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摘  要 : 雌性生殖细胞发育是动物繁殖的基石，哺乳动物卵母细胞和早期胚胎在其生长发育过程中有许多独

特的现象和规律，涉及一系列蛋白质合成/降解和磷酸化等状态的动态改变。对卵母细胞分裂、成熟调控机理

以及植入前胚胎发育规律的研究是发育生物学领域的一项重要课题。蛋白质组学是以细胞或组织内全部的蛋白

质为研究对象，系统鉴定、定量蛋白质并研究这些蛋白质功能的科学。随着蛋白质分离、鉴定技术的快速发展，

蛋白质组学为卵母细胞发生、分化、成熟以及质量控制等相关研究提供了新的方法和内容，如在蛋白质定量、

修饰、定位和相互作用等方面提供其他组学技术不可获得的重要信息。这些信息将有助于揭示哺乳动物卵母细

胞成熟和早期胚胎发育的分子机制，对于进一步完善卵母细胞的体外成熟培养体系，提高胚胎体外生产、体细

胞克隆和转基因动物生产效率具有重要意义。 

关键词 : 蛋白质组学，哺乳动物卵母细胞，植入前胚胎发育，生发泡期，减数分裂  
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Progress in proteomics of mammalian oocyte and early 
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Abstract:  The development of female germ cell is the cornerstone for animal reproduction. Mammalian oocyte and early 
embryo have many distinct phenomena and mechanisms during their growth and development, involving series dynamic 
changes of protein synthesis/degradation and phosphorylation. Research on the regulatory mechanism of oocyte division, 
maturation, and developmental principle of pre-implantation embryo is an important topic in the field of animal 
developmental biology. Proteomics using all of proteins expressed by a cell or tissue as research object, systematically 
identify, quantify and study the function of all these proteins. With the rapid development of protein separation and 
identification technology, proteomics provide some new methods and the research contents on fields of oogenesis, 
differentiation, maturation and quality control, such as protein quantification, modification, location and interaction 
important information which other omics technology can not provide. These information will contribute to uncover the 
molecular mechanisms of mammalian oocyte maturation and embryonic development. And it is great significant for 
improving the culture system of oocyte in vitro maturation, the efficiency of embryo production in vitro, somatic cell clone 
and transgenic animal production. 

Keywords:  proteomics, mammalian oocyte, pre-implantation embryo development, germinal vesicle stage, meiosis 

哺乳动物卵母细胞是一种高度特化的生殖

细胞，具有重构精子 DNA并启动早期胚胎发育

的能力。大多数哺乳动物的卵母细胞在发育过

程中会自然停滞在第一次减数分裂前期的核网

期。这个时期的卵母细胞细胞核明显，又被称

为生发泡 (Germinal vesicle, GV)。当受到特殊

信号的调控，如激素或从卵泡环境中被释放出

来，卵母细胞可恢复减数分裂，生发泡破裂 

(Germinal vesicle breakdown, GVBD)，染色体凝

集，第一次减数分裂中期 (MetaphaseⅠ，MⅠ)

纺锤体形成，第一极体排出并完成第一次减数

分裂。随后，卵母细胞停滞在第二次减数分裂

中期 (Metaphase Ⅱ，M )Ⅱ ，受精后完成第二次

减数分裂，完全成熟并排出第二极体，形成受

精卵[1-2]。 

哺乳动物卵母细胞在 GVBD 后，转录活性

快速下降，直至胚胎基因组激活，转录才重新

恢复。因此，卵母细胞完成减数分裂成熟以及

维持早期胚胎发育依赖于卵子在生长过程中合

成并储存的大量母源性 mRNA 和蛋白质等[3]。

尽管对小鼠等哺乳动物卵母细胞成熟过程已有

一些认识，但对其中具体的分子调控机理尚不

完全清楚。以往人们对哺乳动物卵母细胞成熟

及早期胚胎发育机制的研究大多是从基因组、

转录组水平或以单个蛋白质功能来进行的。实

验证明，卵母细胞中 mRNA 丰度与蛋白质表达
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量的线性相关性并不一致，尤其对于低丰度蛋

白质，相关性更差[4]。此外，蛋白质作为生命功

能的执行者，存在多种不同亚型、复杂的翻译

后修饰、蛋白质间相互作用等特点。因此，从

蛋白质整体表达水平对卵子发生和早期胚胎发

育进行研究，有助于进一步理解哺乳动物生殖

细胞的发育成熟机理及生殖疾病发生机制。 

1995年，澳大利亚学者 Wilkins等将一个细

胞、组织或生物体基因组表达的全部蛋白质总

称为蛋白质组  (Proteome)[5]。蛋白质组学

(Proteomics) 旨在大规模研究蛋白质的特征、结

构、功能、翻译后修饰的状态、蛋白质与蛋白

质之间的相互作用等，由此在蛋白质水平上阐

述细胞独有的特点、动态的变化以及关于疾病

发生等过程[6]。 

目前，蛋白质组学研究主要采用双向凝胶

电泳 (2-DE) 技术结合质谱鉴定和基于液相色

谱和质谱联用  (LC-MS/MS) 的鸟枪法等两种

方式进行。二维凝胶电泳根据蛋白质等电点和

相对分子量大小将样品中的蛋白质混合物分

开。双向凝胶电泳操作过程相对繁琐，对样品

需要量相对较大。大量研究表明，2-DE/MS 并

不能覆盖全部蛋白质，2-DE上的一个点可能含

有许多种蛋白质，而同一个蛋白质又可能分布

在多个点，因此难以用于定性和定量研究。基

于多维液相色谱-串联质谱分析复合肽段混合物

的 技 术 方 法  (Multidimensional protein 

identification technology, MudPIT) 对样品中高

丰度和低丰度蛋白、极疏水的、极大分子量的

蛋白的鉴定均无偏向性[7]，已发展成为鸟枪法蛋

白质组学研究常用方法之一[8-9]。此外，基于一

维凝胶电泳和 LC-MS 的 GeLC-MS 也得到了发

展和广泛地应用，该方法操作简便，对不同特

性的蛋白质的偏性较小，特别是难鉴定的膜蛋白

和碱性蛋白[10]。  

1  哺乳动物卵母细胞发育过程中的蛋白

质组学研究 

早在 1977 年，Schultz 等应用放射性同位  

素 35S 标记结合 1-DE 和 2-DE 方法研究小鼠卵

母细胞发育过程中的蛋白质表达变化[11]，发现

在卵子生发泡破裂  (GVBD) 后蛋白质发生明

显表达变化，且和卵母细胞发育的其他形态学，

如纺锤体形成或极体排出无必然联系。不同的

蛋白质具有不同的合成效率，卵子胞质和核质

的融合触发许多蛋白质合成的变化，并促使小

鼠卵母细胞在体外培养条件下完成减数分裂成

熟。Coenen 等运用放射性同位素 35S 标记结合

2-DE技术研究了体外成熟条件下牛卵母细胞蛋

白质的合成模式[12]。研究发现，体外成熟过程

中，牛卵母细胞蛋白质的合成分为 3 个阶段：成

熟初期 (0–4 h)、GVBD向MⅠ期转变期 (4–16 h) 

以及 MⅠ期结束后(16–28 h)。其中，成熟初期

合成的蛋白质有 15%贯穿整个卵子成熟过程。

卵子在减数分裂成熟过程中的第 4–8 h 期间具

有较高的蛋白质合成数量，并一直维持到 MⅠ

期 (8–12 h)，随后蛋白质合成逐步下降直至保

持稳定。该结果与 Kastrop[13]、Gandolfi 等 [14]

的报道基本一致。 

质谱与生物技术的有机结合开创了质谱应

用的新领域，生物质谱现已广泛地被应用于蛋

白质鉴定或共价结构的分析，成为蛋白质组学

研究中的重要工具。自 2004年以来，陆续开始

有应用基于质谱鉴定的蛋白质组学技术对哺乳

动物卵母细胞蛋白质组学的深入研究，相关工

作主要集中在不同发育阶段卵子蛋白质表达
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谱、蛋白质磷酸化修饰的鉴定以及母源性蛋白

质的鉴定等方面。 

2004年，Ellederova等应用 2-DE结合基质

辅助激光解吸电离质谱技术对不同发育阶段的

猪卵母细胞蛋白质组进行研究[2]。发现抗氧化蛋

白、泛素硫酯酶 L1以及精胺合成酶等蛋白质在

猪卵子成熟过程中始终保持较高的蛋白质丰

度。其中抗氧化蛋白在维持细胞内氧化还原反

应平衡、抗氧化方面发挥重要作用。此外，他

们还鉴定到一批与能量代谢相关的蛋白质，表

明卵母细胞在为后续的受精过程所需的能量代

谢做充分的准备。值得注意的是，属于醛脱氢

酶家族的遗蛋白 D7A1 在 MⅠ期和 MⅡ期卵子

中的表达水平显著高于 GV 期卵子。研究表明

该酶具有抗毒性作用，在人的卵巢中也呈现较

高的丰度。 

2007年，Vitale等运用 2-DE结合质谱鉴定

的蛋白质组学方法研究不同时期小鼠卵母细胞

的差异蛋白质[15]，发现在 GV 期和 MⅡ期卵母

细胞中，共有 12种蛋白质存在表达差异。同年，

Susor等应用蛋白质组学手段比较体外培养条件

下猪卵母细胞蛋白质合成的变化[16]，发现 16个

蛋白质点在成熟过程中表达存在显著差异，其

中 4 个蛋白质表达上调，大部分蛋白质的表达

均呈现下调趋势。质谱鉴定还发现泛素羧基端

水解酶 L1 (UCH-L1) 在 MⅡ期卵母细胞中表达

显著上调。作者认为，该酶可能通过调控泛素

依赖的蛋白酶体机制在减数分裂Ⅰ向后期转变

过程中发挥重要作用。2011 年，Kim 等通过比

较蛋白质组学方法研究不同发育时期 (GV期和

MⅡ期) 猪卵母细胞差异表达蛋白质，共发现

16种蛋白质表达上调，12种蛋白质表达下调。

其中 PRDX2、GST和 SPSY等在内的 7种可能

参与氧化还原调节和 c-AMP信号通路的蛋白质

在 MⅡ期卵母细胞中表达上调 [17]。这和

Ellederova的研究结果基本一致。 

已有研究表明，卵母细胞中蛋白质的活性

受特异的激酶和磷酸酶调节，进而调控细胞生

长、分化、细胞周期和减数分裂等过程。为了

研究体外培养条件下卵母细胞蛋白质组和磷酸

化蛋白质组的变化模式，2006 年，Massicotte 等

通过 2-DE结合 MALDI-TOF-MS蛋白质组学技

术对牛卵母细胞进行研究 [18]。他们共鉴定到 

550 个蛋白质点，且发现卵子成熟过程中有

30%–50%的蛋白质发生了磷酸化修饰。微管蛋

白 β链 (TBB)、细胞周期蛋白 E2 (CCNE2)、蛋

白二硫化合物异构酶  (PAID3) 和硫氧还蛋白

过氧化物酶 (PDX2) 等 4 个蛋白质在体外培养

过程中表达显著变化。其中，CCNE2表达下降，

而 PDX2 磷酸化后失活。这些变化可引起细胞

内过氧化物水平的改变，其介导的信号是减数

分裂成功的重要原因。作者认为 CCNE2 和

PDX2可作为卵子减数分裂成熟的分子标志物。 

GVBD 标志着卵子第一次减数分裂的恢

复。卵丘颗粒细胞通过与卵母细胞之间形成的

大量缝隙连接为卵母细胞发育、成熟提供所需

的营养物质，传递内分泌及其他环境信号[19]。

因此，卵丘颗粒细胞对卵母细胞发育成熟至关

重要。为了研究卵子和卵丘细胞间相互作用因

子及其作用机制，Memili等应用液相色谱-串联

质谱技术 (LC-MS/MS) 研究牛 GV期卵母细胞

和卵丘颗粒细胞的蛋白质组[20]。在卵丘颗粒细

胞和 GV 期卵母细胞中分别鉴定到 4 395 和    

1 092种蛋白质，其中 858种为共同鉴定的蛋白

质。这些蛋白质参与包括细胞间信号转导和相

互作用有关的膜蛋白、核蛋白等。该研究第一
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次全面剖析了牛卵母细胞和卵丘颗粒细胞蛋白

质组，也首次验证了 5 360个假设蛋白。随后作

者应用差异洗涤分馏结合多维色谱-串联质谱联

用 (Differential detergent fractionation- 
multidimensional protein identification technology, 
DDF-Mud PIT) 技术对牛 GV 期细胞和颗粒细

胞蛋白质组进行研究，分别鉴定到 811和 1 247

个蛋白，其中 371个蛋白质表达差异显著。GO

分析发现，卵丘颗粒细胞中的蛋白质主要参与

细胞信号传导、分子运输、代谢和能量前体生

成等多个过程。该研究证实卵母细胞需要颗粒

细胞传递特异的细胞内信号，以维持其生长和

成熟[21]。 

2008年，Ma等运用 2-DE等技术构建了小

鼠 MII 期卵母细胞蛋白质表达图谱，共分离得

到 869个蛋白质点，其中 90个蛋白质点对应于

53 个蛋白质表现为磷酸化修饰。这些蛋白质主

要参与染色体重构、母源性物质储存以及卵裂

球分裂等过程[22]。这些研究不仅为阐明复杂的

卵子成熟调控机理提供了新的信息，还发现了

一些可能的诱导重编程及多能性因子，为提高

体细胞核移植技术 (SCNT) 和诱导多能性干细

胞 (iPS) 效率、促进再生医学研究创造了条件。 

成熟卵母细胞中含有受精、胚胎基因组激

活和早期胚胎发育所需的大量母源性蛋白质。

但对这些发挥重要功能的母源性蛋白的数量、

种类及其功能了解甚少。有研究发现小鼠的母

源性效应基因/蛋白质约 30种，实际有待鉴定的

因子可能会更多[23]。2009年，张平等通过 1-DE

与 反 相 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 技 术 

(RP-LC-MS/MS)从 2 700个小鼠MII期卵母细胞

中鉴定了 625种蛋白质，并从中筛选到 76个在

卵子和受精卵中具有高 mRNA 表达水平的母源

性蛋白质，包括许多从未被报道过的蛋白质[24]。

与已发布的小鼠胚胎干细胞蛋白质组相比较，

两者共同鉴定的蛋白质有 371 个。该研究为深

入了解哺乳动物母源性蛋白质参与卵子发生、

受精、早期胚胎发育等过程提供了重要的信息。 

众所周知，成熟卵母细胞和未分化的胚胎

干细胞中含有重编程因子 (包括蛋白质、RNA、

小分子等)。这些分子具有重编程体细胞的能  

力[25-27]。虽然 SCNT 和 iPS 技术极大地促进了

动物生殖生理学的研究，但对细胞重编程的分

子机制目前尚不清楚。2010 年，Wang 等应用

LC-MS/MS 技术研究了不同发育阶段小鼠卵母

细胞蛋白质组，分别在 GV期、MII期卵母细胞

和受精卵中鉴定到 2 781、2 973和 2 082种蛋白

质。研究表明，不同的蛋白质的组成成分与不

同时期细胞的特点有一定关系。如 MⅡ期卵母

细胞比其他时期的细胞含更多的特异性转录因

子和染色质重构因子，表明这些蛋白质可能与

精子或体细胞表观遗传重编程有密切关系[28]。

2011 年，Pfeiffer 等通过 1-DE 结合 LC-MS/MS

技术研究小鼠MⅡ期卵母细胞和未分化ES细胞

蛋白质组，提出重编程因子应具备核定位、核

染色质修饰以及催化活性等 3 个特点。他们分

别在 MⅡ期卵母细胞和 ES细胞中鉴定到 3 699

和 4 723个蛋白质，其中 28个共同鉴定的蛋白

质符合作者提出的上述重编程因子的特点[29]。 

2  哺乳动物早期胚胎发育相关的蛋白质

组学研究 

由于胚胎细胞样品非常有限，样品收集不

易，到目前为止，有关动物早期胚胎的蛋白质

组研究报道还不多。早在 1989年，就有牛早期
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胚胎样品蛋白质的研究，尽管没有蛋白质鉴定

的结果，但该研究极大地影响了人们对牛胚胎

发育生物学的认识。Frei等运用 35S-蛋白酸标记

结合 1-DE技术研究牛卵母细胞及早期胚胎的蛋

白质组，发现卵母细胞、合子、2-细胞和 4-细

胞期胚胎的蛋白质表达模式稍有不同，并与

8–16 细胞期胚胎的蛋白质表达相比有显著不

同，而 16–32 期细胞和囊胚具有相似的蛋白质

表达模式。此外，作者还运用 3H-尿苷标记不同

发育时期的牛胚胎，以检测 RNA合成速率。结

果显示, 8-细胞期以前胚胎的蛋白质合成受母源

性 mRNA调控，8–16细胞期间改变为合子基因

组调控。这个现象被其他研究证实，即牛合子

基因组激活时间发生在 8–16细胞期之间[30]。 

2006年，Massicotte等应用放射性同位素 35S

结合 2-DE技术研究体外成熟 2-、4-和 8-细胞期的

牛胚胎蛋白表达模式、确定了母源性蛋白      

质 (Maternal housekeeping proteins, MHKP)[31]的

概念。他们从以上样品中分别鉴定到 291、373

和 252 个蛋白质，其中 70、83 和 28 个蛋白质

分别特异地存在于 3个时期的胚胎中；123个蛋

白质存在于所有的 3 个时期中，被认为是候选

母源性蛋白质 (MHKP)。利用 MALDI-TOF-MS

技术鉴定到 10个蛋白质，发现其中的大部分蛋

白质在卵子或卵巢中已有报道，但 E-FABP蛋白

为新候选 MHKP，且该蛋白在卵母细胞中是首

次被报道。该研究展示了母源 -胚胎转变 

(Maternal-embryonic transition, MET) 过程中蛋

白质表达的变化情况，同时筛选出一些候选的

MHKP，有助于进一步揭示 MET的分子机制。 

2009 年，Gupta 等通过半定量质谱方法分

析 比 较 猪 孤 雌 激 活  (Parthenogenetically 

activated, PA) 和体外授精 (In vitro fertility，IVF)

胚胎的蛋白质组[32]。结果显示，IVF和 PA胚胎

共有的鉴定蛋白质 377 个。以谱图数 (Spectral 

count) 进行相对定量，发现 90%的蛋白质的差

异丰度比值>2，其中 410个蛋白丰度比值>10，

表明孤雌激活和正常的体外授精在分子事件上

存在巨大的差异。利用选择性反应监测 

(Selected reaction monitoring, SRM) 实验，他们

还验证了包括 JAK2、STAT1、STAT2和钙蛋白

酶抑制蛋白等在内的 9 个蛋白丰度变化情况。

该研究不仅发现了反映胚胎质量的可能标志分

子，还揭示了在猪孤雌激活 (PA) 的胚胎中基因

组印迹、蛋白质表达异常可能是引起胚胎发育

停止的原因。2012 年，Myriam 等应用 iTRAQ

定量蛋白质组学技术研究不同发育阶段牛胚胎

的差异蛋白质[10]以筛选差异表达蛋白质，鉴定

与胚胎成熟质量相关的候选蛋白质。结果发现，

2-细胞胚胎和桑椹胚有 28 个蛋白质的表达有差

异。应用 SRM技术，他们还验证了其中的 YBX2

蛋白和 IGF2 mRNA结合蛋白 3等在 2-细胞胚胎

和桑椹胚中存在丰度差异。定量比较桑椹胚和

囊胚的蛋白质组，发现与翻译和生物合成过程

有关的一系列蛋白质在这两个时期胚胎中具有

显著差异。这是 iTRAQ定量蛋白质组学技术首

次应用于牛卵母细胞和早期胚胎发育的蛋白质

组研究中，研究结果为阐明细胞命运决定以及

胚胎基因组激活的分子机制提供了新的线索。 

3  挑战与展望 

哺乳动物卵母细胞是繁殖生物学研究的主

要对象，其在动物生殖生理学研究中具有举足

轻重的作用。多年来，国内外学者从多个层面

及角度对哺乳动物卵母细胞及早期胚胎发育的

分子机制进行了大量的研究，包括重要基因及
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蛋白质功能组、基因组和转录组水平等方面，

有关研究也取得了一定的成果。然而，对卵母

细胞成熟及其调控的具体分子机制、特别是重

要蛋白质间的网络化调控关系仍不是完全清

楚，仍需要发掘与细胞成熟相关的标志性分子。 

蛋白质组学的研究策略及其新技术和方法

逐步在哺乳动物卵母细胞研究中得到应用，并

取得了一定进展，但仍面临着不少挑战。首先，

相对于其他细胞或组织样品，卵母细胞及胚胎

细胞样品来源有限，样品收集较困难且费时较

长。这个矛盾在大家畜动物胚胎样品收集时显

得尤为突出，也使得开展相关物种的蛋白质组

学的研究受到限制。其次，目前许多物种仍缺

乏相应的蛋白质数据库，这对开展这些物种的

蛋白质组学研究时进行蛋白质搜库检索带来困

难。第三，哺乳动物卵母细胞蛋白质丰度动态

变化范围较大，其表达易受饲养环境、季节及

成熟培养条件等因素影响；其中大量的低丰度

蛋白质易被高丰度蛋白质干扰，给蛋白质检测

鉴定带来困难。 

随着蛋白质组学技术的不断发展以及科学

家们对蛋白质组学的理解的加深，可实现微量

甚至单细胞的蛋白质组鉴定。将有关新技术、

新方法应用于研究发现哺乳动物卵母细胞成熟

及早期胚胎发育相关蛋白质，可系统鉴定更多

的新蛋白质，为后续深入研究重要蛋白质的生

物学功能奠定基础。此外，运用差异蛋白质组

学的技术比较不同发育阶段或体内、外成熟的

卵母细胞蛋白质的表达变化，筛选与卵母细胞

发育成熟相关的标志性蛋白质，将有助于进一

步揭示哺乳动物卵母细胞成熟、受精和早期胚

胎发育分子机制，为提高体外卵母细胞成熟和

胚胎发育效率、细胞核移植和胚胎干细胞技术、

人类辅助生殖技术等研究提供有力的理论依据。 
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