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主口词 乳羊 /异体受精
,

精子体外获能
,

兔产羔

S u b j
e e t w o r d s m i l k g o a t / x e n o g e n o u s f e r t i l i z a t i

o n ,
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关于哺乳动物体外受精的研究
,

已经历 了 120 多年
,

直到 80 年代才获 得 了 第 一 例
“ 试管家畜

” 。

近年来
,

尽管 ,’i 式管婴儿 ” 平均每天有 4例问世
,

但到 1 9 9 0年 4 月 10 日

为止
,

全世界获得的
“ 试管家畜

” 仅有 13 0例
,

其中
“ 试管牛

” 54 头
, “ 试管猪

” 52 只
,

“ 试管绵羊
” 2 3只

, “ 试管山羊
” 只有 l 只

。

为了克服山羊体外受精的难点
,
R “ 。等将山羊输卵管卵母细胞输入事先经子宫 输 入

新鲜羊精的假孕兔输卵管
,

培养 24 ~ 36 h
,

有37
.

0%完成了异体受精
。

将这些 受精卵移

植给 9 只受体羊后
,

有 1只正常分娩
,

获得了首例异体受精山羊羔
〔 ’ 」。

我们将超 排 羊

输卵管卵母细 aJ] 移入事先经阴道输入新鲜羊精的假孕兔输卵管
,

获得了 4 4
.

8%的异体受

精率
〔 “ ’ 。

但迄今尚未证实
,

山羊体外获能的精子与超排卵母细胞在假孕兔输卵管 内 能

否完成受精过程和产出正常后代
。

本试验 旨在研究山羊体外获能的精子与超排的输卵管

卵异体受精及受精卵移植后产羔的可能性
。

1 材料和方法

,
.

1 试验动物

10 只成年萨能奶山羊和 2只种公羊分别从西北农业大学畜枚站和杨陵附近 农 村 购

买
,

均舍饲
。

实验前 l 月
,

对所有羊只进行药浴和驱虫
,

观察母羊发情表现
,

记录发情

日期
。

5 只成年大耳 白母兔由本研究室自繁自养
,

年龄走~ 2
.

5岁
,

体重 2 ~ 4 k g
。

饲以青

文稿收到日期
:
19 9 0 一 05 一
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·
本课题为高校博士点基金和杨陵农业科技开发基金资助 项目

。
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干草
、

青草和配合饲料
,

实验前 2 0 d 单笼饲养
。

1
.

2 仪器试荆

( 1 ) 仪器
:

W J一 3型 CO
:

细胞培养箱
, _

卜海跃进医疗器械一厂产品
; K a r l S t or “

小

JL腹腔镜
,

西德产 ; O L y m p us 实体显微镜和荧光相差显微镜 均为日本产
; 80 0型离 心 沉

淀器
、

高频手术器及常规手才器械均系国内产品
,

吸卵管和移植管均为 自制品
。

( 2 ) 试剂与激素
:

牛血清白蛋 白 ( B S A )
,

结晶研究级
,

批号 8 7一 1 1一 1 4
,

S c r
va 进口

分装
, _

上海化学试剂站分装厂分装 , F S H
,

批号 88 1 0 2 0 ,
h C G

,

批号8 8 1 0 2 3
,

均由 宁波

激素制品厂生产
, 15 甲基前列腺素 F Z石( 15 甲基 P G F Z

。

)批号 8 80 60 2 ,

上海五洲药厂生产
。

精子洗涤液为修改的B r a e k e t t ’ 5 D M
3 〕 ,

其中含 有 o
.

6 m g / m L B SA 和 4了m M N o H C O
:

( m D M ) ;
精子获能液亦由B r a e k o t t ’ 。 H I S 匕

3 ”

修改而得
,

即 含有 o
.

6 m g / m L B S A和 4 7

P G m M N a H C O
3

( m H I S )
。

其它常规试齐I}均为国内产品
。

1
.

3 异体受精方法

( 1 ) 山羊超排及异体受体兔准备
:

从周期 15 ~ 18 d起
,

用 F S H递减法 ( 10 0 iu
,

50

i u x 3和 2 i5
u x Z ) 刘供体羊连续处理 3 d

,

首次注射 F S H 后 2 4 h 一次肌 注 1
.

2 m g 15 甲基

p G F 2
2 。 。

站立发情后 即静注 7 5 o i u h C G
。

与此同时
,

对发情母兔耳静脉注射 1 0 0 i u h C G
。

( 2 ) 采卵
:

对母羊注射 h C G后 2 4 h用腹腔镜检查卵巢变化
,

排卵后立 即麻 醉
,

常

规剃毛消毒
,

切开腹壁
,

用 35 ℃温 m D P B S + 10 % N C S 冲 洗输卵管
,

在 30 ~ 33 ℃无菌室

检出卵母细胞
,

立 即移入 m D M中
,

置 3 7
.

5℃ C O
:

培养箱中备用
。

( 3 ) 精子获能
:

采卵前 3一 4 h 用假阴道采集经筛选 的优秀种公羊精液
。

15 m in 内

加入 g m L m D M
,

以 l 0 0 0 r p , n离心 l o m i t ;
,

弃
_

}一清液
,

加入 3 m L m H I s
,

在 3 7
.

5
“

C
, 5%

CO
: , 9 5%空气

,

1 0 0%相对湿度的C O
:

培养箱中培养 15 m i n
。

再以 1 0 0 0 r p m 离 心 s m i n
,

弃

去
_

州青液
,

用 l m L m D M 重新悬浮
。

评定精子活力
,

并以血球计数板计数
,

用 m D M将精

子浓度调整为 20 ~ 30 x 1 0 ”
/ m L

。

在同样条件下培养 2
.

5 ~ 3 h
,

将终 浓度调 至 2 x 10
“
/

m L 备用
。

( 4 ) 异体受精及受精卵移植
:

将 5一 6枚卵质饱满
、

形态正常且成熟到 M l 的山羊

卵母细胞连同 20 u L获能精子一起移入假孕兔输卵管中
,

培养 2澳~ 60 h后处死母兔
,

用 m D M

冲洗输卵管
,

在相差 显微镜下检查异体 受精情况
。

将异体受精卵中 2一 8 细胞的早 期胚

胎移入同期发情的受体羊输卵管
,

于妊娠 21 和 4 3 d
,

分另JJ从颈静脉采血
,

用 E LJ S A 测定

血浆孕酮水平
,

于奸娠 70 d用超声多谱勒检查是否杆娠
。

2 结果与讨论

2
.

1 异休受精率

从 6 只供体母羊输卵管共采到 4 5枚卵母细胞
,

平均采卵 7
.

5枚
,

将其中胞质 饱 满
,

形态正常
,

且已成熟到M l 的卵母细胞 35 枚
,

与 获 能 精 子一起移入母兔输卵管培养

2 4 ~ 60 h
,

回收到 2 0枚卵子
,

回收率 57
.

1%
,

其中 13 枚 己经受精或发生了卵裂
,

异体 受

精率为 6 5
.

。%
。

2
.

2 受精卵移植产羔结果

在 13 枚异体受精卵中
,

有 9枚发育到 2 ~ 8细胞阶段
,

将其分别移给 4 只 同期发情 的受
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体 ( 3 , 2 , 3和 i枚 / 羊 )
。

经血浆孕酮和超声波诊断确诊 2例妊娠
,

受体妊娠率为 50
.

0%

( 2 / 4)
,

其中 l只曾移植 3枚 2细胞胚胎的母羊已于 1 9 9 0年 5月 1日产下 2只活羔和 1只约

在产前 l 周死亡的羔羊
。

1 古 2 早
,

体重分别为 3
.

65
, 2

.

30 和 2
.

10 k g
,

体长分 别为 46
,

4 0和 4 5 c m ;
体高分别为 35

,

30 和 33 c m ( 附图 )
。

另一只受体已妊娠 1 4 O d以上
。

附图 精子体外获能异体受精山羊羔

大羊为异体受精 卵移植受体

在系统研究了山羊异体受精的影响因素之后
,

按 总结的有效程序进行了山羊超排卵

与体外获能精子异体受精试验
,

获得了 6 5
.

0%的异体受精率
,

该结果明显高于 R a 。 的结果

( 3 7
.

0% ) 〔 “ ’和本试验室以前报道的结果 ( 4 4
.

8% ) 厂“ 」。

将受精卵移植给受体羊
,

获得

50 % 的受体妊娠率
,

并产出了世界上第二例异体受精山羊后代
。

这 些结果表明
,

体外获

能的山羊精子与超排的卵母细胞在假孕兔输卵管内能够完成异休受精过程
,

将异休受精

卵移给受体羊亦可产出活羔
。
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