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电激活参数和培养基对猪卵母细胞孤雌发育的影响  
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摘 要：为优化电激活和胚胎培养的相关技术体系，研究电激活参数和培养液对猪卵母细胞孤雌胚胎发育的影响。

结果表明：在脉冲电压为 150 V(以每 1 mm电激槽宽计，下同)、脉冲持续时间为 100 µs、脉冲 1次的电激活条件

下，猪卵母细胞孤雌激活的效果较好；在脉冲持续时间和脉冲次数恒定的条件下，脉冲电压 150 V 组的囊胚率显

著高于 100 V组和 125 V组(P<0.05)，达 46.3%；在脉冲电压和脉冲次数恒定的条件下，脉冲持续时间 100 µs的

囊胚率显著高于 75、125 µs 组(P<0.05)，达 50.5%；在脉冲电压和脉冲持续时间恒定的条件下，1 次脉冲的卵裂

率和囊胚率显著高于 2次脉冲组(P <0.05)，分别达 82.7%、50.3%；PZM3和 NCSU23培养液对猪孤雌激活胚胎发

育的影响差异不显著(P＞0.05)，但 PZM3培养液组的卵裂率、囊胚率和囊胚细胞数均略高于 NCSU23组。 
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Abstract：In order to optimize electrical activation and oocytes culture condition, the effect of different electrical 
activation parameters and culture media on parthenogenetic activation of porcine oocytes was investigated. The result 
indicated that one-time pulse electrical activation under pulse voltage of 150 V/mm and pulse duration of 100 µs was the 
best condition for parthenogenesis of porcine oocytes. The blastocyst rate in the group treated with a pulse voltage of 150 
V/mm reached up to 46.3%, which was significantly higher than that in the groups treated with pulse voltages of 100 
V/mm and 125 V/mm respectively under the same condition of pulse duration and pulse times (P<0.05). And the 
blastocyst rate in the group treated with pulse duration of 100 µs reached up to 50.5%, which was significantly higher 
than that in the other two groups treated with pulse duration of 75 µs and 125 µs respectively under the same condition of 
pulse voltage and pulse times (P<0.05). The cleavage rate and the blastocyst rate in the group treated with one-time pulse 
reached up to 82.7% and 50.3% respectively, which was significantly higher than that in the group treated with two-time 
pulse under the same condition of pulse voltage and pulse duration (P<0.05). The activated parthenogenetical 
development of porcine oocytes in groups cultured in media PZM3 and NCSU23 respectively showed no significant 
difference (P＞0.05), but cleavage rate, blastocyst rate and blastocyst cell number in the group cultured in medium PZM3 
were a little higher than that in the group cultured in medium NCSU23. 
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激活处理及培养体系对胚胎的后期发育非常关 键，也是猪体细胞核移植技术所要解决的难点之一。
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与其他哺乳动物相比，猪的体细胞核移植难度较大，

直至2000年才获得了体细胞克隆猪[1–3]，且克隆的总

体效率仅为1%~2%[4]。重构胚的激活及培养体系等

很多因素影响猪核移植技术的效率。猪的重构胚体

外发育能力低[5]，优化重构胚激活方法是提高克隆效

率的重要方面。North Carolina University 23 Medium 
(NCSU23)和Porcine Zygote Medium–3 (PZM3)是猪
胚胎体外培养较为成功的2种培养基。利用这2种培
养基均获得了克隆后代[2,3,6]。NCSU23是被公认的效
果确切和稳定的猪胚胎培养基；PZM3是近年来发展
起来的培养基，更接近于猪体内的生理环境。关于

这2种培养基对猪胚胎体外培养的效果有不同的看
法[7–15]。笔者研究电激活参数和培养基对猪卵母细胞

孤雌发育的影响，旨在筛选出较好的猪卵母细胞孤

雌激活的条件参数和培养体系，为提高猪近交系体

细胞核移植效率提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  卵母细胞的来源及采集 

猪卵巢采自云南省昆明市盘龙区白龙寺屠宰

场。所用试剂除特殊标注外均购自 Sigma公司。将

屠宰场获取的猪卵巢放入盛有36~38 ℃生理盐水的

保温瓶中，尽快送回实验室，用加 100 IU/mL 

Penicillin–Streptomycin 的 37 ℃生理盐水洗 3 遍，

去掉血污。用带有 20G针头的注射器从卵巢表面抽

取直径 3~8 mm的卵泡，抽取液放入 15 mL尖底离

心管，置于 37 ℃水浴锅中，待卵丘–卵母细胞复合

体(cumulus-oocyte complex，COCs)沉淀后，用洗卵

液(添加有 100 mg/mL Kananmaycin和 0.11 mmol/L 

丙酮酸的 hepes–TALP)洗涤 2次，显微镜下挑取 A、

B级的 COCs。 

1.2  卵母细胞的体外成熟培养 

COCs的体外成熟培养采用微滴培养法，提前 4 

h配制添加 0.1 mg/mL Pyruvic Acid、0.1 mg/mL L–

半胱氨酸盐酸、10%的 PFF、10 ng/mL EGF的成熟

培养液 TCM–199，放入 5%CO2、38.5 ℃的 CO2培养

箱中平衡。将A、B级COCs先用成熟培养液洗 2次，

每个微滴中放入 50个 COCs后置入 5%CO2、38.5 ℃

的 CO2培养箱中进行体外成熟培养。38~42 h后将卵

母细胞用 0.1 mg/mL 透明质酸酶去除包裹在卵母细

胞外围的卵丘细胞，挑取卵周隙明显、卵细胞膜完

整、胞质均匀且排出第一极体的成熟卵母细胞。 

1.3  试验设计 

在细胞融合仪(ET3悟空，Fujihira Indusrt Co.，
Ltd，日本)脉冲持续时间为 100 µs、脉冲 1次、脉
冲电压为 100 V(以每 1 mm电激槽宽计，下同)的条
件下，将成熟卵母细胞放入浸泡在激活液(含 0.25 
mol/L D– Sorbitol、0.01 mmol/L Ca(C2H3O2)2、0.05 
mmol/L Mg(C2H3O2)2和 0.1 mg/mL BSA)中的电极
槽内进行激活处理。激活后将卵母细胞转入含 2.2 
μg/mL细胞松弛素 B (cytochalasin B，CB)的 PZM3
培养液中处理 2 h。CB处理结束后移入 PZM3培养
液，在 5%CO2、5%O2、38.5 ℃的 CO2培养箱中进

行体外培养，计算培养 2 d的卵裂率和培养 7 d的
囊胚率，并用 5 μg/mL Hoechst33342对囊胚进行染
色，测定囊胚的细胞数。 
按照上述方法，改变脉冲电压，比较在脉冲电

压分别为 100、125、150 V条件下的试验结果，确
定适宜脉冲电压。 
按照上述方法，在适宜脉冲电压和脉冲 1 次的

条件下，改变脉冲持续时间，比较在 75、100、125 µs
条件下的试验结果，确定适宜脉冲持续时间。 
按照上述方法，在适宜脉冲持续时间、适宜脉

冲电压的条件下，改变脉冲次数，比较在脉冲 1次
和 2次条件下的试验结果，确定适宜脉冲次数。 
在适宜脉冲电压、适宜脉冲持续时间、适宜脉

冲次数的条件下，改变培养液，比较 PZM3 和
NCSU23的试验结果，确定适宜培养液。 

1.4  数据分析 

采用 SPSS12.0统计软件进行数据显著性分析；
采用邓肯氏法进行多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  脉冲电压对猪体外成熟卵母细胞孤雌激活的

影响 

由表 1可见，在脉冲持续时间为 100 µs、脉冲
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1次的恒定条件下，脉冲电压 100、125、150 V的
卵裂率间和囊胚细胞数间的差异均不显著

(P>0.05)，150 V的囊胚率显著高于 100 V和 125 V
的，但 100 V与 125 V间的差异不显著(P>0.05)。
这说明脉冲电压的增加提高了猪卵母细胞孤雌激

活的囊胚率，当脉冲电压为 150 V时对猪卵母细胞
孤雌激活的效果较好。 

表 1  脉冲电压对猪卵母细胞孤雌激活的影响 

Table 1  Effect of different pulse voltage on parthenogenesis of 

porcine oocytes 
脉冲 
电压/V 

成熟卵母 
细胞数/个 

卵裂率/% 囊胚率/% 囊胚细胞数/个

100 445 79.1±3.4 (33.8±3.8)a 38.4±5.6 

125 452 79.6±5.7 (34.7±3.3)a 42.1±8.9 

150 451 78.9±4.1 (46.3±3.5)b 40.9±7.8 

2.2  脉冲持续时间对猪卵母细胞孤雌激活的影响 

由表 2可见，在脉冲电压为 150 V、脉冲 1次
的恒定条件下，对应于脉冲持续时间 75、100、125 
µs 的孤雌激活胚胎的卵裂率间的差异和囊胚细胞
数间的差异均不显著(P>0.05)；脉冲持续时间100 µs
组的囊胚率最高，达 50.5%，显著高于其他 2 组
(P<0.05)，因此，脉冲持续时间为 100 µs时对猪卵
母细胞孤雌激活的效果较好。 

表 2  脉冲持续时间对猪卵母细胞孤雌激活的影响 

Table 2  Effect of different pulse duration on parthenogenesis of 

porcine oocytes  
脉冲持续 
时间/µs 

成熟卵母

细胞数/个 
卵裂率/% 囊胚率/% 

囊胚 
细胞数/个

 75 442 75.1±7.4 (39.7±4.3)a 40.3±5.9

100 439 78.2±8.3  (50.5±3.0)b 39.9±6.8

125 426 64.6±5.0  (28.4±5.4)a 37.8±6.4

2.3  脉冲次数对猪卵母细胞孤雌激活的影响 

在脉冲电压为 150 V、脉冲持续时间为 100 µs
的恒定条件下，脉冲 1次的卵裂率和囊胚率分别为
82.7%和 50.3%，分别显著高于脉冲 2次的 62.8%和
29.2%(P<0.05)；脉冲 1次和脉冲 2次的囊胚细胞数
分别为 42.4、39.7 个，二者差异不显著(P>0.05)。
这说明 1次脉冲就可以使猪体外成熟的卵母细胞充
分激活并得到较高的孤雌胚发育率，增加脉冲次数

反而会降低其激活率和孤雌胚的发育率，因此，脉

冲 1次时对猪卵母细胞孤雌激活的效果较好。 

2.4  培养液对猪孤雌激活胚胎发育的影响 

由表 3 可见，在脉冲电压为 150V、脉冲持续
时间为 100 µs、脉冲 1次的恒定条件下，PZM3培
养液组的卵裂率、囊胚率和囊胚细胞数均略高于

NCSU23组，但各指标的组间差异均不显著。相对
而言，PZM3 培养液对猪卵母细胞孤雌发育的效果
较好。 

表 3  培养液对猪卵母细胞孤雌激活的影响 

Table 3  Effect of different culture media on parthenogenesis of 

porcine oocytes 

培养液
成熟卵母 
细胞数量/个

卵裂数 卵裂率/ 
% 

囊胚率/ 
% 

囊胚细胞

数/个 

PZM3 450 361 80.2±2.1 48.7±4.9 36.2±4.6

NCSU23 450 355 78.9±3.9 47.0±1.6 35.8±4.5

3  结论与讨论  

本研究结果表明，脉冲电压为 150 V、脉冲持续
时间为 100 μs、脉冲 1次时猪卵母细胞孤雌激活胚
胎的发育效果较好。这与 Onish 等[2]、Kure–bayashi
等[16]的研究结果一致。卵母细胞电激活的效果取决

于电刺激中脉冲电压、脉冲时间以及脉冲次数的组

合作用，这些参数的整体作用过小时不足以激活重

构胚；过大时不但使卵裂率和囊胚率下降，而且会

对重构胚造成不可恢复的伤害，卵母细胞死亡率也

会明显升高[10–11]。由于电激活所用仪器的型号和各

实验室的条件不同，其激活核移植胚所用参数的差

异也较大。Koo 等[12]的研究表明：在脉冲电压、脉

冲持续时间分别为 120 V、30 µs条件下激活核移植
卵母细胞的囊胚发育率高于 150 V、30 µs的。赵浩
斌等[13]的研究表明：在脉冲电压、脉冲持续时间分

别为 125 V、40~60 µs时对猪体外成熟卵母细胞的激
活效果较好，1次脉冲激活率可达 80%，增加脉冲次
数并不能显著提高激活率。李光鹏等[14]的研究表明：

脉冲电压为 150 V、脉冲持续时间为 30 µs时对于猪
体外成熟卵母细胞的激活效果较好，1次脉冲激活率
可达 71%。刘国世等[15]认为：在脉冲电压、脉冲持

续时间分别为 130 V、40~80 µs时对猪体外成熟卵母
细胞的激活效果较好。可见，选择适合试验条件的

电激活参数对激活胚的发育至关重要。 
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PZM3和 NCSU23培养液对猪卵母细胞孤雌激
活胚胎发育的影响差异不显著，但采用 PZM3培养
液得到的卵裂率、囊胚率和囊胚细胞数均略高于

NCSU23 培养液。这与 Gi-Sum 等[8]和张震等[21]研

究结果一致。猪核移植胚胎和体外受精胚胎细胞数

明显低于体内同期胚胎的主要原因可能是体外培

养系统不完善[17]。目前，猪胚胎的培养液有多种，

其中以 NCSU23和 PZM系列(PZM3、PZM4、PZM5)
最常用，而且这 2 种都成功获得了克隆后代[2–3]。

有研究[2,17–19]表明，NCSU23 比较适合于猪早期胚
胎的体外培养，也有研究[7,20–21]表明，其他一些培

养液适合于猪胚胎体外培养。据报道[8]，在低氧环

境下， PZM3 类培养基的培养效果明显优于
NCSU23[8]类培养基的。 
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