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序贯共培养体系对小鼠早期胚胎
体外发育效果的影响
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　　[摘　要 ]　将体外分离培养经超排处理的新西兰大白兔输卵管上皮及子宫内膜细胞接种于4孔板培养。处理

1 以CZB 为培养液;处理2以CZB 加输卵管上皮细胞为培养体系;处理3以CZB 加子宫内膜细胞为培养体系;处理4

以CZB 为培养液,胚胎培养的前 24 h 在输卵管上皮细胞共培养体系中,之后则转入子宫内膜细胞共培养体系中培

养 (处理4为序贯共培养体系)。将22细胞期小鼠胚胎随机分配给4个处理,统计各处理组小鼠胚胎的各期发育率及

发育质量。结果表明,序贯共培养体系胚胎的囊胚体外发育率显著高于其他共培养组 (P < 0. 05) ; 囊胚孵化率及孵

化囊胚的贴附率显著高于其他共培养组 (P < 0. 05) ; 囊胚细胞总数各共培养组显著高于单独培养液组 (P < 0. 05)。

可见序贯共培养体系较单一体细胞共培养体系能更好地模拟体内环境,提高早期胚胎的发育率和发育质量。

[关键词 ]　序贯共培养;小鼠胚胎;输卵管上皮细胞;子宫内膜细胞;发育率;发育质量

[中图分类号 ]　S865. 1+ 3　　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2006) 1120005206

　　胚胎体外培养技术的研究为胚胎体外操作提供

了可能。体外胚胎培养有力促进了育种学、发育生物

学、生殖医学及胚胎工程学等学科的发展。近年来随

着胚胎培养液的不断改进,胚胎的体外发育率也得

到了很大提高。但由于脱离母体环境,胚胎的发育率

及质量仍有很多问题,如体外生产的胚胎染色体倍

型异常率较高, rRNA 基因的活性明显降低[1 ] ,许多

蛋白因子基因的表达存在一定的差异[2 ] ,冷冻保存

的效果较差[3 ]。体外培养系统缺陷是导致胚胎吸收、

死亡、流产、死胎或出生后死亡、以及胎儿过大综合

症 (O vergrow th Syndrom es)的一个重要原因[425 ]。

采用与辅助细胞 (H elper Cell)共培养的方式培养胚

胎[628 ] ,建立更类似于体内环境的培养体系是解决这

一问题的主要途径。哺乳动物早期胚胎的发育始于

输卵管,然后进入子宫,最终在子宫发育为胎儿。以

前的胚胎体外共培养研究,仅限于某种细胞与胚胎

一直共培养到囊胚,这种体系虽然提高了胚胎体外

发育率及发育质量,但仍然不能很好地模拟体内发

育环境。本研究将新西兰大白兔输卵管上皮细胞和

子宫内膜细胞与昆明白雌性小鼠早期胚胎进行序贯

共培养,即模拟胚胎在体内自然发育的过程,先将胚

胎与输卵管上皮细胞共培养一段时间后,再与子宫

内膜细胞共培养,观察其对胚胎体外发育率及发育

质量的影响,以期为胚胎体外培养提供一种新方法。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试动物　4月龄 2 kg 左右新西兰大白兔

和 7～ 8 周龄阴道口呈粉红的昆明白雌性小鼠均购

自第四军医大学实验动物中心。

1. 1. 2　试　剂　DM EM 2F12 培养液 (Gibco 公

司) ; 磷酸盐缓冲溶液 (PBS)和CZB 培养液 (自配) ;

胎牛血清 (FBS) (北京元亨圣马生物技术研究所) ;

孕马血清促性腺激素 (PM SG)、人绒毛膜促性腺激

素 (hCG)、胰酶及液体石蜡油 (Sigm a 公司)。

1. 1. 3　器　材　培养瓶及4孔板 (N uck 公司) , CO 2

培养箱 (美国热电公司) , 体视镜 (厦门麦克奥迪公

司)。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　兔子宫及输卵管的采集　采用 4 月龄 2 kg

左右新西兰大白兔为实验动物, 手术前 3 d 下午

16: 00股部肌肉注射100 IU PM SG,手术前1 d 下午

16: 00耳缘静脉注射 75 IU hCG,手术当日早08: 30

耳缘静脉注射 5 mL 空气处死,消毒腹部,打开腹腔

取双侧子宫及输卵管,置D πH ank s平衡液中。

1. 2. 2　输卵管上皮细胞的分离和培养　于超净工

作台将1. 2. 1采取的输卵管首先用PBS溶液冲洗净

残血,去除脂肪和结缔组织,用含100 U ömL 青霉素

和100 U ömL 链霉素的DM EM 2F12培养液冲洗,结

扎输卵管一端,管腔内注入2. 5 göL 胰蛋白酶溶液,

然后结扎输卵管另一端,置于 37 ℃、体积分数 5%

CO 2 环境中培养 20 m in,打开输卵管用培养皿收集

细胞悬液,用胰蛋白酶溶液再次冲洗输卵管腔,胎牛

血清灭活胰蛋白酶后将细胞悬液移入无菌离心管

中, 1 000 röm in 离心 5 m in,弃上清液,细胞沉淀用

DM EM 2F12 制成悬液, 接种于含体积分数 10%

FBS, 100 U ömL 青霉素及 100 U ömL 链霉素的

DM EM öF212培养液中,于25 cm 2 培养皿、37 ℃、体

积分数5% CO 2 以及饱和湿度条件下培养。待输卵

管上皮细胞长至80%汇合或刚汇合时,即可接种于4

孔板培养传代。

1. 2. 3　子宫内膜细胞分离和培养　将 1. 2. 1 采取

的子宫用 PBS 洗净血渍后, 在超净工作台上剪开,

用手术刀轻刮子宫内膜,刮取物置于培养皿中, 2. 5

göL胰酶消化 5 m in,少量 FBS 终止消化,如此重复

消化若干次,消化液过筛网 (筛孔直径0. 128 mm )除

去未消化组织, 滤液转入 10 mL 离心管中, 加入

DM EM 2F12 培养液, 1 000 röm in 离心 5 m in, 弃上

清液, 沉淀加培养液重悬后, 接种于预先置有

DM EM 2F12 培养液 (含体积分数 10% FBS, 100

U ömL青霉素及100 U ömL链霉素)的25 cm 2 培养皿

中,于37 ℃、体积分数5% CO 2 及饱和湿度条件下培

养。待子宫内膜细胞长至80%汇合或刚汇合时,即可

接种于4孔板进行传代培养。

1. 2. 4　小鼠22细胞期胚胎的获得　选取7～ 8周龄

阴道口呈粉红的昆明白雌性小鼠,下午16: 00左右,

每只小鼠腹腔注射PM SG 10 IU。47～ 48 h 后,每只

小鼠腹腔注射 hCG 5 IU ,并与正常公鼠合笼 (公母

比为1∶2)。第2天上午09: 00前观察母鼠有无阴道

栓形成。第3天早上09: 00断颈处死见阴道栓的小

鼠,在体视镜下剥离输卵管后,于显微镜下用镊子撕

开输卵管壶腹部,受精卵从输卵管流出,拣出22细胞

期胚胎,随机分配给各试验组。

1. 2. 5　试验设计及观测指标　试验共设4个处理,

将1. 2. 4所获胚胎随机分配给各处理组,于37 ℃,体

积分数5% CO 2 及饱和湿度条件下4孔板培养,每孔

400 ΛL CZB 培养液,石蜡油封顶。处理1以CZB 为

培养液 (记为C) ;处理2以CZB 加输卵管上皮细胞为

培养体系 (记为O ) ; 处理 3 以CZB 加子宫内膜细胞

为培养体系 (记为E) ;处理4以CZB 为培养液,胚胎

培养的前24 h 在输卵管上皮细胞共培养体系中,之

后则转入子宫内膜细胞共培养体系中培养 (此即为

序贯共培养体系,记为O 24+ E)。统计各处理42细胞
期胚、82细胞期胚、桑葚胚及囊胚的发育率。观察并
记录每孔胚胎的囊胚孵化率、贴附率以及囊胚细胞

数,所获数据用 ς2 和多重比较方差分析进行统计分

析。

1. 2. 6　囊胚细胞记数　将囊胚置于10 göL 柠檬酸
钠中作用20 m in,再移入5 göL 柠檬酸钠中10 m in。

取出囊胚置于载玻片上,加1～ 2滴甲醇- 冰乙酸混

合液 (V (甲醇)∶V (冰乙酸) = 3∶1)固定15 m in。加

10 ΛgömL Hoech st 33342染色30 m in。封片,荧光显

微镜下观察计数。

2　结果与分析

2. 1　兔输卵管上皮细胞的体外培养及传代

　　在本试验中发现,兔的输卵管上皮细胞在培养2

～ 3 d 开始贴壁并形成细胞集落, 3～ 6 d 呈优势生

长, 6～ 9 d 长满平皿底,细胞形状为不规则多角形,

呈“铺路石”状 (图1)。

2. 2　兔子宫内膜细胞体外培养及传代

兔培养的子宫内膜细胞包括子宫内膜腺上皮细

胞和基质细胞,腺上皮细胞贴壁后成长为致密单层

细胞集落,细胞呈多角形,边界清楚,胞浆中有空泡,

排列紧密时呈典型“铺路石”状; 基质细胞则是具有

成纤维细胞形态的梭形细胞,胞浆丰富,核椭圆,易

传代,长期培养后细胞延伸成梭形,相互平行排列成

束,密度大的区域聚集成涡旋状 (图2)。

2. 3　不同培养体系对小鼠早期胚胎体外发育率及

发育质量的影响

　　从表 1 可以看出, C 组的囊胚发育率显著低于

输卵管上皮细胞共培养O 组 (P < 0. 05) ,极显著低

于子宫内膜细胞共培养E 组和序贯共培养O 24+ E

组 (P < 0. 01) ;序贯共培养O 24+ E 组的囊胚发育率

则显著高于输卵管上皮细胞共培养O 组及子宫内膜

细胞共培养E 组 (P < 0. 05)。
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图 1　兔输卵管上皮细胞的体外培养及传代 (×50)

A. 原代; B. 1代

F ig. 1　M o rpho logy of rabb it oviduct ep ithelia l cell (×50)

A. P rim ary; B. Passage 1

图 2　兔子宫内膜细胞的体外培养及传代 (×50)

A. 原代; B. 1代;黑箭头所示为上皮细胞;白箭头所示为基质细胞

F ig. 2　M o rpho logy of rabb it endom etria l cells

A. P rim ary; B. Passage 1; T he b lack arrow indicates ep ithelial cells and the w h ite arrow indicates strom al cells

表 1　不同培养体系对小鼠早期胚胎体外发育率的影响

T able 1　Effect of differen t cu ltu re system s on the developm ent ra te of early m urine em bryo s in v itro %

处理
Group

胚胎总数
To tal

em bryo s

42细胞期胚
42cell stage

82细胞期胚
82cell stage

桑葚胚
M o ru la

囊胚
B lastu la

C 64 84. 3% (54ö64) a 65. 6% (42ö64) aA 53. 1% (34ö64) aA 46. 9% (30ö64) aA

O 63 95. 2% (60ö63) b 88. 9% (56ö63) bB 69. 8% (44ö63) bA 63. 5% (40ö63) bAB

E 67 83. 6% (56ö67) a 74. 6% (50ö67) cB 71. 6% (48ö67) bA 68. 7% (46ö67) bB

O 24+ E 70 92. 8% (65ö70) b 90. 0% (63ö70) bB 87. 1% (61ö70) cC 82. 9% (58ö70) cB

　　注: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) ,下表同。

N o te: T he data in the sam e co lum n w ith differen t low ercase m eans sign ifican t difference in 0. 05 level, the data in the sam e co lum n w ith

differen t cap ital letters m eans sign ifican t difference in 0. 01 level, the sam e as fo llow s.

　　从表 2 可以看出,各共培养组的小鼠囊胚孵化

率均极显著高于单独培养液C 组 (P < 0. 01) ,子宫

内膜细胞共培养E 组与序贯共培养O 24+ E 组的囊

胚孵化率显著高于输卵管上皮细胞共培养O 组

(P < 0. 05) ;与子宫内膜共培养E 组相比,序贯共培

养O 24+ E组有提高孵化率的趋势, 但差异不显著

(P > 0. 05)。各共培养组的囊胚贴附率均极显著高

于单独培养液 C 组 ( P < 0. 01 ) , 序贯共培养

O 24+ E 组的贴附率显著高于子宫内膜细胞共培养

E 组与输卵管上皮细胞共培养O 组 (P < 0. 05)。各

共培养组之间囊胚细胞数差异不显著,但均显著高

于单独培养液C 组 (P < 0. 05)。形态观察结果表明,

序贯共培养O 24+ E 组的胚胎发育正常 (图3)。
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表 2　不同培养体系对小鼠早期胚胎体外发育质量的影响

T able 2　Effect of differen t cu ltu re system s on the developm ent quality of early m urine em bryo s in v itro

处理
Group

囊胚数
N um ber of

b lastu la

囊胚孵化率ö%
H atched rate of

b lastu la

囊胚贴附率ö%
A ttachm ent rate

of b lastu la

囊胚细胞数
N um ber of the inner

cells of b lastu la

C 30 33. 3% (10ö30) aA 20. 0% (6ö30) aA 46±10. 8 a

O 40 55. 0% (22ö40) bB 45. 0% (18ö40) bB 57±9. 9 b

E 46 63. 0% (29ö46) cB 45. 7% (21ö46) bB 55±10. 1 b

O 24+ E 58 70. 7% (41ö58) cB 63. 8% (37ö58) cB 59±11. 3 b

图 3　序贯共培养组小鼠早期胚胎在体外发育的形态观察

A. 22细胞期胚 (×100) ; B. 42细胞期胚 (×100) ; C. 82细胞期胚 (×100) ; D. 桑葚胚 (×100) ;

E. 囊胚 (×100) ; F. 正在孵化的囊胚 (×200) ; G. 孵化囊胚 (×200)

F ig. 3　M o rpho logy of the early em bryo s in v itro in the sequen tia l co2cu ltu re system

A. 22cell stage (×100) ; B. 42cell stage (×100) ; C. 82cell stage (×100) ; D. M o ru la (×100) ; E. B lastu la (×100) ;

F. H atch ing b lastu la (×200) ; G. H atched b lastu la (×200)

3　讨论与结论

胚胎在体内发育过程中,与生殖道之间有着极

为密切的双向交流,生殖道上皮细胞及一些基质细

胞分泌的细胞因子对胚胎发育有很大的影响,因此

有研究者采用体细胞与胚胎在体外建立共培养体系

进行胚胎培养。所谓胚胎共同培养体系是指在培养

基内加入一些辅助细胞 (H elper Cell)与胚胎一起培

养。胚胎共同培养的优点在于一方面是与胚胎共同

培养的细胞能分泌一些物质,可去除胚胎培养过程

中所分泌一些毒素[9 ]; 另一方面是与胚胎共培养的

细胞也会分泌一些活性因子,促进胚胎发育到囊胚

期。胚胎共培养体系常采用的细胞有输卵管上皮细

胞、子宫内膜上皮细胞、卵丘细胞及非洲绿猴肾脏上

皮细胞等。

作为胚胎发育的起始地,输卵管不仅为配子的

运送、成熟、受精及早期胚胎发育提供合适的环境,

而且其分泌的特异性蛋白—— 输卵管蛋白
(O viduct in)对以上重要环节起促进作用[10 ]。R ieger

等[11 ]发现,在 42细胞期至 162细胞期,糖代谢在输卵

管上皮细胞共培养液中不活跃,却在桑葚胚期加快;

在与输卵管上皮细胞共培养液中,葡萄糖浓度较低,
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乳糖浓度较高。这说明输卵管上皮细胞不仅分泌胚

胎发育所需要的营养物质,而且也在胚胎发育的不

同阶段提供适当的微环境。M inam i等[12 ]研究认为,

输卵管对小鼠胚胎发育的影响主要在22细胞期胚形
成后期至 42细胞胚期形成前期,这阶段鼠胚对输卵

管因子的刺激最敏感,这些因子主要来源于输卵管

壶腹部。以上研究结果表明,输卵管可以分泌活性因

子刺激胚胎发育,但对前期胚胎的发育促进作用更

为明显。

胚胎在输卵管发育很短时间后进入子宫,子宫

是胚胎发育的最终场所。子宫内膜是子宫的主要功

能层,因此亦有许多胚胎共培养体系以子宫内膜细

胞为辅助细胞。子宫内膜可以分泌许多活性因子,如

白血病抑制因子 (L IF )、表皮生长因子 (EGF )及许

多细胞因子和黏附分子,这些物质均能有效提高胚

胎的发育率和质量。L arry 等[7 ]利用人自体子宫内

膜细胞 (含基质细胞和上皮细胞)与人体外受精胚胎

共培养,与其在传统培养液中培养相比,分裂球数显

著增加,胞质碎片率明显下降。Carlo s等[8 ]用人自体

子宫内膜上皮细胞做饲养层培养人胚胎的研究表

明,培养至囊胚阶段的胚胎移植后安全,可显著提高

着床率和怀孕率,且不存在伦理问题。以上研究表

明,子宫内膜细胞共培养体系对胚胎发育质量具有

显著地促进作用,依据自然生理状况,子宫内膜对早

期小鼠胚胎体外发育率及发育质量的促进作用可能

在82细胞期后更为明显。
小鼠22细胞期胚胎在输卵管20～ 30 h 后发育到

桑葚胚进入子宫角,因此胚胎前期的发育主要在输

卵管进行,而后期的发育主要在子宫进行。以前的共

培养研究只是局限于用一种体细胞与胚胎一直培养

到囊胚,这显然不能更好地模拟胚胎在体内的实际

发育环境。

依据胚胎在体内发育的实际生理状况,本试验

将小鼠22细胞期胚胎在输卵管上皮细胞共培养体系
中培养 24 h 后转移至子宫内膜细胞共培养体系中

培养,目的是更好地模拟胚胎体内发育环境。本试验

结果表明,序贯共培养体系对小鼠胚胎的囊胚体外

发育率相比于其他共培养组具有显著的促进作用

(P < 0. 05) ; 囊胚孵化率及囊胚贴附率亦显著高于

其他共培养组 (P < 0. 05) ; 囊胚细胞总数是反映胚

胎质量的一个间接指标,本试验各共培养组之间囊

胚细胞总数差异不显著 (P > 0. 05) ,但各共培养组

囊胚细胞总数显著高于单独培养液组 (P < 0. 05) ,

相对于单一共培养体系,序贯共培养体系有提高囊

胚细胞总数的趋势 (P > 0. 05)。

本研究结果表明,序贯共培养体系可以在体外

为胚胎发育提供一种更类似于体内的环境,有利于

体外胚胎囊胚发育率和发育质量的提高,为胚胎工

程的发展及不育不孕症的治疗提供了一种新思路。
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Effect of sequen t ia l co2cu ltu re system on the developm en t

and qua lity of m arine em b ryo s in v itro

SONG Y u-xuan 1, CAO B in -yun 1,L I Sheng2,W ANG J ian -gang1,

CHENG Xue-n i1,L I X in 3, X IN Ya-p ing1

(1 Colleg e of A n im al S ci2T ech ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 T he Genera l S ta tion of A n im al H usband ry and V eterinary of S haanx i P rov ince, X iπan, S haanx i 710300, Ch ina;

3 X iπan V oca tiona l T echn ica l Colleg e, X iπan, S haanx i 710077, Ch ina)

Abstract: T h is study is to estab lish an effect ive co2cu ltu re system to imp rove the developm en t ra te and

quality of early em b ryo s in v itro. T he oviduct ep ithelia l cells and endom etria l cells w ere iso la ted and

cu ltu red in v itro, then inocu la ted in to 42w ell p la te. T he 22cell em b ryo s of m u rine w ere cu ltu red in single

CZB m edia in trea tm en t 1, co2cu ltu red w ith oviduct ep ithelia l cells in CZB in trea tm en t 2,w ith endom etria l

cells in CZB in trea tm en t 3 and w ith oviduct ep ithelia l cells in CZB in the first 24 hou rs, and then

tran sferred in to the endom etria l cells co2cu ltu re system to fu lf ill the cu ltu re in v itro in t rea tm en t 4. T he

resu lts show ed that mo re em b ryo s in the sequen t ia l co2cu ltu re system reached the b lastocyst stage than

that in o ther co2cu ltu re system (P < 0. 05) ; Sequen t ia l co2cu ltu re system cou ld increase the hatch ing ra te of

the b lastocysts and the at tachm en t ra te of hatched b lastocysts compared to the o ther co2cu ltu re system (P

< 0. 05) ; A ll co2cu ltu re system cou ld increase the cell num ber of the b lastocyst compared w ith the single

m edium cu ltu re system (P < 0. 05). T h is study demon stra tes that the sequen t ia l co2cu ltu re system can

bet ter sim u la te the natu ra l develop ing environm en t of em b ryo s in v itro and imp rove the developm en t ra te

and quality of early em b ryo s.

Key words: sequen t ia l co2cu ltu re; mou se em b ryo; oviduct ep ithelia l cell; endom etria l cell; developm en t

ra te; developm en t quality
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