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78&'9:���, ;<+,-�

2-���34=>?����� 2-�����34@AB.CDEF���. �GC��&'�HI
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����� M56�$����%�&'()���GCD
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OPQ, RST��D8-��UV. WX9:���,-���OYZG[\, ]^,-��./��

01�./*Z_�`M, _���O� 1.9%. ,-EF���_���OaP\(62.3%), bc�d

ef�gh51.5%�i>
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, �����$%&: '([1])*+[2]),[3]

-; .! �/0�	
, 12"#�	
3�45

6789:;<=>�?@AB��C�DEF�

	
, ���$%&: G[4])*+[5,6]. /0�	
3

H��C�I�JK��;<�LMNO&3;<,

PQ�&: 24567?@A	RS� MTU?[7],

24567� V%�	RS�V%N[4], 2456

7 2-��?@A	RS�� 2-���JN [8].

CampellW WilmutX� 1), /0�	
YC��
#

Z[�?�J\]N, &^_��4`a�, bcd

e4567�89f. gLM� C57BL/6 *+h�

ij����C�, �klm*+�S� MTU?

��JK� , n"#�	
�I;<op�/0�

	
EFnq , rs�/0�	
n456789

�tu.

1 �����

(v) C����w�. h�ij���x C57/

BL6 �yz+h{. �*|h{}~� 75%���

����� 3#�, D��������� 3#, �

���, H 0.25%��m�(Sigma)4�����; �

��}~�� 20%7,�� (Gibco)� DMEM/

F12(Sigma)���NEF��. 2�&� ¡¢¢£

���EF¤¥ , ¤¥������¦§}��¨

©l��ij�� . �	
ª2«¬�­:®¯°

±���H 0.25%��m�EF��²H.

(³) ?´��)µ�U67I 2-��67�w

�. 8¶·�¸klm¹+º»¼½ PMSG10 IU/¾,

¿À 48 hº»¼½ hCG 10 IU/¾EFÁÂÃ?. Ä

�¹+_ hCG ¼½�Åz+VÆ��, #ÇÈÉÊ.

ËVÆ¹+_¼½ hCG� 13 hÌÍÎÏÐ, �ÑÒ

?ÓÔ_ M2���(Sigma)N, H�ÕÖ×ØºÄ�

?ÙÚ, �ÛlJÜ�(300 IU/mL, Sigma)Ï� 2 ~ 3

minSÝ?Ù��, ?´���M2���� 3 ~ 5#

�²H. VÆQÊ¹+�Þ_¼½ hCG� 24 hW 38 ~

42 h ÌÍÎÏÐ, � M2���ßÒ?Ó, 1�w�

µ�U67W 2-��67.

1) Campell K H S, Wilmut I. Recent advances in vitro culture and cloning of ungulate embryos. In:�th World Congress on Genetics as Applied
to Livestock, 20. 1994. 180~187
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(�) �������	
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5 µg/mL CB(����� B)� 1%���M2����

��� 5 ~ 10 min, ����� �, �!���"

� M2#$� �, %&'(). *+,-(./ 25 ~

35 µm, 0/ 80 ~ 100 µm)12�
��, 34�


��5�6�78 12 96�, *:;<=>?�@

%A�BCD%EF, GHIBCDJK� 1/5~1/4;

LM�
��NEFOPQ , R*S�>(TF , .

/ 15 ~ 20 µm)UBCDEF�V>1W�X�@K

YZ[�\, U]^_S�`�, aQ*S�-1W

!���UbcEFd�_BCDe . �fgh�

�
��-!���iM2j 3�, ��klm�(0.28

mol/Lnop + 0.1 mmol/LMgSO4 + 0.1 mg/mL PVA+

3 mg/mL BSA)�, Tq 1 ~ 2 minQ, * ECM2001k

lmr(BTXst)u 1.8 kV/cm, 10 µsc�vwkx

yz{lm . klmO|Q��
����'()

}&� CZB#$� �, 37.5~, 5%CO2#$��#

$ 30 min Q��lm��. lm�gh�����

10 mmol/L SrCl2� 5 µg/mL CB(Sigma)�� Ca2+ M16

#$��, �#$�#$ 6 h, V�����. ��

_�m���gh���� CZB #$��V�#$

�v�*������!�.

(�) �������	
.

(1) gh���m����S�m�. m�B

CDEF�S�Xgh���m���W�����


��S��b , gh�����d�S�m�B

CDe������d�����b , �%�	


�L*���NI M2 + 5 µg/mL CB, ��	
��

d�gh�����W��O4. klm ¡I 1.4

kV/cm, 20 µm, 2�xy. lm�gh���� CZB

#$��V�#$.

(2) gh�� 2-���¢£�����S�

M¤¥� . �
��BCDEFXS��¦§� ,

gh�� 2-���¢£����1W�gh���

���1W���b, ����klm ¡Xgh�

�#$N�%¨L��b.

(©) ª«���gh��¬m­®¯�°� .

Wª«±C²³´ 2-��������� (M2 + 5

µg/mL CB)� , *:;µ>?BCD¶¯6�EF ,

*·F>(./ 35~45 µm, ·FI 45°)W�c¸�¢

£, b7W�gh�� 2-�����c¸�¢£, �

¹º¸�¢£»¼ , ½�ª«��W���¢£d

�_¾¿Àc¸�¢£�gh��BCD. , bÁ

�gh��W���¢£Â��_¾¿Àc¸�¢

£�ª«��BCD. , U]Ã_º¸ÄºÅÆb

�¢£h|�2-����. Çf�ÈLM����¢

£�¼OP, �����klm�(0.28 mol/L no

p + 0.1 mmol/L MgSO4 + 0.05 mmol//L CaCl2)�,

u 1.0 kV/cm, 80 µm, 3�xyz{lm, lmQ��

��� CZB��#$.

(É) ÊË¯ÌÍ. ­®¯��{Î_Ï�7?

#$��"�ÐÑÒ�(5 µg/mL, Sigma), Ó�#$

6 h, ÔW����� 1%ÕÖ×Ø� , ? 37~ ,

5%CO2 ÙÚÛH�#$��ÜÝ�� 30 min. W�

���−20~�Þ�ß<à% , d�á[ZD�¯ ,

 "+,�(âp�ãä× = 3�1)5�¢£XÊË¯

åæ, çèQ GiemsaÊË, ÌÊË¯Í.

(é) êÌëì. í*îëÍ t�ïV�.
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2.1 ����������	
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­®¯���{Îðñ�ò 1.

� 1 ���������	
��
������
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�

�
�

��
2-��

(%)
4-��

(%)
��(%)

���

��
53 53 50(94.3) 43(81.1) 33(62.3)

���

����
− 106 100(94.3) 100(94.3) 77(72.6)

»¼�¢£uQÃ_� 2-����V�klm

7lmó^ 100%, lmQ�{ÎóÂôõ, Ï�{

ÎóI 62.3%, �±C²³´��¥��¯0#$�

{Îóö÷Æøù(P >0.05). È{Î_Ï�¥�­®

¯��V�ÊË¯ÌÍ�ú, ��òCM 51.5%��

�I­®¯(û 1).

2.2 ��	�������

������� 

����
����

3 ü:ï�, gh���m����ülmóÙ

õ, I 91.2%, øùõ�ýþºü(P< 0.05); 3ü:ï

�gh��{Î_ 2-��7{Îó�øùö÷(P >

0.05); ugh���m���gh�� 2-���I�

!¯�gh��{Î_ 8-��7{Îóøùõ�u

|����I�!¯�gh�� (P < 0.05); u|
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� 1 �������	
����
����(4n = 80)

����I�!¯�gh���{Î� 8-��, u

gh�� 2-���I�!¯�gh���{Î��

�� , ]ugh���m��I�!¯�gh��

�{Î�Ï��ò 2.

� 2 ��������
�������� a)

�� ��� ��� �� 	� 
��(%)

1 �
��� �� M��� 20 472 298(63.1) a

2 �������� ���� 5 57 52(91.2) b

3 ���� 2-��� �� M��� 3 32 17(53.1) a

����
��

2-��(%) 8-��(%) � �(%) !�(%)

1 110(36.9) 1(0.3) a

2 19(36.5) 2(3.8) b 2(3.8) 1(1.9)

3 3(17.6) 1(5.9) b 1(5.9)

a) "#$%�&'()*"+,-./0 (P < 0.05)

3 ��

¯�����³´��M	
�� , ]��


������������NM|���³´¸¯

���[2,5,6]. �í*±C²³´�
���I�\�

¯]^_{Î_¥¸¯�:ï����� , �:ï

u C57BL/6 ³´�|����I�!¯, ±C²³

´�
��I�\�¯V������{� , gh

�{Îó�Ü, �¾�{Î_ 8-����; ]�gh

� 2-���¢£�ª«±C²³´ 2-�����¢

£�¼lmÃ_�­®¯�� , Ï�{Îó��

õ, �	ÊË¯ÌÍ�: 51.5%�Ï�I�ª�­®

¯, ½òC M 30%!"�gh��V�#ª«�

$°�ë¢, %&�'(���{Î, ¯���Ã_

#M)g*+
. ,f, -./I���0±C²³

´��
���\Æ�5¯���O1g*+


 , ]ª«�2�±C²³´���\3�u45

O|¹c	
 , U]5Aë¯���&�#gh�

�{Î , ��Mgh�����Ï�{Î6
�

ýþ789���³´¯�����Ï�{Îó

�:[2,5,6].

�����5!¯�	�;o?��\<=�,

M>���g*+
, U]?õgh��{Îó. �

@��gh� 2-���¢£�����:ïÂ�C

#¹c9, �?õ�
H%Æ�Ú, �{Î��ÂA

_���¥ . ]gh��m��������gh

�{Î6�����MCø?õ , gh��{Î_

Ï�, ý�,-./I�§�­®¯�:, �Ä±C

²³´��\�B\C,, ¯���?S� M¤¥

��\�A�Ã_DEg*+
 , FQG?m��

\�ÃuVcEg*+
 , U]H5Ãgh�{Î

óML?õ , ¹c9?¯��IJK�:ï�ÂM

L¯�[4]. %��,�MLVcEï�.

�� ��������	
��
���� (��� :

KSCX1-05-01)���������(���: 95-�-08)��

�� ��!"#$��(���: 3983028).
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