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摘 要 本试验利用周林频谱仪
一

照射玻璃化冷冻前后小 鼠桑堪胚
,

研究对其体外发育的影响
,

结

果表明 胚胎在 溶液中处理 后移人 中处理 的二步法冷冻组
,

解冻后经照射 一

后 的胚胎发育率 一 与对照组 比较无显著性差异 尸
。

当在 中处理

的一步法冷冻组 的胚胎
,

照射后发育率 由对照组 的 提高到 差异极显著 尸 。
。

改用

。一步法冷冻的胚胎照射后的发育率也明显高于对照组 尸 。
。

另外
,

对冷冻前胚胎进行照射
,

其

解冻后发育率 也得到了显著提高 尸 。
。
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生物谱 是生物 自身物理信息的电磁波表征
,

实验证明生物体 自

身是一个天然的能向周围空间发射多种信号的生物辐射源川
。

根据物理学原理
,

在一定条件下

当 种物理信号相同或相近时能引起谐振
,

产生最大的吸收
。

传统的电磁波理疗仪器大都只是

机体向外辐射特性的较窄或单一谱段
,

周林生物频谱仪所产生的辐射波具有宽频带特性
,

峰

值在 一 拜 之间
,

主能量分布在峰值波长附近
,

且延续呈远红外
、

亚毫米波 以及毫米

波川
。

由它所发射的信号可引起机体产生内热效应
,

并导致细胞通透性
,

胶体状态
,

生物电
,

酸

碱度和酶系统的改变
,

形成生物活性物质组织胺和 乙酞胆碱等
,

可使新陈代谢旺盛
,

生物组织

营养改善
,

组织再生能力加强
,

功能恢复加快 , 〕
。

目前用频谱辐射哺乳动物胚胎
,

缓解和修复冻伤的试验尚属首次
,

类似试验在国内外未见

报道
。

为此
,

本试验用 乙二醇和丙三醇为主体抗冻保护剂配制成各种玻璃化溶液
,

分别对冷冻

解冻后小鼠桑堪胚进行照射
,

探讨生物谱对哺乳动物玻璃化冷冻后胚胎的冻伤恢复效果
,

同时

也对玻璃化冷冻方法作进一步探讨和完善
。

材料和方法

材料

实验动物为 一 周龄的昆明白系小鼠 中国科学院动物遗传研究所
。

周林生物频谱仪为
一

型便携式频谱议 深圳周林频谱有限公司
。

冲卵液为 溶液川
。

预处理液用

乙二醇
,

溶液
。

将 聚蔗糖和
· 一 蔗糖用 液溶解混合后

,

制成 溶液
。

溶液再与乙二醇 溶液或丙三醇 按一定 比例配制

成
,

及 玻璃化溶液 表
。

胚胎培养液为 溶液巨口
。

实验方法

小 鼠超数排 卵 一 周

龄昆明白系雌性小鼠
,

自然光照
,

自由采食
,

经适应饲养 后
,

分

别用 的孕马血清促性腺激

素 天津实验动物 中心

和人绒毛膜促性腺激素 宁

波市激素制品厂
,

经隔 日腹腔

表 玻璃化冷冻液配制

玻璃化溶液 抗冻保护剂 稀释液 体积 比例

乙二醇

乙二醇

丙三醇

液
’

液
‘

液

孟

液 将含量为 聚蔗糖与
· 一 ‘蔗糖溶于 溶液中

。

内注射后与同系性成熟公鼠交配
,

交配后有阴道栓小鼠于 注射后 一 将子宫摘出
,

用 液冲洗子宫内容物
,

于实体显微镜下 回收致密桑棋胚
。

胚胎玻璃化冷冻 一步法冷冻保存
。

将室温调至 一
,

而后用吸管将胚胎直接移

入事先装好玻璃化溶液的 塑料细管内
,

一 处理后封 口
,

即投人液氮中一步法

冷冻保存
。

二步法冷冻保存
。

胚胎移入细管前
,

首先在 预处理溶液中平衡 预先处理
。

以后同一步法
。

解冻 冷冻细管由液氮中取出后直接投人 一
‘

水中解冻
,

用
· 一 ‘蔗糖溶

液
一

冲洗细管内容物于表面皿中
,

在实体显微镜下收集胚胎
。

收集的胚胎移人新鲜的
· , 一 ’蔗糖滴中脱出抗冻剂

,

再用 液洗净后移人 液中待照射
。

周林生物频谱照射 在培养皿中作成 夙 的 液滴
,

液滴周围稍加液体石
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蜡固定
。

将冷冻前和解冻后的胚胎分别导人 滴中
,

将一直径为 的玻璃平皿

内添加适量的水
,

然后放置于 的衡温水浴箱中的试管架上
,

再将含有胚胎的培养皿置于

玻璃平皿中
,

注意不要淹没培养皿
。

而后用预热后的周林频谱仪 强档
,

功率 频率 一

照射
。

照射高度为
,

照射时间为 。
, , ,

及
。

胚胎 的体外发育性观察 胚胎对照组及实验组用培养液洗净
,

移人于 培养箱中

经平衡 后的 培养液中 拼
·

滴 一
’ ,

培养 枚胚胎
,

置于
,

空气和

写相对湿度
,

温度为 培养箱中培养
。

每小时镜下观察胚胎发育情况
。

凡发育至囊胚阶

段的胚胎视为发育性胚胎
。

统计分析 胚胎发育率的比较采用卡方 才 检验
。

结果

玻玻化冷冻前的胚胎经周林生物频谱照射后的发育率

冷冻前对新鲜胚胎进行频谱照射
,

照射高度为
,

照射时间分别为
, , ,

冷

冻解冻后的发育率分别为
,

和 表 与不加照射的对照组 相 比
,

组的囊胚发育率得到了显著提高 尸
。

表 周林频谱照射 ①对用 或 一步法玻璃化冷冻前
、

后小鼠桑堪胚发育率的影响

照射处理
冷冻温度
夕 ℃

冷冻液
冷冻时间 照射时间

发育胚数 照射胚数

冷冻前
,

、

冷冻后
、 二

二

,

二

①照射高度为 。 ,

功率为 表 同 ②对照组 不加照射 表 同

与对照组 比较差异显著 尸 与对照组 比较差异极显著 尸

一步法玻璃化冷冻胚胎经周林生物频谱照射后的发育率

① 室温条件下
,

中经 一 处理后冷冻保存的胚胎
,

解冻后进行照射
,

照射
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高度为
,

照射时间为
, , 。

结果 冷冻组的囊胚发育率为
,

尸 。 及 尸 。 表
。

与对照组的囊胚发育率 相 比均有显著性差

异
。

而 冷冻组
,

只有照射 后经培养 的囊胚发育率显著提高
,

与对照组

相比差异极显著
。

②
‘

条件下
,

用 处理 一 后冷冻组的胚胎
,

解冻后照射高度不变
,

照射时

间为
,

组胚胎的囊胚发育率为 和 表
。

与对照组的 和 相比差异显

著
。

二步法玻璃化冷冻胚胎经周林生物频谱照射后的发育率

二步法冷冻即 室温下
,

用 平衡 后
,

移人 玻璃化溶液中处理

投人液氮中冷冻保存
。 、

解冻后的胚胎在照射高度 照射时间为
, , ,

培养

后的囊胚发青率分别为
, 。 及 表

。

与不加照射的对照组的囊胚发育率

相比无显著性差异 尸
。

而 室温下
,

用 二步法冷冻保存的胚胎
,

解冻后经照射结果
,

与对照组也无显著

性差异 和
。

表 周林生物频谱照射对用 二步法玻璃化冷冻小鼠桑堪胚发育率的影响

第一步 第二步
冷冻温度 脚

照射时间

预处理液 冷冻液

发育胚数

照射胚数 ①

①试验组与对照组比较无显著性差异
。

讨论

①本试验按照 等川和 等川的胚胎玻璃化冷冻方法对小 鼠致密桑堪胚进行冷

冻
。

特别是二步法冷冻保存的胚胎
,

其囊胚发育率较高 一
,

与前作者川的结果相

一致
。

但一步法冷冻的胚胎解冻后的发育率明显低于前作者困
。

小鼠的品种不同其胚胎冷冻后

的发育率也不尽相同
。

本试验使用的小鼠为昆明白系
,

而 等使用的是 系小鼠
。

可

能是品系的不同
,

造成胚胎的抗冻效果不同
。

②周林频谱对冷冻前小鼠桑棋胚进行照射后再冷冻
,

其解冻后的发育率与不加照射的对

照组相 比
,

照射 一 明显高于对照组
, , ,

表
。

证明频谱照射完整无损的新鲜胚
,

可增加其抗冻效果
。

③
‘

室温下
,

用 一步法冷冻保存的胚胎
,

解冻后囊胚发育率在 一 之间
,

这可能是冷冻时受高浓度的抗冻保护剂化学毒性作用和急速降温及解冻时的快速升温
,

使透
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明带或胚胎部分细胞受损
,

容易产生不可逆的恢复仁
‘。

,

‘〕
。

基于这种情况
,

本试验利用周林生物

频谱仪
一 ,

对解冻后的胚胎进行照射
。

照射高度规定为 是根据王永胜等川摸索

出的最佳高度
,

经
, 。,

照射后培养
,

使囊胚发育率由对照组的 提高到
,

差异

极显著 尸 表
。

这种效果的产生
,

可能来源于生物频谱照射后
,

胚胎新陈代谢加强
,

营养得到改善
,

增进了组织恢复和再生功能 〕
。

④用丙三醇代替乙二醇配制成的 玻璃化溶液
,

在 的室温下
,

对胚胎一步法冷

冻保存
,

解冻后只照射
,

囊胚发育率也显著高于对照组 尸 表
。

更进一步证实

了生物频谱对玻璃化冷冻胚胎受损后的代偿和恢复有促进作用
。

⑤
‘

或
‘

室温下
,

二步法玻璃化冷冻保存的胚胎
,

解冻后胚胎不加照射
,

培养后的囊

胚发育率高达 叫
,

生物频谱照射后虽有一些提高 一
,

但是无显著差异

表
。

⑥周林频谱对冷冻前小鼠桑堪胚进行照射
,

解冻后囊胚发育率 比对照组得到了明显的提

高
。

而冷冻解冻后的胚胎经照射后
,

囊胚发育率高于冻前照射组
。

说明周林频谱照射用于冻伤

胚胎的恢复其效果更明显
。
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