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小鼠卵母细胞减数分裂染色体的制备
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哺乳动物的卵母细胞的减数分裂过程中存在两次自发的停滞现象，第一次是在第一次减数分裂前期的双线

期，这一静止期持续很长时间，一直到动物性成熟后卵母细胞进人发育周期，在促性腺激家的作用下，卵母细胞

的第一次减数分裂才重新启动．完成第一次减数分裂后，又停滞在第二次减数分裂的中期．在精子或化学因素刺

激的作用下，完成第二次减数分裂(4)．因此，对pill乳动物的卵母细胞在一定条件下进行培养，可制备减数分裂
过程中各时期染色休的标本，尤其是两次减数分裂中期染色休的制备尤为方便．并通过显示C带进一步确定染

色休的数目，可用于研究休外培养条件下各种因家对卵母细胞染色休的影响．

I材 料 与 方 法

1.1卵母细胞的获取和体外培养

取19-22日龄的雌性昆明系小鼠，用51U／只孕马血清激索处理以促进卵泡发育．48小时后，颈部脱位法

处死小鼠．将卵巢置于M2培养液中，在实休解剖镜下除去输卵管及附着的脂肪，用小号针头穿刺有腔卵泡，轻

轻挤压，外面包围有卵丘细胞生长完全的卵母细胞从卵泡中逸出．用玻璃吸卵管将卵母细胞一一移出，置于M2

培养液中，用略小于卵母细胞直径的吸卵管轻轻吹打卵毋细胞。将外而的卵丘细胞去除．将卵母细胞置于覆盖有

石蜡油的微滴中，于37r-, 5%CO：的溉度饱和培养箱中培养，培养液为DMEM+4mg / ml牛血清白蛋白．

1.2中期I和中期II染色体的制备

培养18-20小时后，卵母细胞自发停滞于第二次减数分裂的中期．用链蛋白酶E处理去除透明带，将第一

极体去除．以避免极休内染色体的干扰．若要得到第一次减数分裂中期相，可在培养液中加0.2pg / ml秋水仙素

使卵母细胞停止在第一次减数分裂的中期．

制备中期I染色体时，卵母细胞可在双蒸水中低渗处理30-40分钟（去除透明带的中期II卵母细胞可在1%

的柠檬酸钠中低渗）．用吸卵管吸取低渗较好的卵毋细胞于干净载玻片上，当溶液快干前，在解剖镜下将3:1的

甲醇：冰醋酸滴人固定，固定几次后更换为1：1 III醇：冰醋酸．空气干燥后，G icmsa(1：9)染液扣染30分钟，

自来水冲洗数秒．晾干后观察．

1.3染色体C带的制备

取片龄在I周左右的染色休玻片标本，3:1的甲醉：冰醋酸固定液褪色1分钟．在0.2mol / L盐酸溶液中

室温处理30分钟，除去非酸性蛋白质．蒸馏水清洗后，于52℃的5％的Ba(OH)：水浴中处理6分钟到8分钟左

右，于60℃的2 x SSC榕液中处理2小时，清恍后用3％的Giemsa染液染色15分钟，观察(I)．
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2结 果 一与 讨 论

国内有关哺乳动物减数分裂染色体的研究，大多集中在雄性动物（(2)，可能是因为雌性动物的染色体制备相

对困难的缘故．本研究的目的就在于建}'L一个相对简单易行的卵.r;I:细胞减数分裂染色体的制各方法r实验结果如

图1所示，图la为MI晚期的分裂相．表现出20对同源染色休相互配对的现象．由于小鼠是端着丝粒染色体，

因而1E在分离的十字形的同源染色体配对特别清晰．图lb为ME分裂相。表现为姊妹染色单体尚未分离前的20

个姊妹染色体的形态．图lc为第一次减数分裂早中期分裂相的C带图，可见尚存在交叉的终变期染色体和正在

分离的同禅染色体．每对同源染色体均有两个若丝粒，着丝粒的个数为40.

制备卵母细胞染色体时，有采用在小离心管低渗、固定（’〕，或在表而皿里低渗、固定方法〔5)，其目的都

是防止卵母细胞的丢失，我们在试验发现，山于卵母细胞本身的粘附作用和不同溶剂相的扰动，这些方法还是容

易造成细胞的丢失，所以我们采用低渗后放在载玻片上固定的方法．但是包含卵母细胞的液体，每滴尽量不超过

2毫米直径．同时，固定时卵母细胞易随液休流动，极易造成染色休的-T:失．因此，必须等液滴的液休快千、卵

毋细胞刚刚铺展在载玻片上时，用吸卵管滴加固定液．固定过程中不能让其千燥，固定时间宜长些，以去除卵母

细胞浓厚的细胞质．同时，将低渗后的卵毋细胞直接放在载玻片上固定不易造成卵毋细胞的丢失，并可在固定细

胞的地方作记号，便于观察．

图， 小鼠卵NJ细胞减数分裂中期1晚期的分裂相(a)、中期11的分裂相(b)及早中期分裂相的C带（(c)(x 200)

减数分裂染色休制备对研究减数分裂过程中雌性生琐细胞同源染色休联会，遗传物质交换以及染色体减数

（由二倍体减至单倍体）等现象的规律．以及环境中各种诱变因子对其影响提供了方便，特别是一些遗传病是由于

减数分裂过程中染色休分离不完全所致．如一些非整倍体的发生等（‘）．所以，建立制备卵母细胞染色休方法，

根据卵母细胞减数分裂过程中染色休的变化研究一些染色体病的发病机理具有一定的意义．
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