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冷处理金黄仓鼠卵和囚种不同培

养液对人椅子染色体制备的影响

李i主主 马 天才民 马长俊 杨式之*

( 四川省计刘生育科学研究所组胚遗传室)

1 97 8 年归来国外研究者利町经 人 精于-受

才有后的去透 fifH仔金黄仓鼠奸 ， 判经短期培养后

获得人椅子且在倍染色休这一技术，对正常男性

精子染色体的自然阳市变卒 ， 平衡易位携带者的

椅子染色休克泪， ι!及化学、 物理、年龄等因

素对椅子染色体 的 致畸 奈 影 响 进 行 了 研

究 [ 1 - 3 ] 。因 内除极个别的简单方法学介绍外[ 4] ，

尚未见研究内容的详细报道， 其原因之一是取

得这种卵细胞的时 间要求短， 操作要快， 否则

卵会老化， 豆豆 l响最后实验结果。但时间的限制

增加丁实验操作的难度， 不利于广泛开展这项

研究 ，为此我们拟据冷环境-同 使细胞代谢变慢 、

氧耗下降这-原理[ 5 ] ， 将金黄仓鼠离休输卵管

和gßi'J细胞的颗粒细胞团块置马 ℃ 左 右环境

中， 从而在分离tjjll备卵细胞 H才 ，可使其老化变

慢，利于操作者有充足时间工作，这对广泛开

展人椅子染色体研究是有益的。在国内 、 外有

关文献中， 作者们提出各自认为对实验结果最

有利的培养液[ 1 ，川， 7 ] ， 但均无详细数据， 从而

导致意见不统一。 为此"本文作夹用 4 oc环境

保存的卵细胞与未经 4 oc环境保存的卵细胞以

及吐种培养液对人精子染色体制备的影响进行

了对照比较， J]!~报道如下。

材料租 方法

1. 实验前的准备

鼠卵的超排 ，高活力人精子提取与获能 . BWW 工

作液. 3 %高蛋白浪配制均同杨育州I川和 Brandriffl81

等的报道一致。

冷处 ~:!ì ~细卵的 ;:j'j{;'r: 游离 ti l 输卵 管后， 将 Wîi

4 0C左右的 BJFW 工作液里， 在无两室内勾取出一条

颗粒细胞团块. 生即将其i贝入另一15]' tl 'C左右的工作
液中。 当全部细胞团块取完后 ， 将其移入 37 0C透明质

酸酶液中，酶浓浓度为 300 i. u/ml。在 4 0C环 境 中

保存时间约 15-20 分钟。未经冷处理组 卵 的 削备同

Brandriffl8 1。 两组;倒奋斗卵的时间均控制在 50-60 分

钟。 两组的人精子获能、 受精时间、 供将者参加两组

实验的次数基本控制一致。 在培养液对比茧验中， 卵

细胞îÌîû备部主主冷处理。

2 . 培养液和卵的分配

边月].1 种'也用的沁养i札 F， o、 j 叮9、 gp!污辛辛液 、改

良 llWW 液。 将制备好的ijJJ细胞放入 个或两个授精

小山中授梢，授稍后洗涤两次， 名巴解剖{立下将其分为

数目大致相等的 4 组，随机进入 4 料:培养液中。

受精时手Lï异乖i'受 精Fr 培养无记石 1世 油 覆盖液

面。

3. 标本的制备

参考 Dyban[9 1 、 Kamiguchj[ 6 1 、 和我室羊水细胞

染色体的制备方法[10l，自行设计了一套操作方便、 扩

散效果好， 制片叶间短、 节省试剂的 íhU片方法。(一 )

低渗= 币 。 .075 mol KCI 扣 。 . 9 %拘栋酸制以 3 : 2 吗

成低渗液， 低渗时间 10--- 1 5 分钟。 (二 ) 固定 z 固定

液为 A、 B f，巧 ，件 ; A ;夜为甲醇、冰酣酸、 水以 4 : 1 : 0 . 7 5

配成 ， 用前 2 小时自己制 ， - So ec冷藏。 n液为甲醇 3

份、 冰醋酸 l 份、 新鲜配制e 低渗后的卵在A液中国

定 5 分钟左右， 吸出卵细胞和j少量A液ì!ið于玻片的圆

圈区域内 ， 让其自然扩散后， 滴 B液 1 ì商或数漓， 气

干后用 4 % Giemsa 染色或作显带用 ， 见图 1 和图 2 。

4. 计戴指标及计算方法

计算指标为 : (l) 每张玻片上所观察'到的细胞总

• f萨阿医科 大:']:l l ! 、叫 1'0
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细胞生物 学杂志

色体出现 率为 52% (1 9 ---8 ] %)，见，表 1 和表
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图 说明

1 一个金黄地鼠卵细胞内分散良好的一
组入精子单倍染色体(HuC)和一组卵

细胞单'(s染色休(HaC) 400 x 该 卵经

冷处理

2 一个金黄地鼠卵细胞内分散良好的一
组入精子单í*染色体 (HuC )和两组卵
细胞单倍染色体(HaC) 200 x 

3 分 l坎良好的人fti子单倍染色体 黑箭

所才!守为细丝状特殊结柏 1000 x 

数， (2 ) 有染色体的卵细胞数， (3) 人的单倍染色体

组分散情况，分级见表 4 所注 ， (4) 每个卵细胞内精

子膨大头与原核数。计算公式为 2

- ~见察到的受精卵细胞数(1) 穿透率一 ~，;"": x 100 % 
观察到的卵细胞总数

(2) 染色体出现率 =

观察到的有染色体的卵细血盘 x 100% 
观察到的卵细胞总数

结果 与讨论

1.冷处理组与未经冷处理组

冷处理组共进行了 12 次实验，观察卵细胞

1058 个， 平均精子穿透率为 81%(62--89%) ，

平均染色体出现率为 76 %(55--89%); 未经冷

处理组共进行 了 13 次实验，观察 卵细 胞 934

个， 平均柏子穿透卒 71% (33-91 %)，平均染

2 。

袤 1 冷处理组与非冷处理组精子穿透率

比梭

组 别 被穿透的印细胞数未被穿透的卵细胞数

冷处理组

非冷处理组

857 

658 
201 
276 

合计 1515 477 

P < O.OOl 

表 2 冷处理组与非冷处理组卵细胞肉染

色体出现率比较 1

组 别 有染色休的细胞数 无染色体的细胞数

冷处理组 804 254 
二|在冷处理组 482 4S2 

合计 1286 706 

P < O.OOl 

上述两个数 据经 X2 处理 ， P 1!在 均小于

0.001 ， 表明有非常显著差异。

2. 囚种培葬渡的对比

共进行了 13 次同时对比， 观察了 13 /19 个

卵细胞。 FJη?夜班色体出现率为 77 . 6%，分散

费 3 凶神培:算液培养的卵细胞中染色体

出现率比较

一一一
培养液 有染色体细胞数 无染色休细胞数

F10 257 74 
199 255 92 
卵培养液 246 70 
改良 BWW 264 91 

合计 1022 327 
呻』甲一-_._...... 血而..，."&-...........，，...-_...... 中且凰】山--皿_.~-

P> O.l 

表 4 四种培养液中扩做好的接色体比较·

培养液 扩散好的染色体扩散不好的染色体

F 10 60 197 

199 58 197 

卵培养液 60 186 
改良 BWW 68 196 

左口> 计 246 ‘ 776 

P > 0. 75 

· 参照张思仲的方法， 将扩散分级定为扩散好指
臂交叉 4 次或 4 次以 F ， 扩散不好m臂交叉 4
次以上[2110
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好的染色体为 1 8 . 1 % ， 199 液染色体出现率为

73.5% . 分散好的染(;" 件.为 16 . 7% ; UP培养液

染色体出现 学为 '77 .8 % ，分散好 i'i~J 染 色体为

19%. 改良 BWW液染色体出现率为 74% ，分

散好的染色体为 19. 2% ，见表 3 与表 4 。

这两个数据经 X2 处理， P 值均二j、:于 0. 1 ，

表明无统计数学差异。

国内外一些实验室为了解决卵细胞老化问

题，采用了多台解剖镜、多人同时操作、或在

有氧罩的 37"C恒温工作台上操作等方法IM1，

但这些解决办法均需增加民备和人力。我们认

为卵老化的诱因之一是离体细胞因供氧停止，

能量供应差造成， 老化卵进入实验必然影响受

精与提色体的形成。利用低温能使细胞新陈代

谢变慢的原理，在卵制备过程中， 将输卵管和

含卵的颗位细胞团块放入 4 0C左右环境中，可

适当延七三卵的老化时间。 通过两组对比表明两

组的穿透率与染包体出现卒存在着非常显著的

差异， 说明将卵细胞放置于 4 0C左右的环境中

可减轻卵细胞的老化程度， 从而给操作者较充

足的时间去lt川 省「卵细胞， 同时又不增加 民;备。

在两组穿透二;7比较中还i是示， 在评价椅子

穿透吁币!- ， 得注k~~卵组lHíi的制备， 受培习，但是

精、卵共同的作用 ， 并非完全取决于桔子， 如

果不进行质量控~iJlJ ， 将会澎!响桔子穿透率的正

确性。

3 . 关于'I.m种培养嚣的均比

四和!I培养浓对比结果经 X? 处理后表 明它

们之间无统计学差异。这一结论与 Kartliguchi

用中国仓鼠的!司和! I受:才有 Yi1 :ì2t择最适合精子染色

体制备的培养;在结论不一致f〈我们认为原因
有 3 个: (1) 所用受十11卵和投iiJ~性质不…样，

(2) Kamiguchi 仅做 3 次对比、 观察指标是古

多少同种受梢卵发商王lj两细胞月1。他的重复次

数太少， 观察扫柯:也不一样。 (3~ -Kamiguchi 

未经统计学处理 ，而是以百封求高低下的结论，

不可避免会有机迫性误差。

1987 年 Jendcrny( :q 和 Martin [Z ] ;\才 1 99 液

在帖子染色体实验中使Jî J 扫 U\ tii 议 ， 他们认为

1 99 缺少叶酸与胸!如将吭， 对显示脆性染色体

有用 ， 若在本实验中使用， 会使单倍染色体本

身存在的一些空隙和细丝状结构加大， 人为造

成一些结构异常染色体(图 3 )。

综上所述， 我们认为在异种受精卵培养中

应首先选用 F1 o ， YP培养液以及改良 BWW 液。

摘要

本文研究了冷处理金黄仓鼠卵与 4 种不同

培养液对人柿子单倍染色体制备的影响。冷处

理组与未经冷处理组的穿透卒与染色体出现率

经 X2 处理、 P<û.ûOl ， 表明通过冷处理可适

当延 长卵的制备时间 ， 减轻卵的老化。 4 种不

同培养液的染色体出现率与分散好的染色体率

对比结果经 XZ 处理， P>O . l ， 表明无统计学差

异， 作苦认为囚种不同培养液均可用于该实验

中，但首先选用 F1o ， Yß培养液和改良 BWW 液。
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