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包被方法对小
张

声
·

鼠半胚冷冻效果的影响

涌 王建辰

(兽 医 系 )

摘 要 将小 鼠囊胚一分为二后
,

采用血清
一琼脂法 ( A )

,

透明带
“ 琼脂法

’

(B ) 和双层透明带法 ( C ) 包被半胚
。

在 R P E冷 冻仪的控制下
,

时 包 被半胚

进行冷冻
。

解冻后将 3 60 枚半胚进行体外培养
。

A
, B ,

C三组的丰胚发育 率 分

别为 6 0
.

2% ( 5 3 / 1 2 0 )
, 6 7

.

5% ( 5 1 / 12 0 ) 和 6 0% ( 7 2 / 12 0 )
。

将 1 2 劝 在

冷冻前用 A法 包被的解冻半胚移植 于 6 只假孕母鼠
,

结果有 3 只妊振
,

共产半

胚 鼠 8 只
,

其中 3 对 为同卵双生
。

实验证明
,

本研 究建立的血清` 琼脂芭被
矛法

操作 简便
,

效果 良好
,

便于应用
,

是一种较理想的 包被半胚渐方法
。

主碗饲 卵子移植 / 半胚冷冻
,

包被方法
,
小鼠

’

近年
,

绵羊
、

牛及山羊半胚冷冻在国外已相继获得成功
` , 一 “ 〕 ,

但未曾见到通 过 移

植冷冻一解冻半胚获得小鼠同卵双生后代的报道
。

由于半胚本身的特殊性
,

在冷冻前需采用一些特殊的保护性措施
,

以减轻冷冻和解

冻对其损伤
。

目前
,

在家畜上常采用的方法有两类
: ①将半胚装入透明带后再用琼脂

〔 “ 〕

或聚赖氨酸 / 藻酸盐
〔` 〕 包被 ; ②用双层透明带包被 ` “ 〕 。

上述两种方法均需事先制 备大

量空透明带
,

而且将半胚装入空透明带需在显微操作仪的控制下进行
,

费时
、
费力

、

不

便应用
。

所以有必要摸索一种新的简便 包被法
。

本研究的 目的是通过与透 明带
一
琼脂包被法和双层透明带包被法相比较

, 一

雄验 采 用

血清
一
琼脂包被法的半胚冷冻效果

,

建立一种简便有效的包被半胚新方法
。

l 材料与方法

1
.

】 超排和采卵

用 P M SG (长春生物制品研究所产
,

批号
: 8 7 3 ) 和 H C G (宁波激素制 品 厂 产

,

批

号
: 8 7 0 0 12) 诱导雌性小鼠 (昆白和 6 1 5) 超排 〔 ” 了。

于注射 H C )G 舀
,

立 即将其与同品种公

鼠放在一起过夜
。

于见拴后第三天下午杀死供体鼠
,

用含 10 %犊牛血清 叨终妙的磷 酸

缓冲液 ( P B s) 从子宫回收胚胎
。

在实体显微镜下选择形态良好的囊胚用于分割
。

1
.

2 分 创

将胚胎和小滴含 10 % F C S的 P B S液置于分割板上
,

在实体显微镜下 ( 奏)
,

或 在 显 微

操作仪的控制下 ( B )
,

用显微手术刀将胚胎分割为二
。

1
.

3 包 被

采用下列三种不同方法包被半胚
:

( 1) 将用 A法分割而成的半胚和小滴 F C S移入降
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温至 3`七的 ,
.

。%琼脂中
二

_

然后迅速将半旅级久包被勃尖端
。

: 一 3 m in 后
,

将
`

琉脂
筒从包被管中驱出

,

度约 1

咖
;F七 5的 p B S液中修剪

。

每个琼脂筒的直径约 0
.

3 m m
,

长

孰协巍咖嘛咖晰杂啼趋像瑜
成的半

移入含 10 % F C S的 P B S液中修剪

胚装入空透明带内
,

然后再将 4 ~ 6 枚装入透明带的半胚按上述方法包在一个 琼 脂 筒

( 3 ) 在显微操作仪的控击lytJ 弃铸用B法分割而赓的半胚依 次 装 入 两 层 透 明带

〔 “ 了。

这两个透明带切口的方向相反
。

4 冷 冻
、

、
、

将含有半胚的琼脂筒和苹入双层透明带的半胚移入 含革
“ %甘油的” B乓液中 分别平衡

内内.I

4“ , “ “ m ’ ” 。

之后笋井等冰夕
.

多吕m L塑料细管
q
在 R P E简易冷声仪卯炸制下对土述 细 管

{l滋暴冷鳄翠群浮霭鳄
黔

’

“ 一 ” d后 : 将冷冻翅耸林谁氮巾取出
,

投入 “ “℃的水俗中解冻 ,
将装有半 胚 的琼

脂筒和双层透明带包被半胚移入含 0
.

5
,

M蔗糖的 P B S液中分别平衡4。和3 q粤娜素除甘油
。

1
.

6 场 养

卜票在实体显微镜下
,

用尖头异物针拨离琼脂
, ;

释放出半胚
。

按包埋方法
,

将半胚 移入

小滴含15 % F C S的 T CM 一 1” 液中
,

在 37 ℃和 5 % C O幻
、

9导%空气的环境中分 别 进 行 培

养
。

12 ~ 2 4挂后 、 观察和记录发育为囊胚的半胚数
。

. ,

1
.

了 移
.

`
植

L

卜卜
.

_
`

飞
.

` ,
· `

;

「

、
选择情期与胚龄相符的假孕母鼠作受体

。

在移植前
,

用异戍巴比妥钠作全身麻醉
。

手术切升腹壁必暴露双侧子宫犷用玻璃细管将在冷冻前用 (1 ) 法包被的解冻半胚 移 入

两侧子宫内 (每侧移 1 对半胚 )
。 一

`
、 -

卜
一

L

1
.

8 观案与记豪
·

`
-军

-
一

一

术后注意受体是否返情
,
妊娠者律其足月生产

。

产后立即记录产仔数
、

妊娠期
。

半

月后鉴别仔鼠性别
。

.

, 统计分析

用方差分析法对半胚体外培养结果进行统计处理
。

2 结 果
卜

、
~

奢
.

百 分翻留果
一

!
`

”
1 人

一

共分割 19 6枚胚胎
,

其中 1 92 枚被分割为 3 84 枚体积相等
、

无明显损伤的半
一

胚
。

分 割

成功率为 9 7
.

9%
。

几
一

.

爪会 娜凉半盛体外培葬结泉
一

”
石

按包被方法
,

将 36 。枚解冻半胚分组进行培养
,

各组的半胚发育情况见表 l
。

表 1表明
,

A
,

B两组的半胚发育率均显著高于 C组 (尸 < 0
.

0 5) , 但 A粗和 乞 组相

比
,

半胚发育率的差异不显著
`

( 尸> 。` 。5)
。 、 一

’

.3B 移
盼

果
、

-

一
_
~

-

将 1 2对解冻半胚移植于 6 只受体
,

移植后 8 、 1州
,

有 3 只 返 情
,

其 余
·

3 只 妊 娠
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表 1包被方法对半胚冷冻效果的影响

组 别 包 被 方 法 半胚发育率 (发育数 /培养数 )平均发育率 之发育数 /总数 )

6 6
。 7(0 2/ 30)

了 3
。

3( 22/ 30)

0 7
。

0 (1 2/ 30)

血清一琼脂 9 6
入 2(8 3/1 20)

6 6
。

7( 20 / 30)

66
.

7(0 2/ 30 )

B透 明带一琼脂
70

。

0 (1 2/ 30 )

60
.

0 (8 1 / 30)

C双层透 明带
63

。

3(1 9/0 3)

70
.

0 ( 21 /0 3)

3 6
。

3(1 9/ 30)

6了
.

5(习 l/1 20)

S C
。

7(1 7/ 30)

0 6
。

0 (8 1 / 30)

60 ( 7 2/0 1 2)

( 5O %)
,

产足月半胚 鼠 8 只 ( 3 3
.

3% )
,

其中 3 对 (2 5侧 ) 为同卵双生
。 ’

3 只妊娠受

体的妊娠及产仔情况见表 2
。

表 2 3只妊娠受休的妊娠及产仔情况

受 体 号 移植半胚数 (对 ) 妊娠期 ( d) 产仔 数 (只 ) 仔 鼠 性 别 同卵双生数 (对 )

注 , 1
,

3
,

6号受体的产仔 时间分别为 19 8 8年的 7月 2日
, 7月 9日

,
7月 2 3 日

。

3 讨 论

目前
,

国外学者常采用双层透明带或透明带
一琼脂包被冷冻前家畜半胚

。

本研 究 根

据半胚冷冻的特点
,

建立了用血清
一琼脂包被半胚的方法

。

此法和国外学者常用的两 种

方法相比
,

可省去事先制备空透明带和在显微操作仪的控制下将半胚装入空透明带的过

程
,

在实体显微镜下
,

仅用 1 m in 左右即可将 4 ~ 6 枚小 鼠半胚包在一个琼脂 筒内
。

本

研究通过比较不伺实验组的半胚体外发育率
,

证明血
.

清
一
琼脂包被组的半胚冷冻效 果 略

好于透明带
一
琼脂包被组

,

显著好于双层透明带包被组
。

上述情况说明
,

血清
一
琼脂包被

法操作简便
,

效果良好
,

便于应用
。

关于血清
一琼脂膜保护半胚免受冷冻损伤的确切机理现在还不完全清楚

。

但可 以 设

想
,

用血清
一
琼脂包埋后

,

半胚处于一个相对封闭的小环境中
。

这个小环境可能有 以 下

两方面的作用
:

①在冷冻和解冻过程 中
,

可使半胚细胞不会因受渗透压变化的影响而离

散
; ②可将半胚与周围环境隔开

,

避免周围冰晶对半胚造成机械性损伤
。

琼脂对构成这

一小环境羌疑起关键作用
。

而位于琼脂筒内和半胚外周的微量血清则可降低拨离琼脂的

难度
,

减小异物针损伤半胚外周细胞的机率
。

将解冻半胚移植后
,

本研究获得的半胚体内发育率和同卵双生率分别 为 3 3
.

3% 和

2 5%
,

均略高于同实验室小鼠胚胎分割的相应结果 ( 28
.

6%
, 2 1

.

4% )
〔卢, ,

但略低于国

外小鼠胚胎分割的相应结果 ( 41
.

7%
, 2 6

.

4% )
〔 , 了。
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