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哺乳动物胚胎分割发展现状及展望
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摘 气要

本文系统综述了国内外哺乳动物胚胎分割的当前水平和今后发展

的若干因素
、

分割胚的冷冻
、

人工嵌合体的制作
、

作了简要介绍
。

前水平和今后发展趋势

胚险性别鉴定孕卵核移

。

对影响分割胚存活率

植等方面的研究进展也
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胚胎分割 ; 哺乳动物多 同卵双生 ; 嵌合体 , 克隆胚 , 卵核移植 , 综述

胚胎分割是哺乳动物胚胎工程的重要组成部分
。

近年来
,

人灯已将这项新技术应用于家

畜繁殖领域内的研究
,

取得令人注目的成绩
,

展 现出令人鼓舞的发展前景
一

。
.

一 “

本世纪 30 年代
,

iP cn
u s
等首次证明 2 细胞兔胚的单个卵裂球在体内可发育为体积较刁哟

胚 泡
。

之后称
r k o w 场k i等人的实验胚胎学研究成果进二步证明了哺乳动物 2 细胞胚的每个卵

裂球都具有发育为芷常胎儿的
` “ 全能性

” 。
一 ` ’ `

70 年代以来
,

随着胚胎堵养及移植技术的发展和提高
,

哺乳动物胚胎分割取得突破性进

展
。

M u ll e n
等 ( 1 9 7 0 ) 通过二分 2 细胞胚卵裂球

、

体外培养及移植等程序
,

获得小鼠 同 卵

双生后代
。

w i ll
a d s e 。

l( 9 79 )
,

通过分离早期胚胎的亦裂球
,

成功地获得绵羊
`

同卵
二

双 生

后代
。

1 8 0年代以来胚胎分割研究进展
、

8 0年代以来
,

哺乳动物胚胎分割的进展主要表现在
:

分割方法的研究及分割水平
,

影响

矍戳默默
枷容

等三不施
。 一 `

_

一
·

一 了 犷
一 _

基础土
,

对胚胎分割方法进行了系统的研究
, `

创造战一套

独具特点的毛细管分离法
`

一

其主要步骤为
:

r

①将固定管吸住胚胎 ,
一

用玻璃针在透 明带士作一切口
,

用一移植管把细胞从透明带中移

出
。

②用一支直径只能勉强通过细胞团的分离管吸取细胞团
,

使细胞间的联系变松
,

然后用

一支只允许一个细胞通过的分离管将细胞分开
。

③将分离完毕的细胞装入原透明带和备用透明带中
。

④用双房琼月旨包埋后移入中间受体
·

-

⑤回收琼脂筒
,

去掉琼脂层
,

将细胞移入同期发情的受体 { `」
。

本 丈于 1 986年 6 月 15 日收到 舀
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W l ila ds
e n〔” 用该法对绵羊 2, 4 , 8 细胞期的 158 个二分胚的发育能力进行了研究

。

从

中间受体回收后
,

有兑%的半胚发育正常
。

将 30 个发育良好的半胚移植于受体后
,

有 24 个发

育成小羊羔
。

1 9 81 年
,

他进一步研究了绵羊 4 , 8 细胞胚四分还及 8 细胞胚八分胚的发育能力
,

成功

地获得同卵四 羔和同卵三羔
〔 z 」。

同年
,

W il la d s 。 n e t a l
.

〔 3」对 8 细胞牛胚四分胚的发育 能力

进行了研究
。

从中间受体回收后
, 9 1%以士的四分胚以正常速度发育

。

他们将 26 个发育 良好

的 四分胚移植于受体
,

50 天诊断
,

有 9 个受体妊娠
,

其中 6 头怀双犊
。

8 个胎儿发育到足月

出生
,

其中三个来源于同一胚胎
。

W ill ad
s e n 法具有较高的同卵多生的优点

,

但操作 程序复杂
,

又需琼脂包埋和中间受体

寄养
,

难 以和胚胎移植同时配合进行
。

0 2 11 〔 4 〕
对牛桑堪胚二分胚的发育能 力进行 了研究

。

在实验中
,

他把分割后 的 14 个 半胚

分别装入原透明带和备用透 明带后
,

立即将其移植 于 14 头受体母牛
。

结果有 9 头受体妊娠
,

其中 6 头怀双胎
。

0 2 11 分割法要求显微操作仪能同时控制 5支显微玻璃器件
,

这样 就 增 加

了分割胚胎时的操作难度
。

1 9 8 4一 1 9 8 7年胚胎分割部分研究结果

分 ; 阶 段
飞乙产盛玖赞)

受 (货
数 受胎数 (/ 率 ) 同卵双生

(只 ) / (形) (时 )
物奚动种

了 }9
1 0 ` ,

20 6

2 4

2 0 6

1 Z

2 3 1 )

1 9

了242

01)01)71)01)51)力82)邪1711119412
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早期 囊胚

晚期桑格胚
早期 囊胚

致密桑格 胚
至囊胚
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早期 囊胚

2 一 8 细 胞

孵化 囊胚

牛牛牛马
衅屏衅

山 羊 扩张孵化胚泡

6313q` ,̀朵格胚
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注
:

1 )受体枉振数 ; 2) 半胚发育为胎 儿数

G a it c a 。 。 a l
.

〔 5 ’进一步简化了分割方法
。

他先用固定管将胚胎固定好后
,

用玻璃针在

透明带上作一切口
,

然而用移植管将细胞团移 出
,

并 认即用一玻璃针将其一分为二
,

最后用

同一移植管将 两枚半胚装入原透 明带和备用透 明带
。

他用 该法分割似枚半胚移植于 17 只受体

绵羊后
,

有 9 只受体妊娠
,

其 中 7 只怀双胎
。

N a g : 、 S h i m 。 。 t 。 1
.

〔 “ ,
先用涟每蛋 自酶软化透叨带后 “ ,用玻璃针分割小鼠胚胎

,

也获 得

令人满意的结果
。
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W ill i a m s 〔 7 ’用显微手术刀对牛的晚桑桩胚和早期囊胚进行了分割
。

在实验中
,

他先用固

定管将胚胎固定
,

再用显微手术刀在透 明带上切一 切口
,

并同时将 卵细胞分成 两部分
。

然后

用移植管从袋状透明带中吸去一半细胞
,

将其置于空透 明带中
。

分割后
,

将质量良好的 28 枚

半胚移植于 14 头受体后
, 9 头受体妊娠

,

其中 6 头受体 怀双胎
。

1 9 8 3年
,

他用同样的方法分

割了 7 2枚桑梅胚 和早期囊胚
,

用非手术法将其移植于 144 头受体中
,

60 天后 险查
,

有 72 头 受

体妊娠
。

受体妊娠率为 5。%
,

但胚胎妊娠率达到 100 黔
“ ’ 。

W il il a m s
分割方法简便

,

用固 定管

吸住胚胎后即可直接分割
,

从而大大简化了分割过程
。

继W il l ia m s之后
,

许多学者用显微手术刀进行了分割胚胎的尝 试
。

所用刀具也因研充者

不 同而异
,

有用刮脸刀片或眼科手术刀片磨制而成的显微手术刀
,

也有用盖玻片磨制而成的

显微手术刀
。

实践证明
,

这些刀具都可用于分割哺乳动物胚胎
。

随着分割方法的完 善 和 简

化
,

近年来胚胎分割技术取得较决进展
,

成功的报道不断出现
。

这里仅就部分研究结果列表

如下
。

这些结果基本士反映 出胚胎分割的当前国际水平
〔 5 ’ 6 ’ 日 一 ` 6 ’

。

1
.

2 影响分割胚活力因素的研究

1
.

2
.

1 分 割时胚胎的发育阶段
:

W llI ia m s 仁` ” 将 5
.

5一 7
.

5天的牛胚分割后装入透明带
。

这些

胚胎包括早桑根胚
、

晚桑堪胚
、

早期囊胚和囊胚
。

其中的 3 30 枚半胚移植于同期发情多体后
,

6 0天检查
,

各阶段半胚的妊娠率分别为
:

早桑梅胚 16 %
,

晚桑桩桑招%
,

早期囊胚 6 。%
,

囊

胚 54 %
。

看来
,

早期囊胚对分割的耐多力较其它三个发育阶段的胚胎大
。

1
.

2
.

2 胚胎的质量
:

B r e m 〔 ` 。 〕在实验中将分割前的胚胎按质量分为优
、

良
、 一

劣三等
。

分割移

植后
,

每类半胚的受胎率分别为 5 2
,

4 %
,

28
,

8 %
, 5

.

6% 自 。 〕 。

1
.

2
,

3 透 明带
:

对于家畜
,

桑棋胚之前各阶段胚胎没有透 明带
,

则在体内不能发育或发育不

良
。

这一点 已确信无疑
。

但透明带对晚期桑格胚和囊胚阶段的分割胚在体内发育的影响
,

目

前尚有争议
。

过去不少研究结果表明
,

分割受精后 7 天的牛胚
,

装入透明带要比不装入透明

带的移植效果更好些
。

但 V oe l k e l[
` 7 ’ 、

W
a r if e ld 〔 ’ 么」

的研究结果表明
,

分割牛的晚 期 桑根

胚和囊胚
,

装与不 装透明带对其半胚的体内存活率并无明显影响
。

说明该时期牛胚二分胚在

受体子宫内发育
,

其透 明带并不是必不可少的
。

1
.

2
,

4 分割程度
:

W il al ds e n 〔 ’ 〕证明
,

绵羊和牛 4 , 8 细胞胚的四分胚具有发育为完整胎儿

的能力
。

8 细胞胚的八分胚在中间受体寄养中虽能形成囊状结构
,

但无明显的内细 胞 团 形

成
〔 ` , ” ’ 。

T S u n o d a 〔 ` “ ’
把已在中间受体内发育到桑堪胚和囊胚的 14枚山羊四分胚移植于受体

后
,

有卫 只母羊受胎
〔 ` 3 ’ 。

但四分胚的活力远比二分胚低
。

-

2
.

2
.

5 半胚的移植数
:

L a ln b e t h 〔 ` a ’
对移植半胚数和侈植后受体受胎率的关系作了研究

。

他

将一个半胚和两个半胚分别移植于同等条件的受体后
,

其妊娠率分别为 16 %和 3 2%
。

在相似

的实验中
, 。 2 11〔

` ’ 〕
将一个半胚和两个半胚分别移植于受体家畜后

,

其受胎率分 别 为 36 %和

傀%
。

上述结果表明
,

受体受胎率随半胚移植数 目的增加而增加
。

看来
,

半胚和子宫之间的

通讯联系受移植半胚数目的影响
,

只有一定数 目的半胚才能确保受体子宫能收到足以肩动妊

娠的讯号
,

否则受体的受胎率就会受到影响
。

一
` .

’

` ’

2
.

3 胚胎分割的延伸

胚胎分割和低温冷冻相结合是胚胎生物 〔程祈的发展趋势之一
。

近期
,

分划胚冷冻及冻
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胚分 割都 已取得成功
。

W川
a d s e n 〔 `〕

将分割后的 12 枚绵羊半胚低温保存 1 ~ 2 月后解 冻
,

选

择其中 9 枚半胚移植
,

结果获得 3 只羔羊
,

其 中 2 只有同卵双羔
。

L c } I n
一
J e

sn
o n 〔 ’ 。

婚 牛桑

根胚分割装带后
,

用琼脂包埋
,

经过中间受体寄养后
,

选择发育至致密桑桩胚后的半胚进行

低温冷冻
。

解冻移植后
,

有 0G %的半胚受胎
。

W il l ia m s 〔 8 〕将胚胎分割和半胚染色体组型分析结合使用
,

进行了胚胎性别鉴 定
。

其方

法是将分割后的一枚半胚培养
,

用另枚半胚作染色体组型分析
。

待半胚 性别确定 后
,

根据

其性别和生产需要决定是否移植
。

在这样的实验中
,

半胚的受胎率为 50 %
。

分割后
,

将不同

胚胎的若干半胚融合在一起
,

或将一个胚胎的若干细胞注入另一胚胎的囊腔
,

人工制造嵌合

体动物
,

近期已有不少成 功的事例
。

B r e m等
〔 “ , 〕
将两种不同品种的牛胚分割后

,

把不同胚胎

的半胚装入一个透明带内让其融合
。

通过这种方法 己成功地获得一头嵌合体 牛 犊
。

F e ill l l y

e t al
. 〔 z “ , 艺名 ’

用 相似的方 法得到 3 6只嵌合体绵羊和一只绵
一

山羊嵌合体羔
。

S o m o e r s 〔 2 今’ 采用

囊胚注入技术
,

成功地制造出一头黄
一

瘤牛嵌合体犊
。

3 远景展望

「J前
,

胚胎分割虽属实脸阶段
,

但成劝的扎道不断增多
。

今后的间题是通过完善操作程

序
、

提高显微工具的分割能力
,

不断扩大硕果
,

力求有 更多 的同卵四生 出现
。

分割 冻胚和冻

胚分割 己获成功
,

但需深入研究
,

进一步提高冷冻半胚的受胎率
。

采用半胚染色体组型分析

鉴定胚胎性别有较高的准确率
,

但 目前还有许多 问题有待解决
。

用 H y抗体鉴定胚胎性别
,

然

后将雌性胚胎进行分割
,

这是 目前值衣i 认典研究的课题
。

如能有所突破
,

那么确定性别后的

两个中意的半胚就可以弥补由于淘汰不中意性别的胚胎所造成的胚胎数目减少
。

半胚冷冻和胚胎性别鉴定技术稳定后
,

将可以建立已知性别的半胚冷冻库
, 那时饲养者

可按照 自已的意愿去冷冻库中选种
,

带回自已所需的那个性别的两枚良种半胚去移植
。

、

近几年
,

通过分豁一融合的方式 已获得不少嵌合体动物
。

今后这力面的研究将主要集中

在创造更多具有高度 杂种优势的新种家畜
,

特别是创造某些种间不育的嵌合体动物上
,

以获

得大量能为人类提供更多更好畜产品的家畜和稀奇的观赏动物
。

采用这种技术有望把 肉牛肉

质鲜嫩和奶牛产奶量多的生产性能同时集中于嵌合体犊牛上
;
把奶山羊产奶多和绵羊毛质好

的特点集中于绵
一

山羊成合体上
。

到 目前为止
,

某些发达国家的部分实验室 已获得二 代小鼠克隆胚
。

但现在存在的问题是

胚胎每被分割一次
,

胚细胞的胞质就显刊异常不足
。

据报道
,

现在使克隆胚基本细胞成份均

一性的实验正在取得进展
。

如能有所突破
,

人们就可在分割
-

一培养— 再分割的不断循环

中
,

由一个胚胎获得大量克隆胚
。

将胚胎分割和卵核移植结合使用是生产克隆胚的又一种方法
。

它可 以完全解决由于多次

分割所造成的克隆胚胞质不足的问题
。

这种方法是先将桑堪胚细胞 团分成单细胞
,

取出细胞

核
,

然后将这些具有优良性状的细胞核注入一般家畜的 去核受精卵 中
。

在该核的支配下
,

产

生具有优 良性状的胎儿
。

采用这种方法有望 由一个良种桑桩胚产生多达几十个克隆胚或克隆

仔畜
。

本 文承蒙钱菊汾教授审校
,

谨致谢意
.
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