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未成熟卵母细胞的形态与成熟能力、染色质构型和

H3K27三甲基化水平的相关性研究
刘 勇1  张 领1  贾二腾1  花学洋1  李漫漫1  张 贺1  丁 彪1  吴风瑞1  王慧利2  李文雍1*

(1胚胎发育与生殖调节安徽省重点实验室, 阜阳师范学院, 阜阳 236037; 
2江苏省农业科学院畜牧研究所, 南京 210014)

摘要      该文研究未成熟卵母细胞的形态指标与成熟能力、染色质构型和表观遗传模式的

相关性, 为家畜繁育和人医辅助生殖选卵标准提供参考。以经不同激素处理(N组、P组、H组)的
小鼠未成熟卵母细胞作为实验材料, 利用滴中孔技术进行体外跟踪培养检测不同形态未成熟卵母

细胞的成熟能力, Hoechst33342标记DNA AT双键研究染色质构型, H3K27三甲基化抗体检测全基

因组H3K27三甲基化水平差异。结果表明, H组小鼠卵母细胞中, 细胞质直径较小的更适合在滴

中孔系统内培养成熟[(71.63±1.02) μm, A形态 vs (68.33±0.97) μm, B形态, P<0.05], 核仁直径和透

明带厚度与卵母细胞成熟能力无关。A形态卵母细胞NSN型(non-surround nucleolus)比例高于SN
型(surround nucleolus)(78.57% vs 21.43%), B形态卵母细胞SN构型比例高于NSN构型(65.12% vs 
34.88%)。N、P、H三组小鼠卵母细胞H3K27三甲基化水平差异不显著, 但N组小鼠中, A形态未

成熟卵母细胞H3K27三甲基化水平显著低于B形态组(P<0.05)。P组和H组小鼠中, A形态卵母细

胞与B形态卵母细胞H3K27三甲基化水平差异不显著。如果不考虑激素处理分组, 则A形态卵母

细胞H3K27三甲基化水平显著低于B形态卵母细胞H3K27三甲基化水平(P<0.05)。综上可知, 卵
母细胞形态可以反映其成熟能力、染色质构型和H3K27三甲基化水平, 激素处理影响H3K27三甲

基化水平。

关键词      卵母细胞形态; 体外培养; 染色质构型; H3K27me3
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Abstract       This research is engaged in studying the correlation of morphology index with mature ability, 
chromatin configuration and the epigenetic patterns of immature oocyte, providing the reference for oocyte selec-
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tion in livestock breeding and medical assisted reproduction. Experimental materials are immature oocytes 
which are from the mice treated with different hormone (N, P, H group). Homemade perforated culture dish 
(HPCD) is used to track and test the maturation ability of immature oocytes. Chromatin configuration and 
H3K27me3 level were detected with Hoechst33342 and antibody, respectively. The results showed that the oocyte 
with smaller cytoplasm in diameter was more suitable for maturation in the HPCD system [(71.63±1.02) μm 
(A form) vs (68.33±0.97) μm (B form), P<0.05] in the group H. Nucleolus’ diameter and the thickness of the zona 
pellucida have nothing to do with maturation ability. Non-surround nucleolus (NSN) configuration ratio was 
higher than that of surround nucleolus (SN) (78.57% vs 21.43%) in A form oocytes, and SN configuration ratio was 
higher than that of NSN (65.12% vs 34.88%) in B form oocytes. H3K27 methylation had no significant differences 
in oocytes which were from N, P and H groups, but H3K27 methylation of immature oocyte in A form was 
significantly lower than B form in group N (P<0.05). There were no significant differences of H3K27 methylation 
between A form and B form in group P and group H. H3K27 methylation level of A form was significantly lower 
than that of B form (P<0.05) despite hormone treatment. In conclusion, the oocyte morphology could reflect its 
matural ability, chromatin configuration and H3K27 methylation of oocytes while levels of hormones affected the 
H3K27me3 level.

Key words        oocyte morphology; in vitro culture; chromatin configuration; H3K27me3

随着辅助生殖技术的广泛应用和动物克隆胚胎

的大量生产, 越来越多的领域需要优质卵母细胞。非

侵袭性卵母细胞质量评定技术可以无损伤挑选优质

卵母细胞, 受到越来越多医务和科研人员的青睐[1]。

目前, 非侵袭性检测方法主要采用相差显微镜、偏

振光显微镜等仪器观测卵丘细胞、透明带、纺锤体

等部位, 推测卵母细胞成熟和发育的能力[2]。这些检

测方法一定程度上解决了优选卵母细胞的难题, 但
仍有改进空间。

侵袭性检测方法可以更多地反映卵母细胞的

质量。染色质构型是代表染色质凝集程度和空间分

布的指标, 卵母细胞染色质构型可以反映未成熟卵

母细胞成熟的能力和支持胚胎发育的能力[3-4]。表观

遗传是指DNA序列不发生变化, 但基因表达却发生

了可遗传的改变。表观遗传修饰主要包括DNA甲基

化、组蛋白乙酰化和甲基化等。表观遗传修饰可以

反映卵母细胞的质量[5], 尤其是H3K27三甲基化会导

致染色质凝集, 这种表观遗传修饰受PRC1复合体限

制, 与基因转录翻译密切相关[6]。但H3K27三甲基化

在未成熟卵母细胞中尚未见详细的研究。

本研究采用激光共聚焦显微镜逐层扫描未成

熟卵母细胞, 对卵母细胞的细胞直径、细胞核直径、

透明带厚度、核仁直径进行准确测量, 然后结合滴

中孔技术建立卵母细胞形态分析系统, 跟踪检测不

同形态指标卵母细胞的体外成熟能力, 并检测不同

形态类型卵母细胞的染色质构型、全基因组H3K27
三甲基化水平。从成熟能力、染色质构型、表观遗

传模式等方面验证不同形态指标是否能够反映卵母

细胞的质量, 有机结合非侵染性检测方法和侵染性

检测方法的优点, 为相关领域的应用和研究提供新

的思路和基础数据。

1   材料与方法
1.1   研究对象及分组

本实验采用6~8周龄昆明雌鼠。N组小鼠不注

射激素, P组小鼠每只注射10 IU PMSG, 42~48 h后杀

鼠取卵巢, H组小鼠每只注射10 IU PMSG 48 h后再

每只注射10 IU hCG, 并于注射hCG后12~14 h杀鼠取

卵巢。将卵巢用HCZB清洗几次后, 转移到盛有预热

HCZB液体的培养皿中, 刺破卵泡, 用自制口吸管在

体式显微镜下拣取卵丘卵母细胞复合体。

1.2   主要仪器与试剂

1.2.1   主要仪器      Leica SP5 II激光共聚焦显微镜、

Thermo3111 CO2培养箱及Nikon SMZ745体式显微镜。

1.2.2   主要试剂      超排激素: PMSG、hCG(宁波

第二激素厂);  操作液: H C Z B(使用Sigma公司的

试剂进行配制 ) ;  成熟培养液: TCM199(Gibco公
司1211575)+10% FCS(Hyclone公司)+100 IU/mL 
PMSG+抗生素(Gibco公司15140-122); DNA染色

液 : Hoechst33342(Sigma公司B2261); H3K27me3
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抗体 : H3K27三甲基化抗体 (Epigentek Group Inc
公司A-4039); FITC标记的羊抗兔 IgG(Abcam公司

ab6717)。
1.2.3   自制滴中孔培养皿      用灼烧红热的玻璃针

扎Corning 35 mm培养皿底部, 控制好温度和力度, 
每个培养皿底部50 μL覆盖范围内扎20个小孔, 每个

小孔中可放一个卵母细胞(图1)。
1.3   研究方法

1.3.1   不同形态卵母细胞体外成熟追踪方法      取
自制滴中孔培养皿一个, 用50 μL培养液做滴覆盖小

孔, 覆盖石蜡油后放入5% CO2、100%湿度、37 °C
培养箱中预平衡2 h, 然后每孔放入1枚未成熟卵母

A: 自制滴中孔培养皿外观; B: 滴中孔局部特写(400×)。
A: appearance of homemade perforated culture dish; B: perforated local features (400×).

图1  自制带孔培养皿

Fig.1  Homemade perforated culture dish

A B

A: 卵母细胞直径测量; B: 细胞质直径测量; C: 细胞核直径测量; D: 核仁直径测量。标尺=10 μm。

A: oocyte diameter measurement; B: cytoplasm diameter measurement; C: nucleus diameter measurement; D: nucleolus diameter measurement. Bar=10 μm.
图2  卵母细胞形态指标测量方法

Fig.2  Measuring method of oocyte morphology index

A B

C D
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细胞, 分别编号1~20, 体外培养14~16 h后观察, 以卵

母细胞有无第一极体为标准。

1.3.2   非侵袭性卵母细胞形态分析方法      放入带

孔培养皿的卵母细胞, 逐个在激光共聚焦显微镜下

快速拍摄卵母细胞赤道面、核仁赤道面等焦平面的

照片, 全部拍摄完毕后放回CO2培养箱。然后对所拍

1~20号卵母细胞的图片, 利用激光共聚焦自带软件

进行测量, 测量指标为卵母细胞直径、细胞质直径、

细胞核直径和核仁直径, 具体如图2所示, 每个指标

测3次, 取平均值, 得到各指标数据。

1.3.3   卵母细胞染色质构型分类标准      卵母细胞

染色质构型分类标准主要依据Liu等[7]的研究结果, 
用含10 μg/mL Hoechst33342的HCZB避光孵育2 min, 
标记DNA A-T键, 然后在倒置荧光显微镜下观察, 依
据核仁周围是否有凝集的染色质环, 将卵母细胞分

为NSN和SN两种染色质构型。

1.3.4   全基因组H3K27三甲基化研究方法      卵母

细胞H3K27三甲基化研究方法主要依据王彩红等[8]

研究所用的方法, 卵母细胞分组采用4%多聚甲醛固

定以后, 采用0.2% TritonX-100通透, 1% BSA封闭。

一抗(Epigenetek Group IncA-4039) 1:100稀释孵育过

夜, 充分洗涤后二抗(ab6717, Abcam)孵育3 h, 再用

10 mg/L DAPI复染后进行激光共聚焦检测。最后, 
采用IPP软件分析共聚焦图像, 获得IOD值后统计分

析荧光强度差异。

1.4   数据统计

实验至少重复3次, 每组不少于20枚卵母细胞, 
数据采用SPSS软件进行单因素方差分析, P<0.05为
差异具有显著性。

2   结果
2.1   卵母细胞形态指标与卵母细胞成熟能力的相

关性

H组小鼠卵巢表面卵泡较少, 所取卵母细胞

放入滴中孔培养系统中培养, 能够成熟的卵母细

胞与不能够成熟的卵母细胞相比较, 卵母细胞直

径(加透明带)差异不显著, 但细胞质直径明显较小

[(68.33±0.97) μm vs (71.63±1.02) μm, P<0.05], 未成

熟卵母细胞的细胞核直径较大, 但与成熟组细胞核

直径差异不显著。两组核仁直径差异不显著, 成熟

组透明带厚度较大, 但与未成熟组差异不显著, 具体

结果如图3所示。根据上述研究结果, 我们将不能够

成熟卵母细胞的形态指标定为A形态, 将能够成熟

卵母细胞的形态指标定为B形态。

2.2   卵母细胞形态指标与染色质构型的相关性

进一步研究H组卵泡内获得的卵母细胞发现, 
A形态卵母细胞中, SN构型比例高于NSN构型比例

(65.12% vs 34.88%), B形态卵母细胞中, NSN构型比

例高于SN构型比例(78.57% vs 21.43%), 如图4所示。

2.3   卵母细胞形态指标与H3K27三甲基化的相关性

我们对N、P、H三组卵母细胞分别进行H3K27
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图4  不同形态卵母细胞染色质构型划分及所占比例

Fig.4  Chromatin configuration of different 
morphology oocytes 
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图3  成熟与未成熟卵母细胞形态指标差异

Fig.3  Difference of mature and immature oocyte 
morphology index
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BF为明视野, 标尺=10 μm。

A: A form oocytes in N group; B: B form oocytes in N group; C: A form oocytes in P group; D: B form oocytes in P group; E: A form oocytes in H group; F: 
B form oocytes in H group. BF: morphology of oocyte in bright field. Bar=10 μm.

图5  不同形态卵母细胞H3K27me3水平

Fig.5  H3K27me3 levels in different morphology oocytes
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N: 未注射激素组; P: 只注射PMSG组; H: 注射PMSG和hCG组; A form: A形态卵母细胞; B form: B形态卵母细胞。*P<0.05, 与A形态相比。

N: control; P: PMSG treated; H: PMSG and hCG treated; A form: A form oocytes; B form: B form oocytes. *P<0.05, A form vs B form.
图6  不同未成熟卵母细胞H3K27me3荧光强度分析

Fig.6  Fluorescence intensity of H3K27me3 in different immature oocytes
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三甲基化研究(图5), 结果发现, N组小鼠卵母细胞

中, A形态组H3K27三甲基化水平显著低于B形态

组。而P组和H组小鼠卵母细胞中, A形态组与B形
态组H3K27三甲基化水平差异不显著(图6A)。如

果不考虑卵母细胞的形态指标, 则N、P、H三组小

鼠卵母细胞H3K27三甲基化水平差异不显著, 如图

6B所示。如果不考虑激素处理情况, 则A形态卵母

细胞H3K27三甲基化水平显著低于B形态卵母细胞

H3K27三甲基化水平(图6C)。

3   讨论
我们建立的形态指标分析体系, 成功跟踪不同

形态卵母细胞成熟过程, 并将未成熟卵母细胞的成熟

能力与染色质构型、表观遗传模式建立起联系, 为畜

牧生产及人医选择优质卵母细胞提供了新的方法。

我们利用滴中孔培养的未成熟卵母细胞取自超排后

卵巢表面剩余卵泡, 直径约为65.4~77.7 μm, 在37 °C、
5% CO2及100%湿度条件下培养16~18 h, 成熟率达

到62%。Bao等[9]对小鼠的研究表明, 卵母细胞在直

径达到65~75 μm时才获得成熟的能力, 我们所取卵

母细胞满足卵母细胞成熟所需条件。刘浩等[10]的研

究结果表明, 促性腺激素会影响卵母细胞形态及发

育能力。我们所用卵母细胞取自注射PMSG和hCG
后的小鼠, 这可能是我们所取卵母细胞成熟率只有

62%的一个原因。Cavilla等[11]研究体外培养的未成

熟卵发现, 卵母细胞直径与受精及胚胎发育潜能无

关。Romo等[12]研究也认为, 成熟卵母细胞直径与受

精能力及后续的胚胎发育潜能没有明显关系。但我

们的研究结果表明, 卵母细胞细胞质的直径, 与卵母

细胞成熟能力密切相关。孙贻娟等[13]研究表明, 人
卵母细胞形态学测量的指标可预示卵子受精和胚胎

发育的潜能, 发育为优质胚胎的卵母细胞比发育为

劣质胚胎的卵母细胞直径更大。而我们的研究结果

表明, 在滴中孔培养系统中能够成熟的卵母细胞胞

质较小, 这个差异可能是由于我们采用超排后小鼠

卵巢剩余卵泡卵母细胞和滴中孔培养系统所致, 就
像Sun等[14]研究认为, 激素刺激会影响卵母细胞恢

复减数分裂的能力。透明带是由卵母细胞分泌的围

绕在卵外周的糖蛋白基质, 随着卵母细胞成熟过程

中的直径增加, 透明带厚度也增加[15]。但我们的研

究结果表明, 卵母细胞质直径为(68.33±0.97) μm和

(71.63±1.02) μm的两组卵母细胞透明带厚度差异不

显著, 但较大卵母细胞透明带厚度反而平均数值较

小, 这与Marco-Jiménez等[16]的研究类似, 他们认为

在受精卵中, 透明带较厚的卵子会发育为较好的胚

胎并有较高的着床率。

染色质构型可以反映卵母细胞成熟能力、转

录水平及发育潜力等[3]。我们研究的A形态卵母细

胞SN染色质构型占优势(65.12%), 而B形态卵母细胞

NSN染色质构型占优势(78.57%), 这与Liu等[7]发现的

较大卵母细胞SN染色质构型较多、较小卵母细胞

NSN染色质构型较多的研究结果一致。Debey等[17]的

研究表明, 93.8%的SN型卵母细胞能发生生发泡破裂

(germinal vesicle breakdown, GVBD), 75%的NSN型卵

母细胞能发生GVBD, 二者均能成熟。我们的研究结

果也表明, SN和NSN型卵母细胞均能成熟, 并且卵母

细胞形态指标与染色质构型关系密切。

卵母细胞生长到最后阶段的表观遗传修饰

对于卵母细胞完全成熟是至关重要的[9]。但关于

H3K27位点在未成熟卵母细胞中的三甲基化水平, 
仍未见详细报道。我们将小鼠卵母细胞根据形态分

为A、B两组, 结果发现, 成熟能力较强的B组H3K27
三甲基化水平较高(P<0.05)。组蛋白H3K27位点

可以被甲基化、二甲基化和三甲基化[18], 且均与基

因转录抑制有关[19]。表明B组转录可能处于抑制状

态, 这与夏梦等[20]的转录相关研究吻合。但如果采

用激素处理小鼠, 会导致A、B形态未成熟卵母细胞

H3K27三甲基化水平差异消失(P>0.05), 这可能是

由于激素对表观遗传模式的影响造成的[21]。但我们

的研究结果表明, 如果不考虑卵母细胞的形态指标, 
则N、P、H三组小鼠卵母细胞H3K27三甲基化水平

差异不显著, 这说明在H3K27三甲基化水平方面, 不
同形态卵母细胞对激素的应答是不同的。并且, 如
果不考虑激素处理情况, 则A形态卵母细胞H3K27
三甲基化水平显著低于B形态卵母细胞H3K27三甲

基化水平(P<0.05), 说明卵母细胞形态对于未成熟

卵母细胞H3K27三甲基化水平的影响大于激素刺激

的影响。

综上, 我们发现适合在滴中孔体系中成熟的H
组B形态卵母细胞, 其细胞质直径相对较小, 并且

NSN构型比例高于SN构型比例, 但H3K27三甲基化

水平与H组A形态卵母细胞差异不显著。由于未注

射激素的N组A、B形态H3K27三甲基化水平差异显

著, 而注射激素的P、H组卵母细胞H3K27三甲基化
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水平差异均不显著, 因此我们认为激素水平影响了

卵母细胞H3K27三甲基化的水平。
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