C57-ras癌症转基因小鼠模型胚胎冷冻保种技术研究
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【摘要】  目的 建立C57-ras癌症转基因小鼠模型胚胎的冷冻保种技术。 方法  通过直接收集体内发育的2-细胞胚或者通过体外受精方法获得2-细胞胚，采用玻璃化冷冻法冷冻、复苏、移植，后代经PCR检测。结果  体内发育至2细胞期胚胎90枚，解冻后的复苏率是67.78%±0.08，移植产仔率是21.31%±0.09，后代的阳性率是23.08%±0.14；体外受精的2细胞期胚胎203枚，解冻复苏60枚，复苏率是63.33%±0.03，移植产仔率是15.56%±0.04，后代的阳性率是33.33%。 结论 两种胚胎冷冻途径均获得了C57-ras癌症转基因动物模型阳性小鼠，建立了该模型动物的低温保存方法。
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Study on the in vitro Fertilization and Embryo Cryopreservation in Carcinogenesis Transgenic C57-ras Mouse Model
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【Abstract】 Objective Investigate the application of in vitro fertilization (IVF) and embryo cryopreservation in C57-ras transgenic mice. Methods　 2-cell embryos were collected in two ways, first of which is by 4-week superovulated C57BL/6J female mice mated with C57-ras transgentic male mice, and the other is by IVF. The 2-cell embryos were cryopreserved after that. Then the cryopreserved 2-cell embryos were thawed and transplanted to caculate the ratio. Genetype of offsprings were analysed by PCR. Results The average recovery rate of cryopreserved normal 2-cell embryo was 67.78%±0.08, and 21.31%±0.09 were born after thawed 2-cell embryos transplanted. 23.08%±0.14 of the offsprings were positive of human c-Ha-ras gene; The average recovery rate of cryopreserved IVF 2-cell was 63.33%±0.03, and 15.56%±0.04 were born after transplanted, and 33.33% of the offspring were positive . Conclusion The results suggested that there was no significant difference in cryopreservation of  normal and IVF C57-ras 2-cell embryos. The research provided the cryopreservation method for C57-ras transgenic mouse model.
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随着转基因和基因敲除模型动物模型的大量建立和广泛使用，其保存和繁育体系的建立愈显重要。模型动物的保存有活体保存和低温冷冻保存两种途径，后者具有经济、降低模型动物遗传漂变风险、避免因自然灾害疾病原因引起的品种丢失等优势。与普通小鼠相比，转基因模型动物的胚胎显得更加娇贵与脆弱，胚胎数量和质量往往都不及普通动物。因而建立模型动物的低温保种技术的难度更大。为了让耗费大量经费和经过多年研究的模型动物品种资源得到妥善保存、以便为后续科研提供充足的动物，有针对性的研究和建立模式动物的低温保种技术是非常有必要的[1]。

本研究在已有胚胎冷冻和体外受精技术基础上，对本室自主建立的C57-ras癌症转基因小鼠模型（专利公开号：CN101532018A）的低温保种技术进行了研究。通过直接收集体内发育的2-细胞胚胎或者通过体外受精方法获得2-细胞胚胎，采用玻璃化冷冻法冷冻、复苏、移植，后代经PCR检测，获得了阳性的转基因动物，建立了该转基因动物品系低温保种方法，而且在转基因小鼠的保种中，利用体外受精的方式替代直接收集体内发育的2-细胞胚胎，提高了保种的效率。
1材料和方法
1.1实验动物

C57-ras癌症转基因动物模型为本室自主建立（专利公开号：CN101532018A），是通过将人原癌基因c-Ha-ras原核注射至C57BL/6J 1-细胞胚建立；其余小鼠包括SPF级C57BL/6J小鼠和KM小鼠均来自于本单位【SCXK(京)2009-0017】。所有小鼠饲养于清洁级环境，饲喂SPF小鼠颗粒饲料，饮用灭菌自来水。温度控制在（22 ± 3）℃，自动光控（L∶D = 12 h∶12 h，光照起始时间为7 :00）。

1.2主要仪器及试剂  

CO2 培养箱（Thermo 8000DH，美国）、体视显微镜（NIKON SMZ624，日本）；孕马血清（PMSG）、人绒毛膜促性腺激素（hCG）（均购于宁波第二激素厂，中国）、M2培养液（Sigma M7176，美国）和KSOM培养液（Millipore MR-106-D，美国）、DAP213冻存液和HTF培养液（日本熊本大学动物资源研发中心和上海斯莱克实验动物有限责任公司赠送）。PCR检测所用试剂（购于宝生物工程（TaKaRa）大连有限公司，中国），引物由北京诺赛基因研究公司合成。
1.3 方法
1.3.1胚胎采集[3]  

取4周龄的C57BL/6J雌鼠，间隔48小时分别注射PMSG和hCG，各10 IU/只进行超排；待hCG注射后与性成熟C57-ras雄鼠交配，次日晨检阴道栓，见栓小鼠于hCG注射40小时后颈椎脱臼处死，取其输卵管，M2培养液冲胚，在体视显微镜下回收形态正常的2-细胞期胚胎，清洗3次，移入CO2培养箱中培养待用。

1.3.2体外受精[4] 

同上对4周龄C57BL/6J雌鼠超数排卵。在第二天取C57-ras雄鼠的精子进行精子培养获能时，将注射hCG后15个小时的C57BL/6J雌鼠颈椎脱臼处死，从输卵管壶腹部取出卵母细胞团，放入已平衡12小时的HTF液中培养。

将2~3只10~15周龄的C57-ras雄鼠颈椎脱臼处死，取其附睾上体尾部，用解剖针刺破后挤出精子团块，放入在CO2培养箱中已经平衡12个小时的HTF培养液中，培养1个小时。

在显微镜下检查培养1小时的精子悬浮液的精子活力和精子数量，然后用移液器取 10 μl (约含精子 200 个/μl)精子悬浮液，加入到已经取出的卵母细胞团中，放入 CO2 培养箱中培养24小时，在实体显微镜下，挑选出发育正常的2-细胞期胚胎，放入CO2 培养箱中培养，待冻存或胚胎移植。

1.3.3胚胎冷冻和复苏 [5-6]  

采用简易玻璃化冷冻-解冻法冻存胚胎和复苏胚胎。将待冻存的2-细胞胚置于1 mol/L DMSO液滴中静置数分钟，用微量移液器吸取5 μl含有所有胚胎的DMSO于冷冻管中，在0℃恒温器中平衡5分钟，再加入DAP213溶液，再在0℃条件下平衡5分钟后置于液氮中保存。

将冻存管从液氮中取出，室温下静置约30秒，加入9 ml 37℃预热的0.25 mol/l蔗糖溶液，用移液器吹打10次，将溶液移入35 mm培养皿，室温下静止10分钟，观察记录结果；将状态良好的2-细胞胚移入KSOM培养液，放于CO2培养箱培养，待移植。

1.3.4胚胎移植[7] 

2-细胞胚采用输卵管移植法。结扎的KM雄鼠与正常KM雌鼠1:1合笼，翌日检查阴道栓，见栓记为假孕第1天。将复苏胚胎移植至假孕1天母鼠的输卵管内，两侧各移植6～10个胚胎，出生后统计其产仔率。
1.3.5 PCR检测

取离乳小鼠尾尖，按常规酚-氯仿法提取基因组DNA，PCR反应条件是：94℃ 4min，94℃ 45s，68℃ 45s，72℃ 2min，72℃ 5min，30个循环。扩增目的片段大小为408bp。1%琼脂糖凝胶电泳观察结果。
1.4 数据处理  

应用SPSS统计软件，采用χ2检验进行结果分析。

2 结果
2.1 2-细胞期胚胎冷冻及复苏结果

C57-ras转基因雄鼠和普通C57BL/6J雌鼠交配，获得102枚2-细胞期胚胎。选择其中90枚形态好的胚胎冷冻。共进行3次复苏实验，每次复苏30枚冻存胚胎，复苏成活胚胎20.33±2.86个，复苏成活率是67.78%±0.08，3次复苏组间第二组与其他两组相比有极显著差异（P>0.01）。复苏后分别移植到3只假孕鼠输卵管中，总计获得幼仔13只，得到3只阳性小鼠，见表1[8]。可见，转基因动物胚胎冷冻较普通动物难度大，较难以把控，尤其对于纯合致死的模型动物，保存胚胎有阳性小鼠的胚胎，也有野生型小鼠的胚胎，这意味着针对模式动物的胚胎冷冻技术，还需要进行大量的摸索。
表1　 2-细胞胚冷冻复苏结果
Tab. 1　Result of recovery of C57-ras transgenic mice froze 2-cell embryo 

	分组

Group
	冷冻胚胎数

No. of froze embryos
	解冻正常胚胎数

No. of normal embryos
	移植胚胎数

No. of transferred embryos
	受体数

No. of recipients
	产子数

Litter size
	阳性率

Positive rate

	1
	30
	20（66.67%）
	20
	1
	4（20.00%）
	0（0.00%）

	2
	30
	 27（90.00%）* *
	27
	2
	6（22.22%）
	2（33.33%）

	3
	30
	14（46.67%）
	14
	1
	6（42.86%）
	2（33.33%）

	总计Total
	90
	61（67.78%）
	61
	4
	13（21.31%）
	3（23.08%）


注：* *表示差异极显著性，*表示差异显著性

Note : * *very significant difference , *significant difference
2.2体外受精结果

取C57-ras转基因雄鼠精子与普通C57BL/6J雌鼠卵母细胞团在体外受精后，共收集到341个卵母细胞，其中有243个受精，有203枚胚胎发育到2-细胞期，体外受精率是58.49%±0.12，体外受精的3个分组间其中第一组的体外受精率是80.99%与其他两组相比有极显著差异（P<0.01），这可能是第一组取的精液活率较高的原因，见表2。
表2　体外受精结果
Tab. 2　Result of C57-ras transgenic mice IVF
	分组

Group
	卵母细胞数

No. of oocytes
	受精卵数

No. of fertilized eggs
	2细胞期胚胎数

No. of 2-cell embryos
	体外受精率%

Rate of IVF 

	1
	121
	108
	98
	80.99* *

	2
	93
	56
	41
	44.09

	3
	127
	79
	64
	50.39

	总计Total
	341
	243
	203
	58.49


注：* *表示差异极显著性，*表示差异显著性

Note : * *very significant difference , *significant difference
2.3 体外受精2细胞胚胎冷冻复苏结果

冷冻保存了203个体外受精的2细胞期胚胎，解冻复苏了60个胚胎，复苏率是63.33%±0.03，移植到2只假孕鼠输卵管中，共产仔8只，见表3[8]。

表3　体外受精2细胞期胚胎冷冻复苏结果
Tab. 3　Result of recovery of C57-ras transgenic mice IVF froze 2-cell embryo 

	分组

Group
	冷冻胚胎数

No. of froze embryos
	解冻正常胚胎数

No. of normal embryos
	移植胚胎数

No. of transferred embryo
	受体数

No. of recipients
	产子数

Litter size
	阳性率

Positive rate

	1
	30
	20（66.67%）
	20
	1
	4（20.00%）
	1（33.33%）

	2
	30
	18（60.00%）
	18
	1
	4（11.11%）
	1（33.33%）

	总计Total
	60
	38（63.33%）
	61
	2
	8（15.56%）
	2（33.33%）


注：* *表示差异极显著性，*表示差异显著性

Note : * *very significant difference , *significant difference
2.4 通过PCR检测产生移植产生小鼠
取移植产生的21只小鼠尾尖，提取基因组DNA后进行PCR检测，以确定是否获得含有转基因的阳性小鼠。通过两次重复检测，发现有5只幼仔小鼠为转基因阳性（图1）。

图1  PCR检测c-Ha-ras转基因小鼠中目的基因的插入
Figure 2  Identification of human c-Ha-ras gene integration with PCR
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3 讨论
3.1  DAP213玻璃化冷冻方法
本研究以自主建立的C57-ras癌症转基因动物模型为材料，开展了模式动物的胚胎冷冻和体外受精技术探索，以期建立模型动物的低温保存方法。通过直接收集2-细胞胚和经体外受精获得2-细胞胚，并经过玻璃化冷冻方法冻存、复苏、移植、检测，最终两种途径均获得阳性转基因动物。胚胎冷冻技术方法主要有缓慢冷冻法和玻璃化冷冻法，两种方法各有其优点。玻璃化冷冻法因其对设备要求低，操作简单，而被广泛采用。Nakagata建立以DAP213为抗冻保护剂的玻璃化冷冻法已经程序化, 并出现了商业化的胚胎冷冻试剂盒，便于建立一种快速、经济、可靠的胚胎冷冻技术方法[9]。本实验中采用了DAP213冷冻试剂盒冷冻2-细胞胚。通过3次实验结果显示，解冻复苏率为66.00%±0.02，移植后的产仔率为23.24%±0.03，子代中的阳性率为26.66%±0.11。徐平等比较了12个品系的小鼠体外受精后2细胞期胚胎的冻存复苏率在58.12 %～83.19 %间，表明不同遗传背景的小鼠间冻胚复苏率有差异[10]。

Nakagata的玻璃化冷冻法较易掌握，在冻存胚胎时使用的是冻存管，与其他使用塑料细管的玻璃化冷冻法相比较，避免了复杂的装管程序，单次冻存的胚胎量多。但是有数据表明2细胞期的胚胎解冻复苏后，培养到扩张囊胚期的发育率，DAP213法是39.1%，EFS20/40法是93%，后者更高[11]。

从原核期的胚胎到扩展囊胚期的胚胎，各个时期的胚胎都可以冷冻保存，对于近交系和转基因小鼠，在超数排卵后，获得的晚期胚胎数量少于早期胚胎，我们建议近交系和转基因小鼠选择冻存早期胚胎。

3.2  体外受精和胚胎冷冻结合保存种子资源

在转基因小鼠的扩繁中，易出现繁殖能力低、食仔或不能自然交配等现象。采用体外受精技术，可以辅助不能自然交配或繁殖能力低的个体产生后代，在短时间内快速获得较多数量的动物。通过体外受精获得小鼠胚胎并冷冻保存，这种方式可以较为安全的长期保存小鼠品系，通过移植也能较快的获得转基因活体动物，是目前保存小鼠遗传资源的一种重要手段，同时也为转基因小鼠模型推广提供便利[12]。
常规冷冻保种的胚胎来源通常是需要数量较多的该品系雌鼠进行超排，交配成功的雌鼠取胚胎冷冻，但是转基因小鼠品系通常提供不了大量的雌鼠，而体外受精解决了这个问题，采用1-2只阳性转基因雄鼠和其背景来源的雌鼠体外受精，就可以获得大量的胚胎，进行冷冻保存。
对来源于不同遗传背景的35个小鼠品系超速排卵所得的卵母细胞与同品系小鼠精子进行体外受精研究表明，不同遗传背景的小鼠体外受精差异显著（P<0.05），受精率在15.2～97.2 %之间[10]。本实验中采用HTF为体外受精液，对C57-ras转基因小鼠体外受精中，受精率是59.53%，在对体外受精的2细胞期胚胎冷冻保存复苏后，复苏率是63.33%，产仔率是13.11%，后代阳性率是33.33%，和从体内发育的2细胞期胚胎冷冻后的结果没有差异，说明体外受精的胚胎可以作为一种胚胎来源方式进行冷冻保存。
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