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研究报告

周龄对非肥胖型糖尿病背景小鼠体外受精效果的
影响

阎　 涛，胡　 萍，徐　 晨，王　 琪，史丹丹，赵　 静，王宏宇∗

（南京大学 －南京生物医药研究院，南京　 ２１１８００）

　 　 【摘要】 　 目的　 提高非肥胖型糖尿病（ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）背景小鼠体外受精（ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ＩＶＦ）
效果。 方法　 使用不同周龄的 ＮＯＤ 背景雌鼠进行实验，实验分为四组，分别为 ４、６、８ 和 １０ 周龄雌鼠，与 ３ ～ ６ 月龄

ＮＯＤ 雄鼠进行体外受精，第二天统计每只雌鼠可用胚胎数量，重复两次实验。 收集 ２０１６—２０１８ 年 ＮＯＤ 小鼠移植

生仔数据进行比较。 结果　 第一次实验 ４、６、８ 和 １０ 周龄四组每只雌鼠体外受精后可用二细胞胚胎数以平均数 ±
标准差表示，分别为（１３ ４ ± ２ ５）枚、（２２ ７ ± ２ ９）枚、（２２ ０ ± ７ ０）枚、（３０ ５ ± １０ ９）枚。 第二次实验 ４、６、８ 和 １０
周龄四组每只雌鼠可用二细胞胚胎数以平均数 ±标准差表示，分别为（７ ８ ± ２ ６）枚、（１６ ５ ± ４ ５）枚、（１４ ２ ± ６ ５）
枚、（２４ ５ ± ５ ９）枚。 ４、８、１０ 周龄雌鼠体外受精后胚胎移植平均生仔率 ± 标准差分别为（３５ ３２ ± ９ ９）％ 、（３６ １９
± ６ ２）％ 、（４３ １５ ± ６ ９）％ 。 结论　 １０ 周龄的 ＮＯＤ 背景雌鼠进行体外受精效果最好，建议使用 １０ 周龄雌鼠进行

体外受精。
【关键词】 　 体外受精；ＮＯＤ 小鼠；胚胎
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　 　 非肥胖型糖尿病（ｎｏｎ⁃ｏｂｅｓｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ，ＮＯＤ）小

鼠是 Ｍａｋｉｎｏ 及其同事繁育出的一种小鼠品系［１ － ２］，
在自身免疫性Ⅰ型糖尿病研究中具有重要作用。
分析目前已有的实验结果，发现 ＮＯＤ 背景小鼠体外

受精效率低，每只雌鼠平均可用的二细胞数量少，
而且有资料显示 ＮＯＤ 背景小鼠在体外受精过程中

存在发育迟缓的现象［３］，因此本课题组对现有的实

验操作进行改进，通过对不同周龄鼠体外受精效率

的比较以及增加一次二细胞期受精率的统计，发现

１０ 周龄的 ＮＯＤ 背景雌鼠进行体外受精效率明显高

于其他周龄鼠，这一发现对 ＮＯＤ 背景小鼠体外受精

操作具有重要的指导作用。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

体外受精实验：４ 周龄（１５ ～ １８ ｇ），６ 周龄、８
周龄、１０ 周龄（２０ ～ ２５ ｇ）的 ＮＯＤ 背景雌鼠（数量

见表 １、表 ２）；３ ～ ６ 月龄（３０ ～ ３５ ｇ） ＮＯＤ 背景雄

鼠，每次实验 ２ 只共 ４ 只。 胚胎移植生仔率统计：
受体全部采用 ３ 月龄（体重为 ２５ ～ ３５ ｇ）的 ＩＣＲ 雌

鼠，４ 周龄、８ 周龄、１０ 周龄实验组分别移植 ５５ 只、
４０ 只、３０ 只，共 １２５ 只。 实验动物（ ＳＰＦ 级）全部

由南京大学 － 南京生物医药研究院提供［ ＳＣＸＫ
（苏） ２０１５ － ０００１］。 饲养于南京大学 － 南京生物

医药研究院屏障环境动物房 （ ＳＰＦ 级） ［ ＳＹＸＫ
（苏） ２０１５ － ０００１］。 所有实验动物的操作程序均

在南京大学 － 南京生物医药研究院实验动物管理

和使用委员会 （ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ Ａｎｉｍａｌ Ｃａｒｅ ａｎｄ Ｕｓｅ
Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ， ＩＡＣＵＣ ） 批 准 下 进 行 （ ＡＰ 号：
ＮＲＣＭＭ０５）。 所有实验动物操作均符合实验动物

的福利伦理，并给予实验动物人道主义关怀，符合

实验动物使用的 ３Ｒ 原则。
１ ２　 主要试剂与仪器

ＰＭＳＧ（孕马血清雌激素，宁波三生公司）；ｈＣＧ
（人绒毛膜促性腺激素，宁波三生公司）；Ｍ１６ 培养

液（Ｓｉｇｍａ 公司）用来胚胎培养；ＨＴＦ 培养液用以精

子获能和精卵结合 ［配制 １００ ｍＬ 需要 ０ ５９３８ ｇ
ＮａＣｌ，０ ０３５０ ｇ ＫＣｌ，０ ００４９ ｇ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０ ００５４
ｇ ＫＨ２ＰＯ４，０ ０７５５ ｇ ＣａＣｌ２，０ ２１０ ｇ ＮａＨＣＯ３，０ ０５０ ｇ
葡萄糖， ０ ３４ ｍＬ 乳酸钠， ０ ００３７ ｇ 丙酮酸钠，
０ ００７５ ｇ 青霉素，０ ００５０ ｇ 链霉素，０ ４０ ｇ ＢＳＡ，
０ ０４ ｍＬ 酚红（０ ５％ ）］。 解剖剪；显微镊子；Ｍｏｔｉｃ
体式显微镜；热台（ＤＢ⁃Ｂ１，国华）。

１ ３　 实验方法

１ ３ １　 超排

下午 ５：３０ 雌鼠经腹腔注射 ＰＭＳＧ，４ 周龄雌鼠

每只注射 ５ ＩＵ，６ 周龄雌鼠注射 ７ ５ ＩＵ，８、１０ 周龄雌

鼠均注射 １０ ＩＵ，４８ ｈ 后雌鼠经腹腔注射 ｈＣＧ，ｈＣＧ
注射剂量同 ＰＭＳＧ。
１ ３ ２　 精子获能

雄鼠脱颈处死，打开腹腔，取出睾丸，分离剪取

附睾尾部，用 １ ｍＬ 注射器扎破附睾使精液溢出，将
精子转移到预平衡过的 ＨＴＦ 获能滴中获能 １ ｈ。
１ ３ ３　 取卵

注射 ｈＣＧ １４ ｈ 后将雌鼠脱颈处死，分离取出输

卵管，体视显微镜在覆盖矿物油的 ＨＴＦ 受精滴中撕

开膨大部，使卵团流出，将流出的卵团转移到受精

滴中。
１ ３ ４　 受精

用移液器吸取 ５ ～ １０ μＬ 精子加入含有卵团的

受精滴中受精培养，放入培养箱培养过夜。
１ ３ ５　 统计受精率

２４ ｈ 后统计一细胞、二细胞和异形胚胎数量，
４８ ｈ 后再统计一次。
１ ３ ６　 移植生仔率

选取本单位日常生产项目中 ２０１６—２０１８ 年的

ＮＯＤ 品系移植生仔数据进行比较，观察不同周龄

ＮＯＤ 雌鼠获得胚胎后移植到 ＩＣＲ 雌鼠受体中的生

仔率。 ＩＣＲ 受体为假孕 ０ ５ ｄ，移植方式为输卵管

移植。
１ ４　 统计学方法

实验数据以平均数 ± 标准差（ ｘ ± ｓ ）表示，应
用 ＳＰＳＳ 软件以 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析法进行检验分

析，以 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异有显著性。

２　 结果

２ １　 不同周龄 ＮＯＤ 雌鼠获得的体外受精二细胞

胚胎数量

两次实验，分别统计了 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后的实验结

果，结果显示随着周龄增加每只小鼠获得的二细胞

胚胎数呈递增趋势， ８ 周龄每只雌鼠获得二细胞胚

胎数高于 ４ 周龄（Ｐ ＜ ０ ０５），但是略低于 ６ 周龄（Ｐ
＞ ０ ０５）。 受精后 ４８ ｈ 与 ２４ ｈ 相比，二细胞胚胎数

量增多，具体数据见表 １、表 ２。
２ ２　 ２０１６—２０１８ 年的 ＮＯＤ 品系移植生仔数据

不同周龄 ＮＯＤ 雌鼠进行体外受精，将得到的胚
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胎进行移植，４ 周龄雌鼠获得的胚胎移植生仔率最

低，８ 周龄雌鼠胚胎移植生仔率高于 ４ 周龄，１０ 周龄

最高。 具体胚胎移植生仔数据见表 ３。

３　 讨论

由实验数据可以看出 ＮＯＤ 背景的小鼠，在 ４ 周

龄到 １０ 周龄范围内随着雌鼠周龄的增大，每只小鼠

获得的二细胞胚胎数量先增多，８ 周龄雌鼠出现降

低，１０ 周龄左右的雌鼠进行体外受精（ ＩＶＦ）效果最

好。 国内有研究使用 ４、８、１６ 周雌鼠进行体外受精

实验，发现 ８ 周龄雌鼠超排效果最差［４］。 国外的类

似研究也发现 ８ 周龄左右的雌鼠超排量会降低［５］。
可能的原因是 ＮＯＤ 雌鼠相比其他品系雌鼠性成熟

周龄大，７ ～ ８ 周龄才性成熟，性成熟后生殖器官发

育完全，对于超排激素的耐受性增强，由于机体抵

抗外源物质的作用使得排卵量不如 ６ 周龄，但是 ８
周龄雌鼠由于自身器官机能不如 １０ 周龄雌鼠，所以

排卵量要低于 １０ 周龄雌鼠。

统计历史移植生仔数据，结果显示随着雌鼠周

龄增加体外受精生产的胚胎移植生仔率升高。 移

植生仔率是一项波动较大的数据，后续还需要继续

积累不同周龄雌鼠生产的胚胎移植生仔数据，以便

通过大数据的积累，提供更为有力的证据。 在利用

显微注射方法生产转基因小鼠时也发现使用 ４ 周龄

雌鼠进行体外受精实验产生的可用胚胎数量也要

少于 ６ ～ １０ 周龄的雌鼠［６］。
受精后 ４８ ｈ 再次统计数据的时候可用胚胎数

量增加，但是该观察结果是否具有研究价值还需要

进一步研究，因为 ４８ ｈ 的数据相比于 ２４ ｈ 增加的胚

胎数量不明显，在实际生产中推广的意义也不大。
对于实际生产，每只雌鼠可用的二细胞胚胎数量比

受精率更有实际意义，所以本文中并未体现受精率

的数据。 目前并未进行 ４８ ｈ 后转化为二细胞胚胎

的移植实验，今后需要增加该种胚胎移植生仔效果

实验，该实验还可以为是否有必要将胚胎培养至受

精后 ４８ ｈ 提供重要参考价值。
表 １　 第一次实验受精效果数据

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ＮＯＤ 雌鼠周龄（周）
Ａｇｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ＮＯＤ

ｍｉｃｅ （ｗｅｅｋｓ）

ＮＯＤ 雌鼠只数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ

ＮＯＤ ｍｉｃｅ

２４ ｈ 后二细胞胚胎总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ

ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ

２４ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４８ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４ １０ １３５ １３ ４ ± ２． ５ａ １５ １ ± ３ ４ａ

６ ７ １５９ ２２ ７ ± ２． ９ｂ ２４ ０ ± ３ ０ｂ

８ １０ ２２０ ２２ ０ ± ７． ０ｂ ２３ ２ ± ７ ８ｂ

１０ １０ ２９９ ３０ ５ ± １０． ９ｃ ３１ ２ ± ９ ４ｃ

注：４ 组组间比较：４ 周龄组和其他三组比较，Ｐ ＜ ０ ０５；１０ 周龄组和其他三组比较，Ｐ ＜ ０ ０５；６ 周龄组和 ８ 周龄组相比，Ｐ ＞ ０ ０５。 表 ２ 同。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ４⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ， Ｐ ＜ ０ ０５； １０⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ，
Ｐ ＜ ０ ０５； ａｎｄ ６⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ８⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｇｒｏｕｐ， Ｐ ＞ ０ ０５． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｉｎ Ｆｉｇｕｒｅ ２．

表 ２　 第二次实验受精效果数据
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ＮＯＤ 雌鼠周龄（周）
Ａｇｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ＮＯＤ

ｍｉｃｅ （ｗｅｅｋｓ）

ＮＯＤ 雌鼠只数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ

ＮＯＤ ｍｉｃｅ

２４ ｈ 后二细胞胚胎总数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ

ｅｍｂｒｙｏｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ

２４ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４８ ｈ 后每只雌鼠获得的
二细胞胚胎数量

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｐｅｒ ｆｅｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ

４ １０ ７８ ７ ８ ± ２ ６ａ ９ ９ ± ３ １ａ

６ １１ １８１ １６ ５ ± ４ ５ｂ １７ ２ ± ５ ０ｂ

８ １０ １５２ １４ ２ ± ６ ５ｂ １３ ７ ± ６ ４ｂ

１０ ６ １４７ ２４ ５ ± ５ ９ｃ ２５ １ ± ９ ２ｃ

表 ３　 ２０１６—２０１８ 年的 ＮＯＤ 品系移植生仔数据
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｕｐ ｂｉｒｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ⁃ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ ＮＯＤ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ ＩＣＲ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ａｓ

ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ２０１６ － ２０１８

ＮＯＤ 雌鼠周龄（周）
Ａｇｅ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ＮＯＤ ｍｉｃｅ （ｗｅｅｋｓ）

移植枚数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ

ＩＣＲ 雌鼠受体数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＩＣＲ ｆｅｍａｌｅ

ｍｉｃｅ ａｓ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

生仔率（％ ）
Ｐｕｐ ｂｉｒｔｈ ｒａｔｅ

实验次数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

４ １０４３ ５５ ３５ ３２ ± ９ ９ ８
８ ８００ ４０ ３６ １９ ± ６ ２ ３
１０ ５９２ ３０ ４３ １５ ± ６ ９ ４
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８６ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ２８ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ９



３　 讨论

品管圈，全称品质管理圈（ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｉｒｃｌｅ，
ＱＣＣ），最先起源于美国，后由日本学者吸收、改进并

广泛使用而得以流行，２０ 世纪 ８０ 年代初进入中国大

陆地区，近年来被广泛地用于企业和医院管理领域，
特别是质量控制方面，成效显著［５ － ６］。 查阅品管圈文

献，当中并未见到有关实验动物方面的报道，可以说，
品管圈活动在实验动物领域的实践尚处于空白阶段。

本文从规范本院实验动物管理的目的出发，应
用品管圈活动，寻找管理工作中的漏洞与缺陷，集
思广益，群策群力，成功地减少了动物实验过程中

不规范行为的发生次数，管理工作质量得到了有效

的提升。 同时，经过品管圈活动，增强了全科同志

的凝聚力、协调性以及工作积极性，个人价值与能

力得到提升，从而使实验动物管理流程更加清晰、
更加科学，也得到了科研人员的一致好评。 由此可

见，品管圈是一个好的质量管理工具，在此将本科

室的活动过程进行了汇报，以期给行业内机构作为

借鉴和参考。 本科室仍处于刚刚接触品管圈的阶

段，在讨论分析、工具应用等方面还有许多欠缺，将
在后续的工作中进行持续改进，同时也希望行业内

更多的机构能够参加进来，以便进行更好的推广。

参考文献：

［ １ ］ 　 王关嵩， 钱桂生， 杨晓静， 等． 我国临床科研论文中应用实

验动物的现状 ［Ｊ］ ． 第三军医大学学报， １９９７， １９（２）： １６３
－ １６５．

［ ２ ］ 　 孔琪． 全国实验动物行业现状调查和发展对策研究 ［Ｄ］． 中

国协和医科大学， ２００８．
［ ３ ］ 　 张国伟， 扆雪涛， 彭涛， 等． 实验动物替代技术在中国实验

动物部分调查初步报告 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１１， ２１
（１０ － １１）： １４４ － １４９．

［ ４ ］ 　 张兴国． 医院品管圈活动实践与技巧 ［Ｍ］． 杭州： 浙江大学

出版社， ２０１０： １ － ２．
［ ５ ］ 　 张春燕， 吕苏梅． 品管圈在降低神经外科责任护士床边交接

班缺陷率中的应用 ［ Ｊ］ ． 护理实践与研究， ２０１６， １３（６）：
１３３ － １３５．

［ ６ ］ 　 梁铭会， 刘庭芳， 董四平． 品管圈在医疗质量持续改进中的

研究 ［Ｊ］ ． 中国医院管理， ２０１２， ３２（２）： ３７ － ３９．
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　 　 目前针对 ＮＯＤ 小鼠体外受精的文献较少，通过

实验发现有些 ＮＯＤ 背景小鼠的胚胎存在发育相对

迟缓的情况，受精 ２４ ｈ 后的观察结果与受精后 ４８ ｈ
的观察结果不同，主要是一部分畸形的胚胎又转变

为二细胞胚胎，这其中的机制有待于进一步研究。
ＮＯＤ 背景小鼠受精卵的原核相对于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

发育迟缓很多，有研究显示在体外受精实验结束后

８ ｈ 进行显微注射大部分的受精卵无法发育到正常

形态的二细胞胚胎，很多都处于形态异常状态，在
体外受精 １５ ｈ 后注射后的胚胎才能发育到不存在

形态异常的二细胞阶段［５］。 这一研究成果还可以

应用到通过显微注射方法生产转基因小鼠领域，为
了获得更为高效的注射效果，在通过显微注射方法

生产转基因小鼠的时候最好延迟注射时间。
目前广泛应用的小鼠品系如 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 进行超

排的周龄一般为 ４ 周龄左右，但是 ＮＯＤ 背景小鼠使

用 ４ 周龄雌鼠进行超排后再进行体外受精实验的效

果很差，受精率低，每只雌鼠可用二细胞胚胎数量

明显低于平均水平。 针对目前 ＮＯＤ 背景小鼠可用

二细胞胚胎数量低的情况，本实验进行了相关研

究，并得到了有意义的结果，为今后实际生产提供

了有效的指导，在降低生产成本的同时还保证了实

验效率。 结果证实 １０ 周龄 ＮＯＤ 雌鼠进行体外受精

效果最好。

参考文献：
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