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小鼠胚胎移植技术优化及对巨细胞病毒净化研究
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摘要%目的!建立小鼠巨细胞病毒净化方法’以获得无 MAMJ感染的小鼠, 方法!利用胚胎移植技术’通过使用不

同激素-不同发情周期注射激素-受体鼠品系-不同的移植方法-不同时期胚胎移植’以及移植胚胎数量等对比试

验’优化了净化条件, 利用优化的胚胎移植净化方法’对供体鼠进行了净化, 结果!=<YMF生产的激素’在 "# <X

剂量下超排得到的可用胚胎数量约为 "’ 枚;只*在小鼠发情间期超排得到的可用胚胎最多’超排的可用胚胎数约

为 &) 枚;只*选取 AB’ 雄性小鼠与 <AD雌性小鼠交配的子一代作为受体鼠’产仔率达 ((CBg*输卵管移植较子宫移

植效果好’产仔率为 (#C?(g*移植 & 细胞胚胎的妊娠率为 $#g’明显优于单细胞和 $ 细胞*受体鼠移植 &( 枚胚胎

时’产仔率达到了 ()C’Bg, 利用优化的小鼠巨细胞病毒胚胎移植净化方法’净化得到了无 MAMJ感染的小鼠,

结论!建立了小鼠巨细胞病毒净化方法’为获得无 MAMJ感染的小鼠种群提供了可靠的保障,

关键词%小鼠巨细胞病毒*胚胎移植*净化
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!!实验动物是相关科学研究重要的-不可或缺的
实验材料’动物的质量可直接反映出科研水平的高
低 . "/ , 小鼠巨细胞病毒可导致小鼠肺炎’感觉神经

性耳聋’眼内感染’心脏感染 !心包心肌炎-营养不
良性心脏钙化’皮肤感染疱疹"’脑炎’肝炎等 . &K(/ ’

对毒理学-免疫学-药理学-肿瘤学等试验会产生影
响, 因此’从事相关试验研究使用的小鼠需要排除
小鼠巨细胞病毒的感染,

/L材料与方法

/O/L小鼠来源

结扎鼠-供体鼠-受体鼠来源于遗传发育所动物
中心, 待净化鼠%AB’ 小鼠’经检测种群感染小鼠巨
细胞病毒,
/O6L实验药品

GM=Y- 8AY 分 别 购 自 宁 波 第 二 激 素 厂 和
=<YMF公司’M& 操作液-M"? 培养液和二甲基亚砜
!LM=R"购自 =<YMF公司,
/O3L方法
/O3O/!结扎雄鼠的准备%双侧输精管结扎雄鼠, 手

术 " 周后’与雌鼠交配’见到阴道栓的雌鼠未怀孕’

证明雄鼠结扎成功’可使用, 使用时’做好见栓记
录’连续 ( f? 次不见栓的结扎鼠以二氧化碳吸入
法 . B/淘汰处死,

/O3O6!供体鼠的超排处理%雌鼠在实验第 " 天下午
"? 时腹腔注射 GM=Y’第 ) 天下午 "? 时腹腔注射
8AY, 注射 8AY后’" 只雌鼠与 " 只雄鼠进行合笼,

第 ( 天上午 $ 时检查雌鼠阴道是否有栓塞’见栓的
鼠作为供体,
/O3O3!受体的同期发情处理%假孕雌鼠是通过用结
扎雄鼠与受体鼠交配得到的, 第 ) 天下午 "? 时’结
扎雄鼠与受体鼠合笼交配,
/O3O2!胚胎采集-冲洗%在实验的第 B 天’通过脱颈
法处死供体雌鼠’用 ’#g的酒精喷洒腹部’使用眼
科剪在腹部中间剪开一个小口, 眼科镊夹住剪开的
皮肤’向头尾部拉伸使毛发脱离腹腔4, 眼科剪剪开
腹膜’取出输卵管-子宫’转移到装有 M& 的平皿上,

注射器吸取冲胚液’将胚胎冲出, 使用移卵管将胚
胎收集起来’转移到含新鲜 M& 的培养液中’反复洗
几次, 将胚胎转移至微滴培养皿中’培养液清洗’
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)’ j-Bg二氧化碳的条件培养暂存,
/O3O5!品质鉴定%在胚胎保存液中将胚胎清洗 &f)
次后’放于显微镜下观察’品质鉴定分为优良胚胎-
普通胚胎-不良胚胎和不可用胚胎’其中优良胚胎和
普通胚胎为可用胚胎,
/O3O4!胚胎移植%交配后 #CBf)CB , 的单细胞发育
到囊胚阶段的胚胎’可以移植到假孕雌鼠的生殖道
内使其继续发育, "CB , 的胚胎可以移植到假孕
"CB , 小鼠的输卵管壶腹部’而 )CB , 的胚胎可以移
植到 &CB , 或 )CB , 假孕雌鼠的子宫内,
/O3OW!检测%受体鼠产仔后’利用已报道的小鼠巨
细胞病毒 GAD检测方法 . ?/进行检测,
/O2L试验
/O2O/!不同厂商激素的对比试验%按照 /O3O6 介绍
的超排方法进行’使用不同厂商-不同剂量的激素进
行超排处理’对比得到的胚胎数量’以及优良胚胎和
正常胚胎占到总胚胎数量的比率, 选取的两家
GM=Y-IAY厂家为%=<YMF-宁波第二激素厂, 剂
量分别选取 B-’CB-"#<X,
/O2O6!小鼠不同发情周期注射激素的对比试验%
选取不同发情周期的供体小鼠注射 GM=Y’后续超
排按照 "C)C& 方法进行’对比超排出受精卵的数
量’用以确定选取哪个发情周期的小鼠进行超排
处理,
/O2O3!受体鼠品系的对比试验%选取 AB’-<AD-AB’
雄性与 <AD雌性交配的子一代!A<c" 代"以及 AB’
雌性与 <AD雄性交配的子一代!<Ac" 代"作为受体
鼠’利用输卵管移植法移植AB’ 小鼠 & 细胞的胚胎’
双侧输卵管移植’移植相同数量的胚胎’对比仔鼠出
生后的移植率,
/O2O2!输卵管移植与子宫移植产仔率的对比试验%
选取 AB’ 小鼠’随机分成两组, 分别进行输卵管移
植和子宫移植’均进行双侧移植, 产仔后计算产仔
数量’得出产仔率,
/O2O5!不同时期胚胎通过输卵管移植的成功率试
验%采集的 AB’ 小鼠的单细胞-& 细胞和 $ 细胞胚
胎’进行输卵管移植’移植到 <AD母鼠的输卵管内’
观察受体鼠的妊娠率’用以评价不同时期的胚胎对
输卵管移植成功率的影响,
/O2O4!输卵管移植移植胚胎数量的对比试验%选取
品质在优良-正常的 & 细胞胚胎’移植到受体鼠的输
卵管内’每只小鼠移植 "&-&(-)& 枚胚胎’观察受体
鼠的产仔率’用以评价移植胚胎数目的不同对输卵

管移植效果的影响,

6L结果

6O/L不同厂商激素的对比试验结果
按照 /O3O6 介绍的方法分别对 $ 周 AB’ 小鼠

?# 只使用不同厂商-不同剂量的激素进行超排处
理’对比得到的胚胎数量’以及优良胚胎和正常胚胎
占到总胚胎数量的比率, 由表 " 可知’使用 =<YMF
生产的激素超排效果无论从可用胚胎数和可用胚胎
比率看’均明显优于宁波第二激素厂, =<YMF产激
素超排不同剂量间可用胚胎比率差别不大’使用
"#<X剂量超排 AB’ 小鼠的优良-正常胚胎数约 "’
枚;只,

表 /L不同厂商不同剂量的激素对比试验结果

A%K;-/L@-R+;GR(TI#TT-H-&G"(H:(&-R

#&I#TT-H-&G:%&+T%MG+H-HR

厂商 剂量;<X
优良-正常

胚胎数;枚

不良-不可用

胚胎数;枚

可用胚胎

比率;g
宁波第二激素厂 BC# )( )? ($CB’

’CB )& )? (’C#?
"#C# (" )B B)C%B

=<YMF BC# $# "% $#C$"
’CB "(B )" $&C)%
"#C# "’" )% $(C&?

6O6L小鼠不同发情周期注射激素的对比试验结果
每组分别选取 "# 只发情间期-发情前期-发情

期-发情后期 $ 周的 AB’ 小鼠’按照 /O3O6 介绍的方
法进行超排处理’=<YMF产激素使用 "#<X’对比得
到的胚胎数量’以及优良胚胎和正常胚胎占总胚胎
数量的比率, 由表 & 可知’在小鼠的发情间期超排’
得到的优良-正常胚胎数量最多’平均每只小鼠获得
约 &) 枚胚胎,

表 6L不同发情周期注射激素的对比结果

A%K;-6L@-R+;GR(T#&Y-MG#(&"(H:(&-R#&

I#TT-H-&G-RGH(+RM$M;-R

发情周期
超排小鼠

数量;只

胚胎总数;

枚

优良-正常

胚胎数;枚
发情间期 "# &($ &&%

发情前期 "# "%B "$&

发情期 "# "&% "&)

发情后期 "# "B& ")&

6O3L受体鼠品系的对比试验结果
选取 $ 周的AB’-<AD-A<c" 代和<Ac" 代的受体

0&)0
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鼠’采用输卵管移植方法’双侧输卵管移植’移植 &B
枚 & 细胞胚胎’待仔鼠出生后计算产仔数量’得出 (
种不同品系的小鼠的产仔率分别为 )’CBg-(&g-
((CBg和 ()CBg, 由表 ) 可知’A<c" 代小鼠作为受
体产仔率较高,

表 3L受体鼠品系的对比结果
A%K;-3L@-R+;GR(TH-M#Q#-&G:(+R-RGH%#&R

品系 受体母鼠数量;只 胚胎数量;枚 产仔数;只 产仔率;g
AB’ $ &## ’B )’CB
<AD $ &## $( (&C#
A<c" $ &## $% ((CB
<Ac" $ &## $’ ()CB

6O2L输卵管移植与子宫移植产仔率对比试验结果
选取 "’ 只 <AD小鼠’随机分成两组’分别进行

输卵管移植和子宫移植’均进行双侧移植’其中输卵
管移植 <AD母鼠 "# 只共移植 &B" 枚优良-正常胚
胎’子宫移植受体母鼠 ’ 只共移植 &"" 枚 AB’ 小鼠
胚胎, 由表 ( 可知’输卵管移植和子宫移植分别产
仔 "#& 只-B$ 只’产仔率分别为 (#C?(g-&’C(%g,

表 2L不同移植方法产仔率对比试验结果
A%K;-2L@-R+;GR(TI#TT-H-&GGH%&RQ;%&G%G#(&

:-G"(IR#&K#HG"H%G-

移植方法
供体

品系

受体

品系

妊娠数

量;只

移植胚

胎数;枚

产仔

数;只

产仔

率;g
输卵管移植 AB’ <AD "# &B" "#& (#C?(

子宫移植 AB’ <AD ’ &"" B$ &’C(%

6O5L不同时期胚胎通过输卵管移植的成功率试验
结果

采集 AB’ 小鼠的单细胞-& 细胞和 $ 细胞胚胎’
进行输卵管移植’移植到 <AD母鼠的输卵管内’观
察受体鼠的妊娠率’由表 B 可知’移植 & 细胞胚胎的
妊娠率最高’达到了 $#g’而移植单细胞和 $ 细胞的
妊娠率分别为 B#g和 (#g,

表 5L移植不同时期胚胎的对比试验结果
A%K;-5L@-R+;GR(T-:KH$( GH%&RT-H#&I#TT-H-&GQ-H#(IR

不同时期胚胎
受体母鼠

数量;只

胚胎数;

枚

怀孕数

量;只
妊娠率;g

单细胞 "# &#$ B B#
& 细胞 "# &#) $ $#
$ 细胞 "# &#B ( (#

6O4L输卵管移植移植胚胎数量的对比试验结果
选取品质在优良-正常的 & 细胞胚胎’移植到受

体鼠的输卵管内’每只小鼠移植 "&-&(-)& 枚胚胎’

以观察受体鼠的产仔率, 由表 ? 可知%当受体鼠移
植 &( 枚胚胎时’产仔率最高达到了 ()C’Bg’而移植
"&-)& 枚胚胎的产仔率分别为 )’CBg和 )(C)$g,

表 4L移植数量的对比试验结果
A%K;-4L@-R+;GR(TI#TT-H-&G&+:K-HR(T-:KH$( GH%&RT-H

胚胎总

数;枚

移植胚胎数

量;!枚;只"
妊娠数

量;只

产仔数

量;只

产仔率;

g
"&# "& $ (B )’CB#
&(# &( $ "#B ()C’B
)&# )& ’ ""# )(C)$

6OWL仔鼠的检测结果
仔鼠出生后’眼角静脉丛采集抗凝血, 利用小

鼠巨细胞病毒 GAD检测方法进行检测’结果显示均
为阴性’见图 ", 说明感染小鼠巨细胞病毒的 =Gc
级小鼠’经过建立优化的胚胎移植净化方法’成功排
除了小鼠巨细胞病毒的感染,

图 /LUF@检测结果
注%M%L&### M3Q.UQ* "% 阳性对照* &% 阴性对照*

)% 样品 "* (% 样品 &* B% 样品 )* ?% 样品 (* ’% 样品 B

N#)S/L@-R+;GR(TUF@
>69U%M%L&### M3Q.UQ* "% G6*191]U5629Q6\* &% >U[391]U5629Q6\*

)%=37:\U"* (%=37:\U&* B%=37:\U)* ?%=37:\U(* ’%=37:\UB

3L讨论

用于小鼠净化的方法主要为药物净化-剖腹产
净化和胚胎移植净化 . ’K%/ , 药物净化有一定的作
用 . "#/ ’净化不理想’难以达到目的, 剖腹产净化主
要难点在于较难判断母鼠的妊娠期’而且仔鼠的气
味会影响其代乳过程中的存活和育成’有的病毒
!如淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒"可通过胎盘造成
净化的失败, 胚胎移植技术逐渐受到试验人员的重
视, 小鼠的胚胎透明带可形成一道天然的屏障’能

0))0
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有效地抵御细菌-病毒的侵入 . ""/ ’能通过胎盘屏障
的病原体也不能穿透透明带’且胚胎在供体鼠体内
时间很短’也有效降低了母子间垂直传播的可能性’
同时在胚胎移植过程中的冲洗步骤还能有效减弱或
消除病原体的活力 . "&/ ’这些极大地增加了对病原体
净化的有效性’为排除小鼠巨细胞病毒奠定了坚实
的基础 . ")/ ,

本文利用优化的胚胎移植净化技术对感染了小
鼠巨细胞病毒的 =Gc级小鼠进行了胚胎移植净化’
获得了无小鼠巨细胞病毒感染的 =Gc级小鼠,
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