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#添加到小鼠
"4

细胞胚胎培养液中进行

体外培养!比较其体外发育能力!并将体外发育的桑椹胚&囊胚进行
"

种程序常规冷冻'解冻后形态正常的桑椹

胚&囊胚分别培养
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!比较各组胚胎的冷冻
4

解冻发育效果及冷冻胚胎移植妊娠率和产仔率等'结果$

各试验组胚胎孵化率!
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#'孵化胚胎细胞计数

结果显示!

&'(

组"

5!#<=%#"

#和
,(

-

组"

5:#<=9#9

#与对照组"
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#差异极显著"
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#%程序
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的桑

椹胚解冻囊胚发育率!以
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组显著高于对照组%其囊胚解冻存活率!

"

个试验组均好于对照组'受体妊娠率&

产仔率以及初生仔鼠&离窝仔鼠平均体重&离窝成活率等指标!各组间均无显著差异"
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#!但以中药有效成分

各组别均好于对照组'结果表明$中药有效成分
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能显著地提高小鼠
"4

细胞胚胎体外发育能力!并有利于

提高冷冻
4

解冻后移植胚胎的发育潜力'
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哺乳动物胚胎体外生产技术以体外受精技术
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#为依托!其主要技术环

节为卵母细胞的体外成熟&成熟卵母细胞的体外受

精和受精卵的体外培养!以获得大量可供使用的优

质卵母细胞和胚胎!并利用胚胎移植技术将各种人

工操作制备的胚胎移入受体动物体内!达到较高的

妊娠率!从而建立起完善的技术体系!籍此走向市

场'然而!目前胚胎体外培养体系还存在许多问题!

虽经采用改进培养液成分!改善培养条件!建立体细

胞与胚胎共培养体系和添加生长因子&细胞因子等

手段后胚胎质量有所提高!但体外受精卵的囊胚发

育率仍远低于体内受精!与体内受精囊胚相比!体外

受精囊胚的细胞总数和内细胞团细胞数量明显减

少!胚胎移植妊娠率和产仔率较低!这些问题均严重

影响了胚胎工厂化生产和产业化的发展'因此!探

索开辟胚胎体外培养生长发育的新途径!提高其发

育率和移植妊娠率十分必要'目前!国内外有关中

草药有效成分对体外胚胎发育作用的研究甚少!本

试验在笔者探讨中药有效成分对小鼠胚胎体外培养

的前期研究结果的基础上(
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!进一步探讨了黄芩
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中药有效成分对体外培养的小鼠胚胎冷冻
4

解冻及

移植的效果!以期为建立完善的哺乳动物早期胚胎

体外培养体系提供一定的参考'

&

!

材料与方法

&G&

!
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细胞胚胎获取

!!

以健康&性成熟的
Q̀b

品系
>UB

小鼠"购自北

京实验动物中心#为试验动物!雌鼠体重
":

!

:6

-

!

雄鼠体重
::

!

:;
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'根据雌鼠阴部变化选择发情间

期和发情前期雌性小鼠(

6

)腹腔注射
UO>I

"天津实

验动物中心!

"$$6$:"<

#!间隔
657

再注射
7QI

"宁

波市激素制药厂!

$6$%$!

#并与公鼠
!c!

合笼!于注

射
7QI6%7

后采集见栓小鼠的输卵管!在体视显微

镜下收集
"4

细胞胚胎'

&G!

!

试验设计与方法
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对小鼠
"4

细胞胚胎体外发育效果

的影响

!#"#!#!

!

体外培养$以
EQV&

为基础液!添加双抗

"青霉素
$#$%E

-

*

E,d

链霉素
$#$9E

-

*

E,

#的

EQV&

液为对照组!分别添加
&'(

"
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#

-

*

E,

!纯度

$
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#和
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"

$#;

#
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*

E,

!纯度
$

<<8

#为中药

试验组'采用微滴法在
;8 QJ

"

&

<;8

空气&

:9e

&

饱和湿度的
QJ

"

培养箱中培养!入胚后
"6

&

9"7

换

液并在培养液中均加入葡萄糖"

$#!

-

*

!$$E,

#!入

培后
65

&
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&
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检查胚胎发育情况'

!#"#!#"

!

胚胎细胞计数$将培养
!"$7

至孵化时期

的胚胎置于
$#; 8

柠檬酸钠低渗液中作用
$#;

!

!E(+

后移到载玻片上!加
!

滴"约
"$

#

,

#

68

乙酸!

:$/

后慢慢吸去乙酸使胚胎顺势铺展!空气中稍干!

以
!$8 I(3E'/3

染液染色
!E(+

!用低渗液洗片!镜

检孵化胚胎细胞数目!比较不同处理组对胚胎细胞

数量的影响'
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!
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和
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-

对体外培养小鼠胚胎的冷冻
4

解

冻发育效果的影响$将上述组别培养的桑椹和囊胚

期胚胎分别采用
Q,455$$

程序控温仪进行两种控

温程序冷冻!并解冻观察冷冻胚胎复苏率&培养发育

率'

!!

冷冻液为用
U&>

配制的
!#;EH*

*

,

乙二醇!每

支细管装
!$

枚左右胚胎'

!#"#"#!

!

冷冻程序$程序
!

!将装有胚胎的细管放

入起始温度为
"$e

的冷冻仪!以
!e

*

E(+

的速度

下降至
f%e

!平衡
;E(+

后植冰!植冰后平衡
!$

E(+

!以
$#; e

*

E(+

的速度降至
f:; e

!平衡
;

E(+

后投入液氮保存%程序
"

!将装有胚胎的细管放

入起始温度为
!5e

的冷冻仪!以
6e

*

E(+

的速度

下降至
$e

!再以
!e

*

E(+

的速度下降至
f%e

!

平衡
; E(+

后植冰!植冰后平衡
5 E(+

!以
$#;

e

*

E(+

的速度降至
f:$ e

!平衡
; E(+

!再以
"

e

*

E(+

的速度降至
f:%e

!平衡
;E(+

后投入液氮

!"!!



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
:5

卷
!

保存'
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冷冻胚胎解冻培养$将冷冻细管从液氮中

取出!投入
:9e

水中
!$

!

!;/

取出!推出细管中胚

胎!转入
$#;EH*

*

,

蔗糖溶液中!平衡
;E(+

以脱去

冷冻液!再用各组别培养液分别清洗
:

遍!观察其解

冻复苏率!并将形态正常的胚胎进行体外培养'解

冻的桑椹胚&囊胚分别培养
5

!

!6

&
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!

57

!观察并记

录桑椹胚发育至囊胚期的发育率和囊胚的存活率'

!#"#:

!
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和
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对冷冻
4

解冻胚胎移植效果的影

响
!

将上述冷冻
4

解冻复苏后培养发育正常的囊胚

进行移植!以观察各组胚胎妊娠和产仔效果'

!#"#:#!

!

假孕鼠的处理$受体母鼠与按常规方法进

行输精管结扎的雄鼠
!c!

或
"c!

于夜间合笼!第

"

天早
$5

$

$$

开始!每间隔
;7

检查阴栓一次!有栓

者记为假孕
$7

'根据所移植胚胎从体内受精发育

到体外培养&冷冻
4

解冻后再培养!约
<$7

!因此!选

择见栓
<$7

的受体母鼠进行胚胎移植'

!#"#:#"

!

胚胎移植$按常规方法将胚胎移植于子宫

角部位'准确记录每只受体移植囊胚数目!观察其

移植后恢复情况及是否妊娠!仔鼠出生后及时记录

产仔数目并称取体重!仔鼠出生后的第
!5

天分窝!

并称取体重&记录仔鼠成活数目'

&G$

!

数据处理

!!

利用
@U>

软件进行单因素方差分析和
#

检验&

!

"检验'

!

!

结
!

果

!G&

!

567

和
97

:

对小鼠
!(

细胞胚胎体外发育效果的

影响

"#!#!

!

&'(

和
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-

体外培养小鼠
"4

细胞胚胎
!"$7

的效果由表
!

可见!体外培养
"6

&

657

!各组间其胚

胎发育率均无显著差异"
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试验各

表
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细胞胚胎体外发育的影响
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相同字母表示差异不显著"

.

#

$#$;

#!不同小写字母表示差异显著"

.

"

$#$;

#!不同大写字母表示差异极显著"

.

"

$#$!

#'

O#

桑椹胚%

&#

囊胚%

P&#

扩张囊胚%

R&#

孵化囊胚'下同

C73/'E3)'

X

(0'*'+Z/'E3/E'***30031/(+/.

X

31/)1(

X

0/ZH+

+

0Z(WW31/(

-

+(W()'+0*

\

"

.

#

$#$;

#!

Z(WW313+0/E'***30031/(+/.

X

314

/)1(

X

0/'13Z(WW31/(

-

+(W()'+0*

\

"

.

"

$#$;

#!

Z(WW313+0)'

X

(0'**30031/(+/.

X

31/)1(

X

0/'13/(

-

+(W()'+0*

\

Z(WW313+0

"

.

"

$#$!

#

# O#

OH1.*'

%

&#&*'/0H)

\

/0

%

P&#D̂

X

'+ZG*H/0H)

\

/0

%

R&# R'0)73ZG*'/0H)

\

/0]C73/'E3'/G3*HY

组胚胎发育率均显著或极显著高于对照组"

.

"

$#$;

!

.

"

$#$!

#%

!"$7

试验各组囊胚孵化率均极显

著高于对照组"

.

"

$#$!

#'

"#!#"

!

&'(

和
,(

-

体外培养
"4

细胞胚胎
!"$7

孵化

胚胎细胞数由表
"

可见!各试验组体外培养
!"$7

孵化胚胎细胞数均极显著高于对照组"

.

"

$#$!

#'

!G!

!

567

和
97

:

对体外培养小鼠胚胎的冷冻
(

解冻

发育效果的影响

"#"#!

!

&'(

和
,(

-

对小鼠
"4

细胞胚胎体外培养效果

及冷冻情况由表
:

可见!体外培养小鼠
"4

细胞胚胎

表
!

!

体外培养小鼠
!(

细胞胚胎
&!"@

孵化胚胎细胞数目

B6>82!

!

B@26H2;6

:

23288/+=>2;.1!(3288=.+422=>;

-

.4!"

#!$%&3+8*+;261*2;&!"@

组 别

I1H.

X

/

胚胎数量*枚

MH]HW3EG1

\

H/

孵化胚胎细胞平

均数目*个 "

%

!

=-/

#

C73'[31'

-

3)3**

+.EG31HWR&

QH+01H* :;

99]6=;]%

?

&'( "< 5!]<=%]"

Q

,(

-

:6 5:]<=9]9

&

""!!



!

!$

期 高建明等$黄芩苷&川芎嗪对小鼠体外培养胚胎冷冻
4

解冻及移植效果的研究

表
$

!

567

和
97

:

对小鼠
!(

细胞胚胎体外培养效果及冷冻情况

B6>82$

!

01123*.15676/,97

:

./!(3288=.+422=>;

-

.4!"#!$%&3+8*+;26/,1;22<7/

:

组别

I1H.

X

/

$7 6:

!

657

程序
!

B1332(+

-X

1H)3//!

程序
"

B1332(+

-X

1H)3//"

"4

细胞胚胎数*枚

MH]HW"4)3**

3EG1

\

H/

O

*

8 &

*

8

桑椹胚数*枚

MH]HWO

囊胚数*枚

MH]HW&

桑椹胚数*枚

MH]HWO

囊胚数*枚

MH]HW&

QH+01H* "5% ;$]:

'

"

!66

*

"5%

#

6!]:

'

"

!!5

*

"5%

#

99 6! %9 %6

&'( ::9 ;!]%

'

"

!96

*

::9

#

65]!

'

"

!%"

*

::9

#

!$" <% 9" %%

,(

-

"5" ;!]!

'

"

!66

*

"5"

#

6:]%

'

"

!":

*

"5"

#

96 %< 9$ ;6

6:

!

657

!其桑椹胚和囊胚发育率!各组间均无显著

差异"

.

#

$#$;

#'

"#"#"

!

&'(

和
,(

-

对小鼠桑椹胚解冻后体外培养效

果的影响由表
6

可见!桑椹胚解冻后体外培养
5

!

表
J

!

567

和
97

:

对小鼠桑椹胚解冻后体外培养效果的影响

B6>82J

!

01123*.15676/,97

:

./=.+42=.;+86*@6F7/

:

6/,!"#!$%&3+8*+;2

组别

I1H.

X

/

程序
!B1332(+

-X

1H)3//!

程序
"B1332(+

-X

1H)3//"

解冻胚胎*枚

MH]HW07'Y3Z

3EG1

\

H/

死亡胚胎*枚

MH]HWZ(3Z

3EG1

\

H/

培养胚*枚

MH]HW).*0.13Z

3EG1

\

H/

5

!

!67

囊胚

发育率*
8

&*'/0H)

\

/0

1'03/'W031

54!67

解冻胚

胎*枚

MH]HW07'Y3Z

3EG1

\

H/

死亡胚胎*枚

MH]HWZ(3Z

3EG1

\

H/

培养胚*枚

MH]HW

).*0.13Z

3EG1

\

H/

5

!

!67

囊

胚发育率*
8

&*'/0H)

\

/01'03/

'W03154!67

QH+01H* 96 ": ;! 65]%

?'

"

:%

*

96

#

%9 5 ;< ;;]"

?

"

:9

*

%9

#

&'( 9% ; 9! %;]5

G

"

;$

*

9%

#

9" ; %9 5$]%

&

"

;5

*

9"

#

,(

-

96 ; %< 5!]!

&G

"

%$

*

96

#

%< ! %5 95]:

&

"

;6

*

%<

#

!67

囊胚发育率!程序
!

中
&'(

组显著高于对照组

"

.

"

$#$;

#!

,(

-

组极显著高于对照组"

.

"

$#$!

#%程

序
"

中
&'(

组和
,(

-

组极显著高于对照组"

.

"

$#$!

#%

两程序中
&'(

组与
,(

-

组无显著差异"

.

#

$#$;

#'

"#"#:

!

&'(

和
,(

-

对小鼠囊胚解冻后体外培养效果

的影响由表
;

可见!囊胚解冻后体外培养
%

!

57

囊

胚存活率!程序
!

中各组间无显著差异"

.

"

$#$;

#%

程序
"

中!中药有效成分各组间差异不显著"

.

#

$#$;

#!但均显著高于对照组 "

.

"

$#$;

#%两程序间!

程序
!

对照组极显著高于程序
"

"

.

"

$#$!

#!其他组

间差异不显著"

.

#

$#$;

#'

!G$

!

567

和
97

:

对冷冻
(

解冻后胚胎移植效果的影响

!!

由表
%

可见!受体妊娠率&产仔率&初生仔鼠和

离窝仔鼠平均体重&离窝成活率!各组间均无显著差

异"

.

#

$#$;

#!但中药有效成分
&'(

组和
,(

-

组均好

于对照组'

$

!

讨
!

论

!!

本试验结果显示!

"

种中药有效成分
&'(

&

,(

-

的

胚胎孵化率"

5$#%8

&

95#:8

#和孵化胚胎细胞数量

"

5!#<=%#"

!

5:#<=9#9

#均极显著高于对照组

"

;!#58

!

99#6=;#%

#"

.

"

$#$!

#!这与笔者前期进

行的有关研究结果相符合(

"

!

:

)

%其胚胎发育效果和

胚胎细胞数量亦均好于其他研究者在
QV&

中添加

瘦素"囊胚孵化率为
:%#":8

#

(

;

)

&

DIB

生长因子"囊

胚孵化率为
"!#"8

&囊胚细胞数
;:#6$=!%#:;

#

(

%

)

的结果%以及在
A>JO

中添加适量氨基酸&葡萄糖&

&>?

"囊胚孵化率为
%6#58

#

(

9

)

&在人输卵管液

"

RC,

#添加白血病抑制因子"

,̀B

#"囊胚孵化率为

:"#;8

#

(

5

)

&

U4!

培养液添加粒细胞
4

巨噬细胞集落

刺激因子 "

IO4Q>B

#"囊胚率为
5<8

#

(

<

)的结果'

可见!中药有效成分
&'(

和
,(

-

对早期胚胎体外培

养的作用已客观存在!能极显著地促进早期胚胎体

外发育及胚胎细胞的增殖'连方等(

!$

)研究发现!服

用二至天癸方可促进昆明种小鼠早期胚胎的分化和

发育'杨桂云等(

!!

)在
O!%

培养液中添加补肾活血

汤提取物制备的兔含药血清!能显著提高小鼠的体

外受精率!并可促进其后各期的胚胎发育!尤其对

:"!!
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表
'

!

567

和
97

:

对小鼠囊胚解冻后体外培养效果的影响

B6>82'

!

01123*.15676/,97

:

./=.+425864*.3

-

4**@6F7/

:

6/,!"#!$%&3+8*+;2

组别

I1H.

X

/

程序
!B1332(+

-X

1H)3//!

程序
"B1332(+

-X

1H)3//"

解冻胚胎*枚

MH]HW

07'Y3Z

3EG1

\

H/

死亡胚胎*枚

MH]HWZ(3Z

3EG1

\

H/

培养胚*枚

MH]HW

).*0.13Z

3EG1

\

H/

%

!

57

囊胚

存活率*
8

&*'/0H)

\

/0

*(['G(*(0

\

'W031%457

解冻胚胎*枚

MH]HW

07'Y3Z

3EG1

\

H/

死亡胚胎*枚

MH]HWZ(3Z

3EG1

\

H/

培养胚*枚

MH]HW

).*0.13Z

3EG1

\

H/

%

!

57

囊胚

存活率*
8

&*'/0H)

\

/0

*(['G(*(0

\

'W031%457

QH+01H* 6! ! 6$

59]5

"

:%

*

6!

#

?'

6< < 6$

%!]"

"

:$

*

6<

#

&G

&'( 6% ! 6; <:];

"

6:

*

6%

#

'

;% " ;6 5"]!

"

6%

*

;%

#

'

,(

-

%< ; %6

56];

"

;5

*

%<

#

'

;: : ;$

5:]$

"

66

*

;:

#

'

表
K

!

胚胎移植效果

B6>82K

!

01123*.12=>;

-

.4*;6/412;

组别

I1H.

X

/

受体数目*只

MH]HW

13)(

X

(3+0

妊娠率*
8

U13

-

+'+)

\

1'03/

移植囊胚数*枚

MH]HW01'+/W31G*'/0H)

\

/0

总数

CH0'*

+.EG31

妊娠受体

U13

-

+'+)

\

13)(

X

(3+0

胚胎移植

产仔率*
8

,(0031(+

-

1'03

HW3EG1

\

H/

仔鼠初生重*
-

+̀(0('*

Y3(

-

70HW

G'G

\

EH./3

离窝成活

率*
8

,([(+

-

1'03HW

'Y'

\

)H03

离窝鼠平

均体重*
-

O3'+Y3(

-

70

HW'Y'

\

)H03

QH+01H* !:

6%]"

'

"

%

*

!:

#

!!5 ;:

;"]5

'

"

"5

*

;:

#

!]6;

'

%$]9

'

"

!9

*

"5

#

<]<

'

&'( !% ;%]:

'

"

<

*

!%

#

!6; <$ %:]:

'

"

;9

*

<$

#

!]%:

'

%6]<

'

"

:9

*

;9

#

!$]!

'

,(

-

!<

;"]%

'

"

!$

*

!<

#

!<6 !$!

%9]:

'

"

%5

*

!$!

#

!];"

'

%6]9

'

"

66

*

%5

#

!$]%

'

64

细胞及
54

细胞期胚胎的发育有显著促进作用'然

而利用中药有效成分对体外培养胚胎的发育及细胞

增殖作用的研究尚未见其他报道'

!!

早期胚胎的发育和细胞的增殖与其适宜的微环

境密切相关'近年来!中草药以其低毒副作用&无抗

药性&相对安全&不良反应少等特点被广泛的应用于

医药&饲料&化妆&食物等领域!其新的作用和机理也

不断的被发现'其中!中草药制剂对
)?OU

的影

响(

!"

!

!:

)

&抗氧自由基(

!6

!

!;

)

&保胎(

!%

)

&促精子活力(

!9

)

等方面的研究!显示了中草药能从整体上&多靶点&

全方位改善机体生理状况的作用特点'有研究表

明!用
)?OU

类似物培养早期胚胎有利于囊胚腔的

扩张(

!5

)

!

MJ

在胚胎发育中发挥着重要作用!但对

剂量敏感!

!$

49

EH*>MU

"亚硝基硫醇#所产生的
MJ

能显著促进胚胎后期滋养层的生长!有利于胚胎着

床(

!<

)

'在其他方面的试验结果表明!

&'(

和
,(

-

均

具有抗氧化和防止细胞凋亡的作用!并对
MJ

的生

成有调节作用(

"$

!

"%

)

'本试验所采用的这两种中药

有效成分在一定程度上促进了体外胚胎的发育!可

能与其具有抗氧化作用有关!减少了自由基对胚胎

体外发育的损伤!并可能对
)?OU

和
)IOU

含量具

有一定的调控作用!使体外培养微环境更有利于其

生长发育'但其作用机理还有待进一步探讨'

!!

徐平等(

"9

)采用玻璃化冷冻法和缓慢冷冻法冷

冻体内
5

!

!%4

细胞期小鼠胚胎!取得复苏率为

%<#;<8

和
9"#%!8

!朱孝荣等(

"5

)将体内获得的早囊

和桑椹胚玻璃化冷冻后!以
O!%

培养胚胎的发育率

为
59#!8

"

96

*

!$:

#'本试验冷冻的桑椹和囊胚均

源于中药有效成分体外培养获得!冷冻方法与他人

也有所不同!但其冷冻
4

解冻的效果优于对照组!且

与引用资料结果类似'虽然本试验采用的两种冷冻

程序间的降温速率差异较大!但由表
6

和
;

可见!

"

种冷冻程序对各组桑椹胚的冷冻效果及解冻后胚胎

体外发育的影响无显著差异%各组囊胚的冷冻效果

及解冻后胚胎体外发育!程序
!

对照组"

59#58

#极

显著高于程序
"

"

%!#"8

#"

.

"

$#$!

#!而程序间
"

种

中药有效成分各组对应比较无显著差异"

.

#

$#$;

#'说明冷冻效果与所冷冻胚胎的质量相关!进

而表明其中药有效成分对体外培养冷冻胚胎质量的

影响效果显著'

!!

名医朱丹溪在,丹溪心法-中提到.黄芩!安胎之

圣药也/'古代安胎常用药歌中也提到$.清热安胎

用黄芩/!而黄芩苷是黄芩主要的有效成分'川芎嗪

可抑制氧自由基的生成并增强
>J@

和
I>RÛ

活

6"!!



!

!$

期 高建明等$黄芩苷&川芎嗪对小鼠体外培养胚胎冷冻
4

解冻及移植效果的研究

力!调节
CP?"

*

UÌ"

平衡!促进胎儿生长(

"<

)

'由

表
%

可见!

"

种中药有效成分与对照组在妊娠率&产

仔率&离窝成活率及离窝体重等方面虽无统计学差

异!但均高于对照组!并高出孙艳香等(

:$

)采用玻璃

化冷冻囊胚子宫移植给假孕
:Z

的受体鼠的产仔率

;$8

'这可能与移植胚胎的质量有关'从而进一

步说明!

&'(

&

,(

-

对提高体外培养胚胎质量的作用!

也可能有助于胚胎正常着床和发育!这还有待进一

步探讨'
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