
SOP- 远亲杂交鼠胚测试标准操作规程
目的：观察远亲杂交小鼠胚胎囊胚形成率，对受检试剂耗材的胚胎毒性进行客观评价。标准化操作规程，使结果科学、客观、稳定、可靠。
标准操作规程：

1. 实验材料的准备：
（1） 远亲杂交小鼠B6C3F-1和 B6D2F-1 

B6C3F-1指雌性C57BL/6和雄性C3H杂交后所生的F1代，B6D2F-1指雌性C57BL/6和雄性DBA/2杂交后所生的F1代。
取性成熟B6C3F-1雌鼠和 B6D2F-1雄鼠各10只。
（2） 实验器械：
	器械名称
	数量

	酒精灯
	1个

	眼科剪
	3把

	眼科镊
	2把

	1ml注射器
	10支

	体式显微镜
	1台

	倒置相差显微镜
	1台

	玻璃移卵管
	2根

	二氧化碳培养箱
	1台


（3） 实验试剂与耗材
	名称
	数量

	已检测受精液HTF
	5ml

	已检测受精液M-HTF
	10ml

	已检测矿物油
	10ml

	已检测透明质酸酶
	1支

	已检测KSOM培养液（无血清）
	5ml

	PMSG（5IU/ml）
	2ml

	hCG（5IU/ml）
	2ml

	已检测753037培养皿
	4个

	已检测3001培养皿
	4个


2. 操作步骤：
2.1小鼠促排卵及交配：

杂交小鼠在12～14小时光照周期(上午6:00至下午6:00或上午7:00至下午7:00)的动物房内饲养3～5天，即可超促排卵。10只B6C3F-1雌鼠腹腔注射PMSG 0.1ml（5IU），48小时后注射hCG 0.1ml（5IU）。注射完毕后立即将B6D2F-1雄鼠与B6C3F-1雌鼠按1：1合笼交配。第二天早上检栓，有阴道栓为交配成功。
2.2取受精卵：
hCG 注射15小时后，速颈椎脱臼法处死雌性小鼠（图1）：把小鼠放在鼠笼上面，使它前爪抓住笼子上面的钢丝条，紧紧压住它的颈部，同时水平向后拉伸尾部，使其断颈。

将小鼠放在吸水纸上，用75%的乙醇消毒腹部。用手指捏住皮肤并用眼科弯剪在皮肤上做一小切口。然后用力将皮肤拉到头部，完全暴露腹部。然后剪开腹膜，完全暴露内脏器官。将肠管拉向一侧后即可在腹腔中见到两侧的子宫和相连的卵巢。卷曲的输卵管在卵巢和子宫之间（图2）。
[image: image1.emf]
图2 小鼠腹腔解剖示意图

用眼科镊夹住子宫将其提起，这有利于将子宫和腹膜分离开。用眼科剪在膜上刺破一小口，然后将子宫分离下来。仍用镊子夹住子宫，用显微剪在卵巢和输卵管之间剪开。切口必须尽可能的接近输卵管。将镊子移到输卵管处夹住输卵管，在输卵管和子宫之间在剪一刀（图3）。
[image: image2.emf]
图3 输卵管分离示意图
将输卵管放入含有mHTF-HEPES的平皿中。将另一侧的输卵管按同样的方法取下来。在显微镜下观察输卵管（10～20倍放大），可见其为具有一透明的膨大部的不透明的一团。膨大部形成的原因是因为卵子团集在这里（许多受精卵外都包围着颗粒细胞）。可以透过膨大部见到受精卵。用一个1ml注射器针头按住输卵管，另一个针头将膨大部撕开。小心控制输卵管的方向以便可见到卵团溢出输卵管。如果卵团没有立刻溢出输卵管，要用镊子将其轻轻地拉出。将空的输卵管丢弃，接下来重复以上的程序将剩余输卵管内的卵团取出。如个别输卵管的膨大部不明显，在这种情况下就必须将输卵管完全撕开来收集卵子（图4）。
[image: image3.emf]
图4 输卵管结构示意图
用移卵管将收集所有的卵丘复合物转移到授精培养皿中，先在外圈充分洗涤，然后移入中间培养，最后放在37℃、5%CO2的培养箱中培养。

3. 拆除颗粒细胞：

拉制口径80～120μm毛细管数根。将透明质酸酶37℃充分预热。每次取10枚左右卵丘复合物加入透明质酸酶中，用较大口径毛细管反复吹打至去除大部分卵丘颗粒细胞，然后用80μm毛细管继续吹打至颗粒细胞基本去除，再用细的巴氏吸管吹打洗涤至完全去除颗粒细胞。将受精卵移入Falcon 3037中，移入培养箱中备用。
4. 实验分组

每次只测试一种待检试剂或耗材与受精卵共培养。待检试剂应尽量采用无血清型号，避免血清或白蛋白掩盖毒素存在。同一型号试剂耗材分为实验组和对照组，实验组为待检测试剂耗材，对照组为已通过检测的同型号试剂耗材。
4.1  M-HTF质控分组：按IVF实验室操作规程准备实验组和对照组各3个培养皿，每个培养皿中放入10枚受精卵，培养1小时，转入无血清KSOM培养液中培养。
4.2  HTF质控分组：按IVF实验室操作规程准备实验组和对照组各3个培养皿，每个培养皿中放入10枚受精卵，培养6小时，转入无血清KSOM培养液中培养。

4.3  GM、BM质控分组：按IVF实验室操作规程准备实验组和对照组各3个培养皿，每个培养皿中放入10枚受精卵，培养96小时。

4.4  冷冻解冻试剂质控分组：按IVF实验室操作规程准备实验组和对照组各冷冻解冻3次，每次10枚受精卵，计算复苏率，转入无血清KSOM培养液中培养。

4.5  透明质酸酶分组：按IVF实验室操作规程准备实验组和对照组各3个培养皿，每个培养皿中放入10枚受精卵，反复吹打数次，转入无血清KSOM培养液中培养。

4.6  培养皿类耗材质控分组：按IVF实验室操作规程用无血清KSOM培养液做10ul培养滴，实验组和对照组各3个培养皿，分别转移每滴10个胚胎，培养96小时。

4.7  吸管、试管类耗材质控分组：实验组和对照组各3个，转移如1ml无血清KSOM培养液，反复吹打数次，用该KSOM按IVF实验室操作规程做10ul培养滴，分别转移每滴10个胚胎，培养96小时。

5.  胚胎发育观察
5.1  2细胞观察：受精后24小时，在200倍镜下观察2细胞胚胎数量。
5.2  8细胞观察：受精后55-67.5小时，在200倍镜下观察8细胞胚胎数量。
5.3  囊胚观察：受精后72-88.5小时，在200倍镜下观察囊胚数量。
5.4  注意事项：

所有观察均应有详细记录，观察者签名。根据实验需要合理安排，尽量减少开关门次数和观察时间，避免胚胎培养环境有激烈波动。
6. 结果判定
囊胚形成率≥80%为测试合格。囊胚形成率＜80%，重复测试，如仍然不合格，即可判定该批次试剂耗材不合格。
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远亲杂交鼠胚测试
检测时间：                                                  检测人员：
	
	待测试剂耗材名称
	批号
	入库时间

	实验组
	
	
	

	对照组
	
	
	


接触鼠胚的试剂耗材

	名称
	批号
	入库时间
	检测时间

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


小鼠促排卵及取卵记录

	雌鼠品系
	数量
	实验动物合格证号

	
	
	

	雄鼠品系
	数量
	实验动物合格证号

	
	
	


PMSG注射时间：               注射剂量：

hCG  注射时间：               注射剂量：
合笼时间：

次晨检栓时间：                见栓数量：

取卵数量：

胚胎发育记录

	实验组
	受精卵数量
	2cell
	8cell
	囊胚

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


                                                     囊胚形成率：

	对照组
	受精卵数量
	2cell
	8cell
	囊胚

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


                                                     囊胚形成率：
检测是否合格：是□  否□

                                                     实验室主任：
	  爱贝生物生命科学实验室
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