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猪克隆胚胎体外培养的研究进展
张  霞1  聂正文2  苗义良2*

(1华中农业大学动物医学院, 武汉 430070; 
2华中农业大学动物科技学院农业动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室, 武汉 430070)

摘要      猪克隆胚胎的体外培养一直是限制克隆猪大批量生产的制约因素。早期, 猪克隆胚

胎的培养主要是借鉴体外受精胚胎的体外培养体系, 但培养效果并不理想。这是因为, 两者的代谢

方式不同, 其表现在两种胚胎对氧气的需要时段不同, 体外受精的胚胎在致密化阶段对氧气的消耗

量增大, 而克隆胚胎是在囊胚以后的阶段, 因此, 建立更适合克隆胚胎氧需求的培养体系可有效提

高克隆胚胎的发育能力。另外, 通过向基础培养液中添加各种添加剂也可改善克隆胚胎的发育。

该文分别从猪克隆胚胎体外培养的研究历史与现状、影响因素(包括基础培养液、各种添加物和

氧分压等)及体外培养优化策略等进行了论述, 旨在为建立稳定的猪克隆胚胎体外发育的最佳培养

体系提供理论依据。
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Abstract       The culture of porcine clone embryos in vitro had always restricted the massive production of 
clone pigs. In the earlier time, the culture of porcine clone embryos used the culture system for embryos in vitro 
fertilization; however, it was not suitable for the development of porcine clone embryos. The main reason was 
that two different embryos had different metabolic ways and they had different periods on oxygen consumption. 
It was reported that oxygen consumption became increased from the compact morula stage for the embryos in 
vitro fertilization; nevertheless, it was increased after blastocyst stage for the clone embryos. So it would greatly 
improve the development of porcine clone embryos to establish a suitable culture system for embryo’s oxygen 
consumption. Furthermore, some additive agents could also improve the development of clone embryos. This 
paper reviewed the history and current situation on the study of culture of porcine clone embryos, the factors on 
culture (including of basic culture medium, various additive agents and oxygen pressure) and strategy for in vitro 
culture optimization, aiming to provide theoretical basis to establish best culture system to culture porcine clone 
embryos. 
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我国是世界上最大的生猪生产国和猪肉消费

国, 培育高产优良的猪品种是猪育种工作的当务之

急。同时, 由于猪的器官在解剖、形态及生理功能

上与人类的器官最相似, 所以猪被选作最佳的动物

来构建异种器官移植模型和各种人类疾病模型。自

从第一头体细胞克隆猪诞生以来, 科学家们就开始

尝试用转基因克隆技术制作具有遗传修饰的猪。另

外, 随着基因编辑技术, 如CRISPR/CAS9等的出现, 
使得制作转基因克隆猪的需求加大, 但是克隆猪胚

胎的体外培养一直阻碍着该技术的发展, 到目前为

止, 克隆猪的胚胎在体外能发育到囊胚的比率仍然

在30%以内。早期的猪克隆胚胎培养主要是借鉴体

外受精胚胎的体外培养, 但由于两者的代谢方式不

同, 对氧气的需要时段不同, 因此有必要去探索建立

更适合克隆胚胎氧需求的培养体系, 从而提高克隆

胚胎的发育能力。本文分别从猪克隆胚胎体外培

养的研究历史与现状、影响因素(包括基础培养液、

各种添加物和氧分压等)及体外培养优化策略三个

方面进行了论述, 旨在为建立稳定的猪克隆胚胎体

外发育的最佳培养体系提供理论依据。

1   猪克隆胚胎体外培养研究的历史与现状
对于猪克隆胚胎体外培养的研究要追溯到对

体内受精来源猪胚胎的体外培养。早期的研究表明, 
有些培养液可以支持体内来源的胚胎从四细胞发育

至囊胚, 但若从一细胞胚胎开始培养, 胚胎只能在体

外发育至四细胞阶段, 该现象被称之为胚胎发育阻

断, 这主要与胚胎基因组激活有关[1]。为了克服这一

发育阻断, 许多研究者尝试将体外受精的早期猪胚

胎移植到不动情期结扎的绵羊输卵管中, 这样猪胚

胎能发育至桑葚胚和囊胚阶段, 移植到代孕猪子宫

中可获得仔猪[2]。之后人们发现, 在培养液中添加输

卵管液或与输卵管上皮细胞共培养均能促进猪胚胎

的体外发育[3]。

直到有明确配方的培养液出现, 这一僵局才

被打破。比较成熟的胚胎培养液有Whitten’s me-
dium[4]、modified Kreb’s Ringer bicarbonate medium[5]、

NCSU23 medium[3]和Beltsville Embryo Culture Me-
dium-3[6]等。在这些培养液中, NCSU23培养液效

果最佳, 它能够支持胚胎发育到囊胚[3]。自1996
年克隆羊多莉的出现以来, 很多科学家都在为克

隆猪的出生而做着不懈的努力, 当时大部分实验

室都用NCSU23做为核移植胚胎的培养液。2002
年, Yoshioka等[7]发明了一种化学成分确定的培养

液PZM3(Porcine Zygote Media 3), 并证实PZM3比
NCSU23更适合猪胚胎的代谢和营养需求, 用PZM3
培养的猪胚胎的囊胚率和胚胎细胞数都要高于

NCSU23。为了进一步提高猪克隆胚胎的发育能力, 
很多研究人员开始尝试往培养液中添加各种营养成

分。比如, 在第4 d向培养液中添加10%的胎牛血清, 
可以明显地提高囊胚率并且能提高解冻后冻存囊胚

的成活率[8-9]。还有几种其他的添加物, 例如表皮生

长因子[10]、胰岛素样生长因子[11]、粒细胞–巨噬细

胞集落刺激因子[12-13]和抗氧化剂(包括维生素E[14]、

维生素C[15]、花青素[16]以及3-hydroxyflavone[17])都被

证明能提高克隆胚胎的体外发育能力(表1)。虽然

某些添加物可以提高猪克隆胚胎的体外发育率, 但
是不同添加物的作用会因胚胎的类型不同而受到影

响, 并且体外发育能力的提高有时不能等同于克隆

猪的出生率的提高。

另有研究表明, 克隆胚胎与体外受精胚胎具有

不同的代谢方式, 主要表现在这两种胚胎对氧气的

需要时段不同, 体外受精胚胎在致密化阶段对氧气

的消耗增大, 而克隆胚胎对氧气的需求直到第7 d囊
胚阶段才会增加[18]。多项研究发现, 克隆胚胎在低

氧环境下生长较好, 这就与克隆胚胎对氧气消耗的

时段需求一致[19]。已证实小鼠的克隆胚胎具有与体

外受精或体内受精胚胎不同的培养需求, 克隆胚胎

在体细胞培养液中比在胚胎培养液中发育要好[20]。

克隆胚胎的这种特殊培养需求和代谢可能会引起异

常的滋养外胚层发育[21]。当用体外受精来源的滋养

外胚层替代克隆胚胎的滋养外胚层时, 小鼠克隆的

成功率增高。另外, 当用体外受精来源的内细胞团

结合克隆来源的滋养外胚层时会导致嵌合胚胎的发

育率降低[22]。在猪的克隆囊胚中, 滋养外胚层的细

胞数显著降低, 而凋亡的发生率大大增加, 这就表明

未成熟的滋养外胚层细胞与猪的克隆效率低有直接

关系[7,18,23-24]。

2   猪克隆胚胎体外发育的影响因素
2.1   培养液及各种添加物对猪克隆胚胎体外发育

的影响

2.1.1   基础培养液      由于猪胚胎内含有大量的脂

滴, 对温度非常敏感, 所以猪的胚胎是公认的最难
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进行体外培养的胚胎之一[36]。在NCSU23发明之

前, 猪胚胎在体外发育到囊胚阶段是不可能的[37]。

除了NCSU23培养液外, 还有多种培养液可以提

高猪胚胎体外发育的效果, 例如, modified Whitten 
medium[38]、modified Chatot、Bavister medium[39]和

Beltsville embryo culture medium(BECM)-3[6]等都支

持猪胚胎发育到囊胚。直到PZM3培养液的发明, 才
有效地提高了猪胚胎的体外发育能力[7]。已证实, 体
外受精的猪胚胎在PZM3中可发育至囊胚, 经胚胎移

植到受体猪后可生出仔猪。与NCSU23相比, PZM3
培养的猪胚胎囊胚率和胚胎细胞数都要高[19]。另外, 
孤雌的猪胚胎在PZM3里培养也表现出非常好的发

育效果[40]。

在目前使用比较广泛的几种猪胚胎培养液中, 
如NCSU23、PZM3, 其主要成分包括水、离子、能

量物质、氨基酸、蛋白质及缓冲系统等(表2)。培养

液中离子的最大作用就是控制培养液的渗透压, 而
渗透压对于猪的胚胎发育是至关重要的。胚胎体外

发育所需的能量物质主要包括丙酮酸、乳酸和葡萄

糖, 这些能量物质在不同的猪胚胎培养液中是否添

加以及添加的量上存在很大的差异。在猪的雌性生

殖道中, 在受精后2 d左右, 四到八细胞阶段的胚胎

从输卵管移动至子宫角[41]。通过对比输卵管和子宫

中的液体发现, 能量底物的浓度是不同的[42]。研究

发现, 猪输卵管液中的葡萄糖水平在排卵前到排卵

后这个阶段有显著的下降[43]。另外, 通过分析体外胚

胎的代谢情况证明, 胚胎从一细胞发育到囊胚的这

个阶段对葡萄糖的利用是增长的, 这与其他物种类

似[42]。因此, 在培养的第2 d改变培养液的成分来模

拟体内的环境是有利的。NCSU23培养液的发明者

认为, 在葡萄糖存在的情况下, 乳酸会抑制猪胚胎的

体外发育, 所以在配制NCSU23时不添加丙酮酸或

乳酸, 只是添加高剂量的葡萄糖。

在过去的十几年中, 氨基酸在猪胚胎体外发育

中的作用不断引起大家的注意。已证实, 在猪的输

卵管液和子宫液中含有大量的自由氨基酸, 这些氨

基酸能够刺激胚胎的发育[44]。但是, 在向NCSU23
中添加不同浓度的氨基酸时发现, 高浓度的氨基酸

对胚胎的体外发育是有害的, 但是低浓度的氨基酸

却有利于胚胎的体外发育[45]。Mito等[46]也证实, 在
PZM3中添加谷氨酰胺和亚牛磺酸有利于囊胚的形

成, 并且发现预混的氨基酸溶液是有浓度依赖性的。

其主要原因是氨基酸在胚胎体外培养过程中会降解

形成氨, 氨基酸在高浓度时可能会因为氨的聚集而

失去作用。另有研究报道, 在猪胚胎培养的第5 d向
含有葡萄糖的PZM3中添加甘氨酸能够提高体外猪

胚胎的囊胚率。

2.1.2   生长因子      近来, 一些重要的卵巢内生长因

子, 如存在于卵泡液中的褪黑素(melatonin)[47]和血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)[25]都被尝试添加到猪克隆胚胎的培养液中。

Pang等[26]在胚胎培养液中添加褪黑素可以提高猪

表1  各种添加物对猪克隆胚胎发育的影响

Table 1  The effect of different additive on the development of porcine clone embryos
基础培养液

Basic medium
添加成分

Additive
克隆胚胎囊胚率(%, 处理组vs未处理组)
Blastocyst (%, treated vs untreated)

参考文献

Reference

NCSU23 VEGF 34.4% vs 23.97% [25]

PZM3

Melatonin 20.0% vs 11.7% [26]

LPA – [27]

50 nmol/L TSA 46.4% vs 17.7% [28]

37.5 nmol/L TSA 80% vs 54%a [29]

VPA 40.8% vs 23.4% [30]

Scriptaid 21% vs 9% [31]

Scriptaid and MG132 25.1% vs 18.5%b [32]

Oxamflatin 25.5% vs 10.3% [33]

vitamin C 36% vs 11.5% [15]

m-carboxycinnamic acid 
bishydroxamide

26.5% vs 12.7% [34]

5-aza-dC 29.64% vs 20.16% [35]

a: 手工克隆; b: MG132+Scriptaid与Scriptaid比较。

a: handmade cloned; b: MG132+Scriptaid vs Scriptaid.
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克隆胚胎的发育能力, 同时有提高囊胚总细胞数和

降低囊胚细胞凋亡率的作用, 但Nakano等[48]的研究

却显示, 添加褪黑素不能提高克隆囊胚率和降低胚

胎凋亡率。Biswas等[25]发现, 在胚胎培养液中添加

VEGF时能提高体外受精胚胎的囊胚率, 但VEGF不
能促进克隆胚胎发育, 这也证实克隆胚胎和体外受

精胚胎对培养体系要求存在差异。

溶血磷脂酸(lysophosphatidic acid, LPA)是迄今

发现的一种最小、结构最简单的磷脂, 在多种动物

细胞中具有生长因子和激素样活性[49-50], 包括细胞

增殖、分化、迁移、侵袭、黏附、生存和形态发

生等[51]。LPA能通过诱导ROCKs活性来提高哺乳动

物细胞增殖能力[52]。另外, LPA还在雌性动物的繁

殖生理中起到重要作用[53], 如LPA能促进金黄地鼠

卵母细胞的胞质成熟和核成熟[54]并能影响小鼠的胚

胎着床[55]。2015年, Zhang等[27]发现, LPA不但能提

高猪卵细胞成熟能力而且还可以提高体外受精和孤

雌激活胚胎的囊胚率和囊胚细胞数, 并且能通过提

高抗凋亡基因BCL2L1的表达水平来降低凋亡率, 但
LPA是否能提高克隆胚胎的发育能力还不得而知。

2.1.3   表观遗传修饰剂      相比之下, 一些表观遗传

修饰剂和细胞促重编程因子在促进克隆胚胎的发

育方面的研究则有较好的进展。细胞核重编程的程

度是克隆成功的又一决定因素。克隆胚胎中普遍存

在的表观遗传修饰异常可能是导致克隆效率低下和

表型异常的主要原因。已发现猪的克隆胚胎比正常

胚胎的DNA甲基化水平要高[7]。组蛋白去乙酰化酶

抑制剂(histone deacetylase inhibitors, HDACi)能引起

核心组蛋白乙酰化水平的升高从而导致染色体结构

上的改变[31], 这就使得核移植后体细胞基因组的转

录作用得到加强[56]。组蛋白乙酰化水平的增加诱导

核小体与DNA和/或连接组蛋白(linker histones)的结

合比较松散, 这种松散的染色体结构会导致发育关

键基因的转录变得非常活跃[31]。表观遗传修饰剂中, 
组蛋白去乙酰化抑制剂, 如曲古抑菌素(trichostatin, 
TSA)、Scriptaid、丙戊酸(valproic acid, VPA)、Scrip-
taid和5-氮杂-2′-脱氧胞苷等均可不同程度地改善克

隆胚胎发育。

曲古抑菌素A(trichostatin A, TSA)源自链霉菌

代谢产物, 最先作为抗真菌药物使用, 近来研究表明

其具有明显的组蛋白去乙酰化抑制剂的活性。TSA
诱导的组蛋白乙酰化水平的提高能够显著增强小

鼠、牛、猪等物种克隆胚胎的发育能力[31]。Kish-
igami等[56]首次报道, 组蛋白去乙酰化酶抑制剂TSA

表2  两种经典的猪胚胎培养液(PZM3和NCSU23)的配方对比[7]

Table 2  The component of two classical medium for porcine embryo culture (PZM3 and NCSU23)[7]

成份

Component
PZM3 NCSU23

NaCl (mmol/L) 108.00 108.73

KCl (mmol/L) 10.00 4.78

CaCl2·2H2O (mmol/L) ─ 1.70

KH2PO4 (mmol/L) 0.35 1.19

MgSO4·7H2O (mmol/L) 0.40 1.19

NaHCO3 (mmol/L) 25.07 25.07

Glucose (mmol/L) ─ 5.55

Na-pyruvate (mmol/L) 0.20 ─

Ca-(lactate)2·5H2O (mmol/L) 2.00 ─

L-Glutamine (mmol/L) 1.00 1.00

Taurine (mmol/L) ─ 7.00

Hypotauraine (mmol/L) 5.00 5.00

Basal Medium Eagle amino acid (mL/L) 20.00 ─

Minimum Essential Medium nonessential amino acid (mL/L) 10.00 ─

Gentamicin (mg/mL) 0.05 0.05

Fatty acid-free BSA (mg/mL) 3.00 4.00

Polyvinyl alcohol (mg/mL) ─ ─

Osmolarity (mOsm) 288±2 291±2

pH 7.30±0.02 7.30±0.02
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可提高小鼠体细胞核移植胚胎的足孕发育。同年, 
Rybouchkin等[57]也证实, TSA处理使小鼠克隆效率提

高了5倍。Zhang等[28]以50 nmol/L TSA处理猪克隆

胚胎, 结果显示, 体外培养的克隆囊胚率显著提高。

Li等[29]对比了不同的处理浓度后发现, 37.5 nmol/L
的TSA处理手工克隆(hand-made cloned)的猪重构胚

能将囊胚率提升至80%(对照组为54%)。
丙戊酸钠(sodium valproate, VPA)是一种细胞渗

透性短链脂肪酸组蛋白去乙酰化酶抑制剂, 能增强

猪克隆胚胎的发育能力和维持Oct3/4的表达[58], 并可

以纠正猪囊胚阶段一些异常重编程因子的表达[59]。

Kim等[30]在实验中发现, 使用50 mmol/L VPA处理克

隆胚胎比50 nmol/L TSA处理克隆胚胎更能提高克

隆胚胎囊胚率和内细胞团细胞数。

Scriptaid作为一种高效低毒的组蛋白乙酰化酶

抑制剂, 可显著提高近交系动物的NIH小型猪的克

隆效率。Zhao等[31]用500 nmol/L的Scriptaid处理早

期克隆胚胎14~16 h, 提高了NIH小型猪克隆胚的发

育能力, 并获得14头健康后代。2009年, 朱彦宾等[60]

证明, 用100 nmol/L Scriptaid处理近交系五指山小型

猪克隆胚胎24 h, 显著的提高了克隆胚胎的发育能

力和克隆效率(囊胚率30.4% vs 17.5%, P<0.05)。另

外, 蛋白酶抑制剂MG132也被用于提高克隆胚胎的

发育能力。2009年, Whitworth等[61]发现, 用MG132
处理激活后的克隆胚胎2 h能提高囊胚率和妊娠率。

而Mao等[62]发现, 与单独使用Scriptaid相比, Scriptaid
和MG132联合使用来处理胚胎时取得的效果较差。

Oxamflatin是一种组蛋白去乙酰化酶抑制剂, 
它抑制核特异性组蛋白去乙酰化的能力是Scriptaid
的100倍。Hou等[33]证明, 用1 μmol/L oxamflatin处
理激活后的克隆胚胎15 h能够显著提高克隆胚胎的

囊胚率。Mao等[32]也得到了类似的结果, 并且证明

跟Scriptaid相比, 移植oxamflatin处理后的克隆胚胎

能够提高出生的仔猪数量, 减少死胎的数量。5-氮
杂-2′-脱氧胞苷(5-Aza-2′-deoxycytidine, 5-aza-dC)是
一种DNA甲基化抑制剂, 在DNA合成过程中掺入

DNA, 能够抑制DNA甲基化转移酶1(DNA methyl-
transferases 1, dnmt1)的活性从而导致DNA的低甲基

化水平[63]。低甲基化的DNA可允许转录因子结合到

基因启动子区域从而调控基因表达。有研究证明, 
5-aza-dC能够重新激活沉默的全能型基因并且能提

高核重编程效率[63]。Huan等[35]证明, 用25 nmol/L的

5-aza-dC处理克隆胚胎24 h能显著提高克隆胚胎的

发育能力(29.64±1.65 vs 20.16±2.04)。另有研究报道, 
虽然用5-aza-dC处理供核细胞不能显著提高胚胎的

发育能力, 但是当用5-aza-dC和TSA联合作用处理供

体细胞时能显著提高囊胚发育率(25.6% vs 16.0%, 
P<0.05)[65]。

2.1.4   维生素      维生素C, 又称为L-抗坏血酸, 是许

多动物的一种必需营养物质, 同时也是有效的抗氧

化剂[66]。最近的研究显示, 维生素C可以提高小鼠

和人诱导多能干细胞iPS产生效率, 促进部分重新编

程iPS细胞过渡至完全重编程状态, 并且可能是通

过减少细胞内抑癌基因p53的完全表达来提高细胞

重编程效率[67]。2011年, Huang等[15]证明, 维生素C
可显著改善猪克隆胚胎的囊胚率(36.0% vs 11.5%, 
P<0.05)和妊娠率, 并且提高组蛋白H3K5的乙酰化

水平和全能基因Oct4、Sox2和Klf4在克隆囊胚中的

表达水平。

2.2   氧分压对猪克隆胚胎体外发育的影响

胚胎培养体系中的氧分压是另一个影响胚胎

发育的因素[68]。尽管很多研究组在20%的氧分压下

也能成功地得到克隆囊胚甚至出生克隆动物[69-71], 
但是在动物生殖系统中的氧分压是远远低于20%
的。在几种哺乳动物中检测到输卵管和子宫内的氧

含量大约在2%~8%之间浮动[72], 而空气中氧的含量

为20%左右, 因此, 在体外培养时降低氧浓度以模拟

体内培养环境有可能会提高胚胎发育的潜能。

多数的胚胎培养方法是使用20%的氧浓度进行

体外培养, 但如此高浓度的氧可能会在培养过程中

产生较多的活性氧(reactive oxygen species, ROS), 而
ROS能够对细胞产生损伤包括DNA损伤、脂质过

氧化作用、蛋白的氧化修饰等[73], 也可能会引起细

胞凋亡[74]。理论上, 体外低氧可减少培养体系中自

由基和ROS的形成, 而且猪卵母细胞和胚胎内含有

大量的脂肪颗粒, 被ROS诱导的脂肪氧化作用会对

细胞分裂、代谢产物转移和线粒体的功能产生有害

影响。Booth等[75]也发现, 猪的体内受精胚胎、体外

受精胚胎和孤雌激活胚胎对不同氧分压也有偏好

性, 其中低氧分压能显著提高体内受精胚胎和孤雌

胚胎的囊胚发育率和细胞数, 而对体外受精胚胎发

育无促进作用。Nanassy等[40]认为, 猪的孤雌胚胎在

低氧和高氧下的发育能力没有显著差别。Yoshioka
等[7]也证明, 在NCSU23培养液中培养时, 低氧不能
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提高猪体外胚胎的发育能力; 但在PZM3中培养时, 
低氧能显著提高第6 d的囊胚率和第8 d的囊胚孵

化率以及内细胞团数和总胚胎细胞数。Im等[19]证

明, NCSU23中培养的猪克隆胚胎低氧环境下囊胚

率(12.3%±1.4% vs 7.2%±1.4%, P<0.05)和细胞总数

(19.4±1.0 vs 12.2±0.8, P<0.05)要显著高于高氧环境

培养的, 而PZM3中培养的克隆胚胎的囊胚率和细胞

总数在低氧和高氧条件下没有显著差异。以上研究

说明, 不同胚胎类型在不同培养体系中结果也有所

不同。

3   猪克隆胚胎体外培养的优化策略
3.1   共培养系统

共培养是指把胚胎放在输卵管上皮细胞或其

他类型的辅助细胞上培养。研究表明, 共培养技术

可以改善胚胎的体外培养效果, 克服体外发育阻

断, 提高囊胚率和胚胎细胞数[76-78]。共培养支持胚

胎体外发育可能的作用机制是: (1)共培养细胞可分

泌一些对早期胚胎有利的物质, 如生长因子和糖蛋

白; (2)共培养体系可以代谢降解胚胎发育过程中产

生的有毒物质, 如次黄嘌呤和氧自由基; (3)共培养

细胞可能通过胚胎与细胞接触促进胚胎发育。2012
年, Ju等[79]证明, 将猪的克隆胚胎与卵丘细胞共培养

能够显著提高克隆胚胎的囊胚率(26.6% vs 13.0%, 
P<0.05)并且降低胚胎的凋亡比率。但由于接触面

积的有限, 胚胎的2D培养还存在局限性。

目前通过使用3D培养的方法, 细胞不仅为胚胎

提供结构支持, 而且能与周围的环境形成更多的接

触, 更能模拟体内的培养环境。另外, 3D培养系统

中糖蛋白和一些大分子阵列的方向和植入比2D培

养系统更加适合胚胎的培养需求。目前, 大部分的

3D培养工作都集中在卵泡培养和卵母细胞的培养

上, 为了将3D培养体系运用到胚胎培养上, 还需要

对目前的体系进行优化, 增加胚胎的可视性, 从而

方便对胚胎进行分级和操作。目前使用在3D培养

体系中的主要成分包括胶原蛋白[80-82]、藻酸盐[83-84]、

骨基质[85]和特制的琼脂糖等[86-88]。如何将3D共培

养技术运用到胚胎的体外发育上, 还需要进一步的

研究。

3.2   基因表达谱分析

为了更有效地提高胚胎的体外发育能力, Whit-
worth等[89]通过分析体外培养胚胎的基因表达谱来

检测相关基因的表达。他们的结果显示, 体外培养

的胚胎与体内的胚胎相比有588个基因表达失调。

另有报道发现, 一种精氨酸转运蛋白——SLC7A1, 
在体外培养的胚胎中表达高, 但是如果在培养液中

添加精氨酸表达就降低[90]。现已证实, 在体外培养

的胚胎中与细胞代谢相关的基因在表达上是上调

的, 这些基因主要包括参与核苷、核苷酸及核酸的

代谢的基因。该现象与胚胎静置假说是一致的, 即
与相对活跃的胚胎相比, 更具有活性的胚胎代谢水

平较低[91]。也有人认为, 损伤较大的胚胎中其基因

的转录和翻译会要求较高的营养, 从而使它们的代

谢更为活跃[92]。这与比较体内体外胚胎的氨基酸表

达谱的结果是一致的, 即体外胚胎的较高的氨基酸

周转与它较多的DNA损伤相关[93]。

另外, 通过对深度测序数据进行分析发现着

床前猪胚胎的代谢可能是由沃伯格效应(Warburg 
effect, WE)驱动的[94]。沃伯格效应最早是Otto War-
burg于1953年提出的, 该效应描述了肿瘤细胞特殊

的产生能量的方式, 即健康细胞主要依靠线粒体氧

化糖类分子释放出有用的能量, 而大多数肿瘤细胞

则通过产能率相对较低的糖酵解作用为自身供能, 
该作用机制不需要氧气也不需要线粒体参与。沃伯

格效应导致了着床前胚胎对葡萄糖的高吸收, 并且

迫使细胞使用磷酸戊糖的代谢模式, 限制使用三羧

酸循环。深度测序和mRNA定量分析表明, 猪囊胚

的转录谱跟沃伯格效应很相似, 即在胚胎的致密化

时期抑制三羧酸循环会提高猪胚胎发育的潜力[95]。

Swain等[96]发现, 猪的胚胎在着床前的发育中代谢

葡萄糖。这跟其他物种形成鲜明的对比, 例如在小

鼠、牛和人类的胚胎培养中, 在致密化之前是不添

加葡萄糖的, 因为实验证明, 如果在致密化前添加葡

萄糖会抑制胚胎的发育。Swain等[96]还发现, 体内来

源的胚胎比体外培养的胚胎要代谢更多的葡萄糖。

Bauer等[90]也证明, 参与葡萄糖代谢的基因在体外培

养的胚胎中是下调的, 因而葡萄糖代谢是下降的, 这
与Swain等的结果是一致的。PZM3培养液不含有葡

萄糖, 这可能是葡萄糖代谢下降的一个解释。总之, 
尽管科学家们做了很多努力来得到一个理想的培养

液, 但目前来看, 体外培养胚胎的发育潜力还是低于

体内来源的胚胎。因此, 理解体内与体外胚胎的生

理之间的差异, 是探索更好培养条件的一个非常重

要的前提。
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4   结语与展望
以体细胞核移植(克隆)为基础的转基因动物技

术诞生于20世纪90年代, 该技术无论是在猪的遗传

改良还是各种疾病模型的构建上都展示了广阔的应

用前景, 尤其近几年来基因编辑技术和体细胞核移

植技术的完美结合使得对克隆猪生产的需求越来越

大。但是, 自从第一头克隆猪诞生以来, 猪的克隆效

率低下问题始终阻碍着克隆猪的大批量生产, 而在

克隆猪生产的环节中, 克隆胚胎的体外培养至关重

要。目前, 已有很多报道证实可以提高猪克隆胚胎

的体外发育能力, 但大部分的报道结果仅局限于体

外研究, 并且评价克隆胚胎发育好坏都是依赖胚胎

发育的囊胚率、囊胚的总细胞数或囊胚中内细胞团

数与滋养层细胞数的比值。由于体外培养的胚胎还

不能完全反应胚胎在体内的发育状况, 比如有报道

称, 一种能够提高猪克隆胚胎发育的方法在处理猪

克隆胚胎后, 移植后却不能获得克隆仔猪[97], 因此在

评价猪克隆胚胎发育潜力时还需要一个更好的评价

手段。

虽然猪克隆胚胎的体外培养体系还没有被完

全优化, 但很多实验室已经通过胚胎移植克隆囊胚

而获得克隆猪。现已证实, 移植50枚或者更多的新

鲜猪克隆囊胚时可以获得克隆猪[98], 甚至移植冻存

的体细胞核移植囊胚都能出生动物[99]。但是, 移植

体细胞核移植囊胚所出生的仔猪比率明显要低于体

外受精的胚胎, 移植体外培养到囊胚的体外受精胚

胎出生仔猪的比率为12.7%, 而克隆胚胎的比率为

1%~5%[100]。综上所述, 通过在培养液中添加各种因

子, 改变培养系统中的氧分压等手段都能显著提高

克隆胚胎的发育能力, 而且体外培养到囊胚的体细

胞核移植胚胎移植后也能出生动物, 这都说明体外

培养技术在不断地提高, 尽管如此, 我们依然有很大

的提升空间。
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