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材料与试剂 

药品 

1. FSH（图 1 和 2）、LH、PG（供体、受体同期发情处理）PMSG、孕酮 

 

 

图 1. 超排用 FSH 商品 1 

 

 

图 2. 超排用 FSH 商品 2 
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2. PBS（或冲卵液，图 3）、培养液、HOLDING 液（图 4） 

 

 

图 3. 冲卵液 

 

 

图 4. 胚胎操作液 

 

3. 胚胎冷冻液（图 5） 

 

 

图 5. 胚胎冷冻液 

 

4. 牛血清白蛋白(或者灭活羊血清) 

5. CIDR（图 6）、孕酮海绵栓（图 7） 
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图 6. 羊用阴道栓（CIDR） 

 

 

图 7. 孕酮海绵栓 

 

6. 无水酒精、2%碘酊 

7. 新洁尔灭、生理盐水 

8. 青霉素(80 万单位/支)、 链霉素(80 万单位/支)  

9. 蒸馏水、五蒸水 

10. 肥皂 

11. 麻醉药/解药, 2%静松灵 

12. 维生素 A/D/E 

 

器材 

1. 手术台

剃须刀及刀片、、剪毛剪、直剪、手术刀柄、手术刀片（21#）、止血钳、巾帕钳

、持针器、镊子、肠钳（带孔胶管）、缝合针（半弯 12×65、3/8 圆 12×48）缝合

线、解剖盘（大、小）缝合器（图 8） 

 

http://www.bio-protocol.org/e1010963


     

 

www.bio-protocol.org/e1010963 
 

 

DOI:10.21769/BioProtoc.1010963

55555111112000 

 

 

图 8. 缝合器 

 

2. 羊用阴道栓放置枪（图 9） 

 

 

图 9. 羊用阴道栓放置枪 

 

3. 采卵管、套针、移植器、胚胎吸管或者微量进样器、吸头 

4. 脱脂棉、脱脂纱布、胶布、创布、止血纱布、面巾纸、毛巾 

5. 头皮针（8#或 9#、尖端磨钝）或曲别针 

6. 乳胶管 16#—20#针头、Φ8 mm 玻璃管 

7. 一次性注射器：1 ml、5 ml、20 ml 

8. Φ120 mm 表面皿、疫苗瓶盖、沙片、细菌滤器（0.25 μ）、微量取液器、 

9. 广口瓶、烧杯（1000 ml,100 ml）、玻璃棒 

10. 喷壶（喷消毒液用） 

11. 棕色和白色广口瓶  

12. 直径 90 mm 培养皿, 四孔培养皿, Φ35 mm 培养皿 

13. 冲胚、移植记录表格 

 

仪器设备 

1. 恒温台 
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2. 显微镜 

3. 恒温水浴锅 

4. 烘箱 

5. 高压灭菌器 

6. 腹腔镜（图 10） 

 

 

图 10. 腹腔镜冲胚和移植 

 

7. 胚胎冷冻程序降温仪（图 11） 

 

 

 

图 11. 胚胎冷冻程序降温仪 
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实验步骤 

一、供受体羊的选择 

1. 供体羊选择品种优良，生产性能好。 

遗传性稳定，谱系清楚，符合该品种的一切特性。体质健壮，繁殖机能正常，性欲

旺盛，无遗传病、传染性疾病和生殖道疾病。年龄在 2.5-6 岁为宜 (也有早期超排

的)，产羔 60 天以上。与之交配的种公羊要求：谱系清楚，检疫合格，遗传性稳定，

生产性能优良，符合本品种特征，精液品质良好。 

2. 受体羊选择体质健康，拥有正常的发情周期，无繁殖机能疾病，经检疫无传染病，

膘情七成以上。处于最佳繁殖年龄 (2-5 岁)，经产羊应在分娩后 90 天以上，产羔

性能和哺乳性能良好，无流产史。经观察至少有两个以上正常发情周期的母羊，屡

配不孕者不能做受体。 

 

二、胚胎移植前的营养调节等准备工作 

1. 一般认为，供受体羊的营养状况对胚胎移植的成功率影响较大，种母羊和受体羊应

加强营养并且应适当给予运动，供体羊在体重增加时，超排效果好一些，受体羊在

增重阶段移植胚胎受胎率高一些。 

2. 移植前 6-8 周左右，开始给供受体羊适当补饲精料，种母羊、受体羊精料喂量应 0.2

至 0.5 千克，干草应自由采食并给予充足饮水。同时，如果起步营养状况差的话，

可考虑每只受体羊肌注一定量的亚硒酸钠、VE 和 VA.D，补充微量元素和维生素。

保证一定的日增重。 

3. 每日应对种母羊和受体羊只进行不少于 2 小时的自由运动或强制性运动但要禁止

粗暴驱赶羊只。 

4. 在放栓之前注射疫苗或驱虫药，进入超排程序后禁止注射疫苗。(询问当地兽医) 

5. 所有供、受体羊都应打上耳号并尽快开始记录发情情况。所有羊应立即公母分群、

断奶，并做好记录。 

6. 羊群大小适中，统一编制和打耳号，耳号应清楚易见。 

7. 羊舍清洁、通风、干燥、温度适宜、环境稳定无应激反应。 

 

三、超数排卵与同期发情 
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表 1. 羊鲜胚生产和移植程序 

顺序 供体操作 受体操

排 

备注 

第 1 天 放 CIDR 或自然发情 放海棉

栓 

 

第 11 天

上午 

2 ml FSH  FSH的注射时间为 7：00和 19：00；

肌肉注射，左右臀部各一次 

第 11 天

下午 

2 ml FSH   

第 12 天

上午 

1.5 ml FSH   

第 12 天

下午 

1.5 ml FSH   

第 13 天

上午 

0.5 ml FSH   

第 13 天

下午 

0.5 ml FSH 取出 CIDR 取出海

棉栓 

 

第 14 天

上午 

发情后配种或 AI，AI 剂量是普

通输精量的 2-3 倍 

试情 发情时间以母羊稳定接受跨的时间为

准，精确到小时 

第 14 天

下午 

配种或 AI 

共 3 次，间隔 12 小时 

试情  

第 21 天 冲胚 移植  

 

说明： 

1. 严格按以上时间执行，并保证操作是卫生、无菌； 

2. 取出的 CIDR 用洗洁精水冲洗干净，晾干后装入塑料袋备用（可重复用 2 次）； 

3. 供受体放入 CIDR 和海绵栓后，注意观察，发现有掉落应及时补上。 

4. 个别羊放栓后有阴道感染流脓现象，取出阴栓，用青连霉素冲洗后再放入干净的栓。 

5. 抽取海棉栓时，应小心慢取，不应遗留任何碎片于阴道。 
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6. FSH 剂量还因考虑季节、日照、营养、供体羊的年龄等。 

 

如果供体是自然发情，程序如下： 

日期 供体处理 备注 

0 发情  

15 上下午注射 FSH  

16 上下午注射 FSH  

17 上下午注射 FSH，上午 1.6 ml PG  

18 上下午注射 FSH  

 

其它操作和剂量同上。 

 

四、配种与人工授精 

1. 种公羊前期应补充精料饲养，并进行采精和配种调教。 

2. 种公羊与种母羊合理的比例以 1：3-4 为宜；受体羊的准备应为超排种母羊数量的

12 倍，即种母羊：受体羊为 1：12。如果是 AI，建议至少第一次是本交 (在发情开

始后 12 小时)。 

 

五、受体准备和试情 

1. 市场上买回的受体羊必须是空怀的，如果不能确认是否怀孕，应尽块注射氯前列烯

醇 (或前列腺素，或叫 PG)。用量为：经产羊 1.0 毫升，初产羊 0.8 毫升。注射后

24 小时起，观察流产情况；记录流产羊号，胎儿大小等情况。连续观察 3 天。 

2. 试情公羊带试情布或结扎放进羊群试情，观察记录稳定接受爬跨的母羊号码，也可

用公羊身上带染料的方法自动标记发情母羊，应特别注意发情日刚天亮的那段时间。 

 

六、取卵、检胚与分级 

1. 羊胚胎的采集：试情和配种，手术前 24 h 饥饿不断水处理，手术取卵前，对手术

区域进行剃毛清洁。手术前做好麻醉和保定工作，注意手术者和手术部位的消毒，

观察并记录卵巢状况和排卵点数。 

2. 输卵管采集胚胎：收集的胚胎是 2-8 细胞期胚胎，冲胚的部位是输卵管喇叭口，输
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卵管中一头插入大小合适的塑料管，另一头用导管针冲洗，每侧冲液 10-20 ml。 

3. 子宫中收集的胚胎为桑椹胚和囊胚。 

3.1 冲胚胎液体使用前 2 h 放 38 ℃水浴锅中预热。 

3.2 采卵管放置合适的位置，打气封闭子宫一端后，用套针从另外一端注入冲卵液，

反复多次，液体冲出来后，引流到无菌器皿中，转移到实验室，在体式显微镜下

观察，检出羊胚胎，放置于预热好的 holding 液的 35 mm 皿中，在新鲜 Holding

液中清洗 3 遍胚胎，至此胚胎的收集工作就完成了。 

3.3 冲胚和检胚过程要快速准确，减少温度和渗透压对胚胎产生的影响。检胚时除

了移动平皿更换不同视野外，注意调节焦距，在立体空间内寻找胚胎。 

4. 胚胎的判断和分级如表 2，主要评价依据是细胞团机构关系和应该到达的发育阶段。 

 

表 2. 胚胎的判断和分级 

1 级胚胎 胚胎形态完整，处于正常的发育阶段，外形匀称，胚胎呈球形；分裂球细胞大

小均匀，结构紧凑，透明度适中，没有或只有少量游离细胞。 

2 级胚胎 发育稍迟缓，有少量游离细胞 (少于 20%)，细胞团完整，胚胎仍呈球形，细胞

之间结合紧密。 

3 级胚胎 发育迟缓 1-2 天，卵裂球大小不均匀，透明度变化明显 (太暗或太明)，胚胎游

离细胞较多 (大于 20%，小于 50%)，细胞联结不够紧密，但胚胎仍呈球形，有

明显的细胞团结构。 

4 级胚胎 发育迟缓 (2 天以上)；细胞团破碎；细胞死亡退化。 

 

七、胚胎移植 

羊胚胎移植受体与供体羊进行同期发情处理。 

1. 手术前对羊进行 24 h 饥饿和 10 h 断水处理，以便于手术。收集的羊胚胎经

holding 液洗 5-6 遍，等待移植。胚胎移植部位分为输卵管移植和子宫角移植，

即 2-8 细胞期的胚胎选择输卵管移植，桑椹胚和囊胚选择子宫角移植。 

2. 受体羊固定，手术部位消毒、麻醉和镇痛，腹腔镜辅助（图 10）或直接用手术

取出子宫或子宫角，用大小合适的针头扎孔后，用连接 1 ml 注射器的胚胎移植
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器注入胚胎（图 11）。胚胎装管待用的吸入方式为：大量液体，气泡，含胚胎液，

气泡和液体的“五段方式”。 

 

 

图 11. 羊子宫角胚胎移植 

 

3. 移植后伤口缝合消毒，受体羊注射苏醒和镇痛剂，同时注射一定量的抗菌素三

天。需要的话注射孕酮保胎。 

4. 注意观察和记录受体羊群发情情况，需要时可以超声波孕检一次。 

 

八、影响胚胎移植技术成功率因素 

1. 供受体羊的营养健康状况和羊场管理水平 

2. 胚胎质量和胚胎退化问题 

3. 无菌操作和移植水平 

4. 受体羊术后管理 

5. 国产激素与进口激素 

6. 操作室温度、湿度和洁净度 
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图 12. 绵羊胚胎（day 6， 晚桑） 

 

 

图 13. 山羊胚胎（day7，扩张囊胚） 

 

九、精液和胚胎的冷冻解冻，胚胎实验操作 

1. 精子冻存 

采精操作步骤 ： 

1.1 假阴道的安装和消毒  

1) 每次使用前后清洗、消毒外壳、内胎、集精杯，检查是否有破损、裂缝或

砂眼。  

2) 将内胎放入外壳内，使两端露出的内胎相等，并翻转于外壳上，用橡皮圈

固定两端内胎。  

3) 再次用 70%酒精擦拭内胎进行消毒，然后用灭菌的 0.9% NaCl 溶液充分

冲洗内胎，清除残留酒精。  

4) 将灭菌的集精杯安装于假阴道一端的开口上，并加上固定套和固定圈。  

http://www.bio-protocol.org/e1010963
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5) 在假阴道外壳的注水孔中注入 50～55 °C 的热水，注水量约为假阴道内、

外胎之间容积的 1/2～1/3 为宜，根据采精室的环境温度，控制假阴道的采

精温度在 40～42 °C，切勿过高或过低。  

6) 用灭菌的玻璃棒蘸已灭菌的凡士林涂于假阴道内胎上。涂的深度约为假阴

道全长的 2/5～1/2，涂润滑剂的量不宜过多，防止流入精液内。  

7) 在外壳的活塞上吹入适当的空气，使假阴道内的压力适宜。 

1.2 台畜的准备  

用发情的母羊作台畜，采精时保定在自制的采精架中，消毒纱布遮盖台畜阴道。  

1.3 采精  

1) 左手持假阴道站立于台畜臀部右侧处距离约一步。  

2) 当公羊爬跨时，通过拨动阴茎基部，将阴茎导向假阴道，当公羊阴茎插入

阴道内的同时后躯突然向前耸身，即表示射精。  

3) 射精后，随着公羊跳下的动作取下假阴道，并立即使假阴道集精杯向下直

立，打开活塞，放出夹层中的空气和部分温水，以使精液流入集精杯内。  

4) 取下集精杯，并盖上盖子，放入保温桶内，立即送实验室进行精液的检查

和处理。  

5) 假阴道、集精杯等用具洗涤、消毒、保存，以备下次使用。  

1.4 精液处理和冷冻保存  

1) 新采集的精液在 30～35 °C 环境中，用显微镜检查精子活力和密度。也可

以直接用精液活力检测仪评估精液的品质，确定冷冻稀释的比例。活力小于

0.6 的精液不冷冻。 

2) 用不含甘油的稀释液进行精液第一次稀释，在 35 °C 温箱中放置 30 分钟

后，然后测定稀释后的各项指标。用含甘油的稀释液进行第二次精液稀释。

用 0.5 ml 冷冻细管分装稀释后的精液，并做好标记或打印编号。在 4 °C 冰

箱中平衡 2 小时。  

3) 将平衡好的精液细管放在液氮蒸汽上方 10-20 mm，熏蒸大约 15 分钟，然

后投入液氮中。按照设定好的摆放规则，将冻精细观放入液氮罐设定好的位

置。 

1.5 精液解冻 
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从液氮中取出冷冻细管，在空气中停留 10 秒，立即放入 40 °C 水浴中大约 1 

分钟，然后进行各指标的检查，备用。 

2. 胚胎冻存 

目前大体有两种胚胎冷冻保存的方法，即程序化冷冻法和玻璃化冷冻法。 

2.1 程序化冷冻法是指利用程序降温仪（图 11），控制冷冻保护剂内的胚胎缓慢有

序的脱水降温，同时尽量减少细胞内的冰晶数量，最后投入液氮保存。 

2.2 玻璃化冷冻则是在室温下操作，不需要特定的降温设备，简单快捷通过梯度冷

冻保护剂脱去胚胎细胞内水分，然后快速投入液氮。利用冷冻保护剂使胚胎迅

速降温过程中形成玻璃状态而不产生冰晶。 

2.3 程序冷冻一般用 10%甘油 PBS 液作为冷冻液，也可以直接用商业化的 10%的

甘油冷冻保护剂（图 5）。冷冻前，胚胎分别在 3%、6%的冷冻液中平衡 3-5 分

钟。将装有胚胎的细管塞上打印好编号信息的细管塞，直接放入冷冻仪的酒精

冷冻槽内，以-1 °C /分钟的速度降至-6 °C，停 5 分钟后植冰，再停留 5 分钟，

以 0.3 °C /分钟的速度降至-36 °C，再以 0.1℃/分钟的速度降至-38 °C，直接放

入液氮容器指定位置，长期保存。 

2.4 解冻：根据房间温湿度，胚胎从液氮中取出，在空气中停 3-5 秒，然后投入 38 °C

水浴，完全融化后取出，擦干。去除细管塞，剪去另外一头的棉塞，将含胚胎

的液体倒入 35 mm 平皿，检出胚胎，分别在 6%、3%的冷冻液中平衡 3-5 分

钟，移至新鲜的胚胎保存液备用。注意操作房间的温湿度，所以液体使用前都

已预先温度平衡。 

3. 体外授精 

羊卵母细胞的体外授精 

配制 percoll 梯度分层液分离精液 (用 M199 配置 90%和 45%的 percoll 梯度分层

液)，3000 rpm 离心 15 min，收集活精子。在洗涤精子的同时，将每滴 15～20 个

成熟卵母细胞放人 90 μl 受精液中，加入洗涤后的精子，精子浓度为 1×107个/ml，

放入 CO2培养箱中培养。培养条件为 38. 5 °C、5% CO2 及饱和湿度培养箱中培养。 

4. 受精卵注射 

4.1 受精卵超速离心 
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精卵共培养 16～18 h 后或是 (羊配种或输精后 24-30 h)，将受精卵在 0.2%透

明质酸酶中洗涤，用细的玻璃管反复吹吸，去除颗粒细胞。收集受精卵于含 500 μl 

M199 液的离心管中，12,000 r/min 离心 5 min，使黑色脂滴甩到一边从而使受精卵

原核清晰可见，部分受精卵作为对照组直接放于 M16 液培养液中培养。 

4.2 受精卵的原核显微注射 

高速离心后选择有原核的受精卵细胞放入显微注射操作液 M2+7. 5 μ g/ml 细

胞松弛素 B 中，上覆盖石蜡油。用虹吸法将 DNA 装入注射针，用固定针固定原核

卵，找到雄原核，慢慢推动注射器注入 DNA，此时可见受精卵雄原核有一定程度膨

大，每次注射 15～20 个卵。将注射后的卵移入 M16 培养液，放入 CO2 培养箱培

养。培养条件为 38. 5 °C、5% CO2及饱和湿度培养箱中培养。体外发育培养分别于

2 d 和 7 d 在相差显微镜下统计卵裂率和囊胚发育率。 

5. 体细胞克隆羊 

5.1 供核羊的细胞准备 (成纤维细胞)（图 14） 

耳部表面羊毛剪干净，用 75%酒精洗涤灭菌，剪 0.5 cm2的一小块耳缘组织，

置于 D-PBS 中带回实验室。将耳组织剪碎成约 1 mm2 大小的组织块, 用吸管将剪

碎组织块移入培养瓶中，均匀平铺于培养瓶底部。将培养瓶倒置，放到 38.5 °C 培

养箱内 2 h，使组织块牢固地贴附于培养瓶的底面，然后将培养瓶翻转，加入含 20%

胎牛血清的 DMEM/F12 培养液，在培养箱中继续培养，每隔两天更换新鲜培养液。

待贴壁生长的细胞汇合度到达 85%以上时，用 PBS 缓冲液将剩余组织块冲洗掉，

再用 0.25%的胰蛋白酶消化贴壁细胞，一部分继续传代培养，一部分冻存。传代至 

3-5 代时作为核移植供体细胞。 

 

 

图 14. 长到 80%成纤维细胞 

 

http://www.bio-protocol.org/e1010963


     

 

www.bio-protocol.org/e1010963 
 

 

DOI:10.21769/BioProtoc.1010963

55555111112000 

 

在进行核移植前 5 d，细胞复苏后接种到 4 孔板中，培养 2-3 d 后，待细胞密度

大于在 80%时用含 0.5%胎牛血清的培养液饥饿 1-3 d，而后用 0.25%的胰酶消化至

单个细胞用于核移植。 

5.2 细胞核移植（图 15） 

L R H 注射后，27 h 左右取卵。手术暴露输卵管，用预热的 1-2%血清的 PBS

缓冲液冲洗输卵管后收集卵母细胞。体式镜下检卵。用 0.2%的透明脂肪酸酶

(hyaluronidase) 去除附着的颗粒细胞，而后用 M16 培养液洗 4-5 次，置 M16 方杯

中培养于 37.5 °C、5%CO2的培养箱中。所有的超排羊卵母细胞收集结束后将卵母

细胞置于操作液 (M2+7.5 μg/ml CB 细胞松弛素)中，在微分干涉相差显微镜下，借

助 Lietz 操作仪，用去核针将第 1 极体附近的包含有中期染色体的少量细胞质吸出。

将制备的单个供核细胞与去核的卵球同置于 M2 悬滴内，用移核针经去核卵球原切

口处将单个供核细胞移入至卵周隙内，并与卵细胞膜接触。 

 

 

图 15. 正在细胞核移植 

 

5.3 细胞核移植胚胎的电融合（图 16） 

将细胞核移植胚胎移入融合液 (含 0.3 mM 甘露醇、0.05 mM 氯化钙、0.1 mM

硫酸镁、0.5% BSA 的溶液) 内，置于两电极之间。通过 2-3 次 1.25 kV/cm，20 μs

的直流电脉冲进行融合。融合好的胚胎为重构胚。 
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图 16. 融合仪和融合槽 

 

5.4 重构胚胎的激活和体外发育培养 

将重构胚胎于 M16 中培养 5 h 后，在含 5 mΜ 离子霉素 (ionomycin)、7.5 μg/ml 

CB 的 M16 液中处理 5 min，再在含 7.5 μg/ml CB 和 2mM 6-二甲基氨基嘌呤 (6-

DMAP) 的 M16 液中处理 5 h 后移到矿物油覆盖的 M16 培养液中培养。选择本地山

羊作为胚胎移植的受体。在重构胚激活约 20 h 后, 将处于 1-至 2-细胞期的重构胚

胎通过手术法移入同步发情受体山羊的输卵管内，每只受体羊移植 8-10 枚胚胎。 
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