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小鼠卵泡卵母细胞的一步冷冻研究 

郝志明 钱菊汾 王建辰 

(家 畜生殖内丹珏研究室) 

摘 薹 通过对冷冻液和平衡时间的筛选，研究了裸露小鼠卵泡卵母鲫胞的一步冷冻。结 ， 

粜表明；当冷冻液古25 的1，2一丙=醇和0．25 tool_／L的蔗糖，平衡时。间为10_m 时， 搿冻效 

果最为有效。l辩冻后存活率和形态正常率分5；6访66．2％和58．1 ．解冻后形盔正常的卵 泡、卵 

母细胞可以发育成熟，成熟率为22．7 ． 

美■饲 一步冷冻。卵泡卵母细胞。小鼠 一 -I 

中置分类号 s865．13o．3 

卵泡卵母细胞的冷冻保存是一项很有意义但较为困难的工作。自从Whittlngham首 

次研究以来 】，成功的报道寥寥无几。范必勤等和南桥 ·昭等曾 分 别用 D／VISO和甘油 

对卵泡卵母细胞的冷冻进行了研究 ，但都捉局限于缓慢冷冻 

在整个非结晶状态时，1，2-丙二醇有较大的稳定性和较小的冰晶形成 可能性}而且 

1，2-丙=醇在室温下的毒性较低 ”。Trounson等曾将1，2-丙=醇和蔗糖结合起 来组成 

冷磙液，对小鼠 2细胞胚胎进行了一步冷冻，获得较为 满意的结果 ⋯ 。本研究 旨在 选 

择出合适的l，2一丙二醇和蔗糖浓度，使一步冷冻法适用于卵泡卵母细胞，井期望解冻后 

卵母细胞的体外成熟率有所提高。 

1 材料和方法 ， 

1．1 试验动物 

4～6周龄的健康雌性昆白小鼠6O只，体重20~30 g，由第四军医大学 实验动物 中心 

提供。 

1．2 仪毒与试剂 

(~)YDS=30液氮罐 成都液氨 容器厂产品。 

@ 0。25 mL细管和聚乙烯醇粉末 美国产。 

◎Wy一6D CO：培养箱 日本平 制作所制造。 

@新生犊牛血清(NCS) 自制。 

@冲卵液 加有5 ～l 0 NCS的改良杜氏磷酸缓冲液 (roD—pBs)。 

@冷冻液用50％ 1，2-丙=醇 (PROH)、2．0tool／L蔗糖和2D NCS的 mD—PBS按 

不同比例混台形成不同冷冻液：25 FROH一1．0tool／L蔗 糖 ,20 PROH一1．0tool／L 

蔗 糖，l5％ PROH-1．0 too!／L蔗 糖，2 PROH-O．75Ⅱ 1／L蔗 糖，25 PROH- 
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0．5 tool／L蔗糖，25％ PROfl-0．2~mol／L蔗糖羊u25％ PROlt． 

⑦0．8％ 台盼兰染色液 临用时取4份1 台盼兰加A1份4．25 氯化铺水溶 液 混禽 

而成。 

@培养液 加有20 NCS的mD—PBS． 

’。3 冷冻方法 

①采卵 断颈处死职门红肿小鼠，取卵巢置解剖镜下，用5号针头刺破卵泡，挤出 

卵母细胞。检出的卵用冲卵液洗 2次，选择无卵丘细胞或仅牯附少量卵丘细胞的定垒或 

大部分裸露的卵母细胞 (图Z1—1)进行冷冻。 

②平衡 

⑧装管 

圉1 裸露小鼠卵泡卵母细胞的形态 ‘15O x) 
．  

1．冻前，2．件晦j戎中-3．睬去防冻剂后I 4．成熟艏  ̂

将裸露卵泡卵母细胞移入冷冻漩中平衡5，1O，15min(图l12) 

见图 2． 

凰2 卵母细胞装管示意图 

(1)音卵的件 晦澈 ， (2)气泡 (3)抟 冻被{ (4)聚乙擗醇 

④冷冻 将细营垂直放入预冷的锕简内，在平衡的最后25～30 s，将钢筒壤墁投A ． 

液氮中。 
．  

．  

r  

@解冻和除去防冻剂 将细管直接放在2O℃的水中解冻。解冻后剪去细管封口，将 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

46 西北农业大学学报 19卷 

卵母细胞直接回收于台有相应浓度的蔗糖溶液中 (如冷冻液为25％ PROH-0．25 moL／L 

蔗糖时，则用O．25 mo1／L的蔗糖溶液)。10min后，将卵母细胞移入含20％NCS~mD 

— PBS中。1 0 mln后洗2次，进行效果评价。 

⑥冷冻效果评价 将卵母细胞置于0．8 台盼兰中2 mln，检查卵母细胞着色与 否。 

不着色者定为存活卵。在存活卵母细胞中，凡圆形、胞浆均匀及反光者定为形态正常卵 

(图卜 S)。 

0卵母细胞培养 将解冻后存活的形态正常的卵母细胞放在培养液中培养，15~16h 

后检查极体的有无 (图1—4)。 ● 

1．4 艟计分析 

试验结果用卡平方测验进行统计处理。 

2 结 果 

2．1 PROH壤魔对冷球效暴的影一 

冷冻液中蔗糖浓度保持不变，改变PROH~度进行试验。结果3组的卵母细胞存话率 

‘=7．4。P<O．O5)和形态正常串 ；2．6，P>O．O5)都随PROH浓度的 下 降丽 

降低 (表1) 

寰1 PROHJ,~冷蠢囊囊∞●一 

2．2 冀■壤魔对冷冻效暴的影一 

根据2．1试验结果，保持冷冻液中25％的PROI-~ 变，将蔗糖浓度改变为1．0 mol／L， 

●．75mol／L，O．5too!／L和0．25tool／L (表2)。表2表明，解冻后卵母细胞的存话率 

=77．4，P<0．o1)和形态正常率 ：88．1，P<O．o1)随蔗糖浓度的降低丽显 

着增册。当蔗糖浓度为0．25 tool／L时，解冻后卵母细胞的存活率和形态正常率最高 ， 

分别为66．2 和58．1 ． 

寰2 麓■对冷珠教暴∞ 一 

抟 罐 车 回收事 存活 率 形 刍正常 事 

25 PROH一1．O=oi／L燕蕾 口6．5 

25 PROH-0．75 tool／L燕糖 93．3 

25，‘PROH—O．5mol／L 糖 8e．4 

25 PROH —O．25 mol／L蔗糖 91．t 

25 PROH 96．1 

l5．9 

25．7 

I7．4 

66．2 

2．O 

2．t 

21．4 

I3．t 

58．1 

2．O 

2．3 平夤耐闻对冷冻效粜的影一 

以25 PROH一0．25 reel／L蔗糖作冷冻液，将小鼠卵母细胞分别平衡5，10和 15mia 
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后再行冷冻 (表3)。表3表明，平衡时问以lO min最 好，延长或缩短5 min均显著降低卵 

母细胞的存活宰 =4．6，P<o．05， =1 6．3，P<0．01)和形态正常率( 31．9， 

P< O．01l x =13．4，P< 0．01) 。 

裹5 平衡时间对冷冻效曩的嚣响 ％ 

2．● ■冻舅母绷赡的体外培养 

22枚解冻后形态正常的卵母细胞在培养液中进行培养，培养后的成熟卵母细胞及成 

活卵母细胞分别占5枚和4授，成熟率为22．7 (5／22)． 

3 讨 论 

3．’ 冷冻方法曩效果 

卵泡卵母细胞极为劫嫩毙弱，抵抗力非常弱。至今，其冷冻仍停留在繁琐的幔冻阶 

段。解冻后的存活率为31．1 (10 甘油作为冷冻液)或 92．5 (1．5tool／L的 DMSO 

作为冷冻液) 3̈ 1。本试验以Trounson等对2细胞胚胎的冷冻方法为基础 ，通过对冷 

冻液中PROH和蔗糖浓度以及平衡时间的筛选，首次实现了卵泡卵母细胞的一步冷 冻，冷 

冻效果与Trounson等的相似⋯ 。解冻后卵母细胞的存活率和形态正 常 率 这 66．2 和 

58．1 ． 

经过冷冻的卵泡卵母细胞，解冻后再完成体外成熟是较为困难的。Whittingham发 

现。小鼠卵泡卵母细胞冷冻后的体外成熟率不超过 10．O％ 。范必勤等则将解冻 后 的 

牛卵泡卵母细胞的成熟率提高到25．oN ．本研究也只取得与范必 勤等的结果相似的解 

冻后卵母细胞的成熟率。但据作者的资料 (待发表)，试验用培养液不是小鼠卵泡卵母 

细胞体外成熟的最佳培养基，如果选用适台小鼠卵母细胞体外成熟的WM培养基。解冻 

后卵泡卵母细胞的成熟率将可能会有较大的提高。 

3．2 冷冻藏对冷冻效果的影响 

卵母细胞冷冻所用的防冻剂有DMSO、甘油和PROH．卵母细胞冷冻选用 何 种 防 冻 

荆效果较好，目前还碓以确定。几年前。范必勤等和南桥．昭 等分 别 选用 1．5 tool／L 

DMSO和1O 甘油对牛卵泡卯母细胞进行慢冻，得到92．5 和31．1％的存 活率“ ’， 

似乎DMSO效果比甘油好。从Critsar等的冷冻试验可以看出，即使DMSO，也对卵 母 细 

胞有毒性，他们发现1．5 tool／L的 DMSO虽不影响解冻后的形态正常率，但巳显著干扰了 

受精，就是Vs．液，随着DMSO浓度的升高也会影响卵母细胞形态正常率和受精率 。 

对于PROH，虽然到现在还未见到其对卵母细胞有无毒性及毒性强弱的报道，但就兔 胚 

而言，其毒性要比DMSO弱㈩ 。作者曾将小鼠襁露卵 泡 卵 母 细 胞 置 于 25％PROH- 

0．5tool／L蔗糖和25 甘油一0．5tool／L蔗糖的溶液中，平衡5rain后除去防冻剂，存活 

率分别 为 100％ (12／12)和9．1％ (1／l1)，PROH呈现出很大的优越性。冷 冻结果表 
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明，本试验的结果优于surrey和Quinn用DMso和蔗糖作为防冻 剂 的 结 果 ⋯ 。因此， 

PRoH是较为适合卵母细胞冷冻的一种防冻剂，PR0H和蔗糖组成的冷冻液是较 为 有效 

的～步冷冻保护剂。 
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One—step Freezing of Follicular Oocytes in Mouse 

Hao Z h i rn lag Qian Jufen Wang Ji a nche n 

(L oratory o／Reproductive Endocrine in Dome tlc ~4nimals， N orlfiwestern 

grf “It“r U月~benf ) 

Abstract One—step freezing on denuded follicular oocytes in mouse was stud— 

ied by selecting freezing solution and equilibration time
．
The results indicated 

that when the oocytes were placed in modified Dulbeccos phosphate buffered 

saline containing 25 1，2-propand~ol and 0
．25 mol／L sucrose for 10 mimutes， 

freezing was the most effic
．

ient，and alter unfreezing， the survial ang normal 

~norphologlcal rate reached 66
．2 and 58．1％．However，the normal morpho一 

1ogical oocytes after unfreezing were cultured in vi tro') the maturatlon rate was 

22．7％． 

Key words one-step freezing，follicular oocyte， inouse 

● 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

