山羊上应用荧光指导法去核的较多
[ 6, 7]

,而

国内仅见刘海军等
[ 8, 9]
采用用荧光指导法去核 ,并

成功获得了胚胎克隆的波尔山羊。

尽管盲吸去核后可采用荧光染色验证去核 ,确

认去核的卵母细胞用于核移植 ,而弃掉未去除细胞

核的卵母细胞 ,但这样仍然浪费掉约 30%的卵母细

胞 ,这对充分利用核受体卵母细胞是不利的 ,尤其当

卵母细胞来源不足 ,或获取卵母细胞成本高时(如

来自经ＦＳＨ超排的家畜卵巢),而荧光指导法去核

可以避免这一弊端 。

Ｌｉｕ等
[ 10]
报道 ,利用ＭⅡ期卵母细胞的细胞质

和纺锤体对光的不同折射特性 ,在显微镜光学系统

上附加偏振光学系统 ,并将该系统捕获的图像用计

算机进行图像处理 ,显示出 ＭⅡ期染色体所处的位

置 ,并通过显微操作进行去核 , 可以有效地去除小

鼠 、仓鼠 、牛及人卵母细胞的核 ,而且可以把创伤降
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到最低 。但这种方法需要较昂贵的设备 ,限制了其

在核移植中的应用。

曾有人担心Ｈｏｅｃｈｓｔ33342染色 ,紫外照射时间

过长 ,会对卵母细胞造成伤害 ,这个问题可通过缩短

紫外照射时间来解决 ,如紫外照射时间不超过 10ｓ。

本研究结果表明 ,随着成熟培养时间的延长 ,山

羊卵母细胞第一极体与染色体的距离逐渐变远 ,二

者夹角在 0 ～ 30°以成熟培养 18ｈ比例最高 ,成熟培

养 24ｈ, 这类卵母细胞所占比例降至最低 , 仅为

16.7%,这也与本研究盲吸法去核随着培养时间延

长 ,去核率逐渐下降是吻合的。

不同成熟培养时间极体和染色体的位置关系 ,

对荧光指导法去核也有重要的意义 ,尽管荧光指导

法可做到 100%去核 ,但是如果染色体和极体距离

近 ,可降低操作难度 ,这样即可加快去核速度 ,又可

减少去掉的细胞质的量 ,从而有利于卵母细胞去核

的质量 。
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