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热应激对小鼠卵母细胞和附植前胚胎                  

及其生长内环境氧化损伤的影响 

李辉辉，田文儒，张志宏，张启耀，高善颂 

（青岛农业大学动物科技学院，山东青岛 266109） 

 
摘要：【目的】研究热应激对机体（肝脏）以及生殖系统氧化、卵母细胞和附植前胚胎氧化及发育能力的影

响，探讨热应激影响卵母细胞及附植前胚胎发育能力的机制。【方法】分别用总谷胱甘肽和微量丙二醛测定试剂盒

检测热应激后小鼠卵母细胞、附植前胚胎和组织器官内总谷胱甘肽（total Glutathione，TGSH）、丙二醛（MDA）

的含量，并且观察后续胚胎的发育情况。【结果】母体经 35℃处理 6 和 12 h 后，其体内的卵母细胞（6 h）和发

育至 1～3 d 的胚胎（桑椹胚前期，12h）的后续胚胎发育率显著降低，胚胎中 TGSH 含量下降（P＜0.01）、MDA 含

量升高（P＜0.01），卵母细胞中二者的含量未有变化；发育至第 4天、第 5天的胚胎（桑椹胚和囊胚）中 TGSH 和

MDA 的含量及胚胎发育率均未有变化（P＞0.05）；发育至第 1～5 天的体外培养的胚胎分别经 39℃处理 12 h 后，

胚胎中 TGSH 和 MDA 及其发育率均未有变化（P＞0.05）；随着热应激温度升高和时间的延长，肝脏和输卵管中 TGSH

显著降低、MDA 显著升高；当温度达到 41℃时，卵巢和子宫中 TGSH 显著降低、MDA 显著升高。【结论】桑椹胚以前

的胚胎遭受母体热应激后，发育能力降低，这与热应激所诱导的氧化损伤密切相关，但是母体热应激后卵母细胞

后续胚胎的发育能力降低与氧化损伤无关。体外培养的胚胎经 39℃处理 12 h 后，对附植前胚胎氧化损伤和孵出

率均无影响。 

关键词：热应激；卵母细胞；附植前胚胎；氧化损伤；发育能力   
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Preimplantation Embryos and Their Environments 
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Abstract: 【Objective】 This study was conducted to determine the effects of heat stress on the oxidate damage of 

organism(liver), genital system, oocytes and preimplantation embryos, and to observe oocytes’ and embryos’ subsequently 
developmental competence. 【Method】 TGSH and MDA in the oocytes, preimplatation embryos and several organs were determined 
by using total glutathione and malonaldehyde assay kit, respectively. The subsequently developmental competence of heat-stressed 
oocytes and embryos was determined. 【Result】 The subsequently developmental competence of the oocytes (6 h) and embryos (12 
h) on day 1 to day 3 (before morula) in the mice heat-stressed at 35℃ for 6 h or 12 h decreased significantly. The TGSH content 
decreased and MDA output increased significantly in heat-stressed embryos on days 1, 2 and 3, but not in heat-stressed oocytes. 
However, nothing changed in embryos on days 4 and 5 of age cultured in vivo and the embryos on days 1 to 5 of age heat-stressed at 
39℃ for 12 h cultured in vitro. The TGSH content increased and MDA output decreased significantly in liver and oviduct with the 
increased grading of heat stress and prolonged time, and in the ovary and uterus with 41℃ heat stress only.【Conclusion】The results 
demonstrate that the loss of developmental competence of early embryos is associated with oxidate damage of maternally 
heat-stressed enbryos before morula, but neither of maternally heat-stressed oocytes nor in vitro cultured 1 to 5d embryos.   
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0  引言 

【研究意义】高温环境下，母畜机体处于热应激

状态下可导致卵母细胞和早期胚胎死亡[1]，而卵母细

胞和早期胚胎对热敏感的原因尚不清楚。因此，研究

热应激对卵母细胞和早期胚胎损伤的机制，对提高高

热环境下母畜的生殖能力，具有重要意义。【前人研

究进展】高温常常导致各种哺乳动物[2-6]出现暂时性不

孕。较高的环境温度可降低胚胎活力和发育率[7-8]。  
牛[9]和羊[10]卵母细胞遭受热应激后，其受精后的胚胎

发育力降低。小鼠卵母细胞和合子期胚胎受热应激后，

胚胎发育能力降低[11-12]。热应激时机体体温升高，并

常伴随着机体的氧化损伤[13]，活性氧（active oxygen，
ROS）的合成增加并且与细胞内的生物大分子相互作

用而损伤细胞[14]。谷胱甘肽（glutathione，GSH）是

胚胎中重要的非酶性抗氧化剂[15]，对卵母细胞和早期

胚胎发育具有重要的作用。在卵母细胞成熟期间，GSH
的积累将会改善卵母细胞的胞质成熟质量、保护卵母

细胞在受精后的胚胎发育阶段免于受到氧化损伤[16]。

因此，笔者推测是氧化损伤介导卵母细胞及早期胚胎

的热损伤。丙二醛（malonaldehyde，MDA）是脂质过

氧化反应链式终止阶段产生的小分子产物，具有很强

的生物毒性，可引起细胞损伤，导致细胞结构和功能

的改变。因此其含量可以间接反映自由基的产生情况

和机体组织或细胞的脂质过氧化程度。【本研究切入

点】关于热应激对胚胎发育的影响，其研究主要集中

于热休克蛋白对胚胎发育的影响，但是胚胎发育过程

中涉及的分子机制是复杂繁多的，难以用一种机制来

完全诠释。卵母细胞成熟过程和早期胚胎受损，将影

响其后续胚胎的成活率。热应激诱导卵母细胞和附植

前不同发育时期胚胎过氧化损伤的研究尚未见报道。

因此，本文就热应激是否诱导卵母细胞、附植前胚胎

（体内和体外）、生殖系统氧化损伤这一问题加以研

究。【拟解决的关键问题】通过观察母体热应激对卵

母细胞后续胚胎、附植前不同发育时期胚胎以及体外

热应激对不同发育时期胚胎发育能力的影响，同时检

测卵母细胞、不同处理组胚胎和某些器官组织中 TGSH
和 MDA 的含量，以确定相同强度的体内、体外热应

激是否诱导卵母细胞和附植前不同发育时期胚胎发生

氧化损伤，以及体内、体外不同发育时期胚胎对热应

激的耐受性是否一致，从而进一步明确热应激影响母

畜生殖能力的机制。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物 
昆明白小鼠，8～10 周龄，购自山东大学实验动

物中心，于试验前预饲养 1 周。 
1.2  供试动物的处理 
1.2.1  受试动物分组及热应激处理  根据热应激强

度的不同，将受试鼠分为 6 个热应激处理组：37℃（1 
h）、37℃（2 h）、39℃（1 h）、39℃（2 h）、41℃
（1 h）、41℃（2 h）。每组 3 只，每天热应激 1 次，

连续热应激 1 周。 
1.2.2  体内热应激卵母细胞及其合子期胚胎  将超

排后的小鼠置于 35℃环境中持续 6 h，获得受热应激

卵母细胞；然后再将热应激后的雌鼠与公鼠 1﹕1 合

笼，于次日凌晨检阴栓，从而获得来自热应激卵母细

胞的合子期胚胎。 
1.2.3  体内热应激的胚胎  将超排后的雌鼠与公鼠

1﹕1 合笼过夜（此时记为第 1 天），于次日凌晨检阴

栓。将检出阴栓的小鼠置于 35℃，持续 12 h，获得发

育至第 1 天、遭受热应激的胚胎（合子期）；第 2 天，

将见阴栓的小鼠于同一时间施以同样的热应激，获得

发育至第 2 天、遭受热应激的胚胎（2-细胞期）；依

次类推，分别获得发育至第 3 天（4-细胞～桑椹胚初

期）、第 4 天（桑椹胚～囊胚）和第 5 天（囊胚）受

热应激的胚胎。热应激处理结束的胚胎一部分用于

TGSH 和 MDA 的检测，一部分继续体外培养至孵出囊

胚（检阴栓后的第 6 天）观察胚胎的发育率，试验共

重复 3 次，每组 50～400 枚胚胎。 
1.2.4  体外培养胚胎的热应激处理  将超排后的小

鼠合笼，把次日检出阴栓的小鼠处死，取出原核期胚

胎进行体外培养。将发育至第 1～5 天的胚胎分别经

39℃处理 12 h，如此分别获得发育至第 1～5 天受热应

激的胚胎。体外热应激结束的胚胎的处理同于体内热

应激胚胎。 
1.3  样品采集和处理 

1.3.1  组织的采集  用颈部脱臼法致死小鼠，分别取

其肝脏、卵巢、输卵管和子宫，加液氮研磨，按重量

﹕体积=1﹕19 加生理盐水，在 4℃条件下以 2 000 
r/min 离心 15 min，用 EP 管分装上清，－70℃冻存。 
1.3.2  卵母细胞的采集和处理  处死小鼠后，在体视

显微镜下从输卵管壶腹部冲取卵母细胞，用含 0.3 
mg·ml-1 透明质酸酶的 hepes-CZB 去除周围的颗粒细

胞，清洗后用液氮和 37℃水浴进行 3 次快速的冻融， 
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－70℃冻存。 
1.3.3  胚胎的采集、培养和处理  处死小鼠后，在体

视显微镜下从输卵管或从子宫中冲取不同发育阶段的

胚胎，以 CZB 为培养液在 37℃含 5%的 CO2的培养箱

中培养，4-细胞以后的胚胎使用含有葡萄糖的 CZB 培

养液。胚胎样品的处理同卵母细胞。 
1.4  TGSH 和 MDA 的测定  用微量丙二醛测定试剂盒

（南京建成生物工程研究所）和总谷胱甘肽检测试剂

盒（碧云天生物科技研究所）在紫外可见分光光度计

（NEWLABO）和酶标仪（BIO-TEK）上进行测定。

卵母细胞和胚胎中二者的含量分别以每卵母细胞

（pmol/oocyte）和每胚胎（pmol/embryo）表示，组织

中 TGSH 和 MDA 的含量以每毫克蛋白（nmol·mg-1 
prot）表示。用 Bradford 蛋白质定量试剂盒（南京建 

成生物工程研究所）测定组织上清液总蛋白浓度。 
1.5  数据处理 

采用 SPSS13.0 软件对所得数据进行统计分析，所

有数据均以 x±SD 表示。 

2  结果与分析 

2.1  受热应激小鼠肝脏、卵巢、输卵管和子宫中 TGSH

和 MDA 含量的变化 

由图 1（A 和 B）可知，随着热应激温度的升高

和时间的延长，肝脏和输卵管中 TGSH 的含量显著下

降，MDA 的生成量显著增加；而在受 37 和 39℃热应

激时，卵巢和子宫中 TGSH 和 MDA 的含量均未发生

显著变化（P＞0.05），当温度升至 41℃时，TGSH 的

含量显著下降，MDA 生成量显著增加。
 

 
 

在同一组织中标不同字母表示差异显著，P＜0.05   Different letters within the same tissue indicate different significantly, P＜0.05 

 
图 1  受热应激小鼠肝脏、卵巢、输卵管和子宫中 TGSH（A）和 MDA（B）的含量 

Fig. 1  Content of TGSH（A）and MDA（B）in liver, ovary, oviduct and uterus of the heat-stressed mouse 
 

2.2  受热应激小鼠卵母细胞及其合子期胚胎 TGSH 和

MDA 含量以及后续胚胎发育率 

受热应激后，卵母细胞及其受精后合子期胚胎的 

TGSH 和 MDA 均未发生显著变化（P＞0.05），而后

续胚胎的发育率显著下降（P＜0.01）（表）。 
2.3  受热应激小鼠附植前不同时期胚胎中 TGSH、MDA

含量及其发育率 

母体受热应激后，发育至 1、2 和 3 d 的胚胎中

TGSH 和 MDA 的含量都较对照组发生了显著变化（P
＜0.01），而且胚胎的囊胚孵出率也显著降低（P＜
0.01）；发育至第 4 天、5 天的胚胎，其 TGSH 和 MDA
的含量以及囊胚孵出率均未发生显著变化（P＞0.05）；
当胚胎发育至第 4 天时，对照组胚胎中 TGSH 的量较

第 3 天时显著增加（P＜0.05）（图 2）。 
 

表  体内热应激小鼠卵母细胞及其合子期胚胎 TGSH 和 MDA 含量以及后续胚胎发育率 

Table  Developmental competence and TGSH and MDA content of maternally heat-stressed oocytes and its zygotes 

卵母细胞 Oocytes 合子期胚胎 Zygotes 处理 
Treatments 

TGSH (pmol/oocyte) MDA (10-2pmol/oocyte)

 

TGSH (pmol/zygote) MDA(10-2pmol/zygote) 

受精后胚胎的孵出囊胚率

Hatched blastocytes rate (%)

对照 Control 1.80±0.08 7.42±0.17 1.53±0.05 7.82±0.18 64.00±3 

热应激 Heat stress 1.81±0.11 7.34±0.09 

 

1.51±0.04 7.80±0.11 40.00±3** 

**表示显著水平为 0.01。下同  **Significant at 0.01 level. The same as below 
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图 2  体内热应激小鼠附植前不同发育时期胚胎中 TGSH（A）和 MDA（B）含量及其发育率（C） 

Fig. 2   Developmental competence (C), TGSH (A) and MDA (B) content of maternally heat-stressed mouse embryos within 

differently developmental stages  

 
2.4  热应激后体外培养的附植前小鼠胚胎中 TGSH 和

MDA 含量以及其发育率 

体外培养的 1～5 d 的胚胎分别受 39℃、12 h 热应 

激后，胚胎中 TGSH、MDA 含量以及囊胚孵出率与   
对照组相比均无显著差异（P＞0.05）。由此表明，      
39℃对于体外培养的胚胎并不能引起热损伤（图 3）。

 

 
 

图 3  热应激后体外培养的附植前不同发育时期小鼠胚胎中 TGSH 和 MDA 含量以及其发育率 

Fig. 3  Developmental competence, TGSH and MDA content of heat-stressed mouse embryos in vitro within differently 

developmental stages  

 

3  讨论 

本研究发现，母体遭受热应激后其卵母细胞并不

发生氧化损伤，Matsuzuka T 也发现热应激后卵母细胞

中 GSH 含量未发生变化[11]，这可能与卵丘细胞的保

护有一定关系，因为 Zhou 等[17]人发现，半胱胺能够

增强卵丘卵母细胞复合体和卵母细胞中 GSH 的合成

以及胚泡的数目，但是它的前提条件是有卵丘细胞的

存在，即卵丘卵母细胞复合体或卵母细胞和卵丘细胞

一起培养，由此可见，卵母细胞须与卵丘细胞相互作

用，才能使卵母细胞中 GSH 的合成增加。因此，在本

试验中卵母细胞之所以不受氧化损伤，笔者推测其原

因是：从输卵管中取出的卵母细胞都有一团卵丘细胞

包绕，卵丘细胞可以通过缝隙连接将小的热保护分子

GSH 输送给卵母细胞[18]，使卵母细胞免受氧化损伤。

本研究还发现母体受热应激后，其卵母细胞受精后的

胚胎发育率显著降低，表明卵母细胞的实质受到了影

响。有人在牛的试验中发现，高温可引起成熟卵母细

胞的微管和微丝改变 [19]，并形成异常的 MⅠ纺锤   
体[20]，从而抑制卵母细胞的核成熟。对于哺乳动物的

卵母细胞来说，核成熟启动胞质成熟，这一过程决定

其受精能力以及后期胚胎的发育能力[21-22]。王军佐[23]

发现，受热应激卵母细胞的发育能力低主要是由于热

应激干扰了卵母细胞的胞质成熟。而本试验发现，受

热应激的卵母细胞受精后其胚胎发育能力降低并非氧

化损伤所致，这在某种程度上证实，热应激可导致卵 



2248                中  国  农  业  科  学    42 卷 

母细胞的结构损伤而并非化学因素改变。 
在本研究中，母体遭受热应激后其体内发育至

1～3 d 的胚胎中 TGSH 下降、MDA 增加的结果表明，

胚胎发生了氧化损伤，并且胚胎的这种损伤已经影响

到了其后续发育能力。当然，桑椹胚期胚胎（发育至

第 4 天）中的 TGSH 含量较桑椹胚前的胚胎（发育至

第 3 天）显著增加的结果说明，只有到桑椹胚期的胚

胎才能合成 GSH，Gardiner 也得到了同样的结论[24]。已

知，合子期胚胎的正常发育主要依赖于卵子发生过程

中合成的蛋白质和 RNA，直到 2-细胞中期，许多胚胎

基因才被启动，从本研究中发现，发育至第 4 天时胚

胎中 GSH 的基因开始被启动表达，此时母体遭受热应

激后，其体内胚胎 MDA 生成量不增加，说明胚胎合

成的 GSH 使胚胎免受热应激导致的氧化损伤，并且胚

胎的后续发育也正常。从结果能够看出，桑椹胚前的胚

胎较桑椹胚后的胚胎热耐受性差，而桑椹胚前的胚胎自

身不能合成 GSH（桑椹胚能够合成 GSH），由此可见，

胚胎的热耐受性与 TGSH 直接相关，即热应激是否导致

氧化损伤，直接决定胚胎的热耐受性。 
在本研究还发现，39℃的热应激并不能使体外培

养的附植前胚胎发生氧化损伤，而且胚胎的发育率也

不受影响，Ozawa M 也发现体外培养的小鼠合子期胚

胎经 39℃处理 12 h 后，胚胎中 GSH 和发育率都未发

生变化[25]，这表明 39℃高温对体外培养的胚胎没有影

响。至于不同梯度的高温对体外培养的小鼠附植前胚

胎是否有影响，还需要进一步深入研究。 
综合体内和体外对小鼠和其胚胎热应激所得的结

果可以认为，仅仅高温不能使胚胎发育阻滞，母体内

环境生理因素改变对小鼠胚胎也起着至关重要的作

用。因为肝脏中 TGSH 减少和 MDA 增多的结果表明，

热应激后机体发生氧化损伤；对于生殖系统来说，输

卵管受热应激后发生明显的氧化损伤，而子宫受到

41℃（不是 37 和 39℃）高温后，才会发生氧化损伤，

这与热应激对不同发育阶段胚胎的氧化损伤的结果恰

恰一致，因为 1～3 d 的胚胎处于输卵管中，热应激后

发生氧化损伤；而 4、5 d 的胚胎处于子宫中，热应激

后不发生氧化损伤。这也许恰恰解释了为什么桑椹胚

期后的胚胎较桑椹胚期前胚胎的热耐受性强的原因。

因此，附植前胚胎的热耐受性由胚胎自身及其生长内

环境双重因素决定。 

4  结论 

肝脏和输卵管受热后发生氧化损伤，而卵巢和子 

宫在 41℃时发生氧化损伤；卵母细胞和其合子期胚胎

不受体内热应激的影响，但后续胚胎发育率降低；体

内热应激能够使早于桑椹胚期的胚胎发生损伤，桑椹

胚及其后期胚胎 TGSH 含量增加；体外 39℃、12 h 的

热应激对附植前胚胎氧化损伤和孵出率均无影响。  
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