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猪胚胎开放式拉长细管玻璃化冷冻保存研究
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摘 要 从 !# 头供体母猪获得的 !%> 枚可用胚胎（囊胚Y桑葚胚），采用二步法开放式拉长细管（Z[+，’-,E -C((,6 @.18A）玻璃化

冷冻技术进行保存，即胚胎首先在冷冻液 S（?G7>%% \ !#]QX+ \ >#]JO \ >#]P7+Z）中平衡 =/4E，然后立即转入冷冻液 SS
（?G7>%% \ !#]QX+ \ !#]JO\ !#]P7+Z \ #^I/’(YR +TG）中并在 >/4E 内装管，直接投入液氮保存；= 个月后解冻移植给 : 头受

体母猪，其中 > 头怀孕产仔（: 头活仔），在我国首次获得猪胚胎超低温（ _ >%$‘）冷冻后代。
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哺乳动物胚胎的冷冻保存开始于 >%c! 年，由

U94..4ED98/ 等（>%c!）首先发明了慢速冷冻法（常规

冷冻 法）在 小 鼠 上 取 得 胚 胎 冷 冻 成 功［>］；>%cc 年

U4((86@’E 等［!］对上述方法进行了改良，发明了快速

冷冻法，相继在大鼠、牛、兔、山羊、绵羊等 >$ 种动物

上获得成功。但这些方法冷冻程序较繁琐、费时，而

且冷冻过程中需要昂贵的程序降温仪；>%:" 年 28((
等［=］首次发明了玻璃化冷冻方法，对小鼠 :H细胞胚



胎冷冻保存取得成功。此后研究者不断改进，使这

项技术日趋成熟，有逐渐替代传统方法的趋势。

猪的胚胎冷冻保存技术，由于猪胚胎脂肪含量

较高等原因，相对其它动物一直进展较为缓慢，直到

!"#" 年才获得成功（ $ %&’）［(］，至 !"") 年常规液氮

冷冻保存（ $ !"*’）也相继成功［&］，近年来国外利用

玻璃化冷冻技术，在猪胚胎超低温冷冻保存研究上

取得了突破［* $ !!］。国内有关猪胚胎冷冻保存的报道

较少，冯书堂（!""%）［!+］首先报道了在 $ +)’下短期

冷 冻 保 存 猪 胚 胎 移 植 产 仔 的 消 息，王 祖 昆

（!""#）［!%］、徐晓波等（!""*）［!(］也进行了胚胎冷冻方

法的研究，但总的来说冷冻保存效果不甚理想。本

研究试图在前人研究工作基础上，利用玻璃化冷冻

技术，开展猪胚胎冷冻保存的研究，旨在为地方猪种

的长期保存提供一种有效方法。

! 材料与方法

实验中所用的试剂除特别说明外，均来自 ,-./0
公司。

!"! 试验动物与试剂

供体猪系广西巴马小型猪（12），体重在 %) 3
&)4.、年龄在 # 3 !) 个月，由上海市农业科学院畜牧

兽医研究所试验猪场提供。受体母猪系成年枫泾猪

（56）和巴马小型猪，枫泾猪由上海市金山区种猪场

提供。

782!"" 培 养 液 购 自 9-:;< 公 司；胎 牛 血 清

（51,）购自上海生物制品公司；乙二醇（=9）购自上

海试剂一厂；二甲基亚砜（>2,?）购自 2@A;4 公司；

蔗糖（,B8）购自上海试剂一厂；氯前列烯醇（C9）购

自上海市计划生育科学研究所；孕马血清促性腺激

素（C2,9）购自天津实验动物中心；人绒毛膜促性腺

激素（D89）购自宁波市激素制品厂。

!"# 超排处理

C9E C2,9 E D89 法：于小型猪发情周期的 !*
3 !FG 肌注 C9 )H+/. 和 C2,9 !)))IB，小型猪发情

后与 公 猪 自 由 交 配，并 在 首 次 配 种 后 肌 注 D89
&))IB。

!"$ 胚胎的手术回收

首次配种日计为第 ) 天，于第 & 3 * 天回收胚胎。

!"$"! 小 型 猪 的 麻 醉 与 保 定：采 用 耳 静 脉 注 射

+H&J戊巴比妥钠 %) 3 &)/K、#J水和三氯乙醛（含

&J硫酸镁）&) 3 !))/K 进行全身麻醉，仰卧保定。

!"$"# 手术冲胚：采用常规外科手术方法在猪倒数

第 !、+ 对乳头之间沿腹中线切开 F 3 #;/，暴露一侧

子宫角，并沿子宫角、输卵管取出该侧卵巢，观察排

卵点情况。从子宫角距尖端 !L+ 3 +L% 部位朝子宫角

方向插入牛用冲卵管或胚胎回收针（自制）并固定；

用注射器吸取 *)/K 冲卵液（添加 +J新生牛血清的

杜氏磷酸盐缓冲液），从宫管结合部子宫角尖进针，缓

缓注入冲卵液及少许空气，将含胚冲卵液收集于

&)/K 带盖离心管内，以相同方法冲洗另一侧子宫角。

!"$"$ 胚胎运送：将上述带盖离心管盖严后置于

%F’保温瓶内，!)/-M 内送回实验室。

!"$"% 检卵：含胚液在离心管中静置 !)/-M 后，吸

取下层液体至培养皿内，在实体显微镜下检取。

!"$"& 开放式拉长麦管（<N@M NOPP@G QRA0S；?C,）的

制备：用 自 制 小 酒 精 等，明 火 将 )H+&/K 的 麦 管

（5A0M;@）拉成外径约为 )HF// 的开放式小管。

!"% 胚胎冷冻

!"%"! 程序化冷冻：冷冻保护剂的配置：冷冻保护

剂 =9 用 C1,,（C1, E +)J失活胎牛血清，NTFH(）配

置，浓度为 !H&/<PLK，胚胎在其中停留 !)/-M，装管置

入程序冷冻仪（型号：8KU&&))，澳大利亚 8AV<P<.-; 公

司生产）。

冷冻程序：胚胎在室温下，按 !’L/-M 的速率下

降到 $ *H&’，平衡 !)/-M，植冰（ -;@ Q@@G-M.）。随后

按 )H%’L/-M 速率降至 $ %&’，按 )H!’L/-M 速率降

至 $ %*’，投入液氮。胚胎解冻后，置于 W8,BU+% 培

养液中培养。

!"%"# 玻璃化冷冻：胚胎冷冻及解冻参照 1@ARD@P<R
等（+))!）［F］的方法并略有改进。胚胎冷冻的操作均

在室温下进行，胚胎先在冷冻液 !（782!"" E +)J
51, E !)J=9 E !)J>2,?）中平衡 %/-M，然后胚胎

立即转入冷冻液 +（782!"" E +)J 51, E +)J =9 E
+)J>2,? E )H(/<PLK ,B8）中 !/-M，在这 !/-M 里，要

尽快将胚胎吸入 ?C,（每管 + 3 * 枚），投入液氮，保

存 % 个月。解冻液的温度均为 %F’，解冻液的基础

液均为 782!"" E +)J51,。解冻时，将 ?C, 胚胎放

入 )H!%/<PLK ,B8 溶液，!/-M 后将胚胎转移到相同

浓度 ,B8 溶液 中 平 衡 &/-M，再 将 胚 胎 转 入 )H)F&
/<PLK ,B8 溶 液 中 平 衡 &/-M，最 后 将 胚 胎 保 存 在

%F’、&J 8?+、饱和湿度下的基础液中等待移植。

!"& 胚胎死活鉴定

采用 5>X（二乙酸荧光素）染色法：将培养胚胎

放 到 &J 5>X 染 色 液 中，%F’ 染 色 %/-M，放 到

782!"" 中洗涤 % 3 & 次，立即拿到荧光显微镜下观

察。发荧光的胚胎视为有活力，不发荧光视为死亡。

*(# !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 +))*，Y<PH++，W<H&



!"# 胚胎移植

解冻胚胎移植至发情周期第 ! 天的受体母猪。子

宫角暴露前的手术操作与胚胎手术回收相同。一侧子

宫角暴露后，插入自制注胚针，将胚胎吹入一侧子宫。

!"$ 数据处理

实验中所得的数据用 "#"" 统计软件统计分析，

进行显著性分析。

% 结果

%"! 供体实验猪的超数排卵

采用 #$ % #&"$ % ’($ 法超排处理广西巴马小

型猪 )* 头次（其中 + 头母猪采胚 ) 次），共采集可用

胚胎 ),- 枚（囊胚.桑葚胚），平均每次得到 -/ 枚左

右，最高一次获得可用胚胎数达 )0 枚。

%"% 程序化冷冻和玻璃化冷冻方法对猪胚胎冷冻

的影响

选用部分胚胎（囊胚）冻后进行胚胎培养试验，

以比较玻璃化冷冻法和程序化法对胚胎存活率的影

响（见表 -）。

试验结果表明，使用玻璃化冷冻法对猪胚胎冷

冻效果要优于程序化法的冷冻效果；其 )+’ 的胚胎

存活率、孵化率两方法间差异极显著（! 1 *2*-）。

表 ! 不同冷冻方法对猪胚胎冷冻的影响

&’()* ! +,,*-. /, .0/ 12,,*3*4. ,3**5246 7*.8/19 /4 :26 *7(3;/ -3;/:3*9*3<’.2/4
345 46 789:;4< "=>?7 46 789:;4 "@:ABA>C >= )+’.D E>=F’7G :>=7.D

#:4?:>887G 6:77HBI? 87=’4G )* JC><=4F;<= 0（K*2*） )（-*2*）

LB=:B6BF>=B4I 87=’4G )* JC><=4F;<= -0（M*2*）!! -*（/*2*）!!

!!：L>C@7< BI =’7 <>87 F4C@8I< GB667: <B?IB6BF>I=C;（! 1 *2*-）

%"= 冷冻胚胎移植

用于冷冻的胚胎为 )*K 枚（囊胚.桑葚胚），移植

于受体母猪 M 头，每头移植 )/ N )0 枚。移植结果详

见表 )。结果 + 头第一情期返情；) 头第二情期返

情；- 头手术失败；- 头受体母猪（J&）妊娠产仔 -*
头，其中 M 头存活（图 -、)），) 头死亡；产仔受体母猪

（J&）发情日、移植日、产仔日分别为 )**/ 年 + 月 --
日、+ 月 -M 日和 M 月 + 日，目前胚胎冷冻后代生长良

好。

表 % 冷冻胚胎移植结果

&’()* % &8* 3*9>).9 ’,.*3 .3’49,*3 /, <2.32,2*1
:/3-24* *7(3;/9

"4O PQ #>:B=;
345 46 =:>I<67::7G

789:;4<
R7<@C=<

-（J&） - )0 M SCBA7，) Q7>G
)（J&） - )0 R7=@:I7G
K（J&） ) )0 R7=@:I7G
+（J&） - )/ R7=@:I7G
/（TU） - )/ J:7>VG4OI
0（TU） ) )/ R7=@:I7G
!（TU） K )/ R7=@:I7G
M（TU） - )/ R7=@:I7G

= 讨论

猪胚胎超低温冷冻对地方猪种的长期保存意义

重大。长期以来，由于猪胚胎脂质含量较高等原因，

进展一直较为缓慢（相对于牛、羊等动物）［-/，-0］。玻

璃化冷冻技术（特别是 W#" 玻璃化冷冻技术）的突

破，使猪胚胎超低温冷冻保存成功率大幅度提高［M］。

但总体上讲，猪胚胎冷冻成功率还是相对偏低，离实

图 - - 日龄玻璃化冷冻胚胎后代

TB?5- #B?C7=<（>= - G>;）94:I >6=7: AB=:B6BF>=B4I 46 789:;4<

图 ) + 月龄玻璃化冷冻胚胎后代

TB?5) #B?C7=<（>= + 84I=’）94:I >6=7: AB=:B6BF>=B4I 46 789:;4<

用尚有一定距离。
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以往的研究表明［!"］，猪胚胎随着发育的进行，

胚胎细胞的脂肪滴颗粒逐渐减少，发育到孵化囊胚

阶段，脂肪含量降到最低，冷冻存活率较高。但从实

际应用来看，在此阶段胚胎不宜进行冷冻保存，按照

国际胚胎移植协会（#$%&）国际间胚胎交流的规定，

必须采集冷冻保存透明带完整的胚胎［!’］，因为透明

带能保护胚胎免受病原体的侵袭，据此本研究采集

处于桑椹胚、囊胚阶段透明带完整的胚胎。

超低温冷冻胚胎的存活取决于渗透性抗冻保护

剂通透性的快慢、化学毒性的大小和非渗透性抗冻

保护剂的渗透压作用及有无冰晶生成。以往传统的

冷冻方法采用浓度为 !()*+,-. /0&1 或 $2 为主体

的渗透性抗冻保护剂，因其浓度低、对细胞的化学毒

性较小，故冻前需较长的降温冷却时间，另外还需要

人工植冰过程，由于冰晶的生成对细胞造成物理性

的损伤而影响其活力。本研究采用胚胎玻璃化冷冻

保存，其中渗透性抗冻保护剂 $2、/0&1 分子量较

小，通过胚胎细胞膜的速度较快［!3］，在 !*45 内使细

胞内外达到平衡程度，即投入液氮中冷冻保存。而

添加大分子物质聚蔗糖的作用是，当溶液急速冷却

后，溶液由液态变为半固态，最后成为玻璃化固态。

在此急速冷却过程中由于玻璃化溶液首先形成半固

态现象、加之此溶液不生成冰晶，因此在冷冻过程中

对胚胎的压力能够得到缓冲，使胚胎免受膨胀造成

物理性的损伤［6］。玻璃化溶液中添加蔗糖主要是提

高胚胎细胞外液渗透压作用，冷冻过程中使胚胎脱

水，同时使渗透性抗冻保护剂渗透到胚胎内部。而

解冻时蔗糖的渗透压作用又能脱出细胞内部的抗冻

剂，解除其对胚胎的化学毒性作用［78，7!］。研究表明

$2的分子量（97(8"）较小、对细胞膜的通透性较

强、化学毒性较小，但玻璃化形成的状态稍差些；而

/0&1 的分子量为 "’(!:，渗透性较乙二醇差，化学

毒性较大，但是形成玻璃化状态要好一些，将两种抗

冻剂混合后，既提高了抗冻剂的渗透性，又缓解了

/0&1 的化学毒性，玻璃化状态形成得比较彻底［!3］，

混合后起到了互补作用。

猪胚胎对低温十分敏感，因此本研究改细管冷

冻法为 1;& 法，使冷冻速度超过细管法的 !8 倍［77］。

由于提高了降温速度，可减少冷冻损伤；又因为胚胎

与高浓度的玻璃化溶液接触时间小于 !*45，从而大

大减小了化学毒性和渗透性的损伤。

近年来国外利用 1;& 玻璃化冷冻猪胚胎取得

了令人满意的结果。<=>?@=,+? 等（7888）［9］将 :88 枚

1;& 玻璃化冷冻胚胎（囊胚）移植给 78 头受体猪（78

枚-头），结 果 !! 头 妊 娠，产 仔 6’ 头；<=>?@=,+? 等

（788!）［"］又将 788 枚 1;& 玻璃化冷冻胚胎（囊胚）移

植给 !8 头 受 体 猪，结 果 ’ 头 妊 娠，产 仔 )3 头。

<=>?@=,+? 等（7886）［’］综合了近几年猪胚胎的冷冻保

存结果：将 !76" 枚 1;& 玻璃化冷冻猪胚胎移植到 )9
个受体猪，结果 7’ 头妊娠，产仔 !7’ 头。澳大利亚

学者 AB*=>+5 C/D 等采用 1;& 玻璃化冷冻技术将

)9’ 枚大白猪冷冻胚胎移植到 7! 头 &;E 商品猪，结

果 !) 头产仔（妊娠率 ")F），产仔 !76 头（其中活仔

!!) 头），平均每头产 ’(7 头，接近实际生产应用水

平［3 G !!］。

我们利用巴马小型猪作为实验动物，一是其手

术操作方便，二是其超排效果比其他小型猪好［76］。

本研究采用 1;& 玻璃化冷冻技术，获得猪冷冻

（ H !39I）胚胎产仔，系国内首次报道。目前 ’ 头冷

冻胚胎后代，长势良好，无异常表现。与国外同类研

究相比还有一定的差距，下一步的工作要进一步完

善各个试验环节，提高受胎率，使这一技术逐渐具备

实用性。
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发挥微生物技术生产乙醇的优势

目前，将燃料乙醇作为替代能源大有发展之势。美国通用汽车公司认为，每年生产 BDCC 亿升 b OCDC 亿

升乙醇可替代每年 DNCC 亿升汽油需求的一半。法国投资 !C 亿欧元建 !C 家生物燃料生产厂，预计 BCCE 年消

耗生物燃料所占比例为 D 8FDc，到 BC!C 年为 Fc，BC!D 年为 !Cc。瑞典计划到 BCBC 年成为全球不依赖石油

的国家，主要是靠发展燃料乙醇（生物酒精）产业，以一切有机废弃物为原料通过发酵途径生产乙醇，经加工

后成为燃料乙醇，!D 年后将成为瑞典汽车主要燃料。我国已着手从农业秸秆等（大约年产 !C 亿吨，可供开

发利用的生物质资源）发酵生产乙醇，近年发展较快，已形成乙醇产业，其产量超过 !CC 万吨d年。安徽省生

产乙醇突破了最大的瓶颈，降低了生产成本，他们以农业秸秆等为原料（五碳糖），应用纤维素水解酶“工程

菌”菌株，乙醇产量得到很大提高。通过试验显示，每 O 吨秸秆（玉米、麦草）可生产 ! 吨乙醇，同时可获饲料

酶等副产品，预计 BCCF 年上半年可进行工业化中试，若运行正常的话，秸秆等发酵生产乙醇会带来巨大商

机。在发酵生产乙醇中选育高效菌种是生物乙醇工业化生产的基础，有报道粗糙脉胞菌（E!3’)9A)’# .’#99#）

具有直接转化底物生产乙醇的能力，一般是两步法，先要将原料经酶法降解生成单糖，尔后利用酿酒酵母进

行糖发酵生产乙醇。E 8 .’#99# 的优越性在于既能降解纤维素、半纤维素，又能发酵葡萄糖、木糖生产乙醇，

但其转化效率尚需进一步提高。基因工程技术为改造菌种、提高乙醇产率提供了可能，这方面工作也需进

一步探究。在美国，曾用现代生物技术改造细菌遗传性获得新菌种，能利用含木质纤维废弃物，以其为原料

发酵生产乙醇。在英国，建构一种“工程嗜热脂肪芽孢杆菌”能使 NCc纤维素类物质转化为乙醇。还有一种

运动发酵单胞菌，在以细胞固定化技术发酵生产乙醇上优于酵母。我国台湾研究者将运动发酵单胞菌生产

乙醇的两种关键酶基因同时引入大肠杆菌中而获得表达，此“工程大肠杆菌”能同时达到糖化和发酵生产乙

醇的目的，NCM、!Cc葡萄糖底物发酵 !OD5，乙醇产量为 U 8 !c（F d/），糖转化率 GUc。总之，燃料乙醇作为

替代能源之一是有潜力的：不存在原料源供应问题；安全无毒害。其研发的关键在于提高乙醇生产菌的活

力和转化效率以及它的稳定性，生产替代能源时因地制宜。

（柯为）
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