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还原型谷胱甘肽在 ＡＧ１２９ 小鼠生物净化
及快速繁殖中的应用

张帆ꎬ安学芳∗ꎬ赵赫ꎬ李丽ꎬ肖宇宙

(中国科学院武汉病毒研究所ꎬ 武汉　 ４３００７１)

　 　 【摘要】 　 目的　 ＡＧ１２９ 小鼠自然产仔困难ꎬ采用常规体外受精试剂无法获得足够数量用于移植的胚胎ꎮ 使

用还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)调节小鼠体外受精液成分ꎬ完成对 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精ꎬ为体外受精困难品系的基因工

程小鼠生物净化及快速扩繁提供思路ꎮ 方法　 设计 ３ 个含不同浓度 ＧＳＨ 的精子获能及受精液的实验组ꎬ浓度分别

０􀆰 ５、１、２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ１ 个不含 ＧＳＨ 的精子获能液及受精液的对照组ꎬ每组超排 ５ 只小鼠ꎬ重复 ３ 次ꎮ 结果　 不同 ＧＳＨ
实验组及对照组间平均受精率差异具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ在精子获能及受精液中 ＧＳＨ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
ＡＧ１２９ 小鼠体外受精效果最佳ꎬ平均受精率为(４３􀆰 ３５ ± １􀆰 ７６)％ꎬ胚胎状态良好ꎮ 将获得胚胎移植受体小鼠ꎬ受体

动物均妊娠并顺利产仔ꎮ 结论　 体外受精液中的 ＧＳＨ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ能够显著提高 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精效

率ꎬ为类似体外受精困难品系的小鼠生物净化及快速繁殖提供解决方案ꎮ
【关键词】 　 ＡＧ１２９ 小鼠ꎻ谷胱甘肽ꎻ生物净化ꎻ快速繁殖
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　 　 还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)是一种具有重要生理

功能的三肽硫醇ꎬ在哺乳动物细胞中发挥十分重要

的生物活性作用[１]ꎮ 这种化合物是许多酶反应的

辅基ꎬ是机体内重要的抗氧化剂和自由基清除剂ꎬ
保护细胞膜中含巯基的蛋白质和含巯基酶不被破

坏[２]ꎮ 目前普遍认为ꎬ雄性动物的精清中的氧自由

基过多会导致不育ꎬ削弱精子谷胱甘肽转移酶活

性ꎬ可直接导致精子质膜损伤ꎬ使精子运动能力、顶
体反应及受精能力降低甚至消失[３]ꎮ

研究表明ꎬ在小鼠卵母细胞玻璃化冷冻过程

中ꎬ在培养液中加入一定量的 ＧＳＨꎬ可以一定程度

改善卵母细胞活性[４]ꎬ同时ꎬ在精子复苏液中加入

一定量 ＧＳＨ 可以明显提高牛、羊等家畜冻存精子的

活力、形态及遗传物质的完整性[５]ꎮ
ＡＧ１２９ 小鼠是 Ｉ 型和 ＩＩ 型干扰素受体缺失基因

敲除动物品系ꎬ对寨卡病毒、登革病毒、肠道病毒等

多种病毒易感[６－８]ꎬ是较为理想的病毒易感动物模

型ꎮ 但是ꎬ该品系小鼠在饲养过程中ꎬ表现出较明

显的繁殖障碍ꎬ每胎产仔数量低ꎬ无法快速获得足

够数量动物ꎬ成为相关科学研究的瓶颈ꎮ 在体外受

精实验中ꎬ使用常规试剂获得可移植的两细胞胚胎

效率极低ꎮ 笔者通过在精子获能液和受精液中加

入 ＧＳＨꎬ并探索调整 ＧＳＨ 的最佳浓度ꎬ成功对

ＡＧ１２９ 小鼠完成体外受精并胚胎移植ꎬ为相关体外

受精困难品系小鼠的生物净化、快速扩繁提供思路ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＡＧ１２９ 小鼠(雌性 ４ 周龄 ８０ 只、雄性 １２
周龄 １２ 只)由中国科学院武汉病毒研究所实验动

物中心保存ꎬ品系引自中国科学院上海药物研究所

【ＳＣＸＫ(沪)２０１５－０００４】ꎬＳＰＦ 级 ＩＣＲ 小鼠(雌性 ８
周龄 ９ 只)购自北京维通利华实验动物技术有限公

司【 ＳＣＸＫ(京) ２０１６ － ０００６】ꎮ 所有动物均饲养在

ＳＰＦ 级屏障环境 ＩＶＣ 笼盒中 【 ＳＹＸＫ (鄂) ２０１９ －
００３４】ꎬ所有动物自由采食和饮水ꎮ 所有操作均符

合中国科学院武汉病毒研究所动物实验伦理要求ꎬ
满足 ３Ｒ 原则(ＩＡＣＵＣ 审批号:ＷＩＶＡ３０２０１９０２)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＰＭＳＧ、ＨＣＧ 购自宁波三生生物科技有限公司ꎻ
ＨＴＦ ( Ｃｏｓｍｏｂｉｏ ＣＳＲ￣Ｒ￣Ｂ０７０ )、 ＫＳＯＭ ( Ｃｏｓｍｏｂｉｏ
ＣＳＲ￣Ｒ￣Ｂ０７４)购自日本 Ｃｏｓｍｏ Ｂｉｏ 公司ꎻ２ꎬ２ꎬ２－三
溴乙醇 ( Ｓｉｇｍａ Ｔ４８４０２)、叔戊醇 ( Ｓｉｇｍａ １５２４６３)、
ＧＳＨ(Ｓｉｇｍａ ＢＤ８６１２)、Ｍ２ 培养基( Ｓｉｇｍａ Ｍ７１６７)、

矿物油(Ｓｉｇｍａ Ｍ５３１０)购自西格玛奥德里奇贸易有

限公司ꎮ
体视 显 微 镜 ( Ｍｏｔｉｃ )、 二 氧 化 碳 培 养 箱

(Ｔｈｅｒｍｏ)、小动物体温维持仪(瑞沃德)、超净工作

台(苏净安泰)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 麻醉剂的配置与使用

在超净工作台中将 ５ ｇ ２ꎬ２ꎬ２－三溴乙醇用 ３􀆰 １
ｍＬ 叔戊醇溶解ꎬ待充分溶解后取 ０􀆰 ５ ｍＬ 溶液加入

３９􀆰 ５ ｍＬ 生理盐水中ꎬ充分混合后过滤待用ꎬ配置完

成的麻醉剂需避光保存ꎬ小鼠麻醉时按照 ２０ μＬ / ｇ
腹腔注射使用ꎬ实验中所有对活体小鼠的手术操作

均在动物麻醉状态下开展ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＧＳＨ 溶液的配置

在超净工作台中使用 ＨＴＦ 将 ＧＳＨ 粉末溶解ꎬ
分别配置终浓度为 ０、 ０􀆰 ５、 １、 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＧＳＨ
溶液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 雌鼠超排及取卵

将每只 ＡＧ１２９ 雌鼠腹腔注射 ＰＭＳＧ １０ＩＵꎬ４８ ｈ
后腹腔注射 ＨＣＧ １０ ＩＵꎬ每个 ＧＳＨ 浓度组超排 ５ 只

ＡＧ１２９ 小鼠ꎬ３ 次平行ꎮ 注射 ＨＣＧ １５ ｈ 后处死超排

小鼠ꎬ手术取雌鼠输卵管ꎬ将输卵管在无菌滤纸上

短暂放置去除表面血液后ꎬ放入提前在 ３７℃ ５％
ＣＯ２ 中平衡好的 ＨＴＦ 受精滴油相中ꎮ 用显微镊固

定输卵管ꎬ用解剖针将输卵管膨大部刺破后ꎬ被卵

丘细胞包裹的卵细胞溢出ꎬ用显微镊将其拖入 ＨＴＦ
培养液中ꎬ放入二氧化碳培养箱内ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 雄鼠精子采集

将 ＡＧ１２９ 雄鼠处死后ꎬ手术取附睾尾ꎬ将附睾

尾在无菌滤纸上短暂放置去除表面血液ꎬ用显微镊

将附着的脂肪组织去除后ꎬ放入提前在 ３７℃ ５％
ＣＯ２ 中平衡好的 ＨＴＦ 获能滴油相中ꎮ 用显微镊固

定附睾尾ꎬ用显微剪切开尾部中央的附睾管ꎬ显微

镊轻压附睾尾ꎬ使精子从切口处流出ꎮ 迅速用显微

镊将流出的精子拖入 ＨＴＦ 获能滴中ꎬ放入二氧化碳

培养箱培养 ３０ ｍｉｎꎬ使精子获能ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 体外受精

在体视显微镜下观察精子浓度ꎬ使用移液器轻柔

沿边缘吸取 ４ ~ ６ μＬ 精子悬浊液注射入含有卵子的

ＨＴＦ 受精滴中进行受精ꎬ将受精滴放入二氧化碳培养

箱中进行培养ꎮ 受精 ６ ｈ 后ꎬ将卵子移入提前在 ３７℃
５％ ＣＯ２ 中平衡好的 ＫＳＯＭ 液滴中继续培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 移植受体准备

将受体 ＩＣＲ 雌鼠与 ＩＣＲ 结扎雄鼠 １ ∶１合笼ꎬ第 ２
日检查阴道栓ꎬ有阴道栓的可作为胚胎移植的受体

动物ꎮ

７９
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１􀆰 ２􀆰 ７　 早期胚胎形态学观察及统计

受精 ２４ ~ ２８ ｈ 后ꎬ对受精卵进行镜检ꎬ对 ２ 细

胞胚胎、未受精卵、异常卵进行统计ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ８　 ２ 细胞胚胎收集

使用移卵针将形态完好的 ２ 细胞胚胎移入提前

准备好的 Ｍ２ 培养基中ꎬ反复清洗 ３ 次后放入二氧

化碳培养箱内待移植ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ９　 胚胎移植

将受体 ＩＣＲ 小鼠麻醉后剃除背部左右两侧被毛ꎬ
并用 ７５％酒精消毒ꎮ 在卵巢脂肪垫部位皮肤纵向剪

开一切口ꎬ分离皮肤与肌肉ꎬ再将相应部位肌肉剪开ꎬ
拉出脂肪垫ꎬ卵巢、输卵管及子宫可一并牵引出ꎮ 用

脂肪夹夹住脂肪垫ꎬ在体视显微镜下调整输卵管位

置ꎬ找到输卵管膨大部ꎬ用滤纸在待移植部位做好标

记ꎮ 用维纳斯剪刀在输卵管伞口与膨大部间剪一小

口ꎬ将移植针沿开口朝膨大部方向插入ꎬ小心将 １５ 枚

每胎移入输卵管内ꎬ以输卵管中可见指示气泡作为移

植成功标志ꎮ 移植后将脂肪垫、卵巢及输卵管小心还

纳回腹腔ꎬ缝合肌肉层和皮肤层ꎬ完成单侧移植操作ꎬ
使用相同方法将 １５ 枚胚胎移入另外一侧输卵管中ꎮ
移植完成小鼠放在小动物体温维持仪上 ３０ ｍｉｎꎬ待苏

醒后转入 ＩＶＣ 笼盒内单独饲养ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学分析ꎬ对所得实

验数据进行单因素方差统计分析ꎬ定量数据以平均值

±标准误差(􀭰ｘ ±ｓ􀭰ｘ )表示ꎮ 组间比较采用 ｔ 检验ꎬ检验

水准为 α ＝０􀆰 ０５ꎬ以 Ｐ < ０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精添加 ＧＳＨ 试验结果

由表 １ 可见ꎬ不同 ＧＳＨ 浓度组平均受精率差

异具有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 在精子获能及受精过

程中ꎬＨＴＦ 中不添加 ＧＳＨ 时ꎬＡＧ１２９ 小鼠体外受

精率为(２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７３)％ꎮ 添加 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ
时ꎬ两细胞胚胎数量有所增加ꎬ受精率为(２０􀆰 ４４ ±
０􀆰 １５)％ꎮ 添加 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 时ꎬ两细胞数量进

一步增加ꎬ受精率达到(４３􀆰 ３５ ± １􀆰 ７６)％ꎮ 添加 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ ＧＳＨ 时ꎬ两细胞数量有所下降ꎬ受精率为

(３１􀆰 ７７ ± １􀆰 ４２)％ꎬ同时ꎬ异常卵数明显增加ꎬ主要

表现为多个精子头部钻入卵细胞透明带ꎬ胚胎呈

“毛球”状(见图 １)ꎬ使卵细胞无法正常完成受精ꎬ
最终发育为未受精卵、畸形卵或者死亡(见图 ２)ꎮ

表 １　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

ＧＳＨ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＧＳＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

卵母细胞数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ

２ 细胞胚胎数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

２￣ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ

未受精卵数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｕｎｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｏｏｃｙｔｅｓ

异常卵数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ａｂｎｏｒｍａｌ ｏｏｃｙｔｅｓ

平均受精率(％)
Ａｖｅｒａｇｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ(％)

０ ２１６ ５ １９８ １３ ２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７３ｄ

０􀆰 ５ ２２５ ４６ １６３ １６ ２０􀆰 ４４ ± ０􀆰 １５ｃ

１ ２２４ ９７ １１０ １２ ４３􀆰 ３５ ± １􀆰 ７６ａ

２ ２１１ ６７ ８１ ６３ ３１􀆰 ７７ ± １􀆰 ４２ｂ

注:同一列中数字后字母不同者ꎬ差异具有显著性ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｐａｉｒｗｉｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ.

２􀆰 ２　 移植产仔率分析

由表 ２ 可见ꎬ将相同数量的胚胎移植受体ꎬ均获

得了较理想的产仔量ꎬ不同 ＧＳＨ 浓度组间平均产仔

率差异无显著性 (Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ 组略高ꎮ
０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组与和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 组出生的仔鼠均离乳

成活ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 组仔鼠离乳前死亡 １ 只ꎬ平均成活

率为(９６􀆰 ３０ ± ６􀆰 ４１)％ꎬ不同 ＧＳＨ 浓度组间平均成

活率差异无显著性(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论

目前ꎬＡＧ１２９ 小鼠作为干扰素受体缺失最严重

动物ꎬ是病毒感染性动物模型的建立、病毒致病机

制研究及抗病毒疫苗与药物研究等方面科研工作

中重要的实验材料ꎮ 干扰素受体缺失ꎬ可能是导致

该品系小鼠繁殖能力下降的原因ꎬ采用常规雌雄同

笼交配方式ꎬ很难快速获得周龄、性别均一足量的

动物ꎬ成为限制相关科研活动顺利开展的瓶颈ꎮ 使

用激素对 ＡＧ１２９ 小鼠进行超排ꎬ采用常规体外受精

方法很难获得足够数量的胚胎进行后续移植ꎮ
精子质膜中含有大量不饱和脂肪酸ꎬ为精子与卵

子结合提供必要的条件ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)能够使精子

质膜过氧化ꎬ从而使精子质膜不可逆的丧失流动性ꎬ
造成精子损伤ꎬ失去受精能力[９]ꎮ ＧＳＨ 作为清除氧

自由基的清道夫ꎬ在细胞抗氧化系统中发挥着重要的

作用[１０]ꎮ 在体外受精试剂中加入一定浓度的 ＧＳＨꎬ
有利于体外受精的完成ꎮ ＧＳＨ 固体较稳定ꎬ但在溶液

中极易受外界环境中的温度、光照等条件影响而被氧

化为不具生理活性的氧化型谷胱甘肽[１１]ꎮ 因此ꎬ为
防止含 ＧＳＨ 的精子获能液氧化ꎬ必须在使用前现用

现配ꎬ不可使用前期配置或使用剩余的试剂ꎮ

８９
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注:Ａ: 正常体外受精 ６ ｈ 后胚胎ꎮ Ｂ: 异常体外受精 ６ ｈ 后

“毛球”状胚胎ꎮ

图 １　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精 ６ ｈ 后胚胎

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈ ｏｆ ｉｖｆ. Ｂꎬ Ａｂｎｏｒｍａｌ
“ｈａｉｒｂａｌｌ” ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｉｖｆ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ６ ｈ ｏｆ ｉｖｆ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

注:Ａ:正常体外受精 ２４ ｈ 后胚胎ꎮ Ｂ: 异常体外受精 ２４ ｈ
后发育情况ꎮ

图 ２　 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精 ２４ ｈ 后胚胎

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｉｖｆ. Ｂꎬ Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｉｖｆ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｉｖｆ ｏｆ ＡＧ１２９ ｍｉｃｅ

表 ２　 移植产仔率与成活率情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｂｉｒｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ＧＳＨ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ)
ＧＳＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｍｏｌ / Ｌ)

移植胚胎数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

产仔数
Ｌｉｔｔｅｒ ｓｉｚｅ

平均产仔率(％)
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｉｔｔｅｒ ｒａｔｅ (％)

离乳数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｗｅａｎｉｎｇ

平均成活率(％)
Ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ (％)

０􀆰 ５ ９０ ２２ ２４􀆰 ４４ ± １􀆰 ９３ ２２ １００􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
１ ９０ ２５ ２７􀆰 ７８ ± １􀆰 ９２ ２５ １００􀆰 ００ ± ０􀆰 ００
２ ９０ ２４ ２６􀆰 ６７ ± ３􀆰 ３４ ２３ ９６􀆰 ３０ ± ６􀆰 ４１

　 　 本实验以 Ｔｏｒｕ 等[１２]前期研究为依据ꎬ设计了 ３
个含不同浓度 ＧＳＨ 的精子获能及受精液的实验组ꎬ
１ 个不含 ＧＳＨ 的精子获能液及受精液的对照组ꎬ通
过实验发现精子获能液及受精液中加入 ＧＳＨ 能够

显著提高体外受精率ꎬ当 ＧＳＨ 浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ受精率有所提高ꎬ当 ＧＳＨ 浓度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
由于精子活力过强ꎬ导致异常受精卵数量明显增

多ꎬ平均受精率下降ꎬ当 ＧＳＨ 浓度为 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
受精率最高ꎬ受精效果最好ꎮ 将不同 ＧＳＨ 浓度组获

得的 ２ 细胞胚胎分别移植受体动物ꎬ均获得了数量
较为稳定的仔鼠ꎮ

因此ꎬ使用还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)调节小鼠体

外受精液成分ꎬ显著提高了 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精
率ꎬ良好的完成对 ＡＧ１２９ 小鼠体外受精ꎬ为该品系

小鼠生物净化及快速繁殖提供了可靠的技术保障ꎬ
并为后续类似问题的顺利解决提供了技术思路ꎮ
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