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褪黑素对小鼠 2-细胞期胚胎发育的影响
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摘要 目的：研究褪黑素对小鼠 2-细胞期胚胎发育的影响。方法：在培养液中添加不同浓度褪黑素，在不同的作用时间点，观察并
记录小鼠胚胎囊胚率、孵出率，研究其变化情况。结果：不同浓度褪黑素对小鼠 2-细胞期胚胎存在双向作用，在 10-13-10-5M之间促
进细胞囊胚形成和孵出，在 10-9M时促进效应达到最高，而在 10-3M时则呈现出一定的毒性作用。结论：褪黑素对小鼠胚胎发育影
响与褪黑素浓度密切相关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of melatonin on the development of mice 2-cell embryos. Methods: The effects of
various concentrations of melatonin（10-13-10-3M）on the development of mouse embryos were detected. The blastocyst rate and hatching
rate of mouse embryos were recorded after treated by different concentrations of melatonin. Results: Melatonin could improve the devel-
opment of mice 2-cell embryo in a bi-phasic manner. The rates of blastocyst formation and hatched blastocysts increased by melatonin at
10-13-10-5M, and the maximum effects arrived at 10-9M. However, the toxic effects appeared at 10-3M. Conclusions: Melatonin affect the
development of mice embryos depending the concentrations of melatonin.
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前言

褪黑素（N-乙酰 -5-氧基色胺），是存在于从藻类到人类等
众多生物中的一种激素，它在生物中的含量水平随每天的时间

变化而变化[1]。在人体中，主要由位于第三脑室后壁的松果体
（Pineal Body或 Pineal Gland）分泌[2]，其次，视网膜，附件泪腺和

胃肠道亦可分泌褪黑素。褪黑素在体内可调节多种生理过程，
尤其是对睡眠和体温的控制[3]。另有报道称，褪黑素及其代谢产
物具有较强的内源性自由基清除活性[4]，可以减少体内的氧化

应激引起的细胞损伤[5]。
在生殖医学方面，有研究显示褪黑素可以直接影响体外羊[6,7]、

猪[8]、牛[9]，小鼠[10, 11]等胚胎细胞的发育。针对羊的实验中[12]，在培

养液中加入 1μg/ml的褪黑素可以促进冻融囊胚发育能力，提
高囊胚孵出率。类似的使用褪黑素处理体外培养的猪胚胎后，
可以提高囊胚分裂率和胚胎数目，并可保护猪胚胎免受热应激

伤害[13]。褪黑素对处于高氧张力环境下（20%）的牛胚胎发育存
在有益效应，可能与褪黑素的自由基清除能力有关。有报道认
为，褪黑素这种抗氧化保护作用可能并不仅是直接作用于活性

氧的效应，而还可能与调节抗氧化防御系统有关[14,15]。Ishizuka
B等发现高浓度的褪黑素（10-4-10-6 M）增加小鼠受精率，而低浓
度的（10-6或 10-8）褪黑素可改善的胚胎在体外的早期发育情

况[16]。本次研究在获取小鼠 2-细胞期胚胎后，使用不同浓度褪
黑素作用体外小鼠 2-细胞胚胎，记录并分析各组囊胚形成，孵
出情况，以期了解褪黑素对小鼠 2-细胞胚胎发育的作用效果，
结果表明褪黑素可在一定程度促进小鼠囊胚形成和孵出。以上
结果为体外胚胎发育培养环境的优化提供了有益的参考。

1 材料和方法

1.1 试剂
孕马血清促性腺激素（Pregnant Mare Serum Gonadotropin，

PMSG）、绒毛膜促性腺激素（Human Chorionic Gonadotropin，
HCG），购自宁波市激素制品有限公司。褪黑素（Melatonin，MT）
和 M199 培养液购自 Sigma Chemical Co.（St. Louis，MO，US-
A）,石蜡油购自 AMRESCO公司.培养皿购自 NEST公司。
1.2 培养液配制
胚胎的微滴配制及分组：褪黑素使用 M199 溶解为

200mM母液，4℃避光保存。使用时用 M199培养液（含 10%
FBS）将母液稀释为含 MT浓度为 0，10-13，10-11，10-9，10-7，10-5，

10-3mol/l的液体，并标记编号。取 2个培养皿，用巴氏滴管做 2
个微滴，每微滴 50μL，上面覆盖石蜡油，放入 5% CO2，37℃饱
和湿度的培养箱中，平衡过夜。
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1.3 小鼠来源
本实验选用昆明系小鼠（KM小鼠），购自第四军医大学实
验动物中心。母鼠为 5～6周龄，体重 25g左右；公鼠 8周龄以
上，体重 35g左右。动物培养于室温 20-22℃环境中，14h灯光
与 10h黑暗交替循环，行自由采食和饮水。饲料成分：粗蛋白质
21.8%，粗脂肪 5.0%。饲料、垫料经高压消毒处理，饮用水是实
验动物饮用纯水机制备的无菌水。
1.4 2-细胞期胚胎培养
实验开始的第一天 18:00，选择阴门淡粉红色的雌性小鼠，

腹腔注射 PMSG15 IU/只，间隔 48h，于第三天的 18:00腹腔注
射人绒毛膜促性腺激素(hCG)15 IU/只。注射 hCG后按 1:1的
比例与成年雄鼠合笼，第四天早检查交配情况，并记录有阴栓

雌鼠。
交配后 44h，颈脱臼法处死见栓雌鼠，打开腹腔，剪下输卵

管迅速将其置于 PBS平衡盐溶液中，倒置显微镜下用带 5号
针头注射器从输卵管壶腹部插入，刺破壶腹部使胚胎流出，收

集形态正常的 2-细胞期胚胎，用 PBS液清洗后，随机将胚胎放
入平衡好的微滴中。
1.5 褪黑激素对 2-细胞期胚胎的处理

小鼠 2-细胞胚胎在含有不同浓度褪黑素的 M199培养液
中培养 72h后观察各组囊胚形成数目，并计算其占 2-细胞胚
胎总数百分率。培养 96h后观察孵化囊胚数目,计算其占 2-细
胞胚胎总数百分率，并对孵化囊胚进行计数。
1.6 统计分析
囊胚形成率（72h）和孵出率（96h）间的差异用单因素方差

分析进行检验。结果均使用 x±s表示，P＜0.05认为有统计学
显著差异。

2 结果

2.1 小鼠胚胎体外培养形态图
a)未经处理的小鼠 2-细胞胚胎 b)小鼠扩张期囊胚。约受精

后 4-4.5天，随着子宫腔分泌液渗入的大量增加，囊腔不断扩
大，外周滋养叶细胞进一步增多，中央的圆形细胞在分裂增殖

的同时，向囊腔的一侧聚集并突向液腔，形成内细胞团，囊胚形

成。 c）囊胚孵出。约受精后 5天左右卵透明带变薄，最终透明
带出现缺口，胚胎滋养叶细胞包绕着囊腔，内细胞团从此处孵

出。

图 1 小鼠胚胎 2细胞到囊胚孵出阶段显微镜（×100）图片 a）2-细胞期胚胎；b）囊胚期；c）孵化的囊胚；横线代表 20μm

Fig 1 Hatching stage of mouse 2-cell embryos under microscope（x100）a）two-cell embryos b) blastocysts c) hatched blastoycts; lateral line represent

20μm

2.2 褪黑素对小鼠 2-细胞胚胎体外发育的影响
褪黑素作用后，统计 2-细胞期胚胎囊胚形成率（72h）和孵
出率（96h），由表 1可见，MT浓度在 0-10-11M时，对 2-细胞胚
胎的囊胚率和孵出率呈促进作用；MT浓度在 10-7-10-3M时，对
2-细胞胚胎的囊胚率和孵出率呈抑制作用；MT浓度在 10-9M

时，2-细胞胚胎的囊胚率和孵出率最高。由此可以说明，2-细胞
胚胎发育与MT浓度密切相关，较高浓度褪黑素处理下的小鼠
2细胞期胚胎呈现较为明显的毒性作用，囊胚率和孵出率呈现
大幅度的下降趋势，低浓度褪黑素对小鼠胚胎囊胚率和孵出率

的促进具有显著的统计学意义。

Note:Compared with group *：p＜0.05; Compared with group **：p＜0.01

表 1 小鼠 2-细胞胚胎在不同浓度褪黑素处理 96h后囊胚率和孵出率情况
Table1 Development of Mouse Embryos Cultured in Different Melatonin Concentrations

Concentration of melatonin

（mol/l）
No.of two-cell embryos cultured

No.of blastocysts

(%±SEM)

No.of hatched blastocysts

(%±SEM)

0 107 54（50.02±4.11） 27（25.44±8.72）

10-13 112 64（57.25±3.26）* 51（45.23±6.77）**

10-11 108 72（66.27±5.68）** 61（56.23±7.15）**

10-9 111 93（83.98±3.29）** 76（68.31±6.41）**

10-7 122 82（67.54±4.29）** 56（45.98±6.14）**

10-5 121 72（59.12±3.11）* 42（34.52±8.45）**

10-3 126 18（14.11±4.32）** 8（6.22±3.14）**
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3 讨论

胚胎体外培养的关键，在于有适宜的培养环境。先前的研
究表明褪黑素可以促进 2-细胞期胚胎发育[17]。本研究通过观察
褪黑素对小鼠 2-细胞期胚胎囊胚率和孵出率的影响，发现一
定浓度褪黑素对 2-细胞期胚胎的发育具有促进作用，在 10-9M
时体现为对胚胎最大的促进效果，高于或者低于该浓度促进作

用减弱。然而高浓度的褪黑素（10-3M）对胚胎的囊胚形成和孵
出都存在比较显著的抑制效应，国内有报道认为，10-3M褪黑素
可引起白血病 NB4细胞周期阻滞在 G1期，且凋亡细胞比例增
加至 28.13% [18]，同时这也与国外报道对 HL-60细胞株的作用
相同[19]。因此高浓度褪黑素抑制 2-细胞期胚胎的发育可能与细
胞周期阻滞密切相关。
褪黑素促进小鼠胚胎发育的机制尚不明确，笔者认为对囊

胚率和孵出率的影响可能由于褪黑素作为自由基清除剂而发

挥一定的支持作用，自由基的存在刺激胚胎表达凋亡诱导基因

Bax，并下调抗凋亡 Bcl-xl，有报道指出在加有 10-10M褪黑素的
猪胚胎培养环境中，自由基水平显著下降，同时伴随有 Bax
mRNA表达显著下调，Bcl-xl mRNA 表达水平上调 1.7 倍，因
而使胚胎具备一定的抗凋亡能力，进而提高胚胎的存活率[20]。
综上所述，本文首次探讨了不同浓度褪黑素对小鼠 2-细
胞期胚胎发育的影响，10-13-10-5M浓度间的褪黑素对胚胎发育
均有显著的促进作用，高浓度的褪黑素 10-3M对胚胎细胞有一
定毒性作用，下一步可深入探讨褪黑素的作用机制。
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图 2：小鼠 2-细胞胚胎在不同浓度褪黑素处理后囊胚形成率（72h）和

孵出率（96h）曲线图，横坐标分别代表 0，10-13，10-11，10-9，10-7，10-5，10-3 M

的褪黑素。
Fig 2: After treatment with different concentrations of Melatonin, the

blastocysts rate (72h) and hatched rate (96h) of mice 2-cell embryos were

shown in curve chart. The x-axis presents the concentrations of melatonin,

including 0, 10-13, 10-11, 10-9, 10-7,10-5,10-3 M.
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