30热应激奶牛体外胚胎发育的研究
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摘要：本论文主要研究目的是处于热应激生理状态下的奶牛，其卵母细胞体外成熟、受精及发育有何影响。试验选择12头干奶期或接近干奶期荷斯坦奶牛，处于夏季热应激状态下，没有任何降温设施，自由饮水。经FSH超排后，利用活体采卵技术，采集卵母细胞。其中2头超排无反应，10头奶牛共采集卵母细胞1169枚，可用623枚，可用率为53.29%。试验设对照组、试验Ⅰ组和试验Ⅱ组。对照组培养温度为38.5℃，CO2%为5%，饱和湿度；试验Ⅰ组卵母细胞成熟和受精过程予以试验条件(培养温度模拟热应激奶牛直肠24h波动温度，同时CO2%也随之调整，以保持溶液PH值在7.4左右，调整过程中O2%不变，通过调整N2%来达到气体平衡，饱和湿度。)，以后则改为正常培养条件（温度为38.5℃，CO2%为5%，饱和湿度）；试验Ⅱ组则整个试验过程都为试验条件。试验结果：对照组卵母细胞成熟率为75.64%（155/205），受精率为52.89%（82/155），囊胚发育率为33.7%（28/82），相对于试验Ⅰ组卵母细胞成熟率为68.10%（143/210），受精率为 40.56%（58/143），囊胚发育率为22.41%（13/58）差异不显著(p>0.05)；相对于试验Ⅱ组卵母细胞成熟率为65.87%（137/208），受精率为40.88%（56/137）差异不显著(p>0.05)，囊胚发育率为7.14%（4/56）差异显著(p<0.05)。
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1 试验材料与方法

1.1  试验奶牛  黑龙江省畜牧研究所试验牧场引进的加拿大荷斯坦奶牛。

1.2  试验药品  FSH（加拿大生产）；其它试剂（TCM-199液、Hepes-TALP液、IVF-TALP液、CR1aa液等）为SIGMA公司生产；FCS为生物制药厂生产。

1.3 试验方法

1.3.1  测试热应激奶牛直肠温度  夏季高温天气情况下，奶牛放在露天运动场，自由采食、自由饮水，无任何降温设施。使用水银温度计来测量奶牛直肠温度。在1d时间内(从头一天早晨7:00至第二天早晨6:00)，每隔1h测一次直肠温度、空气温度和地面温度（每一点的数值是连续测量一周的平均值）。

1.3.2  体外胚胎生产

将试验奶牛用FSH进行超排后，利用活体采卵技术[6]，采集卵母细胞（采集情况见表1）。经过实验室处理后[5]，将卵母细胞复合体培养在覆盖有矿物油的、预先放入CO2培养箱中平衡2小时的卵母细胞培养液（TCM-199）中（50µl/微滴，20－25个/微滴）。每组（对照组、试验Ⅰ组、试验Ⅱ组）培养10滴，培养24h。将成熟的卵丘细胞复合体用Hepes-TALP液清洗，然后放进预先制备好（覆盖矿物油后放入CO2培养箱中平衡2小时）的IVF-TALP液滴（600µl/滴）中。

用梯度离心法洗净的精子放进成熟卵母细胞中（密度为1×106个精子/滴），培养24h，然后将合子培养在CR1aa液中。受精后第5d在培养滴中加入5µl FCS，培养第8天测定发育囊胚数。
1.3.3  培养温度与CO2%确定

胚胎培养温度与热应激奶牛直肠温度相似，CO2%随着培养温度变化而变化。正常培养条件时， 38.5℃下CO2为5%。当在高温下培养时，CO2%调整为：39.5℃下5.5%、40.5℃下6.5%[2,3]。

1.3.4  统计分析方法

    分析试验数据采用最小二乘法利用SAS软件进行分析。

2  结果与分析
2.1  奶牛直肠温度、地面温度、空气温度及胚胎培养温度

    奶牛虽然是恒温动物，但随着外界温度变化，体温也随着变化，只是变化幅度较小。奶牛直肠温度即为体温，也代表子宫的温度，即正常温度下子宫内的胚胎也要承受此变化温度的刺激，所以模拟这一变化温度进行体外胚胎培养（见图1-1）。
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2.2  卵母细胞采集结果

总共超排12头荷斯坦奶牛，有2头没有反应，这可能由于热应激引起。在发情后第7天采集卵母细胞，此时期采集效果好于其它发情时期[6]。本试验卵母细胞可用率为53.29%，低于60.5%[6]，这可能由于热应激导致的结果，有的卵母细胞发育较小，或已经停止发育（见表1）。
表1                          奶牛活体采集卵母细胞情况表

	超排头数
	采集头数
	卵母细胞

总  数
	平均获卵母

细胞数
	可 用 卵 母

细胞数（率）
	平均获可用卵

母细胞数（率）

	12
	10
	1169
	97.42
	623(53.29%)
	51.92(53.29%)


2.3  胚胎发育结果

对照组卵母细胞成熟率75.64%、受精数率52.89%、囊胚发育率33.7%，相对于试验Ⅰ组试验结果分别为68.10％、40.56%、22.41%差异不显著（P>0.05），相对于试验Ⅱ组试验结果分别为卵母细胞成熟率65.87%、受精率40.88%差异不显著（P>0.05），囊胚发育率7.14%则差异显著（p<0.05）（见表2）。

表2                         胚 胎 发 育 情 况 表

	
	对照组
	试验Ⅰ组              试验Ⅱ组

	试验温度(℃)
	38.5
	见图1-1

	持续时间(d)
卵母细胞数（个）

成熟卵母细胞数（率）
受精数（率）

发育囊胚数（率）
	0~8
205
155(75.64%a)

82(52.89%d)
28(33.7%g)
	0~2

210
143(68.10％b)

58(40.56%e)
13(22.41%h)
	0~8

208
137(65.87%c)

56(40.88%f)
4(7.14%i)


注：a vs b vs c, d vs e vs f, g vs h（P>0.05）; g vs i（p<0.05）

3  讨论

有研究者报导，正常条件下（非热应激），奶牛体外胚胎 受精率81.68%，囊胚发育率27.81%（以成熟卵母细胞为基准）[5]。而本试验中的对照组，受精率52.89%、囊胚发育率33.7%（以受精卵为基准，如果以卵母细胞为基准则为13.48%），这表明处于热应激状态下的奶牛其体外胚胎发育率会大大降低。

试验条件下，热应激奶牛体外胚胎受精和发育率都降低，持续时间越长，危害越大，这一结果与R.M.Rivera等报道[1,4]相似，且从胚胎发育早期至囊胚期（第8d）一直予以热应激奶牛直肠温度相似的温度培养，则会降低胚胎发育囊胚率（7.14%）。
正常情况下，奶牛的最适温度为4.4-21.1℃，如果高于此温度，对奶牛繁殖性能危害非常大 。热应激条件下，母牛内分泌发生变化，奶牛发情周期延长，出现短促发情，甚至乏情；奶牛优势卵泡发育提前，到正式排卵时已经老化；血液中孕酮水平上升，限制发情期内LH分泌；奶牛表皮血管舒张，子宫毛细血管血流量减少，造成胚胎营养不足，引起胚胎死亡或被吸收。R.M.RIVERA [4]发现奶牛直肠温度平均为40.0℃时，配种受精率为48％，配种后立刻放在32℃炎热天气下达到72h，则受精率为0％。
因此进行配种或胚胎移植操作时，最好避开高温炎热季节。如果不可避免情况下进行，则要做好防暑降温工作：提高日粮中总消化养分值，给奶牛饲喂钙、钾、镁含量高的日粮，供给充足的青绿多汁的饲料，干草要精心加工调制，提高适口性，从而提高采食量。牛舍安装降温装置（吊扇），用冷水刷拭牛体，在运动场搭建凉棚等降温设施。
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SRUDY ON DEVELOPMENT OF IN VITRO-PRODUCED BOVINE EMBRYOS
IN HEAT SHOCK BOVINE
DING Li-yan1 HE Bao-guo2 WANG Hong-bao1 HAN Yong-sheng1 LI tong-bao1 TONG Gui-zhi1

    (1 Poultry research institute of Heilongjiang Province 161005, 2 Medical college of Qiqihaer 161042)
Abstract: principal purpose in the article was discussed effect on IVM、IVF and in vitro development of ova of cattle in condition of heat shock. We selected 12 cattle without milking, in heat shock of summer, no reducing temperature equipments, free-drinking water, super-ovulation with FSH, making use of collecting ova technology in vitro, gathering ova. 2 cattle were no reaction after super-ovulation, collecting 1169 ova, useful ova were 623, useful rate was 53.3%. Experiment was divided in three groups. Control and experimental group in experimentⅠand experimentⅡ.Training conditions: control group training temperature was 38.5℃, Co2% was 5%, experimental group in experimentⅠ,IVM and IVF of ova were experiment conditions( imitating temperature of heat shock cattle’s    rectum, vary Co2% with training temperature),afterwards, training condition was normal(temperature was 38.5℃, Co2% was 5%);experimentⅡgroup was experimental conditions through whole experiment. Experimental result: control group ova IVM rate was 75.64%(155/205), IVF was 52.89%(82/155),blastula rate was 33.7%(28/82),that compared with experimental groupⅠthat ova IVM rate was 68.10%( 143/210), IVF was 40.56%(58/143),blastula rate was 22.14%(13/58)respectively(p>0.05); that compared with experimental groupⅡthat ova IVM rate was 65.87%(137/208), IVF was 40.88%(56/137)respectively (p>0.05),blastula rate was 7.14%(4/56)(p<0.05).

Key words: heat shock, cattle, IVF, blastula rate
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