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抗氧化剂延缓卵母细胞老化
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(石河子大学动物科技学院，石河子 832000; 1 新疆畜牧科学院农业部草食家畜繁育生物
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摘要 哺乳动物由于其卵子老化发生卵子质量下降，从而导致老化印母细胞受精后发育而

来的胚胎非整倍体率增高，任娘流产率增加，对后代产生了严重影响。研究表明一定剂量的抗氧化

剂可以延缓卵母细胞的老化，提高卵母细胞的质量，抵抗卵子老化造成的负面影响。
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人们很早就发现，许多哺乳动物的异常发育都与

卵母细胞在输卵管内发生老化有着密切的联系，人类

以及其他高龄哺乳动物由于其卵子老化而造成流产

或畸形胚的现象屡见不鲜这也成为困扰医学界的一

大难题。目前，体外成熟卵母细胞己在动物繁殖技

术如体外受精、精子注射和核移植上有着广泛的应

用，制约这些技术在生产中进一步推广应用的一个主

要原因就是效率低下，造成生产成本过高，而卵母细

胞质量的好坏则是影响其效率的重要的原因之一。

控制卵母细胞老化将给这些技术带来很多好处，既可

取消对操作时间的限制，理且卵母细胞的质量也能得

到保证。如今寻求延缓卵母细胞老化的途径已经成

为当前生殖生物学的研究热点。大量研究表明使用

一定剂量的抗氧化剂可以延缓卵母细胞的老化，提高

卵母细胞的质量，现就抗氧化剂对卵母细胞老化及后

续早期胚胎发育影响的研究进展作一概述。

1 卵母细胞老化

胚胎的发育潜能取决于卵母细胞的发育潜能，卵

母细胞的质量对于体外胚胎生产、克隆等生物技术

的有效应用至关重要。卵母细胞任何异常变化都会

影响发育，比如老化。哺乳动物成熟卵母细胞一般

都停滞在第二次减数分裂中期(MII 期)，直到有精子

穿入或给予适当剌激时才能解除停滞并恢复减数分

裂。若 MII 期卵母细胞不及时受精或激活，就会发

生老化。试验表明，卵母细胞排出后在体内和体外

不同程度的老化都影响其受精及孤雌激活的能力 I1]，

延长培养时间的猪卵母细胞其活化率和碎裂率都增

高[2，3]。哺乳动物老化卵母细胞受精后发育而来的胚

胎非整倍体率增高，赶振流产率增加，而且配子老化

也可能通过一些细胞/分子途径影响发育。此外，配

子老化有可能以疾病的形式对孕体产生远期效应[4] 。

控制卵母细胞的老化进程对于现代辅助生殖技术

(assisted reproductive technique, ART)来说尤其重要，

体内或体外成熟的卵母细胞经常用于体外受精(in

vitro fertilization , IVF)、胞内单精子注射和核移植，

卵母细胞老化显著影响这些技术的效率，因此，控制

卵母细胞老化非常有利于 ART 。

2 氧自由基引起卵母细胞老化并且影晌胚

胎早期发育

自由基学说提出:随着年龄的增长体内产生的自

由基也逐渐增多。 因自由基随老化渐增，使过氧化

脂质也增加，同时体内清除自由基的功能却逐减，以

致自由基导致的损伤不断积累，进一步加重老化。

大多数在卵母细胞老化过程中发生的退行性变化以

及对后代造成的短期或/和长期影响可以从氧自由基

对卵母细胞的损伤方面来解释。

活性氧 (reactive oxygen species, ROS)是正常有

氧代谢的重要产物，正常情况下 ROS 的产生和清除

保持动态平衡，当这种平衡被破坏而倾向于 ROS 过

多时，就产生了氧分压(oxidative stress, OS), OS 影响

卵母细胞成熟、受精、胚胎发育和娃振一系列的生

理过程。研究表明 OS 导致的老化能引起受精能力

下降，并可能影响娃振、正常生产甚至引起早产[5] 。

ROS 过度升高可通过直接影响细胞内钙离子储存结

构，干扰钙离子动态平衡[6]，引起卵母细胞减数分裂

停滞和降解，继而发生凋亡。 ROS 是决定胚胎发
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育、引起形态改变如胞质浓缩和产生凋亡小体的重

要因素。环境的氧浓度可能导致胚胎内 ROS 增加，

进而导致胚胎胞质碎片化和凋亡I凡

氧化损伤可以诱导体外培养小鼠卵母细胞减数

分裂中产生非整倍体[町，而抗氧化治疗可以抵消母体

年龄对减数分裂和染色体分离的一些不良影响。

3 抗氧化剂对卵母细胞质量和早期胚胎发

育的影响

目前，大家逐渐意识到保护卵母细胞和附植前胚

胎免受氧化损伤的重要性， ROS和抗氧化剂对生殖功

能的影响已经成为了大家研究的焦点[9， 10]。为了优

化体外胚胎生产，在体外培养过程中，必须要控制

ROS 的产生。目前主要是通过减少环境中的氧浓

度，在培养基中添加抗氧化剂等途径来保护卵母细胞

和胚胎不受到氧化损伤。

与氧化底物相比，抗氧化剂浓度较低，但能显著

延缓或抑制底物的氧化[1凡抗氧化剂分防御性和清

除性两种。防御性的抗氧化剂其作用是阻止新的

ROS 的形成，如金属整合剂和金属结合蛋白;而清除

性的抗氧化剂主要是清除已经形成的 ROS。按其性

质可分为酶类和非酶类抗氧化剂。

3.1 非酶类抗氧化剂

许多化学物质具有抗氧化功能，包括咖啡因、二

硫苏糖醇(di吐lÌ。由reitol， Dπ)、谷肮甘肤(glutathione，

GSH)、次牛磺酸、牛磺酸和半脱肢，维生素A、 C

和 E，丙酣酸铀、硫柳隶、二酷胶、乙二肢四乙酸

(ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) , ß- 琉基乙

醇(ß-mercaptoethanol， ß-ME) 、 L- 脱氨酸、己酣可

可碱、转铁蛋白、白蛋白、去氧腺昔等。

3.1.1 咖啡因 越来越多的证据表明咖啡因是一

种非常重要的抗氧化分子。咖啡因可以延迟卵母细

胞的老化过程，其机制可能是通过抑制Mytl/Weel通

路而抑制老化卵母细胞中的 Cdc2 (cell division cycle 

2)磷酸化从而升高成熟促进因子(maturation promot

ing factor, MPF)的活性。用咖啡因处理培养 72 h 

的老化卵母细胞，其 MPF水平降低，但MPF活性升

高，孤雌激活率显著下降和碎片率下降[12]。咖啡因

延长了猪卵母细胞处于生发泡期的减数分裂阻滞，能

使培养 24h后的卵母细胞环磷酸腺昔(cyclic adenos

ine monophosphate, cAMP)水平显著升高。然而，经

过咖啡因处理后的卵母细胞在人工激活后其囊胚率

显著低于对照组[叫。咖啡因处理猪核移植胚胎，其

·综述·

染色体浓缩率和囊胚率都增加了，这可能是由于在核

移植过程中咖啡因引起的 MPF 活性增强的缘故[14] 。

过量咖啡因能提高MPF和促有丝分裂原活化蛋

白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)活性，

导致核膜破裂，但是并不影响囊胚率，然而总的胚胎

数显著增加[15]。咖啡因对体内成熟的卵母细胞质量

没有影响，而对体外成熟的卵母细胞质量具有危害作

用[16]。己酣可可碱和去氧腺昔对卵母细胞的毒性大

于咖啡因，尤其在高浓度和长时间的情况下毒性更

大[17]。大剂量的咖啡因对正常细胞有不良的影响。

3. 1.2 DTT Dπ与琉基乙醇作用相似，但剌激

性气味要小得多，毒性也比琉基乙醇低得多。 DTT

比琉基乙醇的浓度低 7 倍时，两者效果相近。 DTT

对老化卵母细胞的作用机制还不是很清楚，可能是通

过阻止自由基的氧化或通过一种氧化还原信号途径

来调节细胞的碎裂和死亡。 DTT 中的颈基与氧自由

基结合，中断自由基链反应，从而阻止了自由基对细

胞膜产生脂质过氧化，保护了细胞膜的完整性。服

用不同浓度Dπ都具有不同程度的抗脂质过氧化作

用。去除卵丘细胞的老龄鼠的卵母细胞经过硫柳束

和 DTT 处理后，其孤雌激活率降低，并且排出第二极

体，呈现出高水平的 MPF和 MAPK活性;与青年小鼠

的卵母细胞相比，其胞质内的谷脱昔肤 S- 转移酶活

性和颈基化合物水平都较低[叫。培养液中添加 DTT

可以减轻老化引起的受精 24h 细胞碎片的出现和囊

胚率降低的现象I叫。将 10-12 周未促排的老龄鼠生

发泡期的卵母细胞在添加或不添加二酷肢和/:或

Dπ的培养液中进行体外培养，与只添加二酷胶组相

比，二酷肢和 DTT 的添加降低了阻滞在第一次减数

分裂的卵母细胞或具有有丝分裂末期染色体构型的

卵母细胞比例[20] 0 

3. 1.3 βME和半脱接 在体外成熟(in vitro 

maturation, IVM)培养液中添加ß-ME和半脱肢能提高

卵母细胞胞内 GSH含量及IVF后的发育能力[2MSl，提

高卵母细胞成熟率及囊胚率PM7]，促进雄原核的形

成[28]0 IVM培养基里添加 βME提高了奶牛[却]、水

牛[24]、绵羊[21]囊胚的质量，但没有提高囊胚率;由于

ROS如超氧化阴离子和过氧化氢能促进精子获能阳，311，

ß-ME 可能会阻止精子获能，事实上，在 IVF 期间添

加抗氧化剂降低了精子穿透率[32]0 在 IVM和体外胚

胎培养(in vitro culture, IVC)的培养基中添加半脱氨

酸有利于胚胎发育，而象过氧化氢酶(cata1ase， CAT) 

和超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)这样
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叶小芳等:抗氧化剂延缓卵母细胞老化

的细胞内抗氧化剂却没有促进作用m。

3.1.4 GSH GSH也是一种有效的非酶类抗氧化

剂之一[到]。卵母细胞体外培养基添加 GSH 能促进雄

原核的形成和正常受精以及胚胎发育[刀，35-39) 。

3.1.5 维生素 C (vitamin C, VC)、维生素 E (vitamin 

E, VE) 在卵母细胞培养液里加入VC或 VE 可以

显著增加 GSH 含量，促进卵母细胞的胞质成熟以及

基因转染的供体细胞重够胚的发育，但它们之间没有

协同作用[咽。 VC 可以减少 H202 对卵母细胞的损伤

并且对卵母细胞无害，对体外Mll期裸卵的微管结构

和染色体排列有保护作用(41)0 VC 、 VE 都可以减轻

老化对小鼠卵母细胞的副作用，使得Mll期赤道板的

染色体分布正常I421; 显著提高人卵泡液内维生素水平，

提高大龄妇女可用卵母细胞数和蛙振率，降低卵母细

胞非整倍体发生率I4310

在抵抗ROS 诱导的胚胎毒性时， VC 比 VE更有

效(44)。最适浓度的 VC 、 VE 能支持减数分裂成熟，

但浓度过高会产生副作用当剂量超出安全的临界点

时就会诱导生殖紊乱以及其他的一些机能障碍(45) 。

3. 1.6 其他抗氧化剂 叶酸能提高卵母细胞质量

和促进卵母细胞成熟(46)。小鼠实验表明叶酸对于附

植前胚胎是必需的，可能是因为在DNA合成和修复

过程中脱氧胸腺暗睫昔的合成时叶酸非常重要。在

受精过程中添加叶酸也非常重要[4飞褪黑激素可以

抵抗H202 对卵母细胞的副作用，提高受精率(48)0 N-

乙酷半脱氨酸阻止减数分裂纺锤体发生损伤，抵抗亚

硝酸盐诱导的减数分裂异常和延迟的 IVM (49)。环胞

菌素可以阻止HP2引起的卵母细胞发生Ca2+ 增加和

胞质三磷酸腺昔(adenosine triphosphate, ATP)水平下

降[50)。一氧化氮(nitric oxide, NO)能延缓卵母细胞

老化和促进青年鼠以及老龄鼠微管纺锤体装置的完

整性。 NO 处理后的青年鼠和老龄鼠的卵母细胞卵

质微管动力学(ooplasm microtubule dynamics, OMD) 

与透明带溶解时间都显著减少，老龄鼠皮质颗粒自发

丢失减少。降低了卵母细胞纺锤体异常率(51)0 鸟昔

酸环化酶是MII期阻滞的一个关键调节因子[划，在阻

止卵母细胞老化过程中发挥重要作用。鸟昔酸环化

酶处理后，未老化和老化的卵母细胞透明带洛解时间

和 OMD 显著降低。此外，皮质颗粒胞吐显著减少。

鸟昔酸环化酶能剌激大鼠和仑鼠卵母细胞减数分裂
恢复[20，协55) 。

3.2 酶类抗氧化剂

一些抗氧化物酶如 SOD、 CAT或谷脱甘肤过氧
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化物酶(glutathione peroxidase, GPX)可以保护卵母细

胞和胚胎免受氧化损伤问。铜-铮超氧化物歧化酶

(Cu/Zn-SOD)、磕.超氧化物歧化酶(Mn-SOD)可以

清除超氧化的自由基。 CAT 或 GPX 可以清除 SOD

反应的副产品一-H202 o GPX在细胞抗氧化方面发

挥重要的功能。在谷肮昔肤还原酶(glutathione

reductase, GR)和谷氨酷半肮氨酸合成酶的基础上，细

胞能维持 GSH 的浓度。诱导小鼠胚胎 GSH 耗竭后，

2 细胞胚胎和囊胚会在 45 min 内恢复 GSH浓度[57) 0 

由此表明 GR 对胚胎具有保护作用。

酶类抗氧化剂对卵母细胞和胚胎 ROS 的防御主

要是依靠内源性的抗氧化物酶I581，这些酶以mRNA的

形式存在于卵母细胞中。整套母源转录物在胚胎发

育期间呈下降趋势直到合子基因组活化。母源

mRNA在卵母细胞成熟过程中的合成或累积的变化

可能影响体外胚胎发育，这种影响一直持续到合子基

因组活化，当转录下降到一个关键的临界点以下时，就

会导致发育阻滞。

SOD催化超氧离子歧化成H202，对保护胚胎免

受氧自由基损伤非常重要。添加 SOD有助于克服 2

细胞发育阻滞。牛卵母细胞不同发育阶段都能检测

到 Mn-SOD 、 Cu/Zn-SOD 、 GCS 、 GPX 和甲基甘

氨酸氧化酶五种酶的转录物阳。有趣的是，胞质内

CuIZn-SOD转录物在IVM 的卵母细胞表达水平显著

高于其他基因， Mn-SOD 的转录物在生发泡期的卵母

细胞中表达，而在 MII 期卵母细胞不表达(60) 。

老化引起ROS 的增加似乎更多的归因于生物体

内酶类抗氧化剂防御能力的下降，而不是非酶类抗氧

化剂。然而，对于老化过程中非酶类抗氧化剂防御

能力的下降仍然存在争议，抗氧化剂对卵母细胞的功

效也有差异，这些差异可能是由于每个作者采取的研

究方案不同造成的。

卵母细胞和胚胎受到了整个抗氧化系统的共同

调节。 ROS 的来源随着品种、发育阶段和培养条

件的不同也有差异。卵母细胞抵抗 ROS 的防御机制

在各个阶段都不尽相同。卵母细胞不同发育阶段的

抗氧化防御机制的综合性和完整性有利于提高卵母

细胞的综合质量。因此卵母细胞和胚胎以及环境

中存在多重以及互补的抗氧化保护机制。

与体内条件比较，体外环境中高氧浓度和自由基

清除剂的相对缺乏诱导产生高 ROS 水平。生长细胞

或培养基中的一些物质如次黄嘿岭、儿茶酣胶、硫

醇、黄素与氧反应产生氧自由基。在鼠卵母细胞体
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外成熟培养液中添加抗氧化剂可以显著减少其染色

体异常率。因此，在培养基中添加抗氧化剂可以降

低 ROS 水平以及减少 DNA 损伤。培养基中金属离

子的有害作用可以通过添加金属整合剂来中和。添

加 EDTA 和转铁蛋白可以克服发育阻滞的问题[61] 。

培养基内加入自由基清除剂和金属荤合剂如过氧化

物歧化酶、转铁蛋白、 EDTA、硫氧还原蛋白可以

促进人类和啃齿类动物胚胎发育。

体外培养系统对于卵母细胞和胚胎发育来说条

件还是有限， OS 是不可避免的，了解其环境中的抗

氧化机制有助于改良体外胚胎生产的培养基。对卵

母细胞和胚胎抗氧化防御机制的正确评价有助于发

明→种方法来评估卵母细胞和胚胎的质量。

避免卵母细胞和胚胎培养过程中产生高水平的

ROS 是一个比较复杂的问题。简单地添加 ROS 清除

剂是不够的，还有对抗氧化剂的选择及浓度等，这些

因素都很难确定。由于转铁蛋白、青霉胶、次牛

磺酸和牛磺酸对胚胎发育有促进作用，而且副作用不

明显，因此经常被添加到培养基中。使用至在基化合

物和维生素时必须小心，因为它们对胚胎会产生副作

用。过剩的抗氧化剂可能对胚胎也有损伤作用。细

胞中抗氧化剂与促氧化剂必须要保持平衡[62]，然而这

对于体外培养的细胞来说比较困难。这些困难就解

释了以前文献报道的互相矛盾的结果:一种物质在一

种培养基里对胚胎发育有促进作用，但在不同的培养

基里又不能发挥功能甚至是毒害作用。此外，一种

物质(如 ETDA)对胚胎早期发育阶段有利，但是在合

子基因组活化后又产生副作用。

4 存在的问题

业己证明一定剂量的抗氧化剂可以延缓卵母细

胞的老化，提高卵母细胞的质量。虽然抗氧化剂能

够抵消老化对卵母细胞数量和质量的负面影响，体外

抗氧化剂疗法可以保护和阻止配子的老化过程，但是

必须意识到高剂量的抗氧化剂对生殖功能有潜在的

副作用，甚至及会引起一些不良机体障碍[町，而且也

不能保证其对后代是否有影响，因此需要对附植前胚

胎进行遗传缺陷的诊断。

大多数有关抗氧化剂对生殖老化的研究都强调

卵母细胞发育能力以及染色体是否异常，并且主要集

中在与老化特征相关的形态学变化，很少有关于分子

生物学方面的报道。与形态学评价指标相比，卵母

细胞质量相关的分子指标更具客观性，因此以后的研

·综述.

究应该将形态学和分子生物学结合起来，这样才会更

全面、更客观。

目前大多数研究都是通过在培养基里添加抗氧

化物来发挥抗氧化的作用。然而通过这种方式来维

持胚胎中促氧化剂-抗氧化剂的平衡是一个非常复杂

问题，因此对于卵母细胞和胚胎培养过程中 ROS 的

限制需要更进一步的研究。
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Abstract The p∞，r quality of mammalian aged oocytes deteriorated which led to the ratios of heteroploid 
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negative influence caused by aging of oocytes. 
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