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研究报告

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠冻融 ＩＶＦ 原核胚用于 Ｃａｓ９
显微注射探讨

曾文滔∗，周建丽，赵书琴，张亚男，梅　 云

（南京医科大学医药实验动物中心，南京　 ２１１１６６）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨小鼠体外受精（ＩＶＦ）冻融后用于 Ｃａｓ９ 注射的可行性。 方法　 新鲜 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠卵子

ＩＶＦ 后采用冻存管法（ＥＦＳ２０ ／ ４０）冷冻原核胚（单细胞胚）和 ２ 细胞胚胎，次日复苏后培养。 比较冻融原核胚和 ２ 细

胞胚胎的回收率及成活率。 选取部分冻融原核胚与新鲜原核胚同时进行 Ｃａｓ９ 和稀释液胞质注射并培养至 ２ 细胞，
分别比较注射后的存活率及 ２ 细胞发育率。 结果　 冻融后的 Ｂ６ 小鼠原核胚的回收率为 ９２ ５％ 、成活率为 ９２ ８％ ，
２ 细胞胚的回收率为 ９０ ５％ 、成活率 ９５ ８％ ，两组数据差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 新鲜原核胚 Ｃａｓ９ 注射后的存活

率为 ９２ ７％ ，空白组注射组为 ９７ ５％ ，冻融原核胚 Ｃａｓ９ 注射后的存活率为 ８２ ６％ ，空白组为 ９２％ ，冻融组 Ｃａｓ９ 注

射与各组差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），其它各组差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 注射后的 ２ 细胞胚发育率差异无显著

性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 结论　 冻融原核胚可用于 Ｃａｓ９ 显微注射。
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　 　 体外受精（ Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＦ）与胚胎冷冻

技术已广泛应用于不孕不育医学、种质资源保存、
物种运输等行业［１ － ３］，大量文献证明冷冻胚胎的发

育时期、保存时间长短对复苏存活率、附植及产仔

率没有明显的影响［４，５］，冻融自然受精原核胚很早

就被用于转基因鼠制作［６ － ８］，ＩＶＦ 受精胚冻融后用

于显微注射还鲜有报道，对小鼠基因模型构建将有

重要的实用意义。
Ｃ５７ＢＬ ／ ６（Ｂ６）小鼠一直是基因模型鼠制作的

主要品系，超数排卵后自然交配获得原核胚或早期

胚胎进行基因改造［９］。 随着 Ｂ６ 小鼠体外受精技术

的完善，采用冻精（鲜精） ＩＶＦ 技术批量生产胚胎可

节约大量科研经费和时间，大型基因编辑实验室已

经实现无活体雄鼠化模式（或少量）。 但使用 ＩＶＦ
获得双原核胚胎至少需要 ８ ｈ，对后续实验的连续性

影响很大，本文针对这一关键点，对 Ｂ６ 小鼠原核胚

冻融后的存活率、注射存活率及 ２ 细胞发育率做了

相关实验比较，探讨 ＩＶＦ 结合胚胎冷冻技术应用于

Ｃａｓ９ 显微注射的可行性。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，５ 只，１０ 周龄，体重

２５ ～ ２８ ｇ；ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，４０ 只，３ ～ ４
周龄，体重 １１ ～ １３ ｇ，均购自南京医科大学实验动物

中心［ＳＣＸＫ（苏）２０１６ － ０００２］。 雄鼠单只饲养，雌
鼠适应光照周期 １ 周，饲养与实验均在南京医科大

学实验动物中心屏障环境 ［ ＳＹＸＫ （苏） ２０１６ －
００１６］，环境温度 ２０℃～ ２６℃，湿度 ４０％～ ７０％ ，光照

周期 １２ Ｌ：１２ Ｄ，光照时间 ０８：００ ～ ２０：００。 动物实验

方案经过南京医科大学实验动物使用与管理委员

会（ＩＡＣＵＣ）批准，并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给

予人道的关怀。
１ ２　 主要耗材与仪器

１ ２ １　 试剂耗材

获能液（ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｋｒｅｂｓ Ｒｉｎｇｅｒ ｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ＴＹＨ）［１］；受精液（ｈｕｍａｎ ｔｕｂａｌ ｆｌｕｉｄ，ＨＴＦ）［１］；培养液Ｍ１６
（Ｓｉｇｍａ， Ｍ７２９２）；促卵泡液（ｅｑｕｉｎｅ ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄｏｔｒ⁃
ｏｐｉｎ，ｅＣＧ；Ｓｙｎｔｅｘ）；促排卵液（ｈｕｍａｎ ｃｈｏｒｉｏｎｉｃ ｇｏｎａｄ⁃
ｏｔｒｏｐｉｎ，ＨＣＧ； Ｓｙｎｔｅｘ）；石蜡油 （ Ｓｉｇｍａ，Ｍ８４１０）；３５
ｍｍ 培养皿（Ｃｏｒｎｉｎｇ，４３０１６５）；胚胎测试水（Ｗａｔｅｒ；
Ｓｉｇｍａ，Ｗ１５０３）；注射稀释物（ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ），溶液

配制试剂全部购置于 Ｓｉｇｍａ。

１ ２ ２　 主要仪器

ＣＯ２ 培养箱（Ｂｉｎｄｅｒ）；生物安全柜（Ｅｓｃｏ，ｃｌａｓｓ ＩＩ
ｔｙｐｅ Ａ２）；体视显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；冷光源（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；
显微操作仪（Ｏｌｙｍｐｕｓ）；电动气压注射泵（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；
拉针仪（Ｓｕｔｔｅｒ，Ｐ⁃２０００）；煅针仪（Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ，ＭＦ⁃９００）；
液氮罐（ＣＢＳ）；手术器械 １ 套；口吸管（自制）。
１ ２ ３　 注射物

Ｃａｓ９ 表达质粒（Ａｄｄｇｅｎｅ Ｎｏ． ４４７５８） ＰＣＲ 扩增

获得线性化产物， 在体外由试剂盒 Ｔ７ ＵｌｔｒａＫｉｔ
（Ａｍｂｉｏｎ，ＡＭ１３４５）完成转录。 ＳｇＲＮＡ 的表达载体

ＰＣＲ 扩 增 获 得 线 性 化 产 物， ｓｇＲＮＡ 由 试 剂 盒

ＭＥＧＡｓｈｏｒｔｓｃｒｉｐｔ Ｋｉｔ （Ａｍｂｉｏｎ，ＡＭ１３５４） 在体外利用

Ｔ７ ＲＮＡ 聚合酶完成转录。 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡ 分

装，保存于 － ８０℃冰箱［１０］。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 原核胚获得

按董婉维等［１，１１］ 方法进行超数排卵和取卵，
ＨＣＧ 注射 １４ ｈ 后进行 ＩＶＦ，按 Ｔａｋｅｏ 等［１］ 方法进行

精子采集、获能和体外受精。
１ ３ ２　 胚胎冷冻

１ ｍＬ 冻存管加入 ５０ μＬ ＥＦＳ４０ 冻存液待用，３０
～６０ 枚 ／批移入 ＥＦＳ２０ 预处理并洗涤 ３ 遍，２ ｍｉｎ 后

转入冻存管 ＥＦＳ４０ 中，１ ｍｉｎ 后投入液氮储存，冷冻

液参照梁洋等［１２］方法。
１ ３ ３　 胚胎复苏

３７℃ 预热 ０ ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 与 ０ ７５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖解冻

液，冻存管取出后迅速拧开盖子倒出液氮并静置

１０ ｓ，加入 １ ｍＬ ０ ７５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖解冻液轻轻吹吸，
捡取胚胎后移入 ０ ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖解冻液平衡 ３ ～ ５
ｍｉｎ，待卵裂球恢复扩展后移入 Ｍ１６ 培养。
１ ３ ４　 胞质注射

将 ２５ ｎｇ ／ μＬ Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 １０ ｎｇ ／ μＬ ｓｇＲＮＡ
（注射稀释物稀释）混合，空白对照为注射稀释物，
置于冰盒上备用。 室温下 ５０ 枚 ／批移入 Ｍ２ 操作

液，显微操作仪辅以电动气压注射泵胞质注射

Ｃａｓ９ 样品，目测针尖前轻微膨胀即可停止，以此

反复。
１ ３ ５　 胚胎培养

所有操作后的胚胎需在 Ｍ１６ 培养液 （每滴

３０ μＬ）中洗涤 ３ 遍，再 ３０ 枚 ／滴培养，１４ ｈ 后统计 ２
细胞发育率。
１ ３ ６　 形态观察

复苏后胚胎出现透明带脱落、撕裂、胞质溶解、
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萎缩、碎裂视为死亡，注射后 ３０ ｍｉｎ 胚胎胞质出现

溶解萎缩视为死亡，受精卵未发育、卵裂球不均匀

计入发育率。
１ ４　 统计学方法

应用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９ ０ 统计软件进行分

析，两样本率的比较采用 χ２ 独立性检验，以 Ｐ ＜
０ ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２ １　 原核胚与 ２ 细胞胚的冷冻与复苏效果比较

原核胚冷冻回收率为 ９２ ５％ （１１１ ／ １２０），培养

３０ ｍｉｎ 后存活率 ９２ ８％ （１００ ／ １１１）。 ２ 细胞冷冻冷

冻回收率为 ９０ ５％ （９６ ／ １０６），培养 ３０ ｍｉｎ 后存活

率为 ９５ ８％ （９２ ／ ９６）。 结果表明， 原核胚冷冻的回

收率、存活率达到 ９０ ５％和 ９５ ８％ 。 与 ２ 细胞对照

组（９２ ５％ 、９２ ８％ ）差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。
２ ２　 胞质显微注射对冻融原核胚的影响

在室温（２３℃）下显微注射 Ｃａｓ９，新鲜胚胎组存

活率、发育率分别为 ９３ ６％ （１０３ ／ １１０） 和 ９８ ０％
（１０１ ／ １０３）； 冻融组分别为 ８２ ６％ （ １３３ ／ １６１ ） 和

９８ ４％ （６２ ／ ６３）；空白新鲜组分别为 ９７ ５％ （３９ ／ ４０）
和 １００％ （３９ ／ ３９）；空白冻融组分别为 ９２％ （４６ ／ ５０）
和 ９７ ８％ （４５ ／ ４６）。 新鲜组发育率为 １００％ （４４ ／
４４），冷冻组发育率为 ９７ ３％ （３７ ／ ３８）。 冻融原核胚

注射存活率与各组差异有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），发育

率各组差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）（表 １）。

３　 讨论

小鼠 ＩＶＦ 技术在小鼠扩繁，种资源保存、品系恢

复等生产实验中广泛应用，较自然交配具有受精时

间统一、受精率高等优点，ＩＶＦ 受精卵正在被越来越

多的基因编辑实验用于显微注射。 但长时间的受

精过程对显微注射及胚胎移植工作影响很大，造成

工作效率低下，且原核胚的雌雄原核非常小，无法

达到原核注射类的实验要求，而原核胚复苏后 ２ ｈ
雌雄原核非常接近，核腔膨大。 利用胚胎冷冻技术

可以自由切换原核胚的发育起始时间，根据实验量

调整复苏数量有效的避免实验资源的浪费。
原核胚复苏存活率虽然与 ２ 细胞复苏率无显著

差异，但原核胚个体较大，完全套用 ２ 细胞冷冻程序

容易造成脱水不彻底，形成的冰晶会对胚胎造成伤

害，复苏时也无法快速恢复形态［１３，１４］，移入培养液

后的渗透压差会造成急速膨胀而死亡，原核胚冷冻

复苏过程的相关参数还需要进一步的摸索。 此外，
每管冷冻数目以及复苏时枪头口的形态、吹吸力度

等操作因素对冷冻效果也有很大的影响。
　 　 近年来，基因编辑技术发展迅速，随着 Ｃａｓ９ 技

术的诞生，基因编辑技术也变得简单易行，多数实

验经胞质注射就能完成基因编辑工作［１５］，对胚胎的

机械损伤也小。 在本实验中，冷冻后的原核胚注射

质感要差于新鲜组，分析认为可能是透明带韧性降

低，需增加穿刺力度，对胚胎造成一定挤压，导致成

表 １　 显微注射后原核胚的存活率与发育率对比
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖｅｄ ｒａｔｅ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｅｄ ｐｒｏｎｕｃｌｅａｒ ｅｍｂｒｙｏｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

注射数 ／ 枚
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ
／ ｅｇｇｓ

存活数 ／ 枚
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓｕｒｖｉｖｅｄ
／ ｅｇｇｓ

存活率 ／ ％
Ｓｕｒｖｉｖｌａ ｒａｔｅ

培养数 ／ 枚
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ

／ ｅｇｇｓ

２ 细胞数 ／ 枚
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

２⁃ｃｅｌｌ
ｅｍｂｒｙｏｓ ／ ｅｇｇｓ

发育率 ／ ％
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｒａｔｅ

新鲜组 Ｃａｓ９ 注射
Ｃａｓ９ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｆｒｅｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ １１０ １０３ ９３ ６ １０３ １０１ ９８

新鲜组空白注射
Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｌａｎｋ ｆｒｅｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ４０ ３９ ９７ ５ ３９ ３９ １００

新鲜组培养
Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｆｒｅｓｈ ｅｍｂｒｙｏｓ ／ ／ ／ ４４ ４４ １００

冷冻组 Ｃａｓ９ 注射
Ｃａｓ９ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｄ ｅｍｂｒｙｏｓ １６１ １３３ 　 ８２ ６∗ ６３ ６２ ９８ ４

冷冻组空白注射
Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｌａｎｋ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ５０ ４６ ９２ ４６ ４５ ９７ ８

冷冻组培养
Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ／ ／ ／ ３８ ３７ ９７ ３

注：与新鲜空白注射组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｌａｎｋ ｆｒｅｓｈ ｅｍｂｒｙｏ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０ ０５．
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活率显著差异，另外，在本实验中，注射样品的不同

对存活率也有一定的影响，但无显著性差异（Ｐ ＞
０ ０５），且注射存活率均在 ６０％ 以上，存活率正

常［３］，注射后发育率无显著差异。 本实验冻存组注

射成活率虽然略低于新鲜组，但整体数据证明冷冻

原核胚可以作为 ＩＶＦ 胚胎显微注射的优化步骤，将
有助于调整工作时间，促进实现无雄鼠化 （配种

笼），减少动物饲养量。
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专家问答

问：对于活体成像的定量方式，现有的单位是否可以简化？ 比如单位面积对应的信号强度？ 如何计算

肿瘤特异部位和正常对照部位的荧光强度比值？ 我们曾经尝试选出一个肿瘤区域和一个背景区域，用这两

个数值的比值去代替，不知道是否合理？
答：我们可以圈选两个 ＲＯＩ 值（ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ），如果这两个 ＲＯＩ 值信号采集的时间是一样的，圈选范

围的面积、大小和形状也是一致的，那就变得简单多了，就只需要看光子数量，也就是说可以根据光子数量

代表的信号强度来直接进行这样的量化对比。

（感谢第四军医大学 师长宏 教授和冷泉港生物科技股份有限公司分子影像部门副总经理 王志宇 先生的解

答）
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