
http://www.cqvip.com


23．6 的胚胎出现正常卵裂。在他的另一研究 

(1948)中，于 10"C保存 96小时的 2一细胞和桑 

椹期胚胎移入受体母兔后，产仔率分别 为 

15 和 46 。为了探讨兔胚胎的最适保存藏 ， 

延长保存时间，I-4．~ez进行了一系列试验(见表 

2)。证实，5 和 7 的明胶、2 的甘油、卵泡 

液、屎囊液和卵黄对保存兔胚胎均有良好效 

果Ⅲ。经 6-12"C保存 8天的兔桑椹胚，移入受 

体后，产仔率选25 (Kardymowicz 1962)。Hu- 
寰 l 

ghes和 Ande~9on利用改进的杜 氏磷酸缓i中液 

(Dulbecco’s PBS)加 1O 胎犊血清(Fcs)作为 

保存液，将 4'C保存 7天的桑椹期胚胎移植 

后，产仔率达 53 ，保存 l5天的桑椹胚在 

37℃培养时仍有 28 继续发育r⋯。最近 ，熊慧 

卿等r 在 4℃对 2-细胞、4一细胞 、8—16-细胞和 

桑椹旺作保存试验，将保存 3天的桑椹旺移植 

后t产仔率为 33．5 。 

保存矗度 保存时闻 动韵 保存灌 存后筮青 

(℃) (小时) 

兔 BRs-+兔血{| 24 12 37 受精 

兔 m +兔血掎 O z| 4O 受精 

兔 m +兔血掎 lO 24 " 受精 

兔 m +兔血掎 0-】0 3】 移檀后产仔辜为 3一ll 

小■ 卵黄 橱糠畦钠+工s ‘ 0-5 6 咎幢产仔 

小 ■ 球叠 自 枸糠畦钠+工s 2—3 3 咎檀产仔 

仓■ 峁培养{直 4 15-2O分* el艋受精 

仓 ■ HEPES埋冲的培养{直 4 24 95艋受精 

仓■ HEPES埋冲的培井灌 4 48 75 受精 

葶I 牡 (I>ulbea~'s pes)t 30 1 ●1 戚赫至中期 1 

葶I 牡 20 l l 戚赫至中期 1 

牟 牡 4 1 62艋意 至中期 1 

★BRs一疆冲 的样格 氏{蠹，-k-kLs一格 完 氏{蠹 

+l玎谢喀一羟乙基哌●乙硫 疃I{DIlI 璐 一牡氏一蕞埋冲{直 

2．小鼠、大鼠 8—12一细胞的小鼠胚胎，在 120小时后，最高囊胚发育率(28 )则得自舍 

克雷 布斯一林格 氏碳酸 氢 盐溶藏 (Kr曲q一 0．5mo]【，L蔗糖的PBS中。蔗糖对 0℃保存小鼠 

R／rge~"’s bicarbonate Solution KRB)加以 lms／mi 胚胎有保护作用[1j]。同时 ，Km i等【l2 还研究 

牛血清蛋白(BSA)的保存液中，经 10"C 24小 了 0"C保存大鼠桑椹胚的情况，保存 24小时 

时保存后移入受体，产仔率为 39 (I~essins 后，有 50 一68％的胚胎在 37"C培养时发育 

1963)在改进的Dulbecco’s PBS中将 2一细胞胚 到囊胚。120小时后，囊胚发育率下降为 15 

胎保存 24小时后，活力(Viability)大大降低， --20 。将保存 3天和 4天的大鼠胚胎，移入 

保存 48小时后，只有 7 的胚胎能发育到囊 受体后均有幼仔产下。 

胚。然而，5℃保存 24小时的2一细胞小鼠胚胎 不同发育时期的胚胎的低温保存效果不 

移入受体后，产仔率为 23 0／(Whitiingham and 同。Herr和wriBht嗍研究了不同发育时期的小 

Wales 1969)Kasat等口 利用含 0．75mol／L蔗 鼠胚胎的 4"C保存 l一细胞胚胎保存效果最 

糖的 PBS作为保存液，在 0"C保存小鼠桑椹 差，保存 1天后只有 3 经培养能发育为扩展 

胚，48、72和 96小时后 ，经 37℃培养，分别有 囊胚(expanded blastoblasts) 8-细胞以后的各 

72，62和 4l 的胚胎发育为囊胚。而保存 期胚胎显著优于 8一细胞以前各期胚胎．改变 
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惠滕氏(Whitten s)液中碳酸氢盐(Hco~)的浓 

度 ，对桑椹胚和囊胚的保存无影响。但如果去 

掉HCOi-，可使 8_细胞和其以前的各期胚胎低 

温保存后的成活率显著降低．HCO~-对 1．细胞 

2一细胞和 4一细胞细胞小鼠胚胎的保存是必需 

的 。5 的甘油或二甲亚砜(DMSO)对小鼠胚 

胎的 5℃保存无益[” (见表 3) 

寰 2 鱼匿盼的低沮保存 

旺眙时期 保存藏 保存温度(℃) 龈存时间(天) 存后发育 

2-细胞一囊胚 兔血清 0一l0℃ ● 移植产仔 

囊珏 盐禳+兔血清 lO l 移植产仔 

8--32一细胞 盐禳，血清+明腔 lO 6 移植产仔 

8—32一细胞 盐禳、血清+2 甘油 l0 7 移植产仔 

$一32一细胞 盐禳+胚泡液 l0 7 移植产仔 

8—32-细胞 盐禳+尿囊禳 l0 7 移植产仔 

8—32’细胞 卵黄+梅{肇酸钠 10 移植产仔 

8—32一细胞 盐禳、血清+明胶 10 14 移植产仔 

桑椹胚 Ls+兔血清 6一l2 8 移植产仔 

桑椹胚 杜 氏PES ‘ ● 7 移植产仔 

桑椹胚 杜氏 PBS ● l “ 发育至囊胚 

桑椹胚 杜氏 PBS ● l5 28 发育至囊胚 

桑椹胚 台氏藏 ● 3 移植产仔 

桑椹胚 199培养禳 3 移植产仔 

盐禳 +睚睦 
2一细胞 10 移植产仔 或促红细胞生成素 

3．羊 在家畜胚胎的低温保存中， 以 

羊胚胎的保存最成功(见表 4)。 所用保存液 

通常为灭活羊血清或者由羊血清与洛克氏 

(Lock s)液组成。Dulbecco s PBS加 20 羊血 

清适合 l一细胞至 4一细胞胚胎和桑椹胚的保存 

和培养[1 。保存 5天的 8一细胞胚胎移入受体 

后 ，产仔率为 18．2％(Kardymowiez)E“]。最近 ， 

Driancourt等 将绵羊桑椹胚在4℃保存 24小 

时后移入受体，受体怀孕率达93 ，保存胚胎 

总存活率为 48 。4—16r细胞 的山羊胚胎在 

1 0℃保存 22—27小时后移入受体，产仔率为 

37 。保存时闻超过27小时，不能产生活的幼 

仔(Ots~i el aI)c 。 

4．牛、马 1一l2氇H胞的牛胚胎，在 10℃保 

存 24—72小时后再行培 养，仍有卵裂发生 

(Pincus 1951)。Trounson等0 对体外培养得到 

的牛囊胚进行低温保存，在 O'C保存 48小时 

后．经 37'C堵养有 38．4 继续发育。保存 48 

小时的胚胎移入发情 6．5—8天的牝牛后，产 

仔率为 40％(20个囊胚产下 8个正常牛犊)。 

BonDu~ant等“ 将 4℃保存 48小时的牛囊胚 

移入受体母牛，产仔率为 34 ，与鲜胚直接移 

植产仔率(48％)无统计学差异。Lindnex等 

证实，8天的牛胚要比 2．4和 6天的牛胚保存 

48小时后的存活率高。最近，Loonvy等[“ 也 

证实，5天的牛胚胎在≤4℃环境中不能存活， 

而在 7—20℃保存 24小时后 ，扩展囊胚形成 

率为50 一67 。发育 7天的马胚胎在 4℃24 

小时保存后移入受体，受体怀孕率为 16 。 

(见表 5)。 

· 57 · 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


寰 3 小■、大■匪眙的怔江慑存 

动蜘 胚胎时期 保存液 慑存湿度(℃] 保存时问(天 】 存后发育 ’ 

小鼠 2一细胞 杜氏PBS 5 移植产仔 

小鼠 8—12一细胞 KRB 10 2 移植产仔 

小鼠 2一细胞 杜氏PBS 5 2 7 选囊胚 

小鼠 藁椹胚 PBS+0．75mot／L蔗糖 0 3 62 达囊胚 

小鼠 藁椹胚 PBS+0．75mol／L蔗糖 0 4 41 达囊胚 

小鼠 藁椹胚 PBs+O．5mol／L蔗糖 0 5 28 『达垂胚 

小鼠 1-期胞 Whitte 目 4 1 3 达囊旺 

小鼠 2-期隐 4 2 69 选囊肛 

小鼠 8·细胞 4 3 85 选囊旺 

小鼠 藁椹旺、囊胚 4 6 75 以上迭扩晨囊胚 

大鼠 集椹胚 PBS+0．5mol／L蔗糖 0 ● 25，6选囊旺 

大鼠 藁椹胚 PBs+0．5mol／L蔗糖 0 5 l5 选囊胚 

犬鼠 藁椹旺 PBS+0．5mol，L蔗糖 0 3．4 移檀产仔 

★KRB——克酉布斯一林格氏碳酸氲盐培养液 ★★W~tten。g一蠢辟氏藏 

寰 4 擎Ⅱ麓 的低量慑存 

动物 胚眙时阃 保存液 保存强度 (℃) 保存时问(天) 存后发育 

芏 2—4一细胞 羊血清 ●．5一g 3 移植产仔 

芏 8_细胞 羊血清 0'--8 1 咎植产仔 

芏 8_细胞 羊血清+洛完氏液 10 5 移植产仔 

芏 6一l2-细胞 羊血清+洛完氏液 8--l1 3 移植产仔 

芏 6--l2-细胞 羊血清+涪克氏菠 8--l2 l 咎植产仔 

芏 6—12-细胞 羊血清 20—21 a 移植产仔 

芏 藁椹胚 PBs+20 羊血清 5 2 。 ’移檀产仔 

缩羊 藁椹胚 PBs+l0 胎譬血清 ‘ j l 移植产仔 

任格氏液+卵黄 山羊 
4—16一细胞 7—10 22—27小时 移植产仔 拘糠酸钠 

● 

寰 5 牛、马匪胎盼俄■慑謇’ 

茴物 胚胎时期 保存灌 保存温度(℃) 保存时问(天) 存后发育 

出 l--12一细胞 牛血清 lO a 仍艟弗裂 

牛 囊胚 杜氏PBS 0 2 移植产仔 

出 囊胚 杜氏PBS ● 3 移植产仔 

出 囊胚 杜氏PBS ’ 7 1 S0％达扩晨囊胚 

出 囊胚 杜氏PBS 10 1 53 达扩麓囊胚 

出 囊胚 杜氏PBS 13 l 5| 达扩晨囊胚 

牛 囊胚 杜氏P璐 15 l 67 选扩 囊囊胚 

牛 囊肛 杜 P璐 20 I 67 选扩展囊旺 

马 囊胚 牡氏PBS 4 1 移植产仔 
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综上所述，有关哺乳动物胚胎的低温保存 

在国际上已取得很大进展 ，已经应用于商业性 

胚胎移植和胚胎工程等方面。但在国内报道极 

少 。因此，我们很有必要开展这方面的工作。 
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