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牛的体外受精未受精卵长时间

保存方法的研究

刘积凤
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，
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提 要 牛的体外受精所使用的卵巢一般需要从屠宰场运送到实脸室
，

本试脸探讨未受精

卵长时间运送时的保存方法
�

试验 ��经 �小时运送保存时
，

体外受精后胚的发生率�试脸 ��在不

同沮度条件下培养
，
温度对未成熟卵成熟培养的影响

�
试验 ��

在试验 �的羞础上
，

采用细胞培养

输送器
，

进行未成熟卵的边培养
、

边运送
�

对体外受精后胚的发生率的影响
，
结果表明

�

卵巢在 �

小时及 �小时保存时
，

胚盘胞的发生率分别为 ��
�

��
，
��

�

�
，
差异不显著

。

温度对未成熟卵的成热

率影响 ��
，

��
，

��
�

�
，

��℃分别为 ��
�

��
，

��
�

��
�

��
�

�写和 ��
�

��
，
�����℃没有获得高成熟率

，

使用细胞培养输送器胚盘胞的发生率为 ��
�

��
，
比对照组的 ��

�

��差异不显著
。

由此表明
，
在卵

巢运送条件下
，

至少可保存 �小时而不影响体外受精后胚的发生率 ，在更长时间运送时
，

可将卵

子采取
，

边成熟培养边运送
，

最长运送时间可达 �� 小时
�

关健词 牛 �体外受精 ，未受精卵
�保存方法

� 目 的

牛的体外受精技术是利用屠宰场废弃的卵巢制作受精卵
，

继而生产仔牛的一项新兴的

生物技术
。

即
�

从卵巢内采取未成熟卵
，
经过 �� 小时的成熟培养后

，

在培养皿内进行体外受

精
，

再进行 �天培养直至发育成可供移植的受精卵
，

然后
，

移植于母牛的子宫内生产仔牛
。

牛屠宰之后
，

卵巢内的卵子随着时间的延长就会发生变性和退化
，
因此

，

采取后的卵子

要尽快地进行体外培养
。

但是
，

屠宰场和实验室大多数都是距离较远
，
卵巢必须要进行运送

和保存
，
本实验探讨未受精卵的长时间保存方法

�

� 材料及方法

试验 ��卵梁的保存时间对休外受精后胜的发生率的影响

将屠宰场采取的牛卵巢在室温下保存运送到实验室
，

进行 �小时运送的为对照组
�

到达

实验室后再继续进行 �小时保存
，

即
�

屠宰后进行 �小时运送的为试验组
。

未成熟卵胞卵子

的采取使用 ��� 针头的 ����注射器吸引
，
把采取后的未成熟卵按每 �� 个一组加入 ���拜�

的成熟培养液内进行 �� 小时的成熟培养
�

成熟培养液是由��
��� 组织培养液��������中

添加 ��的仔牛血清组成
�

培养条件是 ��
�

�亡
、

����
�、
����湿度

，

体外受精时使用的是 日

本黑色和牛的冷冻精液
，

精液融解后
，
用 ���� 咖啡因加 �� 液进行二次洗净

，

浓度调整为

���� 万���
，

用含有 �������肝磷脂和 ������� ��� 的 �� 液进行等量稀释
，

然后将获

收稿日期 �，��一 ��一 ��
，
该论文试验材料为作者赴日研修期间所完成

，

指导先生高田直
，

在此表示感谢
�
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得受精能的精子悬浊液在液体石蜡下制成 ���” �的微粒
，

再将体外成熟卵每 �� 个一组导

入精子悬浊液中进行媒精
，
媒精 �小时后

，
将卵子返回发生用的培养基内

，
采用与卵丘细胞

共培养方法进行为期 �天的培养
，
在媒精后 ���天

，

观察记录胚的发育状况
，
同时

，
除掉未

分割卵
。

媒精后 ���天
，

再次观察
，

记录胚盘胞发育数量
。

试脸 ��

沮度对未成熟印成熟培养的影响

将每 �� 个卵胞卵子导入装有 ���成熟培养液的试管内
，
密封后分别放入 ��

，

��
，

��
�

�

和 ��℃的孵卵器内进行 �� 小时的培养
，

成熟培养液与试验 �相同
�

培养结束
，

将试管内卵

子取出固定
、

染色后进行显微镜检查
，

卵子的核发育到 � �阶段的为成熟卵
，

计算出成熟

率
。

试验 ��用细胞培养输送券进行未成熟印的成熟培养
，
体外受精后胚的发生率及其影响

能准确控制温度并携带方便的细胞培养输送器
，

长 ����
，
宽 ����

，

高 ����
，

重量约

���
，

内装 ��� 直流电池
，

可连续运转 �� 小时
，

并可进行温度调控
。

试验方法与试验 �相同
，

把未成熟卵子每 �� 个装入试管
，

放入温度设定在 ��℃的细胞培养输送器 内
，

进行 �� 小时

成熟培养的为试验组
，

对照组按常法
，
用二氧化碳培养器培养

。

成熟培养后的体外受精
，

体外

发生培养与试验 �方法相同
。

� 结 果

试验 ��卵集在不同保存时间下
，
体外受精后胚的发生率

表 � 卵集的保存时间对胚盘胞发生率的影响

分 侧 卵 致 ���
胚 盘 胞胚 盘 胞

供 试 卵 数 胚 盘 胞 致 ���

第 �天 第 �天

�‘�
�且�‘������

�

��

������
。

��

��

��

�����
。

��

�����
。

��

��
﹁吕�口组组

从表 �可以看出媒精后第 �夭 �细胞期以上的卵割率对照组为 ��
�

��
，

试验组为

��
�

��，�媒精后第 �天的胚盘胞发生率对照组为 ��
�

��
，
试验组为 ��

�

��
�

卵巢的保存时

间对胚的发生率影响没有明显的差异
，
但是

，

在 �小时保存组出现的所有胚盘胞中
，
��

�

��

�������的胚盘胞是在媒精后第�天出现的
，

而 �小时保存组仅有 ��
�

���������
，
�小时保

存组胚的发育速度呈现迟缓的倾向
。

试脸 ��不同沮度条件下木成熟卵的成熟率

表 �表 明
，

其成熟 率分别 为 ��
�

℃为 衰 � 沮度对未成熟卵成熟培养的影响

��
�

��
，
��℃为 ��

�

��
，
��

�

�℃为 ��
�

��
，

��℃为 ��
�

��
�

��℃和 ��℃组的成熟率偏

低
，

表明未成熟卵的成熟培养需要严格的温

度条件
。

处理沮度

��℃组
��℃组
��

�

�℃组
��℃组

供试卵效 成熟卵数 成熟卵率���

七��自��

�
‘�臼‘

��

��

��

��

��
。

�

��
。

�

��
。

�

��
。

�

试验 ��用细胞培养输送器进行未成熟卵的体外成熟培养
，
体外受精后胚的发生成绩

表 �结果表明媒精后第 �天 �细胞期以上的卵割率对照组为 ��
�

��
，

试验组为 ��
�

��
，

两组差异不显著
�

此外
，

媒精后第 �夭胚盘胞的发生率对照组为 ��
�

��
，

试验组为 ��
�

��
，

不同成熟培养条件下胚的发生率差异不显著
，
但是

，

在对照组出现的所有胚盘胞中
，

��
�

�肠�������的胚盘胞是在媒精后第 �天出现的
，

而试验组仅有 ��
�

���������
，

试验组胚的
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发育速度呈现迟缓倾向
。

表 � 用细胞培养输送器进行未成熟卵的成熟培养体外受精后胚盘胞的发生率

供 试 卵 效 分 侧 卵 数 ���
胚 盘 胞

一
一

�

一一
����������������������

胚 盘 胞
胚 盘 胞 数 ���

第 �天 第 �天

������
�

��

������
�

��

��

��

��

��

�����
�

��

�����
�

自

�甘亡口月几了乙，‘，人
组组

� 讨 论

�
�

� 牛屠宰后
，

卵巢在室温条件下 �小时保存组和 �小时保存组体外受精后胚的发育成绩

差异不显著
，

由此表明
，

在进行体外受精研究及开发时
，

卵巢至少可进行 �小时的运送而不

影响体外受精成绩
。

�
�

� 未成熟卵的体外成熟如不在牛的体温 ���
�

�℃ �条件下培养
，

则不会获得较高的成熟

率
，

但是
，

如果温度控制严密
，

将卵子装入试验管内
，

在空气下进行成熟培养也是可能的
。

�
�

� 使用细胞培养输送器进行未成熟卵的成熟培养与常法培养相比
，

体外受精后胚的发育

成绩差异不显著
。

由此表明
，

使用细胞培养输送器进行未成熟卵的体外培养是可行的
，

而且

可边培养
、

边运送
，

运送最长时间可达 �� 小时
�
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