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要!旨在研究
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对小鼠早期胚胎发育的影响!探讨
12%).)*

对早期胚胎抗氧化损伤的机理&通过
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0

4

0

诱导建立胚胎氧化损伤模型!添加
12%).)*

对胚胎进行体外培养!

563758

测定胚胎内部
3

0

4

0

含量!分

别用超氧化物歧化酶"

945

#和微量丙二醛试剂盒测定胚胎不同发育阶段
945

活性和丙二醛
:58

含量!并观察后

续胚胎发育情况&结果表明$"

%

#不同浓度
12%).)*

处理
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后!
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处理组
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细胞率(囊胚

率显著高于其他各组"
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和
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联合处理后!其胚胎发育率显著高于单独
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荧光检测发现!
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添加组胚胎内部
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水平显著低于其他各

组"
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检测!发现添加
12%).)*

胚胎内部各时期
945

水平显著高于其他各组"
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水平显著低于其他各组"

.

#
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#&综上表明!氧化应激对早期胚胎发育是不利的!

12%).)*

通过增加抗氧化

酶
945

活性(降低脂质损伤等途径减少胚胎内部
A49

!增加抗氧化能力!促进胚胎在体外更好地发育&

关键词!

12%).)*

)氧化损伤)早期胚胎)发育能力
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哺乳动物早期胚胎在体外培养的过程中会产生

发育阻滞现象*

%!0

+

&近年来!关于小鼠早期胚胎体外

培养发育阻滞的原因和影响因素已有大量的报道!

大多数品系小鼠早期胚胎体外培养过程中会存在

0!

细胞期
Q0

时相延长的特点!即
0!

细胞阻滞"

0!HM==

E=#HF

#现象*

*

+

&因为在这个时期!胚胎内部正进行

着一系列的后续发育的准备过程!若胚胎在体外培

养!由于缺少输卵管的内部保护机制!就非常容易引

起氧化应激导致胚胎发育阻滞&活性氧"

AMDHV$WM

#R

GK

M-,

X

MH$M,
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A49

#是细胞内部由于新陈代谢作

用发生氧化还原反应生成很多自由基!生成的自由

基包括超氧阴离子"

4

?

0

#自由基(羟自由基"

34

?

#(

一氧化氮"

P4

?

#(过氧化氢"

3

0

4

0

#等!在各种哺乳

动物的卵母细胞和早期胚胎发育的过程中各种代谢

和培养环境中都有可能产生过量
A49

*

)!@

+导致氧化

应激现象发生!引起细胞
5P8

(脂质及蛋白质的损

伤*

.

+

!甚者将会产生细胞碎片*

B

+严重阻碍了早期胚

胎的体外发育&

过氧化物酶体增殖物激活受体"

[[8A

#是核受

体家族中的配体激活受体和过氧化物酶体的增殖等

功能有着紧密的联系!它包括
#

(

$

和
%

*

种形式亚

型!

[[8A,

在大多数细胞中都有所表达!尤其是在

肾和心肌细胞中表达!同时具有非常重要生物学作

用!不同的亚基其生物学功能不同*

(

+

&

12%).)*

是

人工合成的过氧化物酶体增殖物激活受体
#

"

[[8A!

#

#特异性受体激活剂!国内外研究发现

12%).)*

在体内能够起到降低血糖浓度(抗细胞衰

老和抵抗氧化等作用*

/!%&

+

&

12%).)*

激活
[[8A

#

后!

[[8A

#

通过和视黄素
\

受体结合后形成异二

聚体物质!这个异二聚体物和位于抗氧化靶基因特

异性启动子区域的
5P8

序列相结合!通过构象的

变化而调控抗氧化酶的活性*

%%

+

&

U'4FD

G

D

等*

%0

+在

肺损伤模型中的研究发现!

12%).)*

能够有效地克

服氧化应激反应!降低氧化损伤&另有研究报道!

[[8A

#

特异性的激动剂还能够刺激内皮上的细胞

产生许多自由基!通过活性氧第二信使的作用刺激

各种抗氧化物酶的活性升高*

%*

+

&

小鼠早期胚胎在体外发育的过程中会受到
A49

的影响引起发育阻滞现象&迄今为止!

12%).)*

对

体外发育的早期胚胎抗氧化机理研究甚少!本研究旨

在通过
12%).)*

对小鼠早期胚胎发育的影响以及胚

胎内 部
A49

(

945

(

:58

等 含 量 的 测 定!探 索

12%).)*

对小鼠早期胚胎的抗氧化机理&

#

!

材料与方法

#D#

!

试验动物

昆明白系小鼠!

(

&

%&

周龄!购自延边大学实验

动物中心&

#D!

!

试剂及仪器

孕马血清促性腺激素"

[YM

K
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K

#-D"#VY#

X

$-

!

[:9Q

#(人绒毛膜促性腺激素"

3L!

<D-H;#Y$#-$H

K

#-D"#VY#

X

$-

!

;6Q

#购自宁波激素

有限公司)微量丙二醛测定试剂盒"

:58

#(总超氧

化物歧化酶"

945

#购自南京建成生物工程研究所)

其他相关药品非特殊说明均购自
9$

K

<D

公司)倒置

显微镜"

P$F#-U:9

#)二氧化碳培养箱"

U60*0*

#)

荧 光 显 微 镜
PN!)0@!.&&C

)紫外可见分光光度计

"

PC1>8S4

#)酶标仪"

ST4!UC]

#&

#D*

!

试验方法

%'*'%

!

胚胎的收集(处理和培养
!!

挑选健康的雌

性小鼠!每只供试小鼠于第
%

天的
%(

$

&&

腹腔注射

%&TN

的
[:9Q

!时隔
)(;

腹腔内注射
%&TN

的

;6Q

!然后与公鼠合笼!公母比例为
%̂ %

!合笼
%0;

后检查小鼠阴道栓&脱颈处死注射
;6Q00;

后的

见栓小鼠!打开腹腔取出输卵管放置
:0

中!在显微

镜下 挑 破输卵管 壶腹 部!用 透 明 质 酸 酶 "

*&&

<

K

'

>

?%

#脱去合子周围的卵丘细胞!

0<$-

后用
:0

清洗
0

&

*

遍!然后将收集好的无卵丘细胞的合子期

胚胎分别放入之前做好的不同浓度药物的
@&

!

>

的

小滴中"每小滴
%&

枚#清洗
0

遍!再转移到相应培养

液中!在饱和湿度(

@_64

0

气相条件(

*B̀

的培养箱

中培养一定时间!之后将其换成
:%.

培养液孵育&

每
0);

进行换液!每
%0;

观察胚胎发育情况&

%'*'0

!

胚胎内部
A49

含量检测
!!

取
0&

枚胚胎!

置于
%<

K

'

<>

?%

[a8

小滴中洗涤
0

遍!然后避光

置于
%&

!

<#=

'

>

?%

0

,

B

,二氯荧光素二乙酸盐

"
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#染色液微滴中!放入培养箱孵育
%@

<$-

&将孵育后的胚胎冲洗干净!在荧光显微镜下

荧光显色&用
T<D

K

M!

X

Y#

X

=L,.'&

对荧光图片量化

分析!结果用平均相对荧光强度相对值表示&

%'*'*

!

总
945

和
:58

的测定
!

用总超氧化物歧

化酶检测试剂盒和微量丙二醛测定试剂盒在紫外可

()@
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对小鼠早期胚胎抗氧化损伤的影响

见分光光度计"

PC1>8S4

#和酶标仪"

ST4!UC]

#

上进行测定&测定步骤按说明书操作&胚胎中二者

的含量分别用"

N

'

<

KX

Y#V

?%

#和"

-<#=

'

M<EY

G

#

?%

#

表示&

#D$

!

试验设计

%b)b%

!

合子期胚胎于
&

(

%&

(

0@

(

@&

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

中孵育
*&<$-

!筛选引起氧化应激的有效致

死浓度&

%b)b0

!

合 子 期 胚 胎 于
&'&

(

&'%

(

&'@

(

@'&

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

中孵育
0;

!观察胚胎发育情

况!探究其促进胚胎发育最适浓度&

%')'*

!

最低致死浓度
3

0

4

0

与最适浓度
12%).)*

联合处理!观察与对照组(最低致死浓度的
3

0

4

0

组

"

8

组#(

3

0

4

0

与最适浓度
12%).)*

联合处理组"

S

组#以及最适浓度
12%).)*

组"

6

组#之间发育率

的差异情况&

%')')

!

563758

荧光检测
%')'*

中对照组(

8

组(

S

组(

6

组中
3

0

4

0

水平!观察
12%).)*

对
3

0

4

0

的作用&

%')'@

!

测定对照组(

8

组(

S

组(

6

组中超氧化物歧

化酶
945

活性(脂质过氧化损伤
:58

水平!进一

步分析
12%).)*

引起的抗氧化保护机制&

#D%

!

统计分析

0!

细胞早期胚胎发育率(

)!

细胞期胚胎发育率

和囊胚率分别为
0!

细胞期胚胎(

)!

细胞期胚胎和发

育的囊胚数占合子数的百分比&数据应用
9[99

%B'&

进行差异显著性分析!以
.

#

&'&@

为差异显著

标准&每组试验重复数
$

*

次&

!

!

结果与分析

!D#

!

外源
E

!

F

!

对小鼠合子发育的影响

用不同浓度的
3

0

4

0

处理胚胎
*&<$-

后!随后

放入新的
:%.

中继续培养到
B0;

!其发育率显著不

同&由表
%

可知!

@&

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

组胚胎无法

发育到囊胚阶段)

0@

!

<#=

'

>

?%与
&

(

%&

!

<#=

'

>

?%

组相比显著性降低了
)!

细胞发育率和囊胚发育率

"

.

#

&'&@

#)

&

(

%&

!

<#=

'

>

?%组之间差异不显著

"

.

$

&'&@

#&至此筛选出了
0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

为

引起氧化应激导致胚胎发育受阻的有效致死浓度&

表
#

!

外源性
E

!

F

!

对小鼠合子发育的影响
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!

F

!
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H
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>;

1/-0 _

浓度%"

!

<#=

'

>

?%

#

6#-HM-VYDV$#-

合子数

O

GK

#VM-L<EMY

卵裂率

6=MDWD

K

M

)!

细胞

)!HM==

囊胚

S=D,V#H

G

,V

& %)0 ()'..c*'B.

D

@B'(%c*'))

E

0B'.0c@'%)

E

%& %*B

(.'..c@'0.

D

@*'%&c.').

E

00'*)c('*&

E

0@ %)@ B.')(c*'0(

E

*B'&%c@'B)

D

%.'(0c)'/&

D

@& %))

*0'@.c*'*)

H

.'0*c)'00

H

&

同行数据后所标字母相异表示差异显著"

.

#

&'&@

#!所标字母相同表示差异不显著"

.

$

&'&@

#&下表同&

)d@

5$JJMYM-V=MVVMY,$-V;M,D<MY#Z<MD-,,$

K

-$J$HD-V"$JJMYM-HMEMVZMM-V;MVYMDV<M-V,

"

.

#

&'&@

#!

,D<M=MVVMY$-V;M,D<MY#Z

<MD-,-#V,$

K

-$J$HD-V"$JJMYM-HMEMVZMM-VYMDV<M-V,

"

.

$

&'&@

#

'U;M,D<MD,EM=#Z')d@

!D!

!

'(#$)$*

对小鼠合子发育的影响

不同浓度的
12%).)*

对小鼠合子发育影响见

表
0

&从表
0

可知!各组之间卵裂率无显著性差异

"

.

$

&'&@

#)

&b%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

组
)!

细胞率

显著高于
&b&

(

%'&

(

@'&

!

<#=

'

>

?%组"

.

#

&b&@

#!其

余各组之间差异不显著"

.

$

&'&@

#)

&'%

!

<#=

'

>

?%

组囊胚率显著高于
&'&

(

%'&

(

@'&

!

<#=

'

>

?%组"

.

#

&'&@

#!

%b&

!

<#=

'

>

?% 组 显 著 高 于
&'&

(

@'&

!

<#=

'

>

?%组"

.

#

&'&@

#&可以看出
&b%

!

<#=

'

>

?%

的
12%).)*

显著提高了胚胎发育率&

!D*

!

'(#$)$*

对
E

!

F

!

刺激后的小鼠胚胎作用

由
3

0

4

0

诱导氧化应激的小鼠胚胎!再经过最

适浓度的
12%).)*

处理
0;

后!其对胚胎发育的影

响见表
*

!在
3

0

4

0

中添加
12%).)*

的
S

组中卵裂

率(

)!

细胞率(囊胚率显著高于单独
3

0

4

0

的
8

组

"

.

#

&'&@

#!同时
S

组中各阶段发育率均高于对照

组!但差异不显著 "

.

$

&'&@

#)单独最适浓度

12%).)*

组"

6

组#显著高于
8

(

S

组"

.

#

&'&@

#&

!D$

!

胚胎内部
JFK

的检测

收集各处理不同发育阶段胚胎避光
563758

染色!蓝色波长光"

@*@-<

#激发!荧光显微镜观察

3

0

4

0

的荧光强度"图
%

#!荧光图片量化分析见表

)

&单独
3

0

4

0

作用的
8

组其
3

0

4

0

水平显著高于

其他各组!而单独
12%).)*

作用的
6

组能显著性

/)@
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表
!

!

'(#$)$*

对小鼠合子发育的影响

G7A=-!

!

+,,-./1,'(#$)$*126-8-=1

H

:-2/1,:1@0-I

>;

1/-0 _

浓度%"

!

<#=

'

>

?%

#

6#-HM-VYDV$#-

合子数

O

GK

#VM-L<EMY

卵裂率

6=MDWD

K

M

)!

细胞

)!HM==

囊胚

S=D,V#H

G

,V

&'& %)&

(@'0@c0'*0

D

@.'B@c*'0*

D

0B'.)c*'0/

D

&'% %)% /&'/%c0'00

D

.B'((c)'(.

E

)%'%/c%'%*

H

%'& %)/

(('/Bc)'%(

D

@/'00c@'B)

D

**'*Bc*'/&

E

@'& %*( (B'0)c0'%*

D

@0'%&c('B*

D

00')Bc('()

D

表
*

!

'(#$)$*

对
E

!

F

!

刺激后的小鼠胚胎作用

G7A=-*

!

+,,-./1,'(#$)$*126-8-=1

H

:-2/1,:1@0-I

>;

1/-0A

>

E

!

F

!

426@.-6 _

组别
QY#L

X

合子数
O

GK

#VM-L<EMY

卵裂率
6=MDWD

K

M )!

细胞
)!HM==

囊胚
S=D,V#H

G

,V

对照
6#-VY#= %0( (@'0*c0'@*

E

@.'**c*'0B

E

0B'*@c)'0)

E

8 %*0

B@'*0c)'0%

D

*('0*c@'0@

D

%B'*)c*'0.

D

S %0B (.'@*c.'B0

E

.&'0)c0'*0

E

*0'*(c('..

E

6 %)%

/%'@(c*'00

E

./'@(c*'(0

H

)&'@0c0'0.

H

对照组
':%.

培养液)

8'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

组)

S'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

e &'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

组)

6'&'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)

组&下同

6#-VY#=':%.<M"$L<

)

8'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0K

Y#L

X

)

S'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

e &'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

K

Y#L

X

)

6'&'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

K

Y#L

X

'U;M,D<MD,EM=#Z

降低
3

0

4

0

水平"

.

#

&'&@

#)联合处理的
S

组也在

一定程度上降低了
3

0

4

0

的水平!并且显著低于
8

组"

.

#

&'&@

#&初步说明
12%).)*

能引起
A49

水

平的下降&

表
$

!

小鼠胚胎内部
E

!

F

!

的含量

G7A=-$

!

+:A<

>

124.E

!

F

!

.12/-2/42:1@0-

组别

QY#L

X

0!

细胞

0!HM==

)!

细胞

)!HM==

囊胚

S=D,V#H

G

,V

对照
6#-VY#=

%'))c&'00

D

%'.@c&'*0

E

%'0)c&'0.

E

8 %'./c&'*%

E

%'/)c&'0%

H

%'B0c&'*@

H

S

%')&c&'0.

D

%'@.c&'0@

E

%'%*c&'%.

E

6 %'*0c&'%*

D

%')&c&'0@

D

&'/)c&'*0

D

!D%

!

不同处理后胚胎内部
KF9

"

?93

的水平

945

活性和
:58

含量是评价胚胎内部抗氧化

水平的重要指标!如图
0

所示!在添加
12%).)*

的
S

组和
6

组中胚胎发育各时期
945

的活性显著性高于

对照组和
8

组"

.

#

&'&@

#)

3

0

4

0

处理的
8

组
945

活

性也略高于对照组但差异不显著"

.

$

&b&@

#&如图
*

所示!

6

组
:58

含量在胚胎发育的各时期都显著性

低于其他各组"

.

#

&'&@

#!而
8

组
:58

含量显著性

高于对照组及其他各组"

.

#

&b&@

#)和对照组相比!

S

组
:58

含量略有下降!但彼此差异不显著"

.

$

&b&@

#&这
0

项重要的抗氧化指标的测定发现

12%).)*

确实能够起到一定的抗氧化作用&

对
%

&

对
*'

对照组
0!

细胞(

)!

细胞(囊胚的荧光染色)

8%

&

8*'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

组
0!

细胞(

)!

细胞(囊胚的
荧 光 染 色)

S%

&

S*'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0

e &'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

组
0!

细胞(

)!

细胞(囊胚的荧光染
色)

6%

&

6*b&b%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

组
0!

细胞(

)!

细胞(

囊胚的荧光染色

6#-VY#=%!*'6#-VY#=

K

Y#L

X

0!HM==

!

)!HM==

!

E=D,V#H

G

,VJ=L#!

YM,HM-V,VD$-$-

K

)

8%!8*'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0 K

Y#L

X

0!

HM==

!

)!HM==

!

E=D,V#H

G

,VJ=L#YM,HM-V ,VD$-$-

K

)

S%!S*'0@

!

<#=

'

>

?%

3

0

4

0K

Y#L

X

e&'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

K

Y#L

X

0!HM==

!

)!HM==

!

E=D,V#H

G

,VJ=L#YM,HM-V,VD$-$-

K

)

6%!6*b&b%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

K

Y#L

X

0!HM==

!

)!HM==

!

E=D,V#H

G

,VJ=L#!

YM,HM-V,VD$-$-

K

图
#

!

胚胎
E

!

F

!

荧光染色图
#"L#"D!%

M4

;

D#

!

+:A<

>

124.E

!

F

!

,=@1<-0.-2.-0/74242

;

,4

;

@<-#"L#"D!%

&@@
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)

期 胡德宝等$

12%).)*

对小鼠早期胚胎抗氧化损伤的影响

图
!

!

胚胎内部
KF9

的活性

M4

;

D!

!

KF97./484/4-01,-:A<

>

10

图
*

!

胚胎内部
?93

的活性

M4

;

D*

!

?93.12/-2/1,-:A<

>

10

*

!

讨
!

论

A49

是一种典型的活性氧物质!浓度过高能够

引起细胞发生氧化损伤!导致胚胎内部出现代谢紊

乱!产生氧化应激!使早期胚胎发育阻滞*

%)

+

&

:'

>M

KK

M

等*

%@

+研究结果发现高浓度
A49

能抑制正常

细胞分裂!并且影响母型到合子型基因调控转换&

在本试验中同样发现类似现象!经过一定浓度的外

源性
3

0

4

0

处理合子期胚胎后!胚胎的发育能力明

显下降&

12%).)*

作为
[[8A

#

的一种特异性激动剂!

[[8A

#

与氧化应激有着密切的关系!而且过氧化氢

酶也被证实是
[[8A

#

的靶酶*

%.

+

!从而通过对抗氧

化酶的调控来降低细胞内
A49

水平!减少氧化应激

反应&本试验中发现!经
0@

!

<#=

'

>

?%刺激氧化

后!加入
&'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

!与对照组及单独

加入
3

0

4

0

组相比!

12%).)*

能显著性地提高胚胎

的发育率!这可能是因为
12%).)*

的加入有效地

降低了
A49

水平!促进了胚胎的发育有关&通过

563758

测 定 胚 胎 内 部
3

0

4

0

水 平 时 发 现!

12%).)*

添加组
3

0

4

0

的水平显著低于其他各组!

也证实了
12%).)*

在胚胎发育的过程中能够减少

3

0

4

0

含量&

945

是细胞内重要的清除和减少自由

基的抗氧化酶!其活性反映了机体抗氧化损伤的能

力*

%B

+

&为了进步了解
12%).)*

在胚胎内部抗氧化

机制!通 过 检 测 胚 胎 内 部
945

的 活 性!发 现

12%).)*

组
945

活性显著高于其他组!这和
9'

fD-,M-

等*

%(

+在研究缺乏葡萄糖对小鼠胚胎的影响

中!引起过氧化酶体增殖的结果相似&

P':DYR

等*

%/

+也发现!在人内皮细胞炎症反应后!由于

[[8A,

被激活!发现
945

的酶活性表达上调&

:58

是脂质过氧化反应链终止阶段产生主要产

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*

0&!0%

+

&本试验中通过检测
:58

的脂质过氧化损

伤情况发现!在添加
12%).)*

的处理组!其
:58

水平显著性低于对照组和不添加组!这和王立奎

等*

00

+研究的
12%).)*

对缺氧复氧损伤原代大鼠肝

细胞的保护作用及机制中发现的
12%).)*

能够降

低
:58

含量的结果相一致&这说明
12%).)*

在

一定程度上通过激活
[[8A

#

!提高了胚胎内部的抗

氧化酶水平降低了
A49

导致的脂质氧化损伤!促进

了胚胎的发育&

过氧化物酶体是细胞内重要的生物氧化场所!

包涵大量的抗氧化酶类!如
68U

(

945

(谷胱甘肽过

氧化物酶"

Q[\

#!因此它对胚胎的抗氧化起着至关

重要的作用!而
[[8A

和过氧化酶体增殖*

0*

+及细胞

中一些抗氧化基因表达有着相当密切的关系*

%*

!

0)

+

&

12%).)*

作为
[[8A

#

特异性激动剂!近年来其抗

氧化作用越来越受到关注&而且国外临床研究发

现*

0@

+

!

12%).)*

能够改善
0

型糖尿病患者的脂代

谢导致的氧化损伤&然而
12%).)*

在胚胎中的抗

氧化信号转导途径以及分子作用机制和对后期胚胎

发育的副作用还有待进一步研究&

$

!

结
!

论

&'%

!

<#=

'

>

?%

12%).)*

能够通过提高抗氧

化酶
945

等活性!降低
A49

水平!同时发现其能够

降低脂质过氧化造成的
:58

水平的下降!从而增

加抗氧化能力!促进胚胎的发育&

%@@
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