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玻璃化冷冻对山羊卵母细胞超微结构的影响

刘海军
,

张美佳
‘ ,

侯 蓉
‘ ,

张志和
‘ ,

王基 山‘ ,

兰景超
‘ ,

钱菊汾
,

张安居
‘

成都野生濒危动物繁殖与遗传开放实验室
,

成都 , 天津市畜牧兽医研究所
,

天津 。。

西北农林科技大学 畜牧兽医学院
,

陕西 杨陵

摘 要 〕 对山羊不同发育阶段卵母细胞 玻璃化冷冻的超微结构损伤进行了电镜观察
。

结果表明
,

卵丘

细胞除内质网扩张外
,

未见其他明显的结构损伤 卵母细胞的质膜损伤以 期最为严重
,

其次为培养 的
,

的最轻 期卵几乎看不到微绒毛
,

而培养 和 卵微绒毛保存较好 期卵母细胞线粒体有的发生了损

伤
,

主要表现在蜡不清或扩张
,

培养 和 卵母细胞的线粒体基本上保持了正常的结构 培养 卵母细胞的

内质网发生了扩张
,

卵母细胞内质网结构正常
。
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通过随时随地提供具有发育能力的卵母细胞
,

山羊卵母细胞冷冻保存将赋予体外受精
、

核移植
、

转

基因等相关技术应用的极大灵活性
,

还可为珍稀濒

危动物的保种提供技术参考
。

关于山羊卵母细胞冷

冻保存研究的报道很少
,

已有的报道表明
,

与未冷冻

卵母细胞相 比
,

冷冻卵母细胞的成熟率
、

受精率
、

卵

裂率都很低 一习 。

冷冻卵母细胞发育能力降低
,

是因

为冷冻过程造成了卵母细胞结构损伤
。

未见有冷冻

对 山羊卵母细胞超微结构影响的报道
。

本研究对

玻璃化冷冻山羊不同发育阶段
,

卵母细胞超微

结构的损伤进行了电镜观察
,

旨在为改进冷冻方法
,

提高冷冻效果提供理论依据
。

材料与方法

卵母细胞采集

山羊卵巢取 自成都市郊个体屠宰厂
,

山羊品种

为成都麻羊
。

用双面刀片切割卵巢表面 一 卵

泡
,

选择含一层以上致密卵丘细胞
、

形态正常的卵母

细胞
,

用于冷冻或成熟培养
。

卵母细胞成熟培养

卵母细胞成熟培养液为 ”十

丙酮酸钠

体积分数 。 青霉素 。

链 霉 素 拌 拌

拌 件
,

卵母细胞在 培养箱中培养

或 一 ℃
、

体积分数
、

饱和 湿

度
。

玻璃化冷冻和解冻

将普通细管 拉至管壁和直径均为原

来 的 一 半
,

中 间 割 断
,

制 成 管
。

基 础 液 为

” 体积分数
。

冷冻液 工 基础液

体积分数 体积分数 冷冻

液 基础液 体积分数 体积分数 写
。

解冻液 基础液十 。 蔗糖 解冻

液 基础液十 蔗糖
。

卵母细胞分

期 培养
、

培养 和 培养 组

进行冷冻
。

卵母细胞先在冷冻液 中平衡
,

然后用 管尖端接触包含有冷冻液 的微滴
拌 ,

卵子随即被吸人
,

迅速浸人液氮
。

从放

人冷冻液 至浸人液氮
,

时间不超过 , 。

解冻时将

管从液氮中取出
,

管尖端直接插人解冻液

中
,

卵子借助重力从管端流出
,

进人解冻液
,

停

留 后
,

转移至解冻液 中
,

停留
,

最后在

基础液中洗 次
,

每次
。

电镜样本制作

取冷冻的 期
、

培养 和 卵母细胞各

枚
,

用体积分数 戊二醛 ℃ 和质量浓度

的饿酸双重 固定后
,

丙酮脱水
,

包

埋
,

聚合
,

制作超薄切片
,

用醋酸双氧铀和构椽酸铅

双重染色
,

透射电镜
一

观察
。
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结果与分析

期卵母细胞

卵丘细胞质膜和核膜完整
,

可见线粒体峙及双

层膜 图
,

粗面内质网扩张 图
。

卵母细胞质膜

很不清楚
,

损伤明显
,

几乎看不到微绒毛 图 线

粒体电子致密度高
,

颜色深
,

典型的带帽线粒体少
,

线粒体膜完整
,

峪清楚 图
,

有的线粒体看不到峙

或峪扩张 图 胞质的空泡多
,

大小不一致
,

大空

泡较少 图
。

培养 卵母细胞

卵丘细胞与 期的卵丘细胞相似
,

除可见内

质网扩张外
,

核膜
、

质膜清楚
,

线粒体膜清楚
,

可见峪

图
。

卵母细胞质膜有损伤
,

可见有断裂现象
,

有

些部位其损伤比 期的轻
,

卵周隙内可见倒伏的

微绒毛 图 带帽线粒体多
,

膜岭结构清晰
,

内质

网包在线粒体外
,

有扩张现象 图 空泡数量多
,

大小不一 图
。

乙 卵母细胞

卵质膜较清楚
,

且较完整
,

其冷冻损伤 比培养

的 卵更轻
,

卵周 隙内有竖起 的微绒毛 断面 图

线粒体主要为带帽线粒体
,

膜
、

峪清楚
,

有些内质

网包在线粒体外
,

内质网结构完整 空泡数量较多
,

大小不一 图
。

以上的观察结果可见
,

期和培养 的卵

丘细胞
,

除内质网扩张外
,

未见其他明显 的结构损

伤
。

卵母细胞的质膜损伤以 期最为严重
,

其次为

培养 的
,

的最轻 期卵几乎看不到微绒

毛
,

而培养 和 卵微绒毛保存较好 期

卵母细胞线粒体有的发生了损伤
,

主要表现在峙不

清楚或扩张
,

培养 和 卵母细胞的线粒体基

本上保持正常结构 培养 卵母细胞的内质网发

生 了扩张
,

卵母细胞内质网结构正常
。

讨 论

冷冻对卵丘细胞造成的损伤是轻微的
,

只表现

在内质网扩张
。

孙青原闭报道
,

冷冻的牛 期卵丘

细 胞
,

扩 张 的 内质 网经体外 培养后 可恢复正 常
。

图在生化上证明
,

冷冻和未冷冻的山羊

期卵丘细胞
,

表现出相似的蛋白合成型
。

由于卵丘细

胞对卵母细胞的成熟具有重要作用
,

因此可认为冷

冻卵母细胞的成熟率下降
,

主要是 由于冷冻对卵母

细胞本身造成的损伤引起的
。

从总体上讲
,

期一

培养 卵母细胞的冷冻损伤逐渐减小
,

主

要表现在质膜的损伤
,

以 期卵最重
,

培养 卵

次之
,

卵最轻
。

期卵未见微绒毛
,

线粒体有

损伤
,

培养 和 卵微绒毛保存较好
,

线粒体

结构完整
,

培养 卵母细胞 内质网有扩张现象
,

卵母细胞的内质网结构正常
。

据此推论
,

从

期到 期卵母细胞对冷冻的抵抗能力逐步提高
,

是一个渐进性的过程
,

随着培养时间延长而增加
。

孙

青原 认为
,

与牛 期卵母细胞相 比
,

体外成熟的

卵母细胞冷冻损伤较轻
,

主要表现为细胞膜完整
、

微

绒毛保存或减少不多
、

囊泡不发生融合或较少发生

融合 等 也发现
,

玻璃化冷冻的牛未成熟卵

母细胞微绒毛
、

线粒体
、

囊泡受到破坏
,

期卵母

细胞对玻璃化冷冻的敏感性比 卵母细胞更高
。

期卵母细胞冷冻解冻后
,

质膜和绒毛膜 的破坏

主要是由于溶液效应 渗透作用 引起的细胞收缩
、

膨胀造成的
。

未成熟卵母细胞膜表面有微绒毛伸人

透明带中
,

与透明带联系较紧密
,

卵母细胞收缩时
,

容易造成膜和微绒毛破坏
。

而 卵母细胞由于微

绒毛已从透明带中撤出
,

卵母细胞收缩时
,

没有透明

带对微绒毛的牵拉作用
,

因而对质膜和微绒毛的破

坏小
。

在冷冻解冻过程中
,

质膜和微绒毛的破坏是主

要的损伤
。

质膜在细胞生活中起着重要作用
,

因为细

胞与环境发生的一切联系和反应
,

都必须通过质膜

来实现困
,

卵母细胞膜还参与受精时精卵质膜的融

合
,

因此
,

卵母细胞膜的损伤
,

对其发育是致命的
。

在

程序冷冻时
,

平衡过程中由于渗透压的差异
,

水及冷

冻保护剂快速通过质膜
、

冷冻解冻过程中细胞 内冻

晶的形成
、

稀释过程中细胞过度膨胀以及冷冻保护

剂与细胞膜直接相互作用 如离子泵崩解 等都可引

起细胞膜的破坏比幻
。

玻璃化溶液的化学毒性也可引

起质膜的超微结构破坏阁
。

微绒毛的破坏可能会影

响到受精过程
,

因为正常受精时
,

精子质膜不与缺乏

微绒毛区域的卵质膜融合
。

冷冻后 的卵母细胞的细胞器如线粒体
、

内质网

受到不同程度的损伤
。

本研究观察到线粒体损伤的

主要特征是峙不清或扩张
,

内质网的损伤表现在发

生了扩张
,

这可能是由于渗透作用引起的
,

即冷冻解

冻过程中水分快速进出细胞造成的
。

由此看来
,

冷冻卵母细胞的发育潜力下降
,

是与

其超微结构的损伤密切相关的
。

结 论

本研究首次对 山羊卵母细胞的 玻璃化冷
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