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实验用水貂胚胎采集及移植技术规程
[bookmark: _Toc458581446]范围
本文件规定了实验用水貂胚胎采集及移植的术语和定义、器械清洗和消毒、所需溶液的配制方案、公貂结扎手术的技术及要求、实验水貂的选择、水貂手术的技术及要求、胚胎采集的技术及要求、代孕母貂的同期交配处理及胚胎移植手术的技术及要求。
本文件适用于水貂胚胎的采集及移植。
[bookmark: _Toc458581447]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件。不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T1.1—2020 标准化工作导则
GB/T 35823—2018实验动物 动物实验通用要求
[bookmark: _Toc458581448]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

供体水貂 donor mink
在胚胎移植过程中提供胚胎的母水貂。

受体水貂recipient mink
在胚胎移植过程中接受胚胎的代孕母水貂。

结扎公貂vasectomized male mink
用于受体水貂刺激排卵的输精管结扎的公水貂。

冲胚液embryo flushing medium
用于采集胚胎时，将胚胎从输卵管或子宫角中冲洗出体外并提供保护的化学试剂。


胚胎保存液embryo preservation medium
用于暂时保存采集到的胚胎，提供营养、保护的化学试剂。

胚胎移植针 embryo transfer pipette
用于吸取胚胎并移植到受体水貂体内的毛细玻璃管。
[bookmark: _Toc311121288][bookmark: _Toc311624214][bookmark: _Toc311705069][bookmark: _Toc458581449][bookmark: _Toc311707561][bookmark: _Toc311203318][bookmark: _Toc311120347][bookmark: _Toc311187656][bookmark: _Toc311186494][bookmark: _Toc311183059][bookmark: _Toc311203412]器械清洗和消毒
参见附录A。
[bookmark: _Toc458581450]冲胚液及胚胎保存液的配制
参见附录B。
[bookmark: _Toc458581451]结扎公貂的准备
结扎公貂的选择要求
参见附录C.1。
结扎公貂的输精管结扎手术
手术器材、药品及试剂
参见附录D。
术前准备
水貂手术前禁食12小时以上。
麻醉与保定
水貂的麻醉与保定应符合GB/T 35823的要求。全身麻醉后，将水貂腹部朝上，平放于手术台。
术部消毒
手术部位于睾丸下部阴囊缝际处，麻醉后的水貂术部备皮，用5%碘酊和75%酒精消毒。
手术方法
在睾丸下部阴囊缝际一侧，平行于缝际，一次性切开皮肤、内膜、总鞘膜，做一个2cm左右切口，将睾丸及输精管暴露。
用尖头镊子，将与附睾距离2cm处的输精管与系膜小心分离，用10号蚕丝线将输精管结扎紧。完成后，用同样的方法将另一侧输精管进行结扎。
缝合与消毒
将输精管结扎好的睾丸小心放回阴囊内，随后将总鞘膜、内膜、皮肤用可吸收外科缝合线缝合，用5%碘酊消毒，术后3天内每天注射2次青霉素、链霉素。术后恢复1个月后，才可用于交配。
[bookmark: _Toc458581452]供体水貂的选择及配种
供体水貂的选择
参见附录C.2。
发情鉴定
母貂发情表现精神兴奋，食欲减退，排尿变频并呈黄绿色。观察阴毛明显分开，倒向两边。可见阴唇膨胀、突出或微外翻成四瓣，呈白色或粉红色，阴门附着黄白色或白色粘液，视为发情中期，适于交配。
配种
将发情供体水貂与种公貂同笼配种，配种时间为早6点开始至9点结束，交配后及时将供体水貂放回原笼内。每天1次，连续交配2天。
[bookmark: _Toc458581453]手术冲胚及收集
冲胚器材、药品及试剂
参见附录D。
输卵管手术采集
术前准备
供体水貂第二次交配后第2天手术冲胚，术前禁食12小时以上。
麻醉与保定
水貂的麻醉与保定应符合GB/T 35823的要求。进行全身麻醉，将水貂腹部朝上平放于手术台上。
术部消毒
术部位于腹中线倒数第二乳头处。麻醉后术部备皮，用5%碘酊和75%酒精消毒。
输卵管手术采集
在腹中线倒数第二乳头处做一个2cm左右切口，将两侧子宫角、输卵管、卵巢暴露，观察左右卵巢黄体发育情况并记录。在子宫角和输卵管结合部的子宫角端用蚕丝线进行结扎，将卵巢与输卵管用眼科剪进行剥离采集，将取下的输卵管放置在冲胚液中保存。
缝合与消毒
将结扎好的子宫复位回腹腔内，用可吸收外科缝合线将腹膜与肌肉层连续缝合，皮肤结结缝合，用5%碘酊消毒，术后3天内每天注射2次青霉素、链霉素。
冲胚
将采集到输卵管放在平皿里进行冲胚。注射器吸入5ml冲胚液，安装上冲胚针从输卵管伞口处插入，用镊子将包裹冲胚针处的输卵管夹紧，防止液体倒流。将5ml冲胚液缓慢的注入到输卵管中，使胚胎随着冲胚液从输卵管另一端流出至平皿中。
胚胎收集
用口吸管连接胚胎收集针，在体式显微镜下收集冲胚液中的胚胎。将收集到的胚胎放入胚胎保存液小滴中，并覆盖矿物油。
[bookmark: _Toc458581454]胚胎质量鉴定
胚胎检查
在无菌操作室内，将存放胚胎的平皿放在37℃恒温板上，体视显微镜下检查、鉴定胚胎发育阶段并记录。随后放入38.5℃、5%CO2浓度的高湿度培养箱中保存直至后续实验或胚胎移植。
胚胎质量分级
第二次配种后第2天，胚胎应为1细胞或者2细胞。
胚胎可分为A、B、C、D四个等级，A、B级为可用胚胎，C、D级为不可用胚胎。
-A级：胚胎发育阶段与胚龄一致，轮廓清晰、呈球形，卵周隙适中，若2细胞则分裂球大小均匀、结构紧凑。
-B级：胚胎发育阶段与胚龄基本一致，轮廓清晰，细胞球略收缩，卵周隙略大，若2细胞分裂球大小基本一致。
-C级：胚胎发育阶段与胚龄不太一致，轮廓尚清晰，细胞球收缩较大，卵周隙大。
-D级：胚胎发育阶段与胚龄不一致，轮廓不清晰，细胞膜破裂，有细胞碎片。
[bookmark: _Toc458581455]受体水貂胚胎移植
移植器械、药品及试剂
参见附录D。
受体水貂的选择
参见附录C.2。
同期排卵刺激
将与供体水貂同期发情的受体水貂与结扎公貂同笼交配刺激排卵，每天1次，连续2天。
术前准备、麻醉、保定、消毒
具体方法与8.2.1、8.2.2和8.2.3相同。
胚胎移植
在腹中线倒数第二乳头处做一个2cm左右切口，将一侧子宫角、输卵管、卵巢暴露。
在输卵管的膨大部，用1ml注射器针头穿一个小孔，用口吸管连接胚胎移植针吸取4-5枚胚胎及5-10μl胚胎保存液，将胚胎移植针小心插入输卵管小孔中，缓慢的将全部胚胎及胚胎保存液注入输卵管中，避免注入大量气体，完成后将胚胎移植针缓慢拔出。
按照同样方法将4-5枚胚胎移植入另一侧输卵管中。
移植完成后，将输卵管与子宫复位回腹腔，并用生理盐水简单冲洗。
缝合与消毒
具体方法与8.2.5相同。

[bookmark: _Toc458581456]
（资料性附录）
器械清洗和消毒
玻璃器皿的清洗和消毒
新购置的玻璃器皿或使用后的玻璃器皿，都要用自来水先浸泡。洗涤时，先在加有洗涤剂的温热溶液中进行刷试，如果遇到有污物或油垢不易清洗的，应先放入重铬酸钾洗液中浸泡数小时，然后再用水冲洗干净，最后用蒸馏水冲洗两遍，直至器皿光亮、无水滴附着为止。将洗净的玻璃器皿放入电热干燥箱，加热至160℃后恒温1小时，自然冷却后待用。胚胎移植用的玻璃毛细管，需用蒸馏水通过超声波清洗1小时，放入铁制器皿并用锡纸包装好后，120℃高压灭菌1小时，随后放入电热干燥箱加热干燥1小时，自然冷却后待用。
手术器械的清洗和消毒
手术器械使用后，用水冲去表面污物，然后在加有洗涤剂的温热溶液中用长毛刷刷洗，并用清水冲洗干净，再用蒸馏水逐个冲洗。将洗净的手术器械放入不锈钢手术器械盒中，120℃高压灭菌1小时，随后放入电热干燥箱加热干燥1小时，自然冷却后待用。手术前放在0.2%的新洁尔灭溶液浸泡30分钟后用于手术。
[bookmark: _Toc458581457]
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冲胚液及胚胎保存液配方及配制
表B.1 冲胚液推荐配方
	成分
	含量

	胎牛血清
	25ml

	PBS缓冲液
	475ml

	液体配制完成后，用0.22μm过滤器过滤



表B.2 胚胎保存液推荐配方
	成分
	含量

	胎牛血清
	25ml

	KSOM培养液
	475ml

	液体配制完成后，用0.22μm过滤器过滤



（资料性附录）
实验用水貂的选择
结扎公貂的选择
体况良好，生殖机能正常，年龄在1-2岁的公水貂。
供体、受体母貂的选择
体况良好、生殖机能正常，年龄在1-3岁的母水貂。受体母水貂的发情时间与供体水貂同步。

（资料性附录）
实验器材、药品及试剂
	实验器材
	器材具体要求
	药品及试剂

	培养箱
	可调节湿度至95%，温度38.5℃的二氧化碳培养箱
	麻醉药（盐酸赛拉嗪注射液）

	体视镜
	-
	苏醒药（盐酸苯噁唑注射液）

	恒温板
	可加热至37℃
	青霉素

	手术刀
	-
	链霉素

	缝合针
	圆针，1/2弧
	生理盐水

	可吸收外科缝合线
	型号：4-0
	矿物油

	镊子
	尖头镊子
	冲胚液

	创巾
	需灭菌
	胚胎保存液

	创巾夹
	-
	

	蚕丝线
	型号：4号
	

	冲胚针
	平头，直径0.8-1.2mm
	

	胚胎移植针
	针口外径不能大于1.5mm，内径不能小于0.3mm
	

	口吸管
	-
	

	培养皿
	需灭菌
	



（资料性附录）
实验用水貂配种、胚胎收集及移植记录表
表E.1 供体水貂配种记录表
	供体号
	发情情况
	第一次配种
	第二次配种

	
	
	配种公貂号
	配种时间
	配种公貂号
	配种时间

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	



表E.2 供体水貂冲胚记录
供体号：     冲胚时间：
	卵巢
	卵巢黄体数
	回收胚数
	1细胞胚胎数
	2细胞胚胎数
	胚胎发育等级

	
	
	
	
	
	等级
	枚数

	左
	
	
	
	
	A
	

	
	
	
	
	
	B
	

	
	
	
	
	
	C
	

	
	
	
	
	
	D
	

	右
	
	
	
	
	A
	

	
	
	
	
	
	B
	

	
	
	
	
	
	C
	

	
	
	
	
	
	D
	



表E.3 供体水貂冲胚汇总表
	供体号
	经产/育成
	冲胚时间
	黄体数
	胚胎数
	胚胎等级
	可用胚胎数
	备注

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	



表E.4受体水貂胚胎移植记录
	受体号
	发情情况
	结扎公貂配种时间
	移植时间
	移植胚胎数
	胚胎等级
	备注

	
	
	第一次
	第二次
	
	左
	右
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	



