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摘要： 为研究褪黑素 （ＭＬＴ） 对绵羊 ＧＶ 期卵母细胞玻璃化冷冻效果的影响， 选取具有 ３ 层以上致密完整卵丘细胞且胞质均匀的卵丘－卵母细胞

复合体， 在玻璃化冷冻解冻液中添加不同浓度 （０、 １０－１１、 １０－９、 １０－７、 １０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ） ＭＬＴ， 解冻后检测体外成熟液培养 ２４ ｈ 后卵母细胞以及新鲜

组卵母细胞活性氧 （ＲＯＳ）、 Ｃａ２＋、 线粒体膜电位 （ＭＭＰ） 水平。 结果： 与新鲜组相比， ０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组 ＲＯＳ、 Ｃａ２＋ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
ＭＭＰ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 相较于 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组， 在玻璃化冷冻解冻液中添加 ＭＬＴ 可显著降低绵羊玻璃化卵母细胞 ＲＯＳ 和 Ｃａ２＋水平 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 并显著提升卵母细胞 ＭＭＰ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中绵羊 ＧＶ 期卵母细胞玻璃化冷冻过程中 ＭＬＴ 的最适添加浓度为 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ； 与 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＭＬＴ 组相比， １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ 组可显著提高卵母细胞体外受精后卵裂率 （６８􀆰 ６４％ ｖｓ ５８􀆰 ０３％， Ｐ＜０􀆰 ０５） 与囊胚率 （１８􀆰 ９７％ ｖｓ ５􀆰 ９６％， Ｐ＜０􀆰 ０５）。 本

研究证实在玻璃化冷冻解冻液中补充 ＭＬＴ 可缓解绵羊 ＧＶ 期卵母细胞冷冻损伤并提高其发育潜能。
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　 　 在家畜育种中， 卵母细胞冷冻保存对家畜遗传资

源的保护与利用至关重要［１］。 卵母细胞冷冻保存技

术一般分为控制速率的慢速冷冻技术和玻璃化冷冻技

术。 卵母细胞是哺乳动物体内最大的细胞， 其膜对冷

冻保护剂渗透性低， 因此其冷冻保存需要足够慢的冷

冻速率来获得足够的冷冻保护剂渗透性［２］。 相较于

传统慢速冷冻， 玻璃化是一种超快速的手动冷却过

程， 即使液体快速过渡到玻璃状阶段， 产生玻璃状

（无冰晶） 凝固。 玻璃化冷冻程序因使用高浓度冷冻

保护剂使卵母细胞脱水， 水在冷却过程中无法形成细

胞间和细胞内冰晶， 有效避免了卵母细胞在冷冻过程

中因出现冰晶而损伤， 能大大提高卵母细胞冷冻效

率。 虽然卵母细胞可以通过玻璃化冷冻保存而不会形

成冰晶， 但高浓度冷冻保护剂仍会引起极端的渗透应

激和化学毒性［３－４］， 产生大量活性氧 （ＲＯＳ）， 造成

卵母细胞氧化应激， 阻碍卵母细胞体外成熟， 导致胚

胎发育潜力降低［５］。
褪黑素 （ｍｅｌａｔｏｎｉｎ， ＭＬＴ） 是一种强抗氧化剂，

直接负责清除自由基， 其代谢物也具有同样功

能［６－７］。 同时， ＭＬＴ 还可激活一些自由基清除途径并

参与抗氧化系统， 增强超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过

氧化物酶等抗氧化酶活性， 保护细胞免受氧化损

伤［８－１０］。 此外， 大量研究已证实， 在冷冻保存培养基

中添加外源性 ＭＬＴ， 可改善冷冻保存对生殖细胞和

组织的一些负面影响［１１－１４］， 但是在绵羊 ＧＶ 期卵母

细胞的玻璃化冷冻过程中使用 ＭＬＴ 还未见报道。 本

试验旨在探讨 ＭＬＴ 对绵羊 ＧＶ 期卵母细胞玻璃化冷

冻效果的影响。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和 ＭＬＴ 的配制

所有化学药品和试剂除另做说明外均购自 Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 培养基 １９９ （ＴＣＭ－１９９）、 磷酸盐缓冲

盐水 （ＰＢＳ）、 胎牛血清 （ＦＢＳ） 购自 Ｇｉｂｃｏ 公司。
ＭＬＴ 的配制： 先用少量无水乙醇预溶为 １０－１

ｍｏｌ ／ Ｌ 的浓储液， 再用 ＤＭＳＯ 将其稀释至 １０－３ ｍｏｌ ／ Ｌ，
在－２０ ℃的冰箱中避光保存， 最后根据需要添加到玻

璃化冷冻预处理液、 玻璃化冷冻液以及玻璃化解冻液

中， 配 制 终 浓 度 分 别 为 １０－５、 １０－７、 １０－９、 １０－１１

ｍｏｌ ／ Ｌ 的溶液。 用 ０􀆰 ２２ μｍ 的微孔滤膜过滤后分装，
再放入－２０ ℃冰箱保存。
１􀆰 ２　 绵羊卵巢采集与处理

在保定市唐县指定屠宰场采集绵羊卵巢， 剪下的

卵巢立即放入含有灭菌盐水 （含青霉素、 链霉素）
的保温瓶中， 温度维持在 ３８ ℃左右， ４ ｈ 内带回实验

室。 随后将卵巢转运至实验室进行分析。 先将卵巢用

３８ ℃预热的生理盐水清洗 ３ ～ ５ 遍， 经灭菌剪刀剪去

卵巢上附着的系膜等多余组织后， 用 ７５％酒精快速

洗涤 １ 遍， 立即放入生理盐水反复清洗至水体澄清。
１􀆰 ３　 绵羊卵母细胞获取

将卵巢清洗干净后， 用刀片划破卵巢表面直径为

２～６ ｍｍ 的卵泡， 在体视显微镜下筛选出具有 ３ 层以

上完整致密卵丘细胞且胞质均匀的卵丘－卵母细胞复

合体 （ＣＯＣｓ） 进行后续试验。
１􀆰 ４　 试验设计

ＧＶ 期卵母细胞随机分为新鲜组 （Ｆｒｅｓｈ 组）， 玻

璃化冷冻组 （Ｖｉｔ 组， 不添加 ＭＬＴ） 和玻璃化添加不

同浓度 ＭＬＴ 组 （１０－１１、 １０－９、 １０－７、 １０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ
组）。 根据各组卵母细胞冷冻复苏后胞内活性氧

（ＲＯＳ）、 Ｃａ２＋和线粒体膜电位 （ＭＭＰ） 水平确定最

佳 ＭＬＴ 浓度。 再对新鲜组、 Ｖｉｔ 组和玻璃化 ＭＬＴ 最

佳处理浓度组进行体外受精、 早期胚胎培养， 统计卵

裂率、 桑葚胚率和囊胚率。
１􀆰 ５　 卵母细胞冷冻复苏

将挑选出的 ＣＯＣｓ 先于预处理溶液中处理 ３０ ｓ，
再移至玻璃化冷冻液孵育， ２５ ｓ 内将 ＣＯＣｓ 吸入开放

式拉长塑料细管 （ＯＰＳ） 中， 随即浸入液氮保存。
从液氮中取出 ＯＰＳ 后， 浸入含 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖的

３８􀆰 ５ ℃解冻液中， 并利用口吸管将 ＣＯＣｓ 从 ＯＰＳ 中

吹至 ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖解冻液中， 再将 ＣＯＣｓ 依次转移

到 ０􀆰 ２５ 和 ０􀆰 １２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖解冻液， ３ 种梯度浓度溶

液分别孵育 ２、 ２ 和 １ ｍｉｎ， 缓慢脱毒， 最后将已解冻

的 ＣＯＣｓ 在成熟液中洗涤 ３ 次， 然后转移至 ３８􀆰 ５ ℃、
５％ ＣＯ２培养箱中培养。
１􀆰 ６　 细胞内 ＲＯＳ 水平检测

收集各组体外成熟 （ＩＶＭ） 后的卵母细胞， 用透

明质酸酶溶液脱去卵丘细胞， 染色缓冲液洗 ３ 次后，
挑选胞质均匀、 透明带完整圆滑的卵母细胞放入含有

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＤＣＦＤＡ （ ＲＯＳ ） 染 色 液 中， 移 入

３８􀆰 ５ ℃， ５％ ＣＯ２的培养箱孵育 ２０ ｍｉｎ。 缓冲液洗 ３
次后将各组细胞置于 １００ μＬ 缓冲液中， 在荧光显微

镜下观察并拍照， 用 ＩｍａｇｅＪ 软件统计各组细胞染色

情况。
１􀆰 ７　 细胞内 Ｃａ２＋水平检测

将钙离子荧光探针 （Ｆｌｕｏ－４ＡＭ） 原液用 ＰＢＳ 稀

释为 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 工作液， 现用现配， 避光 ３７ ℃预热。
用透明质酸酶脱去各组 ＩＶＭ 后卵母细胞， ＰＢＳ 洗 ３
遍后挑选形态正常的卵母细胞置于 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 工作液

３７ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 再用 ＰＢＳ 洗 ３ 次后 ３７ ℃继续

避光孵育 ３０ ｍｉｎ， 以确保细胞内 Ｆｌｕｏ－４ＡＭ 完全转变

为 Ｆｌｕｏ－４， Ｆｌｕｏ－４ 可与 Ｃａ２＋ 结合并产生较强荧光。
利用荧光显微镜拍摄各组染色情况， 并用 ＩｍａｇｅＪ 检
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测 Ｆｌｕｏ－４ 荧光强度， 以比较各组细胞 Ｃａ２＋水平差异。
１􀆰 ８　 ＭＭＰ 水平检测

用 ＪＣ－１ 染色缓冲液 ２００ 倍稀释 ＪＣ－１ （２００×）
染色液为 ＪＣ－１ 染色工作液， 再按 １ ∶ １ 比例将 ＪＣ－１
染色工作液加入 ＩＶＭ 液中， 配制所需用量后避光预

热备用。 收集各组已脱卵丘卵母细胞后， ＩＶＭ 液清

洗 ３ 次， 放入含有 １ ／ ２ ＪＣ－１ 染色工作液的 ＩＶＭ 液滴

中， 培养箱避光孵育 ３０ ｍｉｎ， ＪＣ－１ 染色缓冲液洗 ３
次， 置于荧光显微镜下观察并拍摄红色与绿色荧光，
再利用 ＩｍａｇｅＪ 分析两种荧光强度， 两者的比值即为

相对荧光强度。
１􀆰 ９　 卵母细胞体外受精

精子获能： 取 ２ ｍＬ 冻精获能液于 ４ ｍＬ 离心管

中， 体外受精液 １ ～ １􀆰 ５ ｍＬ 于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管， 同时

做 ３０ μＬ 受精液滴用石蜡油覆盖。 将三者放入培养箱

预平衡 ２～４ ｈ。 每根冻存细管中的精液约可处理 ３ 滴

受精液滴， 根据受精液滴数量选取合适数量的绵羊冷

冻精液， 手持棉花端将细管浸入 ３７ ℃水浴解冻， 棉

花端不能浸水。 剪开已解冻精液两端使其流入准备好

的离心管内， 再用１ ｍＬ 移液枪将精液缓慢打入预平

衡的 ２ ｍＬ 冻精获能液底部。 将含有精液 ４ ｍＬ 离心管

开口倾斜 ３０° 置于培养箱上浮 ４０ ｍｉｎ， 使其充分

获能。
体外受精： 将各组成熟后卵母细胞用透明质酸酶

溶液洗脱卵丘细胞至 ２ ～ ３ 层， 用预平衡的受精液清

洗 ３ 次后， 放入受精液滴， 每滴 １５ ～ ２０ 个卵母细胞，
放回培养箱等待后续处理。 取出已获能精液， 吸取上

层液体于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ 后，
弃清液， 留 ２００ μＬ 左右即可， 再加入适量受精液，
吹打混匀。 每个含有卵母细胞的受精液滴打入 ２０ μＬ
处理好的精子， 显微镜下观察精子推着卵母细胞逆时

针旋转并向前运动， 精卵共同置于 ３８􀆰 ５ ℃、 ５％

ＣＯ２、 １００％湿度培养箱培养 ２０ ｈ。
１􀆰 １０　 早期胚胎体外培养和相关指标测定

将 ５０ μＬ 早期胚胎发育液滴于 ３５ ｍｍ 培养皿用

石蜡油膜覆盖， 并取 １ ｍＬ 早期胚胎发育液于 １􀆰 ５ ｍＬ
离心管， 将离心管开盖和培养皿一同置于 ３８􀆰 ５ ℃、
５％ ＣＯ２培养箱预平衡 ２ ～ ４ ｈ。 将各组完成体外受精

培养的受精卵用预平衡的早期胚胎发育液洗涤干净，
反复吹打洗涤液滴以去除死去的精子与卵丘细胞， 再

清洗 ３ 至 ４ 次后， 放入已备好的早期胚胎发育液滴，
每滴可放 １０ ～ ２０ 枚受精卵。 移入培养箱在 ３８􀆰 ５ ℃、
５％ ＣＯ２饱和湿度条件下培养。

早期胚胎培育 ４８ ｈ 后统计卵裂数。 半换液， 即

弃一半原液体， 再加一半新的预平衡 ２ ｈ 的早期胚胎

发育液 （注意换液时切勿吸到胚胎）， 继续放入培养

箱培育 ４８ ｈ 后， 即早期胚胎培育第 ５ 天统计桑葚胚

数。 半换液 （步骤同上） 后， 继续培育 ７２～９６ ｈ， 第

７ ～ ８ 天统计囊胚数。 根据卵裂胚胎数计算桑葚胚率

与囊胚率。 每项试验至少重复 ３ 次。
１􀆰 １１　 数据统计和分析

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计软件， 对试验结果进行独立

样本 ｔ 检验， 数据以 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果

２􀆰 １　 不同浓度 ＭＬＴ 对解冻后绵羊卵母细胞 ＲＯＳ 水

平的影响

　 　 ＲＯＳ 过量会导致卵母细胞质量下降和玻璃化后

的存活率降低， 图 １ 结果表明， 新鲜组与 １０－１１、 １０－９

ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组 ＲＯＳ 水平较冷冻对照组、 １０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＭＬＴ 组显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 荧光染色结果说明冷

冻造成了卵母细胞内 ＲＯＳ 的累积， 而 １０－１１、 １０－９

ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组可显著降低细胞内 ＲＯＳ 水平， 减少细

胞氧化应激 （图 １）。

注： Ａ 为染色荧光图； Ｂ 为荧光强度统计分析， 不同小写字母代表差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 不同浓度褪黑素对解冻后绵羊卵母细胞 ＲＯＳ 水平的影响
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２􀆰 ２　 不同浓度 ＭＬＴ 对解冻后绵羊卵母细胞 Ｃａ２＋水

平的影响

　 　 由图 ２ 可知， 与 Ｖｉｔ 组和 １０－５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组相

比， 新鲜组与 １０－１１、 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组 Ｃａ２＋水平均显

著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且 １０－１１、 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组与新

鲜组 Ｃａ２＋水平相当， 表明冷冻增加了卵母细胞的 Ｃａ２＋

浓度， 而补充 １０－１１、 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 可阻止细胞内

Ｃａ２＋浓度的增加。

Ａ． 染色荧光图； Ｂ． 荧光强度统计。

图 ２　 不同浓度褪黑素对解冻后绵羊卵母细胞 Ｃａ２＋水平的影响

２􀆰 ３　 不同浓度 ＭＬＴ 对解冻后绵羊卵母细胞 ＭＭＰ
水平的影响

　 　 由图 ３ 可知， Ｖｉｔ 组的 ＭＭＰ 水平相较于新鲜组和

１０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； Ｖｉｔ 组以及

添加不同浓度 ＭＬＴ 组间比较， 以 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 组

的 ＭＭＰ 水平最高， 且该组与新鲜组 ＭＭＰ 水平相当。
染色结果表明， 玻璃化冷冻导致胞内 ＭＭＰ 水平显著

降低， 而补充 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 可显著提高并维持其

ＭＭＰ 水平， 结合上述染色结果， 确定 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ
为玻璃化冷冻解冻液最适添加浓度并进行后续试验。

Ａ． ＪＣ－１ 染色荧光图； Ｂ． ＪＣ－１ 相对荧光强度 （染色红色和绿色荧光强度的比值）。

图 ３　 不同浓度褪黑素对解冻后绵羊卵母细胞 ＭＭＰ 水平的影响
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２􀆰 ４　 ＭＬＴ 处理对冻融后卵母细胞早期胚胎发育的

影响

　 　 如表 １ 所示， 与 Ｖｉｔ 组相比， 在玻璃化冷冻过程

中添加 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 能显著提高卵母细胞卵裂率

与囊胚率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

表 １　 ＭＬＴ 处理对冻融绵羊卵母细胞早期胚胎发育的影响

组别 卵母细胞数 ／ 枚 卵裂率 ／ ％ 桑葚胚率 ／ ％ 囊胚率 ／ ％

Ｆｒｅｓｈ １０５ ８２􀆰 ０１±２􀆰 ３５ａ ７２􀆰 １９±１􀆰 ６５ａ ３２􀆰 ３９±２􀆰 ４３ａ

Ｖｉｔ ８８ ５８􀆰 ０３±０􀆰 ６９ｃ ６３􀆰 ２７±３􀆰 ３３ｂ ５􀆰 ９６±０􀆰 ７０ｃ

１０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ ９３ ６８􀆰 ６４±１􀆰 ２０ｂ ６８􀆰 ６５±２􀆰 ４８ａｂ １８􀆰 ９７±１􀆰 ０７ｂ

　 　 　 　 　 注： 同列比较， 小写字母不同表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

３　 讨论

本试验探讨了在玻璃化冷冻解冻液中添加 ＭＬＴ
对绵羊卵母细胞 ＲＯＳ、 Ｃａ２＋、 ＭＭＰ 水平的影响， 并

以此筛选出绵羊 ＧＶ 期卵母细胞玻璃化冷冻过程中添

加 ＭＬＴ 的最适浓度为 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ， 并证实 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＭＬＴ 能显著冷冻绵羊卵母细胞后期发育能力。

玻璃化冷冻技术的优化对于提高冷冻保存卵母细

胞的存活率和增强细胞质量意义重大， 有利于保护动

物种质资源［１５］。 然而玻璃化冷冻会导致卵母细胞产

生大量的 ＲＯＳ， 过量的 ＲＯＳ 会影响卵母细胞的发育

并加速其凋亡［１６］。 已有研究证明， 除促进卵母细胞

体外成熟外， 在培养基中添加适量的 ＭＬＴ 也有促进

孤雌激活， 刺激卵母细胞和胚胎发育的作用［１７］。 同

时有研究指出， 补充 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 可显著降低牛

卵母细胞的 ＲＯＳ 水平， 抑制玻璃化牛卵母细胞凋亡，
增强其发育潜力［１８］。 此外， Ｚｈａｎｇ 等［１９］ 发现， 添加

１０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 可以清除过量的 ＲＯＳ， 增加了冷冻复

苏后小鼠 ＭＩＩ 期卵母细胞发育潜力。 本研究发现， 相

较于 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 组， 在玻璃化冷冻解冻液中添加 ＭＬＴ
可显著降低绵羊玻璃化卵母细胞 ＲＯＳ 水平， 表明

ＭＬＴ 可保护绵羊 ＧＶ 期卵母细胞免受冷冻造成的氧化

应激损伤。
ＭＭＰ 和 Ｃａ２＋水平的稳定性对保障卵母细胞的质

量尤为重要。 高水平的 ＲＯＳ 会改变 ＭＭＰ， 并触发

Ｃａ２＋稳态失调， 从而导致更大的钙负荷［２０］。 同样，
也有研究表明， 人卵母细胞在解冻后 ＭＭＰ 显著降

低［２１］。 同时， ＭＭＰ 的改变可诱导细胞色素 Ｃ 的释

放， 导致 ｃａｓｐａｓｅ 级联反应和细胞凋亡［２２］。 本试验发

现， 在玻璃化冷冻过程中添加 ＭＬＴ 可显著降低绵羊

ＧＶ 期卵母细胞内 Ｃａ２＋ 水平， 并提升卵母细胞 ＭＭＰ
水平， 其中以在绵羊 ＧＶ 期卵母细胞玻璃化冷冻过程

中添加浓度为 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭＬＴ 效果最好。 综合上

述结果， 推测在玻璃化冷冻解冻液中添加 ＭＬＴ 可通

过降低卵母细胞氧化应激与钙负荷， 维持胞内正常线

粒体膜电位水平， 改善卵母细胞质量。
体内胚胎在附植前阶段可用生殖道中存在的除氧

剂 （如维生素、 丙酮酸、 谷胱甘肽、 超氧化物歧化

酶和半胱胺） 保护自己。 然而， 体外培养的胚胎没

有母体环境的支持， 完全依靠其内在的抗氧化途径来

清除 ＲＯＳ。 有报道显示， 在玻璃化过程中补充 ＭＬＴ
可提高水牛卵母细胞的形态正常率、 卵裂率和囊胚

率［２３］。 本试验中， 在玻璃化过程添加 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＭＬＴ 可显著提高绵羊卵母细胞复苏后卵裂率和囊胚

率， 表明在玻璃化冷冻解冻液中添加 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ
可提高冷冻绵羊卵母细胞后期发育能力。

ＧＶ 期卵母细胞纺锤体还未形成， 相比于 ＭＩＩ 期
卵母细胞， 有效降低了冷冻对其造成的损伤［２４］。 ＧＶ
期卵母细胞采集后可直接进行玻璃化冷冻， 可充分利

用卵巢资源， 避免了冷冻 ＭＩＩ 期卵母细胞因体外成熟

率低导致卵母细胞数量大幅减少的困扰。 本试验采用

ＧＶ 期卵母细胞作为试验材料， 发现在玻璃化冷冻解

冻液中添加 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 可有效提高冷冻绵羊 ＧＶ
期卵母细胞冷冻效率， 为优化绵羊 ＧＶ 期卵母细胞玻

璃化冷冻程序提供参考。 本试验虽已证实补充 ＭＬＴ
可有效提高冷冻绵羊卵母细胞囊胚率， 但并未对体外

受精、 胚胎发育情况进行检测， 后续可进一步检测

ＭＬＴ 对精卵融合、 囊胚质量的影响。

４　 结论

在玻璃化冷冻解冻液中添加 １０－９ ｍｏｌ ／ Ｌ ＭＬＴ 可

有效降低绵羊 ＧＶ 期卵母细胞氧化应激与钙负荷， 维

持胞内正常 ＭＭＰ 水平， 改善绵羊 ＧＶ 期卵母细胞质

量， 提高卵母细胞发育潜力。

参考文献：

［１］ 　 ＲＩＢＥＩＲＯ Ｊ Ｃ， ＣＡＲＲＡＧＥＴＡ Ｄ Ｆ， ＢＥＲＮＡＲＤＩＮＯ Ｒ Ｌ， ｅｔ ａｌ．

Ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｇａｍｅｔｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ： ａｄｖａｎｃｅｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ

ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌｓ （Ｂａｓｅｌ）， ２０２２， １２ （３）： ３５９．

·２１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ４



［２］ 　 ＴＨＡＲＡＳＡＮＩＴ Ｔ， ＴＨＵＷＡＮＵＴ Ｐ． Ｏｏｃｙｔｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｏ⁃
ｍｅｓｔｉｃ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ： ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ， ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ｕｐｄａｔｅｄ ｏｕｔ⁃
ｃｏｍｅｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌｓ （Ｂａｓｅｌ）， ２０２１， １１ （１０）： ２９４９．

［３］ 　 ＫＯＵＴＬＡＫＩ Ｎ， ＳＣＨＯＥＰＰＥＲ Ｂ， ＭＡＲＯＵＬＩＳ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｏｏ⁃
ｃｙｔｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ： ｐａｓｔ， ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｍｅｄ
Ｏｎｌｉｎｅ， ２００６， １３ （３）： ４２７－４３６．

［４］ 　 ＷＯＯＤＳ Ｅ Ｊ， ＢＥＮＳＯＮ Ｊ Ｄ， ＡＧＣＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ ｃｒｙｏｂｉｏｌ⁃
ｏｇｙ ｏｆ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ４８
（２）： １４６－１５６．

［５］ 　 ＣＨＡＮＧ Ｃ Ｃ， ＳＨＡＰＩＲＯ Ｄ Ｂ， ＮＡＧＹ Ｚ Ｐ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｎ ｏｏｃｙｔｅ ｑｕａｌｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ， ２０２２， １０６ （２）： ３１６－

３２７． 　
［６］ 　 ＧＡＬＡＮＯ Ａ， ＴＡＮ Ｄ Ｘ， ＲＥＩＴＥＲ Ｒ Ｊ． Ｏｎ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ ｓｃａｖｅｎｇ⁃

ｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ􀆳ｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ， ＡＦＭＫ ａｎｄ ＡＭＫ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓ， ２０１３， ５４ （３）： ２４５－２５７．

［７］ 　 ＴＯＲＤＪＭＡＮ Ｓ， ＣＨＯＫＲＯＮ Ｓ， ＤＥＬＯＲＭＥ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ：
ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ， ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｐ⁃
ｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１７， １５ （３）： ４３４－４４３．

［８］ 　 ＢＡＲＬＯＷ－ＷＡＬＤＥＮ Ｌ Ｒ， ＲＥＩＴＥＲ Ｒ Ｊ， ＡＢＥ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ ｂｒａｉｎ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｉｎｔ，
１９９５， ２６ （５）： ４９７－５０２．

［９］ 　 ＲＯＤＲＩＧＵＥＺ Ｃ， ＭＡＹＯ Ｊ Ｃ， ＳＡＩＮＺ Ｒ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ⁃
ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅｓ： ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｐｉｎｅａｌ
Ｒｅｓ， ２００４， ３６ （１）： １－９．

［１０］ ＧＩＬＧＵＮ－ＳＨＥＲＫＩ Ｙ， ＲＯＳＥＮＢＡＵＭ Ｚ， ＭＥＬＡＭＥＤ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ⁃
ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｊｕｒｙ： ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｅ
［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｖ， ２００２， ５４ （２）： ２７１－２８４．

［１１］ ＩＶＡＮＯＶ Ｄ， ＭＡＺＺＯＣＣＯＬＩ Ｇ， ＡＮＤＥＲＳＯＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，
ｉｔｓ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆｒｏｍ ｍｉｔｉｇａｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ
ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２ （１１）：
５８８５． 　

［１２］ ＳＡＮＣＨＥＺ－ＡＪＯＦＲＩＮ Ｉ， ＭＡＲＴＩＮ － ＭＡＥＳＴＲＯ Ａ， ＭＥＤＩＮＡ －

ＣＨＡＶＥＺ Ｄ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｒｅｓｃｕｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ
ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｃｕｍｕｌｕｓ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｏｖａｒｙ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ： ａｎ
ｏｖｉｎｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ［Ｊ］ ． Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ， ２０２２， １８６： １－１１．

［１３］ ＰＯＯＬ Ｋ Ｒ， ＲＩＣＫＡＲＤ Ｊ Ｐ， ＤＥ ＧＲＡＡＦ Ｓ Ｐ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｔｈｅ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ － ｔｈａｗｅｄ ｒａｍ ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏａ
ｌｉｋｅｌｙ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．

Ｄｏｍｅｓｔ Ａｎｉｍ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２１， ７４： １０６５１６．
［１４］ ＣＲＵＺ Ｍ Ｈ Ｃ， ＬＥＡＬ Ｃ Ｌ Ｖ， ＣＲＵＺ Ｊ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ ｆｒｏｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅｒ⁃
ｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ， ２０１４， ８２ （７）： ９２５－９３２．

［１５］ ＺＨＵＡＮ Ｑ， ＬＩ Ｊ， ＤＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎ Ｂ２ ｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｏｏｃｙｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｃｒｙｏｉｎｊｕｒｉｅｓ ｖｉａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｏｒｔｉｃａｌ
ｔｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２２， １３ （１）： ９５．

［１６］ ＳＡＳＡＫＩ Ｈ， ＨＡＭＡＴＡＮＩ Ｔ， ＫＡＭＩＪＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ａｇｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｉｎ ｏｏｃｙｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ （Ｌａｕｓａｎｎｅ）， ２０１９， １０： ８１１．

［１７］ ＳＯＴＯ－ＨＥＲＡＳ Ｓ， ＲＯＵＲＡ Ｍ， ＣＡＴＡＬＡ Ｍ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｍｂｒｙｏ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｇｏａｔ
ｏｏｃｙｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｒｅｐｒｏｄ Ｆｅｒｔｉｌ Ｄｅｖ， ２０１８， ３０ （２）： ２５３－２６１．

［１８］ ＺＨＡＯ Ｘ Ｍ， ＨＡＯ Ｈ Ｓ， ＤＵ Ｗ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ｂｏｖｉｎｅ
ｏｏｃｙｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｐｉｎｅａｌ Ｒｅｓ， ２０１６， ６０ （２）： １３２－１４１．

［１９］ ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＬＩ Ｗ， ＭＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｂｙ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｅｔａｐｈａｓｅ ＩＩ ｏｏｃｙｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｒｙｏ⁃
ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６， ７３ （３）： ３３５－３４２．

［２０］ ＴＲＩＰＡＴＨＩ Ａ， ＳＨＲＩＶＡＳＴＡＶ Ｔ Ｇ， ＣＨＡＵＢＥ Ｓ Ｋ． Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｆ Ａｚａｄｉｒａｃｈｔａ ｉｎｄｉｃａ （ｎｅｅｍ） ｌｅａｆ ｉｎｄｕｃｅｓ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙ⁃
ｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒａｔ ｏｏｃｙｔｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ａｓｓｉｓｔ Ｒｅｐｒｏｄ Ｇｅｎｅｔ， ２０１２， ２９ （１）： １５－２３．

［２１］ ＣＡＭＡＲＧＯＳ Ｍ， ＲＯＤＲＩＧＵＥＳ Ｊ Ｋ， ＬＯＢＡＣＨ Ｖ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ
ｏｏｃｙｔｅ ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ： ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１９， ８８： ８１－８６．

［２２］ ＧＨＡＮＢＡＲＩ Ｆ， ＮＡＳＡＲＺＡＤＥＨ Ｐ， ＳＥＹＤＩ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ － ａｎｄ ｍｕｌｔｉｗａｌｌ
ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｔｕｂｅｓ： ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｒｅｓ Ａ，
２０１７， １０５ （７）： ２０４７－２０５５．

［２３］ ＫＡＮＤＩＬ Ｏ Ｍ， ＲＡＨＭＡＮ Ｓ， ＡＬＩ Ｒ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｏｆ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ／ ｔｈａｗｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒｅｄ ｂｕｆｆａｌｏ ｏｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ］ ．
Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２４， ２２ （１）： ３９．

［２４］ ＧＵＯ Ｓ， ＹＡＮＧ Ｊ， ＱＩＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍａｔｕｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ－ｗａｒｍｅｄ ｍｏｕｓｅ ｇｅｒｍｉｎａｌ ｖｅｓｉｃｌｅ ｏｏｃｙｔｅｓ， ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ
ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｎｒｆ２ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌｓ
（Ｂａｓｅｌ）， ２０２１， １１ （８）： ２３２４．

·３１·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ４ 期




