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摘　　要

本研究旨在探討不同冷凍方法對山羊胚冷凍效率之影響。以評估源自體內發育山羊囊胚經不同冷凍方式冷凍

解凍後之發育能力，藉以建立簡便有效之山羊胚冷凍保存技術。結果顯示，利用微滴 (microdrop) 與開放式拉製麥

管 (open pulled straw, OPS) 法所玻璃化冷凍之山羊囊胚，經解凍後于體外培養 24 h 期間再恢復至囊胚之比例與分

別為 66.1 － 81.8% 與 47.4 － 75.0%，均顯著優於利用慢速冷凍法者 (8.0 － 34.0%) (P < 0.001)；且培養 72 h 後發育

至孵化期囊胚之比例，亦以微滴法之 81.4% 與 OPS 法之 72.7% 玻璃化冷凍者，顯著高於慢速冷凍法之 41.1% (P <  
0.05)。為進一步評估冷凍－解凍山羊囊胚經胚移置後之體內發育能力，本研究利用微滴玻璃化冷凍之山羊囊胚之懷

孕率 (68.7 vs. 61.5%) 與胚移置效率 (56.2 vs. 53.8%)，均與未冷凍之新鮮胚移置者相近 (P > 0.05)。應用微滴玻璃化冷

凍法所產製之山羊冷凍囊胚，其於解凍後之發育能力明顯較應用慢速冷凍法所產製者為佳；且微滴玻璃化冷凍囊胚

經解凍後之移置後效率與新鮮胚相近，顯示微滴玻璃化冷凍法可應用於山羊囊胚之冷凍保存。

關鍵詞：山羊、囊胚、玻璃化冷凍。

緒　　言

胚冷凍保存 (embryo cryopreservation) 技術之應用價值，除可加速畜群改良與提高家畜商業應用價值，以及利

於種源進出口疾病管制外，在人工生殖技術方面，亦可提供胚體外生產、胚移置、核轉置和基因轉殖動物研究之技

術平臺；且胚冷凍保存技術可使優良品種、珍稀哺乳類動物或任何個體的基因庫得以長期保存，提高家畜種原多樣

性，並可促使體外與體內生產家畜胚在進行胚移置時不受時間和空間的限制，進而達成快速擴大優良畜群之目的。

Whittingham (1971) 首度以慢速冷凍 (slow freezing) 將小鼠胚成功冷凍保存，並成功獲得冷凍－解凍小鼠胚移置之子

代。惟生產各種家畜胚或卵之冷凍效率，仍受冷凍保護劑毒性 (toxicity of cryoprotectants)、細胞內冰晶 (intracellular 
ice)、碎裂傷害 (fracture damage) 和滲透壓改變 (osmotic swelling) 等各種因素影響。商業化冷凍胚之生產，於牛及

羊較為成功，豬胚對低於 15℃低溫敏感，其冷凍耐受性較其他家畜差。哺乳動物胚之玻璃化冷凍 (vitrification) 技術

開發，乃由 Rall and Fahy (1985) 將 8 細胞期小鼠胚經高濃度冷凍保護劑處理後而首度成功。此法之優點乃在其較不

受動物種別及胚發育期別之限制，已成功應用玻璃化冷凍技術而產仔之動物種別包括果蠅 (Steponkus et al., 1990)、
山羊 (Yuswiati et al., 1990)、兔 (Kasai et al., 1992)、豬 (Vajta et al., 1997a)、乳牛 (Vajta et al., 1997b)、小鼠 (Rall and 
Fahy, 1985; Kong et al., 2000)、馬 (Oberstein et al., 2001)、駱馬 (Aller et al., 2002)、西伯利亞虎 (Crichton et al., 2003)
及貂 (Piltti et al., 2004) 等。

就胚玻璃化與慢速冷凍法間之效益比較而言，已有研究顯示，利用 OPS 玻璃化冷凍法所冷凍者，其於解凍後

之胚發育能力顯著優於利用一般麥管慢速冷凍者 (Lopez-Bejar and Lopez-Gatius, 2002; Naik et al., 2005)。此乃由於玻

璃化冷凍法具有較低毒性、較佳滲透保護能力與降溫速率所致 (Vajta et al., 1998)。然而，在胚玻璃化冷凍法中，仍
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有多數方法需搭配盛胚載具使用。就製程步驟而言，OPS 玻璃化法於胚進行冷凍前，以 OPS 作為盛胚載具，先將

含胚之冷凍保護劑吸入其中，再直接投入液態氮中進行冷凍 (Naik et al., 2005)；而微滴法者則是將含胚之冷凍保護 
劑，以球狀微滴直接置入液態氮中 (Kouji et al., 2003)，其優點除不需胚載具外，另具有更佳之冷凍速率 (Liebermann 
et al., 2002)，且因微滴之體積較小，可降低玻璃化冷凍之快速降溫過程中，微滴表面與核心間之溫度差異，因而減

少微滴碎裂 (cracking) 的發生，此有助於降低胚透明帶 (zona pellucida) 及細胞質膜裂解 (lysis) 之現象，進而提升冷

凍胚或卵解凍後之存活率與發育能力 (Dinnyes et al., 2000)，因此微滴法已成胚玻璃化冷凍法之主流。目前已成功應

用微滴法進行玻璃化冷凍之哺乳動物種別包括小鼠胚 (Landa and Tepla, 1990)、牛胚 (Riha et al., 1991) 與牛卵 (Papis 
et al., 2000) 等。

目前雖已有許多研究證實玻璃化冷凍法所冷凍胚經解凍後之發育能力優於慢速冷凍法，惟截至目前，同時比較

胚玻璃化冷凍法中之微滴法、OPS 法及慢速冷凍法三者間對山羊胚冷凍效益之差異則尚未被報導。因此於本研究擬

以源自體內發育之山羊囊胚為材料，探討上述三種胚冷凍法對山羊囊胚冷凍解凍後發育能力之影響，藉以建立最佳

之山羊胚冷凍保存技術。

材料與方法

I. 供胚山羊之超數排卵處理與配種

供胚母山羊之超數排卵處理，係修正自黃等 (1997) 之方法，即將各試驗母羊先於陰道埋植含 0.3 g progeste-
rone CIDR (controlled internal drug release, CIDR®, EAZI-breed, Rydalmere, Australia) 11 日，以埋植日為第 0 日， 
於第 11 日移除 CIDR；期間於第 9 日肌肉注射 125 μg PGF2α (Estrumate®, Schering-Plough, Australia)，第 9 至

11 日連續 3 日每日上、下午間隔 12 h 各一次給予肌肉注射濾泡激素 (follicle stimulating hormone, FSH, Sigma-
Aldrich F-2293) 共注射 6 次，其注射劑量依序為 4 mg, 4 mg, 2 mg, 2 mg, 2 mg, 2 mg 之逐漸遞減 ( 合計為 16 
mg)；並於注射最後兩劑 FSH 後，各注射 1.7 units 黃體素 (luteinizing hormone, LH, Sigma-Aldrich L-5269) 共 3.4 
units 之劑量。經上述處理之母羊即予以持續觀察發情，待母羊發情後，以性成熟健康公羊進行自然配種，以迄

發情結束。

II. 體內發育山羊胚之取得與培養

(i) 沖胚液之配製 
沖胚液之製備，係將 990 mL 之 DPBS (Dulbecco’s phosphate-buffered saline; Invitrogen 21300-025) 溶液，添加 
10 mL 之胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, Invitrogen 10270-106) 及 100 μL 含 50 mg/mL 之 gentamicin 溶液

(Sigma-Aldrich, G-1397) 配製而成，並經 0.22 μm 之濾膜過濾 (Minisart®, Sartorius) 後分裝冷藏 (4℃) 備用。

(ii) 胚培養液之配製

將 9.5 mL 之 M-199 (Invitrogen, 12340-030) 培養液，添加 0.5 mL 之 FBS 及 1 μL 含 50 mg/mL 之 gentamicin
配製而成，其後，經 0.22 μm 之濾膜過濾後分裝冷藏 (4℃) 備用。

(iii) 外科手術沖胚與體外培養

上述經超數排卵處理之試驗母山羊，於供胚羊發情 ( 第 0 日 ) 後之第 7 日進行腹中線外科手術，首先檢視卵

巢外觀，以觀察超量排卵之效果，並以含 1% FBS 之 DPBS 沖胚液沖洗兩子宮角，並分別匯集於 15 mL 無

菌離心試管中靜置沈澱，以無菌吸管吸取其下層含沉澱物液體，移置於立體顯微鏡下鏡檢。收集之體內發

育山羊胚，復經含 5% FBS 之 M-199 至少清洗 3 次後，依據 Putney et al. (1988) 所述之胚品質分級標準將屬

於一級及二級桑椹胚 (morula) 或囊胚 (blastocyst)，逢機分配至於各試驗處理組。其中已發育至囊胚期之山

羊胚隨即進行冷凍步驟，而桑椹胚者，則先置入含 5% FBS 之 M-199 培養液滴中，於 38.5℃、5% CO2 及

100% 濕度條件之培養箱中進行體外培養，待胚發育至囊胚期時，即予以進行冷凍保存。

III. 山羊胚之微滴玻璃化冷凍與慢速冷凍

(i) 玻璃化冷凍劑之配製

此冷凍液之配製方法係修正自Vajta et al. (1998)，其中，第一階段冷凍保護液之組成分為10%乙二醇 (ethylene 
glycol, EG, Sigma-Aldrich, 293237) + 10% 雙甲基磺氧化物 (dimethyl sulfoxide, DMSO, Sigma-Aldrich, D-8418) 
+ 20% FBS 之 M-199；第二階段冷凍保護液為 16.5% EG + 16.5% DMSO + 20% FBS + 0.5 M sucrose (Sigma-
Aldrich, S-1888) 之 M-199。前述各階段冷凍保護劑各別經充分混勻及濾菌後冷藏 (4℃) 備用。

(ii) 傳統慢速冷凍液之配製

此冷凍液之配製係依據 Le Gal et al. (1993) 方法，其中第一階段冷凍液之組成分為 0.5 M EG + 4% FBS 之
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DPBS，第二階段冷凍液為 1.0 M EG + 4% FBS 之 DPBS，第三階段冷凍液則為 1.5 M EG + 4% FBS + 0.1 M 
sucrose 之 DPBS。前述各階段冷凍液經添加冷凍保護劑充分混勻及濾菌後冷藏 (4℃) 備用。

(iii) 微滴玻璃化冷凍步驟

胚微滴玻璃化冷凍步驟係修正自 Vajta et al. (1998) 方法，即回收之一級與二級山羊囊胚均放置於含 20% FBS
之 M-199 中，隨後移入 10% EG + 10% DMSO + 20% FBS 之 M-199 培養液 ( 第一階段冷凍保護劑 ) 中平衡

30 sec，再移入 16.5% EG + 16.5% DMSO + 20% FBS + 0.5 M sucrose 之 M-199 培養液 ( 第二階段冷凍保護劑 )
中平衡 25 sec。最後將內含 2 － 4 個胚之每一微滴 (2 μL) 直接投入液態氮中，而製作成固態之玻璃化微粒。

其後，將此微粒放入冷凍管內置入液態氮桶中保存。

(iv) 開放式拉製麥管玻璃化冷凍步驟

此法所使用之冷凍保護液及胚於冷凍前之平衡步驟鈞悉同上法所述，惟胚之裝載容器乃改將 2 － 4 個胚吸

入 OPS ( 內徑約 0.9 mm) 後再直接投入液態氮中。

(v) 慢速冷凍 (slow-cooling) 步驟

係依據 Le Gal et al. (1993) 之方法，將回收之一級與二級山羊囊胚先置入含 0.5 M EG + 4% FBS 之 DPBS 溶

液中 5 min 後，再置入含 1.0 M EG + 4% FBS 之 DPBS 中 5 min，最後則隨即置入含 1.5 M EG + 4% FBS 之

DPBS 中 5 min。其後將 2 － 4 個胚吸入 0.25 mL 麥管 (IMV, L’Aigle, France) ( 內徑約 2.0 mm) 後，再置入已

預先降溫至 20℃之電腦程式降溫儀 (Firstek, B405-F40, Taiwan) 中，並以 4℃/min 之降溫速度降至 -7℃，5 
min 後進行植冰 (seeding)，植冰 5 min 後，再以 0.3℃/min 之降溫速率降至 -30℃且保持 15 min 後予以投入

液態氮中保存。

IV. 山羊冷凍胚之解凍方法與體外培養

(i) 冷凍胚之解凍操作與體外培養

微滴玻璃化法與 OPS 產製之冷凍胚的解凍步驟係修正自 Vajta et al. (1998) 之方法，即將含胚之微粒於液態

氮桶取出後旋即投入 38.5℃含 0.5 M sucrose + 20% FBS 之 M-199 後 5 min，再移至 38.5℃含 0.25 M sucrose 
+ 20% FBS 之 M-199 中 5 min，其後，再移至 38.5℃含 0.15 M sucrose + 20% FBS 之 M-199 中培養 5 min，
最後再移入含 5% FBS 之 M-199 胚培養液中，於 38.5℃、5% CO2 及 100% 濕度條件之培養箱中進行 72 h 培 
養，開始培養後之第 2、4、8、12 與 24 h 分別記錄解凍胚之發育狀態，並於開始培養 72 h 後觀察囊胚孵化

情形。慢速冷凍法所產製冷凍胚之解凍步驟，則將 0.25 mL 麥管於液態氮桶取出後旋即投入 37℃水中 20 sec
後，利用前述解凍液與解凍步驟以及培養條件進行解凍胚發育能力之評估。

V. 受胚母羊之發情同期化處理

受胚母山羊之發情同期化處理步驟與供胚羊者相似；其 CIDR 之埋植和移除以及 125 μg PGF2α 注射之時

間與方法均同於供胚羊之處理方法，惟於此過程中受胚羊並未經 FSH 及 LH 處理，但於 CIDR 埋植後第 9 天

(08：00) 肌肉注射 500 IU 之馬絨毛膜激性腺素 (equine chorionic gonadotropin, eCG; 中國化學製藥，臺灣 )，並於

CIDR 埋植後第 19 天 ( 發情後第 7 天 ) 開始進行冷凍胚之胚移置。

VI. 冷凍胚之移置

將解凍恢復存活之山羊胚，利用外科手術法將發情同期化處理之受胚母山羊由腹中線切開約 5 公分創口，

手指插入骨盆腔拉出卵巢，先檢視卵巢，確定受胚母山羊有排卵且黃體發育正常，將胚移置到與排卵卵巢同側

的子宮角內。受胚母羊於胚移置 45 天後，以超音波掃描儀 (Aloka, SSD-500, Japan) 配合直腸穿透型探棒 (Aloka, 
Transrectal probe, linear type, 3.5 MHz, Japan)，診斷其懷孕與否，經由子宮腔內宮阜與胎兒影像確診懷孕之母羊

予以集中飼養以迄分娩。

VII. 統計分析

本研究各試驗處理組之冷凍山羊胚經解凍後發育率之評估，係以發育至各胚期之胚數除以該組之總胚數。

各值於處理組別間之差異，均以卡方分析法 (Chi-square analysis) 測定，並使用統計分析系統 (statistical analysis 
system, SAS 9.1, 2005) 之套裝軟體執行分析。

結果與討論

玻璃化冷凍是一種簡單、高效率的胚冷凍方式，其中最早被廣泛成功應用之技術乃為 OPS (Vajta et al., 1997b)
方式。有關 OPS 麥管之製備，乃將 0.25 mL 麥管以加熱板加熱至柔軟程度，再逐漸予以拉長，使麥管之內徑由 2.0 
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mm 縮減為 0.8 － 0.9 mm，而麥管壁厚度則由 0.15 mm 薄化成 0.07 mm；其後待麥管冷卻固定後再截取所需長度

使用 (Vajta et al., 1998)。目前利用此法能成功克服許多物種胚的低溫敏感性問題，尤其是豬胚，以往利用慢速冷

凍法並無法有效凍存囊胚期豬胚，經利用 OPS 玻璃化冷凍則已能成功冷凍保存豬的早期與擴張期囊胚 (Berthelot 
et al., 2000)。因此在胚玻璃化冷凍研究，多以 OPS 玻璃化冷凍法與慢速冷凍法進行試驗比較。在家兔胚冷凍研究

中，以源於體內發育之兔桑椹胚，進行 OPS 玻璃化冷凍法，顯示使用 OPS 玻璃化冷凍法之桑椹期兔胚於解凍培

養後之胚形態完整性 (91 vs. 81%) 與後續發育至囊胚之百分比 (71 vs. 55%)，均明顯優於以慢速冷凍法產製者 (Naik 
et al., 2005)。此結果與本研究中所顯示，囊胚期山羊胚經微滴與 OPS 兩種玻璃化法冷凍－解凍後，分別於體外培

養 2 (66.6 and 47.7 vs. 8.0%)、4 (66.6 and 59.0 vs. 22.0%)、8 (66.6 and 68.1 vs. 24.0%)、12 (72.7 and 68.1 vs. 28.0%) 與 
24 h (81.8 and 75.0 vs. 34.0%) 後再恢復至囊胚期之百分比亦皆優於利用慢速冷凍法產製者 (P < 0.001，表 1)；且體外

繼續培養 72 h 後發育至孵化期囊胚百分比 (81.4 and 72.7 vs. 41.1%) 亦均以兩種玻璃化冷凍法所產製者優於利用慢速

冷凍法產製者 (P < 0.05，表 2) 之結果相符。此結果說明利用玻璃化冷凍法所產製之山羊囊胚於解凍後之發育能力確

實優於利用慢速冷凍法所產製者。此乃可能導因於在進行胚玻璃化冷凍過程中，冷凍前胚在胚冷凍保護液中之平衡

時間極短 ( 兩階段平衡時間合計 55 sec)，因此雖使用之冷凍保護劑濃度高於傳統慢速冷凍法者，但對胚產生的毒性

作用則較傳統三階段慢速降溫冷凍小，且高濃度之冷凍保護劑有助於使胚快速脫水與提高滲入性的保護效果，因此

具有較佳之冷凍效益 (Vajta et al., 1998)。此外，另有研究使用玻璃化冷凍法在相同條件下，比較 OPS 麥管 ( 直徑約

0.9 mm、管壁厚度 0.07 mm) 與一般 0.25 mL 麥管 ( 直徑約 2 mm、管壁厚度 0.15 mm) 對胚冷凍效率之影響，其結

果均顯示以 OPS 麥管冷凍者之胚發育能力顯著優於利用一般麥管冷凍者 (Lopez-Bejar and Lopez- Gatius, 2002; Naik 
et al., 2005)；此乃因 OPS 麥管具有較小內徑與較薄管壁，且吸取胚時一併吸入之冷凍液亦以 OPS 麥管 (0.5 － 1 μL)
者少於一般麥管約 (5 μL)，因此在進行玻璃化冷凍步驟中將含胚麥管直接置入液態氮時，OPS 麥管之降溫速率可達

20,000℃/min 以上，而一般麥管者則僅有約 2,438 － 2,550℃/min (Vajta et al. 1998)。上述學理即可能是本研究中因

玻璃化冷凍法 ( 微滴與 OPS 法 ) 具有較低毒性、較佳滲透能力與降溫速率，因而較慢速冷凍法具有較佳解凍後胚發

育率之關鍵原因。

表 1. 冷凍方式對冷凍－解凍山羊囊胚經不同時距培養後囊胚恢復率之影響

Table 1.	 Effect of cryopreservation methods on the resumed rate of the frozen-thawed caprine blastocysts after culture for 
various durations

Cryopreservation methods No. of frozen blastocysts No. (%) of blastocyst resumed after culture duration, h
2 4 8 12 24

Vitrification

Microdrop 33 22 (66.6)a 22 (66.6)a 22 (66.6)a 24 (72.7)a 27 (81.8)a

OPS(1) 44 21 (47.7)a 26 (59.0)a 30 (68.1)a 30 (68.1)a 33 (75.0)a

Slow freezing 50 4 (8.0)b 11 (22.0)b 12 (24.0)b 14 (28.0)b 17 (34.0)b

a, b Values without same superscripts in the same column are significantly different (P < 0.001).
(1) Open pulled straw.

表 2. 冷凍方式對冷凍－解凍山羊囊胚經體外培養 72 小時後囊胚孵化率之影響

Table 2.	 Effect of cryopreservation methods on the hatching rate of the frozen-thawed caprine blastocysts after culture in 
vitro for 72 h

Cryopreservation methods No. of resumed blastocysts No. (%) of blastocysts developed to HB (2)

Vitrification 

Microdrop 27 22 (81.4)a

OPS(1) 33 24 (72.7)a

Slow freezing 17 7 (41.1)b

a, b Values without same superscripts in the same column are significantly different (P < 0.05).
(1) Open pulled straw.
(2) Hatching blastocyst.
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利用 OPS 玻璃化法進行胚冷凍時，需將胚吸入 OPS 中，以此作為盛胚載具，再置入液態氮進行冷凍，此過程

液態氮之低溫需透過 OPS 管壁及冷凍保護劑始能傳遞至胚使之玻璃化凍結；相較於微滴玻璃化冷凍法 ( 無盛胚載

具 )，液態氮之低溫僅需透過冷凍保護劑即能傳遞至胚使之玻璃化，因此具有更快之降溫速率。此也反映本研究中

利用微滴玻璃化冷凍法所產製山羊囊胚於解凍培養後 2 h 後再恢復至囊胚之百分率 (66.6 vs. 47.7%) 稍優於 OPS 玻璃

化冷凍法者 ( 表 1)。此種冷凍胚於解凍短時間培養後即能快速恢復為囊胚形態，可能有助於胚移置時，供胚期別與

受胚母畜子宮環境能掌控於同期化而提升懷孕率。

本研究中利用微滴玻璃化法所冷凍－解凍之山羊囊胚於胚移置後的懷孕率 (68.7 vs. 61.5%) 與分娩仔羊數所評估

之胚移置效率 (56.2 vs. 53.8%) 均與移置新鮮胚者相近 ( 表 3)。就以同樣源於體內發育之山羊囊胚進行玻璃化冷凍－

解凍後之胚移置效率而言，本研究與 El-Gayar and Holtz (2001) 之 64% 結果相近，但優於 Cognie (1999) 之 37% 與

Guignot et al. (2006) 之 35% 的結果，這說明本研究之胚微滴玻璃化冷凍技術已臻成熟。在前人之研究中曾指出，聯

合一種以上之冷凍保護劑，以及冷凍溶液中添加大分子物質 (macromolecules) 或糖類等方式，能降低冷凍保護劑對

胚的毒性 (Ishimori et al., 1992; Ishimori et al., 1993)；且合併使用 EG 與 DMSO 具有促進較佳玻璃化結構的形成 (Ali 
and Shelton, 1993)，以及藉由第二種滲透性冷凍保護劑的存在能提高整體玻璃化冷凍保護劑滲透性的優點 (Vicente 
and Garcia-Ximenez, 1994)。然而 Pugh et al. (2000) 之研究將體外生產之桑椹期及擴張期牛胚以聯合兩種成分 (EG + 
DMSO) 為冷凍保護劑所產製之冷凍胚，經解凍後胚之存活率及後續培養發育至孵化囊胚之百分率，均較僅使用單

一成分 (EG) 為冷凍保劑所冷凍者為高；相同地，Silvestre et al. (2003) 以兩種冷凍保護劑 (EG 與 DMSO) 將 32 細胞

期兔胚進行玻璃化冷凍，其解凍後發育至囊胚期百分率亦明顯優於使用單一冷凍保護劑 (EG) 者，此證實聯合兩種

成分作為冷凍保護劑進行胚冷凍確能提升胚解凍後之發育能力；已有許多研究學者利用 EG 與 DMSO 之組合進行胚

玻璃化冷凍，均能成功應用於哺乳動物胚之冷凍 (Vajta et al., 1998; Kong et al., 2000; Oberstein et al., 2001; Silvestre et 
al., 2003; Isachenko et al., 2003; Begin et al., 2003; Piltti et al., 2004; Hochi et al., 2004)。於本研究中微滴玻璃化法所使

用之冷凍保護劑組合也是 EG + DMSO，且第二階段冷凍保護劑中另有添加蔗糖，此可能是本研究利用微滴玻璃化

法之山羊囊胚於胚移置後之的懷孕率與胚移置效率與新鮮胚移置者相近之重要緣由。

表 3. 玻璃化冷凍－解凍山羊胚經胚移置後之懷孕率與胚移置效率

Table 3.	 Pregnancy rates and embryo survival after transfer of fresh or vitrified caprine blastocysts

Embryos No. of blastocysts
transferred

No. of recipients No. (%) of recipient
pregnancy a,3

Efficiency of embryo  
Transfer, % a,4

Fresh1 26 13 8 (61.5) 53.8 (14/26)

Vitrified2 32 16 11 (68.7) 56.2 (18/32)

a No significant difference between treatment groups (P > 0.05).
1 Fresh caprine embryos.
2 Microdrop.
3 No. of recipient pregnancy / no. of recipients, based on ultrasonography of the cotyledon on day 45 after ET.
4 No. of offspring / no. of embryos transferred.

綜合本研究之結果，微滴與 OPS 玻璃化冷凍方法較慢速冷凍法更能明顯提升山羊囊胚解凍後之發育能力，且

具有縮短解凍後恢復至囊胚期之時距，使其經胚移置後之受胚母羊懷孕率接近於對照組之新鮮胚者。
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the developmental capability of caprine blastocysts by means of different freezing 
and thawing approach and to establish a simple and effective technique for cryopreservation of caprine embryos. Results 
indicated that the resumed rates of frozen-thawed caprine embryos vitrifying by either microdrop (66.6-81.8%) or open 
pulled straw (OPS) (47.4-75.0%) were significantly greater than that of slow-freezing (8.0-34.0%) during a period of 24 h 
culture in vitro (P < 0.001). In the case of hatching rate, both microdrop and OPS to be superior to slow-freezing (81.4 and 
72.7 vs. 41.1%) on cultured frozen-thawed caprine blastocysts in vitro were demonstrated (P < 0.05). Moreover, the pregnant 
rate (68.7 vs. 61.5%) and embryos transfer efficiency (56.2 vs. 53.8%) of caprine blastocysts vitrifying by the microdrop were 
similar to those of unvitrified blastocysts (P > 0.05) subsequent of resumed blastocysts transferring to the recipient females. 
These results indicated that vitrification of embryos in a microdrop was a promising technique with commercial potential for 
cryopreservation of caprine embryos.
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