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利用冷冻的 GV期卵母细胞
制备延边黄牛核移植胚胎的研究

王士勇 ,杨月春 ,方南洙 3 ,李钟淑 ,李福俊

(延边大学 农学院 ,吉林 龙井 133400)

摘要 :研究使用玻璃化冷冻、程序化冷冻和超快速冷冻 3种方法冷冻延边黄牛的卵母细胞 ,确定适宜的延边黄

牛核移植受体卵母细胞的冷冻方法。结果显示 , 3种冷冻方法处理的 GV期卵母细胞在成熟率上相似 ,玻璃化

冷冻法得到的卵母细胞形态正常率要高于程序化冷冻和超快速冷冻法 ( P < 0. 05) ,超快速冷冻法回收率最低。

采用玻璃化冷冻法 ,核移植重组胚卵裂率明显高于程序化冷冻和超快速冷冻法 ( P < 0. 05) ,在融合率上 , 3种方

法差异不显著。表明玻璃化冷冻方法对延边黄牛 GV期卵母细胞冷冻效果优于程序化冷冻和超快速冷冻方

法 ,是一种较适合延边黄牛核移植的卵母细胞冷冻方法。

关键词 :延边黄牛 ;卵母细胞 ;冷冻保存 ;核移植

中图分类号 : S823. 8 + 1; S814. 8　　文献标识码 : A　　文章编号 : 1000 - 2286 (2010) 02 - 0223 - 04

A Study on Preparation of Reconstructed Embryo
in Yanbian Cattle Using Freez ing GV Oocytes
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　　Abstract: In order to determ ine app rop riate freezing method for oocyte used in nuclear transfer of Yanbian

cattle, three methods were used to freeze oocyte, namely, vitrification, p rogrammed and ultra - rap id freez2
ing. The results showed that maturation rate of oocyte was sim ilar in three treatment group s, morphologically

normal rate of oocytes obtained from vitrification freezing method was higher than that from p rogrammed freez2
ing method and ultra - rap id freezing method ( P < 0. 05) , and the recovery rate was lowest in the ultra - rap id

freezing method. The cleavage rate of reconstructed embryo was significantly higher in the vitrification freezing

method than those in the other freezing methods ( P < 0. 05) , there was no significant difference in the fusion

the rate in three methods. It was shown that the vitrification freezing method is better than the p rogrammed

freezing and the ultra - rap id freezing method, and it is a more suitable freezing method for freezing oocyte for

nuclear transfer in Yanbian cattle.
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体细胞克隆技术结合细胞冻存技术、体细胞培养等对于保护物种 ,特别是对珍稀、濒危物种来讲是

一个福音。自 W ittingham
[ 1 ]冷冻保存小鼠卵母细胞获得活仔以来 ,研究者在人及家畜的卵母细胞冷冻

保存方面进行了广泛探索 ,目前已经成功地冷冻保存小鼠 [ 1 - 2 ]、马 [ 3 ]、牛 [ 4 ]和人 [ 5 ]等卵母细胞。但由于

牛卵母细胞体积大 ,水分多 ,低温敏感性强 ,冷冻后不易成活 ,使卵母细胞冷冻保存技术进展缓慢。目前
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最常见的冷冻方法有玻璃化冷冻方法、程序化冷冻方法、OPS法、电镜铜网法、微滴法、固体表面法和冷

冻环法等 [ 6 ]
,其中玻璃化冷冻方法和程序化冷冻及超快速冷冻方法是使用比较普遍的 3种方法。虽然

卵母细胞冷冻的方法是借用了胚胎冷冻的方法 ,但其效果远远比不上胚胎冷冻的效果。牛卵母细胞冷

冻保存的研究仍处于初级阶段 ,其有待于进一步深入。本试验将 GV时期卵母细胞采用不同冷冻处理

方法 ,探讨了冷冻保存效率以及其冻后的核移植后期发育能力 ,为建立有效的延边黄牛卵母细胞冷冻保

存技术及体细胞核移植奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　主要试剂与仪器 　除胎牛血清 ( FBS)购自杭州四季青生物工程材料有限公司外 ,其它试剂均购

自 Sigma公司。主要仪器有显微操作仪 (Leica, DM IRB )、拉针仪 (Narishige, PN - 30)、实体显微镜 (N i2
kon, BK1000) ,倒置显微镜 (N ikon, TMS)、细胞融合仪 (宁波新芝 , CRY - 3)等。

1. 1. 2　主要液体的配制 　成熟培养液 (百分数为体积分数 ,下同 ) : TCM - 199 + 10% FBS + 10μg/

mL PMSG;玻璃化平衡液 : TCM - 199 + 200 g /L甘油 + 0. 5 mol/L海藻糖 + 10%乙二醇 ;玻璃化冷冻

液 : TCM - 199 + 200 g/L甘油 + 0. 5 mol/L海藻糖 + 40%乙二醇 ;玻璃化解冻液 : TCM - 199 + 0. 5 mol/L

海藻糖 ;程序化平衡液 : TCM - 199 + 20% FBS + 50 g/L甘油 ;程序化冷冻液 : TCM - 199 + 20% FBS

+ 100 g/L甘油 ;程序化解冻液 Ⅰ: TCM - 199 + 0. 5 mol/L蔗糖 + 0. 67 mol/L甘油 ;程序化解冻液

Ⅱ: TCM - 199 + 0. 5 mol/L蔗糖 + 0. 33 mol/L甘油 ;程序化解冻液 Ⅲ: TCM - 199 + 0. 5 mol/L蔗糖。

超快速平衡液 : TCM - 199 + 10%乙二醇 ;超快速冷冻液 : TCM - 199 + 25%乙二醇 ;超快速解冻液 :

TCM - 199 + 0. 5 mol/L蔗糖。

1. 2　方法

1. 2. 1　卵母细胞的准备 　从延吉市屠宰场采集卵巢 ,置于含有青霉素和链霉素的生理盐水保温杯中 , 4

～6 h内运至实验室 ,用 38. 5 ℃的生理盐水冲洗干净 ,用 16号针头从卵巢表面吸取 2～8 mm卵泡中的

卵泡液 ,收集卵丘卵母细胞复合体 ( cumulus oocyte comp lexes, COCs)。

1. 2. 2　供核细胞的准备 　处理好的延边黄牛耳尖部组织块进行原代培养 (培养基为含 15% FBS的

DMEM ) ,待有细胞游离出来后去掉组织。将成纤维细胞与上皮细胞系进行分离纯化 ,成纤维细胞进行

传代培养。在注核前进行血清饥饿培养 ,培养好的成纤维细胞用胰蛋白酶消化 ,待细胞收缩变圆时 ,加

入含 10% FBS的 DMEM培养液终止消化。将细胞吹打成悬液 ,吸取沉淀细胞用显微操作液洗 3遍后放

入注核操作液中以供注核。

1. 2. 3　冷冻及解冻方法 　 (1)玻璃化冷冻方法及解冻方法。将卵母细胞先用平衡液平衡 3 m in,再转

移到冷冻液中 ,三段式装管。将装好的管在液氮面上方 3 cm处熏蒸 2 m in,投入液氮中保存。解冻方

法 :从液氮中取出细管 ,在空气中停留 10 s,投入 37 ℃温水中轻轻摇动 10 s后 ,将内容物吹入玻璃化解

冻液 ,平衡 5 m in备用。

(2)程序化冷冻方法及解冻方法。将卵母细胞在平衡液中平衡 10 m in,再移入冷冻液中平衡

5 m in,装管 ,放入胚胎冷冻仪 ,以 0. 7 ℃ /m in从室温降至 - 7 ℃,人工植冰 ,停留 5 min,再以 0. 5 ℃/m in

降至 - 35 ℃,投入液氮。解冻方法 ,从液氮中取出细管 ,在空气中停留 3～5 s,投入 37 ℃温水中轻轻摇

动 10 s后 ,将内容物吹入解冻液 Ⅰ,平衡 5～7 m in;移入解冻液 Ⅱ,平衡 5～7 m in;移入解冻液 Ⅲ,平衡 5

～7 m in,备用。

(3)超快速冷冻及解冻方法。将收集的卵母细胞先在平衡液中平衡 3 m in,并将洗涤好的卵母细胞

转移至冷冻液微滴中 ,再进行装管。然后再将装好管的卵母细胞在液氮面上方 3 cm处熏蒸 2 m in,并投

入液氮。解冻方法 ,从液氮中取出细管 ,在空气中停留 10 s,投入 37 ℃温水中轻轻摇动 10 s后 ,将内容

物吹入解冻液 ,平衡 5 m in备用。

1. 2. 4　体外成熟 　将 3种方法冷冻后的 GV期卵母细胞进行解冻 ,回收 ,放入成熟培养液微滴中进行

体外成熟培养 ,成熟培养液为 90% TCM - 199 + 10% FBS + 10μg/mL PMSG的制备液。

1. 2. 5　核移植 　解冻后 GV期的卵母细胞进行成熟培养 ,之后进行体细胞核移植试验。其方法同杨月春等 [7 ]。
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1. 3　统计分析

实验数据经 SPSS 14. 0进行统计、方差分析多重比较检验数据差异性 ,显著标准为 P < 0. 05。

2　结　果

2. 1　不同冷冻方法对延边黄牛卵母细胞冷冻效果的影响

采用玻璃化冷冻方法得到的卵母细胞的形态正常率远高于程序化冷冻和超快速冷冻方法 (P < 0. 05) ,

成熟率水平上三者差异不显著 ,超快速冷冻方法在回收率水平上低于其它 2种方法 ( P < 0. 05) ,见表 1。
表 1　不同冷冻方法对延边黄牛卵母细胞冷冻效果的影响

Tab. 1　Effect of d ifferen t freez ing m ethods on freez ing oocytes of Yanb ian ca ttle

冷冻方法

Freezing method

检查的卵母细胞数 /n

No. of oocytes

exam ined

回收率 /%

Rate of

recovery

形态正常率 /%

Rate of

morphologically normal

成熟率 /%

Rate of

maturation

玻璃化冷冻 V itrification Freezing 36 (6) 91. 7 ±9. 1a 85. 0 ±7. 5a 26. 7 ±8. 2a

程序化冷冻 Programmed freezing 36 (6) 90. 4 ±8. 6a 61. 7 ±6. 6b 23. 2 ±9. 5a

超快速冷冻 U ltra - rap id freezing 36 (6) 77. 8 ±8. 6b 67. 5 ±12. 5b 24. 2 ±7. 4a

　　同列肩标字母不同表示差异显著 ( P < 0. 05)。

　　Values with different superscrip ts within a column are significantly different ( P < 0. 05).

2. 2　不同冷冻方法对延边黄牛体细胞克隆效率的影响

将解冻后的的卵母细胞进行核移植试验 ,虽然 3组融合率差异不显著 ,但是卵裂率上玻璃化冷冻法

显著高于程序化冷冻和超快速冷冻方法 ( P < 0. 05) ,见表 2。
表 2　不同冷冻方法对延边黄牛体细胞克隆效率的影响

Tab. 2　Effect of d ifferen t freez ing m ethods on eff ic iency of nuclear tran sfer in Yanb ian ca ttle

冷冻方法

Freezing method

检查的卵母细胞数 /n

No. of oocytes exam ined

融合率 /%

Rate of fusion

卵裂率 /%

Rate of cleavage

玻璃化冷冻 V itrification Freezing 51 (9) 70. 0 ±7. 6a 25. 6 ±18. 8a

程序化冷冻 Programmed freezing 48 (9) 65. 2 ±8. 4a 15. 7 ±15. 8b

超快速冷冻 U ltra - rap id freezing 50 (9) 69. 5 ±10. 8a 13. 9 ±12. 4b

　　同列肩标字母不同表示差异显著 ( P < 0. 05)。

　　Values with different superscrip ts within a column are significantly different ( P < 0. 05).

3　讨　论

卵母细胞从卵巢表面卵泡中吸出之后 ,大多数处于 GV期 , GV期的卵母细胞直接冷冻保存 ,而不经

过成熟培养阶段 ,这就大大减少了操作程序 ,使操作简单。试验采用了玻璃化冷冻、程序化冷冻和超快

速冷冻方法 3种冷冻方法对延边黄牛 GV期卵母细胞进行冷冻试验。3种冷冻方法对 GV期卵母细胞

成熟率相似 ,但是玻璃化冷冻方法得到的卵母细胞形态正常率要高于其它 2种方法。在接下来的核移

植实验中 ,采用玻璃化冷冻方法的卵裂率明显高于程序化冷冻和超快速冷冻方法 ,但 3种方法的融合率

差异不显著。

卵母细胞采用程序化冷冻时 ,细胞须经历低于 10 ℃一段时间 ,这对解冻后发育潜力造成很大影

响 [ 8 ]。本试验中采用该方法冷冻延边黄牛 GV期卵母细胞 ,体外成熟率为 (23. 2 ±9. 5) % ,但是卵裂率

仅为 (15. 7 ±15. 8) % ,显著低于玻璃化冷冻方法为 (25. 6 ±18. 8) %。另外在实验中我们观察到 ,程序

化冷冻方法对卵丘细胞损伤比玻璃化冷冻方法严重 ,可能是由于玻璃化溶液在超低温下凝固成无规则

的玻璃固体 ,保持了液态时的正常分子与离子分布 ,从而在细胞内发生玻璃化时能起到保护作用 ,减少

了由于冰晶形成而造成透明带和卵母细胞质膜的损伤。采用超快速化冷冻方法 ,由于卵母细胞必须经

历从室温直接降至 - 196 ℃的过程 ,极大地影响解冻后发育潜力 ,另外超快速冷冻法利用高浓度的冷冻
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保护剂 (甘油、乙二醇等 ) ,由于其膜渗透性低 ,会引起对细胞膜的严重渗透性损伤 [ 9 ] ,也是冷冻保存时

致命的弱点。实验中 ,我们发现超快速冷冻的成熟率为 (24. 2 ±7. 4) % ,这是因为在培养过程中加了激

素 PMSG,这使得成熟率上有了提高。

玻璃化冷冻中冷冻速度是影响冷冻保存成败的关键因素之一 [ 10 ]
,玻璃化冷冻方法被广泛运用到牛

卵母细胞冷冻保存研究中 ,并且获得了较为理想的效果 [ 11 - 12 ]。选择合适保护液对玻璃化冷冻成功十分

重要。满足玻璃化的条件是溶液的粘度足够大或者是降温速率足够快。实验证明 ,在玻璃化溶液中添

加一定量蔗糖 ,可以降低渗透性保护剂的用量 ,减弱保护剂毒性 ,促进溶液玻璃化效果。我们的实验结

果表明玻璃化冷冻对延边黄牛卵母细胞低温保存比较适合 ,效果要好于程序化冷冻和超快速冷冻方法。

本研究比较了 3种冷冻方法对牛 GV期卵母细胞冷冻效果的影响 ,结果表明 ,玻璃化冷冻法冷冻延

边黄牛 GV期卵母细胞不论在形态正常率和核移植后期卵裂率上都优于其它两种 ,是适合延边黄牛 GV

期卵母细胞冷冻的方法。
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