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超低温冷冻保存技术在养牛业 上 的应 用

王晓 阳

�吉林省农业科学院畜牧分院
，

公主岭 �������

提 要 本文概述 了防冻剂在 �种牛胚胎冷冻保存方法中的应用
，

即常规冷冻
、

玻璃化冷冻
、

一步脱防冻剂冷冻
、

一步细竹法冷冻和半胚冷冻
。

随着胚胎冷冻和解冻方法的不断改进
，

不断简

化和逐渐适应现场条件
，

这一技术将会象人工授精一样普及推广
。
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欧洲和北美的养牛业历史较长
，

技术水平较高
，

发展也很快
，

其中有两大飞跃
，

即家畜人

工授精和胚胎移植
，

而这些应归功于一类重要的化合物—防冻剂
。

���� 年
，

意大利生物学家 ������
�教授成功的用狗进行 了人工授精试验

。
��叩 年

，

法

国兽医 ���������做了马匹人工授精
。
���� 年

，

英国的 ��妙 和 ������
�
等人发现了甘油用于冷

冻保存牛精液
，

并于 ��� �年授精产下世界上第一头用冻精液受胎的牛犊川
，

这是超低温冷

冻保存技术在养牛业上应用的第一个飞跃
。
���� 年

，

英国的 �����
� ����� 首次报道在实验

室生出第一窝胚胎移植的家兔
厂’�

�

���� 年
，

��、 ��� 和 ���� 移植成活一只羊羔
。

到了�� 年

代
，

通过对牛的胚胎采集和移植的研究
，

第一头胚胎移植成功的牛犊于 ���� 年生于美国的

维斯康辛州
。
����年

，

������
�
���� 等首先报道鼠胚胎冷冻成功

，

同年晚些时候
，

������
�也报

道了鼠胚胎冷冻成功川
。
���� 年

，

��������和 ������
又在 一 ���℃ �液氮温度�下冷冻牛胚胎

成功
，

但妊娠率较低
，

这是超低温冷冻保存技术在养牛业中应用的第二次飞跃
。

此项技术的

一系列应用大大加快 了养牛业的发展
。

常规冷冻

冷冻精液和冷冻胚胎试验成功间隔了 ��多年
，

这是一个很有趣的实例
，

即在基础研究

和应用研究之间需要相互促进
。

冷冻精液的成功
，

部分是经验�不太了解冷冻伤害的机制�
，

部分是侥幸�偶然发现了甘油的显著保护作用�
，

但是对冷冻胚胎
，

只凭经验和侥幸就不够

了
，

这需要了解低温生物学的原理及其发展情况
。

冷冻时
，

细胞必须两次通过致死温度区

�
一 巧 � 一 ��℃�

。

一次是冷冻
，

一次是解冻
，

如何在不杀死细胞的情况下
，

把
·

细胞冷冻到
一 ��℃ ，

并解冻到常温
，

是超低温冷冻保存技术在养牛业进一步应用的关键
。

一般情况下
，

哺乳动物的细胞冷冻到 一 ��℃ 以下时极难存活
，

这主要取决于冷冻速度
。

对大多数细胞存在一种最适宜的冷冻速度
，

超过这一速度
，

细胞内结冰和解冻时再次形成冰

晶的结果
，

引起细胞死亡
。

低于这一速度
，

因冰晶形成所产生的水溶液变化较大
，

同样引起

死亡
，

而添加防冻剂
，

则可 以大大减少冷冻部分
，

而且可以降低未冷冻部分和细胞内电解质
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的浓度
。

哺乳动物细胞常用的两种防冻剂是甘油和二甲基亚矾������
。

动物种类不同
，

所用防

冻剂的种类及浓度也不同
，

一般用 �
�

�一 �
�

������ ����和 �
�

�一 �
�

�����的甘油冷冻胚

胎的效果较好
。

有研究表明
�
甘油和 ����对胚胎的冷冻保护效果无差异阁

。

另有研究认

为
�
用甘油冷冻胚胎的存活率高于用 ����

。

还有一种研究结果认为二者混合应用��
�

����

�甘油 � �
�

����� �����时不如单独使用效果好
。
����� 和 ��

��� 认为
，

单独使用甘油为最

佳冷冻保护剂
，

因为它 比 ����毒性小�
’ 〕 ，

目前持这种看法者较普遍，�

防冻剂的添加方法最初为四步或六步
，

每步间隔 �� 而
� ，

使防冻剂充分渗透到胚胎细胞

中
，

以后为三步添加法
，

不降低胚胎存活率
，

最后为一步添加法
，

即将胚胎直接放人最终浓度

的冷冻液中
，

同样获得理想的冷冻效果
，

目前普遍采用此法
。
解冻后的胚胎需除去防冻剂才

能移植
，

最初使用六步降低防冻剂浓度
，

每步停留 �� ���
，

使之逐渐从细胞中渗出
，

而后有人

使用三步脱防冻剂的方法
，

结果两种方法无显著差异
。
我院从 ���� 年开始采用此种方法

，

受体牛受胎率较高
。

� 玻璃化冷冻

���� 年
，
�

�

�
�

���
�等人报道了玻璃化保存胚胎的成功例证���

，

此法操作简单
，

冷冻速度

快
，

不需要昂贵的冷冻仪
，

但防冻剂毒性较大
，

目前正处于研究开发之中
。

早期的玻璃化液以二甲基亚讽������
、

乙酞胺�从�
、

丙二醇����
、

聚 乙二醇�����等

作为保护剂
，

这些溶液毒性较大
，

平衡过程复杂且需要时间较长
。
�

�

����� 等人对上述榕液

和乙二醇����
、

甘油���
、

水溶性聚蔗糖�����
、

蔗糖���
�
�作了毒性对 比试验���

，

结果 ��是 �

种可透过性保护剂�����
、

��
、

民
、

��
、
��中毒性最低的一种

，
�种非透过性成份����

、

��
、

��
�
�在平衡期间对胚胎均无毒性

，

而 ��� 具有高渗透压效应
。

据此
，
�

�

�����等人设计 了 �

种组合溶液
，

分别为 ��
、
���

、
��

、
���

，

用小鼠的桑堪胚做试验
，
�玲 溶液是最好的胚胎防冻

剂
，

平衡 �而
� ，

培养至扩张囊胚的百分率为 ���
，
�飞 为 ���

，
��为 ���

，
��为 ��

。

用体

内成熟体外受精的牛囊胚对 �巧 溶液做试验
，

平衡 �或 ����
，

解冻后能进一步扩张的囊胚

比例高达 ���
一
���

，

培养后有 ���的胚胎能从透明带中孵化出来
，

移植后已产犊
。

胚胎存活率的变化基本原于 �溅 溶夜的毒性和细胞内冰晶的形成
，

乙二醇的透过量是

其关键
。
乙二醇的透人量过大

，

则加大了对细胞的毒性
，

乙二醇的透人量小
，

细胞内形成冰

晶
。

而乙二醇的透过量又与环境温度和平衡时间有关
，

室温高
，

细胞膜通透性好
，

短时间便

有足量的乙二醇进人细胞
，

相反所需平衡时间较长
。

�
�

�
�

���������等也做过同类试验�
’，。

采用超排供体牛 ��胚胎
，

处于晚期桑棋胚和早

期囊胚
，

在 ��℃平衡液������ ���甘油 ����丙二醇 � ��牛血清白蛋白�中脱水 �而
� ，

同

玻璃化液�����
� ���甘油 ����乙二醇 � ��牛血清白蛋白�装人 �

�

��
���

�

细管
，

迅速��
�

� �
�放人液氮中

，

��℃水浴解冻 �一 �� ���
，

移人 �� 一 �液������ �����蔗糖
� ��牛血清

白蛋白�中 �而
� ，

再移人 �� 一 �液����� � �
�

�二��蔗糖
十 ��牛血清白蛋 白�中 � ���

，

然

后移人 ����中体外培养
，

结果为
��个玻璃态的桑格胚有 �个发育为扩张囊胚

，

移植受体 ��

�后
，

超声波诊断有一头牛妊娠
。

������ 等报道
，

玻璃化法冷冻牛桑棋胚和早期囊胚 �� �时
，

妊娠率为 ��� ������ 〔‘ 〕 ，

但

晚期囊胚体内培养时不存活
，

胚胎在平衡液����� � ���甘油 � ��� 乙二醇�中室温平衡 ��

而� ，

然后将玻璃化液�����十 ���甘油
� ��� 乙二醇�和胚胎装人 �

�

��
�

�� 细管
，

慢慢投人
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液氮
。

��� ���������� 等描述了玻璃化法冷冻囊胚的程序
。

胚胎先置于 ���配制的 �
�

�卿�

�甘油�����中
，

室温下放置 �� 而
�
后

，

移人含 �
�

������甘油和 �
�

�� 二��蔗糖的 ���中

�� ���
，

最后移人预冷 �℃ ，

含 �
�

� ��犯��甘油和 �
�

����乙二醇的细管中
，

��
�
内投人液

氮
，

解冻后移植于 �� 头受体牛
，

�� �后有 �头妊娠
。

� 一步脱防冻剂冷冻

场������� 年�首先发明 了用蔗糖溶液在细管内一步稀释防冻剂的冷冻方法���
，

使冻胚

移植程序更为简化
。
以后

，
������和 ��� ��

� ����
�

幽����� 年�又作 了将甘油和蔗糖混合冷

冻胚胎的一步解冻法试验
。

最近有人用丙二醇 �����
，
��驯〕 年�或乙二醇��，����和 ��

，

�����
、
�����

，
�丑���

、
����年�单独作防冻剂冷冻牛胚胎

，

解冻后直接在 ���中脱去防冻剂
。

阳年生等人�����年�设计了 �组防冻剂 〔’�������
�

�������甘油
� �

�

�������蔗糖 ����

�
�

������乙二醇
�����

�

�����丙二醇
。

把胚胎分别放人含上述防冻剂的 �������中平衡

����
，

装人 �
�

��
�

�� 细管
，

按常规冷冻
，

在 ��℃水 中解冻
，

胚胎直接排人 �������中
，

�� 而�

后
，

在新鲜 �������中清洗一次
，

经培养后 的孵化情况是
�
第一组存活率为 ��

�

��� �����

����
，

第二组 为 ��
�

���
，

第三组 为 ��
�

���
，

第一组和第二组极显著地高于第三组 ���

�
�

���
。

此试验表明
，

用甘油 十 蔗糖和乙二醇做防冻剂用于一步解冻法好于丙二醇
。
另外

，

������ 等����� 年�用 ����加���乙二醇和 �
�

������丙二醇冷冻牛体外受精胚胎
，

培养后的孵

化率分别为 ���和 ���
，

乙二醇好于丙二醇
。

其原因可能是胚胎对乙二醇的通透性高于丙

二醇
，

直接在 ��� 中脱防冻剂时
，

前者可迅速渗出而不会对胚胎造成损伤
，

后者通透性差
，

则引起胚胎渗透性损伤
。

但也有人认为丙二醇作防冻剂好于乙二醇 〔” ��

� 一步细管法冷冻

铃木达行等�����年�报道 了用一步细管法移植 �头受体牛
，

有 �头妊娠�
” 〕 。

具体做法

是
�
用 �

�

�� ��细管吸入含 ���牛血清的 �
�

�����蔗糖液��层�
、

含有胚胎的 �
�

�宜����甘

油的保存液��层�
、

含 ���牛血清的 �
�

�����蔗糖液��层�
，

各层比例为 �� ���
，

常规冷冻
，

��℃恒温水浴解冻 �一 ����
，

�层向上
，

用手捏住 �
、

��层间气泡
，

让 �
、

班层混合 �一 ���� 后
，

捏住�层顶端摇动
，

使之与�层混合
，

由于甘油的比重轻于蔗糖
，

所以
，

甘油逐渐上浮到细管

顶端
，

胚胎一边脱去甘油
，

一边下降到蔗糖液中
，

而后
，

剪去细管甘油部分
，

进行移植
。
����

年
，

铃木达行再一次报道 日本长崎等六县相继用一步细管法移植成功
，

受胎率可达到 ���

左右 〔’��。 但也有人认为一步细管法的防冻剂种类
、

添加浓度及冷冻—解冻程序必须是最

佳的
，

否则效果较差 〔’“ 〕 。

� 半胚冷冻

灿
� �����

� 和 �������������� 年�采用琼脂包埋法首先获得了冷冻半胚移植犊牛 〔’�〕 ，

但

此法操作较繁琐
，

容易丢失胚胎
，

��
�

�
等����� 年�获得 了牛半胚裸露冷冻产犊成功�

‘�〕 ，

但受胎率较低
。
����等����� 年�冷冻经过显微操作的无透明带胚胎

，

获得较高的移植受胎

率������
‘�〕 。

��� 年
，

柏学进等人报道
，

奶牛半胚裸露冷冻的培养存活率为 ��
�

�� ����

����
，��

，

以 ��� � ���� �
�

仍 �����和 ���� � ����� �
�

��
加����两步加人防冻剂

，

每步

�����
，

冻前培养 �
�

��
，

在 ��℃水浴解冻
，
�

，

�������
� �

�

�������
、

�
�

�������
� �

�

����
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��和 �
�

������三步脱防冻剂的效果最好
。

� 结束语

随着研究工作的不断深人
，

超低温冷冻保存技术在养牛业中的应用将会越来越广泛
，

越

来越深人
，

将会有更多种化合物做为防冻剂进人胚胎冷冻的行列
，

使之冻胚移植象冻精配种

一样简便
、

迅速
、

高效
。
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