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无血清无饲养层培养体系在绵羊胚胎干细胞分离中的应用
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摘要 目的：本文采用 N2B27无血清无饲养层的完全已知成份的培养体系，通过机械分离法分离不同阶段的绵羊囊胚，观察不同
阶段囊胚对分离绵羊类胚胎干细胞的影响。方法：本实验采用 N2B27无血清无饲养层成份完全已知的培养体系，利用机械分离法
对不同阶段的绵羊囊胚进行分离，观察其绵羊类胚胎干细胞的原代集落形成率，以及 AKP染色，多潜能性候选基因 Oct-4和
Sox-2免疫荧光检测。结果：分离早期阶段绵羊囊胚获得的绵羊类胚胎干细胞的形成率显著低于扩张（孵化）阶段囊胚（19.6%
(11/56) vs 36.9%(31/84)）（P＜ 0.05），同时早期和扩张（孵化）阶段绵羊囊胚的 AKP染色和多潜能性候选基因 Oct-4、Sox-2的表达
呈阳性。结论：N2B27无血清无饲养层培养体系是一种有效分离绵羊类胚胎干细胞的培养基，同时分离绵羊扩张（孵化）阶段的囊
胚可以显著的提高原代类胚胎干细胞的建系率，为提高绵羊类胚胎干细胞的建系奠定了基础。
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The Application of the Separation of Sheep Embryonic Stem Cells in
Serum-and Feeder-free Conditions

To observe the influence of the separation of sheep embryonic stem cells culture blastocysts at
different developmental stages by N2B27 serum- and feeder-free conditions. Mechanical separation was used to isolate the

culture blastocysts at different developmental stages by N2B27 serum- and feeder-free conditions, and then we observed the
formation rates of primary oESC-like, AKP dying, expression of multipotent candidate genes Oct-4 and Sox-2. The formation
rates of oESC-like of early blastocysts was lower extended blastocysts (19.6% (11/56) vs 36.9%(31/84)）(P＜ 0.05). It was all positive for
the assays of alkaline phosphatase and expression of multipotent candidate genes Oct-4 and Sox-2. This is an effective
method that the separation of sheep embryonic stem cells in N2B27 serum- and feeder-free conditions. The extended blastocysts can
improve the formation rates of primary oESC-like.

Embryonic stem cells; Blastocyst; Sheep embryo; N2B27

前言

胚胎干细胞（embryonic stem cell, ESC）技术在优质遗传资

源的迅速普及和转基因家畜的生产方面具有十分广阔的应用

前景，它比传统繁殖育种技术更高效，周期更短；比体细胞克隆

成本更低，效率更高，因此更有利于在农业中的应用。但是截至

目前为止，仅有小鼠个别品系[1,2]、人[3]、大鼠[4]等获得了大家公认

的 ESC。尤其是绵羊胚胎干细胞（ovine embryonic stem cell,

OESC）的研究相对滞后。目前，采用常规 ESC分离培养方案，

绵羊 ESC分离、培养仅能获得原代[5]，第 3 代[6]，第 5 代[7]，第 8

代[8]的绵羊 ESC，且分离效率低、长期培养难度大等一系列问

题，极大制约了 ESC技术在绵羊遗传育种中的研究与应用。

本实验室通过借鉴小鼠、人和大鼠等胚胎干细胞建系经

验，结合国际最新干细胞调控机制研究成果，筛选出一套

N2B27无血清无饲养层培养成分明确的绵羊胚胎干细胞培养

体系，突破了绵羊胚胎干细胞常规培养、传代、建系过程中的瓶

颈问题[9]。本实验在我实验室前期的实验基础上，运用 N2B27

无血清无饲养层培养成分明确的培养体系，采用机械分离法对

早期和扩张（孵化）阶段的绵羊囊胚分别进行建系，通过碱性磷

酸酶（alkaline phosphatase, AKP）和多潜能候选基因的检测，评

定绵羊类胚胎干细胞的建系率，以及寻找出最适宜分离绵羊类

胚胎干细胞阶段的囊胚，为后期提高绵羊胚胎干细胞建系奠定
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基础。

1 材料与方法

1.1 试剂
DMEM/F-12 (Invitrogen，11320033，American)，Tryple Ex

press (Gibco，12605-010，American)，N-2 Supplement (Invitrogen，
17502048，American)，B-27 Supplement (Invitrogen，17504044，
American)，MEN NEAA (Sigma，G8540，American)，CHIR99021

(Stemgent, 04-0004，American)，L-Glutamine (Sigma，G8540，
American)，β -Mercaptoethanol (Amresco，0482，American)，
bFGF（Sigma，B6766，American），Mineral oil（Sigma, M8410，
American），青霉素（鼎国，DH231-1，China），链霉素（鼎国，
DH325-1，China），TCM-199（Gbico，12340030，American），Hep-

es（Sigma，H6147，American），PVA （Sigma，P8136，American），
FBS（Hyclone，SH3008403），FSH（Sigma，F8174，American），LH

（Sigma，L5269，American），AKP检测试剂盒（Sigma，86R-1KT，
American），Triton-X100（Solarbio，T8200，China），荧光一抗：
Oct-4（MILLIPORE，MAB4401，American）、Sox-2（Santa，Y-17，
American），荧光二抗：山羊抗小鼠（中杉金桥，ZF-0312，Chi-

na），其他试剂均为 Sigma公司。
1.2 溶液及培养基配制

（1）抽卵液：TCM-199 hepes+1mg/mL PVA+0.7 mg/mL 肝

素钠；

（2）成熟培养液：TCM-199-HCO3+10% FBS+0.05IU/mL

FSH+0.05IU/mL LH+1 滋g/mL Estradiol+24.2 mg/L Sodium pyru-

vate+0.1mM cysteamine +10ng/mL EGF；
（3）受精液：SOF+20%发情羊血清 +6 IU/mL肝素钠 +100I-

U/mL庆大霉素；

（4）培养液：SOF+3mg/mL BSA；

（5）胚胎干细胞选择性培养液：DMEM/F12+10 滋L/mL N-2

Supplement+20 滋L/mL B-27 Supplement+1 滋L/mL 茁-Mercap-

toethanol+10 滋L/mL MEN NEAA+10 滋L/mL L-Glutamine+

80ng/mL bFGF+3 滋M CHIR99021。
1.3 试验材料
1.3.1 卵母细胞的获取 获取屠宰场内宰杀半小时以内的绵

羊卵巢组织并剪去周围多余脂肪，放入含有青、链霉素（各

1000IU/mL）的 37℃灭菌生理盐水中，用保温杯尽快运回实验

室。经灭菌生理盐水清洗 3次，然后用带有 12号针头的 10 mL

注射器从直径为 3～ 5 mm的卵泡中抽取卵母细胞，在立体显

微镜下挑选生发泡期（GV期）完整、细胞质均匀的卵丘 -卵母
细胞复合体（COCs）。
1.3.2 卵母细胞体外培养 通过卵母细胞形态学挑出较好的

卵母细胞在成熟培养液中充分洗涤，按 25枚 /滴的密度放入

平衡 2-4小时用矿物油覆盖的成熟液滴中，在 38.6 ℃、5% CO2

的培养箱内培养 22～ 24小时。用预热的 0.1%透明质酸酶轻轻

吹打体外成熟的卵母细胞，保留 1-2层颗粒细胞即可。然后用

受精液充分洗涤，分别将其放入用矿物质油覆盖的平衡过的受

精液滴中（25枚 /滴）。解冻绵羊冻精，将其轻轻的等分加入装

有受精液的离心管底部，采用上游法收获活力较好的精子，按

2× 106个 /mL的密度将精子混悬液加入含有卵母细胞的受精

液滴中在培养箱内使其共同孵育 18小时。体外受精 18小时

后，用毛细管吹打掉假定受精胚周围剩余的颗粒细胞，然后用

胚胎培养液充分洗涤，放入已覆盖矿物质油提前平衡过的胚胎

培养液中（50枚 /孔密度），在三气培养条件下连续培养 7天。

2 实验方法

2.1 绵羊囊胚的收集

绵羊卵母细胞从体外受精发育到囊胚阶段一般是 7~9天，

而囊胚的变化也要经历早期，扩张和孵化阶段，我们在收集囊

胚时发现有部分早期囊胚形态的囊胚很难发育至扩张囊胚阶

段。因此我们将囊胚期囊胚分为 2组：早期囊胚和扩张囊胚（包

括孵化囊胚）。用机械分离法分离不同发育阶段的囊胚。

2.2 绵羊类胚胎干细胞的分离和培养

将体外培养早期和扩张（孵化）阶段的绵羊囊胚，在体式显

微镜下将其放入 Tyrode's solution acidic中观察，当透明带逐渐

变薄时立即将其换入 ESC培养液中充分洗涤，然后将其转入

平衡好的 oESC 培养液中用机械分离法剥离囊胚内细胞团

（ICM），并且使其固定在该培养皿中培养 6-9天且每天观察。若

发现有类似于 ESC形态的绵羊类胚胎干细胞（ovine embryonic

stem-like cell，OESC-like），将其从滋养外胚层中剥离、切割后

接种到新的培养基中，从第三代以后可以逐步用 Tryple Ex-

press消化来替代机械传代法。

将分离得到的若干 oESC-like集落，在体式显微镜下将其

放入 Tryple Express中，观察这些集落由原来的致密状态逐渐

松散呈草莓状后立即转入 oESC培养液中充分洗涤，然后放入

用矿物质油覆盖且平衡好的 oESC基础培养基中，将其吹散至

单个集落，再放入 38.6℃、5% CO2的饱和湿度的培养箱内培

养，每 3-5天传代一次。
2.3 碱性磷酸酶与免疫荧光检测

将收集的 oESC-like一部分按 Alkaline Phosphatase（AKP）

试剂盒说明书对其进行染色检测。

另一部分 oESC-like进行免疫荧光检测：PBS洗三次→4%

多聚甲醛固定 1 h→PBS 洗三次→0.3% Triton-X100 透化 5

min→PBS洗三次→5% BSA封闭 1h→PBS洗三次→一抗 4℃

过夜→PBS洗三次→二抗和 DAPI 1 h 37℃→PBS洗三次→显
微镜观察照相。

3 结果与分析

3.1 卵母细胞培养结果

从绵羊卵巢组织中收集的 GV期卵母细胞（图 1A），在成

熟培养液中经体外培养 24小时后达到成熟（图 1B），接着将稀

释好的精子混悬液加入含有卵母细胞的受精液滴中共同孵育

18小时，然后将卵母细胞的颗粒细胞去除掉，放入三气培养条

件中培养 7-9天（图 1C）。收获的囊胚大致有扩张囊胚（图 1D），

早期囊胚（图 1E）和孵化囊胚（图 1F）。
3.2 绵羊类胚胎干细胞的分离培养

用机械分离法剥离体外培养获得的早期和扩张（孵化）阶

段囊胚的 ICM。由表 1可知，通过机械分离法我们从 84枚扩张

（孵化）阶段的囊胚中分离出 31枚假定的绵羊 ICM，ICM的分

离数量显著高于早期阶段的囊胚（36.9% vs 19.6%）（P＜ 0.05）。
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最初分离的 ICM细胞集落呈现出由小而圆、界限不清的

细胞构成圆形隆起，隆起中心有时呈深色区，边缘呈非光滑状

态（图 2 A和 B）。随传代时间的推移集落不断增殖逐渐向上生

长呈多层性，且该集落边缘整齐、折光性强、细胞间堆叠紧密、

彼此极易聚集，中心区渐渐内陷，最终形成鸟巢状集落，与 mES

细胞特征相似（图 2 C）。

3.3 碱性磷酸酶与免疫荧光检测

上图 A和 B分别为早期和扩张阶段囊胚经分离、传代后

获得的 oESC-like，经碱性磷酸酶染色后呈棕红色（图 3A和

B）。而分化的胚胎干细胞的周边细胞呈弥散式生长，碱性磷酸

酶活性降低，集落逐步呈平铺式生长，界限模糊。

Oct-4、Sox-2在胚胎发育过程和 ESC中表达[10]，Oct-4在某

图 1 绵羊卵母细胞体外培养

Fig.1 Ovine oocytes developed culture

*注：A为 GV期卵母细胞；B为成熟 24h卵母细胞；C为卵裂期胚胎；D为囊胚期胚胎（扩展阶段）；E为囊胚期胚胎（早期阶段）；F为囊胚期胚胎

（孵化阶段）。

*Note: A the GV stage oocytes; B mature oocytes; C the cleavage stage embryos; D the blastocyst stage embryos (extending stage); E the blastocyst stage

embryos (early stage); F the blastocyst stage embryos (hatched period).

注：与对照组相比，带 *具有统计学意义。

Note: Compared with the control group,* means significant on statistics.

Balstocyst Collection time（Day） Embryo number（trunk） ICM number（trunk） ICM separation

Extended (Hatched) Balstocyst

Early Balstocyst

7-9

7-9

84

56

31

11

36.9%

19.6% *

表 1 囊胚内细胞团的分离

Table 1 Separation of inner cell mass of balstocyst

图 2 原代和传代后的绵羊类胚胎干细胞

Fig.2 Primary and Passage lines of oESC-like

*注：A为早期囊胚分离的 ICM；B为扩张（孵化）囊胚分离的 ICM；C为传代后的胚胎类干细胞。

*Note: A the separation of early blastocyst ICM; B expanding (hatched) blastocyst ICM of separation; C passage of embryonic stem cells.
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些成体干细胞中也有表达，但在分化终末端细胞中没有表达[11]。

同时由上图可知，我们从早期囊胚（图 4A和 B）和扩张囊胚（图
4C 和 D）中分离获得的 oESC-like 经过多潜能性候选基因

Oct-4和 Sox-2免疫荧光检测结果呈阳性，而荧光二抗的专一

性检测作为阴性对照（图 4E和 F）。同时本实验所分离获得的
oESC-like在后期的体内外分化实验中形成神经细胞和畸胎瘤[9]。

图 3 绵羊类胚胎干细胞 AKP染色

Fig.3 AKP dying of oESC-like

*注：A为早期阶段囊胚分离 ICM的 AKP染色；B为扩张（孵化）阶段囊胚分离 ICM的 AKP染色。

*Note: A the early stages separation of blastocyst ICM of AKP staining; B expanding (hatched) stages separation of blastocyst ICM of AKP staining.

图 4 Oct-4和 Sox-2免疫荧光检测

Fig.4 Immunofluorescence detection of Oct-4 and Sox-2

*注：A和 B为早期阶段囊胚分离绵羊类胚胎干细胞 Oct4和 Sox2免疫荧光检测；C和 D为扩张（孵化）阶段囊胚分离绵羊类胚胎干细胞 Oct4和

Sox2免疫荧光检测；E和 F为阴性对照。

*Note: A and B were separated sheep embryonic-like stem cells in the early blastocyst stages of Oct4 and Sox2 immunofluorescence detection; C and D

were separated the sheep embryo stem cell of expanded blastocyst (hatched) Oct4 and Sox2 immunofluorescence detection; E and F negative control.

4 讨论

近年来，有研究者通过 "Separate and Seed"方法能有效的

从牛囊胚中分离原代 ESC系[12]。同时也有研究者已经证明在无

血清培养条件下可以成功分离 mESC[13]，hESC[4]，rESC[14]且使其

保持未分化状态。在此基础上，我们结合 mESC，hESC和 rESC

在自我更新中所被涉及到的 Wnt、STAT3和 FGF等信号通路

的调控机制在完全已知成分培养基中建立了一种选择性培养

体系来衍生 oESC-like，这种已知成分培养基包含 DMEM/F12，

N2，B27，GSK3特殊抑制剂（CHIR99021）和基本成纤维细胞生

长因子（bFGF）[9]。

对于培养体系的描述，我们从绵羊不同阶段囊胚中可以分

离得到 ICM，经传代培养后 oESC-like呈三维立体结构与 mES

细胞特征相似（图 2C），并且表达胚胎干细胞特异性基因（Oct-4

和 Sox2），同时本实验所分离获得的 oESC-like在后期的体内

外分化实验中形成神经细胞和畸胎瘤[9]。并且有研究表明，Wnt

信号通路在提高小鼠，人类和大鼠 ESC自我更新中是通过抑

制 GSK3来实现的[15]，而 CHIR99021是 GSK3的抑制剂，虽然
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我们可以通过添加 CHIR99021有效的从绵羊囊胚中分离原代
ICM，但是其增殖作用经继续传代培养后逐渐降低[9]，这些足以

说明 CHIR不能支持来源于绵羊囊胚分离 ICM的长时间增殖

和扩展。除Wnt信号通路之外，高浓度的 bFGF可以支持 hESC

无需饲养层细胞，我们将 bFGF结合 CHIR99021使 oESC-like

的增殖作用呈 2倍扩增，并且 bFGF对 oESC支持的剂量呈反

应关系[9]。通过添加 FGFR的抑制剂 SU后，集落的增殖显著下

降，这与 hESC的报道相似[16]。

然而在有蹄类动物 ES细胞系建立过程中，对于其原始
ICM培养的选择时间是不明确的。在某种程度上，这将影响着

蹄类动物囊胚 ES细胞的分化。在绵羊卵母细胞体外培养过程

中，我们将囊胚阶段分为早期和扩张囊胚阶段。由表 1结果可

知，使用平皿机械分离法从 84枚扩张阶段囊胚中获得 31枚
oESC-like（31/84，36.9%）显著高于早期阶段囊胚分离结果
（11/56，19.6%）（P＜ 0.05）。因此，在不同阶段的囊胚对 ICM的

分离是具有一定影响性的。这可能由于不同阶段囊胚的囊胚腔

大小不一致而导致不能正确的分离来自囊胚的 ICM，或者在分

离囊胚 ICM的同时由于囊胚腔过小而对 ICM有一定的损伤。

同时我们还发现，ICM的质量是 ICM产出的关键，并且一定数

量的 ICM 的被用于最初培养，这可能会促进 ICM的形成（可

能包括自身分泌或旁分泌作用促进 ICM细胞的增殖）。但是滋

养外胚层细胞在培养阶段常常会妨碍 ICM的生长和增加 ESC

分化的可能性[17]。因此我们实验显示出在最初培养过程中适时

除去滋养外胚层对于 ICM的产生和增殖是必须的，而且随后

残留的滋养外胚层在无血清培养条件下 1-3代时会死亡。本实

验分离出的 ICM经传代培养后通过碱性磷酸酶和多潜能性基

因 Oct-4和 Sox-2的检测结果呈阳性，结合本实验室前期的实

验结果分析可以说明通过此方法分离的 oESC-like尚处于未分

化阶段。

综上所述，我们发现在这种成分明确的无血清无饲养层培

养体系下，可以有效的分离获得未分化的 oESC-like，并且对于

在明确培养基上衍生绵羊类胚胎干细胞是第一次报告，同时扩

张（孵化）阶段的囊胚对于分离且获得较多数量的 oESC-like具

有促进作用，从而可以降低对囊胚数量的要求。因此，这种成分

明确的无血清无饲养层培养体系对于理解家畜 ESC的衍生和
特征提供了一个基础的参考，并且也确立了对于 ICM产出的

关键因素之一的最适宜囊胚阶段，同时通过添加一些细胞因子

或抑制剂对于维持家畜 ESC自我更新和多能性方面的信号通

路作用尚需进一步研究，并且为后期优化绵羊类胚胎干细胞的

培养系统奠定了基础。
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