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牛与小鼠胚胎在分化抑制培养
系统中的行为比较
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　　[摘　要 ]　在自制培养基中,以原代小鼠胎儿成纤维细胞为饲养层,观察比较了牛与小鼠胚胎在体外分化抑

制培养体系中的生长行为。结果表明,牛囊胚一般培养 36～ 60 h 后孵化脱带, 96～ 120 h 后贴壁, 120～ 144 h 为

ICM 传代的最佳时刻。小鼠囊胚一般培养 12～ 24 h 孵化脱带, 24～ 48 h 贴壁, 72～ 96 h 为传代的最佳时刻。牛胚胎

贴附于饲养层上生长,极易从饲养层上剥离; 小鼠胚胎镶嵌在饲养层中,滋养层细胞与饲养层细胞间连接紧密。牛

ICM 色深发黑,集落隆起程度较低;小鼠 ICM 呈暗黄色,有呈柱状增殖的趋势。牛滋养层呈网状,小鼠滋养层为较

致密的单层薄膜。
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　　胚胎干细胞 (ES 细胞)是由早期胚胎或原始生

殖细胞衍生出的一种多潜能细胞。其特点是能在体

外扩增、转化、筛选和冻存而不失其多能性,可以被

广泛应用于发育生物学的基础理论研究和转基因动

物的生产实践。因此,自Even s和Kaufm an [1 ]首次建

立小鼠 ES细胞以后,即吸引了大批学者投身于牛、

羊、猪、水貂、兔、恒河猴和人 ES 细胞的研究之

中[2～ 8 ]。然而,目前除小鼠外,其他动物仅获得了类

ES细胞,未见有参与生殖系统嵌合的报道。ES细胞

的分离与克隆有 2 个前提条件,一是抑制多能细胞

的分化,这涉及到细胞分化机制及分化抑制物作用

机理的研究;二是促进多能细胞的有效增殖,这涉及

到各种动物胚胎的发育进程及其特殊的营养需求。

本试验是在特定的分化抑制培养体系中,对牛与小

鼠胚胎的发育进程、细胞增殖及分化规律等行为特

征进行观察比较,为进一步确立牛 ES 细胞培养体

系提供参考。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

　　6～ 8周龄昆白系小鼠,购自中国人民解放军第

四军医大学试验动物中心,饲养观察 7 d 后,选用健

康小鼠。3～ 7周岁健康黑白花牛,由西北农林科技

大学奶牛胚胎移植站提供。

1. 2　溶　液

①小鼠成纤维细胞培养液　DM EM + 体积分

数 15%NBS + 0. 1 mmo löL Β2巯 基 乙 醇 +

0. 1 Λmo löL亚硒酸钠; ②小鼠冲胚液　DM EM + 体

积分数 10% NBS; ③牛冲胚液　PBS+ 体积分数

1%NBS; ④胚胎培养液　DM EM + 体积分数 15%

NBS+ 0. 1 mmo löL Β2巯基乙醇+ 0. 1 Λmo löL 亚硒
酸钠+ 10 ΛgömL L IF + 10 ΛgöL IGF21; ⑤细胞消

化液　质量分数 0. 2%胰蛋白酶+ 质量分数 0. 04%

ED TA ;⑥细胞有丝分裂抑制剂　10 ΛgömL 丝裂酶

素2C。
1. 3　胚胎采集

小鼠胚胎的采集　选取发情静止期 (外阴部发

白 ) 的 小 鼠 于 20 ∶ 00 腹 腔 注 射 PM SG

(10 mmo lö(L·m in·只) ) , 48 h 后腹腔注射 hCG

(10 mmo lö(L·m in·只) ) , 按 1∶1 比例与公鼠合

笼过夜,第二天8∶00检查外阴,见栓后 3. 5 d 子宫

采胚。

牛胚采集　选健康经产奶牛,自然发情或前列

烯醇处理后,于情期第 9～ 12 d 直检有周期黄体且

子宫弹性良好者常规超排处理, 6～ 8 d 后非手术采

集胚胎。
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1. 4　小鼠胎儿成纤维细胞饲养层的制备

选取铺满皿底的原代 (或一代)小鼠胎儿成纤维

细胞, 吸去培养液, 加入 5 mL 丝裂酶素2C 液, CO 2

培养箱培养 1. 5～ 2 h (38 ℃,体积分数 5% CO 2,饱

和湿度) ; 用无钙镁 PBS (5～ 10 mL ö次)清洗 5 次;

加入细胞消化液 5 mL , 38 ℃消化 2～ 3 m in,轻轻摇

动,见部分细胞脱离皿底时,用吸管吹打离散成单细

胞悬液; 加 5 mL 细胞培养液,用注射器吹打均匀,

终止消化; 将细胞悬液移入 15 mL 离心管, 低速离

心 (1 000 röm in, 3 m in) ; 弃上清液,加 10 mL 细胞

培养液,吹打离散后,二次离心; 弃上清液,加 2 mL

细胞培养液,吹打制成细胞悬液,吸 200 ΛL ,镜下计

数,调整细胞浓度为 3×105～ 3. 5×105 mL - 1; 在明

胶处理过的 1 cm 四孔板中,每孔缓慢加入 0. 6 mL

细胞悬液,静止 1～ 2 m in 后,轻轻移入培养箱,用前

换液。

1. 5　胚胎培养

将预先制好的饲养层四孔板中的培养液吸去,

换入等量胚胎培养液,根据所得胚胎情况,分组放入

鼠胚 (2 枚ö孔)或牛胚 (1 枚ö孔) , 置 CO 2 培养箱培

养 (38℃,体积分数 5% CO 2,饱和湿度)。每隔 12 h

观察记录一次。每 48 h 换一次溶液。

2　结　果
2. 1　牛与小鼠胚胎的发育进程

　　牛囊胚一般在体外培养 36～ 60 h 后孵化脱带。

在此过程中,滋养层细胞迅速增殖,囊腔增大,透明

带变薄, ICM 位于一侧,增殖不明显。随后,透明带

上出现一裂孔,胚胎由孔中孵出。孵化胚体积一般为

初培养囊胚的 1. 5～ 2 倍,但 ICM 占胚胎的比值变

小。孵化胚在溶液中漂浮 48～ 60 h 后贴壁。囊胚脱

带以后,囊腔破裂,胚胎收缩成团块,培养 12 h 后,

恢复成孵化胚状,但与孵化胚相比,胚胎体积略小,

ICM 占的比例大,胚胎周围不整齐。脱带处理能使

胚胎贴壁时间提前约 12 h,但胚胎贴壁和 ICM 增殖

情况与全胚培养时期相同,缺点是脱带过程中容易

出现破碎。桑椹胚在培养过程同样要经历囊胚、孵化

胚阶段,其他过程均与囊胚相似。因此,培养时间要

延长 12～ 24 h。桑椹胚脱带后并不直接贴壁,而是

悬浮于培养液中, 12～ 24 h 后出现逐渐增大的囊

腔,胚胎体积增大 0. 5～ 1 倍,以后经历与囊胚相似

的贴壁和 ICM 增殖过程 (表 1)。

表 1　牛胚胎体外培养的发育进程

T able 1　D evelopm ent of Bovine Em bryo s in vitro

胚胎类型
T ype of
em bryo

胚胎数ö枚
N um ber of

em bryo

贴壁时间öh
T im e of

attachm ent

贴壁率ö%
Ration of

attachm ent

ICM 增殖
高峰期öh
Fastig ium

of ICM

胚胎类型
T ype of
em bryo

胚胎数ö枚
N um ber of

em bryo

贴壁时间öh
T im e of

attachm ent

贴壁率ö%
Ration of

attachm ent

ICM 增殖
高峰期öh
Fastig ium

of ICM

囊胚
B lastu la

12 96～ 120 75. 0 120～ 144 裸桑椹胚
N ude M o ru la

3 96～ 120 66. 7 120～ 144

裸囊胚
N ude B lastu la

4 84～ 108 75. 0 108～ 132 IV F 囊胚
IV F B lastu la

3 96～ 120 66. 7 120～ 144

桑椹胚
M o ru la 15 108～ 132 66. 7 132～ 156

　　小鼠胚胎的发育过程与牛胚胎相似,但进程快

(表 2)。小鼠囊胚一般培养 12～ 24 h 孵化脱带, 24～

48 h 贴壁。小鼠桑椹胚一般培养 12 h 发育为囊胚,

24～ 36 h 孵化脱带, 36～ 60 h 贴壁。由于小鼠胚胎

发育进程快,贴壁率高 (> 80% ) ,因此脱带处理对小

鼠胚胎意义不大。但在试验中发现,培养的小鼠扩张

囊胚有少数不经历孵化过程, ICM 快速增殖并充满

透明带,胚胎体积增大 2～ 3倍,囊腔消失,整个胚胎

就象一个巨型桑椹胚。这种胚胎贴壁后一般不推开

饲养层,部分胚胎周围可见对饲养层的浸蚀痕迹。而

且,贴壁后 ICM 的增殖不明显 (见图 1)。

表 2　小鼠胚胎体外培养的发育进程表

T able 2　D evelopm ent of M urine Em bryo s in vitro

胚胎类型
T ype of Em bryo

胚胎数ö枚
N um ber of em bryo

贴壁时间öh
T im e of attachm ent

贴壁率ö%
Ration of attachm ent

ICM 增殖高峰期öh
Fastig ium of ICM

囊胚
B lastu la 56 24～ 48 87. 5 72～ 84

桑椹胚
M o ru la

48 36～ 60 85. 4 84～ 96

2. 2　牛与小鼠胚胎的贴壁过程

牛胚胎贴壁过程有两种方式。一种是孵化胚

ICM 外层的滋养层细胞层先由一点附着固定于饲

养层上,随后贴壁细胞逐渐增多,附着面积渐增,囊

腔破裂,囊腔液外流,胚胎塌陷,最后完全贴附于饲

养层上, 中央是隆起的 ICM , 周围是两层重叠的滋

43 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 29卷



养层细胞 (见图 2)。另一种贴壁方式是孵化胚逐渐

收缩成暗黑色的球形实体,在溶液中漂浮约12 h后,

先由一点附着, 最后完全贴附于饲养层上, 约12 h

后,以胚胎集落为中心,紧贴饲养层表面放射形延伸

出网状的饲养层细胞 (图 3)。牛胚胎从开始附着到

完全贴壁大约需要 12 h。小鼠胚胎也是 ICM 外层的

滋养层细胞层先由一点附着固定于饲养层上,随后

贴壁细胞逐渐增多,胚胎附着面积增大,并最终完全

贴壁。与牛胚胎不同的是,小鼠滋养层细胞好象分泌

一种对饲养层细胞发生浸蚀和粘合作用的物质,胚

胎贴壁过程更象是植入饲养层过程,所以胚胎完全

贴壁后,整个胚胎即镶嵌于饲养层中,滋养层细胞直

接贴在培养皿底并形成单层, ICM 隆起并位于中央

或一侧, ICM、滋养层和饲养层形成明显的立体反差
(见图 4)。
2. 3　贴壁后牛与小鼠胚胎滋养层细胞的生长状况

牛胚胎在贴壁过程中,部分滋养层细胞先贴附
于饲养层上,后贴壁的滋养层细胞逐渐覆盖在 ICM

和先贴壁的滋养层细胞上。在此过程中,先后贴壁的

两层滋养层细胞间存在一个相互融合的过程, ICM

也对覆盖于其表面的滋养层细胞发生类似于体内胚

盘形成过程的作用。结果在胚胎完全贴壁之初, ICM

表面有一层半透明的滋养层细胞薄膜, ICM 周围是

一层较厚的网状滋养层细胞,面积较小。继续培养,

ICM 周围的滋养层细胞迅速增殖,沿饲养层表面漫

延,呈无限扩展的趋势。牛胚胎滋养层细胞在自开始

附着到贴壁后继续生长增殖的整个过程中,对饲养

层细胞不造成可见的损伤,整个胚胎贴附于饲养层

上生长,很容易从饲养层上剥离。而且挑取胚胎后,

胚胎下面的饲养层细胞与周围的饲养层细胞在形态

上完全相同。

小鼠胚胎则不同,滋养层细胞从一开始附着就

对饲养层细胞发生浸蚀和粘合作用。小鼠胚胎完全

贴壁后, ICM 即裸露, ICM 周围的单层滋养层细胞

直接贴附于培养皿底,并沿皿底迅速向四周扩增,将

饲养层细胞推开。小鼠滋养层细胞与其周围的饲养

层细胞联系紧密,剥离时比较困难,一般情况下都是

将滋养层撕裂,而不能破坏滋养层与饲养层间的连

接。贴壁后,小鼠滋养层细胞虽然发生不同程度的增

殖,但未呈现出无限增殖的趋势。而且继续培养,小

鼠滋养层细胞变扁变大,形成典型的合胞体结构 (图

5)。从集落形态看,牛的滋养层较厚,网状结构明显,

周边整齐且与饲养层界限清晰,而小鼠滋养层为较

致密的单层薄膜,明显低于周围的饲养层。

2. 4　贴壁后牛与小鼠胚胎 ICM 细胞的生长状况

胚胎贴壁过程伴随着 ICM 的迅速增殖。牛

ICM 色深发黑, 中央高, 周边渐低, 边缘不整齐 (见

图 2)。牛胚胎贴壁后 12～ 36 h ICM 增殖至最高峰,

此时 ICM 体积最大,为传代的最佳时机,以后周边

细胞开始迁移分化, ICM 体积逐渐变小乃至消失,

这与滋养层呈现的无限增殖趋势形成强烈反差。在

增殖过程中,牛 ICM 直径比高度的增大明显,因而

集落隆起程度较低。牛胚胎贴壁后均能分离到

ICM , 但胚胎质量不同 ICM 的分离效果也不同。

ICM 集中的胚胎,贴壁后增殖的 ICM 呈团块状,细

胞数量大,结构紧凑; ICM 松散的胚胎,贴壁后增殖

的 ICM 呈条状或网状,细胞数量相对较少,而且极

易分化、消失。虽然牛囊胚和桑椹胚在贴壁率上无显

著差异,但从所得 ICM 的增殖效果看,囊胚要优于

桑椹胚。

小鼠 ICM 呈暗黄色,周边整齐,隆起明显,增殖

速度快,由于高度隆起的 ICM 形成的强烈反差,整

个胚胎似乎就是推开饲养层生长的盘状 ICM。小鼠

胚胎贴壁后 24～ 48 h 高至增殖高峰, 在快速增殖

时,集落高度比直径的增大明显,有呈柱状增殖的趋

势。而且,在试验中也得到了一个柱状的 ICM (见图

6)。小鼠 ICM 一般在培养的第 4天开始分化,分化

从周边细胞开始逐渐向中央发展,表现为细胞体积

增大,细胞间界限清晰。

3　讨　论
胚胎培养是分离 ES 细胞的重要环节之一。其

目的是在抑制其分化的前提下,使 ICM 细胞大量增

殖,同时给细胞一个逐渐适应环境的过程。只有保证

足量的 ICM 细胞,并使其在体外环境中获得较强的

生存能力后,才能有效分离到 ES 细胞。但是,不同

种动物的胚胎有其特殊的营养需求,而且在发育规

律和对外界环境的敏感性等方面存在着差异。因此,

就出现了体外培养系统中生长行为的差异。从试验

结果看,在本试验培养系统中,小鼠胚胎的发育进程

明显快于牛胚。这一方面说明本系统更适宜于小鼠

胚胎的生长,同时也表现出牛与小鼠胚胎在生命力

和适应性上的差异。即使同种动物的同期胚胎,在不

同的培养系统中, 胚胎的发育进程也不同。例如,

Sa ito 等[2 ]以 TCM 299 为基础培养基, 研究结果表

明,牛 ICM 初次传代时间为 8～ 9 d。而钱永胜等[5 ]

以M EM 2Α为基础培养基,结果是牛 ICM 初次传代

时间为 8～ 10 d。本研究认为,牛 ICM 的初次传代时

间为 5～ 6 d,造成这种差异的主要原因是所用的培

养基不同。本培养系统以DM EM 为基础培养基,添

加了L IF 和 IGF21。L IF 是饲养层抑制 ICM 和 ES

细胞分化的主要细胞因子,而且能够通过抑制细胞
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程序性死亡而促进细胞的生存[12 ]。在哺乳动物妊娠

早期, L IF 有促进胚胎发育和启动胚泡附着的双重

作用[13 ]。 IGF21可以增强胚胎细胞中DNA 和蛋白

质的合成,促进细胞分裂,对滋养层和 ICM 的增殖

有促进作用[10, 11 ] , 从而加快胚胎的孵化和贴壁时

间,以及贴壁后 ICM 的增殖速度。从试验结果看,脱

透明带处理能使牛胚胎的贴壁时间明显提前,这可

能是因为去除透明带的隔离和保护作用,使得胚胎

细胞直接与培养基接触,从而加快了细胞的代谢和

增殖速度。

牛胚胎贴壁后,附着于饲养层上生长,而且在贴

壁和贴壁后的整个培养过程中,未对饲养层细胞造

成任何可见的损伤,滋养层细胞与饲养层细胞间无

特殊的紧密连接,很容易剥离。相反,小鼠胚胎一附

着在饲养层上,即对饲养层发生浸蚀和粘连作用,所

以胚胎贴壁后,整个胚胎就镶嵌在饲养层中,滋养层

细胞直接贴在培养皿底呈单层生长,而且滋养层细

胞与其周围的饲养层细胞连接紧密,很难剥离。在体

内附植过程中,小鼠胚胎的滋养层细胞具有能分解

子宫上皮的溶酶蛋白,对子宫内膜发生浸溶作用,胚

泡侵蚀, 穿入并包埋在子宫内膜里[14 ]; 而牛胚泡并

不植入子宫内膜,只是通过胚盘附着于子宫内膜上,

滋养层主要与体中胚层形成绒毛膜。从胎盘类型看,

牛为上皮结缔绒毛膜型,母体胎盘的组织层次为内

皮层、结缔组织、上皮和子宫腔,胎儿胎盘的组织层

次为滋养层、结缔组织和内皮,母体胎盘的子宫上皮

细胞与胎儿胎盘的结缔绒毛膜相连; 小鼠则为血绒

毛膜胎盘,胎儿绒毛 (包括绒毛膜上皮、结缔组织和

胎儿血管内皮)直接浸入母体血液的血池内,没有母

体的其他组织。

牛滋养层细胞在胚胎完全贴壁时较少,以后迅

速增殖,并呈无限扩展的趋势;而小鼠滋养层细胞贴

壁后增殖速度明显减慢,与其 ICM 的快速增殖形成

强烈的反差。产生这种差异的原因可能是牛滋养层

细胞,始终保持分裂增殖状态,而小鼠滋养层细胞则

因发生细胞融合而形成合胞体[14 ]。也有人认为是由

于小鼠滋养层细胞发育至囊胚期后,滋养层细胞只

进行DNA 的合成和细胞核的分裂而不发生胞质分

裂,从而形成滋养层合胞体[9 ]。

牛 ICM 由于富含糖颗粒而颜色发黑, 小鼠

ICM 则呈暗黄色。小鼠 ICM 在快速增殖时,集落高

度比直径增大更明显,有呈柱状增殖的趋势。相比之

下,牛 ICM 集落的隆起程度较低,而且周边不整齐。

这可能是由于物种本身的遗传特征所决定的。从早

期胚胎的形态看, 小鼠胚胎到了扩张囊胚期, ICM

明显集中并向囊腔内柱状凸起,而牛胚在扩张囊胚

期 ICM 则呈新月状,隆起程度明显较差。

牛囊胚和桑椹胚在贴壁率上虽然没有显著差

异,但在 ICM 的增殖效果上囊胚要略优于桑椹胚。

这可能是由于桑椹胚要经历形成囊胚的过程,而体

外培养系统终究不如体内环境。也可能是因为囊胚

和桑椹胚对体外环境的适应能力存在差异而造成

的。体外受精胚虽然在形态和细胞数量上不及鲜胚,

但占有对体外培养环境适应性强的优势,因此在贴

壁率和贴壁后 ICM 的增殖上与鲜胚较为一致。 Ito2
T 等[4 ]比较了牛体内和体外培养的桑椹胚和囊胚分

离 ES 细胞的效果,只在囊胚组获得了 ES 样细胞,

克隆率分别为 16. 0%和 17. 1%。

图 1～ 6　牛与小鼠胚胎在分化抑制培养系统中的行为比较

图 1. 未脱透明带贴壁的小鼠胚胎。×100;图 2. 贴壁生长的牛胚胎。×100;图 3. 收缩后贴壁生长的牛胚胎。×100;图 4. 镶嵌于饲养层中的小

鼠胚胎。×100;图 5. 纵向增殖的小鼠 ICM。×100;图 6. 小鼠滋养层细胞形成的合胞体。×250

F ig. 1- 6　Comparison of the grow th behavio r betw een bovine and m urine em bryo in a differen tia t ion inh ib ito ry system

F ig. 1. M urine Em bryo w ith pellucid zone; F ig. 2. A ttachm ent and grow Bovine Em bryo; F ig. 3. A ttachm ent and grow Bovine Em bryo after

constriction; F ig. 4. M urine Em bryo enchasing in feeder; F ig. 5. M urine inner cell m ass grow ing in po rtrait; F ig. 6. Syncytia p roduced by m urine

troph lob last
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Com parison of the grow th behavio r betw een bovine and

m u rine em b ryo in a d ifferen t ia t ion inh ib ito ry system

YANG Qi, AN L i- long,DOU Zhong-y ing, GAO Zh i-m in ,L E I An -m in ,YANG Chun -rong
(K ey labora tory of A n im al R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology of A g ricu ltu ra l M in istry of Ch ina,

N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: T he grow th behavio r d ifferences betw een bovine em b ryo s and m u rine em b ryo s w ere studied

on PM EF feeder layer u sing DM EM + 15% NBS+ 0. 1 mmo löL Β2m ercap toetheano l+ 0. 1 Λmo löL N a2 SeO 3

+ 10 ΛgömL L IF + 10 ΛgömL IGF21 as the m edia. T he resu lts show ed as fo llow s: In the cu ltu re system ,

bovine b lastocyst hatched affer being cu ltu red fo r 36- 60 h, and at tached on the feeder layer after being

cu ltu red fo r96- 120 h. A fter cu ltu red fo r 120- 144 h, the grow ing ICM w ere passaged at f irst. M o ru lae

at tached on PM EF feeder layer 12- 24 h la ter than b lastocyst fo r passing on b lastu la stage and hatch ing

period. M u rine b lastocyst hatched after being cu ltu red fo r 12- 24 h, and at tached on the feeder layer after

cu ltu red fo r 24- 48 h. A fter cu ltu red fo r 72- 96 h, the grow ing ICM w ere passaged. Bovine em b ryo lived

on the feeder layer and easy to be stripped from the feeder layer, w h ile m u rine em b ryo imp lan ted in the

feeder layer, and m u rine trophob last ic cells w ere clo sely connected w ith feeder layer cells arrounding them.

T he co lo r of bovine ICM w as mo re b lack than m u rine ICM. How ever, the co lon ies of bovine ICM w ere

low er compared w ith m u rine ICM co lon ies, and m u rine ICM tended to be co lum n2like. Bovine trophob last

w as net2like, and m u rine trophob last fo rm ed a m em b ranou s st ructu re.

Key words: bovine; m u rine; em b ryo
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