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培养基中能量底物对猪胚胎发育的影响
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摘要:旨在探讨丙酮酸和乳酸对猪( Sus scrofa) 胚胎早期发育的影响，将 NCSU-23 培养基中的 5. 56

mmol /L 葡萄糖替换为 0. 2 mmol /L 丙酮酸、5. 7 mmol /L 乳酸，并将此培养基命名为 mNCSU-23。根据实

验设计，孤雌胚及核移植胚转移到 mNCSU-23 或 NCSU-23 中培养。激活第 2 天统计孤雌胚及核移植胚

中的 5 ～ 8 细胞胚胎数。激活第 6 天统计孤雌胚及核移植胚囊胚形成率及囊胚细胞数。实验结果表明，

mNCSU /NCSU 处理组的 5 ～ 8 细胞胚胎数及囊胚数显著高于对照组(P < 0. 05);单纯使用 mNCSU 培养

猪胚胎时，囊胚率最低，发育结果最差(P < 0. 05)。本研究证实，在体外培养前两天，用乳酸和丙酮酸代

替培养基中的葡萄糖对胚胎发育有利。
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Abstract:This study aimed to investigate the effects of pyruvate and lactic acid on early development of porcine

embryos. The NCSU-23 culture medium was modified by replacing 5. 56 mmol /L glucose with 0. 2 mmol /L

pyruvate and 5. 7 mmol /L lactic acid，and the modified medium was called mNCSU-23. Parthenogenetic

embryos and nuclear transfer embryos were transferred into either NCSU-23 or mNCSU-23 medium. Embryo

development to 5 － 8 cells was observed 2 days after egg activation，and blastocyst rate and the number of nuclei

in the blastocyst were determined on day 6. A higher proportion of the embryos reached 5 － 8 cells at 48 h and

blastocysts on day 6 in mNCSU /NCSU treatment ( first 48 h in mNCSU-23 medium and thereafter in NCSU-23

medium) group when compared with the control (NCSU /NCSU，first 48 h in NCSU-23 medium and thereafter

also in NCSU-23 medium) group (P < 0. 05) . The rate of blastocyst formation in mNCSU-23 /mNCSU-23 ( first

48 h in mNCSU-23 medium and thereafter also in mNCSU-23 medium) group was the lowest (P < 0. 05) . Our

results have demonstrated that replacing glucose with pyruvate and lactic acid during the first 48 h of IVC may

be beneficial to the development of porcine embryos.
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自从第一头克隆猪问世以来，猪胚胎的体

外培养( in vitro culture，IVC) 技术取得了长足
进步。猪胚胎的体外培养是核移植生产克隆猪
乃至转基因猪的关键环节。尽管体外培养系统
得到了优化

［1］，但经过体外培养的核移植胚胎

的发育能力远低于体内生产的胚胎。体外培养
时间越长，胚胎的发育能力越差。体外培养的
条件不适合猪卵母细胞的早期发育，可能是造

成这种差异的主要原因。因此，优化猪胚胎体
外培养基成为提高猪胚胎生产效率的可行途

径。与其他猪胚胎培养基相比，NCSU-23 是一
种较为成功的猪胚胎体外培养基

［2］。尽管
NCSU-23 的成分是根据猪胚胎的代谢和营养需
求设计的，但该种培养基仍需优化，以进一步提

高猪胚胎的发育能力。葡萄糖是多数细胞的主
要能量来源物质。猪胚胎的能量代谢研究表
明，在胚胎发育的全过程中葡萄糖的代谢通路

都处于激活状态
［3］。然而，有研究表明，NCSU-

23 培养基中的葡萄糖浓度要高于输卵管液中
的葡萄糖浓度

［4］。近期的研究也表明，体外培
养系统中前期添加葡萄糖对猪胚胎的后期发育

不利
［5］。同时，丙酮酸和乳酸也是哺乳动物胚

胎发育过程中的重要能源物质。体外培养前
期，将培养液中的葡萄糖替换为丙酮酸和乳酸

可能有利于猪胚胎的后期发育。
在本研究中，在体外培养的前期(卵母细

胞激活后 48 h)，将 NCSU-23 培养基中的葡萄
糖替换为丙酮酸和乳酸，旨在研究 NCSU-23 培
养基中的能量变化对猪孤雌激活胚、核移植胚
发育的影响，为进一步提高猪体细胞核移植效

率奠定基础。

1 材料与方法

除特别注明外，所有化学试剂均购自

Sigma Aldrich 公司( St. louse，MO)。猪卵巢采
集自哈尔滨市肉联公司屠宰场。NCSU-23 培养
基(5. 56 mmol /L 葡萄糖)和 mNCSU-23 培养基
(0. 2 mmol /L 丙酮酸，5. 7 mmol /L 乳酸)均为
自配培养基，丙酮酸和乳酸浓度根据猪输卵管

液能量物质组成确定
［4］。

1. 1 卵母细胞体外成熟培养 使用配有 18G
针头的 20 ml 注射器从 3 ～ 6 mm 的有腔卵泡中
抽吸 卵 丘 卵 母 细 胞 复 合 体 ( cumulus-oocyte
complex)，采卵液为 TCM-199 (Hank's)。在体
视显微镜下，选取表面包裹 3 层以上卵丘细胞、
致密而且胞质均匀的卵丘-卵母细胞复合体
( cumulus-oocyte complexes，COCs)，以组成为
TCM-199 ( Earle's) + 10% 猪卵泡液( pFF) +
0. 57 mmol /L L-半胱氨酸( L-cysteine) + 10 ng /
ml 表皮生长因子(EGF) + 10 IU /ml 孕马血清
促性腺激素(PMSG) + 10 IU /ml 人绒毛膜促性
腺激素(hCG)的猪卵母细胞体外成熟培养液进
行成熟培养(5% CO2、39℃、饱和湿度)。培养
22 h 后，再将卵母细胞移入无 PMSG 和 hCG 的
成熟培养液中继续培养 22 h。
1. 2 核供体卵丘细胞分离培养 采取一头母
猪的卵巢，收集卵丘-卵母细胞复合体(COCs)。
将成熟培养 44 h 的 COC 移入 0. 1% 透明质酸
酶(Sigma 产品)中，在 38. 5℃孵育 4 min，捡取
卵母细胞后用等体积 10% FBS DMEM(GIBCO
产品)培养液终止消化，以 1 500 r /min 离心 5
min，收集卵丘细胞，调整单细胞悬液密度为 5
× 105
个 /ml，接种到 35 mm 培养皿中，于

38. 5℃、5% CO2 饱和湿度的二氧化碳培养箱

中培养。细胞生长达到 80%汇合时进行传代。
在显微操作前 1 h 用胰蛋白酶消化、离心，收藏
于 4℃备用。
1. 3 卵母细胞孤雌激活 成熟培养 44 h 后，
将成熟的卵母细胞移入脱卵丘液中反复吹打，

脱去卵丘细胞。选取卵丘细胞扩散，卵周隙明
显、卵黄膜完整且排出第一极体的卵母细胞，先
用 39℃预温的激活液洗涤 3 遍，并在其中平衡
1 min，再将平衡好的卵母细胞转移到已经铺满
激活液的融合槽中，按照本实验所设定电融合

仪参数(激活参数为:1 次脉冲，1. 8 kV / cm，30
μs)进行直流脉冲刺激。静置 1 min 之后，移入
NCSU-23 + 4 mg /ml BSA + 2 mmol /L 6-DMAP
液 滴 内 或 mNCSU-23 + 4 mg /ml BSA +
2 mmol /L 6-DMAP 液滴内(根据实验设计)，在
39℃、5% CO2、饱和湿度的条件下培养 4 h。再



·166· 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 45 卷

将 其 转 移 到 NCSU-23 + 4 mg /ml BSA 或
mNCSU-23 + 4 mg /ml BSA 胚胎培养液，在
39℃、5% CO2、饱和湿度的条件下培养。
1. 4 重构胚构建 卵丘细胞传代 4 次，待细胞
生长至汇合时，继续培养 1 ～ 2 d 后，消化离心，
加 1 ml 操作液重悬细胞备用。重构卵 /胚胎构
建:将成熟卵母细胞转入含有 10 μg /ml CB 和
5 μg /ml Hoechest33342 的显微操作液(NCSU-
23 Hepes 缓冲)，利用显微操作盲吸法进行卵
母细胞去核，即吸取第一极体及其临近 10% ～
20%可能含有卵母细胞核的胞质。在荧光显微
镜下观察卵母细胞去核情况(注核针内含有第

一极体及细胞核物质为去核成功)。然后用同
一注核针将体细胞从去核切口放入卵周隙，用

注核针点压透明带，使供核细胞与卵母细胞接

触紧密。操作一批结束后将供体细胞-卵胞质重
构胚 转 移 到 NCSU-23 + 4 mg /ml BSA 或
mNCSU-23 + 4 mg /ml BSA 中，在 39℃、5% CO2、
饱和湿度条件下恢复 1. 5 h。
1. 5 重构胚融合激活 重构胚用 39℃预温的
激活液洗涤 3 遍，并在其中平衡 1 min，再将平
衡好的卵母细胞转移到已经铺满激活液的融合

槽中，用实心玻璃针拨动重组卵，使供体细胞-
受体卵细胞膜接触面与电极平行，进行直流脉

冲刺激(激活参数为一次脉冲，1. 8 kV / cm，30
μs)。静置 1 min 之后，将卵母细胞用 NCSU-23
+ 4 mg /ml BSA 或 mNCSU-23 + 4 mg /ml BSA 洗
涤 5 遍，然后将卵母细胞转移到矿物油覆盖并在
二氧化碳培养箱中预平衡至少 4 h 的 NCSU-23
+ 4 mg /ml BSA + 2 mmol /L 6-DMAP 液滴内或
mNCSU-23 + 4 mg /ml BSA + 2 mmol /L 6-DMAP
液滴内，在 39℃、5% CO2、饱和湿度的条件下
培养 4 h。其间，6-DMAP 处理 1 h 后，在体视显
微镜下判定融合(供核细胞融合入受体胞质内

即为融合的重构胚)。
1. 6 胚胎培养 将融合激活后的重构胚在
NCSU-23 + 4 mg /ml BSA 或 mNCSU-23 + 4 mg /
ml BSA 中洗涤 3 遍，然后根据不同的实验设
计，将激活胚或融合激活胚移入 NCSU-23 培养
基或改良的 NCSU-23(mNCSU-23)中。融合激

活 48 h 后记录 5 ～ 8 细胞数，144 h 后记录囊胚
形成率。取出第 6 天的囊胚，在含 3. 7% 多聚
甲醛的 DPBS 中洗涤 3 遍后固定 5 min，将固定
后的囊胚转移到含 10 μg /ml Hoechst33342 的
DPBS 中，在避光的暗盒中室温孵育 5 min，染
色结束后，将囊胚转移到载玻片上甘油液滴内，

尽量少带液体，用凡士林 /石蜡在其四角点 4 个
柱，再轻轻压盖玻片，最后用指甲油封片。然后
在荧光显微镜的紫外光激发下观察囊胚细胞染

色情况并计数
［6］。

1. 7 实验设计
1. 7. 1 能量底物对猪孤雌激活胚发育的影响
(实验一) 卵母细胞孤雌激活后，移入 NCSU-

23 或 mNCSU-23 中，在 5% CO2 饱和湿度的条

件下培养。具体处理如下。
NCSU-23 /NCSU-23:孤雌激活卵母细胞移

入 NCSU-23 培养 48 h 然后移入新鲜的 NCSU-
23 继续培养至 144 h。mNCSU-23 /mNCSU-23:

孤雌激活卵母细胞移入 mNCSU-23 培养 48 h

然后移入新鲜的 mNCSU-23 继续培养至 144 h。
mNCSU-23 /NCSU-23:孤雌激活卵母细胞移入
mNCSU-23 培养 48 h 然后移入新鲜的 NCSU-23

继续培养至 144 h。
1. 7. 2 能量底物对猪核移植重构胚发育的影
响(实验二) 核移植重构胚融合激活后，移入

NCSU-23 或 mNCSU-23 中，在 5% CO2 饱和湿

度的条件下培养。具体处理如下。
NCSU-23 /NCSU-23: 核 移 植重构胚移入

NCSU-23 培养 48 h 然后移入新鲜的 NCSU-23

继续培养至 144 h。mNCSU-23 /NCSU-23:核移
植重构胚移入 mNCSU-23 培养 48 h 然后移入
新鲜的 NCSU-23 继续培养至 144 h。
1. 8 统计分析 实验数据用 Mean ± SE 表示。

实验一中的卵裂率、囊胚率、囊胚细胞数的数据
用 SPSS 17. 0 的 ANONA 过程进行分析。实验
二中的卵裂率、囊胚率、囊胚细胞数的数据用
SPSS 17. 0 的 Independent-Samples t-test 过程进
行分析。每个处理重复 3 次。当 P < 0. 05 时认
为差异显著。
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2 结果与分析

猪孤雌胚胎和核移植胚胎的早期发育潜力

的评判指标主要包括囊胚率和胚胎细胞计数。
卵母细胞激活后 48 h 观察 5 ～ 8 细胞数，激活
后 144 h 观察囊胚数和囊胚细胞数。
2. 1 能量底物对猪孤雌激活胚发育的影响
由表 1 数据可知，卵母细胞体外培养第 2 天，
mNCSU-23 /NCSU-23 处 理 组 与 mNCSU-23 /

mNCSU-23 处理组的 5 ～ 8 细胞数显著高于
NCSU-23 /NCSU-23 处理组。3 个不同处理的囊
胚率差异显著，其中，mNCSU-23 /NCSU-23 处理
组囊胚率最高，而 mNCSU-23 /mNCSU-23 处理
组囊胚率最低。各处理囊胚细胞数无显著差异
(图 1，表 1)。提示 mNCSU-23 培养基可能有助
于胚胎发育，但体外培养后期添加 mNCSU-23
对孤雌胚胎发育不利，且能量底物的变化对囊

胚细胞数无显著影响。

表 1 培养基中能量底物对孤雌胚体外发育的影响
Table 1 Effect of energy substrate in culture system on the development of parthenogenetic embryos in vitro

培养类型

Type of culture

培养卵数

No. of treated
oocytes

5 ～ 8 细胞数
No. of 5 － 8 cells
(Mean ± SE) (% )

囊胚数

No. of blastocysts
(Mean ± SE) (% )

囊胚细胞数

No. of blastocyst cells
(Mean ± SE)

NCSU-23 /NCSU-23 150 27(18. 0 ± 2. 3) b 60(40 ± 3. 4) b 36. 5 ± 1. 5 a

mNCSU-23 /mNCSU-23 160 45(28. 1 ± 1. 1) a 33(20. 7 ± 2. 6) c 37. 5 ± 3. 8 a

mNCSU-23 /NCSU-23 155 45(29. 0 ± 2. 5) a 103(66. 6 ± 3. 7) a 38. 0 ± 2. 6 a

同列数据后所标字母相异表示差异显著(P < 0. 05)，所标字母相同表示差异不显著(P > 0. 05)。下表同。
Different letters in the same row mean significant difference between the treatments(P < 0. 05)，and the same letter in the same row

means the absence of significant difference between treatments(P > 0. 05) . The same is applied below.

表 2 培养基中能量底物对核移植胚体外发育的影响
Table 2 Effect of energy substrate in culture system on the development of somatic

nuclear transferred embryos in vitro

培养类型

Type of culture

培养卵数

No. of treated
oocytes

5 ～ 8 细胞数(% )
No. of 5 － 8 cell
(Mean ± SE)

囊胚数(% )
No. of blastocysts
(Mean ± SE)

囊胚细胞数

No. of blastocyst cells
(Mean ± SE)

NCSU-23 /NCSU-23 120 14(18. 3 ± 3. 6) b 7(10. 0 ± 1. 4) b 36. 0 ± 1. 5 a

mNCSU-23 /NCSU-23 122 24(35. 1 ± 2. 5) a 14(19. 6 ± 1. 1) a 39. 6 ± 2. 4 a

2. 2 能量底物对猪核移植重构胚发育的影响
卵母细胞去核情况，注核针内含有第一极体

及细胞核物质，去核成功(图 2)。由表 2 数据
可知，核移植重构卵体外培养第 2 天，mNCSU-
23 /NCSU-23 处理组 5 ～ 8 细胞数显著高于
NCSU-23 /NCSU-23 处理组。mNCSU-23 /NCSU-
23 处理组囊胚率显著高于 NCSU-23 /NCSU-23
处理组。各处理囊胚细胞数无显著差异(图 3，
表 2)。提示 mNCSU-23 培养基可能有助于核
移植重构胚胎发育，能量底物的变化对核移植

重构囊胚细胞数无显著影响。

3 讨 论
本研究的结果表明，mNCSU-23 /NCSU-23

的处理组合对孤雌囊胚及核移植囊胚的形成均

有促进作用。

葡萄糖是哺乳动物胚胎早期发育的重要能

源物质。但由于在发育前期，胚胎不能高效代
谢葡萄糖

［7］，培养基中高浓度的葡萄糖会导致

发育阻滞。早期的研究证实，在胚胎发育的前
期和后期，胚胎的代谢活性和能量需求有差

异
［8］。Rieger 的研究也发现，卵母细胞激活后

的 48 h 是胚胎基因组激活的关键期，且基因组
激活后，葡萄糖的代谢水平才显著升高

［9］。因

此，在胚胎培养前期，找到可替代葡萄糖的能量

底物有可能促进胚胎的体外发育。除葡萄糖
外，乳酸和丙酮酸也是胚胎早期发育所需的重
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要能量底物。根据猪输卵管液中能量物质的组
成
［4］，在胚胎体外培养的前期，将培养基中的

葡萄糖替换为 0. 2 mmol /L 丙酮酸 和 5. 7
mmol /L 乳酸可能有利于猪孤雌激活胚及核移
植胚的发育。丙酮酸的浓度为 0. 2 mmol /L 主

要是因为其浓度过高会影响囊胚的质量
［10］。

有研究证实，乳酸可降低小鼠 2 细胞胚胎中丙
酮酸的氧化水平，并调节丙酮酸的代谢和吸

收
［11 － 12］。

图 1 猪孤雌囊胚
Fig. 1 Porcine parthenogenetic embryos at blastocysts stage

A: NCSU-23 /NCSU-23; B: mNCSU-23 /mNCSU-23; C: mNCSU-23 /NCSU-23. Bar = 100 μm

图 2 卵母细胞 Hoechst 染色
Fig. 2 Enucleated oocytes stained with Hoechst

A: 相差视野; B: 荧光视野; C:相差视野 +荧光视野。标尺 = 100 μm

A: Phase contrast images; B: Epifluorescent images; C: Phase contrast images + epifluorescent images. Bar = 100 μm

图 3 猪克隆囊胚
Fig. 3 Porcine nuclear transfer embryos at blastocysts stage

A: mNCSU-23 /NCSU-23; B: NCSU-23 /NCSU-23. Bar = 100 μm
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本实验结果表明，对孤雌激活胚和核移植

胚来说，在体外培养前期，使用 mNCSU-23 培养
基的处理组 5 ～ 8 细胞数显著高于使用 NCSU-
23 处理组，而后期使用 mNCSU-23 培养基的处
理组囊胚率显著低于使用 NCSU-23 处理组。
说明培养基中前期添加丙酮酸和乳酸对卵裂有

益，且有助于胚胎发育;但培养基中持续添加丙

酮酸和乳酸则不利于发育后期囊胚的形成，且

葡萄糖在胚胎发育的后期仍然起着不可替代的

作用。胚胎体外培养 48 h 后，胚胎发育由母型
调控转移到合子型调控，葡萄糖的代谢途径得

以激活，胚胎开始利用葡萄糖供能
［9］。本实验

结果证实，如果此时缺乏葡萄糖供能，胚胎发育

能力会下降。发育前期，胚胎利用丙酮酸和乳
酸供能，而葡萄糖为非必需

［13 － 14］;在胚胎发育

的前期，培养基中高浓度的葡萄糖会导致胚胎

发育阻滞现象
［15 － 19］。另外，在胚胎发育的前

期，高浓度的葡萄糖在代谢的过程中会增加氧

自由基的含量，从而造成卵母细胞的氧化损伤。
丙酮酸不但在线粒体呼吸和细胞的分裂中起重

要作用，而且能抵抗过氧化造成的细胞毒
［20］。

这也可能是胚胎发育前期添加丙酮酸有利的一

个原因。总之，培养基中的能量底物对胚胎发
育的影响深远且复杂，其具体机制还有待进一

步研究。
在猪胚胎发育前期，培养基中添加丙酮酸

及乳酸可促进猪孤雌激活胚及核移植胚卵裂，

加快其发育速度;且有利于提高孤雌激活胚及

核移植胚的囊胚率。
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