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牛血清白蛋白对小鼠原核期胚胎玻璃化冷冻的影响 
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摘要：以小鼠原核期胚胎为对象，以胚胎的存活率、卵裂率、囊胚率以及囊胚细胞数作为检测指标，在M2 

液的基础上添加 8种浓度 (0，2，4，8，16，32，64，96 mg／mL)牛血清白蛋白 (BSA)配置防冻液，探讨防 

冻液和玻璃化冷冻后对胚胎发育的影响。BSA防冻液对胚胎发育影响的实验结果表明，8个浓度组间以及与对 

照组问胚胎的卵裂率、囊胚率以及囊胚细胞数无显著差异 (P>0．05)，说明在防冻液中加入一定浓度的 BSA 

对小鼠胚胎无毒性作用。防冻液经玻璃化冷冻后对胚胎发育影响的实验表明，8个浓度组间冷冻胚胎复苏后的 

存活率、卵裂率、囊胚率及囊胚细胞数无显著差异 (P>0．05)。表明BSA在这种防冻液中没有明显的保护作 

用。从经济、实用、生物安全角度考虑，不支持在玻璃化防冻液中添加BSA。 
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Effect 0f Bovine Serum Albumin on Vitrification of 

Pronuclear·Stage Mouse Embryo 

GUAN M01一，YANG Shi—hua1，Sl We．1f2，CAl Ke—iun1，Jl Wei—zhi1， 

f1．Kunming Institute ofZoology，the Chinese Academy ofSciences，Kunming，~nnan 650223，China 

2．Graduate School，the Chinese Academy ofSciences，Be ng 100039，China) 

Abst~ ：The cryoprotective effect and toxicity of Bovine Serum Albumin(BSA)at 8 concentrations(0，2，4，8， 

16，32，64，96 mg／mL，respectively)supplemented in cryoprotectant solutions on mouse pronuclear—stage embryo vitrifi— 

cation were studied．Survival rate，cleavage rate，blastocyst rate and mean cell numbers of blastocyst of vitrified embryos 

were used as criterion to evaluate the effect of BSA on the post—thawed embryos development．Th e results showed that no 

statistical differences of survival rate，cleavage rate，blastocyst rate and mean cell numbers of blastocyst of vitrified groups 

both in the toxic effect assay(P>0．05)and the vitrification assay(P>0．05)．The results indicated that BSA in this 

cryoprotectant solutions has no effect on the viability of pronuclear—stage emb ryos．Economical，practical and biosecure 

considerations do not suppo rt the use of BSA in vitrificationsolutions． 

Key words：BSA；Vitrification；Pronuclear—stage emb ryos：Mouse 

自从 1972年小鼠胚胎超低温冷冻成功并产生 

后代 (WhittinghalTI et al，1972)以来，哺乳动物胚 

胎低温保存的基础和应用研究已经取得了长足的发 

展，先后有十几种哺乳动物胚胎的低温保存取得成 

功 (Rall，1992)。早期哺乳动物胚胎低温保存主要 

使用慢速降温一慢速复苏的方法。直到 1985年， 

Rail&Fahy首次使用一种无冰晶的超快速的冷冻方 

法——玻璃化冷冻法，成功冷冻了小鼠胚胎。从 

此，玻璃化冷冻法逐渐成为最主要的低温保存技术 

之一。近 10来年，玻璃化冷冻法在家畜胚胎冷冻 

方面也取得了较好的效果 (Massip et al，1986； 

Yaswiati& Hohz， 1990；Kasai et al， 1992；Begin et 

al，2003)。玻璃化冷冻法与传统的慢速冷冻法相 

比，主要有两点优势：首先，玻璃化冷冻法在降 
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温、储藏和复苏过程中避免了细胞内外冰晶的形 

成，缩短了胚胎在某一敏感温度范围的平衡时间， 

减轻了在慢速冷冻过程中对细胞造成的冷冻损伤。 

其次，玻璃化冷冻法缩短了冷冻过程所需的时间， 

操作简便，不需要价格昂贵的程序降温仪，降低了 

实验成本 (Sun＆Hu，2003)。快速的降温速率和 

高浓度的防冻剂，是玻璃化冷冻法获得成功的必要 

条件，但玻璃化冷冻中高浓度的防冻液对胚胎会有 

潜在的生物和化学毒性 (Bagis et al，2004)。玻璃 

化冷冻法研究的重点之一是寻找容易实现玻璃化且 

对胚胎损伤较小的低毒性防冻剂。在防冻液中添加 

大分子聚合物 (PVP，Ficoll和右旋糖苷)、糖类以 

及蛋白不仅能产生玻璃化作用且能降低渗透性防冻 

剂的使用浓度 (渗透性防冻剂的浓度 >30％)，结 

果不影响防冻液的玻璃化特性，还可以降低对细胞 

的生物和化学毒性 (Palasz&Mapletoft，1996)，缓 

解高浓度的防冻剂液对胚胎造成的损伤 (Shaw et 

al，1997)。 

牛血清白蛋白 (BSA)作为一种大分子物质， 

具有稳定细胞膜、抑制脂质过氧化 (Alvarez＆ 

Storey，1993)、增溶和乳化等作用 (De Leeuw et 

al，1993)。它可能通过阻止细胞膜磷脂的过氧化 

或溶解磷脂使膜具有一定的流动性，减少膜脂在冷 

冻过程中的损伤 (Watson，1981)；也可能通过降 

低液体表面张力 (Palasz et al，1995)，增强膜的渗 

透性和缓解由渗透压变化而造成的损伤的作用 

(Webster，1982)。因而普遍被用在胚胎操作液、 

培养液和防冻液中 (Braun et at，1995)。此外，加 

有BSA的防冻液具有表面活化的特性，这一特性 

在降温和复苏中有利于减少或降低冰晶的形成 

(Vicente et al，1999)。BSA已在牛 (De Leeuw et 

al，1993)和鲑鱼 (Cabrita et al，2001)精子，小 

鼠 (Shaw＆Trounson，1989)、马 (Braun et al， 

1995)、兔 (Vicente et al，1999)胚胎的慢速冷冻 

中，作为种质细胞防冻液的组分之一。研究认为 4 

mg／mL的 BSA 有最好 的保 护作 用 (Harison， 

1987)。但在玻璃化冷冻过程中，玻璃化防冻液中 

渗透性防冻剂的浓度很高，胚胎常处于急剧膨胀和 

收缩、急剧升温和降温的过程中，细胞膜更需要很 

好的保护，但是 BSA在胚胎玻璃化冷冻过程中是 

否有很好的保护作用，是否存在最适宜浓度还尚未 

见详细报道。本实验选用对低温保存敏感的原核期 

胚胎 (Bemart et al，1994)，研究不同浓度的 BSA 

在玻璃化冷冻过程中对原核期小鼠胚胎的保护作 

用。 

1 材料与方法 

1．1 胚胎的来源和收集 

实验用鼠为6～8周龄昆明白雌鼠和 10～12周 

龄C57BL／6×DBA／2的F1代雄鼠 (由四川省医学 

科学院实验动物研究所提供)。饲养条件为人工控 

温22～26 o【=，12L：12D光照，自由饮水取食。昆 

明白雌鼠先腹腔注射 IOIU PMSG(天津市华孚高新 

生物技术公司生产)，48 h后腹腔注射 IOIU hCG 

(丽珠集团丽宝生物生化制药有限公司生产)。随后 

与C57BL／6×DBA／2的F1代雄鼠合笼，次日早上 

检查阴道栓。在注射 hCG 23～25 h后，有阴道栓 

的雌鼠断颈处死，分离输卵管并除去粘附的血液和 

脂肪，然后置于M2+4 mg／mL BSA中，撕开膨大 

的输卵管壶腹部，使卵团流出，然后在含 300 IU／ 

mL透明质酸酶中处理，约 3 min后，胚胎移入 M2 

+4 mg／mL BSA中洗涤3次，在Nikon一40倒置显微 

镜下观察胚胎的形态，挑取形态完整和有两个原核 

的胚胎用于实验。 

1．2 实验用液体的配置 

所有防冻液的配方参照 Dinnyes et al(2ooo)。 

本实验中，使用的平衡防冻液、玻璃化防冻液以及 

复苏液都是在M2液的基础上配置。平衡防冻液是 

在M2液中加入 8％ (v／v)乙二醇 (Ethylene sly— 

col，EG：E一9192，Sigma)，并分别加入 0、2、4、 

8、16、32、64、96 mg／mL的 BSA (A一9647，Sig— 

ma)配置而成。玻璃化防冻液是在 M2液中加入 

35％ (v／v)EG、0．5 mol／L蔗糖 (S一1888，Sigma) 

以及相应浓度的 BSA。复苏液是在 M2液中加入 

0．4 mol／L蔗糖及相应浓度的BSA配制而成。胚胎 

培养选用 mKSOM 培养 液 (Lawitts ＆ Biggers， 

1993；Erbaeh＆Papaioannou，1994)。 

1．3 胚胎培养 

复苏后的胚胎移入mKSOM培养液，于 37 o【=、 

5％CO2、95％空气、饱和湿度的二氧化碳培养箱 

中培养 96 h至囊胚。 

1．4 胚胎复苏后的检测 

复苏后 4 h检查胚胎的复苏率，以透明带完好 

无损、卵周隙清晰、胞内无碎片的胚胎记为存活胚 

胎 (图1A)，存活胚胎数与冻存胚胎总数之比为存 

活率。在培养19 h后检查细胞的卵裂率，有正常两个 
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图 1 玻璃化冷冻复苏后小鼠原核期 (AJ、2一细胞期 (B)、囊胚期胚胎 (C)及Hochest 33342染色囊胚 (D) 

Fig 1 Post—thawed embryos development at pronuclear stage(A)，2-cell stage(B)．blastocyst stage(c)and 

blasloCyst stained by Hoche~t 33342(D) 

分裂球的二细胞胚胎视为正常卵裂 (图 1B)，正常 

卵裂的胚胎数与存活胚胎数之比为卵裂率。培养 

96 h后，检查发育至囊胚 (图1C)的胚胎数，囊 

胚数与正常卵裂的胚胎数之比为囊胚率。获得的囊 

胚用 Hochcst 33342(10 me,／n1L)染色，在培养箱 

中温浴 15 min后，压片．在荧光显微镜紫外光下 

计数，每一个囊胚中细胞核 (图 lD)的数目记作 

囊胚细胞数。 

1．5 实验设计 

本实验共设 9组：以BSA的浓度分为 8组， 

即0、2、4、8、16、32、64、96 mg／mL；对照组 

为新鲜的胚胎，不经任何处理，直接在mKSOM培 

养至囊胚。首先检测 BSA防冻液对小鼠胚胎发育 

的影响，然后用此防冻液对小鼠胚胎进行玻璃化冷 

冻实验。 

1．5．1 防冻液对胚胎发育的影响实验 把原核期 

的小鼠胚胎在室温 (20～25℃)的平衡液中平衡 

10min后，转人50 的玻璃化防冻液中；然后用 

0．25 mL的普通麦管 (France)，依次吸人 2 cm的 

玻璃化防冻液一0．5 CIII的空气一2 on的有胚胎的 

玻璃化防冻液一0．5 cm的空气一1 cin的玻璃化防 

冻液，封口。 

在玻璃化防冻液中停留40 s，不经过降温步 

骤，直接将管中的防冻液转入0．4 mol／L蔗糖的复 

苏液中，平衡 3～5 min后，将胚胎依次转入到 

0．2、0．】mol／L的蔗糖复苏液和M2液中，各平衡 

3～5 rain，然后转入新鲜的mKSOM培养基中继续 

培养。实验重复6次 

1．5．2 小鼠胚胎的玻璃化冷冻实验 胚胎冷冻前 

的平衡和装管方法同前。装管后投入液氮。从胚胎 

转入玻璃化防冻液到装管投入液氮，此过程控制在 

3O～40 s内 胚胎在液氮中保存 i天后复苏。 

复苏时，将麦管从液氮中取出，在空气中停留 

5 s，放入 20—25℃的水浴中，5 s后取出麦管， 
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剪掉麦管两端，将麦管中的防冻液转入 0．4 mol／L 

蔗糖的复苏液中，平衡 3—5 min后，将胚胎依次 

转入到0．2 mol／L、0．1 mol／L的蔗糖复苏液和 M2 

液中各平衡3—5 min后，转入新鲜的mKSOM培养 

基中继续培养。实验重复8次。 

1．6 统计分析 

实验结果用平均值±标准差表示。百分率经过 

平方根的反正弦转换，采用单因素方差分析，用最 

小显著差数法 (1east significant difference test)比较 

两两数据间的差异显著性。 

2 结 果 

2．1 不同BSA浓度防冻液对胚胎复苏后存活率、 

分裂率和囊胚率的影响 

8组 BSA防冻液对胚胎发育影响的实验结果见 

表 1。不同BSA浓度防冻液对胚胎复苏后存活率、 

分裂率和囊胚率无显著影 响 (ANOVA，P> 

0．05)。卵裂率：64 mg／mL组最低 (94．9％)，0 

mg／mL组最高 (99．1％)；囊胚率：8 mg／mL组最 

低 (77．2％)，对照组最高 (88．8％)；囊胚的平均 

细胞数：8 mg／mL组最低 (95．8)，对照组最高 

(101．4)，但各浓度组及对照组均无显著差异 (P 

>0．05)。 

2．2 不同BSA浓度防冻液在玻璃化冷冻中对胚胎 

复苏后的存活率、卵裂率和囊胚率的影响 

8组防冻液玻璃化冷冻结果见表2。不同BSA 

浓度防冻液在玻璃化冷冻中对胚胎复苏后的存活 

率、卵裂率和囊胚率无显著影响 (ANOVA，P> 

0．05)。存活率：96 mg／mL组最低 (83．9％)，64 

mg／mL组最高 (94．9％)，但各组间无显著差异 

(P>0．05)。卵裂率：32 mg／mL组最低 (93．4％)， 

96 mg／mL组最高 (98．4％)，各组间无显著差异 

(P>0．05)。囊胚率：2 mg／mL组最低 (40．7％)， 

对照组最高 (85．9％)，各浓度组间无显著差异 

(P>0．05)，但所有浓度组与对照组都有显著差异 

(P<0．05)。囊胚的平均细胞数：96 mg／mL组最 

低 (92．0)，2 mg／mL组最高 (102．4)，但各组间 

无显著差异 (P>0．05)。 

3 讨 论 

本实验在EG防冻液的基础上加入不同浓度的 

BSA，首先检测不同浓度的BSA防冻液对小鼠原核 

期胚胎发育的影响。结果发现，即使 BSA达到 96 

mg／mL浓度时也没有表现出对胚胎发育的影响。 

可见，BSA在一定浓度范围内对胚胎无毒性。 

在不同物种、不同发育阶段胚胎的冷冻中， 

BSA的保护作用不同。在牛胚胎的慢速冷冻过程 

中，BSA在 10％甘油的防冻液中对胚胎没有显示 

出保护作用，而在5％甘油中却有一定的保护作用 

(Palasz，2000)。同样，在小鼠2一细胞胚胎的超 

快速冷冻中，BSA在3．0 mol／L的二甲亚砜防冻液 

中也没有保护作用(Shaw&Trounson，1989)。本实 

表 1 8种浓度BSA防冻液对小鼠原核期胚胎发育的影响 

Tab．1 Effects of eight kinds of concentrations of BSA on further development of non-vitrified pronuclear-stage 

mouse embryos 

各组之间无显著差异 (最小显著差数法，P>O．05)。 

There we∞nO significant difference among groups(1east significant difference test，P>0．05) 
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表 2 8种BSA浓度的防冻液对小鼠原核期胚胎玻璃化冷冻的影响 
Tab．2 Effects of eight kinds of concentrations of BSA on survival and further development of vitrified／warmed 

pronuclear—stage mouse embryos 

上标字母不同表示差异显著 (最小显著差数法，P<0．05)。 

Different superscripts indicate significant difference(1east significant difference test，P<0．05) 

验选用对冷冻更为敏感的小鼠原核期胚胎，采用了 

以35％EG防冻液为基础的玻璃化冷冻方法，在玻 

璃化冷冻过程中，无论是低浓度 (0 mg／mL)还是 

高浓度 (96 mg／mL)的BSA，其组成的防冻液对冷 

冻胚胎复苏后的存活率、分裂率、囊胚率及囊胚平 

均细胞数均无影响，说明BSA在玻璃化冷冻过程中 

未显示出协同保护作用，也未表现出降低 EG毒性 

的作用。这可能与防冻液中EG浓度、冷冻条件以 

及防冻液的组成比例有关。 

BSA是一种细胞表面活性剂，添加在防冻液中 

防止胚胎和麦管黏附而丢失 (Shaw&Trounson， 

1989)。但在实验操作过程中，即使低浓度的BSA 

组中，也未发现胚胎丢失的情况，这可能与EG本 

身也具有表面活性剂的特性有关。另外，在64 mg／ 

mL BSA组和 96 mg／mL BSA组中，由于 BSA的浓 

度过高，操作过程中容易产生气泡而丢失胚胎，而 
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大蹼铃蟾抗精子多肽是从大蹼铃蟾皮肤中分离得到的一种单链抗精子多肽，其在聚丙烯酰胺多肽凝胶 

电泳上的表观分子量还原和非还原条件下为 8 kDa，等电点8．8。大蹼铃蟾抗精子多肽的N端具20个氨基 

酸残基序列。制备方法是将活体大蹼铃蟾用水清洗干净，置于带盖的玻璃容器中，滴加无水乙醚，密闭容 

器3～5分钟，可见大量的泡沫状物质从大蹼铃蟾皮肤分泌出来，收集分泌物，离心去除沉淀，冷冻干燥 

后，经离子交换，凝胶过滤纯化后得到。具有较强精子制动活性和丝氨酸蛋白酶抑制活性，可应用于制备 

避孕药物和制备治疗胰腺炎及其他炎症药物。该研究内容获得 “大蹼铃蟾抗精子多肽及其制备方法和在制 

药中的应用”专利授权 (zLoo130617．0)。 

大蹼铃蟾皮肤肽是从大蹼铃蟾皮肤分泌物中分离得到的一种单链多肽，分子量 2674．2，等电点 9．8， 

多肽全序列一级结构。其制备方法是将活体大蹼铃蟾用水清洗干净，置于带盖的玻璃容器中，滴加无水乙 

醚，密闭容器 3～5分钟，可见大量的泡沫状物质从大蹼铃蟾皮肤分泌出来，收集分泌物，离心去除沉淀、 

冷冻干燥后，经离子交换、凝胶过滤柱层析分离纯化。大蹼铃蟾皮肤肽可应用于制备治微生物感染疾病药 

物、肿瘤治疗药物。具有显著的抑制细菌和真菌生长、肿瘤细胞抑制活性高等优点。该研究内容获得 “大 

蹼铃蟾皮肤肽及其制备方法和在制药中的应用”专利授权 (ZL00122415．8)。 
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