
!" 卷 # 期

$%%& 年 ’ 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
()*+!" ,)+#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
-.*/ $%%&

收稿日期：$%%&0%!0!1，修回日期：$%%&0%#0$#。

基金项目：国家重点基础研究发展规划（"’&）项目资助（,)+ 2$%%%!1!%’）。

" 通讯作者。 34*：5106&505$#"1!1；789：5106&505$#"1!1；:0;8<*：=8>?@A BC8.+ 4C.+ D>

胚胎体外共培养：影响因素及作用机理

谭秀文 谭景和"

（山东农业大学动物科学技术学院，泰安 $’!%!5）

摘 要 综述了近年来关于哺乳动物早期胚胎与体细胞共培养的研究进展。重点讨论了早期胚胎与不同类型体

细胞共培养，血清、发情周期和体细胞传代次数对胚胎共培养效果的影响，以及胚胎体外共培养的作用机理。体细

胞共培养体系可以改善早期胚胎体外培养的条件，促进胚胎发育，提高着床率和妊娠率，在发育生殖研究领域有着

广泛的应用前景。然而，对其影响因素和作用机理尚欠系统深入研究，许多问题还亟待解决。

关键词 胚胎，体细胞，共培养

中图分类号 E5!&F’ 文献标识码 G 文章编号 !%%%0&%1!（$%%&）%#0%6%$0%#

在离体培养哺乳类（包括人）受精卵时人们发现，在一些

化学成分确定的培养基中，受精卵往往不能发育到囊胚，而

是停顿在某个特定的发育时期。这种现象被称作“发育阻

断”。发育阻滞的时期随物种不同而异，例如，大鼠和小鼠的

发育阻滞发生在 $0细胞期，人发生在 #05 细胞期，牛、羊等发

生在 50!1 细胞期，兔发生在桑葚胚期［!］。这种发育阻滞的

时间与胚胎发育中基因表达由母型向合子型过渡的时间基

本吻合［$］。为了克服胚胎体外发育阻断，人们采用胚胎与体

细胞共同培养（G)0D.*=.H4）的方法来促进胚胎体外的早期发

育。共培养体系是指把胚胎放在输卵管上皮细胞或其他类

型的辅助细胞上培养。实践证明，共培养技术可以改善胚胎

的体外培养效果，克服体外发育阻断，增加发育到囊胚期的

胚胎数和囊胚的细胞数［&］。尽管近年来用成份明确的培养

基已经能够使几种动物（如小鼠和牛）胚胎克服体外阻断而

发育到囊胚，但许多动物的胚胎在体外还必须依靠共培养才

能发育到囊胚期。另外，探讨共培养系统的作用机制对于了

解生殖道对胚胎发育的作用，也十分重要。

! 同种体细胞共培养

:/4B=)>4 等（!"5"）将 牛 卵 母 细 胞 体 外 成 熟 体 外 受 精

（I(J0I(7）胚胎与输卵管细胞在 J!"" 液中共培养，共培养与

对照组的 $0细胞胚胎数没有差别，但培养 6C 后，共培养组中

大于 !1 细胞的胚胎数（&6K对 ’K）和发育到桑葚胚和囊胚

的胚胎数（$$K对 &K）都明显高于对照组。共培养胚胎移植

后，66K的受体牛怀孕并产下牛犊［&］。关于体细胞类型对胚

胎发育的影响也有研究。2)=) 等（!""$）将牛 I(J0I(7 胚胎

分别与颗粒细胞、输卵管细胞和子宫细胞在 J!"" 液中共培

养，囊胚率分别为 $1F"、&’F6 和 &"F$，差异不显著［#］。说明体

细胞 的 类 型 对 牛 早 期 胚 胎 发 育 影 响 不 大。但 LH<D@8HC 等

（!""$）将山羊自然交配后 $0# 细胞胚胎分别与输卵管上皮细

胞和子宫上皮细胞在 J!"" 液中共培养，发现与输卵管上皮

细胞共培养比与子宫上皮细胞共培养囊胚率和孵出囊胚率

明显提高［6］。因此，不同动物的早期胚胎对共培养细胞的要

求可能是不一样的。

:**<>M=)> 等（!""%）发现，牛 I(7 胚胎与新鲜的输卵管上

皮细胞共培养比与冻融的输卵管上皮细胞共培养的囊胚细

胞数明显增加［1］。可能由于新鲜的输卵管上皮细胞代谢活

性强，分泌的生长因子和其他活性物质较多的缘故。因此，

共培养细胞最好选用新鲜的细胞单层。共培养所用的培养

液对胚胎发育也有影响。G8H>4/ 等（!""%）将兔的体内 !0细
胞胚胎分别用 N8;’B 7!%、J!"" 和 GOP 培养液与输卵管上皮

细胞共培养发现，在 J!"" 培养液中培养的囊胚率和细胞数

比在其他培养液中更高［’］。

但也 有 关 于 共 培 养 效 果 不 明 显 的 报 道。Q4=R4*B 等

（!""5）将人 I(7 胚胎与成纤维细胞共培养 $C，第 & 天进行胚

胎移植。发现共培养与对照组相比，妊娠率、细胞数目和胚

胎质量上没有差别［5］。G8H>4/ 等（!""%）将兔体内 $0细胞胚

胎分别与兔输卵管上皮细胞、肾上皮样细胞系（ST!&）、表皮

上皮样细胞系（U7!）和皮肤成纤维样细胞系（SVP"）在合成

培养液!中共培养。结果与体细胞共培养，’’K W "&K的胚

胎发育到囊胚，1%K W ’1K的胚胎从透明带中孵出；但对照

组中也有 "%K的胚胎发育到囊胚，5&K的胚胎孵出。统计表

明两组差异不明显［"］。

" 异种体细胞共培养

鉴于发育阻滞在哺乳类中属普遍现象，各种动物的体细



胞可能都有克服发育阻滞的作用。若能用异种体细胞进行

胚胎共培养，无疑会大大方便胚胎培养工作。为此，人们探

讨了异种体细胞共培养的问题。!"#$ 等（%&&’）利用人输卵

管上皮细胞与小鼠的体内 ()细胞胚胎在无血清的 *+,+-.%(
液中共培养，结果 ’(/的胚胎发育到桑葚胚，00/的发育到

囊胚，12/的囊胚孵出；而对照组中，34/的胚胎发育到桑葚

胚，%2/的胚胎发育到囊胚，无囊胚孵出；共培养胚胎卵裂速

度明显高于对照组，细胞碎裂也少［%5］。表明人输卵管上皮

细胞能支持小鼠的早期胚胎发育。我们将小鼠的体内 %)细
胞胚胎与山羊的输卵管上皮细胞在 +%1 液中共培养，发育

到囊胚的比率为 05/；而单纯用 +%1 培养的对照组中，无一

例胚胎发育到桑葚胚。说明山羊的输卵管上皮细胞能支持

小鼠早期胚胎的体外发育（谭秀文等，待发表）。6"$78987 等

（%&&’）将牛 :;+):;. 胚胎分别与牛输卵管上皮细胞和绿猴

肾细胞（;"87）在 <( 液中共培养 0 = ’> 发现，与 ;"87 细胞共

培养的胚胎比输卵管上皮细胞共培养的胚胎细胞数目明显

增多［%%］。说明牛早期胚胎与 ;"87 细胞共培养效果更好。

?7@7 等（%&&(）将牛 :;. 胚胎分别与牛颗粒细胞、%5 日龄鸡胚

皮肤细胞、%5 日龄小鼠胚胎的睾丸细胞和 %5 日龄鸡胚胎的

肝细胞在 +%&& 液中共培养，发育到囊胚的比率分别为 42A2、

3(A&、3&A2 和 33A2，差异不显著［3］。因此，同种体细胞或异种

体细胞对牛胚胎发育的影响差别不大。BCDEFE 等（%&&5）将小

鼠的体内 %)细胞胚胎分别与牛肾细胞（+*<G）和 ;"87 细胞

共培养 发 现，胚 胎 与 +*<G 细 胞 共 培 养 获 得 的 囊 胚 率 高

（10/），而与 ;"87 细胞共培养的胚胎，不能通过 ()细胞发育

阻断［%(］。表明 ;"87 细胞不能支持小鼠早期胚胎发育。

上述结果说明：（%）同一种细胞系对不同动物的胚胎发

育影响可能不同。（(）不同动物的早期胚胎对共培养体细胞

的种类和种属特异性要求可能不同；牛胚胎与同种和异种动

物不同类型体细胞共培养效果都很好，而兔早期胚胎与多种

体细胞共培养发育效果都不明显。

! 血清与共培养效果

目前研究的共培养体系大都含有血清。市面上比较常

见的 有 胎 牛 血 清（.HI）、犊 牛 血 清（<HI）和 发 情 牛 血 清

（BHI）。血清一方面维持共培养细胞的生长代谢，另一方面

也维持胚胎的营养需要。培养液中血清浓度低会使生长因

子含量降低，影响共培养细胞和胚胎的发育。

关于血清对共培养体系影响的研究，JE"K 等（(55(）利用

在输卵管合成液（IB.）中添加不同类型和浓度的血清（BHI、

.HI 和 *HH).HI）进行牛输卵管上皮细胞与牛 :;. 胚胎的共

培养。*HH).HI 为右旋糖苷包被木炭处理去除雌二醇、内源

性类维生素 L 和生长因子的 .HI。在含 BHI 的 IB. 液中培

养的牛输卵管上皮细胞具有体内细胞典型的大高尔基器和

大量的微绒毛，标志着细胞的代谢活性高。(/和 4/的 BHI
对储存在膨胀粗面内质网中蛋白质的合成作用没有明显差

别。在调节胚胎营养方面，4/的 BHI 比 %5/的 BHI 更能促

进胚胎葡萄糖转运蛋白)%（?MC@)%）的表达。牛输卵管上皮细

胞特异性糖蛋白（?6 ’4)&0）是牛输卵管上皮细胞功能的标

志。(/或 4/的 .HI 比 %5/的 .HI 明显提高 ?6 ’4)&0 基因

表达。这可能由于细胞有丝分裂活动降低，利于分化生长的

结果。但 BHI 浓度对 ?6 ’4)&0 NJOL 的量影响不大。BHI
代替 .HI 时，基因表达升高，可能由于 BHI 中雌二醇的含量

较高的缘故。因此，共培养系统中，适当浓度的 BHI 或 .HI
可通过促进细胞分泌胚胎营养因子而支持细胞生长和胚胎

发育。*HH).HI 中的促有丝分裂物质含量降低，能有效地支

持牛输卵管上皮细胞的分化生长，保持高比例的有纤毛细

胞。不加血清共培养囊胚的 ?MC@)% 的 NJOL 转录较高，但囊

胚发育比例较低，特别是孵出能力降低。这可能由于缺乏特

异的血清因子（它们通常阻止所谓的“透明带硬化”）及生长

因子（如 ,?.）含量降低所致［%2］。

然而，血清成分的不确定性和可变性使实验向着血清减

少或完全无血清的明确培养基发展。另外，血清可能含有病

原体或其他污染物，对共培养体系产生毒害作用。

" 输卵管上皮细胞的发情周期与共培养效果

;"8D9$" 等（%&&0）报道，在卵泡期雌二醇水平升高，狒狒

输卵管上皮细胞分化成高柱状上皮，分泌细胞的顶端充满膜

结合分泌颗粒。黄体期时，孕酮水平升高，上皮退化，去纤

毛［%3］。说明处于不同发情周期的输卵管上皮细胞的形态发

生变化；那么，分泌物可能也有变化，对共培养胚胎发育的影

响可能也不一样。但目前的研究结果表明，输卵管上皮细胞

的发情周期与共培养效果并无联系。J"P879> 等（%&’’）将绵

羊的体内 %)细胞胚胎分别与发情后 (> 的输卵管上皮细胞和

黄体期的输卵管上皮细胞在 +%&& 液中共培养，发现这两种

类型的细胞都支持胚胎发育，发育到大于 %1)细胞的胚胎数

为 20/ = 3(/。这可能由于培养液中添加 .HI 使两种类型

的细胞具有相同的类固醇环境，细胞在共培养中产生的分泌

物相差不大［%4］。因此，体外培养的输卵管上皮细胞可能掩

盖发情周期对共培养胚胎的影响。

# 细胞传代次数与共培养效果

制备共培养细胞的传代次数很重要，传代次数过多可使

细胞的某些生物学特征丢失，细胞原有的功能降低，影响共

培养胚胎的发育。细胞免疫化学检测显示，原代培养的输卵

管上皮细胞绝大多数呈角蛋白染色阳性，波形蛋白阳性细胞

不足 (/。传至 3 代以内，角蛋白染色阳性仍占 &5/以上，

但传至第 4 = 1 代时，细胞形态变为长梭形，波形蛋白阳性细

胞明显增加［%1］。说明随着传代次数的增多，培养细胞的形

态和功能发生改变。我们将小鼠的体内 %)细胞胚胎分别与

原代、第 2 代和第 4 代山羊输卵管上皮细胞共培养，发育到

囊胚的比率分别为 0%/、1&/和 32/，与第 4 代山羊输卵管

上皮细胞共培养，囊胚的发育率显著（! Q 5A54）降低。说明

随着体细胞传代次数的增多，支持胚胎发育的能力逐渐减弱

（谭秀文等，待发表）。因此，在进行共培养研究时，应严格控

制细胞的传代次数。

$ 共培养的作用机理

目前，关于共培养支持胚胎体外发育，克服发育阻断的
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原理并不清楚。可能的作用机制有如下 ! 种：第一，共培养

细胞可分泌一些对早期胚胎有利的物质，目前研究最多的是

生长因子和糖蛋白。生长因子对胚胎发育的促进作用已有

报道。转 化 生 长 因 子（"#$%!和 "#$%"）和 表 皮 生 长 因 子

（&#$）能显著提高牛早期胚胎发育到囊胚的比率［’(］，&#$
还能促进小鼠囊胚滋养层的蛋白合成［’)］。胰岛素和类胰岛

素生长因子（*#$%#）能提高胚胎致密化和囊胚形成比例，促

进蛋 白 质 合 成［’+］。 *#$%$是 小 鼠 胚 胎 正 常 发 育 所 必 需

的［,-］。./0123 等（’++-）在简单培养基中添加 "#$%"和牛成纤

维细胞生长因子（4$#$），能使 !+5的牛早期胚胎通过 )%细
胞阻断，而对照组胚胎无一例通过阻断［,’］。

671/8 等（’++)）检测了人 *9$ 胚胎与 9702 细胞共培养时

9702 细胞释放的生长因子:细胞因子，包括血小板生长因子

（;6#$）、转化生长因子%"（"#$%"）、白细胞介素%<（*.%<）、白血

病抑制因子（.*$）和表皮生长因子（&#$）。于 9702 细胞接种

后的第 ,、!、=、> 和 < 天，分别收集培养瓶中的上清液，用抗

生长因子:细胞因子的酶联免疫反应进行检测。所有样品的

条件培养基都含有 *.%<、;6#$ 和 .*$。*.%< 的浓度从接种后

第 , 天的 ,+=?@:孔上升到接种后第 < 天的 ’<--?@:孔。共培

养孔中的 ;6#$ 也快速增多，从培养早期的 ’+ A =-?@:孔升高

到接种后第 < 天的 >--?@:孔。这些结果表明在共培养中，胚

胎处于生长因子和细胞因子浓度升高的动力学环境中［,,］。

我们将小鼠的体内 ’%细胞胚胎分别与 >-5贴满、贴满后第 ’
天、贴满第 ! 天及贴满第 > 天的山羊输卵管上皮细胞共培

养，发育到囊胚的比率分别为 -、(’5、=!5和 ,,B>5。说明

胚胎与贴满第 ’ 天的体细胞共培养效果最好。实验中观察

到，接种后第 > 天时体细胞刚好贴满培养孔，可能正处在生

长因子和细胞因子的分泌高峰。由此可见，体细胞大量分泌

生长因子和细胞因子的时候，共培养胚胎的发育能力最高

（谭秀文等，待发表）。C/D123 等（’++,）用反转录 6EF 扩增法

证明，在牛和绵羊上皮细胞中有 *#$%#、*#$%$、"#$%!、"#$%"
和 $#$ 的 GHEF 转录［,!］。由此可见，共培养细胞能分泌大

量的生长因子。李逸平等（’++!）利用兔输卵管上皮细胞分

泌蛋白的电泳图谱，确定糖蛋白的分子量范围介于 == A
<)I6，其中以 <)I6 区带最为明显。提示体外培养的输卵管

上皮细胞分泌糖蛋白。他们用’,> * 标记示踪技术分析不同发

育时间大鼠早期胚胎透明带中的分泌性糖蛋白的情况发现，

与兔输卵管上皮细胞共培养的大鼠胚胎，其透明带上都结合

有 <)I6 的蛋白质，而对照中未发现这条特征蛋白区带［,=］。

说明输卵管上皮细胞分泌的糖蛋白对胚胎发育有作用。

第二，共培养体系可以代谢降解胚胎发育过程中产生的

有毒物质，如铵、次黄嘌呤和氧自由基等。J22 等（,--’）将小鼠

的体内 ’%细胞胚胎与人输卵管细胞共培养发现，与对照组相

比，共培养组的氧自由基浓度明显降低［,>］。说明共培养细胞

可以消除氧自由基对胚胎的不利作用。铵和次黄嘌呤也是胚

胎发育过程中产生的物质。共培养细胞可能通过降解培养液

中的铵和次黄嘌呤，削弱二者对胚胎的不利影响［,<］。

第三，共培养细胞可能通过胚胎与细胞接触促进胚胎发

育。J22 等（,--’）将小鼠的体内 ’%细胞胚胎与人输卵管上皮

细胞共培养，在胚胎与细胞之间放一插入物，使胚胎与细胞

不接触，发现无一例胚胎发育到囊胚，而共培养中有 =>5的

胚胎发育到囊胚［,>］。这说明，在胚胎与体细胞不接触的共

培养体系，体细胞对胚胎的有利作用消失。但目前有关体细

胞条件化培养基的研究证明，体细胞与胚胎不接触也能促进

胚胎发育。H7KG/3 等（’++=）用大鼠肝细胞（LH.M）条件化培

养基培养牛 *9N%*9$ 胚胎，发现胚胎在条件化 =)K 的培养基

中发育到囊胚的比例为 ><B!5，共培养中囊胚 的 比 例 为

>+B<5，对照组中囊胚的比例为 ,(B)5［,(］。说明条件化培养

基支持牛早期胚胎发育，效果与共培养相差不明显。

! 前景展望

与体内胚胎相比，体外受精、体外培养胚胎的桑葚胚和

囊胚发育率、胚胎质量以及移植到受体后的妊娠和发育产仔

率都大大降低。体细胞核移植克隆胚胎移植后的妊娠率更

低，而且多出现胎儿和胎盘巨大症、心肺功能不健全和妊娠

后期及围产期死亡。这些都严重影响着体外受精和动物克

隆技术的实际应用。造成这些问题的原因，除了卵母细胞体

外成熟、受精和细胞核移植等过程存在缺欠外，早期胚胎体

外培养系统也需要进一步完善。如前所述，采用体细胞共培

养，可以改善早期胚胎的体外培养环境，促进体外受精和克

隆胚胎的发育，提高胚胎着床率和产仔率。我们目前正在致

力于优化小鼠、山羊和牛胚胎的体细胞共培养体系，以提高

克隆胚胎的体外培养效果。总之，体细胞共培养体系可以改

善早期胚胎的体外发育条件，在发育和生殖研究领域有着广

泛的应用前景。相信随着对其影响因素和作用机理更深入

系统的研究，共培养一定会对体外受精和动物克隆等胚胎生

物技术的发展作出重要贡献。
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