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wow 培养法的研究
马夜肥王勇胜万敏尹宝英华松张涌 *

(西北农林科技大学生物工程研究所，杨凌 712100)

摘要 WOW培养法是 目 前培养胚胎的重要方法之一， 在去透明带胚胎的培养上尤为重要。

将拣卵针烧制成圆球状，在四孔板底烫制 WOW，将不同时间去除透明带的牛孤雌激活胚培养于

WOW 中 。 结果显示: 各组的卵裂率(78 . 9% 、 8 1. 1 % 和 78.9%)与对照组无显著差异(P>0 .05 ) ; 移入

6-DMAP中之前去除组的袁胚率(3 1. 5 %)与移入培养液中之前去除组(32.4%)元显著差异(P>O.O日，而

且分别与对照组无差异显著(P>0.05) ; 移入离子霉素中之前去除组未得到袁胚。 移入 6-DMAP 中之

前去除纽囊胚细胞数(1 13.8 ::t: lO.1)与移入培养液中之前去除纽袁胚细胞数(112 . 5 ::t: 8.1)和对照纽均无

显著差异(P>0.05) 。 分别 5 杖、 15 枚和 30 枚为一组进行培养，对胚胎的后续发育无显著影响 。

关键词 牛; 无透明带;孤雌激活;WOW 培养法

随着克隆羊Dolly的问世， 体细胞核移植(somatic

cell nuclear transfer, SCNT)技术己广泛用于克隆动物

和转基因动物的生产， 多种不同物种的克隆动物， 如|

山 羊、牛 、猪、鼠、猫等已陆续出生 [1] 。 但是，

目前体细胞核移植的总体效率仍很低，大部分显微操

作程序仍沿用 Willadsen 最初创立的胚胎细胞克隆的

方式， 技术要求高，克隆效率低，离生产应用尚有一段

距离[匀。经研究证明，透明带对体外培养胚胎的发育

不是必须的I坷， 利用这一点， Oback 等[4]创建了一种核

移植方法，将两无核半卵融合使之达到去核前水平，再

将供体细胞融合到卵母细胞中，从而达到核移植的目

的， 后来将此法称之为手工核移植法。 在随后的 5 年

里， 通过这利1方法，牛、马、鼠、猪都相继诞生[4-1 1] 。

手工核移植法比传统核移植法有很多优点: (1)在整个

过程中， 所需要的时间少，技术要求低; (2)手工克隆

法有较高的融合率(96.9%) [12], (3)使克隆从实验室走

向生产实践成为可能。 由于在手工核移植过程中卵

母细胞去除了透明带，所以胚胎培养过程中不能相互

接触以防止黠连。 2000 年， V叮ta 等[1 3 ]发明了新的培

养方法， 即 WOW培养法(the well of the well system) 。

此方法是目前国内外培养无透明带胚胎重要方法之

一。为了探讨本 WOW培养法对胚胎发育的影响， 本

实验将牛无透明带孤雌激活胚用此方法培养，验证此

培养法是否适合培养牛无透明带胚胎。 在利用离子

霉素(ionomycin)+6- 二甲基氨基l嚷岭(6-DMAP)、激活

牛有透明带胚胎时，两者的浓度分别是 5μmoνL 和 2

μmol/L ， 作用时间分别为 5 min 和 4 h 。 为了验证 5

μmol/L离子霉素和2 mmo l/L 6-DMAP分别作用5 min 

和 4h 是否适合去除透明带胚胎的激活， 本实验将去

透明带分 3 种情况: (1)移入离子霉素中之前去除; (2) 

移入 6-DMAP 中之前去除; (3)移入培养液中之前去

除 。 根据这 3 种情况，就可以验证上述浓度和l作用时

间的离子莓素和 6-DMAP 对胚胎的毒性。 在微滴培

养法中，胚胎数不同对其发育有重要的影响 。 本实验

分别以 5 枚、 15 枚、 30 枚为一组，用 WOW培养无透

明带孤雌胚证明胚胎数不同是否对其发育有影响 。

1 材料与方法

1.1 WOW 的制备

将拣卵针的针尖在火焰上烧成圆球状， 经消毒后

在火焰上微热后迅速将针尖压在四孔板(Nunc，丹麦)

底， 待针尖未完全冷却将针拔出，然后重复上述过程。

每个孔中烫制 30-50 个深约 250 μm 直径约 200 μm

的 WOW， 将四孔板中加入 400μ1 SOFaa 液[合成输

卵管液(synthetic oviduct fluid , SOF)+2% ( VI的必需氨

基酸 + 1 % ( VI的非必需氨基酸 + 1μmol/L 谷氨毗肢

+8 mg/mL BSA (不含脂肪酸)]，用小号球状针尖挤压

WOW，使气体排出，然后用 SOFaa 液洗 3 次后备用

(图 1 ) 。

1. 2 牛卵巢的采集 、 运输以及卵母细胞的采集

牛卵巢采集于西安附近的屠宰场， 卵巢均为黄

牛卵巢 。 采集的卵巢放入装有 23-28 .C无菌生理盐

水(内含 100lU/ml 青霉素和 100μg/ml 硫酸链霉素)
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(A) 

(8) 

图 1 打孔针(A)及 WOWs(B)

的保温瓶中，在 6 h 内运回实验室 。 去除卵巢表面

的结缔组织、 脂肪组织和附着的输卵管，用无菌的

生理盐水清洗 3 次 。 用带 12# 针头的 10 ml 一次性塑

料注射器抽取卵巢表面上直径 2~8mm 卵泡的卵泡

液， 抽取的卵泡液用 PBS+5% 胎牛血清 (fetal bovine 

serum, FBS)稀释后静置片刻，在体视显微镜下收集

卵丘 - 卵哥细胞复合体(COCs ) 。

1.3 卵母细胞的体外成熟培养

选择具有完整卵丘细胞层及均匀细胞质的卵母

细胞(A 级和 B 级) ， 用 PBS 洗 3 次，再用卵母细胞成

熟液[(9 .5 glL M199+1O mmollL Hepes+l mmollL 丙酬

+25 mmol/L 谷氨毗肢 +0β75 U/ml 尿促性素(HMG)

(丽珠制药)+1 μg/ml 17-ß ~Mt二醇(1 7-E2)+10% FBS 

(Gibico) ]洗 3 次，然后移入含成熟液的 30 mm 培养

皿中进行成熟培养 。 每皿加成熟培养液 3 ml ， 培养

卵母细胞 200 枚以下，且成熟液必须预先在 38 . 5 'C 、

含 5 % CO2 、 饱和湿度下平衡 2 h 以上 。

1.4 卵母细胞的激活和体外培养

成熟培养后的 COCs 置于 0.1% 的透明质酸酶中

207 

(A) 

(8 ) 

(c) 

但)

消化， 用吸管反复吹打， 去掉卵母细胞周围的卵丘细 图2 无透明带孤雌囊胚(A)及染色照片(B)和有透明带孤雌囊

胞后， 选择排出第一极体的卵母细胞， 将其随机分成 胚(c)及染色压片(D)
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表 1 离子霉素和 6-DMAP对胚胎发育的影响

处理方法 卵裂率 囊胚率 细胞总数

移入离子霉素中之前去除 78.9% (7 1190) ' 

移入 6-DMAP 中之前去除 8 1.1 % (73/90)' 

移入培养液中之前去除 78.9 % (71/90) ' 

对照 77.8% (70/90)' 

0% (017 1 )' 

3 1.5% (23173)b 

32 .4% (23171 )b 

32.8 % (23170)b 

113.8 :1: 10. 1' 

11 2.5 土 8. 1 '

1 1 0. 1 土 1 5. 3 '

同列不同上标表示两者差异显著 (P<0.05 ) ， 相同上标表示差异不显著。

3 组，分别为移入离子霉素中之前去除组、移入 6-

DMAP 中之前去除组和移入培养液中之前去除组 。

根据上述 3 组，用 0 .5% 链霉蛋白酶(pronase)处理约

1 min ， 透明带在不同时间被去除 。 然后将卵母细

胞移入含5μmol/L 的离子霉素SOFaa液中温育 5 rnin 

后，用 SOFaa 培养液洗 3 遍，然后在含 2 mmol/L 6-

DMAP 的 SOFaa 液中培养 4 h，之后用 SOFaa 液洗 3

遍后培养于 WOW 中 。 为防止卵母细胞之间相互教

连，用 6-DMAP 处理时在 WOW 中进行 。 各组均加

400μ1 SOFaa 液并覆盖 400μl 石蜡油， 第 3 天半量换

液一次即可 。 将有透明带孤雌胚用此方法培养作为

对照组 。

I.S 囊胚细胞计数

将发育 7 天的囊胚移入含 10μg/rnl Hoechst33342 

的改良磷酸盐缓冲溶液(modified phosphate buffered 

saline, mPBS)中，在暗处常温培养 20 rnin 后，充分清

洗井连同少量 mPBS 置于干净的载玻片上， 用盖玻片

覆盖 。 在荧光显微镜下观察并进行细胞计数 。

以上试剂除特殊标明外，均购自 Sigma 公司 。

1.6 数据处理

用 SPSS 1010 软件对实验数据进行 χ2 检验 。

2 结果

2_1 离子霉素和 6-DMAP 对胚胎发育的影响

由表 1 可看出，移入6-DMAP中之前去除组和移

入培养液中之前去除组发育到囊胚(图 2A、图 2B ) ，

移入离子霉素中之前去除组未得到囊胚， 3 组卵裂率

均与对照组差异不显著(P>0 .05 ) 。 移入 6-DMAP 中

之前去除组的囊胚率与移入培养液中之前去除组差

异不显著(P>O.O日，而且分别与对照组差异不显著

(P>0.05) 。 移入 6-DMAP 中之前去除组与移入培养

液中之前去除组囊胚细胞总数和对照组分别无显著

差异(P>0. 05 ) 。

2_2 不同胚胎数对其发育的影响

2.2.1 不同胚胎教对移入培养液中之前去除透明带

胚胎发育的影响 分别以 5 枚、 15 枚、 30 枚为

表2 不同胚胎数对移入培养液中之前去除透明带胚胎发育的

影晌

胚胎数卵裂率 囊胚率 细胞总数

5 80.0% (72/90)' 33.3% (24/7 2) ' 1 07.9土7. 9 '

15 77.8% (70/90) ' 3 1.4% (22 /70)' 1 09 . 3 士 1 2. 6 '

3o 78.9% (71/90) ' 32 .4% (23 /7 1)' 11 2 . 5 主 8. 1 '

同列不同上标表示两者差异显著(P<0 . 05) ， 相同上标表示差异

不显著。

表 3 不同胚胎数对移入 6-DMAP 中之前去除透明带胚胎发

育的影晌

胚胎数 卵裂率 囊胚率 细胞总数

5 78 .0% (39/5 0) ' 29.6% (20/70) ' 1 07.3土 7 . 2 '

15 78. 7% (59/7 5)' 3 1.0% (22 /7 1)' 108.0 :1: 5. 2' 

3o 8 1.1 % (73/90)' 31.5% (23η3) ' 11 3.8 :1: 10. 1' 

同列不同上标表示两者差异显著(P<0.05) ， 相同上标表示差异

不显著。

表 4 不同胚胎数对移入离子霉素中之前去除透明带胚胎发

育的影晌

胚胎数 卵裂率 囊胚率

5 76.7 % (23/30)' 

15 78 .4% (47 /60) ' 

3 o 78 .9% (7 1/90)' 

同列不同上标表示两者差异显著(P<0 . 05 ) ， 相同上标表示差异

不显著。

一组，用 WOW培养移入培养液中之前去除透明带孤

雌胚，由表 2 可以看出，每组之间的卵裂率和囊胚率

都无显著差异(P>0.05 ) 。

2.2.2 不同胚胎教对移入 6-DMAP 中之前去除透明

带胚胎发育的影响 分别以 5 枚、 15 枚、 30 枚

为一组，用 WOW培养移入6-DMAP 中之前去除透明

带孤雌激活胚， 由表 3 可以看出 ， 每组之间的卵裂率

和囊胚率都无显著差异(P>0 . 05 ) 。

2.2.3 不同胚胎教对移入离子霉素中之前去除透明

带胚胎发育的影响 分别以 5 枚、 15 枚、 30 枚

为一组，用 WOW培养移入离子霉素中之前去除去透

明带孤雌激活胚， 由表 4 可以看出， 每组之间的卵裂

'-" 
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率无显著差异(P>0.05 ) ， 但均未发育到囊胚。

3 讨论

在 wow 制作方法上，谭世俭等[14]利用大缝衣

钢针，通过手腕用力并做顺时针旋转，制成圆锥形小

凹 。 此方法的缺点在于在制作 wow 过程中产生了

大量的碎沫，其对胚胎的发育会有毒性作用，而且孔

壁不是很光滑，很容易造成卵裂球之间相互分离，而

且囊胚回收率低 ; V勾ta 等[ 1 3]利用钢针烫制 WOW， 此

方法的优点在于能够制作成倒梯形孔，可是同样存在

缺点，就是孔的制作成功率低 。 本实验利用玻璃针

烫制 WOW， 有效的去除了上述的缺点，可此法本身

缺点就是不能制成倒梯形孔，不利于卵裂球之间相互

黠连 。

无透明带胚胎培养过程中，由于没有透明带的包

裹， 在发育至致密化前， 卵裂球之间很容易彼此分离，

所以在制作wow 时直径不要过大而且要有适合的

深度，否则卵裂球之间不但容易分离，而且胚胎容易

溢出 WOW， 彼此之间发生黠连 。

本实验用链霉蛋白酶去除透明带，其优点在于它

可以同时去除大量胚胎的透明带(200 个以内)，而且

所用时间短，对卵母细胞损伤小 。 但在链霉蛋白酶

中作用时，胚胎会失去原有的圆球状，变成月牙状，从

链霉蛋白酶中取出后很快变回圆球状，其机制还有待

进一步研究 。

在胚胎培养过程中，胚胎会分泌一些因子，如

IGF- I 、 IGF-II 、 EGF 等这些因子会通过自分泌或

旁分泌方式作用于胚胎使其发育良好。 在群培养过

程中适量的培养液和恰当的培养方法也有助于胚胎

的发育，但是在群培养过程中，死亡的胚胎必然裂解­

些有毒物质影响正常胚胎的发育 [1 3 ] 。 利用 wow 培

养法，由于胚胎之间相互隔离，且每枚者1)位于 wow

中 ， 不但可以使胚胎分泌的一些因子不被稀释以自分

泌方式作用于自身，还可以阻止有毒物质作用于正常

胚胎 。

Booth 等[15]研究表明，无透明带卵母细胞对离子

毒素敏感度增加 。 本实验利用 5μmoUL 离子霉素 +2

mmol/L 6 -DMAP 激活卵母细胞分别作用 5 min 和

4 h，结果表明:移入离子霉素之前去除组的卵裂率与

其他两组及对照组均无显著差异，但最多发育至16细

胞， 未得到囊胚。 而移入 6-DMAP 中之前去除组和移

入培养液中之前去除组的卵裂率、囊胚率和囊胚细胞

总数均无显著差异。 说明在激活过程中， 5μmol/L

209 

离子霉素作用 5 min对无透明带胚胎的毒性在 2细胞

前表现不明显，而在后续的发育可以表现出来;而 2

mmol/L 6-DMAP 作用 4h 对无透明带胚胎发育无影

响 。 而谭世俭[14]等将去除透明带的卵母细胞利用 10

μmol/L 钙离子载体(A23 1 83)激活 5 min ， 再移入 2

mmol/L 6-DMAP激活培养 4h 得到了较高的囊胚率

(36.9%) 0 Vajta 等[5]将离子霉素浓度工作浓度降到 2

μmoνL，作用 5 min，在2 mmoUL 6-DMAP作用4h， 得

到了较好的发育率。 所以，本实验小组认为利用离

子霉素+6-DMAP激活无透明带卵母细胞时， 要降低

离子霉素作用时间和(或)浓度。 移入 6-DMAP 中之前

去除组和移入培养液中之前去除组的卵裂率、囊胚

率和囊胚细胞总数与对照组均无显著差异， 说明此方

法制作 wow培养体系适合牛无透明带胚胎的培养。

经大量的实验证明，进行胚胎体外培养时，大量胚

胎以微滴方式培养有助于其发育。 胚胎来源是阻碍

人类和一些濒危动物胚胎工程发展的重要因素，因为

少量的胚胎利用微滴培养法囊胚率低 。 但是也有个

别相反地报道[ 1 ι18] 。 共培养法进一步模仿了体内环

境，消除了一些毒害因素，提高了胚胎的质量和发育

率[19] 。 但是一些技术上和一些不确定不稳定因素 ，

会使胚胎很容易污染。本实验分别设 5 枚、 15 枚

和 30 枚为一组利用 wow进行培养， 从表 2、表 3 、

表 4 可以看出，每组之间各项参数都无显著差异， 说

明利用 wow培养法可以进行少量胚胎的培养，这样

就更有利于体外胚胎生产。
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The 5tudy of l叩O\J飞r Culturing 岛1ethod

Ye-Fei Ma, Yong-Sheng Wang, Min Wan , Bao-Ying Yin, Song Hua, Yong Zhang功

(lnstitute of Biotechnology, Northwest Agriculture and Forestry Universi砂" Yangling 712100, China) 

Abstract WOW is one of the important methods for embryos culture, especially for zona-free embryos in 

vitro. 1n this study , glass needle was used to make WOW at the bottom of the four-well dish, and bovine zona-free 

parthenogenic activated embryos were cultured in the WOW. The results showed that cleavage rate of the three 

groups (78 .9%, 81. 1 % and 78.9%) had no significant difference with control (P>0.05). The blastocyst rate of the 

group of zona being digested before putting in 6-DMAP (3 1.5%) had no significant difference with the group of 

zona being digested before putting in SOFaa (P>0.05) , and the two groups had no significant difference with 

control (P>0.05). The group of zona being digested before putting in ionomycin didn ' t develop to blastocyst. The 

number of cells had no significant difference between the group of zona being digested before putting in 6-DMAP 

and the group of zona being digested before putting in SOFaa, and have no significant difference with control (P> 

0.05). Culturing embryos with different numbers in each group (5 , 15 , 30) , there is no different on the development 

of embryos. 

Key words bovine; zona在ee; parthenogenic activation; WOW 
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