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摘 要!$目的%体外培养小鼠窦前卵泡得到成熟卵子!比较其与体内发育成熟卵子直径&谷胱甘肽含量&

皮质颗粒分布以及纺锤体结构的差异!评估胞浆成熟度对卵子发育潜能的影响’ $方法%选择出生 !% ’ 小鼠!
分离窦前卵泡!培养后得到 (") 个 * ++ 期卵子作为体外发育组(&"!% 周雌鼠经孕马血清和绒毛膜促性腺激素
注射得到 ",, 个 * ++ 卵子作为体内发育组( 酶法检测卵子谷胱甘肽含量!免疫荧光染色!共聚焦显微镜成像
显示纺锤体形态和皮质颗粒分布( $结果%体外发育成熟卵子直径")-.)#$./)!0!明显小于体内发育成熟卵子

直径*&,."$(.%)!0+体外发育成熟卵子谷胱甘肽含量 *,.($%./)1023 明显低于体内发育成熟卵子 *).!$!.%)
1023+$% 个体外发育成熟卵子中 !& 个*()4)皮质颗粒周边分布!,% 个体内发育成熟卵子中 () 个*-%4)皮质

颗粒周边分布*!" %.%$)+!, 个*"&4)体外发育卵子出现无皮质颗粒区!(, 个*&$4)体内发育成熟卵子出现无

皮质颗粒区*!" %.%$)+!"% 个体外发育成熟卵子中 ,) 个*(&.(4)显示正常桶状纺锤体!&, 个体内发育成熟卵
子中 &% 个*-$."4)显示正常桶状纺锤体*!" %.%$)( $结论%体外发育成熟卵子胞浆成熟度没有达到体内发育

成熟卵子水平(
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卵子核成熟的特征是生殖泡破裂!极体排出"
卵浆成熟的表现更复杂" 可以用皮质颗粒迁移和
谷胱甘肽!"#$%&%’()*+ ,-./水平衡量# 啮齿类动物
不成熟卵子皮质颗粒均匀分布于胞浆" 成熟过程
中向细胞周边移动" 直至形成细胞膜下单层皮质
颗粒" 在纺锤体分布的区域出现无皮质颗粒区域
$0)1%(0&# "1&*$#+2 31++ 4)5&(* 6,78% 9:;# 卵浆中
,-. 的含量随着接近排卵逐渐增加 9<;"=>> 卵子
,-. 含量是胞浆成熟的重要指标之一# 体外培养
窦前卵泡可以得到成熟卵子" 但是体外发育成熟
卵子受精后得到囊胚的比例始终很低 9?;"原因不清
楚# .$ 等 9@;发现体外发育成熟卵子的纺锤体结构

有小的变化"A)41("$+B 等 9C;发现体外成熟的卵子

,-. 含量高于不成熟卵子" 但是体外发育成熟卵
子 ,-. 水平目前并不清楚# 为初步探讨影响体外
发育成熟卵子发育潜能的因素" 本实验结合卵子
直径&皮质颗粒分布&,-. 含量评估卵子胞浆成熟
度"同时研究细胞骨架改变"分析这些因素特别是
胞浆成熟度与体外发育成熟卵子发育潜能的相关

性#

: 材料与方法

:D: 动物与试剂
出生 :E 4 雌性昆明小鼠 CE 只":E!:< 周雌性

昆明小鼠 <E 只"购自中山大学北校区实验动物中
心# 重组人促性腺激素!-+1)*) 公司F’鼠 !"微管蛋
白单克隆抗体 $-&*%& 61$B 公司%’.)+0’2%??<CG&
7>H6 0)*I$"&%+4 J+0%(*& KL8M.& C#C$"8(%’()N(2
$-("5& 公司%’胰岛素&转铁蛋白 &硒&!"=O=&胎
牛血清&7+%$(*$,(N0) 公司%
:D< 方 法
:D<D: 小鼠体外发育成熟卵子 出生 :E 4 小鼠
经颈椎脱臼处死" 取出卵巢" 培养液洗涤 ? 次":
5J 注射器 <C, 针头机械分离出单个卵泡#选择基
底膜完整"形态好"颗粒细胞层 <%@ 层"直径 GC!
::E "5 的窦前卵泡进行培养# 培养液(!"=O= 加
入 C 5"PJ 胰岛素 &<DQC 5"PJ 转铁蛋白 &<DG ""PJ
硒R :EE 5#PJ 胎牛血清 R :EE SPJ 重组人促性腺激
素R : "PJ 3+%$(*R:EE EEE SPJ 青霉素 R:EE 5"PJ 链
霉素# 7&#0)* ?EE: 培养皿中做 <E "J 液滴"每个
皿 :E 个液滴"矿物油覆盖# <!@ 个卵泡移入 : 个
液滴"?Q &RCT 6U<R:EET湿度培养 :< 4R隔天换液

:E "JR每日倒置显微镜观察卵泡形态"目镜标尺
测量卵泡和卵子的直径#第 :< 天加入 <C EEE SPJ
人绒毛膜促性腺激素":@%:V ’ 后收集游出卵子#
:D<D< 小鼠体内发育成熟卵子 选择 G%:< 周雌
性昆明小鼠"于发情后期腹腔注射孕马血清 C S"
@G ’ 后腹腔注射人绒毛膜促性腺激素 C >S":V ’
后处死小鼠"取出子宫输卵管"挑破输卵管膨大部
位 " 得到卵丘复合物 $0$5$#$2 ))0W%+ 0)5X#+Y
6U6%" 用 :"PJ 透明质酸酶消化 ?E 2 后得到 =>>
卵子#
:D<D? 免疫荧光染色 用 @ "PJ X1)*&2+ 消化卵子
< 5(*" 去掉透明带后 "@E "PJ 多聚甲醛固定 ?E
5(*"MZ- [@ "PJ 牛血清白蛋白洗 ’次 R<EE 5(PJ
H1(%)*\":EE 固定 <E 5(*R MZ-[@ "PJ 牛血清白蛋
白洗 ’ 次RCE 5(PJ H]++* <E 孵育 < ’R加入 !"微管
蛋白抗体 :):EE 于 @ &过夜R MZ-[@ "PJ 牛血清白
蛋白洗 ’ 次R 加入标记 7>H6 羊抗鼠 >", 抗体 :*?<
孵育 < ’R MZ-[@ "PJ 牛血清白蛋白洗 ’ 次R 加入 C
5"PJ .)+0’2%??<CG 约 G 5(* 后 MZ-[@ "PJ 牛血清
白蛋白洗 ’ 次RR滴入甘油和 MZ- 混合液!:*:FR盖片D
固定方法同上 " 加入 :EE 5"PJ 标记 7>H6

#+0%(*R 染色 ?E 5(*"MZ-[@ "PJ 牛血清白蛋白洗 ’
次R 同法盖片#
共聚焦显微镜观察纺锤体& 染色体和皮质颗

粒图像后"测量纺锤体的长度和宽度#
:D<D@ 谷胱甘肽测定 用 :"PJ 透明质酸酶消化
?E 2后RMZ- 洗涤 ’ 次’?E+@E 个卵子加入 ED< 5)#PJ
K&.<MU@[:E 55)#PJ K&@O8HL C "JR 加入 C "J
:D<C 5)#PJ .?MU@R ,GE# 6 保存# 冻融后反复吹打#
依次加入 QEE "J ED?? 5"PJ KL8M.":EE "J V
55)#PJ C$C$"4(%’()"N(2":^E "J 蒸馏水":E "J <CE
>SP5J ,-. 1+4$0%&2+R反应 :C 5(*"用紫外分光光
度仪 @:< *5 波长测定吸光度# 标准品 EDE< 55)#P
J"ED: 55)#PJ"ED< 55)#PJ": 55)#PJ ,-. 同上法
制成标准曲线"根据标准曲线得到 ,-. 浓度#
:D? 统计学处理
使用 -M-- :EDE 软件进行 ! 检验和 !< 检验"检

验水准 !-./.0#

< 结 果

<D: 窦前卵泡培养后直径增加
机械分离的卵泡有 :+< 层立方形颗粒细胞包
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绕卵子!基底膜完整"见图 #$%!体外培养过程中!颗
粒细胞增殖"细胞层数增加"卵泡增大"部分卵泡
出现卵子周围窦泡样结构#见图 #&$% 测量 ’( 个
机械分离的窦前卵泡直径#)#*(!)*+&!,! 培养 #(
- 后达到 ’#’.*/!00*)&!, "!1 2*2#%% 卵子直径
#’0*#!’*.&!,!培养后卵子直径#/)*/!’*3&!,#!1
2*2#&%
(*( 体外发育成熟卵子直径小于体外发育成熟
卵子

体外培养得到 0(/ 个成熟卵子" 测量其中 ’(
个卵子直径"同时测量 +’ 个体内发育成熟卵子直
径%体内成熟卵子直径#.+*(!0*2&!,"体外成熟卵
子#/)*/!’*3&!,#!1 2*2#&% 体内成熟卵子大小一
致"细胞浆清亮(均匀"极体大小一致!体外成熟卵
子细胞浆略暗"有少量不均匀斑块"极体大小不太
一致#见图 #4&)

(*0 体外发育成熟卵子 !"# 含量低于体内发育
成熟卵子

用标准品作出 567 浓度"吸光度标准曲线"根
据吸光度测定每组卵子 567 浓度"每个卵子 567
含量"8,9:%;浓度’,,9:<=$#体积’!=$<卵子数目*
#’/ 个体外发育成熟卵子分成 ’ 组" 每组 02$+2
个卵子!#(2 个体内发育成熟卵子分成 + 组"每组
02 个卵子 * 结果体外发育成熟卵子 567 含量
"+*0!2*3% 8,9:<99>?@A! 体内发育成熟卵子 567 含
量"/*#!#*2% 8,9:<99>?@A"!" 2*2’%*
(*+ 体外发育成熟卵子皮质颗粒分布与体内发
育成熟卵子不同

不成熟 5B 期卵子皮质颗粒均匀分布 ’见图
($$" 发育成熟后皮质颗粒单层分布于细胞膜下"
并出现一片无皮质颗粒区’见图 (4$*+2 个体内发
育成熟卵子中 0/ 个’)2C$卵子皮质颗粒周边分
布"0+ 个’.’C$卵子出现无皮质颗粒区!’2 个体
外发育成熟卵子中"#. 个’0/C$卵子皮质颗粒周
边分布 "#+ 个’(.C$卵子出现无皮质颗粒区’!1

2*2’$’见图 (&+图 (4&%

(*’ 体外发育成熟卵子正常纺锤体形成比例低
.+ 个体内发育成熟的卵子中 .2 个 ,)’*(C&

具有典型的纺锤体形状!结构紧密!两侧对称!纵轴
与细胞膜平行 ,见图 0$&!#(2 个体外培养的 D"
卵子 +/ 个,0.*0C&显示纺锤体"明显少于体内发
育成熟卵子,!1 2*2#&* 体内发育成熟的卵子纺锤
体长<宽比值 #*(!2*+! 体外培养的 D"卵子纺锤
体形状更细长"长<宽比值 (*#!2*3"!1 2*2’%,见图
0&&* 其余 /( 个,’#*3C&体外培养成熟卵子显示
微管蛋白排列不规则! 没有形成典型纺锤样结构
"见图 04%*

0 讨 论

0*# !"$ 含量低可能是体外发育成熟卵子发育
潜能低的原因之一

本实验中体外发育成熟卵子直径小"567 含
量低"皮质颗粒迁移异常"45EF 形成率低"表明
体外发育卵子胞浆成熟度低* 567 有助于卵子受
精时雄原核的发育"改善种植前胚胎 G’H!567 水平
低的卵子发育潜能低 G/H* 另一方面"567 可能通过

图 % 不同成熟阶段皮质颗粒分布
&’()% *+,-’./0 (,/120/3 4’5-,’62-’+1 ’1 4’773,31-

8/-2,34 ++.9-35
$I 49J@K>L: MJLNO:LA -KP@JKQO@A ONKR9J,:? KN 5B 99>?@A SK@T

UL>LN>? L@ @TA PK@A 9R 5B "%+22%V &I 49J@K>L: MJLNO:LA R9J, L
,9N9:L?AJ JKNM KN #$ %#&’( MJ9S@T 99>?@A "%+22%V 4I 49J@K>L: MJLNO:LA
R9J, L ,9N9:L?AJ JKNM KN #$ %#%( MJ9S@T 99>?@A SK@T 9QUK9OP 45EF
"%+22%

图 : 不同卵子纺锤体成像
&’(): ";’1403 ’8/(35 ’1 4’773,31- ++.9-35

$I )$ %#%( MJ9S@T 99>?@A PT9SP QLJJA:":KWA P8KN-:A "%+22%V &I
*$ %#&’( MJ9S@T 99>?@A PT9SP :9NMAJ P8KN-:A "%+22%V 4I *$ %#&’(
MJ9S@T 99>?@A PT9SP LQN9J,L: L88ALJLN>A 9R P8KN-:A "%+22%

图 < 小鼠窦前卵泡体外培养得到 =>> 卵子
&’()< =>> ++.9-3 /.?2’,34 7,+8 !" #!$%& .20-2,3 +7

8+253 ;,3!/1-,28 7+00’.035
$I D9OPA 8JA"LN@JO, R9::K>:AP SK@T ("+ :L?AJP 9R MJLNO:A >A::P

"%(22%V &I $N@JO,":KWA P@JO>@OJA R9J,A- "%(22%V 4I DXX 99>?@AP "%
+22%

&& ’ (

&& ’ (

& ’ (
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!!"

调节微管蛋白聚合影响发育潜能# !"# 显著增加
的阶段正是卵子纺锤体开始形成的阶段 $%&$如果使
用氧化剂破坏 ’"($ 卵子内纺锤体微管蛋白也被
破坏$形成多个异常雌原核$发生非整倍体 $)&%本实
验显示体外发育成熟卵子 !"( 明显低于体内发
育成熟卵子&同时&体外发育成熟卵子纺锤体结构
比较不紧密& 更细长& 部分卵子微管蛋白聚合杂
乱&没有形成典型的纺锤体结构%推测体外发育成
熟卵子内低水平的 !"( 不能缓冲氧自由基的损
害&雄原核不能正常形成’同时&卵子胞浆内氧化
压力上升可能造成部分微管蛋白破坏& 细胞骨架
异常使卵子不能正常受精(卵裂% 因此&!"( 合成
是卵子成熟过程中极为重要的环节& 也是决定卵
子发育潜能的重要因素%
*+, 皮质颗粒迁移障碍反映卵子细胞骨架异常
皮质颗粒迁移是评价哺乳动物卵子细胞浆成

熟标准%皮质迁移的动因目前还不明确&多数人认
为微丝支持皮质颗粒迁移% 如果卵子成熟过程中
抑制微丝聚合& 皮质颗粒就不会移向细胞周边 $-&’
抑制微管合成后&皮质颗粒不能形成完整的单层&
而是片状附着于细胞膜下&不能分泌$./&% 因此细胞
骨架与皮质颗粒迁移密切相关%0123 是否出现由
染色体或染色体相关物质主导& 与完整的染色质
有直接关联 $..&% 本实验见体外发育成熟卵子皮质
颗粒周边分布比例低&而且 0!23 形成比例低&从
一个侧面提示体外发育成熟卵子细胞骨架异常%
异常的微丝(微管不能正确引导皮质颗粒迁移&同
时纺锤体结构异常引起染色体分散可能使 0!23
出现率低%
总之& 体外发育成熟卵子在胞浆成熟度和细

胞骨架两方面都存在缺陷% 小鼠窦前卵泡体外培
养过程中& 卵子生长发育依赖颗粒细胞提供营养
物质和生长因子% 体外培养环境下&卵子合成蛋白
可能出现异常&细胞内 !"( 水平明显下降就是变
化之一% 低水平 !"( 可能降低卵子缓冲氧自由基
的能力&损害细胞骨架系统&微管蛋白聚合障碍%
细胞骨架异常一方面改变皮质颗粒的分布& 另一
方面影响染色体规则排列&继而减少 0!23 出现%
所以&卵子胞浆成熟不仅直接影响卵子发育潜能&
而且通过细胞骨架系统进一步影响卵子% 优化培
养体系& 特别是改善颗粒细胞活性可能是提高卵
子发育潜能的一条途径%
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