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卵母细胞老化对小鼠体细胞克隆胚发育
的影响
王二耀 1, 2,代相鹏 1, 2,焦丽红 1,周 琪 1,王 柳 1

[摘要] 就小鼠卵母细胞的卵龄对克隆胚的体外发育能力的影响进行了检测 ,以确定最佳的取卵时间 ,以及取卵后进行核移植操作的可

耐受的时间。采用 PMSG 和 hCG 超排 B6D2F1 雌鼠。在体内老化实验中 ,分别于注射 hCG 后 13, 15, 17, 20 h 取卵用于核移植操作 ;

在体外老化实验中 ,所有的卵均于注射 hCG 后 13 h 取出并培养 , 然后在 13, 15, 17, 20 h 进行核移植操作。每个时间点的核移植操作

在 1 h 内完成 ,重构的胚胎培养 1 h 后进行激活。结果显示 :在体内老化实验中 , 注射 hCG 后 13 h 取卵 , 获得的克隆囊胚发育率最高 ,

为 56.0%, 15 h 取卵仍维持了其支持胚胎体外发育的能力 ,但 17 h 及更长时间后取的卵 ,重构后的囊胚发育率显著下降( 18.1%)。注射

hCG 后 15 h 取的卵孤雌发育率最高(囊胚发育率为 90.1%) ,并在 17 h 仍维持较高的孤雌发育能力 ,在 20 h 显著下降。在体外老化试

验中 ,于注射 hCG 后 13 h 取卵 ,分别于 13, 15, 17 h 重构 ,都获得了较高的囊胚发育率(分别为 57.7%, 52.2%, 46.3%) , 而在注射 hCG

后 20 h 重构 ,囊胚发育率显著下降( 14.8%)。体外老化的孤雌胚在注射 hCG 后 22 h 激活时囊胚发育率显著下降。结果表明 :卵母细胞

在体内和体外老化都影响克隆胚的体外发育 , 最佳取卵时间为注射 hCG 后 13 h, 取卵后立即用于重构可获得最佳囊胚发育率 ;体内、

外老化卵支持重构胚较好发育的时间间隔是不同的 , 体内老化卵支持重构胚发育能力从注射 hCG 后 17 h 开始下降 , 体外老化卵则发

生在 20 h。这些结果可以指导操作 ,有利于在应用核移植进行其他基础研究时降低操作引起的误差。
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Abstract: The study analyzed the effects of postovulatory aging of mouse oocytes, both in vivo and in vitro, on the development of

mouse somatic cell nuclear transfer embryos in vitro. Oocytes were collected from female B6D2F1 mice 13, 15, 17, 20 hours after

hCG injection, respectively. Nuclear transfer micromanipulation was completed within one hour, and the reconstructed embryos

were activated after one hour. At the same time, the parthenogenesis development was compared. For in vitro aging experiment, all

oocytes were collected 13 hours after hCG injection, then nuclear transfer was performed 13, 15, 17, 20 hours after hCG injection.

The results showed that the postovulatory aging of oocytes both in vivo and in vitro affected the development of the cloned embryos

in vitro. The cloned blastocyst rate reached the highest when oocytes were collected 13 hours after hCG injection and being

micromanipulated at once. The cloned blastocyst rate significantly decreased when oocytes were collected 17 hours after hCG

injection and when oocytes were collected 13 hours after hCG injection and being micromanipulated 20 hours after hCG injection.
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These results provide us with some practicable nuclear transfer procedure rules for cloning to achieve better results and reduce the

error by manipulation when nuclear transfer is used in the fundamental researches.
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0 引言

在动物排卵后 ,精子入卵有一个时期限制 , 如在这

一时期发生入卵,则卵母细胞的活化及发育能力可达到

最佳。小鼠的这一时期可能持续 6 h[1]。在核移植研究

中 ,以卵母细胞作受体进行核移植 , 体外操作的卵母细

胞或许也存在这样的时间限制。明确最佳取卵时间及操

作时间 ,将有助于指导核移植过程中的实际操作 , 提高

核移植操作的效率和重构胚的发育。

在正常受精的情况下, 精子诱导一系列钙振荡,启

动了一系列分子和细胞事件,从而开始了胚胎的发育进

程[2]。卵母细胞任何异常变化,都会影响发育,比如老化。

就核移植操作而言,卵母细胞可在以下两种情况发生老

化:一种是排卵后在不同时间点取卵 , 即卵母细胞在体

内处于一种等待状态 ,随取卵时间向后推移 , 卵母细胞

逐渐老化;另一种情况是取卵后在体外培养 , 于不同的

时间进行操作或激活处理,卵母细胞随体外培养时间的

延长逐渐老化。已有试验表明,卵母细胞排出后在体内

和体外不同程度的老化都影响其受精及孤雌激活的能

力[3],但卵母细胞老化对体细胞的重编程能力的影响未

见系统分析。确定排卵后卵母细胞重编程能力的最佳时

间点与维持这种能力的时间间隔,以及比较与孤雌发育

能力的差异 ,对实际操作具有指导意义 , 有利于降低试

验误差,有助于对核移植中出现的一些异常现象加以分

析,并有可能通过这种差异来研究重编程相关因子。

1 材料和方法

1.1 试验材料

所用实验动物 DBA 雄鼠和 C57BL/6 雌鼠购自北

京实验动物中心。B6D2F1(C57BL/6*DBA)小鼠在本实

验室繁殖获得。孕马血精( PMSG)和人绒毛膜促性腺激

素( hCG)购自宁波制药厂 , 其他试剂购自 Sigma 公司。

卵母细胞去核前后的培养以及重构胚的培养所用的是

CZB- G 培养液。卵母细胞的收集及纺锤体复合体的

去除所用的操作液是 Hepes - CZB 液。激活液为含

10 mmol/l SrCl2和 5 μg/ml 细胞松驰 B的无钙 Hepes-

CZB。

1.2 卵母细胞的收集和供体细胞的准备

8～16 周龄的 B6D2F1 的雌鼠每只腹腔注射 10 IU
的 PMSG, 48 h后腹腔注射 10 IU hCG。在注射 hCG13 h

后断颈处死 ,取卵用于体外老化试验(见试验设计) , 或

注射 hCG后不同时间点取卵用于体内老化试验 (见试

验设计 )。在获得卵丘卵母细胞复合体之后 , 用含有

0.1% (w/v) 的透明质酸酶的 Hepes - CZB 溶液消化

3 min, 使颗粒细胞分散, 脱掉卵丘细胞的卵母细胞在

Hepes- CZB溶液中洗 3 遍后放入 CZB溶液中, 于 37℃

5% CO2的空气中培养备用。颗粒细胞在 M2溶液中洗 2
遍以去除透明质酸酶 , 4℃保存在 M2 液中备用。使用

时 ,挑选直径为 10～12 μm、圆形、细胞膜完整的颗粒细

胞作为供体。

1.3 卵母细胞纺锤体复合体的去除和重构

卵母细胞纺锤体复合体的去除(称为去核)及重构

操作在配有 DIC的 NIKON显微镜下进行。显微操作器

为 Nikon- Narishige (MO- 188, Tokyo, Japan)。卵母细胞

放入含 5 μg/ml 细胞松驰素 B的 Hepes- CZB液中 , 转

动卵母细胞使 MⅡ期染色体中期板清晰。用平口针借助

压电陶瓷( Piezo, Prim 1500)脉冲在染色体位置的透明

带上开一洞。退出针,然后吸取颗粒细胞,反复吹出吸入

颗粒细胞使其质膜破裂 , 使细胞核刚好位于注射针管

口,通过去核时透明带上的洞,注射针深入卵胞质内,给

一小的 Piezo脉冲 , 使卵母细胞质膜破开 , 然后注入颗

粒细胞核 ,退针时吸出纺锤体复合体 , 同时带出很少量

的胞质。将重构好的卵母细胞放入 CZB- G培养液中培

养 1 h,以待活化处理。

1.4 重构胚和卵母细胞的激活处理

卵母细胞的孤雌活化和重构胚的激活都使用含有

10 mmol/l 氯化锶和 5 μg/ml 细胞松驰素的无钙 CZB液

处理 6 h。活化处理后 ,具有明显类原核结构的胚胎记

为已活化胚胎,培养于 CZB- G液中观察体外发育。

1.5 试验设计

试验 1 体外老化试验。

在注射 hCG后 13 h 取卵,卵母细胞培养在 CZB- G

培养液中并分成 4 组 , 第一组立即用于核移植操作

( 13 h 组) ,第 2～4 组分别在注射 hCG后 15, 17, 19 h 进

行重构操作。对这些组的重构胚的激活率和体外发育率

进行比较。

试验 2 体内老化试验。

分别在注射 hCG 后 13, 15, 17, 20 h 进行取卵 , 取

卵后立即进行核移植操作。对这些组的重构胚的激活率

和体外发育率进行比较。

每个试验组操作 1 h, 之后放入 CZB- G培养液中

培养 1 h, 然后激活处理 , 同时取卵母细胞进行孤雌激

活。
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1.6 统计分析

试验重复 3 次 ,结果用卡方检验分析 , P<0.05 记为

差异显著。

2 试验结果与分析

2.1 卵母细胞体内老化对胚胎发育的影响

在注射 hCG后不同的时间点取卵, 尽管克隆胚的

激活率随时间的延长有降低的趋势,但没有统计上的显

著性差异(见表 1)。在 20 h 取卵, 2 细胞发育率显著下

降。在 13 h取卵,克隆囊胚的发育率最高,为 56.0%,在

15 h 取卵 , 也得到了较高的囊胚发育率 ( 52.9%) , 并与

13 h取卵无显著差异。13, 15 h取卵,都显著高于 17和

20 h(分别为 18.1%和 8.2%)。在 17 h取卵,激活率和 2

细胞发育率与 13, 15 h 无显著差异 , 但囊胚率大大降

低。20 h取卵,尽管仍维持了较高的激活率( 88.5%) ,但

以后 2 细胞发育率就下降, 仅 8.2%的重构胚可以发育

到囊胚。结果表明,在 13 h和 15 h取卵,卵母细胞对体

细胞的重编程能力强, 尤其在 13 h 的卵母细胞支持重

构胚体外发育能力最高。而超过 15 h取卵,这种支持重

构胚发育能力大大下降。它们都显著高于 17 h 和 20 h

(分别为 18.1%和 8.2%)。在 17 h取卵,激活率和 2细胞

发育率与 13, 15 h无差异,但囊胚率大大降低。20 h 取

卵 , 尽管仍维持了较高的激活率 ( 88.5%) , 但从此 2 细

胞发育率下降,仅 8.2%的重构胚可以发育至囊胚。也就

是说 , 在 13 h 和 15 h 取卵 , 卵母细胞对体细胞的重编

程能力强, 尤其在 13 h 的卵母细胞支持重构胚体外发

育能力最高。超过 15 h 取卵, 这种重编程能力大大下

降。

取卵时间 / h phCG 操作卵数 激活数(激活率/%)
2 细胞发育数

( 2 细胞发育率/%)

桑椹胚发育数

(桑椹胚发育率/%)

囊胚数

(囊胚率/%)

13

15

17

20

91

102

99

61

85 (93.4)

96 (94.1)

91 (91.9)

54 (88.5)

75 (82.4)a

78 (76.5)a

80 (80.8)a

40 (65.6)b

55 (60.4)a

61 (59.8)a

20 (20.2)b

8 (13.1)b

51 (56.0)a

54 (52.9)a

18 (18.1)b

5 (8.2)c

注: 同列中上角字母不同则表示差异显著(P<0.05),数据使用卡方检验分析。

表 1 卵母细胞体内老化对克隆胚发育的影响

Table 1 Effects of pos tovulatory aging of mouse oocytes on development of mouse somatic cell cloned

在注射 hCG后不同的时间取卵, 在培养液中培养

2 h 后进行孤雌激活 ,孤雌胚激活率和 2 细胞发育率没

有显著差异。在 15 h取卵,囊胚发育率最高,为 90.1%;

其次是在 13 h 取卵 , 为 86.2%, 二者未见显著差异 ;在

17 h 取卵, 囊胚发育率为 79.3%, 与 13 h 取卵没有差

异,但显著低于 15 h。这 3个时间点的情形都显著高于

20 h囊胚发育率( 46.1%)。在 20 h取卵,尽管激活率和

2 细胞发育率都很高 , 但孤雌囊胚的发育能力下降(见

表 2)。

2.2 卵母细胞体外老化对胚胎发育的影响

在注射 hCG后 13 h 取卵 ,然后在不同时间点进行

重构操作, 所获克隆胚的激活率无显著性差异, 2 细胞

发育率在 20 h 显著降低 , 为 69.1%, 显著低于 13, 15,

17 h重构卵,分别为 84.6%, 81.7%, 80.0%。而对于囊胚

发育率 , 在 13 h 重构最高 , 为 57.7%, 在 15 h 重构 , 也

得到了较高的囊胚发育率( 52.2%) ,并与 13 h 重构没有

统计差异。但在 17 h重构,囊胚发育率( 46.3%)显著低

于 13 h 重构( 57.7%) ,而与 15 h 重构( 52.2%)没有显著

差异。结果表明,在 13, 15, 17 h 重构,都获得了较高的

囊胚发育率, 以 13 h 的卵母细胞支持重构胚体外发育

能力最高。而在 20 h重构,这种支持重构胚发育的能力

大大下降 , 囊胚率仅为 14.8%, 显著低于其他时间点重

构胚的囊胚发育率(见表 3)。

在注射 hCG后 13 h 取卵 , 在体外培养 , 然后在不

表 2 卵母细胞体内老化对孤雌胚发育的影响

Table 2 Effects of pos tovulatory aging of mouse oocytes on development of mouse parthenogenes is embryos

取卵时间/ h

phCG
激活时间/h 操作卵数

激活数

(激活率/%)

2 细胞发育数

( 2 细胞发育率/%)

桑椹胚发育数

(桑椹胚发育率/%)

囊胚数

(囊胚率/%)

13

15

17

20

15

17

19

22

65

71

82

76

63 (96.9)

69 (97.2)

81 (98.8)

75 (98.7)

62 (95.4)

69 (97.2)

80 (97.6)

73 (96.1)

57 (87.7)a,b

65 (91.5)a

66 (80.5)b

45 (59.2)c

56 (86.2)a,b

64 (90.1)a

65 (79.3)b

35 (46.1)c

注: 同列中上角字母不同则表示差异显著(P<0.05),数据使用卡方检验分析。
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同的时间点进行孤雌激活,孤雌胚都获得了较高的激活

率,但 2细胞发育率在 22 h激活出现显著下降。在 17 h

激活囊胚发育率最高 , 为 92.0%, 但与 15, 19 h 相比未

见显著差异。在 22 h激活,仍然获得了较好的囊胚发育

率 , 达 61.5%, 显著高于 24 h 激活 , 但显著低于其他时

间激活后的囊胚发育率。结果表明,直到 22 h后卵母细

胞体外老化 ,才较显著地影响孤雌胚的囊胚发育率(见

表 4)。

3 讨论

老化卵和未老化卵在受精或者激活后其发育能力

是不同的。排卵后的老化卵 , 受精后胚胎发育能力下

降 , 小鼠排卵后 12 h 再受精 , 则发育能力下降 , 合子形

态异常并出现碎裂[4]。免疫荧光分析发现 ,老化卵在未

受精时就表现出异常形态 , 如减数分裂纺锤体上微丝

密集区域消失、纺锤体异常、染色质组装异常等[5]。这些

形态的变化可能与 MPF和 MAPK水平的下降有关。本

研究发现在体内老化时 , 注射 hCG后 13 h 取卵 , 囊胚

发育率最高, 为 56.0%, 15 h取卵仍维持了这种重编程

能力 , 但从 17 h 取卵开始 , 囊胚发育率显著下降

( 18.1%) (见表 1)。在体外老化试验中 ,于注射 hCG后

13 h取卵,然后进行体外培养,并分别于 13, 15, 17 h 重

构,都获得了较高的囊胚发育率(分别为 57.7%, 52.2%,

46.3%) , 而在 20 h 重构 , 囊胚发育率显著下降( 14.8%)

(见表 3)。说明随着体内、外老化时间的延长,卵母细胞

支持克隆胚胎发育的能力下降。

另有试验表明 , MPF 和 MAPK水平的下降在体内

比体外快 [6,7]。本研究发现注射 hCG后 17 h 取卵 ,卵的

质量开始下降 , 体外老化卵则发生在 20 h。因为活性

MPF 可以诱导核膜破裂、染色质致密化和微管组装相

关的多种蛋白的磷酸化,并与卵的重编程能力有关[8]。小

鼠卵母细胞自卵巢排出后的一定时间范围内,随着时间

的延长 , 卵对激活刺激的敏感性逐渐增加,这可能是导

致随着卵龄的增加卵母细胞的激活率提高的原因。卵子

的过度老化会出现一定比例的自发激活[9], 牛也有类似

的自发激活 [10], 但这种自发激活会使后续发育能力下

降。本研究中,体内老化随时间的延长,激活率有升高的

趋势,但未见显著差异。体外老化卵都获得了较高的激

活率。体内老化卵以 15 h取卵的孤雌发育率最高(囊胚

发育率为 90.1%) ,并在 17 h 仍维持较高的孤雌发育能

力,在 20 h取卵显著下降(见表 2)。体外老化卵的孤雌

发育在 22 h 激活时囊胚发育率显著下降(见表 4)。表

明过度老化卵的孤雌发育能力也下降,而且体外老化下

降慢一些。但孤雌发育所允许的时间间隔比克隆胚长,

即克隆胚受卵母细胞老化的影响更大。

在老化卵中 ,精子也可以启动钙振荡 , 但与正常卵

有所不同 [11,12], 如受精后或者激活后频率变慢、幅度下

降、持续时间变短。老化过程中, ATP的下降及 Bcl- 2(一

种抗凋亡的蛋白) 表达的下降可能影响了 Ca2+- ATPase
泵的功能,从而影响了内质网中钙的重积聚[13]。首次钙升

高就消耗了大量内质网中的钙, 而钙不能被及时补充,

这种低浓度的内质网钙在体细胞中是促进细胞死亡的

原因[14,15]。在核移植后激活时及孤雌激活时,也需要钙振

荡来引发一系列信号转导事件 , 但在老化过程中 , 这种

改变了的钙振荡可能导致了卵的发育能力下降。

另外,一些重要的抗凋亡分子在老化的过程中失活

了或者降解了, 可能是由于 MPF和 MAPK水平的下降

促进了这些分子的降解,因为在体细胞中 MPF和MAPK

的 下 降 , 促 使 Bcl - 2 和 其 他 抗 凋 亡 的 蛋 白 的 降

解[16]。在一些情况下,未受精的老化卵会丧失发育能力,

其他老化卵受精后可以启动发育,一些存活的胚胎表现

表 3 卵母细胞体外老化对克隆胚发育的影响

Table 3 Effects of aging of mouse oocytes in vitro on development of mouse somatic cell cloned embryos

操作时间/h 操作卵数 激活数(激活率/%)
2 细胞发育数

( 2 细胞发育率/%)

桑椹胚数

(桑椹胚率/%)

囊胚数

(囊胚率/%)

113

15

17

20

123

115

95

81

114 (92.7)

107 (93.0)

86 (90.5)

72 (88.9)

104 (84.6)a

94 (81.7)a

76 (80.0)a

56 (69.1)b

76 (61.7)a

70 (60.8)a

54 (56.8)a

19 (23.5)b

71 (57.7)a

60 (52.2)a,b

44 (46.3)b

12 (14.8)c

注: 同列中上角字母不同则表示差异显著(P<0.05),数据使用卡方检验分析。

表 4 卵母细胞体外老化对孤雌胚发育的影响

Table 4 Effects of aging of mouse oocytes in vitro on

development of mouse parthenogenes is embryos

激活时

间/h

操作

卵数

激活数

(激活

率/%)

2 细胞

( 2 细胞

发育率/%)

桑椹胚

(桑椹

胚率/%)

囊胚

(囊胚

率/%)

15

17

19

22

24

65

75

79

78

69

63 (96.9)

72 (96.0)

75 (94.9)

71 (91.0)

63 (91.3)

62 (95.4)a

72 (96)a

73 (92.4)a

62 (79.5)b

33 (47.8)c

57 (87.7)a

70 (93.3)a

73 (92.4)a

52 (66.7)b

21 (30.4)c

56 (86.2)a

69 (92.0)a

72 (91.1)a

48 (61.5)b

13 (18.8)c

注: 同列中上角字母不同则表示差异显著(P<0.05), 数据使用卡方检验

分析。
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表 % 卵母细胞体外老化对克隆胚发育的影响
&’()* % +,,*-./ 0, aging of mouse oocytes in vitro on development of mouse somatic cell cloned embryos

同的时间点进行孤雌激活!孤雌胚都获得了较高的激活
率!但 !细胞发育率在 !! "激活出现显著下降。在 17 h
激活囊胚发育率最高 , 为 92.0%, 但与 15, 19 h 相比未

见显著差异。在 22 h激活,仍然获得了较好的囊胚发育

率 , 达 61.5%, 显著高于 24 h 激活 , 但显著低于其他时

间激活后的囊胚发育率。结果表明,直到 22 h后卵母细

胞体外老化 ,才较显著地影响孤雌胚的囊胚发育率(见

表 4)。

3 讨论

老化卵和未老化卵在受精或者激活后其发育能力

是不同的。排卵后的老化卵 , 受精后胚胎发育能力下

降 , 小鼠排卵后 12 h 再受精 , 则发育能力下降 , 合子形

态异常并出现碎裂[4]。免疫荧光分析发现 ,老化卵在未

受精时就表现出异常形态 , 如减数分裂纺锤体上微丝

密集区域消失、纺锤体异常、染色质组装异常等[5]。这些

形态的变化可能与 MPF和 MAPK水平的下降有关。本

研究发现在体内老化时 , 注射 hCG后 13 h 取卵 , 囊胚

发育率最高, 为 56.0%, 15 h取卵仍维持了这种重编程

能力 , 但从 17 h 取卵开始 , 囊胚发育率显著下降

( 18.1%) (见表 1)。在体外老化试验中 ,于注射 hCG后

13 h取卵,然后进行体外培养,并分别于 13, 15, 17 h 重

构,都获得了较高的囊胚发育率(分别为 57.7%, 52.2%,

46.3%) , 而在 20 h 重构 , 囊胚发育率显著下降( 14.8%)

(见表 3)。说明随着体内、外老化时间的延长,卵母细胞

支持克隆胚胎发育的能力下降。

另有试验表明 , MPF 和 MAPK水平的下降在体内

比体外快 [6,7]。本研究发现注射 hCG后 17 h 取卵 ,卵的

质量开始下降 , 体外老化卵则发生在 20 h。因为活性

MPF 可以诱导核膜破裂、染色质致密化和微管组装相

关的多种蛋白的磷酸化,并与卵的重编程能力有关[8]。小

鼠卵母细胞自卵巢排出后的一定时间范围内,随着时间

的延长 , 卵对激活刺激的敏感性逐渐增加,这可能是导

致随着卵龄的增加卵母细胞的激活率提高的原因。卵子

的过度老化会出现一定比例的自发激活[9], 牛也有类似

的自发激活 [10], 但这种自发激活会使后续发育能力下

降。本研究中,体内老化随时间的延长,激活率有升高的

趋势,但未见显著差异。体外老化卵都获得了较高的激

活率。体内老化卵以 15 h取卵的孤雌发育率最高(囊胚

发育率为 90.1%) ,并在 17 h 仍维持较高的孤雌发育能

力,在 20 h取卵显著下降(见表 2)。体外老化卵的孤雌

发育在 22 h 激活时囊胚发育率显著下降(见表 4)。表

明过度老化卵的孤雌发育能力也下降,而且体外老化下

降慢一些。但孤雌发育所允许的时间间隔比克隆胚长,

即克隆胚受卵母细胞老化的影响更大。

在老化卵中 ,精子也可以启动钙振荡 , 但与正常卵

有所不同 [11,12], 如受精后或者激活后频率变慢、幅度下

降、持续时间变短。老化过程中, ATP的下降及 Bcl- 2(一

种抗凋亡的蛋白) 表达的下降可能影响了 Ca2+- ATPase
泵的功能,从而影响了内质网中钙的重积聚[13]。首次钙升

高就消耗了大量内质网中的钙, 而钙不能被及时补充,

这种低浓度的内质网钙在体细胞中是促进细胞死亡的

原因[14,15]。在核移植后激活时及孤雌激活时,也需要钙振

荡来引发一系列信号转导事件 , 但在老化过程中 , 这种

改变了的钙振荡可能导致了卵的发育能力下降。

另外,一些重要的抗凋亡分子在老化的过程中失活

了或者降解了, 可能是由于 MPF和 MAPK水平的下降

促进了这些分子的降解,因为在体细胞中 MPF和MAPK

的 下 降 , 促 使 Bcl - 2 和 其 他 抗 凋 亡 的 蛋 白 的 降

解[16]。在一些情况下,未受精的老化卵会丧失发育能力,

其他老化卵受精后可以启动发育,一些存活的胚胎表现

表 4 卵母细胞体外老化对孤雌胚发育的影响

Table 4 Effects of aging of mouse oocytes in vitro on

development of mouse parthenogenes is embryos
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出生缺陷 [17- 20]。在克隆研究中这种情况也有可能会发

生。

还有一种情况是老化卵中的一些凋亡蛋白得到活

化 [21], 来源于老化卵的合子发育能力下降 , 表现出程序

性细胞死亡或凋亡现象[3]。即使未受精的卵 , 在体外延

长 培 养 时 , 用 TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl

Transferase (TdT) nick- end labelling)检测时 , 也会发现

凋亡现象的发生[18]。凋亡的发生需要一些特殊基因的活

化和表达。小鼠卵母细胞表达一些负责细胞解体的蛋白

酶,如抗凋亡和促凋亡的 Bcl- 2 家族成员[22]。这些基因

产物的量和比例的变化可能造成了老化卵的死亡[23, 3]。

老化卵受精后或者激活后发育能力的下降与线粒

体的功能异常关系也很大, 线粒体不仅是动力工厂,还

含有重要的促进凋亡和抗凋亡成分[24],因而破坏线粒体

膜或者改变其产生 ATP 的能力可能影响细胞的发育。

研究表明随着培养时间的延长, 小鼠卵细胞的 ATP 含

量持续下降 [25], 而且还发现人卵中这种胞内 ATP 的浓

度与胚胎发育能力关系密切[26]。人类辅助生殖的胞质移

植中, 可育的供卵的胞质被移入不育的受体卵胞质中,

可使受体卵获得受精和进一步发育的能力[27]。导入的新

鲜的线粒体发生了作用被认为是其原因之一。

体内和体外卵母细胞老化都会影响克隆胚的体外

发育,这些结果为我们进行核移植研究提供了重要的参

考依据,并有利于核移植研究时降低误差。老化后卵的

成分到底发生了何种变化,这种变化是如何引起发育能

力的下降及凋亡的发生,尚需深入研究。

4 结论

卵母细胞无论在体内还是体外老化都会影响克隆

胚的体外发育。在注射 hCG后 13 h取卵并立即进行核

移植,重构胚的发育率最佳。在体内和体外老化卵支持

重构胚发育的时间间隔是不同的,体内老化卵支持重构

胚发育能力的下降发生在 17 h, 体外老化卵则发生在

20 h。
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