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奶牛胚胎一步冷冻保存的研究
关

王新庄 窦忠英 唐铁山 高志敏 樊敬庄
(西北 农业大学奶牛胚胎移植试验站

,

陕西杨陵 7 1 2 1 0 0)

摘 要 用 F S H + P G F 。超排黑 白花奶牛 22 头
,

以非手术方法采得 7 ~ 8 日龄胚胎 68

枚
,

其中 45 枚胚胎用于一步冷冻试验
.

水浴解冻后共回收 40 枚胚胎
.

用 1
.

0 m ol /L 蔗糖一步

除去保护剂
,

胚胎形态完好率为 90 环 ( 3 6/ 40 ) ,
荧光染色 阳性率为 87

.

5% ( 7 / 8 ) ,

体外培养发

育率为 75 % ( 6/ 8)
.

冻胚移植受体妊娠率为 43
.

5% ( 1。 / 23 )
.

关键词 一步冷冻
,

妊娠率
,

冷冻胚胎
,

奶牛

中图分类号 5 8 1 4
.

6
.

5 8 2 3
.

9 1 3
.

6

1 9 8 4 年
,

T a k e d a
等

f ’
一

首先 采用甘油和蔗糖作为胚胎冷冻深护剂
,

将 小鼠胚胎室温脱

水后直接投入液氮冷冻保存
,

解冻后囊胚发育率为 61 %一 65 %
.

C h t , p in 等
2r ’

用甘油
、

蔗糖

作为冷冻保护剂
,

将牛胚胎直接投入液氮冷冻保存
,

解冻后胚胎发育率为 5 0 % ;
同样的处

理
,

冻前胚胎在液氮罐颈部预冷 5 m in 后投入液氮
,

解冻后胚胎发育率为 6 7
.

7%
.

国内旭

日干 〔3 〕 、

王新庄 「̀ 2 、

朱壁科 5j[ 及刘 伯宗 〔 6
一

先后 一 步冷冻大鼠
、

小 鼠
、

家兔及 山羊胚胎均获得

成功
。

本试验的目的是研究巾甘油
、

蔗糖作为冷冻保护剂进行奶牛胚胎一步冷冻的方法
,

初步建立奶牛胚胎一步冷冻保存的程序
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

供体牛为西北农业大学奶牛胚胎移植试验站供体牛场饲养的成年健康黑 白花奶牛
。

受体牛为武功镇农家黄牛和黑白花奶牛
,

健康
。

F S H (宁波
:

批号 92 1 0 2 3 )
,

1 5
一

甲基 P G F
Z口

(上海
,

批号
:
9 2 0 101 )

,

冲胚液 (含 1%犊牛血清的 P B S )
,

胚胎保存液 (含 20 %犊牛血清的

P B S
,

即 P B S S )
,

冷冻保护液 A (含 1
.

4 m o l / L 甘油的 P B S S )
,

冷冻保护液 B (含 2
.

1 m o l / L

甘油 + 0
.

25 m ol / L 蔗糖的 PBS S )
,

除甘 油液 (含 1
.

0 m ol / L 蔗糖的 P B S S )
,

胚胎培养液

(含 10 %犊牛血清的 T C M
一

1” 液 )
,

荧光染色液 1 m g / m L F D A 的丙酮液 )
,

荧光显微镜

( 日本
,

O l y m p u s )
,

C O
:

培养箱 (美 国
,

2 3 0 0 型 )
,

实 f本显微镜 ( 日本
,

O l y m p u s )
,

液氮罐 (河

南 30 L )
,

奶牛非手术采胚移植器械 (西 德 )
.

1
.

2 方法

超排与采胚 采用常规方法 ( F S H + PG )超排处理供体牛
,

非手术方法从牛子宫采集

7~ 8 日龄胚胎
。

实体镜下
,

从 回收的冲胚液中取出胚胎
,

移入保存液中评定
。

选择透明带

完整
、

胚胎细胞结构紧密
、

颜色均匀的一级桑堪胚或囊胚用于冷冻保存图
。

冷冻方法 室温下
,

将形态正常的一级胚胎 移至冷冻保护液 A 平衡 20 m in
,

再移入

收稿 日期
: 1 9 9 5一 1 2一 0 8

,

农业部生物技术重点资助项 目
。
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冷冻保护液 B中 7 n i m并装管
。

后按照程序
I和程序l 进行胚胎冷冻试验

。

程序 I
:

将

含有胚胎的塑料细管直接投入液氮中冷冻
,

在液氮 中将其装 入提 前预冷并标记供体牛

号
、

胚龄
、

胚胎种类
、

公牛号及 日期的粗塑料

管 内保存
,

如图 1
.

程序 I
:

将含有 胚胎 的细

管在液氮罐颈部预 冷 s m in 后投入液氮保

存
,

装入粗塑料管 同程序 1
.

在程序 I 中
,

胚

胎 应处于 液氮面上 方 ( ( 2 / 3 ) d + l) 。 m 处

(
“
d

”

为液氮面距液氮罐 口 的距离
, 。 m )「幻

,

如

图 .2

解冻及除去保护 剂 从液氮罐 内取出粗

塑料管
,

剪掉一端封 口
,

倒 出细管并置于 30

~ 3 7℃水浴解冻 10 5
.

剪去细管两端封口
,

胚

胎直接移入去除保护剂液内
,

孵育 7 m in
,

再

用 P B S S 洗 2 遍
。

在实体镜下计数
、

分类
,

并

作形态学评定
。

1
.

3 冷冻效果评价

形 态学观 察 解冻后胚胎透明带完整
、

细胞结合较紧密
、

卵周隙适中
、

形态完整的胚

胎为可用胚
。

如果透明带破损或分裂球砂粒

样变
,

细胞离散或细胞团部分脱出者 为形态

不完整胚
,

不可应用
。

图 1 胚胎装管示意图

1
.

聚 乙烯粉 , 2
.

冷冻液 . 3
.

气 泡 , 4
.

棉塞
; 5

.

胚胎

1 7门灯

液氮 l(ll

图 2 细管及胚胎在液氮罐内的位置

荧光染色检查 将除去冷冻保护剂的胚胎清洗后移入含 5 拼L F D A 染 色液的 2 m L

P B S S 中
,

3 8
.

5 ℃孵育 5 m in
.

用 P B S S 洗 2 遍并移入盛有一滴 P B S S 的玻片上
,

在荧光镜

下观察
。

胚胎整个发强荧光者为阳性
。

计算荧光阳性率
,

以此评估冷冻胚胎的活力
。

体外培 养 将清洗过 的冻胚 移入孵育好的 T CM
一

1” 培养液 中进行 微滴培养 (5 %

c O
Z ,

38
.

5℃
,

饱和湿度 )
,

12 h 及 24 h 分别观察培养发育情况
。

统计胚胎体外发育率
,

以

判定冻胚的活力
。

胚胎
·

移植 采用非手术方法
,

将解冻后可用胚胎移植到同期发情受体牛黄体侧子宫

尖端
。

个别移 2 枚胚胎者
,

两侧子宫角各移植 1 枚
。

统计分析 试验结果用 t 检验进行差异的显著性检验
。

2 结 果

2
.

1 不同发育阶段胚胎冷冻效果

由表 1可见
,

桑堪胚同囊胚形态完整率无明显差异 ( P > 0
.

0 5 ) ;胚移植后受体妊娠率

亦无明显差异 ( ( p > 0
.

05 )
。

2
.

2 两种冷冻程序冷冻奶牛胚胎效果比较
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由表 2可见
,

程序 I 所冻胚胎解冻后
,

形态完整率极显著优于程度 I ( P < 0
.

0 1 ) ; 移

植结果无明显差异
。

表 1 不同发育阶段胚胎冷冻效果

胚胎发育阶段
形 态完整胚

( % )

移植受体
(头 )

妊娠 头数
(% )

产犊
(头 )

桑格胚 2 2

2 3

4 5

l 9

2 1

4 0

17 ( 8 9
.

5 )

19 ( 9 0
.

5 )

3 6 ( 9 0
.

0 )

l 1

l 2

2 3

4 ( 3 6
.

4 )

6 ( 5 0
.

0 )

10 ( 4 3
.

5 )

胚计囊总

表 2 两种程序冷冻奶牛胚胎的比较

程序

I

!

总计

只黔
形 态完整胚

(% )

移植受体
(头 )

妊娠 头数

3710

、一0)9)
10

1 3

2 3

产犊
(头 )

15 ( 7 1
.

4 )

2 1 ( 1 0 0 )

3 6 ( 9 0
.

0 ) 10 ( 4 3
.

5 )

枚收一211940

2 3

2 2

4 5

2
.

3 荧光染色检查

将 8 枚形态完整胚胎进行 荧光染色
,

经荧光显微镜检查
,

其中 7 枚呈阳性
,

1 枚胚胎

为阴性
,

冻胚荧光染色阳性率为 87
.

5% ( 7 / 8 )
。

.2 4 体外培养

将 8 枚形态完整胚 (含荧光染色阳性胚胎 5 枚 ) 置于 T C M
一

1 99 液 中微滴培养
。

24 h

后
,

5 枚胚胎发育为扩张囊胚
,

并有 1 枚胚胎孵化
,

体外培养发育率为 75 % ( 6 / 8 )
。

2
.

5 胚胎移植

选择 25 枚形态完整胚移植给 23 头同期发情的受体牛子宫角尖端
,

结果有 10 头受体

妊娠
,

受体妊娠率为 4 3
.

5 % ( 1 0 / 23 )
,

并产下 10 头犊牛 (7 公
,

3母 )
。

3 讨 论

冷冻保护剂 超低温冷冻后
,

胚胎在冷冻保护剂中的存活由脱水程度和降温速率决

定
。

室温下不能渗入细胞的微小颗粒如蔗糖能诱发胚胎脱水
,

通 常 把 蔗 糖和 冷 冻保 护

剂 ( 如甘油 ) 一起使用
「, 〕 。

T a k e d a
等

〔 ,二用 0
.

2 5~ 0
.

5 0 m o l / L 蔗糖配合 2
.

0一 3
.

0 m o l / L

甘油
,

冷冻 8 细胞小鼠胚胎获得了成功
。

R en a dr 等 8j[ 用 0
.

5 m ol / L 的蔗糖 冷 冻兔 胚得到

67
.

`

7%的存活率
。

C h u p in 等 2[] 认为 蔗糖的最佳浓 度 为 0
.

25 一 。
.

5 0 m ol / L
,

同时指出
,

0
.

25 m ol / L 蔗糖几乎能用于各种动物胚胎的一步冷冻
。

M a s s ip 等
「, 〕采用 1

.

4 m ol / L 甘油

+ 0
.

25 m ol / L 蔗糖的组 合
,

一步冷冻奶牛胚胎
,

移植后受体妊娠率为 38
.

1%
.

王新庄等叫

选用 2
.

1 m ol / L 甘油 + 0
.

25 m ol / L 蔗糖作为冷冻保存液一步冷冻小鼠胚胎
,

冻 胚体外

培养发育率为 71
.

4写
,

受体妊娠率为 43
.

0%
.

本研究正是在此基础上
,

采用 2
.

1 m ol / L

甘油 + 0
.

25 m ol / L 蔗糖的 P B S S 一步冷冻奶牛胚胎
。

冷冻程序 T a k e d a
等

「̀刁观察到小鼠胚胎室温脱水后直接投入液氮有较高的存活率
。

C h u p in 等
〔2口用同样的方法冷冻大鼠和奶牛胚胎获得成功

。

对 比实验中
,

若在投入液氮前

将液氮罐颈部预冷 5 m in
,

能够提高冻胚存活率
。

如不预冷直接投入液氮冷冻解冻时
,

容

易导致细管破裂而丢失胚胎
。

本研究中
,

试验 I 胚胎回收率为 82
.

6%
,

而试验 l 胚胎回收

率为 95
.

5%
,

且未出现一例细管破裂现象
。

采用这两种程序冷冻胚胎
,

冻胚解冻后形态正
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常率分别为7 1
.

4% 和 100 %
,

两者间差异极显著 (尸 < 0
.

0 1 )
。

可见胚胎冷冻前预冷 5 m in

优于不预冷的直接冷冻
。

去除冷冻保护剂的方法 胚胎冷冻采用的冷冻保护剂
,

对胚胎具有一定的毒害作用
。

因此
,

在胚胎解冻后必须尽快除去
。

传统的脱除方法是用保护剂浓度递减法逐渐稀释
,

最

终移至无保护剂的培养液 中
,

现多用非渗透性物质 (如蔗糖 )除去冷冻保护剂
。

R e n a r d匡
、

c h t ,p in 〔 , 〕 、

王新庄
〔` 〕及刘伯宗等

〔。二在对家兔
、

大 鼠
、

奶牛
、

小鼠和山羊冷冻胚胎去除保护剂

时
,

均采用 1
.

0 m ol / L 或 。
.

5 m ol / L 的蔗糖
,

取得 良好效果
。

进而发现
,

用 1
.

。
,

0
.

5 m ol / L

蔗糖两步除去山羊一步冷冻胚保护剂
,

同用 。
.

5 m ol / L 蔗糖一步除去无差异
〔 6〕 。

本研究采

用 1
.

0 m ol / L 蔗糖一步除去保护剂取得了比较理想的效果
,

尤其在程序 l 中
,

胚胎移植后

受体妊娠率为 5 3
.

8%
,

同常规奶牛胚胎冷冻结果 相比无明显差异
。

受体妊振率 与冻胚荧光阳性率和体外培养发育率相比
,

移植受体妊娠率较低
。

这是

因为荧染色检查和体外培养
,

是在冻胚解冻后立即进行的
,

而胚胎移植的结果与胚胎体外

保存时间受体同期化程度
、

受体状况
、

操作过程以及操作人员熟练程度等诸多因素密切相

关
。

除此之外
,

本试验数 目偏少
,

还有待于进一步的工作
。

参 考 文 献
T a k e d a T

,

E 1
5
d

e n
R P

,

eS id
e
l J r G E

.

C r y o p r e s e r v a t io n o f m o u s e e
rn b r y o s

b y d i r e e t p l u
n g i n g i n r o l ig u id

n i t r o g e n
.

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

,

19 8 4
,

2 1 : 2 6 6 ( A b
s t r

.

)

C h u p i n D
.

Q u i e k f
r e e a i n g o f

r a t a n
d o o w e

rn b
r y o s a f t e r d

e n y d
r a t i o n a t r

oo m t e m p e r a t u r e
.

R e p r o d u e t i v e P h y s io l o g y ,

1 9 8 6 , 3 7 : 1 6 7~ 1 7 5

旭日干
,

薛晓先
,

张锁链等
.

大鼠早期胚胎的快速冷冻保存
.

内蒙古大学学报
, 19 89

,

2 0( 1 )
: 1 26 ~ 131

王新庄
,

窦忠英
,

樊敬庄等
.

小鼠胚胎直接投入液氮冷冻保存试验
.

西北农业大学学报
,

l 9 9 3( 增刊 )
:

“ ~ 68

朱璧科
,

王光亚
,

王建辰等
.

农业生物技术
.

西安
:

陕西 科学技术出版社
, 19 90

刘伯宗
.

山羊胚胎一步冷冻保存试验〔学位论文〕
.

陕西 杨陵
:

西北农业大学动物医学 系
,

19 9 2

窦忠英
,

王新庄
,

樊敬庄等
.

奶牛胚胎一分为四 分割 移值试验
.

西北农业大学学报
, 19 9 2

,

20 ( 2 )
: 1~ 4

R
e n a r d J

.

P
.

T w o
一 s t护 p f

r e e z i n g o f t w o c e l l
、 t a g e r a b b i t e m b

r y o s a f , e r p a r t i a l
( ] e h y ( I r a t i o n a t r o o m r e m p e r a t u r e .

J
.

R e P r o d
,

F e r t
.

19 8 4
,

7 1 :
5 7 3 ~ 5 8 0

M
a s s i p A

.

以
r e e r r r a n s

f e r o f f r o况 n e o w e m l
, r y o s i n g ly e e r o l s u e r o s e

.

V e t R
e s ,

1 9 8 4
.

1 1 5 : 5 2 7~ 5 2 8

O n e 一

S t e P C
r y o P r e s e r v a t io n o f B o v i n e E m b r y o s

W a n g X i n z h u a n g D o u Z h o n g y i n g T a n g T i e s h a n G a o Z h im i n F a n J亩n g z h u a n g

( E动
。 , i ,。 , n r a z S t a r衍

n

of aD i砂 C a t r l , E
, n 份 ) 。 了

’ r a n 、五丫
.

N or r石: 。尸 s r
er

n

A g r i e u i r “
ar l U

n 八行
s iyt

.

Y a n g l i凡 g
,

S 石
口 a ” 刃 i

,

7 1 2 10 0 )

A b s t r a e t 2 2 D o n o r H o ls t e in s w e r e s u P e r o v u l a t e d w i t h F SH 十 P G F
Z。 a n d 6 8 e m

-

b r y o s t a k e n n o n 一 s u r g ie a l l y a t 7 ~ 8 d a y s
.

4 5 e m b r y o s o f w h i e h w e r e u s e d f o r t h e o n e 一 s t e p

f r e e z in g e x p e r im e n t
.

A f t e r t h r a w e d in w a t e r b a t h a t 3 0 ~ 3 7℃
,

4 0 e m b r y o s w e r e r e e o v -

e r e d
, a n d w a s h e d w i t h P B S S s o l

t . t i o n o f 1
.

0 m o l / L
s : 】e r o s e t o r e m o v e t h e g l y e e r o l o f f

.

T h e r a t e o f t h e M o r p h o l o g i e a l l
, l t a e t e m b r y o s ( M IE S ) w a s 9 0 % ( 3 6 / 4 0 ) ; t h e p o s t iv e

r a t e o f f lu o r e s e e s t a in i n g 8 7
.

5% ( 7 / 8 ) ; t h e e e t o g e n e s i s r a t e 7 5% ( 6 / 8 ) ; t h e P r e g n a n e y

r a t e o f : e e ip i e n t s 4 3
.

5% ( 1 0 / 2 3 )
.

K e y w o r d s o n e 一 s t e p f r e e z i n g
,

p r e g n a n e y r a t e ,

f r o z e n e m b r y o ,

d a i r y e a t t le


