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胚胎生产胚胎移植研究
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摘　要：为建立ＢＭＹ牛的活体采卵（ＯＰＵ）体外胚胎生产（ＩＶＰ）胚胎移植（ＥＴ）快速扩繁技术体系，从人工草地全

放牧牛群中选择健康的经产空怀ＢＭＹ牛作为供体（狀＝１４）集中ＯＰＵ一次；卵母细胞经ＴＣＭ１９９体外成熟培养

（ＩＶＭ）、ＦｅｒｔＴＡＬＰ液体外受精（ＩＶＦ），受精卵用合成输卵管液（ＳＯＦ）体外培养（ＩＶＣ）生产胚胎；ＢＭＹ牛受体（狀＝

８１）用ＣＵＥＭＡＴＥＴＭ孕酮阴道栓＋ＥＢ＋ＦＳＨ＋ＰＧ方法同期发情处理，对黄体合格的移植 ＯＰＵＩＶＰ来源鲜胚。

研究结果表明：①ＯＰＵ头均获卵母细胞２３．５０枚，获１０枚以上卵母细胞的供体占８５．７％；ＩＶＰ的平均囊胚数和可

用胚数分别为５．２１和４．００枚；ＯＰＵ前８～９ｄ卵巢上有黄体（ＣＬ）的供体，头均获卵母细胞数及ＩＶＰ的囊胚数、可

移植胚数、囊胚率和可移植胚率分别比对照组高７．２８枚（犘＜０．０５）、７．２９枚（犘＜０．０５）、６．００枚（犘＜０．０５）、

２７．３％（犘＜０．０１）和２３．２％（犘＜０．０１）；②受体黄体合格率６９．１％（５６／８１），胚胎移植妊娠率３７．５％（２１／５６），产犊

率３５．７％（２０／５６）；③受体在胚胎移植时注射ＧｎＲＨ，其妊娠率比对照组高１６．２％（犘＞０．０５）。结果显示，ＢＭＹ母

牛具有良好的ＯＰＵ潜力，但个体间差异较大；可通过严格供体选择及改善ＩＶＰ技术等措施，实现ＯＰＵＩＶＰ效率最

大化。ＣＵＥＭＡＴＥＴＭ＋ＥＢ＋ＦＳＨ＋ＰＧ同期发情处理方法适于在牛规模化胚胎移植（ＥＴ）和人工授精（ＡＩ）中应

用。综合应用ＯＰＵ、ＩＶＰ、同期发情和ＥＴ技术是加快优良ＢＭＹ牛扩繁的重要途径之一。
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　　自１９８２年牛体外受精获得成功
［１］至２０世纪

９０年代中后期的１０多年时间，用于体外受精的卵

母细胞均是从屠宰场宰杀后母牛的离体卵巢上采集

获得的。１９８８年采用超声波（Ｂ超）引导从活母牛

卵巢上采卵（Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｕｉｄｅｄｔｒａｎｓｖａｇｉｎａｌｆｏｌｌｉｃ

ｕｌａｒａｓｐｉｒａｔｉｏｎ）获得成功
［２］，经不断改进目前这已

成为从活体母牛卵巢上采卵（Ｏｖｕｍｐｉｃｋｕｐ，ＯＰＵ）

的主要方法。

尽管ＯＰＵ需要借助昂贵的设备，采卵操作难

度较大，要求有丰富采卵经验的操作人员，但能有效

地克服用屠宰场来源卵母细胞进行体外胚胎生产

（犐狀狏犻狋狉狅ｅｍｂｒｙｏｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ＩＶＰ）的诸多不足（如

从卵巢采集到运至实验室的时间难以保证及供体的

遗传背景不清等）。同时，还可对幼龄［３］、妊娠［４５］、

繁殖障碍［６］和老龄［７］母牛采卵，且重复采卵对母牛

生殖机能和健康不会造成不良影响［２，８９］。ＯＰＵ与

ＩＶＰ和ＥＴ（Ｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒ）技术结合，可极大地

提高优秀母牛的利用率和繁殖效率，生产系谱齐全、

遗传背景清楚的胚胎及其后代，缓解胚胎来源匮乏

的问题，促进胚胎移植的商业化进程，并为克隆和转

基因等生物技术研究提供丰富的实验材料和必要手

段。目前全球范围内已建立起一套牛ＩＶＰ程序，并逐

步走向商业化。在巴西，牛胚胎生产逐步由体内胚胎

（犐狀狏犻狏狅ｄｅｒｉｖｅｄｅｍｂｒｙｏｓ）向体外胚胎（犐狀狏犻狏狅ｄｅｒｉｖｅｄ

ｅｍｂｒｙｏｓ）转变
［１０］。

ＢＭＹ牛是云南省从２０世纪８０年代初至今正

在选育的热带亚热带肉牛，其血缘组成为１／２婆罗

门（Ｂｒａｈｍａｎ）、１／４莫累灰（Ｍｕｒｒａｙｇｒｅｙ）和１／４云

南黄牛（Ｙｕｎｎａｎｙｅｌｌｏｗｃａｔｔｌｅ）。其特点是耐热、抗

蜱、适应性强；生长发育快、成熟早、繁殖力强；产肉

性能好、肉质优良；乳脂率、乳蛋白高。ＢＭＹ牛在

热带亚热带肉牛杂交改良中发挥着重要作用。有关

婆罗门牛、ＢＭＹ 牛的 ＯＰＵＩＶＰ及重复 ＯＰＵ 对

ＢＭＹ母牛繁殖力的影响的研究已有报道
［７，９，１１］，但

尚未开展从ＩＶＰ到胚胎移植的系统研究。为建立

针对ＢＭＹ牛的ＯＰＵＩＶＰＥＴ快速扩繁技术体系，

特开展本研究。

９３
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１　材料与方法

１．１　供、受体母牛的选择与饲养管理

在采卵前８～９ｄ，用Ｂ超仪（ＳＳＤ９００ＳＥ，Ａｌｏ

ｋａ，Ｃｏ．Ｌｔｄ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）检查ＢＭＹ母牛子宫、

卵巢（黄体、卵泡）状况，选择年龄３～１１岁、健康、体

重为（４２０～６２１）ｋｇ、膘情中等、性周期正常的空怀

母牛９５头（其中供体１４头，受体８１头）。供、受体

在人工草地全日制放牧饲养，放牧草地以海法白三

叶（犜狉犻犳狅犾犻狌犿狉犲狆犲狀狊ｃｖ．Ｈａｉｆａ）、威提特东非狼尾

草（犘犲狀狀犻狊犲狋狌犿犮犾犪狀犱犲狊狋犻狀狌犿ｃｖ．Ｗｈｉｔｔｅｔ）、纳罗克

非洲狗尾草（犛犲狋犪狉犻犪狊狆犺犪犮犲犾犪狋犪ｃｖ．Ｎａｒｏｋ）为主。

冬、春季节补饲全株玉米青贮。

１．２　供体分组

根据母牛卵巢上黄体（Ｃｏｒｐｕｓｌｕｔｅｕｍ，ＣＬ）和

卵泡（Ｆｏｌｌｉｃｌｅ）状况，将供体分成２组：①ＣＬ组（狀＝

７，年龄（８．４３±１．６７）岁，体重（５４５．００±４６．９８）

ｋｇ）：卵巢上有明显的黄体；② 对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，狀＝

７，年龄（７．８３±１．７５）岁，体重（５５５．８３±７３．３５）

ｋｇ）：卵巢上既无明显ＣＬ、也无优势卵泡（Ｄｏｍｉｎａｎｔ

ｆｏｌｌｉｃｌｅ，ＤＦ）或ＣＬ和ＤＦ同时存在。

１．３　活体采卵（犗犘犝）

１．３．１　采卵仪器及器具　　Ｂ超仪（Ｂｍｏｄｅｕｌｔｒａ

ｓｏｕｎｄｓｃａｎｎｅｒ，ＳＳＤ９００ＳＥ）和７．５ＭＨｚ扇形阴道

探头（Ｍｏｄｅｌ：ＵＳＴＭ１５２５１２）（ＡｌｏｋａＣｏ．Ｌｔｄ．，

Ｊａｐａｎ）、真空泵（ＣＯＯＫ ，ＷｉｌｌｉａｍＣＯＯＫＡｕｓｔｒａｌｉａ

ＰＴＹ．Ｌｔｄ．）、恒温槽（Ｆｕｊｉｈｉｒａ，Ｉｎｄｕｓｔｒｙｃｏ．，Ｌｔｄ．，

Ｊａｐａｎ）；采卵器具包括：可更换的单腔金属采卵针

（１９ｇａｕｇｅ、长度６．０或６．５ｃｍ、进针管、采卵管、连

结部（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，ＣｕｒｉｔｉｂａＰａｒａｎａ，Ｂｒａｚｉｌ）和

集卵管（５０ｍＬ离心管）（Ｆａｌｃｏｎ）。对探头背槽和进

针管作了必要的改良。

１．３．２　采卵液　　ＤＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ）＋肝素钠１０

ＩＵ·ｍＬ－１（Ｓｉｇｍａ）＋胎犊血清（Ｆｅｔｕｓｃａｌｆｓｅｒｕｍ，

ＦＣＳ）（Ｓｉｇｍａ）１％＋青霉素（Ｓｉｇｍａ）１００μＬ·ｍＬ
－１

＋ 链霉素（Ｓｉｇｍａ）１００μｇ·ｍＬ
－１。

１．３．３　采卵前准备　　将设备调试至工作状态，真

空泵负压调至８０～８５ｍｍＨｇ范围。把与采卵相关

的部件安装在探头上；连接好集卵管、真空泵和采卵

针等部件，将集卵管置于３７．５℃恒温槽中。供体在

保定架中站立保定，清除直肠中粪便，清洗和消毒外

阴部；用２％盐酸利多卡因（天津药业集团新郑有限

公司）３～５ｍＬ进行硬膜外麻醉，待母牛尾根松软无

力后采卵。

１．３．４　采卵　　采用超声波引导穿过阴道采集卵

母细胞（Ｔｒａｎｓｖａｇｉｎａｌｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｇｕｉｄｅｄｏｏｃｙｔｅｃｏｌ

ｌｅｃｔｉｏｎ）。一只手把Ｂ超探头缓慢地插入到阴道穹

隆处，并把握好，另一只手通过直肠握卵巢并将其置

于探头上，从Ｂ超显示屏观察卵巢状况。采卵针吸

满采卵液后插入装在探头上的采卵针筒中；用直肠

中的手移动卵巢使要穿刺的目标卵泡（直径２～８

ｍｍ）位于Ｂ超显示屏采卵线上的最佳位置，用把握

探头的手推动进针管，确定采卵针尖的位置，使针头

刺破阴道壁和卵泡壁，同时脚踏真空泵开关，吸取卵

泡内容物（卵母细胞及卵泡液）到集卵管中。

１．４　检卵、卵母细胞的分级

卵泡液连同采卵液倒入滤器中（ＷＴＡ，Ｂｒａｚｉｌ），

用含１０％ＦＣＳ的ＰＢＳ液稀释、洗涤３～４次后将液

体倒入培养皿（Ｆａｌｃｏｎ）或带有侧滤网的胚胎滤杯

（Ｆｕｊｉｈｉｒａ，Ｊａｐａｎ）中静置１０～１５ｍｉｎ，在实体显微镜

（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＳＺＳＴ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）下收集卵母细胞。

根据形态学特征将卵母细胞分为４级：Ⅰ级：卵

母细胞色泽均匀，卵母细胞周围包围≥４层卵丘细

胞，卵丘卵母细胞复合体（Ｔｈｅｃｕｍｕｌｕｓｏｏｃｙｔｅｓ

ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ）完整，致密有序排列；Ⅱ级：卵母

细胞质色泽均匀、卵母细胞周围包有３层卵丘细胞，

ＣＯＣｓ完整；Ⅲ级：卵母细胞色泽基本均匀、卵母细

胞周围包有１～２层卵丘细胞，ＣＯＣｓ基本完整；Ⅳ

级：卵母细胞质色泽基本均匀，卵丘细胞与卵母细胞

扩散（Ｏｏｃｙｔｅｓｗｉｔｈｅｘｐａｎｄｅｄｃｕｍｕｌｕｓ）、裸卵（Ｄｅ

ｎｕｄｅｄｏｏｃｙｔｅｓ）、闭锁卵（Ａｔｒｅｓｉｃｏｏｃｙｔｅｓ）和退化卵

（Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｏｏｃｙｔｅｓ）。选择Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级及Ⅳ级中

卵质较好的部分半裸卵和裸卵供ＩＶＭ。

１．５　卵母细胞的体外成熟（犐犞犕）

培养液为 ＴＣＭ１９９（Ｇｉｂｃｏ）＋５％ ＦＣＳ（Ｇｉｂ

ｃｏ）＋１０μＬ·ｍＬ
－１ＦＳＨ（ＦｏｌｌｔｒｏｐｉｎＶ，Ｂｉｏｎｃｈｅ

ＡｎｉｍａｌｈｅａｌｔｈＣａｎａｄａＩＮＣ）、１０μＬ·ｍＬ
－１ＬＨ 和

１０μＬ·ｍＬ
－１Ｅ２。培养液在培养皿中将其做成多

个１００μＬ的培养微滴，每个微滴中放入ＣＯＣｓ２０～

３０枚，覆盖石蜡油，在３８．５°Ｃ、９５％空气、５％ＣＯ２、

饱和湿度条件的培养箱（Ｆｏｒｍａ３１１１，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）

中ＩＶＭ２０～２２ｈ。

１．６　卵母细胞的体外受精（犐犞犉）

８０５７号ＢＭＹ公牛冷冻精液（规格：０．２５ｍＬ；

批号：０８０１２６，云南省草地动物科学研究院和云南省

家畜冷冻精液站生产）按常规方法解冻后倒入离心

０４
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管内，加入７ｍＬ精子获能液（ＳｐｅｒｍＴＡＬＰ），用离

心机（Ｈ１０３Ｎ，Ｋｏｋｕｓａｎ，Ｊａｐａｎ）以１８００ｒ·ｍｉｎ
－１

离心５ｍｉｎ，尽快吸弃上清液，留１～２ｍＬ，用同样方

法第２次离心，留１ｍＬ，加１ｍＬ受精液（Ｆｅｒｔ

ＴＡＬＰ），使稀释后精子活力达０．４０～０．４５，密度

３×１０６个·ｍＬ－１以上。经ＩＶＭ的卵母细胞放入已

加入精液的受精液微滴中（每滴１５～２０枚），在与

ＩＶＭ相同的培养箱中培养５ｈ。

１．７　受精卵的体外培养（犐犞犆）

受精卵用含５％ ＦＣＳ 的合成输卵管液（Ｔｈｅ

ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｏｖｉｄｕｃｔｆｌｕｉｄ，ＳＯＦ）微滴，在与ＩＶＭ 相同

条件的培养箱中培养７～８ｄ，在第７天统计囊胚数。

在倒置显微镜（ＤＭＩＬ，Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）下观察胚胎

形态，按国际胚胎移植学会 （Ｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒｓｏｃｉｅｔｙ，ＩＥＴＳ）的胚胎分级标准分

级，选择Ａ、Ｂ级囊胚供移植。

ＢＭＹ牛供体的采卵（ＯＰＵ）、ＩＶＰ程序如图１

所示。

１．８　受体的同期发情处理与胚胎移植

用Ｂ型超声波诊断仪（ＳＳＤ９００ＳＥ）对ＢＭＹ空

怀母牛的子宫、卵巢（黄体、卵泡）状况进行检查，共

选择８１头受体。根据受体卵巢上黄体与卵泡发育

状况分为３个组：①ＣＬ组（狀＝３４）：卵巢上有明显

的黄体；②ＣＬＤＦ组（狀＝１５）：卵巢一侧存在明显的

ＣＬ，另一侧有ＤＦ；③ＤＦＨＯＶ组（狀＝３２）：卵巢上

存在ＤＦ，或母牛正处于发情（Ｈｅａｔ）或刚排卵（Ｏｖｕ

ｌａｔｉｏｎ）。受体牛同期发情处理与胚胎移植程序如图

１所示：第０天放置孕酮阴道栓ＣＵＥＭＡＴＥＴＭ（含

１．５６ｇ孕酮，ＤｕｉｒｓＰｆａｒｍＡｇＬｔｄ．），同时注射苯甲

酸雌二醇（Ｅｓｔｒａｄｉｏｌｂｅｎｚｏａｔｅ，ＥＢ）２ｍｇ（宁波市三

生药业有限公司）；第８天撤出ＣＵＥＭＡＴＥＴＭ，并

注射ＰＧＦ２α类似物（Ａｎａｌｏｇｕｅ）氯前列烯醇０．４ｍｇ

（上海市计划生育科学研究所控股企业丹东市和华

动物药有限公司）和注射ＦＳＨ１００ＩＵ（宁波第二激

素厂）；不观察发情，在第１６～１７天用Ｂ型超声波

诊断仪（ＳＳＤ９００ＳＥ）检查受体的ＣＬ状况，选择ＣＬ

合格的受体进行鲜胚（通过 ＯＰＵＩＶＰ获得）移植。

对受体用２％盐酸利多卡因（天津药业集团新郑有

限公司）３～５ｍＬ进行硬膜外麻醉后用非手术法移

植胚胎；移植时随机选择２６头受体注射 ＧｎＲＨ

（Ｆａｃｔｒｅｌ，ＦｏｒｔＤｏｄｇｅＡｎｉｍａｌＨｅａｌｔｈ，ＵＳＡ）１００

ｍｇ·头
－１，３０头不注射ＧｎＲＨ作为对照组，在移植

后４５ｄ用便携式超声波诊断仪（ＨＳ１０１Ｖ，ＨＯＮ

ＤＡ，Ｊａｐａｎ）进行妊娠诊断。

图１　犅犕犢母牛的同期发情处理、犗犘犝及犈犜程序

犉犻犵．１　犈狊狋狉狅狌狊狊狔狀犮犺狉狅狀犻狕犪狋犻狅狀狋狉犲犪狋犿犲狀狋，犗犘犝犪狀犱犈犜狆狉狅狋狅犮狅犾狅犳犅犕犢犮狅狑狊

１．９　统计分析

采用ＳＰＰＳ１１进行狋检验（ｔｔｅｓｔ）和χ
２（Ｃｈｉ

ｓｑｕａｒｅｔｅｓｔ）检验。

２　结　果

２．１　犗犘犝及犐犞犘

２．１．１　ＯＰＵ及ＩＶＰ结果　　对１４头ＢＭＹ牛供体

ＯＰＵ一次，累计获卵母细胞３２９枚（头均（２３．５０±

１０．５６）枚），其中Ⅰ～Ⅲ级２４２枚（头均（１７．２９±７．６３）

枚）；获卵母细胞数１０枚以下、１１～２０、２１～３０、３１～

４０和４１枚以上的个体分别占７．１％、３５．７％、

２１．４％、２８．６％和７．１％。选用２７２枚卵母细胞供

ＩＶＭ，占获卵母细胞总数的８２．７％，其中Ⅰ～Ⅱ级卵母

细胞１３８枚，占获卵母细胞总数的４２．０％，占供ＩＶＭ

卵母细胞总数的５０．７％。经ＩＶＰ的囊胚率（囊胚数／

ＩＶＭ卵母细胞数×１００％）为２６．８％（７３／２７２），可移

１４
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植胚率（可移植囊胚数／ＩＶＭ卵母细胞数×１００％）为

２０．６％（５６／２７２）；头均囊胚数和移植胚数分别为

（５．２１±７．４１）和（４．００±５．９５）枚。但ＯＰＵ获得的卵

母细胞数及ＩＶＰ的囊胚数供体间差异较大（图２）。

图２　犅犕犢牛供体犗犘犝获卵母细胞数及卵母细胞经犐犞犘的囊胚数

犉犻犵．２　犖狌犿犫犲狉狅犳狅狅犮狔狋犲狊犳狉狅犿犗犘犝犪狀犱犫犾犪狊狋狅犮狔狊狋犳狉狅犿狅狅犮狔狋犲狊狏犻犪犐犞犘犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犱犻狏犻犱狌犪犾犅犕犢犱狅狀狅狉

２．１．２　供体的卵巢状况对ＯＰＵ及ＩＶＰ效果的影

响　如表１所示，ＣＬ组供体，ＯＰＵ头均获卵母细胞

数比对照组多７．２８枚（犘＜０．０５）。

表１　供体选择时（犗犘犝前８～９犱）卵巢状况对卵母细胞数量和质量的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狏犪狉犻犪狀狊狋犪狋狌狊狅犳犱狅狀狅狉狊犲犾犲犮狋犲犱犪狋８狅狉９犱犪狔狊犫犲犳狅狉犲犗犘犝狅狀狋犺犲狇狌犪狀狋犻狋狔犪狀犱狇狌犪犾犻狋狔狅犳狅狅犮狔狋犲狊犻狀犱狅狀狅狉狊（犕犲犪狀±犛犇）

卵巢状况

Ｏｖａｒｙｓｔａｔｕｓ

供体数／头

Ｄｏｎｏｒ

卵母细胞数／枚 Ｎｏ．ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

Ⅰ级 ＧｒａｄｅⅠ Ⅱ级 ＧｒａｄｅⅡ Ⅲ级 ＧｒａｄｅⅢ Ⅳ级 ＧｒａｄｅⅣ

合计

Ｔｏｔａｌ

ＣＬ组ＣＬｇｒｏｕｐ ７ ５．００±３．７０ ８．００±４．１６ ７．４３±３．４１ ６．７１±２．２９ ２７．１４±１１．３８ａ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ７ ２．２９±２．７５ ４．４３±４．４７ ７．４３±７．１８ ５．７１±３．３５ １９．８６±９．２８ｂ

上标不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）

　　由表２可见，ＣＬ组供体头均获可供ＩＶＭ 的卵

母细胞数比对照组显著多８．２８枚（犘＜０．０５）；ＩＶＰ

的囊胚数和可用胚数分别比对照组显著多７．２９和

６．００枚（犘＜０．０５）；ＣＬ组的囊胚率和可用胚率比对

照组高２７．３％和２３．２％（犘＜０．０１）。受精卵经

ＩＶＣ８ｄ后，正常囊胚可发育到孵化阶段。

采集到的ＣＯＣｓ见图３，ＩＶＰ孵化囊胚见图４。

表２　供体卵巢状况对犗犘犝获可用卵母细胞数及犐犞犘囊胚数和可用胚数的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狏犪狉犻犪狀狊狋犪狋狌狊狅犳犱狅狀狅狉狊狅狀狋犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳犪狏犪犻犾犪犫犾犲狅狅犮狔狋犲狊犳狉狅犿犗犘犝犪狀犱犫犾犪狊狋狅犮狔狊狋狊犪狀犱狏犻犪犫犾犲犲犿犫狉狔狅狊犳狉狅犿

犐犞犘

卵巢状况

Ｏｖａｒｙｓｔａｔｕｓ

供体数／头

Ｎｏ．ｏｆＤｏｎｏｒｓ

体外培养ＣＯＣｓ数／枚

Ｎｏ．ｏｆ

ＣＯＣｓｆｏｒＩＶＭ

囊胚数／枚

Ｎｏ．ｏｆ

ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

囊胚率／％

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｒａｔｅ

可用胚数／枚

Ｎｏ．ｏｆ

ｖｉａｂｌｅｅｍｂｒｙｏ

可用胚率／％

Ａｖａｉｌａｂｌｅ

ｅｍｂｒｙｏｒａｔｅ

ＣＬ组ＣＬｇｒｏｕｐ ７ ２３．５７±１０．６６ａ ８．８６±９．２１ａ ３７．６（６２／１６５）Ａ ７．００±７．２１ａ ２９．７（４９／１６５）Ａ

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ７ １５．２９±１０．１３ｂ １．５７±１．８１ｂ １０．３（１１／１０７）Ｂ １．００±１．９１ｂ ６．５（７／１０７）Ｂ

上标不同大写字母表示差异极显著（犘＜０．０１），上标不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０１），ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）

２４
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图３　采集到的犆犗犆狊２００×

犉犻犵．３　犆狅犾犾犲犮狋犲犱犆犗犆狊２００×

图４　犐犞犆第８天的孵化囊胚２００×

犉犻犵．４　犎犪狋犮犺犲犱犫犾犪狊狋狅犮狔狊狋狊狅狀８犱犪狔犻狀犐犞犆２００×

２．２　受体牛的同期发情和胚胎移植

受体经同期发情处理后能正常排卵（形成ＣＬ）的

占７４．１％（６０／８１），ＣＬ合格率（可移植率）为６９．１％

（５６／８１），胚胎移植妊娠率和产犊率分别为３７．５％

（２１／５６）和３５．７％（２０／５６）。

如表３所示，在选择的８１头ＢＭＹ牛受体中，

同期发情处理时卵巢上有ＣＬ、ＣＬＤＦ和ＤＦＨＯＶ

的母牛分别占４２．０％、３９．５％、１８．５％；受体经同期

发情处理后，移植时能形成 ＣＬ 的个体分别占

８２．４％、７３．３％和６５．６％，ＣＬ和ＣＬＤＦ组高于ＤＦ

ＨＯＶ组（犘＞０．０５），但ＣＬ和ＣＬＤＦ组、ＣＬＤＦ和

ＤＦＨＯＶ组比较，差异也不显着（犘＞０．０５）；受体

ＣＬ合格率（可移植率）同样以ＣＬ组和ＣＬＤＦ组高

于ＤＦＨＯＶ组，移植妊娠率以ＣＬＤＦ组最高，高

于其他２组，但均无显著差异（犘＞０．０５）。

２．３　犅犕犢母牛的排卵特点、移植妊娠率

如表４所示，ＢＭＹ牛受体（狀＝８１）经同期发情

处理的同期排卵率（能形成ＣＬ母牛占处理总数的

百分比）为７４．１％（６０／８１），高于母牛在自然发情条

件下的６１．７％（５０／８１）（犘＞０．０５）。在自然发情排

卵的５０头母牛中，左、右卵巢排卵各占一半；经同期

发情处理后，右侧卵巢排卵率极显著高于左侧（犘＜

０．０１）；左、右侧的 ＣＬ 合格率差异不显著（犘＞

０．０５），右侧ＣＬ合格受体的胚胎移植妊娠率高于左

侧ＣＬ合格的受体，但差异不显著（犘＞０．０５）。

表３　同期发情处理开始时犅犕犢母牛卵巢状况对胚胎移植时黄体重和移植妊娠率的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狏犪狉狔狊狋犪狋狌狊狅犳犅犕犢犮狅狑狊犫犲犳狅狉犲狊狔狀犮犺狉狅狀犻狕犪狋犻狅狀狅狀犆犔狇狌犪犾犻狋狔犪狀犱狆狉犲犵狀犪狀犮狔狉犪狋犲狅犳犮狅狑狊狑犻狋犺犲犿犫狉狔狅狋狉犪狀狊犳犲狉

处理开始时

母牛卵巢状况

Ｏｖａｒｙｓｔａｔｕｓｏｆｃｏｗｓ

同期发情

处理母牛数／头

Ｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄｃｏｗｓ

移植时形成黄体

的母牛数／头（率／％）

Ｎｏ．ｃｏｗｓｏｆＣＬ

ｆｏｒｍｅｄａｔｔｈｅｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒ

移植母牛数／头（率／％）

Ｎｏ．ｃｏｗｓｏｆ

ｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

妊娠头数／头（率／％）

Ｎｏ．ｃｏｗｓｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙ

ＣＬ ３４ ２８（８２．４） ２７（７９．４） ８（２９．６）

ＣＬＤＦ １５ １１（７３．３） １０（６６．７） ６（６０．０）

ＤＦＨＯＶ ３２ ２１（６５．６） １９（５９．４） ７（３６．８）

表４　犅犕犢牛受体左右卵巢排卵比例及胚胎移植妊娠率

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狉犪狋犲狊狅犳狆狉犲犵狀犪狀犮狔犪狋犱犪狔４５犪狀犱狅狏狌犾犪狋犻狅狀狅狀狋犺犲狉犻犵犺狋狅狉犾犲犳狋狅狏犪狉狔犪犿狅狀犵犅犕犢狉犲犮犻狆犻犲狀狋狊

卵巢

Ｏｖａｒｙ

同期发情处理开始时

卵巢上有ＣＬ母牛数／头（率／％）

Ｎｏ．ｏｆｃｏｗｓｗｉｔｈＣＬ

ｗｈｅｎｅｓｔｒｏｕｓｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚａｔｉｏｎ

胚胎移植时

有ＣＬ母牛数／头（率／％）

Ｎｏ．ｏｆｃｏｗｓｗｉｔｈＣＬ

ｗｈｅｎｅｍｂｒｙｏｔｒａｎｓｆｅｒ

黄体合格数／枚（率／％）

Ｎｏ．ｏｆｔｒａｎｓｆｅｒａｂｌｅＣＬ

移植妊娠数／枚（率／％）

Ｎｏ．ｏｆｐｒｅｇｎａｎｃｙ

左Ｌｅｆｔ ２５（５０．０） ２０（３３．３）Ｂ １９（９５．０） ４（２１．１）

右 Ｒｉｇｈｔ ２５（５０．０） ４０（６６．７）Ａ ３７（９２．５） １７（４６．０）

３４
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２．４　胚胎移植时注射犌狀犚犎对受体妊娠率的影响

如表５所示，受体牛在胚胎移植时注射ＧｎＲＨ，

其妊娠率比对照组高１６．２％（犘＞０．０５），表明ＧｎＲＨ

有利于提高妊娠率。

表５　犌狀犚犎对犅犕犢牛受体胚胎移植妊娠率的影响

犜犪犫犾犲５　犈犳犳犲犮狋狅犳犌狀犚犎狅狀狆狉犲犵狀犪狀犮狔狉犪狋犲狅犳犲犿犫狉狔狅狋狉犪狀狊

犳犲狉狅犳犅犕犢狉犲犮犻狆犻犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

移植头数／头

Ｎｏ．ｏｆ

ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

妊娠头数／头

Ｎｏ．ｏｆ

ｐｒｅｇｎａｎｃｙｃｏｗｓ

妊娠率／％

Ｐｒｅｇｎａｎｃｙ

ｒａｔｅ

注射

ＩｎｊｅｃｔｉｏｎＧｎＲＨ
２６ １２ ４６．２

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ

（ｗｉｔｈｏｕｔＧｎＲＨ）
３０ ９ ３０．０

３　讨　论

３．１　犅犕犢牛的犗犘犝潜力及影响犗犘犝犐犞犘效果的

因素

　　采用ＯＰＵ可对母牛以每周１～２次的频率采

卵［１２１４］，但ＯＰＵＩＶＰ的效率不尽一致。Ａ．Ｇａｒｃｉａ

和 Ａ．Ｗ．Ｖａｎ Ｗａｇｔｅｎｄｏｎｋｄｅｌｅｅｕｗ 等对母牛

ＯＰＵ一般可获卵母细胞５～８枚·头
－１·次－１，ＩＶＰ

后仅有１７％左右的发育成可移植胚
［１２，１５］；Ｎ．Ａｋｙｏｌ

等［１６］对８头３～７岁荷斯坦母牛每周ＯＰＵ一次，共

采卵１２２次，头均获卵母细胞１．９枚·次－１，经

ＴＣＭ１９９培养液ＩＶＭ，ＢＯ液ＩＶＦ和ＣＲ１ａａ培养

液ＩＶＣ培养，仅获囊胚７枚；Ｋ．Ｒｏｓｃｈｌａｕ等
［５］对

１～１７岁荷斯坦母牛每周 ＯＰＵ 一次，３年内累计

ＯＰＵ３４３７头（其中７０％为妊娠母牛），卵母细胞经

ＩＶＰ获可移植囊胚数仅为１．９枚·头－１·次－１；

Ｇ．Ａ．Ｐｒｅｓｉｃｃｅ等
［１７］对２０头６～８岁经产荷斯坦牛

母牛 ＯＰＵ，卵母细胞经ＩＶＰ的囊胚率为５％～

６６％，个体间差异很大；Ｒ．Ｔ．Ｂｅｌｔｒａｍｅ等
［１８］对２０

６１９头Ｎｅｌｏｒｅ瘤牛供体累计采卵７１６０２次，经ＩＶＰ

获囊胚７．１２枚·头－１·次－１。

３．１．１　供体年龄　　有研究表明，不同年龄和生理

状况，ＣＯＣｓ的数量和质量存在明显差异。采用

ＯＰＵ可从性成熟前的母牛、青年母牛和经产母牛获

得卵母细胞［１９２１］。对 １２～１４ 月龄西门塔尔牛

ＯＰＵ，头均获Ⅰ、Ⅱ级卵母细胞为１２．２枚，ＩＶＰ第７

天的桑椹胚／囊胚率和第９天的孵化囊胚率分别达

４４．７％和３５．６％
［２２］；苏雷等对ＢＭＹ青年牛、经产

牛和老龄牛，间隔４ｄ采卵１次，共采卵１０次，每次

头均获卵母细胞数分别为７．３０、６．１０和４．２０枚，Ⅰ

级卵母细胞率分别为１０．４％、１２．３％和６．２％，青年

牛和经产牛高于老龄牛［７］。但ＯＰＵ获得的卵母细

胞经ＩＶＰ的平均囊胚数青年母牛（１．３６枚）低于经

产母牛（１．９７枚）
［５］。本研究对 ＢＭＹ 经产母牛

ＯＰＵ结果，头均获卵母细胞数和Ⅰ级卵母细胞率均

高于苏雷等［７］的结果，ＩＶＰ 的平均囊胚数高于

Ｋ．Ｒｏｓｃｈｌａｕ等
［５］的结果。这主要与供体的选择强

度和 ＯＰＵ 熟练程度等有关，但供体间差异大。

ＯＰＵＩＶＰ最突出的应用是通过激素处理强制利用

青春期前（Ｐｒｅｐｕｂｅｒｔａｌ）尚不具繁殖能力的母牛生

产胚胎，提高母牛的利用率［３，２３］，而且ＯＰＵ来源的

卵母细胞经ＩＶＰ发育到囊胚的能力比屠宰场来源

卵巢上采集的卵母细胞强，胚胎质量更好［２２］，但对

青春期前ＢＭＹ母牛的ＯＰＵＩＶＰ效率如何有待进

一步研究。

３．１．２　ＯＰＵ前ＦＳＨ处理与否　　供体牛在ＯＰＵ

前是否用ＦＳＨ处理对获卵母细胞数量及ＩＶＰ后囊

胚率的影响，有不同的报道。供体牛在 ＯＰＵ前用

ＦＳＨ 处理能增加卵母细胞数及ＩＶＰ 的可用胚

数［２４］；对比利时兰（Ｂｅｌｇｉａｎｂｌｕｅ）经产牛用ＦＳＨ处

理后ＯＰＵ，获ＣＯＣｓ数和ＩＶＰ的囊胚率分别为１１．８

枚和２９．０％，分别显著高于对照组的４．１枚和

１７％
［２５］；对荷斯坦经产奶牛用ＦＳＨ 处理后 ＯＰＵ，

头均获ＣＯＣｓ数和卵裂率低于对照组的７．１５枚和

４８．４０％，但ＩＶＰ的囊胚率（２５．２０％）极显着高对照

组（１２．８％）
［１７］。对ＢＭＹ 母牛在 ＯＰＵ 前用ＦＳＨ

处理并不能增加 ＯＰＵ获卵数量，但有利于提高卵

母细胞ＩＶＰ的囊胚率
［７］。本研究在没有注射ＦＳＨ

的条件下对ＢＭＹ经产牛ＯＰＵ，头均获卵母细胞数

高于相关报道［１１，２５２６］，接近Ｊ．Ｈ．Ｆ．Ｐｏｎｔｅｓ等
［１０］

对瘤牛种Ｎｅｌｏｒｅ牛ＯＰＵ的结果（２５．６枚）；平均囊

胚率高于 Ｇ．Ａ．Ｐｒｅｓｉｃｃｅ 等
［１７］、Ｒ．ＤｅＲｏｏｖｅｒ

等［２５］、Ｓ．Ａ．Ｍａｃｈａｄｏ 等
［２７］和 Ｓ．Ａ．Ｃｈａｕｂａｌ

等［２８］的结果，与Ｌ．Ｓｕ等
［１１］和Ｚ．Ｒｏｔｈ等

［２６］的结

果相近；可移植胚数达到在同等放牧管理条件下通

过超数排卵胚胎回收的水平
［２９］。提示，在本研究

基础上通过选择ＯＰＵ时机和改善ＩＶＰ条件，ＯＰＵ

ＩＶＰ的效率有望进一步提高。

３．１．３　真空泵的压力　　当 ＯＰＵ真空泵的压力

４４
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超过５０ｍｍＨｇ时，就会减少获卵母细胞数，并增加

裸卵数［３０］。本研究以８０～８５ｍｍＨｇ的压力对

ＢＭＹ牛采卵收到了良好的效果，这可能与采卵针

的规格及真空泵的型号等有关。因此，真空泵的压

力大小应根据采卵设备的性能和采卵操作熟练程度

进行调整。

３．１．４　ＩＶＰ的条件　　ＩＶＭ的时间、ＩＶＦ程序、培养

液、培养气相等条件均会影响ＩＶＰ的效果
［３１３２］。牛卵

母细胞ＩＶＭ１９ｈ后经ＩＶＦ、ＩＶＣ的囊胚率（２５．９％）

高于ＩＶＭ２４和２６ｈ时
［３３］；受精卵用ＴＣＭ和ＳＯＦ培

养的平均囊胚数差异不显著，但用ＳＯＦ培养发育到

囊胚的时间仅为６ｄ，比 ＴＣＭ 培养的早１ｄ
［５］；对

ＯＰＵ来源卵母细胞用ＴＣＭ１９９和 ＭｅｎｅｚｏＢ２培养

液培养的囊胚率分别为２１％和２２％
［３３］。本研究中，

ＢＭＹ牛卵母细胞ＩＶＭ２０～２２ｈ，经ＩＶＦ、ＩＶＣ获得较

高的囊胚率，但批次间差异较大。

３．１．５　采卵时机对 ＯＰＵＩＶＰ效率的影响　　母

牛发情周期中从卵泡出现到发育至优势卵泡和排卵

需要１１ｄ，一般出现２或３个卵泡波，每个卵泡波后

总有８～４１个新的卵泡补充
［３４］，Ｎｅｌｏｒｅ牛（犅狅狊犻狀

犱犻犮狌狊）甚至有３～４个卵泡波
［３５，１５］，且瘤牛母牛每个

卵泡波产生的卵泡数多于欧洲牛［３６］。出现３个卵

泡波的母牛，第１个、第２个和第３个卵泡波分别发

生在发情周期的第６天、第１５～１７天和发情前期，

其中第３个卵泡波可发育成为排卵卵泡
［２３，３７］。因

而，一般选择在母牛发情后３～４、９～１０和１５～１６ｄ

进行ＯＰＵ
［３８］。本研究在发情第１４～１６天ＯＰＵ，获

卵母细胞数量多、质量好，且囊胚数和可用胚数均

高，这主要是检查时卵巢上有ＣＬ的供体在ＯＰＵ时

正值第２个卵泡波的结果。与 Ｒ．Ｔ．Ｂｅｌｔｒａｍｅ

等［１８］报道基本一致。提示，加大对供体的选择力度

（性周期正常）和有效把握ＯＰＵ时间可提高ＯＰＵ

ＩＶＰ效果。

３．２　犅犕犢母牛卵巢的排卵特点及对胚胎移植妊娠

率的影响

　　Ｓ．Ｅ．Ｅｃｈｔｅｒｎｋａｍｐ等
［３９］通过直肠检查和腹腔

镜检查结果表明，青年母牛右侧卵巢的排卵率

（６０．６８％）显着高于左侧的３９．３２％；Ｒ．Ａ．Ｃｕｓｈ

ｍａｎ等
［４０］对３９１０头青年母牛调查表明，在１个情

期中右侧卵巢平均排卵数（０．６６个ＣＬ）极显着高于

左侧卵巢（０．５５个ＣＬ）。和占星等
［４１］对５２头ＢＭＹ

牛供体用ＣＵＥＭＡＴＥ＋ＰＧ同期发情处理的排卵

率为９４．２３％，其中右侧卵巢占５９．１８％，显着高于

左侧的４０．８２％。本研究表明，ＢＭＹ母牛在同期发

情处理前，左、右侧卵巢的排卵基本一致，而经同期

发情处理后不仅右侧卵巢的排卵高于左侧，而且右

侧卵巢排卵母牛的胚胎移植妊娠率也高于左侧卵

巢。和占星等［４２］对奶牛受体用ＣＵＥＭＡＴＥ＋ＰＧ

同期发情处理结果表明，处理开始时卵巢上同时存

在ＣＬ和ＦＬ的受体的同期发情率和ＣＬ合格率比

只有ＣＬ或ＦＬ的高８～１０个百分点。本研究中，

ＢＭＹ牛受体在同期发情处理时，卵巢上同时存在

ＣＬ和ＦＬ的胚胎移植妊娠率高于只有ＣＬ或ＦＬ及

正在发情、刚排卵的受体。

３．３　受体同期发情处理效果及胚胎移植妊娠率

Ｎ．Ｋａｗａｔｅ等
［４３］用 Ｏｖｃｙｃｈ＋ＣＩＤＲ对日本黑

毛和牛受体同期发情处理，结果同期发情率、可移植

率和妊娠率分别比单独用ＰＧＦ处理的高。本研究

采用ＣＵＥＭＡＴＥ＋ＦＳＨ＋ＰＧ＋ＥＢ对ＢＭＹ牛受

体同期发情处理后定时胚胎移植（ＴＥＴ），由于在处

理第８ 天撤 ＣＵＥＭＡＴＥ 的同时注射了 ＰＧ 和

ＦＳＨ，第９天注射ＥＢ，在ＰＧ作用下溶解黄体，使受

体血中孕酮含量降低，同时在ＦＳＨ和ＥＢ的共同作

用下，促进卵泡的发育、成熟和排卵，从而提高了受

体的黄体合格率，而且不用发情观察，是一种有效的

同期发情方法，适合在规模化ＴＡＩ和ＴＥＴ中应用。

与体内胚胎（超排冲胚获得）相比，体外胚胎

（ＩＶＰ）其耐冻性差、移植妊娠率低
［４４４５］。ＯＰＵＩＶＰ

来源荷斯坦奶牛鲜胚和冻胚的移植妊娠率分别为

４９％和４０％
［５］；泌乳期奶牛经 Ｏｖｃｙｃｈ法同期发情

处理 后 移 植 ＯＰＵＩＶＰ 来 源 鲜 胚 的 妊 娠 率 为

２６．７％，显着高于玻璃化冷冻胚的移植妊娠率

７．４％
［４６］；以杂交牛为受体移植ＯＰＵＩＶＰ鲜胚后３０

和６０ｄ的妊娠率分别为３７．４０％和３３．５２％，分别显

著低 于 移 植 体 内 胚 胎 的 妊 娠 率 ４５．６０％ 和

４１．５１％
［１０］，表明体内胚胎的移植妊娠率高于体外胚

胎，鲜胚高于冻胚。此外，体外胚胎移植存在妊娠和

分娩异常、增加流产、犊牛先天畸形、巨大后代综合

症（Ｌａｒｇｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＬＯＳ）、增加围产期的

死亡率等问题［３３，４５，４７］。本研究 ＯＰＵＩＶＰ来源的

ＢＭＹ牛鲜胚移植的妊娠率高于Ｙ．Ｍ．ＡｌＫａｔａｎ

ａｎｉ
［４６］和Ｊ．Ｈ．Ｆ．Ｐｏｎｔｅｓ

［１０］等的结果；低于 Ｋ．

Ｒｏｓｃｈｌａｕ等
［５］的结果。本研究中所使用的供体、公

牛（冻精）和受体均为ＢＭＹ牛，ＩＶＰ胚胎移植后未

出现母牛的妊娠、分娩异常及犊牛畸形等现象。

５４
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３．４　犌狀犚犎对受体胚胎移植妊娠率的影响

ＧｎＲＨ在母牛同期发情、人工授精（ＡＩ）和超数

排卵中得到广泛使用。众多研究表明，在母牛配种

或ＡＩ时使用ＧｎＲＨ能显著提高其妊娠率。在弗里

斯兰（Ｆｒｉｅｓｉａｎ）×沙希华牛（Ｓａｈｉｗａｌ）×辛地红牛

（ＲｅｄＳｉｎｄｈｉ）三元杂种母牛ＡＩ时注射ＧｎＲＨ类似物

的受胎率（６８．７５％）显著高于对照组（３７．５％）
［４８］；对

河流型水牛母牛在ＡＩ时和ＡＩ后１１～１３ｄ一次性

肌注ＧｎＲＨ（Ｆｅｒｔａｇｙｌ ）０．２５ｍｇ，４２～５５ｄ的受胎

率比对照组（２５％）高３０％～３３％
［４９］；泌乳期荷斯坦

牛在ＡＩ第５天注射ＧｎＲＨ１００μｇ，ＡＩ第７和１２天

血中Ｐ４（Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ，孕酮）水平及ＡＩ后４２～４９ｄ

的妊娠率均高于对照组［５０］。本研究结果表明，

ＢＭＹ牛受体在相同的放牧管理和同期发情处理条

件下，在胚胎（ＯＰＵＩＶＰ来源）移植时注射 ＧｎＲＨ

（Ｆａｃｔｒｅｌ ）能明显提高妊娠率。这主要是经同期发情

处理后的受体母牛胚胎移植时正处于发情的第６～７

天，已形成功能性ＣＬ，在外源ＧｎＲＨ作用下保证了

黄体的良好发育，并增强其生理功能，促进ＬＨ 分

泌，从而使血中Ｐ４ 水平提高并维持较高的水平，阻

止或抵消ＰＧＦ２α溶黄体作用，为胚胎存活、继续发育

提供保障，有利于黄体变成妊娠黄体，维持正常妊

娠，减少早期胚胎死亡。提示受体牛在胚胎移植时

注射ＧｎＲＨ有助于提高妊娠率。但牛卵巢组织上

并无ＧｎＲＨ的特异受体，ＧｎＲＨ所引起的黄体或滤

泡功能的变化，是通过调节ＬＨ和ＦＳＨ的释放而间

接作用的，且 ＧｎＲＨ 在血液中的半衰期也非常

短［５１］。在黄体期，特别 ＡＩ后５～１５ｄ内多次注射

ＧｎＲＨ反而不利于妊娠率的提高
［５２］。因此，只有正

确掌握ＧｎＲＨ 注射的时间、剂量和次数，才能保证

发挥其功用。

４　结　论

选用卵巢发育良好、卵泡波正常的ＢＭＹ母牛

ＯＰＵ，可最大限度地提高优秀母牛的利用率和繁殖

潜力，１次ＯＰＵ最多可获卵母细胞４６枚；对ＢＭＹ

牛供体采卵的真空泵压力以８０～８５ｍｍＨｇ为宜；

用ＦｅｒｔＴＡＬＰ液ＩＶＦ、ＳＯＦ液ＩＶＣ，最多可获囊胚

２５枚，但个体和批次间差异较大。用 ＣＵＥＭＡ

ＴＥＴＭ＋ＦＳＨ＋ＥＢ＋ＰＧ对受体牛同期发情处理效

果好，适于在牛规模化ＥＴ和ＡＩ中应用；受体在胚

胎移植时注射 ＧｎＲＨ 能有效提高妊娠率。ＯＰＵ

ＩＶＰＥＴ作为一项重要的繁殖新技术，在ＢＭＹ牛的

快速扩繁中应用前景好。强化供体的选择、熟练采

卵操作程度和优化ＩＶＰ程序是提高ＯＰＵ和ＩＶＰ效

率的关键。
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ｅｔａｌ．Ｓｔｒａｔｅｇｉｃｕｓｅｏｆｇｏｎａｄｏｔｒｏｐｈｉｎｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒ

ｍｏｎｅ（ＧｎＲＨ）ｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｐｒｅｇｎａｎｃｙｒａｔｅａｎｄｒｅｄｕｃｅ

ｐｒｅｇｎａｎｃｙｌｏｓｓｉｎｌａｃｔａｔｉｎｇｄａｉｒｙｃｏｗｓｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ

ｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｏｖｕｌａｔｉｏｎａｎｄｔｉｍｅｄｉｎｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ

［Ｊ］．犜犺犲狉犻狅犵犲狀狅犾狅犵狔，２００５，６３（４）：１０２６１０３７．

（编辑　郭云雁）
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