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哺乳动物卵母细胞生发泡移植

崔龙波* 孙方臻 1

(烟台大学生物化学系，烟台 264005; 1 中国科学院遗传与发育生物学研究所，北京 100080)

摘要 生发泡(GV)移植是指将 GV 期卵母细胞的 GV移入到去核的受体细胞(GV 期卵母细

胞、 MII期卵母细胞或受精卵)透明带下，经融合形成一个重组卵的过程。 GV移植对研究卵母细胞

的细胞周期调控、成熟及受精时细胞核与细胞质之间的相互作用非常重要，可用于研究卵母细胞

减数分裂异常和与年龄相关变化之间的关系及细胞质衰老与卵母细胞非整倍性之间的关系。现简

要介绍了 GV移植的基本程序， GV核体与胞质体的融合，重组卵的培养条件，重组卵成熟后的受

精、人工激活和胚胎发育能力以及GV 移植的意义。
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生发泡(germinal vesicle , GV)移植是最近几年

才建立起来的一种技术，它对研究减数分裂期间细

胞核和细胞质之间的相互作用具有非常重要的意

义。 GV 移植主要是指将 GV 期卵母细胞的 GV移植

到去核的 GV 期卵母细胞透明带下，经融合形成一

个重组GV期卵母细胞的过程，另外也包括将 GV期

卵母细胞的 GV 移植到其他受体细胞质(如去核的

MII 期卵母细胞和受精卵)形成重组卵的过程。迄今

为止，己在小鼠[1-4] 、人[川、兔口，町、牛[9]等动物

进行了 GV移植研究，并获得了直接由 GV移植的重

组卵母细胞发育到期的兔[7] 0 

1 GV移植的基本操作程序
首先将收集到的GV期卵母细胞在含有mMX或

dbcAMP(抑制 GVBD 的试剂)的培养液中培养 2h 左

右，以形成卵周隙。用切口针对透明带进行切口，

用移核针去除供体卵母细胞带少量胞质的 GV 核体，

然后将供体的 GV核体移入到己去 GV 的受体GV 期

卵母细胞透明带下，通过融合形成一个重组 GV 期

卵母细胞。然后在体外进行成熟培养，观察重组卵

减数分裂成熟情况。成熟的重组卵还可再经人工激

活或受精进一步观察其活化率或受精率及胚胎发育

能力。结果表明， GV 移植时的每一步成功率，包

括细胞存活、去核、移核和重组，在小鼠超过

90%，重组的总有效率为 80%[2]; 在人超过 80% ，

总有效率为 73%[6] 。同时， GV 移植时 GV 和受体

胞质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 GV

移植后的重组 GV 期卵母细胞能正常成熟[2-4. 6] 。

2 GV核体与受体胞质体的融合
由未成熟卵母细胞制备的胞质体较由成熟卵母

细胞制备的胞质体弹性低，在胞质体与核体之间不

易建立接触，因而融合率较低。在 GV 移植时，仅

见使用仙台病毒融合和电融合。仙台病毒融合仅见

于一个实验室使用 [1 ， 10， 11] ， GV 核体与受体胞质体的

融合率可达 90%-99%。但多数实验室都是应用方

便而安全的电融合方法。影响电融合的因素很多，

在GV核体与胞质体的融合过程中，主要考虑了 3个

因素:融合液、电场条件和细胞在电场中的定位方

式。见于报道的融合液有两类，一类是电解质液如

M2液和 HEPES 缓冲的 HTF 液，另一类是非电解质

液，主要是含 0.1 mmo l/L CaC1 2 、 0.05 mmol/L 

MgS04 的 0.3 mol/L甘露醇。 Takeuchi 等[2]比较了在

同一电场条件下电解质液(M2 液)与 3 种非电解质液

(0.3 mol几甘露醇、 0.25 mol/L蔚糖和 Zimmermann

氏细胞融合液)的融合效果，结果表明 M2 液的融合

率(80.6%)明显高于 3 种非电解质液(分别为 9.0% 、

2.2% 和 10.1%)，且未观察到 M2 液作为融合液时对

细胞存活和成熟的不利影响。应用 HEPES 缓冲的

HTF 液作为融合液其融合率也很高(81.6% )[6] 0 但其
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综述.

他作者以 0.3 mol/L 甘露醇作为融合液，也取得了很

高的融合率，在人为 87.59毛[4]，在鼠为 89%_95%[12J ，

但他们是以 HEPES 缓冲的 HTF 液作为溶剂的。细

胞融合过程是电脉冲电压强度及脉冲持续时间综合

作用的结果，般~者呈反比关系。目前报道的

GV移植研究中多采用的是相对较低场强(1.5 KV/cm 

以 F)与长脉冲(50-90μs)的组合。在 GV 移植时如

用非电解质液为融合液，多使用交流定位方式来排

列细胞[3112]; 而以电解质液为融合液时，若用交流

走位方式，当交流脉冲通过导电的电解质液时会导

致局部加热随后造成细胞损伤。由于核移植实验仅

处理少量的细胞，因而可以手动排列细胞，通过避

免交流电的作用，使电融合期间不可预知的有害作
用降至最低[2 ， 6 ， 13] 0 

3 重组卵母细胞的培养条件

由 GV移植重组的GV期卵月细胞，在M199[刀.14J 、

HTpl3-6， 12J 、 Waymouth[l.川 lJ和1 TCM 199[8.9J等培养液

中进行体外培养，都获得了较高的成熟率。 M199

和 HTF 培养液常补充胎牛血清或牛(或人)血清白蛋

白。 Zhang 等[51在用 HTF 液培养人重组卵时，还加

入颗粒细胞共培养，其成熟率为 64%，与对照卵母

细胞(57%)无差异。 Li 等[141在 M199 培养液中补以

PMSG , Moffa 等[4J在 HTF 培养液中补以膜岛圭和

Pergonal(等体积的 FSH 和 LH)，但他们都发现是否

补充这些激素对卵母细胞的成熟率均没有影响，不

过加入PMSG后能改善受精后的早期卵裂[14J o Liu 等

[12J比较了几种培养液对重组卵的成熟和活化以及对

体内受精的合子的作用，清楚的表明 GV 移植的成

功率可受到所选择的培养液的影响。在 HTF 和 SI

培养液的成熟率和活化率显著高于 M199 培养液，

这是一个令人奇怪的结果，因为 M199 液广泛应用

于卵母细胞的体外成熟。此外 M199 液不能支持体

内受精的合子发育到囊胚期，而连续在 SI-S2 液培

养时，发育到囊胚的比率最高。他们正在研究培养

液添加剂对体外成熟的卵母细胞胞质功能完善的有

关影响，如 oestradiol，一种能改善人 GV 期卵哥细

胞胞质成熟的面类化合物[12J 。

4 重组卵母细胞成熟后的受精、人工激

活及胚胎发育能力

4.1 重组卵母细胞受精后发育受阻的原因

GV 移植这项技术一经建立后，人们并不单纯

满足于重组卵的体外成熟，对成熟后的重组卵的活

化和胚胎发育能力又进行了研究。虽然通过 GV 移

植的重组卵可以在体外正常成熟，{H人们预计这样

的重组卵在受精后的发育能力会受到伤害，因为进

行GV移植时必须收集和使用 GV 期卵母细胞， J雨后

重组卵又只能在体外成熟，因此 GV 期卵ITJ:细胞就

被从尚未受到促性腺激素峰作用之前的成熟卵泡里

的正常生理状态下取出来，被剥夺了促性腺激素直

接和间接的作用，而这些作用在正常情况下能启动

卵&J:细胞最后阶段的成熟。同时，所收集和使用的

GV期卵母细胞又必须去掉卵丘细胞以便 GV移植时

能见到细胞结构，而研究表明卵母细胞卵丘细胞

的连接和相互作用对卵母细胞发育和功能的多个方

面都是重要的[I547]，甚至将未成熟的卵母细胞与卵

丘细胞共培养也不能克服成熟前卵丘细胞被去除的

作用 [18J o GV 移植可以作为 --.J页措施以挽救来白在

第一次减数分裂期间因女性衰老相关的非整倍性增

加的基因组[4] 。然而，如果这种挽救是可行的话，

重组卵必须能受精，随后进行胚胎发育。

4.2 重组卵母细胞的活化和胚胎发育能力

Bao等川将重组的小鼠GV期卵母细胞在体外成

熟后，直接在 T6 培养液中与精子作用 3h 以上，结

果形成雌原核和雄原核的比率分别为 949毛和 78% 。

Takeuchi 等 [6J将重组的人 GV 期卵母细胞体外成熟

后，通过胞质内精子注射(ICSI)进行体外受精，结

果存活率为 77% ，受精率为 529毛，培养到第 3 天，

有 2 个原核的受精卵的卵裂率为 93.8% ，但仅有个

别受精卵发育到 8- 细胞和桑植胚，这与用体外成熟

的对照卵母细胞获得的结果无何差异，表明由 GV

移植重组的卵母细胞保持体外成熟和 ICSI 后正常受

精的能力。

Liu等[12J将重组的小鼠 GV期卵母细胞体外成熟

后，用 A23187 和茵香霉素(anisomycin)人工激活，

形成一个单倍体原核，其活化率为 87%，活化卵的

核型有 75% 显示正常。然后再进行原核移植或互

换，形成两种重组合子; 1 型合子，由体内受精合

子的雄原核移入到激活的重组卵中构成 ;II 型合

子，由激活的重组卵的雌原核移入到去雌原核的体

内受精合子中构成。 I 型和 II 塑合子发育到二细胞

的比率分别为 869毛和 999毛，发育到桑榷胚平日囊胚的

比率分别为 479毛和 73% ， II 型合 f的发育能力显著

好于 I 型合子，并且形成的胚胎的质量也好于后
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崔龙波等:哺乳功物卵 I手细胞生发泡移植

者。结果表明，小鼠 GV 期卵母细胞的细胞核在经

历了GV和原核连续的核移植及在异体细胞质中的成

熟和活化后，能进行正常的染色体凝集和分裂，然

后胚胎发育到囊胚。将细胞核第 2 次移入到第 3 个

细胞质环境(有机会在体内完全成熟)，实际上导致

更为活跃的生民与发育。与细胞核相反，小鼠 GV

期卵母细胞的细胞质在经历了GV和原核连续的核移

植后，其发育潜能似乎受到物理操作和化学作用的

伤害，导致产生低质量的胚胎，这样的胚胎难以建

立如振[12]0 Kono 等川将重组的小鼠 GV 期卵母细胞

在休外成熟后再进行核移植，形成两种重组 MII 期

卵母细胞。一是将成熟的重组 GV 期卵母细胞的核

移入到另一体内刚排出的 MII 期卵母细胞中，这样

的重组 MII 期卵母细胞用 Sr2+ 人工活化，活化率为

64%，经体外培养发育至囊胚的比率为 849毛(占活化

卵数)，囊胚移植入假孕母体能发育到第 10 夭。一伞

是由将成熟的重组GV期卵母细胞的核移入到另一体

内刚排出的去核 MII 期卵母细胞中形成，这样的重

组 MII 期卵月细胞进行体外受精，受精率为 5 1.6% ，

经体外培养发育至囊胚的比率为 70%( 占受精卵数)，

囊胚移植入假孕母体后有 4 个发育到期。 Bao 等[10]

采用同样的技术路线，重组 MII 期卵母细胞的受精

率为 649毛，经体外培养发育到 2- 细胞和囊胚的比率

分别为 93% 和 86%(均指占受精卵数)，囊胚移植入

假孕母体后有 30% 发育到期。

尽管在 2 个不同成熟的时期连续进行核移植后

生出小鼠IlJOl ，但仍需进一步的研究来确定正常的

后代能否由 GV 期卵母细胞的单次核移植所获得，

这一点在兔己做到。 Li 等[7]将由 GV移植获得的兔重

组 GV 期卵母细胞体外成熟后，通过胞质内精子注

射(ICSI)进行体外受精，结果存活率(68%-75% )、

卵裂率(56%-65%)和发育至囊胚的比率(7%-9%)与

对照(分别为 85% 、 679毛和 19%)无差异，将 93 个

受精卵移入 6 只受体兔后，生出 2 只后代，这是第

一个通过 GV 移植的重组卵获得的动物。结果表

明纤GV移植的重组卵母细胞可以正常受精和发育

到期[7] 。

5 GV移植的意义
5.1 研究细胞核与细胞质相互作用的重要细胞模

型

通过GV移植建立的重组GV期卵母细胞提供了

一个有价倍的细胞模型:研究在减数分裂成熟、调

1 1 

控及受精期间细胞核与细胞质之间的相互作用。为

弄清在卵母细胞生长期间，卵母细胞的细胞核何时

获得了受精后原核形成的能力， Bao 等 [11]~号 1-20 日

龄小鼠卵母细胞的细胞核通过GV移植移入长足去核

的 GV 期卵母细胞中，成熟后的重组l卵再经体外受

精，观察其原核形成情况。结果表明，卵母细胞

核成熟的能力不依赖于细胞质(因各组的成熟率无差

异) ，这种特性在细胞核到达第一次减数分裂的双

线期即己出现:用尚未生长或生长早期的卵母细胞

重组的 GV 期卵母细胞不能使受精后的染色质去凝

集，原核形成所需的因子来源于长足的 GV 期卵母

细胞中，从精子染色质去凝集到雄原核再凝集的转

化是由来自 GV 的因子控制的 [11 J 0 虽然由发育不完

善的 1 日龄小鼠卵母细胞的 GV 移入到长足去核的

GV期卵母细胞所构成的重组卵能发育到 MII 期， {且

体外受精时却不能形成原核，为确定是否由于缺乏

原核形成因子(被认为出现在 GV 中)所引起的，将重

组卵的 MII 期纺锤体再移入体内排出的去核或完整

MII 期卵母细胞中，体外受精或活化时这样的卵母

细胞能形成原核，表明对这一事件所必需的因子聚

集在卵母细胞生长期间的 GV 中 [11，这些实验表明细

胞质和细胞核成分的分化事件对小鼠卵母细胞获得

减数分裂能力都是必需的。

为分析小鼠 GV 在兔卵细胞质中的减数分裂能

力，以观察兔卵细胞质对小鼠 GV 行为的影响， Li 

等[11]将小鼠卵母细胞的GV移入兔去 GV的卵母细胞

中，这样的重组卵有 7 1.8% 达到 MII 期，当胞质内

注射小鼠精子后， 59.4%排出第 2 极体。由于兔 GV

期的卵细胞质能支持小鼠 GV 的第 1 次和第 2次减数

分裂，因此调控第 1 次和第 2 次减数分裂进程的细

胞质因子如 MPF在哺乳动物卵母细胞是非种属特异

的 [11] 。

通过将体细胞或胚胎干细胞(ES)核移入去核的

MII期卵母细胞'll 己产生克隆动物，表明只有在 MII

期或预激活后不久去核的卵母细胞能充分重新编程

移入的细胞核，合子的胞质被认为不适宜于核移

植。为确定在 GV 期或前 MI期去核的卵母细胞能否

用做核移植的受体，同时也确定 GV 物质对细胞核

重塑是否是必需的， Gao 等口9]用 ES 核注入到不|司的

细胞质: GV 期去核、再培养 14 h 歪 MII 期的细胞

质，前 MI 期去核、再培养 13 h 至 MII 期的细胞质

及 MII 期去核的细胞质，构建了 3 种重组卵，然后

经 Sr2+ 和 CB 激活处理，观察其发育情况。结果表
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明， GV 物质对核移植后细胞核的重塑是必需的，

GV 期去核的卵母细胞在核移植后不能形成原核:

前 MI 期去核的卵母细胞在核移植后虽正常形成原

核，但极少的胚胎能卵裂并发育到桑植胚(8.1%);

在 MII 期去核的卵母细胞在核移植后发育到桑植胚

的比率达 53.5% ，井有 5.3% 发育到期。这些结果

表明在 GV期或前MI期去核的卵母细胞不适宜用作

核移植的受体[19] 。

5.2 研究卵母细胞质与减数分裂异常的关系

通过 GV 移植可用于研究卵母细胞减数分裂异

常和与年龄相关变化之间的关系及细胞质衰老与卵

母细胞非整倍性之间的关系。

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 40 岁时娃

振率明显降低，娃振率下降与老龄妇女卵母细胞染

色体非整倍性的发生上升有关[20]。染色体分离异常

与卵母细胞成熟后期第 1 次和/或第 2 次减数分裂异

常有关，是由于减数分裂期间二价染色体不分离的

结果[犯，21] 。衰老与非整倍性存在着明显的相关性，

但老龄动物卵母细胞非整倍性增加的原因仍不十分

清楚，纺锤体异常被认为是非整倍性结果的主要原

因。虽然染色体的分离是由减数分裂纺锤体控制

的，但纺锤体的成分主要由细胞质提供，因此己有

人建议，老龄个体卵母细胞纺锤体异常可能是一种

或多种细胞质因子改变了，由此产生了异常纺锤体

成分和/或改变减数分裂各时期的时间，从而导致

微管不规则排列，引起减数分裂纺锤体的结构异

常，最终导致染色体错误排列[2口3] 0 即卵细胞质中

负责减数分裂纺锤体组装的调控机制在老龄个体严

重改变，导致非整倍性的明显增加。 Tarin 等[24 ，25]

也认为老龄个体的卵细胞质由于线粒体功能受损及

随后引起的氧化应激增加而不能调控正常的减数分

裂。因此目前流行的假说是:在完成减数分裂期间

细胞质因素最终负责二价染色体在细胞质和第一极

体之间的对等分配。

由于缺乏检查细胞内每一成分的相关作用而使

对正常减数分裂所必需的核-质相互作用的理解受

到限制，母体衰老对这些机制的影响同样也受到限

制。然而应用 GV 移植，可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/或机制。由于

可以在不同质量和年龄的卵母细胞之间进行 GV 互

换，所以 GV 移植可用于确定卵细胞质在染色体未

分离中的作用，以及细胞质的作用能否解决卵母细

·综述.

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。既然目前的假设是细胞质

因子影响减数分裂染色体的分离，那么这种假设的

重要生物学支持可由将老龄个体卵母细胞的GV移植

到年轻个体去核的 GV 期卵母细胞中时观察到非整飞

倍性发生率的下降而提供。己在人做了这方面的初

步研究。 Zhang 等[5]将老龄人(大于 38 岁)的 GV 移入

年轻人(小于 31 岁)去核的 GV 期卵母细胞中，这样

的重组 GV期卵母细胞成熟到 MII期时，有 4/5 显示

正常的核型，而对照的老龄人卵母细胞只有 2月显

示正常。同样 Takeuchi 等[6]将老龄人(平均 37.5 岁)

的 GV移入年轻人(平均 30.0 岁)去核的 GV期卵母细

胞中，成熟的重组卵有 212 显示正常的核型;而年

轻人的 GV移入老龄人去核的 GV期卵母细胞中，这

样的重组卵则有 2/3 显示异常的核型。结果似乎表

明年轻人的细胞质能支持移入的老龄人GV的正常减

数分裂，相反，老龄人的细胞质趋向诱导减数分裂

染色体的异常分离[6] 0 Palermo 等[26]也报道在 7 个移

入老龄人GV的重组卵中有5个呈现正常数量的染色

体，表明在年轻的细胞质中染色体正常分离。然

而，十分有限的卵母细胞分析尚不能定下结论:当

老龄个体GV在年轻个体胞质成熟时非整倍性发生下

降[4]。不过，用年轻的细胞质替换老龄的细胞质作

为降低老龄个体卵母细胞非整倍性发生率的一种方

式似乎是有希望的。从该角度出发， GV 移植也提

供了一种卵母细胞捐赠的独特形式:捐赠去核的细

胞质。尽管卵母细胞捐赠己广泛用于治疗女性不育

症，但卵母细胞的受者只是她孩子的生物上的而不

是遗传上的母亲。然而，如果该女性卵母细胞的

GV在由年轻捐赠者的去核卵母细胞内正常的体外成

熟，那她既是生物上又是遗传上的母亲了。
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Germinal Vesicle Transfer of Mammalian Oocytes 
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Abstract Germinal vesicle (GV) transfer is a technique that GV in GV oocyte is removed and inserted into 

the perivitelline space of the enucleated oocyte (GV oocyte, MII oocyte or fertilized egg), forming a reconstructed 

oocyte by fusion. GV transfer may be a valuable research procedure that generates cell models to characterize the 

cytoplasmic-nuclear interplay for cell cycle regulation, maturation, and fertilization in oocytes. It can be used to 

study the relationship between meiotic eηors and aged-related changes in the oocytes and between oocytoplasmic 

ageing and oocyte aneuploidy. This paper reviews general procedure of GV transfer, fusion of GV-karyoplast and 

cytoplast, cultural conditions of the reconstructed oocytes，如此ilization， artificial activation and developmental ca­

pacity of the matured reconstructed oocytes and significance of GV transfer. 

Key words germinal vesicle; nuclear transfer; meiosis 
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第五届海峡两岸细胞生物学研讨会将在福建武夷山召开

第五届海峡两岸细胞生物学研讨会定于2005年 10 月 29~30 日在福建武夷山国际远华大酒店召开。本届研讨会

由中国细胞生物学学会主办，福建省细胞生物学学会、福建省生物工程学会协办。会议总人数不超过 50 人。每

位参会者均作学术报告。研讨会将围绕细胞分化与发育生物学、干'细胞与组织工程、基于细胞的系统生物学研

究、细胞信号转导和疾病的细胞与分子机制等 5 个主题分别进行学术交流，每个主题由双方各推荐→名专家做主

持人。

这次会议的学术水平较高，双方参会者均为该学术领域中的佼佼者。欢迎积极参加。

详情请见 http://www.cscb.org.cn 0 
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