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摘  要: 使用 Cy3 标记的阴性对照小干扰 RNA (siRNA) 转染小鼠附植前胚胎，建立向小鼠附植前胚胎导入

siRNA 的电穿孔方法。通过控制透明带弱化程度、电压、脉冲时间和脉冲次数等条件，采用不同参数组合并结

合使用不同介质作为电转缓冲液将 Cy3 标记的阴性对照 siRNA 转染小鼠附植前胚胎。在荧光倒置显微镜下，

观察胚胎的存活率、siRNA 转染率以及阳性转染存活胚胎的囊胚发育率。结果显示小鼠附植前胚胎在使用台氏

液消化胚胎透明带 10 s 后，以 opti-MEM 作为电转缓冲液，电穿孔参数设置为 30 V，1 ms，3 次的条件下取得

最佳转染效果。总之，电穿孔方法可实现 siRNA 简便、高效地转染小鼠附植前胚胎。 
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Abstract:  We developed a detailed electroporation method to deliver efficiently siRNA into mouse preimplantation 
embryos. By introducing Cy3 labeled negative control small interfering RNA (siRNA) into mouse preimplantation 
embryos, we optimized conditions for the electroporation, including the voltage, pulse duration, pulse number, 
electroporation buffer and an important step to weaken the zona pellucida. Embryonic survival rate, transfection rate and 
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blastocyst development rate were evaluated under the converted fluorescence microscope, by embryos counting and 
statistical analysis. The best transfection was achieved in opti-MEM under the conditions of 30 V, 1 ms, 3 pulses, and the 
duration of digestion in tyrode’s solution was 10 s. In conclusion, the proposed electroporation approach here is a simple 
and efficient tool to deliver siRNA for RNA interference (RNAi) into mouse preimplantation embryos. 

Keywords:  siRNA, electroporation, zona pellucida, RNAi 

近些年由 siRNA (Small interfering RNA) 介

导的 RNA 干扰 (RNAi) 已经逐渐成为研究基因

功能的有力工具[1-2]。将制备好的 siRNA 导入细

胞中的方法主要有显微注射法、脂质体转染法、

电穿孔法等。相比而言，电穿孔法具有操作简便、

转染效率高等优点[3-5]。电穿孔的原理是细胞在

脉冲电场作用下，细胞膜脂双层上形成瞬时微

孔，导致其通透性和膜电导瞬时增大，使得在正

常生理情况下细胞膜难以通透的物质能够进入

细胞[6-7]。电穿孔法已经成功应用于向体外培养

的细胞[8-9]、活体组织[10]、附植后胚胎[11]和雄性

配子[12]导入蛋白质、糖类和 DNA 等。但是对由

透明带包裹的附植前胚胎采用电穿孔方法进行

转染具有特殊的难度。本研究通过对透明带弱

化、优化电压、脉冲时间和脉冲次数等不同电穿

孔参数，并结合使用不同介质作为电转缓冲液，

采用统计学方法和形态学观察比较了各实验组

别转染效果，建立了 siRNA 转染小鼠附植前胚胎

的电穿孔方法，为采用由 siRNA 介导的 RNAi

技术研究基因在小鼠附植前胚胎中的功能提供

参考。 

1  材料与方法 

1.1  试剂及仪器 
孕 马 血 清 促 性 腺 激 素  (Pregnant mare 

serumgonadotrophin，PMSG) 和人绒毛膜促性腺

激素 (Human chorionic gonadotropin，hCG) 购自

宁波第二激素厂；Cy3 标记的阴性对照 siRNA 

(#AM4621) 和 siPORT (#AM4502) 购自美国

Ambion 公司；台氏液 (#T1788) 购自美国 Sigma

公司。电穿孔仪器  (ECM 2001 Electro Cell 

Manipulator) 购自美国 BTX 公司；电转槽为电穿

孔仪器所配套提供，电极间距为 1 mm；opti-MEM

购自美国 Invitrogen 公司；其他试剂如未经特殊

说明均购自美国 Sigma 公司。 

1.2  试验动物与胚胎采集 
健康成年雄鼠及 5~7 周龄，体重 20~25 g 昆

明小白鼠购自第四军医大学实验动物中心。人工

控制饲养温度 20 ~24 ℃ ℃，相对湿度 50％~60％，

人工照明 12 h 光照，12 h 黑暗。取雌性小鼠，腹

腔注射 PMSG 10 IU/只，46 h 后注射 hCG 10 IU/

只，与公鼠 1∶1 合笼过夜。16 h 后检查阴道栓，

查见阴道栓的雌鼠为受精鼠。对受精鼠逐一颈椎

脱臼法处死后，无菌条件下取出双侧输卵管，戳

破膨大壶腹部，游离出由颗粒细胞包裹的受精卵

细胞团。将细胞团置于盛有 PBS (Phosphate 

buffered saline) 的 35 mm 皿中清洗 1 次，随后将

细胞团转移至 0.2％透明质酸酶中消化，显微镜

下观察消化到适当程度，用吸卵针将受精卵吸入

Hepes-KSOM (H-KSOM) 中终止消化，轻轻吹打

至胚胎完全脱去颗粒细胞，得到所需裸卵，

H-KSOM 中清洗 3 次，移入至少提前 0.5 h 平衡

的 KSOM[13]培养液中，放入 37 ℃、5％ CO2 培
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养箱内体外培养得到各时期附植前胚胎。 

1.3  电穿孔转染小鼠附植前胚胎 
使用 Cy3 标记的阴性对照 siRNA (10 μmol/L) 

电穿孔转染小鼠受精卵，此 siRNA 序列为 19 bp

随机序列，与已知的小鼠、大鼠和人的基因无同

源性，因此导入胚胎后对胚胎基因表达不会产生

影响。通过荧光倒置显微镜观察分析转染效果，

确定最佳实验条件和电穿孔参数。采用最佳实验

条件和电穿孔参数转染 2-cell 胚胎、4-cell 胚胎、

8-cell 胚胎、桑椹胚和囊胚，观察转染效果。将

采集的受精卵在PBS中清洗 2次后移入台氏液中

静置不同时间，用以不同程度地消化透明带，计

时结束后立即加入 1 mL H-KSOM 终止消化，然

后吸出胚胎在 PBS 中清洗 3 次，最后用吸卵针将

受精卵转移至盛有 opti-MEM 的 35 mm 皿中清洗

2 遍后备用。按照 siPORT 试剂说明书配置电穿

孔溶液。50 μL opti-MEM 加 3 μL siPORT，室温

避光静置 10 min，siPORT 的作用是可以与 siRNA

形成复合物，促进 siRNA 在电转染过程中更高效

地进入细胞。50 μL opti-MEM 加 10 μL Cy3 标记

的阴性对照 siRNA。将稀释的 siPORT 和稀释的

Cy3 标记的阴性对照 siRNA 按 1∶1 混合，轻轻

抽吸混匀，室温避光静置 10 min。将胚胎转移至

配置好的电穿孔溶液中，注意转移胚胎时要求尽

可能少吸液体，以避免稀释电穿孔溶液。用吸卵

针将含有胚胎的电穿孔溶液滴加至电转槽正负

电极缝隙间，均匀分散胚胎。选择不同电压，脉

冲时间和脉冲次数进行电穿孔转染。完成转染后

吸出胚胎置于 H-KSOM 中清洗，荧光倒置显微

镜下观察，统计分析转染效果。 

1.4  实验分组 
使用台氏液对胚胎透明带进行消化，消化时

间设计为未进行电转的胚胎对照组，未经消化对

照组，消化 10、20、30 s，电穿孔参数设定为

10 V，1 ms，3 次；电压设计为 10、20、30、40、

50 V，台氏液消化 10 s，脉冲时间 1 ms，3 次；

脉冲时间设计为 600 μs、800 μs、1 ms、2 ms、3 ms，

台氏液消化 10 s，电压 30 V，3 次；脉冲次数设

计为 1、2、3、4 次，脉冲间隔为仪器默认间隔

1 s。台氏液消化 10 s，电压 30 V，1 ms；以 KSOM、

PBS 和 opti-MEM 分别作为电转缓冲液，电穿孔

参数设定为 30 V，1 ms，3 次。 

1.5  转染胚胎观察 
电穿孔后将胚胎用 H-KSOM 清洗后荧光显

微镜下检测存活率、转染率和阳性存活胚胎囊胚

率。先在明场下统计胚胎数目，固定视野转换荧

光光源，统计发出红色荧光的胚胎数，在曝光时

间为 1 s 时明显观察到红色荧光的存活胚胎计为

阳性转染胚胎。 

( ) = 100

( ) 100

100

×

×

×

电转 数

处 总 数
阳 转 数

转
电转 数

阳

阳 转 发 数

阳 转 数

后存活胚胎
存活率 % %

理前 胚胎
性 染胚胎

染率 % = %
后存活胚胎

性存活胚胎囊胚率=
性 染胚胎 育至囊胚

%
性 染胚胎

 

1.6  统计学方法 
每组试验设置 3 组重复，数据以 sx ± 表示，

利用 SPSS 13.0 统计软件包进行分析，组间比较

采用 ANOVA 法和 LSD 法检验。P＜0.05 为差异

有显著性。 
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2  结果与分析 

2.1  原核胚透明带消化时间对电穿孔效率的

影响 
未进行消化处理的原核胚电穿孔后胚胎存

活率较高，与消化 20 s 实验组相比差异显著 

(P＜0.05)，暗示对透明带的消化处理在一定程度

上可能会对胚胎的发育带来不利影响。但与消化

10 s 实验组差异不显著，这说明只要在适度的消

化时间内，透明带弱化处理的过程对胚胎的影响

是微弱的，不显著的；使用台氏液消化 30 s 后，

透明带变得很薄甚至完全被消化，电穿孔后荧光

显微镜观察显示存活胚胎 Cy3 荧光阳性率，即转

染率  (85％ ) 显著高于未消化组和消化 10 s

组，与消化 20 s 实验组差异不显著；胚胎消化

30 s 后胚胎存活率 (31％) 显著低于其他 3 组 

(P＜0.05)；消化 10 s 和 20 s 实验组转染率无显著

差异，但两组均显著高于未处理组 (P＜0.05)；消

化 10 s 实验组阳性存活胚胎囊胚发育率显著高

于消化 20 s 和 30 s 实验组。另外未经消化处理和

电穿孔过程的胚胎在体外培养的囊胚率达到

92％，显著高于其他各组，包括未经消化处理而

只进行电穿孔的实验组，这说明电穿孔过程中可

能由于胚胎所处位置导致其所受场强不均等原

因而不可避免地对少部分胚胎带来不可恢复的

损伤 (表 1)。 

图 1 为不同实验组胚胎电穿孔后的显微照

片。A、D、G、J 分别为明场下胚胎显微照片，

B、E、H、K 分别为同一胚胎的红色荧光照片，

C、F、I、L 为明场与荧光的合成照片。 

2.2  电压对电穿孔效率的影响 
转染率在 30 V 时达到最高 (95％)，与电压

10 V 和 20 V 实验组差异显著 (P＜0.05)，继续增

加电压转染率变化不大，但胚胎存活率和存活

胚胎囊胚发育率急剧下降。电压为 10、20、

30 V 实验组间存活胚胎囊胚发育率差异不显

著 (表 2)。 

表 1  透明带消化时间对电穿孔效率的影响 
Table 1  Electroporation efficiency after different duration of digestion 

Duration 
of digestion 

Number of embryos 
for treatment 

Number of 
surviving embryos

Number of 
Cy3 positive embryos

Number of surviving 
positive embryos to blastocyst

No electroporation 

Untreated 

10 s 

20 s 

30 s 

64 

76 

83 

59 

61 

－ 

73 (96.25 ± 2.01) a 

72 (87.17 ± 3.39) ab

45 (76.15 ± 2.02) b 

19 (30.99 ± 2.34) c 

－ 

35 (47.87 ± 1.32) a 

48 (66.63 ± 0.80) b 

34 (75.58 ± 1.13) bc 

16 (85.00 ± 7.64) c 

57 (92.17 ± 0.73) a 

30 (85.98 ± 2.04) b 

39 (81.20 ± 0.68) b 

22 (64.29 ± 2.68) c 

9 (55.56 ± 5.56) c 

Three replicate experiments were performed per treatment. Numbers in parentheses represent respective rates ( x s± ), while 

other numbers represent total embryo numbers of three replicates. Within a column, the rates with different superscripts are 
significantly different from each other (P<0.05). 
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图 1  不同消化时间的胚胎电穿孔后的红色荧光水平 
Fig.1  Cy3 Fluorescence level in embryos when they were electroprated after different duration of digestion. 
Bar=40 μm. (A−C) Zona intact embryo. Fluorescence is present in the zona pellucida but not in the cytoplasm of the 
cell. (D−F) Duration of digestion was 10 s. (G−I) Duration of digestion was 20 s. (J−L) Duration of digestion was 30 s. 
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表 2  电压对电穿孔效率的影响 
Table 2  Electroporation efficiency at different voltages 

Voltages 
(V) 

Number of 
electroporated embryos 

Number of 
surviving embryos 

Number of 
Cy3 positive embryos

Number of surviving 
positive embryos to blastocyst 

10 

20 

30 

40 

50 

69 

87 

73 

81 

89 

61 (88.50 ± 0.76) a 

69 (79.29 ± 5.42) ab 

51 (68.41 ± 5.99) b 

35 (43.05 ± 1.56) c 

20 (22.16 ± 2.16) d 

39 (63.96 ± 1.15) a 

56 (81.04 ± 1.12) b 

48 (94.77 ± 2.83) c 

33 (95.00 ± 2.89) c 

19 (94.00 ± 1.15) c 

32 (82.45 ± 1.56) a 

47 (84.00 ± 1.15) a 

39 (80.63 ± 1.00) a 

25 (72.31 ± 1.48) b 

9 (43.68 ± 3.70) c 

Three replicate experiments were performed per treatment. Numbers in parentheses represent respective rates ( x s± ) , 

while other numbers represent total embryo numbers of three replicates. Within a column, the rates with different 
superscripts are significantly different from each other (P<0.05). 
 
 

2.3  脉冲时间对电穿孔效率的影响 
胚胎存活率随脉冲时间的延长而降低，脉冲

时间为 600 μs、800 μs 和 1 ms 时差异不显著，继

续延长脉冲时间，存活率显著下降 (P＜0.05)；

转染率随脉冲时间的延长而提高，600 μs、800 μs

和 1 ms 三个实验组转染率提高程度差异显著，

1 ms 时转染率最高达到 93％，继续增加脉冲时

间转染率无显著提高，但存活胚胎囊胚发育率在

2 ms 和 3 ms 实验组中显著降低 (P＜0.05) (表 3)。 

2.4  脉冲次数对电穿孔效率的影响 
胚胎存活率随着脉冲次数的增加而降低，但

脉冲次数为 1、2、3 次时差异不显著，脉冲次

数为 4 次时，相比前 3 组胚胎存活率降低显著 

(P＜0.05)；转染率随着脉冲次数的增加而显著提

高 (P＜0.05)，脉冲次数增加到 4 次以后，转染

率提高不显著；阳性转染胚胎囊胚发育率随脉冲

次数的增加而降低，但相邻两实验组间囊胚率降

低不显著 (表 4)。 

2.5  电转缓冲液对电穿孔效率的影响 
使用 KSOM、PBS 和 opti-MEM 分别作为

电转缓冲液时，电穿孔后的胚胎存活率 3 组

间无显著差异；使用 opti-MEM 作为电穿孔缓

冲液时 Cy3 阳性转染率最高，达到 92％，使

用 KOSM 实验组转染率最低，3 组间差异显

著  (P＜0.05)；使用 PBS 作为电转缓冲液时

的阳性转染存活胚胎的囊胚发育率显著低于

其他两组。  

2.6  电穿孔转染其他时期胚胎 
通过上述实验确定电穿孔转染小鼠受精卵

条件为：台氏液消化 10 s，电穿孔参数为电压

30 V，脉冲时间 1 ms，脉冲次数 3 次。使用此方

法转染小鼠其他时期胚胎，包括 2-cell、4-cell、

8-cell、桑椹胚和囊胚。图 2 为转染后培养 4 h 荧

光显微镜下观察拍照照片。 
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表 3  脉冲时间对电穿孔效率的影响 
Table 3  Electroporation efficiency of different pulse duration 

Pulse 
duration 

Number of  
electroporated embryos 

Number of  
surviving embryos 

Number of  
Cy3 positive embryos 

Number of surviving 
positive embryos to blastocyst 

600 μs 

800 μs 

1 ms 

2 ms 

3 ms 

61 

94 

71 

81 

74 

50 (81.67 ± 1.76) a

69 (73.33 ± 3.18) a

51 (72.33 ± 1.76) a

35 (42.86 ± 2.41) b

20 (26.65 ± 5.13) c

32 (64.79 ± 1.60) a 

56 (82.34 ± 1.50) b 

48 (92.98 ± 1.42) c 

33 (94.74 ± 3.18) c 

19 (93.61 ± 1.69) c 

26 (83.35 ± 0.87) a 

47 (84.82 ± 0.95) a 

40 (83.57 ± 1.92) a 

23 (67.83 ± 4.12) b 

9 (44.99 ± 3.85) c 

Three replicate experiments were performed per treatment. Numbers in parentheses represent respective rates ( x s± ), while 

other numbers represent total embryo numbers of three replicates. Within a column, the rates with different superscripts are 
significantly different from each other (P<0.05). 

表 4  脉冲次数对电穿孔效率的影响 
Table 4  Electroporation efficiency of different number of pulse 

Number of 
pulse 

Number of 
electroporated embryos 

Number of  
surviving embryos

Number of  
Cy3 positive embryos

Number of surviving 
positive embryos to blastocyst 

1 

2 

3 

4 

83 

79 

81 

77 

65 (79.08 ± 1.11) a

60 (76.89 ± 1.12) a

60 (74.93 ± 0.72) a

41 (53.46 ± 2.39) b

40 (61.41 ± 1.10) a 

46 (75.90 ± 1.35) b 

55 (91.07 ± 1.56) c 

39 (93.01 ± 3.55) c 

34 (85.97 ± 1.01) a 

22 (83.65 ± 1.15) ab 

43 (79.07 ± 2.57) bc 

30 (76.97 ± 1.19) c 

Three replicate experiments were performed per treatment. Numbers in parentheses represent respective rates ( x s± ), while 

other numbers represent total embryo numbers of three replicates. Within a column, the rates with different superscripts are 
significantly different from each other (P<0.05). 

表 5  电转缓冲液对电穿孔效率的影响 
Table 5  Electroporation efficiency of different electroporation buffers 

Electroporation 
buffer 

Number of 
electroporated embryos 

Number of  
surviving embryos

Number of  
Cy3 positive embryos

Number of surviving 
positive embryos to blastocyst

KSOM 

PBS 

opti-MEM 

61 

74 

71 

45 (75.16 ± 2.95) 

50 (68.34 ± 1.53) 

51 (73.80 ± 3.09) 

20 (45.74 ± 3.24) a 

36 (72.08 ± 3.53) b 

46 (91.71 ± 1.84) c 

17 (89.67 ± 1.82) a 

 7 (22.41 ± 2.48) b 

37 (82.87 ± 2.00) a 

Three replicate experiments were performed per treatment. Numbers in parentheses represent respective rates ( x s± ), while 

other numbers represent total embryo numbers of three replicates. Within a column, the rates with different superscripts are 
significantly different from each other (P<0.05). 
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图 2  电穿孔转染小鼠附植前各时期胚胎 
Fig. 2  Electroporation of mouse embryos in various stages with Cy3-labeled negative control siRNA. Bar=40 μm. 
(A−C) Embryos electroporated at 2-cell stage. (D−F) Embryos electroporated at 4-cell stage. (G−I) Embryos 
electroporated at 8-cell stage. (J−L) Embryos electroporated at morula stage. (M−O) Embryos electroporated at 
blastocyst stage. 
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3  讨论 

透明带对于胚胎在体内的正常发育是非常

重要的[14-15]，然而将透明带完整的胚胎，即实验

设计中未处理的实验组胚胎直接用于电穿孔时

转染效率很低，并且通过荧光显微镜观察发现

电穿孔后的胚胎在透明带上有异常荧光亮点 

(图 1)，荧光直接反映的是所标记的 siRNA 的位

置，因此异常的荧光亮点说明 siRNA 很少能穿透

透明带进入胚胎细胞内部，而是在透明带上形成

聚集，造成假阳性转染。 

尽管去除透明带，即消化 30 s 后的小鼠原核

胚在体外培养中也能成功发育到囊胚，但是发育

率显著低于透明带完整的胚胎 (表 1)。并且去除

透明带的胚胎容易黏附于吸卵针管壁内，在清洗

和转移过程中极易受到损伤，这也在一定程度上

降低了胚胎利用率，增加了实验成本，因此尽管

存活胚胎的 Cy3 阳性率即转染率较高 (表 1)，但

我们依然放弃完全去除透明带的方案。我们采用

一方面对透明带进行适度弱化，另一方面提高电

穿孔时的电压，优化脉冲时间和脉冲次数。

Grabarek 等 [16]在使用电穿孔方法向胚胎导入

dsRNA (double-stranded RNA ) 时采用 10 V 电

压，然而通过表 2 可以看出 30 V 电压的胚胎存

活率相比 10 V 有所降低，但是牺牲的存活率获

得的是显著提高的阳性转染率，这使得采用此方

法进行 RNA 干扰的实验结果的可信度大为增

强。电压再高，则转染后的胚胎存活率会显著降

低[17]，这一点从表 2 中也可以看出。 

脉冲时间对转染效率也有较大影响，脉冲时

间的延长可以提高阳性转染率，但是脉冲时间过

长会导致胚胎局部过热从而对胚胎造成不可恢

复的损伤，同时在瞬时微孔的持续期间所引起的

胚胎与电转缓冲液之间的物质交换，也可能造成

胚胎内部稳态的破坏，从而导致胚胎存活率下

降[18]。脉冲时间太短则不能使足够的 siRNA 进

入胚胎内部[19]。通过实验可以看出，脉冲时间从

600 μs 延长至 1 ms 时，阳性转染率逐渐增加。

继续延长脉冲时间，转染率提高不显著，但是胚

胎存活率开始显著下降 (表 3)。 

实验证明大多数细胞在脉冲次数为 2~4次的

条件下可以取得较为理想的转染效果。脉冲次数

的增加一方面增加穿孔数量，另一方面脉冲次数

的增加也提高了脉冲触发电渗透、内吞等运输方

式的概率[20]。实验数据表明 (表 4)，对于弱化了

透明带的胚胎，在综合考虑转染效率、胚胎存活

率和囊胚发育率的情况下，3 次脉冲可以获得较

好的转染效果。 

我们也测试了几种候选的电转缓冲液。使用

KSOM 培养液直接作为电转缓冲液用于电穿孔

时，在两电极间产生大量絮状沉淀，这在很大程

度上降低了胚胎对 siRNA 的摄入；使用 PBS 作

为电转缓冲液时有少量沉淀，且存活胚胎的囊胚

发育率极低，原因可能是胚胎受电击后产生的瞬

时微孔使缓冲液组分能直接进入胚胎内，因此使

用与细胞质组分差异较大的缓冲液会造成胚胎

发育率降低；使用 opti-MEM 作为电转缓冲液时

未观察到明显沉淀物生成，且电转后胚胎发育形

态良好。 

由此我们确定了通过电穿孔方法向小鼠受

精卵导入 siRNA 的技术路线，即首先使用台氏液

对胚胎透明带进行弱化处理，消化时间为 10 s。

进而对透明带弱化后的胚胎进行电转染，电转缓
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冲液使用 opti-MEM 并结合 siPORT 转染试剂，

电穿孔参数设定为电压 30 V，脉冲时间 1 ms，

脉冲次数 3 次。使用此方法又转染了小鼠附植前

其他时期胚胎，包括 2-cell、4-cell、8-cell、桑椹

胚和囊胚，均取得良好效果，胚胎发育形态也未

观察到任何异常。总之，本研究建立并优化了一

种 siRNA 简便、高效转染小鼠附植前胚胎的方

法，为采用由 siRNA 介导的 RNAi 技术研究基因

在小鼠附植前胚胎中的功能提供了技术参考。 
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