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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ（Ｂ６）小鼠冷冻复苏胚胎移植后所得小鼠及其子代的平均体增长和血液生化

等部分生物学特性数据的变化。 方法　 实验分为 ３ 组。 实验组 Ｉ：冻融胚移植组， Ｂ６ 小鼠体外受精后的 ２⁃ｃｅｌｌ 胚胎

采用 ＥＦＳ 法冷冻，复苏后移植到受体（ＩＣＲ 小鼠）输卵管内所产的小鼠（雄鼠 ３０ 只，雌鼠 ２０ 只）；实验组 ＩＩ：冻融胚

胎移植所产的小鼠成熟后经自然交配得到的子一代（雄鼠 ２６ 只，雌鼠 １７ 只）；对照组：正常饲养和自然交配所得的

子代（雌雄小鼠各 ２０ 只）。 ３ 组小鼠饲养至 １６ 周龄，每周定时测定体质量，至 １６ 周龄时采血，测定各组小鼠血清生

化值，并进行分析比较。 结果　 实验组 Ｉ 雌雄小鼠初生重和 １ ～ １６ 周的平均体重均显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），实
验组 ＩＩ 雌鼠体重从 １２ 周开始均显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而雄鼠只有部分周龄与对照组有差异，其余周龄则差

异无显著性；实验组 Ｉ 和实验组 ＩＩ 小鼠的血清生化值与对照组相比除 ＡＳＴ、ＴＰ 和 Ｃａ 等项目无变化外，其余项目均

发生了显著或极显著的上调或下调。 结论　 冷冻对胚胎移植所得小鼠及其自然繁殖子一代的平均体增长和血清

生化值有一定影响。
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　 　 胚胎冷冻保存的研究起始于上世纪 ４０ 年代末，
Ｐｏｌｇｅ 和 Ｓｍｉｔｈ［１］ 用甘油作防冻剂，保存兔胚胎获得

成功。 １９７２ 年 Ｗｈｉｔｔｉｎｇｈａｍ 等［２］用慢速冷冻方法获

得小鼠胚胎的成功保存。 １９７８ 年 Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ［３］ 建立

了玻璃化冷冻保存技术。 此后，随着辅助生殖技术

的发展，胚胎冷冻技术日新月异，冷冻的物种范围

也不断扩展。 玻璃化冷冻是指是应用高浓度的冷

冻保护剂保护细胞，通过快速冷冻从而避免细胞内

冰晶形成的一种冷冻技术。 与传统的程序化冷冻

相比，具有操作简便、省时、冷冻损伤小等特点，因
此成为胚胎冷冻保存技术的研究热点［４，５］。 然而，
玻璃化冻存液浓度很高，在常温下对胚胎具有一定

的毒性，并且冷冻这一处理也会对胚胎产生一定的

影响。 现阶段研究多集中在胚胎冷冻复苏对配子

和胚胎的发育潜能，以及胚胎表观遗传学方面的

影响［６］。
本研究以 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为研究对象，对冷

冻复苏移植所得小鼠及其后代（子一代）的部分生

物学特性与正常繁育的小鼠进行比较，旨在探讨胚

胎冷冻对冷冻所得个体及其子代的影响，现将初步

结果报告如下。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ＪＳｌａｃ 小鼠，受体小鼠为 ＳＰＦ 级

ＩＣＲ 小鼠，均由上海斯莱克实验动物有限责任公司

提供（ＳＣＸＫ（沪）２０１２—０００２）。 小鼠饲养于屏障式

动物房内 （ ＳＹＸＫ （沪） ２０１２ － ０００２ ），温度 （２０ ～
２４）℃，相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ，以６０Ｃｏ 辐照灭菌（３０
ｋＧｙ）的配合饲料（沪饲证 ＜ ２０１４ ＞ ０４００１）饲养，自
由采食和饮水，１２ ｈ 明 ／ １２ ｈ 暗自动光控。
１􀆰 ２　 实验分组

实验分为 ３ 组，实验组 Ｉ：冻融胚移植组，Ｂ６ 小

鼠体外受精后的 ２⁃ｃｅｌｌ 胚胎，采用 ＥＦＳ 法冷冻，复苏

后移植到受体（ ＩＣＲ 小鼠）输卵管内所得到的小鼠

（雄鼠 ３０ 只，雌鼠 ２０ 只）；实验组 ＩＩ：冻融胚胎移植

所得的小鼠成熟后经自然交配得到的子一代（雄鼠

２６ 只，雌鼠 １７ 只）；对照组：正常饲养和自然交配所

得的子代（雌雄小鼠各 ２０ 只）。
１􀆰 ３　 实验试剂与仪器　

试剂：ＰＭＳＧ（宁波第二激素厂，批号 １１０９１５）；
ｈＣＧ（宁波第二激素厂，批号 １２０７１１）； ＥＦＳ２０：含

２０％乙二醇的 ＦＳ（Ｆｉｃｏｌｌ ＰＭ⁃ｓｕｃｒｏｓｅ）液；ＥＦＳ４０：含
４０％乙二醇的 ＦＳ 液；０􀆰 ７５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖；０􀆰 ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ
蔗糖；ＨＴＦ：参照 Ｑｕｉｎｎ Ｐ （１９８５） ［７］ 配制；ＫＳＯＭ：参
照 Ｌａｗｉｔｔｓ （１９９３） ［８］和 Ｅｒｂａｃｈ （１９９４） ［９］配制，所用

试剂均购自 Ｓｉｇｍａ 公司；血液生化试剂盒（南京建成

生物工程研究所，２０１５１０２６）。 仪器：实体显微镜

（ Ｎｉｋｏｎ， ＳＭＺ６４５ ）； ＣＯ２ 培 养 箱 （ Ｈｅｒａ， ｃｅｌｌ，
Ｋａｎｄｒｏ）；日立 ７０８０ 全自动血液生化分析仪；手术器

械；移液枪（Ｇｉｌｓｏｎ）；液氮罐等。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 超排与体外受精：下午 ３：００ 对 ３ ～ ４ 周龄

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌鼠腹腔注射 ＰＭＳＧ 每只 １０ ＩＵ，４８ ｈ 后

腹腔注射 ｈＣＧ，每只 １０ ＩＵ，次日早上采集卵团和雄

鼠精子，待精子于 ＨＴＦ 液滴内获能 １ ～ １􀆰 ５ ｈ 后吸取

适量获能精液于卵团内，次日早上可看到 ２⁃ｃｅｌｌ 胚
胎，洗胚并冷冻。
１􀆰 ４􀆰 ２　 胚胎冷冻、复苏和移植： 胚胎冷冻复苏采用

本实验室王俊风等［１０］ 的 ＥＦＳ 二步玻璃化冷冻法与

相应的复苏法。 移植采用输卵管移植法，即将复苏

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。
１􀆰 ４􀆰 ３　 小鼠体重测定： 分别称量实验组和对照组

小鼠初生重（１ ｄ），以及 １ ～ １６ 周每周的体重，比较

实验组与对照组小鼠各时间点体重平均值并绘制
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生长曲线图。
１􀆰 ４􀆰 ４　 血清生化值测定： 实验组和对照组小鼠饲

养至 １６ 周龄，采集血清后测定其血清生化值，测定

项目包括谷丙转氨酶 ＡＬＴ、谷草转氨酶 ＡＳＴ、总蛋白

ＴＰ、白蛋白 ＡＬＢ、碱性磷酸酶 ＡＬＰ、血糖 Ｇｌｕ、尿素氮

ＢＵＮ、肌酐 ＣＲＥＡ、血钙 Ｃａ、血磷 Ｐ、总胆固醇 ＣＨＯｌ、

甘油三酯 ＴＧ、高密度脂蛋白 ＨＤＬ 和低密度脂蛋白

ＬＤＬ 这 １４ 项，然后实验组与对照组小鼠作比较。
１􀆰 ４􀆰 ５　 统计学方法： 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ 软

件对数据进行处理，进行 ｔ 检验，Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０５ 表示差

异显著，Ｐ 值 ＜ ０􀆰 ０１ 表示差异极显著，否则差异不

显著。

图 １　 实验组与对照组雌鼠体重比较

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ．

注：与对照组比较，∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

图 ２　 实验组与对照组雄鼠体重比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓ
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２　 结果

２􀆰 １　 体重比较　
由图 １ 和图 ２ 可以看出，冻融胚移植所得小鼠

（实验组 Ｉ）的体重自出生起到 １６ 周龄都极显著的

大于对照组小鼠的体重（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 而其后代（实
验组 ＩＩ）小鼠则有所不同，其中雄鼠除 １２ ～ １４ 周龄

外，其他周龄均与对照组无显著差异，雌鼠则有所

不同了，９ 周龄与 １１ 周龄时体重显著高于对照组（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５），１２ ～ １６ 周龄的体重极显著的高于对照组

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ２　 血清生化比较

由表 １ 可以看出，实验组 Ｉ 小鼠除 ＡＳＴ、ＴＰ、Ｃａ
和 ＴＧ 这些项目与对照组无显著差异外，其余项目

均发生了显著或极显著的上调或下调。 实验组 ＩＩ
小鼠仅 ＡＳＴ、ＴＰ 和 Ｃａ 与对照组无显著差异，其余项

目与对照组相比较发生了显著或者极显著的上调

或下调。 但是除上述整体观的差异外，各实验组雌

雄小鼠的表现又有所不同，实验组 Ｉ 的雌鼠 ＡＬＴ、
ＢＵＮ 和 ＣＲＥＡ，实验组 Ｉ 雄鼠 Ｇｌｕ，实验组 ＩＩ 雌鼠

ＬＤＬ⁃Ｃ 这些项目与对照组相比差异也无显著性。

３　 讨论

冷冻过程本身可能会引起重要的细胞内改变，
如改变转录因子活性，减少胚胎发育潜能，增加不

完整的 ＤＮＡ 片段，改变某些基因的表达活性等

等［１１ － １３］。 这些变化会对子代小鼠生理特性和遗传

特性产生影响，周经委［１４］等的发现冻胚移植小鼠的

体重从出生到 １２ 周龄都是高于正常繁育小鼠的，而
且冻胚移植小鼠组的脂肪和肌肉含量也是显著高

于对照组的。 Ｗａｎｇ 等［１５］研究发现冻胚移植小鼠印

记基因 Ｈ１９ ／ Ｉｇｆ２ 的表达与正常组差异有显著性，并
发现这是由于该印记基因的调控区域发生变化的

结果。 也有研究发现冷冻胚胎不会对子代产生影

响，如梁琳琳等［１６］研究玻璃化冷冻胚胎移植对小鼠

子代发育和学习记忆能力的影响，发现玻璃化冷冻

对子代小鼠生长发育和记忆功能无明显影响。 刘

先菊等［１７］通过利用生化标记和微卫星检测法观察

近交系 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠胚胎冷冻后的遗传质量是否

发生改变，结果发现玻璃化冷冻 （ ＥＦＳ４０， ｓｔｒａｗ）
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠胚胎移植后所得小鼠的遗传物质并

未造成影响，其遗传特性保持稳定。
本实验生长曲线的结果显示实验组 Ｉ 小鼠体重

从出生至 １６ 周龄均极显著的高于对照组，该结果与

周经委［１４］的研究结果相同，造成初生重较大的原因

可能是由于冻胚复苏移植后胎儿数目较少的缘故，
但是断奶以后小鼠体增长仍然居高不下则可能是

由于胚胎体外培养与冷冻处理所致。 当实验组 Ｉ 小
鼠自由交配产生实验组 ＩＩ 小鼠以后，却发现除了实

验组 ＩＩ 雌鼠从 １１ 周开始生长速度又快起来以外，
其余雌雄小鼠多数周龄的体重与对照组无显著差

异，故认为实验组 Ｉ 小鼠自由交配的后代部分纠正

了生长过快这一问题，但是雌鼠 １１ 周以后体增长仍

然快于对照组这一问题值得深入分析。 血液生化

比较结果显示实验组 Ｉ 和实验组 ＩＩ 小鼠与对照组相

比除 ＡＳＴ、ＴＰ 和 Ｃａ 等少数项目没有差异以外，而其

余项目都发生了显著或极显著的上调或下调， ＡＳＴ
在临床上是肝功能检查的指标，ＴＰ 反映了肝脏的合

成功能，Ｃａ 受肾上腺、肾脏和甲状旁腺等多种器官

的调节，这 ３ 项没有差异表明相关器官组织调节功

能正常。 我们知道血液生化值是有一个正常范围

的，在这个范围之内我们都可以认为该值是正常

的，那么血液生化值的差异数据是否代表与该数据

相关的组织器官功能的异常，比如影响 ＡＬＰ 值的肝

脏功能和与影响 ＣＲＥＡ 值的肾脏功能，这需要我们

进一步的研究验证。
我们知道，生物体的生长发育涉及许多基因相

互作用，胚胎时期基因的微小变化可能对子代产生

深远的影响， Ｍａｍｏ 等［１８］用高密度的基因芯片技术

研究了玻璃化冷冻过程对小鼠 ８ 细胞胚胎内基因表

达的影响，发现其中有 ６２８ 个基因的表达发生改变，
这些基因主要调节新陈代谢和应激反应。 这些研

究表明了胚胎冷冻技术对胚胎的基因层面的影响。
我们在实验中也对冻胚后代做了芯片分析并筛选

出了大量差异表达基因，后面如何将这种差异性与

具体的生理特性变化联系起来需要进一步研究

探讨。
本研究选取了体增长和血液生化值这些指标

来探讨冻胚后代生理特性的变化，其代表性是有限

的，后面还需要在组织层面和分子层面来研究冻胚

后代的变化，从而对冻胚后代有更深入的认识。
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［１１］ 　 Ｄｈａｌｉ Ａ， Ａｎｃｈａｍｐａｒｕｔｈｙ ＶＭ， Ｂｕｔｌｅｒ ＳＰ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｚｙｇｏｔｅｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｄｒｏｐｌｅｔ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ， ２００７， ６８（９）： １２９２ － １２９８．
［１２］ 　 Ｂｏｏｎｋｕｓｏｌ Ｄ， Ｇａｌ ＡＢ， Ｂｏｄｏ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ

ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｎｕｃｌｅａｒ ａｎｄ
８⁃ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ． ２００６， ７３
（６）： ７００ － ７０８．

［１３］ 　 Ｋａｄｅｒ Ａ， Ａｇａｒｗａｌ Ａ， Ａｂｄｅｌｒａｚｉｋ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｔ⁃
ｔｈａｗ ＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｌｏｗ
ｆｒｅｅｚｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｆｅｒｔｉｌ Ｓｔｅｒｉｌ． ２００９， ９１（５）： ２０８７ － ２０９４．

［１４］ 　 周经委，吴蓉花，郭里，等． 玻璃化冷冻胚胎与新鲜胚胎移植

对子代小鼠生长发育的影响 ［ Ｊ］ ． 医学研究生学报， ２０１５，
２８（６）： ５６９ － ５７３．

［１５］ 　 Ｗａｎｇ ＺＧ， Ｘｕ Ｌ， Ｈｅ Ｆ． Ｅｍｂｒｙｏ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｈ１９ ／ Ｉｇｆ２ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈ１９ ａｎｄ Ｉｇｆ２ ［Ｊ］ ． Ｆｅｒｔ Ｓｔｅｒｉｌ， ２０１０， ９３（８）：
２７２９ － ２７３３．

［１６］ 　 梁琳琳，张翠莲，李杭生，等． 玻璃化冷冻胚胎移植对小鼠子

代发育和学习记忆能力的影响 ［ Ｊ］ ． 郑州大学学报（医学

版），２０１２， ４７（１）： ３３ － ３６．
［１７］ 　 刘先菊，黄馨，王艳蓉，等． Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 胚胎冷冻小鼠的遗传监

测和分析研究 ［Ｊ］ ． 实验动物科学， ２０１０， ２７（４）： １１ － １４．
［１８］ 　 Ｍａｍｏ Ｓ， Ｂｏｄｏ Ｓ， Ｋｏｂｏｌａｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ

ｖｉｔｒｉｆｉｅｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｄｅｒｉｖｅｄ ８⁃ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ，
２００６， ７３（１１）： １３８０．

〔修回日期〕２０１６ － １１ － ０９

４７ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ４ 月第 ２７ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ａｐｒｉｌ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ４


