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Artykuł przeglądowy	 Review

Zapłodnienie to proces wieloetapowego systemu od-
działywań receptorowych zachodzących między oocy-
tem a plemnikiem, kończący się połączeniem materiału 
genetycznego obu gamet. Procesem, który zapewnia im 
zdolność do zapłodnienia, jest kapacytacja zachodząca 
w drogach rodnych samicy. Rozpoznanie gamet, reakcja 
akrosomowa, penetracja osłonki przejrzystej, reakcja 
korowa i  fuzja gamet to następujące po sobie etapy 
prowadzące do powstania zygoty.

Molekularne aspekty kapacytacji
Kapacytacja, po raz pierwszy opisana przez Austina 

i Changa w 1951 r. (31), określana jest jako szereg zmian 
strukturalnych i biochemicznych plemnika, w wyniku 
których nabiera on zdolności do penetracji oocytu oraz 
do reakcji akrosomowej w trakcie zapłodnienia. Według 
wielu autorów, kapacytacja jest procesem odwracalnym 
i rozpoczyna się dopiero po usunięciu z powierzchni 

plemnika tzw. czynników dekapacytacyjnych, gdyż ich 
ponowne dodanie do pożywki zawierającej zawiesinę 
plemników, które już przeszły kapacytację, powoduje, 
że stają się one niezdolne do zapłodnienia (7). Czynniki 
dekapacytacyjne pochodzą głównie z najądrza i płynu 
nasiennego, a należą do nich m.in.: glikoproteiny, biał-
ka stabilizujące akrosom, inhibitor transportu jonów 
wapnia – kaltryna, spermina, cholesterol. Istotną rolę 
odgrywa milieu jajowodu, w  tym np. glikoproteina 
OVGP1 regulująca procesy fosforylacji w plemnikach 
(24). Obniżenie zawartości cholesterolu, zwiększenie 
stosunku kwasów tłuszczowych nienasyconych do na-
syconych oraz rearanżacja rozmieszczenia fosfolipidów 
w  błonie komórkowej plemnika powodują znaczne 
upłynnienie i  destabilizację błony, co zwiększa jej 
zdolność do fuzji z błoną komórkową oocytu i ułatwia 
zajście reakcji akrosomowej (22). Służą temu również 
zmiany w  rozmieszczeniu białek powierzchniowych 
błony plemnika, czego efektem jest odsłonięcie miejsc 
receptorowych dla białek osłonki przejrzystej oocytu, 
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a także zmiany w przepuszczalności błony komórkowej 
plemnika dla jonów, z których największe znaczenie 
mają kationy, w tym zewnątrzkomórkowe wolne jony 
wapnia. Jony Ca2+ są niezbędne zarówno do ukończenia 
kapacytacji, jak i reakcji akrosomowej, jednak istnieją 
różnice zależne od etapu przebiegu tych procesów 
i gatunku zwierzęcia. Stosunkowo małe stężenia Ca2+ 
są niezbędne do prawidłowego przebiegu kapacytacji 
u świni oraz myszy, natomiast znacznie wyższe u po-
zostałych gatunków ssaków (8). Kapacytacja jest pro-
cesem relatywnie długotrwałym, zajmującym godziny 
(u myszy około 1 godziny, u królika czy człowieka 5-6 
godzin), charakteryzującym się powolnym i stopnio-
wym napływem jonów wapnia do plemnika, podczas 
gdy reakcja akrosomowa jest procesem gwałtownym, 
trwającym zaledwie kilkanaście minut, dlatego też 
mechanizmy kontrolujące napływ wolnych jonów 
wapnia do komórki różnią się w zależności od procesu. 
W  plemnikach ssaków zidentyfikowano trzy główne 
mechanizmy kontrolujące napływ jonów wapnia do 
komórki: (a) Ca2+-ATPaza, działająca jak pompa wy-
dalająca jony Ca2+ na zewnątrz komórki, (b) pompa 
Na+/Ca2+, powodująca wewnątrzkomórkowy napływ 
Ca2+ i wypływ Na+ oraz (c) kanały wapniowe, umoż-
liwiające ciągły napływ jonów Ca2+ do komórki (26).  
Największe znaczenie dla kapacytacji przypisuje się 
mechanizmowi Ca2+-ATPazy, gdyż wykazano, że leki 
hamujące działanie tej pompy najsilniej przyspieszają 
kapacytację u bydła, świni, myszy czy człowieka (8). 
Niewiele wiadomo obecnie o  funkcji pompy Na+/
Ca2+ w procesie kapacytacji, a kanałom wapniowym 
największe znaczenie przypisuje się raczej podczas 
reakcji akrosmowej niż kapacytacji, jako że działają 
one sprawniej niż Ca2+-ATPaza i pozwalają na szyb-
ki i  gwałtowny napływ jonów wapnia do komórki. 
Mniejsze znaczenie przypisuje się zmianom w stęże-
niu pozostałych kationów oraz anionów, tj. HCO3–, 
wpływającym na wzrost poziomu pH czy aktywację 
szlaku cyklicznego adenozynomonofosforanu cAMP 
w komórce w trakcie kapacytacji (18). Po zakończe-
niu kapacytacji plemniki związane zostają do czasu 
owulacji z nabłonkiem wyścielającym cieśń jajowodu. 
Podlegają w  tym czasie hiperaktywacji, polegającej 
na modyfikacji sposobu poruszania się, niezbędnej do 
uwolnienia się plemnika z cieśni jajowodu i penetracji 
osłonki przejrzystej oocytu (28).

Wybrane aspekty rozpoznania gamet  
i interakcji plemnika z oocytem

Po interakcji plemnika z komórką jajową napotyka 
on na trzy warstwy stanowiące kompleks oocyt–ko-
mórki somatyczne: (a) wieniec promienisty, stanowiący 
warstwę komórek pęcherzykowych uwalnianych wraz 
z oocytem podczas owulacji, (b) osłonkę przejrzystą, 
(c) błonę komórkową (oolemę). Wyjątki stanowią: 
bydło domowe, owce, stekowce i torbacze, u których 
wieniec promienisty zostaje zniszczony enzymatycznie 
i plemniki pokonują tylko dwie bariery (11). Warstwa 
komórek pęcherzykowych, ściśle otaczających oocyt, 

pokonana zostaje przez plemniki w  głównej mierze 
dzięki błonowemu białku PH-20. Białko to wykryto 
u świnki morskiej, a następnie znaleziono u wszystkich 
gatunków ssaków. N-końcowa domena białka PH-20 
wykazuje aktywność hialuronidazy, która umożliwia 
plemnikowi „przebicie” się przez warstwę komórek 
pęcherzykowych i  dotarcie do osłonki przejrzystej 
oocytu. Wykazano również, że na przebieg tego pro-
cesu nie wpływa hialuronidaza zawarta w akrosomie, 
gdyż tylko plemniki z nienaruszonym akrosomem są 
w stanie pokonać barierę komórek pęcherzykowych. 
Do innych białek umożliwiających lizę składników 
macierzy pozakomórkowej wieńca promienistego 
należy m.in. glikoproteina 2B1, podobna do PH-20, 
a  wykryta u  szczura. Nie wyklucza się jednak 
udziału innych białek, w  tym enzymów, takich jak 
β-galaktozydaza czy arylosulfataza, obecnych na po-
wierzchni plemnika (29). Związanie plemnika z osłonką 
przejrzystą oocytu stanowi pierwszy etap wzajemnego 
rozpoznania gamet, jest to wiązanie najmniej trwałe, 
lecz najbardziej restrykcyjne, o którym decyduje spe-
cyficzność gatunkowa. Budowa osłonki przejrzystej 
i  mechanizm reakcji akrosomowej najlepiej zbadane 
zostały na modelu mysim (15). Osłonka przejrzysta 
myszy oraz pozostałych ssaków zbudowana jest z  3 
rodzajów glikoprotein – tzw. białek ZP1, ZP2 i ZP3. 
U niektórych gatunków zidentyfikowano glikoproteinę 
ZP4, lecz jej rola nadal nie została w pełni wyjaśnio-
na (14). Białka ZP2 i ZP3 tworzą struktury ułożone 
naprzemiennie i  połączone cząsteczkami białka ZP1 
za pomocą mostków disiarczkowych. Wykazano, że 
białka ZP2 i ZP3 mają zdolność wiązania z plemnika-
mi, przy czym pierwotnym receptorem jest białko ZP3, 
które wykazuje powinowactwo do zewnętrznej błony 
plemnika. Badania dowodzą, że to nie sama struktura 
polipeptydowa ZP3 odpowiedzialna jest za wiązanie 
plemnika, ale związane boczne łańcuchy oligosachary-
dowe. Wykazano, że mutacja w genie ZP3 była powo-
dem niepłodności u myszy ze znokautowanym genem 
kodującym to białko (ZP3-/-). Myszy homozygotyczne 
pod względem tej mutacji posiadały oocyty całkowicie 
pozbawione osłonki przejrzystej, natomiast u  myszy 
heterozygotycznych osłonka była znacznie cieńsza niż 
u form dzikich (21).

W błonie komórkowej plemnika myszy odkryto sze-
reg białek receptorowych, którym przypisuje się funkcję 
wiązania z białkiem ZP3 osłonki przejrzystej oocytu 
(16). Jednym z nich jest β-1-4-galaktozylotransferaza, 
która, funkcjonując jako białko błonowe, nie wyko-
rzystuje swoich właściwości enzymatycznych, ale 
na podobieństwo lektyn wiąże się z glikoproteinami 
osłonki. Trwają dyskusje na temat roli tego białka w za-
płodnieniu, gdyż myszy ze znokautowanym genem β-1- 
-4-galaktozylotransferazy wytwarzają plemniki nadal 
zdolne do zapłodnienia, zatem w wiązaniu plemnika 
z osłonką muszą uczestniczyć inne białka, obecne na 
powierzchni plemników). U  myszy zidentyfikowano 
białko o masie 56 kDa, natomiast u człowieka – biał-
ko o masie 95 kDa, obydwa znajdujące się w rejonie 
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akrosomowym i zdolne do wiązania z białkiem ZP3. 
Rolę receptorów przypisuje się także spermadhezynom, 
małym białkom o masie 12-16 kDa, obecnym na po-
wierzchni plemników wielu gatunków zwierząt, w tym 
psa, świni, konia i zdolnym do wiązania z ZP3 (30).

Reakcja akrosomowa  
i penetracja osłonki przejrzystej

Związanie plemnika z osłonką przejrzystą powodu-
je zmianę konformacji jego receptorów, co prowadzi 
do uaktywnienia wewnątrzkomórkowych szlaków 
sygnalizacyjnych, indukujących reakcję akrosomową. 
Zapoczątkowuje ją fuzja zewnętrznej błony akroso-
mowej z leżącą nad nią błoną komórkową plemnika, 
w wyniku czego powstają otwory i następuje rozpro-
szenie błon otaczających akrosom i egzocytoza zawar-
tych w nim enzymów (m.in. kwaśnej glikohydrolazy, 
esterazy, arylosulfatazy, proteinazy, fosfatazy czy fos-
folipazy) (23). Naturalnym czynnikiem indukującym 
reakcję akrosomową jest też progesteron, wydzielany 
przez komórki pęcherzykowe wieńca promienistego 
i obecny w płynie pęcherzykowym. Czynnikiem nie-
zbędnym do reakcji akrosomowej jest obecność jonów 
wapnia, które neutralizują wzajemnie ładunki obydwu 
błon i umożliwiają ich fuzję (17). Na drodze stymulacji 
progesteronem białek G w błonie komórkowej plem-
nika następuje aktywacja fosfolipazy C, co uruchamia 
szlak fosfatydyloinozytolowy, prowadząc tym samym 
do otwarcia kanałów wapniowych i  nagłego, inten-
sywnego, choć krótkotrwałego napływu jonów Ca2+ do 
wnętrza plemnika (19). Do połączenia błon przyczynia 
się także aktywacja fosfolipazy A2, która na drodze roz-
kładu fosfatydylocholiny uwalnia izofosfatydylocholinę 
i kwas arachidonowy, będące związkami wywołującymi 
fuzję. Mechanizmy aktywujące kanały jonowe K i Cl 
w zewnętrznej błonie akrosomowej i błonie komórko-
wej plemnika powodują wzrost pH w plemniku, a to 
z kolei prowadzi do aktywacji i uwolnienia enzymów 
(25). W  miejscach fuzji obydwu błon dochodzi do 
powstania pęcherzyków i egzocytozy enzymów zawar-
tych w akrosomie. Jedynym miejscem, w którym nie 
następuje fuzja, jest tzw. rejon równikowy plemnika, 
wykazujący największą stabilność i odgrywający rolę 
we właściwym wiązaniu plemnika z oolemą.

W wyniku reakcji akrosomowej plemnik traci część 
błony wiążącej go z białkiem ZP3 i następuje drugie, 
trwalsze związanie z osłonką przejrzystą. Pośredniczą 
tu: białko ZP2, jako drugorzędowy ligand dla recepto-
rów plemnikowych (12), także białko PH-20 oraz inne 
białka, jak np. MC41, obecne w błonie pęcherzyków, 
tworzących się w trakcie reakcji akrosomowej, czy pro-
akrozyna, obecna u myszy i świni (10). Tylko te plem-
niki, które przeszły reakcję akrosomową, są w stanie 
przejść przez osłonkę przejrzystą. Istnieją dwie główne 
hipotezy, tłumaczące mechanizm przejścia plemnika 
przez osłonkę. Pierwsza z nich zakłada wykorzystanie 
przez plemnik jedynie energii witki i mechaniczne prze-
bicie osłonki, natomiast druga sugeruje współdziałanie 
ruchu plemnika i enzymów akrosomowych, przy czym 

ruch witki ma tu znaczenie drugorzędne. Główną rolę 
przypisuje się zatem akrozynie, enzymowi, który wystę-
puje w akrosomie w postaci nieaktywnej proakrozyny 
i ulega aktywacji pod wpływem reakcji akrosomowej, 
a następnie trawi osłonkę w miejscu związania plem-
nika. Argumentem przemawiającym przeciwko tej 
hipotezie jest fakt, iż myszy ze znokautowanym genem 
akrozyny wytwarzają plemniki nadal zdolne do zapłod-
nienia, nie jest to więc enzym niezbędny do przejścia 
plemników przez osłonkę (1).

Indukcja reakcji korowej i fuzja gamet
Reakcja korowa i  przebicie osłonki są procesami 

krótkotrwałymi – u chomika trwają nie dłużej niż 10 
minut, natomiast u  myszy około 15-20 minut (27). 
Po przejściu przez osłonkę plemnik szybko pokonu-
je przestrzeń okołożółtkową i  trafia w  bezpośrednie 
sąsiedztwo błony komórkowej oocytu, gdzie nastę-
puje trzecie i  najtrwalsze związanie obydwu gamet. 
Wiązanie to jest niespecyficzne gatunkowo i  może 
zajść na całej powierzchni błony komórkowej oocy-
tu, za wyjątkiem obszaru leżącego bezpośrednio nad 
wrzecionem metafazowym i  pierwszym ciałkiem 
kierunkowym. Miejsce to jest pozbawione mikro- 
kosmków, a  pod błoną komórkową brak jest ziaren 
korowych. U większości ssaków łożyskowych rejonem 
plemnika, który ulega fuzji z oolemą, jest jego rejon 
równikowy, w którym błona komórkowa i zewnętrzna 
błona akrosomowa zostają nadal zachowane po reak-
cji akrosomowej (3). W pierwszym etapie związania 
plemnika mikrokosmki oolemy obejmują przednią 
część główki plemnika, a następnie wchodzą w kontakt 
z wewnętrzną błoną akrosomową plemnika i obejmują 
region równikowy, wciągając plemnik w głąb cytopla-
zmy i umożliwiając fuzję obydwu gamet. Związanie 
plemnika na błonie komórki jajowej możliwe jest dzięki 
wzajemnemu oddziaływaniu białek mikrokosmków 
oolemy, działających jak receptory, wraz z  białkami 
segmentu równikowego plemnika, pełniącymi funkcję 
ligandów. Zidentyfikowano szereg białek transbłono-
wych, należących do rodziny ADAM (disintegrin and 
metalloprotease domain), zlokalizowanych w  rejo-
nie równikowym plemnika i  charakteryzujących się 
obecnością sekwencji ECD (kwas glutaminowy-cy-
steina-kwas asparaginowy) zlokalizowanej w  poza-
komórkowej domenie dezintegrynowej (20). Domeny 
te mogą być rozpoznawane przez receptory oolemy. 
Najlepiej poznanymi białkami ADAM są: fertylina β 
i kerytestina. Fertylinie (określanej dawniej jako biał-
ko PH-30) przypisuje się rolę zarówno w  wiązaniu, 
jak i fuzji plemnika z komórką jajową. Istnieje szereg 
badań na myszach ze znokautowanym genem fertyliny, 
sugerujących wyraźny związek tego białka ze zdolno-
ścią plemników do wiązania i  fuzji z oolemą, a  tym 
samym z  zachowaniem płodności samców. Innymi 
białkami, mogącymi funkcjonować jako ligandy, są 
witronektyna i fibronektyna, obydwa białka zawierające 
charakterystyczne sekwencje RGD (arginina–glicyna–
kwas asparaginowy), rozpoznawane przez receptory 
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oolemy. Obydwa te białka ulegają także ekspresji na 
powierzchni kapacytowanych plemników. Sugeruje 
się, że białka te, podobnie jak fertylina, odgrywają 
znaczącą rolę zarówno w wiązaniu, jak i fuzji plemnika 
z oocytem (2).

Receptorami dla białek powierzchniowych plemnika 
są także glikoproteiny zwane integrynami, zbudowane 
z dwóch glikozylowanych podjednostek: α i β. Integryny 
wiążą się z charakterystycznymi sekwencjami amino-
kwasowymi obecnymi w białkach powierzchniowych 
plemników i są obecne u wszystkich gatunków ssaków. 
We wzajemnym wiązaniu i  fuzji gamet uczestniczyć 
mogą również inne białka, jak np. białko CD9, oddzia-
łujące poprzez tworzenie kompleksów z  integrynami 
i  pozostałymi białkami błonowymi (tetraspaninami) 
oocytu. Za interakcję gamet odpowiedzialne mogą być 
także inne receptory, charakterystyczne dla oddziały-
wań w obrębie układu immunologicznego, jak np. Fcγ, 
CD46 czy C1qr (4).

Wniknięcie plemnika do cytoplazmy oocytu indu-
kuje w nim szereg przemian, co widoczne jest np. po 
wzroście stężenia wolnych jonów wapnia. Inicjowany 
jest on początkowo w miejscu kontaktu gamet i wkrótce 
obejmuje cały obszar cytoplazmy oocytu, choć nadal 
nie jest do końca wyjaśniony mechanizm wyzwalający 
oscylacyjne zmiany Ca2+ wewnątrz komórki jajowej. 
Jedna z  hipotez zakłada, podobnie jak w  przypadku 
reakcji akrosomowej, że połączenie ligandów plemni-
kowych z ligandami oolemy prowadzi do zmiany kon-
formacji tych ostatnich, co pociąga za sobą aktywację 
białek G i szlaku fosfatydyloinozytolowego, a w efekcie 
do uwolnienia zmagazynowanych dużych ilości jonów 
Ca2+ (13). Zgodnie z tą hipotezą, fuzja gamet nie jest 
niezbędna do aktywacji oocytu, jako że wzrost stężenia 
Ca2+ w cytoplazmie zachodzi przed fuzją. Druga z hi-
potez zakłada istnienie tzw. czynnika cytozolowego 
plemnika, wnoszonego do oocytu wraz z plemnikiem 
i uwalnianego do cytoplazmy oocytu w  trakcie fuzji 
gamet (6). Z teorią tą wiąże się wiele faktów, m.in. taki, 
że bezpośrednie wstrzyknięcie lizatów plemnikowych 
do cytoplazmy oocytu wywoływało oscylacyjne zmiany 
stężenia jonów wapnia, co sugeruje jednocześnie, że 
fuzja obydwu gamet jest niezbędna do aktywacji oocytu. 
Wzrost stężenia jonów wapnia jest pierwszym i najważ-
niejszym elementem aktywacji oocytu, ponieważ w jego 
następstwie następuje szereg reakcji prowadzących 
w efekcie do wzrostu pH ooplazmy, reakcji korowej 
i  bloku polispermii. Ponadto, dochodzi wówczas do 
powstania przedjądrza męskiego, dokończenia przez 
oocyt drugiego podziału mejotycznego, wyrzucenia 
drugiego ciałka kierunkowego i wykształcenia przed-
jądrza żeńskiego, zawierającego haploidalny zestaw 
chromosomów (13).

Mechanizmy ograniczające polispermię
Jednym z pierwszych mechanizmów ograniczających 

polispermię jest etapowość reakcji uaktywniających 
plemniki w trakcie wędrówki przez drogi rodne samicy 
i znaczne ograniczenie ich liczby przed dotarciem do 

miejsca zapłodnienia. Właściwy blok przeciwko poli-
spermii działa na etapie osłonki przejrzystej i oolemy. 
W trakcie zapłodnienia białko ZP2, wchodzące w skład 
osłonki przejrzystej, przechodzi ograniczoną prote-
olizę, tworząc jeden lub więcej małych peptydów, co 
skutkuje stwardnieniem osłonki i  jest nazywane tzw. 
wolnym zahamowaniem polispermii. Za utworzenie 
trwałego bloku przeciwko polispermii odpowiedzialna 
jest reakcja korowa, do której dochodzi w momencie 
kontaktu pierwszego plemnika z  błoną komórkową 
oocytu. Polega ona na fuzji błon otaczających ziarna 
korowe z  błoną komórkową oocytu. Fuzja uwarun-
kowana jest oscylacyjnymi zmianami stężenia jonów 
Ca2+ w ooplazmie, co skutkuje masowym uwolnieniem 
enzymów korowych, w skład których wchodzą m.in. 
mukopolisacharydy, proteazy, glikozydazy, kwaśna 
fosfataza oraz peroksydaza (5). Enzymy te już w prze-
strzeni okołożółtkowej wykazują działanie modyfiku-
jące składniki osłonki przejrzystej, powodując zmianę 
jej właściwości i tym samym uniemożliwiając wiązanie 
na jej powierzchni innych plemników. Właściwość ta 
określana jest mianem reakcji osłony, następuje w ciągu 
minuty od momentu wniknięcia plemnika do ooplazmy 
i poza modyfikacją białek ZP2 obejmuje również zmia-
ny w strukturze reszt oligosacharydowych ZP3. Istnieje 
też blok polispermii na poziomie cytoplazmy oocytu, 
jest to jednak najsłabiej poznany mechanizm i wiadomo 
jedynie, że zależny jest, podobnie jak wszystkie etapy 
aktywacji oocytu, od oscylacyjnych zmian w poziomie 
jonów Ca2+ (5). Blok ten zależy od obecności osłonki 
przejrzystej, gdyż sztuczne pozbawienie zapłodnio-
nych oocytów myszy osłonki powoduje zanik bloku 
i  ponowną zdolność oolemy do fuzji z  plemnikami 
(5). Zapłodnione oocyty, pozbawione osłonki rozwi-
jają wprawdzie kolejny blok przeciwko polispermii na 
poziomie oolemy, ale następuje to dopiero po upływie 
40-60 minut od momentu wniknięcia pierwszego plem-
nika i nie zależy od aktywacji oocytu, ale od kontaktu 
błon komórkowych gamet (9).

U człowieka, psa i chomika syryjskiego blok prze-
ciwko polispermii działa głównie na etapie osłonki 
przejrzystej, u królika i kreta – na poziomie oolemy/
przestrzeni okołożółtkowej, przy czym w zapłodnio-
nych oocytach tych gatunków często obserwuje się 
dodatkowe plemniki w  przestrzeni okołożółtkowej, 
natomiast u myszy, szczura, kota czy świnki morskiej 
– na obydwu tych poziomach w podobnym stopniu.

Mechanizmy regulujące interakcję komórki jajowej 
i plemnika u ssaków to zespół swoistych gatunkowo 
procesów regulowanych przez wieloczynnikowe syste-
my receptorowe, a polegających na rozpoznaniu gamet, 
penetracji i fuzji.
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