


致 谢

本论文是在张兆旺教授和郭志勤教授的悉心指导下完成的
。

值此论文付

梓之际
，

对二位导师的无私关怀和辛勤培养表示衷心的感谢 M

二位导师丰富的人生阅历
，

渊博的专业知识
，

严谨求实
、

精益求精的科

学态度以及对事业无私奉献的精神
，

给我留下了深刻的印象
，

是我今后学习

和工作的榜样
。

张兆旺教授在日常生活和学习方面对我关怀备至
，

在学业上

悉心教授
，

严格要求
，

精神上热情鼓励
。

郭志勤先生在论文选题和实验设计

方面倾注了大量的心血
，

为我顺利完成学业投入了大量的时间和精力
，

使我

有幸涉足胚胎工程研究领域
，

并顺利完成本论文
。

本论文的实验工作是在新疆畜牧科学院农业部畜牧兽医生物技术重点

开放实验室完成的
。

实验室不仅为本实验提供了研究经费
，

而且为本人提供

了良好的工作
、

学习和生活环境
。

实验室黄俊成
、

刘明军
、

杨梅
、

武坚
、

李

文蓉
、

史洪才
、

杨冬梅和玛依拉等老师在工作和生活中给予了我无私的关心

和帮助
，

谨致由衷的敬意和感谢
。

中国农业大学王立虎博士和新疆农业大学施巧婷博士在实验过程中给

予了许多具体指导和帮助
，

新疆大学 学学 级硕士生王红梅和新疆农业大学 学学

级硕士生段新华不仅在学习上给了我热情的帮助和鼓励
，

而且在生活上给了

我无微不至的关心
，

石河子大学 学学 级硕士生李辉和新疆农业大学 MMMM级硕

士生王旭光在实验过程中给予了极大的帮助
，

在此向他们表示衷心的感谢
。

日本国山口大学的铃木达行教授就部分实验给予了耐心的指导和建议
。

论文制作过程中
，

得到了权凯和蔡原同学的大力帮助
。

感谢我的父母及全家
，

论文的完成也包含着他们的心血
，

凝结着他们的

辛勤劳动
。

谨以此文献给所有关心支持我的老师
、

亲人和朋友们 M

李建华

二零零二年夏于兰州
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哺乳动物胚胎体外培养和玻璃化冷冻保存的研究

专业
M

动物遗传育种与繁殖 研究方向
M

动物繁殖
硕士研究生

M

李建华
导师

M

张兆旺教授 郭志勤教授

摘 要

本文对小鼠和绵羊胚胎体外培养及玻璃化冷冻保存技术进行了研究
。

在改善胚胎发

育环境的基础上
，

成功地对小鼠和绵羊体外培养胚胎进行了玻璃化冷冻保存
。

小鼠胚胎体外培养过程中
，

存在典型的 M
一

细胞阻滞现象
。

在培养液 MM和 和MM 的

基础上
，

除去葡萄糖和磷酸盐后添加果糖
、

牛磺酸
、
MMMM

、

谷氨酞胺
、

MMM和 MMM
，

得到的△功MMM不添加谷氨酸胺 、

MMM 和 M卫卫M
、
功MMM添加谷氨酞胺

、
MMM和 MMMM

、

MMMM 培养液均可有效克服 M
一

细胞阻滞现象
。

功MMM 效果最好
，

可支持 MMM的 M
一

细胞

发育至囊胚阶段
，

与其它各组差异显著 MMMM
M

MMM
。

MMM比△M拟拟拟 提高了 M
一

细胞胚胎

的囊胚发育率 M分别为 MMM和MMMM
，

但差异不显著
。

MMMMMMMMMM 中同时添加 MMMMM

牛磺酸和 M
M

MMM MM 印MMM组的囊胚率 MMMMM比比MMMM MMMM 中添加 MMM川M 牛磺

酸MMMMMM显著提高 MM切
M

MMM
，

MMM 中无一例可超过 M
一

细胞期
。

实验表明
，

谷氨酞胺
、

MMM和 MMM对胚胎的发育有促进作用
，

牛磺酸对克服昆明小鼠胚胎 MM细胞阻滞起决定

性作用
，

而 MMMM 具有很好的协同作用
。

实验研究了影响小鼠显微注射胚胎发育的几

个因素
，

结果表明
，

显微注射后 M
一

细胞胚胎体外发育的囊胚率为MMM
，

比未注射组MMMMM

降低
，

但无显著差异 MMM仓MMMM注射后胚胎体外培养 MMMMM 的囊胚率 MMMMM比中间

受体体内培养 MMMMM MMMMM低
，

但差异不显著 MMMM
M

MMMM用 扭扭M培养液作为显微

注射及移植工作液
，

小鼠妊娠率为 为为MMM
，
比用 MM培养液 MMM

M

MMM显著提高MMMM
M

MMM
。

用 MMMMM和MMMMM玻璃化溶液对小鼠桑堪胚和早期囊胚进行了玻璃化一步法和二步法

冷冻保存的研究
，

结果是早期囊胚用 MMMMM 二步法平衡 M分钟后直接投入液氮冷冻
，

胚胎解冻后获得的发育率最高 MMM
M

MMMM 早期囊胚的发育率比桑堪胚好 M 二步法与一

步法玻璃化冷冻保存相比
，

差异不显著 MMMMMMMMM 体内培养获得的早期囊胚用二步法

冷冻保存
，

解冻后胚胎的发育率与 M
一

细胞胚胎体外培养获得的早期囊胚相比
，

无显著

差异 MMMM
M

MMM
。
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绵羊体外受精胚胎的发育阻滞发生在 M
一

MM 细胞期
。

含有正常卵丘细胞的卵母细胞

经成熟培养后
，

受精前卵丘细胞的剥离程度对卵母细胞体外受精及胚胎发育无显著影

响
。

卵母细胞在 MMMMMMMM肝素与 MM刀” MMM山M咖啡因组受精MM移至培养液时
，

受精效果

最好
，

囊胚率达 MM
M

MM
。

牛磺酸对绵羊胚胎发育有促进作用
，
M功M 牛磺酸适合绵羊胚

胎体外发育的要求
。

MMMM培养液与 MMM
一

MMM 相比
，

囊胚率无显著差异
。

研究了不同

冷冻方法对绵羊体外受精胚胎的保存效果和不同解冻方法对胚胎玻璃化冷冻效果的影

响
，

一步法玻璃化冷冻囊胚的存活率为 MMM
，

比二步法和慢速冷冻效果明显降低

MMMM
M

MMMM 二步法和慢速冷冻效果较好
，

胚胎的存活率分别为 MMM和 和和M
，

两者无显

著差异 M 玻璃化冷冻胚胎后
，

一步解冻与二步解冻方法的胚胎发育率无显著差异 M分别

为 MM
，

MM和 MM
M

MMM
。

关键词
M
发育阻滞 M 体外培养 M 玻璃化冷冻M 小鼠M 绵羊
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引 言

哺乳动物体外受精及胚胎超低温冷冻保存技术是胚胎移植
、

胚胎分割
、

转基因和克

隆等胚胎生物技术不可分割的组成部分
。

M 体外受精的内容及意义

体外受精 MMM MMMM。 企币M坛MMM叽MMM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
、

成熟卵母细胞和获能精子的体外受精
、

受精卵的体外培养以及配子和胚胎的

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有利手段
。

M 胚胎慢速冷冻和玻璃化冷冻保存技术的内容及意义

哺乳动物胚胎的慢速冷冻方法反映了最基本的低温生物学原理
。

当细胞内液体与冷

冻保护液达到平衡后
，

随着温度的下降冰晶就会形成
。

在正常情况下
，

溶液在达到冰点

时不结冰
，

待降到冰点以下一定温度时才结冰
，

这种现象叫过冷现象
。

在胚胎冷冻过程

中
，

过冷现象的产生会损伤胚胎
。

倘若出现过冷现象
，

溶液在过冷状态下较低的温度温

度结冰
，

则水分子由于运动速度放慢
，

可以逐渐排列成整齐的冰晶
，

生成大的冰晶
，

对

细胞造成严重的损伤
。

为了防止过冷现象的发生
，

可以在适当的温度诱发结晶
。

玻璃化是指利用物理学原理将高浓度的冷冻保护剂急速降温后
，

由液态转化为外形

类似玻璃状的稳定而透明的非晶体化固体状态
。

玻璃化的固体保留了液体正常的分子和

离子分布
，

可以视为一种极为勃稠的超冷液体
。

玻璃化固体可以避免在细胞内形成冰晶

而对细胞产生伤害
。

玻璃化冷冻法快速简单而高效
。

M 胚胎体外培养和超低温冷冻保存中存在的问题

人们在使用合成培养液培养不同动物的胚胎时发现小鼠和大鼠在 M
一

细胞阶段
，

兔
、

猪在 M
一

细胞阶段
，

牛
、

绵羊等在 M
一

MM 细胞都会出现发育停止的现象
。

为克服发育阻滞
，

用体细胞 M输卵管上皮
、

颗粒细胞等M与早期胚胎进行体外共培养
，

在大多数动物上都

可使胚胎发育至囊胚阶段
。

但共培养系统中有许多未知成分
，

影响因素复杂
。

为进行有

关实验和分析
，

人们对培养液及培养系统加以改进
，

将胚胎置于成分限定或清楚的人工

合成或配制的培养液中进行培养
，

并可在原有的培养液基础上
，

加减某些成分以克服胚

胎发育早期的阻滞现象
。

常规的慢速冷冻法需诱发结晶
，

按一定速率降温
，

程序复杂费时间 M需要几小时M
M

又
丫
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而且还得使用价值昂贵的胚胎冷冻仪
。

玻璃化冷冻法与传统的冷冻方法相比
，

操作简便
，

冷冻处理时间大大缩短
，

而且不需要昂贵的控温冷冻仪
。

但是
，

玻璃化冷冻的适当条件

也存在种间差异
，

胚胎的特性
，

例如大小
、

形状
、

细胞膜的特性和对抗冻剂毒性的敏感

性不同而使冷冻效果不稳定
。

家畜胚胎的玻璃化冷冻保存技术目前还没有实现商业化生

产
，

但这种冷冻方法有很大的潜力
，

提高胚胎存活率
，

冷冻
、

解冻和移植过程简化
。

M 本研究的内容
、

目的和意义

本文分两部分
，

分别以小鼠和绵羊为实验动物
，

对胚胎体外培养和玻璃化冷冻保存

技术进行了研究
，

寻找能够克服胚胎发育阻滞的培养液
，

进一步探讨不同动物玻璃化冷

冻技术的最佳条件
。

第一部分是昆明小鼠 M
一

细胞胚胎体外培养和胚胎的玻璃化冷冻保存研究
。

在这部

分中
，

对培养系统进行优化
，

寻找到了能够克服 M
一

细胞胚胎发育阻滞的培养液
，

成功

地克服了小鼠胚胎的发育阻滞现象M研究了显微注射
、

体内和体外培养环境及工作液对

早期胚胎发育的影响
，

获得了可贵资料 M采用玻璃化一步法和二步法对小鼠桑堪胚和早

期囊胚进行冷冻保存
，

获得了较好的结果
。

小鼠实验的成功进行
，

为进一步对绵羊胚胎

体外培养和冷冻保存奠定了基础
。

第二部分是绵羊卵母细胞的体外受精
、

受精卵的体外培养及体外受精胚胎的冷冻保

存研究
。

探讨了受精前卵丘细胞的剥离程度对卵母细胞体外受精和胚胎发育的影响M在

体外受精实验中
，

研究了肝素和咖啡因不同浓度组合对受精的影响
，

筛选出了最佳获能

和受精条件 M 对体外受精胚胎的培养过程中
，

以小鼠的实验结果为基础
，

研究了不同浓

度的牛磺酸对胚胎发育的影响
，

优化了体外培养系统 M在绵羊体外受精胚胎的冷冻保存

实验中
，

对玻璃化冷冻方法与常规慢速冷冻法进行了比较
，

获得了较好的玻璃化冷冻结

果
。

胚胎体外培养环境的研究以及如何克服胚胎体外发育阻滞现象
，

将体外受精卵培养

成生命力强的桑堪胚或囊胚一直是胚胎体外培养的热点
。

通过对小鼠和绵羊胚胎的玻璃

化冷冻保存技术的研究
，

为胚胎冷冻保存技术提供科学依据
。



第一部分 哺乳动物胚胎体外培养和玻璃化冷冻保存研究

—昆明小鼠 M一细胞胚胎体外培养和体外培养

桑堪胚及早期囊胚的玻璃化冷冻

一
、

克服昆明小鼠 M一细胞胚胎发育阻滞的培养液研究

二
、

显微注射
、

培养环境和工作液对小鼠 M一细胞胚胎

发育的影响

三
、

小鼠桑堪胚和早期囊胚玻璃化冷冻保存的研究



实验研究部分 一
、

克服昆明小鼠M
一

细胞胚胎发育阻滞的培养液研究

一
、

克服昆明小鼠胚胎 M一细胞发育阻滞的培养液研究

摘要 实验对昆明小鼠M
一

细胞胚胎体外培养系统进行了优化
，

通过对胚胎体外操作工作液和培养液的

改进
，

比较了几种培养液对克服昆明小鼠M
一

细胞发育阻滞的效果
。

实验结果证明
，

在工作液MM及培

养液液MM 的基础上
，

加减几种成分得到的改进MM培养液和改进的的MM 培养液 M用 功MMM表示M均

能有效克服 M一细胞阻滞现象
。

除去MM和 MMM 中的葡萄糖和磷酸盐后添加 MMMMMMMM叭M果糖
、
MMMMM卜左

牛磺酸
、
M

M

MMM血M MMMM
、
MMM 谷氨酞胺和 MM必需氨基酸 MMMMM及 MM非必需氨基酸 MM卫MM

，

均

可支持体外培养的昆明小鼠M
一

细胞胚胎发育至囊胚和孵化囊胚阶段
。

改进的MM分为△M如皿 M不添加

谷氨酸胺
、

MMM 和 M卫MM和 M卜仁 M添加谷氨酞胺
、
MMM 和 MMMM两种

。

实验 M比较了不同工作液

对 M一细胞胚胎体外培养的影响
，

结果表明
，

改进的工作液 MMMM口提高了 M一细胞胚胎的体外发育率
，

但

与对照组 MM差异不显著
。

实验 M比较了改进的MM培养液对克服昆明小鼠胚胎 M
一

细胞阻滞的效果
，

功MM和△田函且 显著提高了 M一细胞胚胎的囊胚发育率M分别为 MMM和MMMM，与对照组M囊胚率为 MMMM

差异显著 MM切
一

MM M
。

实验 M比较了改进的的MM 培养液对克服昆明小鼠胚胎M
一

细胞阻滞的效果
，

除去

MMM 中的葡萄糖和磷酸盐后添加 M
M

MMMM MM叭M果糖
、
MMMMM宜吐 牛磺酸

、
M

M

MMMMMM MMMM
、
MMM迁以谷氨

酸胺和 MM必需氨基酸 MMMMM及 MM非必需氨基酸 MMMMM
，

得到的 MMMM 培养液对克服昆明小鼠胚

胎 M
一

细胞阻滞的效果最佳
，

桑堪胚和囊胚发育率达 MMMM云
，

与其它各组差异显著MMMM
一

MM M
。

MMMMMMMMM

中添加 MMMM司司 牛磺酸M和 MM宁MM MMMM 中同时添加 MMMM让近 牛磺酸和 M
M

MMM M亡近近近工MM均可支持

体外培养的 卜细胞胚胎发育至囊胚
，

对照组 MMM 中无一例可超过 M一细胞期
。

MMMMMM 组的桑堪胚和

囊胚率 MMMM和MMMM显著高于用MMMMM培养液 MMMM和 MMMMMMMMMMM M
。

通过比较分析认为
，

谷氨

酸胺
、
MMM 和 M毛M 对胚胎的发育有促进

，

牛磺酸对克服昆明小鼠胚胎 M
一

细胞阻滞起关键作用
，

而

MMMM具有很好的协同作用
。

关健词 M 昆明白小鼠M M一细胞阻滞
M 谷氮酸胺

M MMM 和 MMMM 牛磺酸
M

MM认

哺乳动物早期胚胎发育的阻滞现象和克服阻滞及有关机理的研究一直受到关注
，

国内外学者作了大量的工作 MM即刃，MMMMM MMM
，
MMMMMM五五五MMMM MMM

，

MMMMM
。

昆明白小鼠是国内

研究工作最为广泛使用的实验动物之一
，

己被用于各方面的研究
，

但其早期胚胎发育中

也存在典型的 M一细胞阻滞现象 M尹海林等
，

MMMMM
，

给有关的胚胎学工作带来一定的

困难
。

为克服 M一细胞阻滞
，

在培养液中添加输卵管上皮 M庞也非等
，

MMMMM 或在 MMM

中培养仅能达到桑框胚
，

经换液与输卵管上皮共培养后才能达到囊胚期 M张守全等
，

MMMMM
。

因此有必要研究简单的
、

成分确定的可支持昆明白小鼠 M
一

细胞胚胎发育至囊胚

的培养液
。

本实验为此进行了研究
，

发现了几种可有效克服昆明白小鼠胚胎 M
一

细胞发
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育阻滞的培养液
。

M 材料与方法

M
M

M 实脸动物

昆明白小鼠
，
M
一

M周龄
，

新疆畜牧科学院农业部畜牧兽医生物技术重点开放实验饲

养
。

M
M

M 主要仪器与试剂

M
M

M
M

M 主要仪器

超纯水仪 M法国MMMMMM公司M 渗透压仪 M美国 MMM公司M

电子天平 M德国 MMMM。

M 公司M体视显微镜 M日本 MMMMMMM 公司M

倒置显微镜 M德国 MMMMMM MMM培养箱 M日本 MMM
一

MMMM 公司 M

干热灭菌箱 M德国 MMMMMMM 公司M高压灭菌锅 M上海医疗器械厂 M

超净工作台 M苏州医用器械厂M

M
M

M
M

M 试剂

MMM M美国 MMMMM公司M MMMMM M美国 MMMMM 公司M

石蜡油 M美国 MMM叮M 公司M 乳酸钠 M美国 MMM叮M公司 M

透明质酸酶 M美国 MMM吐M公司M 牛磺酸 M美国 MMM叮M公司 M

MMM 和 MMM M美国 MMMMM 公司M丙酮酸钠 M天象人生物工程有限责任公司M

谷氨酞胺 M华美生物工程公司M MMMM M武汉市化学试剂公司M

MMMM M天津市华孚高新生物技术公司M MMM M宁波市激素制品厂M

M
M

M
M

M 培养液及添加成分

所用培养液共 M种
M

MM
MMM

即在 MM的配方中除去葡萄糖和磷酸盐
，

添加 M
M

MMMM MMMMMM果糖
、

M
M

MMM

△功MM，

牛磺酸
、

M
M

MMM血M MMMM

MM斑MM
，

即在△功加住 的配方中加入 MMM 谷氨酞胺
，
MM MMMMMMMM和 MM MMMMM

MMMM

MM MMM

M MMMMM
，

M MMM十MM
，

即在 MMM 的配方中加入 M
M

MMM 牛磺酸 M

即在 MMMMM 中加入 M
M

MMM血血 MMMMM
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MM MMMMM
，

即在 MMM 的配方中除去葡萄糖和磷酸盐
，

添加 M
M

MMMM MMMMMM果糖
、

MMMMM 牛磺酸
、
M

M

MMM血血 MMMM
、
MMM 谷氨酞胺

、
MM MM刃MMMM 和 MM MMMMMMMM

。

培养液配方见表 M
。

以上培养液用超纯水配制
，

经 MMMM切M 滤膜过滤后
，

保存在 M

℃冰箱
。

表 M 几种基本的小鼠胚胎培养液组成

肠MMM M MMM拼犯曰MMM MMMMM M创五MMM比MMMMMMMMMMMM MM

MMMM
M M宜MMMMMMMMMMMMMMMMM

成成分分 分子量量 培 养 液液

MMMMMMMM
MMM △MMMMMM M止吐MMMM MMM

MMM
MMMMMMMM MMMMMM

MMM M】止边边MMMM

MMMMMMMMMM MM
M

MMMM M
M

MMMMM
M

MMM MM
M

MMMMM
M

MMM

MMMMMMMMM MMM
M

MMM MMMMMMMM
M

MMMMM

葡葡萄糖糖 MMM
M

MMMM M
M

MMMMMMMMMMMMM M
M

MMMMMM
M

MMM M
M

MMMMMM
M

MMM M
M

MMMMMM
M

MMMMM

MMMMMMM。。 MMM
M

MMM M
M

MMMMM
M

MMMMMMM M
M

MMMMMMMM M
M

MMMMMMMM M
M

MMMMM
M

MMMMM

牛牛磺酸酸 MMM
M

MMMMM M
M

MMMMM
M

MMM M
M

MMMMM
M

MMMMM MMMMMM
M

MMM M
M

MM乃M
M

MMM M
，

MMMMM
M

MMM

MMMMMMMM MMMMMMMMM M
M

MMMMM
M

MMM M
M

MMM几
M

MMMMMMM M
M

MMM几
M

MMM M
M

MMM趁
M

MMM

果果糖糖 MMM
M

MMMMMM M
M

MMMMMMMM M
M

MMMMMMMMMMMMMM M
M

MMMMMMMM

谷谷氨酸胺胺 MMM
M

MMMMMMMM M
，

MMMMM
M

MMMMMMMMM M
M

MM瓜M
M

MMM

MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM M喊MMMMMMMMMMMM MMMMMM尸甲MMM

MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM

入入王MMMMMMMMMMMMMMMMMMMM MMMMMM尸MMMMMMMMMM MMMMMM尸铲MMM

MMM乃乃乃乃乃乃乃乃乃乃乃

M

M班MMMMMMMMM

附
M

培养液中相同成分的分子量及浓度 M

M
M MMMMMMMMMMMM

M

MMMMMMMMM
， MM石石MMMM

M

MM
，
MMMMMM

M

MM
，
M

M

MMMMM
M

MM
，
MMMMM MMMM

M

M
，
M

M

MMMMMMM
，

MMMMM MMMM
M

M
，
M

M

MMMMM
M

MM
，
MMMMM乳酸钠 MMMM

M

M
，
MM

M

MMMMMMMMMMM
，

丙酮酸钠 MMMM
，
M

M

MMMM
M

MM
，
MMM

M
一 ，

MMM叱M
，

青霉素 MM刀MMM
，

链霉素 MM
M

伽MM
，
MM M酚红M

。

M
M

M 实验方法

M
M

M
M

M实验动物的处理

供试鼠饲养条件为人工控温 MM
一

MM℃ ，

MMMM MMM 光照
，

自由饮水采食
。

取 M一M周龄

的雌鼠经腹腔注射 M
M

M一MMMM 的 MMMM
，

间隔 MMM 后腹腔注射同样剂量的 MMM
，

注射 MMM

后与公鼠合笼
，

次日上午检查阴栓
，

有栓者于注射 MMM 后 MM一MMM断颈处死
，

分离取出

输卵管部分
。

分别置于工作液中
，

撕开膨大部
，

使卵丘卵母细胞复合体 MMMMM团流出
，
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分别经含 MMMMM加M透明质酸酶的 M肥 和△MMM工作液处理
，

吹打并经胚胎吸管移入 M

次各 M
M

腼M的工作液洗后就可进行培养
。

M
M

M
M

M M一细胞胚胎的培养

M
M

M
M

M
M

M实验 MM 不同工作液对 M一细胞胚胎体外培养的影响

用 MM 和 M姗 工作液收集的胚胎
，

分别加入经 M氏培养箱平衡 MM 的翩MM 培养液中
。

胚胎培养用 中MMMM 培养皿 MMMMM 公司出品M覆盖 MMMM 石蜡油的培养液小滴中放入

MM
一

MM 枚胚胎
，

于 MM℃ ，
MMMMM

，

MMM空气
，

饱和湿度的 MMM 培养箱中培养 MM
一

MMM
，

每每每 小时取出观察记录 M次发育情况
。

M
M

M
M

M
M

M 实验 MM 不同的MM培养液对昆明小鼠 M
一

细胞胚胎体外培养的影响

收集洗净的用 血血M处理的 M
一

细胞随机分组
，

分别加入经过 MMM培养箱平衡 衡衡 的

M
、
M 和 M培养液中

，

培养条件同实验 M
。

M
M

M
M

M
M

M 实验 MM 不同的MMM 培养液对昆明小鼠M
一

细胞胚胎发育阻滞的影响

收集洗净的用 血血M处理的 M
一

细胞随机分组
，

分别加入经过 MMM培养箱平衡 MM 的

M
、

M
、

M和 M培养液中
，

培养条件同实验 M
。

M
M

M 统计方法

实验 M重复 M次
，

实验 M和 M重复 M次
。

结果用 M“检验进行统计学处理
。

M 实验结果

M
M

M 实脸 MM 不同工作液对昆明小民M一细胞胚胎体外培养的影响

比较了不同工作液 功MM 和 MM对 M
一

细胞胚胎体外培养的影响
，

结果见表 MM

表 M 不同工作液对 M一细胞胚胎体外培养的影响 MMM一MMMMM

几MMMM M拓艾MM MMMM丘MMMMM叩MMMMMMMM创五MMMMMMMMMMMMMMMMM MM M
一

沈MMMMM
M
MMMMM

MM

MM MMMMMMMM
一

MMMMM
发育阶段 MMM

培养液 工作液 培养胚胎数
M细胞 M细胞 囊胚

刀】MM MM

功MMM

MM MM

MMMMM》

MMMMM卜

MMMMM协

MMMMM卜

桑堪胚

MM MMMMM

MMMMMMM

MMMMM卜

MMMMM卜

注
M

同一 列 相 同字 母 标记表 明差 异 不 显 著 MMMM
M

MM MM 不 同字母标 记表 明差 异 显著

M民句甲切
M

MMM
，M以卫切

M

MMMM
，

下同
M
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从表 M可以看出
，

用 血MM作为胚胎收集和清洗工作液
，

可以提高 M
一

细胞胚胎的体外

发育率
，

但与对照组无显著差异 MMMMMMMM
。

M
M

M 实验 MM 不同的姗 培养液对昆明小限 M一细胞胚胎体外培养的影响

比较了不同MM培养液对昆明小鼠 M
一

细胞胚胎体外培养的影响
，

结果见表 MM

表 M 改进的肥 培养液对昆明小鼠 M一细胞胚胎体外培养的影响

几MMMM M月七MMM MM因介MMMMMMM。 五MMMMMM MMMMM哪口口口MMM 卜“ M刃刃刃刃‘ M

翎MMMMMMMMMMMMMMM
一

MMMMM

发 育 阶 段 MMM

培养液 培养胚胎数 卵裂胚数M培养胚数 胚 胎 数M卵 裂 胚 数

MMM

八MMM

MM

M细胞

MMMMMM MMMM

MMMMMMM MMMM

MMMMMM MMMM

M细胞

MMMMM MMMMM

M MMMMMM MMMMMM

MMMM

MMMMM MMMMM

桑惬胚

MMMMM MMMM

MMMMMM MMMM

MMMMM MMMM

囊胚

MMMMM MMMM

MM川M MMMM

MMMMM MMMM

MMMMMMM刀刀M MMMMMMM
M

MMM

从表 M可以看出
，

采用 功MM和△扭扭M培养液均能克服昆明小鼠胚胎的 M
一

细胞阻

滞现象
，

两种培养液的桑框胚和囊胚发育率均显著高于对照组 MMMM
M

MM M
，

血血M培养液

比△MMM的桑堪胚和囊胚发育率高 ，

但无显著差异
。

M
M

M 实验 MM 不同的MMM 培养液对克服昆明小鼠M一细胞胚胎发育阻滞的影响

比较了不同 MMM 培养液对昆明小鼠 M
一

细胞胚胎体外培养的影响
，

结果见表 MM

表 M 改进的 MMM 培养液对昆明小鼠 ，一细胞胚胎体外培养的影响

介MMMMM丘沁MM MMMMMM比MMM MMMM创五MMMMMM MMMMMMMMMMMMM M
一

沈MMMMMM‘ M

M宜由巧。 MMM访打。MMM
一

MMMMM
发 育 阶 段 MMM

培养液 培养胚胎数 卵裂胚数M培养胚数

MMMM

MM份MM

MMMMM

MMM

M细胞

MMMMMMM MMMM

MMM几MM MMMM

MMMMMMMMMM

MM万MMM MMMM

M细胞

MMMMMMM MMMM

MMMMMMM MMMM

MMMMM MMMM

MMMMMM MMMM

胚胎数M卵裂胚数

桑堪胚

MMMMMMM MMMMM

MMM尼MM MMMMM

囊胚

MMMMMMM MMMM

MMM瓜MM MMMM

M MMMMM MMMMM MMMMM MMMMM

MM科MMMM
，M二，山‘M且，M二
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从表 M可以看出
，
功MMM

，

MMM十MM和 MMMMM 均能使小鼠 M
，

细胞胚胎发育至囊胚
，

对照组 MMM 中无一例可超过 M
一

细胞期 M 加MMM 效果最佳
，

可支持 MMM的 M
一

细胞胚胎发

育至囊胚
，

桑堪胚和囊胚率显著高于其他组 MMMM
M

MMMM MMMMMM中
，
M
一

细胞胚胎的桑

堪胚和囊胚发育率 MMMM和 MMMM显著高于 MMMMM 培养液 MMMM和 MMMMMMMM
M

MMM
。

M 讨论

M
M

M 不同工作液对昆明小鼠 M一细胞胚胎体外发育的影响

本研究的目的是优化昆明白小鼠 M
一

细胞胚胎体外培养系统
，

寻找能够克服 M
一

细胞

胚胎体外发育阻滞的培养液
。

实验 M用不同工作液进行胚胎体外收集和清洗
，

结果表明
，

M
一

细胞胚胎的体外发育受工作液的影响
，

改进的工作液 功MM提高了 M
一

细胞胚胎的体外

发育率
。

小鼠的胚胎在 M
一

细胞阶段会出现发育停止的现象
，

因此胚胎体外操作所用工

作液对胚胎越过阻滞期影响较大
。

MMMMMM 等 MMMMMM认为
，

磷酸和葡萄糖是导致仓鼠胚

胎 M
一

细胞阻滞的直接因素
。

也证实大鼠 M
一

细胞胚胎
，

暴露于磷酸和葡萄糖后
，

也不能

发育至 M
一

细胞阶段
。

MMMMM 等 MMMMM M用果糖代替 MMM 培养液中的葡萄糖培养远交系

和近交系小鼠的 M
一

细胞胚胎可突破 M
一

细胞阻滞
。

王敏康 MMMMMM 在进行 M
一

细胞胚胎体

外培养时
，

用除去葡萄糖和磷酸盐的 MM工作液进行胚胎体外收集和清洗
。

M
M

M 谷氨酞胺
、
MMM和 MMM 对昆明小鼠 M一细胞胚胎体外发育的影响

形MMM 等MMMMMM认为谷氨酞胺对于胚胎的代谢和囊胚的形成起重要作用
。

MMMMMMMM
。

和 MMMMMMMM MMMMMM 用不含磷酸和葡萄糖的MMMM 培养液 M仓鼠胚胎培养液M在添加

MMM和 MMM 后
，

可很好地支持大鼠 M
一

细胞胚胎在体外发育至囊胚阶段
。

添加 MMM 和

MMM后
，

大鼠 M
一

细胞胚胎体外发育的囊胚率可达 MMM MMMMMMMM MM MM
M ，

MMMM M
。

在培养液

中单独加入 MMM M不加谷氨酸胺M对小鼠
、

仓鼠
、

绵羊和牛胚胎有抑制作用 MMMMMMMM

MMMM
，
MMMMMMMMMMM慨MMMMMMMMMMMMM MM MM

，
MMMM刃MMM M斌MMMMMM

。

但 是 MMMMMMM 和

MMMMMMMM MMMMMM报道
，

培养液中除去组氨酸
、

苏氨酸
、

蛋氨酸
、

色氨酸和绷氨酸
，

小

鼠的胚胎孵化率下降
，

而这些氨基酸都是 MMM 中的成分
。

MMMMM和 声刃M沈沈MM 〔MMMMM

报道
，

在基础液中加入 MMMMM有利于大鼠胚胎的发育
。

MMMMMMMM MM MM
M

MMMMM M报道

在无血清的 MMM培养液中加入 MMM促进绵羊囊胚的形成并可增加囊胚细胞数
。

本实验

也证实在△血MM中加入 MMM 谷氨酸胺
、
MMMMM MMM M M和 MM MMMMM MMMM浓度组

合
，

得到的 功MM提高了 M
一

细胞胚胎的体外发育率
，

桑堪胚率从 MMM提高到 MMM
，

囊胚

发育率从MMM提高到 MMM
，

但差异不显著
。
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M
M

M 牛磺酸和 MMMM对克服昆明白小鼠胚胎 M一细胞发育阻滞的影响

在体外培养系统中
，

各种因子与胚胎之间的相互作用和影响非常复杂
，

这是由于正

常体内胚胎生长环境的复杂性和不断变化的各种因素所决定的
。

牛磺酸的作用具有普遍

性
，

牛磺酸及亚牛磺酸对体外培养的仓鼠
、

小鼠
、

兔和猪等胚胎发育均有促进作用
，

而

且在母畜生殖道内和胚胎中的浓度都很高 MMMMMMM
，
MMMMM 入五】MMM 和 MMMMMMM

，
MMMMM

。

M妙MM
M MMMMMM 认为

，

牛磺酸可能具有三方面的作用
M MMM 通过减弱有毒物质或通过

渗透调节保护细胞膜M MMM 抗诱变的效应 M MMM 可以和胰岛素受体结合起胰岛素样作用
。

MMMM 对小鼠和大鼠通过 M
一

细胞阻滞有积极作用 MMMMMMMMMMMMM MM
M ，
MMMMM MMMMMM 和

芍MMMMMMM
，
MMMMM MMMMMM

，
MMMMM 张守全等

，
MMMMM

。

高建明等 MMMMMM也发现 MMMM
可以促进牛囊胚发育

。

实验 M在 在在在 中添加牛磺酸和 MMMM 可突破昆明小鼠 M
一

细胞阻

滞的实验结果也说明
，

由于葡萄糖和磷酸引起的 M
一

细胞阻滞可能在牛磺酸和 MMMM 存

在下可被减弱和抵消
M在 MMM 中仅添加牛磺酸也可支持 MMM的 M

一

细胞胚胎发育至囊胚
。

证实了牛磺酸对克服胚胎发育阻滞的重要性
，

而 MMMM 具有很好的协同作用
，

并促进

胚胎发育
。

因此
M

MMM 中除去葡萄糖和磷酸盐
，

添加果糖
、

牛磺酸
、
MMMM

、
MMM 谷

氨酞胺
、

MMM 和 MMM 得到的 功MMM对克服 M
一

细胞胚胎发育阻滞的效果最好
，

与王敏

康 MMMMMM 的实验结果相近
。

这种培养液成分质与量相互作用与影响的现象
，

也反映了

胚胎发育与环境相互作用的复杂性
。

在有助于克服昆明白小鼠和和其它小鼠 M
一

细胞阻滞的牛磺酸和 MMMM 作用下
，

原

本阻碍 M
一

细胞胚胎发育的磷酸和葡萄糖
，

并不表现阻碍作用
，

且在后期阶段有利胚胎

的发育
。

这从实验 MMMM十MM组中胚胎发育的速度在接近桑堪胚阶段明显快于不含磷酸

盐和葡萄糖的 MMMM
、
MMM和△功MM培养液组中得到证明 。

因此可以认为较低浓度的

磷酸
，

有利于胚胎的后期发育
。

M 小结

M
M

M胚胎体外操作工作液影响 M
一

细胞胚胎的发育
，

改进的工作液 MMM提高了体外胚胎

发育率
。

M
M

M 谷氨酸胺
、

MMM 和 MMM对胚胎发育有促进作用
。

M
M

M牛磺酸在克服昆明小鼠胚胎发育的 M
一

细胞阻滞中起关键作用
，

而 MMMM具有很好的

协同作用
，

并且可提高胚胎的发育率
。
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二
、

显微注射
、

培养环境和工作液

对小鼠胚胎发育的影响

摘要 实验研究了影响小鼠显微注射 卜胚胎发育的几个因素
。

实验结果表明
，

显微注射后 M一细胞胚胎

体外发育的囊胚率为MMM
，

比未注射组 MMMMM降低
，

但无显著差异 MMM住MMMM注射后胚胎体外培养

MMMMM的囊胚率 MMMMM比中间受体体内培养 MMMMM MMMMM低
，

差异不显著 MMMM乃乃MM用 功功口

培养液作为显微注射及移植工作液
，

小鼠妊娠率为MM
M

MM
，

比用 MM培养液MMM
M

MMM显著提高MMMM
M

MMM
。

关键词
M 显微注射 培养环境 工作液 M一细胞胚胎 小鼠

运用原核显微注射法生产转基因动物是国内外使用最多的一种方法
。

该方法最先用

于培育转基因小鼠
。

自MMMMMM MMMMMM成功地将外源基因注射到小鼠受精卵的雄原核
，

并获得转基因小鼠以来
，

许多报道相继证明利用显微注射法可以将外源基因稳定地整合

到家畜基因组 MMMMMMMM刊白MM
，
MMMMMMMM

，
MMMM二

MMM
，
MMMMM

M

近年来
M

越来越多的实验室开

展小鼠转基因的研究
，

以期促进基因治疗的临床应用
。

但影响显微注射胚胎发育的因素

很多
，

显微注射胚胎移植后妊娠
、

产仔率不高
，

影响转基因的效率
。

本实验从显微注射

对小鼠胚胎体外发育的影响
、

体外培养和体内培养以及不同工作液对显微注射及移植的

影响三个方面进行了研究
，

以期对生产转基因动物提供参考
。

M 材料与方法

MM 实验动物 M同一M

M
M

M 主要仪器与试剂 M同一M

MMM 实验方法

M
M

M
M

M 显微注射

用于显微注射的基因是乳球蛋白调控序列与人胰岛素原基因组成
，

线性 MMM溶解

于 MMMMM MMMM
一

MMM M声色MM 和 M
M

MMMM MMMM 缓冲液中
，

浓度为 MM岁MM
，

于
一

MM℃分装

储存
。

在微分干涉相差倒置显微镜下选择原核清晰的 卜细胞胚胎进行注射
，

注射后的

胚胎移入△血血M培养液中进行培养或待移植 。

M
M

M
M

M 体外培养

胚胎加入经过 MMM培养箱平衡 MM 的△血MM培养液中，

未注射胚胎为对照组
，

胚
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胎培养方法和条件同一
。

M
M

M
M

M 受体小鼠处理及胚胎移植

供试受体小鼠为 M周
一

M个月己产仔并成功的小鼠
，

与供体在相同时间注射 MMM 剂

量的激素
，

注射 MMM 后与结扎公鼠合笼
。

注射 MMM 后第二天上午检查阴栓
，

有栓受

体待胚胎显微注射后进行移植
。

将受体麻醉
，

把胚胎移入输卵管
，

每只移 MM
一

MM 枚
，

第

M天 MMMMM冲胚
，

记录发育情况
。

MM 统计方法

实验重复三次
，

结果用 MM检验进行统计学处理
。

M 实验结果

MMM 实验 MM 显微注射对小鼠 M
一

细胞胚胎体外发育的影响

研究了显微注射对小鼠 卜细胞胚胎体外发育的影响
，

结果见表 MM

表 M 显微注射对小鼠 M一细胞胚胎体外发育的影响

MMMMM MM 、MMMM MM、
·

MMMMMMMM MMMMM
一

MMMMMMMMMMMMM一MMMMMMMMM
M乃毽MMMM

组别 培养胚胎数 囊胚数 MMM

显微注射组 MMM MM MMMMM

对照组 MMM MM MMMMM

从表 M可以看出
，

显微注射组的囊胚率 MMMMM比对照组的 MMMMM有所下降
，

但

差异不显著印MMMMM
。

M
M

M 实验 MM 注射后 M
一

细胞胚胎体外培养和中间受体体内培养的效果

比较了注射后 M一细胞体外培养和中间受体体内培养效果
，

结果见表 MM

表 M 注射后 M
一

细胞体外培养和中间受体体内培养效果比较 MMMMM

肠MMM M MMMMMM。 二 MMMMMM MMMMMMMMMM MMM
一

MMM以比MM M
一

沈MMMMMMMMMM
MM

组别 培养胚胎数
发育阶段 MMM

体外培养

体内培养

M一细胞

MM MMMM

MM MMMM

今细胞

MM MMMMM

MM MMMMM

桑堪胚 MMM

MM MMMMM

MM MMMMM

囊胚 MMM

MM MMMMM

MM MMMMM

﹃M﹄工工M沪沪、M

从表 M可以看出
，
M
一

细胞胚胎体外培养和体内培养囊胚率没有差异 MMMM和 MMM
，

MMMMMM M
，

但体外培养的囊胚率低
。
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M
M

M 实验 MM 用 MM和 MMM工作液对显徽注射胚胎移植效果的影响

比较了结果见表 MM

表 M 用 MM和 功MM培养液作为显微注射及移植工作液妊娠
、

产仔结果

几MMM MM拓艾MMMMMM任改MMM面MMMMMMMMMMM MMMMM田” MMM M侧汀MMMMMMM已五MMM MMMMM邻卯川MM MMMM

工作液 移植受体数 妊娠受体数 产仔总数 妊娠率 平均产仔数

M么皿 MM MM MM MM
M

MMM M
M

MMM

MM MM MM MMM MM
M

MMM M
M

MMM

MMMMMMM
M

MMM

从表 M可以看出
，

用改进的培养液 功MM作为显微注射及移植工作液
，

妊娠率为

MM MM
，

MM组的妊娠率为 MM
，

MM
， 功MM显著提高了移植妊娠率 MMMMMMM MM 血MM组平

均产仔数为 MMM
，

比比M组 MM
M

MMM 低
，

但差异不显著 MMMMMMM M
。

M 讨论

MMM 显徽注射对 M
一

细胞胚胎体外发育的影响

实验 M中
，

注射外源 MMM 后
，

小鼠受精卵体外发育到囊胚的能力有所下降
，

但与

未注射组相比无显著差异
，

以前的研究中也有类似的报道 MMMMMMM刊角MM
，
MMMMMM、吐MMMM

，

MMMMM MMM
，

MMM M MMM
，
MMMMM

。

在原核注射外源 MMM 的过程
，

会对胚胎造成一些物理

损伤
，

如对透明带和细胞质膜的损伤
。

但也有报道表明这些损伤及外源 MMM 的缓冲溶

液不会影响胚胎的发育 MM二
M，
MMMM M

，

这些不同的结果可能是由于不同的实验方法和

标准所致
。

据报道
，

用显微注射法将外源 MMM注入到小鼠受精卵原核时
，

MMM
一

MMM的

胚胎可以成活
，

移植后 MMM
一

巧M可以产出小鼠
，

在这些小鼠中约 MMM具有外源基因
。

本实验中用于注射胚胎的体外培养液是△功MM，

囊胚率为 为为M
，

根据一 MM
M

M和 M
M

MM

的研究结果
，

注射后 M
一

细胞体外培养的囊胚率还可随着培养液的改进而提高
。

MMM 体外培养和中间受体体内培养对注射后 M
一

细胞胚胎的效果

为提高转基因效率
，

近期 目标是改进目前的转基因技术程序
，

如利用体外受精技术

降低胚胎生产成本
，

建立阳性胚胎选择技术
，

降低胚胎移植受体和后代的检测成本
。

实

验 M 中注射后 M
一

细胞胚胎体外培养的囊胚发育率比体内培养低
，

但无显著差异
，

而且

体外培养的囊胚率还可随着培养液的改进而提高
。

这可为生产转基因动物
，

提高转基因

效率提供参考
。
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MM 显徽注射及移植工作液对妊娠率的影响

实验 M中
，

用改进的培养液 血血M作为显微注射及移植工作液显著提高了移植妊娠

率
。

小鼠胚胎发育中存在典型的 M
一

细胞阻滞现象
。

MMMMMM 等 MMMMMM认为
，

磷酸和葡萄

糖是导致仓鼠胚胎 M一细胞阻滞的直接因素
。

MMMM山叮MMM 和 MMMMMMMMMMMMMM也证实大鼠

M
一

细胞胚胎
，

暴露于磷酸和葡萄糖后
，

也不能发育至 M
一

细胞阶段
。

一 MM
M

M和 M
M

MM 的结

果显示
，

改进的培养液 MMM作为工作液可以提高 M
一

细胞胚胎的体外发育率
，
MMM用

于体外培养小鼠 M
一

细胞胚胎
，

其囊胚发育率显著高于用 MM培养液
。

实验 M进一步证实

了磷酸和葡萄糖对胚胎发育的阻滞作用
，

工作液影响胚胎的发育
。

M 小结

MMM 小鼠 M
一

细胞胚胎原核显微注射外源 MMM 后的发育能力下降
，

但无显著影响
。

MMM 体外培养可以代替中间受体培养小鼠显微注射 M
一

细胞胚胎
。

MMM 改进的工作液 斑MM显著提高了显微注射胚胎的移植妊娠率
。
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三
、

小鼠桑堪胚和早期囊胚玻璃化冷冻保存的研究

摘要 用MMMMM和MMMMM玻璃化溶液对小鼠桑堪胚和早期囊胚进行了玻璃化冷冻保存的研究
。
M
一

细胞

胚胎体外培养获得的桑堪胚和早期囊胚
，

用MMMMM 和MMMMM分别进行一步法和二步法冷冻
。

结果是早

期囊胚在 MMMMM M乙二醇M溶液中预先处理 MM
，

然后移入预先配制好含有MMMMM 的 M
一

MMMMM 塑料细

管中
，

平衡 MMMM 后直接投入液氮冷冻
，

胚胎解冻后获得的发育率最高 MMM
M

MMM
。

早期囊胚的发育率

比桑堪胚好
。

二步法与一步法玻璃化冷冻保存相比
，

差异不显著 MMMMMMM M
。

体内培养获得的早期囊胚

用两步法冷冻保存
，

解冻后胚胎的发育室与 M一细胞胚胎体外培养获得的早期囊胚相比
，

无显著差异

MMMM刀刀M
。

关健诃
M 早期囊胚

M

玻璃化冷冻
M 乙二醇M小鼠

哺乳动物胚胎的超低温冷冻保存技术
，

不仅对动物种质资源的保存和 良种家畜的国

际交流提供了简单有效的手段
，

而且还是胚胎移植
、

体外受精
、

转基因和克隆等胚胎生

物技术不可分割的组成部分
。

但是
，

传统的胚胎冷冻方法需诱发结晶
，

按一定速率降温
，

不仅程序复杂费时间 M需几小时M
，

而且需要价格昂贵的胚胎冷冻仪
。

因此
，

探索简单

高效的胚胎保存技术一直是冷冻生物学研究的前沿课题之一
。

MMMM等 MMMMMM 发明了胚

胎玻璃化冷冻方法
，

胚胎先在高浓度抗冻剂 MMMMMMM溶液中脱水和抗冻剂渗入后
，

直

接投入液氮中保存
。

在急速降温的过程中
，

抗冻液变得粘稠
，

形成无冰晶的玻璃化状态
。

与传统的冷冻方法相比
，

这种方法操作简便
，

冷冻处理时间大大缩短
。

但用 MMMM M二

甲基亚飒M
、

乙酞胺
、

丙二醇
、

聚乙二醇等作为抗冻剂
，

溶液的毒性较大
，

胚胎需在低

温下多步平衡后
，

才能投入液氮中保存
，

并且结果不稳定
。

MMMMM 等 MMMMMM 利用化学

毒性较低的乙二醇作为细胞内液抗冻剂
，

聚蔗糖和蔗糖作为细胞外液抗冻剂配制而成的

玻璃化溶液 MMMMM
，

成功地对小鼠桑堪胚和扩张囊胚进行了冷冻保存
。

M肠M 等 MMMMM M

采用乙二醇作为预处理液
，

二步法对小鼠囊胚进行冷冻保存
，

解冻后胚胎发育率达 达达M
。

MMMM水MMM 等 MMMMM M用该玻璃化溶液进行了牛体外受精囊胚冷冻保存获得成功
，

但移

植妊娠率不高
。

目前
，

MMMMM 抗冻液 己成功用于小鼠的原核至扩张囊胚似MMMMM MM

MMM
，
MMMMM

、

家兔桑堪胚M心MMM MM MMM
，

MMMMM
、

牛体外受精囊胚汤
MMMMMMM MM MMM

，

MMMMM

MMMMMMMM必MMM MM MM
M ，

MMMMM和马的囊胚扭沉址 MM MM
M ，

MMMMM等的冷冻保存
。

本实验根据朱士

恩等的上述方法
，

在室温 MMM℃ M下采用玻璃化一步法和二步法
，

将小鼠胚胎于不同的

MMM 溶液中平衡不同时间后
，

直接投入液氮中
，

对胚胎的一步法和两步法冷冻保存技术
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作进一步研究
，

为玻璃化冷冻保存技术提供科学依据
。

M 材料与方法

MM 实脸动物 M同一M

M
M

M 主要仪器与试荆

M
M

M
M

M 仪器 M同一M

M
M

M
M

M 试剂

乙二醇 MMMMM美国 MMMMM公司M 聚蔗糖 MMMMMMMMMMM美国 MMMMM 公司M

蔗糖 MMMMMM北京化工厂M

其它同一

M
M

M
M

M 有关溶液配制

配制玻璃化溶液的基础液 MMMM
M MMMMMM川

M

MMM 丙酮酸钠MM
M

MMM 葡萄糖

玻璃化溶液 MMMMM
M MMM MMMMMMM十MMM MMMMMMMMMM

M

MM MMM十十MMM

玻璃化溶液 MMMMM
M MMM MMMMMMM十MMM MMMMMMMM只】

M

MM MMM咔功MMM

M
M

MM蔗糖溶液
M M

M

MMMMM彼斗MMM MMMMMMMMMMMMMMMMMM

MMMMMM MMM MMMMMMM十MMM MMMMMMMMM 功MMM

M
M

M
M

M 胚胎来源

M
M

M
M

M
M

M体外培养胚胎的获得 M同一M

M二M
M

MMM 体内胚胎的获得

M
一

M周龄的雌鼠分别用 MMMM MMMM和 MMM隔 MMM 腹腔注射后
，

与公鼠合笼
，

注射

MMM后 MM
一

MMM
，

断颈处死
，

将子宫分离后用冲胚
，

体视显微镜下收集胚胎
，

移入 血血M

中备用
。

M
M

M实验方法

M
M

M
M

M 一步法冷冻 将胚胎直接移入预先配制玻璃化溶液 MMMM血 的塑料细管中
，

平衡

MMMM 或 MMM」M 后
，

直接投入液氮中
。

M M
M

M 二步法冷冻 胚胎在在 MMMMM 溶液中预先平衡 M面M ，

然后将胚胎移入预先配制

含 MMMM血 玻璃化溶液的塑料细管中
，

平衡MMM或 MM加
，

投入液氮中
。

M
M

M
M

M 体内培养与体外培养 M一细胞胚胎获得的早期囊胚玻璃化冷冻效果 比较 用

MMMMM 二步法平衡 MM冷冻
。

M
M

M
M

M 解冻 将冷冻细管从液氮中取出
，

迅速投入 MM℃水中
，

解冻约 MMM取出 M当蔗糖

溶液部分由乳白变为透明时取出M
，

用吸水纸将细管水珠拭净
，

剪掉细管两端的栓部
，
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用 MMMM 的注射器把细管中的胚胎冲出
，

置于盛有 M
M

MM 蔗糖溶液的表面皿中
，

平衡 MMMM几
，

再用 功MM洗净待培养
。

M
M

M
M

M 培养 胚胎解冻脱抗冻剂后
，

经观察形态正常者
，

移入在 MMM培养箱中平衡 MM

覆盖石蜡油的 MMMM MMMM 培养液小滴中
，

培养 MM一MM
，

培养条件同一
，

记录胚胎发育

情况
。

M
M

M统计分析

百分数之间的比较用M检验
。

M
M

实验结果

MMM实验 MM 一步法冷冻

胚胎在 MMMMM溶液中的冷冻效果比在MMMMM中好
。

其中桑堪胚在MMMMM 中平衡 MMMM

后冷冻保存
，

解冻后的胚胎发育率为 MM
M

MM
，

高于早期囊胚 MMMMM 中平衡 M皿M 后冷冻

的效果 M发育率为 MM
M

MMM
。

结果见表 M和表 MM

表 M 小鼠桑堪胚用 MMMMM和 MMMMM 一步法冷冻后的发育率

几MMM MMM、一MMMMMMMMMMM MMMMMMM

MMMMM
MM MMMMMMMM一MMMM 、MMMMMMMMMMMM 叭MMM MMMMMMMMMMMMM

玻璃化溶液 平衡时间 回收胚胎数M冷冻胚胎数 发育胚数 MMM 孵化囊胚数 MMM

MMMMM MMMMM MM MMM石MM

MMMMM MM MMMMMM

MM MMM
M

M少 M

MM MMM
M

MMM

MMMMM MMMMM MM MMM
M

MMM MM MMM
M

MMM

MMMMM MM MMMMMM MM MMM
，

MMM

︸

MMM
·

﹃
·

﹄
·

﹃

表 M 小鼠早期囊胚用 〔「MMM和 MMMMM 一步法冷冻后的发育率

M自MMMMM即MMMMMMMM MMMMMM刃。 MMMM MMMMMM
了

MMMMMM仍
MMMM峨MMMMM

一MM印 朽位币MMMMMM

初比 比MMMMMMMMMMMM

玻璃化溶液 平衡时间 回收胚胎数岭冻胚胎数 发育胚数 MMM 孵化囊胚数 MMM

MMMMM MM MMM
M

MMM M MMM
M

MMM

MMMMM

MMMMM MM MMM
M

MMM MM MMM
M

MMM

MMMMM MM MMM
M

MMM MM MMMMMM

MMMMM
MMMMM MM MMM

M

MMM M MMM
M

MMM

MMMMMMMMMMMMMMMMMM
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MMM 实脸 MM 二步法冷冻

将胚胎在 MMMMM溶液中预先平衡后
，

再移入MMMMM 和 MMMMM 处理不同时间后
，

投

入液氮中保存
，

其中早期囊胚在 MMMMM中平衡 M面M 冷冻效果最佳
，

发育率达 MM
M

MM
，

孵化率也上升到 “
M

MM
。

结果见表 M和表 MM

表 M 小鼠桑棋胚用 MMMMM 和 MMMMM 二步法冷冻后的发育率

几MMMM MMMM】即MMMMMMMMMMMMMM
MMMMMMMM 别MMM 七刃刃MMM印 访甘币。而。 M

俪MM MMMMMMMMMMMMM

预处理 时间 玻璃化溶液 平衡时间 回收胚M冷冻胚数 发育胚数 MMM 孵化囊胚数 MMM

MMMMM

MMMMM

MMMMM

MMMMM

﹄﹃
·

﹄
·

﹄

MMMMM M】M刀M

MMMMM
MMMMM

MMMMM
M

MMM

MMMMM
M

MMM

MMMMM乃MM

MMMMM
M

M冲

MMMMM
M

MMM

MMMMM石MM

MMMMM
M

MMM

MMMM
M

M卜

表 M 小鼠早期囊胚用 MMMMM和 〔MMMM 二步法冷冻后的发育率

MMMMMM MMMMMMMMMMM MMMM MM刀MMM‘ M MMMMMMMMMMMMMMMM峨MM枷。 MMMMMMM份币M比。
衍MM MMMMMMMMMMMMM

预处理 时间 玻璃化溶液 平衡时间 回收胚M冷冻胚数 发育胚数MMM

MM MMMMMM

MM MMM
M

MM的

MM MMMMMMM

MM MMM
M

MMM

孵化囊胚数MM 〕

MMMMM MM MMM
M

MMM

MMMMM

MMMMM MM MMMMMM

MMMMM MM】刀MM

MMMMM MM MMM
M

MMM

MMMMM

MMMMM M MMM
M

MMM

︸

﹄
，

﹃
·

﹃
·

﹃

MMM 实验 MM 体内培养与体外培养早期囊胚玻璐化冷冻效果比较
，

结果见表 MM

表 M体内培养M体外培养早期囊胚玻璃化冷冻后的发育率

介MMMMMMMMMMMM以
M
MMMMM MMMMMMMMM协万MMM MM叨七M MMMM MMMM峨MM MM丘币MMMMMM

组别 回收胚M冷冻胚数 发育胚胎数 MMM 孵化囊胚数 MMM

体内

体外

MMMMM MMMMMMM MM MMMMM

MMMMM MM MMMMM MM MMMMM
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体外培养 M
一

细胞胚胎获得的早期囊胚用 MMMMM 二步法
，

平衡 MMMM 后进行玻璃化冷

冻
，

胚胎发育率 MMMMM比体内培养 MMMMM降低
，

两组间无显著差异 MMMM
M

MM M
，

M 讨论

MMM 一步法与二步法冷冻对不同发育阶段胚胎的保存效果

本实验采用分子量小
、

渗透性强
、

化学毒性较低的乙二醇作为细胞内液抗冻剂
，

不

可渗的低分子量蔗糖和大分子量聚蔗糖作为细胞外液抗冻剂配制的玻璃化溶液 MMMMM

和 MMMMM进行冷冻
。

不论是一步法还是二步法玻璃化冷冻胚胎
，

随着胚胎在 MMMMM 溶

液中平衡时间的延长
，

MMMMM 溶液对胚胎的毒性增大
。

MMMMM 对胚胎的毒性 MMMMM 低
，

MMMMM二步法冷冻获得了较高的胚胎发育率
。

这与 MMMMMMMMMMMMM 等 MMMMM M的结果一

致
。

因为乙二醇浓度高时
，

渗透压的作用使过多的乙二醇迅速通过细胞膜
，

高浓度的冷

冻剂会对胚胎 细胞的骨架造成 不可逆转的损 害
，

特别是对 于低级 阶段 的胚胎

MM呼MM引比。M
，
MMMM M MMMMMMMM

，
MMMMM

。

本实验结果也表明
，

胚胎的发育阶段不同
，

玻

璃化冷冻的效果不同
。

早期囊胚二步法冷冻效果较好
，

造成这种结果的原因可能是桑摧

胚的细胞要比囊胚细胞大
，

使它们更易受渗透压损伤 MMMMMMM抓，M ，
MMMM M

，

而且囊胚腔

形成后
，

胚胎的细胞膜对渗透压损伤和毒害的抵抗力增强
。

MMM 体外培养与体内培养对胚胎玻瑞化冷冻效果的影响

M
M

M的结果表明
，

体外培养 M
一

细胞胚胎获得的早期囊胚用 MMMMM 二步法冷冻
，

胚胎

发育率与体内培养获得的早期囊胚相比
，

无显著差异 MMMM
M

MM M
，

但有所下降
。

说明经

体外培养 M
一

细胞胚胎获得的囊胚
，

对冷冻解冻的敏感性没有受到明显的影响
，

质量没有

明显下降
。

M 小结

MMM平衡时间延长
，

玻璃化液对胚胎的损伤增加
。

MMM 低浓度的玻璃化液MMMMM 降低了对胚胎的毒性伤害
。

MMM 二步法玻璃化冷冻胚胎可以减弱抗冻保护剂的化学毒性
，

提高胚胎的发育率
。

MMM 体外培养 M
一

细胞胚胎获得的囊胚对冷冻解冻的敏感性与体内培养相比
，

无显著差异
。





第二部分 哺乳动物胚胎体外培养和玻璃化冷冻保存研究

—绵羊卵母细胞的体外受精
、

体外培养及

早期囊胚的玻璃化冷冻

一
、

受精前卵丘细胞的剥离程度对卵母细胞体外受精和胚胎

发育的影响

二
、

绵羊卵母细胞体外受精及受精卵的体外培养

三
、

绵羊体外受精胚胎的冷冻保存

兮
一夕
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一
、

受精前卵丘细胞的剥离处理对卵母细胞体外

受精和胚胎发育的影响

摘要 本实验探讨了含有正常卵丘细胞的卵母细胞经成熟培养后
，

受精前卵丘细胞的剥离程度对卵母

细胞体外受精及胚胎发育的影响
。

对含有 M巧 层卵丘细胞的成熟卵母细胞进行不同程度的剥离
，

按剥

离程度分为 M组
M MMM 全部剥离

，

有第一极体排出
M
MMM含 M

一M层卵丘细胞
M MMM 仅剩放射冠

。

受精

后各组的卵裂率分别为MMM
，
MMM和 和和M M

囊胚率分别为 为为M
，

MMM和 MMM
，

各组间卵裂率和囊胚率

都无显著差异
。

关键词
M

卵母细胞 卵丘细胞 剥离程度 卵裂率 囊胚率 绵羊

体外受精是指哺乳动物的精子和卵子在体外人工控制的环境下完成受精的过程
。

体

外受精技术包括卵母细胞的体外成熟
、

精子的体外获能
、

成熟卵母细胞与获能精子的体

外受精和受精卵的体外培养
。

随着体外受精技术的发展
，

卵母细胞的体外成熟显得越来越重要
。

许多实验表明
，

体外受精囊胚期前的胚胎代谢活动主要由母源性基因及其代谢产物如 切丑丑M
、 MMMM 和

蛋白质等所调控
。

因此卵母细胞的体外成熟情况是决定卵裂率及囊胚发育率高低的关

键
。

在体外培养体系中
，

卵泡颗粒细胞及其单层细胞对卵母细胞的成熟
，

受精和发育有

促进作用
。

卵丘细胞在卵泡发育过程中及排卵后的一定时间内始终包裹在卵母细胞周

围
。

从卵巢上卵泡中收集到的卵母细胞也有多层卵丘细胞所包裹
，

直到受精后的的的一MM

才从卵母细胞中挑出
。

卵丘细胞在卵母细胞离体后至受精前的成熟培养期间对卵母细胞

自身的成熟起着很大作用
，

从而影响到随后的受精及卵裂过程
。

而这个作用是随着卵丘

细胞层数的增加而提高
。

一般来说
，

卵母细胞只要达到核成熟
，

精子便可穿透
，

甚至可

以进行第一或第二次卵裂
。

然而
，

只有细胞核与细胞质均成熟的卵母细胞方能继续发育

至囊胚阶段
。

因为卵母细胞的成熟更重要的是生理生化上的变化
，

包括蛋白质的合成
、

氨基酸的转移及碳水化合物的代谢等
。

而这些变化的发生
，

卵丘细胞起着重要的作用
。

本实验通过观察卵母细胞的受精及胚胎的早期发育能力
，

探讨了卵丘细胞对卵母细胞的

体外培养效果的影响
。

材料与方法

主要仪器与试荆
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M
M

M
M

M 仪器

离心机 M北京医用离心机厂M其它同第一部分

M
M

M
M

M 试剂

MMM
一

MMM M美国 MMMMM
一

M砒 公司M 肝素钠 M美国 MMM叮M 公司M

雌二醇 MMMM
一
MMMM美国 MMMMM公司M MMMMMMMMMMMM M美国 MMMMM 公司M

透明质酸酶 M美国 MM脚
M 公司M MMM M美国 MMM吐M公司M

MMM M北京邦定泰克生物技术公司M MMM M中科院动物所M

MM M中科院动物所 M

其它同第一部分

M
M

M
M

M 有关溶液配制

吸卵液
M MMM

一

MMMMMMMMM一MMMM M印MMMM川MMMM 肝素钠

成熟液
M MMM

一

MMMMMMMMMMMM
M

MMMMMMMMM场 吧MMMMMMMMM加M雌二醇MMMMMMMM

MMM

受精基础液
M MMMMMMMMMMM MMMMMMM’M加目肝素钠MMMM” 力MMMMMM咖啡因

受精液
M MMM砚MMMMMMMMMMMMMMMM 肝素钠MMMMM

M功叮M咖啡因MMMMMMMMMMMM
培养液

M MMMMMMMMM干MMMMM十MMM 谷氨酞胺MMMMM过M胰岛素MMMM 牛磺酸

刊
M

MMMMMM MMMMMMMMMMMMM MMMMMMMMMM

M
M

M
M

M 实验材料

所用卵母细胞来自当日屠宰绵羊卵巢
，

精子用当日屠宰公羊附辜精子
。

MM 实验方法

M
M

M
M

M 卵母细胞的收集

卵巢采自当地屠宰场
，

从刚宰杀的绵羊体内剪下卵巢
，

立即放入 MM℃左右的加入

青霉素和链霉素的灭菌生理盐水中
，

MM 内运回实验室
。

卵巢用 MMM酒精清洗一次
，

再

用灭菌生理盐水清洗三次
，

放入灭菌烧杯中
，

保持温度在 MM℃左右
。

在超净工作台内
，

用带有 MM 号针头的 MMMM 一次性无菌注射器
，

从卵巢表面上直径为 M
一

MM 的卵泡中吸

取卵母细胞
，

吸卵前在注射器内预先吸入 MMMM 吸卵液
，

在显微镜下挑选出含有完整卵

丘细胞层且胞质均匀的卵丘卵母细胞复合体 MMMMM
。

M
M

M
M

M 卵母细胞的体外成熟

将挑选出的 MMM 用吸卵液和成熟液各洗三遍
，

放入成熟液液滴中
。

成熟液液滴
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为 MMMM
，

上盖石蜡油
，

在 MMM培养箱中平衡 MM
。

每个液滴放入 MM
一

MM 枚卵母细胞
，

于

MM
M

M，M ，
MMMMM

，

培养箱中培养 MM
一

MMM
。

M
M

M
M

M 体外受精

M
M

MMM
M

M 精子处理

本实验所用的精子为绵羊附梁精子
。

采集方法如下
M
将屠宰场刚宰杀的绵羊翠

丸剪下
，

带回实验室
。

在超净工作台内剖开辜丸
，

取出附辜
，

将附辜尾部剪碎
，

把碎片

放入受精基础液
，

在 MM℃的 MMM培养箱中悬浮 MM
一

MMMMM使精子完全游出
。

滴片检查精

子活力
，

高于 M
M

M即可用于体外受精
。

把悬浮液移入 MM血 试管中
。

MM
，

M
M

M 精子获能

用受精基础液将精子悬浮液离心洗涤两次 MMMMMM，
MMMM转M分M

，

然后用受精液重

悬浮精子
，

并在 MM
M

M℃下孵育 MM刃。 MM
，

使精子获能
。

M
M

M
M

M
M

M 成熟卵母细胞的处理

将成熟 MM
一

MMM 的卵母细胞在 MMMMMMM】的透明质酸酶中洗涤
，

并用细的玻璃管反复

吹吸
，

按卵丘细胞剥离程度将卵母细胞分为 M组
M M

，

在倒置显微镜下观察到第一极体

排出的裸卵 M M
，

放射冠外有 M
一

M层卵丘细胞M M
，

仅剩放射冠细胞
。

M
M

MMM
M

M 体外受精

将处理好的卵母细胞分别用受精液洗涤三次
，

放入覆盖石蜡油
，

在培养箱中平衡

MM 的受精液液滴中
。

每个液滴 MMMM
，

放入 MM
一

MM 枚卵母细胞
，

然后加入孵育后的精子

至 MM M护精子蒯
，

于 于于
M

M℃ ，
MM MMM

，

MMM空气
，

饱和湿度的MMM培养箱中培养
。

M
M

M
M

M 胚胎培养

精卵共培养 MMM 后
，

将卵用培养液洗涤三次
，

并用吸管反复吹吸
，

去除吸附的多余精

子后
，

移入 MMMM 培养液液滴 M平衡 MM
，

上盖石蜡油M
。

每个液滴中放入 MM
M

MM 枚受精卵
。

每隔 MMM换 M乃 培养液
，

并观察胚胎发育情况
，

受精后 MMM 统计卵裂率
，

第 M
一

M天统计

囊胚发育率
。

培养条件为MM
M

M℃ ，
MM MMM

，

MMM空气
，

饱和湿度
。

M
M

M
M

M 统计分析

实验重复三次
，

所得数据用 M“检验进行分析
。

M 实验结果

由表 M可见
，

将含 M
一

M层卵丘细胞的卵母细胞经成熟培养及剥离处理后
，

各组间分

别受精后卵裂率及囊胚发育率差异不显著 MMMM
M

MMM
，
M 组的囊胚率较高

。
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表 M 受精前卵母细胞剥离处理对体外培养的影响
口

M石MMM MMMM七MM MM MMM址血司MMMMMMMMMMMMM仅叮MMMMM

MMMMMM，MM户戈MMMMM

而MMMMMMM功功功MMMMMMMMMMMMMMM成MMMMM MM MMMMM MMMMMMM

组别 卵母细胞数 卵裂胚数MMM 桑根胚数 MMM 囊胚数 MMM

M MM MMMMMMM MM厅MMMM卜 MM刀MMMM卜

M MM MMMMMMM MMMMMMMM冲 MMMMMMMM神

M MMM MMMMMMM MMMMMMMM冲 MMMMMMMM冲

M 讨论

MMM 卵丘细胞与受精的关系

实验结果表明
，

卵母细胞成熟后
，

卵丘细胞存在与否对受精后的卵裂率影响不大
。

完全无卵丘细胞的卵母细胞的卵裂率高于有卵丘细胞组
，

但无显著差异
。

这说明卵丘细

胞对卵母细胞受精与卵裂的影响只表现在卵母细胞成熟阶段而不在受精阶段
。

M 组中用

于体外受精的卵母细胞为成熟后在倒置显微镜下观察到有第一极体排出的卵
，

卵母细胞

的第一极体排出率为 MMM MMMMMMMM
，

卵裂率高于其它两组
。

说明第一极体排出与否影

响卵母细胞的受精与卵裂
。

一般判定卵母细胞成熟与否是以核成熟为主要指标
，

而核成

熟的主要标志是第一极体的排出
。

哺乳动物的核成熟过程即使在体外简单的培养条件下

也能自发地进行
，

但卵母细胞能否获得正常的受精卵裂及随后的胚胎发育能力则主要与

细胞质与细胞核的同步成熟有关 MMMMMMM
，
MMMMM MMMMMM

，
MMMMM

。

成熟 MMM的卵母细胞

第一极体排出率与成熟 MMM 没有差别
，

但其受精率及囊胚发育率明显降低
，

而成熟 MMM

的卵母细胞就能获得正常的受精及卵裂能力
，

但卵母细胞第一极体排出率
、

卵裂率及囊

胚发育率均比较低 M施巧婷
，
MMMMM

。

谭世俭等 MMMMMM 证明成熟 MMM的卵母细胞卵裂

率最高
，

超过 MMM 卵裂率明显下降
，

说明培养时间延长
，

导致卵子老化而影响卵裂率
。

MMM 卵丘细胞与胚胎发育的关系

本实验结果表明
，

卵丘细胞在受精前的剥离程度对卵母细胞受精后的发育没有影

响
。

与杨膺白等 MMMMMM的实验结果不一致
，

认为卵丘细胞在受精前的剥离程度对牛卵

母细胞受精后的囊胚发育率有影响
，

完全剥离卵丘细胞的卵母细胞受精后囊胚发育率显

著降低
。

这个问题有两种解释
，

一种是在受精时卵母细胞周围的卵丘细胞的存在对其随

后的胚胎发育可能是必须的M 另一种解释可能是人为操作时造成的差异
。

在将卵母细胞

周围的卵丘细胞剥离时
，

是用吸管反复吹吸使其脱落
，

卵丘细胞脱落越完全
，

吹吸次数

就越多
，

在此过程中
，

可能对卵母细胞造成机械性伤害
，

从而影响随后的胚胎发育
。

本

实验中裸卵的囊胚发育率比其余两组高
，

但无差异
。
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二
、

绵羊卵母细胞体外受精及受精卵的体外培养

摘要 本实验采用两种肝素浓度 MMMMM助吐
，

MMMMMMMMMMM与两种咖啡因浓度 MMM加M功川
，
MMM” 卫叨MMMM的

交叉组合
，

以无咖啡因组受精液为对照
，

探讨肝素和咖啡因对绵羊卵母细胞体外受精的影响
，

并确定

受精后将卵母细胞移至培养液的合适时间
。

并比较了不同浓度的牛磺酸对绵羊早期胚胎发育的影响
。

结果表明
，

卵母细胞在 MMMM加M肝素与 MMM” MMMMMMM咖啡因组受精 MM移至培养液时
，

受精效果最好
，

囊胚率达 MM
M

MM
。

MMMMM 牛磺酸适合于绵羊胚胎体外发育的要求
。

MMMM培养液与 MMM
M

MMM 相比
，

囊

胚率无显著差异
。

关健词
M 肝素 咖啡因 牛磺酸 体外受精 体外培养 绵羊

体外受精技术于 MM 世纪 MM 年代获得成功
，

在最近 MM 年迅速发展
，

己日趋成熟成

为一项重要而常规的动物繁殖生物技术
。

体外受精技术可用于研究哺乳动物配子发生
、

受精和胚胎早期发育机理
。

在家畜品种改良中
，

可提供廉价且品种优良的胚胎
，

缩短家

畜繁殖改良周期
。

并在治疗人类不孕症以及濒危动物保护上有重要意义
。

目前
，

受精过

程的各个步骤都可以在体外进行
。

精子获能是体外受精的关键步骤之一
，

与离子强度
、

钙离子浓度和肝素等多种理化

因子密切相关 〔MMMMMMM MMMM MM
M ，
MMMM尹MMM MM MM MM

M ，
MMMMM

。

而肝素是常用的获能剂
，

适宜浓度的咖啡因也能促进精子获能
，

提高受精率
，

而且肝素和咖啡因还有协同作用

MMMMM M MM MM
，
MMMMM

。

然而
，

咖啡因对卵母细胞或早期胚胎发育有不良影响
，

与精卵

作用时间有很大关系 MMMMM川川川MMM，
MMMMM

。

本实验旨在寻找受精液中肝素钠和咖啡因的

最佳浓度组合
，

并确定卵母细胞在受精液中的适宜停留时间
，

以在保证受精的前提下
，

降低受精液中的咖啡因对卵母细胞的不良影响
。

哺乳动物早期胚胎发育阻滞的现象是在进行胚胎的体外培养研究中观察到的普通

现象
。

人们在使用合成培养液培养不同动物的胚胎时发现小鼠和大鼠在 M
一

细胞阶段
，

兔和猪在 M
一

细胞阶段
，

牛和绵羊等在 M
一

MM 细胞都会出现发育阻滞的现象
。

牛磺酸和亚

牛磺酸对体外培养的仓鼠
、

小鼠和兔等胚胎发育均有促进作用
。

第一部分的结果表明牛

磺酸在克服昆明小鼠胚胎发育的 M
一

细胞阻滞中起关键作用
，

本实验比较了不同浓度的

牛磺酸对绵羊早期胚胎发育的影响
。

胚胎培养液分为复杂和化学成分明确的培养液
，

复

杂培养液如 MMM
一

MMM 成分复杂
，

而且有血清的影响
，

不能够很好地判定各种成分对胚

胎发育的影响 MMMMMMMMMMMM
，
MMMMM

，

本实验中采用 MMMM简单培养液探讨其是否能够

代替复杂培养液对绵羊胚胎进行体外培养
。
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M 材料与方法

M
M

M 主要仪器和试荆
M

M

M
M

M 仪器 M同一M

M
M

M
M

M 试剂 M同一M

M
M

M
M

M 有关溶液的配制

受精基础液
M MMM十MMMMMMMMMMMMMMM友MM肝素钠

受精液
M MMMMMMMMMMMMMMMMMMM 肝素钠MMMMMMMMMMM

MMMM培养液
M MMM十MMMMM十M今乞乞MM十MMMMMMMMMM 月MM 谷氨酞胺十MMMMMM胰岛

素MM
M

MMM庄匹MMMMMMMMMMMM

MMM
一

MMM培养液
M MMM

一

MMMMMMMMMMMMMMMMM胰岛素MMMMMM月MMMM
MMMM梦园MMM

吸卵液和成熟培养液同一

M
·

M
M

M 实验材料

所用卵母细胞来自当日屠宰绵羊卵巢
，

精子用当日屠宰公羊附辜精子

MM 实验方法

M
M

M
M

M 卵母细胞体外成熟和体外受精 M同一M

M
M

M
M

M 胚胎体外培养 M同一 M

M
M

M
M

M 实验 MM 不同浓度的肝素
、

咖啡因及受精时间对卵裂率的影响

将精液分为五份
，

分别放入不同实验组获能
，

将成熟的卵母细胞随机分组
，

精卵作用 MM 或 MMM
，

对照组仅含有肝素钠
，

受精时间为 MMM
。

每个受精液液滴中 MM
一

巧

枚卵母细胞
，

精子浓度 MM MM MMMMM
，

液滴上覆盖石蜡油
。

然后分别放入培养液中
，

培养

条件同第一章
。

培养液为 MMMM培养液十MMM 牛磺酸
。

各组实验安排见表 MM

表 M 受精液中肝素
、

咖啡因浓度及受精时间

MMMMM MMMMMMMMMMMMMMMMM印肚MM MMMMMM介介介MMMMMMMMM坛顽MMM。 五MM MMMMMMMMMMMMMM 丘MM

组别 肝素 MMMMMMM 咖啡因 MM” MMMM山MM 受精时间 MMM

第一组 MM M M

第二组 MM M MM

第三组 MM MM M

第四组 MM MM MM

第五组 MM M M
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M
M

M
M

M 实验 MM 牛磺酸对绵羊胚胎发育的影响

以 MMMM培养液为对照组
，

比较了不同浓度 MMMM人人
，
MMMMMM的牛磺酸对绵羊早

期胚胎发育的效果
，

并与 MMM
一

MMM培养液对比
。

M
M

M
M

M 囊胚细胞计数

在受精后第 M天将囊胚在含 MMMMM垃MMMMMMMMMMMMM的 MMMM液中孵育 MMMMM
，

然后

在载玻片上压片
，

在荧光显微镜下观察细胞核数
。

MM 统计分析

对实验数据用 M二检验进行统计学处理
。

M 实验结果

MMM 实验 MM 不同浓度的肝素
、

咖啡因及受精时间对卵裂率的影响

为了检验不同浓度的肝素钠和咖啡因对精子获能的影响及精卵作用时间对卵裂率

及囊胚发育率的影响
，

其结果见表 M
。

表 M 肝素
、

咖啡因及受精时间对卵裂率的影响

几MMMMM月七MMM MMMMMMMMMMMMMMM
MMMMMMMMM MMMMMM 叨MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM MMMM

MM MMMMMMMM M
MMM

组别 培养卵数 卵裂胚数 MMM 囊胚数 MMM

第一组 MM MMMMM MMM
M

MMM MMMMM MMM
M

MMMM

第二组 MM MMMMM MMMMMM M几M MMM
M

MMM

第三组 MM MM刀M MMM刀MM MMMMM MMM
M

MMM

第四组 MM 科MMM MMM刀MM MMMMM MMM刀MMM

第五组 MM MM刀M MMM
M

MMM MMMMM MMM
M

MMM

由表 M可知
，

含有咖啡因各实验组卵裂率 MMM
M

M
一

MM
M

MMM显著高于对照组 MMM
M

MMM

MMMMMMM M
。

精卵作用 MMM 组 M第二组与第四组M卵裂率显著高于对照组
，

但囊胚率比

对照组低
。

MMMMMMM肝素组与对照组囊胚率差异显著 MMMM
M

MMM
。

精卵作用 MM组卵裂率

与对照组相比差异显著 MMMM MMM
，

但囊胚率无显著差异 MMMM
M

MMM
。

综合三种因素考虑
，

以第三组为精子最佳获能条件和最佳受精时间
。

MMM 实验 MM 牛磺酸对绵羊胚胎发育的影响
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以 MMMM培养液 M含 MMM 牛磺酸M为对照组
，

比较了不同浓度 MMMM 和 MMMMM

的牛磺酸对绵羊早期胚胎发育的效果
，

并检测简单培养液 MMMM 能否代替复杂培养液

MMM
一

MMM
，

结果见表 MM

表 M 牛磺酸对绵羊胚胎发育的影晌

介MMMMM任即MMMMM丘改。 吐 M即山山山M MMMM
MMMMMMMMMMMMMM MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM

组 别 培养胚数 囊胚数 MMM

MMMM十MMMM 牛磺酸

MMMMMMMMM 牛磺酸

MM MMMMMM

MM MMM
M

MMMM

孵化囊胚数 MMM

MMMMM MMM
M

MMM

MMMM M们 MM

，厂产白﹄、︸M

MMMMMMM血M 牛磺酸 MM M MMM月M M M M

MMM
一MMM MM MM MMM

M

MMMM MMMM MMMMMMM

从表 M可知
，

牛磺酸显著提高了体外受精胚胎的囊胚率和囊胚孵化率
。
MMM 牛磺

酸组的囊胚率 MMM
M

MMM显著高于其它组
，

与对照组 MMM
M

MMM差异极显著 MMMMMMM M
，

与其它两组无显著差异M MM人人牛磺酸组囊胚孵化率 MMM
M

MMM显著高于 MMMM 牛磺酸

组 MMM
M

MMMMMMMMM
M

MMM
，

高于 MMM
一

MMM 组 MMM
M

MMM
，

但差异不显著 M MMMM培养液中

不加牛磺酸
，

囊胚未能发育至孵化囊胚阶段
。

M 讨论

M
M

M 不同浓度的肝素
、

咖啡因及受精时间对卯裂率的影响

咖啡因及其盐类主要通过抑制环腺昔酸酶来提高细胞内的 口划讨M水平
，

增强精子

的活动能力 MMMMM
，
MMMMM MM址MMM

，
MMMMM MMMM

，
MMMMM MMMMM

，
MMMMM MMMMMMM

，
MMMMM

并与肝素协同作用促进精子的获能 MM枷M，
MMMMM

。

由于咖啡因本身及死亡精子释放的

胺类等代谢物质对胚胎有毒害作用
，

而颗粒单层细胞及其代谢产物对胚胎有良好的促进

作用
。

因此
，

在受精液中加入适宜浓度的咖啡因
，

并将受精卵适时移入颗粒细胞单层非

常重要
。

本实验受精前处理卵母细胞时留有部分颗粒细胞
，

可以创造一个共培养环境
。

由本实验结果可以看出受精液中适宜浓度的肝素与咖啡因组合
，

能较好的促进绵羊卵母

细胞的体外受精及以后的胚胎体外发育能力 M 当卵母细胞与精子接触时间较短时
，

即将

卵母细胞在受精后 MM 移入培养液中
，

需要在受精液中加入一定浓度的咖啡因来迅速激

活精子及提高其穿透能力
，

在没有加入咖啡因的对照组中卵母细胞分裂率很低 MMM
M

MMM

与加有咖啡因各组 MMM
M

M
一

MM
M

MMM相比差异显著
。

MM 加咖啡因处理组比 MMM 处理组获得
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较高的囊胚率
，

说明受精液中的咖啡因对卵母细胞或早期胚胎有不 良影响
。

咖啡因特别

是高浓度咖啡因虽然能够更充分激活精子
、

促进受精
，

但同时对受精卵有不良影响
，

从

而影响到早期胚胎的质量及随后的发育能力 M文国艺等
，

MMMMM
。

MMMMMM MMMMM认为
，

肝素与精卵作用时间有最合适的搭配
。

处理时间较长时
，

卵裂率虽然高
，

但胚胎后期发

育不理想
，

囊胚率降低
。

在受精液滴中加入 MMMM八MM肝素
、
MMMMMM肋MM咖啡因

，

并且在

受精后 MM 移入培养液滴中
，

既可以激活精子提高精子穿透率
，

又能够获得较多的及较

高质量的囊胚
。

MM 不同浓度的牛磺酸对绵羊胚胎早期发育的影响

牛磺酸及其前体物亚牛磺酸在母畜生殖道内和胚胎中的浓度都很高MMMMMMM
，
MMMMM

MMMMMM 和 和和MMMMM
，
MMMMM

，

这表明牛磺酸对于胚胎的正常发育是重要的
。

牛磺酸的作用

具有普遍性
，

其作用主要有
M MMM 促进了胚胎的新陈代谢 MMMMMMM 和 MMMMMMM

，

MMMMM

MM MM MM
M ，
MMMMMM MMM抵抗 MM浓度过高引起的损害 MMM MM MM

M ，
MMMMMM MMM抗氧化剂

作用
。

在 MMMMM的培养条件下
，

牛磺酸可以促进小鼠
、

兔子和猪等的胚胎发育MMMM
MMMMM

MM MM
M ，
MMMMM MMMM MM

M ，

MMMMM MMMMMMMMM MM
M ，
MMMMM

。

MMMMM MMM 等 MMMMMM在对牛胚胎的

培养过程中发现
，

在 MM MMMM MMM空气的培养条件下
，

牛磺酸可以明显地促进牛胚胎

发育
，

而在 MM MMMM MMMM的培养条件下
，

牛磺酸的作用不明显
，

这表明牛磺酸主要

是作为一种抗氧化剂
，

它可以抑制高氧条件下毒素物质产生的氧化物
，

从而起到保护作

用
。

第一部分在 MMM 中加入 MMMMM 牛磺酸能支持小鼠 M
一

细胞胚胎发育至囊胚阶段
，

进一步证实了牛磺酸对克服胚胎发育阻滞的关键作用
。

本实验在第一部分结果的基础

上
，

研究牛磺酸对绵羊胚胎体外发育的作用
。

结果表明
，

牛磺酸能促进胚胎发育
，
MMM

牛磺酸显著提高了囊胚率和孵化囊胚率
，

对绵羊胚胎体外发育比较适宜
。

MM 不同培养液对绵羊胚胎早期发育的影响

本研究探讨了用MMMM代替常用的复杂培养液 MMM
一

MMM的可能性
。
MMM

，

MMM的成

分复杂
，
MMM是 予汀访MMMMMMM设计的一种简单培养液

，

它具有一些 MMM
一

MMM 所没有

的特点
。

本实验中将 MMM培养液加以改进
，

加入谷氨酞胺
、

胰岛素
、

牛磺酸
、

MMMM
、

MMM和 MMM
、
MMM 和 MMM等

。

谷氨酞胺对于早期胚胎发育是重要的能量来源
，

对胚

胎的代谢和囊胚的形成起重要作用 M形MMM等
，

MMMMM
。

胰岛素可增加胚胎的细胞数
，

促

进囊胚腔的形成和孵化 MMMM山五MM
。

MMM 是单链多肤
，

是非胚胎产生的促进胚胎发育

的因 子
，

可提高小 鼠体外培养胚胎 的囊胚率 MMMMMMMMMMM M
，

刺激囊胚腔的扩展
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MMMMM永
，
MMMMMMMMMMMM址

，

MMMMM
。

MM 阶段
，

胚胎对血清的需要更为重要
。

实验结果表

明
，
MMMM培养液与 MMM

一

MMM 相比
，

囊胚率和囊胚孵化率无差异
，

而且比 MMM
一

MMM 的

培养效果好
。

细胞数是胚胎活力的一个重要标志 MMMMMM。

恤MM 和 MMMMM
，
MMMMM

，

体内

囊胚随着细胞数减少
，

质量下降 MM六叮出 MM MM
M ，
MMMMM

。

本实验对囊胚进行了荧光染色
，

证明体外培养的囊胚细胞数
，

在数值上可以达到体内培养囊胚的细胞数
。

M 小结

M
M

M 受精液中
，

MMMMMMMM 肝素和 MMM
。 MMMM咖啡因浓度组合时精卵作用时间以 MM为宜

。

MMM 牛磺酸能促进绵羊胚胎体外发育
，

浓度以 M功MM 为宜
。

MMM MMMM培养液可以代替复杂的 MMM
一

MMM 培养绵羊早期胚胎
。
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、

绵羊体外受精胚胎的冷冻保存

摘要 本实验研究了不同冷冻方法对绵羊体外受精胚胎的保存效果和不同解冻方法对胚胎玻璃化冷冻

效果的影响
。

结果表明
，

一步法玻璃化冷冻囊胚的存活率为 MMM
，

比二步法和慢速冷冻效果明显降低

MMMM力MM
M
二步法和慢速冷冻效果较好

，

胚胎的存活率分别为 MMM和 MMM
，

两者无显著差异M 玻璃

化冷冻胚胎后
，

一步解冻与二步解冻方法的胚胎发育率无显著差异 M分别为MM
M

MM和 MM
M

MMM
。

关健词
M

体外受精 早期囊胚 玻璃化冷冻 绵羊

M西西MMMMMM 等 MMMMMM 首次报道用 MMMM 为冷冻保护剂
，

通过慢速冷冻和慢速解冻

的方法将绵羊胚胎冷冻保存成功
。

随后人们用不同的冷冻液和不同的方法对绵羊胚胎冷

冻保存并获得成功 MMMMMMMM
，

一MMMM MMMMMMM
，
MMMMM M过MMMM、 MMM

，
MMMMM M嘟

M
，

MMMM M MMM巧
， ，
MMMM M M厄MM

，

MMMMM
。

胚胎的快速冷冻无需冷冻仪
，

且减少冷冻的时间
·

自从 MMMM 等 MMMMMM用 MMMM
、

乙酞胺等冷冻剂对小鼠的胚胎进行玻璃化冷冻保存获

得成功以来
，

许多学者对这一种方法进行了细致的研究
，

并设计了各种玻璃化冷冻液M见

综述M
。

用乙二醇和丙三醇为抗冻剂
，

对绵羊体内受精胚胎进行玻璃化冷冻
，

取得了较

高体内和体外发育率 M从
，
MMMMMMMMMMM，

MMMMMM叫初MM，

MMMMM
，

但有关绵羊体外受精胚胎

的冷冻研究只在最近才有报道 MM厄加MM叮 MM MM
M ，
MMMM MMMMMMM MM MM

M ，
MMMM MMMMM 。 ，

MMMM M

M五M MM MM
，
MMMMM

。

M材料与方法

M
M

M主要仪器和试荆

MM
M

M 仪器 M同一M

M
M

M
M

M 试剂

乙二醇 MMMMM美国 MMM班M 公司 M 聚蔗糖 MMMMMMMMMM美国 MMM叮M公司M

蔗糖 MMMMMM北京化工厂M

其它同一

M
M

M
M

M 有关溶液的配制

慢速冷冻冷冻液
M MMMMMM助川MMMMM

M

MM 乙二醇均
M

MMM海藻糖

配制玻璃化溶液的基础液 MMMM
M MMM劝

M

MMM 丙酮酸钠MM
M

MMM 葡萄糖

玻璃化溶液MMMMM
M MMM MMMMMMM十MMM MMMMMMM斗M

M

MM MMM七七 MMM

M
M

M一蔗糖溶液
M M

M

MMMM MM叶MMM MMMMMMMMMMMMM M MMM
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M
M

MMM 蔗糖溶液
M M

M

MMMMMMMMMMM MMMMMMMMMMMMMM MMM

MMMMM
M MMM MMMMMMMM斗

M

MMM MM八厂MMMM弓MM MMM

其它同一

M
M

M
M

M 实验材料

所用卵母细胞来自当日屠宰绵羊卵巢
，

精子用当日屠宰公羊附翠精子

MMM 实脸方法

M
M

M
M

M 卵母细胞体外成熟和体外受精 M同一M

M
M

M
M

M 胚胎体外培养 M同一M

M
M

M
M

M 胚胎冷冻

M
M

MMMMM 慢速冷冻

冷冻方法
M

胚胎在室温下于冷冻液中停留 M血M 后装入 MMMMMMM 的细管
，

将细管放

入冷冻仪
M

启动冷冻程序
，

从 M℃以 M℃八MMM 降到
一

M
M

M℃ ，

植冰后平衡 MM面M 。

然后以

MMM℃加运降到
一

MM℃
，

直接投入液氮中保存
。

解冻方法
M
将细管从液氮中取出

，

在空气中停留 MM
，

然后放入 MM℃水浴 MMM，

随后

将胚胎直接移入培养液中
。

胚胎用培养液洗涤三次后
，

于培养液滴中继续培养 MMM并观

察发育情况
。

M
M

MMM
M

M 玻璃化冷冻

M
M

MMMM
M

M冷冻方法

一步法冷冻
M

将胚胎直接移入预先配制玻璃化溶液 MMMM血 的塑料细管中
，

平衡 MM
后

，

直接投入液氮中
。

二步法冷冻
M 胚胎在 MMMMM溶液中预先平衡 MM

，

然后将胚胎移入预先配制玻璃

化溶液 MMMM血 的塑料细管中
，

平衡MMM，

投入液氮中
。

M
M

MMMMM 解冻方法

一步法
M

将冷冻细管从液氮中取出
，

迅速投入 MM℃水中
，

解冻约 MMM取出 M当蔗

糖溶液部分由乳白变为透明时取出M
，

用吸水纸将细管水珠拭净
，

剪掉细管两端的栓部
，

用 M血 的注射器把细管中的胚胎冲出
，

置于盛有 MMMM 蔗糖溶液的表面皿中
，

平衡 MM。 刃。
，

再用培养液洗涤三次后继续培养
。

二步法
M

按一步法将置于盛有 MMMM 蔗糖溶液的表面皿中
，

迅速检出胚胎移入 MMMMM

蔗糖溶液中平衡 M山MM
，

再用培养液洗涤三次后继续培养
。

M
M

M
M

M培养

胚胎解冻脱抗冻剂后
，

经观察形态正常者
，

移入在 MMM培养箱中平衡 MM覆盖石蜡
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油的 M时MMMM培养液滴中
，

培养条件同一
。

M
M

M
M

M 统计分析

所得数据用 M“检验进行统计分析
。

M 实验结果

M
M

M 实脸 MM 体外受精胚胎的冷拣效果

比较了绵羊体外受精早期囊胚玻璃化冷冻和慢速冷冻的保存效果
，

结果见表 M
。

表 M 不同冷冻方法对绵羊体外受精早期囊胚冷冻保存效果

飞飞MMM MMMMMMMM MMM正MMMMMM MMMMMMMMMMMMMMMMM M丫M MMMMM
尸

MMMMMM仍呀MM MMMMMMM

组别 冷冻胚胎数 发育胚胎数 〔MM M
孵化囊胚数 MMM

一步法

二步法

慢速冷冻

MM MMMMM

MM MMMMMM

M MMMMM

M MMMMM

MM MMMMM MM MMMMM

勺‘M︺，M，M傀M，‘

M
发育至扩张囊胚

一步法玻璃化冷冻囊胚的存活率为MMM
，

比二步法冷冻效果 MMMMM降低 MMM。
M

MM M
，

比慢速冷冻效果 MMMMM显著降低 MMMMMM MM 孵化囊胚率各组间无显著差异
，

但一步

法比二步法和慢速冷冻效果低
。

M
M

M 实验 MM 不同解冻方法对绵羊体外受精早期囊胚玻璃化冷冻保存效果影响

比较了不同解冻方法对绵羊体外受精早期囊胚玻璃化冷冻保存的效果
，

结果见表 MM

表 M 不同解冻方法对绵羊体外受精早期囊胚玻璃化冷冻保存效果

几MMM MM伤MMMMMMMMM比MMMMMM叭卫堪 MMM五MMM MM MM以甲 M、MM亡MMMMMMMMMM即MMMMMMM如五MMMMMM

组别 冷冻胚胎数 发育胚胎数 MMM， 孵化囊胚数 MMM

一步解冻 MM MMM石MM MM MMMMMM

二步解冻 MM

M
发育至扩张囊胚

MM MMM
M

MMM MM MMM
M

MMM

从表 M可以看出
，

玻璃化冷冻胚胎后
，

一步解冻与二步解冻方法的胚胎发育率无显

著差异 M分别为 MM
M

MM和 MMMMMMM 囊胚孵化率分别为 为为
，

MM和 MM
M

MM
，

两组间无差异
。
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M 讨论

M
M

M 不同冷冻方法对绵羊体外受精早期囊胚冷冻保存效果的影晌

体外生产的胚胎对低温的敏感性较强
，

许多标准的方法是将胚胎慢速冷冻到生理温

度之下
，

这一过程会对体外生产的胚胎造成严重的损伤
。

不同的冷冻方法
，

例如慢速冷

冻和玻璃化冷冻对胚胎造成的损伤也不同
。

实验 M的结果表明
，

玻璃化二步法和慢速冷

冻法保存绵羊体外受精早期囊胚
，

二者的效果相同
，

说明通过玻璃化法的快速冷冻会减

少胚胎所受的损伤
，

与 M止山MMM MMMMM的结果一致
。

玻璃化一步法比慢速冷冻法的保

存效果显著降低 MMMM
M

MM M
，

一步法比二步法冷冻胚胎的存活率降低
。

表明一步法冷冻

时
，

在足够的乙二醇渗透前
，

胚胎受到毒性伤害
，

可能是乙二醇进入了囊胚腔
，

而胚胎

置于 MMMMM前
，

首先平衡在一个稀释的乙二醇溶液中
，

然后移入 MMMMM中短暂平衡后投

入液氮
，

这种二步冷冻法提高了胚胎存活率
，

与 MMM 等 MMMMMM 报道的一致
。

M
M

M 一步与二步解冻法对绵羊体外受精早期囊胚玻璐化冷冻保存效果影响

玻璃化冷冻中用低毒的乙二醇作为快速渗透性试剂
，

乙二醇的这些特点在冷冻过程

中具有非常重要的意义
，

一方面可以尽量减少冷冻剂对胚胎的作用时间
，

降低了冷冻剂

的毒害作用 M 另一方面
，

在解冻时由于快速的渗透性
，

从胚胎中置换出冷冻剂就不会造

成渗透压损伤
。

为 了降低渗透压损伤
，

通常将胚胎悬浮在蔗糖溶液中 MMMMMM MM

MM
M ，
MMMMMMMMMM，

MMMMM
，

但是蔗糖的浓度必须足够高
。

防止这种损伤的有效方法是在将

胚胎放入蔗糖液之前
，

悬浮在含有抗冻剂和蔗糖的混合溶液中
，

使胚胎收缩 MMMMMM MM

MM
M ，
MMMMM

。

用 MMM 溶液进行玻璃化冷冻过程中
，

含蔗糖的溶液促进收缩
，

降低了稀释

前胞质内乙二醇的数量
。

乙二醇的快速渗透性使它迅速地从细胞中扩散出去
。

但是
，

用

蔗糖作为渗透压缓冲剂可能会对胚胎造成毒害作用 MMMMM 。 ，

MMMM MMMMMMM二M ，
MMMMM

。

实验 M中用二步法进行解冻
，

将胚胎置于 M
M

MM蔗糖溶液后迅速检出移入 MMMMM 蔗糖溶

液中平衡 MM” M
。

二步解冻法的胚胎发育率比一步法高
，

但无显著差异
。

因此
，

一步解

冻法可以将胚胎直接在 M
M

MM 蔗糖液中脱抗冻剂从而有效地受到保护而免受渗透压损

伤
。

M 小结

M
M

M 玻璃化二步冷冻与慢速冷冻绵羊体外受精早期囊胚效果相同
，

二步法比一步冷冻

法的保存效果好
。

MM M 一步解冻法可以直接将玻璃化冷冻绵羊体外受精早期囊胚脱防冻剂
，

使胚胎有效

地受到保护而免受渗透压损伤
。
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结 论

通过对小鼠 MMM细胞胚胎体外培养和玻璃化冷冻保存的研究
，

得出以下结论
M

M
M

MMMM培养液能有效地克服昆明小鼠胚胎MM细胞发育阻滞现象
，

囊胚发育率达 MMMMM
。

M
M

MMM作为工作液
，

不仅可以提高小鼠胚胎体外发育率
，

而且可以提高 M
一

细胞胚胎

显微注射后的移植妊娠率 M 作为培养液
，

可以使 M
一

细胞胚胎的囊胚发育率达 MMM
。

M
M

谷氨酸胺
、

MMM和 MMM对小鼠胚胎发育有促进作用 M 牛磺酸对克服 M
一

细胞发育阻

滞起决定性作用
，
MMMM 具有很好的协同作用

，

进一步提高了囊胚发育率
。

男男

M
M

显微注射对小鼠 M
一

细胞胚胎的体外发育无显著影响
，

但注射后胚胎的囊胚发育率有

所降低
。

M
M

在胚胎的玻璃化冷冻保存中
，

平衡时间延长
，

玻璃化液对胚胎的损伤增加 M MMMMM

比 MMMMM降低了对胚胎的毒性伤害M 体外培养 M
一

细胞胚胎获得的囊胚对冷冻解冻

的敏感性与体内培养相比
，

无显著差异
，

但冷冻效果有所降低
。

通过对绵羊体外受精胚胎的体外培养和玻璃化冷冻保存的研究
，

得出如下结论
M

卵母细胞在 MMMM耐 肝素与 MMMM
M功川 咖啡因组受精 比 移至培养液时

，

受精效果

较好
，

囊胚率达 达达
M

MM
。

牛磺酸对绵羊胚胎发育有促进作用
，
功MMMMMMM 牛磺酸适合绵羊胚胎体外发育的

要求
。

MMMM可以代替复杂的MMM
一

MMM
，

使绵羊体外受精胚胎发育至囊胚阶段

对绵羊早期囊胚冷冻时
，

玻璃化二步法和慢速冷冻效果较好
，

胚胎的存活率分别为

MMM和 MMM
，

两者无显著差异M 一步法比二步法和慢速冷冻效果显著降低
。

二步法

玻璃化冷冻胚胎可以减弱抗冻保护剂的化学毒性
，

提高胚胎的冻后存活率
。

本实验虽然获得了预期的结果
，

但是在胚胎体外培养和玻璃化冷冻保存中
，

影响因

素较多
，

哺乳动物体外胚胎发育阻滞导致体外受精囊胚率远低于体内发育M玻璃化冷冻

的适当条件也存在种间差异
，

胚胎的特性
，

例如大小
、

形状
、

细胞膜的特性和对抗冻剂

毒性的敏感性不同而使冷冻效果不稳定
。

因此
，

改善胚胎体外培养系统
，

研究玻璃化冷

冻的适当条件仍是今后的重要任务
。
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综述

简易高效的哺乳动物胚胎玻璃化冷冻保存

摘要 玻璃化冷冻技术大大地简化了胚胎冷冻保存的降温程序
，

减少了胞质外冰晶对胚胎造成的伤害
。

但是
，
胚胎受各种因素的影响

，

如溶液的毒性
，

胞质内冰晶
，

物理损伤和渗透压损伤等
。

简单有效的

玻璃化冷冻胚胎技术退退立减少这些因素中每一个因素的影响
，
己成功地应用于小鼠胚胎的冷冻保存

。

关健词
M

玻璃化
M
冷冻保存

M 胚胎M 乙二醇 M 小鼠

M 前言

如果胚胎能被有效地冷冻保存
，

这种技术便可以运用到一系列哺乳类胚胎中
，

如家

畜
，

实验动物
，

野生动物和人类
。

然而
，

胚胎在程序降温过程中
，

或保存的胚胎在生理

盐溶液中解冻时
，

它们都冒着被不同的因素所伤害的危险
。

这些因素包括 MMM 抗冻剂

的毒性 M MMM低温打击 M MMM胞质外冰晶的物理损伤 M MMM 浓缩电解质的毒性 M MMM 胎

质内冰晶的形成和生长M MMM 破裂损伤 M MMM 渗透压增加
。

通过排除这些障碍
，

己经有

许多方法对移植前不同种类不同阶段的哺乳动物胚胎进行了冷冻保存
。

但是在方法上还

极需改进
，

因为解冻后胚胎的存活是可变的
，

它依赖于胚胎的品种
、

品系
、

发育阶段和

胚胎质量
。

M肠饭MMMMM MM MM
M

MMMMMM用可控慢速冷冻方法
，

对在 M
M

MM 抗冻剂中平衡的胚胎缓慢

降温
，

使胞质内容物通过胎质外冻晶的形成而导致逐步脱水而浓缩
。

当胚胎在液氮中降

温时
，

细胞质连同胞质外浓缩的部分由于玻璃化液粘性极速增加
，

在无冰晶形成的情况

下而转变成玻璃态
。

这种慢速冷冻方法的缺点在于程序降温耗时长
，

且需要昂贵的设备
。

慢速冷冻哺乳动物胚胎的方法反映了最基本的低温生物学原理
，

这种冷冻方法与不

同抗冻动物抵抗低温的保护机理相似 MMMMMMMMMM，MMMMMMMMMM又MMMMM
。

近几年在对抗冻动

物保护机制的研究中发现
，

大多数的抗冻动物可以合成许多小分子量的低温保护物质
，

例如葡萄糖和甘油及其它一些醇类和糖类 MMMMMM
，

MMMMMM

一
，
MMMM尹。初俄MMMMM

，

这

些可渗透的物质可以防止冷冻和解冻过程中细胞内冰晶的生成
，

从而维持了细胞的正常
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结构 MMMMMMM，MMMMMMMMMMMMMM，MMMMM。

当细胞内液体与冷冻保护液达到平衡后
，

随着温度的下降冰晶就会形成
。

在正常情

况下
，

溶液在达到冰点时不结冰
，

待降到冰点以下一定温度时才结冰
，

这种现象叫过冷

现象
。

在胚胎冷冻过程中
，

过冷现象的产生会损伤胚胎
。

倘若出现过冷现象
，

溶液在过

冷状态下较低的温度温度结冰
，

则水分子由于运动速度放慢
，

可以逐渐排列成整齐的冰

晶
，

生成大的冰晶
，

对细胞造成严重的损伤
。

为了防止过冷现象的发生
，

可以在适当的

温度诱发结晶 MMMMM。 氏MMMMM
。

如果将胚胎悬浮在 MMM或 MMM 以上
，

在液氮中能形成玻璃化的高浓度深液中
，

在液氮中直接降温
，

那么随着胞质外溶液和细胞质的玻璃化
，

胚胎有望存活
。

玻璃化为

在冷冻液处于完全玻璃化状态下冷冻保存细胞
、

组织或器官 MMMMM
，
MMMMM

。

为在一定冷

冻速度下形成玻璃化 M直接投入液氮
， 一

MMMM
“

MM分M
，

需要使用高浓度的可渗低温保护

剂
，

然而浓度过高会对细胞有毒害作用
。

从理论上讲
，

如果以
一

MMMMMMM分的速率进行降

温
，

那么
，
M

M

MM 的任何低温保护剂都可以形成玻璃化
，

但这需要昂贵而复杂的仪器
。

近几年
，

人们通过减少冷冻液的体积和冷冻液与冷冻和解冻直接接触的方法来提高冷冻

和解冻速度
，

从而最大限度低地减少冷冻液对胚胎的损害
，

其中MMM法 MMMMMM
，

MMMMMM

MMMMMM和 MMM法MMMMM
，
MMMMM M田由叮M

，
MMMMMM叩MM

，
MMMMM获得较好的效果

。

MMMMMMMMM勿勿MMMMM设计了一种用于小鼠保存胚胎的玻璃化冷冻方法
。

这种方法不

仅简化了降温程序
，

减少了胞质外冰晶产生的各种物理和化学损伤
，

而且快速越过危险

温度区从而减轻了在许多哺乳类胚胎中存在的低温打击现象
。
但是

，

胚胎还会受到溶液

的毒性
、

胞质内冰晶形成
、

破裂损伤和渗透压损伤
。

简易而高效的玻璃化冷冻方法通过

降低对胚胎造成伤害的各种机会而被发明了
。

在玻璃化冷冻中
，

首要的障碍是低温保护

剂的毒性
。

M 低毒玻璃化溶液

为在胚胎冷冻和解冻过程中形成一个完全无冰的环境
，

人们广泛地研究了各种抗冻

物质的化学结构和抗冻特性 MM翻M
，
MMMMM M曲M

，
MMMMM M例MMMMM

，
MMMMM

。

在玻璃化
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冷冻中
，

溶液抑制冰晶形成的能力是关键 M 当温度降低后
，

整个溶液变得非常粘稠
，

最

终进入一种玻璃化状态
。

各种溶液形成玻璃化的特性是不同的
，

这是由于各种溶质与水

分子相互作用时
，

其促进玻璃化或抑制凝固的能力不同 MMMM细MMMM，
MMMM M MMMMM

，

例

如
M M

，
M和 M

，
M
一

丙二醇达到玻璃化的浓度不同 M分别为 科M和 MMMM
。

在实际应用的冷冻速度下
，

高的溶质浓度 MMMM以上M才可形成玻璃化
，

因此必须

考虑所用溶质的特性 MMMMMMM
M，

MMMMM
。

目前研究的热点是找到一些能形成玻璃化而

又没有毒性的溶质
。

减少高浓度溶液对胚胎的毒害主要有几个措施
M MM 通过二步平衡

胚胎 MMMMMM
，
MMMMMM MM缩短平衡时间 MMMMMMM

，
MMMMMM MM降低平衡温度 MMMMM

，
MMMMMM

MM 使用蔗糖
、

海藻糖和聚蔗糖等抗毒性的物质 MMMMMM
，

MMMM M MM“ MMMM
，

MMMMM
。

MMM 渗透性冷冻保护荆

玻璃化溶液中最重要的成份是渗透性试剂
。

一般为小分子物质
，

在 MMM 以上很容

易通过细胞膜进入细胞质
。

加入后
，

细胞内部冰晶形成温度显著降低
。

此外
，

保护剂与

水分子结合形成氢键
，

减低冻结部分电解质浓度
，

因而减少对细胞的损伤
。

MMMM和

丸妈
M

MMMMMM用含有 M
M

MM M占总量M的 MMMM M分子量 MMMMM
、

乙酞胺和丙二醇 M分

子量 MM
M

MMM 作为渗透性试剂
。

自他们报道后
，

又发现了许多玻璃化液
，

用单一的或组

合的低温保护剂作为渗透性成份 M表 MM
。

渗透性试剂具有一定的毒性 MMMM成MMMM
MM

，

在

小鼠桑堪胚上对 M种试剂的相对毒性进行了对比试验
。

在 MMMM
，

将胚胎悬浮在含 MMM

MM尸铲M抗冻剂的 MMM中中中M
。

实验结果表明
，

乙二醇 M分子量 MM MMM 毒性最小 M成

活率 MMM M
，

其次是甘油 M分子量 MM
M

MMM成活率 MMMM
、
MMMM M成活率 MMM M

、

丙二

醇醇成活率 MMMMMM
，

乙酞胺毒性最强M成活率 MMMMMMM成MMMMM
。

评价抗冻剂的另一个重要特性是其渗透性
。

一般地
，

快速渗透性试剂效果好
，

因为

在快速降温前的平衡时间可以缩短
，

而且能迅速扩散到细胞外
，

这样阻止了渗透压造成

的伤害
。

为了比较抗冻剂的渗透速度
，

观察了小鼠桑堪胚在 M种低温保护剂溶液中悬浮

M分钟的体积变化
。

如 MMM
M

MMMM
，

所示
，

胚胎在乙二醇溶液中收缩最小
，

恢复到原体积

的速度最快
，

说明在这 M种试剂中
，

乙二醉是渗透速度最快的抗冻剂
。

如果考虑抗冻剂的毒性和渗透特性
，

对小鼠桑椎胚胎而言
，

乙二醇是作为玻璃化液
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渗透成分的最佳选择试剂
，

甘油次之
。

毛山山M M

M冶丘盯泣沈

表 M 哺乳动物胚胎玻璃化冷冻保存溶液

巧址面。 面劝MMMMM旧‘ MMMMMMMMMM叮MMMMMMMMMMMMMMMM田田M目M皿 即比尽。 M

M卿甲放涌代 耐吐面M。

MMMMMM劝吧绍既山

MMMM，MMMM 只，，卜，MM配M

伽M
M司MMMMM曲丫丫丫MM

MMMMMMMM比M’，MMMM

MMMMMMMM M MM
M ，
MMMM

MM
一

MMM十MM
M

礴礴十M
M

MM

MM
M

MM咔MMMMM
M

MM

MMM十MMM

MMMM户二M。 山池MMM助助助助

M别万划MMM即MMMM

MM
，
MMMM

MMMM

MMMMM

MMMM

MMMM

，
MMMM

，
MMMM

M比靶M切
，
MMMM

MMMMMMM 以 MM
M ，
MMMM

MMMM妞M M 吐 。 MMMM

M边山 阳MMMMMM，MMMM

MMMMMM MM
M ，

MMMM

MMMMM认吧 以 MM
‘ ，
MMMM

MMMMMMMM改 时
M ，
MMMM

抉M饰 皿MMMMMMMMM

几M址址址从吸 改 MM
M ，
MMMM

MMMMM由MMMMMM
，
MMMM

MMM M MM
M ，
MMMM

M

几血 MM 己
M ，
MMMM

川MMMMMMMMMMMM
，
MMMM

MMMMM 改 改改
M，
MMMM

MMMMM 以 以以
M ，
MMMM

M田MMMMM画 改吐
，
MMMM

劝M MM MM
M

夕以扣

MMMM MMMM

MM
M

MM MMMM

MM
M

MMMMM
M

MMMMMM

MMMMMMM

MMM

MMM

MMMM MMMMMMMM

MM
M

MM MMMM

MMMM十MMM

MMMM M
‘

MMMM

MMM MMMMMMMM

MMMM MMMMMMMM

MMMM MMMMMMMM

MM
M

MMMMMM
M

MM

MMMM

MMMM斗MMM

MMMM粗MM

MMMM MMMMMMMM

MMMM MMMMMMMM

M
M

MMMMM

M
M

MM此

MMMMMM

MMM工MMMM

M
M

MMMMM

MMMMM

M
M

MM讹

M
M

MMMMM已右MM

M
M

MMMM

MMMM此

MMMM那

MMMMMM助MMMM M丁M MMM MM倒姐
M

M，山四汕汕汕MMM灿而MMMMM 以烈田MMMMMM，MMMMMMMMM MMMMMMMMMM，MMMMMMMM

必必
。MMMMM

，

加MM司妙MMMM
脚印MMMMM， MM行。 M M

MMMM MMM也戏 MMM
，，以汀。MMM MMM以

，
MMMMMMMMMMMMM客MMMMMMMMM沼日歇切MM

M

血清和 MMM 未列出
。

M，二甲基亚讽 MM加侣侣M沐
，
乙酸胺

M M，丙二醇 M MM‘乙二醉M MMM
，

聚乙二醇M MMM，牛血清白蛋白M

MMM
，

蔗糖M 肠M班
，

海藻糖M MMM
，

葡萄糖
M MMM

，

半乳糖
。

MM
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相对体积

MMM
M

非渗透性冷冻保护剂

能溶于水
，

但不能进入细

胞
。

主要通过改变渗透压引起

细胞脱水
，

发挥非特异性保护

作用
，

又称为细胞外冷冻保护

剂
。

M
M

M
M

M 大分子物质

锹锹叮
MMM

奎奎沙沙
一一M今今M 以以

MMM ，，

MMM 平衡时间 MM刀MM

MMM
门

MMMMM桑桩胚 珑
M

M伪M卜细胞胚胎

MMM
M

M MM℃ ，

小鼠桑堪胚和 卜细胞胚胎在不同渗透性试剂
MMM喊M脚MM中平衡不同时间的体积变化

大分子量MMMMMMM道尔顿 MM
，

乙二醉 M

从
，

乙酸胺
M

MMMM
，

二甲基亚凤

以上 M不可渗物质例如聚蔗糖 MM， 丙二醉 M

MM
，

甘油

MMMMMMMM MMMMMM
，
MMMMM

，

透

明质酸钠 MMMMMMM
，
MMMM M或温度滞后蛋白 MM卫MMMM卜

，

MMMMM 可以促进溶液的玻璃化

形成MMMMM
，
MM MM

M ，
MMMMM

，

也可以防止在解冻时的去玻璃化
。

大分子物质是低毒性的
，

在

一个毒性试验中发现 MMMMMMM 与MMM MMMMM乙二醇混合时比丙二醇的毒性小 MMMMMM
，

MMMMM
。

其他大分子物质
，

如聚乙烯毗咯烷酮 M加加飞MMMMM，叮。MMMMM
，
MM，M 任曲MMM

滋
M ，
MMMMM块MMM 和 MMM

，
MMMMM

、

牛血清白蛋白MMM、二
M

MMMM MMMMM
，
MMMMMMMMMMMM MM

MMM
，
MMMMM

、

聚乙烯醇 MMMMM
、

轻乙基淀粉及其他一些聚合物也用于玻璃化溶液中
。

但是

MMMMMM MMMMMM报道
，

在没有任何玻璃化促进分子的存在下
，

使用乙二醇
一

蔗糖冷冻液也

可以很好地玻璃化冷冻牛体外受精胚胎
。

在这种情况下解冻时冷冻液发生去玻璃化
，

然

而解冻时去玻璃化对胚胎活力没有影响 MMMMMMM
，
MMMMM

。

因此
，

冷冻时玻璃化溶液中

形成的冰晶
，

以及解冻时出现冰晶化可能不会损伤胚胎
，

这表明细胞外形成冰晶
，

而胚

胎细胞内仍为稳定的玻璃化状态
。

M
M

M
M

M 糖类

作为非渗透性试剂
，

蔗糖 M分子量 MMMMM产生相当的渗透压效应
。

在含 MMM MMMMM

乙二醇和 MMM MMMMM聚蔗糖的玻璃化液中
，

发现蔗糖的参与降低了玻璃化溶液的毒性
，

可能是由于胞质内抗冻剂的数量被降低 MMMMMMMM MM
M ，
MMMMM

M

这种有益的效应不是蔗糖特

有的
，

海藻糖 M分子量 MMM
M

MMMMMMMMMM MMMMM
，
MMMM M也具有一定的渗透压效应

。

葡萄糖

M分子量 MMM
M

MM
、

果糖 M分子量 MMM
M

MMM 和半乳糖 M分子量 MMM
M

MM 也是无毒性的糖类
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MMMMMM
，
MMMMM

。

尽管这些低温保护剂的作用 目前还未完全弄清
，

但它们在胚胎冷冻和解冻所起的作

用是不同的
。

低分子量的可渗物质是必需的
，

它们可将胚胎细胞内的水分置换出来
，

在

缓慢的冷冻过程中减少体积的变化并减少细胞内冰晶的体积或不致生成冰晶
。

低分子量

不可渗物质的作用主要是促进胚胎冷冻前脱水
，

从而减少冷冻过程中冰晶的生成
。

所以

低分子量不可渗物质必须和低分子量可渗物质结合才能有效地保护胚胎细胞
。

大分子量

不可渗物质可使冰晶的大小和形状发生改变
，

从而减少在冷冻解冻过程中对胚胎的损

害
。

在实际应用中
，

常规的方法只使用一种冷冻保护剂
，

例如甘油
、

乙二醇或丙二醇

MMMMMMMMMM，MMMMMMMMMMM
，
MMMMMMMMMMMM

，
MMMMM

。

然而
，

快速冷冻和玻璃化冷冻常应用多种

低温保护剂
，

甘油和乙二醇
，

甘油和丙二醇或者乙二醇和丙二醇
，

再加入蔗糖
，

葡萄糖

或半乳糖MMMMMM，
MMMM二MMMM

，
MMMMMM卿

M，MMMMMMMMMMMMM，
MMMMMMM娥 MMMM二MM亡MM

，
MMMMM

，

甘

油可调节细胞脱水并保护蛋白结构
，

而对于糖类
，

例如
，

海藻糖可以保持膜结构
，

甘油

本身并不能保持细胞膜结构
，

但在高浓度和高温下可以诱发膜融合MM自MMMMMMM，MMMMM
，

因此
，

解冻后须尽快除去甘油
。

这些不同低温保护剂的特性表明
，

它们是以不同方法来

保护胚胎细胞免受冷冻损伤
，

有效的的低温保护液应该各种低温保护剂的特性结合起

来
。

近年来
，

乙二醇由于其低毒
，

渗透性快的特点受到人们的重视
。

利用乙二醇设计出

许多有效的抗冻保护剂溶液 M表 MM
。

低温保护液通常用缓冲的 MMM液来配制
，

且保持

MMM
一

MMM的 MM值
，

也有人使用简单的生理盐水或 MMM
·

MMM来配制低温保护液
。

MMM 玻瑞化液的组成

经过对每一类低温保护剂中不同试剂特性的研究
，

发明了玻璃化液
。

精心设计的

MMMMM
，

含 MMM少戊M乙二醇
，
MMM MM瓜M聚蔗糖和 M

M

MM 蔗糖 MMMM公MMMM
M ，，
MMMMM

，

配制这种溶液的详细步骤也作了描述 MMMMMM
，
MMMM M

。

此后又研究了玻璃化溶液MMMMM
，

用 M。MMM均甘油代替了 MMMMM刃刃M介MMMMMMMMMMMM
，
MMMM刀MM MM吐

，

MMMMM
。

同样的溶液

也被开发中 MMMMM阴丑MM代替了 MMM
。

MMMMM 是一种毒性更低的玻璃化溶液
，

它的

乙二醇浓度有所降低 MMMM MMMMMM
，

聚蔗糖和蔗糖的浓度未变位兔M MMMM
， ，

MMMMM
。

但是
，

这种溶液在解冻过程中会产生去玻璃化
。
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表 M 以乙二醇为冷冻保护剂的主要研究进展

几MMMMMMM。 汀比芦。 『MMMMM M
MMMMMMMMMMMMMMM

MMMMMMMMMMMMMM

时间

MMMM

作者 动物 发育阶段 冷冻液

诵M别田MMMM MMM理沈
，

MM MMMMM

MMMM MMMM MMMMMM MMMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

叨川M，MMMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMMMMMMMM

MM拓甲MMMMMMMMM
，

已叮MMMMMMMMMM’ MM
M皿叩MMMMMM’MMM，

既创MMMMMMMMMMM
M即皿MMM
MMMMMMMMMM

MM兀甲朗MMMMMMM
，

纵MMMMMMM
。弓嗽

MMMMMMM MMMMMM MM

M却助MMM MMMMMMMMMM

MMMM甲MMM血“ 川MMM
M闰阵口MMM MMMMM叼MM

M沈M】

MMMM初仍侣M

MMMMMMMMMM

M。几MMM，MM翻盆MMMMM

MM出就MMMMM

M
M

MMMM

MM
M

MMMMMM
，

MMMM洲泊MMMMMMMMM
MMMMMMMMMMMMMMMMMM
MMMM」MMMMMMMMM

蜘
MMM

MMMMM
M

，

MMMM

MMMM乞MMMMMMMM

M
户

MM MMMMMMMM

MMM MM

MMM王M MMMMMMM

MMMM
，

MMM住住住MMMMM

MMMMM MMMMMMM

MMM MM卜MMMMMM
MMMMM

M
M

MM MM十MMM MMMMMM
MM

MM州MMM汗MM M批

M
M

MM MMMM
，

MMMMM
M

MMMM

MMMMM孙
，

MMMMMM
M

MMMM

M
M

MMMMM十MM MMM

MMM

MMM，MMMM﹄
·

咧﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃MMMM﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃﹃蜘腼

MMM

MMM

MMMMMM
MMMMM

MMMMMM M
M

MM MMM

M
M

MM MMMMMMMM

M
，

MM MM

MMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

MMMM

M
M

MMMMM
M

MMMM

M
M

MM MMMMMMMMM

MM MM十MMMMMM

M
M

MM MM汗M驯沪MM

MMMMMMMM乡MMMMMM

M
M

MM MMMMMMMMM MMMMMM

MMMMM MMMMMM

M
M

MM MMM

MMMMM MMMMMM

MMM MMM

︸︸︸︸︸MMMM︸︸MMMMMM︸MMMMMM︸MMMMM︸
·

MMM﹄﹄MMMMM

灿
︸︺MMMMMMMMMMMMM︺﹄︸﹃械︸MMM

MM
‘M

MM
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M 溶液的毒性和胞质内冰晶的形成

MMM 平衡时间

避免玻璃化溶液毒性的方法之一是缩短胚胎在溶液中平衡的时间
。

但是
，

如果平衡

时间太短
，

抗冻剂的渗透不充分
，

而且会形成胞质内冰晶而胞质外无冰晶形成
。

因此
，

成功的玻璃化冷冻所需的适当的平衡时间应该是在降低溶液毒性伤害和阻止胞质内冰

晶形成之间的协调
。

将小鼠桑堪胚在 MMM

M
，
MMMMM中平衡后进行

玻璃化冷冻
，

得到了相当

高 的 存 活 MMMMMMMM

MMMMM
，
MMMMM

，

而且平衡的

时间范围大MMMM一MMM
。

而在含 MMMM
，

乙酞胺和

丙二醇等毒性高的溶液

中
，

胚胎要存活
，

在这些

溶 液 中 只 能 暴 露 MMM

M二住口
MMM 平衡时M’MM MMMMM

M小鼠桑惬胚在 在在℃平衡不同时间进行玻璃化冷冻

M小鼠桑堪胚在 MM℃平衡不同时间进行玻璃化冷冻

MMM
M

M 小鼠桑根胚在 MM℃和 MM℃平衡不同时间玻璃化
冷冻后的存活率

MMMMMMMMM
，

MMMMM
。

这些结果表明小鼠桑堪胚的细胞质能快速收缩而且对 MMMMM 的毒

性并不十分敏感
。

另一方面
，

用同样的步骤玻璃化冷冻小鼠扩张囊胚
，

最高存活率仍可

达 MMM MMMMMMM M MMM
M ，

MMMM M
，

表明在足够的乙二醇渗透前
，

胚胎受到毒性伤害
，

可能是乙二醇进入了囊胚腔
。

在这种情况下
，

二步法提高了存活率MM五M MM MMM
，

MMMM M
M

胚胎在置于 MMMMM 前
，

首先平衡在一个稀释的乙二醇溶液中
。

这样
，

适当的平衡时间

和程序随着进行玻璃化冷冻时胚胎的发育阶段而不同
。

从不同抗冻剂的渗透性对小鼠

M
一

细胞胚胎影响的实验中进一步验证了胚胎发育阶段的重要性
。

如图 M MMM所示 M 多

数试剂在 M
。

细胞胚胎中的渗透速度比在桑堪胚中慢M 而且渗透模式也与从对桑堪胚的

实验中观察到的不同
，

表明即使最佳抗冻剂也会由于发育阶段不同而产生不同的作用特

点
。

胚胎玻璃化冷冻的适当条件也存在种间差异
，

因为胚胎的特性
，

例如大小
、

形状
、

细胞膜的特性和对抗冻剂毒性的敏感性不同
。

MMMMM 的有效性己在小鼠的原核到扩张囊

胚 MMMMMMM MM MM
，

MMMM M MMMMM MMM
，

MMMMM
、

家兔桑堪胚仪韶MMMMMM
M ，
MMMMMM

、

体外生产的

牛囊胚价M己伍MM MM MMM
，

MMMMMMMMMMMMMMMMMMM MM
M ，

MMMMM和马的囊胚似MMMMM MM MMM
，

MMMMM

上得到证实
M

MMM 平衡温度
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抗冻剂的渗透性和毒性在很大程度上受温度的影响
，

降低温度可以减小毒性区习M

MMM MMMM从从MMMM
。

玻璃化冷冻小鼠桑堪胚在 MMMMM 中平衡的适宜温度为 M℃仪韶MM MM

MM
M ，
MMMMMM

。

但是
，

对于小鼠的扩张囊胚
，

降低平衡温度并没有提高存活率
，

可能由于

低温不能使乙二醇充分渗透 MM五M MMMMM
，
MMMMM

。

在这种情况下
，

升高平衡温度
，

缩短平

衡时间似乎可行
，

因为小鼠囊胚在MM℃平衡MM 秒进行玻璃化冷冻后得到MMMMMMMMMMMM

的存活率
，

胚胎存活率随着平衡时间延长而显著下降 MMMM
，
MMMMM

。

MMM 其他玻瑞化液

小鼠桑堪胚在 MM℃ ，
MMMMM 中平衡 M分钟后进行玻璃化冷冻

，

存活率和用 MMMMM

冷冻的效果一样
。

正如我们期望
，

MMMMM 比 MMMMM 毒性小
，

但需较长的平衡时间和更

高的温度来获得高存活率 MMMM
，
M MMMM

。

MMMMM是一种抗冻剂的渗透性比MMMMM 低的

玻璃化液
，

也得到了与 MMMMM相同的效果 MMMM
，
M MMMM

。

M 破裂损伤

玻璃化冷冻后
，

偶尔发现破裂胚胎
。

这种物理损伤被认为是在相变期间溶液不均一

的体积变化引起
，

称为破裂损伤 MMMMM和 M即MM
，
MMMMM

。

在常规冷冻中
，
MMM以上的

胚胎受到物理损伤
，

在这方面做了努力减少这种伤害 MMMMM MMMMMMMM，

MMMM M MMMMM
，

MMMMM
。

在玻璃化冷冻中
，

尽管降温和解冻相当迅速
，

但物理损伤的几率比常规冷冻低

的多
，

可能由于没有冰晶形成
。

在用 MMMMM 进行玻璃化冷冻
，

小鼠桑堪胚透明带损伤

的比率为 M
M

MM
，

家兔桑堪胚为 M
M

MMM试MMMMMMM MM
M ，
MMMMMM

。

为了研究玻璃化过程中的物理

损伤
，

对小鼠囊胚进行了 MM 个循环的玻璃化冷冻和快速解冻
，

结果 果果M的胚胎发现透

明带损伤
。

由于快速相变是由快速降温和解冻引起
，

第二个试验中
，

将胚胎悬浮于液氮

蒸汽 MMMM或室温下 MMMMM使其更慢地通过相变发生的温度区 M
一

M任一
M

MMM℃ MMMMMM

MM MM
M ，
MMMMMMMMMMMMM

。

慢速降温后进行快速解冻或快速降温后慢速解冻
，

经过十轮玻璃

化冷冻
一

解冻后
，

透明带损伤胚胎的百分率分别为 MMM和 MMM
，

表明破裂损伤在两种过

程中都发生
，

但在解冻过程中损伤更多
。

最后
，

降温和解冻都缓慢进行
，

即使经过十轮

玻璃化冷冻
一

解冻
，
MMMM胚胎保持透明带完整

。

因此
，

通过缓冲越过危险温度区冷冻和

解冻速率
，

完全可以阻止破裂损伤
。

这种方法对家兔胚胎尤其有效
，

因为完整的透明带

是家兔胚胎在体内发育所必需的
。

M 渗透损伤

由于玻璃化液有毒性
，

解冻后必须使溶液快速稀释
。

当渗透了抗冻剂的胚胎直接放

入等渗溶液中
，

他们就会受到渗透压增大的威胁而受伤害
，

因为水的渗透速度比抗冻剂

扩散的速度快 MMMMMMMMMM MMMMM
，
MMMMM

。

为了抵抗过多的水渗入
，

通常将胚胎悬浮在蔗
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糖溶液中 MMMMMMMM MMM
，

MMMMMMMMMM
，
MMMMM

M

但是蔗糖的浓度必须足够高以阻挡任何对胚胎

形成膨胀的因素
。

防止这种损伤的有效方法是在将胚胎放入蔗糖液之前
，

悬浮在含有抗

冻剂和蔗糖的混合溶液中
，

使胚胎收缩 MMMMMM MM MM
M ，

MMMMM
。

用 MMM溶液进行玻璃化冷

冻过程中
，

含蔗糖的溶液促进收缩
，

减低了稀释前胞质内乙二醇的数量
。

乙二醇的快速

渗透性使它迅速地从细胞中扩散出去
。

因此
，

胚胎可以直接在 M
M

MM 蔗糖液中脱抗冻剂

从而有效地受到保护而免受渗透压损伤
。

MM 和 MMMMMMMMMMMMMMM发现小鼠和牛的新鲜胚胎在等渗溶液中
，

当体积增大到原

来的M倍仍能存活
。

超过 MMM的新鲜小鼠囊胚在 MM℃ ，
M

M

MM 等渗溶液中
，

能存活 MMMMMM

玻璃化冷冻后的小鼠囊胚置于高渗溶液中
，

只有 MMM的胚胎存活
。

这些结果表明
，

冷冻

后的胚胎比新鲜胚胎对渗透压损伤更敏感
。

有些动物的某些发育阶段的胚胎还没有得到有效的冷冻保存
。

卵母细胞对低温的敏

感性比胚胎强 MMMMMMMMM MMMMMMM
，
MMMMM 对这些胚胎和卵母细胞进行成功的玻璃化冷冻

，

渗透损伤可能是最大的困难
，

因为形态正常的细胞在等渗溶液中
，

有时观察到它们失去

清晰的轮廓和退化
。

M 结论

低毒玻璃化液
，

精心设计的 MMM
，

综合了三种不同种类试剂的特点
，

也就是说
，

乙

二醇作为毒性小
、

渗透性快的低温保护剂
，

大分子物质聚蔗糖和低分子量双糖蔗糖作为

非渗透性低温保护剂
。

玻璃化液对许多哺乳动物的胚胎在室温下短时间平衡后
，

进行玻

璃化冷冻都是有效的
。

但是
，

适宜的平衡时间决定于 MMM 乙二醇浓度 MMM 温度 MMM

胚胎的种类和发育阶段
。

如果胚胎在抗冻剂充分渗入前有被伤害的可能
，

那么二步法可

以提高存活率
。

破裂损伤完全可以通过慢速降温和解冻防止
。

对许多胚胎
，

用蔗糖液能

有效脱去渗入的乙二醇
，

因为 MMM中的蔗糖液促进了收缩
。

冷冻过的细胞对渗透压增

大比新鲜细胞敏感
，

因此对一些胚胎和卵母细胞而言
，

渗透损伤仍是一大障碍
。

MMMMMMMM

场颐MMMMMMMM MMMMMMM MMMMMMMMMM MMM MMMMMM MMMMMMM MMM MMMMMMM MMMMMMMMMMMMMM
MM，MMM

MMMMMMMMMM MMM MMM如MM MMMMMMMM MMMMMMMMMMMMM MMMMMMMMMM
，M

MMMM
MM MMM MM MMMMMMMMM

M面MMM MMMMMMM
，MMMM MM MMM MM劝MMMM MMMMM MMMMMMMM，

MMMM
MMMMMMMMM MMM

，
MMMMMMMMM MMMMM

M MMM

MMMMMMM MMMMMMMM
M

MMMMMMMMMMMMMMM MMMMMMMMMMMM MMMMMMM MMMMMMM厂M恤
MMMMMMMMMMMM MMM

MMMMM
MMMMMMMMMMMMM

丫MMMMMMMMMMMM MMMMMMMM MMMMMMMMMMMM MMMMM MMMMMMM
M

MM，叼MMMMM肠比币MMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMMM巧心MMMMMMMMMM加MMMM
MMMM
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