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孤雌生殖渊 parthenogenesis冤一词最早由 Owen渊 1849冤提
出袁 是指有性生殖的动物卵子不经过精子的受精作用而被
激活袁并开始胚胎发育的无性生殖过程遥 一般来说袁胚胎正
常生长需要雄性 DNA袁因为某些基因只有从父亲那里继承
过来袁才能被激活袁并发挥它们应有的功能遥 而孤雌生殖的
个体直接来自卵子袁遗传物质与卵子一致遥 自然界中袁孤雌
生殖现象在无脊椎动物和低等脊椎动物中较常见袁 哺乳动
物卵自发激活渊 Spontaneous Activation冤生成畸胎瘤的现象时
有发生遥 20世纪 80年代以来袁研究不断深入袁尤其是进入
90年代袁随着哺乳动物细胞核移植研究的开展袁卵母细胞
的孤雌激活得以较为系统的研究袁在研究动物尧家畜及人卵
母细胞激活方面均取得较大进展[1]遥
1 卵母细胞孤雌激活的机制

受精时袁卵子的激活与成熟促进因子渊 MPF冤的失活是
由一系列的细胞内 Ca2+多次持续波动引起的[2]遥 精子激活卵
母细胞的机制有 2个主要假说遥 其一是精子与卵母细胞外
膜上的受体结合袁作用于 G蛋白袁刺激磷酸肌醇途径而激活
卵曰 其二是精子内的因子通过精子与卵母细胞接触而释放
到卵母细胞质中袁这种因子与细胞质或细胞内膜互相作用袁
刺激磷酸肌醇系统而使卵母细胞激活[3]遥卵母细胞激活过程
中袁细胞内 Ca2+节律性脉冲的升高起关键介导作用[4]袁Ca2+波
动是启动卵母细胞周期和继续发育的前提袁 直接注射 Ca2+

或用 Ca2+载体 A23187尧乙醇尧电刺激尧Sr+刺激均能引起卵母
细胞质内 Ca2+多次波动性升高遥卵母细胞内 Ca2+升高产生膜
的超极化反应袁皮质颗粒释放至卵周隙导致染色体解聚袁启
动减数分裂排出第二极体袁促进原核形成尧卵裂和早期胚胎
发育遥

卵母细胞 MII 期的维持与高水平的成熟促进因子
渊 MPF冤活性有关[5] 遥MPF的活性是由对 Ca2+非常敏感的细胞
静止因子渊 CSF冤来维持的遥 MII 期卵母细胞受精激发卵内
Ca2+升高袁破坏已存在的 CSF袁导致 MPF活性降低遥 亚胺环
己铜渊 CHX冤是一种蛋白质合成抑制剂袁可以使小鼠和牛的

卵母细胞孤雌活化袁但不能使猪和中国仓鼠卵母细胞活化遥
CHX 与其他因素协同促进卵母细胞活化的作用机制院乙
醇尧 电脉冲和氯化锶的刺激导致卵母细胞的活化袁CHX进
一步抑制卵内新生的相关蛋白质合成袁 使之不能产生新的
CSF和 MPF袁使 MPF一直处于低水平状态袁进一步促进了
卵母细胞的活化遥 CHX引起的卵母细胞活化不是通过 Ca2+

波动起作用袁而是通过抑制有关蛋白质合成起作用遥
2 猪卵母细胞的激活

单独使用乙醇对猪 IVM卵母细胞进行激活效果较差袁
电脉冲对猪卵母细胞的激活作用明显遥 场强 130 V辕mm尧脉
冲 40耀120 us激活时囊胚发育率较高曰场强 130 V辕mm尧脉冲
80 us的处理囊胚发育率最高袁可达 20.12 %[6]遥根据 Machaty
等的报道袁 对猪卵母细胞进行 200 滋mol/L Thimerosal处理
10 min +8 mmol/L DTT 30 min袁 效果也较好袁 孤雌激活率达
74%袁桑椹胚+囊胚发育率达 42 %[7]遥 Ca2+载体 A23187对猪
卵母细胞具有良好的激活作用袁Ca2+载体 A23187渊 25 umol/L冤尧
CHX渊 10 ug/ml冤联合激活猪卵母细胞可获得 85 %的激活率[8]遥
往体外成熟猪卵母细胞中注射 0.1 mmol/L的 CaCl2袁可使 75 %
的卵发生皮质反应袁79.4 %形成 1个或多个原核袁有 14.7 %
的激活卵发育到桑椹胚和囊胚袁部分发生孵化[9]遥 单独使用
CHX袁浓度从 5耀100 滋g/ml均未能使猪 IVM卵激活遥 但乙醇
与 CHX结合使用袁对猪 IVM卵母细胞的激活具有协同作用袁
激活率为 27.8 % 袁显著高于单独使用乙醇处理渊 6.7 %冤 [10]遥
电脉冲与 CHX联合使用也大大提高了猪卵母细胞的激活
率渊 81.8 %冤袁显著高于单独使用电脉冲刺激渊 58.8 %冤遥因此袁
说明 CHX与乙醇或电脉冲具有协同促进猪 IVM卵母细胞
激活的作用遥
3 猪孤雌胚死亡的主要原因

在大量的孤雌发育研究中袁 只有少数孤雌胚可以在附
植后发育遥孤雌胚的死亡不只局限在某一特定阶段袁它分布
于从第 1次卵裂开始到附植早期阶段的各个时期遥 目前有
2个假说说明孤雌胚附植后发育失败的原因院 其一是激活
卵细胞质功能缺陷曰其二是激活卵细胞核功能缺陷遥支持细
胞质功能缺陷的证据主要有 2点遥 第 1点证据院Hoppe等报
道袁 杂合的雌核胚和杂合的雄核胚可完成附植后的发育过
程袁 并且试验得到了由雌核胚和雄核胚发育而成的小鼠个
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体遥 但在随后的发育中死亡袁Hoppe的结果可能是由于去核
不完全造成的遥 第 2点证据院Hoppe将孤雌囊胚内细胞团细
胞的细胞核移入去核受精卵得到正常后代袁 然而所有试图
重复这个结果的试验均失败遥试验结果证明院雄原核移入单
倍体孤雌胚可得到正常后代袁 而含有 2个雌原核的胚胎只
能发生有限的发育遥将雌尧雄原核一起移入去核孤雌激活卵
得到正常后代曰 而将孤雌胚 2个原核移入去核受精卵则不
能发育至附植后阶段遥 此外袁研究还发现袁虽然在受精过程
中袁 精子细胞质成分也能进入卵子袁 并与卵子细胞质相结
合袁但受精后不久袁精子这些成分如线粒体等发生退化袁在
随后发育过程中不起作用遥因而袁目前倾向认为孤雌胚死亡
是由于孤雌核存在某种程度的功能缺陷遥此外袁培养条件的
剧烈改变也是影响猪卵母细胞孤雌激活效果的重要因素[11]遥
4 提高猪卵母细胞激活效果的途径

渊 1冤 从动物屠宰场到实验室操作时间间隔应尽可能的
短袁最好在动物屠宰后 1耀2 h操作遥

渊 2冤在 37耀38.5 益的生理盐水中保存猪卵巢袁尽可能快
地运回实验室袁 温度在 31耀36 益时对卵母细胞的成熟没有
显著影响[12]遥

渊 3冤挑选卵母细胞周围有 3层以上卵丘细胞包裹且细胞
质均匀的卵母细胞进行成熟培养遥

渊 4冤卵母细胞成熟后挑选核成熟渊 排出第一极体冤且细
胞质均匀的卵母细胞进行激活处理遥

渊 5冤选用效果较好的电激活方法遥
渊 6冤维持恒定的体外培养体系遥

5 猪卵母细胞孤雌激活的意义和发展

卵母细胞激活是研究哺乳动物受精机制及发育机理的

有效方法遥通过对猪卵母细胞激活的研究袁可以为提高猪的
体细胞克隆效率袁大规模生产为人类所需要的转基因猪袁提
供理论和技术支持遥 更重要的是猪被认为是最理想的异种
器官源袁它的大部分器官的大小尧形状袁以及血液的生理指
标和功能与人类相似曰且猪的数量充足袁妊娠周期短袁产仔
多袁容易饲养袁可以充分满足临床需要袁被医学界认为是人
类器官移植的最佳提供者[13]遥

20世纪 60年代该领域的研究陷入了低潮时期遥 20世
纪 70年代重新崛起袁大多数研究者均着眼于提高孤雌激活
率和发育率方法学的研究渊 范必勤等袁1994冤遥卵的激活方法
有所发展袁如电刺激法尧酶激活法等遥 20世纪 80年代以来
的研究不断拓宽深入袁 已研究孤雌激活发育和正常受精卵
的生理学和形态学变化袁 并开始在分子水平上研究激活和
孤雌发育的机理袁取得了显著进展遥 进入 20世纪 90年代袁

随着哺乳动物细胞核移植研究的开展袁 卵母细胞孤雌激活
的研究开始系统化袁在试验动物尧家畜及人卵母细胞激活方
面均有较大进展遥哺乳动物卵母细胞的人工激活袁是细胞核
移植和微注射受精技术的重要步骤袁 同时也是研究卵激活
启动以及受精和发育机理的重要手段遥 对阐明哺乳动物卵
的激活尧受精和发育机理袁解答这些重要的生命现象及技术
的应用具有重要意义遥 2005年 4月 21日日本东京农业大
学科学家科诺与韩国科学家在叶 自然曳杂志发表文章称袁已
成功培育出了 2只单性繁殖老鼠袁 其中 1只成活并繁育了
后代遥这项技术在基因工程方面是一项重大突破袁随着这些
研究的不断深入和拓展袁可以预计袁人们能更广泛地利用孤
雌卵母细胞的激活及孤雌胚的发育技术研究动物的个体发

育尧细胞分化袁并为核移植技术和克隆动物深入细致的研究
奠定基础遥 经孤雌生殖而产生的单倍体和纯合双倍体细胞
系在各种遗传学中都具有重要的价值袁 利用孤雌卵母细胞
的激活及孤雌胚发育技术袁建立生产孤雌哺乳动物品系袁为
加速家畜育种进程提供依据遥
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