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摘要 本试验研究了荀萄箱
、
E DT A和小鼠血清对昆明小鼠单细胞胚体外发育的影响

.

结果

发现
:

不含葡萄精 H E C M
一
1 组桑搭率为 相

.

0 % 5
,

对照组为 8
.

曰%
; 含 E D T A 的 CZ

B 组桑搭

率为 61
.

18 %
,

对照组为 柞
.

利% ; 小鼠血清对昆明小鼠单细胞胚体外发育无促进作用
.

可见
,

荀萄糖抑制昆明小鼠单细胞胚胎体外发育 ; 在不含荀萄精的条件下
,
E D T A 支持小鼠早期胚胎

体外发育
.

无论有无葡萄锗小鼠血清对小鼠早期胚体外发育无促进作用
.

关链词 昆明小鼠
.

单细胞胚
;
荀萄糖

; E D丁A ; 小鼠血清
;

体外培养

已研究过的数种哺乳动物的早期胚胎几乎都存在体外发育阻断 ( bl oc ks t。 dve el 叩m en o

现象
。

诸如随机交配品系小鼠 2
一

细胞 (如昆明小鼠 )
、

牛
、

羊 8一 16 细胞
、

猪 4
一

细胞阶段等闭
.

但是
,

体外受精
、

胚胎分割
、

胚胎性别鉴定
、

核移植和基因导入等高技术操作的胚胎
,

尚

需在体外培养到适当阶段
,

才便于植入受体生殖道中
。

这就要求人们设法克服胚胎体外发

育的阻断现象
,

提高胚胎移植成功率
。

研究者已从两个方面试图解决这一难题
:

一是利用

某些体细胞与早期胚胎协同培养
〔 , ’ · ` ·

,
· `〕

,

二是改进培养液成份
,

尽量满足早期胚胎发育所

需物质和确定并减除对其发育不利的成份 [,. 二 ’ 〕 。

本试验主要观察培养液中葡萄糖
、

E D T A
、

小鼠血清对表现为体外发育 2
一

细胞阻断昆明小鼠胚胎体外培养的影响
,

找出昆明小鼠单细

胞胚胎体外培养较理想的培养液
,

为解决家畜早期胚胎体外发育阻断现象提供研究思路与

参考的方法
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物 体成熟昆明小鼠 (提供单细胞胚胎 )
:

购自北京大学生物系
.

L Z 小鼠原核胚的获得

1
.

2
`

1 小 鼠的超排处理 体成熟的昆明小 鼠
,

腹腔注射 pM s G 一0 IU
,

4 8 h 之后
,

腹腔注

射 H C G 1 0
了, ’ .

同时放入公鼠笼交配过夜
,

次日晨 8
:

00 检查阴道栓
,

有阴道栓者
,

自注射

H C G 2 5一 2 7 h 后冲卵用于试验
「’ 。

·

”
毛

.1 2
.

2 冲卵 以颈椎脱臼法处死小鼠
,

腹部消毒后
,

剖腹取出输卵管和卵巢
,

剪除脂肪
,

用 4 号注射针头连接 l 而 注射器 (内有 0
.

5 m l H eP es
一

T A LP ) 冲卵
,

将针头插入输卵管伞部

开 口
,

注入培养液
,

即可冲出受精卵
。

如果有细胞包被受精卵
,

用 3 00 uI /ml 透明质酸酶消

化除去细胞团
,

再用培养液冲洗受精卵 3一 5 次
.

选择形态正常的受精卵用于培养
。

1
.

2
.

3 月曰台的液滴培养 取 0
.

l ml 培养液
,

在培养皿 (直径 35 m m ) 内制备液体小滴
,

再

覆盖以灭菌的液体石蜡
,

在使用前置入 5% co
: 、

37 ℃二氧化碳培养箱平衡 l h
,

每个培养

血放置受精卵 20 个左右
,

在上述条件下培养
。

·

国家自然科学基金 资助
J

丙目

19 9 2 一 0 7一 0 8 收 福
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1
.

2
.

咬 培养液 C z B I , 〕
、

认肆
[` ,〕

、

H e , 留
~

T ^ L P [
, , , 、 H E a M

~

I t`’ 〕 均按文献由本试验室配剑
。

小鼠血清自侧
.

健 试验结果

2
.

1 菊萄钻对小叹单细她旺胎体外发育的形响
H卫C M

-

l[ 川是含 20 种氮基酸而不含葡萄糖和磷酸盐
,

可克服金黄仓鼠 2 细胞阻断的培

养液
,

在此基础上添加 5
.

0 m M 葡萄糖
,

将抓化钠的浓度由 98
.

0 m M 减至 95
.

5 m M
,

保持

等渗
,

从而构成 G 一 H cE 膝 l
。

分别以含葡萄糖 T A LP
、
G 一

EH c M
~

l 为对照组
,

不含有萄搪的

C z B
、

HE c M
一 l 为试验组

,

采用液滴方法培养小鼠单细胞胚胎
,

结果见表 1
.

表 l 葡萄箱对小只单细胞胚体外发育形响

组 别 入培数 第一次卵裂率% 大于 2 细胞胚率% 桑桩胚率%

5 1
.

l l a

8 1
.

5 8 b

7 5
.

5 8 b

7 9
.

7 6 b

1 7
.

7 8 e

6 7
.

1 1 亡

2 0
.

9 3 e

5 1
。

1 9 d

6
。

6 7 f

6 1
.

1 8 h

8
.

1 4 f

4 0
.

0 5 9

9015286168
T A LP

仁乙匕

G一 H E CM一 l

H E CM一 1

注
:

同一坚栏用相同字毋标注者差异不显著 (P > 。
.

05 ) ; 。 vs b
、 c vs d

、
d vs e 、

f vs g
、

9 vs h 差异板 显芳

( P < 0
.

0 1 )
。

由表 1 可见
,

T A P L
、

G
一

H E c M
一

l 两组
,

在克服 2 细胞阻断率和桑搭率两指标
,

都极显

著低于 zC B 和 H E C M
一

l 组
。

可见
,

培养液中葡萄糖抑制昆明小鼠单细胞胚体外发育
,

含有

氨 基酸的 G
一

H EC M
一

1 组胚胎第一次卵裂率极显著地高于 T A LP 组
,

与 CZ B 和 H EC M
一

1两组

无显著差异
,

说明氨基酸类 (尤其是 1 m M 谷氨酞 l0[
·

川 ) 可以支持小鼠单细胞胚第一次卵

裂
。

.2 2 E
DT

A 对小鼠单细胞胚体外发育的影响

在含有葡 萄糖培养液 里
,

E D T A 对 小 鼠早期胚 胎体外发育有支持作 用相继 已有报

导 l[’
, ’ 5〕 .

本试验旨在观察在无葡萄糖条件下
,

E D T A 是否仍有此作用
.

用 m
一

c z B (除不含

EDT A 外
,

其它成份同 C z B) 和 cz B 液滴培养小鼠单细胞胚
,

发育结果见表 2
.

由表 2 看出
,

培养液中 E D T A 的有或无
,

小鼠单细胞胚第一次卵裂没有显著的影响 (P

> 0
.

05 )
,

培养液中含 0
.

11 m M EDT
A 的 CZ B 组

,

克服 2 细胞胚胎发育的阻断率和桑格期胚

胎率都显著高于 m
一

c z B 组
。

表 2 DE T A 对小盆单细胞胚体外发育影响

组 别 入培数 第一次卵裂% 大于 2 细胞胚率% 桑桩胚率%

m
一
C Z B

C Z B

7 8

1 5 2

8 3
.

3 3 a

s j
`

5 8 a

5 2
.

2 6 b

6 7
.

1 I C

4 7
,

4 4 d

6 1
.

18 e

注
:

同一竖栏相 同字毋标注者差异 不显著 ( P > 0
.

05 ) ; 。 vs b
、 。 v : d 差异盆著 ( P < 0

.

05 )
.

2
.

3 小鼠血清对小鼠单细胞坯体外发育影响

本试验以 T ^ LP 和 C z B 分别作为对照组
,

以 T A廿 和 C z B 添加 10 %昆明小鼠血清为

试验组
,

液滴培养小鼠单细胞胚
,

发育结果见表 3
。
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表 31 0环小鼠血清对呀佩单细胞胚体外发育影响

组 别 入培数 第一次卵裂率% 大于 2细胞胚率% 桑格玻率翔
,
.
nU八O八吕

益

:
T A L P

10 纬小鼠血清

+ T A L P

5 1
.

1 1

4 7
.

8 3

1 7
.

7 8

1 3
.

0 4

C Z B 8 1
.

5 8 6 7
。

1 l d 6 l
.

1 8 f

90152138

10 %小鼠血清

+ C Z B

8 0
.

4 9 b 6 5
.

8 5 d 5 7
.

3 2

注
:

同一 竖栏内相同字考标注者差异不 孟著 ( P> 0
.

肠 )
.

由表 3 可看 出
,

添加 10 %小鼠血清 2 试验组
,

分别与各 自对照组相比
,

小鼠单细胞胚

胎体外发育的第一次卵裂率
、

克服 2 细胞阻断率和桑搭胚率都没有显著性差异 (P > .0 05 )
,

相反
,

添加血清组三项指标绝对值却低于对照组
。

3 讨论

尽管葡萄糖是体细胞体外培养所必需的营养成份
,

已为人们所共识
,

但是它对早期胚

胎体外培养影响的认识却经历较长的过程
。

早在 1 9 6 5年 Br i n st er 「“ 〕发现葡萄糖对随机交配

的 s w i ss 小鼠 2 细胞胚胎
,

有轻微毒害作用
,

但这结果并没有引起人们的充分注意
,

直到

工9 8 8 年
,

S hc in i 等
〔, 二
研究发现

:

葡萄糖 (有磷酸盐存在条件下 ) 引起金黄仓 鼠胚胎出现 2 细

胞阶段体外发育阻断
。

葡萄糖抑制作用也导致仓 鼠胚胎 8 细胞阶段的阻断图
。

用不含磷酸盐

和葡萄糖的 H E C M
一

l 培养仓鼠早期胚胎
,

不仅克服 2 细胞阶段发育阻断
,

而且移植后产出

正常后代
。

葡萄糖抑制哺乳类动物早期胚胎发育已相继得证实 (猪 〔 , , 〕
、

牛
〔 , , 〕

、

绵羊
L,

0)J
。

本

试验用不含葡萄糖的培养液 H E C M
一

l
、

C Z B 培养昆明小鼠单细胞胚
,

发育至桑搭胚的 比率分

别为 “
.

05 %和 61
.

18 %
,

这与 C ha ot t 等
〔` 。

· ` ’ 二对其它品系杂交小鼠报导一致
,

可见
,

葡萄糖

对已研究过的哺乳类动物 (小鼠
、

仓鼠
、

猪
、

牛
、

绵羊等 ) 早期胚体外发育的抑制是一种

普遍现象
。

C Z B 液是 C h a t o t
、

z i o m e k 和 B a v
i s t

e r [川三人提 出
,

简称 e Z B
。

它不含葡萄糖
,

含有 0
.

1 1

m M E D T A 和 .1 0 m M 谷氨酞胺
。

其它研究者
〔’ 。

·

”
· ` 3〕分别用 CZ B 培养其它品系随机交配小

鼠胚胎
,

与本试验用昆明小鼠试验结果类似
。

早期胚胎可将葡萄糖合成糖原
,

这是一消耗

大量能量的过程
;

早期胚胎卵裂需要有足够的能量方能进行
。

培养液中不含葡萄糖
,

防止

因含成糖原而消耗能量现象发生
,

因此
,

早期胚胎可正常卵裂
。

谷氨酞胺是小鼠早期胚胎

发育除丙酮酸和乳酸外
,

另尸种熏要能量物质
,

可补充前者代谢释放能量不足
,

含有谷氨

酞胺培养液可显著提高小鼠单细胞胚发育至囊胚的比率 lt `」
。

在含有葡萄糖培养液中
,

适量 E D T A 可以赘合培养液中对胚胎发育有害的金属离子

(如重金属离子 )
,

提高克服胚胎体外发育阻断比率
〔 ’ `

·

’ 5
·
`们

。

本试验证明
,

在不含葡萄糖的培

养液中
,
一

DE T A 对小鼠单细胞胚的体外发育
,

仍有较好的促进作用
.

输卵管 上皮细胞支持哺乳类动物早期胚胎体外发育
,

已有大量报道比
’ ·

`
·

“
· ` ,

人们倾向

认为输卵管分泌某种 (些 ) 物质维持早期胚胎汪常发育
。

本试验用 10 %小鼠血清分别添加

到 T A LP 和 C z B 液
,

发现小鼠血清在有或无葡萄糖的条件下
,

对小鼠单细胞胚体外发育都

没有促进作用
。

如果说输卵管上皮细胞分泌某种
·

(些 ) 物质促进早期胚胎发膏
,

那么这种
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(些 ) 物质可能不是通过血液循环起作用的
,

而是局部的通过输卵管直接作用于胚胎
。
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