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卵母细胞人工孤雌激活研究进展

彭关莲，黄荷凤，金 帆 综述

(浙江大学医学院附属妇产科医院，浙江杭州310006)

[摘 要]孤雌激活是指处于第二次减数分裂中期卵母细胞不经过雄性配子的作用，而在某些理

化因素的刺激下恢复并完成减数分裂，进行有丝分裂发育到胚胎的过程。卵母细胞的激活是vXCa。+

为第二信使，成熟促进因子(MPF)、细胞分裂素活化蛋白激酶(MAPK)、细胞静止因子(CSF)等细

胞因子灭活综合作用的结果。人工孤雌激活方法包括物理性激活和化学性激活以及联合激活方法，

人卵母细胞的孤雌激活多以化学激活为主。孤雌激活的效果与激活方法、卵母细胞的卵龄、来源和

培养条件等有关。
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Progress in research on oocytes parthenOgenetic activation
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[-Abstract] Parthenogenetic activation is a procedure that an oocyte at meiosis Ⅱ stage is

activated into mitosis by some chemical or physical stimulation other than a sperm and the

embryo is formed in the absence of any contribution from a male gamete．The activation of oocyte

is the result of calcium ion oscillations and deactivation of some cytokines such as maturation

promoting factor， mitogen—activated protein kinase and cytostatic factor． Parthenogenetic

activation is artificially induced by various kinds of physical and／or chemical methods．The main

activa'tion method of human oocyte is chemical methods．The rates of activation and cleavage

depend on the age，origin，and culture conditions of the oocyte．
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[J Zhejiang Univ(Medical Sci)，2007，36(3)：307—312．]

孤雌激活(parthenogenetic activation)是

指处于第二次减数分裂中期的成熟卵母细胞不

经过精子受精作用，而在某些理化因素的刺激

下继续生长发育的过程，包括恢复并完成第二

次减数分裂，发生卵裂形成早期胚胎。由雌性配

子经孤雌激活产生后代的生殖过程称为孤雌生

殖(parthenogenesis)，形成的胚胎称为孤雌胚
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胎。1936年Pincus等最早通过改变温度和渗透

压来激活兔卵，获得卵裂，并移植至母体产生家

兔后代。随着细胞核移植技术的开展，对实验动

物、家畜及人的卵母细胞孤雌激活研究已取得

了较大进展。通过人工孤雌激活可把卵母细胞

活化的过程，如皮质反应、恢复减数分裂和卵裂

等分开研究，对阐明卵母细胞激活过程中信号

偶联、细胞周期阻滞消除、卵母细胞受精机制和

胚胎发育机理等具有重要意义，并有助于寻找

符合生理条件的卵母细胞辅助激活途径n]，也

有利于提高精原细胞显微受精技术。本文对卵

母细胞激活机制、人工孤雌激活方法及孤雌激

活影响因素的研究进展进行了综述。

1卵母细胞激活的机制

排卵后不久的未受精卵在蛋白质类细胞因

子如成熟促进因子(maturation promoting

factor，MPF)和细胞静止因子(cytostatic

factor，CSF)的作用下，分裂停滞在第二次减数

分裂中期。这些细胞因子对Ca2+敏感，当卵胞质

Ca2+浓度升高到一定水平时，激活蛋白激酶C，

引起MPF和CSF失活，使减数分裂恢复，并发

生皮质反应，卵母细胞激活。

1．1 卵胞浆内Ca2+波动 卵胞浆内Ca2+是卵

母细胞激活的中间调节物，其浓度升高是卵母

细胞激活后的初始信号。卵母细胞内Ca2_浓度

增加，膜内电位增高，膜超极化反应，皮质颗粒

释放至卵周隙导致染色体解聚，恢复第二次减

数分裂，排出第二极体，促进原核形成、卵裂和

早期胚胎发育[2]。卵胞浆内Ca2+浓度增高现象

最先在medaka鱼的卵母细胞受精过程中观察

到，随后发现这种Ca2+波动现象在其它动物中

广泛存在。由此，多数学者认为Ca2+是卵母细胞

激活的主要第二信使。但是，精子究竟是如何激

发此类事件发生的迄今仍未完全阐明。目前解

释的理论有3种，Jaffe将其分别称为“通道

(conduct)、接触(contact)、包含(content)”模

式。在通道模式中，精子起Ca2+从细胞外进入卵

胞浆的通道作用；接触模式则认为精卵相互作

用后激活了卵母细胞的磷脂酶c，促发Ca2+库

释放Ca抖；包含模式认为，精卵融合后溶解精子

内各种物质包括Ca抖释放到卵母细胞内口]。

1．2成熟促进因子和细胞分裂素活化蛋白激

酶(mitogen—activated protein kinase，MAPK)

活性下降 MPF是由接触性周期素依赖性蛋

白激酶CDKl(P34州比)亚单位和细胞周期蛋白

B1(cyclin B1)亚单位构成的异二聚体。其中细

胞周期蛋白B1是活性亚单位。MPF在卵母细

胞成熟过程的3个时期起重要作用。①生殖泡

破裂时导致第一次减数分裂阻滞；②第一次减

数分裂转变到第二次减数分裂时期，促进同源

染色体分离；③维持第二次减数分裂中期阻滞。

卵母细胞激活时，Ca抖脉冲激活钙调素依赖性

蛋白激酶Ⅱ(calmodulin—dependent protein

kinaseⅡ，CaMK II)，CaMKⅡ磷酸化细胞周

期蛋白B1(cyclin B1)，使其降解，MPF失活¨j。

MAPK为丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶家族。

近10年的研究显示，MAPK与成熟促进因子、

蛋白激酶A、蛋白激酶C、钙依赖性蛋白激酶Ⅱ

和蛋白磷酸酶等共同作用调节细胞分裂周期。

在卵母细胞生发泡破裂后，MAPK调节微管结

构和纺锤体的组成。也有研究显示，MAPK失

活将导致纺锤体和细胞质分裂的不均一性，由

此产生极体¨J。

1．3细胞静止因子的作用 大部分脊椎动物

卵母细胞停滞在第二次减数分裂中期，等待受

精。这种停滞由细胞质中的CSF引起，其在卵

母细胞成熟过程中积累，在第二次减数分裂中

发挥功能，在受精或孤雌激活后失活[5j。

2人工孤雌激活的方法

研究表明，人工激活对卵母细胞的激活作

用与受精作用所导致的改变不同。人工孤雌激

活的方法可分为物理性和化学性激活两类。前

者包括电激活、机械激活和温度激活等，后者包

括离子或离子载体激活、蛋白质合成抑制剂或

蛋白激酶抑制剂激活、乙醇及麻醉剂激活、酶激

活和渗透压激活等。常用方法有电激活、乙醇激

活、Ca抖载体激活、放线菌酮激活和6一双甲基嘌

呤激活等。目前，人卵母细胞孤雌激活研究多以

化学性激活为主。然而，联合两种或多种激活方

法可以获得较好的激活效果[6]。

2．1 离子或离子载体激活 Sr抖可进入钙库

置换Ca2+，释出Ca2-，使胞质内Ca抖浓度升高，
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进而介导了依赖Ca2+的皮质反应，导致卵母细

胞激活。SrCl。处理引起的Ca 2+脉冲较受精引起

的脉冲频率低、幅度小、持续时间长。对于小鼠，

SrCl。是一种较有效的激活方式，优于乙醇激活

和电激活。目前未见有关研究人卵母细胞SrCl。

激活的相关报道[7]。

早期研究Ca2+载体激活小鼠卵母细胞的电

生理，发现经过钙离子载体A23187(calcium

ionophore A23187，Ca—A23187)处理的小鼠卵

母细胞的细胞膜内电位增高，膜超极化反应，促

发卵母细胞激活。1991年，Winston等通过比

较钙离子载体处理人与小鼠卵母细胞的激活

率，并以在注射hCG后不同时相获取卵母细胞

来划分幼龄和老龄卵母细胞，得出人和小鼠幼

龄卵母细胞的激活率分别为50％和90％，老龄

卵母细胞的激活率分别为60％和100％。从而

证实用钙离子载体也能激活人卵母细胞，但小

鼠卵母细胞的激活效果优于人卵母细胞，老龄

卵母细胞优于幼龄卵母细胞。

2．2蛋白质合成抑制剂或蛋白激酶抑制剂激

活 蛋白质合成抑制剂可直接抑制细胞内周期

蛋白B和CSF的合成，使卵母细胞内的MPF活

性下降，从而激活卵母细胞[8]。蛋白质合成抑制

剂放线菌酮(cycloheximide，CHX)和嘌呤霉素

最早用于小鼠卵母细胞的激活，可以得到孤雌

胚胎。随后，发现联合使用乙醇和放线菌酮也可

有效激活牛的幼龄卵母细胞，激活率明显高于

单独使用乙醇或放线菌酮。1992年，Sutter等

报道，使用嘌呤霉素处理人卵激活率可达91％。

Santos等于2003年报道，将体外受精和胞浆内

精子注射受精失败的卵放于含有嘌呤霉素的

Ham F10培养液中处理，结果得到36％的1极

体1原核，27．5％的2极体l原核凹]。

目前较常用的蛋白激酶抑制剂是6一双甲基

嘌呤(6-dimethylaminopurine，6一DMAP)。

6一DMAP是一种嘌呤霉素类似物，属磷酸化抑

制剂，通过灭活MPF的活性，引起染色体去浓

缩和形成核膜；也可通过抑制蛋白磷酸化，破坏

肌动细丝与纺锤体末端的联系，阻止纺锤体旋

转而导致卵母细胞不能排出第二极体，成为二

原核类型，效果要优于CHX[8]。

联合使用蛋白质合成抑制剂或蛋白激酶抑

制剂激活与其他激活方法可以获得较好的效

果。Liu等于1998年首次报道，采用Ca—A23187

和6-DMAP序惯处理，能够有效地激活牛幼龄

卵母细胞。2001年Nakagawa等研究发现，将人

的老龄卵母细胞放入Ca—A23187和6一DMAP

序惯处理后的激活率达77％，显著高于单用

A23187处理的激活率(20％)[1⋯。一般认为，

Ca—A23187可能已经导致卵母细胞活化，而随

后的6一DMAP又进一步抑制了蛋白激酶活性，

使MPF一直处于低水平，由此进一步促进了卵

母细胞的激活，但是否与激活过程中6-DMAP

抑制染色体分离及阻碍卵母细胞第二极体的排

出有关，还有待证实[3]。

2．3乙醇及麻醉剂激活 大多数学者认为，乙

醇可改变卵母细胞膜的稳定性，使钙库的Ca2+

释放出来并增加细胞外Ca2+的内流。应用7％乙

醇能够成功激活小鼠卵母细胞，而且激活率较

理想，但人卵的最大激活率仅为16％，因此这种

方法并不常用。有研究发现，采用7％～8％乙醇

处理小鼠卵母细胞，细胞内出现类似精子受精

的Ca2．浓度规律性升高，胞内Ca2+脉冲升高的

次数与正常受精激活不完全一致，波形相似，但

幅度大、持续时间长，将其继续培养均可形成原

核；而经孤雌激活处理未出现胞质Ca2+升高反

应的卵母细胞不能形成原核。也有研究证实，卵

母细胞的激活在某些方面必须依赖于精子内的

顶体、特殊受体等成分，故孤雌激活与正常受精

激活形成的Ca抖波动不完全一致n]。

2．4 电激活 脉冲式电刺激是一种有效的孤

雌激活方法，在核转移克隆胚胎技术中应用电

激活最为广泛。电激活的原理是卵母细胞在短

暂高压电击下，细胞膜上形成很多可恢复的微

小孑L，Ca2+可通过微小孔进入卵胞质中，使细胞

内Ca2+脉冲式升高。控制电刺激参数，模拟正常

受精过程Ca2+的节律性脉冲升高，可有效地刺

激卵母细胞完成第二次减数分裂口]。Ozil等于

1990年最早报道用电脉冲刺激兔卵母细胞可

得到孤雌胚胎，得到的激活率达100％，并且胚

胎种植存活率达到66％。并且，随着电刺激强度

的增加，卵母细胞的激活率明显上升。但是过度

的电脉冲会导致染色体分解，出现核和染色体

构建不正常，从而影响孤雌胚的进一步发育。

   



浙江大学学报(医学版) 第36卷

3激活率的影响因素

3．1激活方法对于相同种属的动物，不同激

活方法的激活效果不同，即使是相同激活方法，

其化学物质浓度高低、处理时间长短、电刺激强

度大小、有无联合其他激活方法等都会影响激

活效果[6]。对于兔，电激活的效果最好；小鼠用

乙醇和麻醉剂激活以及氯化锶处理激活的效率

较高[1门；而人卵用A23187、6一DMAP序惯处理

可得到较理想的效果[1⋯。Yi等比较了不同浓

度、不同作用时间以及与其他化学试剂联合应

用的乙醇处理猪卵母细胞激活效率，发现6％、

7％、8％浓度的乙醇处理激活率分别高于0％、

5％、9％、10％组，并且8％组高于其他组；处理

8、10、12和15 min的激活率高于0和5 min对

照组，而8～15 min间无显著差异；联合应用乙

醇4-CHX4-细胞松驰素B+6一DMAP高于单用

和合用其中一种或几种试剂[6]。Mizutani等分

组比较了电刺激联合6-DMAP组与钙离子载

体联合6一DMAP组不同激活对大鼠卵母细胞

激活的影响，发现虽然钙离子载体联合6一

DMAP组的卵母细胞的激活率、卵裂率没有显

著高于电刺激联合6一DMAP组，但有增高的趋

势‘1 2I。

3．2卵母细胞的卵龄以及来源 卵母细胞能

否激活与其所处的细胞周期时相有关，同时卵

母细胞的激活率与卵龄有关。在以往的研究中

发现，新排的卵母细胞对各种理化刺激不敏感，

随着卵龄的延长和卵母细胞质的老化，维持减

数分裂阻滞的物质的降解，卵母细胞越易被激

活。2004年，Mizutani等比较了注射hCG后不

同时相的wI大鼠卵母细胞激活率，发现注射

hCG后18～20 h获取的卵母细胞激活率、卵裂

率显著高于其他时相[1 2|。也有研究发现，激活

前体外培养的时间虽不影响卵母细胞激活发育

到原核期和2细胞期，但立即激活发育到4细

胞、桑椹胚和囊胚期显著高于体外培养后激活

组口2|。Bing等认为，延长猪卵母细胞meiosisⅡ

期的培养时间会破坏各种细胞周期骨架成分，

选择适当的猪卵母细胞体外培养时间才可以增

加卵母细胞的激活率，有利于孤雌胚胎的发

育[1 3|。卵母细胞种类及细胞骨架的限制因子、

卵丘细胞也会影响卵母细胞的激活率、卵裂率。

将相同的激活方法应用于不同种属或不同家系

的动物，其激活效果也不同。基因背景可能影响

孤雌激活，WI大鼠卵裂率高于SD大鼠[1 2。。

3．3培养条件 不同的培养液会导致激活率

的差异，培养的胚胎发育程度也有所不同[1 4。。

Bing等分析了卵母细胞在不同培养基中的激

活率以及胚胎分裂率和发展到囊胚的能力，显

示培养基mNCSU37优于mWM培养基[13|。低

渗的培养液有利于卵母细胞发育到2细胞和4

细胞期，但对发育到桑椹胚、囊胚期无显著影

响[1引。培养基无Ca抖可抑制卵母细胞孤雌激

活，但这种抑制作用是可逆的。而培养过程中氧

的浓度高低也有影响E153。

4人工激活形成的孤雌胚胎类型

正常受精时，meiosisⅡ期卵母细胞有一半

的染色质以第二极体形式排出，而在孤雌激活

时，由于不同刺激因子、刺激强度以及实验条件

的影响，有些卵母细胞第二极体不能排出，因而

孤雌激活卵或孤雌激活胚胎核型也会不一致，

形成的核型有差异。孤雌胚胎主要形成4种类

型：①纯合二倍体：第二极体排出，形成2个雌

原核；②杂合二倍体：第二极体未排出，由2个

混合的单倍体原核组成；③均质单倍体：第二极

体排出，发育成一个单倍体原核；④嵌合单倍

体：激活卵迅速分裂成2个均等的卵裂球，1个

含雌原核，1个含第二极体l或者激活卵进行第

2次成熟分裂时未排出第二极体，出现异常延

迟分裂u 6|。

5应用前景

5．1 建立胚胎干细胞系 利用孤雌胚胎体外

培养发育到囊胚的内细胞团可建立孤雌胚胎干

细胞，在鼠及猴子中已成功建立孤雌胚胎干细

胞系。孤雌胚胎干细胞与胚胎干细胞一样具有

分化潜能，若成功建立人类孤雌胚胎多能干细

胞系，可在自体细胞、器官移植治疗领域开辟一

条新的途径，为Parkinson症、脊髓损伤、肌肉

萎缩、糖尿病等疾病的治疗带来新的希望[1 7I。

经孤雌生殖产生的单倍体和纯合双倍体细胞系

在各种遗传学研究中都具有重要的价值，使治
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疗某些性染色体连锁疾病成为可能，并且可避

免通过人体克隆和使用完整胚胎进行研究和治

疗引起的社会医学伦理问题[1 7I。

5．2揭示体外授精(IVF)和卵浆内单精子注

射(ICSI)失败的原因 初步判断IVF、ICSI授

精成功的标准是有无形成2原核2极体

(2PN2PB)。但只看到2PN的形成并不能判断

是成功授精，因为通过抑制孤雌激活卵母细胞

第二极体的释放可以形成2PN孤雌胚胎。此时

若误将孤雌胚胎移植到母体必然导致流产，由

此可以解释IVF、ICSI失败的部分原因。Zhang

等对104个ICSI授精失败的人卵母细胞进行分

组处理，第一组用直流电激活1次，获得70％卵

母细胞受精；第二组电激活3次(间隔15～20

min)，获得78％的卵母细胞受精；第三组未行

电激活其他处理条件同第二组，获得27％的卵

母细胞受精，由此得出ICSI失败的部分原因是

卵母细胞激活失败口8|。

5．3辅助生育技术(ART) 孤雌激活技术可

以作为一种ART。通过对ICSI授精失败的人卵

母细胞进行人工激活可以获得受精卵，以此来

补救ICSI授精失败。Zhang等认为孤雌激活技

术可以提高ICSI的受精率和促进早期胚胎的

发育，甚至提议在ICSI后立即进行人工激活以

确保ICSI授精成功【18]。

5．4生殖的基础研究 虽然孤雌激活引起的

离子活动并不与正常受精完全一致，而且卵母

细胞的激活在某些方面仅依赖于精子促发的离

子活动。但两者的激活机制类似，在基础研究方

面孤雌激活甚至比IVF和ICSI更优越。首先，

由于正常受精产生的后代具有多向发展的不确

定性，而孤雌激活产生的后代都是相同的，这就

更有利于研究卵母细胞激活后的最初的短暂变

化。再者，通过孤雌激活技术能够阻断或介入某

些化学介质，探讨卵母细胞激活机制1】。孤雌激

活技术可以作为探讨受精和早期胚胎发育引发

的一系列细胞质事件的研究工具，是了解细胞

信号系统及激活动力学的重要途径[1 8I，也是细

胞核移植成功的关键步骤之一[1]。

6结束语

在哺乳动物中由于孤雌胚胎缺乏父源性印

迹基因的调节，并且配子形成胚胎、孤雌激活等

机制还不是很明确，通过人工孤雌激活形成的

孤雌胚胎不能识别异常的印记基因，基因的表

达出现差错口9I，存在各种缺陷，很难继续发育

成熟为正常胚胎，目前获得的孤雌繁殖的后代，

也仅是来源于两个不同供体的雌性配子融合形

成的胚胎口⋯，并不是完全意义上的由一个卵母

细胞的孤雌激活产生的个体。再者，由于人卵母

细胞来源受限，孤雌激活研究相对落后于动物。

只有在熟练掌握哺乳动物孤雌生殖相关技术，

并进行大量相关基础研究的基础上，才能充分

利用来源有限的人卵母细胞进行深入探讨。
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