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摘要 : 卵母细胞的老化能够导致妊娠率降低、流产率增加和出生缺陷。研究排卵后卵母细胞在老化过

程中发生的变化及卵母细胞老化的机制 ,探讨延缓卵母细胞老化的有效措施 ,对于改进卵母细胞体外成

熟和受精系统 ,完善辅助生殖技术并减少出生缺陷具有重要的理论和现实意义。本文将从卵母细胞老

化研究所用的方法 ,老化过程中纺锤体相关蛋白、线粒体、泛素、组蛋白修饰和 DNA 甲基化修饰的变化 ,

卵母细胞老化与皮质反应、多精受精及凋亡的关系 ,老化的影响因素和分子机制等几个方面对哺乳动物

卵母细胞老化的研究进展做一综述。
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Abstract :Oocyte aging induces low pregnancy ,increases abortion and causes more birth defects. In order to optimize

the system for in vitro maturation and fertilization of oocytes ,improve assisted reproductive technology (ART) and

lower birth defects ,it is theoretically and practically important to study the changes and mechanism of oocyte aging ,and

to explore the effective method for retarding this process. Thereby we make a brief review of the methods for oocyte

aging studies , changes of spindle2associated proteins , mitochondria , ubiquitin , histone modification and DNA

methylation modification during this process as well as its relations with cortical reaction ,polyspermy and apoptosis.

Factors affecting oocyte aging and molecular mechanisms of oocyte aging are also discussed.
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　　卵母细胞的老化能够导致妊娠率降低、流

产率增加和出生缺陷增加。在体外培养体系

中 ,卵母细胞的老化也是引起异常受精、异常卵

裂、受精后胚胎非整倍体率增高的主要原因。

根据卵母细胞是在卵泡还是输卵管停留相对较

长的时间 ,哺乳动物卵母细胞的老化可以分为

排卵前老化和排卵后老化。根据卵母细胞所处

的时期 ,哺乳动物卵母细胞的老化又可以分为

生发泡 (germinal vesicle , GⅤ) 期老化和 M Ⅱ期

老化。GⅤ期老化主要与年龄所引起的老化有



关 ,而 M Ⅱ期老化则是由排卵和受精时间的不

同造成的。这两种分类不只是称谓不一样。排

卵前老化不等同于生发泡期老化 ,排卵后老化

也不等同于 M Ⅱ期老化。如排卵前的卵母细胞

老化也可能造成老化的 M Ⅱ期卵母细胞排出。

在现代社会 ,很多女性不断推迟怀孕的时

间 ,同时由于人类的性生活可以在月经周期的

任何时间进行 ,这就容易导致排卵和受精时间

的不同步 ,造成老化的卵母细胞受精。了解卵

母细胞老化的影响因素并从分子水平了解调节

卵母细胞老化的分子机制 ,不仅可阐明卵母细

胞成熟和受精的机制 ,而且可对卵母细胞体外

成熟以及受精系统的改进、辅助生殖技术的完

善和出生缺陷的减少提供指导。本文将从卵母

细胞老化所用的研究方法 ,老化过程中发生的

变化 ,老化与皮质反应 ,多精受精及凋亡的关

系 ,老化的影响因素和分子机制等几个方面对

哺乳动物卵母细胞老化的研究进展做一综述。

1 　研究卵母细胞老化常用的方法

研究卵母细胞老化常用的方法有激光共聚

焦显微术、免疫蛋白印迹、实时荧光定量 PCR、

原位末端标记法、核移植和单精注射等技术。

激光共聚焦显微 ( confocal laser scanning

microscopy)术 :激光共聚焦显微术可用于检测

卵母细胞老化过程中细胞骨架系统的变化和线

粒体、组蛋白修饰蛋白等的分布变化 ,但是针对

哺乳动物卵母细胞的特点需要做许多调整以得

到理想结果。

免疫蛋白印迹技术 (western) :是研究哺乳

动物卵母细胞的老化过程中重要的丝裂原活化

蛋白激酶、成熟促进因子、纺锤体检验点蛋白和

泛素等表达差异的一项常规技术。

实时荧光定量 PCR (real2time PCR) 技术 :可

以快速、准确定量某种基因在细胞内的表达水

平 ,从而可以用于研究卵母细胞老化前后 DNA

甲基转移酶 (DNMT1o 和 DNMT1s) 、DNMT 相关

蛋白 1 ( dnmt2associated protein21 , DMAP1) 以及

DNMT3L、纺锤体检验点蛋白和线粒体的基因转

录水平的差异。

原位末端标记法 (tunnel) :在卵母细胞老化

过程中 ,会出现一些与凋亡相关的变化 ,因此可

以借助于简单可靠的研究细胞凋亡的方法来研

究卵母细胞老化。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。

核移植 (nuclear transfer ,NT) :是指将供体的

细胞核移入去核的成熟卵母细胞中 ,采用一定

的方法激活卵母细胞 ,构建重构胚 ,经移植后发

育成新个体的技术。这项技术可用于研究老化

卵母细胞的发育潜力以及如何控制卵母细胞老

化 ,还可用于研究老化最初是发生在细胞核还

是细胞质中[1 ] 。

单精注射 ( intracytoplasmic sperm injection ,

ICSI) 是在显微镜下将单个精子注射到卵母细

胞细胞质中的方法。它是研究老化卵母细胞的

发育潜力最直接有效的方法。

2 　卵母细胞老化过程中发生的变化

211 　纺锤体相关蛋白 　卵母细胞老化会导致

纺锤体组装异常、染色体的错误排列和姐妹染

色单体的过早分离 ,从而导致非整倍性。在卵

母细胞排卵后的老化过程中 ,细胞可能发生了

一系列的理化特性改变 ,纺锤体相关蛋白发生

了变化[2 ] 。因为染色体的排列和分离都依赖于

微管构成的纺锤体 ,如果纺锤体异常 ,附着于纺

锤体上的染色体构象可能也会出现异常。

21111 　细胞骨架系统的变化 　细胞骨架由微

管、微丝和中等纤维构成。微管构成在分裂细

胞中牵引染色体到达分裂极的纺锤体。微丝的

作用是控制遗传物质的迁移。随着猪卵母细胞

体外培养时间延长 ,纺锤体和染色体异常率增

高 ,大部分纺锤体表现为极性完全消失 ,部分细

胞甚至缺如纺锤体结构[3 ] 。但是老化引起纺锤

体异常的机制还不清楚[4 ] 。猪卵母细胞老化过

程中 ,纺锤体结构发生了退行性变化 ,但是细胞

内α2tubulin 的表达量没有显著变化[3 ] 。培养 50

h 和 60 h 老化的 M Ⅱ期猪卵母细胞中间板上的

微丝区域明显比培养 40 h 的卵母细胞厚[5 ] 。

21112 　丝裂原活化蛋白激酶和成熟促进因子
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　丝裂原激活的蛋白激酶 ( mitogen2activated

protein kinase , MAPK) 与 成 熟 促 进 因 子

(maturation2promoting factor ,MPF) 在减数分裂过

程中发生复杂的相互作用 ,两者的激活和Π或失

活导致了减数分裂的进入、阻滞和退出 [6 ,7 ] 。

MPF 与 MAPK失活被认为是克服中期阻滞和受

精后原核核膜组装的重要前提 ,MPF 的活化和

失活均早于 MAPK。在老化的牛卵母细胞中 ,

卵母细胞的活化及核的进程比幼龄的卵母细胞

快。MPF 失活的时间比幼龄的卵母细胞早 215

h ; MAPK 失活的时间比幼龄的卵母细胞早 2

h
[8 ] 。免疫蛋白印迹技术的结果表明 ,排卵后老

化的小鼠 M Ⅱ期卵母细胞的 MPF 活性会逐渐

降低[9 ,10 ] 。而在体外培养的猪卵母细胞中 ,随

着培养时间的延长 ,MAPK[4 ] 和 MPF 活性也逐

渐降低。

21113 　纺锤体检验点蛋白 　虽然卵母细胞老

化的分子机制还不清楚 ,但是卵母细胞中纺锤

体检验点复合物功能的下降和有丝分裂阻滞缺

陷蛋白 2 (mitotic arrest deficient 2 ,MAD2) 下调能

够导致卵母细胞的老化和凋亡[11 ]
,同样 ,老化

的卵母细胞中纺锤体检验点蛋白的表达水平也

明显降低。猪卵培养 40～72 h ,着丝粒蛋白 B

(centromere protein B ,CENP B) 没有变化 ,MAD2

蛋白表达水平逐步下降[4 ] 。老龄妇女老化的

GⅤ期卵母细胞中 ,MAD2 和苯丙咪唑非抑制性

出芽蛋白 1 ( budding uninhibited by benzimidaole

1 ,BUB1)的基因表达水平下降[12 ] 。排卵后老化

的小鼠卵母细胞中 ,MAD2 的基因表达水平也

相应下降[13 ] 。纺锤体检验点蛋白表达的下调

会引起染色体的错误排列和异常分离 ,是导致

卵子老化后出现非整倍性染色体的主要原因。

212 　线粒体 　卵母细胞的老化表现为细胞核

和细胞质的成熟过度。线粒体作为细胞内的动

力工厂和惟一具有遗传功能的细胞器 ,它的功

能状态是细胞质成熟的一个重要指标。线粒体

在卵母细胞发育成熟过程中的分布变化和线粒

体的基因表达水平以及产生 ATP 能力的大小

将直接影响着卵母细胞的质量、受精过程和随

后的胚胎发育[14 ] 。老化的卵母细胞中参与线

粒体电子传递链的 asmt2Nd3、mt2Atp6 和 mt2Co12
3 基因表达水平有很大提高 ,与核苷和 ATP 代

谢有关的基因以及与 ATP 结合有关的基因的

表达水平下降 ,调节线粒体基因的转录因子

NF2kappa B 的抑制因子 I kappa B alpha 表达水

平上调 ,产生 ATP 的能力下降 ,线粒体内膜的

膜电位降低[15 ] 。正常猪卵母细胞内线粒体分

布均匀 ,随着猪卵母细胞体外培养时间的延长 ,

出现线粒体聚集的细胞数目明显增加 ,线粒体

聚集程度加剧[4 ] 。

213 　泛素 　泛素能够与各种连接酶以及蛋白

水解酶复合体组成泛素2蛋白水解酶复合体系

统。在卵母细胞减数分裂成熟过程中 ,泛素2蛋
白水 解 酶 复 合 体 通 路 ( ubiquitin2proteasome

pathway ,UPP)可以高度选择性地降解细胞内特

异性蛋白 ,从而使细胞通过特定的检验点[16 ] 。

但是伴随着卵母细胞的老化 ,游离泛素的减少

和更多的泛素蛋白复合体的形成 ,导致泛素化

失败以及一些有害蛋白质的积累 ,从而抑制了

蛋白水解酶的活性[15 ] 。

214 　组蛋白修饰 　到目前为止 ,至少已经发现

了 8 种类型的组蛋白修饰 :乙酰化、甲基化、磷

酸化、泛素化、小泛素相关修 饰 物 ( small

ubiquitin2related modifier ,SUMO) 化、ADP2核糖基

化、去亚胺化和脯氨酸异构化。其中 ,乙酰化、

甲基化、磷酸化和泛素化与激活相关 ,而甲基

化、泛素化、SUMO 化、去亚胺化和脯氨酸异构

化则与抑制相关。激光共聚焦显微术的结果表

明 ,在小鼠卵母细胞老化过程中 ,小鼠卵母细胞

组蛋白 H3 上的 14 赖氨酸以及组蛋白 H4 上的

赖氨酸 8 和 12 位点乙酰化水平逐步提高[17 ] 。

Akiyama 等则认为年轻鼠同老龄鼠 M Ⅱ期老化

的卵母细胞发生乙酰化的位点并不相同 ,前者

发生乙酰化的是 H3K14 与 H4K16 ,而后者是

H4K12。年轻鼠 M Ⅱ期卵母细胞 H4K12 是去乙

酰化的 ,老龄鼠的 H4K12 则发生乙酰化[18 ] 。与

常染色质的基因沉默有关的 H3K9 的甲基化降

低也可能参与卵母细胞的老化 ,它可能与老化

引起的小鼠繁殖性能降低和寿命缩短有关[19 ] 。

此外 ,在老化的卵母细胞中 ,参与组蛋白修饰的
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一些酶的表达水平下降 ,如能够与 DNA 甲基转

移酶 1 (DNA methyltransferase 1 ,DNMT1) 互相作

用抑制转录的组蛋白去乙酰酶 2 ( histone

deacetylase 2 , HDAC2) 及参与细胞衰老的组蛋

白乙酰基转移酶 Myst1 和 Mrgx[15 ] 。

215 　DNA甲基化修饰 　基因组的甲基修饰是

影响基因表达的一种主要表观遗传修饰方式 ,

在胚胎发育、细胞老化和癌症发生中充当着重

要的角色。DNA 甲基化 (DNA methylation) 通常

能关闭某些基因的活性 ,去甲基化或低甲基化

则诱导了基因的重新活化和表达。另外 ,甲基

修饰和组蛋白修饰还可相互影响。雌性原生殖

细胞进入减数分裂阻滞期时发生 DNA 去甲基

化 ,出生后开始发生重甲基化。重甲基化导致

成熟的卵子有较高的甲基化程度 ,因而不发生

基因转录[20 ] 。

在老化的小鼠卵母细胞中 ,DNA 甲基转移

酶 (DNMT1o 和 DNMT1s) 、DNMT 相关蛋白 1 以

及 DNMT3L 转录水平下降 ,而 DNA 重新甲基转

移酶 3b (DNMT3b) 的转录水平提高[15 ] 。随小

鼠卵母细胞培养时间的延长 ,甲基化的形式和

甲基修饰都会发生变化。非 Cp G岛的甲基化

能转变为 Cp G岛的甲基化。Peg1ΠMest 在刚排

出的 M Ⅱ期卵母细胞是甲基化的 ,经过短时间

培养后 ,变为高度甲基化 ,随着培养时间的延

长 ,部分卵母细胞会发生去甲基化[21 ] 。

3 　卵母细胞老化与皮质反应及多精受

精

　　卵母细胞老化与多精受精强烈正相关。多

精受精通常会导致胚胎发育障碍或异常、早期

胚胎死亡和多倍体的产生 ,皮质反应是防止多

精受精的主要机制 ,皮质颗粒 (cortical granule ,

CG)在此过程中发挥主要作用。受精后 ,皮质

颗粒的内容物很快释放到卵周隙中 ,使透明带

硬化 ,同时卵质膜发生相应的变化 ,从而达到阻

止多精受精的目的[22 ] 。老化的卵子转移到皮

质区的皮质颗粒又退回到细胞内 ,皮质颗粒释

放不足 ,会导致皮质反应不全。猪卵母细胞约

在排卵后 12 h 开始变得老化 ———CG 由于外

倾、内移、完整外排和原位破裂而数目发生明显

减少[23 ] 。小鼠体内和体外卵的老化都会影响

CG的释放[10 ] 。由于皮质颗粒的减少 ,体内和

体外老化卵子的透明带硬化 ,注射 HCG后 55

h ,小鼠卵子将失去受精能力[24 ] 。

4 　卵母细胞老化与凋亡的关系

凋亡是细胞坏死的前奏 ,卵母细胞老化又

是凋亡的前奏 ,因此可以借助于现在比较成熟

的研究细胞凋亡的方法来研究卵母细胞老化。

猪卵培养 40～72 h ,抗凋亡蛋白 Bcl2 表达水平

逐步下降。60～72 h 卵母细胞出现明显的凋亡

特征 ,即片断化和线粒体凝集[4 ] 。

5 　卵母细胞老化的影响因素和分子机

制

　　了解卵母细胞老化的影响因素及卵母细胞

老化的分子机制 ,才能找到延缓卵母细胞老化

的方法 ,以及为卵母细胞体外成熟和受精系统

的改进、辅助生殖技术的完善和出生缺陷的减

少提供指导。

动物年龄和体外培养时间是影响卵母细胞

老化的主要因素 ,体外培养时间延长一般引起

MⅡ期卵母细胞老化 ,而由于卵巢机能的退化

和神经内分泌因子的变化 ,老龄可引起卵母细

胞 GⅤ期老化和 M Ⅱ期老化。除此之外 ,卵丘

细胞也可促进小鼠卵母细胞老化[10 ,25 ] 。营养、

激素、温度[26 ] 等也可能与卵母细胞的老化有

关。老化影响卵母细胞随后的发育。体外培养

时间延长的牛老化卵的受精率低 ,同时染色体

异常发生率增加 ,受精卵的发育速度减慢。在

小鼠、兔等实验动物的研究中 ,老化卵子受精后

的囊胚发育率降低。

尽管研究者们做了一定的工作 ,但是卵母

细胞老化确切的分子机制仍未阐明。老龄引起

的老化除与卵巢机能的退化和神经内分泌因子

的变化有关外 ,还与检验点功能的缺失、线粒体

DNA 缺失有关 ,老龄鼠老化的卵母细胞中纺锤

体完整性受到破坏 ,染色体列队出现错误[27 ] 。

线粒体 DNA 缺失也可能是卵母细胞老化的重
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要标志。Keefe 等[28 ]首先发现高龄女性的卵巢

组织、卵子及颗粒细胞出现高的线粒体 DNA

4 977 bp 缺失。线粒体 DNA 突变被认为是老

龄妇女胚胎着床率低的主要原因。染色体的过

早分离造成的非整倍性 ,可能是由于干扰了黏

合素 (cohesin) 把姐妹染色单体粘连造成的[29 ] 。

Cui 等利用生发泡移植技术将老龄小鼠的生发

泡移植到幼龄鼠卵母细胞的细胞质中 ,发现老

化引起的损伤不能修复 ,所以可能中期纺锤体

中染色体的列队是由生发泡内的物质决定

的[30 ] 。还有人认为 ,环磷酸鸟苷 (cGMP)信号通

路在卵母细胞老化过程中发挥重要作用 ,cGMP

信号通路的活化可延缓糖尿病人的卵母细胞老

化 ,一氧化氮有助于维持卵母细胞的活力和防

止老化[31 ] 。

MPF 和 MAPK活性的改变在调节卵母细胞

老化方面起到重要作用。MPF 与 MAPK活性的

降低导致纺锤体的缺失、定位异常和染色质解

体[9 ] 。MPF 与 MAPK的不适时有序失活是造成

牛卵母细胞老化的主要原因[8 ] 。Kikuchi 等人

认为猪卵母细胞的老化是由于磷酸化无活性

MPF 的水平提高 ,导致 MPF 活性的逐步降低造

成的[32 ] 。钒酸盐 (vanadate) 能降低 MPF 活性 ,

咖啡因 (caffeine) 能提高 MPF 活性 ,二者可能通

过控制 MPF 的磷酸化状态对控制卵母细胞老

化发挥作用[33 ] 。

应该指出的是 ,随着年龄的增长和体外培

养时间的延长 ,卵母细胞老化是客观存在的、不

可避免的 ,但是如何延缓卵母细胞的老化也就

自然而然成为一个迫切需要解决的问题 ,科学

家们为解决这一问题正在不懈的努力。虽然至

目前为止 ,仍未发现很有效的方法 ,但我们相

信 ,随着研究的深入 ,这一问题一定会得到理想

的解决。
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