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　　摘要：为了观察秋水仙胺（ｄｅｍｅｃｏｌｃｉｎｅ，ＤＥＭＥ）诱导牛卵母细胞的显核效果，从吉林省长春市某屠宰场收集牛卵
巢后采用抽吸法获取卵泡液，在体视显微镜下选择卵丘完整、胞质均匀的卵丘－卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ），微滴法体外
成熟（ｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒｅ，ＩＶＭ）培养１９～２２ｈ，在０．３％透明质酸酶中旋涡振荡去除卵母细胞周围的卵丘细胞，挑选排出第
一极体的卵母细胞随机分组，分别进行 ＤＥＭＥ浓度和作用时间诱导牛卵母细胞显核的研究。结果表明，ＤＥＭＥ处理
６０、９０、１２０ｍｉｎ组间显核率差异不显著（Ｐ＞０．０５），但是６０、１２０ｍｉｎ组的显核率显著高于ＤＥＭＥ处理 ３０ｍｉｎ组（Ｐ＜
０．０５）。当ＤＥＭＥ浓度为０．５μｇ／ｍＬ时，显核率最高，为７８．９％，显著高于 ０．３、０．４μｇ／ｍＬ组（Ｐ＜０．０５），但是与
０．６μｇ／ｍＬ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。牛的ＣＯＣｓ经ＩＶＭ培养１９、２０、２１、２２ｈ，结果发现培养２２ｈ组显核率最高，显
著高于培养１９ｈ组（Ｐ＜０．０５），但是与培养２０、２１ｈ组差异不显著（Ｐ＞００５）。可见牛卵母细胞经ＩＶＭ培养２０～２２ｈ
后，用０．５μｇ／ｍＬＤＥＭＥ处理６０ｍｉｎ可以有效诱导其显核。
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　　自１９９７年第１只体细胞核移植动物———“多莉”诞生［１］

以来，体细胞核移植技术已经发展十几年的时间，由于其在核

质互作、濒危动物保护方面具有深远的应用前景［２］，同时可

利用的大量濒危动物卵母细胞通常很难获得，而屠宰场屠宰

后的母牛卵巢方便获取且易获得大量卵母细胞作为受体胞

质，利用其进行种间体细胞核移植技术研究在当前较广泛。

但是包括牛在内的家畜卵母细胞不像鼠科动物的卵母细胞在

光学显微镜下可以直接看到细胞核［３］，所以通常去核时采用

盲吸法［４］、荧光辅助法［５］或秋水仙胺（ｄｅｍｅｃｏｌｃｉｎｅ，ＤＥＭＥ）诱
导显核法［６］。利用盲吸法去核时为了提高去核效率通常要

去除较大体积的胞质，之后还需要在紫外光下照射以确定去

核成功率，这会给受体胞质造成不可逆的伤害，而荧光辅助法

去核法同样需要对卵母细胞进行紫外光照射，具有同样或更

重的伤害［７］。ＤＥＭＥ诱导显核法利用ＤＥＭＥ对受体卵母细胞
处理后能够破坏其微管稳定性、干扰染色体的正常分离和纺

锤体的功能促进核内所有染色质聚集在胞质表面形成一个突

起，去核时仅去除极少量的胞质即可达到完全去核的目的，去

核后在没有 ＤＥＭＥ的培养液中培养时即可恢复微管的聚
集［８］。本试验就牛卵母细胞经过微滴法体外成熟（ｉｎｖｉｔｒｏ
ｍａｔｕｒｅ，ＩＶＭ）不同时间后用ＤＥＭＥ处理对其显核情况进行研
究，旨在确定ＤＥＭＥ诱导去核时的适宜浓度和处理时间，以
满足体细胞核移植研究需要，为其进一步应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
ＤＥＭＥ和丙酮酸钠购自西格玛奥德里奇公司，人绒毛促

性腺激素（ｈＣＧ）和孕马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）购自浙江省
宁波市三生药业有限公司，其余试剂均购自生命科技公司。

１．２　卵巢的获取及卵母细胞的收集
卵巢采集于吉林省长春市某屠宰场，母牛屠宰后立即采

取卵巢将其放入含有双抗的２５～３５℃生理盐水中，８ｈ内带
回实验室。将收集的卵巢剪去附着的系膜和输卵管，用灭菌

生理盐水清洗３次后，用带有１６号针头的１０ｍＬ注射器抽吸
法收集卵泡液，在体视显微镜下选择卵丘完整、胞质均匀的卵

丘－卵母细胞复合体（ｃｕｍｕｌｕｓ－ｏｏｃｙｔｅ－ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ）用
含５％ ＦＢＳ的ＰＢＳ洗净。
１．３　卵母细胞体外成熟

将挑选好的ＣＯＣｓ用成熟液洗３次，然后移入平衡２ｈ以
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上的微滴成熟液中，放入３８．５℃、饱和湿度、５％ ＣＯ２条件下
培养。卵母细胞成熟培养液组成为９０％ Ｍ１９９＋１０％ ＦＢＳ＋
１０μｇ／ｍＬＰＭＳＧ＋１０μｇ／ｍＬｈＣＧ＋０．３３ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠，
成熟培养１９～２２ｈ后置于含３ｍｇ／ｍＬ透明质酸酶的 ＤＰＢＳ
中，涡旋混合器振荡去掉卵母细胞周围的卵丘细胞，检查成熟

情况，以体视显微镜下观察到卵丘细胞扩展（图１）及排出第
一极体（图２）视为成熟。
１．４　试验设计

试验一：ＩＶＭ培养２１ｈ后，挑选成熟的卵母细胞随机分
组，洗净后放入含０．４μｇ／ｍＬＤＥＭＥ和１０％ ＦＢＳ的Ｍ１９９微
滴培养液中，在３８．５℃、饱和湿度ＣＯ２培养箱中培养３０、６０、
９０、１２０ｍｉｎ，在体视显微镜下观察显核情况（图３）。
　　试验二：ＩＶＭ培养２１ｈ后，挑选成熟的卵母细胞随机分
组，洗净后放入含 ０．３、０．４、０．５、０．６μｇ／ｍＬＤＥＭＥ和 １０％
ＦＢＳ的Ｍ１９９微滴培养液中，在３８．５℃、饱和湿度 ＣＯ２培养
箱中培养６０ｍｉｎ，在体视显微镜下观察显核情况（图３）。

试验三：ＩＶＭ培养１９～２２ｈ后，挑选成熟的卵母细胞洗
净后放入含０．５μｇ／ｍＬＤＥＭＥ和１０％ＦＢＳ的Ｍ１９９微滴培养
液中，在３８．５℃、饱和湿度ＣＯ２培养箱中培养６０ｍｉｎ，在体视
显微镜下观察显核情况（图３）。

１．５　统计分析
结果以“平均值±标准差”表示，数据经 ＳＰＳＳ２１．０软件

进行方差分析和多重比较，差异显著标准为α＝０．０５。

２　 结果与分析

２．１　ＤＥＭＥ处理时间对牛卵母细胞显核效果的影响
牛卵母细胞经０．４μｇ／ｍＬＤＥＭＥ处理不同时间之后，显

核结果如表１所示，６０、９０、１２０ｍｉｎ组间显核率差异不显著
（Ｐ＞０．０５），但是６０、１２０ｍｉｎ组的显核率显著高于３０ｍｉｎ组
（Ｐ＜０．０５）。

表１　ＤＥＭＥ处理时间对牛卵母细胞显核效果的影响

ＤＥＭＥ处理时间
（ｍｉｎ）

供试卵数

（枚）

重复数

（次）

显核数

（枚）

显核率

（％）

３０ ４０ ４ ２２ ５５．０±５．０ｂ
６０ ４０ ４ ２８ ７０．０±７．０ａ
９０ ４０ ４ ２７ ６７．５±２．５ａｂ
１２０ ３９ ４ ２８ ７１．９±１．９ａ

　　注：同列数据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　ＤＥＭＥ浓度对牛卵母细胞显核效果的影响
牛卵母细胞经不同浓度ＤＥＭＥ处理６０ｍｉｎ之后，显核结

果如表２所示，当 ＤＥＭＥ的浓度为０．５μｇ／ｍＬ时，显核率最
高，为７８．９％，显著高于０．３、０．４μｇ／ｍＬ组（Ｐ＜０．０５），但是
与０．６μｇ／ｍＬ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

表２　ＤＥＭＥ浓度对牛卵母细胞显核效果的影响

ＤＥＭＥ浓度
（μｇ／ｍＬ）

供试卵数

（枚）

重复数

（次）

显核数

（枚）

显核率

（％）

０．３ ５４ ５ ２９ ５３．７±２．７ｃ
０．４ ５５ ５ ３７ ６７．３±２．２ｂ
０．５ ５７ ５ ４５ ７８．９±２．１ａ
０．６ ５２ ５ ４０ ７７．１±１．４ａ

　　注同表１。

２．３　 ＩＶＭ时间对ＤＥＭＥ诱导牛卵母细胞显核效果的影响
牛ＣＯＣｓ经ＩＶＭ不同时间之后，ＤＥＭＥ诱导显核结果如

表３所示，其中１９ｈ组显核率最低，且显著低于２１、２２ｈ组
（Ｐ＜００５），但是与２０ｈ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）；２２ｈ组显
核率最高，与２０、２１ｈ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
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表３　ＩＶＭ时间对ＤＥＭＥ诱导牛卵母细胞显核效果的影响

ＩＶＭ培养时间
（ｈ）

供试卵数

（枚）

重复数

（次）

显核数

（枚）

显核率

（％）

１９ ４７３ ４ ２５７ ５２．１±６．０ｂ
２０ ７９８ ６ ４８１ ６１．０±４．２ａｂ
２１ ７５４ ６ ４８５ ６５．３±３．１ａ
２２ ８４１ ６ ５５８ ６６．７±３．０ａ

　　注同表１。

３　 结论与讨论

体细胞核移植技术的一个关键步骤就是受体卵母细胞的

去核，去核的成功率直接影响核移植的整体效率，传统的盲吸

法对操作者的技术熟练水平要求较高，并且去除胞质较多，不

利于核移植胚胎后期的发育。利用 ＤＥＭＥ进行化学诱导去
核不仅去除胞质量较少，而且化学诱导剂作用时间较短，所以

对核移植胚胎的后期发育并无明显不良影响，近年来成为采

用较多的一种主流方法。应用 ＤＥＭＥ诱导去核通常采用２
种方式：一种是将激活处理后的卵母细胞在一定浓度的

ＤＥＭＥ中处理相应的时间，使同源染色体随着第二极体排出
胞质，这种方式在小鼠［９］、山羊［９］、兔［１０］、牛［１１］上都有研究报

道；另一种是将减数第二次分裂中期卵母细胞经过 ＤＥＭＥ处
理后，染色质在卵母细胞胞质表面形成一个包状的突起，在显

微镜下利用显微操作去掉突起，同样可以达到去核的目的，主

要应用在猪［６］、牛［１２］等家畜方面。

ＤＥＭＥ诱导去核的方法在不同动物和不同试验体系下所
采用的浓度及作用时间各不相同，Ｒｕｓｓｅｌｌ等报道，在牛上用
ＤＥＭＥ诱导去核时采用０．６μｇ／ｍＬ浓度处理９０ｍｉｎ较好［７］；

Ｍｅｎｇ等采用０．４μｇ／ｍＬ浓度处理３０～４０ｍｉｎ较好［３］，而本

研究发现浓度为 ０．５μｇ／ｍＬ时显核率最高，且显著高于
０４μｇ／ｍＬ组（Ｐ＜０．０５），这与王强等在小鼠上的研究结
果［１３］一致。本研究发现，随着处理时间延长，有些在前段时

间没有胞质突起的在后来会出现胞质突起，所以笔者认为化

学诱导去核作为一种辅助的手段在实际应用过程中应根据各

自的试验条件探索适宜体系，一般进行体细胞核移植研究时

都会根据受体卵母细胞数量而进行多批次的去核操作，这样

就可以分别在３０、６０、９０ｍｉｎ等时间点（或根据试验进度）多
次挑选具有胞质突起的卵母细胞进行去核操作。

由于卵母细胞的细胞核位置会随着 ＩＶＭ时间的延长而
远离第一极体［１４］，所以笔者研究了 ＩＶＭ时间对 ＤＥＭＥ诱导
牛卵母细胞显核效果的影响，结果显示２２ｈ组显核率最高，
但是与２０、２１ｈ组差异不显著（Ｐ＞０．０５），说明在牛卵母细胞
ＩＶＭ２０～２２ｈ这段时间里进行ＤＥＭＥ处理效果较适宜，同时
在试验过程中发现随着时间的延长，ＤＥＭＥ诱导的胞质突起
距离第一极体较远的概率增高，这与李裕强等的报道［１４－１５］

一致。
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