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　　在转基因小鼠构建过程中 ,其受精卵常常会在

早期体外培养时出现原因不明的发育停滞或发育

阻断(Block to Development),导致胚胎体外发育的

失败 。为了解决这一问题 ,国内外研究人员对胚胎

培养基成分进行调整 ,加入多种氨基酸以满足胚胎

营养需求 ,或去除葡萄糖和重金属离子以保护早期

胚胎不受伤害。近来 ,又将胚胎与卵丘细胞或同种

/异种输卵管上皮细胞共同培养 ,使胚胎体外发育

的环境与体内自然环境相似。目前普遍认为葡萄

糖抑制桑椹胚前的卵裂 ,但又是囊胚期所必需的。

为了使胚胎在体外发育达到较好的效果 ,我们利用

同种输卵管上皮细胞(Oviduct Epithelium Cell ,

OEC)与胚胎进行共同培养 ,并通过改变培养液中

葡萄糖含量以满足胚胎发育不同时期的要求 。本

实验研究葡萄糖 、OEC 共培养对胚胎体外发育的

影响作用 ,以解决胚胎在不同发育时期对葡萄糖及

其它因素不同需求的矛盾 。现将结果报道如下。

1　材料方法

1.1　动物准备

昆明小鼠 ,鼠龄>8周 ,体重 25 ～ 35 g ,雌雄分

笼饲养(由中山医科大学动物中心提供)。

1.2　培养液及培养条件

M 16培养液 ,参考高等教育出版社《现代分子

生物学实验技术》的 M 16配方[ 1] ,葡萄糖含量为

1%(主要试剂由 Sigma公司提供)。Glu-Free M 16

(无葡萄糖 M 16),即将 M 16中的葡萄糖除去 ,其

它同 M 16。M 16+OEC 培养液 , M 16 培养微滴

中加入小块 OEC 共同培养 。Glu-Free M 16 +

OEC ,在Glu-Free M 16培养微滴中加入小块 OEC

共同培养 。高压灭菌石蜡油。Heraeus型培养箱 ,

温度为 37 ℃,CO2 浓度为 5%,湿度为 100%。

1.3　实验步骤

1.3.1　雌鼠超排准备　取雌鼠若干只 ,于下午 4∶

00腹腔注射孕马血清(PMSG)7 U/只 , 48 h 后注

射绒毛膜促性腺激素(HCG)10 U/只。注射后即

与雄鼠合笼过夜 。第 2天早晨 8∶00检查雌鼠阴道

栓 ,将检栓阳性者隔离 ,准备取卵。

1.3.2　取　卵　在检栓后 6 ～ 8 h 颈椎脱臼处死

小鼠 ,打开腹腔取出输卵管 ,将其壶腹部撕开 ,即可

见受精卵同周围卵丘细胞涌出输卵管 。用 1 毫升

150单位的透明质酸酶去除卵丘细胞 ,在 M 16 培

养液中尽量清除卵丘细胞 。

1.3.3　培养及观察　取直径 35 mm 的 1 次性培

养皿 ,分别滴加上述 4种培养液和 OEC ,成 0.05 ～

0.1 mL 的小滴 ,用灭菌石蜡油封盖液滴 ,然后将清

洗过的胚胎按 20 ～ 25/滴放入培养滴中 。置入培

养箱中培养 , 12 ～ 24 h 换液并观察记录胚胎发育

数。

1.4　统计学分析

应用 χ
2
检验进行数据分析。

2　结　果

在培养 72 h 后 ,对培养液变化的 4 组胚胎进

行统计 ,见表 1。
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表 1　培养液的变化对胚胎发育的影响

Table 1　Effect of different medium on development of mouse embryos in vitro

Groups　　
Number of

Embryos

Pass the first

cleavege(2-cell)

　Pass the 2nd

cleavege(4-cell)

8-16 cells

phase

Morula or

blastocysts

1.M 16 　　129 　　105(81.39%) 　　53(41.09%)1) 　 42(32.56%)3) 　35(27.1%)3)

2.Glu-F ree M 16 83 69(83.13%) 46(55.42%)2) 10(12.05%)4) 6(7.23%)4)

3.M 16+OEC 145 124(85.52%) 91(62.75%)
2)

69(47.59%)
5)

58(40.0%)
5)

4.Glu-F ree M 16+OEC 61 51(83.61%) 39(63.93%)2) 8(13.11%)6) 3(4.92%)6)

　　1)vs 2), χ2=15.59 , P <0.01;3)vs 4), χ2=11.74 , P <0.01;5)vs 6),χ2=21.79 , P <0.01

3　讨　论

3.1　葡萄糖的早期发育阻断作用

胚胎体外培养过程中 ,小鼠的受精卵常常停滞

在双细胞期而不再向前发展 ,但此时胚胎并未退化

死亡 ,往往是在发育停滞后 48 ～ 72 h 后出现细胞

的退化溶解。这即所谓“2 细胞阻断” 。1988 年 ,

Schini等[ 2]发现葡萄糖在磷酸盐存在的条件下造

成金黄仓鼠胚胎的 2细胞阻断。随后 Chato t等[ 3]

也发现葡萄糖对 CF1 、DBA/2J 小鼠有 2 细胞阻断

作用。我们的实验与上述研究结果一致 , 在第 2

次卵裂时 ,葡萄糖培养液中有近 60%的胚胎不能

通过 ,而对照的无糖培养液只有 40%,两者间存在

着显著差异 ,说明葡萄糖对昆明小鼠也同样具有 2

细胞发育阻断作用。因而认为葡萄糖是导致胚胎

2细胞阻断的重要因素 。已有研究表明[ 4] :在鼠的

早期胚胎中缺乏己糖分解酶系统 ,因而在早期胚胎

主要的能量物质不是葡萄糖而是丙酮酸 ,通过三羧

酸循环将丙酮酸转化为谷氨酸 、丙氨酸 、天冬氨酸

等提供胚胎发育所需要的能量。而只有到桑椹胚

以后 , 葡萄糖才作为主要的能量来源被分解利

用[ 5] 。这同从体内收集到的不同阶段的早期胚胎

具有较低且恒定的糖原含量的现象是一致的
[ 6]
。

因此 ,认为早期大量的葡萄糖进入胚细胞后 ,将被

转化为糖原贮存 。由于大量糖原的合成过程消耗

掉大部分能量 ,从而抑制了早期胚胎的正常卵裂 ,

出现发育阻断。以后由于糖原水化使细胞膨胀 ,最

终导致胚胎破裂溶解 。

3.2　OEC共培养的阻断抑制作用及葡萄糖的晚

期作用

含糖培养液中有 OEC共同培养时 ,胚胎通过 2

细胞阻滞的比率与无糖培养液中的相近 ,两者间无

明显差异。说明在胚胎发育的早期 OEC 能够抑制

葡萄糖对细胞的阻断作用 。这可能与 OEC能够分

泌某些促进胚胎发育的物质 ,使之克服了体外发育

阻断的现象有关 ,或者由于 OEC 的共同培养能够

清除环境中对胚胎发育不利的物质 ,使胚胎发育的

条件得到改善从而突破阻滞[ 7] 。

当胚胎发育至 8 ～ 16细胞及以后阶段时 ,含糖

和无糖培养液之间出现了明显差异 ,这说明随着胚

胎发育进程的不断深入 ,胚胎的结构与功能逐步完

善 ,此时只依靠丙酮酸作为能量来源远远不能满足

胚胎发育的需要 ,必需利用葡萄糖作为主要的能量

来源。如果此时培养液中缺乏葡萄糖而只有丙酮

酸和 OEC所提供的少量能量和营养物质 ,是不足

以支持胚胎继续发育的。因此认为 ,做为胚胎滋养

层的形成和囊胚孵化的主要能量来源的高浓度葡

萄糖[ 8] ,在胚胎体外发育到 8 ～ 16细胞期及以后的

阶段是非常重要的[ 5 ,8] 。因此有必要在胚胎发育

的不同阶段使用不同的培养液 。

另外 ,胚胎一旦通过了 2细胞期停滞后 ,都能

以较高的发育率向后期阶段发育 , OEC 的存在与

否并不重要 。进一步证明了胚胎在第 2 次卵裂后

葡萄糖即不再成为阻滞胚胎发育的因素 ,反而更有

利于其向前发展 。而此时 OEC 对胚胎的作用逐渐

减弱 ,不如早期那样重要 。

根据以上的结果分析 ,葡萄糖 、输卵管上皮细

胞都能够影响小鼠受精卵的体外发育。特别是葡

萄糖 ,作为培养液的成分之一 ,却在胚胎发育的不

同时期起着不同的作用。因此 ,在小鼠胚胎体外培

养时 ,可以根据胚胎发育的不同阶段及时改变不同

的培养液成分 ,即在早期 ,特别是在 2 细胞期前给

予不含糖的培养液 ,同时使用 OEC 进行共同培养;

在胚胎突破 2细胞阻断后即给予含糖培养液 ,籍此

提高小鼠胚胎体外发育的效率 。
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深 、操作不便 ,容易损伤阴部内血管及神经 。至于
创伤后早期行后尿道吻合术 ,有一组报告阳萎发生

率为 2/24
[ 1]
,疗效满意。但此术式有其不易被多

数人接受的一面:采用截石位进行手术对骨盆骨折

有引起骨折再移位 、加重损伤的可能 ,同时因骨盆
骨折所引起的盆腔静脉丛撕裂和骨折面渗血 ,加上

术中出血 ,往往出血量大 ,而且术野深 、操作时间
长 ,故只能在伤情允许 、骨盆环稳定及技术条件成

熟的情况下进行 。
本组 35例尿道会师牵引术后发生尿道狭窄 3

例(8.6%),需再次手术 1 例(2.9%),远较 Gibson

报告的发生狭窄 41%(18/44)[ 8]及鲁功成的 51.6

(16/31)
[ 9]
为低 。我们认为 ,采用这种术式的许多

细节与治疗效果有密切关系 ,除了要注意血肿的有

效引流 ,导尿管大小 、质地的选择 、术后抗感染等环
节 ,我们的改进措施是:①使用尿道会师引导探条。

尿道会师多年来一直沿用的方法是采用 2 条金属

尿道探条或将手指伸入前列腺作引导 ,也有的作者

介绍“二镜腔内会师术”
[ 10]
,这些方法盲目性及创

伤性仍较大 。我们将膀胱内的会师探条改为尖端

带孔的空心探条以后 , 2 探条在断端中极易对合 ,
可大大减少盲目操作及医源性损伤。 ②留置 Foley

导尿管将尿道断端拉拢 ,传统的方法是利用床尾滑
轮挂盐水瓶进行牵拉。由于盐水瓶重量的惯性作

用 ,病人在床上翻身等活动时 ,经测定拉力可出现
大约±200 g 的变化。改进后的牵引装置除可以直

接指示拉力大小 、调整拉力方便以外 ,由于橡皮条
的缓冲作用 ,不再出现拉力的忽松忽紧变化 ,使愈

合面处于一种相对稳定的状态 ,有利于愈合。 ③尿

管拔除后应注意善后治疗 ,坚持定期尿道扩张 ,防
止狭窄。多数病人扩张 2 ～ 4次即可。本组 1例手

术失败者 ,除了与伤重有关之外 ,患者出院后半年

内一直未按嘱作定期尿道扩张是个重要原因 。
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