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壳寡糖对小鼠胚胎体外发育的影响 
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摘  要：本研究旨在通过向小鼠体内受精和体外受精原核胚胎的培养基中添加壳寡糖(对照组：0 μg·mL-1；试

验组：5、10、50、100 和 200 μg·mL-1)，研究其对小鼠胚胎着床前发育效率(卵裂率、囊胚率) 和囊胚质量(囊胚总

细胞数、内细胞团数(ICM)与总细胞数的比率) 的影响。结果表明，对于自然受精胚胎，添加 10 μg·mL-1壳寡糖组

的囊胚总细胞数显著高于对照组(P<0.05)，添加 200 μg·mL-1壳寡糖组的卵裂率和囊胚率均显著低于对照组(P<0.05)。
对于体外受精胚胎，添加 10 μg·mL-1 壳寡糖组的囊胚率显著高于对照组(P<0.05)，添加 200 μg·mL-1壳寡糖组的囊胚

率显著低于对照组(P<0.05)。本试验表明，在化学限定培养基中添加适量的壳寡糖有利于改善小鼠胚胎的质量，但

高剂量的壳寡糖可能不利于小鼠胚胎的早期发育。 
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Effect of chitooligosaccharides on in vitro development of mouse embryos 
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Abstract: The present study was to examine the effect of chitooligosaccharides on pre-implantational devel-

opment of mouse embryos. Chitooligosaccharides at different concentrations 0 μg·mL-1 (control), 5, 10, 50, 100, 
and 200 μg·mL-1 were added into the culture medium. Pronuclear-stage embryos derived from in vivo and in vitro 
fertilization were randomly divided into six groups. The rate of cleavage, blastocyst formation, and blastocyst 
quality (total cell number and the ratio of inner cell mass (ICM) to total cell number) were recorded at 24 h and 72 
h after the onset of in vitro culture. For the in vivo fertilized embryos, the total cell number of the 10 μg·mL-1 
group was significantly higher than that of the control group (P<0.05), but the cleavage rate and the blastocyst rate 
of the 200 μg·mL-1 group were significantly lower than that of the control group (P<0.05). For the in vitro fertil-
ized embryos, the blastocyst rate of the 10 μg·mL-1 group was significantly higher than that of the control group 
(P<0.05), but the blastocyst rate of the 200 μg·mL-1 group was significantly lower than that of the control group 
(P<0.05). In conclusion, the embryo culture medium supplemented with the appropriate chitooligosaccharides 
might be helpful to improve the quality of mouse embryos; however, the high dose chitooligosaccharides may be 
unfavorable to the early development of mouse embryos. 
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胚胎培养基的成份是影响动物胚胎质量和发育

命运的关键因素。与体内自然的发育环境相比，体

外培养基支持胚胎发育的效率和质量还不够理   
想[1]。胚胎体外培养基主要含有能量物质、蛋白质

和盐类等，糖类作为能量物质之一，为哺乳动物胚

胎的发育提供能量支持。有研究表明糖类存在于哺

乳动物生殖道中[2]，并且对于胚胎发育至囊胚阶段

是一种必须添加的组份[3]。 
壳寡糖是天然多糖中唯一大量存在的碱性氨基

寡糖[4-6]，其由 2~10 个氨基葡糖通过 β-1,4-糖苷键
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连接而成，并具有相对分子量小、毒性低和水溶性

好等优势[7]。此外，壳寡糖还具有抗肿瘤[8]，促进

有益菌生长[9]，提高免疫力[10]，降低血压、血糖、

血脂和胆固醇[11]等多种生理功能。唐晓琳等[12]证明

壳寡糖螯合锌可以改善和促进雌性小鼠的生长和繁

殖性能。吕中明等[13]证明壳寡糖可以明显提高小鼠

细胞免疫和体液免疫的功能。王秀武等[14]表明日粮

中添加壳寡糖可显著降低仔猪死亡率和次品率，提

高饲料转换率和增重。 
目前，国内外关于壳寡糖在动物生产方面的研

究多集中在其对于机体整个生殖系统的作用，但由

于其组成复杂及各组分之间的相互影响，究其对于

生殖系统某个环节如胚胎发育等方面的作用还尚未

知晓。因此，本研究以昆明小鼠作为试验动物，通

过向胚胎培养基中添加不同浓度的壳寡糖，研究其

对小鼠胚胎早期发育效率及胚胎质量的影响，为揭

示壳寡糖对小鼠体外胚胎早期发育的作用机制，及

探索壳寡糖在生殖调控方面的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
昆明小鼠购自安徽医科大学实验动物中心；壳

寡糖壳聚合度在 2~8 之间，脱乙酰度在 95%以上，

分子量在 300~2000 Da 之间，由中国科学院大连化

学物理研究所 1805 课题组提供；孕马血清促性腺激

素(PMSG)和人绒毛膜促性腺激素(hCG)均购自宁波

第二激素厂；胚胎培养液为化学限定型培养液

KSOM(K+ -simple optimized medium，Millipore)；除

非特别说明，其余化学试剂均购自 Sigma-Aldrich
公司。 
1.2  超数排卵 

选取 6～8 周龄的昆明雌鼠腹腔注射 10 IU 的

PMSG，间隔 48 h 腹腔注射 10IU 的 hCG。 
1.3  胚胎收集及制备 
1.3.1  体内受精胚胎的制备  雌鼠注射 hCG 后立

即与性成熟雄鼠按 1:1 合笼交配，次晨检查有阴道

栓者提示已经成功交配。注射 hCG 22 h 后用颈椎脱

臼法处死有阴栓的雌鼠，迅速分离出两侧输卵管，

放在预热的 N-(2-羟乙基 )哌嗪 -N'-2-乙烷磺酸

(HEPES)操作液中，在体视显微镜下用 1 mL 注射器

针头划破输卵管膨大部，使卵丘卵母细胞复合体

(Cumulus oocyte complexes, COCs)充分逸出，用移

液枪将 COCs 移入透明质酸酶(4 mg·mL-1)中消化去

除卵丘细胞，经在人输卵管液(human tubal fluid, 
HTF)中洗涤 3 次。挑选有雌雄原核或排出第二极体

的受精卵备用。 
1.3.2  体外受精胚胎的制备  颈椎脱臼法处死

8~10 周龄雄鼠，打开腹腔取出两侧附睾尾，置于

HTF 获能液中释放精子，将其置于 5%CO2、95%空

气、37℃饱和湿度的 CO2培养箱中获能 40~60 min。
注射 hCG 15~16 h 后，颈椎脱臼法处死雌鼠，分离

出两侧输卵管，放在预热的 HEPES 操作液中，在

体视显微镜下用 1 mL 注射器针头划破输卵管膨大

部，使 COCs 充分逸出。将 COCs 移入平衡好的 HTF
受精皿中，将精子按 1×106 个·mL-1 的密度加入受精

液滴中，精卵共孵育 6 h。挑选有雌雄原核或排出第

二极体的受精卵备用。 
1.4  免疫荧光染色 

取小鼠囊胚于DPBS+0.3%PVP试剂中快速洗 3
次，移入 4%多聚甲醛中室温固定 15 min，DPBS+ 
0.3%PVP 试剂中洗涤 3 次，每次 5 min 进行固定。

将固定好的胚胎放入 DPBS+0.5%Triton X-100 中穿

孔 30 min，然后在 DPBS+0.3%PVP 中洗涤 3 次，

每次 5 min；再将其移入封闭液(DPBS+1%BSA)中
常温封闭 2 h；将胚胎移入一抗(含 1%Anti-Cdx2 
antibody(ab88129)抗体的 DPBS+1%BSA)中 4℃过

夜孵育约 18 h，再用 DPBS+0.3%PVP 洗 3 次，每次

5 min；避光下将胚胎移入二抗(含 0.5%FITC 标记的

山羊抗兔 IgG(H+L)抗体的 DPBS+1%BSA)中 38.5
℃孵育 60 min，再用 DPBS+0.3%PVP 洗 3 次，每

次 5 min；将胚胎放入 1 μg·mL-1 DAPI 中室温处理

10 min，DPBS+0.3%PVP 洗 3 次，每次 5 min。将

胚胎转移至载玻片的甘油液滴中，用凡士林进行封

片。于倒置荧光显微镜下激发、拍照，进行内细胞

团数和囊胚总细胞数计数。 
1.5  试验设计 

试验 1：比较培养基中添加不同浓度壳寡糖对

昆明小鼠体内受精原核胚胎早期发育及囊胚质量的

影响。试验共分 5 组，每组重复 7 次。每个重复以

14~15 枚/50 μL 液滴的培养密度将原核期胚胎培养

在添加 0、10、50、100 和 200 μg·mL-1 5 种不同浓

度壳寡糖的培养基中，于 24 h 和 72 h 后统计卵裂率

和囊胚率。 
试验 2：根据试验 1 的结果，为进一步探索壳

寡糖对小鼠体内受精原核胚胎早期发育的最佳浓

度，试验共分 3 组，每组重复 8 次。每个重复以 14~15
枚/50 μL 液滴的培养密度将原核期胚胎培养在添加

0、5 和 10 μg·mL-1 3 种不同浓度壳寡糖的培养基中，

于 24 h 和 72 h 后统计卵裂率和囊胚率。 
试验 3：比较培养基中添加不同浓度壳寡糖对
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昆明小鼠体外受精原核胚胎早期发育及囊胚质量的

影响。试验共分 5 组，每组重复 8 次。每个重复以

13~14 枚/50 μL 液滴的培养密度将体外受精原核胚

胎培养在添加 0、5、10、100 和 200 μg·mL-1 4 种不

同浓度壳寡糖的培养基中，于 24 h 和 72 h 后统计卵

裂率和囊胚率。 
1.6  数据处理 

采用 SPSS(17.0 版 )软件单因素方差分析

(ANOVA)法对卵裂率、囊胚率、囊胚总细胞数、内

细胞团数占囊胚总细胞数的比率等数据进行统计分

析，并用 LSD 检验方法比较各试验组间的差异显著

性，P<0.05 时为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度壳寡糖对小鼠体内受精原核胚胎发

育的影响 
培养液中添加不同浓度的壳寡糖时小鼠体内受

精原核胚胎的培养结果及囊胚细胞计数见表 1 和图

1。添加低浓度的壳寡糖有促进小鼠原核胚胎的卵裂

率和囊胚率提高的趋势，但无差异显著性(P＞0.05)。
当壳寡糖浓度达到 200 μg·mL-1 时，卵裂率(83.87%± 
3.92% vs. 93.65%±3.00%)和囊胚率(33.62%±9.67% 
vs.75.57%±7.01%) 与对照组相比明显降低 (P ＜

0.05)。对各试验组囊胚进行免疫荧光染色统计囊胚

总细胞数，发现 10 μg·mL-1 试验组的囊胚总细胞数

(68.20±3.0 vs. 57.00±2.64)显著高于其他各试验组(P
＜0.05)。 
2.2  不同浓度壳寡糖对小鼠体外受精原核胚胎发

育的影响 
培养液中添加不同浓度的壳寡糖时小鼠体外受

精原核胚胎的培养结果及囊胚细胞计数见表 2。添加

不同浓度的壳寡糖对小鼠体外受精原核胚胎的卵裂

率均无显著影响(P＞0.05)，但 10 μg·mL-1壳寡糖组的

囊胚率(89.24%±4.30% vs. 67.12%±8.63%)显著高于

对照组(P<0.05)。当壳寡糖浓度达到 200 μg·mL-1时，

囊胚率(18.67%±8.66% vs.67.12%±8.63%)显著低于对

照组(P<0.05)。对各试验组囊胚进行免疫荧光染色统

计囊胚总细胞数，发现各试验组的囊胚总细胞数和

内细胞团数占总细胞数的比率均无显著差异(P＞
0.05)。 
 

 
 

1）卵裂率=卵裂数/培养数；2）囊胚率=囊胚数/卵裂数；

同列标*表示差异显著(P<0.05) 
1) Cleavage rate is defined as the number of cleaved em-

bryos/the number of cultured embryos; 2) Blastocyst develop-
ment rate is defined as the number of blastocysts/the number of 
cultured embryos; values with * within a column present sig-
nificantly different(P<0.05) 
图 1  不同浓度壳寡糖对小鼠体内受精原核胚胎发育影响 

Figure 1  Effects of chitooligosaccharides on preimplantation 
development of mouse pronuclear stage embryos 
derived from in vivo fertilization 

3  讨论 

本试验研究了壳寡糖在小鼠体内受精胚胎和体

外受精胚胎体外发育过程中的作用，检测了胚胎的

发育效率和囊胚质量。结果发现，在小鼠体内受精

胚胎培养液中添加不同浓度的壳寡糖，10 μg·mL-1

的壳寡糖可以显著提高囊胚总细胞数，200 μg·mL-1 
 

表 1  不同浓度壳寡糖对小鼠体内受精原核胚胎发育的影响 
Table 1  Effect of chitooligosaccharides on preimplantation development of mouse embryos derived from 

in vivo fertilizatin at the pronuclear stage 

组别 
Group 

培养胚胎数 
No. of presumptive 

zygotes cultured 

卵裂数(卵裂率/%) 
No. of embryos cleaved 

(%,mean±S.E.M) 

囊胚数(囊胚率/%)
No. of blastocysts
(%, mean±S.E.M)

囊胚总细胞数(N=10) 
Total cell No. of blastocyst

(mean±S.E.M, n=10) 

ICM/总细胞数/%(N=10) 
Ratio of ICM to total cell number

(%, mean±S.E.M, n=10) 
0 103 95(93.65±3.00a) 73(75.57±7.01a) 57.00±2.64a 25.97±1.64ab 
10 104 103(98.98±1.02a) 80(75.81±7.42a) 68.20±3.08b 27.71±1.45a 
50 105 99(93.82±2.61a) 67(61.59±8.84a) 64.10±4.15ab 29.79±1.17a 
100 103 100(98.41±1.59a) 62(58.33±6.03a) 63.40±5.22ab 22.22±1.89b 
200 103 88(83.87±3.92b) 36(33.62±9.67b) 57.20±2.80a 22.99±1.45b 

    注：1）卵裂率=卵裂数/培养数；2）囊胚率=囊胚数/培养数；同列上标不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同。 
Note: 1) Cleavage rate is defined as the number of cleaved embryos/the number of cultured embryos; 2) Blastocyst development 

rate is defined as the number of blastocysts/the number of cultured embryos; values with different superscript letters within a column 
present significantly different(P<0.05). The same below. 
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表 2  不同浓度壳寡糖对小鼠体外受精原核胚胎发育的影响 
Table 2  Effects of chitooligosaccharides on in vitro development of mouse embryos derived from in vitro fertilization 

组别 
Group 

培养胚胎数 
No. of presumptive 

zygotes cultured 

卵裂数(卵裂率/%) 
No. of embryos cleaved 

(%, mean±S.E.M) 

囊胚数(囊胚率/%)
No. of blastocysts
(%, mean±S.E.M)

囊胚总细胞数(N=10) 
Total cell No. of blastocyst

(mean±S.E.M, n=10) 

ICM/总细胞数/%(N=10) 
Ratio of ICM to total cell number

(%, mean±S.E.M, n=10) 
0  109 104(93.89±2.86) 79(67.12±8.63ab) 58.90±3.05 22.62±2.41 
5  109 108(99.43±0.57) 90(79.62±4.61ac) 61.80±3.08 21.65±1.91 
10  108 107(99.43±0.57) 99(89.24±4.30c) 64.30±2.40 24.33±1.49 
100  109 107(97.35±2.08) 61(49.76±8.04b) 59.90±6.09 24.06±1.76 
200  111 105(91.99±5.38) 24(18.67±8.66d) 53.90±2.83 23.93±2.11 

 
的壳寡糖可以显著降低囊胚率；在小鼠体外受精胚

胎培养液中添加不同浓度的壳寡糖，10 μg·mL-1 的

壳寡糖可以显著提高原核胚胎发育到囊胚的效率，

200 g·mL-1 的壳寡糖可以显著降低囊胚率。 
壳寡糖具有抗肿瘤、促进有益菌生长、提高免

疫力、降低血压和血糖等多种生理功能。本试验发

现 10 μg·mL-1 壳寡糖组可以显著提高体内受精胚胎

的囊胚总细胞数和体外受精胚胎的囊胚率，这一结

果与 Liu 等[15]等结果相似，Liu 在断奶仔猪的日粮

中添加壳寡糖能够提高其日增重、日采食量和料肉

比等指标而促进仔猪生长发育。张元等[16]在小鼠细

胞培养液里添加壳寡糖可以明显地促进脾细胞和巨

噬细胞的增殖，这说明壳寡糖对动物的繁殖性能和

细胞增殖具有一定的促进作用。研究显示，壳寡糖

能够提高仔猪的胰岛素样生长因子-1(IGF-1)和生长

激素(GH)的表达水平[17]，而 IGF-1 能提高体外受精

囊胚的形成能力 [18]。但壳寡糖究竟是不是经由

GH-IGF-I 信号通路而发挥促进动物胚胎早期发育

的作用还有待进一步探索。 
壳寡糖具有水溶性好、容易被人体吸收等生物

活性，在生物体内降解后变成氨基葡萄糖，其能与

蛋白质形成糖蛋白、蛋白聚糖和糖脂等糖类物质。

研究表明，在培养液中添加高浓度的葡萄糖能够显

著抑制胚胎着床前的发育[19]，本实验发现在胚胎培

养液中添加 200 μg·mL-1 的壳寡糖抑制了小鼠早期

胚胎的发育效率，显著降低了囊胚率。倪永林研究

发现高浓度葡萄糖环境下小鼠卵母细胞、2 细胞胚

泡、囊胚存活率均较正常浓度葡萄糖环境低，促进

了早期卵母细胞和胚胎细胞的凋亡[20]。彭礼繁等[21]

在牛体外受精胚胎培养液中添加葡萄糖，发现添加

6.10 mmol 的葡萄糖时能够显著提高囊胚率，葡萄

糖的添加量超过 9.15 mmol 时不仅不能促进胚胎的

早期发育，反而抑制了胚胎发育到囊胚的效率。这

可能是因为高浓度糖类物质在胚胎发育过程中诱导

产生较多的活性氧簇，导致了胚胎发育阻滞[22]。 
总之，本研究表明壳寡糖在小鼠体内受精和体

外受精胚胎发育过程中具有重要作用，但具有剂量

依赖性。低浓度的壳寡糖能够提高小鼠胚胎发育到

囊胚的效率，改善囊胚质量，但高浓度的壳寡糖会

显著抑制胚胎发育到囊胚的效率。 
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