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#摘要$!目的!对比分析妊娠晚期腹腔注射缓冲液对近交系 JÛ 级 L')NO9(\%N(& 和 NPON94%N94& 小鼠

繁育生理的影响) 方法!N( 和 N94小鼠随机(全同胞兄妹 %p"9"p"%

&

9

'

&过夜同居交配#观察交配方式(阴栓与

受孕率的关系$受孕鼠在妊娠的第 ")3' 天%妊娠 &> l交配后当天&接受腹腔注射酸性磷酸缓冲液#观察注射对母鼠

及胚胎的作用及子鼠从离乳到 G 周的早期生长发育情况) 结果!N( 较 N94雌鼠的受孕率高%%#3*k ]<@%"3"k

-%p".# $$3%k ]<@%#3)k -"p".&$交配后 "& > h"* >#根据雌鼠增大的腹部(结合体重来判断受孕较观察阴栓更

为准确$比较而言#妊娠晚期腹腔注射对 N( 母鼠及胚胎的影响较大#表现在离乳子鼠数量减少%*3) u$3" ]<@(3"

u%3"#Ml&3%$"&#离乳时两性别的子鼠体重%;#雌性'""3) u"3" ]<@"%3) u"3'$雄性'"%3G u"3$ ]<@"$3( u"3'&

显著降低%M均 m&3&'&及两品系子鼠早期生长发育的方式显著不同%Ml&3&&&&) 结论!近交系小鼠繁殖生理存

在品系差异$两品系受孕鼠对妊娠晚期腹腔注射的耐受不同#并可能影响实验动物产后的哺乳过程及子鼠的早期

生长发育)
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!!JÛ 级 L')NO9(\%N(&和 NPON94%N94&是较早

培育出的实验小鼠近交品系#被广泛应用于生理

学(遗传学(免疫学和肿瘤学等领域的研究中#是目

前国际上用量最大的实验动物之一 -".

) 在广州医学

院 %&"" 年开展的科研类小鼠动物实验中#N( 和 N94

的使用量占 #'k以上#这其中又有 '&k是用于生殖

或以生殖为基础的实验研究%内部统计资料&#由此

可见#繁殖育种是实验过程中经常会涉及到的问题#

提高雌性受孕率(准确判断孕龄(掌握动物生长规律

是提高实验效率和保证实验效果的重要手段)

我们在实验性小鼠肺腺癌的科研工作中不仅

使用了 JÛ 级 N( 和 N94小鼠#而且实施了限时交

配(判断受孕(定时妊娠(妊娠晚期腹腔注射等实验

方法%部分工作已发表 -%.

& #对这两个品系的小鼠在

交配方式与受孕率的关系以及阴栓阳性(阴性的受

孕作了仔细的记录$同时#还对母鼠在妊娠晚期接

受腹腔注射缓冲液后的孕期(离乳的子鼠数量以及

子鼠早期生长发育情况等方面进行了观察#并就妊

娠晚期腹腔注射缓冲液对两个品系小鼠繁育生理

的影响做了进一步的分析) 本文总结了实验对照

组的有关数据#比较分析腹腔注射对两个品系小鼠

繁育生理影响的差异#为在实验研究中合理使用这

两个品系的小鼠提供更多的背景资料)

J3材料和方法

JPJ3实验动物及实验环境

* h( 周龄的 JÛ 级 N( 和 N94小鼠%雄性各 %&

只#雌性各 (& 只& 购自广东省医学实验动物中心

/生产许可证'JLXe%粤&%&&G H&&&%0#在检疫室生

活 " 周后#进入广州医学院实验动物中心 JÛ 级实

验室/使用许可证'JWXe%粤&%&"& H&"&*0饲养并

进行交配实验) 实验室条件为'室内温度为 %&j h

%(j#相对湿度为 *&k h)&k#明暗交替为 "% 6p"%

6) 动物自由饮用无菌酸化水% 8V%3' h$3&&和食

用(&

L5灭菌的全价营养饲料%广东省医学实验动物

中心提供&#饮水每周更换 " h% 次#垫料视每盒小

鼠的数量每周更换 " h% 次#所用物品均通过高温高

压灭菌%"%"j#$& -/D&#饲养流程严格按照 JÛ 级

实验动物设施 J Ù操作) 有关实验程序由广州医

学院实验动物伦理委员会审核批准#符合中国动物

实验的福利伦理准则$所有实验人员经过实验动物

相关知识培训#取得合格证)

JPH3仪器与试剂

\\"&& 电子天平%精确到 &3&" ;#常熟双杰测试

仪器厂制造&#用于体重测定)

磷酸氢二钠%K.

%

VÙ

*

&(柠檬酸%4/7C/4.4/>&分

别购自广州化学试剂厂及天津市大茂化学试剂厂#

腹腔注射用缓冲液为 &3% [ K.

%

VÙ

*

9&3" [ 4/7C/4

.4/>%8V(3&&#&3%% --滤器过滤除菌$组织标本由

乙醇(多元醇(冰乙酸(磷酸二氢钠(磷酸氢二钠等

多种成分组成的复合固定液%上海玺华科贸有限公

司&固定)

JPQ3动物实验

N( 和 N94小鼠鼠龄满 "& 周(雌雄体重分别达

G% 中国比较医学杂志 %&"% 年 "& 月第 %% 卷第 "& 期!L6/D \L5-8 [F># 4̀751FC%&"%#Q50@%%@K5@"&
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表 J!交配方式与受孕率的关系
0;<UJ!T6F45CCF0.7/5D 1F7?FFD -.7/D;-F765> .D> 8CF;D.D4=C.7F

品系
J7C./D<

交配方式
[.7/D;-F765>

总的交配的雌鼠数量
T57.0DB-1FC5Z76FZF-.0F<

B<F> Z5C-.7/D;

妊娠的雌数量
T57.0DB-1FC5Z76F

8CF;D.D7ZF-.0F<

受孕率%k#

%

%uL& %交配次数&

UCF;D.D4=C.7F%k#

%

%uL&

%KB-1FC5Z-.7/D;&

NPON94 %p" (( "* %"3" u&3*% $ l%&

L')NO9(\ %p" (% ") %#3* u)3#% $ l%&

3 H H H &3&&&

M H H H &3"%"

NPON94 "p" ## $& %#3) uG3'% $ lG&

L')NO9(\ "p" "&" $* $$3% u")3"% $ lG&

3 H H H $"3&&&

M H H H &3#"(

注'[.DD,f6/7.F=37F<7没有显示统计学差异)

K57F' [.DD,?6/7DF=37F<7Z./0F> 75<65?.D=<7.7/<7/4.0>/ZZFCFD4F@

到 "# ;h%& ;和 %" ;h%% ;开始交配) 交配前 *G 6

将雄鼠单独分到一个盒内#交配当天下午 ") 点将雌

鼠放入雄鼠盒内#次日上午 G 点将雄鼠移出交配的

盒子#并检查雌鼠阴栓的情况) 交配的当天记为妊

娠 & >#交配后的 "& > h"* > 间根据雌鼠增大的腹部

和∕或体重确定其是否受孕$雄鼠休息 $ > h) >

后#以同样的方式再次用于交配) 交配的第 "($ 次#

采取 %'"%

&

9

'

&全同胞兄妹近亲交配方法#其余的

采取 "'" 的方法#交配的方式方法(交配的时间和地

点在两个品系均完全匹配)

妊娠雌鼠单独饲养#在交配的第 ") 天下午 $ h

* 点之间接受腹腔注射缓冲液#剂量为 "& -O9c;体

重#记录生产日期%即'孕期&$子鼠 %' 日龄离乳#测

量其体重#记录雌雄子鼠数量%即'存活子鼠数量&#

自离乳之日起到满 G 周龄#每周称子鼠体重 " 次)

离乳之后的母鼠不再用于交配实验#因此#所有子

鼠均为母鼠第 " 胎产生)

JPS3短期动物实验及病理观察

交配的方法如上所述#母鼠在接受腹腔注射缓

冲液后 %* 6 被处死#立即取出子宫#观察胚胎的存

活情况和数量#并将母鼠的肝(右肾(脾和肺脏以及

每一只胚胎去头尾后固定#进行常规病理石蜡标本

的处理#*

"

-切片#V+染色#镜下观察)

JPT3统计学方法

计量资料以+

%

%uL,表示#组间比较因是否服从

正态分布或方差齐性而相应地采用独立样本 /检验

或非参数检验 [.DD,f6/7DF=37F<7$计数资料以绝

对数和相对数指标表示#组间比较用 !

% 检验$不同

时间的体重变化用重复测量方差分析#固定时间

点#按照性别分层#不同品系间的单独效应分析采

用独立样本 /检验) 以 Mm&3&' 为差异有统计学意

义#所使用的统计分析软件为 JUJJ "(3&)

H3结果

HPJ3不同交配方式下 KX 和 K_A小鼠受孕率的

比较

我们首先观察到不同交配方式下两个品系小

鼠的受孕率有所不同%表 "&#总的情况是 N( 较 N94

为高#特别是在 % 雌 " 雄的交配方式下#N( 每次都

有 " 只雄鼠同时使 % 只雌性受孕#而 N94一次都没

有$两组受孕率的差异无统计学意义#这主要是由

于数据的变异度较大(样本量不够所致检验效能较

低而引起% 85?FCm&3"*(&) 此外#N94每次的受孕

率相对稳定%标准差较小&#而 N( 的受孕率变异较

大#表明 N( 的交配和受孕可能容易受到种种外在

和内在因素的干扰)

HPH3阴栓与受孕的关系

观察结果显示#阴栓阳性的受孕率在 N( 和 N94

不同%表 %&#分别为 $)3$k和 ($3(k#具有显著差

异%Ml&3&"&&#由此可见#即使在仅 "' 6 的限时交

配条件下#用阴栓来判断小鼠是否发生交配和受孕

不是很好的指标#特别是在不同的品系中应用#差

别可能会较大)

表 H!阴栓与受孕有关系
0;<UH!T6F45CCF0.7/5D 1F7?FFD ].;/D.080B;.D> 8CF;D.D4=

品系
J7C./D<

受孕鼠数量
T57.0DB-1FC

5Z8CF;D.D4/F<

阴栓阳性的

受孕鼠数量
KB-1FC5Z

80B;;F>

8CF;D.D4/F<

阴栓阳性的

受孕率%k&

KB-1FC5Z80B;;F>

8CF;D.D4/F<9T57.0DB-1FC

5Z8CF;D.D4/F<%k&

NPON94 ** %G ($3(

L')NO9(\ '" "# $)3$

注'两品系间阴栓阳性的受孕率具有统计学差异#M.#JL'$ 5+&)2>"#J.

l(3'))# Ml&3&"&@

K57F' T6FC.7F5Z80B;;F> 8CF;D.D4=?.<<7.7/<7/4.00=</;D/Z/4.D71F7?FFD

76F7?5<7C./D<# UF.C<5D L6/,<aB.CFl(3'))# Ml&3&"&@

HPQ3腹腔注射对孕期及子鼠数量的影响

自注射缓冲液之日起#每天上午 "" 点和下午 *

#%中国比较医学杂志 %&"% 年 "& 月第 %% 卷第 "& 期!L6/D \L5-8 [F># 4̀751FC%&"%#Q50@%%@K5@"&



表 Q!腹腔注射对 N( 和 N94受孕鼠孕期及离乳子鼠数量的影响
0;<UQ!I-8.475Z/D7C.8FC/75DF.0/DAF47/5D 5D 76F>BC.7/5D 5Z8CF;D.D4=5ZN( .D> N94>.-<.D> DB-1FC5Z?F.DF> 5ZZ<8C/D;<

品系

J7C./D<

受孕鼠数量%交配次数&

T57.0DB-1FC5Z8CF;D.D7>.-<

% DB-1FC5Z-.7/D;&

孕期

RBC.7/5D 5Z

8CF;D.D4=% >&

总的存活子鼠数量

T57.0DB-1FC5Z

5ZZ<8C/D;<<BC]/]F>

雌性子鼠数量

KB-1FC5ZZF-.0F

5ZZ<8C/D;<<BC]/]F>

雄性子鼠数量

KB-1FC5Z-.0F

5ZZ<8C/D;<<BC]/]F>

NPON94 "$%*& "#3' u&3% (3" u%3" %3# u"3' $3% u"3(

L')NO9(\ "*%*& "#3G u&3' *3) u$3" %3) u%3& %3& u"3'

/ H %3%%$ "3%%) &3$&) "3)#'

M H &3&$( &3%$" &3)(" &3&G'

注'各个指标间的比较由 /D>F8FD>FD7/7F<7完成

K57F' T6F<7.7/<7/4.0.D.0=</<1F7?FFD 76F7?5<7C./D<?.<>5DF1=/D>F8FD>FD7/7F<7@

表 S!L')N(9(\和 NPON94第一胎 +"G3' 天胚胎的数量及体重
0;<US!T6FDB-1FC.D> 15>=?F/;675Z+"G3' > ZF7B<F<ZC5-8C/-/;C.]/> 5ZL')NO9(\.D> NPON94

品系
J7C./D<

受孕鼠数量%交配次数&

T57.0DB-1FC5Z8CF;D.D4/F<% DB-1FC5Z-.7/D;&

胚胎数9受孕鼠
KB-1FC5ZZF7B<F<98CF;D.D4=

胚胎体重9胚胎%克& %总的胚胎数&

N5>=?F/;679ZF7B<%;& %T57.0DB-1FC5ZZF7B<F<&

NPON94 '%*& )3' u%3# "3&*& u&3"*'% $ l$G&

L')NO9(\ *%$& )3G u$3( "3%"* u&3"&#% $ l$"&

7 H &3&%$ '3'%&

M H &3#G% &3&&&

注'用 /D>F8FD>FD7/7F<7的方法进行统计学分析
K57F' ID>F8FD>FD7/7F<7?.<F-805=F> 75<7.7/<7/4.0.D.0=</<@

点观察 N( 和 N94孕鼠的生产情况#并规定 "" 点之

前生产的记为整天#"" 点之后(* 点之前生产的加

&3' >#如此记录孕期#同时还尽可能记录产仔数量)

我们观察到#N( 的孕期稍长于 N94的#具有统计学

差异%表 $#Ml&3&$(&$离乳的较出生的子鼠数量为

少#N94较 N( 存活的子鼠量为多#差异之处在于 N(

所失去的主要为雄性子鼠#但品系间的差别均没有

统计学意义%表 $&)

HPS3腹腔注射对孕鼠主要器官及胚胎的影响

由于离乳子鼠数量的减少#我们补充了短期动

物实验#以明确腹腔注射缓冲液对孕鼠和子鼠所产

生的影响#小鼠来源和鼠龄以及交配的环境(方式

完全相同#腹腔注射后 %* 6%也就是孕期达到 "G3'

>(母鼠生产前&处死母鼠#对母鼠腹腔和其主要器

官及胚胎进行病理观察) 结果显示#母鼠腹膜光

滑#腹腔内无渗出#所观察的器官和胚胎中没有明

显的急性病变%结果未显示&$每只受孕鼠的胚胎数

$ h"" 只不等#平均为 )3G 个%表 *&$一窝胚胎的体

重相近#数量少的体重可能会大一点#N( 平均的胚

胎体重较 N94的为大#差异具有显著性 %表 *#Ml

&3&&&&$此外#$G 只 N94胚胎中有一只为死胎#而 $"

只 N( 胚胎均为活的) 这些结果说明#腹腔注射对

母鼠及胚胎的直接影响均比较小)

HPT3子鼠早期生长发育状况的比较

从离乳到第 G 周的体重所体现的子鼠早期生长

发育情况%图 "&表明#除了第 ' 周之外#无论是雄性

还是雌性#每一观察点的体重 N( 的均显著低于 N94

的%M均 m&3&'&#显然#N94子鼠的生长在 G 周时

达到了平台#而 N( 子鼠的体重却还在缓慢地增长

%图 "&#二者早期的生长趋势确实不同%重复测量方

差分析的交互效应显示 Ml&3&&&&)

Q3讨论

用定时交配%7/-F>,-.7/D;&的方法来产生定时

妊娠%7/-F>,8CF;D.D4=&小鼠是许多研究所必需的#

如作者的实验要在妊娠的第 ") 天腹腔注射致癌剂

就是一个例子#因此#产生受孕鼠成为提高实验效

率的前提条件#包括两个方面'一是使更多的雌鼠

受孕#二是能够准确判断雌鼠受孕) 使雌鼠受孕的

方法基本为 " 雄 " 雌或 " 雄 %%多&雌的交配方式#

从我们的结果来看#" 雄 " 雌的方式较好#品系间存

在的差异%表 "&即使没有统计学意义#由于每一只

受孕鼠都能产生一定量的子鼠#因而客观实际效果

明显$" 雄 %%多&雌并不能提高受孕率#原因恐怕有

许多#其中一个重要的原因可能是雄鼠再次发情需

要一定的时间#而定时交配在时间上要求严格#对
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图 J3L')NO9(\和 NPON94子鼠生长曲线

注'利用+重复测量方差分析,的方法比较两品系(同性别小鼠在各

观察点的体重及其增长趋势#结果为' 雌性'周主效应 ?l#&*3*(*#

Ml&3&&&# 品系主效应 ?l"")#*3('"# M l&3&&&# 交互效应

?l%)3)(G# Ml&3&&&$雄性'周主效应 ?l%&"(3$)##

Ml&3&&&# 品系主效应 ?l"G%""3(")# Ml&3&&&# 交互效应

?l""3%*G# Ml&3&&&$单纯效应'除了第 ' 周之外#所有其他

观察点组间比较均有显著性差异#Mm&3&')

-=EUJ!T6F;C5?76 4BC]F5ZL')NO9(\.D> NPON945ZZ<8C/D;<

K57F' MF8F.7F> -F.<BCF-FD7.D.0=</<?.<F-805=F> 75.D.0=:F

76F15>=?F/;67.7F.46 51<FC].7/5D 7/-F85/D7.D> 76F7CFD> 5Z15>=

?F/;67;./D ?/76 7/-F@T6FCF<B07<?FCF.<Z5005?<' F̂-.0F'fFFc

?l#&*3*(*# Ml&3&&&# <7C./D ?l"")#*3('"# Ml&3&&&#

/D7FC.47/]FFZZF47?l%)3)(G# Ml&3&&&$ [.0F'fFFc ?l%&"(3$)##

Ml&3&&&# <7C./D ?l"G%""3(")# Ml&3&&&# /D7FC.47/]FFZZF47

?l""3%*G# Ml&3&&&$ J/-80FFZZF47' Mm&3&' .7

.007/-F85/D7<FE4F87fFFc '@

于费时(费钱的动物实验#选准交配方式可以节省

很多)

判断受孕的方法有'阴栓判断法 -$.

(阴道涂片

法 -*.

(体重检测法 -'#(.

(腹部增大观察法 -). 及技术要

求较高的血清检测(监测法 -'. 和超声检测法 -G. 等)

这些方法各有优缺点#阴道涂片法虽简单#但需连

续观察数天才能确切判断#有一定的工作量#并对

母鼠的操作较多$阴栓判断法因简单易行而被广泛

采用#而我们的研究发现阴栓阳性的受孕率实际上

并不高#品系间的差异也较大%表 "&#效率有限$比

较而言#体重检测法和腹部增大观察法判断受孕的

准确率较高#但对只有 %($ 只胚胎的妊娠可能会漏

判#且需 "& h"* > 左右#对需要在妊娠早期进行的

实验不适用#而在此基础上改良的体重增加百分率

或交配后 " 周体重与交配时基础体重的差别可能是

判断受孕最易(最省(最准(又能较为早期判断受孕

的方法 -'#(.

) 无论选择怎样的方法#关键在于结合

具体的实验要求和符合花费,效果 %45<7,FZZF47& 的

原则)

我们的结果显示#妊娠晚期腹腔注射酸性缓冲

液对母鼠和胚胎的直接影响都比较小#但是#实际

离乳的子鼠数量却在两个品系都有减少#以 N( 减

少更为明显 %从预期的 )3G 个到实际的 *3) 个#表

$(*&#这一减少似乎与孕期没有直接的联系#因为

孕期是由基因决定的 -#.

#而 N( 的孕期又较 N94的

显著延长%表 $#M l&3&$(&#并且我们观察到子鼠

多是在出生后 $ > 之内被母鼠食掉的) 因此#我们

认为#腹腔注射对母鼠繁育生理的影响可能是多方

面的'操作和酸性缓冲液对腹膜的刺激所产生的疼

痛对继而发生的生产有负性作用#尽管这些疼痛可

能不强#也比较短暂#不足以导致早产的发生#却足

以激惹母鼠#导致母鼠母性较差#发生食仔现象$还

有#操作和疼痛可能客观上对初期乳汁的产生有负

性作用#从而导致乳汁量不够#少数新生鼠发生死

亡#然后被母鼠清除#所不同的是#N94可能要比 N(

小鼠的耐受性好些#受到的影响小些) 有关妊娠期

间操作对母鼠及子鼠的影响文献中有报道#慢性

的(重复的操作可以与同时给予的药物产生叠加作

用#导致永久的损伤 -"&.

#我们目前还不能很好解释

为什么 N( 品系失去更多的为雄性子鼠#样本量不

足可能是一个原因)

由体重监测的子鼠早期生长发育的状况进一

步阐明了腹腔注射和酸性缓冲液对母鼠繁育生理

的影响#N( 小鼠 "G3' > 的胚胎平均体重要比 N94

的为大 %表 *&#离乳时的体重反而较 N94的为小

%图 "&#二者均具有统计学差异%M l&3&&&&#说明

腹腔注射可能对 N( 的哺乳过程影响较大#因为在

其每窝新生鼠平均数量少的情况下#似乎这些新生

鼠没有茁壮成长$从整体上看#N( 子鼠离乳后#短期

内快速生长%76C/]F&#到第 ' 周时达到了他们应有的

体重%4.746,B8&#而 ' 周之后的生长曲线可能才是

真正反映 N( 品系的生长发育趋势) 我们比较了文

献报道的 N( 小鼠从离奶%%" >&到 "& 周的体重 -"".

#

' hG 周的数据与本实验的十分接近#所存在的微小

差异可能来自饲料#我们用的是(&

L5灭菌的全营养

维持饲料#而文献中用的是高压灭菌饲料$另外#我

们的数据标准差较大#而文献中的甚小)

总之#实验动物近交品系在长期严格近交繁育

的过程中#形成了各自的遗传特性#在繁殖生理和

生长特性等方面#品系间具明显差异 -"% H"*.

#对各品
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系繁殖方法(繁育特性和生长发育的跟踪分析#可

以为合理设计动物实验提供科学数据和理论基

础 -"*.

$受孕鼠在妊娠期间对各种微小操作都可能极

为敏感#操作容易产生负性作用#影响繁育生理过

程#对这些负性作用的充分认识#有助于课题的合

理设计和实验结果的可重复性)
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