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猪 GV期卵母细胞玻璃化冷冻保存技术研究
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戴建军 ,芮　荣 ,武彩红 ,葛立军 ,卢　庆
(南京农业大学 动物医学院 ,江苏 南京 210095)

[摘　要 ]　旨在探讨提高猪 GV期卵母细胞冷冻保存效率的可能途径。将 EDS、EFS40和 ES冷冻保护液用作

卵母细胞冻前、冻后程序的处理 ,但不冷冻 ,比较 3种冷冻保护剂对猪 GV期卵母细胞的毒性作用 ;采用 ES液作玻璃

化液 ,比较常规细管法、OPS法和电镜铜网法 3种冷冻载体对猪 GV期卵母细胞的冷冻效果 ;并以 ES液作玻璃化液 ,

OPS管为冷冻载体 ,将猪 GV期卵母细胞分 5组 ,即对照组、CB +离心处理组、直接冷冻组、CB +冷冻组、CB +离心 +

冷冻组进行对比处理 ,比较各处理卵母细胞的冻后存活率与发育率。结果表明 , 在不同冷冻保护液中 ,以 ES液组合

作为玻璃化冷冻液时的毒性作用最低 ,与对照组间无明显差异 ( P > 0. 05) ;在 3种冷冻载体中 ,用 OPS法冷冻猪 GV

期卵母细胞 ,所获冻后存活率明显高于电镜铜网法和细管法 (65. 4 %对 45. 0 %和 38. 6 % , P < 0 . 05) ,并可获得最佳的

冻后成熟率 (43. 3 %) ;猪 GV期卵母细胞单纯经细胞松弛素 B和离心极化处理 ,不会严重影响卵母细胞的存活 ,但卵

裂率显著低于对照组 (39. 0 %对 52. 1 % , P < 0. 05) ;细胞松弛素 B处理或细胞松弛素 B +离心极化处理后再进行玻璃

化冷冻 ,并不能提高卵母细胞的冻后存活率与发育率。采用 OPS法直接进行 GV期卵母细胞的玻璃化冷冻 ,可获得

7. 8 %的冻后卵裂率 ,并能获得桑椹胚发育 ,是一种有效的猪卵母细胞冷冻保存技术。
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Study on vitrification of porcine GV stage oocytes

DA I J ian2jun ,RU I Rong ,WU Cai2hong , GE Li2jun ,L U Qing
( Col lege of V eterinary Medicine , N anj ing A gricult ural Universi t y , N anj ing , J iangsu 210095 , China)

Abstract : In order to investigate an approach to imp rove the cryopreservation efficiency of porcine GV

stage oocytes ,t hree kinds of cryoprotectant s ( EDS , EFS40 and ES) were respectively used for t he t reat2
ment of p re2and post2vit rification of oocytes. Then ,wit h t he ES chosen for vit rification solution ,the routine

st raw met hod ,O PS met hod and elect ron microscopy grid ( EM G) method were adopted to cryopreserve

porcine GV stage oocytes. Finally ,ES was used as vit rification solution and O PS met hod as vit rification car2
rier ,and porcine GV stage oocytes were divided into 5 group s for t he t reat ment : t he cont rol ,CB + cent rif u2
gation group ,t he group of vit rification only ,CB + vit rification group ,and CB + cent rif ugation + vit rifica2
tion group . The toxic experiment of different cryoprotectant s on porcine GV stage oocytes showed t hat ES

solution showed the lowest toxicity and t here was no significant difference compared wit h the cont rol ( P >

0 . 05) . Among 3 types of f reezing carriers ,O PS met hod yielded significantly higher post2warming survival

rate than EM G and st raw met hod did (65. 4 % vs 45. 0 % and 38. 6 % , P < 0 . 05) ,and resulted in t he optimal

post2warming mat uration rate (43. 3 %) as well . Porcine GV stage oocytes t reated wit h cytochalasin B and

cent rif ugation separately didn’t show significant influence on decrease or increase in survival . However ,
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t heir cleavage rate would be significantly lower t han t hat of the cont rol (39. 2 % vs 52. 1 % , P < 0 . 05) . The

pre2t reat ment wit h cytochalasin B or cytochalasin B + cent rif ugation could not improve t he post2warming

survival and develop mental rates of vit rified GV stage oocytes. The O PS vit rification of porcine GV stage o2
ocytes wit hout ot her t reat ment s could result in 7. 8 % of cleavage rate and subsequent morula develop ment .

Key Words : pig ;oocytes ;vit rification

　　猪卵母细胞体积大、脂质含量高 ,冷冻保存的难

度较大。自 Rall 和 Fahy[1 ]首次报道小鼠胚胎的玻

璃化冷冻保存以来 ,玻璃化冷冻技术受到广泛的关

注。该技术因冷冻时间短 ,操作简便 ,并且不需要特

殊的设备而愈来愈受到人们的青睐。猪卵母细胞内

的脂质含量约为绵羊的 1. 8倍、牛的 2. 4倍、小鼠的

6. 8 倍[2 ]。长期以来 ,由于猪卵母细胞的这一结构

特点 ,使其对低温极其敏感[3 ] ,致使相关研究一直未

获得突破性进展。有关猪卵母细胞冷冻保存的大多

数报道多局限在冻后形态与发育方面 ,冷冻效率依

然偏低。因此 ,研究和改进猪卵母细胞的冷冻方法 ,

仍是一项重要的任务。本试验从冷冻保护剂、冷冻

载体和冷冻处理方法等方面 ,探讨了提高猪卵母细

胞冷冻保存效率的可能途径 ,以期完善猪卵母细胞

的冷冻保存技术 ,提高其冻后的发育能力 ,从而为建

立有效的猪卵母细胞冷冻保存技术平台奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

TCM199为 GIBCO BRL产品 ;聚蔗糖 (Ficoll270)、

二乙酸荧光素 (FDA)、透明质酸酶和 17β2雌二醇均为
SIGMA产品。新生牛血清 (NCS)购自杭州四季青生

物工程材料有限公司 ,乙二醇 ( EG)为上海试剂一厂

产品 ,二甲亚砜 (DMSO)为启东中鹤化学品有限公司

产品 ,蔗糖为上海化学有限公司产品 ,台盼蓝 ( TB)为

中国医药 (集团)上海化学试剂公司产品 ,L2半胱氨酸
为上海伯奥生物科技有限公司产品。孕马血清促性

腺激素 (PMSG)购自天津实验动物中心 ,人绒毛膜血

清促性腺激素 (hCG)为宁波市激素制品厂产品。

1. 2　猪 GV期卵母细胞的采集

从南京市哈慈天环食品有限公司下属屠宰场采

集猪卵巢 ,置于 37 ℃、含青霉素和链霉素各 500

IU/ mL 的生理盐水中 ,2 h 内送回实验室。以抽吸

法采集卵巢表面直径 2～5 mm的卵泡卵母细胞 ,在

实体显微镜下选择胞质均匀、包被 3 层及 3层以上

卵丘细胞的卵丘2卵母细胞复合体 (Cumulus oocyte

complexes , COCs) 作为供试 GV 期卵母细胞 ,用

TCM199液洗 2～3次后备用。

1. 3　玻璃化冷冻液的配制及其毒性试验

1. 3. 1　ED/ EDS液和 EG/ ES液的配制　EG、DM2
SO和含体积分数 10 % NCS的 TCM199 三者按体

积比 1∶1∶8充分混匀 ,即为 ED液 ;将 0. 6 mol/ L

蔗糖溶于体积比 1∶1∶3充分混匀的 EG、DMSO和

TCM199 (含 10 % NCS)混合液中 ,即为 EDS液 ;将

EG和 TCM2199液按体积比 1∶4充分混合即得 20 %

EG溶液 ;将 0. 5 mol/ L蔗糖溶于按体积比 2∶3混合

的 EG和 TCM2199混合溶液中 ,即为 ES液。以上液

体经过滤、分装后 ,于 4℃保存备用。

1. 3. 2　EFS20和 EFS40 溶液的配制　300 g/ L 聚

蔗糖和 0. 5 mol/ L 蔗糖溶于含体积分数 10 % NCS

的 TCM199溶液中 ,充分混匀即为 FS液 ;再将 EG

和 FS液分别按体积比 2 ∶8 和 4 ∶6 混匀 ,即为

EFS20和 EFS40液。过滤、分装后 ,于 4 ℃保存备用。

1. 3. 3　玻璃化冷冻液的毒性试验 　为了检验不同

冷冻保护剂对猪卵母细胞的毒性作用 ,将 EDS、

EFS40和 ES冷冻保护剂组合用作猪 GV 期卵母细

胞冻前、冻后程序的处理 ,但不冷冻 ;比较不同冷冻

保护剂处理对猪卵母细胞存活与发育能力的影响。

1. 4　O PS管的制作

用自制加热板将 0. 25 mL 塑料细管加热变软 ,

离开加热板后 ,两手轻拉细管使其中部拉细、拉长至

22 cm左右 ,用刀片切除细管棉塞段 ,再从拉细的中

间部位切断 ,即制成 OPS管。其管壁内径约为 0. 8

～1. 0 mm ,管壁厚 0. 08 mm。

1. 5　猪 GV期卵母细胞的玻璃化冷冻和解冻

采用以下 3种冷冻载体进行玻璃化冷冻。电镜

铜网法是将猪 GV 期卵母细胞先置于预处理液

( EG)中 ,平衡 5 min ,再转入玻璃化液 ( ES)中 ,迅速

装管或加载到电镜铜网上[4 ]。常规细管法的装管方

法为 :依次吸入 5 cm 0. 5 mol/ L 的蔗糖溶液 ,1 cm

空气 ,1. 5 cm 含猪 GV 期卵母细胞的玻璃化液 ,1

cm空气 ,最后吸满 0. 5 mol/ L 蔗糖溶液。OPS法

则是利用虹吸作用 ,将含猪 GV 期卵母细胞的约 2

mL 玻璃化冷冻液直接吸入管中。装管结束后直接

投入 - 196 ℃液氮内保存 ,卵母细胞投入液氮前在

ES液中的停留时间约为 30 s。
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细管法解冻时 ,从液氮中取出细管直接投入 37

℃水浴中 ,约解冻 10 s 后 ,将卵母细胞回收至 0. 5

mol/ L 蔗糖溶液中 ,平衡 5 min ;然后转入 0. 25

mol/ L 蔗糖溶液 ,再平衡 5 min ;用 PBS洗 1～2次 ,

再用 TCM199液洗 2～3 次 ,备用。OPS法和电镜

铜网法解冻时直接将其浸入 37 ℃解冻液中解冻。

1. 6　细胞松弛素 B和离心极化处理的应用

为了寻求改善猪卵母细胞冻后发育的途径 ,本试

验以 ES冷冻液组合作玻璃化液 ,OPS管为冷冻载体 ,

对猪 GV期卵母细胞分 5组进行对比处理 : (1)对照

组 :不用细胞松弛素 B (CB)和离心极化处理 ,且不作

冷冻的新鲜卵母细胞 ; (2) CB +离心处理组 :卵母细胞

经细胞松弛素B和离心极化处理 ,但不作冷冻 ; (3)直

接冷冻组 :卵母细胞不用细胞松弛素B和离心极化处

理 ,直接进行玻璃化冷冻 ; (4) CB +冷冻组 :卵母细胞

先用细胞松弛素B处理 15 min ,再行玻璃化冷冻 ; (5)

CB +离心 +冷冻组 :卵母细胞经细胞松弛素 B和离

心极化处理后 ,再进行玻璃化冷冻。

1. 7　猪 GV期卵母细胞冷冻2解冻后的评价
解冻的冷冻卵母细胞经 1～3次洗涤后 ,置于倒

置显微镜下进行形态学鉴定 ,胞质饱满、均一 ,透明

带完整 ,COC卵丘细胞未发生脱落或仅有少量脱落

者 ,视为形态正常。

1. 7. 1　台盼蓝 ( TB)和二乙酸荧光素 ( FDA)染色存

活鉴定　TB染色时 ,将卵母细胞放入 3 g/ L 台盼蓝

溶液中 ,于 37 ℃染色 3 min ,洗 2～3次后于显微镜下

观察。存活卵母细胞不着色 ,死亡卵母细胞则染成蓝

色。FDA染色时 ,将卵母细胞置于 5 mg/ mL 的 FDA

染色液中 ,37 ℃染色 3 min ,用 PBS洗 2～3次后 ,立

即置于荧光显微镜下观察 ,发出强荧光的卵母细胞判

为存活 ,发出弱荧光或不发荧光者视为死亡[5 ]。

1. 7. 2 　体外成熟与体外受精　猪 GV 期卵母细胞

在含 69 mg/ mL L2半胱氨酸、体积分数 10 %猪卵泡

液 ( p FF , 实验室自制 ) 、10 IU/ mL PMSG、10

IU/ mL hCG和 1 mg/ mL 17β2雌二醇的成熟培养液
中培养 44 h。培养条件为 38. 5 ℃、体积分数 5 %

CO2 (气相)和饱和湿度。成熟培养后 ,卵丘细胞扩

散直径为卵母细胞直径 5 倍以上或出现第一极体

(p bI)者判为成熟 ,即为 MⅡ期卵母细胞。

体外成熟的 MⅡ期卵母细胞 ,经 1 g/ L 透明质

酸酶部分脱除卵丘细胞后 ,以 15枚为 1组 ,移入预

先过夜平衡的 50 mL m TBM 液中等待受精。精子

处理时 ,取 1 mL 鲜精用 2 mL 杜氏磷酸盐缓冲液

( PBS)离心洗涤 2 次 ,再用 3 mL m TBM 液离心洗

涤 1次 ,最后加入含 200 mg/ mL 肝素的 m TBM液 ,

悬浮并调整精子浓度为 1×106 / mL ,取 50 mL 精子

加入含卵母细胞的 m TBM液中 ;精卵共同孵育 6～

8 h 后 ,移入过夜平衡的 100 mL NCSU223 培养液

中进行体外培养。培养条件为 38. 5 ℃、体积分数

5 % CO2 (气相)和饱和湿度。培养 48 h后检查卵裂

情况 ,6 d后检查桑椹胚发育情况。

1. 8　数据分析

每组试验做 3次以上重复 ,所获数据采用 SPSS

软件进行差异显著性检验。

2　结果与分析

2. 1 　不同冷冻保护剂对猪 GV 期卵母细胞存活和

发育的影响

由表 1 可见 , GV 期卵母细胞各处理组的台盼

蓝染色和 FDA染色存活率均与对照组无显著差异

( P > 0 . 05) ;但各处理组的卵母细胞体外成熟率均

低于对照组 , 其中 EDS 组 ( 63. 8 %) 与对照组

(76. 7 %)差异显著 ( P < 0 . 05) ;从体外受精后卵裂

和桑椹胚发育情况来看 ,各冷冻保护剂处理组的卵

裂率均较对照组有不同程度的降低 ,其中 EDS组最

低 ,且与对照组差异显著 ( P > 0 . 05) , EFS组次之 ,

ES组最高。表明 ES作为玻璃化冷冻保护剂对猪

GV期卵母细胞的毒性作用最低。

表 1　不同冷冻保护剂处理对猪 GV期卵母细胞存活与发育的影响

Table 1　Effect of t reatment with various croprotectant s on the survival and development of porcine GV stage oocytes

组 别
Group

卵母细胞存活率/ %Survival rate of oocytes

台盼蓝染色 TB staining FDA染色 FDA staining
体外成熟率/ %

IVM rate
体外受精后发育率/ %Fertilization & development in vit ro

卵裂率 Cleavage rate 桑椹胚发育率 Morula rate

CK 95. 1 (77/ 81) 95. 5 (84/ 88) 76. 7 a (69/ 90) 55. 4 a (36/ 65) 32. 3 a (21/ 65)

EDS 91. 5 (65/ 71) 92. 4 (61/ 66) 63. 8 b (51/ 80) 40. 0 b (24/ 60) 16. 6 b (10/ 60)

EFS 89. 3 (67/ 75) 93. 4 (71/ 76) 68. 8 ab (53/ 77) 42. 9 ab (27/ 63) 19. 0 b (12/ 63)

ES 91. 4 (64/ 70) 93. 0 (66/ 71) 74. 7 ab (56/ 75) 51. 6 a (31/ 60) 25. 0 ab (15/ 60)

　　注 :同列数据后标不同小写字母者表示差异显著 ( P < 0 . 05) ,下表同。

Note :Different small letters wit hin columns show significant difference , P < 0 . 05 . The following table is t he same.
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2. 2　不同冷冻载体对猪 GV 期卵母细胞冷冻效果

的影响

采用 ES液作玻璃化液 ,不同冷冻载体对猪 GV

期卵母细胞的冷冻效果如表 2 所示。由表 2 可知 ,

O PS法冷冻效果明显优于电镜铜网法和细管法

( P < 0 . 05) 。
表 2　不同冷冻载体对猪 GV期卵母细胞冷冻效果的影响

Table 2　Effect of different vit rification carriers on the viability of porcine GV oocytes

组 别
Group

形态正常率/ %
Normal rate

GV期卵母细胞存活率/ %
Survival rate of GV2oocytes

台盼蓝染色
TB staining

FDA染色
FDA staining

体外成熟率/ %
IVM rate

细管法 St raw 80. 4 (262/ 326) 38. 6 a (34/ 88) 30. 0 a (18/ 60) 29. 8 a (34/ 114)

OPS法 OPS 85. 3 (296/ 347) 65. 4 b (68/ 104) 59. 7 b (43/ 72) 43. 3 b (52/ 120)

电镜铜网法 TEM grid 79. 7 (230/ 288) 45. 0 a (36/ 80) 41. 7 ab (25/ 60) 31. 1 a (28/ 90)

2. 3　细胞松弛素 B和离心极化处理对猪 GV 期卵

母细胞冻后存活与发育的影响

GV 期卵母细胞冷冻后的卵母细胞形态、存活

与发育情况如表 3所示。由表 3可知 ,CB +离心处

理组的猪 GV 期卵母细胞未作冷冻处理 ,其受精率

虽较对照组有明显降低 ( 39. 0 %对 55. 8 % , P <

0 . 05) ,但卵母细胞存活率仍均显著高于各冷冻组

( P < 0 . 05) ,表明单纯的 CB、离心处理不至于严重

影响卵母细胞的存活。在 3 个冷冻组中 ,卵母细胞

解冻后均获得了较高的形态正常率 ,但相互间差异

不显著 ( P > 0 . 05) ;各冷冻组的卵母细胞成熟率较

对照组明显下降 ( P < 0 . 05) ,其中 CB +离心 +冷冻

组部分卵母细胞经离心处理后 ,卵丘细胞严重脱落 ,

故未计算其成熟率。从卵裂率来看 ,在 3 个冷冻组

中 ,仅直接冷冻组获得了 7. 8 %的卵裂率 ,12枚卵裂

胚经体外培养后 ,6枚发育至 82细胞 ,3枚发育至 162
细胞 ,3枚发育至桑椹胚 ;而另两个冷冻组均未获得

卵裂。
表 3　细胞松弛素 B和离心极化处理对 GV期卵母细胞冻后存活与发育的影响

Table 3　Effect of t reatment with CB and centrifugation on the survival and development of vit rified porcine GV oocytes

组别
Group

形态正常率/ %
Normal rate

GV期卵母细胞存活率/ %
Survival rate of GV oocytes

台盼蓝染色
TB staining

FDA染色
FDA staining

成熟率/ %
Maturation rate

卵裂率/ %
Cleavage rate

对照组 Cont rol - - - 73. 3 a (88/ 120) 55. 8 a (67/ 120)

CB +离心处理组
CB + cent rifugation

91. 1 (92/ 101) 78. 2 a (43/ 55) 82. 4 a (42/ 51) - 39. 0 b (30/ 77)

直接冷冻组
Vit rification only

92. 4 (85/ 92) 60. 0 b (42/ 70) 60. 8 b (45/ 74) 42. 2 b (65/ 154) 7. 8 c (12/ 154)

CB +冷冻组
CB + vit rification

90. 5 (95/ 105) 51. 1 c (23/ 45) 46. 0 b (29/ 63) 30. 3 b (47/ 155) 0 d(0/ 155)

CB +离心 +冷冻组
CB + cent rifugation + vit rification

91. 6 (87/ 95) 46. 7 b (28/ 60) 44. 8 c (26/ 58) - 0 d(0/ 148)

3　讨　论

玻璃化冷冻过程中 ,需要使用高浓度的冷冻保

护剂。由于冷冻保护剂虽可保护细胞免受冷冻伤

害 ,但其同时对细胞又有化学毒性作用 ,因此选择适

当的冷冻保护剂及其合适的使用浓度 ,以充分发挥

其冷冻保护效果 ,并最大限度地降低其毒性作用 ,一

直是玻璃化冷冻需要解决的关键问题之一。Huang

等[6 ]比较了几种玻璃化冷冻保护剂对猪卵母细胞的

毒性 ,结果发现在猪卵母细胞冷冻时 ,甘油效果较

差 ,EG相对较好。Lim等[7 ]和 Wani等[ 8 ]在牛上也

获得了相似的结果。本试验中 ,以 EDS液处理的猪

GV期卵母细胞的发育力最差 , EDS液中含有 DM2
SO ,故该结果可间接证明其毒性作用较大。作者在

试验中还发现 ,用 EFS液组合处理卵母细胞时 ,其

后发育率不及 ES液处理组 ;卵母细胞在 EFS液处

理过程中脱水现象更为严重 ,细胞缩水形态表现得

甚为剧烈 ,而这样的形态变化可能会导致卵母细胞

内部结构的破坏 ,如 GV 期卵丘与卵母细胞的连接

受损 ,MⅡ期卵母细胞微丝、微管和纺锤体的部分破

坏等[9 ] ,以至于影响到卵母细胞的进一步发育。

玻璃化冷冻中冷冻速度是影响冷冻保存成败的

关键因素之一[10 ]。围绕提高冷冻速度的问题 ,已发

展出多种冷冻载体 ,如 O PS法、电镜铜网法 ( EM G)

和冷冻环法等 ,这些冷冻载体的使用 ,均能有效减少

玻璃化冷冻液的用量 ,提高降温速率。利用 OPS法

冷冻保存卵母细胞时 ,由于冷冻液量只有 1～2μL ,

且管壁已被拉薄 ,冷冻液与液氮接触充分 ,可以较细
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管法获得更快的冷冻降温和解冻升温速率[11 ]。电

镜铜网 ( EM G)法最早由 Martino 等[12 ]应用于冷冻

牛卵母细胞 ,也是一种有效的玻璃化冷冻方法。在

本试验中作者发现 ,EM G法获得的猪 GV期卵母细

胞冻后的存活率低于 OPS 法。这可能是由于在

EM G法的冷冻 - 解冻过程中 ,冻后卵母细胞常粘附

在铜网上 ,需要吹打方可脱落 ,而吹打操作可能会破

坏卵母细胞的完整性 ,对其体外成熟与发育不利。

猪卵母细胞和胚胎对低温敏感的主要原因 ,一

般都归咎于其内含有的大量脂质[13 ]。为了减少脂

质含量高对猪卵母细胞或胚胎冷冻造成的消极影

响 ,Nagashima等[14 ]冷冻前先对猪胚胎进行了离心

和去脂处理 ,结果改善了胚胎冷冻效果。细胞松弛

素 B是细胞骨架稳定剂 ,可增加细胞骨架的韧性 ,

增强细胞的抗冻能力。事实上 ,目前关于细胞松弛

素 B 对卵母细胞冷冻保存的确切作用尚有争议。

Dobrinsky等[15 ]报道 ,超低温冷冻保存扰乱了胚胎

细胞膜和微丝的有序结构 ,使这些微丝系统得到重

构 ,形成新的骨架系统以支撑整个细胞。通常认为

细胞松弛素 B 的加入 ,能改善这些内部结构 ,从而

提高猪胚胎的冷冻效率。Isachenko 等[16 ]报道 ,成

熟卵母细胞经细胞松弛素 B处理后 ,能改善冷冻后

的发育。但也有报道认为 ,细胞松弛素 B 处理并不

能提高牛 GV 期和 M Ⅱ期卵母细胞的冻后存活

率[17 ]。卵母细胞中的脂肪颗粒也是重要的能量代

谢物质 ,在生物膜的功能上发挥着重要作用 ,因而去

除脂质可能会有不良的影响。本试验采用细胞松弛

素 B 和离心极化处理并未获得更好的冷冻效果。

未经细胞松弛素B和离心极化处理的 GV期卵母细

胞 ,在经玻璃化冷冻后进行体外受精 ,反而获得了

7. 8 %的卵裂率。本试验发现 , GV 期卵母细胞在离

心极化处理过程中 ,往往发生卵丘细胞的严重脱落 ,

可能影响到其后的发育。这与 Park 等[ 18 ]的研究结

果基本一致。
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