
!" 卷 # 期

!$$% 年 % 月

生 物 工 程 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- !$$%

./0/12/3：*’2/45/6 !7，!$$8；900/:;/3：+<=,<6- >，!$$%)

?@1A B’6C B<A A,::’6;/3 5- ;@/ D6<=; E6’4 ;@/ *<;1’=<( F1D@ ?/0@=’(’D- ./A/<60@ <=3 G/2/(’:4/=; H6’D6<44/（*’) !$$#99!7"$%!）)

" I’66/A:’=31=D <,;@’6 ) ?/(：>8J!KJ>%$>$$>L ；MJ4<1(：N@<=D-(O:,5(10) P<) A=) 0=
国家“>8"”计划资助项目（*’) !$$#99!7"$%!）。

牛!牛及山羊!牛克隆胚胎体外培养条件的优化

"#$%&%’($%)* )+ ,-.$-/0 10(2-/0 +)/ 3)4%*0!5)4%*0 (*6
7)($!5)4%*0 ,.)*06 8&5/9)2 !" #!$%&

张 林，华 松，张 涌"，权富生，刘风军，廖列如，蒋永海

QF9*R S1=，FT9 U’=D，QF9*R V’=D"，WT9* X,JU@/=D，SYT X/=DJ+,=，SY9Z S1/J., <=3 +Y9*R
V’=DJF<1

西北农林科技大学 生物工程研究所，杨凌 %7!7$$
.#(%$1#$%%*#$1 3$&/#/)/%，4(*/"5%&/ 61*#0),/)*+, 7 8(*%&/*2 9$#:%*&#/2，;+$1,#$1 %7!7$$，!"#$+

摘 要 通过胞质内注射法将牛和山羊胎儿耳朵成纤维细胞分别注入去核牛卵母细胞中构建同种胚胎和异种胚胎。采用

4I.!<< 和 4UZX 分别培养，然后在 4UZX 中按不同培养时间添加 >4D[4S \U9 或者 7$]X\U，培养前 "3 和培养 "3 后添加的补

充物质及次序为：（7）\U9 ^ X\U；（!）\U9 ^ \U9；（"）X\U ^ \U9；（#）X\U ^ X\U。根据培养胚胎的卵裂率、>[78J0/(( 发育率、囊胚发

育率及囊胚细胞数筛选出最好的培养方法。结果：（7）4UZX 中培养同种胚胎和异种胚胎的卵裂率，>[78J0/(( 发育率以及囊胚

发育率均明显高于在 4I.!<< 中的培养结果（< _ $‘$L ）。（!）添加 \U9 ^ X\U 组的 4UZX 培养胚胎的卵裂率、>[78J0/(( 发育率、

囊胚发育率和囊胚细胞数同种依次为 %K‘>] a %‘7]、#K‘%] a "‘L]、!7‘L] a 7‘>] 和 77L‘! a #‘"，异种依次为 #$‘7] a
8‘"]、!K‘!] a !‘$]、7"‘#] a !‘7]和 7$$‘7 a "‘$，均明显高于其他培养组（< _ $‘$L）。结论：山羊J牛异种克隆胚胎可以用优

化的牛胚胎培养体系进行培养。同种胚胎和异种胚胎的最佳培养方法均为前 "3 用 4UZX ^ \U9 培养液，"3 后用 4UZX ^ X\U
培养液。
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动物体细胞核移植近年来得到了长足发展，随

着新克隆动物的相继问世，核移植在生命科学基础

研究各个领域，商业生产应用，人类医学研究以及拯

救濒危珍稀野生动物等方面具有越来越重要的价

值。无论是同种核移植技术，还是异种核移植技术，

所生产的胚胎都要经过体外培养，所以牛胚胎的体

外培养是牛胚胎工程的关键技术。但是早期胚胎在

体外培养过程中对环境的变化以及培养液非常敏

感，从而导致发育到桑椹胚以及囊胚的比率非常低。

对此，国内外很多学者对牛胚胎体外培养液的选择

和培养液中添加血清［@，A］、生长因子［B］、葡萄糖［C］、氨

基酸［B，D］等营养物质以及共培养体系颗粒细胞［@，E］对

胚胎培养影响等诸多方面进行了研究。目前有关体

外培养体系中添加血清已经有了大量相关报道，但

是有关体外培养体系中添加 =:> 和 <=: 的次序对

同种及异种胚胎培养影响的资料相当少，而且目前

也尚未见到培养异种胚胎的优化培养体系的相关报

道。本实验室对异种胚胎均采用相应同种胚胎培养

体系 进 行 培 养 研 究。因 此 本 实 验 就 0FGA""［H］与

0:;<［I］两种培养液对牛同种克隆胚胎及山羊9牛异

种克隆胚胎的培养结果进行了对比，就培养液中添

加 =:> 和 <=: 的不同次序对培养胚胎的影响进行

探索，筛选出最合适的培养体系，并且对同种胚胎和

异种胚胎的结果进行了对比。最后尽可能的简化培

养操作，使其具有稳定性以及简易性。

) 材料与方法

)*) 卵母细胞的体外成熟

采用抽吸法，从西安肉牛屠宰场回收的牛卵巢

上采集卵丘卵母细胞复合体（F;F3），选择带有三层

以上颗粒细胞的 F;F3 用磷酸盐缓冲液（J=:）洗 A
次，放入成 熟 培 养 液 ;K 中，于 BILD M，DN F;A，

@OON湿度条件下［P］培养 AO Q AA- 后用含 OLBN透明

质酸酶（:)80"）脱去 F;F3 上的颗粒细胞，挑取明显

具有第一极体的成熟卵母细胞进行下一步实验。

;K 液 组 成：6FK@PP（R)$!.）S @ON <=:（R)$!.）S
@O00.’TU V%/%3（ :)80"）S OLD00.’TU J,2&*)! "!)+
3.+)&0 3"’(（:)80"）S OL@WXT0U VKR（宁波第二激素

厂）S @!8T0U"9YA（:)80"）。

)*+ 供体细胞的准备

牛和山羊耳朵成纤维细胞来自 C 月龄大小的

V.’3(%# 奶牛胎儿以及山羊 D 月龄胎儿，分别传到第 D
Q H 代，将在上一代经染色体核型分析正常的传代细

胞作为供体细胞。具体方法参照文献［@O］。核移植

前用含 OLDN <=: 的 ZKYK 液血清饥饿培养 E Q I+。

)*, 卵母细胞的去核以及核移植

挑选去除卵丘细胞并排出第一极体形态正常、

胞质均一的用于去核。以 @O Q @D 枚为 @ 组，置

HLD!8T0U 细胞松驰素 =（F=，:)80" ）的 6FK@PP 液

中孵育 AO0)# 后，移入 DO!U 6FK@PP S @ON <=: S
HLD!8T0U F= 液滴中，石蜡油（:)80"）覆盖，在显微操

作仪（[)\.#）下用外径 AO Q AD!0 的玻璃细管去核。

V.%!-%3( BBBCA（:)80"）染色，荧光检测去核效果［@@］。

采用细胞质内注射法将供体细胞注入去核卵母细胞

的细胞质内构建重组胚［@A］。将去核的卵母细胞按

@O Q @D 枚T批置 DO!U 6FK@PP S @ON<=: 微滴中，用

石蜡油覆盖，然后吸取 @O Q AO!U 供体细胞悬液加入

操作液滴，静置 D0)#，显微操作仪下，用外径 @O Q
@D!0 的注核管反复吸取细胞，破膜后把细胞核吸入

注核管，插入卵母细胞，轻轻将破膜后的核胞质推入

卵母细胞胞质。

)*- 核移植胚胎的激活以及体外培养

将同种胚胎及异种胚胎分别用 D!0.’TU 离子霉

素（ W.#.0,!)#）处 理 D0)#，在 含 A00.’TU E9ZK>J S
D!8T0U FF= 培 养 液 内 培 养 BLD-，分 别 采 用

0FGA""［H］与 0:;<［C，@B］培养液对重组胚胎进行培养。

改 良 0:;< 中 F"F’A·AVA; 为 A00.’TU，["F’ 为

@OH00.’TU，]F’ 为 BLA00.’TU，]VAJ;C 为 @LB00.’T

U，用前 0FGA"" 中添加 B08T0U =:>，0:;< 中添加

I08T0U =:>。在 BILD M、DN F;A、饱和湿度条件

下，用微滴培养法（石蜡油覆盖）（DO!U S @A 个胚

胎，CI- 半量换液），培养核移植胚胎 H Q I+。同时记

录卵裂率，IT@E9!%’’ 以及囊胚发育率。

)*. 囊胚细胞数计数

将在 0:;< 培养液不同添加体系中培养 I+ 的

同种 胚 胎 以 及 异 种 胚 胎 取 出 E 枚 以 上 囊 胚 用

V.%!-%3(BBBCA（:)80"）染色，处理 @D0)#，然后逐个转

BEE张 林等：牛9牛及山羊9牛克隆胚胎体外培养条件的优化



移到清洁的载玻片上，压片后在荧光显微镜下观察

计数。

!"# 实验设计

!"#"! !"#$%% 以 及 !&’( 液 的 筛 选：分 别 采 用

!"#$%% 及 !&’( 培养同种胚胎和异种胚胎，根据卵

裂率，)*+,-./00 以及囊胚发育率筛选出合适的培养

液。

!"#"$ !&’( 液中添加 1&2 以及 (1& 的不同次序对

胚胎培养的影响：克隆胚胎在 !&’( 液中进行培养，

并在不同培养时间添加不同成分（)!3*!4 1&2 或者

+56(1&）。培养前三天以及培养三天后添加的补充

物质及次序如下：!1&2 7 1&2；"1&2 7 (1&；#(1&
7 1&2；$(1& 7 (1&。分别记录卵裂率，)*+,-./00 以

及囊胚发育率。

!"% 数据统计

所有实验重复 8 次以上，所得数据均用 &9&& 软

件作 2:’;2 分析，当 ! < 5=5> 时在统计学上认为

差异显著。

$ 实验结果

$"! &’() 和 &*+$,, 对胚胎发育的影响

!&’(液中培养同种胚胎和异种胚胎的卵裂

率、)*+,-./00 发 育 率 以 及 囊 胚 发 育 率 均 明 显 高 于

!"#$%% 中培养的卵裂率、)*+,-./00 发育率以及囊胚

发育率（同种依次为 ?@=@6 A ,=>6 "# >@=$6 A
@=86、@>=+6 A ,=$6 "# 8+=>6 A $=B6 以 及

+)=>6 A $=86 "# B=86 A +=)6，异 种 依 次 为

@,=,6 A 8=?6 "# 8,=@6 A >=+6、85=@6 A 8=)6
"# $5=86 A 8=$6 以及 )=)6 A $=+6 "# 8=?6 A
+=>6）（! < 5=5>）。表明 !&’( 培养液更适合于培

养牛同种胚胎以及山羊-牛异种克隆胚胎（表 +）。

表 ! &’() 和 &*+$,, 两种不同培养液对胚胎的影响!

-,./0 ! 1220345 62 37/4780 &09:, &’() ,;9 &*+$,, 6; 4<0 90=0/6>&0;4 62 3/6;09 0&.8?6

C/DE%
F!GHIJ KL/.E/K（$） "0/%M%3/ H%N/*6 )*+,-./00 H%N/*6 10%KNJ.IKN H%N/*6

1JMEO/+ PJ%N-1JMEO/$ 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/ 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/ 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/
!&’( +B> $5@ ?@=@ A ,=>% @,=, A 8=?% @>=+ A ,=$% 85=@ A 8=)% +)=> A $=8% )=) A $=+%

!"#$%% $+, +)? >@=$ A @=8G 8,=@ A >=+G 8+=> A $=BG $5=8 A 8=$G B=8 A +=)G 8=? A +=>G

:JN/：! QR/ /SL/HE!/ONK T/H/ H/L0E.%N/D UJVH NE!/KW +1JMEO/ .0JO/D /!GHIJW $PJ%N-1JMEO/ EON/H-KL/.E/K .0JO/D /!GHIJW %，G XEUU/H/ON KVL/HK.HELNK TENREO
.J0V!OK T/H/ KE3OEUE.%ON0I DEUU/H/ON（! < 5=5>）W QR/ K%!/ UJH NR/ UJ00JTEO3 N%G0/W

$"$ &’() 液中添加 @’A 以及 )@’ 次序不同对胚

胎发育的影响

$"$"! 胚胎发育率的比较：添加 1&2 7 (1& 和 1&2
7 1&2 的 !&’( 培养体系培养的同种胚胎和异种胚

胎卵裂率（同种为 ?B=)6 A ?=+6及 ?@=56 A 8=,6，

异种为 @5=+6 A ,=86及 8,=$6 A $=?6）均比添加

(1& 7 1&2，(1& 7 (1& 的 !&’( 培养体系中培养的卵

裂率 明 显 高（同 种 为 @B=)6 A >=+6 及 @B=>6 A

$=@6，异种为 $,=+6 A 8=$6及 $8=@6 A $=)6）（!
< 5=5>）。在 !&’( 液中添加 1&2 7 (1& 培养的同种

胚胎及异种胚胎的 )*+,-./00 发育率和囊胚发育率

（同种为 @B=?6 A 8=>6 和 $+=>6 A +=)6，异种为

$B=$6 A $=56和 +8=@6 A $=+6）均比其他组高（!
< 5=5>）。本实验结果表明在 !&’( 培养液中添加

1&2 7 (1& 对同种以及异种胚胎的培养更适合（从表

$ 可见）。

表 $ &’() 液中添加 @’A 以及 )@’ 次序不同对胚胎培养发育率的影响!

-,./0 $ 1220345 62 4<0 9:22080;4 68908 62 57>>/0 @’A 68 )@’ 46 &’() 6; 4<0 90=0/6>&0;4 62 4<0 3/6;09 0&.8?6
2DD 1&2 JH (1& F!GHIJ KL/.E/K（$） "0/%M%3/ H%N/*6 )*+,-./00 H%N/*6 10%KNJ.IKN H%N/*6

5 Y ?$R ?$ Y +B$R 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/ 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/ 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/ 1JMEO/ PJ%N-1JMEO/
1&2 (1& +,8 $5$ ?B=) A ?=+% @5=+ A ,=8% @B=? A 8=>% $B=$ A $=5% $+=> A +=)% +8=@ A $=+%

1&2 1&2 +B$ +)) ?@=5 A 8=,% 8,=$ A $=?% 8?=> A $=,G +)=+ A $=$G +5=B A $=5G ,=B A $=+G

(1& 1&2 $5+ $++ @B=) A >=+G $,=+ A 8=$G $5=@ A $=@. +B=B A $=)G >=5 A $=8. 8=8 A +=,G

(1& (1& +)@ +B$ @B=> A $=@G $8=@ A $=)G +B=5 A $=+. +)=$ A $=,G @=8 A $=5. 8=+ A +=?G

:JN/：!QR/ /SL/HE!/ONK T/H/ H/L0E.%N/D NRH// NE!/KW

$"$"$ 发育囊胚细胞数的比较：添加 1&2 7 (1& 的

!&’( 培养体系中培养的囊胚的囊胚细胞数均比其

他三个培养体系 1&2 7 1&2、(1& 7 1&2、(1& 7 (1&
明显高（同种依次为 ++>=$ A @=8 "# +58=@ A @=@ "#

+5+=+ A >=$ "# +5$=B A ?=?，异种为 +55=+ A 8=5 "#
BB=5 A $=$ "# ?B=? A >=8 "# ??=? A @=,）（! < 5=5>）。

从而证明在 !&’( 培养液中添加 1&2 7 (1& 最合适

同种，异种胚胎的培养（从表 8 可见）。

@,, %&’$(#( )*+,$-. */ 0’*1(2&$*.*34 生物工程学报 $55?，;J0=$8，:J=@



表 ! 囊胚细胞数计数

"#$%& ! "’(#% )&%% *+,$&- ’. $%#/(’)0/(/ )’+*(&1
!"" #$! %& ’#$ #()*+%,-*+* ./)012."（!） 3%+)( ,.(( 2405.&
6 7 89: 89 7 ;<9: #%=12. >%)+?#%=12. #%=12. >%)+?#%=12.
#$! ’#$ @ ;6 ;;AB9 C DBE) ;66B; C EB6)

#$! #$! @ ;6 ;6EBD C DBD5 <<B6 C 9B95

’#$ #$! @ 8 ;6;B; C AB95 8<B8 C ABE,

’#$ ’#$ @ F ;69B< C 8B85 88B8 C DBF,

! 讨论

!23 ,456 以及 ,789## 对牛核移植胚胎以及山

羊:牛异种核移植胚胎发育的影响

关于同种核移植胚胎体外培养液的研究，目前

主要 有 3GH?;<<［;D］，0GI9))［8］，0$J’［D，@］等 培 养 系

统。而有关异种胚胎的培养，目前国内尚未见到类

似相关报道。本实验室一直以来尝试用同种克隆胚

胎培养体系对相应异种克隆胚胎进行培养研究。本

项 研 究 使 用 的 0$J’ 以 及 0GI9)) 均 添 加 了

;BA00%(KL 葡萄糖，相同量的丙酮酸钠，必需氨基

酸，非必需氨基酸，谷氨酸，胰岛素，硒和铁传递蛋

白，但是培养液中 M9NJO
D 及 P)Q ，RQ ，HS9 Q ，G(O 等

无机盐离子有一定的差异。无机盐离子不仅是培养

液渗透压的主要贡献者，而且其本身也直接或间接

地参加胚胎的代谢过程。T)(U.& 等［;A］报导：RQ 浓

度为 9B;A 7 ;6B;D 00%(KL 时，对羊胚胎在体外的发

育无显著影响。王武陵、卢克焕［;F］结果表明：P)Q K
RQ 比 显 著 影 响 牛 胚 胎 在 体 外 的 发 育。本 实 验，

0$J’ 液 中 P)Q KRQ 为 ;E@B<KDBA［（00%(KL）K（00%(K
L）］，0GI9)) 中 P)Q KRQ 的比例为 ;E6B8K9B@［（00%(K
L）K（00%(KL）］。这之间的差异可能是胚胎在 0$J’
液中培养比在 0GI9)) 中培养结果好的原因之一。

另外 0$J’ 中 G)9 Q 浓度为 900%(KL，0GI9)) 中 G)9 Q

浓度为 DBA00%(KL，可以看出 G)9 Q 浓度为 900%(KL 可

能更有利于胚胎的培养。王武陵、卢克焕［;F］试验结

果也显示在 G)9 Q 浓度为 9 00%(KL 时，对牛胚胎体外

发育有显著促进作用，这也许与 G)9 Q 在桑椹胚致密

化时所起的作用有关。本实验显示 0$J’ 中的这些

培养液成分的浓度以及营养环境对于牛克隆胚胎的

重编程化有着更有益的作用，0$J’ 比 0GI9)) 更合

适培养牛同种胚胎以及山羊?牛异种胚胎，同种胚胎

的培养结果与 VM G:%1 等［;E］的研究报道一致。

!29 ,456 培养液中 6;4 和 ;4< 的添加次序对于

胚胎发育的影响

血清是胚胎培养中经常添加的蛋白质源物质，

是目前胚胎培养中被广泛采用而且培养效果最好的

一种添加成分［;8］。牛血清白蛋白（#$!）是培养液

中常用的一种蛋白源物质，能结合培养液中的一些

胚胎毒性物质，对胚胎有保护作用，血清存在情况下

#$! 能促进胚胎发育，能增加胚胎中的细胞数量。

单独使用 #$! 并不能完全取代血清的作用，因为血

清中还有一些其他有用因子不包括在 #$! 中。但

也有添加血清对胚胎发育产生不利影响的报道，

!5. 等［ ;@ ］认为，添加血清，特别是在胚胎发育早期

添加血清，可增加胚胎脂质含量，抑制卵裂。本实

验表明培养前三天添加 #$! 明显比添加血清的卵

裂率高，可以看出血清对于最初的卵裂有一定抑制

作用，这与 !5. 等［ ;@ ］报道的相一致。对比 #$! Q
’#$ 组和 ’#$ Q ’#$ 组的 @K;F ,.(( 发育率以及囊胚

发育率可以看出前三天添加血清对日后胚胎囊胚的

发育也有一定的抑制作用，这也说明虽然血清比

#$! 所含成分更加复杂，但是在早期胚胎发育到卵

裂之前，#$! 更合适胚胎的培养。对比 #$! Q ’#$
组和 #$! Q #$! 组可以看出培养三天后添加 ’#$ 对

于胚胎的 @K;F,.(( 发育率以及囊胚的发育率非常有

利。不少实验也证明血清的存在对胚胎的最初发育

有损害作用，而对后期胚胎发育有利，因此不少人提

倡在胚胎培养 9D 7 D@: 后才添加血清［;<，96］。本实验

表明用 0$J’ 培养胚胎时，’#$ 宜于胚胎培养的第

三天进行添加，原因可能是血清中的蛋白，固醇激素

可以刺激桑椹胚的发育和囊胚的形成，从而提高核

移植胚胎囊胚的发育率［9;］。就培养液中添加血清

的研究，目前应该尽快明确血清中各种因子对胚胎

培养的作用，提取其中的有用因子而弃去有害因子，

这将是今后研究的一个重要课题之一。

!2! 牛克隆胚胎培养液对山羊:牛异种克隆胚胎发

育的影响

不管是同种克隆还是异种克隆均要解决体细胞

核的去分化和重编程问题，多数胚胎在发育早期核

基因组的重编程是不完全的也是在不断进行中的，

在胚胎培养液中加入适当的适于胚胎生长的营养物

质往往更有利于胚胎的发育及重编程。从本实验可

以看出胚胎发育期间，前三天添加 #$!，三天后添加

’#$ 最有利于胚胎的发育。总体说来牛同种胚胎以

及异种胚胎对培养液的要求差异不明显，可以使用

同一种培养液，这可能是因为胚胎的早期发育主要

是由 卵 母 细 胞 中 的 母 体 效 应 因 子（0)+.&2)(?.WW.,+
W),+%&）所控制。但是同一种培养液培养牛异种克隆

胚胎的发育率明显低于培养同种克隆胚胎的发育

率，这可能与异种克隆胚胎的发育过程中受体卵母

细胞接受异种供核体细胞的能力以及使异种细胞核

重编程和去分化的能力有一定关系。本研究对山羊

AFF张 林等：牛?牛及山羊?牛克隆胚胎体外培养条件的优化



!牛异种克隆胚胎采用牛同种克隆胚胎培养体系

"#$% 添加 &#’ ( %&# 来进行培养，平均囊胚率达到

)*+,- . /+)-，表明该优化培养体系有效可靠，可

以进行山羊!牛异种胚胎培养的推广和应用。
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