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卵母细胞线粒体移植对年老小鼠植入
前胚胎线粒体膜电位的影响
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（1．山东大学医学院组织胚胎学教研室�济南250012；
2．山东中医药大学附属医院生殖中心�济南250011）

摘要：目的　探讨卵母细胞线粒体移植（MIT）对年老小鼠植入前胚胎线粒体膜电位（△Ψm）的影响。方法　6～8
周龄雌性昆明种小鼠经超排卵、卵胞浆内单精子显微注射（ICSI）及培养液空注后形成的胚胎为 A组�12月龄雌性
昆明种小鼠经同样处理后形成的胚胎为 B 组�12月龄雌性昆明种小鼠经超排卵、ICSI 及 MIT 后形成的胚胎为 C
组。比较植入前各阶段3组胚胎的△Ψm 以及各组胚胎植入前各阶段△Ψm 的变化趋势。结果　在二细胞期和桑
椹胚期�A、C 两组胚胎△Ψm 均高于 B 组（P＜0．01）�而在四细胞期、八细胞期和囊胚期�A、C 两组胚胎△Ψm 亦均
高于 B 组（P＜0．05）。3组中�桑椹胚和囊胚△Ψm 均高于二细胞期、四细胞期和八细胞期胚胎（P＜0．05）�而前两
者间以及后3者间差异均无统计学意义（P＞0．05）。结论　卵母细胞 MIT 可明显提高年老小鼠植入前胚胎各阶
段△Ψm�且不改变其变化趋势。
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Effect of mitochondrial transfer on the mitochondrial membrane
potential of aging mouse pre-implantation embryos
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（1．Institute of Histology and Embryology�School of Medicine�Shandong University�Jinan250012�China；
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Abstract：Objective　To investigate the effect of mitochondrial transfer （MIT） of aging mouse oocytes on the mitochondrial
membrane potential （△Ψm） of the subsequent pre-implantation embryos．Methods　Six-to eight-week old female KM BAI mice
were super-ovulated�and the oocytes retrieved were treated by intra-cytoplasmic sperm injection （ICSI） and medium blank injec-
tion．The subsequent embryos were distributed in group A．Twelve months old female KM BAI mice were super-ovulated and the
oocytes obtained were divided into two subsets．One was treated by ICSI and medium blank injection and the subsequent embryos
were included in group B�the other was treated by ICSI and MIT and the subsequent embryos were included in group C．Compar-
isons were performed on △Ψm among the three groups during the pre-implantation stages and on the alterations of △Ψm across
the pre-implantation stages of each group．Results　At the2-cell stage and morula stage�△Ψm of embryos from groups A and
C were higher than those from group B （P＜0．01）�while at the4-cell stage�8-cell stage and blastocyst stage�△Ψm of embry-
os from groups A and C were also higher than those from group B （P＜0．05）．In all of the three groups�△Ψm of embryos at
either the morula stage or blastocyst stage was higher than those at any other cleavage stage （P＜0．05）�while there were no sig-
nificant differences between the morula stage and blastocyst stage and also no significant differences among the cleavage stages．
Conclusion　The MIT of aging mouse oocytes can significantly improve the B △Ψm of subsequent pre-implantation embryos
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without modifying the changing trend of △Ψm across pre-implantation stages．
Key words：Mitochondrial membrane potential；Mitochondria；Transplantution；Age�factors；Blastocyct；Mice

　　在体外受精－胚胎移植（IVF-ET）治疗中�患者
年龄与其胚胎发育潜能呈负相关�而线粒体是细胞
内参与新陈代谢及细胞凋亡的一种重要细胞器�研
究表明�通过对老龄患者卵母细胞行线粒体移植
（MIT）可以明显提高其优质胚胎获得率［1］�且目前已
成功获得临床妊娠及分娩［2］。因此�通过 MIT 提高
胚胎发育潜能已成为近年来生殖医学领域研究的热

点。本研究以年老昆明小鼠为研究对象�利用荧光
染料 JC-1（5�5′�6�6′-tetrachloro-1�1′�3�3′-tetraethy-
lbenzimidazoyl carbocyanine iodide）分析线粒体移植对
卵母细胞所形成植入前胚胎细胞的线粒体膜电位

（△Ψm）的影响�探讨MIT 提高胚胎发育潜能的机理。

1　材料与方法
1．1　材料
1．1．1　动物与分组　未经产成熟雌性昆明种小鼠
100只�购于山东大学动物实验中心。14h 光照�
10h黑暗�自由饮水摄食。分3组�A组为6～8周龄
小鼠20只�对其超排卵后所获卵母细胞进行卵胞浆
内单精子显微注射（ICSI）和培养液空注；B 组为12
月龄小鼠40只�对其进行与 A组小鼠相同的处理；
C组为12月龄小鼠40只�对其超排卵后所获卵母
细胞进行 ICSI和MIT。
1．1．2　实验试剂与药品　人绝经期尿促性腺激素
（HMG）、人绒毛膜促性腺激素（HCG）均为珠海丽珠
公司产品�透明质酸酶、聚乙烯吡咯烷酮（PVP）均为
In Vitro Care 公司产品�人血清替代品（SSS）、矿物
油、mHTF 培养液、HTF 培养液、PI 培养液均为美国
Irvine公司产品�△Ψm 试剂盒（JC-1）为碧云天生物
技术研究所产品。
1．2　方法
1．2．1　卵母细胞的收集　对雌鼠注射 HMG10IU/
只�48h 后�注射 HCG10IU/只�并于注射 HCG 后
14h取小鼠卵巢及输卵管�以无菌 TB针轻轻划破输
卵管壶腹部收集卵丘复合物。立即以80IU/mL 的
透明质酸酶处理卵丘复合物�剔除卵母细胞周围的
卵丘细胞。将处理好的卵母细胞移入含10％ SSS
的mHTF 培养液中反复洗涤6次后�选形态较好的
MⅡ期卵母细胞�置于含10％SSS 的HTF 培养液�放
入37℃�5％ CO2培养箱中备用。
1．2．2　精子的获取　取3～4月龄雄性昆明小鼠�

取附睾及输精管�于含10％ SSS 的 mHTF 培养液中
撕裂�使精子游出�并于37℃�5％ CO2培养箱中培
养1h获能备用。
1．2．3　卵丘细胞线粒体的提取　取经80IU/mL 透
明质酸酶处理后的12月龄雌性小鼠卵丘细胞�以含
10％ SSS 的mHTF 培养液洗涤后�计数卵丘细胞�密
度不少于106/mL�然后置小容量玻璃匀浆器中�匀
浆处理4～6次�在4℃冷冻离心机2000g 离心
20min�取上2/3上清液�以10000 g 离心20min�弃
上清�沉淀的线粒体以含10％ SSS 的 mHTF 培养液
悬浮并置4℃冰箱中备用［1］。
1．2．4　ICSI 及 MIT　设置显微操作仪热板温度为
32℃［3］�操作液滴为含10％ SSS�3％蔗糖的 mHTF
培养液［4］。对 C组卵母细胞�于 ICSI 操作皿的 PVP
液滴中制动精子�先尾后头吸入精子�然后从线粒体
液滴中�在精子前端吸入约一个卵母细胞直径长度
的线粒体悬液。用持卵针固定卵母细胞�使其第一
极体位于12点钟或6点钟位置�将注射针于3点钟
位置刺向9点钟位置�在针尖到达左1/3直径处时�
停止刺入�回吸少量胞浆确认卵质膜已破�缓缓注入
线粒体悬液及精子�并吸吐1～2次�使线粒体与胞
浆混匀�以防止精子被包围在线粒体液泡中而不利
于受精［1］。注射完毕后的卵母细胞移入含10％ SSS
的 HTF 培养液中培养。对 A、B两组卵母细胞�除以
培养液代替线粒体悬液外�其他操作与 C组相同。
1．2．5　注射后卵母细胞的培养及观察　在 ICSI 及
MIT 或培养液空注6h后观察卵母细胞受精情况�并
将受精后的胚胎移入含10％ SSS 的 P1培养液中继
续培养�此后每隔24h 观察一次胚胎发育情况�并
分别取二细胞期、四细胞期、八细胞期胚胎以及桑椹
胚和囊胚进行染色。
1．2．6　△Ψm的分析　按照△Ψm检测试剂盒说明
书配制 JC-1染色工作液。染色前先将其置于37℃
培养箱中预热30min�再将 JC-1染色工作液按照1∶
1的比例加入含有胚胎的培养液中�并于37℃�5％
CO2培养箱中染色25min�用含10％ SSS 的mHTF 培
养液冲洗胚胎数次后�在荧光显微镜下分别于绿色
荧光模块和红色荧光模块下观察�用 LUCIA G软件
获取图像�并分别测量同一胚胎的红色荧光和绿色
荧光强度值�进而得到二者的比值。重复以上操作�
对各组各阶段多枚鼠胚进行测量�比较分析△Ψm。
1．3　统计学处理　采用 SPSS11．0软件包对数据资
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料根据情况分别进行方差分析或秩和检验。

2　结　果
2．1　各阶段植入前胚胎经 JC-1染色后可见光、绿

色荧光和红色荧光结果　见图1。胞浆内高△Ψm
与低△Ψm分布特点各有不同�其中卵裂期胚胎中�
高△Ψm大部分集中在卵裂球胞浆的边缘部分（图
中箭头所示）�而在卵裂球之间相邻的区域极少分
布。

　　　　　　　　图1　各阶段植入前胚胎经 JC-1染色后可见光、绿色荧光和红色荧光图片（×200）
A1、A2、A3：二细胞期胚胎；B1、B2、B3：四细胞期胚胎；C1、C2、C3：八细胞期胚胎；
D1、D2、D3：桑椹胚；E1、E2、E3：囊胚

Fig．1　Images of pre-implantation embryos stained with JC-1under a visible light�green fluores-
cence and red fluorescence（×200）
A1�A2�A3：2-cell stage embryo；B1�B2�B3：4-cell stage embryo；C1�C2�C3：
8-cell stage embryo；D1�D2�D3：Morula；E1�E2�E3：Blastocyst

2．2　植入前各阶段3组胚胎△Ψm 间的比较　见
表1。在二细胞期和桑椹胚期�A、C 两组胚胎△Ψm
均高于 B 组（ P＜0．01）�且 A 组高于 C 组（ P＜
0．01）；在四细胞期�A、C 两组胚胎△Ψm 均高于 B

组（ P＜0．05）而 A、C 两组间差异无统计学意义
（P＞0．05）；在八细胞期和囊胚期�A、C 两组胚胎
△Ψm均高于 B 组（ P＜0．05）且 A 组亦高于 C 组
（P＜0．05）。

表1　3组小鼠植入前胚胎各阶段红、绿荧光强度比值（﹣x± s）
组别

二细胞期

胚胎数 荧光强度比值　　

四细胞期

胚胎数 荧光强度比值　

八细胞期

胚胎数 荧光强度比值　

桑椹胚

胚胎数 荧光强度比值　　

囊胚

胚胎数 荧光强度比值 　

A 26 0．4534±0．0518 20 0．4386±0．0568 15 0．4619±0．0349 13 0．6784±0．0226△ 12 0．8424±0．0251△

B 23 0．2640±0．0455∗∗ 19 0．2484±0．0337∗ 13 0．2281±0．0128∗ 12 0．3815±0．0262∗∗ △ 11 0．5207±0．0664∗△

C 19 0．4068±0．0336∗∗＃＃ 17 0．4025±0．0611＃ 14 0．4047±0．0213∗＃ 13 0．5647±0．0202∗∗＃＃△ 11 0．7126±0．0233∗＃△

　　∗P＜0．05�∗∗P＜0．01vs A组；＃P＜0．05�＃＃P＜0．01vs B 组；△P＜0．05vs 二细胞期
2．3　3组胚胎植入前各阶段△Ψm变化趋势的比较
　见表1。3组桑椹胚和囊胚△Ψm 分别高于二细
胞期、四细胞期和八细胞期胚胎（P＜0．05）�前两者
间以及后3者间差异均无统计学意义（P＞0．05）。

3　讨　论
在人类辅助生殖技术领域中�老龄患者胚胎的

低发育潜能问题一直是困扰生殖医学专家的难题。
线粒体功能是反映细胞活性的重要指标�研究表
明［5］�随着女性年龄的增长�其卵母细胞及胚胎细胞
的线粒体也相应地出现功能异常、数目减少及活性
降低。而 van Blerkom 等［6］发现�MIT 可明显提高受
体卵母细胞内的 ATP 含量�并且新移入的线粒体可

存活80小时以上。△Ψm通过线粒体内膜两侧 “质
子泵”的作用形成�从而保证电子传递以及氧化磷酸
化反应的正常进行�以促使细胞能量物质 ATP 的形
成。本研究结果显示�经过 MIT 的老年小鼠卵母细
胞形成胚胎后�从二细胞期到囊胚期各阶段△Ψm
较未行MIT 组均有明显提高（P＜0．05）。分析原因
可能是新移入的线粒体具有较高△Ψm 并可以一直
维持至囊胚期�或者线粒体数目上的增多使得细胞
内总体△Ψm有所提高。此外�本研究结果还显示�
MIT后二细胞期和桑椹胚期胚胎△Ψm 的提高较其
他阶段更明显（P＜0．01）�这可能与此两阶段的特
殊性有关。小鼠胚胎基因组的激活发生在二细胞
期�而桑椹胚期又是胚胎从低耗氧到高耗氧状态的
转折点［7］�此两种变化都与胚胎新陈代谢效率的提
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高密切相关�在这种情况下可能更多新注入的线粒
体被激活�从而引起△Ψm大幅度升高。

植入前胚胎在卵裂球紧密化之前一直保持低氧

消耗状态�直到桑椹胚期氧消耗明显升高［7］�并开始
利用葡萄糖［8］�由于在囊胚期之前胚胎内的线粒体
都不会发生复制［9］�所以为了满足细胞生理活动的
需求�一些原来处于静止状态的线粒体会被激活�表
现为△Ψm的升高。本研究中�3组胚胎表现出相同
的一种△Ψm 变化趋势�即从二细胞期到八细胞期
经历一段较低的水平�然后在桑椹胚期出现明显升
高�在囊胚期达到最大值。这种变化趋势与胚胎在
不同阶段的不同生理生化特征是相对应的�而 MIT
组胚胎也经历了桑椹胚期△Ψm 的明显升高�表明
新移入的线粒体也成功地参予了这种胚胎的自我调

控过程。
△Ψm在卵裂期胚胎各卵裂球中的分布是不均

匀的。Diaz 等［10］最先以四细胞期胚胎为研究对象�
发现△Ψm 较高的线粒体�即 JC-1聚合物 （J-ag-
gregates）大部分集中在卵裂球的边缘部分�而在卵裂
球之间相邻的区域极少分布�并分析这一现象可能
与调节 Ca2＋的信号转导作用或维持一些 Ca2＋敏感
因子有关。不久后 Van Blerkom 等［11］发现�在所有
卵裂期小鼠胚胎中均存在这一现象。本研究结果显
示�经过MIT 后获得的老年小鼠分裂期胚胎仍具有
以上特性�提示 MIT 对于老年小鼠卵裂期胚胎中
△Ψm的分布无明显影响。

综上所述�MIT 可以明显提高小鼠植入前胚胎
各阶段的△Ψm且不对其变化趋势和分布状况产生
影响�从而提高胚胎发育潜能。
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