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两种玻璃化胚胎冷冻方法对不同品系小鼠胚胎冷冻效果比较

王俊风1，李  淼2，张艺宝3，郁丽丽1，魏  勤2，刘丽均1，施美莲1,2徐  平1,2

（1. 上海斯莱克实验动物有限责任公司，上海 201615；2.中国科学院上海生命科学研究院（实验动物中心），上海 201615；3. 南京农业大学动物医学院，南京 210006）

【摘要】 目的 探讨EFS和DAP两种玻璃化冷冻方法对不同品系小鼠胚胎冷冻的效果。方法6个品系小鼠（KM、ICR、BALB/c、C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59）的2-cell胚胎分别用EFS和DAP两种玻璃化冷冻方法进行冷冻和复苏，比较两种冷冻方法的胚胎复苏率和着床率。结果 6个品系小鼠冷冻胚胎EFS方法的平均复苏率为69.97%（47.9%～83.6%），DAP方法的平均复苏率47.23% （26.3%～76.7%）, EFS方法明显优于DAP方法。其中KM、ICR和BALB/c小鼠EFS方法的冷冻复苏率显著高于DAP方法（P<0.01）；冻融胚胎移植后EFS方法的平均着床率27.23%（1.75%～45.0%），DAP方法的平均着床率31.43%（7.0%～46.3%）。除KM、ICR小鼠外，其他4个品系小鼠的着床率DAP方法高于EFS方法。结论 KM和ICR远交群小鼠胚胎适合用EFS方法冷冻保存；C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59三个品系小鼠DAP方法优于EFS方法，但差异不大； BALB/c小鼠两种玻璃化冷冻方法的冻融胚胎着床率均较低，需进一步研究。
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[image: image2]    【Abstract】 Objective  To compare the effect of two vitrification-cryopreservation methods of embryos of several mouse strains. Methods  The two-cell embryos from six mouse strains (KM, ICR, BALB/c, C57BL/6J, OB/OB, LAP/rtTA0F59) were cryopreserved and thawed, using EFS and DAP cryoprotectants, respectively. The recovery rate in vitro and implantation rate in vivo were determined to evaluate the efficacy of the two methods. Results The average post-thaw survival rates of the embryos of different strains preserved in EFS were 69.97% (47.9% to 83.6% ), and preserved in DAP 47.23% (26.3% to 76.7%). After 2-cell embryos were transferred to the oviducts of pseudopregnant recipient in all the strains, the implantation rates of EFS-vitrified embryos were ranged from 1.75% to 45.0% (average 27.23%) and of DAP-vitrified embryos from 7.0% to 46.3% (average 31.43%). With the respect of recovery rate, EFS was preferred to DAP. No significant differences (P>0.05) were found between the implantation rates of EFS and DAP in KM and ICR strains. But the implantation rates of BALB/c, C57BL/6J, OB/OB, and LAP/rtTA0F59 mouse embryos in EFS were higher than those in DAP, respectively. Conclusions EFS cryoprotectant is suitable for both the KM and ICR mouse embryos vitrification-cryopreservation. DAP is somehow better than EFS for cryopreservation of C57BL/6J, OB/OB and LAP/rtTA0F59 mouse embryos, but with a non-significant difference between the two cryoprotectants. Both EFS and DAP show a rather low implantation rate of the BALB/c mouse embryos, therefore, further studies are needed to improve this issue. 
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1985年Rall等首次报道玻璃化冷冻保存小鼠8-cell胚胎成功[1]。此后在临床研究中，Stehlik等和Balaban等的研究结果显示玻璃化冷冻效果要明显高于程序化冷冻[2，3]。玻璃化冷冻即利用高浓度的冷冻保护剂，通过粘度极度增加，在细胞内和细胞外形成玻璃态。避免了细胞内外冰晶的形成，从而对胚胎的损伤降到最低。且操作简便，无需昂贵设备。理论上玻璃化冷冻能够提高冻融后胚胎存活率。但由于其冷冻保护剂浓度较高，增加了冷冻保护剂的毒性作用和渗透性休克对胚胎的影响。所以低浓度高效的玻璃化冷冻液是胚胎玻璃化冷冻需解决的关键问题之一。本研究对6个品系小鼠的2-cell胚胎分别用EFS和DAP两种玻璃化冷冻方法进行冷冻并复苏移植，旨在研究两种玻璃化冷冻方法的复苏率和着床率，从而筛选出适合不同品系小鼠胚胎的最佳冷冻方法。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物：清洁级KM、ICR、BALB/c、C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59共6个小鼠品系，受体动物全部采用ICR小鼠，均由上海斯莱克实验动物有限责任公司提供。生产许可证：SCXK（沪）2012-0002，使用许可证：SYXK（沪）2012-0002。

1.1.2 仪器：
CO2培养箱 (Hera, cell, Kandro)、实体显微镜 (Nikon, SMZ645)、倒置显微镜 (Leica, 521665)、移液枪 (Gilson)、手术器械、液氮罐等。

1.1.3试剂：PMSG（宁波第二激素厂，批号110915）；hCG（宁波第二激素厂,批号120711）；0.75 mol/L蔗糖；0.25 mol/L蔗糖；HTF：参照Quinn.P (1985)[4]配制，所用试剂均购自Sigma公司；EFS20：含20%乙二醇的FS（Ficoll PM-Sucrose）液；EFS40：含40%乙二醇的FS液；DMSO（Sigma公司，批号RNBB7886）； DAP213（DMSO：乙酰胺：丙二醇 = 2:1:3）；KSOM：参照Lawitts (1993)[5]和Erbach (1994)[6]配制，所用试剂均为Sigma公司。

1.2 实验方法

1.2.1  EFS玻璃化冷冻及复苏：
1.2.1.1冷冻方法：采用Han等[7]的二步法玻璃化冷冻法。2-cell在EFS20中平衡2 min，移入0°C的EFS40中，计时1 min后置于液氮中保存。

1.2.1.2复苏方法：将胚胎从液氮中取出，倒掉液氮，计时30 s，加入0.75 mol/L蔗糖反复吹打,再转入 0.25 mol/L蔗糖液滴中，清洗3次，在KSOM中清洗3遍，移入KSOM中37°C培养10 min后即可移植。

1.2.2  DAP玻璃化冷冻及复苏：
1.2.2.1 冷冻方法：胚胎冷冻采用Nakagata[8-9] 的简易玻璃化冷冻法。

1.2.2.2 复苏方法：将胚胎从液氮中取出,0.25 mol/L蔗糖中反复吹打，然后在KSOM中清洗3遍，最后移入KSOM大滴中37°C培养10 min后即可移植。

1.2.3 胚胎移植：  2-cell胚胎采用输卵管内移植法，复苏后的胚胎移植至假孕1d的ICR母鼠输卵管内，两侧输卵管各移植15-20枚胚胎，出生后统计其移植率。

1.3 统计分析

采用SPSS分析软件中的单因素方差分析和t检验。

2 结果

由图1结果显示KM、ICR、BLAB/c、C57BL/6J、LAP/rtTA0F59 五个品系的胚胎复苏率EFS方法显著高于DAP方法，尤其是KM、ICR、BLAB/c 五个白色系小鼠的胚胎复苏率EFS方法为DAP方法的2倍左右。OB/OB的EFS和DAP两种方法的胚胎复苏率分别为70.6%和76.7%，DAP方法要略高于EFS方法。六个品系EFS方法的复苏率中BLAB/c（47.9%）低于其它5个品系（70.4%~83.6%）；DAP方法中KM、ICR、BLAB/c白色系小鼠要远低于C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59黑色系小鼠，即本实验中DAP方法的复苏率黑色品系优于白色。 

由图2结果显示KM和ICR两种方法的胚胎着床率无明显差异，BLAB/c、C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59 4个品系的胚胎着床率DAP方法高于EFS方法。6个品系DAP方法的胚胎着床率C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59 高于KM、ICR、BLAB/c，其中BLAB/c品系EFS和DAP两种方法的胚胎着床率均很低。
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图 1  不同品系小鼠胚胎冷冻复苏率的比较
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Fig. 1 The recovery rate of cryopreserved mouse embryos of various strains
图 2  不同品系小鼠胚胎冷冻着床率的比较

Fig. 2 The implantation rate of cryopreserved mouse embryos of various strains
3 讨论

所谓玻璃化是指在低温下液体形成一种玻璃状的固化状态，而要达到玻璃化的状态，溶液的浓度要达到6.0 mol/L或更高，是程序冷冻法的数倍，因此对胚胎的毒性作用和致畸性增加。Roser Morató等[10]和Shaw JM等[11]分别在玻璃化冷冻的牛的卵子和小鼠2-cell期胚胎实验中，发现染色体异常明显增加。因此，采用低毒性的抗冻保护剂以及多种抗冻保护剂混合使用，或者在冷冻前将浓度逐步升高的分步平衡措施可降低冷冻液的毒性作用，从而提高冷冻效果。冷冻保护剂可分为渗透性和非渗透性两种。渗透性冷冻保护剂又称细胞内冷冻保护剂，渗透性冷冻保护剂对细胞有不同程度的毒性作用，能影响细胞的微管和微丝的组成和功能，主要有乙二醇 (ethylene glycol, EG)、丙二醇 (1, 2-propenadiol, PG)、二甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO 或 Me2SO)、丙三醇（又称甘油 glycerol, GL）、乙酰胺（AA）等。非渗透性冷冻保护剂又称细胞外冷冻保护剂，均为大分子聚合物，在细胞膜完整的情况下，不能自由扩散透过细胞膜，作为渗透缓冲剂能提高细胞外液的渗透压，控制水进入细胞的速度，减少解冻复温时引起的渗透休克，从而避免造成细胞破裂和细胞肿胀，主要有蔗糖（sucrose）、葡聚糖（dextran）、聚蔗糖（ficoll）、等。将两种冷冻保护剂联合应用，既能促进玻璃化过程，又提高冷冻效率，能减少两者的用量，从而减轻高浓度的冷冻保护剂的细胞毒性作用。

本实验中EFS方法的玻璃化冷冻液由EG（渗透性）、Ficoll和sucrose（非渗透性）组成，DAP方法的玻璃化冷冻液包括DMSO和DAP213（即DMSO:AA:PG = 2:1:3）均为渗透性保护剂，解冻复温时极易引起渗透性休克，造成细胞死亡，这可能是本实验中EFS方法的胚胎复苏率普遍高于DAP方法的主要原因，另外动物毒性实验表明：DMSO和PG对胚胎的毒性大于EG，在一定程度上也造成了细胞的死亡。但DMSO具有较强的玻璃化形成作用，而且在人和鼠的早期胚胎冷冻中，含DMSO的玻璃化冷冻液有利于保护细胞膜的完整[12]，所以也是玻璃化冷冻中常用的冷冻保护剂。

研究结果发现，C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59 三个黑色系小鼠（OB/OB和LAP/rtTA0F59背景品系均为C57BL/6J）两种冷冻方法的移植着床率上均高于封闭群（ICR和KM）的白色品系小鼠，与徐平等[13]报道的C57BL/6J小鼠的移植着床率高于封闭群结果一致，推测可能与小鼠的基因型有关，刘丽均等[14]报道，近交系和封闭群小鼠在体外受精率、复苏率及移植受孕率上有差异。且这种差异可能与小鼠的基因型有关，不同基因型的小鼠胚胎细胞膜对水和冷冻保护剂的渗透性不同，而且胚胎分裂球的大小及它们对冷冻伤害、细胞内结晶及抗冻保护剂的毒性也不同。另外，不同品系的小鼠其胚胎着床率不同，可能与移植胚胎与假孕鼠的基因型不同有关，移植后胚胎与假孕鼠的相互关系影响了胚胎的着床率[15，16]。

综合胚胎复苏率和着床率进行考虑，KM和ICR两个白色系小鼠的2-cell胚胎复苏率EFS方法明显高于DAP方法，且2-cell胚胎的着床率基本相当，所以适合用EFS方法进行冷冻；而C57BL/6J、OB/OB、LAP/rtTA0F59 3个黑色系小鼠的2-cell胚胎冷冻DAP方法优于EFS方法。BLAB/c小鼠两种玻璃化冷冻方法的胚胎复苏率和着床率均低与其它品系，是否与实验用小鼠的周龄和基因型有关，有待进一步研究。
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