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摘　要　本实验对昆明白系小鼠的桑椹胚实施 OPS法玻璃化冷冻 ,研究不同管内解冻程序对胚胎体内外发育的影

响 ,旨在为小家畜胚胎冷冻、解冻和移植提供技术参数。采用 OPS冷冻两步法 (10 % (体积分数) EG + 10 % (体积分

数) DMSO溶液中平衡 30 s ,移入 EDFS30 平衡 25 s)保存小鼠桑椹胚。一步法解冻是将 OPS直接插到盛有 015

mol/ L 蔗糖的离心管中分别平衡 1、2、3、4、5 和 6 min ,解冻后经体外培养结果表明 ,平衡 2～4 min组囊胚发育率

(93158 %～97122 %)与对照组 (100 %)无显著差异 ( P > 0 05) ;实施两步法解冻时将 OPS先后插入 015 和 0125

mol/ L 蔗糖中 ,体外培养结果显示 ,先后平衡 3 和 2 min 组囊胚发育率 (100 %)最佳 ,同对照组无显著差异 ( P >

0105)。将以上方法管内解冻最佳组的胚胎用 OPS管作移植导管 ,直接移植到受体子宫角中 ,其妊娠产仔率

(38157 %)和管外解冻组 (42186 %)及新鲜对照组 (51119 %)均无显著性差异 ( P > 0105)。证明 OPS玻璃化冷冻的

小鼠桑椹胚可以进行管内解冻和直接移植 ,为小家畜胚胎移植提供了模型。
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Abstract　In the pres ent res earch , Kunming mous e morulae was vitrified by OPS (op en pulled s traw) method to investi2
gate the effect of the different in2s traw dilution protocol on in vivo and in vitro developmental potential of mous e em2
bryos . The aim of this work was to provide technical details for embryo transfer and cryopres ervation/ thawing in small

ruminant . Embryos were vitrified by two2s tep OPS method (embryos were equilibrated with 10 %EG and 10 %DMSO for

30 s , then with EDFS30 for anther 25 s) . In the one2s tep thawing method , the OPS was directly plunged into tube filled

with 015 mol/ L s ucros e s olution for 1 ,2 ,3 ,4 , 5 and 6 min to dilute . After in vitro culture , the res ults showed that the

embryos from 2 - 4 min groups could develop to blas tocyst s tage (93158 % - 97122 %) as the control ( P > 0105) .

When embryos were thawed by two2s tep method , the OPS was placed into 0125 mol/ L s ucros e s olution followed by e2
quilibration in 015 mol/ Ls ucros e s olution. The in vitro development res ults showed that when OPS was equilibrated in

015 mol/ L s ucros e for 3 min , then in 0125 mol/ L s ucros e for 2 min , the recovered embryos showed normal blas tocyst

rate (100 %) . Embryos were transferred to the receipts using OPS as the catheter , the fetus developmental rates

(38157 %) in the best in2s traw dilution group showed no significant difference ( P > 0105) from the conventional group

(42186 %) and the control (51119 %) . The above res ults showed that OPS vitrified mous e morulae could be s uccess2
fully diluted and transfered by in2s traw method , and it will provide a model for ET in small ruminant .
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　　1985年 Rall等[1 ]发明了玻璃化冷冻技术 ,并成

功地对 82细胞小鼠胚胎进行了玻璃化冷冻保存。
该项技术具有操作程序简单、时间短、速度快、成本

低廉 ,且胚胎冷冻后存活率高的特点。尤其是 1997

年 Vajta[2 ]发明开放式拉管法 ( OPS , open pulled

straw) ,使得玻璃化冷冻速度和效率得到明显改善。
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该法冷冻液的含量只需 1～115μL ,冷冻速度可达

20 000 ℃/ min ,它使用 OPS的毛细现象将极微量的

冷冻液连同胚胎一起吸入管内直接投入液氮。目前

利用 OPS法已成功地冷冻保存了许多种动物的胚

胎和卵母细胞[3 ]。采用 OPS法冷冻保存胚胎和卵

母细胞有 2个优势 ,一是与传统玻璃化冷冻相比更

具有简单、省时、高效、便于操作的优点 ;其次是提高

了降温速率 ,减少了冷冻造成的细胞损伤[4 ]。

目前冷冻家畜胚胎时程序化冷冻技术居主导地

位 ,玻璃化冷冻方法有待推广 ,其原因是程序化冷冻

保存的胚胎可以直接进行管内解冻和直接移植 ,简

化了操作过程 ,减少了解冻时仪器的使用和胚胎的

丢失机率 ,而玻璃化冷冻过程中由于使用了高浓度

抗冻保护剂 ,抗冻保护剂的化学毒性使得玻璃化冷

冻胚胎管内解冻和直接移植存在很大困难。即便如

此 ,有报道证实 ,细管法玻璃化冷冻的牛胚胎可以进

行管内解冻直接移植 ,并获得了 4415 %的妊娠

率[5 ]。通过改善装管方法和选择合适的冷冻保护

剂 ,细管法玻璃化冷冻的小鼠胚胎管内解冻移植妊

娠率达 90 %以上 ,妊娠产仔率达 5813 %[6 ]。2003

年 ,针对绵羊等动物需要使用手术法进行胚胎移植

的特点 ,报道了 OPS玻璃化胚胎进行管内解冻和直

接移植的方法[7 ]。随后 Cuello 等[8 ]在猪上作了尝

试并获得了成功。但是 ,以上研究未提供胚胎在管

内解冻的最佳程序 ,管内解冻平衡的时间范围等。

本实验选用小鼠桑椹胚为材料 ,研究 OPS管内

一步法和两步法解冻程序及解冻平衡时间对胚胎体

内、外发育的影响。旨在为羊、猪等小家畜胚胎解冻

后直接移植建立有效的模型。

1　材料和方法

111　实验试剂

超排激素 PMSG和 hCG购自天津华孚高新生

物技术公司 ,其余试剂除特殊说明外均为 Sigma

(Sigma Chemical ,St . Louis ,MO ,USA)公司产品。

112　胚胎的收集

选用 7～11周龄的昆明白系雌鼠 (中国科学院

遗传所实验动物中心) ,自由采食和饮水 ,室温 (20±

2) ℃,控光 (光照 14 h/ d) 。每只小鼠间隔 48 h后分

别腹腔注射 PMSG和 hCG 10 IU 进行超数排卵 ,

hCG注射后与性成熟同系公鼠合笼 ,次日有阴道栓

雌鼠于 hCG注射后 76～78 h 处死 ,摘除子宫 ,用

PBS液冲洗子宫获取桑椹胚。

113　胚胎的冷冻保存

1)溶液配制。冷冻胚胎所用预处理溶液为

10 % (体积分数 ,下同) EG + 10 % (体积分数 ,下同)

DMSO ;玻璃化溶液为 EDFS30 ;胚胎解冻液为 015

和 0125 mol/ L 蔗糖 ;胚胎体外培养液为改进的 CZB

(mCZB) 。

2) OPS的制备。将 0125 mL ( I. V. M. , France)

塑料细管一段的棉栓捅出 ,从细管中部加热 ,变软后

拉成 OPS。OPS细端直径为 0115～0119 mm ,长度

约为 215 cm ,管壁厚度约为 0105 mm。

3)胚胎的玻璃化冷冻。实验开始前 2 h ,将室温

调到 (25±015) ℃,实验所用液体和器具充分平衡 ,

实验操作在 37 ℃恒温台上进行。采用 OPS两步法

进行冷冻保存 ,即胚胎在 10 % EG + 10 %DMSO 预

处理溶液中预平衡 30 s ,然后移入 EDFS30 玻璃化

溶液中平衡 25 s后直接投入液氮保存。每支 OPS

装入 6～7枚胚胎。

114　胚胎的 OPS管内解冻

1)一步法管内解冻。将 OPS从液氮中取出直

接插入盛有 1 mL 015 mol/ L 蔗糖溶液的离心管中

分别平衡 1、2、3、4、5和 6 min ,然后将胚胎直接吹到

PBS液中洗 3次 ,移入预先平衡好的 mCZB 培养液

小滴 ,置于二氧化碳培养箱 (5 % (体积分数) CO2 ,温

度 37 ℃,湿度 100 %)中培养 ,观察胚胎发育情况。

2)二步法管内解冻。将 OPS从液氮中取出直

接插入盛有 1 mL 015 mol/ L 蔗糖溶液中的离心管

中分别平衡 1、2、3、4 和 5 min ,再移到盛有 1 mL

0125 mol/ L 蔗糖溶液的离心管中平衡 2 min ,然后

同一步法。

115　管内解冻胚胎的直接移植实验

选择体重为 30～35 g的发情母鼠 ,与同品系结

扎公鼠交配。次日检查有阴道栓雌鼠为假孕第 1天

(D1)受体 ,于 D3进行胚胎移植。移植时以 OPS管

作移植导管 ,胚胎在管内解冻后连同解冻液一起吹

入受体子宫角。D17～18记录产仔数。管外解冻组

和新鲜胚胎组用 OPS作导管移植作为对照。

116　数据统计分析

采用χ2检验法。

2　结　果

211　一步法 OPS管内解冻不同平衡时间对胚胎体

外发育的影响

　　管内解冻结果表明 ,当 OPS在 1 mL 015 mol/ L
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蔗糖中平衡 2～3 min ,体外培养获得的囊胚及孵化

囊胚发育率均和对照组无显著差异 ( P > 0105) ;平

衡时间为 1 或 5 min 时 ,其囊胚率 ( 90191 %、

92118 %)明显下降 ,与对照 (100 %)有显著差异 ( P <

0105) (表 1) 。

表 1　一步法 OPS管内解冻不同平衡时间对

胚胎体外发育的影响

Table 1　Effects of different thawed time using one step OPS
in2straw thawed method on in vit ro development of
vitrified embryo

解冻

方法

平衡时

间/ min

冷冻

胚胎数

存活胚

胎率/ %

囊胚

率/ %

孵化囊

胚率/ %

管内 1 66 100 a 90191 b 36140 b

管内 2 78 100 a 93158 a 69123 a

管内 3 72 100 a 97122 a 65128 a

管内 4 84 100 a 96143 a 53157 b

管内 5 64 100 a 92118 b 57181 b

管内 6 71 100 a 83110 b 50170 b

管外 对照 78 100 a 100 a 76192 a

　　注 :同列字母相同表示数据间差异不显著 ( P > 0105) ,字母不同

表示差异显著 ( P < 0105) ;下表同。

212　两步法 OPS管内解冻不同平衡时间对胚胎体

外发育的影响

　　采用两步法解冻 ,当 OPS先后插入到 015 和

0125 mol/ L 蔗糖中分别平衡 2～3和 2 min ,胚胎体

外发育率与对照无显著差异 ( P > 0105) ;当 OPS在

015 mol/ L 蔗糖中平衡 1 或 4 min ,其孵化囊胚率

(51161 %、52194 %)与对照 (76192 %)有显著性差异

( P < 0105 ) , 而平衡时间达 5 min 时囊胚率

(88133 %)明显下降 ,与对照组 (100 %)有显著差异

( P < 0105) (表 2) 。

表 2　两步法 OPS管内解冻不同平衡时间对

胚胎体外发育的影响

Table 2　Effects of different thawed time using two step OPS
in2straw thawed method on in vit ro development of
vitrified embryo

平衡时间/ min

015 mol/ L 3 0125 mol/ L 3

冷冻

胚胎数

胚胎存

活率/ %

囊胚

率/ %

孵化囊

胚率/ %

1 2 62 100 a 95116 a 51161 b
2 2 52 100 a 98108 a 61154 a
3 2 66 100 a 100 a 77127 a
4 2 68 100 a 95158 a 52194 b
5 2 60 100 a 88133 b 50100 b

管外对照 78 100 a 100 a 76192 a

　　注 : 3为蔗糖浓度。

213　OPS管内解冻胚胎移植结果

根据体外发育结果 ,采用管内最佳解冻组的胚

胎直接移植。结果表明 ,管内解冻组胚胎移植妊娠

产仔率与管外解冻组及新鲜对照组无显著差异

( P > 0105) (表 3) 。

表 3　OPS管内解冻胚胎直接移植结果

Table 3 　In vivo development of OPS in2straw thawed em2
bryos after direct transfer

胚胎移植

类型

移植妊娠

受体率/ %

移植胚

胎总数

妊娠受体移

植胚胎数

妊娠产仔

率/ %

管内解冻组 6215 112 70 38157 a

管外解冻组 6010 140 84 42186 a

新鲜对照组 7510 112 84 51119 a

3　讨　论

1)随哺乳动物胚胎冷冻技术研究的不断发展 ,

玻璃化冷冻技术在人、家畜和实验动物胚胎冷冻上

的应用不断扩大。但仍存在一些问题 ,如玻璃化冷

冻采用的高浓度抗冻保护剂制约了管内解冻和直接

移植技术的发展[9 ]。抗冻保护剂分为渗透性和非

渗透性 2种 ,在选择抗冻保护剂时 ,要求所用保护剂

保护效果好、化学毒性低、解冻后便于脱除。本实验

采用乙二醇、DMSO 为抗冻保护剂 ,乙二醇是渗透

性抗冻保护剂 ,分子质量较小、易渗入胚胎细胞、化

学毒性较小 ,在胚胎冷冻中乙二醇越来越多地被选

用[3 ]。DMSO与乙二醇相比 ,分子质量大、渗透性

稍差、化学毒性较大 ,但形成玻璃化状态好。这 2种

抗冻剂配合使用 ,既可以提高抗冻剂的渗透性 ,又可

以缓解 DMSO的化学毒性 ,玻璃化状态形成的比较

彻底 ,实验证明联合效果较单独使用乙二醇好[10 ]。

同样本实验结果表明小鼠桑椹胚 OPS玻璃化冷冻

管内、外解冻后存活率均达 100 % ,管内解冻组胚胎

解冻后孵化囊胚率最高达 77127 % ,与管外对照组

(76192 %)无显著差异。说明乙二醇和 DMSO联合

可用于 OPS冷冻的胚胎管内、外解冻。

2)解冻程序也是影响胚胎成活率的关键因素 ,

玻璃化冷冻解冻一般采用较高浓度的非渗透性保护

液一步或经多步脱除 ,目前以蔗糖为溶质使用较多。

本实验选用 015 和 0125 mol/ L 蔗糖为解冻液进行

OPS管内解冻 ,体外发育结果表明 ,采用一步和两

步法管内解冻其效果无显著差异 ( P > 0105) ,说明

以蔗糖为解冻液时 ,采用一步或两步逐步稀释都能

充分脱出胚胎内部的抗冻保护剂。2种方法解冻后

的囊胚发育率 ,均在解冻液中一定的处理时间范围

内 ,随时间的延长而呈上升趋势 ,即一步法解冻在
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015 mol/ L 蔗糖平衡 1 min 时 ,囊胚发育率低 ,2 种

解冻方法均 3 min 时 ,囊胚发育率和孵化囊胚率最

高 ,当继续延长到 4 min 以后 ,胚胎发育率开始下

降。可能原因为 :蔗糖溶液在稀释细胞内保护剂时

起缓冲渗透压的作用 ,维持了细胞外液较高的渗透

压 ,使细胞内保护剂渗出的同时 ,控制细胞外水分渗

入的速度和渗入量 ,从而防止因水分的迅速渗入而

导致细胞过度膨胀 ,减少细胞渗透性休克和细胞破

裂现象的发生。然而蔗糖也可能对冷冻解冻后的胚

胎造成损伤[12 ] , Kasai 等[13 ]报道 ,低温状态下糖对

胚胎无毒性影响 ;但有研究证明 ,较高温度和较高浓

度条件下糖对胚胎发育有一定的毒害作用[14 ]。聚

蔗糖 ( Ficoll)是非渗透大分子物质 ,早期的研究表明

大分子物质具有促进细胞外液玻璃化作用 ,可降低

冷冻过程中压力所造成的物理性损伤[15 ]。因此 ,在

本实验中如果 OPS管在 015 mol/ L 蔗糖解冻液中

平衡时间过短 (1 min) ,则抗冻保护剂可能没完全脱

出 ,对胚胎产生毒害 ;过长 (4 min以上) ,则高浓度的

蔗糖在较高温度下可能会对胚胎产生毒害作用导致

囊胚率降低 ;所以平衡时间以 3 min为佳。

3)影响冷冻胚胎移植效率的因素较多 ,如胚胎

冷冻解冻技术、胚胎移植操作技术及受体质量等 ,只

要是影响 OPS管外解冻胚胎移植技术的因素均可

影响管内解冻胚胎的移植。此外 ,管内解冻还受高

浓度玻璃化液的影响 ,在移植过程中蔗糖和部分冷

冻液会随胚胎一起移入子宫角或输卵管 ,这可能降

低胚胎的发育能力[12 ]。本实验中 OPS管内解冻胚

胎移植后的受体妊娠产仔率达到 38157 %以上 ,与

管外解冻及新鲜对照均无显著差异 ,这可能是由于

随胚胎一起移入子宫角的溶液比较少 (1～115μL) ,

移入子宫后可快速的被子宫吸收或稀释 ,胚胎浸泡

于子宫分泌液中继续正常发育。虽然本实验显示管

内解冻胚胎移植效率与管外没明显差异 ,目前仍然

需要对解冻时糖的最佳浓度和解冻条件进行研究以

保证移植效率的提高。

实验结果证明 ,以小鼠桑椹胚为模型采用 OPS

法冷冻 ,管内一步和两步法解冻均可行 ,并可为小家

畜胚胎管内解冻后直接移植提供有效的理论和技术

参考。
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