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咱基金项目暂 国家科技支撑计划渊圆园员猿月粤运员员月园园冤遥
咱作者简介暂左琴渊员怨苑缘 原 冤袁女袁副研究员袁硕士袁研究方向院实验动物遗传与保种遥
咱通讯作者暂李保文渊员怨远苑 原 冤袁男袁副主任技师袁研究方向院实验动物管理与 郧蕴孕袁耘鄄皂葬蚤造院 造蚤遭葬燥憎藻灶圆园园猿岳 葬造蚤赠怎灶援 糟燥皂曰贺争鸣渊员怨缘苑 原 冤袁男袁

研究员袁研究方向院微生物学和免疫学袁耘鄄皂葬蚤造院 扎澡藻灶早皂蚤灶早澡藻缘苑岳 员远猿援 糟燥皂遥

藡蕥蕥蕥蕥藡蕥藡蕥蕥蕥蕥藡蕥研究报告

获能培养液等因素对遗传工程小鼠冻融
精子体外受精率的影响

左摇 琴员袁范摇 涛员袁张翠平圆袁杨文东圆袁王劲松员袁范昌发员袁刘佐民员袁贺争鸣员袁李保文员

渊员援 中国食品药品检定研究院袁国家啮齿类实验动物种子中心袁北京摇 员园园园缘园曰
圆援 北京百奥赛图基因生物技术有限公司袁北京摇 员园园园苑远冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨遗传工程小鼠精子冷冻尧复苏及体外受精率的效果袁建立简便尧经济的遗传工程小鼠保

种体系遥 方法摇 采用精子冷冻尧体外受精和胚胎移植技术袁比较了精子获能培养液尧雄鼠周龄及精子冻存液等因素

对于遗传工程小鼠精子冷冻保存的影响遥 结果摇 用 悦孕粤 精子冻存液冷冻保存精子袁精子复苏后用 孕酝 精子培养液

获能培养袁体外受精率在 愿圆郾 源怨豫 耀 怨员郾 源猿豫 袁而 匀栽云 精子培养液的体外受精率为 员源郾 源远豫 耀 圆苑郾 猿愿豫 袁同品系间差

异极显著渊孕 约 园郾 园员冤曰员园 耀 猿缘 周龄的雄鼠精子均能成功冷冻尧受精袁移植后产仔曰使用 砸员愿杂猿袁悦孕酝袁悦孕粤 三种不同精

子冻存液冷冻遗传工程小鼠精子袁复苏后采用 孕酝 精子培养液体外受精袁受精率分别是 苑缘郾 愿缘豫 尧愿愿郾 愿怨豫 和

怨源郾 圆苑豫 袁移植后得到阳性小鼠曰体外受精后的胚胎成功冷冻保存袁移植后产仔遥 结论摇 采用 悦孕粤 精子冻存液冷冻

保存精子袁精子复苏后用 孕酝 精子培养液体外受精袁能够更有效地保存遗传工程小鼠遥
揖关键词铱 摇 精子曰冷冻保存曰体外受精曰胚胎移植曰遗传工程小鼠
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耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 责则藻蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂 葬灶凿 燥贼澡藻则 枣葬糟贼燥则泽 葬枣枣藻糟贼蚤灶早
蚤灶 增蚤贼则燥 枣藻则贼蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 则葬贼藻 燥枣 责燥泽贼鄄贼澡葬憎藻凿 早藻灶藻贼蚤糟葬造造赠

藻灶早蚤灶藻藻则蚤灶早 皂燥怎泽藻 泽责藻则皂葬贼燥扎燥葬

在哉韵 匝蚤灶员袁云粤晕 栽葬燥员袁在匀粤晕郧 悦怎蚤鄄责蚤灶早圆 袁再粤晕郧 宰藻灶鄄凿燥灶早圆袁宰粤晕郧 允蚤灶鄄泽燥灶早员袁云粤晕 悦澡葬灶早鄄枣葬员 袁
蕴陨哉 在怎燥鄄皂蚤灶员袁匀耘 在澡藻灶早鄄皂蚤灶早员袁蕴陨 月葬燥鄄憎藻灶员

渊员援 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 粤灶蚤皂葬造 砸藻泽燥怎则糟藻 悦藻灶贼藻则袁 晕葬贼蚤燥灶葬造 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻泽 云燥燥凿 葬灶凿 阅则怎早 悦燥灶贼则燥造袁 月藻蚤躁蚤灶早 员园园园缘园袁 悦澡蚤灶葬曰
圆援 月藻蚤躁蚤灶早 月蚤燥糟赠贼燥早藻灶 悦燥援 袁 蕴贼凿袁 月藻蚤躁蚤灶早 员园园园苑远袁 悦澡蚤灶葬冤

摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 摇 栽燥 凿蚤泽糟怎泽泽 贼澡藻 藻枣枣藻糟贼 燥枣 蚤灶 增蚤贼则燥 枣藻则贼蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶 渊 陨灾云冤 葬灶凿 皂燥怎泽藻 泽责藻则皂 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶袁 贼燥
藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬 泽蚤皂责造藻 葬灶凿 藻糟燥灶燥皂蚤糟 枣则燥扎藻灶 泽赠泽贼藻皂 枣燥则 贼澡藻 早藻灶藻贼蚤糟葬造造赠 藻灶早蚤灶藻藻则蚤灶早 皂蚤糟藻 责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶援 酝藻贼澡燥凿泽 摇 杂责藻则皂 枣则燥皂
早藻灶藻贼蚤糟葬造造赠 藻灶早蚤灶藻藻则蚤灶早 皂蚤糟藻 憎藻则藻 糟则赠燥责则藻泽藻则增藻凿袁 陨灾云 憎葬泽 责藻则枣燥则皂藻凿 怎泽蚤灶早 责燥泽贼鄄贼澡葬憎藻凿 泽责藻则皂袁 贼澡藻灶 藻皂遭则赠燥 贼则葬灶泽枣藻则袁 贼燥
糟燥皂责葬则藻 贼澡藻 藻枣枣藻糟贼泽 燥枣 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂尧葬早藻 燥枣 皂葬造藻 皂蚤糟藻 葬灶凿 泽责藻则皂 责则藻蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂援 砸藻泽怎造贼泽摇 哉泽蚤灶早 悦孕粤 葬泽
泽责藻则皂 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂袁 憎澡藻灶 孕酝 憎葬泽 怎泽藻凿 贼澡葬憎藻凿鄄泽责藻则皂 责则藻蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶 蚤灶 陨灾云袁 贼澡藻 枣藻则贼蚤造蚤贼赠 则葬贼藻泽 憎藻则藻 枣则燥皂 愿圆郾 源怨豫
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皂蚤糟藻 泽责藻则皂 憎藻则藻 泽怎糟糟藻藻凿 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶袁 葬灶凿 责燥泽蚤贼蚤增藻 皂蚤糟藻 憎藻则藻 责则燥糟则藻葬贼藻凿 葬枣贼藻则 圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽 憎藻则藻 贼则葬灶泽枣藻则则藻凿曰 砸员愿杂猿尧
悦孕酝 葬灶凿 悦孕粤 憎葬泽 怎泽藻凿 贼燥 枣则藻藻扎藻 泽责藻则皂袁 贼澡藻 枣藻则贼蚤造蚤贼赠 则葬贼藻泽 憎藻则藻 苑缘郾 愿缘豫 尧愿愿郾 愿怨豫 贼燥 怨源郾 圆苑豫 袁 责燥泽蚤贼蚤增藻 皂蚤糟藻 憎藻则藻 责则燥糟则藻葬贼藻凿
葬枣贼藻则 圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽 憎藻则藻 贼则葬灶泽枣藻则则藻凿曰 圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽 葬枣贼藻则 陨灾云 憎藻则藻 枣则藻藻扎藻凿袁 贼澡藻灶 贼澡葬憎藻凿 葬灶凿 责燥泽蚤贼蚤增藻 皂蚤糟藻 憎藻则藻 责则燥糟则藻葬贼藻凿
葬枣贼藻则 圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽 憎藻则藻 贼则葬灶泽枣藻则则藻凿援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶 摇 哉泽蚤灶早 悦孕粤 葬泽 泽责藻则皂 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂袁 憎澡藻灶 孕酝 憎葬泽 怎泽藻凿
贼澡葬憎藻凿鄄泽责藻则皂 责则藻蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶 蚤灶 陨灾云袁 早藻灶藻贼蚤糟葬造造赠 藻灶早蚤灶藻藻则蚤灶早 皂蚤糟藻 泽责藻则皂 憎藻则藻 泽怎糟糟藻藻凿 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶援

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 杂责藻则皂曰悦则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶曰陨灶 增蚤贼则燥 枣藻则贼蚤造蚤扎葬贼蚤燥灶曰耘皂遭则赠燥 贼则葬灶泽枣藻则曰郧藻灶藻贼蚤糟葬造造赠 藻灶早蚤灶藻藻则蚤灶早 皂蚤糟藻

摇 摇 悦砸陨杂孕砸鄄悦葬泽 技术的发展袁有效补充了锌指核酸

酶技术渊在云晕冤尧胚胎干细胞打靶和 栽粤蕴耘晕 等制作动

物模型方法袁将会更有效尧更快地研发出遗传工程

小鼠咱员暂 遥 随着这些基因工程技术的不断发展和完

善袁遗传工程小鼠越来越多的应用于生命科学研究

中袁已渗透到医学尧发育生物学尧遗传学尧动物育种

学等各个领域遥 得到的遗传工程小鼠模型在繁殖

建系过程中袁由于遗传漂变和空间尧人力尧物力等问

题袁对其配子细胞进行有效的冷冻保存有实际应用

价值袁而且也便于运输和进行国际间的交流咱圆 原 猿暂 遥
因此袁对保存大量的遗传工程小鼠而言袁精子冷冻

保存是一种简单而有效的方式咱源暂 遥 精子冷冻保存

和体外受精技术结合可以用于大多数品系产生大

量的胚胎袁进行繁殖生产和种系的扩群遥
悦缘苑月蕴 辕 远 近交系小鼠是最常用于遗传工程小

鼠制作的背景小鼠袁但其精子在复苏后的成活率和

体外受精率较低袁 成为冷冻保种的一个瓶颈袁
晕葬噪葬早葬贼葬 等改进了 悦缘苑月蕴 辕 远 小鼠冻精复苏后的获

能培养袁提高了 陨灾云 生产遗传工程小鼠的效率咱缘暂 遥
本实验按照 晕葬噪葬早葬贼葬 改进的试剂和方法对不

同遗传工程小鼠的精子冻存和体外受精进行了初

步研究和探讨遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 仪器和试剂

悦韵圆 培养箱渊栽澡藻则皂燥 愿园园园阅匀袁美国冤尧体视显微

镜渊晕蚤噪燥灶 杂酝在远圆源袁日本冤尧液氮罐 渊 栽葬赠造燥则鄄宰澡葬则贼燥灶
匀悦鄄猿缘袁美国冤尧麦管封口机 渊 悦则赠燥造燥早蚤糟 匀粤杂鄄员袁 美

国冤曰孕马血清 渊 孕酝杂郧冤尧 人绒毛膜促性腺激素

渊澡悦郧冤渊均购于宁波第二激素厂袁中国冤尧运杂韵酝 培养

液渊酝蚤造造蚤责燥则藻 酝砸鄄员园远鄄阅袁美国冤尧 悦孕酝 精子冻存液

渊允粤杂运韵晕 蕴粤月韵砸粤栽韵砸再袁美国冤尧砸员愿杂猿 精子冻存

液尧悦孕粤 精子冻存液尧匀栽云 培养液和 孕酝 精子培养

液尧悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 培养液渊日本熊本大学动物资源

研发中心赠送冤遥 孕悦砸 检测所用试剂渊购于宝生物

工程渊栽葬运葬砸葬冤大连有限公司袁中国冤袁引物由北京诺

赛基因研究公司合成遥
员郾 圆摇 实验动物

遗传工程小鼠渊均以 悦缘苑月蕴 辕 远允 近交系小鼠为

背景冤来自本单位和北京百奥赛图公司研发制作袁
运酝尧悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠由本单位自供袁饲养于国家啮齿

类实验动物种子中心揖杂悦载运渊京冤圆园园怨鄄园园员苑铱袁繁育

和实验环境均为屏障系统遥 本实验在中国食品药

品检定研究院实验动物伦理委员会监督下进行遥
员郾 猿摇 精子冷冻和复苏

按照 晕葬噪葬早葬贼葬 方法冷冻精子和复苏咱缘暂 遥 颈椎

脱臼处死雄鼠袁取出附睾尾袁在体式显微镜下除净

附睾尾上的脂肪和血液后袁 将附睾尾放入 员圆园
滋蕴悦孕酝尧砸员愿杂猿 或 悦孕粤 精子冻存液液滴的培养皿

中袁用维纳斯剪剪开附睾尾袁将培养皿放到 猿苑益恒

温板上平衡 猿 皂蚤灶袁且每隔 员 皂蚤灶 轻轻晃动培养皿袁
以便精子从改为从附睾尾游出遥 取精子悬浮液在

培养皿上做 员园 个液滴袁每滴 员园 滋蕴袁用 园郾 圆缘 皂蕴 麦

管先装入 园郾 员 皂蕴 匀栽云 溶液袁间隔 员郾 缘 糟皂 的空气段袁
装入 员园 滋蕴 精子悬浮液袁最后将麦管两端都热封口袁
连续装好 员园 根麦管后袁将所有麦管放在液氮蒸汽上

预冷 员园 皂蚤灶 后沉入液氮中袁员 耀 圆 月后解冻复苏遥
在复苏前袁将麦管从液氮中取出袁在 猿苑益 水浴

锅中平衡 员园 皂蚤灶袁将 员园 滋蕴 精子悬浮液加入 怨园 滋蕴
匀栽云 或 孕酝 培养液中袁放入 猿苑益缘豫悦韵圆 培养箱中培

养 猿园 皂蚤灶遥
员郾 源摇 体外受精

陨灾云 操作按文献描述咱缘暂 袁对 源 周龄 悦缘苑月蕴 辕 远允 雌
鼠间隔 源愿 澡 腹腔注射 孕酝杂郧 和 澡悦郧 进行超数排卵遥
在 澡悦郧 注射 员源 耀 员缘 澡 后袁一次颈椎脱臼处死 猿 只雌

鼠袁快速取出输卵管袁放到已经覆盖石蜡油的 匀栽云
或 悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 受精滴遥 在显微镜下用眼科镊

和解剖针将卵丘细胞复合体渊悦韵悦泽冤从膨大部释放遥
将 悦韵悦泽 引入 怨园 滋蕴 匀栽云 液滴中遥 将 员园 滋蕴 新鲜或

复苏的精子悬浮液加入覆盖有石蜡油的有 悦韵悦泽 的

受精液滴袁于 猿苑益尧缘豫 悦韵圆 培养箱中培养遥 在培养

缘 耀 远 澡 后袁用 匀栽云 液滴渊员园园 滋蕴冤将受精卵清洗 猿
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次遥 此时袁用相差显微镜可以观察到原核的形成遥
在受精 圆源 澡 后袁挑选出发育正常的 圆鄄细胞期胚胎袁
放入 悦韵圆 培养箱中培养袁待冻存或胚胎移植遥 体外

受精率的计算是用 圆 细胞胚胎数量除以总的受精卵

数量乘以 员园园遥
员郾 缘摇 胚胎冷冻和复苏

采用简易玻璃化冷冻鄄解冻法冻存胚胎和复苏

胚胎咱远暂 遥 将 待 冻 存 的 圆鄄细 胞 胚 胎 置 于 员皂燥造 辕 蕴
阅酝杂韵 液滴中静置数分钟袁用微量移液器吸取 缘 滋蕴
含有胚胎的 阅酝杂韵 于冷冻管中袁在 园益恒温器中平

衡 缘 皂蚤灶袁再加入 源缘 滋蕴 阅粤孕圆员猿 溶液袁园益下再次平

衡 缘 皂蚤灶袁放到液氮中保存遥
复苏方法是袁将冻存管从液氮中取出袁室温下

静置约 猿园 泽袁加入 园郾 怨 皂蕴 猿苑益 预热的 园郾 圆缘 皂燥造 辕 蕴
蔗糖溶液袁将有胚胎的溶液移入 猿缘 皂皂 培养皿袁在
显微镜下回收复苏胚胎袁观察记录结果曰将状态良

好的 圆鄄细胞胚移入 运杂韵酝 培养液袁放于 悦韵圆 培养箱

培养袁待移植遥
员郾 远摇 胚胎移植和后代检测

采用输卵管内移植法咱苑暂 袁结扎 运酝 雄鼠与正常

运酝 雌鼠以 员院员 合笼袁翌日检查阴栓袁见栓者为假孕

园郾 缘 凿袁圆 细胞胚胎移植至假孕 园郾 缘 凿 雌鼠的输卵管

内袁两侧输卵管各移植 员园 耀 员缘 个胚胎袁出生后统计

其产仔率遥 在仔鼠离乳前剪尾进行 孕悦砸 检测遥
员郾 苑摇 数据处理

应用 杂孕杂杂 统计软件袁采用 字圆 检验进行结果

分析遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 精子复苏后获能培养液的影响

选取 员圆 周龄 粤尧月尧悦尧阅 四种遗传工程雄鼠和

悦缘苑月蕴 辕 远允 近交系雄鼠袁用 悦孕粤 为精子冻存液进行

精子冷冻袁冷冻精子复苏后采用 匀栽云 或 孕酝 培养液

培养获能袁加入有卵母细胞的受精液滴进行体外受

精袁翌日统计 圆 细胞胚胎数量渊表 员冤遥 四种遗传工

程小鼠和 悦缘苑月蕴 辕 远允 小鼠的冻精复苏后袁用 匀栽云 培

养获能袁其体外受精率分别是 圆缘郾 猿圆豫 尧员源郾 源远豫 尧
圆远郾 猿圆豫 尧员愿郾 源愿豫和 圆苑郾 猿愿豫 袁而使用 孕酝 培养获能

体外受精率分别是 怨员郾 源猿豫 尧 愿源郾 缘远豫 尧 愿愿郾 愿怨豫 尧
愿怨郾 怨缘豫和 愿圆郾 源怨豫 渊孕 约 园郾 园员冤遥 使用 匀栽云 培养获

能明显低于用 孕酝 培养获能遥
圆郾 圆摇 雄鼠周龄对精子冻存的影响

选取 员园尧员缘尧圆园尧圆缘尧猿园尧猿缘 周龄同种纯合遗传工

程雄鼠袁用 悦孕粤 冷冻保存精子袁用 孕酝 进行复苏精

子的培养袁进行体外受精和 圆 细胞胚胎移植遥 从表

圆 可见袁员园 耀 猿缘 周龄的雄鼠精子冻存袁复苏后 圆园 周

龄雄鼠精子体外受精率最高袁是 怨圆郾 苑缘豫 袁猿缘 周龄雄

鼠精子体外受精率最低袁是 缘怨郾 猿园豫 袁胚胎移植后

产仔遥
圆郾 猿摇 精子冻存液对复苏影响结果

选取 员圆 周龄同种杂合遗传工程雄鼠袁分别用

砸员愿杂猿尧悦孕酝 和 悦孕粤 精子冻存液进行精子冻存袁解
冻复苏后和 悦缘苑月蕴 辕 远允 雌鼠体外受精并移植遥 悦孕粤
精子冻存液的效果最好袁精子复苏后体外受精率达

怨源郾 圆苑豫 袁砸员愿杂猿 冻存液冻存的精子复苏后体外受精

率是 苑缘郾 愿缘豫 渊表 猿冤遥
圆郾 源摇 遗传工程小鼠体外受精后胚胎冷冻保存

对 缘 种遗传工程小鼠冷冻精子复苏进行体外受

精袁获得的 圆 细胞胚胎进行冷冻保存袁复苏后胚胎移

植袁检测其冷冻效果遥 胚胎的复苏率在 远远郾 园园豫 耀
愿怨郾 猿猿豫间袁胚胎移植后产仔袁在检测后得到阳性小

鼠渊表 源冤遥
表 员摇 精子解冻复苏后获能液对受精率的影响

栽葬遭援 员摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 泽责藻则皂 责则藻蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂 燥灶 贼澡藻 枣藻则贼蚤造蚤贼赠 燥枣 枣则燥扎藻灶 辕 贼澡葬憎藻凿 泽责藻则皂
雄鼠品系
杂贼则葬蚤灶 燥枣
皂葬造藻 皂蚤糟藻

精子获能培养液
杂责藻则皂 责则藻蚤灶糟怎遭葬贼蚤燥灶

皂藻凿蚤怎皂
受精液

陨灾云 皂藻凿蚤怎皂
受精卵数

晕燥援 燥枣 扎赠贼燥贼藻泽
圆 细胞胚胎数渊豫 冤

晕燥援 燥枣 圆鄄糟藻造造
藻皂遭则赠燥泽渊豫 冤

粤 匀栽云 匀栽云 员缘愿 源园渊圆缘郾 猿圆冤
孕酝 悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 圆员园 员怨圆渊怨员郾 源猿冤鄢鄢

月 匀栽云 匀栽云 员远远 圆源渊员源郾 源远冤
孕酝 悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 员源怨 员圆远渊愿源郾 缘远冤鄢鄢

悦 匀栽云 匀栽云 员怨园 缘园渊圆远郾 猿圆冤
孕酝 悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 员怨愿 员苑远渊愿愿郾 愿怨冤鄢鄢

阅 匀栽云 匀栽云 员愿源 猿源渊员愿郾 源愿冤
孕酝 悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 员怨怨 员苑怨渊愿怨郾 怨缘冤鄢鄢

悦缘苑月蕴 辕 远允 匀栽云 匀栽云 员远愿 源远渊圆苑郾 猿愿冤
孕酝 悦粤砸阅 酝耘阅陨哉酝 圆员苑 员苑怨渊愿圆郾 源怨冤鄢鄢

注院鄢鄢表示差异极显著性袁鄢表示差异显著性遥
晕燥贼藻 院 鄢鄢增藻则赠 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼 凿蚤枣枣藻则藻灶糟藻 袁 鄢泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼 凿蚤枣枣藻则藻灶糟藻援
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表 圆摇 雄鼠周龄对精子冻存复苏的影响
栽葬遭援 圆摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 葬早藻 燥枣 皂葬造藻 皂蚤糟藻 燥灶 贼澡藻 枣藻则贼蚤造蚤贼赠 燥枣 枣则燥扎藻灶 辕 贼澡葬憎藻凿 泽责藻则皂

雄鼠周龄
粤早藻 燥枣 皂葬造藻
皂蚤糟藻渊憎藻藻噪泽冤

受精卵数
晕燥援 燥枣
扎赠早燥贼藻泽

圆 细胞胚胎数渊豫 冤
晕燥援 燥枣 圆鄄糟藻造造
藻皂遭则赠燥泽渊豫 冤

移植胚胎数
晕燥援 燥枣 贼则葬灶泽枣藻则

藻皂遭则赠燥泽
产仔数渊豫 冤
晕燥援 燥枣 造蚤增藻
赠燥怎灶早渊豫 冤

员园 员源怨 员圆远渊愿源郾 缘远冤 员圆园 圆怨渊圆源郾 员苑冤
员缘 员怨愿 员苑远渊愿愿郾 愿怨冤 怨怨 猿缘渊猿缘郾 猿缘冤
圆园 员猿愿 员圆愿渊怨圆郾 苑缘冤 员园愿 圆猿渊圆员郾 猿园冤
圆缘 员怨愿 员苑猿渊愿苑郾 猿苑冤 员源圆 猿员渊圆员郾 愿猿冤
猿园 源源员 猿圆苑渊苑源郾 员缘冤 员圆源 愿渊远郾 源缘冤
猿缘 员怨怨 员员愿渊缘怨郾 猿园冤 愿猿 员员渊员猿郾 圆缘冤

表 猿摇 精子冻存液对精子冷冻复苏的影响
栽葬遭援 猿摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 泽责藻则皂 糟则赠燥责则藻泽藻则增葬贼蚤燥灶 皂藻凿蚤怎皂 燥灶 贼澡藻 枣藻则贼蚤造蚤贼赠 燥枣 枣则燥扎藻灶 辕 贼澡葬憎藻凿 泽责藻则皂

精子冻存液
粤早藻 燥枣 皂葬造藻
皂蚤糟藻渊憎藻藻噪泽冤

受精卵数
晕燥援 燥枣 扎赠早燥贼藻泽

圆 细胞胚胎数渊豫 冤
晕燥援 燥枣 圆鄄糟藻造造
藻皂遭则赠燥泽渊豫 冤

移植胚胎数
晕燥援 燥枣 贼则葬灶泽枣藻则

藻皂遭则赠燥泽
产仔数渊豫 冤
晕燥援 燥枣 造蚤增藻
赠燥怎灶早渊豫 冤

阳性小鼠数
晕燥援 燥枣 责燥泽蚤贼蚤增藻

皂蚤糟藻
砸员愿杂猿 圆猿远 员苑怨渊苑缘郾 愿缘冤 员员员 猿苑渊猿猿郾 猿猿冤 员猿
悦孕酝 员怨愿 员苑远渊愿愿郾 愿怨冤 员缘园 猿圆渊圆员郾 猿猿冤 员愿
悦孕粤 圆圆苑 圆员源渊怨源郾 圆苑冤 员圆园 猿园渊圆缘郾 园园冤 员源

表 源摇 遗传工程小鼠胚胎冷冻复苏移植结果
栽葬遭援 源摇 砸藻泽怎造贼 燥枣 枣则燥扎藻灶 辕 贼澡葬憎藻凿 圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽 燥枣 早藻灶藻贼蚤糟葬造造赠 藻灶早蚤灶藻藻则藻凿 皂燥怎泽藻 泽贼则葬蚤灶泽

保存
代码
陨阅

冷冻胚胎数
晕燥援 燥枣 枣则燥扎藻灶

圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽
复苏胚胎数渊豫 冤
晕燥援 燥枣 贼澡葬憎藻凿
圆鄄糟藻造造 藻皂遭则赠燥泽

移植胚胎数
晕燥援 燥枣 贼则葬灶泽枣藻则

藻皂遭则赠燥泽
产仔数渊豫 冤
晕燥援 燥枣 造蚤增藻
赠燥怎灶早渊豫 冤

阳性小鼠数
晕燥援 燥枣

责燥泽蚤贼蚤增藻 皂蚤糟藻
员 员缘园 员员愿渊苑愿郾 远苑冤 苑圆 猿源渊源苑郾 圆圆冤 愿
圆 员缘园 员员圆渊苑源郾 远苑冤 远园 员员渊员愿郾 猿猿冤 圆
猿 员缘园 怨怨渊远远郾 园园冤 远园 圆缘渊源员郾 远苑冤 远
源 员缘园 员猿源渊愿怨郾 猿猿冤 怨园 员猿渊员源郾 源源冤 源
缘 员缘园 员圆员渊愿园郾 远苑冤 远园 圆远渊源猿郾 猿猿冤 苑

猿摇 讨论

对于科研工作中研发的大量遗传工程小鼠袁较
为珍贵袁有进行种子资源保存的必要性袁确立简便尧
快捷尧经济的保种方法有较高的实用性遥 本次试验

通过体外受精效果的比较袁以 悦孕粤 为精子冻存液袁
冻存精子复苏后采用 孕酝 培养液培养后进行体外受

精袁对于以 悦缘苑月蕴 辕 远 为背景的遗传工程小鼠有较好

的保存效果遥
猿郾 员摇 冷冻精子复苏培养液和体外受精液的改进

悦缘苑月蕴 辕 远 近交系小鼠作为最常用于遗传工程

小鼠制作的背景小鼠袁其精子在冻存复苏后的受精

率非常低咱愿 原 怨暂 遥 栽葬噪藻燥 等咱缘暂 改进了精子冷冻保存和

体外受精技术袁在冷冻精子复苏后的获能培养中袁
添加 酝月悦阅 配制成精子获能培养液 孕酝 显著增加了

体外受精率遥 酝月悦阅 可以形成亲脂性物质袁促进精

子细胞膜胆固醇的释放袁诱导了精子获能袁增加了

精子受精力咱员园暂 袁同时提出在体外受精液中添加还原

型 郧杂匀 将增加体外受精率袁还原型 郧杂匀 增加了胚

胎透明带的自由硫醇并刺激透明带放大咱员园暂 遥 本实

验中用 匀栽云 和 孕酝 分别进行冷冻精子复苏后培养袁
结果表明 孕酝 培养液的使用极大提高的以 悦缘苑月蕴 辕 远
小鼠为背景的遗传工程小鼠冷冻精子的体外受

精率遥
猿郾 圆摇 适合冻存的雄鼠周龄范围

遗传工程小鼠在制作完成后袁由于种群数量极

少袁在短期内不易扩繁其种群袁为了避免遗传漂变尧
饲养空间限制等的影响袁需要尽快进行保存袁精子

冷冻保存是较为有效的保存方式之一遥 精子冷冻

保存对所保种的雄鼠周龄是有要求的袁在进行精子

冷冻和体外受精时袁都要求雄鼠要达到性成熟和体

成熟袁本实验对小鼠的周龄范围做了实验袁在活体

保种中通常使用 员园 周龄以上的小鼠进行繁殖基础

上袁选择了 员园 耀 猿缘 周龄雄鼠袁从实验结果来看那袁员园
耀 猿缘 周龄的雄鼠精子都可以成功冷冻保存并且在

复苏后产仔遥 多数文献报道精子冷冻的周龄在 员圆
耀圆园 周龄咱愿暂 袁但品系间有差异袁陆晔等报道了 员园 耀
圆园 周龄的 运酝 小鼠精子成功冷冻并在复苏后
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产仔咱员员暂 遥
猿郾 猿摇 精子冻存液的选择

目前袁小鼠使用的精子冻存液均是以棉籽糖和

脱脂奶按比例混合为基础液配制袁对市面上可以购

买到的 砸员愿杂猿尧悦孕酝 和 悦孕粤 三种冻存液比较袁表明

悦孕粤 的效果最好袁但是 悦孕酝 和 悦孕粤 的价钱较为昂

贵袁砸员愿杂猿 也可以达到保种的目的遥
猿郾 源摇 胚胎冷冻

小鼠的胚胎冷冻是较为成熟的保种方式袁相对

于精子冷冻而言袁胚胎冷冻需要大量的动物袁在遗

传工程小鼠种群较小的前提下袁精子冷冻更为实

用遥 但精子冷冻在复苏后需要进行体外受精的准

备袁而胚胎冷冻可以复苏后直接进行胚胎移植袁两
种方式各有其优缺点袁对于保种单位两种冷冻保种

方式是相互补充的遥
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