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　 　 摘要:　 褪黑素对生殖系统发挥着重要调节作用ꎬ本研究旨在探究褪黑素对牛卵母细胞体外成熟和孤雌胚胎

发育的影响及作用机制ꎮ 本试验用化学激活法对牛卵母细胞孤雌激活ꎬ且在卵母细胞体外成熟液和胚胎体外培养

液中添加不同浓度(０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ)的褪黑素ꎬ以检测牛卵母细胞成熟率和孤雌胚

胎发育效果ꎬ同时利用 ＤＣＨＦ￣ＤＡ 染色方法检测卵母细胞中 ＲＯＳ 水平ꎬ采用免疫荧光技术检测褪黑素受体 ＭＴ１ 在

牛早期胚胎发育过程中的表达ꎮ 结果表明ꎬ外源褪黑素可促进卵母细胞体外成熟ꎬ卵母细胞成熟率随褪黑素浓度

的增加而升高ꎮ 褪黑素显著降低了卵母细胞中的 ＲＯＳ 水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且卵母细胞中的 ＲＯＳ 水平随着褪黑素浓度

增加而降低ꎮ 褪黑素可显著提高孤雌胚胎的卵裂率、桑葚胚率和囊胚率(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ促进胚胎发育ꎮ 相比对照组ꎬ１０
ｐｍｏｌ / ｍｌ 褪黑素剂量更有利于胚胎发育ꎬ桑葚胚率和囊胚率都显著高于其他试验组ꎮ 另外ꎬ本研究首次探究了褪黑

素受体 ＭＴ１ 在早期胚胎发育过程中的表达分布ꎮ ＭＴ１ 在未卵裂的激活卵母细胞中主要分布于细胞膜上ꎬ随着孤

雌胚胎卵裂的进行ꎬ受体表达量逐渐增加ꎬ主要表达定位于细胞膜上ꎬ随着胚胎发育的进行ꎬＭＴ１ 在卵裂球内部开

始表达和分布ꎬ退化胚胎中 ＭＴ１ 表达水平较低ꎮ 可见ꎬ褪黑素可促进卵母细胞成熟和胚胎发育ꎬ且褪黑素受体 ＭＴ１
在胚胎发育早期已开始表达ꎮ
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　 　 动物辅助生殖技术的发展和应用在加速品种改

良、提升和保护品种种质等方面具有重要的理论和

实践意义ꎮ 单性生殖技术是动物辅助生殖技术之

一ꎬ在自然界中ꎬ存在很多孤雌生殖的物种ꎬ但对于

哺乳动物而言ꎬ孤雌生殖不是自然生殖方式ꎮ 目前

只能依靠卵母细胞激活方法获得孤雌胚胎ꎬ但其并

不能发育成个体ꎬ主要归咎于其发育过程中缺乏功

能胎盘形成所需要的父母基因印迹的表达ꎮ 孤雌生

殖只能作为基础科学研究的基本材料ꎬ如用于多功

能干细胞研究和胚胎发育、体细胞克隆或卵母细胞

核移植等调节机制研究等[１]ꎮ
胚胎在体外和体内的发育有着显著不同ꎬ体外

胚胎发育能力显著低于体内胚胎ꎬ主要原因可能是

胚胎在体外培养和发育过程中受到不确定因素较

多ꎬ在体外很难模拟体内生长环境ꎮ 活性氧(Ｒｅａｃ￣
ｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)是线粒体呼吸链中的一个

正常的产物ꎬ然而ꎬ其在胚胎体外培养中ꎬ却会造成

氧化应激ꎬ影响胚胎发育[２]ꎮ 在体内ꎬ胚胎发育产

生的 ＲＯＳ 可以通过细胞内抗氧化酶降解ꎬ使得 ＲＯＳ
和内源自由基清除剂处于平衡状态ꎮ 因此ꎬ在体外

培养液中添加抗氧化剂保护卵母细胞和降低胚胎体

外培养氧化压力是提高体外胚胎发育的途径之一ꎮ
褪黑素(Ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎬ ＭＬＴ)是一种有效的抗氧化

剂和自由基清除剂ꎬ其具有亲水性和亲脂性ꎬ这一特

性决定了褪黑素无需任何载体就可通过细胞膜进入

细胞内各个部分ꎬ包括亚细胞结构ꎬ发挥其抗氧化作

用ꎮ 先前的很多研究结果已经证实ꎬ在培养液中添

加褪黑素ꎬ可以增加小鼠、羊、牛和猪的卵母细胞的

成熟率和裂解率ꎬ也可促进体外胚胎发育ꎬ同时培养

液中 ＲＯＳ 浓度减少[３￣７]ꎮ
褪黑素与其受体结合是褪黑素发挥生理功能的

另一途径ꎮ 哺乳动物中存在 ２ 种褪黑素受体亚型ꎬ分

别为 ＭＴ１ 和 ＭＴ２ꎮ 在动物机体中ꎬ其主要分布于神

经系统和周边组织ꎬ如大脑、下丘脑、中脑、嗅球和视

交叉等脑区ꎬ在心、肝、脾、肺、肾、胃肠、胸腺、性腺等

组织也有表达ꎮ 有关褪黑素受体在动物机体中的表

达开始时间的研究还比较少见ꎬ但有研究结果证明ꎬ
褪黑素受体表达始于早期胚胎ꎮ Ｄａｎｉｌｏｖａ 等[８] 报道

在斑马鱼的胚胎中存在褪黑素受体的表达ꎬ且早期胚

胎中表达量比较高ꎮ 在日本鹌鹑中也发现了褪黑素

受体在早期胚胎中表达[９]ꎮ 这些结果可能说明了褪

黑素受体参与褪黑素促进胚胎发育的过程ꎮ
目前ꎬ国内外关于褪黑素对卵母细胞成熟和胚

胎发育影响的研究已有报道[１０]ꎬ但对其作用机理的

研究还有待完善ꎮ 基于此ꎬ本试验通过在牛卵母细

胞成熟和孤雌胚胎体外培养体系中添加不同浓度

(０ ｐｍｏｌ / ｍｌꎬ１０ ｐｍｏｌ / ｍｌꎬ２０ ｐｍｏｌ / ｍｌꎬ３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ)的
褪黑素ꎬ观察统计卵母细胞成熟率、ＲＯＳ 水平、卵裂

率、囊胚率ꎬ揭示褪黑素促进卵母细胞成熟ꎬＭＴ１ 参

与早期胚胎发育作用机理ꎬ为改善牛体外卵母细胞

成熟和早期胚胎发育体系奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验材料　 牛卵巢采自周边屠宰场ꎬ在牛屠

宰后 ３０ ｍｉｎ 内收集ꎬ用生理盐水清洗干净后ꎬ放入

含有 １％青￣链霉素的 ＰＢＳ 液( Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａ￣
ｌｉｎｅ)中保存于 ３７ ℃保温杯中带回实验室ꎬ以进行

卵母细胞的分离及培养、体外孤雌胚胎的构建ꎮ
１.１. ２ 　 试剂及耗材 　 试剂有 ＴＣＭ￣１９９、ＦＣＳ、１７β￣
Ｅ２、ＥＧＦ、Ｈｅｐｅｓ、ＢＳＡ、ＬＨ、ＦＳＨ、ＤＭＳＯ、离子霉素、６￣
ＤＭＡＰ、Ｈｏｅｃｈｅｓｔ、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００、多聚甲醛、ＰＩꎮ

耗材有用于显微操作的毛细玻璃管、用于捡卵 /
胚的毛细玻璃管、不同规格(直径 ９０ ｍｍꎬ６０ ｍｍꎬ
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３５ｍｍ)的细胞培养皿、载玻片、盖玻片等ꎮ
１.１.３　 主要试剂的配制

１.１.３.１　 卵母细胞用液

(１)卵母细胞体外成熟液(Ｏｏｃｙｔｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍꎬ ＯＭＭ)配制:１５􀆰 ０ μｇ ＦＳＨ、１５０􀆰 ０ ｎｇ ＥＧＦ、
３０􀆰 ０ μｇ Ｅ２、１５０􀆰 ０ μｇ ＬＨ、３􀆰 ０ ｍｌ ＦＣＳ、０􀆰 ３ ｍｌ 青￣链
霉素、６􀆰 ６ ｍｇ 丙酮酸盐ꎬ 加 ＴＣＭ￣１９９ 至 ３０􀆰 ０ ｍｌꎬ过
滤灭菌ꎬ４ ℃保存ꎮ

(２) 卵母细胞操作液配制: ０.６６６ ２ ｇ ＮａＣｌ、
０.２３１ ０ ｇ ＫＣｌ、０.０１６ ８ ｇ ＮａＨＣＯ３、０.００３ ６ ｇ ＮａＨ２ＰＯ４、
０.２３８ ３ ｇ Ｈｅｐｅｓ、０.３００ ０ ｇ ＢＳＡ、２００ μｌ 丙酮酸钠、１４４
μｌ 乳酸钠、１ ｍｌ Ｐ / Ｓ、０.０２９ ０ ｇ ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、 ０.０１０ ２
ｇ ＭｇＣｌ􀅰６Ｈ２Ｏ、０􀆰 ５ ｍｇ ＣＢꎬ 加超纯水至 １００ ｍｌꎬ然后

滴入少许酚红ꎬ用 ＮａＯＨ 溶液调节 ｐＨ 值为 ７􀆰 ２ꎬ过滤

灭菌 ４ ℃保存备用ꎮ
(３)染色液 ＤＣＨＦ￣ＤＡ 配制:将 ＤＣＨＦ￣ＤＡ (二

氯荧光素)用 ＤＭＳＯ 配制成 １×１０－３ ｍｏｌ / Ｌ的存储液ꎬ
避光ꎬ￣２０ ℃保存ꎮ 每次试验前ꎬ用 Ｍ２ 操作液稀释

为 １×１０－５ ｍｏｌ / Ｌꎮ
１.１.３.２　 体外胚胎用液

(１)胚胎培养液(Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ Ｏｖｉｄｕｃｔ Ｆｌｕｉｄꎬ ＳＯＦ)
配制:０.０１５ ｇ 肌醇、３００ μｌ Ｎｏｎ￣Ｅａａ、０.０９０ ｇ ＢＳＡ、
９００ μｌ Ｅａａ、３００ μｌ Ｐ / Ｓ、６００ μｌ 丙酮酸钠、３０ μｌ
Ｓｔｏｃｋ Ｇꎬ 加 Ｓｔｏｃｋ Ｃ 至 ３０ ｍｌꎬ过滤灭菌ꎬ４ ℃保存ꎮ

(２)激活剂 　 激活剂 １ 配制:以 ＯＭＭ 为基础

液ꎬ配制 ５ μｍｏｌ / Ｌ的离子霉素溶液ꎮ 每次试验前新

配制ꎮ 激活剂 ２ 配制:以 ＳＯＦ 为基础液ꎬ配制 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ的 ６￣ＤＭＡＰ 溶液ꎮ 每次试验前新配制ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 卵母细胞的分离与培养 　 用注射器抽取表

面颜色明亮、微透明、血管丰富的 ３ ~ ６ ｃｍ 卵泡内

的卵泡液ꎬ卵泡液在离心管中沉淀 １０ ｍｉｎ 后ꎬ吸取

底部沉淀至盛有捡卵液的平皿中ꎬ然后用捡卵针在

体式显微镜下捡出至少包裹 １ 层卵丘细胞且胞质均

匀的卵丘卵母细胞复合体(Ｃｕｍｕｌｕｓ ｏｏｃｙｔｅ ｃｏｍｐｌｅ￣
ｘｅｓꎬ ＣＯＣｓ)ꎮ 用卵母细胞成熟液将 ＣＯＣｓ 洗涤 ３
次ꎬ然后分散转入细胞培养皿中不同卵母细胞培养

液微滴(卵母细胞培养液中含浓度为 ０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０
ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ的褪黑素)中ꎬ３８.５
℃ 下 ５％ ＣＯ２培养箱中成熟培养 ２２~２４ ｈꎮ
１.２.２　 卵母细胞成熟鉴定 　 ＣＯＣｓ 在卵母细胞成

熟液中培养 ２２ ~ ２４ ｈ 后ꎬ取出移至加入 ２００ μｌ 透

明质酸酶(ＨＡａｓｅ)的离心管中ꎬ３７ ℃水浴锅中水浴

５ ｍｉｎ 消化ꎬ然后用移液器轻轻吹打ꎬ使卵丘细胞

从卵母细胞上脱落ꎬ用成熟液洗涤 ３ 次ꎬ将干净的

卵母细胞移至卵母细胞操作滴中ꎬ观察是否有极

体出现ꎬ若有ꎬ则卵母细胞成熟ꎬ反之ꎬ则未成熟ꎮ
１.２.３　 卵母细胞中 ＲＯＳ 测定　 在卵母细胞成熟液

中培养２２~ ２４ ｈ 的 ＣＯＣｓꎬ脱去卵丘层后ꎬ将其移至

配制好的 ＤＣＨＦ￣ＤＡ 微滴中ꎬ在 ３８􀆰 ５ ℃的 ＣＯ２培养

箱中孵育 １５ ｍｉｎꎬ随后用成熟液洗涤 ３ 次ꎬ洗涤干净

的卵母细胞移至成熟液微滴中ꎬ在荧光显微镜下观

察荧光强度并拍照ꎮ
１.２.４　 孤雌胚胎的构建与培养 　 将成熟卵母细胞

转入激活剂 １ 中ꎬ在 ３８􀆰 ５ ℃的 ＣＯ２培养箱中孵育 ５
ｍｉｎꎬ然后转入激活剂 ２ 中ꎬ在 ３８􀆰 ５ ℃的 ＣＯ２培养箱

中孵育 ４ ｈꎬ最后转入含不同浓度(０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０
ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ)褪黑素的 ＳＯＦ 培

养液中ꎬ继续在 ３８􀆰 ５ ℃的 ＣＯ２培养箱中培养ꎮ
１.２.５　 胚胎中 ＭＴ１ 蛋白表达检测　 采用胚胎荧光

免疫组化方法检测胚胎中 ＭＴ１ 蛋白表达ꎬ用共聚焦

显微镜观察 ＭＴ１ 蛋白在胚胎中的分布ꎮ
１.３　 数据分析

应用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件分析卵母细胞中

ＲＯＳ 累积光密度值 ( ＩＯＤ 值)ꎮ 试验数据利用

ＳＡＳ８.０软件进行统计分析ꎬ所有数据均以 Ｍｅａｎ±ＳＤ
表示ꎬ方差分析以Ｐ<０􀆰 ０５ 时为差异显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 褪黑素对牛卵母细胞体外成熟的影响

不同浓度的褪黑素添加到卵母细胞体外成熟液

中ꎬ发现其对卵母细胞体外成熟有显著的影响(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 与对照组相比ꎬ卵母细胞成熟率随褪黑素

浓度的增加而升高ꎮ 当成熟液中添加 ３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ
褪黑素时ꎬ成熟率最高 (６６.１３±４􀆰 ９９)(表 １)ꎮ

表 １　 褪黑素对牛卵母细胞体外成熟的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｏｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

ＭＬＴ 浓度
(ｐｍｏｌ / ｍｌ)

卵丘卵母细胞
复合体个数

成熟率
(％)

０ １９１ ３０.３６±６.４４ａ

１０ ２９７ ５０.５２±５.０３ｂ

２０ ２２１ ５５.５１±４.９０ｂｃ

３０ ２３１ ６６.１３±４.９９ｃ
同一列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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２.２　 褪黑素对牛卵母细胞中 ＲＯＳ 的影响

牛卵母细胞体外成熟培养液中添加不同剂量

(０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ)褪
黑素ꎬ检测其对卵母细胞内 ＲＯＳ 含量的影响ꎮ 结果

(图 １)表明ꎬ与对照组相比ꎬ褪黑素显著地降低了卵

母细胞内的 ＲＯＳ 水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但各试验组间没

有显著的差异ꎮ

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别为 ０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ 褪黑素处理后卵母细胞内 ＲＯＳ 检测(×１００)ꎻ∗表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 不同剂量褪黑素对牛卵母细胞内 ＲＯＳ 水平的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ＲＯＳ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ

２.３　 褪黑素对牛孤雌胚胎发育的影响

胚胎培养液 ＳＯＦ 中添加不同剂量褪黑素 ( ０
ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ)ꎬ培
养 ７ ｄ 后发现ꎬ褪黑素可显著提高孤雌胚胎的卵裂

率、桑葚胚率和囊胚率(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 相比对照组ꎬ２０
ｐｍｏｌ / ｍｌ褪黑素剂量组的卵裂率最高ꎮ 不同浓度褪

黑素对孤雌胚胎发育的影响不同ꎬ１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ 褪黑

素剂量组更有利于胚胎发育ꎬ桑葚胚率和囊胚率都

显著高于其他试验组(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 ２)ꎮ

表 ２　 褪黑素对牛孤雌胚发育的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒｔｈｅ￣
ｎｏｇｅｎｅｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

浓度
(ｐｍｏｌ / ｍｌ)

成熟卵母
细胞数

卵裂率
(％)

桑葚胚率
(％)

囊胚率
(％)

０ ８４ ４２.３２±１７.１５ａ ３１.５４±３.７６ａ ６.００±１.０２ａ

１０ １０２ ７０.２３±１１.０１ｂ ６６.０９±４.７１ｃ ２３.９０±４.９２ｃ

２０ １０５ ７１.３２±１９.２７ｂ ４０.７５±５.７２ａｂ １３.４５±１.７９ｂ

３０ ９０ ６１.８０±１６.９５ａｂ ４６.７６±９.０８ｂ １４.７３±３.６３ｂ
同一列数据后不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.４　 牛孤雌胚胎中 ＭＴ１ 的表达

采用荧光免疫组化方法检测牛孤雌胚胎发育过

程中褪黑素受体 ＭＴ１ 的表达ꎬ结果(图 ２)表明ꎬ褪
黑素受体的表达随着胚胎发育而变化ꎮ 当胚胎退化

时ꎬ受体表达逐渐减弱(图 ２ Ａ、图 ２ Ｂ、图 ２ Ｃ)ꎻ而
在未卵裂的卵母细胞中其主要在卵母细胞膜上表达

(图 ２ Ｄ、图 ２ Ｅ、图 ２ Ｆ)ꎻ随着胚胎卵裂ꎬ受体表达逐

渐增加ꎬ主要集中在外缘细胞膜上(图 ２ Ｇ、图 ２Ｈ、
图 ２Ｉ)ꎻ当胚胎继续卵裂ꎬ其内部开始有受体的表达

(图 ２ Ｊ、图 ２Ｋ、图 ２Ｌ)ꎮ

３　 讨 论

褪黑素在机体内有着广泛的生理功能ꎬ其中其

对动物的生殖系统有着重要的调节作用ꎮ 松果体分

泌的褪黑素通过下丘脑￣垂体￣性腺轴调节动物卵巢

功能ꎬ首先褪黑素调节下丘脑分泌的促性腺激素释

放激素(Ｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｉｎ￣ｒｅｌｅａｓｉｎｇ Ｈｏｒｍｏｎｅꎬ ＧｎＲＨ)ꎬ而
ＧｎＲＨ 调控黄体生成激素 ( Ｌｕｔｅｉｎｉｚｉｎｇ Ｈｏｒｍｏｎｅꎬ
ＬＨ) 和促卵泡激素 ( Ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ Ｈｏｒｍｏｎｅꎬ
ＦＳＨ)的分泌ꎬ进而调节性腺水平下的卵巢功能[１１]ꎮ
然而ꎬ近年来的研究结果表明ꎬ卵巢卵泡中亦可分泌

褪黑素ꎬ其浓度高于血液中的浓度[１２]ꎬ且大卵泡中

褪黑素浓度高于小卵泡中褪黑素浓度ꎬ卵巢中亦存

在褪黑素受体结合位点ꎬ提示卵泡中的褪黑素亦可

直接作用于卵巢ꎬ调节卵母细胞发育和成熟[１３]ꎮ 目

前为止ꎬ许多研究结果已经证实褪黑素可促进卵泡

的发育和成熟[１３]ꎬ外源褪黑素可促进体外卵母细胞

成熟和胚胎的发育[１４￣１６]ꎮ 本试验研究了褪黑素对

湖北黄牛卵母细胞体外成熟及胚胎体外发育的影

响ꎬ结果与先前的研究结果一致ꎬ卵母细胞体外成熟

液中添加褪黑素可显著提高卵母细胞的体外成熟

率ꎬ并呈现剂量依赖性ꎮ
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图 ２　 牛孤雌胚胎中褪黑素受体的表达

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒｔｈｅｎｏｇｅｎｅｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ

　 　 体外培养的卵子或胚胎ꎬ因暴露于光、高浓度氧

及代谢物中ꎬ可加剧氧化应激的发生ꎬ产生大量

ＲＯＳꎮ 过高的 ＲＯＳ 可破坏细胞膜结构ꎬ诱导细胞凋

亡ꎬ而且损坏线粒体ꎬ影响卵母细胞或胚胎的质

量[１７￣１８]ꎮ 因此ꎬ在体外培养体系中添加抗氧化剂抑

制氧化应激是优化和改善体外培养技术的重要措施

之一ꎮ 研究结果表明ꎬ褪黑素是一种有效的抗氧化

剂和自由基清除剂ꎬ其可降低卵母细胞中 ＲＯＳ 水

平ꎬＺｈａｏ 等[１６] 的研究结果表明ꎬ褪黑素添加在冷冻

牛卵母细胞体外培养体系中ꎬ可显著降低 ＲＯＳ 水

平ꎬ其他研究人员在猪和小鼠体外培养的卵母细胞

的研究结果中也得以证实[７ꎬ１９]ꎮ 本试验也得到相似

的结果ꎬ在牛卵母细胞体外培养体系中添加不同剂

量(０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、２０ ｐｍｏｌ / ｍｌ、３０ ｐｍｏｌ / ｍｌ)
的外源褪黑素ꎬ降低卵母细胞内 ＲＯＳ 水平ꎬ且褪黑

素对卵母细胞内 ＲＯＳ 水平减少具有剂量依赖性ꎮ
由此可见ꎬ高剂量的外源褪黑素可通过降低 ＲＯＳ 的

产生促进卵母细胞成熟ꎮ Ｔａｋａｄａ 等[２０] 证实了褪黑

素可保护牛卵丘卵母细胞复合体上卵丘细胞免受

ＤＮＡ 损伤ꎬ从而提高卵母细胞体外成熟率ꎮ Ｃｈａｔ￣
ｔｏｒａｊ 等[２１]研究结果表明褪黑素促进成熟诱导激素

(Ｍａｔｕｒａｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｉｎｇ Ｈｏｒｍｏｎｅꎬ ＭＩＨ)的分泌ꎬ而 ＭＩＨ
是合成成熟促进因子 ( Ｍａｔｕｒｅ Ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｆａｃｔｏｒꎬ
ＭＰＦ)的前提ꎻ另外ꎬ褪黑素抑制颗粒细胞凋亡[２２]ꎬ
是褪黑素促进卵母细胞成熟的另一途径ꎮ 褪黑素促

进卵母细胞成熟机制的研究对提高卵母细胞质量有

着重要意义ꎮ
先前有研究结果表明ꎬ褪黑素可促进胚胎发育ꎮ

Ｓｈｉ 等[２３]通过研究发现在培养体系中添加一定量的

褪黑素可以提高猪卵母细胞体外成熟及胚胎的体外

发育能力ꎬ他们发现最适合的浓度为 １０－９ ｍｏｌ / Ｌꎬ当
在成熟液和培养液中都添加 １０－９ ｍｏｌ / Ｌ 褪黑素时ꎬ
可以显著促进猪的卵母细胞成熟及孤雌胚的体外发

育ꎮ 当在成熟液及培养液中都添加 １０－９ ｍｏｌ / Ｌ褪黑

素时ꎬ其卵裂率ꎬ囊胚率分别为 ７９％和 ３５％ꎮ 褪黑

素对体外胚胎发育的促进作用在猪[２３] 和羊[２４] 等动

物中得以证实ꎬ推测可能是褪黑素降低了 ＲＯＳ 水

平ꎬ抑制了细胞凋亡ꎮ Ｃｈｏｉ 等[２５] 通过在 ｍＮＣＳＵ￣２３
培养液中添加 １００ ｐｍｏｌ / Ｌ的褪黑素ꎬ发现与没有添

加褪黑素的对照组相比ꎬ猪孤雌囊胚中的细胞凋亡

率显著降低ꎬ并且囊胚细胞数也比对照组有显著增

加ꎮ 本试验探究了褪黑素对牛孤雌胚胎体外发育的

影响ꎬ在牛的孤雌胚胎培养液中添加不同浓度的褪

黑素ꎮ 结果表明ꎬ１０ ｐｍｏｌ / ｍｌ组的卵裂率和囊胚率

分别达到 ７０.２３％和 ２３.９０％ꎬ显著高于对照组ꎮ 可

见ꎬ褪黑素可促进胚胎早期发育ꎬ且不同物种间适宜

剂量不同ꎮ
在哺乳动物中ꎬ褪黑素受体 ＭＴ１ 和 ＭＴ２ ｍＲＮＡ

在神经系统和周边组织中广泛表达ꎮ 然而ꎬ在牛胚

胎早期发育中的表达分布还未见报道ꎬ本研究首次

证实了褪黑素受体 ＭＴ１ 蛋白在牛孤雌胚胎早期发

育中的表达ꎬ其随着胚胎发育阶段的变化而变化ꎮ
ＭＴ１ 在牛孤雌胚胎发育的各个时期均有表达ꎬ且有

逐渐增多的趋势ꎮ Ｄａｎｉｌｏｖａ 等[８] 在斑马鱼上有相似

研究ꎬ褪黑素受体 ＭＴ１ 在斑马鱼早期胚胎和新生儿

中均有表达ꎬ且表达量高于成年鱼ꎮ 随着鱼胚胎发

育ꎬ褪黑素受体 ｍＲＮＡ 在受精后 １８ ｈ 已经开始表

达ꎬ随后开始广泛表达ꎬ２４ ｈ 时ꎬ在脑部表达量增

加ꎬ而主动脉、躯干和尾部表达变弱ꎬ直至 ３６ ｈ 时还

在减弱ꎬ而脑部的表达依然很强ꎬ呈现了组织特异性
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分布ꎮ 褪黑素受体的存在是褪黑素作用的前提ꎬ这
一结果进一步证明了褪黑素通过与褪黑素受体

ＭＴ１ 结合ꎬ对胚胎早期发育具有重要的调节作用ꎮ
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ｏｐｔｉｍａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ [Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄꎬ ２０１３ꎬ ８８(３): ６７.

[１５] ＷＡＮＧ Ｆꎬ ＴＩＡＮ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｌａｔｏ￣
ｎｉｎ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｒｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｍｅ￣
ｌａｔｏｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １ [Ｊ] . Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ ５６(３): ３３３￣３４２.

[１６] ＺＨＡＯ Ｘ Ｍꎬ ＨＡＯ Ｈ Ｓꎬ ＤＵ Ｗ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｐｏｐ￣
ｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ｂｏｖｉｎｅ ｏ￣
ｏｃｙｔｅｓ [Ｊ] . Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓꎬ ２０１６ꎬ ６０(２): １３２￣１４１.

[１７] ＳＩＭＯＮ Ｈ Ｕꎬ ＨＡＪ￣ＹＥＨＩＡ Ａꎬ ＬＥＶＩ￣ＳＣＨＡＦＦＥＲ Ｆ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｒｅａｃ￣
ｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ [Ｊ] . Ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ
２０００ꎬ ５(５): ４１５￣４１８.

[１８] ＹＯＮＥＤＡ Ａꎬ ＳＵＺＵＫＩ Ｋꎬ ＭＯＲＩ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｅｌｉｐｉｄａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｏｘｙｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｍｂｒｙ￣
ｏｓ [Ｊ] . Ｊ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖꎬ ２００４ꎬ ５０(３): ２８７￣２９５.

[１９] ＮＩＫＭＡＲＤ Ｆꎬ ＨＯＳＳＥＩＮＩ Ｅꎬ ＢＡＫＨＴＩＹＡＲＩ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｏｏｃｙｔｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｉｎ ＰＣＯＳ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ａｎｉｍ
Ｓｃｉ Ｊꎬ ２０１７ꎬ８８(４):５８６￣５９２.

[２０] ＴＡＫＡＤＡ Ｌꎬ ＪＵＮＩＯＲ Ａ Ｍꎬ ＭＩＮＧＯＴＩ Ｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅ￣
ｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｃｕｍｕｌｕｓ ｃｅｌｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ (ＩＶＭ) ａｎｄ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ] . Ｒｅｓ
Ｖｅｔ Ｓｃｉꎬ ２０１２ꎬ ９２(１): １２４￣１２７.

[２１] ＣＨＡＴＴＯＲＡＪ Ａꎬ ＢＨＡＴＴＡＣＨＡＲＹＹＡ Ｓꎬ ＢＡＳＵ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｌａｔｏ￣
ｎｉｎ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅ (ＭＩＨ): ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｏ￣
ｃｙｔｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｒｐｓ [ Ｊ] . Ｇｅｎ Ｃｏｍｐ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２００５ꎬ １４０
(３): １４５￣１５５.

[２２] ＷＡＮＧ Ｓ Ｊꎬ ＬＩＵ Ｗ Ｊꎬ ＷＵ Ｃ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ａｐｏｐ￣
ｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｂｏｖｉｎｅｇｒａｎｕｌｏｓａ
ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ( ＭＴ１ ａｎｄ ＭＴ２) [ Ｊ] . Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ
２０１２ꎬ ７８(７): １５１７￣１５２６.

[２３] ＳＨＩ Ｊ Ｍꎬ ＴＩＡＮ Ｘ Ｚꎬ ＺＨＯＵ Ｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｒｔｈｅｎｏ￣
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｏｏｃｙｔｅｓ [Ｊ] . Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓꎬ ２００９ꎬ
４７(４): ３１８￣３２３.

[２４] ＶＡＺＱＵＥＺ Ｍ Ｉꎬ ＡＢＥＣＩＡ Ｊ Ａꎬ ＦＯＲＣＡＤＡ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘ￣
ｏｇｅｎｏｕｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｍｂｒｙｏ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｏｏｃｙｔｅ ｃｏｍｐｅ￣
ｔｅｎｃｅ ｏｆ ｕｎｄｅｒｎｏｕｒｉｓｈｅｄ ｅｗｅｓ ａｆｔｅｒ ｗｅａｎｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅａｓｏｎａｌ ａ￣
ｎｅｓｔｒｕｓ [Ｊ] . Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ７４(４): ６１８￣６２６.

[２５] ＣＨＯＩ Ｊꎬ ＰＡＲＫ Ｓ Ｍꎬ ＬＥＥ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅ￣
ｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｐｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒｔｈｅｎｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｅｍｂｒｙｏｓ [Ｊ] . Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖꎬ ２００８ꎬ ７５(７): １１２７￣１１３５.
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