
44 细胞生物学杂志 1992 年

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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采用自然排卵的方法收集胚胎，取胚过程按

韩贻仁[10 1介绍的方法在无菌室内进行。 挑选发育正常

的胚胎， 用微吸管分别吸入对照和加药的培养液中培

养， 每次实验都设有对照组， 体夕|、培养引起的发育延

迟就不再考虑。培养的胚胎每隔 4-8 h 检查主次，根

据形态学变化， 确定胚胎发育的情况和阶段。 一般在

体外培养 36 h 后仍旧不友育的胚胎， 我们就算作死亡

的胚胎。 在胚胎培养的后期， 将对照组和加药组的桑

褪胚、 黎胚分别归类，最后对结果进行统计分析。

五、越射电镜标本制作

将对照组和11日药组的小鼠胚胎培养 10 h 后创作电

镜标本。小鼠胚胎较小， 须先用 1. 5%琼脂进行预包

埋，然后再按常规的电镜 标 本制作方法[ 111固定、 包

埋、 染色，最后在 JEM-100 CX 透射电镜下观察。

结 果

一 、 药物对早期胚胎发育的影响

下表列出了药物作用的数据。正常的 8 细

胞胚胎在 MI6 培养液中培养一段时间后， 分裂

球互相挤紧， 形成无明显细 胞界 限的桑摆胚

(图版图 1 )。临床剂量 ( 75 μg/L) 的 VCR 对

胚胎发育 的影响较大， 从 8 细胞阶段开始培

养， 无一能发育至囊胚。 力1] 25 ~g/L 的长春新

碱， 发育至桑榷胚iJ号比率为 32% ， 发育至囊胚

的只有 12%。在培养过程中还发现， 8 细胞胚

胎在 25 吨/L VCR 中培养一段时间后，部分胚

胎挤紧的分裂球又松开，有的分裂球散碎(图

褒 VCR 对体外培养的 8 细胞IJ、

鼠胚胎发育的影响

实验 培养的 8 细胞 发育至桑褪胚发育至囊胚

组 胚胎总数 小数百分率小数 百分率

对照 46 44 95 . 65 40 86 . 95 
I 
75 μgjL 60 16 26.67 。 。

对照 38 32 84 .2 32 84. 2 
E 
25μgjL 50 16 32 . 0 6 12 . 0 

对照 49 45 91. 8 43 87 . 75 
E 

1 2 . 5 μgjL 36 20 . 55 . 5 8 22 . 2 

·与对照织相比， 对 = 6. 47 P<0 . 05 统计学上仍

有显著差异

版图 2 )， 不能发育至桑 摆胚。 由 表 中第 E

组 可 以 看出，加 12.5 吨/L VCR 培养胚胎细

胞，发育至桑框胚的比率比前两种剂量有所提

高，但用统计字方法计算 ， V< O.05 ， 与对照组

相比，仍有显著差异，说明 12.5 吨/L 剂量对胚

胎发育影响仍旧很大。同样，发育至囊胚的比

率为 22.2% ， 统计学上的差异就更明显了。

在 12 .5 盹一75 吨/L 剂量 下培养了 25 个 4 细

胞胚胎，结果所有的 4 细胞胚胎都未发育，说

明 4 细胞胚胎对此剂量范围的长春新碱都很敏

感，也说明从 4 细胞开始培养比从 8 细胞开始

培养要困难得多。

二、电镜观察 VCR 对小鼠着床前胚胎的

影响

(1 )正常的小鼠早期胚胎电镜切片可以观

察到核多呈圆形， 核仁及染色质都非常清晰

(图版图 3 ) ; 而加 VCR 培养的胚胎细胞 ，细胞

核变形，核膜呈 不规则的凹凸，核仁凝缩 ，

异染色质模糊不清 (图版图 4 ). (2) 在正常小

鼠胚胎切片上， 还可看到细胞之间互相挤压，

接触面扩大且紧密， 形成细胞间连接z 而加

VCR 的胚胎细胞之间仍有空隙， 并不形成胞

间连接，细胞间隙处的细胞表面上伸出微绒

毛。(图版图 5) 0 ( 3) 在实验观察中还发现z

正常胚胎细胞电镜切片上， 显示小鼠胚胎细胞

中的脂体及大量的网架结构， (图版图 6 ) ， 而

加 VCR 的胚胎切片上却发现脂体周围常密集

围绕许多线粒体(图版图 7 )。

讨论

-、商糊作用与胚龄的关系

在对照和加 VCR 的培养过程中我们都发

现，从 4 细胞阶段开始培养比从 8 细胞阶段开

始培养困难。这一方面说明， 随着胚龄的增

加，胚胎的成活率也相对提高F 另一方面也可

能是由于胚胎不同阶段对药物的敏感性不同.

二、药物作用的剂量

临床剂量的 VCR (75μg/L) 能严重 影响早

期胚胎的友育，随着剂量的降低，胚胎的成活
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率有所提高，但在临床应用上要慎重。 Baran­

ska. W 给怀孕雌鼠按每公斤体 重注射 75 吨

长春新碱，发现各 阶段的胚胎(从 1 细胞到囊

胚)的发育率都降低了 ， 这与我们在体 外培养

所得结果相符。

三、 VCR 所引起的超微结构变化

电镜观察 VCR 能引起细胞核形态及核内

结构的变化， 变形原因还需进一步探讨。

与 VCR ( 25μg/L ) 接触的大多数胚胎的细

胞间不形成连接，细胞表面仍旧保持完好的微

绒毛， 这可能是由于 VCR 破坏了细胞间的挤

紧 。 Ducibel1a ， T. [ 12]1 976 年研究过 挤紧与细

胞间连接的关系。 挤紧际志着紧密连接形成的

起始。 在挤紧起始时， 相邻分裂球的微绒毛缩

回，引起相邻细胞膜的紧密合并。由此推测 z

VCR 可能抑制细胞间 的挤紧 ， 因而细胞间不

能形成连接。

在电镜切片上还发现，脂体增多，脂体周

围常围绕许多线粒体。脂体的增多可 liH 与细胞

的解毒有关，这些结果在前人实验中未儿报

道，尚需进一步探讨。

摘 要

对小鼠早期胚胎采用休外培养的方怯，研

究了抗癌药物硫酸辰春新碱 (VCR)对正常昆明

小鼠早期胚胎发育的影响。 1 1伍床剂量的长春新

碱能使几乎所有 8 细胞胚胎死亡，无一发育至

囊胚。 电镜观察发现，长春新碱能使细胞核变

形，还能抑制细胞之间接触和挤紧 ， 这在临床

剂量应用上也有一定的参考价值。

图版说明

1. 倒置显微镜图片示正常的桑棍胚细胞。 ( 400 x ) 
2 . 倒置显微镜图片示 8 细胞胚胎{f VCR (250 

陆IL )作用下，分裂球散碎， 胚胎不再发育。 (400 x ) 

3 . 电镜图片示 8 细胞胚胎在 正泊培养液中培养
10 11 后胞核及核仁。 (5800 x ) 

4 . 电镜图片示 8 细胞胚胎在 VCR (25 μgjL) 培养

液中培养 10 h 后， 核变态。 (7200 x ) 
5 . 电镜图片示 8 细胞胚胎在 VCR ( 25 μgjL ) 中培

养10 人细胞间并不形成连接， 细胞表面伸出
微绒毛。 (1 0000 x ) 

6 . I包镜图片示正常 8 细胞胚胎体外培养 10 h 后
的脂体和网架结构(HGCO x ) 

7 . 电镜图片示 8 细胞胚胎在 VCR ( 25 昭jL ) 山培

养 lC h 后 ， 脂体增多， .8旨体周围环绕线粒体.
(1 40 00 x ) 
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本书适合所有从卒生物形态定量研究和教学的科研人员、 教师及研究生、 大学生等参阅。对从事生物机能及
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