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线粒体移植对水牛卵 母细胞发育潜能影响 的初步研究

摘 要

本研究以水牛卵泡颗粒细胞作为线粒体的来源细胞 , 初步探讨水牛卵

母细胞进行线粒体移植 ( 对其发育潜能的影响 , 以期提高水牛卵母细

胞的质量和胚胎的发育能力 。

首先 , 探讨 了水牛卵泡颗粒细胞的分离培养方法及线粒体活性的检测 。

结果显示 ： 从卵泡液中分离得到的颗粒细胞活率为 左右 采用

培养基 , 颗粒细胞的生长速度和生长状态优于 和 培养

基 , 细胞培养 后幵始零星增殖 , 增殖速度达到高峰 ； 分别对第 、

、 、 代颗粒细胞的核型 、 凋亡率及其线粒体活性分析发现 ： 第 、 、 、

代颗粒细胞正常核型比率差异不显著 , 均在 以上 ； 第 代颗粒细胞的

凋亡率 ( 士 与第三代 ( ± 差异不显著 , 但与第 代

± 和第 代 ( ± 相比 , 颗粒细胞的凋亡率显著上升

而线粒体的活性会随着颗粒细胞体外培养代数的增加呈下降趋

势 。

其次 , 研究了水牛卵母细胞质量及发育潜能与线粒体

拷贝 数的关系 。 通过实时荧光定量 技术对体外成熟不同

级别卵母细胞的 拷贝数进行测定 , 结合不同级别卵母细胞孤雌激活

胚胎的发育情况 , 分析卵母细胞质量及发育潜能与线粒体

拷贝数的关系 。 结果显示 ： 一级卵母细胞组的平均 拷贝数极显著高

于二 、 三级卵母细胞组 ( 士 ± ±

二级卵母细胞组的平均 拷贝数极显著高于三级卵母细胞

组 ( ± ± , 孤雌激活处理后发现 ： 一级卵



母细胞组的卵裂率和囊胚率也都极显著高于二 、 三级卵母细胞组 ( ,

而二级卵母细胞组激活后胚胎的卵裂率和囊胚率亦都极显著高于三级卵母

细胞组 ( 。

此外 , 探讨了线粒体移植对卵母细胞发育潜能的影响 。 主要研究了外

源线粒体移植后在早期胚胎中 的分布情况 , 及 对胚胎发育潜能及胚胎

线粒体膜电位的影响 。 结果显示 ： 用 探针标记的外源线粒体经

移植后 , 会随着胚胎的发育而发生移动 , 分布到各个卵裂球中 , 至桑椹胚

期仍有部分细胞可 以观察到微弱荧光 , 但随着胚胎的发育荧光强度会逐渐

消弱 ； 孤雌激活处理后发现 , 二级卵母细胞 组囊胚率显著高于对照组

和空注组 ( , 而三级卵母细胞 组的

囊胚率与对照组和空注组无显著差异 ； 对胚胎 检测发现 , 水牛植入前

各时期胚胎 总体呈上升趋势 , 且 组的 细胞 、 细胞 、 细胞期 、

桑椹胚期和囊胚期 ￥ 均显著高于对照组 ( 。

以上结果表明 ： ( 初步建立了水牛卵泡颗粒细胞的分离培养方法 (

培养的第 代水牛颗粒细胞可用于提取线粒体 ； ( 不同质量的水牛卵

母细胞其 拷贝数存在显著差异 , 且 拷贝数与卵母细胞质量

和胚胎发育的能力成正相关 ； ( 外源线粒体移植后在胚胎内可 以存活一

定时间 , 并参与了早期胚胎发育的过程 ； ( 可以提高水牛二级卵母

细胞的胚胎发育潜能 。

关键词 ： 线粒体移植 拷贝数 线粒体膜电位 水牛 颗粒细胞
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广西大学硕士论文 线粒体移植对水牛卵母细胞发育潜能 影响 的初步研究

第一部分 文献综述

线粒体生物学性状

线粒体是一种存在于大 多 数细 胞中 的 , 具有双层脂膜包被的细 胞器 , 直径约在

之间 。 线粒体是细胞内 氧化憐酸化及合成三憐酸腺苷 ( 的 主要场所 , 为

细胞的新陈代谢提供能量 , 因此又被称为 是细胞的 发 电站 ” 。 线粒体拥有 自 身 的遗传物

质和遗传体系 , 是一种半 自 主性 的细 胞器 。 线粒体最早是在 年被瑞士科学家

发现 , 之后不断有科学家对其进行研究 , 但受 当时科研条件限制 , 未能真正 了

解其生物学结构和功 能 , 直到上世纪 年代电子显微镜的 诞生 , 人们才从本质上揭开

了许 多线粒体的超显微结构和生物学功能 。

线粒体的形态结构和分布

线粒体一般呈短棒状或椭圆状 , 因生物种类和生理状态不同 , 也呈线状 、 环状 、 亚

铃状或其它形状 。 线粒体 由双层憐酸脂膜 被 , 从外至 内 可依次分为线粒体外膜 、 线粒

体膜间 隙 、 线粒体 内膜和线粒体基质四个生物学功能区 ( 图 所示 ) 。 线粒体外膜光滑

平正 , 对细胞器其支持和保护作用 ； 线粒体 内 膜则皱裙弯 曲 。 向 内 形成线粒体嵴 , 参与

大量的 生化反应 ； 线粒体基质屮含有与三幾酸循环作用有关的一整套酶 、 蛋 白质和各种

等 。 线粒体

图 线粒体结构示意图

不 同类型 细胞中 , 线粒体 的数量也大不相 同 。 大部分体细胞中 的线粒体数 目 约 为

, 精子 中 的线粒体只有 个 , 但成熟的卵母细胞中则 多达 万个 。 根据



广西大学硕士论文 线粒 植对水牛评母细胞发育潜能影响 的初步研究

细胞 理功能的不同 , 细胞内线粒体的含量也 〈尽相同 , 细胞新陈代谢旺盛 、 耗能大的

细胞一般含存较多 的线粒体 ； 新陈代谢弱 、 耗能少 的细胞线粒体 的念量就相对较少 。

在细 胞中 , 线粒体通常的分布方 向与微管一致 , 主要分布在细胞功能旺盛 的区域 。

在贤脏细胞中线粒体靠近微血管分布 , 呈平行或栅状排列 ； 在肠表皮细胞中 则呈两极分

布 , 集中在基部和顶端 ； 而在精子 中线粒体分布在鞭毛 屮 区 。 线粒体在细胞屮 的数量和

分布并不是一成不变的 。 在卵母细胞体外成熟 的过程中 , 等利用

炎光探针对牛卵母细胞线粒体进行标 并追踪观察 , 发现随着卵母细 胞的逐渐成熟 , 线

粒体从细胞周边逐渐 向 中问迁移并在胞质中 均匀分布 , 当 卵母细胞成熟后 , 线粒体逐渐

聚集在细 胞屮央 ； 当 卵母细胞受精后 , 线粒体又会成簇聚集在原核周围 ⑴ 。 同 时 , 这一

规律也在猪 、 小 鼠 、 人 、 绵羊等物种 中得到证实 。 普遍认 为 , 线粒体在细 胞质中 的

迁移主要是 以微管作 为轨道 , 并在多 种蛋 白 的作用 下完成 。

线粒体的功能

线粒体足细胞进行氧化代谢 、 能量转换的主要场所 , 是糖类 、 脂肪和氨甚酸三火能

量物质最终氧化分解释放能量的部位 。 线粒体 要 负责有氧呼吸反应链的第二 、 三阶段 ,

及三梭酸循环和氧化憐酸化 。 能量物质在细胞质基质屮完成糖酵解后 , 以 酸的形式

在主动运输的 作用下进入线粒体参与三梭酸循环和氧化憐酸化过稅 , 并最终释放能量 ,

其中一部分能量用于合成 , 其余部分则作为热能释放 , 其原理如 阁 所示 。 同时线

粒体具有储存 离子 ( 的能力 , 参与部分 的信号传导 【 , 如细胞湖亡机制 中

的信号传导 。 在细胞 内 , 线粒体可以和粗面内 质网 、 细胞外基质等细胞结构协同作

用 , 进而控制 浓度的动态平衡 。 除此之外 , 线粒体还承担着一些特殊的 生理功能 ：

如参与细胞增殖和代谢 的调控 , 合成胆固醇及某些血红素 , 调控细胞的 程序性死亡等 。

雄祐酸

合 物

合物 复含街

— — — —

■ ■ ■厂
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线粒体遗传特性

线粒体是细胞内 除了 核 以外唯一含有 的 细胞器 , 但与核 不 同 的是其遗

传不遵循孟德尔遗传定律 , 主要 为母性遗传 【 〗 。 是一个线性环状的 , 其大

小因物种不同 而己 , 约为 , 其在进化的过程中具有高度的保守性 。 从结构

上分为两条链 , 即 重链 链 和轻链 链 , 哺乳动物 在 链上有一个特殊的

环结构 , 是区别于其他物种 的标志 。 目 前哺乳动物的线粒体可 以编码 中 、

种 和 种多肽链 , 这些多肽链均为氧化磷酸化酶的蛋 白 质亚基 。 线粒体可 以合

成多种蛋白 质 , 并且拥有合成蛋 白 质所需的一整套“装置” , 但 由于其 自 身合成 的蛋 白质

种类有限 , 远不能满足 自 身 功能需要 。 由 于线粒体 自 身所需要 的大部分 酶类物 质和

调控因子是 由 核基因编码完成的 , 其生长调控受核基因组和 自 身基因组 的双重

调控 , 所 以线粒体是一种半 自 主性细胞器 。

线粒体 的遗传主要 为母系单性遗传 , 几乎子代所有的 都来源卵母细胞的

。 线粒体容易发生突变 , 一般一个生物个体只含有一种 , 被称为是 同质

性 , 但当 卵母细胞 内 的 发生非致死性的基因突变时 , 在后代个体中 就会含有两

种 以上的 则被称为异质性 。 线粒体的这种特殊遗传漂变机制 同 时也是制约雌

性动物生殖遗传 的一种手段 。 有学者认 为 , 线粒体的这种特殊机制可 以 筛选念有 正常

的卵子 , 阻止含有突变型 的 卵子产生后代 。 线粒体 的高突变率 ’

主要是有 以下几个方面原 因 ： 线粒体 不含蛋 白 质 , 没有组蛋 白 的保护作用 ；

不含 内 含子 , 是 由 高度压缩的外显子组成 ； 在线粒体 内 , 长期处在氧化

应激的状态下 ； 没有 自 我修复功能 , 。

线粒体与细胞调亡

细胞凋亡 ( 程序性死亡 ) 是细胞在基因 的作用下按照一定程序 自 我破坏 , 结束存在

的过程 , 对于维持生物体生长发育和 体内代谢平衡有着至关重要的作用 。 诱导细胞调亡

的因 素有很多 , 线粒体在细胞调亡信号的传导过程中发挥着重要的作用 , 其参与调控的

调亡途径是细胞调亡的一个重要途径 。 线粒体在细胞的调亡中 主要有 以下几个作用 。 ①

自 由基在细胞调亡 中 的作用 。 线粒体在进行能量代谢的 同时 , 会产生大量的对机体有损

伤作用 的活性氧 ( , 其对 有直接损伤作用 , 可 以导致碱基缺失 、 断裂 、

交联等 。 另 外 , 还可 以通过对细胞信号通路的调节来介导细胞调亡的发生… 。

②细胞色素 对细胞凋亡的作用 。 是氧化磷酸化过程中 的一种电子传递
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体 , 其对诱发细胞调起着关键性作用 。 当细胞受到调亡剌激后 , 线粒体迅速将

从 内部释放到胞质中 , 从而启动凋亡 。 研究表明 , 阻止 的释放可 以起到抑制细胞

调亡的作用 。 ③调亡诱导因子 ( 对细胞凋亡的作用 。 是线粒体 中的一个凋

亡诱导 因子 , 是一种线粒体蛋 白 , 位于线粒体膜间腔内 。 当细胞发调亡时 , 快速进

入到细胞衆内 , 继而进入到细胞核 内 。 可以细胞核内 染色质发生凝集 , 并促使核

的降解 。 ④线粒体 孔道对细胞调亡的作用 。 线粒体 孔道是指线粒体内外膜

接触点 间存在的一种 由多种蛋 白组成的“运输通道” , 可以允许小分子物质通过 。 当

孔道开放时 , 由于其孔径较大 , 使呼吸链作用 的一些底物在基质和胞质间达到平衡 , 同

时造成线粒体 梯度消失 , 导致呼吸链脱偶联 , 无法产生能量 , 进而导致线粒体许多

功 能丧失 , 启 动细胞死亡 。 另外 孔道开放也会造成水和一些溶质进入线粒体 , 导

致线粒体肿胀破裂 , 释放 , 进而导致细胞的凋亡 。

线粒体与胚胎发育

在卵母细胞和胚胎早期发育的过程中 , 线粒体起着至关重要的作用 。 哺乳动物成熟

的卵子中约含有 万个线粒体 , 研究发现 , 在卵母细胞成熟的最后阶段线粒体大量复

制积累 ； 但在随后 的胚胎发育过程 中 , 从 细胞期到囊胚期 , 胚胎 自 身线粒体的数量和

结构并没有发生明 显的改变 , 线粒体恢复增殖主要发生在囊胚阶段以后 。 因此在胚胎发

育早期 , 胚胎发育的能量供应则主要由卵母细胞本身携带的有限的线粒体提供 。

等研究指出 , 虽然 含量低的卵子也能正常受精 , 但只有当 含量 时 , 受

精卵才容易着床和进行胚胎发育 ； 同时发现 , 将外源的线粒体移植到卵母细胞

后可明显提高受体卵 母细胞内 的 含量 , 并且新移的线粒体可以存活 个小时 以上

。 卵母细胞 自 身 供给水平的下降会导致其受精能力 的下降 , 即使可以完成受精

但随后胚胎的发育能力也会严重下降 , 表现为发育迟缓 、 停滞 。 因此 , 有人提出通过人

为方法将线粒体植入卵胞质内 为其补充额外能量 , 从而改善胚胎的发育能力 。 国 内 外一

些研究表明 ： 线粒体移植 ( 可以一定程度改卵子质量和胚胎发育能力 , 有效的提

高了优质胚胎获得率 。 多项研究表明 ： 卵胞质中线粒体数量减少 、 分布异常 、

含量的降低和 的突变等 , 都将会导致纺锤体形成障碍 、 减数分裂停滞或延迟 ,

以及染色体提前分离或不分离 , 从而严重影响卵子的质量和 以 随后胚胎的 发育能力

是老龄雌性动物生殖机能下降的主要原因之一 。
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影响卵母细胞发育潜能的因素

随着辅助生殖技术在临床上的广泛应用 , 使越来越多的患者成功妊娠 , 但大龄女性

的低妊娠率却一直困扰着医学工作者们 。 目 前 , 大龄妇女和雌性动物生育能力下降和丧

失已被人们广泛认可 。 研究表明 , 引起雌性动物生育能力下降的原因主要包括卵巢 、 输

卵管和子宫等生殖器官的结构 、 功能障碍 , 卵母细胞的数量和质量下降等因素 , 而卵母

细胞质量的下降被普遍认为是引起生育能力的下降主要原因

年龄

目 前随着生活节奏的加快和人们生育观念的改变 , 尤其是在城市 , 越来越多的女性

生育年龄逐渐提高 。 但生育年龄越髙生育能力越低 、 风险越大 , 子代遗传疾病的概率也

越大 , 尤其是 岁 以上的大龄女性 。 焦泽旭等 以 岁 以 上大龄妇女为研究对象 , 在排

除男性方面因素下详细分析了年龄因素对体外受精 胚胎移植 ( 效果的影响 ,

结果发现 ： 不 同年龄患者在卵母细胞的成熟率 、 受精率 , 卵裂率 以及移植胚胎数 目 上并

无显著差异 , 但妊娠率和流产率却随着年龄的增加而差异显著 , 妊娠率 由 岁 )

下降至 岁 ) ； 流产率则由 岁 ) 上升至 岁 ) 。

导致大龄妇女生殖能力 降低的原因主要有两个方面 , 分别是卵子质量和子宫 内膜的可接

受性 。 在卵母细 胞的减数分裂中 , 细胞内 聚集的过氧化物对细胞有一定的损伤作用 , 可

以导致细胞染色体非正倍率增加 , 进而降低卵子质量和随后胚胎的活性 , 而这种损伤

作用会随着年龄的增加而增强 。 在子宫 内膜接受性方面 , 子宫 内膜随着女性年龄的增加

而发生一系列生理结构和功能上的变化 。 这些生理和功能上的改变一定程度上会导致大

量妇女子宫 内 膜接受性下降 , 胚胎着床能力下降 。 然而 , 当将年轻女性卵子体外受精

的胚胎移植给大龄妇女发现 , 妊娠率和分挽率与使用 自 身胚胎移植相 比有极显著差异

【 〗 。 与此同时 , 对大龄妇女进行卵胞质移植来改善卵子质量 , 已获得成功 , 并有多例卵

胞质移植婴儿诞生 。 这些研究表明 了 , 大龄妇女或雌性动物生殖机能的下降可能主要是

由于卵子质量的下降引起的 。

此外 , 随着女性年龄的增大 , 卵母细胞储备数量逐渐减少 , 这也是造成大龄女性和

雌性动物生育能力下降的一个重要原因 。 在对老龄小 鼠进行卵母细胞体外成熟培养时发

现 , 从老龄小 鼠卵巢中 获得的卵母细胞数量明显少于年轻小 鼠 ( ± ± 在

体外成熟排除第一极体率方面 , 老龄小 鼠显著低于年轻小鼠 ( 、 因此 , 年
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龄因素不仅与收集到的卵母细胞数量有关 , 还与卵母细胞体外成熟培养时排除极体的能

力有关 。 另外有研究表明 , 随着母体年龄的增长 , 卵母细胞体内和体外的受精能力都会

呈下降趋势 , 】 。 同 时 , 年龄因素还与纺锤体形成异常和染色体排列异常有关 。 随着母

体年龄增加 , 植入前胚胎容易发生发育阻滞 , 形态异常率和非正倍体率增加 丨 。 。

卵胞质

哺乳动物卵母细胞成熟分为胞质成熟和胞核成熟 , 只有在二者的共同作用下 , 卵子

才能完成受精和随后 的胚胎发育 。 有些卵母细胞虽然完成了核成熟 , 但因其细胞质未达

到成熟或 已处于过成熟状态 , 卵子完成受精后不能正常发育 , 即便可以进行早期发育 ,

移植后也不能着床 〗 。 哺乳动物卵母细胞中含有大量的蛋白质 、 、 以及

各种因子 , 这些母源性的物质在其生长发育 、 受精和随后的胚胎发育中都起着至关重要

的作用 【 。 研究表明 ： 胚胎发育到 细胞期以后 , 其基因组开始被激活转录 , 其发育几

乎完全依赖于卵母细胞内 的这些母源性物种 。 此外 , 卵胞质中还含有大量的“母源性

信息” , 对卵母细胞的发育成熟 、 受精和早期胚胎发育起着重要的调节作用 。

胞鹿含量

卵子在完成受精后 , 随着胚胎的发育 , 卵子中含有的胞质会被不断地分配到各个卵

裂球中 , 直到核质比达到体细 胞水平 。 研究表明 , 在卵母细胞成熟和胚胎发育的过程中 ,

细胞质和细胞核之间 的比例和相互作用关系起着重要的调控作用 。 有人将小 鼠生发泡期

卵母细胞按一定 的 比例切割后 培养发现 , 随着卵胞质含量的减少 , 生发泡破裂

发生的时间会逐渐推迟 。 但进一步延长培养时 间后 , 、 、 和 胞

质含量的卵母细胞都会发生生发泡破裂 , 且各组发生 比例呈逐渐升高 , 而几乎

不含卵胞质的生发泡核体则不会发生 。 同时 , 随着卵胞质含量的减少 , 卵母细胞

发育到 期的 比率明 显下降 ； 将含有 胞质的卵母细胞与去核的卵母细胞融合在一

起 , 后发生了 有 的融合体完成成熟 。 因此 , 一定 比例的胞质含量是

卵母细胞发育成熟的必须条件 , 随着胞质含量的减少 , 卵母细胞发生 和完成成

熟的能力下降 。 卵母细胞成熟与卵胞质的作用机制 目 前尚不清楚 , 细胞周期受多种调控

因子的控制 , 已表明的多种调控因子存在细胞质中 , 如周期蛋白 。 因此 , 减

少卵泡质的含量也一定程度上减少 了细胞内 各种调控因子的含量 , 调控因子含量的减少

则难以完成对卵母细胞发育和成熟的调控作用 。 除此之外 细胞质中还含有多种 、
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蛋 白质及细 胞因 子 , 这些物质对卵母细胞的发育成熟都起着重要 的作用 。

对于成熟卵母细胞或受精卵 , 减少其胞质含量会严重影响受精效果和胚胎的 发育水

平 。 等将牛卵子胞质减去一半后进行体外受精 , 其随后 的胚胎发育率 以及桑椹

胚 、 囊胚期细胞数明显低于对照组 。 同样 , 将体外受精的牛原核时期胚胎胞质含量减

少一半 , 其胚胎发育率及囊胚细胞数显著低于对照组 。 这一结果也存在于 期

胚胎中 , 减少各时期胚胎卵裂球中 的胞质含量 , 胚胎发育能力 明显下降 ° 。 在小 鼠 中 ,

虽然 期胚胎卵胞质二分后对期囊胚发育率无显著影响 , 但胚胎质量和胚胎移植后

的妊娠率却差异显著 。 在体细胞核移植中 , 受体的细胞质可以使供体细胞核溶解 、 染

色体凝集并发生基因重组 , 同时供体核也会释放一些蛋白 类物质进入细胞质 。 核移植重

构胚胎的发育能力主要靠二者之间的 相互作用 和 “默契” , 而这种 “默契”则主要靠卵胞质

对供体核的供给 、 支持和重编程作用 。 移植中 , 去核是一项关键技术点 , 由于 目 前传统

核移植主要依靠显微操作仪器 , 会不 同程度对卵母细胞造成损伤 , 使部分卵 胞质减少 ,

进而对重构配的 发育产生不利影响 。 研究发现 , 用其它卵母细胞胞质填补去核过程 中 的

卵胞质损 失 , 可以显著提高核移植重构胚的发育能力 , , 卵裂率 由 提高至 , 桑

椹胚和囊胚率也 由 提高到 。 目 前 , 人们普遍选择在 期对卵母细胞进行

去核 , 此时 的纺锤体 中含有 的大量胞质 , 容 造成胞质量减少 , 等则选择在

牛卵母细胞第二次减数分裂后去核 , 以 便减少去核时胞质的损失 , 结果发现囊胚发育率

山前者 的 提高到 。 因此 , 在体细胞核移植中 , 通过增加卵胞质的含量可以 一

定程度改善重构胚的发育能力 , 但周琪等研究指出 , 受体卵胞质过多 时亦会降低核移植

重构胚的发育潜能 丨⑷ 。 由 此说明 , 核移植 中卵胞质含量的多少对基因组重编程和重构胚

的发育能力有着重要的影响 。

线粒体

在胚胎的 发育过程中 , 卵胞质中 的线粒体发挥着关键性作用 。 线粒体除 了参与氧化

憐酸化 , 为胚胎的发育提供必不可少的能量 ( 外 , 线粒体还在其他方面发挥着重

要作用 。 主要包括氧化还原的调节 、 活性氧物质的产生 、 氧气的消耗 、 类固 醇激素的合

成 、 糖基化和细胞程序性死亡 的控制 。 研究发现 , 线粒体 的活性与 期前胚 台继续

发存的能力有很大关系 , 线粒体活性降低 , 胚胎发育迟缓 、 且容易在 期前发育停

滞 】 。 同 时 , 一切导致线粒体结构和功 能变化的因素都会严重影响胚胎的发育潜 主

要包括 含量减少和 突变 。
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研究证实 , 哺乳动物成熟卵母细胞中含有 万个线粒体基因 组 , 对卵

子的受精能力和胚胎发育能力发挥重要作用 。 在卵母细胞的体外成熟培养中 , 核成熟

和胞质成熟是卵母细 胞 冇 好发育潜能的基础 , 细 胞核成熟通常可以 以排除第一极体

作为标准 , 胞质成熟却没有一个很好 的衡量标准 , 而卵胞质成熟又对卵母细胞的受精

能力至关重要 。 通过对临床大龄不平 以及多次受精失败患者 的研究发现 , 此类患者与健

康女性的卵母细胞 中 的含量有明显差异 在卵母细胞的生长发育中 , 其快速

生长的阶段主要在卵 泡成熟期 , 此时 的 卵母细胞不仅会发生一些形态上和功能上的变

化 , 还位括线粒体 的生物合成和 的复制 。 在卵母细胞成熟 的后期阶段 , 线粒体

开始进行大量增殖 , 由起初的几十个增值到数十万之多 , 因此线粒体的大量积累也可能

是卵母细胞成熟的 一个标志 。 有人研究也发现 , 小 鼠卵母细胞在体外成熟培养条件下 ,

可以 完成成熟的卵母细胞 拷贝数显著高于未能成熟的卵母细胞 拷贝数 ,

但在随后的胚胎发育过程中 , 在囊胚阶段 以前 , 线粒体几乎不再发生增殖 。 因此 , 成熟

前功能性线粒体的积累对卵母细胞 的受精和胚胎发育至关重要 。 低含量 的 卵母

细 胞可能导致线粒体活性下降及卵胞质成熟不完全 , 从而导致卵母细胞的受精能力和胚

胎发 能力 下降 。

另外 , 缺失或突变的积累可能是造成线粒体合成能力下 降 , 功能性线粒体

数量减少的原 因之一 。 研究表明 , 的变异会一定程度导致成熟期卵母细胞 内线

粒体功能的丧失 , 造成线粒体代谢素乱 , 进而影响卵母细胞和早期胚胎中相关基因 的表

达水平 , 导致卵母细胞功能异常 。 卵母细胞中 的线粒体 是子代细胞线粒体

的唯一来源 , 正常的 遗传是保证物种能够生存和繁衍的基础 。 研究发现 , 如果

缺陷型母源 在子代的卵巢或睾丸上表达则会导致子代的不存 , 但发生这种情

况的概率很低 。 因为雌性动物生理机制 中可能有 以下 中途径来避免这中缺陷型

的遗传 ： ①卵泡发育过程中 , 含有异质性 的卵母细胞会导致其发育闭锁 ； ②在

卵 母细胞 复制过程中 , 少量突变的 会被过滤并降解 。 ③在胚胎发育过

程中 , 含有缺陷 的胚胎容 品发存阻滞 , 最终死亡 。 大量研究表明 , 女性卵母

细胞 部分基因 的缺失可以发生在各个年龄阶段 , 这种缺失的有无与年龄无明显

的关系 但缺失 的 占总 的 比例很低 , 只有 。 说 明卵母细

胞与体细胞一样 可 以存 在非致死性 突变 。 但也有研究表 明 , 一些卵 母细胞

基因 的共 同缺失与女性或雌性动物的年龄有关 , 随着女性或雌性动物年龄的增

加 , 卵母细胞内 线粒体的功能和活性逐渐下降 , 而且 的突变率和缺失 率会逐渐
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增加 , 的缺失积累可 以作为卵母细胞功能衰退的标志 。 虽然在生育期的卵巢

就已经存在 的 突变 , 但这种突变与老龄动物 突变存在量的差异 , 不足

以影响线粒体功能和卵母细胞的发育能力 , 可能只有当其突变积累达到一定 的 阈值时才

会影响卵 母细胞的发育潜能 。

染色体异常

随着雌性动物年龄的增长 , 卵母细 胞的发育潜能会明显下降 , 除了 卵胞质对其产生

重要影响 外 , 减数分裂异常所导致 的非整倍体性对老龄动物的卵母细胞发育潜能下降也

起到了 重要主导作用 。 临床研究发现 , 随着年龄的增长 , 卵母细胞和早期胚胎染色体非

整倍体 以及的染色体断裂发生 的机率会显著增加 , , 而染色体的非整倍体是导致 自 然

流产的重要原 因 】 。 研究发现 , 岁 以上妇 女卵母细 胞排除的第一 、 第二极体的 非整

倍体率分别高达 和 丨气 等对 多个老龄妇女的卵母细

胞核型进行了 核型分析 , 结果发现 ： 有 的卵母细胞染色体为超倍性 , 有 的卵

母细胞染色体为低倍性 。 在小 鼠中 , 年龄的增长也同样导致卵母细胞和植入前胚胎的

非整倍体增加 , 但增长速度相对于人类要缓慢的 多 。 因此 , 随着年龄的增长 , 雌性动

物的卵 母细胞染色体异常率都会出 现不 同程度的增加 , 进而导致卵母细胞受精能力下

降 , 胚胎发育阻滞 。

提高卵母细胞发育潜能的方法

随着女性年龄的增长 , 其生育能力 明 显下滑 , 卵子老化进程加速 , 卵子受精和胚胎

发育能力 降低 。 研究表 明 , 当女性年龄超过 岁后 , 有近一半的女性会失去生育能力 。

但是随着现代生活节奏的加快 , 很多女性生育观念发生变化 , 许多女性 岁 以后才计

划生育 , 而此时女性的生殖能力 已经出现一定程度的下降 , 妊娠率低且后代发生遗传疾

病的概率升高 。 同 时在现代动物繁殖育种和特种颜危物种人工繁育方面 , 也遇到了 同样

的 问题 , 卵子质量下 降严重制约着品系 改 良 的进程和颜危物种 的保种工作 。 因此 , 如何

改善卵母细胞质量 , 提高胚胎发育能力是近几十年来在生殖医学和动物繁殖育种领域工

作者们研究 的重点 。 随着显微操作技术和现在细胞遗传学的 幵展 , 人们开始尝试用各种

方法改善卵母细胞的质量 , 并取得了 一定的进展 。 根据影响卵母细 胞质量的核 内 外因素 ,

人们主要通过 以下几个途径来消除核 内外不利因素的影响 , 如卵胞质移植 、 生发泡移植

和线粒体移植等 。
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卵胞质移植

卵胞质移植 主要是借助显微操作技术将供体卵 母细 胞的部分卵

胞质移植到受体卵母细胞中 , 并对重构 卵 进行难精子显微注射受精的过程 。 自 等

汽 次将年轻妇女卵 母细胞部分胞质移入老龄妇女卵母细胞并成功获得受精卵 以来 , 国 内

外 己相继有 多个卵胞质移植的婴儿和一部分动物出 生 , 由 于移植的卵胞质中含

有外源性的 , 供体的卵胞质起到 了一定 的遗传修饰作用 , 因此许多学者又把卵

胞质移植的婴儿叫 做“ 亲婴儿” 。 卵胞质移植可 以改善受体卵母细胞质量 , 使发育阻滞

的卵母细胞和胚胎恢复继续发存的能力 , , 这可能是 由 于老龄妇女 ( 受体 ) 卵胞质中

缺少的一些成份可 以从年轻妇女 ( 供体 ) 卵胞质中得到补充 。 许多学者也通过卵胞质移

植来研究卵母细胞核质互相 以及卵胞质对卵母细胞及胚胎发育能力 的影响机制 。

年 等首次利用卵胞质移植技术将年轻妇女部分卵胞质移入老龄妇女卵

胞质内 , 并成功使重构卵获得受精 。 此后 , 等人对一位多 次体外受精失败的患者

进行了乱胞质注射并获得 了 成功 。 结果显示 , 卵胞质移植后患者胚胎碎片 明显减少 , 胚

胎的质量也显著提高 , 枚卵胞质移植胚胎移植后 , 患者成功受 , 并 诞生了一对健康的

双胞胎 。 此外 , 研究还发现 , 冷冻保存 的 卵母细胞也具有提供可移植卵胞质的能力 ,

且冷冻保存的 卵母细胞操作方便 , 不需要和受体进行过 同期化处理 , 卵胞质移植时 , 只

需解冻即 可 】 。 随后 , 卵胞质移植技术在 円 本也成功使大龄不令患者 、 老龄牛等动物的

卵 母细胞获得受精 , 并部分获得妊娠 。 目 前卵胞质移植技术中 , 通常采用 的 有两种移植

方法 ： 一种是利用 显微注射将一定量 ( 左右 ) 供体卵胞质注射到受体卵母细胞的透

明 带下 , 再通过 电融合的方法将二者的胞质融合在一起 , 但这种方法的操作程序复杂 ,

受到多重因素影响 , 移植后 受精效果不稳定 ； 另一种也是 目 前普遍采用 的一种移植方法 ,

即借助显微注射技术将一定量的供体量卵胞质和单个精子一 同 注入受体卵母细 胞胞质

内 , 该方法操作程序相对简 , 且重构胚的受精效果显著优于前者 。 等 】 对两种

胞质移植方法对 比发现 , 在进行透明 带下移植的 个卵子 中 , 仅有 个卵 子出现正常

原核和第二极体 , 另有 个卵子只有第二极体没有正常 的 原核形成 , 只有模糊 的“类原

核”形成 。 而进行卵胞质内注射 的 个卵子 中 有 个正常受精 , 与前者受精率相 比

差异显著 。 目 前在进行胞质内注射移植时 , 同 一个供体卵母细胞可以抽取多次 的卵胞质 ,

注射到多个不同 的 受体卵母细 胞中 。 为 了 使移植的卵 胞质能在受体细胞 中充分发育 , 移

植的卵胞质要从共体卵母细胞极体的对侧 吸出 , 移入受体细胞的极体附近 。
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卵胞质移植可以 明显改善老龄妇女卵母细胞的受精能力和胚胎发育质量 , 但其究竟

是一个什么样的 作用 机制至今尚不清楚 。 在临床 中 , 有一些患 者经过多次体外受精或者

审精子显微受精均未能成功 , 可能是先天性卵胞质缺的一种表现 ； 另 外随着年龄的增长 ,

一些大龄女性和老龄动物卵母细胞成熟质量明显下 降 , 其受精能力和胚胎发育能力也随

之下降 , 这些影响似乎跟卵胞质的成熟不完全有关 。 虽然卵胞质移植对早期胚胎发育的

具体影响机制 尚不清楚 , 但卵胞质移植似乎可 以 一定程度上纠 正受体细胞的卵胞质缺

陷 , 并提高的胚胎的发存能力 。 作为移植的供体卵胞质 中含有 、 蛋 白质 、 线粒体

和一些细胞因子 , 但普遍认为是线粒体发挥了 关键的作用 。 年轻女性卵胞质的线粒体活

性高 、 质量好 , 移植后可 以改善受体卵母细胞中 线粒体的功能水平 , 为胚胎的早期发育

的各种生物作用提供能量保障 。 但也有学者认为 线粒体并非卵胞质移植中 唯一起重要作

用 的因素 , 或许年轻女性卵胞质中 含有一些尚未明确的调控因子 , 可以防止卵子老化并

抑制胚胎发育 中胚胎碎片 的产生 , 进而抑制胚胎的凋亡 。 因此 , 关于卵胞质移植对改善

卵母细胞质量的具体机制尚需进一步研究 。

本世纪初 , 卵胞质移植还一度用于人类辅助生殖技术中 以改善卵子发育潜能 , 但随

后 由 于存在伦理上诸多 争议 , 相继被各国规定停止其临床应用 。 人们发现 , 虽然部分“

亲婴儿 ” 出 生时肪带和胎盘血液中 只含有受体母亲卵母细胞 , 但也有的卵胞质移

植婴儿 , 可以在其血液中 同 时检测到受体和供体母亲的 卵母细 胞 【 , 这也说明

了卵胞质移植中 的线粒体可以在受体卵母细胞中存活很长时间 , 并能一 同接收受体卵母

细胞核的调节分化 。 虽然大量 的外源 会被降解掉 , 但有少部分线粒体可 以被“接

受”并“ 同化 ’’ , 能够在胎儿发育的过程中 进行 自 我的生物合成和复制 。 对于这一现象 ,

有的学者认为这种少量 的外源性 不会对人体的生理功能构成危害 , 因为 正常

的 生物个体 自 身 的 也会存在一定的变异性 , 并会逐渐被机体 自 我清除 , 且资料

显示 , 含有供体母亲 的卵胞质移植婴儿到 目 前一直很健康 。 但也有学者认为 ,

这种外源性的 会对个体的基 因组产生一定的影响 , 并使其外在的性状发生某些

改变 , 并会将这种遗传缺陷传给下一代 】 。

生发泡移植

生发泡 ( 移植是上世纪末幵始建立起来的一种新型 的技术 , 它对于研究减数

分裂期 间核质互作的相互关系有着重要的作用 , 同时它可以一定程度纠正因减数分裂异

常而导致卵母细胞的发育缺陷 。 卵胞质移植虽然一定程度上可以 改善因 胞质因素而导致
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的 卵母细胞发育潜能不足 , 但无法纠正因 期染色体分离异常而导致的卵母细胞受精

和胚胎发育的丧失 。 生发泡移植主要分为 两种时期的移植 , 一种是 期卵母细胞的生

发泡移植 , 即 将 期卵 母细胞的生发泡核移植到 期去核 的卵母细胞 内 , 从而形成

重构卵母细胞 ； 另一种则足 期 卵母细胞的生发泡移植 , 即将 期卵母细胞的 生发

泡核移植到 期 去核 的 卵母细胞 屮 形成重构卵母细胞 。 目 前 , 生发泡移植 巳在人

小 鼠 , 、 兔 , 和牛 等物种上进行了 相关研究 , 并且 已经有经生发泡移植的兔诞

生 。

对于 期卵母细胞的 移植 , 已经在许多物种做了研究 , 并取得 了 一定的进展 。

在小鼠上 , 这种方式获得的重构卵经体外成熟后 ( , 能够发育到 期并排 出第

一极体 , 其成熟率与不进行生发泡移植的卵母细胞无明显差异 。 同 时还发现 , 重构卵在

体外成熟过程中 不会受到受体胞质体 的异源性线粒体影响 , 且重构卵经体外培养成熟

后 , 线粒体主要存在 期纺缍体周围 。 在牛上 , 人们发现经生发泡移植的重构卵在

体外条件下也 同样能够完成成熟过程 】 。 在兔上 , 经生发泡移植的重构卵不但可以在体

外完成成熟 , 而且对其进行胞质 内单精子注射后成功受精 , 受精卵可以发育至囊胚阶段 ,

经移植后 , 成功妊娠并 出生 个后代 同时生发泡移植也可在异种动物之 间进行 。 有

学者将 小 鼠的生发泡核移植到去核的兔 期卵母细胞中 , 经体外成熟培养后发现 , 这

种异种重构卵 也具有在体外成熟 的能力 。 虽然 期生发泡移植的雷组卵可 以在体外

正常成熟 , 但这种重组卵得的受精和胚胎发育能力会受到伤害 。 移植时必须要收集

期 的 卵母细 胞 , 并且移植后 的重组卵 又必须在体外培养成熟 , 但 期卵母细胞尚

未受到促性腺激素峰作用 的影响 , 失去了 和促性腺激素直接和间接的作用 , 而这些促性

腺激素 的调节作用对于卵母细胞最后的成熟至关重要 , 因此不可避免的影响 了其正常的

生理功能 。 同时 , 在进行期卵母细胞生发泡移植时 , 又不可避免的损害 了其周 围 的卵丘

颗粒细 胞 , 而卵母细胞和 卵丘颗粒细胞之 间 的间 隙连接和相互作用对卵母细胞的发育成

熟和生理功能有着诸多方面影响 。

对于 期卵母细 胞的生发泡移植 , 研究发现 , 重构 卵能完成生发泡破裂 , 但不能

完全成熟 。 研究发现 , 将小牛 的 核移植到成年牛 的去核 期卵母细 胞 内 , 获得的

重构卵经体外受精和体外培养后 , 卵裂率仅为 , 其成熟率和卵裂率均低于未进行生

发泡移植的 牛卵母细胞 【 。 对于不 同物种间 的生发泡移植 , 有人将小 鼠的 核移植到

去核的兔 期卵母细胞 中 , 获得的重构卵经体外成熟培养可以发生生发泡破裂 , 但不

能完成成熟 。 因此 , 对于哺乳动物的卵母 细胞 , 调节其减数分裂的卵胞质因子可能不具
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有物种的特异性 , 对于 期的卵母细胞 , 这些调节分裂的卵胞质因子主要存在于减数

分裂器及其周围的卵胞质中 。 另外在对生发泡移植的显微操作过程中 , 一般会除去卵

母细胞周围的颗粒细胞以方便显微操作的进行 , 而卵丘颗粒细胞细胞在卵母细胞的成熟

过程中发挥着至关重要的作用 , 失去卵丘颗粒细胞的重构卵在体外成熟培养时也会受此

影响 。

研究发现 , 随着女性和雌性动物年龄的增加 , 卵母细胞染色体非整倍性的发生几率

会显著身高 。 人们尝试通过生发泡移植 , 将大龄妇女的卵母细胞 核移植到年轻女性

去核的 期卵母细胞中 以 期减少减数分裂异常的发生 。 等 将大龄妇女 上

岁 的 移植到年轻妇女 岁 去核的 期卵母细胞中 , 重组的卵母细胞可 以成熟

到 期 , 且有 具有正常的核型 , 而对照组卵母细胞 ( 岁 ) 只有 具有正常

核型 。 等 将大龄妇女 ( 平均年龄为 岁 ) 的 核移植到年轻妇女 ( 平均

年龄为 岁 ) 去核的 期卵母细胞中 , 能够体外成熟的重组卵有 具有正常的核

型 ； 而年轻妇女的 核移植到老龄妇女去核的 期卵母细胞中 , 成熟的重组卵 中

只有 显示正常的核型 。 这一结果表明年轻妇女的卵胞质具有支持移植的老龄妇女生

发泡正常减数分裂的能力 , 相反 , 老龄妇女的卵胞质则可能具有诱导减数分裂中染色体

异常的作用 。

因此 , 生发泡移植理论上可 以用于改善女性或大龄雌性动物因减数分裂中染色体异

常而导致的生育能力下降 。 但如果这种假设可行的话 , 那么重构卵就必须具有受精和胚

胎发育的能力 。 等 】将重组的小 鼠 期卵母细胞进行在体外成熟培养后体外受精 ,

结果可以形成雌原核和雄原核的重构卵 比率分别为 和 。 等 “ 将人的

期重构卵体外成熟后 , 进行胞质内单精子注射 , 结果重构卵的存活率为 , 受精

率为 且受精卵的卵裂率高达 , 但能发育到 细胞和桑椹胚的受精卵很少 ,

这与对照组卵母细胞无明显差异 , 这一结果表明 由生发泡移植的重组卵具有在体外成熟

和显微受精的能力 。 在兔上 , 等用相 同的方法进行了研究 , 结果重构卵的存活率为

, 卵裂率为 , 囊胚率为 ° “ , 与对照组无明显差异 。 其将 个

受精的重构卵植入 只受体兔后 , 成功生出 了 只后代 。 综上表明 , 经生发泡移植

的重组卵母细胞具有在体外成熟 、 受精和胚胎发育的能力 。

线粒体移植

综合上述内 容可知 , 成熟卵母细胞质量对于其受精和随后的胚胎发育起着决定性的
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作用 , 而且随着年龄的增长 , 女性和雌性哺乳动物的 卵母细胞无论是从数量还是质量上

都会出 现一定程度的下降 , 并导致生育能力 的降低 。 因此 , 如何提高卵 母细胞质量 、 提

高大龄女性的生 疗能力也一宵是 困扰广大科研工作者的一项难题 。 然卵胞质移植和 生

发泡移植可以一定程度上改善卵子 的质量 , 但两者都需要供体卵母细胞来提供卵胞质或

核 , 对材料要求高且操作过程繁琐 , 而线粒体移植则可 以避免这些问题 , 且线粒体

来源细胞多为颗粒细胞 , 取材方便 。 在胚胎发育的过程中 , 能量供应是保证各项生物合

成和新陈代谢的基础 , 但 由 于线粒体大量增殖一般发生在囊胚阶段 , 前期胚胎 中线粒体

几乎没有数量上的变化 , 因此只能靠卵母细胞 自 身 所携带 的有限的 线粒体来提供 , 同 时 ,

线粒体的功能状态 、 的缺失或突变也会导致胚胎发育受阻 。

在生物体正常受精过程中 , 精子会携带少量的线粒体进入卵母细 胞中 , 但随后父源

的线粒体会被卵母细胞内 一些蛋 白 酶特异性的 降解掉 , 在胚胎早期发育中 父源

即被清除干净 , 因此子代只保留母源线粒体 。 但随着卵胞质移植的研究 , 移植的卵胞

质中含有外源的线粒体 , 并且少量外源线粒体可 以进行 自 我的生物合成和复制 , 并能遗

传给后代 ； 另 外在体细胞核移植 中 , 供体细胞的 也能少量存在并遗传给后代 ,

且对后代个体 的健康无明显影 响 这一 结果似乎表明 , 在受体 卵母细胞内 没有生物学

机制 可 以彻底破坏外源线粒体 的酶类存在 , 受体 卵母细 胞胞质对外源线粒体具有一记

程度的可兼容性 , 这也为 线粒体移植 的可行性提供 了理论基础 。

等 【 丨 】将从小 鼠卵母细胞中分离 出来 的富含线粒体的胞质体注入到 期卵

母细胞中 , 通过激光共聚焦显微镜追踪发现 , 移植的线粒体可 以逐步从注射的部位 向 胞

质中其它部分移动 , 并且可 以持续长达 小时 以上 。 对移植后卵母细胞的 含量研

究表明 , 线粒体移植 后卵母细胞的 含量比对照组卵母细胞平均多出

且有 的移植后卵母细 胞的 含量比平均值高出 以上 。 结果

表明在一定时间 内 , 线粒体移植后卵母细胞 内 的 含量明显增多 , 且移入的线粒体具

有持续的活性并可以发挥其生物学作用 。

除 了卵母细胞线粒体外 , 体细胞线粒体也可以用于移植 。 在颗粒细胞方面 , 我国 台

湾 的 曾启 瑞教授在 年首次报道了 使用 患者 自 体颗粒细胞线粒体进行移植成获得妊

娠 。 孔令红等也报道 了通过 自 体颗粒细胞线粒体移植 己使多例患者获得 了 临床妊娠并

分挽 , 他们对大龄不孕或是多 次胚胎移植失败的 例患者进行 自 体颗粒细胞线粒体移

植 , 其 中有 例妊娠 , 例双胎 , 且有 例 岁 以上患者 , 年龄最大的患者 岁 。

线粒体移植可以 明显改善胚胎的发育质量和移植后 的妊娠率 , 对于大龄不子或是多次胚
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胎移植失败的患者 , 线粒体移植可 以作为一种有效的治疗手段 。 在小 鼠上 , 刘锋等报道 ,

对老龄小鼠进行线粒体移植后的囊胚率为 , 显著高于对照组的 、 等

分别对年轻小 鼠和老龄小鼠 的卵母细胞进行线粒体移植 , 结果发现 , 年轻小 鼠组囊胚率

显著高于对照组 , 老龄小 鼠组囊庇率异极显著高于对照组 。 在黄牛 , 王晓嘉等尝试对

黄牛卵母细胞进行异体颗粒细胞线粒体移植 , 后进行孤雌激活 , 结果发现 , 线粒体移植

组的桑椹胚率极显著高于对照组 。 在肝脏细胞方面 , 等从小 鼠 的肝脏组织提取

的线粒体 , 后将线粒体移植到另一品系小鼠的原核期胚内 , 胚胎移入后成功产下含有外

源线粒体的小 鼠 。 因此 , 卵母细胞对于线粒体具有一定的兼容性 , 无论是 自 体颗粒细

胞还是异体颗粒细胞线粒体移植对于改善卵母细胞发育潜能都起到了一定 的作用 。
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第二部分 试验部分

— ——

水牛是我国 南方重要的家畜 , 前我国拥存水牛 多万头 , 数量位居世界第三 ,

具有 巨大的潜在经济价值 。 然而 目 前水牛的繁殖率很低 , 种群的 生产性能低劣 , 且水牛

卵母细胞在体外的成熟和受精 ( 效果都不如黄牛 , 体外培养过程中 , 大量早 期胚

胎停滞死亡 , 优质胚胎的获得率很低 】 。 因此 , 如何提高水牛卵 母细胞的质量和发育潜

能 , 是现代动物繁育新技术能够在水牛上得 以广泛开展的 前提 。 在卵泡发育过程中通过

自 身 的 闭锁机制防止质量差的卵子发育成熟或排卵 , 而选择线粒体活性高 、 数量充足 ,

正常的高质量的卵子发育成熟 。 但 目 前在临床辅助生殖和动物繁殖育种中 , 使

用 的 卵母细胞材料多为通过超数排卵或者从屠宰场釆集的 卵巢中 获得 , 绕过 了动物 自 身

这种特殊机制的蹄选作用 。 因此 , 这些卵母细胞的质量不一 , 体外成熟培养的效果也有

很大差异 , 质量往往低于 自 然成熟排 出 的卵母细胞 , 从而严重影响 了胚胎的发育能力 。

同时 , 随着雌性动物年龄的增长 , 卵子老化加速 , 质量也 明 显下降 【 。 这可能是 由于卵

母细胞 内 线粒体数量减少或 缺陷造成的线粒体功能异常 , 产生 的能力不足 ,

从而影响正常染色体的分离 、 线粒体生物合成和细胞各种生理活动的维持 , 。

研究发现 的供应能力对于卵母细胞的受精和早期胚胎发育至关重要 ,

含量低的卵子虽然也具有一定 的受精能力 , 但仅当 含量 时 , 受精卵才

容易着床和继续发育 。 因此 , 卵母细胞中 线粒体的数量和活性是 供应能力 的前

提 。 研究表明 , 在胚胎发育早期 , 尤其是 细胞期 , 胚胎发育需要大量的 能量 , 如果

能量供给不足 , 胚胎就会分裂减缓 , 染色体非整倍体率增加 , 继而发育阻滞 。 卵母细 胞

在发育成熟的最后阶段 , 线粒体会大量的增殖和积累 ； 待卵母细胞成熟后 , 直至囊胚阶

段线粒体几乎没有数量上的变化 , 只是被不断地分配到各个卵裂球中 。 因此 , 在植入前

胚胎的发育中 , 的供应只能靠卵母细胞 自 身携带的有 限的 线粒体提供 , 在此过程中 ,

若线粒体数量或功能缺陷造成供能不足 , 胚胎就会停止发育 。

等在 年首次报道卵母细 胞胞质移植获得成功 , 他们将年轻女性卵子胞

质的 移植到老龄妇 女卵子 中成功获得妊娠 。 自 此 , 已经相继有 多个经卵胞质移

植的婴儿和部分哺乳动物 出生 。 虽然被移植的卵胞质中含有线粒体 、 、 蛋 白 质及

细胞因子等成份 , 但普遍认为起主要作用 的是线粒体 , , 并 随着线粒体移植技术的开

展得到证实 。 我国 台湾 曾 启 瑞教授在 年首次报道了患者 自 体颗粒细胞线粒体移植
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后成功获得妊娠的临床报道 。 年 , 我国大陆首例 的双胞胎儿顺利

出生并且健康状况良好 】 。 孔令红等 年报道 , 对患者进行 优质胚胎获得率为

显著高于对照组的 , 且 例患者中有 例获得妊娠 。 在小 鼠 , 刘锋等

报道 , 对老龄小 鼠行 组的囊胚率为 , 显著高于对照组的 说明线粒

体移植对小 鼠卵母细胞发育能力具有提高作用 。 等报道 , 分别对年轻和老龄小 鼠

行 与对照组相比 , 年轻小 鼠组两者囊胚率差异显著 , 老龄小 鼠组两者囊胚率差异

极显著 】 。 在黄牛 , 王晓嘉等尝试对黄牛卵母细胞行 后进行孤雌激活 , 结果

组的桑椹胚率显著高于对照组 。 上述表明 将一定数量的外源线粒体注入卵母细胞内 ,

可以增加卵母细胞 的含量 , 且移植的线粒体具有一定的可持续活性 , 可以一定程度

改善卵母细胞的质量和胚胎发育能力 。

在卵母细胞发育过程中 , 其周 围裹有大量的颗粒细胞 , 随着卵母细胞的生长 , 两者

之间的作用也越来越紧密 。 通过细胞间形成的特殊 “ 间隙连接 ” , 颗粒细胞为卵母细胞

提供小分子能量物质和调节因子 , 同 时卵母细胞又对颗粒细胞的增殖和分化起着重要的

调控作用 。 颗粒细胞与卵母细胞的相互作用和特殊关系 , 使得两者的线粒体在形态和功

能方面有较大的相似性 。 因此 , 在 的研究中 , 人们普遍以颗粒细胞线粒体来进行

移植 , 二者线粒体的相似性使得颗粒细胞线粒体易与受体内 源性线粒体一道接受分化调

节 , 并且颗粒细胞获得方便 , 易培养 , 可为线粒体的提取提供充足的细胞来源 。

本试验以水牛卵泡颗粒细胞作为线粒体的来源细胞 , 尝试对水牛卵母细胞进行线粒

体移植 , 通过研究线粒体移植对胚胎的发育及线粒体膜电位的影响 , 探讨线粒体移植对

水牛 卵母细胞发育潜能的影响以及其在水牛卵母细胞上应用的可行性 , 以期提高水牛卵

母细胞的质量和胚胎的发育能力 , 加快 良种水牛繁育速度 。
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第一章 水牛卵泡颗粒细胞的体外分离培养及蹄选

摘要 本研究旨 在建立水牛卵泡颗粒细胞的体外培养模型 , 为后续试验中提取线粒

体提供充足的来源细胞 。 试验主要通过分析体外分离获得的卵泡颗粒细胞的活率 、 原代

培养效果 , 以及体外培养条件下细胞的增殖及调亡情况 , 并对颗粒细胞培养基进行蹄选 ,

从而初步 了解水牛卵泡颗粒细胞体外生长特性 ； 同时 比较体外培养不 同代数颗粒细胞的

调亡率 、 染色体整倍体比率以及提取的线粒体活性等指标 , 筛选出适宜用于提取线粒体

的颗粒细胞培养代数 。 结果发现 ： 分离获得的水牛卵巢颗粒细胞存活率为 左右 , 体

外培养 、 传代效果 良好 ； 采用 培养基 , 颗粒细胞的生长速度和生长状态优于

和 培养基 ； 颗粒细胞培养 后开始零星增殖 , 增殖速度

达到高峰 ； 第 、 、 、 代颗粒细胞染色体整倍体比率差异不显著 , 均在 以上 ；

第 代颗粒细胞的凋亡率与第 代差异显著 ( , 与第 代差异极显著 ( ；

另外随着颗粒细胞培养代数的增加 , 提取的线粒体活性呈下降趋势 。 结果表明 ：

培养基较适宜用于水牛颗粒细胞的体外培养 ； 水牛颗粒细胞能稳定地进行传代培养 , 且

在一定代数范 围 内 , 染色体的整倍体性没有发生明 显改变 ； 但随着培养代数的增加 , 细

胞凋亡率会明显升高 , 提取的线粒体活性呈下降趋势 , 故线粒体提取应采用培养第

代的卵泡颗粒细胞 。

关键词 ： 水牛 卵泡颗粒细胞 原代培养 培养基 线粒体 增殖 调亡

随着哺乳动物卵母细胞体外成熟培养技术的逐渐成熟 , 颗粒细胞对卵母细胞的营养

和调节作用也越来越受到人们的重视 , 颗粒细胞不仅为卵母细胞提供生长所需的特异性

因子 , 同时其还参与调节生长期卵母细胞特异性蛋白 的合成和蛋 白质憐酸化的类型 。

在卵母细胞体外成熟培养中 , 等报道在成熟液中添加颗粒细胞有助于小鼠卵母细

胞的成熟 同样这种方法也在人和牛等哺乳动物卵母细胞体外成熟培养中 获得成功 ,

并且明显提高了卵母细胞的成熟率和受精率 , 尤其是对裸卵 , 。 因此 , 颗粒细胞在卵

母细胞的体外成熟培养过程中有着无可替代的作用 , 通过体外培养下颗粒细胞分泌 、 增

殖和调亡等机制的研究 , 可以进一步了解卵母细胞和颗粒细胞之间 的相互作用 。 同时颗

粒细胞也是研究动物卵巢内分泌功能 以及生殖毒理学的一种理想细胞模型 。 因此 , 建

立水牛卵泡颗粒细胞体外培养体系 , 对于研究水牛卵母细胞成熟机制以及卵巢内分泌功
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能有着重要的作用 ； 在本试验中 , 建立水牛颗粒细胞培养体系可为线粒体的提取提供充

足的来源细胞 。 目 前关于哺乳动物颗粒细胞的体外分离培养多见人 、 小 鼠 、 大鼠 、 猪等

。 , 但关水牛颗粒细胞体外培养的报道较少 , 且大多数培养的水牛颗粒细胞是取 自 卵

母细胞外周的卵丘颗粒细胞 , 尚无明确标准的卵泡颗粒细胞原代培养方法 。 鉴于此 , 本

试验通过优化水牛卵泡颗粒细胞分离培养方法 , 比较不同培养基 ( 、 、

对水牛颗粒细胞生长状态的影响 以蹄选出适宜水牛颗粒细胞的培养基 , 并

对细 胞的增殖及凋亡进行检测 , 了解水牛卵巢颗粒细胞体外生长特性 , 从而建立水牛卵

泡颗粒细胞分离培养体系 。 另外 , 颗粒细胞线粒体的活性和功能受颗粒细胞的生长状态 、

调亡及染色体异常等因素的影响 , 通过对这几项指标的 比较 , 初步蹄选出适宜提取线粒

体的颗粒细胞体外培养代数 , 为后续线粒体的提取提供参考依据 。

材料与方法

实验材料

水牛卵巢采 自 于南宁市屠宰场 , 将水牛卵巢置于 左右高压灭菌生理盐水中

内运回实验室 。

主要仪器及试剂

主要仪器

超净工作台 ： 苏州佳德净化科技

培养箱 ： 美国 ,

实体显微镜 ： 日 本 ,

高速冷冻离心机 ： 美 国 ,

突光显微镜 ： 日本 ,

低速离心机 ： 北京医用离心机厂

移液枪 ： 德国 ,

培养皿 ： 丹麦 ,

水制备机 ： 法国 ,

石英亚沸高纯水蒸馈器 ： 江苏宜兴
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主要试剂

、 青链霉素 、 丙酮酸钠购 自 公司 , 其他主要试剂购 自

美国 公司 。 细胞调亡检测试剂盒 、 细胞增殖检测试剂盒 、

台盼蓝溶液为 碧云天生物试剂 , 线粒体提取试剂盒 , 公司 。

磷酸缓冲液 ： , 加入三

蒸水中溶解 , 定容至 加入 青链霉素 ( , 调节

滤器过滤 , ° 保存 。

培养液 ： 粉剂 、 丙酮酸钠 、 , 加入三蒸水

中溶解 , 定容至 。 调节至 , 滤器过滤 , ° 保存 。 使用前添

加 和青链霉素 ( 。

胰蛋 白酶消化液 ( 、 、 、 、

、 丙酮酸钠 、 葡萄糖 、 加入三蒸水中溶解 , 定容至 , 调节

至 之间 , 滤器过滤 , ° 保存 。

秋水仙素 ： 将 秋水仙素 , 加入 三蒸水溶解 , 即浓度为 母液 , 使

用 时需要将其稀释至浓度为 。

染色液 ： 将 原液加入 超纯水混勾 。

低渗液 ： 将 枸機酸钠 , 加入 三蒸水中溶解 , 注意现配现用 。

固定液 ： 将 甲醇和醋酸按体积比 混合 , 现配现用 。

液 ( 即洗卵液 ： 粉剂 , ,

青霉素 , 链霉素 , 加入三蒸水中溶解 , 定容至 调

节至 , 滤器过滤 , ° 保存 。

多聚 甲醛 ： 将 多聚甲酸加入 磷酸缓冲液溶解 , 可在 ° 下助

溶 , 调节 至 ° 保存 。

： 将 与 憐酸缓冲液混匀 即可 , ° 保存 。

阻断液 ： 将 、 加入 憐酸缓冲液溶解后定容至 , °

保存 。

： 将 , 加入 磷酸缓冲液溶解后定容至 , ° 保存 。
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方法

水牛卵巢颗粒细胞的分离与原代培养

从屠宰场收集的水牛卵巢置于 左右高压灭菌生理盐水 中 运回实验室 。 卵

鬼先用 酒精润洗消毒后 , 再用预热灭菌生理盐水清洗 遍 , 移到超净工作台 内

° 恒温加热板上 , 用带有 号针头的 注射器先吸取少量预热 液后 , 将

针头水平刺入卵巢皮质层上直径为 的卵泡内 抽取卵泡液 。 抽 出 的 卵泡液置于灭

菌的 玻璃离心管中 ° 静置 , 取上清液进行离心 ( , , 弃上清 。

向沉淀 中加入 胰酶溶液轻吹混勻 , 置于培养箱中消化 后加入等体积

含 的 培养基终止消化 。 ° 静置 , 取上清液离心 ( ,

弃上清 , 颗粒细胞沉淀留在管底 。 加入适量预热 培养基清洗沉淀 , 用

目 灭菌细胞筛过滤 , 回收液体再次离心 ( , 弃上清 。 最后用含

的 培养基稀释细胞至 个 , 接种于一次性细胞培养皿中 , 放入 ° 、

和饱和湿度培养箱中 培养 。 后 , 对原代培养细胞进行清洗 , 待细胞汇合至

左右进行传代培养 。

卵巢颗粒细胞的活率测定

取少量上述接种前细胞悬液置于灭菌 管 中 , 加入等量的 台 盼蓝溶液染色混

勾 , 后取少量悬液滴于载玻片上 , 覆 以盖玻片 , 低倍镜下观察计数蓝染细胞数量 。

蓝染细胞为死细胞 , 透明 未染色的细胞为活细胞 ( 图 。

觀
图 台盼蓝染色
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不同培养基的蹄选

目 前文献上有关哺乳动物颗粒细胞体外培养使用的培养基多为 以下三种 ： 、

和 不 培养基 。 不同物种颗粒细胞对培养基的适应性不同 , 哪种培养

基更适于水牛颗粒细胞的体外培养 , 本试验对此进行了 蹄选 。

原代贴壁效果 将分离获得的颗粒细胞分别用 、 和

三种培养基进行原代培养 , 显微镜下分别观察三组细胞在 内贴壁和生长状况 , 每

观察一次 。

细胞生长速度 将上述三组原代培养的细胞分别进行传代培养 , 调整颗粒细胞

浓度至 个 后接种于 孔板内 , 每组接种 孔 。 细胞计数板分别计数 、 、

和 后各组的细胞数 。

细胞生长状态 分别用 、 和 三种培养基对颗粒细

胞进行长期传代培养 , 显微镜观察 比较三组第 代细胞的生长状态 。

卵巢顆粒细胞的増殖检測

第 代水牛卵巢颗粒细胞 , 个 接种于 孔板 , 每 处理 孔 , 检测颗

粒细胞的增殖情况 。 染色前 添加 到培养液中 解育 , 次 日 加入

多聚甲酸固定 阻断液清洗 次 。 透化 阻断液清洗 次 。

再用 盐酸变性 , 清洗 次 。 然后用 封闭 , 鼠抗

单克隆抗体 ° 孵育过夜 , 次 日 用 羊抗小鼠的二抗 ( 孵育 ,

清洗 次 , 用焚光显微镜进行观察拍照 。

卵巢颗粒细胞的调亡检测

和 双染法检测卵巢颗粒细胞的凋亡情况 。 分别收集 、

和 代卵巢颗粒细胞 , 按照试剂盒说明书方法进行测定 。 凋亡的颗粒细胞会被

染色 , 细胞边缘呈现绿色突光 , 坏死细胞会被 染色而呈现红色焚光 。 用突光

显微镜观察记录视野 内调亡细胞的数 目 , 常光下记录视野内 细胞总数 , 计数 个视野 ,

计算细胞的凋亡率 。

卵巢顆粒细胞的核型分析

分别收集 、 、 和 代卵巢颗粒细胞进行核型分析 。 待细胞汇合至

时 , 向培养液中加入 的秋水仙素 , 继续培养 后收集细胞 。 经离心 (
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后 , 去掉上清液 , 加入预热 ( ° 的 的 溶液低渗处理

； 然后 , 直接加入 新配制的 ( 醋酸 ： 甲醇 固 定液 , 终止低渗并进行

预固定 , 离心 ( 后去掉上清液 , 再加入固定液 , 用吸

管轻轻吹打 , 使细胞团分散成单个细胞 , 室温固定 重复固定 次 。 固定结束后

取 细胞悬液 于 高度垂直滴于 冰冻 载玻片 , 待其 自 然 瞭干后 用 染液

原液 ： ： 染色 , 流水背面冲洗 , 自 然干燥 。 髙

倍镜下观察计数染色体数 目 。

线粒体的提取及活性检測

分别收集 、 、 和 代水牛颗粒细胞 , 提取线粒体 ( 线粒体提取试剂盒 ,

公司 ) 。 待细胞汇合至 时 , 消化收集足量细胞 ( , 洗漆后加入预

冷的 玻璃勾奖器中 , 加入 分离液 , 冰上研磨 次使细胞破裂 ( 可取少

量研磨液镜下观察细胞破裂程度 , 加入 分离液 并一起转移到灭菌 管 内 ,

, 取上清 弃上清 , 加入 分离液 重悬洗洛 ,

, 取上清 , 线粒体沉淀在管底 , 可 ° 短暂保存 。 活性线粒体经

染色后可以发出绿色突光 , 活性较低或失去活性的线粒体则突光强

度较弱或没有焚光 。 检测时 , 加入线粒体 焚光探针工作液 混匀 , 培

养箱内孵育 洗漆后 回收线粒体 , 焚光显微镜下观察不同

代数颗粒细胞提取的线粒体突光强度 。

统计分析

试验所得结果用统计软件 进行分析 , 差异显著标准为 , 差异极显著

标准为 。

结果与分析

水牛颗粒细胞的活率及原代培养

采用胰 短时 间消化 , 并结合 目 细胞蹄过滤的方法分离的卵泡颗粒细胞 , 经台

盼蓝染色测得其活率约为 , 使用 培养基体外原代培养效果 良好 。 原代培养

后 ( 图 , 清洗去死细胞和组织碎片 、 杂质后 , 生长状态 良好 , 待细胞汇合

度达到 后 , 可进行细胞传代 , 培养效果 良好 。



广西大学硕士论文 线粒体移植对水牛卵母细胞发育潜能影响 的初步研究

清洗前 淸洗后

图 清洗前后的 原代培养 的颗粒细胞 (

水牛颗粒细胞培养基的蹄选

从三组颗粒细 胞原代培养 内 的贴壁效果看 , 使用 和 培养基

原代贴壁效果 明 显优于 培养基 。 原代培养 后 , 组与 组

颗粒细胞生长 密度相近 , 两组都明品大于 组 。 从细胞生长速度来看 ( 如表

所示 ) , 第一代颗粒细胞体外培养 和 后 , 组的细胞密度显著大于

组和 刚 组 ( 体外培养 后 , 组的细胞密度极显

著大于 组和 组 ( 。 从细胞形态来看 , 随着培养时间和代数

的增加 , 组和 不 组细胞都会有一定程度的胞质颜色加深 、 细胞扁平 、

产生空泡 立体感差等现象 ； 而 培养基则可以相对较好的维持颗粒细胞的生长状

态 , 使细胞胞质较透亮 、 立体感强 、 伪足丰富 、 排列紧密 。 说 明 培养基更适合

水牛卵 巢颗粒细胞的体外培养 。

表 不 同培养基对水牛颗粒细胞生长速度的影响

：

细胞密度

元

土 ± ± 士 八

士 ± ± ±

士 ± ±
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注 ： 同 列标注不 同小写字母表示差异显著 , 不 同大写字母表示差异极显著 ( 。

水牛颗粒细胞的増殖检測

在动物细胞增殖额过程中 , 可以代替胸腺啼淀参与核酸的合成 , 通过

抗体可 以检测细胞中 的分布 。 在焚光显微镜下 , 可以看到处于增殖阶段的细胞发

出 绿色荧光 , 从而得 出样品细胞的增殖情况 。 试验对第 代水牛卵泡颗粒细 胞体外培养

不同阶段 的增殖情况进行测定发现 , 体外培养 细胞开始进入有丝分裂期 , 但是只处

于零星增殖阶段 ( 图 , 第 天细 胞增殖开始增 多 ( 图 , 第 天细 胞增殖速

度 明显加快 ( 图 , 到第 天细胞增殖达到成倍增长 的速度 ( 图 。 可见 , 颗

粒细胞体外培养第 天增殖速度达到最快 , 此时细胞处于对数生长阶段 。

■
—

、 、 、 依次是 、 、 和

,

图 水牛卵巢颗粒细胞 的 标记
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水牛颗粒细胞旳核型分析

分别对 、 、 和 代水牛卵巢颗粒细胞进行染色体倍性检测 。 在视野下随 即

选取 个左右分裂中期细胞 , 统计其染色体整二倍体 ( , 图 、 非正二倍

体 ( 科 , 图 比率 , 其结果如下表 所示 。 各代颗粒细 胞染色体整二倍体性

比率均在 以上 , 无显著差异 ( 。 说明水牛卵 巢颗粒细胞在体外培养的过程

中 , 在一定代数 内 , 染色体整倍体性没有随着传代培养发生 明显 的改变 , 细胞核型相对

较稳定 。

表 不同代数卵巢颗粒细 胞整二倍体核型比率

细 胞代数 重复数 次 整二倍体核型率 ％

±

±

士

整二倍体染色体 非 整二倍体染色体

图 水牛卵 巢颗粒细胞的核型检测 (

水牛颗粒细胞的调亡检測

调亡细胞的边缘会被 探针 附着呈现绿色焚光 ( 图 , 焚光显

微镜 下观 察 统 计细 胞 调 亡率 , 其 结 果如 表 所示 。 代颗粒细 胞 的 凋 亡率 为

± , 与 代颗粒细胞的凋亡率 ( ± 差异不显著 , 但与 代颗
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粒细 胞的调亡率 ± 差异显著 , 与 代颗粒细胞的调亡率 ±

差异极显著 ( 。 说 明水牛卵巢颗粒细胞体外培养时 , 在一定代数范 围 内 , 细

胞发生调亡的 比率会随着培养时 间和传代次数 的增加 而升高 。

表 不 同代数卵巢颗粒细 胞凋 亡率

细 胞代数 重复数 次 调亡率 ％

士

±

± 广

士

注 ： 同列标注不同小写字母表示差异显著 , 不同大写字母表示差异极显著 ( 。

—

。 。 ‘

口

广 。 。 。 、
。 、

卜

、” 。 》 ； 。
。

。 。 、

°

、 、 分别 是 ： 丨 染调亡 的颗粒细胞 , 染死亡的颗粒细胞和常光下 的颗粒细胞 。

,

图 水牛 卵巢颗粒细 胞的调亡检测 (
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线粒体的提取及活性检測

分别收集 、 、 和 代水牛颗粒细胞 , 参照线粒体提取试剂盒 ( 公

司 ) 说明 书 , 提取线粒体并用线粒体 活性焚光探针标记 , 具有 良好

活性 的线粒体呈绿色突光 , 活性较低或失去活性的线粒体则焚光强度较弱或没有焚光 。

结果显示 , 随着颗粒细胞体外培养代数的增加 , 提取的线粒体活性呈下降趋势 , 如 图

所示 。

■
、 、 、 分别为 第 、 、 、 代颗粒细胞提取线粒体的 标记 。

, ,

图 线粒体活性检测 (

讨论

目 前 , 在卵母细胞体外成熟培养中添加颗粒细胞已经成为 一种常识 。 研究表明 ： 该

方法在一定程度上可 以明 显提高小 鼠 、 大 鼠 、 人等卵母细胞的体外成熟效果和后期胚胎

的发育能力 丨 。 等认为 该方法可能模拟 了 卵母细胞体 内 最终成熟时与颗粒细胞

间 的相 互作用 , 暂 时抑制 了 减数分裂的 复始 , 。 但加入的颗粒细胞浓度和调亡状况也

会影响到卵母细胞的 成熟效果 , 细胞浓度过大或是调亡率过高不但不会刺激卵母细胞的
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成熟分裂的复始 , 还会起到一定 的抑制作用 。 本试验在测定 卵巢颗粒细胞的凋亡时发

现 , 颗粒细胞 的调亡率会随着培养时间和培养代数的增加而显著升高 , 因此 向成熟液中

加入颗粒细 胞或者使用 颗粒细胞作滋养层时 , 应尽可能选用培养早期的颗粒细胞 。

另外颗粒细胞可作为研究水牛卵巢生理功能 的一种理想细胞模型 。 颗粒细胞是卵泡

中 最大的细胞群 , 在维持和调节卵巢生殖机能中 发挥重要的作用 。 为 了更好 的 了解卵巢

的生理功能 , 很多 学者选择以卵巢颗粒细胞为研究对象 , 通过对体外培养基 中添加 绍体

激素和各种因子来探讨其对体外培养颗粒细胞的增殖及调亡作用 。 试验发现 , 体外培养

的水牛卵巢颗粒细胞在培养 时处于零星增殖 , 生长速度缓慢 , 在培养第 时细

胞生长旺盛 , 处于增殖高峰 , 因此开展此类实验时应多选择在这一期间进行 , 以确保细

胞在整个试验过程中 都处于对数生长期 。

试验中分离 出 的颗粒细胞活率为 左右 , 低于文献中其他物种的相关报道 , ,

说明水牛较其他物种卵泡 内颗粒细胞的死亡率更高 , 这也可能是造成水牛卵母细胞体外

成熟效果不如其他物种原因之一 。 为 了保证细 胞存活率并获得较高纯度的 卵巢颗粒细

胞 , 试验不经过红细胞裂解液处理 , 只用胰酶进行短时 间消化 , 并结合 目 细胞蹄进

行过滤 。 短时 间 的胰酶消化可 以更好将颗粒细胞从一些组织或杂质上脱离下来 , 但不会

对细胞造成太大损伤 , 目 细胞蹄可以进 一步滤除杂质 ； 另 外 由 于红细胞不贴壁 , 只

需在培养 后对细胞进行清洗换液 , 便可获得较高纯度的颗粒细胞 。 不同物种的

颗粒细 胞对培养基的要求也不 同 , 本试验在比较不 同培养基对颗粒细 胞体外培养效果的

影 响时发现 , 使用 和 培养基的原代贴壁效果明显优于使用

培养基 , 但随着培养时 间和传代次数的增加 , 使用 培养基的颗粒细 胞状态会

发生明显的下降 , 细 胞变得扁平 , 缺乏立体感 , 并且胞质颜色加深 , 而 培养基

则 能更好的维持细胞在体外培养条件下的生长状态和生长速度 。 因此 , 本研究中颗粒细

胞培养基均采用 培养基 。

动物细胞在体外培养中 , 其细 胞染色体整倍体性会受到外部因素的影响而发生改

变 。 本试验对体外培养的第 、 、 、 代水牛颗粒细胞的染色体整倍体性检测发现 ,

随着培养代数 的增加 , 其染色体整倍体 比率呈下降趋势 , 但差异不显著 。 说明在体外培

养一定代数范 围 内 , 水牛颗粒细胞的染色体整倍体性没有随着培养代数的增加发生明显

改变 。 但对不同培养代数颗粒细胞的调亡率 以及不同培养代数颗粒细胞提取的线粒体活

性检测发现 , 随着水牛颗粒细 胞体外培养代数的增加 , 其线粒体的活性会逐渐下降 , 细

胞凋亡率明显升高 , 这也可能是由于体外培养环境一定程度加剧 了颗粒细胞衰老调亡的
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速度 , 进而导致线粒体的活性下降 。 因此综合以上试验结果 , 本研究主要以第 代

水牛颗粒细胞作为提取线粒体的来源细胞 。

结论

培养基较适宜用于水牛颗粒细胞的体外培养 。

水牛卵泡颗粒细胞在体外培养的过程中 , 一定代数范围 内 , 染色体整倍体性没

有随着传代培养发生明显的改变 , 但随着培养代数的增加 , 细胞调亡率会明显升高 , 而

线粒体活性呈下降趋势 , 故线粒体提取应釆用培养 代的水牛卵泡颗粒细胞 。
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第二章 水牛卵母细胞质量及发育潜能与线粒体拷贝数的关系

摘要 本试验采用实时突光定 量 技术分别检测体外成熟不同质量 ( 级别 ) 水

牛 卵母细 胞 的拷 贝数 , 同 时结合各级别卵母细胞孤雌激活胚胎的发育率 , 旨在

研究体外成熟培养的水牛卵母细胞质量 、 发育潜能与线粒体拷贝数之间 的关系 , 为后续

水牛 卵母细胞线粒体移植 的研究提供参考依据 。 结果显示 , 一级卵 母细 胞组的平均

拷贝 数极显著高于二 、 三级 卵母 细胞组 ( ± ± ,

± , ； 二级卵母细胞组的平均 拷贝数极显著高于三级卵母细胞

组 ( ± ± , ； 对不同级别 的水牛卵母细胞进行孤雌激活

后 , 发现一级卵母细 胞组胚胎的 卵裂率和囊胚率都极显 著高于二 、 三级卵母细 胞组

； 二 级卵 母细胞组胚胎 的卵 裂率和囊胚率都极显著 高于三级卵 母细胞组

结果表明 , 不 同质量的水牛卵母细胞的 拷贝数存在显著差异 ； 水牛

卵母细胞的 拷 贝数与 卵母细 胞质量和胚胎的发育能力成正相关 。

关键词 ： 水牛 卵母细胞 拷贝 数 劳光定量 孤雌激沾

线粒体中含有的 是 种独立于核 之外 的遗传物质 , 可以进

行 自 我复制和转录 , 同时编码多个基因和蛋 白 多肽 。 由 于这些生产 的重要蛋白 和酶

类是 由核基因和 协 同编码 的 , 所 以 对于 卵母细胞 的成熟和随后的胚胎

发育能力有着重要的影响 。 同时 由 于 基因 多为卑拷贝基因 , 所 以 拷贝

数可 以一定程度指代线粒体的含量 , 从而评估卵母细胞成熟质量和发育潜能 。 研究表明 ,

随着卵母细胞的成熟完成 , 将不再进行 自我复制 , 直至囊胚孵化阶段才恢复复

制 , 因此 , 早期胚胎发育各阶段所需要 的能量则主要 山卵母细胞 自 身所携带的有限的线

粒体提供 。 如果卵母细胞 内含有的线粒体数 目 不足 , 突变或缺失 , 则会导致

纺锤体形成障碍 、 染色体不分离 、 新陈代谢无法顺利进行等 , 进而导致胚胎发育异常或

停滞 【 , , 。

本试验通过将体外成熟培养后 的水牛卵母细胞按质量级别分类 , 通过实时劳光定量

技术分别对其 拷贝数进行定量检测 , 同 时将各组细胞进行孤雌激活处理 ,

观察胚胎的发育情况 , 从而探讨水牛卵母细胞质量 、 发育潜能与线粒体含量之间的关系 ,

为后续水牛卵母细胞线粒体移植试验提供理论依据 。
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材料与方法

试验材料

水牛卵巢采 自于南宁市屠宰场 , 将水牛卵巢置于 ° 左右高压灭菌生理盐水中

内运回实验室 。

主要仪器及试剂

主要仪器

电泳仪和凝胶成像系统 ： 美国

扩增仪 ： 德国

紫外分光光度计 ： 德 国

生化恒温培养箱 ： 上海博迅医疗设备

： 美 国

其余仪器同第一章 。

主要试剂

本试验所用 生物及化学试剂 非特殊说明 外均购 自 公司 。 质粒

、 酶 、 、 和 购 自

大连宝生物公司 ( , 质粒提取试剂盒和 胶回收试剂盒 ( ,

琼脂糖购 自上海北诺生物科技有限公司 , 卵母细胞裂解液 ( 购 自

英国 公司 。

试验方法

水牛卵母细胞的采集和成熟培养

从屠宰场收集的水牛卵巢置于 ° 左右高压灭菌生理盐水中 运回实验室 。 卵

巢先用 酒精润洗消毒后 , 再用预热灭菌生理盐水清洗 遍 , 移到超净工作台 内

° 恒温加热板上 , 用 带有 号针头的 注射器先吸取少量预热 液后 , 将

针头水平剌入卵巢皮质层上直径为 的卵泡 内抽取卵泡液 。 在体式显微镜下 , 从

卵泡液中拣出卵母细胞进行体外成熟培养 。

体外成熟培养时 , 先将卵母细胞在预热额成熟培养液中清洗 遍后 , 再放入新鲜
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预热 的 成熟液中 , 每 体积成熟液中约放入 枚水牛 。 之后置于 ° 、

、 饱和湿度的恒温培养箱中 成熟培养 。

体外成熟卵母细胞的分类

根据体外成熟后 卵母细 胞的 形态和卵丘颗粒细 胞层的数量 , 可将卵母细胞大致分为

类 类卵母细胞形态规则 , 卵丘颗粒细胞致密 , 至少包裹有 层以上 卵丘颗粒细

胞 ； 类卵母细胞形态基本规则 , 卵丘颗粒细胞为 层 , 基本上包裹卵母细胞 ； 类

卵母细胞大部分被卵丘颗粒细胞包裹 , 形态基本规则 ； 类卵母细胞外只有少量卵丘颗

粒细胞存在 , 形态基本规则 ； 类卵母细胞为裸卵 , 形态基本规则 。 其中 、 类卵母

细胞归为一级 ( 图 , 、 类卵母细胞归 为二级 ( 图 类卵母细胞归为

三级 ( 图 。

图 、 、 依次足体外成熟的一 、 二 、 三级水牛卵母细胞 (

, ,

模板的制备和引 物设计

将 枚水牛卵母细胞移入 体积卵母细胞裂解液中 , 先在 ° 水浴锅 内 置

然后在 沸水中放置 , 再 以 离心 , 取 上清液

稀释 倍后作为 模板 。 参考 中牛线粒体全基 因组 ( — 和华松

等文献 内 容报道 】 , 设计引物序列 ( 上游 ： ； 下游 ：

, , ) 。

标准品的制备

扩増

在 灭菌 中 依次加入 、 引物各 、 模板 、 双蒸

水 丨 , 首次 ° 变性 , 接着 ° 变性 , ° 退火 , ° 延伸 , 循环

次 , 最后 ° 延伸 。 扩增后产物点样 电泳 ( , 凝胶成像分析系
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统拍照观察 。

目 的片段的克隆及鉴定

按照 胶回收试剂盒 ( 说 明书 , 回收并纯化 产物 , 利用

载体进行连接 。 在 灭菌 中依次加入 纯化的 产物 、

超纯水 、 载体 , 于 ° 水浴过夜 , 次 日 进行转化 。 转化前先将复苏

液和培养基放入 ° 生化培养箱中平衡 , 后从 中取出 感受态细菌置于冰上融化 。

取 连接产物加入感受态细菌中冰浴 , 后将混合物放入 ° 水浴锅水浴

冰上放置 。 加入 复苏液于混合物中 , 摇床中混匀 后离心 。 弃去上层

液体 , 将剩余液体混勾涂于加入抗生素的 固体培养上 , ° 培养 后挑菌 、 摇菌 。

提取质粒前先进行菌液 鉴定 , 挑选阳性菌液提取质粒 ( 质粒提取试剂

盒 。 测定质粒浓度 , 稀释保存 , 并对重组质粒进行双酶切鉴定 , 从质粒上下游载体上

选择合适酶切位点 , 切下 目 的片段 。

劳光定量

将上述梯度稀释好的质粒作为模板 , 进行焚光定量 扩增 , 制备标准 曲线 。 反

应体系为 ： 、 染料 、 弓 丨 物各 、 双蒸水 、 模板 共

； 反应条件为 ： ° ° ° 循环 次 。 最后根据 已知质粒浓

度计算 的拷贝数 , 作为实时突光定量标准品 。

孤雌激活

按照上述水牛卵母细胞分级 , 分别对各组卵母细胞进行孤雌激活 。 先用 的

离子霉素 ( 激活处理 , 清洗 遍 , 然后移入含 的二 甲氨基噴呤

的培养液中激活处理 。 激活处理后清洗 移入水牛颗粒细胞单

层的培养微滴内 , 置于 ° 、 、 饱和湿度的恒温培养箱中进行培养 , 隔天换

液一次 。 后统计各组胚胎卵裂率 , 后统计各组胚胎囊胚发育率 。

拷贝数检測

收集体外成熟后各组水牛卵母细胞和各组孤雌激活后分裂 、 未分裂卵母细胞 , 枚

一组放入 体积细胞裂解液 内 ° 水浴锅 内放置 , 沸水中放置 ,

再以 离心 , 最后取 上清液稀释 倍后作为 模板 。 焚光定量

反应体系 同上 , 以双蒸水和裂解液作为阴性对照组 。
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统计分析

试验所得结果用统计软件 进行 检验和 检验进行分析 , 差异显著标准

为 , 差异极显著标准为 】 。

结果与分析

标准品 的制备

产物经 凝胶电泳检测 , 扩增 出 大小 目 的片段 ( 图 扩增条带

清洗明亮 , 没有拖带现象 。 重组质粒经双酶切鉴定如下 图 所示 ： 左侧为

对照 , 重组质粒大小约 , 条带清晰明亮 , 右侧为双酶切检测 ( , 切下

片段为 左右 , 与预期结果一致 , 说明质粒构建成功 。

—
—

扩增 的基闪片段 重组质粒的双酶切鉴定

图 的 片段扩增及双酶切鉴定电泳 图

将梯度稀释 的质粒经 反应后 , 得到 的标准 曲线如下图 所示 。 标准曲

线的斜率为 , 截距为 , 值为 , 其线性范 围可达 个数量级 , 其重

组质粒浓度与相应的 值线性关系 良好 , 可用于量化样品 中 的拷贝数 。
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拷贝 数的标准 曲线

不同质量水牛卵 母细胞的 拷贝 数

收壤体外成熟后各级别水牛卵母细胞分别进行 拷贝数的定量分析 , 其结果

如下表 所示 ： 一级卵母细胞组的平均 拷贝数极显著高于二 、 三级卵母细胞

组 ( ± ± ± , ； 二级卵母细胞组的平均

拷贝数极 站著高于三级卵母细胞组 ( ± ± , 。

说 明不 同质量的水牛 卵母细胞的 拷贝数存在显著差异 。

农 不同质最水牛卵母细 胞 的平均拷 贝 数

纽别 一级卵母细胞 二级卵母细胞 三级卵母细胞

± ± ±

注 ： 同行标注不同 人写 字母表示差异极显著： ( 。
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不同级别水牛卵母细胞孤雌激活胚胎的发育

将不 同级别水牛 卵母细胞进行孤雌激活处理 , 观察各组胚胎发育情况 , 其结果如下

表 所示 。 从结梁可 以看 出 ： 一级卵母细胞组激活后胚胎的 卵裂率和囊胚率都极显著

高于二 、 三级 卵母细胞组 ( 二级卵母细胞组激活后胚胎的卵裂率和囊胚率都

极显著高于三级卵母细胞组 ( 。 说 明水牛卵母细胞的 拷贝 数与卵母细胞

质量和胚胎发育 的能力成正相关 ( 图

表 不 同质量水牛 卵母细 胞孤雌激活胚胎的发育情况

组别 卵母细胞数 分裂率 ( ％ 囊胚率 ( ％

—级 士 八 土

一级 ±

二级 ± 。 ±

注 ： 同列标注不同大 字母表示差异极显 。

卵母细胞 拷贝数与胚胎发育能力 的关系

分裂率

圔 囊胚率

圍 拷贝数

一级 二级 三级

图 卵母细胞 拷 贝数与胚胎发育能力 的关系
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讨论

拷 贝数是影响 哺乳动物卵母细 胞成熟质量和早期胚胎发育能力 的重要因

素 。 在卵母细胞成熟的过程中 , 细胞 内的 不断进行复制 , 线粒体的数量和分布

也会随着卵母细胞成熟过程中对能量的需求变化而变化 。 细胞成熟后 复制停止 ,

直到囊胚孵化阶段才逐渐恢复复制 。 试验中发现三级水牛卵母细胞的 拷贝数极

显著低于一 、 二级卵母细胞组 , 说明三级水牛卵母细胞 ( 裸卵 ) 在体外成熟过程中未能

正常进行 复制 , 细胞成熟不完全 , 同时说明 了 卵丘颗粒细胞对卵母细胞的成熟

有着至关重要的作用 。 由于在胚胎的早期发育过程中 , 线粒体不进行 自 我复制 , 其早期

胚胎发育各阶段所需要的能量则由卵母细胞成熟后 自 身所携带的有限的线粒体完成 , 因

此 , 卵母细胞内 的数量和线粒体功能状态直接影响到胚胎的发育能力 。 如试验

结果所示 , 水牛卵母细胞的 拷贝数与卵母细胞质量和胚胎发育的能力成正相关 。

因此 , 线粒体 拷贝数的多少可 以一定程度上作为评估水牛卵母细胞成熟质量和

随后胚胎发育能力 的指标 。

哺乳动物卵母细胞是含有 最多的细胞 , 约含有几千到几十万不等的

拷贝 。 多项研究表明卵母细胞 内 拷贝数在种间和种内 都存在较大差异的变化 ,

等报道人的成熟卵母细胞 内约为 个 【 , 而 报道

的则分别为 和 个 。 在小 鼠中 , 等 报道成熟卵母细胞含有的

平均拷 贝数为 等则报道牛的卵母细胞 拷贝数约为

, 而本试验结果显示水牛卵母细胞的 平均拷贝 数约为 个 , 这可能

与物种及试验方法差异有关 。 尽管卵母细胞间 拷 贝数变化相 当大 , 但

等 报道正常卵母细胞 内 的拷贝数有一个阈值 , 卵母细胞所含的 拷贝

数低于相应的 阈值就不能正常发育 。 在本研究随后的线粒体移植试验中 发现 , 给质量差

的卵母细胞注射一定量的线粒体 , 可以使其细胞内 总数达到这个阈值 , 从而显

著提高了胚胎发育效果 , 这也说明 了 拷贝数是衡量卵母细胞成熟质量和早期胚

胎发育能力 的标准之一 。

结论

不同质量的水牛卵母细胞的 拷贝数存在显著差异 。

水牛卵母细胞的 拷贝数与卵母细胞质量和胚胎的发育能力成正相关 。
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第三章 颗粒细胞线粒体移植对水牛卵母细胞的影响

摘要 本试验以水牛颗粒细胞为线粒体来源细胞 , 对水牛卵母细胞进行线粒体移

植 , 通过观察卵母细胞 后外源线粒体在胚胎发育过程的分布情况 , 并分析其对早

期胚胎的发育和线粒体膜电位的影响 , 探讨 对改善水牛卵母细胞发育潜能的可行

性 。 结果显示 ： 线粒体 ( 突光探针标记 ) 移植后 , 线粒体会随着胚胎发育

而发生移动 , 至桑椹胚期仍有部分细胞可以观察到突光 , 但随着胚胎的发育突光强度会

逐渐消弱 ； 卵母细胞行 后进行孤雌激活处理 , 二级卵母细胞 组的囊胚率显著

高于对照组和空注组 ( 三级卵母细胞 组的囊胚率与对

照组和空注组无显著差异 ( , ； 对植入前胚胎线粒体膜电位分析

显示 , 从 细胞期至囊胚期胚胎的 总体呈上升趋势 , 组 细胞 、 细胞期胚

胎的 极显著高于对照组 ( , 细胞期 、 桑椹胚期和囊胚期 显著高于对

照组 ( 。

以上结果表 明 ： ( 外源线粒体移植后 , 在一定时间 内 , 可持续具有活性并参与 了

早期胚胎发育的过程 ； ( 颗粒细胞线粒体移植可 以一定程度上提高水牛二级卵母细胞

的发育潜能 , 但对三级卵母细胞的发育潜能无明显促进作用 ； ( 颗粒细胞线粒体移植

可以 明显提高水牛植入前各时期胚胎的 值 。

关键词 线粒体移植 线粒体膜电位 水牛 颗粒细胞 孤雌激活

水牛是我国南方重要的家畜 , 但其繁殖力低下 , 种群的生产性能低劣 。 本实验室长

期研究发现 , 水牛卵母细胞体外成熟质量和胚胎发育能力远不如黄牛 , 如何提高水牛卵

母细胞质量对于加快 良种水牛繁育速度有着重要的作用 。 线粒体是参与细胞 内氧化供能

和调亡调节的一种重要的细胞器 , 其对早期胚胎的发育起着重要的作用 。 研究发现 , 线

粒体移植可以一定程度改善卵子质量并为胚胎的早期发育补充必要的能量 。 目 已在

人 、 大鼠和小鼠等物种上得到证实 , 且已有经线粒体移植的婴儿和部分动物的诞生 ,

但线粒体移植是否对水牛卵母细胞的发育潜能有促进作用 尚未见报道 。 本试验 旨在研究

颗粒细胞线粒体移植在水牛卵母细胞上应用的可行性 , 探讨其对水牛卵母细胞发育潜能

及早期胚胎线粒体膜电位的影响 ,



广西大举项士论文 线粒体移植对水牛评母细胞東育潜能影响的初步研究

材料与方法

实验材料

水牛卵巢釆 自于南宁市屠宰场 , 将水牛卵巢置于 左右高压灭菌生理盐水中

内运回实验室 。

主要仪器及试剂

主要仪器

实体显微镜 ： 日本 ,

倒置显微镜及显微操作系统 ： 日 本 ,

激光扫描共聚焦显微镜 ： 德国 ,

其余仪器同第一章 、 第二章 。

主要试剂

线粒体提取试剂盒 , 德 国 公司 ； 线粒体突光探针 , 碧云

天生物公司 ； 线粒体突光探针 , 美国 ； 其他化学试剂均购 自

公司 。

成熟液 ( 液 ： 粉剂 胎牛血清

青霉素 链霉素

胚胎培养液 ( 液 ： 粉剂

青霉素 链霉素

细胞操作液 ( 细胞松她素 加入 液 。

其余试剂同第一章 、 第二章 。

试验方法

提取线粒体

待颗粒细胞汇合至 时 , 胰酶消化 、 收集细胞 , 单次提取的细胞数约 。

依据线粒体提取试剂盒说明书操作要求 ( 公司 ) , 将收集的颗粒细胞洗漆后加入

预冷的 玻璃勾装器中 , 加入 分离液 , 冰上研磨 使细胞破裂 ( 可取少
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量研磨液镜下观察细胞破裂程度 , 加入 分离液 并一起转移到灭菌 管内 ,

取上清 弃上清 , 加入 分离液 重悬洗涤 ,

取上清 , 弃上清 , 线粒体沉淀在管底 , 加入 液混勾悬

浮备用 。

卵母细胞的体外成熟培养

水牛卵巢经清洗消毒后移入抽卵室超净工作内 , 置于 ° 恒温加热板上 , 用 带有

号针头的 注射器抽取卵巢皮质层 直径的卵泡 。 抽卵前先吸取少量预热

的 液 , 将抽取的混合液放入经高温灭菌的玻璃培养皿中静置片刻 , 实体显微镜下

收集水牛卵丘 卵母细胞复合体 ( 。 经 液清洗 遍后 , 放于预热 液中

过渡处理 , 之后移入另一份 液中成熟培养 每毫升 液中放入 个 ,

置于 ° 、 和饱和湿度的 培养箱中进行体外成熟培养 , 成熟培养时间 为

后 。

培养用顆粒细胞单层的制备

将成熟培养后的卵母细胞用 微量移液枪轻轻吹打至卵丘颗粒细胞脱落 , 收集

卵母细胞备用 。 除去脱落在成熟液中的块状细胞团和不溶杂质并轻轻吹打 , 使卵丘颗粒

细胞以单个细胞形式均勾悬浮在成熟液中 , 用 液洗漆并调整细胞密度约为 ,

用微量移液器在 —次性无菌培养皿中 做成 的液滴 , 并覆盖培养用石蜡油 ,

置于 培养箱中培养 , 待颗粒细胞贴壁生长后用 液清洗死亡颗粒细胞后即可使用 。

培养用颗粒细胞单层隔天换液一次 , 可使用多次 , 待颗粒细胞生长状态明显下降时 , 需

制备新的颗粒细胞单层 。

线粒体移植

在制备显微操作盘前 , 应将事先提取好的线粒体放入 培养箱中温育 。 在

一次性无菌培养皿中做 线粒体悬液滴 、 操作液 ( 滴、

胰酶溶液滴 , 覆盖石蜡油 , 培养箱中温育 。 将卵母细胞放入操作液滴 , 借

助显微操作系统 , 使用 内径约为 显微注射针 , 每次吸取线粒体悬液 ( 相当于

个卵母细胞直径长度 ) 缓缓注入单个卵母细胞 内 ( 图 。 线粒体移植后用

液清洗 次 , 置于 培养箱内 恢复处理 后进行孤雌激活处理 。
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线粒体悬浮液滴 线粒体移植

图 线粒体移植 (

卵母细胞孤雌激活处理

卵母细胞孤雌激活处理主要采用化学激活法 。 处理甜要预先平衡 液 、 离子霉

素激活液 、 二 甲胺基嚼呤 ( 激活液 。 将卵母细胞置于 液淸洗 遍后

移入离子霉素 ( 激活液中处理 置于 培养筘内 ) , 收集卵母细胞 , 用

液清冼 遍后移入 激活液 中处理 置于 培养箱内 ) 。 激活处

理结束后收集卵母细胞再次用 液清洗 次 , 移入颗粒细胞单层培养盘中培养 。

胚胎线粒体膜 电位 測定

按照线粒体膜 电位检测试剂盒说明书配制 工作液 , 染色前先将工作液在

培养箱中温育 , 使用时与 培养液 混勻 。 收集各时期胚胎在 液中洗漆

遍后 , 移入 工作液中置于 培养箱中染色 。 由于 探针的水溶解

性较差 , 会有轻微絮状不容物附在胚胎表面 , 染色结束后 需用 液多 次洗漆 , 可轻微

吹 打 。 突光显微镜下分别于绿色和红色焚光模块下观察 , 获取劳光图像 , 使用

软件测量同 一胚胎的红 、 绿突光值 , 最后计算同一胚胎的红 、 绿焚光 比值即为

胚胎的线粒体膜 屯位值 ( 。

试验设计

线粒体移植后的追踪观察

将提取的活性颗粒细胞线粒体用 突光探针标 记后 , 借助显微操作系统 ,
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适量注入体外成熟培养 后的到水牛卵母细胞内 , 并进行孤雌激活处理后 。 焚光显微

镜下观察随着胚胎的发育 , 外源线粒体的分布及存活情况 。

线粒体移植对水牛胚胎发育的影响

本试验 旨在研究水牛卵母细胞线粒体移植的可行性 。 结合第二章实验结果及实验材

料等因素 , 试验主要 以孤雌激活处理作为胚胎发育类型 , 初步探讨 对二 、 三级卵

母细胞发育潜能的影响 。 将提取的活性线粒体移植到二 、 三级卵母细 胞后进行孤雌激活

处理 , 设置空注组 移入等量的线粒体悬浮液 和对照组 ( 不移植 ) , 观察并统计各组胚

胎发育情况 。

线粒体移植对水牛胚胎线粒体膜电位的影响

本试验 旨在探索 对水牛植入前胚胎线粒体膜电位的影响 。 收集体外成熟培养

后的 水牛二级卵母细胞 , 随机分为两组 , 一组进行线粒体移植 , 另一组为对照组 ,

然后分别进行孤雌激活处理并进行胚胎培养 。 分别收集两组各时胚胎 , 焚光染料染

色 , 劳光显微镜下拍照并统计分析两组各时期胚胎的 值

统计分析

试验所得结果用统计软件 进行分析 , 差异显著标准为 , 差异极显著

标准为 。

结果与分析

线粒体移植后的追踪观察

颗粒细胞线粒体经 焚光探针标记后呈绿色焚光 , 可通过荧光显微镜观

察随着胚胎 的发育 , 外源线粒体的分布及存活情况 。 但 由于植入线粒体的数量有限 ( 约

个 ) 以及突光淬灭等因 素的影响 , 胚胎焚光强度相对较弱 。 结 果显示 ( 图 片

说明 ： 图 , 线粒体会随着胚胎发育而发生移动 , 并被分配到卵裂球 中 , 至桑椹胚期部

分细胞仍可 以观察到微弱焚光 。 说明颗粒细胞线粒体移植后 , 在一定时 间 内 , 持续具有

活性并参与 了 早期胚胎发育的过程 。
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■■
■■

图 线粒体移植后各 时期胚胎的焚光观察 (

注 ： , , , 依 次为线粒体注射后 、 细胞期 、 细胞期和 桑椹胚期的胚胎

线粒体移植对水牛胚胎发 育 的影响

本试验主要研究了 线粒体移植对二 、 三级水牛 卵母细胞孤雌激活胚胎发育率的影

响 。 结果发现 ( 表 、 ： 二级 卵母细胞线粒体移植组 的囊胚率显著高于对照组和

空注组 ( , , 三级卵母细胞线粒体移植组 的囊胚率与对照组和空

注组无显著差异 ( , 。 说明水牛颗粒细胞线粒体移植可以一定程

度改善卵 母细胞孤雌激活胚胎的发育潜能 , 但对与三级卵母细胞孤雌激活胚胎的发育无

明显作用 。

表 对水牛二级卵母细胞孤雌激活胚胎发育的影响
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组别 细胞数 卵裂数 细胞胚胎数 囊胚数

注射组 产 。 。产 产

对照组 产

空注组

注 ： 同列标注不同小写字母表示差异显著 , 不同大写字母表示差异极显著 ( 。

表 对三级水牛卵母细胞孤雌激活胚胎发育的影响

组别 细胞数 卵裂数 细胞胚胎数 囊胚数

注射组

对照组 】

空注组

注 ： 同列标注不 同小写字母表示差异显著

线粒体移植对水牛胚胎线粒体膜电位的影响

线粒体膜电位 是在线粒体 内膜两侧离子粟的作用下形成的 , 是保证线粒体电

子传递链和氧化磷酸化形成的前提 , 从而保证 了 的正常供应 。 本试验主要通过

焚光探针染色来检测不同时期胚胎的 值 , 突光显微镜下分别于绿色和红色突光模

块下观察 , 获取焚光图像 ( 图片说明 ： 图 , 使用 软件测量同一胚

胎的红 、 绿荧光值 , 最后计算 同一胚胎 的红 、 绿突光 比值即为胚胎的线粒体膜电位值

, 分析线粒体移植组对水牛早期胚胎线粒体膜电位的影响 , 其结果如下表

所示 ： 从 细胞期至囊胚期胚胎的 总体呈上升趋势 , 组 细胞 、 细胞期胚

胎的奶 极显著高于对照组 ( , 细胞期 、 桑椹胚期和囊胚期 显著高于对

照组 ( 。 线粒体移植可以明显提高水牛孤雌激活胚胎各时期的 但不改变

在胚胎发育过程中 的总体变化趋势 ( 图 。
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表 对水牛胚胎线粒体膜 电位 的影响

线粒体膜 电位值

细胞期 细胞期 细胞期 桑椹胚期 囊胚期

移植组 ± 士 八 士 ± ±

对照組 土 ± ± ±

注 ： 同列标注不同小 写字母表示差异显著 标不同人 字母表示差异极显著 ( 。

水牛孤雌激活胚胎各时期

移植組

对照姐

细胞期 细胞期 细胞期 桑 胚期 愛胚期

胚胎时期

阁 水牛孤雌激活胚胎各 时期

讨论

在对卵胞质移植和体细胞核移植的研究发现 , 虽然供体细胞的 进入受体卵

母细胞后会随着胚胎的发育发生遗传漂变或降解而逐渐减少 , 甚至全部消 失 。 但也有少

量 的 可以被同化并参与受体胚胎的 发育 , 并可 以遗传给后代 。 这说明在受体

卵母细胞内 没有生物学机制上可以彻底破坏外源线粒体 的酶类存在 , 受体卵母细胞胞质

对外源线粒体具有一定程度 的可兼容性 。 本试验将颗粒细胞线粒体移植到水牛卵母细胞

中并进行孤雌激活处理 , 发现被标记的外源线粒体会随着胚胎的 发育逐渐向 周围 扩散 ,
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并被分配到卵裂球中 , 至桑椹胚阶段仍有部分细胞可以观察到微弱荣光 , 但多数细胞突

光强度会随着胚胎发育越来越弱 。 这可能是 由于移植的线粒体数量有限 ( 约

个 ) , 随着胚胎发育部分外源线粒体活性丧失并被逐步 降解 , 从而导致突光消失 , 同时

线粒体突光探针也会随着观察次数的 增多而发生突光萍灭 。 因此 , 突光探针标记这一方

法只 能初步观察外源线粒体移植后 的分布和移动等情况 , 对于外源线粒体移植后的存活

时 间 、 功能发挥以及 自 我复制等情况则需要进一步深入研究 。

由 于二三级水牛卵母细胞的胚胎发育率较一级卵母细胞明显偏低 , 因此二 、 三级水

牛卵母细胞的发育潜能具有较大 的提高空 间 , 且结合本实验室水牛卵母细胞材料有限等

实际情况 , 主要选择对二 、 三级卵母细胞进行线粒体移植 。 结果发现线粒体移植可以一

定程度提高二级卵母细胞孤雌激活胚胎的发育能力 , 组 细胞期后的胚胎发育率

显著高于对照组 ( 。 这一结果与 王晓嘉 的实验结果相似 , 其对黄牛 卵母细胞

行 并进行孤雌激活 , 桑椹胚发育率极显著高于对照组 ( 。 这可能是 由于本

试验所用材料为水牛二级卵母细胞 , 而王晓幕所选用 的材料为排 出第一极体 的黄牛卵母

细胞 , 二者在质量具有一定 的差异 。 试验发现 , 虽然 组与对照组相比卵裂率无显

著差异 , 但都显著 高于空注组 ( 这一结果说 明显微操作对细胞造成了 一定 的

机械损伤 , 同 时也 说明胚胎培养液移植对胚胎的 发宵有 明显的伤害作用 。 同时试验发现 ,

对三级卵母细胞的胚胎发育率无明 显改善作用 。 结合第二章结果可知 , 二 、 三级 卵

母细胞 的 拷 贝过低 , 尤其是三级卵母细胞 , 说明三级卵母细胞胞质成熟不完全 ,

线粒体在成熟过程中 没有大量复制积累 , 其发育能力显著 降低 。

等 研究指 出 , 正常的 卵母细胞 内 和 的含量有一定阈值 , 只有当两者的

含量达到这个阈值胚胎才能正常发育 , 而对三级水牛卵母细胞注入有限的外源线粒体可

能无法提高其 和 的含量达到这个阈值 , 因而对胚胎的发育无明显改善作用 。

线粒体膜 电位 是衡量线粒体活性 以及生物学功能 的指标 , 是保证线粒体 电子

传递链和氧化磷酸化形成 、 的正常供应的前提 。 本试验对早期胚胎线粒体膜 电位测

定时发现 , 正常孤雌激活胚胎从 细胞期至囊胚期 , 其线粒体膜电位值 总体呈

上升趋势 , 这与刘延荷等 对小 鼠的研究结果一致 。 这可能是 由于 随着胚胎的发育进

行 , 胚胎 的耗能越来越多 , 会不断激活一些原来可能处于 “休眠”状态的线粒体参与供能 ,

从而提高了 胚胎的 。 同时 , 组的 细胞和 细胞期孤雌激活胚胎的 值极

显著高于对照组 组的 细胞期 、 桑椹胚期和囊胚期孤雌激活胚胎 的

值显著高于对照组 ( 。 这可能是 由 于被移植的线粒体具有较高的活性 , 其
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较高 , 从而增加 了胚胎整体的 值 。 但随着胚胎的发育 , 部分线粒体未能适应受体

胞质 的同化调节而被逐步降解 , 其余部分线粒体则可以持续保持活性并参与胚胎的发

育 。 在卵裂期胚胎 , 不同 的卵裂球的 也不尽相同 , 在卵裂球中 〒 的分布也存在

一定的差异 。 等发现在大部分卵裂球的边缘线粒体的 较高 ,

而卵裂球相邻的区域荧光度较弱 , 即 聚合物分布较少 , 线粒体的 偏低 , 这也

与本试验观察到的结果相似 。 本试验发现线粒体移植虽然改变了 水牛各时期胚胎的

, 但未改变胚胎发育过程中 的总体变化趋势 。

结论

外源线粒体移植后 , 在一定时间 内 , 可持续具有活性并参与了早期胚胎发育的

过程 。

颗粒细胞线粒体移植可 以一定程度上提高水牛二级卵母细胞的发育潜能 , 但对

三级卵母细胞的发育无明显促进作用 。

线粒体移植可以 明显提高水牛植入前各 时期胚胎的 。
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图片说明

編

图 各时期胚胎 探针染色后可见光 、 绿色荧光 、 红色荧光图片 ( 从上到下依次为

细胞期胚胎 、 细胞期胚胎 、 细 胞期胚胎 、 桑葚胚 、 囊胚和孵化囊胚 。

—
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