
小鼠作为一种重要的实验动物，广泛运用于探

索生命奥秘、研究疾病机制及防治等生命科学各

领域。以超数排卵技术为基础的辅助生殖技术

（assisted reproductive technology，ART）对获得足够

数量受精卵和可用胚胎，充分利用有限的动物资

源，缩短世代间隔，提高胚胎工程技术在生物领域

中的应用效率具有重要意义［1-3］。国内外针对小鼠

超数排卵研究较多，经典的小鼠超排方案是注射孕

马血清促性腺激素（pregnant mare serum gonadotro⁃
pin，PMSG）促卵泡发育48 h后注射人绒毛膜促进腺激

素（human chorionic gonadotrophin，HCG）促排卵［4-5］。
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幼鼠因超排效果稳定、卵子数量多，被广泛用

于早期胚胎的研究以及基因工程编辑模型鼠的建

立［6-7］。相对而言，成年鼠超排受内源性激素的影响

较大，相关研究资料报道较少，但对于卵细胞质量

要求比较高的科学研究和在拯救濒危品系时操作

的对象为成年小鼠［8］。成年雌鼠交配后 10~12 h阴
道口有白色的阴道栓，交配后小鼠的黄体会变为功

能性黄体，小鼠的发情周期停止。有研究报道，雌

鼠在发情周期的不同阶段注射PMSG均可以诱导超

数排卵［9］，长期从事生物净化的过程中发现妊娠期

小鼠也可通过超排获得受精卵。 ICR 小鼠是用

Swiss小鼠群以多产为目标进行选育的小鼠品系，经

美国癌症研究所分送各国饲养实验。本研究以 ICR
野生型雌鼠为实验对象，在其自然受孕当日再进行

超排操作，探讨同时获得卵细胞和多细胞胚胎（一

次自然受孕的受精卵在超排期间继续发育的胚胎）

的可行性，然后对二次募集成熟卵细胞的超排方案

进行优化，深挖成年小鼠超排效果和胚胎发育的潜

能，为充分利用小鼠资源从超排卵中获得最大收益

提供了高效、可行的实验方案。

1 材料和方法

1.1 材料

ICR雌鼠为 10~15周，ICR雄鼠为 10~20周有生

育能力且停配至少 1周，均来源于上海斯莱克实验

动物有限公司，按照 SFP级标准饲养于南京医科大

学医药实验动物中心屏障系统，符合南京医科大学

实 验 动 物 伦 理 管 理 规 范（伦 理 号 ：IACUC ⁃
2205051）。自由饮水，室温（22±1）℃，光照 12 h/d，
（7：00~19：00）。

超净工作台（苏州苏净公司），CO2恒温培养箱

（Thermo 公司，美国），体视显微镜（SZX10⁃3151，
Olympus公司，日本）、35 mm及60 mm培养皿（Corn⁃
ing公司，美国）；注射用PMSG、注射用HCG（北京启

维益成科技有限公司），石蜡油（货号M8410，Sigma
公司，美国），M2培养液（货号M7167，Sigma公司，美

国），透明质酸酶（货号H4272，Sigma公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 试验分组和激素注射剂量

10~15周龄的C57BL/6J雌鼠种群内随机挑选，按

照采取的超排方案分为4个试验组。自然排卵对照

组、随机超排对照组、常规双排卵实验组、优化双排卵

实验组。所有超排组小鼠按照每只7.5 U PMSG促卵

泡发育，7.5 U HCG促排卵。实验组小鼠入组条件：适

龄发情鼠与有交配经验并停配1周的雄鼠合笼，次日

8：00检阴道栓，见交配栓的小鼠入选实验组。

1.2.2 小鼠超排方案

自然排卵对照组：自然受孕，不进行激素超

排。在16：00挑选发情鼠，16：30与有交配经验并停

配1周的雄鼠1∶1合笼，次日检栓。

随机超排对照组：第1天16：00 注射PMSG，第3
天16：00（间隔48 h）注射HCG促排卵，16：30与有交

配经验并停配1周的雄鼠1∶1合笼，次日检栓。

常规双排卵实验组：见栓当天（第1天）16：00注
射PMSG，第3天16：00（间隔48 h）注射HCG，第4天
9：00取胚胎（图1A）。

优化双排卵实验组：见栓当天（第 1天）9：00注
射PMSG，第2天17：00（间隔32 h）注射HCG后再次

与停配1周的雄鼠1∶1合笼，第3天8：00检栓，见栓

鼠和未见栓鼠分开取卵（图1C）。
1.2.3 卵母细胞和早期胚胎的收集

用颈椎脱臼法处死小鼠，剖宫依次取输卵管和

子宫，将输卵管置于覆盖石蜡油的M2培养液（提前

置于37 ℃，5% CO2培养箱预温）内，用眼科镊撕破壶

腹部释放卵细胞团，经0.1%透明质酸酶消化颗粒细

胞，洗涤3次后统计所有多细胞的胚胎以及受精、未

受精、死亡和异常卵母细胞的数量。采用1 mL注射

器抽取 37 ℃预热的M2冲洗子宫，检查输卵管内是

否存留正常发育的胚胎，记录囊胚数、退化卵数和

取到囊胚的小鼠只数。受精率=见栓鼠受精卵数/见
栓鼠排卵总数×100%。

1.2.4 外源PMSG对自然受孕一次胚胎发育影响的

观察

自然交配见栓鼠于 9：00 注射 PMSG，分别在

8、24、32、48 h后对输卵管胚胎数量进行观察，记录

各时间点自然排卵胚胎数量的变化（图1B），并于见

栓24、48、80 h分别对2细胞、8细胞及囊胚期不同阶

段胚胎发育进行观察记录。

1.3 统计学方法

采用SPSS 25.0进行数据的统计学分析，各实验

组间排卵计数资料均采用单因素方差分析进行检

验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各实验组排卵数量的比较

自然排卵对照组、随机超排对照组、常规双排

卵实验组共入组22只小鼠，各组小鼠排卵的情况详

见表1。自然排卵对照组和随机超排对照组的平均
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排卵数分别是 15.1和 16.6枚，两者没有统计学差

异。常规双排卵实验组8只小鼠共获得二次排卵205
枚，平均25.6枚/只，相对其他两个对照组16.6枚/只和

15.1枚/只差异显著(P < 0.01）。双排卵实验组的 8
只鼠中有4只取出自然发育的囊胚期胚胎16枚，所

有胚胎均在壶腹部，子宫及近子宫输卵管无任何形

态卵子或胚胎。

2.2 外源PMSG对自然受孕一次胚胎发育的影响

自然交配见栓的小鼠在注射PMSG后于各时间

节点观察自然排卵胚胎的发育情况。自然排卵胚

胎在小鼠注射PMSG后的 8、24、34 h依然存在于壶

腹部中。在48 h随着壶腹部消失，仅部分小鼠在原

壶腹部位置可以检测到少量胚胎，而对输卵管和子

宫冲洗未发现胚胎存在（图2）。
对照组（没有进行外源PMSG注射）与PMSG处

理组在 2细胞至 8细胞期发育时期一致，囊胚期发

育形态差距较大。在80 h对照组处于3级扩张期晚

期，部分囊胚达到 4级孵化期，囊胚形态扁长，实验

组处于3级扩张期，形态圆润立体，透明带外无孵化

点（图3）。
2.3 双排卵实验方案的优化

优化双排卵实验组 18只鼠入组，其中 16只鼠

取到 187枚由一次排卵发育而来的 8细胞胚胎，平

均每只鼠收集到一次排卵胚胎 11.7枚。所有优化

双排实验组小鼠均成功诱导二次排卵，共获得MⅡ
期卵子及受精卵 838枚、退化胚 85枚，两次排卵总

共获得 1 110枚卵子和多细胞胚胎，平均每只 61.7
枚，显著高于常规双排卵实验组（31.8枚），P < 0.01
（表 2）。异常胚为萎缩、碎裂和溶解 3种状态，具体

归为未受精、死亡或异常卵母细胞未做分类和评

二次见栓鼠可在壳腹
部同时获取 8细胞胚胎
和受精卵

未见栓鼠可同时在壶
腹部获取8细胞胚胎和卵
子。

次日可同时在壶腹部
获取囊胚和卵子。

见栓雌鼠当日
16：00注射PMSG，间
隔48 h注射HCG。

注射PMSG后8 h、
24 h、32 h、45 h分段取
胚，分析自然排卵胚胎
减少原因。

注射HCG后再次与
雄鼠合笼。见栓雌鼠当日 9：00

注射PMSG、间隔
30 h注射HCG。

见栓雌鼠当日
9：00注射PMSG。

发情雌鼠与雄鼠合笼
（周龄：10~20周）。

ampulla

ampulla
48 hA

C

B

32 hours

注：1、A为实验组，B1、B2为优化依据及方法。

Oocyte
Zygote
2 cell Embryo
8 cell Embryo
Blastula

图1 双排卵实验流程图

Figure 1 Flow chart of double ovulation experiment

表1 超排方案对小鼠排卵效果的影响

Table 1 Effect of superovulation scheme on ovulation in mice

组别

常规双排卵实验组

随机超排对照组

自然排卵对照组

入组

小鼠

总数

8
7
7

均只

排卵

数

31.8
16.6
15.1

总卵数（一次

胚+二次卵细

胞+异常胚）

254
116
106

一次胚检出

小鼠只数

4
7
7

一次胚胎/
排卵数

016
116
106

均只见胚/
排卵数

04.0
16.6
15.1

异常胚

总数/均
只数

33/4.1
—

—

二次排卵

检出只数

8
—

—

二次排

卵总数

205
—

—

均只排

卵数

25.6
—

—

自然见栓一次排卵 超排二次排卵

（n）
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价。优化双排卵实验组总共检出异常胚85枚（无法

区分畸形碎裂胚实际来源于第一次排卵还是第二

次排卵，故仅统计异常胚总数），平均每只小鼠检测

到 4.7枚，与实验组无统计学差异。优化双排卵实

验组在注射HCG后与雄鼠二次合笼，其中15只（15/
18）二次见栓，清洗输卵管共收集735枚卵母细胞和

受精卵母细胞，其中受精卵 509 枚，受精率为

69.2%。值得一提的是，有 3只鼠二次排卵数超过

80枚，排卵最多的1只雌鼠取胚数更是高达 109枚

（含二次卵母细胞 93枚、一次胚胎16枚）且壶腹部

异常膨大（图4）。
3 讨 论

超排卵技术有助于基因工程小鼠的产生及减

少动物的使用量，在基因工程小鼠构建、生物净化、

大量扩繁、濒危动物品系保存等领域发挥重要的作

用。小鼠诱导超排技术流程相对成熟，成年小鼠自

然排卵仅 8~15枚，而常规超排卵技术也仅能得到

15~40枚卵子，因此提高雌鼠超排效果和胚胎发育

潜能一直是辅助生殖技术所追求的目标。尽管幼

年小鼠供体受激素刺激会产生更多的卵母细胞，但

对于卵细胞质量要求比较高的科学研究以及在拯

救濒危珍贵小鼠模型时使用更多的是成年小鼠。

本研究以成年小鼠为研究对象进行受精后激素诱

导超排，在见栓和激素诱导后，平均每只鼠可二次

排卵 25.6 枚，相对于对照组小鼠差异显著（P <
0.01）。结果说明，双排卵实验方案能够显著提高成

年雌鼠的超排效果。

自然受孕的小鼠受精卵在适宜的条件下，会继续

发育成为多细胞胚胎。但8只常规双排卵实验组小

鼠体内仅有4只收集到总数16枚正常发育的多细胞

2 cell Embryo
8 cell Embryo

A

B

A：注射PMSG 8~32 h胚胎依然在壶腹部中部，并没有靠近子宫

端；B：32~48 h壶腹部消失，PMSG使输卵管的运动方向依然由子宫

像壶腹部运送精子的状态。少量胚胎停留在原壶腹部位置，近子宫

端输卵管和子宫内均无胚胎。

图2 注射PMSG后胚胎发育情况

Figure 2 Embryo development after PMSG injection

实
验

组
对

照
组

见栓24 h 见栓48 h 见栓80 h

图3 不同时期对照组与实验组胚胎发育比较（×25）
Figure 3 Comparison of embryonic development between control group and experimental group at different stages（×25）

表2 双排卵优化实验方案与常规双排卵实验方案排卵数据对比

Table 2 Data comparison between the optimized double ovulation experimental scheme and the conventional double ovula⁃
tion experimental scheme

组别

优化双排卵实验组

常规双排卵实验组

入组

小鼠

总数

18
08

均只

排卵

数

61.7
31.8

总卵数（一次

胚+二次卵子

+异常胚）

1 110
0 254

一次

胚胎数

187
016

检出

小鼠数

16
04

均只

排卵数

11.7
04.0

异常

胚总

数

85
33

超排

只数

18
08

二次排

卵总数

838
205

均只

排卵数

46.6
25.6

二次见

栓数

15
—

排卵

数

735
—

受精

卵数

509
—

受精

率（%）

69.2%
—

自然见栓一次排卵 超排二次排卵 二次排卵受精率

（n）
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胚胎（平均2枚），说明在雌鼠接受外源激素注射后，

小鼠体内自然受孕产生的受精卵在胚胎发育过程中

受到严重的抑制。为了更大程度上提高雌鼠超排效

果，明确一次胚胎（自然产生的受精卵）减少的原因，

本研究小组观察了自然交配见栓鼠在注射PMSG不

同时间节点输卵管内胚胎数量的变化。结果发现，在

PMSG注射后伴随32~48 h壶腹部消失，仅极少量胚

胎停留在原壶腹部位置，近子宫端输卵管和子宫内均

无胚胎。本项研究表明，HCG的注射时间与壶腹部

的状态对自然受孕一次胚胎的发育有密切关系。

通过改良的二次超排方案，将超排时间改为见

栓当日9：00注射PMSG，并将HCG的注射时间提前

到次日16：00注射（与PMSG注射间隔缩短至31 h）。
调整后，优化双排实验组平均每只鼠收集到自然排

卵发育而来的 8细胞胚胎 11.7枚，显著多于常规双

排卵实验组（2枚）。第二次超排 18只鼠均有排卵，

共收集到卵子 838枚，平均每只鼠产生 46.6枚卵

子。18只鼠前后两次排卵合计收集到1 110枚卵子

和胚胎（平均每只高达61.7枚），数量分别较自然排

卵组（平均15.1枚）、随机超排组（平均16.6枚）和常

规双排卵组（平均31.8枚）提高了307.23%、272.12%
和94.23%。其中有1只鼠二次排卵总数高达109枚，

是同龄雌鼠自然排卵的 7~13倍。在不同时期对胚

胎观察发现，对照组与实验组一次排卵胚胎在 8细
胞前发育同步（图3），在囊胚期实验组处于3级扩张

期要晚于对照组，实验组胚胎受PMSG的影响一直

停留在输卵管，发育差距可能是受到不同微环境的

影响。为了评价二次超排募集到的卵子是否具有

受精能力，本研究对优化后的实验组采用自然交配

来获得受精卵，有 15只二次见栓鼠共收集到卵子

735枚中有 509枚为受精卵，69.2%的受精率与 Luo
等［10］的正常小鼠超排受精率结果相近，说明二次超

排卵子为正常可受精的卵子。本研究提供的优化

双排卵实验方案增加了小鼠排卵的数量，在很大程

度上减少了使用的小鼠数量，对动物福利和科研成

本节约具有深远意义。
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A：正常超排输卵管壶腹部；B：双排卵第二次排卵的壶腹部明显

大于正常超排壶腹部。

图4 正常超排和双排卵第二次排卵的壶腹部对比

Figure 4 Comparison of ampulla between conventional
superovulation and second double ovulation
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