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鼠胚实验在新建胚胎培养实验室
质量控制中的作用
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摘摇 要:摇 目的摇 采用鼠胚实验(mouse embryo assay,MEA)检测新建的胚胎培养实验室的培养体系是否符合

人类胚胎体外培养的要求。 摇 方法摇 采用配子体外授精法和收集 2 细胞胚胎培养法进行实验。 在胚胎体外培养

的过程中定时对胚胎的发育状况进行观察并拍照记录。 摇 结果 摇 配子体外受精法的囊胚形成率为 90. 84% 依
7郾 09% 。 收集 2 细胞胚胎培养法的囊胚形成率为 91. 17% 依 6. 97% 。 两种方法的囊胚形成率之间差异无显著性。
摇 结论摇 配子体外授精法和收集 2 细胞胚胎培养法均可作为新建胚胎培养实验室的质量控制方法。
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The Role of Mouse Embryo Assay in the Quality Control of
the Newly Established Embryonic Laboratory
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Abstract:摇 Objective摇 To detect whether embryo culture system of the newly established embryonic laboratory is re鄄
liabile for the human embryo culture by using mouse embryo assay. 摇 Methods摇 The mouse謘s gamete IVF and 2cell embryo
collection was employed in the study. The embryo development status was observed and picture record was taken at regular
time. 摇 Results摇 In in鄄vitro fertilization (IVF) study,the fblastocyst formation rate was 90. 84% 依 7. 09% . The blastocyst
formation rate was 91. 17% 依 6. 97% in 2 cells embryos collection study. The blastocyst formation rate of the two methods
was not statistically different. 摇 Conclusion摇 The study results show that the in鄄vitro fertilization (IVF) method of mouse謘s
gamete and the 2 cells embryos collection method can be used in newly established embryonic laboratory quality control.
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摇 摇 对于新建的胚胎培养实验室,胚胎培养实验室

的环境温度和湿度,仪器设备的温度和性能,试剂耗

材的质量等是否能达到配子及胚胎体外操作和生长

发育的要求至关重要。 因此在进行人类胚胎的体外

操作和培养之前,要检测胚胎培养实验室的整个培

养体系能否胜任体外胚胎培养的重任,就必须对实

验室的整个培养体系进行质量控制。

鼠胚实验(mouse embryo assay,MEA)是对胚胎

实验室的培养体系进行质量控制的方法之一。 已有

的研究报道鼠胚实验的可靠性受到较多因素的影响,
对于是否采用鼠胚实验作为胚胎实验室质量控制方

法的观点并不一致[1鄄2]。 因此对新建的胚胎培养实验

室采用鼠胚实验进行质量控制的有效性值得探讨。
本生殖中心胚胎培养实验室在装修完成及所有

的仪器设备安装调试好后,并经湖南省疾病控制中

心对实验室的环境检测合格后,本文作者在胚胎培

养实验室内进行了鼠胚实验。 现将实验结果报道

如下。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

1. 1. 1摇 实验动物摇 昆明小白鼠 64 只,雌性 40 只,
雄性 24 只,由南华大学实验动物中心提供。
1. 1. 2 摇 主要药品和试剂 摇 孕马血清促性腺激素

(Pregnant Mare Serum Gonadotropin,PMSG)购自杭

州动物药品厂,批号:010521;人绒毛膜促性腺激素

(Human Chorionic Gonadotropin,HCG)购于丽珠制

药厂,批号 110106;人类输卵管液(Human Tube Flu鄄
id,HTF)、HEPES 缓冲液、卵裂液、囊胚液、血清蛋白

替代品(Serum protein substitutes,SPS)均购于 Coo鄄
persurpical 公司。
1. 1. 3摇 实验耗材摇 巴斯德管(ORIGIO),5 mL 圆底

小试管(BD),10 mL 圆底小试管(BD),1 mL 注射器

(BD),35 mm 培养皿(BD)。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 配子体外授精法摇 实验动物的选择与处理:
(1)体外授精( in鄄vitro fertilization,IVF)雌鼠的选择

与处理:选择 7 周龄以上且体重大于 20 g 的健康雌

鼠,每只雌鼠腹腔注射 10 IU PMSG,48 h 后再注射

10 IU HCG,于 13 ~ 16 h 后取卵子。 取卵子复合体:
将处理后的小鼠采取颈椎脱臼法处死,打开腹腔,取
出输卵管,在体式显微镜下于输卵管壶腹部用1 mL
注射器针头做一切口,从切口的一端轻轻挤出卵子

复合体。 卵子复合体用 HTF 洗涤两遍后,按每个受

精皿放 15 个卵子放入受精皿等待受精。 (2)体外

授精雄鼠的选择与处理:选择 8 周龄以上且体重大

于 25 g 的雄性特征明显的雄鼠。 取小鼠精子:将选

择好的小鼠采用颈椎脱臼法处死,打开小鼠腹腔,取
出附睾及输精管,在体式显微镜下于 HTF 受精液中

在附睾和输卵管上打孔使精子游出,放于培养箱中

放置 30 min。 离心处理,计数精子浓度,放于培养箱

中。 体外受精与胚胎培养:根据精子浓度,每个受精

皿加入精子的终浓度为(1. 5 ~ 2) 伊 105 / mL。 受精

6 h后用拉制好的巴斯德管祛除颗粒细胞,把受精卵

转入胚胎培养皿,进行受精卵的观察后放入二氧化

碳浓度为 6%的培养箱继续培养。
1. 2. 2摇 收集 2 细胞胚胎培养法摇 实验动物的选择

与处理:(1)雄鼠的选择:选择 8 周龄以上且体重大

于 25 g 的雄性特征明显并曾进行过交配的雄鼠。
(2)雌鼠的选择与处理:选择 7 周龄以上且体重大

于 20 g 的健康雌鼠,每只雌鼠于下午 5颐 30 腹腔注

射 10 IU PMSG,48 h 后再注射 10 IU HCG,注射

10 IU HCG 后与选择好的雄鼠合笼,于第 2 天清晨

检查雌鼠阴道口是否有阴栓,发现阴栓为成功交配

的雌鼠。 (3)2 细胞胚胎的收集与培养:将成功交配

的雌鼠,于交配后 22 h 左右采用颈椎脱臼法处死,
按无菌操作的要求打开小鼠腹腔,取出输卵管,在体

式显微镜下用注射器冲出 2 细胞胚胎,或用注射器

拆掉输卵管释放出 2 细胞胚胎,用 HTF 洗涤两遍

后,将 2 细胞胚胎转入卵裂液进行培养。 在胚胎体

外培养的第 3 天将胚胎转入囊胚液继续进行培养。
1. 3摇 统计方法

采用 SPSS 13. 0 软件对实验数据进行均数分

析,并对两种方法的囊胚形成率进行卡方检验。
P < 0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 配子体外授精法囊胚结果

摇 摇 采用配子体外授精法共进行了 5 批次实验,共
获得 2 细胞胚胎 213 枚,经体外培养发育成囊胚的

胚胎共 190 枚,平均囊胚率为 90. 84% 依 7郾 09% ,每
批次的囊胚率大于 80% (表 1)。

表 1摇 配子体外授精法囊胚结果

实验批次 2 细胞胚胎数(枚) 囊胚数(枚) 囊胚率(% )
1 批 45 41 91. 11
2 批 21 20 95. 24
3 批 32 32 100. 00
4 批 80 68 85. 00
5 批 35 29 82. 86

2. 2摇 2 细胞胚胎培养法实验囊胚结果

采用收集 2 细胞胚胎培养法进行了 7 批次实

验,共获得 2 细胞胚胎 326 枚,经体外培养发育成囊

胚的胚胎共 301 枚, 平均囊胚率为 91. 17% 依
6郾 97% ,每批次的囊胚率大于 80% (表 2)。

表 2摇 2 细胞胚胎培养法囊胚结果

实验批次 2 细胞胚胎数(枚) 囊胚数(枚) 囊胚率

1 批 15 14 93. 33
2 批 43 37 86. 05
3 批 60 53 88. 33
4 批 60 53 88. 33
5 批 34 34 100. 00
6 批 65 64 98. 46
7 批 49 46 93. 88
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2. 3摇 两种方法的囊胚形成率的比较

配子体外授精法的囊胚形成率 (90郾 84% 依
7郾 09% )与收集 2 细胞胚胎培养法的囊胚形成率

(91郾 17% 依6郾 97% )比较,差异无显著性(字2 = 1郾 56,
P = 0郾 21,P > 0郾 05)。

3摇 讨摇 摇 论

在胚胎培养实验室的质量控制中,鼠胚实验结

果的可靠性至关重要,而已有的研究表明鼠胚实验

的结果受到较多因素的影响。 质量控制的结果受到

鼠品系、鼠胚质量、胚胎实验室的物理环境(包括整

个实验室的温度、湿度,培养箱的温度湿度和 CO2

浓度及操作台面温度等因素)、试剂、耗材、实验室

工作人员的操作技能等因素的影响[3鄄5]。 对于新建

的胚胎实验室,必须尽量减少可控因素变化的影响,
以利于实验者查找导致囊胚率不达要求的原因。

本实验的结果显示采用两种方法的鼠胚囊胚率

均大于 80% ,研究报道囊胚形成率达到 80%即可以

做为胚胎实验室培养体系符合要求的标准,且本研

究结果显示采用两种方法的质量控制结果没有差

异,因此以上两种方法均可以用于胚胎实验室的质

量控制。 但笔者认为体外授精囊胚培养法更适宜用

于新建实验室的质量控制。 其原因在于:(1)已有

的研究结果显示 1 细胞鼠胚胎比 2 细胞鼠胚胎对胚

胎发育的影响因素更为敏感,更有利于检测出不利

因素对胚胎发育的影响[6鄄7]。 (2)配子体外授精法

是对体外授精的全过程进行的质量控制,更有利于

发现体外培养体系中存在的问题。 (3)行小鼠配子

体外授精是对实验操作者技术能力的检验,并可以

培训和提高实验室技术人员的技术能力。
尽管胚胎实验室质量控制的方法还有人精子存

活实验等方法,其中精子存活实验用于检测试剂、耗
材的内毒素比较适宜,但对于检测新建的胚胎培养

室的培养体系而言具有局限性,将精子存活实验作

为胚胎培养实验室正常运行后的试剂和耗材的常规

质量控制方法是目前普遍的做法[8]。 对于新建的

胚胎培养实验室的质量控制采用鼠胚实验中的体外

授精法能更好的检测整个培养体系,这也是目前国

内外同行所公认的新建胚胎培养实验室的质量控制

方法[9鄄10]。 此外,在进行鼠胚实验的同时对所用试

剂、耗材进行精子存活实验更有利于整个培养体系

的检测。
总之,收集 2 细胞胚胎培养法和配子体外授精

法均可以用于新建胚胎培养室的质量控制,但配子

体外授精法更有利于对整个胚胎培养体系进行质量

控制。 因很多因素会影响到胚胎的质量和囊胚率,
故只有尽可能控制那些影响胚胎生长发育的胚胎培

养体系中的可控因素,胚胎培养实验室的整个培养

体系才能为胚胎的生长发育提供相对适宜的条件,
才可能培养出生长发育潜能好的胚胎。
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