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摘　要：为探讨冲胚方法对小鼠超数排卵效果的影响�分别采用子宫切碎法与子宫冲胚法对超排小鼠进行了冲胚。结果
表明：子宫冲胚法的平均采卵数和平均获胚数极显著高于子宫切碎法 （Ｐ＜0．01）�而平均可用胚数显著高于子宫切碎法 （Ｐ＜
0．05）�两种方法的平均未受精卵数则差异不显著 （Ｐ＞0．05）�说明冲胚方法对小鼠超数排卵效果的影响显著�且子宫冲胚法
明显优于子宫切碎法。小鼠早期胚胎发育观察结果表明：超排处理后�在公母鼠合笼后76～79．5ｈ采胚�胚胎大多处于桑椹
胚期�而在公母鼠合笼后88～91．5ｈ采胚�胚胎大多处于致密桑椹胚期与囊胚期；采用ＴＣＭ199＋15％胎牛血清培养液对小鼠
胚胎进行体外培养是可行的。
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　　雌性哺乳动物一生所产的卵子总数早在其胚胎发育

形成卵巢的过程中已被确定�成熟卵子在成年后的发情
周期中分别排出�但是单纯依靠动物的自然排卵�一方面
所得到的卵母细胞数或胚胎数较少�另一方面又消耗大
量的时间和浪费较多的动物�因此为了获取大量的胚胎�
多采用超数排卵的方法�即利用外源性促性腺激素诱发
多个卵泡同时发育并排出具有正常受精能力的卵

子 ［1～3］。该技术大幅度地开发利用了卵巢上的卵母细胞
资源�为胚胎工程和转基因动物等相关领域的研究提供
了大量的研究素材。小鼠具有个体小、生长快、繁殖力强
等特点�是畜牧兽医科学研究领域应用最为广泛的实验
动物�研究小鼠超数排卵对动物胚胎工程等研究具有重
要意义。
近年来�随着遗传工程小鼠的大量开发�人们对小

鼠卵母细胞和胚胎的需求量日趋增多�因而完善的超数
排卵技术是遗传工程小鼠研究获得成功的重要前提条

件。到目前为止�能够获得大量胚胎来源的技术仍为超
数排卵。超数排卵反应是一个极其复杂的生理过程�研
究资料表明�小鼠超排效果受激素的种类、剂量以及动物
的生理状态等多种因素影响�这些因素错综复杂�使超数
排卵效果很不稳定 ［1�4］。为了进一步研究冲胚方法对超
数排卵的影响及小鼠冲胚的有效方法�本试验在控制以
上因素一致的条件下�采用两种不同的冲胚方法来进行
对比�以期为今后的小鼠超数排卵研究提供一定的参考
依据�为胚胎生物技术研究提供借鉴。
1　材料与方法
1．1　试验地点和时间　本试验于2009年10月16日至
2010年5月27日在河南农业大学牧医工程学院胚胎生
物技术研究室进行。
1．2　试验动物
1．2．1　试验动物的条件　试验用昆明小白鼠购于河南
省实验动物中心�雌性小鼠 （未经产 ）为17周龄、体重30
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～40ｇ；雄性小鼠为17周龄�体重35～45ｇ。采用标准颗
粒料 （购于河南省实验动物中心 ）按常规饲养。
1．2．2　试验动物的分组　试验选择271只小鼠�随机分
为Ａ、Ｂ两组�Ａ组140只�Ｂ组131只�全部采用10ＩＵ
ＰＭＳＧ＋10ＩＵＨＣＧ腹腔注射。Ａ组采用子宫切碎法回
收胚胎�Ｂ组采用子宫冲胚法回收胚胎。
1．3　试验药品
1．3．1　小鼠超数排卵药品　孕马血清促性腺激素
（ＰＭＳＧ）�杭州动物药品厂生产�1000ＩＵ／支；人绒毛膜促
性腺激素 （ＨＣＧ）�杭州动物药品厂生产�1000ＩＵ／支。
1．3．2　小鼠冲胚与早期胚胎体外培养的主要试剂　
ＰＢＳ溶液：ＧＩＢＣＯ公司。ＰＢＳ冲胚液：在ＰＢＳ溶液中加
入15％的胎牛血清�再加入青霉素、链霉素各500ＩＵ／
ｍＬ。ＴＣＭ199培养液：ＧＩＢＣＯ公司；胎牛血清：杭州四
季青。
1．4　小鼠超数排卵处理方法
1．4．1　试验方案　Ａ、Ｂ两组均按表1方案进行超数排
卵�注射ＨＣＧ后公母鼠按照1∶1合笼。Ａ、Ｂ两组均于合
笼后76～91．5ｈ采集胚胎�观察超数排卵效果并记录胚
胎发育情况。

表1　小鼠超数排卵方案
激素 第1ｄ16：00 第3ｄ15：00 第6ｄ19：00 第7ｄ7：00
ＰＭＳＧ 10ＩＵ ／ ／ ／
ＨＣＧ ／ 10ＩＵ 冲胚 冲胚

1．4．2　试验分组和给药　Ａ、Ｂ两组小鼠均按表1方案
腹腔注射给药�注射ＨＣＧ后公母鼠按1∶1合笼。
1．5　冲胚
1．5．1　子宫切碎法
1．5．1．1　取出子宫、输卵管和卵巢　采用颈椎脱臼法处
死小鼠�将子宫连同输卵管和卵巢一并剪下�放入加有少
许ＰＢＳ冲胚液的平皿中。
1．5．1．2　剥离子宫并切碎　在低倍体视显微镜下�用手
术刀片将子宫、输卵管和卵巢周围的脂肪组织尽量剥离
干净�切掉卵巢并从子宫角与输卵管相连处剪断子宫�将
带有少许输卵管的小鼠子宫置于加有少许ＰＢＳ冲胚液

的检胚皿中�用手术刀片将其切碎。

1．5．1．3　检胚　将上述得到的装有子宫碎片的检胚皿
（静置5～10ｍｉｎ）置于体视显微镜下观察�用移胚管将
观察到的胚胎吸出放入集卵皿中�并详细记录不同发育
时期的胚胎数量。
1．5．2　子宫冲胚法
1．5．2．1　取出子宫、输卵管和卵巢　方法同1．5．1．1。
1．5．2．2　剥离子宫并冲胚　在低倍体视显微镜下�用手
术刀片将子宫、输卵管和卵巢周围的脂肪组织尽量剥离
干净�切掉卵巢�但宫管连接部要保持完整�并在靠近子
宫颈的位置剪断子宫�将子宫放入检胚皿中�用1ｍＬ注
射器 （带有12号针头 ）吸取ＰＢＳ冲胚液0．2ｍＬ�针头插
入子宫�并用镊子夹紧�缓慢推注射器�观察子宫的充盈
状态�同时防止有冲胚液从子宫后端流出。子宫充盈后
用手术刀片在子宫和输卵管连接处纵向切开�缓慢地将
冲胚液推出�冲入检胚皿中。
1．5．2．3　检胚　冲胚后将检胚皿 （静置5～10ｍｉｎ）置于
体视显微镜下观察�用移胚管将观察到的胚胎收集到集
卵皿中�并详细记录不同发育时期的胚胎数量。
1．6　小鼠胚胎鉴定与发育观察　小鼠胚胎鉴定采用形
态学鉴定法 ［5］。对采用子宫冲胚法所获得的胚胎进行
了胚胎发育观察�记录胚胎所处时期与形态。
1．7　小鼠早期胚胎体外培养的方法　将70枚桑椹胚置
于ＴＣＭ199＋15％胎牛血清培养液中进行开放式培养。
每2ｍＬ培养液放入胚胎10～20枚。把培养皿放在二氧
化碳培养箱内 （5％ＣＯ2和95％空气的气相环境�38．5℃
恒温 ）培养12ｈ�观察并记录各个时期胚胎的发育状况。
1．8　数据处理　详细记录Ａ、Ｂ两组小鼠采集的胚胎数
量及形态�并对各试验组结果采用ｔ检验进行统计分析。
2　结果与分析
2．1　不同冲胚方法对小鼠超数排卵的效果　由表2可
知�采用两种不同冲胚方法对超排处理小鼠冲胚后�Ｂ组
的平均采卵数与平均获胚数极显著 （Ｐ＜0．01）高于Ａ
组�而平均可用胚数则显著 （Ｐ＜0．05）高于Ａ组�Ａ、Ｂ两
组间的平均未受精卵数则差异不显著 （Ｐ＞0．05）；说明
Ｂ组的冲胚方法明显优于Ａ组。

表2　小鼠超数排卵结果

组别
处理小
鼠数 （只 ）

采卵总
数 （枚 ）

平均采卵数
（枚／只 ）

获胚胎
总数 （枚 ）

平均获胚数
（枚／只 ）

可用胚
总数 （枚 ）

平均可用胚
数 （枚／只 ）

未受精卵
总数 （枚 ）

平均未受精
卵数 （枚／只 ）

Ａ组 140 1785 12．75±9．67Ａ 1500 10．71±7．53Ａ 1298 9．27±5．56ａ 285 2．04±2．39
Ｂ组 131 2830 21．60±10．25Ｂ 2415 18．43±8．75Ｂ 1494 11．40±5．37ｂ 415 3．12±2．77
　注：同列不同大写字母表示差异极显著 （Ｐ＜0．01）�不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜0．05）。
2．2　小鼠胚胎发育观察　从表3可以看出�在公母鼠合
笼后76～79．5ｈ冲胚�所获胚胎大多处于桑椹胚期；而
在公母鼠合笼后88～91．5ｈ冲胚�所获胚胎大多处于致
密桑椹胚期与囊胚期�因此�在公母鼠合笼后76～91．5ｈ
冲胚时�若胚胎仍处于1～16细胞期阶段�应为发育延迟
的胚胎�不能作为可用胚胎进行移植或进行下一步操作。

发育各个时期的小鼠胚胎见图1与图2。
2．3　小鼠胚胎体外培养效果　从表4可以看出�70枚
桑椹胚培养12ｈ后�35枚发育至囊胚�25枚发育至致密
桑椹胚�发育率达到85．71％。说明使用ＴＣＭ199＋15％
胎牛血清培养液对小鼠胚胎进行体外培养是完全可

行的。
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表3　小鼠胚胎发育观察结果

采胚时间
处理小鼠数
（只 ）

获胚胎总数
（枚 ）

退化胚胎数
（枚 ）

1～16细胞期胚胎数
（枚 ）

桑椹胚数
（枚 ）

致密桑椹胚数
（枚 ）

囊胚数
（枚 ）

合笼后76～79．5ｈ 60 1030 297 197 500 21 15
合笼后88～91．5ｈ 71 1385 344 83 96 420 442
合计 131 2415 641 280 596 441 457

图1　小鼠1细胞期胚胎至桑椹胚

图2　小鼠囊胚

表4　小鼠胚胎体外培养结果
培养前胚胎
所处时期

培养的胚胎
个数 （枚 ）

培养12ｈ胚胎所处
时期及个数

发育率
（％ ）

桑椹胚 30 35枚囊胚�25枚致密
桑椹胚�10枚桑椹胚 85．71

3　讨论
超数排卵反应是一个由一系列极其复杂的生理过

程累积而产生的结果�影响因素较多�包括动物遗传特
性、体况、营养状态、年龄、发情周期阶段、卵巢功能状态、
季节、温度以及激素剂量等。而胚胎生物技术研究需要
通过超数排卵处理提供足够数量的卵母细胞和胚胎�所
以有关超数排卵的研究对动物胚胎生物技术研究的开展

具有重要意义 ［6～8］。
关于小鼠的超数排卵�国内多采用ＰＭＳＧ与ＨＣＧ各

5ＩＵ或各10ＩＵ剂量�国外多采用ＰＭＳＧ与ＨＣＧ各5ＩＵ
或各7．5ＩＵ剂量的方法。李聚学等 ［9］通过3种不同激
素剂量组合对小鼠进行超排处理的研究结果表明：激素
剂量以10ＩＵ为最佳。动物超数排卵常用的促性腺激素
是孕马血清促性腺激素 （ＰＭＳＧ）�因为ＰＭＳＧ的半衰期
较长只需注射一次�虽然超数排卵效果不太稳定但方法
简便�由于以上原因本试验采用10ＩＵＰＭＳＧ的剂量进行
腹腔注射。杨春荣等 ［10］采用ＰＭＳＧ对小鼠超排的最佳
结果是平均获胚32．00枚。戴丽军等 ［11］的研究表明：10
ＩＵＰＭＳＧ可对小鼠产生稳定的超排效果�平均获卵5．60
～9．80枚�最高组平均获卵13．00枚。从平均获胚数量
上来看�本试验结果：子宫冲胚法平均获卵21．60枚�平

均获胚18．43枚�稍低于杨春荣等的试验结果�但明显高
于戴丽军等的结果。
超数排卵效果是否理想�与冲胚方法等有很大关

系�小鼠作为一类常用实验动物�现有资料中对小鼠的冲
胚方法很少有详细的叙述�本研究分别采用两种不同冲
胚方法对超排处理小鼠进行冲胚�从试验结果可以看出：
冲胚方法对超数排卵的结果影响显著。子宫切碎法由于
切碎子宫时产生大量组织碎片不易清除�增加了检胚、移
胚的困难�从而造成胚胎的丢失；而采用子宫冲胚法进行
检胚、移胚简单易行�可行性很好�可为小型实验动物冲
胚方法的改进提供参考依据。
4　结论

子宫冲胚法可以获得更多的可用胚胎�明显优于子
宫切碎法。
在公母鼠合笼后76～79．5ｈ�胚胎多数处于桑椹胚

阶段�公母鼠合笼后88～91．5ｈ�胚胎多数处于致密桑椹
胚和囊胚期。若胚胎仍处于1～16细胞期�为发育延迟
胚胎�不可用于小鼠胚胎移植或进行下一步操作。
采用ＴＣＭ199＋15％胎牛血清培养液对小鼠胚胎进

行体外培养�取得了较好的效果。
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