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小鼠扩张囊胚细胞膜对不同抗冻保护剂
通透性的测定

①

朱 士 恩②

动物科技学院

摘 要 胚胎玻璃化冷冻保存最重要的条件是胚胎细胞膜对抗冻保护剂的通透速度
,

即细胞内外液保护
剂达到平衡的时间

。

温度及抗冻剂的种类不同
,

其通透速度各异
。

本试验将玻璃化抗冻液中常用的几种抗
冻保护剂

,

如乙二醇
、

丙三醉
、

二甲基亚矾
、

乙酞胺及丙二醇的通透性进行比较
。
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首先发明的胚胎冷冻保存法称之为传统方法
,

也叫作慢速冷冻法
。

尔后又发明了玻
璃化冷冻法图

,

是对胚胎冷冻的一次革命
。

但他们采用的主体抗冻保护剂为
,

由于它

的化学毒性大
,

冷冻后的胚胎发育率受到很大的影响
。

以后 等 和 等 用乙二醇
和丙三醇为主体溶液对小鼠桑堪胚和扩张囊胚的玻璃化冷冻保存获得成功

。

并获得了很高
的胚胎发育率

。

关键是筛选的通透性抗冻保护液的浓度高
,

且化学毒性低
。

冷冻后胚胎内部
不能形成冰晶

。

综上所述
,

冷冻效果与细胞膜对抗冻保护剂的通透性有很大关系
。

为此掌
握细胞膜对抗冻保护剂的通透速度是冷冻成功的关键

。

年
,

有人曾以丙三醇为主体的玻璃化溶液对小鼠的未受精卵膜的通透性进行了
调查

。

最近又曾对小鼠未受精卵和桑格胚的通透性做了测定
。

可是胚胎的发育阶段不同
膜的通透性有很大的差异

。

对扩张囊胚的通透性的测定至今未见过报道
。

本试验采用小鼠

扩张囊胚体积的变化来对几种抗冻保护剂进行测定
· ,

从而对不同抗冻保护剂的通透性进行
比较

,

进而为胚胎的冷冻提供可靠依据
。

·

、
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像专用系统
一 ,

复制像片
。

然后沿着外围轮廓剪下收缩后的细胞质部分
,

分别称重
。

根据 等 重量比等于面积比
,

以 液中胚胎的面积 为对照

组
,

设其相对体积为
,

则试验组胚胎相对体积为 一 二 进行计算
。

对照组和各种

抗冻保护剂溶液中测定的胚胎数分别为 枚以上的平均值
。

结论

①等渗 液稀释后的各种抗冻保护剂的渗透压
, , ,

及
矛

都在约
· 一 ’ ,

而 达
· 一 ’

高于其他保护剂 表
。

② 液中平衡后的胚胎体积几乎无

变化
。

表 几种抗冻保护剂溶液的渗透压

③不同温度下
, , ,

及 的

各种抗冻保护剂中平衡 的体积变化 抗冻保护剂

如 图 所示
,

情 况 下
, , , ,

溶液中
,

约 以内到最小体积
, · · 一 ‘

中收缩度最小
,

约 后恢
复到原样的体积

。

和 中的胚胎体积
收缩度为 和

,

后慢慢恢复
, ,

至 没能恢复到原样体积
。

另外
,

液中的胚胎收缩到 的体积后
,

几乎没有恢复
。

可是 液中的变化呈一直收缩状态
,

始终没能恢复
。

④温度升高
,

在
, ,

稀释液
渗透压

· 一 ‘

。

液中的胚胎
,

短时间内

达到最小体积
,

体积恢复很快
。

如 ℃ 以内收缩到最小

体积
,

以内体积膨胀
,

可

超过原祥的体积
。

但以 液中

的胚胎恢复最快 约
,

由此可见较高温度下 保护

剂的透过性较高
。

可是在 液

中的胚胎
,

后达到最小体

积
,

至 后呈恢复趋势
,

但

随时间的延长又再次收缩
。

液中的胚胎在不同温度下 皆呈

现收缩状态
,

特别是较高温度下

细胞质的化学伤害更严重
。

℃

杯长盆释

讨论

水对细胞膜的通透性要 比

抗冻保护剂快得多
。

但是胚胎

细胞从等渗液到高渗液中
,

为了

维持细胞内外渗透压平衡
,

水分

, 士

平 衡 时 何 。

图

一 , 人 响 。

一纬

一
线

不同温度下
,

各种抗冻保护液中平衡后

小鼠扩张囊胚的体积变化
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由细胞内向外渗出
,

细胞开始收缩
,

达到平衡时脱水停止
。

由于细胞内外浓度发生变化
,

抗冻剂
开始向细胞内渗透

。

为了调整渗透压平衡
,

水分再次渗入细胞
,

当细胞内外渗透压达到平衡

时
,

抗冻剂和水的渗透终止
,

所以本试验由细胞体积变化的大小来分析抗冻剂对膜透过性强

弱
。

但渗透速度与动物的品种和胚胎的发育阶段
,

处理温度
,

抗冻保护剂的种类有很大关

系仁
,

,
,

, 〕。

胚胎移入抗冻保护液中
,

首先上浮后下降至液体底部
,

这段时间无法测定
,

所以本试验
根据横山等 用吸管固定法进行抗冻保护剂通透性的胚胎显像测定

。

胚胎从 液中移入抗

冻保护液中
,

当套管脱离后
,

由于胚胎周围 液量很少
,

并且很快上浮
,

对测定胚胎可视为

无影响
。

以外的抗冻保护剂
,

特别是在较高温度的溶液中的胚胎
,

恢复的中途有再收缩现象产

生
,

可能是抗冻剂的毒性造成细胞膜受损
,

机能不全而致
。

这种现象在小鼠桑搭胚没被发

现 〕,

说明扩张囊胚与桑堪胚相比对抗冻剂的毒性的抵抗力弱
。

种抗冻保护剂
,

从分子量大小分析
,

推测其透过速度为
, , , ,

的顺

序
。

从渗透压结果分析
,

液中胚胎收缩大
,

应该恢复慢
。

其结果与预想相反
。

即 收缩最

小
,

且恢复最快
。

另外 分子量大并不影响通透性
,

特别是在较高的温度下 一 ℃
,

液中的胚胎恢复最快
。

从图
一 一

中可以说明
,

对于扩张囊胚 与 的通透性没有差

异
。

这一点在牛的扩张囊胚的通透性测定时
,

种抗冻剂中 透过性最高
,

其次 的结果基

本相一致
】 。

参 考 文 献

, ,

一 一
, ,

, 一
一

,

,

, , , , ,

,

, ,

一
, , , ,

一 , ,

一
, ,

, ,

一

横山荣治
,

吉田直子
,

枝重圭裕
,

樱井孝志
,

叮田隆彦
,

葛西孙三郎 小鼠未受精卵的各种抗冻剂的透过

性 哺乳卵研志 日〕
, ,

, , ,

, ,

,

, ,

色 , , 色 , ,

, , , ,

, ,

播丸由美 牛早期胚胎细胞膜抗冻保护剂通透性的测定〔学位论文 〕 日本高知大学〔日〕
,


