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不同年龄昆明白小鼠卵母细胞的生发泡互换
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摘要：为探讨卵母细胞减数分裂异常及其与年龄相关变化之间的关系，对不同年龄段昆明白小鼠卵母细

胞进行了生发泡（*+）移植研究。应用显微操作和电融合技术，将 % ( ’周龄小鼠 *+期卵母细胞分别与
%月龄、,月龄和 )!月龄小鼠 *+期卵母细胞进行 *+互换，所形成的 %种 *+-胞质体复合体的融合率
（’,./0 ( ,#.%0）和 %种重组卵母细胞的成熟率（’&.#0 ( ’’.!0）并不因小鼠年龄的改变而有所变化。
成熟的 %种重组卵母细胞经体外受精后，形成原核期胚和 !-细胞期胚的比率（分别为 ’"."0 ( ’/.&0和
$!./0 ( #".,0）并不因不同年龄小鼠卵母细胞 *+互换所带来的细胞质或细胞核的改变而受到影响。
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在自然人口中，随女性年龄的增长，出现与

生育力明显倒置的关系。当女性年龄超过 $"
岁时妊娠率明显降低，这与胚胎着床率下降相

平行。妊娠率和着床率下降似乎与老龄妇女卵

母细胞染色体非整倍性的发生上升有关［)］。染

色体分离异常起源于卵母细胞成熟后期的第一

次和a或第二次减数分裂异常［!］。在动物卵母
细胞，核基因组与细胞质内无数的因子相互作

用影响着减数分裂———染色体数由 *+期的 $D
降为 E#期的 !D。应用显微操作和电融合技
术，可以将生发泡（*+）移植到另一个同一发育
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时期的去核供体卵母细胞（胞质体）中，从而重



组一个 !" 期卵母细胞［# $ %］。因此 !" 移植是
一种研究哺乳动物卵母细胞成熟过程期间细胞

核与细胞质之间相互作用的有效技术。昆明白

小鼠是我国特有且使用得最广泛的小鼠品系，

我们的研究工作表明，昆明白小鼠呈现与衰老

相关的生育力下降，主要表现在卵母细胞减数

分裂的异常。本研究在年轻小鼠卵母细胞与中

年和老年小鼠卵母细胞之间进行 !"互换，目
的在于通过 !"移植所建立起的重组 !"期卵
母细胞，可以提供一个有价值的细胞模型———

研究卵母细胞减数分裂异常及其与年龄相关变

化之间的关系。

! 材料与方法

!"! 实验小鼠 昆明白小鼠由中国科学院遗
传与发育生物学研究所实验动物中心提供。雌

鼠分为 % $ & 周龄、% 月龄、’ 月龄和 () 月龄 *
个年龄段。雄鼠为 # $ %月龄。
!"# $%期卵母细胞收集 每只雌鼠腹腔注
射 +,- ./的孕马血清促性腺激素（012!，中国
宁波激素制品厂），*% $ *& 3后断颈处死小鼠，
取出卵巢，用 -4 解剖针刺破卵泡，释放出 !"
期卵母细胞，用内径与卵母细胞直径相当的玻

璃管反复吹打至颗粒细胞从卵母细胞上脱离。

卵母细胞的收集均在 1)（25678，/29）培养液中
进行。

!"& 显微操作 显微操作在室温下进行，所用
仪器为 :;5<8显微操作仪。实验所用固定管和
移核管系用毛细玻璃管（=>8?@ A>;<B?C7;D5<8>
.EFB?G7;EBF，/H）在拉针仪（2GBB;? .EFB?G7;EB =CI，
/29）上拉制而成，固定管在微锻仪（J8?5F356;，
K8L8E）上于外径 &M!7处断开，并将断端烤钝而
成；移核管于内径 )M!7处断开，形成平头移核
管；切口针系用直径为 (,) 77的实心玻璃棒在
拉针仪上直接拉制而成。

!"互换过程如下：在显微操作前，!"期卵
母细胞于含有 (MN 胎牛血清和 -M!6O7> .P1Q
（25678）的 RS4（.?T5E; 2<5;EB5U5<，/29）培养液中，

#+V、-N =W) 培养箱内孵育 ) 3，从而形成卵周
隙。.P1Q的作用是抑制生发泡破裂（!"PX）。
将形成卵周隙的 !"期卵母细胞转入含 (MN胎
牛血清、-M!6O7> .P1Q和 )-!6O7>细胞松弛素
P（25678）的 RA0A2缓冲的 RS4（.?T5E; 2<5;EB5U5< I
.?T5E; =9）培养液中室温孵育 #M 75E。用切口针
对卵母细胞的透明带进行切口，然后用移核管

从透明带切口处进入卵周隙并靠近 !"，吸取由
少量胞质包裹的 !"———!" 核体，然后将 !"
核体转移到另一去除 !"的 !"期卵母细胞的
卵周隙内，形成 !"Y胞质体复合体（图 ( $ *）。
用 RA0A2缓冲的 RS4 培养液洗涤 - 次 !"Y胞
质体复合体，转入含 (MN胎牛血清的 RS4液中
于 #+V、-N =W) 培养箱内恢复 #M 75E，然后进
行细胞融合。

!"’ 细胞融合 细胞融合在电融合仪 PSQ)MM
（!;E;B?CE5<F .E<I，/29）上进行，融合液为 1) 培

养液，融合参数：电场强度为 (%M "O<7，持续时
间为 ’M!F，(次电脉冲刺激。将单个的 !"Y胞
质体复合体移入两个微电极之间，用针拨动使

!"与胞质体之间接触面与电场方向垂直。电
刺激后的 !"Y胞质体复合体放入 1) 培养液内，

#+V培养箱内培养，#M 75E后观察细胞融合情
况。

!"( 重组卵母细胞的体外成熟和体外受精
融合后的重组卵移入到含 (MN胎牛血清的
RS4培养液中，于 #+V、-N=W) 培养箱内培养，

(+ $ (& 3后观察重组卵的成熟情况，取排放出
第一极体的重组卵进行后述实验。

按 RC68E等［+］描述的方法对成熟的卵母细
胞进行体外受精。从雄鼠的附睾尾收集精子，

并在含 (- 76O7> P29（25678）的 ."4液中获能
(,- 3。在含 (-!6O7> P29的 ."4液中将卵母细
胞与精子一起孵育 % 3，然后将卵母细胞移入含
(MN 胎牛血清的 RS4液中 #+V、-N=W) 体外

培养，% 3 后通过原核出现与否检查激活情况，
第 ) $ # D检查发育到 )Y细胞期胚情况。
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图 ! 吸入 "#；图 $ 吸取 "#；图 % 将 "#核体移入去 "#后的卵母细胞中；
图 & !$’ "#()*胞质重组后体外受精形成的 $(细胞期胚（ ! "##）

+,-.! /01,234,56 57 "#；+,-.$ 89:5;3< 57 "#；
+,-.% =2360792 57 36 ,05<349> "# ?32@51<304 ,645 36 96AB<9349> "# 55B@49；

+,-.& $(B9<< 9:C2@50 5C43,69> C@ D#+ 57 55B@490 29B56042AB49> C@ !$’ "#()* B@451<304

!E) 数据统计分析 采用!
$ 检验对实验数据

进行统计学分析。

$ 结 果

$E! "#(胞质体复合体的融合与成熟 在年
轻小鼠与中年和老龄小鼠的 %&期卵母细胞之
间进行生发泡互换，构成 ’ 组不同的 %&(胞质
体复合体：’ ) * 周龄的 %&与 ’ 月龄的胞质体
（’+ %&(’, 胞质体），’ ) * 周龄的胞质体与 ’
月龄的 %&（’+ 胞质体(’, %&），’ ) * 周龄的
%&与 - 月龄的胞质体（’+ %&(-, 胞质体），’
) *周龄的胞质体与 -月龄的 %&（’+ 胞质体(
-, %&），’ ) * 周龄的 %&与 .$ 月龄的胞质体
（’+ %&(.$,胞质体），以及 ’ ) *周龄的胞质体
与 .$月龄的 %&（’+胞质体(.$, %&）。每组重
复实验 /次以上。
经过电融合处理，’种 %&(胞质体复合体的

融合率全部在 *-0以上，’ 种 %&(胞质体复合

体的融合率相互比较无显著差异（表 .）。以排
放出第一极体作为卵母细胞成熟的标志，在体

外培养 .1 ) .* 2后，重组卵母细胞的成熟率在
*34/0 ) **4$0之间，’种重组卵母细胞的成熟
率之间相互比较以及与相应对照卵母细胞的成

熟率（*’4/0 ) *-4$0）比较均无显著差异（表
.）。
$E$ 成熟的重组卵母细胞经体外受精后的发
育 不同年龄小鼠的 %&期卵母细胞在 %&互
换后，取成熟的重组卵母细胞经体外受精 ’ 2，
发育到原核期胚和 $(细胞期胚的情况见表 $和
图 "。重组卵母细胞发育到原核期胚的比率在
*#4#0 ) *1430之间，’种重组卵母细胞发育到
原核期胚的比率相互比较无显著差异，与相应

对照卵母细胞（*$4’0 ) *-4$0）比较亦无显著
差异。重组卵母细胞发育到 $(细胞期胚的比率
在 "$410 ) /#4-0之间，’ 种重组卵母细胞发
育到 $(细胞期胚的比率相互比较无显著差异，
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与相应对照卵母细胞（!!"#$ % &’"($）比较亦
无显著差异（表 )）。包括实验组和对照组的所

有卵母细胞只有极少数发育到 *+细胞期胚或 !+
细胞期胚（)"!$ % &",$），之后停止发育。

表 ! 不同年龄小鼠 "#期卵母细胞 "#互换后的细胞融合与体外成熟
$%&’( ! )(’’ *+,-./ %/0 !" #!$%& 1%2+3%2-./ .* ..452(, 3(4./,23+42(0 &5 "#

(647%/8( %1./8 ..452(, *3.1 1-4( .* 0-**(3(/2 %8(,

-.+胞质体复合体类型
/0123 45 -.+607418937 64:182;23

重复次数

<4= 45 >218?69723

实验卵数

<4= 45 4460723
9@980A2B

细胞融合数

<4= 45 4460723
5C32B（$）

成熟到 D!期数
<4= 45 4460723
:97C>2B（$）

(周龄 -.+(月龄胞质体
-. 5>4: ( E22F3+48B+607418937 5>4: ( :4@7G3+48B

, H#I H,)（#)"!）9 H&)（,*"&）J

(周龄胞质体+(月龄 -.
K07418937 5>4: ( E22F3+48B+-. 5>4: ( :4@7G3+48B

, )’* H#!（#&"(）9 H((（,&"(）J

(周龄 -.+#月龄胞质体 -.
-. 5>4: ( E22F3+48B+607418937 5>4: # :4@7G3+48B

, H(( H&*（#)")）9 H*&（,,")）J

(周龄胞质体+#月龄 -.
K07418937 5>4: ( E22F3+48B+-. 5>4: # :4@7G3+48B

, HI& H&I（,#"I）9 H*!（,&"!）J

(周龄 -.+H)月龄胞质体
-. 5>4: ( E22F3+48B+607418937 5>4: H) :4@7G3+48B

, H&# H&’（#!"*）9 H)I（,!"I）J

(周龄胞质体+H)月龄 -.
K07418937 5>4: ( E22F3+48B+-. 5>4: H) :4@7G3+48B

, HI* H(H（#*"H）9 H*#（,("*）J

(周龄对照
K4@7>48 5>4: ( E22F3+48B

, H,# L H(I（,,"!）J

(月龄对照
K4@7>48 5>4: ( :4@7G3+48B

, )’’ L HI*（,("&）J

#月龄对照
K4@7>48 5>4: # :4@7G3+48B

, H&, L H!’（,,"(）J

H)月龄对照
K4@7>48 5>4: H) :4@7G3+48B

, H’) L #H（,#")）J

9，J同一字母的数值之间比较无显著差异，! M ’"’&（!
) 检验）。

9，J .98C23 E?7G 7G2 39:2 82772>3 9>2 @47 3?N@?5?69@780 B?552>2@7 5>4: 296G 47G2>，! M ’"’&（!
) +7237）=

9 讨 论

近几年来，已对人和多种哺乳动物同年龄

段的卵母细胞进行了 -.移植研究，-.移植时
-.及受体胞质体的完整性未被显微操作和融
合处理所损害，这是因为重组卵母细胞的成熟

率与对照卵母细胞的相同，并有正常的核型和

减数分裂纺锤体，证明 -.移植后的重组 -.期
卵母细胞能正常成熟［* % &］。我们将 ( % , 周龄
小鼠卵母细胞分别与 (月龄、#月龄和 H)月龄
小鼠卵母细胞进行了 -.互换，所构成的 ( 种
-.+胞质体复合体的融合率均在 ,#$以上，(种
-.+胞质体复合体的融合率相互比较无显著差
异；重组卵母细胞的成熟率在 ,*"&$ % ,,")$
之间，(种重组卵母细胞的成熟率之间相互比

较以及与相应对照卵母细胞的成熟率比较均无

显著差异。本研究表明，由不同年龄小鼠卵母

细胞构成的 (种 -.+胞质体复合体的融合率和
(种重组卵母细胞的成熟率并不因小鼠年龄的
改变而有所变化。

本研究中，不同年龄段小鼠 -. 期卵母细
胞经 -.互换后，将成熟的 (种重组卵母细胞再
进行体外受精，发育到原核和 )+细胞期胚的比率
分别为 ,’"’$ % ,I"*$和 !)"I$ % &’"#$，( 种
重组卵母细胞发育到原核期和 )+细胞期胚的比
率无显著差异，与相应对照卵母细胞比较亦无

显著差异。小鼠卵母细胞的体外受精有多种方

法，其中之一是以酸性台式液对透明带钻孔和

用显微切口针对透明带直接切口［,，#］，透明带钻

孔和透明带切口的小鼠卵母细胞的受精率显著

·H!·(期 崔龙波等：不同年龄昆明白小鼠卵母细胞的生发泡互换



高于透明带完整的对照卵母细胞；透明带切口

的多精受精率未增加，透明带钻孔的多精受精

率虽有增加，但统计学上并不显著；透明带钻

孔、切口和完整的受精卵发育到囊胚及囊胚移

植后胚胎着床的比率无差异［!］。本研究利用了

"#移植时在透明带上留下的切口（对照卵母细

胞透明带也做切口）同样获得了满意的受精率。

研究结果表明，在不同年龄段小鼠进行 "#互
换所形成的 $种重组卵母细胞，在经过体外受
精后，形成原核期和 %&细胞期胚的比率并不因
年龄的增长所带来的细胞质或细胞核的改变而

受到影响。

表 ! 成熟的重组卵母细胞经体外受精的发育
"#$%& ! ’&(&%)*+&,- ). -/& 0&1),2-031-&4 ))15-&2 #.-&0 678

"#&胞质体复合体类型
’()*+ ,- "#&.(/,)01+/ .,2)0*3*+

重复次数

4,5 ,-
6*)07.1/*+

实验卵数

4,5 ,- ,,.(/*+
1810(9*:

原核期胚

;6,8<.0*16 +/1=*
（>）

%&细胞期胚
%&.*00 *2?6(,
（>）

$周龄 "#&$月龄胞质体
"# -6,2 $ @**A+&,0:&.(/,)01+/ -6,2 $ 2,8/B+&,0:

C DC $E（F%GC）1 H%（CHG%）?

$周龄胞质体&$月龄 "#
I(/,)01+/ -6,2 $ @**A+&,0:&"# -6,2 $ 2,8/B+&,0:

C DJ $K（FKGK）1 H%（C%GD）?

$周龄 "#&!月龄胞质体
"# -6,2 $ @**A+&,0:&.(/,)01+/ -6,2 ! 2,8/B+&,0:

C DK J!（FCGH）1 HK（C%G!）?

$周龄胞质体&!月龄 "#
I(/,)01+/ -6,2 $ @**A+&,0:&"# -6,2 ! 2,8/B+&,0:

C $H JJ（FDGH）1 %D（C%G!）?

$周龄 "#&E%月龄胞质体
"# -6,2 $ @**A+&,0:&.(/,)01+/ -6,2 E% 2,8/B+&,0:

C JE C%（F%GC）1 %H（CJGE）?

$周龄胞质体&E%月龄 "#
I(/,)01+/ -6,2 $ @**A+&,0: &"# -6,2 E% 2,8/B+&,0:

C JJ CC（FKGK）1 %F（JKG!）?

$周龄对照
I,8/6,0 -6,2 $ @**A+&,0:

C FH DC（F!G%）1 C%（JKG$）?

$月龄对照
I,8/6,0 -6,2 $ 2,8/B+&,0:

C FC DE（FCGJ）1 H!（C$GC）?

!月龄对照
I,8/6,0 -6,2 ! 2,8/B+&,0:

C $! JF（FCGE）1 HE（CCG!）?

E%月龄对照
I,8/6,0 -6,2 E% 2,8/B+&,0:

C C$ HF（F%G$）1 %%（CDGF）?

1，?同一字母的数值之间比较无显著差异，! L KGKJ（!
% 检验）。

1，? #10<*+ @7/B /B* +12* 0*//*6+ 16* 8,/ +7=87-7.18/0( :7--*6*8/ -6,2 *1.B ,/B*6，! L KGKJ（!
% &/*+/）5

然而，我们也注意到，不管是 $ 种重组的
卵母细胞还是 C种对照的卵母细胞，发育到 %&
细胞期胚的比率都很低，且基本停滞于 %&细胞
期，极少发育到 H&细胞或 C&细胞期胚。发育停
滞可能是由于收集的 "#期卵母细胞被剥夺了
卵泡内促性腺激素直接和间接的作用，以及缺

乏卵丘细胞与卵母细胞的连接和相互作用，而

它们对卵母细胞发育和功能的多个方面都是重

要的［EK］。"#移植可以作为一项措施以拯救来
自第一次减数分裂期间与女性衰老相关的非整

倍性增加的基因组［J］。然而，如果这种拯救是

可行的话，重组卵母细胞必须能受精，随后进行

胚胎发育。已有学者将通过 "#移植获得的小
鼠重组卵母细胞体外成熟后，在 M!期或原核
期再进行核移植或互换，可以发育到囊胚或发

育到期［EE，E%］。在兔，由 "# 期卵母细胞的单次
核移植已获得正常的后代［$］。

通过 "#移植建立的重组卵母细胞可以作
为一个适宜的细胞模型———用于确定老龄个体

卵母细胞非整倍性增加的细胞内因子和N或机
制。由于可以在不同质量和年龄的卵母细胞之

间进行 "#互换，所以 "#移植可用于确定卵细

·%C· 动物学杂志 "#$%&’& ()*+%,- ). /))-)01 CK卷



胞质在染色体未分离中的作用，以及细胞质的

作用能否解决卵母细胞成熟时呈现的遗传或发

育异常，即高龄妇女卵母细胞非整倍性的发生

增加。下一步工作就是检测各种重组卵母细胞

成熟过程中的纺锤体结构、染色体排列、染色体

数目等变化，以探讨老龄个体减数分裂异常的

细胞质或细胞核机制。
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