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哺乳类早期胚胎发育阻滞的形成与突破

李远平 左嘉客

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

在高体培养哺乳类(包括人)着床前早期胚

胎的时候，人们都普遍地发现这样的事实 z 在

化学组份确定的培养基中，早期胚胎往往不能

完成从受精卵到囊胚的发育全过程究 :而停顿在

某个特定发育时期。我们把这种现象 称作"发

育阻滞 (block of development ) 飞

早期胚胎发育阻滞的时间随种的不同而

异，例如，小鼠和大鼠早期胚胎发育阻带发生

在 2 细胞期，金黄地鼠发生在 2-8 细胞期，

猪发生在 4 细胞期，人发生在 4-8 细胞期，

弥猴、牛、绵羊和山羊都发生在 8一16 细胞

期，兔发生在桑框胚期[1 -8 ] 。

近年来，有关哺乳类早期胚胎发育阻滞机

理以及突破友芮阻滞方面的研究异常活跃， 各

种观点纷呈。 本文拟就高等哺乳动物特别是小

二鼠早期胚胎离体发育阻滞及其突破机理的研究

近况作初步概述。

-、发生在细胞周期 G2 捆的事件

哺乳动出卵母细胞在成熟之前一直都停留

在细胞周期的 G2 /M 相;在内源 激 素的调节

下，才由 G2/M 相进入M相，且停顿在M相中

期。一旦遇到精子， 实现受椅， 由 M 相跨入

G1 相。随着第二极体的形成，标志着 G1 相的
开始。 在此期间 ， 源自桔子的染色体发生了重

大改组 ，其中包括拍子的鱼椅蛋白 ( protamines )

被卵母细胞的组蛋白 ( histon臼)取代等。整个

合子阶段可视作胚胎发育过程的第一细 胞周

期。

对小鼠体内正常情况下的早期胚胎细胞周

期各时相进行剖折(表 1 )，不难发现在最初的

四个细胞周期中 G2 +M 相的变异性较大， 其

中第二、 第二细胞周期的尤为显著z 第二细胞

周期的 G2 +M 相持续时间最长。变异大除了

可能反映出作为研究材料的小鼠品系的差异性

外， 更主要的是它反映了处于第一和第二细胞

周期 G2 相的胚胎可能对于环境压力非常敏感。

有人进行过这样的试验: 在第一和第二细胞周

期 S 相的任何时 候，将 37 0C的环境温度下调

至 20 "C时 ， 就会导致体外培养胚胎前两个细

胞周期的 G2 + M 相时间延长; 如果避免这种

温度下降，那么第二和;第二细胞周期的 Gi+
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M 相持续时间分别为 : 2-3 小时和 12 小时 [ 910

多数品系的小鼠早期胚胎置于体外培养时， 其

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 ( 2-cell block )"的发育阻断

现象[1 0]。虽然人为干扰(例如将胚胎 移到体外

培养)很可能使第二细胞周期的 G2 相 时程延

长， 然而，即使在最适的体内条件下， 它的时

程也显然要比第一、 第三和第四细胞周期 G2

相的长。 事实上， 这种 G2 相时程的延长与胚

胎细胞内正在进行着的一系列活动有着密 切的

关系。

表 1 小鼠胚胎最初四个细胞周期各时相

的时程

时程(小时 〉
细胞周期

G j 1 S I GJ+ M 

第一周期( 1 细胞期) I 4.护12 . I 4一7 I 1-8 

第二周期( 2 细胞期) I 0.....1. 3 I 4- 7 I 12- 18 

第三周期( 4 细胞期) I 1~1. 5 I 7 10.5 • 5 

第四周期( g 细胞期) ! :1 I 7 I 1- 3 

· 在大乡去立研究 rlJ f丛插了第二次;成数分裂 的 完

成.

在多数哺乳动物胚胎中 ， 最早期的发育与

胚胎基因组的大部分活动无关， 而是受已经存

在的母系信息调控[1 1 ， 12] 。 在小鼠中 ， 从受精

卵到 2 细胞期的中期(小鼠注射 hCG 之后约40

小时)均为由源自母系信息调控的转 录 后的活

动。 在此期间，很少或者根本不存在 RNA 合

成活动，而那些在卵母细胞发生期间就巳转录

并贮存着的 mRNA 却仍然参与翻译活 动， 去

核或用转录抑制剂处理胚胎， 均丝毫不影响翻

译活动的正常进行山。遗传的和生化的证据表

明 ， 小鼠胚胎基因组转录的激活活动最初出现

在 2 细胞期的 G2 相山 1 3 ) ， 在此期间 ， 首次 出现

大量非均- RNA ， 并且与新的多肤合成活动

相吻合 [ 14 ， l 5] ; 这些都证实在胚胎细胞 中发生

了新的 mRNA 合成与翻译活动。 与此同时，

源自母系的 mRNA 失活或降解， 表现为 RNA

总量下降， polyA 的 数 量 和平均 长度降 低

等[1 5 ， 1 6] 。 其它诸如核楷体装配的激活、 能量

代谢变化以及核仁和线粒体结构与功能趋于成

熟等方面的变化也都开始于 2 细胞期。 通过胚

胎基因组的转录及蛋白质的合成活动，这些变

化或活动都被调节到一定的正常范围内 [l7].

小鼠早期胚胎发育阻滞，发仕在 2 细胞期

的 DNA 复制之后， 即在第二细胞周期的 G2
相。这种发育阻汗if可能与体外培养条件下发生

细胞质和细胞皮层缺陷有关，在多数情况下这

种缺陷将导致 2 细胞胚胎无法挝续发育【 18J 。

在小鼠 、 猪和羊中 ， 自发发自阻端的高发生率

往往出现在胚胎基因组激活的这段 时间范围

内， 这同样意味着在该段时间内胚胎对于外界

损害性干扰的敏感性增高 [l， 18J 。

人的早期胚胎的最初两个细胞周期活动也

是在转录后水平上利用来自母系的发育信息进

行调控的，而胚胎基因组激活起始于 4 细胞期
的 G2 相这段时间范围内，伴随着母系 mRNA

的失活或降解。 母系 tnR:NA 的失活与胚胎基

因组的激活无夫， 这是两件同时发生的独立事

件。人胚胎发育阻滞往往就友生在第二细胞周

期的 G2 相 [5沪， 101 ， 这个时期与前述的 小鼠、

猪、 羊等胚胎发生发育阻滞的时间一致， 虽然

所处的细胞周期不完全相同。

二、过氧化氢类物质与发育阻滞的关系

为了真正弄清楚导致哺乳动物早期胚胎体

外发育阻攒的机制， 人们正在不断地从胚胎内

部以及外界环境中寻找原因。 已经发现， 损伤

的细胞中含有较多的各类氧化物， 包括过氧化

氢以及其它自 由基(例如过氧化物阴离子和氢

氧根肖子) ; 因细胞分裂阻断以及细胞功能丧

失所引起的异常细胞中也含有这些活性氧类物

质[1 9川 ] 。 那么 ， 在正常生理性发育阻滞的胚

胎细胞中是否也含有这类活性物质呢?

通过分析小鼠卵母细胞以及早期胚 胎中

H202 含量发现: 未受扣的卵母细皑中 H20: 水

平较低， 1-8 细胞期的早期胚胎细胞中 HZ02

水平高于以后发育期胚胎的水平。肉体培养的
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2 细胞中期小鼠胚胎 H202 水平上升， 以 后高

居不下[ 21J。胚胎细胞内 H202 水平的上升几乎

发生在第二细胞周期的长 G2 相时期，也 就是

胚胎基因组激活的时期。因此，认为发高阻滞

与源自 H20Z 的有害自 由基含量上升可 能有关

不是没有道理的。据此，提出了活性氧能阻断

正常细胞分裂的观点[22J 。

许多品系小鼠的早期胚胎几乎不能请除在

肖体培养过程中累积的活性氧， 这可能与它们

i 缺乏诸如过氧化物歧化酶、 过氧化氢酶或者谷

脱甘肤过氧化物酶/还原酶等保护细胞质的酶

活性有关。另外，小鼠着床前胚胎在体外发育

时对氧浓度是敏感的。 非生理的高氧与培养基

成分或细胞作用，能导致次黄嘿岭、 邻苯二盼

胶、硫醇类以及町览黄等物质的生成。 已知诸

如次黄嗦岭类物质对胚胎正常发育有害。 高氧

也能影响糖原合成与其降解之间的平衡。

过氧化氢可作为各种细胞剌激和调节系统

中的第二信使[叫， 但是， 如果其含量失控，

则它就可能通过对类脂物和蛋白质的过度过氧

化反应而危害细胞， 导致发育阻断。

利用子宫内膜上皮细胞和成纤维细胞等作

为体外培养的"饲养 (feeder)"层 ， 与早期胚胎

共培养，可以在不同程度上使早期胚胎突破发

育阻捕， 促迸正常发育问，码 ， 26J 。 这些"饲养"

巨细胞能促进部分胚胎的发育， 其作用机制目

前还不十分洁楚，有些作者认为， 它们能清除

培养基中对早期胚胎发育有害的物质，例如次

黄嘿岭、葡击者糖、微量金属离子以及氧等[27J 。

当然，这些"饲养"层体细胞或许还分泌能促进

胚胎发育的有关"因子"。

三、突破发育阻滞的有关因子

尽管有关哺乳类(包括人)早期胚胎体外发

育阻滞的机理以及突破这种阻滞的有效方法和

机制均尚不十分清楚，但是通过近几年的不断

摸索和分析， 取得了一些令人鼓舞的结果， 包

括涉及输卵管上皮细胞合成和释放的特异性多

肤， 1二殖逼和早}VJJ胚胎民l 身分泌的某些主!二长因

子，胚胎间协同作用等方面的进展。

1. 输卵管上皮细胞合成和释放的 特异性

多陈

输卵管为卵的运输、 受中fj 以及早期发育提

供了非常必要的环境。 受#Ï后的大多数动物胚

胎， 在进入子宫以前一般都已发育至IJ桑摆期。

而体外发育阻滞的出现11~ 间恰好发生在体内早

期胚胎进入子宫之前， 胚胎尚处在输卵管腔

中。倘若无输卵管与离体受精卵共培养，胚胎

发育就趋于缓慢甚至被阻滞。倘若将小鼠受精

卵置于含有输卵管的组织培养系统中培养，结

果发现这些胚胎不仅没有出现阻滞，而且能顺

利发育至襄胚 [ 2 8 ] p 移入羊或兔输卵管中的牛

受精卵能正常发育至提胚[29J 。 这些结 果均表

明 ， 不论在体内或在体外，输卵管对早期胚胎

发育的影响是显著的，而且无种的特异性。

近年来， 发展了输卵管上皮细胞与早期胚

胎共培养技术，取得了良好的结果[3川，叩沪，z7 1 .

利用猪输卵管上皮细胞或其条件培养液 ( cond啕

i tioned medium )培养兔受精卵， 可使 兔胚胎

顺利发育至囊胚，利用兔输卵管上j支细胞或其

条件培养液共培养大鼠受中Ji 卵 ， 也分别可使

60%-90%胚胎突破 2 细胞阻滞，继续正常友

育(作者等研究结果， 待发表)。这些研究结果

表明 : 输卵管上皮细胞合成并分j豆、了某些有利

于胚胎正常发育所需要的信号物质，或者称其

为 "胚胎营养因子 (embryotrophic factor )飞

在羊的输卵管上皮细胞合成并释放的蛋白

质中，分离到了两类特异性多肤，其中一类具

有明显的周期性分泌模式， 主要由分子量分别

为 92 X 103 和 46 xl 0 3 的多肤组成，分别称作

羊输卵管蛋白 92 和 4 6 ( 简写为 SOP 92 和 SOP

46) ; 只有在发情之后的最初 4 至 5 天内，胚

胎进入输卵管时，才能检测到这两种多肤。在

发情相应时间收集并培养的输卵管细胞也能分

泌 SOP 92 和 SOP 46 。 进一步的研究证实，

SOP 92 和 SOP 46 分别能与早期胚胎(受精卵 )

的透明带结合，并且能穿入透明带内 ， 与正在

去;育胚胎的各个卵裂球结合 [ 30 J。但是 ，作为外
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源信号的这类多肤因子被早期胚胎接受之后?
如何实现信号转导，如何克服发育阻滞，如何

引发胚胎进一步卵裂，诸如此类的具体机制尚

待进一步研究。

2 . 生长因子以及早期胚胎间协同的相互

影、晌

由输卵管上皮细胞分泌的特异性多肤以及

由子宫内膜上皮等合成并释放的某些生长因子

都在不同程度上具有使早期胚胎突 破发 育阻

滞、 促进正常发育的功能口，30-3 2<]。然而， 最

近又发现在体外培养的着床前胚胎之间，存在

一种协同作用 ( cooperative interaction) , 由它

们自己释放的特殊的生长因子作为这种协同作

用的媒介，对干早期胚胎自身的发育和生长具

有十分重要的意义。

. 将单枚 2 细胞期小鼠胚胎和多枚 2 细胞期

小鼠脏胎分别培养在微体积相同的培液中，结

果，后者发育至囊胚的比率以及每个囊胚的细

胞A数都要高于前者;如果在单枚胚胎的培养基

伸添加表皮生长因子 ( Epidermal Growth Fac-" 

tor , EGF) 、 α-转化生长因子 ( Transforming 

Growth Factor α ， TGF-α)或向广转化生长因

子 (TGF-ß 1 ) ， 能显著改变其发育不 良状况。

在小鼠胚胎中，从 2 细胞期开始表达TGF-矶，

桑摆胚和囊胚表达源自血小板的生长因子A链

(P!iol telet-derived Growth Factor A chain ) 以

及 TGF-α 。 EGF 的受体要在 8 细胞期才出现，

所以在培液中添加 EGF 和 TGF-α 对 8 细胞期

以后的屉胎发育的作用较大[叫33 ] 。

在体内 ， 胚胎分泌的生长因子迅速在生殖

道内流失， 尚需依赖源自生殖道上皮细胞的生

长因子， 以补充着床前胚胎发育之需 [ 33 ]。将

早期胚胎与输卵管或子宫等上皮细胞共培养，

无疑会有利于胚胎的发盲， 尽管其作用机制尚

未真正揭开。临近着床时， 子宫内膜上皮细胞

合成并释放若干生长因子， 包括 EGF、 TGF­

α 、 TGF-矶 以及膜岛素类生长因子 ( Insulin­

like Growth Factor ) [ 3 1 ， 3 2 ] ， 其作用引人深思。

在体外培养的早期胚胎，不仅生长缓慢，

而且所形成的袭胚中细胞数较少?这可能与培
养基中缺乏源自生殖道的信号， 或者由胚胎释

放的自我调控因子被环境过份稀释所致。这类

着床前囊胚往往不能孵化出膜。

总之， 源自胚胎的和生殖道上皮的特殊因

子都是以自分泌( a u tocrine )或旁分泌、 ( parac­

rine ) 的作用方式， 参与调控着床前胚胎正常发

育以及装胚正常形成， 以保证胚胎实现正常的

着床过程。

四、结 束语

综上所述， 有关哺乳类若床前早期胚胎发

育阻滞及其突破机理的研究正方兴未文。 由于

突破发育阻滞是体外培养哺乳类(包括人 )早期

胚胎的关键问题之一， 所以近年来其研究进展

较快，在如上所述的几个方面都已显露出一些

端倪。 今后的研究重点可能除了继续探索诸如

输卵管上皮细胞等体细胞合成并释放的特殊信

号物质之外，将追踪这些外源信号如何被早期

胚胎接受并实现信号转导， 从而引发进一步正

常卵裂的有关详细机制。可以相信，随着研究

的不断深入，不仅将有助于揭示涉及胚胎发

育、 细胞周期等具有普遍意义的基本生物学问

题，同时将为体外控制卵球受精和胚胎发育提

供理论依据和实际的应用技术。

摘 要

本文对有关哺乳类(包括人)着床前早期胚

胎发育阻槽的形成与突破的研究近况作了概

述。早期胚胎发育阻滞一般都发生在最初四个

细胞周期中的某个长 G2 相阶段， 该时期恰好

是贮存在胚胎细胞中源自母系的 mRNA 失活

或降解、 胚胎细胞自身基因组应该被激活的临

界期，胚胎在这时对环境压力非常敏感。过氧

化氢类物质在胚胎细胞内高含量累积也是导致

发育阻滞的因素之一。早期胚胎的正常发育必

须依赖于源自生殖道上皮细胞的信号， 这类外

源信号被初步认为蛋白质性质。提供某些生长

因子，或清除微环境巾有害物质等都将有助于
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胚胎的正常发育。早期胚胎间的协同作用在体

外胚胎正常发育巾的正效应已引起人们的重

视。
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