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鸡胚原壳体外培养研究
Ξ

郝志明, 马文芝, 祁茂铜, 闵亨辉
(天津农学院 动物科学系, 天津 300384)

　　[摘　要 ]　以种蛋原壳为鸡胚体外培养的孵化蛋壳, 就开孔位置、开孔大小以及鸡胚胚龄对鸡胚体外培养效

果的影响进行了研究。结果表明: (1)小头侧面开孔明显优于小头顶端开孔 (P < 0. 01) , 小头侧面开孔的已孵化 3 d

鸡胚的孵化率为 80. 0 % , 而小头顶端开孔的则只有 60. 0 % ; (2)随着开孔直径的增加, 鸡胚孵化率呈下降趋势, 开

孔直径为 0. 5, 1. 0 和 1. 5 cm 时的孵化率分别为 80. 0 % , 30. 0 % 和 16. 7 % ; (3) 在小头侧面开孔且孔直径为 0. 5

cm 时, X 期鸡胚和已孵化 3 d 鸡胚的体外培养孵化率差异达极显著水平 (P < 0. 01) , 已孵化 3 d 鸡胚的体外培养孵

化率为 80. 0 % , X 期鸡胚的孵化率则为 0。
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　　早在 1896 年, A ssheton 等就曾试图将鸡胚放

在玻璃器皿中培养。然而, 直到 20 世纪 80 年代, 鸡

胚体外培养技术才逐步得以建立。1984 年,O no [1 ]将

孵化 2. 5 d 的鹌鹑胚胎转移到鸡蛋壳内培养, 有

3 % 的鹌鹑孵出。1988 年, 英国人 Perry [2 ]在综合前

人研究的基础上, 从鸡输卵管膨大部后段获得单细

胞受精卵, 将胚胎发育的子宫期及 1～ 3 d 和 3～ 22

d 的体外期, 分别在 3 个不同的培养系统中连续培

养, 成功地孵化出雏鸡, 孵化率为 7 % , 从而建立了

三期培养体系。近些年随着转基因技术的发展, 以禽

类输卵管为生物反应器生产活性蛋白技术蕴藏巨大

商业价值, 转基因鸡体外培养技术也得到充分重视,

这方面研究报道明显增多。Row let t 等[3 ]、李赞东

等[4 ]、张文昌[5 ]、李善刚等[6 ]、李海昌[7 ]、李碧春等[8 ]、

郝志明等[9 ]、O no 等[10 ]、N aito 等[11 ]分别对 3 日龄胚

胎、X 期胚胎和受精卵的体外培养进行了研究, 都取

得了不同程度的进展。

然而在上述研究中, 大多数都采取了转壳进行

体外培养的方式。转壳的方式一方面要找双黄蛋或

其他形式的大蛋壳, 另一方面转蛋过程会对禽卵结

构产生一定程度的破坏, 从而对禽卵体外培养产生

影响。本研究则采取不转壳进行体外培养的方式, 就

开口的位置、大小以及胚龄对鸡胚原壳体外培养效

果的影响进行了研究, 旨在为禽类胚胎生物工程技

术的发展提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　种　蛋

　　由天津市西青区大梁庄兴华养鸡场提供。

1. 2　试验设备

超净工作台 (A IR T ECH ) , 由苏宁集团安泰公

司制造; 恒温恒湿培养箱 (L RH 21502SH ) , 由广东医

疗器械厂制造。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　超净工作台消毒　操作全过程在超净工作

台上进行。试验前, 将所用种蛋、器械和试剂等置于

超净工作台上, 紫外线照射 30～ 60 m in 消毒。

1. 3. 2　蛋壳表面消毒　取出已孵化 3 日龄种蛋和

未孵化 (X 期胚胎)种蛋, 用棉签蘸取医用酒精, 由上

向下擦拭消毒, 确保整个蛋壳表面均被擦拭并晾干。

1. 3. 3　开　口　在孵化 3 日龄的种蛋和未孵化种

蛋的小头顶端或侧面用消毒后的手术刀片打孔, 孔

径分别为 0. 5, 1. 0 和 1. 5 cm。

1. 3. 4　封　口　预先用新鲜商品蛋剥好直径稍大

的蛋壳皿, 并浸泡于加有青霉素和庆大霉素的生理

盐水中, 封口时, 用滤纸吸干蛋壳皿表面的液体, 然

后盖在种蛋的开口处, 用自配封口胶进行封口。确保

封闭严实, 不外漏。

1. 3. 5　孵　化　将种蛋钝端朝上放入恒温恒湿培

养箱内进行孵化。孵化温度 37. 8 ℃, 相对湿度
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70 % , 转蛋角±45°, 人工翻蛋, 5～ 6 次öd。

1. 3. 6　观　察　分别在孵化的第 3, 7, 10, 12, 15 和

18 d, 通过照蛋器观察胚胎的胎膜、血管、胚体等, 以

此来判断鸡胚的存活以及胚胎的发育情况。

1. 4　数据处理

试验数据用百分数表示, 并用 t 检验进行组间

差异的显著性检验。

2　结果与分析

2. 1　开口部位对 3 日龄鸡胚体外培养的影响

　　试验以 3 日龄鸡胚为研究对象, 分别在已孵化

3 日的种蛋小头顶端和侧面打开直径为 0. 5 cm 的

小孔进行体外培养, 结果见表 1。

表 1　开口部位对 3 日龄鸡胚体外培养的影响

T able 1　Effect of drilling po in t on eggshell on in v itro cu ltu re of 3d ch icken em bryo s in p rim ary eggshells %

开口部位
D rilling po in t

试验蛋数
Eggs

存活率V iab le rates

3 d 7 d 10 d 12 d 15 d 18 d

孵化率
H atch ing

rate

小头顶端
A t the top of acu te end 30 100

(30ö30)
96. 7

(29ö30)
90. 0

(27ö30)
90. 0

(27ö30)
90. 0

(27ö30)
86. 7

(26ö30)
60. 0

(18ö30)

小头侧面
A t the side of acu te end 25 100. 0

(25ö25)
100. 0

(25ö25)
96. 0

(24ö25)
96. 0

(24ö25)
96. 0

(24ö25)
92. 0

(23ö25)
80. 0

(20ö25)

　　由表 1 可以看出, 小头顶端开口和小头侧面开

口的孵化率有极显著差异 (P < 0. 01) , 小头侧面开

口的孵化率高达 80. 0 % , 而小头顶端开孔的孵化率

仅有 60. 0 %。但对 18 日龄前的存活率, 2 种开孔部

位并没有明显差异 (P > 0. 05)。

2. 2　开孔大小对 3 日龄鸡胚体外培养的影响

在上述试验结果的基础上, 对 3 日龄种蛋小头

的侧面分别开直径为 0. 5, 1. 0 和 1. 5 cm 的孔, 研究

开孔大小对鸡胚体外培养的影响, 结果如表 2 所示。

由表 2 可以看出, 随着开孔直径的增大, 鸡胚体外培

养的孵化率呈现明显下降的趋势。开孔直径 0. 5,

1. 0和 1. 5 cm 时的孵化率分别为 80. 0 % , 30. 0 %

和 16. 7 % , 开孔直径 0. 5 cm 组极显著优于 1. 0 cm

组和 1. 5 cm 组 (P < 0. 01) , 1. 0 cm 组显著优于 1. 5

cm 组 (P < 0. 01)。从死亡情况来看, 1. 0 cm 组和

1. 5 cm 组有共同之处, 2 组死亡高峰主要发生在开

口后4 d内和 18 日龄以后的出雏过程中, 开口后4 d

内的存活率均下降了 30 % , 最后 3 d 存活率分别下

降了 23. 3 % 和 40. 0 % ; 而 7 日龄到 18 日龄的 11 d

内存活率则分别下降了16. 7 % 和 13. 3 %。
表 2　开孔大小对 3 日龄鸡胚体外培养的影响

T able 2　Effect of diam eter of the ho le on eggshells on in v itro cu ltu re of 3d ch icken em bryo s in p rim ary eggshells %

开口直径öcm
D iam eter of the ho le

试验蛋数
Eggs

存活率V iab le rates

3 d 7 d 10 d 12 d 15 d 18 d

孵化率
H atch ing

rate

0. 5 25 100. 0
(25ö25)

100. 0
(25ö25)

96. 0
(24ö25)

96. 0
(24ö25)

96. 0
(24ö25)

92. 0
(23ö25)

80. 0
(20ö25)

1. 0 30 100. 0
(30ö30)

70. 0
(21ö30)

66. 7
(20ö30)

60. 0
(18ö30)

56. 7
(17ö30)

53. 3
(16ö30)

30. 0
(9ö30)

1. 5 30 100. 0
(30ö30)

70. 0
(21ö30)

66. 7
(20ö30)

60. 0
(18ö30)

56. 7
(17ö30)

56. 7
(17ö30)

16. 7
(5ö30)

2. 3　胚龄对鸡胚体外培养的影响

在种蛋小头侧面开孔且其直径为 0. 5 cm 时, 对

未孵化 (X 期鸡胚) 和已孵化 3 d 的种蛋进行体外培

养试验结果 (表 3) 表明, X 期鸡胚极不宜进行体外

培养, 在同等条件下, 3 日龄鸡胚的体外培养孵化率

高达 80. 0 % , 而 0 日龄鸡胚的孵化率为 0, 两者差

异显著 (P < 0. 01)。从死亡动态来看, 0 日龄鸡胚的

死亡主要集中于胚胎发育的前半期, 在 12 日龄之

前, 鸡胚的存活率下降达 87. 1 %。

表 3　胚龄对鸡胚体外培养的影响

T able 3　Effect of em bryo age on in v itro cu ltu re of ch icken em bryo s in p rim ary eggshells %

胚龄öd
Em bryo age

试验蛋数
Eggs

存活率V iab le rates

3 d 7 d 12 d 15 d 18 d

孵化率
H atch ing

rate

0 31 67. 7
(21ö31)

51. 6
(16ö31)

12. 9
(4ö31)

6. 5
(2ö31)

3. 2
(1ö31)

0. 0
(0ö31)

3 25 100. 0
(25ö25)

100. 0
(25ö25)

96. 0
(24ö25)

96. 0
(24ö25)

92. 0
(23ö25)

80. 0
(20ö25)
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3　讨　论

3. 1　开口位置对 3 日龄鸡胚体外培养的影响

鸡胚体外培养时需要将种蛋蛋壳打开, 而打开

后的蛋壳切口部位在翻蛋过程中极易与发育中的胎

膜粘连, 造成胎膜破裂, 胚胎死亡。李赞东等[4 ]、李碧

春等[8 ]在分析鸡胚体外培养的影响因素时都认为,

胎膜与蛋壳切口的粘连是鸡胚体外培养的主要影响

因素之一。本试验在设计时已考虑到此原因, 鸡胚在

原壳体外培养孵化时, 种蛋的大头要朝上, 若开孔于

种蛋的大头, 孵化期间翻蛋时不可避免地会出现胎

膜与蛋壳切口的粘连, 再加上翻蛋时大头的摆动幅

度大, 因此很容易将幼嫩的胎膜拉破; 而开口于小

头, 虽然胎膜也会与蛋壳切口粘连, 但在翻蛋过程中

小头的摆动幅度小, 而且当胎膜发育到小头时胎膜

与蛋壳的接触面积已很大, 接触也较为牢固, 可能在

翻蛋过程中小头的胎膜并未受到牵拉, 因此对鸡胚

体外培养的影响较小。从本试验结果来看, 即使在人

工翻蛋情况下, 这种方法也有非常好的孵化效果, 小

头侧面开孔的孵化率高达 80. 0 % , 几乎与完整种蛋

的孵化率接近。本试验所采用的方法与其他研究者

采用的方法有很大的不同, 截止目前, 还未见到相同

方法的报道。为了防止胎膜与蛋壳切口的粘连以及

翻蛋时的牵拉, 其他研究工作者只是将原蛋壳换成

大蛋壳, 使胚胎与蛋壳切口有一定的距离, 并且翻蛋

时还要控制翻蛋的角度, 绝对避免胎膜与蛋壳切口

的粘连, 这种方法虽被大多数人所认可, 但由于转蛋

过程中使卵受到了损伤, 且孵化期间翻蛋角度受到

了限制, 因此孵化效果并不理想, 从 Row let t 和

Sim k iss[3 ] , 李赞东等[4 ]及张文昌[5 ]的研究来看, 其孵

化率在 20. 0 %～ 52. 0 %。因此, 可以说鸡胚原壳培

养不仅能够成功, 而且具有良好的孵化效果。

从 18 日龄鸡胚的存活率来看, 小头顶端开孔和

小头侧面开孔并没有明显的差异, 但在孵化的最后

3 d, 小头顶端开孔组死亡率明显高于小头侧面开孔

组, 从而使 2 组间的孵化率出现差异。18 日龄后鸡

胚处于出雏期, 因此可以说, 小头顶端开口不利于鸡

胚的出壳, 这可能是由于小头顶端开口影响了胎膜

在小头顶端的合拢, 以及最后卵黄的吸收而使雏鸡

较弱不能破壳所致。

3. 2　开孔大小对 3 日龄鸡胚体外培养的影响

由于以前研究[3～ 5 ]多采用转壳的办法进行鸡胚

体外培养, 这种方法蛋壳的切口直径一般在 2 cm 左

右, 以使蛋黄能够顺利转出和转入。本研究由于不转

壳, 因此开孔可以小一些以减少开孔的影响。本试验

设计了 0. 5, 1. 0 和 1. 5 cm 3 种开孔直径, 从试验结

果看, 开孔直径以 0. 5 cm 最好, 随开孔直径增大, 鸡

胚的孵化率呈现极显著下降趋势。分析开孔直径

1. 0 cm 组和 1. 5 cm 组的死亡时间后发现, 这 2 组鸡

胚的死亡主要集中于开口后和出壳前不久, 开口后

不久死亡高的原因可能是由于蛋壳开口大, 封口胶

不够理想, 致使封口过程中反复颠倒试验蛋, 从而造

成胎膜与切口的粘连牵拉所致, 对此可通过改善封

口胶质量、提高封口技术加以解决; 而对出壳前不久

的死亡, 则可能是由于开口太大, 严重影响了营养

(包括钙)的吸收, 阻碍了鸡胚的发育成熟。经对未出

壳死胚的解剖观察, 发现蛋壳开孔处有完整的胎膜

覆盖, 但该处胎膜上血管稀少, 有些卵黄吸收不完

全。

3. 3　胚龄对鸡胚体外培养的影响

本试验结果表明, 胚龄对鸡胚体外培养有极其

显著的影响。3 日龄鸡胚非常适合体外培养, 而 0 日

龄鸡胚则不可用于体外培养。这一结果与D unn 和

Boone [12 ]的研究结果极为相似。在孵化期间, 0 日龄

鸡胚绝大部分在孵化的前半期死亡, 死亡的主要原

因不可能是卵结构的破坏和微生物的污染, 也不可

能是胎膜与蛋壳切口的粘连, 因为鸡胚未进行转蛋,

也未发现死亡鸡胚中有微生物存在的迹象, 由于开

孔在小头侧面, 且开孔直径只有 0. 5 cm , 因此胎膜

与切口的粘连造成胎膜破裂的可能性也不大。对真

正影响 0 日龄鸡胚体外培养的因素, 尚有待于进一

步研究。
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Study on in v itro cu ltu re of ch icken em b ryo in p rim ary eggshell

HAO Zh i-m ing,M A W en -zh i, QIM ao- tong,M IN Heng-hui
(D ep artm en t of A n im al S cience, T ianj in A g ricu ltu ra l Colleg e, T ianj in 300384, Ch ina)

Abstract: T he effects of em b ryo age, drilling po in t and the size of the ho le on eggshells on in v itro cu l2
tu re of ch icken em b ryo s in p rim ary eggshells w ere studied. T he resu lts show that hatch ing ra te of the egg

w ith the ho le a t the side of acu te end (80. 0 % ) is bet ter (P < 0. 01) than that a t the top of acu te end

(60. 0 % ) ; that hatch ing ra tes of eggs w ith the drilling ho les in diam eters of 0. 5, 1. 0 and 1. 5 cm w ere

80. 0 % , 30. 0 % and 16. 7 % respect ively; and that hatch ing ra tes of ch icken em b ryo s of 3 days (80. 0 % )

is bet ter (P < 0. 01) than that of ch icken em b ryo s of 0 day.

Key words: ch icken em b ryo; in v itro cu ltu re; em b ryo age; viab le ra te; hatch ing ra te
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