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胚胎工程技术在奶牛繁育中应用的研究 
 

摘  要 
 

本试验对应用胚胎工程技术提高奶牛繁育效率进行了系统的研究，包括 MOET 技

术、IVP 技术、性别控制技术以及引起奶牛繁殖障碍疾病的防治等几方面，得到如下

结果与结论： 

1  共超排供体奶牛 1127头次，回收胚胎共 10900枚，可用胚胎数量为 6942枚，平均

每头次获得胚胎数量为 6.73枚。应用 3种超排处理方案，即 PSO1、 PSO2和 PSO3，

超排成功率分别为 89.50％、90.02％和 98.54％，平均回收可用胚胎数分别为 6.12 、

5.98和 7.56枚，利用发情周期 9～11 d的自然发情奶牛直接超排，效果最好。 

2  对青年奶牛进行超排处理，应限制超排起始时间，15 月龄以上的青年奶牛超排效

果较好；供体牛连续重复超排控制在 3次以内，连续 4次超排处理后极大降低胚胎

可利用率；另外超排处理的间隔最短时间应该选择 46～60 d；经产牛 1～3胎次超

排效果较好，7胎次以上差；产后间隔时间选取 80～90 d为宜。 

3  供体奶牛采用性控精液进行超排处理，平均回收胚胎数为 9.02 枚，平均可用胚胎

为 4.70 枚，受胎率与正常体内胚胎移植后的受胎率接近，说明采用性控精液生产

性控胚胎可行。 

4  研究中共处理受体牛 5083头，二次 PG法、CIDR法和一次 PG法处理受体牛同期发

情率分别为 75％、78.33％和 72％，受体移植后的妊娠率鲜胚达到 55％以上，冻胚

受胎率也在 46％～47％，3 种处理方法结果相近。同期发情处理后青年受体牛比经

产牛的利用率高，同时受体的营养水平严重影响受胎率。认为受体牛的同期发情以

较为简便的二次 PG 法处理为宜。自然发情受体的利用率达到 85％，显著高于二次

PG法注射同期处理组，选取自然发情牛作为受体显著提高胚胎移植成功率。 

5  采用直接解冻和分步解冻 2种方法解冻胚胎，移植后受体受胎率分别为 45.22％和

47.64%，表明以 EG作为冷冻介质冷冻保存胚胎并于 35℃解冻后可以直接移植。  

6  未孕受体牛以中医中药调理后进行同期发情处理，受体利用率显著提高，受胎率也

有所增加；经产牛在产后 20～25 d应用 GnRH联合 PG调节激素水平，受体利用率

和自然恢复组相近，而分娩到同期发情处理间隔缩短。 

7  直径为3~6 mm的卵泡所获得卵母细胞体外成熟，受精率和囊胚形成率较高；在成熟

液中添加10 ng/mL的EGF，利于核质成熟；卵母细胞成熟过程中，颗粒细胞保持至

少3层以上，可以为其成熟提供必要条件，并能促进精子获能和正常受精。 

8  Percoll法速度快，活精子数量多，但是多精子受精多，而上浮法回收精子数量少，

可是精子的总体活力要高于Percoll法；在获能液中添加咖啡因对精子的活力和受精

能力无显著的影响，甚至降低了精子的存活时间。 
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9  在无蛋白质培养液（添加PVA）中，囊胚形成率为12.0%，扩张囊胚形成率为0，而

添加BSA和FBS，囊胚率和扩张率分别为25.6%/ 28.0%和10.0％/ 19.8%；添加2%NEaa

和1%Eaa能显著提高牛胚胎体外发育和胚胎质量；使用CR1aa+0.3%BSA培养牛胚胎3 

d，再在SOFaa+5%FBS中培养，获得胚胎囊胚形成率高，胚胎细胞数也增加；添加IGF-I

改善囊胚的扩张能力；细胞共培养体系能够提高胚胎的发育潜力（2.0% vs 39.0%）。 

10 使用性控精液进行体外受精，受精率略下降，对胚胎的发育能力无明显影响。将体

外生产的性控胚胎 127枚移植给 107头受体牛，妊娠率达 36.5%。 

11 本研究采用连续复合式 PCR共鉴定了普通精液授精产生的体内胚胎 998枚（其中鲜

胚 163枚，解冻胚胎 835枚），性控精液授精产生的体内胚胎 10枚；鉴定了 351枚

体外胚胎的性别，其中普通精液授精产生的 235 枚，性控精液授精产生的 116 枚。

普通精液体内胚胎性别鉴定后移植受胎率分别为鲜胚 41.03%，冻胚为 37.72％，性

控精液体内胚胎的受胎率为 40%；普通精液和性控精液体外胚胎性别鉴定后移植的

受胎率分别为 27.78%和 25.00%；体内胚胎性别鉴定符合率达 97.85%。 

12 卵巢囊肿的诊断以卵巢上存在时间超过 10 d，直径≧25 mm的囊泡性结构，且发情

周期和发情表现异常为诊断标准。激素疗法中 GnRH 一次治疗的治愈率为 83.0%, 

GnRH＋PG治愈率为86.4%, 中药内服一个疗程治愈率为73.8%, GnRH＋中药内服治

愈率为87.4%；各治疗组治愈后第一情期受胎率分别为52.3%、54.4%、58.1%和55.3%。 

13 黄体退化不全形成硬肿的供体奶牛经 2 个疗程内服中药治疗，总治愈率 91.3%，治

愈母牛再次用于超排，所获胚胎数量及可利用率与正常母牛没有显著差异。对持久

黄体的治疗以促孕灌注液和激素疗法中 PG 注射效果最好，治愈率分别为 85.9%和

89.1%，治愈后 2个情期受胎率分别为 77.6%和 75.5%。 

14 卵巢机能减退 4个治疗组 FSH＋LH组、PMSG＋hCG组、促孕灌注液组和中药内服

组的治愈率分别为 75.6%、63.8%、73.8%和 82.5%；治愈后 2 个情期受胎率分别为

62.9%、58.2%、65.7%和 67.3%。 

15 治疗慢性子宫内膜炎以土霉素油剂和促孕灌注液效果较好，治愈率分别为 85.4%和

84.8%，治愈后 2个情期受胎率 83.9%和 82.0%；PG注射治愈率为 76.3%，治愈后 2

个情期受胎率为 78.9%；中药内服组治愈率为 79.4%,治愈后 2个情期受胎率 84.7%。 

16 为预防胚胎死亡采取 3种控制措施，对照组、P4补充组、hCG组和内服中药组人工

授精后的受胎率分别为 53.3%、56.1%、62.1%和 58.3%；胚胎移植后受胎率分别为

43.3%、49.2%、53.3%和 55.3%。治疗组的受胎率均有不同程度的提高。 

 

关键词： 超数排卵与胚胎移植，性别控制，胚胎体外生产，繁殖障碍，奶牛 
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STUDY ON APPLICATION OF EMBRYO ENGINEERING 
TECHNOLOGY FOR REPRODUCTION OF DAIRY COWS 

 
ABSTRACT 

 
This dissertation studed systematically how to utilize embryo engineering technology to 

improve reproductive efficiency of dairy cows, including the techniques of MOET, IVP, sex 
control and the prevention and cure of reproductive disorder. The result showed:  
1. 1127 donor cows were superovulated. The total number of recovered embryos was 

10900 ，available embryos 6942，and average number of available embryos 6.73 per 
cow per time for successful superovulation. Three protocols including PSO1, PSO2 and 
PSO3 were applied in this experiment and the success rates of superovulation were 
89.50%, 90.02% and 98.54%, respectively. The best result of superovulation was 
obtained in cows when initial injection of FSH directly without pre-treatment on day 9 
to 11 of spontaneous estrus. 

2. The age of the first time for superovulation of heifers should be restricted and optimal age 
of superovulation should be above the 15 months old. The continuous repeat 
superovulation to donor cows should be less than 3 times because the proportion of 
available embryos decreased evidently after treatment over 4 times. In addition, the 
interval between two superovulations should be 46 to 60 days. In multiparous cows, 1 to 
3 parities were optimal to superovulation and it was not suitable for cows more than 7 
parities. The interval between parturition and superovulation should be 80 to 90 days. 

3. Superovulated donor cows were inseminated artificially by sexed semen. The average 
number of recovered embryos and available embryos was 9.02 and 4.70, respectively. 
The ET pregnancy rate of sexed embryos was closed to that of normal embryos. The 
result suggested that the sexed embryo might be produced by sexed semen. 

4.  In the study, 5083 recipient cows were treated by three synchronization procotols:  
double PG injection, CIDR+PG treatment and the single injection of PG. The 
synchronization rates were 75%, 78.33% and 72% correspondingly. The pregnancy rate of 
fresh embryo was 55% after embryo transfer, and that of frozen embryos was 46~47%, the 
result of the three groups was closed. The utilization rate of heifer recipients was higher 
than multiparous recipients after treatment of estrus synchronization. It was concluded 
that the protocol of double PG injection was better than the two others. However, the 
recipient utilization rate of spontaneous estrus was 85%, significantly higher than the 
double PG injection group, so the success rate of embryo transfer can be remarkably 
improved by utilizing recipient of spontaneous estrtus. 

5.  The frozen embryos were thawed by direct and programed methods, the pregnancy rate 
after embryo transfer was 45.22% and 47.64%, respectively. The result showed that the 
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embryos frozen by EG as freezing medium might be directly transferred after thawing in 
35 .℃  

6.  The recipient utilization rate and the pregnancy rate of nonpregnancy cows were 
improved after adjusting the reproductive functions with Chinese traditional medicine 
before synchronization. The utilization rate of parturient recipient cows treated by GnRH 
combined with PG during 20 to 25 days postpartum was closed to that of the natural 
recovered parturient cows, the interval between parturition and synchronization could be 
shortened by treatment of GnRH with PG. 

7. The in vitro maturation rate, fertilization rate and blastocyst rate of oocytes from follicles 
with diameter of 3 to 6 mm were higher than that from others. Adding EGF 10 ng/mL to 
maturation medium benefitted the nuclei and cytoplasm maturation. In the process of the 
oocyte maturation, at least three-layer granule cells were necessary， and it could improve 
the sperm capacitation and fertilization. 

8.  In the sperm capacitation processes, the treatment time of Percoll method is shorter and 
the number of survival sperm is higher than that of swim-up method, but frequent 
polysperm was occurred. While swim-up method recovered few sperm but sperm viability 
is higher than Percoll method. Adding caffeine to capacitation medium had no significant 
effect on viability and fertilization capacity of sperm, even decrease the survival time of 
sperm.    

9.  The blastocyst rate was 12.0% and expanded blastocyst rate was 0% in protein-free 
medium (added PVA), the blastocyst rate and expanded blastocyst rate in media added 
BSA and FBS were 25.6%/28.0% and 10.0%/19.8%, respectively. Adding 2%Neaa and 
1%Eaa to medium can significantly improve the development potential and the embryo 
quality. The embryos cultured in CR1aa+ 0.3%BSA medium for three days, then in 
SOFaa+5%FBS medium can get higher blastocyst rate and more embryo cells. Adding 
IGF-I to medium can improve the expanding potential of blastocyst. The co-culture 
system could improve the development potential of embryos (2.0% vs. 39.0%). 

10. The fertilization rate of sexed sperm is slightly lower than that of the normal sperm when 
used for IVF, but there was no significant difference to the development potential of 
embryos between two groups. 127 sexed IVF embryos were transferred to 107 recipient 
cows, the pregnancy rate was 36.5%. 

11. 998 in vivo embryos (including 136 fresh embryos and 835 thawed embryos) from normal 
sperm ,10 in vivo embryos from sexed sperm, 235 in vitro embryos from normal sperm 
and 116 in vitro embryos from sexed sperm were identified by consecutive and multiplex 
PCR. The pregnancy rate of identified in vivo fresh and thawed embryos from normal 
sperm was 41.03% and 37.72%，respectively, and from sexed sperm was 40%. The 
pregnancy rate of identified in vitro embryos from normal and sexed sperm was 27.78% 
and 25.00%, respectively. The coincident rate between the birth gender and identification 
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result was 97.85%. 

12. Ovarian cysts are defined as anovulatory fluid-filled cystic structures 25 mm in ≧

diameter that persist on the ovaries for more than 10 days. The cure rates of hormonal 
therapy with single GnRH injection, GnRH+PG injection, one treatment period of orally 
traditional Chinese medicine, GnRH+traditional Chinese medicine were 83.0%, 86.4%, 
73.8% and 87.4%, respectively. The pregnancy rates by AI of cured cows of first estrus 
were 52.3%, 54.4%, 58.1% and 55.3%, respectively. 

13. After two courses of treatment with the traditional Chinese medicine, the total cure rate of 
donor cows with hard tumidness formed from incomplete corpus luteum degeneration 
after superovulation was 91.3%. When cured cows were superovulated again, there was 
no significant difference of average available embryo number and available rate between 
cured cows and normal cows. Pregnant-urge perfusion fluid and hormonal therapy with 
PG injection for persistant corpus luteum had the best effect. The cure rates were 85.9% 
and 89.1% and the pregnancy rate by AI after two estruses of cured cows was 77.6% and 
75.5%, respectively. 

14. Four treatment groups of  hypovaria were FSH＋LH group, PMSG＋hCG group, 
pregnant-urge perfusion fluid group and the traditional Chinese medicine taken group. 
The recovery rates were 75.6%, 63.8%, 73.8% and 82.5%, respectively, and the 
pregnancy rates of cured cows after two estruses were 62.9%, 58.2%, 65.7% and 67.3%, 
respectively. 

15. The terramycin oil and pregnant-urge perfusion fluid were preferably for treatment of 
chronic endometritis in this experiment. The cure rates were 85.4% and 84.8%, and the 
pregnancy rates by AI of cured cows after two estruses were 83.9% and 82.0%, 
respectively. The cure rates of PG injection group and traditional Chinese medicine taken 
group were 76.3% and 79.4%, and the pregnancy rate by AI of cured cows after two 
estruses was 78.9% and 84.7%, respectively. 

16. Three treatments were taken for prevention of embryonic loss. The pregnancy rate of the 
control group, P4 supplementation group, hCG group and the traditional Chinese 
medicine taken group after AI was 53.3%, 56.1%, 62.1% and 58.3%, respectively; the 
rate after embryo transfer was 43.3%, 49.2%, 53.3% and  55.3%, respectively. The 
pregnancy rates of the treated groups were improved. 

 
 
KEYWORDS:  MOET, sex control, IVP of embryos, reproductive disordor, dairy cow 
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第一章  奶牛繁育技术的研究进展 

    我国的传统养牛业以役用为主，改良牛的比例只占 30%，牛的生产性能很低，远

远不能满足人们生活水平以及现代化农业发展的需要。到 2001 年，全国存栏良种及改

良奶牛达 566.2万头，牛奶产量为 1025.5万吨，占世界总量的 1.9％。2001年我国人均

占有奶类 8.8 kg。与世界先进国家比较，我国鲜奶产量仅为美国的 15％，人均占有奶量

仅为世界平均水平的 1/13，为发达国家的 1/37。2002年我国共有良种及改良种奶牛 687.3

万头，比上年的 566.2 万头增长 21.5%；全国奶类总产量达到 1,400.4 万吨，比上年的

1,122.9 万吨增长 24.7%。2004、2005 年我国奶业生产形势良好，奶牛存栏稳定增长，

且品种结构已较前几年有较大改善，加上技术水平的提高，牛奶生产仍将保持良好的发

展势头。但我国的牛奶产量仍不能满足国内的需求，2005年 1～3月份，乳制品进口金

额占乳制品进出口总金额的 89.1%。所以就我国目前奶业的现况来看，应用奶牛的繁育

技术快速扩大高产良种奶牛的种群是解决我国乳制品不足的根本途径。 

繁育技术包括人工授精、胚胎移植、体外受精、性别控制、核移植和转基因等胚胎

工程技术。在近现代畜牧业发展过程中，随着繁育技术的不断改进，畜牧业的生产规模

和生产效率大幅度提高。在我国，家畜繁育技术，尤其是牛的胚胎移植技术发展很快，

已基本具备产业化条件，发展前景广阔。胚胎的体外生产技术体系集成活体采卵和体外

受精、性别控制/性别鉴定、体外培养、胚胎冷冻、胚胎克隆等技术，最终可获得大量优

良遗传性状的已知性别胚胎，用于胚胎移植。胚胎的体外生产技术体系主要在优良奶牛

的快速繁育上有重要意义。目前体外生产技术体系得到的胚胎普遍存在移植后妊娠率

低、流产率和产后死亡率高、出生动物畸形率也较高等问题，给产业化带来许多负面作

用。国内外正在致力于提高胚胎体外生产技术体系最终成功率的研究，已在胚胎发育的

基本原理和技术体系的完善方面积累了大量的成果，随着这些成果的应用，胚胎体外生

产技术体系可望在 2010年前，全面达到产业化阶段。 

1.1 牛胚胎移植技术研究进展 
胚胎移植最早于1890年在兔子上试验成功，至今已有100多年的历史。牛胚胎移植

技术的商业化应用已有30多年的历史，国际上，牛的胚胎移植所占比例最大，其次为绵

羊和山羊的胚胎移植，其它种类家畜和动物的胚胎移植（如：猪、马、鹿、美洲驼、羚

羊等）的研究和应用也十分活跃。胚胎移植作为畜牧产业中的一个新兴产业，无论在育

种领域，还是在提高畜群整体遗传水平上，都会发挥越来越大的作用。根据国际胚胎移

植协会（IETS）的统计，2000年全世界移植牛胚胎总数达528,540枚，绵羊胚胎总数达

13,769枚，山羊胚胎总数达9,912枚。可以看出胚胎移植已经发展成为畜牧业中最具生机
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和活力的应用技术领域之一[3～8]。随着活体采卵、卵母细胞体外成熟、体外受精、胚胎

体外培养技术的完善，体外生产胚胎的商业化应用会进一步提高；冷冻胚胎的使用率会

越来越高，将会有大量冷冻胚胎库（Frozen embryo bank）的出现；国际间的胚胎贸易也

会随着全球经济一体化的进程而日益繁荣。中国在未来几年中，胚胎移植的规模会进一

步扩大。由于中国己经加入WTO，国内相关专业的公司和科研技术人员也应充分发挥自

身的优势，积极参予这个大市场的竞争，推动中国畜牧业快速健康的发展。 

1.1.1 国内外牛胚胎移植的状况 
国际胚胎移植协会（IETS），作为一个促进家畜胚胎移植及相关技术发展的全球性

组织，其数据来源于美国胚胎移植协会（AETA）、加拿大胚胎移植协会（CETA）、欧洲

胚胎移植协会（AETE）和其他国家的胚胎移植协会或相关机构。主要提供各大洲及一

些国家和地区的胚胎移植相关数据，如各种动物的供体数、可用胚数、冻胚数、鲜胚数、

储存和进出口的胚胎数等。根据 IETS 2000年的统计，平均每头供体牛采得可用胚约 6

枚，鲜胚妊娠率平均为 62%，冻胚妊娠率平均为 54%，以 IETS提供的胚移妊娠率为参

考（按 60%计），全世界在该年有 30多万头胚移牛产生。可以看出胚胎移植已成为畜牧

业中最具前景的繁殖技术之一[3,8]。 

畜牧业的现代化（即家畜良种化、饲养管理科学化、生产方式工厂化）的实现，其

中心是提高优良家畜的繁殖效率。胚胎移植可以使优良母畜的繁殖率得到很大的提高，

从而给养殖者带来更大的收益。2000年全世界冻胚移植总数为 282,284枚，约占移植总

数的 53%（282,284/528,540），可见冻胚比例在不断升高。应用 IVF（体外受精）生产胚

胎的技术还没有达到大规模商业化应用的程度。日本在这个方面具有优势，1999年大约

有 8,000枚体外生产胚胎用于移植，其中 60%为冻胚移植。2000年，在欧洲通过体外方

式生产的可用胚胎（均为囊胚）为 26,520枚。其中通过活体采卵技术（OPU），从 1,035

头供体牛上共采卵 8843次，平均每头供体 8.54次，经过体外培养共得到 14,079个囊胚

用于移植，平均每头供体每次获得可用胚 1.59枚。对于胚胎移植技术成熟的国家，其妊

娠率相对较高，如 1999年法国鲜胚移植妊娠率为 64%，冻胚移植妊娠率为 50%；2000

年加拿大（资料来源于全加拿大 64 所兽医诊所的胚移报告总结）鲜胚移植妊娠率为

62.1%，冻胚移植妊娠率为 58.9%[9]。对于通过体外受精方法生产的胚胎，其妊娠率的资

料较少，2000 年，加拿大胚移总结中，体外生产胚胎的妊娠率：鲜胚为 48%，冻胚为

37%[9]。 

在国内，家畜胚胎移植技术起步较晚。牛的胚胎移植从 1975 年开始，1978 年在上

海牛奶公司第七牧场产出第一头犊牛（当时每头供体牛采胚约 1.5枚，妊娠率约为 28%）
[10]。近年来，国内牛胚胎移植技术的研究与推广应用步伐很快，“八五”期间，由北京奶

牛中心等单位承担农业部攻关项目“奶牛MOET核心群的建立”，截止 1995年 9月底累

计处理供体牛 278头次，平均获可用胚 6.3枚；以荷斯坦牛为受体移植 1,214头次，妊
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娠 658头次，总妊娠率为 54%，其中青年受体牛鲜胚的妊娠率高达 70%，冻胚为 53%。

“863”中试项目“牛胚胎移植技术产业化研究”由新疆新科力生物技术研究所与宁夏农业

科学院畜牧研究所联合承担，从新西兰、加拿大、美国进口安格斯肉牛、西门塔尔牛、

利木赞牛胚胎 1,762枚（新疆 1,300枚，宁夏 462枚）。其中新疆鲜胚移植妊娠率为 53.38%，

冻胚移植妊娠率为 50.11%。农业部的重点项目由内蒙古家畜改良工作站承担，从加拿

大进口 3,000枚肉牛胚胎，累计处理供体肉牛 435头次，平均获可用胚 5.15～6.78枚；

该站自 1992～1999年累计移植受体牛 4862头次，总妊娠率为 47.84%[11]。 

1.1.2 牛同期发情技术的研究进展 
母畜发情周期的发生，外部受光照、温度、营养等因素的影响；内部受母畜体内的

神经和激素变化的影响。母畜在受外部环境的影响下，丘脑下部的某些神经纤维释放促

性腺激素释放激素，沿着垂体门脉循环至脑下垂体前叶，调节其促性腺激素的分泌，所

分泌的促卵泡激素（FSH）通过血液循环至卵巢，促进卵泡的发育并分泌雌激素。雌激

素由血液循环到大脑皮质，引起母畜的发情，同时雌激素对下丘脑和垂体具有反馈作用，

以调节促性腺激素的释放，当雌激素分泌量大时抑制垂体前叶分泌促卵泡素；另一方面

又促进促黄体素的释放，出现排卵前的促黄体素高峰，引起卵泡的排卵。 

排卵后，在促黄体素的作用下，原来卵泡腔颗粒细胞和卵泡膜转变为分泌孕酮的

黄体细胞形成黄体。同时，雌激素还可以作用于垂体，阻止多巴胺(DA)进入催乳素分泌

细胞的分泌颗粒，从而引起催乳素(PRL)的大量分泌。促黄体素和催乳素对促进和维持

黄体分泌孕酮具有协同作用。当分泌的孕酮量到达一定程度，有负反馈作用，它能抑制

垂体前叶分泌促卵泡素，以致卵泡不再发育，母畜不会发情。母畜怀孕时由于孕酮水平

高，也不会发情。如果母畜发情后未配种受孕，则子宫内膜产生前列腺素 F2α，破坏黄

体组织，使黄体逐渐退化萎缩，孕酮分泌量急剧下降。垂体由于脱离孕酮的抑制作用，

又开始分泌促卵泡素，同时引起排卵前的促黄体素的释放，另一个发情周期开始。正常

发情周期就是这样周而复始地进行着。同期发情技术作为胚胎移植的配套技术，在生产

上有着重要的实用价值。 

同期化排卵（Ovsynch）程序及其改进程序是近些年来研究较多的同期发情程序。

卵泡生长的同期化可用以下几种药物处理：P4、E2、P4+E2、GnRH及其类似物[12]。Ovsynch

程序是：注射 GnRH的时间记为 0 d，第 7 d注射 PGs，第 9 d注射 GnRH，注射 GnRH

后 8～18 h 后配种。它可以提高排卵的同期化程度和实现定时的人工输精（Fixed-time 

AI），且在泌乳母牛的应用上得到了较好的妊娠率[13]。Martinez等人研究了在注射 GnRH

后，第一个卵泡波的优势卵泡排卵之后（排卵记为 0 d）的第 3 d、第 6 d和第 9 d诱导

肉牛卵泡波出现的能力，发现只有那些对 GnRH处理发生反应的母牛可以诱导出现新的

卵泡波。并且在处理后的第 7 d有 74%的牛存在一个优势卵泡，其中 85%的优势卵泡大

于 9 mm和有排卵能力。说明在 GnRH处理后 7 d可以出现功能性优势卵泡[14]。在 GnRH
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处理后 7 d次 PGF2α与单一注射 PGF2α比较其发情同期化程度，结果提高了在注射 PGF2α

后 2～3 d发情的同期化程度[15]，而且两组实验的妊娠率没有区别。Pursley等人证实在

注射 PGF2α之后 48 h注射 GnRH可以诱导大约 30 h后的排卵[16]。这个程序不需要发情

鉴定，通过对卵泡和黄体发育的控制，可以及时准确地实施人工输精。以应用 P4或 PGF2α

控制黄体期长度为基础的同期发情程序在生产中已经应用了许多年，并取得了良好的效

果。 

但是这些程序没有考虑开始处理时卵泡所处的发育阶段，因而会出现发情不够集中

的现象。因此，通过使卵泡生长和黄体退化均同期化，可以实现动物集中发情，提高同

期发情的效果。卵泡的发育是下丘脑-垂体-卵巢轴作用下的一个复杂生理过程。卵泡波

从出现到“分离期”（Deviation），主要与血液循环中的 FSH有关。随着卵泡的生长，FSH

浓度逐渐下降（由于抑制素和 E2抑制），到卵泡生长至“分离期”时 FSH浓度降到了最低

点。大剂量孕酮处理可以抑制 LH 的分泌从而引起优势卵泡的闭锁和卵泡波的更替

（Turnover）；E2单独处理，或者结合 P4处理，可以引起卵泡波的更替；GnRH 或其激

动剂（Deslorelin）能诱导 FSH 峰出现可以使在用激素处理存在的大卵泡排卵和黄体化
[17]。优势卵泡排卵后，内源性的 FSH 峰可以产生一个新的卵泡波。在美国和欧盟，类

固醇激素禁用于泌乳奶牛，因此用 GnRH及其激动剂作为调控卵泡发育的药物成为该项

研究的首选。 

理想阶段是母牛处于发情周期的第 5～10 d。这是因为在发情周期早期（例如：第 2 

d或 3d处理），自发的排卵已经发生而潜在的优势卵泡太小（≤9 mm），对注射 GnRH的

反应不足以诱导排卵[18]，当第二次注射 GnRH时，优势卵泡可能已经老化（优势化时间

超过 5 d），这些老化的优势卵泡不发生排卵，即使排卵其卵母细胞也很少是可发育的，

因此母牛在发情周期早期阶段应用 Ovsynch程序会产生一个很低的妊娠率[18]。在接近发

情时处理（例如第 15 d），有两波周期的母牛一般会有一个小的优势卵泡，对 GnRH处

理没有反应，不能引起排卵，在注射 GnRH 2～4 d后，母牛子宫会自发地分泌 PGF2α引

起黄体的退化。这样，在 GnRH处理后 7 d注射 PGF2α后，母牛的黄体已经退化、甚至

发情，在固定时间的人工输精之前即会排卵。 

因此，在应用 Ovsynch 程序时，通过预同期发情程序处理，使奶牛处于发情周期

中的理想阶段得以提高该程序的效果。有实验表明：随机开始处理的妊娠率为 36%；用

预同期发情程序（间隔 14 d注射 2次 PGF2α）处理后第 12 d首次注射 GnRH，妊娠率为

48%。同期发情预处理会使在 Ovsynch程序开始实施时，90%的母牛处于发情周期的理

想阶段，即 5～10 d。总之，对牛的同期发情程序人们已经进行了深入的研究。同期发

情的优点主要有：（1）促进人工授精（AI）技术广泛迅速地应用；（2）可以诱发乏情状

态的母畜发情，提高家畜繁殖力，缩短产犊间隔；（3）使妊娠、分娩等过程相对集中，

节约人力、物力、时间，方便配种工作；（4）便于管理；（5）作为胚胎移植技术的重要

环节，使供体与受体处于相同的生理状态，可提高胚胎移植效益。当然同期发情技术也
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存在缺点，主要包括：（1）增加了成本；（2）需要有技术的操作人员；（3）增加了短期

的管理强度。在生产应用中，要严格按照程序执行，才会取得良好的效果。但是提高饲

养管理水平，最大限度地减少应激和疾病，是实现这一目标的先决条件。至于方案的优

劣并不是绝对的，应根据自己牛场的实际情况选择合适的方案。 

用于同期发情的药物，根据其性质大体分为三类：1、孕激素类—如孕酮、甲孕酮、

18-甲基炔诺酮等这类激素能抑制卵泡生长，延长其黄体期；2、前列腺素及其类似物—

如 15-甲基前列腺素、氯前列烯醇等。；3、促性腺素—如 FSH、LH、PMSG等。 

同期发情的方法主要包括如下 3种： 

1、孕激素埋植法：牛一般埋入耳部皮下 9~12 d取出，取出同时注射 500～800 IU  

PMSG。 

2、阴道栓塞法（CIDR法）：牛在任意一天放入 CIDR，放入 CIDR 9~12 d取出，取

出前 2 d注射 PG。 

3、前列腺素法（二次 PG法）：第一次注射在任意一天，第二次注射在第一次注射

后的第 11 d。 

1.1.3 牛超数排卵技术的研究进展 
牛是单胎动物，产犊数量少，因而一直都很重视对母牛超数排卵的研究。但是母牛

个体间大的超排反应差异使得人们在生产实践中无法准确预测其超排效果，这样大大影

响了胚胎移植的效益。目前大量使用的超排程序是上个世纪80年代初成型推广的，20多

年来没有大的改进[19]。目前，超数排卵主要应用于两个方面：一是为了获得用于移植的

胚胎；另一是为了获得卵母细胞（活体采卵），进行体外生产胚胎。 

超数排卵和胚胎回收工具的改进上个世纪60年代至80年代进行了大量的研究工作。

如英国的固定距离的三路式胚胎回收器，德国的两路式采胚器，美国的三路式采胚器，

丹麦的三路式胚胎回收器，中国的EP-3型采胚管，和法国的单人现场采胚器（把柄上有

若干按钮，可控制冲胚液进出）等。应用新材料和新技术制造新型采胚器械是提高采胚

效果的一个重要环节。 

1.1.3.1 超数排卵技术 

牛超排用的促性腺激素有三类：FSH、PMSG、hMG（人绝经期促性腺激素）。现在

最常用的是FSH，而PMSG和hMG很少用，因为PMSG在牛体内的半衰期太长（40 h左右），

hMG的价格太贵且仅有少数文献报道其效果好。常用的超排方案大同小异，一般为以递

减剂量每天两次注射FSH，连续注射3～5 d（因为未使用缓释剂的情况下，FSH在牛体

内的半衰期为5 h以下）；或一次PMSG注射[20]。 

改进的超排程序：陈静波等报道，在供体牛超排注射的第5天早再注射FSH 0.2～0.5 

mg，其它处理与常规4天8次注射相同。结果改进方案与常规方法的可用胚数分别为7.79

枚和5.58枚，显著提高了超排效果。其分析原因为：在超排的第五天早（供体即将发情）
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再次注射FSH，支持了卵泡的充分发育和成熟，使一些发情较晚的供体母牛不会因促卵

泡素不足而使卵泡退化，故显著改善了超排效果 [21]。Moreira和Thatcher等报道用牛生

长激素（bST， bovine somatotropin，Posilac）处理超排母牛，可以促进超排效果的提

高，其原因可能是增强了早期胚胎的发育能力[13，22]。 

1.1.3.2 超数排卵技术的优化 

近年来，随着超声成像技术的发展，对卵巢进行超声扫描使得人们对动物个体间的

超排反应差异的原因有了更深一步的认识，不断尝试寻找预测超排效果的标准或简单实

用的方法。此外，研究者也从激素、程序、饲养管理等方面进行了大量的试验。这些研

究的目的主要是为了提高卵泡波发育的同期化程度，提高超排的卵泡数和排卵率及胚胎

的可用率[23]。 

1.1.3.2.1 主动增加用以超排的卵泡数 

这种设想主要是通过刺激早期有腔卵泡和腔前卵泡数量来增加反应的卵泡数，使得

在开始超排处理时有更多较大的、反应能力一致的卵泡存在。牛的初级卵泡贮库是在胎

儿时期建立起来的，该贮库建立之后，卵泡就逐渐地和持续地离开该贮库而继续生长，

一生中其总数只会减少。母犊出生时大约有68,000个原始卵泡，而在母牛一生中能发生

排卵的卵泡数只有几十个，其余的均发生闭锁和退化。因而如何有效地增加用以超排的

卵泡数，是进一步发掘卵巢潜能的手段之一。以往的研究发现，对外源性激素反应不好

的母牛每个卵巢只含有50～200个生长卵泡（直径在0. 7 mm以上），而反应好的牛卵巢

的生长卵泡数则在600个以上[20]。因此造成超排反应差异的原因之一可能是动物遗传或

生理状况不同。改善这种类型母牛超排效果的方法之一是设法促使更多的卵泡变为有腔

卵泡。Cushman RA等人研究发现通过长期使用bST和E2可以增加有腔卵泡数目和改善超

排效果[24]。 

1.1.3.2.2  延长排卵前卵泡的发育来增加排卵数 

研究发现，当母牛进行超排处理后有一个明显的变化是排卵前卵泡的发育期变短，

从黄体退化到排卵前LH峰出现的时间间隔由61 h减少到44 h[25]。在超排反应中，并不是

所有的卵泡可以同期化成熟和排卵。当发育较早的卵泡诱导LH峰出现时，还存在没有

成熟的卵泡，这样导致了卵泡和卵母细胞发育的不同步性[26]。通过延长排卵前卵泡的发

育，从理论上讲可以减少卵泡发育的不同步性，并能使更多的卵泡获得对LH信号发生

反应的能力。现在延长排卵前卵泡发育的方法主要有以下二种：一是通过使用外源性孕

酮栓可以阻止排卵前的内源性LH峰的出现，在孕酮栓去除之后注射GnRH，2小时后可

以诱导LH峰的出现；二是使用GnRH拮抗剂(GnRH agonist)处理牛，可以消除垂体分泌

LH的作用，然后用纯化的LH处理可以人为地产生LH峰[27]。延长排卵前卵泡的发育时间

增加了成熟卵泡的数量且提高了排卵率，但是最终可用胚的数目没有增加，其分析认为

这可能是由于外源性激素处理使得输卵管环境发生紊乱而导致胚胎的发育受到了不利
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的影响[28]。 

1.1.3.2.3  小剂量FSH预处理 

一些研究认为，在第一个卵泡波出现后的第2次FSH峰与下一个卵泡波（即开始超

排处理时）中存在的对FSH敏感的2～6 mm卵泡的群体大小有关[29]。因此，在发情周期

的初期用小剂量FSH对母牛进行预处理，使得更多的储备卵泡〔腔前卵泡〕变为有腔卵

泡，可以提高周期9～13 d有腔卵泡的数量，从而改善超排效果。但是Gray BW等人发现

用FSH预处理会导致在开始超排处理时卵巢上存在优势卵泡，而引起排卵数降低[29]。可

能是因为个体间的巨大差异，造成无法得到一个合适的处理时间和剂量来增加处理时有

效的卵泡数目。 

1.1.3.2.4  抑制素主动免疫 

卵巢颗粒细胞释放的抑制素（Inhibin，INH）可以选择性地作用于垂体抑制FSH的

分泌。INH是由α、β 2个亚基构成的异质二聚体，化学成分是糖蛋白，比较容易制成免

疫原。用抑制素免疫动物后，内源性抑制素被抗体中和，血液中FSH浓度升高，达到增

加排卵率的目的[30]。研究表明，使用抑制素免疫后获得超排反应可以维持较长时间，而

且使用较少剂量的FSH即可获得较好的超排效果，但也有相反的报道[30]。因而如何用抑

制素免疫来改善超排效果还需要进一步研究。 

1.1.3.2.5  GnRH及其类似物的应用 

GnRH是由10个氨基酸组成的肽类激素。它可以促使垂体释放LH，提高奶牛多卵泡

排卵的同期化程度。奶牛发情后（正常的非超排奶牛），血浆LH水平迅速上升，发情后

10 h达到高峰，约25 h时排卵。超排奶牛发情后的LH水平低于非超排奶牛，而且超排母

牛的排卵期较长，有的甚至长达24 h[29]。朱玉林等在试验牛静立发情后6～8 h第一次输

精时肌注LRH-A2200 µg，结果排卵数和获卵率比对照组均有所提高。此外，有报道认为

GnRH还具有改善超排牛输卵管及子宫环境的作用，有利于胚胎的发育，促进子宫内膜

的进一步成熟[31]。但对超排牛注射GnRH的报道的观点并不一致。Mapletoft RJ等人研究

发现，在接近发情开始时给超排牛注射GnRH（或者17β-E2）并没有提高排卵率和改善

胚胎质量[20]。 Kohram等人研究表明，在超排前2天注射GnRH 200 µg可以增强卵巢反应

能力和提高排卵率，但是可用胚胎数并没有增加[32]。 

1.1.4  同期发情与超数排卵研究的热点与难点 
1.1.4.1  超数排卵前对超排效果的预测 

胚胎移植中可以看出母牛对超排的反应变异范围很大，使得在生产实践中无法预测

母牛个体的超排反应，以至于许多研究者认为超排反应是无法预测的，这方面有许多探

索性研究。Mapletoft RJ等发现，每个供体母牛的排卵率和可用胚胎数是相对稳定的，一

次处理反应好的牛以后各次处理反应都好[20]。Tonhati H等人统计了2 941头母牛的5387
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次超排反应，认为超排反应不具有遗传性[33]。因此，可以用上一次超排的结果来预测下

一次超排反应，而不能依据遗传特性推测。Driancourt MA的研究表明，母牛卵巢对超排

处理的反应依赖于超排时存在的对促性腺激素敏感的卵泡数量，也就是说在用促性腺激

素处理时母牛卵泡波所处的阶段对超排有重要的影响[34]。 

随着超声成像技术的应用，人们希望统计出一个合理的标准，通过卵巢上黄体和卵

泡的形态，来实现对超排效果的预测。Ali等人通过超声扫描技术确定卵泡的形态（卵泡

直径<4 mm为小卵泡，4～9 mm为中等卵泡，≥10 mm为大卵泡），通过抽吸卵泡的卵泡

液并测定其中E2/P4的比例来区别生长卵泡和闭锁卵泡，通过注射前列腺素，诱导黄体退

化来促使优势卵泡的排卵来评估卵巢的功能[35]。研究结果表明：卵泡在出现后的前2天

或者在出现后的6 d以后（处于退化阶段），其形态（大小）和功能是一致的；当优势卵

泡处在生长期4～6 d时，一部分卵泡是生长的，而另一部分是闭锁的，其形态和功能似

乎没有联系。这项研究说明，超排只能挽救那些处于生长期的中小卵泡，使其同优势卵

泡一样生长到排卵时的体积。应用超声技术来预测超排效果是一个有希望的辅助手段。

在处理前对供体母牛进行分类，对卵巢反应好的母牛进行常规超排；对不排卵的母牛进

行活体采卵（OPU）；对卵巢反应不好的母牛可以用E2和bST长期联合处理（3个月以上）

后再行超排[36，37]。；吴铁荣依据超排前母牛黄体的状态与超排效果相关，认为A， B级

黄体的供体母牛超排效果较好[38]。目前对超排效果的预测还只是停留在经验水平上，准

确地预测超排反应还需要进一步的研究。 

1.1.4.2 影响超数排卵效果的因素 

要提高超排效果，很重要的一点是进一步明确有利于超排效果提高的因素。这方面

的研究报道较多。胎次以2～6胎较好；超排季节春夏秋冬均可，但冬季比夏季效果好；

促卵泡素剂量以常规剂量较好；非泌乳牛比泌乳牛超排效果好；产后间隔一般认为在60 

d以上较好，这时母牛生殖器官和机能己恢复，开始超排即可，若供体母牛的子宫环境

和机能未完全恢复，则获可用胚比例较低；输精次数和输精量：一般输2次，每次使用2～

3支精液即可；超排处理次数：超排处理次数对胚胎的回收数没有显著影响，但超排处

理会延迟配种受胎的时间，增加了母牛的空怀天数；营养状况：研究表明过多的能量摄

入会减弱超排反应，减少胚胎产量和改变胚胎发育过程中某些基因的表达。高浓度的精

料摄入对胚胎生产的质和量都不利，而超排前和超排期间正常能量摄入可以产生更多的

卵泡和提高胚胎的质量；环境也是一个很重要的因素，提供最好的环境条件，最大程度

地减少应激，尽可能提供舒适的条件和保持一个好的健康体况是取得良好超排效果的基

本保障。 

1.1.4.3 卵泡发育、排卵机理以及其动力学的研究 

在超排处理开始时除去有功能的大卵泡。许多试验结果证明，超排处理时存在大卵

泡会抑制相对较小的卵泡的生长，从而影响超排效果。Kim IH等人的研究表明在超排前
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48 h用超声介导抽吸除去优势卵泡可以促进其它卵泡的生长，并提高排卵率和胚胎的产

量。以上几种设想均是改变卵泡的发育波，使其在超排处理时出现尽可能多的2～6 mm

的卵泡数。而把用FSH处理安排在最佳时间，人为地控制同期化卵泡的出现，也是改善

超排效果的重要方法之一。目前控制同期化卵泡波出现的方法是，使用特定的激素处理

或者通过去除大卵泡的方法获得。在激素处理方法中，17β-E2和P4的联合使用比较成功。

目前的研究表明，17β-E2+ P4会抑制优势卵泡的生长，并且在 4.3±0.1 d 产生一个新的卵

泡波，用这种方法处理，可以在4d后开始注射FSH，结果与在发情后8～12 d出现第二个

卵泡波时处理获得的胚胎数没有区别，但明显可以缩短时间间隔[39]。在用超声引导除去

2个大卵泡与除去所有直径大于5 mm的卵泡效果也一样。Baracaldo等人分析认为，应用

物理方法处理（超声引导除去优势卵泡）优于激素处理，因为激素处理引起大卵泡闭锁

的同时也影响了下一个卵泡发育波中卵泡的发育[40]。 

近年许多研究表明，在第一次人工输精时同时注射500mg bST(bovine somatotropin， 

Posilac)，可以提高可用胚的数量。Moreira F等人的研究表明bST通过提高受精率和早期

胚胎发育的能力提高了可用胚的数量[37]。在许多组织中，包括卵巢，bST可以刺激IGF-I

（胰岛素样生长因子-I）的合成。Katz等人发现在卵巢内部存在IGF-I、受体和结合蛋白

体系，通过增强颗粒细胞的功能，来改善超排反应[41]。在配种后第3 d，阴道内放置海

绵栓，对防止黄体早期退化而导致的胚胎变性有一定作用。 

1.2  新型人工授精的研究发展 
人工授精技术自从上世纪 40 年代问世以来，首先在奶牛育种中，其后在其他畜种

的育种中得到广泛应用。近几十年来，人工授精技术始终在不断地发展和完善，尤其是

精液低温冷冻保存技术的出现，使之成为目前在家畜育种中最重要的生物技术。可使优

秀种公畜获得大量的后代，迅速地扩大其优良遗传特性和高产基因在群体中的作用。每

头种公畜可以承担更多头母畜的配种任务，增加了公畜的选择强度，从而加快了群体的

遗传进展。使得对公畜遗传评定更准确。 

牛产业化生产是饲养业发展的必然趋势。近年来，随着国内外商品牛生产规模不断

扩大，产业化生产步伐日益加快，对牛的繁殖技术就提出了更高的要求。奶牛育种经过

多年的研究与实践，已经形成一套完整的应用人工授精技术的育种方案，称之为“AI育

种方案”。该方案的要点是：（1）人工授精技术的广泛应用，以及世界范围地选用优秀

种公牛精液；（2）实施大规模的、规范化的生产性能测定；（3）实施科学、严格的公牛

后裔测定，并在牛群中全部使用验证公牛；（4）应用先进的数据统计分析方法，并通过

计算机数据处理，提高选种的准确性。由于长期实施“AI育种方案”，使得美国和加拿大

等奶牛发达国家，在过去的 30余年中全国的奶牛的平均生产水平由 5,000 kg左右，提

高到了接近或超过 9,000 kg。经分析，北京市自 1972年建立公牛站，开始推广冷冻精液

以来，牛群每年的遗传进展平均为 50 kg产奶量。也就是说，在过去的 30多年间，奶牛
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平均单产净增 2,200 kg。牛群的遗传水平已接近国际水平。 

此外，农村开展冷冻精液人工授精，由于畜群分散、交通不便，加上自然发情出现

时间参差不齐和配种人员较少，也严重阻碍人工授精技术的推广和品种改良进程。因此，

如何简单易行、高效率地繁殖商品牛已成为亟待解决的重大繁殖技术课题。解决办法之

一就是使发情同期化，提高发情发现效率，使人工授精做到成批、集中、定时。该方法

在发情同期化程度、繁殖率和工作效率方面已不能满足商品牛产业化生产的需要。可以

说，观察发情和适时输精这两个自人工授精一出现就存在的问题、迄今仍是现代产业化

生产中面临的一大难题。 

1.2.1 程序化人工授精技术 
在发情同期化的同时控制排卵，就能预测排卵时间，从而能在更准确的时间里进行

有效的人工授精，获得高受胎率。“卵泡发育波（Follicular waves）”的阐明，为解决上

述问题提供了重要理论依据。目前，人们正尝试运用“卵泡发育波”设计新的人工授精技

术方案----程序化人工授精技术（Program Artificial Insemination）。所谓程序化人工授精

技术，是指利用外源激素人工控制母牛的生殖状况，使之出现同期发情/排卵，并进行定

时人工授精的技术。 

对母牛实施程序化人工授精技术，不但能使处理牛发情时间高度集中、提高发情发

现效率，更主要的是，即使没有观察到发情或者说不需要观察发情就能比较准确、有效

地进行定时人工授精，而不降低受胎效果。从而使观察发情和人工授精更省力，便于组

织生产和集中进行配种，并能使产后预期内（两个月）的人工授精实施率接近 100%，

提高繁殖效率，满足商品牛产业化生产需要。 

1.2.1.1 程序化人工授精技术理论基础－卵泡发育波 

程序化人工授精技术，是建立在缩短或延长黄体期的基础上，通过人工控制母牛卵

巢上卵泡发育波，达到同期发情/排卵和定时人工授精的目的。在控制卵泡波和同期排卵

方面，研究者们对奶牛程序化人工授精技术中的激素组合、处理程序、激素剂量、定时

人工授精时间作了大量研究[16，42]，基本上解决了程序化人工授精奶牛的受胎率不如自然

发情牛受胎率高的问题，有效提高了母牛繁殖率和牛场繁殖管理效率，使得程序化人工

授精技术研究有了突破性进展。 

1.2.1.1.1 牛发情周期中的卵泡发育特点 

一般认为，牛的发情是从卵巢上无数的原始卵泡中，选择出一个卵泡发育成熟、排

卵。但是，近年来随着繁殖诊查工作的积极实施和间情期卵巢活动受抑制机理的阐明，

以及超声波断层扫描仪的普及、激素研究的发展，现在发现，在一个发情周期中，卵泡

的发育和退化进行着波样有规律的变化，周而复始发生。 这种在发情周期中的卵泡周

期性发育现象，称之为卵泡发育波。卵泡发育波也受激素调控，是激素综合作用的结果。 

尽管决定一个发情周期中产生的卵泡波数的因素尚未完全查明，但业已判明，在牛
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的每个发情周期中，卵巢上一般能观察到两个或三个卵泡发育波。并且，卵泡发育波数

多的牛发情周期偏长，在妊娠牛卵巢上也存在卵泡发育波[43]。在一个卵泡波中，3～6

个直径为 4～6 mm 的卵泡一起开始发育，数天后一般只有其中一个卵泡发育较快而成

为该波中最大的一个卵泡，直径可达到 11 mm，称之为优势卵泡（Dominant Follicle，

DF）。卵泡波中其余卵泡则发育较慢，它们的出现与优势卵泡相差不超过两天，并且在

出现后至少延续生长一天，但最终没有达到 11 mm，称为次要卵泡。自然发情情况下，

仅最后一个卵泡波中的优势卵泡发育成熟并排卵，其余的卵泡全部发生闭锁。 

1.2.1.1.2 卵泡发育波的产生机制 

卵巢主要受垂体前叶分泌的 FSH和 LH的调控，而这些促性腺激素又受到丘脑下部

分泌的 GnRH的调节。但是，血浆中的激素浓度并不总是维持在一定水平，而是呈脉冲

式分泌。卵泡波产生前，FSH分泌增加，诱发大量卵泡开始发育、形成卵泡波，并出现

优势卵泡。同时，从优势卵泡的颗粒层细胞产生了具有抑制 FSH 分泌作用的抑制素

（Inhibin）。随着优势卵泡的发育，血中抑制素浓度升高，抑制了次要卵泡的发育，使

次要卵泡发育到直径为 6～9 mm 左右即闭锁退化[44]。当优势卵泡排卵或开始闭锁后，

抑制素的分泌逐渐停止，从而解除了对 FSH 分泌的抑制作用，新的卵泡波开始形成。

在黄体期出现的卵泡发育波，由于 P4抑制 FSH、LH的分泌，卵泡的发育和发情、排卵

均受到抑制。 

到了发情前几天，在子宫分泌的 PGF2α的作用下黄体溶解，引起 P4浓度下降。此时

孕酮和雌激素均处于低水平，对丘脑下部和垂体的负反馈作用减弱，引起丘脑下部GnRH

分泌逐渐增加，刺激垂体 FSH和 LH的合成和分泌。开始主要是 FSH分泌量增高，促

使数个卵泡迅速发育，形成发情周期中最后一个卵泡波，出现排卵优势卵泡并产生大量

的 E2。当血液中雌激素达到一定水平（即排卵优势卵泡发育成熟）时，一方面刺激性中

枢引起发情表征，另一方面又正反馈于丘脑下部促使 GnRH 分泌脉冲发生改变，诱导

LH突发性释放、形成 LH排卵前峰，诱发排卵。 

1.2.1.2 程序化人工授精处理程序 

迄今为止所有的处理程序，根据所用基础药物和作用机理不同总的可分两类：一类

是用 PGF2α缩短黄体期的方法
[16]；第二类是应用孕激素延长黄体期的方法。此外，最近

又研究出了在缩短或延长黄体期的基础上人工控制卵巢上卵泡发育波的方法，大大推进

了程序化人工授精的实用化进程。以 PGF2α为基础药物的处理程序有：（1）PGF2α+ PGF2α

法；（2）GnRH+ PGF2α法；（3）OvSynch法。 

1.2.1.2.1  PGF2α+PGF2α法处理程序 

前列腺素 PGF2α有显著的溶黄体作用，黄体溶解后、P4水平下降，解除了对 FSH、

LH的抑制，在 FSH的作用下卵巢上就会有卵泡发育，所以其作用仅限于黄体期的母畜。

由于新生黄体（排卵后 0～5 d的黄体）对 PGF2α不敏感，并且一个群体中自然情况下总
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有 30%左右的母畜处于非黄体期，所以理论上一次用药只能使约 70%的母畜集中表现发

情。为了获得全群母畜同期发情的效果，一般需要间隔 11 d进行两次 PGF2α处理，以使

第一次处理时处在非黄体期的对 PGF2α 无效的母牛能在第二次处理时对 PGF2α 产生反

应。 

空怀母牛（不包括分娩后七周内的母牛）用 PGF2α 或其类似物（如国产氯前列烯醇

ICI80996，国外多用 Lutalyse）处理一次后，间隔 11 d再处理一次；发情后 12 h进行人

工授精。为保证较高的受胎率，可间隔 12 h进行第二次输精。  

1.2.1.2.2 GnRH+ PGF2α法 

PGF2α能迅速溶解黄体，但从使用 PGF2α到发情之间的时间间隔个体差异很大。这

种差异并不是由于 PGF2α处理后个体间黄体溶解快慢造成的。在牛的正常发情周期中，

仅最后一个卵泡波中的优势卵泡发育到卵泡发育波中 6～7 d时才引起黄体退化，而后经

过 2～3 d优势卵泡发育成熟分泌雌激素，引起发情。但是，如果恰巧在卵泡发育波的第

1～2 d应用了 PGF2α，黄体虽能迅速溶解，但要使优势卵泡发育成熟引起发情还需 5～6 

d。而且，在卵泡发育波开始闭锁退化时应用了 PGF2α 处理，也必须要等到下一个卵泡

波的优势卵泡发育成熟才会引起发情排卵。起到人工有效控制卵泡发育的药物就是促性

腺激素释放激素（Gonadotropin Releasing Hormone，GnRH）及其类似物。GnRH处理后

2～7 d内抑制出现发情。超声波扫描和组织学观察表明，在 GnRH处理后抑制出现发情

是由于在处理期间改变了大卵泡的直径所致[44]。用 GnRH处理能诱发 LH释放，从而导

致功能性优势卵泡（Functionallly dominant follicle）在此卵泡发育波的生长期发生排卵，

并产生新黄体[45]。GnRH 处理诱发排卵又会产生外周血液中 E2浓度的下降，这与卵泡

正常破裂时发生的情形一致。所以，GnRH处理能抑制出现自然发情。 

用这种方法处理，一般有 70%～83%的奶牛在 PGF2α 处理后 3 d 内发情[46]，约有

60%～70%的牛发情集中在处理后的 36 h范围内[16]。因为，不论卵泡处在卵泡发育波的

哪一阶段，用 GnRH处理后 2 d内都会有一批新的卵泡开始发育。当再用 PGF2α处理时，

这批卵泡正处在卵泡波中第 5～6 d，所以处理后 2～3 d内可诱发集中发情。这样，从

PGF2α处理到开始发情之间的时间间隔的个体差异就明显缩小，发情同期化精确度提高

了，观察发情比较容易。但是，由于黄体退化后卵泡发育至成熟、排卵的时间仍不一样，

所以仍不能实现定时人工授精，还需要观察发情。因此，这种方法也没能得到普及。 

1.2.1.2.3  OvSynch法 

它是在 GnRH+ PGF2α处理的基础上，间隔 30～48 h追加一次 GnRH处理，并在处

理结束后 16～20 h进行定时人工授精的方法。“OvSynch”一词为“Ovulation（排卵）”和

“Synchronization（同期化）”的复合词。这种即使没有发现发情也能准确的进行人工授

精、而且有高受胎率的方法，是程序化人工授精的新方法。 

在 PGF2α处理后的第二天再次用 GnRH处理的目的是，使发育起来的优势卵泡在一
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定时间内全部发生排卵。血浆促性腺激素测定表明，注射GnRH后可同时刺激 LH和 FSH

的释放，诱导内源性 LH排卵前峰提前出现，诱导峰和自然合二为一，借此使发情和排

卵同期化。所以其最大优点就是，不需要观察发情就能准确的进行人工授精且不降低受

胎率[16]。OvSynch处理可使分娩后一定时间内（两个月）几乎 100%的牛实施人工授精，

所有处理牛不需要观察发情就能进行定时人工授精，而且与自然发情后适时人工授精有

着同样高的受胎率。有报道称，对卵巢静止牛用此程序也有可能使之妊娠[42，47]。不过，

在生产实践中 OvSynch处理经产牛效果好，而处女牛效果差，原因目前还不清楚。是否

是因为第一次 GnRH处理后排卵率较经产牛低，还是因为经产牛卵巢上多为 3个卵泡发

育波、而处女牛多为 2个卵泡发育波的缘故，仍未有研究定论。但有报道称，处女牛采

用 OvSynch处理时，GnRH与 PGF2α的处理间隔为 6 d时，可获得满意的受胎率[47]。此

外，OvSynch牛也存在处理后能观察到发情的牛较少的问题。 

1.2.1.3 以 P4为基础药物的处理程序 

用外源性的孕激素进行处理，使血中孕激素水平上升，造成人为黄体期，作用一段

时间后终止其作用，就能造成与黄体退化相同的生理变化，从而诱发发情。但是，过去

应用孕激素制剂（CIDR，PRID，Synchro-Mate-B）诱导母牛发情，同期发情效果好、

但受胎率低，早已少有应用。随着近年来对牛卵巢上卵泡发育波这一生理现象机理的阐

明，应用孕激素诱导发情时母牛受胎率低下的原因也渐清楚。这种方法再次受到人们的

重视。 

1.2.1.3.1  CIDR+EB法 

在放置 CIDR的同时，肌注一次 EB（Estradiol benzoate，苯甲酸雌二醇）（或在 CIDR

栓内放有少量 EB制剂），8～10 d后撤去 CIDR，观察到发情后进行人工授精。 

CIDR（Controlled internal drug release device）为孕酮释放阴道置入剂型，与 PRID

（Progesterone Releasing Intravaginal Device，PRID）类似，在母畜阴道内放置 3～5 d能

产生与黄体期同样的孕酮浓度，而后逐渐下降，并保持在黄体期孕酮浓度一半的水平。

CIDR阴道内放置 12～15 d，一旦除去，通常会在 4 d内诱发发情。 

近年来研究发现，当用 CIDR处理 8～10 d以上时，由于受 P4长时间抑制作用，会

致使已发育成熟的优势卵泡既不能排卵、也不能闭锁而残留在卵巢上，也不产生新的卵

泡发育波，从而造成优势卵泡内卵子老化、受精能力下降，导致受胎率降低[48]。而且，

放置时间愈长，受胎率愈低。所以 CIDR长周期处理时，同期发情效果好、而受胎率低。

自那以后，研究主要集中在 CIDR短周期处理方法上。 

但是，由于缩短 CIDR的作用时间，并不能保证撤栓后所有处理牛黄体会随着孕酮

水平的突然下降溶解[49]，所以单纯靠缩短 CIDR的处理时间来达到提高诱发发情率和受

胎率的目的很难做到。E2为业已证明了的具有促使黄体退化和促发新的卵泡发育波的作

用的激素，配合 CIDR处理能使黄体退化，2～3 d后开始出现打捞的卵泡发育波。因此，
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在处理时间为 10～12 d时，建议用含 10mg EB的胶囊放在 CIDR内一起置入阴道内的

处理方法。 

1.2.1.3.2  CIDR+PGF2α+EB法 

即用 CIDR处理 7～8 d，在除去 CIDR时追加一次 PGF2α处理，再间隔 24 h注射少

量 EB，于处理结束 24 h后进行定时人工授精。 

在单独用 CIDR 或上述 CIDR+EB 法诱导发情时，要获得 90%以上的同期发情率需

要 4～5 d的时间，发情出现时间非常分散，波动范围大。当在应用 CIDR处理后，为了

促进黄体溶解退化，宜在 CIDR除去时或除去前 1 d注射 PGF2α，以提高诱发发情效果

可以使 92.3%的处理牛发情集中在 PGF2α注射后 36～48 h内。并且，有 PGF2α的 CIDR

处理组奶牛的第一情期受胎率显著高于无 PGF2α的对照组（35.94% vs 25.00%，P<0.05）。

EB处理的诱发排卵效果，用 CIDR配合 PGF2α处理 ET受体牛，也能显著提高体外受精

胚移植的受胎率（64.3% vs 33.3%，P<0.05）[50]。 

PGF2α注射后用少量 EB处理的目的是，拟通过 EB对下丘脑—垂体的反馈调节，促

使垂体 LH的释放，产生 LH峰，诱发同期排卵。因为，在生理状态下，卵泡排卵前外

周血液中会出现 LH峰和 E2峰，且 E2峰要比 LH峰早出现约 15～24 h。因此，E2也被

认为可能是诱发排卵的一种因素。 

同时 PGF2α和 EB配合 CIDR处理，也能同 OvSynch处理一样，不需要观察发情就

能集中进行定时人工授精。 

1.2.2  定时人工授精的时间 
在什么时间实施人工授精，关系到能否使有受精能力的优质卵子和已获能精子在最

适时期内受精，直接影响到受胎率的高低。 

生理条件下，排出的卵子在输卵管内保持有受精能力的时间为 10～12 h，但只有排

卵后 2～3 h内具有高受精能力。另一方面，人工授精输入到母畜生殖道内的精子，获能

需要 5～6 h，然后保持 12～18 h的受精能力。而母牛发情一般持续 18 h左右，排卵多

发生在发情结束后 12 h前后。因此，人工授精的最佳时机应在发情结束前 6 h至发情结

束后 6 h之间。输精太早易造成精子老化，太迟又会造成卵子老化，这两种情况下即使

能够受精，胚胎早期死亡率也会很高。 

OvSynch法可控制排卵发生在 GnRH第二次处理后 36 h内[16]。因为 GnRH处理会

模拟体内 GnRH脉冲式分泌改变、产生 GnRH大量释放的生理反应，6～8 h后 LH峰出

现、持续 6 h左右，大约 24 h后发生排卵。所以，多数研究结果倾向于在 GnRH第二次

处理后第 12～20 h内人工授精能够获得高的受胎率。Pursley等[16]对 GnRH第二次处理

结束后第 0、8、16、24、32h不同的时间进行人工授精的效果作了对比研究，试验以第

16 h人工授精的受胎率为最高（44%），第 32 h人工授精的受胎率最低（32%）。正是因

为第 32 h输精时卵泡早已发生排卵，待精子获能后卵子已发生老化、受精能力降低的缘
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故。 

1.3 胚胎体外生产体系的产业化研究进展 

奶牛胚胎体外生产（in vitro production，IVP）指利用体外受精（in vitro fertilization，

IVF）技术完成胚胎的早期发育阶段，对胚胎质量评估后进行移植的技术体系。应用 IVF

（体外受精）生产胚胎的技术还没有达到大规模商业化应用的程度。胚胎体外生产技术

体系的开发及其产业化推进是目前我国胚胎工程领域重点解决的问题。我国家畜体外受

精技术于上世纪 80年代末期取得成功，90年代中期成熟。1989年，我国首例试管牛在

内蒙古大学诞生。广西大学曾利用 IVM-IVF-IVC-FC路线，生产了大批牛胚胎，并经过

胚胎移植，获得了 200余头试管黄牛犊；内蒙古大学在澳大利亚和加拿大的胚胎生产基

地上，利用体外受精技术，生产了近 4万枚胚胎，并在国内进行胚胎移植，获得了良种

试管牛犊 350 余头。日本在 1999 年大约有 8,000 枚体外生产胚胎用于移植，其中 60%

为冻胚移植。2000年，在欧洲通过体外方式生产的可用胚胎（均为囊胚）为 26,520枚。

其中通过活体采卵技术(OPU)，从 1,035头供体牛上共采卵 8,843次，平均每头供体 8.54

次，经过体外培养共得到 14,079 个囊胚用于移植，平均每头供体每次获得可用胚 1.59

枚。对于胚胎移植技术成熟的国家，其体内胚胎移植妊娠率相对较高，如 1999 年法国

鲜胚移植妊娠率为 64%，冻胚移植妊娠率为 50%；2000 年加拿大（资料来源于全加拿

大 64 所兽医诊所的胚移报告总结）鲜胚移植妊娠率为 62.1%，冻胚移植妊娠率为

58.9%[51]。对于通过体外受精方法生产的胚胎，其妊娠率的资料较少，2000年，加拿大

胚移总结中，体外生产胚胎的妊娠率：鲜胚为 48%，冻胚为 37%[51]。 

体外受精是指在体外环境完成精卵结合的过程。目前，受精过程的各个步骤都可在

体外成功进行。例如，卵母细胞的体外成熟、精子的体外获能、卵母细胞的体外受精、

受精卵的体外发育以及配子和胚胎的冷冻保存等。体外受精研究的深入开展，一方面加

深了人们对受精机制的认识，另一方面为动物育种、治疗人类不孕症提供了技术支持。 

1.3.1 牛体外受精技术的研究简介 
1.3.1.1 体外受精技术发展简史 

早在 1878年，德国科学家 Schenk就开始进行哺乳动物卵子体外受精的尝试，他将

排卵前的卵母细胞和附睾内精子放入子宫液内进行孵育，观察到第二极体释放和卵裂现

象。1951年，Chang和澳大利亚的 Austin几乎同时发现只有在雌性生殖道停留一定时间

的精子才能成功地与卵结合，进行体外受精。Austin 于次年将这种现象命名为“获能

（capacitation）”[52]。精子获能现象的发现是体外受精史上的一个里程碑。自此，体外

受精研究蓬勃开展起来。1954年家兔体外受精成功，1959年张明觉首次获得体外受精“试

管兔”；1959年 Dauzier进行绵羊体外受精，获得原核期受精卵，但 1985年才得到 IVF

后代；1973年猪 IVF获得成功，于 1986年产出仔猪，1989年得到 IVM-IVF仔猪；1982

年Brackett等得到世界首例试管犊牛；1985年日本学者花田章等获得世界首例试管山羊，
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刘灵在 1992 年获得首批山羊卵泡卵母细胞 IVM-IVF 试管山羊；国内旭日干（1989）、

范必勤（1989）、朱裕鼎（1989）、卢克焕等（1990）、秦鹏春等（1990）相继得到试管

犊牛，现在已有三十余种哺乳动物获得 IVF后代[52～55]。 

1978年 7月 25日，第一例试管婴儿 Louise Brown在英国诞生[56]，这是体外受精技

术走向全面应用的标志性事件，是医学和生物学上的一次伟大的革命。近 20 年来，世

界上已有几万例试管婴儿降生，体外受精技术为不育家庭带来了福音。Gould 于 1983

年进行黑猩猩体外受精，可观察到卵裂[57]。1989 年陈大元等首次成功进行大熊猫精子

体外获能，体外获能的大熊猫精子能与金黄地鼠卵子相互作用[58]。1990年Miller和 Ax

相继进行了美洲虎和美洲豹的体外受精，并于同年获得美洲虎体外受精后代[59]。随着卵

母细胞体外成熟技术越来越发展，使得体外受精技术和理论不断丰富，并对生产实践起

指导作用。该技术的成功可以为精卵结合过程、原核形成、细胞分化与决定等研究向更

高层次发展提供便利条件，再现体内受精过程，大大丰富了生殖生物学、发育生物学、

胚胎学、分子生物学的内容，对珍稀动物的早期胚胎发育研究具有重要意义，而且在生

产中可提供特定品种的胚胎，有利于提高家畜的生产力。 

1.3.1.2 牛 IVF技术发展  

爱尔兰的 Sreenan最早尝试了牛成熟卵母细胞的体外受精，把公牛精子放入含有 α-

淀粉酶的培养液中预先培养，然后用于人工授精。然而真正牛的 IVF是日本的 Niwa在

1977年获得成功。几年后，第一例 IVF牛（Virgil）在美国出生，这是宾夕法尼亚州兽

医学校的 Brackett和他的助手们的杰作[60]。加拿大用腹腔镜技术收集排出的卵母细胞，

这些卵母细胞在体外受精不久移入兔输卵管培养，结果生下 6只 IVF牛，证明兔的输卵

管能够用于牛的早期胚胎的培养。 

1985年日本的 Hanada等[61]报道了世界首例以体外成熟卵母细胞进行 IVF而得到的

体外受精牛，他们是把移植前的早期胚胎在兔输卵管内培养到囊胚阶段再进行移植。爱

尔兰的 Lu及其合作者首次用完全体外程序（卵细胞体外成熟，IVM；体外受精，IVF；

早期胚胎的体外培养，IVC）得到了两头孪生 IVF牛。 

1.3.2  卵母细胞的体外成熟及调节   
卵母细胞的成熟是一个逐步完成的过程。首先，卵母细胞染色质充分浓缩；然后，

卵母细胞形成第一次减数分裂中期板（MIplate）和功能性纺锤体。初级卵母细胞完成第

一次减数分裂后，形成次级卵母细胞，并排出第一极体。再进展到第二减数分裂中期板

（MII plate）和排出第二极体。最后，减数分裂停滞在MII期。从核网期到MII期所需

时间因动物不同而异，停滞在MII期的卵母细胞需要精子等的激活才能恢复其内源性生

理过程。多数动物排出的是次级卵母细胞，受精后才能完成第二次减数分裂，排出第二

极体。但犬和狐排卵时仍为初级卵母细胞，排卵后才恢复第一次减数分裂，精子入卵后

才排出第一极体。在正常情况下，在减数分裂过程中卵母细胞排出的 1～3 个极体
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（Polarbody，Pb）一般不参与胚胎发育而退化，但极体内的染色体和留在卵母细胞内的

染色体具有同样的遗传和生殖潜力 [62]。将 PbI 注入去核卵母细胞后采用 ICSI

（introcytoplasmic sperm injection）或将 PbII注入去雄原核的受精卵都产生了具有生殖

能力的后代。 

    卵母细胞的成熟不仅包括核的成熟，也包括卵胞质的成熟以及卵母细胞特异性

mRNA的积累，即分子成熟。目前的卵母细胞体外成熟（IVM）技术中常采用核的成熟

作为卵母细胞成熟的判定标准，而相对忽略了卵胞质的成熟和分子成熟，可能是导致

IVM卵母细胞受精率和胚胎发育率低的一个原因。卵母细胞从核网期的减数分裂停滞状

态中恢复，表现为核崩解，即生发泡破裂（germinal vesicle breakdown，GVBD）。卵母

细胞的胞质成熟包括所有细胞器从生发泡期（GV 期）MII 期分布和组织状态发展。停

止生长并获得了减数分裂能力的卵母细胞，接受 FSH或 LH刺激后，一方面促使卵丘细

胞产生和释放 Ca2+，通过胞桥连接运送到卵母细胞内，诱导 GVBD发生，一方面，FSH

能促进卵母细胞分泌促卵丘因子，通过胞桥连接运送到卵丘细胞内，卵丘细胞合成透明

质酸和使卵丘扩展。LH 能促进颗粒细胞与卵丘细胞分离，使卵母细胞成熟抑制因子

（Oocyte maturation inhibiting factor，OMI）和 cAMP等抑制性物不能进入卵内，有助于

卵母细胞减数分裂的启动。卵泡颗粒细胞和膜细胞分泌 OMI 能使卵母细胞减数分裂停

留在核网期。次黄嘌呤、cAMP等均可抑制卵母细胞的减数分裂。 

成熟促进因子（Maturation promoting factor，MPF）和细胞静止因子（cytostatic factor，

CSF）对卵母细胞的减数分裂成熟起着十分重要的调节作用。MPF是一种丝氨酸／苏氨

酸蛋白激酶，MPF由 Cyclin B1和 P34cdc2组成。MPF具有导致卵母细胞恢复减数分裂

直至成熟的作用，MAP激酶的主要而广泛作用是控制周期素 B的水平，而 Cyclin-B-Cdc2

激酶水平的维持是抑制第一次和第二减数分裂之间的 DNA 复制的一个基本条件，也是

维持其染色体双倍性的重要条件。MPF本身的活性也是由一系列复杂的蛋白质磷酸化作

用（Phosphorylation）和去磷酸化作用（Dephosphorylation）来调节的。在第一极体排出

后，MPF的活性在MII阶段又重新出现并处在高水平上。 MPF活性的维持及其降解，

受 CSF的调控。当卵母细胞减数分裂进行到 MII期时，MPF活性达到峰值，并受 CSF

的调控而得以稳固和维持，因而使卵母细胞再次休止于 MII 期。由于 CSF 使细胞周期

素 B维持在磷酸化状态，从而维持 MPF活性，阻止细胞离开 M期，使之停滞在 M期

的中期。在卵母细胞受精后，细胞内 Ca2+浓度迅速增加，使 CSF 活性消失，细胞周期

素 B被降解，MPF活性消失，细胞离开M期。 

哺乳动物卵母细胞成熟过程中还出现一种调节物质，称促细胞分裂激动蛋白

（MAP）激酶，它也属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶的一种。MAP激酶能将MPF修饰过

的一些基质磷酸化，可防止小鼠卵母细胞在MI和MII期之间出现间期。 LH也能促进

卵母细胞的减数分裂恢复和成熟。LH 可刺激卵丘细胞 2 个独立的信号系统。一方面，

LH激活腺苷酸环化酶的活性，使细胞内 cAMP短暂上升；另一方面 LH激活磷脂酶 C，
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磷脂酶 C水解磷脂酰肌醇，产生三磷酸肌醇（Inosito triphosphate IP3），IP3可使细胞内

贮存的 Ca2+释放。 LH的双重作用通过相同的受体发挥效应，卵丘细胞 LH受体激活后，

能同时刺激腺苷酸环化酶和磷脂酶 C 活性，导致 cAMP 上升和 Ca2+释放。紧接着 Ca2+

通道开启，导致细胞外 Ca2+内流，同时引起腺苷酸环化酶抑制，使 cAMP的产生受到抑

制。随着 LH 刺激卵丘细胞，卵丘细胞内的 Ca2+和 IP3可转运到卵母细胞，引起卵母细

胞 Ca2+浓度增加。LH 作用的另一个可能途径是促进卵丘细胞合成孕酮，孕酮再作用于

卵母细胞，参与 MPF的激活。FSH也能以类似的机能，引起卵母细胞内贮存 Ca2+从内

质网释放到胞浆中。EGF则通过与具有酪氨酸蛋白激酶活性的受体结合，进而激活磷脂

酶 C，促进细胞内 Ca2+释放。卵母细胞内 Ca2+浓度增加抑制 cAMP的产生，使卵母细胞

能够发生生发泡破裂，减数分裂恢复。而细胞内 Ca2+浓度受钙调素(CaM)调节。细胞内

CaM过度表达，导致细胞内 Ca2+浓度下降，而 CaM不足，也会影响减数分裂进程。 

1.3.3  精子的体外获能与体外受精 
近年来，随着精子获能机制的逐渐解析，生殖道液体中诱发获能和顶体反应因子的

明确，人们应用改变精子培养条件或添加诱导精子获能的有效成分的特定培养液来使其

完成体外获能[63]。常用于精子获能的物质有肝素、钙离子载体和血清白蛋白等。精子获

能是一个依赖于钙离子的过程，只要能诱发或促进精子钙吸收的物质都能使精子获能并

发生顶体反应，完成受精过程。 

1.3.3.1 受精作用机制 

卵子和精子相遇，精子进入卵子内部，激活卵子，精原核与卵原核融合而形成合子，

这种生物学现象称为受精（Fertilization）。受精过程包括两种不同的活动：性活动（源

自双亲基因的组合）和复制活动（新生物体的产生）。因此，受精的功能一方面是将父

母的基因传递给子代，另一方面是在卵母细胞质中激发一些确保发育正常进展的系列反

应[64]。不同动物的受精过程有所差异，但一般都包括以下几个方面：卵母细胞成熟、精

子获能与顶体反应、精卵识别、卵的激活、原核融合和遗传物质融合等。 

1.3.3.1.1 精子获能与顶体反应 

大多数哺乳动物精子在刚一进入雌性生殖道中时是不能使卵子受精的。精子在穿透

卵丘细胞团—放射冠，特别是穿透透明带之前，必须在母畜生殖道内经过一个生理变化

及形态变化的阶段，以增强呼吸和活动能力，为穿透卵子提供动力，这种变化称为精子

的获能（Capacitation）。精子获能后，其头部顶体的结构随之出现明显的形态变化，并

将贮存在该处的酶系统依次陆续释放出来，使精子能够进入卵子的相应各层膜，特别是

透明带。这种现象叫顶体反应（Acrosome reaction）。精子获能与顶体反应是精子完成受

精必须经历的两个重要阶段。 

1.3.3.1.2 精卵识别的分子基础 

精卵识别（Recognition of egg and sperm）有距离识别和接触识别之分，距离识别见
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于体外受精的水生动物，其卵母细胞在完成第二次减数分裂后，可以分泌具有物种特异

性的趋化因子，构成卵周特有的微环境，这种环境不仅可以控制精子的类型、刺激精子

尾部的摆动，使精子向卵母细胞移动，而且可以使其与卵母细胞在合适的时间内发生受

精作用。接触识别指的在受精过程中，精子与卵丘细胞、透明带和卵质膜等在三个独立

的水平上准确的相互作用。其中精子与透明带的相互作用为专一反应，精子表面蛋白与

透明带特异的糖蛋白结合，诱发顶体反应。现已知的精子表面蛋白有半乳糖基转移酶

（GalTase）、SP56、P95 等。获能精子在穿透透明带之前，必须附着于透明带上。精子

表面蛋白充当受体作用与透明带上的糖蛋白发生特异性结合。 

成熟的卵母细胞处于休眠状态，表现为代谢降低，蛋白质和核酸的合成大幅度降低，

其中 DNA 的合成完全停止。经精子刺激，成熟卵从休眠状态进入活动状态，称为卵激

活（Activation）。关于精子诱导卵母细胞活化的假说主要有两种：一种是受体假说，认

为精子与卵母细胞表面特异性受体（G蛋白偶联的受体或酪氨酸酶偶联的受体）结合，

引发信号转导和相应的生物学效应。具体过程为：精卵相互作用活化磷酸脂酶(PLC)，

作用于 PIP2，使其水解为为 IP3和 DAG。其中 IP3与 Ca2+ 贮存位点结合，促使 Ca2+从内

质网释放；DAG则激活蛋白激酶 C(PKC)，加速 Na+的流入和 H+的流出，使 PH上升，

从而诱导卵的激活。另一种假说为融合假说，伴随精子与卵质膜的融合，一种可溶性精

子因子进入卵母细胞，引起 Ca2+的上升和波动、皮质反应、原核形成和卵裂。精子抽提

物并无种属特异性。直接把活精子注射入人卵和其他动物卵中，也可诱发卵激活。迄今

虽尚未分离出精子因子，但其活性对热和胰蛋白酶敏感，暗示可能是一种蛋白。卵激活

过程中皮质反应非常显著，在精卵融合瞬间发生，其生理意义在于改变卵质膜和透明带

的特性，阻止多精受精，确保胚胎正常发育。 

1.3.3.1.3 原核的形成与融合 

精子入卵后，精子核膨大，由于泡样化而破裂并分散在卵细胞质中，其中的染色质

也从致密状态开始松散成为颗粒或细丝状，以后泡状的核膜在分散的染色质四周集中形

成许多小囊，然后相互合并组成一双层结构的核膜，即雄原核。与此同时，卵母细胞完

成第二次减数分裂，染色体首先分散，沿着分散的染色体的边缘汇集了一些小囊，它们

逐渐融合形成一双层包膜，从而形成了一些内含染色体的小囊，称为染色体泡

（Kayomeres）。随后这些小泡相接近，包膜彼此合并形成一个形状不规则的雌原核。以

后雌雄原核移向卵的中央，相遇，核膜消失，染色体彼此混杂在一起，使配子的单倍体

恢复成为合子的双倍体。从而使父母本的特征得以遗传给后代，并完成遗传物质的重组
[63，64，65，66]。 

1.3.3.2 精子体外获能 

1.3.3.2.1 精子的洗涤处理 

精子洗涤是精子完成体外获能非常关键的一步，通过洗涤可以筛选出高质量、高活
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力的精子；同时可有效地去掉精浆蛋白、死精或弱精、冻精的冷冻保护剂。但是，精子

洗涤离心中容易对精子造成损伤，常表现为随时间延长精子活力下降[64]。因此，在精子

洗涤离心中，尽可能是在最小离心力作用下，最短离心时间内筛选出高效的活精子。一

般洗涤液为 BO和 m-Tyrode’s两种液体。常用的洗涤处理方法为浮游法、Percoll密度梯

度分离法和直接洗涤法。鲜精一般用 BO 或 mTALP直接离心洗涤；而冻精用浮游法和

Percoll密度梯度分离法进行分离效果较为理想。 

①浮游法  浮游技术在 IVF中成为普遍接受的步骤，可分为上游法（Swim up）和

潜游法（Swim down）两种。上游法是由 Parrish（1986）等首次建立的，后经研究者的

不断改进，现已成为牛精子洗涤与体外获能的主要方法[64]。基本程序为将解冻后的冻精

缓慢加到盛有 2 mL获能溶液（BO或 TALP液）的小试管底部，倾斜 30o或 45o，静置

30～60 min，这期间有活力的精子浮游到溶液中。然后取上 1.5 mL的浮游溶液（含有精

子）离心 1500转/min，5 min。可再重复 1～2次，便能获得高活力精子。Ing等将浮游

技术改为潜游技术，发现后者省事、更简单，而且可获得更多更好的高活力精子[64]。 

② Percoll 密度梯度分离法  Percoll 密度梯度通过平衡分离精子，离心后精子按密

度大小分布于不同密度的梯度中。该法的前提是形态好的精子比形态差的精子密度大，

因而高活力的精子可以在 Percoll梯度的高密度区获得。 

③直接洗涤法  该法常用于处理鲜精子，但也有研究者将冻精解冻后直接经 BO液

或 TALP液离心洗涤后进行受精。这种方法的优点是对精子处理的时间较短，损伤较小。

但不能完全除去冷冻保护剂，对精液洗涤不彻底，故影响受精效果。 

1.3.3.2.2 精子体外获能的主要途径 

凡能促使 Ca2+进入精子顶体和使精子内部 pH 升高的刺激，均可诱发获能。现在普

遍采用的体外获能方法主要有肝素处理法、离子载体法和高离子强度液等。 

肝素处理法：First和 Parrish（1988）发现，牛精子体内获能的活性物质是存在于发

情期输卵管中的氨基多糖（Glgcosaminoglycans，GAGs），GAGs可促进精子对钙离子的

吸收，从而诱发顶体反应，GAGs诱发精子体外获能有赖于其硫酸化。肝素是硫酸化程

度最强的 GAGs[64]。自从 Parrish 等[67]首次报道了应用肝素诱导牛精子体外获能成功以

来，相继在牛、山羊、猪上获得成功。在牛精子的各种体外获能处理中，肝素引起了人

们的重视。其重复率和成功率是其它方法无法比拟的。一般说来，肝素的浓度以 10～20 

µg/mL为宜，处理时间 5～60 min，如再加入一定剂量的咖啡因，还可以提高获能效果[63]。 

离子载体法：Yanagimachi发现精子在体反应是 Ca2+ 依赖过程，这一发现导致 Ca2+ 

载体 A23187（IA）的广泛应用。据认为胞外 Ca2+ 内流对精子获能十分重要。IA 可与

Ca2+ 形成复合物，携带 Ca2+ 进入精子内部[68]，从而诱发精子的顶体反应并激活顶体酶。

咖啡因可加强 IA的作用。IA作用强烈，处理时间过长或浓度过高会导致精子的急剧死

亡[69]。 
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1.3.3.3 精卵受精准备同步化 

精卵相遇的时间对体外受精效果产生重要的影响。如果精子在遇到卵子之前已经发

生了完全的顶体反应，则顶体酶过早释放，可能被抑制因子或自身水解酶灭活，精子便

失去了穿透卵子的能力。卵母细胞不成熟或老化，也不能完成正常的受精过程[64]。所能

说只有精子获能准备与卵母细胞成熟准备呈同步化，才能保证较高的受精效率。 

另外，精卵比例及共育时间显著影响体外胚胎的发育率。在 IVF中精子的密度通常

为 0.5×106—5.0×106/mL，如果转换为精卵比，则为 10,000～20,000：1，有时可降到 500：

1；而在体内受精时，受精部位的精卵比一般为 1～15：1[70]。这或许是体外受精容易出

现多精受精的一个因素。秦鹏春等（1995）用了三种不同浓度的精子密度（2×105/mL，

1×106/mL，5×106/mL）进行猪的体外受精试验，受精后 48小时，卵裂率为别为 48.5%、

45%、30.5%，证明精子密度对受精率有显著影响[71]。有研究表明，精子浓度为 0.25×106～

0.5×106/mL时较适合牛卵母细胞的体外受精。精卵共育时间因受精液不同有所差异，在

BO液中一般为 6～8 h；而在 TALP液中需要 15～20 h，不足 16 h会降低受精率。时间

过长会引起多精子受精。 

1.3.4   早期胚胎体外培养（IVC）研究进展 
早期胚胎的体外培养系统比较复杂，对胚胎发育起关键作用的因素有温度、湿度、

pH、渗透压、离子浓度、能量来源、血清成分、光气象、水质等多种因素，目前，在家

畜进行的大量研究表明，一般为胚胎和其体细胞共同培养的方法来提高胚胎的发育率，

国内外的学者们应用化学性限定培养系统来分析胚胎体外发育所需要的必要营养成分，

因为胚胎在不同时期要求的培养环境不同，尽管使用相同的体细胞共培养，但不同的培

养液得到的发育率不同。在体外受精胚的发育对于完全体外化生产体系的建立至关重

要。  

1.3.4.1 胚胎体外发育阻滞 

胚胎体外发育阻滞是一个普遍存在的现象，因动物品种不同而异，小鼠为 2-细胞，

牛和绵羊为 8～16细胞，马和山羊为 1～2细胞和 8-细胞，猪为 4-细胞，其它动物也研

究得较为清楚。研究指出，动物胚胎发育阻滞与基因组激活关系密切。如小鼠、牛、山

羊的胚源基因于 2～8 细胞时激活，猪在 4-细胞期激活。这提示只有在胚源基因激活的

情况下，受精卵或胚胎才能进一步发育。 

1.3.4.2 物理性因素对胚胎发育的影响 

渗透压和离子浓度变化：培养液的化学成分不同，就会形成不同渗透压。不同动物

的胚胎适应不同的渗透压。小鼠和兔胚胎培养的发现，稍低渗透压的培养液比等渗液在

较大程度上支持胚胎发育[72]，但猪胚培养发现渗透压在一定范围内变化，对发育无影响。

培养液的离子强度在不同 K+浓度（2.5±0.02～27.8±0.75 mMol/L）的培养液中培养发现，

13.4±0.18 mmol/L之上时对胚胎发育有害，Ca2+浓度在 1.3±0.01～5.5±0.01 mmol/L之间
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时，不显著影响绵羊胚胎发育。Na+浓度对胚胎发育的影响尚有争议，最初认为 Na+浓

度对胚胎发育并不重要，但近期在猪胚培养上发现较高 Na+浓度对胚胎发育有害。 

pH 值大小：胚胎在稳定的环境中发育，需要适宜的酸碱度，哺乳动物胚胎要求为

7.2～7.4，pH值偏离过大，影响胚胎细胞质的活性物质，基因的转录和翻译受到阻止，

细胞膜的离子通道发生失调，Na/K交换、Ca泵等由于膜内外电压的紊乱不能正常发挥

作用。培养液的酸碱性在培养箱内平衡后测定。 

氧气含量变化：胚胎培养上研究最热门的领域之一就是氧气含量变化对胚胎发育的

影响。在母畜生殖道中氧气约为 5%，所以体外培养胚胎一般用 5%氧比用空气（20%氧）

更好，但这也因培养系统和采用的方法不同而异。在小鼠、仓鼠、猪、绵羊、和牛的研

究表明 5%～10%的氧对早期胚胎发育有利。但 Fukui [73]用M199+10%FCS+输卵管上皮

细胞在 5%和 20%氧浓度中培养牛胚胎，结果无差异。最近用水牛大鼠肝细胞（BRL）

培养牛胚胎，结果为用 20%氧浓度比用 5%氧浓度的效果好（29% vs 5%）。  

1.3.4.3 化学性培养液对胚胎发育的影响 

1956年，Whitten[74]在化学合成培养液内首次成功地使小鼠 8-细胞发育至胚泡。后

来在培养液添加适当浓度的丙酮酸钠，使 2-细胞小鼠胚发育成为可能，在牛使用合成培

养液获得囊胚，其它动物也取得不同程度的进展。由于动物种类的不同，胚胎发育机理

存在差异，为能找到合适的合成培养液系统，有必要对各种动物胚胎体外发育所需营养

成分进行试验，为实现胚胎生产规模化奠定基础。在研究过程中发现，营养物质供应不

平衡和胚胎发育过程代谢产物的增加及毒性积累严重影响胚胎的质量和发育率，因此对

一些营养因素更需探讨。 

1.3.4.4 共培养系统对胚胎发育的作用 

共培养系统指将胚胎与其它组织细胞一起培养，组织细胞产生对胚胎发育有利的物

质，能够使胚胎克服发育阻滞，某些因子调节胚源性基因表达，这是目前较为通用的体

外培养方法。 

细胞单层作为胚胎的滋养层可以起到调节和营养作用，已经证明单层体细胞与体内

细胞的生长情况相似。输卵管单层合成分泌输卵管蛋白、胰岛素样生长因子、表皮生长

因子、金属蛋白酶-1组织抑制剂等，均能刺激胚胎的发育。可以降低培养液中毒性物质

的作用，在高氧条件下，共培养体系能消除培养过程中多余的过氧化物，保持膜的稳定

性和酶活性。共培养系统在胚胎生物工程中具有极大的应用前景。人们在努力研究用合

成培养液（如 SOF）培养胚胎，但结果仍不理想。在较长一段时间内，体细胞共培养还

是获得大量优良胚胎不可缺少的有效手段。 

1.4  牛活体采卵（Oocyte recovery from live cows） 

牛活体采卵（Ovum pick-up，OPU）技术是继牛体外受精（IVF）、胚胎移植（ET）
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技术之后又推出的一项胚胎工程技术。牛的活体采卵技术于90年代后期开始研究，采用

的主要方法有：简易牛活体采卵器及盲采法、超声波法采卵及内窥镜法采卵，这些方法

被证明均可用于牛的活体采卵。2001年，活体采卵、体外受精的牛胚胎移植后成功获得

犊牛出生。此项新技术与牛IVF及ET技术的配套综合利用，将更充分地挖掘优良母畜的

遗传潜力，缩短家畜的世代间隔，扩大遗传背景清楚、价格低廉的胚胎来源，从而加速

养牛业的遗传改进。同时，也可为牛的基因工程研究提供大量的试验材料，以促进动物

基因工程研究迅速发展。迄今为止，牛的活体采卵主要用B型超声波系统和内窥镜系统

两种方法进行，由于后者的卵母细胞回收率明显高于前者，故采用内窥镜进行活体采卵

的技术进一步受到重视。 

上世纪80年代初，Sirard等[75]多次将内窥镜技术用于牛的卵母细胞采集，并将获得

的成熟卵母细胞进行体外受精，在经过胚胎移植后，得到了牛犊。1993年，Reichenbach

等[76]开始尝试用内窥镜采卵结合卵母细胞体外成熟（IVM）、体外受精（IVF）技术进

行牛胚胎的商业性生产。1994年Stubbings和Waeton等[77]甚至开始将活体采集的牛卵母细

胞经IVM和IVF后用于转基因的研究。中国农业科学院畜牧研究所生物工程室朱裕鼎教

授根据国外资料改进设计的我国第一台牛用内窥镜活体采卵仪进行牛活体采卵。 

1.4.1 内窥镜进行活体采卵技术 
本技术主要设备包括内窥镜镜筒、组合套管针，采卵针及接卵离心管。用无水乙醇

棉球擦净内窥镜前端进出光源的玻面；磷酸盐缓冲液（PBS）预热配制成冲卵液；用4 mL 

2%利多卡因进行荐尾间隙硬膜外麻醉，根据牛体格大小肌肉注射静松灵1～3 mL，待尾

根松驰后再进行操作。 

套管针插入：操作者将钝套管针插入套管，旋转套管针固定卡使两者固定为一体，

然后将钝套管针小心插入阴道，通过直肠把握的引导将套管导向阴道穹隆预定刺入的位

置上，套管的方向与牛纵向长轴平行，然后撤出钝套针，插入有刃套针，并调整穿刺角

度，使套针的方向与母牛的长轴略向右腹壁偏向10°的夹角，略向上用力刺穿阴道穹隆。

压力突然减小则表明已经刺穿阴道穹隆到达腹腔，而后取出套针。当听到有空气进入的

声音，同时直肠把握的手感到腹腔膨胀，则表明刺入的位置正确。 

插入卵巢穿刺针：将穿刺针穿入内窥镜的进针孔中，穿刺针针尖与内窥镜光源截面

平行，转动螺栓将针固定，注射器将冲卵液注入采卵针中，以润滑采卵针管壁，并给接

卵管中注入2～3 mL吸卵液，将吸卵针和负压泵管连接到接卵管的橡胶塞上。 

采卵：将二氧化碳充气管从套管拔掉，立即把准备好的内窥镜插入套管中调节固

定卡将两者固定，连结好摄像机连线，把内窥镜接入冷光源。操作者一手在直肠隔肠壁

握住欲采一侧卵巢，另一手握内窥镜柄不断调整内窥镜与卵巢的位置，在卵巢与内窥镜

之间不能有肠壁等阻隔，操作者根据屏幕上的图像，改变卵巢的位置来展示卵巢上卵泡、

黄体大小形态及其卵巢表面的情况，并确定要穿刺的卵泡，穿刺卵泡的大小一般直径为
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2～8 mm。确定好要采的卵泡后，操作者让助手推进吸卵针，进针的长度为5～15 mm。

拧紧螺栓将针的后端固定，操作者一手把握卵巢，一手把握内窥镜镜柄前后移动，并将

针头的斜面贴近卵泡壁，在将要穿入卵泡时，脚踩真空泵开关，将卵泡液、卵母细胞吸

出，从屏幕上可看到卵泡立即塌陷，为了防止卵母细胞的流失，真空泵的启动应先于穿

刺进行，采完卵后，将内窥镜从套管中取出，用采卵针抽吸冲卵液，防止卵母细胞粘附

于针管壁。 

1.4.2  B超介导的活体采卵技术 
在超声波扫描仪的指导下，用双孔型采卵针以14.7 kPa抽吸压经阴道对高产奶牛实

施活体采卵，卵子经过体外培养、体外受精、胚胎外发育培养，于体外受精后48 h、168 

h统计的卵裂率、囊胚发育率分别为75.2%和29.7%。利用Ｂ型超声波导引采集牛卵母细

胞简便、可靠，对牛阴道、卵巢造成的损伤小，对牛的健康和生殖机能无不良影响。在

超声波扫描仪指导下对奶牛连续进行活体采卵是可行的，所得卵子应用体外成熟、体外

受精、体外培养技术，可生产用于冷冻或移植的胚胎。 

活体采卵方法采卵之前，先往收集管中注入5mL DPBS+肝素液（5 µg/mL），置恒

温槽中，温度39℃。将长针与导管用DPBS+肝素液冲洗2遍后准备采卵。母牛站立保定，

用8 mL 2%利多卡因硬膜外腔麻醉。 

将带有采卵针的探头插入到阴道深部，到达阴道穹窿后，根据所要穿刺的卵巢是左

侧还是右侧而把探头放在穹窿的相应一侧。操作人员一手持探头，另一手通过直肠隔着

直肠壁将卵巢牵引至贴在探头端部。在B超监视器上能清楚地看到卵巢，根据图象区分

卵泡和黄体，调整卵巢和探头位置，使监视器上卵泡位于穿刺导引线上之后，推进穿刺

针，对卵泡进行穿刺。同时，用脚踏开关控制真空泵抽取卵泡液，真空泵压力在60～80 

mm汞柱之间调整。从监视器上可观察到被抽取卵泡液的卵泡开始缩小，变得不规则，

直至卵泡液被完全抽取，卵泡在图像上消失，退出穿刺针，再对第二个卵泡进行穿刺 

用DPBS+肝素液冲洗采卵针及导管，冲洗液也放入收集管。将采得的卵泡液用胚胎

收集滤杯过滤，卵母细胞留在滤杯中，用PBS液反复冲洗几遍，将滤杯中卵母细胞倒入

表面皿中。在体视镜下进行观察、检卵，将检出的符合要求的卵母细胞放进成熟液中，

在39℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中进行成熟培养。 

1.5 牛胚胎性别控制技术的研究进展 

性别控制（Sex control）通过人为地干预使雌性动物按人们的愿望繁殖所需性别后

代的技术。哺乳动物特别是家畜的性别控制主要从两方面进行研究，即受精前的性别控

制和胚胎性别鉴定，前者主要指分离 X 与 Y 精子，在受精时便决定了性别；后者是通

过鉴定胚胎的性别，以影响出生的性比。胚胎性别鉴定于上世纪 90 年代初取得突破，

应用 PCR技术扩增 SRY序列进行牛胚胎性别鉴定获得成功，准确率为 100％[1]，90年

代中期取得性别鉴定牛羊胚胎移植成功，性别鉴定符合率达到 100%。我国在牛 SRY基
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因的分子克隆及鉴定胚胎性别方面已达到国际先进水平。试图控制家畜后代性别是人类

一直梦寐以求的目标，随着分子生物学、细胞遗传学、免疫组织学等学科的迅速发展，

在家畜胚胎性别鉴定方面，已进入实用阶段。 

1.5.1 精子分离技术的研究 
通过分离 X 精子和 Y 精子达到控制家畜性别的目的是最经济、最有意义的性控途

径。为此，人们做了很多尝试，进行了大量的研究，随着流式细胞分类器（Flow cytometer 

sorter）的问世，人们根据 X精子与 Y精子 DNA含量的差别，成功地分离出含 DNA多

的 X精子和含 DNA少的 Y精子[78，79]。 

1.5.1.1  X、Y精子的不同点比较 

有关 X精子和 Y精子的不同点已报道了很多，可将这方面面容归纳于表 1-1。 

表 1-1  X精子和 Y精子的不同点 

 不同点 评定 

DNA 以 X精子较多 可以测定，并已得到证明 

大小 X精子的头部较大 
头部的大小有很大变异，但不能确切证明 X精子

就大 

重量、密度

或比重 
X精子重且比重大 

仅根据性染色体大小的不同所做的推测，没有确

切证实 

鉴定 认为 Y精子中存在 F体 
在有种特异性的人中使用此方法判断 Y精子，还

没有确切证据表明 F体=Y 

活力 Y精子速度快 
用 F 体法判断精子在人的子宫颈粘液中游动速度

不同，但不确定 

膜电荷 
X精子比Y精子带负电荷

多 

精子表面带负电荷，没有确切证实 X和 Y精子上

存在电荷差 

细胞膜表面 H-Y抗原 
在 X、Y两类精子上都有 H-Y抗原，尚不清楚在

量的方面是否有差别 

酶 LDH同工酶 
LDH-X4不能使性比偏向于雄性一方，以后又被否

定 

特异 DNA 存在于 Y染色体上 分布在 Y染色体长臂的正中间到远端处 

      

Y 精子特有的 F 小体（F-body），Caspersson 等 [80]在用芥子喹吖因（MQ）对男性

的染色体进行染色时，发现 Y染色体的长臂与其他染色体相比能发出特别强的荧光，并

确认在静止细胞中有强的发光点。后来人们将在核的分裂期间所观察的的强荧光小点称

为 F小体。Barlow和 Vosa等[81]发现在用喹吖因染色的精子中 39%～47%存在 F小体，

并认为 F小体精子就是 Y精子。因为在家畜的 Y染色体上没有观察到这样的特征，未
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能通过试验证明存在 F小体的精子就一定是 Y精子，不存在 F小体的精子就是 X精子。 

牛的 X染色体的面积为 7.85 µm2，Y染色体为 3.47 µm2，前者是后者的 2倍多。但

精子头部的大小受多种因素影响，例如，精子头部大小依精子成熟程度不同而异，射出

精子的大小往往因悬浮液的渗透压不同而变化，在低渗食盐溶液中牛精子头部比正常膨

大近 3倍，而在高渗溶液中精子头部从 25 µm3缩小到 20 µm3。因此，目前还很难确定

精子头部大小与 X、Y 精子的相关关系。精子的重量和比重能够判明 X 精子和 Y 精子

之间确实存在不同之处是 DNA 含量的差异。密度梯度离心法就是利用精子的重量或比

重的不同来分离 X、Y精子。精子的细胞膜表面带有负电荷，在常用的中性缓冲液中向

正极移动。研究表明，X精子与 Y精子间膜电荷量差异不大。一种推测认为，精子中尾

部负电荷多的精子为 X精子，而头部负电荷多的精子为 Y 精子。有人就试图利用精子

膜电荷性质，设计出各种各样的电泳装置，以进行分离 X、Y精子的实验。但实验结果

不一，尚需进一步研究。 

精子的抗原性一直是研究的热点。20 世纪 50 年代 Eichwald 和 Silmser[82]发现了雄

性特异性弱组织相容性抗原（Male specific minor histocompatibility-Y antigen，简称 H-Y

抗原）。认为 H-Y抗原来自 Sertoli细胞，但也有一种观点认为 H-Y抗原是在精母细胞阶

段遗留下来的。前些年用 H-Y 抗体处理精子以控制性比的尝试几乎没有成功，但最近

Jones等[83]将 H-Y单抗、羊抗鼠二抗与超磁化多聚体小珠相结合，创立了免疫磁力法，

以此法分离的 X精子纯度达 98%。 

1.5.1.2  X、Y精子的分离技术 

人们根据 X、Y两种精子上的不同点或微小差异，先后采用了流式细胞分类法、沉

降法、离心沉降法、密度梯度离心法、凝胶过滤法、电泳法、免疫学方法等种类繁多的

精子的分离技术，对人和家畜的精子进行分离。现将前人有关牛精子 X、Y的分离技术

归纳于表 1-2。 

从表 1-2可以看出，以往人们采用沉降法、离子交换法、电泳法、密度梯度法等分

离 X 或 Y 精子均未成功，目前具有一定重复性、进展较好的精子分离方法主要有免疫

学方法和流式细胞分类法。 

1.5.1.3 免疫学分离法 

精子表面存在雄性特异性组织相容性抗原（H-Y抗原）最早是 Goldberg等[93]在一项

细胞毒性实验中发现的，迄今已确认有 70多种动物存在 H-Y抗原。随着高效价 H-Y抗

体技术的建立，人们致力于用 H-Y抗体选择性结合 Y精子来改变动物性比率的研究[94，

95]，但都未获得满意的结果。直到 1980年 Bryant等应用 H-Y抗体免疫亲和柱层析法首

次成功地分离了人和小鼠的 H-Y阳性和 H-Y阴性精子，利用 H-Y抗体进行动物性控的

研究才有了实质性进展.Bradley[90]用免疫亲和柱层析法分离绵羊的H-Y阳性和H-Y阴性

精子，发现未结合到层析柱上的精子有 70%～80%为 H-Y 阴性，结合到层析柱 
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表 1-2 为分离牛的 X、Y精子所试用的主要技术 

方法 结果 

沉降法：将由脱脂乳、盐类及卵黄组成的液体，调制成

黏度为 7～10 CP、比重 1.037～1.044的 10～12份。沉降
时间在 60 min以内，使用最下层的部分[84] 

雌性 60头，雄性 26头雌性比率为 69.8%

沉降法[85]  
用底层精子，得到的雌性犊牛为 63.2%，
用上层部分精子，雄性犊牛为 61.8% 

沉降法：将卵黄和奶粉液的混合液放入内径 1 cm，长 32 
cm量筒内，将精子澄清。2～4℃下放置 1～5 h，按小时
划分[86]  

用沉降速度快的 I、II 部分的精子进行输
精，雌性比率为 53.9%，高于对照组
（46.8%，用缓慢沉淀后的精子输精，雄
性比率没有提高 

电泳法：10%卵黄磷酸缓冲液稀释的精液 3.5 mL置于滑
动式间隔槽内，以 8 V/cm 和 21 V/cm 在 35℃下移动 1 
min[87]  

用正极处的精子得到 121头犊牛，55%为
雄性；用负极处的精子得到 137头犊牛，
44%为雄性，而对照组的 59 头犊牛中也
是 44为雄性 

沉降法和电泳法：将精子移入以 6℃的温差而形成逆流的
柱内，分成上、中、下部分，再分别进行电泳[88]  

上层电泳后聚集在正极的精子，71%为 B
体阳性，得公犊 81.1%；下层电泳后聚集
在负极的精子，29%为 B体阳性，得母犊
91.9% 

无传递体连续电泳法：以蔗糖和三乙醇胺-乙酸缓冲液的
混合液作为移动用缓冲液，50～60 V/cm，10℃下移动[89]

用第一峰值的精子输精，雌性 36 头，雄
性 19头 

Percoll的浓度为 30～90%，密度分为 7个梯度（间隔 10%）
进行分离；以及用浓度为 50%～80%，分 7 个梯度（间
隔 5%）进行分离。沉淀精子冷冻保存，然后人工授精[89] 

在 30%～90%的分离中，分娩了 15 头犊
牛，雌性 10头；在 50%～80%的分离中，
分娩了 6头犊牛，雌性 2头 

免疫学方法：用免疫亲和性层析法分离绵羊的 H-Y阳性
和 H-Y阴性精子，用以 FTTC标记的抗鼠二抗结合，并
做荧光显微镜检查[90]  

未结合到层析柱上的精子 70%～80%为
H-Y阴性；结合到层析柱上的精子 75%～
78%为 H-Y 阳性。对照组 H-Y 阳性和阴
性精子分别为 43%～44%和 56%～57% 

免疫学方法：使用 H-Y抗血清 IgG与牛精液发生感作后
进行输精[91]  

妊娠 10头，产犊 11头，其中母犊 9头，
公犊 2头，差异显著 

生物素探针法：用 PCR扩增牛的 Y染色体特异性重复序
列，用生物素标记探针对 19000 个牛精子进行 X、Y 精
子分离[92]  

Y精子出现率 50.1%，但分离速度低于流
式细胞分类器 

流式细胞分离法：分离前将精子用荧光染料

Hoechst33342 对精子染色，之后放入流动小室，以每秒
100～800个精子的速度从一个 76 µm的小孔中流出，由
于着色量与 DNA量成正比，因此 X精子发出的荧光比 Y
精子强。DNA含量不同的精子通过高压电场后便可发生
偏转，分别流入不同收集管中[98]。 

改进后流式细胞分类器在分离牛精液时，

X 精子和 Y 精子分离的准确率可达 90%
以上。 

 

上而后被洗脱下来的精子 75%～78%为 H-Y阳性。而对照组的 H-Y阳性和 H-Y阴性精

子分别为 43%～44%和 56%～57%。免疫亲和柱层析的基本方法是：用兔抗鼠 IgG二抗
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与琼脂糖-6MB（Sepharose-6MB）小珠偶联构筑分离柱。将绵羊精子与大鼠抗 H-Y血清

（一抗）进行预培养，然后洗涤预培养的精子以除去过量抗体。将洗涤后的精子用免疫

亲和柱层析，其中一抗 H-Y 阳性精子能与柱内二抗包被的琼脂糖小珠结合，而 H-Y 阴

性精子则可被大量的缓冲液洗脱下来，收集 H-Y阴性精子进行人工授精。然后用过量的

非免疫血清洗脱结合到层析柱上的 H-Y阳性精子，收集 H-Y阳性精子进行受精。不过，

柱层析后幸存的精子相对较少，且活力较低，所以免疫亲和性层析法不适于大规模精子

分离，难以在生产中应用。 

1.5.1.4 流式细胞分类法 

X精子头部的 DNA含量比 Y精子要高出 3%～4%（猪为 3.5%，牛为 3.9%，羊为

4.2%），根据两类精子头部 DNA 含量的差异，利用流式细胞分类器分离牛的精子[96]，

经输卵管输精或体外受精后，已获得了预期性别的牛的活的后代。在兔 Y精子子宫内输

精后，预测雄性兔比例为 81%，实际亦为 81%；X精子输精后预测雄性兔比例为 14%，

实际产雄性兔 6%[97]。牛精子分离后用于体外受精，将胚胎移植给 9 头受体牛，其中 4

头妊娠产犊 6头，3头雄性，3头雌性，均与预测性别相符[96]。 

用流式细胞分类器分离 X 和 Y 精子的方法是：分离前用双苯并咪唑

（Bisbenzimidazole）荧光染料 Hoechst33342对精子染色，在 35℃培养 1h以增进染料的

渗透，Hoechst染料可渗入精子膜从而使 DNA着色。经荧光着染的精子悬浮在等渗缓冲

液中放入流式细胞分类器的流动小室，以每秒 100～800个精子的速度从一个 76 µm的

小孔中流出，在 5W的氩激光前通过。此激光是在 351～364 nm波长的紫外光和 200 mW

功率下产生的。由于着色量与 DNA 量成正比，因此 X 精子发出的荧光比 Y 精子强。

DNA 含量不同的精子通过高压电场后便可发生偏转，分别流入含不同卵黄量（10%～

20%）的 Test缓冲液的收集管中[98]。改进后流式细胞分类器在分离牛精液时，X精子和

Y精子分离的准确率可达 90%以上。但是用流式细胞分类器分离精子时需要使精子一个

一个地通过，这样必须稀释精液，造成精子的运动能力下降。该方法不失为一种有效分

离 X、Y两类精子的技术。 

1.5.2  早期胚胎性别鉴定 
Palmer[99]、Sinclair 等[100]研究发现睾丸决定基因位于 1A1 区，并将其范围从 60kb

缩小到 35kb，在这个片段上发现了一个单拷贝基因，称之为 SRY（Sex determining region 

of the Y）。SRY基因经克隆后被认为是Y染色体上的睾丸决定因子(TDF)。该基因的DNA

序列在哺乳动物中具有极高的同源性，编码主结构由 80个氨基酸组成，具有 HMG（High 

mobility group protein）特征的 DNA结合蛋白质。为了证实 SRY基因的确是睾丸决定基

因，1991年 Koopman等[101]进行了小鼠性反转试验。将含有 SRY基因的 14kbY染色体

片段显微注入 XX雌性小鼠胚胎中，在整合了 SRY基因的转基因小鼠上实现了性反转，

其大小、体重、交配行为与正常 XY 雄鼠无异。这个试验充分证明了 SRY 基因就是睾
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丸决定基因。SRY基因的发现及其序列的解析，使人们对哺乳动物的性别决定问题有了

明确的认识，性别分化的诱发和决定都受性别决定因子 SRY 的支配。因此，科学家们

确认对雄性遗传根源的探索已探明，从而结束了 30 多年对性别决定基因的研究，也为

早期胚胎性别鉴定提供理论基础。早期胚胎性别鉴定方法主要有细胞学方法、免疫学方

法、分子生物学方法等。每种方法各有利弊，鉴别准确率也因研究者不同而大相径庭。 

1.5.2.1 细胞学方法 

细胞学方法是经典的胚胎性别鉴定方法。胚胎的核型是固定的（XX或 XY），各种

家畜的染色体数目虽然不一样，但在早期胚胎发育过程中雌性胚胎中的一条 X染色体处

于暂时失活状态，因此，从胚胎取出部分细胞直接进行染色体分析或阻断培养在细胞分

裂中期进行染色体分析，可对胚胎进行性别鉴定。此法的优点是准确率可达 100%，但

采集细胞对胚胎有伤害，且获得高质量的中期染色体分裂相也很困难，不适用于生产实

际，目前主要用于验证其他性别鉴定方法的准确率。 

1.5.2.2 免疫学方法 

该方法是利用 H-Y抗血清或 H-Y单克隆抗体检测胚胎上是否存在雄性特异性 H-Y

抗原，从而鉴定出胚胎性别的一种方法。检测胚胎的 H-Y抗原有三种方法，即细胞毒性

分析法、间接免疫法光分析法和囊胚形成抑制法。 

1.5.2.2.1 细胞毒性分析法 

细胞毒性分析是将胚胎和 H-Y抗血清及补体混合培养，在培养过程中继续发育的胚

胎分类为雌性，将出现个别卵裂球溶解以及不能发育的胚胎分类为雄性。由于这种方法

是以破坏雄性胚胎为代价，目前已很少采用。 

1.5.2.2.2 间接免疫荧光法 

间接免疫荧光法是将胚胎在 H-Y抗血清或单克隆抗体中培养，再用异硫氰酸盐荧光

素（FTTC）标记的第二抗体处理，在荧光显微镜下观察有无特异荧光。有荧光者为雄

性胚胎，无荧光者为雌性胚胎。此法的优点是不损伤胚胎且具有较高的鉴别准确率。牛

的雌性胚胎鉴别准确率达 89%，雄性胚胎为 85%[102]；绵羊雌性胚胎鉴别准确率为 85%，

雄性胚胎为 84%；猪的雌性胚胎鉴别准确率为 86%，雄性胚胎为 77%。根据国内外的大

量研究结果，用免疫学方法鉴别家畜胚胎性别准确率一般在 85%左右。因为 H-Y 抗原

是个弱抗原，H-Y 抗血清的特异性较差，H-Y 单克隆抗体代替 H-Y 抗血清也未能提高

鉴别准确率，而且对荧光强度的估价人为因素很大，所以间接免疫荧光法在实际应用中

还有一定的局限性。 

1.5.2.2.3 囊胚形成抑制法 

囊胚形成抑制法是利用 H-Y 抗体对雄性桑椹胚向囊胚发育具有可逆性抑制的原理

而发展起来的一种胚胎性别鉴定法。将大鼠 H-Y抗体与大鼠桑椹胚共同培养 6 min，形
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成囊胚者判为雌性胚胎，未形成囊胚者判为雄性胚胎。将此法鉴别的两种胚胎移植后分

别获得了 79.1%的雌鼠和 91.3%的雄鼠。Utsumi 等[103]用这种方法鉴别胚胎性别，获得

雄性胚胎鉴别准确率达 90%以上，雌性胚胎准确率达 80%以上。 

1.5.2.3 分子生物学方法         
分子生物学方法是近十年发展起来的一种利用雄性特异性基因探针和 PCR 扩增技

术鉴别家畜胚胎性别的崭新方法。由于这种方法灵敏度高，准确率达 90%以上，对胚胎

的损伤极小，所以被国内外研究人员广泛用于家畜，尤其是牛胚胎的性别鉴定，是目前

较为成熟、最理想的性别鉴定技术。1987年首次报道用牛 Y染色体特异性 DNA多重复

序列探针鉴定牛囊胚期胚胎获得成功，他们从胚胎取 10～20 个细胞作原位杂交，共取

150枚胚胎样品，胚胎性别鉴定准确率为 95%。Herr等[104]首先采用 PCR技术扩增 Y特

异多重复序列鉴定了牛、羊等家畜胚胎性别，准确率分别达到 91.6%和 96.5%。曾溢滔

等[105]用直接测序技术测定了奶牛 SRY的DNA序列，在此基础上设计并合成了牛的 SRY

特异引物，通过 PCR直接扩增牛胚胎的 SRY特异 DNA序列，鉴定了 17枚牛胚胎的性

别，其中雌性胚胎 7 枚，雄性胚胎 10 枚。经过性别鉴定的胚胎进行移植后，结果有 4

枚移植成功，犊牛性别与鉴定结果一致，准确率达 100%。使用 SRY 引物通过 PCR 扩

增对牛的全胚、半胚和部分胚胎细胞进行性别鉴定，其准确率分别为100%、100%和92%。

由于 PCR 分析准确率高，不管胚胎细胞类型如何，都能鉴别出其性别，因此该法可用

于牛胚胎移植前的性别鉴定。 

应用 SRY-PCR技术，通过扩增牛的体细胞 DNA及胚胎 DNA进行性别鉴定的具体

步骤如下： 

（1）从肝脏组织和血细胞中提取 DNA，用于 PCR程序的 DNA量应为 100～200ng。

再将牛的桑椹期或囊胚期的胚胎进行分离，取出一个或几个卵裂球用于 DNA的提取。 

（2）根据牛的 SRY序列测定结果，合成出牛的 Y染色体特异 DNA序列引物，扩

增特异性片段。 

（3）将提取的 DNA与引物、dNTP、PCR缓冲液和 Taq聚合酶混合，其中基因组

DNA为几个 pg至 1µg，引物为 50 pmol，Taq聚合酶为 1.5～2.5 U，混合成 50µL。再分

别加入 200 µmol的 dATP、dGTP、dCTP和 dTTP。 

（4）使用 PCR仪进行体细胞 DNA扩增。首先在 90℃或 95℃停留 30 s或 1 min，

使 DNA失活，双链分开；然后退火，55 30℃  s或 2 min，使 DNA复性；再在 70～72℃

下停留 1.5～3.0 min，使引物延长，反复进行 30个周期，完成 DNA合成。 

（5）扩增 DNA的检测。将扩增的 DNA样本 10 µL在 2%～2.4%的琼脂糖凝胶上

电泳，用 1～2 µL经 λ-HindⅢ消化的 DNA作为分子标记。电泳后经溴化乙锭染色后，

在紫外线下观察。 

（6）性别鉴定分析。在牛的雄性细胞 DNA扩增产物电泳图可见到一条 144bp的带，
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而雌性细胞中无此条带，据此可鉴定牛细胞的性别。 

此外，鉴别家畜胚胎性别的另一种分子生物学方法是 LAMP 法。LAMP 法是一种

简便、快速、准确、廉价的基因扩增法，它可以取代 PCR 法，由日本荣研化学株式会

社发明。其特点是对目标基因的 6个区段设定 4种引物，利用链置换反应在等温条件下

使其发生反应。只要把基因检样、引物、链置换型 DNA 聚合酶、基质等放在一定温度

条件（63～65℃）下保温，至完成反应检定为止的过程一步工艺就可以完成。操作完成

约需 40 分钟，此法具有很高的特异性，它采用雄性特异性以及雌雄共同引物，因此，

可以最大限度地排除误判；只需一台 Loopamp 终点浊度仪，就能完成扩增、检出、判

定整个过程。有无扩增反应是通过反应过程中获得的副产物焦磷酸镁所形成的白色沉淀

的浑浊度来判定。其操作步骤如下（以一个样品为例）： 

    （1） 胚胎样品制作：从被检测胚胎上切下 10%活组织（10个细胞以上），将切下

的活组织连同切割液 6 µL放入灭菌的 0.5 mL离心管中，再加入 6 µL抽提液室温下停留

5 min以上。充分混合后离心。 

    （2） 阴性对照样品制作：取 6µL切割液（Holding Mediam）放入灭菌的 0.5mL离

心管中，再加入 6µL抽提液充分混合后离心，做好标记。 

    （3）雄性反应用Mastermix（即反应混合 I液）：将反应 I液从试剂盒中取出，化冻

后离心。取出 20 µL加入到灭菌的 1.5mL离心管中，再加入 1µL酶（Bst DNA Polymerase）

充分混合后离心，做标记为 I。 

    （4）雌雄共通反应用Mastermix（即反应混合 II液）：将反应 II液从试剂盒中取出，

化冻后离心。取出 20µL加入到另一个灭菌的 1.5mL离心管中，再加入 1µL酶（Bst DNA 

Polymerase）充分混合后离心，做标记为 II。 

    （5）一份检品用 2支反应离心管（雄性反应用和雌雄反应用）。将反应离心管从包

装袋中取出（8个联在一起），剪下 6个放在离心管架上，在前 3个（1、2、3）反应离

心管中分别加入 20 µL反应混合 I液、后 3个（4、5、6）反应离心管中分别加入 20µL

反应混合 II液。 

    （6）加入样品：将阴性对照样品、胚胎样品、阳性对照样品（Control DNA）各 5µL

分别加入到反应离心管 1、2、3中；同样再取 5 µL分别加入到反应离心管 4、5、6中。

样品加入后，充分混合再离心，注意不要产生气泡。 

    （7）LAMP扩增反应 

    打开终点浊度仪开关，预热，待温度显示 63℃时，将反应管放入仪器反应区中，盖

紧机盖，按下 Start开关既可开始反应。倒记时 40min后报警。反应结束。 

    （8）结果检测 

    反应结束后，将反应离心管从反应区中取出，放入到检测区中，按下 Start 键即可

打印出试验结果，连接计算机进行结果分析。 

（9）根据判定结果进行胚胎移植。 
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 由上述介绍可见，牛胚胎性别鉴定技术已较成熟和完善，但要用于生产尚有一些

相关技术需加以解决。如良种胚胎来源问题，目前多采用超数排卵技术获取胚胎，成本

较高，每头牛年获胚胎数量较低。美国、德国等已开始采用活体采取卵母细胞的方法获

取胚胎，可提高每头牛的年获胚胎数量，但需与体外受精和体外培养技术加入配套。另

外，如何简化胚胎的冷冻保存技术和进一步提高细管冷冻解冻直接移植的妊娠率，也是

使胚胎性别鉴定技术尽快在我国养牛业生产中推广应用的一项重要工作。随着以上各项

配套技术的不断深入研究，动物的性别控制技术必将很快在生产中发挥作用。 

1.6  细胞核移植和转基因技术在家畜繁育中的应用 

1.6.1 动物核移植和转基因技术概述 
哺乳动物细胞核移植（Nuclear transfer或 Nuclear transplantation）是指通过显微操

作的方法，将供体细胞的细胞核放入预先去核的成熟卵母细胞或早期合子内，形成一个

新的核质重组体，移入的核在受体胞质的作用下，发生发育程序重编（Reprogramming），

使得核质重组体与正常受精卵一样，经细胞分裂、分化并在母体内发育成一个新的个体。

广义讲动物的克隆技术包括卵裂球分离、胚胎分割、孤雌生殖和细胞核移植。其中以胚

胎细胞和体细胞作供体进行的核移植可以从一个胚胎和一小块组织得到理论上无限个

后代，因此动物的克隆主要指细胞核移植技术。哺乳动物胚胎克隆技术的研究起始于上

世纪 80年代，1986年取得胚胎细胞核移植绵羊成功，西北农林科技大学张涌教授于 90

年代中率先在国际取得山羊胚胎克隆成功，胚胎克隆已完成了 5代[2]，胚胎连续克隆的

成功标志着胚胎克隆技术已趋成熟，并于 2000年首先获得体细胞克隆山羊。   

哺乳动物转基因技术是通过遗传工程的手段对动物基因组的结构或组成进行人为

的改造，有目的地对生物的遗传物质基础进行修饰，并通过相应的动物育种技术使得这

些经修饰改造后的基因在世代间得以传递和表达[106]。随着现代研究手段的改善以及分

子生物学技术的发展，拓宽了转基因动物研究领域，研究内容和研究方法不断丰富和改

进，这项技术逐渐显示出其巨大的经济效益和社会效益。目前转基因技术已经在农业、

医学和生物制药等领域得到广泛的应用，如功能基因组研究、定向育种、建立人类疾病

的病理模型、转基因生物反应器等[107]。 

哺乳动物体细胞核移植的成功是二十世纪生物学领域的又一重大成绩，为生物学及

相关学科的发展注入了新的活力，对畜牧业的生产和发展产生了深远的影响，为人类医

学工程的研究开辟了新的研究方向，为濒危、珍稀动物的保护展示了新的可能性措施。

体细胞核移植的成功为转基因动物的生产提供了新的方法。利用体细胞核移植，在核移

植前先把外源目的基因导入培养的体细胞中，在体外培养条件下对整合外源基因的体细

胞进行筛选和大量扩增，并对外源基因的体外表达进行分析，然后将整合外源基因而且

高效表达的体细胞移植到去核卵母细胞内，出生的动物在理论上应该全部为阳性转基因

动物，而且外源基因的表达稳定。利用体细胞核移植的方法已获得了转基因羊[108，109]、
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牛[110]、山羊[111]和猪（PPL公司），这些研究表明对供体细胞进行基因改造后用于核移植

可以提高转基因效率。另外，通过体细胞核移植可以克隆转基因动物，可以获得无限个

转基因动物后代；即用己出生且高效表达外源基因的动物体细胞作供体进行核移植，可

以获得具相同特性的后代，大大提高了生产转基因动物的效率、降低了成本。通过基因

打靶技术，可以将外源基因定点整合到体细胞的基因组内，由这些细胞克隆就可以获得

定点整合的动物[112]。 

转基因小鼠的制作技术之所以得以较广泛的应用，是基于完善的胚胎干细胞系统和

胚胎重建技术，由于大多数动物尚未建立胚胎干细胞系统以及胚胎重建技术发展缓慢，

大动物转基因研究发展受到了很大限制。早在 1985年第一例转基因家畜就已诞生[113]，

通过近几十年转基因技术的不断发展与完善，成功率逐步提高，并且和各种技术相结合，

为揭示生命科学奥秘作出巨大贡献。 

1.6.2  细胞核移植和转基因技术的应用 
1.6.2.1  乳腺生物反应器的制作 

乳腺生物反应器，即动物个体乳腺表达系统，又称作转基因动物制药（Transgenic 

Animal Pharming），其核心内容是通过各种转基因技术，将某种具有重要价值的生物活

性蛋白的基因导入动物的受精卵中，在乳腺组织特异性启动子驱动下，使外源基因在动

物的乳腺中高效表达并分泌到乳汁中，并从转基因动物的乳汁中获得生物活性蛋白 [114～

116]。外源基因在转基因动物体内最理想的表达场所是乳腺，由于乳腺是一个外分泌器官，

乳汁不进入体内循环，不必考虑外源蛋白高表达诱导的相关激素升表达，此法基本上不

会影响转基因动物本身的生长和生理代谢[117]。另外，从乳汁中获取的目的基因产物产

量高，提纯相对简单（有时甚至不需要提纯），并且表达的蛋白已经经过了乳腺细胞的

修饰加工，稳定性和生物活性均比较理想。利用乳腺生物反应器生产药用蛋白具有投资

成本低，药物开发周期相对较短和经济效益高的优点。 

1.6.2.2  在医学领域中的应用 

特定基因功能的研究：采用转基因小鼠和基因剔除小鼠系统进行分析特定基因功

能时，基本的要求是目的基因的高表达和关键基因插入突变的避免[118]。在遗传连锁图

谱分析中，应用转基因研究目的基因功能，目前确定与毛色相关的褪黑素受体[119]和 KIT

基因[120]的遗传定位。由于同源重组能实现基因的定点突变，从而改变单个碱基或几个

碱基，导致核苷酸序列的改变，最终改变基因的功能。所以可以对一些涉及诸如发育、

细胞周期、分子免疫等重要的基因功能进行深入研究[121]。 

制造人类疾病的转基因动物模型：完整的转基因动物模型可以模拟人类疾病的起始

和发展，并为测试各种可能的治疗提供一个统一有效的方案。用小鼠 ES 细胞进行基因

打靶，所建立的小鼠模型多与人类遗传性疾病有关[122]。已产生的模型包括与癌基因和

肿瘤抑制基因、免疫相关基因、生长因子与受体基因模型等[123]。目前，已建立了 30多
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种人类遗传疾病的鼠模型，如老年性痴呆，糖尿病，镰刀型贫血症等[124]。 

组织器官移植：利用转基因动物作为组织器官的来源，不仅供量大，而且费用低廉，

产业化前景甚为乐观.目前对器官供体动物研究较多的是猪 [125]。通过调节补体免疫系统

的基因（如 DAF 基因）克隆后，转移到猪的基因，产生的转基因后代就会表达人类的

该基因，这可以相对缓和异种动物器官移植过程中的趋急型排斥反应[126]。通过得到 α

－1，3半乳糖苷转移酶（GGTA1）的基因敲除家猪可以有很好的效果[127]。在利用异种

器官移植时，是否存在传播潜在危险病毒的可能性，其安全性尚未肯定[128]。随着这方

面研究工作的深入，利用转基因动物作为组织器官移植供体的开发前景，会更加光明。 

1.6.2.3 在畜牧业中的应用   
1.6.2.3.1 促进动物生长，提高畜产品品质 

牛、绵羊及人的 GH基因先后被导入小鼠基因组，得到的转基因小鼠在快速生长期

（5～11周龄）的生长速度为对照组的 4倍[129]。Bernard等[130]用乳腺特异性表达启动子

（a-乳清蛋白基因启动子）与大鼠乳糖酶（根皮苷水解酶）基因 cDNA构建了表达载体

并通过了显微注射制作了转基因小鼠。结果乳糖酶使小鼠乳汁中的乳糖含量减少了 50～

85%，而脂肪和其他蛋白质的含量则没有变化，吃这种低乳糖奶的小鼠能正常发育。这

种情况一旦出现在奶牛上，必然会减轻或消除人服用后出现的乳糖酶缺乏症。 

Damak等［131］将小鼠超高硫角蛋白启动子与绵羊的 IGF-I cDNA融合基因显微注入

绵羊原核期胚胎，移植后生出 5只羔羊，其中两只（一公一母）为转基因阳性。用转基

因公羊与 43只母羊交配，生出 85只羔羊，共中 43只（50.6%）为转基因阳性。羔羊在

14 月龄剪毛时，转基因羊净毛平均产量比其半同胞非转基因羊提高了 6.2%，公羔羊产

毛量提高的幅度（9.2%）高于母羔羊（3.4%）。在毛纤维直径，髓质以及周岁体重方面

无显著差别。此外，Powell等［132］将毛角蛋白 II型中间细丝基因导入绵羊基因组，转基

因羊毛光泽亮丽，羊毛中羊毛脂的含量得到明显的提高。 

1.6.2.3.2 动物抗病育种 

与提高家畜生产性能和改变畜产品品质一样，利用转基因技术提高动物的抗病性也

具有十分乐观的应用前景。在对各种动物的抗病基因转移研究中，以对鸡的抗病效果较

显著[133]。Garba等[133]将MX1基因转移到鸡细胞中，使鸡获得对禽流感的抗性。Kmamura

等[40]用马立克氏病病毒（MDV）mRNA 互补的一段寡核苷酸转移至鸡体内也使鸡获得

阳性。对动物生殖细胞或早期胚胎细胞的基因修饰改造，可产生一些人类需要的动物新

品种[134]，如进行生长速度、喂食效率(Feed effiency)等特性的改造。Myostatin基因敲除

小鼠比野生型小鼠具有明显多的骨骼肌[135]，双肌牛也是由于Myostatin基因外显子 3个

碱基突变造成的。因而如果能在绵羊或猪上敲除 Myostatin 基因将可产生骨骼肌明显增

大的品种，这具有很高的经济价值[66]。又如成纤维生长因子 5(FGF5)是一种分泌型信号

蛋白，该基因能控制毛发生长，是毛发生长的抑制因子。因为敲除了该基因后的纯合型
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小鼠表现为非正常的长毛[47]。Muller 等研究指出 Mx1 表达产物能提高转基因猪的抗病

毒能力[96]。如果能将绵羊中的 FGF5基因敲除，可能会产生羊毛异常长的绵羊新品种。 

1.6.2.4 存在的问题 

无论是胚胎细胞核移植还是体细胞核移植都存在许多共同的缺陷，体细胞核移植

突出表现在以下几个方面：一、核移植的总体效率低。Wilmut等（1997）用绵羊乳腺上

皮得到克隆羊“Dolly"的总效率仅为 0.2%（63.8% ×89.2% ×11.7% × 3.4%）；二、妊娠流

产率高和受体产仔率低。Wells等将 100枚核移植胚胎移植到 50头受体，在 60 d,100 d

和 180 d时受体的妊娠率为 45%， 21%和 17%，而仅有 10头受体维持到分娩，囊胚发

育到出生个体的比例为 10%（Wells等，1999）；三、出生动物死亡率高。在已发表的文

献中共出生体细胞核移植牛犊 207头，发表论文时已明确标明死亡的有 54头（26.1%），

而且这些死亡的个体大多是在出生后数小时到 1周时间内死亡，死亡率显著高于正常胚

胎移植或体外受精胚胎移植后出生的个体。 

由于外源基因的导入，可能会引起宿主细胞染色体插入突变，突变发生率约为

7%[136]。最终可能会影响动物的生长发育，从而也影响它作为食品时的安全性。另外，

在制作转基因动物的过程中有时要用病毒做载体，这就可能导致一些新的病毒毒株的产

生与传播。 

科学家在寻求解决转基因动物存在问题的同时，也提出各种新的设想，如依靠克隆

技术拯救濒危动物，全世界范围内转基因技术产业化等。但转基因动物尚处于实验研究

阶段，离产业化还有一段路要走。相信未来转基因技术作为认识和改造生命的手段将为

人类做出更大的贡献。 

1.7 奶牛繁殖障碍管理体系研究进展 
在过去的10年中，世界范围的奶牛业在遗传和管理方面的高速进步创造了一个新的

纪元，奶牛数量减少的同时满足了人们对奶产品增加的需求。同时奶牛业在现代化发展

过程中，也产生了许多难题和挑战，影响未来奶牛业效益的难题之一就是奶牛存在不同

程度的繁殖障碍，即繁殖力和繁殖效率下降[137,138]。 

世界各国都发生奶牛繁殖效率的下降，但对现代奶牛群中可能存在的引起繁殖效率

下降的因素尚未系统研究。目前，在国内奶牛饲养管理条件较差的地区，奶牛不孕症的

发病率为30%，即使是饲养管理较好的大型国营奶牛场，其不孕症的发病率也达10%以

上。因此，不孕症仍然是困扰我国奶牛业迅速发展和影响奶牛业经济效益的主要因素。

目前，奶牛繁殖障碍最新的研究领域主要包括发情周期的控制，泌乳对生殖的代谢影响

分析，与生殖有关疾病的机理研究和降低早期胚胎死亡率，从而为解决奶牛繁殖障碍中

出现的难题。 

1.7.1 引起奶牛繁殖障碍的因素与疾病 
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繁殖效率是奶牛场成功运作的一个关键部分，而繁殖效率低下是当今奶牛业面临的

最严峻的问题，特别在哺乳奶牛中发生率很高。这些不同的繁殖障碍有一个共同的特点，

就是均能降低奶牛的繁殖机能。另外，对于奶牛场运作过程中这些障碍带来的经济损失

以及最有效的管理或对这些障碍的治疗干预，在奶业科技工作者和兽医之间存在着很大

的争议。鉴于这一争议，奶牛场管理者应该关注于和任何一种繁殖障碍疾病有关因素的

预防和控制，而不是关注于治疗干预。可能对奶牛繁殖效率具有严重影响的因素包括各

种生理的、遗传的、环境的和管理的因素，最常见的繁殖疾病包括卵巢囊肿、黄体期延

长和早期胚胎流失等，下面讨论对奶牛繁殖具有潜在影响的几种因素。 

1.7.1.1 机能紊乱引起的奶牛繁殖障碍 

奶牛生殖是一个复杂的过程，成功的牛群繁殖需要关注各个细节。繁殖生理学家的

关注点是高产奶牛，但是产量中等的母牛同样具有生殖障碍，因此存在泌乳对奶牛繁殖

的普遍影响。围产期健康、子宫和卵巢健康、发情鉴定、与发情有关的授精的时间、精

液操作、AI 技术、以及妊娠诊断等，在这些程序中，很小的错误对牛群繁殖也会具有

累积效应，产前、产后营养对繁殖效率具有大的影响[139]。 

1.7.1.2 泌乳和增高产奶量引起繁殖下降 

在过去的10年中，美国奶牛的产奶量增加了大约20%，但繁殖效率指标下降更快，

从这些资料可以得到增加每头牛的产奶量与恶化的繁殖机能直接的直接相关性 [140]。处

女牛具有高的一次配种受孕率，假设分娩和随后的泌乳引起受孕率的轻微降低，但是分

娩和泌乳对繁殖的负面影响不应该很高。泌乳肉牛可以发生不发情的现象，但一旦它们

进入周期，其受孕率要比奶牛高出大约20％[141]。有几项研究结果提出奶产量对繁殖的

影响只能在最高产的奶牛观察到，也许反映了现在高产奶牛群体中繁殖机能下降的越来

越大的百分比。基于提高奶产量，由增高的奶产量导致越来越差的繁殖这种趋势还要持

续下去，而且从理论上说，在母牛获得更高产量的时候，将会更差。 

最近的奶牛繁殖表现流行病学报告指出，对大多数美国 Holstein奶牛奶产量水平的

累积来说，最初 60 天奶产量的危害比率影响不显著，只有最高水平奶产量的表现危害

比率增加。因此奶产量对繁殖力适度的影响是重要的，需要对奶产量和繁殖力的对抗关

系的生理基础有更深刻的了解。一旦这种关系的生理基础搞清，可以通过采用饲养和管

理策略来抵消过高奶产量对繁殖的影响。这可以部分地纠正现今奶牛繁殖力的下降。然

而，在奶牛繁殖下降被扭转之前，需要致力于其它因素的解决。 

1.7.1.3  能量负平衡引起的繁殖障碍 

母牛在泌乳早期要经历一个正常的营养分配和脂肪组织动员过程。当维持和泌乳

的营养需求超过母牛饲喂消耗能量的能力时，在泌乳早期发生能量负平衡、体重降低和

BCS下降。Stahl 等[142]的研究证实头胎泌乳母牛有更低的能量平衡，除了泌乳以外还需

要用于生长的能量需求。头胎泌乳母牛太低的能量平衡与第一次排卵间隔的延迟有关
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[143]，这可以解释为什么有些研究将头胎定为第一次AI失败的危险因素[144]。能量负平衡

和体重降低对卵泡的生长和发育具有抑制作用。能量负平衡对卵泡的作用是通过LH和

IGF-I起作用的，在能量负平衡母牛中LH脉冲降低。LH和IGF-I相互协同共同促进卵泡发

育[145]（，而两种激素水平降低会对产后期早期的卵泡生长造成危害。Beam [146]对能量负

平衡对早期怀孕后期卵泡生长的作用进行了研究，优势卵泡需要更长的时间和更大的体

积来确保启动排卵能力的雌二醇浓度，但能量负平衡母牛的卵泡会处于低雌激素水平，

外周血雌激素代谢也会加强以使更高的雌激素合成水平为获得等量血液雌二醇浓度所

必需。 

1.7.2  产科疾病引起的奶牛繁殖障碍 
    流行病学研究显示，疾病因素（如酮血症，乳房炎，胎盘滞留，囊肿性卵巢）与非

疾病因素（如奶产量和 BCS）相比对牛群繁殖力具有更大的作用。虽然生殖激素类药物

治疗不孕症效果很好，但它需要对各类不孕症的确诊正确无误，否则不但效果不佳，而

且可能导致不良后果。 

1.7.2.1 卵巢囊肿 

卵巢囊肿是指未排卵、直径≥ 25 mm、充满液体且在卵巢内存在时间超过 10 d以

上 [147]的囊性结构。已报道，卵巢囊肿是奶牛场经营当中引起经济损失和繁殖机能障碍

的主要原因[148]，诊断为囊肿的奶牛常表现为产犊间隔延长[149]。统计显示奶牛发生卵巢

囊肿的比例从 10%～13%不等[149,150]，而有问题的牛群可在短时间内具有更高的发病率，

可达 30%～40%[147]。 

卵巢囊肿可分为卵泡囊肿和黄体囊肿。卵泡囊肿壁薄、充满液体、囊肿直径≥ 25 mm。

多数母牛在一侧或两侧卵巢存在 1个以上的囊肿性结构。早期的研究报道，患有卵泡囊

肿的母牛大多表现出强烈而持久的发情表现，称为慕雄狂（nymphomania）[151]，这是由

于缺乏功能性 CL，导致孕酮分泌降低，而从囊肿性卵泡分泌的雌二醇增多引起的。在

个体奶牛中，由于包囊形成的不可预见性，研究卵泡囊肿的病因学还是很困难的[148]，

造成这种内分泌失衡的精确机制还知之甚少。 黄体囊肿的壁稍厚、充满液体、囊肿直

径≥ 25 mm，分泌正常至超过正常数量的孕酮。大多数黄体囊肿可能通过卵泡囊肿黄体

化形成[148]，若持续存在并维持全身孕酮浓度 LH释放和排卵，就会引起不孕。黄体囊肿

的厚壁是由黄体组织组成的，与卵泡囊肿相比，囊肿性黄体充满液体的腔体中常常含有

相互交织的小梁，可以很容易的用超声波探测判定。黄体囊肿不应与腔中充满液体的正

常 CL相混淆。根据近来应用超声波探测，对泌乳奶牛的卵泡囊肿又趋向于一种新的分

类。这些囊肿超声波检查与卵泡囊肿相似，但不会破坏卵泡波的正常进程及正常优势卵

泡的排卵，一般不表现慕雄狂，不影响正常的生殖功能，我们将其定义为良性卵泡囊肿。

良性卵泡囊肿的存在，使得泌乳奶牛卵泡囊肿的诊断和治疗变得复杂。 
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引起卵巢囊肿发生的因素包括产奶量的增加，饲草中雌激素含量和子宫感染等方

面。Garverick [148]还提出，饲草料中含有的具有雌激素样活性的化合物可能在囊性卵巢

疾病中发挥作用。玉米赤霉烯酮（Zearalenone）对牛的作用不是那么敏感，其含量也应

该限制在总日粮 DM 的 500 ppb 以下[152]。干乳期母牛体重过大、过胖时，发生卵巢囊

肿的可能性为正常母牛的 2.5倍，初产母牛乳汁中酮体的浓度增高，卵巢囊肿的危害性

也增加[153]。Harrison 等[154]报告，母牛在干乳期饲喂缺硒饲料发病率为 50%，而对照组

饲喂添加硒、维生素 E或硒/维生素 E的母牛发病率分别为 19%、44%和 19%。 

  对卵巢囊肿理想的治疗方案有 Ovsynch 方案，第二次注射 GnRH 时 73%的母牛存

在卵泡排卵，而不是囊肿。约 37%的这些囊肿牛在定时 AI 后怀孕。这些原始资料支持

了 Ovsynch可用于所有类型囊肿母牛的治疗，而且在应用直肠触诊进行囊肿诊断时可选

择 Ovsynch用于治疗[138,155]。 

1.7.2.2  异常的黄体期延长 

Opsomer等[156] 检查了中等产量的Friesian奶牛和高产Holstein奶牛的产后黄体功能，

他们发现高产奶牛乏情（第一次排卵延迟间隔）发生率高出3倍，此外，Holstein母牛更

容易发生延长的黄体期（高孕酮水平增长20 d; Friesian母牛和Holstein母牛分别为3%和 

20%）.美国Holstein母牛具有比新西兰Friesian母牛更长的黄体期，而且密苏里大学的异

性研究显示母牛的平均发情周期长度为24 d到28 d[157]。 

现代奶牛黄体期长度的变化能使繁殖管理变得复杂，延长的黄体期推迟了母牛的配

种，而且造成对周期母牛何时返情预测的困难。Opsomer 等[156]完成的一项流行病学研

究得出结论，能量负平衡，围产期障碍和产后疾病是推迟发情周期和延长黄体期的危险

因素。在热应激母牛和青年母牛中的延长的黄体期[158]。热应激使血浆雌二醇浓度降低

而且使泌乳母牛黄体溶解的时间延长了9 d。延长的黄体期反映出卵巢机能低下、雌二醇

分泌减少和通过卵泡雌二醇依赖机理的障碍。 

1.7.2.3  第一次排卵间隔延长 

现在认为对奶牛的第一次排卵间隔发生在产犊后14 d到21 d，伴随有配种季节的开

始牛群中有5％乏情[159]。一般认为现在平均第一次排卵间隔大概延长了10 d，而且在配

种季节开始时乏情百分比有相当大的增加[160]。在美国明尼苏达州的一项研究中发现，

母牛的第一次排卵间隔从1964年到上世纪末从29.3 d 增加到 43.5 d。近年确认了产后奶

牛第一次排卵间隔明显延长这些趋向[143,161]。虽然平均第一次排卵间隔增加，但对第一

次排卵间隔的划分认识不一，在Vries and Veerkamp[161]的研究中，平均第一次排卵间隔

是29.7d。因此现代奶牛第一次排卵间隔的增加可能是由特别长的第一次排卵间隔分组母

牛引起。 

 第一次排卵间隔延迟的原因可以用现代奶牛增大的能量负平衡来部分地解释。泌乳

母牛在产后初期一般处于能量负平衡，因为它们不能够消耗日粮中充足的能量[162]。能
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量负平衡降低产后期的LH脉冲，因而推迟了卵巢活动的重建[146,163]。有几位调查者证明

能量负平衡引起第一次排卵间隔延迟和第一次发情间隔延迟这个事实。然而，在他们对

275头第一次泌乳青年母牛的研究中，Vries and Veerkamp [161]发现，通过泌乳早期总能

量不足或平衡最低点解释第一次排卵间隔只有3～4％的变异。 

1.7.3 导致奶牛繁殖障碍的其他因素及解决策略 
1.7.3.1  管理水平 

某些奶牛场中繁殖效率的下降也可以归咎于随着牛场的扩大，还用小牛群建立起

来的管理方法进行。经典的文献定义了一个人们所知的“屡配不孕”的奶牛类型；母牛经

过多次授精（通常4次或更多）而没有怀孕。在泥土地面上要比混凝土地面上的发情持

续期更长，爬跨和竖立活动更多。Vailes and Britt[164]认为现在奶牛出现发情表现降低的

最可能的原因就是混凝土地面奶牛圈舍应用过多。所以要加强管理水平。另外繁殖管理

的责任心也落到了工作人员身上，吸引和保持高素质员工，以使他们能全身心的投入到

牛群的管理中。 

1.7.3.2 全球环境变化 

造成奶牛繁殖下降的另一个原因就是全球环境变化。1990s的10年是自有气温记录

以来最热的年份[165]。由于高的代谢率和泌乳有密切的关系，泌乳奶牛繁殖对热应激极

度敏感[166]。在夏季周围环境气温升高会通过引起热应激并随着发生热应激的地区范围

扩大而使繁殖损失增加。Al-Katanani等 [167]检查了全年返情率并且发现在最高奶产量母

牛中夏季不孕症最高。  

1.7.3.3  发情鉴定和定时授精 

在现代奶牛管理中要想准确地鉴定发情有必要采取时间更长，更频繁的观察期，

因此如果采取仅仅每日两次少于30 min外部观察对母牛进行发情鉴定是困难的。此外对

于发情的误判也是一个问题。Sturman等[168]发现,有19%的授精是在母牛处于黄体期或怀

孕早期进行的，对怀孕母牛的授精引17%起胚胎损失。 

定时授精是有规律的注射PGF2α控制第一次授精时间的好方法，但是定时AI之后胚

胎死亡率增高，而且奶牛一次定时AI之后的产犊率大约是35％。比自然发情后授精的百

分比（大约 45%）要少[169]。因此，奶牛定时AI的方法仍然需要优化。澳大利亚建立起

一种包括一个孕酮置入、苯甲酸雌二醇注射和PGF2α注射的方法用于在一个56天时间内

三次授精的同期化。类似的方法在现代奶牛业中值得推广。   

1.7.4  早期胚胎死亡 

即使是在正常牛，在受孕和母体识别期间也有高的胚胎死亡率（大约在授精后17~19 

d）[170]。在这一时期之后的损失较少，但仍然影响受胎率.。对奶牛胚胎死亡率估计大约

有10%的胚胎在妊娠的28 d到75 d之间损失[171]。在这一时期胚胎损失在屡配不孕母牛非
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常高[137,172]。更新的借助于超声妊娠探测器研究表明，在28 d和60 d之间胚胎损失率至少

在20%[173]。在大多数现代奶牛胚胎死亡的研究中涉及的是属于定时授精方案的母牛，自

然发情授精的现代奶牛的胚胎死亡率应该较低。Smith和 Stevenson[174]报道自然发情授

精的母牛28 d后胚胎损失率为12.4%。 

1.7.4.1  胚胎死亡时间的确定 

对牛的早期胚胎死亡研究表明，AI后肉牛的受精率是 90%，在第 8 d胚胎存活率

为 93%，而在 AI后第 12 d胚胎存活率仅为 56%[175]。在奶牛，AI后第 7 d，只有 48%

的胚胎被认为是正常的[176]。因此，真正的妊娠损失可能发生在 AI后 2周之内。最近，

有人利用超声波扫描来确定泌乳母牛从配种后 28 d到产犊时不同时间的妊娠损失[173]。

AI后的 28 d的受孕率为 32%，从 28 d到产犊所有的妊娠损失将近 25%，最大的损失发

生在怀孕期的最初 60 d内。 

孕体的附着在 19日龄发生，在 21日龄时可以看到模糊的子宫阜－子叶的附着点。

在 42日龄，胚胎期随着分化的完成而结束。在奶牛妊娠诊断中，最常用的方法是 AI后

40～60 d进行直肠触诊。泌乳母牛与青年母牛相比，妊娠损失要大 10%[177,178]。此外，

在妊娠损失的危害性方面，整个怀孕期第一阶段的 3个月要比第二和第三阶段的 3个月

高 4倍以上[178]。青年奶牛受精率范围在 97～100％之间，而成年奶牛变化大些，其范围

在 85～100％。Sreenan 等[198]从早期文献中对胚胎损失分期评估进行了总结（即 21年

以前）。受精率据估测为 90％，平均产犊率为大约 55％。这表明胚胎和胎儿死亡率大约

是 39％。从受精到妊娠第 8天有很少的胚胎损失。总损失的明显增加是发生在授精后的

第 8～16天之间（27～31%），总损失的 3.8％是发生在第 16～42天之间，此外还有 1.9%

到 3.1%发生在第 42天到分娩期之间。一个主要的问题是当时的胚胎和胎儿损失的模式

是否在当今高产泌乳的 Holstein牛群中发生了变化。 

1.7.4.2  影响早期胚胎损失发生的因素 

引起胚胎早期损失的相关因素可能和引起繁殖力低下的因素相似。营养对奶牛繁

殖力的影响可能是最主要的，营养方面导致繁殖力低下的原因中，能量消耗占第一位，

第二位的是蛋白饲料过多，第三位为微量元素和维生素缺乏。此外，从产犊到配种期间

过高的体况评分也引起繁殖力下降[179]。 

泌乳奶牛发生早期胚胎损失的确切生理机制还不是很清楚，但可能和产奶量增高有

关的泌乳应激[180]、能量负平衡[181]、尿素及氮的的毒性作用[182]或对增高的环境温度反

应能力降低[140,141]有关。体重降低比体重增加的肉用母牛的早期胚胎损失率更高[183]，表

明能量负平衡在观察到的奶牛早期胚胎流失的高发病率中起一定的作用。饲喂高含量的

可降解蛋白（DIP）会加剧能量负平衡和相应的生殖机能问题。Ferguson[179]的研究认为，

给母牛饲喂高含量 DIP的日粮显示出更多的第 1次和第 2次配种之间的无规律性间隔，

饲草料中 DIP的含量应该控制在 10%～12% （NRC, 1989; DM basis）之间。另外，在
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育种群中出现高的流产或早期胚胎流损失率时，应该对饮水和草料中的硝酸盐含量进行

评估[184]。 

从遭受热应激的奶牛采集的卵母细胞在体外的发育能力降低[185]。Gwazdauskas等
[186]在整个泌乳期通过每两个星期抽吸采集卵母细胞，认为泌乳和日粮能量影响卵母细

胞质量。体况（body condition）影响卵母细胞的发育潜力，因为由低体况母牛得到的卵

母细胞与好体况母牛而来的卵母细胞进行体外受精相比，卵裂率和发育能力降低。 

1.7.4.3  降低牛胚胎死亡的策略 

1.7.4.3.1  孕酮补充 

研究发现在授精后第5到12 d（n=28）或第10到17 d将孕酮释放阴道内装置（CIDR 

P4-1.9g孕酮）放置于泌乳奶牛的阴道中时，受胎率增加。处理母牛的受胎率增加到60％，

而对照组（n=30）的受胎率为30%。很明显对照组受胎率低，表明孕酮补充对低繁殖力

母牛有利。孕酮处理能够诱导发育更好的孕体。同时还发现在发情后1~2 d放置，7天后

取出CIDR，与对照组相比，受胎率下降。可能是CIDR突然较大量的释放孕酮与注射孕

酮稍和缓的释放相比较，发挥了不同的生理效应。例如配子和/或胚胎的运送可能被不同

的改变。 

1.7.4.3.2  延迟黄体溶解（退化） 

CL退化延迟能使发育减慢的孕体有额外的24~48 h延长生长期，主要是阻断引起溶

黄体反应的前列腺素的短暂释放。基于热应激条件下人工授精早期胚胎死亡发生率高
[189，193，194]，这在某些情形中确实有利[188]。在第10 d或第15 d，一次注射hCG（10,000 IU）

能够使发情周期延长，但在第17 d注射却无此效果[196]，因为这正好是在妊娠识别之前的

一个窗口[197]。在一奶牛青年后备母牛群进行的繁殖力试验来确证授精后第15 d注射hCG

是能响受胎率，hCG处理可以提高10.9%的繁殖力，在天气逐渐变凉的时期，当总繁殖

力提高[190]。泌乳奶牛在夏季热应激期，当胚胎死亡胚胎发育延缓率最高时，在发情后

第15 d给予hCG会延缓CL退化从而增大受胎率。 

1.7.4.3.3 定时排卵与定时授精 

 促性腺激素释放激素可以用于通过精确的定时排卵来提高人工授精后的受胎率
[191，192，195]。第一次注射GnRH（第0 d）能引起一个（优势）卵泡在发育的适当时期排

卵和/或引起卵泡黄体化。一周之后给予前列腺素（第7 d）能引起黄体组织退化，包括

一个以前存在的CL，可能的新形成的CL，允许一个新的卵泡波开始。在两天中（第9 d）

这一新的卵泡波中的优势卵泡可以在第2次GnRH注射作用下发生排卵。15~16 h后（第10 

d）人工授精，预计在LH峰（被诱导的）之后24 h卵子释放。这一系列的事件保证了一

枚最理想的卵母细胞的释放。 

在进行 AI时，应对母牛使用发情鉴定辅助器，如 Kamar装置，或发情鉴定尾根染

料，这有助于对由于怀孕失败或早期胚胎损失而在 AI后 18～28 d恢复发情的母牛进行
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鉴别。在 AI后 28 d，兽医师应用超声波可以鉴定出任何未孕母牛，这些牛可以规划到

下一批母牛应用 Ovsynch 进行再次同期化，这可以消除依靠发情鉴定来进行下一次配

种，因而也就缩短了从妊娠诊断到再次配种的间隔时间。这是一个主动性的繁殖管理系

统，将会通过在牛群中最大可能的实施 AI 配种率而提高繁殖效率，通过应用超声波进

行早期妊娠诊断而完成的。尽管应用这一系统进行发情鉴定没有被完全排除，但可以通

过应用 Ovsynch和定时 AI(timed AI)使之达到最小化。 

1.7.4.3.4 繁殖管理 

    认识到早期胚胎流失的存在和普遍性，在奶牛群中采用新繁殖技术提高 AI 效率可

以降低这种机会的发生。应用超声波可以将在妊娠中由于直肠触诊时对生殖道和孕体触

摸造成的胚胎损失降到最低[187]。 在牛群中应用超声波进行常规的早期妊娠检查时，重

点要放在鉴别未孕母牛而不是妊娠母牛；在妊娠诊断后必须尽可能快地提出未孕母牛配

种的管理策略，包括对具有反应性黄体的母牛应用 PGF2α，应用发情检测辅助仪或者将

二种方法相结合。 

1.8 动物繁育技术的产业化战略分析 

我国动物胚胎移植技术本身已经成熟，但是推广还受到一定限制，一是成本太高，

二是专业技术人员不足。因此大量培训胚胎移植专业技术人员和试剂材料的国产化是此

后一个时期动物胚胎移植发展需要解决的主要问题。目前看来，这一问题可通过市场机

制逐步得到解决。 

国家支持的重点应放在奶牛胚胎体外生产技术体系的研发和产业化推进上。由于我

国人民生活水平的提高和消费结构的改变，市场对奶制品的需求日益增高，而我国奶牛

的年头均单产量与发达国家有明显差距，良种奶牛的快速繁育是我国畜牧业目前急需解

决的问题。因此，胚胎体外生产技术体系的产业化开发对我国奶牛业的发展具有更加重

要的意义。在发展战略上，可将胚胎的体外生产技术体系主要用于加速改良“生产群”奶

牛，快速提高奶牛单产，使中国母牛在数量上和质量上迅速赶上发达国家水平。在“育

种群”，由于数量要求不象生产群那么大，可考虑以体内生产胚胎为主，利用国内外优

秀顶尖公牛的精液与优秀顶尖母牛配种，体内生产胚胎再移植，构建我国自己以顶尖母

牛为主的育种群[32]。 

国家应设立专题进行奶牛胚胎体外生产技术体系的研究，选择研究技术基础好的单

位（公司）建立奶牛胚胎体外生产产业化基地。重点在活体采卵、卵母细胞的质量控制、

提高胚胎的体外培养效率、降低性别鉴定对胚胎的损伤等方面攻关研究。通过这些研究，

将全面提高奶牛胚胎体外生产技术体系的生产效率和生产应用水平，预计在 2010年前，

达到良种奶牛体外生产胚胎囊胚发育率 50％以上、移植成功率 40％左右的水平，实现

该项科技成果的产业化。 

在克隆技术的产业化方面，目前的主要技术瓶颈是克隆胚基因再程序化的不完全。
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国外已在这方面进行了较深入的研究，但还未取得关键性突破。国内尚无公开报道。基

础理论研究不够是我国同国外领先水平的主要差距之一，创新不足，缺乏新概念、新思

路、新技术路线。在发展战略上，国家应继续鼓励对动物克隆技术的各个具体环节进行

研究完善，这些研究应结合生产转基因动物进行，如高附加值生物药物或生物产品的动

物生物反应器（牛羊）生产，器官移植动物（猪）生产，病理模型动物（大鼠）生产。 

国家对转基因动物的产业化推进研究可分阶段进行。针对目前和未来几年动物克隆

技术能达到的成功率，国家投资策略应放在优先研究制造能够生产高附加值和战略价值

的生物新材料（如“生物钢”）以及影响畜牧业发展的主要动物传染性疾病病原抗体的动

物生物反应器，使该技术在向产业化完善的过程中即产生经济效益。此外，引起人类免

疫排斥反应抗原基因敲除的猪是用于人类器官移植的理想器官供体，我国又是一个人口

大国，器官移植的需求量很大，但我国尚未见到有关报道，应予启动。 
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试验部分 
前  言 

 
随着中国经济的稳定增长，居民收入不断提高，饮食营养意识不断增强，加上“学

生饮用奶计划”等一系列促进奶类消费措施的实施，乳业的潜在发展空间将逐步转化为

实际的市场需求。近几年奶类消费增长速度很快，大致在 30%。我国人均奶类消费量从

上世纪末的 7 kg增长到 2003年的 13 kg，但还是远远低于世界人均 100 kg和发达国家

300 kg的水平，因此仍具有很大的增长空间。根据中国农业部资料，预计到到 2015年，

全国奶类总产量将达到 2501.5万吨，人均乳品消费量将达到 17.87 kg。 

我国的奶牛业发展势头良好。2001年，全国存栏良种及改良奶牛达 566.2万头，牛

奶产量为 1025.5 万吨，占世界总量的 1.9％。2002 年我国共存栏有良种及改良种奶牛

687.3万头，全国奶类总产量达到 1400.4万吨，2003年，奶牛的存栏量有 800万头，奶

类总产量达到了 1700 万吨，但是奶牛及奶产量的增长却远远没有赶上消费的增长。从

产奶量来看，目前我国奶牛平均年产奶量不超过 3 t，而新西兰、澳大利亚和欧美国家的

奶牛平均产奶量却在 8 t、甚至 10 t以上，我国本地奶牛产奶量较低，无法承担大规模

产业化生产牛奶的重任。2004、2005年我国奶业生产形势良好，奶牛存栏稳定增长，且

品种结构已较前几年有较大改善，但牛奶产量仍不能满足国内的需求，2005年 1～3月

份，乳制品进口金额占乳制品进出口总金额的 89.1%。奶源不足是我国乳品业发展的一

大瓶颈，由于奶源严重不足，许多乳品企业设备闲置率很高。 

为了解决奶源不足的问题，我国不得不从国外大量进口奶牛，引进国外优良奶牛品

种并进行杂交改良成为理想的发展模式。其中 2003 年我国从新、澳两国进口奶牛数量

创历史新高，达到了 4 万头。目前，澳大利亚、新西兰和美国奶牛存栏量 3000 万头左

右，我国目前 1000 万头的奶牛缺口接近以上三个国家目前奶牛存栏数的 35%。通过大

规模直接引进高产奶牛虽然能加速国内奶业发展，但所需成本极高，单纯依赖进口奶牛

来改善我国奶牛的品种结构和提高产奶总量并不现实。 

奶源的供给取决于奶牛的数量和质量。就目前我国奶业的现状来看，应用奶牛的繁

育技术快速扩大高产良种奶牛的种群是解决我国乳制品不足的根本途径。2002年，农业

部实施了“万枚高产奶牛胚胎移植富民工程”项目，每年在全国九个省、市、自治区移

植 10000枚优质高产的奶牛胚胎，为提升我国奶牛种群起到积极的推动作用，同时也促

进了全国各地推行胚胎移植技术的高潮。“十五”期间科技部启动了“国家奶业重大科

技专项”，共投入经费总计达 4亿多元人民币，是在畜牧科学与产业领域投入力度最大，

产业化程度高，社会和经济效益最为显著，带动和示范效应最为明显的一个项目。其中

胚胎工程技术产业化研究是高产奶牛良种繁育项目的重点。  

在提高良种奶牛繁育效率的研究中，应用胚胎工程技术不仅增加良种存栏数，还可

以改良地方奶牛的品质。胚胎工程技术主要包括超数排卵和胚胎移植 (multiple ovulation 
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embryo transfer, MOET)技术、胚胎完全体外化生产（in vitro production, IVP）技术、性

别控制（sex control）技术以及动物克隆与转基因技术等。另外，奶牛繁殖障碍是影响

其繁育效率的严重因素，在奶牛快速繁育技术产业化过程中，必须要解决这一问题带来

的危害。 

动物 MOET 技术在育种计划中至少在 8 个国家得到全面实行，奶牛胚胎移植的总

数正在逐年增加，全球现在每年大约移植奶牛胚胎 500,000 枚左右。在美国，95%以上

的种公牛是胚胎移植获得的。我国现在每年只移植奶牛胚胎大约 1～2 万枚，与我国养

牛存栏数多和良种覆盖率低这一现状很不相称。采用非手术冲卵，平均可用胚胎数为 5.5

枚/头，还有提高的空间。现在 MOET 技术基本成熟，但影响因素很多，比如供体牛的

饲养管理水平、超排结果的不确定性、不同地域气候的影响等。另外在提高良种胚胎移

植效率的研究中，对如何提高受体牛的利用率，还涉及到受体牛的同期发情处理和再利

用等方面。 

胚胎体外生产技术在发达国家已得到广泛应用，我国目前还未形成产业化规模，还

存在许多问题需要解决。例如卵母细胞的来源、体外成熟和体外受精等都有待于进一步

优化，特别是如何提高 IVP 胚胎的质量从而达到与体内胚胎相近的受胎率。在 IVP 生

产系统中应用性控精液来获得性控优良胚胎，构建性控胚胎产业化技术体系，是国内外

研究的热点之一。应用 PCR技术鉴定奶牛胚胎性别是在上世纪 90年代逐渐发展起来的

新型技术，对奶牛胚胎性别鉴定的准确率可达到 100％。性别鉴定技术与胚胎移植、胚

胎冷冻等技术的结合，推动胚胎工程技术在家畜繁育中的应用，但在我国未见利用该技

术大规模推广的报道。 

在良种奶牛高效繁育技术的实际应用中，常常会遇到一些导致母牛生殖机能紊乱的

疾病，使得在对供体进行超排得到的胚胎数量少或者冲不到胚胎，或者胚胎质量差导致

回收的胚胎可利用率降低；有些疾病还会引起受体母牛利用率和受胎率下降。这些均可

以使胚胎移植的成功率降低而造成大的经济损失，也影响到胚胎移植技术的推广和应

用。特别是高产奶牛的繁殖障碍发生率比普通奶牛更高，严重地影响了生产效益。有效

地控制这些疾病对提高胚胎移植成功率具有重要意义，也可以提高供体母牛和受体母牛

的再利用率，而且对奶牛人工授精受胎率的提高也具有决定性的作用。 

    本试验针对上述关键技术研究中存在的问题开展工作,共分如下几个部分：①研究在

奶牛 MOET 技术实施过程中，不同条件和不同处理方式下对供体奶牛有效利用和重复

利用的影响，提高胚胎生产效率；②对受体牛同期发情控制进行研究，旨在提高受体利

用率和移植妊娠率；③奶牛体外胚胎批量生产的研究，对影响胚胎体外生产环节进行探

讨，建立了奶牛胚胎 IVP体系，并且利用性控精液来生产性控体外胚胎进行初步研究；

④主要应用 PCR 技术鉴定奶牛胚胎性别的实验研究，⑤针对奶牛繁殖障碍中几种常见

影响繁育效率的疾病开展研究，提出防治措施和管理方案。
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第二章 奶牛超数排卵与胚胎移植（MOET）技术 
 

动物胚胎工程技术是以超数排卵(multiovulation)、胚胎移植(embryo transfer, ET)、

胚胎体外生产(in vitro production, IVP)、胚胎冷冻保存(embryo cryopreservation)、胚胎克

隆(embryo cloning)和性别鉴定（sex identification）等为核心内容的系列化工程技术。其

中超数排卵和胚胎移植技术是胚胎工程的重要组成部分，目前已成为一项比较成熟的生

物技术 [1]。上世纪 60年代，英、法、加、美、日等国对牛胚胎移植的采集、保存、移

植等技术环节进行了大量的试验研究，70 年代发达国家开始进入奶牛、肉牛生产的实

际应用阶段。1976 年，首次报道了采用导管高效采集胚胎的非手术方法。随后，胚胎

移植在奶牛中的应用得到了飞速发展[2]。随着非手术采胚法和移植技术的改进以及胚胎

冷冻保存技术的发展，大部分荷斯坦优秀种公牛是由胚胎移植培育的。近几年来，胚胎

移植在亚洲和南美一些国家中增长速度很快。我国对牛胚胎移植研究起步较晚，1978

年在牛上试验成功，上世纪 80年代在牛的胚胎移植冷冻和胚胎分割等方面取得成功[3]。

应用牛 MOET 技术，能充分发挥优良母畜的遗传资源，尽可能多地生产优秀种畜，加

速牛群改良和纯种繁育进程，迅速提高我国奶牛群体水平[4]。超数排卵技术是牛胚胎移

植获取大量胚胎最有效的方法，超排效果的好坏直接影响胚胎移植技术的推广应用[5]，

因此，高效率的超排技术是胚胎移植技术能否在生产中推广应用的关键，在实际生产中

必须提高良种母牛的超排采卵率[6,7]。 

应用现代生殖技术加速品种改良及扩大种群是目前国际上推动畜牧业、尤其是养

牛业发展的重要途径之一。通过胚胎移植产生人们所需要的个体乃至群体，而移植后胚

胎在母体子宫的着床率直接影响着生殖技术应用的效率[8]。胚胎着床涉及到胚胎和受体

牛子宫之间的相互作用，是一种高度进化和完善的生理过程。胚胎的质量、受体牛的生

理状况、子宫内环境、母牛的健康状况、年龄以及胚胎与子宫生理状态的同步程度等方

面都影响着这一过程[9]。 

胚胎冷冻技术现在基本成熟，冻胚移植结果较鲜胚移植的受胎率一般降低 5%～10

％，但冷冻胚胎技术在推广应用中能够极大提高胚胎工程产业化的进程，促进奶牛繁育

效率[10]。2001年，美国生产的冷冻胚胎占 67%，而用乙二醇(EG)生产的冻胚占 79%，

冷冻效果比较稳定，并且适宜于直接移植（DT），是一种行之有效的胚胎冷冻方法。我

们在前期研究工作中也得到类似结果，本研究推广过程中，采用含 1.5 mol/L EG的 PBS

液作为冷冻介质，使用相同的胚胎冷冻和解冻方法。 

本研究针对 MOET 技术在奶牛繁育应用推广工作中的重点技术难题进行试验，从

供体奶牛超数排卵、胚胎移植、胚胎质量与受胎关系等方面进行了系统的分析，旨在提

高良种高产奶牛的繁殖效率。 
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2.1  材料与方法 

2.1.1  供受体奶牛选择及试验地点 

2.1.1.1 供体牛的选择 

供体奶牛主要是杨陵科元生物工程有限公司奶牛场从美国、加拿大和澳大利亚进口

的高产奶牛群中选取，体质健康，膘情在中上，经检查确定无生殖系统疾病、无传染病

和寄生虫病。拥有正常的发情周期，超排时卵巢上至少有一个黄体存在。 

供体牛饲养管理标准：按奶牛的饲养管理标准饲喂。在超排前 2个月进入固定胚胎

采集与移植场地，保证充足的维生素和微量元素，如注射 VADE，冬季每日补充胡萝卜

2 kg等，单独组群、编号、保持饲养环境相对稳定。 

2.1.1.2 受体牛的选择 

受体牛大部分为陕西关中地区秦川牛，主要以青年牛为主，部分选取经产牛，年龄

在 1.5～6 岁之间。拥有正常的发情周期，无繁殖机能疾病，经检疫无传染病、健康，

膘情在中上。经产牛一般应在分娩后 90 d以上，且断乳，无流产史。 

受体牛在胚胎移植前 2个月进入固定胚胎移植场地；受体牛在胚胎移植前 8周加

强饲养管理同时补饲，编号，保持饲养环境相对稳定。 

2.1.1.3 试验地点 

供体牛的超排处理地点在杨陵科元生物工程有限公司生物园和西安北郊草滩牛场

进行（北纬 34.2 度）。受体牛胚胎移植地点主要为陕西关中地区，包括西安市的临潼区、

蓝田县、户县，宝鸡市的岐山县、凤翔县、陈仓区，咸阳市的礼泉县、三原县、武功县、

泾阳县，渭南市的合阳县、大荔县、富平县，铜川市耀州区，杨凌示范区杨凌科元生物

园区。此外还在内蒙古呼和浩特市蒙牛乳业公司及和林格尔县，辽宁大连三环乳业公司，

浙江宁波科元畜牧有限公司，山东淄博农业局，重庆渝中区畜牧改良站，江西南昌金牛

公司等地进行了胚胎生产和移植。 

2.1.2  主要试验药物与仪器设备  
FSH                                   中国科学院动物研究所  

FSH（Folltropin）                       Vetrepharm Cananda Inc,加拿大 

EAZI-BREED CIDR（1.9 g Progesterone）   Pfizer Pty. Limited, New Zealand; 

氯前列烯醇（PG, 0.2 mg）                上海市计划生育科学研究所; 

促排卵素 3号（LHRH-A3）               宁波激素制品有限公司； 

2%利多卡因                             泗水希尔康制药有限公司 

移植枪                                 法国卡苏公司; 

塑料硬外套                              法国卡苏公司; 

无菌软外套                              法国卡苏公司; 
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实体显微镜                              日本 OLYMPUS公司产  

CL5500胚胎冷冻仪                       澳大利亚 cytologic公司 

Millipore超纯水仪                        英国Whattman公司 

0.5-10 µL微量计量器                      美国，Gilson公司 

10～18 Fr冲卵管                          日本富士平公司  

35～60塑料培养皿                        瑞士 Nunc公司 

集卵杯（侧漏式）                         日本富士平公司 

集卵杯（底漏式）                         法国卡苏公司 

试验用无机盐试剂除特别说明外，均购自 Sigma 公司。  

性控精液购自内蒙古赛科星生物科技有限责任公司生产的性控冻精，0.25 mL塑料

细管，每支含 200万个 X精子。 

2.1.3 奶牛的超排方法    
本研究采用常规的 FSH逐次递减法进行超排处理。首先检查供体牛子宫及卵巢的

状态，然后采用同期发情与超数排卵结合进行。  

应用 CIDR进行同期发情后的超排程序为： CIDR放置供体牛当天计为 0 d，在第

9 d开始注射超排药，连续 4～5 d采用递减法注射 FSH，每日 2次间隔 12 h，并在注射

FSH的第 3 d注射 PG，最后一天取出 CIDR。观察动物发情并预测排卵时间，发情后

12 h第一次人工授精，间隔 12 h后第二次人工授精，发情后第 7 d采用非手术法冲胚。

采用性控精液进行人工授精时，采用子宫深部输精，其它步骤相同。 

应用 2次 PG法进行同期发情后的超排程序为：第一次注射 PG当天为 0 d，第 2 d

和第 3 d观察发情，对有明显发情表现的母牛于第 11 d开始每日 2次连续递减法注射

FSH，在注射 FSH的第 3 d注射 PG，有部分母牛在第 5 d早上再注射低剂量 FSH。 

自然发情母牛的超排程序：利用杨凌科元生物工程有限公司奶牛场从美国、加拿大

和澳大利亚进口的 367头育成牛和部分产后母牛，详细观察并记录牛群的发情状况，根

据发情记录选取发情后 9～11 d的母牛经直肠检查卵巢上有功能性黄体者，不经过预先

的同期发情处理，直接进行超排。即对选取的发情后第 9～11 d的母牛直接每日 2次连

续递减法注射 FSH，方法和剂量与上述两种程序相同。 

具体同期发情与超数排卵方法见表 2-1。 

2.1.4  牛胚胎的回收采集   
供体牛超排发情后的第 7 d采用二路冲卵管法进行非手术冲卵。首先将供体牛在保

定架保定，并用 2%的利多卡因进行尾椎硬膜外麻醉，剂量为 5.0 mL。用子宫颈粘液去

除器吸除粘液。直肠把握法将带钢芯的冲卵管经生殖道插入子宫颈和子宫角，直到冲卵

管达到子宫角前端为止。冲卵管气囊充气后，抽出冲卵管内芯，用 50 mL注射器依次加

量吸取 20~45 mL冲卵液从输入管注人子宫角，然后将冲卵液吸回注射器，回收液存放
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到集卵杯，反复几次，每个子宫角用 300~400 mL冲卵液；或者使用闭路式三通管进行

冲卵液的回收，盛有回收液的集卵杯在室温下（18℃~22℃）静置片刻，上清液通过 
表 2-1 供体奶牛超数排卵方案 

Table 2-1  Superovulation schedules for Holstein donor cows  
处理天数

Day 超排方案 1 （PSO1） 超排方案 2 （PSO2） 超排方案 3 （PSO3） 

0 开始放置 CIDR PG  6 mL 自然发情观察 
2  发情观察  
3  发情观察  
9 FSH早晚各 1.5~2.5 mg  FSH早晚各 1.5~2.5 mg 

10 FSH早晚各 1.0~1.7 mg  

11 FSH早晚各 1.0~1.5 mg
PG 4~6 mg FSH 早晚各 1.5~2.5 mg FSH早晚各 1.0~1.5 mg 

PG 4~6 mg 

12 
FSH 早晚各 0.6~0.65 
mg 
下午取出 CIDR 

FSH早晚各 1.0~1.7 mg FSH早晚各 0.6~0.65 mg
 

13 发情后 3 h 内第一次配
种,隔 10~12 h二次配种

FSH 早晚各 1.0~1.5 mg 
PG 4～6 mg 
 

发情后3 h内第一次配种
隔 10~12 h二次配种 
 

14  FSH 早晚各 0.6~0.65 mg 10~12 h后第三次配种 

15  
(FSH早 0.5~0.65 mg) 
发情后 3 h内第一次配种
隔 10~12 h二次配种， 

 
 
 

16  10~12 h后第三次配种  

20 Transcervical flush 
PG 4 mL  Transcervical flush 

PG 4 mL 

22  Transcervical flush 
PG  4 mL 

 
 

过滤皿去除，最后将过滤皿内剩下的 30~50 mL回收液，侧漏式集卵杯可以直接在显微

镜下拣胚，底漏式摇动后倒人 100 mm 培养皿内，镜检、回收胚胎。二次检查用 PBS

液冲洗集卵杯 2~3次，清洗后再镜检、回收胚胎。 

2.1.5 胚胎质量和级别的判定 
胚胎质量和级别的判定分为两个方面：一方面是胚胎的形态；另一方面是胚胎的发

育阶段与受精后的时间[11]。胚胎形态标准包括胚胎的形状、细胞质的颜色、细胞数量

和紧缩程度、卵周隙的大小、受挤压或退化细胞数等[12]。根据胚胎的轮廓、细胞发育

的均匀性、细胞的色泽等，可以将胚胎分为 4级。A级胚胎为优良胚胎，特征为卵裂球

的轮廓清晰，细胞质致密，色调和分布均匀一致。B级胚胎稍有变形，分裂球的轮廓清

晰，细胞质较致密且分布均匀，变性细胞和细胞碎片不超过 10%~30%。C 级为不良胚

胎，分裂球的轮廓稍不清晰或部分不清晰，细胞质不均匀，色调发暗，变性细胞和细胞

碎片占 30%~50%。D级为退化胚胎，分裂球大小不一，松散，细胞碎片占 50％以上。 

2.1.6 胚胎的冷冻与解冻 
本试验采用 1.5 mol/L乙二醇法程序化冷冻方法进行，仪器为 CL5500型程序冷冻

仪。将胚胎用冷冻保护剂平衡处理后，开始降温，在-6℃～-7℃植冰, 诱发结晶并停留
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一定时间，再以缓慢的速度（0.1～1 /min℃ ）降温至-32～-35℃，而后直接投入-196℃

液氮保存。 

2.1.6.1 胚胎的冻前处理 

经超数排卵获得大量的新鲜胚胎，一部分直接用于鲜胚移植，相当一部分进行胚胎

冷冻，用于以后移植。胚胎在培养液中清洗数次，去除细胞碎片及异物，并且保证无菌。

分步法将胚胎依次由低浓度向高浓度冷冻液中进行平衡。 

2.1.6.2 胚胎装管  

将细管先伸入解冻液中先吸取一段解冻液后吸取小段气泡，再在冷冻液中吸取小段

冷冻液后吸取气泡，然后在实体显微镜下吸取处理好的胚胎及冷冻液，再以气泡间隔后

吸取小段冷冻液，最后吸取气泡和一段解冻液。装好的细管进行封口，封口办法采用细

管塞或热封口。 

2.1.6.3 胚胎冷冻程序选择 

冷冻设备的具体操作步骤根据所带的手册指南进行。植冰时将细管的棉塞端露出一

段，用在液氮中预冷的镊子轻夹液体部分，出现结晶即可，然后快速回缩到冷冻室内。

最后达到－30℃以下后，将细管直接投入液氮，并分类保存。认真填写冷冻记录。 

2.1.6.4 冷冻胚胎解冻        

快速解冻时应避免在－50～－15℃致死区停留时间过长，胚胎要在 20～30 s 内由

－196℃升高到 30～35℃。将胚胎拿离液氮面，首先空气中停留大约 7~10 s，投入 35℃

水浴中解冻 10～15 s，预先准备温度为 30℃左右的解冻液和培养液，在实体显微镜下

直接将胚胎置于解冻液中，注意胚胎数是否与细管标签的标注一致，平衡 10 min。观

察胚胎的形态[13]，将胚胎移入培养液后，准备移植用。 

2.1.7 胚胎移植  
2.1.7.1 受体牛同期发情处理 

同期化处理之前对受体牛进行直肠触摸，检查卵巢是否处于活动状态，处于活动状

态的牛方可进行同期化发情处理，调整发情周期与供体牛一致。使用氯前列烯醇进行肌

注，或放置 CIDR后一定时间再肌注 PG。注射后 24~96 h观察发情，以受体牛稳定站

立接受其它牛爬跨为发情标准。受体牛发情之日记为 0 d，6～8 d内进行胚胎移植。 

2.1.7.2 胚胎移植 

选择与供体母牛发情同步而且在移植前直肠检查有功能性黄体的受体牛用于移植。

受体牛施行 1~2尾椎间隙硬膜外麻醉，清洗消毒外阴部。含有胚胎的细管装入移植枪，

再套上移植硬外套，最后套上无菌隔离外套，保持移植枪的前端无菌。将胚胎移植到受

体牛有黄体侧子宫角内[14]。做好受体牛移植记录。受体利用率计算：直肠检查卵巢状

态符合移植个体数/同期发情处理后发情个体数×100％。 
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2.1.8 试验分组及统计   
试验一：对青年奶牛的利用效果进行分析，根据青年育成牛生长月龄分组，组别为

13～14 月龄，15～16 月龄，17～18 月龄，19～20 月龄，比较不同月龄超排效果；采

用连续超排方法，试图充分利用青年奶牛适配前发育时期，对比连续超排 2～4次胚胎

回收结果，以及不同重复超排间隔时间对超排效果的影响；再者对自然发情的供体牛进

行超排处理，分析与同期发情处理组是否存在差异。 

试验二：比较不同胎次经产牛的超排效果，即 1到 7胎次；对产后不同间隔时间的

经产牛进行超排后胚胎回收率和利用率对比分析（30～40 d，50～60 d，80～90 d）。 

试验三：受体秦川牛的同期处理采用 CIDR＋PG法和 2次 PG法，同期发情的受

体牛移植同步发育时期的胚胎，并比较不同营养状况受体牛的受胎率关系；育成和经

产秦川牛受体移植后胚胎着床比例。 

试验数据结果统计用方差和 t检验进行显著性检验。 

2.2 结果  

2.2.1 不同超排方案对超排结果的影响 
根据不同激素联合应用分组进行超排，供体牛发情后采用两次人工授精法。结果见

表 2-2。本研究中共超排荷斯坦供体牛 1127头次，其中采用 PSO1方案 238头次，采用

PSO2方案超排供体牛 392头次，采用 PSO3方案超排供体牛 497头次，对卵巢上存在

3 个以上黄体者，判定为超排成功，三种方案成功率分别为 89.50%，90.02％和 98.54

％，经统计分析显示，PSO1 和 PSO2 组之间差异不显著，但 PSO3 显著高于前二者

（P<0.05）。本试验中超排后卵巢无黄体、没有排卵或卵泡没有发育等认为卵巢反应不

良，不进行胚胎回收。在试验统计中发现供体牛超排失败（主要指激素处理后卵巢反应

弱，冲胚时直肠检查卵巢上黄体数低于 3个）的主要原因由牛个体差异引起的，比如对

激素的反应水平、卵泡发育状态等。因此在下述试验中只统计卵巢状态反应良好的供体

奶牛数量。 
表 2-2 不同超排方案对供体牛超排成功率的影响 

Table 2-2  Influence of superovulation scheduals on success rate of donor cows 

超排方案 供体数量（头） 卵巢状态反应良好牛数（枚） 超排成功率（％） 

PSO1 238 219 89.50 a (196/219) 

PSO2 392 370 90.02 a (334/371) 

PSO3 497 481 98.54 b (474/481)  

注：表中同列数据后字母为显著性标记。字母相同差异不显著，字母不同差异显著(P﹤0.05),下表同。 

试验同时对比 3种超排方案的处理效果，结果见表 2-3。用三种方案处理母牛后，

平均回收胚胎数量相近（P >0.05），但 PSO3回收的可用胚胎数明显高于 PSO1和 PSO3

的处理组（P <0.05）。试验中对超排成功供体牛回收胚胎共 10900枚，可用胚胎数量为
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6942枚，平均每头牛次获得胚胎数量为 6.73枚。尽管超排效果比较理想，但同时在实

验中发现某些不稳定因素，需要进一步完善不同超排方案。 

 
表 2-3  不同超排方案对奶牛超排效果的影响 

Table 2-3  Influence of superovulation scheduals on embryo recovery results of dairy cows 

 

 

 

 

2.2.2  青年奶牛发情周期不同阶段对超排结果的影响 
本试验中统计了供体牛在发情后第 7~8 d、第 9~11 d和第 12~14 d进行超排处理时

对胚胎回收率的影响，结果见表 2-4。第 9～11 d进行超排时回收胚胎数明显增加，平

均每头为 11.34枚，第 7～8 d平均每头为 9.44枚，而且平均可用胚数差异显著（P<0.05）。

报道在牛不同的发情周期阶段具有不同的超排方案，9～14 d为一阶段，16 d后为另一

阶段，大多数试验认为在 9～14 d超排结果无差异[15]，本试验认为应严格限制超排起始

时间，以获得良好的结果。 

 
表 2-4 发情后不同超排起始时间对超排结果的影响 

Table 2-4  Influence of different estrus stages on results of dairy cows superovulation  
发情后天数 超排头数 回收胚胎总数（枚） 平均胚胎数（枚） 平均可用胚胎数（枚）

7~8 54 510 9.44±5.13a 5.87±4.22a 
9~11 304 3447 11.34±4.38 b 7.71±4.56 b 

12~14 46 404 8.78±4.96a 5.42±3.89a 

2.2.3 不同月龄青年奶牛超排结果 
试验对不同月龄阶段的青年荷斯坦奶牛分组超排，结果见表 2-5。由表可见，13～

14月龄的育成牛在注射 FSH时，平均回收胚胎为 6.54枚，获得可用胚为 4.52枚，其他

三组的平均可用胚胎比率分别为 86.09％、89.89％和 81.47％，而且平均可用胚胎数显

著高于 13~14月龄处理组(P＜0.05)。 结果表明月龄超过 15～16月的青年奶牛用来超排，

效果稳定，说明方法可行，为挖掘胚胎资源提供另外一条途径。 
 

表 2-5  不同月龄青年奶牛超排效果比较 
Table 2-5  Comparison of superovulation results among ages of heifers 

月龄组别 供体数量（头） 平均回收胚胎数（枚） 未受精卵子数（枚） 平均可用胚胎数(%) 

13~14 40 6.54±4.19 2.51±2.06 4.52±3.51(69.11)a 

15~16 116 8.73±4.71 1.66±1.42 7.07±4.23(80.99)b 

17~18 159 8.62±3.11 1.43±1.41 7.19±3.61(83.41)b 

19~20 53 9.39±2.91 1.25±0.93 8.14±3.07(86.69)b 

超排方案 供体数量（头） 平均回收胚胎数（枚） 平均可用胚胎数（枚） 

PSO1 192 10.72±4.13a 6.12±4.07a 

PSO2 364 9.90±5.24a 5.98±3.44a 

PSO3 475 11.03 ±3.36a 7.56 ±3.41b 
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2.2.4 重复超排次数和超排处理的间隔时间对超数排卵的影响 
重复超排能够提高供体的利用和良种胚胎产量，本试验对部分青年奶牛进行连续

重复超排研究，组 1为对照组，组 2～组 4分别为超排第 2～4次。结果见表 2-6。结

果表明，连续重复超排 2次时供体的利用率和平均可用胚胎数略下降，差异显著。第

3次处理结果供体利用率比首次处理组下降，胚胎可用比例降低明显（P <0.05）。组 4

与其他 3组结果差异显著（P <0.01），供体利用率仅为 65％，可用胚胎下降到平均每

头 2.85枚。试验表明连续重复超排次数控制在 3次以内，第 4次超排处理效果显著降

低，不适宜对供体超排。 

 
表 2-6  重复超排次数对胚胎回收效果的影响  

Table 2-6  Influence of repeated superovulaion on results of embryo recovery  

次数组别 供体牛数（头） 供体利用率（%） 胚胎回收总数（枚） 平均可用胚胎数（%）

1 278 91.73 a (255/278) 1988 6.88±±4.9 a 2(88.24)

2 244 84.02 a (205/244) 1537 5.15±3.38 b (86.01) 

3 162 77.16 a,b (125/162) 818 4.53±3.42 b (69.23) 

4 20 65.00c (13/20)  68 2.85±3.03 c (54.49) 

 

另外对不同超排处理的间隔时间进行比较，以第一次冲胚结束时计为 0 d，间隔时

间分别为 30～45 d、46～60 d和 61～75 d，供体牛超排结果见表 2-7。结果表明，尽

管平均回收胚胎数没有显著差异，间隔时间适当延长后，平均可用胚胎数显著提高。

另外，试验中发现，间隔时间短的情况下供体牛产科疾病发病率增加。 
 

表 2-7 不同超排处理间隔时间对超排效果影响 
Table 2-7  Influence of interval times on superovulation results   

 
2.2.5 超排处理时卵巢状态对超排结果的影响 
本试验对供体牛进行超排处理时，检查卵巢的状态，卵巢上只有黄体的分为一组，

黄体和卵泡同时存在的分为另一组。其超排结果见表 2-8。从表 2-8 可以看出，超排的

77头奶牛共获得胚胎总数为 601枚（平均每头胚胎 7.8枚），可用胚胎数为 443枚（平

均每头可用胚胎 5.75枚），占回收胚胎总数的 73.7%。 
 
 

间隔时间 d 供体牛数(头) 回收胚胎数(枚) 平均回收胚胎数(枚) 平均可用胚胎数(％) 

30～45 56 408 7.29±4.27 a 4.80±±4.19 a (65.93)

46~60 158 1303 8.25±5.04 a 6.81±5.34 b (82.58) 

61～75 85 671 7.89±4.31 a 6.65±5.40 b (84.20) 
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表 2-8 卵巢状态对超排结果的影响 
Table 2-8 Influence of ovarian status on superovulation results   

卵巢状态 供体牛

（头） 
回收胚胎总数

（枚） 
可用胚胎数

（枚） 
退化及未受精

胚胎数（枚）

平均回收胚

胎数（枚） 
平均可用胚

胎数（枚）

只有黄体存在 40 338 253 85 8.45±4.12a 6.33±4.49 a

黄体和卵泡存在 37 263 190 73 7.11±5.87 a 5.14±5.40 a

2.2.6 胎次与产后间隔时间对超排效果的影响  
本试验对经产牛不同胎次影响超排进行比较，育成牛设为对照组，选取经产胎次

为 0、1~3、4~6、7~胎次的供体牛进行超排，结果见表 2-9。各组超排处理不同数量的

供体奶牛，其中 1~3胎次和 4~6胎次与对照组在可用胚胎比率无显著差异（P >0.05）。

使用相同的 PSO1 处理方案，超过 7 胎次的经产牛超排效果不理想，回收胚胎及可用

胚胎总数显著下降。 

 
表 2-9  不同胎次影响供体牛超排效果分析 

Table 2-9 Influence of parity on superovulation results of donor cows 

 

本试验根据奶牛场实际情况，对奶牛在产后不同时间进行的超排效果进行了比

较，结果表明随着产后时间的延长，超排效果逐渐改善，间隔 40~59 d，60~75 d和 76~90 

d的平均可用胚胎数量分别为4.82±4.47，5.25±3.92和6.49±4.63枚，差异显著（P <0.05）。 
 

表 2-10  产后间隔时间对奶牛超排效果的影响 
Table 2-10 Influence of postpartum intervals on superovulation results of dairy cows 

产后间隔时间（d） 供体牛数（头） 平均回收胚胎数（枚） 平均可用胚胎数（枚） 

       40~59 55 6.25±5.34a 4.82±4.47a 

60~75 127 7.88±4.49a 5.25±3.92b 

76~90 234 10.30±6.04b 6.49±4.63c 

 
 
2.2.7  体内性控胚胎的生产和移植结果 
   供体奶牛按照正常超排程序处理后，采用性控精液进行子宫深部输精，胚胎回收结

果见表 2-11。性控精液授精和普通精液的相比，平均回收胚胎数分别为 9.02 和 8.87

枚，无显著差异（P >0.05）。用性控精液授精后可用胚胎数显著下降（P <0.05）,平均

仅为 4.70枚，但若按 92％的雌性后代比例计算，后代母犊出生率要高于采用普通输精

经产牛胎次 供体数（头） 平均回收胚胎数（枚） 平均可用胚胎数（枚） 

0 94 9.68±6.21a 7.25±5.72a 

1~3 133 10.76±6.89b 7.04±5.32a 

4~6 85 10.24±5.93b 6.88±5.41a 

7~ 21 6.03±5.83 c 4.26±8.77b 
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获得的胚胎移植后代。（4.324 vs 3.475）。  

    超数排卵得到的可用性控胚胎移植到同期发情受体牛子宫角，共移植受体牛 236

头次，鲜胚移植受胎率为 56.4％，冷冻胚胎受胎率为 44.7%，与正常体内胚胎移植后

的受胎率接近，说明采用性控精液生产性控胚胎的可行性。 
                                          
 

表 2-11性控精液和普通精液授精对供体牛超排结果的影响 
Table 2-11 the effects of using sexed and normal sperm on superovulation results 

 

 
 

 
 
2.2.8 冷冻胚胎解冻方式对移植结果影响 

本试验采用含 1.5 mol/L EG冷冻的 A级高产奶牛胚胎，在解冻移植过程中分为直

接解冻和分步解冻 2种方法，结果表明，2种方法解冻后的胚胎移植到受体牛子宫内，

经 60 d妊娠检查发现，二者对受胎率的影响差异不显著（P >0.05）。分步解冻后，根

据形态学对胚胎质量进行划分，按照胚胎分级（参照方法 2.1.5）， B级胚胎占解冻胚

胎的 11.73%，但移植后的受胎率比 A级略有降低，冻胚的整体利用率为 99.58％（见

表 2-12）。 

                                
表 2-12 冷冻胚胎解冻方式和解冻后胚胎级别对受胎率的影响 

Table 2-12  Effects of thawing process and grade of freezon embryos on pregnant rates 

 
 

2.2.9 受体营养及生育状况对胚胎移植成功的影响 
受体秦川牛应用 2 种同期发情处理方法进行处理后移植，结果见表 2-13 。在同

期发情处理中，CIDR＋PG法比 2次 PG法的受体利用率提高（79.12％ vs 71.93％），

受胎率无差异。其中营养状况不良指受体牛饲养条件差，被毛杂乱、消瘦等，其移植

利用率较差，移植时直肠检查即使卵巢黄体合格，但受胎率仍显著下降（P <0.01）。 

将受体牛以育成牛和经产牛分组，统计其处理后的利用率和移植受胎率，结果表

明育成牛的利用率比经产牛高（P <0.05），受胎率和产犊率无显著差异，但育成牛效果

较好。       

精液类型 供体牛数（头） 平均回收卵子总数（枚） 平均可用胚胎数（枚） 

性控精液 89 9.02±6.23a 4.70±4.36a  

普通精液 240 8.87± 5.43a 6.95±5.07b 

解冻方式 胚胎数量(枚) 胚胎级别 移植受体数(头) 胚胎利用率% 受胎率（％） 

直接解冻 533 － 533 100(533/533) 45.22 (241/533)a 

1632 A 1632 100(1632/1632) 48.22 (7871632)a 
分步解冻 

484 B＋C 463 95.66(443/463) 45.57 (211/463)a 
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表 2-13 同期发情处理方法和受体牛营养对胚胎移植受胎率的影响 
Table 2-13  Influence of 2 kinds of synchronization treatments and nutritional conditions 

 of recipient cows on ET pregnant rate 
同期发情

处理方法 
营养 
状况 

处理受体

牛数(头) 
 

发情率（％） 受体利用率（％） 受胎率（％） 

良 2684 74.78(2007/2684) 78.92 (1584/2007)a 50.69 (803/1548)a 
2次 PG法 

差 535 59.25（317/539） 42.90 (126/317)b 34.13 (43/126)b 

良 754 79.05 (596/754) 80.70 (481/596)c 47.61(229/481)a  CIDR＋PG

法 差 128 61.72 (79/128) 43.04 (34/79)b 32.35 (11/34)b 

 
表 2-14  育成受体牛和经产受体牛同期处理后胚胎移植效果分析 

Table 2-14  Results of embryo transfer from synchronized recipient heifers and multiparous cows 

受体组 受体数(头) 同期发情率(%) 受体利用率（％） 受胎率（％） 产犊率（％） 

育成牛 2566 76.07(1952/2566) 77.51 a(1513/1952) 48.58 a(735/1513) 98.50a(724/735)

经产牛 487 72.90 (355/487) 70.99 b(252/355) 45.24 a(114/252) 96.49 a(110/114)

2.3 讨论 

2.3.1 供体牛的选择和超排方案的确立 
供体牛的主要从高产奶牛群中选择，在确定生产性能的前提下以供体牛的健康和

营养状况为根本条件[16]。选体质健康，膘情在中上，经直肠检查确定无生殖系统疾病，

拥有二次以上正常发情周期的奶牛作为供体。供体的选择直接影响着规模化超数排卵

和冲胚的效果[17]。近年来对卵巢动力学的研究使人们对卵巢的功能有了进一步的了

解，也推动了对牛超数排卵的研究。目前人们认识到牛的情期中有 2个或 3个卵泡发

育波。在一个卵泡发育波中卵巢上的许多小卵泡同时发育，紧接着是一个优势卵泡继

续发育而其他卵泡退化到原来的状态。优势卵泡的存在不但抑制其他卵泡的发育，而

且还抑制下一个卵泡发育波的产生。通过采用孕酮或者雌激素抑制优势卵泡的发育来

诱导下一个卵泡发育波的产生，并在第一个卵泡发育波发生的当天(发情当天)，或第

二个卵泡发育波发生的当天(发情后第十天)对牛进行超排处理，促使更多的卵泡同时

发育，可以大大地提高供体牛的超排效果[18]。必须制定合理周密的超排方案来对动物

个体进行处理。 

超排中有人应用 PMSG＋aPMSG（PMSG抗血清）处理，用抗体有效地中和了剩

余的 PMSG[19]，但 Boland等(1991)试验表明，抗体并没有显著提高胚胎的质量，PMSG

的半衰期过长，可以导致卵巢的过度刺激以及对排卵、受精和随后的胚胎发育产生不

利的影响，因此现在一般以不采用 PMSG对奶牛进行超排处理。目前广泛应用于母牛

的超排激素是 FSH，应用 FSH联合氯前列烯醇对奶牛超排效果较为稳定[20]，一般无卵

巢囊肿和持续发情等情况，且卵巢机能恢复较快。在卵泡发育期 LH和 FSH起协同作

用，共同促进卵泡的进一步生长和类固醇激素的合成。LH和 FSH 的协同促卵泡生长
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作用必须有一个合适的比例，LH 含量过高可以导致生长卵泡的闭锁或黄体化[21]。李

建栋等 (1997)认为国产的激素与进口的效果比较一致[22]。根据上述研究报道结果，本

试验采用中国科学院动物研究所产 FSH和加拿大产 FSH（Folltropin）进行奶牛的超数

排卵处理。超排中 FSH 的使用剂量也是重要影响因素[23]。一般地，经产牛 FSH 的用

量要多于育成牛。调整 FSH的剂量，是超数排卵实践中非常重要的环节，应该受母畜

的年龄、胎次、产奶量、营养水平、体重等很多条件影响。超排剂量偏低容易造成卵

巢不启动，无法获得胚胎，过量的 FSH可能会抑制排卵或者影响卵子的质量和在输卵

管内的受精能力，而且也影响超排后卵巢的恢复[24]。使用相同的超排方法和剂量，超

排结果不尽相同。因此具体剂量要根据牛的个体情况而定。 

目前供体牛的超数排卵有几种不同的方法[25,26]，主要是 FSH递减法处理。在本试

验采用的 3种超排方案中，PSO1法中应用 CIDR主要是控制卵巢内卵泡同步发育，从

而达到同期发情目的。在阴道栓植入一定阶段加 FSH，然后一次性注射 PG，使发育

的卵泡同时一次性排卵。PSO2法则应用 PG来进行供体同期发情处理。PSO3主要利

用供体牛的自然发情，效果最好。供体牛在自然发情后第 9~11 d直接进行超数排卵处

理，其效果要比经过同期发情后再进行超排要好。直接超排组无论是在胚胎产量还是

在胚胎质量上，都显著高于同期发情处理组。这种方法既可以简化胚胎生产程序，缩

短了从开始处理到胚胎回收的授精，又可以降低前处理期间的饲养费用和药品消耗。

在供体母牛比较多的条件下，特别在有数百头青年母牛的情况下，可以连续组织直接

超排，大量生产优良胚胎。 

2.3.2 利用青年奶牛进行超数排卵结果分析 
本试验说明青年牛可以用来超排，这与其他报道不一致[27]。李树静等对青年肉牛

大规模的超排结果显示，FSH＋PG 组的效果优于 PMSG 处理组[28]。肉用西门特尔青

年牛超排获得胚胎为 8.67枚[29]，经产牛平均回收胚胎比育成牛高，差异显著，而平均

可用胚数育成牛比经产牛高，但差异不显著。其原因可能是育成牛卵巢表面积较经产

牛小，因而发育的卵泡数和排卵数少于经产牛，但育成牛患繁殖疾病少，有利于卵子

受精和胚胎的发育。经产牛的身体状况及生理状况已成熟，所以回收胚胎比育成牛要

高。另外青年牛比成年牛的生殖力旺盛，性机能、卵巢体积等与成年牛略有不同所引

起[13]。为有效地提高超排效果，必须加强经产牛群饲养管理，加强经产牛的产后护理

工作，减少繁殖疾病的发生。 

另外本试验对青年奶牛性周期不同阶段和不同月龄对超排结果的影响进行分析比

较，认为第 11天进行超排时回收胚胎数明显增加，报道在牛不同的性周期阶段具有不

同的超排方案。试验认为月龄超过 15～16月的青年奶牛可以用来超排，说明方法可行，

为挖掘胚胎资源提供另外一条途径，这与相关报道结果一致。不同情期导致的低受精

率常常是由于卵母细胞成熟过程中的异常，激素作用下的卵母细胞和卵泡成熟，包括
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排卵的不同步，以及精子在超排动物生殖道内的运动力减弱，而使受精时到达输卵管

受精部位的精子数减少。 

2.3.3  超排间隔时间与产后间隔时间对超排效果的影响 
重复超排能够提高供体的利用和良种胚胎产量，本试验对部分青年奶牛进行连续

重复超排研究，连续重复超排超过 2次时供体的利用率和平均可用胚胎数略下降，结

果证实连续重复超排次数控制在 3次以内，连续 4次超排处理效果差，综合分析不适

宜于对供体超排。Hasler等(1983)报道奶牛超排 1~10次的试验结果，排卵数没有变化，

但受精率和采得胚胎数下降，表明供体母牛重复超排是可行的，但对重复次数需进一

步研究。另外对不同超排处理的间隔时间进行比较，以第一次冲胚结束时计为 0 d，间

隔时间分别为 30～45d和 45~60 d和 61~75 d，结果表明间隔时间延长后回收胚胎数逐

渐增加，间隔时间太短效果较差，同时发现产科疾病发病率增加。 

对产后奶牛在不同时间进行超排效果的结果分析表明，随着产后时间的延长，超

排效果逐渐改善，可能是与产后奶牛生殖功能的恢复相关[30]。胎次 2~4胎的经产母牛，

超排处理后，直肠检查卵巢上的黄体数，较显著地高于其它胎次，超排对象仍以 2~4

胎的母牛为佳。经产牛在泌乳高峰期超排效果差，可能是营养水平不够好，在哺乳期

间有些激素（如催乳素）较高的原因，还有待继续研究。 

2.3.4 影响奶牛超排效果的其他因素分析 
超排技术体系中，供体牛自身的营养状况和身体状况、饲养管理条件、人工授精

效果以及天气状况等许多因素都可影响胚胎回收数量和质量及超数排卵的效果[31]。 

供体牛营养水平：营养状况对母牛的繁殖性能都有缓慢的、长期的作用，而在一

个情期内，对排卵率则有更直接的影响。营养水平偏低，使促性腺激素水平下降，一

方面容易造成超数排出的成熟卵母细胞发育不良丧失受精能力，另一方面胚胎往往因

营养供应不足而退化或发育迟缓[32]。李颂孙等把牛按体况分为 10 等级，认为中等膘

情(4、5级)供体牛超排处理后可获得理想的排卵数，在超排时母牛处于增重过程中(即

能量正平衡状况),就有较好的超排效果[33]。为了使奶牛多出胚胎，应降低日粮的蛋白

水平，增加能量水平，最理想的办法是在超排处理前 2周时，将蛋白水平降至 12%，

同时补饲大麦、玉米等高能量饲料。在我们研究中有部分供体牛营养水平偏低，超排

效果也不理想。所以用来作超数排卵的供体牛需加强饲养管理，在超排前适当补充复

合维生素制剂也有利于提高牛的超排效果[27,34]。 

卵巢发育状态：本试验中超排处理时卵巢上只有黄体存在时超排效果较好，这与

其他研究结果一致[22]。原因可能是优势卵泡的存在会降低胚胎回收率，即使在未经产

的青年奶牛发情周期中，优势卵泡的出现仍会增加卵泡闭锁，PG类药物的应用可能解

决这一问题[35]。在奶牛发情第 9天开始用 FSH处理，结果排卵率和胚胎产量比第 3、

6或第 12天时开始处理的明显提高。李建栋等研究了奶牛超排前卵巢状态对超排效果
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的影响，发现卵巢上有卵泡存在的奶牛超排后发情不正常率比较高。优势卵泡的存在

不但抑制其它卵泡的发育，而且还抑制下一个卵泡发育波的产生。从超排日期选择而

言，在第一个卵泡发育波的产生的当天(发情当天)，第二个卵泡发育波的产生的当天(牛

发情后 10d)对动物进行超排处理，促使更多的卵泡同时发育，可以大大提高超排效果。 

季节与气候：季节对超数排卵效果的影响显著，夏季炎热的天气对母牛的发情影

响很大，通常会出现母牛的情期不正常，超数排卵失败等情况[36]。在陕西关中地区进

行的试验，7～9月份天气炎热，超数效果差（未统计）。可能是在热应激下，卵泡发

育能力和发情表现下降，另外对胚胎的生长发育和附植不利[37]。因此，胚胎移植工作

应尽量避免在夏季炎热时进行。 

另外人工授精技术、操作人员的技术水平和熟练程度与胚胎回收率和受胎率有着

密切的关系，输精的部位，还有输精的时间要恰当。输精次数对胚胎可用率的影响 1～

4 次输精无显著差别，如果母牛持续发情时间正常，常规输 2 次即可（张立资料，未

发表）。动物品种不同，个体的差异的存在以及不同个体对药物敏感性不同，超排后的

排卵数和回收胚胎数有差异。如果在胚胎移植工作中能尽量避免以上各种不利因素的

出现，胚胎的质量将会得到很大的改善，可用胚胎率也可得到提高。 

2.3.5 胚胎冷冻和解冻在MOET中的应用 
本试验结果表明，一步法解冻与常规分步解冻法相比，移植结果差异不显著，该

法简便易行，不用在显微镜下脱冷冻保护剂，可直接移植，说明冷冻胚胎一步法解冻

后直接装入输胚枪内移植。为了检验胚胎冷冻解冻后质量，确保移植成功率，我们增

加了镜检的步骤，解冻后 B 级胚胎占解冻胚胎的 11.73%，移植后的受胎率比 A 级略

有降低，但差异不显著，冻胚的总利用率为 99.58％。解冻时若将胚胎自液氮中中取出

后，直接放入 35℃～38℃的恒温水浴中进行解冻，胚胎易出现透明带破裂现象。在放

入水浴中前要在室温空气中停留 6～10 s，效果较好[38]。  

2.3.6  受体牛的因素对受胎率的影响 
受体牛是接受胚胎并妊娠至产下牛犊的母牛，受体牛是否合格直接影响胚移的成

功与否[39]。必须选用发情周期正常、无繁殖疾病、无习惯性流产史、膘情良好，年龄

在 2～8岁之间，分娩牛在 60 d后产道恢复正常的牛才能做受体牛。因为受体牛不同

遗传型的种群在对疾病的抗性、对营养的需求、对环境的适应能力、繁殖能力以及价

格等方面有着很大的差别，因此在选择受体牛时必须进行多方面综合考虑[16,40]。通常

认为杂种牛优于纯种牛，因为它们具有较高的繁殖能力和更强的生命力[41]。青年牛优

于经产牛，因为青年牛具有易于操作、繁殖力强、生殖系统疾病较少、脂肪层较薄、

胚胎移植过程更容易完成等优点[42]。 

受体牛的营养状况：营养状况直接影响受体牛的情期、怀孕率、产犊率及产犊间

隔。通常标准为产犊时牛的膘情指数应为 2.5, 胚胎移植时应为 2，低于此标准的受体
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牛在移植至产犊过程中应加强营养以达到此标准[43]。由于营养不良，受体牛常不表现

发情行为或卵巢静止，即使在 PGF2α处理后有发情表现，排卵和形成黄体，但通常不

能形成功能黄体而分泌维持妊娠所需的激素水平，从而降低了胚胎移植的受胎率[44]。

本试验中其中营养状况不良的受体牛移植利用率较差，直检后即使认为卵巢黄体合格，

受胎率仍显著下降。 

胚胎移植前受体牛卵巢黄体状况直接影响着移植的效果。移植时卵巢增大，黄体

直径达 1.2～2.0 cm的受体牛容易妊娠。将胚胎移植到有明显黄体一侧的子宫角，可得

到最好的受孕率。孕激素水平的高低代表了母牛的黄体功能。所以有人从黄体维持妊

娠的功能出发，尝试提高受体牛妊娠率的研究。一是提高促黄体信号以刺激孕酮分泌，

如注射人绒毛膜促性腺激素或长效孕酮；二是依据胚胎着床后黄体的继续维持(这种黄

体的维持是由于怀孕后第 16天母体接收了来自胚胎的信号)。给发情后 5~6.5 d的受体

牛注射孕酮或阴道放置孕酮释放装置可以提高胚移受胎率。Geisert等 1991年也报道，

给发情后 5 d的受体牛注射孕酮，同时给受体牛移植 8日龄的胚胎，结果表明注射孕

酮可以降低由于非同期性对受胎率的影响。 

受体牛性周期的同步化是胚胎移植中受体牛受孕率高低的关键，要提高胚移受胎

率必须从同期性上选择合适的受体牛，药物同期发情和自然发情都必须选择最佳发情

时间，以确定移植时间[45]。对于发情时间稍晚于供体胚胎日龄的受体（即不到发情后

第 7 d的受体），注射孕酮有利于受胎。胚胎发育阶段与受体牛子宫内环境的生理和生

化状态的准确同步，有利于移植胚胎的着床。受体牛与供体牛发情同期差在±1 天内

时，即发情后 6～8 d的受体牛受胎效果比较理想。发情后第 8 d的受体牛，其移植受

胎率高于发情后第6 d的受体牛。其原因可能是发情后第8 d的受体牛黄体功能更完善。

结果都证明受体牛的发情早于供体时比晚于供体时的胚胎移植受胎率高[46]。 

受体牛的子宫内环境，产后的时间，泌乳或带犊与否都对受体受胎率影响显著。

操作人员的技术熟练程度、输胚时间、输胚部位均对移植有较大影响[47]。胚胎移植后

受体牛的饲养管理也很重要，在妊娠期要进一步加强管理，合理搭配日粮，补充维生

素与微量元素，防止流产。 

2.4 小结 

1 试验共超排供体奶牛 1127头次，回收胚胎共 10900枚，可用胚胎数量为 6942枚，

超排成功供体牛平均每头次获得胚胎数量为 6.73枚。 

2 应用 PSO1和 PSO2的超排成功率为 90％左右，平均回收可用胚胎数分别为 6.12和

5.98枚，超排方案可行。利用自然发情后 9~11 d奶牛制定超排方案 PSO3，超排成

功率达到 98.54％，平均可用胚胎数为 7.56枚，是效果最好的MOET方案。 

3 对青年奶牛性周期的不同阶段分组进行研究，超排处理回收胚胎数不同，应控制超

排起始时间。青年奶牛超排宜大于 15月龄，并应准确制定超排时间。 
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4 进行连续重复超排以 3次以下为宜，连续 4次超排处理后极大降低胚胎可用率；另

外超排处理的间隔最短时间应该选择 60～70 d，以利供体奶牛生殖机能的恢复。 

5 超排处理时卵巢状态对超排效果具有影响，卵巢上只有黄体的母牛，超排效果比卵

巢上黄体和卵泡同时存在的母牛效果好，尤其是卵巢上存在优势卵泡的母牛，有时

会造成超排失败。 

6 年龄、胎次及产后间隔时间对超排效果的影响表明，经产牛 1～3胎次超排效果较好，

7胎次以上差；产后间隔时间选取 80～90 d，平均可用胚胎数达到 6.49±1.63枚，

与较短间隔时间相比差异显著。 

7 供体奶牛采用性控精液进行超排处理，平均回收胚胎数为 9.02 枚，平均可用胚胎为

4.70枚，受胎率与正常体内胚胎移植后的受胎率接近，说明采用性控精液生产性控

胚胎的可行。 

8 采用直接解冻和分步解冻 2种方法解冻胚胎，胚胎利用率相近，移植后受胎率无差

异。以 EG 作为冷冻介质冷冻保存胚胎并于 35℃解冻后直接移植，是一种适宜的

胚胎移植推广方法。  

9 受体同期发情处理 CIDR＋PG法比 2次 PG法的受体利用率高，但不影响受胎率。

同期发情处理后青年受体牛比经产牛的利用率高，同时受体的营养水平严重影响受

胎率。 
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第三章  受体牛同期发情控制的研究 

 

同期发情又叫同步发情，是利用某些激素制剂处理，人为地控制并调整母畜发情周

期，将群体母畜从不同的发情周期调整到同一进程，使它们在预定的时间内集中发情。

近年来，对牛同期发情技术的研究很多，且取得了较好的同期发情效果[1]。每一种处理

方案都是根据动物的发情周期与激素作用的特点而设计，有利于合理组织配种，推广人

工授精，提高繁殖率，也是胚胎移植必须的技术环节[2]。家畜发情同期化的处理方法基

本有两种途径，第一是对全群母畜用孕酮化合物控制其发情和排卵至一定时间，让这群

母畜的黄体退化。在撤除外源性孕酮类化合物后，所有的处理母畜都应发情。第二种方

法是注射 PGF2α及其类似物，溶解黄体，促使母畜发情、排卵[3]。还有报道应用 GnRH

注射获得同期发情[4]。 

发情鉴定是家畜繁殖学中具有重要意义，特别在同期发情处理中，通过鉴定可以判

断母畜发情是否正常，确定配种和胚胎移植时间，达到受胎率提高的目的，也是提高胚

胎移植成败的关键[5]。牛的发情期短，外部表现比较明显，因此母牛的发情主要通过观

察，必要时辅以进行直肠检查。早晨观察尤其重要，因为凌晨发情的牛较多。 

牛的发情周期平均为 21天，假如不用同期发情处理，一周内会有 33%的牛发情，

受胎率大约为 65%~70%，那么在一周内会有 33%×65%=21%的母牛怀孕；同期发情处

理会有 75%~90%的牛发情，受胎率以 65%计算，那么就至少有 75%×65%=49%的母牛

怀孕。在胚胎移植工作中，同期发情的效果直接关系到移植后的受胎率，也就是影响到

胚胎移植的最终效率[6]。本试验针对高产奶牛繁育过程，特别是胚胎移植中受体牛的组

织管理情况进行发情同期化研究，以提高受体牛的利用率，达到降低生产成本和提高工

作效率的目的。 

3.1 材料与方法 

3.1.1 受体牛来源及试验地点 

受体牛大部分为陕西关中地区秦川牛，还有部分作为受体牛的低产奶牛及黄牛和奶

牛的杂交品种。受体牛的选择主要以青年牛为主，部分选取育成牛，在 1.5～6岁之间，

拥有正常的发情周期，无繁殖机能疾病，经检疫无传染病、健康，膘情中上。经产牛应

在分娩后 90 d以上，且断乳，无流产史。 

受体牛饲养管理：受体牛在胚胎移植前 2个月进入固定胚胎移植场地，在胚胎移植

前 8周加强饲养管理，每日补饲精料，同时补饲充足的维生素、矿物质和微量元素。受

体牛单独组群、编号、保持饲养环境相对稳定。 

试验地点：胚胎移植地区主要为陕西关中地区，包括西安市的临潼区、蓝田县、户
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县，宝鸡市的岐山县、凤翔县、陈仓区，咸阳市的礼泉县、三原县、武功县、泾阳县，

渭南市的合阳县、大荔县、富平县，铜川市耀州区，杨凌示范区杨凌科元生物园区。此

外还在内蒙古呼和浩特市蒙牛乳业公司及和林格尔县，辽宁大连三环乳业公司，浙江宁

波科元畜牧有限公司，山东淄博农业局，重庆渝中区畜牧改良站，江西南昌金牛公司等

地进行了胚胎生产和移植。 

3.1.2 胚胎来源 
鲜胚主要来自于杨陵科元生物工程有限公司奶牛场，供体高产荷斯坦奶牛超排处理

获得的可用胚胎。 

冷冻胚胎采用杨陵科元生物工程有限公司保存的荷斯坦奶牛冷冻胚胎。 

3.1.3 试验用药品及器械 
EAZI BREED CIDR（1.9 g Progesterone） Pfizer Pty. Limited, New Zealand 

PG（氯前列烯醇, 0.2 mg） 上海市计划生育科学研究所 

GnRH 宁波激素生产有限公司 

移植枪 法国卡苏公司 

塑料硬外套 法国卡苏公司 

无菌软外套 法国卡苏公司 

2%利多卡因 泗水希尔康制药有限公司 

3.1.4 同期发情处理方法  
本试验对受体牛采取 3种同期发情处理方法，3种方法的处理程序见表 3-1。 

I： 二次 PG注射法：选择任意一天每头牛肌肉注射 0.4～0.6 mg氯前列烯醇，间隔

11～12 d后再注射 1次 PG，第二次注射后 2~3 d观察发情状况，发情后第 7天对

受体牛进行直肠触诊，以检查卵巢上是否有功能性黄体，检验合格后采用非手术

法胚胎移植。 

II：CIDR 法：在周期的任意一天给受体牛放入阴道栓 CIDR，此时定为第 0 天。放

入 CIDR后的第 10 d，肌肉注射氯前列烯醇 0.5～0.6 mg，第 12 d取出 CIDR，并

观察发情。发情后第 7天对受体牛进行直检，合格后采用非手术法胚胎移植。 

III：一次 PG法：首先通过直肠检查受体牛卵巢的卵泡和黄体情况，对具有功能性黄

体的受体牛肌肉注射氯前列烯醇 0.5～0.6 mg，注射后 2～3 d进行发情鉴定，发

情后第 7天对受体牛进行直肠触摸，合格后采用非手术法胚胎移植。 

3.1.5 胚胎解冻与胚胎移植       
冷冻胚胎解冻方法如下：先准备温度为 30℃左右的解冻液和培养液，用镊子从液氮

中取出细管，首先在空气中停留 7~10 s，然后将细管快速完全投入水浴内，轻微摆动，

10~15 s 后将细管取出，擦干净并记录细管胚胎的标签数据。在实体显微镜下直接将胚

胎置于解冻液中，平衡 10 min。将胚胎移入培养液后，观察胚胎的形态并分级判定，准
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备移植用。 
表 3-1 三种同期发情处理程序 

Table 3-1  3 kinds of synchronization programmes 
时间 d 二次 PG法 CIDR＋PG法 一次 PG法 

0 第一次注射 PG 放入 CIDR 第一次注射 PG 

2 － － 同期发情观察 

9 － － 胚胎移植 

10 － 注射 PG  

11 第二次注射 PG －  

12 － 取 CIDR  

13 同期发情观察 同期发情观察  

20 胚胎移植 胚胎移植  

 

供体超排冲胚后获得的鲜胚在培养液中清洗数次，装管后直接用来进行胚胎移植。 

采用常规牛胚胎非手术移植法将胚胎移植到受体牛黄体侧的子宫角深部(方法详见

第二章)。 

3.1.6  中药对受体牛生殖生理的调理 
试验为提高受体牛利用率，对经同期发情未能移植的受体牛和妊娠检查未孕受体秦

川牛进行生理性用药，主要以中医中药调理生殖机能为主。从补益肾元，调理冲任，养

胞助孕入手，具体方案采用自拟方剂进行：主要成分为菟丝子、淫羊藿、枸杞子、肉苁

蓉、巴戟天、当归、桃仁、红花、丹皮、熟地、牛膝、桑寄生、续断和女贞子等，粉碎

后混于饲料中，隔日一次，连用 3次。 

3.1.7 试验分组与统计学分析 
试验一比较 3 种不同方法对受体牛的同期发情处理效果观察，分别为二次 PG 法、

CIDR法和一次 PG法。 

试验二对比自然发情与同期发情处理后对受体受胎率的影响，自然发情组是受体牛

群每天进行 3次以上自然发情观察中选取自然发情的秦川牛，主要应用冷冻胚胎解冻后

进行移植；同期发情处理组采用二次 PG法进行处理。 

试验三对移植未孕受体牛和经产受体牛的重复利用进行探索性研究，以中医中药调

理生殖机能为主，改善牛生殖机能；应用 GnRH联合 PG缩短产后间隔时间等。 

每个试验组至少重复 3次以上，试验数据用 χ2进行差异显著性分析。 

3.2 结果与分析 

3.2.1 不同方法处理受体牛的同期发情效果观察 
受体牛经二次 PG处理共 3144头，发情率为 75.60%，利用率为 65.92%；CIDR+PG
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法共处理 1526 头，发情率为 77.85%，受体利用率为 69.11％，一次 PG 法处理受体牛

413头，同期发情率和受体利用率分别为 72.15%和 66.44％。由表 3-2可知，3种同期处

理方法同期发情率和受体利用率结果差异不显著（P>0.05）,但 CIDR法较 PG法结果要

高。受体移植后的鲜胚妊娠率达到 55％以上，冻胚受胎率也在 46～47％，3种处理方法

结果相近。但一次 PG 法在受体牛前期选择过程中淘汰率较高（选取率大约为 45％），

同期发情处理时牛只太少而影响胚胎移植效率，综合处理程序步骤和移植程序费用，本

试验认为在关中地区受体牛的同期发情以较为简单的二次 PG法处理为宜。 

同时试验表明鲜胚和冻胚移植后的受胎率差异显著，鲜胚达到 55％，而冻胚受胎率

维持在 46％～47％之间，与目前国内外报道结果基本相同。 
 

表 3-2  3种方法处理受体牛同期发情效果  
Table 3-2 Synchronization results of recipient cows treated by three methods  

同期处理方法 胚胎来源 受体数 同期发情率（％） 受体利用率(%) 妊娠率（％）

鲜胚 779 74.56 a (581/779) 65.94(383/581) 57.61 a (223/383) 
二次 PG法 

冻胚 2365 75.95 a (1796/2365) 65.89(1184/1796) 47.89 b (567/1184)

鲜胚 680 77.77 a (523/680) 70.56(369/523) 57.48 a (212/369) 
CIDR+PG法 

冻胚 846 78.61 a (665/846) 67.91(452/665) 46.38 b (210/452) 

鲜胚 229 71.18 b (163/229) 66.87(109/163) 55.05 a (60/109) 
一次 PG法 

冻胚 184 73.37 a (135/184) 65.93(89/135) 44.94 b (40/89) 

注：同一列中上标不同表示差异显著，下表同。  

3.2.2 自然发情与同期处理后受体牛的利用 
受体牛胚胎移植后，进行妊娠检查。结果表明（见表 3-3），自然发情受体的利用率

和妊娠率都显著高于二次 PG法同期处理组（85.49% vs. 65.91%; 51.88% vs. 43.76%）

(P<0.01)。但自然发情受体牛数量较少，选取受到条件的限制，也不便管理，在产业化

要求便捷推广的基础上，需要提高胚胎的质量和移植技术人员的操作水平和人员数量，

实现人工授精技术的普及，才能完成自然发情状态下的胚胎移植。 
表 3-3 自然发情与同期处理受体牛的利用比较 

Table 3-3 comparison of recipient availability between spontaneous and synchronized motheds 

发情方式 受体牛数量 同期发情率（%） 受体利用率％ 妊娠率（％） 

自然发情 124 － 85.49a(106/124) 51.88 a (55/106) 

同期处理 839 75.10（630/834） 65.91b(553/839) 43.76 b (242/553)

 

3.2.3 移植未孕受体牛和经产受体牛再次同期发情处理的利用 
为了提高胚胎移植受体效率，对首次移植后妊娠检查未孕受体秦川牛进行二次同期

发情处理，结果见表 3-4。由表中可以看出，该处理组的发情率、受体利用率和受胎率

都显著低于首次同期处理牛(P<0.05)，部分受体牛在进行 3次移植后仍然未受胎。经调
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查畜主和分析受体组织管理情况，有部分牛以前为屡配不孕牛或者繁殖机能障碍，是造

成该结果的主要原因。 
表 3-4 首次移植未孕牛二次同期发情处理和胚胎移植结果 

Table 3-4 Second synchronization and ET results of nonpregnant recipient after first ET 

组别 受体数量 同期发情率（％） 移植利用率（％） 受胎率(%) 

首次同期处理组 738 73.98 a(546/738) 64.10 a(350/546) 47.17a(165/350)

未孕二次同期处理组 216 56.48 b(122/216) 48.36 b(59/122) 35.59 b(21/59) 

 

试验为提高受体牛利用率，对经同期发情未能移植的受体牛和妊娠检查未孕受体秦

川牛进行生理性用药，主要以中医中药调理生殖机能为主。采用自拟方剂进行，用药结

束后 1周对受体牛进行同期发情处理并胚胎移植，对照组为相同生理状况的受体牛常规

同期发情处理，结果见表 3-5。由表可见，用药后受体牛的发情率和受体利用率都显著

提高(P<0.05)，但对移植后受胎率影响不显著（P>0.05）。 
表 3-5 受体牛中药用药后同期发情和胚胎移植结果 

Table 3-5 Synchronization and ET results of recipients treated by Chinese traditional medicine 

组别 受体数量 同期发情率（％） 移植利用率（％） 受胎率(%) 

对照组 138 55.07 a(76/138) 47.10 a(65/138) 40.00 a(26/65) 

用药组 89 68.54 b(61/89) 60.67 b(54/89) 42.60 a(23/54) 

 

在比较经产牛的重复利用试验中，以从未进行移植的青年受体牛为对照组，产后处

理组的处理程序为牛分娩产犊后，挤出初乳，饲喂犊牛 7 d左右，并尽快使受体母牛断

奶；在 20～25 d应用 GnRH联合 PG使受体牛提前进入产后第一次发情。自然恢复组是

让受体牛在产后自然恢复，大约在 90 d进行同期发情处理。结果显示，处理组在产后第

一次发情间隔时间缩短，减少了牛的饲养成本，经济效益明显。进行同期发情处理后，

首次同期处理组（对照组）的发情率显著高于处理组和自然恢复组（P<0.05），但移植

利用与受胎方面没有明显差别。处理组和自然恢复组同期发情率偏低（65％左右），但

适应一定的饲养环境，养殖户或公司熟悉该家畜的生产情况，方便管理，因此具有一定

的参考价值。另外我们在试验过程中发现，3次移植后仍然未妊娠的受体，其生殖机能

存在不同程度障碍，冷配后受胎率也极低。  
表 3-6 经产受体牛通过处理后进行二次胚胎移植效果比较 

Table 3-6 The second ET results of multiparous cows treated by GnRH+PG 

组别 受体数 产后间隔时间 d 同期发情率(%) 移植利用率 (%) 受胎率% 

对照组 738 － 73.98 a(546/738) 64.10 a(350/546) 47.14a (165/350) 

处理组 248 20 64.11 b(159/248) 62.26 a(99/159) 48.48 a (48/99) 

自然恢复组 96 90 65.63 b(63/96) 61.90 a(39/63) 46.15 a (18/39) 

注：同一列中上标不同表示差异显著，χ2检验 
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3.3 讨论 

3.3.1 受体牛同期发情处理激素的选择及应用 
母畜发情周期的发生，受外部光照、温度、营养等因素的影响，内部受母畜体内的

神经和激素变化的影响，而后者将起到主导作用[7]。在促黄体素（LH）的作用下，卵泡

的颗粒细胞和卵泡内膜细胞转变为分泌孕酮（P4）的黄体细胞而形成黄体。LH 和催乳

素（PRL）对促进和维持黄体分泌具有协同作用[8]。如果母畜发情后未配种受孕，则子

宫内膜产生前列腺素 F2α，破坏黄体组织，使黄体逐渐退化萎缩，P4分泌量急剧下降
[19]。

垂体由于脱离 P4的抑制作用，又开始分泌促卵泡素（FSH），引起排卵前 LH 的释放，

导致另一个发情周期开始。正常发情周期就是这样周而复始地进行着。母畜在受外部环

境的影响下，丘脑下部的某些神经纤维释放促性腺激素释放激素，沿着垂体门脉循环至

脑下垂体前叶，调节其促性腺激素的分泌，所分泌的 FSH 通过血液循环至卵巢，促进

卵泡的发育并分泌刺雌激素（E2）
[9,10]。雌激素由血液循环到大脑皮质，引起母畜的发

情，同时雌激素对下丘脑和垂体具有反馈作用，以调节促性腺激素的释放，当雌激素分

泌量大时抑制垂体前叶分泌 FSH；另一方面又促进 LH的释放，出现排卵前的 LH峰，

引起卵泡的排卵[11]。 

由于牛的发情周期和妊娠期长，加之胚胎移植时还要求受体牛的黄体质量好，因而

在生产应用中仅靠选择自然发情牛来确保足够数量的可移植受体牛比较困难。所以同期

发情处理已成为进行规模化胚胎移植的重要环节。同期发情的效果与所用药品的种类、

剂量、使用方法有直接关系。本研究采用 CIDR诱导受体牛同期发情，得出的结果与有

关研究报道的结论基本一致[12]。这说明应用 CIDR加氯前列烯醇方法对同一品种受体牛

进行同期发情相对集中，CIDR + PG法可以得到较高的同期发情和移植妊娠率[6]，故是

行之有效的同期发情方法。同期发情的另一种方法是使用前列腺素（PG），其作用机理

和孕激素类药物完全不同[13]。一次 PG注射法中，注射 PG时卵巢上有黄体存在的牛发

情率和可移植率分别极显著和显著高于无黄体存在牛。究其原因，一方面是母牛有功能

性黄体的存在，使 PG发挥其“溶黄体”的作用，从而获得较好的发情效果[14]；另一方

面是排卵不久(0～5 d)的新生黄体对 PG的感受性低，而发情后期(17～20 d) 则因正处于

黄体消退期，外源 PG的效果未能表现 [15]。因此在本试验中采用一次 PG注射法中，选

择被处理受体牛时必须在注射时进行直肠触诊，检查有无功能性黄体，对于没有功能性

黄体的受体牛就无须处理。而在二次 PG注射法中，因为二次注射时间相隔 11 d，从理

论上说，无论第一次注射有无黄体，在第二次注射 PG时受体应该都是处于有功能性黄

体的时期，因此可以达到比较理想的发情同期化效果。本试验结果也证实了这一点。 

3.3.2 提高受体牛同期发情利用率的措施 
为了提高胚胎移植受体牛利用率，常对经过首次移植后妊娠检查未孕受体牛进行再

次同期发情处理。但是，和首次移植的受体相比，这类受体牛发情率、受体利用率和受
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胎率都显著下降，对于连续 2~3次移植后仍然未受孕者应予以淘汰。对初选未移植和妊

娠检查未孕的受体秦川牛进行生理性用药[17]，用药后受体牛的发情率和受体利用率都显

著提高，但对受胎率影响不显著。说明本试验所应用的中药方剂有促进母牛生殖机能的

作用，特别是能促进卵巢功能的恢复。 

在比较经产牛的重复利用试验中，以从未进行移植的青年受体牛为对照组，结果显

示，处理组产后间隔时间明显缩短，减少了牛的饲养成本，经济效益显著。因为经产牛

已经适应了原来的饲养环境，养殖户或公司熟悉该家畜的生产情况，管理方便，因此具

有一定的参考价值[16]。另外我们在试验过程中发现，3次移植后仍然未妊娠的受体，其

生殖机能存在不同程度障碍，即使配种受胎率也很低。 

3.3.3 影响受体牛胚胎移植受胎率的因素分析 
牛的营养状况对同期发情影响显著。一般认为，为了保证受体牛同期发情率及其发

情可用率，对受体牛一定要加强饲养管理，提高营养水平[18]。本研究结果表明，在对受

体牛同期发情处理中，无论是用二次 PG法还是 CIDR＋PG法，受体发情率和移植受胎

率与受体牛的营养状况有很密切的关系。若受体牛营养不良，无论采用何种方法，其发

情同期化效果均很差。 

受体牛的繁育状况也影响其利用率及移植受胎率。哺乳期黄牛不可作为受体使用，

必须事先停止哺乳一定时期以后方可进行同期发情处理。牛的胎次对妊娠率有一定的影

响。另外季节、天气变化等因素对受体牛的利用也具有重要影响，如炎热的夏季、寒冷

的冬季以及恶劣的环境状况如噪音等都会影响受体牛的同期发情效果和移植受胎率。 

3.4 小 结 
1 研究中共处理受体牛 5083头，二次 PG法和 CIDR法处理受体牛同期发情结果相

近，受胎率差异不显著，一次 PG法需要初选的受体数量要求较大。考虑到经济因素，

认为受体牛的同期发情以较为简便的二次 PG法处理为宜。 

2 自然发情受体的利用率和妊娠率分别达到 85％和 52％，都显著高于二次 PG法注

射同期处理组，选取自然发情牛作为受体显著提高胚胎移植成功率。 

3 未孕受体牛进行二次同期发情处理后再次移植，其发情率、受体利用率和受胎率

都显著低于首次同期处理组。以中医中药调理用药后进行同期发情处理，受体利用率显

著提高，受胎率也有所增加。 

4 经产牛在产后 20～25 d应用 GnRH联合 PG调节激素水平，使其提前进入产后发

情，受体利用率和自然恢复组相近，但大大缩短产间距，经济效益明显。同时结果表明

产后间隔时间延长妊娠率提高。 
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在早期哺乳动物胚胎体外生产（IVP）研究中，特别在体外受精（IVF）技术研究中，

发现体外成熟的卵母细胞其发育潜力比体内成熟的卵母细胞低，主要存在“体外发育阻

滞”，牛胚胎发生在 8-细胞期至 16-细胞期。如何提高囊胚期胚胎的质量和数量便成为 IVF

技术研究的焦点。目前应用已知成分培养液来研究卵母细胞体外成熟的调控机理和影响

体外受精、体外发育的各种生理生化因素及其作用机理已取得了不少成果。 

自从第一头IVF牛出生已有20年的历史[1]，而且在体外生产可移植囊胚也做了不少

探索性工作。然而，从卵母细胞发育到囊胚阶段还保持在10-30%的水平，而在体内成熟，

体外受精和胚胎培养的囊胚率在50-80%[2]，因此，优化成熟环境、控制受精和培养条件

对于提高体外胚胎生产及胚胎移植成功具有重要意义 [3]。如果牛卵母细胞体外成熟

（IVM），体外受精（IVF）及胚胎体外培养（IVC）要投入成功的商业化生产，须生产

出高质量的胚胎，而且能够正常妊娠。目前为了保证卵母细胞的稳定来源，遗传背景清

楚及质量可靠等，活体采卵技术也应用到生产当中，为体外获得优良胚胎提供了条件。

但是大胎综合症（Large offspring syndrome, LOS）一直是体外生产胚胎所带来的后遗症，

也限制了这项技术的应用。主要原因还是归结为体外培养体系不完善，如体外培养氧气

浓度过高，血清的毒副作用以及共培养等都可能是造成LOS的原因[3]。如何取其利，避

其害，使得培养体系与体内环境相吻合，才是获得高质量胚胎的关键所在。同时性别控

制成为畜牧业发展的亮点，X、Y精子分离技术日益完善，应用IVF技术生产性控胚胎对

推动高产奶牛群扩繁意义重大，并且使用性控冻精进行IVF，目前国内鲜见报道。 

本试验主要目的是通过借鉴已有成果，进一步优化胚胎体外生产（IVP）技术关键

条件，生产高质量的胚胎（包括性控胚胎的体外生产），为实现其产业化奠定基础。 

4.1 材料与方法 

4.1.1 试验使用药品与设备 

试验用无机盐试剂除特别说明外，均购自 Sigma 公司。 

DPBS（无钙、镁）实验室自制；Mill-Q超纯水；45% Percoll；EGF；IGF-I；BSA；

Hoechst33342等。 

卵母细胞成熟液：M199+10% FBS+10 mM Hepes+丙酮酸钠+10 µg/mL FSH+10 

µg/mL LH+1 µg/mL E2； 

精子获能和受精液：BO液+50 µg/mL Heparin（Sigma）； 

胚胎培养液：采用 CR1aa和 SOFaa两种培养液； 

性控精液：购自内蒙古赛科星生物科技有限责任公司生产的性控冻精，0.25 mL塑
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料细管，每支含 200万个 X精子。 

4.1.2 试验时间与地点 

试验时间：2001.9～2005.3。 
试验地点：西北农林科技大学生物工程研究所和杨凌科元生物工程有限公司种牛

场。 

4.1.3 牛卵泡卵母细胞复合体的采集与体外成熟 

牛卵巢采自西安屠宰场，置卵巢采集液中（20~30℃），3～4 h内运到实验室。用卵

巢采集液洗涤 3次，并剪去输卵管组织，然后用 12号针头抽吸卵巢表面 2~8 mm卵泡，

采集的卵泡液放入拣卵液中，体视显微镜下拣取卵丘卵母细胞复合体（cumulus oocytes 

complex, COC），COC用洗卵液洗涤 3次，放入直径为 35 mm盛有 2 mL经预先平衡的

成熟液的平皿中，置 CO2培养箱，38.5℃、5%CO2、饱和湿度培养 22~24 h。 

4.1.4 精子获能与体外受精 

在 10 mL离心管中先加入 90% Percoll液 2 mL，然后加入 45% Percoll液 2 mL,即制

成 Percoll不连续密度梯度液,置于 CO2箱中平衡 1～2 h。冷冻精液(0.5 mL)在 39℃水浴

中解冻后，置于经平衡的 Percoll液上，400 g离心 10 min后，弃掉上清液，底部精子团

用 5 mL SP-TALP液稀释后，100 g离心 10 min，洗涤 2次并调整精子浓度。 

或采用上浮法进行精子获能，将冻精轻轻的注入盛有 2~3 mL获能液的试管底部，

倾斜 30~45度，在培育箱中孵育上游 30～60 min，然后取上清 1.5~2 mL，700 g离心 5 min，

底部所获高活力精子，将其按上述比例加入受精微滴中。受精液为 BO液，受精液做成

100 µL的微滴，上面覆盖灭菌石蜡油，放入 CO2箱中平衡 1～2 h。将成熟的卵母细胞用

受精液洗涤 3 次后，移入受精液滴中，每滴内放入 20～40 枚卵母细胞，并加入获能精

子，使精子终浓度为 2×106/mL或 5×106/mL，放入 CO2箱中共培养 18 h。 

4.1.5 胚胎培养 

受精后，将受精卵在 PBS液中洗数次，使得黏附在外周的精子全部脱落，但是外周

还要保留部分颗粒细胞。培养于 4孔板，分组对照培养，培养液用 CR1aa和 SOFaa，培

养液体积为 1 mL，在培养过程中，每 48 h半量换液一次。记录卵裂和囊胚情况。 

4.1.6 胚胎细胞计数 

囊胚细胞的染色计数，用 Hoechst33342（Sigma）染色，在荧光显微镜下细胞计数。 

4.1.7  数据处理 

每批分组处理，采用方差分析和 t-检验，即 P<0.05为差异显著。 
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4.2 结 果 

4.2.1 卵泡直径与卵母细胞的成熟 

本试验将不同直径卵泡中的卵母细胞进行体外成熟，比较发育能力。3~6 mm的卵

泡卵母细胞受精比例显著的高于 1~3 mm 组和 6 mm 以上组，受精率和卵裂率分别达

90.5%和 86.4%，并且平均发育时间也要比另外两组提前 5 h以上（见表 4-1）。不同上标

表示差异显著，即 P<0.05。以下各表相同。 
 
 

表 4-1 不同直径卵泡中卵母细胞的成熟及发育能力的对比 
Table 4-1 Comparison of maturation and developmental ability of oocytes from different 

diameter follicles 

卵泡直径 卵母细胞数 受精率（%） 2细胞卵率(%) 发育到 2-c时间(h) 

1~3 mm 

3~6 mm 

6 mm以上 

120 

300 

136 

43.3a(52/120) 

90.5b(285/300) 

75.8c(103/136) 

36.7a(44/120) 

86.4c*(246/300)

65.0b*(67/136) 

56 

43  

48  

    注：表中同列数据后字母为显著性标记。字母相同差异不显著，字母不同差异显著(P﹤0.05),下表同。 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4-1,2 卵母细胞成熟与颗粒细胞层扩张 

Fig4-1,2  Oocyte maturation and cumulus expansion 

 

4.2.2  EGF对卵母细胞成熟的影响  
在成熟液中添加不同浓度的 EGF，对卵母细胞的成熟效果影响差异显著，添加 10 

ng/mL EGF，第一极体率达 87.4%，正常受精率为 93.2%，囊胚发育率为 36.7%，都显著

的高于未添加 EGF组（P<0.05），就添加组而言，没有发现差异，但从趋势上来说，添

加 10 ng/mL EGF，卵母细胞的成熟、受精和发育效率较高。 
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表 4-2 成熟液中添加 EGF对牛卵母细胞成熟及发育潜力的影响 

Table 4-2 The effect of addition of EGF in maturation medium on oocyte development 

EGF/mL 试验次数 卵母细胞 第一极体率(%) 正常受精率(%) 囊胚发育率(%)

0 

5ng 

10ng 

20ng 

5 

5 

5 

5 

200 

243 

196 

121 

63.0a 

82.7b 

87.4b 

86.8b 

65.0a 

85.6b 

93.4b 

90.1b 

19.0a 

33.2b 

36.7b* 

36.2b* 

 

4.2.3 颗粒细胞与卵母细胞成熟 
本试验分四组，观察颗粒细胞与卵母细胞的成熟的关系，裸卵卵裂率显著的低于有

颗粒细胞组（P<0.01），囊胚发育率和扩张率为 0。有 3层以上的卵母细胞，卵裂率，囊

胚率及扩张率都比其它组有显著的提高（P<0.05）。机械去除颗粒细胞的卵母细胞成熟

受精比裸卵高（23.0% vs 3.6%），但囊胚发育也为 0。 
 

表 4-3 颗粒细胞在牛卵母细胞成熟中的作用 
Table 4-3 The effect of cumumLus cells on bovine oocyte maturation  

颗粒细胞 卵母细胞 卵裂率（%） 囊胚率（%） 扩张囊胚率（%） 
无 

1-3层 
3层以上 
机械剥离 

100 
190 
300 
100 

3.6c* 
33.0b* 
85.5a 

23.0 b* 

0 
4.7b 
37.8a 

0 

0 
0 

34.6a 
0 

 

4.2.4 精子处理方法与受精能力的比较 
Percoll 梯度离心法与上浮法，精子的回收率分别为 63.0%和 31.0%，差异显著

（P<0.05）。但是受精能力和后期胚胎的发育能力，差异不显著。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 图 4-3,4 受精后第二极体排出和早期胚胎 

Fig 4-3,4  The second polar body after fertilization and early embryo 
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表 4-4 精子的不同处理法对受精及卵裂的影响 

Table 4-4 The effect of different treatments of sperm on oocyte fertilization and cleavage rate  

处理方法 精子回收率(%) 成熟卵母细胞数 受精率(%) 卵裂率(%) 囊胚率(%)

Percoll法 

上浮法 

63a 

31b 

260 

230 

79a 

71a 

76a 

65a 

30.1a 

28.7a 

 

4.2.5 咖啡因对精子活力和获能的影响 
本试验将咖啡因分别以 0，0.3 mmol/L, 3 mmol/L加入精子获能液中发现其并未能有

效的提高精子获能效率，而且受精数下降，特别是将其浓度调整为 3 mmol/L时，受精

数下降为 53.0%，显著的低于其它两组（P<0.05）,但是单精受精在 0，0.3及 3 mmol/L

组中分别为 79.2%，70.8%和 39.5%（P<0.05）,在 3 mmol/L组中，多精子受精有所增加。 

 
表 4-5 受精液中添加咖啡因对精子获能的影响 

Table 4-5 The effect of addition of caffeine in fertilization medium on sperm capacitation 

咖啡因浓度 mmol/L 卵母细胞 受精数（%） 单精受精（%） 多精子受精（%）

0 

0.3  

3 

320 

130 

172 

86.9a(278/320) 

80.0a(104/130) 

52.9b(91/172) 

79.2a(253/320) 

70.8a(92/130) 

39.5b(68/172) 

7.7a(25/320) 

9.2b(12/130) 

13.4ab(23/172) 

 

4.2.6 不同蛋白质添加物对体外受精胚胎发育的影响 
本试验在培养液中，添加 0.3% BSA，5% FBS和 0.1% PVA(蛋白质替代物)，发现

0.3% BSA 组卵裂率为 84.3%，显著的高于血清组和 PVA 组，囊胚发育率则是 BSA 和

FBS 组发育率分别为 25.6%和 28.0%，高于 PVA 组囊胚 12.0%（P<0.05）；观察扩张率

时，PVA 中未获得扩张囊胚，FBS 组为 19.8%， BSA 组为 10.0%；囊胚的细胞数分别

为 PVA为 53（P<0.05），BSA为 86，FBS为 80(见表 4-6)。 

 
表 4-6 不同蛋白质添加物对体外受精胚胎发育的影响 

Table 4-6 The effect of different protein additives on embryo development in vitro  

添加物质 卵母细胞数 卵裂率（%） 囊胚率（%） 扩张囊胚率(%) 囊胚细胞数 

0.1%PVA 

0.3%BSA 

5%FBS 

266 

331 

500 

76.8a 

84.3b 

67.0c 

12.0a 

25.6b 

28.0b 

0 

10.0b 

19.8c 

53.83±12.18a(n=10)

86.74±7.26b(n=10) 

80.65±15.31b(n=10)
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图 4-5,6 体外生产囊胚与囊胚的荧光染色 
Fig 4-5,6  Blastcysts in vitro production and nuclei stained with Hoechst 33342 

 

4.2.7 不同浓度 NEaa(非必需氨基酸)与 Eaa(必需氨基酸)对胚胎发育的影响 
本试验在培养液中添加 0，1%，2%浓度的必需和非必需氨基酸，发现 2%非必需氨

基酸能显著的提高胚胎囊胚率和囊胚的细胞数（P<0.05），囊胚率为 34%，胚胎细胞数

93；而对于必需氨基酸来说，不同添加浓度对胚胎的囊胚发育不显著，但当添加 1%的

Eaa后，囊胚细胞数最高为 96个，差异显著。 

 
表 4-7不同浓度的 NEaa 与 Eaa 对胚胎发育的影响 

Table 4-7 The effect of different concentrations of NEaa and Eaa on embryo development  

氨基酸种类 添加浓度(%) 2-cell数 囊胚率（%） 囊胚平均细胞数 

0 156 19a(30/156) 76.11±11.78a(n=10) 

1 177 29 b(51/177) 81.36±10.11a(n=10) NEaa 

2 200 34 b(68/200) 93.59±8.96b(n=10) 

0 143 25 a(36/143) 73.77±15.91a(n=10) 

1 140 28 a(39/140) 96.29±18.21b(n=10) Eaa  

2 157 23 a(36/157) 70.17±13.36a(n=10) 

 

4.2.8 不同培养液组合对胚胎发育的影响 
本试验采用不同的培养液组合，所有培养液中在前 3 d都添加 BSA 0.3g/100mL，3 d

后添加 5%的 FBS。观察胚胎发育变化得出，在胚胎发育到 6d, CR1aa+SOFaa，发育到

囊胚最高，达 34.8%，其次是 SOFaa+CR1aa和 CR1aa，分别为 31.6%和 26.3%，SOFaa

只有 17.0%发育到囊胚；发育到 7~9d，CR1aa+SOFaa中，囊胚达 38.0%，而最低在 SOFaa，

仅为 29.0%；囊胚总数也是在 CR1aa+SOFaa 中出现达 43.0%，平均细胞数为 113

（P<0.05）。 
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表 4-8 不同培养液对胚胎发育的影响 
Table 4-8 The effect of different culture media on embryo development 

组别 培养液 受精卵 
6 d早期囊胚

发育率（%）

7-9 d囊胚

率（%） 

囊胚率

（%） 
扩张囊胚平均细胞数

1 CR1aa 300 26.3a 34.7ab 39.0a 97.35±12.41ab(n=10)

2 SOFaa 300 17.0c 29.0b 36.5b 85.32±15.14b(n=10) 

3 
CR1aa（0-72h）

+SOFaa(72-) 
300 34.7b 38.0a 43.2a 113.61±7.94a(n=10) 

4 
SOFaa(0-72h)+

CR1aa(72-) 
300 31.7b 36.3a 40.0a 102.47±10.19a(n=10)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.2.9  IGF-I对牛胚胎体外发育的影响 
本试验观察添加IGF-I后，观察胚胎发育的变化。添加IGF-I，对胚胎的发育有显著

的影响，添加50 ng/mL和100 ng/mL，囊胚率分别为49.7%和48.5%，显著的比未添加所

获39.4%囊胚率高（P<0.05），而且添加100 ng/mL，囊胚的扩张效率最高达42.1%；但是

它们对卵裂率无显著的影响（P>0.05）。 

 
表 4-9  IGF-I对牛胚胎体外发育的影响 

Table 4-9 The effect of IGF-I on embryo development 
培养液 卵母细胞 卵裂率（%） 囊胚率（%） 扩张囊胚（%） 总囊胚率(%)

CR1aa 200 90.0a(180/200) 18.3a(33/180) 21.1a(38/180) 39.4a(71/180)

CR1aa+50 ng/mL  200 91.5a(183/200) 11.4b(21/183) 38.2b(70/183) 49.7 b(91/183)

CR1aa+100 ng/mL  200 85.5a(171/200) 6.4b(11/171) 42.1b(72/171) 48.5 b(83/171)

 

图 4-7,8 扩张囊胚与荧光染色细胞计数 
Fig 4-7,8  Expanded blastcysts and nuclear counts
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4.2.10 颗粒细胞共培养对胚胎发育的影响 
本试验发现颗粒细胞共培养对胚胎的发育有着显著的影响（P<0.05）,牛颗粒细胞和

山羊颗粒细胞共培养，囊胚发育率分别为39.4%和41.8%，扩张率分别为35.2%和39.0%，

显著的高于无共培养组的23.0%和2.0%；但是共培养对卵裂率无显著影响（P>0.05）。 

 
表4-10 颗粒细胞共培养对胚胎发育的影响 

Table 4-10  Effect of cumulus co-culture on embryo development 

细胞类型 卵母细胞 卵裂率(%) 囊胚率(%) 扩张囊胚率(%) 

无 300 86.0 23.0 b* 2.0 b* 

牛颗粒细胞 

山羊颗粒细胞 

300 

300 

83.9 

83.0 

39.4a 

41.8a 

35.2a 

39.0a 

 

 

 

 

 

 

 
图 4-9,10 共培养细胞层和去除颗粒细胞的卵母细胞 

Fig 4-9,10  Co-culture cells and oocytes without cumulus 
 

4.2.11 性控精液生产体外受精胚胎及移植 
本试验使用性控精液体外生产胚胎并且移植部分胚胎。不同批次间卵裂率无显著差

异，平均为65.9%，低于普通精液（未列出数据）。囊胚率之间无限显著差异，平均为36.5%。

共移植4批，107头受体，使用囊胚127枚，2月后直肠检查受体，妊娠42头，妊娠率为39.4%。

说明这一培养体系较为稳定，能够生产出正常的胚胎。 
表 4-11 性控精液生产体外受精胚胎及胚胎移植 

Table 4-11 Embryo production in vitro by sexed sperm and embryo transfer 

批次 
卵母 
细胞 

卵裂率（%） 囊胚率（%）
移植 
胚胎数 

移植

受体

妊娠 
受体数 

妊娠率% 

05211 210 71 (149/210) 36（54/149） 26 21 9 42.8(9/21) 

05219 233 63 (147/233) 39（57/147） 33 26 9 34.6(9/26) 

05222 198 75 (148/198) 35（52/148） 40 33 13 39.0(13/33)

05225 355 60 (213/355) 36（77/213） 28 27 8 29.6(8/27) 

合计 996 66(657/996) 36(240/657） 127 107 39 36.5(39/107)
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4.3 讨 论 

4.3.1不同直径卵泡卵母细胞体外受精后的卵裂  

朱淑文等[4]研究结果表明，小卵泡内的卵母细胞在体外添加 FSH和血清的培养基中

培养 22 h，其体外受精后的卵裂率可达 63.7%，说明 FSH和血清能促进卵母细胞的成熟

和受精。而大卵泡内卵母细胞的卵裂率比较低，这可能是由于卵母细胞的老化引起受精

率降低。本实验发现，1~3 mm和 6 mm以上卵泡卵母细胞的发育能力要比 3~6 mm的差，

而 3~6 mm的卵泡卵母细胞不论从发育速度，受精能力和发育潜力都要强于另外两类卵

母细胞。据报道，6 mm以上的卵泡卵母细胞容易出现染色体变异，这也许是卵母细胞

老化的原因。体外成熟培养的卵母细胞由于卵泡大小不同，受精后染色体异常发生率也

不同，小卵泡所获胚胎染色体异常发生率明显高于中卵泡的发生率，但与大卵泡卵母细

胞胚胎染色体异常发生率无显著差异[]。因此，在选择卵母细胞时，卵泡大小也是非常

重要的指标。从正常生理角度来说，小卵泡还需要发育，大卵泡趋向老化。许多研究证

明，在体外培养体系中，血清是必不可少的因素，它可促进卵母细胞的体外成熟，本试

验发现，成熟液中添加较高浓度的血清，3~6 mm卵泡卵母细胞对其毒副反应效应有较

强的耐受能力，而 3 mm以下组，多表现为胞质黯淡等退化现象，6 mm则出现胞质色

泽过浅等。在牛卵母细胞的体外成熟培养中,添加一定量的 FSH、LH及雌激素有利于核

成熟,极体排出率高且形态正常。 

4.3.2  EGF对卵母细胞成熟的影响 

一般来说，卵母细胞体外成熟效果比体内成熟的差，这些主要与胞质成熟有关[5]，

为此本试验采用成熟液中添加 EGF，探讨提高卵母细胞成熟的效率。从试验得出，EGF

对牛卵母细胞的成熟，正常受精有显著的提高，而且在胚胎的发育能力上，也要显著的

优于对照组。但是在胚胎培养初期，在胚胎培养液中添加 EGF,并未见囊胚发育有显著

的变化（P>0.05，未列出）。因此，EGF 对卵母细胞到囊胚的发育能力主要来源于卵母

细胞成熟时期，表明在成熟液中添加 EGF，能够有效的改善卵母细胞的发育潜力。在试

验中，成熟液添加 EGF成熟率显著提高，说明其能促进核成熟，而且当有 EGF存在时，

颗粒细胞的扩张更为充分，进一步促进卵母细胞核成熟。以前报道 EGF 对正常受精无

显著作用，本试验却发现，其对正常受精有促进作用。说明对胞质成熟有显著的影响。

但是，EGF是否通过对颗粒细胞，进而促进卵母细胞，还是直接与卵母细胞上受体发生

作用，还有待于进一步研究。但是从试验得出，在成熟液中添加 10ng/mL 的 EGF 利于

核质成熟。 

4.3.3 颗粒细胞层对卵母细胞及胚胎发育的影响 

通过实验得知，颗粒细胞在卵母细胞成熟中，起着非常重要的作用，甚至直接会影

响到囊胚形成率。裸卵和颗粒细胞层数小于 3层的卵母细胞，卵母细胞的第一极体排出
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率非常低，也就是核成熟率低，而且胞质成熟也差，表现在胞质的色泽，光度及形成胚

胎的发育能力等低。本试验中，只有颗粒细胞超过 3层的卵母细胞，发育潜力高，体外

卵裂率和囊胚率分别达到 85.5%和 37.8%，显著的高于对照组。而无颗粒细胞的卵母细

胞，受精率显著下降，即使能够受精，也不能发育到囊胚。据报道，在卵母细胞成熟前，

除去颗粒细胞，对卵母细胞是致命的。认为其重要作用主要表现在：a 保持卵母细胞在

减数分裂期，因为颗粒细胞卵母细胞复合体，对减数分裂抑制因子敏感性要比裸卵高，

这样就为卵母细胞的胞质成熟提供了时间，而且彼此之间高效的信息交流在整个培养过

程中是非常必要（Hashimoto et al.1998）；b参与减数分裂重启,在多种物种的颗粒细胞上

发现有 LH 受体，而在卵母细胞上这受体很少，当 LH出现后，首先颗粒细胞反应，产

生第二信使，进而促发卵母细胞内钙粒子的震荡，启动减数分裂程序[6]；c 支持胞质成

熟，颗粒细胞能为卵母细胞提供一些必需的物质，如半胱氨酸，丙酮酸等，同时也降低

氧化作用对卵母细胞的损伤[7]。此外本实验发现，颗粒细胞直接对受精也有较大的影响

（数据未列出），因此在受精时，对颗粒细胞的吹打要轻，至少保留数层，为保证卵子

的正常受精提供条件。 

4.3.4 Percoll法与上游法对精子获能和活力的影响 

哺乳动物 IVF的关键在于获得足量活力好的精子和获能方法[8]。精子处理以上游法

最为常用，但该法活精子回收率相对较低，仅为 31%。本试验将 0.5 mL细管冷冻精液

解冻后在 45%和 90%的不连续密度梯度 Percoll中 700 g离心 10 min，取得了较好的精

子回收效果，离心后抗冻剂、卵黄等全部位于上部，死精子几乎全部位于 45%和 90%的

不连续密度梯度 Percoll 液之间，而活精子几乎全部位于梯度液底部，精子回收率为

57.87%±8.0%，与上游法相比，Percoll法更简便、快速，活精子回收率高且精液洁净[9]。

但是从受精率，卵裂率及囊胚率上来说，虽然 Percoll 法比上浮法高，但是差异不显著

（P>0.05）。同时多精入卵率也可能提高，精子密度可能是影响多精受精的重要因素之

一。但是 Parrish 等[10]的实验表明，Percoll 法回收的牛精子穿卵率比上游法低，增加精

子终浓度可以提高穿卵率，而多精入卵率没有明显增加。本试验发现，上浮法精子活力

要优于 Percoll法，但是精子数量较少。 

4.3.5 咖啡因对精子活力和受精能力的影响 

据报道，在受精液中添加咖啡因，能提高牛精子活力和受精能力[11]。咖啡因是核酸

磷酸二脂酶抑制剂，能显著的增加精子呼吸和运动能力[12]。但是，在本试验中发现，受

精液中添加咖啡因，反而影响到精子的活力和正常受精。在无咖啡因组，精子活力维持

得很好，而且受精率也高；相反，在添加 3 mM咖啡因后，精子的运动和受精能力降低。

但是引起降低的原因还未明确。也许是由于咖啡因的过强刺激，导致精子 ATP产能不足

而造成的。当将咖啡因的浓度降低 10 倍，精子的活力就有较好的改观，无咖啡因时正
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常受精又提高。但是在未添加咖啡因的受精液中，猪精子不能穿过卵子[13]。Kani 等发

现，咖啡因有促进精子顶体反应，和提高精子活力的作用。在小鼠受精中，其有促进作

用。但是在牛体外受精中，咖啡因的添加，并未能提高受精，这与 Kenii的报道一致。 

4.3.6 不同蛋白质添加物对体外受精胚胎发育的影响 

目前早期胚胎培养液都添加血清或血清白蛋白，血清的成分包含有能量基质、氨基

酸、维生素和生长因子等，血清白蛋白也包含有氨基酸和其它一些非氨基酸成分。如在

培养液中添加血清和血清白蛋白，则不利于探索早期胚胎发育所需的各种营养成分。为

探讨牛早期胚胎体外发育所需的各种特殊物质，使早期胚胎体外发育达到最佳效果，有

必要建立化学成分限定的无蛋白培养液系统。根据报道，世界上使用无蛋白质添加的限

定的培养液，囊胚发育率很低。在培养液中用聚乙烯醇(PVA)而不用牛血清白蛋白(BSA)

作为大分子物质，在仓鼠和牛早期胚胎培养中已做过尝试。发展了一种化学成分限定的

猪早期胚胎培养液，即无蛋白的Whittens液+Glycine+Alanine+Hepes+PVA。但是利用这

种培养液培养体外生产的早期胚胎的效果不太好，只有16%～21%的猪早期胚胎发育率，

且无囊胚形成。研究目的在于建立牛早期胚胎的无蛋白培养液。Iwasaki[14]等在无蛋白的

Whittens液中添加0.276 mmol/L glycine、0.176 mmol/L alanine、15 mmol/L Hepes和1% 

PVP（聚乙烯吡咯烷酮）来培养体外生产的猪受精卵，结果只有16%～21%的早期胚胎

发育率，而无囊胚形成。卢晟盛[15]利用PVA取代BSA的无蛋白NCSU-23培养液培养猪早

期胚胎，多于1/3的早期胚胎发育到了囊胚阶段。虽然牛胚胎能在简单限定培养液中培养
[16]，但是添加蛋白质还是非常必要[17]。在本试验中，添加PVA的限定培养液中，卵裂率

PVA和BSA组要稍高于FBS组，但是差异不显著（P>0.05）。也获得了体外受精囊胚，但

是效率较其他两组低，特别是扩张囊为0。说明PVA不能单独支持胚胎发育到扩张期。

FBS组，囊胚扩张率最高，细胞数上与BSA组无差异，但是其胚胎的形态要差于BSA组。

这可能与FBS毒副作用有关。因此，要研究限定培养液，完全可以使用PVA替代BSA或

者FBS，但是在发育效率方面还有待于进一步提高。 

4.3.7 NEaa与 Eaa对胚胎发育的影响 

在以前的报道中，人们发现在动物的输卵管中和子宫液中均存在 NEaa组中大多数

的氨基酸，且浓度较高，特别是甘氨酸。在胚胎培养液中，添加甘氨酸、丝氨酸和天冬

氨酸可以促进仓鼠胚胎的发育；甘氨酸，丙氨酸可以促进牛胚胎的发育。NEaa 能够显

著的提高牛体外受精胚胎的囊胚发育率，特别是添加 2%后，不仅囊胚率达到了 34%，

而且胚胎的细胞数也有着显著的提高（P<0.05）。说明非必需氨基酸是早期胚胎发育所

必需的营养物质。所有这些氨基酸都存在于 NEaa中。 

Eaa 有抑制绵羊早期胚胎发育趋势[18]，但是本试验也未发现有显著的抑制作用

（P>0.05）,就囊胚细胞数而言，添加 1%的 Eaa 囊胚细胞数要显著的高于对照组
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（P<0.05），说明其能够提高胚胎发育质量。1990 年 Bavister 等发现苯丙氨酸、异亮氨

酸和酪氨酸抑制仓鼠胚胎发育，而这些氨基酸都是 Eaa的组成成份。但是添加 1%的 Eaa

促进作用大于抑制作用。在胚胎和卵母细胞膜上存在特异的氨基酸载体，当胚胎分化形

成内细胞团和滋养层时，添加氨基酸可以满足合成蛋白质的需要，对此时胚胎发育是很

有必要的。因此，通过对比发现，在培养液中添加 2% NEaa和 1% Eaa对牛胚胎发育还

是很有必要的。 

4.3.8 不同培养液组合对胚胎发育的影响 

本试验通过对比发现，使用两种培养液先后培养，所得胚胎的囊胚质量，数量有较

为显著的提高，特别是首先使用CR1aa+BSA培养3 d，然后再使用SOFaa+FBS，获得最

高囊胚数和胚胎的细胞数。而且这样的使用血清，也有效的克服了血清对胚胎发育早期

的毒副作用。而在发育后期血清的添加对胚胎的快速生长是非常必要的[19]。当培养仅用

BSA时，得到的7 d囊胚数和细胞数较低，说明血清发育后期的重要性。也有报道血清促

进囊胚腔形成和改善胚胎质量[20]。此结论与我们的实验发现一致。而且在第3组中，所

得胚胎的色泽较浅，卵裂球间隙连接紧密。因为胚胎胞质的色泽与脂质含量有关，脂质

多，色泽就暗，其耐冷冻的能力就差，说明其质量就差。而CR1aa+SOFaa培养系统，能

够改善胚胎的发育[21]。因此，使用CR1aa+BSA培养牛胚胎3 d，再使用SOFaa+5% FBS

培养，获得胚胎囊胚数量高，囊胚细胞数也多。 

4.3.9 IGF-I对胚胎发育的作用 

体外培养的胚胎细胞凋亡现象非常多，特别是胚胎的体外发育环境不能满足发育的

需要时，尤为如此[22]。所以，在体外培养时，在培养液中添加一些抗凋亡因子，对胚胎

发育有保护作用。其中，多用于抗胚胎凋亡的因子包括，EGF, β-fibroblast growth factor 

(β-FGF), transforming growth factor-α (TGF-α), TGF-β, leukemia inhibitory factor (LIF), 

interleukin-6 (IL-6)[23]等。因为在体内，自分泌和旁分泌的生长因子能特异的改变胚胎的

发育进程。当剥夺这些因子时，就会触发细胞凋亡[24]。本试验选用添加IGF-I，观察是

否对胚胎发育有影响。有报道称IGF-I 对胚胎发育有重要作用。IGF-I的表达能降低小鼠

胚胎的凋亡。Ta-Chin Lin（2003）通过抗凋亡检测，也发现IGF-I对小鼠胚胎细胞有明显

的抗凋亡作用，而且胚胎细胞数也增加了。本试验也得知，IGF-I对胚胎的发育有着显著

的影响，特别是囊胚的扩张能力方面，添加IGF-I后，得到了很大的改善。而未添加组，

胚胎细胞多表现结合不紧密，色泽也暗，虽然也有囊胚和扩张囊胚形成，但数量还是低。

添加浓度为100 ng/mL比50 ng/mL效果较为优化，但差异不显著。 

4.3.10 颗粒细胞共培养体系对胚胎发育的影响 

从上述试验结果可以得出，共培养体系对胚胎发育非常重要，没有共培养，虽然也

可以获得囊胚，但是无论从囊胚数量还是扩张能力而言，都与共培养组相去甚远



            第四章 奶牛体外胚胎批量生产的研究 93 

（P<0.05）。此外山羊颗粒细胞与牛颗粒细胞一样，都能提高囊胚的发育率。

Pavasuthipaisit 等（1994）[25]在培养牛体外受精胚胎时，得出上皮细胞共培养能促进发

育，而且猪细胞共培养比牛细胞共培养更加有效。这与我们所的结果一致，其它动物细

胞能促进胚胎的发育。Feng等（1996）[26]也使用牛输卵管上皮细胞培养人胚胎，获得

较好的结果。这充分说明，共培养细胞的分泌一种可溶性物质，来促进胚胎发育，与其

物种的特异性无关。 

在胚胎培养过程中，氧气浓度对胚胎发育有着重要的影响，降低氧气浓度能够有效

的改善胚胎的囊胚发育率[27]。但是共培养体系培养胚胎，降低氧气浓度就没有必要，

其优点之一就有降低氧气浓度的作用[28]。 

IVM/IVF/IVC的成功率还受每一步细微操作技术的影响。无论卵丘剥离与否,从 IVM

培养液中取出的卵母细胞都要用精子洗涤液或受精液洗涤 3～4 次。每个清洗过程中的

洗净程度，特别是 IVF 后，IVC 前的清洗尤为重要,既要做到防止卵母细胞的裸化，又

要做到镜检时看不到精子的头、尾部。受精卵 IVC 2～3 d后,卵母细胞受卵丘细胞挤压，

易附着于培养皿，不利于发育，要用微吸管吸吹以翻动受精卵，并每两天半量更换一次

新的培养液。 

4.3.11 性控胚胎的体外生产与批量移植 

本试验在以上培养条件的基础上，生产部分性控胚胎，为产业化生产胚胎奠定基础。

从试验数据来看，性控精液的受精能力轻微降低，但是生产的胚胎发育质量没有影响，

而且几个批次间的无差异显著。胚胎移植后，2个月后妊娠检查，受体牛妊娠率保持在

30~45%之间，这结果与国外做的试验一致，05225批次的妊娠率低，仅有29.6%，这与

胚胎的移植数量有关，在这批次中，每一受体移植一枚胚胎。但是，体外受精胚胎流产

率高，这是国内外遇到的普遍问题，特别是在妊娠后18～30 d内，是流产的高峰时期。

此外，大胎综合症也是体外受精胚胎的一大问题，如难产，胎儿畸形，抵抗力低等。但

是就目前的移植结果而言，还是符合我们的预料。不得而知的就是出生胎儿的性别是否

得到有效的控制，还有待进一步验证。 

4.4 小结 

1. 卵泡直径与卵母细胞的成熟与发育能力有显著的相关。特别是从3~6 mm卵泡所获得

卵子成熟，受精和囊胚率比对照组有显著的增加。 

2. 在成熟液中添加 10 ng/mL的 EGF，利于核质成熟。 

3. 卵母细胞成熟过程中，颗粒细胞保持至少 3层以上，才能为其成熟提供必要条件。而

且颗粒细胞能促进精子获能和正常受精。因此在受精时，对颗粒细胞吹打要轻，保

留至少数层，为卵子的正常受精，提供条件。 

4.  Percoll法与上浮法对精子获能和活力的影响不相同，Percoll法快速，活精子数量多，
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但是多精受精多，而上浮法回收精子数量少，可是精子的总体活力要高于Percoll法。 

5. 在牛精子获能液中，添加咖啡因对精子的活力和受精能力无显著的影响，甚至降低了

精子的存活时间。 

6. 本试验在无蛋白质培养液（添加PVA）中，获得12.0%的囊胚形成率，但是扩张囊胚

形成率为0，而添加BSA和FBS，囊胚率和扩张率显著的提高。 

7.  在培养液中添加 2%NEaa和 1%Eaa对牛胚胎发育是很有必要的。 

8.  联合使用培养液能有效的改善胚胎的发育。使用CR1aa+BSA培养牛胚胎3 d，再

SOFaa+5%FBS培养，获得胚胎囊胚形成率高，胚胎细胞数也增加。 

9. 添加IGF-I对胚胎的发育有着显著的影响，特别在囊胚的扩张能力方面得到了很大的

改善；而未添加组，胚胎细胞多表现结合不紧密，色泽也暗，虽然也有囊胚和扩张

囊胚形成，但数量少。 

10. 共培养体系对胚胎的发育有显著的影响。但是使用种间颗粒细胞做共培养层对牛胚

胎的发育无显著差异。 

11. 使用性控精液体外受精，要比常规精液受精能力差，受精率轻微的下降。但是受精

后，胚胎的发育能力无显著的差异。本试验将体外生产的性控胚胎127枚移植给107

头受体牛中，妊娠率达36.5%。 
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第五章 应用 PCR技术鉴定奶牛胚胎性别的研究 

 

目前，性别形成机理的研究已由形态学水平发展到分子水平。性别鉴定的方法也随

性别决定理论研究的深入得到同步发展，从个体水平、细胞水平发展到分子水平。性别

控制(sex control)就是利用现代生物技术有目的的按照人们的生产要求，控制动物后代的

性别比例,在发展奶牛业方面具有重大意义。通过动物性别控制技术的应用，可使某些受

性别限制的性状（如母牛泌乳、公鹿生茸）和受性别影响的生产性状在更多的理想性别

中按生产需要获得更大的经济效益。因此，人为控制动物后代性别比例不仅能够提高畜

牧业生产的经济效益，而且可以排除畜禽群体中的有害基因，防止连锁性遗传疾病，加

快优良种畜繁殖，增强育种工作的选择强度，从而获得最大限度的遗传进展。性别控制

与胚胎移植、胚胎冷冻等技术的结合应用，可以加速濒危动物和珍稀动物的繁殖和保种；

提高优良畜群的增殖速度，促进国际间胚胎和冻精的交流；性别控制也是体外受精、核

移植、单精注射及转基因动物的一项配套基础技术，它的应用必将促进其它生物技术的

发展。近年来，随着转基因家畜的研究进展，人们也希望能按照家畜性别比例的要求，

有选择的进行所需性别的转基因家畜的研究和开发。对早期胚胎的性别鉴定，能够使得

人们的愿望得以实现。从长远发展而言，只有应用现代生物技术，特别是奶牛早期性别

控制技术，是解决奶牛生产当中存在问题的捷径之一。 

目前胚胎性别鉴定方法很多，已经报道的方法有：进行染色体核型分析的细胞遗传

学方法[6,7]；H-Y抗血清识别胚胎表面 H-Y抗原的免疫学方法[8～10]；利用 Y染色体片段

制作核酸探针的杂交法[11～15]等。这些方法由于都有准确率不高、费时，或不适于应用到

实际生产中等缺点而难以推广。进入 20世纪 80年代后，SRY基因的发现及 PCR技术

的应用，为性别鉴定提供了新的思路。胚胎性别鉴定的实质就是检测 Y染色体上的 SRY

基因，是 Y 染色体上的一个核心序列为 250bp，编码 80 个氨基酸的单拷贝基因。Herr

等[16]首先采用 PCR技术扩增 Y多重复序列鉴定了牛、羊等家畜胚胎性别，其鉴定准确

率接近 100%。我国的研究人员采用 PCR技术鉴定家畜性别，将该技术应用到生产实践

中，取得了很大成绩[16~19]。 

用 PCR 鉴定家畜胚胎性别的主要程序为：①获取胚胎：冷冻胚胎、刚从供体牛回

收的鲜胚或体外受精培养的胚胎都可以用来鉴定性别；②设计引物：根据 Y染色体上的

性别决定基因或特异性片段设计引物，同时设计一对公母共有基因引物作为内对照，避

免假阳性的发生；③用显微操作从胚胎中取出几个细胞热处理后进行 PCR 扩增；④电

泳检测。能同时扩增出 Y-染色体上相应片段和公母共有基因片段的胚胎即为雄性胚胎，

而只能扩增出共有基因片段的胚胎则为雌性胚胎。 

本研究的目的是应用 PCR 技术对牛体内胚胎和体外受体胚胎的性别进行鉴定，以
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检测普通精液和性控精液生产胚胎的性别分布比例。在此基础上进一步检测体内胚胎和

体外胚胎移植受体母牛后的妊娠率。对奶牛性别控制技术的完善进行探索，特别是为体

外生产性别控制胚胎的实际应用奠定基础。 

5.1 材料与方法 

5.1.1 材料 

5.1.1.1 精液和胚胎 

普通精液：冷冻精液(0.5 mL)在 39℃水浴中解冻后，置于经平衡的 Percoll液上，400 

g离心 5～40 min后，弃掉上清液，底部精子团用 5 mL SP-TALP液稀释，100 g离心 10 

min，洗涤 2次并调整精子浓度。 

性控精液：购自内蒙古赛科星生物科技有限责任公司生产的性控冻精，0.25 mL塑

料细管，每支含 200万个 X精子。解冻方法同上。 

体内胚胎：分别采用普通精液和性控精液人工授精超数排卵处理后发情的高产奶

牛，非手术法采卵。 

体外胚胎：牛卵巢采至西安某屠宰场，置卵巢采集液中（20～30℃），3～4 h内运

到实验室。采集卵丘卵母细胞复合体，用洗卵液洗涤 3次，放入预先平衡的成熟液中，

置 38.5℃、5% CO2、饱和湿度培养 22~24 h，使卵母细胞成熟。用普通精液和性控精液

对经过成熟的 COCs进行体外受精，经体外培养后评估胚胎质量，然后鉴定或移植。 

5.1.1.2 主要试剂与设备 

DPBS（无钙、镁）：实验室自制 

Mill-Q超纯水：实验室自制 

卵母细胞成熟液：M199 + 10% FBS + 10 mM Hepes +丙酮酸钠+ 10 µg/mL FBS + 10 

µg/mL LH+1 µg/mL E2（Sigma） 

精子获能和受精液：BO液+50 µg/mL Heparin（Sigma） 

胚胎培养液：CR1aa+SOFaa两种培养液联合应用（自制） 

Taq DNA聚合酶及 PCR试剂：TaKaRa公司 

10×TBE缓冲液：54 g Tris碱，27.5 g硼酸，20 mL EDTA(pH8.0)，加去离子水至 1000 

mL，调 pH 至 8.0。 

PE-2400 PCR仪：PERKIN ELMER  

微型离心机：TGL-16B高速台式离心机，上海安亭科学仪器厂 

电泳电源：Multiphor 2197，LKB 

水平电泳槽：DYY-  31AⅢ ，北京六一仪器厂 

凝胶成像系统：GDS-8000，UVP 



              第五章 应用 PCR技术鉴定奶牛胚胎性别的研究 99 

电子分析天平：AA-160型，GERMANY 

低温冷冻冰箱：SANYO，Japan 

微量移液器：GILSON，France 

微量移液器：Eppendorf, German 

实验室耗材(Tip头、离心管等)： 上海生物工程公司 

其他溶液的配制参照《分子克隆·实验指南》[2]，《精编分子生物学实验指南》[1]。 

5.1.2 方法 
5.1.2.1 体内胚胎的生产和性别鉴定前处理 

I 胚胎获取：激素处理供体母牛，进行超数排卵，人工授精，在受精后的第 7 d非

手术冲胚（详见第二章方法）。 

II 胚胎的收集评定：实体显微镜下检胚，检出的胚胎用 PBS 液冲洗 3 遍，在培养

液中评定级别。 

III 胚胎的切割：收集的胚胎放置于已点好 PBS 液滴的平皿中，每个液滴中放 1 枚

胚胎。用简易切割仪切取大约 10个左右胚胎细胞作为样品并编号，用 PBS液洗 3次，

剩下的胚胎部分置于提前编好号码（号码与切割样品的号码一致）的培养液中，置于培

养箱中培养，等鉴定结果出来后移植或培养一段时间后进行冷冻保存。 

5.1.2.2 体外胚胎的生产和性别鉴定前处理 

用普通精液和性控精液分别与体外成熟的卵母细胞进行体外受精(具体操作方法详

见第四章的方法部分)，取受精后 7~8 d发育到桑椹胚至囊胚的胚胎作为样品进行性别鉴

定，等鉴定结果出来后移植或培养一段时间后进行冷冻保存。 

胚胎取样方法同 6.1.2.1。 

5.1.2.3 牛基因组DNA的提取 

    根据 Blin和 Stanfford的方法改进而形成[2]。 

[1] 将冷冻的血样在室温水浴中溶解。 

[2] 取 500 µL全血转移至 1.5 mL Eppendorf管中。向管中加 2倍体积的 PBS液，混

匀，室温下 8000~9000 rpm离心 15 min。重复步骤，直至沉淀变白。 

[3] 弃上清，加 300 µL提取液使其悬浮。加 10~20 µL RNase，混匀，37℃水浴 1 h。

加 10~20 µL PK，混匀。60~65／37℃水浴 3 h。加 1倍体积苯酚，摇动 10～30 min，4℃ 

8000～9000 rpm离心 20 min。转移上清至高压灭菌的 Eppendorf管中。反复抽提至上清

水相清亮透明。 

[4] 加等体积酚：氯仿：异戊醇（25：24：1），摇动，4℃ 8000～9000 rpm离心 15 min。

转移上清，加 1／5体积 NH4Ac/NaAc放置冰上。加 2倍体积预冷的无水乙醇，晃动，
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使 DNA析出，冰上放置 10～30 min。 

[5] 转移 DNA团至一新的 Eppendorf管中，加入 500 µL 70%乙醇洗涤，8000～9000 

rpm离心 3～5 min。倒掉乙醇，使痕量液体流出，真空干燥或空气干燥 10 min。加 500～

1000 TE缓冲液，4℃过夜，使 DNA完全溶解，－80℃冻存。 

[6] 紫外分光光度计检测 DNA的纯度和含量：在石英比色皿中加入 15 µL DNA样

品，加水至 3 mL ，混匀后分别测定 DNA样品在 260 nm 和 280 nm处的紫外光吸收值，

并计算 A260/A280的值，A260/A280应介于 1.75～1.80之间。 

[7] 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA纯度。 

5.1.2.4 PCR反应进行早期胚胎性别鉴定 

5.1.2.4.1 引物的合成 

本研究根据牛特异性DNA序列和SRY基因特异性DNA序列设计以下 2对引物（见

表 5-1）。 

引物由上海生物工程技术服务有限公司合成。 

 
表 5-1 本研究所用引物的核苷酸序列 

Table 5-1  Nucleotide sequences of the primers used in the research 
 

编  号（code） 序    列（sequences） 

B1 5′-TGG AGG CAA AGA ACC CCG CT-3′ 
内源对照特异性引物 

B2 5′-TCG TGA GAA ACC GCA CAC TG-3′ 

S1 5′-CCC TTC CAG CTG CAG TGT CA-3′ 
Y染色体基因组特异引物  

S2    5′-GAT CTG TAA CTG CAA ACC TGG C-3′ 

 

5.1.2.4.2 胚胎基因组DNA的准备 

将胚胎样品放入 1.0 mL灭菌的 Eppendorf管中，加入 20 µL双蒸水，煮沸 5 min后

稍离心，置于－20℃保存或直接用于 PCR。 

5.1.2.4.3 连续复合式PCR 

分别用体内和体外生产的牛胚胎作为样品进行 PCR 反应，鉴定胚胎性别，同时以

10 µL PBS缓冲液作为阴性对照，雄性牛血 DNA作为阳性对照。PCR反应体系及条件

如下： 
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PCR反应体系如下： 

10×反应缓冲液 5 µL 

25 mM MgCl2 2.0 µL 

10 mM dNTP 1.0 µL 

S1 0.5 µL 

S2 0.5 µL 

B1 0.5 µL 

B2 0.5 µL 

  

Taq DNA聚合酶 0.6 µL 

模板 DNA 10 µL 

加水至终体积 50 µL，混匀后稍离心 

在反应液中先加入 S1、S2引物，以热启动方式启动扩增，按以下反应在 Perkin 2400 

PCR仪上进行 PCR反应，95℃预变性 2 min后开始以下循环： 

95℃变性    30 s 

56℃退火    30 s 

72℃延伸    30 s 

10个循环后，再加入 B1、B2引物继续扩增， 

95℃预变性 1 min后进行以下循环： 

95℃变性    30 s 

56℃退火    30 s 

72℃延伸    30 s 

22个循环后，在 72℃下继续延伸 7 min。 

5.1.2.4.4  扩增产物的检测 

反应完毕后，取 10 µL扩增产物与上样缓冲液按 5:1充分混匀，2％含 0.5 mg/mL EB

琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下检测扩增结果，并拍照保存。 

5.1.2.5 胚胎移植 

胚胎取样后保存在培养液中，在性别鉴定结果出来后，移植到同期发情的受体母牛

子宫角深部，方法同第二章和第三章方法内容，或培养一段时间后进行冷冻保存。 

5.1.3 试验数据的统计学分析 
试验组至少重复 3次以上，试验数据用 χ2进行差异显著性分析。 

5.2 结果与分析 

5.2.1 牛SRY基因片段PCR琼脂糖凝胶电泳结果 
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分别取 10 µL 公牛全血和胚胎基因组 DNA的 PCR产物在 2%琼脂糖凝胶上电泳，

紫外光下观察。在阴性对照呈阴性（图 5-1，4泳道），阳性对照呈阳性（图 5-1，3泳道）

的情况下，若出现两条带（A和 B），说明该样品的胚胎为雄性（图 5-1，1泳道），若只

有一条带（A），则为雌性（图 5-1，2泳道），见图 5-1。 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.2.2 牛体内胚胎性别鉴定结果 
共鉴定了普通精液授精产生的胚胎 998枚（其中鲜胚鉴定 163枚，冻胚鉴定 835枚），

性控精液授精产生的胚胎 10 枚，在阴性对照呈阴性，阳性对照呈阳性的情况下，鉴定

结果见表 5-2。本研究所鉴定的胚胎中，共移植鉴定的普通精液授精胚胎 486 枚，其中

雌性胚胎 481枚，雄性胚胎 5枚；移植鉴定的性控精液胚胎 10枚，其中雌性胚胎 8枚，

雄性胚胎 2枚。移植 2个月后检查受体妊娠结果。 
 

表 5-2 牛体内胚胎性别鉴定结果 
Table 5-2 Results of the sex identification for the bovine embryos in vivo 

移 植 
胚胎数 

受 体 
妊娠数 

犊 牛 
出生数

▲胚  胎 胚胎数  ♀ ♂ 不能 
判定

※

♀ ♂ ♀ ♂

妊娠率

％ 
♀ ♂

鲜胚 163 81 79 3 78 5 32 2 41.03 32 2 普通精液 
授精胚胎 冻胚 835 410 413 12 403 0 152 -- 37.72 148 4 
性控精液 
授精胚胎 10 8 2 0 8 2 3 1 40.0% － －

注：※ PCR电泳结果中 A、B条带均未出现者为不能判定。 

▲ 出生犊牛性别与鉴定结果的符合率为 97.85%。 

在移植鉴定的普通精液授精胚胎的受体母牛中，移植雌性胚胎的受体牛妊娠184头，

移植雄性胚胎的妊娠 2 头，总妊娠率为 38.27%。妊娠受体均产出犊牛，犊牛性别与鉴

1. 雄性牛胚胎基因组 DNA的 PCR结果 

2. 雌性牛胚胎基因组 DNA的 PCR结果 

3. 雄性牛全血 DNA阳性对照 

4. PBS缓冲液阴性对照 

M. Marker DL2000 

1. PCR result of the male embryo 

2. PCR result of the female embryo 

3. Positive control of the male cattle’s whole blood DNA 

4. Negative control of the PBS buffer 

M. Marker DL2000 

图 5-1  牛胚胎性别琼脂糖凝胶电泳鉴定结果 
（A. B1、B2引物的扩增产物；B. S1、S2引物的扩增产物） 

Fig.5-1 Electrophoresis results of the sex identification for the bovine embryos 
(A. Products of the primers B1 and B2; B. Products of the primers S1 and S2 ) 
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定结果的符合率达 97.85%。在移植性控精液授精胚胎的受体母牛中，移植雌性胚胎的

妊娠 3头，移植雄性胚胎的妊娠 1头，妊娠率为 40.0%，产犊结果有待验证。 

5.2.3 牛体外胚胎性别鉴定结果 

共鉴定了 351枚胚胎的性别，其中普通精液体外受精产生的胚胎 235枚，性控精液

体外受精产生的胚胎 116枚，胚胎移植 2个月后检查妊娠结果，鉴定结果见表 5-3。 
 

表 5-3 牛体外胚胎性别鉴定结果 
Table 6-3 Results of the sex identification for the bovine embryos in vitro 

 

 

 

 

 

 

在移植普通精液体外受精鉴定胚胎的受体母牛中，移植雌性胚胎的 18 头中 5 头妊

娠，妊娠率为 27.78%。妊娠受体产出犊牛 4头，产犊率为 22.22%，犊牛性别与鉴定结

果相符，鉴定正确率达 100%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

在移植性控精液体外受精鉴定胚胎的受体母牛中，移植雌性胚胎的 24 头，妊娠数

为 6 头，妊娠率为 25.0%，产犊结果有待验证（本试验在 2005 年 3 月初进行移植性控

精液体外受精胚胎）。 
5.3 讨论 

5.3.1 引物设计和PCR反应条件是保证胚胎性别鉴定的基础 
本实验采用在 PCR反应液中先加入 Y染色体特异性引物（S1、S2）扩增 10个循环，

移 植
胚胎数

受 体
妊娠数

犊 牛 
出生数 胚  胎 鉴 定 

胚胎数 ♀ ♂ 不能

判定
※

♀ ♂ ♀ ♂

妊娠率 
% 

♀ ♂ 
普通精液 
体外胚胎 

235 119 114 2 18 0 5 _ 27.78% 4 _ 

性控精液 
体外胚胎 

116 106 9 1 24 0 6 _ 25.00% 未知 _ 

注：※ PCR电泳结果中 A、B条带均未出现者为不能判定 

图 5-2 牛体外胚胎性别鉴定琼脂糖凝胶电泳鉴定结果 
Fig.5-2 Electrophoresis results of the sex identification for bovine embryos in vitro 

牛特异性带 
Y特异性带 

10    11    12    13    14    15     16    17     M 

1     2     3     4     5     6     7     8      M  
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再加入内源对照特异性引物（B1、B2）继续扩增 22个循环的连续复合 PCR方法进行牛

早期胚胎性别鉴定。由于模板中 Y染色体比常染色体的丰度小，相应的能与雄性特异性

引物结合的 DNA 序列比能与内源对照特异性引物结合的 DNA 序列少的多，如果在相

同的 PCR 条件下扩增，雄性特异性扩增片段要比内源对照特异性扩增片段少得多，电

泳结果中就可能难以观察到雄性特异性扩增条带，从而导致性别鉴定符合率的下降。因

此，在 PCR反应液中先加入 Y-特异性引物优先扩增 10个循环，然后再将内源对照特异

性引物加入反应体系中继续扩增 22 个循环，这样，两种特异性片段的扩增数量基本平

衡，使牛早期胚胎性别鉴定在 2 h以内就可以完成，既保证了鉴定的准确率和特异性，

又缩短了鉴定所需时间。 
本实验是在一个反应样管中，同时进行雄性牛特有的 Y染色体特异性 DNA序列和

雌雄性牛共有的特异性 DNA序列的扩增。内源对照特异性引物可以检测反应体系中胚

胎 DNA样品的存在，防止胚胎丢失时出现假阴性结果。曾溢滔[3]、黄淑帧[4]用巢式 PCR

扩增牛 SRY特异性序列，其两次扩增所用引物只有 Y特异性引物，若发生样品丢失，

即无法避免假阴性结果的出现。Macháty [20]、Park[15]采用一对内源对照特异性引物和一

对Y特异性引物同时扩增鉴定 16~32细胞期胚胎单个卵裂球和 8~16细胞期牛胚胎 8、4、

2、10个胚胎细胞的性别。吕碧文[5]、Peura[21]应用一对内源对照特异性引物和两对 Y特

异性引物对同一样品分别扩增，以求达到更准确的结果，防止微小的缺失和插入，但此

技术加重了鉴定操作的工作量，不利于在实践中推广应用。Lopes等[22] 从胚胎取 5~15

个细胞进行鉴定，比较了只用 1对 Y-染色体特异性引物和同时用 1对 Y特异性引物和 1

对牛常染色体引物的效率和准确率，结果显示，只用 1对 Y引物的性别鉴定率为 89.5

％(34/38)，2对引物共用的鉴定率为 94.1％(48/51), 犊牛验证的鉴定准确率分别为 79％

(15/19)和 100％(30/30)。由此可以看出，用 2对引物同时扩增是一项很有效的措施，在

内源对照特异性条带存在的前提下，如果出现 Y特异性带，则说明得到该样品的胚胎为

雄性，如没有 Y特异性带，则说明胚胎为雌性，而且还避免了只用 1对引物时由于胚胎

遗失可能造成的错误判断。 

5.3.2 性别控制技术在实际应用中存在的问题 
目前哺乳动物性别控制的方法多种多样，但最有效的方法是通过分离 X、Y精子和

鉴定早期胚胎的性别来控制后代的性比[23～27]。采用流式细胞仪分离 X和 Y精子以控制

胚胎性别的方法也已逐渐应用到实践当中，该方法分离的准确率达 90%以上，每小时的

分离速度为 3～4×106个精子，收集后的 X或 Y精子与卵子受精 90%以上胚胎发育雌性

或雄性后代。该技术目前存在的主要问题是分离速度太慢。按照目前的分离速度，要获

得一个输精剂量的牛精子，需花费近 20 h。如此长的分离时间直接影响精子的活率，从

而导致受胎率下降。 

总之，从目前的性别决定理论分析，流式细胞仪分类法和 SRY-PCR 扩增法是准确
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而发展前景广阔的两种性别控制方法。但是，前者由于分离速度太慢而影响其在生产中

的应用，目前需要解决的关键问题是提高分离准确率和分离速度，并加强与体外受精和

显微授精技术结合提高分离精子的利用率。后者鉴定时间较长（约 3~4 h），延长了胚胎

在体外停留的时间，而且取样时会对胚胎造成不可避免的损伤，也从一定程度上影响了

胚胎移植的妊娠效率，只有进一步研究简易快速的胚胎切割取样技术、胚胎性别鉴定的

PCR 试剂盒以及取样胚胎的冷冻保存技术，并和当前发展较快的 LAMP 法（鉴定时间

较短，约 30~40 min）胚胎性别鉴定技术相结合，先用 LAMP法对需鉴定的胚胎初步筛

选，对 LAMP法不能确定的结果再应用 PCR法进一步确证，既缩短了鉴定所需时间，

又提高了鉴定正确率。多种方法结合，取长补短，才能使性别控制技术达到推广应用阶

段。 

5.3.3 性别控制技术在畜牧业中的应用 
1989年，Palmer等发现了 Y染色体上的性别决定区(sex determining region of the y 

chromosome， SRY)，该区编码 79个氨基酸，在不同哺乳动物中有很强的同源性。SRY

序列的发现是哺乳动物性别决定理论的重大突破。尽管 SRY序列诱导性别分化的具体

机理有待深入探讨，但是它对性别控制技术的发展具有重要意义。通过对附植前胚胎进

行性别鉴定，然后应用胚胎移植技术，选择所需性别的胚胎进行移植，从而达到控制后

代性别的目的，是目前动物性别控制中较为实用的一类方法。PCR鉴定胚胎性别研究的

成功，使胚胎的性别鉴定进入了一个崭新的发展阶段。虽然我国在牛 SRY基因的分子

克隆及鉴定胚胎性别方面已达到国际先进水平，但这种方法存在一定程度的胚胎结构损

伤。因为胚胎经过体外操作，会对胚胎造成多方面的影响，从而影响鉴定胚胎移植后存

活率。 

因此，目前需要进一步提高胚胎取样技术，尽量减少分割过程中对胚胎细胞的损伤，

保证半胚的受胎率。同时，尽量提高检测的敏感度，以减少胚胎细胞的采集数和对胚胎

结构造成的损伤，提高鉴定后胚胎移植妊娠率。 

由于性控精液生产效率低，每支细管又只有少量（约 200 万个）有效精子，故在人

工授精时需要进行子宫深部输精，对技术人员的要求较高，加之性控精液的价格较高，

为了保证受胎率，每次发情授精次数有可能增加。在现有条件下，大规模推广性控精液

进行人工授精还存在一定困难。若将性控精液用于超排母牛人工授精生产体内胚胎，或

者用于体外受精生产体外胚胎，再与 OPU 技术相配合，则可以生产出高质量的性控胚

胎，也可以充分利用有限的性控精液这一资源。 

性别控制也可以通过胚胎克隆技术来实现。但是，胚胎克隆存在着发育率低、移植

后受胎率低、出生率低以及出生后死亡率和畸形发育率高等诸多缺点，现在在生产实践

中推广应用还受到一定限制。随着胚胎工程技术研究的进一步发展，这些缺点也会逐渐

得到克服，使胚胎克隆技术应用于生产实践这一愿望早日实现。 
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5.4 小结 

1．本研究采用连续复合式 PCR共鉴定了普通精液授精产生的体内胚胎 998枚（其中鲜

胚 163枚，解冻胚胎 835枚），性控精液授精产生的体内胚胎 10枚；鉴定了 351枚

体外胚胎的性别，其中普通精液授精产生的 235 枚，性控精液授精产生的 116 枚。

普通精液体内胚胎性别鉴定后移植受胎率分别为鲜胚 41.03%,冻胚为 37.72，性控精

液体内胚胎的受胎率为 40%；普通精液和性控精液体外胚胎性别鉴定后移植的受胎

率分别为 27.78%和 25.00%；但体外胚胎移植的数量较少。在阴性对照呈阴性，阳性

对照呈阳性的情况下，体内胚胎性别鉴定已移植出生的犊牛性别鉴定符合率达

97.25%，性控精液移植胚胎的犊牛性别鉴定符合率待定。 

2．利用性控精液生产已知性别的胚胎，达到性别控制的目的，提高了母犊的出生比例。

对奶牛性别控制技术的完善进行探索，为体外生产性别控制胚胎的实际应用奠定基

础。 
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第六章 几种常见影响奶牛繁殖效率疾病的防治研究 

 

在胚胎移植技术的实际应用中，常常会遇到一些导致供体和受体母牛生殖机能紊乱

的疾病，使得在对供体进行超排和冲胚时，得到的胚胎数量少或者冲不到胚胎，或者胚

胎质量差导致回收的胚胎可利用率降低；有些疾病还会引起受体母牛利用率降低，或者

受胎率低[1,2,3]。这些均可以使胚胎移植的成功率降低而造成大的经济损失，甚至影响到

胚胎移植技术的推广和应用。这些疾病主要有卵巢囊肿、持久黄体、卵巢硬肿、卵巢机

能减退、早期胚胎流失等。这些疾病还严重地影响了奶牛平时的繁殖力，在一些条件较

差、饲养管理水平低的奶牛场和养殖户，很大一部分淘汰母牛都是由于繁殖机能障碍导

致不孕症而不得不淘汰[4,5,6,7,8,9]。高产奶牛的繁殖障碍发生率必普通奶牛更高，严重地影

响了生产效益[10,11,12,13]。有效地控制这些疾病对提高胚胎移植成功率具有重要意义，也

可以提高供体母牛和受体母牛的再利用率，而且对奶牛日常人工授精受胎率的提高也具

有决定性的作用。 

    本研究总结了近年来胚胎移植工作和多年兽医临床实践中遇到的几种较常见的影

响母牛生殖机能疾病的发病情况、主要治疗措施及治疗效果，尤其是对供体母牛出现的

一些生殖机能障碍进行了较深入的探索。 

6.1 材料和方法 

6.1.1 实验动物   

胚胎移植过程中的供体奶牛和受体牛及临床实践中的不孕症母牛。 

6.1.2 药品   

GnRH：LHRH-A3, 南京市激素制品有限公司, 25µg/支 

FSH：中国科学院动物研究所, 10 mg/支 

      宁波市激素制品有限公司, 100 IU/支 

LH：宁波市激素制品有限公司, 200 IU/支 

hCG：南京动物激素厂, 1000 IU/支 

PMSG(eCG)：内蒙古生物药品厂,800 IU/支 

PG：氯前列烯醇 (Estrumate) 上海计划生育研究所, 0.2 mg/2 mL/支   

EB：苯甲酸雌二醇, 南京动物激素厂, 4 mg/2 mL/支 

P4 ：孕酮（黄体酮）南京动物激素厂, 20 mg/2 mL/支 

CIDR：EAZI-BREED CIDR（1.9 g Progesterone），Pfizer Pty. Limited, New Zealand     

OT：催产素, 南京动物激素厂, 20IU/2mL/支 
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土霉素：赤峰制药厂生产的土霉素碱原粉   

露它净：北京兽药厂, 4 mL/支 使用时稀释为 4% 

促孕灌注液：盐城兽药厂, 20 mL/支                

  中草药：各地医药公司各种中草药饮片 

6.1.3 实验方法  

6.1.3.1 卵巢囊肿的诊断和治疗  

6.1.3.1.1 卵巢囊肿及其诊断标准 

  卵巢囊肿是母牛卵巢上存在的直径超过 25 mm，存在时间在 10 d以上的囊性结构。

病理性卵巢囊肿可进一步分为卵泡囊肿和黄体囊肿两种类型。二者均可以由于排卵失败

而缺乏功能性黄体导致母牛不孕[1,2,14,15,16,17]。 

卵泡囊肿囊壁较薄、内充满液体、囊肿直径≥ 25 mm。多数母牛在一侧或两侧卵巢

存在 1个以上的囊肿性结构。有的卵泡囊肿母牛表现出“慕雄狂”症状，并出现雌激素

诱导的身体结构及行为的变化，如骨盆韧带松弛，外阴和会阴部肿胀，尾根抬高，颈部

增厚等。 

  黄体囊肿的囊壁稍厚、充满液体、囊肿直径≥ 25 mm，分泌正常或超过正常数量的

孕酮。多数患黄体囊肿的母牛长期不发情。大多数黄体囊肿可能通过卵泡囊肿部分黄体

化形成(Garverick, 1997)，若持续存在较高的孕酮浓度， LH释放峰和排卵过程即被抑制，

从而引起不孕。 

    根据近来的研究发现，卵巢上还存在一种直径较大的囊性结构，即囊性黄体或良性

卵泡囊肿，这些结构不影响正常的生殖功能，既不改变发情周期，也不影响妊娠。但这

种现象的出现对卵巢囊肿的诊断和治疗变得复杂化。 

临床上一般通过直肠检查进行诊断发现直径≥ 25 mm的囊肿，10 d后再次检查仍然

在同一部位存在，即可判断为卵巢囊肿。但是，通过直肠触诊来区分卵泡囊肿和黄体囊

肿是很困难的[1,2,16]。 

6.1.3.1.2 卵巢囊肿的治疗方案 

现行的激素治疗两种卵巢囊肿的方法基本一致，其主要方向是使囊肿黄体化，而后，

重建一个正常的发情周期。 

⑴ GnRH治疗：每头奶牛肌肉注射 LHRH-A3 100 µg。 

⑵ GnRH＋PG治疗：每头奶牛肌肉注射 LHRH-A3 100 µg后第 9 d，再注射氯前列烯醇 

(Estrumate) 0.4~0.6 mg。 

⑶ 中药方剂治疗：应用理气行滞、活血祛淤、化痰散结消癥的治疗原则。基本方剂组

成：当归 30 g、桃仁 20 g、红花 15 g、郁金 20 g、元胡 20 g、鸡血藤 30 g、三棱 20 g、

莪术 30 g、丹参 30 g、丹皮 30 g、海藻 20 g、夏枯草 30 g、皂刺 30 g、黄芪 40 g、砂仁
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15 g、青皮 20 g、鸡内金 30g、五灵脂 30 g、茯苓 20 g、浙贝 20 g、制半夏 20 g、甘草

15 g，随证加减。粉碎，开水冲调，候温灌服，隔日 1副，连服 5副。 

⑷ GnRH配合中药治疗：每头奶牛肌肉注射 LHRH-A3 50 µg后同时内服中药方剂，方

法和剂量同⑵。 

6.1.3.2供体超排冲胚后黄体退化不全形成硬肿的治疗和预防 

6.1.3.2.1 黄体退化不全形成硬肿及诊断 

本病是在胚胎移植中遇到的一种严重疾病，多发生在超数排卵时 FSH 给药剂量过

大，或冲胚后黄体消退不完全甚至没有采取消黄措施，使得卵巢在超排冲胚后不能及早

恢复正常，而不能表现出正常的生殖功能。这种疾病的发生很可能是在超排后原来的黄

体组织没有及时的消退，存在时间过长，局部结缔组织增生，而发生器质性变化所致。

发生本病的母牛，黄体维持时间比正常或超排冲胚后采取消黄措施的母牛要长约 2个发

情周期，大多数长时间不发情，少数表现发情周期延长，或者发情周期不规律，即使发

情也难以在授精后怀孕。直肠检查，子宫基本正常，只是卵巢体积要比正常母牛的卵巢

增大数倍甚至数十倍，最大的直径超过 15cm，这种卵巢上有多个大小不一的较硬的突

起，但这些突起的质度要比功能性黄体硬，经前列腺素注射治疗卵巢体积的缩小和突起

的消退程度很低甚至没有效果。 

6.1.3.2.2 黄体退化不全形成硬肿治疗方案 

本病在国内外文献中还未见相关报道，难以借鉴前人的诊疗经验。从临床症状表现

来看，本病和卵巢囊肿同样属于祖国传统医学中的“癥瘕”范畴。所以，对本病的治疗

仍采取和卵巢囊肿相似的中药方剂。 

应用理气行滞、活血祛淤、化痰散结消癥的治疗原则。基本方剂组成：当归 30 g、

桃仁 30 g、红花 15 g、郁金 20 g、元胡 20 g、鸡血藤 30 g、三棱 30 g、莪术 40 g、丹参

30 g、丹皮 30 g、海藻 20 g、夏枯草 30 g、皂刺 30 g、黄芪 40 g、砂仁 15 g、青皮 20 g、、

水蛭 20 g、穿山甲 20g、五灵脂 30 g、、浙贝 20 g、制半夏 20 g、甘草 15 g，随证加减。

粉碎，开水冲调，候温灌服，隔日 1副，连服 3副后, 间隔 1wk再服 2~3副。对硬肿没

有完全消退者，20 d后适当调整方剂再行一个疗程。 

6.1.3.3持久黄体的诊断和防治  

6.1.3.3.1持久黄体及其诊断标准 

母牛怀孕黄体在分娩后或周期黄体超过正常黄体时限仍未消退，并且仍然保持分泌

孕酮的功能，称为持久黄体（Persistant Corpus Luteum）。由于持久黄体持续的分泌多量

孕酮，抑制了卵泡的正常发育，使母牛发情的周期性循环被破坏，表现长期不发情或者

发情周期变长。临床上如果母牛长期不发情，直肠检查发现一侧或两侧卵巢有质度较硬

的突起，10～14 d后再次检查卵巢上同一部位原突起仍然没有消退，可以诊断为持久黄
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体。 

6.1.3.3.2 持久黄体的防治方案 

⑴ PG治疗：肌肉注射氯前列烯醇 0.6 mg。 

⑵ EB治疗：肌肉注射苯甲酸雌二醇。 

⑶ PMSG：肌肉注射 PMSG 1600 IU。 

⑷ 促孕灌注液：子宫内注入促孕灌注液 40 mL，3 d后再注一次。 

6.1.3.4 卵巢机能减退的治疗 

6.1.3.4.1卵巢机能减退及其诊断标准 

    卵巢机能减退是卵巢机能暂时受到扰乱，处于静止状态，或者发情周期不完全，不

出现发情现象。根据卵泡发育及发情表现的差异，卵巢机能减退可分为 2种类型： 

⑴ 卵巢机能不全  母牛出现发情或发情周期延长，发情的外表征候正常或微弱；

卵巢中有各种不同的阶段停滞发育的卵泡，有的可能有成熟卵泡，但不排卵，或者排卵

延迟。 

⑵ 卵巢静止  是卵巢机能受到扰乱后处于静止状态。母牛不发情，卵巢大小、质

地正常，其上既无卵泡，也无黄体。 

直肠检查时，卵巢形状和质地无明显变化，也触摸不到卵泡或者黄体，有时可能在

一侧卵巢上感觉到有很小的黄体残迹。卵巢体积显著变小，如豌豆大。卵巢仍无变化，

即可确诊。 

6.1.3.4.2 卵巢机能减退的防治方案 

    治疗卵巢机能减退，必须在良好的饲养管理条件下进行。 

⑴ 激素疗法 

①FSH+LH：肌肉注射 FSH 200 IU，出现发情表现后再肌肉注射 LH 200 IU. 

②PMSG＋hCG：一次肌肉注射 PMSG 1600 IU，出现发情后再注射 hCG 5000 IU。 

⑵ 子宫内注入促孕灌注液 每次向子宫内注入促孕灌注液 40 mL，3 d后重复注射

一次。 

⑶ 中药治疗：治疗原则以健脾益气，补益肾元，活血化瘀为主。基本方剂组成：

党参 30 g，黄芪 30 g，山药 30 g，当归 25 g，川芎 20 g，益母草 30 g，五灵脂 30 g，熟

地 30 g，丹参 30 g，淫羊藿 40 g，仙茅 30 g，肉苁蓉 30 g，枸杞子 30 g，续断 30 g，香

附 30 g，牛膝 20 g，女贞子 30 g，青皮 20g，陈皮 30g，甘草 20 g，随证加碱。粉碎，

开水冲调，候温灌服，隔日 1服，连服 5次。 

6.1.3.5 慢性子宫内膜炎的诊断和防治 

6.1.3.5.1慢性子宫内膜炎及其诊断标准 

慢性子宫内膜炎是子宫粘膜发生的慢性炎症过程，大多数病牛的发情周期基本正
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常，少数牛有发情紊乱的表现，但都屡配不孕。无论是在奶牛场还是个体养牛户，其发

病率都很高，在淘汰的母牛中，绝大多数是屡配不孕者，而其中 75％是长期患慢性子宫

内膜炎所致，给奶牛业造成巨大的损失。 

    本病主要是通过全面的了解病史，阴道检查，直肠检查，结合其它一些检查方法进

行诊断。 

    阴道检查的判断标准：子宫颈外口排出化脓性或粘脓性分泌物，或排出的分泌液中

有大小不等的黄色或白色絮状物，判断为子宫内有炎性产物生成。 

    直肠检查的判断标准：一侧或两侧子宫角增粗增长，质度变硬，弹性下降，或子宫

角变细变硬者，或子宫角增粗变软者，子宫收缩反应减弱者，可以判断为子宫发生不同

程度的病理变化。 

6.1.3.5.2慢性子宫内膜炎的防治方案 

慢性子宫内膜炎的治疗方法很多，包括子宫冲洗、子宫内投入抗菌消炎药、激素疗

法、中药疗法、激光疗法等，本试验主要采用子宫内注入药物和中药疗法。采用子宫内

注入药物治疗时，若子宫内有液体积留，需先用 0.05%～0.1%的新洁而灭溶液冲洗子宫

并将冲洗液及子宫内容物尽量导出。 

⑴ 子宫内注入药物：分别用如下药物注入子宫，较严重病例重复注入 3~5次。 

① 自配土霉素油剂：土霉素 1.0 g，以丙二醇 20 mL为溶剂，现配现用或 24 h内用

完。 

② 普鲁卡因青霉素：上海兽药厂生产。子宫内每次投入 400 万单位的普鲁卡因青

霉素，以生理盐水或注射用水稀释。 

③ 碘甘油：0.2%的碘甘油 30～40 mL。 

④ 露它净：北京兽药厂生产。原液稀释为 4％，子宫内注入 30～40 mL。 

⑤ 促孕灌注液：每次 40 mL。较严重的病例，每隔 3 d 注入一次，连注 3次。 

⑵ 激素疗法：肌肉注射氯前列烯醇 0.4 mg, 10 d后重复注射一次。 

⑶中药疗法：基本方剂：当归 30 g，川芎 20 g，红花 15 g，益母草 30 g，枳壳 40 g，

丹参 40 g，丹皮 30 g，桃仁 20 g，公英 40 g，紫花地丁 40 g，天花粉 30 g，淫羊藿 30 g，

赤芍 20 g，漏芦 20 g，牛膝 20 g，熟地 25 g，生地 25 g，黄芩 30 g，香附 30，甘草 15 g，

随证加减。子宫发生硬化者，加三棱 25 g、莪术 25 g；子宫角增粗松软者，加黄芪 30g，

白术 30g，青皮 30g。子宫发生化脓者，加皂刺 30 g、忍冬藤 40 g。上述药物粉碎后内

服，隔日 1服，每个疗程 3～5服。 

6.1.3.6 胚胎死亡的控制 

6.1.3.6.1 胚胎死亡及其临床诊断 

胚胎死亡分为胚胎早期死亡和胚胎晚期死亡。早期死亡主要发生在受精后 16 d 之
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内，晚期死亡主要发生在受精后 16～42 d。 

牛胚胎死亡是一个复杂的难题，对其诊断和发病率的确定还非常困难，而且真正胚

胎死亡的发生率是难以确定的。在临床上主要是以配种后超过一个发情周期后返情，而

又没有表现出明显的外观症状，直肠检查没有发现子宫和卵巢的明显异常来作出判断。 

6.1.3.6.2 胚胎死亡的防治方案 

控制胚胎死亡，重在预防。本试验采取了以下 3种预防方案控制胚胎死亡，并在人

工授精后第 60 d通过直肠触诊进行妊娠诊断，对以下 3种方案的效果进行了比较。 

⑴ 孕酮补充：发情后第 1、2、3、4 d每日肌肉注射孕酮 50 ~100 mg。 

⑵ 延迟黄体溶解过程：受体牛胚胎移植后第 8 d或者在人工授精后 15 d一次性肌

肉注射 hCG 10,000 IU，以使黄体期延长，因而发情周期也延长。 

⑶ 中药方剂：采用补肾健脾，益气补血，活血化瘀的治疗原则。基本方剂为：杜

仲 20 g、菟丝子 30 g、党参 30 g、白术 30 g、桑寄生 20 g、续断 30 g、黄芪 30 g、熟地 

30g、当归 20 g、川芎 20 g、白芍 20 g、丹参 30g、砂仁 15 g、陈皮 30g、女贞子 20 g、

枸杞子 30 g、五味子 30 g、巴戟 20 g、牛膝 20g、香附 30 g、 炙甘草 25 g。隔日 1次，

共 3次，配种或移植的前一个周期内服。  

6.2 结果与分析 

6.2.1 卵巢囊肿的治疗结果 

6.2.1.1 卵巢囊肿的治愈标准 

    治疗后以卵巢上的大的囊性结构基本消退，恢复正常发情周期为标准。用 GnRH治

疗，一般在 18～23 d恢复发情，GnRH配合 PG治疗，可以将恢复发情的时间提前到 12 

d左右。单纯用中药内服法，治愈的母牛在 15~25 d可恢复发情。 

6.2.1.2 临床治疗效果 

在患牛第一次恢复发情后立即进行人工授精，60 d通过直肠检查进行妊娠诊断，统

计其受胎率。各种治疗方法的效果见表 6-1。 
 

表 6-1  4种治疗方法对奶牛卵巢囊肿的治疗结果比较 
Table 6-1  Results of four treatment methods to ovarian cyst in dairy cows  

治疗方法 治疗头数 治愈数 治愈率(%) 治愈后第一情期受胎率(%)  

GnRH 53 44 83.0(44/53) 52.3 (23/44) 

GnRH+PG 66 57 86.4(57/66) 54.4 (31/57) 

中药 42 31 73.8(31/42) 58.1 (18/31) 

GnRH+中药 87 76 87.4(76/87) 55.3 (42/76) 

由表 7-1 可见，以 GnRH 治疗奶牛卵巢囊肿具有比较显著的效果，中药对奶牛卵

巢囊肿的治疗效果不如激素疗法，若将 GnRH与 PG或中药合并应用，将会增强其疗效，
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GnRH配合 PG可以将由治疗开始到恢复发情的时间从 18～23 d提前到 12 d，而 GnRH

与中药合并应用治愈率最高。中药单独治疗，虽然治愈率不如其它三种方法，但治愈后

第一情期受胎率最高。 

6.2.2 黄体退化不全形成硬肿的治疗结果 

6.2.2.1黄体退化不全形成硬肿的治愈标准 

    治疗后 2个月之内，卵巢大小恢复正常，卵巢上的硬肿基本消失，恢复发情或卵巢

上有正常的卵泡或黄体形成。 

6.2.2.2 临床治疗效果 

    临床上共处理患牛 46头，经一个疗程治疗后 20~40 d治愈 24头，经第二疗程治愈

18头，总治愈率 91.3%。对治愈的 42头奶牛中的 30头进行超排处理。 

6.2.2.3 黄体退化不全形成硬肿治愈牛与正常奶牛冲胚效果比较 

对上述治愈的 42头奶牛中的 30头进行超排处理，同时处理正常奶牛 25头作为对

照。冲胚结果见表 6-2。 
 

表 6-2 黄体退化不全形成硬肿治愈牛与正常奶牛冲胚效果比较 
Table 6-2  Comparison of embryo recovery between normal and cured dairy cows 

组别 头数 平均胚胎数 平均可用胚胎数 胚胎可利用率% 

治愈牛 30 8.1±6.81a 5.6±3.34a 69.1a 

正常牛 25 8.7±5.11a 6.1±2.77a 70.1a 

        注：表中同列数据后字母为显著性标记。字母相同差异不显著，字母不同差异显著(P﹤0.05),下表同。 

由表 6－2 可见，黄体退化不全形成硬肿的治愈牛进行超排处理后，所获得的平均

胚胎数、平均可用胚胎数和胚胎可利用率稍低于正常奶牛，和正常奶牛相比差异不显著

（P＞0.05）。说明应用理气行滞、活血祛淤、化痰散结消癥的原则治疗黄体退化不全形

成硬肿的奶牛疗效显著，而且可以用于再次超排，提高供体牛的利用率。 

6.2.3持久黄体的治疗结果 

6.2.3.1持久黄体的治愈标准 

    用药后直肠触诊卵巢上黄体消退，并有卵泡发育，外观有发情表现并可正常排卵者，

即判为基本治愈，配种后 60 d左右直肠触诊检查是否怀孕。 

6.2.3.2 临床治疗效果 

由表 6－3 可见，PG、EB、PMSG 和促孕灌注液对治疗奶牛持久黄体均有一定疗效，但是 EB

和 PMSG的效果不如 PG和促孕灌注液的治疗效果，从治愈牛的受胎情况来看，促孕灌注液的效果

最好。 
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表 6-3  4种治疗方法对奶牛持久黄体的治疗结果比较 

Table 6-3  Different effects of various treatment methods for persistant corpus luteum of dairy cows 

治疗方法 治疗头数 治疗后出现 
发情时间(d) 治愈数 治愈率(%) 治愈后二次情期 

受胎率(%)  

PG 358 2～5 319 89.1 a (319/358) 75.5 a (241/319) 

EB 37 1～2 23 62.2 b (23/37)  47.8 b（11/23） 

PMSG 35 7～10 23 65.7 b (23/35) 56.5 b (13/23) 

促孕灌注液 78 7～15 67 85.9 a (67/78) 77.6 a (52/67) 

     

6.2.4 卵巢机能减退的治疗结果 

6.2.4.1卵巢机能减退的治愈标准 

    一个情期之内出现发情表现，卵巢上有卵泡发育并且可以成熟排卵。 

6.2.4.2 临床治疗效果 
 

表 6-4  4种治疗方法对奶牛卵巢机能减退的治疗结果比较 
Table 6-4 Comparison of treatment effects of 4 methods on afunctional ovaries of dairy cows   

治疗方法 治疗头数 治疗后出现

发情时间(d) 治愈数 治愈率(%) 治愈后二次情期 
受胎率(%)  

FSH+LH 82 7～12 62 75.6(62/82) 62.9(39/62) 

PMSG＋hCG 105 5～8 67 63.8(67/105) 58.2(39/67) 

促孕灌注液 235 7～20 172 73.2(172/235) 65.7(113/172) 

中药治疗 389 7～20 321 82.5(321/389) 67.3(216/321) 

     

治疗奶牛卵巢机能减退应用的方法不同，治愈率也不同，而且治愈后对其受胎率的

影响也不一样。比较应用 FSH+LH、PMSG＋hCG、促孕灌注液和中药对治疗奶牛卵巢

机能减退的效果，由表 6-4的结果可以看出，内服中药和子宫内注入促孕灌注液对治疗

奶牛卵巢机能减退的效果较应用激素效果要好，但要考虑到激素疗法一次用药，而内服

中药疗法一个疗程要服药 5服，子宫内注入促孕灌注液用药 2次。 

6.2.5 慢性子宫内膜炎的治疗结果 

6.2.5.1慢性子宫内膜炎的治愈标准 

    发情周期正常，发情时流出的粘液清亮，无混杂物或絮状物，阴道检查粘膜色泽正

常，子宫颈外口部无肿胀或病变，直肠检查子宫的大小、质度、收缩力正常，即判为慢

性子宫内膜炎临床痊愈。 
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6.2.5.2 临床治疗效果 
 

表 6-5  6种治疗方法对奶牛慢性子宫内膜炎的治疗结果比较 
Table 6-5 comparison of treatment effects of 6 methods on chronic endometritis of dairy cows 

治疗方法 治疗头数 临床 
治愈数

治愈率(%) 治愈后二次情期 
受胎率(%)  

土霉素 226 193 85.4(193/226) 83.9 (162/193) 

普鲁卡因青霉素 137 108 78.8(108/137) 75.0 (81/108) 

碘甘油 66 41 62.1(41/66) 70.7 (29/41) 

露它净 161 127 78.9(127/161) 79.5 (101/127) 

促孕灌注液 315 267 84.8(267/315) 82.0 (219/267) 

PG 186 142 76.3(142/186) 78.9 (112/142) 

中药治疗 528 419 79.4(419/528) 84.7355/419() 

     

治疗慢性子宫内膜炎的方法有多种，本文只列举了常用的子宫内注药法常用的几种

药物和中药内服治疗法。从表 7-5可以看出，土霉素、促孕灌注液和前列腺素一个疗程

治愈效果较好，而治愈后 2个情期配种受胎率以土霉素组和内服中药组效果更好。 

6.2.6 早期胚胎死亡的预防效果 

6.2.6.1 对胚胎死亡控制效果的评价 

    妊娠 60 d后进行直检，比较处理组和相同条件下未处理组之间的受胎率，以判断各

处理组的预防效果。 

6.2.6.2 对胚胎死亡控制的效果 
表 6-6 不同处理方法对胚胎死亡控制效果比较 

Table 6-6 comparison of prevent effects of various methods on bovine embryonic loss  

人工授精奶牛 胚胎移植受体牛 
组 别 

处理时间 受胎率(%) 处理时间 受胎率(%) 

对照组 － 53.3 (16/30)a － 43.3 (13/30)a 

P4 发情后第 1, 2, 3, 4 d 56.1 (74/132)a 发情后第 1, 2, 3, 4 d 49.2 (32/65)b 

hCG 发情后第 15 d 60.3 (35/58)b 移植后第 8 d 53.3 (32/60)b 

中药 配种的前一个周期 58.3 (21/36)b 移植的前一个周期 55.3 (31/56)b 

    由表 6-6显示，和对照组相比，经 3种方法处理后，人工授精奶牛和胚胎移植受体

牛的受胎率均明显提高，尤其是中药处理组对胚胎死亡的控制效果更显著。 

6.3 讨论 

繁殖障碍是影响奶牛业繁殖效率和经济效益的主要不利因素，也是影响胚胎移植
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供体超排和受体利用的不利因素。随着奶牛产奶量的增加和奶牛场规模的扩大，奶牛卵

巢和子宫机能障碍也表现出较大幅度增加的趋势，严重地影响了奶牛的繁殖力，使奶牛

业的经济效益下降[7,8,9,10,11,17,18,47]。胚胎移植过程中，由于供体母牛的生殖机能障碍，使

得在超排冲胚时所获得的胚胎数量减少，甚至冲不到胚胎，或者胚胎的质量严重下降，

可利用率大大降低[3,19]；而若受体母牛发生生殖机能障碍，则影响同期发情效果，或者

即使移植其受胎率也很低，造成胚胎移植效率下降，也因而影响到胚胎移植技术的大规

模推广和应用[3,19]。 

卵巢囊肿是引起奶牛不孕症的常见原因之一。激素疗法可以使绝大多数的患病母牛

恢复，目前临床上常用的药物为 GnRH及其类似物、LH、hCG和 PG[14,20,22,23]。另外，

加强饲养管理，保证供给充足的营养，特别是对缺硒地区给母牛补充含硒饲料，可以减

少或预防本病的发生[21,28]。对产后 2 wk左右的母牛注射 GnRH对本病的预防有一定的

作用[2,17,47]。 

黄体退化不全形成硬肿是在胚胎移植工作中遇到的一种比较特殊的情况。这主要是

由于超排 FSH 剂量过大，而冲胚后又没有及时地采取消黄措施造成的。笔者曾经数次

遇到这类病例，有的母牛发生本病后几个月甚至有长达 2年不能恢复正常生殖机能，卵

巢上的硬肿长期不消退，有的表现长期不发情，有的即使发情，人工授精也不能怀孕，

个别母牛由于胚胎没有冲尽，发生多胎怀孕，最多的 2例达到 4胞胎，于妊娠 7个月左

右早产。对本病的诊断和治疗没有前人的直接经验可遵循，曾经误诊为持久黄体，但是

用前列腺素治疗效果不佳。因此借鉴传统中医方法进行治疗。 

以祖国传统医学的观点，卵巢囊肿和黄体退化不全均属于“癥瘕”、“肠覃” 、“积

聚”的范畴[24,25,26,27,29]，认为它们多由于气滞血瘀与水湿互凝所致。病机主要为脏腑功

能失调以及气滞血瘀，痰浊凝滞。痰浊内生，痰气郁结，气滞血瘀，痰瘀留滞胞络，闭

塞隧道而发为本病。瘀血既是病理产物，又是致病因素[24,25,27,29]。中医古籍早有类似本

病之论述，《灵枢》称之为“肠覃”。“肠覃何如,⋯⋯寒气乃起，息肉乃生，其始生也，

大如鸡卵，稍以益大，至其成，如怀子之状，久者离岁，按之则坚，推之则移，月事以

时下，此其候也”（《灵枢·水胀篇》）。根据本病之病因病机，治疗应以理气行滞、活血

祛瘀、化痰散结消癥立法。方中当归、桃仁、红花、郁金、元胡、鸡血藤、丹参、、丹

皮、五灵脂活血化瘀，青皮、浙贝、制半夏、砂仁理气化痰行滞，三棱 30 g、莪术、水

蛭 20 g、穿山甲破血消癥，海藻 20 g、夏枯草 30 g、皂刺可增软坚散结、破瘀消癥之效，

黄芪 30 g、砂仁、鸡内金健脾益气，甘草和中、调和诸药，共奏消除癥瘕之效。 

持久黄体和卵巢机能减退均属于卵巢功能失调性不孕症。临床上以激素疗法为主，

常用的激素有 FSH、LH、GnRH、PMSG、Es、PGs等[1,2,13,17,30,31,32,33,]。以中医学和中兽

医学的观点，肾主生殖，二者都可以归类为肾虚和气滞血瘀型不孕症，因此治疗以补益

肾元、活血化瘀、健脾益气为原则。在方剂中采用补肾兴阳，补血活血，滋阴补肾等方

药进行治疗[35,36,37]。方中熟地、淫羊藿、仙茅、肉苁蓉、枸杞子、女贞子补肾益精，当
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归、川芎、益母草、五灵脂补血活血祛瘀，党参、黄芪、山药、青皮、陈皮健脾理气，

白芍、香附疏肝解郁，甘草和中、调和诸药。诸药和合，共收补肾益精，调和阴阳之功，

促使生殖机能恢复正常。 

慢性子宫内膜炎多是由子宫急性感染而来，例如分娩时难产，产道损伤和污染，产

后胎衣不下，医源性污染，其它部位发生感染性炎症或者全是感染继发子宫内膜炎，以

及其它各种因素造成子宫产后复旧不全，均可导致慢性子宫内膜炎的发生[1,2,17,47]。 

对于慢性子宫内膜炎的治疗，子宫内投药是一种简便而有效的方法。人们尝试应用

了多种药物和剂型[1,17,41,42,43,44,47]。但应用子宫内给药要掌握使药物在子宫中保持较长时

间的有效治疗浓度和尽量保证抗菌消炎药物的广谱抗菌性的原则。因为对于慢性子宫内

膜炎的治疗主要是要求药物在子宫粘膜局部发挥作用，某些药物剂型可以在子宫很快被

吸收进入子宫深层或进入全身血液循环，在子宫粘膜局部停留时间短，对子宫粘膜局部

的作用就减弱；对于广谱抗菌药物又不能用刺激性过强的药物，如果应用某些具有强刺

激性的药物，虽然有较强的抑菌杀菌效果，但也容易对子宫粘膜造成不同程度的伤害，

也是不可取的。笔者的体会是，所用的药物中，以在子宫内吸收缓慢的油剂和混悬剂及

一些中药制剂效果更好，如土霉素油剂和促孕灌注液治愈率相对更高。对于一些较严重

的病例，还需要几种药物和多种方法配合治疗，例如子宫内注入抗菌消炎药的同时配合

中药内服，效果会更显著。 

早期胚胎死亡问题已经越来越引起人们的重视，多种因素可以造成本病的发生
[48,49,50,51,52,53,55,56]，即使是在正常牛，在受孕和母体识别期间前后也有高的胚胎死亡率

(Mann et al., 1999)[52]。在这一时期之后的损失较少，但仍然影响受胎率。对牛的早期胚

胎死亡研究表明，AI后肉牛的受精率是 90%，在第 8 d胚胎存活率为 93%，而在 AI后

第 12 d胚胎存活率仅为 56%(Diskin and Sreenan, 1980)[59]。在奶牛，AI后第 7 d，只有

48%的胚胎被认为是正常的(Weibold, 1988)[ 58]。因此，真正的妊娠损失可能发生在 AI

后 2 周之内。胚胎死亡的发生，除了遗传性因素外，还与 AI 时间掌握不当，以及授精

前后内分泌异常、泌乳、环境因素和管理因素有关。各种因素可以造成胚胎发育与子宫

内环境状况的不同步，而子宫在发情配种或胚胎移植后的组织学变化和卵巢、子宫和胚

胎的内分泌机能及相互协调有密切关系，因此控制胚胎死亡的关键是调整授精前后的内

分泌状况，使机体处于有利于胚胎发育和附植的状态，减少胚胎的死亡。孕酮对维持怀

孕是必需的，妊娠期间孕酮水平低下与胚胎死亡特别是早期胚胎死亡是直接关联的。因

此在妊娠早期补充孕酮或增强黄体功能能够减少胚胎的损失。本实验中应用发情或授精

后连续注射 P4和在周期黄体退化前增强黄体功能（注射 hCG）来控制早期胚胎死亡，

取得了明显的效果，受胎率比对照组显著增高。但是给予孕酮的剂量和注射 hCG 的时

机要掌握好。有资料显示，在配种后第 1 d和第 2 d即给母牛阴道内放置 CIDR(1.9 g P4)

并不能提高受胎率，这可能和 CIDR内孕酮的大量释放引起机体正常的 LH分泌紊乱有

关；而在发情配种后第 11 d、第 12 d和第 17 d之后注射 hCG对受胎率的影响也很低[60]，
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第 15 d是母牛妊娠识别的一个生理性“窗口”。 

    奶牛生殖机能障碍的发生大多数是由于不良的饲养管理水平及产前产后各种疾病

造成的，因此要加强饲养管理，特别是要做好围产期母牛的管理，才能有效地降低这类

疾病的发病率。对家畜特别是奶牛生殖机能障碍的治疗方法有很多种，主要包括激素疗

法、抗生素疗法、物理疗法（如特定电磁波治疗法、激光治疗法、红外线治疗法、针灸

疗法等），以及传统医学疗法等[1,2,17,61]。而物理疗法由于受设备条件和兽医临床实践的

特殊性的限制，其大规模推广应用目前还受到一定困难，激素疗法和抗生素疗法在当今

也遇到一些问题，如激素的剂量和给药时间难以掌握，激素和抗生素的残留对乳制品的

质量的影响和对人类健康的危害已经提到议事日程上来。目前在国内的大型乳品企业已

经要求无抗奶和无激素残留奶，而药物残留对我国的一些肉制品出口企业曾经造成了巨

大的经济损失，因而国家在制药行业已强行停止某些抗生素原料药的生产。从这些可以

看出，在畜牧业生产和兽医临床实践中，迫切需要开发出疗效显著而又对人和动物没有

危害的治疗方法。在国外已经有人用酶制剂替代抗生素治疗奶牛乳腺炎和子宫内膜炎，

而且取得了很大的成功[45]。我国的传统医学和传统兽医学积累了几千年的经验，在这方

面具有独到的优势。内服中药虽然疗效显著，但是由于其用药剂量过大，组方复杂，使

用不便等缺点，在临床实践中的应用受到一定限制。南京农业大学的宋大鲁教授在上世

纪八十年代研究成功的促孕灌注液，不但对动物卵巢机能减退有显著效果，而且对持久

黄体、慢性子宫内膜炎也有非常好的治疗效果[37,38,39,40]。近年我国也开发出其它一些用

于家畜疾病治疗的纯中药提取制剂，如中国农科院中兽医研究所研制的“清宫液”[46]，

胡秀芳等研制成功的“清宫消炎混悬剂” [35,36]，李树明研制成功的“宫炎宁”等[61]。

传统的中医药学与现代科学技术的有机结合，必将使祖国这一伟大瑰宝绽放出异彩。 

6.4 小结     

1．卵巢囊肿的诊断以卵巢上存在时间超过 10 d，直径≧25 mm的囊泡性结构，且发情

周期和发情表现异常为诊断标准。激素治疗以 GnRH和 hCG为主，中医以理气行滞，

活血祛瘀，化痰散结消癥为治疗原则。本研究中激素疗法中 GnRH 一次治疗的治愈

率为 83%, GnRH＋PG治愈率为 86.4%, 中药内服一个疗程治愈率为 73.8%, GnRH＋

中药内服治愈率为 87.4%；各治疗组治愈后第一情期受胎率分别为

52.3%,54.4%,58.1%和 55.3%。 

2．黄体退化不全形成硬肿是奶牛胚胎移植中供体母牛出现的特殊情况。借鉴中国传统

医学观点，将之归为“癥瘕”、“积聚”、“肠覃”范畴，采用理气行滞，活血祛瘀，

化痰散结消癥的治疗原则，经 2 个疗程治疗，总治愈率 91.3%.治愈母牛再次用于超

排，所获胚胎数量及可利用率与正常母牛没有显著差异。 

3．在本研究中对持久黄体的治疗方法中，以促孕灌注液和激素疗法中 PG 注射效果最

好，治愈率分别为 85.9%和 89.1%,治愈后 2个情期受胎率分别为 77.6%和 75.5%。 
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4．本研究中卵巢机能减退 4个治疗组 FSH＋LH组、PMSG＋hCG组、促孕灌注液组和

中药内服组的治愈率分别为 75.6%、63.8%、73.8%和 82.5%；治愈后 2 个情期受胎

率分别为 62.9%、58.2%、65.7%和 67.3%。 

5．本研究中治疗慢性子宫内膜炎的几种子宫内注药方法中，以土霉素油剂和促孕灌注

液效果较好，治愈率分别为 85.4%和 84.8%,治愈后 2 个情期受胎率 83.9%和 82.0；

PG注射治愈率为76.3%,治愈后2个情期受胎率为78.9%；中药内服组治愈率为79.4%,

治愈后 2个情期受胎率 84.7%。 

6．对胚胎死亡控制的效果。对照组、P4补充组、hCG 组和内服中药组人工授精后的受

胎率分别为 53.3%、56.1%、62.1%和 58.3%；胚胎移植后受胎率分别为 43.3%、49.2%、

53.3%和 55.3%。与对照组相比，经处理后，受胎率均有不同程度的提高。 
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结  论 
 

1  应用 CIDR＋FSH 递减法超排成功率和平均回收可用胚胎数分别为 89.50％和 6.12

枚；应用 PG＋FSH递减法超排成功率和平均回收可用胚胎数分别为 90.02％和 5.98

枚；利用发情周期 9～11 d的自然发情奶牛直接 FSH递减法超排的成功率和平均回

收可用胚胎数分别为 98.54％和 7.56 枚，效果最好。供体奶牛超排处理中采用性控

精液人工授精，平均可用胚胎为 4.70枚。15月龄以上的青年奶牛进行超排处理较适

宜，连续重复超排次数应控制在 3次以内，超排处理间隔最短时间应该选择 46~60 d。

经产母牛 1～3胎次，且产后间隔时间在 80~90 d超排效果较好。 

2  对初选受体牛采用二次 PG法、CIDR+PG法和一次 PG法进行同期发情处理，同期

发情率分别为 75.60％、77.39％和 72.15％；营养水平偏好的青年受体牛利用率高；

鲜胚和冻胚移植后的妊娠率分别为 55％～57％和 46％～47％；以 EG作为冷冻介质

冷冻保存胚胎并于 35℃解冻后可以直接移植。以中医中药调理未孕受体牛后进行同

期发情处理，受体利用率和受胎率提高；产后 20～25 d的经产受体牛应用 GnRH联

合 PG调节处理，受体利用率和自然恢复组相近，产犊和同期发情间隔时间缩短。 

3  直径为3~6 mm的卵泡所获得的至少3层以上颗粒细胞包裹的卵母细胞体外成熟率、

受精率和囊胚率较高；在培养液中添加10 ng/mL的EGF有利于细胞成熟；在获能液

中添加咖啡因对精子的活力和受精能力无显著的影响；培养液中添加BSA、FBS、 

IGF-I、2%NEaa和1%Eaa能显著提高牛胚胎体外发育和胚胎质量；使用CR1aa+BSA

联合SOFaa+5%FBS以及细胞共培养体系培养IVF胚胎，能够提高胚胎的发育潜力；

使用性控精液进行体外受精，受精率略下降。 

4 采用连续复合式 PCR 技术鉴定了普通精液和性控精液授精产生的体内胚胎，胚胎性

别鉴定后移植受胎率分别为鲜胚 41.03%和 40.00%，普通精液生产的冻胚鉴定后移植

的受胎率为 37.72%；普通精液和性控精液体外胚胎性别鉴定后移植的受胎率分别为

27.78%和 25.00%；体内胚胎性别鉴定符合率达 97.25%。 

5  针对几种常见的引起奶牛繁殖障碍的疾病的治疗和预防，取得如下结果：①卵巢囊

肿应用 GnRH、GnRH＋PG、中药内服和 GnRH＋中药内服一次治愈率分别为 83%、

86.4%、73.8%和 87.4%，各治疗组治愈后第一情期受胎率分别为 52.3%,54.4%,58.1%

和 55.3%；②黄体退化不全形成卵巢硬肿经 2 个疗程内服中药治疗后总治愈率为

91.3%；③对持久黄体的治疗以促孕灌注液和激素 PG注射效果最好，治愈率分别为

85.9%和 89.1%，治愈后 2 个情期受胎率分别为 77.6%和 75.5%；④卵巢机能减退 4

个治疗组 FSH＋LH组、PMSG＋hCG组、促孕灌注液组和中药内服组的治愈率分别

为 75.6%、63.8%、73.8%和 82.5%；治愈后 2个情期受胎率分别为 62.9%、58.2%、

65.7%和 67.3%；⑤治疗慢性子宫内膜炎以土霉素油剂和促孕灌注液效果较好，治愈
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率分别为 85.4%和 84.8%。⑥针对早期胚胎死亡采取 3 种控制措施，对照组、P4补

充组、hCG 组和内服中药组人工授精后的受胎率分别为 53.3%、56.1%、62.1%和

58.3%；胚胎移植后受胎率分别为 43.3%、49.2%、53.3%和 55.3%。治疗组的受胎率

均有不同程度的提高。 
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 本试验研究的创新点： 

本试验在将胚胎工程技术应用于提高良种奶牛的繁育效率方面，进行了系统研

究及较大规模的生产应用。 

(1). 在MOET技术体系中，对影响超排效果的各种因素进行了较全面的分析，优化

了规模化生产胚胎的超排方案，取得了稳定的超排效果。特别是利用自然发情第

9~11 d的母牛直接注射FSH，获得超排成功率98.54%,平均可利用率胚胎数7.56枚的

良好效果，可以加快良种奶牛核心群的遗传进展。 

(2). 对受体牛的同期发情的研究中，首次提出应用中草药对未能移植的和移植后未

孕的受体牛进行调理后，利用率显著提高；怀孕并分娩的受体牛在产后20~25 d应用

GnRH联合PG处理，可以使产犊到同期发情处理间隔缩短。 

(3). 在胚胎IVP技术研究中，从卵母细胞体外成熟、体外受精及胚胎体外培养三方

面进行试验，首次报道使用国内性控精液体外生产胚胎并进行了移植，为完善胚胎

体外生产体系和牛胚胎体外生产产业化奠定了基础。 

(4). 在奶牛性别控制研究方面，应用国产性控精液进行了一定规模的体内和体外胚

胎的生产，而且每头次超排配种产生的性控胚胎达到4.7枚；应用PCR技术对体内和

体外胚胎进行了较大规模的性别鉴定，并将性别鉴定的胚胎进行了移植，出生犊牛

性别和鉴定结果符合率达到97％以上。 

(5). 对影响奶牛繁育效率的几种繁殖障碍疾病进行诊治和分析，比较不同疗法对几

种疾病的治疗效果；对供体奶牛超排后黄体退化不全形成的硬肿，首次用中医疗法

进行治疗，并获得良好的治疗效果；对降低奶牛胚胎死亡这一难题，进行了较有意

义的探索，通过补充孕酮、注射hCG和内服中药，使人工授精和胚胎移植的受胎率

均有不同程度的提高。 

 

  需进一步深入研究的方向 

将胚胎工程技术应用于提高奶牛繁育效率，还存在许多尚待深入研究的课题。

为了获得更多优质胚胎，针对奶牛个体差异需进一步优化超排程序。在胚胎IVP技

术中，如果将IVF技术与性控精液和活体采卵技术结合应用，会大大提高体外生产

胚胎的质量和效率。性别鉴定中需要优化PCR程序和胚胎取样技术，改进及开发新

的鉴定方法，如以浊度为基础的LAMP法和标记探针的FISH法。要建立良种奶牛快

繁体系，不仅仅是繁育技术上的问题，管理方面也特别重要，只有同时加强饲养管

理和疾病防治管理，才能使繁育效率真正得到提高。 
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附   录 
 
Acrosome reaction:  顶体反应 
Activation:  (卵)激活 
AETA:  American Embryo Transfer Association美国胚胎移植协会 
AETE:  European Embryo Transfer Association欧洲胚胎移植协会 
AI:  artificial insemination, 人工授精 
BCS:  body condition score, 体况评分 
β-FGF:  β-fibroblast growth factor     
BST:  bovine somatotropin, Posilac, 牛生长激素 
CaM:  calmodulin, 钙调素 
Capacitation:  获能 
CETA:  Canadian Embryo Transfer Association加拿大胚胎移植协会 
CIDR:  controlled internal drug release device, 可调控内部药物（孕酮）释放装置 
COC:  cumulus oocytes complex,  卵丘卵母细胞复合体 
CSF:  cytostatic factor, 细胞静止因子 
Dephosphorylation:  去磷酸化作用 
DF:  dominant follicle, 优势卵泡 
DIP:  degradable intake protein, 可降解蛋白 
DNA:  deoxyribonucleic acid, 脱氧核糖核酸   
DPBS:  Dulbecco's phosphate buffer solution, 无钙镁磷酸缓冲液 
E1    estrone 
E2    estradiol 
EB:  estradiol benzoate, 苯甲酸雌二醇 
eCG:  equine chorionic gonadotrophin, 马绒毛膜促性腺激素（即孕马血清促性腺激素） 
ECM:  extracellular Matrix, 细胞外基质 
EGF:  epidermal growth factor, 上皮生长因子  
ES cell:  embryonic stem cell, 胚胎干细胞 
ET:  embryo transfer, 胚胎移植 
F-body:  F小体 
FCS:  fetal calf serum, newborn calf serum, 胎牛血清 
Fertilization:  受精 
FITC:  fluorescein isothiocynate, 异硫氰酸荧光素 
Fixed-time AI:  定时人工输精 
Flow cytometer sorter:   流式细胞分类器 
Follicular waves:  卵泡发育波 
frozen embryo bank:  冷冻胚胎库 
FSH:  follicle stimulating hormine, 促卵泡素 
Functionallly dominant follicle:  功能性优势卵泡 
GAGs:  glycosaminoglycans, 氨基多糖 
GalTase:  galactosyltransferase, 半乳糖基转移酶 
GH:  growth hormone, 生长激素 
GnRH  gonadotropin releasing hormone, 促性腺激素释放激素 
GVBD:  germinal vesicle breakdown,生发泡破裂 
H33342:  Hoechst BisBenzimide 33342, 荧光染料Hoechst33342 
hCG:  human chorionic gonadotrophin，人绒毛膜促性腺激素，绒促性素 
hMG:  human menopausal gonadotrophin，人绝经期促性腺激素 
H-Y antigen: male specific minor histocompatibility-y antigen, 雄性特异性弱组织相容性抗原 
ICE:  interleukin-1b converting enzyme, 白细胞介素-1b转化酶 
ICM:  inner cell mass, 内细胞团 
ICSI:  introcytoplasmic sperm injection, 胞质内精子（显微）注射 
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IETS    International Embryo Transfer Society, 国际胚胎移植协会 
IGF-1R: IGF-1 receptor, 胰岛素样生长因子-1受体 
IGF-II:  insulin like growth factor-2, 胰岛素样生长因子-2 
IGFBP-1:  insulin like growth factor-1 binding protein, 胰岛素样生长因子-1结合蛋白 
IGF-I   insulin like growth factor-1, 胰岛素样生长因子-I 
IL-6:  interleukin-6, 白细胞介素-6 
INH:   Inhibin, 抑制素 
IP3:   inosito triphosphate, 三磷酸肌醇 

IRS-1:  insulin receptor substrate-1, 胰岛素受体基质-1 
IVC:   in vitro culture (of embryos), 胚胎体外培养 
IVF:   in vitro fertilization, 体外受精 
IVM:  in vitro maturation (of oocytes), 卵母细胞体外成熟 
IVP:   in vitro production (of embryos), 胚胎体外生产 
Kayomeres:  染色体泡 
LIF:  leukemia inhibitory factor, 白血病抑制因子 
LOS:  large offspring syndrome, 大胎综合症 
MAP:  mitogen-activated protein, 促细胞分裂激动蛋白 
MOET  multiple ovulation and embryo transfer, 超数排卵和胚胎移植 
MPF:  maturation Promoting Factor, 成熟促进因子 
Nonsurgical Methods (of embryo recovery):  非手术法冲胚 
Nuclear transfer or nuclear transplantation:  细胞核移植 
Nymphomania:  慕雄狂 
OMI:  oocyte Maturation Inhibiting Factor, 卵母细胞成熟抑制因子 
Oocyte recovery from live cows: 牛活体采卵 
OPU:  ovum pick-up, 活体采卵     
Ovsynch:  ovulation（排卵）和 synchronization（同期化）的复合词.同期化排卵 
P4:  progesterone, 孕酮 
PAF:  platelet activating factor, 血小板激活因子 
Pb:   polar body, 极体 
PBS:  phosphate buffed solution, 磷酸缓冲液 
Phosphorylation:  磷酸化作用 
PI:  propidium Iodide, 碘化丙啶 
PI3-kinase:  phosphatidylinositol 3-kinase 
PKC:  protein kinase C, 蛋白激酶 C 
PLC:  phospholipase C, 磷酸脂酶 C 
PMSG:  pregnant mare serum gonadotrophin, 孕马血清促性腺激素 
PRID:   Progesterone Releasing Intravaginal Device, 孕酮释放阴道置入装置 
PRL:   prolactin 催乳素 
Recognition of egg and sperm:  精卵识别 
Sepharose-6MB:  琼脂糖-6MB 
Sex control:   性别控制 
SRY:  sex determining region of the Y chromosome, Y染色体性别决定区 
Superovlation, Multiovulation:  超数排卵 
swim down:  (精子)潜游法 
swim up:  (精子)上游法 
TGF-α:  transforming growth factor-α, 转化生长因子-α 
TGF-β:  transforming growth factor-β, 转化生长因子-β 
Timed AI:  适时人工输精 
Transgenic Animal Pharming:  转基因动物制药 
Zearalenone:  玉米赤霉烯酮 
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