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几种培养液对昆白系小鼠早期胚胎体外发育的影响
∗

刘淑娟,华进联,葛秀国,严兴荣,胡勇策,窦忠英∗

(西北农林科技大学,国家干细胞工程技术研究中心陕西分中心,陕西杨凌　712100)

摘　要：为了完善小鼠早期胚胎体外培养体系,探讨以 KSOM 为基础液添加新生牛血清(NBS)、胎牛血清
(FBS)及BSA和G1/G2对小鼠早期胚胎体外发育的影响。结果表明：①添加10%NBS的 KSOM 组和 G1/
G2培养液组的囊胚率分别为89.52%和87.08%,二者差异不显著；②添加10%FBS组囊胚率为10.26%,与
①中两组差异极显著；③添加0.1%BSA和0.4%BSA组囊胚率为0%,与其他三组差异极显著。添加新生牛
血清的 KSOM 与胚胎培养液G1/G2均有效克服昆白小鼠2-细胞阻滞,并能得到较高的囊胚率。
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EffectsofSeveralMediaontheEarlyEmbryonic
DevelopmentofKMStrainMouseinVitro
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Abstract：KSOM wasusedasabasemedium.Inordertoimprovethesystemformouseembryocul-
ture,theeffectsofaddingnewbornbovineserum(NBS),fetalbovineserum(FBS),bovineserumalbu-
min(BSA)toKSOMrespectivelyandG1/G2mediumonearlymouseembryodevelopmentwerestud-
ied.Theresultwereasfollows：① TheG1/G2mediumandKSOMcontaining10% NBScouldsup-
portmouseembryodevelopmenttoblastocystsin89.52%and87.08%respectively.Therewereno
differencesbetweenthetwogroups.② TheblastocystsrateofKSOM with10%FBSwas10.26%,
significantlylowerthangroupG1/G2andKSOMcontaining10%NBS.③ Theratesofblastocystsof
thetwogroupscontaining0.4%BSAand0.1%BSAwerezero,significantlylowerthanotherthree
groups.TheKSOM mediumwith10%NBSandmediumG1/G2wereeffectivetoovercomethe2-cell
block,andtheblastocystsrateofthetwogroupswerehigh.
Keywords：Embryoculture；Cellblock；KSOM；G1/G2

　　哺乳动物早期胚胎存在着发育阻滞(cell
block)的现象,如小鼠胚胎发生在2细胞期、牛胚
胎发育阻滞发生在8～16细胞时期、人胚胎发生
在8细胞期、猪胚胎发生在4细胞时期。小鼠胚
胎培养液有多种如,M16、M2、CZB及在它们基础
上改良的培养液等。KSOM 是小鼠胚胎培养液

中的一种。Lawitts和 Biggers [1]首次使用了
SOM(SimplexOptimizedMedium),后来他们又
将 SOM 液中 NaCl和 KCl的浓度由原来 的
85mmol/L和0.25mmol/L分别提高到95mmol/
L和2.5mmol/L,得到改良液即 KSOM[2]。小鼠
早期胚胎培养的关键在于如何克服2-细胞阻滞。
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克服小鼠胚胎发育阻滞的培养液添加成分很多,
如必需和非必需氨基酸、牛黄酸等。王敏康等[3]

除去 M16和CZB中的葡萄糖和磷酸盐并添加果
糖、牛磺酸、EDTA、谷氨酰胺、必需和非必需氨基
酸,囊胚率分别为 85%、68%。黄吴键等[4] 在
KSOM 基础上仅添加0.1%和0.4%BSA用来培
养昆白小鼠 1-细胞胚胎,囊胚率分别达到了
73.5%和75.5%,同样条件下,刘忠华等[5]得到
囊胚率为9.5%的。综上所述,小鼠胚胎培养尤
其是2-细胞的克服,仍然存在一定的不稳定因
素,不同实验室实验结果差别很大。本实验在前
人的基础上添加血清及BSA进行比较,目的在于
探索适合自己的培养体系,同时也为小鼠胚胎培
养体系的进一步完善提供一些参考。
1　材料与方法
1.1　材 料

实验动物　为昆明系性成熟小鼠,购自第四
军医大学实验动物中心。12～14h光照,室内温
度为21～26℃,自由饮水采食。

主要试剂 　孕马血清促性腺激素(PMSG)

和人绒毛膜促性腺激素(hCG)购自宁波激素制品
厂,丙酮酸钠为德国SERVA 公司产品,胎牛血
清(FetalBovineSerum,FBS)和谷氨酰胺均购自
GIBIC公司,新生牛血清(NewbornBovineSer-
um,NBS)采自本实验室试验牛场,其余试剂均购
自Sigma公司。胚胎冲洗液 mPBS是在PBS液
基础上改进后自配,G1/G2(人类胚胎培养液)为
瑞士Vitrolife公司产品,胚胎培养液(KSOM)参
考Summers等 [6]的配制方法配制(表1)。
1.2　方 法
1.2.1　实验动物处理　选取6～8周龄、体重25
～40g,发情期间期 [7]雌性小鼠。18：00腹腔注
射 PMSG (8IU/只),间隔48～50h腹腔注射
hCG(8IU/只)。注射 hCG 后将雌鼠与雄鼠按
1∶1合笼,让其自然交配。合笼第二天早晨检查
是否有阴道栓。注射hCG后17～19h,颈椎脱臼
处死见栓母鼠,打开腹腔取出双侧子宫、输卵管及
卵巢。剪去卵巢和子宫,用 mPBS冲洗掉血液,
在 mPBS中剥开输卵管壶腹部,挤出卵丘-卵母
细胞团,即得到早期1-细胞胚胎[8]。

表1　几种培养液组成分
Table1　Componentsofseveralmedia

成分Components
分子量Molecularweight

培养液 Media/(mg·L-1)
KSOMNBSGroup1

KSOMFBSGroup2
KSOMBSAGroup3

mPBSGroup4 G1Group5 G2
NaCl 58.45 5592.70 5592.7 5592.70 800.00 4976.80 4976.80
KCl 74.55 185.13 185.13 185.13 200.00 410.00 410.00
KH2PO4 136.09 47.63 47.63 47.63 200.00 - -
Na2HPO4 141.96 - - - 1150.00 - -
NaH2PO4 120.00 - - - - 60.00 60.00
MgSO4·7H2O 246.47 49.30 49.30 49.30 - - -
MgCl2·6H2O 203.30 - - - 100.00 203.30 203.30
NaHCO3 84.01 2100.25 2100.25 2100.25 2100.30 2100.30 -
CaCl2 110.99 186.90 186.90 186.90 100.00 199.80 199.80
乳酸钠(60%)Sodiumlactate 12.10 1970.00 1970.00 1970.00 - 1176.60 657.80
丙酮酸钠SodiumPyruvate 10.00 22.01 22.01 22.01 36.00 35.20 11.00
葡萄糖Glucose 180.16 6.03 6.03 6.03 1000.00 - -
蔗糖Sucrose 198.17 - - - - 99.10 624.20
EDTA(二钠盐- ) 336.21 3.36 3.36 3.36 - 3.36
人血清白蛋白 HAS - - - - 2000.00 2000.00
牛血清白蛋白BSA - 4000/1000& - -
新生牛血清 NBS 10%(v/v) - - - - -
胎牛血清 FBS - 10%(v/v) - - - -
青霉素 Penicillin 60.00 60.00 60.00 70.00 - -
链霉素Streptomycin 50.00 50.00 50.00 50.00 - -
酚红 PhenolRed 10.00 10.00 10.00 - - -
注：BSA含量为0.4%时添加量为4000mg/L,BSA含量为0.1%时添加量为1000mg/L。
Note：4000mg/Land1000mg/LBSAwillbeaddedrespectivelywhentheconcentrationofBSAis0.4%and0.1%.
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1.2.2　胚胎培养　将剥离出的胚胎随机分成以
下5组,同时培养。组一：在 KSOM 的基础上添
加10%NBS；组二：在 KSOM 基础上添加10%
FBS；组三：在KSOM 基础上0.4%BSA；组四：在
KSOM 基础上添加0.1%BSA；组五：1-细胞胚
胎在G1中培养到2-细胞期,然后移入G2中继
续培养。

以上5组所用胚胎培养液,在35mm培养皿
(NUNCLON公司)上制成20μL/滴的微滴,上
覆盖石蜡油,培养前在5%CO2、95%空气、饱和湿
度的培养箱中平衡4h以上。每滴培养10枚左
右未脱颗粒细胞胚胎。每隔24h左右观察并记
录胚胎发育情况。

1.3　数据处理
每组实验至少重复3次,实验所得数据均经

百分数t检验进行统计处理。
2　结果与分析

结果(表2)表明,组一、组二、组五均起到克
服小鼠胚胎2-细胞阻滞的作用(图1～3)。其中
组一和组五较组二的效果好,且囊胚率高(图4),
差异极显著(P<0.01)；但组一和组五间差异不
显著(P>0.05)。组三和组四中只有少数胚胎突
破2-细胞阻滞,且无达到桑椹胚和囊胚囊阶段
的胚胎。

表2　几种培养液及添加成分对昆白小鼠胚胎发育的影响
Table2　EffectsofseveralculturemediawithdifferentadditivesonthedevelopmentofKM mouseembryos

分组Thegroups 胚胎数No.ofembryos
胚胎发育阶段Stageofdevelopment

2-细胞胚胎2-cell 4-细胞胚胎4-cell 8-细胞胚胎8-cell 桑椹胚Morula 囊胚Blastocyst
组一Group1 124 118(95.16)a 118(95.16)A 117(94.35)A 113(91.13)A 111(89.52)A
组二Group2 39 33(84.62)b 17(43.59)B 11(28.20)B 6(15.39)B 4(10.26)B
组三Group3 57 50(87.72)ab 6(10.52)C 0 0 0
组四Group4 96 85(88.54)ab 9(9.38)C 1(1.04)C 0 0
组五Group5 78 75(96.15)a 73(93.59)A 69(88.46)A 68(87.08)A 68(87.08)A
注：同一列各组之间小写字母完全不同者表示 P<0.05；同一列各组之间大写字母完全不同者表示 P<0.01；同一列各组之间含有相同
字母者表示差异不显著。
Note：Letterslabeledabovethemeansdenote,ifthesmalllettersofthesamerowaretotallydifferent,significantdifference(P<
0.05)；ifthecapitallettersofthesamerowaretotallydifferent,significantdifference(P<0.01)；ifthelettersofthesamerowarenot
totallydifferent,nosignificantdifference.

图1　组一中培养的2-细胞期胚胎 (10×10)
Fig.1　2-cellembryosculturedofgroup1

图2　组五中培养的3～4-细胞期的胚胎(10×10)
Fig.2　3～4-cellembryosculturedofgroup5

图3　组二中培养的8-细胞胚胎 (10×10)
Fig.3　8-cellembryosculturedofgroup2

图4　组五中培养的囊胚(10×10)
Fig.4　Blastocystsculturedofgroup5
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3　讨 论
实验结果表明：组一和组五培养液培养小鼠

早期1-细胞胚胎得到较高囊胚率,分析具体原
因可能有以下三点：①葡萄糖和磷酸盐可以导致
仓鼠胚胎发生2-细胞阻滞 [9],并且抑制8-细
胞胚胎的继续发育[10]。Chatot等[11] 研究发现,
在不含葡萄糖的CZB中培养CF-1×B6SJLF1/J1
-细胞胚胎,有83%突破2-细胞阻滞,48h后添
加葡萄糖可使囊胚率达到48%,培养液中一直不
添加葡萄糖时胚胎不能发育到囊胚期。KSOM
中葡萄糖浓度较低,仅为0.2mmol/L,G1/G2中
含有蔗糖而不含葡萄糖,且磷酸盐浓度也很低。
另外,颗粒细胞生长时可以利用葡萄糖和磷酸盐,
从而进一步降低了培养液中二者的浓度。②颗粒
细胞生长过程中分泌的一些因子可以促进胚胎发

育。在实验中发现,添加BSA组贴壁的颗粒细胞
数量远远少于其他组,且形态不正常。颗粒细胞
生长时可以分泌多种利于胚胎发育的因子和其他

成分,颗粒细胞生长不良可能是导致组三、组四胚
胎发育率低的又一个重要原因。钱云等[12]发现
颗粒细胞与猪胚胎共培养时4-细胞发育率为
24.0%,对照组发育率为0。张志平等[13]将体外
受精后的牛胚胎与颗粒细胞共培养,囊胚率达到
了44.9%。但也有人持不同观点,如李光鹏等[14]

的研究发现,卵丘细胞对昆白小鼠胚胎克服发育
阻滞 无 明 显 作 用。③ 本 实 验 中 用 血 清 代 替
KSOM 中BSA的培养胚胎,取得了较好的效果。
胚胎在体内发育时受到多种因子的作用,例如,
Rosenblum 等[15]研究发现,8-细胞期小鼠胚胎
的细胞膜上开始出现胰岛素受体。此受体可以与
胰岛素(母源因子)相结合影响胚胎发育[16]。血
清中含有多种细胞因子,这些因子对胚胎发育起
到有利作用,所以添加血清更接近体内胚胎发育
的环境。前人研究发现,胚胎和细胞培养液中添
加FBS其培养效果要比添加 NBS好,但是本实
验中却得到相反的结果。其原因可能是不同批次
的血清具有差异性。另外,胚胎培养效果与血清
浓度也有一定的关系,安志兴等[17]在牛体外受精
胚胎培养时分别添加10%NBS和5%NBS,分别
得到24.12%和20.43%的囊胚率,二者差异显
著。本实验结果表明添加血清组的囊胚率显著高
于添加 BSA 组,但是Summers等 [18]在 KSOM
中添 加 0.1% 或 0.4% 的 BSA 培 养 CF1×

B6D2F1杂 交 早 期 胚 胎,囊 胚 率 分 别 达 到 了
96.9%和96.4%,这可能由于不同种属小鼠胚胎
之间存在差异性。

在实验中观察到组一和组二中培养的胚胎,
胞质较暗可见大量的暗色的颗粒状物质,Rebecca
等[18]认为这是由于添加血清造成的。组一和组
二中的胚胎发育较组五中迟12h左右,组五中培
养的胚胎胞质透亮和体内正常发育的胚胎相似,
发育速度也和体内发育胚胎一致。由于组五培养
液价格昂贵,致使其使用范围受到限制,目前主要
用于人胚胎培养。本实验显示,组一是较为理想
的昆白小鼠早期胚胎培养液。
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3　讨 论
本试验采用液相化学还原法制备纳米银,因

为不需要较高的温度,粒径可控性比较好。用透
射电镜观察纳米粒子的平均粒径,结果显示,所得
的产品粒径分布范围均小于50nm,且非常均匀,
分散性良好。用透射电镜观察纳米粒子,具有可
靠性和直观性。

序贯法测定LD50,分为限度试验和主试验。
限度试验主要用于有资料提示受试物毒性可能较

小的情况。纳米银混悬液的急性毒性反应极轻,
雏鸡灌胃给药无法准确测得其LD50。急性毒性
研究发现,纳米银混悬液的最大耐受量为30000
mg/kg,按体重计算,相当于临床剂量的3000
倍。在此剂量,未观察到雏鸡死亡和其它明显急
性毒性反应。提示纳米银的最大耐受量大,较为
安全。

稳定性试验发现,在常温常压下放置90d未
见聚集,电镜检测分散良好,表明在90d内纳米

银的稳定性良好。采用倍比稀释法测定纳米银的
MIC和 MBC,以临床较常用的3种药物环丙沙
星,甲砜霉素,土霉素为对照药物,结果显示纳米
银具有很强的杀菌作用,低浓度能够有效杀死致
病性大肠埃希菌,金黄色葡萄球菌和链球菌,为临
床应用于奶牛子宫内膜炎提供了依据。
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