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要!采集奶牛卵巢表面卵泡中的卵丘
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卵母细胞复合物!通过胰蛋白酶消化获得卵丘细胞!分别利用对照组
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基础培养液中添加
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8#的睾酮

和
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8#的绿茶多酚!试验
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组在第
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组基础上添加转铁蛋白"
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8#
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#&结果表明!试验
+

组优化培养液所培养的卵丘细胞的

形态和增殖规律符合正常细胞的一般规律!染色体核型正常!其细胞内
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BAC

含量及冷冻解冻后的存活率均

显著高于对照组!优化培养液可以代替含血清的
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培养液用于奶牛卵丘细胞的体外培养&
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研究证实将卵丘细胞作为胚胎的共培养细胞可

克服早期胚胎体外发育阻滞!提高其体外发育能力&

更为重要的是!以卵丘细胞作为体细胞核移植时的

供核细胞!所构建的重构胚有较高的卵裂率和囊胚
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期 王争光等$奶牛卵丘细胞无血清体外培养液的优化

发育率*

#!"
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!其原因可能是卵丘细胞上存在着与卵母

细胞紧密联系的胞质微绒毛桥!它有助于供体核与

受体胞质间相关因子的交换*

+

+

&因此!卵丘细胞在

家畜胚胎体外生产技术特别是体细胞核移植技术中

有着广泛的应用前景&
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目前!传统的卵丘细胞体外培养液一般都加入

血清!但无血清培养的试验结果比有血清培养更接

近体内真实情况!避免血清培养时许多未知因素的

干扰&此外!体外培养的卵丘细胞缺少母体的抗氧

化体系!并且不可避免地受到光线和培养液中金属

离子的影响!使得体外培养的卵丘细胞内
]:A

数量

增加!以这样的卵丘细胞作为核供体细胞或胚胎共

培养细胞!势必导致胚胎氧化应激损伤!从而影响胚

胎的新陈代谢(信号传递(表观重编程调控(凋亡以

及囊胚形成*
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+

&前期的研究已证实!在含血清的卵

丘
8

卵母细胞复合物培养体系中加入绿茶多酚可显

著降低细胞内活性氧含量*

H

+

!但尚未证实无血清条

件下!绿茶多酚对卵丘细胞体外培养的影响&本研

究旨在以
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培养液为基础优化奶牛卵丘

细胞无血清培养体系!观察该培养体系对卵丘细胞

形态学变化的影响!为奶牛体细胞核移植提供理想

的供核细胞!为奶牛胚胎体外培养提供良好的共培

养体系&
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材料与方法
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主要试剂
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基础培养液为含青霉素"
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#培养液&

CD!

!

卵丘细胞的原代培养

!!

屠宰场获取卵巢!用注射器抽吸卵巢表面直径

为
%

#

H66

卵泡中的卵泡液!在实体镜下用玻璃吸

管收集卵丘
8

卵母细胞复合物"

-L6L9L1!..,

/

<?

,.6

;

9?K1

!

-:-1

#&用卵泡分离液清洗
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遍后!加入适量
$E%2̀

"

W
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#胰蛋白酶消化液室温

消化&当大部分卵丘细胞脱离卵母细胞后!加入含

血清的
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培养液终止消化!用玻璃吸管

吸出卵母细胞!剩余液体装入
#$67

离心管!
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5

!离心
26=4

!弃去上清液&按照试验设计向离心

管中加入相应培养液重悬沉淀!细胞计数!调整细胞

密度为
#a#$

H
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!分别接种于培养瓶中!于
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b

(

2̀ -:
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(饱和湿度的
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培养箱中培养&每日

观察细胞的生长情况!每
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换培养液
#

次&
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试验设计
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将采集的卵丘细胞分为
2

组!对照组用含血清

的
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培养液培养)试验
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组用上述
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基础培养液进行原代培养!试验
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组卵丘

细胞培养液中添加
%&4

5

'

67

8#的睾酮!试验
"

组

卵丘细胞培养液中添加
%&4
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8#的睾酮和
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!

6.9
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8#的绿茶多酚!试验
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组卵丘细胞培养液
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组基础上添加转铁蛋白"
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卵丘细胞的传代培养
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待细胞铺满培养瓶底后!吸出瓶内的培养液&

用
C34[1

液清洗
%

遍后加入胰蛋白酶消化液!使消

化液浸没细胞
%

#

"6=4

!当在显微镜下看到大部分

细胞收缩脱壁后!加入相应培养液终止消化!收集消

化液!离心后用相应培养液悬浮!置
"DE2 b

(
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(饱和湿度培养箱培养&
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2(F

和
G2H

含量测定
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选择对照组和试验组传至第四代的卵丘细胞!

参照试剂盒"南京建成生物工程研究所#的操作说

明!采用黄嘌呤氧化酶法!利用分光光度计检测细胞

内过氧化物歧化酶"
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含量)采用分光光度计比色法检测细胞内谷胱甘肽
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BAC

#含量&
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卵丘细胞的冷冻保存及解冻后存活率的检测

!!

参照前期报道的方法*
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!并略加修改&复苏后

存活率的检测采用
$E2̀

的台盼蓝染色液!将
#

份

细胞悬液与
%

份台盼蓝染色液混匀!
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后于倒

置显微镜下观察计数&透亮而不着色的为活细胞!

染成蓝色的为死细胞&
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卵丘细胞的核型分析

!!

按照徐小明等*

D

+的方法进行!有所改进&
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数据处理
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试验数据使用
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软件"
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版#进行统计分

析&
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卵丘细胞的生长特征
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培养在对照组
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培养液中的卵丘细

胞!一般第
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天细胞生长迅速!第
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天细胞铺满

培养瓶底!形状多为梭形(圆形或不规则三角形"图
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#&试验
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组卵丘细胞生长速度与对照组无

显著差异&试验
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组卵丘细胞生长速度略快于对照

组和其他试验组!第
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I

天细胞处于指数生长期

"图
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#!第
D

天细胞铺满培养瓶底"图
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#!形态

与对照组卵丘细胞相似&
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不同培养液对卵丘细胞内
2(F

和
G2H

含量

的影响

!!

从表
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可以看出!试验
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组卵丘细胞内
A:'

和
BAC

含量与对照组无显著差异!而试验
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组

卵丘细胞内
A:'

和
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含量均显著高于对照组

和试验
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(
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组"
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不同培养液对卵丘细胞染色体核型的影响
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由表
%

可知!

+

个试验组卵丘细胞中具有正常

染色体数目细胞的比例与对照组无显著差异!均为

&$̀

左右!说明二倍体细胞占优势!所培养的卵丘

细胞符合体细胞核移植的供核细胞和早期胚胎体外

培养的共培养细胞的基本染色体核型要求&

表
C

!

不同培养液对奶牛卵丘细胞内
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含量的影响
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不同培养液对冷冻保存的卵丘细胞解冻后存

活率的影响
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由表
"

可知!培养在
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基础培养液中

的卵丘细胞"试验
#

组#!冷冻解冻后的细胞存活率

显著低于对照组"

B

#

$M$2

#!而单独添加睾酮"试验

%

组#并没有提高解冻后细胞存活率&培养在同时

含睾酮和绿茶多酚的
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培养液中的卵丘

细胞"试验
"

组#!其冷冻解冻后的细胞存活率与对

照组无显著差异"
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$
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#!在第
"

组基础上进一

步添加转铁蛋白(硒和胰岛素!卵丘细胞的存活率在

+

个试验组中达到最高"
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同一行中不同字母表示差异显著"
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通过添加适量的睾酮(转铁蛋白(胰岛素(硒和

绿茶 多 酚!本 研 究 建 立 了 一 种 不 含 血 清 的

(,-.

/

0123

优化培养液&研究结果证实!该优化培

养液可代替含血清的
'()(

%

*#%

培养液用于卵丘

细胞的体外培养&与对照组相比!

(,-.

/

0123

优化

培养液培养的卵丘细胞!其细胞内
A:'

(

BAC

含量

及冷冻解冻后的存活率均显著高于对照组&
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高庆华等*
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+的研究证实!
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无血清培

养时!卵丘细胞的增生不明显!即使长期培养"

#++

Q
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孔板的单孔密度很少超过
#$

H个!除高密度接

种的抑制原因外!缺乏生长因子或生长因子活性低

是重要的影响因素&以前的研究已表明!利用无血

清培养液体外培养卵丘细胞时!需添加一定剂量的

胰岛素和
ZB*!Z

才可以明显地促进卵丘细胞的增

生*

#$

+

&本试验结果也证实在无血清的
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培养液中加入适量的
*AC

和胰岛素可促进卵丘细

胞的增殖&

*AC

和胰岛素促进卵丘细胞的增殖可

能与
%

种物质提高了卵丘细胞合成
)

%

的能力有关&
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+的研究结果也证实!生理浓度的
*AC

单

独或联合胰岛素均可刺激卵丘细胞分化和促进
)

%

的合成能力&但在无血清培养条件下!过高浓度的
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反而会降低卵丘细胞
)
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的合成能力!且高浓

度的
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还会产生异相作用!导致卵丘细胞黄体

化*

#%
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&绿茶多酚具有强的抗氧化活性!在其他细胞

中已证实可提高细胞内抗氧化酶活力!因此!用优化

的
(,-.
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培养液培养的卵丘细胞内
A:'

(

BAC

含量的增加可能与绿茶多酚的抗氧化活性有关!但

其确切的作用机理还需要进一步研究&
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本研究利用优化的
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0123

培养液!对卵泡

卵丘细胞进行了原代及传代培养!分析培养的卵丘

细胞的形态(增殖规律等!均符合正常细胞的一般规

律&所获得的卵丘细胞培养至
+

代时!绝大多数细

胞染色体数目为
"$

对!与实际奶牛染色体数相同!

说明本试验所培养细胞的染色体核型是正常的!染

色体没有发生倍型增加或丢失!试验采用的细胞培

养方法和传代代数不会对细胞造成大的遗传性质改

变!培养的细胞核型正常!可以作为体细胞核移植的

供体细胞&更为重要的是!用
(,-.
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0123

优化培养

液培养的卵丘细胞内
A:'

(

BAC

含量显著高于对

照组卵丘细胞!因此用于体细胞核移植的供核细胞

和早期胚胎体外培养时的共培养细胞!有利于减少

胚胎细胞内活性氧自由基的数量!从而改善胚胎体

外发育&
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动 物 疫 情 快 递

安哥拉发生口蹄疫

%$$&

年
H

月
"

日!安哥拉
G4<.4=.e.1?

博士向
:Z)

通报了口蹄疫疫情&疫情始于
%$$&

年
%

月
%I

日!

于
"

月
2

日确诊&此次疫情是临床发病!病原是
AGV%

型口蹄疫病毒!感染动物是牛!依靠临床和实验室检

测作出诊断!

:4@?U1<?

;

..U<

兽医研究所"

:Z)

参考实验室#的抗体检测
)7ZAG

结果为阳性&疫区位于宽多

库邦戈省
]=\L4

5

.

地区
7L=343

村!有易感牛
%2$$$

头!病例
%2$

例!死亡
"$

头!扑杀
%%

头&感染来源尚不

清楚!可能来自接触野生动物或非法的动物移运&安哥拉采取的控制措施有国内限制移运(区域化和染疫场

区消毒)同时未禁止免疫!未对动物进行治疗)即将采取紧急免疫措施&安哥拉上一次发生口蹄疫是
#&I+

年&

挪威发生
_.436=3.1<U?3?

感染

%$$&

年
H

月
2

日!挪威
f?U?4_3U!R33,.\

博士向
:Z)

通报了
_.436=3.1<U?3?

感染情况&疫情始于

%$$&

年
H

月
+

日!于
H

月
2

日确诊&此次疫情中感染动物未出现临床症状!依靠实验室手段检出!法国的海

洋开发研究院"

Z*])()]

!

:Z)

参考实验室#的
U?39!<=6? -̂]

结果为阳性&疫区位于东阿格德尔
734

5

?!

1<U34@

沿海地区!水体为咸水!采取的是开放式生产系统&感染群体为野生平牡蛎"

:1<U?3?@L9=1

#!发病率

和死亡率均为
$M#$$$$$$$#+&$#%̀

!有易感牡蛎
#$$$

只!

#

例病例!

#

例死亡!未予扑杀或销毁&感染来

源尚不清楚&至通报时!挪威尚未采取控制措施!禁止免疫!未对动物进行治疗)准备施行国内限制移运(区

域化(在区封锁或缓冲区内外监测和清理尸体(副产品及废弃物&
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