
第 14 卷第 1 期 细胞生物学杂志 41 

小 鼠分离胚的培养和移植

?长锁链斯王在樊秀4我未悦来旭日干

(呼和浩特， 内蒙古大学实验动物研究中心 。10 0 21)

自从 Willadsen 把绵羊 2- 8 细胞胚分离成 胚。

两个或二群细胞，然后移植给受体母羊之后得 三、分离胚的培养

到了一卵性双胎羔羊以来[1]，早期胚 的分离

(或分割H乍为制作-卵双胎或多胎动物的一项

新技术引起了许多人的关注。到目前为止， 相

继有小鼠、 山羊和牛的分离胚 (或分割胚)移植

均获得成功[ 2- 4] 。

国内张涌向和谭丽玲[町等用显微操作技术

分别把山羊和牛的桑摆胚、囊胚分割为二分胚

或四分胚移植后获得成功的结果，但早期胚的

分离方面迄今未见有成功的报道。本研究采用

比较简便的处理方法将小鼠 2-4 细胞胚分离

为二分胚， 并通过体外培养和移植试验观察了

分离胚的个体发生能力及其所需条件，以探索

制作一卵双胎(或多胎)动物的新方法。

材料与方 法

一、供试动物的选择及胚胎的采集

实验用鼠是在本研究中心的全空调标准饲育室饲

育的消洁级别小鼠， 饲养温度为 24 士 2 度 ， 温度 50一

70 % ， 光照时间 12 小时，换气 18 次/小时 ， 饲料是

自行配制生产的固型饲料。选择 FJ 代 ( CS7 x BALB/ C) 

或 ICR 成熟雌鼠，用 PMSG(长春生药厂)和 hCG (宁

波激素制品厂)进行超排后与同品系雄鼠 自然交自己。

在注射 hCG 币的 45 小时和 52 小时分别处死供你鼠

取出输卵管， 用 Hanks 液在立体显微镜下从输卵管冲

出 2-4 细胞期胚· 选择形态正常的胚胎用于分离试

验。

二、胚胎的分离

将胚胎移入含有(1 . 5%链霉蛋白酶的 Hanks 液中

分别去掉透明带， 并用 Hanks 液洗滴后移 入 没 有

Ca2+, Mg2+, 但加 0 . 02%EDTA 培养液中。用吸管

轻轻吹打数次使胚胎分别分离成 1/2 半胚或 2/4 半

将分离后的半胚移至用石腊油覆盖的培养液微小

?商中 ， 在 37 "C 、 5 %二氧化碳培养箱中进行培养。培

养实验共包括四组。在实验 2 巾培养基为 Whitten 和

BMOC- lli ，其他三组实验均用 Whitten 培 养基，培

养基中均添加 10%的 FCS。胚胎培养 72 小时后， 根

据发育为正常:襄胚为指标观察了不同培养条件对分离

胚发育的影响。

实验 1 透明带的保留与否及胚胎的分离过程对

胚胎发育的影响 把 飞 代小鼠的去掉透明带 的和保

留透明带完整的 2 细胞胚和分离后的 1 /2 半胚分别进

行培养， 观察胚胎的发育情况。

实验 2 培养基不同对 1/2 半胚发育的影响 把

引 代小鼠 2 细胞期分离胚 0/2 半胚)分别培养子

Whitten 和 ßMOC-lli 申 ， 观察培养基不同对 1/2 半

胚发育的影响。

实验 3 分离胚发育阶段不同对培养结果的影响

将 Ft 代小鼠 1 /2 半胚( 2 细胞胚)和 2/4 半胚 ( 4 细胞

胚)分别进行培养， 观察不同发育阶段的分 离胚的发

育情况。

实验 4 分离胚品种差异对培养效果的影响 把

R 代小鼠的 1/2 半胚和 ICR 小鼠 的 1 /2 半胚分别培

养， 观察了胚胎的品种间差异对培养效果的影响。

四、分离胚的移植

将分离后的 1 /2 半胚、 2/4 半胚、 去透明 带及保

留透明带的未分离胚， 在 Whitten 中培养 48 小 时后

边取发育为正常的桑秘胚、 褒胚期胚胎， 以 4-6 对

同卵半胚或整胚为一组，分别移植给 74 只假孕处理

的雌鼠， 观察了受胎情况。

结果

一、胚胎分离结果

把 Fj 代小鼠和 ICR 小鼠的 2-4 细胞分别

分离为 1/ 2 半胚或 2/ 4 半胚，其结果如表 1 所
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示。胚胎分离效果不受品种间差异的影响， 2 费 3

培养基
细胞和 4 细胞胚的分离成功率均很高，分别为

100%和 96 .8-98.9% 。

襄 1 F， 小鼠和 ICR 小鼠 2 -4 细胞胚分

离结果

动 胚胎分离用胚实得半胚分离成功率
物 阶段 (个 〉 (小) ( % ) 

F ,. 2 细胞 118 236 100 1 

4 细胞 94 186 98 . 9 
ICR 2 细胞 68 136 100 

4 细胞 62 120 . 96 . 8 

• CS7 x BALB/ C 

'二、分离胚的培弊结果

实验 1 将保留透明带的和去掉透明带的

2 细胞胚以及分离后的1/2半胚分别在 Whitten

溶液中培养 72 小时，结果见表 2 。实验结果

表明透明带存在与否对小鼠 2 细胞胚的发育没

有明显影响，但分离后的半胚其发育率明显低

于保留透明带的正常胚 (p<0. 05) 。

实验 2 将 Fl 代小鼠 2 细胞期分 离胚分

别培养于 Whitten 和 BMOC- III 两种培养基 中，

培养 72 小时，结果见表 3 。表中的未 发育胚

指不发育的 1 / 2 半胚; 退化胚梧发育到一定阶

段( 8 细胞期或桑榷胚期 )不继续发育， 并开始

退化的胚。实验结果表明本研究用的两种不同

培养液 (Whitten 和 BMOC- III ) 均适合于 早期

分离胚的培养。

表 2 透明帘的保留与否及胚胎的分禽过

程对胚胎发育的影响

胚胎类型

保留透明情胚

去透明带胚
分离半胚

培养胚数 褒胚数(% ) 
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c< a (P<O . 05) 

实验 3 将 F l 代小鼠 1/ 2 半胚 和 2/ 4 半

胚分别培养于 Whitten 培养基， 其发育结 果见

表 4 0 表中双方发育指来国 同一个胚胎的两个

半胚均发育为囊胚期的胚胎F 一方发育指两个

/长')x育胚及退化

胚(% ) 

Whitten 168 148(88 . 1) 
BMOC-][ 136 11 1(81. 6) 

20 (11. 9) 

25 (1 8. 4) 

褒 4 胚胎的发育阶段对分离胚发育的影响

胚胎 培养 发育囊胚数(% ) 

阶段 胚数合计 双方发育 一方发育

1 /2 半胚 236 21 0(89 . 0) 200(84 . 7) 10(4 . 2) 
2 /4 半胚 186 1 76(94 . 的份 172(92.5) 4(2 . 1) 

• P< 0.05 

表 5 动物的品种间差异对分离胚发育的影响

动 培养 巍胚敛未发育胚及

物 胚数 (%) j~化胚(%)
, 

F 1 (CS7 x BALB/ c ) 144 132(91.7 )* 12(8 . 3) 
JCR 136 67(49.2) 61( 44 . 9) 

• P< O. Ol 

半胚中只有一方友育为囊胚期胚胎，另一方为

未发育胚的胚胎。实验结果表明，胚胎的发育

阶段不同 (2-4 细胞)，其分离 胚的友育也有

明显差异 ， 4 细胞期分离胚的发育率优于 2 细

胞期胚 (P< 0 . 05 ) 。

实验 4 将 Fl 代小鼠的 1/2 半胚和 ICR

小鼠的 1 / 2 半胚分别进行培 养， 其结果见表

5 。 表中未发育胚及退化)}:t与必 3 所指相同.

· 从实验结果可知， 品种问差异对分离胚的发育

有着明显影响， F 1 代的胚优于来自纯系 小鼠

ICR 的胚 (p< O . Ol ) 。

三、分离胚的移植结果

移植实验 l 将培养 48 小时后发育到桑

摆胚或襄胚期胚的 1/2 半胚和 2/4 半胚分别以

4-6对同卵半胚为一组移植给假孕处理第 2 天

或第 3 天的雌鼠，其结果见表 6 。在移植 1/2

半j匪的 23 只受体中有 3 只雌鼠饪振，其中 1

只是假孕处理第 3 天的小鼠产仔 2 只，另外 2

只是假孕处理第 2 天的雌鼠均在饪撮后的早期
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表 6 分离胚的移植结果 (- )

•-- -- 可一回一一_，__.，..，- ......一 喃喃拍一…一

移植雌鼠假孕胚移 娃妮 产仔

胚胎 天数 .11:住鼠数 J!!住鼠数(% ) 数
一}一-

1/2 半胚 2 14 2(1 4. 3) 。

3 9 1(1 1. 1) 2 
2/4 半胚 2 10 。 (0) 。

3 9 1(11.1 ) 

表 7 分离胚的移植结果(二 〉
匾-…-圃'咽'刷刷圄----回…-…………且..-圄鼻'回啕-理~二画画_ .... 四"田_......_.u:.--:._~__区卫--

‘ 胚胎 移植受体 饪振鼠数 产仔数

类别 胚数鼠数 ( % ) (% ) 

分离后的半胚 144 12 1(8. 3) 4(2.8)" 
去透明带胚 120 10 3(30 . 0) 13 (10. 8)b 
保留透明带胚 120 10 6(60 . 0) 44 (36. 7)" 

a< b<c p< 0.01 

阶段出现胎儿宫内死亡并被吸收。移植 2 / 4 半

胚的 19 只雌鼠中只有 1 只雌鼠饪振， 并产仔

1 只。以上结果丧明，分离后的半胚 无 论是

1/2 半胚还是 2/ 4 半胚均具有发育为正常个体

的能力，但受胎率很低。

移植实验 2 为了搞清分离胚移植受胎低

的原因，将去透明带，.巾和保留透明带的未分离

胚作为对照组，与分离后的半胚一起用于移植

实验，结果见哀 7 ，移植雌鼠的饪振率和产仔

率在各组之间均有极显著差异 (p< O.Ol ) 。 这

一结果表明，移植胚透明带的去除和分离处理

对移植后的个体友生均产生了… 定程度的影

响。

讨 论

Fiser 和 Macpherson 曾报道过小鼠去 透 明

带的 1 /2 半胚经体外培养后可以发育，但很难

移植成功[7]。后来长岛等和角 田、 杉江等也证

实了这一结论。他们认为分离后的半胚只有重

新放入透明带中，并且经体内培养一段时间后

才能用于移植问。但是，富坚和铃木等则否定

了上述看法。他们把小鼠 1/2 半胚和 2/ 4 半胚

经体外培养后使其发育为囊胚期胚，然后移植

给受体获得成功， 他们认为这种半胚和正常的

整胚一样完全保持着其发育为正常个 体 的潜
能 [ 9 ] 。

从本研究的结果来看， 采用先去透明带然

后在含有 EDTA 的溶液中用吸管吹打使小鼠

2-4细胞分离为 1/2 或 2/4 半胚的方法， 操作

起来比较简便，不需要昂贵的显微操作器，而

且分离成功率可以稳定于 95% 以上。 分 离后

的半胚经体外培养 48一72 小时后以很高的百

分比 (80-90 % )发育为桑摆胚、囊胚期胚胎。

这一结果与富坚等人的报道完全一致。但从本

文的发育结果来看，半胚所需的培养条件似乎

有着明显的品种间差异。在以 Whitten 为培养

基的条件下 Fl 代 ( C5/ L x BALB/c ) 小鼠 的半

胚， 其发育能力 明显的优于纯系的 ICR 小鼠

半胚。

另外从木文萨i移植实验结果还可以看出 ，

去透明带的半胚移植后的娃振率和产仔率只有

8.3%和 2.8 % ， 明显的低于对照组的去透明带

的整胚，去透明带的整胚和保留透明带的整胚

之间也有显著差异。这说明透明带的有无和胚

胎的分离与否，尽管从培养结果上难以看出差

异，二者都能以很高的百分比发育为囊胚， 但

是从移植结果来看在这三种不同条件下发育的

囊)J圣可能在着床这一环节上或者进一步发育的

潜能上有着明显的差异。 Rand (1 985)的研究

曾证实，在体外培养条件下来自 1/2 半胚的囊

胚其细胞数目相当于同样条件下从整胚发育而

来的囊胚细胞数的一半，而且内细胞团的细胞

数在整个囊胚细胞数中所占的琵例也明显小于
正常胚胎[10] 。 本研究尚未进行类似实验， 但

从培养实验和移植实验结果所出现 自己差异来

看，可以肯定要想使胚胎分离技术作为获得一

卵双胎或多胎动物的有效途径， 那么培养系统

的改进仍然是最关键的环节。即通过进一步改

进培养系统， 以增加由分离后半胚所发育出的

囊胚的内细胞团的相对数量，提高胚胎的发育

潜能，就有可能明显提高分离胚移植后的受胎

率， 从而使这项技术进入实用阶段。
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摘 要

将小鼠 2-4 细胞胚分离成为 1/2 半胚 或

2/ 4 半胚后，在体外条件下进行培养，选择发

育为桑摆胚、 囊胚期的胚胎移植给假孕雌鼠。

结果是， 分离胚的囊胚发育率在 Whitten 和

BMOC-][ 中分别为 88.1%和 8 1 . 6% ， 1/2 半胚

和 2/4 半胚的发育率分别为 89. 0 % 和 94.6 %

(p<O .O日， FJ 代和 ICR 1 / 2 半胚的发育 率分

别为 9 1. 7 %和 49.2% (p< 0.01) 。 在移植 1/2

半胚和 2/ 4 半胚的雌鼠中分别有 3 只和 1 只饪

振并产仔鼠 2 只和 1 只 F 在以 1/ 2 半胚，去透

明带的整胚和保留透呐带的整胚为对照移植的

三个处理组中其雌鼠的饪振率和产仔率分别为

8 . 3 %和 2 .8% ， 30.0% 和 10.8% ， 60.0 % 和

36 .7%，各处理组间均有显著差异 (p< O.Ol)o
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长春新碱对小鼠早期胚胎发育的影响

张才在1俨 韩 目台仁 王何· 高健冈IJ

(济南 ， 山东大学生物系 250100) 

长春新碱 (Vincristine， VCR)是从 蔓长春

花植物的叶、皮 、茎分离出来的生物碱[1] 。 本世

纪五十年代末， 加拿大和美国各有一组科研人

员对长春新碱和长春花碱的特性进行研究，证

明它们对肿瘤确有积极 的 治疗作用 [ 2 ] 0 VCR 

的抗肿瘤作用主要是抑制做管的装配，破坏有

丝分裂器。这种抗癌药物不是瘤细胞的专一抑

制剂，除对瘤细胞有一定的杀伤作用外，对正常

细胞亦有毒害[3-0]。关于 VCR 对小鼠胚胎发

育影响已有报道，但研究集中在着床后胚胎。

有的学者[ 7 ]给怀孕母鼠体内 注射药物， 发现

VCR对着床前小鼠胚胎的高尔 基器 有破坏作

用。这种成体给药的实验方法不易控制l胚胎的

直接受毒剂量以及胚胎与药物的接触时间 。 关

于 VCR 对早期胚胎发育的 直接作用 尚未见报

道。 我们采用体外培养的方法( 8 ]观察了 VCR

对着床前胚胎发育山影响，并对胚胎细胞超微

结构变化作了分析。

材 料与方 法

一、动物

体重 30 g 左右性成熟的健康昆明小鼠。

二、培养液的配制

根据 Hogan . B 的配方 [9J配制 MJ6 培养液。除丙

自同酸制 ( sodiurn pyruvate )是进口 (德国 MERCK )试剂

外， 其余试剂均为国产。

三、含离培养液的配制

将 1 rng ( 有效剂)"11 )的 VCR 完全溶解于 100 rnl 

MJ6 培养液中 ， 配成 1 /100 的母液， 根据实验需要，

用 M' 6 培养液逐步稀释不同的浓度.

四、胚胎的收集及培·养

· 工作单位2 山东省医学科学院劳动卫生职业病
防治研究所。
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