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Praca oryginalna Original paper

Cechy zwi¹zane z reprodukcj¹ maj¹ decyduj¹cy
wp³yw na efektywno�æ produkcji zwierzêcej. Rozród
zwierz¹t, w tym rozród zwierz¹t futerkowych, jest
zagadnieniem niezwykle z³o¿onym, uzale¿nionym
zarówno od za³o¿eñ genetycznych osobnika, jak i czyn-
ników �rodowiskowych (12). Na uwagê zas³uguj¹
testy funkcjonalnej oceny nasienia, które mog¹ dok³ad-
niej okre�liæ niektóre aspekty sprawno�ci plemników.
Zalicza siê do nich test penetracji oocytów chomika.
Pozwala on na obserwowanie interakcji pomiêdzy
plemnikiem a komórk¹ jajow¹ i umo¿liwia ustalenie
zdolno�ci plemników do zap³odnienia (5, 7, 15).

Dojrza³y oocyt ssaka jest otoczony os³onk¹ jajow¹
zbudowan¹ z glikoprotein. Nosi ona nazwê os³onki
przejrzystej (zona pellucida) i odgrywa istotn¹ rolê we
wzajemnym rozpoznaniu siê oraz zwi¹zaniu plemni-
ka i komórki jajowej. Wa¿nym etapem oddzia³ywania
tych komórek jest reakcja akrosomowa plemnika in-
dukowana przez oocyt. Reakcja akrosomowa polega
na tym, ¿e z akrosomu plemnika uwalniaj¹ siê przez
egzocytozê liczne enzymy, m.in. hialuronidaza i akro-
syna (EC 3.4.21.10), które u³atwiaj¹ jego oddzia³ywa-

nie z os³onk¹ przejrzyst¹ jaja, a przede wszystkim
umo¿liwiaj¹ plemnikowi przedostanie siê przez tê
os³onkê. Wi¹zanie plemnika przez os³onkê przejrzy-
st¹ jest tym etapem zap³odnienia, o którym decyduje
specyficzno�æ gatunkowa. Mechanizm wykluczaj¹cy
wnikanie plemników nale¿¹cych do obcego gatunku
dzia³a równie¿ na poziomie b³ony komórkowej jaja,
nie jest to jednak mechanizm tak restrykcyjny, jak
w wypadku wi¹zania na os³once przejrzystej. Dziêki
temu do oocytów chomika pozbawionych sztucznie
os³onki przejrzystej mog¹ wnikaæ plemniki innych ga-
tunków zwierz¹t (14). Badania z wykorzystaniem po-
zbawionych os³onki przejrzystej oocytów chomika (14)
sugeruj¹, ¿e morfologicznie nieprawid³owy plemnik
ma ni¿sz¹ zdolno�æ penetracji oolemmy (9). Odkrycie
przez Yanagimachi (14) faktu, ¿e plemnik mo¿e pene-
trowaæ pozbawione os³onki przejrzystej oocyty cho-
micze oraz wytwarzaæ w ich ooplazmie struktury
przypominaj¹ce mêskie przedj¹drza, da³o podstawê
testu heterologicznego SPA (Sperm Penetration
Assay). W tym przypadku wykorzystuje siê dojrza³e
oocyty, które nie uleg³y zap³odnieniu pozaustrojowe-

Test penetracji oocytów chomiczych
jako wstêpna ocena p³odno�ci lisów polarnych

JOANNA SOLIÑSKA, BOGDAN JANICKI, PAWE£ £AKOTA*

Katedra Biologii Ma³ych Prze¿uwaczy i Biochemii �rodowiska, *Katedra Biotechnologii Zwierz¹t
Wydzia³u Zootechnicznego ATR, ul. Mazowiecka 28, 85-084 Bydgoszcz

Soliñska J., Janicki B., £akota P.
Zona free hamster ova test as preliminary assessment of the fecundity of polar foxes

Summary
One of the methods of functional assessment of semen is the zona free ova test of an egg cell devoid of zona

pellucida, as a result of treating it with trypsyne. This test facilitates checking the interactions between
a spermatozoon and an egg cell and determining the fertilization potential of spermatozoa. The material used
for the study was sperm collected by using the massage method from 18 polar foxes. Next, oocytes devoid of
zona pellucida were introduced into the breeding medium and incubated together with the spermatozoa.
Percoll�s gradient (Pharmacia, Uppsala Sweden) was used in order to separate the spermatozoa. The number
of oocytes having both pronuclei (male and female) was determined, and these were used as the basic indicator
of proper insemination. The study also took into account the number of oocytes which indicated so-called
parthenogenic development (1 pronucleus) as well as those which underwent polyspermic insemination
(3 or more pronuclei). The fertility (covering effectiveness) and profligacy of the investigated specimens was
determined in order to assess the reproductive efficacy of male specimens on the basis of the number of
covered female specimens, the number of whelped female specimens and the number of puppies. The investi-
gated population was characterized by high breeding effectiveness which is supported by studies showing the
high fertilization percentage of hamster oocytes in the zona free ova test (67.1%) and their breeding results
(fertility 91.02%, profligacy 9.28). The results of the study indicate the utility of the zona free ova test in
assessing fertilization capacity of spermatozoa and semen fertility in polar foxes.
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mu. Po 24-36 godzinach od inseminacji
nie posiadaj¹ ju¿ potencja³u rozwojowe-
go z uwagi na starzenie siê, natomiast za-
chowuj¹ zdolno�æ do wi¹zania i penetra-
cji przez plemniki (10). Oocyty wykorzys-
tywane do testu powinny znajdowaæ siê
w stadium metafazy II pierwszego podzia-
³u mejotycznego (M II) i mieæ prawid³o-
wy wygl¹d. W przypadku tego testu brak
zap³odnieñ jest zazwyczaj spowodowany
czynnikiem mêskim, a nie jako�ci¹ oocy-
tów (5). Ocena przydatno�ci tego testu,
w przypadku nasienia osobników mês-
kich, w porównaniu z innymi cechami
plemników, jak: ruchliwo�æ, morfologia
czy zdolno�æ odbycia reakcji akrosomal-
nej wykaza³a najwiêksz¹ warto�æ predykcyjn¹ (16).

Wyniki badañ Ivanova i wsp., (6) oraz Peña i wsp.,
(11) dotycz¹ce nasienia psów potwierdzaj¹, ¿e test
wi¹zania plemników z oolemm¹ oocytów mo¿e mieæ
warto�æ prognostyczn¹ w przewidywaniu ich zdol-
no�ci do zap³odnienia. Brak pi�miennictwa na temat
u¿yteczno�ci testu penetracji przy ocenie zdolno�ci za-
p³adniaj¹cej plemników i p³odno�ci nasienia lisów po-
larnych w literaturze �wiatowej spowodowa³ podjêcie
poni¿ej opisanych badañ.

Materia³ i metody
Nasienie do badañ pobrano od grupy 18 lisów polarnych

(Alopex lagopus) (sze�ciu dwuletnich i dwunastu jedno-
rocznych). Uzyskano je metod¹ masa¿u, do zbiorniczków
z p³aszczem wodnym o temperaturze 37-38°C. Nasieniem
pobranym od jednego osobnika inseminowano od 7 do 12
samic. Przed przyst¹pieniem do wykonania testu samice
chomicze poddano stymulacji hormonalnej. Hiperstymu-
lacja oraz poubojowe pobranie oocytów z pêcherzyków
antralnych przy pomocy metody aspiracji zosta³y przepro-
wadzone w Zak³adzie Genetyki Cz³owieka PAN w Pozna-
niu. Nastêpnie oceniono stopieñ dojrza³o�ci oocytów i wy-
brano do testu tylko te, które uzyska³y pe³n¹ dojrza³o�æ
cytoplazmatyczn¹ i j¹drow¹ (M II) (ryc. 1) Procedurê en-
zymatycznego usuniêcia os³onki przejrzystej przeprowa-
dzono za pomoc¹ trawienia roztworem trypsyny (ryc. 2).

Celem wykonania testu penetracji oocyty pozbawione
otoczki przejrzystej wprowadzono do medium hodowlane-
go (Universal IVF Medium) i przeprowadzono wspóln¹
inkubacjê oocytów z plemnikami. Do rozdzia³u plemników
zosta³ wykorzystany komercyjnie dostêpny zwi¹zek � Per-
coll (Pharmacia, Uppsala Sweden) (8). Metoda ta polega
na wirowaniu plemników w gradientach ró¿nych stê¿eñ
koloidalnych roztworów krzemu. Koncentracja plemników
wynosi³a 100 000/ml, a liczba oocytów waha³a siê w zale¿-
no�ci od osobnika od 7 do 10. Proces inkubacji przeprowa-
dzono w atmosferze 5% CO

2
, w temperaturze 37°C i pe³-

nej wilgotno�ci, przez okres 16-18 godzin. Nastêpnie po
inkubacji przeprowadzono ocenê liczby plemników, które
zwi¹za³y siê z cytoplazm¹ oocytów i uleg³y w niej dekon-
densacji. Oceny zap³odnienia dokonano przy pomocy mi-
kroskopu odwróconego, z u¿yciem kontrastu PlasDIC

Zeiss LD A PLAN (pow. 400 ×). Jako podstawowy wy-
znacznik prawid³owego zap³odnienia okre�lono liczbê oocy-
tów, które charakteryzowa³a obecno�æ obydwu przedj¹drzy
(mêskiego i ¿eñskiego). W analizie uwzglêdniono równie¿
liczbê oocytów, które wykaza³y tzw. rozwój partenogene-
tyczny (1 przedj¹drze) oraz oocyty, które uleg³y zap³odnie-
niu polispermicznemu (3 i wiêcej przedj¹drzy).

W celu oceny zdolno�ci reprodukcyjnej samców na pod-
stawie liczby samic pokrytych, liczby samic wyszczenio-
nych i liczby urodzonych szczeni¹t ustalono p³odno�æ (sku-
teczno�æ pokrycia) i plenno�æ badanych osobników.
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)%(.GED )%(NP1 )%(NP2 )%(NP3

* *1 7 )3,41(1 � )4,17(5 )3,41(1

* *2 7 )3,41(1 )3,41(1 )4,17(5 �

* *3 7 )6,82(2 � )4,17(5 �

* *4 7 )3,41(1 )6,82(2 )1,75(4 �

* *5 7 )6,82(2 )3,41(1 )1,75(4 �

* *6 9 )0,11(1 )0,11(1 )0,76(6 )0,11(1

*7 7 )6,82(2 )3,41(1 )1,75(4 �

*8 9 )4,7(1 )8,41(2 )8,77(7 �

*9 01 1 )0,01(1 )0,01(1 )0,07(7 )0,01(1

01 7 )3,41(1 � )4,17(5 )3,41(1

11 8 )5,21(1 )5,21(1 )0,57(6 �

21 9 )0,22(2 )0,11(1 )0,76(6 �

31 8 )0,52(2 � )0,57(6 �

41 7 )3,41(1 )6,82(2 )0,75(4 �

51 8 )0,52(2 � )0,57(6 �

61 8 )0,52(2 )5,21(1 )5,26(5 �

71 9 )0,22(2 )0,11(1 )0,76(6 �

81 7 )6,82(2 � )0,75(4 )3,41(1

Tab. 1. Wyniki testu penetracji komórki jajowej chomika
pozbawionej os³onki (zona free hamster ova test)

Obja�nienia: * � lisy dwuletnie; DEG � oocyty zdegradowane;
1 PN � partenogeneza; 2 PN � zap³odnienie; 3 PN � polispermia

Ryc. 1. Pobrany oocyt chomika, stadium
M II (widoczna os³onka przejrzysta � A
i cia³ko kierunkowe � B)

Ryc. 2. Oocyt chomika pozba-
wiony os³onki przejrzystej
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Statystyczne opracowanie uzyskanych wyników dotycz¹-
ce �rednich arytmetycznych, odchyleñ standardowych oraz
istotno�ci ró¿nic (test U Manna-Whitneya) przeprowadzo-
no wykorzystuj¹c pakiet Statistica v. 5.0.

Wyniki i omówienie
Wyniki testu penetracji komórek jajowych pozba-

wionych os³onki przejrzystej, w wyniku trawienia tryp-
syn¹, przedstawiono w tab. 1.

Liczba oocytów wynosi³a w zale¿no�ci od osobnika
od 7 do 10. W ocenie uwzglêdniono komórki jajowe
ze zmianami kszta³tu, struktury cytoplazmy i obecno�-
ci organelli komórkowych okre�lane jako zdegrado-
wane, komórki jajowe zap³odnione oraz oocyty, które
uleg³y zap³odnieniu polispermicznemu i wzbudzeniu
partenogenetycznemu (ryc. 3, 4).

Partenogenezê mo¿na wywo³aæ, dzia³aj¹c na dojrza-
³e jajo bod�cami mechanicznymi, fizycznymi lub che-
micznymi. U królika osi¹gniêto to pod wp³ywem szyb-
kich zmian temperatury (szok termiczny), natomiast
u myszy � poprzez dzia³anie pr¹dem elektrycznym.
W przypadku badanych komórek jajowych zjawisko
to mog³o byæ spowodowane urazem mechanicznym,
np. uderzeniem.

U wiêkszo�ci zwierz¹t istniej¹ mechanizmy zabez-
pieczaj¹ce przed zap³odnieniem komórki jajowej przez
wiêcej ni¿ jeden plemnik (7). Najczêstszym z nich jest
tzw. blok przeciwko polispermii. Stopieñ nasilenia
bloku polispermii na poziomie oolemy jest zale¿ny od
zmian w os³once przejrzystej � nasilenia reakcji zony.
U chomika zachodzi bardzo silna reakcja zony, a nie
ma bloku polispermii na poziomie oolemy. Dziêki temu
oocyty chomika pozbawione os³onki przejrzystej mog¹
byæ zap³odnione in vitro przez plemniki innych gatun-
ków ssaków.

Procent zap³odnieñ kszta³towa³ siê od 57 do 78.
Stwierdzono nieznaczne ró¿nice miêdzy lisami jedno-
rocznymi (67,66%) i dwuletnimi (65,67%). Zbli¿one

wyniki, kszta³tuj¹ce siê w granicach 62,06-80,95, do-
tycz¹ce procentu zap³odnieñ oocytów chomiczych po-
zbawionych os³onki nasieniem lisów pospolitych otrzy-
mali Barta i Babu�ik (1). W badaniach Yanagimachi
(15) stwierdzono, ¿e procent zap³odnionych oocytów
chomika pozbawionych os³onki przejrzystej przez
plemniki mêskie kszta³towa³ siê w granicach 69,3%.
Procent zap³odnieñ nasieniem buhaja w te�cie pene-
tracji kszta³towa³ siê od 34,2 do 53,7 i by³ �ci�le zwi¹-
zany z rodzajem medium stosowanym do kapacytacji
(5). W badaniach nad niep³odno�ci¹ mêsk¹ udzia³ za-
p³odnieñ (2 PN) wynosi³ 76,7%, natomiast udzia³ oocy-
tów z polispermi¹ i wzbudzonych patogenetycznie
wynosi³ odpowiednio 6,2 i 17,1% (13).

Zdolno�æ plemników do penetracji pozbawionych
os³onki przejrzystej oocytów chomiczych mo¿e byæ
przydatnym testem w ocenie p³odno�ci samców (2).
Wyniki badañ autorów (6, 11) dotycz¹ce nasienia psów
wskazuj¹, ¿e test wi¹zania plemników z os³onk¹ przej-
rzyst¹ oocytów mo¿e mieæ warto�æ prognostyczn¹
w przewidywaniu ich zdolno�ci zap³adniaj¹cej.

Ryc. 3. Zap³odniony oocyt w te�cie penetracji (obec-
no�æ przedj¹drzy: mêskiego [®] i ¿eñskiego [®])
z wyrzuconym cia³kiem kierunkowym (obserwowane
w pow. 400 ×, z u¿yciem kontrastu PlasDIC LD
A-PLAN /Zeiss/)

Ryc. 4. Oocyt partenogenetyczny � obecno�æ 1 przedj¹drza oraz oocyt
zap³odniony polispermicznie � obecno�æ 3 przedj¹drzy (z u¿yciem
PlasDIC)

Ryc. 5. Zap³odnione komórki jajowe (obecno�æ przedj¹drzy:
mêskiego [®] i ¿eñskiego [®] (obserwowane w pow. 400 ×,
z u¿yciem kontrastu PlasDIC)
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Wyniki zap³odnieñ w te�cie penetracji korespondowa-
³y z wysokimi wynikami rozrodu (tab. 2), co pozwala
stwierdziæ, ¿e test penetracji jest dobrym wska�nikiem
predykcyjnym i mo¿e byæ stosowany w przewidywa-
niu wyników rozrodu u badanej populacji lisów.

Skuteczno�æ pokrycia wynosi³a �rednio 91,02%,
natomiast plenno�æ 9,28. Analiza statystyczna wyka-
za³a, ¿e wiek nie ró¿nicowa³ istotnie skuteczno�ci po-
krycia i plenno�ci badanych osobników, które wyno-
si³y odpowiednio 88,76% i 8,62 dla lisów dwuletnich
oraz 92,15% i 9,62 dla osobników jednorocznych.
Wysoka warto�æ biologiczna nasienia badanego w ci¹-
gu ca³ego sezonu rozrodczego prze³o¿y³a siê na wyso-
kie wyniki rozrodu. Na tle danych pi�miennictwa (3),
dotycz¹cych p³odno�ci i plenno�ci samic, badana po-
pulacja charakteryzowa³a siê wysokim i wyrównanym
poziomem reprodukcji.

Podsumowuj¹c, badana populacja charakteryzowa-
³a siê wysok¹ efektywno�ci¹ rozrodcz¹, co potwier-
dzaj¹ wysoki procent zap³odnieñ oocytów chomiczych
w te�cie penetracji i wyniki rozrodu. Wysoka warto�æ
biologiczna nasienia lisa polarnego, stwierdzona w te�-

Tab. 2. Wyniki rozrodu badanych lisów (n = 18)

asilrN
cimasabzciL

hcytyrkop

cimasabzciL
hcynoinezczsyw

æ�onzcetuks(
)%wæyrkop

hcynozdoruabzciL
t¹inezczs
)æ�onnelp(

* *1 21 )76,19(11 )81,01(211 1

* *2 01 1 )00,09(9 )11,9(28

* *3 21 )66,19(11 )81,8(09

* *4 17 1 )17,58(6 )05,7(54

* *5 11 1 )28,18(9 )65,7(86

* *6 21 )76,19(11 )81,9(101 1

*7 11 )19,09(01 )08,01(801

*8 01 )00,001(01 )06,01(601

*9 01 1 )00,09(9 )65,9(68

01 11 )19,09(01 )04,01(401

11 21 )76,19(11 )90,9(001 1

21 01 1 )00,09(9 )22,9(38

31 11 )09,09(01 )09,8(98

41 01 1 )18,18(9 )11,9(28

51 18 1 )00,001(8 )57,9(87

61 21 )21,49(11 )63,9(301 1

71 11 )19,09(01 )06,9(69

81 19 1 )98,88(8 )00,9(27

x 5,01 )20,19(65,9 )82,9(71,98

Sx 24,1 )90,4(43,1 )19,04(88,61

.nim 7 )28,18(6 )5,7(54

.xam 21 )001(11 )08,01(211

)%(V 75,31 )05,4(00,41 )58,9(39,81

Obja�nienie: * � lisy dwuletnie

cie penetracji oocytów chomiczych, prze³o¿y³a siê na
bardzo dobre wyniki rozrodu.
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