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摘要：胚胎取样后由于透明带受损、细胞数减少使得冷冻存活率低于常规胚胎，本文通过在冷冻液中添加聚蔗糖和阿拉伯半乳聚糖分析其对取样胚胎的冷冻效果。通过将各种冷冻液的胚胎回收率、培养24h、培养48h发育率同对照组进行比较，得出最终结果，阿拉伯半乳聚糖系列冷冻液中，0.03EAS1（86.05%vs93.62%、70.27%vs15.91%、81.08%vs22.73%）冷冻效果最好，聚蔗糖系列冷冻液中，0.6EFS1（88.10%vs93.62%、64.86%vs15.91%、70.27%vs22.73%）冷冻效果最好，移植妊娠结果同培养结果一致。
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随着分子生物学的发展，现在已经能够成功鉴别动物附植前胚胎的性别，生产所需性别的动物后代。通过PCR技术鉴别牛胚胎性别时需要利用显微操作技术从桑葚胚或囊胚上切下一定数量的胚胎细胞用于PCR扩增反应，以鉴别Y-染色体特异性DNA扩增片段，从而确定胚胎的性别，同时对切割取样后胚胎进行鲜胚移植或冷冻保存。（Nowshari等，2000；Snabes等，1993；Kasai等，2004；LeviSetti等，2006；Zheng等，2005；Chen等，2004）对牛、鼠和人的胚胎、卵母细胞以及切割后的胚胎采用了不同的冷冻保护剂和方法成功进行了冷冻。然而，由于切割后透明带受到破坏、胚胎细胞数量减少以及细胞之间联系遭受损伤，造成切割取样后胚胎冷冻-解冻成活率及移植妊娠率较低。因此本试验以常规乙二醇冷冻液（EG）为基础，添加不同浓度阿拉伯半乳聚糖或聚蔗糖，研究在常规冷冻液中添加高分子量冷冻保护剂剂对取样后胚胎的冷冻效果。

1材料与方法

1.1主要药品
PBS（磷酸盐缓冲液）：美国GIBCO公司；HOLDING（胚胎保存液）：美国BIONICHE公司；EG FREEZE（乙二醇冷冻液）：美国BIONICHE公司；Arabinogalactan（阿拉伯半乳聚糖）：美国Sigma公司；Ficoll 70（聚蔗糖）：美国Sigma公司；Sucrose（蔗糖）：美国Sigma公司；BSA（牛血清白蛋白）：美国Hyclone公司；YCD（PCR扩增液）：美国BIONICHE公司；切割液：美国BIONICHE公司；回收液：美国BIONICHE公司。
1.2冷冻液配制
0.5EFS：称取聚蔗糖0.5g、蔗糖0.1712g溶于10mL磷酸缓冲溶液，溶解后加入0.9mL乙二醇冷冻液。0.6EFS1：称取聚蔗糖0.6g、蔗糖0.3424g溶于10mL磷酸缓冲溶液，溶解后加入0.9mL乙二醇冷冻液。0.03EAS1：称取阿拉伯半乳聚糖0.03g、蔗糖0.3424g溶于10mL磷酸缓冲溶液，溶解后加入0.9mL乙二醇冷冻液。0.04EAS1：称取阿拉伯半乳聚糖0.04g、蔗糖0.3424g溶于10mL磷酸缓冲溶液，溶解后加入0.9mL乙二醇冷冻液。将配置好的冷冻液密封，冰箱4℃静置，待用。
1.3胚胎取样及冷冻
根据国际胚胎移植协会（IETA）制定的标准进行胚胎发育阶段和质量等级的评定。选择桑葚胚至扩张囊胚。对于桑葚胚切割卵裂球，对于囊胚切割滋养层细胞，若有游离散细胞，则切割散细胞，切下来的样品为5个细胞左右；将样品放入装有8 μL超纯水的Eppendorf管(200 μL)中，待鉴定；胚胎回收到装有Holding液并编号的24孔平皿中，待冷冻。

本试验中采用常规快速冷冻，方法如下：

①冷冻程序为：-6 ℃植冰，降温速度为0.5 ℃/min，-35 ℃投入液氮。

②装管，本试验采用六段法装管，先装入两段冷冻液，然后第三段装入胚胎，后面三段再装入冷冻液，最后塞入贴有标签的细管塞。(图1)


图1 胚胎冷冻装管示意图

Fig.1. picture of embryo cryopreservation

③胚胎放入冷冻液平衡5 min，装管后将细管放入已降温至-6 ℃的冷冻仪中并再次平衡5 min后植冰（植冰点见图1），植冰后按下RUN键（10 min后仪器开始以0.5 ℃/min的速度开始降温）；当冷冻仪温度降到-35 ℃时将细管投入液氮并液氮罐进行保存。

1.4胚胎解冻及培养
首先，将保温杯中水温调到30～32 ℃，将装有胚胎的细管从液氮中取出，空气浴3秒钟，然后将细管塞端向下水浴约15秒钟；拿出细管用消毒纸巾擦拭干净，之后用75%的酒精棉球擦拭细管以对细管进行消毒，从第四段剪下有细管塞一端，另一端从两段棉塞中间剪开（见胚胎冷冻装管示意图1）；在φ35 mm的小平皿中滴少量Holding液，放在显微镜下，用推杆将胚胎从剪好的细管中推到Holding液中，用装有吸头的1 mL注射器把胚胎吸出，并放在滴有Holding液的六孔平皿中洗三次后，备用。

实验前一天晚上用φ35 mm平皿做好培养滴，每滴50 μL，滴好石蜡油后平衡，同时在培养箱中预热适量的操作液。将解冻的雄性胚胎用培养液洗涤3遍后放入培养滴中，每滴10~15枚胚胎，置于二氧化碳培养箱中培养，培养条件为38.5 ℃，100%湿度，5%CO2。24 h和48 h后分别观察、记录胚胎发育率。

1.5胚胎移植及妊娠检查
胚胎解冻后从新装管进行胚胎移植操作。胚胎移植前对受体进行直肠触检，黄体合格者由技术熟练的技术人员将胚胎移植到受体有黄体一侧子宫角的上1/3～1/2 处。胚胎移植后45～60 d 对受体牛进行直肠妊检，确定妊娠结果。
1.6数据处理

将所得数据用spss15软件进行卡方统计分析。

2 结果

2.1取样鲜胚冷冻-解冻-培养试验结果
如表1所示，在胚胎回收率方面，只有0.04 EAS1显著高于对照组EG FREEZE（95.56% vs 93.62%） (P>0.05)，其余三种冷冻液中，0.6 EFS1和0.03 EAS1同对照组相比，差异不显著(88.10% , 86.05% vs 93.62% )(P>0.05)，0.5 EFS同对照组相比，差异极显著(69.77% vs 93.62% )(P<0.01)；培养24 h发育率和培养48 h发育率，四种冷冻液均极显著高于EG FREEZE(P<0.01)，四种冷冻液之间相比，差异不显著(P>0.05)，但其中0.03 EAS1效果最佳。

表1  胚胎冷冻-解冻-培养试验结果

	冷冻液
	冷冻胚胎数
	回收胚胎数
	胚胎回收率(%)
	培养24h发育胚数
	培养24h发育率(%)
	培养48h发育胚数
	培养48h发育率(%)

	0.5EFS
	43
	30
	69.77%Aa
	17
	56.67%Aa
	19
	63.33%Aa

	0.6EFS1
	42
	37
	88.10%b
	24
	64.86%Aa
	26
	70.27%Aa

	0.03EAS1
	43
	37
	86.05%ab
	26
	70.27%Aa
	30
	81.08%Aa

	0.04EAS1
	45
	43
	95.56%Bb
	28
	65.12%Aa
	32
	74.42%Aa

	EG FREEZE
	47
	44
	93.62%Bb
	7
	15.91%B
	10
	22.73%B


注：同列肩标小写字母相同者差异不显著(P>0.05), 肩标小写字母不同者差异显著(P<0.05),肩标大写字母不同者差异极显著(P<0.01)。

2.2取样胚胎冷冻-解冻-移植试验结果
如表2所示，四种冷冻液和EG FREEZE对照组的胚胎回收率均为100％(P>0.05)；移植妊娠率，四种冷冻液和对照组之间虽无显著差异(P>0.05)，但均高于对照组（EG FREEZE），且仍为0.03 EAS1效果最佳，但此次试验数据较少，仍有待进一步确定。
表2鲜胚冷冻-解冻-移植试验结果

	冷冻液
	冷冻胚胎数
	回收胚胎数
	胚胎回收率(%)
	移植头数
	妊娠头数
	移植妊娠率

	0.5EFS
	8
	8
	100％a
	8
	3
	37.50％a

	0.6EFS1
	11
	11
	100％a
	11
	5
	45.45％a

	0.03EAS1
	21
	21
	100％a
	21
	10
	47.62％a

	0.04EAS1
	13
	13
	100％a
	13
	6
	46.15％a

	EG FREEZE
	10
	10
	100％a
	10
	2
	20.00％a


注：同列肩标小写字母相同者差异不显著(P>0.05)。
3讨论

阿拉伯半乳聚糖是一种重要的植物活性多糖，早期在食品和日用化工中作添加剂（王璋等，1999），近年来发现其具有明显的免疫活性（曹锦花等，1999），成为一种新型的免疫促进剂（Peter等，1996）。由表1、2可知当溶液中阿拉伯半乳聚糖的浓度为0.3%（W/V）和0.4%（W/V）时，48 h发育率为81.08%、74.42% vs 22.73%(P<0.01)，胚胎移植妊娠率为 47.62％、46.15％ vs 20.00%(P>0.05)。对于分割取样胚胎由于透明带破损、细胞数减少等原因使得常规冷冻液乙二醇的冷冻效果较差。而添加阿拉伯半乳聚糖的冷冻液由于其细胞毒性小，具有胶性的特质从而缓解切割操作引起的透明带破损、细胞数减少等损伤，并且能够在胚胎冷冻期间形成特殊的保护膜，阻止细胞外冰晶对细胞造成损伤。解冻期间阿拉伯半乳聚糖能够在细胞外部形成较高的渗透压，防止在细胞内部冷冻剂没有完全脱除时，细胞过度膨胀（Sherman等，1959；Kasai等，1990）。高分子量冷冻保护剂具有阻止解冻时形成冰晶的作用（Zech等，2005）。
聚蔗糖也属于高分子量非渗透性冷冻保护剂，在玻璃化冷冻液中经常存在(Zhu等，1993；Zhu等1994)。由表1、2可知添加聚蔗糖的冷冻液，48 h发育率为63.33%、70.27% vs 22.73%(P<0.01)，胚胎移植妊娠率为 37.50％、45.45％ vs 20.00%(P>0.05)。在玻璃化液中，聚蔗糖的浓度较高，一般为18%，高浓度的聚蔗糖能够显著提高细胞外液的渗透压，使细胞在冷冻降温前充分脱水，减少冰晶的形成；同时聚蔗糖有利于促进溶液玻璃化的形成（王海彦等，1997），部分替代渗透性冷冻保护剂,降低冷冻液的毒性使得添加聚蔗糖的冷冻液取得较好冷冻效果。将聚蔗糖加入常规冷冻液的报道非常少，（Her等，1991）曾将和聚蔗糖相似，同属于高分子量非渗透性冷冻保护剂的葡聚糖，加入到取样切割胚胎的常规冷冻液中，冷冻解冻后，取得了较高的移植成功率(63%)。（Doumoulin等，1994）报道,在冷冻液中添加10%的葡聚糖有助于防止透明带的破裂。在常规冷冻中，降温速率较慢且聚蔗糖的浓度较低，聚蔗糖不能形成玻璃化，主要起降低溶液毒性、防止解冻时细胞过度膨胀和形成冰晶的作用。从而导致添加聚蔗糖的冷冻液在24h、48h胚胎发育均低于添加阿拉伯半乳聚糖的冷冻液。
试验中使用的对照组为EG FREEZE，已知其含有1.5M乙二醇+0.1M蔗糖，是一种已商业化应用的常规冷冻液主要应用于常规胚胎冷冻，但其对于取样胚胎的冷冻效果较差。添加阿拉伯半乳聚糖的冷冻液比两种添加聚蔗糖的冷冻液效果要好，这可能与阿拉伯半乳聚糖的胶性特质有关，减少了损伤性冰晶的形成或者形成保护膜，更有效地防止了细胞外冰晶对细胞的伤害。聚蔗糖有促进玻璃化的特性，但在常规冷冻中，由于冷冻速度慢，并不能充分发挥这一优势，所以同添加阿拉伯半乳聚糖的冷冻液相比，添加聚蔗糖冷冻液冷冻效果稍低，但其更好地降低了冷冻液的毒性，冷冻效果同不添加聚蔗糖相比有了较明显的提高。
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Influence of Adding Arabogalactan or Ficoll in Freezing Liquid on the Refrigerating Effect of Cattle Biopsied Embryos
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Abstract: Owing to harmed zona pellucida and decreased cell number after sampled, the survival rate of freezed embryos was lower than those from normal ones. The effect of freezed embryos by addition of Ficoll and Arabinogalactan in freezing liquid was analyzed in this paper. The embryo recoveries,developmental rate after culturing 24h，48h of all kinds of refrigerating fluid were compared with control group,and the final result was derived: 0.03EAS1(86.05%vs93.62%,70.27%vs15.91%,81.08%vs22.73%)was the best refrigerating fluid in Arabogalactan series refrigerating fluid, and 0.6EFS1(88.10%vs93.62%, 64.86%vs15.91%,70.27%vs22.73%)was the best refrigerating fluid in Ficoll series refrigerating fluid, transplantation results in line with culturing.
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