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山羊胚胎体外生产体系的优化以及胚胎干细胞 

分离培养技术的研究 

摘  要 

本文研究山羊卵母细胞体外培养、体外受精及胚胎体外培养程序的优化，目的是为建

立一套完善的山羊胚胎体外生产体系。从而为该技术走出实验室，在实践中得以应用提供

理论依据。同时探讨山羊胚胎干细胞的分离培养技术，为核移植、转基因等胚胎工程后技

术的应用奠定基础。 

试验一研究山羊卵母细胞体外成熟的培养方法，以提高山羊卵母细胞的成熟率。使用

微滴法培养，探讨山羊卵母细胞的回收、成熟液的调整对比、添加不同激素、以及不同抗

氧化物质等对山羊卵母细胞体外成熟的影响。结果表明，选用胞质均一致密，外围至少有

3层以上卵丘细胞包裹的 A级卵母细胞，添加浓度为 1 µg/ml 的 E 2、5 µM 的 ß－ME，成

熟培养 27h 可显著提高卵母细胞体外培养的成熟率。使用国产绒促激素完全可以代替进口

的 FSH和 LH用于山羊卵母细胞体外成熟培养，在相同效果的前提下可大大降低成本。 

试验二研究山羊体外受精条件的优化，为提高体外成熟卵母细胞的受精质量和数量提

供理论基础。比较体外受精方法，不同获能物质的影响表明不同精子获能中，肝素效果比

较稳定。Percoll 法处理精子卵裂率要显著高于上浮法，但是囊胚率和囊胚细胞数并没有提

高。上浮法的精子镜检活力要好于 Percoll法分离的精子。但是，总体受精率、发育率还很

低。 

试验三通过优化培养程序，筛选培养液，以建立适合山羊胚胎体外发育的培养体系。

通过共培养方法对共培养体系、换液程序、以及不同培养液的研究表明，在山羊胚胎培养

中，基础培养液选用配制简单的 SOF（CR1 也可使用），添加 BSA/FCS，并采用正确换液

程序，即 48h前是 SOF＋BSA，之后换为 SOF＋FCS可获得理想的囊胚率和卵裂率。共培

养条件下颗粒细胞和输卵管细胞对胚胎的发育并没有明显差异，但就发育率而言，显著优

于无共培养体系。由此，说明共培养细胞类型对胚胎发育影响不大，但可以很好地克服胚

胎的 8~16－细胞阻滞。 

试验四利用透射电镜研究山羊体内胚和体外胚的超微结构，旨在对体外胚胎质量及其

培养体系进行评价，为进一步提高体外胚胎的质量提供超微结构方面的理论依据。结果表

明山羊体外胚胎质量要比体内发育胚差，包含有大量脂滴、畸形线粒体以及空泡化严重、

细胞间隙连接较少且松散、核质比下降等。  

试验五以体内受精胚、体外受精胚和孤雌激活胚三种不同来源的囊胚为材料，分离山
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羊 ES细胞。比较不同饲养层种类、血清种类以及不同的培养液对山羊 ES细胞分离培养的

影响，筛选出适合山羊 ES细胞分离培养的条件，将一株 ES细胞系传至 6代。分析了贴壁

率、ICM集落形成率以及 ES细胞传代等指标。研究表明，体内受精胚胎、MEF饲养层、

添加 FCS、细胞因子 LIF与 IGF-1联合使用更适合于山羊 ES细胞的分离培养，使山羊 ES

细胞传 6 代。AKP 染色 ES 细胞呈阳性、核型正常，并进行自发分化可形成神经样细胞、

上皮样细胞、成纤维样细胞。 

关键词： 山羊  卵母细胞  体外成熟 体外受精  胚胎  

体外培养   胚胎干细胞     分离   传代 
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前  言 

体外受精技术也称胚胎体外生产技术，是继人工授精、胚胎移植技术之后又一项伟大

的胚胎工程技术。它是由卵母细胞体外成熟、精子获能、受精卵体外培养、胚胎移植等程

序组成的完整系统。从世界首例试管兔的获得到现在，已有 40 多年的历史。在此期间，多

种试管动物、克隆动物、转基因动物等相继出生，胚胎工程技术取得巨大进展。特别是近

十年来，胚胎工程后技术显示着发展的巨大活力，如细胞核移植、ES 细胞的建立及 DNA 图

谱的构建等技术都大大推动了体外受精技术的发展。随着科技的进步，体外受精技术对于

濒危动物和优良家畜品种的后代续繁、打破时间和空间限制进行品种资源保存、国际间品

种交流等均具有重大的现实意义和应用前景。 

我国是一个山羊生产大国，大约有山羊 1 亿多只，在我国畜牧业中占有重要地位。特

别是对于诸如布尔山羊这样的引入品种，目前主要是通过人工授精技术和杂交技术扩繁，

繁育速度相对缓慢，难以满足市场和社会需求。如果利用胚胎体外生产技术并结合 MOET 技

术，则会快速生产出大量的、品质优良的布尔山羊纯种。 

国外胚胎体外生产技术已从实验室转向商品化生产，而我国还仅限于实验室阶段，主

要是成功率低。体外生产胚胎不论从形态、质量上都不如体内发育的胚胎，体外胚胎移植

产子率低，卵裂球显著少于体内胚。原因是卵母细胞质量差、克隆再程序化不清楚，以及

胚胎体外培养体系不完善，导致胚胎质量下降，妊娠率降低，胎儿畸形率高。建立一套完

善的胚胎培养体系，是胚胎在体外能够正常发育到囊胚的重要环节。目前在国内，对于山

羊成体系的、能够在生产实践中推广应用的胚胎体外生产技术还不很成熟。 

卵巢卵母细胞生长、发育是一个极其复杂的过程，涉及到多种体细胞和生殖细胞自身。

在众多培养体系中，卵母细胞总是被阻滞于减数分裂，发育到一定阶段后获得恢复减数分

裂能力，并最后发育成熟。卵母细胞减数分裂能力的重新获得和生长发育是密切相关的。

国内外许多学者比较了培养液容量、激素、卵母细胞来源、甚至包括维生素等对山羊卵母

细胞的影响。这些结论都表明，能够经体外成熟、体外受精和早期胚胎体外培养发育到囊

胚的山羊胚胎比例不高。本文关于如何优化山羊卵母细胞体外培养、体外受精及胚胎体外

培养程序作了进一步研究，为建立完善的山羊胚胎体外生产体系提供依据；并探讨山羊 ES

细胞的分离培养技术，为进一步研究核移植、转基因等胚胎工程后技术奠定基础。论文共

分六章，第一章为文献综述，介绍哺乳动物卵母细胞体外成熟培养、体外受精、胚胎体外

培养及 ES 细胞分离培养研究的发展过程、技术进步以及发展前景和存在的问题；第二章研

究如何提高山羊卵母细胞的回收、成熟液调整对比、以及添加不同激素对山羊卵母细胞发

育、成熟的影响等作了进一步探讨；第三章分析比较山羊卵母细胞体外受精的不同方法，
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优化山羊体外受精的条件，为提高体外成熟卵母细胞的受精质量和数量提供理论基础；第

四章通过优化培养程序，筛选培养液，建立适合于山羊胚胎体外发育的培养体系；第五章

对山羊体外胚胎和体内胚胎的超微结构差异进行研究，为进一步提高体外胚胎的质量提供

超微结构的理论依据；第六章比较不同饲养层种类、血清种类以及不同的培养液对山羊 ES

细胞分离培养的影响，筛选出适合山羊 ES 细胞分离培养的条件，将一株 ES 细胞系传至 6

代，为进一步建立山羊 ES 细胞系奠定基础。 
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第一章  文 献 综 述 

卵母细胞体外成熟（in vitro maturation , IVM）、精子获能(sperm -capacitation, SC)、体

外受精(in vitro fertilization, IVF)、胚胎早期培养(in vitro culture,IVC)及冷冻保存（freezing 

conservation, FC）等是胚胎体外生产（in vitro production, IVP）的关键环节。随着哺乳动物

胚胎工程技术的深入和商业性胚胎移植技术的迅猛发展，以及胚胎工程后技术如转基因和

克隆动物的相继诞生对卵母细胞和胚胎的需求量日益增加，建立一套完全在体外条件下生

产和保存大量优质廉价卵母细胞和胚胎的技术是非常重要的。 

第一节 卵母细胞体外成熟的研究进展 

1哺乳动物卵母细胞体外成熟研究概况 

20世纪 30年代已有人证明卵母细胞在体外环境下可以成熟[1]。Pincus等 (1935) 年从

兔卵泡中分离出卵母细胞，经体外培养使其继续减数分裂而达成熟，生殖工程研究由此诞

生一项新技术——卵母细胞体外成熟培养。它是指在体外卵母细胞恢复减数分裂，到达第

二次减数分裂中期具备受精能力的过程[2]。卵母细胞体外成熟培养技术是现代哺乳动物体

外受精技术和胚胎工程的基础环节[3]。最早对哺乳动物卵母细胞进行体外培养研究的是德

国科学家 Schek 等 (1878) 将兔和豚鼠排卵前的卵母细胞和附睾精子放入相应的子宫液中

培养，发现卵丘细胞分散，第二极体排出[4]。此后许多学者对卵母细胞体外成熟培养进行

了深入的研究。直到 1959年，美籍华人张明觉把体外受精的兔卵裂球移植给受体母兔，获

得了世界上第一胎哺乳类试管动物[5]。60年代后，开始研究哺乳动物卵巢卵泡的分离技术。

Edwards 等 (1988) 阐述了卵母细胞在体外恢复和完成减数分裂的百分比和减数分裂的确

切过程[11]。70 年代研究卵巢卵泡体外生长发育和分泌的活动。Zamboni 等 (1972) 利用光

学显微镜和电子显微镜对卵母细胞体外培养成熟过程中的细胞外形以及内部超微结构作了

细致描述[6]。国内外许多学者从卵巢组织形态学研究和开发了腔前卵泡[13]。Nicosia等 (1975) 

用胶原酶建立一套分离兔各级卵泡的技术，并比较了不同发育时期兔卵泡的特征[7]。

Gandolfi 等 (1988) 通过电镜研究表明，培养卵泡-卵丘细胞复合体和体内正常生长的卵泡–

卵丘细胞具有相似的特征[8]。80 年代哺乳动物腔前卵泡的研究更加细致，并开始卵母细胞

体外培养体系的建立。Roy 等 (1989) 研究了促卵泡素（follicular stimulating hormone,  

FSH）、促黄体素（luteinizing hormone, LH）、孕酮（progestins, P4）和雌二醇（17β–estradiol，

17β–E2）对腔前卵泡生长和分化的影响
[9]。Eppig等 (1989) 建立一套完整的小鼠腔前卵泡

卵母细胞体外发育、成熟和受精技术，并获得后代；同时指出卵母细胞体外培养体系的研

究不仅在于一些因子的添加，更要注意颗粒细胞的发育和功能[10]。随后 Kishimoto等 (1988) 
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又研究了卵母细胞成熟调节机制[11]，如卵母细胞促成熟调节因子(MPF)[12]、环磷酸腺苷

（cAMP）[13]、以及 c-mos原癌基因[14]等被认为在减数分裂过程中起重要调节作用。Eppig

和 Obrien (1996) 将来源于原始卵泡的卵母细胞体外培养成熟，并经体外受精、胚胎移植得

到后代。 

关于羊卵母细胞体外培养研究最早是 Edwards (1965) 探讨卵母细胞成熟条件及影响卵

母细胞成熟的抑制因素[15]。Crosby 等 (1981) 研究卵泡细胞调节绵羊卵母细胞蛋白质合成

的能力。对山羊卵母细胞体外成熟的研究 90年代以来作了大量的工作，取得了很大进展[16]。

如体内外不同条件[17, 18]、山羊不同发育时期[19～23]、不同取卵方法[24～28]等对卵母细胞体外成

熟及发育能力的影响。Smedt等 (1994) 探讨山羊卵母细胞减数分裂的恢复及形态和功能的

变化[29]。Pawshe等 (1996) 研究不同成熟处理山羊卵母细胞体外成熟和早期胚胎的发育[30]。

Smedt等 (1992) [31]、Crorzet等 (1995) [32]进行不同大小卵泡卵母细胞体外成熟的研究。国

内许多研究者集中研究基础培养基、不同激素以及各种生长因子等对卵母细胞发育的影响，

不断改进卵母细胞体外成熟培养体系。徐照学等 (1998) 选用加丙酮酸钠改良 TCM199液，

提高成熟率[33]。旭日干 (1990) 利用羔山羊卵巢卵母细胞进行体外受精和胚胎移植获得产

仔效果[34]；钱菊芬等 (1991) 用山羊体内成熟卵母细胞进行体外受精，获得了我国首例试

管山羊[35]；许多研究者探讨了不同培养基对山羊卵泡卵母细胞体外成熟培养的效果[36～41]；

张涌等 (1998) 研究了不同激素和生长因子及卵泡液对山羊卵泡卵母细胞体外成熟培养的

影响[42]；并探讨了不同温度对山羊卵泡卵母细胞体外成熟培养的影响；研究山羊大腔卵泡

卵母细胞、小腔卵泡、小腔卵泡卵母细胞和无腔卵泡卵母细胞体外成熟[43, 44]；进一步对绵

羊和山羊卵母细胞体外成熟超微结构和核质成熟进行深入研究[44～47]。总之，随着哺乳动物

体外受精、细胞核移植和外源基因导入等高新技术的不断深入，人们对成熟卵母细胞以及

哺乳动物胚胎的需求量日益增加，卵巢内丰富卵泡资源是胚胎工程迅速发展的基础，如动

物的人工繁殖、转基因动物的生产、濒危物种的保存以及遗传物质资源库的建立等，这些

技术的应用都离不开卵母细胞这一特殊的载体。通过卵巢卵母细胞体外成熟获取大量成熟

卵母细胞，然后进行体外受精体外生产胚胎愈来愈引起人们的重视[48]。在已有成绩的基础

上，为进一步研究卵母细胞体外成熟培养提供卵母细胞发育动力学模型，为最大限度地开

发卵泡库资源提供理论依据。 

2哺乳动物卵泡卵母细胞发生、发育和成熟规律及调控机理 

2.1哺乳动物卵泡卵母细胞的发生 

哺乳动物在胚胎期性别分化后，雌性胎儿的原始生殖细胞（primordial germ cells, PGCs）

便分化为卵原细胞。卵原细胞经过多次有丝分裂，以一分为二的方式增殖成许多初级卵母
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细胞，进一步发育，被卵泡细胞包被而形成原始卵泡。动物在出生前，卵巢上便含有大量

的原始卵泡，构成原始卵泡库[4]，被认为是雌性生殖资源的储备库，其数量因物种和发育

阶段不同而异，小鼠约 1 万个，人约 30~40 万个，家畜约几百万个[3]。出生后随着年龄的

增长，这些储备资源不断减少，多数卵泡中途闭锁而死亡，少数卵泡发育成熟而排卵。据

估计，真正能够发育到排卵阶段的卵泡仅占原始卵泡总数的 0.1%~0.2%，仅为原始卵泡库

中极其有限的一小部分。比如，母犊出生时卵巢上的原始卵泡有数百万个[49]；出生后有 15

万个卵泡；10~14 岁时有 5 万个卵泡；到 20 岁时，只有 6000 个卵泡。牛的生理成熟期是

1.5~2.0岁，妊娠期较长，平均为 282天，推断牛的终生繁殖年限是 13.5年，牛又是单胎动

物，按照自然繁殖率 ，牛终生可用卵母细胞的数量最多 15个左右（偶而怀双胎），其余的

都退化、闭锁而死亡。每一个最终排出的卵泡都要经历三个阶段：第一阶段生长卵泡的发

育：所有的生长卵泡中，有一部分生长卵泡率先开始快速发育过程；第二阶段是选择：在

率先发育的卵泡中，也只有其中的一部分被选择继续发育，并最终导致优势卵泡的出现。

优势卵泡的发育和选择可能与对促性腺激素的反应能力有关 ；最后是优势化：在被选择的

卵泡中，最终有一个（或几个）能够快速发育，直到排卵，而与之同时发育的其他卵泡则

被抑制。如果将卵巢中的未成熟卵母细胞开发利用，则未成熟卵母细胞体外培养成熟技术

必将成为研究卵母细胞发育动力学的一个有利工具，在提高优良母畜的利用率，为制作转

基因动物，克隆动物，研究生殖机理及胚胎发育规律等方面提供大量的卵源[50]。 

2.2哺乳动物卵泡卵母细胞发育及成熟的一般过程 

雌性动物在胚胎期，增殖后的卵原细胞成为初级卵母细胞 。到出生前后，卵原细胞停

止增殖，进入第一次减数分裂前期。之后，经细线期、偶线期、粗线期发育到双线期。在

双线期后期，染色质高度疏松，外包完整的核膜，称为核网期（dictyate  stage），此时的

细胞核又称为生发泡（germinal vesicle, GV）。在不同动物，卵母细胞将在这一时期休止数

日至数年不等。这些卵母细胞被一层扁平上皮细胞包围，成为原始卵泡（Primordial Follicles, 

PF）。卵泡不断生长，但卵母细胞仍处于 GV期，一直到性成熟前。性成熟后，在促性腺激

素或其它因子的作用下，这些初级卵母细胞才有可能恢复减数分裂，发生生发泡破裂

（germinal vesicle breakdown, GVBD），排出第一极体，并发育到第二次减数分裂中期（M

Ⅱ），成为一个成熟卵母细胞，并从卵巢中释放出来。如果不受精子或其它因素的刺激，将

维持在MⅡ期数小时，直到退化 。卵母细胞发育过程中，细胞质中各细胞器发生了许多重

要的变化。总的变化规律为：大多数细胞器最初分布于近核区，随着卵母细胞生长，线粒

体、高尔基体、粗面内质网、皮质颗粒等细胞器不断丰富和增多，并逐渐向皮质区迁移，

在细胞中央形成不含细胞器的“透明区”；卵母细胞成熟后，皮质颗粒排列在质膜下,而其

它细胞器又向卵母细胞中央迁移，最终高尔基体和内质网消失，线粒体分散在胞质中[51]。
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根据卵泡卵母细胞生长、成熟过程的形态学特征可以把哺乳动物卵母细胞生长过程分为以

下四个阶段： 

2.2.1减数分裂启动及核网阻滞期 

原始卵泡时，卵泡膜还没有形成，卵泡颗粒细胞外周有一层基底膜，又称基底层(basal 

lamina)。卵泡成腔后基底膜(层)外又包裹卵泡膜。卵泡壁由三类细胞组成即外膜、内膜和

颗粒层，外膜细胞和内膜细胞统称为膜细胞。Irving 和 Rodgers (2000) 观察了牛腔前及有

腔卵泡的卵泡壁，有腔卵泡内颗粒层基底细胞形态一致，圆形或柱状，直径小于 4 mm 卵

泡中柱状基底颗粒细胞和圆形基底颗粒细胞的比例相同[52]；而更大些的卵泡则只有圆形基

底颗粒细胞。卵母细胞质膜直接与卵泡的单层上皮细胞膜相连，形成桥粒连接。壁层颗粒

细胞、卵丘细胞和卵母细胞之间存在间隙连接，从而使三者共同形成一个结构和功能上的

合胞体[53, 54]。细胞核的变化特点：核为圆形，体积较大，直径超过卵母细胞直径的一半，

含一个核仁，由颗粒染色质丝不规则缠绕而形成的网状并有空泡，表明有一定的转录活动。

细胞质的变化特点：细胞质是细胞内产生能量的细胞器，是细胞内氧化磷酸化产生 ATP的

场所，有“动力工厂”之称。牛、羊初级卵泡阶段，线粒体主要分布在卵母细胞近核区，

为圆形，嵴很少或没有[55]。但猪原始卵泡中有大量线粒体存在，且分散在整个细胞质中[56]。

高尔基体分布于近核区，较为发达，由扁平囊膜和小泡构成，线粒体数量多为圆形。猪原

始卵泡卵母细胞中有较多的内质网，不规则扁圆形，与线粒体平行分布，粗面型内质网 

(RER)和滑面型内质网(SER)的组成比为 1:3。发育早期的牛和山羊卵母细胞也有较多 RER，

为细长形，其上有较多核蛋白附着；滑面内质网数量较少，表明细胞的代谢活动主要集中

在核区。山羊卵母细胞外包单层颗粒细胞时，即有皮质颗粒样的圆形小体出现，猪此期也

有极少数游离的皮质颗粒出现在近核区[57]。 

2.2.2 卵母细胞生长期 

核网期的卵母细胞在一定因素的诱导下，进入生长期，其体积迅速膨大，几乎达到成

熟时的体积。细胞核的变化特点：体积变大，称为生发泡，核仁空泡化程度更高，同时出

现了纤维中心，说明核转录活动非常活跃。生发泡在生长过程中逐渐靠近质膜，卵母细胞

核停止转录活动，并发生核仁致密化。致密化的核仁主要是母源 RNA 的贮存场所[58]。这

时的核获得完成减数分裂的能力，直径为卵母细胞直径的 1/3，称为“获能卵母细胞”[59]。

细胞质的变化特点：高尔基体向质膜方向扩散并逐渐退化，形态不规则。线粒体数目增多，

并逐渐向皮质区移动，由圆形逐渐变为带帽线粒体。在生长过程中，包围卵母细胞外的上

皮细胞由单层变为多层数目不断增加并转变为立方颗粒细胞，卵母细胞质膜外出现透明带

并逐渐加厚，卵质膜上出现短小的微绒毛，颗粒细胞膜与卵母细胞以微绒毛的形式伸入透

明带相互嵌联。直径为 2 mm的牛卵泡和 0.5~1 mm的山羊卵泡中的卵母细胞，透明带内的

微绒毛开始缩短变粗，并逐渐从透明带退出 。当卵母细胞外包 2～4 层颗粒细胞时，皮质
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颗粒渐增，并逐渐向皮质区迁移，随着卵母细胞进一步发育，皮质颗粒明显增多。 

2.2.3 减数分裂恢复期 

卵母细胞完成快速生长后，体积接近成熟卵母细胞，其物质贮备也达到一定的丰度[52]，

重新恢复减数分裂。卵母细胞减数分裂恢复后不久，细胞间的间隙连接丢失，一些大分子

的代谢产物和信息分子再也不能在体细胞和卵母细胞间穿梭交流。细胞核的变化特点是：

GVBD 发生和中期板的形成。对于体外成熟培养的卵母细胞，由于卵泡来源不同，在培养

后 3~12 小时，陆续有 GVBD 发生[60]。染色体从核中放出，发生第一次减数分裂，释放第

一极体并进入第二次减数分裂，停滞于 MⅡ期。染色体形成中期板，其长轴与细胞膜表面

平行。这一过程的完成标志着卵母细胞核成熟完成。核仁的致密化伴随着 rRNA 合成的急

剧下降，使核仁由 RNA的合成场所转变为 RNA的贮存场所[61, 62]。在卵母细胞发育过程中，

核孔越来越明显，密度增加，而核周隙越来越难以分辨[63]。细胞质变化的特点是：细胞器

在细胞质中均匀分布，线粒体为带帽状，其一端与滑面内质网相连，向胞质中央迁移扩散，

三五成群分布于整个细胞质中[64, 65]。小鼠和猪卵母细胞的线粒体也由核周围逐渐移向皮质，

成熟时，分散于胞质中，但未发现帽状线粒体[66, 67]。高尔基体消失，主要是形成皮质颗粒

并为卵质膜微绒毛的形成提供膜成份。到卵母细胞成熟时，RER消失，而 SER增多，且囊

池膨大，形态不规则，与线粒体联系密切。细胞膜主要特征是：在非极体区形成大量微绒

毛。尚未完全成熟的卵母细胞，其微绒毛全部倒伏在卵母细胞的表面；完成成熟时，其微

绒毛直竖，垂直于细胞膜表面。如牛卵母细胞在培养 15~18h，部分微绒毛已经竖起，而在

培养 22~24h达高峰[68]。当卵母细胞成熟时，皮质颗粒排列在质膜下，被认为是卵母细胞成

熟的典型特征之一。 

2.2.4 卵母细胞在MⅡ期的停滞 

卵母细胞发育到 MⅡ期时停滞下来。在这一时间段能够进行受精，称为卵母细胞可受

精寿命（fertilizable life span）。卵母细胞从阻滞中解脱出来完成第一次减数分裂，停滞在M

Ⅱ期，卵母细胞成熟了，即具有受精能力。在生长期前，核的转录处于主要地位，合成了

大量的 mRNA和 rRNA等，为快速生长奠定信息基础。而在生长期，卵母细胞的活动以细

胞质为主，即表现为细胞体积迅速膨胀，这就为卵母细胞蛋白质的合成及营养物质的贮备

提供良好的条件。一个成熟小鼠卵母细胞，其 RNA可达 0.4~0.6 ng，为正常细胞的 800倍，

蛋白质的含量为正常细胞的 50倍，同时还贮备卵黄、脂滴等大量营养物质。 

2.3 哺乳动物卵母细胞体外成熟培养超微结构变化 

Yamada和 Porter (1957) 首次对大鼠和小鼠卵母细胞超微结构进行描述。家畜上已在牛
[64]、羊[69]等卵母细胞体内和体外发育的超微结构作了研究，Suzuki 等 (1981) 对人体外成

熟卵母细胞超微结构也进行了报道[70]。对于山羊卵泡卵母细胞体内、外成熟前后超微结构
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变化，国内外学者也作了大量的研究工作。谭景和等报道，牛、绵羊及山羊的卵母细胞内

有带帽线粒体分布，并认为带帽线粒体是反刍动物卵母细胞成熟的特征之一[58]。钱菊芬等 

(1991) 对山羊卵母细胞体外成熟前后超微结构的变化研究表明，排卵后 2~4小时的输卵管

卵母细胞，MⅡ纺缍体已发生 90º的旋转，其长轴已与质膜呈垂直状，这种变化对受精后第

二极体的释放非常有利[71]。刘建民等在牛上得到同样结果[72]，钱菊芬等 (1994) 研究认为，

微绒毛由粗短变细长，由倒伏于卵质膜表面而后竖起是胞膜充分成熟的标志[68]。牧人等 

(1996) 还对羔山羊卵巢卵母细胞超微结构变化进行研究[73]。Rajikin 等 (1994) [74]、Huynh

等 (2003) [75]研究发现三层以上卵丘卵母细胞，培养前透明带已经形成但环带现象不明显；

脂滴出现但未见线粒体；培养 20h 后，透明带分化成或薄或厚的区域，卵周隙中出现膜结

合的电子透明团块，线粒体己充分发育，并通常与扩张的内质网在胞质中均匀分布，皮质

颗粒分布在周边，4h后，大量线粒体成为带帽状。结果表明培养 24h卵母细胞就可获得充

分发育。刘喆等 (2000) 研究表明：大、中两类卵泡经体外培养细胞质成熟较好，但其线粒

体的分布与体内成熟卵有差异，说明当前培养体系并不能支持胞质充分成熟，从线粒体、

皮质颗粒、微绒毛、脂滴等超微结构来看，裸卵及卵丘细胞已扩散卵母细胞为退化的卵母

细胞，且裸卵的退化程度更高[46]。Vanden 等 (1998) 对离体牛腔前卵泡超微结构和活力进

行评定，表明机械分离条件适于较大的腔前卵泡[76]。同时表明，超微结构研究可客观评定

体外培养生长卵泡，特别是其卵母细胞的质量，并为良好培养体系的确立提供可靠的依据。

对腔前卵泡的超微结构研究表明[77, 78]，山羊腔前卵泡体外培养 7d，表现微绒毛较小，高尔

基体、皮质颗粒等细胞器大多分布于皮质区，细胞核迁移到质膜附近，核仁纤维中心明显

增多变大；培养 16d，卵母细胞的超微结构表现不同的发育阶段。大多数卵母细胞培养结

束后，未观察到皮质颗粒在质膜下的分布现象，有的卵母细胞线粒体仍为椭圆形，板状嵴，

细胞器迁移不完全正常。卵泡的外周由两层纤维状的结构组成的基膜覆盖，基膜与颗粒细

胞相连。这些发现为腔前卵泡的鉴定提供了超微结构上依据。Yu 等 (1999) 用透射电镜研

究仓鼠卵巢发育状况[79]。不同剂量胰岛素影响卵母细胞的体外发育速度，高剂量胰岛素延

缓初级卵泡的形成，并诱导具有较大卵母细胞的原始卵泡的形成。 

2.4哺乳动物卵母细胞生长和成熟过程的分子调控机理 

卵子在动物体内成熟过程中，不仅保存其自身所需的物质，还要积累更多的营养物质，

作为胚胎发育时的物质贮存。卵母细胞的研究多集中在卵母细胞成熟调控机制方面，即卵

母细胞成熟启动调控、成熟分裂的两次阻滞和恢复调控。卵母细胞成熟过程实质是一个复

杂减数分裂周期调控过程，许多分子参与调控。 

2.4.1 成熟分裂阻滞  

哺乳动物卵母细胞的成熟分裂被阻滞于第一次成熟分裂前期的核网期，直到接收到卵
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泡成熟和排卵的信号，才能完成减数分裂，这种现象称成熟分裂阻滞[80]。在胎儿早期阶段，

如果卵母细胞没有被卵泡细胞包围，这个卵母细胞就会在卵巢内消亡[81]。随着卵泡发育，

卵母细胞第一次成熟分裂停止，但体外培养时，卵母细胞继续发育，表明卵泡液中存在可

以抑制卵母细胞成熟的因子，这种成分叫做卵母细胞成熟抑制因子（oocyte maturation 

inhibiting factor, OMI）。这些抑制因子可能来源于卵巢颗粒细胞或卵泡壁细胞并分泌到卵泡

液，是一些低分子量的热稳定性多肽、环腺苷酸或卵巢激素，它们没有种属特异性。很多

哺乳动物卵母细胞成熟都受到环磷酸腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）和嘌

呤类物质的抑制[82]。 

cAMP及其类似物 dbcAMP（dibutryryl cyclic AMP, 二–丁酰基环磷酸腺苷），腺苷酸环

化酶及其活化物都能抑制 GVBD 的发生。cAMP 类似物（如 8–Br–cAMP）或磷酸二酯酶

（PDE，一种降解 cAMP的酶）抑制剂是通过阻止细胞内 cAMP的降解，从而抑制 GVBD

的发生[83]。Mattioli 等 (1994) 研究表明，用 dbcAMP、PDE 抑制剂或 IBMX (isobutyl 

methylxantihine, 3–异丁基–1–甲基黄嘌呤，它是一种 cAMP 磷酸二酯酶抑制因子，通过使

cAMP 降解减少来提高 cAMP 浓度)维持卵母细胞于 GV 期，并用 cAMP 依赖性蛋白激酶

（PKA）抑制剂对卵母细胞进行显微注射，就会发生成熟分裂恢复[84]。cAMP 是调节卵母

细胞成熟的一个关键因子，卵母细胞内高浓度的 cAMP是维持卵母细胞 GV抑制状态的重

要因素[85]。cAMP 对卵母细胞成熟的抑制作用是通过依赖于 cAMP 的蛋白激酶来调节的，

并涉及到一些特殊蛋白质的磷酸化和去磷酸化[86]。Choi等 (1991) [87]、Gorens等 (1994) [88]

表明，小鼠和大鼠中成熟促进因子（mature promoting factor, MPF）被激活，其诱导减数分

裂的能力就不受 cAMP 水平的影响。cAMP 是 p34cdc2翻译后调控因子，（其中 p34cdc2是细

胞分裂周期基因 （cell division cycle, cdc） 蛋白），抑制 p34cdc2的磷酸化。当卵母细胞内

cAMP 水平下降时，cAMP 依赖蛋白激酶活性下降，细胞内磷酸化和去磷酸化的水平发生

相应的改变，激活酪氨酸磷酸酶。催化发生 p34cdc2去磷酸化，使其活化，进而使 RNA 聚

合酶Ⅱ等多种蛋白发生磷酸化，这些物质分别在转录和翻泽水平上控制减数分裂周期，而

使卵母细胞恢复减数分裂。Downs 等 (1995) 提出小鼠卵母细胞和卵丘细胞存在有不同形

式的蛋白激酶 A (protein kinase A, PKA) ：卵母细胞中存在Ⅰ型 PKA，激活型的Ⅰ型 PKA

能抑制卵母细胞的减数分裂；卵丘细胞内存在 II型 PKA，激活型的 II型 PKA能诱导卵母

细胞减数分裂的恢复，在牛和大鼠均有类似结果的报道[89]。FSH诱导猪卵母细胞成熟首先

刺激卵丘细胞内 cAMP的迅速上升，进而诱导卵母细胞内 cAMP峰的产生，卵丘细胞开始

扩展，随后卵母细胞内 cAMP下降，卵母细胞克服抑制，开始恢复减数分裂，这说明在生

理条件下卵丘细胞内 cAMP峰的产生和下降是卵母细胞成熟的关键。 

嘌呤类物质。如次黄嘌呤（HX, hypoxanthine）和腺苷，以毫摩尔浓度添加在维持卵母

细胞成熟分裂阻滞的培养基内。尽管对牛卵母细胞的抑制作用有限，但许多动物的卵母细
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胞自发性成熟可被抑制，如小鼠卵母细胞注射后阻止 GVBD[90]。次黄嘌呤对卵母细胞成熟

的抑制作用是通过防止卵母细胞内 cAMP水平降至抑制阈值以下来完成的，绵羊卵母细胞

体外培养时，大部分卵母细胞在开始培养后 6~8h 发生 GVBD[91]。李朝军等报道腺嘌呤对

体外小鼠卵母细胞减数分裂起到抑制作用 。次黄嘌呤和腺苷在维持成熟阻滞方面具有协同

作用，直接与 cAMP、PDE活性的抑制作用及成熟分裂阻滞水平的 cAMP升高有关。次黄

嘌呤和腺苷的抑制作用是可逆的、无毒性的。次黄嘌呤能够可逆地抑制小鼠、猪卵丘卵母

细胞复合体中卵母细胞的体外自发成熟，并且该作用具有剂量依赖性。此外，巯基乙酸

（TGA）可抑制体外培养卵母细胞的 GVBD，但对小鼠体内卵母细胞 GVBD没有影响，巯

基乙酸可抑制卵母细胞第一极体的释放，破坏卵母细胞的成熟，降低卵母细胞受精能力。

Forskolin制剂或激素 FSH也能维持减数分裂阻滞。IBMX是通过抑制磷酸二酯酶活性来抑

制卵母细胞成熟；FSH 是通过激活腺苷酸环化酶活性来升高细胞内 cAMP，从而抑制卵母

细胞成熟 。 

OMI 是由颗粒细胞释放到卵泡液中起作用，不同 OMI 抑制机理有差异。如牛卵泡液抑

制小鼠卵母细胞减数分裂，但对于牛卵母细胞的抑制作用是无效的，或只是暂时的[92]。颗粒

细胞单层可中度抑制牛卵母细胞成熟分裂[93]。颗粒细胞的阻滞作用并不一定需要和卵母细胞

直接接触，培养时加入颗粒细胞，生发泡破裂被抑制，但两种细胞直接联系能增强阻滞作用。

cAMP并非对所有卵母细胞生发泡抑制都起关键性的作用；而且并非所有减数分裂的恢复都

依赖卵母细胞内环核苷酸水平的下降。其它的环核苷酸也参与了成熟分裂的调控，如 cGMP

及其类似物等同样能抑制卵母细胞的自发性成熟，GVBD与卵母细胞 cGMP水平的下降有关
[94]。霍乱毒素能升高绵羊卵母细胞 cAMP水平，但不抑制自发性成熟。有些家畜升高 cAMP

水平对阻止体外自发性成熟无特别影响。例如，在牛需要毫摩尔浓度 dbcAMP或 IBMX才能

看到对卵母细胞成熟的抑制作用，该作用却不能在整个培养期间维持。卵丘细胞与卵母细胞

之间存在着缝隙连接(gap junction) ，能允许一些小分子物质通过，颗粒细胞与卵丘细胞产生

cAMP通过缝隙连接进人卵母细胞内，使卵母细胞的成熟分裂停滞。 

cAMP 或嘌呤类物质对 GVBD 所需要的物质（包括蛋白合成或修饰）的影响过程存在

着种属差异[95]。cAMP类似物 bdcAMP、8–Br–cAMP等对卵母细胞或其它细胞的作用与细

胞内 cAMP不同，且培养基中血清、激素以及生长因子等也会影响 cAMP及其类似物的作

用。这会导致 cAMP及其类似物对不同家畜卵母细胞体外成熟抑制作用不同。Moor等 (1985) 

报道细胞内 cAMP浓度增加并不能抑制绵羊卵母细胞成熟[96]。除 cAMP和嘌呤类物质外，

如缪勒抑制物（Mullerian inhibiting substance, MIS）等对成熟分裂也有抑制性调控作用。 

2.4.2卵母细胞生长的调控  

卵母细胞生长表现为卵母细胞自身体积的增加和外部颗粒细胞的迅速增殖和分化。研
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究表明，FSH的存在及基础水平的 LH，可以启动卵母细胞进入生长期，而外部颗粒细胞增

殖分化是卵母细胞自身体积增大的基础。生长分化因子(growth differentiation factor，GDF–9，

卵母细胞内产生)及其 mRNA可诱导颗粒细胞的增殖与分化。颗粒细胞一旦开始增殖分化，

就分泌大量细胞因子，如胰岛素样生长因子(IGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、酸性

成纤维细胞生长因子(aFGF)、转化生长因子α和β(TGF–α和 TGF–β)、白细胞介素–1和–6 

(IL–1，IL–6)、肿瘤坏死因子(TNF–9)、干扰素(LFN–r)及抑制素、活化素等[97]，它们对卵母

细胞的生长起决定作用。首先是 FSH和 LH及 GDF诱导卵母细胞外颗粒细胞的增殖分化，

然后增殖的颗粒细胞产生各类细胞因子，促使卵母细胞生长。FSH 直接调节和影响细胞因

子分泌，细胞因子主要在卵泡内部发挥作用，因此，FSH 通过影响细胞因子，达到对个别

卵泡的生长调节[52]。 

2.4.3 成熟分裂恢复 

2.4.3.1 哺乳动物卵母细胞成熟分裂恢复的两种假设 

在动物体内，卵母细胞减数分裂的恢复 (meiotic resumption)，发生于排卵前葛拉夫氏

卵泡、促性腺激素高峰。而成熟分裂的诱导是促性腺激素与卵泡细胞相结合的结果。诱导

减数分裂恢复的机理有两种假设即：抑制性输入中断和正向刺激。 

卵巢卵泡是一个功能性合胞体，由代谢上相互偶联的体细胞与卵母细胞组成，代谢上

的偶联是通过间隙连接实现的。OMI抑制卵母细胞减数分裂的恢复，其大小适于通过间隙

连接传输，对于维持生发泡期具有重要的调控作用。卵母细胞要从阻滞中解脱，需要一个

LH高峰，LH刺激卵母细胞和卵丘细胞间不再偶联，使颗粒细胞和卵母细胞的联系中断，

从而解除 OMI对卵母细胞成熟的阻滞，使卵母细胞完成减数分裂而成熟[52]。这种联系的丧

失会中断抑制性物质，如 cAMP的流入，间接引致成熟分裂恢复[82]。 

大鼠卵丘–卵母细胞复合体间隙连接形态学的变化与成熟分裂的重新启动有关，但不能

证实在成熟过程中有因果间的作用。在小鼠体内卵母细胞减数分裂的恢复不是通过抑制性

输入的假设机制来调控的，而是通过促性腺激素即：正向刺激诱导 GVBD。在 hCG 诱导

GVBD时，cAMP水平在卵丘–卵母细胞复合体是升高的，在卵母细胞和卵丘细胞间的偶联

没有明显的减少。促性腺激素刺激导致某种正向因子的产生，它作用于卵母细胞，诱使

GVBD发生。 

根据正向刺激的机理推测，可能是 Ca2+，它的分子量小于 2kDa。卵母细胞内 Ca2+ 增

加能刺激成熟分裂阻滞的卵母细胞发生 GVBD。早在 80年代有人证明，GVBD的发生需要

细胞质中一定的 Ca2+ 浓度。Carroll和 Swann (1992) 发现小鼠卵母细胞减数分裂过程中存

在着 Ca2+ 的自发波动现象 (Ca2+, oscillation)，认为这种波动和卵母细胞的胞质成熟有关[98]。

Deng 等 (1998) 报道通过激光共聚焦显微镜证明，小鼠卵母细胞减数分裂恢复过程有钙离
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子的自发释放波[99]。用 Ca2+载体 (IA23187) 处理卵母细胞，可增加 Ca2+ 浓度，逆转 dbcAMP

对自发性成熟的抑制作用，或者刺激卵泡包被的卵母细胞成熟。FSH 可以协同 LH 解除卵

母细胞在核网期的阻滞，而且 LH 对卵泡包被的大鼠卵母细胞成熟的促进，也依赖于外部

Ca2+ 浓度。细胞外 Ca2+螯合剂或 Ca2+ 摄人抑制剂已证明能阻止自发性成熟。 

Ca2+ 作用的部位是钙调素，因为该蛋白的抑制物能抑制小鼠卵母细胞成熟。孙青原等 

(1994) 研究表明，一定浓度的 Ca2+–CaM复合体抑制剂能抑制 GVBD的发生，Ca2+ 浓度的

升高是恢复减数分裂的一个不可缺少的中间过程，Ca2+的存在加强MPF对微管系统形成的

促进作用[100]。显微注射三磷酸肌醇(IP3)能克服 IBMX 对牛卵母细胞的成熟分裂阻滞，IP3

能够引起细胞内某些贮存的 Ca2+ 的释放[101]。Ca2+ 的许多活动是通过钙调素来调节的。钙

调素是 Ca2+ 的重要受体，其本身无活性，当它与 Ca2+结合，引起构象发生变化，就成为有

活性的分子，调节有关酶的活性，如腺苷酸环化酶、鸟苷酸环化酶、钙依赖性磷酸二酯酶，

Ca2+–ATP 酶、磷酸化酶及钙依赖性蛋白激酶等。因此，细胞内 Ca2+ 对成熟分裂恢复是必

要的。 

能量代谢产物是第二种可能的正向调节物。受 dbcAMP 阻滞并由卵丘细胞包被的卵母

细胞，其配体诱导的成熟依赖于葡萄糖的摄取和代谢，去掉培养基中的葡萄糖或用 2–脱氧

葡萄糖(一种糖酵解抑制剂)代替葡萄糖，则会抵消 FSH对 GVBD的诱导。在含葡萄糖的培

养基中添加根皮素(一种促进葡萄糖扩散的抑制剂)，也能阻止葡萄糖摄取。从而阻止对 FSH

的成熟分裂应答。此外，丙酮酸、ATP等能量代谢产物都与成熟分裂的恢复密切相关。 

2.4.3.2 成熟促进因子与成熟分裂恢复的关系 

成熟促进因子(maturation promoting factors，MPF)最早在两栖类动物发现。Masui 和

Markert (1971) [102]，Smith和 Ecker (1971) [103]报道，将激素诱导成熟的蛙卵细胞的细胞质注

射到蛙卵母细胞中，可引起 GVBD，向分裂期转化并稳定在分裂中。Masui和Markert将成

熟蛙卵中能促进卵母细胞成熟的成分称为成熟促进因子（MPF）。M期颗粒细胞或处于减数

分裂成熟状态的卵母细胞，用它们的提取液显微注入未成熟、但有成熟分裂能力的卵母细

胞内以后，可刺激 GVBD，这些提取液的活性成分是 MPF，是 M 期的正常诱导物。从遗

传角度研究并命名细胞分裂周期（cell division cycle, cdc）基因，并阐明 cdc基因激活顺序，

其中以 cdc2基因最为重要，他们发现酿酒酵母的某些突变株中，细胞周期的几个特定点可

被阻断，在这些突变株中，每个突变基因的产物与通过细胞周期的各特定点有关。美国学

者Maller等 (2001) 证明 cdc基因产物与MPF之间的关系，他们首次纯化MPF，并推断它

有两种蛋白质成分[104]。MPF是调节卵母细胞成熟的核心因素，广泛分布于酵母、两栖类、

非脊椎类和哺乳动物中分裂活跃的细胞中，为细胞周期蛋白 B（cyclin B）与细胞分裂周期

控制基因蛋白（cell division cycle，p34cdc2）组成的复合体，cyclin B是MPF的调节亚基， 
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p34cdc2是MPF的催化亚基。在未成熟的卵母细胞中显微注入少量MPF，便可引起 GVBD。

MPF在未成熟的卵母细胞内以无活性的磷酸化状态存在，在某些信号的催化作用下，MPF

催化亚基 p34cdc2的酪氨酸去磷酸化后，MPF被激活，可以启动卵母细胞的减数分裂。p34cdc2

在细胞周期内间断存在，它在 S期前期开始合成，在M期后消失，因此，MPF的活性随着

cyclin B的合成与消失而呈周期的变化，其主要作用是促进 GVBD发生和减数分裂完成。

MPF具有自动催化扩增功能，Taieb等 (1997) 向胞质内注射 cyclin B或 cyclin A，与胞质

中的 cdc2 形成复合体，当达到阈值时，促进 MPF 前体激活，导致 MPF 水平升高。MPF

总是在 M期达到高峰[105]。牛卵母细胞体外成熟过程中，MPF存在两次高峰。一次在培养

后 12~14h，这一时间正是MⅠ期；第二次高峰在 20~24h，即MⅡ期。暴露于MPF中的小

鼠精原细胞可以完成减数分裂，暴露于 MPF中的原始卵母细胞(双线期早期的卵母细胞)也

可以发生减数分裂，并有纺缍体形成，所以，MPF主要功能是促进微管系统和减数分裂纺

缍体的形成。Eppig等 (1996) 报道，在 GVBD后小鼠卵母细胞合成大量 cyclin B，以提高

MPF 水平，使其进入 MⅠ期并继续成熟到 MⅡ期[106]。在细胞周期中，p34cdc2没有量的变

化，只是通过酪氨酸的磷酸化和去磷酸化而发生活性变化，当细胞从 G2期向M期过渡时，

p34 cdc2与合成的周期素 B结合，使 p34 cdc2去磷酸化，恢复其激酶活性；同时周期素 B磷

酸化，有活性的MPF产生，细胞从 G2期进入M期。MPF作用于核纤层蛋白(nuclear lamins)，

与核膜破裂及重组有关；并作用于 H1组蛋白，H1磷酸化后，能使染色体更紧密地超聚在一

起。分裂后期，周期素 B降解，MPF失活。卵母细胞一系列的磷酸化/去磷酸化反应影响着

MPF 的活性状态，并决定着生发泡期卵母细胞是维持阻滞在核网期，还是逐步进入 G2/M

过渡期。 

细胞静止因子（cytostatic factor, CSF）是卵母细胞从 G2期进入M期后停滞在M期的

中期，即停留在第二次成熟分裂中期（MⅡ期）中起关键作用的物质，Masui等 (1991) 通

过将成熟而未受精的蛙卵细胞的细胞质显微注射到 2–细胞期的卵裂球中发现 CSF 对 Ca2+ 

很敏感，其活性随卵母细胞受精而消失，CSF对MPF活性起稳定作用[107]。原癌基因 c–mos

编码一种 Ser/Thr蛋白激酶，c–mos在脊椎动物生殖细胞中高效表达。CSF是原癌基因 c–mos

的产物，CSF不仅能够使 cyclin B磷酸化，进而使 p34cdc2活化，产生有活性的激酶，使细

胞从 G期进入M期；而且能维持 cyclin B磷酸化，使它不被降解，从而维持M期激酶的

活性，阻止细胞离开 M期，使它停留在 M期中期[108]。原癌基因 c–mos使 MAPK和 MPF

的磷酸化保持高水平，并且通过MAPK来稳定MPF和MⅡ期的停滞。在卵母细胞受精后，

恢复有丝分裂，细胞内 Ca2+ 浓度迅速升高，致使 CSF消失，不再回升。CSF有维持 cyclinB

不被降解的作用，一旦 CSF消失，cyclinB被降解，MPF活性消失，则细胞离开M期。 

2.4.3.3 MAP家族对成熟分裂恢复的作用 

MAP(microtubule associated protein，微管辅助蛋白；或 mitogen activated  protem，有
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丝分裂活化蛋白)是微管与纺缍体中的一种重要组成成份，同时也是丝氨酸–苏氨酸激酶。

MAP可以促进减数分裂的恢复。首先 MAP是一种微管辅助蛋白，是微管与纺缍体的一个

重要成份，因此，它的参与是恢复减数分裂的一个重要条件。同时，由于MAP本身又是一

种丝氨酸–苏氨酸激酶，它能使MPF特殊位点上的氨基酸磷酸化，从而调节MPF的活性，

达到对减数分裂过程的调节。此外，MAP的一个重要作用是能使MPF的底物在MAP调节

下发生与 MPF 调节下相同的磷酸化作用，这就保证在第一次减数分裂完成后，MPF 消失

的情况下，由 MAP 代替其磷酸化作用，从而使卵母细胞在 MⅠ、MⅡ之间不会因为 MPF

失活而发生停留，这正是第一次减数分裂与第二次减数分裂之间没有停息间隔的原因。由

于MAP本身是一种激酶，cyclin B也是一种酶性蛋白，它们的活性均受到蛋白激酶（PK）

的影响。如MAP发挥作用的条件是酪氨酸激酶对其特殊部位酪氨酸的磷酸化。 

MAPK叫丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase, MAPK）,又称细胞外信

号调节蛋白激酶（extra cellular signal regulated protein kinase, ERK），是一种丝氨酸/苏氨酸

激酶，其家族分子量在 40~46kDa 之间，哺乳动物卵母细胞中 MAPK 存在 44kDa 的 ERK1

和 42kDa 的 ERK2两种形式。是激素、生长因子、细胞因子等细胞外信号的中心传导物。

MAPK 在体细胞中普遍表达，是调节细胞周期的主要信号分子之一。细胞周期中减数分裂

主要由蛋白激酶磷酸化/去磷酸化级联控制[109, 110]，其中MAPK级联在卵母细胞减数分裂成

熟中起重要作用，它的激活参与哺乳动物卵母细胞的成熟以及受精过程。MAPK 级联在卵

母细胞成熟和受精中的作用已在哺乳动物作了大量研究[111～116]，表明其在卵母细胞成熟、

MⅡ阻滞等方面均发挥重要作用，MAPK 的磷酸化在卵母细胞减数分裂中具有一定的变化

规律，GV期MAPK未磷酸化，在GVBD前后开始磷酸化,且在MⅠ期达到高峰。激活MAPK

的蛋白激酶也是丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸激酶，分子量在 45~50kDa 之间，称为 MAPK 激酶

（MAPKK）。而MAPKK又被MAPKKK通过苏氨酸残基的磷酸化作用激活。MAPKKK、

MAPKK、MAPK 一起形成信号转导途径，传输和放大细胞核和细胞质中的调节信号，从

而控制细胞增殖、分化和发育。不同动物在MAPK活性变化与减数分裂恢复间存在时间上

的差异，所以MAPK对卵母细胞减数分裂的调节在不同动物间不同，牛卵母细胞中MAPK

和 MPF 大约在相同时间被激活，表明 MAPK 在启动牛卵母细胞成熟中有一潜在作用，而

山羊、猪、鼠卵母细胞中MAPK活性出现略迟于MPF的激活，表明MAPK可能没有参与

卵母细胞成熟的早期事件，但明显调节 GVBD后的一系列事件，如纺缍体形成和MⅡ期静

止，所以对于山羊、猪、鼠，只有先获得减数分裂能力才能磷酸化 MAPK，然后才能获得

成熟分裂的能力。CFS的一个主要功能成分是原癌基因 c–mos的产物 mos蛋白，其分子量

约为 39kDa。mos含有一个丝氨酸/苏氨酸激酶区域被证明是MAPK的上游分子，并被确定

为 MAPKKK 成分之一[117]。因而，CFS 和 mos 对卵母细胞成熟过程的调节依赖于 MAPK

级联反应以调节减数分裂 GVBD后的一系列成熟事件，并通过限制 cyclin B水解保持MPF
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的高水平活性以维持MⅡ静止。在减数分裂中期 mos能与微管蛋白形成复合体调节减数分

裂过程中纺缍体和纺缍极的形成。总之，卵母细胞成熟过程中必须合成一些特殊蛋白质，

尤其是细胞周期蛋白和mos蛋白以调节减数分裂的进行。其中细胞周期蛋白诱导MPF激活，

而 mos蛋白则通过MAPK信号级联这一必须媒介在整个减数分裂成熟过程中起作用。mos

蛋白活性也能抑制细胞周期蛋白水解而维持MPF的活性。mos的失活导致减数分裂的完成

和卵裂的开始。 

3 卵母细胞体外成熟培养的影响因素 

3.1成熟培养液对卵母细胞的影响 

卵母细胞的成熟是一个复杂的、动态的过程，胞质和细胞核需要发生一系列连续性的

结构和分子方面的变化，才能完成细胞核成熟和胞质的成熟。在体外成熟培养中，通常以

第一极体的排出来判断卵母细胞的成熟，但第一极体的排出只是核成熟的标志。而胞质成

熟无论从形态上还是从生化上都是难以断定的，且胞质成熟直接涉及卵母细胞的体外受精

及早期胚胎发育率，直接关系到能否使供体核实现彻底的再程序化、重构胚能否维持正常

的分裂发育[118,119]。在卵母细胞体外成熟培养过程中，不断研究基础培养基、添加激素种类

以及各种生长因子对卵母细胞发育的影响，改进卵母细胞体外成熟的培养体系，以提高体

外成熟的卵母细胞支持胚胎发育的能力。 

基础培养液是研究者模拟、借鉴卵母细胞在体内生存生长的各种条件，设计出类似体

内环境而适宜细胞在体外生存生长的各种培养基[120]。最初使用的培养液为 Tyrode′s、

Earle、Hanks等盐类缓冲液。近年来转向合成培养液，如目前常用的 TCM199、Ham′sF10

和 Ham′s F12，滨野光市等 (1985) 用含雌激素的 Ham′s F12作为基础培养基，获 68.8%

的成熟率，但体外受精未获得试管后代[36]；刘灵等 (1992) 认为 TCM199和 Ham＇s F12均

可用于山羊卵母细胞体外成熟培养，而 TCM199效果好，用添加 hCG 的 TCM199 培养山

羊卵巢卵母细胞，获 55.6%的成熟率 [41]；徐照学等 (1998) 选用添加丙酮酸钠改良的 

TCM199液作为基础培养基，添加 FSH、LH、和 rbGH获得 66.7%的成熟率，并认为 rbGH

与激素协同作用，能显著提高山羊卵泡卵母细胞的成熟率[33]；TCM 199添加 10%血清、促

性腺激素和雌激素，卵母细胞的成熟率可达到 90%。用 TCM 199培养成熟的猪卵母细胞可

更好的支持受精卵向囊胚的发育。这些基础培养液中都要添加动物血清，由于血清成分的

复杂，存在许多未知因素，对卵母细胞的成熟及后续发育的影响也是复杂多元的，掩盖培

养细胞潜在的生理功能[121]。研究者们正在探索不含血清的成熟培养液。合成培养液 (如

SOFM、KSOM ) 中用 BSA或 PVA及氨基酸代替血清作成熟培养液，可以使卵母细胞成熟，

并能进行受精后的发育。用复合输卵管合成液 (supplemental synthetic oviduct fluid medium,  
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SOFMaa)培养牛成熟卵母细胞，发育到囊胚的能力与 TCM199 + NCS培养成熟的卵母细胞

相同，氨基酸的添加可以提高成熟卵母细胞的发育能力，增加囊胚中的细胞数量，提高卵

母细胞中母源型 mRNA 的转录水平。Gardner 等  (2001) 设计一种基础成熟培养液 

(G-Mat) ，用重组人白蛋白以及透明质酸代替血清，培养牛卵母细胞，取得理想的效果，

不仅囊胚的发育率高于 TCM199 + 10% FCS培养成熟的卵母细胞，而且囊胚中的细胞数目

也显著增加[122]。合成成熟培养液中能量供应物的选择是其中的一个重要方面，猴卵母细胞

成熟液中，葡萄糖是必须的，而且足以满足成熟过程中能量需求，加入丙酮酸后会抑制葡

萄糖对胞质成熟及卵丘细胞扩散的促进作用。Sakaguchi 等 (2000) 研究，在无血清的成熟

培养液中加入 EGF和 IGF-I后，也能加速卵母细胞减数分裂的进程[123]。无血清培养技术可

以排除含血清培养时血清中许多未知因素的干扰，还可能发现一些在有血清培养不容易发

现的因子，如细胞生长调节因子、激素等。但其不足之处是成本高，针对性强，一种无血

清培养基仅适用于某一类细胞的培养。卵母细胞体外成熟中应用最广泛、效果稳定的基础

培养液是 TCM 199。在成熟过程中，TCM199的基础培养液需添加一定量的血清。血清是

卵母细胞成熟和受精必须的物质，它能启动卵母细胞的成熟分裂，即能使卵母细胞核从 GV

期变到 GVBD 期，能为卵丘–卵母细胞提供所需的蛋白质，并与卵母细胞周围的卵丘细胞

一起防止透明带变硬，有利于精子的穿入。血清包含各种生长因子、微量元素、激素、维

生素和转铁蛋白等，血清有利于细胞的附着，且能中和有毒物质的毒性，使细胞不受伤害

[124]。旭日干等 (1990) 报道，胎牛血清和新生牛血清效果相似，而发情牛血清可更有效地

提高体外受精胚的发育率[34]。张涌等 (1996) 认为发情山羊血清（EGS）有利于山羊卵母细

胞的成熟[40]。而 Ocana等 (1994) 报道，EGS 对羊卵母细胞的成熟与 FCS无显著差异，含

BSA成熟液的卵母细胞成熟率低于血清组，但是可以防止透明带硬化和利于精子入卵[125]。

实验表明，培养条件与受精率和囊胚发生率有较强的相关性。所以，哺乳动物卵母细胞成

熟培养液的改进主要是在培养液中加入卵泡液、细胞成分、激素和血清等。卵泡液作为卵

母细胞发育的微环境能促进卵母细胞的体外成熟，增强精子穿入卵母细胞的能力并刺激和

调节雄原核的形成。研究表明，卵泡内细胞，特别是颗粒细胞、卵丘细胞对牛、羊卵母细

胞的细胞核成熟和细胞质成熟是非常重要的。在培养液中加入激素，如 FSH、hCG、LH等

对卵母细胞体外成熟有促进作用。徐照学等 (1998) 在 TCM199中加入 15 µg/L重组牛生长

激素（rbGH），卵母细胞成熟率达 67.9%，明显高于不含 rbGH培养组（51.3%）[33]。添加

血清能改变细胞功能，使颗粒细胞和膜细胞对卵母细胞减数分裂恢复的抑制失去效果，同

时也能为卵母细胞成熟提供所需蛋白质。胎牛血清中含有卵母细胞成熟所需要的激素和生

长因子。培养液中加入发情牛血清（ECS）比胎牛血清（FCS）和其他激素更能提高成熟卵

母细胞的受精率和卵裂率，添加浓度以 10%为宜。 
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3.2激素对卵母细胞体外成熟培养的影响 

激素是哺乳动物卵母细胞核成熟的基本调节物。卵母细胞成熟培养液中必须添加激素，

特别是促性腺激素对成熟的启动发挥重要作用。牛卵母细胞体外成熟添加促性腺激素可以

显著提高卵母细胞的成熟率。研究卵母细胞成熟与激素变化的规律，FSH、LH 和 E2是常

用激素，PMSG 也能使卵母细胞体外成熟。FSH 和 LH 是成熟培养液中使用较多的促性腺

激素。FSH 诱导卵丘细胞扩展是卵母细胞成熟的前提条件，刺激卵丘细胞产生一种促卵母

细胞成熟因子。FSH 还促进颗粒细胞分泌雌激素，而雌激素又直接作用于卵母细胞（有雌

激素受体），调节卵母细胞成熟，钙离子储存，进而影响到体外受精的效率。在排卵过程中，

卵母细胞第一次减数分裂的重新启动到成熟排出第一极体，由 LH峰激发的。LH受体存在

于卵泡膜细胞和卵丘细胞上，卵母细胞从卵泡转移到培养液中自发成熟，说明卵泡液中存

在卵母细胞成熟抑制因子，LH峰出现克服了其抑制作用[65]。但对 LH的作用，不同的研究

有不同的结论，牛小于 8mm的卵泡中，颗粒细胞只有 FSH受体 mRNA，而没有 LH受体

mRNA[126]。在不含血清的成熟培养液中，只有 FSH能影响卵母细胞的成熟，而 LH没有作

用。此外，HMG是一种用于人临床的促性腺激素，含有 1:1的 FSH和 LH，也能用于成熟

培养。陈俊颖等 (2002) 比较了 FSH和 LH配合使用与 HMG单独使用的效果，成熟结果无

显著差异，但 HMG使用方便且结果稳定[127]。在体内，FSH能促进优势卵泡的颗粒细胞产

生 LH受体；在 LH峰的作用下，卵母细胞减数分裂恢复并导致排卵。在体外，FSH和 LH

共同起着十分重要的作用[128]。但也有人认为，促性腺激素抑制卵母细胞的成熟，FSH不仅

抑制胞质和细胞核的成熟，而且对减数分裂纺缍体有损害，LH和 hCG尤其是 hCG使极体

排出率和自发激活率增加[129, 130]。但促性腺激素的这些副作用可以通过添加血清来抵消。

添加血清有利于胞核成熟，即极体排出率高且形态正常。FSH 通过升高颗粒细胞内 cAMP

水平使卵母细胞成熟受到抑制，同时 FSH 还可使卵丘细胞扩散[131]，使经卵丘细胞运输到

卵母细胞并抑制卵母细胞成熟的物质如 cAMP减少，导致卵母细胞成熟。 

各种动物卵母细胞成熟培养液中通常要添加雌二醇（17β–estrodiol, E2），在人卵母细

胞成熟液加入 E2 有利于胞质成熟，人卵母细胞成熟率和受精能力就通过测定卵泡液中 E2

含量来鉴定，因为 E2促进人卵母细胞成熟。Margot等 (2002) 报道猪 COCs自身能分泌类

固醇，因此，猪卵母细胞成熟液中没必要添加雌激素[132]。然而在其它动物的研究中更多得

到相反的结论，如在有 FSH存在的情况下，E2的添加并不能促进牛卵母细胞的核成熟及胞

质成熟。相反，雌激素的添加可能会导致形成异常纺缍体比率的增加。E2对小鼠、大鼠、

猪卵母细胞成熟有抑制作用，而能促进牛、兔卵母细胞的胞质成熟。但 Beker等 (2002) 得

出 E2能显著的影响牛裸卵母细胞到达 MⅡ期并建议在牛卵母细胞成熟液不添加 E2
[133]。刘

灵等 (1992) 认为 E2能极显著提高山羊卵母细胞成熟率
[41]。E2 可增强 FSH 对颗粒细胞有
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丝分裂和卵泡液的形成，一定浓度的 E2促进颗粒细胞蛋白质的合成，并进而影响卵母细胞

的成熟。然而高浓度的 E2 可抑制颗粒细胞内芳香化酶的活性，并进而抑制 E2 生成途径的

多种酶活性，颗粒细胞不能正常行使合成功能，使卵母细胞成熟受抑制。在体内高浓度的

E2 可导致卵泡囊肿，正常情况下短暂的 E2 下降后才出现 LH 峰。在绵羊，E2 能抑制完整

卵泡类固醇的合成，降低卵母细胞成熟后受精能力和发育能力。孕酮（progestin, P）对牛、

猪、和人卵母细胞成熟有正效应，对绵羊则相反。Mingoti等 (2002) 报道，牛 COCs能分

泌 E2和 P，兔、大鼠、和人 COCs也分泌 P和 E2
[134]。FSH和 EGF (表皮生长因子, epidermal 

growth factor, EGF) 激发卵母细胞减数分裂，经第二信使 cAMP和 IP3，使 Ca2+进入卵母细

胞，EGF比 FSH更能显著促进小鼠颗粒细胞的扩展。猪卵母细胞成熟培养的时间较长，一

般都要 48h，在培养的前 24h添加 eCG、hCG和 E2，然后去除所有激素再培养 24h，不仅

能提高卵母细胞的成熟率，而且成熟卵母细胞的质量也高，受精和发育更正常。在促性腺

激素 FSH/LH 存在的条件下，加入 P 成熟培养牛卵母细胞，可获得与添加血清相同的成熟

率和卵裂率，E2 没有这种作用。  

3.3 生长激素和生长因子的作用 

生长激素 ( growth hormone, GH)能加快牛、大鼠、猪卵母细胞体外成熟的速度[135]，对

于牛还显示增加胚胎卵裂率和囊胚发育率的效果。体外成熟培养中，GH能促进卵母细胞细

胞核的成熟，诱导卵丘细胞扩散，并显著提高精子的受精率，促进卵裂及胚泡的形成。卵

丘细胞及卵母细胞上均有 GH受体，GH与之结合后，通过信号传导对卵母细胞成熟发挥作

用。与 GH 作用相反，生长激素释放激素 (GHRH)及其结构类似物内肠肽 (vasoactivee 

intestinal peptide,VIP)并不会促进牛卵母细胞的核成熟，而且对胞质成熟有负效应。体外成

熟液添加 GH 可提高卵母细胞成熟效率。EGF 能够诱导猪[136]、牛[137]体外培养卵子的卵丘

扩散，并促进核成熟。这种作用是由卵丘细胞介导的，因为培养裸卵时，添加 EGF没有效

果。EGF能促进卵母细胞成熟过程中蛋白质的合成，提高卵母细胞质的成熟质量，添加 EGF

培养成熟的卵母细胞受精后的发育能力更强。转移生长因子（transforming growth factor, 

TGFa）在结构和功能上与 EGF相似，可以和 EGF受体结合，同样能诱导猪、牛卵丘细胞

扩散，促进卵母细胞核成熟。胰岛素样生长因子（insulin like growth factor I, IGF–I）对猪、

牛卵母细胞的体外成熟也有促进作用，不仅能促进卵丘细胞的扩散和核成熟，而且能增加

所得胚胎的发育能力[138]。在含激素和血清的成熟培养液中加入 IGF–I培养马卵母细胞，对

核成熟的影响不明显，但卵母细胞皮质颗粒在成熟过程中迁移程度加强，卵母细胞的孤雌

发育能力也显著增强，表明 IGF–I 促进卵母细胞的胞质成熟。胰岛素在高浓度时可以结合

IGF–I的受体，也能增加猪体外成熟卵母细胞的受精率和卵裂率，诱导牛卵丘细胞的扩散、

增加囊胚中的细胞数。周欢敏等 (2001) 认为山羊卵泡卵母细胞在 FSH存在情况下，IGF–I
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和 EGF及碱性成纤维细胞生长因子（fibroblast growth factor, bFGF）这三种生长因子单独或

有选择地联合使用，对山羊卵泡卵母细胞的体外存活能力均具有正向调节作用[39]。神经生

长因子（nerve growth factor， NGF）是卵母细胞成熟过程的调节物质之一，它既可作为一

种自分泌 /旁分泌的因子参与卵母细胞功能的调节，并能中介 LH 信号。NGF 对卵母细胞

核、质成熟的促进作用目前还未被证实，可以肯定它能影响猪卵母细胞成熟的动力学，加

快进入MⅡ期的速度。TGFb、激动素 (activin)等因子对卵母细胞成熟的影响不大。有研究

显示，EGF 对卵母细胞成熟的促进作用需要促性腺激素的协同。但也有相反的报道认为，

在有 EGF或 FCS的培养液中，加入 FSH并未显示出明显的效果。 

3.4 卵泡液和颗粒细胞对卵母细胞体外成熟培养的影响 

卵泡液 (follicular fluid, FF)是卵母细胞体内发育的介质，含有大量来自血清的生化因子

和卵母细胞及卵泡细胞的分泌因子。卵泡液所含的因子在体内随机体内分泌状态的变化而

变化，体外培养时会表现出对卵母细胞成熟的促进和抑制两种相反作用。张明觉等 (1955)

发现兔子的卵泡液可以抑制成熟分裂，随后发现在地鼠、大鼠、小鼠和猪等动物上也有此

现象[139]。目前从猪和大鼠分离出抑制成熟物质 (OMI)，它来于颗粒细胞[4]。卵泡液的促进

作用主要表现在提高卵母细胞质成熟的质量，增加胚胎的发育能力；控制卵泡液在培养液

中的添加浓度，可以消除其对核成熟的抑制作用。卵泡液对核成熟的抑制作用与所采卵泡

的大小有关，来自小卵泡 (<3 mm)和中卵泡 (3- 8 mm)的卵泡液抑制卵母细胞核成熟，大卵

泡液 (> 8 mm)对核成熟没有抑制作用[140]。猪卵泡液有改善颗粒细胞扩展的物质，经分离

鉴定是一种 6.5kDa耐高温蛋白，促进卵母细胞核成熟和雄原核的形成，并能完成受精和随

后的发育。Huang 等 (2001) 报道 20%、40%、100%猪卵泡液对猪卵母细胞成熟率和卵裂

率影响差异不显著，但受精液中含 40%和 100%卵泡液，卵裂率高于对照组[141]。Hinrichs 等 

(2002) 报道，马卵母细胞在 100%卵泡液中成熟,受精率显著高于无卵泡液和 20%卵泡液成

熟组[142]。Raghu 等 (2002) 报道水牛卵泡越大，卵母细胞发育率和受精率越高，胚胎发育

潜力也越大[143]。LH 峰后 20h 牛卵泡液对牛卵母细胞的成熟率和核发育率，要比 0h 和 8h

显著高。邵华等 (2002) 报道绵羊卵泡液对山羊卵母细胞减数分裂产生抑制作用，而山羊卵

泡液不能抑制卵母细胞减数分裂的恢复。卵泡液的抑制效果随着卵泡的不同发育阶段而改

变，卵泡的成熟程度愈高，所产生的抑制效果愈弱。卵泡液对牛卵母细胞核成熟的抑制也

是无效的[2]。 

大多数哺乳动物，生长的卵母细胞被颗粒细胞包裹。颗粒细胞不仅为卵母细胞提供营

养物质，还能产生信号刺激某些结构蛋白的合成和一些特异蛋白的成熟。颗粒细胞产生的

EGF、IGF–I 等对胞质成熟很重要，能促进颗粒细胞的代谢 。抑制素和激活素等其它自分

泌和旁分泌因子也与胞质成熟有关，二者结合使用，能促进核成熟和受精。其浓度随卵泡



- 22 - 

的增大而增高，而这些激素是由颗粒细胞分泌的。卵母细胞体外成熟培养时，同时加入促性

腺激素和颗粒细胞可提高减数分裂率，促性腺激素促进核成熟是由颗粒细胞介导的，颗粒细

胞通过卵丘细胞的作用提高卵母细胞中MPF的水平，促使其发生减数分裂[144]。促性腺激素

和颗粒细胞除对卵母细胞的核成熟有协同作用外，二者各自对胞质的成熟也有一定的作用。

如促性腺激素可促进人、猴卵母细胞的激活，并可使其顺利通过 8–细胞阶段[145]。在无促性

腺激素的体外培养系统中加入颗粒细胞对卵母细胞卵裂前期的发育有促进作用，用该方法已

经将来自未经激素处理的猴卵母细胞经体外成熟培养后发育到囊胚。无论是促性腺激素还是

颗粒细胞对直径不足 1.0 mm的卵泡中的卵母细胞无明显作用，因为发育早期卵泡中的颗粒

细胞上缺乏促性腺激素受体。虽然一定程度上将卵母细胞与促性腺激素、颗粒细胞共培养使

其周围环境接近体内成熟时卵泡液的内环境，但体外成熟后卵母细胞的减数分裂和发育能力

仍不如体内成熟的卵母细胞。这是由于卵丘细胞对卵母细胞的特殊作用在体外成熟时随颗粒

细胞扩散而丧失。排卵前颗粒细胞扩展，合成大量胞外基质，富含透明质酸（HA），有利于

排卵后进入输卵管，也保证卵母细胞正常的受精和胚胎发育潜力。当只剩颗粒细胞和透明带

时，FSH并不能使颗粒细胞扩展和透明质酸增加，说明卵母细胞可能分泌促卵丘扩展因子。

当卵丘–卵母细胞复合体成熟扩张不充分时，可能与卵母细胞自身的活性有关。卵母细胞存

在时，FSH才促进颗粒细胞扩展，说明颗粒细胞和卵母细胞是相互作用的。 

3.5 卵泡大小和卵丘细胞对卵母细胞体外成熟的影响   

卵泡及卵母细胞直径与卵母细胞的减数分裂恢复和发育能力有关，即卵母细胞的质量

和受精后的发育潜力与卵泡大小、包裹程度以及细胞质形态等因素有关。在体内，卵母细

胞在最后成熟阶段，卵泡直径由 1mm增加到 15~20 mm。Barnes等 (1991) 研究，卵泡直

径达到 3mm 以后，卵母细胞除完成细胞核的最后成熟外，还不断在细胞质中贮存 RNA、

蛋白质和其它因子以保障受精后胚胎的正常发育[146]。在体外，来源于不同直径卵泡的卵母

细胞在体外成熟和受精后，囊胚发育率存在明显差异。 

大卵泡 (直径> 6 mm) 卵母细胞的卵裂率及囊胚发育率显著高于小卵泡 (直径< 6 

mm)。Barnes 等研究，从人小卵泡吸取不成熟卵母细胞形成的胚胎发育速度较慢，与从大

卵泡获取的卵母细胞相比，不能卵裂的比例较高。Hendriksen 等 (2000) 研究, 小于 2 mm

牛卵泡卵母细胞体外囊胚发育率最低，3~7 mm之间卵泡卵母细胞有相似的卵裂率及囊胚发

育率，而来自 8 mm卵泡卵母细胞体外囊胚发育率最高[147]。Tsatriri等 (1993) 研究，猪卵

泡直径为 6~12 mm，第一极体排出率为 80.1%，直径为 3~5 mm为 54.8%，直径为 1~2 mm 时

仅为 15.6%[148]。Motlik等 (1984) 指出，直径为 0.4~0.8 mm猪卵泡卵母细胞体外培养后很

少核成熟[61]。虽然上述结果不尽一致，但有一点是统一的，即大卵泡 ( > 2 mm) 卵的体外

受精效果优于小卵泡 ( < 2 mm) 卵。小卵泡卵母细胞由于卵泡内的卵丘细胞、内膜细胞等
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体细胞尚未分化至具有激素或生长因子受体阶段，且细胞质的不完全成熟以及由于 mRNA

合成的缺乏而造成某些必需的蛋白质合成的减少是导致小卵泡卵母细胞发育潜力降低的主

要原因。Hyttel 等 (1997) 指出，RNA 的早期合成和积累是卵母细胞成熟分裂和早期胚胎

发育的物质基础。根据卵泡大小可确定 FSH的刺激效果，卵泡大，FSH刺激效果明显，而

在小的卵泡群，其刺激效果差[149]。Xu等 (1995) 发现牛小腔卵泡中的颗粒细胞没有 LH受

体 mRNA，即小腔卵泡的卵母细胞不对 LH产生应答，早期卵泡卵母细胞 RNA合成非常活

跃[150]。Smedt (1994) 报道 2 mm山羊卵泡卵母细胞 RNA合成非常活跃，当直径增加到 3mm

时，RNA转录水平下降[29]。卵母细胞的成熟与卵丘细胞的作用分不开。COCs的初期质量

决定卵母细胞的成熟能力。Hashimoto等 (1998) 发现，对有完整缝隙连接的卵母细胞，卵

丘细胞的密度为 1.6~3.2×106，体外成熟后的发育能力最强[151]。Byskov 等 (1997) 认为卵

丘细胞能分泌减数分裂激活物（meiosis–activating substance, MAS），MAS能诱发卵母细胞

细胞核由休止期进入成熟分裂期，促进细胞质成熟。卵丘细胞合成和分泌MAS需要来自卵

母细胞的信号，这一信号的传递是通过卵丘细胞和卵母细胞的间隙连接完成的[152]。卵母细

胞能有效吸收卵泡液中的低分子物质，经代谢转化，通过细胞连接，为卵母细胞的生长提

供物质和能量。而卵母细胞在生长过程中释放促进卵丘细胞生长的因子[153]。二者相互促进，

使卵母细胞最后成熟。超微结构研究，从卵巢中割出的卵母细胞微绒毛较少且大都呈短粗

倒伏状，甚至没有，而从有腔卵泡中穿刺获得的卵母细胞表面有较多的微绒毛且细长直立

[154]。卵母细胞成熟过程中，通过微绒毛与卵丘细胞的物质交换十分重要。所以，那些表面

没有微绒毛的未成熟卵母细胞可能得不到激素的作用或作用较少，所以成熟率低。 

孙青原等 (2000) 研究，壁层颗粒细胞与卵丘细胞之间，卵丘细胞与卵丘细胞之间，以

及卵丘细胞与卵母细胞之间通过间隙连接产生异源性代谢偶联和电偶联。卵母细胞的生长

发育依赖于从这些细胞及周围卵泡液获得的信息。间隙连接介导了卵母细胞和卵丘细胞之

间的通讯联系。无论是颗粒细胞之间同质的间隙连接，还是颗粒细胞与卵母细胞间异质的

间隙连接，在整个卵泡生长阶段，从原始卵泡的激活到卵母细胞恢复减数分裂之前始终维

持，卵母细胞减数分裂恢复后不久，细胞间的间隙连接丢失，一些大分子的代谢产物和信

息分子再也不能在体细胞和配子细胞中穿梭交流。在体内，排卵前促性腺激素峰诱导卵母

细胞恢复减数分裂的过程中总伴随着卵丘扩展[155]。排卵时扩展了的 COC 作为一个整体从

卵泡中释放出来。卵丘扩展是卵母细胞成熟的必要条件，但卵母细胞成熟并不需要卵丘细

胞完全扩展，因为 FSH 作用于 COC 使其卵丘细胞产生一种促卵母细胞成熟因子，而这种

促成熟因子的产生必须依赖于卵丘发生一定程度的扩展，但并不一定需要卵丘完全扩展。

Park 和 Fukui[156]认为：卵丘细胞能诱发精子发生顶体反应，并增加其穿透能力，但卵丘细

胞必须保持与卵母细胞的紧密结合。一定数量卵丘细胞的存在，是卵母细胞完成体外成熟

及受精的必要条件。但 Hawk (1993) 的实验证明：卵丘细胞过多过致密也会阻碍精子入卵。
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他把卵母细胞分成带有十分完整的卵丘细胞和带有部分卵丘细胞两类，前者的受精率仅为

27%，人为地去掉大部分卵丘细胞后可使受精率加倍 (56%) ，但仍不及原本就带有部分卵

丘细胞的卵子的受精率 (61%)[157]。 

3.6 其他添加物对卵母细胞体外成熟培养的影响 

巯基类物质半胱氨酸、谷光甘肽、谷氨酰胺、β－巯基乙醇等可以清除卵母细胞内氧

自由基，同时还可以在细胞分裂时作为二硫键断裂的供氢体[158～160]。所以对卵母细胞的胞

质成熟有明显的促进作用。卵母细胞培养过程中胞内产生的反应氧系 (reactive oxygen 

species, ROS) 对卵母细胞的发育能力有影响，ROS 在细胞内的水平由超氧化物歧化酶 

(SOD)、谷胱甘肽 (GSH )等物质的中介代谢过程控制。小鼠、仓鼠、猪、牛等动物卵母细

胞在成熟过程中都要合成谷胱甘肽。谷氨酰胺 (glutamine, Gln) 有利于那些终止或降低有害

氧化反应的代谢途径的实现，保护细胞免受 ROS侵害，提高成熟卵母细胞质量。在牛卵母

细胞体外成熟培养液中分别加入 SOD、GSH、Gln，均有利于卵母细胞的发育能力，特别

是 GSH 和 Gln 添加后，卵母细胞受精后的卵裂率和囊胚发育率均显著增加[161]；成熟液中

加入 GSH 增加山羊卵母细胞内 GSH 的浓度，但没有明显提高卵母细胞的受精率。体细胞

和卵母细胞都不能直接将 GSH 转移进胞内，细胞内的 GSH 是由其他物质合成的。参与合

成 GSH的物质包括甘氨酸 (glycine)、谷氨酸 (glutamate)和半胱氨酸 (cysteine)。牛卵母细

胞成熟液中添加半胱胺 (cysteamine)、β－巯基乙醇 ( β－mercaptoethanol)、半胱氨酸及

胱氨酸 (cystine)，都可诱导卵母细胞内 GSH合成，但在山羊卵母细胞成熟液中分别添加上

述四种物质后，只有添加半胱胺和β－巯基乙醇培养成熟的卵母细胞的正常受精率显著提

高，而半胱氨酸及胱氨酸则没有影响。水牛卵母细胞成熟液中添加 50 µM半胱胺虽然对成

熟率和体外受精胚的卵裂率没有明显的促进作用，但能显著增加胚胎发育到桑椹胚和囊胚

的比率[162]。培养液加入葡萄糖提高牛卵母细胞核成熟率，增加胞内 GSH 合成，有利于后

续发育，但葡萄糖浓度过高 (20 mM)则表现相反的效应[163]。 

Twin－80是一种非离子型表面活性剂，成熟培养液中添加能够降低液体的表面紧张度，

它自身并不能促进卵母细胞成熟，但与 EGF配合使用时，能显著提高卵母细胞成熟率[164]。

副甲状腺素相关蛋白 (PTHrP)是存在于卵母细胞和胞外基质中的一种多肽，无血清培养液

中加入 PTHrP能增加受精卵向囊胚的发育能力。MAS是一种固醇类物质，小鼠的卵丘细胞

受到 FSH处理后，能分泌MAS。MAS能够启动小鼠生殖细胞的减数分裂。体外条件下，

MAS可以诱导受 IBMX阻滞的小鼠、大鼠、牛卵母细胞减数分裂的恢复。体外培养时添加

MAS 能够提高人、小鼠卵母细胞成熟速率和质量，有利于胚胎发育。MAS 提高卵母细胞

成熟质量与它能够支持胞内微管的组装、延迟皮质颗粒的释放有关，后者被认为可以降低

卵母细胞的受精率。一氧化氮（NO）在卵母细胞成熟中的作用近年来受到关注。小鼠卵母
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细胞成熟液中加入低剂量的 NO 生成物硝普钠 (sodiumnitroprusside, SNP)能显著地提高卵

母细胞的成熟率，NO合成的抑制剂同时也抑制卵母细胞减数分裂的恢复，这种作用对剂量

非常敏感，SNP在 10~5M或 10~3M时，表现细胞毒性作用[165]。 

3.7 延迟成熟培养 

卵母细胞成熟能力的获得并不意味着具有完成成熟分裂的能力，也不意味着具有受精

能力和完全的胚胎发育能力[13]。体外成熟培养的卵母细胞经体外受精后囊胚发育率远低于

体内成熟的卵母细胞，这是由于体外成熟卵母细胞的不充分获能造成的。卵母细胞在体外

培养延长生发泡期（GV），可促进卵母细胞进一步获能，从而提高发育潜能。卵母细胞真

正意义上的成熟应包括核成熟、胞质成熟和卵质膜的成熟。在体外成熟培养中，先用蛋白

质合成抑制剂放线菌酮 (CHX) 维持成熟阻滞 6h，同时加入 dbcAMP，调整降低胞内 cAMP

水平，然后再进行成熟培养，可显著提高成熟卵母细胞发育能力[166]。单纯用 CHX 预先处

理 6h 对卵母细胞的发育能力起抑制作用，但若同时加入小卵泡 (3~5 mm) 中的颗粒细胞

以及 LH，成熟的卵母细胞发育能力显著增强。地塞米松 (dexamethasone, DEX )、睾酮 

+dbcAMP 预处理卵丘–卵母细胞复合体 (COC)，也能达到对猪卵母细胞的可逆性阻滞，成

熟率不受影响，但降低了卵母细胞的发育能力。另据报道，卵丘卵母细胞复合体成熟培养

前置 4℃预处理 4h，提高卵母细胞的发育能力，可能与降低卵丘细胞凋亡有关。小于 5 mm

的卵泡经 4℃处理，卵丘细胞中没有 Bax及 Bcl-xs等与细胞凋亡有关因子 mRNA的存在，

相反，在 37℃孵育的 COC，这些凋亡相关基因都有表达[167]。邵华等 (2002) 用“两步法”

培养山羊卵母细胞，把山羊卵母细胞先与半卵泡共培养 24h 后，再成熟培养 24h 来延迟成

熟培养时间，获得较高的成熟率（64.29%）[2]。 

3.8 其它条件对卵母细胞成熟的影响 

卵母细胞成熟潜力与卵巢运输条件、采卵季节和取卵方法等有很大关系。随着哺乳动

物胚胎操作技术的深入研究，从屠宰厂废弃卵巢中获取卵母细胞，已成为体外受精、核移

植、转基因等相关胚胎技术的主要材料来源。卵母细胞采集是进行体外成熟的前提。屠宰

卵巢卵母细胞的机械采卵有三种方法即抽吸法、切割法和切剖法。 切割法是切割整个卵巢，

虽然采集到的卵母细胞较多，但可用于体外培养的较少，因为这样切到的卵母细胞大小相

差很大[168, 169]。抽吸法采集到的卵母细胞数与 Pawshe等 (1994) 报道的基本相同[28]。而切

剖法采集到的卵母细胞数最多，切剖法采集到的裸卵数显著低于切割法[170]。所以，切剖法

更适合于山羊卵巢卵母细胞的采集。一般观点认为繁殖季节采卵数要优于非繁殖季节[171]。

郭继彤、陈俊颖等先后得出非繁殖季节的山羊卵巢可获得更多可用的卵母细胞。山羊在非

繁殖季节也有大量卵泡发生，处于非繁殖季节山羊卵巢有类似于繁殖季节的卵泡动力学变

化[172]。非繁殖季节山羊卵泡内卵母细胞仍有发育能力，通过短日照以诱发山羊非繁殖季节
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发情和排卵[173]。这些卵泡的大小比繁殖季节的卵泡均等且少有或没有黄体，与繁殖季节相

比，非繁殖季节的卵泡总数要高一些，所以平均每个卵巢采集到的卵母细胞数比繁殖季节

多[174]。而繁殖季节屠宰的山羊大多处于妊娠期，卵巢表面多有大的黄体。卵巢黄体会影响

到卵母细胞的成熟数量，但对成熟后受精和卵裂率无影响。张涌等 (1996) 比较繁殖季节和

非繁殖季节山羊卵巢大腔和小腔卵泡卵母细胞体外成熟情况表明，繁殖季节的成熟率均高

于非繁殖季节的成熟率，并将体外成熟的小腔卵泡卵母细胞与体外获能精子进行受精，欺

受精率为 35.7%[40]。 

卵巢运输时，温度、时间和保存方法对卵母细胞的利用率也有很大影响。运输时间越

短越好，最大阈值 6h。卵母细胞成熟培养条件要求很严格，尽量模仿本物种体内卵母细胞

成熟环境，培养温度应和体温一致。张涌等 (1996) 在 38.5℃培养山羊卵母细胞最高获得

68.4%成熟率[40]；刘灵等 (1992) 在 39℃培养山羊卵母细胞获 79.4%的体外成熟率[41]；徐照

学等 (1998) 在 38.5℃和 39℃下培养山羊卵母细胞 24h，其成熟率无显著差异[33]。山羊卵

母细胞一般成熟在 5% CO2、饱和湿度、38.5~39℃培养。Rho等 (2001) 研究表明，山羊卵

母细胞成熟率 27h要显著高于 24h组[175]。猪 48h、马 24~42h。在实验室采卵过程中，温度

很重要。室温下，对山羊裹着的卵母细胞进行操作，在减数分裂期间引起畸形。尽管在室

温下回收的卵母细胞，同在 30~35℃下分离的卵母细胞相比，以同样的比例可以发育到MⅡ

期，但其中有些（11.5%）出现不正常减数分裂的纺缍体，影响中期板的形成，造成异常的

染色体分布。裹着卵泡的绵羊卵母细胞，室温下操作 5h，并不引起畸形。然而，在核泡破

裂期间，温度降低，引起纺缍体构造的解体[31]。所以实验室采卵时，要无菌操作，快捷、

高效，操作台要恒温，保持 30~35℃，1h 内完成采集为好。另外，郭继彤认为卵巢运输时

贮存温度应在 30℃以下，而张涌等建议 35~38℃更好些。 

总之，卵巢卵母细胞生长、发育是一个极其复杂的过程，涉及到多种体细胞和生殖细

胞自身。在众多培养体系中，卵母细胞总是被阻滞于减数分裂，发育到一定阶段后获得恢

复减数分裂能力，并最后发育成熟。卵母细胞减数分裂能力的重新获得和生长发育是密切

相关的。充分利用能够维持不同发育阶段卵母细胞在体外生长发育的培养体系，阐明参与

卵母细胞生长过程以及卵泡细胞间信号通讯的分子机制，建立和完善更有益于卵母细胞体

外发育的培养体系，认识山羊卵泡卵母细胞体外发育过程和规律，从而为体外生产大量具

有发育能力的卵母细胞奠定基础。 

第二节 哺乳动物体外受精和早期胚胎体外培养的研究进展 

哺乳动物体外受精研究已有 100多年历史。早在 1878年，澳大利亚科学家 Schek就用

兔进行过试验，此后 Onaoff、Pincus等科学家曾对家兔和小鼠进行过体外受精。直到 1957

年，张民觉和 Austin才在试验中发现试管小兔。随着体外受精方法的不断完善，已先后在
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30多种哺乳动物体外受精并相继获得成功，其中移植获得试管后代家畜有牛、山羊、猪、

绵羊等。关于人试管婴儿也有诸多报道，Steptoe和 Edwards (1978) 报道了世界上首例试管

婴儿，至今已有数十万例试管婴儿在世界上诞生。体外受精（in vitro fertilization, IVF ）是

指哺乳动物的精子和卵子在体外人工控制的环境中完成受精过程的技术。哺乳动物体外受

精技术从 50年代初到现在已得到深入而系统的发展，但对山羊体外受精的研究则开始得较

晚。日本学者 Hanada (1985) 用超排山羊卵母细胞与精子体外受精培育出世界上第一只试

管山羊[176]。我国学者钱菊芬 (1991) 以相同的方法培育出我国第一只试管山羊[177]。Younis 

(1991) 首次进行了由体外成熟山羊卵母细胞经体外受精而使受体羊怀孕的实验[178]。刘灵等 

(1992) 年培育出世界上第一只由卵巢卵母细胞经体外成熟和体外受精而得到的试管山羊
[41]。哺乳动物体外受精主要包括：卵母细胞体外成熟；精子获能；精卵结合即受精，胚胎

早期培养和胚胎移植等步骤。 

1 精子获能 

1.1精子获能的概念及特点 

1951年张明觉[179]和Austin[180]分别发现精子在生殖道内成熟一段时间,才能获得受精能

力。1952 年被 Austin 命名为“精子获能”。精子成熟后，虽然具有一定活力，但却没有受

精能力。精子在通过雌性生殖道过程中，经历一系列生理、生化变化，获得受精能力，这

个过程为精子获能 (sperm capacitation)。精子获能是所有哺乳动物精子受精前必须经历的一

个生理阶段。精子在体内获能，主要发生在子宫中，在输卵管中获能更为充分，而且精子

获能没有种属特异性，即羊精子可以在兔生殖道内获能。获能过程不同物种有共同特点，

如精子代谢要发生很大变化，精子活力增强，呼吸率升高，耗氧量增加，使精子产生超激

活运动 (hyperactivated  motility, HAM) 或鞭打运动 (whiplash motility)，即精子头部侧摆幅

度和频率明显增加，尾部振幅加大，频率加快，是精子受精前为适应受精需要而发生的一

类特殊运动类型。获能所需要的时间因动物种类而有所不同。一般 1.5~16h。即使在同一种

类内也存在着明显的差异。如小鼠附睾液中精子在适当溶液中稀释 30 min即可获能，猪精

子需 2～3h 获能。精子获能具非均一性，即有先有后，所以常用群体百分率表示精子获能

程度。获能也是一个可逆的过程，即获能精子一旦与精浆和附睾液接触，又可去获能。表

明精浆和附睾液中存在去能因子 (decapaciation factor, DF)[181, 182]。DF是一种糖蛋白大分子，

分子量在 48~200 kDa。精胺是精浆中一种获能抑制因子，它可抑制仓鼠、豚鼠及人精子体

外获能、顶体反应（acrosome reaction, AR）和受精能力。 

精子获能期间没有明显形态学变化，但生化变化涉及到包裹在精子表面的附睾蛋白和

精浆蛋白的除去或重新分布。凝集素结合能力丧失、表面电荷、SH 和 NH2基团减少，而
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且膜脂类成分发生改变、膜蛋白迁移和顶体暴露等。获能是一个低 Ca2+ 浓度依赖过程。在

获能期间，精子膜离子通道，特别是钙通道被激活[183]、耗氧量和糖酵解明显增加，腺苷酸

环化酶和神经氨酸苷酶被激活，导致胞内 cAMP 含量升高和精子活力增加，从而促进精子

获能。顶体酶原转化为有活性的顶体酶，蛋白酪氨酸磷酸化加剧[184]，从而引起顶体反应。

有助于精子与卵子识别、结合和穿透。精子获能是精子顶体反应的前奏，只有获能的精子

才能发生顶体反应，所以顶体反应标志着精子获能的完成。 

1.2精子获能后的变化 

精子获能后，在接触透明带过程中，头部（顶体）发生了明显形态学变化，最终将顶

体帽外的质膜和顶体外膜融合，穿孔，释放出水解酶类。这一变化过程称为顶体反应。顶

体反应是精子质膜与顶体外膜融合和小泡化，从而使顶体基质中各种酶释放出来，如透明

质酸酶分解卵丘细胞间质，顶体酶(胰样蛋白酶)，还有磷酸酯酶，放射冠酶等酶类，降解卵

母细胞外颗粒细胞基质，水解透明带，并使精子质膜与卵质膜融合，使卵母细胞顺利受精。

不同物种囊泡化方式不同。如牛精子是质膜与顶体外膜融合囊泡化；而猪、绵羊等是质膜

膨胀破裂和顶体外膜内陷囊泡化。人的卵泡液、卵丘卵母细胞复合体（COC）、透明带均可

刺激精子发生顶体反应，这是由于卵泡液中含有孕酮与大分子物质如白蛋白、氨基葡萄糖

等。顶体反应前，有些动物的精子开始猛烈移动，称为超激活运动，尾部呈有力的鞭打状，

为“8”字形。精子激活部位是在输卵管，特别是壶腹部。 

1.3 影响精子获能的因素 

1.3.1环境因素 

精子获能时，离子变化起主导作用。获能前，膜内 K+高，Na+ 低；而顶体反应后，这

种离子平衡打破，产生了 Ca2+ 的短暂内流。膜电位变化，引起精子 Ca2+ 浓度升高，从而

引发顶体反应。 

温度对精子获能很重要，如猪、羊精子获能温度 38.7~39.7℃，比正常体温下更有效。

轻微的温度变化，可以使质膜脂类的物理学状态产生很大变化。超激活运动发生的同时伴

随着由细胞内 H+ 流出而导致的细胞内 pH升高[185]。获能最适 pH为 7.4~8.0，低于 6.7延长

获能时间，高于 8.2，缩短获能时间，但不利于精子存活。渗透压对精子获能也很重要，适

宜渗透压为 295~310 mosm/kg[186]。高离子强度和高渗透压有利于精子获能，如 Olighant和

Brackett (1975) 使用高离子强度液获得试管兔，随后以 380 mosm/kg的高渗透压液也获得

试管兔[187]。钱菊芬等 (1991) 用高离子强度液处理山羊精子，与输卵管卵母细胞体外受精

获得我国首例试管山羊[177]。 
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1.3.2获能液和获能方法 

精子同精浆接触，获能时间就会延长。因为精浆内含有去获能因子、纤粘连蛋白等，

与精子结合起稳定作用。在精浆中，含前列腺素的 Zn2+与射出的精子核蛋白 SH 基结合，

因而可使核蛋白短时间稳定。如猫附睾尾部收获的鲜精获能和入卵要比射出的精子快得多。

此外精子获能也是一个可逆过程。获能精子与精浆和附睾液接触，可去能 (decapacitation)，

再进入雌性生殖道又可再获能。这种去能因子是一种糖蛋白 (40～200 kDa)。它们都是稳定

精子膜，阻断 Ca2+ 内流，防止精子过早获能，Zn2+ 和精胺就有此作用。因此，精子洗涤对

于精子的获能很重要。精子体外获能的第一步即是洗涤。经一次或多次洗涤离心后除去杂

质、精清、死精子、低活力精子 、冻精保护液及稀释液等。目前牛精子洗涤液用 BO液和

改良的 Tyrode,s液 (TALP)，山羊用不含 BSA的 BO液，猪多用 TCM199液。精子洗涤后

即是获能处理。主要用高离子强度液 ( His )、Ca2+ 载体和肝素等，以促进 Ca2+ 进入精子并

刺激精子内部 pH升高，从而诱发精子获能。 

徐照学等 (1998) 用 BO 液上浮法对山羊冷冻精液的活精子进行分离，其受精率达

64.3%，效果明显优于 Peroll分层液法（49.0%）[33]。任克良等 (2000) 用MD-His对家兔精

子获能处理，卵裂率达 63.15%，并获得 1 只试管兔[188]。张涌等 (1998) 分别用 BO 液和

MD-His液处理山羊新鲜精液，受精率分别达 56.61%和 63.33%，表明二者均适宜于山羊精

子获能处理[42]。Smedt等 (1992) 分别用 BO液和MD-His液处理山羊新鲜精液，获较高的

体外受精率（56.7%和 57%），Peroll 梯度离心法是近年使用较多的新方法[31]。由于活精子

在梯度中的沉降速度高于死精子，放 Peroll 离心处理后可获得较高浓度的精液，用于体外

受精，使在一个同等体积、同等精子密度受精滴中加入更多的卵母细胞并维持较高卵裂率

及囊胚率。 

1.3.3 影响精子获能的物质 

牛、猪、绵羊和山羊精子，Ca2+ 载体 IA23187（IA）诱导顶体反应较为有效，它与 Ca2+ 

形成复合物，携其进入精子，从而诱发顶体反应并激活顶体酶系。Roldan 等 (1989) 使用

Ca2+ 载体 IA23187处理羊精子引发顶体反应，可能是产生 DAG（二酰基甘油）第二信使引

起顶体反应[189]。Ca2+ 能刺激细胞的糖酵解过程，提供精子增加活力所需的能量，从而加强

精子运动，特别是加强精子鞭毛运动。IA23187能使 Ca2+ 聚集，使 Ca2+ 达到高浓度，当加

入 IA23187精子发生强而有力的鞭打式运动。旭日干 (1990) 首次利用载体 IA处理山羊精

子获能，得到试管山羊，并得出处理最佳条件是 IA23187浓度为0.5uM，处理时间为2 min[34]。 

环磷酸腺苷 (cAMP) 与精子运动、获能和顶体反应有关。cAMP 与肌肉运动和鞭毛运

动密切相关。cAMP 合成的物质如环化酶激动剂、磷酸二酯酶抑制剂都促进精子获能和顶

体反应[190]。咖啡因是磷酸二脂酶的抑制剂，使精子 cAMP含量增加，从而促进精子获能，
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促进细胞的氧化代谢和能量产生，从而发挥其促精子活力的作用，咖啡因还能延长精子寿

命。如牛精子用含有 10 mmol/ml咖啡因和 20 µg/ml肝素的 BO液洗涤，培养，可使其获能。

透明质酸 (hyaluronic acid或 hyaluronan, HYA) 处理精子则趋于均匀分散状态，HYA本身

的高粘滞性所带来的细胞空间的适当渗透压防止细胞的聚集作用，从而防止局部聚集部位

缺氧而导致的细胞死亡。HYA与肝素协同作用，能够显著诱导牛精子获能，单独作用效果

不明显[191]，HYA 对精子或其它活细胞的作用，主要是通过调节渗透压、离子浓度等细胞

外空间因素而间接起作用，并不是直接作用于细胞本身。 

输卵管中的氨基多糖 (GAG) 也可促进精子对 Ca2+ 的吸收，诱发顶体反应。肝素是高

度硫酸化的 GAG，牛精子获能最有效，最适剂量 10~100 µg/ml。获能液中也添加咖啡因、

肾上腺素、亚牛磺酸等，提高精子活力，或抑制过氧化物对精子损害。在早期精子体外获

能和发生顶体反应用一些生物活性液如卵泡或颗粒细胞液，后来用牛血清白蛋白 (bovine 

serum albumin, BSA) 代替。BSA具有很强的结合胆固醇和 Zn2+ 能力，从而改变精子膜结

构[3]。BSA 通过转移磷脂酰胆碱而降低精子胆固醇。排卵时，有少部分卵泡液进入输卵管

峡部，有利于精子激活、趋化、顶体反应和阻止多精入卵[192]。总之，Ca2+、腺苷酸环化酶、

cAMP、蛋白激酶和蛋白质磷酸化，是精子超激活必需的。在获能中和获能后，尾部表面失

掉覆盖物，露出受体，被配体活化，激活 G蛋白，钙通道活化，使 Ca2+ 短暂流入刺激腺苷

酸环化酶，启动 cAMP蛋白激酶的系列反应。同时也激活 Na+/H+ 通道，使细胞内 pH上升。

细胞内 Ca2＋、H+与 cAMP 的浓度，可调节精子尾部运动，细胞内 Mg2＋的浓度影响轴丝的

硬度，使轴丝动力蛋白相互作用，在线粒体参与下，导致精子发生超激活运动[189]。 

2 体外受精 

2.1 体外受精过程 

成熟卵母细胞卵丘扩展明显，主要由颗粒细胞和细胞外基质组成，分泌精子趋化因子，

吸引大量精子包裹。剧烈的运动和酶作用下，逐渐使颗粒细胞脱落，直至与卵母细胞透明

带接触。颗粒细胞的存在可延长精子寿命，分泌诱导发生顶体反应的物质并且能阻止多精

入卵，所以在体外受精时，颗粒细胞要有适当的保留。卵丘细胞也是活化诱导物。透明带

蛋白筛选精子，哺乳动物卵母细胞的透明带由三种糖蛋白(ZP1、ZP2、ZP3)组成, 其中 ZP3

是精子的特异受体，并且能触发顶体反应。受精时，精子首先与 ZP3结合，ZP3粘在精子

头部并刺激精子顶体小泡胞吐。然后，顶体内层蛋白暴露于精子顶部，这种新暴露的蛋白

质是精子细胞与精子受体偶联的配基，它使精卵细胞膜得以融合而发生受精[3]。当去掉透

明带，种间受精就无障碍，如人精子不能与仓鼠卵子结合，除去透明带后，则可穿入仓鼠

卵。如小鼠精子和透明带结合，首先发生初级识别及 ZP3和精子质膜上受体结合，诱发顶
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体反应；然后是次级识别及精子发生顶体反应。精子质膜脱落，与 ZP2结合，ZP1主要起

结构支撑作用。获能后精子在顶体反应中释放酶类，溶解卵丘间基质，解开细胞间的缝隙

连接，使卵丘细胞离散，在卵丘细胞间有的精子未开始顶体反应，被卵丘细胞吞入胞质。

这是清除质量较差精子和防止多精受精的另一种方式。部分穿入透明带后的精子顶体反应

不完全，残留许多质膜和小泡，影响卵母细胞表层皮质颗粒释放，而导致多精入卵，影响

卵裂率和发育率。体内自然受精时则没有这种情况。 

2.2 影响体外受精的因素 

体外受精不仅依赖于卵母细胞的成熟培养和精子获能，而精卵浓度、精卵相互作用的

时间、培养液和培养箱 CO2含量等也是重要影响因素。现在普遍使用 50~100 µl微滴培养，

对于受精时间，不同物种不同，而且卵母细胞外围颗粒细胞要保留，精卵比例要合适。牛

是将 24h 培养成熟的卵母细胞放入已经过处理的获能精子微滴中，精子含量为 1.5~2×106

个/ml，38.5℃，5% CO2，培养 44~46h，以分裂到 2~8–细胞阶段的胚胎作为受精结果评定。

也可在培养 24h，观察放出第二极体，作为受精评定标准。镜检有卵丘收缩、脱落和卵周

隙增大，判定为已受精。影响正常受精因素有：卵母细胞的质量、精液质量和获能效果、

精卵共孵体系和比例。 

受精液的影响。体外囊胚发育率的高低是衡量体外受精效率的一项重要技术指标，主

要受两方面因素的影响，即受精卵的质量和体外共孵体系的有效性。MoCaffey等 (1991) 报

道，复合培养在输卵管上皮细胞单层上的体内受精卵（来自超排），其体外囊胚发育率可达

80%，而经 IVM-IVF获得的受精卵，其体外囊胚发育率一般只有 20%~40%[193]。说明目前

的体外培养体系是有限的，而受精卵质量的高低是影响其在体外条件下继续发育的关键因

素。谭世俭等 (1994) 研究，在简单的 Tyrode,s 液加入一定浓度的 BT 液（0.6% BSA－

TCM199，简称 BT 液）可以明显地提高体外受精卵的质量[194]。而且 BT 液是在 IVF 的最

初 24h发挥作用的，如果 IVF 24h后，再在受精液系统加入 BT液则对受精卵和随后的囊胚

发育没有影响。受精卵卵裂早期（IVF后 24~72h），受精卵的发育对外界营养环境要求不高。

Lu等 (1987) 研究表明，牛卵母细胞经 24h IVM后，92.2%到达核成熟的MⅡ阶段，但有

相当比率卵母细胞质的成熟并不同步[195]。在 IVF初期，部分尚未达到核质同步成熟的卵母

细胞，可以继续在富含营养成分的受精液中完成，主要是细胞质的成熟过程。相反，在 IVF 

24h 后，精子已完成对卵母细胞的穿透，大部分已发育到原核阶段，这时受精卵在成分简

单的 Tyrode′s液中必然影响受精效率和受精卵的继续发育。 

发情羊灭活血清在绵羊体外受精过程中有重要作用。在受精液中添加发情羊血清，有

利于绵羊精子体外获能，可以得到稳定的卵裂率。Huneau 等 (1994) 研究，绵羊精子在添

加发情羊灭活血清的受精液孵育，精子膜上的胆固醇发生外流[196]。发情羊灭活血清有利于
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精卵相互作用和维持顶体反应后精子的“超活化运动状态”，还可以防止卵母细胞的透明带

硬化，同时延长精子存活时间。此外，当受精液中含有发情羊灭活血清时，添加肝素对绵

羊卵母细胞的体外受精没有促进作用，且高浓度的肝素（10 µg/ml）还有抑制作用。 

3胚胎培养（in vitro culture，IVC）体系 

3.1 体内胚胎和体外胚胎发育的对比 

虽然卵母细胞质量对胚胎发育起决定性作用，但外界环境也有很重要的影响。Naomi

等 (2001) 将 IVF猪胚移入输卵管 6d后，70%发育为囊胚，而且囊胚平均细胞数为 181.5，

将同样的胚胎体外培养 2d后，再移入体内和完全培养 6d，囊胚细胞平均数分别为 58.2和

38.4，说明只要培养体系适宜，IVF 胚胎就能够正常发育，而且发育潜力很大[197]。人 IVF

囊胚平均移植 2.4枚，培养 3d的胚胎移植平均为 4.6枚，囊胚的植入率为 47%，而 3d胚胎

植入率仅为 20%。体外胚和体内胚在超微结构上也有很大不同。如体外培养的致密桑椹胚

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，空泡化加重

和核质比增加，而且胚胎体外发育速度比体内慢，牛 IVC胚胎比体内胚胎发育慢一个周期，

并且引起内细胞团（inner cell mass, ICM）细胞数比例下降。就移植成功率来说，ICM比例

要比胚胎细胞总数更为重要。IVC胚胎透明带较体内胚胎的透明带对酶处理更加敏感[198]，

说明体外培养条件会影响透明带特性，从而影响胚胎孵化过程。此外 IVC胚胎比体内胚胎

对冷冻更为敏感。发现 IVC胚胎与体内胚胎的透明带对酶消化反应不同，可能是体外培养

改变了透明带对水和冷冻保护剂的渗透功能，而且 IVC胚胎的密度比体内胚胎低。IVC胚

胎形态（脂滴样包含物多，细胞松散）和功能与体内胚不同，移植后存在妊娠率低，妊娠

期长，胎儿出生重增加，易流产及心血管异常等缺点[199]。因此，体外培养体系还有待进一

步完善，IVF 胚胎数量和质量也需进一步提高。不论是体内猪胚胎还是 IVF 胚胎，都是通

过糖酵解利用葡萄糖。IVF胚胎培养到 8－细胞糖酵解明显增加。体内胚胎糖酵解在囊胚期

才增加，但糖酵解活动强。在囊胚期通过三羧酸循环利用葡萄糖明显增加。通过三羧酸循

环代谢丙酮酸、谷氨酰胺和葡萄糖，体内胚胎要比 IVC胚胎强。 

3.2 胞质的不完全成熟是早期胚胎发育阻滞的主要原因 

未成熟卵母细胞虽然能在体外完成减数分裂过程，但只有少部分卵母细胞能发育为囊

胚并具有妊娠能力，体外成熟卵母细胞的受精和胚胎发育能力低于体内成熟的卵母细胞

[200～202]。体外成熟培养时，卵母细胞生长发育阶段被人为地缩短是导致其胚胎发育潜力降

低的原因之一，尤其是细胞质成熟的不完全。胞质的不完全成熟是早期胚胎发育阻滞的主

要影响因素。哺乳动物卵母细胞的核成熟过程即使在简单的培养条件下也能自发地进行。
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但卵母细胞能否获得正常的受精卵裂球及随后胚胎发育能力，主要与细胞质的同步成熟有

关。体内激素水平紊乱或 IVM培养条件不合适造成卵母细胞的严重畸形或微妙缺陷，使着

床前后的胚胎停滞发育。“基因组激活”前胚胎的发育停滞是由于来自母源性的、与发育有

关的物质消耗殆尽，而在胚胎发育开始时尚无胎源性的新产物来代替。母源细胞中母源蛋

白不足导致胞质分裂停滞，而胞质成熟不完全导致卵裂球之间核仁转录延迟或活化不同步。

发育停滞是由于卵母细胞母源性物质积累不足引起的，并影响以后发育过程中母源控制向

胎源控制的过渡，或导致胚胎细胞核的异常编程。基因活化后一些母源信息参与着床前胚

胎内细胞事件的控制[203～205]。所以 IVM对母源基因的实验程序设计不合理会导致胚胎发育

母源控制阶段发育结束。Lantham (1998) 进一步认为受精前后卵母细胞胞质对胞核的异常

编程可能导致其以后的发育阻滞[206]。受精卵（胚胎）的发育阻滞通常发生在：牛羊 16-细

胞期，猪 4-细胞期，小鼠 2-细胞期，这种体外发育障碍的存在，使体外受精技术得到的试

管后代成功率低。解决阻滞发育的方法有：利用临时中间受体，将牛羊受精卵放入结扎的

中间受体兔输卵管中继续发育 6~7d；体外受精卵与体细胞（输卵管上皮细胞）联合培养；

利用合成输卵管液或在培养液中添加输卵管液（supplemental synthetic oviduct fluid,SOF）、

BSA、氨基酸等。此外，输卵管细胞分泌物中提取促胚胎生长因子，以解决胚胎发育阻滞

现象。 

3.3 能量物质和蛋白质等有机物对胚胎发育的影响 

3.3.1能量物质对胚胎发育的影响 

早期胚胎发育能量来源有两种机制：通过利用葡萄糖糖酵解途径和以丙酮酸或草酰乙

酸为底物的氧化磷酸化途径。不同物种的生殖道，能量物质的浓度有差异。小鼠胚胎培养

液通常用 CZB液，猪胚胎多用 NCSU23，牛、绵羊、山羊胚胎较多用 SOF和 CRl。这些培

养液的共同特点是不含葡萄糖，代之以乳酸和/或丙酮酸为能量供应物。小鼠、仓鼠、绵羊、

牛及人的早期胚胎在致密化之前，对葡萄糖的利用能力很有限，而主要以丙酮酸、乳酸和

氨基酸为能量代谢的底物。致密化后，胚胎对葡萄糖的摄入和利用增加。 

在不含氨基酸的条件培养液中，葡萄糖甚至会抑制胚胎早期卵裂。葡萄糖对早期胚胎

发育的抑制作用与它在磷酸盐存在的情况下可以诱导细胞呼吸的抑制有关，呼吸的抑制会

导致 ATP产生效率下降，从而抑制乳酸/氨基酸介导的发育程序。胞内磷酸果糖激酶 (PFK) 

水平与葡萄糖的利用相关，高 ATP:ADP 比值抑制 PFK；ATP:ADP 比值的变化反映细胞内

生物合成活动的变化。胚胎基因组的激活、致密化的发生、胚泡的形成等事件伴随着细胞

代谢活性的升高，这时 ATP:ADP比率下降，葡萄糖的利用增加。早期胚胎虽然不以葡萄糖

为能量底物，但葡萄糖或其通过磷酸戊糖途径代谢的残基参与一些物质如三酰甘油酯、磷
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脂、核酸、NADPH等的生物合成。自然情况下葡萄糖也存在于动物输卵管和子宫液中，所

以体外培养液中低剂量葡萄糖的添加是必要的。半乳糖或 5.0 mM的葡萄糖对胚胎发育有损

伤作用，0.25 mM果糖不仅具有与0.5 mM葡萄糖相同的对胚胎植入和胎儿存活的促进作用，

而且还显示出能增加囊胚中细胞数量[207]。 

培养液中葡萄糖和磷酸盐对早期胚胎发育有抑制作用。如仓鼠胚胎发育阻断，葡萄糖

和磷酸盐还降低呼吸和破坏线粒体结构[208]。磷酸盐单独不影响仓鼠 8-细胞后胚胎发育，8-

细胞前阶段，即使磷酸盐为 2.5 µM也抑制胚胎发育。低浓度磷酸盐培养液中胚胎并不能改

变三羧酸循环途径（TCA－cycle），线粒体在不同磷酸盐浓度有不同程度破坏，导致胚胎正

常生理活动发生改变。囊胚的形成依赖于 Na+/K+－ATPase ，磷酸盐存在时，囊腔早在 8-

细胞就形成，磷酸盐增加了胞内 Ca2+水平。因此，磷酸盐通过使 Ca2+ 浓度增加促使囊胚形

成，而且 Ca2+与细胞活动，如蛋白质合成、DNA复制、线粒体活动和信息传递等有关。当

葡萄糖加入 SOF液时随着浓度增加，囊胚率下降，在无磷酸盐时也如此。但牛胚胎和仓鼠

胚胎只有培养液中有磷酸盐时，葡萄糖才有抑制作用，无磷酸盐时葡萄糖并不能阻断胚胎

发育。在许多哺乳动物胚胎中葡萄糖代谢方式相同，如人、绵羊、猪、牛等胚胎，牛胚胎

在 8~16－细胞阶段葡萄糖代谢明显增加，这个时期也是胚胎基因组激活时期，而超排牛胚

胎在 16－细胞后和桑椹胚期葡萄糖代谢才增强。 

牛胚胎对乳酸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－NADH，对胚胎的抗氧化起平衡作用。乳酸不影响葡萄糖代谢，8－细胞后高

浓度的乳酸能明显减少丙酮酸的吸收。在无乳酸培养液中，绵羊胚胎卵裂阶段，丙酮酸吸

收量高，葡萄糖吸收量低；致密期后恰好相反[209]。Narinder 等 (2000) 实验得出，牛体内

胚胎和 IVF胚胎的代谢过程基本相同，但也各有特点，如 IVF牛胚胎囊胚产生的乳酸是同

期体内胚胎的 2倍。乳酸的产生维持胞内氧化还原态平衡[210]。在牛输卵管液各能量物质的

浓度为：葡萄糖 0.28 mM、乳酸 2.5 mM、丙酮酸 0.5 mM。丙酮酸与乳酸的代谢相互影响，

当培养液含 2.5 mM乳酸时，丙酮酸的利用率就下降。丙酮酸与乳酸的比例减小时，有利于

牛胚胎发育，而抑制仓鼠胚胎的发育，也对马胚胎初期发育有抑制作用，马胚胎在囊胚以

前主要以丙酮酸为能量来源。丙酮酸也是抗氧化剂，能减少胚胎对氧化应激的敏感程度[211]。 

Johnson等 (1994) 表明，2－细胞发育阻断鼠胚胎中，琥珀酸脱氢酶活性明显降低[212]。

H2O2浓度在无磷酸盐培养液中未见明显变化，但在有磷酸盐时浓度会降低，此时正好处于

发育阻滞期。含有葡萄糖和磷酸盐的培养液中，磷酸盐能激活糖酵解的关键酶，添加抑制

染色体呼吸的酶，在无阻断胚胎中糖酵解酶无差异，但是在阻断的胚胎中，由于 H2O2产生

的降低和细胞色素氧化活动的改变而使呼吸代谢破坏。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 EDTA可降低糖酵解活动。添加 EDTA可能

螯合Mg2+，调节糖酵解酶的活性。输卵管较子宫氧浓度高，糖浓度低，子宫更适合糖酵解。 
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3.3.2蛋白质及生长因子对胚胎发育的影响 

3.3.2.1血清和 BSA对胚胎发育的影响及无血清培养 

血清是胚胎培养中添加的主要蛋白质源物质，它在保持细胞存活、促进生长、维持细

胞 pH 及渗透压的稳定、增加细胞弹性及膜的完整性等方面都发挥重要作用，但血清组成

复杂，含有许多营养物质，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不确定因子等[213]。血清成分的多样性决定它对胚胎的影响也是复杂

多元的。血清的存在对胚胎最初发育有损害作用，而对后期胚胎的发育有利，因此许多研

究中血清是在胚胎培养 24~48h 后加入。当培养液中有血清时，胚胎颜色变暗，有颗粒及

脂样小泡，而且增加糖酵解率，使 ICM与滋养层之间的连接复合体不完整。血清还会影响

胚胎冷冻效果，牛胚胎在含血清 M199 中培养，虽然能得到更多的囊胚发育率，但这些胚

胎冷冻后的存活率低，而且再培养后细胞数的增加量也明显低于无血清培养液获得的胚胎。 

血清成分复杂，虽然能给胚胎提供生长因子，但可能引起代谢产物氨浓度的升高，并且可

能是导致大胎综合征的原因之一[214]。在无血清条件培养胚胎，第一次卵裂和第四次卵裂时

间延长，而有血清培养时，仅第四次卵裂延长，而且易出现早熟囊腔，但出现的正常囊胚

也比无血清培养基早 16~18h[215, 216]。培养液中添加血清增加了胚胎脂滴，且能改变线粒体

的结构，所以受精后 3d内不加血清，能生产高质量的胚胎[217]。    

BSA 是培养液中常用的一种蛋白源物质，能结合培养液中的一些胚胎毒性物质，对胚

胎有保护作用，它也能增加胚胎中的细胞数量。单独使用 BSA并不能完全取代血清的作用，

说明血清中其他一些有用因子不包括在 BSA中。血清存在的情况下，BSA的加入能促进胚

胎的发育。大分子物质如聚乙烯醇( polyvinyl alcohol, PVA)被用来代替 BSA添加入培养液，

也能取得胚胎发育。PVA 是一种人工合成的大分子物质，可以避免胚胎在无蛋白培养液内

发生粘连，但非蛋白大分子物没有营养功能，胚胎在这种环境下，一些代谢活动会受到损

害。3N－2－硝基酚钠以非毒性水平加入培养液，或以 2% O2的空气环境培养，不仅能提

高囊胚发育率 10%~20%，而且囊胚的质量也高[218]。 

透明质酸也是一种可用于胚胎培养的大分子物质。透明质酸和 BSA协同作用能增加牛

胚胎细胞数量和囊胚的孵化能力，有利于胚胎进一步发育，移植液中加入透明质酸能显著

提高胚胎植入率和胎儿发育率。猪体外受精胚用含透明质酸的培养液培养受精，可以极显

著地提高正常受精率；透明质酸以 0.5 mg/ml浓度添加显著提高囊胚发育率。 

柠檬酸钠和肌醇也可与 PVA配合使用，取代血清及 BSA。柠檬酸钠 + 肌醇+ PVA加

入 SOFaa 培养牛胚胎，与 SOFaa－血清、SOFaa－BSA 及 M199－颗粒细胞共培养相比，

囊胚发育率以及囊胚质量都没有显著差异。柠檬酸可以调节脂肪酸合成，并能络合重金属

离子以及转运溶质[219～221]。 
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另外，非离子型表面活性剂 Twin－80虽没有胚胎营养功能，但可完全替代血清的表面

活性功能，并有利于生长因子发挥作用。Twin－80配合使用 20 µg/ml EGF，能取得与 5%

或 10%血清相同的囊胚发育效果[164]。 

3.3.2.2生长因子对胚胎发育的影响 

IGF-I、IGF-Ⅱ及其受体基因在早期胚胎中表达，IGF－I 在输卵管及子宫分泌物中存在
[222]，1GF、Insulin 在胚胎发育中起作用。IGF－I 或 Insulin 能阻止细胞凋亡，促进细胞增

殖，对胚胎发育有利。EGF是血清和卵泡液中都存在的生长因子，无血清培养液中加入 EGF

能促进牛胚胎发育，增加蛋白质合成和囊胚孵化，但不增加囊胚中的细胞数量，也有研究

发现 EGF 也能增加细胞数量。IGF－I 对不同哺乳动物卵母细胞和胚胎发育有明显影响。

培养液中添加 IGF－I 降低细胞凋亡和促进细胞分裂[223]。在无血清培养基中,IGF-Ⅰ作用显

著。低浓度 IGF－I也被证实能改善鼠、人、兔胚胎的囊胚发育率。哺乳动物胚胎中表达 IGF

－I受体蛋白[224]。在 1－细胞牛胚胎中，就有 GH或 IGF－I mRNA存在，而且 IGF－I在

输卵管浓度在胚胎卵裂期就增加[225]。添加 GH 或 IGF－I 能提高囊胚率及扩张和孵化率。

牛早期胚胎不能合成 IGF－I，是通过旁分泌产生 IGF－I。 

胰岛素对小鼠、猪胚胎发育均有促进作用。经间接免疫荧光分析，小鼠胚胎细胞膜上

胰岛素受体是在发育至桑椹胚和囊胚阶段才出现，未受精卵、2－细胞、4－细胞和 8－细

胞上均无荧光标记。通过 PCR分析发现绵羊胚胎在早期发育的所有阶段均有胰岛素受体，

而在绵羊早期胚胎发育过程中没有检测到胰岛素基因的转录。这表明小鼠仅发育至 8－细

胞后才受胰岛素的调节作用，而牛、羊胚胎在发育全阶段都受到胰岛素调节。胰岛素能通

过促进桑椹胚和囊胚期 RNA和 DNA的合成、氨基酸的转运和葡萄糖代谢来促进胚胎发育。 

ITS (insulin-transferrin-selenium 是一种胰岛素、转铁蛋白和亚硒酸钠的混合物) 添加能

促进牛胚胎的发育[164]。VEGF (vascular endothelial growth factor, 血管内皮生长因子) 是卵

泡液中存在的一种促生长因子，其浓度随卵泡的发育而增加。牛卵母细胞成熟液和胚胎培

养液中添加 VEGF都能促进胚胎早期发育，主要表现在显著增加 4~8–细胞胚胎发育率，对

此后胚胎的发育没有影响。Sabine (2001) 发现 GHR（生长激素受体）基因在 2d牛胚胎中

转录，6d时其 mRNA合成是 2d时的 5.9倍[226]。原位杂交试验表明 GHR mRNA主要集中

在囊胚内细胞团。GHR蛋白在胚胎中也有表达。通过电镜观察，GH使 6~8d胚胎糖原储存

减少，脂质胞吐增加，说明 GHR能调节碳水化合物和脂质代谢。Mtago (2003) 报道生长因

子和 GH益于牛卵母细胞成熟和发育、而且增加胚胎解冻后的存活率[227]。细胞因子也是其

中发挥功能的重要方面。这些细胞因子主要是白细胞介素–1 (interleukin 1) 家族的成员。在

早期妊娠阶段，胚胎和生殖道都会产生 IL-1β、IL-1RA、IL-1等的 I型受体存在于卵母细

胞和囊胚期前的各期胚胎中。 
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3.3.3氨基酸及粘多糖对胚胎发育的影响 

动物输卵管和子宫液都有相当数量的自由氨基酸，早期胚胎也存在一些特殊氨基酸载

体，胞内具有内源性氨基酸池，体外培养加入氨基酸可克服胚胎发育阻滞，不仅能促进胚

胎早期发育，而且增强其植入后的发育能力。在胚胎和卵母细胞膜上存在特异的氨基酸

（amino acid, AA）载体，当胚胎分化形成内细胞团和滋养层，即囊胚形成时，加入 AA可

满足蛋白质合成需要，这对胚胎正常发育是必要的。胚胎在不同发育阶段需要不同数量和

不同种类的氨基酸。Eagle氏氨基酸最初是用于培养体细胞的。后发现在培养液中加入非必

须氨基酸（NEAA），提高许多动物胚胎发育能力[228]，如 NEAA 诱导囊胚形成，提高绵羊

胚胎的囊胚发育率，但与含血清的培养液相比，每个胚胎的细胞数少。Eagle氏必需氨基酸

（EAA）在动物生殖道中浓度很低。胚胎致密化之前，必须氨基酸没有作用，甚至对胚胎

发育产生副作用。但 EAA对后期胚胎的发育有促进作用，主要表现在增加内细胞团细胞分

裂率和植入后胎儿发育能力。如 Spindle 等 (1972) 研究表明 EAA 中有些 AA 对胚胎发育

有利[229]，张家新等表明 EAA 对促进绵羊囊胚的孵化，但对绵羊桑椹胚前的胚胎发育没有

促进作用。Eppig等 (1994) 以 KSOM为基础培养液并添加 0.5×EAA和 0.5×NEAA培养

小鼠，囊胚率和囊胚孵化率明显提高。张家新等表明，0.5×EAA＋1×NEAA 适于绵羊胚

胎体外培养[230]。 

NEAA 和谷氨酰胺对致密化后期胚胎的发育也有利，能促进胚胎向囊胚发育和胚泡形

成，并增加滋养层细胞数量和囊胚的孵化能力[231]。NEAA和谷氨酰胺对胚胎发育的保护和

促进作用是通过调节胚胎的能量代谢，通过抑制糖分解活性来降低葡萄糖对早期胚胎发育

的有害作用。还能调节渗透压，保持细胞内生理稳定。在致密化前期对胚胎发育的作用有

协同性，谷氨酰胺单独添加不会对牛胚胎向 8~16－细胞发育产生促进作用，NEAA配合使

用谷氨酰胺会增强作用效果。在这一阶段，谷氨酰胺的主要作用是维持渗透压平衡。致密

化后期，谷氨酰胺主要被用来作为能量供应物，维持渗透平衡的作用降低。 

KSOM-PVA(氮源是谷氨酰胺)能支持约 70%的小鼠胚胎发育到囊胚阶段，而 KSOM－

PVA－AA能将囊胚率提高到 90%。牛胚胎在发育过程中，对氨基酸的需求也有变化，在发

育早期，需要非必需 AA 和谷氨酰胺。4d 后才需要必需 AA，增加囊胚的形成和细胞数。

AA 可作为能量底物和 pH 稳定因素，促进胚胎的发育，有利于内细胞团细胞数增加[232]，

但不能抑制囊胚细胞凋亡。小鼠卵母细胞和胚胎中具有内源性的氨基酸池和特殊氨基酸转

运系统，子宫液含有一定水平的自由氨基酸。 

尽管无氨基酸培养液也能使胚胎发育到囊胚阶段，但添加氨基酸有利于改善胚胎发育。

兔输卵管液含有较高水平的甘氨酸、丙氨酸、苏氨酸、谷氨酸和丝氨酸。人和小鼠输卵管

液也含有高水平的谷氨酰胺。Bavister等 (1995) 发现天冬氨酸、甘氨酸、组氨酸或丝氨酸

对仓鼠胚胎有激活作用，而半胱氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、苏氨酸和缬氨酸则有抑制作用
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[233]。氨基酸在常温下要降解释放氨，对胚胎有伤害作用。因此培养液中添加氨基酸时，要

低温保存，而且在培养过程中，培养液要每隔 48h换液一次。  

添加 1 mg/ml的透明质酸 (HA) 能明显提高牛囊胚发育率。但不能提高囊胚细胞数和

冷冻后的存活率。粘多糖 (GAGs) 如硫酸肝素、和硫酸软骨素在母畜生殖道内大量存在，

GAGs 在细胞分化方面有重要作用。此外存在于细胞表面的 GAGs 粘着一些分子如脂质、

生长因子等调节细胞的功能和形态。HA广泛存在于细胞表面，并且在子宫角，输卵管及卵

泡液有大量粘多糖存在。CD44是 HA的受体，在人植入前胚胎表达，也在小鼠胚胎和胚胎

干细胞中表达[234]。 

3.4抗氧化作用 

胚胎代谢过程产生的活性氧系 (reactive oxygen species, ROS) 能改变细胞内的一些成

分，对胚胎发育有阻滞或延迟效果，体内胚胎细胞有多种保护氧化作用的机制，卵泡或生

殖道内有亚牛磺酸、牛磺酸以及维生素 C等物质，这些非酶性物质对胚胎有抗氧化效应。

细胞内抗氧化作用主要通过一些抗氧化酶实现，卵母细胞及胚胎细胞内都有超氧化物歧化

酶、谷胱甘肽过氧化物酶、谷氨酰半胱氨酸合成酶等物质的转录，这些酶对胚胎正常发育

是不可缺少的[235]。 

子宫角和输卵管是低氧环境，子宫比输卵管氧浓度更低[236]，所以将高氧 (空气) 作为

氧源，在培养中易产生 ROS对细胞和胚胎造成毒害作用，如 DNA裂解、脂质过氧化、蛋

白质氧化。为降低培养液中 ROS 浓度，添加一些低分子量的巯基化合物，如β－ME、半

胱氨酸、半胱胺等这些有利于 GSH前体的合成。在体内，有稳定的氧化还原平衡系统，能

抑制 ROS的积累。其中包括酶催化，如 Cu－Zn和Mn超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和谷

胱甘肽过氧化物酶。有些哺乳动物的早期胚胎也表达此类酶。但是 ROS也可能有第二信使

的作用。有些基因表达与 ROS浓度有关。包括蛋白激酶、酪氨酸激酶和生长因子等。在牛

胚胎激活时即 8－细胞期出现短暂的 H2O2脉冲，对牛囊胚发育可能有积极的作用。ROS也

可能对囊胚细胞凋亡有作用。降低氧浓度比使用还原酶更有利于胚胎的发育。总之，降低

氧气浓度更有利于胚胎的发育，而且胚胎细胞数和囊胚率增加。这也主要得益于降低

ROS[237]。 

许多研究表明低氧环境更有利于牛胚胎发育，但自由基清除剂存在时，高氧环境同样

支持胚胎正常发育[238]。β-ME (β-巯基乙醇) 与胞内 GSH (谷胱甘肽) 合成有关，GSH则

是胞内重要的氧化还原平衡剂，清除氧自由基。谷胱甘肽(GSH)是一种生物体内应用的抗氧

化物。体外培养液中添加 GSH 对小鼠、牛、山羊胚胎发育有促进作用。GSH 在体外培养

时对牛、山羊胚胎发育的保护和促进作用主要发生在 8~16－细胞期。GSH 的作用依赖于

BSA或其它蛋白质。GSH还会增加胚胎对温度升高的耐受性，这种保护作用对移植后胚胎
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的存活和发育有重要作用，因为着床期子宫的高温压力会提高胚胎死亡的可能性。GSH是

由甘氨酸、胱氨酸和谷胺酰胺合成的三肽分子，是细胞内氧化还原态的重要调节剂。在母

畜生殖道中也有 GSH存在[239]。胚胎直到囊胚时才获得自身合成 GSH的能力，在体内主要

通过卵母细胞成熟过程中合成并积累和生殖道分泌的 GSH 对抗 ROS。GSH 的合成取决于

培养基中半胱氨酸，但是半胱氨酸很易被氧化为胱氨酸，细胞就不易吸收，导致细胞分裂

能力下降和胞内 GSH浓度下降。培养基中添加β－ME能促进细胞对胱氨酸吸收，GSH浓

度升高，细胞增殖加快。卵母细胞成熟液中加 5uMβ－ME 和亚牛磺酸也能提高卵母细胞

中 GSH的浓度，且成熟率高。β－ME能提高正常受精率，但是不能显著提高囊胚的发育

率[240]。 

牛磺酸用于体外培养时，只有在无血清或 BSA的培养液中才会对胚胎发育有利。降低

O2浓度也可以提高人胚胎囊胚发育率和囊胚中细胞的数量，牛胚胎在 5% O2环境下培养，

较常用的 20% O2环境能获得更多囊胚发育率和孵化率，桑/囊胚中的细胞数量也显著增加。

小鼠胚胎 5% O2浓度能明显提高囊胚发育率以及 ICM细胞数量，囊胚中葡萄糖的分解活性

和丙酮酸的氧化活性也明显增强[241]。 

3.5培养液及共培养体系对胚胎发育的影响 

3.5.1培养液对胚胎发育的影响 

培养液的配制成分对胚胎发育有重要影响。如小鼠胚胎使用 CZB培养液较为理想，能

有效克服胚胎发育阻滞。CZB是发现葡萄糖对胚胎发育抑制作用后，采取谷氨酰胺取代葡

萄糖，并加入 EDTA配制而成。猪胚胎培养使用 NCSU23比较好，能支持胚胎发育到囊胚。

PZM (porcine zygote medium) 是一种限定性培养液，也能使猪胚胎发育到囊胚阶段，而且

比 NCSU23要好[242]。Swain等 (2001) 使用 NCSU23和 G1.2/2.2培养猪胚胎，发现在卵裂

率和囊胚发育率方面，NCSU23 要优于 G1.2/2.2[243]。Kuran 等 (2001) 用 SOF 作为基础培

养液，分别添加 10% FCS、4 mg/ml BSA和 3mg/ml PVA培养牛胚胎，卵裂率在含血清中最

低 (61%)，含 BSA次之 (76%)，含 PVA较高 (72%)，但含 PVA 在 7d囊胚率仅为 12%，

8d为 21%,比含血清的培养液（分别是 33%、40%）和含 BSA培养液 (分别是 30%、37%) 的

囊胚率都低。在 BSA 培养液中囊胚直径和内细胞团细胞数比其它两种培养液高[199]。

Gutierrez 得出，含有 10% FCS 的 SOF 比无血清培养液培养的胚胎发育快且囊胚率高 

(47.5%、34.4%)，但增加雄性胚胎的比例。 

3.5.2共培养体系对胚胎发育的影响 

共同培养(co-culture)是应用辅助细胞或饲养细胞与胚胎在体外一起培养,该培养系统可

以促进胚胎发育，使囊胚形成率得到提高。体细胞共培养体系能改善胚胎发育，顺利通过
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阻滞，因为体细胞产生促分裂因子，分泌胚胎营养因子和促进胚胎细胞分化因子，并清除

培养液中的毒性代谢产物[244～246]。用于共培养的体细胞类型很多，如牛输卵管上皮细胞 

(BOEC)、颗粒/卵丘细胞 (GCs)、子宫内膜细胞、成纤维细胞和水牛和大鼠肝细胞。建系的

细胞如 BRL(buffalo rat liver cells，BRLs)和 Vero cells(绿猴肾细胞)等因其单一无病原成为常

用的共培养细胞。Pegoraro等 (1998) 分别用 BOEC和 Vero共培养体系培养牛胚胎，发现

Vero优于 BOEC体系[247]。Rizos等 (2001) 得出，用 SOF培养牛胚胎比 TCM－199－GCM 

(颗粒细胞单层) 系统囊胚发育率显著高[248]。TCM199－GCM 培养的囊胚冷冻解冻后培养

72h，胚胎存活率比 SOF培养的囊胚要高，而且共培养体系能增加囊胚耐冷冻能力。因此，

我们可以根据胚胎发育的特点，适时、适量的调整培养基成份，使其更适合于胚胎发育。

序贯培养就是根据体外培养的胚胎在不同生长时期对不同物质需求和代谢的不同，采取针

对不同发育时期胚胎用不同培养基。G1.2/2.2就是根据能量变化设计的阶段培养液[249]。这

个培养体系不仅支持人胚胎的发育，而且也用于牛、羊等家畜胚胎培养。CDM (a chemically 

defined medium) 也是一种阶段培养基。CDM1 含有 NEAA 和 0.5 mM 果糖；CDM2 含有

NEAA、EAA和 2 mM果糖[240]。 

3.6 物理因素对胚胎发育的影响 

3.6.1 氧气浓度和无机离子及渗透压对胚胎发育的影响 

母畜生殖道 (子宫和输卵管) 是低氧环境,约 3.5~8.5% O2。Hiroyoshi等 (2001) 用 5% 

O2和低糖 (2.22 mM 葡萄糖) 能改善牛胚胎发育[250]。在致密期后，将氧浓度降为 2%更有

利于胚胎发育。Thomsonm (2000) 得出氧优化浓度为 2%，在培养液中添加低浓度 5~10 µM 

NaN3 (氧化磷酸化抑制剂)，或 1 µM的 2，4－二硝基苯肼 (偶联抑制剂) 能明显刺激胚胎发

到囊胚阶段，且细胞数增加[251]。随着 NaN3浓度增加，O2吸收显著减少，葡萄糖吸收量呈

线性增加。说明经过氧化磷酸化产生 ATP是牛胚体外发育的本质。但 Koji等 (2002) 发现

在 20%和 5%氧环境 NCSU-23对猪胚胎发育影响不显著[252]。Kazuhiro等 (2002) 得出同样

结论，但内细胞团细胞数增加[253]。又如用 NCSU－23，在 20% O2下，培养得到可用胚数

和囊胚总数要比低氧环境 5%得到的高。Zarie等 (2002) 通过降低细胞氧应激，染色体自发

碎裂被抑制[254]。相反，在转基因小鼠中，通过过度的表达抗氧化酶，提高反应氧的水平，

就会增加染色体的碎裂度。在人、牛、羊等动物胚胎培养中，现在一致认为 5% CO2较为

理想的气相环境。 

培养液适宜的渗透压、钠钾比例、钙镁比例、磷酸盐缓冲系统等都与胚胎发育有直接

的关系。哺乳动物输卵管液以高浓度的 K＋
和 Cl－为特征。培养液中高浓度 K+ 对精子获能

和胚胎发育有益。在不同动物的生殖道中离子浓度和物理环境还是有差异的。如猪输卵管

液中，K+浓度 12.4 mM，比绵羊 (8.12 mM) 和牛 (4.53 mM) 高。培养液中 Na+/K+ 比显著
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影响牛胚胎的发育。Ca2+ 和 Mg2+ 同样为胚胎发育所必需。渗透压对胚胎发育也有影响，

普通情况下，250~300 mosm较为理想。Nguyen等 (2003) 得出渗透压 Na+/K+ 比对猪胚胎

发育到囊胚影响更大[255]。优化渗透压 4－细胞前为 290 (280~320) mosm，之后为 256 

(220~270) mosm。目前，大多数胚胎培养液用 NaHCO3/CO2 缓冲系统以维持生理性的 pH 

(7.2~7.4)。培养液含 NaHCO3是与气相培养箱中 5% CO2维持平衡，也是体液生理缓冲系统，

在体外，空气易使 pH升高，损伤胚胎，常用磷酸盐缓冲液替代。  

3.6.2 其它方面的影响 

在炎热的夏季，由于气温普遍高，动物热应激而使生殖机能下降，胚胎发育也会受到

热应激影响，发育能力下降。但胚胎也有一定的抗热应激能力。Paula-lopes 等 (2002) 用

TUNEL 反应试验表明，41℃或 42℃不能诱导 2~4－细胞牛胚胎凋亡[256]。8~16－细胞依赖

于胚胎发育速度，如发育 3d的 8~16－细胞胚胎在 41℃下诱导 9h不凋亡，而发育 4d的 8~16

－细胞胚胎有凋亡趋势。而当 4d的 8~16－细胞的胚胎预先在 40℃下放置 80 min后，能够

阻止在 41℃、9h的凋亡现象。说明温度能诱导胚胎细胞凋亡，但胚胎也有一定的抗热应激

能力。Azambnja等 (1998) 将卵母细胞置于不同温度 5~20 min，发现随着温度下降，其卵

裂率也下降，胚胎的发育能力也下降[257]。温度影响胚胎质量与品种有关，高温和高湿对荷

斯坦牛的卵母细胞和胚胎质量有不良影响。在体外操作过程中，时间越短越好。室温不能

过低，培养箱中的温度应与动物体温一致。 

除去胚胎外周颗粒细胞的方法对胚胎发育有影响[247]。将胚胎高速离心，除去脂质对胚

胎发育无影响，而且提高猪和牛胚胎的耐冷冻能力。因为在 IVC过程中，胚胎脂质积蓄快，

破坏了胚胎的正常代谢[216]。此外如果体外操作时间较长，光线较亮也易对胚胎发育造成不

良影响。培养液中含有蛋白质或其它大分子物质，有利于胚胎操作。如果没有蛋白质，PVA

或其它表面活性剂，胚胎难以操作，易粘在培养皿或吸管壁上。 

小  结 

近年来，哺乳动物 IVM、IVF和 IVC的研究已取得了很大的成绩。随着生物技术的发

展和对卵母细胞成熟、控制机理、IVM、IVF 及 IVC 所需营养促生长因子等方面的深入研

究与探讨，可以充分利用能够维持不同发育阶段卵母细胞在体外生长发育的培养体系，有

效地研究各种因子/因素对卵母细胞生长发育的调控机制，阐明参与卵母细胞生长过程以及

卵泡细胞间信息通讯的分子机制，建立和完善更易于卵母细胞体外发育的培养体系。与冷

冻保存技术相结合，为建立“未成熟卵母细胞库”和在体外生产大量具有发育能力的卵母

细胞奠定基础。进一步发挥 IVF和 IVC技术，为加快良种繁育、濒危动物挽救、生产转基

因动物、克隆动物、人类辅助生殖、家畜品种国际间交流与运输等方面作出巨大贡献。目
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前胚胎生产的技术路线仅限于实验室阶段，尚不能应用于生产，体外获得胚的质量和体内

正常胚胎发育能力相比差异很大。随着科技的发展和实验技能的不断改进，相信 IVM、IVF

和 IVC技术将会得到进一步的完善，从而为现代生物工程技术和畜牧业生产提供更多的胚

胎来源和相关技术。 

第三节 哺乳动物胚胎干细胞的研究进展及应用前景 

干细胞是指那些具有无限增殖或可被延长自我修复能力的细胞，它们能分化为机体至

少一种类型的细胞。胚胎干 (embryonic stem, ES) 细胞，是从附植前胚胎早期内细胞团 

(inner cell mass, ICM) 经抑制分化培养分离得到的，具有体外培养无限增殖、自我更新和分

化为三个胚层组织细胞能力的一种多能性干细胞，因而被称为“万能细胞”。ES 细胞通过

核移植或胚胎嵌合，得到克隆动物，可提高优良家畜的繁育效率，对拯救濒危动物有重要

作用。同时，ES细胞在体外，可进行冻存及遗传操作，在特定条件下可诱导分化为人们所

需要的细胞、组织、器官等用于临床治疗。由于 ES细胞这些诱人的应用前景，有关其研究

成果于 1999年、2000年连续两年被评为世界十大科技新闻。ES细胞的研究必将引起人类

临床医学的一场革命。 

1 胚胎干细胞的生物学特性 

自 1981年小鼠 ES细胞系成功建立以来，已有 20多年的历史。胚胎干细胞的研究和应

用已渗透到发育生物学、免疫学、生殖生物学、神经生物学、细胞生物学、遗传学、医学

等多个领域，胚胎干细胞的广泛应用是与其自身的独特特性紧密相关的。胚胎干细胞具有

如下生物学特性： 

(1) 胚胎干细胞来自正常的胚胎，具有完整的二倍体核型。 

(2) 胚胎干细胞在形态上具有典型的干细胞特征。体积小、核大、胞浆少、有 1~2个核

仁，细胞与细胞紧密地聚集在一起，细胞间界限不清，呈集落型生长，形似鸟巢，集落边

缘清晰，折光性强。 

(3) 胚胎干细胞在基因表达模式上类似于 ICM 细胞。胚胎干细胞表达早期胚胎细胞特

异表达的基因，如碱性磷酸酶(AKP)、高端粒酶活性。从其基因表达来看，胚胎干细胞类似

于晚期 ICM细胞[258]。就胚胎干细胞本身各种特性而言，接近于 5.5d胚胎原始外胚层细胞。

胚胎干细胞表达5.5d胚胎原始外胚层细胞的表面抗原，如Forssman抗原存在于胚胎干细胞、

晚期桑椹胚和 ICM细胞，但不存在于 6.5d胚龄的胚胎外胚层细胞。 

(4) 胚胎干细胞具有无限增殖的能力。在适宜的条件下，如放在饲养层上或含有分化抑
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制因子的培养基中，胚胎可稳定传代，长期培养。 

(5) 胚胎干细胞具有广泛的体外分化能力。需要生长在饲养层细胞上或含有分化抑制因

子的培养基中培养才能维持其未分化状态，当撤掉这些分化抑制因素或加入诱导分化的药

物时，胚胎干细胞可分化成来自三个胚层的细胞。悬浮培养时，胚胎干细胞聚集形成类胚，

这一过程类似于早期胚胎发育。类胚体外的细胞分化为原始内胚层，内部未分化细胞则发

育到接近于原始外胚层细胞的状态。类胚继续悬浮培养，可形成囊状类胚，其中含有来源

于三个胚层的多种分化细胞。 

(6) 胚胎干细胞具有广泛的体内分化能力。将胚胎干细胞接种同种动物或小鼠体内，可

分化产生由多种不同组织组成的畸胎瘤，包括来源于三个胚层的细胞。 

(7) 胚胎干细胞具有种系传递功能。若把胚胎干细胞注射到受体胚胎内，胚胎干细胞可

广泛参与胚胎各组织和器官的发育并获得嵌合体。胚胎干细胞甚至能参与胚胎生殖细胞的

发育，形成种系嵌合体，通过育种可以获得带有胚胎干细胞遗传性状的后代，此即为胚胎

干细胞的种系传递功能[259]。 

(8) 胚胎干细胞具有培养细胞所有的特征，可在体外培养、克隆、冻存及进行遗传操作

如导入基因、标志基因或异源基因；加入额外的原有基因使之过表达 (增加功能)；通过质

粒 DNA与染色体上有关基因序列发生同源重组剔除该基因，即基因打靶 (失去功能) 以及

诱导基因突变。胚胎干细胞经遗传操作后一般仍能保持其扩增和发育多/潜能性，因此可以

通过它制备转基因或基因有缺失、突变或过表达的杂合或纯合动物进行各种功能分析[260]。 

2 各种动物 ES细胞的研究进展 

2.1 小鼠 ES 细胞的研究进展 

目前，小鼠 ES 细胞的分离方法基本成熟，且已广泛用于生命科学研究的各个领域。

Evans和 Kaufman (1981) 首次分离得到小鼠 ES细胞，他们以手术切除受精后 2.5d小鼠卵

巢并结合激素注射干扰子宫环境，从而使胚胎延迟着床，再回收胚胎，体外培养于 STO (STO

细胞是 SIM小鼠 (S) 胚胎对硫代鸟嘌呤 (thioguanine, T) 和乌本苷 (ouabain, O)；有抗性的

成纤维细胞系) 细胞饲养层上，得到了小鼠 ES细胞系[261]。同年，Martin等 (1981) 以免疫

外科法去除小鼠囊胚滋养层细胞，得到 ICM 并将其培养在 STO 细胞饲养层上，结果也得

到小鼠 ES 细胞系[262]。Axelord 等 (1984) 用微滴法得到小鼠 ES 细胞系[263]。Kaufman 等 

(1983) 用延迟着床小鼠囊胚建立同源二倍体 ES 细胞系[264]。Wobus 等 (1984) 首次用原代

小鼠胎儿成纤维细胞 (primary mouse embryonic fibroblasts，PMEF) 作饲养层建立小鼠 ES

细胞系[265]。Brook等 (1997) 进一步完善小鼠 ES细胞的分离方法，从许多品系小鼠 (包括

近交系和突变系) 都可获得ES细胞 (在此之前，绝大多数小鼠ES细胞均来自 129品系)[266]。
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Tojo等 (1995) 用同样方法从杂交小鼠 (C57BL/6×DBA/2) 8–细胞胚胎中也得到了ES细胞
[267]。Pease等 (1994) 借助重组 LIF因子代替成纤维细胞饲养层，直接从 129/SV 小鼠扩张

囊胚分离得到 3 个 ES 细胞系 (MBL－1、MBL－2、MBL－3)；从经过免疫外科法处理的

囊胚中得到 2个 ES细胞系 (MBL－4、MBL－5)[268]。其中 3个细胞系包含 Y染色体(MBL

－1、MBL－2、MBL－5)，且具有正常的二倍体核型和染色体数目。所有的 ES 细胞系都

表达碱性磷酸酶(AKP)和干细胞标记(ECMA－7），当去掉 LIF 后，它们能分化形成多种细

胞类型，注入囊胚则能形成高比例的、包括生殖系在内的嵌合体小鼠。 

随着细胞核移植技术的飞速发展，人们已经能从核移植胚胎中分离建立 ES 细胞系。

Munsie 等 (2000) 从以小鼠颗粒细胞为核供体构建的重组胚 ICM 中分离出了核移植 ES 

(nuclear transfer embryonic stem , ntES) 细胞，它具有正常小鼠细胞的形态特征和细胞表面

标记，在畸胎瘤和嵌合体胎儿中，ntES细胞参与了三胚层组织的形成。在体外培养条件下，

ntES 细胞可形成肌肉组织和有功能的神经元[269]。此后，Kawase 等 (2000) 又以神经细胞

为核供体，从核移植构建的重组胚中，分离得到了小鼠 ntES细胞，它具有小鼠 ES细胞的

细胞表面标记，AKP呈阳性，核型正常，能分化形成多种细胞类型[270]。虽然这种 ntES细

胞的核来自神经细胞，但它并不表现神经细胞的特征，然而它却能分化形成神经细胞。

Wakayama 等 (1999) 分别以近交系、杂交系和突变系小鼠成年体细胞 (颗粒细胞和成纤维

细胞) 为核供体，以去核卵母细胞为受体，建立了 35个小鼠核移植 ES细胞系，这些 ntES

细胞在体外能分化为许多细胞类型，包括多巴胺神经元和 5–羟色胺神经元。在体内能分化

为生殖细胞，若以 ntES 细胞为核供体，能产生有生殖能力的克隆后代，证明了 ntES 细胞

的多能性[271]。 

国内，丛笑倩等 (1987) 最早分离并建立了 129×C3H小鼠 ES细胞系[272]，随后，尚克

刚等 (1993,1994) 建立了小鼠 ES细胞[273, 274]，刘红林等 (1998) 建立了小鼠孤雌 ES细胞集

落[275]。 

2.2 仓鼠 ES细胞的研究进展 

Piedrahita等 (1990)建立了仓鼠的 ES细胞系[276]；Doetchman等 (1998) 也建立了仓鼠

的 ES细胞系[277]，但均未证实是否能够参与形成生殖系嵌合体。 

2.3 牛 ES 细胞的研究进展 

Saito等 (1992) 利用α-MEM，添加 LIF对牛 ICM进行培养，分离出牛类 ES细胞，

传四代后消失，认为传代后消失的原因是更换新的胎牛血清。该类 ES细胞具有稳定的核型。

实验观察到 ES 细胞能自发分化为上皮样细胞，成纤维样细胞和神经样细胞[278]。Sim 等 

(1993) 利用低密度培养法，使用 CR1 培养基添加 ITS (亚硒酸钠、胰岛素、转铁蛋白) 和
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5% FCS培养，得到 15个细胞株[279]。自行分化可形成类胚体。用这些细胞进行核移植产生

了 659 个核重组胚，分裂率 70% (460/659)，109 枚发育至囊胚 (24%)。将 34 枚囊胚移入

27个受体牛，13头牛妊娠，最终产下 4头正常犊牛。White等 (1995)从体外受精获得扩张

囊胚，链霉蛋白酶除去透明带，从 10个囊胚中分离得到 7个类 ES细胞株。该类 ES细胞

集落典型，可形成简单类胚体，体外培养 5 个月不分化 [280]。但碱性磷酸酶 (alkaline 

phosphatase, AKP) 染色呈阴性。Ito等 (1996) 分析比较了牛体内和体外培养的桑椹胚卵裂

球和囊胚 ICM分离 ES细胞的效果，结果仅在囊胚组获得了 ES细胞[281]。Cibelli等 (1997) 

由 49枚 7日龄牛胚胎 ICM分离得到 27个类 ES 细胞克隆 (55%)。将β-半乳糖苷酶基因导

入 ES细胞，选择转染的 ES细胞注入 8~16–细胞牛胚胎中，其中 18枚胚胎移植 7头受体，

妊娠 5周后，得到 12个胎儿。对胎儿进行检测，6个胎儿分别在生殖嵴或 PGCs中检测到

标记基因，表明 ES 细胞参与了生殖系嵌合[282]。Cibelli 等 (1998) 从体细胞核移植囊胚分

离出牛类 ES 细胞，注射法将β-半乳糖苷酶基因导入 ES 细胞[283]。将 8～10 个转基因 ES

细胞注入 8~16－细胞牛胚胎中形成嵌合体，得到 99个嵌合体胚胎，22个胚胎发育至囊胚。

将 10 枚胚胎移入 5 头受体奶牛中产生了 6 头犊牛。Mitalipova 等 (2001) 用与前人不同的

方法，即从 2–细胞开始的胚胎卵裂球开始培养，分离得到一株牛类 ES 细胞系，传至 150

多代，认为是第一例建立牛 ES细胞系，但得到的 ES细胞传代后期核型不正常，体内分化

实验不能形成畸胎瘤，而且未说明是否得到生殖系嵌合的嵌合体[284]。  

国内，钱永胜等 (1996) 以 PMEF为饲养层，从牛的去透明带桑椹胚中分离得到类 ES

细胞，并传 2代[285]。杨奇 (1999) [286]、安立龙 (1999) [287]在原有实验基础上，通过完善培

养条件，又将其分别传到 3代和 6代。 

2.4 猪 ES细胞的研究进展 

Piedrahita等[277]采用 STO、猪成纤维细胞和猪子宫上皮细胞作为饲养层，以 DMEM为

培养基，从猪囊胚 ICM中分离得到猪 ES细胞。Evans等 (1990) 用与小鼠 ES细胞分离培

养相同的条件，将 6~7 d猪囊胚直接培养在 STO饲养层上，建立了猪类ES细胞系[288]。Strojek

等 (1990) 认为猪 ES原代培养使用猪子宫成纤维细胞较有利于 ICM的附着与增殖[289]。而

继代培养时则使用 STO饲养层较好。他还认为 10 d囊胚最适合猪 ES细胞的分离。Wheeler

等 (1994) 获得猪类 ES细胞系，并进行嵌合体实验，毛皮嵌合体后代占 72%，但尚未证明

是否形成生殖系嵌合[290]。ES 细胞可分化为上皮样细胞、肌肉细胞、脂肪细胞和成纤维细

胞等。Miyoshi等 (2000) 从体外受精囊胚中分离出 ES细胞，并以 ES细胞为核供体获得核

移植囊胚[291]。 

国内，关于猪 ES 细胞分离培养的研究相对较少，钱永胜等 (1996) 分离得到猪 ES 细

胞传至 2 代[285]。徐军等 (1997) 将猪 ES 细胞传至 3 代[292]，冯秀亮等 (1999) 分离得到猪
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ES细胞传 5代[293]。董晓等 (2003) 也以 5~10 d五指山猪胚胎为材料，分离培养出猪 ES细

胞，并传至 4代[294]。 

2.5 羊 ES细胞的研究进展 

    Handyside等 (1987) 以绵羊皮肤成纤维细胞和胎儿成纤维细胞作饲养层，从 7~8 d绵

羊囊胚分离 ES细胞，结果得到内胚层样细胞而无 ES细胞出现[295]。Tsuchiya等 (1994) 用

免疫外科法分离 8~9d 绵羊囊胚 ICM，培养于 STO 细胞饲养层上，得到 2 个 ES 细胞系，

传至 4代[296]。Bongso等 (1994) 建立了山羊类 ES细胞系[297]，Tillmann等 (1996) 用胎牛

肝成纤维细胞作饲养层分离得到传至 20代的绵羊 ES细胞和 40代的山羊类 ES细胞系[298]。

Campbell等 (1996) 用第 1~3代的 ES细胞作核供体进行核移植，得到 4只绵羊[299]。 

2.6 兔 ES细胞的研究进展 

    Graves (1993) [300]和 Niemann 等(1994) [301] 分别建立了兔的类 ES 细胞系。赖良学等 

(1995) 成功地建立了兔的 ES 细胞系，并获得皮毛嵌合体兔[302]。童英等 (1997) 建立兔的

类 ES细胞系[303]。 

2.7 猴 ES细胞的研究进展 

在灵长类方面，各国学者首先对猴进行研究。Thomson等 (1995) 以小鼠胎儿成纤维细

胞 (MEF)为饲养层，建立了恒河猴的胚胎干细胞系，对该 ES 细胞增殖传代达一年多，依

然保持未分化状态，核型正常(XY)，体内能形成三个组织胚层的畸胎瘤，细胞表面抗原检

测 (AKP，SSEA－3，SSEA－4) 呈阳性[304]。Thomson等 (1996) 建立了 8个绒猴的 ES细

胞系，其中 2株在体外增殖 1年多，仍维持未分化状态[305]。Cibelli等 (2002) 利用恒河猴

的卵母细胞孤雌激活后发育形成的囊胚建立了猴的胚胎干细胞系[306]。 

3 胚胎干细胞的建系方法 

3.1早期胚胎来源及适宜分离培养的时间 

体内受精胚是从动物体内直接获取的新鲜胚胎，一般质量很好，是分离培养 ES细胞最

好的胚胎来源。体外受精所得胚胎、核移植所得的重构胚以及孤雌激活得到的囊胚也能作

为 ES细胞分离培养的原材料。考虑到所取胚胎在条件允许的情况下，细胞尽可能的多以及

在体外易于培养增殖，并能保持多能性，不同动物获取早期胚胎的时间不同。小鼠一般取

2.5~3.5d 桑椹胚或囊胚[[262]；猪取 9~10d 囊胚[289]；绵羊取 7~8d 囊胚或孵化胚[296]；山羊取

6~7d囊胚[298]；牛取 7~8d囊胚[283]；水貂取 6~7d桑椹胚或囊胚[307]；人取 7~8d囊胚[257]。 
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3.2 胚胎干细胞分离培养方法 

胚胎干细胞建系的原理是将早期胚胎 (囊胚或桑椹胚) 与抑制分化物共培养，使之增

殖并保持未分化状态，随着传代数的增多，细胞数量越来越多，直到建立 ES细胞系。胚

胎干细胞的分离培养方法可分为全胚培养法、ICM 培养法、免疫外科法、机械剥离法和

克隆法。 

3.2.1 全胚培养法 

全胚培养法就是将桑椹胚或囊胚直接培养在饲养层上，让其自然脱去透明带，贴壁，

与滋养层细胞一起增殖。当 ICM增殖，垂直向上生长，一定时间后，挑出 ICM，并离散成

小细胞团块，进行继代培养，克隆扩增。 

3.2.2 ICM培养法 

    ICM培养法是指除去胚胎滋养层细胞，直接对 ICM进行培养与扩增的方法。根据分离

ICM的方法不同可将其分为免疫外科法和机械剥离法。 

免疫外科法是用链霉蛋白酶首先将胚胎的透明带除去，裸胚在抗体中处理一段时间后，

DMEM清洗几次，再在补体中作用一段时间，由于补体反应，滋养层细胞发生溶解，得到

纯的 ICM。以后方法与 ICM培养法相同。此法是利用抗体、补体结合对细胞的毒性作用，

除去囊胚滋养层细胞，而滋养层细胞能阻止抗体进入囊胚腔，保护 ICM不受损害。 

机械剥离法就是采用机械方法除去胚胎滋养层细胞，来分离培养 ICM的一种方法。 

3.2.3 克隆法 

核移植 (克隆) 技术的迅速发展给胚胎干细胞研究带来了生机，提供了一个新的途径。

将成纤维细胞或转基因的成纤维细胞注入去核的哺乳动物卵母细胞中，电融合或化学融合，

激活，重组胚分裂至桑椹胚或囊胚。之后分离 ES细胞方法基本与全胚培养法相同。 

3.3 胚胎干细胞鉴定方法 

3.3.1 形态学鉴定 

ES胞质小，核大，有一个或几个核仁，细胞中多为常染色质，胞质结构简单，散布着

大量核糖体和少量线粒体。ES细胞在体外分化抑制培养的过程中，呈克隆状生长，集落隆

起，细胞界限不清，边缘整齐，折光性强。 

3.3.2 免疫学鉴定 

AKP染色是检测 ES细胞多能性的一种方法，ES细胞保持着早期胚胎未分化的特性，

其表面含有丰富的 AKP及胚胎阶段特异性抗原，采用 AKP染色或 SSEA荧光染色，ES细

胞均表现为阳性反应。 
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3.3.3  核型分析 

ES细胞同其它体细胞一样，具有正常二倍体核型，无畸形、无缺失。若染色体异常，

则其全能性和多能性受到影响。染色体异常的细胞很难发育成动物个体。因而，欲筛选可

用于遗传操作的 ES细胞，就必须对 ES细胞进行核型分析。正常 ES细胞系核型正常率应

在 80%以上。 

3.3.4 体内分化试验 

    体内分化试验就是把 ES 细胞集落离散后，按一定浓度 (一般为 106~07个/ml) 注射到

裸鼠 (即免疫缺陷鼠) 的皮下，观察有无组织瘤的出现。当瘤长到肉眼可见 (一般直径为

1~2 cm) 时，处死小鼠，取出组织瘤，做切片。如果是 ES细胞，则组织瘤所做切片应包含

代表三个胚层的细胞。 

3.3.5 体外分化试验 

ES细胞的体外分化试验包括自发分化和定向诱导分化两个方面。自发分化是指把

ES细胞集落离散后，接种到无饲养层也无分化抑制物的培养皿中，添加基础培养液，

其中一部分聚集形成类胚体，进而有可能形成囊状胚体；而另一部分则有可能自然分

化为成纤维细胞、神经细胞、心肌细胞等。有时在饲养层老化的条件下，ES细胞集落

也有向神经细胞、心肌细胞分化的趋势，这可能与饲养层细胞老化分泌的分化抑制因

子量大幅度降低有关。ES 细胞的定向诱导分化是将 ES 细胞悬浮培养，形成类胚体，

然后，将类胚体贴壁培养，在基础培养液中添加相应的分化诱导因子，使 ES细胞朝特

定的方向分化。常见的分化诱导剂有视黄酸(retinoic acid, RA)、DMSO，3-甲氧苯丙胺，

神经生长因子及六亚甲基乙酰胺(HMBA)等。 

3.3.6 嵌合体实验 

能否参与胚胎发育并最终形成包括生殖系在内的嵌合体是衡量 ES 细胞多能性的一个

重要指标。将 ES细胞通过聚合法或注射法与受体胚胎相结合，在体外发育至一定阶段后移

植到假孕母体内，产生嵌合体动物。嵌合体动物可以通过皮毛颜色、蛋白质、DNA指纹、

同工酶等进行检测。目前多种动物都已获得 ES细胞参与形成的嵌合体，但真正能参与生殖

系传递即能产生功能性配子的嵌合体仅在小鼠上得到证实。 

3.4 胚胎干细胞的冻存及解冻 

    胚胎干细胞冷冻保存技术是胚胎干细胞的重要技术环节之一。一般冷冻液为 75% 

DMEM + 15% NCS (新生牛血清)+ 10% DMSO (二甲基亚砜)。冷冻程序为 4℃平衡 10 min，

放入－20℃冰箱作用 3~5h，－70℃冰箱过夜，第二天放入液氮中长期保存。也可在－70℃

冰箱中存放几个月。解冻一般在 37℃水浴中直到全部溶解，立即加入 ES细胞培养液离心 2

次除去冷冻液，然后再放入 CO2培养箱培养。 
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4 胚胎干细胞的应用前景 

    由于 ES细胞具有上述特性，使胚胎干细胞技术在哺乳动物胚胎发育和基因组学研究等

方面具有极大的应用价值。目前人类基因组计划已经完成，越来越多生物体的基因组已经

或正在被测序，面对染色体上众多的新基因，获得这些基因的表达特性和生理功能是我们

面临最艰巨的任务，ES细胞研究在细胞和个体水平上架起了一道桥梁，在后基因组计划中，

ES细胞技术必将发挥非常重要的作用。 

4.1 生产克隆动物 

动物 ES 细胞具有多能性，并可以在体外增殖、冷冻，因而是克隆动物的理想材料。

Wilmut等 (1997) 研究表明，用体细胞克隆动物绝大部分死亡或有缺陷或畸形[308]。用于克

隆胚胎的体细胞，其基因表达模式在卵母细胞内必须进行再程序化 (reprogramming) 返回

到全能的胚胎状态，才能指导胚胎的正常发育。无效的和错误的重新编程可能限制克隆动

物的正常发育和长期存活，也可能与它们出现的异常表型有关。ES细胞具有稳定的核型和

多能性，要求较少的重新编程，此外，它比体细胞更耐受机械损伤。同种克隆实验已经证

明 ES细胞克隆胚胎的全程发育率高于体细胞克隆的胚胎[271]。王鸿等 (2002) 发现小鼠 ES

细胞为核供体所构建的异种重构胚在体外发育到囊胚的比例明显高于小鼠胚胎成纤维细胞

和成年小鼠外耳皮肤的成纤维细胞[309]。ES 细胞为核供体比体细胞作为核供体所构建的异

种重构胚更容易进行重新编程，并且 ES 细胞指导异种克隆胚胎正常发育的能力强于体细

胞。 

生产克隆动物主要有以下几个方面的意义：①大幅度提高良种家畜的繁殖效率。ES细胞

与胚胎嵌合或ES细胞核移植技术可使一头良种家畜在短期内生产较多的具有遗传同质型的动

物。这不但可以充分发挥良种动物的生产潜力，而且可以加速动物良种化进程。②创造新物种。

用异种动物细胞核移植和异种动物胚胎嵌合的方法可获得具有新性状的克隆动物或异种动物

的嵌合体，这样有可能克服种间繁殖障碍，创造出新物种，获得用传统交配方法无法获得的新

性状。③挽救濒危动物，保存稀有动物遗传资源。利用 ES细胞克隆动物技术，一方面在短期

内可以繁殖大量的濒危动物，迅速扩大濒危动物的群体数量；另一方面可以用冷冻的多能性细

胞作供体进行细胞核移植克隆稀有动物。④为实验生物学提供新材料。利用细胞核移植技术可

以同时克隆遗传背景完全相同的生物个体。这些生物个体可用于遗传参数的估测，饲料营养价

值的评定以及环境与动物关系的研究等领域。  

4.2 ES细胞是基因修饰的高效载体 

利用 ES细胞生产转基因动物的方法有：①胚胎嵌合法。将一定数量的转基因 ES细胞
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注射入囊胚或将转基因 ES细胞和裸胚共同培养，生产转基因嵌合胚，将转基因嵌合胚移植

给同期发情的受体母畜，使其妊娠，生产携有外源基因的嵌合体动物；②细胞核移植法。

以转基因 ES细胞作供体进行细胞核移植，生产转基因胚胎，将转基因胚胎移植给受体母畜，

生产转基因动物。 

与传统育种方法相比较，用 ES细胞生产转基因动物的优势是：①打破了物种的界限，

突破了亲缘关系的限制，加快动物群体遗传变异程度。②可以进行定向变异和育种。利用

同源重组技术对 ES细胞进行遗传操作，通过细胞核移植生产遗传修饰性动物，有可能创造

新的物种。③利用胚胎干细胞技术，可在细胞水平上对胚胎进行早期选择。这样可以提高

选择的准确性，缩短育种时间。 

利用 ES细胞生产转基因动物，具有重要的作用，表现在：①促进动物生长，提高畜产

品产量。目前，已将大鼠、牛、绵羊及人的生长激素 (GH) 基因先后导人小鼠基因组，得

到的转基因小鼠在快速生长期 (5~11周龄) 生长速度为对照组的 4倍。转 bGH基因猪的研

究结果表明，转基因猪日增重增加，饲料转化率大幅度提高。②制作生物反应器。可以从

转基因动物血浆和乳汁中获取药用蛋白质。从转基因动物血浆中提取重组蛋白质的优点是

可以反复采血而不需要杀死动物，缺点是采血量受到限制和一些具有生物活性的重组蛋白

质分泌进血浆对动物健康有一定的影响。动物乳腺摄取、合成、分泌蛋白质的能力很强，

并且能对重组蛋白质进行加工 (包括 β-羟基化，糖基化，γ-羟基化等)，同时，能将重组蛋

白质折叠成有功能的构象。转基因动物乳腺成为公认的生产重组蛋白的理想器官。③动物

抗病育种。通过克隆特定病毒基因组中的某些编码片段，对其进行一定修饰后转入家畜基

因组，如果转基因在宿主基因组中能够表达，那么畜禽对该病毒的感染应具有一定的抵抗

能力。 

4.3 生产用于人类器官移植的动物器官  

使人类 ES细胞与猪等动物的胚胎嵌合，通过人、猪嵌合体动物为人类提供可移植器官。

这样，可以克服异种动物器官移植所出现的免疫排斥反应。将人的基因导入猪等动物 ES

细胞，生产基因修饰猪。利用转基因猪为人类提供器官移植的材料。在体外培养体系能不

断扩增并定向诱导分化的 ES细胞是细胞组织甚至器官移植供体的理想来源，并有望为组织

坏死性疾病、退行性疾病、自体免疫性疾病提供根治手段，如心肌坏死、帕金森疾病、糖

尿病、白血病、肝功能衰竭、Duchenne's肌营养不良等疾病已在动物模型研究中取得成功。

将干细胞作为基因载体回输体内后成为脑细胞，可将难以通过血脑屏障而有治疗作用的药

物或蛋白产物释放到中枢神经系统进行长期治疗。 

人类 ES细胞能起动表达不同分化细胞类型的特异性基因，也能分化为密集轴突和树突

的神经元，节律性收缩的心肌细胞，间质细胞和非色素表皮细胞。人类 ES细胞分化早期也
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能表达内胚层基因产物，有肝细胞核因子－β、胰岛素、胰高血糖素和生长抑素。利用骨

髓基质细胞等培养条件可使人类 ES细胞在体外向造血细胞分化。人类 ES细胞系 H1、H9、

与经辐射小鼠骨髓基质细胞 (S17细胞) 在含胎牛血清而无任何其它外加生长因子条件下，

分化为多种血细胞类型，包括与卵黄囊结构相似的类囊结构和造血干细胞。当在 S17 细胞

中分化的人类 ES细胞经甲基纤维素克隆形成分析时发现多种血细胞，包括红细胞、巨噬细

胞、粒细胞。人类 ES 细胞能分化为滋养层细胞，合成分泌α－脂蛋白和 hCG，可用于人

胚盘发育和功能的研究。 

4.4 建立人类遗传病研究的动物模型  

Piedrahita等 (1998) 以 PJPB和 PNMC109为载体(含有抗新霉素G418基因和 aPloE基

因序列)，利用同源重组技术定位操作 ES 细胞的阿卟脂蛋白(apolipoprotein)E 基因，制备

aPloE基因缺失型 ES细胞，将这种 ES细胞导入囊胚腔，形成了嵌合胚胎。雌雄突变小鼠

交配，生产了携带有 aPloE 基因突变的小鼠。这种 aPloE 基因突变性小鼠为科学家研究阿

卟脂蛋白缺乏症及其临床治疗方法提供了动物模型[310]。  

4.5 研究胚胎发育的基因调控 

ES细胞可以在体外培养条件下引起基因突变并可预先对突变进行筛选，然后通过嵌合

体途径传递到生殖系，通过检测子代的性状分离而确定该突变基因正常状态对机体的调控

作用。这一技术通常与诱捕载体技术相结合进行个体发育的遗传学分析。诱捕载体原理是

构建一个报道基因 (reporter gene)，它的表达依赖细胞内源的顺式调控元件，把报道基因在

细胞的某个内源基因附近插入。理论上，插入基因的表达，反映了该插入部分内源基因的

正常表达。按照这种原理，在发育过程中起重要作用的基因，可以根据报道基因在胚胎发

育过程中的表达型式 (pattern) 鉴定出来。诱捕载体可分为两种，基因诱捕载体 (gene trap 

vector) 和增强子诱捕载体 (enhancer trap vector)。二者都以 LacZ基因为报道基因。两种载

体都可用电穿孔的方法导入 ES细胞，每次试验约需 1×107个 ES细胞。 

利用 ES细胞进行发育机制研究的报道较多。除基因诱捕外，利用 ES细胞进行基因剔

除 (gene knockout) 的研究也正在蓬勃兴起。对基因表达的整体人工干预不仅限于表达某种

目的基因，也可以专一地去除某种目的基因。这种有目的地去除动物体内某种基因的技术

就称为基因剔除或基因靶向 (gene targeting) 灭活，其基本原理是建立在同源重组技术上。

这种基因靶向灭活技术可以在细胞水平上进行，也可以在整体水平上进行。它的基本方式

是将灭活的基因放入 ES细胞中，使这一灭活基因通过同源重组取代原有的目的基因，筛选

到基因已定点灭活的细胞后，将细胞通过显微注入小鼠囊胚中。细胞在小鼠囊胚中参与胚

胎发育，最终形成嵌合体小鼠。由于嵌合小鼠的一部分生殖细胞来源于 ES细胞，所以通过
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小鼠培育即可获得纯合子基因剔除小鼠。基因剔除技术对于制作疾病的动物模型具有非常

重要的意义。目前已用此法建立的动物模型有：β－地中海贫血，阿默海茨病，动脉硬化

症，高脂蛋白血症等。 

总之，ES细胞在培养的细胞和个体发育之间，在体细胞和生殖细胞之间架起了桥梁，

它兼有胚胎和体细胞的特性，在发育生物学、遗传学、生物工程和家畜育种学等学科中有

不可替代的价值。ES细胞研究与基因工程和胚胎工程相结合，必将使畜牧业、医疗工业、

临床医学发生重大的革命，为人类创造无限的财富。 
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第二章 山羊卵母细胞体外成熟培养 

从体外受精技术的应用并获得世界首例试管兔以来，已有 40多年的历史。胚胎工程技

术在此期间，取得了巨大发展。哺乳动物卵母细胞体外成熟、受精、发育、冷冻保存等技

术日趋完善，而且胚胎工程后技术如转基因动物及克隆动物的相继诞生预示其发展的巨大

活力。随着科技的发展，胚胎工程的瓶颈日益显露，如不足的卵母细胞来源，低质量的卵

母细胞，不完善的培养体系等都制约其发展。为了变废为宝，利用屠宰厂的卵巢，获得了

大量的卵母细胞，特别是牛卵巢卵母细胞的采集和体外受精发展较为完善。牛卵母细胞的

采集是使用注射器，抽吸 2~6 mm 卵泡，获得卵丘–卵母细胞复合体（cumulus－oocyte 

complex, COC），而且体外成熟率也很高，达到 90%以上[311]。山羊卵母细胞的获得方法、

成熟条件等很不完善，而且体外成熟影响因素太多。在山羊超数排卵所获的体内 90%卵母

细胞达到成熟，通过体外受精可以得到高的受精率，移植后，也有后代出生[31]。但是通过

体外成熟，受精获得的后代较少。为此国内外许多学者比较了培养液容量、激素、卵母细

胞来源、甚至包括维生素等对山羊卵母细胞的影响[312]。这些结论都表明，能够经体外成熟、

体外受精、和早期胚胎体外培养发育到囊胚的山羊胚胎比例不高[30]。本研究就关于如何提

高山羊卵母细胞的回收、成熟液调整对比、以及添加不同激素对山羊卵母细胞成熟发育的

影响作了进一步探讨。 

1 材料和方法 

1.1液体 

1.1.1操作液 

DPBS (无 Ca2+、Mg2+) ＋100IU/ml青霉素 (华北制药) ＋100ug/ml (华北制药) ＋10% 

FCS (Gibco BRL)。DPBS (mg/100ml) 配方：NaCL，800；KCL，20.0；CaCL2，10.0；

MgCL2.6H2O，10.0；Na2HPO4，11.5；KH2PO4，20.0；葡萄糖，100.0。 

1.1.2成熟培养液 

M199 (Gibco BRL) ＋10% FCS。成熟液配制 (100ml) ：M199，0.95g；NaHCO3，0.22g；

Hepes，0.5958g；庆大霉素，50 µg/ml。激素根据实验需要进行适当的调整，基础为 FSH 10  

µg/ml，LH 10 µg/ml，17ß雌二醇 1 µg/ml。 

1.2山羊卵丘卵母–细胞复合体的收集与培养 

屠宰场收集卵巢，采集的卵巢放入温度为 20~30℃含 0.3 mg/ml硫酸庆大霉素的生理盐
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水中，在 3h内运抵实验室。用灭菌生理盐水洗卵巢 3次，并剪去输卵管等附属组织，然后

采用切剖法收集卵母细胞复合体，也就是将准备好的卵巢置于平皿中，用刀片切割 1~6 mm

卵泡，使得卵母细胞随卵泡液进入 PBS液中。完成后，在体视显微镜下收集卵丘－卵母细

胞复合体 (COCs) 进行体外成熟培养。六孔培养板微滴培养，培养前 2h制作微滴，上盖石

蜡油在 CO2培养箱预平衡。培养条件为：38.5℃，5% CO2，饱和湿度，分别培养 24h、27h、

30h。 

1.3 COC复合体的分级  

采集到的 COCs，根据 Pawshe等 (1994) [28]、陈大元等 (2000) [3]的分类方法分为 3级：

A 级为胞质均一致密，外围至少有 3 层以上卵丘细胞包裹，而且包裹致密；B 级为外围包

裹细胞不足 3 层，或有的地方有缺口，但是形态正常；C 级主要是胞质不均一，外形不规

则，或无卵丘细胞包裹，即裸卵（图 2－1）。 

 

图 2－1 成熟培养前不同等级卵丘－卵母细胞复合体 

Plate 2－1 Different grade cumulus－oocyte complexes of goat before in vitro culture 

1.4卵母细胞成熟的判定  

成熟培养完成后，观察卵丘细胞的扩展程度：如果大部分扩展是原来大小的 5倍以上，

而且在灯光下，透亮，说明这批整体成熟效果较好。检查第一极体排出：将 COCs 置于含

有 0.1%的透明质酸酶 (Sigma) 的 DPBS (无 Ca2＋、Mg2＋)，漩涡振荡 3 min，去除卵丘细胞，
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然后在显微镜下，观察第一极体排出情况。也可用胚胎吸管直接吹打 5~10 min，可去掉卵

丘细胞。 

1.5受精处理及胚胎培养  

受精处理及胚胎培养具体方法见第三章和第四章 

1.6数据处理 

每一试验，都是在同一批次下分组进行，重复至少 3次。X2检验分析。 

2 结果 

2.1 不同分级卵母细胞的成熟比较 

按照卵丘包裹程度的分级原则，分 A、B和 C 3级。成熟后，去除卵丘细胞观察卵丘

细胞扩展、第一极体排出，并统计成熟培养结束后卵母细胞成熟率。结果见图 2－2、图 2

－3、图 2－4及表 2－1。 

 

 

 

图 2－2 山羊卵母细胞成熟后卵丘细胞高度扩展 

Plate 2－2 The cumulus cells highly dispersed after in vitro maturation of goat COCs   
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图 2－3 山羊卵母细胞成熟后卵丘细胞完全扩展 

Plate 2－3 The cumulus cells completely dispersed after in vitro maturation of goat COCs   
 
 

 

图 2－4 山羊卵母细胞成熟后排出第一极体 

Plate 2－4 The first polar (PB1) after in vitro maturation of goat oocyte  
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表 2－1 不同等级卵母细胞成熟比较 
Table 2－1 The comparison of the maturation rate of goat oocytes with different grades 

级 别 

Grades 

卵丘细胞层 

Layers of cumulus 

卵母细胞

Oocytes 

第一极体排放

PB1 

成熟率 (%) 

Maturation rates (%) 

A级 完整包裹，胞质均匀 245 176 71.8a 

B级 有部分透明带裸露 150 65 43.3b 

C级 裸卵 191 21 10.9c 

上标 a, b, c为差异显著即（P<0.05） 
a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

表 2－1表明，不同级别的卵母细胞，成熟培养后，第一极体排出率差异极显著，特别

是A级成熟后，成熟率达71.8%，显著高于B级 (43.3%) (P<0.05)，极显著高于C级 (P<0.01)，

而且 A 级的卵丘细胞扩展充分；C 级成熟后，变化不太显著，成熟率仅为 10.9%；B 级介

于二者之间。此外，作者实验得出，成熟的 C级卵母细胞受精后，没有一个发育到囊胚 (未

列出)。因此，以下试验，全部采集 A级卵母细胞进行成熟培养。 

2.2不同成熟时间对山羊卵母细胞成熟的影响 

选取 A级 COCs进行成熟培养。24h、27h、30h三个不同成熟时间，成熟率分别为 63.3%、

65.8%和 70.4%，第一极体排出差异不显著（P>0.05）,但有增高的趋势，受精后，30h组卵

裂率显著低于 27h组 (P<0.05) 和 24h组，卵裂率分别为 42.05%，61.0%和 48.7% (表 2－2)。

表 2－2 不同成熟时间对卵母细胞成熟的影响 
Table 2－2  The effects of culture time on the maturation of goat oocytes  

成熟时间（h） 

Maturation time (h) 

卵母细胞 

Oocytes 

成熟 (%) 

Maturated (%)  

卵裂 (%) 

Cleaved/Matured (%)

24 120 76（63.3a） 37（48.7ab） 

27 117 77（65.8a） 47（61.0a） 

30 98 69（70.4a） 29（42.0b） 

上标 a、b为差异显著即（P<0.05）  

a, bdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

2.3 成熟液中添加不同浓度雌激素对山羊卵母细胞成熟的影响 

表 2－3 用来说明成熟液中分别添加不同浓度的 E2对卵母细胞成熟的影响。可见，随
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着雌激素浓度的升高，成熟率分别为 65.5%、65.8%、46.9%和 42.8%，第一极体排出率显

著的下降，而空白组和 1 µg组之间，成熟差异不显著。而 10 µg组和 100 µg组中，极体排

出率显著降低。在成熟后，卵丘细胞的扩展程度受 E2浓度的影响，即扩展程度与 E2浓度

成反比。这说明 E2浓度过高抑制第一极体的排出。 

表 2－3成熟液中添加不同浓度雌激素对山羊卵母细胞成熟的影响 
Table 2－3 The effects of E2 with different density on the maturation of goat oocytes  

E2浓度 
E2 densities 

卵母细胞 
Oocytes 

第一极体排出

PB1 
成熟率 

Matured/Oocytes (%)
卵裂率 

Cleaved/matured (%)

空白对照 90 59 65.5a 24(40.6b) 

1 µg 120 79 65.8a 46(58.2a) 

10 µg 113 53 46.9b 15(28.3b ) 

100 µg 112 48 42.8b 5(10.4c) 

上标 a, b, c 为差异显著即（P<0.05） 

a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

2.4 HT 和 ß－ME 对卵母细胞成熟的影响 

为了消除试验误差，本研究使用聚乙烯醇 (polyvinyl alcohol, PVA) 代替胎牛血清

(FCS)，测定添加亚牛黄酸 (hypotaurine, HT) 和 ß－巯基乙醇（ß－meroaptoethanol, ß－ME）

对山羊卵母细胞成熟的影响。在成熟液分别添加 HT、ß－ME对照组，成熟率分别为 37.0%、

55.3%和 34.1%。ß－ME对卵母细胞成熟有促进作用，显著提高了卵母细胞的成熟率。第一

极体排出率达到 55.3%，HT对卵母细胞成熟作用甚微。同样，谷光甘肽成部分 (glutathione, 

GSH) 含量也是 ß－ME组最高，显著高于其它两组 (表 2－4)。 

表 2－4 HT和 ß－ME对山羊卵母细胞成熟的影响(重复四次) 
Table 2－4  The effects of oocytes of HT and ß－ME on the maturation(with four replications)  

蛋白来源 

Protein 
Sources 

添加物 

Supplements 

卵母细胞数 

Numbers of 
Oocytes 

GSH含量 

GSH Content
（nmol/10μl） 

第一极体 (%) 

PB1/Oocytes (%)

0.1%PVA 无 88 0.73b 30（34.1b） 

0.1%PVA HT（10 mM） 84 0.81b 32（37.0b） 

0.1%PVA ß－ME（5μM） 103 1.04a 57（55.3a） 

上标 a, b 为差异显著即（P<0.05） 

a, bdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 
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2.5 不同成熟激素对山羊卵母细胞成熟的影响 

本试验对比在成熟液中添加不同来源激素对山羊卵母细胞体外成熟是否产生影响（表

2－5）。进口 FSH＋LH 的成熟效果与国产绒促激素 (促卵泡素和促黄体素) 对山羊卵母细

胞成熟均有促进作用，卵母细胞成熟率都极显著高于空白对照组，但是它们之间的成熟率

差异不显著，分别为 67.3%和 68.9%。 

表 2－5  不同激素对卵母细胞成熟的影响 
Table 2－5  The effects of Gonadotrophins on the maturation of oocytes  

激素 

Gonadotrophins 

卵母细胞 

Oocytes 

成熟卵母细胞 

Matured Oocytes 

成熟率（％） 

Maturation rates（%）

FSH＋LH 

（进口） 
245 165 67.3a 

促绒激素 
（国产）  

312 215 68.9a 

空白对照组 134 21 15.6b 

上标 a, b 为差异显著即（P<0.01） 

a, bdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.01) 

3 讨论 

3.1 不同分级卵母细胞的成熟分析 

卵母细胞内在质量，对发育潜力有决定性作用，而卵丘细胞的包裹程度，在一定程度

上反应卵母细胞的质量。颗粒细胞不仅保护卵母细胞，减少外界环境对其造成的应激，也

为卵母细胞成熟发育提供所必须的营养因子，促进其核成熟和胞质成熟。此外还能减少透

明带硬化，从而有利于精子获能入卵，提高卵裂率。卵丘细胞通过两种途径作用于卵母细

胞：一方面是为卵母细胞提供生长和发育必需的营养物质，如丙酮酸、氨基酸、磷脂前体

等；另一方面，通过间隙连接，传递卵母细胞成熟信息，进而促进卵母细胞的成熟[313]。因

此，卵母细胞的成熟与卵丘细胞的作用密不可分。Yu等 (2003) 得出 FSH对卵母细胞的作

用是通过卵丘细胞来实现的，它促进卵丘细胞扩展，并且分泌营养因子，特别是 IGF－I，

还有类固醇激素等，为卵母细胞的成熟创造条件[314]。Byskov等 (1997) 在研究小鼠卵母细

胞成熟过程中发现，卵丘细胞能够分泌减数分裂激活物（meiotic activated steroid, MAS），

诱导卵母细胞核由休止期进入成熟分裂期[152]。此外，卵丘细胞在 FSH 和卵母细胞之间起

协调作用。如在牛卵母细胞内没有 FSH受体，而在卵丘细胞上却存在 FSH受体。如果将牛
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卵母细胞上卵丘细胞完全去除，其成熟率、受精率及胚胎发育率就会显著降低。卵丘细胞

能诱发精子发生顶体反应，并增加其穿卵能力。受精时，卵丘细胞必须保持与卵母细胞的

紧密结合。Hawk 等 (1993) 研究证明，卵丘细胞过多过致密也会阻碍精子入卵[157]。这表

明一定数量卵丘细胞的存在，是卵母细胞完成体外成熟及受精的必要条件。研究表明，卵

丘细胞同样对山羊卵母细胞成熟有重要作用，A级卵母细胞成熟率 (71.8%) 就极显著地高

于 B、C级 (分别为 43.3%, 10.9%)。当卵母细胞成熟后完全去除卵丘细胞时，即使卵母细

胞有第一极体排出，它的受精能力和发育能力极低，没有一个发育到囊胚。此外，即使在

输卵管壶腹部受精，成熟卵母细胞外围仍带有部分卵丘细胞
[4]
。体外受精时，卵母细胞外

围保留部分卵丘细胞，也增加了小鼠、仓鼠、猪、牦牛等动物的正常受精率。因为颗粒细

胞有诱导精子趋向运动，维持精子活力，促使精子获能和阻止透明带硬化等功能
[3]
。因此，

卵丘细胞对卵母细胞的成熟、受精都起着重要的作用。必须严格筛选 COCs，选取 A 级卵

母细胞进行成熟培养，B、C级弃掉不用。 

3.2 不同成熟时间对山羊卵母细胞成熟的影响 

不同物种卵母细胞体外成熟时间不同，如牛需要24h成熟就足够了，而猪则需要42～48h。

卵母细胞体外成熟时间对卵母细胞的成熟、受精是很重要的。因为排卵后，如果没有受精，

卵母细胞很快老化。在体外更是如此，培养时间短，不易成熟，培养时间长，又容易发生透

明带硬化，从而造成不受精现象。Rho等 (2001) 表明，20h、24h、27h组中，27h组山羊卵

母细胞的成熟率 (73%) 显著高于其它两组 (30%和 55%)[175]。本研究设计为 24h、27h、30h

三组，结果表明，不同成熟时间对第一极体排出的影响差异不显著，有增高的趋势，成熟率

分别为 63.3%、65.8%、70.4%。但受精后，发现 30h组受精后卵裂率要显著低于 27h组，分

别为 29%和 47%。24h组介于其中，卵裂率为 48.7%。这也许是成熟时间过长，导致了透明

带硬化变性，不利于精子入卵。但是就囊胚的质量来看，还是 30h组高于对照组，这可能是

由于时间长，有利于胞质充分成熟。同时说明卵母细胞胞质成熟与受精是一对矛盾。而成熟

24h 组，不论是胞质成熟还是核成熟都不完全。进一步通过固定染色，同样得出山羊卵母细

胞成熟 27h要显著优于 24h组。所以，山羊卵母细胞应该以成熟 27h为宜。 

3.3 成熟液中添加不同浓度雌激素对山羊卵母细胞成熟的影响 

有关类固醇激素在卵母细胞成熟中的作用有许多报道，但是对于不同物种，得出的结

论不一致。如雌激素对仓鼠和猪卵母细胞核成熟有抑制效应，雌激素的添加可能会导致形

成异常纺锤体比率的增加；对于胞质成熟，有利于牛、兔等动物卵母细胞胞质成熟，对猪

卵母细胞胞质成熟抑制。Schams 等 (2003) 研究表明类固醇对卵母细胞的发育，以及卵丘

细胞的扩展有重要作用[315]。在许多物种的卵母细胞内有 E2受体，说明 E2可以直接与卵母
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细胞结合，通过钙离子系统调节卵母细胞胞质成熟。但是 Huynh 等 (2003) 通过基因敲除

小鼠发现，雌激素并不是直接作用于卵母细胞，而是对卵泡生长和排卵有反馈调节作用[75]。

在牛、人、小鼠，猪等多种动物的卵丘细胞，颗粒细胞也合成雌激素，如 Mingoti等 (2002) [316]
、 

Behl 等 (2002) 报道成熟液中添加 FSH，能够显著地诱导卵丘细胞分泌 E2
[317]。而 E2对山

羊卵母细胞成熟是否有促进作用，报道很少。旭日干 (1989) 认为，在培养液添加 HCG时，

雌激素对牛卵母细胞的体外成熟和发育不十分重要[318]。Margot等 (2002) 报道，猪卵母细

胞成熟液添加不同浓度的类固醇激素，对其成熟无显著影响，通过放射免疫测定，发现卵

丘－卵母细胞复合体自身分泌一定浓度的 E 2，足够用来供给卵母细胞进行核成熟和胞质成

熟[132]。刘灵等报道，成熟液中添加 E2，可以使山羊卵母细胞成熟率从 56.7%提高到 80.2%，

从而显著提高山羊卵母细胞的体外成熟率[319]。本研究表明添加 1 µg/ml E 2与对照组差异不

显著，成熟率分别为 65.8%、65.5%，但显著高于 10 µg/ml组和 100 µg/ml组，成熟率分别

为 65.8%、46.9%、42.8%。说明添加 1 µg/ml E 2并不会对山羊卵母细胞成熟产生影响。但

对于受精后的卵裂率，添加 1 µg/ml E 2组（58.2%）显著高于对照组（40.6%）和 10 µg/ml

组（46.9%），极显著地高于添加 100 µg/mL E 2组(10.4%)。说明当 E2浓度为 10 µg/ml以上

时，对山羊卵母细胞的核成熟，有强烈的抑制作用。Kruip等 (1998) 也得出只要 E 2超过 5 

µg/ml，就会对牛卵母细胞纺锤体形成和第一极体排出有副作用[320]。赵伟等 (1998) 认为添

加 1 µg/ml E2与 LH峰后排卵前卵泡液中 E2浓度大致相同
[321]。江金益等 (1990) 在水牛上

也得出同样的结论，认为加入 1 µg/ml E 2，成熟卵数明显增加
[322]。因此，对于山羊卵母细

胞的成熟，添加 1 µg/ml E 2有利于胞质成熟，从而提高受精后胚胎发育能力。但 E 2的添加

具有剂量依赖性，剂量过高，就会严重的抑制卵母细胞核成熟（见表 2－3）。 

3.4 HT和 ß－ME对卵母细胞成熟的影响 

卵母细胞成熟的质量，特别是胞质成熟，对胚胎后期发育至关重要。在体外成熟培养

中，由于环境中的氧气浓度显著高于子宫内环境，常常在培养液中添加抗氧化剂，清除氧

自由基，保护细胞膜脂质不被氧化。如亚牛黄酸、半胱氨酸、ß－巯基乙醇等常被添加于卵

母细胞成熟和体外胚胎发育的培养液中，能增加牛卵母细胞和体外胚胎 GSH水平，保护细

胞，减少过氧化侵害[256, 323]。谷胱甘肽、β－巯基乙醇等抗氧化物质不仅可以清除卵母细

胞内的氧自由基，同时还可以在细胞分裂时作为二硫键断裂的供氢体[250,252]。成熟液中加入

GSH 增加山羊卵母细胞内 GSH 的浓度，但没有明显提高卵母细胞的受精率，因为体细胞

和卵母细胞都不能直接将 GSH 转移进细胞内，细胞内的 GSH 是由其他物质合成的，如β

－巯基乙醇、半胱胺等都是用于合成 GSH的。卵母细胞体内成熟包括核成熟和胞质成熟，

通过观察卵母细胞核减数分裂来判定核成熟，而测定胞质中 GSH水平可以判定胞质成熟。

如在猪[324]和牛[325]卵母细胞成熟后，GSH浓度升高是卵母细胞成熟的重要标志。Mizusshima
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等 (2001) 在牛卵母细胞成熟液中添加 ß－ME，提高了后期胚胎的发育，结果表明胞质内

GSH浓度增加[240]。 

在卵母细胞成熟液中，一般要添加胎牛血清（FCS）[326]或者牛血清白蛋白（BSA）[327]，

它们包含多种生长因子和激素，使成熟体系在可重复性和质量控制上带来不便。因此，本

研究使用 PVA替代 FCS，从而在限定培养液中，确定添加物质对山羊卵母细胞的影响。在

限定性成熟液中添加抗氧化剂 HT和 ß－ME，探讨其对山羊卵母细胞体外成熟的影响。结

果表明添加 5uM ß－ME能显著提高山羊卵母细胞的成熟率（57%），也提高了胞质内 GSH

（1.04 nmol/ul）的水平。但是在成熟液中添加 HT，虽然也增加了卵母细胞内的 GSH含量

(HT组 GSH为 0.81 nmol/ul，对照组为 0.73 nmol/ul)，但成熟作用不显著( HT组成熟率为

32%,对照组为 30%)。这一结果与 Lim等[328]结论一致，他们认为成熟液添加 HT 对卵母细

胞体外成熟并没有促进作用。所以，建议山羊卵母细胞成熟液中添加 ß－ME，能促进卵母

细胞成熟。  

3.5不同成熟激素对山羊卵母细胞发育的影响 

FSH、LH是卵母细胞体外成熟培养液中使用较多的促性腺激素。FSH诱导卵丘细胞扩

展是卵母细胞成熟的前提条件，刺激卵丘细胞产生一种促卵母细胞成熟的因子[183]。研究表

明，FSH通过升高颗粒细胞内 cAMP水平使卵母细胞成熟受到抑制，从而达到胞质的充分

成熟。FSH还可使卵丘细胞扩散[131]。而 LH峰的出现克服了卵母细胞成熟抑制因子的作用
[65]。使经卵丘细胞运输到卵母细胞并抑制卵母细胞成熟的物质如 cAMP减少，导致卵母细

胞成熟。在山羊卵母细胞体外成熟中，FSH 和 LH 联合应用能显著提高成熟率和受精后胚

胎的发育率。FSH和 LH联合使用时，成熟率显著高于对照组[327]。卵母细胞的成熟，受一

系列的激素调控，包括 FSH、LH、E2等，在其发育成熟过程中起重要作用。本研究比较了

两种不同激素组合类型对卵母细胞成熟的影响。结果表明，使用“FSH＋LH”（进口）与国

产绒促激素，对山羊卵母细胞成熟的影响差异不显著，成熟率分别为 67.3%、68.9%。和对

照组相比，都显著提高卵母细胞体外成熟率（对照组为 15.6%）。所以，添加国产绒促激素

和进口的“FSH＋LH”，成熟效果一样。但国产激素成本低，使用方便。所以在卵母细胞体

外成熟培养时，完全可以用国产的绒促激素配合代替进口的 FSH 和 LH。 

4 结论 

在山羊卵母细胞体外成熟培养中，选用胞质均一致密，外围至少有 3 层以上卵丘细胞

包裹，而且包裹致密的 A级卵母细胞，添加浓度为 1 µg/ml 的 E 2、5 µuM 的 ß－ME，成

熟培养 27h 可以显著提高卵母细胞体外培养的成熟率。促成熟激素使用国产绒促激素完全

可以代替进口的 FSH和 LH，在相同效果的前提下大大降低成本。 
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第三章 山羊卵母细胞体外受精方法的研究 

哺乳动物体外受精技术从 20 世纪 50 年代初到现在已得到深入而系统的发展，但对山

羊体外受精的研究则进行得较迟。直到 1985年日本学者 Hanada用超排山羊卵母细胞与精

子体外受精后移回受体羊输卵管中，培育出世界上第一只试管山羊[176]。钱菊芬等 (1991) 以

相同方法培育出我国首例“试管山羊” [177]。Younis 等 (1991)首次报道了由体外成熟山羊

卵母细胞经体外受精而使受体羊怀孕的实例[178]；虽然有试管山羊诞生，但是成功率很低，

而且都是通过对供体山羊进行超排处理后冲取成熟卵母细胞或活体采卵后体外受精。经过

卵母细胞体外成熟所获的山羊胚胎数量非常有限，其主要原因是体外受精后，精子头部未

能去浓缩，不能够顺利形成原核，致使卵裂失败。这与卵母细胞体外成熟的质量有关，因

为胞质中调控精子去浓缩的物质浓度低；另一方面，精子的获能条件也影响了雄原核的形

成。本研究的目的是以屠宰场废弃卵巢为实验材料，主要是优化山羊体外受精条件，提高

体外成熟卵母细胞的受精质量和数量。 

1实验材料与方法 

1.1卵母细胞采集和成熟  

卵母细胞采集和成熟方法同第二章 

1.2体外受精 

1.2.1受精液 

使用 BO液[463]＋50 IU/ml庆大霉素＋6 mg/ml BSA（Sigma公司）。获能物质根据试验

设计添加。 

１.2.2精子的准备 

山羊冷冻精液购于冻精站，每次试验取两支。分离精子方法选用 Percoll密度梯度离心

法和上浮法两种。 

Percoll法是分别制备 90% 和 45% 的 Percoll平衡盐溶液(获能液作稀释液 )，将 2.0 ml

的 90%的 Percoll置于 10 ml试管底部，上部添加 2.0 ml的 45% Percoll溶液，将解冻后的精

液置于最上层，室温下离心 15 min，去掉上悬液，然后收集底部沉淀，用获能液 6 min/次

洗涤 3次，然后待用。 

上浮法是将精液轻轻置于含有 4 ml获能液的试管底部，45°倾斜置于培养箱内，39℃，

5% CO2，饱和湿度上浮 1h，然后取上清夜，离心 6 min，处理 3次，待用。 
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1.2.3 精子获能 

将收集到的活精子置于获能液中，38.5℃，5% CO2，饱和湿度下，孵育 1~2h。 

1.2.4 体外受精 

将预先制备好的受精液制成 100 µl的受精微滴，上覆石蜡油。选取颗粒细胞扩展的卵

母细胞，用吸管吹打，打掉部分颗粒细胞，然后将卵母细胞和精子在 100 µl的受精微滴共

孵育 24h，然后取出卵母细胞，进一步体外培养。精子终浓度为 5×106个/ml。 

1.2.5 受精率的观察 

将卵母细胞外围的颗粒细胞吹打尽，并且在 25%的乙酸乙醇中固定 48h，然后用 1%的

地衣红染色，在显微镜下观察精子入卵和雄原核的形成。 

1.2.6 胚胎培养 

受精后的卵母细胞使用 PBS液冲洗 3次，将外围的颗粒细胞和死精子去掉（特别是死

精子），然后分组培养，培养液前 48h使用 SOF＋BSA，然后换液成 SOF＋10% FCS，采用

颗粒细胞共培养。 

1.2.7 胚胎细胞计数 

囊胚期胚胎用 Hoescht33342 (Sigma公司) 染液染色 30 min，其浓度为 0.1 mg/ml，将经

染色的胚胎置于 SOF (输卵管培养液)，在倒置显微镜下，200×荧光计数。 

1.2.8数据处理 

采用卡方检验进行统计学数据处理。 

2结果 

2.1肝素、咖啡因和钙离子载体对受精和胚胎发育的影响 

受精观察见图 3－1 和图 3－2。受精液和获能液中，添加肝素 (Heparin)、咖啡因

(Caffeine)、和钙离子载体 (IA23187)，比较其获能效果。通过对比，发现肝素和钙离子载

体组受精率分别为 56.0%和 67.0%，显著高于咖啡因组 21.0% (P<0.05)。卵裂率反而是肝素

高于钙离子载体和咖啡因组，分别为 51.1%、36.3%和 19.0%，差异显著 (P<0.05)；发育到

囊胚后，分别为 17.8%、11.7%和 0，差异不显著 (表 3－1)。 
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图 3－1 精卵共孵 

Plate 3－1 The sperms and oocytes co–culture 

 

图 3－2 受精后排出第二极体 

Plate 3－2 The PB2 after fertilization  

 

PB1 
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图 3－3 体外受精囊胚 

Plate 3－3 The blastocyst of IVF 

表 3－1肝素、咖啡因和钙离子载体 IA对受精和胚胎发育的影响 

Table 3－1 The effects of Heparin、Caffeine and Ca2＋  

vector IA on the fertilization and embryonic development  

获能液 

BO Medium (ml) 

受精率 (%) 

 Fertilized (%) 

卵裂率 (%) 

Cleaved (%) 

囊胚率 (%) 

Blastocyst (%) 

肝素 Heparin（50 µg）  56.0a (62/112)  51.1a (32/62) 17.8a (11/62) 

咖啡因 Caffeine(10 mM)   21.0b (20/95) 19.0c (4/20) 0(0/20) 

钙离子载体 IA（0.1 µM）  67.0a (73/109 ) 36.3b (26/73)    11.7a (8/73) 

上标 a, b, c 为差异显著即（P<0.05） 

a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

2.2精子的不同处理方法对卵裂率和囊胚率的影响 

山羊精子的冷冻效果与耐受性要差于牛精子，而且精子活力在很短时间显著下降，所

以选冻精时，严格检查活力。本试验在受精前，摸索高效筛选精子的方法。分别使用 Percoll

法和上浮法。结果表明，Percoll 法处理精子卵裂率为 59.1%，高于上浮法（42.9%），差异

显著（P<0.05）；但是囊胚的发育率分别为 11.8%和 7.8%，囊胚的平均细胞数分别为 116和
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113，两者差异不显著（表 3－2）。 

表 3－2精子的不同处理方法对卵裂率和囊胚率的影响 

Table 3－2 The effects of the different treatments to sperms on the percenntage of  cleavage   

处理方法 

Treatments 
受精卵  
Zygotes 

卵裂率 

Cleaved（%）

囊胚数 

Blastocysts（%） 

囊胚细胞数
Blastocyst 

cells  

Percoll法 93 55（59.1）a 11(11.8) a 116a 

上浮法( Swim－up)    114   49（42.9）b 9(7.8) a 113a 

    上标 a, b 为差异显著即（P<0.05） 
a, bdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

3讨论 

3.1肝素、咖啡因和钙离子载体对山羊精子获能、受精和胚胎发育的影响 

精子获能是正常生理受精过程的必须环节。只有获能后，才能发生精卵结合，穿过透

明带和卵黄膜，形成合子。精子在母畜生殖道，活力和获能受其所处环境，即输卵管液和

子宫液调节。其中生物活性物质主要是 cAMP和 GAG（氨基多糖），以及平衡的离子浓度，

对精子的获能至关重要[328]。而在体外获能，多采用获能诱导剂如肝素、咖啡因、IA（钙离

子载体）等。IA23187 可与钙离子形成复合物，携带钙离子进入精子，使 Ca2＋内流，从而

诱发顶体反应，激活顶体酶系。咖啡因加强钙离子载体的作用，提高线粒体的代谢和精子

活力。肝素可去除精子表面精浆成分，在牛等动物精子获能中，已经取得很大成功。但是，

在山羊精子获能中，目前的技术方法还不十分成熟。Keskintepe 等 (1994) 观察山羊卵母细

胞受精后的卵裂球染色体倍数，发现有单倍染色的占 59%[329]。精子受精后去致密化失败也

是山羊体外受精胚胎发育低下的原因。 

研究不同获能处理对山羊精子获能效果的影响，旭日干等 (1990) 首次使用 IA，获得

试管山羊，且得出处理精子时的最佳浓度为 0.5 µM，处理 2 min[34]。但刘红林等在使用肝

素与钙离子载体对猪精子获能处理时，二者差异不显著，只是肝素要省时简便，这可能是

物种不同。LH等 (1988) 研究表明，用肝素处理牛精子 15~30 min 有助于精子穿透卵母细

胞[330]。羔山羊卵母细胞体外受精时，0.5 µM /ml IA处理，受精率显著高于肝素组，但是发

育到 2~4–细胞的胚胎数少于对照组[331]。在牛上，肝素与 IA 联合使用效果也不显著[332]。

本研究结果表明，IA能提高受精率，但是显著降低卵裂率，受精率、卵裂率分别为 67.0%、

36.3%，这可能是由于试验方法的差异造成的。而单独添加咖啡因，并没有促进获能，也降

低了胚胎发育率，其受精率、卵裂率分别为 21.0%、19.0%。在牛精子获能中，单独使用 IA，

牛精子很易死亡，当加亚牛黄酸或肾上腺素时，精子耐受性增加。咖啡因只能增加精子活
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力，不能诱导精子获能，且咖啡因对雄原核的形成有副作用。Izquierdo 等 (1998) 研究表

明，咖啡因不能促进受精[333]。而且使用咖啡因处理牦牛精子，虽然对精子的获能及受精有

促进作用，但是受精后，卵裂率降低，这是因为咖啡因对精子的染色体有损伤。本研究表

明，精子在获能过程中，IA的获能效率高，但是受精后，卵裂率和囊胚率降低，咖啡因组

的受精率和卵裂率都显著低于其它两组，分别为 21.0%、19.0%。只有肝素效果比较稳定，

受精率、卵裂率分别为 56.0%、51.1%。但是这三组的总体受精率、发育率还很低，所以在

山羊精子获能中，还需要大量的试验研究。 

3.2精子的不同处理方法对卵裂率和囊胚率的影响 

本试验中使用的 Percoll 是 SiO2外被 PVP 包裹的胶体悬浮物。在梯度离心过程中，精

子的分布与所受的离心相平衡，活力好的精子更容易聚集在离心管的底部[334]。 

体外受精过程中，精子的分离方法有上浮法、梯度离心法 （牛体外受精中多见） 和

percoll 法等。但羊的精子分离通常用上浮法。Palomo 等 (1999) 通过对比，上浮法得到的

精子活力和顶体完整率都好于其它方法，但卵母细胞的受精率和卵裂率没有显著差异[335]。

但是 Rho 等[175]得出用 Percoll法分离的精子效率是上浮法的 4倍，并且提高精子活力，受

精后，原核形成要早，大多发生在受精后 6h。Parrish 等 (1995) 在分离牛精子中得出，梯

度离心法的效率高出上浮法的 5 倍[336]。在人类精子分离中，不允许使用 Percoll， 因为其

包被的 PVP 对精浆、顶体以及人精子的线粒体膜都有副作用。Rho 等 (2001) 认为 percoll

法分离山羊精子受精后，囊胚细胞数显著增加，促进精子的顶体反应，缩短受精时间[175]。

但是本研究未发现囊胚细胞数增加。通过对比，Percoll 法处理精子卵裂率要显著高于上浮

法，分别为 59.1%、42.9% (P<0.05)，但是囊胚率和囊胚细胞数差异不显著，分别为 11.8%、

7.8%。可能的解释是 Percoll法只对山羊精子的活力有促进作用，而使得部分精子过早释放

顶体内酶类，从而影响受精。此外，上浮法的精子镜检活力要好于 Percoll法分离的精子。

对此还需要进一步研究证明。 

4 结论 

对肝素、咖啡因、钙离子载体 IA三种获能物比较，肝素效果比较稳定。Percoll法处理

精子卵裂率要显著高于上浮法，但是囊胚率和囊胚细胞数差异不显著。上浮法的精子镜检

活力要好于 Percoll法分离的精子。但是，以上分析的不同获能物和不同分离方法，总体受

精率、发育率还很低，所以在山羊精子获能中，还需要大量的试验研究。 
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第四章  山羊胚胎体外培养 

自 1957 年哺乳动物早期胚胎体外培养在小鼠上获得成功到现在，多种试管动物、克

隆动物、转基因动物等相继出生，胚胎培养取得很大进展。但是成功率低，原因是卵母细

胞质量差、克隆再程序化不清楚、以及胚胎体外培养体系不完善，导致胚胎质量下降，妊

娠率降低，胎儿畸形率高。目前，建立一个完善的胚胎培养体系，是胚胎在体外能够正常

发育到囊胚的重要环节。在输卵管和子宫内，发育环境呈连续动态变化，为胚胎发育提供

各种胚胎营养因子，及时排出代谢废物。经测定发现，输卵管和子宫液中含有糖蛋白物质，

多种氨基酸，特别是甘氨酸和丙氨酸浓度最高，这些物质主要是雌激素诱导输卵管上皮分

泌产生的[337]。在体外培养过程中，只有模仿胚胎体内发育环境，为体外胚胎生长提供必要

的营养因子，合理的抗氧化措施，并且及时地将代谢废物和不利于胚胎发育的物质排出，

才能提高胚胎的发育数量和质量。而且早期胚胎体外培养存在发育阻滞期，如小鼠发生在

2－细胞期、猪在 4－细胞期、绵羊和牛发生在 8~16－细胞期，山羊早期胚胎阻滞期在 2－

细胞和 8－细胞期，发育阻滞可能是由于基因由母源性向合子性转化引起的[338, 339]。因此，

克服胚胎体外发育阻滞是胚胎发育到囊胚的关键环节。如使用共培养系统，能够有效克服

牛、猪等体外胚胎发育阻滞[340]。山羊早期胚胎体外培养较为困难，使用体细胞共培养可以

改善发育阻滞。如在低氧浓度下和使用人血清，可以成功的将胚胎培养到孵化囊胚[341]，用

SOF (输卵管培养液) 和 CR1培养获得囊胚，但是结果不理想，与牛胚胎体外发育相距甚远。

本试验旨在通过优化培养程序，筛选培养液，建立适合于山羊胚胎体外发育体系，提高囊

胚发育率。 

1 材料和方法 

1.1卵母细胞体外成熟和受精 

屠宰山羊卵巢的采集方法见第二章。收集 A级卵丘－卵母细胞复合体（COCs）进行成

熟培养，培养条件和成熟液见第二章，即使用优化后的培养方法，如成熟培养 27h 等。体

外受精方法见第三章。 

1.2胚胎培养 

1.2.1颗粒细胞制备 

将成熟后扩展良好的卵母细胞的颗粒细胞吹打掉，2000rpm离心，收集，然后按 3×103
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接种到胚胎培养液中，并且添加 10%的 FCS，继续培养待用。 

1.2.2输卵管上皮制备 

选取卵巢上附带的输卵管，在 PBS液中冲洗 4次。然后将输卵管剖开，使用刀片刮取

输卵管上皮细胞，然后将得到的碎片使用胰蛋白酶消化后，TCM199 ＋ 10% FCS 进行传

代培养。用之前，提前 2d制备共培养系统劳(见图 4－1)。 

 

图 4－1 山羊胚胎的共培养细胞层 

Plate 4－1  The co–culture cell layer for goat embryos  

1.3胚胎培养 

卵母细胞受精 24h后，将受精卵在 PBS液中冲洗三次，将外周的残余物质，特别是精

子冲洗掉，颗粒细胞留取部分，然后进行分组培养。培养液分别为 TCM199 (Gibco BRL)、

CR1 [342] 、SOF [343] (输卵管培养液)，添加 10% FCS或 0.3 mg/ml BSA。在培养液 CR1添加

必需氨基酸溶液和非必需氨基酸溶液 (1:2 Gibco BRL)；在 SOF中添加必需氨基酸溶液和非

必需氨基酸溶液为 4:1。 

培养液用移液器量取 1ml，在凹型 (30 mm) 培养皿共培养，上边覆盖矿物油 (Sigma 公

司)，培养 48h后换液，继续培养。 

1.4囊胚细胞计数 

囊胚期胚胎用 Hoescht 33342染液染色 30 min ，其浓度为 0.1 mg/ml溶于 SOF，然后

在倒置显微镜下，200×荧光计数。 
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2结果 

2.1不同共培养系统对受精后胚胎发育的影响 

颗粒细胞和输卵管上皮细胞共培养条件下，体外受精胚胎的卵裂率分别为 46.3%和

40.8%，显著高于无共培养体系组 28.1%；发育到 8~16－细胞的胚胎比率分别为 49.1%和

45.0%，极显著高于无共培养组 5.7%；囊胚数比率分别为 17.6%、20.0%，极显著高于对照

组。详细结果见表 4－1。受精卵卵裂情况见图 4－2、图 4－3。 

 
图 4－2 4–细胞、8–细胞体外受精、体外培养山羊胚胎 

Plate 4－2  The 4–cell and 8–cell  goat  embryos of IVF/IVC  

 

图 4－3 8–细胞体外受精、体外培养山羊胚胎 

Plate 4－3  The 8–cell  goat  embryos of IVF/IVC 
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表 4－1不同共培养系统对受精后胚胎发育的影响（重复 3次） 

Table 4－1 The effects of different co-culture systems on the embryo development（with three replications） 

共培养体系 

Coculture system 

卵母细胞

Oocytes 

卵裂 (%) 

Cleaved number (%)

8~16–细胞（%） 

8~16–cell (%) 

囊胚（%） 

Blastocyst (%)

――― 103 29（28.1）b 6（5.7）c 0（0）c 

颗粒细胞（CC） 110 51（46.3）a 25（49.1）a 9（17.6）a 

输卵管上皮细胞

（OEC） 
98 40（40.8）a 18（45.0）a 8（20.0）a 

CC:cumulus cell；OEC:Oviductal epithelial cells 
上标 a, b, c 为差异显著即（P<0.05） 

a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

2.2胚胎培养液中添加 BSA、FCS和不同换液程序对胚胎发育的影响 

试验设计主要是根据胚胎发育的需要建立一套合理的换液程序。表 4－2列出了胚胎培

养液中添加 BSA、FCS 对卵裂数 (率) 和囊胚数 (率) 的影响。可见，使用含 BSA 培养液

的两组，前 48h 培养获得的卵裂率分别为 53.7%和 51.7%，而使用含 FCS 的培养液前 48h

培养获得的卵裂率仅为 41.2% (P<0.05)。但是获得相对于卵裂数的囊胚率，还是先使用 BSA

组，48h后换液使用 FCS的效果 (囊胚率为 34.7%) 显著优于单独添加 BSA (囊胚率 23.1%)。

和 FCS (囊胚率 20.1%)。发育到囊胚情况见图 4－4。 

 

图 4－4 体外受精扩张囊胚  

Plate 4－4 The completely hatching goat blastcyst of IVF/IVC 
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表 4－2 胚胎培养液中添加 BSA，FCS对胚胎发育的影响（重复 3次） 

Table 4－2  The effects on the embryo development by supplemented BSA and FCS 

培养系统 

Culture  

system 

换液顺序 

Replacement 

Order 

 受精卵 

 Zygote 

 numbers 

    卵裂 (%) 

    Cleaved / 

    Oocyte (%) 

囊胚 (%) 

Blastocyst/ 

Cleaved (%) 

SOF＋
10%FCS 48h后，同前  135     56（41.2）b  11(20.1) b   

SOF＋
3mgBSA 48h后，同前  147     78（53.1）a  18(23.1) b  

SOF＋
3mgBSA 

48h后,换为 SOF＋
10%FCS    139     72（51.7）a  25(34.7) a  

上标 a, b 为差异显著即（P<0.05） 
a, bdifferent superscripts within columns are significantly different(P<0.05) 

2.3不同培养液在共培养系统的支持下对胚胎发育的影响 

选取不同培养液 SOF、CR1和 TCM－199进行胚胎培养，卵裂率分别为 50.4%、50.0%

和 46.0%，差异不显著；桑椹胚比率分别为 27.9%、25.5%和 23.0%，差异不显著；囊胚数

比率分别为 16.4%、16.4%和 15.3%，同样差异不显著。但在这三种培养液中，胚胎发育有

下降的趋势，即 TCM－199作为培养液时，卵裂率、桑椹胚率及囊胚率都最低。本研究全

部采用颗粒细胞共培养系统，在培养前 48h，使用基础培养液＋BSA培养，48h后换液添加

10%的 FCS继续培养，观察并记录实验结果 (表 4－3)。 

表 4－3 不同培养液在有共培养系统支持下对体外胚胎发育的影响（重复 3次） 

Table 4－3 The effects of different media supported by  

co-culture system on the embryo development (three repetitions) 

培养液 

Maturation 

medium 

受精卵 

Zygote 

numbers 

卵裂(%) 

Cleaved/ 

oocyte (%)

桑椹胚(%) 

Morula 

cleaved (%) 

囊胚(%) 

Blastocyst/ 

cleaved (%) 

SOF 121 61（50.4）a 17(27.9)a 10(16.4)a 

CR1 110 55（50.0）a 14(25.5)a 9(16.4)a 

TCM－199 113 52（46.0）a 12(23.0)a 8(15.3)a 

上标 a, b 为差异显著即（P<0.05） 
a, bdifferent superscripts within columns are significantly different(P<0.05) 
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3讨论 

3.1不同共培养系统对受精后胚胎发育的影响 

体细胞共培养能提供胚胎生长所需的因子，克服胚胎发育阻滞，促进早期胚胎体外发

育。它不仅提供生长因子，而且还能清除培养液中胚胎毒性物质[233]。此外，能降低胚胎氧

应急，提高系统抗氧化能力。氧应急对胚胎的发育副作用很大，如果没有共培养条件，将

氧浓度降到 5%，同样能提高囊胚发育[344]。在山羊卵母细胞成熟培养及胚胎发育过程中，

颗粒细胞[345]和输卵管细胞[33]都能支持发育到囊胚阶段。也有报道颗粒细胞不能像输卵管上

皮，促进胚胎发育[346]。Yadav比较山羊输卵管上皮和水牛输卵管上皮共培养山羊胚胎，发

现二者没有差异，都能够显著提高山羊体外受精胚卵裂率和胚胎发育率。而没有共培养的

胚胎，卵裂率显著降低，胚胎大部分发育阻滞在 16 细胞期[347]。研究表明，颗粒细胞和输

卵管细胞共培养并没有发育差异，即卵裂率分别为 46.3%和 40.8%，8~16－细胞的胚胎比率

分别为 49.1%和 45.0%，均显著高于无共培养体系组。而且囊胚数比率分别为 17.6%和

20.0%，极显著高于对照组.说明共培养细胞类型以及物种类型对胚胎发育影响差异不大，

而显著优于无共培养系的发育率。所以，只要使用共培养细胞能够很好地克服山羊胚胎 8~16

－细胞阻滞。此外共培养能够显著提高胚胎的卵裂率，而且所得囊胚的孵化能力加强。 

目前，在山羊胚胎培养中，体细胞共培养还是必不可少的[348]。但是共培养所得胚胎质

量低于体内胚[349]，其超微结构及胚胎工程后技术操作，如 ES 细胞的分离培养上都体现出

体外共培养胚及孤雌激活胚的质量明显不如体内胚（见第五、六章）。郭继彤在山羊孤雌胚

胎培养中也得出相同的结论，只是囊胚发育远不及牛等其它动物，并且发现 8~16–细胞阻

滞在孤雌激活胚胎中不明显[267]。 

3.2胚胎培养液中添加 BSA、FCS和不同换液程序对胚胎发育的影响 

胚胎在体外培养过程中，远远不及体内环境，属于静态培养条件，所以培养过程中，

会出现代谢废物堆积和营养不能满足需要的情况。因此，只有克服这些不利因素，才能获

得良好的效果。 

目前，血清在胚胎培养中还是首选蛋白来源，而且包含许多生物活性因子，如激素等，

为胚胎正常发育提供营养。但是添加血清，培养成分复杂，不利于检测成分，而且血清的

批次不同，培养效果差异很大[350]。此外血清对胚胎发育有双重性，也就是胚胎发育早期有

抑制效应，而对发育后期又有促进作用。也有学者报道，胚胎体外发育过程中，添加血清

是没有必要的，主要由是否有共培养和基础培养液决定[351～353]。如果基础培养液简单，血

清的添加就必须[354]。而本研究结果表明，在早期卵裂时期，添加 BSA 的培养液（两组）

所得的卵裂率要显著高于添加 FCS的培养液 (分别为 51.7%、53.1%、41.2%)，在发育后期，
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即 48h后由 BSA换为添加 FCS促进胚胎向囊胚发育，即囊胚率 (34.7%) 显著高于单独使

用 BSA 组 (23.1%) 和 FCS 组 (20.1%)。这表明在胚胎发育早期，卵母细胞本身储备的物

质与 BSA 就完全能够满足发育的需要；到后期，胚胎细胞数要快速分裂，还需含 FCS 的

共培养系统提供营养，所以添加血清就很有必要，而且也克服了血清抑制卵裂及早期胚胎

发育的缺点。在牛胚胎体外培养中使用 FCS，能够加速胚胎的体外发育，但是也出现了囊

胚雄性胚胎比例升高的现象。郭继彤等发现，在培养过程中，对于孤雌山羊胚胎，只需添

加 BSA，一次就可以达到囊胚[355]。但本试验得出，在培养过程中，必须换液，而且血清对

囊胚的发育也是必须的。所以，在山羊体外受精胚胎培养中，血清的添加是必须的，特别

是发育后期，而且效果要优于单独添加 BSA。最佳的程序是先使用含 BSA培养液，48h后

换为 FCS，培养效果较为理想。 

3.3不同培养液在共培养系统的支持下对胚胎发育的影响 

胚胎培养液对胚胎的发育是至关重要的。胚胎在输卵管和子宫角虽然呈游离状态，但

是子宫乳和卵黄为胚胎发育提供了必需的营养物质，并且能够及时把代谢废物排除，所以

胚胎在体内发育质量很好。但是在体外培养下，环境相对固定，胚胎毒性物质不能及时排

出。因此必须设计一种模拟体内发育的培养液。通过测定非必需氨基酸和必需氨基酸，在

输卵管和子宫的比例分别为 5:1和 2:1，一些特定的氨基酸如丙氨酸、谷氨酸、氨基乙酸和

牛黄酸浓度也显著高于其它，说明这些氨基酸在胚胎发育早期起重要作用[356]。SOF和 CR1

就是依据体内发育系统设计的培养液，配制简单，所以常常用它们来替代 TCM199培养胚

胎。Izquierdo (2001) 报道，TCM199在有输卵管细胞共培养下，囊胚发育高于 SOF，高达

21.3%[357]。但本试验结果表明，SOF、CR1和 TCM199三种培养液对胚胎发育没有明显的

差异，但 SOF、CR1 的培养效果有优于 TCM199 的趋势。而且本试验配制的 SOF 和 CR1

也添加了一定比例的必需氨基酸和非必需氨基酸，较好地满足了胚胎发育的营养需求。

Wrenzycki (2001) 通过对牛体外胚胎试验的研究也得出 SOF比 TCM199更为接近体内胚胎

发育要求的结论，且 CR1与 SOF没有差异[356]。所以，在山羊胚胎培养中，基础培养液还

是选用配制简单的 SOF (CR1也可以使用)，添加 BSA/FCS才能得出较为理想的结果。但是

目前，与牛胚胎相比，山羊胚胎体外发育率很低，质量差而且囊胚细胞数也仅为体内胚的

一半。因此，山羊胚胎培养体系的优化还需要进一步研究。 

4结论 

颗粒细胞和输卵管细胞共培养并没有发育差异，说明共培养细胞类型对胚胎发育影响

差异不大，而显著优于无共培养体系的发育率。进一步说明，只要使用共培养方法就能够

很好地克服山羊胚胎 8~16－细胞阻滞。在早期卵裂时期，添加 BSA 的卵裂率要显著高于
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添加 FCS。而在发育后期，即 48h 后由 BSA 换为添加 FCS 促进胚胎向囊胚发育，即囊胚

率 (34.7%) 显著高于单独使用 BSA 组 (23.1%) 和 FCS 组 (20.1%)。可见，在胚胎发育早

期，卵母细胞本身储备的营养物质与 BSA就完全能够满足发育的需要；到后期，胚胎细胞

数要快速分裂，还需含 FCS的共培养系统提供营养。所以，在山羊胚胎培养中，基础培养

液还是选用配制简单的 SOF（CR1也可使用），添加 BSA/FCS才能取得理想的效果。 
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第五章  山羊体外胚胎和体内胚胎的超微结构比较 

目前体外生产胚胎不论从形态、质量上都不如体内发育的胚胎。体外胚胎移植产子率

低，卵裂球显著少于体内胚，山羊胚胎亦如此。牛体外胚胎表现卵裂球少，细胞间连接松

散，而且形态质量和发育率上差异很大[358～360]，牛体外胚胎移植成功率远远低于体内发育

的胚胎[361, 362]。牛胚胎培养液中添加血清，胚胎中脂滴含量增加，抗冷冻能力减弱，而利

用无血清培养液得到的胚胎空泡化和脂滴含量较少。说明在实验室生产胚胎过程中，对于

胚胎的体外发育特点及所需的环境条件了解还不够。目前还没有对山羊体外胚胎与体内胚

胎超微结构的研究报道。为了进一步改善体外胚胎的质量，本试验拟就山羊体外胚胎和体

内胚胎的超微结构差异进行研究。 

1 实验材料和方法 

1.1 体内胚胎的生产 

选取体况较好的山羊，首先放阴道栓 (CIDR－B，新西兰产) 9天，然后使用促卵泡

素(FSH Fllotropin－V，澳大利亚产) 进行超数排卵。超排程序采用逐量递减的方法，总

剂量为10ml，早晚各一次，连续注射8次。在第7次时撤阴道栓，同时注射氯前列烯醇0.2 

mg (上海市计划生育所)，观察发情配种。配种结束后，6~7d通过手术在子宫角回收胚胎，

待用。 

1.2 体外胚胎的生产 

1.2.1 卵母细胞成熟 

收集卵母细胞，选取A级，即胞质均匀，外围颗粒细胞包裹至少有3层以上的卵母细胞

进行成熟培养，方法同第二章。 

卵母细胞成熟液是TCM－199＋25 mol/l  Hepes + 2.2 g/l NaHCO3+0.11 g/l 丙酮酸钠＋

0.06 g/l青霉素＋0.1 g/l 链霉素+10% FCS。添加激素为，10 µg/ml FSH, 10 µg/ml LH 1 µg/ml 

E2。体外成熟在38.5℃，5% CO2，饱和湿度成熟培养27h。 

1.2.2 精子体外获能和受精 

使用第三章方法，分离活精子。然后在50ul受精微滴中受精，精子密度为6×105个/ml。

受精获能液是BO液，加6 mg/ml BSA＋50 µg/ml 肝素钠，精卵孵育24h。 
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1.3 试验设计 

1.3.1 受精卵分组 

将受精卵分成两组，使用SOF＋BSA培养48h换液，第一组利用SOF＋10% FCS培养，

第二组利用SOF＋0.3 mg/ml BSA培养，培养时间均为120h，收集桑椹胚和囊胚备用。操作

程序参照第四章。 

1.3.2 观察内容 

电镜观察体内及体外胚胎的形态、细胞器数量、线粒体形态数量、胞间连接、胞内含

物的差异。 

1.4 电境切片制备 

1.4.1 电境切片的制作 

将山羊体外培养的（分别在SOF＋FCS和SOF＋BSA）囊胚、体内桑椹胚和囊胚分别取

10枚固定。电境切片的制作程序为：将胚胎先用含2.5%戊二醛和0.75%低聚甲醛PBS液固定

数日，再在0.1M 的二甲砷磷酸缓冲液中短暂冲洗，之后用2%锇酸二钾砷酸钠缓冲液固定

60分钟。固定后用乙醇逐级脱水，用Epon812bA包埋和进行常规切片机切片，然后用醋酸

铀和柠檬铅双染色后，在透射电镜上观察及摄影[73]。 

1.4.2 线粒体的观察 

观察电镜切片上细胞内的线粒体，并对每个视野内的线粒体进行计数，包括线粒体总

数、成熟线粒体数量、畸形线粒体数量并计算百分比。 

2 结果 

对体内胚和体外胚、体外不同培养体系培养的胚胎（分别为 SOF＋FCS和 SOF＋BSA

培养体系）的超微结构比较。电镜观察发现，体内胚胎形态整齐，细胞间隙整齐紧密，脂

滴含量小而少（图 5－1）；体外胚细胞间隙松散，脂滴含量远远多于体内胚胎，而且分布

不均，大小不一致（图 5－2）。不同培养体系也显示超微结构的差异，如在 SOF＋BSA 培

养体系中，相对于添加 FCS组，脂滴较少，但与体内胚相比，明显结构不整齐，有空泡化。

从线粒体形态看，体内胚胎成熟线粒体多以线形出现，线粒体脊清晰完整，而体外胚胎线

粒体畸形率高，以球形或卵圆形线粒体居多，空泡化严重，线粒体脊少（图 5－3，图 5－4）。

体外胚胎出现凋亡小体较体内胚胎多（图 5－5，图 5－6）。 
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图 5－1 体内胚胎超微结构（形态整齐 24000×） 

Plate 5－1 The ultrastructrue of goat embryo in vivo 
图示说明: ZP是透明带 

Explanation: ZP  symbeled zone pellucida 

 
 

 

图 5－2 山羊体外胚胎的超微结构（18000×） 

Plate 5－2 The ultrastructrue of goat embryo in vitro 
图示说明: IS是细胞间隙，L是脂滴, ZP是透明带, TE 是滋养层细胞, ICM是内细胞团 

Explanation: IS symboled interval,  L symboled lipid droplet,  ZP symbeled zone pellucida   
TE symboled trophectodeim, ICM symboled inner cell mass 

ZP 

L

IS

ZP 

ICM 

TE
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图 5－3 山羊体内胚成熟线粒体超微结构（线性成熟线粒体 36000×）   
Plate 5－3 The ultrastructrue of the maturatured lined mitochondria of goat embryo 

图示说明: MM是成熟线粒体  

Explanation: MM symboled matured mitochondria   

 

 

图 5－4 山羊体外胚空泡化线粒体超微结构（36000× 

Plate 5－4 The ultrastructrue of the vacuoled mitochondria of goat embryo in vitro 
图示说明: VM是成熟线粒体  

Explanation: MM symboled vacuoled mitochondria   

 

VM 

MM

MM
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图 5－5 山羊体内胚超微结构（细胞间隙整齐紧密，脂滴含量少）18000× 

Plate 5－7 The ultrastructrue of the goat embryo in vivo18000×(18000×)  

 

 

 

图 5－6 山羊体外胚凋亡小体超微结构（36000× 

Plate 5－8 The ultrastructrue of the apoptosis body of goat embryo in vitro  

图示说明: MM是成熟线粒体, L是脂滴, IB是包涵体, AB是凋亡小体,  

Explanation: MM symboled matured mitochondria, L  symboled lipid droplets,  

IB symboled inclusive body , AB symbled apoptised body    
 

MM

L 

IB 

AB
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表 5－1 山羊体外胚和体内胚线粒体畸形和脂质体的分布 
Table 5－1  The mitochondria deformity and 

Lipid bodies distribution of in vitro and in vivo goat embryos 

胚胎来源 
Embryo 
sources 

脂质分布 
Lipid body 
distribution 

成熟线粒体（%）
Maturatured 

mitochondria (%)

细胞间隙程度 
Cell gap 
junction 

调亡小体 
Apoptosis 

body 

体内胚胎 少,均匀 85.8a 紧密 少 

SOF＋10% FCS 多，大,分布不均 53.2c 松散 多 

SOF＋BSA 介于两者 61.9b 松散 多 

上标 a, b, c 为差异显著即（P<0.05） 
a, b, c different superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

3 讨论 

体外培养胚胎已经有几十年的历史，但是体外培养胚胎质量差，并且形态变化多样。

如山羊体内胚胎在普通显微镜下观察，胚胎内细胞致密，透光度小，色泽较暗，外周隙有

一定的空间；而体外胚胎细胞轮廓清楚，数量少，色泽淡，有松散的细胞 (图 5－7)。移

植后体外胚比体内胚的妊娠率降低很多，造成流产、胎儿畸形等。说明体外胚胎培养体系

不能很好的支持胚胎发育。另外从胚胎的超微结构也能反映出胚胎的生理特性。 

 
图 5－7山羊体外受精扩张囊胚（100×） 

Plate 5－7  The goat hatching blastcyst of IVF（100×） 

体内胚形态整齐，细胞间隙紧密，脂滴含量少。体外胚胎细胞间隙大，脂滴含量比体

内胚显著增加，而且在两种体外培养液中，含有 FCS组的脂滴含量又高于 BSA组（(图 5

－8，图 5－9)。表明在体外生产的胚胎，脂滴的形成与培养液有关系，说明 FCS更能增加
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胚胎脂滴的沉积[363]，脂滴聚集可能是胚胎细胞膜破裂的分解产物，自身的卵裂球很少，而

由膜脂聚集而成。Abe等 (1999) 对比牛体外生产胚胎也表明，无血清培养所获囊胚的细胞

器界线清楚，线粒体成熟，而添加血清培养后，胚胎脂滴增多，界限模糊[364]。 

 
图 5－8 山羊体外胚胎超微结构（SOF＋FCS培养体系，24000×） 

Plate 5－8 The ultrastructrue of goat embryo in vitro (SOF＋FCS system) 
图示说明: IS是细胞间隙，N是细胞核，L是脂滴 

Explanation: IS symboled interval, N symboled nuclear, L symbeled lipid droplet   
 

 

图 5－9 山羊体外胚胎超微结构（SOF＋BSA 培养体系，24000×） 

Plate 5－9 The ultrastructrue of goat embryo in vitro (SOF＋BSA system) 
图示说明:N 是细胞核，L是脂滴， 

Explanation: N symboled nuclear, L  symboled exj lipd droplet 

N 

N L 

IS 

N
L 
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体外胚胎线粒体的异常率要显著高于体内胚胎，如线粒体不成熟，线粒体脊破坏较为

严重，ATP 含量下降，产生能量代谢障碍，也是脂滴堆积的原因。体外生产胚胎线粒体总

数也要多于体内胚胎，但成熟线粒体明显减少（85.8% vs 61.9%）。这表明体外培养条件不

能满足线粒体正常繁殖和运转.由于线粒体代谢过量，造成大量线粒体畸形。不成熟的线粒

体存在较少的脊和 ATP，胚胎的能量代谢受到不同程度的影响，进而影响到需要能量的一

切发育。 

胚胎细胞凋亡是正常的生理现象。在灵长类动物的卵母细胞老化过程中，线粒体首先

有空泡化，随后细胞凋亡，但是体内胚胎凋亡现象较体外胚胎很少发生[365]。本研究，体外

培养的山羊胚胎中，线粒体的空泡化现象严重，预示着细胞老化，提前衰退并凋亡。在小

鼠体内胚胎也能发现有空泡现象，只是程度较轻而已，这些包涵体内的碎片可能是细胞自

行消化和代谢的产物。山羊体外胚胎要比体内胚胎含有不同程度的包涵体、凋亡小体和碎

片。虽然不能用有没有空泡说明细胞老化，但也说明空泡化是老化的表现形式之一。 

体外胚和体内胚在核质比上有较大差异，体外胚要显著小于体内胚，说明体内胚胎的

核遗传物质转录要高于体外胚胎。胚胎细胞间隙连接，体内胚胎要多于体外胚胎[364]，而且

连接紧密。Ott等 (2002) 对比牛体内胚胎滋养层细胞和内细胞团界线清晰，微绒毛和线粒

体丰富，线粒体呈线性，并且有清晰的线粒体脊[366]。本研究中，BSA培养接近体内胚胎，

但是血清培养呈现不规则的超微结构，表现在细胞器减少，而细胞内含物多，如脂滴、空

泡，碎片，卵形线粒体且脊不清晰。本研究表明，添加血清组囊胚的质量要比BSA组下降，

但囊胚的数量要多于BSA组，这是一个很突出的矛盾。 

培养液中添加血清培养获得的囊胚电镜显示，大的脂滴为亲和性脂滴，说明不饱和脂

肪酸含量很高，线粒体多以不成熟的球形或卵圆形的线粒体存在。而在无血清而含有BSA

的培养液中，桑椹胚和囊胚细胞内有许多成熟的线粒体存在，而且成熟孵化率也是无血清

培养基要多于有血清培养基。说明血清组培养异常，增加了胞质中的脂滴含量，进而会影

响到冷冻后胚胎存活的效果[367, 368]。 

4 结论 

体内胚胎和体外胚胎超微结构对比分析表明，山羊体外胚胎质量要比体内发育胚差。

主要原因是体外胚胎包含大量脂滴、畸形线粒体以及空泡化严重、细胞间隙连接较少且松

散、核质比下降等。要获得高质量的胚胎，目前建立的山羊胚胎培养体系还需进一步完善。 
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第六章  山羊胚胎干细胞的分离培养 

胚胎干 (embryonic stem, ES) 细胞是从附植前早期胚胎内细胞团 (inner cell mass, ICM)

分离培养出来的一种具有自我更新、无限增殖能力、能分化成代表 3 个胚层组织细胞能力

的干细胞。可以对其进行遗传操作、选择和冻存而不失其多能性。正因为 ES细胞的这种特

性，在生物学基础研究、农业以及移植医学上具有广阔的应用前景。Evans和 Kaufman (1981) 

用延迟胚胎着床的方法分离 ICM，以 STO为饲养层，首次成功分离得到小鼠 ES 细胞[261]。

后来许多学者尝试分离培养家畜 ES 细胞[369]，取得不少进展。但在羊上，仿照小鼠 ES 细

胞的建系方法很难成功。这可能是由于不同物种间早期胚胎发育模式不同的缘故。Tsuchiya

等 (1994) 用免疫外科法分离 8~9 d绵羊囊胚 ICM，培养于 STO细胞饲养层上，得到 2个

ES细胞系，但生长速度很慢，只传至 4代[296]。Tillmann等 (1996) 用胎牛肝成纤维细胞作

饲养层分离得到传至20代的绵羊ES细胞和40代的山羊类ES细胞系[298]。Campbell等 (1996) 

用第 1~3代的 ES细胞作核供体进行核移植，得到 4只绵羊[299]。国内至今还没有见到有关

山羊 ES细胞研究的报道。本研究首次使用体内受精胚、体外受精胚和孤雌激活胚三种不同

来源的囊胚为材料，通过比较不同饲养层种类、血清种类以及不同的培养液对山羊 ES细胞

分离培养的影响，筛选出适合山羊 ES细胞分离培养的培养条件，将一株 ES细胞系传至 6

代，为进一步建立山羊 ES细胞系奠定基础。 

1 材料 

1.1 实验动物 

昆明白小鼠，6~8周龄，体重 15~20g，健康无病。繁殖正常的健康山羊。 

1.2 主要试剂 

DMEM (高糖):Gibco BRL Lot No.1101712 

胎牛血清 (FCS)：HyClone Lot No.ALK14879 

新生牛血清(NCS)：北京元亨圣马生物技术研究所  No.020822 

丝裂霉素–C：Sigma Lot No.31K2508 

胰蛋白酶：Gibco BRL  Lot No：1118374 

EDTA：Gibco BRL  Lot No.1120193 

β-巯基乙醇：Merck 分装 

非必需氨基酸：Sigma    
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LIF (白血病抑制因子 leukemia inhibitory factor)：Sigma 公司   

IGF–I (胰岛素生长因子 insulin like factor I)：Sigma 公司   

FSH；10 mg/瓶，中科院动物研究所 

PG：0.2 mg/支，宁波激素制药厂 

孕激素阴道栓：CIDR–G，新西兰产 

PMSG：天津市激素厂 

1.3 主要设备 

超净工作台：苏州市医用净化设备厂 

CO2培养箱：ThermoForma  

电子天平：METTLER TOLEDO  

倒置显微镜：OLYMPUS    

实体显微镜：OLYMPUS   

恒温加热台：Leica   

普通离心机：上海手术器械厂 

恒温磁力搅拌器：常州国华电器有限公司    

透明式冰柜：Haier   

液氮罐：豫新机械有限公司低温仪器厂    

六孔细胞培养板：瑞士(NUNC) 

滤器、移液枪、玻璃培养皿、离心管、注射器、检卵皿、血细胞记数板、吸胚管(自制)、

口吸管(自制)及剥离针(自制)等 

2 方法 

2.1主要溶液配制 

2.1.1无钙镁 DPBS缓冲液的配制 

    称取 NaCl 10.00g，Na2HPO4.12H2O 1.44g，KCl 0.25g, KH2PO4 0.25g，用四蒸水将试剂

溶于 500 ml烧杯。磁力搅拌器搅拌直至完全溶解后，用 1000 ml容量瓶定容，摇匀，分装

于 200 ml的玻璃瓶中。15磅高压灭菌 30 min，4℃冰箱保存。 

2.1.2 消化液的配制 

    0.25% 胰酶 + 0.04% EDTA消化液的配制：称取胰蛋白酶 0.5g和 EDTA 0.08g，溶入
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200 ml PBS，常温磁力搅拌器搅拌直至彻底溶解，用 0.22 µum孔径的滤膜过滤，无菌条件

分装成小瓶 (4ml/瓶)，–20℃冰箱冻存。 

2.1.3 1mol/L β–巯基乙醇的配制 

    取β–巯基乙醇原液 70 µl溶于 10 ml四蒸水中，用 0.22 µm孔径的滤膜过滤，无菌条

件分装，100 µl/支，–20℃冰箱冻存。 

2.1.4 DMEM培养液的配制 

    将高糖 DMEM粉剂 13.4g和 NaHCO3 3.7g分别溶于 400 ml四蒸水中，磁力搅拌器搅

拌。完全溶解后，混合，再加四蒸水定容至 1000 ml， 5×104 IU的青霉素和链霉素，用 0.22 

µm滤膜过滤，无菌条件分装 50 ml的玻璃瓶，4 ℃冰箱保存。 

2.1.5 丝裂霉素–C溶液的配制 

把 1个包装的丝裂霉素–C (2mg) 溶解于含 10% NCS的 200 ml DMEM中，磁力搅拌器

搅拌 30 min，用 0.22 µm孔径的滤膜过滤，无菌条件分装于小青霉素瓶 (5 ml/瓶) –20℃冰

箱冻存。 

2.1.6 0.1%明胶溶液的配制 

称取 0.5g明胶，溶于 500 ml DPBS中，15磅高压灭菌 30 min。0.22 µm孔径的滤膜过

滤。无菌条件分装，10 ml/瓶，–20℃冰箱冻存。 

2.1.7 LIF的分装 

称取 0.1g BSA，用 9ml DPBS充分溶解，0.22 µm滤膜无菌过滤，用注射器反复抽洗

LIF (1个包装，10 µg)。100 µl/支分装，100 ng/支, –20℃冰箱冻存。 

2.1.8 AKP染色液的配制 

称取 2.0 mg α–奈酚磷酸盐，10.0 mg坚固蓝 RR，121.4 mg Tris盐，溶于 10 ml四蒸

水中，混合均匀，调至 pH为 8.4，滤纸过滤使用。现配现用。 

2.2 山羊 ES细胞培养液 

A液：DMEM (高糖) + 15% FCS + 0.1 mmol/L β–巯基乙醇 + 0.01 mM非必需氨基酸 

+ 100 IU/ml青霉素 + 100 IU/ml链霉素。 

B液：A液 + 10 ng/ml LIF 

C液：B液 + 10 ng/ml IGF 



- 88 - 

2.3 小鼠及山羊胎儿成纤维细胞饲养层的制备 

2.3.1 小鼠胎儿成纤维 (MEF) 细胞的分离与培养 

取妊娠 12~14d 昆明白母鼠，断颈处死后，酒精消毒腹部，无菌打开腹腔，取出整个子

宫，置于预先孵育好的 DPBS中。去除胎膜，取出胎儿。去除胎儿头、四肢、内脏、尾，用

DPBS液清洗去除血污，眼科剪剪碎。加入适量的 0.25%胰酶和 0.04% EDTA 37℃作用 10~15 

min，轻轻吹打数次。等量细胞培养液中和，以终止消化。离散后的细胞，用孔径为 100 µm

的滤纱过滤，1000 rpm离心 5 min，弃上清液。用细胞培养液 (DMEM + 10% NCS + 0.1 

mmol/lL β–巯基乙醇 + 100 IU/ml青霉素 + 100 IU/ml链霉素) 把细胞沉淀制成悬液，记数。

调整细胞浓度接种在细胞培养皿中，添加细胞培养液，摇匀。在 37℃、5% CO２、饱和湿度

条件下培养。45 min后换液，以去除尚未贴壁的杂细胞与死细胞。每 48h换液一次。 

2.3.2山羊胎儿成纤维 (GEF) 细胞的分离与培养 

根据小鼠胎儿成纤维细胞的分离培养方法，用含青、链霉素的 DPBS 清洗 32d 山羊胎

儿 4~5遍。在 DPBS中用手术剪剥离胎膜，去除血污。取胎儿的肌肉组织，DPBS清洗 2~3

遍，眼科剪充分剪碎。加入适量的 0.25% 胰酶 + 0.04% EDTA室温消化 15 min，等量细胞

培养液中和终止消化。用带有 12# 针头的注射器轻轻吹打数次，过滤，1000 rpm离心 5~10 

min。弃去上清液，用细胞培养液把细胞沉淀制成悬液。在 38℃、5% CO２、饱和湿度条件

下培养。1h后换液，以去除尚未贴壁的杂细胞与死细胞。以后每 48h换液一次。 

2.3.3 MEF和 GEF的继代培养 

待成纤维细胞基本铺满培养皿底，吸去培养液，用 DPBS清洗 2~3次。加入 4 ml 0.25%

胰酶和 0.04% EDTA细胞消化液消化 2~4 min，加等量细胞培养液终止消化，并用吸管吹打

成单细胞悬液。1000 rpm离心 5 min，用细胞培养液把所得细胞沉淀制成悬液，并调整细胞

浓度 1~2×106个/ml。在含有 7.ml 细胞培养液的培养皿 (直径为 9.cm) 中，用加样器移入

细胞悬液 1.ml，震荡混匀。在培养箱饲养层细胞 (条件同上) 中培养。每 48h换液一次。 

2.3.4 MEF和 GEF饲养层的制备 

挑取细胞刚好铺满皿底、生长旺盛的培养皿(MEF前 5代，GEF前 8代)，吸去培养液，

加入有丝分裂抑制剂丝裂霉素–C，在培养箱中处理 2~3h。吸去丝裂霉素–C，并用 DPBS

清洗 4~5次，以确保丝裂霉素的完全去除。加入细胞消化液，作用 3~5 min，加入等量细胞

培养液终止消化，吸管吹打成单细胞悬液，1000 rpm离心 5 min。弃上清，细胞沉淀用细胞

培养液制成悬液，调整细胞浓度为 3.0×105个/ml。在用明胶处理过的六孔培养板中每孔加

入 0.6 ml细胞悬液。培养箱 (条件同上) 中培养，待用 (图 6－1、图 6－2)。 
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图 6－1 MEF 饲养层 100× 

Plate 6－1 The feeder layersof MEF 

  

 

 

 
图 6－2 GEF 饲养层 100× 

Plate 6－2 The feeder layersof GEF 
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2.4 胚胎的准备 

2.4.1 体内受精囊胚 

选取健康性成熟的母羊，放阴道栓 9d采用四天八次递减注射 FSH ( 9~11 mg )法进行超

排处理，在第 6次和第 7次肌肉注射 FSH的同时，肌肉注射氯前列烯醇各 2支 (0.2 mg/支)，

在第 8次注射 FSH的同时去栓。去栓后观察发情，并及时配种。在第一次配种后 6~7d，手

术法冲胚，此时，绝大多数为囊胚。 

2.4.2 体外受精囊胚 

体外受精囊胚来自前部分试验所得囊胚。 

2.4.3 孤雌激活胚 

成熟培养见第二章。用离子霉素 (ionomycin) 联合 6–DMAP (6–dimethylaminopurine, 

6–2–甲基–氨基嘌呤，6–DMAP) 激活山羊成熟卵母细胞。即在含 5uM离子霉素的M199液

激活 4 min，然后在含 2 mM 6-DMAP溶液中培养 2h。用培养液洗三次，于 CR1液（同第

四章）中培养 9d后收集孤雌激活囊胚。 

2.5山羊 ES细胞的分离培养 

将不同来源 (体内受精胚、体外受精胚和孤雌激活胚) 的山羊囊胚培养在提前一天制备

好的MEF或 GEF饲养层上。添加相应的山羊 ES细胞培养液。在 37℃、5% CO２、饱和湿

度的条件下培养。96h后观察胚胎贴壁情况，每 48h更换培养液。 

2.5.1 ICM的初次传代培养 

   ICM增殖后，实体显微镜下挑取形态典型的 ICM集落，0.25% 胰酶 + 0.04% EDTA消

化液消化 3~5 min，再转入 ES细胞培养液中进行剥离，同时用孔径适当的吸胚管吹打成单

细胞或小细胞团块，转入新的MEF或 GEF饲养层上培养。 

2.5.2 山羊 ES细胞的继代培养 

初次传代后 2~3d 将出现小的 ES 细胞集落，待 ES 细胞集落充分增殖而不出现分化时

(4~6d) 重新离散，转入新鲜饲养层上。经数次分离纯化后，ES细胞逐渐扩增，当扩增到一

定数量时由四孔板转移到 3.5 cm的培养皿中培养。以后按常规稳定传代方法每隔 4~6d传

代一次。 
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2.6  ES细胞鉴定 

2.6.1形态学鉴定 

倒置显微镜下观察山羊 ES细胞集落的形态特征及生长行为。 
2.6.2 AKP染色 

吸出培养液，DPBS清洗 3次，4%戊二醛室温固定 15 min，DPBS清洗 3次，加入 AKP

液，作用 15~30 min。DPBS冲洗 3次，倒置显微镜下观察。 

2.6.3 核型分析 

选取处于旺盛生长期的山羊 ES细胞，吸去培养液，加入浓度为 0.2 µg/ml秋水仙素继

续培养 3h。消化，离心，收集细胞。顺管壁逐滴加入 1 ml预温 37℃的 0.075 mol/L KCl，

用吸管轻吹混匀，37℃水浴作用 25 min。再缓慢加入固定液 (甲醇与冰醋酸 3:1) 8 ml，用

吸管轻吹混匀，室温下作用 15 min，1000 rpm离心 5 min，弃上清。重复固定一次。加入

0.5 ml固定液，轻轻吹打混匀制成悬液。距离载玻片 (一般要求预先 –10℃冰冻) 1cm高度，

向玻片滴 2或 3滴细胞悬液，自然干燥。用吉姆萨染色液室温下作用 10~20 min，自来水冲

洗载玻片背面。二甲苯透明 3次，中性树胶封片。在倒置显微镜，观察染色体分布情况。 

2.6.4体外分化 

选取 ES细胞集落，消化离散成单个或几个细胞，接种在无饲养层的经明胶处理过的六

孔板上，加入无 LIF的 ES细胞培养液培养，定时观察。 

3 结果 

3.1 山羊 ICM的生长行为 

山羊囊胚尽管来源不同，但均在 48~72h内孵化脱去透明带（图 6－3）。孵化胚体积约

为初始囊胚的 2倍左右，胚胎孵化后 48~72h贴壁，起初先由一点与饲养层接触，然后，接

触面积逐渐增大呈半圆形，最后，滋养层细胞全部贴在饲养层上，囊胚腔消失，ICM 隆起

在中央。与周围饲养层界限清晰，但并不推开饲养层细胞生长。滋养层细胞增殖向四周蔓

延生长，同时 ICM快速增殖向上垂直生长，细胞数量多，结构紧密，边缘较为整齐（图 6

－4）。有时可见滋养层细胞进一步生长，而 ICM增殖不明显，平坦，细胞数量少，细胞间

松散，逐渐分化。贴壁快的胚胎 ( 60~96h )较贴壁慢的胚胎 ( 108~120h )形成 ICM集落形

态典型。 
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图 6－3 山羊孵化囊胚贴在 MEF 饲养层上 100× 

Plate 6－3 The hatching blastocyst attaching on the MEF feeder layers inn goats  
 
 

 

 

图 6－4 原代山羊 ES 细胞集落 100× 

Plate 6－4 The ES cell  clusters of primary generation in goat 
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3.2 不同来源的胚胎对山羊 ES细胞分离培养的影响 

用于分离 ES细胞的胚胎分别来源于体内受精、体外受精囊胚和孤雌激活胚。结果表明，

体内受精胚与体外受精胚在胚胎贴壁率 (85.7%、81.1%) 与 ICM集落形成率 (58.9%、54.1%)

上差异不显著，但均明显优于孤雌激活胚；在 ES细胞传代上，体内受精胚最适合山羊 ES

细胞的分离与培养，体外受精胚次之，孤雌激活胚最差(表 6－1)。 

表 6－1不同来源的胚胎对山羊 ES细胞分离与培养的影响 

Table 6－1 Effect of different embryo resources on the isolation and culture of ES cells in goats  

囊胚 

来源 

Embryo 

resources 

胚胎贴壁 

率(%)Embryo

attaching  

(%) 

ICM集落形 

成 (%) 

ICM cluster 

 (%) 

1代(%) 

G1(%) 

2代(%) 

G2(%) 

3代(%)

  G3(%)

4代(%)  

G4(%) 

5代(%) 

 G5(%) 

6代(%)

  G6(%)

体内受精 

(In vivo) 

85.7a 

48/56 

58.9a 

33/56 

35.7a 

20/56 

25.0a 

14/56 

16.1a 

9/56 

10.7a 

6/56 

3.6 

2/56 

1.8

1/56

体外受精 

(In vitro) 

81.1a 

30/37  

54.1a 

20/37 

21.6b 

8/37 

13.5b 

5/37 

8.1b 

3/37 

2.7b 

1/37 
  

孤雌激活 

(Activated) 

40.0c 

（10/25） 

32.0b 

(8/25) 

8.0c 

(2/25) 

     

上标 a, b, c 为差异显著即（P<0.05） 
a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

3.3 不同饲养层对山羊 ES细胞分离与培养的影响 

对比 MEF和 GEF两种饲养层细胞对分离培养山羊 ES细胞的影响 (表 6－2)。结果表

明，MEF与 GEF在胚胎贴壁率上差异不显著 (75.6%、73.7%)，在 ICM集落形成率 (46.7%、

26.3%) 与传代数上，MEF饲养层更适合山羊 ES细胞的分离培养 (图 6－5、图 6－6)。 
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表 6－2不同饲养层对山羊 ES细胞分离与培养的影响 
Table 6－2 Effects of different types of trophoblast on the isolation and culture of ES cells in goat 

饲养层种类 

Trophoblasts 

胚胎贴壁率

（%） 
 Attaching 

ICM集落形
成率(%) 
Cluster 

1代克隆率
(%) 
G1   

2代克隆
率(%) 

G2   

3代克隆
率(%) 

G3  

4代克隆
率(%) 

G4  

MEF 

75.6a 

(34/45) 

46.7a 

(21/45) 

24.4a 

(11/45) 

11.1a 

(5/45) 

4.4 

(2/45) 

2.2 

(1/45) 

GEF 

73.7a  

(14/19) 

26.3b 

(5/19) 

10.5b 

(2/19) 

5.2b 

(1/19) 
  

* 实验重复 3次，培养液为 B液。  

With three replications;Cultured in B medium 

上标 a, b, c 为差异显著即（P<0.05） 

a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 

 

 

 

图 6－5 二代山羊 ES 细胞集落 100× 

Plate 6－5 The ES cell  clusters of the second generation in goats 
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图 6－6 四代山羊 ES 细胞集落 100× 

Plate 6－6 The ES cell clusters of the forth generation in goats 

3.4不同种类血清对山羊 ES细胞分离培养的影响 

比较 FCS、NCS (新生牛血清) 两种不同类型血清对山羊 ES细胞分离培养的影响(表 6

－3)。结果表明，在胚胎贴壁率 (66.7%、42.7%)、ICM 集落形成率 (53.3%、25.0%) 以及

ES细胞传代上，FCS较 NCS更有利于山羊 ES细胞的分离与传代 (P<0.05)。 

表 6－3 不同种类的血清对山羊 ES细胞分离与培养的影响 
Table 6－3  Effect on of different types of serum on the isolation and culture of ES cells in goats  

血清种类 

Ttypes of the serum 

胚胎贴壁率

Attaching   
rate 

（%）   

ICM集落形成
率 ICM colony 

forming rate  
(%) 

1代克隆率
Colony rate of 
generation 1 

(%) 

2代克隆率
Colony rate of 
generation 2 

(%) 

FCS 66.7a 

(10/15) 

53.3a 

(8/15) 

13.3 

(2/15) 

6.7 

(1/15) 

NCS 41.7b 

(5/12) 

25.0b 

(3/12) 

0 0 

*实验重复 3次，培养液为 B液。饲养层为MEF 

* ES culture medium is B solution. Feeder is MEF.  

上标 a、b为差异显著即（P<0.05） 
a, bdifferent superscripts within columns are significantly different (P<0.05) 
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3.5 不同培养液对山羊 ES细胞分离培养的影响 

对比 A、B、C三种不同培养液对山羊 ES细胞分离培养的影响。表明，B液与 C液在

胚胎贴壁率(80.0%、87.5%)与 ICM集落形成率（56.0%、56.3%）上无明显差异（表 6－4），

但均显著优于 A液；A液不利于山羊 ES细胞的分离与培养，添加 LIF的 B液在 ES细胞传

代数上较 A液有明显提高，而添加 LIF及 IGF–1的 C液在 ES细胞传代数上（6代）明显

优于 B液（4代），极显著优于 A液（2代），并且，在 ES细胞形态及增殖速度上明显优于

A和 B液。 

表 6－4 不同培养液对山羊 ES细胞分离与培养的影响 

Table 6－4  Effects of different types of medium on the isolation and culture of ES cells in goats  

培养液 

Media 

胚胎贴壁

率（%） 

Attaching 

ICM集 

落形成 

率(%) 

Cluster 

1代克
隆率  
(%) 

G1 

2代克
隆率

(%) 

G2 

3代克
隆率

(%) 

G3

4代克
隆率

(%) 

G4

5代克
隆率 
(%) 

G5 

6代克
隆率

(%) 

G6

A液 
66.7b 

(16/24) 

25.0b 

(6/24) 

7.1c 

(2/28) 

3.6c 

(1/28) 
    

B液 
80.0a 

(20/25) 

56.0a 

(14/25) 

36.0b 

(9/25) 

24.0b 

(6/25) 

16.0b 

(4/25) 

8.0b 

(2/25) 
  

C液 
87.5a 

(28/32) 

56.3a 

(18/32) 

43.8a 

(14/32)

31.3a 

(10/32)

25.0a 

(8/32) 

12.5a 

(4/32) 

6.3 

(2/32) 

  4.1 

(1/32) 

*实验重复 3次，培养液为 B液。饲养层为 MEF 

* ES culture medium is B solution. Feeder is MEF.  

上标 a、b为差异显著即（P<0.05） 

a, b, cdifferent superscripts within columns are significantly different(P<0.05) 

3.6 山羊 ES细胞的鉴定 
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图 6－7 六代山羊 ES 细胞集落 100× 

Plate 6－7 The ES cell  clusters of the sixth generation in goats 

3.6.1形态学鉴定 

山羊 ES 细胞形态典型，呈克隆状生长，细胞紧密地聚集在一起，形似鸟巢，细胞界限

不清，边缘整齐，折光性强。6代山羊 ES 细胞集落形成情况见图 6－7。 

3.6.2 AKP染色 

AKP染色呈阳性，集落呈红棕或黑色，成纤维细胞呈淡黄或无色(图 6－8、，图 6－9)。 

 

 
图 6－8 三代山羊 ES 细胞集落，AKP 染色阳性 100× 

Plate 6－8 The ES cell  clusters of the third generation in goats(alkaline phosphatase activity)   
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图 6－9 五代山羊 ES 细胞集落，AKP 染色阳性 100× 

Plate 6－9 The ES cell  clusters of the fifth generation in goats(alkaline phosphatase activity)  

3.6.3 核型分析 

对分离第 4代山羊 ES细胞核型分析，为正常的二倍体核型，2n=60条 (图 6－10)。 

3.6.4 体外分化 

在传代过程中，观察到山羊 ES细胞可自发分化为神经样细胞 (图6－11)、上皮样细 (图

6－12) 和成纤维样细胞 (图 6－13)。 

 

图 6－10 四代山羊 ES 细胞核型 400× 

Plate 6－10 The nuclear types of ES cells of the fourth fifth generation in goats 
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图 6－11 山羊 ES 细胞分化为神经样细胞 100× 

Plate 6－11 The like–epithelial cell differentiated from ES cells in goats 

 

 

 

图 6－12 山羊 ES 细胞分化上皮样细胞 200× 

  Plate 6－12 The like–nurse cell differentiated from ES cells in goats 
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图 6－13 山羊 ES 细胞分化成纤维样细胞 100× 

Plate 6－13 The like–fibroblast cell differentiated from ES cells in goats 

4 讨论 

4.1 胚胎来源及质量对山羊 ES细胞分离培养的影响 

胚胎来源与 ES 细胞分离培养效果有直接关系。目前，人工模仿精子获能、卵母细胞成

熟及母体子宫体内的环境还不是十分完善，可能会引起胚胎不正常的发育。资料显示，不成

熟的体外培养体系是妨碍猪体外受精囊胚正常产仔的主要原因。核移植、体外受精与孤雌激

活囊胚内细胞数目 (分别为 66，66和 49个) 比体内发育囊胚 (200～300个) 明显低，这也

是核移植与体外受精胚胎妊娠率低的原因之一[370]。刘红林等 (1998) 发现从小鼠孤雌激活囊

胚也很难分离到 ES细胞，主要是基因组印记的缘故[275]。本研究分别用体内受精、体外受精

囊胚和孤雌激活胚三种不同来源胚胎为材料分离山羊 ES 细胞，分析不同来源的胚胎对山羊

ES 细胞分离传代的影响。体内受精胚与体外受精胚在胚胎贴壁率 (85.7%、81.1%) 与 ICM

集落形成率 (58.9%、54.1%) 上差异不显著 (P>0.05)，但均明显优于孤雌激活胚（胚胎贴壁

率和 ICM集落形成率分别为 40.0%、32.0%）；在 ES细胞传代上，体内受精胚 (传 6代) 最

好，体外受精胚 (传 4代) 次之，孤雌激活胚最差 (传 1代)。结果表明，体内受精胚最适合

山羊 ES细胞的分离与培养，同时也说明胚胎的质量是影响 ES细胞分离培养的重要因素。 

4.2 饲养层对山羊 ES细胞分离培养的影响 

尽管人们还不能完全搞清楚饲养层分泌的化学活性物质成分，但饲养层对分离培养建

立 ES细胞系具有重要作用。目前，不同种动物对饲养层细胞有特殊要求，不同种类饲养层

细胞对胚胎的作用也不同。Piedrahita 等 (1990) 对不同类型羊、猪、小鼠胚胎在不同饲养
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层细胞上的生长行为进行了系统比较，发现绵羊全胚或分离的 ICM在 STO饲养层上不扩展，

而在同源胎儿成纤维细胞上可扩展，但不能形成 ES 细胞克隆；猪全胚或分离的 ICM 在

BRL-CM (大鼠肝细胞条件培养液)、PEF (猪上皮成纤维细胞)、PH3A (PH3A细胞系)、PUE (猪

子宫上皮细胞系) 等饲养层上不能附着生长，只有 STO或 STO+BRL-CM上可附着并增殖，

转移至饲养层上形成类 ES细胞[277]。李松等 (2002) 表明，以同源的胎儿成纤维细胞作饲养

层有利于 ES细胞的分离与培养，因为同源的胎儿成纤维细胞提供了 ES细胞增殖所需的细胞

因子[371]。饲养层细胞质量的不确定，对维持胚胎干细胞的稳定传代产生很大的冲击。同时，

饲养层细胞的种类、细胞生长的旺盛程度、细胞代数以及丝裂霉素-C处理的时间和程度等都

同饲养层的好坏密切相关，影响到饲养层细胞的分泌。本研究比较MEF和 GEF两种饲养层

细胞对分离培养山羊 ES 细胞的影响。结果表明，MEF 与 GEF 在胚胎贴壁率上差异不显著 

(75.6%、73.7%)，在 ICM 集落形成率 (46.7%、26.3%)与传代数上，MEF 组 (传 4 代) 显著

优于 GEF组 (传 2代)。表明MEF饲养层更适合山羊 ES细胞的分离培养。 

4.3血清对山羊 ES细胞分离培养的影响 

血清包含各种生长因子、微量元素、激素、维生素和转铁蛋白等，有利于细胞的附着，

且能中和有毒物质的毒性，使细胞不受伤害[124]。旭日干等 (1990) 报道，胎牛血清和新生

牛血清效果相似，而发情牛血清可更有效地提高体外受精胚的发育率[34]。ES细胞分离培养

一般是添加 FCS，而冻存时加 NCS。施渭康等 (2000) 在培养液添加 10%小牛血清成功将

ES 细胞诱导分化为软骨细胞[372]。本研究比较 FCS、NCS 两种不同类型血清对山羊 ES 细

胞分离培养的影响。结果表明，在胚胎贴壁率 (66.7%、42.7%)、ICM集落形成率 (53.3%、

25.0%) 上，FCS均显著优于 NCS；传代上 FCS组传 2代，而 NCS组没有传代。以上分析

说明，在胚胎贴壁率、ICM集落形成率以及 ES细胞传代上 FCS较 NCS更有利于山羊 ES

细胞的分离与培养。 

4.4 细胞因子对山羊 ES细胞分离培养的影响 

LIF是目前研究最多、应用最广泛的一种 ES细胞分化抑制因子。根据 LIF前体蛋白 N

端信号肽起始若干个信号残基的不同，可将其分为分泌型 (D型) 和基质型 (M型) 两种。

D型可分泌到细胞外液中，是可溶的；M型则锚定在细胞外基质上。Conquet等 (1992) 发

现，只需饲养层细胞的细胞外基质即可抑制 ES细胞分化，并证实这是由于其胞外基质存在

大量锚定的 LIF[373]。ES细胞中微量表达的 LIF也主要为 M型。M型 LIF的表达在 ES细

胞分化前后都较恒定；而 D 型 LIF 则在 ES 细胞体外分化时表达量才显著提高。目前，对

小鼠 ES细胞来说，LIF起着抑制分化的作用已成定论[262, 374]。山羊[15]、绵羊[296]、猪 [374]、

恒河猴[375]以及人[258]ES细胞分离培养也需要添加 LIF来抑制其分化和促进其增殖。而牛 ES
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细胞分离与培养无需添加 LIF。IGF–I和胰岛素在结构和功能上很相近，在 ES细胞培养中

二者可互换，可促进胚胎细胞 DNA和蛋白质的合成，增加胚胎细胞数，调节囊胚腔的出现

和胚胎自透明带孵出[376]。将 IGF–I 或胰岛素加入培养液中，可促进受精卵卵裂，增加卵裂

胚的紧密度和囊胚形成率，促进滋养层与内细胞团细胞的蛋白质合成，从而促进滋养层和

内细胞团细胞的分裂增殖。外源性生长因子的添加与否对附植前胚胎的生长并不是至关重

要的，只是生长因子可能对胚胎保持最佳发育速度有一定作用[377]。本研究表明，A液组，

不添加任何细胞因子，ES 细胞分离培养效率很低，胚胎贴壁率和 ICM 集落形成率分别为

66.7%、25.0%；B液组，添加了细胞因子 LIF，对山羊 ES细胞的分离培养有促进作用，胚

胎贴壁率和 ICM集落形成率分别 80.0%、56.0%，明显优于 A液组；C液组，是 LIF与 IGF–I

联合作用，其胚胎贴壁率和 ICM 集落形成率（87.5%、56.3%）明显优于 A 液组，但与 B

液组相比，差异不显著；在 ES细胞传代上，C液组效果最佳（传 6代），B液组次之（传

4代），A液组最差（传 2代）。以上分析表明，不添加任何生长因子，ES细胞分离培养效

率很低，添加 LIF对山羊 ES细胞的分离培养有促进作用，LIF与 IGF–I 联合作用，效果更

为突出。见表 6－4。 

4.5山羊 ES细胞的鉴定 

山羊 ES细胞集落形态与小鼠 ES细胞相似，集落边缘整齐，隆起，细胞间界限不清，

折光性强。但形态学方面的鉴定只能是一个初步的鉴定手段，进一步鉴定需要对其细胞表

面标志物进行检测。AKP染色通常作为 ES细胞鉴定的一种常用的染色方法，山羊 ES细胞

AKP染色为阳性[298]。本试验对第 3代及第 5代的山羊 ES细胞进行染色，发现 AKP染色

呈阳性。核型分析也是检测 ES细胞的一个标准，如果 ES细胞的核型不正常，则不能进行

遗传操作和临床应用，这样的 ES细胞系也不能称为真正的 ES细胞系。小鼠的 ES细胞在

体外培养的过程中常常会出现染色体异常，这可能是由于不正常的传代培养方法有关。本

试验对第四代的山羊 ES细胞进行核型分析，含有 60条染色体，核型正常。体外分化试验

通常是检测 ES细胞多能性的一个手段[378]，如体外分化可形成含有 3个组织胚层的类胚体，

可对其进行诱导分化为机体任何类型的细胞。本试验对山羊 ES细胞进行自发分化可形成神

经样细胞、上皮样细胞、成纤维样细胞。 

5 结论 

通过对 ES细胞分离培养影响因素如胚胎来源、饲养层、血清以及细胞因子等的试验研

究表明，体内受精胚胎、MEF饲养层、添加 FCS、细胞因子 LIF与 IGF–I 联合使用更适合

于山羊 ES细胞的分离培养。 
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结  论 

1 在山羊卵母细胞体外成熟培养中，选用胞质均一致密，外围至少有 3 层以上卵丘细

胞包裹，而且包裹致密的 A 级卵母细胞，添加浓度为 1 µg/ml 的 E 2、5 µM 的 ß－ME，成

熟培养 27h 显著提高卵母细胞体外培养的成熟率。 

2 促成熟激素使用国产促绒激素完全可以代替进口的FSH和LH用于山羊卵母细胞体外

成熟培养，在相同效果的前提下大大降低成本。 

3 精子获能中，肝素效果比较稳定。Percoll 法处理精子卵裂率要显著高于上浮法，

但是囊胚率和囊胚细胞数并没有提高。上浮法的精子镜检活力要好于 Percoll 法分离的精

子。但是，以上分析的不同获能物和精子不同分离方法，总体受精率、发育率还很低，所

以在山羊精子获能中，还需要大量的试验研究。 

4 胚胎体外培养时，颗粒细胞和输卵管细胞共培养并没有发育差异，说明共培养细胞

类型对胚胎发育影响差异不大，而显著优于无共培养系的发育率。进一步说明，只要使用

共培养就能够很好地克服山羊胚胎 8~16–细胞阻滞。 

5 在胚胎早期卵裂时期，添加 BSA 的卵裂率要显著高于添加 FCS。而在发育后期，即

48h后由BSA换为添加FCS促进胚胎向囊胚发育，即囊胚率 (34.7%) 显著高于单独使用BSA

组 (23.1%) 和 FCS 组 (20.1%)。可见，在胚胎发育早期，卵母细胞本身储备的营养物质与

BSA 就完全能够满足发育的需要；到后期，胚胎细胞数要快速分裂，还需含 FCS 的共培养

系统提供营养。 

6 在山羊胚胎培养中，基础培养液还是选用配制简单的 SOF（CR1 也可使用），添加

BSA/FCS 才能取得理想的效果。 

7 体内胚胎和体外胚胎超微结构的对比分析表明，山羊体外胚胎质量要比体内发育胚

差。包含有大量脂滴、畸形线粒体以及空泡化严重、细胞间隙连接较少且松散、核质比下

降等。所以，要获得高质量的胚胎，目前建立的培养体系还需进一步完善。 

8.通过对山羊 ES 细胞分离培养影响因素如：胚胎来源、饲养层、血清以及细胞因子等

的实验研究表明，体内受精胚胎、MEF 饲养层、添加 FCS、细胞因子 LIF 与 IGF-1 联合使用

更适合于山羊 ES 细胞的分离培养。 
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Study on the Optimization of in vitro Culture System of Embryos 

and Isolation Technology of Embryo Stem Cells in Goats 

This study was to optimize the technologies for production of embryo in vitro, including in 
vitro maturation (IVM ) of oocytes, in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC) of 
embryos in goats  to establish a perfect system for in vitro embryo  production (IVP)  and to 
make these technologies going out of laboratory to be used in the fields of embryonic engineering. 
At the same time, the isolation and generative culture of embryonic stem (ES) cells in goats were 
studied to provide the theoretic bases for post–embryonic engineering technologies such as 
nuclear transfer and transgenic technology etc.  

Experiment one studied the IVM methods to increase the maturation rate of oocytes. Droplet 
method was used to culture oocytes to study of collection of oocytes, modification to maturation 
medium, supplementation of different hormones and antioxidants on the IVM of oocytes. 
Oocytes of  grade A with uniform and compact cytoplasm and  parceled by at least three layers 
of cumulus cells were chosen. The maturation rate increased by adding 1 µg E2, 5 µM β
–merocaptoethanol (β–ME), which was a kind of antioxdant, and culturing 27h. Imported FSH 
and LH could be completely replaced by domestic chorionic gonadotrophin (the main gredients 
were FSH and LH) and reduced the experiment cost under the same maturation effects. 
    Experiment two studied the optimization of IVF conditions to increase the quality and 
quantity of in vitro matured oocytes. The effects of three capacitation materials of heparin、
caffeine and Ca2+ vector IA23187 and different capacitation methods of Percoll and swim–up 
methods were compared. The results showed that only the heparin group was better and had 
higher percentages of fertilization, cleavage and blastocyst. The cleavage rate of Percoll method 
was significantly higher than that of swim–up method. But there was no significant difference for 
blastocyst rate between the two methods. The motility rate of sperm by Percoll method was 
higher than that by swim–up method. However, the overall fertilization and development rates 
were still lower.   
    Experiment three aimed to establish a suitable culture system for IVC of goat embryos by 
optimizing culture procedure and screening culture medium. Studies by comparison among   
different co–culture cells, replacement procedures and basal culture media showed that, if only 
co–culture cells without considering the type of them, the embryos could overcome the 8~16–cell 
inhibition stage. The best procedure of using fetal calf serum (FCS) and BSA was adding BSA in 
the former stage of 48h and replacing it by FCS hereafter. All three kinds of medium, TCM199, 
CR1 and SOF, could be used as embryo culture media and SOF could be prepared simply and 
thus recommended to be used as basal medium. 
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    Experiment four compared the ultrastructures of in vivo and in vitro embryos in goats by 
electronic microscope to evaluate in vitro embryo quality and culture system, and further provide 
theoretical bases of ultrastructure for improving in vitro embryo quality. The development of in 
vitro embryos was worse compared to in vivo embryos because of in vitro embryos containing a 
lot of cells with lipid droplets, abnormal mitochondria, loose gap junction and decreased nucleus 
to cytoplasm ratio.  

Experiment five used three kinds of sources of in vivo, in vitro and activated blastocysts as 
materials to isolate embryo stem cells in goats. Different kinds of feeder layers of MEF and GEF, 
different sera such as FCS and newborn calf serum (NCS), different culture media of A, B and C 
(A was basal culture medium, B was A supplemented by leukemia inhibitory factor (LIF), and C 
was B supplemented by insulin growth factor I (IGF–I)) were compared to screen the conditions 
suitable for isolation of ES cells in goats. A strain of ES cells passed six generations. Rates of 
attachment and ICM clusters and passing times were analyzed. The results showed that using in 
vivo embryos and MEF feeder layers together with supplementing FCS, LIF and IGF–I was more 
suitable for isolation of ES cells of goats. The ES cells expressed alkaline phosphatase activity, 
normal karyotype and spontaneously differentiated into nurse–, epithelium– and fibroblast–like 
cells. 

 
Key words: goats; oocyte; in vitro maturation; in vitro fertilization; embryo; in vitro culture; 

ES cells; isolation culture 
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