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基于全场光学相干层析技术评估卵母细胞质量*
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摘要 卵胞质质量是影响卵母细胞发育能力的重要因素，然而目前仍缺少无损且客观高效地评估卵胞质成熟度的方法 . 已知

胞质成熟度低是导致体外成熟卵母细胞发育能力远低于体内成熟卵母细胞的主要原因 . 全场光学相干层析技术（FF-OCT）

具有无损非标记且三维高分辨的特点 . 经对比FF-OCT采集的体内成熟与体外成熟小鼠卵胞质图像发现，具有大面积高亮皮

质区及胞质均匀分布的卵母细胞，其胞质成熟度更高 . 为验证这一点，对比了显微镜下筛选和FF-OCT筛选的体外成熟卵母

细胞的体外受精率，发现显微镜筛选组的体外受精率远低于体内成熟的情况，FF-OCT筛选组的体外受精率与体内成熟组之

间无显著差异 . 这说明FF-OCT筛选的体外成熟卵母细胞发育能力接近于体内成熟的卵母细胞 . 此外还利用FF-OCT成功观测

到新鲜及老化卵母细胞之间的形态差别，即老化卵母细胞胞质均匀性更差及高亮皮质区更小 . 因此，FF-OCT可用于无损评

估卵胞质质量，且大面积高亮皮质区的存在及胞质分布的均匀性是评估卵胞质质量的有效指标 .

关键词 全场光学相干层析，小鼠卵母细胞，胞质成熟

中图分类号 O436.1，TP274+.2，Q246 DOI：10.16476/j.pibb.2020.0106

体外成熟卵母细胞质量是决定哺乳动物体外受

精能力、胚胎体外发育潜能及妊娠成功与否的关键

因素［1-2］ . 有效筛选出高质量的体外成熟卵母细胞

是提高体外受精、胚胎移植等生物技术的重要基

础 . 卵母细胞体外成熟情况主要通过评估核成熟及

胞质成熟来实现［3］ . 其中，核成熟主要通过检测第

一极体排出来衡量［3］ . 然而，到目前为止，胞质成

熟的评估仍无确定、有效的方法 . 而胞质成熟程度

的评估对筛选出高质量的体外成熟卵母细胞非常重

要 . 很多研究指出胞质成熟度低是导致体外成熟卵

母细胞发育能力远低于体内成熟卵母细胞的主要

原因［4-5］ .

目前常用的评估胞质成熟程度的方法有：a. 传

统的基于形态检测的方法，主要是观察胞质颜色、

颗粒性及极体形态等［6］ . 这种方法结果主观性太

强，其结果的可靠性依赖于技术人员经验 . b. 新型

的基于生物学技术检测生化指标的方法：主要是利

用荧光染色、RT-PCR、蛋白质印迹（Weston blot）

等技术检测胞质中某些成分的浓度、活性或表达量

（如 G6PDH 活性、PDE3 活性、Bcl/Bax 相对表达

量、ROS水平及GSH水平等）［7-10］或细胞器（如皮

质颗粒、线粒体等）的分布［11-12］，以此来判断胞

质成熟情况 .这种新型的方法能弥补基于形态检测

方法的不足，然而仍存在显著缺点，表现在：侵入

式研究、生物操作步骤繁琐复杂、实验耗时长、损

伤卵母细胞（以致其无法完成后续体外受精等过

程） . 鉴于此，非常需要一种无损伤、客观高效、

且易于实现的评估胞质成熟度的方法 .

胞质成熟过程是为卵母细胞受精及早期胚胎发

育做准备的过程，在此过程中积累所需的能量、

mRNA、蛋白质等物质，同时，还伴随着微管重

组、线粒体重新分布等过程，从而引起胞质微观结

构的变化［11-12］ . 因此，不同成熟程度的胞质，其内

部生物大分子的分布是不同的，从而引起折射率等

指标的变化，表现出不同的光学性能（如散射强度

的差异） . 本文拟利用全场光学相干层析技术

（full-field optical coherence tomography，FF-OCT）
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分析卵胞质的成熟程度 . FF-OCT是基于样品背向

散射光低相干干涉而建立起来的成像技术，具有无

损伤、非标记、高分辨、操作简单、实验耗时短、

易于实现等特点［13］ . 即，FF-OCT图像表征着样品

的背向散射强度 . 本文通过对比体内成熟与体外成

熟卵母细胞 FF-OCT 图像，分析卵母细胞 FF-OCT

图像特点与卵胞质成熟程度之间的关联 . 本文将对

比传统显微镜下观察方法与FF-OCT方法筛选出的

卵母细胞的体外受精能力，并将FF-OCT筛选方法

应用于观测老化对卵母细胞质量影响的实例中，由

此验证FF-OCT用于评估卵胞质质量的有效性 . 本

文研究结果将为筛选出最优质量的体外成熟卵母细

胞提供一种可能的无损、客观、高效的新方法 .

1 材料与方法

1.1 生物样品制备

体内成熟卵母细胞制备：7～8 周龄 ICR 雌性

小鼠腹腔注射孕马血清促性腺激素5 U/只，48 h后

腹腔注射人绒毛膜促性腺激素5 U/只，15 h后脱颈

椎处死 . 摘取卵巢及输卵管，并置于人输卵管培养

液（HTF）中 . 剔除卵巢及输卵管周围脂肪组织，

并分离卵巢与输卵管 . 针头划开输卵管膨大处，释

放出颗粒细胞包裹的一团卵丘-卵母细胞复合体 . 随

后，将此团细胞移入0.05%透明质酸酶中，于培养

箱内孵育 5 min，以去除颗粒细胞 . 由此获得体内

成熟的卵母细胞 . 选择形态完好的卵母细胞用于进

一步分析 .

排卵后老化卵母细胞制备：将从小鼠输卵管膨

大处采集的新鲜卵丘-卵母细胞复合体放入石蜡油

覆盖的HTF微滴中，并置于 37℃、5% CO2的培养

箱内继续培养 12 h. 随后去除颗粒细胞，由此制备

了排卵后老化的卵母细胞 .

体外成熟卵母细胞制备：脱颈椎处死 7～8周

龄 ICR雌鼠，并摘取完整卵巢 . 剔除卵巢周围脂肪

组织后，无菌针头反复刺扎卵泡，释放裸卵 . 选择

生发泡完整的裸卵，经清洗后，移入石蜡油覆盖的

添加 10% 胎牛血清的 HTF 中，并置于 37℃、5%

CO2的培养箱内培养 16 h. 选择排出第一极体且形

态完好的卵母细胞用于实验研究 .

体外受精：ICR雄性小鼠脱颈椎处死，取下附

睾尾部，转移到HTF液滴中 . 将附睾尾部穿刺，使

精子缓慢挤出 . 然后，将精子悬液在HTF液滴中获

能90 min，将获能精子加入含成熟卵母细胞的液滴

中培养6 h，随后统计卵母细胞体外受精情况 .

1.2 图像采集

FF-OCT系统见图 1. 其中，光源为 250 W卤素

灯，中心波长为 600 nm，带宽为 180 nm （图 1） .

物镜为水浸物镜，数值孔径为0.5. 由此可得，该系

统的横向分辨率为Δx = 0.6 λ0
N.A. ≈ 0.7 μm，纵向分

辨率为 Δz = 0.44 λ0 2nΔλ ≈ 0.7 μm，纵向步长设为

1.1 μm.

Fig. 1 Schematic diagram of full-field OCT system and halogen light spectrum
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1.3 图像预处理

图像预处理流程如下（图 2）：原始OCT图像

（一组记录不同深度位置的二维光学切片）首先进

行强度归一处理（以确保所有光学切片的灰度一

致），随后通过各项异性扩散算法去除噪声［13］，接

下来进行目标区域分割，最后分析OCT图像灰度

分布特点 .

1.4 统计分析

实验数据以 x±s形式表示 . 实验独立重复 3次 .

数据间显著性差异通过单因素方差分析或卡方检验

进行分析（SPSS16.0） . P<0.05代表差异显著 .

2 结果与讨论

2.1 利用FF-OCT系统分析卵母细胞图像

2.1.1 FF-OCT采集的卵母细胞图像

本文利用FF-OCT系统采集了30个体内成熟和

30个体外成熟卵母细胞的图像，从OCT图像中可

清晰看到胞质、透明带、卵周间隙等结构（图3），

经三维分割后（利用Amira软件实现），可测量出

各结构的平均灰度值 . 体内成熟卵母细胞的胞质、

透明带、卵周间隙的平均灰度值分别为（63±7）、

（54±6）和（7±3），与体外成熟卵母细胞相应结构

的灰度值 （（59±9）、（46±9） 和 （11±2）） 之间

无明显差别（图3c） .

2.1.2 体内成熟和体外成熟卵母细胞卵胞质皮质区

灰度值比较

本文在卵母细胞皮质区域内绘制了一个矩形

框，该矩形框跨过部分卵周间隙和部分卵胞质区域

（图4a，d），随后，沿卵母细胞径向绘制“灰度-位

置”曲线 . 观察到两种“灰度-位置”曲线形式：一

种为“灰度-位置”曲线有一个突出的峰型，该峰

位对应着卵胞质皮质区，其左侧对应着卵周间隙区

域，右侧对应着卵胞质区域（图4b） . 该峰值明显

高于左右两侧卵周间隙和卵胞质的灰度值 .也就是

说，具有突出峰型的卵母细胞存在着皮质高亮区，

即在卵胞质的最外围存在高亮区域 . 将高亮区域用

伪彩标记，由此绘制出图 4c. 另一种为“灰度-位

置”曲线呈平缓的台阶状，“台阶”两侧分别对应

着卵周间隙和卵胞质区域（图4e） . 台阶状“位置-

灰度”曲线不存在突出的峰型，这表明该卵母细胞

不存在高亮的皮质区域（图 4d，f） . 经统计发现，

体内成熟组高亮皮质区对卵母细胞中心所张的立体

角均值为（1.75π ± 0.75π），远大于体外成熟组的

情况（（0.87π ± 0.59π），P<0.05，图 4g） . 以该组

数据中位数为分界（π）发现，体内成熟组中，高

亮皮质区对卵母细胞中心的立体角超过π的卵母细

胞比率约为 80%，远大于体外成熟组的情况

（36.7%，表 1，P<0.05） . 这表明多数体内成熟的

卵母细胞具有大面积高亮皮质区 . 卵母细胞的成熟

过程伴随着皮质颗粒、线粒体等细胞器在卵胞质内

部的重新排列［11-12］ . 通常情况下，皮质颗粒迁移至

卵胞质皮质区是卵母细胞发育质量良好的重要标

志［11，14］ . 本实验利用FF-OCT所采集的卵胞质图像

Fig. 2 Flow chart of the image processing procedure
AG is the abbreviation of average gray value.
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中，体内成熟组中多数卵母细胞具有的大面积高亮

皮质区可能对应着皮质颗粒细胞迁移至皮质区域 .

而体外成熟组中多数卵母细胞不具有大面积高亮皮

质区可能说明皮质颗粒细胞尚未迁移至皮质区 .

2.1.3 体内成熟和体外成熟卵母细胞卵胞质灰度分

布比较

本文将卵母细胞看成一个球体，并将球体半径

等分为 4 份，由此从中心向外划分 4 个壳层 （图

5a） . 本文计算了卵母细胞每个壳层的平均灰度值

（gray value，GV），并利用各壳层平均灰度彼此相

减的绝对值之和定量化卵母细胞的灰度分布

特 点 （grayscale distribution， GD） . 即 ， GD =

∑
i = 1

4 ∑
j = i + 1

4
||GVi - GVj ，其中 |GVi - GVj |代表 i 壳层和 j

壳层平均灰度值相减的绝对值 . 我们仅以卵母细胞

卵胞质的灰度分布特点（GD值）为指标，再次分

析上述 30个体内成熟和 30个体外成熟卵母细胞的

OCT 图像，发现体内成熟组 GD 均值为 （11.8 ±

5.9），远小于体外成熟组的GD均值（29.2 ± 10.8）

（图 5b，P<0.05） . 进一步，以 GD 值中位数（17）

Fig. 3 Segmentation and gray comparisons of various biological structures in oocytes captured by full-field OCT

Fig. 4 Gray-value analysis of cortical area of ooplasm
*P<0.05.
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为分界发现，体内成熟组中GD值小于17的卵母细

胞比率约为 83.3%，远大于体外成熟组的情况

（30%，表 1，P<0.05） . 可见，体内成熟组 GD 值

较小 . 这说明各壳层平均灰度值彼此差异较小，卵

胞质灰度在各壳层分布相对均匀 . 而体外成熟组的

GD值明显高于体内成熟组 . 这说明体外成熟组卵

胞质灰度分布不均匀，在某些位置聚集，表现出该

壳层的灰度值大于其他壳层 . 有研究指出 FF-OCT

技术采集的早期胚胎胞质图像可用于评估胞质内线

粒体的分布情况［15］ . 线粒体为卵母细胞成熟等过

程提供所需能量，其分布、数量可直接影响卵母细

胞质量［12］ . 发育能力较强的成熟卵母细胞中，线

粒体呈均匀分布，而质量下降的卵母细胞中，线粒

体往往聚集分布［16］ . 本文利用FF-OCT采集的卵胞

质图像可能反应的就是卵胞质内线粒体的分布情

况 . 体内成熟卵母细胞卵胞质灰度均匀，可能表明

线粒体分布均匀，而体外成熟卵母细胞卵胞质灰度

聚集可能预示着线粒体的聚集分布 .

此外，进一步统计体内成熟组和体外成熟组中

既有大面积高亮皮质区又具有较小GD值的卵母细

胞比率 . 我们仍以两组数据的中位数（π及 17）为

分界发现，体内成熟组中高亮皮质区所张立体角大

于 π且 GD 值小于 17 的卵母细胞比率约为 76.7%，

远 大 于 体 外 成 熟 组 的 情 况 （26.7%， 表 1，

P<0.05） .

2.2 实验验证

2.2.1 形态筛查方法与FF-OCT筛查方法比较

前文得到具有大面积高亮皮质区且胞质均匀分

布的卵母细胞，其胞质成熟度更高，将具有更好的

发育潜能 . 为验证这一点，我们对比了传统的基于

显微镜观察的卵母细胞筛选方法和本文基于 FF-

OCT 的筛选方法，发现：a. 显微镜下观察到的形

态较差的体外成熟卵母细胞 （图 6a），其对应的

FF-OCT图像呈现出胞质不均匀分布及无高亮皮质

区的特点（图 6a′），这与传统方法的认定结果一

致 . b. 显微镜下观察到的形态较好的体外成熟卵母

细胞（图6b，c），一部分对应的FF-OCT图像具有

大面积高亮皮质区且胞质灰度分布均匀（图 6b′），

另一部分则不兼具这两个胞质分布特点（图6c′） .

Fig. 5 Grayscale distribution analysis of ooplasm
*P<0.05.

Table 1 Oocyte quality assessment between in-vivo and in-vitro groups by comparing their FF-OCT images

In-vivo group

In-vitro group

Rate of oocytes with solid angle

more than π/%

80.0 ± 10.0

36.6 ± 5.7*

Rate of oocytes with GD value

less than 17/%

83.3 ± 5.7

30.0 ± 10.0*

Rate of oocytes with both solid angle more

than π and GD value less than 17/%

76.7 ± 5.7

26.7 ± 11.5*

*P<0.05, there is significant difference between the in-vivo and in-vitro groups.

Fig. 6 Oocyte images captured by microscope observation
（a—c） and FF-OCT（a′—c′）
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进一步以卵母细胞的体外受精能力为指标，分

析基于显微镜观察的方法和基于FF-OCT成像的方

法筛选出体外成熟卵母细胞的质量 . 结果表明

（表2），显微镜下观察形态较好的体外成熟卵母细

胞，其体外受精比率约为69%，明显小于体内成熟

卵母细胞的体外受精率（82.6%，P<0.05） . 我们对

形态较好的体外成熟卵母细胞根据其FF-OCT图像

再次进行分类，把兼具大面积高亮皮质区（对应立

体角大于 π）及均匀胞质（GD值小于 17）的体外

成熟卵母细胞归类为A级卵母细胞，把不兼具这两

个胞质分布特点的卵母细胞归类为B级 . 发现，A

级体外成熟卵母细胞的体外受精率可达77.8%，与

体内成熟卵母细胞的体外受精率之间无显著差异

（P>0.05）；B级体外成熟卵母细胞的体外受精率仅

为64.1%，低于A级体外成熟卵母细胞及体内成熟

卵母细胞的受精率（P<0.05） . 这些结果表明，根

据FF-OCT图像筛选出的优质卵母细胞（A级卵母

细胞）受精能力接近于体内成熟的卵母细胞 . 体外

成熟卵母细胞发育能力不及体内成熟卵母细胞，往

往与体外成熟卵母细胞胞质成熟度欠佳有关［17-18］ .

显微镜下筛选出的体外成熟卵母细胞的体外受精率

低于体内成熟卵母细胞，而进一步经FF-OCT筛选

出的A级体外成熟卵母细胞的体外受精率与体内成

熟卵母细胞之间无显著差异 . 这说明FF-OCT筛选

的体外成熟卵母细胞发育质量接近于体内成熟的卵

母细胞，或者说，FF-OCT筛选方法可以筛选出胞

质成熟度更好的卵母细胞 .

2.2.2 FF-OCT筛查方法分析排卵后老化卵母细胞

质量

进一步，利用FF-OCT分析排卵后老化12 h的

卵母细胞质量 . 以体内成熟的新鲜卵母细胞为对

照，发现（表 3）：老化组卵母细胞高亮皮质区对

卵母细胞中心所张立体角均值为（1.13π ±0.49π），

GD均值为（21.7 ± 8.45） . 新鲜组（对照组）相应

数据分别为（1.75π ± 0.59π），（13.2 ±5.49），二者

均与老化组之间存在显著差异 . 再有，老化组中，

高亮皮质区对卵母细胞中心的立体角超过π的卵母

细胞比率约为45%，GD值小于17的卵母细胞比率

约为49.8%，既具有大面积高亮皮质区（立体角大

于 π）又具有均匀胞质（GD值小于 17）的A级卵

母细胞比率约为 38.6%. 新鲜组中相应的数据分别

为 84.2%、79.7%及 78.1%. 这表明排卵后体外老化

可引起卵母细胞高亮皮质区面积下降，胞质灰度分

布不均匀 . 可见，FF-OCT筛选方法可观察到新鲜

卵母细胞与老化卵母细胞之间的差别，这进一步证

实了FF-OCT筛选方法在评估卵母细胞质量方面的

有效性 .

3 结 论

卵胞质成熟对卵母细胞及早期胚胎发育至关重

要，然而目前仍缺少无损且客观高效的评估卵胞质

质量的方法 . 针对此问题，本文结合FF-OCT技术

及图像灰度分析，提出一种无损且客观高效评估卵

胞质质量的方法 . 本文发现卵胞质FF-OCT图像是

否具有大面积高亮皮质区及其灰度分布均匀性可作

为评估卵胞质成熟度的有效指标 . 通过对比体内成

熟卵母细胞、显微镜下筛选的体外成熟卵母细胞及

FF-OCT 筛选的体外成熟卵母细胞的体外受精率，

发现FF-OCT筛选组的体外受精率更接近于体内成

熟的情况，也就是说，FF-OCT筛选出的体外成熟

卵胞质质量更接近于体内成熟卵细胞的情况 . 此

Table 2 Oocyte quality assessment by comparing the
in-vitro fertilization rate

In-vitro fertilization

rate

In-vivo group

(Control, n=46)

(82.6±3.5)%

In-vitro group (n=100)

Grade A oocyte

(n=36)

(69.1±1.7)%*

(77.9±3.5)%

Grade B oocyte

(n=64)

(64.1±2.1)%*

*P<0.05. There is significant difference compared with the in-vivo

group.

Table 3 Assessment of oocyte quality in fresh and aging groups by using FF-OCT

Fresh group

Aging group

Average of solid angle

1.75π ± 0.59π

1.13π ± 0.49π*

Rate of oocytes with

solid angle more than

π/%

84.2 ± 4.8

45.0 ± 5.0 *

Average of GD

13.2 ± 5.49

21.7 ± 8.45*

Rate of oocytes with

GD value less than

17/%

79.7 ± 4.6

49.8 ± 4.7 *

Rate of oocytes with

both solid angle more

than π and GD value

less than 17/%

78.1 ± 5.3

38.6 ± 3.2 *

*P<0.05, there is significant difference between the fresh and aging groups.
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外，利用FF-OCT筛选方法可以成功观察到新鲜卵

母细胞与老化卵母细胞之间的形态差别 . 这些结果

充分说明非标记、无损伤的FF-OCT技术可用于评

估卵胞质质量 .
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Assessment of Oocyte Quality Based on full-Field Optical Coherence
Tomography*

LIU Mei-Jun, YU Ji, TIAN Ning**

(College of Physics Science and Technology, Shenyang Normal University, Shenyang 110000, China)

Abstract The oocyte cytoplasmic maturity is important for the oocyte development competence. However, at

present, there is still lack of a noninvasive, objective and efficient method to evaluate oocyte cytoplasmic

maturity. It is known that the low ooplasm maturity is the main reason that causes the reduced development ability

of in-vitro matured oocytes than the in-vivo oocytes. Full-field optical coherence tomography (FF-OCT) has the

characteristics of noninvasive, label-free, three-dimension and high-resolution. FF-OCT captured the images of in-

vivo and in-vitro matured mouse oocytes. After comparing those FF-OCT images, it was found that the oocytes

with the large-area high-brightness cortex and even cytoplasm may present the higher cytoplasmic maturity. To

verify this, the in-vitro fertilization rates of in-vitro matured oocytes which were screened by microscope

observation and FF-OCT were compared, and it was found that the in-vitro fertilization rate in the microscope-

observation group was much lower than that of in-vivo matured oocytes, the rate in the FF-OCT group had no

significant difference from the rate of in-vivo matured oocytes. This indicated that the development ability of in-

vitro matured oocytes screened by FF-OCT was close to that of in-vivo matured oocytes. Additionally, FF-OCT

successfully observed the morphological differences between the fresh and aging oocytes, namely, the aging

oocytes showed the worse cytoplasmic uniformity and smaller area of high-brightness cortex. Thus, FF-OCT can

be used for noninvasive assessment of oocyte cytoplasmic quality, and the large-area high-brightness cortex

existence and cytoplasmic gray distribution uniformity can be the effective indexes to evaluate the oocyte

cytoplasmic maturity.
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