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两种冷冻保护剂对小鼠 2-细胞胚冷冻效果的比较
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摘  要  乙二醇 ( ETG) 和 1, 2-丙二醇 ( PROH) 具有高细胞渗透性和低毒性特点, 常被用于人及多种哺乳动物

早期胚胎冷冻保存。为了比较 ETG和 PROH 对小鼠 2-细胞胚的冷冻保护效果, 本试验分别采用这两种冷冻保护

剂, 对小鼠 2-细胞胚进行冷冻保存, 并采用冻后体外培养和囊胚移植进行冷冻效果检测。结果表明, PROH 组胚

胎解冻后胚胎存活率与 ETG组无显著差异, 但 PROH 组 4-细胞胚发育率和囊胚发育率显著高于 ETG 组 ( 8217%

vs1 641 6% , 6112% vs. 2911% , P < 01 01)。囊胚移植结果表明, 2-细胞胚胎冻存后能够发育为正常的后代, PROH

组和 ETG组的囊胚移植后妊娠产仔率无统计学差异 ( P > 0105) , 但均显著低于对照组 ( P < 0105)。为了分析两

组胚胎冻存后损伤情况, 对解冻后的胚胎细胞微丝进行检测, 结果显示 ETG 组微丝受损的胚胎数高于 PROH 组。

本研究结果证明采用 PROH 作为冷冻保护剂冷冻保存小鼠 2-细胞胚的冻存效果优于 ETG [动物学报 54 ( 6) :

1098- 1105, 2008]。
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Effects of 1, 2-propanediol and ethylene glycol on the development
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Abstract  Ethylene glycol ( ETG) and 1, 2-propanediol ( PROH) have been largely used in the cryopreservation of human and

other mammalian early stage embryos due to their low toxicity and high permeability to embryos. In this study, we investigated the

cryoprotective activity of ETG and PROH on the development of 2-cell embryos. Two-cell embryos were cryopresered with PROH

and ETG using conventional cryopreservation procedures. After thawing, the survival rates of 2-cell embryos were assessed, and

their development to 4-cell embryos, blastocysts, hatched blastocysts and offspring were compared with nonfrozen embryos. The

total number of cells in a blastocyst in each group was examined. To further compare the integrity of frozen embryos between PROH

and ETG, the level of cytoskeleton disruption of mouse embryos was detected. Results show that the percentage of damaged

blastomeres in 2-cell mouse embryos frozen with PROH and ETG respectively showed no difference. Embryos frozen with PROH

had significantly higher rates of development to 4-cell stage and expanded blastocyst stage than those frozen with ETG ( 8217% vs.

6416% and 6112% vs. 2911% , respectively, P < 0101) . However, there was no statistical difference in hatched blastocyst rate

and birth rate between PROH and ETG ( 3214% vs. 3212% and 2619% vs. 2315% , P > 0105) . In addition, higher

cytoskeleton disruption rate of embryos was observed in ETG group than in PROH group. Therefore, our results indicated that

PROH does appear to be a considerable alternative to the ETG in 2-cell embryo cryopreservation in mice [ Acta Zoologica Sinica

54 ( 6) : 1098- 1105, 2008] .
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  随着空间生物技术和空间生物学的发展, 有关

太空环境对人与哺乳动物植入前胚胎的发育及对生

殖内分泌方面的研究已变得十分重要。研究空间环

境与哺乳动物胚胎发育的关系, 其目的是为人类探

索太空生存条件提供科学依据和技术 手段

(Furusawa et al. , 2001)。小鼠是常用的实验动物模

型, 其胚胎的收集与操作简便, 常被用作空间发育

生物学研究的试验材料 ( Cao et al. , 2007)。

研究空间环境对小鼠早期胚胎发育的影响, 需

要大量发育阶段一致、质量优良的早期胚胎, 而在

空间试验实践中, 受时间和空间的限制难以在短时

间内采集到足够数量、质量均一的新鲜胚胎用于研

究, 采用冷冻胚胎来代替新鲜胚胎将会是一个很好

的选择。因此, 早期卵裂阶段胚胎的冷冻保存及其

冻后体外发育技术体系的建立就成为空间胚胎发育

学研究的必要内容。在过去的几十年里胚胎冷冻保

存技术被广泛应用于动物繁殖学 ( Van et al. ,

1997)、生殖医学 ( Magli et al. , 1999) 等领域。但

多数胚胎冷冻研究集中于 8-细胞至囊胚期 ( Chen et

al. , 2005; Cremades et al. , 2004; Mukaida et al. ,

1998) , 对早期卵裂阶段胚胎冷冻保存的研究仍然

不足。在前期的研究工作中, 我们比较了 1, 2-丙

二醇 ( 1, 2-propanediol, PROH)、乙二醇 ( Ethylene

glycol, ETG )、二 甲 基 亚 砜 ( Dimethylsulfoxide,

DMSO) 和甘油 ( Glycerol) 等 4种冷冻保护剂对小

鼠2-细胞胚的渗透性和毒性, 结果显示 ETG 和

PROH 渗透性好、细胞毒性低, 是小鼠 2-细胞胚胎

冷冻保存的理想候选冷冻保护剂 (雷晓华等,

2008)。由于 PROH 和 ETG在化学结构和某些化学

特性非常地相似, 但是关于它们对早期胚胎冷冻效

果比较的研究报道还比较少。前期研究多数主要集

中在发育晚期的胚胎 ( 8-细胞至囊胚期)。在人类

辅助性生殖方面的研究中, PROH 常常被采用作为

人卵母细胞和受精卵冷冻保存的首选冷冻保护剂

( Boldt et al. , 2003)。Chen et al. ( 2005) 采用 PROH

作为冷冻保护剂对人卵母细胞进行慢速冷冻保存取

得较好的效果。虽然 ETG具有低毒性和高渗透性

的特点, 但有研究报道, ETG并不适合于原核期胚

胎的冷冻保存, 将其用于 4-细胞及之后的各个时期

胚胎冻存效果却很好 ( Shaw et al. , 1995)。

为了研究 ETG和 PROH 对小鼠 2-细胞胚的冷

冻效果及胚胎冻后的发育情况。本试验采用冻前二

步平衡、常规冷冻降温及解冻后分步脱除保护剂冷

冻解冻方法, 冷冻保存小鼠 2-细胞胚胎, 比较 ETG

和 PROH 对小鼠 2-细胞胚冻存后存活率及体外发育

能力的影响; 分析小鼠 2-细胞胚冻后的微丝分布与

完整性, 为改善小鼠2-细胞胚胎冷冻及体外发育提

供参考。

1  材料与方法

111  试剂、胚胎冷冻保护液、解冻液和培养液
试验中所用试剂除特别说明外均为 Sigma 公司

产品。胚胎冲洗液为含 10%胎牛血清 ( Fetal calf

serum, FCS) 的改良杜氏磷酸盐缓冲液 ( Modified

Dulbeccop phosphate buffered, mDPBS) ; ETG冷冻保

护液为 115 molPL ETG (含 115molPL ETG+ 15%FCS

的 mDPBS) , 115 molPL ETG+ 011 molPL 蔗糖 (含

115 molPL PROH + 011 molPL 蔗糖 + 15% FCS 的

mDPBS) ; PROH冷冻保护液为 115 molPL PROH (含

115 molPL PROH+ 15% FCS 的 mDPBS) , 115 molPL
PROH+ 011 molPL 蔗糖 (含 115 molPL PROH+ 15%

FCS+ 011 molPL 蔗糖的 mDPBS) ; 分步解冻液分别

为含有 110 molPL PROHPETG+ 0125 molPL 蔗糖, 015
molPL PROHPETG+ 0125 molPL 蔗糖和 0125 molPL 蔗
糖的mDPBS; 胚胎培养液为 KSOM-AA ( Chemicon,

MR-106-D)。

112  小鼠 2-细胞胚胎的收集

昆白系雌性小鼠 (购自中国科学院遗传发育研

究所) , 22- 25 g, 光控条件下饲养 ( 12 h 光照, 12

h黑暗)。超排鼠于下午 4: 00腹腔注射 10 IU 孕马

血清促性腺激素 ( Pregnant mare serum gonadotrophin,

PMSG) (宁波第二激素厂) , 48 h后腹腔注射 10 IU

人 绒 毛 膜 促 性 腺 激 素 ( Human chorionic

gonadotrophin, hCG) (宁波第二激素厂) , 随即与雄

鼠合笼, 次日晨检查雌鼠阴栓, 见栓鼠在注射 hCG

后 44 h收集输卵管 2-细胞胚胎。选取形态正常的

2-细胞胚胎, 随机分成 ETG冷冻组、PROH 冷冻组

和对照组。

113  胚胎冷冻与解冻

将胚胎移入 115 molPL ETGPPROH 冷冻保护液

中平衡 5 min, 再移入 115 molPL ETGPPROH+ 011
molPL 蔗糖冷冻保护液中平衡 5min, 然后吸入 0125
ml塑料冷冻细管中, 放入程序冷冻仪 ( Cryologic

Australia, CL-8000) 的冷冻槽内进行冷冻降温。降

温程序为: 起始温度 22 e , 以 2 e Pmin的降温速度

降至- 7 e , 在- 7 e 停留 2 min 开始人工植冰, 植

冰后再停留 10 min, 然后以 013 e Pmin的速度降至

- 32 e , 投入液氮保存。
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胚胎解冻时, 将冻胚细管从液氮中取出, 在室

温 ( 25 e ) 空气中停留 15 s, 然后放入 35 e 水浴解

冻10 s; 剪开细管封口, 将胚胎小心移入 110molPL
PROHPETG+ 0125 molPL 蔗糖解冻液中平衡 10 min;

再将胚胎移入 015 molPL PROHPETG+ 0125 molPL 蔗
糖解冻液中平衡 10 min, 之后移入 0125 molPL 蔗糖
液中平衡 10 min。最后将胚胎移入含 10% FCS 的

mDPBS中洗 3遍, 镜检。根据卵裂球完整程度将卵

裂球形态正常的胚胎为存活组 ( Intact embryos,

IEs) , 卵裂球结构部分损伤的胚胎为部分存活组

(Partial embryos, PEs) , 卵裂球结构完全损伤为死

亡组 ( Damaged embryos, DEs) , 分别统计各组胚胎

数量。

114  胚胎体外培养及囊胚细胞计数

2-细胞胚胎解冻后, 只将形态完整的胚胎

( IEs) 移入预先平衡好的KSOM-AA培养液中于 CO2

培养箱中培养 72 h, 统计胚胎的囊胚发育率及孵化

胚发育率, 并对各组扩张囊胚进行细胞计数, 作为

判定 囊胚质量的一 个指标。囊胚计数按 照

Papaioannou et al1 ( 1988) 介绍的方法稍加修改, 将

体外发育的各组囊胚分别移入 4% 多聚甲醛的无

Ca
2+

, 无 Mg
2+
的 PBS [ PBS ( - ) ] 液中室温固定

30 min, 然后用 PBS ( - ) 洗 3 次; 移入 015%
Triton-X100 ( Ameresco ) 的 PBS ( - ) 中室温穿透

15 min, 之后用 PBS ( - ) 洗 3遍; 再移入 2 LgPml

的Hoechst 33342中 37 e 孵育 15 min, PBS ( - ) 洗

3次后将胚胎移入载玻片上的防淬灭剂液滴中, 封

片。在倒置荧光显微镜 ( Olympus, IX77; CCD:

diagnostic, RT Colors SPOT 21211) 下观察, 计数。

各组统计的囊胚数为 22- 24 枚。对照组为不经冷

冻的新鲜 2-细胞体外培养的囊胚。

115  胚胎移植

2细胞胚胎体外培养 72 h后, 随机选取各组囊

胚移植到假孕 D4的受体母鼠子宫角内, 每侧子宫

角移植 4- 8枚胚胎。受体妊娠到期产仔时, 记录

产仔率。

116  细胞骨架检测

2-细胞胚胎解冻后, 体外培养 1 h, 1 h 后用

4%的多聚甲醛对各组形态完整的部分胚胎室温下

固定 30 min, 然后用洗涤 3 遍, 再将胚胎移入

015%的TritonX-100 (Ameresco) 中穿透20 min, PBS

( - ) 洗 3遍后移入 5%的 BSA封闭 1 h, 移入2 LgP
ml的FITC标记的鬼笔环肽于4 e 孵育过夜, 用PBS

(- ) 充分洗涤 3 - 4 遍, 将胚胎移到 1 LgPml 的

Hoechst33342进行核染色, 室温下 10- 15 min, 洗

涤后将胚胎移入载玻片上, 封片。最后在共聚焦显

微镜 ( Zeiss Meta 510, USA) 下观察胚胎细胞微丝

的定位及完整性。

117  统计分析

卵裂球完整率和囊胚细胞数以 Mean ? SE 表

示。PROH 组, ETG组和对照组的 2-细胞胚胎体外

培养囊胚发育率和孵化率依据 SPSS1115 软件 One-

way ANOVA分析, 组间差异采用 LSD 检验, df 表

示组内自由度, 试验重复 3次; 胚胎妊娠产仔率进

行 V
2
独立性检验。P < 0105 表示差异显著; P<

0101表示差异极显著。

2  结  果

211  2-细胞胚胎冷冻- 解冻后卵裂球完整性

对解冻后 2-细胞胚胎的形态进行划分和统计,

结果显示 PROH 组 IEs、PEs 和 DEs 所占比例分别

为 5918% ? 216%、21% ? 119%、1912% ? 412%,

与 ETG 组 ( 51% ? 417%、23% ? 214%、26% ?

5%) 比较, 两组 IE 比例差异显著 ( P < 0105) ,
PEs和 DEs差异不显著 ( t-test, df = 4, P> 0105) ;
但两组胚胎存活率 ( IEs+ PEs) 分别为 8118% 和
7415%, 两者比较无统计学差异 (图 1)。

212  2-细胞胚胎解冻后囊胚发育率和孵化率

各组胚胎解冻后只将 IEs进行体外培养, 比较

胚胎体外培养 72 h 后囊胚发育率及孵化率, 结果

见图2。结果显示采用 PROH 作为冷冻保护剂解冻

后的2-细胞胚胎发育至 4-细胞的比率 ( 8217% ) 和

囊胚发育率 ( 6112%) 要极显著地高于 ETG 组

( 6416%和 2911%; df = 8, P< 0101) , 但各组胚胎
孵化率无统计差异 ( One-way ANOVA, LSD检验,

P> 0105)。
213  囊胚细胞计数结果

胚胎体外培养 72 h后, 对各组囊胚进行细胞

计数, 结果如图 3所示。数据统计结果显示 PROH

组和 ETG组囊胚细胞数目与对照组差异无统计意

义 ( 4716 ? 916、4519 ? 913 vs 4815 ? 1115) , 结果
表明胚胎冷冻不会影响囊胚期的细胞数, 只要胚胎

能发育至囊胚无论采用 PROH作为冷冻保护剂还是

采用ETG, 囊胚细胞数目与对照组比较均没有显著

的差异 ( One way ANOVA, LSD检测, F= 01261, df

(组内) = 65, df (组间) = 2; P> 0105)。
214  胚胎移植的效果

将试验组和对照组体外发育 72 h 的囊胚移植
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图 1  小鼠 2-细胞冷冻胚胎解冻后卵裂球完整率 ( t-检验)

Fig1 1  Percentage of damaged blastomeres in 2-cell stage mouse embryos frozen with PROH and ETG ( t-test)

 

图 2 2-细胞期胚胎 PROH冷冻组, ETG冷冻组和对照组胚胎体外发育 72 h后胚胎形态和发育率

A. PROH 组胚胎体外培养 72 h后胚胎。B. ETG组胚胎体外培养 72 h后胚胎。C. 对照组胚胎体外培养 72 h后胚胎。D. 各组胚胎体外培

养 4-细胞发育率 (点状直方图)、囊胚发育率 (灰色直方图) 和孵化率 (斜线直方图)。标尺= 50 Lm。

**表示 ETG组胚胎 4-细胞发育率和囊胚率与PROH 和对照组比较差异有统计意义 ( LSD 检验, P< 0101)。

Fig12  The morphology and developmental rate of thawed two-cell embryos in PROH group, ETG group and control group after

72h culture in vitro

A. PROH group embryos after 72 culture in vitro. B. ETG group embryos after 72 h culture in vitro. C. Control group embryos after 72 h culture in vi tro.

D. Histogram of dot , histogram of gray and histogram of oblique show ing the rate of 4- cell, blastocyst and hatched blastocyst respectively. Bar= 50 Lm.

** Represent significant difference of ETG group compared to PROH group and control group ( LSD test of One-way ANOVA, P < 0101) .
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图 3 PROH冷冻组, ETG冷冻组和对照组胚胎体外培养 72 h后囊胚的细胞总数 ( Mean? SD)

三组之间比较差异无统计学意义 ( LSD-检验, P > 0105)。A. PROH 组囊胚。B. ETG组囊胚。C. 对照组囊胚。D. 三组囊胚细胞数的统计

图。标尺= 20 Lm。

Fig13  The number of cells in a blastocyst after 72 h culture in PROH, ETG and control group (Mean ? SD)

No signif icant difference was observed among different groups ( LSD-test, P > 0105) . A. A blastocyst of PROH group. B. A blastocyst of ETG group. C. A

blastocyst of Control group. D. Histograms showing the number of cells of blastocysts in each group. Bar= 20Lm.

 

到假孕母鼠子宫角内。PROH 组移植胚胎数为 36

枚, 受体鼠为 3只, 2只妊娠, 产仔 7只; ETG 组

移植胚胎数为 17 枚, 2 只受体鼠都妊娠, 产仔 4

只; 两试验组妊娠产仔率比较差异不显著 ( V
2
-

test, df = 2, P= 01585) , 但显著地低于对照组妊
娠产仔率 ( V

2
-test , df = 4, P< 0105) , 结果见表1。

215  2-细胞胚胎冻后细胞骨架完整性检测结果

2-细胞胚胎解冻后, 对其微丝蛋白在卵裂球内

的分布进行免疫荧光定位检测 (图 4)。

在图 41A中, 共聚焦显微镜扫描结果显示细

胞骨架完整的胚胎微丝均匀地分布于细胞的皮质

区, 在两个卵裂球连接处微丝蛋白的分布丰富; 而

表 1 2-细胞胚胎冻后体外培养 72 h的囊胚移植结果

Table 1  Developmenttal competence of blastocysts derived from two- cell embryos after 72 h culture in vitro proceeded by

cryopreservation and thawing

组别

Group

受体

Number of

recipient

移植胚胎

Number of

transferred embryo

妊娠受体数

Number of pregnancy

recipient

妊娠受体移植胚胎数

Number of transferred

embryo of pregnancy recipient

胚胎成仔率

Rate of embryo

developed to term

PROH 3 36 2 26 2619% ( 7P26) a

ETG 2 17 2 17 2315% ( 4P17) a

Control 3 34 3 34 3214% ( 11P34) b

同一栏内不同的上标字母表示差异显著 ( V2-检验, P < 0105)。

Different superscripts in the same column denote significant difference ( V2-test , P< 0105) .
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图 4 比较 PROH组和 ETG组 2-细胞胚胎解冻后细胞骨架完整性

所有图像均在同一个参数下进行扫描。A. 细胞骨架完整的胚胎。B. 细胞骨架受损的胚胎。C. 细胞骨架完整与不完整胚胎所占比例。

标尺= 10 Lm。

Fig14  Effect of freezing on the cytoskeleton distribution of mouse embryos

Confocal images were made at the same optical parameter. A. an embryo of cytoskeleton integrity. B. an embryo of cytoskeleton disrupt ion. C. the percentage

of embryos between cytoskeleton integrity or not. Bar= 10Lm.

 

细胞骨架遭受破坏的胚胎微丝蛋白着色不均匀, 蛋

白表达也非常弱 (图 4B)。图 4C 显示的是 PROH

组和ETG组细胞骨架完整和不完整胚胎所占的比

例。结果显示 ETG 组细胞骨架受损的胚胎数要高

于PROH 组。

3  讨  论

PROH 和 ETG在化学结构和某些化学特性相

似, 针对它们同属于醇类且分子量和化学性质 (细

胞高渗透性和低毒性) 相似的特点, 本试验比较了

这两种保护剂对小鼠 2-细胞胚胎冷冻效果。结果表

明采用PROH 作为冷冻保护剂对小鼠 2-细胞胚胎冷

冻保存时, 解冻后2-细胞胚胎发育为4-细胞胚胎的

比率和囊胚发育率要显著地高于 ETG 组, 结果与

Emiliani et al. ( 2000) 对小鼠合子冷冻的结果基本

一致。但从解冻后卵裂球完整性统计中可以发现

PROH 组胚胎解冻后存活率与 ETG组存活率并无显

著的差异, 与Bafrani et al. ( 2003) 研究小鼠受精卵

冷冻时的结果不一致。有趣的是虽然两试验组胚胎

解冻后存活率无显著差异, 但 PROH 组 4-细胞胚胎

发育率和囊胚率却极显著地高于 ETG 组。这一结

果提示了解冻后两试验组胚胎虽然在细胞形态上和

存活率上无差别, 但可能是由于胚胎细胞内一些器

官发生了致命的损伤, 从而引起 ETG 组多数胚胎

停滞发育。

胚胎冻存后不可避免地会对细胞造成一定的伤
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害, 而影响胚胎冷冻后不发育的原因很多, 即冷冻

保存对胚胎的损伤是全方位的。冷冻可能引起胚胎

透明带 ( ZP) 收缩 ( Garrisi et al. , 1992) , 破坏细

胞骨架结构 ( Dobrinsky, 2001) , 损伤细胞膜和细胞

内部结构的完整性 (Yildiz et al. , 2007) , 线粒体代

谢失活 ( Coticchio et al. , 2005) , 染色体异常等

(Khalifa et al. , 2008)。其中细胞骨架损伤是冷冻保

存最常见的, 而细胞骨架对于维持细胞的形态结构

及内部结构的有序性起着关键作用, 在细胞运动、

物质运输、能量转换、信息传递和细胞分化等方面

也发挥了重要的功能 ( Grain, 1986)。有研究表明

低温冷冻保存会引起细胞骨架的形态发生改变

(Vincent and Johnson, 1992) , 胚胎解冻后 1 h 后微

管和微丝的形态虽基本能恢复正常, 但是仍有部分

胚胎细胞骨架严重受损, 影响其后胚胎的分裂及进

一步的发育 ( Dobrinsky et al. , 2000)。Tharasanit et

al. ( 2005) 研究发现低温冷存后会严重影响马囊

胚细胞微丝骨架的完整性。尽管前期的多数研究都

表明冷冻保存会造成细胞微丝骨架蛋白受损, 但并

不是所有的胚胎都有微丝的损伤。本试验对解冻后

的胚胎进行微丝免疫荧光定位检测, 并统计 PROH

组和 ETG组胚胎微丝骨架的损伤比例, 结果显示

两个试验组胚胎都存在细胞骨架的损伤, 但数据统

计可知 ETG组细胞骨架受损的胚胎数要显著地高

于PROH 组。因此, 细胞骨架分析结果表明本试验

ETG对 2-细胞胚胎冷冻保存效果显著低于 PROH 其

主要原因在于胚胎细胞骨架损伤的情况要显著地

高。

评价某种冷冻解冻程序及冷冻保护剂是否成功

的标准是解冻后的胚胎能否能发育为一个完整的个

体。为了进一步比较两种冷冻保护剂对小鼠 2细胞

胚胎的冷冻效果, 本试验将体外发育 72 h 后的囊

胚进行子宫移植, 结果显示冷冻胚胎能够在受体母

鼠子宫中发育, 并能形成正常的个体。尽管 PROH

冷冻组胚胎囊胚发育率要显著地高于 ETG, 但两种

冷冻保护剂胚胎移植后妊娠产仔率无统计上的差

异。结果表明冻存胚只要能发育到囊胚, 不管采用

PROH还是 ETG作为冷冻剂, 两组胚胎移植后产仔

率无显著差异。本研究结果表明采用 PROH 作为冷

冻保护剂对小鼠 2-细胞胚胎冷冻保存效果要显著优

于ETG。
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