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摘 要
:

【目的 1评价小鼠胚胎成纤维细胞共培养是否促进 d 3 质量差的人胚胎的囊胚发育
。

[方法 1使用小

鼠胚胎成纤维细胞与受精后第 3 天 ( d 3) 质量差的胚胎共培养
,

对照组使用 uQ in
S

囊胚培养液进行序贯培养
,

观察

各阶段囊胚形成率
,

检测囊胚总细胞数
。

[结果 1 d s 共培养组 12
.

3% 胚胎开始出现早期囊腔化
,

d 6 7
.

4 % 胚胎出

现囊腔扩张
,

4
.

2 % 的胚胎 d 7 孵出
。

而序贯培养组 d s 仅 4
.

2 % 胚胎开始早期囊腔化
,

d 6仅 1
.

5% 胚胎出现囊腔扩

张
,

d 7 仅 0
.

6 %的胚胎孵出
,

表明共培养组囊胚形成率更高
,

囊胚发育速度快于对照组
。

此外
,

共培养组囊胚总细

胞数更多
,

d 6 扩张囊胚总细胞数为 62
.

6 士 13
.

4
,

而未扩张囊胚总细胞数 26
,

1土 8
.

9
,

分别高于序贯培养组
。

[结论 ]

小鼠胚胎成纤维细胞共培养与 uQ in S

囊胚培养液序贯培养比较
,

前者更能促进 d 3 质量差的人胚胎体外发育
。
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胚胎体外培养中使用共培养由来已久
,

先后

使用过多种辅助细胞与胚胎共培养
,

如人及牛输卵

管上皮细胞
、

V e or 细胞
、

颗粒细胞等
。

但是
,

人们

对共培养的益处尚无一致意见
。

一些共培养系统

收稿日期
: 2 0 0 2 一 07 一 2 4

基金项 目
:
广东省自然科学基金资助项目 ( 0 8 3 0 17)

作者简介
:
李 涛 ( 1 971 一 )

,

女
,

四川仁寿人
,

博士生 ; 周灿权
,

主任
,

教授
,

项目负责人
.

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 2003. 0007



中 山 大 学 学 报 (医 学 科 学 版 ) 第 2 4卷

报道有较高的囊胚形成率 〔̀ 〕
,

可高达 55 % 一 69 %
,

而采用 V e
or 细胞与人胚胎共培养时

,

oB gn
s 。
等 2[]

报道其囊胚形成率与序贯培养基无差异 ; W et ez ls

等图报道人成纤维细胞不促进人胚胎发育
。

本研

究使用小 鼠成纤维细胞与常规体外受精
一

胚胎移植

( 乞、 二乞t or f e r t i li z at i o n 二d e n 飞1〕 r
卯 tr an

s f er
,

IV F
-

E T )中受精后第 3 天 ( d 3
,

下同 )废弃胚胎共培养
,

观察囊胚发育情况
。

这些胚胎总体质量差
,

囊胚形

成率低
,

但是
,

它们对培养系统的依赖性更强
,

可敏

感地反映体外培养系统的差异
。

1 材料和方法

1
.

1 胚胎收集与分组

本中心常规移植和冷冻 d 3 质量好的胚胎
,

即

d 3 为 4 个细胞以上
,

工一 且级的胚胎
,

废弃质量差

的胚胎〔细胞数 < 4
,

或 (和 ) 111 一 W级胚胎〕
,

我们选

择 2 001 年 9 月至 2 002 年 5 月
,

细胞数 > 4 的废弃

胚胎进入本实验 ( d 3 细胞数 < 4 的胚胎发育潜力

极低 )
,

将这些胚胎随机分为两组
,

一组与小鼠成纤

维细胞共培养
,

另组置于 Q iu n :
囊胚培养液中 (含

50 m L几 人血清白蛋白 )培养
。

1
.

2 胚胎体外培养方案

1
.

2
.

1 共培养 取卵 日解冻第 3 代 12
.

5 d 小鼠

胚胎成纤维细胞
,

接种于 35 ~ 培养皿
。

移植前 1

d 用丝裂霉素 (C l0 m g几 )处理 2
.

5 h
,

抑制小鼠成

纤维细胞有丝分裂
,

胰酶消化成单个细胞
,

重新接

种制成 50 拜L嘀的小 鼠成纤维细胞液滴
,

培养液

为低糖 ( d
u lb e

cco
’ 5

mo d i f ide m de i u m
,

D M E M )
,

次

日换为 Q iu n S
囊胚培养液

。

随机将每 日收集的每

个病人 d 3 废胚胎 的一半置于小鼠成纤维细胞液

滴中共培养
,

10 一 巧 胚胎 /滴
,

隔 日换液
。

1
.

2
.

2 序贯培养 本中心常规采用 Q iu n S
卵裂期

胚胎培养液培养 d 3 之前的胚胎
,

实验中继续使用

Q iu n S
囊胚培养液培养 d 3 收集的另一组废弃胚

胎
,

微滴法成组培养
,

50 拼L嫡
,

每滴 10 一巧 个胚

胎
。

1
.

3 胚胎的观察

每日上午 10 时观察 d s
,

d 6
,

d 7 囊胚发育情

况
,

囊胚内细胞团 (讯
n e r

cel l m a ss
,

IC M )形态
。

记

录各阶段囊腔发育
:
早期囊腔—

出现囊胚腔
,

囊

腔小于胚胎体积的 1忍 ;完全囊腔
:
囊腔充满整个

胚胎 ;扩张期囊腔— 囊腔扩张
,

直径大于最初的

胚胎直径
,

透明带变薄 ;正孵出的囊胚
:
滋养层正从

透明带中孵出 ; 已孵出的囊胚
:
囊胚完全从透明带

中孵出
。

1
.

4 检测囊胚总细胞数

每 日同一时间检测 d 6
,

d 7 所有囊胚的总细胞

数 ( T CN )
。

囊胚置于 5 9几 柠檬酸钠液中
,

37 ℃

孵育 15 一 30 m in
,

转移到干净玻片上
,

吸去大部分

柠檬酸钠溶液
,

在囊胚上垂直滴几滴固定液 (冰乙

酸
: 乙醇

,

1 : 3 )
,

待玻片风干后吉姆萨液染色
,

计数

囊胚的总细胞数目
。

2 结 果

本中心常规移植和冷冻 d 3 质量好的胚胎风 5〕
,

即 I 一 11级
、

4 细胞以上的胚胎
,

废弃 d 3 质量差的

胚胎
,

包括细胞数 < 4
,

和 (或 ) 111 一 VI 胚胎
,

这些胚

胎发育潜力较低
。

实验发现这些胚胎总的发育速

度较慢
,

大部分 d s 才开始囊腔形成
,

d 6一 7 开始

扩张
,

d 7 开始孵出
。

实验中共收集 2% 个病人 的

1 0 1 4 个废弃胚胎 ( 2 00 1年 9 月至 2 00 2 年 5月 )
,

共

培养组共有胚胎 509 个
,

对照组 505 个
。

从表 1 可

看出
,

共培养 系统 中 d 6 总 的 囊胚 形成率 为

2 4
.

3 %
,

序贯培养为 9
.

9 %
,

d 7 共培养组 (包括 d 6

的总 的囊胚形成率 ) 为 29
.

1%
,

序贯培养组为

12
.

9 %
,

共培养组囊胚发育率明显高于序贯培养

组
,

两组间存在统计学差异
。

此外
,

d s 共培养组 12
.

3%胚胎开始早期囊腔

表 1 两种培养系统中的 d 3胚胎的发育

T a b le 1 T h e d e v e lo p l l l
en t of d 3 em br y o s in t

wo
e u lt ur

e s y s t
em

s
( % )

d 5 b las tco ys t d 6 blas ot e ys t d 7 blas ot
c y s t

E F E x H T E F E x H T E F E x H T

l ) 12

é
S e甲 e n t ia l e u ltur e

肠
e u lt ur

e

l ) 0 1 ) 5
、

6 1 ) 2
、

8 1 ) 1

17
.

8 14
、

7 11

E = e二ly
一

e va i t y ; F = fu lly
一

vca iyt ; E x = E X e x p拟记 de ; H =
hat

e hde ; T = ott al
.
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表 2 两种培养系统囊胚细胞数量比较

oT
t a l e e ll n u m b e r o f b las t o e y s t s i】: t

wo
e u lt u r e

d 6 b las t o e ys t s

S y s t e l月 S ( 厉 士 :
)

d 7 b l a s toc ” t s

E x p an d ed ( i
n e lu d e ha t e h ed ) E x p a n ded ( in

e lu d e h a t e h ed )

3泪 u
en t i

a l Cu lt ur
e

O 三℃ u lt u l℃

4 7
.

2 士 9
.

5 1 )

N
o n 一 e

XP an ded

19
.

3土 5
.

1 1) 8 6土 12
.

4

N o n 一 e x Pan d ed

30
.

8 士 8
.

2 1 )

62
.

6 士 13
.

4 2 6
.

1 士 8
.

9 9 5
.

3 士 16
.

8 53
.

1 士 6
.

6

N o t e : S t a t i s t i e al s ig n if i e an t b et w e e n two g r o u ps l ) 尸 < 0
.

0 5

化
,

5
.

5% 胚胎完全囊腔化
,

d 6 7
.

4 %胚胎出现囊腔

扩张
,

d 7 4
.

2 % 的胚胎孵出
。

而序贯培养组 d s 仅

4
.

2 %胚胎开始早期囊腔化
,

d 6 仅 1
,

5 % 胚胎出现

囊腔扩张
,

d 7 仅 0
.

6 % 的胚胎孵出
,

表 明 d 3 质量

差的胚胎在共培养系统中发育速度快于序贯培养
,

d s 共培养组有更多的胚胎开始形成囊胚
,

d 6有更

多的囊胚开始扩张
,

d 7 有更多的囊胚孵出
,

也表明

序贯培养组有更多的囊胚发育缓慢及停滞
。

从表 2 可看出
,

d 6 共培养组扩张囊胚 (包括 已

孵出者 ) 的细胞数明显 大 于序贯培养组 ( 尸 <

0
.

0 5)
,

未扩 张 的 T CN 也大于序贯培养组 ( 尸 <

0
.

0 5)
。

d 7 共培养组扩 张囊胚 (包 括 已孵出者 )

T C N 略大于 序贯 组
,

二 者 无统计学差 异 ( 尸 >

0
.

05 )
,

未扩张囊胚 T C N 仍明显 高于序贯培养组

( 尸 < 0
.

0 5 )
,

此外
,

从 d s 到 d 7
,

T ( ! N 逐渐增加
。

从形态上看
,

序贯培养组囊胚质量较差
,

IC M 细胞

数 目少
,

出现黑点
。

本实验的共培养系统使用小 鼠成纤维细胞作

为辅助细胞
,

它呈三角形或多角形
,

单层贴壁生长
,

共培养得到的囊胚如图 I A
,

I B
,

囊胚吉姆萨液染色

见图 2
。

3 讨 论

影响囊胚形成的因素很多
,

如取卵数
、

d 3 胚胎

数
、

体外培养系统
、

母亲年龄
、

男方不孕因素等
,

其

中重要的一环是体外培养系统
。

早期使用单一简

单培养液
,

人囊胚形成率很低
。

随后出现动物及人

的成体细胞与人胚胎共培养
,

使用中人们发现较多

的细胞类型可促进胚胎体外发育
,

其中一些共培养

系统有较高的囊胚形成率
,

可高达 55 % 一 69 %
。

如 F ab br i 等困报道人胚胎与病人自身的颗粒细胞

共培养可促进胚胎发育
,

50 % 的胚胎 d s 6/ 可到达

囊胚阶段
。

is mo
n
等川报道共培养可促进反复种

植失败病人的胚胎种植率
。

另一方面
,

随着对早期

人胚生理及代谢需求的进一步了解
,

一些研究者合

成了复杂的序贯培养液
,

如 G l
.

七 GZ
.

2 ; 1P
、

2P ;

s1
、

袋 ; Q iu sn 卵裂期培养液和囊胚培养液等
,

这些

序贯培养液富含氨基酸等营养成分
,

并根据胚胎所

处的不同环境及代谢需求调整了葡萄糖
、

丙酮酸
、

氨基酸等的含量
,

使用后报道的囊胚形成率明显增

高 [“ 一 `。〕
,

一些作者报道序贯培养与共培养之间囊

胚形成率无明显差异
,

如 oB gn so 以及 w
e t ez 1s 等分

别采用 Ve or 细胞
、

人成纤维细胞与人胚胎共培养
,

他们报道
,

与序贯培养相 比
,

共培养无任何益处
。

但是
,

这些研究均采用 d 3 质量好的胚胎体外序贯

培养
,

这些胚胎总体发育潜力高
,

可能不能反映体

外培养系统的差异
。

本实验采用 d 3 质量差 的废弃胚胎与小 鼠成

纤维细胞共培养
,

这些胚胎总体质量差
,

总 的发育

潜力低
,

对培养系统的依赖性更强
,

可能比 d 3 质

量好的胚胎更能反映培养系统的差异
。

实验中将

每个病人 d 3 废弃胚胎随机分两组
,

自身对照
,

排

除取卵数
、

不孕 因素
、

母方年龄等对囊胚形成率的

影响
,

主要观察不同培养系统的差异
,

即共培养与

序贯培养
,

结果发现共培养的胚胎囊胚形成率明显

高于序贯培养
,

各阶段囊胚发育率更高
,

更多的囊

胚扩张
,

更多的囊胚孵出
。

囊胚发育速度更快
,

囊

胚总细胞数更多
,

囊胚总细胞数是反映囊胚发育潜

力最敏感的指标之一
,

因此共培养获得的囊胚发育

潜力更高
。

胚胎与辅助细胞共培养系统由来已久
,

最初用

于动物实验中以防止胚胎发育阻滞
。

随着辅助生

育技术的发展
,

一些研究者将胚胎与体细胞的共培

养引人试管婴儿临床工作中
,

以弥补体外培养系统

的不足
,

使用中人们发现较多的细胞类型可促进人

胚胎的体外发育
,

但是其具体机制目前尚不十分清

楚
,

B
~

at 等〔“
,

’ 2 ]报道人输卵管上皮细胞可分泌

一些胚胎营养因子
,

如集落刺激因子
一

1
、

白血病抑

制因子 ( IL )F
、

白介素 2( I -L 2) 等促进胚胎发育
,

其
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他研究者还发现胚胎表面存在这些生长因子及细

胞因子受体
,

进一 步表 明这些胚胎营养因子 的作

用
。

另一些作者 〔̀ 3〕报道共培养的辅助细胞可抑制

胚胎凋亡
、

吸收分解培养系统中的有毒物质等
,

弥

补体外培养系统的不足
。

本实验中共培养的胚胎

囊胚形成率高于序贯培养
,

囊胚发育速度更快
,

囊

胚总细胞数更多
,

这表明共培养系统仍然优于 目前

的序贯培养系统
。

共培养存在一定的局限性
,

如需要制作辅助细

胞
,

这将增加日常工作量 ;存在将未知病毒传染给

胎儿及母亲的风险 (一些生殖中心使用已经检测 的

细胞系进行共培养可能可以解决此 问题 )
,

目前 尚

不能广泛应用于临床
。

但是
,

通过胚胎与体细胞共

培养
,

我们可以研究胚胎 的体外发育以及进一步研

究共培养促进胚胎体外发育的具体机制
,

并根据此

机理改善目前的序贯培养系统
,

提高人胚胎体外培

养效率
。

(本文图 1
,

2 见插页 3
.

F ig
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1
,

2
5 11。 、 v l l in ba ck co lo ur ed

p a g e 3 )
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我校医学科研首次获得
“

十五
”

国家重大科技攻关专项

在国家
“
9 73

”

计划
、

国家 自然科学基金重大与重点项 目
,

以及
“
8 63

”

计划项 目的资助下
,

我校附属肿瘤防治中心曾益新教

授带领的课题组与人类基因组南方中心黄薇的课题组密切合作
,

并与国外知名大学合作
,

共同攻关
,

经过长期努力
,

终于在鼻

咽癌易感基因研究方面取得了重大突破
,

成功地把鼻咽癌易感基因定位在 4 号染色体的 4 p 15
.

1 一 q12 区域
,

为鼻咽癌易感基

因的克隆打下了坚实的基础
,

具有巨大的学术价值与社会价值
。

在此基础上
,

曾益新教授进一步获得
“

十五
”

国家重大科技攻

关专项的资助
,

课题名称为
“

鼻咽癌相关基因的研究
” ,

资助经费 10 00 万元
,

省
、

市配套 10 00 万元
。

这是我校医科首次获得的

以我校作为主持单位
、

以我校专家作为首席科学家的国家重大科技攻关项 目
。

( 医学科学处计划科 )
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