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部分去壳后不同封口方法对鸡胚发育的影响
Ξ

何光余,李碧春,孙怀昌,肖小王君,秦　洁,吴俊红
(扬州大学 畜牧兽医学院,江苏 扬州 225009)

　　[摘　要 ]　将 348枚预孵 24～ 28 h 的种蛋分成 8组,部分去壳后分别以不同方法封口,研究其对鸡胚存活率

及出雏率的影响。结果表明: 蛋壳膜+ 封口胶 (封口后连续 3 d 注射抗生素)、蛋壳膜+ 封口胶、封口胶+ 药棉、

蛋壳膜+ 石蜡、蛋壳膜+ 蛋壳粉+ 石蜡 5种封口方法对鸡胚的发育在 19日龄前差异不显著 (P > 0. 05) ; 前 4 组的

出雏率分别为 9. 6% , 5. 1% , 4. 4% , 2. 4%。蛋壳膜、蛋壳膜+ 蛋壳粉+ 蛋清、蛋壳膜+ 蛋壳粉 3种封口方法对鸡胚

发育在 19日龄前较差,与前 5组比较差异显著 (P < 0. 05)。8种方法比较,前 5种封口方法对用显微注射法制备转

基因鸡更具有应用潜力。
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　　20 世纪 90 年代以来,转基因鸡技术取得新进

展的工作基础得益于鸡胚胎体外培养方法的建立。

但是, 种蛋去壳大大降低了孵化率, Spek sn ijder

等[1 ]报道的孵化率一般为 6%～ 9% ,对方法进行改

进后,得到 32%的孵化率。而在国内,贾彦征等[2 ]报

道, 去壳后用蛋壳膜+ 保鲜膜封口, 种蛋孵化率为

3. 6%。刘士寻等[3 ]研究表明,开口后使用医用消毒

膜封口,孵化率为 2. 5%～ 5%。为了弄清影响鸡胚

体外培养孵化率的因素,进一步提高孵化率,本研究

对种蛋部分去壳后采用 8 组不同封口方法进行比

较,旨在探索提高鸡胚体外培养最适方法,为后继的

嵌合体鸡的制作[4 ]和转基因鸡的研究提供参考依

据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　供试种蛋为中国农业科学院家禽研究所实验禽

场提供的苏禽296, 孵化器为北京健雏牌控制仪2Ê
型孵化器。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　蛋壳膜的制备　取新鲜鸡蛋若干,用体积分

数 0. 2%的新洁尔灭溶液浸泡灭菌 5 m in,取出,无

菌条件下在蛋的气室端敲一小孔,让其内容物流出,

再慢慢敲碎蛋壳,去壳,留膜,要求膜尽量完整,将膜

在高压灭菌过的蒸馏水中漂洗,使其内容物洗尽,最

终将膜浸泡于含抗生素的生理盐水中,放于 4 ℃冰

箱中待用。

1. 2. 2　预处理　将新生种蛋用体积分数 0. 2%的

新洁尔灭溶液浸泡灭菌 5 m in 后,预孵 24～ 28 h。

1. 2. 3　去　壳　在无菌条件下将预孵化 24～ 28 h

的种蛋依次用碘酊和体积分数 75%的酒精擦拭消

毒蛋壳。用镊子在锐端偏下方轻轻敲开一直径0. 5～

1. 0 cm 的切口,用肉眼观察,在发育良好的鸡胚内

滴入注射用青霉素和链霉素溶液。

1. 2. 4　封　口　分别设 8个试验组和 1个对照组:

①蛋壳膜+ 封口胶,且封口后连续 3 d 注射抗生素;

②蛋壳膜+ 封口胶;③封口胶+ 药棉;④蛋壳膜+ 石

蜡; ⑤蛋壳膜 + 蛋壳粉 + 石 蜡; ⑥ 蛋 壳 膜;

⑦蛋壳膜+ 蛋壳粉+ 蛋清;⑧蛋壳膜+ 蛋壳粉;对照

组不进行任何处理直接消毒后放孵化箱孵化。

1. 2. 5　孵　化　8个试验组孵化条件一致,钝端向

上。前 18 d 孵化温度为 37. 8 ℃,相对湿度为 55% ,

翻蛋角度±45°[5 ] ,间隔 2 h;后期适当凉蛋,后 3 d 停

止翻蛋,落盘,孵化温度为 37. 2～ 37. 5 ℃,相对湿度

为 65%。孵至 20 d 时,在封口处用针尖扎几个小孔,

以利于鸡雏呼吸。孵化过程中,详细记录活胚数,并

解剖死胚。

1. 2. 6　统计方法　试验数据采用 t2检验进行差异
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显著性分析。

2　结果和分析

不同封口方法的鸡胚胎孵化存活率、孵化率结

果见表 1。由表 1可见,胚龄 5 d 时, 8个组的存活率

差异不显著 (P > 0. 05) ;胚龄 9 d 时,⑥,⑦组都已夭

亡,其他组仍有存活, 6组间存活率差异不显著 (P >

0. 05) ;第 18天时,⑧组已全部死亡,①,②,③,④和

⑤组的存活率也有大幅度下降,但差异不显著 (P >

0. 05) ,其中①,②,③和④组的孵化率分别为9. 6% ,

5. 1% , 4. 4% , 2. 4% ,⑤组第 20天时全部死亡;无处

理对照组的孵化率为 81. 8% ,对照组的孵化率极显

著高于处理组 (P < 0. 01)。第①组的孵化率稍高,可

能是由于封口后 3 d 注射抗生素,降低了蛋内污染,

②, ③和④组由于封口材料的不同, 孵化率有所差

别; ⑥, ⑦, ⑧3 组的封口材料通透性较强, 膜易干

裂,胚胎失水多,早期死亡较多,但样本数量少也可

能是原因之一。
表 1　不同材料封口鸡胚胎孵化的存活率和孵化率

T able 1　T he ch icken em bryo s viab le rates and b irth rates w ith differen t sealing m ateria ls %

组别
Group

存活率V iab le rates

4 d 5 d 6 d 7 d 8 d 9 d 10 d 11 d 12 d 13 d 14 d 15 d 16 d 17 d 18 d 19 d 20 d 21 d
孵化率

B irth rate

① (n= 95)
② (n= 98)

46. 8
54. 1

42. 6
53. 1

40. 4
36. 7

35. 1
36. 7

34. 0
33. 7

34. 0
31. 6

31. 9
22. 4

31. 9
22. 4

30. 9
22. 4

30. 9
21. 4

29. 8
19. 4

29. 8
19. 4

25. 5
18. 4

20. 2
16. 3

11. 7
10. 2

9. 6
5. 1

9. 6
5. 1

9. 6
5. 1

9. 6
5. 1

③ (n= 45) 44. 4 42. 2 40. 0 35. 6 33. 3 28. 9 26. 7 26. 7 24. 4 24. 4 20. 0 20. 0 15. 6 13. 3 11. 1 6. 7 4. 4 4. 4 4. 4

④ (n= 41) 43. 9 41. 5 36. 6 36. 6 34. 1 34. 1 34. 1 26. 8 26. 8 22. 0 22. 0 19. 5 17. 1 17. 1 12. 2 7. 3 2. 4 2. 4 2. 4

⑤ (n= 44) 45. 5 43. 2 38. 6 38. 6 36. 4 31. 8 25. 0 20. 5 20. 5 18. 2 15. 9 13. 6 11. 4 11. 4 11. 4 6. 8 0 0

⑥ (n= 9) 33. 3 33. 3 22. 2 22. 2 22. 2 0 0

⑦ (n= 8) 50. 0 37. 5 37. 5 25. 0 12. 5 0 0

⑧ (n= 8) 37. 5 37. 5 25. 0 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 12. 5 0 0

对照组
N om al
(n= 22)

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100. 95. 5 90. 9 90. 9 90. 9 90. 9 86. 4 86. 4 81. 8 81. 8

　　注: n表示样本数。

N o te: n stands fo r num ber of samp le.

　　从表 1可以看出,整个孵化过程有 2 个死亡高

峰,分别为 1～ 4 日龄和 16～ 19 日龄,特别是 1～ 4

日龄。在正常孵化温度、湿度条件下,导致死亡的原

因可能为 3个方面:①开窗处理使外膜受到破损,改

变了鸡胚发育的内环境,降低了鸡胚抵御外来细菌

侵染和一些物理化学变化的能力; ②封口材料的通

透性与未开窗的不同,对气体交换、水分交换均有影

响;③在 16～ 19日龄出现第 2个死亡高峰是由于此

间胚胎由尿囊绒毛膜的吸收转至肺呼吸,需要相应

的高 CO 2 低O 2 内环境因子刺激胚胎肺呼吸的启

动[6, 7 ] ,生理变化大,需氧量大,此时胚胎容易死亡。

3　讨　论

(1) 从本试验结果可以看出, 处理组的孵化率

极显著低于对照组 (P < 0. 01) ,表明部分去壳对孵

化率具有显著的负向效应,不同封口方法对鸡胚的

存活率及孵化率具有一定的影响。在 1～ 4日龄时出

现了胚胎的第 1 个死亡高峰期,原因有可能是此期

的胚胎非常弱,容易受内、外环境的影响,另外由于

部分去壳处理使外膜受到破损,从而降低了鸡胚抵

抗外来细菌侵染的能力。封口后注射抗生素降低了

污染机会,提高了孵化率,孵化率也高于未进行注射

的同处理第②组。表明孵化过程中的灭菌条件对鸡

胚胎有重要影响作用。

(2) 18～ 19日龄是死亡的第二个高峰,其中除

生理变化大及去壳造成的物理损伤和应激外,钙源

供给上的差异可能也是其中的一个主要原因。在鸡

胚的发育过程中, 80%的钙来自鸡蛋壳,而此试验将

蛋壳去掉了一部分,鸡胚后期发育死亡的增加很可

能与缺钙有关[7, 8 ]。因此在不影响转基因操作的情况

下,开口应尽可能小。

(3) ⑥,⑦,⑧组存活率明显低于①,②,③,④,

⑤组,其中⑥,⑦,⑧组封口材料的通透性比①,②,

③, ④, ⑤组都强, 到第 5 天时, 多数蛋壳膜就已开

裂,蛋清流出,造成蛋内水分和营养的流失以及污染

的加重,失水严重。在解剖死胚时发现,胚胎与蛋壳

膜发生粘连,表明这可能是造成胚胎死亡的一个重

要原因。因此在第一批试验后这 3组就未继续再做。

( 4) 第③组封口方法通透性相比⑥,⑦,⑧弱,

但因其比较薄,解剖死胚时发现胚与封口粘连情况

较多; ④,⑤两组使用了石蜡封口,相对也抑制了水

分散发的速度; ①,②组用蛋壳膜+ 封口胶,一定程

度防止胚盘的粘连, 又抑制了水分的蒸发, 得到了

9. 6% 和 5. 1%的孵化率; ③, ④组孵化率分别为
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4. 4% , 2. 4% , 这一结果与贾彦征等[2 ]、刘士寻等[3 ]

利用蛋壳膜+ 保鲜膜、医用消毒膜封口孵化率达

3. 6%和 2. 5%～ 5%相近。但与曹志贱等[9 ]直接用

无菌、透气的保鲜膜封口平均孵化率达 64%相比,

本试验的孵化率还比较低。这可能是由于操作不熟

练,经验不足,导致死亡率高。因此,在以后试验中有

待于进一步研究降低鸡蛋开窗对鸡胚盘细胞的应激

和不利影响,为下一步转基因鸡的制备提供操作更

简便、更可行的试验依据。
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Effect of part ia lly deshelled cu ltu re of ch ick em b ryo s

w ith eigh t sea ling m ethods

HE Guang-yu,L I B i-chun , SUN Hua i-chang, X IAO X iao- jun , QIN J ie,W U Jun -hong
(Colleg e of A n im al S cience, Y ang z hou U niversity , Y ang z hou , J iang su 225009, Ch ina)

Abstract: A to ta l of 348 fresh eggs of Suqin296 layers w ere divided in to 8 group s after having being

hatched fo r 24- 28 hou rs. Each egg w as ripped a 0. 5- 1. 0 cm ho le and the w indow s of each of the 8

group s w ere sealed w ith differen t sh ields, and ob served the effect on ch icken em b ryo s su rvival ra te and

hatchab ility. T he resu lts w ere as fo llow ings: the 5 trea ted group sösealing m ateria ls w ere:① eggshell m em 2
b rane + w rap film ( in ject ing an t ib io t ic fo r successive 3 days after sea led) ; ② eggshell m em b rane + w rap

film ;③w rap film + co t ton;④ eggshell m em b rane + sealing w ax;⑤ eggshell m em b rane+ eggs shell pow 2
dery rem nan t+ seak ing w ax. T he su rvival ra tes of these 5 trea ted group s w ere no t sign if ican t ly differen t

(P > 0. 05) befo re the 19th day. T he hatchab ilit ies of the first 4 t rea ted group s w ere 9. 6% , 5. 1% , 4. 4% ,

2. 4% respect ively. T he left 3 group s sealing m ateria ls w ere:⑥ eggshell m em b rane;⑦ eggshell m em b rane

+ egg shell pow dery rem nan t+ egg w h ite; ⑧ eggshell m em b rane+ eggshells pow dery rem nan t. T he devel2
opm en ts of these 3 group sπem b ryo s w ere no t good befo re the 19th days, and sign if ican t ly low er than the

first 5 group s (P < 0. 05). Compared w ith the 8 trea tm en ts, the first 5 t rea tm en ts cou ld be choo sed fo r p ro2
duct ion of t ran sgen ic ch icken in p ract ica l app lica t ion s.

Key words: ch icken em b ryo s; b irth ra te; t ran sgen ic ch ick; in v itro; part ia lly2deshelled; sea ling
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