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改进的鸡胚绒毛尿囊膜技术

— 无气室孵育法
`
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摘 要 : 对传统的鸡胚绒毛尿囊膜 ( c MA ) 方法进行改进
。

将孵育 6 d 的鸡胚去掉气室后
,

将待测样品加人到

C A M 上
,

用无菌透明胶封口
,

继续孵育 2
一 3 d

,

去掉封口暴露 以M
,

用甲醇 /丙酮等体积混合液室温固定 10 而
n

后进行观察
,

结果鸡胚血管网完好无损
,

样品作用效果显示明显
,

表明该方法相对于传统方法而言
,

具有操作

简单
,

鸡胚存活率高
,

样品效果显示更直观等优点
。
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利用抗血管生成 ( an it a l l g l o
ge ne iss ) 来进行肿瘤

防治理论 〔’ 〕提出以来
,

对各种因子在体内体外环境

下对新生血管生成作用的研究得到了飞速的发展
。

研究各种因子对新生血管生成作用的常用技术有动

物角膜囊或虹膜技术 z[]
、

地鼠颊囊膜技术川
、

颅窗

软脑膜和肠 系膜血管技术 [’] 以及鸡胚绒毛尿囊膜

(
Ch ie k 。h o d o u an ot ic m e n山即

l e ,

e A M ) 技术 [ , ]
。

鸡胚

绒毛尿囊膜技术是一种定性
、

定量研究体内血管生

成的技术
。

它具有实验材料易得
、

操作简便
、

实验

周期短
、

不需要特殊设备
、

结果易于观察等优点而

得到了广泛应用
。

本研究以具有抗新生血管生成的

血管能抑素为实验材料
,

对前人的鸡胚绒毛尿囊膜

技术 e[, ,〕进行改进
,

探索出一种较传统方法更为简

单
、

鸡胚存活率更高
、

样品作用效果显示更直观等

优点的方法
。

1 材料与方法

1
.

1 材料 待测的血管能抑素蛋白由本室提供 ;

鸡胚种蛋购自佛山鸡场 ; 定性滤纸
、

透明胶
、

新洁

尔灭
、

体积浓度为 75 % 乙醇等均为实验室 日常用

1
.

2 待测样品制备 以灭菌的定性滤纸为样品载

体
,

事先剪成 5 ~
x s ~ 大小

,

灭菌冷却后在无

菌环境下加人 5 一 or 匹 所需量的待测血管能抑素

蛋白
,

风干待用
。

1
.

3 蛋胚孵育 室温将鸡胚种蛋浸泡于新洁尔灭

水溶液 5 一 or 而
n ,

拭干后将鸡蛋气室 (蛋胚大头

端 ) 向上
,

长轴与蛋托呈 45
“ ,

温度在 ( 37
.

6 士

0
.

2 ) ℃
,

相对湿度为 印% 的孵化箱中孵育
。

满 24 h

为 l 《l
,

每天转蛋不少于 2 次
,

转蛋角度以水平位

置前俯后仰各 45
。

为宜
。

1
.

4 蛋胚气室的去除 孵化第 4 天至第 6 天
,

在

超净台上将蛋胚用酒精消毒后用镊子在蛋胚顶端戳

一小口
,

然后小心地去掉周围的蛋壳和壳膜
,

使开

口约为 l
.

s c m x l
.

5 。 m 大小
。

此时可以看到气室底

部隔着一气室膜就是 CA M 膜了
,

并且可 以清楚地

看到 C A M 膜上血管网的大小和分布位置 以及跳动

的鸡胚心脏
。

确定加样部位后小心地用注射针头从

气室与卵黄分隔处挑破气室膜
,

注人 1 一 2 滴无菌

水
,

使气室膜与 C A M 膜分开
,

然后用镊子轻轻去

除上层的气室膜
,

暴露下层的 CA M 膜
。

1
.

5 加样 样品事先以体积 10 拌L 加到 5 ~
x s

~ 大小的灭菌定性滤纸上风干后
,

用镊子轻轻将

载样滤纸置于 C A M 和卵黄囊膜处血管较少的部位
,

然后用灭菌透明胶封 口
,

继续孵育 48 h 或更长时

间
。

1
.

6 观察 孵育结束后
,

用镊子轻轻去除鸡胚气

室端堵塞的透明胶
,

轻轻加人甲醇 /丙酮等体积混

合液 l 一 Z mL
,

室温 固定 10 而 n ,

小合地用镊子从
气室端揭去周围的蛋壳

,

最大程度暴露 C MA 便于

观察和拍照
。

也可剥离 CA M 膜
,

铺在滤纸上阴干

保存
。

2 结 果

2
.

1 CA M 的生长状况 从孵育第 2 天开始
,

每天

取一个蛋胚从气室端开一个小 口
,

观察 C A M 的生

长状况
。

一般情况下
,

孵化 4 一 6 d 的鸡胚
,

C MA
直径约为 8 一

20 ~
,

血管网清晰可见
,

血管分布

架

收稿 日期 : 2X() 2 一 12 一 13

基金项目 : 广东省重点科技资助项 目 ( ZK M任巧沮G )

作者简介 : 贺国安 ( 1卯 4 年生 )
,

男
,

博士研究生 ; 通讯联系人 : 罗进贤 ; -E画 l
: h l〕戏刃口@ suz

.

e
du

.

cn



第 2期 贺国安等
:

改进的鸡胚绒毛尿囊膜技术— 无气室孵育法

较稀
。

因此选择在孵化第 4至第 6天的鸡胚进行开

窗去除气室孵育比较适宜
,

此时期的血管大小约占

整个蛋黄的 1/ 2
,

便于加样
。

2
.

2 蛋胚的存活率 蛋胚总数为 30 只
,

孵化第 6

天开窗时有未受精蛋胚 (蛋黄颜色较深
,

无血管

网
,

有白色圆点 ) 2 只
,

有未发育或死胚 (无完整

的血管网
,

无心搏 ) 1 只
,

鸡胚存活率为 90 %
。

去

除气室
,

加样封 口后继续孵化到第 8 天开 口观察

时
,

有死胚 (无心搏
,

血管网开始溶解 ) 4 只
,

鸡

胚存活率为 85 %
。

因此蛋胚总的存活率为 77 %
。

2
.

3 血管能抑素抑制 C A M 血管生成的显示效果

以具有强烈抑制 CA M 血管生成作用的血管能抑素

蛋白为测试样品
,

测试剂量为 20 鸿
。

加样继续孵

育 48 h后
,

室温下用 甲醇 /丙酮等体积混合液固定

10 而 n ,

用镊子去除气室端的蛋壳
,

可以清楚地观
`

察到 c MA 的状态
。

结果如图 1所示
,

由于甲醇 /丙

酮的作用
,

血管颜色较暗
,

在载样滤纸片周围血管

网分布稀少
,

而其他部位
,

血管网分布均匀
、

粗

大
,

显示出血管能抑素蛋白经过载样滤纸片的缓慢

释放作用
,

形成了一个强烈抑制 CA M 血管生成的

作用圈
。

说明此方法能良好地显示样品对 C A M 血

管生成的作用效果
。

图 1 血管能抑素对 C A M 血管生成的抑制作用

iF g
.

1 叨 l e
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3 讨 论

CA M 法作为一种研究体内血管效应的技术
,

它的发展对于研究血管的发生机制以及各种因子对

血管生成作用的机制都有十分重要的意义
。

传统的

c MA 法有蛋壳上开窗 s[] (简称开窗法 ) 和将鸡胚

孵育在平皿中观察 s[] (简称平皿法 ) 等方法
。

开窗

法是在孵育第 6 至第 9 天的蛋壳上磨切开窗
,

将样

品植人后再封闭切 口继续孵育
。

经过实践发现开窗

法需要事先通过照卵灯确定胚头的大致位置才能决

定开窗位置
,

由于蛋壳厚薄
、

颜色等原因很难准确

确定合适的开窗位置
,

使得样品的加人位置不太统

一
,

影响了试验效果的观察
。

由于 CA M 紧贴在壳

膜上
,

磨切蛋壳时很容易破裂 CA M
,

使得蛋胚的

存活率降低
。

于是有了将鸡胚孵育在平皿中观察的

平皿法 s1[
。

平皿法是将孵育 3 d 的鸡胚无菌条件下

移入平皿中继续孵育 3 d
,

加样后再继续孵育 24 h

或更长时间才进行观察
。

该方法克服了开窗法难以

确定合适的加样部位的缺陷
,

它可以使平皿中孵育

的 C A M 水平生长
,

整个血管网清晰可见
,

能使样

品植人部位一致
,

并可在同一部位多次给药
,

观察

结果简便可靠
。

但试验过程中发现
,

平皿法需要将

鸡蛋中的鸡胚打人平皿中
,

这是过程的难点
,

在打

蛋的过程中
,

对 C A M 的丝毫损伤都会影响 C A M 的

孵育
。

我们发现
,

刚打出来的鸡胚似乎完好无损
,

但在平皿中孵育 2 一 3 d 后很多蛋黄都散开 了
。

加

上在打蛋的过程中能够把胚头刚好打在蛋黄中央的

机率较少
,

这极大地降低了蛋胚的存活率
。

另外
,

将鸡胚移人平皿后机械刺激
、

温度变化
、

脱离蛋壳

的人造环境等因素使鸡胚死亡率增高 v[]
,

因而打人

平皿后的鸡胚一般只能存活 2 一 4 d
,

这大大地降低

了样品对 C A M 血管生成作用时间的观察以及蛋胚

的利用率 (只有约 34 % 图 )
。

本研究汲取了开窗法和平皿法优点
,

避开了两

者的缺点
,

采用从蛋胚的气室端开 口去除气室后孵

育的无气室孵育法
。

蛋胚的气室端有一气室
,

从此

开 口不会破坏 C A M
。

并且开 口后
,

可以借此清楚

地观察到 CA M 上血管网的生长状况
,

确定最佳的

加样部位
。

加样后用透明胶封 口
,

在继续孵育过程

中还可以观察 C A M 上血管网的生长状况
,

决定合

适的样品作用时间
。

孵育结束后用 甲醇 /丙酮固定
,

CMA 上血管网以及加样部位不易发生位移
,

便 于

结果的直观显示
。

无气室孵育法在整个试验过程 一

中
,

鸡胚都在蛋壳中孵育
,

汲取了开窗法的优点
,

避免了平皿法将鸡胚移人平皿后的机械刺激
、

温度

变化
、

脱离蛋壳的人造环境等因素对鸡胚的损伤
,

同时在该方法过程中较少有机会损伤到 CA M
,

因

此该方法的蛋胚存活率较高
,

可以达到 77 %
。

此

方法的关键点在于气室的去除
,

需要小合地用注射

针头从气室与卵黄分隔处挑破气室膜
,

注人 1 一 2

滴无菌水
,

使气室膜与 CA M 膜分开后再去除上层

的气室膜
。
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