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摘  要: 在以往工作的基础上本研究对现有猪胚胎玻璃化冷冻保存技术进行了优化。以巴马小型猪为供体, 采用超数排

卵技术, 采集 5~6 日龄的胚胎(囊胚/桑椹胚), 比较冷冻方法、胚胎承载工具胚胎、透明带处理和冷冻胚胎移植受体对猪

胚胎冷冻效果的影响。结果表明, 冷冻方法 I[胚胎首先在冷冻液 1 (TCM199+20% FBS+10% EG+10% DMSO)中平衡    

3 min, 然后立即转入冷冻液 2 (TCM199+20%FBS+20%EG+20%DMSO+0.4 mol/L SUC)中并在 1 min 内装管(每管含 2~6

枚胚胎), 直接投入液氮保存]与冷冻方法 II[透明带完整的胚胎在 NCSU23(含 7.5 μg/mL CB)培养液中平衡 25 min,       

13 000 ×g 离心 12~13 min, 然后在含 2 mol/L EG 的 NCSU23 中平衡 5 min, 再在含 8 mol/L EG+7% PVP 的 NCSU23 中快

速漂洗, 装进 OPS/GMP 管, 放入液氮保存]冷冻效果没有显著差异; GMP 法能显著提高冷冻胚胎存活率(83.8% vs 77.6%, 

P < 0.05)和囊胚细胞数(47.5 vs 53.1, P < 0.05); 以 0.5%链蛋白酶(Pronase)处理透明带 10 s, 虽然对猪胚胎存活率没有显

著影响, 但能显著提高囊胚细胞数(60.1 vs 46.6, P < 0.01); 以地方猪种(枫泾母猪)为冷冻胚胎移植受体能显著提高妊娠

率和胚胎效率(P<0.01)。 
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Abstract: The purpose was to optimize the vitrification for porcine embryos cryopreservation. Blastocyst/Morula(5-6th 

day-embryos) were collected from superovulated Bama mini-pigs(sows/gilts). We compared different cryopreservation methods, 
cryopreservation tools, thining of zona pellucida(ZP) and recipient breeds on the efficiency of porcine embryo cryopreservation. The 
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results showed that: in embryo survival rate and blastocyst cell number, there were no significant differences between 
cryopreservation method I [embryos were vitrified by two step method with open pulled straw (OPS) and glass micropipette (GMP) 
in solution 1(TCM199 + 20% FBS + 10% EG + 10% DMSO) for 3 min, and solution 2(TCM199 + 20% FBS + 20% EG + 20% 
DMSO + 0.4 mol/L SUC)for 1 min, stored in liquid nitrogen] and method II[Blastocysts were cultured for 25 min in NCSU23 +   
7.5 μg/mL cytochalasin B, centrifuged at approximately 13 000 ×g for 12−13 min, and recovered back into pNCSU23. They were 
then equilibrated for 5 min in 2 mol/L ethylene glycol in pNCSU23, washed quickly in the vitrification medium, 8 mol/L ethylene 
glycol, 7% polyvinylpyrrolidone (PVP) in pNCSU23, loaded into OPS/GMP, and plunged into liquid nitrogen]. GMP vitrification 
method was more suitable and efficient than OPS method (P<0.05) in embryo survival rate (83.8% vs 77.6%) and blastocyst cell 
number (53.1 vs 47.5) after thawing. Thining of ZP did not increase the survival rate, but significantly improved blastocyst cell 
number in the survival blastcysts (60.1 and 46, P<0.01). Local pig breeds (Fengjing sows) were more suitable as recipients for 
embryo transfer of vitrified/warmed blastcysts, which can improve pregnant rate and embryo efficiency. 

Keywords: pig, embryos, vitrification 

Whittingham 等[1]1972 年首先发明了慢速冷冻

法(常规冷冻法), 并在小鼠上取得胚胎冷冻成功 [1]; 

1977年Willadson等[2]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 16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。

1985 年 Rall 等[3]发明了玻璃化冷冻方法, 冷冻保存

小鼠 8-细胞胚胎取得成功。该法不需昂贵的冷冻设

备、操作简便、冷冻过程短, 因而受到广泛地重视, 

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。 

由于胚胎脂质含量较高等原因 , 猪的胚胎冷

冻保存技术难度大 , 相对其他家畜(牛、羊等)一直

进展较为缓慢 , 直至 1989年才获得成功(−35oC)[4], 

1990 年常规液氮冷冻保存(−196oC)也有所突破 [5]; 

国内有关猪胚胎冷冻保存的报道相对较少 , 冯书

堂等 [6]首先报道了−20oC 下短期冷冻保存猪胚胎

移植产仔 , 王祖昆等 [7]、徐晓波等 [8]也进行了胚胎

冷冻方法的研究 , 张德福等 [9]应用 OPS 玻璃化冷

冻技术 , 在我国首次获得猪胚胎超低温 (−196oC)

冷冻后代。  

自 1997年 Vajta发明 OPS法并用于猪胚胎玻璃

化冷冻后, 猪玻璃化冷冻技术有了较快的发展[10]。近

年来又相继出现了多种胚胎承载工具, 如玻璃微细管

法(Glass micropipette, GMP)、微滴法(Microdroplet)、

电镜铜网格(Electron microscopic grids, EMG)、冷冻

环 (Cryoloop vitrification, CLV)法、固体表面法

(Solid-surface vitrification, SSV)等, 这些冷冻方法的

出现 , 大大提高了冷冻速率和冻后胚胎存活率 [11]; 

冻前对猪胚胎进行一些辅助处理, 如细胞松弛素的

添加、离心或离心去脂处理等[12−14], 也有效提高了

冷冻效率。 

但总的说来猪胚胎冷冻保存距推广应用尚有一

定距离, 冷冻胚胎的体内外存活率相对较低[12,15]。本

研究试图在前期研究的基础上, 对猪胚胎玻璃化冷

冻技术进行优化, 提高冷冻成功率, 为地方猪种的

长期保存提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物与试剂 
供体猪系巴马小型猪(BM), 体重在 40~50 kg、

年龄在 8~10个月, 受体母猪系成年枫泾母猪、长上

母猪(长白猪×上海白猪), 上述实验猪均饲养于上

海市农业科学院畜牧兽医研究所实验猪场。 

所用试剂如未特别注明, 均为 Sigma公司生产。

TCM199 培养液和胎牛血清均购自 Gibco 公司; 氯

前列烯醇(PG)购自上海市计划生育科学研究所; 孕

马血清促性腺激素(PMSG)购自天津实验动物中心; 

人绒毛膜促性腺激素(hCG)购自宁波市激素制品厂。 

1.2  超排处理 
PG+PMSG+hCG 法 : 于小型猪发情周期的

16~17 d肌注 0.2 mg PG和 1000 IU PMSG, 小型猪发

情后与公猪自由交配 , 并在首次配种后肌注 hCG 

500 IU。 

1.3  胚胎的手术回收 
首次配种日计为第 0天, 于第 5~6天回收胚胎。 

1.3.1  小型猪的麻醉与保定 

采用耳静脉注射 2.5%戊巴比妥钠 30~50 mL、

8%水和三氯乙醛(含 5%硫酸镁)50~100 mL进行全身

麻醉, 仰卧保定。 
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1.3.2  手术冲胚 

采用常规外科手术方法在猪倒数第 1、2对乳头

之间沿腹中线切开 7~8 cm, 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 1/2~2/3 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 60 mL冲卵液(添加 2%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 50 mL 带盖

离心管内, 以相同方法冲洗另一侧子宫角。 

1.3.3  胚胎运送 

将上述带盖离心管盖严后置于 37oC 保温瓶内, 

10 min内送回实验室。 

1.3.4  检胚 

含胚液在离心管中静置 10 min后, 吸取下层液

体至培养皿内, 在实体显微镜下检取。 

1.4  猪胚胎冷冻承载工具的制备 
1.4.1  开放式拉长麦管(Open pulled straw; OPS)的

制备 

在温控板上将 0.25 mL的麦管(France)拉成外径

约为 0.7 mm的开放式小管。 

1.4.2  玻璃微细管(Glass micropipette, GMP)的拉制 

将直径为 0.25~0.40 cm 的玻璃管在酒精灯外

焰上加热煅烧 , 当煅烧部分变得很柔软后 , 脱离

火焰用双手捏住玻璃管两端迅速向相对的方向牵

拉 , 拉制成外径 200~300 μm的微管 , 用作胚胎冷

冻载体。  

1.5  胚胎冷冻 
冷冻方法 I: 胚胎冷冻及解冻参照 Berthelot等[16]

的方法进行。胚胎冷冻的操作均在室温下进行, 胚

胎先在冷冻液 1(TCM199+20% FBS+10% EG+ 10% 

DMSO)中平衡 3 min, 然后胚胎立即转入冷冻液
2(TCM199+20% FBS+20% EG+20% DMSO+0.4 mol/L 
Suc)中 1 min, 在这 1 min 里 , 要尽快将胚胎吸入

OPS/GMP 管(每管 2~6枚), 投入液氮, 保存 3个月。解

冻液的温度均为 37oC, 解冻液的基础液均为

TCM199+20% FBS。解冻时, 将OPS胚胎放入0.13 mol/L 

Suc溶液, 1 min后将胚胎转移到相同浓度 Suc溶液

中平衡 5 min, 再将胚胎转入 0.075 mol/L Suc溶液中

平衡 5 min, 最后将胚胎保存在 37oC、5% CO2、饱

和湿度下的基础液中。 

冷冻方法 II: 参考 Cameron 等[13]的方法进行。

将胚胎在 NCSU23(含 7.5 μg/mL CB)培养液中平衡

25 min, 13 000×g离心 12~13 min; 然后在含 2 mol/L 

EG的 NCSU23中平衡 5 min, 再在含 8 mol/L EG+ 

7% PVP的 NCSU23中快速漂洗, 装进 OPS/GMP管, 

放入液氮保存; 解冻方法同上。 

1.6  胚胎死活鉴定及囊胚细胞计数 
培养 24 h已形成囊胚腔并继续扩张的囊胚视为

存活; 对囊胚采用 5 μg/mL 的 Hoechst33342 染色, 

荧光镜下计数囊胚细胞核数。 

1.7  胚胎移植 
胚胎移植在其发情周期的第 6 天。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。 

1.8  实验设计 
实验 1: 以冷冻方法 I, 选用部分胚胎(囊胚)解

冻后进行胚胎培养试验, 比较 OPS 和 GMP 玻璃化

冷冻法对猪胚胎冷冻效果的影响。 

实验 2: 以 GMP 为猪胚胎承载工具, 选用部分

胚胎(囊胚)解冻后进行胚胎培养试验, 比较冷冻方

法 I和冷冻方法 II对猪胚胎冷冻效果的影响。 

实验 3: 以 GMP为猪胚胎承载工具和冷冻方法

I, 选用部分胚胎 (囊胚 )解冻后以  0.5% 链蛋白酶

(Pronase, 10 s)处理, 使透明带变簿, 对照组胚胎未

经 pronase处理; 进行胚胎培养试验, 研究透明带处

理对猪胚胎存活率的影响。 

实验 4: 在实验 3 基础上, 分别以 10 头长上、

枫泾母猪为冷冻胚胎移植受体, 比较不同受体母猪

对猪冷冻胚胎移植的影响。 

实验 1至实验 3均重复 3次。 

1.9  数据处理 

实验中所得的数据用 SPSS 统计软件统计分析, 

进行显著性分析。 

2  结果 

2.1  实验 1: 承载工具对猪胚胎冷冻效果的影响 
以冷冻方法 I, 选用部分胚胎(囊胚)解冻后进行

胚胎培养试验, 比较 OPS 和 GMP 玻璃化冷冻法对

猪胚胎冷冻效果的影响(表 1)。表明应用 GMP 法冷

冻效果优于 OPS法。 
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表 1  承载工具对猪胚胎冷冻效果的影响 
Table 1  Effect of two different vitrification tools (OPS and 
GMP) on pig embryo cryopreservation 

Group % viable after 24 h in vitro(n) Cell number±S.E.M (n)

OPS 77.6 (23) 47.5±3.0 (20) 

GMP 83.8 (21)* 53.1±3.2 (19)* 
*: P < 0.05; **: P < 0.01, the same as below. 
 

2.2  实验 2: 冷冻方法对猪胚胎冷冻效果的影响 
以 GMP 为猪胚胎承载工具, 选用部分胚胎(囊

胚)解冻后进行胚胎培养试验, 比较冷冻方法 I 和冷

冻方法 II对猪胚胎冷冻效果的影响(表 2)。表明两方

法间差异不显著(P > 0.05)。 

2.3  实验 3: 透明带处理对猪胚胎存活率的影响 
以 GMP 为猪胚胎承载工具和冷冻方法 I, 选用

部分胚胎(囊胚)解冻后进行胚胎培养试验, 研究透

明带薄化处理对猪胚胎存活率的影响(表 3)。表明透

明带处理(0.5% 链蛋白酶 10 s)虽然对猪胚胎存活率

没有显著影响, 但能显著提高囊胚细胞数(P < 0.01)。 

表 2  不同冷冻方法对猪胚胎冷冻效果的影响 
Table 2  Effect of two different freezing methods on pig 
embryo cryopreservation 

Group % viable after 24 h 
in vitro(n) 

Cell number± 
S.E.M (n) 

Freezing method I 84.6 (22) 51.5±3.2 (18) 

Freezing method II 80.8 (21) 53.1±3.0 (18) 

表 3  透明带薄化处理对猪胚胎存活率的影响 
Table 3  Effect of thining of ZP on pig embryo 
cryopreservation 

Group % viable after 24 h 
in vitro(n) 

Cell number± 
S.E.M (n) 

Zp thining 84.8 (28) 60.1± 4.0 (22)** 

Control 81.8 (27) 46.6±3.1 (22) 
**: P < 0.01. 
 
2.4  实验 4: 不同受体母猪对猪冷冻胚胎移植的

影响 
在实验 3 基础上, 分别以 10 头长上(LS)、枫泾

(FJ)母猪为冷冻胚胎移植受体 , 比较不同受体母猪

对猪冷冻胚胎移植的影响(表 4)。表明以枫泾母猪为

冷冻胚胎移植受体妊娠率和胚胎效率均显著高于长

上母猪(P < 0.01)。 

3  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[17,18]。玻璃化冷冻技术, 特别是

OPS 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[8]。但总体上讲, 猪胚胎冷冻

成功率还是相对偏低。 

以往的研究表明 [19], 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(IETS)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[20], 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 5~6天桑椹胚、囊胚阶段透明带完整的胚胎。 

目前国际上猪的胚胎玻璃化冷冻程序主要有 2

种: 一种是以法国国家农业科学院 [12,16]为代表, 以

TCM199+20% FBS为基础液, EG、DMSO和 SUC

作冷冻剂; 另一种是以澳大利亚昆士兰大学兽医学

院[13–15]为代表, 以含 CB 的 NCSU23 培养液为基础

液, 离心极化处理, EG 作冷冻剂。 

上述两方法均取得了较好的冷冻效果, 本研究

结果也表明两者结果没有显著差异。但后者操作较

为烦琐, 需经 CB、离心等处理, 不利于实际应用操

作。本实验室应用冷冻方法 I, 在国内首次获得猪冷

冻(−196oC)胚胎产仔[17]。 

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 1.5 mol/L DMSO或 EG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 EG、DMSO分子

量较小, 通过胚胎细胞膜的速度较快[21], 在 1 min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 
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表 4  不同受体母猪对猪冷冻胚胎移植的影响 
Table 4  Effect of two different recipients on pig cryopreservation embryo transfer 

Breeds Number of 
recipients 

Total number of 
transferred blastcyst 

Pregnant rate
(%) 

Number of piglets born
per farrowing 

Total number of 
live-born piglets Survival rate 

LS 10 200 30 6-5-3 12 6.0%(12/200) 

FJ 10 200 70** 5-5-6-2-7-4 31 15.5%(31/200)

LS: Landrace×Shanghai White pig. **: P < 0.01. 

 
受膨胀造成物理性的损伤[3]。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[22,23]。

研究表明 EG的分子量(62.07) 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 DMSO的分子量为 78.14, 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 2 种抗冻剂混合后, 既提高了抗冻剂的渗透性, 

又缓解了 DMSO 的化学毒性, 玻璃化状态形成得

比较彻底[21], 混合后起到了互补作用。 

猪胚胎冷冻后由于透明带受到一定的损伤, 影

响了其进一步孵化 , 因此借鉴辅助孵化技术

(Assisted hatching), 用 pronase处理冷冻胚胎使其透

明带变簿或消除透明带, 可提高冷冻胚胎的孵化率 , 

本研究结果显示透明带变簿处理后 , 其胚胎囊胚

细胞数显著增加 , 这与 Beebe LFS 等 [15]的研究结

果相似。  

猪胚胎对低温十分敏感, 近 10 年来研究者改

细管冷冻法为 OPS 法, 使冷冻速度超过细管法的

10倍[24]。由于提高了降温速度, 可减少冷冻损伤。

又因为卵母细胞 /胚胎与高浓度的玻璃化溶液接触

时间小于 1 min, 从而大大减小了化学毒性和渗透性

的损伤, 使猪胚胎冷冻保存有所突破。 

本研究在上述承载工具的基础上, 选用与塑料

麦管(Straw)类似的玻璃管拉制 GMP 管冷冻猪卵母

细胞。研究表明[25,26]GMP的内径较小(< 0.8 mm), 且

热传导性能好 , 故降温速率更快 , 冷冻效果好; 而

OPS 法的缺点是拉制有一定的难度, 当 OPS 管拉至

0.8 mm 时 , 在狭窄处变得很脆 , 易于裂口 ; 此外

GMP 还可以克服 OPS 管在液氮中容易上浮和炸裂, 

由于玻璃密较塑料大, 在液氮中不像 OPS 管那样易

于浮起, 便于储存。迄今尚未见到国内外用 GMP管

冷冻猪胚胎的报道; 本实验在卵母细胞冷冻上也表

明应用 GMP 法冷冻效果优于 OPS 法[27], 加之取材

方便, 不失为一种较好的玻璃化冷冻承载工具。 

受体对冷冻胚胎移植后的成活率也有一定的影

响, 研究表明胚胎移植到枫泾母猪, 受胎率、产仔数

等明显优于长上母猪, 可能是枫泾母猪提供了较好

的子宫内环境, 这与法国学者[16]应用梅山猪作受体

母猪取得的结果相似。 

综上所述, 以GMP为猪胚胎承载工具和冷冻方

法 I, 胚胎(囊胚)解冻后以链蛋白酶作透明带簿化处

理, 以地方猪种(如枫泾猪)为冷冻胚胎移植受体, 可

取得较好的冷冻效果。 
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