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奶牛胚胎切割移植试验报告
’

窦忠英 樊敬庄 张致民 胡庆义 张晓红

( 西北农业大学兽医系 ) ( 陕西省 三原县陵前乡奶牛胚胎移植站 )

摘 要

以裸胚切 割和透明带内切 割两种方法
,
切 $.l 31 枚奶牛早期 胚 胎

,

一 分 为

二
。

将 41 枚半胚 (其中38 枚成对 ) 分别移植给 26 头受体牛
,

6头移植怀孕
,

成功

率为 2 3
。

l %
,

移植有透明带的半胚和无 透明带的裸半胚怀孕成功率都为25 %
。

2 半胚在 同一透明带内 ( 透明带内切 别 ) 的怀孕成功率为40 写
,
而将裸半胚重

新装入空透明带 内的移植 5 头 ( 受体 全 为黑白花奶牛 )
,

均 未怀孕
。

桑楼胚分

S,J 成半胚移植怀孕成功率为 21
.

1%
,
而早期囊胚 则为 28

.

6%
。

关健词 奶牛胚胎
; 桑格胚

;
囊胚

; 透 明带
,
显微手术

; 胚 胎 切 割 ;

半胚 , 裸胚

动物胚胎切割是八十年代发展起来的一种胚胎生物学新技术
,

它借助于显微外科手

术方法
,

切割早期胚胎
,

制造同卵孪仔或同卵多仔
。

迄今为止
,

该项技术已在小鼠
、

家

兔
、

绵羊
、

山羊和牛等动物试用成功 “ 一 ` ’ 。

牛胚胎切割 自70 年 代 末首次成功以来
,

相

继有一些国家试验组研究成功
` “ ’ 5 一 ’ ` ’ 。

1 9 8 5年
,

联邦德国不莱梅
·

吕凯尔 ( N往ck le

/ B
r e m e r ha v e n ) 奶牛胚胎移植站切割奶牛胚胎 39 枚

,

将其 78 枚半胚移植
,

44 头受 体 怀

孕成功
,

成功率为 5 6
.

4%
,

其中有 15 头 孪生犊牛
` ’ “ ’ 。

以后一些学者研究使用更方便的

切割工具
,

简化切割程序
。

如用刮胡切片
、

眼科手术刀片
,

或将盖玻片磨制成显微手术

刀片
,

或用合金制成的金属切割刀
,

也得到了满意的效果
。

另外
,

还研究了将切割的半胚不

再重新装入准备好的空透明带内
,

无需再转移到中间受体而直接移植到受体内
,

也取得

成功
,

这就大大简化了这一工作 的 程 序 “ ”
’ 吕 ’

“ ’ 。
1 9 8 2年

,

W i l l a d s e n 和 p o l g e
将

八细胞时期的奶牛胚胎一分为四
,

移植给受体
,

有 9 头怀孕成功
,

其中 6 头怀双胎
,

最

后生下 8 头足月犊牛
,

其中 3 头来源于 同一胚胎
。

我国开展胚胎切割移植的研究工作才刚刚开始
。

我们从 1 9 8 6年 1月到 9月将黑白花奶

牛早期胚胎切割
,

一分为二
,

移植给黑白花奶牛和当地的农家黄牛及杂种牛
,

以制造同

卵孪仔
。

本文于 19 87年 2月 2 3日收到
。

本文于 1 9 8 6年 1月在 日本筑波中日农业 生物技术学术讨论会上宣 读
。

三原县 白鹿总公司常万全
、

郑执 甲和张庆先 等同志在供体牛群的经营管理方面为本试验作 了大量 工作
,

特表示

舀谢
。

本试脸的一些物品是联邦德国李比 锡大学 W
·

G e h ir n g 教授
,

博士所 赠
,

特致谢意
.
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1 材料和方法

在陕西省三原县白鹿总公司养殖场应用 F S H ( 宁波市激素制品 厂 ) 和 15 甲 基 -

P G F
Z。

( 上海第五制药厂
,

批号 8 5 0 3 0 1 )
,

有时加用 L H ( 宁波市激素希I!品厂 )
,

对 黑

白花奶牛超数排卵 17 头次
。

在发情后第七天 ( 开始发情时为 。 天 )
,

用非外科手术方法

采 卵 [ ` “ ’

“ ] 。

受体牛中
,

黑白花奶牛是白鹿总公司养殖场供体牛群 ( 已超数排卵 2 次 以上 ) ; 黄

牛和杂种牛为当地农 民役牛
,

移植后仍在农家喂养
。

同期发情用 15 甲 基 一 P G F
, 口

处

理
,

与供体牛同时或者晚 l z,J
、 时注射

。

在实体显微镜下检卵并进行质量评定
。

将卵分为 A
, B ,

C三类
:

A 类为形态完好 的

桑堪胚或早期囊胚
,

作切割移植用声类和 C类为部分变性或完全变性胚胎和未受精卵
,

未用于切割移植
。

切割用 L “
it z 显微操作仪进行

。

将胚胎移入盛 有 20 m l含 20 % 犊牛 血清 的 p B S 液

的塑料培养皿 内
,

放在 L e it : 显微操作仪下 用纤细的玻璃针切割
。

切割采 用两种方法
:

( 1 )裸 胚 切 割
:

_

采 用 0 2 11 〔 ` “ 〕 的 切 割 方 法
,

先 将 胚 胎 固 定
,

打 开 透

明带
,

轻轻吹出细胞团
; 然后将裸胚一分为二切割

,

并将两个半胚分另lJ装入原透明带 和

一个提前准备好的空透明带 内 (利用牛的变性胚胎或未受精卵的透明带 )
,

准备移植
。

或者不重新装入透明带
,

直接进行裸半胚移植
「下 ’ (见图版 工

, 1 一 3 )
。

( 2 )透 明带内切割
:
同上法先将胚胎固定

,

在对面 用纤细的玻璃针刺透部分透明带

(尽量不损伤细胞团 )
,

并由上向下在透明带内将细胞团一分为二切开
,

其结果有以下

三种情况
: ①细 胞 团 在透明带内被切开

,

未从破 口移出
,

仍在同一透 明 带 内 ; ②被

切开的一半胚胎留在原透明带内
,

而另一半移出为裸半胚
; ③二 半 胚 同时移 出 透 明

带
,

为两个裸半胚 (见图 2 )
。

有的将透明带切一破 口后
,

用玻璃针在透明带外
,

由上向下连透 明带一起 切 割 胚

胎
。

切割结果亦有以 上三种情况 (见图版 工
, 5 )

。

移植分以下两种情况
:

① 二半呸在同一透明带内或者单半胚移植
,

用非 手 术 方

法
,

以 移卵管通过阴道移入有黄体侧的子宫角前端
; ② 如果给一受体移植双半胚

,

将

其分别移入两侧子宫角前端
。

移植后 1
.

5和 2
.

5个月直肠检查
,

进行怀孕诊断
。

2 结果和讨论

2
.

1 切割 31 枚 桑橙胚和早期囊 胚一分为二为 61 枚半胚 ( l 枚半胚丢失 )
,

将 41 枚半

胚 ( 其 中38 枚成对 ) 分别移植给 26 头受体牛 ( 黄牛和杂种牛 10 头
,

黑白花奶牛 16 头 )
。

移植后
, 6 头怀孕 (其中黄牛 4 头

,

黑白花奶牛 2 头 )
,

成功率为 2 3
.

1% ( 6 / 2 6 )
。

移

植后其中黄牛怀孕成功率为 4 0%
。

1 9 8 6年 10 月29 日到 1 9 8 7年 4月 26 日
, 6 头怀孕的 受 体

牛中
, 4 头先后各生一黑白花奶牛犊 ( 三公

,

一母 )
,

犊牛健壮
,

生长发育 良好 (见图

6 )
。

另外两头人为地造成流产 (误用 15 甲基一 P G F : 。

)
,

其中一头怀孕 4 0天
,

一头

怀 孕 1 18 天
。

在移双半胚的 5头怀孕受体牛中
,

未有同卵双仔的犊牛出生
。

其 中在同一透

明 带内的两半胚有的可能重新融合
。

根 据 Suz u ik
。 t al

· 〔 ` ’ 〕
的试验表明

,

在 1 2
.

5%





西北农业大学学报1 5卷

奶牛胚胎切割移植统计表
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注
: ’

裸胚切割的胚胎移植怀孕成功率为 15
.

4% ( 2 / 1 3 )
,

而透 明带内切割的为 30
.

昭 ( 4 / 1 3 )
。

黄牛作为受体
,

用两种方法切割胚胎移植 怀孕成功率相同
,

都为 5 0% ( 1 / 2 , 3 / 6 )
。

二其中 1头受体移 1半胚有透 明带
,

移另 1半胚无透明带
。

… 移 1半胚有透明带
,

移另 1半胚无透明带
。

怀孕成功率为 2 7
.

3 % ( 3 / 1 1 )
,

这和未切割胚胎移植单胚和双胚怀孕成功率的差别正好 相

反
。

这主要是由于选用了不合适的黑白花奶牛作为受体
,

移植的双半胚数量较大
,

成 功

的百分数较低
。

如单以黄牛受体统计
,

移植双半胚和单半胚的怀孕效果则相同
,

各 为

40 % (2 / 5 , 2 / 5 )
。

因为试验次数较少
,

有待于进一步扩大试验
。

2
.

3 给受体牛移植有透 明带的半胚和无透明带的裸半胚各 12 头
,

怀孕成 功 率 都 为

25 %
。

而黄牛怀孕成功率均为 50 % ( 2 / 4 , 2 / 4 )
。

由此看来
,

半胚移植成活与否和透明带的有

无关系不大
。

这就不需要把裸半胚重新装入透明带内
,

大大简化了操作程序
。

本 试 验

中
,

将裸半胚重新装入提前准备好的空透明带 内移植给 5 头黑白花奶牛
,

全部未怀孕
。

其原因一是所选黑白花奶牛 的怀孕能力差
,

不宜作为受体
; 另外

,

可能与装入透明带的

操作过程使胚胎在体外的时间延长
,

并受到一定损害有关
。

2
.

4 桑堪胚切割移植 19 头
, 4头怀孕成功

,

成功率为 2 1
.

1% ; 早期囊胚切割移植怀孕

成功率略高
,

为 2 8
.

6% (2 / 7)
。

单以黄牛受体统计
,

也是早期囊胚切割移植怀孕成功率

( 5 0% (1 / 2) 〕高于桑堪胚切割移植的怀孕成功率 ( 3 7
.

5% (3 / 8) 〕
。

2
.

5 采用透明带内切割法
,

半胚移植怀孕成功率为 30
.

8% (4 / 13 )
,

而裸胚切 割 法

低
,

只有 15
.

4% (2 / 13 )
。

单以黄牛受体统计
,

两种切割法移植成功率分 别 为 4 2
.

9 %

(3 / 7) 和 3 3
.

3% (1 / 3 )
,

也能看出前者移植怀孕成功率高于后者
。

这可能是由于透明带

内切割操作方便
,

用时少
,

胚胎损伤轻微之故
。

胚胎切割技术的应用
,

不仅可使胚胎移植所用胚胎数目成倍增加
,

而且可以产生遗

传性能相同的后代
,

这对畜牧业生产和实验研究有着特殊的作用
。

如研究外界环境和译
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件对于家畜生长发育
、

生产性能等方面的影响
,

应用遗传性能相同的同卵孪仔或多仔作试

验
,

其所得实验结果就确切得多了
` 6 ’ ` 5 ’ ,

同时
,

应用胚胎切割技术还可以间接地 控 制

性 别 (在胚胎性别鉴定和其它控制性别的方法还未建立以前 )
,

如将一早期胚胎切 割一分

为二
,

先将一半移植
,

另一半冷冻保存
,

等到移植受体分娩或者在怀孕期间确定胎儿性

别以后
,

即可根据人们的意愿
,

将冷冻保存的另一半解冻移植
,

达到控制动物性别的目

的
,

从而大大提高胚胎移植的价值和实际效果
。

另外
,

胚胎切割技术也是通过观察性染

色体进行胚胎性别鉴定采样的基本技术
,

也是胚胎嵌合
、

细胞核转移
、

一些无性系繁殖

和基 因转移等生物工程的基本技术
,

用途广泛
,

具有比较重要的意义
。

尽管该项技术的

发展历史只有几年
,

目前只在少数国家进行
,

但所取得的结果是令人满意的
。
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1 7

: 1 1 4
.

〔 7 〕 0 2 11
,

J
.

P
. e t a l一 p r o d u e t i o n O f m o n o z y g o t i e t w i n s b y m i e r o m a n i 一 p u l a t i o n

a n d e e r v i e a l t r a n s f e r i n t h e e o w
.

T h
e v e t e r i n a r y R e e o r d

, 1 9 8 2 :
1 2 6 一 1 2 7

。

〔 8 〕 B r e m
,

G
. e t a l一 Z u r E r z e u g u n g e i n e

i i g
e r R i n d e r z

w i l l i n g e
d u r e h E m b r y o 一

M i k r o e h i r u r g i
e .

B e r l
.

M LLn e h
.

T i
e r己r z t l

.

W s e h r .

1 9 8 3 , 9 6 : 15 3 一 1 5 7
.

〔 9 〕 G O r l a e h
,

A
.

H a h n ,
R

. u .

S e h u h
,

W
. : M己g l i e h k e i t e n d e r A n w e n 一 d u n g

d e : M送 r o m a n ip u l a t i o n a n R i n d
e r e

m b r y o n e n u n t e r p r a x i s b e d i n g u n g e n .

D ts e h
.

T i e r己r z t l
.

W s e h r .

1 9 8 5 , 9 2 : 10 一 1 1
.

( 10 ) 高仓宏辅等
:

牛二分离裸胚的体外培养及移植后的 产 仔性
。

家畜 繁殖 志
,

2 9 5 5 , 3 1卷 3 号
, 1 2 2 一 12 4

.

(原文为日文 )
.

( n 〕 佐伯和弘等
:

由牛胚二分离产生双仔
,

家畜 繁 殖 志
, 1 9 8 5 , 3 1卷 4号

, 2 1 8 一 2 2 3

(原文为日文 )

〔 12 〕 R o s e l i u s , R一 T r a n s f
e r e r g e

b n i s s e m i t R i n d
e r e m b r y o n e n i n N让e k e l /

B r e m e r h a v e n 一9 5 3八 9 5 4
.

D t s e h
.

T i
e r往r z tl

.

W s e h r , 1 9 5 4
,

9 2 : 1 1 一 1 2
.
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〔 1 3〕 Hah n,
J
。 e t a l一 U b

e r d i
e E n t w i e k l u n g u n d B e u r t e i l u n g v o n 形 n d

e r 一

e m b r y o n e n , g e w o n n e n a u s s u p e r o v u l i
e r t e n S p e r d

e r t i
e r e n .

D t s e h
。
t i e r 一

泣r z t l
.

W s e h r .

1 9 8 3 , 9 0 : 4 2 0 一 4 2 4
.

〔 1 4 〕 H a h n ,
J一 D i

e u n b l u t i g
e E i g

e w i n n u n g b
e
i m R i n d u n t e r B

e r瓦e k s i e h 一

ti g u n g d
e r V o r b

e r e
i t u n g d e r S p e n d e r t i

e r e u n d d
e r E n t w i e k l u n g d

e r E i z e l l e n

i m E i l e i t
e r u n d G

e
b瓦r m u t t e r .

D t s e h
.

t i
e r迁r z t l

.

W s e h r 。

19 7 5 , 5 5 : 1 4 0 一 1 4 5
.

〔 1 5 〕 N i
e m a n n ,

H 一 E i n i g
e a k t u e l l

e u n d z往k u n f t i g
e

b i o t e e h n i s e h
e

M
e t h o d e

i n d e r T i
e r p r o d u k t i o n .

D t s e h
.

t i
e r a r z t l

.

W s e h r .

1 9 5 4
.

9 1 : 2 5 0 一 2 5 4
.

〔 1 6 〕 0 2 11
,

J
.

p一 P r o d u e ti o n o f i d
e n t i a l t w i n s B y b i s

e e t i o n o f b l a s t o e y s t s i n

t h
e C o w

.

J
.

R e p r o d
.

F r e t
.

19 8 3 , 6 9 : 4 6 3一 4 6 8
.

〔 1 7 〕 S u z u k i
, T

.

S h i m o h i r a .

I一 V l a b i l i t y o f F r o z e n 一 T h a w
e
d B o v i n e E m b r -

r o s B i s
e e t e d i n S u e r o s e : A P r e l im i n a r y R e p o r t

。

A n I n t e r n a t i o n a l J
o u r n a l

o f A n i m a l R e p r o d u e t i o n 。

2 9 8 6
,

2 6 ( 3 )
: 3 3 3一 3 3 9

.

A R E P O R T O F T H E P R E L I M IN A R Y S T U D IE S

O N E M B R Y O C U T T I N G A N D T R A N S F E R IN G

I N D A IR Y C O W S

D o u Z h o n g y i n g F a n J i n g z h u a n g

( D
e 夕a r 艺。 e n t o

f 厂 e z o r i n a r 夕 , t h e N o r t h二 e : t e r n 月 g r i e u l t u r a l U n i v e r s i t夕 )

Z h a n g Z h i m i n H u Q i n g y i Z h a n g X i a o h on g

( S a 路夕 u a n C o o n亡夕 ,
S h a a n x i P r o v i n c e )

A b s t r a e t

E a e h o f t h i r t y 一 o n e e a r l y d
e v e

l o p i n g e o w e m b r y o s w a s c u t i n t o t w o P a r t s

b y u s i n g t h e m e t h o d s o f b a r e e m b r y o e u t t i n g a n d i n t e r n a l z o n a p e l l u e id e u t ti n g
。

F o r t y 一 o n e
11 a l f 一

e m b r y o s ( 3 5 h a l f 一 e m b r y o s w e r e p a i r e d ) w e r e t r a n s f
e r e

d

i n t o 2 6 r e e i t i
e n t s , o f w h i e h 6 r e e ip i

e n t s s u e e e e
d

e
d i n g e s t a t i o n w i t h t h e s u e e e s s

f a t e o f 2 3
.

1%
.

B u t t l、 e s u e e e s s r a t o o f t h e t r a n s f
。 r s o f b o t h t h

e
h a l f 一

e
m b r y o s

w i t h z o n a p e
l l u e i d a n d t ll

e
b a r e

h a l f 一 e m b r y o s w i t h o u t i t w a s 2 5%
.

W h
e n t w o

h a l f 一
e m b r y o s ( i n t e r n a l z o n a p e

l l u e i d e u t t i n g ) i n t h
e s a m e z o n a p e

l l u e id w e r e

t r a n s f
e r e

d
, 40% o f s u e e e s s r a t e i n g e s t a t i o n w a s o b t a i n

e
d

,
b u t t h

e 5 r e e ip i e n t s

( a l l H o l s t e i n 一 F r i
e s i a n ) w h i e h w e r e t r a n s f e 犷e

d w i t h b a r e
h a l f 一 e m b r y o s P u t i n t o t h e

e m p t y z o n a p
e
l l u e i d a g a i n ,

f a i l
e
d i n g

e s ta t i o n .

W h
e n t h e

m o r u l a e u t i n t o h a l f 一

e m b r y o s w e r e t r a n s f
e r e d

, th
e s u e e e s s r a t e w a s 2 1

.

1% w h i l
e t h a t o f t h e e a r l y

d e v e
l o p i n g b l a s t o e y s ts e a m e t o 2 5

.

6%
.

K e y W o r d s : e o w e m b r y o ; m o r u l a ; b l a s t o e y s t ; z o n a p e
l l u e i d多 m i c r o s u r二

g
e l

.

y , e m b r y o e u t t i n g ; h a l f一
e m b r y o ; b a r e e m b二y o


