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奶山羊胚胎冷冻和移植试验
`
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家畜胚胎冷 冻保存的研究对于优良品种胚胎库的建立及品种推广有重要意义
,

同时冷冻

胚胎便于在生产中应用
。

哺乳动物胚胎冷冻保存始于实验动物
。

50 年代 F e r d o w 等初次 成功

地使冷冻家兔受精卵发育成胎儿
。

W hi tt i n g h a m ( 1 9 7 2) 冷冻移植小鼠胚胎成 功
。

同一时

期W i l m u t也成功地进行 了小 鼠胚胎冷冻试验
, 1 9 7 3年又成功地进行了牛冷冻胚胎的移 植

。

此后在绵羊 ( W i l l a d s e n e t a l
.

1 9 7 姜)
、

山羊 ( B
,
1、 o a o e t a l

.

1 9 7 6 ) 和马 ( R a m a m o t o ,

1 9 8 2 ) 等动物的胚胎冷冻秒植相继成功
。

英
、

美和西德等国已建立奶牛胚胎移植公司
,

向国

外输送冷冻胚胎
。

目前国内在奶牛
、

兔和绵羊方面均有成功的报道 〔 ’ 一 3 ’ ,

但在奶山羊还未见

报道
。

本试验旨在解决奶 山羊胚胎冷冻和解特的方法 问题
,

为建立我国优良奶山羊品种西农

萨能奶 山羊胚胎库创造条件
。

1 材料和方法

供试羊为改良奶山羊
, 4 只

,

购自西北农业大学附近农村 ; 陕北黑山羊 2 只
,

购自陕西

陇县
。

冷冻仪为法国微型程序控制生物冷冻仪 ( M i n ic o ol )
,

自配 国 产 X W T
一
S小型台 式

记录仪供 自动记录样品冷冻曲线
。

药品 P M S G 系长春生物制品研究所产品
,

批号 8 3 1 7
。

F s H

和 L H为宁波激素厂产品
,

批 号8 6 0 4 02和 8 6 0 2 0 2
。

15 甲基 P G F Z a 为上海第五制药厂产品
,

批

号 8 5 0 3 02
。

甘油为重庆东方红试剂厂产
。

化学纯
,

批号 7 9 0 9 14
。

P B S液系 采 用国 产试剂 自

配
。

犊牛血清系自制
。

对奶山羊用 P M S G或 F lS l配合 P G 进行超排处理
,

配种同时注射 L H促排
。

配 种后第 7日

手术
,

用 1 0% 犊牛血清 P B S液冲洗子宫角回收胚胎
。

胚胎经冻前处理后
,

用 程序控 制生 物

冷冻仪自动完成冷冻过程
。

本文 于 1987年 6 月 1 日收 至1
。

釜 本研 究是王建辰教授主特的国家自然科学基金项 目
“

家畜胚胎 移植 的研 究
”
课题 的内容之一 刘智喜

、

程 忠梦
、

居咔
、

张一玲
、

渊妈藩等同志在前期 参加 了部 分工作
。
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冷冻
:

经鉴定后的胚胎在 2。毛的室温下
,

分别在。
.

: 交
, 。

,

6M 和 :
. `

OM 甘 油 2 。%犊 牛 血

清 P B S液中平衡 5 ~ 10 分钟
,

然后装入含。
,

2 m l l
,

o M 甘油犊血清P B S液的安瓶 中
,

火 焰 封

日
,

放入冷冻仪冷冻室
,

将温度传感电极插入对照管
,

使温度稳定 10 分钟后
,

令冷冻仪开始

执行程序
。

冷冻仪即根据指令以
一

1℃ / 分使样品降至一 7 ℃ ,

在一 7 ℃ 自动诱发结品
,

结
.

锌后

再以 0
.

3℃ / 分降至一 36 ℃ ,

此时迅速从冷冻室取出样舒
, ,

立即投入浓氮 中保存
。

冷冻 甲 样

品降温曲线由记录仪自动记录供分析
。

解冻
:

含胚胎的安瓶由浪氮中取出后
,

立即投入 3 5一 3 6℃的温水中
,

轻轻摇 伪
, 1 一 2

分钟后切开安瓶
,

向安瓶中加入含 1。%犊牛血清的 P B S液。
,

2 n l l
,

平衡 5 一 1 ()分 钟
,

将胚胎

检出放入 o
.

3 M 甘油 P B S 中平衡 5 一 10 分钟
,

最后移至不含 甘油的 F B S液中准备移植
。

移植
:

受体羊经腹腔镜检查
,

证实卵巢上有发育良好的黄体者
,

于发情后第 7 ! l将解冻

后的胚胎
,

手术移植于子宫角内
。

2 结 果

共冷冻胚胎三批
。

第一批于 1 9 8 6年 11 月 5 日冷冻奶山羊胚胎 6 枚 (密集桑桩胚 1枚
,

囊

胚 5 枚 )
,

冷冻曲线 A 所示诱发结晶不在最住状态
, 1 1月 14日解冻后 5 枚破碎

,

一枚形 态完

整
,

移植给 14 号黑羊受体
,

未孕
。

经对冷冻程序的子程序修正后
,

于 1 1月 25 日进行第二批冷

/
_

卜, 分 ,
A

、 飞一一一

诱发结昌前后降通曲线图

A一第一批 B一 第三批

冻
。

共冷冻黑山羊胚胎 10枚 (囊胚 1枚
,

退化胚

9 枚 )
,

12 月论 f泛解冻后仅作形态观察及荧光检

查
,

有两枚胚胎发弱荧光
,

说明这两枚胚胎仍有

活力
,

未进行移植
。

第三批于 1 1月 2 9 日冷 冻奶山

羊囊胚 6 枚
,

冷冻曲线见 B
。

12 月 3 日解冻 后有

一枚荧光检查 阴性
,

未散移植
。

其余 5 枚移给 25

3 讨 论

奶山羊胚胎玲冻的研究在国内未见报道
,

国外可供参考的资料也较少
。

国外多以 D M S O

或甘油做防冻保护剂
,

冷冻程序多未详细报道
,

少数资料介绍的程序比较复 杂
,

且 难 以 用

M i n ic o ol 的程序语 言表达
。

我们参阅其他家畜的胚胎冷冻程序及冷冻原理
,

以家兔胚胎为材

料
,

用 1
.

OM甘油做保护剂
,

在 M i n i 。 。 o1 上进行自编程序及程序语言表达方面的试 验
。

在 获

得妊娠受体兔后
,

即用奶山羊胚胎进行试验
。

试验中我们体会到影响胚胎冷冻质量的关键在

子诱发结晶时的状态
。

在样品容器
、

保护剂种类
、

浓度及液体量相对枪定的
’

i青况下
,

由子程

序 f
Z , △ ,

W和 t直接控制诱发结晶状态
。

每一子程序都会影响诱发结品 状态
。 `

之们 的数据

主要靠从试验中获得
。

如诱发结晶时的冷冻曲线 A
,

在样占Z
`

结晶时温 度 发 生急剧 地升 降变

化
,

一

冷冻的 6 枚胚胎
,

解冻后 5 枚破碎
, 1 枚移植后 未孕

。

于是根据油线 情况
,

调 整 了 t及

么数据
,

获得曲线B
。

从曲线 B中可 以看出
,

诱发结 辕后
,

样品渴度稍 有回 升
,

然后 平稳下

降
。

冷冻的 6 枚胚胎解冻后均保持冻前形态
,

荧光检查 1 枚阴性
,

移植 5 枚 有 8 抄 着 床发

育
,

_

且正常分娩
。

但因数量很少
,

仍待进一步研究完善
。


