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猪输卵管上皮细胞对小鼠早期胚胎
体外发育的影响
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[摘　要] 　研究了不同生殖时期猪输卵管上皮细胞对小鼠早期胚胎体外发育的影响 ,以此建立了适于早期小鼠

转基因胚胎体外培养的猪输卵管上皮细胞共培养体系 ,并用 PCR法对体外培养发育到不同阶段的小鼠转基因胚胎进

行了外源基因整合检测。结果表明 ,在受孕初期的猪输卵管上皮细胞 (无论是原代还是传代细胞)上 ,培养的小鼠 12
细胞期胚胎的囊胚率显著高于发情间期的猪输卵管上皮细胞 ( P < 0. 01) ;在相同生殖时期猪输卵管原代和传代上皮

细胞上 ,培养的小鼠 12细胞期胚胎的囊胚率差异不显著 ;在转基因胚胎不同发育阶段 ,PCR检测呈阳性的胚胎比率分

别为 :22细胞期为 96 % ,42细胞期为 63 % ,82细胞期为 43 % ,囊胚期为 19 %。由此可见 ,受孕初期的猪输卵管上皮细胞

可促进与之体外共培养的小鼠早期胚胎的发育 ;随着早期小鼠转基因胚胎的发育 , PCR检测呈阳性的转基因胚胎的

比率逐渐降低。
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Abstract : By comparing the effect of pig oviduct epit helium cells derived f rom different est rous cycle

for culturing early t ransgenic mouse embryos ,an effective co2cult ure system for cult ure of early embryos in

vit ro was built . The retention of foreign gene in mouse embryo s was detected by PCR f urther . The result s

showed that t here was no significant difference between t he blastocyst rate of embryos co2cult ured with pig

oviductal epit helium cells (whet her or not p rimary and passage cells) derived f rom pig oviduct during same

est rous cycle. Blastocyst rate of embryos co2cult ured wit h pig oviduct epit helium cells f rom pig oviduct dur2
ing diest rus was significantly lower t han metest rous. The rate of t ransgenic positive embryos in 22cell ,42
cell ,82cell and blastocyst stage was 96 % ,63 % ,43 % ,and 19 % ,respectively. All in all ,pig oviductal epit he2
lium cells derived f rom pig oviduct during metest rous can improve t he develop ment of mouse early embryos

when mouse early embryos were co2cult ured wit h it . Wit h develop ment of early embryos microinjected wit h

foreign gene ,t he rate of t ransgenic positive embryos decreased gradually.
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　　目前 ,显微注射法仍是转基因动物生产的主要

方法 ,但该方法生产效率低 ,如何提高转基因效率 ,

已经成为亟待解决的问题。用 PCR法检测发育到

不同阶段的胚胎中外源基因的滞留情况 ,以此为依

据对早期转基因胚胎进行移植前筛选 ,是提高显微

注射法转基因效率的有效手段 ,而建立早期胚胎培

养体系是对显微注射转基因胚胎进行筛选的前提。

早期胚胎体外培养的主要方法有简单化学限定培养

液培养法和共培养法两种 ,与简单化学限定培养液

培养法相比 ,共培养法更利于体外培养胚胎的发育。

输卵管是早期胚胎发育的主要场所 ,输卵管上皮细

胞共培养体系是一种比较理想的共培养模式。早在

40多年前 ,Bigers等[1 ]就发现 22细胞小鼠胚胎在离
体培养的鼠输卵管内可以突破发育阻断继续发育。

此后 ,研究者进一步证实 ,输卵管上皮细胞作为饲养

层细胞在克服胚胎发育阻断[2 ]、提高胚胎质量[3 ]等

方面均发挥着重要作用。在体外培养胚胎时 ,用于

共培养的输卵管上皮细胞可来源于动物不同的生殖

期。然而 ,有关动物不同生殖期输卵管上皮细胞对

共培养胚胎体外发育的影响 ,目前还未见报道。为

此 ,本研究探讨了不同生殖时期 ,猪输卵管上皮细胞

对小鼠早期胚胎体外发育的影响 ,以此建立了适于

早期小鼠转基因胚胎体外发育的猪输卵管上皮细胞

共培养体系 ,并用 PCR法对体外培养发育到不同阶

段的转基因小鼠胚胎进行了外源基因检测 ,研究了

外源基因在早期胚胎中的滞留规律 ,以为移植前转

基因胚胎的培养及筛选提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物及猪输卵管 　SPF级昆明小白鼠

购自湖北省疾病预防控制中心 ;猪输卵管采自湖北

省农科院种猪场。

1. 1. 2　试剂及仪器 　PMSG为天津市华孚高新生

物技术公司产品 ; hCG为南京动物激素厂产品 ;透

明质酸酶为上海第一生化药业公司产品 ;液体石蜡、

青霉素、链霉素、35 mm培养皿和 M2 培养基为 Sig2
ma公司产品 ;MB752/ 1培养基和胎牛血清为 Gibco 公

司产品 ;无 Ca2 + 、Mg2 + Hanks 平衡盐溶液 ,胰蛋白

酶粉剂为 Hyclone 产品 ;人血清白蛋白基因由湖北

省农科院生物技术研究所分子遗传学实验室提供 ;

拣卵针自制 ; CO2 培养箱为日本三洋产品 ; PXS1020

实体显微镜为上海光学仪器一厂生产 ;显微注射仪为

德国 Eppendorf 公司产品。

1. 1. 3　引 　物 　根据 Gene Bank 中发布的人 Al2
bumin的 cDNA 序列 (登陆号 : NM_000477) ,设计

用于检测显微注射小鼠胚胎中人血清白蛋白基因的

引物 :

P1 : 5′2CT T GT T GCT GCA A GT CAA GCT G2
3′;

P2 : 5′2AGC CCA CA G AAA CTA GAA ATC CTC

TAC CG23′。

引物由上海英俊生物技术有限公司合成。

1. 2　小鼠 12细胞期胚胎的采集
选择 5～6 周龄、体重 18～22 g的健康雌性昆

明小白鼠 ,腹腔注射 PMSG 10 U/只 ,46～48 h后腹

腔注射 hCG 10 U/只 ,与昆明雄鼠合笼过夜。次日

早晨检查雌鼠是否有阴道栓 ,将有阴道栓小鼠于注

射 hCG 24～26 h 后颈部脱臼处死 ,无菌分离输卵

管 ,置于盛有 1 mL M2 培养基的培养皿中 ,在实体

显微镜下撕开膨大部 ,待卵丘团完全流出后 ,立即用

拣卵针移入含有 0. 3 mg/ mL 透明质酸酶的 M2 培

养液中 ,处理 3～5 min ,待颗粒细胞完全脱落后 ,选

取形态较好的 12细胞期胚胎 ,在 M2 培养液中洗 3～

5次 ,最后在待用培养液中洗 2～3次 ,备用。

1. 3　间情期猪输卵管上皮细胞的分离和原代培养

育肥青年母猪屠宰剖腹后 ,立即无菌采取输卵

管 ,用灭菌生理盐水冲洗 2～3 次 ,保存于含有 200

U/ mL 青霉素和 200μg/ mL 硫酸链霉素的 37 ℃生

理盐水中 ,于 2 h 内运回实验室。将取回的输卵管

用灭菌生理盐水反复清洗几次后 ,平展于灭菌滤纸

上 ,剪除输卵管系膜 ,拉直输卵管 ,取近子宫端 20

cm的输卵管 ,并横断成 2 cm小段 ,置于含有 ED TA

的 Hanks 液中。在 CO2 培养箱中孵化 2 h后 ,纵向

剖开 ,用眼科镊夹住小段一端用力在孵化液中抖动 ,

上皮小块即可脱落 ,如脱落得效果不好 ,可再用灭菌

载玻片轻轻在上皮表面刮动后再抖动 ,则可取得满

意效果。将脱下的上皮细胞小块在预孵化的培养液

中清洗多次后 ,视其数量的多少移入含体积分数

10 %胎牛血清的 MB752/ 1培养基中 ,置体积分数 5 %

CO2、38. 5 ℃、相对湿度 100 %的 CO2 培养箱中培养

140 h (每隔 24 h观察输卵管上皮细胞生长情况 ,每

48 h换液 1次) 。
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1. 4　受孕初期 (卵子受精～42细胞期)猪输卵管上

皮细胞的分离和原代培养

采用腹部切口手术法 ,将供体母猪的输卵管从

腹腔拉出 ,输卵管冲胚后收集供体猪的输卵管冲卵

液 ,2 000 r/ min离心 5 min , 弃去上清液 ,再用培养

液重新悬浮 ,如此洗涤 2～3次。调整细胞浓度为 1

×107 mL - 1 ,移入含体积分数 10 %胎牛血清的

MB752/ 1培养基中 , 置体积分数 5 %CO2、38. 5 ℃、相

对湿度 100 %的 CO2 培养箱中培养 140 h (每隔 24 h

观察输卵管上皮细胞生长情况 ,每 48 h换液 1次) 。

1. 5　猪输卵管上皮细胞的传代培养

从培养瓶中去除旧的培养液 ,用无 Ca2 + 、Mg2 +

的 Hanks 液清洗 2～3 次。加入 1 mL 1 g/ L 的胰

蛋白酶 ,轻轻摇动培养瓶 ,使消化液流遍所有细胞表

面。在 37 ℃,体积分数 5 % CO2、相对湿度 100 %的

培养箱中培养 3～5 min后观察 ,一旦发现细胞开始

从瓶壁中脱落 ,立即加入含有血清的培养液终止胰

蛋白酶的作用。吸出消化液 ,加入无血清培养液洗

涤 2～3次后 ,再加入适量的培养液 ,用吸管轻轻吹

打贴壁细胞 ,调整细胞浓度为 1×107 mL - 1 ,传代备

用。

1. 6　猪输卵管上皮细胞与小鼠胚胎的共培养

将间情期和受孕初期猪输卵管上皮细胞的原代

和传代培养物移入 3. 5 cm培养皿 ,加入已平衡 2 h

的输卵管上皮细胞培养液 WM752/ 1 ,放人 37 ℃、体

积分数 5 %的 CO2 培养箱中培养。待上皮细胞长满

培养皿底后 ,更新一半培养液 ,并将小鼠 12细胞期胚
胎移入 ,于 37 ℃、体积分数 5 %CO2、相对湿度为

100 %的培养箱中培养 96 h (每隔 24 h 观察胚胎发

育状况和输卵管上皮生长情况 ,每 48 h换液 1次) 。

1. 7　小鼠转基因胚胎的构建与培养

在凹玻片表面滴加 100μL M2 培养液 ,盖石蜡

油后置于 Eppendorf 显微操作仪上 ,向其中移入

10～15枚小鼠 12细胞期胚胎。将持卵针和吸有人
血清白蛋白基因的注射针调至合适的角度 ,把注射

针针尖缓慢、准确地刺入雄原核 ,并注入 1. 5μg/ mL

的人血清白蛋白基因 1～2 pL ,迅速退出注射针。

待凹玻片上所有 12细胞期胚胎注射完后 ,将其移入

已建立的猪输卵管上皮细胞共培养体系中 ,置于 37

℃、体积分数 5 % CO2、相对湿度 100 %的培养箱中

培养 ,并分别收集发育到 22细胞、42细胞和 82细胞及
囊胚阶段的胚胎。

1. 8　小鼠转基因胚胎中外源基因的 PCR扩增

将不同发育阶段的单个小鼠转基因胚胎 ,在超

纯灭菌水中迅速洗 3～5 次 ,加到 10μL 超纯水中 ,

然后加入蛋白酶 K至终浓度为 100μg/ mL ,于 37

℃保温 1 h ,灭活蛋白酶 K(96 ℃持续 5 min) 。用通

过以上方法处理的单个胚胎的基因组为模板进行

PCR扩增。PCR反应体系为 :含有单个胚胎 DNA

的超纯水 10μL ,10 ×Buffer 2. 5μL ,2. 5 mmol/ L

dN TP 2. 5μL , 10μmol/ L 上、下游引物各 2. 5μL ,

2 U/μL T aq聚合酶 1μL ,加超纯水至 25μL。反应

程序为 :94 ℃2 min ;94 ℃10 s ,65 ℃30 s ,68 ℃2

min ,10个循环 ;94 ℃10 s ,65 ℃30 s ,68 ℃2 min ,

25个循环 (每加 1个循环各步反应时间增加 20 s) ;

68 ℃6 min。同时设阳性和阴性对照 ,阳性对照以

纯化的人血清白蛋白基因为模板 ,阴性对照组仅加

基因稀释液。

1. 9　数据分析

胚胎发育率的比较采用χ2 检验。

2　结果与分析

2. 1　原代猪输卵管上皮细胞的生长特性

培养 24 h时 ,在猪输卵管上皮细胞团块周边 ,

可以明显地看到透明球状且有绒毛摆动的细胞 ,在

培养液中似纤毛虫样游动 ; 48 h 时 ,似纤毛虫样游

动细胞增多 ,而且在每一上皮细胞块的周围 ,已有贴

壁的上皮细胞漫延生长 ,形状为多边形 ,细胞界限明

显 ;72 h后 ,在原上皮块周围新生的上皮细胞贴壁 ,

形成多处生长点 ;弃去原代细胞块 ,继续培养 24 h

观察 ,多处生长点扩展相互连成一片 ,140 h 时 ,猪

输卵管上皮细胞长满培养瓶底。

2. 2　不同生殖期猪输卵管上皮细胞对小鼠胚胎发

育的影响

不同生殖时期猪输卵管上皮细胞对小鼠胚胎发

育的影响结果见表 1。由表 1 可知 ,在受孕初期原

代和传代猪输卵管上皮细胞上培养的小鼠胚胎的囊

胚率 ,显著高于发情间期的猪输卵管上皮细胞 ( P <

0 . 01) ;在相同生殖时期猪输卵管原代和传代上皮细

胞上 ,培养的小鼠 2 2细胞期胚胎的囊胚率差异不显
著 ( P > 0 . 05) 。

2. 3　不同发育阶段小鼠转基因胚胎中人血清白蛋

白基因的滞留情况

不同发育阶段小鼠转基因胚胎中人血清蛋白基

因的滞留检测结果见表 2。表 2 表明 ,随着转基因

小鼠胚胎的发育 ,在检测胚胎中 PCR鉴定为阳性胚

胎的比率逐渐下降。
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表 1　不同生殖期猪原代和传代输卵管上皮细胞对小鼠早期胚胎体外发育的影响

Table1　Effect s of pig oviduct epithelium primerary or subculture cells coming f rom different time of pig est rous cycle

on development of early embryos in vit ro.

猪输卵管上皮细胞
Pig oviduct epit helium cells

小鼠胚胎总数
Number of 12cell embryos

胚胎发育率/ %
Stage of development

2细胞期胚胎
22cell embryos

4细胞期胚胎
42cell embryos

囊胚
Blastocyst

间情期原代细胞
Diest rous primerary cells

86 93 % a 71 % b 46 % c

受孕初期原代细胞
Metest rous primerary cells

90 92 % a 88 % a 74 % a

间情期传代细胞
Diest rous subculture cells

72 89 % a 68 % b 42 % c

受孕初期传代细胞
Metest rous subculture cells

85 90 % a 86 % a 76 % a

　　注 :a ,b表示在 P < 0 . 05水平差异显著 ;a ,c表示在 P < 0 . 01水平差异显著 ;b ,c表示在 P < 0 . 05水平差异显著。

Note : The values wit h a , b differ significantly ( P < 0 . 05) ; t he values wit h a ,c differ very significantly ( P < 0 . 01) ; t he values wit h b ,c dif2

fer significantly ( P < 0 . 05)

表 2　不同发育时期体外培养的小鼠转基因胚胎中人血清白蛋白基因的滞留结果

Table 2　Retention of HSA gene in mouse embryos cultured in vit ro

胚胎发育阶段
Stage of development rates

检测胚胎数
Number of embryos detected

阳性胚胎数
Number of positive

阳性率 %
Embryos positive

22细胞 22cell 52 50 96

42细胞 42cell 60 38 63

82细胞 82cell 54 23 43

囊胚 Blastocyst 42 8 19

3　讨　论

发育阻断是哺乳动物早期胚胎体外培养中普遍

存在的现象 ,这种现象在显微注射转基因胚胎上表

现得更为严重。简单化学限定性培养液培养法 ,是

早期胚胎培养中应用较为广泛的一种培养方法 ,但

该培养方法的一个主要缺点是 ,发育到囊胚期的胚

胎质量不高。共培养技术可以改善胚胎体外培养的

条件、提高胚胎质量 ,故常用于显微注射转基因胚

胎、核移植重构胚的体外培养。输卵管是早期胚胎

发育的主要场所 ,其上皮细胞可以合成和分泌多种

物质 ,这些物质的合成具有一定的阶段性 ,并不同程

度地受体内多种激素的调控[ 4 ]。输卵管上皮细胞在

整个发情周期中都存在形态和生理活动的周期性变

化 ,其中在临近排卵时 ,上皮细胞增高、分泌活动达

到最高峰[5 ]。体内发育的早期胚胎以输卵管上皮细

胞分泌的物质为营养 ,获得了优于体外培养胚胎的

发育效果。有研究表明 ,输卵管上皮细胞共培养体

系是一种比较理想的共培养模式[627 ]。然而 ,不同生

殖期输卵管上皮对共培养胚胎体外发育的影响是否

有差异 ,目前还未见相关的报道。输卵管上皮细胞

对早期胚胎发育的作用没有种属专一性[8 ]。因此 ,

本试验用猪输卵管上皮细胞作为共培养体系的饲养

层细胞 ,研究了间情期和受孕初期猪输卵管上皮细

胞对小鼠早期胚胎体外发育的影响。结果表明 ,用

受孕初期猪输卵管上皮细胞 (无论是原代还是传代

细胞) ,培养的小鼠胚胎的囊胚率显著高于发情间期

的猪输卵管上皮细胞 ( P < 0 . 01) ;同一生殖时期猪

输卵管上皮原代与传代细胞 ,共培养的小鼠胚胎的

囊胚率差异不显著 ( P > 0 . 05) 。对以上结果可能的

解释为 ,无论是受孕初期还是间情期 ,体外培养的输

卵管上皮细胞均可分泌对早期胚胎发育有益的物

质 ,但体外培养的受孕初期 ,输卵管上皮细胞提供的

培养环境更接近于体内输卵管 ,因而能更好的支持

体外培养的早期胚胎的发育。共培养细胞为早期胚

胎发育提供的是一种动态的培养系统 ,不仅能根据

胚胎不同发育阶段的生长需要提供营养物质 ,亦能

通过自身营养代谢稳定培养液的理化性质 ,为胚胎

正常发育提供适宜的微环境。本试验中 ,用受孕初

期猪输卵管传代细胞作为饲养层 ,可使 76 %小鼠早

期胚胎发育到囊胚期 ,建立了适用于早期显微注射

转基因胚胎体外培养的共培养系统。

本试验对导入外源基因的胚胎进行体外培养 ,

并对不同发育阶段的胚胎进行 PCR检测 ,结果发现
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越到胚胎发育后期 ,表现为“阳性”的胚胎数量越少。

Page等[ 9 ]的研究结果显示 ,显微注射 22细胞期和 42
细胞期小鼠胚胎外源基因滞留率分别为 88 %和

44 % ,但他认为不严格控制实验条件 ,单纯 PCR检

测的结果并不可靠。由此可知 ,本试验 PCR结果并

不能完全排除假阳性胚胎 ,但从对大量胚胎检测结

果的统计分析发现 ,越到胚胎发育后期表现为“阳

性”的胚胎数量越少 ,这一结果与 L u等[10 ]的研究结

论相符。所以 ,对早期显微注射转基因胚胎进行移

植前 PCR筛选 ,就单个胚胎而言并不能完全确定其

是否为转基因阳性 ,但对数目庞大的显微注射胚胎

来讲 , PCR 确实可以筛除大量阴性胚胎 ,这对提高

转基因动物生产效率具有一定的作用。
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　　王敏康等[10 ]采用在 CCB操作液中加 30 g/ L 蔗

糖的方法进行小鼠卵母细胞去核操作 ,并将重构的

胚胎进行电融合、IV F和胚胎移植 ,结果得到了正常

的克隆小鼠 ,说明添加适宜质量浓度的蔗糖对重构

胚的后期发育是安全的。因此 ,采用盲吸法进行山

羊卵母细胞去核时 ,在选择合适 CCB 浓度的同时 ,

加入质量浓度 25 g/ L 的蔗糖 ,能够获得更好的去核

效果。
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