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摘奥 14 0 枚利用完全体外化培养技术生产
、

经常规方法进行冷冻保存两年后的良种肉牛胚胎
,

通过非手术法移植

到 70 头本地母牛
,

每头受体牛移入 2枚胚胎以繁殖纯 种后代
。

结果受体母牛 2 个情期不返情率为 50 % (3 5 / 7 0)
;

1 2o d 后经直肠检查确诊怀孕率为 27
.

1 % ( 19/ 7 0 )
; 9 头受体母牛足月产下犊牛 10 头

,

产犊率为 1 2
.

9% ( 9 / 70)
,

双

胎率为 1 1
.

1% ( 1 / 9 )
。

受体母牛平均妊娠期为 2 8 0
·

8 天 ( 2 6 6一 2 9 2 ) ; .

犊牛初生体重平均为 3 6
·

4 k g ( 2 0
·

o一 6 5
·

o )
,

生长发育正常
.

结果说明
,

体外胚胎经过 之年的超低温冷冻保存后移植仍可正常产下后代
。
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在动物繁育工作中
,

胚胎移植是一项有效地提高

生产性能的生物技术措施
。

通过引进优良品种的胚胎

移植本地母牛以繁殖纯种后代
,

是替代进 口活畜的好

方法
。

随着牛体外受精技术的研究成功
,

为工厂化
、

商业化生产牛胚胎提供了可能
,

在一定程度上解决了

胚胎移植技术在推广应用中存在的胚胎来源不足及

成本高等问题
。

胚胎冷冻保存是提高胚胎利用价值的

一项关键技术
。

一般说来
,

经过冷冻处理后的胚胎
,

其活力受到一定程度的降低
,

从而影响到移植后的受

胎及产犊率
。

据最近卢克焕等人的报道
,

经过冷冻保

存的体外胚胎
,

移植后早期妊娠率 ( 50 ~ 60 d 检查 )

可达到 61
.

7% 〔’ 〕
,

达到 了新鲜胚胎的水平
。

但至今为

止
,

关于冷冻体外胚胎数量较大的移植产犊报道仍十

分鲜见
。

我们于 1 9 9 3 年 8 月至 9 月间
,

利用经过 2 年

冷冻保存的体外受精胚胎在山东省肥城市进行了胚

胎移植
,

受体母牛已于 1 9 9 4 年 5 月至 6 月产犊
,

现

将实验结果报道如下
。

材料与方法

1 9 9 4
一

1 1
一
1 4 收稿

。

,

国家 8 6 3 计划项 目

1
.

1 胚胎的生产

试验所用的胚胎均采用完全体外化培养技术生

产
,

方法与 L u
等先前报道的相似 z[,

’ 〕。

简单地说
,

从

屠宰场收集特定品种母牛的卵巢
,

然后用注射器抽取

法从卵巢表面直径为 1一 8 m m 的卵泡中采集卵母细

胞
,

经过 20 一 24 h 的体外成熟培养后
,

用相 同品种公

牛的冷冻精液进行体外受精
。

受精后的早期胚胎在体

外条件下继续培养至囊胚阶段
。

1
.

2 胚胎的冷冻保存

胚胎的冷冻保存采用常规方法闭进行
。

胚胎冷冻
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用液为含 1
.

5m ol /L 甘油 + 0
.

2 5m ol /L 蔗糖的 P BS
。

将挑选出来的 1 ~ 2级的 D7 或 D S早期囊胚和囊胚
,

在室温中与冷冻液平衡 20 m in 后
,

采用两步降温法

将胚胎降至一 25 ℃
,

然后直接投入液氮中冷冻保存
。

本次实验所用的胚胎均为 1 9 9 1 年 8 月下旬至 9 月上

旬 间生产及冷冻保存的体外胚胎
。

1
.

3 受体牛的同期发情处理

受体牛主要为山东鲁西黄牛
,

体质健康
,

无繁殖

疾病
,

经产
,

拴系舍饲
;
少数为奶场黑白花经产奶牛

。

通过直肠检查
,

挑选出有功能黄体的母牛作同期发情

处理
。

采用国产
“

氯前列烯醇
”

( P G
,

上海计划生育

所产
,

批号为 9 1 0 8 2 6 ) 肌肉注射 3 ~ 6 m g /头
,

1 2~

1 3 d 后按相同方法再注射一次 (当天发情的母牛不

处理 )
,

然后观察母牛发情情况
。

在第二次注射 P G 后

的第 8 天进行胚胎移植
。

胚胎移植前 1 天直肠检查黄

体发育情况
,

并按黄体的大小
、

质地等指标将其划分

为 A
、

B
、

C 及 C 级以下 4 个等级
,

挑选具有 C 级以

上黄体的母牛作为受体牛
。

L 4 胚胎移植

从液氮中取出装有胚胎的细管
,

在空气中停留

10 5
后投入 37 ℃温水中将冷冻胚胎解冻

,

然后将细

管内的胚胎吹入解冻液中
。

解冻液为含 10 %发情牛

血清
,

。
.

25 m ol / L 蔗糖的 P sB
。

胚胎在解冻液中平衡

1 0 m in 后
,

挑选出 l ~ 2级胚胎装管移植
.

用输胚胎

枪将胚治移入受体母牛的功能黄体同侧的子宫角大

衰 1 冷冻体外胚脸移植怀孕及产犊结果

弯处
,

每头受体母牛移入 2 枚胚胎
。

2 结果与分析

胚胎移植后密切观察受体牛的返情情况
,

120 d

后通过直肠进行妊娠检查以确定受体母牛怀孕率
。

记

录怀孕母牛流产
、

妊娠死亡及最终产犊情况
。

结果显

示
,

冻胚 移植 后 受体母牛两个情期不 返情率为

50
·

。% (3 5 / 7 0 ) ; 120 d 后经直肠检查确诊怀孕率为

27
·

1% ( 1 9/ 70 ) ; 9 头受体母牛足月产下 10 头犊牛

(其中 1头母牛产双犊 )
,

产犊率为 12
.

9% (9 / 7 0 )
,

双

胎率为 n
.

1% (1 / 9 )
。

结果见表 l
。

表 1 的结果表明
,

在 12 0 天后确诊怀孕的受体母

牛到足月产犊之前
,

有半数以上 (5 2
.

6%
,

10 / 1 9) 的

怀孕受体母牛发生流
.

产或妊娠死亡
,

从而严重影响到

受体母牛的最终产犊率
。

另外
,

在不同的实验牛场
,

受体牛的妊娠率及产犊率差异很大
。

在孤山牛场移植

的受体牛怀孕率 ( 45
.

5%
,

1 0 / 22) 和产犊率 ( 27
.

3%
,

6 / 2 2) 均明显高于其它牛场的结果
。

据有关报道
,

胚胎移植时受体母牛黄体发育状况

如何影响到胚胎移植后的受胎及产犊成功率
。

受体牛

黄体等级越高
,

胚胎移植的效果就越好 .s[
`〕。

在本实验

中
.

移植 120 d 后直肠检查
,

受体牛妊娠率以 C 级黄

体组最高 ( 40
.

9%
,

9 / 2 2 )
,

而产犊率则以 A 级黄体

组最好 (2 .5 0肠
,

1/ 4 )
.

怀孕母牛的流产率 B 级和 C

级黄体组相同 ( 55
.

6%
,

5 / 9)
.

结果见表 2
.
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本实验用的冷冻胚胎共有 3个品种
,

除了有 4 头

受体母牛移植两个不 同品种的胚胎外 l( 个利木辛十

l 个夏洛来 )
,

其他都移相同品种的 2 枚胚胎
。

其中利

木辛胚胎移植了 31 头受体
,

直肠检查有 12 头怀孕
,

妊娠率为 38
.

7% ; 7 头母牛产犊 8 头 (有 1头 产双

胎 )
,

产犊率为 2 2
.

6% (7 / 3 1 )
,

.

明显高于其他 3 组
。

结果见表 3
。

移植冷冻体外胚胎的受体母牛妊娠期平均为

2 8 0
.

8 天 ( 2 6 6一 29 2 天
,

已加上移植时胚龄 7天 )
,

与

自然发情配种母牛妊娠期相仿
;
胎儿初生体重平均为

36
.

4 k g (2 0
.

0一 65
.

。 )
,

个体间相差较大
,

其中一头

受体奶牛产下 65 k g 重的母犊
,

可惜因胎儿过大
,

发

生难产导致胎儿死亡
。

犊牛外观及生长发育均正常
。

结果见表 4
。

表 3 旺胎品种与受体牛妊娠及产犊的关系
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3 讨论与结论

先前的试验结果表明
,

利用常规方法冷冻处于早

期囊胚及囊胚 阶段的体外胚胎
,

解冻后 24 h 的存活

率可达 8 4
.

9 石 ( 1 0 1 / 1 1 9 ) ; 7 2 h 孵化率为 7 4
.

0%

(8 8/ 1 1 9) [’7
,

实验室的试验结果令人满意
。

但是
,

只

有将冷冻胚胎移植到受体牛内
,

观察其能否妊娠及正

常产犊
,

才是判定胚胎质量高低的最终标准
。

据访间

观察
,

本实验受体母牛在胚胎移植后 2 个情期内不返

情率为 50
.

0% ( 3 5 / 7 0)
,

早期怀孕率 较高
。

但到

了 土2 0 天 后
,

经 直 肠 检 查妊 娠率 下 降到 2 7
.

1%

( 1 9/ 70 )
,

而到最终产犊率只有 12
.

9% ( 9/ m )
。

与之

相 比
,

我室在 1 9 9 2~ 1 9 9 4 年间用同样技术流程生产

的新鲜胚治移植后妊娠率为 5 0
.

7% ( 3 7 / 7 3)
,

与冻 胚

移植的早期妊娠率相差不大
;
但产犊率 ( 4 2

.

5%
,

17 / 4的则显著地高于冻胚移植
。

提示体外胚胎经过冷

冻保存后其活力和发育能力明显降低
,

流产和妊娠死

亡是冷冻胚胎移植成功率低的主要原因
。

看来进一步

改进 胚胎冷冻及解冻技术以提高冻胚的质量是提高

体外冻胚移植成功率的关键所在
。

初生牛犊的性别比例一般接近于 1 : l
。

本实验

中所得到的的性比率雄犊明显高于雌犊
,

雌
、

雄犊牛

之性比为 1 : 2
.

33
。

据不完全统计
,

1 9 9 0 ~ 1 9 9 4 年间
,

我室在 国内采用冷 冻体外胚胎移植产下的 68 头 试

管牛 中
,

雄性犊牛为 5 2 头
,

占 7 6
.

5肠 ; 雌性犊牛

为 16 头
,

占 2 3
.

5% ;
雌

、

雄犊牛之 比为 1 :
3

.

25
。
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统计学分析
,

雄性犊牛所占的比率十分显著地高于雌

性犊牛 (P < 。
.

0 01 ) ; 而采 用 新 鲜 体外胚 胎 移 植产

下 的 3 8 头 试 管 犊 牛 中
,

雌性犊 牛 为 21 头
,

占

5 5
.

3% ;
雄性犊牛为 17 头

,

占 44
.

7% ;
雌

、

雄犊牛

之 比为 1
.

2 : 1
,

接近 自然性比
。

结果提示
,

雌性体外

胚胎的抗冻性可能比雄性胚胎差
,

解冻后挑选 出的胚

胎大都为雄性胚胎或部分雌性胚胎移植后 中途流产

或妊娠死亡而不能发育到足月分娩阶段
,

从而导致雌

性牛犊出生 比率降低
。

一般认为
,

除了胚胎的质量外
,

移植技术
、

受体

的同期化程度及饲养管理条件是影响胚胎移植能否

成功的主要因素
。

本实验 的受体母牛在行胚胎移植时

相应处于发情周期的第 5一 8 天
,

有部分受体牛移植

时间与胚龄不 同步是造成怀孕率降低 的一个重要原

因 ; 另外
,

有些农户求犊心切
,

胚胎移植后又复配也

是造成受体母牛妊娠 中止的一个原因
。

本次 实验结

果
,

孤 山牛场获得较高的妊娠率和产犊率
,

是与受体

母牛是个人承包
,

利益挂钩
,

护理精心分不开的
。

说

明加强受体母牛的饲养管理可 以降低流产率从而提

高产犊率
。

关于行胚胎移植时受体母牛黄体发育状态对妊

娠及 产犊率的影响
,

有关实验结果报道不一
。

大都认

为受 体母牛 黄体 等级高 低与 移植妊 娠率呈正 比关

系〔 5
,
6 〕

,

也有少量报道关系不大图
。

从我们的实验结果

来看
,

受体母牛妊娠率以 C 级黄体组最高 (4 0
.

9 % ) ;

产犊率则以 A 级黄体组最好 (2 5
.

0 % ) ; B 级黄体组

不论是妊娠率 ( 20
.

5% ) 还是产犊率 (9
.

1 % ) 均最差
。

结果表明
,

冷冻体外胚胎的移植效果似乎与受体母牛

黄体等级关系不大
。

看来
,

只要受体母牛生殖器官正

常
,

卵巢上有与发情时间相对应的功能黄体就可移

植
。

当然
,

由于黄体等级的判 定有很大的人为因素
,

本次实验动物数量也尚少
,

结果还有等待于今后进一

步验证
。

致谢
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、

黄凤

玲
、

蒋和生 和王武陵等同志在 国外生产及冷冻
; 在胚

胎移植过程中得到马世援
、

张俊功
、

周传连等同志的
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,
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。
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