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［摘　要］目的：探讨提高实验大鼠受孕率的方法及准确判断大鼠受孕的检测方法。方法：２４只ＳＤ雌鼠随机
分为性周期筛选合笼组（筛选组）和延长时间合笼组（延长时间组），筛选组雌鼠根据阴道涂片于发情前期与雄

鼠合笼２ｄ，延长时间组雌鼠直接与雄鼠合笼１０ｄ，采用阴道精子检查法和阴道精子合并角化上皮检查法判断合
笼后雌鼠是否受孕，以分娩作为受孕成功的标准，观察两组受孕率，并比较两种判断受孕的方法。结果：筛选组

受孕率（９１６７％）高于延长时间合笼组（５０００％），差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）；延长时间组第１～５天受孕
率（４１６７％）高于第６～１０天（１４２８％），差异不具有统计学意义（Ｐ＞００５）；阴道精子检查法和阴道精子合并
角化上皮检查法的假阴性率分别为０和１１７６％，假阳性率分别为１４２９％和０。结论：性周期筛选合笼法对雌
鼠受孕率高于延长时间合笼法，阴道涂片法判断雌鼠受孕需结合雌鼠性周期推算。
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　　大鼠以妊娠期短、产仔多等优点被广泛应用于
生殖毒性实验，其受孕率的提高及受孕情况的判断

是影响实验进度的关键因素。提高大鼠受孕率的

方法有延长时间合笼法、性周期筛选法和“超数排

卵”［１］法，“超数排卵”法存在受精卵质量差、产仔

成活率低［２］等缺点，妊娠晚期及哺乳期实验多采

用延长时间合笼或性周期筛选的方法提高受孕率。

目前判断雌鼠受孕的方法主要有阴栓检查法［３］、

阴道精子检查法、阴道精子合并角化上皮检查法，

阴栓检查法直观，但易受操作者经验的影响［４］；阴

道精子检查法、阴道精子合并角化上皮检查法适用

于初学者。目前，国内对提高受孕率及判断受孕方

法的研究报道甚少，本研究以性成熟 ＳＤ雌性大鼠
为实验材料，采用延长时间合笼和性周期筛选合笼

方法，比较两组大鼠的受孕率，同时选择准确、便捷

的方法来判断大鼠受孕情况。

１　材料与方法

１１　实验动物及分组
ＳＤ雌性大鼠２４只，体重（２２０±１０）ｇ，ＳＤ雄性

大鼠１２只，体重（２８０±２０）ｇ，由贵阳医学院动物
中心提供［合格证号ｓｃｘｋ（黔）２００２－０００１］。２４只
雌性ＳＤ大鼠以及１２只雄性ＳＤ大鼠，随机分为延
长时间合笼组及性周期筛选合笼组，每组雌鼠１２
只，雄鼠６只。
１．２　方法
１２１　延长时间合笼组　按雌∶雄 ＝２∶１比例，合
笼１０ｄ（即大鼠两个性周期），自合笼第２天起，每
天上午８∶００开始进行阴道涂片观察，并描述、记录
涂片内容，以雌鼠分娩确定受孕成功，观察合笼第

１～５天与合笼第６～１０天受孕率（合笼第１～５天
受孕率＝合笼第１～５天孕鼠数／各组雌鼠总数，合
笼第６～１０天受孕率 ＝合笼第６～１０天孕鼠数／
（各组雌鼠总数－合笼第１～５天孕鼠数））。
１２２　性周期筛选合笼组　通过阴道涂片显微镜
检（１０×１０），发现大量椭圆形有核上皮细胞即判
断发情前期［５］，将处于发情前期的雌鼠按照雌∶雄
＝２∶１比例合笼２ｄ，自合笼第２天起，每天上午８∶
００开始进行阴道涂片观察，并描述、记录涂片内
容，以雌鼠分娩确定受孕成功。

１３　孕鼠鉴定方法
１３１　阴道精子检查法　对合笼后大鼠进行阴道
涂片，光学显微镜１００倍下检查，发现长条形，头端

稍膨大、呈镰刀状的精子者判断为阳性，未见精子

为阴性。

１３２　阴道精子合并角化上皮检查法　对合笼后
大鼠进行阴道涂片，光学显微镜１００倍下检查，发
现大量落叶状成堆分布的角化上皮细胞夹有精子

者判断为阳性，未见精子或角化上皮为阴性。

１４　统计方法
应用ＳＰＳＳ统计软件进行χ２检验，差异显著性

设为α＝００５。

２　结果

２１　受孕率
对合笼后雌鼠进行长期阴道涂片，以涂片见精

子确定交配日期，以分娩作为受孕成功的标准，比

较延长时间合笼组和筛选组大鼠的受孕率。在延

长时间合笼组中，合笼第 １～５天受孕率
（４１６７％）高于合笼第６～１０天（１４２８％），差异
不具有统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　两组雌鼠受孕率比较
Ｔａｂ．１　 Ｔｈｅｐｒｅｇｎａｎｔｒａｔｅｓｏｆｆｅｍａｌｅ

ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
指标 延长时间合笼组 筛选合笼组

实验雌鼠 １２ １２
受孕雌鼠 ６ １１
受孕率（％） ５０００ ９１６７（１）

注：（１）与延长时间合笼组比较，Ｐ＜００５。

２２　两种判断受孕方法比较
对２４只合笼后雌鼠同时采用阴道精子检查

法、阴道精子合并角化上皮检查法判断其受孕情

况，以分娩作为受孕成功的标准，实验末期仅有１７
只雌鼠分娩，两种方法假阴性率分别为 ０和
１１７６％，假阳性率分别为１４２９％和０，见表２。

表２　两种孕鼠判断方法的比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

ｉｎｊｕｄｇｉｎｇｐｒｅｇｎａｎｔｒａｔｅｓ

指标
方法

阴道精子 阴道精子及角化上皮

孕鼠数 １８ １５
分娩孕鼠 １７ １７
假阴性（％） ０ １１７６
假阳性（％） １４２９ ０

２３　阴道涂片检查
９０６
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见图１。发情前期可见大量椭圆形有核上皮
细胞，发情期可见堆状排列的角化上皮细胞，发情

后期可见角化上皮细胞、白细胞及有核上皮细胞，

发情间期可见满视野白细胞。

注：Ａ为发情前期，Ｂ为发情期，Ｃ为发情后期，Ｄ为发情间期，Ｅ为精子，Ｈ为精子合并角化上皮。

图１　阴道涂片（×１００）
Ｆｉｇ．１　ＶａｇｉｎａｌＳｍｅａｒ

３　讨论

ＳＤ大鼠发情具有多发性、周期性的规律，其周
期为４～５ｄ。根据阴道上皮细胞的变化情况，将发
情周期分为发情前期、发情期、发情间期和发情后

期。ＳＤ大鼠发情行为高峰和排卵高峰出现于发情
前期向发情期过渡的阶段［２］，只有此时合笼大鼠

才有可能受孕。本研究通过阴道涂片掌握性周期

筛选合笼组大鼠发情、排卵规律，其受孕率明显高

于延长时间合笼组。在生殖研究中，多采用性周期

筛选合笼法，在发情期合笼，但是，由于发情前期和

发情期持续时间均小于２４ｈ，一天一次的阴道涂片
未必都能观察到典型的发情期表现，考虑到大鼠发

情行为和排卵高峰出现的时间，本实验采用发情前

期合笼，避免因阴道涂片时间的限制而错过大鼠排

卵高峰，影响受孕率。

性周期筛选合笼法能够显著提高雌鼠受孕率，

但对于动物繁殖中心，由于其动物量大，将每只雌

鼠进行阴道涂片工作量大、可行性差。结果显示，

连续合笼两个性周期（１０ｄ），第二个性周期（合笼
第６～１０ｄ）的受孕率虽低于第一个性周期（合笼
第１～５ｄ），但差异不具有统计学意义，建议动物

繁殖中心使用延长时间合笼法，从而提高大鼠受孕

率。

对于需要确切知道大鼠妊娠时间的实验研究，

其受孕时间的确定十分重要。阴道精子检查法以

发现精子判断受孕，该方法操作简便，假阴性率低。

但在实际工作中，精子的出现仅能说明该鼠交配，

并不能说明该鼠受孕。本研究发现１例雌鼠假阳
性受孕，即阴道涂片发现精子、但实验末期未见分

娩（延长时间合笼组），其原因可能是雄鼠强迫处

于发情间期的雌鼠与之交配，阴道内虽有精子，但

雌鼠并未排卵。因此，阴道精子检查法需结合雌鼠

性周期的推算，从而降低假阳性率。

当雌鼠处于发情期时，阴道涂片可见满视野堆

状分布的角化上皮细胞，若堆状分布的角化上皮中

夹有大量精子，说明处于发情期的雌鼠已交配，因

而采用阴道精子合并角化上皮法判断雌鼠受孕情

况，假阳性率低，但由于涂片时间的限制，发情期交

配的雌鼠在阴道涂片时可能已经过渡至发情后期，

并不是每次涂片都能见到精子合并堆状分布的角

化上皮的典型表现，会出现假阴性。因此，阴道精

子检查法需结合雌鼠性周期的推算，从而降低假阴

性率。

（下转第６１４页）
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来，过长则会使释放出来的核酸被降解。研究发现

振荡时间在５ｍｉｎ并且振荡转速为１５０ｒ／ｍｉｎ时，
提取的白假丝酵母菌总ＲＮＡ效果最佳。这与传统
的酸洗玻璃珠相比，不仅价格便宜，且操作简单，振

荡时间５ｍｉｎ，就能有效破坏白假丝酵母菌孢子相
和菌丝相的细胞壁，所提取的总ＲＮＡ浓度、纯度及
完整性均较液氮破壁法和超声破壁法好。使用液

氮和超声法破壁提取的白假丝酵母菌酵母相和菌

丝相总ＲＮＡ的纯度不高，分析其原因是液氮易挥
发，实验操作不方便，因此导致破壁时间不够；超声

法需要特殊仪器，且超声时间如果不够，破壁就不

充分，而超声时间过长，则总 ＲＮＡ又容易被降解，
并且超声法提取的总 ＲＮＡ暴露于空气中，容易被
污染。所以，液氮和超声法破壁提取的白假丝酵母

菌酵母相和菌丝相总ＲＮＡ的浓度和纯度均不如玻
璃珠法高。

本研究首次采用了ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂联合直径
为０５５ｃｍ的玻璃珠法提取白假丝酵母菌孢子相
和菌丝相细胞总 ＲＮＡ，所得到的白假丝酵母菌无
论是孢子相还是菌丝相，其总ＲＮＡ浓度、纯度及完
整性均较以往传统的液氮破壁法和超声破壁法提

取的白假丝酵母菌孢子相和菌丝相细胞总ＲＮＡ浓
度、纯度更高，并且完整性也更好。因此采用

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ联合直径为０５５ｃｍ的玻璃珠法，用
于提取白假丝酵母菌孢子相和菌丝相细胞的总

ＲＮＡ，高效、简便、经济实惠，不需要特殊的实验器

材，就能满足分子生物学实验的需要，值得推广。
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（上接第６１０页）

　　本研究结果显示，性周期筛选合笼法受孕率
高，是复制小规模孕鼠模型的首选方法。阴道精子

检查法和阴道精子合并角化上皮检查法操作简便、

可行性强，但均需要结合雌鼠性周期的推算，降低

其假阳性率或假阴性率，提高判断大鼠受孕情况的

准确性。
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