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摘要：研究通过检测卵母细胞直径、谷胱甘肽含量和皮质颗粒分布来评估其胞浆成熟度。培养小鼠窦

前卵泡 %& ;，得到 !7:个体外发育 <$期卵母细胞；控制性超排得到 !"7个体内发育的 <$期卵母细胞。
测量卵母细胞直径，用免疫荧光染色、共聚焦显微镜观察卵母细胞皮质颗粒分布，化学法测定卵母细胞

谷胱甘肽含量。结果发现，体外发育的卵母细胞直径（#8=# > 7=9）%*，体内发育卵母细胞直径（:$=! >
&="）%*，两组间存在显著性差异（1 ? "="%）。体外发育成熟卵母细胞谷胱甘肽含量（$=& > "=9）.*5-，体内
发育的卵母细胞谷胱甘肽含量（#=% > %="）.*5-，两组间存在显著性差异（1 ? "="7）。体外发育卵母细胞
皮质颗粒环状分布率 &#@，体内发育卵母细胞皮质颗粒环状分布率 8"@，两组间存在显著性差异（1 ?
"="%）。本实验认为，体外发育成熟的卵母细胞胞浆成熟度与体内发育成熟的卵母细胞存在差异，可能
是其发育潜能降低的原因之一。体外培养的卵泡内分泌结构改变可能影响卵母细胞胞浆成熟。
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卵母细胞发育成熟包括核成熟和胞浆成熟

两个方面，二者是卵母细胞正常受精、卵裂、发

育成正常胚胎的前提条件。卵母细胞核成熟的

特征是生发泡破裂、极体排出，其胞浆成熟的表

现比较复杂，存在多方面的改变：细胞器重新分

布、基因转录和蛋白质合成发生改变等［7］。目

前，囊胚形成率已经被用于评估卵母细胞胞浆

成熟度，但是它并不能完全反映卵母细胞的发

育潜能［8］，而且也不能评估未进行受精的卵母

细胞。目前已经有人用皮质颗粒分布和谷胱甘

肽含量评价卵母细胞胞浆成熟度［9，:］。小鼠 5
!期卵母细胞的皮质颗粒均匀分布于生殖泡以
外的整个胞浆内，成熟卵母细胞的皮质颗粒单

层环状分布于细胞膜下，同时染色质和第二次

减数分裂纺锤体所在胞浆区域形成无皮质颗粒

区（($%)*(!’ +%!#,’-/ ;%-- .$&!*#，15<=）［>，?］。动
物实验发现有些卵母细胞核成熟正常但是发育

潜能不佳，它们的细胞内皮质颗粒迁移出现障

碍，表现为皮质颗粒均匀分布或周边分布比例

降低［@］。老龄小鼠卵母细胞皮质颗粒分布出现

局部增多和局部缺失并存，同时细胞内出现大

量碎片和局部空泡，这些卵母细胞受精率低［9］。

谷胱甘肽（+’,)!)6*$#-，5AB）是哺乳动物细胞内
主要的含硫化合物，它主要对抗氧自由基损害。

卵母细胞受精后，5AB促进雄原核去浓缩化［C］，
并且提高种植前胚胎发育。卵母细胞内 5AB
含量被认为反映胞浆成熟度［D］。许多研究表

明，体外培养的胚胎中高浓度氧化物是阻断胚

胎发育的原因之一［7E］。如果卵母细胞成熟过

程中 5AB 合成量足够抑制氧化物的损害，胚胎
就可以顺利发育［:］。动物实验还发现，老龄小

鼠卵母细胞孤雌激活率低于年轻小鼠，其胞浆

内 5AB 水平低于年轻小鼠，可见卵母细胞内
5AB是调节卵母细胞受精、激活的重要因
素［77］。因此本研究将卵母细胞内 5AB含量和
皮质颗粒迁移及分布作为评价卵母细胞胞浆的

重要指标。小鼠窦前卵泡经过 79 .培养，得到

4"卵母细胞。我们感兴趣的是这些卵母细胞
发育潜能是否正常。本研究对比小鼠体外发育

和体内发育成熟卵母细胞 5AB含量、皮质颗粒
迁移和分布，判断体外发育卵母细胞胞浆成熟

度，从而探讨体外培养体系对卵母细胞发育潜

能的影响。

) 材料与方法

)*) 材料来源 出生 7E . 的昆明小鼠，取出
卵巢，分离窦前卵泡，体外培养 79 .，得到成熟
卵母细胞作为体外发育组；C F 78 周雌性昆明
小鼠，按 AG<标准喂养。经控制性促性腺激素
刺激后得到成熟卵母细胞作为对照组。

)*+ 主要仪器和实验试剂 共聚焦显微镜
（H-*// 公司），紫外分光光度计（IJ21B2K4 公
司），体视显微镜（LJM2L 公司），低温冰箱
（ANLO2公司），B$-(6/ 998>C（A*+&!公司），<JP1
’-()*#（A*+&! 公司），B9G2: LN=GB，>Q >QR.*)6*$R
"*/，5AB 还原酶，5AB标准品（A*+&! 公司），孕
马血清（宁波激素制品有限公司）。

)*, 样品制备 出生 7E . 小鼠，机械分离卵
泡，选择基底膜完整、形态好的窦前卵泡进行体

外培养，每日体视显微镜观察卵泡形态，目镜标

尺测量卵泡和卵母细胞的直径；第 78 .在培养
液中加入 615 8S> JTU&’，V5< > #+U&’，7: F 7? 6
后收集排出的卵丘细胞卵子复合物。将玻璃吸

管拉成直径稍大于卵母细胞的吸管轻轻吹打，

去掉卵丘细胞，必要时用 ES7W透明质酸酶去
掉卵丘细胞，得到卵母细胞；收集卵母细胞，在

体视显微镜下测量卵母细胞直径，选择 4"卵
母细胞。选择 C F 78 周雌性昆明小鼠，发情后
期腹腔注射孕马血清 > JT，:C 6 后腹腔注射
615 > JT，7: 6 后颈椎脱臼处死小鼠。取出子
宫输卵管，挑破输卵管膨大部位，得到卵丘细胞

卵母 细 胞 复 合 物（ (,&,’,/ $$(3)- ($&X’-Y，
121），用 ES7W透明质酸酶消化 9E /后 GIA洗
9次，收集 4"卵母细胞。

·@9·?期 彭宇洪等：小鼠体外发育成熟卵母细胞的胞浆成熟度评估







排出的位置出现无皮质颗粒区，覆盖纺锤体和

染色体分布区域［!"］。本实验发现体内发育成

熟卵母细胞皮质颗粒环状周边分布，伴随无皮

质颗粒区出现。但是体外发育成熟卵母细胞皮

质颗粒周边分布比例低，而且无皮质颗粒区形

成比例低。皮质颗粒分布对于卵母细胞受精非

常重要，因为受精过程触发皮质颗粒与细胞膜

结合，发生皮质反应，抑制多精受精。体外培养

的卵母细胞皮质颗粒分布异常可以预测其受精

及其后发育异常。

总之，体外发育成熟卵母细胞直径、#$%含
量和皮质颗粒分布都出现异常，显示其胞浆成

熟度存在缺陷。其原因可能在于窦前卵泡体外

培养过程中，颗粒细胞生长模式改变，颗粒细胞

间和颗粒细胞&卵母细胞细胞连接可能发生改
变。优化培养体系改善颗粒细胞功能可能是提

高卵母细胞发育潜能的一条途径。
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