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Komórki jajowe ssaków otoczone są bezkomórkową 
macierzą zwaną osłonką przejrzystą (zona pellucida 
– ZP). Otoczka ta lokalizuje się między wewnętrzną 
warstwą komórek pęcherzykowych a błoną komórko-
wą jaja. Między nimi znajduje się niewielka przestrzeń 
okołożółtkowa. ZP wytwarzana jest podczas oogenezy 
w  rozwijających się pęcherzykach jajnikowych. Jej 
grubość wzrasta wraz z powiększaniem się średnicy 
komórki jajowej i pęcherzyka (59).

Poowulacyjne oocyty także otoczone są ZP, która 
warunkuje zapłodnienie. W procesie tym plemnik musi 
pokonać osłonkę, aby dotrzeć do oolemy, z którą osta-
tecznie ulega fuzji. U ssaków ZP stanowi barierę dla 
międzygatunkowego zapłodnienia. Po związaniu jaja 
z plemnikiem uniemożliwia dalsze wiązanie i penetra-
cję nadliczbowych gamet męskich do zapłodnionego 
jaja w bloku polispermii (6, 19, 36, 46, 59). ZP odgrywa 
także rolę we wczesnym rozwoju zarodków do czasu 
implantacji blastocysty w macicy (19, 30). Przez cały 
okres swojego istnienia osłonka ta ulega strukturalnym 
i biochemicznym zmianom pod wpływem plemnika, 
jak też różnych czynników, w tym środowiskowych 
(15).

Skomplikowane mechanizmy powyższych pro-
cesów interesują naukowców od lat, jednakże wiele 
ich aspektów pozostaje dotychczas niewyjaśnionych. 
Poznanie ich molekularnych podstaw związanych 
z budową ZP może dostarczyć lepszego zrozumienia 
przyczyn niepłodności oraz poprawić wydajność 
stosowanych obecnie technik wspomaganego i kon-
trolowanego rozrodu u zwierząt.

Struktura osłonki przejrzystej
ZP jako bezkomórkowa, półprzeźroczysta, glikopro-

teinowa macierz ma charakter włóknisto-gąbczasty. 
Osłonka ta stale ulega dynamicznym zmianom (59). 
We wczesnych pęcherzykach jajnikowych ma ona 
formę kłaczków. W późniejszych etapach, gdy oocyt 
rośnie, staje się ciągłą warstwą o wzrastającej gęstości 
i większym stopniu polimeryzacji (9, 26, 27). Grubość 
ZP różni się między gatunkami ssaków, co zależy od 
średnicy jaja (27). U oposa wynosi ona 1-2 µm, u my-
szy 5 µm, u człowieka 13-16 µm, natomiast u świni 
i bydła do 27 µm (16, 17, 22). W otoczce tej wyróżnia 
się warstwy: wewnętrzną, rdzeniową i  zewnętrzną 
w odniesieniu do biochemicznych i fizycznych właści-
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wości (21, 44). Wykorzystanie technik cytochemicz-
nych do badań w mikroskopie elektronowym transmi-
syjnym oocytów świni in vitro pozwoliło na ujawnienie 
gęstej, fibrylarnej, mniej zwartej i  uporządkowanej 
sieci w wewnętrznej i zewnętrznej warstwie. Ponadto 
nierówna powierzchnia zewnętrzna ZP posiadała pory. 
Natomiast rdzeniowa warstwa osłonki cechowała się 
gęstą strukturą nałożonych na siebie warstw pęczków 
fibryli. Taki układ może kontrolować przepuszczalność 
ZP, nadając jej półsztywność i elastyczność oraz uła-
twiać plemnikom penetrację osłonki przejrzystej (23). 
Podobną budowę osłonki zaobserwowano u  myszy, 
kota i psa (24). Obecność porów w ZP potwierdzono 
także u wielu innych gatunków ssaków przy użyciu 
transmisyjnego i  niskopróżniowego skaningowego 
mikroskopu elektronowego. Szerokie i  zwarte pory 
wykazano w osłonce m.in. u człowieka, myszy, konia, 
bydła, kota i psa (4, 21, 34, 38, 39). Największe pory 
były obserwowane w ZP królika i kota, zaś najmniejsze 
u bydła. Ponadto wykazano, że pory te były większe na 
zewnętrznej powierzchni ZP w porównaniu z jej we-
wnętrzną powierzchnią (18). U bydła ultrastrukturalne 
badania wykazały wiekszą liczbę porów w  osłonce 
dojrzałego oocytu w porównaniu do niedojrzałego jaja, 
jednakże ich rozmiar i kształt nie ulegają zmianie (4). 
Dodatkowo badania wykazały, że pory ZP zawierają 
cytoplazmatyczne wypustki komórek pęcherzyko-
wych, prawdopodobnie w celu komunikacji z oocytem 
za pomocą złącz szczelinowych, co umożliwia dostar-
czenie do jaja substancji odżywczych (34, 38, 39).

Synteza osłonki przejrzystej
Osłonka przejrzysta u  ssaków zbudowana jest 

z glikoprotein, których pochodzenie nie jest do końca 
poznane. Dowody wskazują, że białka te mogą być 
produkowane tylko przez oocyt, przez same komórki 
pęcherzykowe bądź też przez oba rodzaje komórek 
(27, 52). U myszy, szczura i chomika glikoproteiny 
ZP produkowane są jedynie przez oocyt (8, 32). Mysie 
komórki jajowe pierwotnych pęcherzyków nie wyra-
żają ekspresji białek ZP. Ich produkcja rozpoczyna 
się we wzrastających pęcherzykach jajnikowych (34, 
48, 57). Badania skrawków jajników kota traktowa-
nych przeciwciałem przeciwko osłonce pozwoliły na 
stwierdzenie produkcji glikoprotein wyłącznie przez 
komórki pęcherzykowe w  każdym etapie rozwoju 
pęcherzyka jajnikowego (33). Natomiast u człowie-
ka, świni, bydła, psa, królika i małpy glikoproteiny 
produkowane są zarówno przez oocyt, jak i komórki 
pęcherzykowe. Proces ten zachodzi głównie we wzra-
stających pęcherzykach. U człowieka wykazano, że 
synteza i  gromadzenie glikoprotein rozpoczyna się 
już w oocycie pierwotnych pęcherzyków (25). U ko-
nia produkcja białek osłonki przez oocyt zachodzi 
wolno i w nieznacznym stopniu, stąd w ich syntezę 
szczególnie zaangażowane są komórki pęcherzyko-
we (34). Badania prowadzone in vivo wykazały, że 

u konia ekspresja glikoprotein pojawia się w oocytach 
w późnych pierwotnych pęcherzykach jajnikowych. 
Następnie ich synteza zachodzi w komórce jajowej, 
jak też w komórkach pęcherzykowych. W dojrzałych 
pęcherzykach komórka jajowa hamuje produkcję 
glikoprotein, podczas gdy komórki pęcherzykowe 
kontynuują ich syntezę w przeciwieństwie do bydła 
i  świni, dlatego uważa się, że komórki pęcherzyka 
jajnikowego konia mają kluczowe znaczenie dla inte-
gralności osłonki (34).

Glikoproteiny osłonki przejrzystej
Podstawowymi składnikami osłonki są trzy gliko-

proteiny ZP1 (ZPB), ZP2 (ZPA) i ZP3 (ZPC) (29, 46) 
wykazane u myszy i konia (3, 34). Dodatkowo wykry-
to czwartą glikoproteinę ZP4 u  człowieka, makaka, 
szczura, chomika i kota domowego (6, 27, 29, 42, 53, 
55). Natomiast u bydła, świni, delfina, psa i lisa nie 
zidentyfikowano glikoproteiny ZP1 (40, 60).

Pod względem chemicznym glikoproteiny złożone 
są z polipeptydów połączonych z łańcuchami oligo-
sacharydowymi wiązaniami N- i O-glikozydowymi. 
W  ZP3 łańcuch polipeptydowy składa się z  ok. 
400 aminokwasów oraz krótkich odgałęzień oliga-
sacharydowych zawierających cukry proste (56). 
Glikoproteiny u poszczególnych gatunków zwierząt 
różnią się w  ilości i  rozmieszczeniu budujących je 
aminokwasów (45). U człowieka i myszy wykazano, że 
glikoproteiny osłonki są białkami konserwatywnymi. 
U człowieka rodzina genów kodujących ZP2 i ZP3 
jest w  60-70% identyczna jak u  myszy. Sekwencja 
aminokwasów ludzkiej glikoproteiny ZP2 jest iden-
tyczna w 57% z mysią oraz w 64% i 94,2% z obecną 
u świni i makaka. Ludzka ZP3 jest podobna w 67% do 
mysiej, a 74% do świńskiej i 93,9% do występującej 
u makaka. Ludzka ZP1 jest podobna w 64% do my-
siej i w 96% do obecnej u makaka. Glikoprotena ZP4 
strukturalnie wykazuje podobieństwo do ZP1, a  jej 
sekwencja jest identyczna w 68% ze świńską i 92% 
wykrytą u makaka (27, 37).

Glikoproteiny są elementem strukturalnym osłon-
ki przejrzystej, tworząc jej włókniste rusztowanie. 
U myszy wykazano, że ZP zbudowana jest z dimerów 
ZP3 i  ZP2, które polimeryzują w  długie filamenty. 
Struktury te wiązane są ze sobą krzyżowo cząsteczka-
mi ZP1 zawierającymi dwa polipeptydowe łańcuchy 
zespolone mostkami disiarczkowmi. Białko to stanowi 
element stabilizujący osłonkę, na powierzchni której 
rozmieszczone są licznie glikoproteiny ZP3 (6, 28, 
56). Za polimeryzację w  fibryle odpowiadają duże 
domeny ZP występujące w glikoproteinach w postaci 
sfałdowanej trójlistnej kończyny (23, 26, 36).

Glikoproteiny ZP1 i  ZP2 w  osłonce przejrzystej 
niedojrzałych oocytów chomika i  myszy wspólnie 
tworzą warstwę o masie cząsteczkowej 110-170 kDa, 
natomiast cząsteczki ZP3 są zlokalizowane w  war-
stwie o niższej masie cząsteczkowj (55-70 kDa) (41). 
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U  wielu gatunków ssaków (królika, świni, bydła, 
myszy, chomika, pawiana, rezusa i człowieka) wokół 
oocytów poowulacyjnych dodatkowo pojawia się 
jajowodowa specyficzna glikoproteina 1 (owidukty-
na) (oviduct-specyfic glycoprotein, OVGP1). Białko 
to produkowane jest przez komórki wydzielnicze 
nabłonka jajowodu i wchodzi w skład płynu jajwo-
dowego. U  świni największe jej stężenie wykazano 
w  lejku i  bańce jajowodu. OVGP1 jest białkiem 
konserwatywnym (50). Jajowodowa glikoproteina 
u  bydła, owcy i  świni jest podobna pod względem 
długości oraz sekwencji aminokwasów. Podobną 
zależność wykazano pomiędzy OVGP1 u człowieka, 
rezusów i pawianów. Glikoproteinę tę wykazano nie 
tylko w ZP oocytu, ale także zarodków we wczesnym 
etapie rozwoju. Ponadto stwierdzono jej obecność 
w przestrzeni okołożółtkowej oraz oolemie jaja (50). 
Powinowactwo do osłonki przejrzystej posiadają także 
inne związki obecne w płynie jajowodowym u różnych 
gatunków zwierząt. Wśród nich należy wyróżnić m.in. 
osteopontynę (OPN) czy laktoferynę (40).

Funkcje glikoprotein osłonki przejrzystej
Glikoproteiny osłonki przejrzystej stanowią zasadni-

czy i integralny element strukturalny. Wśród nich ZP1, 
jak i prawdopodobnie ZP4 uważane są za kluczowe 
w stabilizacji jej włóknistej struktury (6, 28).

Glikoproteiny ZP odgrywają ważną rolę w interakcji 
plemnik–jajo oraz we wczesnym rozwoju zarodka. 
Myszy ze znokautowanym genem kodujacym ZP3 były 
niepłodne. Ponadto u osobników homozygotycznych 
pod względem mutacji w genie tego białka oocyty nie 
posiadały osłonki przejrzystej. Natomiast ZP komórek 
jajowych myszy heterozygotycznych były cieńsze 
w porównaniu do form dzikich (27, 48). Podobnie brak 
osłonki przejrzystej lub jej ścieńczenie obserwowano 
także w  oocytach myszy pozbawionych genu ZP2. 
Natomiast u  szczepów myszy ze znokautowanym 
genem ZP1 wykazano zmniejszoną płodność. Wokół 
oocytów obecna była osłonka przejrzysta o wyraźnie 
luźniejszej strukturze, co przemawiać może za udzia-
łem ZP1 w stabilizacji jej struktury (3, 40). Natomiast 
badania króliczej osłonki przejrzystej pozbawionej gli-
koproteiny ZP4 dowiodły, że jest ona cieńsza, bardziej 
przepuszczalna i posiada niezorganizowaną porowatą 
strukturę. Zmiana ta nie ma jednak wpływu na przebieg 
owulacji, zapłodnienie i rozwój blastocysty in vitro. 
Natomiast in vivo zaobserwowano poważne zaburzenia 
rozwoju zarodków pozbawionych ZP4 (35).

Podczas zapłodnienia białka ZP uczestniczą w roz-
poznaniu i  związaniu gamet, stanowiąc ligandy dla 
swoistych receptorów plemnika. Badania in vitro 
wykazały, że izolowane i oczyszczone glikoproteiny 
selektywnie przyłączają się do miejsc wiążących 
zlokalizowanych w  błonie komórkowej plemnika 
pokrywającej nienaruszony aksrosom (23, 26, 36). 
Ligandem osłonki rozpoznawalnym przez receptory 

powierzchniowe gamety męskiej jest ZP3. Boczne 
łańcuchy oligosacharydów tego białka odpowiadają za 
pierwszorzędowe (pierwotne) wiązanie z plemnikiem. 
Proces ten wyzwala reakcję akrosomową w gamecie 
męskiej (27, 49).

Z akrosomem plemnika poza ZP3 wiąże się także 
glikoproteina ZP4, co wykazano m.in. u królika (46). 
Zjawisko to potwierdzono także badaniami immuno-
fluorescencyjnymi oczyszczonych, rekombinowanych 
ludzkich ZP3 i ZP4 znakowanych izotiocytrynianem 
– fluoresceiną (FITC) (12). U  bydła natomiast wy-
kazano obecność heterokompleksu ZP3/ZP4, który 
bierze udział w  wiązaniu plemnika (54). Na skutek 
reakcji akrosomowej w gamecie męskiej dochodzi do 
odsłonięcia macierzy akrosomu zdolnej do związa-
nia z ZP2. Połączenie to zwane jest drugorzędowym 
(wtórnym) i przyczynia się do stabilizacji już istnie-
jącego wiązania osłonki przejrzystej z  plemnikiem 
(11, 31, 58). Izolowane ZP2 zachowuje się odmiennie 
w porównaniu do ZP3. Białko to nie zapoczątkowuje 
reakcji akrosomowej ani nie stymuluje hyperaktywa-
cji plemnika. Poza tym wiąże się z pozaakrosomową 
częścią główki gamety męskiej dopiero po reakcji 
akrosomowej (23, 26). Badania z użyciem mysiego 
oocytu i ludzkich glikoprotein wykazały, że plemnik 
człowieka przyłączył się do osłonki przejrzystej tylko 
w obecności ZP2, czego nie zaobserwowano w sto-
sunku do ZP1, ZP3 i ZP4 (3). Reakcja akrosomowa 
prowadzi do aktywacji i uwolnienia licznych enzymów 
trawiących osłonkę przejrzystą, jednakże miejsca 
wiążące proteinazy są tymczasowo maskowane przez 
OVGP1, co wydłuża czas trwania ZP. Proces ten 
zwany jest dojrzewaniem osłonki i pozwala na selek-
tywny wybór plemnika zapładniającego oocyt (5, 14). 
Ponadto przypuszcza się, że połączenie OVGP1 z ZP 
ma znaczenie w międzygatunkowych specyficznych 
interakcjach oocyt–plemnik (51). Aktywność OVGP1 
jest zróżnicowana gatunkowo. U myszy ze znokau-
towanym genem OVGP1 nie zaobserwowano różnic 
w częstości zapłodnienia komórek jajowych w porów-
naniu z myszami kontrolnymi. Wyniki te sugerują, że 
OVGP1 nie odgrywa kluczowej roli w zapłodnieniu 
u tego gatunku zwierząt. Podobnie u konia i szczura, 
u których nie wykazano jej obecności w jajowodzie (2).

Glikoproteiny osłonki przejrzystej odgrywają 
także znaczącą rolę we wczesnym rozwoju zarodka. 
ZP otacza rozwijające się embriony, aż do momentu 
implantacji w macicy. Stąd też uważa się, że osłonka 
przejrzysta zaangażowana jest rozwój blastocysty i za-
pobiega zagnieżdżeniu zarodka w jajowodzie (ciąża 
pozamaciczna) (59). Kluczową rolę przypisuje się 
właściwościom strukturalnym ZP4, które zapewniają 
właściwą ochronę zarodka podczas rozwoju przed-
implantacyjnego (35). Funkcję embriotroficzną przy-
pisuje się także OVGP1. Inkubacja in vitro owczych 
oocytów i plemników z tą glikoproteiną skutkowała 
wzrostem częstości podziałów i  liczby blastocyst. 
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Ten ostatni efekt osiągnięto także, hodując zarodki 
w obecności OVGP1 (1, 10).

Modyfikacje osłonki przejrzytstej po zapłodnieniu
U ssaków w wyniku fuzji plemnika z oolemą roz-

wija się szereg mechanizmów zabezpieczających 
przed wnikaniem kolejnych plemników, co określa 
się mianem bloku polispermii. Zjawisko to zachodzi 
na poziomie osłonki przejrzystej, jak też oocytu. Blok 
polispermii głównie na poziomie ZP odgrywa znaczącą 
rolę u człowieka, psa i chomika syryjskiego. U króli-
ka i kreta zachodzi na poziomie oolemy i przestrzeni 
okołożółtkowej. Natomiast u  myszy, szczura, kota 
i  kawii domowej mechanizmy ograniczające fuzję 
wielu plemników z oocytem rozwijają się w podobnym 
stopniu na obu tych poziomach (11).

Blok polispermii dotyczący ZP zachodzi na skutek 
kontaktu plemnika z oolemą. Osłonka ulega wówczas 
enzymatycznym modyfikacjom przez zawartość zia-
ren korowych stanowiących organella wydzielnicze 
oocytu. Ziarna korowe ulegają fuzji z  oolemą i  na 
drodze egzocytozy uwalnianie są enzymy (proteazy, 
glikozydazy, peroksydaza, kwaśna fosfataza) lektyny 
i  cynk do przestrzeni okołożółtkowej (13, 19, 43). 
U myszy ZP cechuje się w tym czasie zmniejszeniem 
zawartości porów w  wyniku wzrostu jej gęstości 
(47). Zgodnie z  obserwacjami ludzkich embrionów 
w mikroskopie elektronowym sugeruje się, że wiązki 
filamentów na wewnętrznej powierzchni ZP ulegają 
fuzji i kondensacji (20).

Enzymy uwalniane z ziaren korowych modyfikują 
glikoproteiny ZP3 i ZP2. Zjawisko to zwane jest reak-
cją osłony i rozwija się w ciągu minuty od momentu 
kontaktu plemnika z ooplazmą (7). W ZP3 zmianom 
ulega struktura łańcuchów oligosacharydowych pod 
wpływem glikozydazy. Natomiast ZP2 na skutek 
działania proteinaz (owostacyny – astacyny z rodziny 
metaloendoproteaz) ulega rozszczepieniu, co uniemoż-
liwia dalsze przyłączanie plemników. Mutacja genu 
kodującego to białko skutkuje obecnością nienaruszo-
nego ZP2 i możliwością dalszego wiązania plemników 
mimo wcześniejszego zapłodnienia i reakcji korowej 
(3, 13). W następstwie tych enzymatycznych mody-
fikacji ZP twardnieje i traci właściwości ligandu dla 
receptorów plemnika (59). Wśród innych czynników 
związanich z  twardnieniem osłonki po zapłodnieniu 
wymienić należy także opisaną wcześniej OVGP1. 
Białko to może modyfikować oporność do proteolizy, 
kontrolując tym samym polispermię (50). OVGP1 
pozostaje związana z ZP do stadium blastocysty np. 
u  bydła (10). Dodatkowo wykazano, że uwalniane 
z ziaren korowych lektyny także mogą blokować wią-
zanie plemnika. Natomiast cynk powoduje wzrost gę-
stości ZP oraz grubości fibryli, przez co również może 
odgrywać istotną rolę w blokowaniu polispermii (47).

Interakcje plemnik–ooocyt to niezwykle skompliko-
wany pod względem molekularnym, biochemicznym 

i  ultrastrukturalnym zespół swoistych gatunkowo 
procesów. W  ich przebiegu kluczową rolę odgrywa 
glikoproteinowa ZP, która wpływa na przebieg ooge-
nezy, zapłodnienia i przedimplantacyjne zarodki. Stąd 
poznanie molekularnych podstaw związanych z  jej 
budową oraz właściwościami może w istotny sposób 
poprawić płodność zwierząt, jak również wskaźniki 
reprodukcji.
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