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［摘　要］　【目的】研究β巯基乙醇（βＭＥ）对牛卵母细胞核成熟和孤雌胚胎发育的影响。【方法】向ＯＭＭ 和

ＳＯＦ中添加０，０．０５，０．１０和０．１５ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ，并在牛卵母细胞激活后，分别于１细胞期、８～１６细胞期、桑葚胚期

向ＳＯＦ中添加０．１ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ，通过比较胚胎体外发育水平确定添加βＭＥ的最佳时期。【结果】βＭＥ对牛卵母

细胞核成熟无显著影响（犘＞０．０５）；０．０５和０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ均可显著提高牛孤雌胚胎的卵裂率及囊胚发育水平，

但以０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ添加组的效果较佳；牛孤雌胚胎发育到１细胞期和８～１６细胞期前，添加０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ的β

ＭＥ，均可显著提高囊胚的发育水平（犘＜０．０５），但１细胞期添加βＭＥ时的囊胚率、囊胚细胞数显著高于８～１６细胞

期组（犘＜０．０５），故１细胞期是添加βＭＥ的最佳时机。【结论】βＭＥ对牛卵母细胞核成熟无促进作用，但可提高牛

孤雌胚胎的卵裂率并促使囊胚发育，且在８～１６细胞期前添加βＭＥ均可提高囊胚发育水平，但以１细胞添加０．１０

ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ的促进效果最佳。
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　　体外受精或核移植胚胎的体外发育水平，直接

受卵母细胞成熟与胚胎培养条件的影响，卵母细胞

成熟不良或胚胎体外培养条件差，将可能导致体外

受精胚胎的囊胚发育率显著下降。因此，提高体外

成熟系统效率使卵母细胞充分成熟，并寻找有效的

体外胚胎培养方法，是提高胚胎体外发育水平的关

键。

在胚胎体外培养中，研究者们逐渐意识到了卵

母细胞成熟状况及胚胎发育过程中的氧化还原状态

在胚胎体外发育中的重要性。Ｖｏｅｌｋｅｌ等
［１］发现，卵

母细胞或胚胎在低氧条件下的发育水平要优于高氧

条件；而Ｎｏｄａ等
［２］研究发现，在高氧条件下加入自

由基清除剂或还原剂，可提高囊胚的发育率。由此

可见，保护体外培养的卵母细胞和胚胎免受氧化损

伤，成为提高其体外发育水平的关键技术措施之一。

还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）是哺乳动物细胞内存在的

主要无蛋白巯基复合物，在细胞或胚胎发育中发挥

着多种重要功能，如可维持卵母细胞和胚胎内的氧

化还原状态，使卵母细胞、胚胎免受氧化损伤［３］等。

有研究发现，β巯基乙醇（βＭＥ）、β巯基乙胺等硫氢

基化合物可促进胞内ＧＳＨ的合成
［４５］，为胚胎提供

良好 的 胞 内 环 境，从 而 提 高 胚 胎 发 育 水 平。

Ｃａａｍａňｏ等
［６］与Ｔａｋａｈａｓｈｉ等

［７］研究发现，βＭＥ可

提高牛ＩＶＦ胚胎的囊胚形成，亦可促进猪精子胞浆

内注射（ＩＳＣＩ）胚胎的发育
［８］。国内也有关于βＭＥ

可促进水牛［９１０］、小鼠［１１］体外受精水平及囊胚发育

率的报道，但至今尚未见有关βＭＥ对牛孤雌胚胎

发育影响的研究报道。为此，本试验在牛卵母细胞

成熟液和胚胎培养液中添加βＭＥ，探讨βＭＥ对牛

卵母细胞核成熟及孤雌胚胎发育的影响，以优化牛

胚胎体外培养体系，为体外受精或核移植胚的培养

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　牛卵巢的采集　从屠宰场采集牛卵巢置于

２５～３５℃生理盐水中，于３～５ｈ内运回实验室。

１．１．２　主要试剂　Ｍ１９９，Ｇｉｂｃｏ产品；βＭＥ，Ｇｅｎ

ｖｉｅｗ产品；胎牛血清ＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ产品；ＨＭＧ，Ｓｅ

ｒｏｎｏ产品。其余未特别说明的试剂均为Ｓｉｇｍａ产

品。

１．２　牛卵母细胞的体外成熟与孤雌激活

牛卵母细胞的体外成熟与孤雌激活参照文献

［１２］的方法进行。

１．３　牛孤雌激活胚胎的培养

用ＳＯＦ培养液将激活的牛孤雌胚胎洗３次后，

在无血清ＳＯＦ中于３８．５℃、体积分数５％ ＣＯ２ 和

饱和湿度条件下培养，３６～４８ｈ时统计卵裂率，将

未卵裂和卵裂但形态不正常的卵母细胞弃去，在９６

ｈ时添加体积分数１０％的ＦＢＳ，在１６８～１９２ｈ时统

计囊胚发育率。

１．４　囊胚细胞计数

参照Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等
［８］的方法进行固定，室温自

然干燥后用４ｇ／ＬＧｉｅｍｓａ染色１５ｍｉｎ，冲洗干燥后

在相差显微镜下计数。

１．５　试验设计与数据分析

试验包括３部分内容：（１）在ＯＭＭ中分别添加

０，０．０５，０．１０和０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ的βＭＥ，研究βＭＥ

对牛卵母细胞核成熟的影响；（２）在ＳＯＦ中添加０，

０．０５，０．１０和０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ的βＭＥ，研究βＭＥ对

牛孤雌胚胎发育的影响；（３）牛卵母细胞激活后，分

别在１细胞期、８～１６细胞期、桑葚胚期，向ＳＯＦ中

添加０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ，并设对照组，比较胚胎发

育情况，确定βＭＥ的最佳添加时期。所有试验均

重复３次以上，用ＤＰＳ３．０软件采用新复级差法进

行统计与分析。

２　结果与分析

２．１　βＭＥ对牛卵母细胞核成熟的影响

各试验组与对照组的核成熟率见表１。由表１

可见，各试验组与对照组的核成熟率均无显著差异

（犘＜０．０５），表明βＭＥ对牛卵母细胞的核成熟无促

进作用。

２．２　βＭＥ对牛孤雌胚胎发育的影响

添加不同浓度βＭＥ时，牛孤雌激活胚胎的发

育情况如表２所示。由表２可以看出，０．０５和０．１０
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ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ添加组的卵裂率、囊胚率和囊胚细胞

数均较对照组显著提高（犘＜０．０５），且这２组间的

囊胚细胞数亦有显著差异（犘＜０．０５），表明０．０５和

０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ对牛孤雌胚胎的卵裂和囊胚的

发育均有促进作用，且以０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ添加

组的效果更佳。

表１　不同浓度βＭＥ对牛卵母细胞核成熟的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆβＭＥｏｎｎｕｃｌｅａｒｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｂｏｖｉｎｅｏｏｃｙｔｅｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

βＭＥ浓度／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

βＭＥｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

卵母细胞数

Ｎｏ．ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

核成熟率／％
Ｒａｔｅｏｆｎｕｃｅａｒ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

βＭＥ浓度／
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

βＭＥｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

卵母细胞数

Ｎｏ．ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

核成熟率／％
Ｒａｔｅｏｆｎｕｃｅａｒ

ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

０ ２２７ ８２．８２±２．６８ａ ０．１０ ２３２ ８１．５３±３．４１ａ

０．０５ ２２４ ８０．４１±３．００ａ ０．１５ ２３７ ７９．３２±１．９０ａ

　　注：同列数据后标不同字母者表示差异显著（犘＜０．０５）。下表同。

Ｎｏｔｅ：Ｆｉｇｕｒｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅ．

表２　不同浓度βＭＥ对牛孤雌胚胎发育的影响

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆβＭＥｏｎｂｏｖｉｎｅｐａｒｔｈｅｎｏｇｅｎｅｔｉｃｅｍｂｒｙｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

βＭＥ浓度／（ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）

βＭＥｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

激活卵数

Ｎｏ．ｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｏｏｃｙｔｅｓ

卵裂率／％
Ｃｌｅａｖａｇｅ

囊胚率／％
Ｂｌａｓｔｏｃｙｔｅｒａｔｅ

囊胚细胞数

Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｂｌａｓｔｏｃｙｔｅ

０ ２２９ ８２．８６±１．７４ａ ６．０２±１．４８ａ ８４．０±２．９ａ

０．０５ ２２９ ８７．３６±１．４４ｂ ９．６６±１．０７ｂ ８９．２±２．９ｂ

０．１０ ２１８ ８８．０３±０．６５ｂ １１．３５±１．７２ｂ ９４．４±３．２ｃ

０．１５ ２２５ ８２．１８±１．５１ａ ７．１０±０．４４ａ ８３．９±２．５ａ

２．３　βＭＥ不同添加时期对牛孤雌胚胎发育的影

响

在牛孤雌激活胚胎发育的不同时期，在培养液

中添加０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ时，孤雌激活胚的发育

情况如表３所示。

表３　不同时期添加０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ对牛孤雌胚胎发育的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥｔｏＳＯＦａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

组别

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

激活卵数

Ｎｏ．ｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｏｏｃｙｔｅｓ

卵裂率／％
Ｃｌｅａｖａｇｅ

囊胚率／％
Ｂｌａｓｔｏｃｙｔｅｒａｔｅ

囊胚细胞数

Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆｂｌａｓｔｏｃｙｔｅ

空白Ｂｌａｎｋ ２４４ ８２．４３±２．４６ａ ６．１４±１．１６ａ ８４．２±２．７ａ

１细胞期１ｃｅｌｌｓｔａｇｅ ２５３ ８８．２５±２．８６ｂ １１．４５±１．６５ｂ ９４．７±３．７ｂ

８～１６细胞期８１６ｃｅｌｌｓｔａｇｅ ２６１ ８３．９８±３．４４ａｂ ８．８３±０．９１ｃ ８９．１±２．９ｃ

桑葚胚期 Ｍｏｒｕｌａｓｔａｇｅ ２５２ ８２．１８±２．５８ａ ６．３１±１．０９ａ ８４．１±２．６ａ

　　由表３可知，在１细胞期添加０．１０ｍｍｏｌ／Ｌβ

ＭＥ时，其卵裂率较对照组及桑葚胚期添加组均有

显著提高，而８～１６细胞期添加组的卵裂率与对照

组无显著差异；１细胞期与８～１６细胞期添加组的

囊胚率、囊胚细胞数均显著高于对照组和桑葚胚期

添加组（犘＜０．０５），且１细胞期添加组的囊胚率、囊

胚细胞数显著高于８～１６细胞期添加组（犘＜

０．０５）。表明牛孤雌胚胎发育到８～１６细胞期前，添

加βＭＥ均可提高囊胚发育水平，但１细胞期是添

加βＭＥ的最佳时期。

３　讨　论

３．１　βＭＥ对牛卵母细胞核成熟的影响

１９５７年，Ｗｈｉｔｔｅｎ
［１３］将小鼠胚胎从８细胞体外

培养到囊胚，从而开辟了哺乳动物胚胎体外培养的

研究领域，随着体外受精、胚胎分割、核移植等技术

的发展，大大促进了胚胎体外培养方法的研究，然而

体外培养在早期胚胎时往往表现出“体外发育阻断”

现象，说明体外培养液缺少象体内那样对胚胎发育

有利的环境和物质。卵母细胞与胚胎的氧化损伤，

是近年来发现的对体外培养系统有影响的一个不利

因素，在小鼠［２］、猪［８］、牛［１４１５］、犬［１６］的胚胎体外研

究中均有氧化损伤的报道，这大大降低了胚胎发育

水平。βＭＥ是一种低分子量的硫氢基还原剂，可

以保护胚胎免受氧化损伤，因此被广泛应用于各种

动物的体外胚胎培养中［８，１５１６］。本试验在牛卵母细

胞成熟液中添加０．０５，０．１０，０．１５ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ，

成熟２２～２４ｈ后试验组的成熟率与对照组无显著

差异。Ｏｙａｍａｄａ等
［１５］在牛成熟培养液中添加０．１０

ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙胺，结果也未见其对成熟率有显著

影响，而 Ｋｉｍ等
［１６］在狗卵母细胞成熟过程中添加

０．０５和０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ却得到相反的结果。比

较分析其原因认为，本试验成熟液中添加了激素、

ＥＧＦ，这些物质都可以增加胞内的ＧＳＨ 含量
［１７１８］，
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从而促进哺乳动物卵母细胞的成熟，而Ｋｉｍ等
［１６］在

试验中未添加任何激素或ＥＧＦ，所以有可能是这些

物质掩盖了βＭＥ对卵母细胞成熟的有效作用，而

物种差异也可能是另一诱因。

３．２　βＭＥ对牛孤雌胚胎发育的影响

本试验对βＭＥ在胚胎发育过程中抗氧化作用

的研究结果显示，将成熟培养２２～２４ｈ的牛 ＭⅡ卵

母细胞激活后，在ＳＯＦ中添加０．１０ｍｍｏｌ／ＬβＭＥ

的成熟效果最好。βＭＥ对胚胎的保护作用与胞质

内的ＧＳＨ 含量有关，Ｔａｋａｈａｓｈｉ等
［７］研究证明，培

养液中添加βＭＥ会增加牛胚胎ＧＳＨ的合成，进而

增强其对胚胎的保护作用。本试验结果显示，在

ＳＯＦ中添加βＭＥ可使囊胚率显著提高，且较 Ｏｙ

ａｍａｄａ等
［１５］在同等 Ｏ２ 浓度下得到的囊胚率高，囊

胚细胞数也显著增多，这可能是由于 ＧＳＨ 含量增

加的缘故。此外，预试验时设置了０．５０ｍｍｏｌ／Ｌβ

ＭＥ添加组，但无一细胞卵裂，其中机制尚不太清

楚，还有待于进一步研究。

３．３　βＭＥ不同添加时期对牛孤雌胚胎发育的影响

在牛孤雌胚胎的不同发育阶段添加βＭＥ，对早

期胚胎后期发育的影响也不尽相同。本试验结果表

明，在１细胞期（即未卵裂前）和８～１６细胞期添加

βＭＥ，胚胎发育水平均较对照组显著提高（囊胚率

高，囊胚细胞数多），且以１细胞期效果最好。牛卵

母细胞体外成熟后，由硫氢基复合物诱导合成的

ＧＳＨ在细胞内部一直维持着较高水平，甚至在体外

培养初期仍然存在，故可提高胚胎发育水平，并影响

到随后的体外胚胎发育［５］。作者认为，虽在８～１６

细胞之前有足够的 ＧＳＨ 保护胚胎，但若后续的

ＧＳＨ合成逐渐减少，且如果没有外源ＧＳＨ加以补

充，可能还会发生氧化损伤。本试验虽然在桑葚胚

期加入βＭＥ，但各项指标与对照组均无显著差异，

可能是由于氧化损伤已经不可修复所致。

本研究仅分析探讨了βＭＥ对牛卵母细胞核成

熟及牛孤雌胚胎发育的影响，对βＭＥ的作用机理

以及牛胚胎 ＧＳＨ 利用与合成的动力学机制，还有

待于进一步研究，此外，研究哺乳动物胚胎抵御自由

基的分子机制有助于了解有关的生理过程，从而设

计出可激发分子防御内源系统的培养条件，以提高

胚胎的发育水平。
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