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不同植冰温度下冷冻液的结晶变化
及其对小鼠胚胎冷冻的效果
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(西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　采用程序化冷冻方法,对不同植冰温度下几种冷冻液的结晶变化进行了分析,并比较了其对小鼠

胚胎的冷冻效果。结果表明, - 5. 0 ℃植冰时, 3种冷冻液 PEF、PGF 和 PEGF 只有部分结晶; 当植冰温度为- 5. 5

℃时, PEF 和 PEGF 完全结晶时间为 10 m in, PGF 在 15 m in 尚未完全结晶; - 6. 0 ℃植冰时, 3种冷冻液完全结晶

时间分别为 8, 10和 10 m in; - 6. 5 ℃植冰后完全结晶时间分别为 5, 8 和 5 m in。将小鼠胚胎载入上述 3种冷冻液,

- 5. 5 ℃植冰冷冻解冻后,囊胚孵化发育率分别为 81. 7% , 68. 5%和 87. 5% , - 6. 0 ℃植冰时发育率分别为 80% ,

76. 5%和 90. 9% , - 6. 5 ℃植冰后的发育率分别为 10% , 13. 3%和 38. 4%。据此得出,在- 5. 5或- 6. 0 ℃时植冰,

以 PEGF 作为冷冻保护液冷冻保存小鼠胚胎效果较好。
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　　W h it t ingham 于 1972 年首次获得小鼠胚胎冷

冻成功后[1 ] ,胚胎冷冻技术被广泛应用于多种动物

的研究中,其优点主要表现为能极大提高胚胎移植

的效率,可以对物种资源进行保存,以及为低温生物

学研究开辟新的途径[2 ]。胚胎冷冻效果包括以下几

方面影响因素, 物种间差异、冷冻保护剂种类及浓

度、植冰温度、冷冻速率、解冻过程等[3 ]。近期研究较

多的为玻璃化冷冻方法,但结果不稳定,目前应用最

广泛的是较稳定的程序化冷冻[4, 5 ]。在胚胎冷冻过程

中,植冰后冷冻剂发生的一系列物理性状变化对胚

胎影响较大。为此,本研究采用程序冷冻,观察不同

植冰温度下冷冻剂的结晶变化以及不同冷冻方法对

小鼠胚胎的冷冻保存效果,为其他物种的胚胎冷冻

方法提供依据。

1　材料和方法

1. 1　冷冻液结晶变化试验分组

　　根据植冰温度不同,试验设计共分 4组,分别为

- 5. 0, - 5. 5, - 6. 0和- 6. 5 ℃。以添加 100 mL öL
FBS的 PBS 为基础液,然后分别添加 100 mL öL 乙
二醇 (PBS+ EG, PEF) , 100 mL öL 甘油 (PBS+ GL ,

PGF)或 50 mL öL 乙二醇+ 50 mL öL 甘油 (PBS+

EG+ GL , PEGF)作为 3种冷冻液,并以基础液作为

对照。0. 25 mL 细管采用三段法装管,气泡间隔长度

为 0. 3 cm ,细管末端加热封口。程序冷冻仪为澳大

利亚产CL 25500型冷冻仪。将细管一步置入降温至

植冰温度的冷冻室内[6 ] ,停留 2 m in 后进行植冰,植

冰段计为上段,依次为中段、下段。分别于植冰后 2,

5, 8, 10和 15 m in 观察细管内冷冻液上、中、下段的

结晶变化, 分别以上段、中段和下段完全结晶时计

时。

1. 2　试验动物的超排处理

昆明白小鼠,购自第四军医大学试验动物中心,

按试验动物饲养标准管理。试验用小鼠于 18: 00腹

腔注射 PM SG 5 IU , 48 h 后腹腔注射 hCG 5 IU ,同

时与公鼠同笼,比例为 2∶1。次日早晨检查阴道栓,

见栓者认为交配成功,见栓当天计为第 0天,并分开

饲养。

1. 3　小鼠胚胎的收集及冷冻方法

见栓后第 3天 14: 00左右,脱颈法处死小鼠,常

规手术无菌采取小鼠子宫,用基础液清洗数次后,回

收桑椹胚及早期囊胚,分组用于冷冻保存。首先将胚
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胎直接放入冷冻液中, 平衡 5 m in 后, 将胚胎装入

0. 25 mL 细管中段,依照方法 1. 1进行植冰冷冻,植

冰温度分别为- 5. 5, - 6. 0和- 6. 5 ℃。在植冰温

度下保持 15 m in 后开始降温,降温速率为 0. 3 ℃ö

m in,降温至- 35 ℃时将细管直接投入液氮保存。

1. 4　小鼠胚胎的解冻和体外培养

从液氮中取出装有胚胎的细管,在空气中停留

数秒, 分别投入 25 ℃或 35 ℃的水浴中解冻, 停留

1～ 2 m in 后将胚胎直接置于含 0. 2 mo löL 蔗糖的

PBS 中平衡 5 m in,然后移入 PBS 中,清洗 3 次,观

察解冻后胚胎的形态,并进一步体外培养。胚胎体外

培养液为mCR 1aa, 培养条件是 37. 5 ℃、50 mL öL
CO 2、饱和湿度,于培养 24～ 48 h 后观察胚胎的发育

情况,以胚胎扩张并孵化出透明带判定为冷冻解冻

后胚胎存活并能发育。

所有试验重复 3次,试验数据用 ς 2 进行差异显

著性分析。

2　结　果

2. 1　不同植冰温度下冷冻液的结晶变化

　　在 4 种植冰温度下, 以 PBS 作为对照, 观察

PEF、PGF 和 PEGF 在不同时间的结晶变化, 结果

见图 1。图 1表明,对照 PBS在低温下,诱发结晶后

很快完全形成冰晶, 无论是在 - 5. 0 ℃还是在

- 6. 5 ℃,各组都在 2 m in 内完全结晶。图 1结果还

表明,单独添加甘油组比单独添加乙二醇组具较低

的结晶速率,并且当植冰温度高于- 6. 0 ℃时, PGF

植冰后未完全结晶。

2. 2　不同冷冻方法对小鼠胚胎的冷冻效果

不同植冰温度下使用 3种冷冻液对小鼠胚胎进

行程序化冷冻,结果见表 1。表 1表明,在- 5. 5 ℃植

冰时胚胎解冻后体外囊胚孵化率分别为 81. 7% ,

68. 5%和 87. 5% ; - 6. 0 ℃植冰时胚胎解冻后体外

发育率分别为 80% , 76. 5%和 90. 9% ; 当在- 6. 5

℃植冰时发育率分别只有 10% , 13. 3%和 38. 4%。

- 5. 5 ℃和- 6. 0 ℃组的发育率极显著高于- 6. 5

℃植冰时的发育率 (P < 0. 001)。并且在- 5. 5 ℃和

- 6. 0 ℃植冰温度下,不同冷冻液对小鼠胚胎冷冻

效果不同, PEF 与 PEGF 在- 5. 5 ℃时尽管差异不

显著 (P > 0. 05) ,但以 PEGF 的冷冻效果较好,并且

二者的囊胚孵化率高于 PGF 组 (P < 0. 01) ; 植冰温

度为- 6. 0 ℃时, PEGF 明显好于 PEF 和 PGF 组

(P < 0. 01) ; - 6. 5 ℃植冰时, PEF 和 PGF 结果相

近, PEGF 冷冻效果较好 (P < 0. 05)。从本试验可以
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看出, 小鼠胚胎冷冻保存在- 5. 5 ℃或- 6. 0 ℃时 植冰,并以 PEGF 为冷冻液冷冻效果较好。
表 1　不同植冰温度下冷冻液对小鼠胚胎冷冻解冻后发育的影响

T able 1　Effect of differen t cryop ro tectan t and seeding temperatu re on the developm ent of

m ice em bryo s after cryop reservation2thaw ing

植冰温度ö℃
Seeding

temperatu re

冷冻液种类
C ryop ro tectan t

胚胎总数
N o. of em bryo s

孵化胚胎数
H atch ing
em bryo s

孵化发育率ö%
Percen tage
of hatch ing

- 5. 5
PEF
PGF

PEGF

60
54
64

49
37
56

81. 7 a
68. 5 b
87. 5 a

- 6. 0
PEF
PGF

PEGF

90
81
99

72
62
90

80　 a
76. 5 b
90. 9 a

- 6. 5
PEF
PGF

PEGF

30
30
26

3
4

10

10　 c
13. 3 c
38. 4d

3　讨　论

在冷冻液中通常添加不同的冷冻保护剂,使溶

液的的凝固点降低,避免冰晶的形成。本试验采用常

用的冷冻保护剂——乙二醇和甘油,添加浓度采用

常用浓度即 100 mL öL , 与其他报道使用剂量相

近[7 ]。乙二醇和甘油可以降低溶液的凝固点,冷冻过

程中对膜起修饰保护作用,不但能很好地使细胞脱

水,防止冰晶形成,还可以较快地使细胞内外的渗透

压达到平衡。研究表明,随着冷冻剂浓度的增加,对

胚胎的毒性增加,当乙二醇和甘油浓度为 50 mL öL
时,胚胎冷冻解冻后无一发育[8 ] ,并且在高浓度下暴

露时间延长,毒性也加大[9 ]。为了避免冷冻过程中对

胚胎的形态及细胞胞质内细胞器结构的破坏,细胞

还必须保持适当的电解质平衡[10 ] , 如果完全脱水,

电解质失衡, pH 值发生改变, 同样引起细胞的死

亡[11 ]。因此,为达到最大程度地提高胚胎的存活力,

冷冻过程要综合考虑以下几点:减少对细胞的毒性,

防止冰晶的产生与损伤,保持渗透压和电解质的平

衡。这些影响因素在很大程度上取决于细胞的脱水

程度,细胞的脱水过程主要发生在细胞进入冷冻液

平衡的时间内,但因为在胚胎冷冻过程降温开始 (特

别是植冰)后,细胞外的液体首先形成冰晶,溶液浓

度增加,冰晶形成的快慢直接影响细胞的脱水程度,

慢的结晶速度使细胞有足够的时间脱水,同时增加

胚胎在冷冻液中的暴露时间;结晶快,细胞来不及充

分脱水, 容易导致细胞内冰晶的产生。本试验在

- 5. 0 ℃时植冰,即使停留 15 m in,也只有部分液体

结晶,而在- 6. 5 ℃植冰时, 5 m in 左右整段液体完

全结晶。对小鼠胚胎的冷冻结果反映出冷冻液结晶

速度的变化对胚胎的损伤和后继发育影响显著。试

验中还对在植冰温度下的冷冻液不进行植冰时的变

化进行观察, 在- 5. 0 ℃停留 15 m in 内不发生结

晶,但在- 6. 5 ℃时冷冻液自动有结晶的出现。本试

验对冷冻液植冰后的变化进行分析,在实际应用中

具有一定的参考价值。

不同冷冻剂对胚胎所处时期具有不同保护作

用,乙二醇对山羊桑葚胚冷冻效果好,甘油对囊胚期

的冷冻效果好[12 ] ,本试验未对胚胎发育时期进行分

组,结果表明乙二醇的冷冻解冻发育率比甘油好,但

二者在- 5. 5 ℃植冰温度下差异显著, - 6. 0 ℃时

差异不显著。乙二醇和甘油混合冷冻小鼠胚胎,其发

育率明显高于单独添加甘油组,同时冷冻效果好于

单独添加乙二醇组。另外研究指出,在冷冻液中添加

蔗糖或海藻糖,它们可能保护膜结构,并具有抗毒性

作用,使细胞收缩,减少细胞内冷冻剂的含量,在玻

璃化冷冻中效果明显[7 ]。由于不同动物胚胎间存在

差异,在选取不同保护剂种类及浓度和冷冻程序时,

要特别考虑胚胎表面积与体积比、冷冻液的植冰温

度等。使用本试验方案首先比较冷冻液结晶变化,选

取合适的植冰温度和冷冻剂,对其他动物胚胎冷冻

保存效果如何,有待进一步研究。
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Effects of crysta lliza t ion of cryop ro tectan ts a t

d ifferen t seed ing tem pera tu re on the developm en ta l

ab ility of m ou se em b ryo s

AN Zh i-x ing,L I X iang-chen ,W ANG Chao, ZHANG Y ong3

(Colleg e of A n im al S ciences 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)

Abstract: C rysta lliza t ion changes of variou s cryop ro tectan ts sect ion s w ere analysized at d ifferen t

seeding temperatu re u sing p rogramm ed freezing p rocedu re. W hen seeded at - 5. 0 ℃, PBS w as freezed

comp letely w ith in 2 m in, PBS+ ethylene glyco l (PEF) , PBS+ glycero l (PGF) and PBS+ ethylene glyco l+

glycero l (PEGF ) w ere no t crysta llized en t irely although the p rocess lasted fo r 15 m in; W hen seeding

temperatu re w as - 5. 5 ℃, PEF and PEGF w ere crysta llized en t irely in 10 m in, bu t PGF w as no t in 15 m in;

W h ile seeding temperatu re reduced at - 6. 0 ℃ and - 6. 5 ℃, the th ree k inds of cryop ro tectan ts w ere

so lid if ied in 8 m in, 10 m in and 10 m in vs 5 m in, 8 m in and 5 m in respect ively. M ou se em b ryo s w ere expo sed

to the th ree cryop reservat ive compounds and seeded at - 5. 5 ℃ and - 6. 0 ℃ fo llow ed lauch ing in to liqu id

n it rogen at - 35 ℃, af ter thaw ing and in v itro cu ltu re, percen tage of hatch ing em b ryo s w ere 81. 7% , 68. 5%

and 87. 5% vs 80% , 76. 5% and 90. 9% , they bo th had h igher developm en ta l ab ilit ies than that seeded at

- 6. 5℃ (10% , 13. 3% and 38. 4% ). Compared w ith PEF and PGF, PEGF had bet ter effect on the freezing

of m ice em b ryo s.

Key words: seeding temperatu re; crysta lliza t ion; em b ryo cryop reservat ion; mou se
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