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大小鼠异种间嵌合胚的培养和移植

张锁链 斯豆豆 霎玉洁 旭日千

(呼和~~斗特，内蒙古大学实验动物研究中心 010021) 

已有文献指出，异种间嵌合体动物的tljl] 作

不仅能够用于研究细胞谱系及其在胚胎发育过

程中的相互作用，而且还能为研究和探索种间

隔离进而培育出新的物种提供可能 的 技 术途

径(1)。然而这项技术在作成嵌合体的过程中 ，

特别是在嵌合胚的培养和移植等方面仍有许多

技术上的问题有待进一步探索。

本文采用聚合法(Aggregation method)使

大鼠和小鼠的早期胚胎聚合为一体，然后用含

有胎牛血清(FCS) 的 Whitten 溶液进行体外培

养获得了比较高的发育率，并把部分发育到囊

胚期的大小鼠异种间嵌合胚分另IJ移植给假孕处

理的受体大鼠和受体小鼠， 均 得 到了着床结

果。现将实验结果报告如下z

材料和 方法

1. 实验动物 供胚鼠为 8一13 周龄的 Wistar

Imamichi 大鼠和 ICR 小鼠。受体融为 8 周龄以上未经

产的同种大鼠或小鼠。供受{本鼠均为本研究中心饲养

的清洁级标准化实验动物。

2. 胚胎的采集 大鼠为 自然排卵，小 ffilt 用

PMSG-HCG Æìl.排处理。分别从交配后的第 4 ， 第 3

天大，小鼠 f宫、 输卵管中采卵 ， 然后选出发育正常

的 8-16 细胞期胚胎备用。

3. 嵌合胚的制作和培养 将新采集的胚胎 直接

放入含有 0.4%PVP(聚乙烯毗咯;院嗣)的台民液 (pH

为 2 . 5)或含有 0 . 5% Pronase(链霉蛋白酶)的 PBS 溶

液中除去透明带。 5-10 分钟后取出无透明带的胚胎，

用含有 10%FCS 的 PBS 溶液反复冲洗 3 次 。 将大、

小鼠胚胎各取一枚， 用以下两种方法使两个胚胎互相

靠拢并聚合为一体。一是机械压力处理法，即在 V 型

孔塑料培养板的小孔中滴一小漓 Whitten 溶液，把聚

合用的两个胚胎移入其中，用毛细玻璃针(或吸管)使

两个胚胎互相靠拢， 然后用于培养。 二是联结剂处理

法， 即把聚合用的两个胚胎移入含有植物血球凝集素

P (0 . 00 5 mg/ml ) 的 Whitten 溶液中 ， 在 37 "C ， 5% 

CO2 培养箱中培养 30-40 分钟， 等到两个胚胎互相粘

联为一休后把联络剂 PHA 洗净，将胚胎继续培养。

纳续培养用培养基为 Whitten 和 PBS ， 均力日20%

的 FCS 。 培养时间为 48 小时。

4. 锻合胚的移植和移植结果的观察 选取发育

正常的褒胚期嵌合胚，用常规手术方法分别移植给假孕

第 4 天的大鼠和第 2 或第 3 天的小鼠的子宫角内， 每

只鼠移胚 8一12 枚。为了提高嵌合胚的着床率， 在以

大鼠为受体的部分实验中将异种间嵌合胚同正常的大

鼠胚进行了对照移植， 即在同一个受体， 一侧子宫角

移植嵌合胚， 另一侧子宫角移植同步发育的大鼠正常

胚。

所有的移胚鼠均在胚胎移植后的第 4-12 天作剖

腹检查， 统计移胚鼠的受胎率， 同时对胚胎的发育情

况进行解剖学观察。

结果

1. 用两种不同的聚合处理方法即 机械性

压力处理方法和联结剂 PHA 处理方法， 作成

的大小鼠异种间嵌合胚， 经含有 20%FCS 的

Whitten 溶液培养 48 小时后的发育情况 如表

1 和图版 1 ， 联结剂 PHA 处理法和机械性处

理法制作的嵌合胚的聚 合率分别为 97. 9 %

(48/49) 和 54.5% ( 2 4/44)，发 育率分别为

81. 3 %( 39 /48)和 83.3% (20/24)。两种处理法

在聚合效果上差异极显著(P< O.O l)。

2. 把以联结剂 PHA 处理法作成的大小鼠

异种问聚合胚 ，用两种不同的培养液即Whi tten

+ 20%FCS 和 PBS+ 20 % FCS 分别培养 48 小

时后，观察聚合胚在这两种培养液中的发育情
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表 1 不同的聚合处理方法对异种间嵌合

胚发育的影晌

处理组
聚合处理 聚合胚数 褒胚期发育'

胚数(对) (% ) 胚数(% ) 

PHA 处理 49 48(97 ， 9) 来 39 ( 81. 3) 

机械性处理 44 24(54.5 ) 20( 83 . 3) 

' 发育率是发育胚数与聚合胚数之比

• P <O . 01 

况。结果如表 2 ，在 Whitten 溶液中有80.8%

(42/52) 的嵌合胚发育为外形正常 的囊胚期胚

胎，发盲 率明显高于 PBS 组 的 48 .8 %( 20 /

4 1) 。

表 2 不同培养基对异种间嵌合胚发育的
影响

培养液 培养胚数 发育胚数(% ) 

Whitten + FCS 
PBS +FCS 

* P<0.0 1 

52 

41 

4'2( 80 . 8 ) . 

20 ( 48.8 ) 

3. 聚合胚培养 24 小时后， 选取发育为囊

胚期的胚胎进行移植，剖腹检查结果如 表 3十

5 所示E ①以大鼠为受体的饪振率和移植胚

胎的着床率分另IJ~为 100%( 7 / 7) 和 5 1. 3%(40 /

78)，以小鼠为受体的分 别为 87.5 % (1 4/ 16)

和 53.7%(65/1 21)。其任振率和移植胚胎 的

着床率在两种不同的受体之间没有显著差异。

②以大鼠为受体，胚胎移植后第 8 天(相 当于

娃振第 12 天)观察的 4 枚嵌合胚胎中， 只有 1

枚发育正常、体长为 12 mm ， 而另外 3 枚胚胎

均为退化胚(颜色发黑、无弹性、 个体小 )。 移

植后第 10-12 天共检查 22 枚胚胎， 结果全部

为退化胚。③以小鼠为受休，胚胎移植后第

7 天(相当于任摄第 1 0 天)观察 的 10 枚胚胎

中， 6 枚为发育正常的胚胎， 平均长度为 4 . 5

mm ， 其余 4 枚为退化胚。在移植后第 8-10

天检查的 26 枚胚胎中没有 1 枚是正常胚，均

为退化胚0

4. 把以本研究方法作成的大小鼠异种间

嵌合胚与同期大鼠自然交配的E常胚进行对照

移植，结果如表 6一7 ; ①嵌合胚和正常 胚的

表 3 异种间嵌合胚的带植结果

饪振鼠数 2干床胚数
受 体 受体数移胚数

(%) (%) 

大鼠

小鼠

表 4

检查*

时间

4 

6 

8 

10 

11 
12 

7 78 7 (100) 40(5 1. 3) 

16 121 14 (87.5) 65(53.7) 

异种问嵌合胚移植给受体大鼠后的

发育情况

检查胚(平均长度 mm)

合计 正常胚 退化胚

9 9(3.2) 。

4 4(1.0) 。

4 1( 12.0) 3(3.0) 

2 。 2(5.5) 

7 。 7(5.5) 

13 。 13(5.3) 

· 胚胎移植当日为第 0 天。

襄 5

检查*时间

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

异种间嵌合胚移植给受体小鼠的发
育情况

检查胚数(平均长度 mm )

合t 正常胚 退化胚

4 4(3.0) 。

3 2(4 . 0) 1(1. 0) 

7 6(4.2 ) 1( 2.0) 

10 6(4.5) 4(3.1) 

13 。 13(3. 7) 

3 。 2(4 .0) 

10 。 10( 1.0) 

'胚胎移植当日为第 0 天。

襄 6 异种间嵌合胚与同期大鼠正常胚在

移植胚胎

异种间嵌合胚

大鼠正常胚

假孕大鼠的着床率

移植胚数拿 着床胚数( %) 

47 

38 

20(42.6) 
25(65.8)* 

' 移植给 8 只受体大鼠的胚胎总数。· P<0 .05 。

移植后的 着床率分 别为 42.6 % (20/42)和

65.8%(25/38)，前者明显低于后者。②着床

的 20 枚嵌合胚中， 有 11 枚为正常发育的胚

胎， 其余的均为退化胚。但在着床的 25 枚正

常大鼠胚中， 有 17 枚为正常胚。其中 4 枚则
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3. Tachi 等通过电镜观察发现大鼠由来的

细胞和小鼠由来的细胞， 在嵌合胚中均能分化

为内细胞团以及滋养层细胞， 但是有倾向性，

大鼠由来的细胞更多地构成侧壁滋养层细胞，

而小鼠由来的细胞更多地构成为内细胞团[6 ] 。

他们指 出， 用聚合法制成的大小鼠异种间嵌合

胚， 即使移植到小鼠子宫内，也不能继续发

育， 并认为这可能是大鼠滋养层细胞与小鼠子

宫间存在着某些不适合因素所致。

本文虽然未作电镜观察， 但从移植实验的

结果来看， 无论是小鼠为受体， 还是用大鼠为

受体， 这种嵌合胚均能着床， 着床率在大鼠和

小鼠分别为 5 1. 3 %和 53.7 %。着床后的胚胎

一般能维持到饪振第 1 0 天， 平均体长在小鼠

和大鼠分别为 4 . 5 mm 和 7 .0 mm。在受体小

鼠中有一枚嵌合胚发育到相当于小鼠正常任振

8 天的神经轴胚期:胚。但是自饪振第 12 天以

后的胚胎， 无论是在小鼠还是在大鼠均为退化

胚 。 大鼠正常胚胎对照移植的实验结果(表 6 ) 

也说明 ， 在同一个受体条件下， 一侧子宫角的

大鼠胚胎能够正常发育，但另一侧移植的异种

问嵌合胚则只能维持到任摄第 10 天左右， 此

后开始退化。 上述结果表明 ， 用聚合法作成的

大小鼠异种问嵌合胚无论移植给构成嵌合胚的

哪-方动物， 均能着床， 并且维持到娃振后第

10天左右才开始退化。 这一结果与 Tarkowsk i

用大鼠和小鼠相互进行早期胚移植的结果基本

一致[ 7]。他把大鼠 2-8 细胞期的早期胚胎，

移植到小鼠输卵管内 ， 移植后约 6 天(饪振第

9 天 )， 在子宫内看到着床发育的胚胎。 而把

小鼠早期胚移植到大鼠输卵管内 ， 同样在移植

后约 6 天看到着床胚胎。 此后 ， 很快退化、 死

亡。这两个实验结果的一致性， 似乎给我们提

示， 在受体(大鼠或小鼠)子宫里的异种胚或异

种问嵌合胚的着床后退化， 很可能与细胞免疫

以外的因素有关系。
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异种问嵌合胚与同期大鼠正常胚移

植后发育情况的对照表
表 7

检查徘 检查胚数(平均长度 mm )
胚胎区别 -

退化胚

a
n
2
1
i
1
i
p
b

户
n
v
F
hU

F
D
R
u
q
4

4

4
·
q
r
"

俨
D

1( 20 ) 

4 ( 4 . 0 ) 

4( 3 . 0) 

2( 4 . 0) 

3( 4 . 0) 

2( 3 . 0 ) 

1( 6 . 0 ) 

3( 5 . 0) 

1( 6 . 0) 

1( 9 . 0 ) 

5 ( 8 . 0 ) 

6( 8 . 0 ) 

5(1 1.0) 

1( 13 . 0) 

1( 10 . 0 ) 

。

1( 16 . 0) 

0 

4 (18 . 0) 

正常胚

版合胚

」王海:胚

嵌合胚

正常胚

嵌合胚

正常胚

嵌合胚

正常l压

嵌合胚

正常胚

嵌合胚

_rE'，岛'胚

*胚胎移植当 日为第 0 天。

合t时间

8 

10 

11 

12 

6 

7 

本研究观察了大小鼠异种间嵌合胚在体外

要摘

已经发育到移胚后的第12天(即娃振第 16 天) ，

并且已具胎儿雏形( 版图 1←4)'。

1.从本研究的结果可以看出， Tarkowski 

和 Mintz 在小鼠嵌合胚实 验 中确立 的 聚合

法 [2山 ， 同样适合于大鼠、 小鼠异种间嵌合胚

的制作。 实验所用 的培养板孔底是"V" 型底，

使用不加联结剂的培养液， 也能使两个胚胎互

相靠拢而聚合。但从表 1 的结果来看， 如果在

培养液中加入 0 . 0 0 5 mg/ ml PHA , 其联结效

果显著提高。胚胎聚合率可达 97 . 9% 。

2. 胚胎的培养是制作大小鼠异种 间嵌合

胚的重要环节。 Stern 用含 50%FCS 的 BWW

溶液作嵌合胚的培养基， 曾得到 27 .0 %的囊

胚 [ 4 ] 。 日 本的高桥文明改用 PBS ， 结果使其发

盲率提高到 82.9%[ 5 ] 。我们在本研 究 的预备

实验中曾用了不同的培养液 PBS 、 KRB ，BWW

和 Whitten，分别培养了大鼠和小鼠 的 8-16

细胞期胚胎， 结果 Whitten 洛液培养的大 、 小

鼠的胚胎发育率都很高。 实验 中也证明了

Whitten 培养液适合于大小鼠异种间嵌合胚的

体外培养，有 80 %的嵌合 胚能够发育为囊胚

期胚胎。
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培养条件下以及移植后的发育情况。采用聚合

法使 Wistal-Imamichi 大鼠和 ICR 小鼠的早

期胚胎聚合为一体，然后用于体外培养， 并进

行移植。 实验结果表明 ， 大小鼠异种问嵌合胚

在含 20 %FCS 的 Whitten 溶液 中 有 80.8% 的

胚可发育为囊胚期胚胎。这种胚胎在受体大鼠

和小鼠， 均能着床， 着床率分别为 51. 3%和

53 . 7% ， 没有显著差异。着床后的胚胎能够维

持到任振第 10 天左右，但以后很快 退化、 死

亡， 其原因有待进一步探索。
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人胎肝细胞裂解液对照射小鼠多能造血干细胞的影响

文剑 慧 4呈丈英王建辛徐萍 丁忐.圣罗伟华 英素珍

〈上海医科大学放射医学研究所 200032 ) 

在胎肝移植输注中，人们已经注意到除造

血细胞对患者造血功能的支拘和替代外，还有

造血剌激因子的作用。本文采用内 、 外源脾结

节测定法和流式细胞术，观察了人胎肝细胞经

反复冻融裂解后的胎肝细胞裂解液 ( fc ta l liver 

lysate , FLL ) 及其洗脱峰组分对受照小鼠多能

造血干细胞的影响，为胎肝移植有效作用机理

提供实验依据。

材料和 方 法

1 . 动物及照射条件 10-12 周龄的 BALBjC 及

ICR 雄性小鼠， 体重 24 土 2 . 5 g, 6 0COγ 射线 ， 照射距

离 80 cm ， 剂 f注率1. 0 Gyjmin 。

2. FLL 制备及分离 从饪嫌 4-5 月的水囊引产

胎儿中无凶取出肝脏，制成单细胞骂:液 ， 以生理盐水

洗涤后调整细胞浓应为 1 X 10 7 个细胞Iml ， 反 复冻融

破碎细胞， 4 0C 22500 x g 肖心， 20 min，取上清液 ，此

即为 FLL。 经 Sephacryl S-300 凝胶柱(瑞典 Pharm

acia 生产)过滤洗脱 FLL ， 以 28 0 nm 紫外分光光度法

JJZ Hartree 份试剂检测I FLL 洗脱浓红l分的蛋 i丘i 含景 ，

并短发丙烯航胶凝胶也泳。í(l 泛备 洗脱怜 的分子军范

围6

3. 外源性麟结节测定 经 6Gy J!H 别 H让供体小以

于照j二 24h 腹腔注射 FLL 1 mlj 鼠， )1:将其照后 3 、

7 、 10 平I J 15 天之股骨绢'髓， 山地静脉输j上至经 8Gy

11哥射的受体小鼠， 技工 Till 丰11 Mcculloch ìt进行脾钻节

(又:你脾结节生成单位 ， CFU-S ) 浪t<L: 。

4. 内源性脾综节测定及细胞周期分布分析 经

7. 5 Gy !!ii1射的小鼠子照后 24 h 腹腔注射 FLL 戒备峰

组分 1 mlj鼠 ， 于f!剧目 9 天杀鼠取牌， 计数脾凸雨的

结节效; 然后切取脾结节， 以 PBS 制成单细胞悬液，

洗涤后乙自主回应。取 细胞 1 X 106 j钮，洗涤后加入

RNase 40 uj管 ， 37 0C温育 30 min ， 然后加 PI 50μgj 

ml ， 在流式细胞仪 FACS TAR PLUS 上进行细胞周

期分析。 习、: :j~ 验 细胞 变异系数 (CV) 值为 5 . 66 士

0 . 9 % 。

结 果

1 . 层斩后的 FLL 各峰组分蛋白含量和分

子量范围 层析 FLL 可以得到 5 个峰蛋白组

分 ， 以峰 4 、 峰 5 的蛋白含量为最低， 分子景

也最小(表 1 ) 。
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