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“两步法”体外培养山羊卵母细胞的超微结构观察
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摘要：有假说认为，卵母细胞在体外培养过程中，如果延长 %&期，可促进卵母细胞进一步成熟，因而提
高发育潜能。采用山羊半卵泡和卵母细胞共培养，抑制卵母细胞 %&’(发生，从而延长 %&期。比较了共培养
前后和恢复成熟培养后卵母细胞的超微结构变化，其目的从亚细胞水平寻找卵母细胞进一步成熟的证据。研究
发现，常规成熟培养：有卵周隙存在，但不贯通，局部区域卵膜与透明带结合紧密；部分皮质区尚有细胞器存
在；微绒毛大部分从透明带中撤出，倒伏于质膜表面，数量较多，形态较为粗大；皮层颗粒质膜下部分单层分
布，部分散布于皮质区；线粒体均匀散布于卵质中央区。共培养前：卵母细胞的卵周隙尚未形成，微绒毛没有
从透明带中撤出；线粒体等细胞器分布于皮质区，皮层颗粒成簇状分布，皮质区富含细胞器。共培养后：局部
形成卵周隙，微绒毛已自透明带中撤出，数量较多，垂直或倒伏于卵膜表面；线粒体以簇状分批开始内移，皮
层颗粒已部分单层分布于质膜下，部分皮质区缺乏细胞器。恢复成熟培养后：卵周隙进一步扩大并且贯通，微
绒毛数量减少并且绝大多数垂直于卵膜；线粒体在卵质中央区均匀分布，皮层颗粒卵膜下单层分布，大部分皮
质区无细胞器存在。利用“两步法”培养得到的卵母细胞与体外常规成熟培养的卵母细胞相比，更有利于皮层
颗粒的质膜下单层分布，卵母细胞卵周隙的形成与贯通，微绒毛数量减少和垂直于卵膜表面，无细胞器皮层区
的进一步形成。因此，更有利于卵母细胞胞质的进一步成熟。
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中图分类号：)*+* ,"-；)*+" ,!" 文献标识码：. 文章编号：$"+/ 0 +*+#（"$$1）$" 0 $"$2 0 $-

A8B&<?B&C;BC&> 7D E7<B F7;GB>? -C8BC&>H
I:B@ JJKI7L?B>%MM N&7B7;78

!"#$ "%&! ’ ()*+ ",-&./01&." ’ 23 (%41,# ’ 5"#*+ !%.4/0&6! ’ 7$8 !9.:41&6! ’"

!! " #$%$&’() *+ ,-./0’$*% 12) 304*(0’*() +*( #05506 728(*-./’$92 :$*6*;) 0%- :$*’2/<%*6*;) = >%%2( #*%;*6$0 ?%$92(&$’) = @.<<*’ $!$$"! = A<$%0 B

" " C<2 A2%’2( +*( >55.%*6*;) = ’<2 "+# ’< @*&8$’06 = @.<<*’ $!$$"! = A<$%0 B

# " C<2 A2%’2( +*( ,62/’(*% #$/(*&/*82 = >%%2( #*%;*6$0 #2-$/$%2 A*662;2 = @.<<*’ $!$$"! = A<$%0D

$O?B&<;BP 34 56 789:47;65<;= 47>4 5? ::@84; @>A B; @CD4CE;= $% 9$’(* CA=;E @:A=545:A 47>4 F>5A4>5A6 F;5:45@ >EE;64 >4 47;
G;EF5A>D H;65@D; I%& J 64>G; K 47;A 47;8 F>8 7>H; 47; :99:E4CA548 4: >@LC5E; GE;>4;E =;H;D:9F;A4>D @:F9;4;A@; M 3A 4756
64C=8 K G:>4 ::@84;6 N;E; @CD4CE;= N5475A ?:DD5@D; 7;F5O6;@45:A6 K N75@7 @>A 5A75B54 %&’( >A= 9E:D:AG 47; =CE>45:A :? %&
64>G; M P7; @7>AG;6 :? CD4E>64EC@4CE; :? G:>4 ::@84; B;?:E; >A= >?4;E @:O@CD4CE; N547 ?:DD5@D; 7;F5O6;@45:A >A= >?4;E E;6CF9O
45:A @CD4CE; N;E; :B6;EH;= M P7; 9CE9:6; 56 4: ?5A= :C4 47; 9E::?6 :? ?CE47;E @>9>@54>45:A :? ::@84;6 K >A= 4: :B6;EH; 47; ?;>65O
B5D548 :? 4N:O64;9 9E:4:@:D ?:E ::@84;6 F>4CE>45:A M ’;?:E; @:O@CD4CE; N547 ?:DD5@D; 7;F5O6;@45:A Q 9;E5H54;DD5A; 69>@; 7>H; A:4
B;;A ?:EF;= 5A 47; ::@84; K A;547;E 7>H; 47; F5@E:H5DD5 B;;A E;D;>6;= ?E:F 47; <:A> 9;DDC@5=> K 47; @:E45@>D E;G5:A 7>H; > D:4
:? :E>G>A;DD;6 K @DC64;E6 :? @:E45@>D GE>ACD;6 ;R54 5A 47; @:E45@>D E;G5:A K F54:@7:A=E5>6 >F>66 5A 47; @:E45@>D E;G5:A K > ACFO
B;E :? H>@C:D;6 >E; 9E;6;A4;= M .?4;E @:O@CD4CE; N547 ?:DD5@D; 7;F5O6;@45:A K 47; E;6CD46 >E; >6 ?:DD:N6 Q 9;E5H54;DD5A; 69>@; 56
:BH5:C6 K 47; F5@E:H5DD5 7>H; B;;A E;D;>6;= ?E:F 47; <:A> 9;DDC@5=> >A= 95D; C9 5A 64>@S6 5A 47; 9;E5H54;DD5A; 69>@; K F54:O
@7:A=E5> 7>H; B;GCA 4: F5GE>4; 4:N>E= 47; @;A4;E :? ::@84; 5A@DC64;E6 K 47; BCDS :? 47; @:E45@>D GE>ACD;6 >E; =564E5BC4;= >4
6:D54>E8 9:6545:A6 >D:AG 47; ::D;FF> 5A 47; 9>E4 K 47; ACFB;E :? H>@C:D;6 5A@E;>6; :BH5:C6D8 K 9>E4 :? @:E45@>D E;G5:A D>@S :EO
G>A;DD;6 M .?4;E E;6CF945:A @CD4CE; Q 9;E5H54;DD5A; 69>@; =;H;D:96 ?CE47;E K 47; ACFB;E :? F5@E:H5DD5 64>@S6 7>H; =;@E;>6;=

! 收稿日期："$$+ 0 !$ 0 !*；接受日期："$$1 0 $! 0 $2
基金项目：国家“*1#”计划资助项目（"$$".."/"$1!）

" 通讯作者（T:EE;69:A=5AG >C47:E），博士，教授，中国工程院院士，P;D：$/-! 0 /22"//#，UOF>5D：REGVF>5D , 5FC , ;=C , @A



!"# $%&’(% (’)% %)%&* + (,*’&-’"#),! -!.% #,/*),$0*%# %.%"12 ," *-% &%"*)!1 ’’1%((! + &’)*,&!1 3)!"01%/ !)% #,/*),$0*%# !*
/’1,*!)2 4’/,*,’"/ !1’"3 *-% ’’1%((! + *-% "0($%) ’5 .!&0’1%/ #%&)%!/% ’$.,’0/12 + (’)% 4!)*/ ’5 &’)*,&!1 )%3,’" !)% 5)%% ’5
’)3!"%11%/ 6 7" &’"*)!/* *’ (!*0)!*,’" !" #!$%& + ,"-,$,*,’" &01*0)% $2 5’11,&1% -%(,8/%&*,’" &’"*),$0*%/ (’)% *’ *-% 5’)(!*,’"
’5 4%),.,*%11,"% /4!&% + #%&)%!/% ’5 "0($%) !"# %)%&*,’" ’5 (,&)’.,11, !"# *-% 50)*-%) 5’)(!*,’" ’5 ’)3!"%11%85)%% &’)*%9 6

!"# $%&’() :’!* ; <’&2*%/ ; == >?’8/*%4 @@ 4)’*’&’1 ; A’11,&1% -%(,8/%&*,’" ; B’8&01*0)% ; C1%&*)’" (,&)’/&’4% ; D1*)!8
/*)0&*0)%

尽管家畜体外受精技术的研究已有 EF 多年的
历史，而且也已开始应用于生产，但体外受精胚的

发育率以及移植后的妊娠率与体内胚相比都较低，

这其中最大的制约因素之一就是卵母细胞的体外成

熟质量不高。卵母细胞的成熟质量也严重制约着诸

如克隆动物、转基因动物等相关生物技术的研究与

开发。卵母细胞的成熟包括两个方面，核成熟与质

成熟。核成熟程度是目前评价卵母细胞成熟质量的

一个重要指标，易于观察和记录。与之相比，卵母

细胞的质成熟就要复杂得多，主要包括卵母细胞内

部各细胞器形态改变和功能建立以及供减数分裂与

早期胚胎发育的 (GHI 转录、翻译与修饰。J,%1%8
(!" K L%.%)/（MNNO）发现，采集牛卵巢上的优势
卵泡及 E P Q ((卵泡卵母细胞，在同样成熟培养条
件下，受精后的囊胚发育率分别为 RFS和 OFS，
差异显著。一般而言，在体外受精实验中，用于成

熟培养的卵母细胞基本上是采自卵泡表面 E P Q ((
卵泡，这一时期的卵母细胞胞质成熟程度较低。在

体内，卵母细胞胞质的进一步成熟是在卵泡内进行

的，此时，由于卵泡分泌的各种抑制核成熟因子的

存在，卵母细胞的核一直处于生发泡期（:T 期），
而当卵母细胞从卵泡内释放出来后，卵子能够自发

恢复减数分裂。因此，有的学者提出假说，在体外

如果延长生发泡期，那么卵母细胞胞质可以进一步

成熟，从而有可能获得更大的发育潜能。目前常用

于抑制卵母细胞核成熟的化学试剂有：&IUV 类似
物（W,)!)#，MNNF）、VJC 抑制剂（C44,3 K J’?"/，
MNXY）、 5’)/Z’1,"（L,1’#%!0 %* !1，MNNO）、#$&IUV
（B-’ %* !1，MN[Y）等；但是这些化学物质对卵母细
胞的核成熟的抑制作用是暂时的，不能长时间维

持。次黄嘌呤虽然能够有效地抑制小鼠、猪的卵母

细胞核成熟（\,!，MNNY），但对牛、羊等大家畜的
抑制作用则不十分明显。因此，人们的研究重点开

始转向在体外建立一种卵母细胞核成熟的生理抑制

模式，通过卵母细胞与卵泡成分的共培养，利用卵

泡分泌的抑制性因子来实现。这样，卵母细胞在进

行传统成熟培养前都要经过一段时间的核成熟抑制

的培养方式，我们称之为“两步法”体外培养。笔

者（W-!’ %* !1，EFFE）之前的研究发现，山羊半卵
泡可以有效抑制山羊卵子的核成熟。迄今为止，人

们对于“两步法”体外培养卵母细胞的评价或停留

在推测阶段，或获得较高的囊胚发育率的结果，但

都较少地对这一方法的本质进行过探讨。本研究采

用电子显微镜对共培养前后、恢复成熟培养后的山

羊卵母细胞内各亚细胞结构发生的变化进行系统描

述，并与体外常规成熟培养的卵子的超微结构变化

进行对比，以期获得“两步法”体外培养卵母细胞

在亚细胞水平上的证据。

* 材料与方法

* +* 仪器与试剂

B<E培养箱（WIH]<）、立体显微镜（H7^<H）、玻

璃器皿、细菌滤器（华美公司）。配制培养液均用六

蒸水。所用药品除特殊标明外均为常规分析纯试

剂。实验用山羊卵巢采自呼和浩特市屠宰场。共培

养用培养液：UMNN（:,$&’）、MFS ABW（本实验室自
制）、F _ME (3 ‘ (a 丙酮酸钠（日本和光药业）、MF
((’1 ‘ a b%4%/（日本和光药业）、双抗（日本和光药
业）；卵子恢复成熟培养液：UMNN、MFS ABW、O 7D ‘
(a bB:（宁波激素制品厂）、M!3 ‘ (a 雌二醇（W7:8
UI）、MF ((’1 ‘ a b%4%/、双抗。
* +, 卵巢的采集及卵母细胞的成熟培养
从屠宰场采集山羊卵巢，于 OF c生理盐水中

保温 M P E -内带回实验室，采卵前 O[ c生理盐水
洗 O遍，切开卵巢表面 E ((（M _E P E _R ((）大小
的卵泡，用药勺挖出其内容物，放入 O[ c含 LWI
的 VLW 缓冲培养，培养小滴为 MF P EF 个卵子 ‘ RF

!a，培养时间为 EY -。用石蜡油覆盖。培养温度为
OX _R c，气相条件是，RS B<E、NRS空气、湿度
为 MFFS。
* +- 半卵泡的制备及与卵子的共培养
解剖镜下选取大小为 E ((（M _E P E _R ((）、

表面分布有丰富血管、半透明的卵泡在含 VLW的培
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养皿内，用不锈钢手术刀片沿卵泡中央将卵泡一切

为二，用玻璃吸管轻轻吸出卵泡自身的 !"!#，弃
掉。用镊子轻轻夹住半卵泡用预平衡的清洗 $ 遍，
置于预平衡的培养小滴中培养 % &，每小滴培养半
卵泡一个，小滴体积 ’((!)。而后在每个半卵泡内
培养 * + ,个 !"!#。共培养时间为 %- &，之后转入
成熟培养小滴，培养时间为 %- &。培养温度为 $, .*
/，气相条件是 *0 !"%、1*0 空气、湿度为
’((0。
! "# 山羊卵子的固定、包埋与超薄切片的制备
收集刚刚采自卵巢表面卵泡的和未经共培养和

成熟培养的山羊卵子（( & !，( & 2）、未经共培养
而直接进行成熟培养的卵子（( & !，%- & 2）、经
共培养而未经成熟培养的卵子（%- & !，( & 2）、
经共培养和成熟培养的卵子（%- & !，%- & 2），以
上 -种方式的卵子经 $0戊二醛固定，- /冰箱保
存，待收集齐后经二甲申酸钠缓冲液清洗，后用

’0四氧化锇后固定 ’ &，再用巴比妥缓冲液清洗，
然后用 *(、3(、4(、,(、1(、’((0的梯度乙醇脱
水处理，最后用 5678,’% 包埋，包埋块在 -, /条
件下聚合 %- &后，在 3( /条件下聚合 -, &。)9:;
型超薄切片机制备 *((超薄切片，然后醋酸双氧铀
和柠檬酸铅双重染色，<4((< 日立电子显微镜观
察拍照。

$ 结 果

$ "! 共培养前的卵母细胞
无卵周隙；皮质区富含细胞器；微绒毛与透明

带结合紧密，尚未从透明带中撤出，微绒毛与颗粒

细胞突起间有明显的缝隙连接存在；皮质颗粒成簇

状分布于皮质区；线粒体主要集中分布于皮质区，

细胞核周围也有少量存在，形态多为帽状。

$ "$ 共培养后的卵母细胞
卵周隙已经形成，但空间较窄；皮质区细胞器

开始向中央区移动，局部区域无细胞器的存在；微

绒毛已自透明带中撤出，并垂直或倒伏于卵膜表

面，形态较细小，数量较多；部分皮层颗粒已单层

分布于质膜下，部分以簇状存在于皮质区近卵膜

处；线粒体自皮质区开始以簇状分批向中央区迁

移，形态不规则，有帽状、球形、棒状、哑铃形等

几种，已进入中央区的线粒体开始逐步散开。

$ "% 恢复成熟培养后的卵母细胞
卵周隙进一步扩大，并且贯通；大部分皮质区

不含细胞器；微绒毛绝大多数垂直于卵膜，形态较

细小，数量明显减少；皮层颗粒质膜下单层分布；

线粒体均匀散布于卵质中央区，形态以帽状为主。

$ "# 常规成熟培养的卵母细胞
有卵周隙存在，但不贯通，局部区域卵膜与透

明带结合紧密；部分皮质区尚有细胞器存在；微绒

毛大部分从透明带中撤出，倒伏于质膜表面，数量

较多，形态较为粗大；皮层颗粒质膜下部分单层分

布，部分散布于皮质区；线粒体均匀散布于卵质中

央区，形态以帽状为主。

% 讨论与结论

哺乳动物卵母细胞的发育能力是随着卵泡的增

大而不断得到提高的，先后经历了生长期、获能期

和成熟期。山羊卵泡直径增长到 $ == 时，其内卵
母细胞直径不再增加，立即停止生长而进入获能

期。获能期指的是从三级卵泡开始直到 )< 峰出现
前这一段时期，其间基因表达处于较低水平，主要

发生变化的是卵子内部的超微结构，这一阶段，卵

周隙、脂滴、微绒毛、线粒体、皮层颗粒、内质网

以及高尔基体，无论在数目、形态、大小还是分布

上都要产生变化，而这些变化对于卵母细胞受精以

及受精后的早期胚胎发育是十分重要的。

很多研究表明，从输卵管内回收的成熟卵母细

胞受精后的胚胎发育率远高于体外成熟的卵母细

胞。这一结果可能由于卵母细胞的个体差异和体外

成熟培养条件差异等许多因素造成，但 >?@A@=B8 C
:@D@E#（’11$）将即将出现 )<峰的母牛屠宰，并采
集卵巢上的优势卵泡卵母细胞及 % + 3 ==卵泡卵母
细胞，在同样的成熟培养条件下，受精后的囊胚发

育率分别为 *(0和 $(0，差异显著。由此可见，
卵母细胞发育水平不同或者说卵母细胞获能程度不

同是导致差异产生的主要原因。本实验中采用卵母

细胞与半卵泡共同培养就是要模拟体内卵泡环境，

使卵母细胞内各细胞器及功能大分子在给定时间内

尽可能充分地改变及合理分布，以期核质更加趋向

于同步成熟。

% "! 微绒毛
山羊卵母细胞的微绒毛产生于原始卵泡向初级

卵泡转变的过程中。此时尚未有透明带样物质出

现，当卵泡生长到 ’*( + %((!=时微绒毛达到最大
长度，此时数目也最多，垂直插入透明带内。随着

卵泡发育，微绒毛长度略变短，但粗度明显增大，与
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图 !—"" 经过“两步法”培养的山羊卵母细胞的超微结构变化
#$%& ’ ! ( "" )*+,-&+,./+.,0 /1-2%0& 34 %3-+ 33/5+0& 6$+1“+637&+08”8,3+3/-*

! ’ 常规成熟培养下微绒毛大部分自透明带中撤出，倒伏于质膜表面（9 1 :，"; 1 <：=>-&& 34 >$/,3?$**$ 0?-/.-+0@ 4,3> A32- -2@ 4-**$2% 32
+10 &.,4-/0 34 33/5+0 8*-&>$/ >0>B,-20） C !9 999；

" ’ 共培养后微绒毛自透明带中撤出，垂直或倒伏于卵膜表面（"; 1 :，9 1 <：<$/,3?$**$ 8*.>B$2% 3, 4-**$2% 32 +10 &.,4-/0 34 8*-&>$/ >0>7
B,-20） C D 999；

E ’ 恢复成熟培养后微绒毛自透明带中撤出，绝大多数垂直于卵膜表面（"; 1 :，"; 1 <：= >-&& 34 >$/,3?$**$ 8*.>B$2% 32 +10 &.,4-/0 34
8*-&>$/ >0>B,-20） C D 999；

; ’ 共培养前微绒毛尚未从透明带中撤出（9 1 :，9 1 <：<$/,3?$**$ 0>B0@@$2% $2 A32-，23+ ,0>3?$2% 4,3>） C !F 999；
G ’ 共培养后微绒毛自透明带中撤出，垂直或倒伏于卵膜表面（"; 1 :，9 1 <：<$/,3?$**$ 8*.>B$2% 3, 4-**$2% 32 +10 &.,4-/0 34 8*-&>$/ >0>7

B,-20） C !" 999；
H ’ 恢复成熟培养后微绒毛自透明带中撤出，绝大多数垂直于卵膜表面（"; 1 :，"; 1 <：= >-&& 34 >$/,3?$**$ 8*.>B$2% 32 +10 &.,4-/0 34

8*-&>$/ >0>B,-20） C !G 999；
D ’ 常规成熟培养下卵周隙存在但不贯通（9 1 :，"; 1 <：#3,>-+$32 34 80,$?$+0**$20 &8-/0，B.+ 23+ +,-2&4$I$32） C !9 999；
F ’ 恢复成熟培养后卵周隙进一步扩大（"; 1 :，"; 1 <：J0,$?$+0**$20 &8-/0 4.,+10, 6$@020@） C !9 999；
K ’ 共培养前卵周隙尚未形成（9 1 :，9 1 <：L3 80,$?$+0**$20 &8-/0） C !9 999；
!9 ’ 共培养后卵周隙已经形成，但空间较窄（"; 1 :，9 1 <：J0,$?$+0**$20 &8-/0 1-?$2% 43,>0@，B.+ +10 &8-/0 $& 2-,,36） C !9 999；
!! ’ 常规成熟培养下大部分皮质区尚有细胞器存在（9 1 :，"; 1 <：:3,+$/-* ,0%$32 /32+-$2$2% - *3+ 34 3,-%-20**0&） C E H99；
!" ’ 恢复成熟培养后大部分皮质区不含细胞器（"; 1 :，"; 1 <：M10 >-&& 34 /3,+$/-* ,0%$32 1-?0 23 3,-%-20**0&） C D 999；
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!" # 共培养前皮质区富含细胞器（$ % &，$ % ’：(%) *+,-.*/0 ,)1.+2 %/3.21 / 0+- +4 +,/1/2)00)5） 6 " $$$；
!7 # 共培养后皮质区细胞器开始向中央区移动（87 % &，$ % ’：9,/1/2)00)5 .2 *+,-.*/0 :)1.22.21 -+ ;.1,/-) -+</,= -+ -%) *)2-), +4 +>

*?-)） 6 " $$$；
!@ # 常规成熟培养下皮层颗粒质膜下单层分布（$ % &，87 % ’：&+,-.*/0 1,/2A0)5 =.5-,.:A-)= /- 5+0.-/,? B+5.-.+25 /0+21 -%) ++0);;/）

6 C $$$；
!D # 恢复成熟培养后皮层颗粒质膜下单层分布（87 % &，87 % ’：&+,-.*/0 1,/2A0)5 =.5-,.:A-)= /- 5+0.-/,? B+5.-.+25 /0+21 -%) ++0);;/）

6 E $$$；
!E # 共培养前皮层颗粒簇状分布于皮质区（$ % &，$ % ’：&0A5-),5 +4 *+,-.*/0 1,/2A0)5 )F.- .2 -%) *+,-.*/0 ,)1.+2） 6 C $$$；
!G # 共培养后皮层颗粒质膜下单层分布（87 % &，$ % ’：&+,-.*/0 1,/2A0)5 =.5-,.:A-)= /- 5+0.-/,? B+5.-.+25 /0+21 -%) ++0);;/） 6 !8 $$$；
!C # 常规成熟培养下线粒体均匀散布于卵质中央区（$ % &，87 % ’：’.-+*%+2=,./ %/3) =.5-,.:A-)= )3)20? .2 -%) *)2-,/0 ++0);;/）

6 " D$$；
8$ # 恢复成熟培养后线粒体均匀散布于卵质中央区（87 % &，87 % ’：’.-+*%+2=,./ %/3) =.5-,.:A-)= )3)20? .2 -%) *)2-,/0 ++0);;/）

6 " D$$；
8! # 共培养前线粒体主要集中分布于皮质区（$ % &，$ % ’：’.-+*%+2=,./ /;/55)= .2 -%) *+,-.*/0 ,)1.+2） 6 " $$$；
88 # 共培养后线粒体自皮质区开始，以簇状分批向中央区迁移，已进入中央区的线粒体，多以簇状存在同时已有部分开始逐步散
开（87 % &，$ % ’：’.-+*%+2=,./ :)1.22.21 -+ ;.1,/-) -+</,= -+ -%) *)2-), +4 ++*?-) .2 *0A5-),；-%)5) ;.-+*%+2=,./，<%.*% %/= /,,.3)=
/- -%) *)2-),，:)1.2 -+ =.5B),5) 5-)B :? 5-)B） 6 " D$$。

这一期间处于生长期的卵母细胞进行活跃的代谢过

程相适应。当卵泡直径达到 " ;; 左右时，微绒毛
变得更短并且弯曲，开始自透明带内撤出，此时卵

母细胞结束生长期，进入获能期，同样，微绒毛的

这种变化也与此时卵子内部的代谢活动相关。本实

验所用卵子全部选取 8 ;;（! H@ I 8 H@ ;;）大小的
卵泡。此阶段卵子（$ % &，$ ’）的电镜结果显
示，微绒毛大部分尚未从透明带中完全撤出。微绒

毛与卵丘细胞突起间有明显的缝隙连接存在。当卵

母细胞与半卵泡在体外经 87 % 共培养后（87 % &，
$ ’），微绒毛完全从透明带中撤出，倒伏在卵膜表
面，数目较多，此时有很明显的卵周隙。取出卵泡

内卵子进行 87 %常规体外成熟培养后发现，微绒毛
变细且数量明显减少，由倒伏变为直立，垂直于卵

膜表面，卵周隙进一步扩大。而卵母细胞体外成熟

培养后（$ % &，87 ’），微绒毛仅部分从透明带中
撤出，倒伏于卵膜表面，直径较为粗大。卵周隙不

贯通，局部区域卵膜仍紧贴于透明带。J?--)0 )- /0
（8$$$）认为微绒毛数量的减少以及垂直于卵膜表
面是卵母细胞成熟的一个重要特征。我们推测，微

绒毛的这种状态可能更有利于精子头部质膜与卵膜

的融合，从而影响卵母细胞的受精率。因为，在一

般情况下，经顶体反应后，穿过透明带的精子，其

头部质膜与卵子发生的融合部位主要位于微绒毛的

顶端、侧面或两微绒毛之间，在缺乏微绒毛的部位

（如第二极体排出处）不发生融合。(/2（!CGG）在
对不同发育阶段的山羊卵巢卵泡卵母细胞的电镜观

察发现，当微绒毛开始向透明带中撤出时，由微丝

伸入微绒毛内而形成轴心，微丝基部位于卵皮质

中，并认为，微绒毛的抽出是依靠微丝的收缩作用

来完成的。当山羊卵泡直径达到 ! ;; 左右时，微
绒毛开始自透明带中撤出；当直径达到 @ ;; 左右
时，微绒毛全部撤出。微绒毛自透明带内撤出时逐

渐变短变粗。本实验观察到，卵母细胞经 87 %体外
成熟培养后，自透明带中撤出的微绒毛既短又粗，

并倒伏于卵膜表面，推测此时微绒毛刚刚从透明带

中撤出，可能由于体外培养时间过短而使微绒毛未

能充分获得形态改变。比较 87 % &，$ ’；87 % &，
87 ’与 $ % &，87 ’的卵母细胞膜表面时发现，除
微绒毛外，前两种培养方式，卵膜较为圆滑；后者

卵膜存在包状突起，我们推测，可能所用体外成熟

培养液不完全支持微绒毛获得充分的形态改变或者

可能由于微丝收缩作用时间不足造成的，延长作用

时间，可能使突起消失，卵膜相应也变得较为圆

滑。前面所述体内成熟卵母细胞充分获能后，微绒

毛数量减少，是否也是由于微丝的这种收缩机制还

有待于进一步实验论证。

! "# 卵周隙
K0);.21（!CE8）证明，牛成熟卵泡卵母细胞于

发情早期颗粒细胞突起开始退化，到排卵前 8$ I !$
%全部退化，并认为，卵周隙的出现与颗粒细胞退
化有关，因两者相继发生。L,A.B（!CG"）证明，正
常体内成熟牛卵母细胞 MJ 峰出现后第一个变化是
卵周隙形成和卵丘细胞与卵母细胞联系中断。J?->
-0)（!CGE）证明，超排牛卵母细胞于 MJ 峰后 C I
!8 %发生 NOPQ，同时，卵丘细胞突起和卵母细胞
间联系中断。他还证明，体外成熟牛卵母细胞于

NOPQ同时，卵丘细胞突起与卵质膜间的联系中
断。本实验中，共培养前的卵母细胞微绒毛尚未开

始从透明带中撤出，卵丘细胞突起与卵膜联系紧
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密，无卵周隙。卵母细胞与半卵泡共培养后（!" #
$，% &），大部分微绒毛已从透明带中撤出，卵丘
细胞突起开始退化，局部出现较窄的卵周隙。取自

半卵泡的卵子（!" #，!" &）进行体外成熟培养
后，卵丘细胞突起完全退化，卵周隙进一步扩大。

由此可见，半卵泡作为抑制因素进行“两步法”体

外培养卵母细胞能够再现卵周隙的体内发生。当卵

母细胞直接经体外成熟培养后，仅部分卵丘细胞突

起退化，局部形成卵周隙并且不贯通。在正常受精

条件下，精子的头部优先进入卵周隙并于卵膜紧密

结合，推动卵子在卵周隙内发生转动，从而引导精

子尾部进入。因此，我们推测，体外成熟卵母细胞

受精率偏低的原因之一可能是由于卵周隙不贯通而

影响到精子的正常受精活动，并最终使受精卵的融

合受到影响。

! "! 皮层区
’()（*+,,）在对体内不同发育阶段的山羊卵泡

卵母细胞的超微结构研究中发现，由于卵子内不同

区域的代谢强度不同，造成各种细胞器及内含物的

分布呈现规律性变化。原始卵泡卵母细胞细胞器多

分布于胞质的近核区。当卵泡大小达到 ,% - !%%!.
时，其内卵母细胞的各种细胞器在胞质中均匀分

布。卵泡生长到 % /0 - * /% ..时，其内卵母细胞中
的各种细胞在胞质中散在分布，但皮质区数量较

多，生发泡周围几乎无细胞器。* /0 - 1 .. 大小的
卵泡卵母细胞胞质中大多数细胞器分布在皮质区，

中央区细胞器很少，细胞器的这一分布一直持续到

0 ..大小卵泡。线粒体等细胞器从皮质区向中央
区内移始自于 0 .. 以上卵泡的卵母细胞。当卵母
细胞到达 &22时，各种细胞器完全均匀分布于中央
区。形成一个无细胞器的皮质区。本实验所采用的

卵泡大小为 ! .. 左右，其内卵母细胞皮质区含有
丰富的线粒体、脂滴等细胞器。当与半卵泡体外共

培养 !" # 后发现，线粒体开始成簇状向中央区内
移。取自半卵泡的卵母细胞体外成熟培养 !" # 后，
电镜观察显示，大部分皮质区缺乏细胞器。作为对

照，卵母细胞直接经体外成熟培养后的电镜结果表

明，皮质区的细胞器虽然已经开始向中央区内移，

但大部分区域仍然含有较多的细胞器与内容物。

3445 67 (8（*++!）比较研究了牛体内成熟与体外成
熟卵的超微结构，结果显示，体内成熟卵皮质区完

全缺乏细胞器，而体外成熟卵没有形成一个无细胞

器存在的皮质区，但他并没有进一步说明，体外成

熟卵的细胞器内移上的滞后对随后的受精及早期胚

胎发育的影响。我们认为，细胞器的内移发生于卵

母细胞的获能期，此时的卵母细胞核及核仁的基因

表达基本消失，主要进行各种细胞器的形态、数

目、大小及分布上的调整。体内卵母细胞各细胞器

的内移始自 0 ..大小卵泡卵细胞，终止于 &22期，
这使得体内成熟卵母细胞有充足的时间进行各种调

整，充分合理地建立各细胞器在代谢功能上的联

系。而体外成熟卵母细胞可能由于培养系统不完全

支持各细胞器功能联系的建立或者说可能由于体外

培养时间不足而造成代谢功能联系上的滞后，从而

最终对卵母细胞的受精及早期胚胎的发育产生影

响。有人认为，卵子的体外成熟培养时间在传统 !"
#基础上再延长几小时（! - 1 #），有利于囊胚发育
率的提高。9:;()<（*++=）报道，卵巢取回后，在
采卵前温育几个小时，可以提高囊胚发育率。以上

实验说明几个小时的延长或温育使得卵母细胞获能

时间得到延长，使其超微结构及分子结构得以更加

充分成熟，使核质成熟更加趋向于同步，从而提高

了体外成熟卵母细胞的质量。我们在实验中所采用

卵母细胞与半卵泡共同培养，就是基于这一目的。

! "# 皮层颗粒
皮层颗粒是未受精卵母细胞的特征结构，由单

层膜包被，在卵母细胞成熟晚期单层分布于质膜

下，这种单层分布对防止多精受精及胚胎的正常发

育有重要意义。>?7768 67 (8（*+,=）的实验证明，
超排牛卵母细胞皮层颗粒于 3>峰后 !* - !! #分散
并排列在质膜下。孙青原证明，加激素（@9> 和
3>）培养 !" #，牛卵母细胞皮层颗粒分散排列于质
膜下。3445 67 (8（*++!）等发现，体内成熟牛卵母
细胞皮层颗粒单层分布于质膜下，而体外培养 !" #
的牛卵母细胞局部有尚未散开的小簇皮层颗粒存

在。本实验观察到，当卵母细胞与半卵泡经 !" #共
培养后，局部已经出现皮层颗粒的单层分布，虽然

此时也有成簇状皮层颗粒存在。共培养所采用的培

养液中未添加任何生殖激素。因此，我们推测，

$A5的单层分布可能是卵母细胞经过一系列充分获
能的结果，而不是由 3>激发形成的。经过 !" # 恢
复成熟培养的卵母细胞的电镜观察结果显示，皮层

颗粒全部在质膜下单层分布，而经过常规成熟培养

的卵母细胞的皮层颗粒大部分质膜下单层分布，一

小部分以簇状形式存在于皮质区。由此可见，半卵

泡作为抑制因素进行“两步法”体外培养卵母细胞
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比常规成熟培养，更有利于皮层颗粒质膜下单层分

布。

! "# 线粒体
线粒体是细胞内的能量供给场所，其位置的变

化可造成卵质内不同区域 !"#水平的不同。在静止
期卵母细胞中，线粒体全部聚集在生发泡周围，可

为核内 $%! 的转录及局部胞质的翻译提供必要的
能量。卵母细胞生长期的线粒体外移及增殖为细胞

内蛋白质的合成及分泌，卵母细胞与颗粒细胞间的

物质交换和信息交流等各种活动提供能量。特别

是，位于外周的线粒体可有效地截获由外界环境直

接经质膜或间接经卵丘细胞突起进入卵母细胞的分

子。到卵母细胞接近成熟时，由于卵母细胞与卵丘

细胞间联系中断，皮质区内代谢活动明显下降，线

粒体势必要移向中央。本实验观察到，卵母细胞与

半卵泡经 &’ ( 共培养后，线粒体向皮层区开始内

移，内移方式采取簇状分批迁移，到半卵泡内卵子

继续进行 &’ (成熟培养后，线粒体均匀分布于卵质
中央区。体内成熟卵母细胞的线粒体自外周皮层区

内移采取何种方式还未见报道，所以目前尚不能确

定线粒体成簇分批迁移是否是体内生长卵母细胞内

移方式的再现。

综上所述，与体外常规成熟培养的卵母细胞相

比，“两步法”培养卵母细胞更有利于支持皮层颗

粒质膜下单层排列、卵周隙的形成与贯通、微绒毛

直立和数量较少以及线粒体在胞质中央区的均匀分

布，以及无细胞器皮质区的进一步形成，而以上几

个亚细胞结构的这些形态和分布特征是卵母细胞胞

质成熟的重要标志。因此，认为以山羊半卵泡为抑

制成分，采用“两步法”培养山羊卵母细胞比常规

成熟培养，更能促进山羊卵母细胞胞质的成熟。
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