
!" 卷 # 期

!$$% 年 && 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+(,-./-0 !$$%

1-2-3,-4：5678609 &#，!$$%；:22-;<-4：=602> !!，!$$%*

?>3@ A(0B A6@ @8;;(0<-4 /9 6 C067< D0(. E>67C>63 :C0328)<80- F(..3<<--，F>376（+(* !$$GH"HG）*

" F(00-@;(7437C 68<>(0 * ?-)：I J#H!&H#!!$$"JK；LH.63)：M>67C4-D8&$N96>((* 2(.* 27
上海市科技兴农重点攻关项目（沪农科攻字 +(* !$$GH"HG）。

!"#$%&’()#’* 系统在猪卵母细胞去核中的应用

+""&#,-.#/$ /0 !"#$%&’()#’* #$ .1’ 2$3,&’-.#/$ 4/5,#$’ /0
6/,7.’8

杨 宇&，!，O，戴建军&，!，张廷宇&，!，O，吴华莉&，!，陈学进"，张德福&，!"，马恒东O

P:+Q P8&，!，O，R:S 5367H587&，!，TU:+Q ?37CHP8&，!，O，VW U86HX3&，!，FUL+ Y8-H537"，

TU:+Q R-HZ8&，!" 674 =: U-7CHR(7CO

& 上海农业科学院畜牧兽医研究所，上海 !$&&$#
! 上海农业遗传育种重点实验室动物遗传工程研究室，上海 !$&&$#
" 上海交通大学医学院上海发育生物学重点实验室，上海 !$$$K!
O 四川农业大学动物科技学院，雅安 #!G$&O
& 3$#4+, 5)&6+$7*2 +$7 8%/%*#$+*2 9%&%+*0" :$&/#/)7%，;"+$1"+# 30+7%42 (- 31*#0),/)*+, ;0#%$0%&，;"+$1"+# !$&&$#，!"#$+

! <#=#&#($ (- 3$#4+, >%$%/#0 ?$1#$%%*#$1，;"+$1"+# @)$#0#A+, B%2 C+6(*+/(*2 (- 31*#H1%$%/#0 +$7 .*%%7#$1，;"+$1"+# !$&&$#，!"#$+

" !%$/%* (- <%=%,(A4%$/+, .#(,(12，D#$")+ 5(&A#/+,，;"+$1"+# ’#+( E($1 F$#=%*&#/2，;"+$1"+# !$$$K!，!"#$+

O 3$#4+, ;0#GE%0"$(,(12 !(,,%1%，;#0")+$ 31*#0),/)*% F$#=%*&#/2，H+’+$ #!G$&O，!"#$+

摘 要 应用 E;374)-H,3-A 对体外成熟培养 "#、O!、OO 和 OJ> 的猪体外成熟卵母细胞减数分裂纺锤体进行去核操作，并与传统

去核方法（=2Q06<>HE()<-0 去核法，挤压去核法）相比较，结果表明：!在 O! [ OJ> 之间利用 E;374)-H,3-A 得到的猪卵纺锤体影像与

极体的相对位置没有明显的变化；"E;374)-H,3-A 适合用于猪体外成熟卵母细胞减数分裂纺锤体的观察及去核；去核效率与其

他两种方法相比差异极显著（KG\G]，O!\&]，%O\!]，I ^ $\$&）；#纺锤体成像是否清晰可用于猪卵母细胞的质量监控。

关键词 E;374)-H,3-A，猪卵母细胞，去核，减数分裂纺锤体
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细胞核移植研究中，成熟卵母细胞去核操作，即

去除卵母细胞的纺锤体，是核移植程序的重要环节。

卵母细胞去核操作，要求既要完全去核，又要尽可能

减少胞质损失，同时还要尽可能缩短操作时间。目

前，常用去核方法为 !"#$%&’()*+&,$ 去核法［-］和挤压

去核法［.］，由于两种方法存在一定的缺点，人们一直

在寻求更好的方法［/］。用蔗糖高渗溶液对牛卵子进

行短时培养，大部分卵子的纺锤体部位突出于卵膜表

面，指示去核操作［0］；将山羊的卵子在室温下短时培

养，大部分卵子的纺锤体部位亦可突出于卵膜表面。

这些都对卵子的去核操作方法进行了一定的改进。

哺乳动物纺锤体观测仪 )1234+,(52,6 的出现，不但保

证卵母细胞去核操作速度和 -778的去核效率，同时

不需要对卵子进行特殊处理，对卵子没有损伤［9］；此

外因 :1234+,(52,6 利用偏振光折射直接获取纺锤体镜

像，不需染色就能观察到卵母细胞内纺锤体［;］。

目前 )1234+,(52,6 主要用于人类辅助生殖医学

!< 和 =>)= 临床观察卵母细胞纺锤体［?］，同时还用

于鉴定卵母细胞的质量［@］，在实验动物小鼠、牛［A］家

兔［-7］有应用报道，而在家畜上的应用甚少。本研究

试图应用 )1234+,(52,6 系统于猪卵母细胞的去核，以

提高其效率。

! 材料与方法

!"! 猪卵母细胞的采集与准备

上海长宁区复兴屠宰场采集卵巢，放入 /7 B
/9C添加双抗的生理盐水中，.’ 内带回实验室；用

-@ 号针头，.7DE 的注射器抽吸直径在 / B ;DD 的卵

泡，放入 97DE 的试管中；将试管中的卵泡液倒入捡

卵杯，用 FE(GHIH) 操作液冲洗、洗涤过滤杂质；在

体视显微镜下用口吸管挑选 J 级以上（卵母细胞外

包裹 / 层 以 上 颗 粒 细 胞）卵 丘 卵 母 细 胞 复 合 体

（>K>:），将挑出的 >K>: 用操作液反复洗 / B 9 遍；

挑选出颗粒细胞致密的卵母细胞用成熟液（L>)M./
N 激素和因子）洗 / B 9 遍；>K>: 放入已经在培养箱

内平衡 0’ 的成熟液中，（每 077"E 滴放 @7 B A7 枚

卵）；在 L>)M(./ 中培养 .. B .0’，将 >K>: 换入无激

素的 L>)M(./ 成熟液中继续培养至 00’［--］。

!"# 显微操作

!"#"! !"#$%&’()*+&,$ 去核法：利用 !"#$%&’()*+&,$ 去

核法进行成熟卵母细胞去核，即在直径 ;7DD 培养

皿盖中央做一个 97"E 显微操作液滴，再用矿物油覆

盖。在装配有显微操作仪及恒温台的倒置显微镜上

用固定吸管（内径 -7 B .7"D，外径 -77 B -.7"D）吸持

卵母细胞，用内径 -9 B .9"D 的去核O注射针使第一

极体处于钟表 - 点钟位置，接着从 / 点钟处进针，吸

取第一极体及其临近 -78 B .78可能含有卵母细

胞核的胞质。挑选直径 -9 B .7"D、折光性强、圆形

光滑的体细胞，从去核切口放入卵周隙，用注射针点

压透明带，使供体细胞与受体卵的胞膜接触紧密。

每批操作 /7 个卵母细胞左右，每次分 0 B 9 批操作

（图 P）。

!"#"# 挤压去核法［-.］：先用固定针固定卵母细胞，

使第一极体（或卵周隙扩大的一侧）位于固定针的正

上方或下方（即时钟的 -. 点或 ; 点钟处）。将玻璃

针在第一极体两侧（或卵周隙扩大部分）-O9 B -O0 卵

周长处，沿第一极体（或卵周隙扩大部分）刺穿透明

带，挑开透明带或在固定针管壁摩擦，在透明带上形

成 -O9 B -O0 卵周长的切口。将穿刺针换成钝端去核

管后，调整卵母细胞的透明带切口方向，使其位于固

定针的正上方或下方，直接用钝端去核管在透明带

切口斜下方推挤卵母细胞，使第一极体连同其附近

的 -O0 B -O/ 胞质溢出透明带，然后用钝端去核管吸

除溢出透明带的第一极体及连同其附近的胞质（图

J、>）。

!"#"$ :1234+,(52,6 法：采用水平显微注射技术系

统［-/］。用成熟培养液在 DD 培养皿内做滴，在操作

液滴周边加入灭菌石蜡油，用口吸管（外径 -DD）把

>J 液里的卵母细胞吸入滴内，然后放在偏振光显微

镜下进行卵母细胞纺锤体的观察。卵母细胞放入液

滴后，未调整卵母细胞极体位置前可见纺锤体的数

目为一次性可见纺锤体数；然后用显微操作针逐个

调整卵母细胞极体位置，使极体清晰可见，再次统计

可见纺锤体卵母细胞数目，即为实际可见纺锤体数

目。观察到纺锤体后，按照盲吸法相同的步骤进行

去核操作（图 Q）。

!"$ %&’(%)*$$$+# 染色观察去核率

将 去 核 后 的 卵 母 细 胞 移 到 含 9"RODE
’*""’:&///0. 的 !,42SD-AA（含 -78L>)，! O!）液滴中

孵育 -9 B .7D23，然后在荧光显微镜下检验去核效

果。如无荧光，证明卵母细胞内的染色质已被完全

除去；如有荧光，证明染色质未被去除或部分未被去

除（图 H、<）。

!"+ 利用 ,-./01’23.’4 观察结果对卵子进行分类

根据观察，将猪卵纺锤体成像明亮、集中，直径

范围在 /7"D 以内判断为纺锤体清晰；将纺锤体成

像较暗、成像范围超过 /7"D 以外，不能准确判断纺

锤体具体位置者，判断为纺锤体模糊；将完全不能看
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见纺锤体者，判断为纺锤体不可见。对 !!" 成熟卵

按纺锤体清晰、模糊和看不见 # 组分别进行孤雌激

活培养，培养 !$" 后，检查分裂情况。根据分裂情况

将卵子分为分裂卵和不分裂卵，分裂卵中 %&! 细胞

分裂卵定为正常卵裂，’ 细胞以上卵定为异常分裂

（图 (、)）。

根据纺锤体清晰猪卵母细胞中极体和纺锤体夹

角!以卵子球心为顶点，其与极体和纺锤体连线之

夹角大小将纺锤体清晰的卵母细胞分为 *、+、, 和

-! 类［.!］：* 类，卵母细胞中极体和纺锤体夹角为 /0；
+ 类，纺锤体与极体夹角为 ’0 1 !/0；, 类，极体与纺

锤体夹角 !’0 1 230；- 类，纺锤体与极体夹角大于

230。
!"# 数据分析

利用!
% 法对数据进行统计分析。

$ 结果

$"! 成熟培养时间对猪成熟卵母细胞纺锤体观察

结果的影响

从表 . 可以看出，成熟时间在 #’ 1 !$" 之间的

猪卵母细胞纺锤体可见率发生明显变化；纺锤体成

像模糊主要原因在于引起偏振光折射的微丝、微管

等组织的有序性和致密性降低。从表 . 可看出在成

熟培养 !!"，纺锤体清晰的比例最高（’#4!5），而 !%
和 !$" 的纺锤体清晰的比例有所下降（数据统计差

异不显著）。原因可能为 #’，!%" 的卵子尚未排出或

刚刚排出第 . 极体，留在卵细胞中的染色体尚未完

全形成 6"纺锤体，部分卵子微管和微丝排列的有

序性和致密性尚未达到最大，因此纺锤体成像模糊

比例较 !!" 的卵子稍大，而 !$ 的卵子随着 6"纺锤

体形成时间的延长，结构趋于松散，纺锤体成像模糊

比例也较 !!" 的卵子稍大。

从表 % 结果可以看出减数分裂纺锤体清晰卵子

的纺锤体与第 . 极体位置关系未随卵子成熟时龄发

生明显变化，纺锤体与第 . 极体的夹角均在 !/0以

内。从表 % 中还可看出，!! 时龄卵子纺锤体与第 .
极体夹角在 /0以内的比例达到了 2/4/5，在 ’0 1 !/0
之间的比例仅为 !4/5，而 !$ 时龄卵子纺锤体与第

. 极体夹角在 /0以内的比例下降到 $35左右，其余

均在 ’0 1 !/0之间。这一结果与人类卵子研究结果

类似［./］，235左右的人类卵子纺锤体位于第 . 极体

附近位置，在人类卵子显微注射受精多用第 . 极体

作为卵母细胞纺锤体位置的定位参照。

表 ! 不同成熟时龄猪卵母细胞纺锤体观察结果

%&’() ! *+,-.() /’0)12&3,/- /4 +/15,-) //563)0
&3 .,44)1)-3 7&381&3,/- 3,7)0

6789:78;<=
8;>?@"

A<BC8?
D<E

,F?7:
GH;=IF?@5

JFF?K;LF?@5 M=<LG?:N7LF?@5

#’ .3% #’（#/4#5）7 !’（!/4.5）7 %3（.24’5）7

!% $O !.（!O4.5）B .$（%34O5）B %$（#%4%5）L

!! ..% O.（’#4!5）7B %%（.24’5）B .2（.O 5）7

!$ O. #.（!#4O5）L .’（%%4/5）B %!（##4$5）L

P;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B? L?8R??= 7 7=I L（! S 3E 3/）；G;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B?
L?8R??= 7 7=I B（! S 3E.）；=< G;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B? L?8R??= L 7=I ,（! T
3E3/）E

表 $ 纺锤体与第 ! 极体位置关系

%&’() $ 9/5&3,/- 1)(&3,/- ’)3:))- 0+,-.() &-. 4,103 +/(&1 ’/.6

A<BC8?G D<E
（>789:78;<= 8;>?）

*=KF? L?8R??= GH;=IF? 7=I Q;:G8 H<F7: L<IC

*@5 +@5 ,@5 -@5

!$（#’） U;:G8 H<F7: L<IC R7G =<8 :?F?7G?I

O%（!%） ’#（$O4/5）L 2（.%4/5）L 3 3

’’（!!） ’#（2/4/5）7 #（!4/5）7 3 3

#2（!$） #%（$%4.5）B O（.O425）B 3 3

*，30 1 /0；+，’0 1 /0；,，!’0 1 230；-，T 230E
P;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B? L?8R??= 7 7=I L（ ! S 3E /）；G;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B?
L?8R??= 7 7=I B（! S 3E.）E

$"$ 不同去核方法对去核率与重构胚后期发育的

影响

在去核成功率上，由于可以对纺锤体位置直观

的进 行 观 测，GH;=IF?&N;?R 的 去 核 效 率 显 著 高 于

6B(:78"&P<F8?: 去核法和挤压去核法（表 #&.），在操作

中，GH;=IF?&N;?R 法对卵母细胞的损伤也最小，相对于

另两种去核法所得重构胚的后期发育也出现显著差

异（表 #&%）（图 .）。

表 ;<! 去核方法对去核效果的影响表

%&’() ;<! =44)53 /4 )-85()&3,/- 7)3>/. /4
//563)0 /- )44,5,)-56 ,- )-85()&3,/-

V=9BF?78;<=
>?8"<I

V=9BF?78;<=
<<BC8?G D<E

P9BB?GGQ9F :78? <Q
?=9BF?78;<=@5

6B(:78"&P<F8?: >?8"<I #3’ .%2（!%4.5）7

VW8:9G;<= >?8"<I #!/ %//（O!4%5）7B

PH;=IF?&N;?R >?8"<I .O% .’!（2/4/5）B

P;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B? L?8R??= 7 7=I L（ ! S 3E 3/）；G;K=;Q;B7=8FC
I;QQ?:?=B? L?8R??= 7 7=I B（! S 3E3.）E

表 ;<$ 去核方法对核移植胚胚胎发育能力的影响

%&’() ;<$ =44)53 /4 )--85()&3,/- 7)3>/. /- 3>) .)2)(/+7)-3
5&+&5,36 /4 -85()&1 31&-04)1 )7’16/0

V=9BF?78;<=
>?8"<I

U9G;<=
?>L:C< D<E

V>L:C< I?N?F<H>?=8

,F?7N?I 6<:9F7 +F7G8<BCG8

6B(:78"&P<F8?: >?8"<I O! !%（/’4O）7 $（.34$）7 /（’4$）7

VW8:9G;<= >?8"<I .O/ .3.（/O4O）7 .2（.342）7 ..（’4#）7

PH;=IF?&N;?R >?8"<I .#/ ..2（$$4./）B #O（%O4!）B .!（.34!）L

P;K=;Q;B7=8FC I;QQ?:?=B? L?8R??= 7 7=I L（ ! S 3E 3/）；G;K=;Q;B7=8FC
I;QQ?:?=B? L?8R??= 7 7=I B（! S 3E.）E
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!"# $%&’()*+,&*- 观察结果与卵子质量的关系

为研究 !"#$%&’()#’* 观察结果与卵子质量的关

系，对 ++, 成熟培养组的卵子按照纺锤体观察结果

分为纺锤体清晰、纺锤体模糊和纺锤体看不见 - 组

进行孤雌激活培养，以 +., 后的卵裂率和分裂卵的

形态作为指标，判断卵子质量，结果见表 +。结果显

示，看不见纺锤体组的卵裂率明显低于可见纺锤体

组；纺锤体清晰组与纺锤体模糊组的卵裂率没有差

异，但是纺锤体模糊组的卵子异裂比例显著高于纺

锤体清晰组，因此根据纺锤体是否可见和纺锤体是

否清晰可以对卵子质量进行初步的评定。

表 . $%&’()*+,&*- 观察结果与卵子质量的关系（成熟 ../ 卵）

012)* . 3*)14&5’ 56 55784*9 :;1)&48 1’( $%&’()*+,&*- <*9;)4（../ 56 =14;<14&5’）

/#012’ 34 5"#$%&’ 63789’ :3; <&’=)=0’ :3; >? :32@=& :3; >? AB$32@=& :3; >? C$7&’=)=0’ :3; >?

7&’=2 DE +D（.FG+?）= -H（EHGE?）= E（IFG.?）= II（IHGE?）=

J&&’0#B&’ DK KH（DDG.?）=7 IL（-KGL?）=7 E（IIGD?）= K-（++GK?）=7

C$3B5’2)=B&’ +E IE（-+G.?）7 H（IHGE?）7 L（IDGK?）B -F（EDGK?）7

!#0$#4#7=$9&8 %#44’2’$7’ B’9*’’$ = =$% B（! M F;FD）；5#0$#4#7=$9&8 %#44’2’$7’ B’9*’’$ = =$% 7（! M F;FI）;

# 讨论

#"> $%&’()*+,&*- 对猪卵母细胞分裂纺锤体观察的

适用性

偏振光显微镜（5"#$%&’()#’*）是采用电子光学硬

件和计算机数据处理程序，利用有序高分子对偏振

光的折射现象来观察细胞内的高分子结构。卵母细

胞内减数分裂纺锤体是高分子物质如微丝微管、肌

动蛋白细丝环等物质有序排列而成。这些物质均可

以使偏振光发生折射，因此偏振光通过卵母细胞减

数分裂纺锤体时发生折射，这种折射可以被检偏器

捕捉，并通过偏振光显微镜观察［E］。与牛、羊等家畜

和小鼠、家兔等实验动物的卵子细胞质较为清亮，纺

锤体易于观察相比，由于猪的卵母细胞中颗粒性物

质（如脂肪微滴等阻光物质）较多，对纺锤体观察影

响较大。但通过极体位置辅助寻找可以确定纺锤体

位置。

#"! 几种去核方法的比较

本试验认为，N7O2=9,(!3&9’2 去核法虽然操作简

捷、迅速，但在去核过程中，往往使卵母细胞第一极

体的位置发生改变，改变了极体与细胞核的相对位

置，影响去核效果。同时，去核针进入细胞质，破坏

卵母 细 胞 的 微 结 构，可 能 会 影 响 重 构 胚 的 发 育。

N7O2=9,(!3&9’2 去核法去核操作步骤多、钝端去核管

进入卵黄周隙的操作耗费时间较长，难以达到满意

的操作速度。挤压去核法去核时，制作的固定针直

径略小于猪卵母细胞直径，操作时，穿刺针可直接从

卵母细胞上方将其刺破，省去了在固定针上摩擦划

破细胞膜的步骤；但两步法去核需要更换钝头针用

于挤压，在实际操作中，如果是两台以上显微镜配合

进行，效果较好，单台显微镜操作效率较低［K］。在

!"#$%&’()#’* 直观的观测下，去核率可以达到 HD?以

上，而且相对传统去核方法，其对卵母细胞本身的损

伤最小，有利于重构胚的后期发育。

#"# $%&’()*+,&*- 观察在猪卵母细胞质量监控上的

作用

在以往的猪核移植卵母细胞质量评定中，一般

只能以光镜下肉眼观察的形态学进行判断，较为粗

略。采用组织学方法（超微结构、组织染色）得到的

仅是一个总体评定，因为样品卵在检测中已经丧失

生理活性。本研究以 5"#$%&’()#’* 观察猪卵子减数

分裂纺锤体的不同结果对卵母细胞进行分类激活培

养，结果显示：纺锤体结构紧凑，成像明显的卵子发

育能力较好。这种质量评定可以在核移植操作过程

针对单个卵母细胞实时监控，同时不损伤卵母细胞

质量，相对于其他方法而言具有不可替代的优越性。

当然这种判定方法可能还有一定的局限，但随着该

系统使用时间延长和经验积累，利用 !"#$%&’()#’* 观

察对卵子进行质量监控的方法会越来越完善。

本实验还显示，在 +K P +., 之间利用 !"#$%&’(
)#’* 所得到的猪卵母细胞纺锤体影象与极体的相对

位置没有明显变化，这一结果提示，在 +K P +., 之间

采用 N7O2=9,(!3&9’2 去核时，以极体位置作为纺锤体

位置标识是可行的，但在 ++, 最为准确。

-+II杨 宇等：!"#$%&’()#’* 系统在猪卵母细胞去核中的应用
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