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小鼠非手术胚胎移植技术影响因素研究

刘晓静,刘晓欣,张天存,田永路,李夏莹∗,韦玉生∗

(北京大学生命科学学院实验动物中心,北京　 100871)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究不同非手术移植器、植入胚胎数量、胚胎时期、胚胎品系对小鼠非手术胚胎移植效

率的影响以及手术移植和非手术移植效率的比较,以期建立稳定的小鼠非手术胚胎移植技术体系。 方法　 使

用非手术的方法进行小鼠的胚胎移植。 结果　 使用两种不同的非手术移植器进行胚胎移植,怀孕率分别为

(75. 00±0. 00)%、(66. 67±14. 43)%,生仔率分别为(46. 11±6. 31)%、(18. 89±0. 96)%;胚胎的数量分为 10、
15、20 枚 3 组进行非手术移植,怀孕率分别为(66. 67±11. 55)%、(80. 00±0. 00)%、(66. 67±23. 09)%,生仔率

分别为(29. 33±4. 16)%、(38. 67±4. 81)%、(17. 00±3. 46)%;将囊胚和桑葚胚进行非手术移植,怀孕率分别为

(80. 00±0. 00)%、(46. 67±11. 55)%,生仔率分别为(38. 67± 4. 81)%、(10. 22± 2. 77)%;选用 C57BL / 6J、ICR、
基因修饰 A、基因修饰 B

 

4 个品系小鼠作为供体,进行非手术移植,怀孕率分别为(66. 67±11. 55)%、(80. 00±
0. 00)%、(73. 33± 11. 55)%、( 80. 00 ± 0. 00)%,生仔率分别为( 26. 67 ± 2. 67)%、( 38. 67 ± 4. 81)%、( 32. 00 ±
3. 53)%、(29. 34±2. 31)%;手术移植 15 只假孕鼠,非手术移植 15 只假孕鼠,怀孕率分别为(80. 00±0. 00)%、
(86. 67±11. 55)%,生仔率分别为(38. 67±4. 81)%、(36. 00±5. 82)%。 结论　 不同移植器进行非手术移植产

仔率存在差异;每次移植 15 枚的胚胎数量移植效率较高;选用囊胚期胚胎进行非手术移植的效率较高;手术

移植效率与非手术移植效率无明显差异。
【关键词】 　 小鼠;非手术移植;胚胎移植
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 We
 

aimed
 

to
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

devices,
 

number
 

of
 

transferred
 

embryos,
 

embryo
 

stage,
 

and
 

embryos
 

obtained
 

from
 

different
 

mouse
 

strains
 

on
 

the
 

efficiency
 

of
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

in
 

mice,
 

and
 

to
 

compare
 

the
 

efficiencies
 

of
 

surgical
 

and
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer,
 

in
 

order
 

to
 

establish
 

a
 

stable
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

technology
 

system.
 

Methods 　 Mouse
 

embryo
 

transfer
 

was
 

carried
 

out
 

using
 

non-surgical
 

method
 

.
 

Results　 The
 

pregnancy
 

rates
 

using
 

two
 

different
 

non-surgical
 

transfer
 

devices
 

were
 

(75. 00±0. 00)%
 

and
 

(66. 67±14. 43)%,and
 

the
 

birth
 

rates
 

were
 

(46. 11±6. 31)%
 

and
 

(18. 89±0. 96)%,
 



respectively.
 

Transfer
 

of
 

10,
 

15,
 

and
 

20
 

embryos
 

resulted
 

in
 

pregnancy
 

rates
 

of
 

( 66. 67 ± 11. 55)%,
 

( 80. 00 ±
0. 00)%,

 

and
 

(66. 67±23. 09)%,
 

and
 

birth
 

rates
 

of
 

(29. 33±4. 16)%,
 

(38. 67±4. 81)%,
 

and
 

(17. 00±3. 46)%,
 

respectively.
 

When
 

blastocysts
 

and
 

morulae
 

were
 

transferred
 

non-surgically,
 

the
 

resulting
 

pregnancy
 

rates
 

were
 

(80. 00± 0. 00)%
 

and
 

( 46. 67 ± 11. 55)%
 

and
 

the
 

birth
 

rates
 

were
 

( 38. 67 ± 4. 81)%
 

and
 

( 10. 22 ± 2. 77)%,
 

respectively.
 

Four
 

strains
 

(C57BL / 6J,
 

ICR,
 

genetically
 

modified
 

mice
 

A,
 

genetically
 

modified
 

mice
 

B)
 

were
 

used
 

as
 

donors
 

for
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer,
 

with
 

resulting
 

pregnancy
 

rates
 

of
 

( 66. 67± 11. 55)%,
 

( 80. 00± 0. 00)%,
 

(73. 33± 11. 55)%,
 

and
 

( 80. 00 ± 0. 00)%,
 

and
 

birth
 

rates
 

of
 

( 26. 67 ± 2. 67)%,
 

( 38. 67 ± 4. 81)%,
 

( 32. 00 ±
3. 53)%,

 

and
 

( 29. 34 ± 2. 31)%,
 

respectively.
 

Fifteen
 

pseudo-pregnant
 

mice
 

were
 

transplanted
 

surgically
 

and
 

15
 

were
 

transplanted
 

non-surgically,
 

with
 

pregnancy
 

rates
 

of
 

(80. 00±0. 00)%
 

and
 

(86. 67±11. 55)%,
 

and
 

birth
 

rates
 

of
 

(38. 67±4. 81)%
 

and
 

(36. 00±5. 82)%,
 

respectively.
 

Conclusions　 Transfer
 

device
 

A
 

resulted
 

in
 

a
 

higher
 

birth
 

rate
 

in
 

this
 

study.
 

The
 

embryo
 

transfer
 

efficiency
 

was
 

higher
 

when
 

15
 

embryos
 

were
 

transferred
 

into
 

unilateral
 

uterine
 

horns
 

of
 

pseudo-pregnant
 

2. 5-day
 

recipients.
 

Blastocyst-stage
 

embryo
 

transfer
 

was
 

more
 

efficient
 

than
 

morula-stage
 

transfer.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

efficiency
 

between
 

surgical
 

and
 

non-surgical
 

embryo
 

transfer
 

procedures.
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　 　 基因修饰小鼠已经广泛用于鉴定基因功能、
动物发育和细胞分化以及各种疾病机制及防治

研究[1-3] 。 构建基因修饰小鼠过程复杂,包括将

DNA(和 / 或 RNA 以及蛋白) 显微注射或电转到

受精卵细胞中,或者在胚胎干细胞利用同源重组

靶向基因[4-5] ,然后将操作后的胚胎移植到假孕

小鼠的输卵管或子宫角中[6] ,以获得基因修饰小

鼠。 目前,将小鼠胚胎通过手术移植到代孕鼠是

制备基因修饰小鼠模型的最常用方法,但手术移

植需要切开皮肤和肌肉,将内脏器官外化和牵

引[7] ,并需要缝合伤口,引发代孕鼠疼痛和痛

苦[6] 。 手术移植过程繁琐,代孕鼠术后恢复方面

的潜在问题以及可能的术后感染需要监测[8-9] 。
动物福利与伦理要求动物研究需遵循“ 3R” 原

则[10] ,以寻求替代动物的程序、减少使用的动物

数量以及改进方法以尽量减少疼痛和痛苦。 2009
年非手术胚胎移植方法作为一种替代方案被提

出并由 ParaTechs 公司商业化[11] 。 该方法是利用

特定器械,通过非手术的方式将胚胎通过子宫颈

移植到子宫角的技术,整个操作过程相对于传统

的手术子宫角移植简单,且由于无须在腹部开创

口以及子宫上打洞, 受体动物的疼痛显著降

低[12-13] 。 在本研究中,对两种非手术胚胎移植

器、移植胚胎数量、不同时期胚胎以及不同品系

小鼠胚胎的移植效率进行比较,并对比非手术移

植和手术移植的效率,从而为小鼠非手术胚胎移

植技术的应用提供更全面的实验数据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 本实验所用小鼠均为 SPF 级,购于北京维通

利华实验动物技术有限公司[ SCXK (京) 2021 -
0006];饲养于北京大学实验动物中心 [ SYXK
(京)2020- 0035]。 代孕雌鼠选用 28 ~ 32

 

g 的 8
周封闭群 ICR 小鼠 189 只,结扎雄鼠选用 32 ~
35

 

g、10 ~ 12 周的封闭群 ICR 小鼠 60 只;供体

ICR 雌鼠选用 12 ~ 14
 

g、3 ~ 4 周的封闭群 ICR 小

鼠 240 只,交配雄鼠选用 32 ~ 35
 

g、10 ~ 12 周的封

闭群 ICR 小鼠 60 只;供体 C57 雌鼠选用 12 ~ 14
 

g、3~ 4 周近交系 C57BL / 6J 小鼠 30 只,交配雄鼠

选用 28~ 32
 

g、10~ 12 周的近交系 C57BL / 6J 小鼠

10 只;A 基因修饰与 B 基因修饰供体雌鼠选用 12
~ 14

 

g、3~ 4 周 C57BL / 6J 背景基因 A 敲除纯合和

基因 B
 

loxp 插入纯合小鼠各 30 只,交配雄鼠分别

选用 28~ 32
 

g、10~ 12 周 C57BL / 6J 和基因 B
 

loxp
插入纯合小鼠各 10 只。 所有操作均遵循北京大

学动物实验伦理要求,动物实验伦理审批单位为

北京大学实验动物福利伦理委员会(LAC-WeiYS-
1),整个研究过程符合 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 孕马血清促性腺激素( PMSG) (宁波第二激

素厂公司,批号:B240501);人绒毛膜促性腺激素

98中国比较医学杂志 2025 年 4 月第 35 卷第 4 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

April
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

4



(HCG)(宁波第二激素厂公司,批号:S231005);
M2 培 养 液 ( Sigma-Aidrich 公 司, 批 号:
0000349107);KSOM 培养液(南京贝尔公司,批

号:20240430);三溴乙醇( Sigma-Aidrich 公司,批
号:T48402)。 手术器械:组织剪、线剪、组织镊、
持针器、脂肪夹、眼科剪、眼科镊、手术缝合针、手
术缝合线(瑞沃德公司);冲胚针:针尖处理过的

1
 

mL 胰岛素注射器(碧迪医疗器械有限公司);
1

 

mL 无菌注射器(北京慕鸥生物有限公司);移
卵针(自制);移植器 A(保定正木生物科技有限

公司); 移植器 B ( 机构赠予); 10
 

μL 移液器

(Eppendorf 公司);体视显微镜(尼康公司);CO2

培养箱(日本 PHCbi 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 超数排卵

供体雌鼠腹腔注射 10
 

IU
 

PMSG,48
 

h 后腹腔

注射 10
 

IU
 

HCG,并与相同品系雄鼠同笼交配,次
日检查阴道,挑出有精栓的雌鼠,见栓 2. 5

 

d 的供

体鼠用于移植桑葚胚,见栓 3. 5
 

d 的供体鼠用于

移植囊胚。
1. 3. 2　 假孕鼠制备

挑选处于发情期的雌鼠,与结扎雄鼠合笼,
第二天检查阴道,挑出有精栓的雌鼠作为见栓

2. 5
 

d 的受体鼠用于子宫移植。
1. 3. 3　 胚胎采集

见栓 2. 5
 

d 或 3. 5
 

d 的供体小鼠处死后,立即

取出输卵管和子宫(保证输卵管与子宫连接完

好),将输卵管和子宫放于盛有 M2 的培养皿中,
镜下找到伞口用冲胚针冲出胚胎(见栓 2. 5

 

d 冲

出的胚胎收集桑葚胚,见栓 3. 5
 

d 冲出收集囊

胚)。 冲出胚胎后将其收集到 M2 液滴中,挑选清

洗 3 遍后移入 KSOM 液滴,CO2 培养箱内备用。
1. 3. 4　 胚胎移植

 

(1)手术移植:麻醉假孕鼠,消毒后,剪开毛

皮层、真皮层,找到子宫一侧,用脂肪夹固定。 镊

子轻轻夹住子宫,镜下找到子宫角位置,注射器

打孔,迅速将盛有胚胎的移植针送进孔中并轻轻

将胚胎吹入子宫内。 将子宫部放回小鼠体内,缝
合创口后小鼠放在恒温台上等待苏醒,苏醒后的

小鼠不超过 2 只放入笼盒加做窝材料,填写笼卡

与信息记录。
(2)非手术移植器械 A 移植:麻醉假孕鼠,将

开殖器塞入小鼠阴道内,通过开殖器看到子宫颈

口后将盛有胚胎的移植器经子宫颈口送入子宫

内,直至中间蓝色管体进入开殖器一半处,将胚

胎打入子宫内,向后旋转拔出移植器,镜下检查

移植器中是否有胚胎残留。 移植结束后取出开

殖器,小鼠放恒温台上苏醒后记录信息,放笼盒

内待产。
(3)非手术移植器械 B 移植:将 10

 

μL 移液

枪调至 1. 5
 

μL,装上移植管并将清洗后的胚胎全

部吸入移植管中,将移液枪调至 1. 8
 

μL,移植管

前部保持一段气柱。 将开殖器放入小鼠阴道内,
找到子宫颈口,将移植管伸入子宫颈口,通过子

宫颈口进入子宫。 待移植管的热缩管进入开殖

器的后 1 / 3 处停止,将枪打到第一个点,排出胚

胎,稍往后退一点,再将枪打到第二个点,将液体

排尽。 缓慢撤出移植管,在体视镜下检查移植管

中的胚胎是否全部排出。 移植结束后取出开殖

器,小鼠放恒温台上苏醒后记录信息,放笼盒内

待产。
1. 4　 统计学方法　
　 　 采用 GraphPad

 

Prism
 

10 对试验数据进行 t 检
验。 实验结果用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,各组

间数据用单因素方差分析,以 P< 0. 05 表示有显

著性差异。

2　 结果

2. 1　 不同移植器对移植效率的影响

　 　 移植器是非手术移植效率的主要决定因素

之一,本实验利用可获得的两种移植器分别进行

实验比较(图 1)。 生仔率以及怀孕率是移植效率

的关键指标。 选择囊胚期胚胎,进行胚胎移植试

验,在代孕鼠生仔后比较两组的生仔率和怀孕

率。 详细移植数据见表 1。 移植器 A 组和移植器

B 组怀孕率无显著差异(P>0. 05),移植器 A 组生

仔率显著高于移植器 B 组(P<0. 05)(图 2)。
2. 2　 不同胚胎数量对移植效率的影响

　 　 为筛选出最优移植胚胎的数量,将胚胎移植

的数量分为 10、15、20 枚 3 组,用移植器 A 进行移

植后,分别对怀孕率和生仔率做了对比。 结果如

表 2 所示。 根据前期查询资料[14] ,15 枚囊胚是较

优的移植数量,故本研究分别比较移植 10 枚和

15 枚囊胚、20 枚和 15 枚囊胚的怀孕率和生仔率
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注:A:移植器 A;B:移植器 B。
 

图 1　 两种移植器

Note.
 

A,
 

Transfer
 

device
 

A.
 

B,
 

Transfer
 

device
 

B.

Figure
 

1　 Two
 

types
 

of
 

embryo
 

transfer
 

devices

表 1　 不同移植器的移植数据
Table

 

1　 Transplant
 

data
 

of
 

different
 

transplants
 

devices

移植器
Devices

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊胚数 / n
Number

 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate
平均值±标准差

􀭰x±s

移植器 A
Transfer

 

device
 

A

4 3 75. 00

4 3 75. 00

4 3 75. 00

(75. 00±0. 00)%

60 26 43. 33

60 25 41. 67

60 32 53. 33

(46. 11±6. 31)%

移植器 B
Transfer

 

device
 

B

4 2 50. 00

4 3 75. 00

4 3 75. 00

(66. 67±14. 43)%

60 12 20. 00∗

60 11 18. 33∗

60 11 18. 33∗

(18. 89±0. 96)%

注:与移植器 A 组相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

transfer
 

device
 

A
 

group,∗P<0. 05.

注:与移植器 A 组相比,∗P<0. 05。

图 2　 不同移植器移植效率比较

Note.
 

Compared
 

with
 

transfer
 

device
 

A
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Comparison
 

of
 

embryo
 

transfer
 

efficiency
 

of
 

different
 

devices

是否有差异,结果显示怀孕率均无差异,10 枚和

15 枚的生仔率无差异,15 枚和 20 枚的生仔率差

异极显著(P<0. 01,图 3)。
2. 3　 不同胚胎时期对移植效率的影响

　 　 在子宫移植时获取的胚胎常出现发育不同

步的情况,本研究进一步对囊胚和桑葚胚移植效

率进行比较,实验使用移植器 A 进行非手术移

植,每只代孕鼠移植 15 枚胚胎。 结果如表 3 所

示。 囊胚组怀孕率显著高于桑葚胚组(P<0. 05),
生仔率极显著高于桑葚胚组(P<0. 001)。
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表 2　 不同胚胎数量的移植数据
Table

 

2　 Transplant
 

data
 

of
 

different
 

number
 

of
 

embryos

移植囊
胚数 / n

Number
 

of
 

transfer
 

blastocysts

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植总囊
胚数 / n

Total
 

Number
 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate
平均值±标准差

􀭰x±s

10
5 3 60. 00
5 3 60. 00
5 4 80. 00

(66. 67±11. 55)%
50 13 26. 00
50 14 28. 00
50 17 34. 00

(29. 33±4. 16)%

15
5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 30 40. 00
75 25 33. 33
75 32 42. 67

(38. 67±4. 81)%

20
5 2 40. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(66. 67±23. 09)%
100 15 　 15. 00∗∗

100 15 　 15. 00∗∗

100 21 　 21. 00∗∗

(17. 00±3. 46)%

注:与移植 15 枚组相比,∗∗P<0. 01。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

group
 

of
 

15
 

embryos
 

transplanted,∗∗P<0. 01.

注:与移植 15 枚组相比,∗∗P<0. 01。

图 3　 不同移植数量移植效率比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

group
 

of
 

15
 

embryos
 

transplanted,∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

3　 Comparison
 

of
 

embryo
 

transfer
 

efficiency
 

of
  

different
 

number
 

of
 

embryos

表 3　 不同胚胎时期的移植数据
Table

 

3　 Transfer
 

data
 

at
 

different
 

embryonic
 

stages
胚胎时期
Embryonic

 

stages

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊胚数 / n
Number

 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

囊胚
Blastocyst

5 4 80. 00

5 4 80. 00

5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%

75 30 40. 00

75 25 33. 33

75 32 42. 67

(38. 67±4. 81)%

桑葚胚
Morula

5 2 　 40. 00∗

5 2 　 40. 00∗

5 3 　 60. 00∗

(46. 67±11. 55)%

75 6 　 8. 00∗∗∗

75 7 　 9. 33∗∗∗

75 10 　 13. 33∗∗∗

(10. 22±2. 77)%

注:与囊胚组相比,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

blastocyst
 

group,∗P<0. 05,∗∗∗P<0. 001.
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2. 4　 不同品系对移植效率的影响

　 　 不同品系小鼠或野生型与基因修饰小鼠存

在移植效率差别,为了比较不同品系移植效率是

否存在差异,本研究选用 4 个品系小鼠( C57BL /
6J、ICR、A 基因修饰、B 基因修饰)作为供体,假孕

鼠均选择 ICR,使用移植器 A 进行非手术移植。
对 4 组的生仔率和怀孕率进行了对比。 结果如表

4 所示,由于 C57BL / 6J 是最常用的移植品系,大
多数基因修饰小鼠品系为 C57BL / 6J 背景,故分

别分析了以下 3 个组别的怀孕率和生仔率差异:
C57BL / 6J 和 ICR、 C57BL / 6J 和 A 基 因 修 饰、
C57BL / 6J 和 B 基因型修饰,结果显示怀孕率均无

差异, C57BL / 6J 和 ICR 生仔率差异显著 ( P <

0. 05),C57BL / 6J 和 A 基因修饰、C57BL / 6J 和 B
基因型修饰均无差异,可能与 A 基因修饰小鼠和

B 基因型修饰小鼠均为 C57BL / 6J 背景有关,结果

如图 4 所示。
2. 5　 不同手术类型对移植效率的影响

　 　 手术移植是最常用的操作方法,但手术过程

相比非手术移植对小鼠伤害较大,而非手术移植

操作相对简单,更能保障动物福利,我们对这两

种类型的移植方法进行对比,本实验使用移植器

A 进行非手术移植,胚胎选用囊胚,非手术组每只

鼠移植 15 枚胚胎,手术组单侧子宫移植 15 枚胚

胎,结果如表 5 所示。 两组的怀孕率和生仔率均

无显著性差异。
表 4　 不同品系小鼠胚胎类型的移植数据

Table
 

4　 Transfer
 

data
 

of
 

different
 

strains
 

of
 

mouse
 

embryo
 

types

胚胎类型
Embryo

 

type

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊
胚数 / n

Number
 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate

平均值±标准差
􀭰x±s

C57BL / 6J
5 3 60. 00
5 3 60. 00
5 4 80. 00

(66. 67±11. 55)%
75 18 24. 00
75 20 26. 67
75 22 29. 33

(26. 67±2. 67)%

ICR
5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 30 40. 00∗

75 25 33. 33∗

75 32 42. 67∗

(38. 67±4. 81)%

基因修饰 A
Genetically

 

modified
 

A

5 4 80. 00
5 3 60. 00
5 4 80. 00

(73. 33±11. 55)%
75 23 30. 67
75 22 29. 33
75 27 36. 00

(32. 00±3. 53)%

基因修饰 B
Genetically

 

modified
 

B

5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 20 26. 67
75 23 30. 67
75 23 30. 67

(29. 34±2. 31)%

注:与 C57BL / 6J 组相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

C57BL / 6J
 

group,∗P<0. 05.

注:与 C57BL / 6J 组相比,∗P<0. 05。

图 4　 不同胚胎类型移植效率比较

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

C57BL / 6J
 

group,∗P<0. 05.

Figure
 

4　 Comparison
 

of
 

efficiency
 

at
 

different
 

embryo
 

types
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表 5　 不同手术类型的移植数据
Table

 

5　 Transfer
 

data
 

of
 

diffrent
 

surgical
 

types

手术类型
Surgical

 

type

代孕鼠 / n
Surrogate

 

mice

怀孕鼠 / n
Pregnant

 

mice

怀孕率 / %
Pregnancy

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

移植囊胚数 / n
Number

 

of
 

transfer
 

blastocysts

出生数 / n
Number

 

of
 

births

生仔率 / %
Fertility

 

rate

平均值±
标准差

􀭰x±s

非手术移植
Non-surgical

 

transfer

5 4 80. 00
5 4 80. 00
5 4 80. 00

(80. 00±0. 00)%
75 30 40. 00
75 25 33. 33
75 32 42. 67

(38. 67±4. 81)%

手术移植
Surgical

 

transfer

5 4 80. 00
5 5 100. 00
5 4 80. 00

(86. 67±11. 55)%
75 22 29. 30
75 30 40. 00
75 29 38. 67

(36. 00±5. 82)%

3　 讨论

　 　 非手术移植的方法最先在 1951 年被提出,但
由于过低的植入率和妊娠率阻碍了其在胚胎移

植上的应用[15] 。 直到 2009 年,GREEN 等[11]提出

了一种非手术小鼠胚胎移植的新装置,这种方法

基于在假孕雌鼠阴道内引入一次性锥形导管,将
胚胎直接通过宫颈送入到小鼠的子宫角中,生仔

率达到 33%,提高了非手术移植效率。 由此推进

了非手术移植技术在胚胎移植中的应用,非手术

移植器也不断得到改进[16-18] 。 但这些国外研发

可售的装置价格较高,作为实验室常用移植器将

极大提高实验成本。 本实验中使用了价格相对

便宜的国产移植器,探讨国产移植器在不同移植

实验中的应用。
在使用过程中发现,非手术移植器 B,使用移

液枪将胚胎吸入移植器,有一定操作难度,且移

液枪的吸样量是固定的,如果单次吸样时胚胎未

全数吸入,需打出重新操作,可能影响胚胎质量。
且控制移植器对准子宫颈口进入子宫颈操作对

初学者也有一定难度。 移植完成后一旦移液枪

和子宫不在一条线上可能将胚胎带出,影响植入

率,故使用此移植器需要更多操作练习。 相比之

下,非手术移植器 A 吸入胚胎以及进入子宫颈口

更好操作,移植器轻便易上手。 本研究使用的比

较结 果 显 示 非 手 术 移 植 器 A 组 生 仔 率 为

46. 11%,非手术移植器 B 组生仔率为 18. 89%。
综上,后续实验选择非手术移植器 A。

使用非手术移植器只能移植一侧子宫,每次

成功植入的胚胎数量较为重要,会对移植效率产

生影响,优化的胚胎移植数量会减少假孕鼠和胚

胎的不必要浪费。 在 2014 年,BIN
 

ALI 等[16]总结

了 5 年的非手术移植效率数据,每只假孕鼠移植

12~ 20 枚胚胎,生仔率为 21% ~ 35%。 2023 年有

研究报道使用改进后的非手术移植器,每只假孕

鼠移植 5 ~ 8 枚胚胎,着床率为 60. 3%[19] 。 本次

实验中移植胚胎数分为 3 组,结果显示移植 15 枚

生仔率最高,移植效率最好,充分利用了假孕鼠

和胚胎。
不同步发育是胚胎相关实验中经常遇到的

问题,本研究观察了不同时期胚胎对移植效率的

影响。 2009 年的研究表明,桑葚阶段胚胎移植到

子宫内生仔率为 14. 5%,在移植 166 枚二细胞到

假孕鼠子宫内,仅有 1 只仔鼠出生[11] 。 本研究移

植了 225 枚桑葚胚到 15 只假孕鼠体内,仅有 23
只仔鼠出生。 以上结果表明,在进行非手术子宫

移植时,挑选使用囊胚期胚胎可保障一定的移植

效率。
不同小鼠品系来源的胚胎以及不同品系的

假孕鼠移植效率都会有所不同。 有研究报道供

体和假孕鼠均使用 ICR 小鼠时的移植产仔率最

高可达 75. 3%。 而用 C57BL / 6J 与 C3H
 

F1 / Hsd
杂交后代的胚胎供体移植到 ICR 假孕鼠体内的

生仔率为 33%[16] 。 STEELE 等[6] 对非手术移植

和手术移植方法进行比较同样也用了 ICR 小鼠

做供体提供胚胎和假孕鼠。 C57BL / 6J 小鼠是目

前用量最大的近交小鼠品系,并且近年来随着基

因修饰小鼠的大量研制和广泛使用,很多实验需

要进行基因修饰小鼠胚胎的子宫角移植,比较野

生型小鼠和基因修饰小鼠非手术胚胎移植的效

率将为该方法的更广泛应用提供数据支撑。 因

此,本实验选用 4 个品系 C57BL / 6J、ICR、A 基因
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修饰鼠、B 基因修饰鼠作为供体,假孕鼠均选择

ICR 小鼠。 结果显示 ICR 小鼠作为供体鼠,生仔

率(38. 67%)和怀孕率(80%)是 4 个品系中最高

的。 有研究报道使用 ICR 假孕鼠时,非手术移植

器很 难 进 入 子 宫 角 内, 选 用 更 瘦 更 安 静 的

B6CBAF1 / OlaHsd 假孕鼠,5 年的数据总结生仔率

最高可达 35%[16] 。 因此小鼠品系的选择还要结

合具体实验和实验室的实际情况。 本实验选用

两种基因修饰小鼠模型进行移植,结果显示 A 基

因修饰鼠和 B 基因修饰鼠在生仔率和怀孕率上

相差不大,且效率与相同背景的 C57BL / 6J 小鼠

接近。 该结果说明对于没有产生显著的生殖或

胚胎发育不良表型的基因修饰小鼠,利用非手术

胚胎移植方法效率有所保障。
为了减少人为操作因素对实验结果的影响,

研究中非手术移植操作由本中心具有两年和半

年净化移植等操作经验的两名技术人员完成,非
手术移植操作经过约 1 周的练习后即开展本研

究,两人的移植操作以及操作后的怀孕率和出生

率无显著差异。 非手术移植操作时的注意要点

有:①质量合格的胚胎与供体鼠准备,以及达标

的小鼠饲育条件;②吸入移植器内液体 5 ~ 10
 

μL
为益,否则可能影响胚胎植入和着床;③移植器

进入操作舒缓且深度适当,过深或过浅会影响植

入效果;④器械无菌,避免造成小鼠感染;⑤移植

后小鼠需保温、添加做窝材料、保证饲养环境

安静。
目前胚胎移植应用最广泛的方法是手术移

植,但手术移植程序繁琐,不利于假孕鼠的福利

保障[20-23] 。 相比手术移植,非手术移植方法大大

降低了手术移植胚胎所带来的疼痛和痛苦,消除

了手术和术后恢复以及感染等潜在并发症的风

险,并减少了术后伤口恢复的时间[24-25] 。 非手术

移植技术相比手术移植技术操作简单[24-26] ,对实

验人员的操作要求相对低[27-29] 。 研究表明手术

和非手术移植效率相差不大,本研究结果也显示

非手术实验组和手术实验组生仔率和怀孕率均

无显著差异。 综上,非手术移植方法可广泛应用

于小鼠胚胎移植操作与相关研究中。
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