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玻璃化冷冻保存牛卵母细胞技术研究
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　　[摘　要 ]　采用一步法和二步法研究玻璃化冷冻保存的牛生发泡 (GV )期和体外成熟 ( IVM )卵母细胞的发育

潜力。结果表明,冷冻基础液 PBS和 TCM 199在玻璃化冷冻中的效果差异不显著 (P > 0. 05) ;冷冻程序和卵母细胞

发育阶段对冷冻效果有明显影响,二步法冷冻效果显著优于一步法 (P < 0. 05) , IVM 卵母细胞冷冻效果显著优于

GV 期 (P < 0. 05)。
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　　自W itt ingham [1 ]首次报道冷冻- 解冻的小鼠

卵母细胞活仔以来,许多研究者对人及家畜的卵母

细胞冷冻保存技术进行了探索,目前已获得来自冷

冻- 解冻的人卵母细胞的婴儿[2 ]及牛体外成熟和未

成熟卵母细胞的牛犊[3, 4 ]。家畜的卵母细胞冷冻保存

研究主要集中在牛上,卵母细胞的冷冻方法借鉴了

胚胎的冷冻方法,但其效果远不及胚胎冷冻。目前只

有小鼠成熟卵母细胞的冷冻取得了较为理想的结

果[5 ] ,而牛等其他动物卵母细胞的受精率、卵裂率和

发育率,与未冷冻卵母细胞相比都很低[6 ] ,还亟待进

一步研究。本试验采用一步法和二步法,通过对牛卵

母细胞玻璃化冷冻保存方法的研究,试图探索一种

简单、高效的冷冻- 解冻保存体系,为进一步提高牛

卵母细胞冷冻保护效果提供理论基础和技术途径。

1　材料与方法

1. 1　操作液

　　体外成熟培养液 基 础 液 　 TCM 199 +

10 mmo löL H epes+ 0. 055 göL 丙酮酸钠+ 2. 2 göL
碳酸氢钠+ 0. 031 göL 青霉素钠。
成熟培养液　基础液+ 体积分数 10%发情牛

血清 (ECS)。

受精卵培养液　基础液+ 体积分数 5% ECS+

体积分数 5%新生犊牛血清 (N CS)。

精子洗涤液　T yrodeπs 液 + 6 göL BSA +

1 m göL亚牛磺酸。
精子获能液和受精液　T yrodeπs+ 6 göL BSA

+ 30 m göL 肝素+ 1 m göL 亚牛磺酸。
玻璃化基础液 (FS, F ico ll and Sucro se)　A 为

PBS+ 300 gökg 聚蔗糖+ 0. 5 mo löL 蔗糖+ 体积分

数 20% N CS; B 为 TCM 199+ 300 gökg 聚蔗糖+

0. 5 mo löL蔗糖+ 体积分数 20% N CS。

玻璃化冷冻液　将 FS 液用乙二醇分别稀释成

体积分数为 20% , 30%和 40%的液体, 即冷冻液

EFS20, EFS30和 EFS40;解冻液为 TCM 199+ 体积

分数 20% N CS+ 0. 5 mo löL 蔗糖。
1. 2　卵母细胞的获取

将牛屠宰后,立即剖腹,无菌法采集卵巢,然后

投入温度为 37 ℃左右,并且加有适量青霉素钠和链

霉素钾的灭菌生理盐水的保温瓶中, 4 h 内送到实

验室后,先用灭菌生理盐水洗涤 3 次, 再用装有 16

号针头的 5 mL 注射器抽吸卵巢表面直径为 2～ 6

mm 卵泡内的卵母细胞。在实体显微镜下选择含有

2 层以上致密卵丘细胞、形态正常的卵丘卵母细胞

复合体,此时该复合体处于生发泡期 (GV 期) , GV

期卵母细胞经成熟培养液清洗 2～ 3 次后, 进行成

熟培养或冷冻保存。

1. 3　卵母细胞的玻璃化冷冻与解冻

将获取的 GV 期卵母细胞,或体外成熟 ( IVM )

的卵母细胞先移入 EFS20 或 PBSöTCM 199+ 体积

分数 10%乙二醇中预处理 3 m in, 再移入 EFS40

中,或卵母细胞直接移入 EFS40 中后,立即装入细

管,用聚乙烯醇粉末封口,然后立即投入液氮中。解

冻时,从液氮中取出细管,在空气中停留 10 s后,投
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入 37 ℃温水中轻轻振动 10 s后,将内容物用装有

解冻液的注射器向外冲入到培养皿中,接着在实体

显微镜下检出卵母细胞, 并放入解冻液中, 平衡 5

m in 后,一步脱除冷冻保护剂,用体外成熟培养液清

洗 3遍,每遍 5 m in。

1. 4　卵母细胞的成熟培养

将获取的 GV 期卵母细胞, 或冷冻保存的 GV

期卵母细胞解冻后,用成熟培养液清洗 2遍,放入加

有预先平衡 2 h 成熟培养液的四孔培养板

(400 ΛL ö孔)中, 培养 22～ 24 h (卵母细胞 50～ 60

个ö孔) ,培养条件为体积分数 5% CO 2, 38. 5 ℃,饱

和湿度 (以下均同)。

1. 5　卵母细胞体外受精及胚胎早期培养

利用上浮法获取新鲜精液中高活率的精子[7 ] ,

经离心处理后,用受精液悬浮精子,并调整精子浓度

为 2×106～ 4×106 个ömL ,孵育 15 m in,使其获能。

同时将体外成熟培养的卵母细胞 (包括新鲜和冷冻

的)或解冻后的成熟卵母细胞用受精液洗涤 3遍后,

放入 50 ΛL 预孵 2 h 的受精液微滴中,每微滴 10～

20枚卵母细胞,每微滴受精液中加入 50 ΛL 获能后

的精子悬液,使精子的最终浓度为 1×106～ 2×106

个ömL ,二者共孵育 8 h。将受精卵转移至含有输卵

管小片段的受精卵培养液中,受精后 20 h 观察第二

极体, 受精后 48 h 观察卵裂并吸弃未分裂的单细

胞,并且每 24 h 更换一半受精卵培养液。

1. 6　冷冻效果评定

解冻后卵丘细胞未脱落、透明带完整、胞质均匀

的卵母细胞判为形态正常。GV 期卵母细胞解冻后

进行 IVM ,随机抽取一部分判定成熟率 (以排出第

一极体判为成熟) ,体外受精后随机抽取一部分判定

受精率 (以排出第二极体判为受精) ,以卵母细胞受

精后分裂为 2～ 4个细胞判为卵裂。

2　结果与分析

2. 1　冷冻基础液对 GV 期卵母细胞发育的影响

PBS和 TCM 199作为玻璃化冷冻的基础液,对

GV 期卵母细胞形态正常率、成熟率、受精率、卵裂

率的影响见表 1。 t 检验和方差分析 (以下均同)表

明,以 PBS 和 TCM 199 作为玻璃化冷冻的基础液,

解冻后 GV 期卵母细胞各项指标差异均不显著 (P

> 0. 05) ,说明本试验所用基础液类型并不影响 GV

期卵母细胞的发育。
表 1　冷冻基础液对 GV 期卵母细胞发育的影响

T able 1　Effect of ho lding m edium s on the developm ent competences of bovine GV oocytes

冷冻基础液
Ho lding
m edium

卵母细胞数
N o. of
oocytes

形态正常率ö%
Rate of

natu ral oocytes

成熟率ö%
M aturation

rate

受精率ö%
Fertiliza2
t ion rate

卵裂率ö%
C leavage

rate

PBS 452 83. 2 (376ö452) a 17. 0 (16ö94) a 11. 8 (10ö85) a 7. 1 (14ö197) a

TCM 199 508 83. 9 (426ö508) a 17. 8 (18ö101) a 12. 5 (12ö97) a 9. 2 (21ö229) a

　　注:同一列中标注不同字母者表示差异显著 (P < 0. 05) ,下表同。

N o te: F igures w ith differen t letters in the sam e co lum n show sign ifican t difference, P < 0. 05. T he fo llow ing tab les are just the sam e.

2. 2　冷冻程序对 GV 期卵母细胞发育的影响

采用一步法 (不预先处理,直接移入冷冻液)和

二步法 (预先处理后再移入冷冻液) ,分别对 GV 期

卵母细胞进行冷冻, 2种方法对其形态正常率、成熟

率、受精率和卵裂率的影响结果见表 2。表 2结果表

明,以二步法和一步法玻璃化冷冻保存 GV 期卵母

细胞, 解冻后的各项指标前者显著优于后者

(P < 0. 05) , 说明冷冻程序对 GV 期卵母细胞的发

育有显著影响。

表 2　冷冻程序对 GV 期卵母细胞发育的影响

T able 2　Effect of step s of cryop reservation on the developm ent competences of bovine GV oocytes

冷冻程序
F reezing

p rocedure

卵母细胞数
N o. of
oocytes

形态正常率ö%
Rate of

natu ral oocytes

成熟率ö%
M aturation

rate

受精率ö%
Fertili2

zation rate

卵裂率ö%
C leavage

rate

一步法
O ne2step m ethod

467 77. 3 (361ö467) a 13. 0 (13ö100) a 9. 4 (9ö96) a 4. 9 (8ö165) a

二步法
Two2step m ethod

493 89. 5 (441ö493) b 22. 1 (21ö95) b 15. 3 (13ö85) b 10. 3 (27ö261) b

2. 3　冷冻基础液对 IVM 卵母细胞发育的影响

PBS和 TCM 199作为玻璃化冷冻的基础液,对

IVM 卵母细胞形态正常率、成熟率、受精率和卵裂

率的影响见表 3。结果 (表 3) 表明, 以 PBS 和

TCM 199作为玻璃化冷冻的基础液,解冻后的各项

指标差异均不显著 (P > 0. 05) ,表明本试验所用基

础液类型并不影响 IVM 卵母细胞的发育。
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表 3　冷冻基础液对 IVM 卵母细胞发育的影响

T able 3　Effect of ho lding m edium s on the developm ent competences of bovine IVM oocytes

冷冻基础液
Ho lding
m edium

卵母细胞数
N o. of
oocytes

形态正常率ö%
Rate of

natu ral oocytes

受精率ö%
Fertili2

zation rate

卵裂率ö%
C leavage

rate

PBS 517 85. 7 (443ö517) a 30. 1 (25ö83) a 23. 9 (86ö360) a

TCM 199 502 85. 9 (431ö502) a 31. 2 (29ö93) a 24. 6 (83ö338) a

2. 4　冷冻程序对 IVM 期卵母细胞发育的影响

一步法 (不预先处理,直接移入冷冻液)和二步

法 (预先处理后再移入冷冻液)对 IVM 卵母细胞形

态正常率、成熟率、受精率、卵裂率的影响结果见表

4。表 4结果表明,以二步法和一步法玻璃化冷冻保

存 IVM 卵母细胞,解冻后的各项指标前者显著优于

后者 (P < 0. 05) ,说明冷冻程序对 IVM 卵母细胞的

发育有显著影响。
表 4　冷冻程序对 IVM 期卵母细胞发育的影响

T able 4　Effect of step s of cryop reservation on the developm ent competences of bovine IVM oocytes

冷冻程序
F reezing

p rocedure

卵母细胞数
N o. of
oocytes

形态正常率ö%
Rate of

natu ral oocytes

受精率ö%
Fertili2

zation rate

卵裂率ö%
C leavage

rate

一步法
O ne2step m ethod

472 79. 9 (377ö472) a 25. 0 (23ö92) a 17. 9 (51ö285) a

二步法
Two2step m ethod

547 90. 9 (497ö547) b 36. 9 (31ö84) b 28. 6 (118ö413) b

3　讨　论

3. 1　玻璃化冷冻的优点及冷冻程序对冷冻的影响

玻璃化冷冻是根据物理学原理,将高浓度的冷

冻保护剂在超低温环境下凝固,形成不规则的玻璃

化样固体,保持了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。卵母细

胞在这种冷冻液中脱水到一定程度后,可引起内源

性胞质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[8 ]。

本研究的玻璃化冷冻液采用分子质量低、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

质量的聚蔗糖和蔗糖不能渗透到细胞内部,作为细

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对膜性结构和胞

质造成的损伤。而且,蔗糖具有冷冻前脱水,调整细

胞内外渗透压和解冻后细胞内乙二醇脱出的作用。

在本试验中二步法冷冻效果显著优于一步法,其原

因可能是在一步法中,乙二醇不能充分渗透到细胞

内部,冷冻时卵母细胞内部出现冰晶,导致卵母细胞

损伤。

3. 2　冷冻基础液对牛卵母细胞的冷冻效果

PBS 是一种平衡盐溶液,主要由无机盐和葡萄

糖配制而成,而 TCM 199是一种成分复杂的合成培

养基,除无机盐外,还含有氨基酸、维生素等成分,营

养更为丰富。刘海军[9 ]用 TCM 199和 PBS作冷冻基

础液,玻璃化冷冻 GV 期山羊卵母细胞,解冻后的形

态正常率、成熟率、受精率分别为 84. 2% , 27. 1% ,

6. 8%和 83. 6% , 24. 6% , 6. 6% ,各指标差异均不显

著。本研究以 TCM 199和 PBS作为冷冻基础液,冷

冻牛 GV 期和 IVM 卵母细胞,结果表明,二者冷冻

效果无显著差异,表明基础液种类并不影响玻璃化

冷冻牛卵母细胞的发育效果。

3. 3　发育阶段对牛卵母细胞的冷冻效果

卵母细胞发育阶段不同,冷冻对其造成的损伤

是不同的。L im 等[10 ]用 1. 0 mo löL 甘油作保护剂,

采用程序冷冻法,对处于不同成熟阶段的牛卵母细

胞进行了冷冻。分别在体外成熟培养的 0, 6, 12, 18,

24 h 冷冻,解冻后再相应培养 24, 18, 12, 6, 0 h, 结

果表明,解冻后不同发育阶段卵母细胞的成熟率分

别为 27. 7% , 33. 3% , 48. 0% , 52. 9% , 50. 0% ; 受精

率分别为 20. 0% , 22. 7% , 35. 4% , 31. 0% , 34. 5% ,

各组差异不显著; 而解冻后的卵裂率为 5. 5% ,

19. 2% , 24. 5% , 25. 0%和 52. 9% , GV 期卵母细胞

显著低于其他期。Hoch i等[11 ]冷冻牛成熟 0, 6, 12,

24 h 的卵母细胞,发现卵母细胞成熟 12 h 时,是冷

冻的最佳阶段,但在各减数分裂阶段,特别是第二次

减数分裂中期抗冻性最强,发育囊胚的百分率最高。

以上结果说明,未成熟的卵母细胞比正在成熟和已

经成熟的卵母细胞受到的冷冻影响更为严重。本研

究表明,采用玻璃化冷冻法, 无论是用 TCM 199 还

是 PBS 作为冷冻基础液,无论是用一步法还是二步

法,解冻后受精率、卵裂率均是 IVM 卵母细胞显著

高于 GV 期卵母细胞。其原因可能是 GV 期卵母细

胞外周有数层致密的卵丘细胞,二者通过紧密的胞

间连接结构相连接,该连接在卵母细胞成熟中起重
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要作用[12 ]。当卵丘卵母细胞复合体进入渗透压梯度

较大的高渗溶液时,卵母细胞和卵丘细胞都大幅度

收缩,造成二者的牵拉、损伤,破环了胞间连接,这可

能是 GV 期卵母细胞冷冻效果不佳的原因之一。而

卵母细胞发育成熟后,卵丘细胞与卵母细胞的缝隙

连接数量急剧下降,并且因粘液化和卵丘细胞扩张,

卵母细胞和周围的卵丘细胞不再偶联,卵丘细胞的

突起自卵母细胞表面收回[13 ] , 这可能是 IVM 卵母

细胞较 GV 期卵母细胞耐冻的原因之一。

玻璃化冷冻法既不需要昂贵的冷冻仪,又省去

了费时的降温过程,技术简单,成本低、冷冻效果又

好, 因此具有良好的应用前景, 值得进一步深入研

究。
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V itrif ica ted cryop reserva t ion of bovine oocytes

L I Qing-wang1,Y U Y ong- sheng1, J IANG Zhong- l iang1,

W ANG L i-q iang1, HU J ian -hong1, CHANGW an -cun 2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,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;

2 H ig h2T ech R esearch Cen tre of S habd ong A cad emy of A g ricu ltu re S cience, J inan, S hand ong 250100, Ch ina)

Abstract: T he developm en ta l competences of bovine IVM and GV 2stage oocytes cryop reserved by
vit rif ica t ion w ere studied. T he resu lts show ed that there w as no sign if ican t d ifferences betw een TCM 199

and PBS in vit rif ica t ion as the ho ld ing m edium (P > 0. 05) , w hereas the step of cryop reservat ion and

developm en t stage had sign if ican t effects on the developm en t capacity of frozen- thaw ed bovine oocytes,

the developm en t capacity w ith tw o2step vit rif ica t ion w as bet ter than that w ith one2step vit rif ica t ion after
thaw ing. T he fert iliza t ion ra tes and the cleavage ra tes of GV oocytes w ere sign if ican t ly low er than that of

the IVM oocytes (P < 0. 05).

Key words: bovine; oocyte; vit rif ica t ion
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