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摘要%目的!在小鼠生物净化中(从超排后未排卵的卵巢(取卵泡内未成熟卵采用卵母细胞体外成熟 !-* =-"’&

739UT39162(<LG"使之在体外成熟并具备受精能力(以提高卵子利用率和作为常规促超排失败的一种补救措施*

方法!在小鼠生物净化中(取注射 DG=Q和 YAQ后未排卵卵巢(在实体显微镜下划破卵泡挑选卵丘卵母细胞复合

物!AHA*"(置于成熟液滴中在体外发育成熟* 同时以注射 DG=Q和 YAQ后正常超排卵’只注射 DG=Q后取未成熟

卵体外成熟和注射 DG=Q和 YAQ后取疑似成熟卵和裸卵体外成熟作为对照* 经体外受精’体外胚胎发育后(将 &_

细胞胚移植到受体输卵管(使其在受体内发育成为成熟的个体* 结果!注射 DG=Q和 YAQ后未排卵组!J组"(卵

细胞体外成熟率为 $’C#hg)C&h(二胞率为 BBC"hg"&C)h(囊胚率为 &)C"h(移植 (" 枚二细胞胚至 & 只受体鼠(

出生 B 只幼崽(产仔率 "&C&h* 只注射 DG=Q(($ 8 后取未成熟卵组!N组"(体外成熟率为 $)C%hg)C%h(二胞率为
B"C$hg%C)h(囊胚率为 )$CBhg")C%h* 注射 DG=Q和 YAQ正常超排组!A组"(其二胞率为 ’$C%hg#C?h(囊胚

率为 ’$C#hg)C$h* 注射 DG=Q和 YAQ未排卵卵巢(取裸卵和疑似成熟卵!M组"(体外成熟培养 # 8(? 8 和 "?i

"$ 8(其成熟率’二胞率和囊胚率与其它三组相比均较低且有极显著性差异* J组和 N组与正常对照 A组相比(二

胞率均有显著性差异(囊胚率均有极显著性差异* 结论!卵母细胞体外成熟!<LG"可以作为小鼠生物净化中促超

排失败的一种补救措施(并且可以提高珍稀品系小鼠的卵子利用率*

关键词%小鼠+卵母细胞+体外成熟!<LG"+生物净化

中图分类号% d$")!!文献标识码% J!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#)_##B)_#B

’>C%"#4)%?%;a41**24"##?_?"’%4&#"%4#)4#"#

!!随着生命科学和医学研究的不断深入(越来越
多的转基因小鼠应用到科学研究中* 而在转基因小
鼠制备’饲养’运输及品系共享等过程中(极易造成
病原微生物的感染(生物净化是目前去除病原微生
物感染的有效途径 , "- *

生物净化主要有剖宫取胎和体外受精_胚胎移
植两种方法* 剖宫取胎操作相对简单(但存在净化
不彻底和难以计算最佳剖宫时间等弊端+而体外受
精_胚胎移植则需要掌握扎实的胚胎移植技术 , &- *

体外受精_胚胎移植法在实际应用中需要大量
的成熟卵子(但在超排过程中(由于小鼠年龄’品系’

激素用量等许多因素的影响(常常会出现超排失败
或只有少量成熟卵子排出的现象(造成净化失败*

这对于转基因小鼠(特别是一些珍稀转基因品系来
说(是一种巨大的资源浪费* 本文旨在利用卵母细

胞体外成熟技术 !-* =-"’&739UT39162(<LG"(深度挖
掘未排卵小鼠卵巢内未成熟卵的发育潜力(以提高
珍稀转基因小鼠的卵子利用率(同时也作为常规促
排卵失败的一种补救措施*

/K材料与方法

/N/K主要仪器与试剂

实体显微镜!IV<AJ(=$JD#"+二氧化碳培养箱
!R8ST76"+超净工作台!苏州佳宝净化工程设备有
限公司"*

#_GVG基础培养液!G(B&?(=1Z73"+胎牛血清
!&&#""_$?"&(浙江天杭生物科技股份有限公司"+丙
酮酸钠!D(B?&(=1Z73"+G& 培养液!G"&B#(南京爱贝
生物科技有限公司"+获能液;体外受精液!GK_#’#_
M(G1OO1:6TS"+胚胎发育液!GK_"&"(G1OO1:6TS"+DG=Q
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!"?#%&?"和 YAQ!"?#$&#"均购自宁波第二激素厂*
/N5K实验动物

待净化转基因小鼠(雌鼠 ( i? 周龄(雄鼠 $ 周
龄(来源于科研用小鼠*

清洁级 <AK小鼠(雌鼠 (i? 周龄(雄鼠 ?i$ 周
龄* 来源于上海斯莱克实验动物公司(使用许可证
号%=Â F!沪"&#"’_###B*

以上动物均饲养于浙江省医学科学院实验动物
中心屏障系统隔离包内(动物饲养合格证号%=\̂ F
!浙"&#"(_###$* 自由采食饮水(光照 "& 8;,!’%##
@"%%##"*
/N3K结扎公鼠的制备

?i$ 周龄 <AK雄鼠("h戊巴比妥钠麻醉后切开
下腹部皮肤和肌肉(暴露两侧输精管(无菌弯镊在酒
精灯火焰上烧烫后迅速将输精管夹断* 将断开的输
精管小心放置原位(撒上少许青霉素粉后缝合肌肉
皮肤(" 个月后使用*
/N2K小鼠超排

实验分组%J组%注射 DG=Q和 YAQ后未排卵
卵巢(取卵泡内未成熟卵体外培养+N组%只注射
DG=Q(($ 8 后取卵泡内未成熟卵体外培养+A组%注
射 DG=Q和 YAQ后(输卵管内取成熟卵!正常超排
组"直接进行体外受精+M组%注射 DG=Q和 YAQ后
未排卵卵巢(取卵泡内裸卵和疑似成熟卵体外培养*
下文均简称 J组’N组’A组和 M组*

下午 B 点(小鼠 ( 周龄 B <];只(B i? 周龄 ’CB
<];只(腹腔注射 DG=Q(($ 8 后注射相同剂量 YAQ(
"?i"$ 8 后收集成熟卵母细胞’未成熟卵母细胞’裸
卵和疑似成熟卵* 只注射 DG=Q组则在注射 DG=Q
(?i($ 8 后取未成熟卵(体外成熟培养 "?i"$ 8 后进
行体外受精与体外胚胎培养!具体方法详见 "C?"*
/NOK培养基准备

体外成熟培养液按参考文献配制(主要成分为%
#_GVG基础培养液(Bh胎牛血清 !EN="()2Z;7I
VQE(B#7<];7IT8E=Y(#C&B 776O;I丙酮酸钠(青
霉素与链霉素各 #CBh, )- (#C& !7滤膜过滤后分装
冷冻备用*

采卵前一天(用直径 )B 77培养皿分别做 <LG
液’获能液;受精液’F=HG培养液等液滴(上覆石蜡
油()’ j’Bh AH& 培养箱内过夜孵育*
/N4K精子获能’体外受精与未成熟卵 CID
/N4N/!精子获能%采卵前 " 8(颈椎脱臼处死雄鼠(
在 " s&## 稀释万洁消毒液中浸泡消毒(置于干净卫

生纸上吸干液体* 无菌手术器械取其两侧附睾尾(
剔除多余脂肪组织(在无菌滤纸上来回滚动数次除
去血渍(放入提前过夜孵育的获能皿的石蜡油中*
用无菌镊夹住附睾尾使其绷紧(并用 " 7I无菌注射
器针头刺破附睾尾(将溢出的精液移到获能液滴中(
置于 )’ j’Bh AH& 培养箱中获能 " 8*
/N4N5!体外受精%净化用转基因雌鼠(YAQ注射
"?i"$ 8 后(颈椎脱臼处死(" s&## 稀释万洁消毒
液中浸泡消毒(取其两侧卵巢和输卵管(将其置于提
前预热至 )’ j的 G& 培养液中* G& 培养液中再次
清洗后(放在无菌滤纸上吸干液体(然后转到提前过
夜孵育的受精液滴皿的石蜡油中* 靠近受精液滴(
找到输卵管膨大部(用 " 7I无菌注射器划破膨大
部(将卵子移到受精液滴中* 未见膨大部的卵巢则
置于 G& 培养液中()’ j保温备用*

取在培养箱中获能 " 8 的获能液滴皿(显微镜
下检查精子活力和精子数量* 用移液器吸取获能液
滴周边精子 "# !I!约含精子 &## 个;!I"(加入到已
移入卵子的受精液滴中 ! B# i"## 个"* )’ j’Bh
AH& 培养箱中受精 ( 8(然后将所有卵子转至胚胎发
育液 F=HG中*
/N4N3!未成熟卵 <LG%取 G& 中保存的未超排卵巢(
实体显微镜下用镊子将卵巢周边的脂肪及输卵管剥
离干净(G&中清洗 &i) 次后(转入事先 )’ j预热的
#_GVG中* 用 " 7I注射器针头划破卵泡(释放卵丘
卵母细胞复合体!AHA*"* 无菌玻璃管在酒精灯火焰
上烤热熔化后迅速拉至直径比 AHA*稍粗的玻璃针
!提前准备"(用口吸管吸取至少有 )层颗粒细胞包裹
的 AHA*(转至另一皿干净的 #_GVG中* 捡卵结束后
将所有的 AHA*转至事先在 )’ j’Bh AH& 培养箱过
夜孵育的 <LG液滴中(清洗 &i) 次后转至 &## !I大
液滴()’ j’Bh AH&培养箱内培养 "?i"$ 8(然后进
行体外受精* 精子获能’体外受精方法同上* 体外受
精 ( 8 后转至胚胎发育液 F=HG中*

取注射 DG=Q和 YAQ后未排卵卵巢卵泡内的
裸卵和疑似成熟卵!卵丘颗粒细胞已扩散"(分为三
组进行实验%直接受精+体外成熟培养 ? 8 后受精和
体外成熟培养 "?i"$ 8 后受精* 受精 ( 8 后转至胚
胎发育液 F=HG中*
/NPK受体小鼠的挑选’合笼与胚胎移植

体外受精当天下午 B 点左右(挑取阴门红肿发
情的 <AK雌鼠(与结扎雄鼠 " s"合笼交配* 于次日
早上挑取有阴栓的小鼠!即受体小鼠"(无菌环境下
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从隔离包转至超净工作台*
受体小鼠 "h戊巴比妥钠麻醉(背部剃毛(’Bh

酒精(碘酊再 ’Bh酒精消毒* 在卵巢位置剪一纵向
小口(依次剪开皮肤’肌肉’腹膜后(用镊子找到脂肪
垫(将其和卵巢’输卵管一起拉出* 用脂肪夹夹住脂
肪垫(固定好卵巢和输卵管(在显微镜下找到输卵管
膨大部并将其调整至最高位* 玻璃针最前端吸取 )
个气泡(然后吸取 &#i)# 个 &_细胞胚(在输卵管膨
大部前端进针(将 &_细胞胚吹至膨大部* 当三个气
泡均吹至膨大部时(说明全部 &_细胞胚已经移植到
输卵管膨大部内*

5K结果

5N/K<组和 =组与 E组卵细胞体外成熟率’二胞
率’囊胚率及出生率

注射 DG=Q和 YAQ后(未排卵卵巢!J组"(取
卵泡内未成熟卵体外培养() 次重复实验(其成熟率
为%$$C?h ! ?&;’# "( $)C)h ! (B;B( "( $%C&h ! ??;
’("* 二胞率为%?’C"h! (’;’#"((&C?h! &);B("(
BBC(h! (";’("* ") 枚二细胞胚胎体外发育(有 )

枚发育至囊胚(囊胚发育率为 &)C"h!);")"* 将 ("
枚二细胞胚胎移植到 & 只受体鼠体内(其中 " 只生
出 B 只幼崽(产仔率为 "&C&h!B;(""*

只注射 DG=Q(($ 8 后取卵泡内未成熟卵 !N
组"(( 次体外成熟培养(其成熟率为%’%C)h! ?B;
$&"( $$C"h! "(#;"B%"( $&C(h! ")";"B% "( $?C#h
!%&;"#’"* 二胞率为%B%C$h!(%;$&"(((C#h!’#;
"B%"(()C(h! ?%;"B%"(B%C$h! ?(;"#’"* 囊胚率
为%)?C’!"$;(%"(B$C?!(";’#"()#C(!&";?%"(&$C"
!"$;?("*

注射 DG=Q和 YAQ后(输卵管内取成熟卵 !A
组"(直接进行体外受精(受精后二胞率为%’%CBh
! "?’;&"#"( ’%C#h! &));&%B"( ’$C)h! "%B;&(%"*
囊胚率为% ’)C’h ! "&);"?’ "( ’%C$h ! "$?;&)) "(
$#CBh!"B’;"%B"* 见表 "*

J组与 N组相比(其成熟率和二胞率均无显著
性差异!5p#C#B"* J组二胞率与 A组相比(有显著
性差异!5l#C#B"* N组二胞率与 A组相比(有极显
著性差异!5l#C#""* J组和N组与A组相比(囊胚
率均有极显著性差异!5l#C#""*

表 /K<组’=组和 E组卵细胞体外发育结果
@%J:-/K>(R$F-S/#1/)&% H-X-:(W9-&FG-S+:FS(T)G(+W<&=%&HEV

组别 处理方法 实验次数 成熟率;h 二胞率;h 囊胚率;h 移植二胞数 产仔率;h
J 注射 DG=Q和 YAQ后(取卵泡内未成熟卵 ) $’C#g)C& BBC"g"&C) &)C" (" "&C&
N 只注射 DG=Q(($ 8 后取未成熟卵 ( $)C%g)C% B"C$g %C) )$CBg")C% ; ;
A 注射 DG=Q和 YAQ后(取输卵管内成熟卵 ) ; ’$C%g #C? ’$C#g )C$ ; ;

5N5K’组不同成熟培养时间卵细胞体外成熟率’二
胞率及囊胚率

注射 DG=Q和 YAQ后未排卵的卵巢(取卵泡内
裸卵和疑似成熟卵!M组"(体外成熟培养时间分为
三组%成熟培养 # 8!即直接进行体外受精"+成熟培
养 ? 8 和成熟培养 "? i"$ 8* 受精后成熟培养 # 8

两次重复实验二胞率为 "#C&h’"BC?h(囊胚率为
#C#h’&&C’h+成熟培养 ? 8 二胞率为 BC’h(囊胚率
为 #C#h+成熟培养 "?i"$ 8 两次重复实验二胞率为
"C)h’"$C?h(囊胚率为 #C#h’)C)h* !详见表 &"*

表 5K’组卵细胞体外发育结果

@%J:-5K>(R$F-S/#1/)&% H-X-:(W9-&FG-S+:FS(T)G(+W’

总卵数 成熟培养时间;8 受精后二胞率;h 体外发育囊胚率;h
"(" # "BC?!&&;"("" &&C’!B;&&"
(% # "#C&!B;(%" #!#;B"
B) ? BC’!);B)" #!#;)"
"?" "?i"$ "$C?!)#;"?"" )C)!";)#"
’% "?i"$ "C)!";’%" #!#;""

!!M组中体外成熟培养 # 8’?8 和 "?i"$ 8(其二
胞率和囊胚率与组 J’N’A相比均有极显著性差异*

3K讨论

3N/K超数排卵
通过超数排卵获得大量整齐优质的卵子是生物

净化’转基因’克隆等研究的基础之一* 影响超排的
因素有很多(如%供体雌鼠的品系’年龄与体质量’激
素的注射剂量和注射时间’环境因素!温度’湿度和
噪声"等 , (- *

我们在试验中(对不同品系小鼠一律采用%)i(
周腹腔注射 B <]DG=Q和 YAQ+Bi? 周注射 ’CB <]
DG=Q和 YAQ+而对 ’ 周及以上则注射 "# <]DG=Q
和 YAQ(两种激素注射间隔时间均为 ($ 8* 结果表
明(AB’NI;? ‘小鼠超排效果最好且稳定* 宋绍征
等 , B-研究发现在相同剂量激素条件下(<AK小鼠和
AB’NI;? ‘小鼠的超排效果显著优于 NJIN;5小鼠

0BB0
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和 ELN小鼠(我们试验结果与其相一致(原因可能
是近交系的遗传因素导致 NJIN;5’ELN’"&% 等小
鼠的繁殖能力较差*

)i( 周小鼠相较于其它周龄小鼠(可获得最好
的超排效果(这与徐平 , ?-的研究结果相一致(这可
能是性成熟后的小鼠固有的性周期和性激素对外源
性的超排激素!DG=Q和 YAQ"有影响*

关于小鼠超排最合适的激素用量(目前国外多
采用 SAQ;DG=Q和 YAQ各 B<]或各 ’CB<]剂
量 , )( ’_%- (国内有的采用 DG=Q和 YAQ各 B<]或各
"#<]剂量* 而我们在试验过程中(则根据小鼠年龄
体质量的不同做了适当调整*

年龄较大雌鼠和一些近交系小鼠 !NJIN;5’
ELN’"&% 等"的超排效果一直较差(甚至无排卵(正
是这些问题的存在(迫使我们寻找一种新的方法来
提高卵子利用率(卵母细胞体外成熟则为解决这一
问题提供了新的途径*
3N5K卵母细胞体外成熟

卵母细胞体外成熟!-* =-"’&739UT39162(<LG"是
一项重要的辅助生殖技术和研究工具* 因其可以生
产成熟卵子被广泛应用于各研究领域(如%人类不孕
症治疗’家畜人工育种中的胚胎生产’克隆’干细胞
和转基因技术等 , %- *

小鼠卵母细胞体外成熟一般是在注射 SAQ;
DG=Q(( 或 ($ 8 后直接从卵泡中取未成熟卵体外
培养 , "#_"&- (而我们在生物净化中则是针对注射
DG=Q和 YAQ后未排卵的卵巢* 为了比较注射
YAQ对卵巢卵泡内未成熟卵体外发育的影响(我们
设置了两组试验%注射 DG=Q和 YAQ后未排卵组
!J组"和只注射 DG=Q(($ 8 后取未成熟卵组 !N
组"(同时以注射 DG=Q和 YAQ后正常超排卵组!A
组"作为对照* 结果发现%注射 YAQ对卵泡内未成
熟卵体外成熟’体外受精’体外胚胎发育等并无影
响(J组与 N组的成熟率’二胞率均无显著性差异
!5p#C#B"* 因 J组体外受精后大部分二细胞胚胎
用于移植(只有很少一部分!") 枚"用来做体外胚胎
发育(所以 J组与 N组的囊胚率并无可比性* J组
的二细胞胚胎做了 )次移植试验(分别移植 )(’&) 和
("枚二细胞胚(但因受体等各种因素的影响(只成功
了一次* ("枚二细胞胚移植到两只受体小鼠输卵管
内(其中一只成功受孕生出 B只小鼠!&雄 )雌"(B 只
小鼠性成熟后相互交配可产下正常的后代(说明通过
<LG技术出生的小鼠是健康可育的,")- *

但是(注射 YAQ可导致超排后的卵巢质地松
软(卵巢表面缺少较好的卵泡(卵泡内部大部分为裸
卵或卵丘颗粒细胞已经扩散的卵 !疑似成熟卵"*
与只注射 DG=Q相比(注射 YAQ后获得的质量较好
的卵丘卵母细胞复合物!AHA*(至少有三层颗粒细
胞包裹"大大减少* 但是只要有颗粒细胞包裹的
AHA*(在体外成熟培养 "? i"$ 8 后(颗粒细胞均会
扩散(经体外受精后大部分可卵裂至二细胞胚胎(其
成熟率和受精率均较理想*

J组’N组与正常超排卵对照组!A组"相比(卵
细胞成熟率’二胞率和囊胚率均有显著性差异(说明
在现有的技术条件下(卵细胞体外成熟仍不能完全
模拟其体内发育环境和条件(对卵细胞成熟的机理
有待进一步研究*

DG=Q和 YAQ注射后未排卵卵巢(卵泡内有大
量裸卵和疑似成熟卵!卵丘颗粒细胞已扩散卵"(为
了进一步挖掘这部分卵子的利用价值(我们分三组
进行试验%体外成熟培养 # 8!直接进行体外受精"’
体外成熟培养 ? 8 后体外受精和体外成熟培养 "?i
"$ 8 后体外受精* 直接进行体外受精组(两次重复
实验(受精后二胞率分别为 "BC?h!&&;"(""和 "#C&
!B;(%"(囊胚率分别为 &&C’h!B;&&"和 #h!#;B"*
说明在这些裸卵和疑似成熟卵中(有真正的成熟卵(
但只是占很少一部分比例* 体外成熟培养 ? 8 组二
胞率为 BC’h!);B)"(囊胚率为 #h!#;)"+体外成熟
培养 "? i"$ 8 组(两次重复实验(二胞率分别为
"$C?h! )#;"?" " 和 "C)h! ";’% "(囊胚率分别为
)C)h!";)#"和 #h!#;""* 说明在这些裸卵和疑似
成熟卵中(只有很少一部分可以在体外成熟培养后
获得受精能力* 不管是直接进行体外受精(还是体
外成熟培养 ? 8’"?i"$ 8 后进行体外受精(裸卵和
疑似成熟卵受精后的二胞率’囊胚率都不尽如人意*
分析其原因可能是这部分卵子(由于没有卵丘颗粒
细胞的包裹(所以在体外成熟培养中不能很好地接
受成熟因子的调控 , $- * 然而(只注射 DG=Q!N组"
的卵泡中(大部分是有颗粒细胞包裹的未成熟卵(裸
卵只有很少一部分(并且未见到有疑似成熟卵* 由
此得出结论%注射 DG=Q和 YAQ后未排卵卵巢卵泡
内大量的裸卵和疑似成熟卵是 YAQ作用的结果(至
于为什么没有排出原因尚不清楚*

综上所述(卵母细胞体外成熟!<LG"可以作为
生物净化中小鼠促排卵失败的一种补救措施(并且
可以提高一些珍稀转基因品系小鼠的卵子利用率*
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