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西南大学硕士毕业论文 中文摘要

小鼠胚胎体外培养研究

临床兽医专业硕士研究生 : 季高峰

指导教师 : 李跃民 教授

摘要

哺乳动物早期胚胎的体外培养是胚胎工程技术中一个重要的环节
。
无论是在阐明早期胚

胎的发育机理
、
制作转基因动物等研究领域

�
还是在生产领域为胚胎移植提供大量可移植胚

胎等方面都发挥着举足轻重的作用
。

国内外学者在该领域已经进行了大量卓有成效的研究
。

但是到 目前为止体外培养的哺乳动物早期胚胎
�
高质量的囊胚发育率还不高

�
都还远远不能

满足人们生产和研究的需求
。
近年来

�
大多数的研究者都将注意力放到了培养液配方改良的

研究上
�
而忽略了胚胎的培养方法对胚胎体外培养的贡献

。
事实上胚胎在体内的发育环境是

动态的
�
并有输卵管上皮细胞的支持

。
本研究旨在设计创新一种动态的物理培养系统

�
观察

与检测胚胎体外发育情况
�

以便支持并改善早期胚胎的体外发育效果
。
本试验 自制了流动培

养装置实现了对胚胎的动态培养
�

以昆明小白鼠为实验材料
�
研究比较了流动培养

、
开放式

培养和常规微滴培养三种方法对小鼠 2
一

细胞胚胎体外发育率的影响
。

同时比较了三种培养方

法中加入输卵管上皮细胞后的培养效果
。
试验结果如下

:

试验一 适宜流速的筛选
。

本试验选取了 0. 05 m l/ h
、

0
.

1 m l/ h
、

0
.

2m l /h 三个当量的流速作为试验流速
�
并分别以

这三种流速对小鼠的 2 细胞胚胎进行了体外培养 ; 以囊胚出现比率为检测指标
�
对培养效果

进行了观察和 比较
�
结果发现

: 0. 05 m l/ h 时效果较好
�
培养 72 小时后能获得较高的囊胚率

( 73
.

3%
�

2 2 /3 0 ) ; 0
.

l m l / h 和 0
.

Zm l / h 组分别获得 (5 1
.

6%
�
15

.

5 / 30 : 35%
�
10

.

5 / 30 )
�
三组结

果差异极显著 P<0
.

0 1
。
后期试验采用的流速为 0. 05 m l /h

。

试验二 流动培养
、
微滴培养和开放式培养三种培养方法培养结果比较

。

本试验以囊胚出现比率为检测指标
�
对开放式培养

、
微滴培养和流动培养三种培养方法

�

体外培养小鼠 2 细胞胚胎的结果进行了比较
。
结果发现

:
开放式培养在 72 小时后能获得较高

的囊胚率
:

75 % (2 2. 5 /3 0)
。

流动培养方法较微滴培养方法 的囊胚率略 高 73 .3 % (22/3 0)
:

71
.

7%( 21
.

5 /3 0) ; 三种培养方法的培养结果差异不显著 P > 0. 05
。
培养 72 小时后胚胎的退化率为

:

流动培养组最低(16
.

7%�5 /3 0)
�
微滴组和开放组的退化率均为 21

.

7% (6 .5 /3 0)
。

试验三 输卵管上皮细胞对三种培养方法的贡献值比较
。

本试验通过在三种培养系统中添加水牛输卵管上皮细胞
�
来实现对小鼠胚胎共培养的目



西南大学硕士毕业论文 中文摘要
绝里里巴里里绝里里里里里里里巴里

的
。
然后统计了三种共培养系统中胚胎囊胚率的提高比例

�
结果发现

:

输卵管上皮细胞在开

放式培养方法中对囊胚率的贡献值为
:

76
.

75%一75%=l
.

7% ; 在流动培养方法中对囊胚率的贡献

值为
: 80%

一

73
.

3% = 6
.

7%
�
而在微滴培养方法中的提高效果不明显 ( 71

.

7%一71
.

7% 二0 )
。

结论 本实验条件下
�

以流速为 0. 05 m l/ h 时的流动培养能较好的支持小鼠的 2 细胞胚胎

发育到囊胚阶段并孵化 ; 动态的流动培养同静态的微滴培养和开放式培养对小鼠的 2 细胞胚

胎的体外培养结果相近 ; 输卵管上皮细胞在流动培养装置中对囊胚率的贡献值
�
较微滴培养

和开放式培养高
。
综合结果表明本实验室改进制作的早期胚胎流动培养体系能够替代 目前通

用的静态培养体系
。

关键词 : 昆明小白鼠 胚胎体外培养 流动培养 输卵管上皮细胞 共培养
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第一章 文献综述

哺乳动物早期胚胎体外培养技术
�
是哺乳动物胚胎工程的关键技术之一

�
无论是在阐明早

期胚胎发育机理
、
制作嵌合体动物

、
转基因动物的研究领域

�
还是为胚胎移植提供大量可移

植胚胎的生产领域
�
都发挥着举足轻重的作用

。

哺乳动物早期胚胎体内发育的生理机制

自从两性配子结合形成合子的单细胞胚胎后
�
个体发育就开始启动

�
经过卵裂

、
桑堪胚

、

囊胚等阶段最后发育成完整的个体
。
这里的早期胚胎是指哺乳动物由受精卵开始到胚胎伸长

且没有与子宫建立组织联系的游离阶段的胚胎 { ‘飞。

早期胚胎发育的分子控制机制

母源控制时期

哺乳动物早期胚胎的发育是由卵母细胞中的一些因子来控制的
。
这些因子是在卵子成熟

过程中合成和储存的
�
在胚胎基因激活前

�
胚胎的发育是由这些因子来调节的

。

卵母细胞的RNA 合成在原始卵泡就非常活跃
�
一直到生发泡破裂结束后停止

。
其合成的RNA

主要是一些mR NA的前体
、
rR NA和一些小分子RNAI= �。 在胚胎发育早期的配子配合

、
细胞代谢

、

细胞连接的形成等方面都起着重要作用
。
如 :

有的mRNA表达的物质是Na/ K AT P酶和细胞连接

蛋白
�
参与胚胎后期发育

、
囊胚形成

。

2 胚胎基因控制期

精子卵子受精后
�
胚胎发育将经历有母源调控向自身调控的转化过程

�
称为MET

( t r a n s i t i o n f r o m m a t e r n a l t o e mb r y o n i e e o n t r o l o f d e v e l o p m e n t )
。
动物种类的不同

�

胚胎基因组转录启动时间 ( 即MET 启动时间 ) 不同
:
小鼠在2细胞期 ’3�� 牛在8细胞期 ’4] �

猪在

4细胞期 【5 1 � 绵羊在8细胞期 〔6 〕� 人在4细胞期 f7]
。

胚胎细胞核中组蛋白的乙酞化或DNA的复制是启动其基因组转录的首要条件
。
组蛋白乙酞

化以后
�

DNA 在核小体中的包装形式发生改变
�
来 自卵母细胞的转录调控因子可结合到基因组

的转录体调控区
�
激活基因组的转录活性

.

DN A在复制时
�
其双链打开

�
为转录因子的结合创

造条件
。
对小鼠和牛胚胎基因转录活性的研究显示

�
在MET 之前

�
DNA一直与来 自卵母细胞的

组蛋白结合
�
而来 自胚胎细胞合成的组蛋白一般在MET 后与DN A结合

�
且结合速度与DNA 转录和

复制活性直接相关
�
这说明胚胎细胞合成的组蛋白直接参与胚胎基因组转录活性的调节

。
此

外
�
在哺乳动物的卵母细胞中还发现了一些其他转录启动因子

�
参与调节胚胎基因组的活化 l8J 。

在哺乳动物胚胎的早期发育中
�

只有顺利完成MET 的胚胎才能继续发育
�
否则胚胎的发育
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会停止
�
称为发育阻滞 ( De v e l o p m e n t B l o e k )

。

在受精后
�
母源因子逐渐下降

�
胚胎基因组的转录和表达开始

�
胚胎的发育逐渐由自身

合成物质调控
。
哺乳动物的体内

、
外生产的早期胚胎在体外培养时

�
非常容易出现发育阻滞

�

阻滞时期多发生在胚胎的MET 阶段
。
Bo wln a nl g] 于 19 70年最早发现体外培养的哺乳动物胚胎普遍

存在的发育阻滞现象
。

随着胚胎体外培养技术的广泛应用
�
胚胎发育阻滞的克服也成为胚胎

发育学研究的热点领域
。

2 体内早期胚胎发育的输卵管环境

哺乳动物的卵子与精子在输卵管的壶腹部形成合子后
�
个体发育开始

�
精子和卵子在输卵

管壶腹部完成受精后
�
胚胎就开始向子宫角方向移行

�
胚胎在移行的过程中卵裂

。
动物的种

类不同
�
胚胎移行到子宫的时间和发育阶段不同

。
小鼠受精卵在输卵管中移行72 小时

�
发育

到桑堪胚期时进入子宫‘’01 ; 牛的受精卵在输卵管中移行 72、84 小时后
�
在8一16 细胞阶段进入子

宫 ; 猪受精卵在输卵管移行4 6 “ 48 小时
�

4 一6细胞阶段进入子宫 〔川 。
胚胎在进入子宫角之前的

发育主要依赖于卵子中储存的物质和输卵管环境的调控
。
桑堪胚之前是发育阻滞和胚胎衰老

发生的敏感期
�
所以输卵管特殊的生理环境对早期胚胎的正常发育至关重要

。
由于输卵管环

境在雌性动物发情周期中呈现周期性变化
�

因此
�
研究输卵管的生理特点是非常困难的

�
但

在排卵后输卵管表现出一些共同的生理特点
:

2
.

1物理环境

雌性动物排卵后
�
输卵管纤毛上皮细胞的摆动和输卵管肌层的收缩运动明显增强

�
腺上

皮的分泌功能明显增强
�
输卵管的液流量增大

�
胚胎在这三种力量的作用下

�
滚动移向子宫

角
。

因此
�
胚胎生活在动态变化体系

�
而不是静态环境中

。

F i s h e r 和 Ba v i s t e r 【” � ( x993 ) 用敏感电极测定了仓鼠
、
家兔和称猴的输卵管和子宫中

氧气的浓度
�
发现其中的氧气浓度仅为空气中的40%

。
而仓鼠和家兔在胚胎移植期的氧气浓度

更低
。
低氧环境对控制胚胎生存环境中过氧化物的浓度以及促进胚胎发育是十分有利的

。

2
.

2 化学环境

( 1) 营养物质

输卵管和子宫液中有些氨基酸的浓度明显高于血液中的浓度
�
如甘氨酸

、
牛磺酸和丙酮

酸
。

输卵管上皮在排卵后能分泌多种蛋白质因子 : 如白蛋白等 { �3] �
研究发现这些蛋白因子通

过与胚胎表面的受体结合或直接被胚胎胞饮等方式来调控胚胎的早期发育
。

( 2 ) 能量物质

输卵管和子宫腔中支持胚胎发育的能量物质主要有丙酮酸
、
乳酸和葡萄糖

。
它们的浓度

是在不断的变化的
�
如在小鼠输卵管中

�
卵丘细胞存在时丙酮酸的浓度为0

.

37 %mmo l/ L
�
而对
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照仅为0
.

14%mm o l / L ( Ga r d i n e r & L e e s e �
1990 ) ‘’‘〕� 家兔输卵管上皮在排卵后 3天

�
葡萄糖

的流量比排卵时下降50% ( Edw a r d s & L e e s e �
一9 9 5 ) L’5�; 猪输卵管壶腹部和壶一狭连接部葡萄

糖的浓度由排卵前的0
.

97%m m o l / L和 1
.

6 5物m o l / L
�
分别降到0

.

25%m m o l / L和 0
.

17%m m o l / L

( N i ch ol et al
. �

1992 ) 〔161 。
这说明哺乳动物胚胎早期利用的主要能量是丙酮酸和乳酸

�
而

葡萄糖的利用率下降
。
胚胎体外培养研究的结果己证明葡萄糖对卵裂阶段胚胎的发育有抑制

作用
�
但胚胎进入囊胚期时对葡萄糖的利用明显增加

。

( 3 ) 电解质

在胚胎发育期
�
输卵管液中K+ 和HC O犷的浓度较高

�
K+ 的浓度是血液中的3倍

�
而HC 0 3

的浓

度由排卵前的35mm o l / L升至排卵后的g omm o l / L ( L e e s e �
199 5 ) 〔‘��。 输卵管内的PH变化主要依

赖于HC氏一浓度的变化
�
因为受精时要求的壶腹部的PH 值维持在 7

.

6勺
.

8
�
而胚胎发育时的理想

PH值是 7
.

1勺
.

3
�

因而HC0 3一在输卵管液中的地位相当重要
。
胚胎的体外培养研究发现提高K+ 浓

度
�
降低Na+ 的浓度对其卵裂阶段胚胎的发育有利

。

.

2 影响哺乳动物胚胎体外发育的因素

所谓胚胎的体外培养就是指在将受精卵培养在人工合成的培养液中
�
使其发育到胚胎的

后期阶段的一种实验技术
。

1949 年
�
Ha mo nd 用生理盐水加卵黄将8一细胞的小鼠胚胎培养至

囊胚阶段
�
随后

�
兔

、
绵羊

、
牛的早期胚胎体外培养体系相继建立

。
近年来

�
随着卵母细胞

体外成熟 ( I VM)
、
体外受精 ( I VF) 以及细胞核移植技术的发展

�
胚胎体外培养 ( I VC) 的方法也不

断完善
�
使胚胎体外生产 ( I VP) 成为可能

。
早期胚胎体外培养技术的建立不仅是胚胎工程发展

最基本的条件之一
�
且有助于研究早期胚胎的发生

、
合子基因精密表达调控等

。
但目前的共

同问题是早期胚胎在体外培养过程中对环境变化相当敏感
�
发育到桑桩胚和囊胚的比率较低

。

影响哺乳动物早期胚胎在体外发育力的因素有很多
。

归纳起来可以将其分为 3类
:

胚胎自身对早期胚胎体外发育的影响

不同物种的胚胎
�
在体外培养时的效果差别很大

。
由于其不同的基因型决定了物种间代

谢类型和代谢途径既有共性又有差异
。
利用不同方法获得的胚胎在体外的发育同样存在较大

差异
。
体外培养胚胎的获得可以通过两种途径

:
一种是从体内获得的胚胎

�
例如

:
小鼠的冲

胚 ; 另一种是通过体外生产获得的胚胎
�
如

:

体外受精 ( I VF)
、
单精子注射 ( I CS I) 以及孤

雌激活的胚胎
。

由于用于生产体外胚胎的卵母细胞的成熟不充分
�
或在对卵母细胞或胚胎进

行处理的过程中对胚胎或卵母细胞所造成各种物理
、
化学性损伤

�
都会使胚胎在体外的发育

能力显著的降低
。

体内胚胎和体外胚胎在超微结构上有很大的不同
。
如体外胚胎的致密化桑堪胚脂滴含量

增加
�
而成熟的线粒体数目在减少

�
含有血清的培养液得到的胚胎更是如此

�
液泡化加重和

核质比增加
�
而且胚胎体外发育速度比体内胚胎发育慢

�
牛胚胎比体内发育慢一个周期

�
并
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且引起细胞数比例下降 〔‘8] 。
和体内胚胎比较

�
体外生产的胚胎染色体倍型的异常率高出许多

。

rR NA 基因的活性明显不同 〔‘9] �
许多蛋白因子基因的表达情况存在差异 〔20] �

冷冻保存的效果也

较差 〔��〕。 体外培养系统的缺陷也是导致胚胎吸收
、
死亡

、
流产

、
死胎或出生后死亡

、
以及胎

儿过大综合症 (o v e r g r o w t h s y n d r o m e s ) 的一个重要方面 〔22�〔2 3�。

2
.

2 培养液成分对早期胚胎体外发育的影响

胚胎培养液基本上分为三类
。

I 类是
:

化学成分简单
、

明确的培养液
�
是凭经验配制

�
例

如Ea ri e ’ s 平衡盐溶液 (EBSS ) ; H 类则是根据输卵管液的组成而配制
。
例如输卵管合成液

(SOF)
�
这两类培养液一般为简单的碳酸氢盐缓冲盐溶液

�
补充了能量物质 (例如丙酮酸盐

�

乳酸盐和葡萄糖)
、
抗菌素以及一个高分子量组分 (例如血清

、
白蛋白或聚乙烯醇 )配成 ; m 类

是
“
复合

”
培养液

�
含有多种原为体细胞培养而设的成分

�
例如

:
组织培养液TCM 19 9

、
小鼠

培养液M2 等等
。
早期胚胎培养液的配方

�
人们都倾向于选择在复合培养液中添加各类物质提

高胚胎发育力或改善培养效果
。

目前
�
这方面的研究已经积累了丰富的经验

。

2
.

2
.

1能量物质的添加对胚胎体外培养的影响

在不同物种的生殖道内
�
能量物质的浓度也有差异

。
如猪输卵管液中能量物质的浓度为

:

丙酮酸0
.

2 1mM
、
乳酸5

.

17 MIn
、
葡萄糖0

.

59 InM ; 小鼠的分别是0
.

14 InM
、

4
.

26 mM
、

5
.

19 InM ;

兔子为0
.

30 mM
、

3
.

6 7 mM
、

1
.

4 6 耐 ; 人的为0
.

32 耐
、

10
.

50 耐
、

0
.

50 咖‘2‘�。 所以在配制培

养液时应该对不同动物胚胎提供不同的能量组合
。

早期胚胎发育能量来源可能有两种机制 :
通过利用G ( 葡萄糖 ) 的酵解途径和丙酮酸或草

酞乙酸为底物的氧化磷酸化途径
。
研究发现

�
在胚胎致密化前后

�
使用氧化磷酸化抑制剂的

效果明显的不同
。
小鼠

�
牛和猪胚胎使用这种抑制剂的胚胎在致密化后能继续发育

�
在致密

化之前发育严重抑制‘25] 。
然而抑制糖酵解化合物如乙烯二胺四乙酸或激活三狡酸循环的化合

物如二氧乙酸在致密化前使用能改善胚胎的发育 〔26] 。
诸多报道表明

�
胚胎液中的葡萄糖和

磷对早期胚胎发育是有抑制作用的
。
如仓鼠的胚胎发育阻滞

�
葡萄糖和磷还能降低呼吸和破

坏线粒体结构 〔27] 。
也由试验表明

�
当培养液中没有磷时

�
葡萄糖并不对早期胚胎造成抑制 〔28] 。

c
.

F
.

Ro s e n k r an S等 ( 199 3 ) 〔29j 报道当牛胚胎培养液中有L一乳酸时
�
添加丙酮酸没有必

要
。

当只有丙酮酸作为能量物质时
�

当浓度大于 l mM 时
�
囊胚率下降

。
牛胚胎对乳酸的浓度

增加的承受能力比对丙酮酸强一些
。
丙酮酸和乳酸的比率对维持细胞内NAD一/N AD H

�
以及胚胎

的抗氧化起平衡作用
�

LDH 的活性在合子时期最高 〔24] 。
J

.

E
.

swa i n 〔30] 等报道
�
不论是体内猪胚

胎还是 IV F胚胎
�
都是通过糖酵解来利用大部分的葡萄糖的

。
I VF胚胎培养到8细胞时糖酵解明

显增加
。
体内胚胎在囊胚期才增加

�
但糖酵解活动强

。
丙酮酸可转化为丙氨酸

�
从而降低胚

胎代谢产生的氨的毒性 〔川 。
丙酮酸也是抗氧化剂

�
能减少胚胎对氧化应激的敏感程度 〔32] 。

糖酵解活动在胚胎发育早期是不利的
�
但是通过降低或完全除去葡萄糖

�
或添加EDT A ( 10 0
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微摩 / 升 ) 可降低糖酵解活动
。

添加ED TA 可能是鳌合Mg2+
�
而对糖酵解起调节作用 【33] 。

2
.

2
.

2 添加血清对胚胎的影响

血清及牛血清白蛋白是 目前牛体外受精 ( IV F) 胚胎体外培养系统中添加的重要成分
。
血清

中含有许多物质
:
如蛋白质

、
氨基酸

、
碳水化合物

、
微量元素

、
激素

、
生长因子

、
细胞粘着

和扩展因子及许多未知因子 【34 〕。 当培养液中还有血清时
�
胚胎颜色变暗

�
有颗粒

�
而且增

加了糖酵解率 〔35] 。
血清对小鼠的 l 细胞卵裂有抑制作用 〔36] 。

在比较体内来源及体外添加血清

及无血清条件下所得到的牛桑堪期胚胎时
�

Far in C
.

E等 【37 〕人发现体外桑堪期胚胎中成熟线

粒体数量少于体内来源的桑堪胚
�
而添加血清组中线粒体总量及不成熟线粒体的数目又少于

无血清系统
。
卢克焕等 ( 1994 )报道 【38 〕� 在体外成熟阶段

�
有

、
无血清

�
对牛卵母细胞的核

成熟及随后的分裂率无显著影响
�
但对随后的早期胚胎有显著影响

�
特别是对早期胚胎的体

外发育更为重要
。
刘东军

、
杨东山等 〔” �(20 03) 试验结果表明 : 与已报道的体内受精胚胎研究

结果相比
�
体外受精胚胎核仁的发育比较迟缓

�
培养系统中血清及BS A的添加与否不会显著影

响核仁的发育过程
。
在SOF+F CS 和SO F+B SA培养系统中线粒体的发育明显滞后

�
表明培养系统

中血清和BSA 的添加可能是造成这种现象的重要原因
。
所以学者建议前三天

�
胚胎培养时不加

血清
。

以生产高质量的胚胎
。

1
.

2
.

2
.

3添加生长因子对胚胎发育的影响

胰岛素和类胰岛素生长因子 ( I GF一 I) 能提高胚胎致密化和囊胚形成比例
�
促进蛋白质合

成
。
IG F一H 是小鼠胚胎正常发育所必需的 〔4o] 。

IG F一 1对不同哺乳动物卵母细胞和胚胎发育都

有明显的影响
。
培养液中添加 I GF一 1主要是降低细胞凋亡和促进细胞分裂 [’l] 。

在无血清培养基

中
�

I GF一 l 作用尤为显著 〔‘幻 。
而H

.

J
.

He r n d e z 等 【‘3� ( 2002 ) 得出s o n g / m l 的 I GF一 l 足够使4细胞的

牛胚胎发育到囊胚阶段
。
转化生长因子 (TGF一a 和TG F一p ) 和表皮生长因子 (EG F) 能显著提高牛

早期胚胎发育到囊胚的比率 〔44] �
EG F还能促进小鼠囊胚滋养层细胞的蛋白合成 「45] 。

Lar so n 等

t46 j( 19 90 )在简单培养基中添加TG F一p和牛成纤维细胞生长因子 (b FG F)
�
能使39 % 的牛早期胚

胎通过8一细胞阻断
�
而对照组胚胎无一例通过阻断

。

对培养基配方的每一次改进都能在一定程度上提高胚胎在体外的发育力
。
但是

�
到目前

为止改变培养液配方对胚胎体外发育力提高所做的贡献比人们预想的要小的多
。
这势必将成

为制约胚胎相关生物科技发展的瓶颈
。

2
.

3 体细胞共培养对早期胚胎体外发育的影响

近年来
�

国内外实验室利用哺乳动物上皮细胞及其他细胞作为辅助细胞建立共培养体系
�

发现有促进胚胎体外发育及生存质量
、
提高胚胎种植率的作用

�
较多的文献数据也表明共培

养胚胎移植可提高临床妊娠率 〔47] 〔侧 「49] 。
Ri e ger 等 〔501 在研究中比较输卵管细胞联合培养与经输
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卵管细胞条件化的培养液对原核牛胚发育的影响
�
发现联合培养中胚胎发育比在条件化的培

养液中发育要快
�
在4一16 细胞期

�
糖代谢在输卵管细胞联合培养液中不活跃

�
而在桑套胚期

则加快
�
这符合胚胎发育的生理情况

。
ouh ib i n 〔5 ‘〕发现

�
小鼠受精卵在M1 6培养基中单独培养

�

有4
.

5%可发育到囊胚期
。
而当小鼠受精卵分别与牛输卵管

、
牛输卵管上皮细胞共培养时

�
其

发育到囊胚期的比率分别为77 %
、
67 %

。
Lan z e n d o r f

.

S
.

E圆 报道来源于体外成熟和受精的猴

胚胎与 v er o c el l 共培养
�
发育至囊胚期的比率为44

.

5%明显高于对照组
。

Me ne zo YR[53] 发现
�

IV F过程中质量较差的剩余胚胎
�
与ve ro ce n 共培养

�
有6 1%的胚胎发育至囊胚

�
明显高于对

照组 3%
。

An d o h 「54] 在研究中也发现 I VF 过程中含有 10、30%碎片的胚胎与人输卵管上皮细胞共培

养
�
发育到囊胚期的比率为57 %而胚胎与培养基单独培养时

�
发育到囊期的胚胎不到 10%

。

共培养技术是将体细胞作为营养细胞与胚胎共同培养
。

由于共培养的细胞克服了种属及

组织差异性
�
故用于共培养的辅助细胞有很多种

。
但其中最为常用的还是输卵管上皮细胞 〔55] 。

输卵管是哺乳动物卵子正常受精以及着床前早期胚胎正常发育的最佳场所
�
这是长期 自

然选择
�
物种进化的结果

。
输卵管不仅为卵子受精发生及早期胚胎发育提供场所

�
而且参与

控制早期胚胎的正常发育
。
人们发现

�
在体内的胚胎很少发生阻滞现象

�
体外培养的胚胎却

极易发生阻滞现象
�

当在培养过程中加入输卵管上皮细胞时
�
胚胎的阻滞率下降了‘s7 气 是不

是 输卵管上皮细胞上存在着某些调控早期胚胎发育的直接或间接的信号机制呢 ? 对这个问

题的看法一 直以来都存在着争议
。

Bav i s t e r 等 〔56] 认为
�
只要严格控制体外培养的环境质量

�

选择适当的培养液
�
早期胚胎就能在体外顺利发育

�
而来 自体细胞的信号并非必须的

。
相反

�

众多研究者则认为
�
通过与输卵管上皮细胞共培养

�
对于早期胚胎体外的正常发育是其他方

式不可替代的
�
共培养系统中的体细胞除了具有诸如清除培养液中有害成份

、
稳定环境条件

之外
�
更重要的是它们能释放

“
胚胎营养因子

” 。

目前
�
许多实验证据都表明

:

胚胎与输卵管上皮细胞共培养能有效的克服胚胎体外培养

的发育阻滞
�
提高体外培养胚胎的发育力

。
但其作用的原理并不完全清楚

。
可能的作用机制

有如下 3 种
:

( 1) 输卵管上皮细胞分泌的一些特殊物质
�
促进了早期胚胎进一步发育

。
体细胞大量

分泌生长因子和细胞因子的时候
�
共培养胚胎的发育能力也最高 〔58] 。

wa t s o n [59] 等 ( 1992) 用反

转录 DN A 扩增法证明
�
在牛和绵羊上皮细胞中有 IGF 一工

、
IG F一工I

、
TG F一A

、
TG F一p 和 FGF

的 m RNA 转录
。

由此可见
�
共培养细胞能分泌大量的生长因子

。
李逸平 【60] 等 (19 93) 利用兔输卵

管上皮细胞分泌蛋白的电泳图谱
�
确定糖蛋白的分子量范围介于 44

月

一68kD
�
其中以 68kD 区带

最为明显
。
提示体外培养的输卵管上皮细胞分泌糖蛋白

。
他们用 125 1 标记示踪技术分析不同

发育时间大鼠早期胚胎透明带中分泌性糖蛋白的情况发现
�
与兔输卵管上皮细胞共培养的大

鼠胚胎
�
其透明带上都结合有 68 kD 的蛋白质

�
而对照组中未发现这条特征蛋白区带

。
说明输

卵管上皮细胞分泌的糖蛋白对胚胎发育有作用
。

( 2) 输卵管上皮细胞可以代谢降解胚胎发育过程中产生的有毒物质
�
如钱

、
次黄嘿吟和
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氧 自由基等
。
J。。 〔6l] 等 (200 1) 将小鼠的体内 1一细胞胚胎与人输卵管细胞共培养发现

�
与对照

组相 比
�
共培养组的氧 自由基浓度明显降低

。
说明共培养细胞可以消除氧 自由基对胚胎的不

利作用
。
按和次黄嚓岭也是胚胎发育过程中产生的物质

。
共培养细胞可能通过降解培养液中

的钱和次黄嚓吟
�
削弱二者对胚胎的不利影响

。

( 3) 共培养细胞可能通过胚胎与细胞接触促进胚胎发育
。

Joo 〔61 ’等 (2001 )将小鼠的体内

1一细胞胚胎与人输卵管上皮细胞共培养
�
在胚胎与细胞之间放一插入物

�
使胚胎与细胞不接

触
�
发现无一例胚胎发育到囊胚

�
而共培养中有 45 %的胚胎发育到囊胚

。
这说明

�
在胚胎与体

细胞不接触的共培养体系
�
体细胞对胚胎的有利作用消失

。
但 目前有关体细胞条件化培养基

的研究证明
�
体细胞与胚胎不接触也能促进胚胎发育

。

2
.

4 体外培养方法对胚胎体外发育的影响

目前用于哺乳动物胚胎体外培养的方法有很多
�
其中最具代表性的有以下几种

:

( l) 序贯培养方法

由于胚胎发育的不同时期
�
对培养液的成分有不同的要求

�
用单一培养液显然是不足的

�

近年来发展起来的序贯培养系统可以弥补这种不足
。
序贯培养是一种新的体外培养方法

�
它

是指按照体外培养胚胎在不同发育时期代谢需求的不同
�
配制成一系列不同成分的培养液

�

进行序列更换
�
从而获得更高的囊胚率的培养方法

。

目前最流行的是应用两种培养液进行序贯培养来产生晚期可存活的囊胚
。
这是由澳大利

亚的Da v 记 Ga rd ne r 圈及其同事在基础研究及初步临床应用中发现的
。

Gar d n e r 研究小组不仅

阐明了促进胚胎发育的营养成分的改变
�
而且说明了体外与月经周期特定时期内母体生殖道

一子宫腔在代谢物质浓度方面有明显差别
。
进而

�
Gar dn e r 实验室又证明胚胎发育的理想环境

的首要条件是要有氨基酸的存在
。
早期胚胎发育需要特定的氨基酸

�
而胚胎基因组激活后则

需要全部20 种氨基酸
。
根据上述研究结果

�
Gar dn e r 等制成了序贯培养液

�
分别称为Gl 和G2

�

此后应用此合成培养液进行了囊胚培养
�
移植后获得了妊娠成功

。
不久这种培养液就投入了

市场
。
第一次对其成分稍作改变后

�
商品名称为s1 和 s2

�
第二次改进后的版本称Gl

.

2和G2
.

2
。

目前众所周知的是Gl n 系列
。
大约在同一时期

�
G氏培养液在科罗拉多生殖医学中心临床应用

�

来 自斯坦福大学的合作者们则应用Ha m ’
S F一10 改良后P一 1培养液

�
又称囊胚培养液

�
进行

胚胎体外培养后
�
成功地临床妊娠并分娩

。

但近来序贯培养液有效的培养可存活囊胚的方法受到了部分研究者的挑战
�
他们认为改

良后完善的单一培养基也可做到这些
。

尽管我们应对将来专门的完美的单一培养液的可能性

保持客观态度
�
但必须强调的是这种培养液的营养成分必须达到序贯培养的相同效果

。

(2) 开放式培养

将获得的受精卵放置在含有过量培养液的培养皿中培养
�
培养过程中一般不进行换液

�
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直到胚胎发育的最后阶段
。

其优点是
:

操作简单 ; 缺点是
:
不易进行结果观察

�
消耗的培养液

量较大
。

(3) 微滴培养法

Br i n s t 〔�r 〔63] 在 196 3 年发明了用液体石蜡覆盖的微滴培养法 (简称微滴覆盖法 )
�
在胚胎的

培养试验中取得了比较好的效果
。

由于这种方法较普通培养方法简单
、

易操作又有较好的培

养效果
�
现在己成为一种通用的胚胎培养方法

。
但是微滴培养也存在着一些不足之处如

:

1) 制作的微滴需要覆盖石蜡油
�
而石蜡油是脂容剂

�
它可能会溶解培养基中的脂类物质

�

从而对胚胎的生长造成影响 ;

2) 从微滴培养动力学角度分析「641 〔65] :

微滴培养过程中一次性投入物料就不再补充
�
直到

下次换液
�
这样静态的分批培养就会使胚胎的增殖环境出现比较大的波动

。
其大致可分为 :

滞后期—胚胎细胞适应新环境的阶段
。
在细胞培养过程中

�
在培养液更换后的一段时间内

�

往往看不到细胞明显的生长
�
营养基质儿乎不消耗

。
其原因是①细胞在新环境中就必须合成

有关酶
�
然后才能利用这些物质 ; ②许多胞内酶需要辅酶

�
他们是一些小分子物质或离子

�

具有较大的膜透过性
�

当细胞被移到一个新环境时
�
这些物质会扩散流失 ; ③胚胎培养中胚

胎生长分泌的一些有益因子也会通过换液产生比较大的波动 ; 当细胞适应新环境后就会出现

快速生长的指数生长期 〔洲 ; 随之进入减速期 : 培养基中养分的消耗浓度降低
�
有害物质的积

累使细胞的生长受到抑制 ; 如果更换液体的时间间隔较长
�
细胞就会进入衰亡期

:
细胞生存

的环境进一步恶化
�
细胞死亡

。

产物抑制方程为
:

限制性基质浓度

比生长速率 = 最大生长速率
·— ·

( l一K
·
产物浓度 )

K s + 限制性基质浓度

其中 K 为常数
。

由此可见微滴培养时液体更换间隔时间要合适
:

过慢
�
就会出现胚胎的凋亡 ; 过快

�
对

胚胎的频繁操作必定影响其生存的物理环境
�
不利于胚胎生长

。
这个

“
度

”
还没有具体的衡

量标准
。

(4 )套皿法培养 〔68]

200 4 年赵永贞等建立一种不依赖于液体石蜡的早期胚胎体外培养方法—套皿法
�
并比

较了儿种不同处理方法体外培养胚胎的效果
。
结果显示

。
采用套皿法进行胚胎培养

。
盖液体

石蜡和不盖液体石蜡皿中的胚胎在各阶段的发育率差异不显著
。
实验设计的套皿法是一种有

效的早期胚胎体外培养方法
�
为早期胚胎体外培养提供了一种新方法

。
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(5) 动态培养法

胚胎之所以能在体内很好发育
�
主要原因在于保证其正常发育的环境是一个既能合理提

供营养又能及时清理废物的动态培养系统
。
然而

�
人们培养胚胎的一贯做法是使用一种培养

液培养到底
。
这容易导致营养物质供应不平衡 ‘ 更大危害在于导致过氧化物等毒性物质积累

和胚胎 自身代谢废物增加
�
致使胚胎发育发生阻断

。
一些研究者们就仿效生物体内的物理环

境对胚胎尝试了动态培养研究
。
所谓动态培养就是在原培养基中连续的添加新的培养液

�
同

时抽出等量的旧培养液
�
使培养基内的营养成分维持相对稳定

�
模拟胚胎在体内生存的动态

环境
�
从而提高其胚胎的发育力

。

流动培养的方法在细胞的培养中很早就得到了应用 〔67J :
19 12 年伯罗尝试设计了一种简单

的灌注小室培养模型来培养细胞
。

目前动物细胞培养中占有主流优势的培养工艺—流加式

培养的方法就是一种典型的流动培养的模型
。

同时
�
也是近年来在对动物细胞大规模培养研

究中的热点
。

1996年美国的胚胎学者B e b e e 仁69�等首次将其应用到胚胎的培养中
。

一99 7年L i m JM
�

Re g g i o

BCt70] 等尝试了用流动培养同共培养结合培养牛的早期胚胎
:
他们利用了伯罗灌注小室培养模

型来培养8、 16细胞的牛胚胎
�
设计中的液体从小室 1溢出通过一个气室流向胚胎培养的小室

2
�

同时在 1中加入输卵管上皮细胞
�
收到了比较理想的结果

。
2002 年H ic kma n

.

DL [7l1 等
�
通过

提供静态和动态媒介环境的装置
�
分别培养移植前的小鼠早期胚胎来比较静态的微滴培养系

统与动态培养系统
。
结果显示 :

胚胎发育成囊胚 (b la s t o c y s t) 阶段在两个系统的比率并无明

显差异
�
但在静态微装置环境比对照组产生明显较多桑甚体

。
作者从这些结果观点上考虑是

否动态媒介环境能模拟输卵管中的环境而改善胚胎活性
�
并指出在动态媒介环境中物质传输

速率
�
及脉动式液体流在今后的动态系统研究中应得到重视

。
2002年Mat t hew B

.

wh e e l er I72]

用微流管道技术培养猪的胚胎囊胚发育率为 1
.

8%
�
而微滴培养组只有 1

.

2%; 2004年

s t e p h a n i e Ra t y �
Er i e M

.

wa l t e r s 等尝试用微通道装置来培养小鼠的胚胎和卵母细胞
�
他

们用不同材料制作成为通道装置将小鼠的胚胎和卵母细胞放入其中培养
�
并将其与微滴培养

法的结果进行比较 ; 发现动态培养组的胚胎体囊胚化时间较静态微滴组缩短 ; 同时
�
微通道

培养组的囊胚退化率较静态微滴组低
。

.

3 小结

随着科学技术的不断进步
�
实验技能的不断完善

�
终将会给发育生物学带来巨大的变化

。

胚胎体外培养既是基础研究
�

也是应用性研究 : 他的进步也是与其他科学密不可分的
�
在现

代生物工程中
�
胚胎工程是一个新的亮点

�
他不仅能加快 良种繁殖

�
更重要的是能为濒危动

物保护
、
生产转基因动物

、
克隆动物及人类辅助生育等方面做出巨大的贡献

。
胚胎培养的目

的就是获得高质量的
、
发育能力好的囊胚

。
目前

�
体外生产胚胎己有很大的发展

�
但仍然不

能满足实际生产和科研的需要
�
体外获得胚胎的质量和体内正常胚胎发育能力相比差异很大

。
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在 目前的胚胎研究中
�
既要尊重客观规律 ( 生殖规律 )

�
也要勇于创新

�
通过改善早期胚胎体

外培养的方法有望使囊胚出现比率得到明显提高
。
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第二章 流动培养装置制作

2
.

1 装置设计原理

利用液体液面差所提供的势能
�
使培养液从一个势能较高的储液平皿中

�
通过限流微管

流到培养池
�
培养池中的培养液利用培养池与废液池中的液面差

�
将废液通过微管转移到废

液皿中
。
从而实现流动培养的目的

。

这种液体流动属于牛顿经典流体力学范畴
。
液体的流速 ( 单位时间流量 ) 与两个液面的

液面差 h ; 管道直径 d : 管道长度 l ; 液体粘滞系数 p ; 温度等因素有关
。
如下图所示 :

经典牛顿流体力学中微管流量的计算遵循伯努里方程
:

dt

3 2川
A △P

…… ( l)

注
: d 为微管的直径 : “ 为培养液的粘滞系数 : 了为微管的长度 ; △ P 为两侧液体的势能差 : q 为流量 . A

位管道截面积
。

丫 A= 二 d Z/ 4…… (2 ) △ P= p * g * △ h…… (3) …将 ( 2) ( 3) 带入 ( l) 式可得
:

d
12 8 p

·

l
·

q · · · · · ·…… ( 4 )

g
一

划不石仄万石
2

.

2 参数选择

2
.

2
.

1 试验流量选择 :

本试验在设计流量选择时
�
主要以本试验中开放式培养组为对照 (开放式培养 2~ 3而 培

养液供应 30 枚胚胎体外培养 72 小时 )
。
设计了以下 3 组流量

: 0. 05 m l/h
、

o
.

l m l /h
、

0. 2m腼 来

进行对比试验
。
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2
.

2
.

2 装置参数确定

l = 刁{e m ;

△h吕空s nl m ;

。矩己似取 4 x i o
一3p a

.

s ;

p = 1
.

0 2 7 千克位:方米 ;

带入 ( 4) 式求出不同流速下所需管道的直径
:

q = 0
.

05 Inl /h 时 ; d望0
.

05mm ;

q = 0
.

l lnl /h 时 ; d望 o
.

0 6mm

q = 0
.

2m l /h 时 ; d望0
‘

0 7mm

2. 3 材料与仪器

1
、

体视显微镜 : OLYM PUS
.

J a p a n Ol y m p u s Op t i e a l CO
. �

LTD :

2
、

倒置显微镜 : 重光
�
重庆光电仪器有限公司 ;

3
、

净化工作台 : XS w-- CJ一2A 标准型
�
昊州市绿叶空调净化有限公司 ;

4
、

立式 自动电热压力蒸汽灭菌器 : LDZx 一40B 型
�
上海申安医疗器械厂 ;

5
、

自动三重纯水蒸馏器 :5 2一97
�
上海亚荣生化仪器厂 ;

6
、

电子分析天平 : 上海精天电子仪器厂 ;

7
、

18号注射针头 ;

s
、
塑料培养皿 : 3 5mm Nu n e �

Da n m a r k :

玻璃培养皿 : 6om m �
Zs m m �

35mm :

9
、
层流洁净室 : 100 级一 1000 00 级

�
苏州绿叶空调净化有限公司 ;

10
、
直玻管 (内径 0 .7 5mm

、
l mm ) 华西医科大学仪器生产广 ;

11
、
琼脂 : 20 0 2 0 807

�
青岛水产品加工厂生产 ;

12
、
庆大霉素 ;

13
、
拉针仪 : wP I

�
USA Wo r l d p r e e i s i o n I n s t r u m e n t S �

I n c ;

14
、
缎针仪 : Nar i sh i ge

�
J a p an

2
.

4 方法

2
.

4
.

1 2%琼脂制备
:

称取 。.2 9 琼脂粉
�
倒入 25 nil 锥形瓶中

�
加入 10血 PB s 液

。
然后在微波炉中加热充分使

其充分溶解
�
封 口高压灭菌

�
取出后待冷却到 40 ~ 50 度时加入 10 p l 的庆大霉素

�
混匀备用

。
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2
.

4
.

2 装置制作过程
:

准备 3 个 3
.

s xl c m 一次性塑料培养皿
�
一个做为储液池

�
一个做为培养池

�
一个作为废

液池
。 ’

用 18 号针头在储液池平皿的靠近底部的侧面钻孔
�
孔径与 0. 75 ~ 直玻管外径基本相

当 ; 废液池做法相同 ; 培养池平皿在两测的相应位置钻孔备用
。

将制备好的琼脂溶液倒入培养池
�
控制琼脂高度 0. 4cm

; 待琼脂冷却后
�
按示意图中的

培养池所示
�
在中央处打孔

�
孔径打制 smm ( 形状可以多样化

�
也可以根据胚胎培养数量

的需要多空打制
�
分组隔离培养 ) ; 用 0. 75 mm 内径的直玻管钻出进液管道和出液管道

。

限流装置用内径 0 .7 5~ 的直玻管在拉针仪上拉制
�
并在锻针仪上将尖端锻制成与流速

相应大小
:

:50 p In; 60 p m; 70 p m 。

截取 3cm 左右
�
通过储液池平皿底部的小孔将其尖端插入

储液池
�
粗端露出少许

�
由于微管粗端外径与小孔的内径相当因而进出有一定的阻力

。
培养

池的进液孔用 Ic m 左右的 0. 75 ~ 内径的直玻管连接
�
出液孔同样处理

。

将三个平皿置于一大玻璃平皿中
�
使其的外露微管相对接 (仅接触 )

�
在储液池中加入

培养液
�
液面高度 0. gc m 左右

�
培养孔中加满培养液

�
废液池中加入 1~ Zm 1PB S 以覆盖平皿

底部微管为准
�
后放入 37 .so C co : 培养箱中平衡检验 24 小时

�
如流动状态完好

�
则在储液

池中添加培养液使其高度恢复 0. gc m
�
并抽出废液池的部分液体后

�
用于培养胚胎

。

2
.

5 装置示意图
:

注
:

箭头指示培养液流动方向

储液池中的新鲜培养液
�
通过限速微管流进培养池的培养孔 ; 培养孔中的液面达到出液
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甲户叫. . . . 鱼. �. . 旦鱼. 鱼

孔高度时
�
培养液流进废液池

。

对流速的限制通过玻璃微管的孔径大小来实现
。

B a r 处的

两管对接是液体流动的关键
。
培养孔的设计类似于微滴培养中的微滴

�
可以起到防止胚胎的

流失
、
促进胚胎相互作用

、
便于观察等作用

。
2%的琼脂具有较强的硬度

�
不易破裂

�
便于

打孔
�

因而选择其作为培养孔的硬性支架
。

此培养装置的设计
�
仅以解决流动控制问题为 目的

�
其中存在着很多不精确的地方如 :

控速管道并非均匀单一直玻管
�
液体在流动的过程中存在着流头损失 ; △h 在液体流动过程

中也是在不断变化的等
�
都会使最终的结果产生误差

。
如果要进行实际生产仍必须做相应改

进
。
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第三章 小鼠胚胎的体外培养

己 !
甲

当�
J . 耳刁

胚胎的体外培养是指在将受精卵培养在人工合成的培养液中
�
使其发育到胚胎的后期阶

段的一种实验技术
。

1949年
�

Hammo nd 用生理盐水加卵黄将8一细胞的小鼠胚胎培养至囊胚阶

段
�
随后

�
兔

、
绵羊

、
牛的早期胚胎体外培养体系相继建立

。
近年来

�
随着卵母细胞体外成

熟 ( IV M)
、
体外受精 ( I VF) 以及细胞核移植技术的发展

�
胚胎体外培养 ( I VC) 的方法也在不断的

完善
�
使胚胎体外生产 ( I VP )成为可能

。
但就 目前而言

�
I vC 技术还不能满足胚胎工程技术发

展的需求
�
体外生产胚胎的质量和大规模生产胚胎的可操作性都还存在着很大缺陷

。
现在用

于胚胎体外培养的方法基本上选用的是微滴培养和开放式培养
。
这两种方法都属于静态培养

系统
。
但胚胎在体内的生存环境是一个动态变化的环境

。
1996 年美国的胚胎学者Be b e e 将灌

注小室培养方法 ( 一种细胞流动培养方法
�

19 12 年伯罗设计 ) 引入胚胎培养
。

目前
�

国内外

的研究者对动态培养的前景看法不一
�
更多的研究者则倾向于传统的静态培养模式

。
但是随

着胚胎工程技术的飞速发展
�
体外规模化生产高质量胚胎已经成为一种趋势

。
传统的静态培

养模式小家小户的特点势必成为胚胎工程技术的瓶颈
。
动态的流动培养体系在现代细胞产品

规模化生产领域己经建立了不可动摇的地位
。
其在胚胎培养领域的潜力值得人们挖掘

。
本试

验通过 自制的流动培养体系
�
实现了对胚胎的动态培养

�
相对近似的模拟胚胎在体内的动态

环境
。
通过对流动培养

、
微滴培养和开放式培养在培养小鼠2细胞胚胎的培养结果比较

�
来最

终判断胚胎培养动态模型建立的可行性
。

以期为今后 I V C技术的改进提供一点参考数据
。

3
.

1 材料与方法

3
.

1
.

1 材料

3
.

1
.

1
.

1 仪器

( 1 ) 体视显微镜 : OLYMPUS
.

J a p a n o l y m p u s o p t i e a l CO
. �

LTD :

( 2 ) 倒置显微镜 : 重光
�
重庆光电仪器有限公司 ;

( 3 ) C02培养箱 : Fo r m a 3 13 1
�

USA Th e r mo Fo r m a CO一

( 4 ) 显微操作仪 : L e i e a DM I RB
�

Ge r m a n y L e i e a CO一

( 5 ) 图像采集方法 : JVC
�

J a p a n :
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( 6) 电热恒温干燥箱 ; 重庆银河实验仪器有限公司 ;

( 7) 净化工作台 : XS W一CJ一
2A 标准型

�
吴州市绿叶空调净化有限公司

( 8) 立式 自动电热压力蒸汽灭菌器 : LDZ X一40B 型
�
上海申安医疗器械厂 ;

( 9) 自动三重纯水蒸馏器 : 5 2一9 7
�
上海亚荣生化仪器厂 ;

( 10 ) 电子分析天平 : 上海精天电子仪器厂 ;

( 一 ) 塑料培养皿 : 3 5mm Nu n e �
Da n m a r k :

玻璃培养皿 : 6om m �
2 8mm �

35mm ;

( 12 ) 注射器式微孔滤器 : 0
.

2 2mm
�

0
.

4石m m �
美国Pal l 公司 :

( 13 ) MI LL I 一Q超纯水纯化系统
: F5CN19 50 5

�
F r a n e e :

( 14 ) 离心机 : TDL一40B 型
�
上海安亭科学仪器厂 ;

( 15 ) PH 计 : 梅特勒一托利多仪器 (上海)有限公司 :

( 16 ) 层流洁净室 : 10 0级一 10 0 00 0级
�
苏州绿叶空调净化有限公司 ;

( 17 ) 自制玻璃吸卵针 ;

( 18 ) 离心机 ( TD L一40 B 型
�
上海安亭科学仪器厂 ) ;

( 19 ) 拉针仪 : wPI
�

USA 物 r l d p r e e i s i o n I n s t r u m e n t s �
I n e :

( 20 ) 缎针仪 : Na r i s h i g e �
J a p a n ;

3
.

1
.

1
.

2 手术器械

眼科手术剪 ; 小镊子 ; l ml 注射器 ; 自制手术台 ;

3
.

1
.

1
.

3 主要试剂

( l) 孕马血清促性腺激素粉剂 (PMSG) : 宁波激素制品厂 ;

( 2 ) 人绒毛膜促性腺激素粉剂 (hCG) : 宁波激素制品厂 ;

( 3 ) M199 (粉 ) : S i glll a �
M128 5 :

( 4 ) 石蜡油 : Mi n e r a l o i l
�

S i g m a �
M 8 4 10 :

( 5 ) 丙酮酸钠 : So d i u m p y r u v a t e �
P46 52 :

( 6 ) 牛磺酸 : T06 2 5 :

( 7 ) HEPES : H33 75 :

( 8 ) 乳酸钠 : So d i u m l a e t a t e �
L7900 :

( 9 ) 碳酸氢钠 : Na HC0 3
�

55 76 1 :

( 10 ) 青霉素G钾盐 : Pe n i e i l i n G p o t a s s i u m s a l t
�

P468 7

( 1 1) 硫酸链霉素 : S t r e p t o m y e i n s u l f a t e �
5 12 77 ;

( 12 ) PBS : ZL I 一9 0 6 2
�

北京中山 :
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3
.

L 1
.

4 实验动物

以性成熟昆明系小白鼠 (购 自重庆中药研究所) 为实验动物
。
雌鼠体重29 “ 32 9 �

雄鼠体重

33、35 9 �
雌雄分笼饲养在常温

、
自然光照

、
自由饮水的条件下

�
采用全价繁殖颗粒饲料饲养

。

3
.

1
.

1
.

5 水牛输卵管

采 自北暗屠宰场 ; 从屠宰场截取整段输卵管
�
用温 PBS 液 ( 青霉素 I OOUL/ ML ; 链霉素

10 0 p g /m 1) 冲洗一到两遍
�
放入盛有 35 0C PBS 液中的保温瓶中

�
运往实验室备用

。

3
.

1
.

2 方法

3
.

1
.

2
.

1液体制备
:

冲洗液
:

PBS 液 (含有青霉素 100UL / m l ; 链霉素 100 p g / m l ) ;

胚胎培养液 (细胞培养液 ) :

M19 9 (5 1脚a ) 9
.

8 9
�
8邻CS

�
HEPPES 0

.

2382 9
�
NAH C0

30
.

2535 9
�
牛黄酸 3 1

.

39
�
丙酮酸钠 0

.

0 1一g
�

乳酸钠 0
.

18m l
�
青霉素 G 钾盐 0

.

00 6 9
�
硫酸链霉素 0

.

00 5 9
。

石蜡油 :

取灭菌石蜡油 40 m l
�
加 20% ( sml ) 的胚胎培养液 ( 不含 FC S)

�
混匀

�
静置后放入离心

机
�

2 5O0R/S 离心得到饱和的石蜡油
�
密封保存

�
在 2 周内用完

。
用前置于 C压培养箱中数小

时
�
使其温度和气相充分平衡

。

3
.

1
.

2
�

2 小鼠 2 细胞胚胎的获得
:

将健康的间情期雌性小白鼠在晚上 19 :

oo 腹腔注射PMS G 10 IU / 只
�

48 h后
�
腹腔注射

hCG 10 IU / 只
�
注射hC G后即与公鼠按 1 : 1合笼

。
次日8 :

oo 检查是否形成阴栓 ; 将有阴栓的

小鼠于合笼后48 小时断颈处死
�
固定在手术台上

�
用眼科剪取出两侧输卵管

�
用PB S液多次冲

洗后
�
置入洁净的制作了若干 100 p l液滴的60 ~ 玻璃培养皿的微滴中

�
用两只一次性注射器的

针头部分在15 倍倒置显微镜下小心除去输卵管表面的脂肪
�
换液滴清洗两遍之后移入另一干净

微滴
�
撕开后捡胚

。

3
.

1
.

2
.

3 水牛输卵管上皮细胞的获得
:

将输卵管伸平在灭菌纱布上
�
剪去系膜

�
在近子宫端三分之一处的输卵管壶腹两侧
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鱼�. �. 旦旦��. . . . . . .

2一3c m 截取输卵管
�
移入加有生理盐水的 6cm 直径的玻璃平皿中

�
纵向剖开平铺

�
用手术剪轻

刮内膜 ; 然后在低倍显微镜下选择 o
.

scm
3 的相对脱落完好的上皮块

�
用 自制的吸卵针捡出后

�

在洗液中洗涤 4 一5 遍
�
尽量减少原液的吸入

�
从而减少污染的发生

。
洗涤完的理想的上皮脱

落块移入 3
.

s x l c m 的一次性平皿中 38
.

5 “
c; 5%c o : 条件下进行培养

�
每个平皿放 6一8 个上皮块

。

18 小时后观察上皮细胞游走情况
�
如游走的情况较为理想就可用吸卵针将上皮块吸出 ; 反之

在 24 小时时将上皮块除去
。
待 50%的输卵管上皮细胞已经开始贴壁生长时进行第一次换液

�

换液时将平皿稍稍倾斜再用灭菌移液枪吸出二分之一的原液
�

同时补充新鲜的培养液
。
之后

每 48 小时换液三分之二
。

3
.

1
.

2
.

4 微滴培养
:

在 3
.

sxl cm 的一次性培养皿上用移液枪做 50 p L 微滴 3 个
�
加入 Zml 处理过的石蜡油

�
放

入 3 7oc c02 培养箱平衡 1h ; 然后取出
�
分别将 10 枚 2 细胞小鼠胚胎加入一个微滴中

�
再在

3 7OC C0 2 培养箱培养
�
每 48 小时换液

�
分别在培养 12h

、
24h

、
48 h

、
72h 观察

�
记录

。

3
.

1
.

2
.

5 流动培养
:

在培养池的培养孔加入 3 /4 培养液 ; 废液池加入 1而 液体铺满平皿底部
。
置于 3沪c c O Z

培养箱平衡 1h ; 取出
�
在培养孔加入 30 枚小鼠 2 细胞胚胎

。
放入 3沪C c 0 2 培养箱培养

�
24 小

时补液 l m l (0
.

l m l小
�
0. 2m l小 组 12 小时补液一次分别补 I nil 和 2而

�
同时从废液池中取出相

同液体量 )
。
分别在培养 12 h

、
2 4h

、
4 8 h

、
7 2 h 观察

�
记录

。

3
.

1
.

2
.

6 开放式培养

取一干净的 3
.

sxl cm 一次性塑料培养皿
�
在其中加入 2一3ml 的培养液

�
在培养箱中平衡

l h 后加入 2 细胞胚胎
�
分别在培养 12 h

、
24 h

、
4 8h

、
72 h 观察

�
记录

。

3
.

1
.

2
.

7 输卵管上皮细胞共培养
:

在各组培养液中加入输卵管上皮细胞
�
分别在培养 12h

、
24h

、
48h

、
72h 观察

�
记录 :

3
.

2 试验设计

3
‘

2
.

1 :

试验 1 : 比较 0. 05 m l爪
、

0
.

l m l /h
、

0. 2m l /h 三种流速对小鼠 2 细胞胚胎体外发育囊胚

率的影响 ; 侮组培养纵向重复 2 次
�
取平均值参与最终比较 ;

3
.

2
.

2 :

试验 2 :

观察比较微滴培养
、
流动培养和开放培养对小鼠 2 细胞胚胎体外培养的结果 ;

每组培养纵向重复 2 次
�
取平均值参与最终比较 ;

3
.

2
.

3 :

试验 3 : 比较三种培养方法结合输卵管上皮细胞共培养时对小鼠 2 细胞胚胎发育的促

进 ; 每组培养纵向重复 2 次
�
取平均值参与最终比较 ;
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3
.

3 实验结果

3. 3. 1 0
.

Osml / h
、

0
.

l ml / h
、

0
.

Zml / h 三种流速对胚胎囊胚率的影响结果 比较
:

表一 适合流量的筛选
: ( 培养 7 2 小时 )

Ta b l e 1 1’( 〕e hoo s e t h e fi t fi o �v r a t e : ( a ft e r e u l t u re i n v i t ro fo r 72h )

胚胎培养数(枚)

0
.

05 m l / h

0
.

l m l / h

囊胚数(率)

2 2 ( 73
.

3% )

巧
.

5 ( 5 1
.

6% )

0
.

2m l / h 10
.

5 (35% )

000内j飞︶3

从表一的结果可以看出
�
培养液流动的速度对胚胎的发育影响显著

。
流速为 0. 05 m l /h 时对

胚胎的培养较为合适
�
三种流速下囊胚率结果差异显著 ( P < 0. 01 )

。

3
.

3
.

2 微滴培养
、
流动培养和开放培养对小鼠 2 细胞胚胎培养的结果比较 :

表二 开放式培养结果
:

Ta b l e 2 Th e re s u l t s o f t h e gr o u P o f th e o pe n e u l t u re s y s t e m

胚胎个数 时间

(枚) 72 h

囊胚/2 囊胚八2
�
5

4 e e l l /23
.

5 孵化囊胚口 .5

16 c e 1U13 5 桑堪胚八2
.

5

胚胎发育情况 8 e e l l /4 囊胚/ 15

32 e e lV12 3 2cc lU I
.

5

Z e e lU2
.

5 桑堪胚/1

sce l珊 .5

退化胚胎数 ( 枚 )

注
:

胚胎分裂球部分或全部碎裂即视为胚胎退化
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表三 微滴组培养结果
:

T a b 1e 3 Th e r e s u l t s o f t h e g r o u P o f t h e m i e r o 一d r o P e u l t u r e s y s t e m

胚胎个数 时间

(枚) 12h 24 h 4 8 h 7 2 h

囊胚/0 .5 囊胚/9 .5 孵化囊胚/6 .5

4 ee l班5

16 e e l l / 13 桑堪胚/ 13 囊胚/ 15

胚胎发育情况
3 2 e e lU13

.

5 3 2 e e lU I
.

5 桑堪胚/2

Z e e l l / 2

16 “ 11/0 .

5

退化胚胎数 ( 枚 ) 5
.

5

注
:

胚胎分裂球部分或全部碎裂即视为胚胎退化

表四 流动培养组
: (流速 0

.

05 ml / h) :

Ta b l e 4 Th e r e s u l t s o f th e gr o u P o f fl o w e u l t u r e s y s t e m (a t 0
.

05 m l/h )

胚胎个数 时间

(枚) 12 h 24 h 4 8h 72 h

囊胚/l
.

5

4 ce l刀2 2 桑桩胚/1 囊胚/ 11 孵化囊胚n .5

胚胎发育情况 s e e l仍 3 2 e e l l/ 12 桑堪胚/ n 囊胚/ 14
.

5

16e e lU14
.

5 32 e e l lZ4
.

5 桑堪胚/3

退化胚胎数 ( 枚 ) 3
.

5

注
:

胚胎分裂球碎裂或分裂极不均匀即视为胚胎退化
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根据表二
、
表三

、
表四结果中的胚胎发育情况

�
统计出不同培养时间三组实验囊胚率的

线型图比较
:

图一 囊胚率比较

f i g
.

1 b las to y s t ra t e co mPara t i o n

由图可知
:
微滴组体外培养时

�
囊胚出现时间上要较开放组和流动组晚

�
三组中开放式

培养组的囊胚率相同培养时间时最高
�
流动组第二

�
微滴组相对较低 ;

根据表二
、
表三

、
表四结果中的胚胎退化情况

�
统计出不同培养时间内胚胎退化率的在

三组实验的线型图 比较
:

图二 胚胎退化率比较

fig
.

2 d e ge n e ra t i o n r a t e co 帅
a re i n g

表六显示
:

流动培养时胚胎的退化率变低
。
本试验中

�
微滴组的退化率最高

�
其次是开

放组
。
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3
.

3
.

3 试验 3 结果
:

表七 输卵管上皮细胞对三种培养方法的影响
:

T a b 1e 7 : Th e 1n f 1u e n e e o f t h e o v 1d u e t e P i th e l i a l ce l l t o th e th r e e e u l t u re s y s te m

培养胚胎数 12h 囊胚数 ( 率 ) 24h 囊胚数 ( 率 ) 48 h 囊胚数 ( 率 ) 96h 囊胚数 ( 率 )

微滴组 + 输卵管上
0 ( 0% ) l (3

.

3% ) 11(36
.

7% ) 2 1
.

5 ( 7 1
.

7% )

皮细胞

流动组 + 输卵管
_

仁

0 ( 0% ) 3 (10% ) 16 (5 3
.

3% ) 2 4 ( 80% )

皮细胞

开放组 + 输卵管上
0 ( 0% ) 2

.

5 (8
.

3% ) 13 (4 3
.

3% ) 2 3(7 6
.

7% )
皮细胞

表七结果表 明
:

水牛输卵管上皮细胞在开放式培养方法 中对囊胚率 的贡献值为
:

76
.

7阶75%二 1
.

7%个百分点 ; 在流动培养方法中对囊胚率的贡献值为
:

80 %
一

73 .3 % 二6. 7%个百分

点 ; 而在微滴培养中的贡献相对不明显 (71
.

7%一71
.

7% = 0)
。
流动培养方法中输卵管上皮细胞对

囊胚率的贡献值相对较高
。
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3
.

4 讨论

3
.

4
.

1 在流动式培养体系中培养液流动的速度对早期胚胎发育的影响

胚胎之所以能在体内很好发
·

育
�
主要原因在于保证其正常发育的环境是一个既能合理提

供营养又能及时清理废物的动态培养状况
。
然而

�
人们培养胚胎的一贯做法是使用一种培养

液培养到底
。

这容易导致营养物质供应不平衡
�
更大危害在于导致过氧化物等毒性物质积累

和胚胎 自身代谢废物增加
�
致使胚胎发育发生阻断

。
200 2 年 Hi c km an

.

D L 等
�
通过提供静态

和动态媒介环境的装置
�
分别培养移植前的小鼠早期胚胎来比较静态的微滴培养方法与动态

培养方法
。
结果显示

:

胚胎发育成囊胚 (bl as to c y s t )阶段在两个方法的比率并无明显差异
�
但

在静态微装置环境比对照组产生明显较多桑甚体
。

因此作者考虑是否动态媒介环境能模拟输

卵管内的环境而改善胚胎活性
�
并指出在动态媒介环境中物质传输速率

�
及脉动式液体流在

今后的动态方法研究中应得到重视
。
通过本试验 1 的研究

�
显示培养液流速对胚胎的培养效

果影响显著 ; 在培养液以 0. 05 m l/h 流过培养孔时
�
能够较好的支持小鼠 2 细胞胚胎发育到囊

胚阶段
。
分析

:

胚胎之间可能分泌一些相互促进彼此发育的物质
�
流速过快使这种促进物质

损失
�
有可能影响胚胎发育的代谢平衡

。
当流速极慢时

�
如 0. 05 m l /h

�
就不会对胚胎群发育过

程中所建立起的微环境造成太大的冲击
。

因而获得较好的培养效果
。

3
.

4
.

2 三种培养方法对早期胚胎发育效果的比较

在三种培养方法的比较试验中
�
发现开放式培养组囊胚率最好

�
流动培养方法

�
较微滴

培养方法的囊胚率高
�
三组中胚胎的退化率相对较低 ; 此结果与 St eP han ie R at y� E ric M

.

wa lte rs

等 2004 年在研究微通道培养小鼠卵母细胞和胚胎时所发现的结果基本相同
。
证明

:
在合适流

速下
�
流动培养法也是一种能够较好的支持小鼠胚胎发育到囊胚阶段的培养方法

。
本试验中

微滴组的培养效果不如其他报道中的好
�
分析原因可能是试验中所用到的石蜡油

�
处理不理

想
�
对胚胎的发育起到了负面作用

�
但其原因未能查清 ; 从生理角度分析

:
超排小鼠 48 小时

后冲出的 2 细胞胚胎绝大多数都通过了胚胎发育阻滞期
�
胚胎 自身基因活性己经启动

�
随着

胚胎代谢活动逐渐增强
�
各类代谢产物的量积累速度不同

�
48 小时的换液间隔可能过长

�
对

胚胎的发育也有影响
。
胚胎退化原因可能是胚胎 自身基因活性未能完全打开

、
胚胎毒性物质

的积累或是营养的耗尽等
。
流动培养组由于能有效的防止胚胎废弃物的堆积和营养的耗尽

�

因而较静态培养方法的胚胎退化率低
。
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3
.

4
.

3 输卵管上皮细胞对三种培养方法的影响

体细胞共培养是一种很好的克服发育阻滞
�
提高胚胎发育力的手段

�
其中输卵管上皮细

胞的应用最为广泛
。
主要是因为

:

输卵管上皮细胞可能分泌一些对早期胚胎有利的细胞因子 ;

输卵管上皮细胞可代谢降解胚胎发育过程中产生的有毒物质
�
如钱

、
次黄嗓吟和氧自由基等

。

许多研究者发现牛的输卵管上皮细胞能够与多种动物的胚胎进行共培养
�
没有种的差异性

。

实验 3 的设计就是用来比较输卵管上皮细胞在三种培养方法中应用时
�
对胚胎培养效果的贡

献值
。

由表七可知
:

水牛输卵管上皮细胞在开放式培养方法中对囊胚率的贡献值为 :

76
.

7%一75%二 1
.

7%个百分点 ; 在流动培养方法中对囊胚率的贡献值为
:

80 %
一

73
.

3% = 6. 7%个百分

点 ; 而在微滴培养中的贡献相对不明显 ( 71
.

7%一71
.

7% 一0)
。
流动培养方法中输卵管上皮细

胞对囊胚率的贡献值相对较高
。
分析

:

可能原因是流动培养装置中模拟了输卵管内环境
�
输

卵管上皮细胞膜表面的机械门通道的打开依赖于培养液流动所产生的剪切力
�
从而促进了输

卵管上皮细胞生长以及细胞因子的分泌能力
�

间接的提高了共培养胚胎的发育力
。
在微滴培

养方法中对囊胚率的贡献不明显
。
这与其他研究者的结果不一致

�
分析 : 原因一

、
可能是选

择的共培养方式不一样
: 由于输卵管上皮细胞体外铺层时间较长

�
所以本试验没有选用输卵

管上皮细胞铺层后共培养
�
而是只将胚胎同一定浓度的输卵管上皮细胞混在一起培养

�
这样

输卵管上皮细胞所分泌的促进胚胎发育的有益因子的浓度就较低
�
影响共培养效果 ; 原因二

、

实验条件的差异
�
本试验中选用的石蜡油对胚胎的培养可能起到了负面作用 ; 原因三

:
微滴

中培养的细胞密度过大
�
对培养液中营养成分的消耗而引起对胚胎的负面效应抵消了其对胚

胎发育的促进作用
。
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3
.

5 结论

3
.

5
.

1 本试验中自制创作的早期胚胎动态培养装置能够使小鼠的 2 细胞胚胎发育到囊胚阶段
。

3. 5
.

2 本试验条件下
�

以 0. 05 m比 流速的动态培养状置与传统的开放式培养和微滴培养系统

相比
�
使小鼠的 2 细胞胚胎发育到囊胚阶段的比率相近

�
但是

�
胚胎退化率明显降低

。

3. 5
.

3 输卵管上皮细胞在流动培养装置中对胚胎发育的贡献值要高于微滴培养方法和开放式

培养方法
。

综上所述
�
我们可以通过 自制的流动培养装置实现对胚胎的动态培养

�
在适宜流速下能

够较好的支持胚胎体外发育
。
尽管在本试验中动态的流动培养在效果上同静态培养相 比并没

有明显的差别
�
但是从发展的角度来看

�
由于动态的培养模式能够适用于大规模生产体外胚

胎
�

因而必将成为将来的培养方法的发展方向
。
建立

、
完善和改进动态培养装置对将来胚胎

的体外培养意义重大
。
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小鼠 2 细胞胚胎 小鼠 16 细胞胚胎

32 细胞胚胎 小鼠桑甚胚

囊胚 孵化囊胚
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孵出囊胚 流动培养装置

流动培养装置 流动培养致密桑甚胚

开放式培养 24 小时 开放式 72 小时
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微滴组 24 小时 输卵管上皮细胞共培养

流动培养 ( 污染 ) 输卵管上皮细胞

输卵管上皮细胞
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