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2N-4N 嵌合体小鼠及其在基因功能研究上的应用
周汝江 1 ， 2 ，陈建泉 l ，成国祥 l * ，胡 以平 2

( I 上海转基因研究中心， 上海 201203; 2 解放军第二军医大学细胞生物学教研室，上海 200433 )

摘 要: 2N-4N嵌合体是由二倍体 (2N ) 的胚胎细胞(或 ES 细胞 )与四倍体 (4N) 的胚胎

细胞组构成的一种拯救型嵌合体。 这种嵌合体由于4N胚胎细胞独特的胚外组织发育特性，从而可

获得完全源自 2N细胞成份的仔鼠(或胎儿)。 这一特性最终在 ES 细胞转基因的基因功能研究中极

具重要价值。综述了 2N-4N 嵌合体研究进展及其在基因功能研究领域的应用 。
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小鼠 4N 胚胎的着床率虽高， 但左育至娃振中

期的胎儿(4N)往往出现典型的面颅部畸型，且几乎

不能发育至足月 (development to term)。当以 4N 胚

胎与 2N 的胚胎(或ES 细胞)制作嵌合体时，既可由 2N

胚胎细胞的存在拯救 4N胚胎的发育 ， 又可因 4N 胚

胎细胞独特的胚外组织发育特性，对胚外组织发育

功能缺陷的 2N 胚胎(或 ES 细胞)加以拯救 。 由此组

构成的 2N-4N 拯救型嵌合体(resc山ng chimera) , 4N 

胚胎细胞几乎不参与胎儿组织的发育，从而最终可获

得完全源自 2N 胚胎(或 ES 细胞)的成活小鼠 。

ES 细胞是一科全能性的干细胞，以 ES 细胞介

导的转基因方法制作嵌合体小鼠模型， 为基因功能的

研究开辟了一条重要途径。当采用常规的 ES-2N(ES

细胞与 2N 胚胎嵌合)嵌合技术时，因产生的后代为

嵌合体， 一般需要经过繁琐的繁育后，方可获得模

型小鼠:其次，因单倍性不足(haploinsuf-ficiency)引

起的早期胚胎致死，限制了对纯合子效应的进一步研

究;此外， 在研究胚外组织发育相关基因的功能缺

失试验中 ， 经繁育得到的纯合子胚胎，因着床或胚

外组织发育缺陷，而无法获得存活的纯合子小鼠 。

2N-4N 嵌合技术，凭借其独有的优势，可以克服 ES-

2N嵌合技术上存在的上述不足，从而成为基因功能研

究的另一个备择手段 。

1 2N-4N 嵌合胚的制作

自然界，哺乳动物自发产生 4N 胚胎的比率极

低。在实验室条件下， 一般可由 2N 胚胎、经人

工诱导(包括化学、生物及物理等方法)后，获得胚
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胎细胞基因型均一的纯合 (homozygous)4N 胚胎。

细胞松弛素 B(CB) [ I ， 2]可抑制胚胎细胞胞质分

裂、而不影响核 DNA 正常复制，从而可获得 4N 胚

胎，但有时却易出现 2N 与 4N 胚胎细胞的镶嵌

(mosaic)现象[2~ 借助植物凝集素介导 4-cell 期胚胎

细胞成对聚合[坷 ， 并以 45% 聚乙二醇促使其融合，亦

可获得 4N 胚胎，但存在化学试剂对胚胎的毒性与

发育阻滞性的问题;灭活的仙台病毒虽可介导 2-cell

期胚胎细胞融合获得 4N 胚胎[明，但具有潜在的致病

性;显微注射法[6]制作 4N 胚胎，对胚胎细胞的损伤

较大 ， 故终效率极低;电融合法制作 4N 胚胎[7]则

是以电流破坏 2-cell 胚胎细胞间的质膜，促使其融

合形成 4N 胚胎。因电融合法操作程序简便 ， 经发

育获得 4N 囊胚的比例较高[73]，且同时克服了其他

制作方法的不足，故它是目前最可行的 4N 胚胎制

作方法。

与常规嵌合胚的制作相似 目前主要通过聚合法

与显微注射法制备 2N-4N 嵌合胚。

正常 2N 小鼠的胚胎一般发育至 今cell 期即发生

极化(polarization)，到 8-cell 期后期，由于胚胎细胞

间的致密化(compaction)而连接紧密，对其它来源

细胞的粘附则下降，因而在以聚合法制作嵌合胚

(又称为聚合胚(aggreg ates) )时， 一般选用未致

密化的 8-cell 早期胚胎:4N 胚胎因提前于 4-cell 后期

发生致密化， 故选用 4-cell 早期的 4N 胚胎制作聚合
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图 1 2N (ES ) -4N 聚合胚制作示意图 ( 自拼 )

a )胚胎型的 2 N-4N 聚合胚制作中 ， 麻点与黑色部分实指同手中胚

胎 。 b ) 胚胎型的 E 1 2 . 5 天孕体中，胎儿(黑色部分)与卵黄囊

中胚层(斜线部分内层) 为 2N 胚胎( 8- c e ll ) 来源 ; 胎盘斜线部

分〉与卵黄囊内胚层(斜线部分外层〉为 2N 胚胎(8 - c e l l ) 与 4 N

胚胎来源细胞的嵌合分布; c)E S 细胞聚合得到的 E 1 2 . 5 天孕体

中，胎儿 (黑色部分 ) 与卵黄囊中胚层 (斜线部分内层)为

ES 细胞来源 ; 胎盘 ( 未着色)与卵黄囊内胚层(斜线部分 内

层)为 4N 胚胎来源。

胚。在制作由 2N 胚胎细胞与 4N 胚胎细胞组构成的

胚胎型 2N-4N 聚合胚时， 一般待透明带去除后，可

将完整的 2N 与 4N 裸胚以 1 : 1 组合直接聚合 ; ES 

细胞(或内细胞团(ICM))与 4N 胚胎细胞组构成的 ES

(ICM) -4N 聚合胚的制作，则倾向于采用"三明治 "

(sandwich)方式 ， 即在 2枚 4N裸胚中间夹 1 团 ES 细

胞(或 ICM)来完成。 聚合胚在体外培养至囊胚后，移

入受体子宫，即可获得若干娃振中、后期的孕体

( con ceptus，包括胎儿与胚外组织)、乃至成活仔鼠

(参照图 1)。囊胚注射法是另一种制作 ES(ICM)-4N

嵌合胚的方法，采用显微注射法可直接将一定数量的

ES 细胞(或 ICM 细胞)注入 4N 胚胎囊胚腔， 移入受

体子宫后同样可获得着床后孕体及仔鼠 。

2 2N-4N 嵌合胚的发育
2.1 胚胎型 2N-4N 嵌合胚

2N-4N 嵌合胚的显著特性在于 : 4N 胚胎来源

的细胞具有胚外组织限制性的分布方式 。 最早，在

以单个 4N 胚胎细胞(2N 2-cell 期胚胎经仙台病毒融

合得到)与单个 2N 2-cell 期胚胎细胞聚合的试验中，

所获发育足月的仔鼠中无一检测到任何源自 4N胚胎

的细胞[4~ 随后的研究表明 ， 4N 胚胎来源的细胞几

乎存在于嵌合胚的胚外组织中 [21 。

对 2N-4N 聚合胚的三维重构动态研究表明 I9] ，

聚合胚形成早期，构成聚合胚的2N与 4N两团细胞各

自发生增殖， 但几乎不混杂。当发育至胚龄 3.5 天(即

E3 . 5 天)时， 囊胚腔形成后， 2N 、 4N 细胞开始出现混

杂，并且囊胚腔周 围 的壁滋养外胚层 (mural

trophoectderm ，缩写为 mTE)、极滋养外胚层(polar

trophoectoderrn ， 缩写为 pTE)及内细胞团(ICM)三处

细胞中始终有 4N 细胞的存在 [I01( 参照图 1 ) ，其中

以 mTE 中比例最高， ICM 中最低 。 4N 细胞的这种

早期 mTE 的分布倾向，可能是其在后续发育期发生

限制性组织分布的主要原因之一。 这种倾向性分布

主要根源于 4N 胚胎细胞的染色体倍性，而与聚合开

始时 2N 、 4N 胚胎细胞的体积大小无关[10 . 1 1 ， 1 21 。

晚期囊胚(E4 . 5 天)时， 4N 细胞在整个嵌合胚中

所占的比例由 E3.5 天的 25.1 % 降至 10.0%[1坷，其中

ICM 中由 2 1. 0% 降至 1 3.3 %，滋养外胚层(TE，包括

mTE及 pTE)中由 26.8%骤降至 8.2% 。 嵌合囊胚ICM

中的 4N 细胞比例明显减少，最可能的原因在于发生

了针对 4N 细胞的负选择[ 131 (negative selection: 正常

胚胎发育中的一种现象 ， 其分子机制可能在于不同

胚层细胞间的信号识别机制存在着差异 ) ，以致引

起 4N 细胞的选择性调亡或增殖能力丧失。 TE 中 4N

细胞减少的比例高于 ICM 中，其原因在于 TE 中 4N

细胞负选择的机制可能与 ICM 中有所不同 ， 或者由

于 E4 . 5 天囊胚的 TE 细胞变大，而造成统计上的误

差。

由于受技术条件的限制 ， 对晚期嵌合囊胚 ICM

的原始内胚层(primary endoderm，又称下胚层)和原始

外胚层(primary ectoderm ， 又称上胚层)中 4N 胚胎

来源细胞的具体分布以及往后的动态变化， 目前仍尚

未搞 清。

嵌合胚发育至 E7 . 5 天， 形成的胚胎相对较小，

并且发育受到一定的阻滞: E12.5 天，胎盘相对大而

重，而胎儿大小则与正常 2N 胚胎的相接近[ 1 4 . 1凡 对

这种发育变化的可能解释是:由于在孕体水平上发生

的负选择 ， 部分 4N 细胞可能并未完全自原始外胚

层中排斥干净，乃至影响到 E7 . 5 天胚胎的正常发

育 ， 随着负选择的增强， 4N 细胞逐渐自胎儿组织

中消除， E12 . 5 天胎儿的发育则恢复至正常 : 部分

形态异常的胎儿可能无法幸存于这种负选择 ， 而于

E7.5-EI2.5 天间死亡。

James 等的研究表明 [1 41 : 在 E7 . 5 天与 E12.5 天

的 2N-4N 嵌合胚中， 4N 胚胎来源的细胞具有相似

的胚外组织分布特性，即主要分布至原始内胚层 、

TE 及其衍生的细胞系中， 如卵黄囊内胚层(yolk sac 

endoderm)与胎盘滋养层(placenta trophobalst)) 。由
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于 4N 胚胎细胞的平均体积要大于相同胚龄的正常

2N胚胎细胞[1町，因而 E12.5 天的 2N-4N嵌合胚的胎

盘相对较重。嵌合胚中 2N 胚胎来源的细胞[ l 4] ， 除

主要分布至原始外胚层及其衍生的胎儿组织

(embryo) 、 羊膜(amnion)、尿囊(allantoi s)及卵黄囊

中胚层(yolk sac mesoderm)组织外 ， 在原始内胚层

及 TE 衍生的组织中往往也存在 : 到 E1 2. 5 天，胎

儿组织完全源自 2N 胚胎:胚外组织中，除羊膜、

尿囊及卵黄囊中胚层外， 一般多以 2N 与 4N 胚胎来

源细胞的嵌合分布存在(见图 1 ) 。 随着胎儿器官发

生的接近完成(E13.5-E14.0 天)， 4N 胚胎细胞的这

种发育(分布)模式一直贯穿于整个小鼠胚胎的后续

发育过程，直至最终完全 2N 胚胎来源小鼠的出

生。

2.2 ES-4N 嵌合胚

对 ES-2N 嵌合胚的研究表明 ， 注入囊胚腔或与

8-cell 期胚胎细胞聚合后的 ES 细胞，通常能够分化

形成包括生殖细胞系在内的所有嵌合体的组织细胞，

但在不同细胞谱系之间的分配上却存在着较大差

异。一般而言 ， ES 细胞能够参与形成嵌合体原始

外胚层细胞系的发育，但其参与原始内胚层与 TE

细胞系发育的潜能则有限[1飞在胚胎型的 2N-4N 嵌

合时 ， 4N 胚胎细胞具有独特的原始内胚层与 TE 细

胞系的倾向性分布(发育)特性，这种发育潜能

恰好与 ES细胞的参与原始外胚层细胞系的发育潜能

相互补，将二者组构成 ES-4N 嵌合体，则可以更

好满足胚胎完整发育的要求 ， 并同时对 4N 胚胎的

未能足月发育加以拯救 。

Nagy 利用 D3 ES 细胞、 αES 细胞及囊胚 ICM

分别制备了 ES-4N 与 ICM-4N 聚合胚[18J。对 E13.5

天孕体的 DNA 原位杂交结果表明 : 胚外部分的胎

盘滋养层及卵黄囊内胚层组织几乎完全源自 4N 胚

胎，这一点与胚胎型 2N-4N 嵌合胚的胎盘等组织中

( 2N 与 4N 胚胎来源细胞) 的嵌合分布有所差异

(见图 1) 0 ES 细胞来源的细胞不出现于上述胚外

组织中 ， 似乎表明 ES 细胞相对于 2N 胚胎细胞的发

育全能性己有所不同，或者因为 ES 细胞与 2N 胚胎

细胞以及 ES 细胞与 4N 胚胎细胞组成嵌合体时， 其

细胞相互作用的环境发生了变化 。 对出生后小鼠

(均死亡)主要脏器的磷酸葡萄糖异构酶 -1 ( GPI) 

分析证实，它们几乎完全源自 ES 细胞或 ICM 。

小鼠 ES 细胞通常是由囊胚期的 ICM、经体外

分化抑制培养获得的 。 当经历多次培养、传代乃至

遗传操作后，由于受一些不良因子(如培养基中的

胎牛血清等)的影响 ， 细胞的分化潜能，尤其是

参与嵌合体生殖细胞系发育的能力可能会下降。 但

迄今为止，对于 ES 细胞的分化全能性与其生殖细

胞系传递能力之间是否存在着平行关系，尚不明

确。另外，在长期培养传代的 ES 细胞中，印迹基

因(imprinted genes)的表达经常出现紊乱[1例，如父源表

达的 Igρ 基因， 在培养过程中，则可能因母源位点

甲基化而导致母源表达， 且这种甲基化后的表达模

式可以经嵌合体体内分化后传递到后代 "ES 仔鼠"

(完全 ES 细胞来源)，由此将对动物的出生及出

生后的表型产生诸多影响，如"胎儿过大综合征"等

引起的出生困难或出生后死亡等。

鉴于最初ES-4N嵌合获得的ES仔鼠均于出生后

死亡，而与该 ES 细胞系具相同基因型的 ICM 细胞产

生的小鼠则可以存活[17J ， Nagy 改用了不同代次的

及不同来源的 ES 细胞系制作 ES-4N 嵌合体 ， 经研

究发现Im]，所采用的 4 个 ES 细胞系中有 3 个能够着

床发育，其中有 2 个能够发育至足月 ，但唯早期 R1

ES 细胞系(14 代以内)及其亚克隆的细胞(相当于原

细胞系 24 代) 产生的后代存活并发育至成年。后

来，利用多次传代的甘2 ES 细胞系与 4N胚胎 (CB

处理产生)聚合 ， Ued a 也能获得存活至成年的、

并可实现生殖细胞系传递的 ES 仔鼠[21J 。 从而在不

同的 ES 细胞系之间，同一 ES 细胞系的不同代次之

间以及相同基因型的 ES细胞系与 ICM细胞之间，它

们分化形成 ES-4N 嵌合体个体组织的能力上确实存

在着很大的差异 ， 并且在因印迹基因表达异常的后

遗传不稳定的 问题上 ， 它们之间的表现也有所不

同 。

此外， ES 细胞来源小鼠品系的遗传背景也可能

对出生后 ES 仔鼠的表型产生影响。 Eggan[22J研究发

现: 近交系(小鼠)ES 细胞系所获得的 ES 仔鼠出生

时， 往往出现诸如"呼吸窘迫" 等不良表型 : 但

当采用杂 FI 代(小 鼠品系) ES 细胞时，获得的 ES 仔

鼠一般则无 ES 细胞核移植(克隆)小鼠出现的"胎儿

过大综合征"。 以 B6129S6 杂交 FI 代背景 ES 细胞

获得的 ES 仔鼠为例，除了体重及红细胞比容与正常

对照鼠略有差异外，该小鼠的主要形态、生理及行

为特征均表现正常[刀]。

3 2N-4N 嵌合技术在基因功能研究中的

应用
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因 4N 细胞独特的胚外组织分布方式，以及 ES

细胞与 4N胚胎具有明显的发育互补性，使得 2N-4N

嵌合技术成为研究胚胎发育中胎儿与胚外组织基因

功能的重要手段 。 特别当采用 ES 细胞介导中靶突

变(targeted mutation)时，携有突变细胞的动物(或

胚胎〉将会出现一定的表型性状(phenotype) ， 借助

表型分析，我们有可能对机体内各种生化径路中相

关基因的功能与调控问题进行系统的研究 。

3.1 获得一般成活突变小鼠

通过DNA的同源重组以及 ES-2N嵌合技术，可

以获得所需的转基因小鼠模型。但目前该技术路线

的障碍主要在于，当采用的 ES 细胞经过多次传代

及多轮转染、 筛选后，其参与生殖细胞系发育的能

力往往显著下降，以至可能无法将突变基因传递至

后代，从而得不到所需的转基因小鼠。采用未经转

染的野生型(wide type)ES 细胞与 4N 胚胎嵌合 ， 一

般可获得成活的、并可实现生殖细胞系传递的小

鼠，故能否通过转基因的 ES 细胞与 4N 胚胎组构成

ES-4N 嵌合体，来获得完全源自突变 ES 细胞系的小

鼠模型?实际上，通过该途径目前已成功实现了小

鼠模型的制作。 最早， Wang Zhao-qi [24] 以 4N 胚胎

囊胚腔注入中靶突变 ES 细胞的方法，获得了 3 只转

c-fos 基因小鼠，其中 2 只能够传递目的基因至后

代 : 在获得的 4 只缺失 Fos 蛋白相关抗原 1 基因的

模型鼠中， 3 只能够实现生殖系传递:此外，通

过这种方法， Seibler 也获得了定点打靶的 Cre 报告鼠

(indicator mice) , 该小鼠在 Cre-lox P 诱导重组系统

中发挥着重要作用 [25] 。

ES-4N 嵌合体小鼠模型的优势在于 : 相对于

ES-2N 嵌合小 鼠， ES-4N 嵌合小鼠一般不混杂野生

型 2N 或 4N 胚胎来源的细胞系 ， 特别当采用等位基

因双中靶突变的 ES 细胞时 ， 所获得的动物则完全

为中靶突变的纯合子，由此可以避开表型分析时野

生型细胞的背景干扰。 尽管这种纯合子的获得效率

并不高 ， 且具有明显的因 ES 细胞后遗传不稳定所

带来的问题 ， 但因为具有无需生殖细胞系传递的优

点，从而可将模型鼠的获得时间由 14 个月缩短至 4-

6 个月 [23 . 25] 。

但是为获得成活仔鼠 ， ES 细胞涉及的突变必

须不影响出生前胚胎(胎儿与胚外组织)的表型 ，

即为胚胎非致死性突变，这样获得的动物方可能正

常出生。 嵌合体小鼠出生后，除直接供表型研究外，

若中靶突变不涉及出生后的成体表型，则可待其活至

成年、经正常繁育后 ， 继续供分析 。 此外，为避

免 ES 细胞后遗传不稳定引起的小鼠异常表型，并

由此减少这种异常表型对中靶突变表型分析产生的

干扰，所用的 ES 细胞系最好为早期传代的、且具

有良好的发育潜能。当然，杂交品系小鼠来源的 ES

细胞系则也可尝试使用 。

3.2 获得经 ES 细胞系发育的饪赈早、中期胎儿

采用早期传代的 ES细胞制作ES-4N嵌合体，尽

管并不一定能够获得成活乃至生殖细胞系传递的小

鼠模型 ， 但却较易获得娃振早、中期的胎儿。由

此，我们可以在无需生殖系传递的等待以及经过繁

琐的繁育(主要指 ES-2N ) 的情况下，即可于短期

内，获得关于该基因功能的基本信息，并同时降低

所需实验小鼠群体的大小。 近期， Kunath 等结合 ES-

4N 嵌合与最新的 RNAi 技术，实现了胎儿体内内源

性 p120-Ras GTPase 酶激活蛋白 (RasGAP)基因的沉

默[町 ， 并且其表型与以前报道的 Rasal 无义突变表

型相一致。

利用 ES-4N 嵌合后胎儿的易获得性，还可以对

无法实现生殖系传递的胎儿致死表型直接进行研

究。 对于预期致死的功能获得性显性突变(如转基

因过度异位表达)，则无需运用繁杂的条件或诱导

打靶策略:对于功能丧失性突变，则可直接对 ES

细胞衍生的胎儿致死表型进行观察，由此可能揭示

出该基因在胎儿细胞系发育中的一些基本功能。重

要的是 ， 在杂合子状态亦呈现致死效应(单倍性不

足〉的突变表型研究上 ， 它提供了唯一研究基因纯

合子效应的方法[27J 0 实际上，对 VEGF 参与胎儿

血管发育功能的阐明， 正是得益于对这种胎儿致死

表型的研究。

此外，利用 ES-4N 嵌合胚着床后发育相对较高

的特性 ， 还可以对新建 ES 细胞系的发育潜能进行

检验，并可筛选最适合作多轮基因转染的 ES 细胞。

Nagy利用该项技术，筛选出发育潜能性较佳的Rl ES 

细胞系及其亚克隆细胞[2 l ]，并同时证明，培养过程

中 ES 细胞全能性的丧失只是局部性的 。 Rl ES 细胞

系目前已广泛应用于基因打靶实验 ， 它极好的分化

性能己被大量实验所证实[川口9] 。

3.3 拯救胚外组织发育突变表型

在所有调控胚胎发育的功能基因中，有一类控

制胚胎着床及胚外组织发育的基因，当它们发生突

变 (自 发或诱导)时， 由此形成的胚胎会丧失着床

及着床后发育的能力。当以正常的 4N 胚胎与这类
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智 ;? 2N叫叫N I说年如附

:全布→⑨丁 二二
叫1+Cf-γ 2N-4N聚 -合j胚 2N

+di 
313 j 

图 2 " 胚胎拯救法" 示意图 ( 引自文献 30 )

存在缺陷的胚胎(2N)聚合后，可以对后者的致死表

型进行拯救，使之完成着床及后续发育，从而最终

获得成活动物 。

具体而言 ， 在利用 ES-2N 嵌合技术研究胚外组

织发育相关基因功能缺失的实验中， 首先由不同的

ES-2N 嵌合组合(突变 ES 细胞与野生型胚胎嵌合 ，

以及野生型 ES 细胞与突变杂合子胚胎嵌合)后获

得嵌合胚表型的不同(前者正常 ，同时后者异

常)，我们即可初步确定这类基因在胚外组织发育

中的功能: 其次，在由杂合子交配得到纯合子小鼠

时，等位基因双缺失的纯合子胚胎可能无法着床或

表现胚外组织发育缺陷，从而无法获得出生后的纯

合子动物。借助于基因分型 C geno typing ) 与 2N-

4N 嵌合技术，我们可获得由纯合子胚胎细胞与野

生型的 4N 胚胎细胞所组构成的 2N-4N 聚合胚，由

此得到存活的纯合子小 鼠[301 (见 图 2) 。 此外 ， 对同

样实验中获得的等位基因双缺失的 ES 细胞 ， 则也

可直接于 ES-4N 嵌合后，获得成活纯合子小 鼠。

在对哺乳动物囊胚滋胚层的分化、 演变过程

中 一些转录因子及细胞因子 的功能研究方面，

2N-4N 嵌合技术具有其独到的优势与作用 。 通过

这种特异的"4N 胚胎拯救法 "， Gui ll ement 首先

阐明了 Mash-2 基因在哺乳动物胚胎胚外组织发育

中的关键作用 [311 。其他如 Ets 2 ， E s trrb , Hnf , 

Handl , mK8, Brcal, FAK, Rb, TBP, Kinase-2, Keratin-8 

等基因功能的研究也得益于这种技术体系[30，32-35 1 。 很

明显 ， 本研究主要针对一些在胚外组织表达并发挥

功能、而在胎儿组织不表达或无作用的基因，这样

不会影响到胎儿表型。

3.4 以突变 ES 细胞系克隆模型小鼠

目前通过体细胞核移植获得克隆鼠的总成功率

卵母细胞供体鼠 i林巳细胞供体鼠

~、 ~

{t2且?

• JL匾尬 • 

~隆卧削小l、鼠出生

o巧吸取供核 • t 
~- .~移

\ \. ICM f 
百叫↓培即瞅f注手 A、 分州离 A血、商
②伊培瞅养⑦→队J→ @→忠3裂蜒
2乞-c饵ell 亟构囊胚民贴l飞j l唯1苦专 ES纠纬细11胞l 4N囊胚

图 3 " 二步克隆法" 示意 图 ( 自 绘 )

一般为 1 %~4%。同其他动物的克隆一样，问题主

要在于供核细胞的重编程(reprogramming)不全或错

误， 导致绝大多数的克隆胚死于着床后发育早期，或

者表现典型的胚外组织发育不全，如胎盘的结构异

常等 。 此外 ， 胚胎体外培养过程引起的印迹基因表

达异常， 造成大量克隆动物初生重严重增加等发育畸

型 ， 这些因素均使得克隆动物的成活率急剧下降 。

因 ES 细胞具分化全能性，而可能易于重编程 ，

以 ES 细胞作供核细胞的核移植成功率相对体细胞要

高得多。尽管如此 ， ES 细胞克隆动物也往往面临

体细胞克隆所遇到的大量问题 ， 特别是采用 ES 细

胞后遗传状态的不稳定 ， 引起大量 ES 克隆鼠的难

产及出生后异常[23 1 。

考虑到 ES 细胞作核移植存在的上述不足 ，

Hochedlinger 利用经改进后的两步克隆法[361 (见图匀，

最终获得了由高度分化的淋巴细胞克隆得到的个体，

且成功率较高。其设想在于 : C 1 ) 4N 胚胎可能

对克隆胚胎胚外组织的发育异常进行拯救; C 2 ) 

采用 ES 细胞中介，使得重构胚(reconstructed embryo) 

基因组的激活可以不受时间制约，或者能够自培养的

克隆囊胚中选择基因组己成功激活的细胞，从而最终

对重编程有利 。 根据这一原理，在利用中靶突变的

ES 细胞进行核移植得到重构胚时，再引入4N胚胎与

之组构成 2N-4N嵌合胚， 有可能使得该途径获得 ES

仔鼠的成功率得到提高， 而成为制作基因剔除动物

模型的另一个有效途径。这些均有待进一步证实。

4 问题与展望

4.1 限制性分布机制的研究

尽管许多研究者对2N-4N嵌合体内4N细胞的限

制性组织分布的成因进行了探讨， 但目前尚未形成统
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一的结论 。 此外， Yuji Goto 等[37 J获得的关于 4N 胚

胎细胞可能大量存在于嵌合胚胎儿组织的结论，尚有

待验证。在 2N-4N 嵌合技术的实际应用 中 ， 这一

点有可能对完全 2N 来源动物的得率产生不良影响 。

4 .2 ES 细胞后遗传不稳定性的研究

目前，利用 ES-4N 嵌合技术 (包括核移植程

序)制备 ES 仔鼠的主要障碍在于 ES 细胞后遗传的

不稳定，以至大多数小鼠无法正常出生并活至成年 [ 1 7.

19 .且 38J ，从而使得成活模型小鼠的获得率偏低。采

用 ES-2N 嵌合技术，则极少出现相应的后遗传不稳

定所带来的后果 ， 其可能原因在于 2N 胚胎中的部

分细胞参与了胎儿组织的发育 ， 从而有可能对嵌合

胎儿中印迹基因的表达异常进行了纠正。随着对胚

胎干细胞研究的不断深入，全新的 ES 细胞分离、建

系和遗传操作等技术的建立有望突破这一瓶颈。

ES-4N 嵌合技术获得存活小鼠的生殖系传递能

力要高于 ES-2N 嵌合技术，这似乎意味着，相同

ES 细胞系在与 2N胚胎及 4N 胚胎组构成嵌合体时，

其参与形成嵌合体生殖细胞系发育的能力上表现不

同，这种差异是否源于 2N及 4N胚胎细胞在诱导 ES

细胞向生殖细胞分化机制上的不同? 我们 目前尚不

得而知。利用 ES-4N 嵌合技术研究基因功能，尽

管存在着一定的优势，但它仍不足以完全取代经典的

ES-2N 嵌合方法，只有将二者有机地加以结合以及整

合上其它的一些功能研究手段，我们对生物体基因组

功能的认识才会更全面、更清晰 。
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D iploid-tetraploid Chimera Mouse an d Its Applications in the 

Study of Gene Fundion 

ZHOU R u Jiang 1
•
2, CHEN Jian Quan 1, CHENG Guo Xiang 1*, H U Yi Ping2 

( 'Shanghai Transgenic Research Center, Shanghai 201203, China; 2Research and Teaching lnstitute of Cell Biology, 

Department of Basic Medicines, Second Military Medical UniνerSI纱， Shanghai 200433, China ) 

Abstract: As a specific type of rescuing chimerism , diploid-tetr aploid aggregation approach 

usually results in pure animals derived predornintly from diploid component, w hich fulfills its wide 

appl ication in gene expression and control research . This review hereby summerizes cuηent dip­

lo id-tetraploid research progresses and its possible applications in gene function, mean while , the 

relevant prospective has also been envisaged objectively . 

Key wor ds: diploid-tetraploid chimera mouse; gene function 
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