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摘要:探讨在 NC5U -23 中添加不同浓度的膜岛素和/或半肮氨酸对猪孤雌胚体外发育的影响.结果表明，在试验 l

中，添加膜岛素的质量浓度为 2.5μ吕ImL 时，猪孤雌胚的卵裂率及囊胚率显著高于对照组(P <0.05) ;在试验 2 中，

添加半脱氨酸的浓度为1. 2 mmoVL 时，猪孤雌胚囊胚发育率最高，但添加的浓度大于 4.8 mmoνL 时，猪孤雌胚的

囊胚发育率显著降低(P < 0.05) ;在试验 3 中，联合添加膜岛素和半脱氨酸时能显著提高猪孤雌胚的囊胚率(P < 

O. 05) .因此，在 NC5U -23 中添加一定浓度的滕岛素和/或半肮氨酸能提高猪孤雌胚发育到囊胚阶段的能力.
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Abstract: This study was to evaluate the effects of insulin and cysteine on the in vitro development of por­

cine parthenogenetic embryos. After parthenogenetic activation , embryos were transferred to culture medi­

um( NCSU-23) supplemented with different concentrations of insulin and/or cysteine. In Experiment 1 , 

when the concentration of insulin in the culture medium was 2. 5μg/ mL , the rates of cleavage and blasto­

cyst were significantly higher than the control group ( P < O. 05 ) . In Experiment 2 , when the supplementa­

tion concentration of cysteine was 1. 2 mmoVL , the blastocyst rate of parthenogentic embrγos was the 

highest. In Experiment 3 , a combination of supplementation with 2. 5μg/mL insulin and 1. 2 mmoVL cys­

teine in the culture medium could significantly increase the blastocyst development rate (P < O. 05) . It is 

concluded that supplementation of a certain concentration of insulin and/ or cysteine in the culture medi­

um can promote the development of porcine parthenogenetic embryos in vitro. 
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早期胚胎体外培养体系至关重要，会直接影响

早期胚胎体外发育及最终的娃振结果.猪的早期胚

胎体外培养发育率不高，体外受精胚囊胚发育率
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10% - 30% [IJ ，猪体细胞核移植胚胎的卵裂率

30% -90% ，猪的孤雌激活囊胚率 20% -60% [川，
胚胎移植后产仔存活率 0.3% _0.9%[4]. 因此如何
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提高体外胚胎早期发育率，创建一种理想的早期胚

胎体外培养体系，一直是该领域研究的重点和热点.

关于培养基中添加膜岛素和半肮氨酸对猪孤雌胚体

外发育影响的研究报道较少.有研究表明，在培养基

中添加膜岛素对猪 ICSI 胚胎早期发育有促进作

用问].本研究在 NCSU-23 中分别添加不同质量浓度

的膜岛素或不同浓度半肮氨酸及二者联合添加，探

讨其对猪孤雌胚胎体外发育的影响，目的是为克隆

猪以及用体细胞克隆技术生产转基因猪提供技术支

持，提高克隆猪的成功率.

1 材料与方法

所用药品除特别说明外，均为 Sigma 公司产品-

1. 1 猪卵母细胞的采集

从当地屠宰场收集母猪卵巢，置于 35 "c左右添

加抗菌素的生理盐水中 4 h 内运团实验室，除去卵巢

上附着的输卵管等组织，用生理盐水冲洗干净.用带

有 18 号针头的 10 mL 元菌注射器，抽取直径 3 -

6 mm卵泡中的卵母细胞.将抽取液缓慢注入置于

37 "c恒温锅的 15 mL 尖底离心管中，使卵母细胞自

然沉降.沉降 15 min 左右后，可看到明显的界限，弃

上清液，然后将沉淀用洗卵液稀释，在实体显微镜下

迅速挑出胞质均匀且有 2 层以上完整致密卵丘细胞

包裹的卵母细胞，用洗卵液洗涤 2 - 3 次，再用成熟
培养液洗涤 3 次后进行体外成熟培养.

1. 2 精卵丘-卵母细胞复合体的体外成熟培养
成熟培养液为改良 TCM-199 培养基，添加了

3.05 mmoνL 葡菌糖、0.91 mmoνL 丙酬酸纳、1. 2

mmoVL 半脱氨酸、0.5μg/mL 促卵泡素和促黄体

素、 10 ng/mL 表皮生长因子、75μg/mL 青霉素和 60

μg/mL 链霉素、体积分数为 10% 的猪卵泡液，用于猪

卵母细胞的体外成熟培养.采用液滴式培养，液滴大

小为 100μL，每滴内培养 20 - 30 枚卵母细胞，培养

条件为 39 "c ，含体积分数为 5%COz 的空气，最大饱
和湿度.培养 22 h 后换液，换成含同样成分和激素的

新鲜成熟培养液继续培养 22 h. 

1. 3 体外成熟卵母细胞的孤雌激活

将体外成熟培养 44 h 的卵丘-卵母细胞复合体
( COCs) 转移到含体积分数为 0.1% 的透明质酸酶液

滴中，用 100 μL 的移液枪反复吹打至完全脱去卵丘

细胞，在体视显微镜下挑选胞质均匀的卵母细胞进

行激活.将挑选好的卵母细胞用 5μmoVL 离子霉素

处理 5 min 后，再用 2.5 mmoVL 6-二甲氨基瞟岭处

理 3 -5 h. 

1. 4 孤雌胚的体外培养
将化学激活处理过的卵母细胞移人预先准备好

的添加不同浓度的膜岛素( Sigma 1-1882) 和/或半脱

氨酸(Sigma C-7352) 的 NCSU-23 培养液(添加质量

分数为 0.4% 的 BSA) 中，液滴式培养，液滴大小为

50μL，每滴中培养 20 - 25 枚胚胎，培养条件为

39 "c、含体积分数为 5%COz 的空气、最大饱和湿度.
体外培养第 48 h 观察卵裂率，第 7 d 观察囊胚率.

1. 5 试验设计

试验 l:将化学激活处理过的卵母细胞随机分为

5 组，移人含有不同质量浓度膜岛素 (0 、 2. 5 、 5.0 、

7.5 )0. 0 j.Lg/mL , Sigma 1 - 1882) 的胚胎培养液微滴

中，体外培养到第 7 d 统计囊胚率.试验重复 10 次.

试验 2:猪孤雌胚在添加不同浓度 (0 、 0.6 、1. 2 、

2.4 、4. 8 ,9.6 mmoVL , Sigma C-7352) 半脱氨酸的胚胎

培养液中培养到第 7 d 统计囊胚率.试验重复 10 次.

试验 3:猪孤雌胚放在胚胎培养液中培养到第

7 d统计囊胚率:第 1 组为常规对照组(不添加膜岛

素和半脱氨酸) ，第 2 组在 NCSU-23 中添加 2. 5μg/ 

mL 膜岛素，第 3 组添加1. 2 mmoVL 半胧氨酸，第 4

组同时添加 2.5μg/mL 膜岛素和 1.2 mmoνL 半脱

氨酸.试验重复 12 次.

1. 6 数据统计分析

将卵裂率和囊胚率先进行反正旋转换，再用

SAS 6. 12 版的一般线形模型( GLM) 下的 Duncan' s 

多重比较进行统计分析，检验各组之间差异的显著

性.试验结果用平均值±标准差表示.

2 结果与分析

2.1 膜岛素对猪孤雌胚体外发育的影响
如表 1 所示，在胚胎培养液中添加膜岛素组

(2. 5 ,5. 0 、7.5JO.0 μg/mL) 对猪孤雌胚早期发育有

促进作用，囊胚发育率以 2.5μg/mL 添加组为最高，

对照组为最低，二者差异显著(P < 0.05) ，而各处理

组间囊胚率差异不显著.

表 1 不同质量浓度腹岛素对猪孤雌胚旱期发育的影晌1 I 

Tab. 1 Effect of different concentrations of insulin on the in 

vitro development of porcine parthenogenetic em-
bηos 

ρ( 膜岛素)/ 卵母
卵裂率2) /% 囊胚率3) /% 

(μg.mL-l) 细胞数

。 157 8 1.7士 12.8(133)b 25.2 :t 11. 4(43)b 
2.5 169 89.4 +9.4( 149)a 42.2 :t 15. 9(75)a 
5.0 165 84.5 +8.6 (140)ab 34.2 :t 17.8(60)ab 

7.5 161 85.2 +14.1 (1 3Q)ab 39.6 :t 16.0(68)a 

l0.0 158 79.0+14.5 (128)b 38.0 :t 11. 6(60)a 

1)同列数据后字母不同示差异显著 ( p < O. 05 , Duncan ' s 
法) ;2) 括号内为卵裂数; 3 )括号内为囊胚数

2.2 半眈氨酸对猪孤雌胚体外发育的影晌
如表 2 所示，猪孤雌胚在添加不同浓度(0 、0.6 、
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1. 2 ,2.4 A. 8 、9.6 mmollL) 半脱氨酸的胚胎培养液

中培养的囊胚发育率在低浓度时呈现上升的趋势，

以 1.2 mmoνL 添加组囊胚发育率最高，但当添加的

半脱氨酸浓度大于 1.2 mmoνL 后，囊胚发育率开始

逐渐下降，当半脱氨酸浓度大于 4.8 mmollL 时，猪

孤雌胚发育到囊胚阶段的能力显著降低(P <0. 05). 

表 2 不同浓度半眈氨酸对猪孤雌胚体外发育的影响1)

Tab. 2 EtTect of ditTerent concentrations of cysteine on the 

in vitro development of porcine parthenogenetic em­

bryos 

c( 半脱氨酸)/ 卵母
卵裂率2) /% 囊胚率3) /呢?

(mmol . mL -))细胞数

。 123 84.3 +1O.6( 1l7 )a 15.95 士 5.3(22)a

0.6 122 76. 8 :!: 16.69 ( 106) ab 20.8:!: 10. 3(27)a 

1. 2 122 81. 47 :!: 11.53 (I 11) ab 21. 9 :t 7.8(29)a 

2.4 122 76.0 :t 12. 2 ( 104) ab 19.2 :t 8.5(27)a 

4.8 122 72.8 :t 8.3(99)b 6.5 :t 6.0(8)b 

9.6 122 59. 84 :t 11. 98 ( 82 ) c Oc 

1 )同列数据后字母不同示差异显著 ( p < O. 05 , Duncan ' s 

法) ;2) 括号内为卵裂数 ;3 )括号内为袁胚数

2_3 联合添加膜岛素和半肮氨酸对猪孤雌胚体外

发青的影晌

如表 3 所示，猪孤雌胚放在胚胎培养液中培养

(第 1 组为常规对照组，第 2 组在 NCSU-23 中添加

2.5μg/mL 膜岛素，第 3 组添加1. 2 mmollL 半肮氨

酸，第 4 组同时添加 2.5μg/mL 膜岛素和1. 2 mmollL 

半胧氨酸) ，各组间卵裂率差异不显著，虽处理组间

囊胚率差异不显著，但第 4 组囊胚率显著高于对照

组(P <0. 05). 

表 3 膜岛素和半脱氨酸对猪孤雌激活胚胎早期发育的影晌1 ) 

Tab. 3 EtTect of insulin and cysteine on the in vitro develop-

ment of porcine parthenogenetic embηω 

组别卵母细胞数 卵裂率2) /% 囊胚率3) /% 

1 157 76.7 士 16.5 (l 35)a I3 .8+ 1O .3(23)b 

2 189 75.6+17.2(149)a 17.2 :t 14.8(35)ab 

3 167 69.9 :t 17.3 (l 17)a 18.5 :t 15.6 (30)ab 
4177 76. 1 士 13.6(133)a 25.8 :t 13.2(43)a 

1 )同列数据后字母不同示差异显著 ( p < O. 05 , Duncan ' s 

法) ;2)括号内为卵裂数 ;3 )括号内为囊胚数

3 讨论

3.1 膜岛素对猪孤雌胚阜期发青的影晌
膜岛素能促进细胞 DNA 、RNA、蛋白质和脂类合

成，调节质膜、酶和细胞核的功能.转铁蛋白有益于

铁的转运而与细胞结合，减轻早期胚胎代谢产生的

毒性金属离子的积累.膜岛素与其受体或膜岛素样

生长因子 1 受体( IGF1-R) 促进细胞生长[5J. Rappol­

ee 等[6J 与 Kapur 等 [7J 在小鼠子宫腔液中检测到膜岛

素的存在，但 Dohe町等[8J 发现小鼠早期胚胎不能合

成膜岛素.对患糖尿病大鼠或膜岛素分泌破坏小鼠

模型的研究发现，其胚胎退化率增加l 矶时，提示膜岛

素作为母源性因子，与相关受体结合后可影响胚胎

发育.罗龙兴等[ 5 J 探讨了不同质量浓度的膜岛素对

猪 ICSI 胚胎早期发育的影响，发现质量浓度为

5μg/mL 组，其囊胚率显著地高于对照组，而与

2.5μg/mL组的差异不显著.本试验猪孤雌胚在添加

不同质量浓度(0 、2. 5 ,5. 0 、7.5 、 10.0 μg/mL)膜岛素

的胚胎培养液中培养，总囊胚率以 2.5μg/mL 添加

组为最高，对照组为最低，三者差异显著(P <0. 05) , 

而各处理组间总囊胚率差异不显著.说明培养液中

加入膜岛素明显可以提高猪孤雌胚胎囊胚的形成.

这与Lewis 等[ 11 ]和 Lee 等[口]相一致， Lewis 等 [11 ]研

究膜岛素对猪的第 5 d 或第 6 d 体内受精胚在体外

培养的影响时，发现在培养液中添加膜岛素能明显

提高扩张囊胚率.本试验中也发现添加膜岛素后扩

张囊胚明显增多，只是添加膜岛素质量浓度与他们

不一致，这可能与胚胎类型及培养条件不同有关.

3.2 半耻氨酸对猪孤雌胚阜期发育的影响

在体外成熟和胚胎培养过程中，谷脱甘肤

(GSH)合成对改善卵母细胞成熟和胚胎的发育是一

个关键事件.在牛和绵羊的卵母细胞体外成熟中，添

加半胧氨酸到成熟液，GSH 含量增加，能提高胚胎囊

胚率[13 叫.当成熟液或培养液中添加半肮氨酸或 β·

琉基乙醇， GSH 含量增加[13]. 在培养液中添加半脱

氨酸，半脱氨酸的升高是维持细胞内 GSH 水平的一

个关键因素. GSH 是通过 γ谷氨酷循环来合成的，培

养液添加半脱氨酸正好为 γ，谷氨酷循环正常进行提

供保证，GSH 的合成也降低了培养液过氧化物水平，

对胚胎发育有改善作用[口].成熟液中添加半脱氨酸，
在绵羊[口]、牛[ 14] 、水牛[川、猪[ 1ω] 均有报道，而在胚

胎培养液中添加半脱氨酸，在绵羊[ 13 J 、牛[ 14 J 、水

牛[ 1引也有报道，本研究在添加不同浓度 (0 、 0.6 、

1. 2 ,2. 4 、4.8 、9.6 mmoνL) 半脱氨酸的胚胎培养液

中培养猪孤雌胚，总囊胚率以 1.2 mmollL 添加组为

最高，但当添加浓度继续升高后，猪孤雌胚发育到囊

胚阶段的能力却逐渐下降 Anand 等[臼]在水牛胚胎

培养液添加不同浓度半脱氨酸 (0 、 0.05 、 O. 1 、 0.2

mmollL) , O. 05 、 0.1 mmollL 组与不添加组差异显

著，而 0.2 mmoνL 组元作用.本研究在猪胚胎培养

液中添加半脱氨酸浓度高于 4.8 mmoνL 也有此现

象.可能由于猪和水牛培养液不同，所用半脱氨酸的

最佳浓度差异也很大.但是，在猪和水牛的胚胎培养

液中，添加最佳浓度的半脱氨酸都能维持 γ·谷氨酷

循环正常进行，提高 GSH 的合成，防止过氧化物的毒
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害作用，因而提高胚胎的发育能力.

3.3 联合添加膜岛素和半脱氨酸对猪孤雌胚发育

的影晌

在以 t试验优化的基础上我们又探讨了膜岛素

和半脱氨酸联合添加对猪孤雌胚体外发育的影响，

发现分别添加 2.5μg/mL 膜岛素和添加1. 2 mmol/L 

半脱氨酸的处理组囊胚发育率都高于对照组，虽差

异不显著，但联合添加组的囊胚发育率却明显高于

对照组，差异显著(P < 0.05). 这也说明胚胎的体外
培养是一个及其复杂的微环境，需要各种条件的优

化，更需要一个模拟体内的最优组合.

总而言之，胚胎体外培养体系至关重要，它直接

影响胚胎体外发育及最终的妇振结果.猪的卵母细

胞体外胚胎生产系统不仅关系到基础研究而且涉及

体细胞核移植等诸多领域[2l]. 尽管在猪的体外胚胎

生产系统有许多成功的例子，但效率不高且不稳定，

因此，需要在不断探索中未提高和优化猪的体外胚

胎生产系统，为做进一步的猪的核移植奠定基础.
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