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　　[摘　要 ]　研究了犊牛血清、饲养层、培养液、添加物和消化液对牛和小鼠类胚胎干细胞克隆效率的影响。结

果表明, 在 24 h 内使小鼠胚胎贴壁率达 86% 以上的犊牛血清可用于小鼠和牛胚胎干细胞的分离和克隆; 在 ES 细

胞培养液中, 犊牛血清体积分数以 15%～ 20% 为宜, 在 DM EM (L ) 培养液中添加 0. 1 Λmo löL N a2SeO 3 + 0. 1

mmo löL Β2巯基乙醇+ 10 ngömL IGF+ 1 000 ngömL L IF, 能显著提高牛 ES 细胞分离与克隆效率; 低糖DM EM 比

TCM 199 和高糖DM EM 更适宜于牛 ES 细胞的分离。优秀胚胎形成的团状 ICM 更适宜于分离与克隆 ES 细胞, 在

37 ℃用低体积分数消化液处理 ICM 或 ES 细胞集落, 再以机械将其离散为细胞小块, ES 细胞克隆效率最高。
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　　胚胎干细胞 (Em b ryon ic stem cell, ES 细胞) 是

从早期哺乳类动物胚胎或原始生殖细胞分离的具有

全能性的细胞系。在体外分化抑制培养条件下, 具有

保持未分化的状态及无限增殖的能力。自 Evan s 和

Kaufm an 首次建立小鼠 ES 细胞系以来, 各种动物

ES 细胞分离与克隆成为国际生物科学领域的热点

课题之一[1 ]。ES 细胞可广泛应用于嵌合体的制备[2 ]

和克隆动物的生产[3 ]。利用 ES 细胞遗传操作, 可生

产转基因动物[4 ] , 进行细胞基因结构与功能的关系

以及细胞分化机制的研究[5 ]。有关牛类 ES 细胞分

离与克隆的研究已取得很大进展[6～ 10 ] , 分别从牛鲜

胚内细胞团 ( Inner cell m ass, ICM ) , 原始生殖细胞

(P rim ary germ cell, PGC s)、体外受精胚胎和核移

植胚胎中分离获得牛类ES 细胞。但牛ES 细胞分离

与克隆效率低, 制约了该项技术在动物遗传育种及

生物医药领域的应用。前文[8 ]已报道了牛胚胎干细

胞分离与克隆的基本方法, 本文重点阐述血清、饲养

层类型、培养液、白血病抑制因子 (L eukem ia

inh ib ito ryfacto r, L IF )、胰岛素生长因子 ( In su lin

grow th facto r, IGF) 等添加物以及消化液等关键因

子对牛 ES 细胞分离与克隆效率的影响。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　小鼠胚胎的采集　选取发情静止期 (外阴呈

白色)成年昆白小鼠 (购于第四军医大学试验动物中

心)于晚 20: 00 腹腔注射 PM SG (10 ngö只) , 48 h 后

腹腔注射HCG (10 ngö只) , 按 1∶1 公母比例合笼,

次日上午 8: 00 以前检查, 若母鼠有阴道栓, 确认其

交配受精, 在见栓后 84～ 96 h 内, 用常规方法从子

宫冲取胚胎。

1. 1. 2　牛胚胎采集　选取健康经产黑白花奶牛母

牛采胚。在牛自然发情或用氯前列烯醇处理诱发发

情后 9～ 12 d 进行直肠检查, 对有周期黄体且黄体

弹性良好者进行超数排卵, 在进行第 1 次人工授精

后第 6～ 8 天非手术法从子宫冲取胚胎, 方法参考文

献[ 11 ]。
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1. 2　试验方法

1. 2. 1　溶液配制　胚胎操作液、饲养层细胞培养

液、丝裂霉素液、细胞消化液、PBS 配制方法参考文

献[ 12 ]。

1. 2. 2　饲养层制备　选择妊娠 12～ 16 日龄昆明系

小白鼠胎儿制备原代小鼠胎儿成纤维细胞 (P rim ary

M u rine Em b ryon ic feeder) , 选取新生犊牛睾丸制备

牛成纤维细胞, 小鼠胎儿成纤维细胞和犊牛睾丸成

纤维细胞制备与传代方法参考文献[ 12 ]。

1. 2. 3　胚胎处理和胚胎培养条件　基础培养液为

DM EM (低糖 ) + 体积分数为 15%NBS + 0. 1

mmo löL Β巯基乙醇+ 0. 1 Λmo löL N a2SeO 3。小鼠胚

胎及 ES 细胞培养条件为 37 ℃、体积分数 5% CO 2、

饱和湿度。牛胚胎及 ES 细胞的培养条件为 38 ℃、

体积分数 5% CO 2 和饱和湿度。

1. 2. 4　 ICM 初次传代　体外培养 ICM 细胞 6～ 7

d, 当细胞数量增殖到一定程度后, 选择生长集中、隆

起明显、呈鸟巢状, 形态上仍保持未分化的 ICM 集

落进行传代。具体程序是, 用玻璃针剥离 ICM 表面

覆盖的滋养层细胞, 再将 ICM 挑出, 用无钙镁离子

PBS 洗涤 1 次, 置于质量分数为 0. 125% 胰蛋白酶

+ 质量分数为 0. 02% ED TA 消化液中, 在 37 ℃条

件下处理, 再转入含体积分数为 15% 的血清培养液

中, 用毛细管玻璃针拨离, 吹打, 制备细胞团悬液 (每

个细胞含 3～ 10 个 ICM 细胞)。将 ICM 细胞团悬液

接种于铺有新制备饲养层 (提前 12～ 24 h 制备)的 4

孔板中。在 38 ℃, 饱和湿度和体积分数 5% CO 2 的

条件下培养, 每 2 d 更换 1 次培养液。

1. 2. 5　ES 细胞继代克隆　培养 3～ 5 d 后, 当饲养

层表面出现类 ES 细胞集落时, 弃去培养液, 加入无

钙镁 PBS 冲洗 2～ 3 次。用玻璃针拨离隆起明显、细

胞排列紧密的 ES 样细胞集落, 使其脱离 PM EF 饲

养层。用吸管将集落转移至消化液中, 37 ℃处理。再

将集落移入培养液中, 用毛细管玻璃针拨离集落, 制

成 ES 细胞块悬液。将ES 细胞接种于新鲜饲养层表

面, 加入培养液, 以后每 3～ 5 d 传代 1 次。

1. 2. 6　ES 细胞的鉴定　A KP 染色法、体外分化试

验、体内分化试验和细胞核移植等方法参考文献

[ 12, 13 ]。

2　结果与分析

2. 1　白血病抑制因子和胰岛素生长因子

　　在低糖DM EM 基础培养液中, 分别添加 1 000

ngömL L IF, 10 ngömL IGF 和 1 000 ngömL L IF+

10 ngömL IGF, 研究L IF , IGF 及其组合对牛胚胎

桑椹胚生长及 ES 细胞克隆的影响, 结果如表 1 所

示。

表 1　IGF 和L IF 对牛胚胎生长及 ES 细胞克隆的影响

T able 1　T he effect of L IF and IGF on bovine em bryo s grow th and clon ing of em bryon ic stem cell

组别
Group

胚胎数ö枚
N um ber of

em bryo s

贴壁胚胎数ö枚
A ttached
em bryo s

ICM 增殖
高峰期öh

T im e of ICM
grow th top

胚胎体外培养 5 d
ICM 直径öΛm

ICM diam eter of
em bryo cu ltu red

in vitro fo r 5 days

形成 ES 细胞集
落胚数ö枚

N um ber of em bryo s
p roduced by ES cell

ES 细胞最大
传代数ö代

M axium of
ES cell clone

对照组
Contrast group

12 8 (66. 7) 120～ 144 218±15 2 (33. 3) 2

IGF 组
IGF group

12 10 (83. 3) 96～ 120 325±16 3 (50. 0) 4

L IF 组
L IF group

12 10 (83. 3) 120～ 144 256±13 3 (50. 0) 5

IGF+ L IF
IGF+ L IF group

12 12 (100) 96～ 120 368±18 6 (75) 6

　　注: 括号中数字为百分率, 下同。

N o te: T he num ber in bracket are percen tage, the fo llow ing tab les are the sam e as th is.

　　由表 1 可见, 与对照组相比较, 单独添加L IF

和 IGF 均能提高ES 细胞克隆率, 增加ES 细胞克隆

代数; 同时添加L IF 和 IGF, 则能显著提高 ES 细胞

克隆率和显著增加 ES 细胞克隆代数。

2. 2　消化液

在离散 ICM 和 ES 细胞集落时, 分别用质量分

数 0. 25% 胰蛋白酶+ 质量分数 0. 04% ED TA 消化

液 (1 组) , 质量分数 0. 125% 胰蛋白酶+ 质量分数

0. 02% ED TA 消化液 (2 组) 和质量分数 0. 05% 胰

蛋酶+ 质量分数 0. 010% ED TA 消化液 (3 组) 处理

ICM , 结果如表 2 所示。

由表 2 可见, 用低体积分数消化液长时间处理

内细胞团或 ES 细胞集落, 将细胞集落离散为 3～ 5

个细胞团, ES 细胞克隆效率最高。
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表 2　消化液体积分数及作用时间对牛 ES 细胞形成率的影响

T able 2　T he effect of digestan t concen tra t ion and digest ion tim e on efficiency of Bovine ES cell clon ing

消化液
D iges2

tan t

温度ö℃
T empera2

tu re

作用时间öm in
D igestion

tim e

ICM 数量ö枚
N um ber of

ICM

ICM 集落
离散状况
Scatter of

ICM

形成 ES 细胞
集落数ö枚

ES clone p rodued
by ICM

ES 细胞
传代数ö代
Passage of

ES cell

1 37 2 1 小细胞团块 Sm all m ass of cell 8～ 10 4

4 1 2～ 10 个细胞群 2～ 10 cell popu lation 2～ 3 2

6 1 单个细胞 Single cell 0 0

2 37 2 1 中细胞团块M iddle m ass of cell 6～ 9 4

4 1 小细胞团块 Sm all m ass of cell 10～ 15 5

6 1 2～ 10 个细胞群 2～ 10 cell popu lation 2～ 3 1

3 37 2 1 大细胞团块B ig m ass of cell 3～ 6 3

4 1 中细胞团块M iddle m ass of cell 6～ 9 4

6 1 小细胞团块 Sm all m ass of cell 10～ 15 6

2. 3　胚胎质量

将试验牛桑椹胚按质量优劣分为 3 类: 第 1 类

为优秀胚胎, 该类胚胎为球形, 细胞排列紧密, 无分

散, 透明带完整; 第 2 类为良好胚胎, 该类胚胎卵裂

球细胞排列紧密, 但有少数细胞突出或卵裂球形成

许多彼此相隔离的细胞小块; 第 3 类为劣质胚胎, 卵

裂球细胞松散。体外培养观察 3 种胚胎 ICM 形态及

ES 细胞克隆情况, 结果如表 3 所示。
表 3　牛胚胎质量对 ICM 生长及 ES 细胞分离的影响

T able 3　T he effect of bovine quality on clone of ES cells

胚胎类型
T ype of
em bryo s

供试胚数ö枚
Em bryo s fo r
experim en t

附着数ö枚
A tttachm ent

em bryo s

形成 ICM 胚胎数ö枚
Em bryo s p roducing

ICM

ICM 形态
Shape of

ICM

形成 ES 细胞
胚数ö枚

Em bryo s p roducing
ES cell

优秀 Excellence 6 6 (100) 6 (100) 团状M ass 5 (83. 3)

良好N icer 6 4 (66. 6) 4 (66. 6) 条状、网状 Strip , netlike 2 (33. 3)

劣等 Poo r 6 2 (33. 3) 1 (16. 6) 散状 Scatter shape 0 (0)

　　由表 3 可见, 桑椹胚或囊胚质量与胚胎培养形

成 ICM 的形状密切相关。优秀胚胎形成的 ICM 呈

团状, 这种 ICM 细胞具有全能性, 分离和克隆 ES

细胞的成功率高; 良好胚胎形成的 ICM 呈条状或网

状, 部分细胞已具有分化的趋势, 其分离 ES 细胞的

成功率不及团状 ICM 高; 劣等胚胎所形成的 ICM

多呈分散状, 其分离 ES 细胞的成功率最低。大部分

劣质胚胎生活力差, 体外培养增殖缓慢或不增殖, 这

种胚胎不宜用于分离 ES 细胞。

2. 4　培养液

TCM 199, DM EM (高糖, 4. 5 göL 葡萄糖) 和

DM EM (低糖, 1. 0 göL 葡萄糖) 3 种基础培养基对

小鼠囊胚生长以及 ES 细胞克隆效率的影响列于表

4。
表 4　培养液对小鼠胚胎及 ES 细胞分离与克隆的影响

T able 4　T he effect of cu ltu re m edium on clone seperat ion of Bovine and M urine ES cell

培养液
Cultu re
m edium

供试胚数ö枚
Em bryo s fo r
experim en t

附着
胚胎数ö枚

A ttachm ent
em bryo s

形成 ICM
胚胎数ö枚
Em bryo s

p roducing
ICM

不同代 ES 细胞胚胎数ö枚
Em bryo s p roducing ES cell

1 2 3 4 5 6

TCM 199 46 32 24 10 5 0 0 0 0

DM EM (H ) 48 44 40 15 8 4 0 0 0

DM EM (L ) 44 42 36 34 24 18 14 10 7

　　由表 4 可见, 以 TCM 199 作基础培养液, 胚胎

生长缓慢, 所形成的 ICM 细胞数量少, 体积小 ( (110

±12) Λm ) , 体外培养 120 h 开始形成 ICM 集落, 传

代获得 2 代 ES 细胞集落。以DM EM (高糖)作基础

培养液, 胚胎附着率和 ICM 形成率都较高, ICM 生

长迅速, ICM 细胞集中排列, 呈团状生长且 ICM 体

积大 (直径 (316±18) Λm ) , 胚胎培养 96 h, 开始形

成 ICM。但 ICM 开始分化的时间早 (胚胎培养 120

h ) , 分化的 ICM 数量多, ES 细胞形成率低。以

DM EM (低糖) 作基础培养液, 胚胎附着率和 ICM

形成率较都大。

与高糖DM EM 组相比较, 低糖组 ICM 生长缓
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慢, 培养 108 h 开始形成 ICM 集落, ICM 体积小 (直

径 (256±13) Λm ) , ICM 开始分化的时间晚 (胚胎体

外培养 148 h)。但就 ES 细胞形成率而言, 低糖组明

显高于高糖组。因此, 低糖DM EM 更适宜于牛 ES

细胞分离与克隆。

2. 5　犊牛血清质量与数量

不同批次的犊牛血清对胚胎贴壁及 ES 细胞分

离与克隆有重要影响 (表 5)。
表 5　犊牛血清对小鼠胚胎贴壁生长及 ES 细胞分离的影响

T able 5　T he effect of quality of new bovine serum on grow th of m urine em bryo s and ES cells seperat ion

批次
Group

胚胎数ö枚
Em bryo s
num ber

24 h 贴壁胚胎数ö枚
Em bryo s attached

fo r 24 hour

48 h 贴壁胚胎数ö枚
Em bryo s attached

fo r 38 hour

72 h 贴壁胚胎数ö枚
Em bryo s attached

fo r 72 hour

传至 5 代 ES 细胞
胚胎数ö枚

Em bryo s p roducing
5 passage ES cell

1 48 45 (93. 7) 48 (100) 0 0

2 50 43 (86. 0) 45 (95. 0) 50 (100) 4 (8. 0)

3 43 26 (60. 1) 35 (81. 3) 39 (90. 0) 8 (18. 6)

　　在 24 h 内使小鼠囊胚贴壁率达到 85% 以上的

血清, 可用于小鼠和牛 ES 细胞的分离与克隆。血清

体积分数对胚胎生长和 ES 细胞分离的影响见表 6。

在试验中还发现, 培养液中血清体积分数过高

或过低, ICM 细胞和 ES 细胞增殖缓慢, 都不利于胚

胎细胞增殖和 ES 细胞分离。牛胚胎与小鼠胚胎生

物学特性有许多相似之处。因此, 在牛胚胎体外培养

和 ES 细胞分离过程中, 培养液中NBS 体积分数应

不小于 15%。

表 6　血清体积分数对小鼠 ICM 细胞生长和 ES 细胞分离效果的影响

T able 6　T he effect of concen tra t ion of new bovine serum on grow th of m urine em bryo s and ES cells seperat ion

犊牛血清体积分数ö%
NBS

供试胚胎数ö枚
Em bryo s fo r experim en t

附植胚胎数ö枚
A ttachm ent em bryo s

形成 ICM 胚胎数ö枚
Em bryo s p roducing ICM

形成 ES 细胞胚胎数ö枚
Em bryo s p roducing ES cell

5 14 6 (42. 8) 6 (42. 8) 0 (0)

10 12 8 (66. 6) 8 (66. 6) 2 (16. 6)

15 11 8 (72. 7) 8 (72. 7) 4 (36. 4)

20 14 10 (71. 4) 10 (71. 4) 6 (42. 5)

2. 6　饲养层

用 PM EF (小鼠胎儿成纤维细胞) 和BT F (牛睾

丸成纤维细胞) 2 种饲养层培养牛桑椹胚, 研究 ICM

生长及 ES 细胞分离情况。发现在 PM EF 表面生长

的牛胚胎, 体外培养 72 h 即可见明显增殖。增殖高

峰期发生于培养 108～ 144 h。培养在BT F 上的胚胎

96 h 后才可见明显增殖, 其增殖高峰发生于 120～

158 h。当继续培养, 生长在 PM EF 表面的牛胚胎形

成的 ICM 体积比在BT F 表面形成的体积大。就分

化速度而言, 在 PM EF 饲养层表面形成的 ICM 易

分化。ICM 开始出现分化时间,BT F 和 PM EF 分别

为 168 h 和 156 h。生长在 PM EF 表面的 ICM 传代

后获得的集落比BT F 多。从BT F 饲养层表面获得

的 ES 样细胞集落在连续传代 2 次后消失。就ES 细

胞分离和克隆效果而言,BT F 饲养层并未表现出明

显优势。

2. 7　类 ES 细胞的鉴定

以小鼠和牛 ICM 作阳性对照进行碱性磷酸酶

染色, 小鼠和牛类 ES 细胞呈紫红色, 表现为阳性。

体外培养牛类 ES 细胞, 分化形成类胚体, 神经样细

胞组织。以牛类 ES 细胞为供体, 以去核卵母细胞为

受体进行细胞核移植, 重构胚分裂率为 50%～

60% , 发育至桑椹胚的比率为 20%。这说明, 所分离

的类 ES 细胞具有发育全能性的潜力。

3　讨　论

3. 1　添加物

　　Stro jek [14 ]以DM EM 作基础培养液, 添加体积

分数为 10% 胎牛血清、体积分数为 10% 犊牛血清、

质量分数为 0. 04% 牛胰岛素和 0. 1 mmo löL Β2巯基

乙醇, 从猪 ICM 分离出类 ES 细胞。Boo th [15 ]分离猪

ES 细胞时, 在无血清DM EM 基础培养液中添加 10

ΛgömL 胰岛素和 10 m gömL hL IF, 获得了类 ES 细

胞。在牛 ES 细胞分离与克隆的过程中, 常用的添加

物为 1 000 ngömL hL IF, 体积分数为 0. 1% 必需氨

基酸、10 m gömL 胰岛素和 0. 1 mmo löL Β2巯基乙

醇。笔者仅用DM EM + 体积分数为 15% NBS+ 0. 1

mmo löL Β2巯基乙醇+ 0. 1 Λmo löL N a2SeO 3 培养液

和 PM EF 饲养层获得传 5 代的小鼠 ES 细胞, 而加

入 1 000 ngömL L IF, 有利于小鼠 ES 细胞的维持。
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在分离牛 ES 细胞的过程中, 添加L IF, IGF 和L IF

+ IGF, 能显著提高 ES 细胞的克隆率, 增加 ES 细

胞的传代数。这与D u rcova2h ills[16 ]对猪的研究结果

相类似。L IF 提高 ES 细胞克隆率的主要原因是抑

制 ICM 和 ES 细胞分化, 保持其全能性。 IGF 提高

ES 细胞克隆率的主要原因是通过促进细胞中的

DNA 和蛋白质合成来提高细胞分裂速度。

3. 2　饲养层

胎儿成纤维细胞饲养层既能促进 ES 细胞生长

又可抑制 ES 细胞分化。因此, 在 ES 细胞建系过程

中, 胚胎、ICM 及 ES 细胞必须附着在饲养层上生

长。胚胎附着饲养层是启动 ICM 快速增殖的信号,

推迟胚胎附着可无限地延迟 ICM 快速增殖的启

动[15 ]。本试验中发现, 在 48 h 内尚未贴壁的胚胎, 其

ICM 细胞生长缓慢。成纤维细胞促进 ICM 和 ES 细

胞增殖和抑制其分化的主要原因在于成纤维细胞膜

表面分泌 IGF 和L IF。在分离各种动物 ES 细胞过

程中, 大多数试验都采用小鼠胎儿成纤维细胞为饲

养层, 其主要原因在于小鼠胎儿取材方便, 试验费用

小。胡立新[17 ]比较 PM EF 和 STO 细胞饲养层分离

小鼠 ES 细胞的效果, 发现 STO 饲养层细胞分离的

ES 核型异常率高。P iedrah ita [18 ]在分离猪 ES 细胞

过程中, 用猪胎儿成纤维细胞和子宫上皮细胞作饲

养层, 未分离到猪类 ES 细胞, 而采用 PM EF 或

STO 细 胞 作 饲 养 层, 获 得 了 猪 类 ES 细 胞。

M einecke2T illam ann [19 ]在分离绵羊和山羊类 ES 细

胞过程中, 发现BFL F (牛肝成纤维细胞) 比 STO 或

PM EF 细胞饲养层更具有优势。赖良学 [20 ] 比较

STO , PM EF 和兔胎儿成纤维细胞分离 ES 细胞的

效率, 认为 STO 和 PM EF 更有利于 ES 细胞的分

离。本试验比较M EF 和BT F 的作用, 发现M EF 促

进 ES 细胞增殖的作用优于BT F, 但其抑制 ES 细胞

分化的能力则不及BT F; 就 ES 细胞分离与克隆效

果而言,M EF 优于BT F。

3. 3　培养液

Saito [6 ]在分离牛 ES 细胞时, 培养胚胎的培养

基为 TCM 199, 培养 ES 细胞的培养基则为M EM 2
Α, 获得了传 5 代的牛类ES 细胞。DM EM 是分离ES

细胞过程中使用较为普遍的培养基。胡立新[17 ]比较

高糖和低糖DM EM 对小鼠 ES 细胞分离的影响, 认

为高糖DM EM 有利于小鼠ES 细胞的分离。笔者比

较 TCM 199、高糖 DM EM 和低糖DM EM 分离牛

ES 细胞的效率, 低糖DM EM ES 细胞克隆率最高,

虽然高糖DM EM 使 ICM 和 ES 细胞增殖迅速, 但

细胞分化也迅速。

3. 4　消化液

ICM 或 ES 细胞集落的消化与离散是分离与克

隆 ES 细胞的重要环节。消化液作用时间过长, 体积

分数过大会损伤细胞, 使 ES 细胞死亡; 消化液体积

分数过低, 作用时间短暂, 细胞难以离散, 集落中已

分化细胞诱发ES 细胞分化。在ES 细胞的传代过程

中, 不同作者所用消化液的体积分数与作用时间不

同, 如 Saito [6 ]用质量分数为 0. 25% 胰蛋白酶+ 质量

分数为 0. 04% ED TA 在 37 ℃条件下, 处理集落 2

～ 3 m in; Stro jek [14 ]用 200 ngömL 胶原蛋白酶+ 质

量分数为 0. 05% 胰蛋白酶+ 质量分数为 0. 02%

ED TA 在 37 ℃处 理 ES 细 胞 集 落 5 m in;

P iedrah ita [18 ]用质量分数为 0. 05% 胰蛋白酶+ 质量

分数为0. 02% ED TA 在 20～ 25 ℃处理集落 15～

20 m in。本试验比较了 3 种体积分数的胰蛋白酶消

化液分别作用 2, 4 和 6 m in 的效果, 发现低质量分

数 (质量分数为0. 06% 胰蛋白酶+ 质量分数为 0.

01% ED TA )消化液作用较长时间 (6 m in)时, ES 细

胞分离与克隆效果最好, 这与 Parnpai 的结果相类

似[21 ]。本试验及前人的研究都显示, 不同试验室所

用消化液的体积分数、作用时间和作用条件不完全

相同, 消化液的体积分数和作用时间等参数只能作

为参考, 重要的是试验者应在实践中把握消化离散

ICM 和 ES 细胞的最佳时机, 用低体积分数消化液

处理细胞集落, 并通过机械方法分割使其成为细胞

小块, 能成功离散 ICM 和 ES 细胞集落。
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T he influence of supp lem en t and d igestan t on iso la t ion and clone of

bovine and m u rine em b ryon ic stem like cells

AN L i- long1, 2, GAO Zh i-m in 1,YANG Qi1, FENG X iu- l iang1,

DOU Zhong-y ing1,L E I An -m in1,YANG Chun -rong1, QIU Hua i1

(1 K ey L abora 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 ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A g ronomy , Z hanj iang O cean U niversity , Z hanj iang , Guang d ong 542000, Ch ina)

Abstract: T he effect of new bovine serum , feeders, cu ltu re m edium , addit ives and digest ive ju ice on

eff iciency of iso la t ion and clone of bovine em b ryon ic stem cells (ESC) w as studied th rough bovine em b ryo s

and m u rine em b ryo s. T he resu lts show ed: F irst, the h igh eff iciency of iso la t ion and clone of bovine ES cell
w as ob ta ined by supp lem en t ing w ith 15% super NBS (the ra t ion of mou se em b ryo hatched are mo re than
86% w ith in 24 h cu ltu re). Second, the ra t ion of bovine ES co lon ies cu ltu red in DM EM (low gluco se) w ere

mo re than tho se cu ltu red in DM EM (h igh gluco se) and TCM 199. T h ird, super Bovine em b ryo s fo rm ed

m ass ICM , the eff iciency of ES cell clone2derived m ass ICM w as h igher than that of st ream ICM and net
ICM derived no rm al em b ryo s. Fo rth, the ra t ion of clone of bovine ES cell w as h ighest in DM EM ( low

gluco se ) cu ltu re m edium supp lem en ted w ith 15% NBS, 0. 1 ΛmoL öL N a2SeO 3, 0. 1 moL öL Β2
m ercap toethano l (Sigm a) , 1 000 ngömL L IF and 10 ngömL IGF. L ast, w hen ICM o r ES cell co lon ies w ere

trea ted w ith 0. 05% tryp sin and 0. 01% ED TA fo r long period (6 m in) , the eff iciency of clone of bovine ES
cell w as h ighest in th is research.

Key words: bovine; m u rine; em b ryon ic stem cell; inner cell m ass; eff iciency of clone
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