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小鼠嵌合体制作技术的研究

?长锁链旭日 千 斯 琴

(内蒙古大学实验动物研究中心〉

白 从 Tark owski [l] 、 Mintz川等 用 聚合法

和 Gardner [3 1 m J'Hix j:j::入让分别制作出嵌合体

小鼠以来， 达 Jjf技术作为研究个体发育过程中

细胞间的相互作用与基因表达的一种手段， 以

及研究遗传、免疫机制等方丽的动物模塑 ，发展

十分迅速。本文以和l物血球版集京 P ( PHAP)为

按合剂 ， 分另IJ将两个不同品;王小鼠的丰I I [司 iEI 系

不同个体之间的 8 细胞期胚聚合为一休， m 3 

种不同的培养液;l~t 养 }p获得了较高的发盲率 ，

并担一部分发育为呆板期或胚 j包，期的嵌合胚移

植给受休小鼠何'J'iJ了 t' f子结果。 现将实验结果

报告如下。

材料与方法

一、实验材料

1. 供试功物 包括月1、 ι的 CS 'T BL/ 6 J ( 以下简称

C5 '7) /J 、 鼠 (17{_j !í，Q同 !tb ) 丰ìl 白 也的 :!I 罔昆研;小 w~l ( 以下简称

昆明白 )( 罔 ilR罔 4剖 ， 均为 ，扫一;可ize tu i- Z良L r:t J 心的全空调标准

饲育安饲育的清洁 .纯另I J 际准化动物。 i可养温度为 18-

24 0C ， 湿眨与 60-70 % ，光H0. [t;j 问 12 小时 ， 换气次

数 1 2 次/小时。 饲料是自行自己能i !生产的圆型饲料 。

2 . 药品试剂 PMSG (长春生物制JJI研究 所)、

HCβ (宁波激;东 ;1， 1) ，'~' ， r ' ) , BSA (Sigma iWif, ) 、 链~'m

白酶(MERCK ) 1I， IJ ，';I ， 、 PHAP(美 P;j DLDM ) 。

二 、 实验方法

实验→ 分别边取供卵以 C 5ï j、口昆明白 ( 8- 1 2周

龄 ) ， 用 PMSG ( 5 IlJ) 丰1.1 H CG (5 IU ) 以 48 小时 的间隔

注射并在;士身j H CG ì'1~J'与日与同品系雄在i. 1j号笼。次 日

上h 选取有 fifl道松的小叹，另 将当 日 ;i二 ;b 任 1展 第 一 4

天 . {I :娃 /(t !\{J ~在二天 F午 2 日才进行采卵。 用 温 热的

Hanks 溶液分别 I~l 小鼠子宫相输卵管收集卵子， 挑选

形态江 市的 8 细胞)~月胚j怡 ， 洗净元;移人经 37 'C温商两

小时的含有 0 . 5 % 1在每蛋白酶的 Hanks 溶液中 ， 在室

温下处理 5 一 7 分钟 ， 在适ljJHf溶解 f吕立即取出裸胚

在培养;夜仁p j;). 5 分♀中的间隔i中洗 3 次，充分去 除残存

的链忌'蛋白 F惑。然盯 以昆明白干->-C57 和昆明白 *--?- 昆

明白的组合取两投胚胎，分别放进血凝滴淀板小孔内含

有 O . 5 % PHAP 的培养液中。 J干1 细玻 J)f~辛 1 使两 个胚胎

相互在拢， 置于 37 . 5 "C CO2 培养箱内温育 20 分钟后，

移入用灭鼠石蜡烛复盖的 3 种培养液 . 1'!I J 含有 20 % 的

FCS ( 自信!j ~rdl )的 PBS 液 ， 合有 5 mg/ ml BSA 的BWW

J夜(Biggers ， Whitten & Whittingham ) 丰n BMOC-m 

( Brimt e r )榕液的微小泊中继续培养。培养 2 0-24 小

时 J旨在立体显微镜下观察嵌台胚的发 l育， 并以发育为

嵌合的桑榕胚或嵌合的胚j包数目计算发育率。

实验二 将以 PBS 添加j FCS 和 BWW 加 BSA 为

附养基，用 t述方法制作并发育为晚期桑摆胚或旱期胚

泡的防;合阮昆明白ι→ C57 平!1昆明白....o(-~昆明白 ，按所

用培养基不同分别移植给受体小~~LC图版图 4 时， 观察

受胎及产仔结果。受体为比供体交配晚 24小时 ，作假孕

处理的 1 0 周龄初胎昆明白雌鼠 。移植时用 10%戌巴比

妥制麻醉， 经背部手术将坊、合胚植入子宫角内 ， 每侧

移植 5 - 8 枚胚。移植胚胎之后的受体小鼠单独饲养

管理。

结果

1. 不同品系的和同一品系的嵌合 胚 在不

同培养液中的发盲率z 由不同品系的 8 细胞期

胚组成的和由 同___ JjI J 芽、 8 细胞期胚组成的聚合

胚昆明白+→C 57 丰1 1 昆明白←→昆明白 ， 分别

在 3 种不同酌培养 液， 即 PBS 十 FCS 、 BWW

在i BMOC--lll r ~l 培 养 20--24 小时后， 结果 如

表 1 。 在昆明白←→C57 聚合体(图版 图 1 )中
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我 1 ~1之词;也很$-同…品系::电台的嵌合脐带，不同精深河中的若有霄'采

， 只 tl !K放 'l_.. l:j'l~;f U.L 

杀机j扣H%)

τ伫
I {~、

;J:L 

"、

、，r;:;. 物←
仁

/ 
1伺于阳166 

j在泡(% ) 计 ( % ) 

PBS + FCS 67 59 (8 8 . 1) ,51(86. 4) S(U . (i) 
BWW + BSA ' 1、21 1l 5(95~ G ) ~ 102(88 . 7) 13 (1 1.n 
B如1OC- ]ìI 77 73(9 :1. 8 ) Gl (8 3. l,) î2C] 口 也 '1 ) 
PßS 斗 FCS :~O 28( 93. 3) 21(75. 0) 7(25.0) 
B飞vv认r -1 - nSA l~ 日 ι 1 2](8 7. 7) 99(8 1. 8) 22 Cl ll . n 
ß MOC- ]ìI 60 52(8 (; .7) ,10 (76 . 9) 1? (2:L l) 

. 士;斗养时 间 20吨 - .2 4 小时

'f f 
'二
I飞J;飞去; 1"~ 部J71 巨 !!-l{;-

日 fl可 i二]ι→C5 7

li~， r~jj f~i-.<:..-~ ri\~g 内

.不同昂系和同…54 ;仨组合的嵌合应:跻槽，后的存活ZZ

移植妙 I I 任旅 1 产仔数、仔!丑f.l，Jj IJ及被毛分类
j污养i1γ I 受Vt二 ~\1: I 

l i 合E数 I - . 受体我 i 计〈♀ 6) I 理、 自 杂 :

面iiF二百←…毛主ζEE豆(:一一 i i5 …「、 丁一 - 1-----; -… r--~:;~:~二 中 -1-;----;一一;

RWWdSA 〈B 〉 i 问 6 1 1 ' 2 t [;(1 :4 ) 

PBS 卡 FCS (C) i 22 i 2 ! 1 | 2 ( G : 2)

3WW十四A (D ) 29 2 2 6(2 : 4) 

,> 

'" 2 

2 

1 

生~ 2 

丑，明白 -4' _ -->- l王 lifj r气

仁1 ， -;7 l~:! 旦、
山' 可飞 ?'l -i.' f;

6 

总主~l 14] ' J2 7 25( 7:]8 ) 
._-唱必唱"中 4日翩中毕_...... . .~ _.~山 _......."'_，.... ‘.. .."....... 吨._ . ..... ....品、吨'‘_. ......_缸..! ....，.~阳山阳山统...-叫 .. ι圳"，=':也同冉冉A‘.，.，"'"和 .. =:.百""'~ ... 且_'.中丛-~一 --'.-】岳….~甲一町、宝ι中，~.

拿 i古养时间 20 -- -24 小时。

ll~ r1-~ 客有;只汀?只受你虹桥、 3'1'分 另 !J 产 122 只

Jil 巳.r~l， i tt~ 合乎;:/J ， 鼠。斗'匕以上人 、 La 、 C 、 D

个 fi li h ， fbi合体小鼠 ;fl吁一位妇，另!J tt，分别为 4 : 8 、

1 :.-1 、 。 : 2 5fn2 : 4 o

Ji'J 去二. U~ ;;; !1 fr:习、自民 ji( 合体， jJ:{it f才距，不

说安特弘}:: (1\_1 仪器i~ 备 ， )1: 1W! fl~ ft}: 台胚平IJ iB:合休

;-~，;) ~;:';汀 '出有 去(C51ft 。 戈斗本i江;， 1有m才歼i ';7究己用 P日A P 'i试式剂 . f使吏月圣

)胎j后台衍2在:主rfη孔F巧注)/.忖1

到 10ω0% o}\男野它合 )用:啊jg j培宵养液f捉巳/少y(刊O ， 0 2-0 . 0 !l ml) ，

-í' : '.址:平液上I白ï 1m少灭-w的液休:f;屿 ， 不仅具

有防止蒸发 !l'作用，而j王: ~f:多 J勇士;飞乌干容器川不

易佼 j支jû~'， 在 - 7ι;1 i 月!:!l8、声分 i}:~ 。
;l r~/ jJj{ -t:: 问 ;l 叫~n ;'0g 菇1;[ G, 6]~'二 iAi ji; 小 ßt f:i 11 m 标

准 J i~二: )1'<( BVvW(民 SEC ) J:I :t市苏;里 ， iff养 8 细

胞 j:Il 1 :可奈 'fT肌柯:二I J很高 IJ' I 发f'~ 乌'在1泉。在木研

究句 ]"j，[备实验中酋 ì5U!i 过上址~ F~讶:ìdfi养基;，但

论讨

~j 另 IJ有 38 .1 % ( S9/G 7)、 95 . 0% (l J5 / 12j ) 和

9'1. 8 % ('ï3/7;') , -Li~ íllj 白 〈一书陀 l川仁 1 费:合 材二

r !:i分别有 9~ì. :i % (:;:8/ :1 0) 、 3'7 . 7% (1 2 ; / 13 8) 

;如肌 .7 % (5 2 /60)(1:)胚发 了亏为;存在正常 ({i ~~i)i~~ 

Jl芜(网版问 2 )武 !在也 ( 肉版图 3)。嵌合n石阶13·

声j' ;年咛[:/)) J 。个处引 {il 之间均无;王若差异 (p>

表 :jfJ 木:生;驼，吗?开1: 匀 :3 ;f-l j ; J i'与券市史无!仓 x，r

:吃不同爪京长~:合肌肉致了丁均 ~-i可效。

2" • E;J 二r~: 川i }j~ C;; -f干的立If可一'品 ;75日合f2

1之 ~f :h il挖出束机Jj{_l才 Ii←飞n n~E ~~ [:i :":二[句; JF乌 ~jif~

门 i j ，-':养 j夜不同介川军气括:兰:有比9fji呆如我二。

在j音养 j夜 人 手n ß r;-. 兰λ旦!! J:J !, J-l.~:~j G J弓 '5'7:. 引二移

他险;台 III 25 1交手! ~ 65 杖， i占 3主乞1f 2 只受件:任
摄封， 王〉另ij j" 行~ 12 只 手/1 5 川 。 ..-': J : ):、 ]'i 只 1:~ !jrll~1

鸣
，

叮8
2

、
、，
r
f
l

l

r3 AH

P 

0
.
同

吃一-3> C5í lK合体小 l;~l ( 仁'1 )ì:;.1到，1 )! l~! :-~JL 毛岛! 包分

别为黑 (m ) 、 I~ ì ( d ) .Tii 杂包卜; ( (;-1) 仨手j3 、
手n 10 yt; 1'Oi\Ji'?夜 C )， ! iD ， 各有~~ !飞 受 f才、‘公、

另 IJ 移植昆明白《一+昆明白 tØ( 台 jEi 二二才夫和 2叫人 ，

4 

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



~; '门 "'{"有~~ (1 j 吁: 细胞午 to/J 号(，杂亨、 167 

在 BWW ! !:ì i1'~ 合iJf阪!发育效果习之够用想。 币;~主

干 1; ~~t行正式实![;二I! 、;将 BSA (;0添加量从 Lmg/ml

增加科5 mg/m1 9 与此同时还增加1了PBS+ FCS 

:l\\忖中液州合， 以便找 「!才纠lJ茂更简阳的发了可月3 培

养液。实验结果';1 ' G 个处理纠 rÎ1 i最合胚的发育

京均ffiFL 7.ip f陪个:在~ ~~~~ !-j-! 约有 7一-12% 的聚合

胚未能在常发育.冥中有的是组成聚'舍腥的一

方发育而另一方不发窍，有的则 双 方 均 不发

育" {!引ì~ 'i蓝 侬:_1 JJ: 1[zut之间的连接Il !J );立联件。这

些现i~~ r可结与聚合JlI胚胎的损伤或胚胎质量有

关， 有的胚胎从外形上惹不出异帘，然而可能

有tïi~种内 !E 1:j'~ 1 因素使其不能正常发育。

术文以与(共休非同步(j'~J 即晚 2 ，1 小时· 假孕

处理的l:iit l\1R为受休所进行的实验，受胎率和嵌

合胚 1'1可存活 :~二 分另! 1 79 58% ( 33--100%)'5/'lí 17% 

(7-48%) ，说明用本文采用的方法制作 的 嵌

合j旺发育率不仅较高 ， ffiK ，日前够发育为正常的

个体。另外电 {l~ !+~生的嵌合体小践中雄性比例

高于雌性， 与有可 IJ I 墨介[ 7J tv0报道相一致。这是

因/二 XY 胚胎 l汀'r0 H-Y 抗原 !~\l '!<1~ '1 < J二化作用 ，

使得 xX-，XY 嵌合体 l向雄，!ft发育的结果。

5驾 要

本研究采用人士于是合技术 ， :11f小鼠不同!自

系和同 lfll JF. 之间 的 3 iHi H它!胚聚合为一休 ， 分另Ij

m PBS 手 F伫S 、，BWW 和 BlVIOC一 111 培养 20--24

小时 再1坦率了发育率u其结果在昆明白←→C57

中分可1]有 88 . 1% (59/盯 ) 、 95.0% 015/ 121) 

平n 9 /l . 8%(73j7门， fE 昆明白〈→+昆明白中分

别有93 . 3 %C~8/30) 、 87 . 7% (1 21 /138) 军n 86 .7

% (5 2 /60) 嵌合胚发古先桑祀胚或 JfG i毡 ， 各处

理妇之间'无显著差异。将 1川枚 1(;，:合脏分别移

植约 12 只受体， 、结果有 7 只小鼠娃赈共产 仔

二 5 ，r!.o -ú 昆明白← ->- C57 的 17 只帐合 体斗、民

l二1::] 毛色为 )K: 、 ~!和杂色的各有 3 、 4 和 10

只。
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到~ t就事暗自费 618 租 Epon 81 2 引起鼠伤感沙门前

菌栋细胞挠蛮的走罢，散结构研究

:哉志强俞月杜 立幸苟

(巾!可科 学院上海药物研究所 )

环筑材 n与陈; .~贯;良好的聚合效果和抗电子轰

击稳;走 tl:而成为注射Ffi.~t生物试样的理?也包 J~!1

剂 。然而近年发现 13 种环 ;t'~t t;d Jì [Î' 但理刘具有致

突变NY 1，因而它们Wizi f号:每;r4:引起了 :11.物电
挠工作苦的普边关注。根把我国卫生部颁布的

<< '新药吁ïjlt !f]、 ì7~ >.>规定步鼠 {jJ东沙门氏菌回去突

交试验 (Ames ì式验 〉是检 化名 !rt! ~J(突变 tf itv
肯选试验。以此， 我们位i1~j 了因内电镜实'验室

本研?卢j注:组协lj)] Am es 试验;特此致谢。
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