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家兔胚胎一步冷冻试验
,

o n e S t e P F r e e z i n g o f R a b b i t E m b r y o s

朱璧科 王光亚 王建辰

Z h u B ik e W a n g G u a n g y a W a n g J i a n e h e n

(家畜生殖 内分泌研究室 )

( L a b o r a t o r , , o
了R e P r o d “ e r i v e E n d o e r i n 。 `。 D o , 。 、 t f e 月。 ` m a l s )

主口阅 卵子移植 /一步冷冻
,

家兔

S u b j e e t w o r d s o v u m t r a n s f e r / o n e s t e p f r e e z i n g , r a b b i t

自从 W h i t t i n g h a m ( 2 9 7 2 )在小鼠胚胎冷冻上首次获得成功以后
,

国外在牛 ( 1 9 7 3 )
、

绵羊 ( 19 7 4 )
、

家兔 ( 2 9 7 4 )
、

大鼠 ( 1 9 7 5 )
、

山羊 ( 1 9 7 6 )
、

马 ( 1 9 8 2 )
、

羚羊 ( 19 8 3 )
、

人 ( 1 9 8 3 )
、

拂拂 ( 19 8 4 ) 的胚胎冷冻方面陆继成功
。

在国内
,

对 绵 羊 ( 19 7 9 )
、

小鼠

( 1 9 8 0 )
、

家兔 ( 1 9 8 0 )
、

牛 ( 19 8 3 ) 及山羊 ( 2 9 8 8 ) 的胚胎冷冻亦相继成功
。

近 + 几年

来
,

随着胚胎冷冻技术的不断改进和在生产上的推广应用
,

对冷冻程序和除去冷冻剂的

方法越来越要求简化
。

在家兔胚胎冷冻方面
,

B a n k等 ( 1 9 7 4 ) 用慢冻法和 R e
an dr ( 1 9 8 4) 用 两 步冷冻法均

获成功
,
在国内

,

谭丽玲等和陈秀兰等的缓慢冷冻和快速冷冻亦相继产仔
。

但并未见到

一步冷冻法的研究报道
。

本研究的目的是
,

建立家兔胚胎一步冷冻方法
,

并寻求一种较

理想的除去防冻剂的方法
,

为蒙畜胚胎一步冷冻提供基本理论和实践依据
。

我们从 27 只超排母兔中获得 18 2枚优良胚胎
,

分别用于以下试验
:

( 1 ) 除 去 防 冻

剂 的不 同方法对解冻兔胚存活的影响
; ( 2 ) 一 步冷冻对不同发育阶段胚胎存 活 的影

响
。

将胚胎加入防冻液
,

装进 o
.

2 5 m L细管
,

在液氮气中停留 Zm in
,

使温度从室 温 降 至

一 1 16
”

C后
,

直接投入液氮
,

保存 5 ~ 3 e d
。

于 3 7
“

C或 2 0~ 2 1
O

C水浴中解冻 l m i n
,

用 x
.

oM

蔗搪或依次用 1
.

。 , 0
.

75
,

。
.

5 , 。
.

2 5M蔗糖 P B S两种方法除去防冻剂
。

将形态完整 的胚胎移

植给发情同期化的受体母兔
,

结果是当 2
.

8 M甘油 + o
.

SM 蔗糖 和 25 % 甘油 + 25 % 1
.

2

丙二醇 P B S以及冷冻解冻方法不变时
,

四 步除去防冻剂得到的形态完整胚胎数 ( 8 7
.

3%

7 5% ) 和妊娠率〔4 2
.

9% ( 3 / 7 )
, 4 0% ( 2 / 5 ) 〕较 一 步 法 的 结 果 厂2 4

.

5%
, 6 6

.

7% ;

o ( o / 3 )
, o ( o / 3 ) 」为高

,

且用 25 %甘油 + 25 % 1
.

2一丙二醇 P B S
,

四 步除去防 冻 剂

移植产仔率为 1 3
.

3 % ( 4 / 3 0 ) ; 当25 %甘油 + 25 % 1 , 2一丙二醇 P B S
,

冷 冻 方法和四步

.
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本研究是 国家自然科学 基金资助项 目
“

家畜胚胎 移植研究 ” 的内容之 一
,
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除去防冻剂方法不 变时
,

用早期囊胚和桑堪胚得到 的形态完 整 胚 胎数 无 显 著 差 异

( P > 0
。

0 5 )
,

但 移植产仔率
,

前者仁3 0% ( 3 / 9 ) 〕高于后者〔6
。

7% ( 1 / 1 5 ) 〕
。

本试

验证明
,

用 25 %甘油 + 25 % 1
、

2一丙二醇 P B S作防冻剂
,

选用早期囊胚进行一步冷冻
,

四步除去防冻剂移植后可获得妊娠和产仔 ( 附表 , 图 1, 图 2 )
。

附裹 不同防凉荆和除去防冻荆的不同方法对胚胎发育及存活的影晌

冷冻荆
除去防冻
剂方法

解冻数 /
冷冻数

解冻后
完整胚

受体

数
妊娠数

(% )
移植数

产仔数
(% )

2
。

SM甘油 +

。
。

SM蔗衡

一步法

四步法

5 2 / 5 3

7 1 / 7 1

13 ( 2 4 。
5 )

6 2 ( 8 7 。 3 )

0

3 ( 4 2
。

9 )

1 3

6 2

4
。
O M甘 油 +

。
.

SM蔗搪
一 步法 3 1 / 3 1 2 4 ( 7 7 。 4 ) 4 1 ( 25 . 0 ) 2 4

2 5% 甘油 + 2 5% 一步法 1 8 / 1 8 1 2 ( 6 6
。

7 ) 3 0 1 2 0

1
,

2
一

丙二醇 四 步法 4 0 / 4 0 3 0 ( 7 5 ) 5 2 ( 4 0
.

0 ) 3 0 4 ( 1 3
。

3 )

2 5% 甘油 十 25 %

i
,

2
一

丙二醉

桑格胚

早期 囊胚

1 8 / 2 2

1 5 / 1 5

1 5 ( 6 8
。

2 ) 2 1 ( 5 0
。

0 ) 1 5 1 ( 6
_

7 )

9 ( 6 0 ) 2 1 ( 5 0
。

3 ) 9 3 ( 3 3
。

3 )

图 1 除去防冻剂以后的桑棋胚 ( x 2 0) 图 2 1 988
.

3
.

5产 下的小兔 ( 40 天 )及受体母兔 (白 )

家兔胚胎一步冷冻的首次成功
,

使胚胎冷冻方法更加简易
,

便于推广应用
,

也为家

畜胚胎的简易冷冻和推广提供了重要参考资料
。

但移植产仔率较低 ( 1 3
.

3% )
,

有待进

一步研究提高
。
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、
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,
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