
卷 第 1期

年 2 月
西北农业大学学报

A e t a U n iv
.

A g r ie
.

OB
r e a li

一 o e e id
e n t a l i

s

V o
l

.

2 4

F e b
.

N o
.

l

1 9 9 6

奶山羊非手术采胚和移胚技术的研究
’

张诩华 王 强华 窦忠英 王建辰
(西北农业大学动物医学 系

,

陕西杨陵 7 1 2 10 的

摘 要 将蘸有 2%盐酸丁卡因溶液的纱布块填塞在奶山羊子宫颈外口处松弛子宫颈
,

用自制的采胚管和移胚管进行非手术采胚和移胚
.

8 只超排羊中有 6 只采出胚胎
,

采胚成功

率为 7 5 % ( 6 / 8 )
,

采胚率为 3 5
.

8 ( 2 4 / 6 7 )
,

头均采胚 4
.

0 0 士 3
.

4 1枚 (一
1 0 )

。

非手术移植 2 只

受体羊
,

有 l 只怀孕
。

关键词 非手术采胚
,

非手术移胚
,

奶 山羊

中图分类号 5 8 1 4
.

6
,

5 8 2 7
·

3 6

采用非手术方法采集和移植羊胚胎
,

不仅对供体羊和受体羊均无损伤
,

而且能提高 良

种羊的重复使用次数
,

对于促进羊胚胎移植技术 走向畜牧生产实际应用有着特别重要的

意义和实用价值
。

目前
,

国内外虽已有关于 山羊或绵羊非手术采胚和移胚获得成功的报

道 〔’ 一 ’ 2 ,

但尚处 于探索阶段
,

没有扩张子宫颈管的可靠方法
,

采胚管和移胚管均未定型
。

本

研究采用盐酸丁卡因松弛奶山羊子宫颈
,

用 自制的采胚管和移胚管非手术采集和移植奶

山羊胚胎
,

目的在于提高奶 山羊非手术采胚的成功率
、

采胚率及移胚受胎率
。

1 材料和方法

1
.

1 试验动物

选用关中奶 山羊母羊 10 只
,

公羊 1 只
,

1一 5 岁
,

从陕西杨陵附近集市买 回
,

饲养
、

观

察 1一 2 个情期后开始试验
。

1
.

2 药 物

F S H ( 武 汉
,

批 号 9 3 0 3 2 4 ) ; 1 5
一

甲基 P G F
Z。

(上 海
,

批 号 9 2 1 2 0 1 ) ; L H ( 武 汉
,

批 号

9 2 0一2 4 ) ; 盐酸丁卡 因 (北京
,

批号 9 2 0 3 0 1 ) ; “ 8 4 6 ”
麻醉 合剂 (长春

,

批号 9 2 2 1 2 8 ) ;
冲胚液

(含 1%犊牛血清的 P B S 液
,

国产试剂 自配 ) ; 培养液 (含 20 %犊牛血清的 P B S 液 )
。

1
.

3 器械与消毒

采胚管 ( 由金属外管
、

树脂内管和玻璃三通管组成
,

见图 1
.

外管长 25
。 m

,

外径 4 m m
,

前端有 3 对反向侧孔
,

外套 1 个可以滑动的子宫颈塞
; 内管长 65 。 m

,

外径 2
.

4 m m
,

前端

钝 圆
,

有 2 个侧孔 ) ;移胚管 (长 70
。 m

,

外径 1 m m 的树脂管 ) ;
Ol y m p u s

体视显微镜
; 人用

子宫颈钳
; 人用开膛器 ;

普通手术器械
;羊保定架和 D

一

2 型超声多普勒诊断仪等
。

树脂管

用前开封
,

用含抗菌素的冲胚液反复冲洗
,

其他器械按常规进行消毒或灭菌处理
。

1
.

4 超排及同期发情处理

对 8 只供体羊在发情后 3~ s d 或 9一 15 d 以递减方式肌注 F S H
,

每夭 2 次
,

间隔

收稿 日期
: 1 9 9 5一 0 1一 10

,

国家 自然科学基金资助项 目
。
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12 h
,

连续 4 d
,

总量 3 0 0 IU ;在开始注射 F S H 后第 3 d 肌注 15
一

甲基 P G F
z 。 2 次

,

间隔 12

h
,

每次 1
.

2 m g ;发情后交配 2~ 3 次
,

间隔 8一 1 2 h ;
第 l 次交配后静注 L H 7 0 I U

.

对 2 只

受体羊比供体羊晚 0
.

s d 肌注 1 5
一

甲基

P G F
Z。

2次
,

间隔 1 2 h
,

每次 1
.

2 m g
.

1
.

5 非手术采胚

对 8 只供体羊在发情后第 7 d( 发

情 当天 为 。 天 ) 用
“ 8 4 6 ”

麻醉 合剂 (1

m L / 10 k g 体重 ) 进行全 身麻醉
,

前低

后高仰 卧保定
,

并进行局部清洗
、

消毒

和隔离
。

将浸有 2%盐酸丁卡因溶液的

纱布块放置在子宫颈外 口处作用 10 ~

2 0 m in
,

松弛子宫颈
。

取 出纱布块后
,

图 1 采胚管

1
.

三通管 , 2
.

子宫颈塞 ; 3
.

金属外管 ; 4
.

树脂 内管

将子宫颈钳 由开膛器旁侧伸进阴道
,

夹住子宫颈外 口的突起皱褶或周围组织
,

将其牵引至

前庭
。

然后将带芯外管插入子宫颈外口
,

取出开膛器
,

左手食指伸进阴道扶住子宫颈
,

小指

和无名指固定子宫颈钳
,

右手继续插管
,

遇到皱褶阻挡时可转动方向
,

通过子宫颈后阻力

消失
,

再将管子偏向一侧插进 3 一 4 o m
,

抽出管芯
,

插入 内管
,

当手感阻力大
,

放手后管子

向外退
,

说明管子前端已到达子宫角尖端
。

将三通管与采胚管后端接通
,

用子宫颈塞堵住

子宫颈外 口
,

并用食指顶住
,

将 50 m L 冲胚液由外管注入
、

内管回收
,

或由内管注入
、

外管

回收
,

然后注入空气将子宫内余液排出
,

回收液立即送实验 室进行检胚
。

冲对侧角前用直

肠指检法确定采胚管在那一侧
,

然后拆去三通管
,

抽出内管
,

将管芯插入外管
,

将外管退到

子宫体
,

再以同样方法插进对侧角进行冲胚
。

两侧子宫角均冲洗完毕后
,

以常规手术方法

打开腹腔
,

观察黄体数目
,

测量采胚管前端距宫管结合部的距离
,

然后缝合腹壁切口
。

1
.

6 非手术移胚

对 2 只受体羊以同样方法插好采胚管 (尖端钻有小孔 )
,

然后按培养液一气泡一胚胎

和培养液一气泡一培养液的顺序将胚胎吸到移胚管前端
,

将移胚管通过采胚管的内管插

到子宫角尖端
,

固定住移胚管
,

同时将采胚管的内管抽出 2一 3 c m
,

推动注射器将胚胎 注

入子宫角内
,

然后缓缓抽 出移胚管
,

在培养液中反复吹洗并镜检
,

确定胚胎被移入子宫角

后
,

再用同样方法给另一侧子宫角移植
。

2 结 果

2
.

1 盐酸丁卡因松弛子宫颈效果

用 2%的盐酸丁卡因溶液处理后
,

10 只试验羊的子宫颈均呈松弛状态
,

并能通过外径

4 m m 的采胚管
。

2
.

2 非手术采胚结果

8 只供体羊中有 6 只采出胚胎
,

成功率为 75 % ( 6/ 8 )
,

采胚率为 35
.

8 % ( 24 / 6 7 )
,

头均

采胚 4
.

00 士 3
.

41 枚 l( 一 10 )
,

冲胚液回收率平均为 92 %
.

未采 出胚胎的 2 只羊 中有 1 只

冲胚顺利
,

未检到胚胎
,

另 1 只在一侧子宫角尖端发生穿孔
。
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2
.

3非手术移胚结果

将从2 9号羊非手术 采得的8 枚胚胎 ( 4枚囊胚和 4枚桑堪胚 )非手术移植给同期发

情后 7d 的2 只受体羊2 (2 号和2 5号羊 )
,

每侧子宫角各移植 2 枚 (1 枚 囊胚和 1 枚桑格

胚 )
。

22 号羊在移植后 6 o d 时用 D
一

2 型超声多普勒诊断仪探查
,

确定怀孕
,

86 d 时有流产

征兆
,

剖检见两侧子宫角各有 1 只胎羔 ; 25 号羊移植后返情
,

未孕
。

2
.

4 子宫插管深度与体重和体尺的关系

对供体羊
,

采胚管均能插到距宫管结合部 3 o m 以内的子宫角尖端 (附表 )
,

受体羊未

测量
。

子宫插管深度与体重之间有正相关的趋势
,

但差异不显著 (r ~ 0
.

4“
,

P > 0
.

05
, n ~

10 ) ;
与体高和体长平均值呈极显著正相关 (r 一 0

.

78 9
,

P < 0
.

0 1
, n = 1 0 )

。

对子宫插管深度

(妇与体高和体长平均值 ( x) 进行直线 回归分析
,

得出关系式
:

夕(
。 m ) 一 。

.

48 x 一 0
.

54
.

附表 试验羊子宫插管深度
、

体皿和体尺值

,, 二 体重 (体高 + 体长 )/ 2 插管 深度 管 一端距
’

}}}} , 二 体重 (体 高 + 体 长 ) 2/ 插管深度 管一端距
`̀

干干 与 , 1, _ 、 , ~
~

、 了。 ~ 、 了 。 ~ 、 l一一

}干
” ` k g ) (

c
m , ( c m , ( Cm )))

、、 几匕 , 、 ` ” ` , 、 ` I ` , , 、 ` ’ ` , ,

l一一一

1117 3 3 6 7 3 3 1
.

555 3 3 3 4 7 1 3 9 1
.

000

2228 3 5 7 6 4 0 2
.

000 2 7 4 3 7 4 3 7 3
.

000

555 30 6 3 3 6 1
.

0
’’

2 凡 3 0 7 3 3 7 2
,

000

3330 3 5 7 3 4 1 1
.

000 2 5 3 8 7 3 3 9 一一

222 9 40 7 8 4 1 1
.

000 2 2 3 1 6 5 3 3 一一

注
: ,

示采胚管 前端距宫管结 合部的距离
。

3 讨论与结论

3
.

1 盐酸丁卡因松弛子宫颈的效果

用盐酸丁卡因松弛子宫颈在国内外均属首创
,

既能取得 良好的松弛效果
,

又避免了用

P G E Z〔’
一 、

松弛素
〔`。 二、

雌激素和催产 素
t ’ ` 几

等激素类药松弛子宫颈引起的副作用
; 而且盐酸

丁卡因具有不影响任何整体性生理功 能
,

对胚胎无毒害作用
,

供
、

受体羊均可使用
,

见效快

( 5一 10 m i n )
,

药效期短 ( 2 0一 4 0 m i n )
,

价格便宜
,

保存和使用均很方便等优点
。

因此
,

作者

认为
,

盐酸丁卡因是 目前比较理想的一种山羊子宫颈松弛药
。

3
.

2 非手术采胚和移胚器械

研制羊非手术采胚器械
,

作者认为有 4 大难点
:

①能否通过子宫颈 ; ②能否到达子宫

角尖端
:

③注入的冲胚液能否全部被 回收到 ; ④如何缩小冲胚区域
,

减少胚胎丢失
。

前人大

多采用套管针 ’ ` 二、

塑料输精管 L3 、

球头针 “
等作为采胚器械

。

本研究设计 的采胚管不但冲

胚液回流通畅
,

而且金属外管前端钝圆
,

表面光滑
,

便于通过子宫颈
;
树脂内管带有钢丝管

芯
,

柔韧而有一定硬度
,

可以插到距宫管结合部 3 。 m 以内的子宫角尖端
,

比前人有很大进

步
。

但由于工艺所限
,

还不能将冲胚 液的回流区域局限在一侧子宫角前端数厘米范围内
,

这与手术采胚方法相 比
,

胚胎丢失的机会较大
,

有待于研究改进
。

本研究设计的移胚管细而柔软
,

在插好采胚管后
,

能通过采胚管的 内管顺利到达子宫

角尖端
,

移胚部位准确
,

比前人采用的静脉导管
汇’

,
’ 二、

长球头 注射针头
〔` 〕和子宫输精 管

〔̀ 二

(仅能将胚胎移植在子宫体或子宫角基部 ) 有很大进步
。

3
.

3 非手术采胚和移胚结果

本试验由于解决了子宫插管间题
,

获得了较好的结果
。

采胚成功率 ( 75 % ) 明显高于
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B n o du r a n t等 ( 2 0 %) 〔
`二、

B a r ry 等 ( 16 %) 〔
5习和 N a ga shi m a

等 ( 5 0 %) 「̀二的试验结 果 ;头均采

胚数 ( 4
.

00士 3
.

1 4枚 )和采胚率 ( 5 3
.

8 %)均达到 同类研究的先进水平 [s,
’ 」。

而且本试验所

用动物品质较差
,

个体较小
,

若选用品质较好的羊进行试验
,

效果可能会更好一些
。

2 6 号羊采胚时发生子宫穿孔
,

主要原因是该羊体质瘦弱
,

子宫壁很薄
,

以至于打开腹

腔后能清楚地透视到子宫内采胚管上的刻度线
。

22 号羊移植后 86 d 发生流产
,

可能与早

期子宫感染有关
,

因此非手术移胚时一定要严格消毒
。

本试验结果表 明
,

提高羊非手术采胚的成功率
、

采胚率及移胚受胎率
,

在松弛子宫颈

问题完全解决的前提下
,

关键在于采胚和移胚器械的先进程度
。

若能以精细的工艺在采胚

管近前端加上充气泡
,

而且不影响插管
,

将冲胚液的回流区域局限在子宫角前端数厘米范

围内
,

就有可能赶上手术方法采胚的效果
。

参 考 文 献

l 李 杰
,

周联瑞
,

乌期满江
.

绵羊胚胎非手术移植方法探讨
.

新疆农业 科学
,

19 8 1 ( 4)
: 4 0 ~ 42

2 L i n A
n 一 e

h
e , 一g

.

S t u
d

z e s o n t l
l e e m l ) r y o t r a n s

f e
r i n g o a t s a n d p i g s .

B u l l
e t 1 n o f t h

e
N i p p a n

V
e r e r i n a r y a n

d Z o o t e e h n i e a
I

C o l l
e g e , 1 98 1

,

3 0 : 2 15 ~ 2 1 6

3
oB

n
d盯

a n r K H
,

s k i r r o w s
,

A
n
d e : 、 o 。

G B
.

N o n s 。 r g i
e a
一
。 0 1:

e 。 t so
。 o f b一

a s t o e y s : 、 f
r o rn d

a i r y g o a t 、
.

T 卜
e r i o g e n o lo g y ,

1 9 8 4 . 2 2 ( 4 )
: 4 2 3一 4 32

4 C o o n r a
d S A

,

C o r e n
B R

,

M
c
b

r id
e

B L
.

S u c e e s s
f

u
l

n o n s u r g i e a l e o l l
e e t i o n o f o v i n e e

m b
r y o s .

T 卜e r io g e n o l o g y
,

1 9 8 6 ,

2 5 ( l )
: 1 4 9

5 aB
r r y L ,

H
a y s

D V M
.

N o n 一
s u r g i e a l

e m b r丫 o r e e o v e r y
.

D a i r y G o o t j o u r n a
l

, 1 9 8 7 , 6 5 ( l )
: 3 5

6 N
a g a s

卜i rn
a

H
.

N o n 一 s u r g i e 于̀ 1 e o l l
e e r i o n o f

e
m b

r y o s

F ! o
r e s 一

F o x w o r t h G
,

入l e b r id e
B M

.

K
r a e

m
e r D C

.

i n s
h ib

a g o o t s .

E
x p e r im

e n r a I A n im a l
s , 1 9 8 7 , 3 6 ( l )

:
5 1~ 5 6

7 A

Ie e t i o n a n
d t r a n s

f
e r i n g oo

t s
.

T h
e r io g e n o l o g y , 1 9 92 ,

e o rn p a r i s o n
b

e t w e e n
l a Pa r o s e o p i e a n d t r a n s c e r v i e a l e m b r y o e o l

-

3 7 ( l )
: 2 1 3

8

9

10

1 l

B
u e

k
r e

l l B C
.

G ;一r 一l
o y C J

.

B
u s e

h b e e
k C

.

E v a
l u

a t 】o n o f a r r a n s e e r v i e a l A l t e e
h n iq u e f o r t r a n ,

f
e r r

i n g e
m b r y o s i n

s
h

e e p
.

T h
e r i o g e n o l o g y , 19 9 3

,

3 9 ( z )
: 1 9 7

B a r r y D 入I
,

V a n N i e k e r L: C H
.

R u s t J
.

C e r v i e a
l

e
m b

r y o e o l e e r l o n i n s
h

e

印
a
f t e

r “ r ip e n i n g o f t he e e
vr i x w 一t h

p r o s t a g l a
n
d i n E

Z a n
d

e s t r a d i o }
.

T h
e r i o g e n o l o g y

,

19 9 0
,

3 3 ( l ) : 1 9 ()

A k
一n

b
a rn .

M A
,

M
e r e d i t h S

,

W
: , r r e n

J E
.

C e r v i e a
l d

一l a r i o n e o n e e p t i o n r a r e , a n
d e o n e e n t r a r i o n s o f p r o g e s t e r o n e a n

d

e s t r a d i o l一 1 7俘i n p o s r p a : r u m e w e s t r e a d w i t h p o r e i n e r e l
a x , n

.

T h e r旧 g e n o l o g y , 1 9 90
,

3 4 ( 5 )
: 9 2 7 ~ 9 4 0

K h
a ! ,

f
a

R M E
.

用外源催产素扩张母绵羊子 宫颈
.

国外 畜牧学文摘
, 19 92 (3 )

:

30

N o n 一 s u r g i e a l E m b r y o C o l l e e t i o n a n d T r a n s f e r i n D a i r y G o a t s

Z h a n g Y i h u a W a n g Q i a n g h u a D o u Z h o n g y i n g W a n g J i a n e h e n

( D
o
P a r r , , n t

of V e r
er i o a理 S c i e n e e ,

N or t h w 亡 s ,亡 : n A g r ic u i r :` r a l U
n i二 ser i r夕 ,

aY
n g l i n g ,

S h a a n x i
,

7 12 1 0 0 )

A b s t r a e t C e r v ie e s o f d a i r y g o a t s w e r e r e l a x e d b y i n s e r t i n g a p i e e e o f g a u z e d ip p e d

w i t h D i e a i n e H y d r o e h l o r id e s o l u t io n o n t o t h e o u t e r m o u t h s o f t h e e e r v ie e s
.

E m b r y o s o f

t h e d a i r y g o a t s w e r e e o l l e e t e d a n d t r a n s f e r r e d n o n 一 s u r g ie a l l y w i t h h a n d
一

m a d e e m b r y o

e o l l e e t i o n e a t h e t e r s a n d e m b r y o t r a n s f e r e a t h e t e r s
.

T w e n t y
一

f o u r e m b r y o s w e r e r e e e i v e d

f r o m 6 o f t h e 8
s u p e r o v u l a t e d g o a t s w i t h a s u e e e s s r a t e o f 7 5% ( 6 / 8 )

.

T h e e o l l e e t i o n r a t e

w a s 3 5
.

8 乡石( 2 4 / 6 7 ) a n d t h e a v e r a a g e p e r h e a d w a s 4
.

0 0士 3
.

1 4
.

O n e o f t h e 2 g o a t s t h a t

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

.
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