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　　人类配子的遗传学研究具有重要意义 ,因为在人

类配子中发生的任何遗传学异常都会给子代带来严

重后果。自 1978 年 Rudak 建立人精子染色体制备

技术以来 ,男性单倍体遗传学研究发展较快 1 。而

人卵母细胞染色体研究却一直进展缓慢。主要原因

是 :①材料获得困难 ,因为从正常妇女获取卵母细胞

进行实验研究几乎不可能 ; ②受实验技术限制 ,很难

获得质量好的卵母细胞中期相 ,更难以对其染色体显

带进行分析。随着生殖生物学与临床医学技术的飞

跃发展 ,开展人类辅助生殖技术的 IVF (in vit ro fer2
tilization )中心愈来愈多 ,为科学家们获得人卵母细

胞进行实验研究提供了可能 ;卵母细胞染色体制片技

术的改进与荧光原位杂交 ( FISH)技术的建立为进行

人卵母细胞染色体分析提供了更好的手段。本文对

相关研究进展综述如下。

1　卵母细胞染色体畸变频率

人类减数分裂 ,特别是在卵子发生过程中 ,最易

发生错误 2 ,因此关于人卵母细胞染色体畸变频率

是很多学者研究中均涉及的内容。但是不同研究室

报道的结果差异甚大 :亚单倍体频率为 2. 9 %～

47. 2 %3 ,4 ;超单倍体频率为 214 %～16. 0 %5 ,6 ;为

排除制片过程中染色体丢失造成的偏差 ,非整倍体频

率用超单倍体频率乘 2得出 ,为 3. 0 %～32. 0 %6 ,7 .

染色体结构畸变多为断裂与无着丝粒断片 ,频率为

4. 2 %～19. 0 %8 ,9 .结果差异的原因可能是 : ①不同

研究室所用样本大小不同 ;②不同研究室所用实验技

术各异或水平不同 ;③由于技术水平所限 ,几乎所有

表 1　医用材料浸提液对微核细胞率的影响

组别 浓度
PCE

(个)

MN

(个)

MNF

(‰)

PCE

PCE + NCE( %)

壳聚糖 浸提原液 1 000 18 　1. 8±0. 29 69. 55

1/ 5原液 1 000 18 1. 8±0. 29 68. 24

1/ 10原液 1 000 17 1. 7±0. 21 70. 07

磷灰石蛋白 浸提原液 1 000 12 1. 2±0. 25 70. 76

1/ 5原液 1 000 17 1. 7±0. 29 70. 79

1/ 10原液 1 000 16 1. 6±0. 22 70. 41

空白对照 0 1 000 19 1. 9±0. 28 66. 58

溶剂对照 50a 1 000 21 2. 1±0. 31 65. 46

阳性对照 50b 1 000 246c 24. 6±2. 55 61. 24

a. ml/ kg　b. mg/ kg　c. 与溶剂组比较 P < 0. 01

微核试验是检测染色体损伤的一种快速、简便、

有效的方法。为了确保应用材料的安全 ,本文除了对

各剂量浓度进行诱变性研究外 ,并设空白对照组、溶

剂对照组及阳性对照组以作对比研究 ,使结果更加可

靠。在本试验范围内 ,壳聚糖和磷灰石蛋白各剂量组

诱导的微核细胞率均在正常范围 ,而阳性的微核细胞

率为 24. 6‰。本研究结果表明上述两种医用材料在

本试验条件下无诱发小鼠骨髓 PCE微核增加作用。
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研究室只有部分卵样能用于分析 ,未能分析的部分会

使信息丢失给结果带来偏差 ;④不同研究中所采用的

卵样在体外培养时间长短不同 ,卵的质量随体外培养

时间延长而下降 ,必然会影响研究结果。值得注意的

是 ,几乎所有文献报道的卵样均取自到 IVF 中心求

治的妇女。由于她们并非从正常人群中随机抽样 ,本

身又明显存在不育问题 ,且卵样由激素超排所得 ,与

正常排卵有所差别 ,因此严格说来 ,她们提供的卵样

不是研究正常卵细胞遗传学的合适样本。不过 ,在现

有科学技术条件下 ,上述文献仍然是了解卵细胞遗传

学的宝贵资料 2 。

2　非整倍性发生机理

人类妊娠中至少有 5 %为非整倍体患儿 ,其中约

90 %系母方减数分裂错误所致 ,错误发生频率随着母

方年龄增高而增加。据估计 ,年龄超过 40岁的妇女 ,

其卵细胞在减数分裂过程中发生错误的至少占

20 %10 ,因此关于非整倍性发生机理及其与母方年

龄的关系多年来是学者重视的课题。

211　着丝粒周围重组事件

人类卵子发生经历增殖、生长、成熟三个时期。

在胚胎发育过程中 ,卵原细胞增殖并生长成初级卵母

细胞。直到性成熟发生排卵前 ,初级卵母细胞停留在

第一次减数分裂 (MⅠ)前期中的双线期。性成熟后 ,

每月有一个卵泡发育成熟 ,排卵 ,又恢复减数分裂过

程 ,初级卵母细胞二价体中的两条同源染色体即两条

单价体彼此分开 ,分别进入次级卵母细胞和第一极

体 ,此后卵子发生停留在第二次减数分裂 ( M Ⅱ)中

期 ,直到受精后 ,次级卵母细胞单价体在着丝粒处分

离 ,两条染色单体分别进入卵细胞和第二极体 ,完成

减数分裂。

MⅠ中二价体的两条单价体不分离或单价体的

两条染色单体提前分离 (成熟前分离 ,premature sep2
aration)以及 MⅡ的单价体的两条染色单体不分离 ,

结果都会导致非整倍体产生。

Lamb等 11 认为 ,非整倍体的形成与减数分裂过

程中发生在着丝粒周围的重组事件有关 ,并为其假说

提出了两种模型。(1)在卵子发生的漫长过程中 ,随

妇女增龄卵母细胞中染色体的构型逐渐发生蜕变。

若发生在着丝粒周围的重组事件减少到在 M Ⅰ不能

有效地维持二价体的稳定时 ,导致二价体在成熟前出

现分离 ,其单价体中的两条染色单体也彼此分开 ,进

入 MⅡ时 ,出现“染色单体型异常”,即染色体数目分

别为 23 + 1/ 2 ,22 + 1/ 2或 22 + 1/ 2 + 1/ 2。此处 1/ 2

表示 1/ 2个单价体即 1条染色单体。(2)若发生在着

丝粒周围的重组事件过多 ,导致二价体在成熟后也不

分离。则在 M Ⅱ中出现“染色体型”异常 ,染色体数

目分别为 24或 22 等。有上述核型的次级卵母细胞

在受精后的减数分裂中必然形成超单倍体与亚单倍

体。它们与正常单倍体精子受精将形成非整倍体胚

胎。Angell 12 报道了对 200个人卵母细胞 M Ⅱ核型

的分析结果 ,发现比例高达 33 %的卵母细胞出现“染

色单体型异常”。在此篇报道以前 ,其他作者的一些

小样本研究中 ,也发现了与 Angell 相同的结果。因

此较多的学者支持 Lamp 的第 1 种假说模型。但

Angell及其他学者的研究在人 M Ⅱ卵母细胞中未观

察到“染色体型”异常 ,因此否认 Lamp 的第 2种假说

模型。黄天华等 13 在 50 个人 M Ⅱ卵母细胞核型分

析中 ,不仅观察到“染色单体型”异常 ,而且首次观察

到 4个核型具有“染色体型”异常 ,为 Lamp 的第 2种

假说模型提供了直接的实验证据。

2. 2　随体联合

由于新生儿中大多数染色体异常涉及近端着丝

粒染色体 ,因此有人假设 ,近端着丝粒染色体随体联

合 (SA)可能与染色体不分离或结构重排的形成有

关 14 .

黄天华等 13 对 25例 IVF术后病人自愿捐赠的

50个卵母细胞进行了 SA分析 ,病人平均年龄 34196

(28～42)岁。SA总频率为 0136 ,D - D、D - G、G - G

联合频率分别为 0101、0118、0108。远高于在人精子

染色体中观察到的结果 ,后者 SA 总频率为 0. 11 ;D

- D、D - G、G - G联合频率分别为 0. 039、0. 058、

0. 015 15 .

他们还将供卵者分为 ÷ 34岁和 > 34岁两个组 ,

对两组的 SA 频率与染色体异常的卵母细胞率进行

了比较分析。在 ÷ 34 岁组 , SA 总频率为 0132 ,D -

D、D - G和 G - G联合频率分别为 0105、0118 和

0109。在 > 34 岁组 SA总频率为 0139、D - D、D - G

和 G - G联合频率分别为 0114 ,0118 ,0107。两年龄

组间 SA 各种频率的差异均无统计学意义 ( P >

0. 05) 。但在 > 34 岁组中 ,涉及 D、G组染色体异常

的卵母细胞率高达 50 % ,其中 11个卵母细胞为 D、G
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组“染色单体型”异常 ,3 个卵母细胞为 D、G组“染色

体型”异常。在 ÷ 34岁组中 ,仅 1个卵母细胞为 G组

“染色单体型”异常 (415 %) ,未观察到“染色体型”异

常。两年龄组间异常卵母细胞率的差异具有统计学

意义 ( P < 0105) 。该研究结果不支持“SA 与染色体

不分离或结构重排形成有关”的假说 ,因为若此假说

成立 ,则 > 34岁组的 SA频率应显著高于 ÷ 34岁组。

3　卵母细胞染色体异常与受精率、妊娠率

在 IVF项目中 ,受精率是与治疗结果密切相关

的指标。Simerly 等 16 研究了体外受精失败与卵母

细胞染色体异常间的关系。107 个卵母细胞来自 45

位妇女 ,在体外进行授精处理后仍未受精。染色体分

析发现 ,非整倍体率为 3713 % ,其中亚单倍体率为

1118 % ,超单倍率为 2116 % ,主要涉及 D、G组染色

体。虽然非整倍体率在相关报道的正常范围内 ,但超

单倍体率却远远高于他人的研究结果。他们将卵母

细胞不受精的原因归于卵染色体异常 ,并认为这是目

前关于人类受精机理的知识中尚未涉及到的一种新

的病理现象。

学者们在 IVF 的临床实践中还发现 ,不同年龄

妇女间妊娠率明显不同 ,因此关于差异原因的探讨也

成为学者们感兴趣的课题。Simerly等 9 对 287个卵

母细胞进行了分析。卵样来自 151个妇女 ,按供卵者

年龄分为 ÷ 34 岁、35 - 39 岁、∂ 40 岁三个组。结果

发现 ,三个组的卵母细胞受精率依次为 5019 %、

4913 %、3719 % ,其差异没有统计学意义 ;但 ∂ 40 岁

组的妊娠率 ( 1413 %) 却显著低于 ÷ 34 岁组

(4312 %) 。该研究还发现 ,三个组间的非整倍体频率

没有显著差异 ,但卵母细胞退化率却随增龄升高 ,依

次为 2317 %、5210 %、9518 %。卵母细胞退化的特征

是在 MⅡ中期核型内 ,本应观察到的染色体却在其

着丝粒处分离 ,形成未相联的染色单体。因此 Simer2
ly等认为 ,生育力随增龄下降 ,其原因可能更多地与

卵母细胞退化、质量下降有关 ,而不是卵的非整倍性

引起。在 IVF项目中 ,高龄妇女不用自己的卵而接

受年轻供体的卵时 ,其妊娠率会有明显的提高。

4　卵母细胞染色体异常与着床前诊断

着床前遗传学诊断 (preimplantation genetic diag2
nosis , PGD) 是对有遗传风险的夫妇 ,将其精、卵进行

体外受精 ,当胚胎发育到 6～8 细胞期时 ,取 1～2 个

细胞进行遗传学分析 ,剔除具有遗传缺陷的胚胎 ,将

正常胚胎植入母体子宫 ,以期生育正常的后代。此

外 ,对于女性患者 ,也可取其极体进行遗传学分析 ,从

而推断相应的卵母细胞是否正常 ,选择正常卵母细胞

与其丈夫的精子受精 ,再将胚胎植入母体子宫。

Dyban等 17 应用Χ和 18号染色体α卫星 DNA

直接标记探针 ,与 156 个人卵母细胞 (M Ⅱ) 及其第

一极体 ( IPB)进行 FISH ,探讨 FISH技术在 PGD 中

诊断非整倍体的可行性。结果在 151个正常的 MⅡ

及其相应的 IPB中 ,每个MⅡ与 IPB各观察到 1个Χ

和 1个 18号染色体的杂交信号。另外在 5个MⅡ及

相应的 IPB中发现 ,当 MⅡ中少 1个信号时 ,则在相

应的 IPB中多 1个信号 ;当 MⅡ中多 1个信号时 ,则

在相应的 IPB中少 1个信号 ,这是由于发生了不分离

事件的结果。Dyban 等的结论是 ,在 PGD 中 ,应用

FISH技术对 IPB进行分析 ,来推断卵母细胞是否具

有非整倍性 ,从而避免三体患儿的产生 ,是一种可行

的手段。

Munne等 18 从 2 例核型为 45ΧΧ , der ( 13 ; 14)

( q10 ; q10) ,1例核型为 46ΧΧ ,t (4 ;14) ( p15 ; q24)患

者的 31个卵母细胞中活检得到 23个第 1极体 ,用染

色体涂色探针进行 FISH分析 ,将推断为正常的卵母

细胞与其丈夫精子受精 ,再将胚胎植入患者子宫 ,使

3例患者均获得正常妊娠。

5　卵母细胞染色体诱变研究

由于取材容易 ,活体与离体的人精子染色体诱变

研究均有大量报道 19 。与精子不同 ,人卵母细胞获

得非常困难 ,因此迄今为止 ,关于人卵母细胞染色体

诱变研究的文献非常有限。Simerly 等 20 研究了在

离体条件下 ,温度对人卵母细胞的影响。他们发现 ,

当温度冷却至室温仅 10 分钟 ,培养基中的人卵母细

胞就发生变化 ,或纺锤体变小 ,或纺锤体内微管解体

甚至完全消失 ,中期相染色体也呈无序分布。将在室

温下放置 10分钟或 30 分钟的人卵母细胞再次放回

37℃培养箱中 1或 4小时 ,不到一半的卵样恢复至与

未受降温处理的对照卵母细胞相似。由于纺锤体在

细胞分裂中的作用至关紧要 ,他们认为 ,在输卵管内

配子转移和体外受精术的操作步骤中 ,温度的影响可

能与在人早期胚胎中观察到的非整倍性发生有关。
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George 等 21 报道了防冻剂二甲基亚枫 (DMSO)

对人卵母细胞的影响。他们将卵样分为年轻 (新鲜

采样) 与老化 (体外培养时间较长) 、暴露前与暴露

后 4个组 ,对组间微管蛋白的变化进行了比较。结果

发现 ,随着卵母细胞离体培养时间延长 ,纺锤体异常

频率与卵胞质中微管增生明显增加。暴露前后两组

比较 ,染色体均排列于中期相赤道板 ,没有差别。但

是 ,在没有 DMSO 的情况下 ,若将卵母细胞暴露于

4℃将会引起纺锤体解体。他们的结论是 , ①由于卵

母细胞老化导致微管形成发生变化 ,使得它们不再适

合用于体外受精或精子胞质内注射以治疗临床不育 ;

②加入防冻剂有助于稳定人卵母细胞的纺锤体结构 ;

③与人卵母细胞纺锤体密切相关的 gamma - 微管蛋

白对卵母细胞老化和环境条件的变化非常敏感。

上述研究虽然涉及环境因素对人卵母细胞纺锤

体的作用并间接影响到染色体 ,但并非环境因素直接

诱发染色体畸变。而且本文述及的所有研究均用 M

Ⅱ中期的次级卵母细胞为材料 ,它只能反映在 M Ⅰ

而不能反映在 MⅡ中发生事件的结果。次级卵母细

胞受精后 ,完成第二次减数分裂 ,形成卵细胞与第二

极体。只有卵细胞核型才能全面反映减数分裂中发

生事件的最终结果。遗憾的是 ,至今并无直接制备卵

细胞染色体的方法。因此有人建议 ,能否像制备人精

子染色体那样 ,用异种体外受精的方法 ,譬如用金黄

地鼠精子与去透明带人卵母细胞受精 ,待异合卵发育

至第一次卵裂时 ,制备人卵细胞染色体进行分析。若

能成功 ,将为女性单倍体遗传学的发展 ,包括人卵染

色体的诱变研究开辟广阔的前景。
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