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摘     要 

 
 

为探讨小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖三种中药成分对小鼠胚胎体外生长发育的效果，本研究以 ICR

小鼠 2-细胞胚胎为试验材料，设计三个试验：小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎体外培

养效果的筛选试验；小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎发育至孵化期细胞数目的影响；

小檗碱、黄芩苷对小鼠早期胚胎移植效果的影响。以期为提高体外培养胚胎发育率开拓一条新的途

径。 

试验一： 以 mCZB 基础液为试验对照组，设计添加小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖三个试验内容，

每种药物在进行多个批次的试验后，初步筛选出四个或五个浓度后再进一步筛选最佳浓度。试验结

果：小檗碱最佳浓度 0.10µg/ml， 其 120h 孵化胚胎发育率(89.9%)极显著高于对照组(50.7%) (P < 

0.01)，组间无显著差异(P > 0.05)；黄芩苷最佳浓度 4µg/ml，其 120h 孵化胚胎发育率(64.1%)显著好

于对照组(47.8%)(P < 0.05)；黄芪多糖最佳浓度为 60µg/ml，其 120h 孵化胚胎发育率对照组(41.0%)

与试验 2(35.0%)、3 组(35.0)间无显著差异(P > 0.05)。结果表明：在 mCZB 基础液中添加小檗碱、黄

芩苷能有效促进 2-细胞胚胎体外生长发育。 

试验二：为验证试验一 2-细胞胚胎体外培养的效果，试验二以试验一培养的孵化胚胎为试验材

料，比较各试验组中不同中药浓度与对照组中 2-细胞胚胎体外培养发育至孵化胚胎细胞数目的差异。

试验结果：添加小檗碱各浓度培养的孵化胚胎细胞数目极显著高于对照组 (P < 0.01)，小檗碱最佳浓

度 0.10µg/ml 的孵化胚胎细胞数目为 83.7±9.10，对照组为 69.5±7.14；添加黄芩苷、黄芪多糖试验

中各浓度培养的孵化胚胎细胞数目与对照组间无差异(P < 0.05)。结果表明：小檗碱能有效促进体外

培养胚胎的细胞数目。 

试验三：根据试验一和试验二的结果，以添加双抗 mCZB 为试验对照组，添加小檗碱、黄芩苷

为试验组。通过对体外培养 2-细胞胚胎至囊胚期后移植，来观察小檗碱、黄芩苷对小鼠胚胎移植效

果和产仔发育的影响。试验结果：受体妊娠率以小檗碱培养囊胚移植妊娠率(66.7%)显著高于对照组

(50%)和黄芩苷试验组 (45.5%)(P < 0.05)，其各试验组间产仔率、初产仔鼠平均体重、离窝小鼠平均

体重均无差异(P > 0.05)；离窝成活率小檗碱、黄芩苷组显著好于对照组(P < 0.05)。且胚胎和假孕母

鼠完全同步移植妊娠效果较好。结果表明：小檗碱、黄芩苷对早期胚胎附植及出生仔鼠无不良影响。 

由以上结果说明，小檗碱、黄芩苷对体外胚胎生长发育和细胞增殖有促进作用，其中以小檗碱

的作用显著；小檗碱、黄芩苷对胚胎附植及出生仔鼠无不良影响。 

 

关键词：小檗碱，黄芩苷，黄芪多糖，小鼠 2-细胞胚胎，体外培养，细胞计数，胚胎移植 



 

Abstract 

The investigation studyed the effect of Berberine, Baicalin and Astragalus Polysacharin 

using the two-cell embryos of ICR mouse as explant. Three experiments were set: the effect 

of Berberine, Baicalin and Astragalus Polysacharin on Two-cell Embryos Development in 

vitro; the effect of Berberine, Baicalin and Astragalus Polysacharin on the cell numbers from 

development to hatched ; the effect of Berberine, Baicalin and Astragalus Polysacharin on 

embryos earlier transplant . 

Experiment 1 used the mCZB as control, supplemented with Berberine, Baicalin and 

Astragalus Polysacharin respectively. After several replicated, 4-5 concentraitons were 

selected to further selection. The result showed that the best concentration of Berberine is 

0.10ug/ml which 120h embryo incubated rate of 89.9% was much higher than the 

control(50.7%), there was no big difference group; The mCZB supplemented with 

Berberine,Baicalin and Astragalus Polysacharin significant improved the development of 

two-cell embryo in vitro. 

Experiment 2 compared the number of incubated embryos under different concentrion of 

Berberine, Baicalin and Astragalus Polysacharin with control using the incubated embryos of 

emperiment 1.the number of embryos supplemented with different concentration of  

Berberine(83.7± 9.10) were much higher than the control(69.5± 7.14).there was no 

difference between the mCZB supplemented with Baicalin or Astragalus Polysacharin with 

the control. The result showed that Berberine effectively improved the number of embryos in 

vivo. 

Experiment 3 used the antibiotics mCZB as the control, supplemented with Baicalin and 

Astragalus Polysacharin respectively. The two-cell embryos were transplanted after blast in 

vitro to study the effect of Berberine, Baicalin and Astragalus Polysacharin on transplant 

efficiency and reproduction. 

The results showed that Berberine and Baicalin improved the embryos’ development and 

replication in vivo, Berberine, Baicalin had no harm to embryos transplant and birth mouse. 

 

Key words: Berberine, Baicalin , Astragalus Polysacharin, mouse the two-cell embryos, in 

vitro culture,cell counting, embryos transplant  

 



 

 
缩 略 词 表 

 
 
缩略词 英文名称 中文名称 
APS Astragalus Polysacharin 黄芪多糖 
B Blastocyst 囊胚 
Bai Baicalin 黄芩苷 
BR Berberine 小檗碱 
BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 
EDTA Ethylene diaminetetraacetic acid 已二氨四已酸 
g gram 克 
h hour 小时 
HB hatched blastocys 孵化胚胎 
hCG human chorionic gonadtropin 人绒毛膜促性腺激素 
IU International unit 国际单位 
IVC In vitro culture 体外培养 
kg kilogram 千克 
M Morula 桑椹胚 
mCZB mCZB mCZB 培养液 
mg milligram 毫克 
min minute 分钟 

ml milliliter 毫升 
mol/l mole/liter 摩尔/升 
mPBS modified dulbecco’s phosphate  

buffered saline 
杜氏磷酸盐缓冲液 

mmol/l millimole/liter 毫摩尔/升 
PMSG pregnant mare serum gonadtropin 孕马血清促性腺激素 
µg microgram 微克 
µl microliter 微升 
XB expanded blastocys 扩张囊胚 
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第一章  绪  论 
 

1. 哺乳动物早期胚胎体外培养技术 

 

哺乳动物附植前的胚胎具有发育成为成体动物的全套基因组信息，存在着由母源性

基因调节向胚胎基因的转化过程。由桑椹胚向囊胚时期的发育，则是开始向成体动物发

育复杂分化过程的第一步。目前，体外受精、胚胎分割、动物克隆、胚胎嵌合、胚胎干

细胞、转基因动物等胚胎生物技术的应用，都需借助于胚胎体外培养系统。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。 

哺乳动物早期胚胎的体外培养开始于 1880 年 Schenk 的工作，1929 年 Lewis 和

Gregory 采用血清和血浆等天然培养基对兔胚的体外培养进行了研究，首次成功地将兔

胚从卵裂胚培养到囊胚；1949 年 Hammond 用生理盐水加蛋黄将 8-细胞小鼠胚胎培养至

囊胚；Whitten 在 1956 年设计出第一个专为哺乳动物体外培养的培养液，并以乳酸和丙

酮酸代替葡萄糖作为早期胚胎培养的能源物质，克服了 2-细胞后的发育阻滞现象，从而

找到了哺乳动物早期胚胎的体外培养的突破口；Biggers 等(1962)首次在离体小鼠输卵管

膨大部内培养小鼠原核胚，使其顺利发育到囊胚；这表明输卵管上皮细胞分泌的物质可

以支持小鼠胚胎发育，而体外培养液中缺少某些供胚胎发育的物质；1963 年 Brinster 创

建了胚胎的微滴培养法，并于 1965 年改良培养液成分增加了乳酸钙和丙酮酸钠，也成

功地将 2-细胞的早期胚胎培养发育至囊胚阶段(Brinster,1965)。此后为提高体外培养效果

人们在温度控制、混合气体比例、渗透压、培养液 pH 及添加各种发育所需物质如氨基

酸、维生素、血清等方面作了大量研究工作，其目的就是为了尽量模拟体内环境，提高

胚胎体外生产效率。 

1.1 培养液的种类   

不同动物种类发育时期等情况所需的培养液也不一样，目的是为了获得较好的培养

结果。动物早期胚胎培养液成分是根据动物输卵管或子宫内液的化学组成，以及参照一

般组织、细胞培养液而设计的，争取造成与体内尽可能相似的环境，有利于胚胎的培养。

目前，在国际上通常使用的培养液有 TCM-199 培养液(Parker,1950)，广泛使用于多种动
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物的胚胎培养；CZB 培养液主要用于小鼠的胚胎培养(Chatot et al.,1990)；SOF 培养液和

CR1 培养液多用于牛、绵羊和山羊的胚胎培养；NCSU-23 培养液主要用于猪的胚胎培

养；G1/G2序贯培养液，主要用于人胚胎的培养；Ham-F-10适宜细胞克隆等(张靖飞,2002；

王旭光,2002)。 

1.2 培养液的基本成分及其作用 

培养液的基本成分主要包括水、无机盐、氨基酸、维生素、碳水化合物和蛋白质等。

按其功能可分为渗透压维持因子，代谢底物和代谢调节因子等。 

1.2.1  水 

所有培养液中水的含量均在 98%以上，因而水的质量直接影响到胚胎的培养。几

乎各种来源的水都曾被用于胚胎培养，如雨水、泉水、自来水等。Whitting(1971)用单蒸、

双蒸和三蒸水对小鼠2-细胞胚胎进行培养，发现三蒸水效果最好；刘忠华，谭景和等(1999)

用三蒸水、五蒸水、去离子水对小鼠 1-细胞胚胎培养，发现五次蒸馏水效果最好；苗聪

秀，刘锦宏等(1999)通过实验也证明高纯的五蒸水培养效果较好。然而，单靠蒸馏是难

以去除其中的有毒成分。因而，人们在蒸馏的同时，又加上超滤，以去除有机物和无机

离子。培养液用水最好使用新制的，存放时间过长，会产生一些污染，尤其是细菌造成

的污染(严云勤等,1995；鄂征,1995)。 

1.2.2  无机离子 

培养液中的 HCO3
-的作用之一是调节培养液的 pH 值。大部分培养液均需经 5%CO2

气相平衡一段时间，CO2 浓度过高会使溶液的 pH 值降低。另一作用是参与胚胎的能量

代谢。胚胎通过 HCO3
-整合与乙酸盐、苹果酸盐、柠檬酸盐和酮戊二酸盐，而且通过羧

化酶把丙酮酸与 CO2 形成草酰乙酸，参与三羧循环(李光鹏等,1994；Herr et al.,1988)。

H2PO4
-对仓鼠胚胎的影响极大，磷与葡萄糖的共同作用能够完全抑制仓鼠 2-细胞胚胎的

发育，这二者的存在是造成仓鼠 2-细胞阻断的原因(Schini et al.,1988)。最近，人们发现

磷和葡萄糖对小鼠、猪早期胚胎培养可能具有相似的作用。 

NaCl 是培养液中渗透压的主要调节者。目前所用的胚胎培养液，其中 NaCl 含量约
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为 140mmol/L。K+是胚胎的发育所必需的，对桑椹胚期以后的发育尤其重要。Wales 等

(1970)研究当无 K+时，胚胎发育几乎完全被抑制。Na+/K+泵，Na+/K+-ATP 酶参与囊胚腔

形成起重要作用。王武陵等(1994)研究结果表明，培养液中的 Na+/ K+比显著影响牛胚胎

在体外的发育，提高 K+浓度会降低囊胚率。最适的 Na+/K+比为 114:3.2。Tervit 等(1978)

根据输卵管和子宫中分泌的 K+含量，设计了含同样浓度 K+的培养液，对牛和羊胚胎进

行培养，效果很好。正常细胞的细胞质 Ca2+维持在很低水平，细胞外 Ca2+浓度是细胞内

Ca2+浓度的 1000 倍，但这并不意味着 Ca2+不重要，相反，细胞内许多重要生理活动都

离不开 Ca2+，Ca2+是细胞内的第二信使，在胚胎培养时 Ca2+缺乏就会抑制卵裂发生，并

且阻止桑椹胚的致密化。 

1.2.3 能量底物 

能量代谢是胚胎在体外发育过程中的基本生命运动，所以能量底物也是胚胎培养液

中的一种重要成分。胚胎培养液中最常添加的能量底物是葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠和

谷氨酰胺等，随着胚胎发育阶段的不同它们对胚胎发育的作用亦不一样。     

1.2.3.1 谷氨酰胺   

在其它能源物质缺乏情况下，谷氨酰胺是生糖氨基酸，可以作为能源物质参与代谢。

培养液中加入谷氨酰胺可使仓鼠、猪胚发育通过阻断期。人和小鼠输卵管液也含有较高

水平的谷氨酰胺，几种动物移植前的早期胚胎都是把谷氨酰胺作为重要的能量来源来吸

收和利用的(Rieger et al., 1992)。Lane or Gardner(1997)研究发现，谷氨酰胺、必需氨基

酸、EAA 一起加入到培养液中，可以显著提高滋养层细胞数量和孵化的胚胎。在细胞

培养的研究结果中也表明(章静波,2002)，几乎所有的细胞对谷氨酰胺都有较高的要求，

细胞需要谷氨酰胺合成核酸和蛋白质，当缺少谷氨酰胺时，细胞常会出现生长不良或死

亡。 

1.2.3.2 葡萄糖   

在小鼠、绵羊、牛等动物的早期胚胎在致密化之前，以丙酮酸和乳酸为能量代谢底

物，葡萄糖不作为主要的能量来源。葡萄糖对小鼠(Chatot et al.,1988)、仓鼠(Schini and 

Baviste,1988)、猪(Petters et al.,1990)等的早期胚胎发育具有抑制作用。葡萄糖对早期胚
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胎发育的抑制作用可能是由于早期胚胎缺乏相应的糖代谢酶，但葡萄糖对于桑椹胚以后

阶段的胚胎发育则有促进作用。早期胚胎虽然不以葡萄糖为能量底物，但葡萄糖可通过

磷酸戊糖途径代谢的残基参与细胞中一些物质的合成。而且在自然情况下，动物输卵管

液及子宫液中也含有葡萄糖这说明体外培养液中低剂量的葡萄糖的添加是必要的

(Gardner et al., 1998)。而且高浓度的葡萄糖能够抑制早期胚胎的发育，因为葡萄糖氧化

后产生的氧自由基会对胚胎发育造成损害(Ludwig et al., 2001 or Kwon et al.，2002)。

Kwon 等认为(2002)葡萄糖和果糖具有协同作用，在重组胚胎培养液中同时加入两者，

可以提高移植前胚胎的存活和发育。 

1.2.3.3 丙酮酸钠和乳酸钠   

丙酮酸钠和乳酸钠是早期胚胎发育的主要能量代谢底物，因此大多数胚胎的培养液

都添加有这两种能量底物。它们对支持早期胚胎卵裂起重要作用。动物胚胎种类不同作

用亦不同，丙酮酸盐和草酸乙酸盐能促进小鼠 1-细胞胚胎卵裂；而乳酸盐类和磷酸烯醇

丙酮酸盐类物质可支持 2-细胞卵裂；而乳酸盐类物质可能对牛胚第一次卵裂起重要作

用，在绵羊早期胚胎培养也证实了它们的作用(Rosenkrans et al.,1993)。 

    在大多数培养液中的能量底物水平均依据 2-细胞小鼠胚胎发育到囊胚的情况来确

定的。对哺乳动物生殖道体液组成的分析表明：1）在各种动物生殖道体液的营养物水

平十分相似。2）有些营养物水平与胚胎培养液相差很大，培养液中代谢物的浓度对胚

胎及其代谢通路的活动有直接影响（Gardner & Lane,1993）。 

1.2.4  氨基酸和维生素 

1.2.4.1 氨基酸  

氨基酸是蛋白质合成的前体，同时也参与胚胎的能量代谢。动物输卵管和子宫液中

都有相当数量的游离氨基酸，故大多数胚胎培养液中都含有氨基酸。许多研究证明氨基

酸是兔(Kane,1989)、仓鼠(Carney & Bavister,1987)、人(Winkle, 2001)等胚胎发育到囊胚

所必需的。Gardner 和 Lane(1993)发现 EBSS 培养液（一种人胚胎培养液）中添加多种

氨基酸和己二胺四乙酸（EDTA）可以促进 48h 前的胚胎发育，氨基酸缺乏，则 2-细胞

阻断的机率明显增加。单独缺乏甘氨酸或牛磺酸对结果无影响。必需氨基酸（EAA）和
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非必需氨基酸（NEAA）在胚胎不同发育阶段的作用不同。Thompson 等(1992)报道 EAA

和维生素对 16-细胞期后绵羊胚胎的发育有抑制作用，NEAA 有促进作用；Lane(1994)

报道，胚胎在致密化之前 EAA 没有作用，甚至对胚胎产生副作用。Lane or Gardner(1997)

和 Gardner 等(1998)发现 EAA 对后期胚胎的发育有促进作用，主要表现在增加 ICM 细

胞分裂率和植入后胎儿的发育能力。但氨基酸除可以提供胚胎生长所需的物质之外，还

可以调节细胞内渗透压和 pH 值。 

1.2.4.2 维生素    

维生素作为碳水化合物和氨基酸代谢过程中必不可缺少的成份，能促进细胞对葡萄

糖的摄取和乳糖的合成，从而影响胚胎的代谢和发育。研究表明，肌醇、泛酸和胆碱能

促进仓鼠(Carney & Bavister, 1987)、兔(Kane, 1989)和牛(Takahashi 等，1992)胚胎的发育。

在培养液中添加维生素 E 和维生素 C 能减轻氧自由基对胚胎产生的有害作用。Olson 和

Seidel(2000)的研究发现，在培养液中加入维生素 E、维生素 C 和 EDTA 来培养牛体外受

精卵，结果培养液中添加 100µmol/L 维生素 E 时有更多受精卵发育到囊胚，但培养液中

同时添加维生素 E 和维生素 C 时受精卵发育到早期囊胚、扩展囊胚与孵化囊胚的百分率

比单独添加维生素 E 时低。 

1.2.5 蛋白质和血清   

一般认为胚胎发育阻断和胚胎基因组转录都与胚胎细胞内蛋白质缺陷有关。而培养

液中蛋白质含量的不足或过量都可能对早期胚胎发育有负面影响。Takahashi (1992)研究

表明受精卵在无蛋白质培养液中培养，其囊胚率显著下降。目前常用于培养液中的蛋白

质类物质有 BSA(牛血清白蛋白)、FCS（新生牛血清）、SS(羊血清) 和 HS (人血清) 等。

其中胚胎培养效果较好的有 OCS、SS (陈鸿冰等,1994) 和 HS (Thompson 等，1992 or 

Walker 等，1992)。血清的成份包括生长因子、激素、维生素、矿物质、细胞因子以及

其它一些尚未确定的物质。有研究表明 FCS 中有九种转录因子(Knepper et al.,1998)，血

清成分的多样性决定了它对胚胎的影响也是复杂多元的，血清对胚胎的最初发育有损害

作用，而对后期胚胎的发育有利(Pinyopummintr & Bavister,1994,Carolan 等，1995)。血

清对受精卵的第一次卵裂有负面影响，在胚胎培养 24～48h 后加入。Gardner 等(1998)

也指出血清中的有些物质可能会影响早期胚胎的发育，致密化前胚胎在无血清培养液中
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发育效果好，但之后的发育依赖于血清；Mclaughlin 等(1990)和 Walker 等(1992)实验证

明，在 SOF 液中加入 20%左右的 HS 用于牛、羊早期胚胎的培养可以获得较高的囊胚率；

Bavister 等(1992)将不灭活的血清加入培养液培养牛的早期胚胎增加了桑椹胚的致密性

和胚胎内的细胞数；Thompson 等(1992)报道 HS 是绵羊胚胎培养液的一种有效的添加物；

HS 中某些非白蛋白因子是促进胚胎发育的主要因子。HS 中有利于胚胎发育的因子通过

两种机理起作用：一是消除培养环境中有害因子的不良影响而对胚胎有保护作用；二是

直接激发细胞分裂。胚胎在孵化过程中，各种代谢活动都比较旺盛，因此，通常血清浓

度也需要相应提高，一般要在 10%左右（桑润滋,2002）。 

尽管培养液中添加血清可能引起线粒体超微结构和细胞代谢及卵裂球早熟等胚胎

发育异常现象的发生，但为了保证培养效果，目前，在胚胎的体外生产实践中仍然使用

血清,不过目前血清用量已大为减少，由 10年前的 10～20%降低为 3～5%（桑润滋,2002）。 

    近年来，无血清培养基的应用越来越受到人们的关注，并取得了长足进展。依靠无

血清培养基研究者可以避开血清中多种生物因子的复合作用的影响，可以更准确的界定

培养液中的各种营养成分对胚胎发育的作用，BSA 是哺乳动物培养液中最常用的一种蛋

白质源物质。培养液中添加适量 BSA 胚胎的蛋白质合成提供必需的，固定的氮源能增

加胚胎中的细胞数量，同时 BSA 能结合培养液中的一些胚胎毒性物质，对胚胎起保护

作用。但单独 BSA 并不能完全取代血清的作用（Takahashi 等，1992）。在血清存在的情

况下，BSA 的加入能促进胚胎的发育。研究者为了确定胚胎体外发育的营养需要以及在

使用无蛋白培养液时为了避免胚胎粘着，用一些合成大分子物质，如聚乙烯醇(PVA)或

聚乙烯吡咯烷酮(PVP)来代替 BSA 或血清(Takahashi 等，1992)。柠檬酸纳和肌醇与 PVA

配合使用可以取代血清及 BSA 在胚胎培养液中的添加，研究表明，柠檬酸纳+肌醇+PVA

加入 SOF 培养牛胚胎，得到了较好的实验结果(Holm 等，1999)。柠檬酸可参与脂肪酸

的合成，并且是一些金属离子的鳌合剂，其原因可能是对于保持细胞间连接促进囊胚的

形成起重要作用，肌醇或其代谢产物是细胞信号转导的基本物质，在胚胎发育中也起到

非常重要的作用。 

1.2.6 生长因子和细胞因子 

胚胎发育的实质是细胞分裂与分化的过程，有许多因子参与这一过程。家畜早期胚

胎可以合成并分泌血小板活化因子(PAF)、白细胞介素-1、-6(IL-1、IL-6)肿瘤坏死因子
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(TNF)等。它们单独或协同作用于母体，使母体应答并产生某些特殊因子。如早孕因子

(EPF)、胰岛素样生长因子(IGF-1、IGF-2)等，这些因子对早期胚胎的发育发挥着重要作

用。PAF 是多种细胞和组织的代谢激活因子，能刺激小鼠胚胎的能量和氧化代谢，增强

胚胎的活力。有研究表明，牛胚胎用 CRlaa+BSA 群体高密度培养时，IL-1β的加入能增

加囊胚的发育率，能增加胚胎发育到 8～16 细胞期胚胎的数量和 ICM 细胞的数量

(Paula-Lopes et al., 1998)。IGF-1 与卵母细胞的成熟，受精和早期胚胎的发育有关（Spicer 

& Zavy,1992）。表皮生长因子(EGF)是一种促细胞分裂剂，不仅能促进颗粒细胞增殖和

卵母细胞成熟，还能显著提高受精卵在体外发育至桑椹胚和囊胚的能力(Yang et al., 

1993)。 

目前，对囊胚发育调控研究较多的是 Na/KATP 酶和生长因子的调控作用。在囊胚

形成过程中，滋养层细胞基底膜上 Na/K 泵不断地把细胞外液中的 Na+运送到内层细胞

间，导致内层细胞间离子浓度升高，在渗透压的作用下，水分子通过外层细胞向胚胎内

集中，导致胚胎内出现囊腔，从而囊胚形成；Dardik 等（1991）将 EGF 受体人为激活

后胚胎内的 cAMP（环腺苷酸）水平升高，囊胚出现明显扩张。生长因子通过调节

Na/KATP 酶活性促进囊胚形成和扩张的模式，也是与滋养层细胞顶部质膜相应受体相结

合后，激活细胞内的信号传导系统，导致细胞内 cAMP 水平升高，进而激活 Na/KATP

酶的活性，结果促进 Na+的内转运，导致囊胚的形成和扩张(桑润滋,2002；秦鹏春,2001)。

由此可见，在胚胎的发育过程中第二信使 cAMP 系统有着重要的作用。 

1.3 胚胎体外培养系统 

胚胎的体外培养系统包括实验室灭菌，培养器皿等的选择、清洗、湿度、培养的气

体环境、光照、温度和培养液在内的所有培养要求。只有严格按照这些要求进行，才有

可能获得良好的培养效果。培养液的成分、浓度以及培养条件的不适，在不同动物中均

会引起胚胎发育阻断和较低发育率 (严云勤等,1995；高建明,1996)。培养温度则应该与

相应动物的正常体温相一致。各种动物的正常体温为：猫 38.6℃、牛 38.5℃、仓鼠 38

℃、马 37℃、人 37℃、小鼠 37.8℃、兔 39.4～39.6℃、大鼠 38.0～38.2℃、羊 39.1℃(Boone 

et al.，1990；Allison et al.，1965)。Brinister 等 (1969) 研究了 42～45℃就会对小鼠胚胎

造成严重的损害。甚至是致死性的；Putney 等(1988)研究表明温度过高还会增加怀孕母

牛的胚胎死亡率或流产率。在气象环境中，CO2 是关键因素,应该用 CO2 检测仪测试培养
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箱中的浓度。商业用的 CO2 气体中，一般混有 CO 或酒精，它们对胚胎有不利影响，应

该设法除去(秦鹏春等,2001)。光对胚胎的发育也日益引起人们的重视。虽然还没有光的

强度与胚胎活力关系的资料，但事实已经证明，光对胚胎有不良的作用。为了防止培养

液浓度变化和 pH 的变化对胚胎发育的不利影响，CO2 培养箱中一定要保持 99%～100%

的相对湿度。培养系统中还有很多因素对胚胎来说都很关键，如器具的选择和洗涤、培

养液的渗透压、pH 等(严云勤等,1995)。 

1.3.1 常规培养系统 

常规培养法目前已经成为胚胎体外生产的主要方法。常规培养系统分为微滴法和培

养板法(Cross P C et al.,1973)。胚胎培养一般用微滴法培养, 刘恩岐等(2002)对小鼠胚胎

用 24 孔培养板和 3.5cm 培养皿微滴培养作了比较，统计分析显示，胚胎短期培养时，

两种培养方法在胚胎发育方面无明显差异(P>0.05)，但较小培养液体积更容易建立一个

有利于胚胎发育的微环境。采用微滴培养，一般是在塑料培养皿中制作 30～100ul 的微

滴，上覆盖石蜡油，然后将胚胎置入其中培养，培养数目一般在 20 枚左右发育效果较

好(陈系古等,1998；张守全等,1995；刘忠华等,1999)。采用四孔板培养法这样的操作相

对比较简单，直接将胚胎置入 500～800ul 培养液的四孔培养板中培养(苗聪秀等, 1999)。 

1.3.2 共培养系统 

共培养（Co-Culture）是通过把胚胎与体细胞在体外共同培养，以促进胚胎体外发

育提高胚胎质量的一种胚胎培养方法。用于共培养系统的体细胞有输卵管上皮细胞、滋

养层细胞、颗粒细胞、子宫内膜细胞、肾细胞和水牛、大鼠肝细胞等。Gandolfil(1998)

将牛胚胎与输卵管上皮细胞等共同培养有效地克服了胚胎阻滞；杨健之等(1999) 通过人

子宫内膜上皮与小鼠胚胎共培养，发现 2-细胞胚胎阻断数目显著减少，而且胚胎质量有

了很大的提高；钟瑜等(1996)研究证明人输卵管上皮细胞共培养系统可以促进小鼠胚胎

体外发育率。但目前共培养的作用机理目前还不是很清楚，比较认同的推理有(王旭

光,2003)：1)体细胞能分泌一些有益因子，如各种分子量的生长因子和细胞激酶，加速

细胞分裂；2)去除了培养液中的重金属物质代谢抑制剂和细胞毒性物质；3)降低培养基

的氧分压，从而减少过氧化物自由基的产生(Bavister, 1988)。 

    胚胎体外共培养系统有效地促进了哺乳动物早期胚胎的发育。但也存在一些缺点如
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体细胞可能充当病原的传播载体，由于现有的培养方法还不能完全模拟出与哺乳动物生

殖道一样的胚胎发育环境，因此，对体外共培养系统的研究还有待于改善和进一步优化。 

1.3.3 序贯培养系统 

哺乳动物胚胎移植前从母型调控向合子型调控的过渡过程中，尤其是胚胎从输卵管

进入子宫的过程中，经历了许多重要的生理，环境变化，同时对营养物吸收的方式也发

生了改变，对养分的需求也各不相同，因此，可以根据胚胎发育的特点，适时、适量的

调整培养基成分，使之更适合于胚胎的发育。在早期胚胎的发育过程中，可以使用两种

或两种以上的培养基以适应胚胎发育的需要(Gardner 等，2000)。可见，序贯培养是根据

所培养的胚胎在不同生长时间里对不同物质的需求和代谢的不同，针对不同发育时期的

胚胎采用不同的培养基的一种培养方法。Gardner 等(2000)配置了 G1/G2 序贯培养液，

G1 含有与输卵管液相同的碳水化合物以及早期胚胎分裂期必需的 EAA、 NEAA，谷氨

酰胺和EDTA，用于配子至 8-细胞期的体外培养，G2和G1的主要区别是去除了抑制 ICM

发育和囊胚形成的 EDTA 成分，碳水化合物含量与子宫相同。同时含有 EAA 和 NEAA

从而用于 8-细胞期至囊胚的培养。G1/G2 是目前最常用的序贯培养液，其他常用的商品

化序贯培养液还有 S1、S2、Q1、Q2、Q3、P1、P2 等系列培养液。目前，在人胚胎的

体外培养上应用序贯培养基后，52%的受精卵发育到囊胚期，临床妊娠率达 38.2%(Jones

等，1998)。 

1.4 胚胎体外培养存在的问题及展望 

胚胎的体外培养已有百余年的发展历史，就维持胚胎存活而言，目前胚胎培养的基

本问题已经解决，体外培养作为基础技术已经广泛地应用于胚胎工程研究和实践的各个

方面。但胚胎体外培养的效率和质量还不高，还存在许多尚未解决的问题：1）体外受

精卵的囊胚发育率远低于体内受精卵，与体内囊胚相比，体外受精囊胚细胞数目少，产

犊率低，胎儿出生过重等(Sinclair 等，2000 or Lane,2001)。蒋和生等(1994)提到评定牛胚

胎活力最常用的标准是胚胎细胞核数量和形态，胚胎的活力随着细胞核数量的减少而降

低。实践也证明，体外培养的胚胎移植妊娠率和胎儿出生率与囊胚细胞球的数量密切相

关(郭年藩摘译,1993)。2）胚胎发育到桑椹期后有相当比例的胚胎凋亡，不能发育至囊

胚期等(高建明,2003)。3）几乎所有的哺乳动物在体外培养过程中都存在着早期发育阻
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断（in vitro  block of development）现象, 即胚胎发育到一定阶段后停止并发生退化现

象。小鼠胚胎发生在 2-细胞早期，仓鼠在 2-、4-、8-细胞期，大鼠在 2-、4-细胞期，猪

在 4-细胞期，牛、山羊、绵羊、猕猴在 8～16-细胞期，人在 4～8-细胞期（Brackett 等，

1982）。4）胚胎代谢所产生的自由基，如过氧化氢、过氧化物阴离子及氢氧根离子等影

响胚胎的正常卵裂(严云勤等,1995)。高氧浓度可通过氧自由基对胚胎产生毒性作用(云玉

琴等,2002；刘斌, 2002)；囊胚对过量的脂质自由基的损伤也极为敏感(Nonogakit 等，

1994)。5）培养液的成分、浓度以及培养条件的不适，在不同动物中也会引起胚胎发育

阻断和发育率不良(严云勤等,1995)。以上种种问题均严重影响了胚胎工厂化生产，影响

了胚胎产业化的进程。因此，如何获得更多地具有高活力的可操作的桑椹胚、囊胚一直

是胚胎体外培养的研究热点。 

    目前，普遍采用的方法是改变培养液的成分，改善培养的条件、方法来提高囊胚发

育率。虽然，建立了体细胞与胚胎共培养的体系以及各种生长因子的利用，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，从改善胚胎体外培养的微环境和调控胚

胎发育的分子水平上来寻找新的途径和方法就十分有必要。 
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2 小檗碱、黄芩苷和黄芪多糖在体外试验中的应用现状 

 近年来，中草药的研究引起了国内外学者的高度重视，新的作用和机理不断涌现，

由于多效、长效和低毒副作用等优点，其有效成份在体外实验中得到广泛的应用。本文

以常见中草药黄连、黄芩、黄芪的主要成分小檗碱、黄芩苷和黄芪多糖在体外实验中应

用现状做以下综述。 

2.1 小檗碱 

小檗碱(BR)是存在于中药黄连中的主要生物碱。中药黄连主要指的是毛莨科

(Ranunculaceae)黄连( Coptis chinensis Franch)、三角叶黄连(Coptis deltoidea C. Y. cheng et 

Hsiao)、云连(Coptis teeta wall)的干燥根茎。黄连味苦、性寒。入心、肝、胃、大肠经。

具有清火燥湿、泻火解毒的功效。在《全国中成药品种目录》中，以黄连作为原料的中

成药品种就有 108 种(兰进等，2001)。作为黄连有效成份的小檗碱是一种苯并异哇琳类

季胺型生物碱；最初作为清热解毒药和抗菌药应用于临床，是一种没有细胞毒和致突变

作用的、具有广泛用途的药物。 

2.1.1 抗微生物 

体外抑菌实验证明(吴移谋等,1994；严梅桢等,1998)，小檗碱具有广谱抗菌作用

(Cernakova 等，2002)。对葡萄球菌、链球菌、肺炎球菌、霍乱弧菌、炭疽杆菌及除宋内

氏以外的痢疾杆菌均有较强的抗菌作用；对枯草杆菌、结核杆菌、鼠疫杆菌、布氏杆菌

等也有抗菌作用。小檗碱低浓度抑菌而高浓度杀菌。小檗碱抗微生物作用的机制至今尚

未阐明。曾有报道(刘锡光,1984)，小檗碱能强烈抑止酵母和细菌糖代谢中间环节丙酮酸

的氧化脱羧过程；可与 DNA 形成复合物，从而抑制 DNA 的合成、复制和转录。王本

祥(1999)认为小檗碱可能是一种细菌细胞的毒性物质，其作用机理尚待深入研究。 

2.1.2 对血小板聚集和释放的作用 

小檗碱对胶原、花生四烯酸（AA）等多种诱导剂所诱发的血小板聚集和 ATP 释放

的抑制作用最为强烈。小檗碱的作用机理，可能与抑制 AA 代谢和胞内 Ca2+升高和（或）

升高 cAMP 有关，Hui 等(1991)在人血小板体外实验中还证明小檗碱可使 cAMP 升高，
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亦可抑制其升高，视不同条件而定。 

2.1.3 细胞免疫调节作用 

小檗碱有增强非特异性免疫功能，抑制特异性免疫作用，有免疫调节作用。郝钰等

(1999)体外实验研究证明小檗碱对淋巴细胞与血管内皮细胞粘附及粘附分子的影响，结

果证明通过抑制细胞表面粘附分子的表达而抑制淋巴细胞与内皮细胞的粘附，从而抑制

淋巴细胞再循环，可能是小檗碱发挥免疫抑制作用的机制之一。另外，体外肝细胞研究

表明(Huang 等，2002)，BR0.01～1.0mmol/L 能明显降低叔丁基过氧化氢(t-BHP)诱导的

LDH 和 ALT 的释放以及丙二醛的生成，并且小檗碱还能够减轻 t-BHP 诱导的谷胱甘肽

的降低。 

Ko 等(2000)对离体大鼠肠系膜动脉研究显示，BR 是通过作用于血管内皮和平滑肌

细胞两种途径而产生血管松驰作用。血管内皮释放 NO 是 BR 产生血管松弛作用的内皮

依赖性机制，非内皮依赖性的松弛作用可能是通过激活 4-戊胺、4-氨基吡啶、Ba2+敏感

的 K+通道和抑制细胞内咖啡因敏感的钙池 Ca2+释放或者是直接的血管松弛作用。推测

小檗碱还有促进细胞分泌 NO 的作用。 

2.2 黄芩苷 

黄芩苷(Baicalin，C21H18O11)是唇形科植物黄芩(Scutellaria baicalensis georgi)的有效

成份之一，属葡萄糖醛酸苷类，水解后产生黄芩素和葡萄糖醛酸，具有清热解毒、抗炎、

利胆、降压、利尿、抗变态反应等多方面的作用。黄芩苷是黄芩最主要的有效成分。近

年来随着国际上对黄芩苷研究的持续升温以及认识的逐步深入，认为黄芩苷在清除氧自

由基、减轻组织的缺血再灌注损伤、调节免疫、抑止细胞凋亡以及抗肿瘤和 HIV 等多方

面均有作用。 

2.2.1 清除氧自由基及抗氧化作用 

研究表明(Ng TB 等，2000)，黄酮类的自由基清除活性与其所含有的酚羟基数量和

结构密切相关，黄芩苷的酚羟基数量较黄芩中其它的有效成分为多，且 A 环中含有邻二

酚结构，因而具有较强的自由基清除活性。谭廷华等(1997)用荧光法检测黄芩苷对 Fenton
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反应生成的·OH 的清除作用的体外研究结果证实，黄芩苷对·OH 的清除作用强于·OH

特异性清除剂甘露醇，两者的半数有效浓度EC50。分别为 0.039 mmol/ L-1
和 6.7 mmol/ L-1

。

黄芩苷还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(Shimizu 等，1999)。 

2.2.2 对微生物的抑制作用 

黄芩的抗微生物的作用已早为医学界所认识，其清热解毒作用的实质就是对细菌和

病毒等致病原的抑制或杀灭作用。近年来对黄芩的黄酮类提取物对微生物的作用有了进

一步的深入研究。体外培养证实，黄芩苷能抑制金黄色葡萄球菌外毒素诱发的 T 淋巴细

胞的增殖，降低炎症介质 IL-I、IL-6及TNF和巨噬细胞炎症蛋白(macrophage inflammatory 

protein , MIP)的水平，进一步的分子生物学研究还证实，黄芩苷降低了 MILp 及其 mRNA

的表达。Krakauer 等(2001)认为黄芩苷减轻金黄色葡萄球菌外毒素诱发的病理损害可能

是通过阻断细胞的信号通讯通路而发挥作用。 

2.2.3 对细胞凋亡的影响 

近年来国内外对中药治疗肿瘤的研究发现(Dong et al.,1997；Matsuzaki 等，1996)，

复方或单味药的有效成分如生物碱和黄酮类化合物能有效抑制肿瘤细胞的生长及诱导

肿瘤细胞的凋亡。离体细胞培养试验显示，黄芩苷能抑制 3 种人肝癌细胞株(Human 

hepato cellular carcinoma cell lines)的增殖，诱导 KIM1 细胞发生凋亡。Matsuzaki 等(1996)

认为黄芩苷诱导肿瘤细胞发生凋亡的机制与有效抑制 DNA 复制的拓扑异构酶 2 活性有

关，但拓扑异构酶 2 活性抑制尚不足以完整解释其诱导细胞凋亡的机制。Chenn 等(2001)

认为，黄芩苷不仅能调节细胞周期，而且能够通过上调促进凋亡基因 p53、Bax，下调

凋亡抑制基因 bcl2、bcl6 的表达，同时抑制肿瘤细胞的增殖而表现为抑制肿瘤的生长。

在黄芩苷的保肝机制研究中发现不同浓度的黄芩苷对肿瘤坏死因子α(TNFα)诱导的大

鼠肝细胞凋亡均有明显的抑制作用，浓度越低，作用越明显，推测这一现象可能与随着

黄芩苷浓度的增加，细胞毒作用也随之增强有关。胡聪等(2001)等也研究表明黄芩苷能

抑止肝细胞凋亡。 

2.3 黄芪多糖    
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黄芪又称黄耆，为豆科植物内蒙黄芪的根，野生或栽培。味甘、性微温，人脾肺二

经。是我国著名的常用滋补中草药，已有 2000 多年的历史，中医认为具有“补中益气，

扶正固本”的药理作用。在兽医临床上主要作为补虚药或预防用药，常配合它药使用，

如补中益气汤和玉屏风散。但也有用作禽、猪、免、羊、鹿的添加剂，取得了较好的效

果。 

黄芪多糖(astragalus polysaccharides, APS)是黄芪的主要活性成分之一。主要由葡萄

糖、半乳糖、阿拉伯糖组成。 

2.3.1 免疫调节作用 

黄芪多糖能够促进巨噬细胞的吞噬功能，又能促进 B 细胞的增殖，并且抑止总补体

活性。周淑英等(1994)黄芪多糖对白细胞介素-2(IL-2)功能的影响研究表明，黄芪多糖能

促进外周血淋巴细胞(PBL)的增殖，对辅助性 T 细胞(Th)功能有明显的促进作用，而对

抑止性 T 细胞(Ts)无明显刺激作用。黄芪多糖抑止病毒感染的作用与诱生干扰素作用有

关。黄芪多糖通过促进病毒诱生使肺及血清的干扰素显著增加，且提高细胞对干扰素的

敏感性。黄芪多糖还有增强自然杀伤细胞(NK)的作用(金虹等,1989)。 

2.3.2 抗病原微生物的作用 

黄芪多糖在体外对志贺氏痢疾杆菌、碳疽杆菌、α-溶血性链球菌、β-溶血性链球

菌、白喉杆菌、假白喉杆菌、肺炎双球菌、金黄色葡萄球菌、柠檬色葡萄球菌、白色葡

萄球菌和杆草杆菌等有抗菌作用(赵永华等,2000)。 

在鼠肾细胞培养中，不论在滤泡性口腔炎病毒攻击前或后加入黄芪多糖，用药组细

胞上病毒都比对照组为低，说明黄芪多糖对病毒在细胞培养中对细胞的致病性有一定的

抑制作用。 

孙成文等(1996)研究证明，黄芪多糖可能通过增强超氧化物歧化酶(SOD)活性，促

进氧自由基清除起作用。 

黄芪可以促进细胞增殖作用，目前报道很多(雷燕等,2003；张子理等,2002)。作为黄

芪主要成分的黄芪多糖也有促进细胞增殖的作用，李光善等(2004)研究证明黄芪多糖对

实验性糖尿病大鼠创面成纤维细胞有增殖作用；李萍等(2004)研究证明黄芪多糖对成纤

维细胞有增殖作用；而目前报道最多的是关于黄芪多糖促进免疫细胞的增殖(赵永华
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等,2000；孔祥峰等, 2003)。 

2.4 展望 

目前，中草药以其低毒副作用、无抗药性、相对安全、不良反应少等特点。被广泛

的运用于医药、饲料、化妆、食物等领域。随着他重视程度的提高，新的作用和机理不

断的被发现。 

中草药及方剂的一个最大特点是能从整体上、多靶点、全方位改善机体的生理状况。

由于中草药抗菌抗病毒作用的优点是范围广、毒性底、无残留以及与西药合用有增效与

减毒等优点（阮娜等,2003），由于中草药中的某些有效成份对细胞的增殖有促进作用(刘

玉鹏等,2000)；一些中草药是天然抗氧化剂资源，而且各种抗衰老的中药产品应用越来

越多。一些细胞培养中添加中草药成分也取得了很好的效果；近年来，中药制剂对 cAMP

的影响(关钧,1989；孙忠亲,1990)、抗氧自由基(房俊芳等,2003；阮娜等,2003)、保胎(房

俊芳,2004)、促精子活力(梁培育等,2001)等方面的研究报道中表明中药有着重要作用。

将中药用于胚胎的体外培养，邸冉、高建明(2004)的相关研究已经发现，中药对胚胎的

发育具有一定的促进作用，而国内外未见诸其他报道。中药有效成份是否能够调控胚胎

生长发育的微环境，并且在抗菌、抗过氧化物方面、促进胚胎细胞增殖等方面发挥了综

合作用，还有待进一步深入研究。鉴于目前胚胎体外培养的研究现状和试验室的研究基

础及中药有效成分的药理作用特点，添加中药成份对胚胎体外培养，可能为提高囊胚发

育率和胚胎质量开辟一条新的途径，有待研究。 
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3 本研究的目的、意义及内容 

本研究以添加双抗的 mCZB 液为对照组，主要比较在 mCZB 液中直接添加小檗碱、

黄芩苷、黄芪多糖成分对小鼠 2-细胞胚胎体外生长发育的影响，筛选其最佳浓度；并将

三种药物最佳浓度所培养的孵化胚胎进行细胞计数，观察中药成分对胚胎细胞数目增殖

的作用；通过将体外培养发育的囊胚进行移植，进一步观察中药成分对小鼠胚胎移植效

果和产仔发育的影响。以期通过添加一定的中药有效成分来改善小鼠胚胎体外培养的微

环境，从而提高胚胎体外发育率和胚胎质量，为其他哺乳动物胚胎体外培养提供有价值

的参考方案，也为进一步克服胚胎体外培养系统存在的缺陷开辟一条新的途径。 

本研究主要探讨以下三方面的内容： 

1、小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎体外培养效果的筛选试验； 

2、小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎发育至孵化期细胞数目的影响； 

3、小檗碱、黄芩苷对小鼠早期胚胎移植效果的影响。 
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第二章  试验部分 
 

试验一  小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎 

体外培养效果的筛选试验 

 
目前，小鼠胚胎的体外操作已经成为有关实验室进行胚胎生物工程操作的基本技术

之一。在体内生理条件下，胚胎的发育主要从输卵管和子宫壁腺体分泌物中汲取营养。

显然，在体外培养条件下，培养液模拟的体内环境对早期胚胎的存活和发育至关重要。

胚胎移植、胚胎分割、动物克隆（胚胎细胞克隆、体细胞克隆）、胚胎的性别鉴定和转

基因等胚胎操作技术的应用也需要为早期胚胎提供一个适宜、可行的体外培养环境。目

前，体外培养的胚胎发育至桑椹期后有相当比例的胚胎凋亡，不能发育至囊胚期 (高建

明,2003)。而胚胎发育至囊胚阶段，胚胎移植妊娠成功率则会大大增加。因而，体外培

养的早期胚胎的活力是一十分重要的因素。然而，目前体外培养胚胎发育率较低，其细

胞数量偏少，移植妊娠率低，因此，探讨改进胚胎体外培养体系十分必要。 

体外培养的基本条件之一是无菌操作，为了防止因操作不严格而造成的污染，培养

液内一般常常加入一定量的抗菌素，最常用的是青霉素和链霉素，而抗菌素对体外胚胎

的生长发育是否有不良影响，还有待探讨；体外培养条件下的胚胎，其代谢会产生一定

的自由基，高氧浓度的自由基对胚胎产生毒性(Flood et al.,1988)，如过氧化氢、过氧化

物阴离子、氢氧根离子等影响胚胎的正常卵裂和进一步发育。目前的研究表明，中草药

中的某些有效成份对细胞的增殖有促进作用(阮娜,2003)，而且具有一定的抗氧化作用(刘

玉鹏,刘梅等,2000)和激素作用(姚石安,1996)等。鉴于中药有效成分多靶点、全方位的药

理作用特点，基于本实验室前期应用中药成份对小鼠胚胎体外培养的初步研究 (邸冉,

高建明,2004)，本试验以小鼠 2-细胞胚胎为材料，在培养液中直接添加小檗碱、黄芩苷、

黄芪多糖成分，比较其对胚胎体外发育的影响，并筛选其最佳浓度，以期初步建立适宜

胚胎体外发育的添加中药成份的培养体系，从而期望提高胚胎体外发育率和胚胎质量，

为今后进一步克服胚胎体外培养系统存在的缺陷开辟一条新的途径。 
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1. 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 试验动物 

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～

32g，雄鼠体重 33～35g，雌雄分笼饲养在室温、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，按常规方法对雌鼠进行超

数排卵处理。 

1.1.2 主要仪器设备 

CO2 培养箱         日本三洋公司               型号：SANYO  MCO-15A 

电热恒温板         广州市富家电器厂           型号：KH-P331 

体视显微镜         麦克奥迪实业有限公司       型号：MOTIC、M-400(H) 

超洁净工作台       苏州净化设备公司产品       型号：YJ-875SA 

MILIQ 纯水器       Milipore                    型号：基础型 

4℃冰箱            海尔电冰箱厂               型号：BCD-289BSW 

-20℃冰柜          海尔集团青岛电冰柜总厂     型号：BD-200A 

电子天平(Max=110g  d=0.0001g)   ACCULAB     型号：ALC-110.4 

培养皿(∅=35mm×10mm)   丹麦 NUNC 公司       批号：039398 

滤膜（22μm）     上海医药工业研究院          批号：030927 

移液器(规格:0.5～5ul、5～50ul、20～200ul、100～1000ul) Germany  BRAND / France  

GILSON   

针头式加压塑料小滤器 （国产） 

玻璃注射器（2ml、5ml、10ml）及国产 4 号针头 

自制无菌移卵吸管 (巴氏管) 

眼科手术剪（国产） 

眼科手术镊子（国产） 

表面皿（国产） 
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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% 天津药物研究院 

黄芩苷(Baicalin， Bai),                    纯度≥97% 天津药物研究院 

黄芪多糖(Astragalus Polysacharin， APS),     纯度=75% 本实验室提取 

孕马血清促性腺激素（PMSG）1000IU/支，批号：20040403，天津试验动物中心 

人绒毛膜促性腺激素（hCG）,1000IU/支， 批号：20031012，宁波市激素制药厂 

氯化钠（NaCl），A.R.                   批号：981030，北京化工厂 

氯化钾（KCl），A.R.                    批号：960330，北京双环化学试剂厂 

磷酸二氢钾（KH2PO4），A.R.             批号：850228-1，北京红星化工厂 

结晶氯化钙（CaCl2·2H2O），A.R.        批号：961030，浙江省兰溪城南化工厂 

结晶硫酸镁（MgSO4·7H2O），A.R.       批号：820917，北京五七六 O 化工厂 

碳酸氢钠（NaHCO3），A.R.              批号：950213，北京市化学试剂厂 

丙酮酸钠（Sodium Pyruvate），           批号：1013865，GIBCOBRL 

乳酸钠（DL-Lactic acid），               16H50495，Sigma 

牛血清白蛋白（BSA），                  BP0024，Sigma 

谷氨酰胺（L-Glutamine），               2AP4171，GIBCOBRL 

葡萄糖（Glucose），A.R.                 批号：841123，天津化学试剂三厂 

青霉素（Penicillin），                    BAO945-3，Sigma 

硫酸链霉素（Dihydrostreptomycin），      BA0920，Sigma  

mPBS(杜氏磷酸缓冲液)，                450-1500EA，GIBCOBRL 

矿物油（Minoral Oil），                  M8410，Sigma 

已二氨四已酸二钠（EDTA-Na2），         BH0054，Sigma 

牛磺酸                                 BS0012，Sigma 

酚红(Phenol red)，A.R.                   批号：891388，军事医学科学院 

1.1.3.2 溶液配制 
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mCZB 基础培养液: 

mCZB 基础培养液由 mCZB 贮液 A 液(NaCl、KCl 、KH2PO4、MgSO4·7H2O、

CaCl2·2H2O)和贮液 B 液(NaHCO3)充分混匀后，添加葡萄糖、谷氨酰胺、丙酮酸钠、

BSA 等混合而成的。详见附表 1(Chatot et al.,1989)。基础培养液一般需要现用现配。其

中 A、B 液，葡萄糖、谷氨酰胺、丙酮酸钠等可事先配制成贮液于 4℃或-20℃温度下贮

藏。配制时所称量药物依次加入超纯水中，待前一种药物完全溶解后再加入后一种药物，

然后定容，抽滤除菌，分装，标记后于冰箱中保存备用。 

mPBS 冲卵液: 

取 CaCl2100mg、MgSO4121mg 和 NaCl800mg、KCl200mg、Na2HPO4.12H2O2881mg、

葡萄糖 1000 mg、丙酮酸钠 36 mg 分别用 500ml 纯水溶解并定容，然后将后者缓缓加入

前者中，并不断的摇动，充分混匀后，加入青霉素 0.625g、硫酸链霉素 0.1g、血清 10ml，

抽虑除菌，分装，标记后于 4℃冰箱冷藏备用(附表 2)。 

添加中药有效成分培养液： 

    在 mCZB 基础培养液中分别加入中药有效(小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖)成分，充分

混匀后，抽虑除菌，标记。 

1.2 试验方法 

1.2.1  2-细胞胚胎获取 

根据小鼠阴部变化选择动情间期和动情前期雌性小鼠于19:00腹腔注射PMSG10IU/

只，48h 后腹腔注射 hCG10IU/只(傅文栋等,2005)。注射 hCG 后即与公鼠按 1:1 合笼。

次日 8:00 检查阴道栓，凡阴门处有黄色(白色)物堵塞的判为有栓。注射 hCG 47h 后以颈

部脱臼法处死雌鼠，腹部消毒后，打开腹腔，取出输卵管和卵巢，将卵巢和子宫浸泡在

盛有 mPBS(2ml 左右)的表面皿中，分离子宫和卵巢上的脂肪等，体视显微镜下找到输卵

管壶腹膨大部，挑破膨大部获得 2-细胞胚胎。迅速将胚胎转入 37℃的 mPBS。选择形态

正常、卵裂球均一、透明带完整的胚胎转入基础培养液洗涤 3 次，然后平均分布到各试

验组培养液中洗涤 2 次后入微滴进行培养。 
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1.2.2  胚胎培养 

在培养皿中制备 50µl 的培养液(不同试验组别)小滴，然后覆以矿物石蜡油。放入饱

和湿度，5%CO2、95%空气、37℃的 CO2 培养箱中平衡 2h 以上。然后将已洗涤好的胚

胎，用移卵针吸入到平衡好的培养小滴中，置入培养箱开始培养。每个微滴中移入 10

枚左右的胚胎。入胚后 15h 换加葡萄糖 mCZB 培养液，以后每间隔 48h 换液一次，分别

于入培后 48h、72h、96h、120h 检查胚胎发育状况。 

1.2.3  试验设计 

以 mCZB 为基础培养液。根据中药成分药理作用和药品来源初步选出黄连有效成分

小檗碱（BR）、黄芩有效成分黄芩苷（Bai）、黄芪有效成分黄芪多糖（APS），作为添加

的中药成分来筛选其对早期胚胎体外发育的影响。共设置 3 个试验（BR 试验、Bai 试验、

APS 试验），分别筛选其适宜浓度。其设计方案见表 1-1。 

 

表 1-1 试验组别设计 

对照组 试验 
方案 基础液 添加双抗 

试验 1 组 试验 2 组 试验 3 组 试验 4 组 试验 5 组 

BR 试

验 
mCZB 

青霉素

(0.06mg/ml) 
+链霉素

(0.07mg/ml) 

mCZB 
+BR 

(0.08µg/ml)

mCZB 
+BR 

(0.09µg/ml)

mCZB 
+BR 

(0.10µg/ml)

mCZB 
+BR 

(0.11µg/ml) 

mCZB 
+BR 

(0.12µg/ml)

Bai 试
验 

mCZB 

青霉素

(0.06mg/ml) 
+链霉素

(0.07mg/ml) 

mCZB 
+Bai 

(2µg/ml) 

mCZB 
+Bai 

(3µg/ml) 

mCZB 
+Bai 

(4µg/ml) 

mCZB 
+Bai 

(5µg/ml) 

mCZB 
+Bai 

(6µg/ml) 

APS 试

验 
mCZB 

青霉素

(0.06mg/ml) 
+链霉素

(0.07mg/ml) 

mCZB 
+APS 

(30µg/ml)

mCZB 
+APS 

(45µg/ml) 

mCZB 
+APS 

(60µg/ml)

mCZB 
+APS 

(75µg/ml) 
— 

1.3 小鼠胚胎发育时期判定 

本试验不同培养时间胚胎发育形态见表 1-2。 



新疆农业大学硕士学位论文                                                            第二章  试验部分                 

22 

表 1-2 胚胎形态学判定 

发育时期 形态特征 

桑椹胚(M) 卵裂球隐约可见，细胞团的的体积几乎占满卵周隙. 

致密桑椹(CM) 
卵裂球在桑椹的基础上进一步分裂变小，看不清楚卵裂球的界线，细胞团收缩至卵周间

隙的 60%～70%。 

早期囊胚(EB) 出现透明的囊胚腔，但难以区分清内细胞团和滋养层，细胞团占卵周间隙的 70%～80%。

囊胚(B) 囊胚腔增大明显，内细胞团和滋养层细胞界线清晰，细胞充满了卵周间隙。 

扩张囊胚(XB) 囊胚腔充分扩张，体积增至原来的 1.2～1.5 倍，透明带变薄，相当于厚度的 1/3。 

孵化囊胚(HB) 透明带破裂，内细胞团脱出透明带。 

 

1.4 数据处理   

采用 DPS 专业版统计软件对数据进行卡方独立性检验。 

2 结 果 

2.1 小檗碱对小鼠 2-细胞胚胎体外培养效果的筛选结果 

试验设立基础液为对照组；小檗碱(BR)浓度经 8 个批次，538 枚胚胎的体外培养后，

初步筛选出 5 个浓度组，再进一步筛选其最佳浓度。观察对照组与试验组对胚胎体外生

长发育的影响。其结果见表 1-3。 
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表 1-3 小檗碱对小鼠 2-细胞胚胎发育的影响 

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 1-3 可见，体外培养 48h、72h，2-细胞胚胎发育至桑椹胚和囊胚发育率，对照

组和试验各组间及试验组之间均无显著差异(P > 0.05)。体外培养 96h，试验各组扩张囊

胚发育率均显著好于对照组(72.6%) (P < 0.05)，各试验组间无显著差异(P > 0.05)，其中

以试验 3 组发育率最高(97.0%)；试验各组 120h 孵化胚胎发育率极显著高于对照组

（50.0%）(P < 0.01)，试验组间以试验 2、3、4 组孵化胚胎发育率显著高于试验 1、5 组

(P < 0.05)，其中以试验 3 组发育率最好(89.9%)。 

2.2 黄芩苷对小鼠 2-细胞胚胎体外培养效果的筛选结果 

同 BR 试验，试验设立基础液为对照组；黄芩苷（Bai）经 5 个批次，221 枚胚胎的

体外培养初步筛选后，选出 5 个浓度组再进一步筛选其最佳浓度。观察对照组与试验组

对胚胎体外生长发育的影响。其结果见表 1-4。 

 

 

48h 72h 96h 120h 
试验 
设计 

批次 
/次 

培养数

目/枚 (M/入培数) M% (B/入培数)  
B% 

(XB/入培数) 
XB% 

(HB/入培数) 
HB% 

对照组 9 73 (73/73) 100a (64/73) 87.6a (53/73) 72.6a (37/73) 50.7Aa 

试验 1 8 74 (72/74) 97.3a (71/74) 95.9a (67/74) 90.1b (58/74) 78.3Bb 

试验 2 8 105 (104/105) 99.0a (102/105) 97.1a (99/105) 94.2b (93/105) 88.6Bc 

试验 3 8 99 (97/99) 98.0a (96/99) 97.0a (96/99) 97.0b (93/99) 89.9Bc 

试验 4 9 97 (95/97) 97.9a (89/97) 91.8a (85/97) 87.6b (81/97) 83.5Bc 

试验 5 8 72 (67/72) 93.1a (65/72) 90.2a (62/72) 86.1b (51/72) 70.8Bb 
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表 1-4  黄芩苷对小鼠 2-细胞胚胎发育的影响 

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 1-4 可见，体外培养 2-细胞胚胎 48h、72h、96h，对照组和各试验组及试验组

间胚胎发育率均无显著差异(P > 0.05)；体外培养 120h，试验 2 组(57.1%)、试验 3 组

(64.1%)、试验 4 组(57.3%)孵化胚胎发育率显著高于对照组(47.8%)(P < 0.05)，试验组间

以试验 2、3、4 组孵化胚胎发育率显著高于试验 1、5 组(P < 0.05)，其中试验 3 组孵化

胚胎发育率最高(64.1%)。 

2.3 黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎体外培养效果的筛选结果 

同 BR 和 Bai 试验，试验设立基础液为对照组；黄芪多糖(APS) 浓度经 8 个批次，

500 枚胚胎的初步培养筛选后，选出了 4 个浓度组再进一步筛选其最佳浓度。观察对照

组与试验组对胚胎体外生长发育的影响。其结果见表 1-5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

48h 72h 96h 120h 
试验 
设计 

批次 
/次 

培养数

目/枚 (M/入培数) 
 M% 

(B/入培数) 
 B% 

(XB/入培数) 
XB% 

(HB/入培数) 
HB% 

对照组 8 90 (85/90) 94.4a (72/90) 80.0a (64/90) 71.1a (43/90) 47.8a 

试验 1 8 90 (81/90) 90.0a (71/90) 78.9a (55/90) 61.1a (43/90) 47.8a 

试验 2 8 84 (71/84) 84.5a (72/84) 85.7a (55/84) 65.5a (48/84) 57.1b 

试验 3 7 78 (72/78) 92.3a (66/78) 84.6a (62/78) 79.5a (50/78) 64.1b 

试验 4 8 89 (88/89) 98.9a (77/89) 86.5a (67/89) 75.3a (51/89) 57.3b 

试验 5 6 70 (61/70) 87.1a (57/70) 81.4a (49/70) 70.0a (32/70) 45.7a 
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表 1-5  黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎发育的影响 

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 1-5 可见，体外培养 48h、72h、96h 后，对照组和试验 1、2、3 组间均无显著

差异(P > 0.05)，均显著高于试验 4 组（P < 0.05），组内试验 1、2、3 组均显著试验 4 组

（P < 0.05）；体外培养 120h，对照组和试验 2、3 组间无显著差异(P > 0.05)。显著好于

试验 1、4 组 (P<0.05)，试验组间以试验 2、3 组显著高于试验 1、4 组（P < 0.05）。  

3 讨 论 

本试验结果表明小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖三种中药成分，以小檗碱对胚胎体外培

养发育的效果最好。其体外培养的最佳浓度组和孵化胚胎发育率为：小檗碱最佳浓度为

0.10µg/ml，孵化胚胎发育率 89.9%；黄芩苷最佳浓度为 4µg/ml，孵化胚胎发育率 64.1%；

黄芪多糖最佳浓度为 60µg/ml，孵化胚胎发育率 35.0%。而三个试验中对照组孵化胚胎

的发育率分别为 50.7%、47.8%、41.0%。对比各试验结果可以看出中药成分小檗碱和黄

芩苷对胚胎体外生长发育起到了积极的促进作用。白照岱等(2004)在 CZB 中添加不同浓

度的胰岛素和葡萄糖，以及添加不同浓度的表皮生长因子对小鼠 2-细胞胚胎体外培养孵

化囊胚发育率分别为 25.3%和 21.2%。可见，本试验结果，中药成分对胚胎发育的促进

作用。 

小檗碱是存在于中药黄连中的主要生物碱，是一种苯并异喹啉类季铵型生物碱。长

期以来对其生化、药理、临床的研究证明，它是一种没有细胞毒和致突变作用、具有广

泛用途的药物(王小逸等,2004)。大量研究表明小檗碱具有广谱的体外抗菌效果，其低浓

48h 72h 96h 120h 
试验 
设计 

批次 
/批 

培养

数目/
枚 

(M/入培数) 
 M% 

(B/入培数) 
 B% 

(XB/入培数) 
XB% 

(HB/入培数) 
HB% 

对照组 4 39 (37/39) 94.9a (30/35) 76.9a (24/35) 61.5a (16/35) 41.0a 

试验 1 2 25 (23/25) 92.0a (16/25) 64.0a (11/25) 44.0a (6/25) 24.0b 

试验 2 5 40 (33/40) 82.5a (25/40) 62.5a (19/40) 47.5a (14/40) 35.0a 

试验 3 5 40 (34/40) 85.0a (24/40) 60.0a (22/40) 55.0a (14/40) 35.0a 

试验 4 3 19 (13/19) 68.4b (9/19) 47.4b (6/19) 31.6b (5/19) 26.3b 
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度可以抑菌，高浓度可以杀菌，另报道小檗碱抗痢疾杆菌作用强度与磺胺相近，但其作

用不受血清的影响，另一方面小檗碱的抗药菌株产生较多，且无交叉感染(沈映君,2000)。

黄芩苷的抗微生物的作用已早为医学界所认识，其清热解毒作用的实质就是对细菌和病

毒等致病原的抑制或杀灭作用。黄芪多糖在体外对志贺氏痢疾杆菌、碳疽杆菌、α-溶

血性链球菌、β-溶血性链球菌、白喉杆菌、假白喉杆菌、肺炎双球菌、金黄色葡萄球

菌、柠檬色葡萄球菌、白色葡萄球菌和杆草杆菌等有抗菌作用(赵永华等,2000)。本试验

中，三种中药成分各试验组均未添加抗菌素，其所筛选的最佳浓度组中，除黄芪多糖（药

物纯度为 75%）外，小檗碱（药物纯度为 97%）和黄芩苷（药物纯度为 97%）对胚胎发

育均有明显的促进作用，可能与添加的中药成分的抑菌作用有关。 

cAMP 和 cGMP 与细胞的增殖、分化和代谢密切相关。cAMP 有促进细胞分化的作

用，cGMP 则具有促进细胞分裂的作用。Manejwala 等(1986)研究证明，用 cAMP 类似

物培养早期胚胎，能促进囊胚腔的扩张。Hui 等(1991)在人血小板体外试验证明小檗碱

可使 cAMP升高，亦可抑制其升高，视不同条件而定。推测BR可能对胚胎 cAMP和 cGMP

有积极的作用。生理水平的 NO 作为信号分子可以对早期胚胎发育产生调节作用也需要

通过 cGMP 实现(关均,1989)，而 NO 是一种自由基性质的气体，分子量小，化学结构简

单，由于其含有一个未成对电子，故有很大的生物活性，它可以自由穿过生物膜，作用

于细胞内的靶分子，作为第二信使而发挥信息传递的功能，并以相对特异的方式控制多

种细胞的功能或生理作用，在受到各种刺激因素，如外来抗原、细菌内毒素或细胞因子

等诱导活化时，诱导 NOS（iNOS）可生成大量的有持续活性的 NO，参与免疫系统的非

特异性防御功能。NO 在免疫与炎症反应中的细胞毒作用也可损伤正常的组织，导致 NO

的保护与损伤双重作用(Ma et al,1993；陈君,2003)。NO 生成过多且时间过长，可能导致

多种病理改变，反之，若 NO 合成不足又会使 NO 的生理功能得不到正常的发挥，所以

说 NO 具有两面性。刘斌(2002)研究证明 NO 作为一种调节因子参与早期胚胎的发育，

NO 生成过量对胚胎有损害作用。Ko 等(2000) 通过离体大鼠肠系膜动脉研究报道，小

檗碱是通过作用于血管内皮和平滑肌细胞两种途径而产生血管松驰作用的。血管内皮释

放 NO 是小檗碱产生血管松弛作用的内皮依赖性机制，说明小檗碱与细胞分泌 NO 的作

用相关。本试验中，小檗碱极显著的促进了胚胎的生长发育，是否与直接或间接对胚胎

发育的微环境起调节作用还有待进一步研究。 

胚胎代谢所产生的自由基，如过氧化氢、过氧化物阴离子及氢氧根离子等影响
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胚胎的正常卵裂。囊胚对过氧化脂质导致的损伤十分敏感(秦鹏春,2001)，正常小鼠

卵母细胞中的 H2O2 水平较低，1-至 8-细胞期的 H2O2 水平略高于以后各期胚胎的水

平。但当在体外培养 1-细胞或 2-细胞胚胎时，到 2-细胞中期时的 H2O2 水平已经很

高，而且一直到整个 4-细胞期均居高不下(Nasr-esfahani et al.,1990)。这种水平的

H2O2 水平恰好发生在胚胎基因的激活时期。而黄芩苷清除自由基作用效果明显。高

中洪等(1991)研究表明黄芩苷对羟自由基、超氧阴离子自由基、烷过氧自由基及

DPPH 自由基有较强的清除作用。钱江等(1995)研究报道黄芩苷对过氧化脂质生成的

抑制作用也很明显；谭廷华等(1997)研究证明了黄芩苷对羟基自由基(·OH)的清除

作用极为明显。这可能是黄芩苷试验中添加黄芩苷最佳浓度组结果优于对照组的原

因。 

梁培育等(2001)研究了黄芪注射液体外对人精子运动参数的影响，研究证明黄

芪能提高人精子运动参数的机理具有潜在的临床应用价值。而胚胎细胞属于生殖细

胞，可能有相同的作用。孙成文等(1996)研究证明黄芪多糖对培养的心肌细胞和离

体心脏均有抗自由基损伤作用。王道苑等(1982)研究证明黄芪多糖还可明显增加小

鼠脾脏 RNA、DNA 和蛋白质的含量。但试验结果显示，其添加黄芪多糖试验组比

对照组发育率还低，其可能原因为，黄芪多糖的纯度较低（75%），可能含有对胚胎

有负作用和抑制作用的物质，所以其对胚胎的作用还有待于进一步的深入探讨。 

通过本试验可以看出小檗碱、黄芩苷对 2-胚胎细胞发育的促进作用是明显的，

但其作用机理目前还尚不十分清楚，今后有必要做进一步的研究和探讨。 
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试验二  小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎发育至 

孵化期细胞数目的影响 

 

胚胎体外培养是胚胎生物技术的一个重要环节，无论是体外受精、胚胎分割、

胚胎移植、胚胎克隆、胚胎嵌合，还是转基因等都对显微操作的胚胎质量有很高的

要求。因此，对胚胎质量和活力的检测具有非常重要的意义。胚胎的细胞数量是真

实反映胚胎质量的一项客观指标，尤其是体外培养的胚胎，其细胞数量明显少于体

内生产的胚胎，实践证明，体外培养的胚胎移植妊娠率和胎儿出生率与囊胚细胞的

数量密切相关(郭年藩摘译,1993)。如何提高胚胎细胞数目，一直是胚胎体外培养的

难点和重点，传统中药对物质代谢有调节作用，能促进 DNA、RNA 及蛋白质的合

成和细胞增殖作用(房俊芳等,1982)；可以调节细胞钠钾泵-酶活性(王本祥等,1999)。

促进细胞产生 NO，而 NO 作为信号传导物质，对细胞代谢有很好的调节作用(凌亦

凌等,1999)。本试验在试验一的研究基础上，以试验一中的孵化胚胎为试验材料，

进一步观察小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖等中药成份对胚胎细胞数目增殖作用的影响，

验证其对小鼠胚胎生长发育的作用。 

1. 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 胚胎来源 

试验一中培养 120h 的各试验组孵化胚胎。 

1.1.2 主要仪器设备 

体视显微镜         麦克奥迪实业有限公司       型号：MOTIC  M-400(H) 

生物显微镜         南京江南电器集团公司       型号：尼康 YS2-H 

数码照相显微镜     麦克奥迪实业有限公司(Motic) 型号：DMB5-2235IPL-5 

倒置显微镜         Olympus                    型号：IX71                  
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计数器 

1.1.3 主要试剂及溶液配制 

1.1.3.1 主要药品试剂 

氯化钠（NaCl），A.R.                 批号：981030，北京化工厂 

柠檬酸钠 A.R.                       批号：980401，哈尔滨市化工试剂厂 

Ehrlich 苏木精染液                 自配 

1.1.3.2 溶液配制 

Ehrlich 苏木精液配制 

首先将苏木精溶于 25ml 乙醇及醋酸中，然后加甘油，混匀后加入其余 75ml 乙

醇，然后将钾明矾溶于水中加热溶化后慢慢加入苏木精溶液中，边加边搅，混合

后在光亮处成熟 3 个星期左右。成熟后成红色，即可用。 

0.5%柠檬酸钠低渗液配制 

去离子水 100ml、柠檬酸钠 0.5g 完全溶解后，过滤，标记。 

 

1.2  试验方法 

1.2.2 试验设计 

试验取小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖三种中药成分不同组别所培养的 120h 孵化

期胚胎，胚胎培养方法和各试验组别设计同试验一。 

1.2.1 孵化胚胎细胞计数 

将孵化胚胎分别置于 0.5%的柠檬酸钠溶液液中低渗处理 10min，然后用 Ehrlich

苏木精染液(郑若玄等,1980)染色 2.5h，经 0.9%的生理盐水洗涤 3 次后置于载玻片上

压片，生物显微镜下观察,按前文方法计数胚胎细胞数目(傅文栋等,2005)。 

1.3  数据处理   
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采用卡方独立性检验和方差分析。 

2 结 果 

2.1 添加小檗碱培养小鼠 2-细胞胚胎至孵化期胚胎细胞数目 

结果见表 2-1。 

表 2-1 小檗碱培养小鼠 2-细胞胚胎至孵化胚胎细胞数目 

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，添加小檗碱培养液培养 2-细胞胚胎 120h 孵化胚胎的细胞数目各试

验组均极显著高于对照组(P < 0.01)，试验组组间无显著差异(P < 0.05)。 

2.2 添加黄芩苷培养小鼠 2-细胞胚胎至孵化胚胎细胞数目 

结果见表 2-2。 

表 2-2  黄芩苷培养小鼠 2-细胞胚胎至孵化胚胎细胞数目 

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）。 

试验设计 计数胚胎数目/枚 孵化胚胎细胞平均数目/个( ±S) 

对照组 29 69.5±7.14A 

试验 1 组 26 80.6±6.48B 

试验 2 组 39 82.4±8.37B 

试验 3 组 37 83.7±9.10B 

试验 4 组 39 84.4±10.39B 

试验 5 组 34 82.6±6.52B 

试验设计 计数胚胎数目/枚 孵化胚胎细胞平均数目/个( ±S) 

对照组 23 69.9±6.27a 

试验 1 组 33 72.9±8.73a 

试验 2 组 31 75.1±10.30a 

试验 3 组 26 74.2±8.05a 

试验 4 组 30 74.9±10.62a 

试验 5 组 31 72.0±10.11a 
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由表 2-2 可见，添加黄芩苷培养液培养 2-细胞胚胎 120h 孵化胚胎的细胞数目各试

验组与对照组及试验组间均无显著差异(P < 0.05)。 

2.3 添加黄芪多糖培养小鼠 2-细胞胚胎至孵化胚胎细胞数目 

结果见表 2-3。 

 
表 2-3  黄芪多糖培养小鼠 2-细胞胚胎至孵化胚胎细胞数目 

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 2-3 可见，添加黄芪多糖培养液培养 2-细胞胚胎 120h 孵化胚胎的细胞数目各

试验组与对照组及试验组间均无显著差异(P < 0.05)。 

3 讨 论 

目前胚胎研究工作者多把胚胎细胞数目作为一个检测胚胎质量的指标，而从如何提

高胚胎细胞数目的角度研究报道甚少。蒋和生等(1994)提到评定牛胚胎活力最常用的标

准是胚胎细胞核数量和形态，胚胎的活力随着细胞核数量的减少而降低。为了明显观察

对比出细胞数目之间的差异，根据试验一的培养结果，本试验选取了孵化时期的胚胎作

为试验材料，研究了小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对孵化胚胎的细胞数目的影响。 

对比试验结果可以看出，添加小檗碱各试验组孵化胚胎细胞数目极显著高于对照组

（P < 0.01）。不同浓度组间无显著差异（P > 0.05）；黄芩苷试验和黄芪多糖试验中试

验组与对照组间细胞数目无显著差异（P < 0.01）。从而也更进一步验证了试验一中小

檗碱能极显著促进 2-细胞胚胎发育率的试验结果。说明小檗碱对胚胎细胞的增殖具有极

显著的促进作用。 

试验设计 计数胚胎数目/枚 孵化胚胎细胞平均数目/个( ±S) 

对照组 11 70.6±11.19a  

试验 1 组 6 75.0±9.75a 

试验 2 组 10 74.4±10.23a 

试验 3 组 12 73.9±7.65a 

试验 4 组 5 71.5±9.10a 
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试验三  小檗碱、黄芩苷对小鼠早期胚胎移植效果的影响 
 

 

自五十年代以来人类建立了受精卵和早期胚胎的采集技术之后，很快就完成了早期

胚向受体输卵管及子宫移植的胚胎移植技术的开发和研究。小鼠的胚胎移植技术对于试

验动物学研究及生命科学研究具有重要价值。但目前体外培养的胚胎，移植妊娠率仍然

不高，参考人类中医学和动物繁殖中治疗不孕症、流产、保胎、促进胚胎着床等。中药

发挥的重要作用。本试验以添加双抗 mCZB 为试验的对照组，根据试验一胚胎发育效果

和试验二胚胎细胞数量计数结果，进一步验证小檗碱、黄芩苷对小鼠胚胎移植效果和产

仔发育的影响。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 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 29～32g，

雄鼠体重 32～35g，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。 

1.1.1.1 雄鼠输精管结扎 

选用 6 周龄(体重在 32～35g)以上雄鼠进行输精管结扎。雄鼠用 0.2%的戊巴比妥钠

麻醉(0.2ml/10g)后，固定，剪除手术部位的鼠毛，75%酒精消毒手术部位，钝镊子夹起

皮肤，使之离开腹腔。沿腹中线在适当的位置(尿道口前)开口。用小镊子夹住体壁，提

起，使其离开肠管。再用眼科剪子夹住腹中线轻轻剪 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垫。用钝镊子夹住脂肪体，

将其轻轻拉出切口，继之睾丸、输精管等也被拉出。不能直接触及或操作睾丸，只能通

过操作脂肪体使睾丸移动或定位。仔细辨认睾丸和附睾，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

脂肪体，使睾丸等复回腹腔。另一侧同上。外科手术法缝合刀口，撒上适量的抗菌素。
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手术后的公鼠要认真护理，提高周围的环境温度。一般术后两周后可使用。 

1.1.1.2 假孕受体准备 

本试验所用初产母鼠与手术后恢复完全的结扎公鼠合笼。再根据所移植的胚胎时

期，准备比供体多一倍的受体母鼠在供体合笼的同时与输精管结扎的公鼠按 1:1 或 2:1

合笼。 

1.1.2 仪器和器械 

手术器械(眼科剪、眼科镊、持针钳、拆线剪、剪毛剪、手术缝合针 5×16、手术缝

合线 1#)，4 号针头，吸卵针、移卵针(窄端应为 2～3cm 长，直径 120～180μm，末端磨

光，以只能容纳一个胚胎的直径为宜)。 

1.1.3 药品 

盐酸小檗碱(Berberine，BR),               纯度≥97% 天津药物研究院 

黄芩苷(Baicalin，Bai),                    纯度≥97% 天津药物研究院 

0.2%的戊巴比妥钠，青霉素等。 

其他药品同试验一。 

1.2 试验设计 

本试验以添加双抗的 mCZB 为试验对照组，根据试验一胚胎发育效果和试验二胚胎

细胞计数结果，设计以下试验组别： 

对照组：  基础培养液+双抗 

试验 1 组：基础培养液+小檗碱 0.1µg/ml 

试验 2 组：基础培养液+黄芩苷 4µg/ml 

1.2.1 供体的超排及胚胎培养 

供体鼠的超排和胚胎培养方法同试验一。 

1.2.2 胚胎发育时期与假孕鼠的同步 
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供体鼠和受体鼠在同一时间(18:00)合笼，分别于第二天早上 8:00、12:00、4:00 检查

阴栓，见栓母鼠分笼后标记，认真饲养待用。 

供体母鼠在合笼后 47h 处死，获取 2-细胞胚胎，胚胎在上述培养液中培养 54h 获得

B 期胚胎后进行移植试验，即见栓后 88h。此时受体假孕鼠距验栓时间分别为：88h、84h、

80h。 

1.2.3 胚胎移植方法 

根据胚胎发育时期，胚胎移植部位为子宫角。移植前，根据假孕受体鼠的体重，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%酒精消毒后在背部近中线处，用 75%酒精拭刀口，在最后肋骨水平上，

切开约 1cm(尽可能短)纵向口。并去除其中带入的鼠毛。拉动皮肤开口，可见下面的白

色脂肪体。用小剪子在脂肪体上方开一小口。开口时，注意不要伤及较大的静脉。用钝

镊子夹住脂肪体，从切口拉出。继之卵巢、输卵管、子宫相继被拉出。使卵巢和输卵管

留在外面。用钝镊子轻轻夹住子宫上端(最好是卵巢上的脂肪体)，用适当的针头(国产 4

号)或缝合针在子宫下半部(靠近输卵管处)扎 1 小孔。注意不要触及血管。要保证扎入子

宫内腔。可轻轻抽出，以验证是否扎入。如果抽动容易，说明针已扎入子宫腔。不要移

动针头，否则伤及子宫壁。仔细注视刚扎的小孔，轻轻拔出针头，沿该孔将移植管插入

约 5mm，轻轻吹吸管，使所有的胚胎都进入子宫内。然后钝头镊子夹住脂肪体，把子

宫、卵巢、输卵管推回腹腔复位、缝合、消毒。 

1.2.4 胚胎移植效果观察 

2-细胞胚胎体外培养 54h，选择形态正常囊胚期胚胎，假孕鼠以见栓早晚顺序进行

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，并在仔鼠

出生后马上记录产仔数目和称取体重，待仔鼠可以睁眼觅食时(离窝) 再记录仔鼠数目和

称取体重。 

1.3 统计方法 

采用卡方独立性检验。 
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2 试验结果 

2.1 不同试验组别胚胎发育情况 

各试验组别 2-细胞胚胎体外生长 54h 囊胚发育率见表 3-1 

 

表 3-1   不同试验组别胚胎发育情况 

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）。 
 

由上表可以看出 54h 各试验组囊胚发育率无明显差异（P > 0.05），此试验结果和试

验一的结果一致，其中以试验 2 组(添加小檗碱)囊胚发育率最高(94.7%)。 

2.2 受体假孕不同时间移植效果 

假孕母鼠由见栓到移植不同时间(80h、84h、88h)的囊胚移植成功率结果见表 3-2。 

 

表 3-2   不同假孕时间移植效果的对比 

试验组别 
移植囊胚数

（枚） 

移植受体数

（只） 

受体妊娠数

（只） 
妊娠率（%） 产仔数（只） 

平均产仔

数（只） 

假孕 88h 231 15 10 66.7a 86 8.6a 

假孕 84h 103 8 3 37.5b 27 9a 

假孕 80h 81 5 2 40.0b 13 6.5b 

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 3-2 可以看出：不同假孕时间移植妊娠率以假孕 88h(66.7%)显著高于假孕

84h(37.5%)和 80h(40.0%)（P < 0.05）；平均产仔数目以假孕 88h(8.6 只)和假孕 84h(9 只)

54h 试 验 
设 计 批次/次 培养数目/枚 

B% (B/入培数)  

对照组 5 143 (123/143) 85.9a  

试验 1 组 5 155 (147/155) 94.7a 

试验 2 组 6 180 (158/180) 87.6a 
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显著高于 80h(6.5 只)( P < 0.05)。 

2.3 胚胎移植效果 

囊胚移植效果见表 3-3。 

表 3-3   胚胎移植效果 

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 3-3 可知：受体妊娠率以试验 1 组(66.7%)显著高于对照组(50.0%)和试验 3 组 

(45.5%)(P < 0.05)，试验 2 组与对照组间无差异(P > 0.05)；产仔率、初产仔鼠平均体重、

离窝小鼠平均体重对照组，试验 1、2 组间均无差异(P > 0.05)；离窝成活率则试验 1、2

组均显著高于对照组(P < 0.05)。 

3 讨 论 

3.1 不同假孕时间移植效果的影响 

由本试验结果可见，以假孕 88h 的母鼠囊胚移植妊娠率显著高于假孕 84h 和

80h(P < 0.05)，其产仔率分别为 66.7%、37.5%和 40.0%，平均产仔数目分别为 8.6

只、9 只和 6.5 只，说明假孕母鼠时间和移植囊胚发育时期完全同步，有利于胚胎

在子宫中生长发育。这与黄莉等(2001)、王敏康等(2000)的报道假孕母鼠与供体鼠

完全同步为 3.5d 的移植效果最好相一致。说明此时假孕母鼠子宫内膜发育与胚胎

发育所需环境是同步的，从而利于胚胎着床。 

移植囊胚数 
试 验 

设 计 

移植受

体数

（只） 

妊娠率(妊

娠数/移 

植数) 
总数 

（枚）

妊娠受

体（枚）

产仔率 

(出生鼠 

/移入胚 

胎) 

初产仔鼠

平均体重

（g） 

离窝成活 

率(离窝鼠/ 

出生鼠) 

离窝小鼠

平均体重

（g） 

对照组 8 (4/8) 50.0a 115 57 (31/57) 54.3a 1.66a (14/31) 45.2a 8.38a 

试验 1 组 9 (6/9) 66.7b 142 94 (52/94) 55.3a 1.62a 
(29/52) 

55.8b 
9.64a 

试验 2 组 11 (5/11) 45.5a 158 79 (33/79) 41.8a 1.48a 
(20/33) 

66.6b 
8.66a 
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3.2 小檗碱和黄芩苷对胎移植效果的探讨 

1978 年，新加坡政府宣布黄连或小檗碱为毒品，禁止使用，认为孕妇服用黄连或小

檗碱，可通过胎盘将小檗碱引进胎儿体内，有可能导致新生儿溶血，但没有提供相应的

证据。但宋淑娟(1997)、高雨农等(2000)研究表明小檗碱并无毒副作用。本试验结果也

证明小檗碱对妊娠小鼠并无副作用，相反，还有一定的促进作用。 

古代安胎常用药歌中就有：“清热安胎用黄芩”。金元四大家之一的名医朱丹溪在《丹

溪心法》中提到“黄芩，安胎之圣药也”。而黄芩苷是黄芩主要的有效成分。 

胚泡的附植易引起子宫内膜炎性反应(张忠诚,2004)。试验一中已提到小檗碱、黄芩

苷的抗菌、抗炎作用，推测小檗碱、黄芩苷培养的胚胎为胚泡的滋养层与子宫的进一步

接触创造了有利的条件，乃至为胎盘的形成奠定了基础。  

Tsunoda 等（1983）研究表明囊胚的卵裂球数目与移植后受体妊娠率和胎儿出生率

有关。Ellingto 等(1990)对体内发育胚胎与体外培养胚胎的比较结果表明，卵裂球数目可

以用来衡量牛胚胎的生活力。而本试验二结果表明了，添加小檗碱培养液培养的胚胎细

胞数目极显著高于对照组(P < 0.01)。而本试验结果表明添加小檗碱培养的囊胚经过移植

试验后，妊娠率和离窝成活率均显著高于对照组；而产仔率、离窝小鼠平均体重也好于

对照组。 

通过本试验进一步验证了试验一和试验二的结果，并且通过仔鼠出生到离窝也表明

小檗碱、黄芩苷对胚胎附植和胎儿生长发育无不良影响。 
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第四章  结  论 

本文通过研究小檗碱、黄芩苷、黄芪多糖对小鼠 2-细胞胚胎体外培养效果和 2-细胞

胚胎发育至孵化期细胞数目的影响以及小檗碱、黄芩苷对小鼠早期胚胎移植效果的影

响，得出以下结论： 

1、 在 mCZB 基础液中添加小檗碱和黄芩苷中药成分较对照组（mCZB 基础液中

加入青、链霉素）有利于体外培养的小鼠 2-细胞胚胎生长发育。且以小檗碱组好

于黄芩苷组。 

2、 所筛选出的最佳药物浓度，小檗碱 0.10µg/ml，其孵化胚胎发育率为 89.9%，

胚胎细胞数目为 83.7±9.10；黄芩苷 4µg/ml，其孵化胚胎发育率为 64.1%，胚胎细

胞数目为 74.2±8.05。 

3、 胚胎细胞计数结果验证，小檗碱对体外培养胚胎细胞有增殖的作用，其孵化

囊胚细胞数目（83.7±9.10）极显著高于对照组（69.5±7.14）(P < 0.01)。 

4、 添加小檗碱成分体外培养的 2-细胞胚胎发育至囊胚的移植妊娠率（66.7%）显

著好于对照组（50.0%）(P < 0.05)。 

5、 假孕受体鼠时间和移植囊胚发育时期完全同步，有利于胚胎在子宫中生长

发育，移植妊娠效果最好。 

6、 小檗碱、黄芩苷对体外胚胎生长发育和细胞增殖有促进作用，其中以小檗碱

的作用显著；小檗碱、黄芩苷对胚胎附植及出生仔鼠无不良影响。 

由以上结论说明，小檗碱、黄芩苷对小鼠 2-细胞胚胎体外培养和移植效果显著，但

具体作用机理还有待进一步研究。 
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附     表 

 
附表 1   杜氏磷酸缓冲溶液（mPBS） 

A 液 B 液 C 液 

成分 
含量 

（mg/1l 水） 
成分 

含量 

（mg/1l 水）
成分 

含量 

（mg/1l 水） 

CaCl2 100 NaCl 800 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   

 

 

附表 2   基础培养液 mCZB 

A 液 B 液 C 液 

成分 
含量 

（g/100ml） 
成分 

含量 

（g/100ml）
成分 

含量 

（g/100ml） 

NaCl  0.56995 NaHCO3 1.2937 BSA 0.5 

KCl 0.04305   葡萄糖 0.1 

KH2PO4  0.0192   乳酸钠 0.63ml 

MgSO4•
7H2O 

0.03475   丙酮酸钠 0.003 

CaCl2•2H2O 0.02985   EDTA  0.0049 

    谷氨酰胺 0.0146 

    酚红 1ml 

    青霉素 0.006 

    链霉素 0.007 
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附    图 
 

    
 
 

   
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 

附图 1 注射 hCG47h 后获取的 2-cell 胚胎

附图 3 体外培养 72h 的囊胚 附图 4 体外培养 96h 的扩张囊胚 

  附图 5  对照组体外培养 120h 的孵化胚胎

附图 2 体外培养 48h 的桑椹胚 

附图 6  添加小檗碱体外培养 120h 的孵化胚胎
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  附图 7 体外培养 120h 的孵化胚胎形态   附图 8  体外培养 120h 的孵化胚胎细胞计数 

附图 9  胚胎移植初产仔鼠 附图 10 胚胎移植离窝仔鼠 
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