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本发明公开了一种早期胚胎组织的荧光免

疫组化方法，属于动物生物技术领域。主要步骤

包括胚胎清洗、固定、通透、去除内源性过氧化物

酶、封闭、一抗孵育、二抗孵育及封片。本发明所

采用的技术方案具有一定的针对性，主要针对早

期胚胎组织，并在常规免疫组化步骤基础上进行

了调整和改进。调整了组织处理方法和部分使用

试剂，改变了操作方式、操作时间。本发明操作步

骤简单，能有效解决实验室检验分析中一些技术

问题，利于实验室规范操作，弥补了现有试验技

术的不全面性，实际应用价值高。
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1.一种早期胚胎组织的荧光免疫组化方法，包括以下步骤：

1)溶液配制：4％多聚甲醛，0.5％Triton  X-100，20％聚乙烯吡咯烷酮储存溶液和0.1μ

g/mL4',6-二脒基-2-苯基吲哚均用PH范围为7.2-7.4的0.01mol/L磷酸盐溶液稀释；

2)胚胎清洗：在显微镜下，将体外培育的2细胞期、4细胞期、8细胞期和16细胞期早期胚

胎从培养液中捡出，用38.5℃下预热的加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮的0.01mol/L磷酸盐

缓冲液漂洗3次，每次5min；

3)胚胎固定：用加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮溶液的4％的多聚甲醛在室温下固定胚

胎1h，然后用预热的加入聚乙烯吡咯烷酮溶液的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min；

4)通透：用加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮的0.5％Triton  X-100室温透化30min，然后

用预热的加入聚乙烯吡咯烷酮溶液的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min；

5)去除内源性过氧化物酶：用加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮的0.01mol/L磷酸盐缓冲

液配置新鲜的3％H2O2，室温封闭5-10min，用预热的含聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗

3次，每次5min；

6)封闭：滴血清(与二抗同一来源)孵育，37℃封闭30min；

7)一抗孵育：轻轻吸除封闭液，加按抗体说明用磷酸缓冲液稀释的一抗覆盖于胚胎中，

将其放在湿盒中，4℃过夜；

8)二抗孵育：用预热的含6-10％聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，

加按抗体说明用磷酸缓冲液稀释的荧光标记二抗，37℃中避光孵育30min；

9)4',6-二脒基-2-苯基吲哚染核：二抗孵育后的胚胎用含6-10％聚乙烯吡咯烷酮的磷

酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，取10μL  0.1μg/mL4',6-二脒基-2-苯基吲哚溶液于胚胎上，

室温5min；

10)封片：用含6-10％聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，95％甘油封

片，盖上盖玻片；

11)荧光观察：在共聚焦显微镜下观察荧光分布。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：所述早期胚胎为体外培养的孤雌胚胎、孤

雄胚胎和体外受精胚胎。
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一种早期胚胎组织的荧光免疫组化方法

一、技术领域

[0001] 本发明涉及一种早期胚胎组织的荧光免疫组化方法，属于动物生物技术领 域。

二、背景技术

[0002] 哺乳动物生命起源于具有全能的受精卵，受精卵经过卵裂形成不同卵裂期胚  胎，

其继续增殖和分化，最终形成个体。早期胚胎发育是哺乳动物特有的发育过  程，包括从受

精卵到囊胚等多个发育时期，着床前各期胚胎中的卵裂球具有很强 的可塑性和异质性。目

前，人们对早期胚胎发育认知非常有限，开展早期胚胎研  究对生命研究领域具有重要意

义。体外胚胎生产包括孤雌胚胎、孤雄胚胎和体外 受精胚胎为探究早期胚胎发育提供了必

要的材料，是一种生殖生物技术，其加快  了畜禽遗传改良，在动物育种中有着重要意义。这

一技术也是哺乳动物胚胎工程  研究中的一个重要工具，其为探究体内胚胎发育机制、改良

胚胎发育质量奠定了 良好的基础，是体内胚胎系统的一个有效的反映，也是发育生物学和

新兴生物技  术中一个重要的研究技术。早期胚胎发育机制的研究离不开免疫组化技术，免

疫  组化技术是应用免疫学基础原理，即抗原与抗体特异性结合的原理，通过化学反  应使

标记抗体显色剂显色来确定组织细胞内抗原蛋白，对其进行定位、定性及相  对定量的研

究，对蛋白质定位直接准确、定性灵敏度高，该技术应用广泛，已成  为当今生物医学中形

态、功能代谢综合研究的一项有力工具，是目前生命科学研  究中最重要的技术之一。这一

技术在胚胎发育中的应用将为胚胎发育机制、胚胎  干细胞调控等研究提供理论参考。

三、发明内容

[0003] 技术问题本发明的目的在于提供一种早期胚胎组织的荧光免疫组化方法。

[0004] 技术方案

[0005] 1、一种早期胚胎组织的荧光免疫方法，包括以下步骤：

[0006] 1)溶液配制：4％多聚甲醛，0.5％Triton  X-100，20％聚乙烯吡咯烷酮储存  溶液

和0.1μg/mL4',6-二脒基-2-苯基吲哚均用PH范围为7.2-7.4的0.01mol/L磷酸  盐溶液稀

释；

[0007] 2)胚胎清洗：在显微镜下，将体外培育的2细胞期、4细胞期、8细胞期和  16细胞期

的孤雌胚胎、孤雄胚胎或体外受精胚胎从培养液中捡出，用38.5℃下  预热的加入6-10％的

聚乙烯吡咯烷酮的0.01mol/L磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次  5min；

[0008] 3)胚胎固定：用加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮溶液的4％的多聚甲醛在室温  下固

定胚胎1h，然后用预热的加入聚乙烯吡咯烷酮溶液的磷酸盐缓冲液漂洗3 次，每次5min；

[0009] 4)通透：用加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮的0.5％Triton  X-100室温透化30  min，

然后用预热的加入聚乙烯吡咯烷酮溶液的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5  min；

[0010] 5)去除内源性过氧化物酶：用加入6-10％的聚乙烯吡咯烷酮的0.01mol/L  磷酸盐

缓冲液配置新鲜的3％H2O2，室温封闭5～10min，用预热的含6-10％聚 乙烯吡咯烷酮的磷酸

盐缓冲液漂洗3次，每次5min；
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[0011] 6)封闭：滴血清(与二抗同一来源)孵育，37℃封闭30min；

[0012] 7)一抗孵育：轻轻吸除封闭液，加按抗体说明用磷酸缓冲液稀释的一抗覆  盖于胚

胎中，将其放在湿盒中，4℃过夜；

[0013] 8)二抗孵育：用预热的含6-10％聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，  每次

5min，加按抗体说明用磷酸缓冲液稀释的荧光标记二抗，37℃中避光孵育  30min；

[0014] 9)4 ',6-二脒基-2-苯基吲哚染核：二抗孵育后的胚胎用含6-10％聚乙烯吡咯烷 

酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，取10μL  0.1μg/mL4',6-二脒基-2-苯基吲哚  溶液于

胚胎上，室温5min；

[0015] 10)封片：用含6-10％聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，  95％

甘油封片，盖上盖玻片；

[0016] 11)荧光观察：在共聚焦显微镜下观察荧光分布。

[0017] 有益效果

[0018] 本发明提供了一种早期胚胎组织荧光免疫组化方法。本发明早期胚胎组织荧  光

免疫组化方法具有以下优点：1)操作简单，效果好；2)定位直接准确、定性  灵敏度高；3)具

有一定的针对性。本发明方法和结果为开展与早期孤雌、孤雄  或体外受精胚胎有关的生物

学研究提供了新的研究技术。

附图说明

[0019] 图1为孤雌胚胎发育过程；其中图a为2-4细胞期卵裂球；图b为4-16细胞期卵裂球；

具体实施方式

[0020] 1、实施材料

[0021] 体外构建的早期孤雌胚胎，包括卵裂前、2细胞胚胎、8细胞胚胎和16细胞  胚胎。

[0022] 2、实施方法

[0023] 1)溶液配制：4％多聚甲醛，0.5％Triton  X-100，20％聚乙烯吡咯烷酮储存  溶液

和0.1μg/mL4',6-二脒基-2-苯基吲哚均用PH范围为7.2-7.4的0.01mol/L磷酸  盐溶液稀

释；

[0024] 2)胚胎清洗：在显微镜下，将体外培育的2细胞期、4细胞期、8细胞期和  16细胞期

的孤雌胚胎、孤雄胚胎或体外受精胚胎从培养液中捡出，用38.5℃下  预热的加入8％的聚

乙烯吡咯烷酮的0.01mol/L磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次  5min；

[0025] 3)胚胎固定：用加入8％的聚乙烯吡咯烷酮溶液的4％的多聚甲醛在室温下  固定

胚胎1h，然后用预热的加入聚乙烯吡咯烷酮溶液的磷酸盐缓冲液漂洗3次，  每次5min；

[0026] 4)通透：用加入8％的聚乙烯吡咯烷酮的0.5％Triton  X-100室温透化30min，  然

后用预热的加入聚乙烯吡咯烷酮溶液的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min；

[0027] 5)去除内源性过氧化物酶：用加入8％的聚乙烯吡咯烷酮的0.01mol/L磷酸  盐缓

冲液配置新鲜的3％H2O2，室温封闭5～10min，用预热的含聚乙烯吡咯烷  酮的磷酸盐缓冲液

漂洗3次，每次5min；

[0028] 6)封闭：滴血清(与二抗同一来源)孵育，37℃封闭30min；

[0029] 7)一抗孵育：轻轻吸除封闭液，加1:100磷酸盐缓冲液稀释的抗MT1多克 隆抗体覆
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盖于胚胎中，将其放在湿盒中，4℃过夜；

[0030] 8)二抗孵育：用含聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，  加1:100

磷酸盐缓冲液稀释的CY3标记羊抗兔荧光二抗，37℃中避光孵育30min；

[0031] 9)4',6-二脒基-2-苯基吲哚染核：二抗孵育后的胚胎用含聚乙烯吡咯烷酮的  磷

酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，取适量0.1μg/mL  4',6-二脒基-2-苯基吲哚于胚  胎上，室

温5min；

[0032] 10)封片：用含聚乙烯吡咯烷酮的磷酸盐缓冲液漂洗3次，每次5min，95％  甘油封

片，盖上盖玻片；

[0033] 11)荧光观察：在共聚焦显微镜下观察荧光分布。

[0034] 3、处理效果

[0035] 图2显示，MT1蛋白的表达随着胚胎发育而变化；当胚胎退化时，受体表  达逐渐减

弱(图A，B，C)；而在未卵裂的卵母细胞中其主要在卵母细胞膜上  表达(图D，E，F)；随着胚胎

卵裂，受体表达逐渐增加，主要集中在外缘细胞膜  上(图G，H，I)；当胚胎继续卵裂，其内部

开始有受体的表达(图J，K，L；图  M，N，O)。
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