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异体颗粒细胞线粒体移植对牛孤雌
激活胚胎发育的影响

Ξ
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　　[摘　要 ]　为了探讨线粒体对孤雌激活胚胎发育潜能的影响, 比较了异体颗粒细胞线粒体移植的牛孤雌激活

胚胎、胚胎培养液移植的孤雌激活胚胎和正常孤雌激活胚胎的发育情况。结果表明, 异体颗粒细胞线粒体移植组和

胚胎培养液移植组的牛孤雌激活胚胎的激活率差异不显著 (P > 0. 05) , 但均显著低于正常激活组 (P < 0. 05) ; 异体

颗粒细胞线粒体移植组与正常激活组的孤雌激活胚胎卵裂率差异不显著 (P > 0. 05) , 但均明显高于胚胎培养液移

植组 (P < 0. 05) ; 异体颗粒细胞线粒体移植组的孤雌激活胚胎桑椹胚率极显著高于胚胎培养液移植组和正常激活

组 (P < 0. 01)。可见牛异体颗粒细胞线粒体移植可改善牛孤雌激活胚的发育。
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Abstract: To invest iga te the effect of m itochondria on parthenogenet ic em b ryo s’ developm en ta l po ten2
t ia l, the developm en t of m itochondria in ject ion em b ryo s、m edium in ject ion em b ryo s and no rm al act iva t ion

em b ryo s w ere compared. T he resu lts show ed that there w as no sign if ican t d ifference betw een the act iva t ion

ra tes of a llo2granu lar cellsπm itochondria in ject ion group and em b ryo cu ltu re m edium in ject ion group (P >

0. 05) , bu t act iva t ion ra tes of these tw o group w ere bo th low er than that of the no rm al act iva t ion group
(P < 0. 05) ; the cleavage ra tes of a llo2granu lar cellsπm itochondria in ject ion group and no rm al act iva t ion

group had no sign if ican t d ifference, bu t w ere h igher than that of the m edium in ject ion group (P < 0. 05) ;

the mo ru la ra te of a llo2granu lar cellsπm itochondria in ject ion group w as h igher than that of the m edium in2
ject ion group and no rm al act iva t ion group (P < 0. 01). T herefo re the allo2granu lar cellsπm itochondria

t ran sfer imp roved the developm en t of bovine parthenogenet ic em b ryo s.
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　　线粒体是真核细胞内重要的半自主性细胞器,

通过氧化磷酸化为细胞各种生命活动提供能量。有

研究表明, 卵胞质中线粒体DNA (m tDNA ) 含量的

降低[1 ]和A T P 含量的减少[2 ] , 以及线粒体DNA 的

缺失[3 ]均能降低卵母细胞的受精能力和受精后胚胎

的发育能力, 是老龄妇女和老龄动物不孕和生殖机

能下降的主要原因之一。Cohen 等[4 ]用显微注射的

方法将年轻妇女卵子 5%～ 10% 的细胞质注入体外

受精反复失败患者和生育年龄较大患者的卵子内,

结果发现胚胎质量明显改善, 并有健康的胎儿出生。
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被移植的卵细胞质中含有线粒体、mRNA、蛋白质

及多种细胞因子, 这些均对卵子和胚胎的发育起一

定作用, 但一般认为起主要作用的是线粒体[5 ]。细胞

质移植虽然在临床取得了一定的疗效, 并有健康的

婴儿出生, 但是有关此项操作的安全性和有效性仍

存在争议。主要问题是异体卵细胞质移植可能传播

线粒体遗传疾病。Shou rbagy 等[6 ]也认为, 卵母细胞

中的线粒体数量对于随后胚胎发育的顺利进行非常

重要。孔令红等[7 ]研究发现, 妇女自身颗粒细胞线粒

体移植能明显改善胚胎的发育质量, 这样避免了异

体卵细胞质移植可能传播线粒体遗传疾病的问题。

但至今尚未对线粒体移植时被注入到卵子中的液体

作用的探讨, 本试验则对被注入到牛卵中的液体的

作用进行了研究, 以期明确牛孤雌激活胚胎发育得

以改善的深层机理。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　牛卵巢　取自西安市某屠宰场, 置于 20～

38 ℃加有 100 IU ömL 青霉素和 100 ΛgömL 链霉素

的生理盐水的保温瓶中, 5 h 内运回实验室。

1. 1. 2　主要试剂及仪器　高糖DM EM、TCM 2199、

胎牛血清 (FBS) 均为 Gibco 公司产品; 新生牛血清

(NBS) , 实验室自制; 透明质酸酶、62二甲胺基嘌呤

( 62DM A P)、离子霉素、细胞松弛素B、尿嘧啶、亚牛

磺酸、促卵泡激素 (FSH )、三价因子 (胰岛素, 转铁蛋

白和亚硒酸钠、三磷酸腺苷 (A T P) ) 和促黄体生成激

素 (L H ) 均为 Sigm a 公司生产; M iToT racker Green

FM , M o lecu lar P robes (U SA ) 公司产品; 丙酮酸钠,

Serva 公司生产; 表皮生长因子, R & D 公司生产。

高速冷冻离心机 (AL C PM 180R , 意大利) ; 显

微操作仪 (L E ICA DM IRB , 德国) ; 煅针仪 (NA R 2
ISH IGE PN 230, 日本) ; L eica 倒置荧光显微镜 (L E2
ICA DM IRB )。

1. 1. 3　主要溶液配制　低渗液 R SB: 10 mmo löL
N aC l+ 2. 5 mmo löL M gC l2+ 10 mmo löL T ris2HC l,

pH 7. 5。高渗液 2. 5 倍M S: 525 mmo löL 甘露醇+

175 mmo löL 蔗糖+ 12. 5 mmo löL T ris2HC l+ 2. 5

mmo löL ED TA , pH 7. 5。牛颗粒细胞培养液: 高糖

DM EM + 体积分数 10% NBS。线粒体标记液:M i2
ToT racker Green FM 用二甲基亚砜溶解后, 再用

高糖DM EM 基础液稀释为 200 nmo löL。牛卵母细

胞成熟液: TCM 2199+ 10 ΛgöL 表皮生长因子+ 5

mmo löL 亚牛磺酸+ 10 ΛgöL FSH + 10 ΛgöL L H +

3 göL BSA。牛卵母细胞操作液: TCM 2199+ 体积分

数 20% FBS。牛胚胎培养液: TCM 2199 + 0. 25

m gömL A T P + 0. 1 m gömL 丙酮酸钠+ 体积分数

10% FBS+ 50 ΛL ömL 三价因子+ 50 ΛgömL 尿嘧

啶。

1. 2　牛卵母细胞的分离及体外成熟培养

用 5 mL 一次性注射器和 16 号针头从牛卵巢

表面 2～ 8 mm 卵泡中抽吸卵泡液, 在体视显微镜下

选出胞质均匀、卵丘细胞致密的卵母细胞, 操作液洗

涤 3 次, 移入平衡 2 h 的 600 ΛL 卵母细胞成熟液

中, 在 38. 0 ℃、体积分数 5% CO 2 和相对饱和湿度

的培养箱中成熟培养 22～ 24 h。

1. 3　牛颗粒细胞的分离与培养

成熟后的牛卵丘卵母细胞复合体经 3 m gömL

透明质酸酶消化, 吸出牛卵母细胞后, 1 000 röm in

离心 5 m in 收集颗粒细胞, 用颗粒细胞培养液将其

浓度调整为 2. 0×105 mL - 1后, 接种到直径 10. 0 cm

的培养皿中, 在 37 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度

条件下扩增培养, 2 d 后镜检。

1. 4　牛颗粒细胞线粒体的提取及检测

将培养的颗粒细胞消化、计数, 取 104 mL - 1细

胞悬液 2 mL , 1 000 röm in 离心 10 m in 收集沉淀

(细胞) , 用 6. 6 mL R SB 低渗液悬浮细胞, 8 m in 后

移入 15 mL 的玻璃匀浆器 (置于冰水混合物) 中, 研

磨使膨胀细胞破碎, 立刻加入 4. 8 mL 的 2. 5 倍M S

高渗液, 混匀。1 000× g 离心 10 m in 去除未破碎的

细胞、细胞核及较大的细胞碎片。取 3ö4 上清液 (下

面 1ö4 杂质较多) 10 000× g , 4 ℃离心 20 m in, 弃去

上清, 沉淀物即为线粒体。取少许线粒体用体积分数

4% 戊二醛固定后, 送第四军医大学做透射电镜检

测, 观察其外膜和嵴的完整性。

其余线粒体沉淀用 50 ΛL 牛胚胎培养液悬浮

后, 向其中加入 50 ΛL 线粒体标记液, 使M iTo2
T racker Green FM 的终浓度为 100 nmo löL , 38 ℃

作用 30 m in 后, 加入 1 mL 牛胚胎培养液, 10 000×

g 离心 20 m in 弃上清 (除去多余的M iToT racker

Green FM )。沉淀用 30 ΛL 牛胚胎培养液悬浮, 吸取

10 ΛL 悬液滴于直径 3. 5 cm 的一次性培养皿中, 用

干净盖玻片将液滴涂成均匀薄层后, 迅速在L eica

倒置荧光显微镜紫色激发光下, 400 倍暗视野观察

是否有发绿色荧光的线粒体。

1. 5　牛颗粒细胞线粒体移植

将成熟牛卵母细胞在 3 m gömL 透明质酸酶中

作用 2 m in (脱去卵丘颗粒细胞) , 再用操作液洗涤 3
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次, 然后接种于含 5 Λmo löL 细胞松弛素B 的操作液

中, 在 38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度培养箱

中培养, 5 m in 后随机分为 2 组。1 组牛卵母细胞放入

提前 1 h 提取完成并在培养箱中温育好的 50 ΛL 线

粒体悬液中, 上面覆盖胚胎培养用矿物油。将卵母细

胞在第一极体处固定, 用自制的内径 10 Λm 的显微

注射针吸入 120 Λm 的线粒体悬液后从固定针对面

刺入卵母细胞中央, 将悬液缓缓注入卵胞质中。另 1

组牛卵母细胞置于胚胎培养液做的液滴中, 每个卵母

细胞用上面的方法注入等量的胚胎培养液作对照。

1. 6　牛颗粒细胞线粒体移植卵母细胞的孤雌激活

及体外发育

　　将颗粒细胞线粒体移植的牛卵母细胞及成熟的

脱去颗粒细胞的牛卵母细胞分别用操作液洗涤 3

次, 移入含 5 Λmo löL 离子酶素的牛胚胎培养液中避

光激活 5 m in。再转移到含 2 mmo löL 62DM A P 和 5

Λmo löL 细胞松弛素 B 的胚胎培养液中, 在 38. 5

℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度培养箱中培养 4 h,

用胚胎培养液洗涤 3 次后, 置于 50 ΛL 牛胚胎培养

液微滴中, 上面覆盖胚胎培养用矿物油, 每个微滴放

置约 20 枚牛卵母细胞, 每 48 h 换液 1 次并观察记

录孤雌胚胎发育情况。

1. 7　数据统计分析

采用 SPSS10. 0 统计软件对孤雌胚胎的激活

率、卵裂率和桑葚胚率进行差异显著性检验。

2　结果与分析
2. 1　牛颗粒细胞的培养特性及其线粒体活性

　　结果显示, 培养 2 d 后牛颗粒细胞已经基本汇

合形成单层, 形态为多角形、铺路石样, 细胞间界限

不清 (图 1)。

图 1　培养 2 d 的牛颗粒细胞照片 (×100)

F ig. 1　P ictu re of bovine granu lar cells

after cu ltu ring fo r 2 d

通过透射电镜观察可见, 牛颗粒细胞线粒体外

膜完整, 平滑, 内膜折成长短不等的嵴, 线粒体中的

空白部分为嵴与嵴之间的腔隙, 即嵴间腔 (图 2)。线

粒体经特异性荧光探针标记后在荧光显微镜下可观

察到很强的绿色荧光, 呈长杆状、卵圆形或圆形小体

(图 3) , 说明提取的线粒体活力很强。

图 2　牛颗粒细胞线粒体透射电镜照片 (×30 000)
→. 线粒体; ▲. 杂质

F ig. 2　Bovine granu lar cells’ m itochondria
electron m icro scope p ictu re

→. M itochondria; ▲. Impurity granu lar cells

图 3　牛颗粒细胞线粒体荧光染色照片 (×400)
→. 线粒体

F ig. 3　F luo rescence p ictu re of bovine
transm ission m itochondria (×400)

→. M itochondria

2. 2　牛颗粒细胞线粒体移植对牛孤雌胚胎发育的

影响

　　由表 1 可知, 牛颗粒细胞线粒体注射组与胚胎

培养液注射组卵母细胞激活率差异不显著 (P >

0. 05) , 但均显著低于正常激活组 (P < 0. 05) ; 牛颗

粒细胞线粒体注射组与正常激活组的卵裂率差异不

显著 (P > 0. 05) , 但二者的卵裂率均显著高于胚胎

培养液注射组 (P < 0. 05) ; 牛颗粒细胞线粒体移植

组孤雌激活胚胎桑椹胚率极显著高于胚胎培养液移

植组和正常激活组 (P < 0. 01)。表明显微操作可能

对牛卵母细胞造成了损伤, 降低了线粒体注射组和

培养液注射组的激活率, 而在随后的胚胎发育中, 线
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粒体改善了牛孤雌激活胚胎的卵裂率和桑椹胚率。
表 1　牛颗粒细胞线粒体移植对牛孤雌胚胎发育的影响

T able 1　T he effect of m itochondria transfer on developm ent of bovine parthenogenetic em bryo s

组别
Catego ries

成熟卵母细胞数
N o. of m atu red

oocytes

激活率ö%
A ctivation rate

卵裂率ö%
C leavage rate

桑椹胚率ö%
Rate of mo ru la

颗粒细胞线粒体注射组
M itochondria in jection group

189 55. 55 (105ö189) a 46. 56 (88ö189) a 29. 54 (26ö88) A

培养液注射组
M edium in jection group

190 55. 79 (106ö190) a 37. 89 (72ö190) b 6. 94 (5ö72) C

正常激活组
N o rm al activation group

192 63. 54 (122ö192) b 46. 35 (89ö192) a 15. 73 (14ö89) B

　　注: 表中同列数据后标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05) ; 标不同大写字母者表示差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: D ifferen t sm all letters in the sam e co lum n m ean sign ifican t difference; differen t cap ital letters m ean ex trem e difference.

3　讨　论

3. 1　颗粒细胞线粒体的选择

　　颗粒细胞是最靠近卵母细胞的组织细胞, 在卵母

细胞发育过程中为其提供营养物质和调节因子, 其线

粒体在形态和功能方面有较大的相似性, 并且颗粒细

胞获得方便, 易培养, 可为线粒体提取提供大量的细

胞。因此, 本试验选择颗粒细胞线粒体作为研究对象。

3. 2　线粒体移植对孤雌胚胎发育的影响

在核移植研究中, 供体细胞质中的m tDNA 注

入去核卵母细胞, 虽然有时会因发生遗传漂移而逐

渐减少, 以至最终全部消失[8 ]。但有时低水平的异质

性m tDNA 也能够在后代体内持久存在[9 ] , 即来自

供体细胞少量的m tDNA 与卵母细胞自身的m tD 2
NA 将在重构胚中共存, 说明胚胎和卵母细胞对不

同来源的线粒体具有一定的兼容性, 核- 线粒体相

互作用对卵母细胞内外源性线粒体的存活和复制虽

然是重要的, 但不是必需的。这为向卵母细胞中移植

外源线粒体改善胚胎的发育提供了理论基础。

Cohen 等[4 ]将年轻妇女的部分卵胞质注射入高

龄妇女的卵子内, 改善了高龄妇女胚胎的发育, 由于

卵胞质的成分比较复杂, 他们推测是线粒体在其中

起了主要作用。在孔令红等[7 ]和 T zeng 等[10 ]的试验

中, 他们将提取的妇女自身颗粒细胞线粒体沉淀用

人输卵管培养液悬浮后, 将其连同单个精子注入到

卵子中, 结果发现线粒体注射后胚胎的发育显著好

于对照组 (未注射任何物质, 只单纯体外受精)。但他

们的试验均未设只注射人输卵管培养液的对照组,

故不能排除输卵管培养液的影响, 也不能直接证明

是线粒体改善了胚胎的发育。本试验设 2 个对照组,

一组为正常孤雌激活, 另一组注射牛胚胎培养液, 结

果表明是注射的线粒体起到了改善胚胎发育的作

用。

本试验结果表明, 牛异体颗粒细胞线粒体移植

可改善牛孤雌激活胚胎的发育。
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