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摘要 为进一步完善猪胚胎体外发育系统,以孤雌激活胚胎为研究对象,依次对胚胎培养液种类、培养期间

血清添加方式、卵丘细胞共培养体系进行筛选优化。结果表明,与常规的PZM3培养液相比,CR1aa并不适合猪

胚胎的体外发育;猪胚胎在PZM3中培养4d后添加10%胎牛血清培养至第6天,体外发育能力得到显著改善,

卵裂率、囊胚率、囊胚孵化率、囊胚细胞数分别达到95.1%、56.5%、27.3%、79.3;在此基础上,利用山羊卵丘细胞

与猪胚胎进行共培养,将囊胚孵化率进一步提高至36.6%,初步建立了一套高效稳定的猪胚胎体外发育系统。
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  近年来,猪卵母细胞体外成熟及胚胎体外发育

的研究已取得长足进展,但仍存在成熟率不稳定、囊
胚率尤其是囊胚孵化率偏低、囊胚细胞数偏少等问

题,如何进一步提高猪卵母细胞和胚胎的体外生产

效率仍值得研究。猪胚胎体外培养液主要有North
CarolinaStateUniversity(NCSU)和 PorcineZy-
goteMedium(PZM)2种系列。NCSU23是最早成

功用于猪胚胎体外发育的培养液,研究者通过对其

能量底物的调整,已发展出许多衍生培养基,广泛用

于猪胚胎的体外培养[1-2]。以PZM3为代表的PZM
系列与NCSU系列的主要区别在于添加了必需及

非必需氨基酸,在培养猪合子期胚胎、孤雌胚胎、体
外受精(IVF)及体细胞核移植(SCNT)胚胎方面,取
得了优于NCSU的效果[3-5]。但上述2种培养液均

存在囊胚孵化率偏低及囊胚细胞数偏少的问题。

CharlesRosenkrans1(CR1aa)现普遍应用于牛羊胚

胎的体外发育,并获得了较高的囊胚孵化率和囊胚

细胞数[6-10],能否相应改善上述猪胚胎体外发育缺

陷值得研究。
血清内含有能量基质、氨基酸、维生素、激素、生

长因子和细胞因子等多种成分,已广泛用于哺乳动

物卵母细胞的体外成熟和胚胎的体外发育。有研究

者在猪胚胎培养期间添加胎牛血清(FBS),取得了

不错的效果[2,11-12],但更多研究者则选择牛血清白

蛋白(BSA)用于猪胚胎的体外发育[1,3,13],其中的

BSA可替代血清起到维持渗透压、缓冲pH 值、充
当载体和提供营养的作用。因此,血清并非猪胚胎

体外发育所必需,但适当添加可能会起到促进胚胎

发育的作用。
卵丘细胞通过缝隙连接与卵母细胞保持密切联

系,在 卵 母 细 胞 成 熟 和 受 精 过 程 中 发 挥 重 要 作

用[14-15]。卵丘细胞共培养体系广泛应用于卵母细胞

体外成熟及胚胎体外发育[9,16-17],但猪卵母细胞中

的相关研究多集中于卵丘细胞与裸卵共培养对成熟

及发育的影响[18-20],对卵丘细胞与孤雌胚胎共培养

的研究相对较少,卵丘细胞共培养能否促进猪胚胎

发育能力的提高值得探讨。本研究在课题组前期建

立的猪卵母细胞体外发育系统的基础上[21],以猪孤

雌激活胚胎为研究对象,对其体外发育体系进一步

优化。首先将CR1aa培养液应用于猪胚胎的体外

发育,以寻求更适合的猪胚胎培养液,在此基础上,
筛选获得猪胚胎体外培养过程中的最佳血清添加方

案,进而利用猪、山羊、小鼠卵丘细胞与猪胚胎共培

养,寻找有效的卵丘细胞共培养体系,以期建立高效
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稳定的猪胚胎体外发育系统,为提高哺乳动物胚胎

体外生产效率提供借鉴。

1 材料与方法

试验 所 需 试 剂 除 特 殊 说 明 外 均 购 自 Sigma
公司。
1.1 猪卵母细胞体外成熟及胚胎体外发育

1)卵母细胞获取与成熟。猪卵巢取自市郊屠宰

场,于离体后1h内运抵实验室,无菌生理盐水充分

洗涤后抽取3~6mm直径卵泡内卵母细胞,挑选卵

丘致 密 完 整、胞 质 均 匀 的 卵 丘 卵 母 细 胞 复 合 体

(COCs)进行成熟培养,操作过程注意全程保温

(37℃)。基础成熟培养液为 TCM-199(Gibco),添
加10%猪卵泡液、3.05mmol/L葡萄糖、0.1%聚乙

烯醇(PVA)、0.91mmol/L丙酮酸钠、10ng/mL表

皮生长因子(EGF)、0.57mmol/L半胱氨酸。卵母

细胞体外成熟44h,前22h添加10IU/mL孕马血

清促性腺激素(PMSG)和10IU/mL人绒毛膜促性

腺激素(hCG),后22h换为基础成熟培养液。培养

条件为:38.5℃,5%CO2,100%湿度。

2)孤雌激活与胚胎培养。于体外成熟44h将

卵母细胞取出,用透明质酸酶消化去除卵丘后挑选

具有完整第一极体、胞质均匀的处于第二次减数分

裂中期(MII)卵母细胞进行激活,激活方案为1.2
kV/cm电脉冲作用30μs后5μg/mL细胞松弛素

B(CB)处理3h。激活后的卵母细胞依试验设计放

入相应胚胎培养液中培养。

3)卵裂率、囊胚率、囊胚孵化率、囊胚细胞数检

测。激活后48h观察卵裂率,二细胞及以上记为卵

裂;第6天观察囊胚率及囊胚孵化率,胚胎透明带变

薄,胚体出现空腔记为囊胚;透明带破裂,胚胎从中

扩展而出记为囊胚孵化;囊 胚 细 胞 计 数 采 用10

μg/mLHoechst33342染色压片,于荧光显微镜下

观察计数。
1.2 卵丘细胞共培养及共培养用卵丘细胞凋亡

检测

  1)猪卵丘细胞共培养。体外成熟44h的猪卵

母细胞经透明质酸酶处理后,将脱落的卵丘细胞用

含10%FBS的DMEM收集并培养于96孔细胞培

养板,待贴壁后即依试验设计将DMEM 更换为相

应胚胎培养液以进行胚胎培养。

2)山羊卵丘细胞共培养。山羊卵巢取自市郊屠

宰场,充分洗涤后抽取卵泡内卵母细胞,挑选卵丘致

密完整、胞质均匀的COCs进行成熟培养,成熟培养

液及培养条件与猪卵母细胞相同,体外成熟24h后

将卵母细胞取出,经透明质酸酶处理后,将脱落的卵

丘细胞用含10%FBS的DMEM 收集并培养于96
孔细胞培养板,待贴壁后即依试验设计将 DMEM
更换为相应胚胎培养液以进行胚胎培养。

3)小鼠卵丘细胞共培养。性成熟ICR小鼠注

射PMSG后48h注射hCG,于hCG注射后16h颈

椎脱臼法处死,摘取输卵管后获得COCs,COCs经

透明质酸酶处理后,将脱落的卵丘细胞用含10%
FBS的DMEM收集并培养于96孔细胞培养板,待
贴壁后依试验设计将DMEM 更换为相应胚胎培养

液以进行胚胎培养。

4)共培养用卵丘细胞凋亡检测。于胚胎培养期

间或培养结束后,将共培养用猪卵丘细胞经PBS充

分洗涤,10μg/mL的propidiumiodide(PI)于37℃
下染色5~10min,充分洗涤后,再用10μg/mL的

Hoechst33342染色5~10min,经再次洗涤,荧光

显微镜下用不同波长荧光观察并采集图像。设置凋

亡阳性对照组,由胚胎培养结束后所获猪卵丘细胞

经2mmol/L的双氧水(H2O2)处理2~3h获得。

Hoechst33342所标记的细胞核发生固缩且PI同

时着色的记为凋亡,Hoechst33342所标记的细胞

核形态正常且PI未着色的记为未发生凋亡。
1.3 试验设计

1)不同培养液对猪胚胎体外发育的影响。通过

比较猪胚胎在PZM3和CR1aa两种培养液中的体

外发育情况,验证与常规的PZM3相比,CR1aa是

否更有利于猪胚胎的体外发育。培养液配方见

文献[3,7]。

2)不同血清处理对猪胚胎体外发育的影响。利

用本文“1.3”中1)筛选获得的胚胎培养液,在此基

础上,对照组中不添加血清,试验组分别于胚胎培养

的第0、2、4天添加10%FBS直至培养结束,通过比

较各组处理的相关发育指标寻找最佳血清添加

方案。

3)卵丘细胞共培养对猪胚胎体外发育的影响。
利用本文“1.3”中2)筛选获得的血清添加方案,在
此基础上,分别采集猪、山羊和小鼠的卵丘细胞与猪

胚胎进行共培养,探讨同种及异种卵丘细胞对猪胚

胎体外发育的影响。在此期间,对胚胎培养过程中

共培养用猪卵丘细胞的凋亡情况进行检测。
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1.4 数据分析

每组 试 验 至 少 重 复 3 次。试 验 数 据 利 用

SPSS统计软件(SPSS11.5)进行单因素方差分

析,结果以平均数±标准误表示,P<0.05为差

异显著。

2 结果与分析

2.1 不同培养液对猪胚胎体外发育的影响

不同培养液对猪胚胎体外发育的影响如表1所

示,CR1aa培养猪胚胎后,与常规的PZM3相比,卵
裂率和囊胚孵化率差异不显著,但囊胚率和囊胚细

胞数均显著下降。表明CR1aa培养液并不适合猪

胚胎的体外发育,后续试验仍采用PZM3作为体外

发育用培养液。
2.2 不同血清处理对猪胚胎体外发育的影响

在PZM3中添加血清对猪胚胎的体外发育能

力的试验结果如表2所示。各血清处理组的卵裂率

与对照组差异不显著,但全程(Day0)或者前半程

(Day2)添加血清会导致发育能力显著降低;而在后

半程(Day4)添加血清,在维持较高囊胚率(56.5%)
的同时,囊胚孵化率和囊胚细胞数均有显著提高,分
别达到27.3%和79.3。上述结果表明,适当添加血

清可改善猪胚胎的体外发育能力。Day4方案所获

囊胚及其细胞核染色情况见图1。
表1 不同培养液对猪胚胎体外发育的影响1)

Table1 Effectofdifferentculturemediaonporcineembryosdevelopmentinvitro

培养液

Culture
media

胚胎类型

Typeof
embryos

培养胚胎数

Embryos
cultured

卵裂率/%
Cleavagerates

囊胚率/%
Blastocyst
rates

囊胚孵化率/%
Hatchedblastocyst

rates

囊胚细胞数

Cellnumber
ofblastocysts

PZM3 Pig 89 98.9±1.1a 52.8±3.9a 10.0±5.1a 63.0±4.4a

CR1aa Pig 78 92.4±3.6a 26.6±1.8b 14.1±7.1a 42.2±2.7b

 1)同列不同小写字母间差异显著(P<0.05),下表同。PZM3:猪胚胎用PZM3培养6d;CR1aa:猪胚胎用CR1aa培养6d。Thedif-
ferentlettersinthesamecolumnindicatesignificantdifference(P<0.05),thesameasfollows.PZM3:Porcineembryoswerecul-
turedinPZM3for6days;CR1aa:PorcineembryoswereculturedinCR1aafor6days.

表2 不同血清处理对猪胚胎体外发育的影响1)

Table2 Effectofdifferentfetalbovineserumtreatmentonporcineembryosdevelopmentinvitro

血清处理
Serumtreatment

培养胚胎数
Embryoscultured

卵裂率/%
Cleavagerates

囊胚率/%
Blastocystrates

囊胚孵化率/%
Hatchedblastocyst

rates

囊胚细胞数
Cellnumber
ofblastocysts

对照Control 92 95.6±1.1a 53.4±6.6a 8.8±6.5a 61.5±5.8a

Day0 88 91.9±1.0a 23.4±2.8b 0.0±0.0a 39.9±3.3b

Day2 82 93.3±2.0a 22.9±2.3b 0.0±0.0a 36.7±3.1b

Day4 83 95.1±2.5a 56.5±2.5a 27.3±7.1b 79.3±9.2c

 1)Control:PZM3全程培养6d;Day0:PZM3+10%FBS全程培养6d;Day2:PZM3培养至第2天后添加10%FBS培养至第6天;

Day4:PZM3培养至第4天后添加10%FBS培养至第6天。Control:EmbryoswereculturedinPZM3for6days;Day0:Embryos

wereculturedinPZM3with10%FBSfor6days;Day2:EmbryoswereculturedinPZM3fromDay0to2andthenPZM3with

10%FBSfromDay2to6;Day4:EmbryoswereculturedinPZM3fromDay0to4andthenPZM3with10% FBSfromDay4

to6.

2.3 卵丘细胞共培养对猪胚胎体外发育的影响

1)同种卵丘细胞共培养对猪胚胎体外发育的影

响。本试验在获得的最佳血清添加方案(Day4方

案)的基础上,结合卵丘细胞共培养,以进一步提高

猪胚胎的体外发育能力。结果如表3所示,利用猪

卵丘细胞与猪胚胎进行共培养后,与未共培养的对

照组相比,各项发育指标均差异不显著,表明猪卵丘

细胞未能改善猪胚胎体外发育能力。

2)猪胚胎体外发育过程中共培养用卵丘细胞凋

亡情况检测。本试验对共培养期间所用的猪卵丘细

胞的凋亡情况进行检测,以明确细胞凋亡对猪胚胎

发育的影响。如图2所示,于胚胎培养第6天检测

共培养用猪卵丘细胞凋亡情况,PI染色呈阴性(A),
且Hoechst33342所染细胞核形态正常(A′);而在
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 A:普通囊胚光镜照片;A′:普通囊胚经 Hoechst33342染色后的荧光照片。A:Whitelightimageofporcineblastocysts;A′:Fluores-
centimageofblastocyststainedwithHoechst33342.B:孵化囊胚光镜照片;B′:孵化囊胚经 Hoechst33342染色后的荧光照片。

B:Whitelightimageofporcinehatchedblastocysts;B′:Fluorescentimageofhatchedblastocyststainedwith33342.

图1 普通囊胚、孵化囊胚及其Hoechst33342细胞核染色

Fig.1 PorcineblastocystsandhatchedblastocystswithnucleistainedwithHoechst33342

表3 同种卵丘细胞共培养对猪胚胎体外发育的影响1)

Table3 Effectofcoculturewithhomogenouscumuluscellsonporcineembryosdevelopmentinvitro

处理

Treatment
培养胚胎数

Embryoscultured
卵裂率/%

Cleavagerates
囊胚率/%

Blastocystrates

囊胚孵化率/%
Hatchedblastocyst

rates

囊胚细胞数

Cellnumber
ofblastocysts

对照Control 90 95.7±2.2a 56.2±9.4a 25.0±4.8a 78.7±10.4a
共培养Coculture 84 95.1±1.4a 52.5±1.2a 27.5±4.6a 79.4±10.5a
 1)胚胎培养均采用Day4方案(PZM3培养至第4天后添加10%FBS培养至第6天)。对照(Control):未进行猪卵丘细胞共培养;共

培养(Coculture):猪卵丘细胞与猪胚胎进行共培养。EmbryosculturedwithDay4treatment(embryoswereculturedinPZM3

fromDay0to4andthenPZM3with10%FBSfromDay4to6).Control:Porcineembryoswithoutcoculture;Coculture:Coculture

ofporcineembryoswithporcinecumuluscells.

凋亡阳性对照组中,经同样染色程序处理后发生明

显凋亡,多数细胞PI染色呈阳性(B),并且 Hoechst
33342所标记细胞核发生明显固缩(B′)。上述结果

表明,共培养期间猪卵丘细胞并未发生凋亡。
考虑到采取的Day4培养方案是于胚胎培养第

4天添加血清,而在此之前,共培养用卵丘细胞一直

在无血清的PZM3中生长,存在卵丘细胞在前期已

发生凋亡、但在添加血清后又恢复正常并导致凋亡

检测呈阴性的可能。为验证这一推测,于胚胎培养

第4天,即添加血清之前,对卵丘细胞凋亡情况进行

检测,但与第6天的结果一致,仍未检测到凋亡(图

片未列),表明共培养用猪卵丘细胞的确未发生

凋亡。

3)异种卵丘细胞共培养对猪胚胎体外发育的影

响。胚胎培养均采用Day4方案(PZM3培养至第4
天后添加10%FBS培养至第6天)。利用异种卵丘

细胞与猪胚胎共培养后,与对照组相比,小鼠卵丘细

胞共培养未能改善相关发育指标,而山羊卵丘细胞

与猪胚胎共培养后,卵裂率、囊胚率、囊胚细胞数与

对照组差异不显著,但囊胚孵化率却得到了进一步

的提高,达36.6%(表4)。上述结果表明,共培养系

统中,卵丘细胞对胚胎发育的影响具有种属特异性。
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图2 猪胚胎体外发育过程中共培养用卵丘细胞凋亡情况检测

Fig.2 Detectionofapoptosisincumuluscellscoculturedwithporcineembryosduringinvitrodevelopment

表4 异种卵丘细胞共培养对猪胚胎体外发育的影响1)

Table4 Effectofcoculturewithheterogeneouscumuluscellsonporcineembryosdevelopmentinvitro

处理

Treatment
培养胚胎数

Embryoscultured
卵裂率/%

Cleavagerates
囊胚率/%

Blastocystrates

囊胚孵化率/%
Hatchedblastocyst

rates

囊胚细胞数

Cellnumber
ofblastocysts

对照Control 88 92.3±2.5a 53.3±3.7a 23.7±2.4a 75.9±8.0a
共培养-山羊

Coculture-goat
83 92.8±2.1a 53.2±1.4a 36.6±3.4b 77.7±7.8a

共培养-小鼠

Coculture-mouse
86 94.1±1.3a 53.5±0.9a 24.3±3.4a 75.3±9.4a

 1)对照(Control):未进行卵丘细胞共培养;共培养-山羊(Coculture-goat):山羊卵丘细胞与猪胚胎进行共培养;共培养-小鼠(Cocul-
ture-mouse):小鼠卵丘细胞与猪胚胎进行共培养。Control:Porcineembryoswithoutcoculture;Coculture-goat:Cocultureofpor-
cineembryoswithgoatcumuluscells;Coculture-mouse:Cocultureofporcineembryoswithmousecumuluscells.

3 讨 论

与其它动物相比,猪卵母细胞体外发育系统尚

有待改进。采用PZM 或 NCSU系列培养液,研究

者获得的囊胚率及囊胚细胞数多介于5%~40%、

15~50之间[1-2,4-5,22],仅有少数研究者获得的囊胚

率达到50%,细胞数超过50[3,23],而且关注囊胚孵

化率的研究很少[2-3]。CR1aa培养液在培养牛和山

羊胚胎时获得了较高的囊胚率和囊胚细胞数[7,9-10],
并且课题组利用CR1aa培养山羊孤雌胚胎也取得

了良好的发育效果,囊胚率、囊胚孵化率分别达到

50%、80% ,囊胚细胞数超过200(数据尚未发表)。
基于此,笔者将其用于猪胚胎的体外培养,以期改善

猪胚胎体外发育中存在的囊胚孵化率较低、囊胚细

胞数较少的问题。但在应用CR1aa后,与PZM3相

比,猪胚胎的各项发育指标并未得到改善,而且囊胚

率和囊胚细胞数还出现显著降低的现象。这表明不

同物种胚胎体外发育期间对培养液的营养需求有所

差异,CR1aa更适合山羊胚胎的体外发育,PZM3更

适合猪胚胎的体外发育。
研究表明,NCSU23中添加血清可显著提高猪

胚胎的体外发育能力[2],因此,作者也尝试在PZM3
中添加血清以期进一步提高猪胚胎的体外发育能

力。结果显示,过早添加血清会损害猪胚胎的发育

能力,但在培养后期(Day4)添加血清则会显著提高

囊胚孵化率及囊胚细胞数。表明猪胚胎体外发育过

程中对血清的需求具有阶段特异性,不同阶段胚胎

的营养需求或者利用血清的能力存在差异。
卵丘细胞可提供多种营养物质并分泌各种生长

因子促进卵母细胞发育,众多研究结果也表明卵丘
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细胞共培养可显著提高卵母细胞的成熟及发育能

力[16-20]。本研究将猪卵丘细胞共培养体系用于猪胚

胎的体外发育,但并未改善相关发育指标,考虑到胚

胎体外培养时间相对较长(6d),是否在此期间共培

养用卵丘细胞已发生凋亡,导致发育促进作用不显

著? 因此进一步对共培养用猪卵丘细胞的凋亡情况

进行了检测。但结果显示,猪卵丘细胞在共培养期

间并未发生凋亡。共培养未能促进胚胎发育是否由

猪卵丘细胞本身特性所决定? 更换卵丘细胞的种类

能否有所改观? 后续试验中,分别采集异种的山羊

和小鼠卵丘细胞与猪胚胎进行共培养,以期进一步

促进猪胚胎体外发育能力的提高。结果发现,小鼠

卵丘细胞也未能发挥发育促进作用,但山羊卵丘细

胞共培养显著改善了猪胚胎的囊胚孵化率。我们推

测,卵丘细胞对胚胎发育的作用具有种属特异性,猪
和小鼠卵丘细胞本身可能存在某种缺陷,不能充分

利用现有培养液成分合成胚胎发育所需物质。因为

有研究者利用同种的牛卵丘细胞和异种的小鼠卵丘

细胞与牛裸卵共培养后也未改善裸卵的卵裂率和孤

雌囊胚率[24]。另有研究表明,小鼠卵丘细胞不能利

用培养液中的半胱胺和胱氨酸合成谷胱甘肽以改善

胞质成熟质量,但山羊卵丘细胞则可利用并因此提

高了小鼠的囊胚发育率[16]。
综上所述,通过更换胚胎培养液类型、优化血清

添加方式并利用卵丘细胞与胚胎进行共培养,显著

改善了猪胚胎的体外发育。利用PZM3培养液,在
胚胎培养第4天添加10%胎牛血清,并结合山羊卵

丘细胞共培养,卵裂率、囊胚率、囊胚孵化率及囊胚

细胞数分别超过90%、50%、30%、70,显著改善了

猪体外成熟卵母细胞的发育系统。上述各项优良发

育指标的获得主要得益于相关发育方案的优化,也
得益于试验操作细节的控制。与其它动物相比,猪
卵母细胞中存在大量脂类,低温时可由液晶态变成

晶态,导致细胞失去正常功能,甚至死亡,因此对温

度非常敏感。本研究所用卵母细胞取材新鲜,于卵

巢离体1h内即运抵实验室,并且全程保温(37℃)
操作,最大程度保证了卵母细胞发育能力不受低温

损害。通过上述发育方案的优化并结合试验细节的

控制,本研究初步建立了一套稳定高效的猪胚胎体

外发育系统。
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Effectsofserumandcoculturewithgoatcumuluscellsoninvitro
developmentofporcineembryos

WANGHui-li LIJing-xin WANGJing MENGChun-hua
ZHUQian-ming ZHANGJun QIANYong CAOShao-xian

InstituteofAnimalScience,JiangsuAcademyofAgriculturalSciences/

KeyLaboratoryofAnimalBreedingandReproduction,JiangsuAcademy
ofAgriculturalSciences,Nanjing210014,China

Abstract Tofurtherimprovetheinvitrodevelopmentsystemsofporcineembryos,weoptimized
thetypesofembryoculturemedia,themethodsofserumtreatmentduringembryoculture,theeffectsof
coculturewithcumuluscellsonembryosdevelopmentinvitro,usingporcineparthenogeneticembryosas
amodel.Theresultsdemonstratedthatporcinezygotemedium-3(PZM3)wasthesuitablemediumforin
vitrocultureofporcineembryoscomparedwithCharlesRosenkrans1(CR1aa).CulturedinPZM3from
Day0to4andthenadded10%fetalbovineserumfromDay4to6,porcineembryosshowedthehigher
developmentalcapacity,withthecleavagerates,blastocystrates,hatchedblastocystratesandcellnum-
berofblastocystsof95.1%,56.5%,27.3%and79.3respectively.Basedontheabove,wecocultured
porcineembryoswithgoatcumuluscellsandfurtherimprovedthehatchedblastocystratesto36.6%,

suggestinganefficientandstableinvitrodevelopmentsystemsofporcineembryoswasestablishedpre-
liminarily.

Keywords porcineembryos;invitrodevelopment;serum;coculture;apoptosis
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