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摘　要：本研究旨在探讨Ｖｅｒｏ细胞共培养体系对猪胚胎早期发育的影响。收集屠宰场废弃卵巢，抽取卵母细胞。

采用电激活联合化学激活的方法得到孤雌胚胎，同时用所得的卵母细胞与卵丘细胞构建猪体细胞核移植重构胚；

并将所得的孤雌胚、核移植重构胚移入ＮＣＳＵ２３（培养液）中与Ｖｅｒｏ细胞共培养。结果，Ｖｅｒｏ细胞共培养组的囊

胚率显著高于对照组（犘＜０．０５），各组囊胚细胞数无显著差异（犘＞０．０５）。结果表明，Ｖｅｒｏ细胞作为共培养体系中

的滋养层细胞有利于猪胚胎的早期发育。
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　　自“多利”羊问世以来，体细胞克隆技术已取得

了长足的发展；然而，猪的体细胞克隆研究进展相对

缓慢，其原因是猪的卵母细胞脂肪含量高，体外操作

难度大，体外培养得到的优质胚胎数有限。因此，优

化猪胚胎体外培养环境成为了众多研究者关注的内

容；共培养体系也逐渐应用到了猪胚胎体外培养过

程中。目前，应用于猪胚胎体外共培养体系的体细

胞有：子宫内膜细胞、牛成纤维细胞、输卵管上皮细

胞等［１３］；然而，它们的滋养效果却不理想；寻找其它

效果更好的滋养层细胞成为优化猪胚胎体外培养的
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一条可行途径。

非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏ）是由 Ｙａｓｕｍｕｒａ 和

Ｋａｗａｋｉｔａ在日本千叶大学于１９６２年３月２７日从

正常成年非洲绿猴肾分离培养，后经衍化得到的一

种异倍体细胞。除用作病毒适应细胞外，Ｖｅｒｏ细胞

已被广泛应用于人类胚胎的体外共培养［４５］，并且近

年来逐渐应用到大型家畜胚胎的体外共培养［６８］。

然而，Ｖｅｒｏ细胞尚未应用于猪的胚胎共培养。本研

究旨在探讨Ｖｅｒｏ细胞共培养猪胚胎的过程中Ｖｅｒｏ

细胞对猪孤雌胚和核移植胚体外发育的影响，为提

高猪体细胞核移植效率奠定基础。

１　材料与方法

除特别注明外，所有化学试剂均购自 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司（Ｓｔ．ｌｏｕｓｅ，ＭＯ）；猪卵巢采集地点为哈

尔滨市肉联公司屠宰场。Ｖｅｒｏ细胞由东北农业大

学动物医学院李一经教授惠赠。

１．１　卵母细胞体外成熟培养

使用配有１８Ｇ针头的２０ｍＬ注射器从３～６

ｍｍ的有腔卵泡中抽吸卵丘卵母细胞复合体（Ｃｕ

ｍｕｌｕｓＯｏｃｙｔｅｃｏｍｐｌｅｘ），采 卵 液 为 ＴＣＭ１９９

（Ｈａｎｋ′ｓ）。在体视显微镜下，选取表面包裹３层以

上卵丘细胞，致密，而且胞质均匀的卵丘卵母细胞

复合 体 （ＣｕｍｕｌｕｓＯｏｃｙｔｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ），以

ＴＣＭ１９９（Ｅａｒｌｅ′ｓ）＋１０％猪卵泡液（ｐＦＦ）＋０．５７

ｍｍｏｌ·Ｌ－１半胱氨酸（Ｌｃｙｓｔｅｉｎｅ）＋１０ｎｇ·ｍＬ
－１

表皮生长因子（ＥＧＦ）＋１０ＩＵ·ｍＬ－１孕马血清促

性腺激素（ＰＭＳＧ）＋１０ＩＵ·ｍＬ－１人绒毛膜促性腺

激素（ｈＣＧ）猪卵母细胞体外成熟培养液进行成熟培

养（５％ＣＯ２、３９℃、饱和湿度）。培养２２ｈ后，再将

卵母细胞移入无ＰＭＳＧ和ｈＣＧ的成熟培养液中继

续培养２２ｈ。

１．２　核供体卵丘细胞分离培养

采取１头母猪的卵巢，收集卵丘卵母细胞复合

体（ＣＯＣｓ）。将成熟培养４４ｈ的ＣＯＣｓ移入０．１％

透明质酸酶（Ｓｉｇｍａ产品）中，在３８．５℃孵育４ｍｉｎ，

捡取卵母细胞后用等体积１０％ＦＢＳＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ

产品）培养液终止消化，以１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５

ｍｉｎ，收集卵丘细胞，调整单细胞悬液密度为５×１０５

个·ｍＬ－１，接种到３５ｍｍ 培养皿中，于３８．５℃、

５％ＣＯ２和饱和湿度的二氧化碳培养箱中培养。细

胞生长达到８０％汇合时进行传代。在显微操作前１

ｈ用胰蛋白酶消化、离心，收藏于４℃备用。

１．３　犞犲狉狅细胞单层共培养体系的构建

Ｖｅｒｏ细胞培养液为添加１０％ＦＢＳ、１０Ｕ·ｍＬ－１

青霉素和１０μｇ·ｍＬ
－１链霉素的ＤＭＥＭ。Ｖｅｒｏ细

胞培养过程中不使用其它药物处理或抑制。当细胞

生长至８０％～９０％汇合时传代，以密度为５×１０
５

个·ｍＬ－１的悬液接种于４孔板，即可作为共培养系

统，使用前将细胞培养液换成相应的胚胎培养液。

１．４　卵母细胞孤雌激活

成熟培养４４ｈ后，将成熟的卵母细胞移入脱卵

丘液中反复吹打，脱去卵丘细胞。选取卵丘细胞扩

散，卵周隙明显、卵黄膜完整且排出第一极体的卵母

细胞，先用３９℃预温的激活液洗涤３遍（激活液配

方参考文献［９］），并在其中平衡１ｍｉｎ，再将平衡好

的卵母细胞转移到已经铺满激活液的融合槽中，按

照本试验所设定电融合仪参数（激活参数为１次脉

冲 ，１．８ｋＶ·ｃｍ－１，３０ｍｉｃｒｏｓ）进行直流脉冲刺激；静置

１ｍｉｎ之后，将卵母细胞用ＮＣＳＵ２３＋４ｍｇ·ｍＬ
－１

ＢＳＡ＋２ｍｍｏｌ·Ｌ－１６ＤＭＡＰ洗涤５遍，然后将

卵母细胞转移到该培养液培养４ｈ。再将其转移到

ＮＣＳＵ２３＋４ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ 胚胎培养液，在３９

℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养。

１．５　重构胚构建

卵丘细胞传代４次待细胞生长至汇合时，继续

培养１～２ｄ后，消化离心，加１ｍＬ操作液重悬细胞

备用。重构卵／胚胎构建：将成熟卵母细胞转入显微

操作液（ＮＣＳＵ２３Ｈｅｐｅｓ缓冲且含有１０μｇ·ｍＬ
－１

ＣＢ和５μｇ·ｍＬ
－１ Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２），利用显微操作

盲吸法进行卵母细胞去核，即吸取第一极体及其临

近１０％～２０％可能含有卵母细胞核的胞质。在荧

光显微镜下观察卵母细胞去核情况（注核针内含有

第一极体及细胞核物质为去核成功），如图１所示。

然后用同一注核针将体细胞从去核切口放入卵周

隙，用注核针点压透明带，使供核细胞与卵母细胞接

触紧密。操作一批结束后将供体细胞卵胞质重构

胚转移到ＮＣＳＵ２３＋４ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ 中，在３９

℃，５％ＣＯ２，１００％湿度培养箱中恢复１．５ｈ。

１．６　重构胚融合激活

在体视显微镜下判定融合（供核细胞融合入受

体胞质内即为融合的重构胚），再用３９℃预温的激

活液洗涤３遍，并在其中平衡１ｍｉｎ，再将平衡好的

卵母细胞转移到已经铺满激活液的融合槽中，用实

心玻璃针拨动重组卵，使供体细胞受体卵细胞膜接

触面与电极平行，进行直流脉冲刺激（激活参数为１

３６９
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第一极体及核物质被吸出卵母细胞
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图１　卵母细胞荧光染色辅助去核（标准比例尺１００μ犿）
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次脉冲 ，１．８ｋＶ·ｃｍ－１，３０ｍｉｃｒｏｓ）：静置１ｍｉｎ之

后，将卵母细胞用ＮＣＳＵ２３＋４ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ 洗

涤５遍，然后将卵母细胞转移到矿物油覆盖并在二

氧化碳培养箱中预平衡至少４ｈ的 ＮＣＳＵ２３＋４

ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ＋２ｍｍｏｌ·Ｌ－１６ＤＭＡＰ液滴内，

在３９℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的条件下培养４ｈ。

１．７　胚胎培养

将融合激活后的重 构胚 在 ＮＣＳＵ２３ ＋４

ｍｇ·ｍＬ
－１ＢＳＡ中洗涤３遍，然后转入矿物油覆盖

并预先在二氧化碳培养箱中平衡至少２ｈ的 Ｖｅｒｏ

细胞液滴内培养。每４８ｈ完全换液。融合激活４８

ｈ后记录卵裂率（如图２），１４４ｈ后记录囊胚形成

率，并观察囊胚细胞数，具体方法参看文献［１０］。

图２　与犞犲狉狅细胞共滋养的克隆胚胎（标准比例尺１００μ犿）

犉犻犵２　犜犺犲犮犾狅狀犲犱犲犿犫狉狔狅狊犮狅犮狌犾狋狌狉犲犱狑犻狋犺犞犲狉狅犮犲犾犾狊（犅犪狉

狉犲狆狉犲狊犲狀狋狊１００μ犿）

１．８　试验设计

试验一：卵母细胞孤雌激活后，移入 ＮＣＳＵ２３

培养液（Ｖｅｒｏ细胞单层共培养），同时移入无 Ｖｅｒｏ

的ＮＣＳＵ２３培养液作为对照。

试验二：核移植重构胚融合激活后，移入 ＮＣ

ＳＵ２３培养液（Ｖｅｒｏ细胞单层共培养），同时移入无

Ｖｅｒｏ的ＮＣＳＵ２３培养液作为对照。

１．９　统计分析

试验数据用 Ｍｅａｎ±ＳＥ表示。卵裂率、囊胚

率、囊胚细胞数的数据用ＳＰＳＳ１７．０的Ｉｎｄｅｐｅｎｄ

ｅｎｔＳａｍｐｌｅｓＴｔｅｓｔ过程进行分析。每个处理重复３

次。当犘＜０．０５时认为差异显著。同一列中数据

的上角标不同表示差异显著（犘＜０．０５）。

２　结　果

猪孤雌胚胎和核移植胚胎的早期发育潜力的评

判指标主要包括囊胚率和胚胎细胞计数。卵母细胞

激活后４８ｈ观察卵裂数，激活后１４４ｈ观察囊胚数

和囊胚细胞数。

２．１　共培养体系中犞犲狉狅细胞对孤雌胚发育的影响

分两组进行试验（分别为无 Ｖｅｒｏ细胞培养组

和Ｖｅｒｏ细胞共培养组），重复３次，２组试验各取

１５０枚成熟卵母细胞用于孤雌激活。由表１可知，

Ｖｅｒｏ细胞共滋养组的孤雌胚囊胚率显著高于对照

组（（６８．０±２．３）％ｖｓ（４１．３±２．６）％，犘＜０．０５）。

但两处理的卵裂率（（８２．６±３．５）％ ｖｓ（８５．３±

１．３）％）和囊胚细胞数（３７．０±０．６ｖｓ３７．３±０．５）均

无显著差异（犘＞０．０５）。说明 Ｖｅｒｏ细胞共滋养可

显著提高孤雌胚的囊胚率，但不能增加孤雌囊胚的

细胞数。

２．２　共培养体系中犞犲狉狅细胞对核移植胚发育的影响

分两组进行试验（分别为无 Ｖｅｒｏ细胞培养组

和Ｖｅｒｏ细胞共培养组），重复３次，猪卵丘细胞接触

抑制２ｄ后，胰酶消化，收藏于４℃储存，用作核移

植供体细胞。两组试验各取１２０、１２５枚核移植重构

胚用于激活。由表２可知，Ｖｅｒｏ细胞共滋养组的核

移植胚的囊胚率显著高于对照组（（１７．５±１．４）％

ｖｓ（８．３±２．２）％，犘＜０．０５）。但两处理的卵裂率

（（６５．０±５．０）％ｖｓ（６１．６±４．４）％），囊胚细胞数

（３４．６±２．６ｖｓ３３．３±２．０）均无显著差异（犘＞

０．０５）。提示，培养体系中的Ｖｅｒｏ细胞可能有助于

核移植胚的发育；但共培养体系中的 Ｖｅｒｏ细胞不

能增加核移植胚的细胞数。
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　８期 付　博等：Ｖｅｒｏ细胞共培养体系对猪胚胎早期发育的影响

表１　犞犲狉狅细胞对孤雌胚体外发育的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳犞犲狉狅犮犲犾犾狊狅狀狋犺犲犻狀狏犻狋狉狅犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳狆犪狉狋犺犲狀狅犵犲狀犲狋犻犮犲犿犫狉狔狅狊

培养类型

Ｔｙｐｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅ

培养激活卵数

Ｎｏ．ｏｆ

ｏｏｃｙｔｅｓｕｓｅｄ

卵裂数（％±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆｃｌｅａｖｅｄ

ｅｍｂｒｙｏｓ

囊胚数（％ ±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆ

ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

囊胚细胞数

（狓
－

±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆｃｅｌｌｓ
无Ｖｅｒｏ细胞共培养

ＣｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｏｕｔＶｅｒｏｃｅｌｌｓ
１５０ １２８（８５．３±１．３）ａ ６２（４１．３±２．６）ｂ ３７．３±０．５ａ

Ｖｅｒｏ细胞共培养

ＣｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈＶｅｒｏｃｅｌｌｓ
１５０ １２４（８２．６±３．５）ａ １０２（６８．０±２．３）ａ ３７．０±０．６ａ

同列数据后所标字母相异表示差异显著（犘＜０．０５），所标字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５）。下表同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅ

ｃｏｌｕｍｎｍｅａｎｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表２　犞犲狉狅细胞对核移植胚体外发育的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳犞犲狉狅犮犲犾犾狊狅狀狋犺犲犻狀狏犻狋狉狅犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳狊狅犿犪狋犻犮狀狌犮犾犲犪狉狋狉犪狀狊犳犲狉狉犲犱犲犿犫狉狔狅狊

培养类型

Ｔｙｐｅｏｆｃｕｌｔｕｒｅ

培养激活卵数

Ｎｏ．ｏｆ

ｏｏｃｙｔｅｓｕｓｅｄ

卵裂数（％±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆｃｌｅａｖｅｄ

ｅｍｂｒｙｏｓ

囊胚数（％ ±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆ

ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

囊胚细胞数

（狓
－

±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆｃｅｌｌｓ
无Ｖｅｒｏ细胞共培养

ＣｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｏｕｔＶｅｒｏｃｅｌｌｓ
１２０ ７４（６１．６±４．４）ａ １０（８．３±２．２）ｂ ３３．３±２．０ａ

Ｖｅｒｏ细胞共培养

ＣｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈＶｅｒｏｃｅｌｌｓ
１２５ ７８（６５．０±５．０）ａ ２２（１７．５±１．４）ａ ３４．６±２．６ａ

３　讨　论

共培养体系中，滋养层细胞克服了种属及组织

差异性，故用于共培养的辅助细胞有很多种。目前

常用于猪胚胎共培养的细胞主要有输卵管上皮细

胞、子宫内膜细胞、牛成纤维细胞等；本试验采取

Ｖｅｒｏ细胞为滋养层细胞，为猪核移植胚的体外共培

养提供了一条新途径。由于 Ｖｅｒｏ细胞易于培养，

对胚胎的发育有促进作用，Ｖｅｒｏ细胞已被广泛应用

于哺乳动物早期胚胎的共培养［１１］。Ｄｅｓａｉ等检测到

人ＩＶＦ胚胎与Ｖｅｒｏ细胞共培养时Ｖｅｒｏ细胞能释

放多种细胞因子，生长因子。体外培养的胚胎始终

处于生长因子和细胞因子浓度升高的动力学环境

中。正是这样有利的培养微环境促进了胚胎的体外

发育［５］。Ｖｅｒｏ细胞有利于哺乳动物胚胎早期发育

的主要原因可能是：１）Ｖｅｒｏ作为滋养层细胞可以代

谢和吸收抑制胚胎发育的物质［１２］；２）Ｖｅｒｏ细胞分

泌多种可促进细胞生长的因子，其中包括ＣＳＦ、ＦＧ

Ｆｓ、ＩＧＦｓ、ＩＧＦＩ、ＩＧＦＩＩ、ＩＬｓ、ＬＩＦ、ＰＤＧＦ、ＳＣＦ 和

ＴＧＦα，从而促进了胚胎的早期发育。另外，有研究

显示：共培养体系中的体细胞有帮助胚胎越过发育

阻滞的作用［１３］，而发育阻滞又普遍存在于哺乳动物

的早期胚胎发育中［１４］。Ｖｅｒｏ细胞分泌ＰＤＧＦ或清

除培养基中的毒素都有可能帮助胚胎越过发育阻

滞［１５］。有研究证实：Ｖｅｒｏ细胞可分泌 ＥＧＦ。Ｌｅｅ

等的研究表明：ＥＧＦｒ受体出现在２细胞，桑椹胚，

囊胚阶段［１６］。提示：Ｖｅｒｏ细胞共滋养有可能促进

胚胎的后期发育。目前，对人类、牛、羊等物种的

Ｖｅｒｏ细胞共培养体系研究表明：Ｖｅｒｏ细胞在一定

程度上可促进胚胎的体外发育。而国内外尚未见有

Ｖｅｒｏ细胞对猪胚胎早期发育影响的报道。本研究

的结果表明：Ｖｅｒｏ细胞共培养体系可使猪孤雌胚和

核移植胚的囊胚率得到显著提高；而卵裂率和囊胚

细胞数与对照组无显著差异。这说明：Ｖｅｒｏ细胞有

利于早期孤雌囊胚和核移植囊胚的形成；而囊胚细

胞数与对照组无显著差异又说明Ｖｅｒｏ细胞虽能提

高囊胚形成率，但并不能提高囊胚的质量，即 Ｖｅｒｏ

细胞共培养体系只能降低囊胚形成的门槛，而不能

从根本上改善囊胚的质量。尽管很多报道都表明：

共培养体系中的Ｖｅｒｏ细胞对人类和多种哺乳动物

的胚胎发育有促进作用；然而，Ｖｅｒｏ细胞发挥作用

的确切机理仍不清楚，共培养过程中 Ｖｅｒｏ细胞促

进胚胎发育的分子机理还有待进一步研究。

４　结　论

本研究的结果表明，共培养体系中的 Ｖｅｒｏ细

胞能促进猪孤雌囊胚及核移植囊胚的形成，对猪早

期胚胎的发育有促进作用；但用 Ｖｅｒｏ细胞作滋养

层的共培养体系不能增加猪孤雌囊胚及核移植囊胚

的细胞数。
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