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摘要  采用体外分离培养的兔输卵管上皮细胞和子宫内膜细胞构建了序贯共培养体系 ,并与体外受精得到的受精卵进行共培养。试验
结果表明 ,HTF 液受精率显著高于T6 液( P < 0 .05) , 更适用于卵母细胞的体外受精。序贯共培养体系和输卵管上皮细胞培养组2- 细胞
率都显著高于单独培养液组和子宫内膜细胞培养组( P < 0 .05) , 二者均可克服2- 细胞阻滞。序贯共培养体系胚胎的囊胚体外发育率显
著高于其他共培养组( P <0 .05) 。表明序贯共培养体系比单一体细胞共培养体系能更好地模拟体内环境, 提高早期胚胎的体外发育率。
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Effect of Sequential Co-culture Systemonthe Development and Quality of Murine Embryos Fertilizationin Vitro
WANG Yi-bing et al  ( Ani mal Sci- Tech College of Northwest A&F University ,Yangling ,Shaanxi 712100)
Abstract  The oviduct epithelial cells and endometrial cells were isolated and culturedi nvitro and constructed sequential co-culture system,and this sys-
temwas used for co-culture withfertilized egg in vitro . The results showed that HTF had higher rate of fertilization comwas pared to T6( P <0 .05) ,suit-
able for oocyte fertilizationin vitro . More 2-cell rate inthe sequential co-culture systemand oviduct epithelial cells culture systemwas than single media
and endometrial cells culture system, they bothcan efficiently overcome embryo development retardationafter 2-cell stage . More embryos i nthe sequential
co-culture systemreached inthe blastocyst stage were thanthat in other co-culture system( P <0 .05) .This study demonstrated that the sequential co-cul-
ture systemcan better si mulate the natural developing environment of embryos in vitro and i mprove the development rate and quality of early embryo .
Key words  Sequential co-culture ;Oviduct epithelial cell ;Endometrial cell ;In vitro fertilization;Embryo

  动物体外受精( IVF) 研究已有100 余年的历史。IVF 技

术对于揭示配子发育、成熟、受精和早期胚胎细胞分化等生

命现象的奥秘具有重要的意义。在体外受精的操作过程中 ,

卵母细胞可以自发成熟 , 但是受精、卵裂及早期胚胎体外发

育的成功率都很低 , 而且体外受精胚胎体外发育也存在发育

阻滞问题。为了更好地模拟卵母细胞和早期胚胎在体内发

育的微环境 , 促进体外受精的成功, 国内外研究者在近几年

做了大量试验。哺乳动物早期胚胎的发育始于输卵管 , 然后

进入子宫 , 最终在子宫发育为胎儿。以前的胚胎体外共培养

研究仅限于某种细胞与胚胎一直共培养到囊胚, 这种体系虽

然提高了胚胎体外发育率及发育质量, 但仍然不能很好地模

拟体内发育环境。该研究将昆明白小鼠体外受精胚胎与家

兔输卵管上皮细胞和子宫内膜细胞进行序贯共培养, 即模拟

胚胎在体内自然发育的过程, 先将胚胎与输卵管上皮细胞共

培养一段时间后, 再与子宫内膜细胞共培养, 观察其对胚胎

体外发育率的影响, 以期为胚胎体外培养提供一个新的

方法。

1  材料与方法

1 .1  试剂及器材 DMEM- F12 培养液( Gibco 公司) ;D- PBS 平

衡盐溶液、T6 液( 自配) [ 1 - 2] 、HTF 液( 自配) [ 2] 和 KSOM- AA( 自

配) 培养液[ 2] ; 胎牛血清( FBS) ( Sigma 公司) ;PMSG、hCG、胰蛋

白酶和液体石蜡油( Sigma 公司) ;25 c m2 培养瓶及四孔板

( NUNC 公司) ;CO2 培养箱( 美国热电公司) ; 体视镜和倒置相

差显微镜( 厦门麦克奥迪公司) 。

1 .2  兔子宫及输卵管的采集 采用4 月龄2 kg 左右新西兰

大白兔为试验动物, 术前3 d 16 :00 股部肌肉注射 100 I U

PMSG, 术前1 d 16 :00 耳缘静脉注射75 IU hCG, 手术当日8 :30 �
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耳缘静脉注射5 ml 空气处死 , 消毒腹部, 打开腹腔取双侧子

宫及输卵管, 置 D- PBS 平衡液中。

1 .3 输卵管上皮细胞的分离和培养  超净台内切除输卵

管, 用PBS 反复冲洗输卵管几次, 去除血污后用眼科剪和眼

科镊分离、剪去周围的粘连组织。在平皿中将输卵管纵向剪

开,平展在平皿中, 用手术刀刮取输卵管上皮细胞, 加入

0 .25 % 胰酶消化10 min , 加入血清终止胰酶消化。消化过程

中要吹打数次使内膜充分消化。吸取消化液, 经滤网过滤后

至5 ml 离心管中1 000r/ min 离心5 min , 弃上清液 , 加入培养

液吹打制成细胞悬液。进行细胞计数 , 调整细胞浓度为105

个/ ml 接种于35 mm 培养皿( NUNC) 中 , 加入含100 U/ ml 青

霉素及100 U/ ml 链霉素的 DMEM- F12 , 放入37 ℃、5 % CO2 饱

和湿度的培养箱中培养。待输卵管上皮细胞长至80 % 汇合

或刚汇合时; 即可接种于四孔板培养传代。

1 .4 子宫内膜细胞分离培养 将采取的子宫用PBS 洗清血

渍, 在超净台上剪开, 用手术刀轻刮子宫内膜 , 刮取物置于培

养皿中, 加入0 .25 % 胰酶消化10 min , 少量FBS 终止消化。如

此重复消化若干次, 消化液过筛网( 筛孔直径0 .128 mm) 除去

未消化组织 , 滤液转入5 ml 离心管中加入 DMEM- F12 培养

液,1 000r/ min 离心5 min , 弃上清液, 沉淀加培养液重悬后 ,

接种于预先置有 DMEM- F12( 含体积分数10 % FBS、100 U/ ml

青霉素及100 U/ ml 链霉素) 的35 mm 培养皿( NUNC) 中,37

℃、5 %CO2 饱和湿度培养。待子宫内膜细胞长至80 % 汇合

或刚汇合时, 即可进行传代, 传代时接种于4 孔板培养。

1 .5 小鼠卵母细胞体外成熟及体外受精

1 .5 .1 试验动物。试验所用的昆明白鼠均购自第四军医大

学试验动物研究中心。

1 .5 .2  精子的收集与获能。颈椎脱臼法处死采集精子的公

鼠, 分离附睾尾及输精管, 挤出附睾尾精子, 分别置于T6 液

和 HTF 液中, 轻晃培养皿使精子浮游, 将培养皿放入培养箱

中静置1 h 使精子获能。观察精子活力并计数测定精子浓

度, 使受精时精子浓度在1 ×106 个/ ml 左右。制备含获能精

子的 HTF 受精液微滴置培养箱待用。
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1 .5 .3 母鼠超排处理和卵母细胞采集。选取7 ～8 周龄阴道

口呈粉红的昆明白雌性小鼠,16 :00 左右, 每只小鼠腹腔注射

PMSG10 IU。48 h 后, 每只小鼠腹腔注射hCG10 IU,16 h 后颈

椎脱臼法处死雌鼠, 迅速剥离输卵管, 于体视镜下撕裂壶腹

部使卵丘- 卵母细胞团流出, 捡出卵丘- 卵母细胞团, 用含

300 μg/ ml 透明质酸酶的培养液去卵丘细胞。

1 .5 .4 精卵共孵育及受精判别。随机分组将卵母细胞放入

含有获能精子的受精液微滴中, 置于37 ℃、5 %CO2 饱和湿度

的培养箱中孵育。3～4 h 后收集成熟卵母细胞, 观察受精的

卵母细胞中2 个原核存在与否及第2 极体是否排放, 将受精

卵随机分组移入各试验组中。

1 .6 试验设计及观测指标 试验设4 个处理 , 受精卵4 孔板

培养, 每孔500 μl KSOM- AA 培养液, 石蜡油封顶。处理①以

KSOM- AA 为培养液( 记为 K) ; 处理②以 KSOM- AA 加输卵管

上皮细胞为培养体系( 记为O) ; 处理③以KSOM- AA 加子宫内

膜细胞为培养体系( 记为 E) ; 处理④以 KSOM- AA 为培养液 ,

受精卵培养的前48 h 在输卵管上皮共培养体系中 , 以后则转

入子宫内膜细胞共培养体系中培养( 序贯共培养记为 O48 +

E) 。统计各处理2- 细胞、4- 细胞胚、桑椹胚及囊胚发育率。

注 :A 为原代 ,B 为1 代。下图同。

图1 家兔输卵管上皮细胞( ×50)

2  结果与分析

2 .1  家兔输卵管上皮细胞的体外培养及传代  家兔的输卵

管上皮细胞原代培养2 ～3 d 细胞贴壁, 生长旺盛, 成簇生长,

排列紧密。培养6 ～9 d , 细胞铺满皿底 , 长成单层。传代细

胞5～6 d 长成单层。细胞呈不规则的多角形或圆形, 呈铺路

石状( 图1) 。

2 .2  家兔子宫内膜细胞体外培养及传代  培养的家兔子宫

内膜细胞包括子宫内膜腺上皮细胞和基质细胞, 腺上皮细胞

贴壁后长成致密单层细胞集落, 细胞呈多角形, 边界清楚, 排

列紧密时呈典型“铺路石”状; 基质细胞则是具有成纤维细胞形

态的梭形细胞, 胞浆丰富, 易传代, 长期培养后细胞延伸成梭

形, 相互平行排列成束, 密度大的区域聚集成涡旋状( 图2) 。

图2 家兔子宫内膜细胞( ×100)

2 .3  2 种获能受精液与小鼠卵母细胞体外受精后获得的受

精率 结果见表1。

  表1 2 种获能受精液与小鼠卵母细胞体外受精后获得的受精率

受精获能液 供卵鼠数 卵母细胞数 卵裂卵数 受精率∥%

HTF 18 363 325 a 89 .5

T6 19 341 221 b 64 .8

 注 : 表中同一列数据带不同小写字母者表示差异显著( P < 0 .05) 。

  由表1 可见 ,HTF 的体外受精率显著高于T6( P < 0 .05) ,

表明小鼠成熟的卵母细胞适宜选用HTF 液进行体外受精。

2 .4  不同培养体系对小鼠体外受精胚胎体外发育的影响  

由表2 可见,K 组的囊胚率显著低于子宫内膜细胞共培养 E

组( P < 0 .05) , 极显著低于输卵管上皮共培养 O 组和序贯共

培养 O48 + E 组( P < 0 .01) 。序贯共培养O48 + E 组囊胚发育

率则显著高于输卵管上皮及子宫内膜细胞共培养组( P <

0 .05) 。序贯共培养组的胚胎发育正常( 图3) 。

  表2 不同培养体系对小鼠体外受精胚胎体外发育率的影响

处理 胚胎总数
2- 细胞

数量 所占比例∥%

4- 细胞

数量 所占比例∥%

桑椹胚

数量 所占比例∥%

囊胚

数量 所占比例∥%

K 85 39 a 45 .9 34 aA 40 .0 27 aA 31 .8   16 aA 18 .8

O 87 57 b 65 .5 53 bB 60 .9 40 bA 46 .0 33 bAB 37 .9

E 85 48 a 56 .5 43 cB 50 .6 36 bA 42 .4 29 bA 34 .1

O48 + E 84 53 b 63 .1 49 bB 58 .3 42 cC 50 .0 38 cB 45 .2

 注 : 表中同一列数据带不同大、小写字母者分别表示 P < 0 .01、P < 0 .05。

 注 :1 . 成熟卵母细胞( ×100) ;2 .2- 细胞期( ×100) ;3 .4- 细胞期( ×100) ;4 .8- 细胞期( ×100) ;5 . 桑椹胚( ×100) ;6 . 囊胚( ×200) ;7 . 孵化囊胚( ×

200) 。

图3 序贯共培养的小鼠早期胚胎在体外的发育

3  结论与讨论

小鼠卵母细胞体外受精技术是研究受精生理的重要手

段, 而研究小鼠胚胎在体外的发育是研究哺乳动物胚胎发育

的常规方法之一。因此 , 小鼠体外受精技术已在生物学研究

许多领域得到应用。胚胎在体内发育过程中, 与生殖道之间

有着极为密切的双向交流, 生殖道上皮及一些间质细胞分泌

的细胞因子对胚胎的发育有很大的影响。因此有研究者采

用体细胞与胚胎在体外建立共培养体系进行胚胎培养。所

0345              安徽农业科学                        2007 年



谓胚胎共同培养体系是指在培养基内加入一些辅助细胞与

胚胎一起培养[ 3 - 5] 。胚胎共同培养的好处是一方面与胚胎

共同培养的细胞能分泌一些物质 , 去除胚胎培养过程中所分

泌的一些毒素[ 6] ; 另一方面共培养细胞本身也会分泌一些活

性因子, 促进胚胎发育到囊胚期; 再者共培养体系可以改善

胚胎体外培养的条件, 模拟体内的自然环境, 促进早期胚胎

的体外发育, 克服发育过程中的阻断, 增加囊胚期的胚胎数 ,

使胚胎移植在更适宜时间进行, 提高着床率[ 7 - 8] 。胚胎共培

养体系常采用的细胞有输卵管上皮细胞、子宫内上皮细胞、

卵丘细胞及猴肾脏上皮细胞等[ 9] 。

卵母细胞由卵巢排出后在输卵管壶腹部受精形成受精

卵。输卵管是胚胎发育的起始地, 输卵管可以分泌活性因子

刺激胚胎发育, 但对前期胚胎的发育促进作用更为明显。而

子宫是胚胎发育的最终场所, 子宫内膜是子宫的主要功能

层, 因此亦有许多胚胎共培养体系以子宫内膜细胞为辅助细

胞。卵母细胞和精子结合形成受精卵在输卵管40 ～48 h 后

发育到桑椹胚进入子宫角。因此从8 细胞阶段到囊胚阶段

的早期胚胎主要在子宫发育。依据这一生理基础, 该试验将

体外受精获得的小鼠受精卵前48 h 内在输卵管上皮共培养

体系中培养 , 然后转移至子宫内膜细胞共培养体系中培养 ,

目的是更好地模拟胚胎体内发育环境。与其他处理相比, 序

贯共培养体系胚胎的囊胚体外发育率显著高于其他共培养

组( P < 0 .05) 。试验结果表明 , 序贯共培养体系可以更好地

促进小鼠早期胚胎的体外囊胚发育率, 且可以有效地克服早

期胚胎体外发育的阻滞现象。

研究结果表明, 用 HTF 液使精子在体外获能可以使卵母

细胞获得很高的受精率, 序贯共培养体系可以在体外为胚胎

发育提供一种更类似于体内的环境, 可以有效地提高体外受

精胚胎的囊胚发育率。该研究为胚胎工程的发展及不育不

孕症的治疗提供了一个试验依据。
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律打下了良好的基础。

5  RAPD 分析在真姬菇菌株中的应用

上官舟建等[ 7] 在进行形态观察和性状分析中 , 发现菌

株间具有一定的性状差异。但是诸如大小、形状、质地、颜

色、产量等性状的表现 , 往往受环境条件和各种人为因素影

响, 具有一定的不确定性, 而以遗传标记为手段的现代生物

技术则可较好地克服上述弊端。采用11 种随机引物 , 对选

育得到的3 个真姬菇菌株( S11、S14 、S15) 的基因组进行了

RAPD 检测。3 个真姬菇菌株的 RAPD 图谱分析结果显示,

S11 、S14 、S15 三者为不同遗传基因的菌株 , 但 S11 与 S14 有

较大的相似性 , 显示二者有较密切的亲缘关系。应该指出

的是 , 利用 RAPD 技术能比较不同菌株的基因组 , 从试验也

证明菌株间明显的差异。但 RAPD 标记的基础是随机引物

PCR 扩增, 每次扩增产生多个片段 , 不利于结果的考察和试

验的重复。

6  栽培技术

6 .1  栽培程序  在栽培过程中注意选择栽培季节、配料制

袋、发菌、开袋搔菌、出菇管理和适时采收等环节。

6 .2  高分子材料在栽培中的应用  真姬菇适宜出菇温度

范围较窄( 15 ～18 ℃) , 栽培发菌期长达60 ～100 d , 常需越

冬或越夏再出菇。经长时间发菌后 , 培养基含水量降低, 出

菇时易出现细弱菇、黄化菇等异常现象。若直接提高配料

加水的比例会降低料内通透性 , 使菌丝生长受抑制; 而在发

菌结束, 出菇前向菌袋内注水则易造成料与袋壁分离。高

分子吸水材料是国内近年来开发的一种人工合成聚合物,

并具有较好的稳定性和生物降解性。由于其结构本身带有

很强吸水基团 , 故该产品具有很高的吸水能力和保水性 ; 还

具有一定吸湿性、吸氨能力及挥发性。金群力等[ 8] 的试验

结果表明 , 添加0 .5 % 高分子吸水材料对真姬菇菌丝生长有

明显的促进作用, 可以较大幅度地缩短发菌期 , 提高发菌整

齐度 , 满袋比例较对照提高39 .8 个百分点, 可达到提前出

菇, 延长采收期, 降低栽培管理成本, 提高效益的目的。吸

水剂还可以增加菌袋持水量, 减少灭菌时的水分损失 , 从而

使菌袋在整个生育期保持较高的含水量。对于高分子吸水

材料促进菌丝生长的生理生化基础、对真姬菇菌丝体酶活

性的影响、最佳使用剂量等尚需进一步研究。
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