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恶性肿瘤细胞生长液培养早期胚胎的实验研究 

杨 竹 ，赵 颉 ，胡丽娜 ，谭 毅。，王智彪 

(1．重庆医科大学第二临床学 院妇产科 ，重庆 400010，2．重庆医科大学超声工程研究所 ，重庆 400016， 

3．重庆医科大学实验动物中心 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：寻找一种体外胚胎培养的良好培养液。方法：小鼠交配后第 4天取胚胎，分别用肾癌细胞株 GRC一1的生长 

液和基础胚胎培养液(FD+20％胎牛血清)进行体外培养 ，观察胚胎 的脱带率 、贴壁率和扩展率。结果：肾癌细胞 株 GRC一1 

的生长液可使体外培养胚胎的脱带率 、贴壁率和扩展率分别达到 89．68％、86．51％和 84．92％，远远高于对照组 的脱带率 、贴 

壁率和扩展率(P<0．01)。结论 ：肾癌细胞株 GRC一1的生长液对体外胚胎培养具有明显的促进作用。 
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Experimental study on embryo culturing medium of mal ignant tumor growth fluid 

yANG Z7z“．et al 

(Department of Obstetrics and Gynecology，the Second College of 

Clinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstractl Objective：To find a good culture medium for embryo development in—vitro．Methods：D4 mouse embryo WaS cultured 

with carcinomaofkidneyGRC一 1 growthfluid andFD+20％ fetal calf seruIn respectivelyin—vitroandthe rateof ZOrl~一hatching， 

attachment and trophoblaSt outgTowt h were compared  respectively．Results：The rate of乃3na—hatching，attachm ent and trophoblast 

outgrowt h thGRC一1 were89．68％ 。86．51％和 84．92％，respectively．Thesewere significantly higherthanth0seof the control 

group(P<O．O1)．Conclusion：GRC一1 growth fluid is a kind of ga culturemedium for growth and development of moLise em bryo 

in—vitro． 

【Keywords】GRC一1；Culture；Mouse；Embryo 

哺乳动物的繁衍生殖过程非常复杂有趣 ，围着 

床期的胚胎生长发育 的分子调控机理 ，一直是科学 

家研究的重点和难点；由于这一时期体内胚胎的生 

长影响因素太多 ，调控机制非常复杂 ，体内体外研究 

都具有较高难度 ：而早期胚胎的生理调节网络机制 

又十分重要 ，认识和掌握这一机制，不仅可以帮助我 

们了解生命起源的奥妙 ，提高辅助生育技术的成功 

率；而更重要的是早期胚胎滋养层细胞的分化和浸 

润与恶性肿瘤细胞向正常组织细胞的浸润非常相 

似⋯ ，因此 ，我们将从胚胎生长 、滋养层细胞的浸润 

过程中得到启示 ，而达到认识肿瘤 ，消灭肿瘤的 目 

的。为了便于研究 ，建立一种体外胚胎的模型，找到 
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一

种体外胚胎培养的良好方法就非常重要。而在胚 

胎体外培养中，良好的培养液尤其重要；目前常用的 

胚胎培养液种类较 多，包括 Ham S—FI2、Hams— 

Fm、DM EM 、RPM I一 1640、BM E 、N rC一 135、CM — 

RL等 ；为 了改善胚胎 的生长情况 ，还 添加谷氨酰 

胺 、乳酸纳 、小牛血清、胎牛血清 、牛血清 白蛋 白、雌 

激素 、孕激素 、生长因子等。近年来 ，还建立起胚胎 

体外共培养体 系_2，3 J，目的都在于提高体外胚胎 的 

培养成功率；但胚胎的生长情况依然不够理想 ，我们 

的实验目的在于寻找一种 良好的体外胚胎培养液 ， 

为进一步的研究提供基础。 

1 材料与方 法 

1．1 实验 动 物 

一 级 NIH小白鼠，由重庆医科大学实验动物 中心提供 ， 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重 庆 医科大 学学 报 2003年第 28卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 2003．Vo1．28 No．5l 一 565 一 

合格证号 ：24301042。雌雄小 鼠50～60天龄 ，雌 鼠体重 25～ 

35g，雌雄 按 1：2配 种 ，自然 交配 ，次 日晨 有 阴栓 者 为妊 娠 第 

1天 。 

1．2 主要 设 备 

二氧 化碳 孵箱 (Shel—Lab TC2323，美 国 )、Olympus高 级 

倒置 显 微 镜 (1×70，日本 )、OlympusPM —C35照 相 机 (日 

本 )。 

1．3 主要 试 剂 

Ham S—F12和 DMEM 培 养基 (Sigma)、胎 牛 血 清 (GIB— 

CO)，购 于美 国 sigmaCo；1640购 于北 方 同 正 公 司 ；人 肾癌 细 

胞株 GRC一1由我校王德林博士惠赠(美国 ATCC提供 )，属 

颗粒 细 胞类 型 。 

1．4 基 础培 养 液 的制备 

将 Ham S—F12和 DMEM 按 1：1溶解 于蒸 馏 水 中 ，常规 

加入 青霉 素 、链 霉 素 、谷 氨酰 胺 、碳 酸 氢纳 ；加 入 20％胎 牛 血 

清 ，过 滤 。 

1．5 条件 培 养 液的 制备 

先用 1640加 10％小牛血清培养肾癌细胞 2～3天 ，然后 

去掉培 养 液 ，改 用基 础胚 胎 培 养 液 (FD加 20％的 胎 牛 血 清 ) 

再培养 8h，收集上清液过滤备用。 

1．6 小 鼠胚 胎 的准 备 

有 阴栓 的雌 鼠于第 4天下 午 3点 脱颈 处死 ，用 常 规方 法 

解剖小 鼠，获得子宫 ，用生理盐水从输卵管端冲洗子宫腔，显 

微镜下吸出胚胎 ，放入 96孔板培养。 

1．7 研 究方 法 

采用 随 机对 照研 究 方 法 ，将 获得 的胚 胎 随机 分入 实 验组 

和对 照 组 。 

1．7．1 实 验 组胚 胎 培养 方法 第 1天全 部 用 肾癌 细胞 产 生 

的条件培养液 ，第 2天换用 FD加 20％的基 础胚 胎培 养液， 

以后每天换液 ，加入条件和基础培养液各 50 l。每天显微镜 

下观 察胚 胎 生长 情 况 ，并 对 脱 带 、贴 壁 和 扩 展 的 细 胞 记 数 并 

照 相 。 

1．7．2 对 照组胚胎培 养方 法 培 养液 是基 础胚胎 培养 液 (兀) 

+20％胎牛血清 )+雌 激素(7．14nmol／L)+孕激素(63．5nmoLd) 

+胰岛素(100ng／m1)。每 日更换培 养液并 观察显微镜 下胚 

胎 的生 长情况 。 

1．8 培 养条 件 

5％的 00 +95％的空气，37℃，相对湿度 70％，pH值7．4。 

1．9 比较 两组 胚胎 光 镜 下的 脱 带率 、贴 壁 率和 扩展 率 。 

1．10 全 部操 作 固定 由 1人 完成 。 

1．11 统计 学分 析 检验 。 

2 结 果 

图 1 实验 组胚 胎培 养 48h光镜 下 的 

脱 带情 况放 大倍 数 ：10×3．3×10×1．5 

图 2 实 验组 胚 胎培 养 48h光镜 下 的 

贴 壁情 况 放大 倍 数 ：10×3．3×10×1．5 

图 3 实验 组胚 胎培 养 72h光镜 下 的 

扩展 情 况放 大倍 数 ：10×3．3×10×1．5 

对 照组胚 胎 培养 24h后 没 有进入 脱带 期 的 ，培 

养 48h后，共有 28个胚胎进入脱带期；培养 72h后 ， 

有 22个进入贴壁期 ，培养 96h后，有 18个胚胎进入 

扩展期。实验组胚胎培养 24h后有 28个进入脱带 

期(见图 1)，到 48h后共有 113个进入脱带期 ；48h 
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到 72h共有 109个胚胎进入贴壁期(见 图 2)；培养 

72h后，可见大量清晰的扩展现象，到 96h共有 107 

个胚胎进入扩展期 ：此时见分化的滋养细胞形成多 

型巨细胞 ，向四周伸展 ，扩张 ，内细胞团位于中央(见 

图 3)。实验组的扩展细胞可培养到 8～9天，一般 5 

天后扩展细胞处于静止状态，不再发展 ；以后逐渐出 

现多型细胞的空化、死亡。两组胚胎的脱带率 、贴壁 

率、扩展率比较见表。两组间明显的差异 ，具有统计 

学意义(P<0．01)。 

表 1 两组胚胎的脱带率 、贴壁率和扩展率 

3 讨 论 

哺乳动物的胚胎在体内从受精卵历经卵裂到囊 

胚期，脱离透明带 ，贴附并植入子宫内膜，完成着床。 

着床是几乎全部的哺乳动物完成生殖繁衍的基础和 

关键之一 ；着床机制出现紊乱或异常，易造成流产 、 

不孕；而滋养层细胞分化和向子宫 内膜 的浸润与着 

床密切相关 ，其侵蚀行为与肿瘤细胞相似 ；因此 ，长 

期以来 ，着床前胚胎细胞的增殖、分化以及这些变化 

的调控机制，都是医学界关注的热点问题。胚胎在 

体外培养时，会出现脱带、贴壁和扩展。扩展过程 

中，滋养层的细胞分化 为多核 、不规则的巨细胞，胚 

胎从立体结构转化为扁平结构 ，囊胚腔消失 ，而内细 

胞团基本上位于中央区。无论是体内还是体外，胚 

胎的生长和发育 ，除了依赖丰富的营养物质如氨基 

酸、无机盐 、有机盐等，还需要雌激素孕激素和大量 

局部的旁分泌、自分泌和并分泌调控因子 ，如原癌基 

因和癌基因、细胞因子、生长因子 、黏附分子 、同源基 

因产物 、蛋白水解酶、细胞外基质 、前列腺素[ ， 】等 ； 

而其调控机制更为复杂，目前人们对此知之甚少。 

人们正试图从体外胚胎培养模型中，了解胚胎发育 

过程中的变化，但目前体外胚胎培养的脱带率、贴壁 

率和扩展率都较低 ，这不仅给进一步的研究带来困 

难 ，且需要的实验动物量大，因此 ，寻找一种好 的胚 

胎培养液 ，提高胚胎的脱带率、贴壁率和扩展率就非 

常重要 。目前常用的培养液有 Ham S—F Ham  s 

—

Fx0、D M 、RPM I一 1640、B 、NC1℃ 一 135、 

CMRL等 ；使用不同的培养液 ，所得到 的胚胎 的脱 

带率 、贴壁率和扩展率 不尽相同。李真等用 Ham  s 
—

F12培养的小鼠胚胎 ，其脱带率、贴壁率和扩展率 

分别是 22．60％、18．07％和 19．10％-6 ；为了改善胚 

胎的生长情况，有研究者还在这些培养液 中添加雌 

激素 、孕激素 、各种生长因子如 LIF、EGF、AR、TGF 

—a、HP,一EGF等 卜 ，但 由于胚胎生长微环境的复 

杂性，在体外只有单因素改变时，不能完全反映胚胎 

的生长发育情况 ，因此研究结果也。只能部分说明 

这些因素的作用和功能。13o Sun JooE3J等用人类的 

输卵管细胞与小 鼠胚胎进行共培养，结果共培养 中 

胚胎的脱带率为 32％，而对照组仅 0。但这些结果 

都明显低于我们实验组的结果。我们的实验研究发 

现，人肾癌细胞生长液使得小鼠胚胎在体外培养的脱 

带率、贴壁率和扩展率分别达到了 89．68％、86．51％和 

84，92％，远远高于对照组的结果(P<0．01)这不仅 

表明肾癌细胞生长液对体外胚胎的发育、透明带的 

孵化、滋养层细胞 的扩展具有良好的促进作用，而且 

提示在恶性肿瘤细胞生长液 中可能含有大量 的物 

质，这些物质较雌激素、孕激素和胰岛素对胚胎的促 

进作用更明显。如果恶性肿瘤生长液对胚胎无其它 

不良作用，无疑，它将是一种很好的体外胚胎的培养 

液 ，可提高胚胎培养的成功率。 

肾癌细胞生长液促进胚胎体外发育可能的原因 

分析：目前对哺乳动物的早期胚胎的信号转导研究 

认为，雌激素和孕激素需要通过诱导局部子宫内膜 

分泌各种细胞因子 、生长因子 、黏附分子等等发挥促 

进早期胚胎生 长发 育 的作 用[10]，在 这些 因子 中， 

EGF及其受体家族是研究 比较多和肯定 的，许多学 

者都证明 EGF可显著提高胚胎在体外的增殖、分 

化、贴附和扩展ll1j。最新的研究发现 EGF主要通 

过诱导囊胚的 u—PA和 MMP一9的表达而直接参 

与了滋养层细胞的分化和启动早期着床[12】。FIB— 

EGF也是一个与早期胚胎发育密切相关 的因子，它 

促进囊胚的生长、透明带的孵化和扩展[13]。另一方 
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面表皮生长因子家族及其受体家族在胰腺癌、肺癌、 

外阴癌【14,15j等人类 的绝大多数恶性肿瘤 中都表现 

为超表达，且与肿瘤的浸润、转移、预后有密切关系。 

因此 ，我们认为恶性肿瘤细胞生长液表现出的促进 

胚胎细胞生长发育的能力可能与其分泌产生的生长 

因子有关。其次在恶性肿瘤 中，大量的原癌基因和 

癌基因都被激活并过度表达 ，这些过度表达 的基因 

产物与肿瘤的发生和侵袭转移密切相关；而令人惊 

讶的是正是这些过度表达的基因产物同时与胚胎细 

胞早期发育和胚胎着床等正常生理过程的信号转导 

密切相关。Tetents F等用 RT—PCR。发现在妊娠 

13～14天小牛胚胎中，原癌基因 c—fos、c—iun、c— 

ha—raS、c—myc等有表达；当在体外胚胎培养中加 

入 TGFa和 EGF后 ，可以诱导出 c—fos的 mRNA 

和 c—myc的蛋 白表达【16]；p21ras在肝癌细胞中成 

高表达，它参与了蛋白酪氨酸激酶生长因子受体信 

号转导 ；而在 4一细胞期到囊胚期的小 鼠胚胎细胞 

中也有 p21ras的表达 ，V—H—rss单可隆抗体能显 

著抑制体外培养胚胎桑葚胚至晚期囊胚的发育。此 

外恶性肿瘤细胞旺盛的增殖生长 ，减少了对胚胎有 

损害作用的活性 氧(I s)并激活低氧信号转导通 

路 ，消耗了一些代谢产物和 自由基等，亦可促进胚胎 

的发育_1 。当然 ，这些可能的原因需要进一步的实 

验去验证。 
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