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中文摘要

本研究主要探讨 mCZB 分别添加黄芩苷（Baicalin，Bai）、川芎嗪（Ligustrazine，

Lig）、小檗碱（Berberine，BR）对小鼠 2-细胞胚胎体外发育抗氧化作用的影响，并比较

各组胚胎冷冻解冻效果及冷冻胚胎移植妊娠率和产仔率等，以进一步探讨利用三种中药

有效成分改善小鼠早期胚胎体外培养微环境、提高体外培养胚胎质量和移植胚胎的发育

潜力，为更好地改进哺乳动物胚胎培养液成分和培养条件提供可借鉴的资料和途径。

试验一：以 mCZB 添加抗生素为对照组，分别添加 4μg/mlBai、0.5μg/mlLig 和

0.1μg/mlBR 为试验组，比较各组胚胎孵化率、微滴中一氧化氮（Nitric oxide，NO）和

丙二醛（malondialdehyde，MDA）含量及孵化胚胎的细胞数量。结果：各试验组胚胎孵

化率，Bai 组（80.2%，81.3%）、Lig 组（78.9%，77.6%）及 BR 组（76.7%，71.6%）极

显著高于对照组（50.7%，47.8%）（P<0.01）。各组间 NO 含量，72 h 较 24 h 均有减少，

而 120 h 又均有增加且最高。各组间 MDA 含量，72 h 和 120 h 与 24 h 比较呈现增加趋

势，除 120hBai 组，对照组均高于试验组。孵化胚胎细胞计数结果显示，BR 组、Lig 组

和 Bai 组（87.2±8.6，83.9±7.7，81.9±6.2）与对照组（77.4±5.6）差异极显著（P<0.01）。

表明，三种中药有效成分均能显著促进小鼠早期胚胎体外发育及胚胎细胞增殖，并对

NO 和 MDA 含量有一定影响。

试验二：以试验一为基础，2-细胞胚胎体外培养至桑椹、囊胚期进行常规冷冻，比

较各组胚胎冷冻解冻效果及两种程序对胚胎冷冻解冻的影响。结果：冷冻解冻桑椹胚体

外培养 8～14 h 囊胚发育率，程序一中 Bai 组（65.8%）显著高于对照组（48.6%）和 BR

组（46.7%）（P<0.05），Lig 组（81.1%）极显著高于对照组（48.6%）和 BR 组（46.7%）

（P<0.01）；程序二中 Bai 组（80.6%）、Lig 组（78.3%）极显著高于对照组（55.2%）和

BR 组（47.6%）（P<0.01）。冷冻解冻囊胚体外培养 6～8 h 囊胚发育率，程序一中各组间

无显著差异（P>0.05）；程序二中，中药有效成分各组间差异不显著（P>0.05），但均

显著高于对照组（61.2%）（P<0.05）。两种冷冻程序冷冻效果差异不显著（P>0.05）。

表明，添加 Bai、Lig 对提高胚胎体外发育质量效果明显，显著提高了冷冻胚胎发育率。

试验三：以试验二为基础，将各组冷冻解冻胚胎培养发育至囊胚期进行子宫移植。

结果：移植妊娠率以 Bai 组（56.3%）、Lig 组（52.6%）和 BR 组（55.0%）均高于对照

组（46.2%）；产仔率以 Bai 组（63.3%）、Lig 组（67.3%）和 BR 组（60.5%），均高于对

照组（52.8%），但差异不显著（P>0.05）。

综上结果表明：三种中药有效成份 Bai、Lig、BR 能显著提高小鼠 2-细胞胚胎体外

发育质量，并有利于提高冷冻解冻后移植胚胎的发育潜力。

关键词：中药有效成分，早期胚胎，一氧化氮，丙二醛，胚胎移植
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Abstract

This study was mainly approached the antioxidation effect of adding Baicalin（Bai）, Ligustrazine
（Lig）and Berberine（BR）in mCZB respectively on 2-cell mouse embryos in vitro culture ,and compared
the effect of froze-thaw, pregnancy rate and litter rate after embryos transfer etc. in order to further
investigate the value of these three Chinese Medicine effective constituents on improving the
micro-environment of preimplantation embryos in vitro culture on mouse and enhancing the embryo
quality and the developmental potential of embryos after embryos transfer , which can provide valuable
data and access to enhance the mammalian embryo culture medium composition and culture condition.

The group added antibiotics to mCZB was regarded as the control, while the others supplemented with
0.1μg/ml BR, 0.5μg/ml Lig and 4μg/ml Bai respectively as experiment groups in the first experiment to
compare the rates of hatched embryos, the contents of nitric oxide(NO) and malondialdehyde(MDA) in the
microdrop, and the cell amount of hatched embryos. As a result, the rates of hatched embryos from the
three groups of Bai ( 80.2% , 81.3% ), Lig (78.9%,77.6% )and BR (76.7% ,71.6%) was significantly higher
(P<0.01) than control group (50.7%、47.8%) . The content of NO decreased at 72h as compared with that of
24h in every experiment group, but it increased to the highest point at 120h. As a whole, raise trend was
evident for the content of MDA in every group at 72h and 120h, and the content of MDA in the control was
higher than that in experiment groups at 120h except for Bai group. According to the cell amount of
hatched embryos, the difference between experiment groups(BR(87.2±8.6), Lig(83.9±7.7) ,Bai(81.9±6.2))
and control group（77.4±5.6）were extremely obvious (P<0.01). The result showed that these three kinds of
Chinese Medicine effective constituents could efficiently promote early embryos development and increase
the cell amount of hatched embryo, and the contents of NO and MDA were affected as well in vitro culture
on mouse.

Based on the first experiment, the second one in which each group were conserved through
conventional freezing process from 2-cell embryo in vitro culture to the stage of morula and blastocyst was
oriented to compare the effects of froze-thaw in each group and the difference between the two methods.
The results of morula and blastocyst showed that in the first procedure the development rate of blastocyst
cultured for 8～14 hours after froze-thaw in the Bai（65.8%）was superior（P<0.05）to that of the control
（48.6%）and the BR（46.7%), and the Lig（81.1%）was significantly higher (P<0.01) than that of
the control and the BR（46.7%）. In the second procedure, the Bai（80.6%）was significantly higher (P<0.01)
than the control（55.2%）and the BR（47.6%）in vitro culture. Through analysis of the development rate of
blastocyst cultured for 6～8 hours in the first procedure, there was no significant difference（P>0.05）in
each group. In the second procedure, there was no significant difference（P>0.05）in each group, but the
effect of Chinese Medicine was superior（P<0.05）to that of control group（61.2%）in vitro culture. The
results indicated there was no significant difference（P>0.05）in the different procedures. Bai and Lig can
significantly enhance the development quality of embryos and the development rate of freezing embryos in
vitro culture.

Based on Experiment two, froze-thaw embryos were cultured to the stage of blastula and then
transferred to uterus in experiment three. As a result, the pregnancy rate from the three groups of Bai
(56.3% ),Lig (52.6% )and BR (55.0%) was higher than that of control group (46.2%),but there was not
obvious difference between experiment groups and control group；the birth rate from the three groups of
Bai (63.3% ), Lig(67.3% )and BR (60.5%) was higher than control group (52.8%),but there was not
significant difference either.

These results indicated the three Chinese Medicine effective constituents（Bai, Lig , BR）can distinctly
improve the quality of 2-cell mouse embryo in vitro culture and be propitious to the developmental
potential of embryos following embryos transfer after froze-thaw embryos.

Key words：Chinese Medicine effective constituents, early embryos, nitric oxide, malondialdehyde,
embryo transfer
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缩 略 词 表

缩略词 英文名称 中文名称

B Blastocyst 囊胚

Bai Baicalin 黄芩苷

BR Berberine 小檗碱

BSA Bovine serum album 牛血清白蛋白

CAT Catalase 过氧化氢酶

EDTA-Na2 Ethylene diaminetetraacetic acid 乙二氨四乙酸二钠

ET Embryo transfer 胚胎移植

HB Hatched blastocys 孵化胚胎

hCG human chorionic gonadtropin 人绒毛膜促性腺激素

H2O2 Hydrogen peroxide 过氧化氢

IU International unit 国际单位

IVC in vitro culture 体外培养

Lig Ligustrazine 川芎嗪

M Morula 桑椹胚

mCZB mCZB mCZB 培养液

MDA Malondialdehyde 丙二醛

mPBS modified phosphate buffered saline 改良磷酸盐缓冲液

NO Nitric oxide 一氧化氮

NOS Nitric oxide synthase 一氧化氮合酶

O2-· Superoxide anion radical 超氧阴离子

OH Hydroxyl Radical 羟基自由基

PMSG Pregnant mare serum gonadtropin 孕马血清促性腺激素

ROS Reactive oxygen species 活性氧

SOD Superoxide dismutase 超氧化物歧化酶

XB Expanded blastocys 扩张囊胚
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第一章 文献综述

胚胎生物技术是生物工程的核心内容，是主导 21 世纪产业界的尖端技术之一。卵

母细胞体外培养、体外受精、核移植、胚胎冷冻、胚胎干细胞培养、转基因动物、基因

打靶、动物生物反应器、胚胎性别鉴定及性别控制等都属于胚胎生物技术的范畴。但无

论是建立动物模型或是改良动物品种，还是体外受精、建立胚胎库、胚胎移植前的基因

诊断及供体胚胎与受体的同期植入，都必须对离体后的胚胎进行体外培养。所以，适宜

的体外培养系统是获得优质胚胎的基础条件和有效工具。

人们尽可能的模拟体内胚胎发育环境，满足早期胚胎发育所需条件来建立胚胎体外

发育的最佳培养体系，以提高体外培养胚胎的质量，从而提高胚胎移植的效率。但是，

要获得更多具有活力的可操作的桑椹胚及囊胚，必须从根本上解决体外培养体系存在的

严重缺陷，以提高囊胚发育率、移植妊娠率等。因此，改善体外培养条件，提高体外培

养胚胎质量是哺乳动物胚胎体外培养技术研究中必不可少的课题之一，也是胚胎移植技

术应用于生产实际的保障，从而提高胚胎生物技术在实际应用中的经济效益。
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综述一 氧自由基对早期胚胎发育影响的研究进展

自由基是一种外层轨道上含有未配对电子的原子、原子团或呈特殊状态的分子。机

体的正常代谢、中性粒细胞活化耗氧剧增、金属离子氧化还原反应、组织缺血再灌注以

及外源性化学和放射作用等过程均易产生自由基，一般分为氧自由基和脂质自由基。其

中，氧自由基包括超氧阴离子（Superoxide Anion Radical，O2-·）、羟基自由基（Hydroxyl

radical，·OH、HO·、·HO 或 OH）、一氧化氮（Nitric oxide，NO）、烷氧自由基 RO·以及

烷过氧自由基 ROO·等。自由基通常非常活泼，寿命极短，一般难以直接检测[1]。

1.1 自由基的病理作用

细胞膜脂受自由基作用易发生脂质过氧化反应，脂质过氧化可使细胞膜的功能受到

破坏，破坏过程中产生的多种活泼自由基将进攻细胞中的酶及其它成分并使之丧失功

能，而且产物中的醌类化合物，如丙二醛（malondialdehyde，MDA）等对细胞有毒害作

用。自由基不但可使蛋白质变性、影响酶活性，而且可直接作用于核酸使其碱基改变而

导致由基因控制下进行的许多过程受到破坏，或使核酸分子断裂，甚至可导致细胞死亡。

1.1.1 氧自由基的生理、病理作用

据估计，人体内总自由基中95%以上属氧自由基。生理情况下，人体内约有1%～5%

的分子氧通过多种途径产生氧自由基，其产生与清除处于动态平衡，此时机体所产生的

自由基具有重要的生理功能。前列腺素、甲状腺素、凝血酶原及胶原蛋白等的合成，核

糖核苷的还原、解毒作用及吞噬细胞的杀菌等过程均有氧自由基的参与。然而，当某种

因素使氧自由基生成过多，超出机体的清除能力或清除能力减弱时，过多的氧自由基将

通过损伤生物大分子，破坏细胞的结构和功能，促使疾病的发生与发展[2]。

无论是受精卵的发育，还是已进入多细胞阶段的胚胎发育，都需要在合适的氧浓度

下进行，浓度过高或过低都不利于其发育。体外实验和在体实验均表明，胚胎组织的需

氧水平较低，但随着发育过程的推进而有所增加，推测低水平的氧更适合于胚胎的正常

发育，由氧自由基诱导的细胞功能失调是胚胎体外发育阻滞的重要因素之一。
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1.1.2 NO自由基结构及功能

NO是目前在体内发现的最小、最轻、最简单的生物信息分子，是一种自由基性质

的物质[3]。NO带有不成对电子，具有“顺磁性”，其化学性质非常活泼。因此，它能与

分子氧、超氧阴离子以及铁、铜、镁等生物活性金属发生反应，几乎存在于所有类型的

组织细胞中。NO合酶（nitric oxide synthase, NOS）有3种亚型，分别为神经元型NOS

（nNOS）、内皮型NOS（eNOS）和诱导型NOS（iNOS），前两种又称为结构型NOS（cNOS），

负责NO的持续基础释放。eNOS属于原生型，具有Ca2+依赖性；iNOS仅在细胞因子及细

菌脂多糖（LPS）作用下表达[4]。自NO被发现以来，其研究就迅速扩展到生命科学的各

个领域，包括神经生物学、免疫生物学、生理学、病理学、药理学等[5]。

体内NO由NOS催化L-精氨酸与氧分子经多步氧化还原反应生成。NO具有亲脂性，

可透过细胞膜并扩散到临近的靶细胞中，并与细胞中的水溶性鸟苷酸环化酶的亚铁血红

素分子中的铁离子结合，激活该酶促使环磷酸鸟苷（cGMP）的产生增多[6]。众所周知，

cGMP是体内重要的第一信使，可产生一系列生理反应。研究表明，cAMP/cGMP比例对

胚胎的生长发育和分化具有重要的调节作用。NO刺激鸟苷酸环化酶促使cGMP生成，是

cAMP/cGMP比例的主要调节者。因此，正常的胚胎发育需要NO的调节[7]。

1.2 自由基与早期胚胎发育

早期胚胎发育是指受精后合子进行卵裂，并同时向子宫移动，在特定阶段进入子宫，

然后进行定位和附植的过程。早期胚胎在脱出透明带之前一直处于游离状态，尚未同母

体建立紧密联系。牛、绵羊和猪的胚胎大约有25%～40%是在精子穿入卵子和附植结束

时发生死亡，而且绝大多数的死亡发生在附植前后，结果是孕体完全被吸收。这是由于

母体的遗传、营养、年龄、子宫内胚胎过多，激素不平衡和热应激都能导致早期胚胎死

亡[8]。研究表明，母体缺乏VE可造成胚胎发育异常或胚胎吸收，而补充VA、VE、β-胡

萝卜素等可降低胚胎死亡率，提高母猪的产仔数，这些物质在体内均有抗氧化的作用[9]。

哺乳动物体外胚胎发育在附植前往往会出现“发育阻滞现象”，老鼠和仓鼠发生在2-细

胞时期，称为“2-细胞阻滞”（2-cell block）；绵、山羊发生在8～16-细胞期；奶牛发

生在4～8-细胞阶段；猪发生在4-细胞期；而人的体外阻滞发生在4～8-细胞期。研究表

明，胚胎体外培养体系中产生的超氧阴离子（O2-）、过氧化氢（H2O2）及羟基自由基
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（·OH）等氧的有毒代谢物将会引起胚胎的异常发育[10]，因此早期胚胎发育阻滞或延迟

与培养过程中遭受氧自由基的损伤有关。

1.2.1 氧自由基与早期胚胎发育

Quinn等（1978）采用不同氧浓度环境进行附植前小鼠胚胎体外培养时发现，无氧

条件下胚胎发育率明显低于有氧条件。当氧浓度在2.5%～5%之间时，各发育阶段得以

发育的胚胎数目最多。超过这个水平，随着氧浓度增加，得以发育胚胎的数目直线下降。

当培养环境中氧浓度为5%时，平均98%的胚胎发育成为晚期囊胚。在超过最适氧浓度的

培养环境中，大多数小鼠受精卵发育终止于2-细胞阶段。结果表明，体外培养的小鼠附

植前胚胎发育的最适氧浓度为2.5%～5%, 而且胚胎在1～2-细胞期比8-细胞期和桑椹胚

期对氧浓度更为敏感[10]。其机理可能是非生理性的氧可与许多可溶性细胞成分如氢醌、

儿茶酚胺、黄素等反应生成氧自由基；高浓度氧还可能使糖原合成和分解之间的平衡失

调，葡萄糖代谢紊乱，则能通过磷酸戊糖旁路产生的NADPH而形成自由基。自由基损

伤造成的胚胎细胞膜脂质过氧化和线粒体的结构异常是胚胎发育终止的一个重要原因

[11]。Laloraya等（1989）用电子自旋共振的方法对早期胚胎发育过程中产生的活性氧进

行了研究[12]。Nasr-Esfahani等（1990）发现未受精卵H2O2水平很低，但由刚从小鼠生殖

道冲取的受精卵到8-细胞期而逐渐升高；在体外培养过程中，2-细胞中期胚胎的H2O2水

平升高，但进入4-细胞期后又降低。在那些发生2-细胞阻滞品种小鼠胚胎的H2O2水平也

升高，而且胚胎细胞质中缺乏保护性的酶如超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）

等，所以不能清除其发育过程中产生的活性氧[13]。Noda等（1991）研究表明，在ICR系

小鼠胚胎的培养基中加入6100IU/ml的Cu、Zn-SOD，可促使其克服2-细胞阻滞，并使胚

胎发育至囊胚的比例从4%提高到64%[14]。Li等（1993）也发现5%CO2、95% 空气的环

境下，在不含大分子的兔胚胎培养基中加入牛磺酸、SOD等抗氧化剂可显著提高从受精

卵发育至囊胚的比例[15]。而Payne等研究表明SOD只对某些品系的小鼠胚胎起作用，而

对另外一些品系的小鼠胚胎无效[16]。Thomas等（1997）发现囊胚在孵出前后的短暂时

期内产生了大量的活性氧自由基，他们认为这种程序化的氧自由基爆发（programmed

oxyradical burst）引起了小鼠囊胚的孵出，超氧阴离子在透明带的潜在作用位点可能是

维持这层蛋白包被完整性的配糖键[17]。
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1.2.2 NO自由基与早期胚胎发育

动物早期胚胎的发育是个体发育的重要阶段，其发育过程受到体内各种因素的调节

和影响。近年来，研究者们对NO在胚胎发育过程中可能产生的生理调节作用做了大量

的研究。

1.2.2.1 NO自由基对早期胚胎发育的调节

Kuo等（2000）在Nature报道，海胆的精子在发生顶体反应后NO及NOS浓度显著升

高，卵子在受精后数秒钟亚硝化作用显著升高并先于受精作用所引起的钙波。向未受精

卵胞浆中注射能产生NO的硝普钠（SNAP）或重组NOS，均可导致卵子的激活。他们认

为，NOS及NO相关的生物活性是卵子活化的充分必要条件，可作为卵子活化的首要标

准[18]。

Novaro等（1997）发现胚胎附植前子宫组织中Ca2+依赖性NOS逐步增加，而iNOS

仅在附植启动时增加，附植时两种NOS活性均下降，而用雌激素（E2）的拮抗剂他莫西

芬（Tamoxifen）处理后两种NOS活性均下降。因此子宫内NOS的活性可能受雌激调控。

子宫角注射NOS的竞争性抑制剂L-NAME，该侧子宫角内附植的胚胎数目减少了

50%[19]。Duran-Reyes等（1999）采用宫角注射NOS抑制剂L-NA的方法，发现注射侧子

宫角的附植位点比对照组少了34.7%，妊娠第19d注射侧子宫角无胚胎存活，而对侧的存

活率为74.4%，而且注射侧cGMP的浓度下降[20]。

Gouge 等研究表明，妊娠第1d～第4d的胚胎均产生了NO，当2-细胞期后的胚胎在

含有NOS竞争性抑制剂L-硝基-精氨酸（L-NA）的培养液中进行培养时，其发育到相应

的后一个时期的比例明显低于对照组[21]。Abe等（1999）用反转录PCR（RT-PCR）的方

法在附植前各个时期的胚胎均检测到了神经型NOS（nNOS），并观察到了与Gouge等类

似的现象[22]。

Athanassakis等（2000）研究胚胎毒素性因子（IFN-Y、TNF-a或LPS等）对胚胎发

育影响时，发现NO浓度显著升高，他们猜想NO在早期胚胎死亡中起重要作用[23]。NO

参与早期胚胎发育，适量浓度NO是正常胚胎发育所必需的，当其失衡时则导致胚胎发

育阻滞或胚胎的凋亡[24-25]。
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1.2.2.2 NO 自由基对早期胚胎附植的调节

Purcell 等报道了小鼠附植期 NOS 的表达时间与位置。与非附植位点相比，妊娠第

6d 附植位点 iNOS 水平显著增加，且此种增加持续到第 8d。eNOS 与 iNOS 相似，但峰

值出现在第 6d 和第 8d。iNOS 定位于蜕膜处、子宫肌层血管的周围及外胎盘锥内。eNOS

位于邻近胚胎的初级蜕膜区的血管内。nNOS 主要位于子宫系膜及子宫肌层，在整个围

附植期无变化。在附植过程中，附植位点 iNOS 及 eNOS 的表达说明 NO 可能在附植过

程中起重要作用[26]。

Farina 等报道了在妊娠大鼠子宫中 IL-1а能够增加 NO 及前列腺素的合成；用 NOS

抑制剂 NMMA（NG-monomethyl-L-arginine），iNOS 抑制剂氨基胍（aminoguanidine）

及 COX-2 抑制剂 NS-398 处理大鼠，能够消除 IL-1α对前列腺素合成的效应。这说明子

宫肌层产生的 IL-1α调节 NO 的产生，NO 的一个可能作用是调节 PGE 的产生[27]。

胚胎发育不良或子宫环境不适宜均可导致附植失败。因为胚泡附植的发生既决定于

胚泡的主动性，也决定于子宫内膜是否做好准备，它们必须保持同步，才能使胚泡的附

植顺利进行[28]。Biswas（1998）等报道，将 L-NAME 注入妊娠 2d、3d、5d 的小鼠子宫

内，第 8d 处死所有小鼠时发现：L-NAME 使妊娠 3d 和 5d 的鼠妊娠终止，胚胎发育受

阻，不能终止妊娠 2d 的鼠，但与对照组相比，胚胎附植点大大减少[29]。而将 L-NAME

与 SNP 共同注入小鼠子宫则不能终止妊娠，与对照组相比，附植点没有什么差别，这

说明 L-NAME 的作用可通过 SNP 来逆转。另外，附植是否成功，子宫的环境起着重要

的作用，附植前子宫 NOS 活性明显增加，附植发生时附植点子宫组织中 iNOS 的含量也

显著上升[30]，这说明 NO 参与子宫微环境的建造。Gouge 等（1998）[21]在小鼠附植前胚

胎中检测出 iNOS 和 eNOS，产生的 NO 作为对子宫的信号之一，刺激局部血管舒张并

且增加毛细血管的通透性，为成功的附植创造条件。实验证明，阻碍 NO 产生，将导致

胚胎附植失败。

综上所述，自由基的生理学作用和胚胎毒性作用不容忽视，探讨胚胎体外培养过程

中氧自由基的生成及变化意义重大，它将为改善哺乳动物早期胚胎体外培养微环境，更

好地改进胚胎培养液的成分和培养条件，提高胚胎质量和移植胚胎的发育潜力提供可借

鉴的资料。
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综述二 中药抗氧自由基的研究及其在早期胚胎体外培养的

应用前景

目前，中药抗氧化剂的研究日趋活跃。研究表明，很多中药能提高机体内抗氧化酶

活性，减少氧自由基对机体的损伤，减少脂质过氧化物（LPO）和丙二醛（MDA）的产

生。而且与人工合成的抗氧化剂相比较，中药抗氧化剂具有经济、低毒等明显的优点。

2.1 自由基清除剂与中药

自由基既是损害机体、导致疾病、促使衰老的重要因素，又是机体无法回避的代谢

产物。凡能和自由基反应使之还原成非自由基的化合物称为自由基清除剂。具有还原性,

可抑制启动自由基链反应，阻止自由基反应传播，终止自由基反应的化合物称为抗氧化

剂。机体内清除自由基主要依赖的酶系统与非酶系统。非酶类抗氧化剂，如：胡萝卜素

类、VC、VE、GSH 及锌、硒、铜、锰等微量元素；而酶类抗氧化剂，如：SOD、CAT、

GSH-px 等。它们的主要作用是使自由基产生与清除之间保持平衡、直接提供使自由基

还原的电子、增强 SOD 的活性等，以利自由基的清除。

“正气存内，邪不可干”、“邪之所凑，其气必虚”。无论是外源性还是内源性的抗

氧化剂都必须通过机体内氧化还原链才能实现其生理功能或药理作用。若要保持健康的

机体，延长生命的有效过程，就必须要维护机体内环境的协调，并能在新的水平上建立

新的阴阳平衡。因此，维护机体内环境的协调，首先可以运用中医药燮理自由基与 SOD

的平衡，保持 SOD 的活性状态；其次可调动 SOD 活性效价，增强清除自由基毒性的作

用；再次可以通过中药对机体非酶系统的增强作用，以对抗自由基对机体的毒性损伤[31]。

2. 2 抗氧自由基单味药及其有效成份

2.2.1 黄酮类 Robak 等在比较氯丙嗪等非黄酮抗氧化剂和七种黄酮类化合物的抗氧化

作用时，发现它们都能有效地抑制鼠肾微粒体 MDA 的生成，对于酶和非酶体系产生的

超氧阴离子，后者有很强的清除作用（其中以槲皮素、杨梅黄酮、芦丁作用最强）而前

者没有明显清除作用，推论它们的抗氧化作用主要是通过作用于自由基链式反应的中间
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产物（如羟基自由基）实现的[32]；Husain 等人证实了十二种黄酮类化合物对羟自由基的

清除作用，并推论只有其 B 环上的羟基被取代时才具有此作用[33]，芦丁、黄芩苷、茶多

酚对羟自由基引起的 DNA 化学发光有强抑制和延迟作用；从抑制强度来看，三者的 IC50

值分别为 4.5×10-6M、7.9×10-5M、2.4×10-5M 对羟自由基引起的质粒 DNA 损伤也有保

护作用，表现为电泳图谱上超螺旋 DNA 增加而开环状 DNA 减少[34]。

2.2.2 酚类及其衍生物 1mg 茶多酚对 O2-清除作用相当于 9μgCu-ZnSOD[35]；从当归、

川芎根茎中提出的阿魏酸 5.1×10-3M 时能使大鼠脑匀浆 LPO 形成减少 70.9%[36]，此外

还有丹皮酚、单宁、五味子酚等酚类物质都具有类似作用。

2.2.3 多糖类 詹皓等观察到枸杞子多糖可明显抑制物理（γ射线等）应激引起的大鼠肝

脾 LPO 上升[37]；波叶大黄可增加 1 月龄小鼠红细胞和脑组织中 SOD 的活力，降低肝组

织中 LPO 和心肌中 LF 的含量[38]，此外还有茯苓多糖、银耳多糖、黄芪多糖、银杏叶外

种皮多糖等都显示出不同程度的抗氧自由基能力。

2.2.4 皂苷类 研究表明，人参总皂苷能清除和抑制脂质过氧化，人参芦头总皂苷、茎叶

总皂苷、人参果总皂苷可明显减少老年大鼠脑、心肌中脂褐质的生成并提高血中 CAT

的活性[36]；三七总皂苷明显减少脊髓损伤大鼠伤区组织中 MDA 的生成（P<0.01），与

DMSO 组（抗氧化阳性对照）相近，抑制 SOD 活力降低（P<0.01）[39]，此外还有绞股

蓝皂苷、柴胡皂苷、甘草次酸等一些四环或五环三萜类皂苷也有类似作用。

2.2.5 其它 脑缺血大鼠腹腔注射粉防己碱 20、40、100mg/kg，均可升高其嗜中性血细

胞内 SOD 活性，减少超氧阴离子的生成[40]；红参中的麦芽醇可抗红细胞自氧化及外源

氧化剂对红细胞的损伤，并可激活体内抗氧化酶类，增加谷胱甘肽含量[36]。

2.3 抗氧自由基复方

遵照中医辨证论治规律用药，利用中药方剂具备全方位、多功效的特点，以期对抗

自由基是值得关注的。

黄连解毒汤由黄连、黄柏、黄芩、栀子四味药组成，为清热解毒的代表方。体外给

药能明显抑制红细胞自氧化或 H2O2 所致红细胞溶血，并抑制小鼠肝匀浆自发性或
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Fe2+-VC 诱发的脂质过氧化反应。对 H2O2 所产生的羟自由基亦有直接的清除作用，对血

细胞和组织细胞具有膜保护作用[41]。

以四君子汤（人参、茯苓、白术、甘草）为代表的补气方和以四物汤（熟地、当归、

白芍、川芎）为代表的补血方均有清除自由基，提高血浆 SOD 活性和降低血浆、肝、

脑组织 LPO 的作用[42]；复方何首乌制剂能降低大鼠完整红细胞膜的荧光偏振度及微粘

度值，从而增加膜的流动性，其作用与 VE 相似[43]。此外，如传统抗衰老中药清宫寿桃

粉、复方西洋参、八味丹坤汤等许多复方药都与自由基的清除密切相关。

2.4 抗氧自由基中药有效成分在早期胚胎体外培养的应用前景

胚胎代谢过程产生的活性氧能改变细胞内的一些分子，对胚胎的发育有阻滞或延迟

效果。生理情况下，胚胎细胞存在多种抗氧化作用的机制。卵泡或生殖道内有牛磺酸、

次牛磺酸以及 VC 等物质，这些非酶性物质对胚胎发挥外部抗氧化效应。细胞内抗氧化

作用主要通过一些抗氧化酶来实现的，卵母细胞及胚胎细胞内都有 SOD、CAT 和 GSH-px

等，这些物质对胚胎的正常发育是不可缺少的[44]。也就是说，体内过量的自由基可用各

种抗氧化剂加以清除。

2.4.1 早期胚胎的抗氧化系统

体内抗氧自由基的防御系统可分为酶促系统和非酶促系统，它们清除体内的自由基

以维持生理平衡使机体免受伤害。

SOD、CAT 和 GSH-px 属于胚胎抗氧化酶系统。1968 年 Mccord 与 Fridovich 等发现

了清除氧自由基的超氧化物歧化酶（SOD）。SOD 在生物体系中普遍存在，是需氧生物

抵抗氧化损伤的重要酶之一，现已公认 SOD 是清除自由基的主要物质之一。由于 SOD

所含金属离子的不同，可分为 4 种即 Cu、Zn-SOD、Mn-SOD、Fe-SOD 和 EC-SOD，另

外还发现有NI-SOD的存在[45]。Umaoka等研究了氧浓度及 SOD对早期胚胎发育的影响，

结果表明：在 5%的氧浓度环境中，当不加 SOD 时，囊胚发生率为 28.5%；当加入 SOD

（500mg/ml）时，囊胚发生率可达 75.2%。在正常大气压环境下（氧浓度为 20%），不

加 SOD 时囊胚发生率只有 1.5%；当加入 SOD（50mg/ml）时，囊胚发生率可达到 31%，

这说明了体外胚胎在发育早期对氧极其敏感，在高氧条件下加入 SOD 可消除损害[46]。
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研究表明，活性氧参与 2-细胞阻滞而且能损害输卵管中的 SOD，而 SOD 具有保护输卵

管免受氧自由基损害的作用。Jenkinso 等将着床后大鼠胚胎与黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶共

同培养，发现出现死亡，生长迟缓和畸形。然而，若在体外培养体系中加入 SOD、CAT

和高浓度的 GSH-px，可明显抑制胚胎毒性发生，表明胚胎毒性与 ROS 有关。SOD、CAT

和 GSH-Px 是很好的抗氧化剂对早期胚胎的正常发育起着非常重要的作用。

VE、VC、尿酸、褪黑素（MLT）和 GSH 等小分子属于胚胎抗氧化非酶促系统。维

生素 E 又称生育素或抗不育因子，它是动物体内主要的脂溶性抗氧化剂，其生物学功能

是抗氧化作用。脂溶性 VE 和水溶性的维生素协同作用时，抗氧化能力更高。研究表明，

母体缺乏 VE 可造成胚胎发育异常或胚胎吸收，而补充 VA、VE 和 β-胡萝卜素等，可降

低胚胎的死亡率，提高母猪的产子数，这些物质在体内均有抗氧化的作用[47]。MLT 作

为一种古老的生物信息分子，在动物体内分布广泛。近年来，MLT 的抗氧化作用已引起

了人们的普遍关注。研究发现 MLT 不仅能直接中和·OH 和过氧化氢，还能通过激活 GSH-

px， 抑制 NOS 的活性，起到间接的抗氧化作用，是目前已知的抗氧化作用最强的自由

基清除剂，它的抗氧能力是 VE 的 2 倍。MLT 有利于受精和早期胚胎的发育[48]。

2.4.2 抗氧自由基中药有效成分进行胚胎体外培养的可行性

随着动物繁殖技术、胚胎生物工程研究的迅速发展，人们对早期胚胎发育与微环境、

自身代谢特征等方面的认识在不断深入。目前，普遍采用改变培养液的成分、改善培养

的条件和方法来提高囊胚发育率，并建立了体细胞与胚胎共培养体系以及各种生长因子

的利用。这样虽然提高了克服阻断的成功率，胚胎的质量也得到了相应的提高，但还是

无法从根本上解决培养系统存在的缺陷，囊胚率及囊胚质量仍然很低。因此，为了解决

胚胎体外发育受阻等现象的发生，根据不同发育阶段营养和代谢特征的不同建立起一些

适宜胚胎体外生长发育的培养系统及选择一种较好的培养液和培养条件，以寻找新的途

径和方法改善胚胎体外培养的微环境和调控胚胎发育势在必行。

近年来，中草药以其低毒、无抗药性、相对安全、不良反应少等特点被广泛的应用

于医药、饲料、化妆、食物等领域。其中，中药制剂对 cAMP 的影响[49-50]、抗氧自由基

[51-52]、保胎[53]、促精子活力[54]等方面的研究显示出其能从整体上、多靶点、全方位改善

机体生理状况的药理特点。邸冉等(2004)[55]和傅文栋（2005）[56]将中药有效成分用于胚

胎的体外培养的相关研究已经发现其对胚胎发育具有一定的促进作用。
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根据动物胚胎体外培养微环境的不足来看，有些中药恰好具备弥补这些不足的优

势，另外还有更多的有益之处，但其具体药理机制较为复杂。从所查阅到的文献看，有

关中药及其有效成分运用于小鼠胚胎体外培养等方面影响的研究国内外相关报道甚少。

若将具有抗氧自由基作用的中药有效成分应用于调控小鼠胚胎体外培养微环境，发挥其

有利于早期胚胎发育的作用，便能为提高囊胚发育率和胚胎质量开辟一条新的途径。
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综述三 哺乳动物胚胎冷冻及移植的相关概述

胚胎冷冻保存是胚胎移植技术真正走向商业化生产的关键因素之一，而如何提高胚

胎移植效率，既是解决人类不育问题的关键，又是加速畜牧业品种改良、扩大种群及推

动畜牧业发展的途径之一。因此，胚胎冷冻保存和胚胎移植在保护动物遗传资源，挽救

濒临灭绝的野生动物等方面也起着重要的作用，且对实验动物学研究和生命科学研究有

着重要的意义。

3.1 胚胎冷冻保存历史

1949 年英国科学家 Polge 和 Smith 等在偶然的情况下，发现低温保存精子时加入甘

油，可以增加精子的活力，揭开了低温生物学发展的里程碑[57]。受此启发，Smith 又用

甘油作为防冻剂，将 600 枚 1-细胞兔胚胎分别于-79℃、-160℃、-196℃的条件下低温冷

冻，经解冻后培养，结果有 6 枚胚胎发育 [58]。后来，Whillingham 等[59-60]报道小鼠胚胎

在-196℃和-269℃条件下冷冻保存获得成功，而后又在牛（Wilmut & Rowson，1973），

绵羊（Willadsen，1976）、山羊（Bilton & Moor，1976）、马（Yamamoto，1982）、猪（Hayashi

et al，1989；Kameyama，1990）等实验动物以及羚羊、狗、狒狒、猴和人等方面获得成

功，并得到移植后代[61]。1983 年首例人（Trounson & Mohr）的胚胎冷冻保存后，复苏

移植也取得了成功。

随着冷冻生物学研究的深入，胚胎冷冻主要围绕低温保护剂、冷冻方法、解冻方法

等方面进行研究，所有程序和方法都试图通过防止胚胎在冷冻和解冻过程中形成细胞内

冰晶，来减小冷冻和解冻过程对细胞造成的物理损伤。目前胚胎冷冻技术的研究正向着

进一步简化冷冻程序的方向发展[62]。

3.2 胚胎冷冻低温生物学原理

生物细胞在水溶液中冷却时，其温度通常先降至细胞和培养液的冰点以下，而后发

生冻结，即细胞和培养液均处于过冷状态。大多数情况下，细胞的过冷程度比周围溶液

更深，冰晶首先在细胞外液形成，此时冰晶与溶质分离使细胞外液未冻结的部分溶液浓

度升高，从而使细胞外液的渗透压增加，导致细胞内水分向外渗透，细胞脱水，发生“溶
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液效应”。细胞解冻时则发生方向相反的溶液效应，冰晶首先在细胞外液中融化，从而

使细胞内液的渗透压增加，导致水分由细胞外向细胞内渗透。如果降温足够慢，细胞长

时间处于高渗环境中，则会对细胞产生渗透性休克，此时可通过脱水来维持细胞内外环

境的渗透压平衡；如果降温过快，细胞内水分来不及移至细胞外，从而在细胞内形成冰

晶，胞浆内冰晶形成过多会破坏细胞器，刺破细胞膜，最终导致细胞死亡。通过冻前在

稀释液中加入一定浓度的低温保护剂，使细胞在保护剂中平衡并适当脱水，将损伤降到

最低限度。胚胎细胞内水分含量达 80%以上，在冷冻过程中约有 90%的水分形成游离水，

而游离水在低温下易形成冰晶。细胞内冰晶可破坏蛋白质的硫氢键，发生不可逆变化，

导致细胞死亡。一般胚胎在冷冻过程中不可避免要形成细胞内冰晶，但只要不形成大冰

晶，而是维持微晶(冰核)状态，细胞将不受伤害。胚胎在冷冻过程中，大约在-10℃以上

细胞内不结冰，但处于过冷状态的胞质产生溶液效应和细胞内外化学势差异，导致胞质

水分在胞内和胞外冻结，这两种情况谁占优势对细胞存活尤为重要。当温度降到-10℃

以下，过冷胞质就形成冰晶。胚胎在冷冻和解冻过程中必须分别通过易形成冰晶的致死

温区（-15℃～-50℃），减少降温和复温过程中胞内大冰晶的形成及溶液效应是胚胎冷冻

保存的关键环节。胚胎冷冻前，将胚胎在可渗透性保护剂（如甘油、乙二醇等）中平衡

一段时间，使其渗透至细胞中，一方面使细胞内溶质含量增加，冷冻时可减少细胞内外

渗透压变化，改变细胞膜对水的通透性，从而削弱溶液效应和渗透压差异；另一方面由

于细胞内溶质浓度升高，可减少甚至避免冷冻时胞内大冰晶的形成，从而保护胚胎细胞。

因此，需要对胚胎进行冷冻前处理，使胚胎在冷冻前脱水，减少大冰晶的形成和冰晶的

数量，从而获得较高的存活率。胚胎常规冷冻保存法通常是在胚胎脱水前先诱导结晶，

然后缓慢降温脱水，解冻时快速复温到常温。

3.3 胚胎冷冻保存方法

常规冷冻（conventional freezing）又称程序控制冷冻（standard controlled freezing）。

冷冻程序一般为：以 1℃/ min从室温降到植冰温度，平衡 l0min左右植冰(人工诱发结晶)。

再平衡 l0min 左右，以-0. 1～-0. 5 ℃/ min 下降到-30～-35℃，然后投入液氮中保存。植

冰温度一般以（5. 0～5. 3 ℃）为宜。
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玻璃化冷冻首先由 Fahy GM（1985）报道成功[63]，其关键是胚胎在玻璃化液中的脱

水，防止可使胚胎致死的冰晶的形成。此技术很大程度上简化了冷冻程序，操作简单，

现己得到较为广泛的应用，但此法对胚胎的毒性较大，现正处在逐步完善之中[64]。

两步冷冻法是将胚胎在室温下在由渗透性和非渗透性保护剂组成的冷冻液中平衡

脱水 10～20min，然后降温到-20～-60℃。平衡一段时间后，直接投入液氮中保存。两

步冷冻溶液大部分仍维持非冻结状态，晶体与非晶体混合存在，从-40℃到投入液氮这

一个过程中胚胎内不形成冰晶，因此可对胚胎起保护 [65]。

3.4 胚胎移植技术的发展及影响因素

胚胎移植（embryo transfer，ET）是胚胎生物工程中的一项重要的技术，是体外受

精、制作嵌和体动物、转基因动物和克隆动物等所必须的环节。哺乳动物胚胎移植技术

的研究已有一百年的历史。英国学者 Heape（1890）首次将安哥拉兔的受精卵移植到比

利时兔的输卵管内并得到 2 只仔兔。随后人们在山羊（1932）、大鼠（1933）、绵羊（1933）、

小鼠（1942）、奶牛及猪（1951）也都相继获得成功。20 世纪 60 年代，以牛为主的胚胎

移植技术发展迅速，从供体的超数排卵、胚胎采集和移植方法等关键技术环节都取得了

令人鼓舞的成果[66]。1971 年成立了第一个商业胚胎移植公司，1974 年，国际胚胎移植

协会（IETS）成立[67]。1978 年诞生的试管婴儿为人类生殖的自我调控开创了新纪元。

与此同时，人们已经开始注意到从生理学角度研究胚胎的发育、代谢、受胎等条件和环

境。现代生殖技术涉及到对种质细胞—精子、卵和胚胎在体外进行细胞或遗传水平的操

作，再通过胚胎移植产生人们所需要的个体乃至群体。从 20 世纪 80 年代开始，胚胎移

植技术进入产业化发展阶段，主要用于奶牛的生产，目前运用超数排卵技术处理一头供

体牛平均可获得 6 枚可用胚胎，鲜胚的移植妊娠率为 60%～65%，冷冻胚胎为 45%～

55%。80～90 年代开始也应用于超细毛羊、优质肉羊品种的培育与扩群[66]。人类用小鼠

进行发育生物学研究，包括胚胎的发生、发育、突变基因的研究、转基因动物的研究、

基因打靶技术及小鼠胚胎冷冻种子库技术等涉及胚胎体外操作的各种研究，均需要进行

胚胎移植技术[68]。

胚胎移植后，受体动物妊娠的建立是多因素综合作用的结果，是一种高度进化和完

善的生理过程。影响移植后妊娠是否成功因素较多，如胚胎发育阶段与受体生理状态的
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同步性，胚胎移植的数目，胚胎质量，受体动物的健康状况，胚胎的移植技术以及子宫

的内环境和动物的应激等。但目前认为影响胚胎移植的三个关键因素为：胚胎的质量、

受体的生理状态以及胚胎移植的操作技术。因此这些都属于动物生物工程和生殖生物学

研究的重要内容。

3.5 体外培养囊胚的意义

囊胚形成是胚胎早期发育过程中一个重要阶段，囊胚培养对于胚胎的着床前诊断、

冷冻保存和分离内细胞团用于人类胚胎干细胞研究都有重要意义。囊胚培养不但为分裂

期胚胎活检及植入前遗传学诊断提供了充足的时间，而且滋养层细胞还为活检提供了较

多的细胞来源，活检滋养层细胞并不会对胚胎造成损伤，从而避免了活检对胚胎发育的

不利影响[69]。

研究证明，发育至囊胚期的胚胎在移植入子宫后更易于在母体内着床和后期的发育

[70]。胚胎能否发育至囊胚与其自身的基因有关，当胚胎没有发育潜能或携有异常的基因

时，在培养至囊胚的过程中可因自身发育异常被自然淘汰，只有质量最好的胚胎才能发

育至囊胚期[71]。囊胚移植入子宫腔后缩短了胚胎进一步发育与着床之间的间隔，也减少

了母胎相互间某些不利因素的影响。因此在生殖医学上可使在保持相同甚至更高妊娠率

的前提下，通过囊胚移植减少移植胚胎的数目，从而减少多胎妊娠[72]。国外许多 IVF

中心已将此作为常规技术进行应用，国内近年来也有少数实验室开展了这项研究。

综上所述，有效地提高体外培养囊胚质量、冷冻保存效果及冷冻胚胎移植效率，将

为解决人类不育问题及加速推动畜牧业发展作出重大贡献。
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4 本研究的内容、目的及意义

本研究通过观察和比较小鼠 2-细胞胚胎体外培养发育率、胚胎细胞数量以及培养液

中 NO 和 MDA 含量，探讨黄芩苷（Baicalin，Bai）、川芎嗪（Ligustrazine，Lig）、小檗

碱（Berberine，BR）对胚胎体外发育和胚胎细胞增殖的作用、抗氧化作用及自由基对体

外胚胎发育的影响；并通过比较各培养组别胚胎的冷冻效果及冷冻解冻培养至囊胚的移

植妊娠率、产仔率等进一步检验各组胚胎体外发育的质量。以期改善小鼠 2-细胞胚胎体

外培养微环境，提高体外培养胚胎质量和移植胚胎的发育潜力，为更好地改进哺乳动物

胚胎培养液成分和培养条件提供可借鉴的资料和途径。
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第二章 试验部分

试验一 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对小鼠 2-细胞胚胎体外培养抗

氧化作用初步研究

早期胚胎体外培养是胚胎生物技术、发育生物学等研究领域的重要基础条件和关键

环节之一，建立稳定、可靠的体外培养系统是当前这一领域的重要研究课题。培养过程

中培养液成分、浓度以及培养条件的不适将引起早期胚胎发育阻断和发育不良，其代谢

产生的自由基及一些未知因素会对胚胎生存的微环境产生一定影响，进而影响胚胎发育

的质量。NO 自由基是影响胚胎正常卵裂不可忽略的因素之一[73-74]。目前，利用中药在

动物繁殖中治疗不孕症、流产、保胎及促进精子活力等方面作用突出[75-77]，中药抗脂质

过氧化效应、自由基清除作用和促进细胞增殖方面的研究也屡见不鲜[78-80]。鉴于中药抗

氧化及促细胞增殖方面的研究进展及中药有效成分能多靶点、全方位改善机体生理状况

等药理特点，并基于本实验室前期研究结果[81-82]，本实验以小鼠 2-细胞胚胎为材料，通

过添加黄芩苷（Baicalin，Bai）、川芎嗪（Ligustrazine，Lig）、小檗碱（Berberine，BR）

三种中药有效成分，观察体外培养效果、检测体外培养中 NO 及 MDA 含量，从而探讨

中药有效成分对胚胎体外发育和细胞增殖的作用，及其抗氧化作用和自由基对体外培养

胚胎发育的影响，以改善小鼠早期胚胎体外培养微环境，提高其胚胎发育率，为建立完

善的哺乳动物早期胚胎体外培养体系提供可借鉴的资料和途径。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试验动物 健康、性成熟的 ICR 品系 SPF 级（无特定病源）小鼠（购自北京实验

动物中心）, 雌鼠体重 23～34 g，雄鼠体重 33～35 g。

1.1.2 主要仪器设备
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CO2 培养箱 SANYO，MCO-15A

电热恒温板 广州市富家电器厂，KH-P331

体视显微镜 MOTIC，M-400(H)

倒置显微镜 OLYMPUS，IX71

超洁净工作台 苏州净化设备公司产品，YJ-875SA

MILIQ 纯水器 Milipore，基础型

紫外分光光度计 上海第三仪器厂，756 型

分光光度计 Unico，Unico2000

4℃冰箱 海尔电冰箱厂，BCD-289BSW

-20℃冰柜 海尔集团青岛电冰柜总厂，BD-200A

精密电子天平 ACCULAB，ALC-110.4

培养皿 丹麦 NUNC 公司，=35mm10mm

滤膜 上海医药工业研究院，22μm

移液器 Germany BRAND / France GILSON，各种规格

加压塑料小滤器 国产，针头式

无菌移卵吸管 自制

1.1.3 主要试剂及溶液配制

1.1.3.1 药品试剂

小檗碱(Berberine， BR) 纯度≥97%

黄芩苷(Baicalin， Bai) 纯度97%

川芎嗪(Ligustrazine，Lig) 纯度99%

孕马血清促性腺激素(PMSG) 天津试验动物中心，20040329

人绒毛膜促性腺激素(hCG) 宁波市激素制药厂，040601

氯化钠（NaCl） 北京化工厂，981030，A.R.

氯化钾（KCl） 北京双环化学试剂厂，960330，A.R.

磷酸二氢钾（KH2PO4） 北京红星化工厂，850228-1，A.R.

结晶氯化钙（CaCl2·2H2O） 浙江省兰溪城南化工厂，961030，A.R.
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结晶硫酸镁（MgSO4·7H2O） 广东汕头市西陇化工厂，030208，A.R.

碳酸氢钠（NaHCO3） 北京市化学试剂厂，950213，A.R.

丙酮酸钠（Sodium Pyruvate） GIBCOBRL，1013865

乳酸钠（DL-Lactic acid） Sigma，16H50495

牛血清白蛋白（BSA） Sigma，BP0024

谷氨酰胺（L-Glutamine） GIBCOBRL，2AP4171

葡萄糖（Glucose） 北京化工厂，20030325，A.R.

青霉素（Penicillin） Sigma，BAO945-3

硫酸链霉素（Dihydrostreptomycin） Sigma，BA0920

mPBS GIBCOBRL，450-1500EA

矿物油（Minoral Oil） Sigma，M8410

乙二氨四乙酸二钠（EDTA-Na2） Sigma，BH0054

牛磺酸 Sigma，BS0012

酚红 军事医学科学院，A.R.

MDA 试剂盒 南京建成

1.1.3.2 溶液配制[见附表 1，2]

1.2 试验方法

1.2.1 超排及收集胚胎 参照前文[83]选择间情期和发情前期的雌性小鼠，腹腔注射

PMSG，间隔 48 h 再注射 hCG 并与公鼠 1:1 合笼。于注射 hCG 后 46 h 处死见栓鼠，体

视显微镜收集 2-细胞胚胎。

1.2.2 试验组别 以 mCZB[84]为基础液，添加青霉素（0.006g/100mL）和链霉素

（0.007g/100mL）为对照组，分别添加 BR（0.10μg/ml）、Lig（0.50μg/ml）和 Bai（4μg/ml）

为中药试验组；入胚后 24 h 和 72 h 换液时，每组培养液中均加入葡萄糖（0.1g/100mL）。

1.2.3 胚胎培养 100µl 微滴，覆以矿物油，在 5%CO2、95%空气及 37℃饱和湿度的 CO2

培养箱中平衡≥2 h，10～15 枚/滴入培。入培后 24 h、72 h 换液，每间隔 24 h 观察（倒



三种中药有效成分对小鼠 2-细胞胚胎体外培养抗氧化作用及冷冻胚胎移植效果研究

20

置显微镜）记录胚胎发育情况直至培养 120h 结束。

1.2.4 NO测定 采用Griess试剂法，参照文献[21,85]稍加改进后，以Unico2000分光光度计

550nm条件下分别检测24 h、72 h及120 h培养液吸光度，重复5次。

1.2.5 MDA 测定 分别于 24 h、72 h 和 120 h 收集各组培养液，按 MDA 试剂盒要求，

使用 756 型紫外分光光度计测定吸光度，共 5 次重复。

1.2.6 胚胎细胞计数 将胚胎置于 0.5 %柠檬酸钠低渗液中作用 0.5~1 min 后移到载玻片

上，尽量少带液体，加 1 滴（约 20μl）4%乙酸，约 30s 后慢慢吸去 4%乙酸便可使胚胎

顺势铺展，空气中稍干，即可以 10 % Giemase 染液染色 1 min，用低渗液洗片，勿将染

液完全洗净以防退色，镜检计数。

1.3 数据处理 试验数据利用 DPS 软件进行独立性卡方检验和 t 检验。

2 结果

2.1 三种中药有效成分对小鼠 2-细胞胚胎体外发育效果与 NO 生成量变化

三种中药有效成分对 2-细胞胚胎体外培养效果比较表明（表 1-1），体外培养 24 h

及 48 h， 除 24 h Lig 组胚胎发育率与其他组有显著差异外，各组间其发育率差异均不

显著（P>0.05）；72 h、96 h 及 120 h 各组别存在统计学差异，且 120h 试验各组囊胚孵

化率均极显著高于对照组（P<0.01）。NO 检测结果显示（图 1-1），各组 NO 含量，72 h

较 24 h 均有减少，而 120 h 又均有增加且最高。其中，24 h 对照组与 Bai 组、Lig 组差

异显著（P<0.05）；72 h 对照组与 Bai 组、Lig 组差异显著（P<0.05），与其他各组无显著

差异（P>0.05）；120 h Lig 组和 Bai 组 NO 含量高于对照组与 BR 组，但各组间差异均不

显著（P>0.05）。
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表 1-1 三种中药有效成分对 2-细胞胚胎体外培养效果比较

注：同一竖栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著(P<0.05)，相同

字母之间表示差异不显著(P>0.05) 。

M：桑椹胚； B：囊胚； XB：扩张囊胚；HB：孵化囊胚

注：不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著(P<0.05)，相同字母之间表示

差异不显著(P>0.05) 。

2.2 三种中药有效成分对小鼠 2-细胞胚胎体外发育效果与 MDA 生成量

变化

由表 1-2 可见，体外培养 120 h，胚胎孵化率各试验组极显著高于对照组（P<0.01），

其中 Bai 组和 Lig 组显著高于 BR 组（P<0.05）。MDA 检测结果显示（图 1-2），各组 MDA

含量，72 h 和 120 h 与 24 h 比较呈现增加趋势，对照组均高于试验组，但 24 h Lig、120h

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

组别 2-细胞胚胎数/

枚
(4-～8-细胞)/% (M～B)/% ( B～XB)/% (XB～HB)/% HB/%

对照组 126 95.2 (120/126)a 99.2(125/126)a 72.2(91/126)aA 64.2 (81/126)A 50.0(63/126)A

BR 组 127 98.4 (125/127)a 96.9(123/127)a 88.2(112/127)b 83.5(106/127)Ba 76.7(97/127)Ba

Lig 组 123 90.2 (111/123)b 97.6 (120/123)a 91.9(113/123)Bc 88.6(109/123)Bb 78.9(97/123)Bb

Bai 组 126 100 (126/126)a 100 (126/126)a 92.1(116/126)Bc 92.1(116/126)Bb 80.2(101/126)Bb

图1-1 小鼠2-细胞胚胎体外培养过程中NO生成量变化
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Bai 组例外。其中，24 hMDA 含量试验各组间无显著性差异（P>0.05）；72 h 对照组 MDA

含量与BR组、Bai组差异极显著（P<0.01）；120 h对照组与各试验组差异不显著（P>0.05）。

表 1-2 三种中药有效成分对 2-细胞胚胎体外培养效果比较

注：同一竖栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著(P<0.05)，相同

字母之间表示差异不显著(P>0.05) 。

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

组别 2-细胞胚胎数/

枚

(4～8-细

胞)/%
(M～B)/% ( B～XB)/% (XB～HB)/% HB/%

对照组 102 94.1 (96/102)a 93.1(95/102)a 82.4 (84/102)Aa 61.8 (63/102)A 53.9 (55/102)A

BR 组 97 93.8 (91/97)a 93.8 (91/97)a 87.6 (85/97)b 83.5 (81/97)Ba 71.6 (73/97)Ba

Lig 组 98 95.9 (94/98)a 94.9 (93/98)a 87.8 (86/98)b 82.7 (81/98)Ba 77.6 (76/98)Bb

Bai 组 96 96.9 (93/96)a 96.9 (93/96)a 90.6 (87/96)Bc 88.5 (85/96)Bb 81.3 (78/06)Bb

图1-2 小鼠2-细胞胚胎体外培养过程中MDA生成量变化
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差异不显著(P>0.05) 。
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2.3 三种中药有效成分对体外培养孵化胚胎细胞数目的影响

由表 1-3 可见，各试验组体外培养 120 h 孵化胚胎细胞数目均极显著高于对照组

（P<0.01），且 BR 组胚胎细胞数目最多，其次为 Lig 组、Bai 组。

表 1-3 体外培养 120 h 孵化胚胎细胞数目比较

注：同一竖栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著(P<0.05)，相同

字母之间表示差异不显著(P>0.05) 。

3 讨论

连方等（2004）[86]研究发现，服用二至天癸方可促进昆明种小鼠早期胚胎的分化和

发育。杨桂云等（2001）[87]在 M16 培养液中添加补肾活血汤提取物制备的兔含药血清，

能显著提高小鼠的体外受精率，并可促进其后各期的胚胎发育，尤其对 4-细胞及 8-细胞

期胚胎的发育有显著促进作用。然而对体外培养胚胎的发育及细胞增殖作用的研究却不

多见。本试验结果显示，以 mCZB 分别添加 0.1μg/ml BR，0.5μg/ml Lig 和 4μg/ml Bai

为试验组，试验各组胚胎孵化率以 Bai 组（80.2%，81.3%），Lig 组（78.9%，77.6%）

及 BR 组（76.7%，71.6%）极显著高于对照组（50.7%，47.8%）（P<0.01）；孵化胚胎细

胞计数结果以 BR 组、Lig 组和 Bai 组（87.2±8.6、83.9±7.7、81.9±6.2）与对照组（77.4±5.6）

差异极显著（P<0.01），并与作者前期进行的有关研究结果相符合[81,82]。陈骞等（2004）

以 CZB 添加 500ng/ml 瘦素，囊胚孵化率为 36.23%[88] ；白照岱等（2004）以 CZB 添加

0.1ng/ml 表皮生长因子（EGF），囊胚孵化率为 21.2%、囊胚细胞数 53.40±16.35 [89]。黄

吴键等（2005）添加适量氨基酸、葡萄糖、BSA 的 KSOM 改良培养基中囊胚孵化率为

64.8%[90]；Berh（2005）报道，P-1 培养液添加 0.125 ng/ml 粒细胞-巨噬细胞集落刺激因

子 (GM-CSF) 时的囊胚率为 89%（对照组为 80%）[91]；TSAI 等（2000）在人输卵管液

（HTL）添加 500 IU/ml 白血病抑制因子（LIF）时的囊胚孵化率为 32.5%[92]。可见，本

组别 胚胎数量/枚 孵化胚胎细胞平均数目/个 (X±S)

对照组 35 77.4±5.6A

BR 组 31 87.2±8.6B

Lig 组 34 83.9±7.7B

Bai 组 29 81.9±6.2C
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试验的中药有效成分 Bai、Lig 和 BR 能极显著地促进了早期胚胎体外发育及胚胎细胞的

增殖。

NO 是在还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸还原型辅酶（NADPH）和氧气（O2）存在下，

通过 NO 合酶（NOS）催化 L-精氨酸胍基氮原子氧化而生成，可作为一种多功能信号分

子调节各种细胞功能，是一种具有生物活性的自由基，通常很快就被氧化成稳定的亚硝

酸盐（NO2-）或硝酸盐（NO3-）形式。cAMP 促进细胞分化，cGMP 则促进细胞分裂，

cAMP/cGMP 的比例及含量与细胞的增殖、分化和代谢密切相关。NO 能刺激鸟苷酸环

化酶，促使 cGMP 生成，是 cAMP/cGMP 比例的主要调节者，因此正常的胚胎发育需要

NO 的调节[7]。Manejwala 等[93]用 cAMP 类似物培养早期胚胎促进了囊胚腔的扩张。本

试验三种中药有效成分可能对早期胚胎体外发育过程中 cAMP和 cGMP含量具有一定的

调控作用，有待今后进一步研究。

胚胎的正常卵裂易受 NO 自由基的影响[73-74]，而且囊胚对过氧化脂质导致的损伤十

分敏感[94]。研究表明，NO 参与早期胚胎发育，适量浓度 NO 是正常胚胎发育所必需的，

当其失衡时则导致胚胎发育阻滞或胚胎的凋亡[24]。Gouge（1998）等研究发现[21]，妊娠

第 1～4d 的胚胎均产生 NO，当 2-细胞期以后的胚胎在含有一氧化氮合酶（NOS）竞争

性抑制剂 L-硝基-精氨酸(L-NA)的培养液中进行培养时，发育到相应的后一个时期的比

例明显低于对照组。Abe 等（1999）[23]用反转录 PCR 的方法在附植前各个时期的胚胎

均检测到神经型 NO 合酶（nNOS），并观察到与 Gouge 等类似的现象。生理情况下，由

于机体具有抗氧化作用的酶系及非酶系统的保护作用，使自由基不断产生又不断的消

除，以保护组织细胞不受自由基及其产物的损害，然而自由基及其诱导的氧化反应是引

起细胞膜损伤的重要原因。生物膜和亚细胞器是脂质过氧化反应的主要部位，其醛式产

物丙二醛（malondialdehyde，MDA）常作为脂类过氧化的检测指标。Bai 可明显降低由

二甲基亚硝胺诱导的大鼠肝纤维化模型中肝脏线粒体脂质过氧化产物丙二醛（MDA）

含量的作用 [95]，能够抑制细胞因子刺激成纤维细胞诱导型 NOS（iNOS）的蛋白表达，

减少 NO 的产生，发挥抗炎和治疗银屑病的作用[96]；Lig 能降低线粒体 NOS 活性、减轻

NO 所致的自由基损伤及脂质过氧化物的生成[97]，可能通过抑制自由基的产生和提高抗

氧化能力来防止大鼠视网膜缺血在灌注诱导的细胞凋亡[98]，促进软骨细胞分泌合成代谢

因子，刺激细胞增殖和蛋白质合成[99]，清除氧自由基防止白细胞对组织的损伤[100]；BR

能抑制白细胞呼吸爆发和体外氧自由基的生成[101]，诱导 HL-60 细胞向成熟细胞分化
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[102]。本试验在 mCZB 中分别添加 Bai、Lig、BR，各组囊胚孵化率得到显著提高，24 h、

72 h 及 120 h 各组 NO 含量均较高于对照组，而且各组 NO 含量 72 h 与 24 h 比较均有减

少，而 120 h 又均有增加，即呈现出桑椹期及以前含量较高（24 h），桑椹期以后及囊胚

期时有减少（72 h），当囊胚孵化时 NO 含量又增加（120 h）的变化趋势。当 2-细胞胚

胎体外培养 24 h，即妊娠的第 3d 各组 NO 生成量较高，说明该时期处于卵裂中合子已

完成由母源型基因控制过渡到合子型基因调控的阶段，胚胎细胞数量快速增加，在这一

特定阶段中，较高浓度的 NO 可能是调节胚胎早期发育过程所需要的，并具有实质性的

生理意义。试验中 NO 含量的变化趋势类似于杨青等（2003）[103]的报道，即对照组妊

娠第 1d 至第 2d 的胚胎中，NO 的生成量随胚胎的发育而逐渐增高，妊娠第 3d 达到高峰；

妊娠第 4d 胚胎 NO 生成量下降至妊娠第 2d 的水平；而植入前后血清 NO 水平的升高可

能对植入具有重要作用[24]，与本试验 120 h 各组 NO 升高的趋势相符。试验中，除 120 h

Bai 组需进一步探讨，24 h、72 h 及 120 h 各组 MDA 含量均较对照组低，体现了三种中

药有效成分在一定程度上具有的抗氧化作用，减少了自由基对胚胎体外发育的损伤，使

体外培养微环境更有利于其生长发育。

综上所述，中药有效成分对早期胚胎体外培养的作用已客观存在，但其抗氧化、促

胚胎发育和细胞增殖等方面的作用机制还有待进一步深入研究，以期为哺乳动物胚胎体

外培养技术开辟新途径。
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试验二 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对小鼠桑椹胚及囊胚

冷冻解冻效果影响

基于本研究试验一 Bai、Lig、BR 对早期胚胎体外发育和细胞增殖的影响及其抗氧

化作用的结果，为进一步探讨 Bai、Lig、BR 对胚胎体外培养发育效果，本试验将不同

组别培养至桑椹、囊胚期的胚胎进行常规冷冻，以比较各组胚胎及两种程序冷冻解冻效

果，从而检验三种中药有效成分体外培养胚胎的质量。

1 材料与方法

1.1 试验动物

同试验一，选择健康、性成熟的 ICR 品系 SPF 级小鼠，雌鼠体重 23～34g，雄鼠体

重 33～35g。

1.2 试验仪器设备

CL-8800 程序控温仪（澳大利亚），其他同试验一

1.3 药品试剂及配制

1.3.1 药品试剂

乙二醇(Ethylene glycol，EG) 北京化工厂，20021112

蔗糖(Sucrose，S) 北京化工厂，20030318

胚胎保存液 新西兰 ICPbio 公司，3204

1.3.2 溶液配制

1.3.2.1 1.5mol/L 乙二醇冷冻液
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称取 8.3652ml乙二醇，用胚胎保存液溶解并定容至 100ml，混匀抽滤后即得 1.5mol/L

乙二醇。

1.3.2.2 0.5mol/L 蔗糖解冻液

称取 17.115g 蔗糖，用胚胎保存液溶解并定容至 100ml，混匀抽滤后即得 0.5mol/L

蔗糖。

其他药品同试验一。

1.4 试验方法

1.4.1 试验设计

试验分组方案同试验一，分别为对照组、Bai 组、Lig 组及 BR 组；采用两种程序将

不同组别体外培养至桑椹和囊胚期胚胎进行冷冻，观察冷冻胚胎解冻复苏率、培养发育

率以及比较两种冷冻程序冷冻效果的差异。

1.4.3 桑椹胚和囊胚的冷冻及解冻

1.4.3.1 胚胎处理及装管

将需冷冻的胚胎从培养微滴中取出，然后放入浓度为 1.5mol/L乙二醇中，平衡 3min，

转入另一浓度为 1.5mol/L 乙二醇中，平衡 3min，装管。

装管步骤：用 0.25ml 的塑料细管按顺序吸入冷冻液→空气柱→含胚胎的冷冻液→

空气柱→冷冻液，最后用聚乙烯醇粉封口，见图 3-1。各组桑椹胚和囊胚分开装管，每

支细管装 10 枚左右的胚胎。

图 3-1 装管示意图

封口端

空气柱

棉塞端

冷冻液

含胚胎的冷冻液



三种中药有效成分对小鼠 2-细胞胚胎体外培养抗氧化作用及冷冻胚胎移植效果研究

28

1.4.3.2 胚胎冷冻程序

利用程序控温仪，以自设程序为冷冻程序一、所选用的内置程序为冷冻程序二对由

2-细胞培养至桑椹和囊胚期的胚胎进行常规冷冻，具体程序如下：

程序一：将冷冻腔放入液氮中，起始温度 20℃，将装好的细管放入冷冻腔，以 1 /min℃

的速度下降至-6℃，平衡 5min 后用与液氮接触过的棉签在装有胚胎的细管上端轻触（约

2s）植冰。植冰后平衡 10min，以 0.5 /min℃ 的速度从-6℃降到-35℃，平衡 5min，投入

液氮保存。

程序二：将冷冻腔放入液氮中，起始温度 18℃，将装好的细管放入冷冻腔，以

4 /min℃ 的速度下降至 0℃，再以 1 /min℃ 的速度下降至-6℃，平衡 5min 后用与液氮接

触过的棉签在装有胚胎的细管上端轻触（约 2s）植冰。植冰后平衡 8min，以 0.5 /min℃

的速度从-6℃降到-30℃，平衡 5min，再以 2 /min℃ 的速度降到-36℃，再平衡 5min，投

入液氮保存。

1.4.3.4 胚胎解冻、培养

冷冻细管从液氮中取出，迅速投入 37℃水中，轻轻振动约 10～15s 即可取出（乳白

色转为透明），用吸水纸将细管外表的水珠擦净，剪掉细管封口端，用比细管内径略细

的金属丝推出管里的胚胎，转入盛有 0.5mol/L 蔗糖溶液表面皿中，平衡 5min 以脱去防

冻液，再用培养液清洗 3 遍，观察其解冻复苏率，并将形态正常的胚胎进行体外培养。

解冻的桑椹胚、囊胚分别培养 8h～14 h、6h～8 h，分别观察和记录囊胚发育率和囊胚存

活率。

1.4.4 桑椹胚和囊胚解冻检查

采用形态学法在显微镜下观察解冻后的胚胎，透明带完整，胚内细胞结合紧密，卵

周隙适中，细胞间界限清晰，可认为是存活的胚胎。如果透明带破损，内细胞团松散或

部分脱出，胚内细胞变暗或变亮呈玻璃状，以及不能恢复到冻前大小或整个胚胎崩解，

说明其在冷冻或解冻的过程中受到严重的损伤，可判断为死亡的胚胎。

死亡数：指冷冻胚胎解冻后，认为不具备恢复到冻前状态及发育潜能的胚胎数量。

入胚数：指冷冻胚胎解冻后，认为具备恢复到冻前状态及发育潜能的胚胎数量。
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囊胚率：指解冻桑椹胚体外培养 8 h～14 h 及解冻囊胚体外培养 6～8 h 后，胚胎发

育至囊胚期或囊进一步扩大数占解冻桑椹期或囊胚数量的比率。

1.5 数据处理

利用 DPS 软件进行独立性卡方检验。

2 结果

2.1 三种中药有效成分对小鼠 2-细胞胚胎体外培养效果及胚胎冷冻

试验共重复 14 批次，共培养 2-细胞胚胎 1299 枚，共冷冻胚胎 1231 枚，其中程序

一共 6 个批次冷冻胚胎 656 枚，程序二 8 个批次冷冻胚胎 575 枚。

表 2-1 三种中药有效成分对 2-细胞胚胎体外培养效果及各组冷冻情况

注：同一竖栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著(P<0.05)，相同

字母之间表示差异不显著(P>0.05)。

由表 2-1 可见，43～48 h 发育情况，桑椹胚的发育率，BR 组与其他三组间差异极

显著（P<0.01）；囊胚的发育率，对照组与 Bai 组和 Lig 组无显著差异（P>0.05），与 BR

组差异显著（P<0.05），而 BR 组与 Bai 组和 Lig 组差异极显著（P<0.01）。

2.2 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对桑椹胚解冻及体外培养效果比较

将程序一和程序二冷冻的桑椹胚进行解冻、复苏和培养，共解冻桑椹胚 670 枚，其

中程序一 359 枚，程序二 311 枚。

0 h 43～48 h 程序一冷冻 程序二冷冻

组别
2-细胞总枚数/枚 桑椹率/% 囊胚率/%

桑椹胚数/

枚

囊胚数

/枚

桑椹胚数/

枚

囊胚数

/枚

对照组 286 50.3(144/286)A 41.3(118/286)a 77 41 67 64

Bai 组 337 51.6(174/337)A 48.1(162/337)Aa 102 96 72 66

Lig 组 282 51.1(144/282)A 43.6(123/282)Aa 74 69 70 54

BR 组 394 64.7(255/394)B 33.5(132/394)Bb 144 53 105 77
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表 2-2 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对桑椹胚解冻及体外培养效果比较

注：同一竖栏和同一横栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著

(P<0.05)，相同字母之间表示差异不显著(P>0.05)。

由表 2-2 可见，8～14 h 囊胚发育率，程序一中 Bai 组显著高于对照组、BR 组

（P<0.05），Lig 组极显著高于对照组、BR 组 （P<0.01）；程序二中 Bai 组、Lig 组极显

著高于对照组、BR 组；两程序中 Bai 组与 Lig 组桑椹胚冷冻效果无显著差异（P>0.05）；

两程序同一横行之间桑椹胚冷冻效果差异不显著（P>0.05）。

2.3 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对囊胚解冻及体外培养效果比较

将程序一和程序二冷冻的囊胚进行解冻、复苏和培养，共解冻囊胚 434 枚，其中程

序一 201 枚，程序二 233 枚。

表 2-3 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对囊胚解冻及体外培养效果比较

注：同一竖栏和同一横栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著

(P<0.05)，相同字母之间表示差异不显著(P>0.05)

由表 2-3 可见，6～8 h 囊胚发育率，程序一中各组间无显著差异（P<0.05）；程序

二中，中药有效成分各组间差异不显著（P>0.05），但均显著高于对照组（P<0.05）；

两程序间，程序一对照组极显著高于程序二（P<0.01），同一横行其他组间差异不显著

（P>0.05）。

程序一 程序二

组别 解冻

数/枚

死亡数

/枚

入胚数

/枚

8～14 h 囊胚发育率

/%

解冻数

/枚

死亡数

/枚

入胚数

/枚

8～14 h 囊胚发育率

/%

对照组 74 23 51 48.6(36/74)Aa 67 8 59 55.2(37/67)A

Bai 组 76 5 71 65.8(50/76)b 72 5 67 80.6(58/72)B

Lig 组 74 5 69 81.1(60/74)Bb 69 1 68 78.3(54/69)B

BR 组 135 24 111 46.7(63/135)Aa 103 12 91 47.6(49/103)A

程序一 程序二

组别 解冻数/

枚

死亡数/

枚

入胚数/

枚

6～8 h 囊胚发育率

/%

解冻数/

枚

死亡数/

枚

入胚数/

枚

6～8 h 囊胚发育率

/%

对照组 41 1 40 87.8(36/41)Aa 49 9 40 61.2(30/49)Bb

Bai 组 46 1 45 93.5(43/46)a 56 2 54 82.1(46/56)a

Lig 组 69 5 64 84.5(58/69)a 53 3 50 83.0(44/53)a

BR 组 45 1 44 88.9(40/45)a 75 0 75 84.0(63/75)a
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3 讨论

本试验结果表明，冷冻解冻桑椹胚 8～14 h 囊胚发育率，程序一中 Bai 组（65.8%）

和 Lig 组（81.1%）显著、极显著高于对照组（48.6%）和 BR 组（46.7%）（P<0.05，P<0.01）；

程序二中 Bai 组（80.6%）、Lig 组（78.3%）极显著高于对照组（55.2%）和 BR 组（47.6%）

（P<0.01）；两程序中 Bai 组与 Lig 组间无显著性差异。冷冻解冻囊胚培养 6～8 h 囊胚发

育率，中药有效成分各组间无显著差异（P>0.05），但程序二中均显著高于对照组（61.2%）

（P<0.05）。可见，中药有效成分 Bai 和 Lig 对提高冷冻解冻体外胚胎的质量效果显著，

这与试验一的结果相一致；而 BR 组桑椹胚冷冻解冻发育效果欠佳可能与囊胚使用浓度

不同有关，因而未能与试验一结果相一致。

徐平等采用玻璃化冷冻法和缓慢冷冻法冷冻体内 8～16-细胞期小鼠胚胎取得复苏率

69.59%和 72.61% [57]。朱孝荣等（2005）将体内获得的早囊和桑椹胚玻璃化冷冻后，以

M16 培养胚胎的发育率为 87.1%（74/103）[104]。本试验冷冻的桑椹和囊胚均源于中药有

效成分体外培养获得，冷冻方法与他人也有所不同，但其冷冻解冻的效果好于对照组，

且与引用资料结果类似。虽然本试验采用的两种冷冻程序间的降温速率差异较大，但由

表 2-2 和表 2-3 可见，两种冷冻程序对各组桑椹胚的冷冻效果及解冻后胚胎体外发育均

无显著差异；各组囊胚的冷冻效果及解冻后胚胎体外发育，以程序一对照组（87.8%）

极显著高于程序二（61.2%）（P<0.01），而程序间三种中药有效成分各组对应比较均无

显著差异（P>0.05）。表明，冷冻效果与所冷冻胚胎的质量相关，进而表明其中药有效

成分对体外培养冷冻胚胎质量的影响效果显著。
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试验三 黄芩苷、川芎嗪、小檗碱对小鼠冷冻胚胎

移植效果影响

体外培养系统的缺陷往往导致胚胎吸收、死亡、流产、死胎或出生后死亡、以及胎

儿过大综合症（overgrowth syndromes）等[105-106]。体内产生的不同质量的囊胚移植妊娠

率较稳定，变化不是很大；而体外产生的不同质量的囊胚移植妊娠率不稳定，变化大，

这表明胚胎质量对选择移植的胚胎来说十分重要[107]；Papadopoulos（2002）等研究报道

也表明体外培养的胚胎质量远低于体内发育胚胎质量 [108]。因此，体外培养囊胚的发育

率不能作为评价囊胚随后发育潜力的最佳指标，也不能很好预测培养基保持胚胎体外发

育能力的适宜性，而将其移植给性周期同步化受体，观察受体妊娠率和产仔率等才是检

测胚胎活力的最终方法。鉴于前期试验结果，将试验二各组冷冻解冻培养发育至囊胚的

胚胎进行移植，以进一步探讨 Bai、Lig、BR 对囊胚质量及移植胚胎发育潜力的影响，

以期为更好地改进培养液的成分和培养条件提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 试验动物选择与处理

8～10 周龄 ICR 系 SPF 性成熟小鼠（购自北京试验动物中心）。雌鼠体重 29～32 g，

雄鼠体重 34～36 g，购进后分笼饲养在室温、自然光照、自由饮水的条件下，采用全价

繁殖颗粒饲料饲养。经一周的适应性饲养后方可试验。

1.2 仪器和器械

手术器械（眼科剪、眼科镊、无齿镊、持针钳、拆线剪、剪毛剪、手术缝合针 5×17、

手术缝合线 0#），4 号针头，吸卵针、移卵针（细端应以仅容纳一个胚胎的直径为宜）。

1.3 药品

戊巴比妥钠 北京化学试剂公司（德国进口分装，Q/H82-F158-2002）

其他药品同试验一
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1.4 雄鼠输精管结扎

雄鼠用 0.2%的戊巴比妥钠麻醉（0.2ml/10g）后，固定，剪除手术部位的毛，并用

75%酒精消毒手术部位，无齿镊夹起皮肤，使之离开腹腔。沿腹中线在适当的位置（尿

道口前）开 1cm 长的切口。把一侧睾丸从阴囊推入腹腔。用小镊子夹住腹腔切口一缘，

找到附于睾丸的脂肪部分。用无齿镊夹住脂肪部分，将其轻轻拉出切口，继而睾丸、输

精管等也被拉出，请勿直接触及或操作睾丸，只能通过操作脂肪部分使睾丸移动或定位。

将附睾尾下方的输精管用小镊子夹起，用缝合线在夹起的输精管段的结扎或烧热的眼科

镊夹断。结扎完后，轻轻牵动脂肪部分，使睾丸等复位。撒上适量的抗菌素，缝合刀口。

另侧同。术后认真护理，两周后恢复健康者可使用。

1.5 移植胚胎发育时期与受体母鼠的准备

受体母鼠与术后恢复完全的结扎公鼠按 11 或 21 于夜间合笼，第 2d 早 8:00 开始，

且每隔 5 h 检查阴栓一次，将见栓者记为假孕 0 h。

受体鼠的生理状态是否适合于体外培养胚胎的生存是移植成功的关键，本试验移植

胚胎来源于试验二解冻的桑椹胚和囊胚分别经过 8～14 h、6～8 h 后处于囊胚期的胚胎，

此时这些胚胎从体内受精发育到体外培养经历了约 90 h。因此，选择见栓 90 h 的受体母

鼠进行胚胎移植。

1.6 胚胎移植方法

根据受体母鼠的体重，按 0.2ml/10g 进行麻醉。待动物进入麻醉状态后，将手术部

位（最后一个肋骨前缘水平位置）的毛剪干净。75%酒精消毒后，在手术部位切开约 1cm

（尽可能短）纵向口。注意开口时不要伤及较大的静脉。用无齿镊夹住脂肪部分，从切

口拉出。继而卵巢、输卵管、子宫相继被拉出。使卵巢和输卵管留在外面。用无齿镊轻

轻夹住子宫上端，用 4 号针头蘸少许台盼蓝在子宫下半部（靠近输卵管处）扎 1 小孔。

要保证扎入子宫内腔，注意不要触及血管。沿该孔将移植管插入子宫腔内，轻轻将所有

的胚胎注入子宫内。然后用无齿镊夹住脂肪部分，把子宫、卵巢、输卵管推回腹腔复位、

缝合、消毒。



三种中药有效成分对小鼠 2-细胞胚胎体外培养抗氧化作用及冷冻胚胎移植效果研究

34

1.7 胚胎移植与观察记录

试验分四组，即对照组、Bai、Lig、BR，选择解冻复苏后培养发育正常的囊胚，以

同期假孕鼠见栓早晚顺序进行移植。准确记录每只受体移植囊胚数目，观察其移植后恢

复情况及是否妊娠。仔鼠出生后及时记录产仔数目并称取仔鼠体重；仔鼠出生后的第 18d

分窝，并称取体重、记录仔鼠成活数目。

1.8 统计方法

利用 DPS 软件进行独立性卡方检验。

2 结果

2.1 不同试验组别移植效果比较

本试验共移植受体 68 只，分别对试验各组移植妊娠率、产仔率、仔鼠初生重等指

标进行了比较，结果如下。

表 3-1 不同试验组别移植效果比较

注：同一竖栏肩注不同大写字母之间表示差异极显著(P<0.01)，不同小写字母之间表示差异显著(P<0.05)，相同

字母之间表示差异不显著(P>0.05)。

由表 3-1 可见，受体妊娠率，各组间无显著差异（P>0.05）；受体产仔率，对照组与

黄芩苷组、川芎嗪组及小檗碱组均无显著差异 （P>0.05）；初生仔鼠、离窝仔鼠平均体

重、离窝成活率，各组间无显著差异（P>0.05）；但中药有效成分组别均好于对照组。

移植囊胚数

组别
移植受

体数/只

妊娠率/%(妊娠

数/移植数) 总数/枚
妊娠囊

胚/枚

产仔率/%(出生鼠

/移入胚胎数)

仔鼠初

生重/g

离窝成活率/%

(离窝/出生)

离窝鼠平

均体重/g

对照组 13 46.2(6/13)a 118 53 52.8(28/53)a 1.45a 60.7(17/28)a 9.9a

Bai 组 16 56.3 (9/16)a 145 90 63.3 (57/90)a 1.63a 64.9 (37/57)a 10.1a

Lig 组 19 52.6(10/19)a 194 101 67.3(68/101)a 1.52a 64.7(44/68)a 10.6a

BR 组 20 55.0(11/20)a 227 114 60.5(69/114)a 1.35a 75.4(49/65)a 10.9a
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3 讨论

名医朱丹溪在《丹溪心法》中提到“黄芩，安胎之圣药也”。古代安胎常用药歌中

也提到：“清热安胎用黄芩”，而黄芩苷是黄芩主要的有效成分。川芎嗪可抑制氧自由基

的生成并增强 SOD 和 GSH-px 活力，调节 TXA2/PGI2 平衡，促进胎儿生长[109]；可促进

兔关节软骨细胞分泌合成代谢因子，刺激细胞增殖和蛋白质合成[99]；可以不抑制白细胞

氧化代谢的功能而通过清除氧自由基防止白细胞对组织的损伤[100]。小檗碱除了作为一

种广谱抗菌药物[110]，还有抗心律失常、扩张冠状血管、降血脂、降血糖、抗血小板、

抗消化性溃疡、抗肿瘤等药理作用；宋淑娟[111]、高雨农[112]研究表明小檗碱并无毒副作

用。本论文试验一结果表明，Bai、Lig、BR 具有调节体外培养小鼠 2-细胞胚胎抗氧化、

改善体外培养液微环境的作用。

Kevin（2001）认为，第 5d 扩张囊胚的内细胞团相比第 4d 的明显变小和拉长，较

慢的发育速度和较差的形态都反映了其生存能力的下降，这在人类胚胎上也如此[113]。

本实验移植胚胎均选自 hCG 注射后获取的 2-细胞，经体外培养、冷冻处理、解冻后发

育或有发育潜能的囊胚，历时 88~96h，即相当于体内第 4d 形成的囊胚。由表 3-1 可见，

本试验不同中药有效成分组与对照组的妊娠率、产仔率、成活率及离窝体重相比虽无统

计学差异，但均高于对照组。这可能与所选择的移植胚胎均是各组解冻后发育较好的胚

胎有关。然而高于孙艳香等采用玻璃化冷冻囊胚子宫移植给假孕 3d 的受体鼠的产仔率

50% [114] 。进一步说明，Bai、Lig、BR 能显著提高体外培养胚胎的质量，对于移植胚胎

植入子宫发育潜力可能具有一定促进作用，还有待今后进一步探讨。
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第三章 结 论

通过添加 4μg/ml Bai、0.5μg/ml Lig、0.1μg/ml BR 三种中药有效成分，观察体外培

养效果，检测体外培养中 NO 及 MDA 含量，以及比较各组别桑囊胚的冷冻效果、解冻

培养至囊胚的移植妊娠率、产仔率等试验研究，得出以下结论：

1. Bai、Lig、BR 极显著地促进 2-细胞胚胎的体外发育及胚胎细胞的增殖。

2. Bai、Lig、BR 可能对早期胚胎体外发育过程中 NO、MDA 生成起到一定调节作用。

3. 两种冷冻程序冷冻桑椹胚、囊胚效果无显著性差异。

3. 两种冷冻程序冷冻桑椹胚解冻培养 8～14 h 囊胚发育率，以 Bai、Lig 显著高于对照

组和 BR，进一步表明添加 Bai、Lig 能有效提高桑椹胚质量。

4. 两种冷冻程序冷冻囊胚解冻培养 6～8 h 囊胚发育率，程序一中各组间无显著差异

（P>0.05）；程序二中，Bai、Lig、BR 与对照组差异显著（P<0.05），进一步表明添加

Bai、Lig、BR 能提高早期胚胎体外发育质量。

5. Bai 组、Lig 组、BR 组体外培养胚胎冷冻解冻培养至囊胚的移植妊娠率、产仔率高

于对照组。

综上所述，三种中药有效成份 Bai、Lig、BR 能显著地提高小鼠 2-细胞胚胎体外发

育质量，并有利于提高冷冻解冻后移植胚胎的发育潜力。有关中药有效成分对体外胚胎

发育质量及移植胚胎发育潜力的机制还有待今后进一步探讨。
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附 表

附表 1 基础培养液 mCZB

成分
含量

（g/100mL）
成分

含量

（g/100mL）
成分

含量

（mL/
100mL）

NaCl 0.56995 BSA 0.1 乳酸钠 6.3mL

KCl 0.04305 丙酮酸钠 0.003 酚红 10mL
KH2PO4 0.0192 EDTA 0.0049

MgSO4•7H2O 0.03475 谷氨酰胺 0.0146

CaCl2•2H2O 0.02985
NaHCO3 1.2937

附表 2 改良磷酸缓冲溶液 mPBS

A 液 B 液 C 液

成分
含量

（mg/L 水）
成分

含量

（mg/L 水）
成分

含量

（mg/L 水）

CaCl2 100 NaCl 8000 犊牛血清 1%

MgSO4 121 KCl 200 酚红 1%

Na2HPO4•

12H2O
2881 青霉素 62.5

葡萄糖 1000 链霉素 100

丙酮酸钠 36
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附 图

附图 2 注射 hCG46h 后输卵管中的 2-cell

附图 6 体外培养 72h 囊胚

附图 3 注射 hCG46h后获得的 2-cell胚胎

附图 1 合笼后验拴

附图 5 体外培养 48h 的桑椹胚及囊胚

附图 4 体外培养 24h 的 4-～8-cell 胚胎
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附图 9 体外培养 120h 孵化胚胎细胞计数

附图 13 胚胎移植离窝小鼠

附图 7 体外培养 96h 囊胚及扩张囊胚

附图 10 Bai 组解冻液中囊胚的状态 附图 11 Bai 组囊胚解冻后培养 6~8h

附图 10 对照组桑椹胚解冻后培养 8~14h

附图 12 胚胎移植成活仔鼠

附图 8 体外培养 120h 孵化胚胎
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