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探讨鼠胚实验中两种精子处理方法对实验结果影响
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　　摘　要：目的　通过观察和比较两种精子的处理方法对昆明小鼠鼠胚实验结果的影响，探讨并建立适合鼠胚实验的精子处理

方法。方法　手术获取昆明小鼠卵子与精子进行常规体外受精，实验精子处理分别采用常规处理法或单密度梯度离心法。常规

体外受精后培养至第５天，观察其受精率、卵裂率、囊胚形成率。结果　采用单密度梯度离心法处理后的受精率、卵裂率及囊胚形

成率，分别为９６．２％、９７．７％、８６．８％，常规处理法为５５．１％，８４．５％，５６．８％，两种方法比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论

　昆明小鼠鼠胚实验采用单密度梯度离心法处理后行常规体外受精，能明显提高受精率、卵裂率及囊胚形成率。
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　　小鼠精子采集，是生殖工程和受精机制研究方面最基本的

重要技术，其优劣直接影响到受精率或其他与精子相关的研

究。例如质量控制实验———鼠胚实验（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏａｓｓａｙ，

ＭＥＡ）是目前最常用于生殖中心实验室培养液、耗材和设备质

量控制的生物方法，适用于新建或新启动周期的常规体外受精

（ＩＶＦ）实验室质量控制
［１］。国内有报道，采用常规处理法进行

鼠胚实验，其受精率、卵裂率及囊胚形成率比国外其他中心报

道的要低［２］。因此，本研究分别采用常规处理法［３９］和单密度

梯度离心法［３９］进行处理，并通过观察和比较两种方法对实验

结果的影响，探讨建立适合鼠胚实验的精子处理方法。

１　材料与方法

１．１　实验材料　实验动物ＳＰＦ级昆明小白鼠购自广东省医

学实验动物中心［合格证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８０００２］。雌鼠６～

８周，体质量２５～３０ｇ；雄鼠６～８周，体质量３０～４０ｇ。小鼠

促排卵药物注射用尿促性素（ＰＭＳＧ）、人绒毛膜促性腺激素

（ＨＣＧ）购于宁波第二激素厂。主要培养液采用瑞典 Ｖｉｔｒｏｌｉｆｅ

Ｇ５Ｓｅｒｉｅｓ序贯培养液：卵胚胎处理液、受精培养液、卵裂胚培

养液、囊胚培养液、超纯培养油等。除取卵胚胎处理液使用前

１ｄ置３７℃培养箱孵育外，其他培养液均于使用前１ｄ配制好

置３７℃、６％ＣＯ２ 培养箱平衡过夜。主要耗材及设备：培养皿、

试管、移液管等均为美国Ｆａｌｃｏｎ公司产品，ＣＯ２ 气体纯度为

９９．９９９％，德国ＬａｂｏｔｅｃｔＣ２００二氧化碳培养箱，美国Ｔｈｅｒｍｏ

３１１１二氧化碳培养箱。

１．２　实验方法

１．２．１　小鼠超排卵
［１０］和鼠卵采集　晚上２０：００点每只雌鼠

腹腔内注射ＰＭＳＧ１０ＩＵ，４８ｈ后腹腔内再注射 ＨＣＧ１０ＩＵ，

第２天早上９：００点（注射 ＨＣＧ后１３ｈ）以颈椎脱臼法处死雌

鼠，无菌条件下取出输卵管，放入盛有卵胚胎处理液的培养皿

中，用眼科镊刺破输卵管膨大部，将卵丘团收集到２５０μＬ受

精培养液内，每滴一团卵子，置３７℃、６％ＣＯ２ 培养箱孵育。

１．２．２　精子处理

１．２．２．１　常规处理法　以颈椎脱臼法处死雄鼠，取附睾尾和

输精管放入１ｍＬ受精培养液中，用注射器把附睾尾划开几个

小口，用钟表镊挤出精子，置３７ ℃、６％ＣＯ２ 培养箱孵育

６０ｍｉｎ。

１．２．２．２　单密度梯度离心法　加入１ｍＬ８０％密度梯度离心

液在锥形离心管的底部，在其液面上小心加入１ｍＬ的精子标

本，１５０×ｇ离心２０ｍｉｎ；去上清，加入１ｍＬ受精培养液，混

匀，３００×ｇ离心８ｍｉｎ；去上清，加入适量受精培养液混匀，调

整浓度至约 ４０×１０６／ｍＬ，置 ３７ ℃、６％ＣＯ２ 培养箱孵育
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４５ｍｉｎ。

１．２．３　体外受精　在显微镜下观察其活力及浓度，吸取精子

悬液到含有卵子的培养液滴中，使终浓度为（１～２．５）×１０６／

ｍＬ
［１］，置３７℃、６％ＣＯ２ 培养箱中孵育，６ｈ后将卵子“捞起”。

在卵裂胚培养液中吹洗３次，转至新的已平衡好的卵裂胚培养

液内，置３７℃、６％ＣＯ２ 培养箱继续培养。

１．２．４　原核及卵裂期胚胎的观察与培养　Ｄ０：卵子受精６ｈ

后“捞起”并剥除颗粒细胞，观察是否有原核或双极体，并将其

转入已平衡好的卵裂胚培养液中继续培养；Ｄ１：２细胞期鼠胚

观察；Ｄ２：４细胞期鼠胚观察；Ｄ３：桑葚期鼠胚观察，并转入已

平衡好的囊胚培养液中继续培养；Ｄ４～５：囊胚期鼠胚的观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

数资料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　两种方法处理后的受精率比较　采用单密度梯度离心法

处理的精子与小鼠卵母细胞ＩＶＦ后获得的受精率为９６．２％，

常规处理法为５５．１％，二者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

２．２　两种方法处理后的卵裂率比较　采用单密度梯度离心法

处理的精子与小鼠卵母细胞ＩＶＦ后获得的卵裂率为９７．７％，

常规处理法为８４．５％，二者比较差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

２．３　两种方法处理后的囊胚形成率比较　采用单密度梯度离

心法处理的精子与小鼠卵母细胞ＩＶＦ后获得胚胎继续进行培

养的囊胚形成率为８６．８％，常规处理法为５６．８％，二者比较差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

在小鼠ＩＶＦ的影响因素中，精子的浓度、活力对实验结果

影响很大［１１］。本研究采用两种精子处理方法处理小鼠精子，

行ＩＶＦ时的精子终浓度均在（１～２．５）×１０６／ｍＬ
［１０］。但实验

数据显示，采用单密度梯度离心法处理的受精率明显高于常规

处理法，极有可能是因为单密度梯度处理后的精子存活率高，

活力好，同时去除了大部分的细胞碎片和死亡精子等杂质，精

子质量大为提高。本实验结果和Ｂａｔｈ
［１２］的观点一致，即去除

不动精子、附睾精子碎片和聚集成团的精子，能提高小鼠体外

受精率。

本研究中两种方法处理后的精子与鼠卵共孵育时间均采

用６ｈ
［１０，１３］，且因胚胎在不同发育时期对营养物质的需求和代

谢不同［１４］，所以胚胎培养均采用序贯培养法进行。但实验数

据显示，采用单密度梯度离心法处理精子的卵裂率、囊胚形成

率明显高于常规处理法。原因可能是采用常规处理法处理的

精子含有大量的死精子、细胞碎片及杂质，常规ＩＶＦ过程中长

时间精卵共孵育会产生大量的活性氧，使卵细胞处于一个不良

的培养环境中，所形成的受精卵发育潜能差，导致卵裂率和囊

胚形成率明显低于单密度梯度离心法。本研究数据提示，采用

单密度梯度离心法处理后的精子活力高、杂质少，形成的胚胎

具有较好的发育潜能，卵裂率和囊胚形成率显著提高。

综上所述，昆明小鼠鼠胚实验采用单密度梯度离心法处理

后行常规体外受精，受精率、卵裂率及囊胚形成率比采用常规

处理法高，其中囊胚形成率达到国内相关标准［１５１７］。因此该

精子处理方法适用于鼠胚实验中。
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