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　　[摘　要 ]　研究了移植方法和培养液对显微注射法生产转基因小鼠的影响。结果表明, 小鼠受精卵显微注射

外源基因后, 进行单、双侧输卵管移植, 受体的妊娠率分别为 34. 4% 和 37. 5% (P > 0. 05) , 差异不显著; 但仔鼠成活

率分别为 83. 6% 和 97. 2% (P < 0. 05) , 差异显著。用M 2 和改良的M 2 培养液作为显微注射及移植工作液, 体外培

养的囊胚率分别为 17% 和 35% (P < 0. 01) , 差异极显著, 体内发育的情况也与这一结果相似, 妊娠率分别为35. 9%

和 62. 5% (P < 0. 05)。表明改良的M 2 培养液的成分结构更适合小鼠胚胎发育的要求。
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　　1982 年, 美国学者 Palm iter 通过原核注射的方

法将大鼠金属硫蛋白和人生长激素的融合基因导入

小鼠受精卵, 获得了“超级小鼠”(supermou se) [1 ]。

“超级小鼠”的建立引起了很大的轰动, 许多实验室

竞相开展这方面的研究工作。由于转基因小鼠的建

立比其他大型转基因哺乳动物的建立要省时、省力,

因此, 转基因小鼠作为生命科学研究的一个新体系

已经得到越来越广泛的应用。特别是转基因小鼠对

于真核生物 (主要是哺乳动物)基因表达调控机理的

研究, 以及外源基因在大家畜整合表达的预测等方

面的研究发挥着尤为重要的作用。转基因小鼠作为

人类疾病的动物模型, 对揭示疾病的发病机理及探

索治疗方法, 尤其对遗传疾病、恶性肿瘤等方面的研

究具有十分重要的意义。因此, 转基因小鼠技术近年

来发展迅速, 并不断完善。在生产转基因小鼠的过程

中, 受体的成功妊娠及产仔是非常关键的。优化各种

不同因素对受体的成功妊娠及产仔具有重要作用。

1　材料与方法
1. 1　试验动物

　　试验鼠为农业部畜牧兽医生物技术重点开放试

验室提供的清洁级小鼠。小鼠饲养室进行光照控制,

每天照明与黑暗时间均为 12 h。供卵鼠为昆明白小

鼠与N IH 小鼠杂交产生的 F 1 代杂交鼠, 7～ 8周龄,

体重 22 g 左右。受体鼠为经产一胎的昆明白母鼠。

昆明白公鼠为手术烧断输精管得到结扎公鼠。手术

2 周后进行配种试验。

1. 2　供卵鼠的处理及受精卵采集

供卵鼠第 1 天 13: 00 (以下均为北京时间) 腹腔

注射 PM SG (孕马血清促性腺激素) 10 IU (天津动

物中心产, 批号 9204) , 46～ 48 h 时注射HCG (人绒

毛膜促性腺激素) 10 IU (宁波激素制品厂, 批号

970106) , 注射后按公母数 1∶1 放入公鼠笼交配。交

配后第 2 天上午 10: 00 检查有无阴道栓, 将有阴道

栓的供体小鼠采用断颈法处死, 从输卵管膨大部收

集受精卵及卵丘细胞复合物, 置于含 230 IU ömL 透

明脂酸酶的培养液中消化 5 m in, 挑出受精卵待用。

1. 3　受体鼠的准备

在供卵鼠注射HCG 的同时, 受体鼠按 1∶1 放

入结扎公鼠笼, 第 2 天检查是否有阴道栓, 将有阴道

栓的受体鼠作为移植受体。

1. 4　受精卵的显微注射及移植

挑选有原核的受精卵进行显微注射, 注射外源

基因的卵在CO 2 培养箱中培养 20～ 30 m in。将存活

的卵在体视镜下进行移植。观察受体的卵巢是否有

排卵点, 如有排卵点即进行移植, 平均 25～ 30 枚卵

移植 1 只受体, 将卵移入输卵管口内。在输卵管膨大

部内可见小气泡, 说明卵移入了输卵管[2 ]。
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1. 5　M 2 和改良的M 2 培养液

M 2 培养液配方见文献[ 3 ], 改良的M 2 培养液

是在M 2 培养液基础上除去葡萄糖和磷酸盐, 添加

了 0. 127 mmo löL ED TA , 2 mmo löL 牛磺酸, 2

mmo löL 谷胺酰胺, 5. 55 mmo löL 果糖[4 ]。从收集受

精卵到最后移植全部使用M 2 或改良的M 2 作为培

养液[5 ]。

1. 6　统计处理

采用 ς 2 (卡方)检验进行统计分析。

2　结　果
2. 1　显微注射对胚胎发育的影响

　　注射过基因的小鼠 12细胞胚胎与未注射基因

的小鼠 12细胞胚胎体外培养结果见表 1。

2. 2　单、双侧输卵管移植试验

在进行双侧输卵管移植时, 两侧分别进行手术。

单、双侧输卵管移植妊娠、产仔结果见表 2。

表 1　显微注射对胚胎发育的影响

T able 1　Effect of m icro in jection on em bryo developm ent

处理
T reatm en t

培养胚胎数
N o. of em bryo s

2～ 8 细胞ö%
N o. of 2～ 8 cells

桑葚胚率ö%
M o ru la rate

囊胚率ö%
B lastocysts rate

注射 In jected 125 86a (107ö125) 43. 9a (55ö125) 30. 1a (37ö125)
未注射U nin jected 134 85a (114ö134) 42. 5a (57ö134) 44. 2a (52ö134)

　　注: 同列标相同小写字母表示差异不显著 (P > 0. 05) , 下表同。

N o te:W ith in sam e co lum n, sam e low ercase letter show s no sign ifican t difference (P > 0. 05). T he fo llow ing tab les are the sam e.

表 2　单、双侧输卵管移植妊娠和产仔结果

T able 2　R esu lt of p regnancy and p roduced pup s by transp lan ting to one oviduct o r tw o oviducts

处理
T reatm en t

受体数
N o. of

recip ien ts

妊娠受体数
N o. of

p regnancy

妊娠率ö%
P regnan t

rate

仔鼠总数
N o. of new
bo rn m ice

成活仔鼠数
N o. of su r2
viving m ice

仔鼠成活率ö%
Pup survi2
ving rate

单侧移植 T ransp lan ting to one oviduct 32 11 34. 4a 55 46 83. 6a

双侧移植 T ransp lan ting to two
oviducts

32 13 37. 5a 76 74 97. 2b

2. 3　用M 2 和改良的M 2 培养液作为显微注射及

移植工作液的试验

用M 2 和改良的M 2 培养液作为体外培养显微

注射受精卵的工作液结果见表 3, 其妊娠、产仔的结

果见表 4。

表 3　用M 2 和改良的M 2 培养液体外
培养显微注射受精卵的结果

T able 3　R esu lt of m icro in jected zygo tes w ith M 2 M edia
and M odified M 2 M edia in v itro cu ltu re

培养液
M edia

2～ 8 细胞
2- 8 cell

桑葚胚率ö%
M o ru la

rate

囊胚率ö%
B lasto2

cysts rate

M 2 84 19a (16ö84) 17c (14ö84)

改 良 的 M 2
M odified M 2
M edia

107 51b (55ö107) 35d (37ö107)

表 4　用M 2 和改良的M 2 培养液为显微注射
及移植工作液妊娠、产仔结果

T able 4　R esu lt of p regnancy and p roduced pup s by
using M 2 M edia and M odified M 2 M edia as m icro in2

jected and transferring w o rk so lu tion

培养液
M edia

受体数
N o. of re2

cip ien ts

妊娠受体数
N o. of p reg2

nan t m ice

妊娠率ö%
P regnan t

rate

M 2 64 23 35. 9a
改 良 的 M 2
M odified M 2
m edia

24 15 62. 5b

3　分析与讨论

在进行转基因小鼠生产时, 许多因素影响受体

的妊娠。例如, 基因注入的方法和注射量直接影响受

精卵的发育, 从而影响受体的妊娠。同时, 受体的状

况, 如体况、年龄、是否经产、发情状况等, 饲养室的

环境, 如温度、湿度、光照等, 以及移植技术是否熟练

等都直接影响到受体的妊娠。

表 1, 表 2 说明, 小鼠受精卵注射了外源基因

后, 胚胎在体外发育受到了一些影响, 但差异不显

著。在本试验中, 小鼠的受精卵显微注射同种外源基

因, 平均 25～ 30 枚注射的受精卵移植 1 只受体。结

果表明, 单、双侧输卵管移植的妊娠率差异不显著,

分别为 34. 4% 和 37. 5% (P > 0. 05) , 但仔鼠成活率

差异显著, 分别为 83. 6% 和 97. 2% (P < 0. 05)。单、

双侧输卵管移植的妊娠效果差异不显著, 是因为在

进行双侧移植时, 手术时间较长, 有时受体出血较单

侧移植多, 对受体的术后身体恢复影响较大, 从而致

使妊娠率下降。单、双侧输卵管移植的仔鼠成活效果

表现差异显著。其中, 单侧输卵管移植的受体中, 有

3 只受体产 1 只仔, 1 只受体产 2 只仔, 1 只受体产 3

只仔, 这些仔鼠只有 1 只成活, 其余全部被母亲吃掉

或咬死, 而双侧输卵管移植的受体只有 1 只产了 3
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只仔鼠, 其余均产仔在 5 只以上, 仔鼠全部成活, 说

明产仔数量较少时, 容易引起仔鼠死亡, 这可能是小

鼠具有群居性的原因。

从表 3, 表 4 可以看出, 用M 2 和改良的M 2 培

养液作为显微注射及移植工作液, 体外培养的囊胚

率差异极显著, 分别为 17% 和 35% (P < 0. 01) , 体

内发育的情况也与这一结果相似, 妊娠率分别为

35. 9% 和 62. 5% (P < 0. 05)。表明改良的M 2 培养

液的成分结构更适合小鼠胚胎发育的要求。说明牛

磺酸对克服昆明小鼠胚胎 2 细胞阻滞起关键作用,

而 ED TA 具有很好的协同作用[6, 7 ]。葡萄糖和磷酸

盐对小鼠 2 细胞发育有阻滞作用[8 ]。

综上所述, 建议在进行转基因小鼠生产时, 为提

高妊娠率及仔鼠成活率, 用改良的M 22 培养液作为

显微注射及移植工作液, 挑选状态良好的受体, 在背

部作一切口, 尽量减少出血, 进行双侧输卵管移植。

小鼠饲养室进行人工控制温度和光照, 保持通风良

好, 受体在进行移植时, 麻醉要恰当, 要观察卵巢有

无排卵点, 有排卵点的进行移植, 移植时动作要轻而

快、准。移植后的受体要加强饲养管理, 这样才有望

提高妊娠率及仔鼠成活率, 生产出大量的转基因小

鼠。
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Influence of d ifferen t m ean s of em b ryo tran sfer and m edia

on the p roduct ion of t ran sgen ic m ice
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Abstract: T he p roduct ion of t ran sgen ic m ice by p ronuclear m icro in ject ion w as influenced by a lo t of

facto rs. In th is paper, the research on the influence of d ifferen t m ean s of em b ryo tran sfer and m edia w as

h igh ligh ted. T he p regnan t ra te by tran sp lan t ing to one oviduct o r tw o oviducts had no sign if icance (34. 4%

and 37. 5% respect ively, P > 0. 05). How ever the difference of su rviving ra te of pup s w as sign if ican t
(83. 6% and 97. 2% respect ively, P < 0. 05). T he b lastocyst ra te in v itro cu ltu re w ith M 2 m edia and modi2
f ied M 2 m edia w as ex trem ely sign if ican t (17% and 35% respect ively, P < 0. 01). T he case of in v ivo w as al2
so sim ilar to that of in v itro, p regnan t ra te w as 35. 9% and 62. 5% respect ively (P < 0. 05). T h is resu lt
demon stra ted that the compo sit ion of modif ied M 2 m edia is mo re su itab le fo r the developm en t of mou se

em b ryo s.

Key words: m icro in ject ion; t ran sgen ic m ice; em b ryo tran sfer
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