
分类号
:

密 级
:

单位代码
:

学 号
:

100 19

5 023 90

了旧声了‘李
硕士学位论文

小鼠体外受精及早期胚胎体外培养方法的建立

E s t a b l i s hm e n t o f m e t h o d t o c u l t u re e a r l y m o u s e e m b r y o a n d

fe r t i l i z s t i o n i n v i t r o

东悦泌生师

教

究

导

研指

申 请 学 位 类 别
:

专 业 领 域 名 称
:

生理学

生物学院

向院方学在究所研

2 0 0 5 年 6 月



独 创 性 声 明

本人声明所呈交的论文是我个人在导师指导下进行的研究工作及取得的研究成

果
。

尽我所知
�
除了文中特别加以标注和致谢的地方外

�
论文中不包含其他人已经发

表或撰写过的研究成果
�
也不包含为获得中国农业大学或其它教育机构的学位或证书

而使用过的材料
。
与我一同工作的同志对本研究所做的任何贡献均己在论文中作了明

确的说明并表示了谢意
。

研究生签名 : 时间
: 户

2 川犷年 6 月汤日

关于论文使用授权的说明

本人完全了解中国农业大学有关保留
、
使用学位论文的规定

�
即

:

学校有权保留

送交论文的复印件和磁盘
�
允许论文被查阅和借阅

�
可以采用影印

、

缩印或扫描等复

制手段保存
、
汇编学位论文

。
同意中国农业大学可以用不同方式在不同媒体上发表

、

传播学位论文的全部或部分内容
。

(保密的学位论文在解密后应遵守此协议)

研究生签名
:

导师签名 :

妙咖

枷

时间
:

及奶
一
年 乙月匆日

时间
:

2次叮
�

年 ‘月匆 日



硕士学位论文题目
:

小鼠体外受精及早期胚胎体外培养方法的建立

陈 悦 洲

指 导 教 师
:

崔 胜 教授

学 科 专 业
:

生理学

申请学位类别
:
理学硕士

论文提交日期
: 200 5 年 5 月

论文答辩日期
: 200 5 年 6 月

学位授予单位
:

中国农业大学

答辩委员会主席
:

、\



中国农
、
l牡大学了次十学位论文 中文摘要

摘 要

体外受精和胚胎培养在医学
、
生物学等相关领域 已得到广泛应用

�
但体外受精和胚胎培养体

系仍有待于进一步完善
。
为了建立更为简单

、
高效的胚胎体外受精和胚胎培养体系

�
提高体外发

育的胚胎质量
。
本研究比较了不同培养体系对昆明小鼠胚胎体外发育的影响

�
观察了不同品系的

小鼠精子对体外受精和胚胎发育的影响
�
并运用共培养对胚胎体外培养体系进行优化 ; 此外

�
还

着重研究了雌激素对小鼠
一

早期胚胎发育的影响
。

实验一
:

对了昆明小鼠体外受精和早期胚胎体外培养的研究结果表明
�

m K SOM 培养液能很

好支持昆明小鼠合子体外发育至囊胚 ; 采用 B 6D ZFI ( C 57 B L /6 x D B A /2 ) 小鼠的精子进行体外

受精
�
其受精率

、
囊胚率和囊胚总细胞数显著高于昆明小鼠 ( K M ) 的精子

。

实验二
:

采用小鼠子宫上皮细胞与胚胎共培养
�
观察了共培养对小 鼠早期胚胎体外发育的影

响
。

结果表明
�
胚胎共培养明显促进了体外受精后小鼠胚胎的卵裂

、
孵化

�
同时囊胚总细胞数也

有显著提高
。

实验三
:
采用 R手PC R 和免疫细胞化学方法检测了不同时期小鼠胚胎雌激素受体 a ( E R动

的表达
�
并研究了雌激素对小鼠早期胚胎体外发育的影响

。
结果表明

�
早期的小鼠胚胎就有 ER 。

的表达
�
雌激素对早期胚胎发育的调

一

}犷需要上皮细胞的参与
。

综上所述
�
该研究建立了更为稳定

、
高效的昆明小鼠体外受精及胚胎体外培养体系

�
同时表

明雌激素对早期胚胎发育的调节需要上皮细胞的参与
。

关键词
:

昆明小鼠 ( K M )
�
体外受精

�
子宫上皮细胞

�
胚胎共培养

�
雌激素受体 a ( E Ra)
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第一章 胚胎共培养与哺乳动物胚胎发育

1 体外受精后胚胎发育

体外受精的研究有着漫 长的历史
。
1959 年美籍华人生物学家张民觉在体外实现了精子和卵子

的结合
�
并将受精卵移植到假孕母体的输卵管内

�
生出正常的幼兔 ( C han g

�
19 59 )

。
1978 年世界

第一例试管婴儿在英国诞生 ( 陈大元
�
20 0 0 )

。
随后很多国家的试管婴儿也相继诞生

。

在早期
�
体

外受精后的妊娠成功率只有 2
.

94 % (Yo vi c h
�

19 85 )
。
到目前为止

�
这项技术虽然在全世界范围内

得到广
一

泛的应用
�
但妊娠成功率徘徊在 20 %

一 .

4 0%的水平 ( W il son 。I al.
�
2 0 0 4 )

。
这表明这项技术

还有待于进一步的改进
。

早
.

期的体外受精胚胎移植
�
多数选择 2 细胞至 8 细胞期的胚胎

。
后来

�
人们发现早期胚胎的

移植有多胎率高而妊娠率低等一系列问题
�
而选用囊胚期胚胎进行移植可在很大程度上避免这类

问题 ( o a r d n e : 。2 a l
. �

199 8 ; P a tt o n 。r a z
. �

19 9 9 ; 肠 le d o e r a l
. �

2 0 00 )
。

目前
�

国内外的辅助生殖医学

中心多采用囊胚期胚胎进行移植
。
因此

�
建立更加完善的胚胎体外发育环境

�
对提高囊胚发育率

和胚胎质量非常重要
。

哺乳动物早期胚胎在体外发育过程中
�
主要依靠外源的营养成分 ( M a rti n 。I al.

�
2 0 00 )

。
因此

在胚胎体外培养过程中一个至关重要的因素是培养液的成分
。

目前有大量的研究表明
�
对于需要

培养到囊胚期的胚胎如果暴露在不适合的培养环境中
�
这种培养环境将会从很多方面影响胚胎的

发育
�
其中包括对代谢

、
细胞分化

、
基因表达以及胚胎移植后的胎儿发育的影响 ( L an e et at

. �
1998 )

。

直到目前为止
�
人类体外受精所用的培养液成分是根据对其它体细胞培养基的成分改进而来的

。

虽然这些培养液在一定程度上能够支持的早期胚胎发育到囊胚
�
但是对体外受精后发育到第 5 天

的囊胚进行胚胎移植
�
其着床率却非常的低

。
有研究表明

�
约 40 %的受精卵能够在添加 10 %母体

血清 E B s s 液中发育到囊胚期胚胎
�
但是移植后的妊娠率只有 10% ( B ol ton el al.

�
199 1 )

。
因此在

日前的胚胎体外培养过程中
�
大量的胚胎不能发育成为具有生殖能力的囊胚

�
这极大的困扰体外

受精技术在辅助生殖医学上的应用
。

经过近儿十年的研究
�
人们对胚胎的体外培养体系进行了很大程度的改进

�
但是仍然不能达

到理想的要求
。
这表明人们对

一

早期胚胎发育过程的认识还有待于进一步的深入
�
从而不断去完善

胚胎的体外培养体系
。

2 受精卵体内发育环境
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受精卵正常发育是在母体的输卵管和子宫中完成
。
为了改善胚胎的体外发育环境

�
人们必须

考虑的是胚胎如何在体内完成这一系列发育事件
。
可以想象的是这些早期事件发生过程中输卵管

和子宫不仅仅是运送配子和胚胎的管道
�
它们一定还具有促进早期胚胎发育的功能

。
这一假说己

被 B av i st e : 等人的实验证实
�
即生殖道在

一

早期胚胎发育具有非常重要的作用 ( B av i s t er
�
1988 )

。

2
.

1 母体环境的周期性变化

已有的研究表明
�
灵 长类输卵管的纤毛细胞和分泌细胞随生殖周期而发生周期性变化

。
这些

周期性变化是受到类周醇激素的调控
。
比如输卵管上皮细胞在外源雌激素的诱导下

�
输卵管非纤

毛的分泌细胞发生增生
、
成熟 ( C o m er 。I al.

�
1998 )

。
同时子宫也会出现这种形态和生理的周期性

变化
�
这表明输卵管和子宫为着床前的胚胎发育提供了一个动态发育环境

。

生 长因子及其相应受体在输卵管和子宫以及早期胚胎都有表达
。
这可能是母体和胚胎间相互

作用的一种机制
。
这些生 长因子在母体和胚胎的表达在最近的一些文献中己有大量报道 ( K an e el

al.
�
199 7; K ay e 。1 al

. �
199 5)

。

同时大多数生 长因子在子宫和输卵管的分泌是周期性的
。
表皮生 长

因子 ( EG F ) 和转化生 长因子 ( T G F ) 以及它们的受体在输卵管和胚胎的研究已有很多
。
在卵泡

后期和黄体期
�

输卵管和胚胎的 EG F 和 T G F 呈现为高表达
�

在卵泡前期的表达量却很低

( M o r i s h i g e e t a l
·�

199 3 : K u r a c h i e r a l
. �

1994 )
。

E6 F 不IJ T G F 的受体在输卵管的表达与其配体相似
�

在 8 到 16 细胞期的胚胎也有这些受体的表达 (S m ot ri ch 。t al.
�
199 6 )

。
人的胚胎具有分泌 T G F 的

能力
�
在桑根胚向囊胚发育过程中胚胎的这种分泌功能会进一步得到加强 ( H e m m ing s et al

. �

1992 )
。
有研究表明

�
胚胎体外发育过程中添加这些生长因子可以促进胚胎早期发育

�
但是仍然

不清楚这种作用是通过 白分泌或旁分泌途径来完成 ( Li gh ten 。t al
. �

1998 )
。

2
.

2 母体环境与早期胚胎发育

输卵管和子宫为早期胚胎提供适宜的发育环境
�
这一观点已经得到大家的认可

。
植入前的胚

胎在输卵管和子宫液中完成其
一

早期的发育
。
因此

�
研究输卵管和子宫液成分对胚胎发育的影响显

得越来越重要
。
最近

�
Le es e 等对人和灵 长类的输卵管液的成分作了大量的研究报道 ( L ee se

�
1998 ;

M en ez o et al.
�
199 7 )

。
已有的研究结果表明

�
灵 长类输卵管液中钾离子和碳酸氢根离子含量要比

血浆高 ( L i pp e s e l a l
. �

19 72 ; D a v id e r a l
. �

19 73 ; M a a s e r a l
. �

19 77 )
。
雌激素可以刺激输卵管液的分泌

�

因为有证据表明处 于生殖周期中期的人和猴子会有一个雌激素峰
�
而此阶段的输卵管液的量恰好

是最多的 ( Li 即es
�
198 1)

。

这表明雌激素对一些离子穿透输卵管上皮细胞的能力具有调节作用
�

正是通过这种调
一

节来影响输卵管液的分泌 ( L ee s e 。t al
. �

200 1 )
。
这些实验进一步表明

�
输卵管对

受精和早期胚胎发育具有调节功能
。

胚胎在 早期发育过程中对营养物质的需求是不断变化的
。

氨基酸和其他营养物质在 早期胚胎

发育过程中的重要性 己有报道 ( G ar d n e : 。1 al
. �

19 9 8 )
。
人和其他哺乳动物胚胎在早期发育阶段

�

都需要消耗丙酮酸盐
。
在致密化的胚胎和囊胚对葡萄糖的需求量也有所增加 ( L ee s e 。t al.

�
1993 ;

L ee se el al
. �

199 5)
。
实际上

�
对人和多种动物的研究表明

�
高浓度的葡萄糖能够抑制早期胚胎发

育 ( C o n a ghan 。l 口1
. �

199 3 )
。
输卵管中营养物质的浓度与血浆的浓度存在很大的差别

�
并且随着机
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体内分泌状态的不同而发生一些相应的改变
。
处于卵泡期的人输卵管液中葡萄糖浓度要比生殖周

期的中间阶段低六倍 ( G a rd ne : 。t al.
�
19% )

。
由此可以推论

�
授精后输卵管液中葡萄糖浓度的下

降可能是母体的一种保护反应
�
这种保护反应可避免体内的胚胎暴露在高葡萄糖浓度的输卵管液

中 ( N ic hof 。t al
. �

1992 )
。
营养物质浓度的重要性在对羊和小鼠胚胎的实验上也得到证实

�
基于输

卵管液成分的培养液比传统的培养液更加有效的促进胚胎的体外发育 ( T e rv it et al
. �

1972; G ar dne r

et al.
�
199 0 )

。
同样

�
不同发育阶段的胚胎对氨基酸也有不同的需求

�
在培养液中按照输卵管氨基

酸浓度的添加氨基酸
�
结果囊胚的形成率不f}孵化率都有显著的提高 ( s t e e v e s e r a l

. �
199 9 ; W a lk e r e r

a l
. �

1996 )
。

除了一般的有机和无机分子外
�
输卵管还合成释放一些生物大分子

。
在生殖周期的中间阶段

�

人和多数哺乳动物的输卵管具有合成这些生物大分子的功能 ( B uh i 。t al
. �
2 00 0 )

。
还有研究表明

�

猪和羊的输卵管膨大部合成能力要高于峡部 ( B uh i 。t al
. �

199 1; B uh i et al
. �

1992 )
。
很多分泌的蛋

自
�
如输卵管特异糖蛋白 ( O

�
o a y B o w m a n e r a l

. �
1996 )

、
皮质类固醇结合球状蛋白 ( B a l t e s e r a l

� �

1998 ) 和胰岛素样生长因子结合蛋自 3 ( L ai 。I al.
�
19% ) 等

�
可能在受精和早期胚胎发育过程发

挥一定的作用
。
最近有科学家从人输卵管细胞条件培养液中提取出三种高分子量糖蛋白

�
同时发

现这些高分子量糖蛋白能够促进小鼠胚胎的体外发育 ( Li u et al.
�
1995 ; L iu et al

. �
1998 )

。
虽然对其

具体的作用还有待于进一步的研究
�
但可以确信的是这些分子在母体和胚胎的相互作用方面起到

很重要的作用 ( H i ] l
�
2 00 1 )

。

3 共培养对体外胚胎发育环境的优化

3
.

1 体细胞对胚胎体外发育的影响

生殖道微环境可以影响到
一

早期胚胎的发育
�
但输卵管和子宫组织中的很多成分来源于血浆

�

并不仅仅是由输卵管和子宫组织分泌
。
然而

�
输卵管和子宫细胞对胚胎究竞有何作用 ? 已有的研

究表明
�
输卵管和子宫细胞可以提高体外发育的胚胎质量 ( B on gso et al.

�
1992 ; Y eu ng 。t al

. �
1992;

Y eu o g et al.
�
199 6 )

。
这些研究为证明体细胞直接促进早期胚胎发育提供了有力的证据

。
到 目前为

l卜
�
体细胞与胚胎的共培养在人类生殖医学中已经得到应用

。

3. 2 胚胎共培养技术的应用

近年来
�

己有实验室利用体细胞与胚胎共培养来改善配子和胚胎的体外培养条件
。
而且多种

不同的体细胞可以与胚胎进行共培养 ( G o t o 。r a l
. �

1992 ; O u h i b i 。t a l
. �

1990 )
。
配子不日受精卵置 于含

有一定浓度体细胞条件培养液的体系中
�
体外受精率将会有很大提高

�
胚胎活力明显增强

�
形态

结构也有一定改善以及着床率
、
晚期妊娠率都显著的提高 ( B o n g s o 。2 a z

. �
r 9 89 : v l a d 。r a z

. �
19 96 )

。

表 1
一

l 是采用输卵管细胞与胚胎共培养的得到的一些结果 ( Ye un g et al
. �
20 02)

。

现在这项技术在生殖医学上土要用于某些特殊的病症
。

己有的研究表明
�
胚胎共培养对某些

病人是非常有效的
。

比如
�
高龄病人

、
屡次体外受精失败的患者

、
基础促卵泡激素水平较高的患
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者和一些屡次妊娠失败的病人 ( T u e k e : 。1 a l
. �

1994 ; w se m e : 。r a l
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1994 )
。

对

年龄在 35 岁以下且首次进行体外受精的患者来说
�

胚胎共培养并没有取得很好的临床效果

(W i em e r e r a l
. �

199 8 )
。

表 1一 l 采用输卵管细胞共培养的临床试验
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4 胚胎共培养的作用机制

日前对于体细胞与胚胎共培养促进
一

早期胚胎发育的机制并不是完全清楚
。

但是根据已有的研

究资料
�
可能的作用机制主要有以 卜儿种

。

4. 1 主动调节

主动 调节主要指共培养的体细胞可以分泌一些对 早期胚胎发育有促进作用的物质
。
目前研究

最多的是生 长因子和蛋 白分子
。

在胚胎植入前
�
人

、
小鼠和其它很多动物的胚胎

、
输卵管和子宫

组织可以表达多种生 长因子
、
生 长因子受体和一些结合蛋白

。
许多生 长因子

�
如IG F

、
T G F

、
EG F

�

在生殖周期的中期到黄体早期表达量达到最大 ( K u r a e h i 。r a z
. �

x9 9 4 ; A d a e h s 。r a z
. �

1995 ; z in 。2 a z
. �

200 】; P fe i fe r el al.
�
19 9 4 )

。
而这一时期的胚胎位于输卵管和子宫中

。
同时许多相应的生 长因子受

体也在这一时期的胚胎中有表达
。
因此在胚胎发育 早期

�
生 长因子可以介导母体与胚胎之间的相

互作用
。
生 长因子的这种介导作用 目前已经通过实验得到进一步的证实

�
如添加 IG F

、
LI F的培养

液对胚胎的体外发育具有不同程度的促进作用 ( L ig h t e n e l a z
. �

199 8 : n u n g l i s o n 。r a z
. �

2993 )
。

除了

上述生 长因子外
�
还有研究对兔输卵管上皮细胞分泌蛋 自进行电泳分析

�
确定了糖蛋白的分子量
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范围介于44一6 8k D
�
其中以68 叨区带最为明显

。
由此提示

:

体外培养的输卵管上皮细胞可分泌糖

蛋白
。

另外
�
用 l ’2�标记示踪技术对不同发育时期大鼠早期胚胎透明带中分泌性糖蛋白进行分析

�

结果发现同兔输卵管上皮细胞共培养的大鼠胚胎
�
其透明带上都结合有68 k D 的蛋白质

�
而对照组

中没有发现这条特征蛋白区带 ( Li 。t al.
�
1993 )

。
输卵管上皮细胞分泌的糖蛋白不仅对早期胚胎发

育有促进作用
�

而且可以增加输卵管和子宫液的粘度
�
防

_

1上一些重要的营养物质和离子的流失
�

起到稳定胚胎周围微环境的作用 ( H un te : et al.
�
19 94 )

。
到 目前为止

�
仍很难用体内实验来验证这

些因素对胚胎发育的促进作用
。
但有资料显示

�
胚胎共培养可 以促进小鼠胚胎某些基因的表达

( L e e 。r a l
. �
2 0 0 1 )

�
同时减少桑根胚和囊胚期胚胎的细胞凋亡 ( X u 。r a l

. �
2 000 )

。

4. 2 被动调节

被动调节主要指通过体细胞共培养来消除胚胎体外培养过程中的一些不利的因索
�
从而促进

早期胚胎发育
。
小鼠早期胚胎与人输卵管细胞进行共培养可使氧 自由基浓度明显低于对照组 ( Joo

et al
. �
200 ])

�
由此说明体细胞可以消除氧 白由基对胚胎的不利作用

。
钱和次黄嗓吟也是胚胎发育

过程中产生的物质
�
它们可以诱导小鼠胚胎的2细胞阻滞

。

体细胞与胚胎共培养可通过降解培养

液中的铰和次黄嚓吟
�
削弱二者对胚胎的不利影响 ( G ar dne r et al

. �
1994 )

。
此外

�
胚胎共培养体

系中的体细胞还具有抗氧化作用
。
有研究表明体外培养的上皮细胞可以分泌牛磺酸 ( o uh ibi 。l al.

�

19 9 0 )
。
牛磺酸具有抗氧化作用

�
它可以促进早期胚胎发育 ( o e v r e k e : 。r a l

. �
19 9 9 ; o u m o u l i n 。t a l

. �

19 9 2 )
。

4. 3 细胞与胚胎的接触

胚胎与体细胞共培养可能还通过细胞间的接触来促进胚胎发育
。
有研究表明

�
将 l 细胞小鼠

胚胎与人输卵管上皮细胞共培养
�
如果共培养过程中使胚胎与体细胞不发生接触

�
则没有一例胚

胎发育到囊胚
�
而在发生接触的共培养体系中有45 %的胚胎发育至囊胚阶段 ( Joo 。t al

. �
2 0 0 1)

。

这表明
�
胚胎与体细胞没有接触则共培养不会对胚胎体外发育产生促进作用

。
相反

�
用大鼠肝细

胞条件培养基对体外受精的牛胚胎进行培养
�
发育到囊胚期胚胎的比例为56

.

1%
�
体细胞共培养

体系中囊胚的比例为59
.

1%
�
对照组中囊胚的比例为27

.

1%
。
说明条件培养基支持牛早期胚胎发育

�

与胚胎体细胞共培养的效果并没有明显差异 ( R eh m a n 。t al
. �

1994 )
。
因此 目前这种调节方式还存

在广
’

泛的争议
。

5 胚胎共培养的缺陷

体细胞与胚胎共培养系统最初 设想是用来的模拟胚胎体内发育环境
�
但是 目前尚未实现这一

研究目标
。
主要原因是体细胞和胚胎对营养成分有不同的需求

�
这使得共培养体系中的体细胞或

胚胎生长在一种不适宜的培养环境中
。
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为了提高胚胎共培养的效率
�
优化培养条件显得尤为重要

。
相关的研究认为在人胚胎的共培

养体系中
�

E B s s 培养基对于快速生 长期的人输卵管细胞是最为适宜的 ( Y eu ng et al.
�
1992 )

。
也

有其他人在牛上得到相似的结论 ( w i e m er 。1 al
. �

199 8 )
。

他们的研究表明
�
生 长至汇合的细胞单

层与没有完全汇合的细胞可能分泌不同水平的促胚胎生 长因子
�
同时类固醇处理会影响到牛输卵

管细胞的接种率
。
完全汇合后会引起上皮细胞的分离和死亡

�
并导致培养基的酸性增加

�
对胚胎

发育来说是非常不利的
。

目前已有很多关于体细胞与胚胎共培养的报道
�
在这些报道中还采用生殖道以外其它类型的

体细胞进行胚胎共培养 ( Carn eg ie et al
. �

1999 )
。
主要是因为这些细胞比输卵管和子宫细胞更容易

获取
。

目前在很多关于人类辅助生殖的报道中
�
没有采用胚胎共培养仍然有较好的出生率

�
这表

明胚胎共培养能够促进胚胎体外发育
�
但并不是胚胎发育所必需的

。
在很多体细胞与胚胎共培养

的研究中
�
这些胚胎仅仅共培养 1一2 大

。
这种短期的体细胞与胚胎共培养也可能并不能对胚胎发

育有很大作用
�
妊娠率也没有很大的提高

。

同时还有研究者采用一些很容易获取的体细胞进行胚

胎共培养
�
如颗粒细胞

。
由于这些细胞本来的促胚胎发育作用就很小

�
所以这些研究中采用胚胎

与体细胞共培养并没有观察到明显促胚胎生 长作用 ( F ab br i 。t al.
�
2 000 )

。

尽管 目前很多研究表明采用体细胞与胚胎共培养可以促进胚胎发育
�
但是作为一项常规的技

术来说由于操作较为复杂
�
所以在 日前的人类辅助生殖医学中并没有被广泛的采用

。
此外

�
在体

细胞与胚胎共培养过程中可能由于某些污染导致胚胎发育异常 (Ol ive nn es 。1 al
. �

1994 )
。
因此更为

安全而且便于操作的培养途径还是采用成分简单的化学培养基 ( B av i st er
�
1995 )

。
最近一些序贯胚

胎培养系统已经引起人们的注意
。
根据不同发育阶段的胚胎对营养物质的不同需求

�
这些培养系

统对不同阶段的胚胎培养液进行优化
。
胚胎序贯目前 己经成为提高胚胎体外发育的有效途径之一

( G a r d n e r e t a l
�
199 8 )

。

6 展望

生殖道为哺乳动物早期胚胎提供了一个非常理想的动态发育环境
。

自然状态下
�
所有受精后

的胚胎暴露在生殖道微环境中
。

目前的研究表明
�
生殖道微环境对

一

早期胚胎发育具有很重要的作

用
�
母体和早期胚胎间存在复杂的 “

对话
” 。

培养效果较好的胚胎培养液也仅含有母体生殖道的

部分成分
。
虽然胚胎在一定程度上能够适应这些体外培养环境 ( L ee s e 。t al

. �
1995 ; L a w itt S 。t al

. �

199 1)
�
但是这些不够完善的培养体系将会引起胚胎的应激 ( Bi gg er s el al.

�
1998 )

。
这可能是 目前

在辅助生殖医学中培养效率低下的一个原因
。

为了改善这些条件
�
进一步加深对母体内环境的认

识是很有必要的
。
但是

�
目前关于这方面的认识是非常有限的

。
体细胞与胚胎共培养尽管有很多

的缺陷
�
但是不可否认的是它还是一种很好的研究模型

。
这种模型将会为我们认识早期胚胎发育

过程中母体和胚胎相互作用提供一些线索
。
由于胚胎共培养体系中很多成分难以确定

�
而且很多

现象仍不能得到很好的解释
�

以至于日前共培养技术在临床应用上存在很大争议 ( B on g so el al
. �

199 3 ; Ba vi ste
r � 199 2)

。

通过体细胞与胚胎共培养模型找到那些母体生殖道特异性的因子
�
并进一

步证实它们的胚胎作用将有助于 目前争议的消除
。
相信随着对其影响因素和作用机理更深入系统

的研究
�
胚胎共培养一定会为生殖医学和动物克隆等胚胎生物

_

f 程的发展做出重要贡献
。



第二章 哺乳动物早期胚胎发育的激素调控

哺乳动物的生殖道是一个动态变化的环境
�

正是在这样一个内环境中机体完成配子的转运
、

成熟
、
受精和早期胚胎生长与分化

。
因此生殖道在生殖过程中具有非常重要的作用

。
着床前的胚

胎一直
“
沐浴

”
在一个动态变化的体液环境中

。
一方面生殖道是很多激素的靶组织 ( C o m er et al

. �

199 8 ; Po llo w 。t al
. �

198 2)
�
机体通过内分泌或旁分泌途径来调 节这些靶组织的变化

�
从而间接调

一

)y胚胎发育 ( L ee se 。t al.
�
200 1; K an e 。I al.

�
19 9 7 )

。
与此同时越来越多的研究表明激素也可能直接

来调节胚胎发育 ( F r an e i s e o 。r a l
�

1999 : Pat s o u l a e r a l
�
20 0 1 : H o u e r a l

. �
19 9 6 : Pan t a、e on e t a l

. �

19 9 7 )
。
因此激素可能在早期胚胎发育过程中起到重要的作用

。
目前

�
内分泌激素对早期胚胎发

育 调控的研究已经引起人们越来越多的重视
。
本文对 目前研究较多的儿种激素进行了简单的回

顾
。

1 促性腺激素释放激素 ( G n R H ) 与早期胚胎发育

G n R H 是下丘脑分泌的十肤化合物
�
在哺乳动物生殖活动的神经调控中具有非常重要的作用

。

一

卜丘脑分泌的 G n R H 经过垂体门脉系统到达垂体部
�
与垂体前叶中特异的 G n R H 受体结合

�
从而

引发促性腺激素的合成和释放 ( C on n 。t al.
�
19 9 1 )

。
近期的研究发现

�
哺乳动物下丘脑以外的其

它组织中也有 c n R H 的表达 ( C a s a fi e r a l
�
19 9 8 : C h e g i n i e r a l

. �
19 9 6 : R笔a e z a l

. �
199 8 )

。
同时人们

也发现除了垂体有 G n R H 结合为位点
�
胎盘

、
乳腺

、
前列腺

、
卵巢和翠丸这些垂体外器官都有这

种 G n

RH 的结合位点 ( e as a 6 e r a l
. �

199 8 ; C h e g i n i e z a l
�
199 6 : R a g a e z a l

. �
199 8 : Em o n s e l a l

. �
19 93 )

。

体内和体外实验表明
�

G n RH 的激动剂可以直接与这些垂体外 G n RH 受体结合
�
刺激子宫内膜肌

层和输卵管产生生理性收缩
�
同时还可以诱导胎盘组织释放人绒毛膜促性腺激素 ( Pe t r ag lia et al.

�

19 87 : Iw a s h i t a e r a l
. �

1993 )
。

正常的植入前胚胎发育和着床要经历一系列复杂的过程
。
为了完成这一系列的过程

�
胚胎和

母体之间存在相互的调控
�
这种胚胎和母体的相互调

一

}丁促使
一

早期胚胎的发育和子宫容受性状态的

建立 ( Pa ria 。t al
. �

1993 )
。

目前的研究表明 G n R H 在胚胎和母体之间的相互 调控过程中具有很重

要的作用 ( F r a n e i s e o e t a l
. �

199 9 )
。

为了进一步认识 G n RH 在胚胎和母体相互 调控过程中的作用
�

s es hag iri 等人 1994 年首先从

恒河猴的孵化前胚泡和孵化胚泡的培养液中发现了胚胎所分泌的 G n RH
�
然而在孵化失败的胚泡

培养液中却没有发现这种 G n R H
。

随后他们小组采用 G n R H 的单克隆抗体对胚胎进行免疫染色
�

结果表明孵化前胚胎的内细胞团和滋养层细胞均有这种 G n

RH 阳性细胞 ( Ses h ag iri et al
. �

19 94 )
。

19 99 年 Rag a 研究小组在对小鼠的研究中发现
�
桑根胚开始就有 G n RH 和 G n

RH 受体 m洲A 的

表达
。

G n R H 蛋白从桑桩胚开始也有表达
�
囊胚期胚胎 G n R H 的表达量增加

�
而且胚胎的滋养层
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和内细胞团细胞同时存在 G l l R H 蛋白表达 ( F r an ci s co et al

. �
1999 )

。
随后该小组在人的胚胎上发现

G n

朋 和 GnR H 受体的表达也有同样的规律 ( c as an 。r al
. �

19 99)
。
此外他们在小鼠的早期胚胎培

养液中添加一定剂量的 G l l R H 激动剂
�
结果囊胚的孵化率有了明显提高

�
而且这种激动剂对

一

早期

胚胎发育的影响在添加 c n R H 拮抗剂后被消除
。
如果再加入 G n R H 激动剂

�
这种拮抗作用会被消

除
。
这表明 G n

RH 对早期胚胎发育的作用是特异性的
�

而不是非特异性的或毒副作用所至

( F r an e i s e o e r a l
. �

1999 )
。

哺乳动物妊娠的建立还需要孕体所分泌一些特异性蛋白
。
这些蛋白可以直接或间接的作用于

黄体来维持孕酮的分泌
�
从而确保适宜的子宫内环境来维持孕体的发育 ( Petr agli a et al

. �
1995 )

。

有研究表明
�
植入期胚胎和胎盘合成和分泌人绒毛膜性腺激素 ( hCG ) 主要是受滋养层细胞分泌

的 G n

阴 调控 ( Se sh a g i r i e t a l
. �

1994 )
。

s u mm e r 的研究还进一步发现内细胞团可以诱导滋养层细

胞合成和释放 hCG
�
这一方面表明内细胞团和滋养层细胞的紧密的空间关系可以引发 hCG 的合

成 ( Su m m e r s e r a l
�
1993 )

。
但是 Se sh a g i r i 等人关于 G n R H 的分泌可以促进植入期胚泡 he G 的证

据表明
�

内细胞团和滋养层细胞的 G n R H 可以诱导胚泡 hCG 的分泌 ( Se sh a g i r i e r a l
. �

1994 )
。

这

一结论将进一步说明 G n R H 不仅可以调控胎盘 hCG 的合成和释放
�
而且可以调

一

节植入期胚泡合

成和释放 hC G
。

大量研究表明 G n R H 通过 自分泌途径来调控早期胚胎的发育
�
但是早期胚胎就存在 G n R H 受

体的表达
�
这也意味着 G n R H 也可能通过旁分泌途径来影响早期胚胎的发育

。
同时 G n R H m RN A

和蛋白在孵化胚泡的表达量要高于桑甚胚的表达量
�
这表明 G n

阴 可能在胚胎着床中具有重要的

作用 ( C a s a 八 e r a l
. �

199 8 : R铭a e r a l
. �

199 8 )
。
另一方面在桑甚胚发育到囊胚这一阶段 G n RH 受体的

表达量始终维持在一个恒定的水平
�
这也提示胚胎与母体的相互调有可能是通过 G n R H 来介导的

( H e a rn e r a l
. �

19 88 )
。

199 8 年 R ag a 研究小组还对人子宫内膜的 G n R H 及其受体的表达情况进行系统研究
�
结果表

明具有生殖能力的妇女
�
在整个月经周期内子宫内膜上皮和基质细胞都有 G n RH m RN A 表达

。
同

时增殖期子宫基质细胞中 G n RH mRN A 表达比上皮细胞表达量更大
�
然而黄体期上皮细胞的

G n R H m RN A 表达量会有所加强
。
免疫组织化学研究的发现体期和分泌期的子宫基质

、
腔上皮和

腺上皮细胞中都有 G n

阴 的表达
�
而且他们的表达量在黄体期会增加

。
采用巢式反转录聚合酶链

反应在卵泡期和黄体期的人子宫内膜组织中发现 G n R H 受体的表达
�
虽然表达量较低但这表明在

正常的子宫内膜组织就有 G n

明 的表达 ( Rag a 。l 。l. �
1998 )

。

在 早期的报道中就有人指出
�
G n R H 及其激动剂可以促进小鼠

、
牛和人的体外受精 ( M o ra 】es�

19 98 ; F u n s t o n e l a L
�
199 5 : Ya n g e l a l

· �
19 9 5 )

�
而且可以促进早期胚胎的卵裂 ( Fu n s t o n e z a z

. �
1995 )

。

因此该小组义对输卵管 G n R H 的表达进行研究
�
发现黄体期的输卵管就有 G n R H m RN A 和蛋自

表达
�
但是他们在卵泡期和绝经后的输卵管组织中却没有发现这种 G n R H 的表达 〔c as an 。l 。1

. �

20 00 )
。
这表明 G n RH 在输卵管的表达是一种动态模式

。

目前的研究都表明
�

G n R H 可以通过 自分泌途径来 调节胚胎的发育
�

同时子宫和输卵管的

Gn RH 可以通过旁分泌途径来进一步调 竹早期胚胎的发育
。
这也与植入前

一

早期胚胎可以在体外完

成早期发育
�
但是在添加母体生殖道分泌物可以进一步促进

一

早期胚胎发育和着床这一实验结论相

一致
。
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2 促性腺激素与早期胚胎发育

垂体前叶释放的促黄体激素 ( L H ) 和促卵泡激素 ( FSH ) 是两种结构上相关的糖蛋白
�
它们

是正常的性腺发育和功能所必需 ( G hari b 。t al.
�
19 9 0 )

。
L H 和 F SH 在靶细胞上的生物学功能是由

相应的促黄体激素受体和促卵泡激素受体介导
�
井通过细胞内 c A M P 信号通路来完成 ( s eg al o ff el

a l
. �

1993 )
。

哺乳动物胚胎在体外发育过程中普遍存在发育阻滞现象
。

己有的研究表明
�
核营类物质会造

成胚胎的体外发育阻滞
�
如次黄嗓吟 ( L ou t ra di S et al

. �
1987 )

。
到 目前为止

�
次黄嘿吟所引起的小

鼠早期胚胎体外发育阻滞的机制仍然还不是很清楚
�
但有一点可以确定

�
这种阻滞作用并不是通

过对转录或翻译的阻断所引起 ( Fi s s or e 。t al
. �

19 9 2 )
。
次黄嗓吟可以抑止小鼠卵母细胞减数分裂的

恢复
�
这种抑比作用主要是通过它对磷酸二酷酶的抑 l上

�
继而引起 c A M P浓度的升高 ( EPP ig el al

. �

19 8 5 )
。
然而

�
次黄嚓吟所引起的胚胎体外发育阻滞并不是通过对磷酸二酷酶的抑制的所造成

( N u rr ed di n 。t al.
�
199 0 )

。
次黄嘿吟所引起的胚胎体外发育阻滞可以被一些能够增加细胞内c A M P

的物质所消除 ( N u rr e dd i n 。r a l
. �

199 0 ; F is s o r e 。t a l
. �

1992 )
。
很有趣的是L H不11FSH 同时添加可以消

除这种阻滞
�
而单独添加F SH对阻滞没有明显的改善

。
hCG和 L H 具有相同的生物功能

�
单独添加

hC G 却可以改善胚胎的体外发育阻滞
�
并对早期的胚胎发育有一定的促进作用

。
近期的研究表明

�

L H 和 F s H 的受体在小 鼠卵母细胞
、
受精卵以及 2细胞

、
4细胞

、
桑堪期和囊胚期的胚胎都有表达

( Pai so u fa el al
. �

200 1 )
。

这提示我们
�
可能存在一种新的机制去解释促性腺激素如何直接调控卵

母细胞的成熟
。

L H 和Fs H 可能直接作用于早期胚胎
�
引起c A M P浓度的升高

�
从而降低小鼠胚胎

体外发育的2细胞阻滞
。

虽然培养液中添加 hCG对胚胎发育没有明显影响
�
但是在输卵管上皮细胞与胚胎共培养体系

中
�
添加hCG会对胚胎的发育产生一定的促进作用 ( M ish r a 。t al.

�
20 03 )

。
这种作用可能是由于 hCG

和促进胚胎发育的因子之间存在相互协同的结果
�
因为已有的研究表明胚胎 白身可以分泌一些促

胚胎生 长因子
�
而且体细胞与胚胎共培养体系中体细胞也可以分泌一些促进胚胎发育的因子

。
此

外还发现如果阻断上皮细胞的L H 受体的合成途径
�
添加hC G 后输卵管上皮细胞中输卵管糖蛋自的

表达量明显降低
�

hC G 的添加对胚胎体外发育不会产生明显的促进作用
。

这表明在体细胞与胚胎

共培养体系中添加hC G会引起上皮细胞分泌输卵管糖蛋白
�
这种糖蛋自在胚胎的发育过程中具有

很重要的作用
。
这一研究也表明

�
hC G促进上皮细胞分泌这种糖蛋白的作用是通过上皮细胞的L H

受体介导完成
。
L H 和 hCG促进输卵管糖蛋自分泌是通过cA M P用K A 的信号通路完成的 (Wh

n g el al.
�

199 8 ; su n et al.
�
199 7)

。
因为选用特异性抑制PK A 的抑制剂H

一

89 可以阻断hc G对输卵管糖蛋白分泌

的调
一

}丫
�
而采用PK C 的抑制剂BI S却不能

。
因此不能断言只有输卵管糖蛋自而排除其它因子的作用

�

但是可以肯定的是输卵管糖蛋白在这个过程中起到关键性的作用
。

到 日前为比
�

已经发现L H和 FSH 受体在
一

早期胚胎就开始表达
�
但这些促性腺激素受体在 早期

胚胎发育过程中究竞有什么作用仍然不清楚
。
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3 类固醇激素与早期胚胎发育

雌激素和孕酮在哺乳动物妊娠的建立和维持当中起很重要的作用
。
妊娠动物如果缺少这些激

素
�
将会影响到胚胎的正常发育和妊娠

。

有实验表明
�
妊娠大鼠垂体摘除后则会表现为胚胎进入

子宫的延迟
、
胚胎在子宫受到排斥和发育受阻

�
但是注入雌激素和孕酮后则会明显改善这种对胚

胎的不利影响 ( W l l 。t a l.
�
19 7 1 )

。
卵巢摘除后的小鼠注射孕酮后则会表现为延迟着床

�
但是这些

处于休眠状态的囊胚在体内注入雌激素后又可以恢复着床 ( Yo sh ina ga ey al
. �

1966; Ni ed er el al.
�

198 7 )
。
在 早期研究中

�
人们将妊娠动物卵巢摘除后注入外源激素

�
发现雌激素和孕酮对早期胚

胎发育和妊娠过程中所起的重要作用
。
这些激素究竞是直接作用于胚胎

�
还是通过母体生殖道间

接作用于胚胎并不清楚
。
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母体生殖道细胞增殖和分泌功能是受到卵巢类固醇激素的调控 ( M a rti n 。t al
. �

196 8 )
。
妊娠大

鼠注入抗孕酮的抗体将会阻滞胚胎发育 ( Ri d e : 。t al.
�
198 7 )

。
同样给妊娠小鼠注入抗孕激素药物

R u 4 s 6
�
也得到相似的结果 ( M e R a e 。t a l

. �
1994 )

。

此外
�

R u 4 86 还会影响到小鼠输卵管对胚胎的

转运 (Ya n g 。t al
. �

1990 )
。
除了孕酮外

�
传统的观念认为雌激素通过输卵管来间接影响胚胎发育

。

因为雌激素可以诱导输卵管 IG F
一

l 不11EG F 受体的 m洲A 的表达 ( e ar 一s s o n 。r a l
. �
x9 93 : A d a e h i 。t a l

. �

199 5 )
。
但是这些激素也有可能直接作用 于胚胎

。
为了验证这种推测

�
通过对胚胎的体外培养

�

发现雌激素可 以影响胚胎对核营酸前体手}I氨基酸的摄取 ( H a rr e r e r a l
. �

19 7 3 ; Sm i t h e l a l
. �

19 7 1 )
。

抗雌激素药物 CI 628 和芳香化酶抑制剂均能抑制小鼠胚胎的发育
�
这种对胚胎发育的抑制作用在

注入雌激素后减弱 ( s e n g u p t a e r a l
. �

19 82 )
O

雌激素和孕酮可以与其核受体发生特异性结合
�
这些受体由于激素的结合而被激活

�
激活的

受体又可以作为转录调控因子来调
一

竹靶基因的转录表达
。
如果雌激素和孕酮可以直接作用于胚

胎
�
那么在胚胎时期一定存在雌激素和孕激素受体

。

W u 等人在 1992 年首次用反转录聚合酶链式反应的方法检测出雌激素受体 �n RN A 存在于小

鼠的卵母细胞和 2 细胞的胚胎 (Wu 。t al
. �

1992 )
。

l fo u 等人采用巢式反转录聚合酶连反应
�
发现

雌激素受体的 In RN A 不仅存在于小鼠卵母细胞
、
受精卵和 2 细胞胚胎

�
而且还发现雌激素受体



m R N A 从 2 细胞时期开始下降
�
在 5 细胞到 8 细胞时期表达量达到最低

。
桑堪胚时期没有表达

�

但是在囊胚期又会重新有 m RN A 的表达
。
孕激素受体的 m RN A 在囊胚期胚胎同样有表达

�
但是

在囊胚期以前却一直没有表达 ( H o u e t a l
�
1993 )

。

虽然人们已经从 m RN A 水平上证明了雌激素和孕激索受体存在于植入前小鼠的胚胎
�
但是

并不能由此就认为雌激素和孕激素是直接作用于小鼠胚胎
。
因为雌激素和孕激素发挥其功能主要

是通过其受体蛋白
�
因此雌激素和孕激素直接作用于胚胎必然要求在胚胎上有相应的受体蛋白的

表达
。
雌激素受体的 mRN A 在早期胚胎的出现仅仅意味着雌激素受体基因被转录

�
并不能确保

雌激素受体蛋自的表达
。

H o u 等人在 19 9 6 年用免疫细胞化学的方法
�
首次发现了雌激素受体蛋白在囊胚期的小鼠胚

胎有表达
�
同时还发现雌激素受体蛋 白在囊胚的滋养成细胞和内细胞团细胞都有表达 ( H ou et al

. �

1996 )
。
Yi ng 等人在 2 000 年用反转录聚合酶连反应在猪的 l 细胞

、
2 细胞和 4 细胞期的胚胎都发

现有雌激素受体的 m R N A 的表达
�
从 5 细胞到桑框胚没有表达

�
但是在囊胚期又会有表达

。
同

时用免疫细胞化学方法检测到 1 细胞和 4 细胞有雌激素受体蛋白的表达
�
而其它时期却没有检测

到 ( Y i n g e r a l.
�
20 0 0 )

。

从 % 年开始人们分别从大鼠
、
人和小鼠中分离出另一种雌激素受体 p

�
它与 a 有高度的同源

序列
�
并与雌激索发生特异结合 ( G eo rg e et al.

�
199 6 )

。
与激素结合后的雌激索受体 p 具有与 a 相

似的转录激活途径 ( P an l 。t al
. �

19 9 7)
�
但是雌激素受体 p 的转录激活功能又与雌激素受体 。 不同

( Pae ch et al.
�
19 97)

�
因此在

一

早期的胚胎发育过程中它们的表达和分布情况可能也存在一定的差

异
。

H i ro i 等人在 19 9 9 年发现雌激素受体 a m RN A 在小鼠卵巢
、
卵丘卵母细胞复合体

、
裸卵

、
2

细胞和 4 细胞期的胚胎都有表达
�

8 细胞虽然没有表达
�
但是在桑椎胚和囊胚都有表达

。

雌激素

受体 p m RN A 的表达除了在桑棋胚没有发现外
�
其它与雌激素受体 a 的表达情况一样

。
另外为了

验证在早期胚胎中存在的雌激素受体蛋自是否介导了雌激素的作用
�
他们检测了一个雌激素应答

基因 e fP 的表达
�
结果发现在卵巢

、
卵

一

丘卵母细胞复合体
、

4 细胞
、

桑桩胚和囊胚期的小鼠胚胎

都有 e印 的 mRN A 表达 ( Hi ro ie t al
. �

1999)
。
这表明胚胎本身的雌激素受体在早期胚胎发育过程

中具有重要作用
。

4 生长激素 ( G H ) 与早期胚胎发育

垂体分泌的 G H 可以调节机体的生 长发育
�
但是这种激素在早期胚胎发育过程中的作用 目前

还存在很大争议
。
对多种妊娠动物进行垂体摘除

�
结果子宫内的胎儿仍然能够正常发育 (Gl uc km an

el al
. �

19 8 1)
�
所以目前大多人的观点是 G H 对

一

早期胚胎发育没有显著影响
。

越来越多的研究表明
�

G H 和G H 受体可能在早期胚胎发育过程具有重要作用
。
植入前不同时

期的小鼠早期都有G H 受体的转录
�
但是2细胞期的胚胎才开始有G H 受体蛋白的表达 ( Pan ta leo n et

a l
. �

一99 7 )
。
然而在牛上的研究却表明

�
第2天胚胎开始有G H 受体的转录 (几 ra d a 。1 a z

�
1996 )

。
对

其表达进行定量研究
�
发现在第2大到第6天的胚胎形成过程中G H 受体m RN A 的表达量增加

�
第6

天的胚胎G H 受体m R N A 的转录水平达到最大值
�
第 8天的胚胎G H 受体m R N A 的水平却与第2大胚

胎的转录水平相当
。

G H 受体蛋白可以在第3大的牛的胚胎细胞质中检测到
�
桑搭胚和囊胚期胚胎
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旦些里里里里旦旦旦旦旦旦口绝里旦旦旦旦旦旦旦困里旦旦旦旦

细胞的细胞质和细胞核中都有表达 ( s ab in e 。t al.
�
200 1)

。
而GH 受体蛋白主要在卵裂期小鼠胚胎

细胞核中表达
�
可是在囊胚期胚胎细胞的细胞质和细胞膜上都有表达 ( Pa nt al eo n et al.

�
1997 )

。
细

胞核中GH 受体蛋 白的功能到 目前为 l卜还不清楚
�
但是通过不同的方法 已经证明好几种细胞的细

胞核中都存在G H 受体的表达 ( L o b i e 。r a l
. �

19 9 4 )
。

此外还发现
�
第4天的小鼠胚胎就有G H 的m RN A 不11蛋白 ( P a n t a le o n e r a l

. �
1997 )

�
牛的早期胚

胎发育到第 8天虽然就有G H 的m RN A 表达
�
但是在第8天和第 10 天的早期胚胎采用免疫细胞化学方

法却没有检测到G H 蛋白的表达 (S ab ine el al
. �
2 0 0 1 )

。
G H 在早期胚胎的转录意味着

�
G H 对早期胚

胎的作用是通过母体分泌的G H
�
后期则可能是通过 自分泌或旁分泌途径

。

在成年动物的体内
�

G H 可以促进机体的生 长发育
�
对蛋白

、
糖以及脂类的代谢具有重要的

调控功能
。

G H 的作用可以划分为两类
�
一类是短期的胰岛素样作用

�
它可以促进糖的吸收利用

和抗脂解作用
。
另一类是 长期的类似胰岛素颇抗剂的作用

�
可以降低糖的吸收利用和促进脂解作

用 ( D av i d s o n �
1987 )

。
但是G H 在

一

早期胚胎发育过程中对代谢的作用目前还不清楚
。

近期的研究表

明
�
体外培养液中添加G H 可以促进猪囊胚期胚胎的扩张

�
同时对囊胚期胚胎细胞的凋亡也会造

成一定的影响 ( Ki d s o n el al
. �

2 004 )
。

G H 在牛的早期胚胎发育过程中对糖的代谢有明显的调
一

节作

用
。
常规的体外培养环境中第3天以后的

一

早期胚胎会有过多的糖原的聚集
。
如果在胚胎体外过程

中添加G H
�
则会发现细胞质和细胞间隙储存的糖原减少

。
通过进一步的研究

�
他们还发现体外

环境下糖原是内细胞团含量最为丰富的糖类物质
。
分别将第2

、
3和5天的胚胎分别用G H 处理

�
发

现糖原的分布和量均没有显著变化
。
但是第 6大的囊胚培养到第8天的过程中添加G H

�
则会发现

糖原的储存明显减少
�
这表明第6天以后胚胎的G H 受体才会发挥相应功能 ( K oll e 。l al.

�
2 004 )

。

降低胚胎细胞中糖原的含量可能是通过以 下儿种途径完成
: l) 破坏糖的转运 ; 2) 抑制糖原的

合成 ; 3) 促进糖原的降解 ( Sab ine el al
. �
200 1)

。
小鼠囊胚用G H 处理

�
则糖的转运能力会明显加

强 ( Pa nt al co n et al.
�
1997 )o 这进一步说明

�
糖原减少可能是通过降低糖原的合成

�
或者激活了糖

原的降解途径
。
葡萄糖是桑甚胚以后的胚胎发育过程中很重要的能量物质

�
因此体外条件下G H

对早期胚胎发育的促进作用在一定程度上是通过对糖原吸收和利用影响
�
从而获得更多的葡萄糖

来完成
。

5 结束语

哺乳动物胚胎发育是一个很复杂的过程
。
在这个复杂的过程中

�
发育环境中的很多激素可能

会对胚胎的生 长发育产生一定的调控作用
。
这些激素可以通过多种途径来调节早期胚胎发育

。
随

着胚胎相关技术的快速发展
�
人们逐渐认识到胚胎发育环境的重要性

。
激素是机体内环境的重要

调节因素之一
�
但是目前激素对早期胚胎发育的研究却相对较少

。
因而对相关的认识也

一

1卜常的有

限
�
这严重制约了胚胎相关技术的发展

。
相信随着今后研究的不断深入

�
人们将会对哺乳动物

一

早

期胚胎发育的内分泌环境与 早期胚胎发育有更深入的了解
。
这不仅可以加深人类对胚胎 早期发育

事件的认识
�
而且通过相关研究可以进一步完善体外培养体系

�
为临床应用和动物生产带来一定

的经济效益
。
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第二部分 研究论文

第三章 小鼠体外受精及胚胎培养

摘要 : 本实验旨在建立稳定
、
高效的昆明小鼠胚胎体外培养和体外受精体系

。

实验一将超排获

取的小鼠合子
�
分别用 m K SOM 和 C Z B 培养液进行体外培养

�
比较了两种不同培养体系对小

鼠早期胚胎发育的影响
。
结果表明

�
m K SOM 和 C Z B 培养液都可 以得到较高的囊胚发育率

( B 6D Z F I 鼠为 73
.

6%和 67
.

6%
�

K M 鼠为 76
.

7%不11 60
.

3% )
�
囊胚总细胞数没有显著差异

(外0
.

05 ) ; B 6n ZF I ( C 5 7B L /6 / D B A /2 ) 不rr KM 小鼠的精子对胚胎的卵裂率和囊胚总细胞数

没有显著影响 (外0
.

05 )
。
实验二将体内成熟的小鼠卵母细胞

�
分别采用 B 6D ZF I 和 K M 小鼠的

精子进行体外受精
�
受精卵在 m K SO M 培养液中进行培养

�
比较这两种品系小鼠精子对体外受

精的影响
。
结果表明

�
B 6D ZF I 小鼠精子的受精率

、
囊胚率和囊胚总细胞数显著高于 K M 小鼠

的精子 ( p <0
.

05 )
。
上述结果表明

�
m K s OM 培养液能够很好支持昆明小鼠胚胎体外发育 ; 采用

B 6D ZFI 小鼠的精子进行体外受精
�
其受精率

、
囊胚率和囊胚总细胞数显著高于 K M 小鼠的精

子
。

关键词 : 昆明小鼠
�
体外受精

�
体外培养

小鼠体外受精己经是一项较为成熟的技术
�

)
’ 一

泛应用于哺乳动物受精机理的研究
。
小鼠作

为一种最常用的实验动物
�
仍然是人们研究中首选的一种动物模型

。
昆明小鼠是由我国白行繁

育的一个小鼠品系
�
被国内很多实验室采用

。

小鼠
一

早期胚胎体外培养体系中
�
C Z B 培养液采用乳酸盐和丙酮酸盐替代了葡萄糖作为能量

物质
�
成功克服一些小 鼠品系中存在的 2 细胞阻滞

�
如 C FI ( C h at ot 。t al.

�
19 90 )

。
同时也能很

好支持 昆明小鼠胚胎体外发育
�
在小鼠胚胎体外培养和胚胎操作过程中被)

’ ‘

泛应用 ( B ri son 。t al
. �

199 1 ; Egg an el al.
�
20 0 1 )

。
这种培养体系的缺陷是在 早期胚胎培养过程中需要进行换液

。
K SO M

也是一种较好的培养液
�
这种培养液可 以支持很多品系小鼠胚胎体外发育 ( La w i tts an d Bj gger s�

199 1 )
。
升高 K SO M 培养液中葡萄糖和蛋白的浓度 ( m K So M ) 不仅可以很好的支持

一

早期胚胎

发育
�
而且还可以在这种体系中完成体外受精过程 ( s u m m e r s 。t a z

. �
19 9 5 ; s u m m e r s 。r a z

� �
2000 )

。

但是到 目前为 l卜还没有人在昆明小鼠上应用用这种培养体系
。
综合 已有的研究结果

�
不同精子

和培养液可能会对体外受精效率产生一定的影响 ( 尹海林等
�
19 89 ; 张嘉保等

�
200 1; 王敏康等

�

2000; 鸟日琴等
�
20 01 ; 汪凡等

�
20 02 )

。
而近期研究结果表明

�
精子携带的遗传信息对哺乳动物
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的体外受精和早期胚胎体外发育也会产生一定的影响 ( C o m izz ol i 。f al.
�
2 0 00; Wa r d 。f al

. �
2 001 ;

D e n n y e t a l
. �
2 0 0 4 )

。

本研究旨在比较 C Z B 和 m K SOM 培养液对小鼠胚胎体外培养的效果
�
并研究了不同品系

小鼠精子对体外受精效率的影响
�

以建立稳定
、
高效的昆明小 鼠胚胎的体外培养和体外受精体

系
。

1 材料和方法

L l 动物与试剂

1 1
.

1 实验动物

4一6 周龄的雌性
、

10 周龄的雄性昆明小鼠购于中国科学院遗传与发育所实验动物中心
�

10

周龄的雄性 B 6 D ZFI ( c 57 B L/ 6 X D A B/ 2) 小鼠由中国农业大学农业生物技术国家重点实验室赠

送
。

1
.

1
.

2 试剂

所用试剂分别购至如下公司 :
孕马血清促性腺激素 ( PM SG ) 和人绒毛膜促性腺激素 ( hC G )

购 自宁波市激素制品有限公司 ; 丙酮酸钠
、
60 %乳酸钠

、
葡萄糖

、
H E PEs

、
N a cl

、
K C I

、
N aH c o 3 、

ED TA
·

N a Z 、
C a C ]2

·

ZH ZO
、
M g SO 4 、

K H Zp O 4 、

牛血清白蛋 白 ( B s A )
、

孑了蜡油
、
透明质酸酶

、

H o e c h s t3334 2 均为美国 s ig rn a 公司生产 ( s t L o u i S
�
M o

�
u s A ) ; 青霉素

、
链霉素购至华北制药

厂
。

1
.

1
.

3 仪器设备

普通冰箱
、

e o Z 培养箱 ( s a n y o )
、

M i l一i
一

Q超纯水仪装置
、
解fflJ 显微镜 ( M o t i e )

、
荧光显

微镜 ( L e ie a )
、
倒置显微镜 ( L e i e a )

、
电子天平 ( Y a m a t o z )

、
数码相机 ( C an o n )

、
超净

_

I :作

台
、

PH S
一

3c 型精密pH计
、

KQ
一

500 型超声波清洗器
、
全 自动压力蒸汽消毒锅

、
恒温台

、

BJ
一

40 玻

璃管
。

L Z 实验方法

:2 】 溶液的配制

l ) CZ B
、
rn K SO M

、
m FH M

、
H T F 参考相关文献进行配制 ( C h a t ot 。r a l

. �
19 89 ; Su m m e r s e t a l

. �

1995 : Su m m e r s e l a l
. �
2 0 00 : H o fk e r 。r a l

. �
2002 )

�
配制方法见附录

。

2) PM SG 的配制
:

将 PM SG 针剂 〔I 00 0I U ) 溶 于 20 m l
、

0. 9%的生理盐水
�
充分融解后分

装于 E pp e n d o r f 管中
� 一

2 0℃保存各用
。

3) hCG 的配制
:

将 hCG 针剂 ( 1000 IU ) 溶于 20 ml
、

0. 9%的生理盐水
�
充分融解后分装于



E p p e n d o r f 管中
� 一

Zo oC 保存备用
。

30 0I u 的透明质酸酶
: l ml 的 m F H M 液中加入 50 m g 透明质酸酶

�
溶解后 0. 2 2林m 的滤膜

过滤除菌
�
分装于 E p pen dor f 管中

� 一

20 ℃保存备用
。

H o e c h s t3334 2 染色液
: a ) H o e c h s t3334 2 储存液的配置

:

取 0 04 59 的 H o e e h s t33342

溶于 1om ! 的 D M SO
�
分装后 4 oC 储存 ;

b )
一

x二作液的配置
: 2

.

sm l 的甘油
、

一5卜l 的 H o e e h s t 33 342 储存

液
、

7. sml 的 PB S
�
过滤分装

�
4℃储存

。

1 2. 2 捡卵针的制备

外径为 2. sm m 的玻璃针管在酒精灯加热融化后
�
拉制成 100 一200 林m 的细管

。
在内径为

120 一 180 林m 处用医用小砂轮划断针管
。
断口在酒精灯外焰稍微融 口

�
置于针盒中备用

。

.

2. 2 动物饲养

动物房内设置光周期 8 :00 一2 0 :00
�
暗周期 20 :00 一8 :oo

。
饲养温度为 20 一25 ℃ 。

自由采食与饮

水
。

1
.

2
.

3 雌 鼠发情周期鉴定

直接观察 1) 发情前期

2 ) 发情期

3 ) 发情后期

4 ) 发情间期

涂片观察 1) 发情前期

2 ) 发情期

3 ) 发情后期

4 ) 发情间期

阴道口褶皱轻微红肿
、
紧闭

、
洁净

�
阴道内壁为粉红色

�
湿

润 ;

阴道 口褶皱明显红肿
、
微张

、
洁净

�
阴道内壁粉红色

�
干燥 ;

阴道 口褶皱红肿
、

由松弛张开到紧闭
�
有大量分泌物

�
阴道

内壁粉红色
�
有液体 ;

阴道 口紧闭
�
阴道内壁粉红色

�
潮湿

。

主要为有核上皮细胞
�
少量角质化上皮细胞 ;

主要为角质化上皮细胞
�
少量有核上皮细胞 ;

仅有散在或积聚的角化上皮细胞
、
有核上皮细胞

�
并开始有

白细胞 ;

主要为自细胞
�

少量角化上皮细胞
、
有核上皮细胞

。

2. 4 雌鼠超数排卵

选择发情间期的昆明雌鼠腹腔注射 PM SG
�

s lU /只 ; 46 h 后再按照 sl U/ 只的剂量腹腔注射

hCG
。

1
.

2. 5 受精卵的采集

超排雌鼠在注射 hC G 后与雄性昆明小鼠或 B 6 D ZFI 小鼠合笼 ( 雌 鼠 :雄鼠=l : 1 )
。
次日上午

8 :00 检查阴栓
�
有阴栓者判定为合笼成功

。
在注射 hC G 后 20一22h 用引颈脱臼法处死供体鼠

�

并以 70%的酒精喷洒小鼠全身以消毒并防 比毛发 匕扬
。
将小鼠背面朝上平放 于吸水纸上

�
在背

部正 7 上方靠近最后一根肋骨位置将皮肤横向剪开一小 口
。
一只手抓住切开皮肤的近尾部

�
另
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一

小 以体外
、

之灯 咬姚盼该养

一只手抓住近头部牵拉直至充分暴露背部两侧
。
在肋骨两侧两团明显的脂肪块的位置开一小口

�

即暴露出白色的脂肪
�
用眼科镊夹住脂肪

�
并将其拉出体外

�
此时可见子宫

、
卵巢和输卵管

。

用镊子先夹住子宫
�
首先在输卵管和卵巢连接处剪断

�
然后在输卵管和子宫结合处剪断

。
将输

卵管转移到盛有 m F H M 的培养皿
�
置于 37 ℃加热台保温

。

将平皿置于解剖显微镜镜台上
�
在 25 倍镜下找到输卵管的膨大部

。
用钟表镊撕开膨大部

�

释放出受精卵和卵丘细胞的复合物
。
然后用捡卵针将复合物移入透明质酸酶液滴中处理 3m in

�

并轻轻吹打以助消化
。

待复合物由团块状分散成单个细胞后
�
捡出裸卵随即将其转入 m FH M 液

滴内
�
用 m FHM 洗 3一5 次后

�
将卵转入胚胎培养液

�
在 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%CO : 培养箱内培

养
。

1
.

2. 6 小鼠体外受精

1) 公鼠的准备

10 周龄的 K M 和 B 6D ZF I 种公 鼠
�
每只种公鼠每隔 3一4 天交配一次

。
选取具有生殖能力的

种公 鼠
�
在处死取精子前三大停 止进行交配

。

2) 精子的准备

在雌鼠注射 hCG 后 12h
�
颈部脱臼处死供精的公鼠

�
并以 70 %的酒精喷洒小鼠全省以消毒

并防 L卜毛发飞扬
。
将小鼠腹面朝上平放于吸水纸上

�
在腹部靠近尾部中央位置开以小 口

。
用双

手从开口处拉开皮肤直至完全暴露腹腔
。

切开腹膜
�
找到翠丸和附翠

。
用眼科剪分离掉附翠尾

部的脂肪组织
�
然后取出附皋的尾部

。

将附采尾转移到盛有 m F H M 的培养皿中
�
置于 37 ℃加

热台保温
。

组织块移入 己平衡过夜的 Zml 的 H T F 中
�
在 6 倍镜下将附翠尾部剪开数个小口

。
然后将盛

有附皋尾的培养皿放入培养箱中
。

20 m in 后取出培养皿
�
在 6 倍的解剖镜下用钟表镊取出附翠

组织块
。
将培养皿继续放入培养箱中

�
37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%C O : 条件下精子继续获能 90 m in
。

3 ) 卵母细胞的收集

在注射 hC G 后 ! 3一 14h 用引颈脱臼法处死供体鼠
�
并以 70 %的酒精喷洒小鼠全省以消毒并

防 止毛发飞扬
。
将小鼠背面朝上平放于吸水纸上

�
在背部正上方靠近最后一根肋骨位置将皮肤

横向剪开一小口
。

一只手抓住切开皮肤的近尾部
�
另一只手抓住近头部牵拉直至充分暴露背部

两侧
。
在肋骨两侧两团明显的脂肪块的位置开一小口

�
即暴露出白色的脂肪

�
用眼科镊夹住脂

肪
�
并将其拉出体外

�
此时可见子宫

、
卵巢和输卵管

。
用镊子先夹住子宫

�
首先在输卵管和卵

巢连接处剪断
�
然后在输卵管和子宫结合处剪断

。
将输卵管转移到盛有 m FH M 的培养皿

�
置于

3 7
O

C加热台保温
。

将平皿置于解剖显微镜台上
�
在 25 倍镜 卜找到输卵管的膨大部

。
用钟表镊撕开膨大部

�
释

放出卵丘卵母细胞的复合物
。
复合物在 m FH M 中清洗 3 遍后

�
将卵丘卵母细胞复合物移入 已平

衡过夜的 0
.

sml 受精液中等待获能的精子
。

4 ) 体外受精
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获能结束后
�
将精子加入已经含有卵丘卵母细胞复合物的受精液滴

。
并最终使受精液中精

子的密度为 0
.

5一 l x 一o6/m l
�
在 37℃ 、

9 50�0 湿度
、

5% e o : 条件下受精 5一6h
。

5 ) 受精率的检测

受精结束后
�
用捡卵针将卵母细胞移入预热的 m FH M 液滴中

�
并轻轻吹打以洗掉透明带上

赫附的精子
。
反复洗 3一5 次后

�
将卵移入培养液滴

�
37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%c o : 培养箱内培养
。

体外培养 24h 后
�
取出培养皿在倒置显微镜下观察

�
将均等分裂为 2 细胞者判定为受精卵

�
并

记录拍照
。

1
.

2. 7 早期胚胎培养

在进行 早期培养的前一天晚上
�
将培养液在 35 c m 的培养皿上做成 30 ul 的小滴

�
用石蜡油

覆盖
�
放入培养箱中

�
37

’
C

、
95 %湿度

、
5%C o Z 预平衡过夜

。
早期培养时

�
首先用 3 个预平衡

的培养液滴清洗受精卵 3 遍
�
然后将受精卵移入剩余的液滴

�
每个液滴放 10 个受精卵

�
将培养

皿放入培养箱
�

37 oC
、

9 5%湿度
、

5%C O : 开始进行培养
。
分别在培养 2 4 h

、
4 8h

、
72 h 和 96h 后

观察记录胚胎的发育情况
。

1
.

2. 8 体内囊胚的收集

超排雌性小鼠在注射 hC G 后与雄性 K M 或 B 6D ZFI 小鼠合笼
。
次日早上 8 :00 检查阴栓

�

见栓当天记为第一天 ( D I )
。
有阴栓的小鼠于 D 4 天上午 8 点颈椎脱臼处死

�
以 70 %的酒精喷

洒小鼠全省以消毒并防止毛发飞扬
。
将小鼠腹面朝上平放于吸水纸上

�
在腹部靠近尾部中央位

置开以小 口
。
用双手从开 口处拉开皮肤直至完全暴露腹腔

。
将内脏向上翻

�
即暴露出两侧的子

宫
。
分离掉子宫系膜及附着物

�
取 卜子宫置 于 m FH M 液中

�
洗去血液

。
然后将子宫组织放入一

平皿中
�
用眼科剪在子宫角末端作

“
十

”
字形切口

。 】ml 无菌注射器吸预热的 0
.

5一o
.

6ml m FH M

液从子宫颈处扎入针头并插入一侧子宫角
�

以此反复冲洗子宫 3 次
。
然后将针头插入另一侧子

宫角
�
重复以上操作

。
在 25 倍解剖镜下收集形态良好的囊胚

�
移入预先平衡好的覆盖有石蜡油

的 m K SOM 液中
�
置于 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%C o : 的培养箱中备用
。

.

2. 9 囊胚期胚胎细胞核染色

l) 囊胚期胚胎在含 1%多聚甲醛的 PB S 液滴中
�

室温下固定 sm in ;

2 ) 将固定好的胚胎移入 H o e e h s t 3 3 34 2 染色液滴中
�
室温下孵育 sm i n ;

3) 用 5闰含 50 %甘油的 p B s 在干净的载玻片上做一液滴 ;

4 ) 将孵育好的胚胎转移至液滴
�
注意尽可能少的带入染色液 ;

5 ) 然后在液滴上加盖盖玻片
�
并轻轻挤压以使细胞平铺于载玻片 ;

6 ) 荧光显微镜 卜观察计数并记录拍照
。

:2 10 数据处理

每个实验重复 4一6 次
�
结果用 t 检验进行统计分析

�
尸< 0. 05 为差异有显著性

。
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2 试验设计

2
.

1 实验一
:

小鼠 1 细胞胚胎的体外培养

分别采用 K M
、

B 6D ZFI 种公 鼠和超排雌性 K M 小鼠合笼
�
收集洗净的 1 细胞胚胎

�
分别

加入经过 CO : 培养箱平衡 2h 的 C Z B
、

m K SO M 培养液中
�
在培养 48 h 后将无糖 C Z B 培养液中

的胚胎移入含糖 c Z B 培养液
。
胚胎培养用直径为 35 m m 培养皿

�
于 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%C O Z

的培养箱中培养 96 h
�
每 24h 取出观察一次

�
并观察记录发育情况

。
发育到 96h 后选择形态较

好的囊胚进行胚胎细胞数染色
。

2. 2 实验二
:

小鼠体外受精

分别收集 K M
、

B 6D ZFI 种公 鼠的精子
�
在 H T F 获能液中获能 90 m in 后

�
加入已经含有卵

丘卵母细胞复合物的受精液滴中
�

于 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%C O : 的培养箱中受精 5一6h
。
受精结

束后洗去透明带上乳附的少量精子
�
移入经过 c o : 培养箱平衡 2h 的 m K SOM 培养液中

。
在 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%c o : 的培养箱中培养 96h
�
每隔 24h 取出观察一次

�
并观察记录发育情况

。
以能

够均等分裂为 2 细胞的胚胎判定为受精卵
�
并以此计算受精率

。
体外受精发育到 96h 后

�
选择

形态较好的囊胚进行胚胎细胞数染色计数
。
并收集体内受精正常发育的囊胚

�
并对其进行胚胎

细胞数染色计数
。

表 3
一
l 公鼠和培养液对昆明小鼠 l 细胞胚胎体外发育的影响

Ta b
.

3 一 1 E ffe e t o f sPe rm a n d m e d i a o n t h e d e v e l o Pm e n t o f K M m o u s e ] e e l l e m b ry o s i n v i t r o

精 了 培养液 胚胎

总数

2 细胞

(勺妞SEM )

4 细胞 桑堪胚 囊 胚

(今福江SEM ) (勺位SEM ) (今社SEM )

B 6D ZF I CZ B 75

m K SOM 74

K M CZ B 65

m K SOM 6 1

7 2 (9 5
.

8士 1
.

2 )
a

74 ( 100 士0
.

0 )
a

6 3 (9 6刀士 1
.

7 )
a

6 0 (9 8 4 士0
.

8 )
a

6 4 ( 8 3
.

9士2
.

9 )
a

6 4 (85
.

2 士3
.

5 )
a

5 8 (86
.

9 士1
.

9 )
a

5 4 (8 7
.

4 士 3
.

1)
a

56 (73
.

4 士6
.

4 )
a

5 7 (76
.

1士5
.

6 )
a

5 1 (76
.

5 士4
.

6 )
a

52 (84
.

2士 2
.

3 )
a

5 0 (64 3 士 5
.

2 )
a

53 (68 7 士3
.

2 )
a

4 2 (64 2 士4
�

1)
a

46 (73
.

2 士 6
.

3 )
a

各纵行的结果相比较
�
丰川司字母间表示差异无显著性 ( 尸> 0 05 )

C o l u m n s m a r k e d w i zh s a m e l e t t e rs h a v e n o d 一ffe r e n c e (P > 0刀5 )

3 结果

3
.

1 精子和培养液对昆明小鼠 1 细胞胚胎体外发育的影响
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图 玉1 小鼠胚胎体外发育
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图 斗2 培养液和精子对囊胚期胚胎总细胞数的影响 : 丁CN 囊胚期胚胎总细胞数
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分别用 K M 和 B 6D ZFI 公 鼠合笼后得到的 1 细胞胚胎在 CZ B 和 m K SOM 培养液中进行早

期培养
�
不同阶段胚胎发育情况见表 3

一

l
。
从表 3

一

l 的结果可以看出 mK SOM 培养液也能较好

的支持昆明小 鼠胚胎体外发育
�
并可以得到较高的囊胚率 (采用 B 6D ZF I 和 K M 种公鼠分别为

68
.

7%和 73
.

2% )
�
与相同条件下 C Z B 培养液培养的结果没有显著差异 (户0. 05 )

。
同时可以看

出分别采用 K M 和 B 6D ZF I 种公鼠进行体内受精
�
其对昆明小鼠 1 细胞胚胎体外卵裂率没有显

著影响 (了卜0
.

0 5 )
。

3
.

2 培养液和精子对囊胚期胚胎细胞数的影响

体内收集的 1 细胞胚胎分别在 C Z B 和 m K SOM 培养液中进行体外培养后
�
对囊胚期胚胎

进行染色计数
。
用 K M 公 鼠精子受精后得到的 1 细胞胚胎分别在 m K SOM 和 CZ B 中进行培养

�

囊胚期胚胎细胞数 36 .7 和 31
.

5
�
两组之间差异不显著 (P> 0. 0 5 )

。
用 B 6D ZFI 公鼠精子受精后

得到的 1 细胞胚胎分别在 m K SOM 和 C Z B 中进行培养
�
囊胚细胞数分别为 39 和 35

�
两组之

间差异不显著 (介仓05 )
。

比较 C Z B 培养液中用 K M 和 B 6D ZFI 公鼠受精后体外发育到囊胚期

的小鼠胚胎
�
囊胚的细胞数分别为 31

.

5 和 35
�
两组之间差异不显著 (P> 住05 )

。
m K s o M 培养

液培养 K M 和 B 6D ZFI 公鼠受精后的体外发育到囊胚期的小鼠胚胎
�
囊胚的细胞数为 36

.

7 和

39
�
两组之间的差异同样不存在显著性 (凡0. 05 )

。

结果表明采用这两种培养液体外培养小鼠胚

胎
�
最终得到的囊胚细胞数差异并不明显

。
这两种公鼠精子在体内受精后得到的 1 细胞胚胎

�

在体外相同培养条件 下培养得到的囊胚细胞数差异并不明显 (见图 3
一

2 )
。

表 3 一2 精子对昆明小鼠体外受精的影响

Ta b
.

3 一2 E ffe e * o f sPe rm o n th e fe rt i l i z a t i o n i n v i t r o o f KM m o u s e

精 子 受精用 卵

子数

2 细胞 4 红l}胞

俨‘江SEM )
+

一55 (8 1
.

7士2
.

1)a

俨七上SEM )
+ +

桑堪胚

(o/ed SEM )才拿

囊 胚

(o/ed SEM )丰:

囊胚细胞数

(N 土SEM )(n )

B 6D ZF I 一5 5 (54 3 士2一)a 14 7 (7 84 * 3 一2 一(6 3
.

8士3 6 )a (36 7 土2 5 ) a ( ] 5 )

(4 1
.

5士一2 ) “ (一3 )
‘

一6 0 �0 3 (6 2 4 士一3 )b 53 ( 80
.

6士 一4户 5 6 (5 4 2 士2 4 户 4 2 (39石士4
.

1)b (30石士2 4 )b (2 0 )

(4 3
.

2士 一8 )
“ ( r l )林

�’* ”
为 K M X B 6D ZFI 胚胎体内正常发育到囊胚期胚胎细胞数 : “

**
”
为 K M x K M 胚胎体内正常发育到囊胚期胚胎细胞数 ; “ 丰

”
基

于受精用的卵子数 ; “
牡

”
华 于分裂为 2 细胞期的胚胎数 : 齐纵行的结果相比较

�
不同字母间表示差异有显著性 ( 尸< 0 05 )

“ * ’�
毛 ” a l e e l 】n u m b e r o f K M x B 6 D ZF I e m b ry o s d e v e l o Pm e n r e d t o b la s r沉y s t s r a g e i n v 一v o � “ * * ”

TO t a l c e l l n u m be r o f K M x K M e m b卿0 5

de v e l o Pm
e n t e d t o b l as toc y s t s t a ge I n v 】v o ; “

丰
” Bas e d o n t he t o t a ! n u m be r o f o o e y r e s � “

丰丰
” B as e d o n t he r o t a l n u m be r o f Z

一e e l l s t a g e e rn b ry o s ;

C o l u m n s m a 丁k e d w z飞h d i ffe r e n t 】e t t e r s h a v e d i ffe r e n e e ( P < 0 力5 )

3
.

3 精子对昆明小鼠卵母细胞体外受精的影响

分别采用 B 6D ZF I 和 K M 公鼠精子对 昆明小鼠体内成熟的卵母细胞进行体外受精
�
受精卵
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在 m K SOM 培养液中进行培养
。
不同阶段胚胎卵裂率见表 3

一

2
。
用 B 6D ZFI 鼠的精子得到的受

精率为 81
.

7%
�
明显高于 K M 公鼠精子的受精率 62 .4 %

�
差异有显著性 (P < 0 .0 5 )

。
2 细胞期的

胚胎在体外继续发育
�
发育到囊胚期的比例分别为 63

.

8%和 39 .6 %
�
差异 同样存在显著性

(尸< 住05 )
。
同时由表 3

一

2 可以看出
�
体内受精后的 K M x B 6D ZFI 和 K M x K M 胚胎在体内正

常发育到囊胚
�
它们的总细胞数没有显著差异 (P> 0

.

05 )
。
但是它们与相应的体外受精后体外发

育到囊胚期胚胎的总细胞数相比
�
存在显著差异 (尸< 0. 05 )

。

4 讨论

哺乳动物胚胎体外发育普遍存在发育阻滞现象
。
不同动物体外发育阻滞发生在不同时期

�

小鼠胚胎体外发育阻滞发生在 2 细胞期 ( w hi tti ng ham el al.
�
1967 )

。
为了克服小鼠胚胎体外发

育过程中出现的 2 细胞阻滞
�
C hat ot 等人根据前人的经验推出了 C Z B 培养液

�
它可以支持 1 细

胞的 C F I x B 6D ZF I /J 小鼠胚胎发育到桑桩胚 ( C h a t o t 。r a l
. �

19 89 )
。
这种无糖的 C Z B 培养液同

样能使 64 %的昆明小 鼠 1 细胞胚胎发育到桑棋胚
�
并有少量能继续发育到囊胚 ( 庞也非等

�

199 5 )
。
在胚胎发育到 3 或 4 细胞阶段

�
加入葡萄糖或移入含糖的培养液中继续培养

�
多种品系

的小鼠胚胎可以在体外成功发育到囊胚 ( C ha tot 。I al.
�
19 90 )

。
也有研究采用 C Z B 培养液培养 昆

明小鼠 1 细胞胚胎
�
结果很好克服了 2 细胞阻滞

。
如果胚胎发育到 4 细胞时期加入葡萄糖则可

以有 60 %的囊胚率 ( 严云勤等
�

19 95 )
。
在本实验中我们也采用 C Z B 液

�
体外培养 4 8h 后进行

换液培养
�
也得到 67 %的囊胚率

。

C z B 换液培养虽可以较好的克服小鼠 2 细胞阻滞
�
并得到较高的囊胚率

。
但是人们并不满

足于当前的这种换液培养
�
因为早期胚胎在发育过程中从一种培养环境移入另外一种环境

�
这

种培养环境的改变毫无疑问将会对胚胎的
一

早期发育带来不利影响 ( s u m m er s el al.
�
2 00 0 )

。
K SOM

培养液是在 SOM 培养液的基础上
�
将 N aC ! 和 K CI 的浓度升高

�
它与 CZ B 培养液最大差别就

是整个培养过程始终都有葡萄糖的参与
。
K SOM 培养液比 SOM 和 C Z B 培养液更好支持 l 细胞

的 C F I X B 6D ZF I /J 小鼠胚胎发育到囊胚 ( G re g o 尽 e z a l
. �

1995 )
。

目前也有文献报道
�

K SO M 培

养液在一定程度上可以克服昆明小 鼠胚胎的 2 细胞阻滞 (刘莹等
�
1999 )

。
有研究比较了不同培

养体系中小鼠胚胎 6一磷酸葡萄糖脱氢酶的表达
�
结果表明在 C Z B 培养液中的小鼠胚胎存在其

表达
�
而在 K SO M 培养液中的小鼠胚胎却没有这种酶的表达

。
这提示我们

�
不同培养体系中发

育的小 鼠胚胎具有不 同的糖代谢途径 ( 张守全等
�

2 002 )
。

当葡萄糖和 B s A 的浓度分别 由

0
.

2m m ol / l 和 l m岁m ! 升高到 5
.

56 m m ol /l 和 4m g八111仍然可以有较高的囊胚率
�
而且在这种改进

的 K SOM 培养液中可 以同时完成小 鼠体外受精和
一

早期发育过程
�
这种培养液即 m K SOM

( s u m m e r s 。r a z
. �

一9 95 : s u m m e r s 。r a z
. �
2000 )

。

本实验中我们尝试用 m K s o M 培养液对昆明小鼠

l 细胞胚胎进行体外培养
�
结果表明 m K SOM 可以很好的支持昆明小鼠胚胎体外发育

�
并能够

得到较高的囊胚率
。
这提示我们

�
早期胚胎发育过程中糖代谢途径可能并不是引起小鼠 2 细胞

阻滞和影响胚胎 旱期体外发育潜能的最关键的因素
。
这也要求我们进一步加深对哺乳动物胚胎

发育的认识
。



图 冬3 体外受精后小鼠胚胎体外友育

(a ) 2 细胞期 : (b ) 4 细胞期 ; (c) 桑框胚 ; (d) 囊胚期

Fi 奋 斗3 L阳丫d 叩m en t of m o u s e
eln b卿OS 化币 11别到 in vj tro

(a) 2‘ ” ” s ta 罗; 伍) 4双 “ s ta 朗 ; (c) M o 山 】. �
但) B里aS 协叼S t

图 3
.

月 囊胚期胚胎总细胞数

(a) 体外受精后体外发育的的 K M x B 6DZ FI 胚胎 : 伍) 休外受精后体外发育 KM x K M 胚胎 ; (c) 体内正常

受精发育的 K M x B6 OZFI 胚胎 ; (d) 体内正常受精发育的 KM x K M 胚胎



几论 续 。 小狱体外 泛对{及牡价片养

(a ) K M
X B 6D ZF I

(e ) K M X B 6D ZF I

l fl V I V O

F ig
.

3一4 To t a l e e l l n u m be r o f b las t o e y s t

em b ry o s d e v e l o pm e n t e d i n v i t r o afl e r IV F ; (b ) K M
x K M e m b ry o s d e v e l o Pm e n t e d in v i tr o aft e r I V F :

em bry o s fe rt i l i z e d a n d d e v e l o Pm e n t e d i n v i v o : (d ) K M
丫K M e m b ry o s fe rt i l i z e d an d d e v e l o Pm e n t e d

一

早期胚胎体外发育受很多因素的影响
�
除了与培养液成份有关以外

�
还与卵母细胞携带的

遗传信息密切相关 ( G od dar d 。t al.
�
1985 )

。
然而最近的研究结果表明

�
精子携带的遗传信息也

会对胚胎发育产生一定的影响 ( C o m i z z o l i e r a l
. �
2000 : Wa rd e r a l

. �
2 00 1 ; D e n n y e r a l

. �
2 0 04 )

。
在

本实验中
�
卵母细胞来源于 目前公认的在 早期发育过程中存在发育阻滞的昆明小鼠

�
精子分别

来源于 B 6D ZFI 和 K M 小鼠
。
结果表明精子对小鼠胚胎的体外卵裂和囊胚期胚胎的细胞数不会

产生显著的影响
。
这提示我们

�
这两种小鼠精子携带的遗传信息并没有影响到早期胚胎发育

。

同时我们比较了两种小鼠精子对体外受精的影响
�
结果发现精子对小鼠的体外受精率

、

囊胚率

以及囊胚期胚胎细胞数产生显著的影响
。
结合 已有关于 昆明小鼠卵母细胞体外受精的报道 ( 尹

海林等
�
1989 ; 张嘉保等

�
2 001 ; 王敏康等

�
2 000; 乌日琴等

�
2001 ; 汪凡等

�
2002 )

�
发现这些报道

中由于采用不同品系的公鼠和体外受精体系其受精结果有明显的差异
。
所以我们推测

�
这种差

异可能是由于不同品系小鼠精子对体外受精需求条件不同所致
。

综上所述
�
本实验比较了 C Z B 和 m K SO M 培养液对早期胚胎发育的影响

�
结果表明 m K SOM

是一种简短
、
高效的昆明小鼠胚胎体外培养体系

。
同时表明 B 6D ZFI 和 K M 公鼠精子不会影响

昆明小鼠 l 细胞胚胎体外的发育
�
但是会对体外受精及其后期发育产生显著的影响

。
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第四章 小鼠子宫上皮细胞与胚胎共培养

摘要
:

为了进一步优化小鼠胚胎的体外培养体系和提高胚胎的质量
�
本实验建立了小鼠子宫上

皮细胞单层
�
用子宫上皮细胞对体外受精后的小鼠胚胎进行共培养

�
观察了胚胎共培养对小鼠

胚胎卵裂率
、
孵化率以及囊胚总细胞数的影响

。
结果表明

�
已建立的细胞单层上皮细胞纯度为

92 .6 %
。
小鼠胚胎与子宫上皮细胞进行共培养

�
桑堪胚率

、

囊胚率
、
孵化率明显高于单一培养

体系 ( 71
.

3%对 61
.

2%
�
50 .3 %对 39 .7 %

�
34 名%对 24

.

3%
�

P<0 .0 5 )
。

同时囊胚总细胞数由 35
.

6

提高到 44
.

1 (尸< 0. 05 )
。
通过本实验

�
我们建立了小鼠胚胎的体细胞共培养体系

�
同时表明共培

养体系促进了小鼠胚胎体外发育
。

关键词 :
体外受精

�
子宫上皮细胞

�
胚胎共培养

在首例哺乳动物的胚胎体外发育成功以来
�

多种动物的胚胎在体外发育均获得了成功
。
哺

乳动物的胚胎体外培养技术也得到不断的发展
。
胚胎体外培养最传统的方法是采用简单的化学

培养基
。
这种传统的胚胎培养常见的有 B OM C Z

、
M 16

、
C Z B 等培养液

�
它们都可以很好的支

持小鼠胚胎的体外发育 ( Bi gger s �
19 98)

。
E ar le 氏平衡盐溶液加入 10 %灭活的人血清

�
可以较

好的支持人胚胎体外发育到囊胚
�
但令人失望的是仅有 7%的胚胎在移植后成功着床 ( B ol ton 。t

al
�
19 9 1 )

。

这表明胚胎培养体系对胚胎的质量具有决定性的作用
。

因此儿十年来人们一直努力

完善胚胎体外培养体系
。

机体内环境在胚胎发育过程中的重要作用很
一

早受到人们的重视 ( B av i s ter� 1988 )
。
早期在上

个世纪 60 年代
�
人们就开始尝试用体细胞和胚胎共培养来模拟体内发育环境

�
结果取得了很好

的效果 ( Bi gge rs et al
. �

1962 )
。
胚胎与体细胞共培养也由此成为一种有效的胚胎体外培养途径

。

到 目前为止己经有很多关
一

于体细胞与胚胎共培养的成功报道
�
这些报道采用不同的体细胞

�
其

中以采用生殖道细胞的效果最佳 ( e a r n e g ie
� ‘t a l

. �
199 9 ; 决u n g

� e r a z
. �
2002 )

。

子宫是
一

早期胚胎发

育的场所
�
而且取材容易

�
所以在众多的体细胞中子宫内膜细胞是首选的细胞类型

。
采用子宫

内膜细胞与胚胎共培养
�
囊胚的形成率和孵化率最高 ( o es ai 。t al

. �
1994 )

。
尽管这种作用的机

制还不清楚
�
但生殖医学中己有临床报道 ( M e r e a d e r 。1 a z

�
200 3 : e a r 一0 5 。r 。2

. �
19 9 9 : Ja y o t 。r a z

. �

199 5 )
。

本实验首先建立小 鼠子宫上皮细胞单层
�
然后采用上皮细胞与体外受精的小鼠胚胎进行共



�拼
一

{农讼少
\

毛
一了以 曰乒位论 之 犷宫 门义红舫洲 。朴始乒 培乎

培养
�
希望通过与体细胞共培养来优化胚胎的体外培养体系

。

1 材料与方法

L l 动物与试剂

实验动物

4一6 周龄的雌性
、

10 周龄的雄性昆明小鼠购于中国科学院遗传与发育所实验动物中心
。

1
.

1 2 主要试剂

所用试剂分别购至以下公司
:

孕马血清促性腺激素 ( PM SG ) 和人绒毛膜促性腺激素 ( hC G )

购 白宁波市激素制品有限公司 ; 丙酮酸钠
、
60%乳酸钠

、
葡萄糖

、
H E p E S

、
N a C I

、
K C I

、
N a H C O 3 、

E D认
·

N a Z 、
e a e l Z

·

ZH Zo
、
M g s O 4 、

K H ZPO 4 、

牛血清白蛋白 ( B SA )
、
石蜡油

、
透明质酸酶

、
D M s o

、

3
一

3
‘ 一

二氨基联苯胺 (DA B )
、
多聚赖氨酸

、
H o e c h s t 33342 均为美国 Sigm a 公司生产 ( St L o u i s

�
M o

�

u s A ) ; M EM 培养基为 ( G IB C o
�
u s A ) ; 青霉素

、
链霉素购至华北制药有限公司 ; 胎牛血清

( FB S) 为杭州四季青生物
_ F程公司产品 ; 兔抗人的角蛋白多克隆抗体工作液 ( N ov ac ast ra

�
U K ) ;

生物素标记的羊抗兔 Ig G ( G A R
一

B
�
Z ym ed

�
U SA ) ; 辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素 ( s P

一

H RP�
Z y m e d

�
U SA )

。

3 仪器设备

普通冰箱
、

e o : 培养箱 ( s a n y o )
、 一

s o OC 超低温冰箱 ( T h e rm 。 ) 、
M i l l i

一

Q 超纯水仪装置
、

解剖显微镜 ( M o t i e )
、
荧光显微镜 ( L e i e a )

、

倒置显微镜 ( L e i e a )
、
数码相机 ( C a n o n )

、
千分之

一电子天平 ( Ya m at oz )
、
超净 1 :作台

、
高速离心机

、
恒温水浴箱

、
PH S

一

3 c 型精密 p H 计
、
K Q

一

50 0

型超声波清洗器
、
全 自动压力蒸汽消毒锅

、
恒温台

。

L Z 实验方法

1
.

2
.

1 溶液的配制

l ) 双抗储存液 ( 储存液浓度 s x xo 4 一u /m 一青霉素 + 一x l o � l u zm l 链霉素 ) :

青霉素 ( s x 一。� xu )

和链霉素 ( l x 一0 6 l u ) 各一瓶
�
溶于 1om l 的 M i zl i

一

Q 超纯水
�
过滤除菌

�
分装后 4℃保存

。

2 ) M EM 细胞培养基
: M EM 粉末 0

.

9 59
�

N a H e o 3 0
.

2 2 9
�
双抗储存液 o

.

l m l
�

一oom l M i l l i
一

Q

超纯水定容
�

pH 7. 0一7. 2
�
过滤除菌

�
4 ℃保存

。
使用时按 10 %浓度添加 FB s

。

3 ) 无钙镁磷酸盐溶液 ( PB S ) : K C I 0 0 29
�
K H ZPO 4 0

.

0 2 9
�
N a C I 0

.

89
�
N a ZH P o 4

·

12H Zo o
.

2 8 sg
�

l oom l M i l l i
一

Q 超纯水定容
�

pH 7
.

0一7
.

2
�
高压灭菌

�
4 oC 保存

。

4 ) 0
.

O I M 磷酸盐缓冲液 ( P B S ) 的配置

川 0. 2M 磷酸盐储存缓冲液
:



A 液 o
.

ZM N aH Zp O 4 : 3 1
.

2g N aH Zp O 4
·

ZH ZO
�
加蒸馏水溶解后定容至 l oO0m l ;

B 液 o
.

ZM N 御H pq
: 7 1

.

6 32g N 御H p O 4
·

12H 2O
�
加蒸馏水溶解后定容至 l 000m l ;

e 液 o ZM PH 7
.

4 的磷酸盐储存液
: 一gm l A 液加 s l m一B 液

�
调整其 pH 值为 7

.

4
。

( 2 ) 0
.

0一M 磷酸盐缓冲液 ( PB S ) :
上述 o ZM pH 7

.

4 的磷酸盐储存液 som l
�
加 8

.

09 N a C I
�

加蒸馏水定容至 10 00m l
。

5) 胰蛋白酶尼D TA 消化液
:

M EM 粉末 0. 959
�
胰蛋白酶 0

.

259
�

E D TA .N a : 0
.

029
�
葡萄糖

0
.

19
�

B SA o
.

o s g
�
双抗储存液 o

.

l m l
�
M i l l i

一

Q 超纯水定容至 zo om l
�
过滤除菌

�
分装

一

Zo oC

保存
。

6) 细胞冻存液
: M EM 粉末 0 .4 7 59

�
双抗储存液 0. sml

�
M illi

一

Q 超纯水定容至 s oml
。

过滤

除菌后添加 14
.

2 5m l FB S 和 7
.

13 m l n M SO
�
4 ℃保存

。

7 ) 4%多聚甲醛固定液
: N a H Zp O 4

·

Z H Zo 16
�

8 89
�
N a O H 3

.

869
�
多聚 甲醛 409

�
蒸馏水 800 m l

�

调节 pH 值 7
.

4
�
加蒸馏水定容至 l 000m l

。

s ) o 5M T r i s
一

H C I 贮存液 ( T B ) ( pH 7
.

4 ) ; T r、5 6 0
.

57 9
�
蒸馏水 80Om l

�
浓盐酸调整调 pH 值

7
.

4 后定容至 100 0m l
�

4 aC 储存
。

9 ) o A B 显色液的配制
: D A B l m g

�
o o 5M T B Zm l

�
30% H ZO : 2林l

。

10 ) 苏木精染料的配制
:

苏木精 29
�
无水乙醇 l oo rn l

�
冰醋酸 10m l

�

KA I ( 5 0 4 ) 2
·

12H 2O 5
.

5 19
�

甘油 100 ml
�
蒸馏水 100 ml

�
摇匀室温下放置两周以上

。

11) 其它溶液的配制见第三章
。

动物饲养

动物房内设置光周期 8: 00 一20 :00
�
暗周期 20 :0 0一8 :00

。
饲养温度为 20 砚5℃ 。

白由采食与饮

21.2.态

1
.

2. 3 雌鼠超数排卵

选择发情间期的昆明雌鼠腹腔注射 PM SG
�

SIU /只 ; 46 h 后再按照 sl U/ 只的剂量腹腔注射

hC G ( 发情周期的鉴定见第三章 )
。
超排雌鼠在注射 h CG 后立即与种公鼠合笼 ( 雌鼠:雄鼠=1 : 】) 。

次日上午 8 :oo 检查阴栓
�
见栓当天为第一大 ( D I )

。

2
.

4 小鼠子宫上皮细胞的分离和原代培养

l) 颈部脱臼法处死妊娠 D Z 天的孕鼠
�
在无菌条件下摘取小鼠的子宫 ;

2 ) 在超净
_

L 作台上将子宫组织在无钙镁的 PB S 中洗去血块和勃液
�
在 6 倍的解剖镜下

用眼科剪去除组织周围的脂肪块和血管 ;

3) 在解剖镜下沿子宫腔将其纵向切开
�
内膜面朝上展平与培养皿中

。
加入消化液

�
37

“
C

消化 3 0m i n
�
每隔 s rn i n 小心晃动平皿一次 ;

4) 消化结束后轻轻吹打组织块
�
挑出大块组织

�
按 ]0 %的浓度加入 FB S 终

_

l上消化
�
将

消化液转移至含 I Oml PB S 的离心管中静置 10 m in ;

5) 弃去上层 2 /3 液
� 一

卜层液 500 9 离心 1om in ; 离心结束后弃去上清液
�
用培养液重新

恳浮细胞
�

5 0 09 离心 l om in
。

重复此操作清洗细胞两遍 ;



检查细胞悬液中细胞密度
�
并将其密度调整到 5 拭 1护个细胞/m1 ;

以 o
.

sm l/孔将细胞接种于 24 孔培养板中
�
置入 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%CO : 的培养箱

中培养 ;

第二天下午小心吸去旧培养液
�
加入 0. sml 的新鲜培养液

�
放入 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%C O : 的培养箱中继续培养
。

以后每隔 2 天换一次液
。

、、z、./、J尹
67
�

R

1
.

2
.

5

1
.

2
.

6

1
.

2
.

7

细胞的冷冻保存

l) 在接种后第 5 天
�
细胞已完全生长汇合

。
弃掉旧的培养基

�
用无钙镁的 PB S 轻缓漂

洗细胞 2 次
�
尽量洗去残余血清 ;

2) 加入胰蛋白酶甩D TA 消化液
�
立即放在倒置镜 卜观察

。

待到细胞开始变为圆形
�
在

没有漂起时弃去消化液
�
并立即加入 l ml 的培养液终止消化 ;

3) 用枪头轻轻吹打贴壁的细胞
�
将悬液收集于离心管中

�
50鲍 离心 l om in ;

4) 弃去上清液
�
加入 4℃预冷的细胞冻存液

�
并将细胞的密度调整为 sx l O6 /m] ;

5 ) 每冻存管分装 l m l
�
盖好

�
并做好标签

。

6 ) 先将冻存管置入 4
O

C 的普通冰箱
�
放置 40 m in ;

7)
一

2 0℃放置 2h ; 然后放入
一

80 ℃ 卜过夜 ;

8) 次日将冻存管投入液氮 长期保存 ;

9 ) 最后做好冻存记录
。

细胞的复苏

l) 调配 3 7一40 ℃的温水 ;

2) 从液氮中取出冻存管
�
立即投入温水中并快速的晃动

�
使细胞在 l 一Zm in 内完成复温

过程 ;

3) 将细胞的冻存液移入离心管
�
加入约 sml 的培养基

�
并用枪头混匀 ;

4) 将细胞悬液以 500 9 离心 1om in
�
弃去上清液 ;

5) 加入适量细胞培养液使细胞达到需求的密度
�
轻轻吹打使细胞棍匀 ;

6) 将细胞悬液接种于培养板
�
放入 C O : 的培养箱中进行培养

。

上皮细胞角蛋白的免疫染色

l) 子宫上皮细胞接种于多聚赖氨酸包被的盖玻片上
�
放入 CO : 的培养箱中进行培养 ;

2 ) 待细胞单层形成以后取出盖玻片
�
用预冷的 PB S 漂洗 2 次 ;

3) 在含有 4%多聚甲醛的 PB S 液中室温下固定 30m in ;

4 ) 用含 3%的 H Zo Z 的 PB s 在室温 卜封闭 3om in ;

5) 取出盖玻片在 PB S 中洗 3 次
�
每次 5而 n �

擦去边缘多余水分 ;

6) 添加 10%的正常羊血清
�
室温 卜在湿盒内放置 40 m in ;

7 ) 轻轻甩掉血清
�
添加一抗工作液

�
置于湿盒内 4℃孵育过夜 ;

8) 次 日将盖玻片在 PB S 中漂洗 3 次
�
每次 sm in

�

擦干边缘水分 ;

9) 加稀释好的生物素标记的羊抗兔的 Ig G ( GA R
一

B
�

1:1 50)
�
放于湿盒内室温孵育 2h ;



10 )

11 )

将盖玻片在 PB S 中漂洗 3 次
�
每次 sm in

�
擦干边缘水分 ;

加稀释好的辣根过氧化物酶标记的链酶亲和素 ( SP
一

HRP
�

卜200)
�
放于湿盒内室温

孵育 Zh ;

将盖玻片在 P B S 中漂洗 3 次
�
每次 smi n �

擦干边缘水分 ;

加入 D A B 显色液
�
显微镜下控制显色的强度 ;

苏木精染液进行复染
�

10 Sec 后
�
于 自来水中漂洗 sm in ;

30 %
、

50%
、
70 %

、
95 %

、
100 %的梯度酒精脱水

�
二甲苯透明后中性树胶封片

。

、�了、少、�尹、�/勺白�J4咤」
一

且
一..1一

且
Jl..

1
.

2
.

8 小 鼠体外受精

l) 公鼠的准备

10 周龄的 K M 种公鼠每隔 3一4 天交配一次
。

选取具有生殖能力的种公鼠
�
在处死取精子前

三大停 止进行交配
。

2) 体外受精 ( 见第三章 )

1
.

2
.

9 胚胎培养和胚胎的体细胞共培养

接种于 % 孔板的子宫上皮细胞培养 2 天后
�
细胞单层开始形成

�
细胞已经长至培养孔面

积的 80 %
。
在进行共培养前 2h 弃去旧培养基

�
用含 0

.

4% B SA 的 m K SOM 培养基润洗细胞两

次
�
加入新鲜 m K SOM 培养基

。
同时在没有上皮细胞单层的培养孔中也同样加入新鲜 m K SO M

培养基
�
将培养板置于 C O : 培养箱培养预热 2h

。
胚胎共培养时

�
将受精卵随机放入各培养孔中

�

每孔放入 15一20 个胚胎
。
置入 37 ℃ 、

95 %湿度
、

5%C o : 的培养箱中培养
。
每隔 36 h

�
每个培养

板孔更换为相应的新鲜培养基
。
每日取出培养板在倒置显微镜 卜观察胚胎的发育情况

�
并记录

拍照
。

2
.

10 囊胚期胚胎细胞核染色 ( 见第二章 )

2
.

11 数据处理

每组实验重复 4一6 次
�
结果用 t 检验统计进行分析

�
P < 0. 05 为差异有显著性

。

2 试验设计

2
.

1 实验一
:

小鼠子宫上皮细胞单层的建立

取妊娠 D Z 天孕鼠的子宫
�
采用胰酶消化法分离细胞

。
体外条件 卜生 长 3一4 大即可形成细

胞单层
。

为了进一步鉴定单层中上皮细胞的纯度
�
对上皮细胞特异的细胞角蛋白进行免疫细胞

化学染色
�
苏木精复染后统计单层中上皮细胞的纯度

。
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2. 2 实验二
:

小鼠胚胎体细胞与胚胎共培养

冷冻复苏后的上皮细胞在接种一天后
�
大约 80%的细胞 己经生 长汇合成单层

。

在进行胚胎

共培养前 2h 弃去旧培养基
�
用胚胎培养液润洗细胞单层 2 次

�
再加入新鲜胚胎培养液

。
同时在

不含单层细胞的培养孔中也加入同样的培养液
�
以此作为对照

。
培养时每孔放入 15一20 个胚胎

。

统计不同阶段胚胎卵裂率和囊胚期胚胎总细胞数
�
并拍照

。

3 实验结果

3
.

1 小鼠子宫上皮细胞单层的建立

取妊娠 D Z 天孕 鼠的子宫
�
采用胰酶消化法对上皮细胞进行分离

�
体外培养后形成子宫上

皮细胞单层 ( 图 4
一
l )

。
通过光镜

�
我们对上皮细胞的形态进行了观察

。

胰酶消化后的子宫内膜

上皮细胞呈团块状或葡萄状
�
接种 24h 后仍有部分漂浮

。
3 天后细胞成团生长

�
排列紧密

�
细

胞生 长至培养孔的 80 %左右
。
单个的上皮细胞呈蟒蚌状

。
生 长至第 5一6 犬后铺满培养板底

�
此

时上皮细胞已经失去细胞形态
�
细胞完全汇合为单层

。

3
.

2 子宫内膜上皮细胞单层的细胞角蛋白的免疫染色

为了进一步鉴定细胞单层中上皮细胞的纯度
�
采用上皮细胞特异的细胞角蛋自抗体对细胞

单层进行免疫细胞化学染色
。
染色结果表明

:

细胞角蛋自存在于细胞质
�

阳性染色为棕色
�
主

要分布在胞质区域
。
为了进一步统计阳性率

�
免疫染色后对细胞用苏木精进行复染

。
细胞核在

复染后呈现为兰色 ( 图 4
一

2 )
。
显微镜下随机选择 6 个不同的区域 ( x ZOO )

�
数出单位面积内细

胞总数和细胞角蛋 白免疫染色阳性细胞数
。
统计结果表明

�
细胞单层中上皮细胞纯度为 92

.

6

( 士0
.

8 ) %
。

3
.

3 小鼠子宫内膜上皮细胞与胚胎共培养

体外受精后小鼠胚胎分别采用了两种培养体系进行体外培养
�
不同阶段的胚胎发育情况和

囊胚期胚胎总细胞数如表 4
一

1 所示
。
结果表明共培养体系中小鼠胚胎的桑棋胚率和囊胚率分别

为 71
.

3%和 50
.

0%
�

明显高于单一培养体系相应阶段的胚胎卵裂率 ( 61
.

2%和 39
.

7%
�

P < 0
.

05 )
。

胚胎共培养体系中囊胚期胚胎总细胞数明显高于单一培养体系的结果 (尸< 0
.

05 )
。
囊胚期的胚胎

继续进行 48h 培养后
�
胚胎的体细胞共培养体系和单独培养体系中囊胚的孵化率分别为 34

.

8%

和1 2 4
.

3%
�
两组之间差异显著 (尸< 0

.

05 )
。
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图 本 l 体外培养的小鼠子宫上皮细胞

(a) 消化分离得到的细胞团块 : 伪) 生长至第 3 天的细胞单层 ; (c) 生长至第 4 天的细胞单层 ;

(d) 生长至第 6 天的细胞单层

价召
.

4- 1 M O理沈 u 比侧口e
甲thc li 目 ce ll 《UEc) cul t田团 in vi 如

(a) 印i吐姆 Iial p 】a q临 dis l司g曰 丘加�
阮

c 以幻庄哈州uIn 二 (b) Th e

mo nol ay留 。f UE C 司tUr 日 3 da y s in 朽肋;

(c) 几e n 鱿邃幻 l a夕er of UE C Oult ur 曰 4 da邓 m �i如 ; (d ) Th e 口。〔o l ay e r of t」EC c ul tur 目 6 山卿s in vi 加

图 今2 小鼠子宫上皮细胞单层的细胞角蛋白免疫染色

( a) 细胞单层的细胞角蛋白免疫染色 : 棕色为细胞角蛋白免疫染色阳性区域 : 兰色为细胞核复染结果 ;

( b ) 细胞单层用 PB S 代替一抗免疫染色 (对照 )
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钊汕 pha pha t e 七 u 压洲目 列毗 ( 加血。l )

图 奉3 胚胎共培养发育至不同时期的小鼠胚胎

(a) 2 细胞 : ) ) 4 细胞 : (c) 8 细胞 : (d ) 桑桩胚 : (e) 囊胚 : 山 孵化囊胚

Fi g
.

今3 D iffe 代 n t Sta ges of m o . s o cm btyo coc ul t u r日 in vi 加

( a ) 2一l l st a ge ; (b ) 月戒泥11 s ta ge ; (c ) 8‘出11 s ta 朗
�
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表 今1 体细胞与胚胎共培养对胚胎体外发育的影响

Ta b
.

今1 E ffe e t o f e o e u 1t u re w i th s o m at i e c e 11 o n th e d e v e 1o Pm e n t o f e mb ry o i n v i t r o

培 养

体 系

受 精

卵 数

桑 堪 胚 囊 胚 孵化胚胎

(M 土SEM )o/0 (N 士SEM ) (n ) (M 士SEM ) %

�了�J64
︸..且1..且

共培养

单一培养

2 细胞 4 细胞

(M 士SEM ) % (M 土SEM ) %

(86 3 士2
.

3 )
a

(782 士3
.

1)
a

(83
.

4士3 0 )
a

(74
.

1士3
.

2 )
a

(M 士SEM ) %

(7 1
.

3士2乡)
a

(6 1 2土2
.

2 )b

(50
.

沮3
.

0 )
a

(3 9
.

7士3
.

2 )b

(4 4
.

1士2
.

7 )
a

(2 1)

(3 5
.

6士2
.

4 )b(24 )

(3 4
.

8土3
.

2 )
a

(2 4
.

3士3
.

6 )b

“ *��为囊胚期胚胎总细胞数 ; 各纵行的结果相比较
�
不同字母间表示差异有显著性 ( P< 让05)

“ * ” T h e tot a l e e l l n u m be r o f b las t o c 乡s t ; C o l u m n s m a r k e d w l t h d一价代 n t l e tt e r s hav e d 一ffe r e n e e (P< 0 刀5 )

4 讨论

在本实验中
�
我们对小鼠子宫上皮细胞进行分离培养

�
建立了上皮细胞单层

。

对所形成的

细胞单层进行纯度鉴定
�
结果表明细胞单层上皮细胞的纯度为 92

.

6 ( 士0
.

8) %
。
采用上皮细胞

和体外受精后的小鼠胚胎进行共培养
�
桑棋胚率

、
囊胚率及孵化率显著高于单一培养 ( 71

.

3%

对 61
.

2%
�

50 3 %对 39
.

7%
�
34

.

8%对 24
.

3%
�

p <0 .0 5 )
。

同时囊胚期胚胎细胞数由 35 .6 提高到

44
.

1 ( p < 0
.

0 5 )
。
通过本实验

�
我们掌握了建立小鼠子宫上皮细胞单层的方法 ; 对体外受精的小

鼠胚胎进行共培养
�

明显促进了胚胎体外发育
。

胚胎共培养是将体细胞作为营养细胞与胚胎共同培养
�

目前己经成为一种有效的胚胎体外

培养途径
。
早在上个世纪 6 0 年代

�
有人用小鼠输卵管对其胚胎进行体外培养获得成功以来

�
胚

胎共培养就受到人们的关注
�
但其发展速度仍然很慢 ( Bi gge rs et al

. �
1962 )

。
现在已有很多关于

胚胎共培养的成功报道
�
这些报道中以采用生殖道细胞取得的效果最好 ( C a m eg ie

�
el al.

�
1999 ;

Ye un g
� 。t a l

. �
200 2)

。
子宫是早期胚胎发育的场所

�
且取材容易

�
所以子宫内膜细胞是首选的共

培养细胞类型
。
也有人尝试对不同类型的体细胞与胚胎共培养的结果进行比较

�
结果表明采用

子宫内膜细胞与胚胎共培养
�
囊胚的形成率和孵化率最高 ( D es ai 。1 al

. �
1994 )

。
因此本实验选

取的共培养细胞为妊娠小鼠的子宫上皮细胞
。
子宫内膜细胞的培养用于妇产科学

、
生殖医学等

多种研究领域
�
可以避开子宫内膜不同成分对刺激反应的不一致

�
以及人体实验和动物模型进

行研究所带来的伦理学问题
。

因此子宫内膜上皮细胞的体外培养具有很重要的意义
。

目前对细

胞的分离和培养己有很多相关报道
�
但是各种方法的复杂程度不一 ( M a n h e w s 。t al

. �
1992 ;

We g n e r e l a l
. �

199 2 : C a i e t a l
. �
2 000 )

。
本实验参考 we g n e : 不[1 e a i 等人的方法

�
对小鼠子宫上皮细

胞进行分离培养
�
体外培养 3 天后细胞单层开始形成

�
且细胞单层中上皮细胞的纯度可以达到

92
.

6%
。

为了优化小鼠胚胎体外培养体系
�
我们将小鼠胚胎与子宫上皮细胞进行共培养

。
胚胎共培

养体系中 71
.

3%的受精卵发育到桑棋胚
�
50 %的发育到囊胚期

�
囊胚的孵化率为 34

.

8%
。
而对照

组中只有 61 2%发育至桑桩胚
�
39

.

7%发育到囊胚期
�
囊胚的孵化率仅为 24

.

3%
。
胚胎细胞数虽

不能直接反映胚胎的发育能力
�
但能够间接反映胚胎体外培养条件和培养环境的好坏

�
并得到
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广泛的应用 ( Jon e s � 2 000 )
。
我们 比较了共培养对囊胚期胚胎总细胞数的影响

�
结果表明胚胎共

培养体系中囊胚期胚胎的总细胞数明显高于单一培养体系
。

目前已有很多关于胚胎共培养的研究
�
但作用的机制仍然还不完全清楚

。
胚胎共培养作用

的可能机制主要有三种
:
第一

�
胚胎共培养体系中体细胞可以分泌一些对早期胚胎发育有利的

物质
。
其中研究较多的是一些生长因子和糖蛋白

。
用于胚胎共培养的非洲绿猴肾细胞

、
输卵管

和子宫内膜上皮细胞能够分泌一些特殊的物质
�

已分离出来的因子有
:

白细胞介素
一

1
�

2
�

6
、

胰岛素生 长因子
、

自血病抑制因子
、
表皮生 长因子

、
转化生 长因子等

。
这些因子都能促进哺乳

动物胚胎生 长发育 (J ay of et al.
�
1995 )

。
最近

�
有科学家从人输卵管细胞条件培养液中提取出三

种高分子量糖蛋白
�

同时发现它们能够促进小鼠胚胎的对体外发育 ( Li u 。t al
. �

1995 ; Li u 。t a 八

19 9 8 )
。
第二

�
通过体细胞来消除胚胎培养过程中一些不利因素

�
从而促进早期培养发育

。
其中

包括鳌和重金属离子
�
代谢掉胚胎发育的抑制物如次黄嘿吟等

。
牛输卵管上皮细胞能够合成一

些抗氧化酶使自由基发生代谢变化
�
提高胚胎发育 ( H a rv ey et al

. �
1995 )

。
牛磺酸具有抗氧化作

用
�
它可以促进早期胚胎发育 ( D e v r e k e : 。r a z

. �
19 9 9 ; o u m o u l i n e t a z

. �
199 2 )

。
而体外培养的上皮

细胞可以分泌这种氨基酸 ( O uh ibi 。t al.
�
1990 )

。

第三
�
体细胞可能通过与胚胎的接触促进胚胎

发育
。
胚胎与体细胞发生接触的共培养体系

�
明显促进了胚胎体外发育 ( Joo 。t al.

�
200 1 )

。
但

目前义有研究表明
�
体细胞与胚胎不发生接触也能促进胚胎体外发育 ( R eh m an 。t al

. �
1994 )

。

所以这种调节方式还没有得到一致的认可
。

通过本实验
�
我们掌握了小鼠子宫上皮细胞单层的建立方法

�
建立了小鼠胚胎体外共培养

模型
�

为以后进一步研究哺乳动物胚胎体外发育奠定了基础
。



第五章 雌激素对早期胚胎发育的影响

摘要
:

本实验采用 R f- PC R 和免疫细胞化学方法对 ER a 在小鼠早期胚胎的表达进行了系统研究
。

RT- PCR 研究结果表明
�
不同时期的小鼠胚胎都有 E R a m R N A 的表达

。
2 细胞期 E R a m RN A 表

达水平明显低于 1 细胞期 (尸< 0
.

05 )
�
但 4 细胞期其表达水平开始回升

�
并在囊胚期达到最大

。

免疫细胞化学结果表明
�

8 细胞期以后的小鼠胚胎都有 E R a 表达
。
此外观察了雌激素对小鼠早

期胚胎体外发育的影响
。
结果显示

�
共培养体系中 s o pg/ 1l l l 的 1邓一雌二醇可以显著提高囊胚

率
、
孵化率以及囊胚总细胞数 ( p < 0. 05 )

�
然而在单一培养体系中

�
这种差异并不显著 (P> 0. 05 )

。

本实验的结果表明
�
早期的小鼠胚胎就有 E R a 表达

�
这提示雌激素对胚胎发育的调节需要上皮

细胞的参与
。

关键词 :
小鼠胚胎

�
雌激素受体 a �

子宫上皮细胞
�
胚胎共培养

哺乳动物早期胚胎发育是一个复杂而义精密的过程
�
可能受到下 氏脑一垂体一卵巢性腺轴

激素的直接或间接调控
。
妊娠动物如果缺少这些激素

�
将会影响胚胎正常发育和妊娠 ( Fr an ci sco

e t a z
. �

2999 : P at s o u l a 。t a z
. �
20 0 一; s比 in e 。1 a z

. �
200 1 )

。

尤其是卵巢分泌的雌激素
�
为母体生殖道

的周期性变化和妊娠过程所必需 (Ta n 。1 al
. �

1999 ; M a et al
. �
2 003 )

。
很多研究表明

�
妊娠动物缺

乏雌激素则会表现为胚胎进入子宫的延迟
、
胚胎在子宫受到排斥和发育阻断 ( wu

。f al.
�
197 1 )

。

因此雌激素在早期胚胎发育过程中的作用及其机制的研究受到人们 )
’ 一

泛的关注
。

尽管早期的研究就表明雌激素在早期胚胎发育中具有重要作用
�
然而这些激素究竞是直接

作用于胚胎
�
还是通过母体间接作用于胚胎并不清楚

。
雌激素必须通过其受体才能起作用

�
因

而进一步研究 E R 在早期胚胎的表达对深入认识雌激素在胚胎发育过程中的作用显得格外重

要
。
己有的研究表明小鼠早期胚胎就有 E R a m洲A 的表达 ( H o u e t a l

. �
199 3 : H i s a h ik o e t a l

·�
199 9 :

w u 。t al.
�
1992)

�
但到 目前为

_

L上还没有人对植入前小鼠胚胎 ER 蛋白的表达进行系统报道
。

本实验采用 RT- PCR 和免疫细胞化学方法首先对植入前小鼠胚胎 E R a 的表达进行系统研

究
�
然后运用胚胎共培养模型进一步研究雌激素对小鼠胚胎体外发育的影响

。



甲 拜
‘
农欢 人学该 !

_ 」

学位论 义 第 红芍 珍激
_

奈众 旱明然教发青的形响

1 材料与方法

L l 动物与试剂

.

1 实验动物 ( 见第四章 )

1
.

1
.

2 主要试剂

鼠抗人雌激素受体 a ( ER a )单克隆抗体( N o v a e a s t r a �
U K ) ; 生物素标记羊抗鼠 l gG ( GA M

一

B
�

Z ym ed
�
u SA )

、
辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素 ( Z ym ed

�
U SA ) ; 3

一

3
’一
二氨基联苯胺 ( D A B�

S i gm a �
U SA ) 和 17p

一

雌二醇 ( S ig m a �
U SA ) ; Ig e Pa l ( Sigm a �

U SA ) ; D T T ( ICN
�
U SA ) ; dN T p

( 天为时代 ) ; RN A 酶抑制剂 (天为时代 ) ; D EPC ( 赛百盛 ) ; D N A 聚合酶 ( 天为时代 ) ; M
一

M l万

反转录酶 ( p r o m e g a. U s A ) ; 0 119 0 (d T ) �5 ( P r o m e g a �
u s A ) ; 其它试剂同第四章

。

1
.

1
.

3 仪器设备

梯度Pe R仪 ( B i o
一

R a d ) ; 电泳仪 ( B io
一

R a d ) ; 低速离心机 ( e p p e n do rf ) ; 微波炉 ; D K
一

8 0 电

热恒温水槽 ; 制冰机 ; 其它设备同第四章
。

1
.

2 实验方法

1 2
.

1 溶液的配制

1) 0. SM EDTA 储存液 ( pH S. 0)
:

称取 EDTA 18
.

6g
�
加热溶解于 85 ml 双蒸水

�
容量瓶中定

容至 10om l
�

N a O H 调节溶液的 pH 值为 8 0
�

4 oc 保存
。

2 ) s o x

TA E 存储液
: 2 4

.

29肠15 溶于 7om l 双蒸水
�
添加 一om l o

.

SM ED TA 不11 5
.

7 2 m l 的冰醋酸
�

定容至 I O0m l
�

4 oC 保存
。

3) 0. 8%琼脂糖胶的配制
: 0. 49 的琼脂糖溶于 50 ml 的 lx TA E 缓冲液

�
微波炉煮 3一4 分钟

�

冷却至 80 ℃ �
加入 E B 3川 混匀进一步冷却后即可制胶

。

4 ) 无钙镁的 p B S 溶液 ( 0
.

5% B SA ) : K C I 0
.

0 2 9
�

K H ZpO 4 0
.

0 2 9
�

N a C I 0
.

89
�

N a ZH p O 4
·

12H 2O

0
.

2 889
�

l oom l M i l l i
一

Q 超纯水定容
�

pH 7
.

0一7
.

2
�
高压灭菌

�
4 oC 保存

。
使用时取出 l om l

加入 0. 059 B SA
�
过滤灭菌备用

。

5) o
.

I M DTT 储存液
:
称取 0. 3 8 569 的 D T T 溶于 25 ml 双蒸水中

�
混匀后

一

20 ℃保存
。

6 ) 细胞裂解液
:

取 o
.

sm l 的 一g e p a l
�

s m z o
.

I M 的 o T T 于 9 4
.

2m x 的双蒸水中
�
水浴 60 0C 助其

融化
�
使用前按 l u 单l 的量加入 R N A s i n

。

2. 2 动物饲养和处理 ( 见第四章 )

.

2. 3 小鼠子宫内膜上皮细胞的分离和培养 (见第四章 )
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1
.

2. 4 上皮细胞角蛋白的免疫染色 ( 见第四章 )

1
.

2. 5 2 细胞胚胎的收集

注射 hC G 40h 后的小鼠颈部脱臼处死
�
无菌条件下迅速取下左右两侧得输卵管

�
在解剖镜

下用尖头镊子将输卵管撕碎
�
收集到的 2 细胞胚胎在 m FH M 液中洗 3 遍后 即可进行早期培养

。

1
.

2. 6 胚胎培养

接种到 9 6 孔板的子宫上皮细胞培养 2 天后
�
细胞单层开始形成

�
细胞已经 长至培养孔面积

的 80 %
。
在进行培养前 2h 弃去培养基

�
用含 仪4%B SA 的无酚红 m K SOM 培养基润洗细胞两次

�

加入新鲜 m K SOM 或不同浓度 1邓一雌二醇 m K s o M 培养基
。
同时在没有上皮细胞单层的培养

孔中也同样加入新鲜 m K So M 或不同浓度 1邓一雌二醇 m K s o M 培养基
�
将培养板置于 c o : 培

养箱培养预热 2h
。
胚胎共培养时

�
将获取得 2 细胞胚胎随机放入各个培养孔中

�
每孔放入 2 0一30

个胚胎
。
在 3 7℃ �

5% c o : 的培养箱中培养
。
每隔 36h

�
每个培养孔更换相应的新鲜培养基

。
每

日取出培养板用倒置显微镜观察胚胎的发育情况
�
并记录拍照

。

1 2. 7 囊胚期胚胎细胞染色计数 ( 见第三章 )

1
.

2. 8 R下PC R 检测胚胎 ER a m R N A 的表达

1
.

2. 8
.

1 不同发育时期小鼠胚胎的收集

在注射 hC G 20h 后
�
处死合笼后有栓的雌 鼠

�
取 l 细胞的小鼠胚胎

�
部分直接收集

�
其余

在体外继续培养
。
分别在体外培养 24h

、
36 h

、
48h

、
72h

、
9 6 h 后选取不同时期形态好的胚胎

�

用含 0
.

5% B SA 的无钙镁 PB S 液洗涤胚胎两次后
�
收集于 5川的细胞裂解液中

�
侮个样品含 30 一35

枚相同时期的胚胎
。

样品快速置入液氮
�
然后置于

一

80 ℃的超低温冰箱冷冻保存
。

1 2. 8. 2 c D N A 模板的合成

( l ) 反应前取出样品
�
置于冰上使之解冻融解

。
加入 1

.

0抖l 的 0 119 0 (dT ) 15
�
70 0C 水浴 sm i n ;

( 2) 反应结束后
�
冰上放置 3m in

。

加入 18 .0 川反转录成分
�
在该体系中加入 1

.

0川 M
一

M Lv
反转录酶

�
对照管中不加 M

一

M LV 反转录酶
。
混匀

�
42 ℃水浴反应 60 m in

。
反转录产

物保存于
一

20 ℃备用或立即 PC R 扩增
。

反转录成分
:

R l
�

b u 月乞r ( S X )

dN T P

RN A s l n

灭菌的 D E PC 水

5 0林l

2
.

0林l

1
.

0林l

_ _

_ _
_ _ _ 一

10
·

0川
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( l )

( 2 )

c D N A 的扩增

引物设计

E R a 引物
:

总 长度为 4 7 8b p

S e n s e : 5
’
> G G A G A T T C T G户月

�

G A T TGG T C T < 3
’

A n t i s e n s e : 5
’
> C A T C T CCA G G A G C A GG T C A T < 3

‘

p
一a c t i n 引物

:

总长度为 56 9 bp

S e n s e : 5
’
> A T G A GG T A G T C T G T CA GG T < 3

‘

A n t i s e n s e : 5
’
> A T G G A T G A C G A T A T CGC T < 3

’

反应体系

在 0. 25m l 的离心管中分别加入以下组分
:

H ZO ] 1
.

5林I

dN T P 3
.

0料l

PC R b u ffe r ( 1OX ) 2
.

5林l

p r im e r l用r im e r 2 1
.

0林l / 1
.

0林l

Ta g p o ly m e r as e 1
.

0林l

一三旦塑生丝返 5. 0闪

止坐匕一—-
一 _

一川川 “ .. ” ” l. “ “ “ . 川 “ “ “ 川二川

黑杰9麒
“ .I

( 3) 反应条件

p
一a c t i n 反应条件

:

94℃ �
sm l n

告
94 oC

�
5 0 s e e ; 54℃ ( 降低 0

.

6 oC / 循环 )
�

2 5 s e c ; 72 OC
�

3 0 s e c 做 10 个循环

去
9 4 oC

�
50 s e e ; 4 8 oC

�
2 5 s e e ; 72 oC

�
30 s e e 做 3 0 个循环

今
72 ℃ �

10m l n

告
4℃

E R a 反应条件
:

94℃ �
sm in

去
94 oC

�
50 s e c ; 5 9 oC ( 降低 0

.

s oC / 循环 )
�

2 5 s e c ; 72 oC
�

3 0 s e e 做 10 个循环

去
94 oC

�
5 0 s e e ; 5 l oC

�
2 5 s e e ; 72 oC

�
3 0 s e c 做 3 5 个循环

10m i n

|上V
月

l幸
�

、
弓C℃4o(勺‘勺z

3 7
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.

2
.

8
.

4 琼脂糖凝胶电泳

琼脂糖凝胶的浓度为 0. 8%
�

电压为 80 V
�

电流为 100 m A
�
每孔上样量为 6川

。

:2 9 胚胎的免疫细胞化学染色

( 1) 收集不同发育阶段的新鲜胚胎
�
预冷 PB S 中洗 3 遍

�
每遍 sm in ;

( 2 ) 胚胎转移至经 A PE S 处理过的载玻片
�
室温 下干燥 5一 10m in ;

(3 ) 4%的多聚甲醛
�
室温下湿盒内固定 30 m in ;

( 4) 固定好的胚胎依次经过 30 %
、

50 %
、
70 %

、
95 %和 100 %的酒精脱水

�
每一个梯度放

3一sm i n ;

( 5) 胚胎脱水后置入
一

80 ℃ �
冷冻过夜 ;

(6 ) 冷冻 4 8h 后取出胚胎
�
室温

一 「解冻 ;

( 7) 依次通过 】00 %
、

95 %
、
70 %

、

50 %和 30 %的梯度酒精水化 ;

( 8 ) 含 0
.

2% T r i t o n X
一
] 0 0 的 PB S 穿孔 ZOm i n ;

( 9 ) 封闭液 ( 0
.

2% T r i t o n X
一

100
、

10%正常羊血清的 PB S ) 中室温下湿盒内封闭 Zh ;

( 10 ) 将 E R a 一抗用 T B S 按 1 : 100 稀释
�
分别加在载玻片上

�
在 4℃下孵育过夜 ;

川 ) 用 o
.

o l M 的 pH 值为 7
.

4 的 p B S 洗 3 次
�
每次 s m i n ;

( 12) 用 P B S 对 G A M
一
B 作 300 倍稀释

�
加在切片上并在常温下育孵 2h

�
然后用 PB S 按

上述方法进行洗涤 ;

( 13 ) 用 PB S 对 SP
一

H即 作 300 倍稀释
�
加在切片上在常温下孵育 2h

�
再用上述方法进行

洗涤 ;

( 14 ) 用 o
.

o 5M 的 T B 配制 0
.

sm g/ m l 的 D A B
�
并按每毫升 o A B 溶液加入 2抖l 的 3 0%的

H ZO Z 。
配制好显色液加在玻片上显色 1一sm in

�
自来水终止显色 ;

( 15 ) 用 H o e c h s t 3334 2 染色液复染 sm i n
�

50%的甘油封片后镜检拍照
。

( 16) 对照组用封闭液替代单克隆 E R a 的抗体
�
其它染色步骤于同上

。

2 10 结果统计

每个实验组重复 4一6 次
�
用 Si gm aP lot 进行实验数据处理

。
数据用平均数 士 标准差 ( M 土

SEM ) 表示
�
采用 t 检验比较组间差异显著性

�
P < 0. 05 为差异有显著性

。

2 结果

2
.

1 小鼠胚胎 E R a m RN A 的表达

参考 o a n i e l s 等人报道的方法 ( D a n i e l s 。r a l
. �

1997 )
�
收集不同发育时期的小鼠胚胎

�
提取

RN A 进行 R不PC R
。

实验结果如图 5
一

l ( A ) 所示
�
植入前不同时期小鼠胚胎都有 E R a m R N A

的表达
。
以持家基因 p

一

ac t in 为内参
�
E R a m R N A 在不同时期胚胎中表达的相对水平如图 5

一

1 ( B )
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图 5 一1 早期小鼠胚胎 E R a mRN A 的表达
。

( A ) 早期小鼠胚胎总RN A 扩增 ER a 和 p
一

ac t in 后电泳结果
。

图中标注 M
、

l
、

2
、

3
、

4
、

5
、

6
、

7 分别为 D N A M ak e r 、
l 细胞

、
2 细胞

、
4 细胞

、
8 细胞

、
桑堪胚

、
囊胚期胚

胎 m RN A 反转录扩增后电泳结果
�

7 为囊胚期胚胎在反转录过程中不加反转录酶进行扩增作为阴性对照
。

( B )

ERa mRN A 在早期小鼠胚胎中表达的相对水平
�
纵坐标为 E R a 与 p

一

ac tin 电泳结果密度扫描比值 (% )
。 a 、

b
、

c 、
d 不同字母表示差异显著 (P< 0. OS )

。

F i g
.

5 一 1 E x Pre s s io n o f E R a mRN A s i n e ar l y m o u s e e m b ry o s
.

(A ) A gar o s e 一
g e l e l e c t ro Ph o re s i s o f PC R P r o d u e t

a m Pl i fi e d w i t h Pri m e r s ER a an d p
一

ac t i n fro m e ar l y m o u s e em b ry o s
.

L an e s are M
�
D N A m ar k e r : l

�
l

一e e l l em b ry o s : 2
�

2
一e e l l e mb ry o s : 3

�
4

一e e l l e m b ry o s : 4
�
8

·e e l l e mb ry o s : 5
�
m o ru l a e : 6

�
b l a s t o cy s t s : 7

� n e g a t i v e e o n t ro l o f b l as t o c y s t s (n o

M
一

M LV
r e v e r s e tran s e ri Pt a s e a dd i t io n d u r in g r e v e r s e t r a n s e r i Pt i o n )

.

(B ) T he re l a t i v e l e v e l (0/0) fo r ER a i n e a r ly m o u s e

em bry o s w a s d e t e rm i n e d as t h e r at io o f ER侧p
一a e t i n m e as u r e d by d e n s i t o m et ry. 几 b

� e �
d
�
d i ffe r e n t l e tt e r s de n o t e

s ign i fi ean t d i ffe r e n t rat i o s (P < 0
.

05 )
.
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所示
�

2 细胞期 E R a m RN A 表达水平明显低于 1 细胞期 ( P < 0
.

05 )
。

4 细胞时期 ER a m R N A 表

达开始回升
�
并在囊胚期 ER a m R N A 表达水平达到最大值

。

2. 2 E R a 蛋白在早期小鼠胚胎的表达

收集体外发育不同阶段的小鼠胚胎
�
根据 M iod r ag 等人报道的方法对胚胎进行免疫染色处

理 ( st oj kov ic et al.
�
2 003 )

。
不同发育阶段小鼠胚胎 ER a 免疫染色结果如图 5

一

2
。
结果表明

�
在

2 细胞和 4 细胞期的小鼠胚胎没有 ER a 蛋白的表达 ( 图 5
一

2
一

A
、

5
一

2
一

B 和 5
一

2
一

C
、

5
一

2
一

D )
�

8 细胞

期的胚胎开始有较弱的 ER a 蛋白的表达
�
表现为胚胎细胞核所在区域呈很弱的棕黄色 ( 图 5

一

2
一

E
、

5
一

2
一

F )
�
而与之相应的对照组确没有阳性结果 ( 图 5

一

2
一

G
、

5
一

2
一

H )
。
随着胚胎的继续发育

�
E R a

的表达会不断增强
�
表现为细胞核棕黄色颜色加深

。
囊胚期的小鼠胚胎细胞已经分化为两种不

同的细胞类型
�
但 E R a 阳性细胞均匀分布于整个的胚胎

�
E R a 并没有出现细胞类型特异性分布

( 图 5
一

2
一

M
、

5
一
2

一

N )
。

表 5 一1 17p一雌二醇在单一培养体系中对小鼠胚胎体外发育的影响

Ta b
.

5一
1 E ffe e t o f 17p

一
E s t r a d i o l o n th e e a r 1y d e v e l o Pm e n t o f m o u s e em b ry o i n m K SOM m e d i u m

17p一雌

二 醇

(Pg/n 11)

0 (对照 )

20

50

100

500

1000

2 细胞

胚胎数

4 细胞

百分数

桑堪胚

百分数

(M 士SEM )%

(89
·

7士2
.

5 )
a

(90
·

2士 1
.

6 )
a

(93
·

4士 1 7 )
a

(92 3士2
.

1)
a

(94
.

3士2
.

4 )
a

(9 1
.

5士一9 )
a

(M士SEM )%

(64士5 3 )b

(6 8士4
.

8 )b

(72巧
‘

6 )b

(73‘6
.

1)b

(7肚5
�

6 )b

(67士5 2 )b

囊

百分数

(M 士SEM )%

(4 8
.

处4
.

3 )
c

(4 7 4士2名)
c

(53
.

6士4
.

2 )
c

(53
.

2土5一 )
c

(55
�

4士6
.

3 )
c

(56 3 士6
.

9 )
c

胚

总细胞数

(M士SEM )(n )

孵化囊胚

(30 7士3
、

4 ) d (一7 )

(32 4 士2
.

3 ) d ( 19 )

(犯 9土2 7 ) d (2 一)

(3 5 4土3
.

2 ) d ( 16 )

(34
.

1士4 3 ) d ( 14 )

(3一2士3
�

3) d ( 17 )

百分数

~

叉叼胜旦互M孙
( 28 9土5

.

3 )
e

(2 1 4土4 一)
e

(2 4 2 土3
.

4 )
e

(2 5
.

1士5
.

0 )
e

( 19名士4
.

7 )
e

(23 5士4 4 )
e

6OU09�J�j�一︶�‘101nU古......且�...勺.眨勺...侣.且

luj 一歹9内不同的字母之间比较有显著差异
.

P < O刀5

C o 】u m n s m a rk e d w 一th d l ffe 爬n t l e t t e rs h a v e d 】1几 r e n e e ( P < 0刀5 )

2
.

3 雌激素对早期胚胎体外发育的影响

不同生理剂量的 1邓一雌二醇对小鼠胚胎发育的结果如表 5
一

l 和表 5
一

2
。
结果表明

�
不论是

在小鼠子宫上皮细胞共培养体系中
�
还是在单一养体系中不同生理剂量的 1邓一雌二醇对桑棋

胚以前的胚胎卵裂率没有显著的影响
。
而在胚胎与子宫上皮细胞共培养体系中

�
SOp留ml 的 1邓

一雌二醇可以显著提高囊胚发育率和囊胚的孵化率 ( 尸< 住05 )
�
同时囊胚期胚胎的总细胞数也会

明显增加 (尸< 0. 05 )
。
而在单一养体系中

�
不同生理剂量的 l 邓一雌二醇对囊胚发育率

、
孵化率

以及囊胚期胚胎总细胞数都没有显著的影响
。
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图 5- 2 小鼠胚胎 ERa 的免疫染色结果

A
、
C

、
E

、
1
、
M分别为 1细胞

、
4细胞

、
8细胞

、
桑堪胚

、
囊胚期胚胎ERa 免疫染色结果 ; B

、
D

、
F

、
J
、
N 分别为

A
、

C
、

E
、

I
、
M组采用H自贫hs t 333 42 对细胞核进行荧光染色的结果 ; G

、
K 、 0 分别为名细胞

、
桑椎胚

、
囊胚期

胚胎免疫染色的阴性对照 ; H
、

L
、

P分别为G
、

K
、

O组采用H哪hs t 3 3 342 对细胞核进行荧光复染结果
。
图中标

尺为加帅
。

Fi . 二2 几 e r CS 记 ts of ~ ~
切 i侧访g w i th ERn in Car 】y

~ . b卿0 5

A
�
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I a 团 M atc 阮

r es u 】ts of 叮口m u . 。‘切 in in g 机山 ER o in Z-C e 】1 em b仔os
�
4一elj e m b e y璐 8‘elj e 功 bry o s �

m o 门lac 助d bl as tOC yS 峨 B
�
玖 F. J an d N are thc

r es 日t s of HOC c
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�
C

�
E

�
I 即d M

.

q K

耐 0 are
n e gati v e 以扣七0 1Of s -C e l l 。的。嗡 �

m仪训a e
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�
L an d P are th e r 留山ts o f HOC c hs t 3334 2

n uc l。犷 姻 !

皿召of q K aDd 0 T h‘别瀚 】e b毗 听 20 阿

表 乐2 1邓一雌二醉在共培养体系对小鼠胚胎体外发育的影响

几b吞2 E6 比 . Of l 邓
一

Es tr . 由川 佣阮眼卜山v el 叩mcnt of m o 比摇 . b口仍 in co 一己t切旧 Sy s t日.

17p一雌

二 醇

2 细胞

胚胎数

夕塑噢

百分数

垂塑匹

百分数

囊 胚 化囊

百分数 总细胞数 百分数

(P留d ) n (M 生SEM )�‘ (M 士SEM )% 《叼士s EM )% 困士SEM 洲n ) (M 生s EM )o/o

0( 对照) 113

(M 生SEM )�‘
(9 1 6士2

.

1)a (6 6
t

场 9) b (4 9
.

5 * 3 5广 (4 5
.

壮3 5) d (2�) (2 3
.

脚3 广
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3 )
a
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.

8士2
.

2 )
a

(9 4
.

7士一7)
a

(9 6
.

3士2
.

4 )
a

(96
.

5士一2 )
a

(7 3
.

3士7
.

9)b

(84 2 士 5
.

3 )b

(8 5
.

8士5
�

3)b

(82
.

9土4乡)b

(77
.

7士3
.

5)b

(5 1
.

7土4
.

8 )
c

(62
.

4士3
.

6 )d

(5 8
.

6琪
.

0)c

(54
.

8土5
.

2 )
c

(54
.

3士5
.

7 )
c

(5 1
.

3士2
.

1) d (23)

(64
.

肚3
.

3 )
“
(3 1)

(58 6士3
.

4 ) d (一9)

(5 7
.

3士3
.

2 ) d (2 一)

(55
.

9 * 2
.

4 ) d (23)

(2 8
·

7士2
.

9)
e

(4 6
.

9士3
.

4 )f

(4 0 2士4
.

9)
e

(3 1
.

2土4
.

6 )
e

(26
.

5土4
.

9)
e

口
络-�J八UZ︻

汀
10伟︶、1191C7

0

八Uon

0000(’)︺勺‘﹄、︼飞.︸、JI

同
一

列内不同的字母之间比较有显著差异
�

尸< 0 05

C o l u m n s m a r k e d w 一飞h d一ffe r e n t l e tt e r s h av e d . ffe re n e e ( P < 0刀5 )

3 讨论

在本实验中
�
我们采用 Rl ’- PCR 和免疫细胞化学方法检测了小鼠胚胎 ER以 表达

。
结果表明

不同时期的小鼠均有 E R a m R N A 的表达
�

2 细胞时期表达量降低
�
在随后的胚胎发育过程中

�

ER a m RN A 的表达量逐渐增加
�
并在囊胚期的表达量达到最大值

。
免疫细胞化学结果表明

�
8

细胞时期开始有 ER a 蛋白的表达
。
此外我们的体外培养实验表明

�
虽然早期胚胎就开始有 ER a

的表达
�
但在单一培养体系中添加不同生理剂量的 1邓一雌二醇不会影响到小鼠胚胎的发育

�

只有在小鼠子宫上皮细胞共培养体系中 1邓一雌二醇的添加才会影响到小鼠胚胎体外发育
。
这

表明雌激素对早期胚胎发育的调控对子宫上皮细胞有一定的依赖性
。

雌激素必须通过其受体才能起作用
�

为了进一步认识雌激素对早期胚胎发育的调控
�
人们

首先需要弄清 早期胚胎 E R 的表达情况
。
W u 等人在 199 2 年首次发现 E R a m R N A 存在于小鼠

的卵母细胞和 2 细胞时期的胚胎 ( Wu 。t al
. �

1992 )
。

H ou 等人随后发现 E R a m RN A 不仅存在于

小鼠卵母细胞
、
受精卵和 2 细胞胚胎

�
而且还发现 E R a m R N A 水平从 2 细胞时期开始下降

�
在

5 细胞到 8 细胞时期表达量最低
。
桑棋胚时期没有其表达

�
但是在囊胚期又会重新有 ER a m R N A

的表达 ( H o u el al.
�
1992 )

。
我们的实验表明

�
不同时期的小鼠胚胎均存在 E R a m R N A 的表达

。

而且在 2 细胞时期其表达量最低
�
在随后的胚胎发育过程中其表达水平会不断升高

。
因此我们

推测
�
这一差异可能由于采用不同小鼠品系的所至

�
也可能是由于我们采用不同 R N A 提取方

法的原因 ( o a n se l s 。r a z
. �

一997 )
。

此外免疫细胞化学方法结果表明
�

8 细胞期小鼠胚胎 己经开始有 E R a 蛋白的表达
。

H ou 等

人 1996 年首次采用免疫细胞化学的方法
�
首次验证了囊胚期的小鼠胚胎己经存在 E R 。 蛋自的

表达
�
而且这种 ER a 的表达没有细胞特异性分布 ( H ou 。t al.

�
19% )

�
我们的结果与此一致

。
由

于免疫细胞化学方法的敏感度仍然有一定局限性
�
所 以我们还不能断定 8 细胞期以前的小鼠胚

胎不存在 E R a 蛋白的表达
。
但通过我们的研究

�
可以确定囊胚期以前的小鼠胚胎就开始有 E R a

蛋自的表达
�
这进一步表明雌激素可能直接参与小鼠早期胚胎发育调控

。

为了认识 ER a 在 早期胚胎发育过程中的作用
�
我们进行了胚胎体外培养实验

。

实验结果表

明
�
单一培养体系中不同生理剂量的 1邓一雌止醇均不会影响到小鼠早期胚胎发育

。
L av ra no s

等人的研究表明
�
小鼠的子宫内膜细胞对小鼠胚胎的体外发育有促进作用

�
雌激素可以进一步

协同子宫内膜细胞对胚胎发育的这种促进作用 ( L av r an 0 S 。1 al
. �

1989 )
。

为此
�
我们的研究中还
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采用小鼠子宫上皮细胞与胚胎共培养体系
。
在胚胎的体细胞共培养体系中

�
不同剂量的 1邓一

雌二醇对囊胚期以前的胚胎卵裂率没有显著影响
�
但 50 pg/ 1l l l 的 1邓一雌二醇会对囊胚率

、
孵

化率以及囊胚期胚胎的总细胞数产生显著影响
。
这一结果表明

�
虽然早期的小鼠胚胎就有 E R a

的表达
�
但雌激素对胚胎发育的调控需要子宫上皮细胞的参与

。
对此我们推测

:
尽管早期的小

鼠胚胎就开始有 E R a 的表达
�
但是这种表达量仍然很弱不足于引起雌激素的直接作用

�
所以雌

激素对胚胎的作用需要子宫上皮细胞分泌的某种成份
�
这种分泌成份可能依赖于雌激素也可能

不依赖于雌激素
。
此外

�
这些分泌成份可能直接作用于胚胎

�
也可能协同雌激素对雌激素受体

的作用 ( St e fa n 。t al.
�
2 00 1 )

。
因为有证据表明妊娠早期的子宫上皮细胞己经开始有 ER 的表达

( w u 。r a l
. �

一9 7 1 )
�
雌激素可以引起子宫上皮细胞分泌成份的变化 ( o av id 。r a l

. �
1999 ; R o b e rt s o n

e r a l
. �

1996 )
。

Yi ng 等人还发现早期的猪胚胎和子宫组织也存在 ER a 蛋 白的表达 ( Yi n g 。t al.
�
2 000 )

。
xi a

等人对猪胚胎进行研究
�
结果表明雌激素处理的输卵管上皮细胞可以显著提高胚胎的卵裂率

( X ia 。t al
. � 】996 )

。
然而 G o ff 等人在对牛的胚胎进行相应实验是却没有得到相应的结果 ( G o ff 。t

al
. �

19 98)
�
究竞是什么原因并清楚

�
因为到 日前为 l卜牛的胚胎是否也同样存在 E R 的表达还不

知道
。

本研究结果表明
�

E R a 在
一

早期的小鼠胚胎开始表达
�
然而雌激素对早期胚胎发育的调节需

要上皮细胞的参与
。
但是雌激素如何和子宫上皮细胞来作用于早期胚胎的发育有待于进一步的

研究
。
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第六章 结 论

m K SO M 是一种简单
、
高效的昆明小鼠胚胎体外培养体系 ; 采用 B 6D ZFI 小 鼠精子进

行体外受精
�
其体外受精率

、
囊胚率和囊胚总细胞数显著高于 K M 小鼠的精子

。

2
.

胚胎共培养明显促进了体外受精后小鼠胚胎的卵裂
、
孵化

�
同时囊胚总细胞数也有显

著提高
。

3
.

植入前不同发育时期小鼠胚胎均有 ER a m RN A 表达
�
其表达水平在 2 细胞时期降低到

最低
�
并在囊胚期达到最大 ; 8 细胞期的小鼠胚胎开始有 E R a 蛋白的表达

。

4
.

子宫上皮细胞共养体系中
�
50 p留ml 的 1邓一雌二醇能够促进小鼠胚胎的卵裂

、
孵化

同时囊胚期总细胞数也有明显的提高
。
这提示

�
雌激素对早期胚胎发育的调控可能需要子宫上

皮细胞的参与
。
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b y e o m Po u n d s t h a t e l e v at e e y e l i c a d e n o s i n e m o n o Ph o s Ph a t e
.

B i o l R e Pro d
�

1992
�

4 7 :

1 10 5
一

1112
.

F r a n c i s c o R
�

E v a M C
�

Ja n K
� e r a l

.

T h e ro l e o f g o n a d o t r o P i n
一r e l e as i n g h o rm o n e i n m u r i n e

Pre im Pl a n t a t i o n e m b ry o n i e d e v e l o Pm e n t
.

E n d o e r j n o l o g丫 19 9 9
�
14 0 (8 ) : 3602

一

36 0 8
.

F u n s t o n RN
�
Se id e l G E

.

G o n a d o t r o P i n
一

re l e a s in g h o r m o n e i n e r e a s e s e l e a v a g e ra t e s o f b o v in e o o e yt e s

fe rt i l ize d i n v i t r o
.

B i o l R e Pr o d
�
19 9 5

�
53 : 54 1

一

5 4 5
.

G a r d n e r D K
�
L a n e M

�
C a ld e r o n l

� e t a l
.

E n v i r o n m e n t o f t h e Pr e im Pl a n t a t i o n h u m a n e m b ry o i n v i v o :

m e t a b o l i t e a n a ly s i s o f o v j d u e t a n d u t e r i n e fl u id s a n d m e t a b o l i sm o f e u m u lu s e e l l s
.

F e rt i l St e r i l
�

19 9 6
�
65 : 3 4 9

一

3 5 3
.

G a r d n e r D K
�
L a n e M

�
SPi t z e r A

� e r a l
.

E n h a n c e d ra t e s o f e l e a v a g e a n d d e v e o Pm e n t fo r s h e e P z y g o t e s

e u l t u r e d t o t h e b la s t o e y s t s t a g e i n v i t r o i n th e a b s e n e e o f s e r u m a n d s o m a t ie e e l ] s : a m i n o a e id s �

v i t a m in s a n d e u ] t u r i n g e m b r y o s i n g r o u Ps s t i m u la t e d e v e l o Pm e n t
.

B i o l R e Pr o d
�

199 4
�

50 :

3 9 0
一

400
.
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G ar d n e r D K
�
L e e s e H J

.

C o n c e n t r at io n s o f n u t r i e n t s i n m o u s e o v idu e t fl u id an d th e i r e ffe c t s o n

em b ry o d e v e l o Pm e n t a n d m e t a bo l i sm i n v i t r o
.

J R e P r o d F e rt i l
�
1990

�
8 8 : 3 6 1

一

36 8
.

G ar d n e r D K
�
S c h o o l e r a ft WB

�
Wag l e y L

� e t a l
.

A Pr o sPe c t i v e r a n d o m ize d t r i a l o f b las t o e y s t e u l t u r e

a n d t ran
s fe r i n i n

一v i t r o fe rt i l i z at i o n
.

H u rn R e Pr o d
�
19 9 8

�
13 ( 12 ) : 3434

一

34 4 0
.

G a r d n e r D K
.

C h a n g e s i n r e q u i r e m e n t s a n d u t i l i z a t i o n o f n u t r i e n t s d u r in g m a m m a l i a n Pr e im P l a n t at i o n

em b r y o d e v e l o Pm e n t a n d t h e i r s ig n i fi c a n e e i n e m b r y o e u l t u re
.

T h e r i o g e n o lo gy
�

199 8
�
49 :

83
一

102
.

G e o 电e G JM
�
E v a E

�
M a

rkk
u p H

� e r a l
.

C l o n i n g o f a n o v e l e s t r o g e n re c e Pt o r e x p r e s s e d i n r a t p r o s t a t e

a n d o v a ry
.

PN A S
�
19 9 6

�
9 3 : 592 5

一

59 30
.

G h a r ib SD
�
W i e rm a n n M E

�
Sh u Pn i k M A

� e t a l
.

M o l e e u l a r b i o l o gy o f P i t u i t a r y g o n a d o t r o Ph i n s
.

E n d o c r R e v �
1990

�
1 1 : 17 7

一
199

.

G l u c k rn a n PD
�
G ru m ba e h MM

�
K a PIa n SL 二 T h e n e u r o e n d o e r i n e r e g u l a t i o n a n d fu n c t io n o f g r o wt h

h o r m o n e an d Pr o la e t i n i n t h e m am m a l i a n fe t u s
.

E n d o e r R e v �
198 1

�
2 : 36 3

一

39 5
.

G o dd a r d M J
�
P r a tt H P. C o n t r o l o f e v e n t s d u r i n g e a r ly c l e a v a g e o f th e m o u s e e m b ry o : A n a n a ly s i s o f

t h e “ 2
一e e l l b l o e k

��.

J Em b y o l E x P M o rp h o l
�
19 83

�
73 : 1 1 1

一

13 3
.

G o ff A K
�
Sm i th L C

.

E ffe c t o f s t e r o id t r e at m e n t o f e n d o m e t r i a l e e l l s o n b las t o e y s t d e v e l o Pm e n t d u r i n g

e o 一c u l t u r e
.

T h e r io g e n o l o g y� 1998
�
49 (5) : 10 2 1

一

103 0
.

G o t o K
�
Iw a i N

�
Ta k u m a Y� N a k a n i sh i Y. C o 一c u l t u r e o f i n v i t r o fe rt i l i z e d b o v i n e e m b ry o s w i th

d i ffe r e n t e e l l m o n o lay e r s
.

A n im Se i
�
19 9 2

�
7 0 : 144 9

一

14 53
.

G r e g o 叮 T E
�
JA L a w itt s � V i rg i n i a EP�e l a l

.

D i ffe r e n t i a l g r o w t h o f th e m o u s e Pr e im Pl a n t a t io n e m b ry o

i n c h e m i e a l ly d e fi n e d m e d i a
.

B io I R e Pr o d
� 19 9 4

�
5 0 : 10 2 7

一

10 33
.

H a rr e r JA a n d L e e H H
.

D i ffe r e n t i a l e ffe c t s o f o e s t r o g e n o n t h e u Pt a k e o f n u e l e i c a e id P r e e u r s o r s by

rn o u s e b l a s t o e y s t s i n v i t ro
.

J R e Pr o d F e rt i l
�
1973

�
33 : 3 2 7

一

3 3 0
.

H a rv e y M B
�
A r e e l l a n a 一

P a n l i l i o M Y
�
Z h a n g X

� e t a l
.

E x P r e s s i o n o f g e n e s e n e o d in g a n t i o x id a n t

e n zy m e s i n Pr e im Pla n t at i o n m o u s e a n d e o w e m b r y o s a n d Pr im a ry b o v in e o v id u c t e u l t u r e s

e m Pl o y e d fo r e m b ry o c o e u l t u r e
.

B i o l R e Pr o d
�
199 5

�
53 (3 ) :5 32

一
540

.

H e a rn JP
�
G id l e y

一
B a i r d A A

�
H o d g e s JK

� e t a l
.

Em b r y o n i c s ig n a l s d u r i n g t h e Pe r i
一

im Pl a n t a t i o n Pe r i o d

i n Pr im a t e s
.

J R e Pr o d F e rt i l
�
19 88

�
3 6 : 4 9

一

5 8
.

H e m m i n g s R
�
L a n g la i s J

�
F a l c o n e T

� e r a l
.

H u rn a n e m b ry o s P r o d u e e t r a n s fo rm i n g g r o wt h fa c t o r a lPh a

a c t i v i t y a n d i n s u l in
一

l ik e g r o wt h fa e t o r 11
.

F e rt i l S t e r i l
�
199 2

�
5 8 : 10 1

一
10 4

.

H 111JA
.

M a t e rn a l e m b ry o n ie e ro s s 一r a lk
.

A n n N Y A e a d Se i
�
2 0 0 1

�
94 3 : 17

一

2 5
.

H i r o i H
�
M o m o e d a M

�
I n o u e s

� e z a l
.

St a g e 一sPe e i fi e e x Pre s s i o n o f e s t r o g e n r e e e Pro r s u b t y Pe s a n d

e s t r o g e n r e s p o n s i v e fi n g e r p r o t e i n i n p r e i rn p l a n t a t i o n a l m o u s e e m b叮0 5
.

E n d o c r J
�
19 99

�
4 6 ( l ) :

153
一

15 8
.

H i s a h i k o H
�
M ik i o M

�
Sa t o s h i l

� e t a l
.

St a g e 一s Pe c i fi e e x Pr e s s i o n o f e s t ro g e n r e e e Pt o r s u b ty Pe s a n d

e s t r o g e n r e s Po n s i v e fi n g e r Pr o t e in i n Pr e im P l a n t a t io n m o u s e e m b r y o
.

E n d o e r i n e Jo u rn a l
�
199 9

�

46( l ) : 15 3
一

] 5 8
.

H o fk e r M H
�
D e u r s e n JV. T r a n s g e n i e M o u s e M e t ll o d s a n d P r o r o e o l s

.

2002
�
H u m a n a P r e s s

.
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H o u Q an d G o r sk i J
.

E s t r o g e n r e e e Pt o r a n d P r o ge s t e ro n e r e e ePt o r g e n e s a r e e x Pr e s s e d d i ffe r e n t i a l l y i n

m o u s e em b ry o s du r i n g Pr e im Pl a n t at i o n d e v e l o Pm e n t
.

PN A S
�
199 3

�
90 : 9460

一

9 4 64
.

H o u Q
�
G o r sk i J

.

E s t ro g e n r e e e Pt o r a n d Pro g e s t e ro n e r e c e Pt o r g e n e s ar e e x Pr e s s e d d i ffe r e n t i a l l y i n

m o u s e em bry o s d u r i n g Pre im Plan t a t i o n de v e l o Pm e n t
.

P r o e N a t l A c a d Sc i
�
1993

�
90 :94 60

一

94 6 4
.

H o u Q
�
Par i a B C

�
C e e i ly M

�
D e y SK

� a n d G o r s k i J
.

l m m u n o l o e a l i z a t i o n o f e s t r o g e n r e e e Pt o r Pr o t e i n

i n th e m o u s e b l a s t o e y s t d u r i n g n o rm a l a n d d e lay e d im Pl a n tat i o n
.

PN A S
�
199 6

�
9 3 : 2 376

一

2 3 8 1
.

H o u Q
�
P a r i a B C

�
M u i C

� e t a l
.

I rn m u n o ! o c a l i z a t i o n o f e s t r o g e n re c e Pt o r Pr o t e i n i n th e rn o u s e

b las t o e y s t d u r i n g n o rm a l a n d d e lay e d im Pla n t a t i o n
.

PN A S
�
1996

�
93 (6 ) : 23 76

一

2 3 8 1
.

H u n t e r R H
.

M o du l at i o n o f gam
e t e an d e m b ry o n i e m i e r o e n v i r o n m e n t s b y o v i d u e t g ly e o P r of e i n s

.

M o l

R e Pr o d D e v �
19 9 4

�
3 9 : 176

一
18 1

.

Iw a s h i t a M
�
K u d o Y

�
Sh i n o z a k i Y

�
T a k e d a Y

.

G o n a d o t r o Pi n r e ]e a s i n g h o rm o n e i n e r e a s e s s e r u m

h u m a n e h o r io n ie g o n a do t r o Pi n i n Pr e g n a n t w o m e n
.

E n d o e r J
�
19 93

�
4 0 : 539

一

54 4
.

Ja y o t S
�
P a rn e i x l

�
Ve r d a g u e r S

�
D i s e a rn Ps q A u d e b e rt A

�
Em Pe r a i r e JC

.

C o e u l t u re o f e m b ry o s o n

h o m o l o go u s e n d o m e t r i a l e e l l s i n Pa t ie n t s w i t h r e Pe a t e d fa i l u r e s o f im Pla n t at i o n
.

F e rt i l St e r i l
�

199 5
�
63( I ) : 10 9

一

114
.

Ji n H Y
�
W a n g Z N

.

I n s u l i n
一

l i k e g r o wt h fa e t o rs a n d t h e i r r e e e Pt o r s i n h u m a n fa l l o Pi a n t u b e i n

r e Pr o d u c t iv e 一a g e w o m e n
.

F e rt i l S t e r i l
�
2 00 1

�
75 : 10 3 7

一

1038
.

Jo n e s GM
.

G ro wt h an d v i a b i l i ty o f h u m a n b l a s t o e y s t s i n v i t r o
.

R e P r o d M e d R e v� 2 00 0
�
8 (3 ) : 2 4 1

一

2 87
.

Jo o B S
�
K im M K

�
N a Y J

� e l a l
.

T h e m e e h a n i sm o f a e t i o n o f e o e u l t u r e o n e m bry o d e v e l o Pm e n t i n t h e

m o u s e m o d e l : d i r e c t e m bry o 一t o 一e e l l c o n t a e t a n d t h e r em o v a l o f d e l e t e r i o u s c o m Po n e n t s
.

F e rt i l

S t e r i l
�
200 1

�
7 5 : 19 3

一
199

.

K a n e M T
�
M o rg a n PM

�
C o o n a n C

.

P e Pt id e g r owt h fa c t o r s a n d Pr e im Pl a n t a t io n d e v e l o Pm e n t
.

H u m

R e Pr o d U Pd a t e �
19 9 7

�
3 : 13 7

一
15 7

.

K a y e P L
�
H a rv e y M B

.

T h e r o l e o f g r o wt h fa c t o r s i n P r e im Pl a n t a t i o n d e v e lo Pm e n t
.

P r o g G r o wt h

F a e t o r R e s � 19 9 5
�
6 : l

一

2 4
.

K i d s o n A
�
R u b i o

一

P o m ar F J
�
V a n K n e g s e l A

� e t a l
.

Qu a l i ty o f Po r e i n e b las t o e y s t s Pr o d u c e d i n v i t r o i n

t h e Pr e s e n c e o r a b s e n e e o f G H
.

R e Pr o d u c t io n �
2 0 0 4

�
12 7 (2 ) : 16 5

一

17 7
.

K o l l e S
�
S toj k o v i c M

�
R e e s e S

� e t a l
.

E ffe e t s o f g r o w t h h o rm o n e o n t h e u l t r a s t r u e t u r e o f b o v i n e

Pr e im Pl a n t a t io n e m b ry o s
.

C e l l T i s s u e R e s � 2004
�
3 17 ( l ) : 10 1

一

10 8
.

K u r a e h i H
�
M o r i s h i g e K

�
l m a i T

� e r a l
.

E x Pr e s s io n o f e Pid e rm a l g r o wt h fa e t o r a n d t r a n s fo rm i n g

g r o wt h fa e t o r 一a lPh a i n fa l l o P i a n t u b e e P ithe l iu m a n d t he i r r o l e i n e m bry o g e n e s i s
.

H o rm R e s �

19 94
�
4 1 : 48

一
5 4

.

L a i Y M
�
W a n g H S

�
L e e C L

�e t a l
.

I n s u l i n
一
l i k e g r o 叭h fa e t o r 一

b i n d i n g Pr o t e i n s Pr o d u e e d by V e r o e e l l s
�

h u m a n o v id u e t a l e e l l s a n d h u m a n e n d o m e t r ia l e e l l s
� a n d th e r o l e o f i n s u l i n

一

l ik e g r o w rh fa e t o r

b i n d i n g p r o t e i n
一

3 i n m o u s e e m b叮0 e o 一e u l t u re sy s t e 一n s
.

H u m R e Pr o d
�
199 6

�
11 : 12 8 1

一

12 86
.

L a n e M
�
G a r dn e r D K

.

A m i n o a e id s a n d v i t am i n s Pr e v e n t e u l t u r e 一

i n d u e e d m e t a bo l i e Pe rt u rb a t io n s a n d

a s s o c i a t e d 10 5 5 o f v i a b i l i ty o f m o u s e b l a s t o c y s t s
.

H u ln R e Pr o d
�
19 9 8

�
13(4 ) : 99 1

一

9 9 7
.

L a v r a n o s T C
�
Se a m a r k R F

.

A dd i t i o n o f s t e r o i d s t o e m b ry o 一u t e r i n e m o n o l a y e r c o 一e u l t u r e e n e h a n e e s

e m b ry o s u rv i v a l a n d im Pl a n t at i o n i n v i t r o
.

R e p r o d F e rt i l D e v �
19 89

�
l :4 一4 6

.
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L aw i tt s JA an d B i g g e r s JD
�

O Pt im i z at i o n o f m o u s e e m b ry o e u l t u r e m e d ia u s i n g s im Pl e x m e th o d s
.

J

R e Pr o d F e rt i l
�
199 1

�
9 1 : 54 3

一

556
.

L a w i tt s JA
�
B ig g e r s JD

.

O Pt im i z at i o n o f m o u s e em b r y o c u l t u r e m e d ia u s i n g s im Pl e x m e t h o d s
·

J

R e Pr o d F e rt i l
�
199 1

�
9 1 : 54 3

一
556

.

L e e K F
�
C h o w JF

�
X u JS

� e r a l
.

A c o m Pa r a t i v e s t u dy o f g e n e e x Pre s s i o n i n m u r i n e e m b ry o s

d e v e l o Pe d i n v i v o � e u lt u re d i n v i t r o
�
an d e o c u l t u r e d w i th h u m an o v id u c t a l e e l l s u s i n g m e s s e n g e r

r ib o n u e l e i c a c i d d i ffe re n t i a l d i s Play
.

B i o l R e Pro d
�
200 1

�
6 4 : 9 10

一

9 17
.

L e e s e H J
�
C o n a gh a n J

�
M a rt i n K L

�e l a l
.

E a r ly h u m a n e m b ry o m e t a b o l i sm
.

B i o e s say s �
19 93

�
15 :

2 59
一

2 6 4
.

L e e s e H J
�
T ay J l

�
R e i s e h l J

� e t a l
.

F o r m a t io n o f F a l l o Pia n t u b a l fl u id : ro le o f a n e g le c t e d e Pi t h e l i u m
.

R e Pr o d u e t i o n �
200 1

�
12 1 : 3 39

一

346
.

L e e s e H J
.

M e t a b o l i e e o n t r o l d u r i n g Pr e im Pl a n t a t i o n m a m m a l i a n d e v e l o Pm e n t
.

H u m R e Pro d U Pd a t e �

1995
�
l : 6 3

一

7 2

L e e s e H J
.

T h e fo rm at io n a n d fu n c t i o n o f o v i d u e t fl u id
.

J R e Pr o d F e rt i l
�
1988

�
82 : 843

一

856
.

L 1 Y P
�
C h e n g G X

�
G u Z

�
Z u o JK

.

C o 一e u l t u r e o f r at o n e 一e e l l e m b r y o s w i t h r a bb i t o v id u e t e P i t h e l i a l

e e l l s
.

C h i n e s e Jo u rn a l o f A e t a B i o l o g i a e E x Pe r im e n t a ]15 S i n i e a �
1993

�
2 6 : 3 3 9

一

340
.

L ig h t e n A D
�
M o o re G E

�
W i n s t o n RM

� e l a l
.

R o u t i n e a dd i t io n o f h u m a n in s u ] i n
一

l ik e g r o w th fa c t o r 一

l

1i g a n d e o u ld b e n e fi t e l i n i e a l i n
一v i t r o fe rt i l i z at i o n c u l t u r e

.

H u m R ePr o d
�
19 9 8

�
13 : 3 14 4

一

3 150
.

L iPPe s J
�
E n d e r s R G

�
Prag ay D A

� e l a l
.

T h e e o l l e e t i o n a n d a n a ly s i s o f h u m a n fa l l o Pi a n t u b a l fl u id
.

C o n t r a c e P t i o n �
19 72

�
5 : 8 5

一

10 3
.

L iPP e S J
�
K r a s n e r J

�
A l fo n s o L A

� e t a l
.

H u m a n o v id u e t a l fl u i d Pro t e in s
.

F e rt i l St e r i l
�

19 8 1
�
36 :

623
一

62 9
.

L i u L P
�
C han ST

�
H o PC

� e r a l
.

H u m a n o v i d u e t a l e e l l s Pr o d u c e h i g h m o l e c u l a r w e igh t fa e t o r (s ) th a t

im p r o v e s t h e d e v e l o pm e n t o f m o u s e e m b叮0
.

H u m R e p r o d
�
19 95

�
10 : 2 78 1

一

2 7 86
.

L i u L P
�
C han ST

�
H o PC

� e t a l
.

Part i a l Pu r i fi e at i o n o f e m b r y o t r o Ph i e fa e t o r s fr o m h u m a n o v id u e t a l

c e l 】5 .

H u m R e P r o d
�
1998

�
13 : 16 13

一

16 19
.

L o b i e PE
�
W o o d T J

�
C he n C M

�
W a t e r s M J

�
N o r s t e d t G

.

N u e l e a r t r an s lo e at i o n a n d a n c h o r a g e o f t h e

G H r e e e Pt o r
.

J B i o l C h e m
�
1994

�
2 69 : 3 17 3 5

一

3 174 6
.

L o u t r a d i s D
�
J o h n D a n d K i e s s ] i n g A A

.

H y Po x a n t h i n e c a u s e s a Z
一e e l l b lo e k i n r an do m

一

b r e d m o u s e

e m b ry o s B i o l R e Pr o d
�
19 87

�
3 7 :3 1 1

一

3 一6
.

M a Wq So n g H
�
D a s SK

� e r a l
.

E s t r o g e n 15 a e r i t i e a l d e t e rm i n a n t t h a t s Pe c i fi e s t h e d u r a t i o n 0 f t h e

W in d o W o f u t e r in e re c e Pt iv ity fo r im p l a n t a t i o n
.

pN A s
�
200 3

�
xOO (5) : 2 一65

一

30 04
.

M a a s D H
�
S t o r e y B T

�
M as t ro i a n n i L J

.

H y d r o g e n i o n a n d e a r b o n d i o x ide e o n t e n t o f t he o v id u e t a l fl u id

o f th e r h e s u s m o n k e y (M a e a e a m u la rt a )
.

F e rt i l St e r i l
�
19 7 7

�
2 8 : 98 1

一

98 5
.

M a rt i n K L
.

N u t r i t i o n a l a n d rn et a b o l ie r e q u i r e rn e n t s o f e a r l y c l e a v a g e s t a g e e m b ry o s a n d b l a s t o c y s t s
.

H u m F e rt i l
.

2 000
�
3(4 ) : 2 4 7

一
2 54

.

M a rt i n L a n d F i n n C A
.

H o rm o n a l r e g u l a t io n o f e e l l d i v i s i o n i n e P i th e ] i a l a n d e o n n e e t i v e t i s s u e s o f t h e

rn o u s e u t e r u s
.

J E n d o e r i n o l
�
1968

�
4 1 : 3 63

一

3 7 1
.

M a n h e w s C J
�
R e d fe rn CP�H i r s t B H

�
T ho m as EJ

.

C h a r a e t e r i z at i o n o f h u m a n Pu r i fi e d e Pi th e l i a l a n d
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s t r o m al e e l l s fro m e n d o m e t r iu m an d e n d o m e t ri o s i s i n t i s s u e e u l t u r e
.

F e rt i l St e r i l
�
19 92

�
57 (5) :

9 9 0
一

9 97
.

M e e o rm a e k JT
�
G re e n w a ld G S

.

Pro g e s t e r o n e a n d o e s t r a d i o l
一

17p e o n e e n t r at i o n s i n t h e P e r iPhe r a l

P las m a du ri n g Pr e g n a n e y i n th e m o u s e
.

J E n d o c r i n o l
�
19 74

�
62 : 10 1

一

107
.

M e R a e A C
.

E ffe e t s o f t h e an t i
一

Pr o g e s t i n a n d an t i
一

g l u c o e o rt i e o id s t e r o id R U 4 86 o n e e l l P r o l i fe r a t i o n

i n o v i d u e t a l em b ry o s o f l a e t at i n g m i e e
.

J R e Pro d F e rt i l
�
1994

�
10 0 : 307

一

3 13
.

M e n e z o Y
�
G u e r i n P

.

T h e m a m m a l i a n o v id u c t : b i o e h e m i s t ry a n d Ph y s i o l o gy
.

E u r J O b s t e t G y n e c o l

R e Pro d B i o l
�
1997

�
73 : 99

一

104
.

M e rc a d e r A
�
G a rc i a V J

�
E s e u de r o E

� e t a l
.

C l in ie a l e x Pe r i e n e e a n d Pe r i n at a l o u t e o rn e o f b las t o e y s t

t r an s fe r a ft e r e o e u l t u r e o f h u m a n e m b ry o s w i t h h u m a n e n d o m e t r i a l e P i th e l i a l e e l l s : a s
一

y e a r

fo l l o w
一u P st u dy

.

F e rt i l St e r i l
.

20 0 3
�
80 (5 ) : 1162

一

116 8
.

M i s h r a s
�
L e i ZM

� a n d R a o C V
.

A N o v e l R o le o f L u t e i n i z in g H o rm o n e i n th e Em b ry o D e v e l o Pm e n t

i n C o e u l t u r e s
.

B i o l R e Pr o d
�
200 3

�
6 8 : 14 55

一

1462
.

M o r a l e s P
.

G o n a d o t r o Pi n
一r e l e as in g h o rm o n e i n e r e as e s a b i l i ty o f t h e sPe rm a t o z o a t o b in d t o t h e h u m a n

z o n a Pe l lu e id a
.

B i o l R e Pr o d
�
199 8

�
5 9 : 4 26

一

430
.

M o r i s h ig e K
�
K u r ac h i H

�
A m e m i y a K

� e r a l
.

M e n s t r u a l St a g e 一sPe e i fi e e x P r e s s i o n o f g r o 叭h fa e t o r a n d

t r an s fo rm in g g r o 叭h fa e t o r- a l Ph a i n h u m a n o v i d u e t e Pi t h e l i u m a n d t h e i r r o l e i n e a r ly

e m b口o g e n e s i s
.

E n d o c r i n o l o gy
�
19 9 3

�
13 3 : 199

一
20 7

.

N ie h o l R
�
H u n t e r RH

�
G a r d n e r D K

� e t a l
.

C o n e e n t r a t io n s o f e n e rg y s u b s t r at e s in o v i d u e t a l fl u i d a n d

b l o o d p las m a o f p ig s d u r i n g t h e p e r i
一o v u l a t o 卿 p e r i o d

.

J R e Pr o d F e rt i l
�
] 992

�
96 : 6 9 9

一
70 7

.

N i e der G L
�
W e i t l a u f H M

�
Su da 一

H a rt m a n M
.

Sy n l h e s i s a n d s e e r e t i o n o f s t a g e 一sPe e i fi e Pr o t e i n s by

p e r i
一

im p l a n t a t i o n m o u s e e m b仃0 5
.

B i o l R e p r o d
�
19 8 7

�
36 (3 ) : 6 57

一

6 9 9
.

N u rr e d d i n A
�
EPs ar o E a n d K i e s s l i n g A A

.

P u r i n e s i n h i b i t t h e d e v e l o Pm e n t o f m o u s e e m b ry o s i n v i t r o
.

J R e P r o d Fe rt i l
�
199 0

�
90 : 455

一
4 6 4

.

O
�
D ay B o w m an M B

�
M a v r o g i a n i s PA

�
R e u t e r LM

� e l a l
.

A s s o e ia t i o n o f o v id u e t 一s Pe c i fi e g ly e o Pr o t e i n s

w i t h h u m a n a n d b a b o o n (Pa P io a n u b i s ) o v a r i a n o o e y t e s a n d e n h a n e e m e n t o f h u m a n sPe rm
b i n d i n g t o h u m a n h e m i z o n a e fo l l o w i n g in v i t ro i n e u b a t i o n

.

B i o l R e P r o d
�
1996

�
54 : 60

一

6 9
.

O l i v e n n e s F
�
H az o u t A

�
L e l a id i e r C

� e r a l
.

F o u r in d ie a t i o n s fo r em b r y o t r a n s fe r a t t h e b l a s t o e y s t s t a g e
.

H u m R e Pr o d
�
19 9 4

�
9 : 2 36 7

一
26 73

.

O u h ib i N
�
H a m i d i J

�
G u i l l a u d J

� e r a l
.

C o 一c u l t u r e o f l
一e e l l m o u s e em b ry o s o n d i ffe r e n t e e l l s u PPo rt s

.

H u m R e Pro d
�
19 9 0

�
5 : 73 7

一

74 3
�

P a e e h K
�
W e bb P

�
K u iPe r G G

� e t a l
.

D i ffe r e n t ia l l ig a n d a c t i v a t io n o f e s t r o g e n r e e e Pt o r s ER a l Ph a a n d

E R b e t a a t A P I s i t e s
.

Se ie n e e �
199 7

�
2 7 7 (533 1) : 15 0 8

一

15 10
.

P a n t a l e o n M
�
Wh it e s id e E J

�
H a rv e y M B

� e l a l
.

F u n c t i o n a l g r o wt h h o rm o n e (G H ) re e e Pt o r s a n d G H

a r e e x Pr e s s e d by P r e im Pl a n t a t io n m o u s e e m b ry o s : a r o l e fo r G H i n e a r ly e m b ry o g e n e s i s ? P r o e

N a t l A e a d Se i U SA
�
19 97

�
94 : 5 12 5

一

5 130
.

P a r i a B C
�
H u e t 一H u d s o n Y M

�
D e y SK

.

B l a s t o c y s t
’5 s t a t e o f a e t i v i t y d e t e rm i n e s t h e ”

w i n d o w
�� o f

im P l a n t a t io n i n t h e r e e e Pt iv e m o u s e u t e r u s
.

P ro e N a t l A e a d Se i U SA
�
19 9 3

�
90 : 10 15 9

一

10 162
.

P a t s o u l a E
�
L o u t r a d i s D

�
D ra k a k is P� e r a l

.

E x Pr e s s i o n o f m RN A fo r t h e L H a n d F SH re e e Pt o r s in
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号义范

m o u s e o o e yt e s an d Pr e im Plan t at i o n em b ry o s
.

R e Pr o d u c t i o n �
200 1

�
12 1(3) : 4 5 5

一

46 1
.

Pat sou l a E
�
L o u t r a d i s D

�
D r ak ak i s P

�
K a l l ian id i s K

�
B l e t s a R

�
an d M i e h a las 5

.

E x Pr e s s i o n o f m R N A

fo r th e L H an d FSH r e e ePt o r s i n m o u s e o o e yt e s an d Pr e im P lan t at i o n e m b r y o s R e Pr o d u e t i o n �

200 1
�
12 1 : 4 5 5

一

4 6 1
.

Patt o n
PE

�
Sa d l e r 一

F r e dd K
�
B u
叮 K A

� e t a l
.

D e v e l o Pm e n t a n d i n t e g r at io n o f a n e x t e n d e d e m b r y o

e u l t u re Pr o g r am
.

F e rt i l S t e r i l
.

1999
�
72 (3 ) : 4 18

一

4 22
.

P a u I P
�
Ja c q u e l i n e T

�
Su m at h y S

�
C o o m b e s R C

�
S im a k A

.

H u m a n E St r o ge n R e c e Pt o r B e t a B i n d s

D N A i n a Mann
e r S im i l a r t o a n d D im e r i z e s w i t h E s t r o g e n R e e e Pt o r A IPh a

.

J B i o l C h e m
�
19 9 7

�

2 72 : 2 5832
一

2 5 83 8
.

P e t r a g l i a F
�
L im A T

�
V a l e W

.

A d e n o s in e 3 9
�
59

一

m o n o Pho sPh ai e �
Pr o s t a g l a n d i n s � a n d e Pi n e Ph r i n e

s t im u la t e t h e s e e r e t io n o f im m u n o r e a c t i v e g o n a do t ro Pi n
一r e l e a s in g h o rm o n e fr o m c u l t u r e d

h u m a n Pl a c e n t a l c e l l s
.

J C l i n E n d o c r i n o l M e t a b
�
1987

�
65 : 102 0

一
1025

.

P e t r a g l i a F
�
M ie h e r o u x A A

�
F l o r i o P

� e t a l
.

S t e r o i d
一

P r o t e i n i n t e r a e t i o n in h u m a n P]a e e n t a
.

J St e r o id

B i o e h em M o l B i o l
�
1995

�
5 3 : 2 2 7

一

23 1
.

P fe i fe r T L
�
C h e g i n i N

.

Im m u n o h i s t o e h em i c a l l o e a l i z a t i o n o f i n s u l i n
一

] ik e g r o wt h fa c t o r ( IG F
一

I )
�
IG F

一

I

r e e e Pt o r � a n d I G F b in d i n g Pr o t e in s 14 i n h u m a n fa l l o Pi a n t u b e a t v a r io u s r e Pr o d u c t i v e s t a g e s
.

B 10 1R e Pr o d
�
19 94

�
50 : 2 8 1

一
2 8 9

.

P o l l o w K
�
I n th r a Ph u v a s a k J

�
G r i l l H J

�
M a n z B

.

E s t r a d i o l a n d Pr o g e s t e r o n e b in d i n g e o m Po n e n t s i n th e

e yt o s o l o f n o rm a l h u m a n fa l l o P i a n t u be s
.

J S t e r o i d B io c h e m
�
19 82

�
16 : 429

一

4 3 5
.

R a g a F
�

C a s a fi EM
�

K r u e s s e l JS
�

W e n Y
�

H u a n g H Y
�

N e zh a t C
�

Po lan M L
.

Qu a n t i t at i v e

g o n a d o t ro Pi n
一r e le a s i n g h o rm o n e (G n R H ) g e n e e x Pr e s s i o n a n d im m u n o h i st o e h e m i e a l

lo c a l i z a t i o n i n h u m a n e n d o m e t r i u m th r o u g h o u t t h e m e n s t r u a l e y e le
.

B i o l R e Pr o d
�
19 9 8

�
59 :

6 6 1
一

669
.

R e hm an N
�
C o l l i n s A R

�
Su h T K

� e r a l
.

D e v e lo Pm e n t o f I V M
一

IV F P r o d u e e d s
一e e l l bov i n e em b ry o s in

s im P le
� s e r u m

一

fr e e m e d i a a ft e r e o n d i t i o n i n g o r e o 一e u l t u r e w i th b u
ffa l o r a t l iv e r e e l l s

.

M o l

R e Pr o d D e v �
19 9 4

�
38 : 2 5 1

一

2 5 5
.

R id e r V
�
H e a P R B

�
Wan g M Y

�
F e i n s t e i n A

.

A n t i
一

P r o g e s t e r o n e rn o n o e lo n a l a n t ib o dy a ffe e t s e a r ly

e l e av a g e a n d im P lan t at i o n i n t h e m o u s e b y m e e h a n i s m s t h a t a r e in fl u e n e e d by g e n o t y Pe
.

J

R e Pr o d F e rt i l
�
19 87

�
79 : 33

一

4 3
.

R o b e rt s o n SA
�

M ay rh o fe r G a n d Se a m a r k R F. O v a r i a n s t e r o id h o rm o n e s r e g u l a t e

g r a n u l o e yt e 一

m a c r o Ph a g e c o l o n y
一s t im u la t i n g fa c t o r s y n t h e s i s by u t e r i n e c P i t h e l i a l e e l l s i n t h e

m o u s e
·

B i o l R e Pr o d
�
1996

�
5 4 ( 1) : 183

一

19 6
.

Sa b i n e K
�

M i o d r ag S
�

K a tj a P� e r a l
.

G ro w t h h o rm o n e (G H )/ G H he e e Pt o r e x Pr e s s i o n an d

G H
一

m e d i a t e d e ffe c t s d u r i n g e a r ly b o v i n e e �n b叮o g e n e s i s
.

B i o l R e Pr o d
�
200 1

�
6 4 (6) : 182 6

一

183 4
.

Se g a l o ff D L
.

A s e o l i M
.

T h e l u t r o P i n / c h o r io g o n a d o t r o Pi n r e e e Pt o r 4 y e a r s lat e r
.

E n d o e r R e v �
19 93

�
14 :

324
一

342
.

S e n g u Pt a J
�

R o y SK
� a n d M a n e h a n d a SK

.

E ffe e t o f a n o e s t r o g e n s y n th e s i s i n h ib i t o r �

l
�
4

�
6

�一a n d r o s t a t r i e n e 一

3
�
17

一

d i o n e � o n m o u s e e m b ry o d e v e l o Pm e n t i n v i t r o
.

J R e Pro d F e rt i l
�
19 82

�

6 6 : 6 3
一

66
.
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S e shag i r i PB
�

T er as aw a E
�

H e am JP
.

T h e s e c r e t i o n o f gon ed ot r oP h i n
一r e l e as i n g h o r n l o n e by

Pe ri
一

im P lan t at i o n e m b ry o s o f th e rh e s u s m o n k e y : e o m Pa r i s o n w i t h t h e s e e re t i o n o f e h o r io n i e

g o n a d o t ro Ph in
.

H u m R e Pr o d
�
1994

�
9 : 13 00

一

130 7
.

Sm i t h D M a n d Sm i t h A E
.

U Pt a k e a n d i n e o rp o r at io n o f a m i n o a c i d s by e u l t u r e d m o u s e em bry o s :

e s t r o g e n S t im u lat i o n
.

B i o l R e Pr o d
�
19 7 1

�
4 : 66

一

73
.

Sm o t r i e h D B
�
S t i l lm a n R J

�
W idra EA

� e t a l
.

I m m u n o c yt o e h e m i e a l l o e a l i z at i o n o f g ro wt h fa c t o r s a n d

th e i r r e e e Pt o r s i n h u m an Pre
一em b ry o s a n d F a l l o Pi a n t u b e s

.

H u m R e P r o d
�
1996

�
l ] : 184

一
190

.

S t e e v e s T E
�

G a r d n e r D K
.

T e m Po r a l a n d d i ffe r e n t ia l e ffe e t s o f am i n o a e i d s o n b o v i n e e m b ry o

d e v e l o Pm e n t i n e u l t u r e
.

B io l R e Pr o d
�
19 9 9

�
6 1 : 73 1

一

74 0
.

S t e fa n N
�

S a r im a K
�

E e k a rr d t T� e r a l
.

M e e h a n i sm s o f e s t ro g e n a e t i o n
.

Phy s i o l R e v� 200 1

8 ] (4 ) : ] 5 35
一

156 5
.

Stoj k o v i e M
�
K r e b s O

�
K Ol l e S

� e t a l
.

D e v e lo Pm e n t a l r e g u l a t io n o f hy a l u r o n a n 一

b i n d i n g Pr o t e i n

(R H A M M月H A B P ) e x P r e s s i o n i n e a r ly b o v i n e e m b ry 0 s
.

B i o l R e Pr o d
�
2 003

�
6 8( l ) : 6 0

一

66
.

Su m m e r s M C
�
B hat n a g ar PR

�
L aw i tt s FA

� e r a l
.

Fe rt i l i z at i o n i n v i t r o o f m o u s e o v a fr o m i n b r e d a n d

o u t b r e d Pr e im Pl a n t a t i o n e m bry o d e v e l o Pm e n t i n g l u e o s e 一s u PPl e m e n t e d K SOM
.

B i o l R e P r o d
�

19 9 5
�
5 3 : 4 3 1

一

43 7
.

Su m rn e r s M C
�
M c G i n n i s L K

�
L a w i rt s FA

� e r a l
.

I V F o f m o u s e o v a in a s i m P l e x o Pt im i z e d m e d i u m

s u PP l em e n t e d w i t h a m i n o a e id s
.

H u rn R e Pr o d
�
200 0

�
15 : 179 1

一

180 1
.

Su m m e r s PM
�
T ay l o r C T

�
M i l l e r MW

.

R e q u i r em e n t o f i n n e r c e l l m a s s fo r e ffi e i e n t e h o r i o n ie

g o n a d o t r o Ph in s e c r e t i o n by b las t o e y s t o f c o m m o n m a rm o s e t s (C a l l i th r i x j a e e h u s )
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附录 试剂配方及配制方法

表 1 培养液配方

成 分

C o m Po n e n t

N a C I

K C I

M gSO 4

K H ZP仇

60 %乳酸钠

(So d i u m Ia c r a t e )
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H EPE S

E D工A
·

N a Z
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(P e n i c i l l i n )

链霉素

(St r e Pt o m y c i n )

谷胺酞胺

(G l u tam i n e )

B SA

分子量 m K SOM m FHM CZ B H T F

M 0 1Ce u lar w e i Z h m 习10 0m l m 刁100m l m 可 100m l m 可100m l

58
.
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.
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.

5 4 77
�
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.
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�
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.
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.
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.
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5
.

0
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:
�一412 0
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2
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l ] 2

4
.

8
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︸、JnUO411
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、

2
.

2

34. 9

2
.

2
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.

3
.

0

2 10乃

3
.

7

14 7
.

2 0 2 5
.

2 25
.
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.

0 30刀
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.

3 0 4 9 6 9
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.

2 0 0
.

4 0
.

4

19 8
.
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.

2 110
.

2 110 2 / 一 50刀

6 0 6
.
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0 7
.

5

5
.

0 5
.

0 5
.

0
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.

0 4 00
.

0

02曰05
滋件n
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J
J
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.

15 14
.

6 14. 6

4 0 0
.

0

(B o v i n e s e ru m a l b u m i n )

酚红

(P h e n o l r e d
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表 2 储存液的配制

储存液

St o e k

St o e k A ( l o
x

)

n 1K SOM C Z B 卜IT F

100m l 10 0m l 10 0m l

595

18 5

4
.

7 7

0
.

3 6

5 93 8

0
.

3 4 9 6

﹃、一nU

0
.

14 2 0刀24 1

0
.

16 1 0
.

0 50 4

5
.

85 m l 3
.

4 2 m l

1
.

10 2 / 一 0
.

5 0

0
.

0 6 0刀7 5

0
.

05 0
.

0 5 0

︸
.﹃、︸、月卜.4决IT)265020474l().0)0臼田匕L00

成 分

C o m Po n e n t

N aC I

K C !

M gSO 4

K H ZPO ;

60 %乳酸钠

(So d i u m l a e t a t e )

葡萄糖

(G l u e o s e )

青霖素

(P e n i e i l l i n )

链霉素

(St r e Pt o m y e i n )

St o e k B ( 1o
x

) N a H CO 3

酚红

2
.

10 1

0 00 1

2
.

111

0
.

0 0 1

2
.

100

0
.

0 0 1

(Ph e n o l re d )

St o c k C ( 100
X
) 丙酮酸钠 0

�

03 60 g/ 10m l 0
.

036 0 g/ 10m l 0 乃3 6 0 g/ 10m l

(S o d i u m py r u v at e )

St o e k D ( 10 o
X

) C a C IZ
·

ZH ZO 0 2 52 1 g/ 10m l 0
.

2 52 1 g/ 10m l 0
.

252 1 g/ 10m l

St o e k E ( 100
x

) H E PES 1
.

4 895 g/ 25m l 1
.

4 89 5 g/ 2 5m l 1
.

4 89 5 g/ 2 5m l

(P l l 7 4 ) 酚红 0 00 1 0
.

0 0 1 0 刀0 1

(P h e n o l r e d

ED I A S r o e k ( 100
‘
) E D 工气 0

.

03 72 g/ 10m l 0刀3 72 g/ 10m l 0 刀3 72 g/ I 0m l

G ]u t am i n e St o e k ( 100
x

) G l u t am i n e 0
.

29 20 g/ 10m l 0 2 920 g/ 10m l 02 92 0 g/ 10m l

所有储存液过滤除菌
�
分装后

一

20 ℃保存 2一3 个月
。
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表 3 10ml 工作液的配制

St o c k In K SOM (m l ) m FH M (m l) CZ B (m l ) H T F (m l)

St o e k A ( l o
x

)

St o e k B ( 10
火

) 0 2

St o e k C ( 10O
X

)

St o c k D ( I oo
X

)

St o c k E ( l oo
x

)

0
.

06 1

0
.

10 0

0
.

0 84

0
.

] 0 0

l

l

0
.

] 0 1

0
.

119

01060八U0810CU
︸
0

E D
产

I认 St o c k ( 10 0
火

) 0
.

0 10 0 0 10 0
.

1 10

G l u t a m i n e St o e k ( 10 0
x

) 0
.

0 5 0 0
.

0 5 0 0
.

0 50

6g6O70.7
.

7 7 9 7
.

7 79

0
.

0 4 9 0
.

0 4 9

7
.

7 80

0
.

04 9

OA姚BS

调 pH 至 7 2 一7 4
�
过滤除菌

� 4℃保存 1一2 周
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思维和对 自己严格要求的工作作风
�
是我终身学习的榜样

。
在他的言传身教和谆谆教导下

�
使

我真正懂得了作为一个科研工作者应具备的素质
�
和对 自己所从事工作的认真踏实敬业的态度

�

这将对我今后的人生之路产生巨大的影响
。
在毕业之际

�
谨向导师致以崇高的敬意和诚挚的谢

意
。

此外夏国良教授
、
苟克勉副教授还给予我大量的指导和帮助

�
他们渊博的学识

、
精辟的观

点
�
和宽广的胸襟都给我留下了深刻的印象

。
感谢生理系郑行老师

、
乔惠理老师

、
候健老师

、

邵育静老师和周波老师在学业上所给予的无私指导和帮助
。

同时
�
生物学院的康舵老师

、
狄秀

英老师
、
洪海燕老师和冯丽华老师也给了我很多帮助

�
在此一并表示感谢

。

在实验室工作的过程中
�
始终能够感受到融洽的的气氛

�
更能体会到集体的温暖和智慧

。

在这里我由衷地感谢给我过欢乐和帮助的每一位同学
�
他们是刘佳利

、
沈红

、
田兴贵

、
何玉琴

、

李建华
、
尚江华

、
钟友刚

、

刘忠霞
、
罗昊澎

、
张小平

、
陈人为

、
袁学军

、
张金华

、
王国新

、
刘

树强
、
陈红平

、
胡格

、
杨剑英

、
孙德吴

、

杜中
、
范晶晶

、
吴英杰

、
卜淑敏

、
谢辉蓉

、
雷蕾

、
陈

秀芬
、
陶勇

、
王凤超

、
张美佳

、
付茂勇

、
王超

、
王松波

、
杨建鸽

、
宁刚

、
沈月

、
宋小明

、
金世

英
、
付卓

、
许宝山

、
欧阳宏

、
张华等

。
国家重点实验室的严阿勇

、
李明

、
黄晓萌

、
梅志强

、
雷

霆华
、
喻雅静等同学在在实验中也给予我很大的帮助

�
在此表示忠心的感谢 !

最后特别要感谢我的家人三年来无私的关怀和支持
�
使我顺利完成学业 !

陈悦洲

2005 年 6 月
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