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(调整精卵交汇时间提高C57BL/6J小鼠超数排卵的受精率
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【摘要】  目的  通过调整精卵交汇时间，提高C57BL/6J小鼠超数排卵的受精率。方法  实验一以常规超排方法作为对照组，计算受精率；实验二验证C57BL/6J雄鼠受精能力；实验三在合笼后三个时间点检栓，确定超排鼠交配时间，计算精卵相遇时间；实验四将C57BL/6J雌鼠超排处理，停留6.5 h后配雄鼠，计算受精率，比较方法改进的效果。结果  对照组取受精卵10.88枚/只；实验二取受精卵20.55枚/只，表明雄鼠的精子可以使卵子高比例受精，精子、卵子交汇时间是影响受精率的关键因素；实验三，在合笼后4 h雌鼠见栓鼠最多，确定对照组精卵交汇时间需7 h；根据以上实验结果，实验四将合笼时间推迟6.5 h，取受精卵22.27枚/只，比对照组提高了105%。结论： 调整精子、卵子交汇时间可显著提高C57BL/6J小鼠超数排卵受精率。
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To improve the fertilization rate of superovulated C57BL/6J mice by adjusting sperm and egg encounter time
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【Abstract】Objective  To explore the improving fertilization rate of superovulated C57BL/6J mice by adjusting sperm and egg encounter time. Methods Two hundred and forty-four 3-week-old female C57BL/6J mice and 8-week-old male C57BL/6J mice were used in this study. (I) To deterimine the fertilization rate by routine superovulation method, and use it as a control group. (II) To verify the insemination ability of C57BL/6J male mice. (III) To determine the time of coitus by checking vaginal plug at 3 time points after put the female and male into one cage, and to calculate the time for sperm and egg encounter. (IV) Female C57BL/6J mouse after superovulatory treatment, stayed for 6.5 h before mating with male mouse. To collect fertilized eggs, to calculate the fertilization rate and compare the effects of different treatment methods. Results (I) 10.88 fertilized eggs per mouse were collected in the control group; (II) In average 20.55 fertilized eggs per mouse were collected in the second group. It was 88.87% higher than that of the control group, indicating the ability of male sperm to get a higher fertilization rate of ova, and the sperm and egg encounter time was the key factor of fertilization rate. (III) For the majority of female mice showed vaginal plugs at 4 h after cohabitation, the sperm and egg encounter time in the control group could be estimated as approximately 7 h. (IV) Based on the above results, delayed the mating time for 6 h, the mean number of fertilized eggs per mouse was increased to 22.27, by 105% increased than that of the control group. Conclusions Adjusting the sperm and egg encounter time can significantly increase the fertilization rate of superovulated C57BL/6J mice.
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自从Jaenisch和Mintz在上世纪70年代成功获得转基因小鼠以来[1]，小鼠转基因技术在生物医药研究中的应用已经非常广泛。其制作方式也很多，受精卵原核注射DNA法是最主要的转基因鼠制作方法[2]。因而超数排卵、交配后得到稳定的高受精率合子对转基因鼠的生产至关重要。足够数量卵子或胚胎的获得依赖超数排卵技术的应用。在1927年，Smith和Engle发现小鼠超数排卵现象后[3-5]，经过几十年的研究发展，小鼠超数排卵技术现在已经非常成熟，多数品系都能获得稳定的卵子数目，但不同品系小鼠的卵子受精率差距显著[6]。
2002年公布了C57BL/6J小鼠的全基因组序列[7]，使得该品系小鼠的遗传背景更加清楚，且具有品系特征稳定、肿瘤发病率低等优点，被公认为“标准”近交系，更适合用于基因研究。但由于该品系超排卵子受精率低且价格昂贵，限制了它的使用。因而研究者为了获得高质量的受精卵，通常利用B6×CBA、B6×SJL等杂交F1代小鼠的杂交优势获得高质量受精卵[8]，但此种方法得到的转基因鼠遗传背景不纯，不符合多数研究者的要求，还需通过与C57BL/6J小鼠回交繁育，筛选7-8代来恢复品系，耗费了研究人员大量的实验成本和时间[9]。
笔者就如何提高C57BL/6J小鼠的超排受精卵数，使其直接用于转基因鼠的生产，做了一定的实验和理论研究，设计了一套使精子、卵子同期相遇的超排交配方案。以期对生命、时间、资源的节约做出贡献。
1 材料和方法
1.1  材料
1.1.1 实验动物及实验环境： 3周龄C57BL/6J雌鼠244只、8周龄C57BL/6J雄鼠50只，SPF级，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司。许可证号：SCXK(沪)2012-0002。将购入的C57BL/6J雌鼠饲养1周以适应本地光照周期，8周龄C57BL/6J雄鼠单笼饲养1周。动物饲养间为SPF级屏障环境，胚胎操作实验室为无菌实验室。
1.1.2 仪器和试剂： CO2培养箱（Binder）、体式显微镜（Olympus）、倒置显微镜（Olympus）、生物安全柜（Esco，class II type A2）、移液枪（Eppendorf）、35 mm培养皿（Corning）、100 mm培养皿（Corning）、手术镊、眼科镊、手术剪、1 mL注射器、洗卵针（自制）、M2操作液（Sigma, M7167）、M16培养液（Sigma, M7292）、1.25 %阿佛丁麻醉剂（三溴乙醇、叔戊醇  均购自Sigma）、0.1 %透明质酸酶（Sigma, H3506）、PMSG（Intervet, Folligon）、HCG (Prospec/prospec-tany/ Prospecbio, HOR-250)
1.2  方法
1.2.1   实验一： 采用常规小鼠超排方法[10,11]作为对照组。4周龄雌鼠113只，15:30腹腔注射PMSG（5 IU/只），47 h后腹腔注射HCG（5 IU/只），注射HCG后立即与9周龄公鼠1:1合笼。公鼠每周只合笼一次。次日07:30检查阴道栓，见栓鼠可在见栓后3 h～6 h内取卵，计算受精率。
1.2.2   实验二：在实验一未见栓鼠中取19只雌鼠，立即腹腔注射0.1 mL 1.25%麻醉剂，使雌鼠处于半麻醉状态，再与公鼠1:1二次合笼，2 h后检查阴道栓, 见栓鼠必须在6 h后取卵计数。
1.2.3   实验三：  超排处理方法同实验一。30只雌鼠随机平均分成3组，以合笼后30 min、4h及次日07:30为时间点检栓，计算见栓率。
1.2.4   实验四：  4周龄雌鼠101只，11:00腹腔注射PMSG 5 IU/只，47小时后腹腔注射HCG 5 IU/只，停留6.5 h后与9周龄公鼠1:1合笼。次日07:30检查阴道栓，见栓后立即取卵计数。
1.2.5   取卵计数：  自制200 μm口径洗卵针。取M2操作液在CO2培养箱内预热至37ºC备用，取卵前12 h做M16微滴培养盘在CO2培养箱内平衡备用。断颈处死见栓雌鼠，剪开腹部，暴露输卵管，剪断输卵管与卵巢、子宫的连接，将取下的输卵管置于100 mm培养皿中的M2操作液滴内，在解剖显微镜下，用眼科镊撕开输卵管壶腹部，释放出卵细胞团，用吸卵针将卵细胞团移入0.1%的透明质酸酶液滴中消化处理3 min～5 min。将卵细胞吸入M16 微滴内洗涤3次。200×倒置显微镜下计数双原核受精卵，未受精卵子培养2 h后复检，防止遗漏。
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图1  实验方法示意图
Fig. 1 Schematic diagram of the experiment procedure
2  结果
2.1   实验一 
 超排113只小鼠，见栓82只，取受精卵892枚，平均10.88枚/只。
2.2   实验二  
19只半麻强制交配实验鼠中9只见栓，取到可用于原核注射的受精卵185枚，平均每只20.55枚，比实验一增加88.87%，确定公鼠精子可以使卵子高比例受精，但精子、卵子交汇时间是影响受精率的关键因素。
2.3 实验三  
如表1所示，实验三总见栓率为63.33 %低于实验一（72.56 %），受重复检栓影响，见栓率稍低。其中，合笼30 min后检栓有2只见栓，4 h后12只见栓，次日07:30检栓，5只见栓，证明大部分鼠在合笼后4 h见栓。超排小鼠见栓时间比自然发情交配时间提前了约5 h，根据图1中发育进程时间轴和超排鼠交配时间计算出，实验一方法中精子与卵子交汇时间约需7 h。
表1  超排鼠见栓情况

Tab. 1  Checking for vaginal plugs in the superovulated mice

	实验组

Groups
	检栓时间

Vaginal plug
checking time
	超排鼠总数（只）

Number of  superovulated mice
	见栓鼠（只）

Number of mice with vaginal plug
	见栓率

Rate of vaginal plugs

	实验一(对照组)
Exp. I Control
	次日07:30

Next day 07:30
	113
	82
	72.56%

	实验三
Exp. III
	合笼后30 min
30 min after mating
	30
	2
	6.67%

	
	合笼后4 h
4 h after mating
	
	14
	46.67%

	
	次日07:30

Next day 07:30
	
	19
	63.33%


2.4 实验四  
 如表2所示，实验一平均每只鼠获得受精卵10.88枚。实验二平均每只鼠获得受精卵20.55枚。实验四平均每只鼠获得受精卵22.27枚，比实验一提高了105%。用T检验对各组平均每只获得的受精卵数进行分析，实验四与实验一差异显著（P<O.05），实验四与实验二无显著差异（P>O.05）。

表2  实验小鼠见栓数和受精卵统计

Tab. 2 Statistical results of vaginal plugs and fertilized eggs

	方法

Method
	超排小鼠总数（只）

Number of  superovulated mice
	见栓小鼠总数（只）

Number of mice with vaginal plug
	受精卵总数（枚）

Number of  fertilized eggs 
	平均数（枚/只）

Mean number of  fertilized eggs per mouse

	实验一（对照组）Exp. I Control
	113
	82
	892
	10.88

	实验二 Exp. II
	19
	9
	185
	20.55*

	实验四 Exp. IV
	101
	82
	1826
	22.27*


注：* 表示差异显著（P<0.05）。

Note：* Represents significant difference (P<0.05).
3 讨论
近年来，在我们转基因中心定制转基因鼠的研究人员都希望用C57BL/6J直接做供胚鼠，但由于C57BL/6J是近交系鼠，受精率低，胚胎发育能力差等原因[6]，使转基因鼠生产效率降低，生产成本相对较高。为了提高实验效率、降低成本，笔者通过改进前实验取卵观察，发现大量未受精卵子都是形态非常好的MII期卵子。根据C57BL/6J公鼠的精子密度低、存活时间短的特点，开始怀疑是公鼠生殖能力问题，设计了未见栓鼠半麻醉强制交配实验，通过实验结果可以确定公鼠可以在自然状态下可以使卵子高比例受精。
根据实验结果分析，导致受精率低下的原因可能是雌鼠见栓早，精子在体内等待时间过长而造成的。因此做了合笼前期检栓观察实验来确定超排小鼠的见栓时间，结果是合笼后4 h检栓就有46.66%的雌鼠见栓。成年鼠自然发情的交配时间多在黑暗期中点，距离排卵时间近且自然排卵卵子少，因此C57BL/6J公鼠精子质量不影响正常生殖繁育。但超数排卵都选用4周左右的小鼠，它的抵抗能力差、磨合时间短，部分鼠合笼后半小时即可见栓，合笼1-4小时绝大部分都已见栓，此时离正常超数排卵还有很长时间，精子处在等待消耗状态，当雌鼠排卵时，所剩精子只能使先排出的少数卵子受精。因此推断，精子与卵子交汇时间可能是提高超排鼠受精率的可行途径。

通过分析超排小鼠的交配时间和发育进程，本实验推迟雄鼠与雌鼠的合笼时间6.5 h，来调整精子与卵子交汇时间，最终大幅提高受精比例。这使以C57BL/6J作为遗传背景的转基因小鼠的制作降低了实验成本。另外，从伦理角度来看，受精比例的提高对减少小鼠生命的牺牲更是不可估量的。符合3R原则内的“减少”原则——改进实验设计，提高实验动物的利用率，从而减少动物使用的数量。
参考文献：
[1]  Jaenisch R, Mintz B. Simian virus 40 DNA sequences in DNA of healthy adult mice derived from preimplantation blastocysts injected with viral DNA [J]. Proc Natl Acad Sci U S A. 1974，71(4):1250-1254.

[2]  郑志红, 高峰. Dicer1转基因小鼠模型的建立 [J]. 中国实验动物学报, 2008, 16(4):258-260.

[3]  路佩瑶, 张春香, 岳文斌. 超数排卵在哺乳动物中的应用 [J]. 山西农业科学2009, 37(5):84-87.
[4]  孙剑锋, 岳文斌. 哺乳动物转基因技术研究概况 [J]. 山西农业科学, 2008, 36(2):94-96.

[5]  Armstrong DT，著. 赵晓霞, 高昌恒, 译. 家畜超排的生理基础 [J]. 国外畜牧科技，1991, 18(3):18-19. 

[6]  Nagy A, Gertsenstein M, Vintersten K, et al. 孙青原，陈大元，译. 小鼠胚胎操作实验手册 [M]. 北京 ：化学工业出版社,  2006.1

[7]  傅继梁, 王铸钢. 基因工程小鼠 [M]. 上海：上海科学技术出版社, 2006：1

[8]  The Mouse Genome Sequencing Consortium. Initial sequencing and comparative analysis of the mouse genome [J]. Nature，2002 (420):520-562.
[9]  张嘉保, 任文陟. 基因工程在实验动物中的应用与展望 [J]. 中国比较医学杂志，2003, 13(3):172-174.

[10] 董婉维, 周生来. FVB小鼠超排卵及胚胎冷冻技术的研究 [J]. 中国比较医学杂志, 2006, 16(11):652-654.
[11]  何学令, 尹海林. 转基因小鼠技术中获得原核期受精卵最适时间的研究 [J]. 四川动物, 2004, 23(4):341-343.

                                                【修回日期】2013-11-4
[作者简介] 曾文滔（1987-），男，助理实验师。E-mail：� HYPERLINK "mailto:wentaozeng@njmu.edu.cn" �wentaozeng@njmu.edu.cn�。


[通讯作者] 张爱华 (1979-)，女，实验师，博士，兽医学。E-mail：� HYPERLINK "mailto:wentaozeng@njmu.edu.cn" �zhangaihua@njmu.edu.cn�。





