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线粒体移植对水牛卵母细胞发育潜能的影响

高亚可，陆凤花，吴柱连，马　帆，刘晓华，杜姗姗，石德顺＊

（广西大学亚热带生物资源保护利用国家重点实验室，南宁５３０００５）

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（ＭＩＴ）后 对

其发育潜能的影响。试验比较了不同级别水牛卵母细胞 ｍｔＤＮＡ的拷贝数，并研究 了 水 牛 卵 母 细 胞 进 行 ＭＩＴ后，

其后续早期胚胎发育及胚胎线粒体膜电位（ΔΨｍ）的变化情况。结果显示：一级卵母细胞组的平均 ｍｔＤＮＡ拷贝数

极显著高于二、三级卵母细胞组（（２０２　１０１±７４　４３２）ｖｓ（１１８　４８３±１７　０２８），（３９　１７７±７　９３８），Ｐ＜０．０１），二级卵母

细胞组的平均ｍｔＤＮＡ拷贝数极显著高于三级卵母细胞组（（１１８　４８３±１７　０２８）ｖｓ（３９　１７７±７　９３８），Ｐ＜０．０１）；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（Ｐ＜０．０１），而 二 级 卵

母细胞组激活后胚胎的卵裂率和囊胚率亦极显著高于三级卵母细胞组（Ｐ＜０．０１）。用 Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ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；且 发 现 二 级 卵 母 细 胞 ＭＩＴ组 孤 雌 激 活

后的囊胚率显著高于对照组和空注组（２７．３％ｖｓ　１７．４％，７．８４％，Ｐ＜０．０５），而 三 级 卵 母 细 胞 ＭＩＴ组 激 活 后 的 囊

胚率与对照组和空注组差异不显著（Ｐ＞０．０５）；对胚胎ΔΨｍ检测发现，水牛植入前各时期胚 胎ΔΨｍ总 体 呈 上 升

趋势，线粒体移植后胚胎各时期的ΔΨｍ均 显 著 高 于 对 照 组（Ｐ＜０．０５）。综 上 表 明：不 同 质 量 的 水 牛 卵 母 细 胞 其

ｍｔＤＮＡ拷贝数存在显著差异，且 ｍｔＤＮＡ拷贝数与卵母细胞质量和发育能力成正相关；通过移植外源线粒体可以

提高二级水牛卵母细胞的发育潜能。
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　　线粒体是哺乳动物细胞中含量最为丰富的细胞

器，其基本功能是为细胞的一切生命活动提供能量

（ＡＴＰ），同时还对配子的成熟和早期胚胎发育产生

重要的影响。在卵母细胞的成熟过程中，线粒体的

数量、结构及分布不是固定不变的，它会随着卵母细

胞成熟过程中对能量的需求变化而变化。但随着卵

母细胞的成熟完成，ｍｔＤＮＡ将不再进行自我复制，
直至囊胚孵化阶段才恢复复制［１］，因此，早期胚胎发

育各阶段所需要的能量主要由卵母细胞自身所携带

的线 粒 体 提 供。Ｊ．Ｖａｎ　Ｂｌｅｒｋｏｍ 等［２］研 究 发 现，

ＡＴＰ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，ＡＴＰ含量低的卵子虽然也具有一定

的受精能力，但仅当ＡＴＰ含量≥２ｐｍｏｌ时，受精卵

才容易继续发育。研究表明，在胚胎发育早期需要

大量的能量，尤其是４－～８－细胞期，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［３］。Ｃ．Ｔ．Ｚｅｎｇ等［４］进行患者自体颗粒

细胞线粒体移植（ＭＩＴ）后，成功获得妊娠的临床报

道。２００３年，中 国 首 例 ＭＩＴ的 双 胞 胎 儿 顺 利 出 生

并且健 康 状 况 良 好［５］。在 小 鼠，Ｙ．Ｃ．Ｙｉ等［６］分 别

对年轻和老龄小鼠进行 ＭＩＴ，与未移植的对照组相

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。因 此，ＭＩＴ可以一定程度上

改善卵子的质量和胚胎的发育能力。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，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。

１　试验材料

１．１　材料

水牛卵巢采自于南宁市屠宰场。

１．２　主要试剂

本试验所用化学试剂除特殊说明外均购自Ｓｉｇ－
ｍａ公司。ＴＣＭ－１９９、ＤＭＥＭ购自Ｇｉｂｃｏ公司，质粒

ＰＭＤ１８－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ、ＤＮＡ　Ｔａｑ酶、１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ、

Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ和ＳＹＢＲ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑＴＭ 购自

大连 宝 生 物 公 司（ＴａＫａＲａ）；质 粒 提 取 试 剂 盒 和

ＤＮＡ胶回收试剂盒购自天根生化科技有限公司，琼
脂糖Ａｇａｒｏｓｅ购自上海北诺生物科技有限公司；卵

母细 胞 裂 解 液（１×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ，２．５％ Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００，１００μｇ·ｍＬ

－１蛋 白 酶 Ｋ）购 自 英 国 Ｈｕｎｔｉｎｇ－
ｄｏｎ公 司；线 粒 体 提 取 试 剂 盒 购 自 德 国 Ｈｅｒｍｏ公

司；Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ线 粒 体 荧 光 探 针 购 自 碧 云

天生物公司；ＪＣ－１线 粒 体 荧 光 探 针 购 自 美 国 ＡＡＴ
Ｂｉｏｑｕｅｓｔ。

１．３　主要仪器

电泳 仪 和 凝 胶 成 像 系 统（ＢＩＯ－ＲＡＤ），ＰＣＲ仪

（Ｂｉｏｍｅｔｒａ），高速 离 心 机 和 紫 外 分 光 光 度 计（Ｔｈｅｒ－
ｍｏ），ＭＩＬＬＩＱ－ＢｉｏＣｅｌ超纯水制备系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），
超净工作台（苏州佳德净化科技），生化恒温培养箱

（上海博 迅 医 疗 设 备），７５００Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ（Ａｐ－

４８５
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ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），实 体 显 微 镜（Ｎｉｋｏｎ），倒 置 显 微

镜及显微 操 作 系 统（Ｎｉｋｏｎ），激 光 扫 描 共 聚 焦 显 微

镜（ＬＳＭ５１０ｍｅｔａ，Ｌｅｉｃａ），ＣＯ２ 培 养 箱（Ｔｈｅｒｍｏ），
高速冷冻离心机（Ｓｉｇｍａ）。

１．４　试验方法

１．４．１　水牛卵母细胞的体外成熟培养　　从屠宰

场收集的水牛卵巢置于３０℃左右高压灭菌生理盐

水中２～３ｈ运回实验室。卵巢先用７５％酒精润洗

消毒后，再用预热灭菌生理盐水清洗２～３遍，用带

有１２号针头的１０ｍＬ注射器抽取卵巢皮质层２～５
ｍｍ直径的卵 泡。抽 卵 前 先 吸 取 少 量 预 热 的ＣＣＭ
液 （ＴＣＭ－１９９ ＋ ５ ｍｍｏｌ· Ｌ－１　 ＨＥＰＥＳ ＋ ５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＨＣＯ３＋３％ＦＢＳ），体视显微镜下拣

出卵泡液 中 的 卵 丘－卵 母 细 胞 复 合 体（ＣＯＣｓ）。经

ＣＣＭ液清洗２～３遍后，放入预热Ｍ液（ＴＣＭ－１９９＋５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＨＥＰＥＳ＋２６．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＨＣＯ３＋０．１

μｇ·ｍＬ
－１　ＦＳＨ＋５％ＦＢＳ）中过渡处理３ｍｉｎ，然后

移入另 一 份 Ｍ 液 中，每１００μＬ体 积 Ｍ 液 中 放 入

１０～２０枚ＣＯＣｓ。置于３８．５℃５％ ＣＯ２ 饱和湿度

的恒温培养箱中成熟培养２２～２４ｈ。

１．４．２　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的层数，可将

卵母细胞大致分为５类［７］：Ａ类卵母细胞形态规则，
卵丘颗粒细胞致密，至少包裹有５层以上卵丘颗粒

细胞；Ｂ类卵母细胞形态基本规则，卵丘颗粒细胞为

２～４层，基本 上 包 裹 卵 母 细 胞；Ｃ类 卵 母 细 胞 大 部

分被卵丘颗粒细胞包裹，形态基本规则；Ｄ类卵母细

胞外只有少量卵丘颗粒细胞存在，形态基本规则；Ｅ
类卵母细胞为裸卵，形态基本规则。其中Ａ、Ｂ类卵

母细胞归为一级，Ｃ、Ｄ类卵母细胞归为二级，Ｅ类卵

母细胞归为三级。

１．４．３　荧光定量标准品的制备

１．４．３．１　ＰＣＲ扩增：将去除 颗 粒 细 胞 后 的５枚 水

牛卵母细胞移入１０μＬ裂解液进行细胞裂解，作为

ＰＣＲ扩增的模板。参考ＧｅｎＢａｎｋ中牛线粒体全基

因组（ＮＣ＿００６８５３）和文献［８］，设计引物序列（上游：

５′－ＣＡＧＴＧＡＧＡＡＴＧＣＣＣＴＣＴＡＧＧ－３′；下 游：５′－
ＴＴＴＡＣＧＣＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＴ－３′）。在２００μＬ灭菌

ＰＣＲ中依次加入Ｔａｑ　Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ　１０μＬ、引物各０．５

μＬ、模板１μＬ、双蒸水８μＬ，ＰＣＲ扩 增 程 序：９５℃
变性３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０循

环；７２℃１０ｍｉｎ。扩 增 后 产 物 点 样 电 泳（１１０Ｖ３０
ｍｉｎ），凝胶成像分析系统拍照观察。

１．４．３．２　目的片段的克隆、鉴定：切下目标条带，回
收并纯化ＰＣＲ产物（天根生化科技有限公司）。利

用ｐＭＤ１８－Ｔ载体进 行 连 接，于１６℃水 浴 过 夜，次

日进行转化。转 化 前 先 预 热 复 苏 液 和 培 养 基，取５

μＬ连接 产 物 加 入 感 受 态 细 菌 中 冰 浴３０ｍｉｎ，将 混

合物放入４２℃水浴锅，水浴６０ｓ，冰上放置２ｍｉｎ，
加入１ｍＬ复苏液于混合物中，摇床中混匀４５ｍｉｎ
后离心。弃去上层８００μＬ液体，将剩余液体混匀涂

于加入抗生素的ＬＢ固体培养基上，３７℃培养１２ｈ
后挑菌、摇菌。提取质粒前，先进行菌液ｃｒａｃｋｉｎｇ鉴

定，挑选 阳 性 菌 液 提 取 重 组 质 粒（天 根 生 化 科 技 公

司）。对重组质粒进行双酶切鉴定，若重组质粒构建

成功，则测定其浓度，并对其梯度稀释保存。

１．４．３．３　荧 光 定 量ＰＣＲ：将 上 述 梯 度 稀 释 好 的 质

粒作为模板，进行荧光定量ＰＣＲ扩增，制 备 标 准 曲

线，作为实时荧光定量标准品。反应体系：ＳＹＢＲ　ＩＩ
１０μＬ、ＲＯＸ染料０．４μＬ、引物各０．３μＬ、双蒸水８

μＬ、模板１μＬ，共２０μＬ；反应条件：９５℃５ｍｉｎ，９５
℃３０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４５个循环。

１．４．４　ｍｔＤＮＡ拷 贝 数 测 定　　按 上 述 分 类 标 准

分别收集不同级别的卵母细胞，５枚一组放入１０μＬ
细胞裂解液内，５５℃水浴锅内放置２０～３０ｍｉｎ，１００
℃沸水中 放 置５ｍｉｎ，再 以１　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心２
ｍｉｎ，取１０μＬ上清液稀释２０倍后作为ＰＣＲ模板。
荧光定量ＰＣＲ反应体系同１．４．３．３，以双蒸水和裂

解液作为阴性对照组。

１．４．５　孤雌激活处理　　分别对各级别卵母细胞

进行孤雌激活处理。先用５μｍｏｌ·Ｌ
－１的离子霉素

激活处理５ｍｉｎ，用培养液清洗３遍，然后移入含２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的二甲氨基嘌呤（６－ＤＭＡＰ）的培养液中

激活处理３ｈ。激活后用培养液清洗３遍，移入水牛

颗粒 细 胞 单 层 的 培 养 微 滴 内，置 于３８．５ ℃、５％
ＣＯ２、饱和湿 度 的 恒 温 培 养 箱 中 进 行 培 养，每４８ｈ
换液１次。２４ｈ后 统 计 各 组 胚 胎 卵 裂 率，７ｄ后 统

计各组胚胎囊胚率。

１．４．６　水牛卵泡颗粒细胞的分离与体外培养　　
具体方法参照文献［９］。

１．４．７　线粒体的提取及活性检测　　水牛颗粒细

胞培养汇合至７０％～８０％ 时，用胰酶消化、收集细

胞，单次提取的细胞数量约５×１０７。依据线粒体提

取试 剂 盒（Ｔｈｅｒｍｏ公 司）操 作 要 求，将 收 集 的 颗 粒

细胞洗涤后加入预冷的２ｍＬ玻璃匀浆器中，加 入

８００μＬ分离 液 Ａ，冰 上 研 磨３０～４０ｓ使 细 胞 破 裂

５８５
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（可取 少 量 研 磨 液 镜 下 观 察 细 胞 破 裂 程 度），加 入

５００μＬ分离液Ｃ并一起转移到灭菌ＥＰ管内，１　５００
ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心

２０ｍｉｎ，弃上清，加 入５００μＬ分 离 液Ｃ重 悬 洗 涤，

１　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，弃上清，线粒体沉淀在管底，加入５μＬ
保存液混匀悬浮备用。活性线粒体经 Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ
Ｇｒｅｅｎ染色后可 以 发 出 绿 色 荧 光，活 性 较 低 或 失 去

活性的线 粒 体 则 荧 光 强 度 较 弱 或 没 有 荧 光。检 测

时，将 Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ荧 光 探 针 工 作 液２００μＬ与 提

取的线粒体混匀，培养箱内孵育３０ｍｉｎ，洗涤２～３
次后１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心１０ｍｉｎ回 收 线 粒 体，荧

光显微镜下检测线粒体的荧光强度。

１．４．８　线粒体移植　　将事先提取好的线粒体放

入ＣＯ２ 培养箱中温育３０ｍｉｎ。在操作盘中分别做５

μＬ线粒体悬液滴、３０μＬ胰酶溶液滴各１个，３０μＬ
培养液（ＣＭ）液 滴（放 置 卵 母 细 胞）若 干 滴，覆 盖 石

蜡油，将操作盘置于ＣＯ２ 培养箱中温育５～１０ｍｉｎ。
借助显微操作系统，使用内径６～７μｍ 的显微注射

针，先吸取一定量（相当于１～１．５个卵母细胞直径长

度）的线粒体悬液，再缓缓注入单个卵母细胞胞质内。
线粒体移植后用ＣＭ液清洗卵母细胞２～３次，置于

ＣＯ２ 培养箱内恢复处理１ｈ后进行孤雌激活处理。

１．４．９　胚胎线粒体膜电位（ΔΨｍ）测定　　按照线

粒体膜电位检测试剂盒说明书配制ＪＣ－１工作液，染
色前先将工作液在ＣＯ２ 培养箱中温育３０ｍｉｎ，使用

时与ＣＭ培养液１∶１混 匀。收 集 各 时 期（２－细 胞、

４－细胞、８－细 胞、桑 椹 胚 和 囊 胚）胚 胎，置 于ＪＣ－１工

作液中避光染色３０ｍｉｎ。由于ＪＣ－１探针的水溶性

较差，会有轻微絮状不容物附在胚胎表面，染色结束

后需用ＣＭ液多次洗涤，可轻微吹打。荧光显微镜

下分别于绿色和红色荧光模块下观察，获取荧光图

像，使用Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓ　６．０软 件 测 量 同 一 胚 胎 的

红、绿荧光值，最后计算同一胚胎的红、绿荧光比值

即为胚胎的线粒体膜电位值（ΔΨｍ）。

１．５　试验设计

１．５．１　卵母细 胞 ｍｔＤＮＡ拷 贝 数 与 卵 母 细 胞 质 量

及胚胎发育潜能的关系　　收集经体外成熟培养后

不同级别的水牛卵母细胞，采用实时荧光定量ＰＣＲ
检测卵母细胞 ｍｔＤＮＡ 的拷贝数，并 分 别 对 各 级 别

卵母细胞进行孤雌激活处理，观察统计其胚胎发育

情况，初步分 析 ｍｔＤＮＡ拷 贝 数 与 卵 母 细 胞 质 量 及

胚胎发育潜能的关系。

１．５．２　线粒体的活性检测及移植后的追踪观察　
　以水牛卵 泡 颗 粒 细 胞 作 为 线 粒 体 提 取 的 供 源 细

胞，将提取出的线粒体用 Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ荧光探针标

记后，荧光显微镜下观测线粒体的活性值；同时借助

显微操作系统，将一定量的标记后的线粒体植入体

外成熟培养２４ｈ后的卵母细胞胞质内，然后进行孤

雌激活处理。荧光显微镜下观察外源线粒体在胚胎

发育过程中的分布及存活情况。

１．５．３　线粒体移植对水牛胚胎发育的影响　　试

验以二、三级 水 牛 卵 母 细 胞 为 研 究 对 象，初 步 探 讨

ＭＩＴ对二、三级水牛卵母细胞发育潜能的影响。将

提取的活性线粒体移植到二、三级卵母细胞胞质后

进行孤雌激活处理，设置空注组（注入等量的线粒体

悬浮液）和对照组（不移植），观察并统计各组胚胎发

育情况。

１．５．４　线粒体移植对水牛植入前胚胎线粒体膜电

位的影响　　本试验旨在探索 ＭＩＴ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２４ｈ
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。收集两组各 阶 段 胚 胎，通 过

ＪＣ－１荧光探针染色来检测不同时期胚胎的ΔΨｍ值，
荧光显微镜下分别于绿色和红色荧光模块下观察，获
取荧光图像，使用Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓ　６．０软件测量同一

胚胎的红、绿荧光值，最后计算同一胚胎的红、绿荧光

比值即为胚胎的线粒体膜电位值（ΔΨｍ）。

２　结　果

２．１　标准品的制备

ＰＣＲ产物经１％ 凝胶电泳检测，扩增出２２５ｂｐ
大小目的片段（图１Ａ），扩增条带清晰明亮，没有拖

带现象。重组质粒经双酶切鉴定（图１Ｂ）：重组质粒

大小约３　０００ｂｐ，条带清晰明亮，双酶切检测切下片

段约为３００ｂｐ左右，与 预 期 结 果 一 致，说 明 质 粒 构

建成功。
将梯度稀释的质粒经ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ反应后，得

到的 标 准 曲 线 如 图２所 示。标 准 曲 线 的 斜 率 为

－３．３９６，截距为３６．４９２，Ｒ２ 值为０．９９７，其线性范围

可达６个数量级，其重组质粒浓度与相应的Ｃｔ值线

性关系良好，可用于量化样品中ｍｔＤＮＡ的拷贝数。

２．２　不同级别水牛卵母细胞ｍｔＤＮＡ拷贝数

采用ｑＲＴ－ＰＣＲ检 测 不 同 级 别 水 牛 卵 母 细 胞

ｍｔＤＮＡ拷贝数的分析结果：一级卵母细胞组的平均
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Ｍ１．ＭａｒｋｅｒⅠ；Ｍ２．Ｓｕｐｅｒ　ｍａｒｋｅｒ；Ｍ３．ＭａｒｋｅｒⅢ
图１　ＰＣＲ扩增目的基因片段（Ａ）和重组质粒的双酶切鉴定（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄ　ｄｏｕｂｌｅ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ（Ｂ）

图２　ｍｔＤＮＡ拷贝数定量ＰＣＲ标准曲线

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｍｔＤＮＡ　ｃｏｐｙ　ｎｕｍｂｅｒ

ｍｔＤＮＡ拷 贝 数 极 显 著 高 于 二、三 级 卵 母 细 胞 组

（（２０２　１０１±７４　４３２）ｖｓ（１１８　４８３±１７　０２８），（３９　１７７
±７　９３８），Ｐ＜０．０１）；二级卵母细胞组的平均 ｍｔＤ－
ＮＡ 拷 贝 数 亦 极 显 著 高 于 三 级 卵 母 细 胞 组

（（１１８　４８３±１７　０２８）ｖｓ （３９　１７７±７　９３８），Ｐ＜
０．０１）。表明 不 同 质 量 的 水 牛 卵 母 细 胞 的 ｍｔＤＮＡ
拷贝数存在显著差异。

２．３　不同级别水牛卵母细胞孤雌激活胚胎的发育

不同级别水牛卵母细胞孤雌激活处理后胚胎发

育情况见表１，一级卵母细胞经孤雌激活处理后 的

胚胎卵裂率和囊胚率都极显著高于二、三级卵母细

胞组（Ｐ＜０．０１）；而二级卵母细胞激活后胚胎的卵

裂率和囊胚率亦极显著高于三级卵母细胞组（Ｐ＜
０．０１）。表明水 牛 卵 母 细 胞 的 ｍｔＤＮＡ拷 贝 数 与 胚

胎发育的能力成正相关（图３）。

同组不同大写字母标注表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）
Ｄａｔａ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｈｉｇｈｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉ－
ｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）
图３　卵母细胞ｍｔＤＮＡ拷贝数与胚胎发育能力的关系

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｏｏｃｙｔｅ　ｍｔＤＮＡ　ｃｏｐｙ　ｎｕｍ－
ｂｅｒ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

表１　不同级别水牛卵母细胞孤雌激活胚胎的发育情况

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐａｒｔｈｅｎｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｅｍｂｒｙｏｓ　ｆｒｏｍ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｑｕａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｂｕｆｆａｌｏ　ｏｏｃｙｔｅｓ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

卵母细胞数

Ｎｏ．ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ

分裂率／％

Ｃｌｅａｖａｇｅ　ｒａｔｅ

囊胚率／％

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ｒａｔｅ
一级卵母细胞Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ　 １１７　 ７１．８３±２．６０Ａ　 ４２．８５±２．８６Ａ

二级卵母细胞 Ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ　 １４３　 ４１．６１±５．５２Ｂ　 ２５．０６±２．０４Ｂ

三级卵母细胞 Ｔｈｅ　ｔｈｉｒｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ　 １２９　 １５．２６±１．４１Ｃ　 ２．２５±０．７９Ｃ

同列标注不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同

Ｄａｔａ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｍａｌｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｅａｎ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ

ｈｉｇｈｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
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２．４　线粒体的活性检测及移植后的追踪观察

从水牛颗粒细胞中提取线粒体，活性线粒体经

Ｍｉｔｏ－Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ荧光 探 针 标 记 后 呈 绿 色 荧 光，
如图４Ａ和４Ｂ所示，荧光探针标记染色结果显示从

水牛颗粒细胞提取的线粒体活性良好。线粒体移植

后，在荧光显微镜下观察外源线粒体在胚胎发育过

程中的分布及存活情况，结果发现：外源线粒体移植后

随着胚胎发育而发生移动，并分配到每个卵裂球中。
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（图４Ｃ和４Ｄ）。

Ａ．常光下线粒体悬液图，Ｂ．绿色荧光下线粒体悬液图；Ｃ．线 粒 体 移 植２ｈ后 荧 光 下 胚 胎 图；Ｄ．线 粒 体 移 植２４ｈ后

荧光下胚胎图

Ａ．Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｄｒｏｐｌｅｔ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ　ｕｎｄｅｒ　ｂｒｉｇｈｔ－ｆｉｅｌｄ；Ｂ．Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｄｒｏｐｌｅｔ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ　ｕｎｄｅｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；
Ｃ．Ｔｈｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ　ａｆｔｅｒ　ＭＩＴ　ｆｏｒ　２ｈｕｎｄｅｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ；Ｄ．Ｔｈｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ　ａｆｔｅｒ　ＭＩＴ　ｆｏｒ　２４ｈｕｎｄｅｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
图４　线粒体移植前线粒体悬液及注射后胚胎荧光观察４００×
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ　ｏｆ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｄｒｏｐｌｅｔ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ　ｂｅｆｏｒｅ　ＭＩＴ　ａｎｄ　ｅｍｂｒｙｏｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔａｇｅ　ａｆｔｅｒ

ＭＩＴ　４００×

２．５　线粒体移植对水牛卵母细胞后续胚胎发育的影响

线粒体移植对二、三级水牛卵母细胞孤雌激活

胚胎发育的 影 响（表２）。结 果 发 现：二 级 卵 母 细 胞

线粒体移植后的孤雌激活胚胎的囊胚发育率显著高

于对照组和空注组（２７．３％ｖｓ　１７．４％，７．８４％，Ｐ＜

０．０５）；而三级卵母细胞线粒体移植后孤雌激活胚胎

的囊胚率与对照组和空注组无显著差异（４．７３％ｖｓ
３．４３％，１．３６％，Ｐ＞０．０５）。说 明 水 牛 颗 粒 细 胞 线

粒体移植可以改善二级卵母细胞后续胚胎的发育潜

能，但对三级卵母细胞无明显作用。

表２　ＭＩＴ对水牛二、三级卵母细胞孤雌激活胚胎发育的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＭＩＴ　ｏｎ　ｐａｒｔｈｅｎｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｔｈｉｒｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｂｕｆｆａｌｏ　ｏｏｃｙｔｅｓ ％

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

二级卵母细胞 Ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ 三级卵母细胞 Ｔｈｅ　ｔｈｉｒｄ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｏｏｃｙｔｅｓ

细胞数

Ｎｏ．ｏｆ

ｏｏｃｙｔｅｓ

卵裂率

Ｃｌｅａｖａｇｅ

ｒａｔｅ

８－细胞

胚胎率

８－ｃｅｌｌ

ｅｍｂｒｙｏ　ｒａｔｅ

囊胚率

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

ｒａｔｅ

细胞数

Ｎｏ．ｏｆ

ｏｏｃｙｔｅｓ

卵裂率

Ｃｌｅａｖａｇｅ

ｒａｔｅ

８－细胞

胚胎率

８－ｃｅｌｌ

ｅｍｂｒｙｏ　ｒａｔｅ

囊胚率

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

ｒａｔｅ

注射组Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ　 １４３ （８４）５８．７ａ （７０）４８．９ａ （３９）２７．３ａ １６９ （３１）１８．３ａ （２０）１１．８ａ （８）４．７３
对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ　 １１５ （７１）６１．８ａ （４５）３９．１ｂ （２０）１７．４ｂ　 １７５ （３４）１９．４ａ （１９）１０．９ａ （６）３．４３
空注组Ｎｏｔｈｉｎｇ　ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ　 １０２ （４２）４１．２ｂ （１９）１８．６ｃ （８）７．８４ｃ　 １４７ （１３）８．８４ｂ （７）４．７６ｂ （２）１．３６

２．６　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ΔΨｍ是在线粒体内膜两侧离子

泵的作用下形成的，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 ＡＴＰ的 正 常 供
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应。本试验主要 通 过ＪＣ－１荧 光 探 针 染 色（图５）来

检测不同时期胚胎的ΔΨｍ值，其结果见表３，从２－
细胞～囊胚的ΔΨｍ 总体呈上升趋势，ＭＩＴ组２－细

胞、４－细胞的ΔΨｍ极显 著 高 于 对 照 组（Ｐ＜０．０１），

８－细胞 期、桑 椹 胚 和 囊 胚 ΔΨｍ 显 著 高 于 对 照 组

（Ｐ＜０．０５）。可 见，线 粒 体 移 植 可 以 明 显 提 高 水 牛

孤雌激活胚 胎 各 时 期 的ΔΨｍ，但 不 改 变 在 胚 胎 发

育过程中ΔΨｍ的总体变化趋势（图６）。

表３　ＭＩＴ对水牛胚胎线粒体膜电位的影响

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＭＩＴ　ｏｎ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｏｆ　ｂｕｆｆａｌｏ　ｅｍｂｒｙｏ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

线粒体膜电位值 ΔΨｍ

２－细胞２－ｃｅｌｌ　 ４－细胞４－ｃｅｌｌ　 ８－细胞８－ｃｅｌｌ 桑椹胚 Ｍｏｒｕｌａ 囊胚Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

移植组

Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
０．３４２　８±０．０７４　２Ａ　０．３３７　１±０．０５５　６Ａ　 ０．３０７　９±０．０８１　４ａ ０．４５５　２±０．０４２　７ａ ０．５５１　８±０．０５３　８ａ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ　 ０．２３０　６±０．０４３　３Ｂ　 ０．２３１　８±０．０４７　１Ｂ　 ０．２４６　０±０．０５３　３ｂ　 ０．３９１　５±０．０４１　１ｂ　 ０．５１６　５±０．０４９　４ｂ

Ａ１～Ａ３、Ｂ１～Ｂ３、Ｃ１～Ｃ３、Ｄ１～Ｄ３和Ｅ１～Ｅ３．２－细胞期胚胎、４－细胞期胚胎、桑椹胚、囊胚和孵化囊胚

Ａ１－Ａ３，Ｂ１－Ｂ３，Ｃ１－Ｃ３，Ｄ１－Ｄ３，Ｅ１－Ｅ３．Ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　２－ｃｅｌｌ　ｓｔａｇｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ，４－ｃｅｌｌ　ｓｔａｇｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ，８－ｃｅｌｌ　ｓｔａｇｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ，
ｍｏｒｕｌａ，ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ａｎｄ　ｈａｔｃｈｅｄ　ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ　ｆｒｏｍ　ｔｏｐ　ｔｏ　ｂｏｔｔｏｍ
图５　各时期胚胎ＪＣ－１探针染色后可见光、绿色荧光、红色荧光图４００×
Ｆｉｇ．５　Ｉｍａｇｅｓ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｒｏｗ　ａｒｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ　ｓｔａｉｎｅｄ　ｂｙ　ＪＣ－１ｕｎｄｅｒ　ａ　ｖｉｓｉｂｌｅ　ｌｉｇｈｔ，ｇｒｅｅｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｒｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　４００×

９８５



畜　牧　兽　医　学　报 ４６卷　

图６　水牛孤雌激活胚胎各时期ΔΨｍ
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅΔΨｍ　ｏｆ　ｂｕｆｆａｌｏ　ｐａｒｔｈｅｎｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｅｍｂｒｙｏｓ　ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔａｇｅ

３　讨　论

ｍｔＤＮＡ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

成熟过程中，细胞内的ｍｔＤＮＡ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

量需求的变化而变化。细胞成熟后ｍｔＤＮＡ停止复

制，直到囊胚孵化阶段才逐渐恢复复制。Ｔ　Ａ．Ｓａｎ－
ｔｏｓ等［１０］通过对 不 同 受 精 结 局 的 卵 母 细 胞 ｍｔＤＮＡ
拷贝数检测发现，正常受精组高于受精失败组和退

化组。Ｊ．Ｈａｎｓｅｎ等［１１］认 为，高 龄 妇 女 卵 母 细 胞 发

育潜能低可能是由于卵母细胞中完整的 ｍｔＤＮＡ 拷

贝数下降，或者ｍｔＤＮＡ转录水平下降所至。此外，
卵母细胞 ｍｔＤＮＡ拷 贝 数 还 与 卵 母 细 胞 凋 亡［１２］以

及胚 胎 发 育 阻 滞 等 密 切 相 关［１３］。因 此，线 粒 体

ｍｔＤＮＡ拷贝数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。试验中

发现三级水牛卵母细胞的ｍｔＤＮＡ拷贝数极显著低

于一、二级卵母细胞组，且孤雌激活胚胎的发育能力

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 ｍｔＤＮＡ
复制，细胞成熟不完全，同时也表明了水牛卵母细胞

的ｍｔＤＮＡ拷贝数与卵母细胞质量和胚胎发育的能

力成正相关。试验发现二级卵母细胞经线粒体移植

后可以显著提高其孤雌激活胚胎的发育能力，这一

结果与王晓 磊 等 的 试 验 结 果 相 似［１４］；试 验 还 发 现，
虽然 ＭＩＴ组与对照组相比卵裂率无显著差异，但都

显著高于空注组（Ｐ＜０．０１），说明了显微操作会对

细胞造成一定的机械损伤，同时也说明线粒体移植

对胚胎的发育有明显的改善作用。另外试验结果显

示，ＭＩＴ对三级卵母细胞的胚胎发育率并无明显改

善作 用，这 可 能 是 由 于 三 级 水 牛 卵 母 细 胞 的 ｍｔＤ－
ＮＡ拷贝数过低，卵母细胞胞质成熟不完全，显著降

低了其胚胎的发育能力。同时依据Ｊ．Ｖａｎ　Ｂｌｅｋｒｏｍ
等［２］的研究结 果，卵 母 细 胞 内 ＡＴＰ的 含 量 要 达 到

一定的阈值胚胎才能正常受精和发育，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

ＡＴＰ的含量达到这个阈值，因而对胚胎的发育无明

显改善作用。
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ｍｔＤＮＡ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 ｍｔＤＮＡ可 以 被 同 化 并

参与受体胚胎的发育，且可以遗传给后代［１５］。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

发生移动，并被分配到卵裂球中，说明外源线粒体移

植后在一定时间内可持续具有活性，并参与了胚胎

的早期发育。但多数细胞荧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相对有

限，且随着胚胎发育部分外源线粒体被逐步降解，同
时线粒体活性荧光探针也会随着观察次数的增多而

发生荧光淬灭。线 粒 体 膜 电 位（ΔΨｍ）是 通 过 线 粒

体内膜两侧“质子泵”的作用形成，是保证电子传递

以及氧化磷酸化反应正常进行，促使细胞能量物质

ＡＴＰ形成的前提［１６］，此外，ΔΨｍ与卵母细胞成熟、
受精和卵裂过程中线粒体的空间稳定，细胞信号转

导，维护钙稳态和细胞凋亡等过程也直接相关［１７－１９］。
因此，ΔΨｍ被 认 为 是 影 响 卵 母 细 胞 和 胚 胎 发 育 潜

能的重要因素之一。本试验在对早期胚胎ΔΨｍ测

定时发 现，正 常 水 牛 孤 雌 激 活 胚 胎 从２－细 胞～囊

胚，其ΔΨｍ总体呈上升趋势，这与刘延荷等对小鼠

的研究结果 一 致［２０］。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ΔΨｍ值。同时，ＭＩＴ组的卵母细胞孤雌

激活后各个时期胚胎的ΔΨｍ均明显高于对照组。
这可能是由 于 被 移 植 的 外 源 线 粒 体 具 有 较 高 的 活

性，并有部分外源线粒体参与了胚胎的发育过程，从
而增加了胚 胎 整 体 的ΔΨｍ值。本 试 验 结 果 显 示，
外源 线 粒 体 移 植 虽 然 改 变 了 水 牛 各 时 期 胚 胎 的

ΔΨｍ，但未改变胚胎发育过程中ΔΨｍ的总体变化

趋势。综上所述，卵母细胞线粒体移植可以一定程

度上提高水牛卵母细胞的发育潜能。
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