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鼠胚实验在新建体外受精实验室中的质控作用*
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鼠胚实验在新建
AFO

实验室中的质控作用
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华#

"陆军军医大学第二附属医院妇产科!重庆
8'''2-

#

""

摘
"

要"目的
"

探讨鼠胚实验对该院新建生殖实验室培养体系进行评估的可行性$方法
"

选择昆明系小

鼠进行体内及体外受精胚胎进行培养!观察常规培养条件下不同受精方式来源的小鼠胚胎及不同培养环境下

对小鼠体外受精胚胎的受精率%卵裂率%囊胚率$结果
"

体内周期数共
2;

个!获得受精卵共
988

枚!受精率

(;19@

!卵裂率
(.1-@

!囊胚率
(31.@

&体外周期数
8.

!获得卵母细胞
&&&(

枚!受精率
-(1.@

!卵裂率
(819@

!

囊胚率
9;19@

&体内受精的受精率和囊胚率与体外受精之间差异显著!且差异有统计学意义$体外受精胚胎在

三气培养箱培养卵裂率为
-(12@

!受精率为
(;18@

!囊胚率为
9918@

&在二气培养箱中卵裂率为
9.1-@

!受精

率为
(;1&@

%囊胚率为
9818@

&体外受精和体内受精培养在受精率%卵裂率%囊胚率差异不显著$结论
"

无论

是体内受精还是体外受精培养的囊胚率均达到了质控标准!所以本实验室的培养环境适合进行人的体外受精

操作&小鼠胚胎对二气或者三气培养箱的环境不具有敏感性!小鼠胚胎具有局限性!可重复性不高$

关键词"小鼠胚胎&

"

体内受精&

"

体外受精&

"

受精率&

"

囊胚率
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体外受精$

AFO

&及其衍生技术是目前治疗不孕不

育的一项重要人类辅助生殖技术$

<*D

&'胚胎实验

室是人类
<*D

实施的重要支撑点(是保证
<*D

成功

的重要核心条件*

&

+

(所以高效稳定的胚胎培养环境对

于胚胎培养的生长发育及体外受精的成功率都有着

很大影响'鼠胚实验和精子存活实验是目前最常用

于
AFO

实验室耗材)试剂)设备质量控制的生物学方

法(适用于新建或者新启动周期的
AFO

实验室的质量

#
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#
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年
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控制*

.

+

'陆军军医大学第二附属医院生殖与遗传医

学中心
AFO

实验室建成于
.'&3

年
&&

月(经过前期的

清洁消毒和热处理后*

2

+

(于
.'&-

年
8

月到
9

月(在

AFO

实验环境下对昆明小白鼠进行体内受精和体外

受精实验
&.

批次共
--

周期(对新建
AFO

实验室进行

了质量控制检测'

$

"

材料与方法

$1$

"

实验动物
"

无特定病原体的健康昆明小白鼠及

小鼠饲料均购自重庆医科大学实验动物中心(许可证

号
TŴ !

$渝&

.'&-,''&'

(雌雄兼用$

3

周龄雌鼠(

9

"

(

周龄成年雄鼠单笼单放饲养&(光照)黑暗各
&.%

%严

格控制温度)湿度(自由摄食'购回后在实验动物中

心适应环境
&

周用于实验'

$1%

"

仪器与试剂

$1%1$

"

药品与试剂
"

孕马血清促性腺激素$

EJTP

&

与人绒毛膜促性腺激素$

?/P

&均购自于杭州兽药总

厂$批号!

&3'-.&

)

&3&.';

&(透明质酸酶$

F5$[#"5SC

(批

号!

'.3;9.

&(

P,J+ET EH)T

$

F5$[#"5SC

(批 号!

;'3;.2

&(

P,AFOEH)T

$

F5$[#"5SC

(批号!

;'32&2

&(

P&,

EH)T

$

F5$[#"5SC

(批号!

;'38.(

&(

P.,EH)T

$

F5$[#"5SC

(

批号!

;'32-(

&(

+F+AH

$

F5$[#"5SC

(批号!

;'3&8.

&等'

$1%1%

"

耗材与设备
"

2''&

皿$

OB"\#7

(批号!

(.83.8&

&(

2'2-

皿$

OB"\#7

(批号!

3.(-'2-

&

;UH

移液管$

OB"\#7

(

批号!

-;82

&(

2 UH

塑料巴氏吸管$

OB"\#7

(批号!

2;-;-;

&(

;1-;

英寸巴氏管$

TL7"5

Z

%$

(批号!

T;9(2

&(

(

英寸巴氏管$

TL7"5

Z

%$

(批号!

T3&82

&(精子计数板$以

色列(

TCS5,JCK\B"576$[LUC7$6

&(其他耗材均购自于

O<H/+N

公 司%氮 气 纯 度
((1((@

(

/+

.

纯 度

((1((@

%丹麦
AFO$C\%

恒温百 级工作台 $型 号!

T$C[5"C&9'

&(日本
<TDV/

柜式培养箱$

TP<,&3;&

&(

屉式培养箱$

<02&''P/

&(体视显微镜$日本
N5Y#7

(

TJX&'''

&(倒置显微镜$

+"

M

U

b

L6

(

Â;2

&(相差显微

镜$德国
XC566

(

E[5U#6$B[

&(离心机 $美国
D%C[,

U#S56%C[

(

;-'.

&'

$1&

"

方法

$1&1$

"

小鼠超排卵和鼠卵采集
"

挑选发情前期雌鼠

于下午
;

点腹腔内注射$

EJTP

&

&'A)

"只(注射

EJTP89%

后于腹腔内注射
?/P&'A)

"只'次日

上午
9

点采用颈椎脱臼处死雌鼠(超净工作台内取出

小鼠卵巢及输卵管(于
P,J+ETEH)T

中冲洗两遍(

体视显微镜下用
&UH

的注射器轻轻划破膨大的输卵

管壶腹部(让卵子团自行逸出(收集卵子团于受精皿

中(放置于
2-e

(

3@

的
/+

.

培养箱中孵育'

$1&1%

"

鼠精的采集和优化
"

选择发情期雄鼠(颈椎

脱臼处死(超净工作台内取出小鼠附睾及部分输精

管(于
P,J+ETEH)T

中洗涤
.

遍(剔除多余脂肪组

织(体视显微镜用
&UH

的注射器从附睾尾部刺破输

精管(向前轻轻挤出输精管的精子$若精子数量不足(

可用注射器划破附睾获取精子&(用巴氏吸管快速吸

出精子悬液(将精子悬液缓慢加入装有受精处理液的

离心管底部(置于
2- e

(

3@/+

.

培养箱中获能

2'U57

'

$1&1&

"

体内受精
"

注射
?/P

后(当晚将雌)雄鼠

$

&m&

&合笼交配(次晨查阴栓'颈椎脱臼处死小鼠(

超净工作台内采集小鼠输卵管及卵巢(在体视显微镜

下用注射器剖开输卵管壶腹部(采集合子团'将合子

团在
P,J+ETEH)T

中洗涤
.

遍(后再透明质酸酶作

用
2'6

脱掉颗粒细胞(分别在
P,J+ETEH)T

和
P&,

EH)T

微滴中洗涤后转移到新的
P&,EH)T

微滴中(

放置于培养箱中培养'

$1&1'

"

体外受精
"

收集获能的上层精子(相差显微

镜下观察精子活力及浓度(使用精子计数板对精子计

数'从培养箱中取出含有卵子的受精皿$

2'2-

皿(

&UHP,AFOEH)T

(加油覆盖&(将精子悬液加入到

2'2-

皿中(调整精子悬液终浓度$

&

"

.

&

h&'

3

"

UH

(并放

置于培养箱中(

8

"

3%

后观察受精情况'然后将受精

卵从
P,AFOEH)T

中转移到
P&,EH)T

微滴中培养'

$1&1I

"

原核与卵裂期胚胎的观察与培养
"

体外受精

后(精卵孵育
8

"

3%

后观察
.EN

形成情况(统计受精

率'体内受精的合子团经透明质酸酶处理后(观察原

核胚的形成情况(统计受精率'将收集的原核胚洗涤

后转入
P&,EH)T

微滴中培养(微滴体积为
;'

(

H

(可

放置
;

"

&'

枚胚胎(

02

天将胚胎转移到
P.,EH)T

微

滴中继续培养(相差显微镜下观察
0&

)

0.

)

02

)

08

)

0;

的胚胎(记录各期胚胎发育情况(采集照片(统计受精

率)卵裂率和囊胚率'

$1'

"

统计学处理
"

采用
TETT&(1'

统计软件对实验

数据进行分析(计数资料以百分率表示(均采用卡方

检验进行组间差异性分析(

!

$

'1';

为差异有统计学

意义'

%

"

结
""

果

%1$

"

小鼠体内受精体外培养结果
"

小鼠体内受精培

养共
;

个批次(

2;

个周期'获卵数为
992

枚(原核受

精数
988

枚(受精率为
(;19@

%

.,

细胞胚胎数
-9.

枚(

卵裂率为
(.1-@

%卵裂后形成囊胚数
-;.

枚(囊胚率

为
(31.@

'见表
&

'

表
&

""

小鼠体内受精体外培养结果(

&

#

@

$)

批次 周期数 获卵数
合子数

$受精率&

'

.

细胞数

$卵裂率&

囊胚数

$囊胚率&

& 3 &38 &;(

$

(-1'

&

&2-

$

931.

&

&.8

$

('1;

&

. 3 &;. &8;

$

(;18

&

&2&

$

('12

&

&.3

$

(31.

&

2 - &-; &3;

$

(812

&

&;8

$

(212

&

&83

$

(819

&

8 9 &-. &-.

$

&''1'

&

&3;

$

(;1(

&

&38

$

((18

&

; 9 ..' .'2

$

(.12

&

&(;

$

(31&

&

&(.

$

(91;

&

合计
2; 992 988

$

(;19

&

-9.

$

(.1-

&

-;.

$

(31.

&

#

.'-&

#
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%1%

"

小鼠体外受精培养结果
"

小鼠体外受精培养共

-

个批次(

8.

个周期'获卵数为
&&&(

枚(原核受精胚

993

枚(受精率为
-(1.@

%

.,

细胞胚胎数
98'

枚(卵裂

率为
(819@

%卵裂后形成囊胚数
-.&

枚(囊胚率为

9;19@

'见表
.

'

%1&

"

小鼠体内与体外受精胚胎培养情况观察
"

小鼠

体内受精与体外受精胚胎培养(从
.,

细胞胚胎)

8

"

9

细胞胚胎)致密化胚胎到囊胚形成(见图
&

'

%1'

"

体内与体外受精率与囊胚率比较
"

体内受精培

养获得的受精率为
(;19@

(

.,

细胞胚胎数或以上为

-9.

枚%与体外受精培养获得的受精率为
-(1.@

(

.,

细

胞胚胎数或以上为
933

枚(差异有统计学意义$

!

$

'1';

&'囊胚率两组间差异具有统计学意义$

!

$

'1';

&'见表
2

)

8

'

表
.

""

小鼠体外受精培养结果(

&

#

@

$)

批次 周期数 获卵数
.EN

数

$受精率&

'

.

细胞数

$卵裂率&

囊胚数

$囊胚率&

& ; (- ;(

$

3'19

&

;.

$

991&

&

8'

$

-'1;

&

B

(

. ; &2. (9

$

-81.

&

('

$

(&19

&

-;

$

9212

&

B

2 3 &;. &&;

$

9&1&

&

&'9

$

(21(

&

(8

$

9-1'

&

I

8 - .'3 &3-

$

9&1&

&

&3&

$

(318

&

&8.

$

991.

&

I

; 9 ..( .'.

$

9913

&

&(.

$

(;1'

&

&;(

$

9.19

&

B

3 3 &39 &2;

$

9'18

&

&.(

$

(;13

&

&&3

$

9(1(

&

I

- ; &2; &&'

$

9&1;

&

&'9

$

(91.

&

(;

$

991'

&

B

合计
8. &&&( 993

$

-(1.

&

98'

$

(819

&

-.&

$

9;19

&

""

注!

B表示二气培养条件下$

2-e

)

3@/+

.

)饱和湿度&%

I表示三气

培养条件下$

2-e

)

3@/+

.

)

;@+

.

)饱和湿度&%

B

(表示二气培养条件

下(未达到质控标准

图
&

""

小鼠体内受精与体外受精各期胚胎

表
2

""

体内与体外受精率比较

受精方式 受精卵$

.,

细胞&$

&

& 未受精卵$

&

&卵总数$

&

& 受精率$

@

&

体内
-9. 29 9.' (;18

体外
933 .;2 &&&( -(1.

B

合计
&-&' .-8 &(98

""

注!与体内受精率比较(

!

.

f&&21&2(

(

B

!

$

'1';

表
8

""

体内体外囊胚率比较

受精方式 囊胚$

0;

&$

&

& 未成囊胚$

&

&

.,

细胞胚胎$

&

& 囊胚率$

@

&

体内
-;. 2' -9. (31.

体外
-.& &&( 98' 9;19

B

合计
&8-2 &8( &3..

""

注!与体内囊胚率比较(

!

.

f;&19'3

(

B

!

$

'1';

%1I

"

不同培养环境下对小鼠体外受精卵培养的影响

"

二气培养条件下$

2-e

)

3@/+

.

)饱和湿度&(小鼠

体外受精共进行了
&9

个周期(获卵
8(3

枚(受精
8&'

枚'三气培养条件下$

2-e

)

3@/+

.

)

;@+

.

)饱和湿

度&(小鼠体外受精共进行了
&(

个周期(获卵
;23

枚(

受精
8&-

枚'三气培养条件下的小鼠胚胎受精率)卵

裂率和囊胚率与二气培养条件下差异无统计学意义

$

!

%

'1';

&'其中二气培养条件下的第一批次未达到

质控标准(未纳入统计'见表
;

'

表
;

""

不同培养环境下对小鼠体外受精卵的培养

"""

情况比较(

@

#

&

'

&

$)

培养箱 受精率 卵裂率 囊胚率

二气培养箱
9.1-

$

8&'

"

8(3

&

(;1&

$

2('

"

8&'

&

9818

$

2.(

"

2('

&

三气培养箱
-(12

$

8&-

"

;.3

&

(;18

$

2(9

"

8&-

&

9918

$

2;.

"

2(9

&

!

.

&19(2 '1'89 .1-((

!

%

'1';

%

'1';

%

'1';

&
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讨
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胚胎实验室是人类辅助生殖技术实施的重要支

#
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#
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撑点(是保证
<*D

成功的重要核心条件'鼠胚实验

分析$

JV<

&适用于新建或新启动周期的
AFO

实验室

质控*

&

(

8

+

'实验室在开展人类体外受精
,

胚胎移植辅

助生殖技术之前(必须检测其培养体系是否适合胚胎

的培养(而小鼠胚胎实验能够有效地检测整个培养体

系*

;

+

(且有较好的敏感性*

3,(

+

'通过动态观察小鼠胚

胎发育情况(了解受精率及囊胚形成率等(在反映胚

胎发育状况的同时(可监测胚胎实验室的各种因素(

包括空气质量)温度)湿度以及各种耗材)培养液)培

养箱)

/+

.

气体和技术人员操作水平等*

3

+

'

实验结果表明(在本胚胎实验室小鼠体内或体外

受精获得的原核胚(都能发育至囊胚阶段(而且发育

状况良好(各项指标基本达到质控标准*

&',&&

+

'其中(

体外受精实验结果第一批次囊胚率未达质控标准(可

能原因为!$

&

&技术人员在前期操作中不够熟练(不同

人员操作结果也是不同的%$

.

&最初工作站热台测量

温度为
2;

"

23e

(温度过低会破坏卵子的纺锤体结

构(进而影响下一步发育*

2

+

'通过对工作站热台和显

微镜热台的校正(后面批次的囊胚率均达到了质控

标准'

本实验结果说明(体外受精培养更能有效地检测

整个培养体系'小鼠体外受精胚胎的受精率和囊胚

率低于体内受精胚胎的受精率和囊胚率(差异有统计

学意义$

!

$

'1';

&'排除小鼠自身的因素(体外受精

受很多因素影响!$

&

&目前的
AFO

实验室技术不能完

全模拟体内输卵管的环境%$

.

&本中心为新建中心(虽

然硬件设施齐全(但是软实力跟一些成熟的中心比较

还存在差距(还需不断摸索改善胚胎培养环境%$

2

&本

中心技术人员技术相对薄弱(需要更进一步学习培

训'实验结果显示(不同培养环境下体外受精培养的

受精率(卵裂率(囊胚率差异无统计学意义$

!

%

'1';

&'这一结果跟高亚可等*

(

+的研究结果不同(这

可能与鼠胚实验的重复性很差有关且具有局限性(也

可能与实验样本量少有关(还有待进一步研究'

'

"

结
""

论

""

体内受精采集的受精卵培养(该方法虽稳定(但

不能很好地评价配子及受精卵对培养试剂与耗材的

敏感性(不能对体外受精的过程及实验室操作人员进

行全面评价*

&.

+

(所以应与体外受精培养相结合来检测

整个培养体系'除此之外(小鼠胚胎培养对于一些条

件有限的实验室来说不易实现且存在很多争议(此方

法不能作为唯一的质量控制标准(可以采用精子存活

实验来进行实验室试剂与耗材的质控作为补充*

&2

+

'
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