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　　[摘　要 ]　研究了用 3种不同方法 (A 法: 程序冷冻; B 法: 超快速冷冻; C 法: 玻璃化冷冻)冷冻保存的牛 GV

期卵母细胞的发育潜力。结果表明,解冻后, C 组卵母细胞形态正常率显著高于A、B 组; 3种方法冷冻的卵母细胞

成熟培养后,平均卵丘扩展率为 65% ,其中C 组最高 (69% ) ; 3组冷冻卵母细胞的体外成熟率、体外受精率和卵裂

率分别为 14. 3% , 17. 1% , 21. 6% ; 11. 1% , 12. 6% , 15. 1%和 5. 6% , 9. 1% , 11. 1%。结果还表明:玻璃化冷冻的卵母

细胞损伤较轻。
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　　自W h it t ingham [1 ]首次报道来自冷冻解冻的小

鼠卵母细胞的活仔以来,研究者对人及家畜的卵母

细胞冷冻保存也进行了探索,已获得来自冷冻解冻

的人卵母细胞婴儿[2 ]。家畜主要集中在牛上进行了

研究, 并获得了为数很少的来自冷冻的牛体外成

熟[3 ]和未成熟[4 ]卵母细胞的牛犊。卵母细胞的冷冻

方法借鉴了胚胎的冷冻方法,但其效果远不如胚胎

冷冻。目前,只有小鼠成熟卵母细胞的冷冻取得了较

为理想的效果,牛、羊等其他动物冷冻卵母细胞的受

精率、卵裂率和发育率与未冷冻卵泡卵母细胞相比

都很低。本试验研究了用 3种不同方法冷冻保存的

牛卵泡卵母细胞的发育潜力,旨在探索简单、高效的

卵母细胞保存技术,提高冷冻效率。

1　材料与方法

1. 1　卵泡卵母细胞的收集

　　从屠宰厂获取牛卵巢,置于 30～ 35 ℃生理盐水

(添加青霉素和链霉素)中, 3 h 内运至实验室。用带

12号针头的 20 mL 注射器从卵巢表面 2～ 6 mm 的

卵泡中抽取卵泡液,注入灭菌平皿中沉淀 5 m in 后,

在实体显微镜下检出包被 2 层以上卵丘细胞、透明

带完整、胞质均匀的卵丘2卵母细胞复合体 (COC) ,

用 PBS + 体积分数 5%的新生牛血清 (N CS) 和

M 199+ 体积分数 10%的N CS各洗 2遍,进行冷冻。

1. 2　卵母细胞的冷冻

用下述 3种方法进行冷冻。A 法:把COC 置于

PBS+ 体积分数 20% N CS+ 体积分数 5% 甘油和

PBS+ 体积分数 20% N CS+ 体积分数 10%甘油中

各平衡 10 m in, 温度保持在 30 ℃, 然后每 50 个

COC 装入 1 支 0. 25 mL 的冷冻细管中,用CL 2863

程序冷冻仪进行冷冻。首先以 5. 0 ℃öm in 的速度降

至 20 ℃,保持 5 m in,再以 2. 0 ℃öm in 的速度降至

0 ℃,保持 10 m in,再以 8. 0 ℃öm in 的速度降至- 5

℃, 保持 30 m in, 最后以 0. 30 ℃öm in 的速度降至

- 40 ℃,保持 10 m in,投入液氮。B 法: 将卵母细胞

置于含体积分数 10%乙二醇的 PBS 中平衡 5 m in,

再转入 PBS+ 体积分数 25% 乙二醇中,立即装管,

在液氮面平衡 3 m in 后,投入液氮。C 法: 配制含质

量分数 30%聚蔗糖, 0. 5 mo löL 蔗糖的 PBS 液

(FS) ,用 FS 将乙二醇稀释成体积分数 20%和体积

分数 40% ,即 EFS20和 EFS40液。卵母细胞先移入

PBS + 体积分数 10%乙二醇或 EFS20 中预处理

3 m in, 再移入 EFS40 中, 立即装管, 经 2 m in 液氮

熏蒸后投入液氮。

1. 3　卵母细胞的解冻

保存 1月后,从液氮中取出冷冻细管,置空气中

3～ 5 s后,在 37 ℃水浴中解冻。A 法:将COC 依次

放入 PBS + 0. 5 mo löL 蔗糖+ 0. 67 mo löL 甘油、

PBS+ 0. 5 mo löL 蔗糖+ 0. 33 mo löL 甘油、PBS+
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0. 5 mo löL 蔗糖中,三步脱去甘油,每步 5～ 7 m in。B

法和C 法用 PBS+ 0. 5 mo löL 蔗糖一步脱除冷冻保
护剂。脱除保护剂的COC 用成熟培养液 (M 199+ 体

积分数 10%发情牛血清)洗 2 次, 在实体显微镜下

检查形态是否正常。卵丘细胞未脱落,透明带完整,

胞质均匀的卵母细胞,判为形态正常。

1. 4　卵母细胞的成熟培养

将形态正常的 COC 移入M 199 + 体积分数

10%的发情牛血清 (ECS)中,置于 CO 2 培养箱中培

养 22～ 24 h,培养条件为 39 ℃,体积分数 5% CO 2,

饱和湿度。

1. 5　卵母细胞的体外受精

由新鲜精液利用上游法[5 ]获取高活率精子,离

心洗涤 2次,用受精液 (T yrodeθs+ 6 m gömL BSA +

30 ΛgömL 肝素)将精子稀释为 (1×107) mL - 1。将卵

丘细胞发生扩展的大部分COC 用受精液清洗 2～ 3

次后,转移到受精液中,加入精子,使其密度为 (1. 5

×106) mL - 1。受精 20 h 后转移至M 199+ 体积分数

10% ECS培养液中。

1. 6　卵母细胞成熟及受精检查

COC 培养 22～ 24 h 后,脱去卵丘细胞,如发现

第一极体,判为成熟,将受精后 20 h 的COC 脱去卵

丘细胞,如发现第二极体,判为受精。观察受精后 50

h 的卵母细胞,看是否卵裂。

1. 7　统计分析

用 t检验分析比较 3种方法 (各设 3个重复)冷

冻的卵母细胞的回收率、形态正常率、培养后卵丘扩

展率、成熟率、受精率及卵裂率。

2　结果与分析

本研究共收集 76 头牛的卵巢, 获卵母细胞

1 102枚,平均每头 14. 5枚,其中形态正常的卵母细

胞 915枚,占 83. 0% ,平均每头 12. 0枚。

3种不同冷冻方法冷冻卵母细胞解冻后的回收

率、形态正常率如表 1。由表 1可见,所有冷冻的卵

母细胞解冻后的回收率接近 92% , C 组卵母细胞的

形态正常率明显高于A、B 组。少量的卵母细胞胞质

变暗,也有的卵丘与卵母细胞分离,形成裸卵。
表 1　牛冷冻卵母细胞解冻后回收率和形态正常率

T able 1　R ecovery rate and survival ra te of cryop reserved bovine oocytes

方　法
M ethod

冷冻数
N o. of cryop reserved oocyte

回收率
Recovery rate

形态正常率
Survival rate

A 337 291ö337 (86. 3% ) a 217ö291 (74. 6% ) a
B 283 263ö283 (92. 9% ) b 190ö263 (71. 2% ) a
C 295 283ö295 (95. 9% ) b 255ö283 (90. 1% ) b

　　注: a与 b间差异极显著 (P < 0. 01)。N o te: Sign ifican tly differen t w ith in a and b (P < 0. 01).

　　冷冻后的卵母细胞培养成熟情况见表 2。由表 2

可见,在体外培养的COC 中,近 65%的卵丘能正常

扩展,呈粘稠的棉絮状。3种方法冷冻的卵母细胞培

养后卵丘细胞扩展率及卵母细胞成熟率均较低,但

C 法显著高于A 法和B 法。在所检查的卵母细胞

中,仅有 17. 8%出现第一极体。
表 2　牛冷冻卵母细胞的体外成熟率

T able 2　In v itro cu ltu ral ra te of cryop reserved bovine oocytes

方　法
M ethod

培养数
N o. of cu ltu red oocyte

卵丘扩展率
Cum ulus expansion rate

体外成熟率
In v itro cu ltu ral rate

A 217 134ö217 (61. 3% ) a 5ö35 (14. 3% ) a
B 190 122ö190 (64. 2% ) a 6ö35 (17. 1% ) b
C 255 176ö255 (69. 0% ) b 8ö37 (21. 6% ) c

注: a与 b、b与 c间差异显著 (P < 0. 05) , a与 c间差异极显著 (P < 0. 01)。表 3同表 2。

N o te: Sign ifican tly differen t w ith in a and b, b and c (P < 0. 05) , Sign ifican tly differen t w ith in a and c (P < 0. 01). T ab le 3 is the sam e as tab le 2.
　

　　冷冻保存的卵母细胞体外受精及其后的发育能

力如表 3。由表 3可见,进行体外受精的卵母细胞仅

有 13. 2%排出第二极体, 3 种方法冷冻的卵母细胞

受精率均低于 20% , A、B 两种方法无显著差异,但

均显著低于C 法。发生卵裂的仅有 8. 8% ,也以C 法

为最高。
表 3　牛冷冻卵母细胞体外受精及发育

T able 3　In v itro fert iliza t ion and developm ent of cryop reserved bovine oocytes

方法
M ethod

授精数
Insem inated num ber

受精率
Fertilization rate

卵裂率
C leavage rate

A 99 11ö99 (11. 1% ) a 3ö54 (5. 6% ) a
B 87 11ö87 (12. 6% ) b 5ö55 (9. 1% ) b
C 139 21ö139 (15. 1% ) c 8ö72 (11. 1% ) c
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3　讨　论

3. 1　玻璃化冷冻法和程序冷冻法比较

　　在卵母细胞冷冻方法中,超快速冷冻和玻璃化

冷冻是较简单经济的两种方法。Schellander 等[6 ]证

实,二甲基亚砜对牛 GV 期卵母细胞的毒性最大,甘

油、乙二醇优于DM SO ,而L im 等[7 ]认为,从解冻的

形态正常率、卵裂率来看,乙二醇优于甘油。因此,本

研究用体积分数 10%甘油和体积分数 25%乙二醇、

体积分数 40%乙二醇 3种保护剂和程序冷冻法,超

快速冷冻法、玻璃化冷冻法 3 种冷冻方法保存牛卵

泡卵母细胞。结果表明,玻璃化冷冻法效果最佳,程

序冷冻法效果最差。

3. 2　冷冻保存对卵母细胞发育潜能的影响

N iem ann [8 ]报道, 牛 GV 期卵母细胞冷冻后很

少 (6% )能体外成熟。Fu ru 等[9 ]揭示,冷冻牛GV 期

卵母细胞体外成熟后的受精率仅为 7. 7%～ 9. 1% ,

仅有 0. 8%受精后卵裂。Schellander 等[6 ]利用 3种

冷冻保护剂 (甘油、丙二醇和二甲基亚砜)冷冻牛

GV 期卵母细胞,卵裂率分别达到 10. 7% , 12. 7% ,

5. 1%。L im 等[7 ]提出,牛未成熟卵母细胞冷冻后的

成熟及发育潜力比正在成熟及已经成熟的卵母细胞

差,但其研究结果好于上述报道,卵裂率达 5. 5%～

12. 5%。国内范必勤等[9 ]慢速冷冻牛 GV 期卵母细

胞,快速解冻后卵母细胞存活率为 86% , 成熟率为

15. 1% ; 孙青原[10 ]用程序冷冻法冷冻牛 GV 期卵母

细胞, 解冻后的存活率达 75% , 但体外培养仅

14. 4%出现第一极体。本研究中,冷冻后牛GV 期卵

母细胞体外培养后,近 65%卵丘可发生扩展。但体

外成熟及体外受精率仅为 17. 8%和 13. 2%。卵丘扩

展是卵母细胞成熟所必需的,卵丘扩散的卵母细胞

大多可发生“生发泡破裂”,成熟率和受精率较低,说

明卵母细胞不能进行正常的分裂。W u 等[12 ]报道了

冷冻牛 GV 期卵母细胞,微管和纺锤体的形成均受

到影响,无法进行正常的减数分裂。Hoch i等[13 ]对马

的未成熟卵母细胞玻璃化冷冻后的超微结构进行了

观察,发现在卵质周围有大的空泡存在,线粒体电子

致密度降低、肿胀。也有人认为,冷冻破坏了卵丘细

胞与卵母细胞之间的联系,使细胞信号无法传递,而

这些信号是卵母细胞成熟所必需的[14 ]。总之,冷冻

解冻过程中,卵母细胞要经历温度和渗透压的变化,

这些变化都可能造成卵母细胞的损伤,对以后的发

育产生影响。

3. 3　超快速冷冻法与程序冷冻法的比较

用超快速冷冻法冷冻小鼠和牛的成熟卵母细胞

已取得成功。H ao 等[14 ]用该法冷冻小鼠卵泡卵母细

胞,解冻后形态正常率达 58. 1% , 形态正常的卵母

细胞体外成熟率为 22. 7%。V an der E lst等[16 ]用该

法冷冻小鼠成熟卵母细胞的存活率、受精率分别为

80%～ 90%和 56% , 46%的受精卵体外发育为胚

泡。M art ino 等[17 ]利用电子显微镜铜纱网作为牛成

熟卵母细胞冷冻载体,进行了超快速冷冻,结果卵裂

率可达 30%。在本试验中,超快速冷冻后的 GV 期

COC, 其体外成熟率和卵裂率均高于程序冷冻法,

达到 17. 1%和 9. 1%。A zam u ja [18 ]和W u [12 ]均证实,

牛的卵母细胞对低温是非常敏感的。而程序冷冻法

要在 0 ℃经过一段时间,造成对卵母细胞的低温打

击,从而影响其发育潜力。而超快速冷冻法可很快经

过致死温区,在 0 ℃停留的很短。但超快速冷冻法利

用高浓度的冷冻保护剂 (甘油、乙二醇等) ,由于其膜

渗透性低, 会引起对细胞膜的严重渗透性损伤[19 ] ,

这也是为什么超快速冷冻法保存的卵母细胞不如玻

璃化冷冻保存的卵母细胞发育潜力高的原因。

3. 4　玻璃化冷冻法的原理与优点

玻璃化冷冻是根据物理学原理,将高浓度的低

温保护剂 (约 7 mo löL )在超低温环境下凝固, 形成

无规则的玻璃化样固体,这种固态物质能保持液态

时的正常分子与离子分布,因而在细胞内发生玻璃

化时能起到保护作用。COC 在该冷冻液中脱水到一

定程度后,可引起内源性大分子如蛋白质及已渗透

到胞内的冷冻保护剂浓缩,从而使细胞在急剧降温

过程中得到保护。本试验的玻璃化冷冻液采用分子

量低、渗透性强、化学毒性低的乙二醇作为细胞内液

抗冻剂; 高分子量的聚蔗糖和蔗糖不能渗透到细胞

内部,为细胞外液抗冻剂。聚蔗糖的溶解度高,速冻

后易形成玻璃化状态,减少了由于冰晶形成而造成

透明带及胞质的损伤。蔗糖具有冷冻前脱水、调整胚

胎内外渗透压和解冻后细胞内乙二醇脱出的作用。

由于玻璃化冷冻具有以上优点,使得在本试验中解

冻后的卵母细胞卵裂率、成熟率均显著高于其他两

种方法,但卵母细胞的发育潜力仍受到很大损伤,因

此,有必要继续深入研究玻璃化冷冻液的组成,以期

更好地保护卵母细胞,减轻受损程度。

本研究表明,牛 GV 期卵母细胞冷冻解冻后能

体外成熟、体外受精及卵裂。但对于卵母细胞的低温

生物学特征仍需进行深入研究。通过随时随地提供

具有发育能力的卵母细胞,卵母细胞冷冻保存将赋
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予体外受精、核移植、转基因等相关技术应用极大的

灵活性,还可为珍稀濒危动物的保种和保持物种多

样性提供有效的技术支撑[20 ]。
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R esearch on cryop reserva t ion of bovine fo llicu la r oocytes

Y U Y ong- sheng1, 3, CHANGW an -cun1,L I Peng2,YAN Juan 2,L iu Yan 1,M A Sh i-yuan 1,L I Qing-wang3

(1 H ig h2T ech R esearch Cen tre of S hand ong A cad emy of A g ricu ltu re S ciences, J inan, S hand ong 250100, Ch ina;

2 R esearch Cen tre of em bry o technology , Z hong d a G roup , Caox ian, S hand ong 274400, Ch ina;

3 Colleg e of A n im al S ciences and V eterinary M ed icine, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he developm en ta l competences of bovine GV 2Stage oocytes cryop reserved by th ree m ethods
(M ethod A : Conven t ional freezing p rocedu res;M ethod B: u lt rarap id freezing;M ethod C: V itrif ica t ion) w ere

studied. A fter thaw ing, the mo rpho logica l no rm al ra te of C gronp w as sign if ican t ly h igher than tho se of

group A and B. T he average cum u lu s expan sion ra te of a ll the cu ltu red oocytes w as 65% and that of group

C w as the h ighest (69% ). T he in vit ro m atu ra t ion ra tes w ere 14. 3% , 17. 1% and 21. 6% , and the fert iliza2
t ion ra tes w ere 11. 1% , 12. 5% and 15. 0% , and the oocyte cleavage ra tes w ere 5. 6% , 9. 1% and 11. 1% in

group A , B , C oocytes cryop reserved respect ively. T he resu lts show ed that the in ju ries of vit rif ied oocytes

w ere less severe.

Key words: bovine; fo llicu lar oocytes; cryop reservat ion; in v itro fert iliza t ion
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