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猪囊胚的体外生产技术
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摘要:利用屠宰场猪卵巢卵母细胞经体外成熟 、体外受精后 , 体外培育至囊胚阶段 , 并以体外生产的猪囊胚细胞数

来衡量囊胚质量.试验共对5 849枚猪卵母细胞进行体外成熟 、体外受精 ,其中3 974枚卵母细胞在体外受精后发生

卵裂 , 卵裂率为 66.4%±1.6%, 2 136枚发育形成囊胚 , 占卵裂胚数的 56.2%±2.4%, 占卵母细胞数的 36.7%±

1.3%;检查了 98 枚囊胚 ,其平均细胞数为 41.6±1.8;另外又检查了 47 枚囊胚 , 其平均内细胞团细胞数为 3.85±

0.56 、滋养层细胞数为 44.70±2.87.
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In vitro production technique of porcine blastocysts
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Animal Reproduction Institute , Guangxi University , Nanning 530005 , China)

Abstract:Oocytes obtained from abattoirs were subjected to in vitro maturation and fertilization to produce

porcine blastocysts , the quality of which was determined by checking their cell numbers.Of the 5 849 porcine

oocytes treated , 3 974 putative zygotes cleaved 48 h after in vitro insemination(cleavage rate =66.4%±

1.6%), and 2 136 zygotes developed to the blastocyst stage(blastocysts/cleaved =56.2%±2.4%;blasto-

cysts/oocytes =36.7%±1.3%).The average cell number of the blastocysts was 41.6±1.8(n=98), the

average inner mass cell number 3.85±0.56 and trophectoderm cell number 44.70±2.87(n=47).
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　　猪体外受精技术作为一项基本技术 ,可为猪的

胚胎细胞和体细胞核移植 、转基因和性别控制技术

提供廉价成熟卵母细胞和高效的胚胎培养体系.猪

体外受精技术对农业和生物医药研究的应用在于:

显著减少所耗试验动物的数量;降低试验成本;为用

于试验和生产的胚胎提供更多的一致性;为生产转

基因猪和用性别分离的精子生产仔猪提供高效的平

台[ 1] .在西方国家 , 猪体外受精技术已相当成

熟[ 2 ～ 5] .但在国内 ,猪体外受精技术由于受到各种条

件和环境的限制 ,发展缓慢 ,也不成熟.国内报道猪

卵母细胞经体外成熟 、体外受精后成功培育至囊胚

阶段的不多 ,效率也低.本研究在美国密苏里-哥伦

比亚大学动物科学系进行 ,目的是利用屠宰场猪卵

巢卵母细胞在体外成熟 、体外受精后 ,在体外培育至

囊胚阶段 ,并通过检查体外生产的猪囊胚细胞数来

衡量囊胚质量 ,以建立高效的猪囊胚体外生产技术 ,

给国内工作者提供借鉴.

1　材料与方法

1.1　试剂和培养液

配制培养液用水均为美国自来水经二次蒸馏 、

经美国 Culligan(Aqua- Summa)反渗透 、去离子和过滤

系统处理后的超纯水.基础成熟培养液为添加 1 g/L

PVA的改良 TCM-199 ,洗卵液为改良 TL-Hepes-PVA

液 ,受精液为改良 Tris 缓冲液(mTBM),胚胎培养液

为 NCSU-23 , 洗精子液为 Dubecco 氏磷酸缓冲液
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(DPBS).改良 TCM-199 液 、改良 TL-Hepes-PVA 液 、

DPBS 、mTBM和 NCSU-23液的成分见先前的报道[ 6] .

1.2　猪囊胚的体外生产

成熟液 、受精液和胚胎培养液使用之前在含体

积分数为 5%CO2的空气 、最大饱和湿度的 39 ℃培

养箱中预热 、平衡 4 h以上.洗卵液和洗精子液使用

之前在不含 CO2的 39 ℃恒温箱中预热 4 h以上.猪

卵母细胞的体外成熟和体外受精及受精卵的体外培

养过程均在含体积分数为 5%CO2的空气 、最大饱和

湿度的39 ℃培养箱中进行.

从当地屠宰场收集初情期前的小母猪卵巢 ,置

于25 ℃的生理盐水中 5 h 内运回实验室 ,用生理盐

水冲洗3次.用带 12号针头的 10 mL 注射器抽取卵

巢表面上直径 3 ～ 6 mm 卵泡中的卵母细胞 ,在实体

显微镜下挑选含有 2层以上卵丘细胞 、胞质均匀的

卵母细胞 ,在洗卵液中洗 3 次 , 再在成熟液中洗 3

次.之后 ,以 50枚卵母细胞为一组 ,移到每孔含 500

μL成熟液的四孔培养板中 ,加入终质量浓度为 0.5

μg/mL 的FSH(Sigma F-2293)和 LH(Sigma L-5269),成

熟培养 20 ～ 22 h ,再移到无FSH 和 LH的成熟液中成

熟培养20 ～ 22 h.

　　完成成熟培养后 ,将卵母细胞与1 g/L透明质酸

酶混合 ,在旋涡震荡器上震荡除去卵丘细胞 ,用受精

液清洗裸卵 3次 ,最后以每 30 ～ 35枚卵母细胞为一

组 ,置于 100 μL 受精液中 ,等待受精.

在37 ℃下用添加 1 g/L BSA的 DPBS解冻猪冷

冻颗粒精液 ,在 DPBS 中以3 000 r/min离心 5 min 3

次 ,然后以 3×105 精子/mL 为最终精子数量加入含

卵母细胞的受精液中受精.

精子和卵子共孵育 5 ～ 6 h后 ,在 NCSU-23中洗

3次 ,受精卵以 40 ～ 50枚为一组移至每孔含500μL添

加4 g/L BSA的NCSU-23的Nunc四孔培养板中培养

6 d.第 2 d检查卵裂率 ,第 6 d检查囊胚率.

1.3　囊胚细胞数的检查

将部分批次的第6 d囊胚捡入含500μL 培养液/孔

的四孔培养板中 ,加入 5 μL 质量浓度为 2 μg/μL 的

Hoechst 33342 ,将四孔培养板置于培养箱中 0.5 h.之

后取出囊胚 ,在改良 TL- Hepes-PVA 中洗 2次 ,放在

载玻片上 ,轻轻盖上盖玻片 ,在荧光显微镜下检查囊

胚细胞数.

1.4　囊胚内细胞团和滋养层的细胞数检查

将部分批次的囊胚从培养液中捡出 ,用 1 g/L 蛋

白酶消化囊胚的透明带 ,再放入含 4 g/L BSA的 NC-

SU-23中洗 5 min.将无透明带的囊胚和盖矿物油的

1∶5稀释的兔抗猪血清一起在 37 ℃恒温箱中孵育 1

h ,再放入洗卵液洗 3次 ,每次洗 5 min.随后将囊胚

放入 1∶10稀释的豚鼠血清中 ,再添加最终质量浓度

为 160 μg/mL的 Hoechst 33342和 Propidium Iodide ,孵

育1 h.最后将囊胚取出 ,在洗卵液中洗 2次 ,在荧光

显微镜下检查细胞数.Hoechst 33342可将囊胚的所

有细胞核染色 , 而 Propidium Iodide 只能将细胞膜破

损的细胞核染色.在荧光显微镜下 ,囊胚的滋养层细

胞核被 Hoechst 33342 和 Propidium Iodide 双重染色 ,

呈现红色或粉红色;而内细胞团细胞核只能被

Hoechst 33342染色 ,呈现兰色.

2　结果

试验重复了 48次 ,结果如下(数据用平均值±

标准误表示):共使用了5 849枚猪卵母细胞进行体外

成熟 、体外受精.大部分卵母细胞的卵丘细胞在 40

～ 44 h成熟培养后出现扩散 ,其中3 974枚卵母细胞

在体外受精后卵裂 ,卵裂率为 66.4%±1.6%;其中

有2 136枚卵裂球形成囊胚(图 1), 占卵裂胚数的

56.2%±2.4%,占卵母细胞数的 36.7%±1.3%;检

查了 98枚囊胚 ,其平均细胞数为 41.6±1.8;另外又

对47枚囊胚进行了双重染色 ,其平均内细胞团细胞

数为 3.85±0.56 、滋养层细胞数为 44.70±2.87(见

图2).

图 1　体外受精第 6 d 的猪囊胚

Fig.1　Porcine blastocysts produced in vitro

图 2　经 Hoechst 33342 和 Propidium Iodide 染色的单个猪囊胚

Fig.2　A porcine blastocyst stained with Hoechst 33342 and Propid-

ium Iodide
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3　讨论

囊胚率的高低是衡量体外受精系统效率的一项

重要指标 ,而囊胚细胞数多少则是衡量胚胎质量的

主要指标.利用 NCSU-23培养液培育的第 6 d 猪囊

胚细胞数介于 24 ～ 29之间 , 内细胞团细胞数介于 3

～ 9之间 ,滋养层细胞数介于 21 ～ 22 之间;第 6 d体

内猪囊胚细胞数介于 54 ～ 60之间 ,内细胞团细胞数

介于 18 ～ 23 之间 , 滋养层细胞数介于 32 ～ 37 之

间[ 7] .本研究中第 6 d囊胚的细胞数和滋养层细胞

数均高于Machaty 等
[ 7]
所报道的猪体外囊胚的指标 ,

囊胚滋养层细胞数甚至高于体内囊胚滋养层细胞

数 ,但囊胚的细胞数和内细胞团细胞数低于体内囊

胚的指标.据 Abeydeera 等
[ 5]
报道 ,猪卵母细胞体外

成熟和体外受精后的卵裂率介于 52%～ 69%,体外

受精卵经体外培养后囊胚率介于 22%～ 37%,囊胚

细胞数介于 25 ～ 41.本研究的猪卵母细胞经体外成

熟和体外受精后的卵裂率 、囊胚体外发育率和囊胚

细胞数均达到或接近 Abeydeera 等[ 5]报道的上限指

标 ,说明本研究所采用的体外受精系统是高效的 ,当

然 ,最终结果还需通过胚胎移植来检验.
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