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小鼠孤雌生殖的胚胎干细胞的初步研究

陈林君1，刘丽娟1，李红霞2，王晓琳1，沈维干1’3，李朝军1
(1．南京师范大学生命科学学院江苏省分子医学生物技术重点实验室，江苏南京210097)

(2．南京市妇幼保健院生殖中心，江苏南京210004)

(3．扬州大学医学院，江苏扬州225001)

[摘要] 比较去透明带孤雌桑葚胚和留透明带孤雌囊胚、体内受精胚胎、体外受精胚胎在饲养层上囊胚的扩

张率、贴壁生长率．结果表明去透明带孤雌桑葚胚比留透明带孤雌囊胚的扩张率显著(P<0．05)提高，而贴壁率

则极其显著地(p<0．01)提高，此外前者还发生增殖．但孤雌胚胎的囊胚扩张率、贴壁率和增殖率均极其显著地

(P<0．01)低于体内受精胚胎和体外受精组；体内受精胚胎的体外发育最佳．说明去透明带孤雌桑葚胚比留透

明带孤雌囊胚更利于在饲养层上贴壁生长，为建立孤雌生殖的胚胎干细胞系提供了基础．
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A Primary Study of Mouse Parthenogenetic Stem Cell
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Abstract：The parthenogenetic morulas with or without zona pellucida are placed onto the feeder layers of

PMEFs．The morulas from in vivo fertilization and in vitro fertilization are also cultured under the same

condition．Then the rates of expanding and attachment of blastocysts are compared．The rate of expanding

from the parthenogenetic morulas without zona pellucida is significantly(p<0．05)higher than that of the

parthenogenetic blastocysts with intact zona pellucida．The rate of attachment
of the former is significantly

(P<0．叭)higher than that of the latter，and moreover，the former has proliferation capability．The rates

of expanding、hatching、attachment and proliferation from the parthenogenetic embryos are significantly(P

<0．01)lower than those of the other two groups．The embryos from the in vivo fertilization develop best．

Therefore，the parthenogenetic morulas without zona pellucida are more capable of attaching onto the feed—

er layers of PMEFs than the parthenogenetic blastocysts with intact zona pellucida．
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0 引言

胚胎干细胞(Embryonic stem cell)也称ES细胞，是从着床前的囊胚的内细胞在体外扩增，并进行传代

培养而得到的一种细胞，具有未分化性和多潜能性两大特点．由于ES细胞具有多潜能性，可以分化发育

成不同组织产生不同的功能细胞，故广泛用于胚胎发育及胚胎工程方面的研究H1．最近有文献报道口’3]，

孤雌生殖的胚胎干细胞也同样具有未分化性和多潜能性，这样一来，如果可以通过体外激活人卵母细胞来

建立孤雌生殖胚胎干细胞系，就可以适当减少因利用人类受精胚胎来建立胚胎干细胞所导致的宗教、道
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德、伦理上的争议．本实验通过体外激活小鼠卵母细胞，将激活后的卵母细胞在体外培养至桑葚胚或囊胚，

然后将这些胚胎移至饲养层上进一步培养，结果发现去透明带的孤雌桑葚胚更易在饲养层上贴壁并增殖，

这样为其他动物和人卵母细胞来源的孤雌生殖的胚胎干细胞的有关研究提供参考．

1材料和方法

1．1实验材料

昆明系小鼠(体重22 g)购自南京中医药大学，雌鼠群养，雄鼠单笼饲养，适应养殖3 d，光照时间(白

天8：00～20：00，黑夜20：00～8：00)，饲养普通饲料(南京浦口饲料厂)，自由饮水．

1．2实验方法

1．2．1 卵母细胞的孤雌激活

卵母细胞的体外激活方法参考文献H J．孤雌胚胎发育至8一cell时换用CZB+G培养，24 h换液并观

察实验结果．发育至桑葚胚的胚胎用酸性Tyrode’S液∞o去除透明带．

1．2．2体内受精

在注射hCG后立即将雌雄小鼠合笼过夜(雌：雄=1：1)，次日上午8：00时检查阴道栓，有阴道栓者记

为怀孕0．5 d，在怀孕第3．5 d从子宫冲取胚胎，将取出的胚胎培养在经丝裂霉素c处理过的原代小鼠胚

胎成纤维细胞的饲养层上．

1．2．3体外受精

参考吴红等文献。6 1．

1．2．4统计分析方法

以上实验均重复3次，所有数据用SPSSll．0统计软件包分析，以P<0．05为显著性差异，P<0．01为

极显著差异．表1括号中数据均是本组数据占对应的桑葚胚数或囊胚数的百分数．

2结果

2．1孤雌胚胎的发育

卵母细胞经10％的乙醇在37℃，5％CO，条件下处理5 rain，5～6 h后卵母细胞将出现原核或卵裂，则

认为卵细胞已被激活，激活的类型有四种o 7|．本实验研究的结果发现卯母细胞经激活后主要出现单原核

或发生卵裂(速急卵裂)两种类型，且发生速急卵裂的胚胎具有更大的发育潜能，所以本实验采用的孤雌

桑葚胚均由速急卵裂的胚胎发育而来．

2．1．1孤雌囊胚的孵化与贴壁生长

孤雌囊胚的孵化率和贴壁率非常之低，只有7．7％，与体内受精和体外受精相比，极其显著地(P<

0．01)降低(表1)，孤雌囊胚在体外培养的第5天开始孵化贴壁，第6天就开始分化，分化的速度是相当快

(图1．A～B)．但大多数地孤雌囊胚不能孵化，培养一段时间后囊胚的胞质就会收缩(图1．C～D)，最终胚

胎死亡．

A：体外培养第5天，孤雌囊胚孵化后的贴壁生长，200x；B：体外培养第6天，贴壁生长后的分化，400x；C～D：饲养层上未

能孵化的孤雌囊胚；C：体外培养第4天，囊胚，400x；D：体外培养第5天，未能孵化的囊胚，胞质开始收缩，400×

图1 A～D孤雌囊胚孵化和未孵化后在饲养层上的贴壁生长

2．1．2孤雌桑葚胚去透明带后的发育与贴壁生长

由于孤雌囊胚的孵化率和贴壁率非常之低，且绝大多数都不能孵化．所以本实验就用酸性Tyrode’S

液将发育至桑葚期胚胎的透明带去掉，然后移至饲养层上培养．结果发现孤雌桑葚胚在去掉透明带后具有
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更大的发育潜能，其囊胚的发育率与留透明带囊胚的发育率差异不显著(36．1％vs38．5％，P>0．05)，而

扩张率显著地(27．8％vs23。1％，P<0。05)高于后者，贴壁率极其显著地(16．7％vs7．7％，P<0．01)高于

后者；但扩张率、贴壁率、增殖率均极其显著地(表1．)低于体内受精、体外受精组．去透明带桑葚胚在体外

培养的第5天就发育至囊胚，第6天就开始增殖，但增殖的程度没有体内受精、体外受精组的明显，且到第

8天内细胞团的绝大多数均已分化(图2。A～D)。

A：体外培养第3天，去透明带的桑葚胚，400x；B：体外培养第5天；囊胚，200x；c：体外培养第6天，内细胞团贴壁生长

200x；D：体外培养第8天．内细胞团四周大部分已分化，100x

图2 A．D去透明带孤雌桑葚胚在饲养层上的贴壁生长

2．2体内受精胚胎的孵化与贴壁生长

来自内受精3．5 d的胚胎24 h后开始孵化．体外培养的第3 d内细胞团开始增殖，到第8 d时内细胞

团周围已有好多分化的细胞，其特征是内细胞团集落周围不平滑，而是有细胞长出(见图3。A—B)。

A：体外培养第2天，囊胚完全孵化，200x；B：体外培养第8天，内细胞团四周开始分化，400x；C—D：体外受精胚胎在饲养

层上的贴壁生长；C：体外培养第5天，囊胚开始孵化，400x；D：体外培养第8天，内细胞团四周开始分化，400x

图3 A～D体内外受精胚胎在饲养层上的贴壁生长

2．3体外受精胚胎的孵化与贴壁生长

来源于体外受精的胚胎在体外培养的第5天开始孵化，第6天内细胞团开始增殖，第8天内细胞团四

周已有许多分化的细胞(见图3．c～D)．与体内受精相比，体外受精的囊胚的扩张率、孵化率、贴壁率和增

殖率均极其显著地(p<0．01)低于体内受精组(见表1)．

表1有无透明带孤雌胚胎、体内受精、体外受精胚胎在饲养层上的生长

3讨论

小鼠卵母细胞经体外激活可以发育至囊胚，本实验研究发现速急卵裂的胚胎具有更大的发育潜能，与

刘红林等一。的研究结果一致．而孤雌囊胚的孵化率极低，只有7．7％，从而导致贴壁率低，可能与胚胎长时

间在体外培养而不易穿破透明带有关．同时去透明带孤雌桑葚胚的贴壁率也只有16．7％，可能由于用酸

性Tyrodeg液处理透明带时胚胎受到影响，从而影响囊胚的形成和其贴壁率．

哺乳动物的卵母细胞外面有透明带包裹，一方面可以维持早期胚胎三维结构的完整性，另一方面对于

胚胎细胞而言，完整的透明带是一道天然的保护屏障，免于遭受体内外有害因素的侵袭，诸如细菌、病毒、

毒素乃至免疫细胞等¨o．但是，到囊胚扩张的后期，胚胎必须“脱壳”而出，否则胞质就会收缩，最终不能着
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床而死亡，许多胚胎不能顺利着床而往后进一步发育，其中重要的一个原因就是囊胚不能正常孵化．受精

后透明带自然变硬，随着第一次受精卵分裂的开始，在胚胎内部压力和透明带分泌的溶解素的作用下，透

明带开始变薄直至破裂，随之囊胚孵出．在体外培养过程中，培养时间延长，培养基不合适，例如缺乏某些

必需的氨基酸或生长因子，可导致胚胎活力下降，表现为胚胎的发育速度较慢，胚胎溶解素分泌不足会减

弱透明带溶解薄化，最终造成胚胎孵出困难一’10。．同样，本实验中体外受精囊胚的孵化率极其显著地低于

体内受精组，可能也是由于体外受精的胚胎在体外培养的时间长，胚胎溶解素分泌少而减弱透明带的薄化

有关，贴壁率和增殖率也随之降低．林戈等。1¨研究发现体外培养囊胚与体内发育囊胚的自然孵化率分别

为75．4％和96．2％，也存在显著差异．因此，可以在体外培养的体系中添加一些成分，如生长因子等以便

促进体外培养胚胎的发育．

本实验研究发现去透明带孤雌桑葚胚在体外培养可以发育至囊胚，且发育率为36．1％，与留透明带

孤雌桑葚胚的囊胚的发育率(38．5％)无显著差异，但囊胚扩张率、贴壁率均显著提高(表1)，但是均极其

显著地低于体内受精、体外受精组．造成这一结果的原因除了与体外培养体系和时间过长有关外；另一个

原因可能与基因调控有关．

而本实验研究发现将发育至桑葚胚期的孤雌胚胎的透明带去除，其囊胚的扩张率、贴壁率较留透明带

孤雌囊胚的要显著升高(27．8％vs23．1％，P<0．05；16．7％vs7．7％，P<0．01)外，且有少部分(8．1％)发生

增殖，而内细胞团增殖是建立胚胎干细胞所必需的．此外，本实验中发现内细胞团很容易分化，可以向培养

基中添加白血病抑制因子(LIF)用来抑制其分化，并在适当时候离散内细胞团I 3,12]．因此在桑葚胚期就去

掉透明带，更有利于孤雌胚胎的贴壁生长和增殖，为建立孤雌胚胎干细胞系提供了基础，从而为其他动物

和人卵母细胞来源的孤雌生殖的胚胎干细胞的有关研究提供参考．
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