
第25卷　第1期
2008年2月

实验动物科学
LABORATORY ANIMAL SCIENCE

Vol．25　No．1
February2008

技术·方法

小鼠胚胎移植实验方法∗
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摘要：目的　在小鼠胚胎移植实验中除了胚胎的质量外�希望从受体状况及胚胎移植的技术和方法上摸索出最佳
胚胎移植的条件�提高胚胎移植率�为临床胚胎移植提供实验和理论数据。方法　从超数排卵或自然发情怀孕3∙5d
的母鼠子宫内收集胚胎�在显微镜下观察�以最快的速度将发育与胚龄一致并且形态完好的胚胎捡出�并移植到自
然发情2∙5d的小鼠子宫内。结果　超数排卵的胚胎质量比自然发情的胚胎质量差�在12个自然发情的受体中有
3个怀孕并产下12只仔鼠。结论　小鼠胚胎移植与供受体的准备、小鼠的超数排卵、胚胎品质有着密切的关系�胚
胎移植的技术和方法对胚胎移植有着至关重要的关系。
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　　胚胎移植妊娠率一直是人们关注的焦点�影响
胚胎移植妊娠率的因素众多�也很复杂。胚胎品质、
供受体的发情同步化、移植操作技术水平等与胚胎
移植的妊娠率都有直接或间接关系。其中�胚胎品
质的影响较为明显�而受体因素对胚胎移植妊娠率
的影响则较为复杂［1］。胚胎移植技术尽管在理论上
有很好的前景［2］�但在实际应用中却由于种种原因
并未产生所期待的效果�这与同期发情、超数排卵、
胚胎品质和胚胎移植技术等有着重要的关系。我们
希望通过小鼠的胚胎移植探讨实验前的准备工作、
动物超数排卵、供受体同期发情、胚胎品质、手术操
作方法和胚胎移植技术等方面的理论和技术问题。

1　材料和方法

1∙1　实验材料
1∙1∙1　实验动物：昆明系小白鼠�购自新疆医科大
学实验动物中心�5～10周龄�体重在20g 以上
（SCXK（新）2003～0001）。
1∙1∙2　试剂：PBS（pH值为7∙3）�自制；PMSG�宁波
市激素制品有限公司�生产批号：030911；HCG�宁波
市激素制品有限公司�生产批号：041105；新生牛血
清（FCS）�杭州四季青生物工程材料有限公司�生产

批号：050312。
1∙1∙3　仪器：体视显微镜�Motic 公司；捡卵针及移植
针�自制；表面皿φ50mm�30mm；常规手术器械�本学
院购置；电子天平�梅特勒-托利多仪器（上海）有限公
司；电热恒温培养箱�连云港医疗器械设备厂。
1∙2　方法
1∙2∙1　冲卵液的配制：用改良的杜氏（Dubleccoʾ s）磷
酸盐缓冲液。
1∙2∙2　胚胎的获取：实验前�先进行雌鼠的发情鉴
定。选择处于发情盛期的雌鼠与公鼠自然交配�或
选择处于间情后期或发情初期的雌鼠［3］�用 PMSG
和绒毛膜促性腺激素进行超排处理后�与公鼠1∶1
合笼。合笼见栓后第3～3∙5d�将供体小鼠颈椎脱
臼致死�酒精浸泡消毒�在解剖盘内剪开腹部皮肤并
向上扩创�显露腹壁肌肉�再于耻骨前缘剪开肌肉�
拨开内脏�暴露子宫角。用眼科剪先将子宫角上的
脂肪剥离干净。于子宫颈处剪断后�子宫角连同输
卵管和卵巢一起取出�置与50mm 表面皿中。先用
5号细针头在子宫角和输卵管结合部挑开�再用注
射器抽取1～2mL37℃5％FCS PBS 液�接上特制的
平头注射针头�从子宫体处分别进入两侧子宫角进
行冲胚。冲出液体静置片刻后�在体视显微镜下�用
捡卵针将发育良好的桑椹期和囊胚期的胚胎捡出�



放入加有37℃5％ FCS PBS 液直径30mm 表面皿
中�加盖后置于37℃温箱中待用。
胚胎形态评级参照王敏康等［4］�根据胚胎形态�

将其分为4级。Ⅰ级：卵裂球对称�胞质无异常�无
碎片；Ⅱ级：卵裂球对称或不对称�胞质无异常�碎片
＜20％；Ⅲ级：卵裂球对称或不对称�碎片为20％～
50％；Ⅳ级：卵裂球对称或不对称�碎片＞50％。
1∙2∙3　公鼠输精管结扎：公鼠输精管结扎在正式实
验开始三周前进行。取健康的成熟公鼠�年龄在8
周龄以上�846原液用生理盐水8倍稀释后�每只小
鼠腹腔注射0∙25mL做全身麻醉。麻醉后仰卧保定
并固定四肢�于耻骨前缘0∙5cm处剪毛、消毒�横向
剪开皮肤�切口长约0∙5cm；再剪开肌肉及腹膜�显
露腹部脏器�轻轻牵拉出膀胱�在膀胱基部两侧可找
出纤细透明的输精管；先用一眼科镊轻轻提起输精
管�再用另一个眼科镊于酒精灯上烧红后�迅速将提
起的输精管烙断；常规关闭腹部切口�皮肤和肌肉层
做一次性缝合即可。解除保定后�置于笼中�8h 内
禁食禁水。在第一次正式使用前�应先试用一次�以
排除输精管中的余精。
1∙2∙4　受体母鼠：用输精管结扎公鼠与发情盛期的
受体雌鼠1∶1合笼�第二天早上或第三天见栓者�即
可作为受体鼠�受体鼠比供体鼠见栓晚24h�标记好
后置于笼中待用。
1∙2∙5　移植方法：受体小鼠的麻醉方法同结扎鼠�
采用俯卧保定方式并固定四肢及尾部。手术部位选
在腹部一侧�左右侧均可。切口距脊柱0∙5cm�距最
后肋骨0∙3cm。术部剪毛、消毒后�分两层打开腹
腔。一般在剪开皮肤后�隔着腹壁肌肉即可看到一
团白色的卵巢脂肪�此处即为肌肉层的切口处。切
开腹壁后�轻轻牵拉出卵巢及子宫角�观察卵巢红体
状况�判断发情时间。
用捡卵针从待用胚胎中挑选20枚左右Ⅰ级或

Ⅱ级胚胎�捡洗两遍�放于5％ FCS PBS 液φ30mm
表面皿中�先将待移胚胎集中�之后以虹吸的方法将
选中的胚胎吸入移植针内�所带液体要尽量少些。
将子宫角下方垫以镊柄�稍倾斜；先用5号针头

在子宫角末端的血管稀少处或无血管处刺一小孔定

位�之后将移植针沿小孔插入�上下轻轻移动移植
针�在确定移植针的针尖在子宫角内时�缓缓将胚胎
注入。手术完成后�轻轻将卵巢及子宫角还纳腹腔�
腹壁做一次性缝合。

2　结果

2．1　实验分组
分批次购进106只体重在20g以上且性成熟的

昆明白小鼠�随机分笼编号�将发情有规律的小鼠分
组进行胚胎移植实验。Ⅰ组：选用发情初期或间情
后期的母鼠用激素进行超数排卵处理后�与公鼠合
笼交配；Ⅱ组：选用发情盛期的母鼠直接与公鼠合笼
交配。
2．2　两组母鼠的见栓率比较

两组母鼠与正常公鼠合笼�小鼠合笼后是否交
配以见栓与否为标准 （表1）。Ⅰ组见栓率为
61∙11％�Ⅱ组见栓率为56∙84％�无明显差异。

表1　两组母鼠的见栓效果比较
组别 合笼数量（只） 见栓数量（只） 见栓百分比（％）
Ⅰ组 18 11 61．11
Ⅱ组 44 25 56．84

实验采用阴门直接观察法�操作过程中由于应
激因素存在和操作误差�会影响小鼠见栓率。
2．3　两组母鼠的胚胎数量与质量比较

对自然发情与超排后见栓的小鼠�在第3∙0～
3∙5d进行冲胚、采胚�并进行胚胎形态鉴定�其结果
对比如表2。超排虽可以增加了胚胎的数量�但是质
量没有自然发情的好�因为激素的作用�胚胎的质量
受到不同程度的影响�所以存在有一定数量的退化
和发育异常胚胎�胚胎的形态质量差于自然发情小
鼠的胚胎形态质量。

表2　两组母鼠的胚胎质量比较

分组
小鼠
数量

胚胎
总数

平均胚
胎数

4细
胞期

8细
胞期

桑椹期囊胚期 退化胚

Ⅰ组 12 411 34．25 43 34 234 58 42
Ⅱ组 12 187 15．58 5 10 127 33 12

2．4　移植结果
实验室在解决小鼠超排技术后［3］�用以上胚胎

移植方法�自2006年7月至2006年9月�在实验室
内共移植供体12次�受体小鼠12只�其中移植成功
3只。

第一只于2006年8月15日产小鼠2只�第二只
于2006年9月16日产小鼠8只�第三只于2006年9
月27日产小鼠2只。
因为主要想摸索受体及受体子宫状态、移植技

术和方法�所以只选择了自然发情的小鼠胚胎�而没
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有使用超排获取的胚胎。
移植成功的小鼠经繁殖实验均具有生殖能力。

3　讨论

3∙1　胚胎存放时间
胚胎冲出后�应立即捡出和进行胚胎形态鉴定�

胚胎在体外或室温下存放时间愈短愈好。将胚胎发
育正常的胚胎移入含5％FCS 的PBS 培养液中�放到
适当的温度下保存。
3∙2　移植针标准

移植针在酒精灯上徒手拉制要求一定要细�不
合格的不能用�这样才能在虹吸时不带多余的液体�
以确保胚胎着床率。
3∙3　子宫角定位

在针刺子宫角时�对子宫角的不当固定或过度
牵拉�将导致子宫的损伤、淤血等�影响小鼠受孕。
3∙4　受体的准备

在胚胎移植中�胚胎最终必须移植到合适的受
体中才能妊娠。因为受体的生殖、生理状态对妊娠
率有很大的影响�因此受体的准备非常重要�要经过
严格的筛选［3］。受体的选择要求营养状态和性周期
正常�移植时卵巢有红体存在。另外�受体的年龄和
胎次对胚胎移植的影响是明显的［4］�但实验使用的
小鼠均为第一胎次�是否对胚胎移植有影响尚待研
究。胚胎捡出后�应立即对受体实施麻醉及移植手
术�应尽快在很短时间内将胚胎移入受体子宫内。
我们的胚胎移植手术�是通过子宫角移植�而管

彤等（2001）曾做过相关的研究�认为在输卵管伞移
植、输卵管移植和子宫移植这三种移植方法中�以子
宫角移植的成功率为最低［5］。
3∙5　无菌操作

在进行胚胎移植手术的整个过程中�一定要保
持无菌�无论是对供、受体的污染�还是对胚胎的污
染�在一定程度上都会对胚胎和妊娠环境有不良刺
激�降低胚胎质量和移植妊娠率�从而影响胚胎移植
质量。大量的研究已表明�操作污染是造成胚胎死
亡和早期妊娠中断的主要原因之一［6］。所以�在移
植过程中�乃至胚胎的生产、保存过程中应注意无菌
控制。从室外的人工授精、超排采卵和移植等工作
到室内药品的管理使用、胚胎的洗涤、装管等各个环
节�都要增强无菌意识�加强无菌控制。

3∙6　胚胎保存
在捡、洗胚胎的 PBS 液中�一定要加入适量的

新生牛血清�以防胚胎下沉后与表面皿底部贴壁�
捡、洗胚胎完毕后�应将其放入37℃恒温箱内�同
时�还要防止表面皿中液体过少而蒸发干。在体视
显微镜下进行捡胚时�速度尽量快�因为体视显微镜
的灯光很热�长时间的烧烤�可能导致胚胎死亡。
3∙7　移植操作技术

手术中�在往子宫角内吹入胚胎时�推压注射器
活塞的速度一定要慢�力度一定要把握适当�以防将
空气注入子宫内而影响到移入胚胎在受体鼠子宫内

的着床。操作水平的高低会直接影响移植妊娠率�
主要包括对胚胎和受体的移植部位的不同技术的操

作�熟练的操作者手法迅速轻柔�可以大大地缩短
操作时间�减少对子宫和胚胎的损伤。
3∙8　调整移植针尖

手术中�如果在注入胚胎时�移植针内的液体不
下行�是因针尖与子宫贴壁造成的�此时可适当将移
植针的针尖从子宫角内提起一些�再慢慢推注。
3∙9　移植的胚胎数量

移植的胚胎数量不能太多�如单侧移植每次不
能超过10枚�双侧移植不能超过25枚�移植太多对
受体不好�甚至导致受体死亡。
3∙10　供受体发情同步

供体小鼠的发情与受体小鼠发情的同步性密切

相关�是决定胚胎能否移植成功的关键。故受体鼠
与结扎公鼠的合笼时间与供体鼠的见栓时间晚12
～24h�同步见栓者�移植效果不佳［3］。
3∙11　麻醉

在进行胚胎移植手术时�小鼠的麻醉程度不要
太深。手术结束后�8h内要禁食禁水。
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将明令废止基地、方案以及个人执照。
该法令明确规定�除经批准而且该动物已被完

全麻醉或适合于一系列实验外�禁止对已进行过试
验的动物再进一步实验；对已被使用过的动物或正
在承受不良影响的动物�应进行人道处死。
该法令还制定了实验动物食宿照料的最低标

准�为实验动物饲养规定了饲养条件�为实验动物基
地制定了控制条件。
该法令还规定�实验动物（老鼠、田鼠、仓鼠、兔、

狗、猫、欧洲鹦鹉和灵长类动物）必须从合法的基地
获得。
该法令设立了监督机构（目前21个官员）主管

执照颁发事宜�在访问基地的同时�负责执行法令。
3　英国《动物保护法案》（麻醉）（1954年）（节
选）
　　如果给动物做的任何手术没有使用麻醉剂来消

除手术中的疼痛�根据1911年的《动物保护法》及其
修正案或命令�这次手术将被认为不合法和不人道
的手术�主要负责人将应承担相应的法律责任。
此条款适用于任何没有使用防止动物组织过敏

或防止影响动物骨骼设备的手术或使用空心针进行

注射或抽血手术。
反对所有能够给动物造成疼痛、痛苦或苦痛的

实验或程序。不论什么时候使用动物�都必须尽一
切可能避免给动物造成痛苦�这一点非常重要。

4　英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）法规
（节选）
　　英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）反对以下动
物试验�包括不必要的重复�科学价值不大�或已有
不用活体动物的替代方法的动物实验。
英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）反对在非必

须性物质检验中使用动物�如化妆品�某些家用产品
和食品添加剂。
英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）认为最重要

的是在申请许可之前�需要对所有新的实验和实验
草案进行全面的伦理审查。
英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）支持1986

年颁布的《动物（科学程序）法》中的条款�应该任命
一个或几个人全面负责在一个科学程序完成中的动

物的日常管理�必须任命一个兽医外科医生监控这
些动物的健康和福利状况。
英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）反对使用从

野外捕获得任何动物来做实验研究。
英国皇家反虐待动物协会（RSPCA）反对使用黑

猩猩来做实验研究。黑猩猩有复杂的行为和社会需
求�而在实验室环境中是永远无法满足的。
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Experiment Method of Mouse Embryo Transfer

KUANG Ling�GUO Qing-yong�WU Ju-fu�ZHANG Hui�YUAN Long
（College of Veterinary Medicine�Xinjiang Agricultural University�Urumqi830052�China）

Abstract：　Objective　Besides the embryonic quality�we hope to explore the better technique and method of mouse
embryonic transferred�to increase the yield of embryonic transfer．Methods　Embryos were collected from both the
natural and superovulated estrous mouse of pregnant 3∙5days．Using microscope to collect the embryos that were
coincidence in the embryonic development and age�and transferred them to mouse uterus of natural estrous2∙5days．
Result　As compared with�superovulation could increase embryonic quantity�however there is no better than natural
estrous in embryonic quality．In twelve receptors of natural estrous�three receptors were pregnant and produced twelve
mice．Conclusion　The factors of affecting embryonic transfer are the donor and receptor�multiple ovulation�embryonic
quality score�the number of embryo transferred�the technique and method of embryo transferred．
Key words：Mouse；Embryo transfer；Technology transfer
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