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［摘要］　目的：测定葡萄糖培养早期胚胎体外发育各阶段的活性氧（ＲＯＳ）水平，探讨葡萄糖对小鼠早期胚胎体外发育产生阻

滞作用的机制。方法：通过在改良的ＣＺＢ（ｍＣＺＢ）培养液中添加不同浓度（分别为０、５、１０、１５、２０、２５、３０ｍｍｏｌ／Ｌ）的葡萄糖

培养小鼠早期胚胎，根据其体外发育的不同阶段，用分子探针氢化乙啶（ｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｎｅ，ＨＥ）和紫外分光光度法分别检测小鼠胚

胎内、外ＲＯＳ含量。结果：葡萄糖浓度达到１５ｍｍｏｌ／Ｌ时囊胚发育率开始出现明显下降（Ｐ＜０．０５），相同浓度培养的小鼠胚

胎在２细胞晚期阶段胚胎内部超氧阴离子（Ｏ２－·）和培养液中过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）含量均明显升高（Ｐ＜０．０５），而发育其他阶段胚

胎内部的Ｏ２－·与对照组（０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组）比较均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。结论：高浓度葡萄糖可能在２细胞晚期阶段

诱导ＲＯＳ增多，致使小鼠早期胚胎体外发育受阻。
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　　葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓｅ）是体细胞体外培养所必需的能
源物质，但其对仓鼠［１］、小鼠［２］、牛［３］、绵羊［４］和人［５］

的早期胚胎体外发育会造成不良影响。研究［６９］发

现，当多数动物胚胎发育到桑椹胚阶段时，葡萄糖开
始被利用，若不及时添加，会抑制囊胚的形成。由此
可见，葡萄糖在胚胎发育的早期起抑制作用，后期则
起促进作用。但葡萄糖抑制早期胚胎发育的机制目

前尚不十分清楚。对此学术界主要存在两大观点：
（１）发生类似Ｃｒａｂｔｒｅｅ效应［４，１０］。这种观点认为，葡
萄糖的存在和磷酸盐激活作用使糖酵解增强，从而
抑制了线粒体氧化代谢，能量的匮乏最终导致发育
阻滞。该观点有一定的代表性，但葡萄糖／磷酸盐与

２细胞阻滞的关系究竟如何及其根本机制至今未得
到阐明。（２）葡萄糖引起氧化应激［３，１１１２］。该观点认
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为过量的葡萄糖能够引起细胞氧化应激而对胚胎发

育造成损伤，且已得到一些研究支持，但仍存争议，
至今也未见有直接测定葡萄糖培养早期胚胎发育各

阶段活性氧（ＲＯＳ）的报道。本研究通过对葡萄糖培
养的小鼠早期胚胎，在其发育的不同阶段，从胚胎内
部和培养液两方面测定ＲＯＳ的变化，为探讨葡萄糖
能否造成胚胎氧化损伤提供直接依据，及为抗氧化
治疗糖尿病胚胎病的构想和寻找促进胚胎体外发育

的方法提供理论参考。

１　材料和方法

１．１　实验动物　昆明小鼠由延边大学医学院实验动
物学部提供。选取体质量２５～３５ｇ、６～８周龄雌鼠和
体质量３５～４５ｇ、８～１２周龄雄鼠作为实验动物。

１．２　主要试剂和培养液配制　ＤＰＢＳ为日本日水
制药株式会社产品，ＮａＯＨ 为沈阳市新化试剂厂产
品，孕马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）为赤峰松山兽药
厂产品，人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ）为浙江省宁波
市激素制品有限公司产品，胎牛血清为北京鼎国生
物技术有限责任公司产品，其余试剂均为美国Ｓｉｇ
ｍａ公司产品。

　　ＣＺＢ基础培养液参照文献［１３］配制。谷氨酰胺
具有抗氧化作用，配制时将其去除，制成改良的ＣＺＢ
（ｍＣＺＢ）培养液。按一定比例称取葡萄糖与ｍＣＺＢ
培养液混合制成浓度分别为０、５、１０、１５、２０、２５、３０
ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖ｍＣＺＢ培养液。分子探针氢化乙
啶（ｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｎｅ，ＨＥ）用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解，
调整浓度至１×１０－３ｍｏｌ／Ｌ后－２０℃、避光保存；使
用前用ｍＣＺＢ培养液稀释成终浓度为１×１０－５ｍｏｌ／

Ｌ的 ＨＥ染色液，其保存时间不能超过４８ｈ。

１．３　小鼠超数排卵处理及受精卵采集　使用

ＰＭＳＧｈＣＧ法对小鼠进行超数排卵处理。每天

１７：００时于雌鼠腹部皮下注射５ＩＵＰＭＳＧ，间隔４８ｈ
后再次腹部皮下注射５ＩＵｈＣＧ，随后按１１的比
例立即与雄鼠合笼。自注射ｈＣＧ２４ｈ后处死雌鼠，
取出输卵管膨大部，置入含５％胎牛血清的ＤＰＢＳ
冲卵液中，在实体显微镜下刺破壶腹部，收集１细胞
胚胎，之后用３００ｍｇ／Ｌ透明质酸酶消化去除受精卵
周围的颗粒细胞，再把受精卵放在 ｍＣＺＢ培养液中
洗涤３～５次，选择形态正常的受精卵用于体外培
养。

１．４　胚胎培养　在３５ｍｍ培养皿中制作２０μｌ的
培养滴，覆盖一层高压灭菌的矿物油。将培养皿置
于５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃的ＣＯ２培养箱中至少平
衡２ｈ。每滴中放入５枚胚胎。每隔２４ｈ更换一次

培养液，并记录每天胚胎的发育情况。同样制作每
滴含１０个胚胎的３０μｌ培养滴，用于测定培养液中
过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）的浓度。

１．５　胚胎内部超氧阴离子（Ｏ２
－·）的测定　ＨＥ在胚

胎内分别被Ｏ２
－·氧化为溴乙啶（ｅｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ），

在激发光激发下产生红色荧光，ＨＥ激发波长为３５５
ｎｍ，发射波长为４６０ｎｍ。测定细胞内ＥＢ的荧光强
度，即相对定量细胞内Ｏ２

－·水平。将待测定胚胎从

ＣＯ２培养箱中取出，置入 ＨＥ染色液（终浓度为１×
１０－５ｍｏｌ／Ｌ）中，在ＣＯ２培养箱内３７℃保温１５ｍｉｎ。用

ｍＣＺＢ培养液冲洗胚胎以去除表面荧光后，立即在荧
光显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩＲＢ）下测定荧光强度，并用数码
相机（ＳＯＮＹ；ＤＳＣＰ７２）拍照。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５．０
图像分析系统处理图片，得出荧光密度，从而比较不
同时期胚胎内部Ｏ２

－·的相对含量。

１．６　胚胎培养液中 Ｈ２Ｏ２浓度的测定　通过量化辣
根过氧化物酶（ＨＲＰ）催化的酚红氧化测定 Ｈ２Ｏ２的
产生量。加入２０μｌ培养过胚胎的培养液于洁净的
试管中，再用四重蒸馏水稀释到１ｍｌ，然后加入０．７５
ｍｌ浓度为０．８ｍｇ／ｍｌＨＲＰ、０．８ｍｇ／ｍｌ酚红０．４５
ｍｌ和ＤＰＢＳ０．８ｍｌ。在室温下放置５ｍｉｎ后，加入

３ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ４０μｌ，用紫外分光光度计在６１０
ｎｍ处测光密度，根据每次实验绘制的标准曲线推算
出胚胎培养液中 Ｈ２Ｏ２浓度。

１．７　统计学处理　实验数据以ＳＰＳＳ１１．５软件处
理，以珚ｘ±ｓ表示。采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），两两比较用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

２　结　果

２．１　不同浓度葡萄糖对小鼠早期胚胎体外发育的
影响　在不同培养液中，损伤动物早期胚胎发育的
葡萄糖浓度不同［１４１６］。为了确定 ｍＣＺＢ培养液中
阻滞昆明种小鼠早期胚胎发育的临界葡萄糖浓度，
在ｍＣＺＢ培养液中添加不同浓度的葡萄糖培养小
鼠１细胞胚胎，结果如表１所示，随着葡萄糖浓度升
高，胚胎囊胚发育率下降。当浓度升高到１５ｍｍｏｌ／

Ｌ时，其囊胚发育率（５１．２５％）与对照组（０ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖组，７８．２６％）比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），而低于１５ｍｍｏｌ／Ｌ时与对照组比较则差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。这说明１５ｍｍｏｌ／Ｌ可能是
葡萄糖引起胚胎发育阻滞的临界浓度。

２．２　体外不同发育阶段胚胎内部Ｏ２
－·的测定　小

鼠早期胚胎从８细胞阶段开始能够利用葡萄糖提供
能量［７８］。对此，我们测定８细胞胚胎之前各发育阶
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段的Ｏ２
－·水平，结果如表２所示，无论是对照组还是

１５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组，其胚胎２细胞晚期阶段Ｏ２
－·的

水平均明显高于其他各阶段（Ｐ＜０．０５）；处于２细胞
晚期阶段的１５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组Ｏ２

－·的水平显著高

于对照组（Ｐ＜０．０５），而其他阶段则差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。

表１　不同浓度葡萄糖对小鼠１细胞胚胎体外发育的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ

ｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆ１ｃｅｌｌｅｍｂｒｙｏｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

Ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｔｒｉａｌｓ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
１ｃｅｌｌｅｍｂｒｙｏｓ

Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆ
ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ
（珚ｘ±ｓ，％）

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） ２３ １１５ ７８．２６±１４．８９
５ １０ ５０ ６８．００±２１．５０
１０ １０ ５０ ６２．００±２３．９４
１５ １６ ９０ ５１．２５±２４．１９

２０ ２３ １１５ ４８．０８±２９．８０

２５ １１ ５５ ３９．０９±１４．４６

３０ １２ ６０ ４０．００±１９．０７

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

表２　体外不同发育阶段胚胎内部Ｏ２－·的水平变化

Ｔａｂ２　ＬｅｖｅｌｓｏｆＯ２－· （ｖａｌｕｅｓｏｆＥＢｅｍｉｓｓｉｏｎ）

ｗｉｔｈｉｎｅｍｂｒｙｏｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｉｎｖｉｔｒｏ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｅａｒｌｙ

２ｃｅｌｌｓｔａｇｅ
Ｌａｔｅ

２ｃｅｌｌｓｔａｇｅ
Ｍｉｄ

４ｃｅｌｌｓｔａｇｅ

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） １８．３８±

４．２５（６）
５５．３８±

７．６１（３５）

２７．９５±

１．４７（６）

１５ ２２．０２±

３．０８（１２）
６３．６７±

１１．８１（３９）△
２７．０６±

４．４１（５）

　Ｐ＜０．０５ｖｓｌａｔｅ２ｃｅｌｌｓｔａｇｅ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｅｍｂｒｙｏｉｓｉｎｔｈｅｂｒａｃｋｅｔ

２．３　体外２细胞晚期 ｍＣＺＢ培养液中 Ｈ２Ｏ２的测
定　小鼠早期胚胎在体外培养时常发生２细胞阻滞
现象。我们对体外小鼠胚胎２细胞晚期培养液进行

Ｈ２Ｏ２含量的测定，结果如表３所示，１５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖培养液中Ｈ２Ｏ２的含量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。

表３　２细胞晚期培养液中Ｈ２Ｏ２含量的测定

Ｔａｂ３　ＬｅｖｅｌｓｏｆＨ２Ｏ２ｉｎｍＣＺＢ

ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｇｌｕｃｏｓｅａｔｌａｔｅ２ｃｅｌｌｓｔａｇｅ

Ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｃＢ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｔｒｉａｌｓ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｏｆｌａｔｅ２ｃｅｌｌ
ｅｍｂｒｙｏｓ

ＬｅｖｅｌｓｏｆＨ２Ｏ２
［ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１），

珚ｘ±ｓ］

０（Ｃｏｎｔｒｏｌ） １０ １００ ２．３５±１．３２
１５ １０ １００ ７．５５±２．０８

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

３．１　葡萄糖对小鼠胚胎发育的影响　小鼠胚胎在
早期卵裂时，主要利用丙酮酸或草酰乙酸提供能量；
当发育到８细胞阶段时，葡萄糖成为有效能源物
质［７８］。在小鼠早期胚胎的体外培养中，在致密化之
前添加葡萄糖是否对胚胎发育产生抑制作用，目前
学术界尚存争议。但葡萄糖对小鼠早期胚胎发育的
作用受制于胚胎的遗传背景和培养液成分两方

面［２，１４，１７］，已为学术界所公认。如在传统培养液中，
生理浓度的葡萄糖对纯系和远交系的小鼠早期胚胎

发育会造成阻滞或部分阻滞，而对不同Ｆ１代早期胚
胎却不会引起发育阻滞［１７］。在不同培养液中，相同
浓度的葡萄糖培养同种胚胎却有不同效果。比如在

Ｍ１６培养液中，生理浓度的葡萄糖对远交系ＣＦ１小
鼠受精卵发育具有抑制作用［１５］，而在ＫＳＯＭ培养液
中却有促进作用［１４］。最近，丁芳等［１６］的研究也表

明，在ＣＺＢ培养液中添加５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖不会抑
制阻滞品系的ＩＣＲ小鼠早期胚胎发育，当葡萄糖浓
度提高到１０ｍｍｏｌ／Ｌ时也仍未见到毒害作用。我们
选用阻滞品系的昆明种小鼠的实验结果也表明，１０
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度未见使胚胎发育受抑制，当葡萄
糖浓度提高到１５ｍｍｏｌ／Ｌ时才出现抑制作用。

３．２　体外不同发育阶段早期胚胎内外ＲＯＳ的水平

　大量体内外研究表明，胚胎在体外高糖环境下培
养或母体糖尿病均会影响胚胎生长和导致发育障

碍。然而，若在体外培养体系中加入某些抗氧化剂，
即可抑制高糖所诱发的胚胎毒性［３］，表明高糖的胚
胎毒性与ＲＯＳ生成有关。我们的实验结果表明１５
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖导致小鼠胚胎ＲＯＳ升高，与上述结
果相一致。ＲＯＳ是生物体内产生的Ｏ２

－·、Ｈ２Ｏ２、

ＨＯ·、ＮＯ·等活性含氧化合物的总称。它是一类性
质十分活泼的化学基团，在机体的一系列病理、生理
过程中起着中间介质的作用。当ＲＯＳ过多，超过了
细胞内的抗氧化能力时被称为氧化应激，氧化应激
产生脂质过氧化、蛋白质和核酸被氧化修饰，导致细
胞损伤。从胚胎发育到器官形成的重要时期里，胚
胎组织中的抗氧化应激酶和还原物质远低于母体中

的含量；而且胚胎内重要的还原物质———谷胱甘肽
的浓度也随着卵裂的进行而下降，植入前的胚胎几
乎不能合成谷胱甘肽［１８］。谷胱甘肽对调节细胞内

ＲＯＳ的浓度起着重要的作用。它既可以直接充当自
由基的清道夫，同时又和ＮＡＤＰＨ一起作为谷胱甘肽
过氧化物酶中和ＲＯＳ的毒性。胚胎内部这些抗氧化物
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质含量不足，导致其对氧化应激损伤的敏感性提高。

　　为了进一步明确葡萄糖在小鼠胚胎发育早期各
阶段ＲＯＳ的产生情况，我们进行了体外不同发育阶
段胚胎内部Ｏ２

－·和体外２细胞晚期培养液中 Ｈ２Ｏ２
浓度的测定实验。结果显示，无论是对照组还是１５
ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组，２细胞晚期的Ｏ２

－·含量均显著高

于其他各阶段（Ｐ＜０．０５），这与ＮａｓｒＥｓｆａｈａｎｉ等［１９］

的报道相一致，即体外发育的胚胎（无论阻滞品系或
是非阻滞品系）在２细胞中期到４细胞早期之间，

Ｈ２Ｏ２水平持续上升；但这一现象在１细胞到２细胞
及４细胞到８细胞过渡期间并未出现。多数品系的
小鼠早期胚胎体外培养时，第二细胞周期的Ｇ２相时
程将无限延长，即发生所谓“２细胞阻滞”的发育阻
断现象。研究［２０］发现，胚胎发育阻滞正好是母体胚
胎基因过渡期，即由卵母细胞贮存的遗传信息控制
胚胎发育过渡到受精后胚胎基因的启动阶段。此
时，细胞内部很多机制正在建立和转换中。对体内外
胚胎发育状况的分析表明，输卵管分泌的某些因子对
胚胎的发育十分重要。而离体培养使胚胎脱离了这
一层保护，丧失了一些重要因子的来源，在这样的环
境下任何不利因素都可能导致胚胎的发育阻滞。

　　本研究结果还显示，１５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖组在胚
胎２细胞晚期产生的ＲＯＳ要明显高于对照组（Ｐ＜
０．０５），进而引起胚胎发育受阻，这与小鼠胚胎在体
外发育停滞可能是因ＲＯＳ（如 Ｈ２Ｏ２等）增多所致［２１］

的观点一致。

　　总之，本实验结果表明，高糖抑制小鼠早期胚胎
体外发育，很可能是胚胎２细胞晚期诱导 ＲＯＳ增
多，并对其造成氧化应激损伤所致。

　　（志谢　本实验得到延边大学农学院动物科学
系动物遗传育种与繁殖实验室金庆国老师及李兆

华、唐桂娥、曹新燕等的帮助，在此一并表示感谢！）
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