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摘要:为了筛选适合用于小鼠不同发育时期胚胎的玻璃化冷冻方法, 采用 EFS20 /40、EFS40、DAP213和 GP25

法分别冷冻保存不同发育期的小鼠胚胎。结果表明, 采用 EFS20 /40法冷冻的 2细胞期胚经解冻后发育至扩张

囊胚的比率 ( 93% )显著高于 EFS40、DAP213和 GP25法 (分别为 70. 9%、39. 1%和 11. 1% ) (P < 0. 01) ; 采用

EFS20/40法冷冻保存小鼠 4~ 8细胞期胚时, 与 EFS40相比,解冻后发育至扩张囊胚的比率差异不显著 (分别

为 86. 2%和 90. 0% ) ,但与 DAP213( 64. 5% , P < 0. 05)和 GP25法 ( 47. 8% , P < 0. 01)相比其扩张囊胚率显著增

高。此外,虽然 EFS40法与 EFS20 /40法冷冻保存小鼠桑椹胚解冻后的扩张囊胚率差异不显著 (分别为 68. 9%

和 70. 8% ),但均显著高于 DAP213( 38. 9% )和 GP25法 ( 37. 5% ) (P < 0. 01)。结果表明, EFS20 /40法适合用

于小鼠的 2细胞期冷冻保存,而 EFS20 /40和 EFS40法均适合用于 4~ 8细胞期胚和桑椹胚的冷冻。
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Cryopreservation of EarlyM ouse Embryos by V itrification Using
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Abstract: D ifferent developm en tal stages o fmouse em bryos w ere v itrified using EFS20 /40, EFS40, Nak

agata- DAP213 or Schefen- GP25 m ethod respect ive ly to filter them ost su itab le vitrifica tion schem e. The re

su lts show ed that the blastocyst form at ion rate by EFS20 /40 m ethod ( 93% ) w as sign if icantly higher than those

by EFS40, N akagata- DAP213 and Schefen - GP25 m ethods ( 70. 9% : 39. 1%: 11. 1% ) after v itricat ion–

thaw ing 2- ce ll em bryos. A fter vitr ification– thaw ing 4~ 8ce ll em bryos, the b lastocyst form ation rates w ere

not sign ificantly d ifferent betw een EFS20 /40 and EFS40 m ethods( 86. 2% : 90. 0% ), but that by EFS20 /40

m ethod w as better than that by the m ethod o f DAP213( 64. 5%; P < 0. 05) or- GP25( 47. 8% ; P < 0. 01) . In

add ition, blastocyst form ation rates w ere not significantly different betw een EFS20 /40 and EFS40 m ethods

( 68. 9% : 70. 8% ), but they w ere sign if icantly higher than them ethods ofN akagata- DAP213 and Schefen-

GP25 after v itrif ication– thaw ing M orula embryos( 38. 9%: 37. 5% ; P < 0. 01) . These resu lts ind icated tha t

EFS20 /40 m ethod w as them ost suitab le fo r the 2- ce ll stage m ice cryopreservation, and EFS 20 /40 o r EFS

40 m ethods w ere su itab le for 4~ 8- cell stage em bryo and m orula v itrif ication.
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2细胞期胚 4细胞期胚 桑椹胚

2 ce ll em bryo 4 ce ll em bryo m oru la

图 1 小鼠不同发育期胚胎 ( 200)

F ig. 1 Embryo of m ouse d ifferen t deve lopm ent per iod

自W hitt ingham等
[ 1]
首次冷冻保存小鼠胚胎获得成功以来, 胚胎冷冻保存技术获得了不断改良和

完善, 其中, Ra l&l Fahy
[ 2]
发明的小鼠胚胎玻璃化 ( v itrif ication)冷冻方法因其具有简便、快速和易于推广

的特点而备受关注。Ch iu- Sung Ko等
[ 3]
对小鼠的卵母细胞的玻璃化冷冻的结果显示, 冷冻对小鼠卵

母细胞的染色体、纺锤体及其细胞膜造成不同程度的损伤而降低卵母细胞的存活率。已有的研究证实,

良好的冷冻保存技术, 是提高胚胎存活率的先决条件
[ 4 ]
。此外, 据 Zhang JQ和 Zhou GB等

[ 5- 6]
的研究

表明, 小鼠等动物的不同发育期胚胎具有不同的耐冻特性。因此, 本研究依次采用 Kasai等的 EFS40

法
[ 7]
及 EFS20 /40法

[ 8]  用乙二醇 ( ethylene g lyco,l EG)、聚蔗糖 70( F ico ll70)、和蔗糖 ( sucrose)制备冷冻

保护液 !、N akagata等
[ 9]
的 DAP213法 (用 DM SO、乙酰胺 ( acetam ide)和丙二醇 ( propy lene g lyco l)制备冷

冻保护剂!和 Schefen等
[ 10]
的 GP25法 (用甘油和丙三醇制备冷冻保护液 ),分别对小鼠不同发育期胚胎

进行冷冻保存,并观察冷冻胚胎在解冻后的体外发育能力,以其筛选适用于小鼠不同发育时期胚胎的最

佳冷冻保存方法。

1 材料与方法

1. 1 早期胚胎的采集

选择性成熟 ( 6~ 8月龄 ) ICR系,以 48 h的间隔分别注射 10 IU PM SG和 5 IU hCG后,与同系雄性

小鼠交配,对 2 d见有阴道栓的雌性小鼠,在注射 hCG后的第 42 h和第 66 h,采用颈椎脱臼法处死后采

取输卵管。在实体显微镜下,用 PB1液进行灌流, 分别采集形态正常的 2细胞期胚和 4细胞期胚 (图

1) ,或者在注射 hCG后的第 90 h,采取双侧子宫角,并在实体显微镜下用 PB1液灌流子宫角, 采集形态

正常桑椹胚 (图 1)。

1. 2 预处理液、冷冻保护液和解冻液的配制

1. 2. 1 预处理液 ∀ EFS20液:用 PB1溶液
[ 6]
配制含 20%乙二醇 V /V )、18% Fico ll 70(W /V )和 3 m o l/

L蔗糖的溶液; # GP10液:用 PB1溶液配制含 10%甘油 ( V /V )和 20%丙二醇 (V /V )的溶液。

1. 2. 2 冷冻保护液的配制 ∀ DAP213液: 用 PB1溶液配制含 2 m o l/L DM SO、1 m o l/L 乙酰胺和

3 m o l/L丙二醇的溶液; # GP25液:用 PB1溶液配制含 25%甘油 ( V /V )和 25%丙二醇 ( V /V )的溶液; ∃

EFS40液:用 PB1溶液配制含 40%乙二醇 ( V /V )、18% Ficoll 70(W /V )和 3 m o l/L蔗糖的溶液。

1. 2. 3 解冻液 用 PB1液配制含有 0. 5 m o l/L蔗糖的溶液。

将已配制的上述溶液,用 0. 45 m微孔滤器过滤后,在 4 % 下保存备用。

1. 3 早期胚胎的玻璃化冷冻和解冻

1. 3. 1 胚胎的冷冻 将上述获得的 2细胞期胚、4细胞期胚和桑椹胚, 在 20~ 23 % 室温条件下,分别

采用如表 1所示的方法处理各类胚胎并装入 0. 25冷冻细管 (图 2)后, 直接投入液氮中保存。

1. 3. 2 冷冻胚胎的解冻 将冷冻细管从液氮中取出后, 在约 35 % 温水中快速解冻, 然后将管内的胚

胎导入 0. 5 mo l /L蔗糖溶液中并保持 5 m in, 将胚胎移入 PB1液并用其清洗 3次后进行体外培养。
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A.栓; B. 0. 5 mo l /L蔗糖; C.冷冻保护液; D.空气; E. 胚胎

A. cotter; B. 0. 5 m ol/L sucrose; C. C ryopro tectan t; D. air; E: embry

图 2 冷冻细管 ( 0. 25 mL )溶液配置示意图

F ig. 2 F rozen th in tube ( 0. 25 mL ) cryopro tectant draw ing

图 3 体外培养的扩张囊胚 ( 200)

F ig. 3 The expans ion o f the blastocyst in v itro

表 1 胚胎在各种玻璃化冷冻保护剂中处理程序

Tab. 1 Embryo vitr ification treatm en t process in a var iety of protec tive agen ts

冷冻方法

F reezing me thod

预处理 P retrea tm en t

预保护液

P re- pro tection flu id

处理时间 /m in

P rocess ing tim e

冷冻保存液处理 Cryoprotectant pro cessing

冷冻保护液

Cryoprotectant

处理时间 / s

P rocess ing tim e

EFS20 /40[ 2] EFS20 2 EFS40 30

EFS40[ 3] EFS40 30

AP213[4] DAP213 10

GP25[ 5] 10 GP25 25

1. 4 早期胚胎的体外培养

将经冷冻 -解冻的 2细胞期胚、4~ 8细胞期

胚和桑椹胚,导入在二氧化碳培养箱 ( 37 % , 5%

CO2, 95%空气, 100%湿度 )预平衡 12 h的 35 mm

培养皿内的改良 M 16培养液
[ 6]
液滴 ( 200 L )

中,并置于二氧化碳培养箱中进行培养,观察发育

至扩张囊胚 (图 3)的能力。

1. 5 统计学处理

用
2
检验法对数据进行显著性检验。

2 结 果

2. 1 不同玻璃化冷冻法保存的小鼠 2细胞期胚

的体外发育

表 2结果显示,当用 EFS20 /40、DAP213和 GP25 3种方法冷冻保存小鼠 2细胞期胚胎时,解冻后的

正常胚胎回收率差异不显著 (分别为 93. 4%、92. 0%和 90. 0% )。但是, 经 EFS20 /40法冷冻胚胎的小

鼠 2细胞期胚,经体外培养后的扩张囊胚率 ( 93. 0% )显著高于 EFS40、DAP213和 GP25法 (分别为 70. 9%、

39. 1%和 11. 1% ) (P< 0. 01)。
表 2 不同玻璃化冷冻法保存的小鼠 2细胞期胚的体外发育

Tab. 2 Developm ent of tw o- ce ll embryo using d ifferent vitrification preservation m ethod in vitro

冷冻方法

F reezing m ethod

回收正常胚数 /冷冻胚数 /%

Num be r o f recycle the norm a l em bryo / freezing em bryo

扩张囊胚率 /%

Expanded blastocyst rate

EFS20 /40 71 /76( 93. 4) 66 /71( 93. 0)

EFS40 62 /66( 93. 9) 44 /62( 70. 9)*

DAP213 46 /50( 92. 0) 18 /46( 39. 1)*

GP25 36 /40( 90. 0) 4 /36( 11. 1)*

* : P < 0. 01,与 EFS20 /40法相比差异极显著。* (P < 0. 01) compares w ith the EFS20 /40 m ethod.
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2. 2 不同玻璃化冷冻法保存的小鼠 4~ 8细胞期胚的体外发育

表 3结果显示,用 EFS20 /40法和 DAP213法冷冻保存的小鼠 4~ 8细胞期胚,经解冻后获得正常胚

胎的比率显著高于 EFS40法和 GP25法 (分别为 100%、93. 9%和 80. 0%、57. 5% ) (P < 0. 01)。此外,与

EFS40法相比, EFS20 /40法冷冻保存的小鼠 4~ 8细胞期胚的扩张囊胚率差异不显著 (分别为 86. 2%和

90% ), 而与 DAP213法和 GP25法 (分别为 64. 5%和 47. 8% )相比其扩张囊胚率显著增高 (P< 0. 01)。

表 3 采用不同玻璃化冷冻法冷冻保存的小鼠 4~ 8细胞期胚的体外发育

Tab. 3 D eve lopm en t of 4- 8cell em bryo using d ifferen t vitr ificat ion preservationm ethod in vitro

冷冻方法

F reezing m ethod

回收正常胚数 /处理数 /%

Num be r o f recycle the norm a l em bryo / freezing em bryo

扩张囊胚率 /%

Expanded blastocyst rate

EFS20 /40 58 /58( 100) 50 /58( 86. 2)

EFS40 40 /50( 80. 0)** 36 /40( 90. 0)

DAP213 31 /33( 93. 9) 20 /31( 64. 5)*

GP25 23 /40( 57. 5)** 11 /23( 47. 8)**

与 EFS20 /40法相比差异显著* (P < 0. 05)和** 差异极显著 (P < 0. 01)。Com pares w ith the EFS20 /40 m ethod * (P

< 0. 05) and ** (P < 0. 01).

2. 3 不同玻璃化冷冻法保存的小鼠桑椹胚体外发育

表 4结果显示,与 EFS20 /40法相比,用 DAP213法冷冻保存小鼠桑椹胚的正常胚胎回收率差异不

显著 (分别为 96. 3%和 84. 0% ) (P < 0. 01)。此外,采用 EFS20 /40法冷冻保存的小鼠桑椹胚的扩张囊

胚率 ( 70. 8% )与 EFS40法相比差异不显著,但显著高于 DAP213法和 GP25法 (分别为 38. 9%和 37. 5% )

(P < 0. 01)。

表 4 采用不同玻璃化冷冻法冷冻保存的小鼠桑椹胚的体外发育

Tab. 4 Developmen t ofm oru la using d ifferent vitrification preservation m ethod in vitro

冷冻方法

F reezing m ethod

回收正常胚数 /处理数 /%

Num be r o f recycle the norm a l em bryo / freezing em bryo

扩张囊胚率 /%

Expanded blastocyst rate

EFS20 /40 77 /80( 96. 3) 51 /70( 70. 8)

EFS40 46 /50( 92. 0) 31 /46( 68. 9)

DAP213 54 /60( 90. 0) 21 /54( 38. 9)**

GP25 42 /50( 84. 0)* 15 /42( 37. 5)**

与 EFS20 /40法相比差异显著* (P < 0. 05)和** 差异极显著 (P < 0. 01)。Com pares w ith the EFS20 /40 m ethod * (P

< 0. 05) and ** (P < 0. 01).

3 讨 论

玻璃化 ( v itrificat ion)是指高浓度的溶液 ( 6 m ol /L以上 )由 0 % 以上温度直接投入液氮的急速冷却

过程中所发生的,由液态变为半固态再过渡为固态且呈现透明状态的物理现象。Rall& Fahy
[ 2]
首次利

用高浓度的 DM SO、乙酰胺和丙二醇制备的玻璃化液冷冻小鼠胚胎获得成功。但是,采用该方法难以获

得稳定的研究结果
[ 11- 12]

。近年来,该方法获得了不断的完善。研究显示,采用对胚胎毒性较低的冷冻

保护剂,显著提高了冷冻胚胎的生存率
[ 13 ]
。与此同时, Kuw ayam a等

[ 14- 15]
采用玻璃化冷冻人的卵母细

胞也有较高的效率。上述结果表明, 玻璃化冷冻方法可广泛应用于卵母细胞和胚胎的冷冻保存。

目前,小鼠胚胎玻璃化冷冻包括采用不同冷冻保护液的 K asa i的 EFS40法
[ 7]
、EFS20 /40法

[ 8]
、Nak

agata的 DAP213法
[ 9]
和 Schefen的 GP25法

[ 10 ]
等。为了筛选适合用于不同发育时期小鼠胚胎的玻璃化

冷冻方法,本研究采用上述 4种玻璃化法冷冻保存了小鼠 2细胞期胚、4~ 8细胞期胚和桑椹胚, 其结果

显示, 采用 EFS20 /40法可获得较稳定的正常形态胚胎回收率 (分别为 93. 4%、100%和 95. 3% )。与

EFS40、DAP213和 GP25法相比,当采用 EFS20 /40法时,冷冻保存的 2细胞期胚经解冻后发育至扩张囊

胚的比率显著增高 (P < 0. 01); 当采用 EFS20 /40法冷冻保存小鼠 4~ 8细胞期胚和桑椹胚时, 虽然与
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EFS40法相比,冷冻胚胎解冻后的扩张囊胚率差异不显著,但显著高于 DAP213法和 GP25法 (P < 0. 01)。上

述结果表明 ,聚蔗糖和毒性较小的乙二醇联合使用作为玻璃化冷冻保护剂,对胚胎的伤害更小, 可提高

小鼠胚胎的冷冻解冻后的存活率。因此利用 Kasai等提出的 EFS40法及 EFS20 /40法适合小鼠不同时

期胚胎的冷冻保存,其中 EFS20 /40法适合用于小鼠的 2细胞期胚冷冻保存,而 EFS20 /40和 EFS40法

均适合用于 4~ 8细胞期胚和桑椹胚的冷冻。

综上所述, EFS40法及 EFS20 /40法适合用于小鼠的早期胚胎冷冻保存。有关该方法是否适合牛、

绵羊等胚胎的冷冻保存有待于进一步探讨。
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