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牛胚胎体外培养体系的优化
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　　 [摘　要 ]　将体外受精后的牛卵母细胞随机分组进行培养, 比较了胎牛血清 (FBS)和发情后 7 d 牛血清

(E7BS)、不同培养液 (CR 1+ 3 m gömL BSA、SO F+ 3 m gömL BSA 和 SO F+ 0. 1 m gömL PVA )、共培养体系和不同

培养液体积 (0. 1, 0. 5和 2. 0 mL )对胚胎发育的影响,优化了牛胚胎体外培养体系,并对该体系的稳定性进行了检

验。结果表明,优化后的牛胚胎培养体系为: 前 48 h 用 CR 1+ 3 m gömL BSA 培养液, 48 h 后用 CR 1+ 体积分数

10% E7BS培养液培养 120 h,培养液体积为 0. 5 mL ,并且采用共培养,受精后颗粒细胞保留 48 h。用该培养体系培

养的牛胚胎发育良好,平均囊胚率为 44. 9% ,表明该优化培养体系较稳定。
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　　近年来,虽然动物胚胎工程研究取得了长足进

展,试管动物、克隆动物等相继降生,但是成功率极

低[1 ] ,其原因主要是体外胚胎发育能力差,移植后妊

娠率降低。另外,早期胚胎的体外培养是体外受精、

动物克隆、转基因等生物技术的一个关键环节,许多

物种体外培养的胚胎均可发育到囊胚阶段,但囊胚

率偏低、质量较差,主要原因是胚胎体外培养体系不

完善。总之到目前为止,胚胎的体外培养体系还不能

完全模拟母畜生殖道内的环境,且不稳定[2 ]。因此,

建立一个简单、稳定的胚胎发育培养体系势在必行。

本试验采用不同的培养体系对牛体外受精胚胎进行

了体外培养,研究不同培养条件下胚胎的体外发育

能力,优化了牛胚胎体外培养体系。现将研究结果报

道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　牛卵巢　牛卵巢采集于西安市屠宰场,置于

25～ 30 ℃无菌生理盐水中, 4 h 内运回实验室。

1. 1. 2　主要试剂　肝素、牛血清白蛋白 (BSA )为

Sigm a 公司产品; 聚乙烯吡洛烷酮 (PVA )购自上海

生工有限公司; TCM 2199和胎牛血清 (FBS)为G IB2
CO 公司产品; 促性腺激素 (FSH )和雌二醇 (E 2) ,宁

波激素厂生产; 牛发情后 7 d 的血清 (E7BS)由本实

验室自制 (56 ℃灭活 30 m in)。

1. 2　牛卵母细胞的收集与成熟

抽吸法收集牛卵巢表面直径为 5～ 8 mm 的卵泡,

在体视显微镜下收集卵母细胞, 将细胞质均一且有 3

层以上完整卵丘细胞包裹的卵母细胞置于成熟液中,

成熟培养 24 h (卵母细胞成熟液为 TCM 2199+ 体积

分数 10% FBS+ 10 ΛgömL FSH + 1 ΛgömL E 2, 使

用前预平衡 2 h)。

1. 3　牛卵母细胞的体外受精

牛冻精于 37 ℃水浴解冻后缓缓注入盛有 4 mL

预平衡 2 h 以上精子获能液 (BO )的试管底部,上浮

获能 1 h,将获能后的精子加入到 50 ΛL 含有BO 液

的受精微滴中,调整精子终浓度为 1×106ömL ,精子

与卵子共孵育 24 h 后移入培养液中进行体外培养。

BO 液为 pH 7. 8 的平衡盐溶液[3 ] , 内含 30 ΛgömL

肝素和 6 m gömL BSA。

1. 4　牛胚胎体外培养体系的优化

牛胚胎培养液为添加体积分数 10% E7BS 的

CR 1[4 ]和 SO F [3 ]。培养条件为: 38. 5 ℃、体积分数

5% CO 2、饱和湿度。

1. 4. 1　不同类型血清对胚胎发育的影响　将受精

24 h 的受精卵随机分为 3 组,分别用 2 mL 添加体
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积分数 10% E7BS、FBS和未添加血清的CR 1培养

液培养, 48 h 后镜检,计算卵裂率。之后换液,继续

培养 120 h,计算囊胚率和扩张囊胚率。

1. 4. 2　不同类型培养液对胚胎发育的影响　分别

在 CR 1+ 3 m gömL BSA、SO F + 3 m gömL BSA 和

SO F+ 0. 1 m gömL PVA 3类培养液中培养牛胚胎,

48 h 后镜检,计算卵裂率。然后在上述培养物中添

加体积分数 10% E7BS,继续培养 120 h,计算囊胚

率和扩张囊胚率。

1. 4. 3　共培养体系对胚胎发育的影响　用CR 1+

体积分数 10% FBS 培养 1. 0×103ömL 颗粒细胞,

24 h 后用作共培养体系。受精卵外围的颗粒细胞分

为全部去掉和保留 48 h 2种情况。培养方法: 用加

CR 1+ 3 m gömL BSA 的共培养体系培养受精卵, 48

h 后镜检,计算卵裂率。之后换液继续培养 120 h,计

算囊胚率和扩张囊胚率。

1. 4. 4　培养液体积对胚胎发育的影响　分别用

0. 1, 0. 5 和 2. 0 mL 培养液培养牛胚胎,前 48 h 用

CR 1+ 3 m gömL BSA 培养,之后用CR 1+ 体积分数

10% E7BS继续培养 120 h,观察并记录胚胎发育情

况。

1. 4. 5　优化培养体系的稳定性检验　对确定的优

化培养体系进行稳定性检验, 重复 4 次, 计算囊胚

率。

1. 5　数据分析

试验数据用 SPSS软件进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　不同类型血清对牛胚胎发育的影响

　　由表 1 可知, E7BS 组的囊胚率和扩张囊胚率

最高,分别为 45. 9%和 78. 1% ; FBS组次之,分别为

33. 0%和 44. 8% , 两组间差异显著, 且极显著高于

无血清对照组; 而 E7BS 和 FBS 组的卵裂率与对照

组差异不显著。
表 1　不同类型血清对牛胚胎发育的影响

T able 1　Effect of differen t serum types on bovine em bryo developm ent in v itro

组别
Group

卵母细胞
N o. oocytes

卵裂率ö%
C leavage

囊胚率ö%
B lastocyst

扩张囊胚率ö%
Exp. b latocyst

E7BS 296 83. 1 (246ö296) 45. 9 (133ö246) aA 78. 1 (104ö133) aA
FBS 255 79. 6 (203ö255) 33. 0 (67ö203) bA 44. 8 (30ö67) bA
对照 Contro l 123 80. 4 (99ö123) 12. 1 (12ö99) C 0 (0ö12) C

　　注:表中同列数据后标不同小写字母者表示差异显著 (P < 0. 05) ,标不同大写字母者表示差异极显著 (P < 0. 01)。下表相同。

N o te: D ifferen t lit t le letters in the sam e co lum ns w as sign ifican t (P < 0. 05) , and differen t b ig letters w as sign ifican t difference obviously

(P < 0. 01) , the sam e as fo llow s.

2. 2　不同类型培养液对牛胚胎发育的影响

由表 2可知, CR 1+ 3 m gömL BSA 组与 SO F+

3 m gömL BSA 组的囊胚率和扩张囊胚率差异均不

显著, 但其囊胚率均显著高于SO F+ 0. 1 m gömL

PVA 组 (P < 0. 05) , 扩张囊胚率均极显著高于

SO F+ 0. 1 m gömL PVA 组 (P < 0. 01)。
表 2　不同类型培养液对牛体外受精胚胎发育的影响

T able 2　Effect of differen t cu ltu re m edium s on IV F em bryo developm ent

组别
Group

卵母细胞
N o. oocytes

卵裂率ö%
C leavage

囊胚率ö%
B lastocyst

扩张囊胚率ö%
Exp. B lastocyst

CR 1+ 3 m gömL BSA 133 79. 6 (106ö133) 34. 9 (37ö106) a 46. 0 (17ö37) aA
SO F+ 3 m gömL BSA 110 79. 1 (87ö110) 26. 4 (23ö87) a 39. 1 (9ö23) aA
SO F+ 0. 1 m gömL PVA 71 78. 9 (56ö71) 12. 5 (7ö56) b 0 (0ö7) C

表 3　共培养体系对牛胚胎发育的影响

T able 3　Comparison of em bryo developm ent w ith cum ulus co2cu ltu re system

处理 T reatm en t

共培养
Co2cu ltu re

受精后的颗粒
细胞保留 48 h

Cum ulus cell ho lding
48 h after IV F

卵母细胞
N o. oocytes

卵裂率ö%
C leavage

囊胚率ö%
B lastocyst

扩张囊胚率ö%
Exp. b lastocyst

+ + 121 80. 2 (97ö121) 39. 1 (38ö97) a 60. 5 (23ö38) aA
- - 108 79. 6 (86ö108) 19. 7 (17ö86) b 0 (0ö17) C
+ - 179 82. 1 (147ö179) 28. 6 (42ö147) a 42. 8 (18ö42) bA
- + 235 80. 4 (189ö235) 37. 0 (70ö189) a 41. 4 (29ö70) bA

　　注: + . 表示有此处理; - . 表示无此处理。

N o te: + . p rocessing; - . non p rocessing.
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2. 3　胚胎共培养体系对牛胚胎发育的影响

表 3 表明,无共培养且受精后去除颗粒细胞组

的囊胚率 ( 19. 7% ) 显著低于其他处理组 ( P <

0. 05) ,扩张囊胚率 (0)极显著低于其他处理组 (P <

0. 01) ; 有共培养且受精后颗粒细胞保留 48 h 组的

囊胚率和扩张囊胚率分别为 39. 1%和 60. 5% ;无共

培养且受精后颗粒细胞保留 48 h 组的囊胚率和扩

张囊胚率分别为 37. 0%和 41. 4% ;有共培养且受精

后去除颗粒细胞组的囊胚率和扩张囊胚率分别为

28. 6%和 42. 8%。

2. 4　不同体积培养液对牛胚胎发育的影响

由表 4可知, 0. 5 mL 组的囊胚率和扩张囊胚率

较 2 mL 组的高,但差异不显著; 0. 1 mL 组的囊胚

率和扩张囊胚率分别为 6. 8%和 0,极显著低于其他

两组 (P < 0. 01)。

表 4　不同体积培养液对牛胚胎发育的影响

T able 4　Effect of cu ltu re m edium vo lum e on em bryo developm ent

培养液体积ömL
Cultu re m edium vo lum e

2细胞
22cell

囊胚率ö%
B lastocyst

扩张囊胚率ö%
Exp. b lastocyst

2. 0 167 32. 9 (55ö167) aA 19. 7 (33ö167) A

0. 5 143 36. 4 (52ö143) aA 21. 6 (31ö143) A

0. 1 58 6. 8 (4ö58) C 0 (0ö58) C

2. 5　优化培养体系稳定性试验

根据上述试验结果,对培养体系进行优化,优化

后的培养体系为: 前 48 h 用 CR 1+ 3 m gömL BSA

培养, 48 h 后用CR 1+ 体积分数 10% E7BS培养液

培养 120 h, 培养液体积为 0. 5 mL , 并且采用共培

养,受精后颗粒细胞保留 48 h。4次重复试验的囊胚

率分别为 43. 6% , 46. 1% , 44. 9%和 45. 1% (平均为

44. 9% ) ,差异不显著 (P < 0. 05) , 而且所培养的胚

胎发育良好 (图 1) ,表明此培养体系较稳定。

图 1　优化培养体系培养的牛胚胎

a. 有颗粒细胞的受精卵,×20; b. 4～ 8细胞胚胎,×20; c. 囊胚,×40; d. 扩张囊胚,×40

F ig. 1　Bovine IV F em bryo s in op tim ized2cu ltu re system

a. 12cell em bryo s w ith cum ulus,×20; b. 428 cell em bryo s in op tim ized2cu ltu re system ,×20;

c. B lastocysts in op tim ized cu ltu re system ,×40; d. Expanded b lastocysts,×40
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3　讨　论

3. 1　血清及培养液类型对牛胚胎发育的影响

　　血清因富含营养物质,常用于细胞培养和胚胎

培养。但也有添加血清对胚胎发育产生不利影响的

报道, A be 等[5 ]认为,添加血清,特别是在胚胎发育

早期添加血清,可增加胚胎脂质含量,抑制卵裂,降

低胚胎耐冷冻的能力。本试验结果表明,在胚胎培养

液中添加 E7BS的牛胚胎囊胚率和扩张囊胚率显著

高于添加 FBS,说明 E7BS完全可以替代进口 FBS,

这与Ho lm 等[6 ]的研究结果一致。这可能是由于牛

发情后 7 d 时胚胎正处于囊胚形成期,此期间的牛

血清中富含促进囊胚形成和囊胚扩张的因子。此外,

为了消除血清毒副作用,常采用无血清培养基,但无

血清培养基的囊胚率低,常没有扩张囊胚,如本试验

中未添加血清对照组的囊胚率仅为 12. 1% ,且未获

得扩张囊胚。本试验结果表明,在受精卵培养 48 h

后添加 E7BS, 既能有效克服血清对早期胚胎发育

的不利影响,又能显著提高牛胚胎囊胚发育率;在以

CR 1和 SO F 为基础培养液进行牛胚胎体外培养时,

添加BSA 能有效促进胚胎发育,而添加蛋白质替代

物 PVA 胚胎的发育能力非常有限。

3. 2　共培养体系对牛胚胎发育的影响

颗粒细胞和卵丘细胞可以促进卵母细胞分泌谷

胱甘肽等物质, 进而促进卵母细胞核和细胞质成

熟[7 ]。因此,用颗粒细胞进行共培养可为早期胚胎发

育提供必要的营养物质,有效提高胚胎囊胚率[8 ]。同

时,共培养细胞分泌的生长因子 (如 IGF, IL 和 EGF

等)也能促进胚胎发育。共培养细胞还可减小氧自由

基对胚胎的毒副作用。如本研究中受精后保留受精

卵外围的颗粒细胞 48 h,对囊胚的形成和孵化作用

尤为明显 (图 1 a) ,这与共培养细胞 (颗粒细胞)的营

养与消除毒副作用密切相关。

3. 3　培养液体积对牛胚胎发育的影响

目前,关于培养液体积对胚胎发育影响的报道

较少。本试验发现,培养液体积对胚胎发育也有显著

影响,用 0. 1 mL 微滴培养,囊胚率仅为 6. 8% ,极显

著低于其他两组。这是因为培养液体积与液体蒸发

以及共培养体系的稳定性有关,培养液体积过小,胚

胎培养微环境平衡性差,培养环境容易随外围环境

改变;而培养液体积过大,胚胎及细胞分泌的生长因

子浓度降低,不能有效促进胚胎正常发育。本试验结

果表明,牛胚胎培养液体积以 0. 5 mL 为宜。

3. 4　优化体外培养体系的稳定性

本研究确定的牛胚胎体外优化培养体系为: 前

48 h 用 CR 1 + 3 m gömL BSA 培养, 48 h 后用

CR 1+ 体积分数 10% E7BS培养液培养 120 h,培养

液体积为 0. 5 mL ,并且采用共培养,卵母细胞受精

后颗粒细胞保留 48 h。用该培养体系培养的牛胚胎

发育良好,平均囊胚率为 44. 9% , 表明该优化培养

体系较稳定。

[参考文献 ]
[ 1 ]　H an Y M , Kang Y K, Koo D B. N uclear rep rogramm ing of cloned em bryo s p roduced in v itro[J ]. T heriogeno logy, 2003, 59: 33244.

[ 2 ]　A very B,M elsted J K, Greye T. A novel app roach fo r in v itro p roduction of bovine em bryo s: use of the oxo id atmo shhere gere generation

system [J ]. T heriogeno logy, 2000, 54: 125921268.

[ 3 ]　Cho i Y H , T akagi M , Kam ish ita H , et al. Effects of fo llicu lar flu id on fertilization and em bryon ic developm ent of bovine oocytes in

v itro[J ]. T heriogeno logy, 1998, 49: 110321112.

[ 4 ]　Ro senk rans C F J r, Zeng G Q ,M cN am ara G T , et al. D evelopm ent of bovine em bryo s in v itro as affected by energy substrates[J ]. B io l Re2

p rod, 1993, 49: 4622469.

[ 5 ]　A be H , Yam ash iita S, Itoh T , et al. U ltrastructu re of bovine em bryo s developed from in v itro m atured and fertilized oocytes: comparative

mo rpho logical evaluation of em bryo s cu ltu red either in serum 2free m edium o r in serum 2supp lem en ted m edium [J ]. M o l Rep rod D ev, 1999,

53: 3252335.

[ 6 ]　Ho lm P, Boo th P J , Schm idt M H , et al. H igh bovine b lastocyst developm ent in a static in v itro p roduction system using SO Faa m edium

supp lem en ted w ith sodium cutrate and m yo2ino sito l w ithou t serum 2p ro teins[J ]. T heriogeno logy, 1999, 52: 6832700.

[ 7 ]　Sela2A bramovich S, Edry I, Galian iD , et al. D isrup tion of Gap junctional comm unication w ith in the ovarian fo llicle induces oocyte m atu ra2

t ion [J ]. Endocrino logy, 2006, 147 (5) : 228022286.

[ 8 ]　D uszew ska A M , Rek lew sk i Z, P iekow sk iM , et al. D evelopm ent of bovine em bryo s on V eroöBRL cell mono layers (m ixed co2cu ltu re) [J ].

T heriogeno logy, 2000, 54: 123921247.

(下转第 15页)

01 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷



[ 12 ]　Rakebusch C, R ichad G. Sk in and hair fo llicle in tegrity is crucially dependen t on beta in tegrin exp ression on keratiocytes [J ]. EM BO ,

2000, 19: 399024003.

Study on the iso la t ion of goa t sk in stem cells by exp lan t

SH IM ing-yan ,YANG Xue-y i, ZHAO Qing-m e i, HAN Ya- t ing,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cell E ng ineering Cen ter,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he goat sk in stem cells w ere iso la ted and cu ltu red by tw o differen t m ethods of ep iderm al

exp lan t and derm al exp lan t fo r the pu rpo se of comparing the effeciency of the tw o m ethods on the cu lt iva2
t ion and p ro lifera t ion of sk in stem cells in v itro. T he resu ltan t cells w ere ob served and iden t if ied by cell

grow th cu rve, imm noh istochem ical sta in ing and co lony2fo rm ing eff iciency. T he resu lts show ed the sk in

stem cells can be separa ted by bo th m ethods; the sk in stem cells from ep iderm al exp lan t cou ld be subcu l2
tu red 11 t im es bu t the stem cells from derm al exp lan t cou ld be subcu ltu red 17 t im es in v itro in the sam e

cu ltu re condit ion; T he po sit ive exp ression s of K19、in tegrin2Β1 and CFE of sk in stem cells in the first pas2
sage by ep iderm al exp lan t w ere (34. 0±1. 62) % , (37. 5±2. 12) % , (19. 4±1. 77) % respect ively, and tho se

in the first passage by derm al exp lan t w ere (29. 2±3. 12) % , (33. 0±1. 12) % , (16. 6±2. 60) % respect ive2
ly; T he po sit ive exp ression s of K19、in tegrin2Β1 and CFE of sk in stem cells in the th ird passage by ep ider2
m al exp lan t w ere (46. 4±1. 82) % , (55. 3±1. 98) % , (25. 3±1. 08) % respect ively, and tho se in the th ird

passage by derm al exp lan t w ere (53. 7±1. 17) % , (63. 0±1. 12) % , (30. 9±2. 16) % respect ively; and the

stem cells from derm al exp lan t had h igher eff iciency in imm noh istochem ical sta in ing, CFE and subcu ltu re

ab ility w ere h igher than tho se of ep iderm al exp lan t w hen they w ere subcu ltu red in v itro (P < 0. 01).

Key words: exp lan t; goat; sk in stem cell; ep iderm al; derm al; co lony2fo rm ing eff iciency
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T he op t im iza t ion of cu ltu re system fo r bovine IV F em b ryo

ZHANG Zh i-p ing1, ZHANG Jun - tao2, AN Zh i-x ing1, ZHANG X iu1, ZHANG Y ong1

(1 Institu tion of B ioeng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al H usband ry and V eterinary , H eπnan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H eπnan, 450002, Ch ina)

Abstract: T h is study w as conducted to imp rove b lastocyst ra te of bovine em b ryo in v itro. O varies co l2
lected from an abat to ir and oocytes w ere m atu ra ted and fert iliza ted in v itro. T hen em b ryo s w ere grouped

random ly, the effects of d ifferen t serum , cu ltu re m edium (CR 1 and SO F ) and co2cu ltu re and m edium vo l2
um e on em b ryo developm en t w ere compared. T he resu lts show that the op t im ized2 cu ltu re system fo r

bovine em b ryo u sed 0. 5 mL CR 1+ 3 m gömL BSA fo r the first 48 h, then in p lace of the cu ltu re m edium

w ith CR 1+ 7th serum after bovine heat fo r ano ther 120 h. Co2cu ltu re and cum u li cell ho ld ing 48 h after

IV F w as emp loyed in the w ho le cu ltu re cou rse. T h is study go t m ean 44. 9% b lastocyst ra te and th is system

w as stab le by in tegra t ing above resu lts.

Key words: bovine; in v itro fert iliza t ion; em b ryo cu ltu re; b lastocyst; serum
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