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家兔精子体外获能与体外受
、

精试验
’

徐 君 钱菊汾 张 涌 王建辰

(兽 医 系 )

摘 要 本试验 目的在于建立一种 简便而有效的 系统
,

能使家兔舫 出的精

子 完成体外获能
,

并获得体外受精
、

早期卵裂和正常产仔
。

精子体外获
一

能 来用三

种 方 法
:

A
.

H I S ( 1 5 m i n ) + D M ( l 一 Z h ) ; B
.

H I S ( 1 5 m i n ) + D M ( 2 1~

1 2 h ) ; C
.

m 一 H I S ( 1 5 m i n ) + m一M ( 2 ~ 4 h )
。

经上述方法 处理的精 子 与

51 2枚输印管卵母细 胞进行体外受精和体外培养的结果表明
,

A 组的受精 和 早

期卵裂发育延迟
; B组的受精卵大都停留在原核期 ; C组的受精和早期卵 裂 发

育正常
。

将 C组 60 枚 2 一 4 细胞移植至 9 只受体 兔
, 5 只妊娘

,

其 中 2 只产 4 只

试管仔兔
,

另外 3 只 获得 12 个胎 儿
。

主题词 卵体外受精 / 精子体外获能
,

试管动物
,

试管兔

体外受精技术是胚胎移植的一项重要延伸技术
,

它能提供大量受精卵
,

还能治疗某

些不孕症
,

在畜牧业和医学等领域有着广阔的应用前景
。

本世纪 80 年代以来
,

此项技术

得到了迅速发展
。

到目前为止
,
国外已有 0] 种哺乳动物 (家兔

、

小白鼠
、

大白鼠
、

牛
、

猪
、

恒河猴
、

拂拂
、

绵羊
、

称猴
、

山羊 ) 和人通过体外受精获得了试管后
`

代
〔 t , 。

国 内

范必勤等首次在家兔上采用精子体内获能方法获得了仔兔
〔“ ’ 。

但尚未见到采用精 子 体

外获能方法得到仔兔的报道
。

Br ac h et t et al
.

对家兔精子体外获能多年的研究中建立了

高离子强度液 ( H I)S 配合特定培养液 ( D M ) 的精子体外获能系统
,

提出家兔 可 作 为

体外受精研究的模型动物
〔 3 ` ” , 。

但受精卵的妊 娠 率 较 低
,

产 仔 数 少
。

本 研 究 在

B ar ck et t方法的基础上加以改良
,

建立了简便而更为有效的精子体外获能系统
,

为家 畜

的体外受精技术提供了理论和实践依据
。

l 材料和方法

1
.

1 试验动物

供体与受体为当地杂种或比利时纯种家兔
, 6 月龄至 2

.

5岁
,

健康
。

成年 公 兔 2 只

( 1号为比利时
, 2号 为新西兰 )

。

在 自然光照
、

自由采食和饮水条件下单笼饲养
。

购

买的母兔饲养 3 d0 后用于实验
。

万
。

2 试荆

F S H (武汉生化制药厂
,

批号 5 4 0 3 0 3 ; 宁波市激素制品厂
,

批号8 5 10 2 0
,
8 9 0 3 0 4 ) ,

L H (产地同上
,

前者批号 5 4 0 3 0 1
,

后者批号 2 5 1 0 2 0
, 5 9 0 3 0 4 ) ;特定培养液 (简称D M

,
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自配
,

其
`

成 分 为
: 1 1 2

.

o m M N a C I , 4
.

0 2 m M K c l
, 2

.

2 5m M C a C 1
2 ·

ZH
: o ,

o
.

8 5m M

N a H
:
PO

` ·

H
2
0

, 0
.

5 2 m M M g C I
: ·

6H
:
o

, 3 7
.

0 m M N a H C O
3 ,

13
.

9葡萄 糖
, 1

.

2 5 m M

丙酮酸钠

霉 素 钠盗鬓淤
/ 粤 L ( s

吃简称

er y 誉进只分 装
,

批易 8耳 11 仲
,

卜 , : _
_

交
.

031 m g 青
石

, 。 〕 孚愁 “ 嗯芍 ,
,

选广哀污蒸我 俪拿几
一 , 一

址才 狱
资 , 、 , 。 ,

耳主勃 督
一

玛已应、在遥刃黔` J J爆耳开观泌 4洲少 ;切 ` 州 a七 l ,

渗透压约 38 ”毫渗量 / k “ 〕
: ,改 良的特定培养 液 (简称 m一 D M

,

自配
:

在 10 “ m L D M中加

84 m g N a H c O 。
) ;改良的高离子强度液 (简称 in 一 H污

,

自
’

配
:

在 10 m L m 一D M中加 34 m g

N a CI ) ; H a m
` s F

: 。
(美国底特律

,

批号
: 7 0 41 24

,

用于配制胚胎培养 液 ) ;家 兔 血 清
.

井扮麟撅
下呈现活泼的直线运动

。
’ _

1
.

4 超排及卵母细对的回收

用 F SH + 工拜进浦于超排
。 F SH分 6 次注射

,

总剂量为 8 0 I U
,

最后一次注射 F S H 12 h后
,

耳静脉注射 L H 80 1耳
。

注射 L H 12
.

s h后
,

将供体母兔 剖 腹
,
剪 取 输 卵 管

,
一

用D M 或

热一D M冲洗输卵箕: 在实体显微镜下检出卵丘
一

卵母细胞复合体
。

.

“ 体外挽粉及舜精卵的群撰培养
将网收的卵丘

二
卵母细胞复合体与体外获能精子在D M或 m 一 D M液中

,

覆盖石蜡油
,

置

38 ℃ co
Z

培养箱户培养
,
挽精时精子浓度调为 2 一 8 ` 1 0 5

/ “ 玩
`

分 A
,
B

,
C三 组 授

精
,

与三种体外获能方法相对应
。

精
、

卵共同培养泌一 1o h后
,

将全部卵细胞移入含 有

20 %灭活自体兔血万青的DM或m 一D M中继续培养
,

观察受精卵的发育倩况
。

记录受精 卵

数
。

,

受精卵的杯青潺可见雌
、

雄原核
,

并排出第二极体
,

或已发有到早卵裂期胚胎
。 ,

1
.

6 早期胚胎培养和移植

将发育到 2 一 4 一细胞的胚胎
,

一部分移入 r la m ` : F , 。 + 1
.

5% B SA 的胚胎培养液中
,

观察其体外继续发育情况
。

一部分则移植入同期发情受体母兔输卵管内宁椒植两周后
,

通过触诊或剖腹探查
,

确定其妊娠情况
。

结果与讨论
~

体外受精结果

用 A
,

B
,
C三种方法获能的精子与 51 2枚输卵管回收的卵母细胞进行体外受 精

,

结

果三组受精率分别和卜 A
.

51
· ,

3 %
,

( 3 8 / 24)
,
B

.

t19
.

3% ( 37 / 7 5 )
,
C

.

63
.

4% ( 23 0 / 3 63 )
。

C组的受精率属著地高于B组了尸 < ”
,

o“ ) , 表明 C组精子的获能效果 比B组的好
。

2
.

乞 受精卵的发育率和发育时程
口

2
.

2
.

1 发育率 从表 1可见
,

A
,
B

,

C 三组受精卵达到 2一 4一细胞的发育率分别为 6 3
.

2%
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(2 4 /8 3 )
, 1 0

.

8 % ( 4 / 3 7 )和 5 5
.

7 % ( 1 2 8 / 2 3 0 )
。 B组的发育率明 显 低 于 A

,
C两组

。

衰 , 三组受精卵的发育率和发育时程

受 精 卵 数 (枚 ) 发 育 率 (% ) 发 育 时 程 ( h )

A B C A B C A B C

原 核 期 1 4 3 3 10~ 1 5

2一 4
一

细胞

1 0 2 3 6
。
8 8 9

。
2 4 4

。
3 2 0~ 25

1 28 6 3
。
2 1 0

。
8 5 5

。

7 2 5~ 3 2

1 2~ 18

( 1)

2 4~ 2 6 2 2~ 2 6

注 : ( 1 ) 2~ 3
一

细胞期
。

2
.

2
.

2 发育时程
』

据 加 藤 浩等报道
,

家兔交配后体内受精卵的正常发育时程
,

原核期

为 2 2 h
, 2 一 4 一细胞期 为 2 2~ 3 2 h 〔 6 ’ 。

通 常
,

家兔 交 配 后正o份王4 h排 卵 ( H
e o p e ,

19 05 )
。

因此
,

体内受精卵的发育时程
,

从排卵后计算
,

原核期 为 8 ~ 12 h
, 2 一 4 一细

胞期为 12 ~ 2肋
,

从表 1可见
,

本试验结果
,
A组原核期和早期舞裂的发育时程分 别 为

2 0一 2 5 h和 2 5一 3 2 h
,

与体内发育相比
,

明显延迟
,

这与B r a e k e t t e t a l
.

报道的结果
〔 3 〕

相一致
。
B组的原核期和早期卵裂发育时程分别为 12 ~ 18 h和 24 ~ 26 h ,

与体内发 育 相

比
,

基本接近正常
,

但这组的发育率很低 ( 10
.

8% ) ,
绝大多数受精卵 (8 9

.

2% ) 仅仅

停留在原核期
,

而缺乏进一步发育的潜力
,

而且受 精 卵 的
·

质 量 也 差
。
这 与B ar ck e tt

。 t 。 1
.

报道的结果相反
。

他们证明延长 H ls 处理后的精子培养时间 (在D M中达12 h或更

长 )
,

其体外获能
、

体外受精和体外发育效果与体内的相近似
〔 6 ’ 。

可能是由于家 兔 的

品种和精予获能处理等具体条件的不同所致
,

尚需进一步研究
。

C组的原核期和早期 卵

裂发育时程分钡为 10 一拓 h和 22 一邓 h
,

很接近于体内正常的发育情况
,

而且达到 2
、

一 4 -

细胞的发育率较高 ( 5 5
.

7
`

% )
,

受精卵的质量也较好 (图 1 、 言 )
。

根据以上结果分析
,

我们 认 为 C组 的 精 子 获 能 系 统 ( m 一 H IS 15 m ill + m 一D M

2~ 4 h) 能明显改善A
, B两组精子的体外获能

、

体外受精和早期卵裂的效果
,

而且体外

受精卵的发育情况与体内的相类似
。

2
.

3 早期胚胎体外培养或移植

为了进一步证明C组受精卵在体内
、

外的进一 步发 育潜 力
,

我们用 H a m
` s F ; 。 十

1
.

5 % B SA培养液培养 2 一细胞 1 枚
,

4 一 细胞 4 枚
,

结果均先后发育为桑格胚
,

发育 良

好 ( 图 4 )
。

另将 60 枚 2 一 4 一细胞手术移值到 9 只同期发情受体兔的输卵 管 内
,

结 果

5 只妊娠 ( 表 2 )
,

妊娠率为 5 5
.

6 % (5 / 9)
,

明显 高 于 B r o
ck et t同 类 结 果 ( 3 3

.

3%

归 / 6) 〕 〔 5 〕 。

其中 3 只经剖腹探查
,

均在移植侧子宫内妊娠 ( 图 8 )
,

共获得 胎 儿 12

个 ;另 2 只受体妊娠期满
,

产 4 只健康仔兔
。

产后一个月内幼兔的生长发育 良好
一 (图 5 ~

以上结果进一步证明
,
m 一 H is 15 m ill + m 一D M Z~ h4 是一种快速

、

简便而更为有效的

精子体外获能系统
,

用这种方法获能的精子与输卵管卵母细胞进行体外受精后
,

获得的

早期胚胎能继续在体外正常发育
,

移植后能正常妊娠并产仔
。

2
.

4 碳曦盆钠对精子获能
、

顶体反应和受精等作用机理

我们用增加碳酸氢钠改良Br
o c
kc tt 的 H IS + D M精子体外获能系统

,

已看出对精子 获
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图版 家兔体外受精卵的发育和试管 兔

1
.

原核期 ;2
。

2一细胞 , 3
.

4
一

细胞 , 4
。

桑桩胚
,

5
.

4号受体与第一对
“
试管兔 ” ( 30 日龄

,
1 9 8 0

.

遵
.

28生 ) ,

6
.

8号受体与第二对
“
试管兔 ” ( 1 1日龄

,

19 89
.

5
.

18 生 )

能
、

体外受精和卵裂等有明显的促进作用
,

其促进作用与碳 酸 氢 根 离子 有 关
。

已知

H C O
3 一

是兔输卵管液中的去卵丘因子
,

并有利于精子穿过透明带
。

H C O
。 一
还可以刺激

,

精

子呼吸
〔 7 〕 ,

促进精子活动
。

缺乏 C O Z
/ H C O

。 一
时

,

小鼠受精卵不 能卵裂
〔吕〕 。

C o ll ad 。
认

为碳酸醉酶是体内获能剂
,

是通过 H C O
3 一

而发生获能作用的
。

H C O
。 一
是通过 C O

:

H / C O
。 一

来调节细胞内外的 p H值以促进精子顶体反应和早期卵裂

的发生
。
D a n证明 ,

提高细胞外 p H可大大地增加精子顶体反应的数量
。

C a r
ne y 发现 C O

Z

/

H C O
3一

对调节细胞内的 p H 是 必 需的
,

对于早卵裂期的 胚 胎 发 育 来 说
,

10 % C O : 明

显优于 5 % CO : 〔 ” 。

此外
,
C O

Z

对精子细胞内的丙酮酸盐向草酞乙酸盐的转化也有促 进

作用
,

生成的草酸乙酸可重新进入三狡循环中
,

生成 A T P
。

A T P通过存在于精子质膜 和

顶体膜中的腺昔酸环化酶又生成
c A M P ,

增 加 细 胞内
。 A M P的含量

,

激发顶体反应的

发生
〔 ` 。 ’ 。

N a 牛

对顶体反应也很重要
。

根据对两栖类的实验发现
,

当诱发精子产生 顶 体 反 应

纂纂蘸羹鬓纂羹馨羹羹羹羹
撇撇黔戳撇撒薰薰

蘸蘸)))鬓鬓鬓鬓
薰薰黝鬓鬓鬓鬓

薰薰薰薰薰薰蘸蘸鬓鬓鬓鬓鬓鬓
纂纂纂薰薰薰薰蘸纂羹薰黝黝

鬓慈撇游撇撇曦瀚瀚麟蒸缝渔凳凳

募募募募募募霎黝鬃鬃薰薰摹蘸翼翼翼翼翼翼翼翼翼翼翼翼翼翼翼
摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹摹鬓薰薰薰薰薰薰薰薰薰薰薰鬓薰薰薰摹篡馨馨鬃鬓鬓鬓鬓 蒸蒸黝鬓鬓
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衰 2胚胎移植
、

妊级和产仔份况

受体

兔号

移 植

胚胎数

胚胎发育时期

—
妊 娠 妊 娠天数

剖 腹 探 查 仔 兔

令
一

细胞 4
一

细胞 胎儿数 正常 停止发育 数量 性别 生长发育

1 1 21 20 +1 5 5 +

+1 3

一 2)

+ 30

正常

正常

物阵

169 2十 +

斤咚
9 4 2 2

总计 6 1 0 28 4

注 ,
1) 移植后第 20 夭

,

受体拔毛
, `

第 41 天部检
, ,

在移植侧子宫近荃都有性质不明的黄豆大肉样袂状

物一个 ,
’

-

2) 因腹腔内感染
,

于移植后第 12 天受体死亡
,

剖检
,

末孕
。

3) 伤 口感染
,

移植后 第19 天拔 毛
,

第 26 天剖检
,

未 孕
。

4) 前一只受体在移植临结束时死 亡
,

立即回收其受精卵
,

第二次移植给 8 6号受体
。

移植后第 26

天拔毛
,

剖检
,

末孕
。

时
,

迅速吸收 N a + ,

同时释放H
+ ,

两者的比例为 z : 一 ( S
e h a e hm a n n e t a l

. ,
10 5 1 )

。

L e e

。 t a l
.

也证明
,

增加 N a +

可促进精子运动
,

同时释放H
十
, 如缺少 N a + ,

精子则停止运动
,

并且不释放+H
〔 l

loj
,

,
~

N a H C O
3
在培养基中存在着一种动态平衡过程

:

H
+ + CO又

1{
N a H C O

s 花= 公N a +
+ H C O二

+

H
2
0

花
O H

一 + H Z C 0 s

百
`
.Ly才门

!
CO : + H 20

在此动态平衡过程中
,

既可以保证精子顶体反应时对N a +

的需求
,

又可以保证释放的H
,

和O H
`

不至于明显改变培养基的p H值
,

即具有“ 定的缓冲作用
; 还可保证三致循 环 过

程中对 co
: 的需求

。

看来
,

碳酸氢钠对精子获能
、

顶体反应和受精等的促进作用是二种

综合性效应
,

孕育于上述的动态平衡之中
。
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