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小鼠胚胎聚合法的几个技术环节 

：苎互 ：! 立 刘中华 贺桂馨 秦鹏春 (东北农业大学畜牧系·哈尔滨15。03。) 

摘要 结合细胞计数方法研究了胚胎聚合法的几个技术环节 结果：(1)8一细胞早期胚胎在o．o3 的聚合液 

(PHA)中作用5、10、15min，胚胎聚合率和囊胚发育率盏异不显著 (尸>0．05)；(2)8一细胞早期胚胎，在 

0．06H PHA和0．12 PHA中作用的胚胎聚合率显著商于在0．03 PHA中作用的 (尸<0．05)，而在 

0．03H PHA和0．06 PHA中作用的聚合胚的囊胚发育率显著高于在0．12 PHA中作用的(，<0．05)； 

(3)PHA浓度(在 03 ～O．t2 范围内)对8-细胞晚期聚合胚的发育率影响不大 (P>0．05)；(4)在相回 

条件下，8氇日胞晚期胚胎的聚合率显著高于8一细胞早期胚胎和桑椹期胚胎，8-细胞晚期聚合胚的发育率也高 

于其他时期的，因此8一细胞晚期是进行胚胎聚合的最佳时期；(5)8一细胞早期胚胎的聚合率和囊胚发育率随 

操作室温的降低而显著下降；(6)细胞计数分析表明，链霉蛋白酶和酸性台氏液2种去透明带方法产生的聚 

合囊胚细胞数目投有差异，但移植用链霉蛋白酶处理的聚合囊胚，8只受体中元1例妊娠，而移植用酸性台 

氏液处理的聚合囊胚，5只受悻中有1只妊娠；(7)向子宫的子宫颈方向移植聚合囊胚，6只受体中有 3只妊 

娠，产仔l0只；而向子宫的输卵管方向移植聚合囊胚，5只受悻中只有1只妊娠。 
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胚胎嵌合体是由2个或2个以上具有不同遗 

传性的胚胎结合在一起发育而成的个体 ]。它是 

研究哺乳动物个体发育理想的实验材料，遗传学 

研究的良好模型。近年来，它在胚胎干细胞培养、 

转基因动物生产、胚胎种间移植及繁育纯系动物 

等研究领域显示了广泛的应用前景 ]。 

胚胎聚合作为制作嵌合体的常用方法之一， 

由于其操作简便，不需要特殊的仪器设备，因而得 

到广泛应用。目前应用该方法已制作了小鼠、大 

鼠 引 兔 、猪Ⅲ、绵羊 、牛 引 小鼠一大鼠 、小 

鼠多倍体胚胎同正常胚胎聚合的嵌合体[8．93和小 

鼠雌核发育胚胎同正常胚胎聚合的嵌合体 “ 

等。但是与胚泡注射法相比，聚合法的成功率较 

低 主要原因是有些技术环节和影响因素还没有 

搞清 因此有必要对其进行深入的研究，以提高胚 

胎聚合技术的成功率，并为把该项技术引入大家 

畜提供参考。 

本文收到日期 1996—12—06 

1 糖 s麦法 

1．1 胚胎的获取 按常规方法对中国昆明小鼠 

进行超排 于小鼠见栓后不同时间收集 4．细胞 

期、8一细胞早期、8一细胞晚期和桑椹期胚胎。 

1．2 去透明带 用 0．5 的链霉蛋白酶和酸性 

台氏液2种方法去除胚胎的透明带。 

1．3 胚胎聚合及培养 将去除透明带的胚胎置 

于大滴(200~300,uL)聚合液(植物血球凝集素， 

PHA)中，用圆头玻璃棒使 2枚胚胎相接触。粘合 

的胚胎 置 Whitten s培养液 中，在 5 cO2、 

37．5℃条件下培养。以发育为囊胚的数目计算发 

育率 

1．4 胚胎移植 以常规麻醉和手术方法将聚合 

囊胚移植给假孕受体。聚合囊胚向子宫颈和输卵 

管 2个方向移植， 

1．5 细胞计敞 将准备计数的囊胚置0．5 的 

柠檬酸钠低渗液中作用5～10 rain，然后移人醋 

酸地衣红中染色 1～5 mln，再按常规方法压片， 

相差显微镜下计数。 

1．6 数据处理 应用百分数}检验 
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2 结果 

2．1 聚合液作用时间对 8一细胞早期胚胎聚台和 

发育的影响 见表 1。8-细胞早期胚胎置 0．03 

PHA中，随作用时间延长，胚胎聚合率有所提高， 

囊胚发育率有所下降，但差异均不显著 (尸> 

0．05)。 

袁 1 0．03 PHA作用不同时问的8一细胞早期 

· 胚胎的聚合率和发育率 

注：同一竖栏中标注相同字母者为差异不显著 (P>o．05)． 

不同字母者为差异立著(尸<o．05或P<o．01)(下同) 

2．2 聚台液浓度对胚眙聚合率和发育率的影响 

见表2 不同浓度的PHA对8一细胞早期胚胎作 

用5min，其中0．12 PHA和0．06 PHA作用 

的胚胎聚合率显著高于 0．03 PHA作用的胚胎 

(尸< 0．05)；0．03 PHA和 0．06 PHA作用 

的胚胎囊胚发育率显著高于0．12 PHA作用的 

胚胎 (尸< 0．05)。． 

同样条件下，8一细胞晚期胚胎的囊胚发育率 

差异不显著 (P> 0．05)，见表 3。 

袁 2 8-细胞早期胚胎在不同表度PHA处理 

5 min的聚合率和发育率 

袁 3 8一细胞晚期胚胎在不同浓度 PHA中处理 

5rain的聚各率和发育率 

2．3 不同发育期胚胎的聚合率和发育率 见表 

4。在同样聚合条件下，8一细胞晚期胚胎的聚合率 

显著高于 8一细胞早期胚胎和桑椹期胚胎的聚合 

率 (P<0．05)，但与4一细胞期胚胎的聚台率差异 

不显著 (尸> 0．05)。8-细胞晚期聚合胚的发育率 

也显著高于其他发育时期胚胎的发育率 (尸< 

O．05) 

2．4 宣温对胚胎聚合率和发育率的影响 见表 

5 相同聚合条件，在室温22 C下操作的胚胎的聚 

合率和发育率都极显著高于 18 c下操作的胚胎 

(尸< 0．01) 

表 4 不同发育期胚胎在0．06 PHA中处理 

5 m／n的聚合率和发育率 

袁5 不同室温奈件下0．03 PHA处理 5rain 

8-细胞早期胚胎的聚告率和发育率 

2．5 去透明带方法对聚台胚发育的影响 细胞 

计数分析表明，2种去透明带方法对胚胎短期发 

育无显著影响，见表 6。 

2．6 胚胎移植产仔情况 见表7，8。 

表 6 不同去带液处理的聚告囊胚的细胞数 

击 带 液 处理胚散(个) 绷帕教(个) 

o 5 链霉蛋白酶 

酸性台氏渡(pH2~2．5) 

21 63．3士2 1(56～舳) 

19 67．8土 1．6(54~ 72)J 

表 7 不同去带液处理的聚夸胚移植产仔情况 

(输卵管方向移植) 
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表 8 子宫不同方向移植产仔情况(酸·l生台氏液 

去带) 

3 讨论 

MintzCz2]最先将PHA用于胚胎聚合，但各个 

实验室所使用的PHA浓度及其作用时间各不相 

同。本试验表明，PHA作用时间对胚胎聚合率和 

发育率影响不大。这与吴耀民等口 的研究结果一 

致 从本试验结果看，PHA浓度对8一细胞早期胚 

胎的聚合率和发育率有明显影响，采用0．06 的 

PHA效果较好。 

目前国内外多采用 8一细胞早期胚胎进行聚 

合口 ]。本试验观察到，PHA浓度对8一细胞晚期 

胚胎的聚合率影响不大。在相同条件下，8一细胞晚 

期胚胎的聚合率显著高于 8一细胞早期和桑椹期 

胚胎，但与4一细胞期胚胎的聚合率差异不显著，8一 

细胞晚期聚合胚的发育率也明显高于其他发育时 

期。这可能与8一细胞晚期胚胎发生了致密化有 

关。因为致密化的胚胎比较粘 另外，此发育期 

的胚胎分裂球间建立了紧密连接和缝隙连接 8J。 

此时进行细胞聚合，胚胎细胞间容易建立通讯联 

系，能很好地发育。我们认为，选择8一细胞晚期胚 

胎进行聚合最好。 

本试验研究表明，低于正常室温时，8一细胞早 

期胚胎的聚合率和发育率明显下降。聚合率降低 

可能是由于胚胎在一般体温下粘合力最强0 的 

缘故．但低温使聚合胚发育不良的确切原因不清 

楚。李光鹏等 证明，低温处理可延迟胚胎发育。 

本试验细胞计数分析表明，用蛋白酶和酸性 

台氏液去透明带，其聚合胚发育至囊胚的比例无 

明显差异。但移植试验证明，用蛋白酶去透明带的 

聚合囊胚的移植妊娠率，低于用酸性台氏液的，说 

明蛋白酶去透明带对胚胎移植后的妊娠有不良影 

响 此与文献[20～22]报遭的研究结果一致。 
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Several Main Procedures in the Aggregation Technique of Mouse 

Embryos for Making Chimeras 

Sun Xingshen Tan llnghe Liu Zhonghua He Gulxln Qin Pengchun 

(Northeast Agricultural University，Department Animal Science，Harbin，China 150030) 

Abstract Several procedures in the aggregation technique of mouse embryos were studied in the J 

experiment．The results were as follows：1．The rates of aggregation and blastocyst development 

were not significantly different(P> 0．05)when the&cell mouse embryos treated with 0+03 PHA 

for 5．10 and 15 min．2．The aggregation rates were significantly(P< 0．05)higher when the em— 

bryos treated with 0．06 and 0．12 PHA for 5 min than did with 0．03 PHA，the blastocyst de— 

velopment rate being significantly lower when did with 0．12 PHA．3．The blastocyst development 

rates were not significantly different when the 1ate 8-cel1 mouse embryos treated with 0+03％，0．06 

and 0．12 PHA．4+Under the same conditions，the aggregation rates for late 8-cell mouse embryos 

were significantly higher than those at early 8-cell and morula stages，the blastocyst development 

rates of the late 8-cell embryos being also significantly higher than those at other stages．5．The ag— 

gregation rates and hlastOcyst development rates were decreased markedly when room temperture 

went down from 22 C to 18℃．6．The eelI number analysis showed that there was not significant dif- 

ference in cell number between the blastocysts when the zona of late&cell embryos removed by 

pronase or Acid Tyode．When the aggregated embryos whose zona removed by pronase were trans— 

ferred to 8 recipents．none of them became pregnant，but when those whose zona removed by且eid 

Tyrod were transferred to 5 recipent，one became pregnant．7．When the aggregated embryos whose 

zona removed by Acid Tyrode were transferred to 6 reclpentes with the transfer pipette pointing to the 

cervix，3 became pregnant and 10 live young born；However，when those were transferred to 5 
．  

recipents with the pipette pointing to the oviduct，only one became pregant． 

Key words mouse；chimeras；aggregation i cell number 
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