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小鼠发情周期卵泡发育动态及其对超数排卵的影响 

朱  娜, 贾洪响, 刘晓坤, 赵晓娥, 魏  强, 马保华* 

(西北农林科技大学 动物医学院 农业部动物生物技术重点实验室, 陕西 杨凌  712100) 

摘要：该文探讨了小鼠发情周期中阴门状态、阴道脱落细胞类型变化规律、卵泡发育规律及其相互关系, 并
比较了发情周期不同阶段的超排效果。结果表明, 采用阴门状态观察法和阴道脱落细胞涂片法, 能有效判断小鼠

发情周期阶段。卵巢组织切片观察结果表明, 在发情周期不同阶段, 小鼠的卵泡发育和黄体的生成与消退存在明

显的规律性变化; 小鼠发情周期中, 其阴门状态、阴道脱落细胞种类及卵泡发育动态之间存在相关关系; 发情周期

不同阶段开始超排的小鼠, 其配种见栓率和回收胚胎平均数均存在明显差异, 发情前期显著优于发情后期与间情

期(P<0.05), 并高于发情期, 但差异不显著(P>0.05)，即阴门状态观察法与阴道脱落细胞涂片法均可用于小鼠发情

周期阶段的判断, 发情前期为最适宜的小鼠超排时期。 
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Measuring the estrus cycle and its effect on superovulation in mice 
ZHU Na, JIA Hong-Xiang, LIU Xiao-Kun, ZHAO Xiao-E, WEI Qiang, MA Bao-Hua* 

(Key Laboratory of Animal Biotechnology, Ministry of Agriculture, College of Animal Veterinary Medicine, Northwest A & F University, Yangling 712100, China) 

Abstract: This study compares superovulation efficiency during different stages of the estrus cycle in mice by 
investigating the pudendum appearance, vaginal epithelial cell type, and the follicular development dynamics, in relation 
to the estrus cycle. We determined the stages of the estrus cycle by observing the pudendum and making vaginal smears 
of the Kunming mouse, and ascertaining the follicular development by making paraffin sections. Based on the 
observation, mice in stages of proestrus, oestrus, metoestrus and dioestrus were superovulated respectively, and their 
follicular developments and embryo collection results were tracked to ascertain the appropriate estrus cycle stage for 
superovulation. Our data showed that pudendum appearance and vaginal smears could effectively distinguish different 
stages of the estrus cycle and that ovarian tissue observation showed that follicular development, corpus luteum formation 
and luteolysis were regular during the estrus cycle. Likewise, during the estrus cycle of the Kunming mouse, pudendum 
appearance, vaginal epithelial cell type and follicular development were relational to one another. Superovulating mice in 
different stages of the estrus cycle showed marked differences both in pregnancy rate and average number of embryos 
collected. Proestrus was significantly better than metoestrus and dioestrus (P<0.05), and better than oestrus, but the 
difference between them was not significant (P>0.05).  We suggest that pudendum appearance and vaginal smears can 
be used to distinguish estrus cycle stages and that proestrus is the optimal stage of the estrus cycle for superovulation. 
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小鼠因其繁殖率高、繁殖周期短等特点被常用

于生物医学研究, 尤其是胚胎生物学和胚胎工程研

究(Brooke et al, 2007; Ding et al, 2007; Martín- 
Coello et al, 2008)。超数排卵技术作为在同一时间

段获得足够数量卵母细胞或胚胎的主要手段之一, 
是开展胚胎生物学和胚胎工程研究的基础(Chen et 

al, 1991; He et al, 1999, 2005)。 
小鼠超排效果除受小鼠日龄和超排激素剂量

影响之外(Cui et al, 2012; Yang, 2007), 主要受超排

注射促性腺激素时小鼠所处发情周期阶段的影响, 
但国内外对于小鼠超排的适合发情周期阶段所获

得的研究结果并不一致，如 Fu et al (2005) 研究表
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明, 发情前期 ICR 小鼠超排后, 其见栓率、平均可

用胚胎数均高于其他发情周期阶段的小鼠; Guo et 
al (2006)对昆白系小鼠的超排后, 结论为在小鼠发

情前期的初期和间情期后期超排效果较好且两者

差异不显著; 而 Redian et al (1994)和 Tarín et al 
(2002) 在不同品系小鼠的超排中则证明, 发情期超

排小鼠效果最好, 发情后期和间情期超排效果较

差。由于处于发情周期不同阶段的小鼠, 其卵泡发

育情况及体内激素分泌存在差异(Palermo, 2007), 
根据小鼠发情周期的卵泡发育规律和生殖内分泌

变化, 可将小鼠发情周期分为发情前期、发情期、

发情后期和间情期 (Redian et al, 1994), 其外部表

现为阴门状态的周期性变化 (Nagy et al, 2002)。在

小鼠超排研究中一般根据小鼠阴门状态的周期性

变化对发情周期阶段进行判断, 但由于小鼠的品系

或个体差异, 其发情周期各阶段长短、阴门状态变

化存在差别, 导致对其阴门状态的观察结果有所差

异。上述研究结果的差别, 除了所用促性腺激素来

源和小鼠品系的不同, 各研究者所采用的判断发情

周期阶段的方法和标准的不同可能是导致结果差

异的主要原因。因此, 小鼠发情阶段的鉴定, 是进

行小鼠有效超排的关键之一。 
本研究以获得高效超排效果为主要目的, 结合

小鼠阴门状态和阴道脱落细胞涂片观察, 判断其发

情周期阶段, 并以卵巢组织切片验证其发情周期阶

段的准确性, 进而在小鼠发情周期不同阶段进行小

鼠超排, 追踪超排后卵泡发育情况和胚胎回收结果, 
确定超排开始的适宜发情周期阶段, 为进一步提高

小鼠超排效果及调整超排时间、满足空间胚胎发育

研究的早期胚胎需求提供基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 
昆明系小鼠, 购自第四军医大学实验动物中

心。饲养间保持 13 h/11 h 的明暗周期变化

(7:00—20:00 光照), 自由采食、饮水。雌鼠体重～

25 g, 雄鼠体重～35 g 时用于试验。 
1.2  试剂 

多聚甲醛、曙红 Y 及中性树胶购自国药集团化

学试剂有限公司; 二甲苯及氯化钠购自天津博迪化

工股份有限公司; 苏木色精购自上海青析化工科技

有限公司; 无水乙醇购自西安三浦化学试剂有限公

司 ; 鳞片状切片石蜡 (熔点 58～60 ℃, LEICA 

39601095); 切片石蜡(熔点 51～55 ℃)购自上海标

本模型厂 ; 孕马血清促性腺激素  (pregnant mare 
serum gonadotropin, PMSG)及人绒毛膜促性腺激素

(human chorionic gonadotrophin, hCG)购自宁波第二

激素厂; 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS, GIBCO 
16000-044); 胚胎操作液(添加 5%FBS 的改良杜氏

磷酸盐缓冲液(modified Dulbecco’s phosphate buffer 
solution, mDPBS)), 使用 SIGMA 试剂和超纯水自制。 
1.3  小鼠阴门状态观察 

于超排当天 16：00, 固定雌鼠并翻提尾巴露出

阴门, 观察其阴门开张、阴门黏膜颜色及外阴肿胀

情况, 根据阴门状态观察结果将小鼠的发情周期阶

段分为发情前期、发情期、发情后期和间情期, 并
对阴门状态进行近距拍照。参考 Nagy et al(2002)所
著《小鼠胚胎操作实验手册》及作者实验室以往的

试验总结, 根据阴门状态判定小鼠发情周期阶段的

主要依据为：发情前期小鼠阴道口应未开张或微开

张、稍湿润, 有少量分泌物, 分泌物清亮, 阴门黏膜

浅红色, 阴门皱襞轻微红肿; 发情期小鼠阴道口开

张、较湿润, 有少量浆液状或稍粘稠分泌物, 阴门

黏膜红色较深, 皱襞明显肿胀; 发情后期小鼠阴道

口松弛或已关闭，其周边有少量浆液状或已凝固的

白色分泌物, 阴门黏膜颜色变为肉红色至白色, 阴
门皱襞肿胀逐渐消退; 间情期小鼠阴道口紧闭、无

分泌物, 阴门黏膜呈苍白色, 阴门皱襞肿胀完全消

退。 

1.4  小鼠阴道脱落细胞涂片制作与观察 
采用阴门状态观察法挑选处于发情周期不同

阶段的雌鼠, 制作阴道脱落细胞涂片。雌鼠保定、

暴露阴道口, 将吸有少量生理盐水的滴管伸入阴道

口轻轻冲洗阴道, 反复冲吸几次后, 回吸一滴并滴

于载玻片上, 制作涂片。进行 H.E.染色(苏木精染色

1 min、伊红染色 50 s), 随后冲片, 干燥, 镜检、显

微摄影。通过阴道脱落细胞涂片观察, 对小鼠发情

周期阶段进行进一步鉴定。发情前期阴道脱落细胞

以部分角化上皮细胞为主; 发情期阴道脱落细胞以

完全角化上皮细胞为主; 发情后期以白细胞和中间

层细胞为主; 间情期为少量白细胞与中间层细胞

(Bekyurek et al, 2002)。 
1.5  小鼠卵巢石蜡切片制作 

将已制作阴道脱落细胞涂片的小鼠处死, 分离

其双侧卵巢, 剪去卵巢周围的结缔组织。将卵巢组

织浸泡于 4%多聚甲醛中 24～48 h, 脱水、透明、包
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埋, 制作连续石蜡切片(片厚 7 μm), H.E.染色, 中性

树胶封片, 镜检、显微摄影。通过对小鼠卵巢石蜡

切片的观察, 对阴门状态观察法和阴道脱落细胞涂

片法判定小鼠发情周期阶段的准确性进行进一步

验证。 
1.6  小鼠的超排、配种、胚胎采集 

在上述试验的基础上, 采用阴门观察法对处于

发情前期、发情期、发情后期和间情期的小鼠进行

超排处理, 每个阶段 30 只。超排程序为, 超排当天

(0 d) 16：00 每只雌鼠腹腔注射 PMSG 10 IU, 48 h
后(2 d)腹腔注射 hCG 10 IU, 随即将超排雌鼠与单

笼饲养的雄鼠按照 1∶1 比例合笼过夜配种。次日(3 
d)上午 7：00 观察记录雌鼠阴门栓形成情况。每组

超排小鼠于注射 PMSG 24 h和 48 h后(未注射 hCG)
分别处死 3 只, 采集双侧卵巢制作石蜡切片、H.E.
染色, 通过切片观察卵巢上卵泡发育情况。注射

PMSG 94 h 和 120 h 后, 颈椎脱臼分别各处死超排

小鼠 12 只, 回收 2 细胞胚胎(输卵管)和 8 细胞及以

上发育阶段胚胎(输卵管和子宫角)。无菌分离子宫

角、输卵管和卵巢, 置于盛有胚胎操作液的表面皿

中进行清洗后更换表面皿。输卵管胚胎回收时, 先
用眼科剪剪断卵巢和输卵管之间的联系结构, 再剪

断子宫与输卵管联结处, 将输卵管转移到盛有胚胎

操作液的表面皿中, 置于实体显微镜载物台上, 在
30 倍镜下, 用一支眼科异物针固定输卵管, 另一支

异物针撕开输卵管, 直至将整个输卵管撕裂, 胚胎

会释放到胚胎操作液中, 在实体显微镜下检出胚胎; 
子宫角胚胎回收时, 将子宫体及子宫角置于盛有胚

胎操作液的表面皿中, 先用眼科剪纵向剪子宫角尖

端, 用吸有胚胎操作液的 2 mL 一次性注射器从子

宫体开口插入针头冲洗子宫腔, 使胚胎随着液体流

动而被冲出子宫, 每侧用液体 1.0～1.5 mL, 之后再

重复冲洗一次, 在实体显微镜下从冲出液中检出胚

胎。检出胚胎用新鲜胚胎操作液清洗 3 次后, 于倒

置显微镜下观察胚胎的形态质量并分别计数。 
1.7  统计分析 

数据处理及差异性分析均在 SPSS11.0 软件中

进行。P<0.05 为差异显著, P≥0.05 为差异不显著。 

2  结  果 

2.1  小鼠发情周期不同阶段阴门外观 
观察小鼠阴门状态, 并根据阴门状态判断小鼠

发情周期阶段, 结果见图 1。 

 
图 1  发情周期不同阶段阴门外观 

Fig. 1  Pudendum appearance in different stages of  
the estrus cycle  

A) 发情前期; B) 发情期; C) 发情后期; D) 间情期。 
A) Proestrus; B) Oestrus; C) Metoestrus; D) Dioestrus. 

 
2.2  小鼠发情周期不同阶段阴道脱落细胞涂片观

察结果 
小鼠发情周期不同阶段阴道脱落细胞涂片见

图 2。处于发情前期的小鼠阴道脱落细胞以部分角

化上皮细胞为主, 有少量完全角化上皮细胞, 细胞

密度较小。其中, 部分角化上皮细胞为梭形或椭圆

形, 可见明显的深紫色固缩核或淡染的紫红色细胞

核, 细胞质呈浅紫色; 完全角化上皮细胞又称无核

角化上皮细胞, 为无规则多边形, 大而扁平, 无细

胞核, 细胞质呈浅红色(图 2A)。发情期小鼠阴道脱

落细胞绝大部分为完全角化上皮细胞, 数量较多, 
如同堆积的落叶(图 2B)。发情后期小鼠的阴道脱落 

 

图 2  发情周期不同阶段阴道脱落细胞涂片(×200) 
Fig. 2  Vaginal epithelial cells in different stages of  

the estrus cycle (×200) 
A) 发情前期; B) 发情期; C) 发情后期; D) 间情期。 
A) Proestrus; B) Oestrus; C) Metoestrus; D) Dioestrus. 
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细胞以白细胞为主, 间或少量中间层细胞和完全角

化上皮细胞。白细胞形态小而圆, 细胞核较大, 为
马蹄状或分叶状, 深紫色; 细胞质为浅紫红色。中

间层细胞呈鳞状, 可见深蓝色圆形细胞核, 胞质为

浅紫色(图 2C)。间情期小鼠阴道脱落细胞数量较少, 
细胞种类以中间层细胞和白细胞为主, 偶尔可见完

全角化上皮细胞(图 2D)。 
2.3  小鼠发情周期不同阶段卵巢组织切片 

小鼠发情周期不同阶段卵巢组织切片见图 3。
处于发情前期的小鼠, 其卵巢皮质部分布较多发育

中的有腔卵泡, 卵泡腔体积较大, 但卵泡未突出于

卵巢表面(图 3A)。处于发情期的小鼠, 其卵巢皮质

部边缘分布较多的有腔卵泡, 卵泡腔体积较大且卵

泡壁较薄, 多数突出于卵巢表面(图 3B)；处于发情

后期的小鼠, 其卵巢切面上主要为黄体分布, 少见

有腔卵泡(图 3C)；处于间情期的小鼠, 其卵巢切面

上可见较多黄体, 在黄体之间分布有不同发育阶段

的腔前卵泡或小腔卵泡(图 3D)。 
2.4  发情周期不同阶段小鼠超排后不同时间卵泡

发育情况 
发情周期不同阶段小鼠超排后不同时间卵巢

卵泡发育情况见图 4。发情前期的小鼠在注射

PMSG 24 h 后, 卵巢切面可见数量较多的发育中的

有腔卵泡分布, 但基本未突出于卵巢表面, 少见黄

体(图 4A1); 注射 PMSG 48 h 后, 卵巢皮质部边缘

可见较多的有腔卵泡, 卵泡腔体积较大, 大部分卵

泡突出于卵巢表面, 少见黄体(图 4A2)。发情期小鼠

注射 PMSG 24 h 后, 其卵巢皮质部浅层可见多个卵 

泡, 卵泡腔体积较大, 部分卵泡向卵巢表面突出, 
少见黄体(图 4B1); 注射 PMSG 48 h 后, 部分大的

卵泡突出于卵巢表面, 卵巢皮质部可见新形成的黄

体(图 4B2)。发情后期小鼠注射 PMSG 24 h 后, 其
卵巢切面上可见有少数腔前卵泡、小腔卵泡和多个

黄体(图 4C1); 注射 PMSG 48 h 后, 可见卵巢切面

上有少数有腔卵泡和多个黄体(图 4C2)。间情期小

鼠注射 PMSG 24 h 后, 卵巢皮质部可见多个腔前卵

泡和发育中的有腔卵泡以及多个黄体(图 4D1); 注
射 PMSG 48 h 后, 卵巢皮质部浅层可见多个大的有

腔卵泡, 卵泡壁变薄, 部分卵泡突出于卵巢表面, 
可见较少黄体(图 4D2)。 

 

图 3  发情周期不同阶段卵巢组织切片(×40) 
Fig. 3  Histological sections of ovaries in different  

stages of the estrus cycle  
A) 发情前期; B) 发情期; C) 发情后期; D) 间情期。 
A) Proestrus; B) Oestrus; C) Metoestrus; D) Dioestrus. 

 

图 4  发情周期不同阶段注射 PMSG 后的卵巢组织切片(×40) 
Fig. 4  Histological sections of ovaries injected with PMSG in different stages of the estrus cycle (×40) 

A) 发情前期; B) 发情期; C) 发情后期; D) 间情期; 1) PMSG 注射后 24 h; 2) PMSG 注射后 48 h。 
A) Proestrus; B) Oestrus; C) Metoestrus; D) Dioestrus; 1) Twenty-four hours after injection of PMSG; 2) Forty-eight hours after injection of PMSG.  
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2.5  发情周期不同阶段小鼠超排配种后的胚胎回

收结果 
发情周期不同阶段小鼠超排配种后, 分别在注

射 PMSG 94 h 和 120 h 回收胚胎, 并分别计数发育

到 2 细胞(或以上阶段, 以 2 细胞计)和 8 细胞(或以

上阶段, 以 8 细胞计)胚胎数量, 结果见表 1 和表 2。 

表 1  发情周期不同阶段超排小鼠 PMSG 注射后 94 h 2 细胞胚胎回收结果 
Tab. 1  The 2-cell embryo collection result at 94 h after PMSG injected of superovulation mouse in different stages of estrus cycle 
超排开始时的发情周期阶段 
Beginning of superovulation  

estrus cycle stage 

超排鼠/只 
Number of 

superovulated mice 

见栓鼠/只(%) 
Number of mice with 

vaginal plud 

回收到 2 细胞胚的小鼠数/只(%)
Number of mice 2-cell embryos 

were collected from 

超排小鼠 2 细胞胚胎平均数(mean±SD)
Average number of 2-cell embryos in 

superovulated mice 
发情前期 
Proestrus 12 11(91.67) a 11(91.67)a 36.92±17.83a 

发情期 
Oestrus 12 9(75.00) a 9(75.00)ab  27.25±20.87ab 

发情后期 
Metoestrus 12 4(33.33) b 4(33.33)c  8.33±17.05c 

间情期 
Dioestrus 12 8(66.67) ab 6(50.00)bc 14.33±17.33bc 

各栏组间上标字母相同者差异不显著, 不同者差异显著。 
Appearance of the same letter means there is no significant difference among the groups while different letters mean there is significant difference.  

表 2  发情周期不同阶段超排小鼠 PMSG 注射后 120 h 8 细胞胚胎回收结果 
Tab. 2  The 8-cell embryo collection results at 120 h after PMSG injection in different stages of the estrus cycle 

超排开始时的发情周期阶段 
Beginning of superovulation 

estrus cycle stage 

超排鼠/只 
Number of 

superovulated mice 

见栓鼠/只(%) 
Number of mice 
with vaginal plud

回收到 8 细胞胚的小鼠数/只(%)
Number of mice 8-cell embryos 

were collected from 

超排小鼠 8 细胞胚胎平均数(mean±SD)
Average number of 8-cell embryos in 

superovulated mice 
发情前期 
Proestrus 12 10(83.33) a 10(83.33)a 26.42±17.67a 

发情期 
Oestrus 12  8(66.67) ab  8(66.67)ab  18.33±14.57ab 

发情后期 
Metoestrus 12 5(41.67) b 4(25.00)b  6.58±10.68b 

间情期 
Dioestrus 12  8(66.67) ab 7(58.33)ab 11.08±12.12b 

各栏组间上标字母相同者差异不显著, 不同者差异显著。 
Appearance of the same letter means there is no significant difference among the groups while different letters mean there is significant difference. 

 
由表 1 和表 2 可以看出, 发情周期不同阶段超

排小鼠的见栓率、回收到胚胎的超排小鼠数和超排

小鼠 2 细胞胚胎和 8 细胞胚胎平均数均存在组间差

异。总体趋势为, 发情前期显著优于发情后期与间情

期(P<0.05), 并高于发情期, 但差异不显著(P>0.05)。 

3  讨  论 

小鼠的发情周期一般为4～5 d (Tarín et al, 2002), 
不同阶段卵泡的不同发育状态会直接影响超排效

果。所以, 准确判断小鼠发情周期阶段, 并在适宜

阶段进行超数排卵, 对获得有效超排结果具有重要

意义。小鼠发情阶段的鉴定方法, 目前常用的有阴

门及其周围组织变化观察法和阴道脱落细胞涂片

观察法(Goldman et al, 2007; Tsiligianni et al, 2004)。
相对于小鼠阴门外观变化的观察, 阴道脱落细胞是

反应卵巢卵泡发育活动的较早且较准确的迹象, 以
上两种方法相结合可有效判断小鼠发情周期阶段

(Kopp et al, 2006)。本研究首先采取阴门观察法初步

判断小鼠的发情周期阶段, 同时采集阴道脱落细胞

制作涂片并镜检作进一步判断, 最后采集卵巢制作

组织切片, 观察卵泡及黄体的发育与消退情况, 对
小鼠阴门状态观察法和阴道脱落细胞涂片法所判

定的发情周期阶段准确性进行进一步验证。结果表

明, 阴门皱襞较为肿胀, 黏膜浅红, 阴道口微张且

有清亮分泌物等为发情前期状态(图 1A), 其阴道脱

落细胞以部分角化上皮细胞为主, 含少量完全角化

上皮细胞(图 2A); 卵巢组织切片可见大部分卵巢切

面分布有较多发育中的有腔卵泡, 卵泡腔体积较大, 
但卵泡未突出于卵巢表面(图 3A)。阴门皱襞明显肿

胀, 黏膜呈鲜红色, 阴道口开张, 有少量浆液状或

粘稠分泌物等为发情期状态(图 1B), 其阴道脱落细

胞绝大部分为完全角化上皮细胞(图 2B); 卵巢切面

分布较多的有腔卵泡, 卵泡腔体积较大且卵泡壁较

薄, 多数突出于卵巢表面(图 3B)。阴道口松弛或已
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关闭, 阴门黏膜颜色较浅且肿胀逐渐消退, 周边有

少量浆液状或已凝固的白色分泌物等状态为发情

后期(图 1C), 其阴道脱落细胞以白细胞为主, 间有

少量中间层细胞和完全角化上皮细胞(图 2C); 卵巢

切面主要为黄体分布(图 3C)。阴门皱襞不肿胀, 黏
膜苍白色, 阴道口紧闭无分泌物等状态为间情期

(图 1D), 阴道脱落细胞数量较少, 以中间层细胞和

白细胞为主(图 2D); 卵巢切面可见较多黄体, 且黄

体之间分布有不同发育阶段的腔前卵泡或小腔卵

泡(图 3D)。由以上结果可见, 当小鼠卵泡和黄体发

育及消退呈周期性变化时, 卵泡颗粒细胞分泌的雌

激素和黄体细胞分泌的孕激素也随之呈周期性的

改变, 引起以阴门黏膜肿胀消长、黏膜颜色及阴道

分泌物的改变为主要特征的阴门及其周围组织的

周期性变化。而阴道黏膜上皮细胞在激素作用下, 
呈周期性的增殖、成熟及脱落, 使阴道脱落细胞(如
部分角化上皮细胞、完全角化上皮细胞、中间层细

胞等)的类型和数量表现周期性变化(Catchpole et al, 
2003)。同时, 发情周期中发生的周期性阴道分泌物

的增加与减少以及阴门的开张与闭合导致阴道酸

性环境的改变, 使阴道细胞类群中白细胞的数量表

现周期性的增减变化(Zhang et al, 2006)。 
在上述研究的基础上, 对阴门观察法配合阴道

脱落细胞涂片判断发情周期阶段的小鼠, 分别于发

情前期、发情期、发情后期和间情期进行超排处理。

在注射 PMSG 后 24 h 和 48 h(未注射 hCG), 分别采

集超排小鼠卵巢制作组织切片, 追踪超排后卵泡发

育情况; 对完成超排注射程序并配种的小鼠, 分别

于注射 PMSG 94 h 和 120 h 处死、回收胚胎, 并分

别计数发育到 2 细胞(或以上阶段)和 8 细胞(或以上

阶段)胚胎数量, 比较发情周期不同阶段超排小鼠

的超排、受精及胚胎发育情况(注：实验室尚未发表

的超排小鼠胚胎发育时程研究证明, 在注射 PMSG 
94 h 和 120 h 后, 2 细胞(或以上阶段)和 8 细胞(或以

上阶段)胚胎比例达到峰值, 故本研究选择这两个

时段分别评价受精卵发育到 2 细胞和 8 细胞阶段的

数量)。结果表明, 发情前期小鼠在注射 PMSG 24 h
后, 卵巢切面发育中的有腔卵泡数量较多, 但尚未

突出于卵巢表面(图 4A1); 注射 PMSG 48 h 后, 卵
巢切面边缘可见较多有腔卵泡, 卵泡腔体积较大, 
且大部分卵泡突出于卵巢表面(图 4A2)。说明由于

发情前期小鼠卵巢上有腔卵泡数量较多, 在主要起

促进有腔卵泡生长发育的促性腺激素(PMSG)作用

下 , 多个有腔卵泡进一步生长发育成熟(Fortune, 
2003), 并可能会在促进卵泡进一步成熟并排卵的

促性腺激素(hCG)作用下最后发育成熟并排卵, 获
得较好的超排效果。2 细胞胚胎和 8 细胞胚胎回收

结果也验证了卵泡发育的组织学追踪结果。对于发

情期小鼠, 在注射 PMSG 24 h 后, 卵巢组织切面可

见多个成熟卵泡(图 4B1), 并在注射 PMSG 48 h 后, 
已有部分成熟卵泡排卵、形成黄体, 而另有部分卵

泡陆续发育到三级卵泡和成熟卵泡阶段(图 4B2)。
在这种情况下, 虽然也可能会获得较好的超排效果, 
但由于出现超排程序中尚未注射排卵激素时即已

发生部分卵泡的排卵, 而造成排卵不整齐, 受精后

胚胎发育阶段不整齐，甚至使过早排卵的卵母细胞

失去受精能力, 而使正常发育的胚胎数量减少。该

阶段小鼠胚胎回收结果表明, 2细胞胚胎和8细胞胚

胎回收数量均低于发情前期超排小鼠, 但差异不显

著(P>0.05)。发情后期进行超排的小鼠 , 在注射

PMSG 24 h 后, 其卵巢切面仅见少数腔前卵泡、小

腔卵泡和多个黄体(图 4C1); 注射 PMSG 48 h 后, 
则有少数有腔卵泡和多个黄体(图 4C2)。这说明在

这一时期开始超排, 能够接受外源性促性腺激素刺

激效应的有腔卵泡数量较少, 不足以引起有效的超

排结果。该阶段小鼠胚胎回收结果也说明了卵泡发

育的追踪结果, 其 2 细胞和 8 细胞回收数均显著低

于发情前期超排小鼠(P<0.05), 同时 2 细胞回收数

显著低于发情期超排小鼠。间情期小鼠超排注射

PMSG 24 h 后, 卵巢切面可见多个腔前卵泡和发育

中的有腔卵泡, 以及多个黄体(图4D1); 注射PMSG 
48 h 后, 卵巢皮质部浅层可见多个大的有腔卵泡, 
卵泡壁变薄, 部分卵泡突出于卵巢表面, 可见较少

黄体(图 4D2)。这说明在这一阶段开始超排的小鼠, 
由于卵巢上仍然存在黄体, 并开始出现数量较多的

腔前卵泡和小的有腔卵泡, 外源性促性腺激素可诱

导有腔卵泡进一步生长发育并成熟, 从而起到一定

的超排效果。胚胎回收结果表明, 其超排结果显著

低于发情前期小鼠(P<0.05), 虽与发情期小鼠差异

不显著, 但正常胚胎回收数明显偏低。 
该结果说明, 小鼠发情周期阴门状态和阴道脱

落细胞类型的变化能够在一定程度上反映卵巢上

卵泡发育和黄体形成与消退的动态变化, 即通过阴

门状态观察和阴道脱落细胞涂片观察, 能够在一定

程度上判断卵巢上卵泡发育和黄体形成与消退的

动态变化, 可以作为判断小鼠发情周期阶段的依
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据。超排后 24 h 和 48 h 的卵泡发育追踪结果和之

后的胚胎回收结果说明, 处于发情周期不同阶段的

小鼠超排后, 其卵泡生长发育、成熟规律以及胚胎

回收结果存在明显差异, 其中发情前期小鼠超排后

卵泡发育规律、正常发育成熟的卵泡数量及胚胎回

收数量较为理想, 是适宜超排的发情周期阶段。 
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