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摇 摇 揖摘要铱 摇 非人灵长类动物已广泛应用于与人类相关的生殖模型研究袁而生殖和转基因操作相关手术室的硬

件和软件建设是保证研究顺利开展的前提条件遥 因此袁本文结合我中心的实际建设情况袁就非人灵长类动物体外

受精鄄胚胎移植相关手术室的合理建设及可能存在的问题等进行了探讨袁为相关科研工作人员提供参考遥
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葬灶凿 藻皂遭则赠燥 贼则葬灶泽枣藻则 渊陨灾云鄄耘栽冤 蚤灶 灶燥灶鄄澡怎皂葬灶 责则蚤皂葬贼藻泽

允陨粤晕郧 匝蚤灶鄄枣葬灶早员袁郧粤韵 允蚤葬鄄澡燥灶早员袁在耘晕郧 匝蚤葬燥圆袁栽粤晕郧 阅燥灶早鄄澡燥灶早员袁匀耘 在澡葬灶鄄造燥灶早员袁酝粤 运葬蚤鄄造蚤员
渊员援 悦藻灶贼藻则 枣燥则 凿则怎早 泽葬枣藻贼赠 藻增葬造怎葬贼蚤燥灶 葬灶凿 则藻泽藻葬则糟澡袁陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 酝藻凿蚤糟葬造 月蚤燥造燥早赠袁悦澡蚤灶藻泽藻 粤糟葬凿藻皂赠 燥枣 酝藻凿蚤糟葬造
杂糟蚤藻灶糟藻泽 驭 孕藻噪蚤灶早 哉灶蚤燥灶 酝藻凿蚤糟葬造 悦燥造造藻早藻袁运怎灶皂蚤灶早 远缘园员员愿袁悦澡蚤灶葬曰圆援 悦藻灶贼藻则 枣燥则 贼则葬灶泽造葬贼蚤燥灶葬造 皂藻凿蚤糟蚤灶藻袁

栽燥灶早躁蚤 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠袁杂澡葬灶早澡葬蚤 圆园园园猿怨袁悦澡蚤灶葬冤
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摇 摇 非人灵长类动物在生物进化尧生殖生理等方面

与人类极为相似袁拥有与人类相似的单子宫袁盘状

血绒毛型胎盘袁尤其是雌性恒河猴袁它们具有与人

相似的月经周期袁是研究人类生育调控机制尧体外

受精及胚胎移植的理想动物咱 员 原 圆暂 遥 非人灵长类动

物渊包括恒河猴尧食蟹猴等其它非人灵长类动物冤体
外受精及胚胎移植研究的开展将为人类生殖及转

基因动物模型的建立提供更为广阔的应用前景遥
而合理化及标准化手术室的建设袁是确保研究顺利

开展的前提条件遥 非人灵长类动物体外受精鄄胚胎



移植手术室既具有野实验动物设施冶的特点袁又具有

人类医疗手术室的某些特征曰既要满足人员在洁净

室内操作的要求袁又要满足实验动物的需要咱 猿暂 遥 因

此我们综合考虑了人员尧动物以非人灵长类动物体

外受精鄄胚胎移植 渊 蚤灶 增蚤贼则燥 枣藻则贼蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 葬灶凿 藻皂遭则赠燥
贼则葬灶泽枣藻则袁陨灾云鄄耘栽冤研究的需要袁并结合本中心实际情

况建立了手术室遥 目前已经顺利开展了 员缘 只实验

猴的取卵及胚胎移植工作袁现将相关工作进行总结

及探讨遥 以下将从硬件建设尧软件建设及使用几个

方面分别进行探讨遥
员摇 硬件

渊陨灾云鄄耘栽冤实验人员必须依赖和利用相应的仪

器设备袁才能进行各种精细的操作袁并为卵子受精

和胚胎发育提供一个稳定尧可靠的环境遥
员郾 员摇 房间布局

手术室设置在配有空调净化系统的屏障系统

内袁通过空调系统对空气进行初效尧中效和高效三

级过滤袁严格控制进入室内空气中的微粒数量袁确
保整个手术室空气质量及房间内温度达到相应要

求遥 屏障系统需通过相关管理机构的认证袁取得

叶实验动物设施使用许可证曳后方可开展非人灵长

类动物的实验研究遥 实验人员通过更衣室渊一更尧
二更冤尧使用自动净手器洗手消毒后进入屏障环境

内袁同时还要对进入室内的器具尧实验耗材等进行

消毒灭菌遥
员郾 圆摇 全数字超声诊断系统

非人灵长类动物体外受精鄄胚胎移植手术室可

选用兽用超声诊断仪遥 月 超仪是必不可缺的有效工

具袁在此实验中贯穿整个过程遥 非人灵长类动物尚

未注射促排卵药物之前袁首先需要用 月 超确认动物

是否处于非受孕状态袁确认处于非怀孕期的动物即

可观察子宫情况袁包括子宫大小及子宫内膜周期性

变化遥 在使用促排卵药物之后袁可用 月 超观察卵泡

的生长发育情况咱 源暂 袁卵泡成熟后可在 月 超下看到清

晰的网状结构袁从而能够根据 月 超的结果分析和评

估药物促排卵效果袁最终确定动物取卵的时间点遥
在施行外科手术之前袁为便于对卵巢的手术操作袁
需要 月 超仔细观察动物腹腔内状况遥 胚胎移植后袁
需用 月 超观察动物是否受孕遥 因此袁月 超诊断系统

应配置不同分辨率的腹部凸阵探头尧线阵探头袁同
时具有前沿的成像技术尧完善的数据管理才能确保

实验的顺利进行遥

员郾 猿摇 电刺激采精仪全套

电刺激采精是非人灵长类人工受精尧体外受精

和精子生物学研究过程中获得精子的基本手段遥
在有关非人灵长类电刺激采精的报道中袁阴茎和直

肠电刺激采精是较常用的方法咱缘暂 遥 动物电刺激采

精仪是利用低电压小电流交流电刺激动物输精管

壶腹部附近的感觉神经末梢袁然后传导到射精中

枢袁产生兴奋而排精的人工采精方法遥 本中心在开

展实验前购置了电刺激采精仪袁选用直肠刺激的方

法进行精液的采集遥 电刺激采精仪应配备与非人

灵长类动物适合的刺激电击棒袁电击棒粗细的直径

约为 员郾 缘 糟皂袁长度为 猿园 糟皂 左右即可遥 具有电压尧电
流的选择按钮袁刺激过程中可方便电流或电压调

谐遥 同时具备电源手动和自动切换开关袁便于实验

人员控制连续刺激或间隙刺激时间遥 刺激电击棒

在使用时袁在前端要涂抹少量凡士林袁以润滑电极

棒遥 实验中可根据不同的个体及动物临床表现选

择电流的大小或刺激时间的长短遥
员郾 源摇 显微操作注射系统

包括倒置显微镜尧精确定位的显微注射操作器

及成像系统渊图 员冤遥 倒置显微镜应具备霍夫曼调制

相差渊匀燥枣枣皂葬灶 酝燥凿怎造葬贼蚤燥灶糟燥灶贼则葬泽贼冤及微分干涉相差

渊 凿蚤枣枣藻则藻灶贼蚤葬造 蚤灶贼藻则枣藻则藻灶糟藻 责澡葬泽藻 糟燥灶贼则葬泽贼 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻袁
阅陨悦冤功能袁以便能够形成高对比度的图像袁从而可

以较好地使用塑料培养皿来观察卵细胞袁便于显微

操作遥 显微镜及显微操作需通过同一系统进行控

制袁从而实现将单一精子注射入卵子内使其受精的

操作过程遥 显微操作注射系统应具有较高分辨率尧
对比度以及人性化的操作系统袁以便有效提高单精

子卵胞浆显微注射的成功率遥

图 员摇 显微操作注射系统

云蚤早援 员摇 酝蚤糟则燥皂葬灶蚤责怎造葬贼蚤燥灶 蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶 泽赠泽贼藻皂
员郾 缘摇 其它必需设备

渊员冤显微镜及显微恒温热台遥 选用工作距离
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大尧聚焦深度大的解剖显微镜袁其物镜放大倍数为

伊园郾 苑 耀 伊 员员郾 缘袁目镜 伊 员园袁可方便选卵尧观察胚胎遥
体外胚胎对温度的变化非常敏感袁显微恒温热台是

必备的辅助设备袁其温控性能需稳定可靠袁使温度

能长时间稳定在所需要的数值上遥 渊圆冤三气培养

箱遥 实验中研究对象均来自于非人灵长类动物机

体袁细胞的体外培养要求非常严格袁不仅要有适合

的温度尧湿度袁且要有洁净的气流循环遥 三气培养

箱是指可供有氮气尧二氧化碳和氧气三种气体的培

养箱袁三种气体的比例通常是氮气 怨园豫 尧二氧化碳

缘豫 尧氧气 缘豫 遥 可为胚胎提供相对稳定的体外生长

环境袁如恒定的酸碱度渊责匀院苑郾 圆 耀 苑郾 源冤尧稳定的温度

渊猿苑益冤尧较高的相对湿度渊怨缘豫 冤尧稳定的 悦韵圆 水平袁
使胚胎完成体外发育袁配子离体后几乎所有的时间

都在培养箱内完成其体外发育袁因此培养箱的精确

性非常重要咱苑暂 遥 培养箱箱内采用微风循环方式袁使
空气循环接近自然界空气对流袁缩短温度尧湿度尧韵圆
浓度和 悦韵圆 浓度的恢复时间袁确保温度尧湿度尧韵圆 浓

度和 悦韵圆 浓度的均衡性遥 其应具有清晰的操作控

制界面袁该界面一方面显示箱体内的实时温度尧湿
度尧气体浓度袁又要方便操作者进行数值的设定或

校正遥 其次袁应具备数值异常报警装置袁便于对其

环境的监控遥 渊猿冤超净工作台遥 超净工作台是应用

于手术室的局部净化单元袁目的是保证工作区内的

风速始终处于理想状态袁其环境条件满足所需培养

基尧试剂的配制要求袁同时方便开展实验用具制作

等方面的工作袁例如移卵玻璃毛细管拉制等遥
员郾 远摇 渊陨灾云鄄耘栽冤外科手术所需配置

渊员冤动物手术床遥 动物手术床应便于操作袁具
有温度控制器袁满足动物麻醉后在手术过程中的保

温需求遥 同时袁手术床应具有调节升降的功能袁增
加动物在手术中的舒适度并便于实验人员操作遥
在手术中通常将温度调节到 猿园益左右咱远暂 遥 当动物

处于深麻醉状态需使用较高的台面温度时袁在手术

过程中需适时轻轻移动动物袁以免动物局部不适遥
渊圆冤无影灯遥 在对动物进行手术过程中袁无影灯可

以有效照射手术部位袁避开血管并便于对卵巢及输

卵管的观察袁在手术中应方便使用袁操作简单袁可通

过移动进行光源远近式调节袁以及通过旋钮对灯头

高度和角度进行调节遥 渊猿冤心电监护仪遥 为提高对

手术中非人灵长类动物的关怀袁采用心电监护仪监

护主要的生命指标院心率尧心电图尧呼吸尧脉搏等遥
在手术过程中袁可根据手术时间长短及动物麻醉状

况决定是否启用心电监护仪遥 渊源冤手术器械全套遥
在实验开始前袁购置适合非人灵长类动物的全套手

术器械遥 包括组织钳尧止血钳尧卵圆钳尧手术剪尧手
术刀尧拉钩尧缝合针及缝合线袁准备无菌纱布及棉花

等器械及耗材袁在实验前一天打包进行高压灭菌处

理尧烤干后备用遥
圆摇 软件

非人灵长类动物体外受精鄄胚胎移植渊 陨灾云鄄耘栽冤
手术室的建设袁硬件和软件缺一不可遥
圆郾 员摇 创建一个团结和良好合作的团队

由于非人灵长类动物渊 陨灾云鄄耘栽冤还在起步探索

阶段袁可与有丰富经验的人类辅助生殖中心联合开

展实验袁以便在关键实验技术方面得到积极和有效

的指导遥
圆郾 圆摇 具有熟练掌握显微注射尧卵细胞培养尧精子冷

冻及复苏尧胚胎培养等胚胎移植相关实验技术的

人员遥
圆郾 猿摇 配备熟练掌握操作 月 超仪的技术人员袁以便

能对 月 超图像进行熟练采集并作出科学正确的判

断袁并能在 月 超图像的引导下袁快速及准确对动物

进行外科手术遥
圆郾 源摇 对动物精心护理的饲养人员及兽医师

在实验中能及时发现非人灵长类动物的月经

及其它异常情况袁给予准确合理的处理方案遥 同时

规范麻醉药的用量及完成动物手术中生命体征的

监护袁确保动物在手术前及手术后能得到精心和细

致的护理遥
猿摇 手术室的使用

目前袁本中心手术室已开展 员缘 例非人灵长类动

物的 陨灾云鄄耘栽 研究遥 月 超过程中袁选用分辨率为 远郾 缘
酝匀扎 的探头可清楚观察到卵巢袁但因人类的阴道探

头外形直径较大而不适用于非人灵长类动物阴道

探测袁因此首先选用此探头直接在腹部观察实验猴

经促排卵药物处理后卵泡的生长发育情况渊图 圆冤袁
然后再通过腹部手术切口袁暴露卵巢后用注射器直

接抽取卵泡的的方式获取卵子遥 今后在开展实验

的过程中可与 月 超机生产厂家联系袁争取开发或选

购到直径大小适宜非人灵长类动物阴道探测的探

头袁从而对超声引导下经阴道穿刺取卵术进行积极

的探索和尝试遥 超声引导下经阴道穿刺取卵具有

简便尧快捷袁痛苦小尧创伤小袁不用全身麻醉和并发
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症少等优点咱愿暂 袁在今后非人灵长类动物的 陨灾云鄄耘栽
中袁有必要对阴道穿刺取卵术开展一些有效的探索遥

图 圆摇 促排卵后袁月经周期第 员圆 天卵巢 月 超图

云蚤早援 圆摇 栽澡藻 月 怎造贼则葬泽燥怎灶凿 枣蚤早怎则藻 燥枣 燥增葬则蚤怎皂蚤灶 贼澡藻 贼憎藻造枣贼澡
凿葬赠泽 皂藻灶泽贼则怎葬造 糟赠糟造藻 葬枣贼藻则 燥增葬则蚤葬灶 澡赠责藻则泽贼蚤皂怎造葬贼蚤燥灶贼则藻葬贼皂藻灶贼

在本中心开展的实验研究中袁由于对三气培养

箱密集使用袁氮气消耗比较快袁而频繁的更换氮气

瓶袁也对手术室环境带来了潜在的污染风险遥 在今

后改进及完善过程中袁可使用氮气发生器袁从而减

少更换氮气瓶对环境的潜在污染遥 研究实验中为

下一步转基因动物的开发进行探索袁没有采用精子

和卵混合培养方式完成体外受精袁而是借助单精子

卵母细胞内注射受精技术 渊 蚤灶贼则葬糟赠贼燥责造葬泽皂蚤糟 泽责藻则皂
蚤灶躁藻糟贼蚤燥灶袁陨悦杂陨冤实现精卵结合完成受精过程遥 陨悦杂陨
受精的胚胎有与自然受精形成的胚胎相似的发育

潜力袁其具有受精率高尧精子浓度形态对受精无影

响的特点咱苑暂 袁对开展的实验研究起到积极的促进作

用遥 缺点是设备精密而昂贵尧操作技术需要长时间

反复的练习袁在练习过程难免会发生把针弄断的情

况遥 在有条件的手术室袁可配置拉针器尧磨针器和

锻针器袁更好便于初学者对显微操作技术的练习遥
源摇 讨论

非人灵长类动物渊陨灾云鄄耘栽冤手术室的建立袁将使

非人灵长类动物在生殖医学领域的研究向更深层

次拓展袁并将更充分发挥其在研究人类生殖疾病方

面的作用遥 建立非人灵长类动物体外受精鄄胚胎移

植手术室是一个系统工程遥 除上述以外袁一些实验

仪器也是必需的袁例如用于存放需冷冻及冷藏试剂

的冰箱曰用于胚胎冷冻保存的液氮罐曰电子天平尧纯

水仪等遥 手术室建立后袁需建立可行的手术室管理

规章制度及操作规程曰在手术前尧后需对环境进行

合理有效消毒袁使环境及实验体系处于有效地质量

控制之下袁才能确保手术室得到规范化使用遥 同

时袁实验人员应珍惜和善待动物袁采取动物福利的

相关措施袁给予动物人性化关怀遥 本中心的手术室

工作距离短袁便于实验人员操作袁可进行快速取卵

和取精遥 但由于手术室是在土建施工完成后因地

制宜而建立袁所以也存在不完善的地方遥 例如手术

室面积不够大袁实验设备配置多遥 为保障多人在手

术室内的有序操作袁需要建立相应的规章制度及操

作规程并严格执行遥 与人类的辅助生殖相比袁非人

灵长类动物的渊陨灾云鄄耘栽冤尚在探索和起步阶段袁不论

从硬件和软件上袁还有一定差距袁今后在扩建非人

灵长类动物手术室过程中可尝试参照人类的改进

和进一步完善遥
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