
哺乳动物嵌合体事

陆格格

(中国科学院发育生物学研究所〉

嵌合体 Chimera 一词源自希腊文，古希

腊神话中用它代表羊头、狮身、蛇尾这样一些

由不同种类的动物所拼凑成的怪物.这意味着

人们改造自然的愿望.本世纪 60 年代中期，

在高等哺乳动物上得到了由两个或两个以上不

同遗传组成的胚胎发育成的个体，这种个体的

组织器官是由基因型不同的细胞群所组成，故
称之为嵌合体。有人用非自主表型 (Allophe­

ne)一词代表这种个体，意指不同的表型是由

于不同的基因型的缘故.为了方便起见 Ford

(1969)[1]把在发育的很早期，如卵裂期甚至受

精卵期所形成的嵌合体，称为原发性嵌合体

(Primary Chimera)，把在发育的较晚期，如

胚层已分化，或器官开始形成后通过组织移植

或嫁接等方法所形成的部分组织或器官的嵌
合，称为次生性嵌合体(Secondary Chimera) 0 

本文将只介绍在哺乳动物用实验方法所产生的

原发性嵌合体(以下简称嵌合体)，即人工地将

两个或多个具有不同遗传性状的早期胚胎，或

者把具有特种遗传性质的细胞和早期胚胎聚合

所产生的嵌合体，有关自然发生的如 XXjXY

两性个体及其他情况将不在讨论之列.

Nicholas 和 Hall(1942)[2]就曾试图用不

同品系的大鼠，将其早期分裂球进行组合制作

嵌合体，结果只得到一个死胎，未能证明为嵌

合体。后来 Tarkowski(1961 ， 1963)[3叫]获得

了嵌合的小鼠胎儿，但均未能成活。 B.Mintz

自 1960 年便开始着手对制作嵌合体的技术进

行研究，于 1965 年第一次得到了活至成年的

正常小鼠嵌合体。此后，嵌合体技术受到了哺

乳动物发育生物学工作者们极大的重视.

Gardner (1968)[6]创建了用注射细胞至胚泡

的方法制作嵌合体.有许多人在其他的哺乳类

试作嵌合体， 都得到不同程度的成功[←10].

Markert等(1978)[11] ， Petter (1980)[12]还得

到了由 8 个或 4 个胚胎聚合而成的 6 个双亲和

8 个双亲的小鼠嵌合体及其子代.

哺乳动物嵌合体是研究哺乳动物发育遗传

以及细胞分化过程中基因表达和调控的极为理

想的手段.十多年来，它巴为这方面提供了大

量宝贵的资料，并引伸出许多重要而有待探讨

的新课题.目前大量的工作是在小鼠上进行

的，所以本文将以小鼠为对象，着重谈谈制作

嵌合体的技术和方法，对其研究概况加以扼要

的介绍，并对这一工作的发展前景提出几点粗

浅的看法.

制悻嵌合体的方法

迄今为止，制作嵌合体的方法有两种，即

聚集法和胚泡注射法.可根据实验的目的而选

用.聚集法适用于同种，发育阶段处于同步或

者差距不大的胚胎.一般说 8 细胞期的聚合率

最高.胚泡注射法技术难度较大，但适用范围

较广，可用于种内或种间，供体和受体的发育

阶段可同步，也可以是不同步的.它还适用于

不能去透明带的动物，如兔等.这两种方法可

用符号表示s 如A为供体细胞， B 为受体胚

胎，注射法以 A→B 示之，聚集法以 A←→B

示之.

1.聚集法按其步骤分述如下s

(1)胚胎的获取 实验用胚胎可取自超排

卵或自发排卵的小鼠.将小鼠饲养在光照 14 小

时，黑暗 10 小时交替条件下，一般在午后在00

注射孕马血清(PMS)5 I.U. , 48 小时后注射绒

*本文承蒙庄孝德教授审阅修改，于建康同志提

出宝贵意见，谨致谢意。
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8 细胞生物学杂志 1982 期

毛膜促性脖激素(HCG)5 I. u.。第二次注射

后随即将雌鼠放入雄鼠笼内待配，次日晨检查

阴栓，若以见阴栓为第 1 天，则约在第 8 天中

午可得到 8 细胞期的胚胎〈发育时期因种类不

同而有差异).

将孕鼠处死，剖开腹腔，迅速将两侧输卵

管，上端自喇叭口下端带一小段子宫取出，置

培养液中，除去周围脂肪.冲洗卵子前，应准

备 1 毫升注射器和已磨钝针尖的 4 号注射针

头. 待用培养液在 37"C含 5% CO2 温箱中预

热，然后将注射器盛满培液，套上针头。置输

卵管于一干燥的玻璃方怀或培养皿内，将针头

从喇叭口插入，并用镶子夹紧喇叭口，以固定

针头，轻轻推动注射器，即可见卵子位于冲出

之小量培液内，再将卵子转移至盛有较多量培
液的方怀中，这样卵子不会丢失.

(2) 去透明带 去透明带的方法因实验者

而异。有的用浓度为 0.5%的蛋白酶(Pronase) ，

有的用酸性溶液，作者常用酸性泰洛氏液

(Tyrode's Solution) pH2-2.5，效果良好，

不管选用何种溶液，都必须掌握处理时间不宜

过长，否则会伤害卵子。这一过程要在解剖镜

下进行，待透明带消失，马上取出，用培液洗

涤 2-3 次.

(3) 聚集 已去透明带的卵子，置于小破

璃方杯中，用植物凝集素 (PHA P , Difco)促

进细胞聚集。浓度为 10 微升 PHAP 母液加入

1 毫升培液(即1/100 PHA 母液).最好使含

有 PHA 的培液在培养皿内成小滴状，溶液上

复盖液体石蜡或无毒性的矿物油， 以防止蒸

发.将待聚的胚胎放入小滴中，用细针使彼此

靠近，接触面越大越好，然后置 37"C含 5%

CO2 温箱中保温 15-20 分钟。取出巳聚集的

胚胎，在培液内洗涤 1-2 次，再放入有液体

石蜡覆盖的滴状培被内，置 37"C含 5%C02 温
箱内 24 小时.聚合的胚胎所发育成的桑橙胚

或胚泡比对照犬，选择好的胚胎供移植用.

我们曾试用国产液体石蜡和植物凝集素，

效果似乎不够理想。根据多次摸索的结果，现

在用倾倒一层加温的 1%琼脂恪浓于小玻璃

方怀底上，待冷却后在琼脂上用加热的铀金

丝做成略大于两个胚胎的小凹陷，用培液覆盖

琼脂，胚胎放入小凹陷内彼此紧靠，这样可以

不用液体石蜡和 PHA ， 以达到聚合的目的。

用此法聚集率可达 90%以上。

(4) 胚胎移植 为了使假孕小鼠的子宫状

态与移植胚胎同步，假孕鼠应比供体小鼠晚一

天配种。移植时，先按小鼠每克体重腥腔注射

0.01 毫升〈浓度为 5 毫克/毫升〉戊巴比妥锅，

待麻醉后，自背部对准卵巢的位置切开一小

口，于解剖镜下用慑子仔细夹住输卵管附近的

结缔组织或脂肪，使子宫上端处于可见的位置，

用 6 号注射针将子宫壁〈避开血管用IJ一小孔，

再用胚胎移植管从小孔将胚胎送入子宫腔内.

胚胎移植管的制备2 先制备管径略大于被

移植胚胎直径的毛细管，内径约为 200 微米，

套入一较粗的玻管，用火漆使其固定.粗玻管

与一较长的胶管联接，这样就做成了一根口吸

的吸管.为了便于在解剖镜下观察胚胎在管内

的移动，应在吸取胚胎前，在毛细管的水柱中

做一个可见的气泡〈图 1 ). 

固 1 胚胎移植曾

吸取胚胎前，先借毛细管作用使培液进入

毛细管，再吸入一气泡，最后吸取胚胎，并使

管内液体处于固定状态，使胚胎不致因吸管位

置的移动而在管内移动.这时可用左手持慑子

固定子宫，另一手将移植管插入子宫，然后向

管内吹气，观察气泡移动的位置，就可确定胚

胎是否进入子宫，
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2. 胚泡注射法

此方法技术难度较大，需使用显微操作器

和拉针仪，前者-般使用 Leitz 厂生产的显微

操作器，后者可根据需要购买或自行设计。注

射时所用之针有两类，一类为固定卵子和胚胎

用，日q固定吸管，一类用以注射细胞用，叫注

射吸告。 Gardner(1978) [13]曾详细地描述了

他所设计的注射系统，针共 6 根， 1 根为固定吸

管， 1 根为注射吸管， 3 根为切开胚泡用的针.

若注射较小的细胞，一般用两根吸管即

可。作者(未发表〉曾用两根针的系统，注射神

经晴细胞至胚j包腔内。固定吸管与 Gardner

所用相同，但注射吸管要磨成带锋利针尖的斜

面，多!面的口径略大于被注射的细胞，以免损

伤细胞膜，针插入胚j包时，以其斜面对准内细

胞团.从而增加注入细胞参与内细胞团的机率

(图 2. 3. 4) 。

固 2 圄lË吸管和注射眼曾

固 3 细胞注入胚泡

3. 几种常用培罄攘的介绍

见真 1 、表 2 • 

A 

D 

F 

回 4 固定吸智、注射吸管制备过程
A. 取内径为1. 5-1. 6 毫米的毛细管，加热拉

成管径为10-20μ的细针， B. 将图 a 的细针，在磨针
器上加工(磨针器可用一马达带动一细磨石制成); C. 
经磨针器加工后的注射针尖， D. F示电热丝，加热
使图 a 所得之细针断裂， E. 将断裂之吸管用电热丝

使管口光滑并缩小

研究的近况

十多年来，国际上特别是美、英、波兰等

国的科学家们，利用这)技术对哺乳动物发育

遗传学方面的问题进行了广泛的研究. Mcla­

ren(1976)[I4]曾著有哺乳动物嵌合体一书。本

文侧重于近几年来的工作，大致可归纳于以下

几方面2

1 .旱期胚胎细胞发育能力的研究

Dalcq 等 (1957) [1]曾提出一假说，认为哺

乳动物早期胚胎细胞的分化，是由受精卵细胞

质的异质性所决定.后来大量嵌合体的实验证

明，哺乳动物卵子〈至少在小鼠〉的早期发育，

具有惊人的调整性. Mintz(1965)[16] ,Tarko­

wski(1961 , 1967户， 17]曾将具有不同毛色和

葡萄糖磷酸异构酶(Glucose Phosphate 150-

merase 简称 GPI)迁移率不同的两种小鼠的胚

胎，在卵裂的不同时期，如 8 细胞期， 16 细胞

期，甚至桑摇期进行聚集，都能得到完全正常
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辑 1 制作醺合体常用的几种培鼻穰

成 分 Brinster Mu l1en & Mulnard MyTstakr oWEka Hoppe 
Whitten & Tarkows- Mintz 1964 a , 1971 a 

(克/升〉 1965 a 1971 1971 ki 1970 1973 

氧化铀 0.55 5.14 6.09 6.41 5.97 等量小牛血清和

氧化锦 0.19 0.18 0.18 Ear1e 氏

氯化饵 0.36 0.36 0.34 0.35 0.356 盐溶液加

磷酸二氢饵 0.16 。 .16 一 。 .162 0.1% 乳酸

硫酸钱 0.29 0.29 0.114 0.09 0.294 0.002%盼红，用碳DH酸T氢钻
(7.5 %)调节至 pH7.0

磷酸二氢铀 0.106 0.13 
碳酸氢铀 2.11 2.11 2.21 2.00 1. 90 
丙酣酸铀 0.028 0.035 0.013 0.013 0.025 
乳酸铀 2.42 2.42 1. 38 1.33 一

乳酸锦 0.53 0.527 
葡萄糖 1. 00 1. 08 1. 00 
结晶牛血清白蛋白 1. 00 3.00 5.00 3.00 

小牛血清(热灭活〉l 20% 一

青霉素 0.08 0.08 0.075 
链霉素 0.05 0.05 0.05 
盼 红 0.01 0.02 0.02 0.01 
气 相 含 5 %C02 5 %C02 含 5 %COz 含 2 %C02 含 5%COz 含 5%COz 的空气

氧化铀

氯化饵

氯化钙

氧化钱

的空气 5 %Oz 

90 %Nz 

褒 2 幢幢暴洛民液

8.00 

0.2 

0.2 

0.1 

4.00 

用盐酸(6N)调节 pH 至 2-2.50

的空气

的嵌合体。通过毛鱼和同功酶的测定，证明这

些嵌合体的各种组织中都有来自两种胚胎的细

胞• Kelly (1975) [13] 曾将 4 细胞期的裂球分

离，然后把每一个裂球和另一种遗传性状〈以

毛色和同功酶作指标〉的胚胎聚合，移至假孕

小鼠体内继续发育，从四个聚集的胚胎中，得

到了 8 个嵌合体， 8 细胞期亦然.这些实验证

的空气 的空气

明小鼠至少在 8 细胞期，每个裂球仍具有发育

的全能性.

哺乳动物的囊胚称为胚泡，它具有两类不

同的细胞，一种位于胚泡的表面磊称为滋养

层，一种位于胚泡腔内一端，称为内细胞团.

Tarkowski(1967)[17]曾提出内一外细胞的假

说，该假说认为 8-16 细胞期，位于表面的那

些细胞将分化为滋养层，而位于中央的细胞将

分化为内细胞团. 这一假说受到了 Hillman

等(1972)[川、 Wi1son 等 (1972)[20] 实验结果

的支持.

Rossan t (1980) [21]将 GPI-16/GPI-16 小

鼠 16 细胞期的裂球分离，然后用显微操作器

吸一个裂球，注射至 GPI-1a/GPI-1a 小鼠 8

细胞期的透明带内，在体外作短暂培养后，移

至假孕小鼠输卵管内， 8 天后对胚胎进行分析，

在所得的嵌合体的滋养层和内细胞团的衍生物

中，均有 GPI-1b/GPI-1b 产物.这说明 16
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细胞期的裂球仍有形成两类细胞的能力.该作

者又将 GPI-1bjGPI-1b 小鼠桑植胚表面的

细胞，用显微吸管使其与中央细胞分离，然后

将表面细胞注射到 GPI-1ajGPI-1a 小鼠 8 细

胞期的透明带内，或者将 20-23 个表面的细

胞注射到一个空透明带内，使其重组成一个全

由表面细胞组成的胚胎，结果由前者所得的胚

胎，其胚胎和胚外组织中都有 GPI-1bjGPI-

1b 产物z 由后者所得的胚胎，发育为形态正

常的卵柱期(egg cylinder). 这说明晚期桑植

胚表面的细胞，仍具有形成内细胞团的能力.

Rossant (1979) [叫对早期和晚期胚泡的

内细胞团的发育潜能进行了研究。他用免疫外

科术的方法将第 8 天和;第 4 天胚泡的内细胞团

分离出来，再与桑植胚聚集.由早期内细胞团

聚集后所发育成的嵌合体中，有的个体的滋养

层衍生物有来自内细胞团的产物。这说明至少

早期胚泡的内细胞团细胞，仍具有形成滋养层

的能力。

2. 发育中细胞间的相互作用

发育生物学的中心问题之一，是细胞的分

化问题，也就是说一个受精卵是怎样演变成一

个复杂的个体。用遗传学的术语，就是如何由

一个受精卵的基因型产生出名目繁多的表现

型。归根到底也就是基因的表达与调控问题.

嵌合体是研究发育过程中细胞间相互作用与基

因表达的理想于段之一。

Mintz(1975)[叫， I1lmensee(1976)[24]曾

对小鼠恶性畸胎瘤干细胞的发育能力进行了研

究，证明这种干细胞因所在的环境不同而向不

同的方向分化。他们把在129品系小鼠诱发的畸

胎瘤，经过小鼠腹腔内连续传代达8年之久后移

植至小鼠皮下，它发展成恶性瘤使小鼠致死;但

若把这种瘤细胞移植至正常的胚泡中，它们却

具有正常发育的全能性，发育成正常的嵌合体。

不仅在嵌合体的绝大多数组织中有由畸胎瘤干

细胞分化来的细胞，而且在生殖腺中还有由畸

胎瘤干细胞分化产生的功能正常的生殖细胞。

这一实验证明，畸胎瘤细胞的恶性化.不

是因为基因结构的突变，而是由于基因表达的

改变所致@

近些年来，还有人利用正常的胚胎与某些

致死性的胚胎形成嵌合体，由于细胞与细胞间

的相互作用，而使某些不能正常发育下去的胚

胎得到了"挽救"-
Stevens (1978)[26]曾用两种单性及育高立

品系， LTjSV 和 LT 小鼠进行实验。 前者卵

子于第一次成熟分裂后在卵巢内就发生分裂，

直到卵柱期，组织发生紊乱而形成畸胎瘤。后

者卵子排出后不受精就分裂，发育到胚泡，于

种植子宫后不久死亡。 他将 LTjSV ， 和 LT

小鼠的 8 细胞期与正常白色小鼠 8 细胞期胚胎

聚合，得到了正常的嵌合体， LTjSV 和 LT

的细胞还能在嵌合体内分化为功能正常的生殖

细胞.作者(1980)[26]曾将黑色小鼠 B6D2F l 的

卵子，在 2 细胞期用松胞素 B处理后使其变成

四倍体，然后与 ICR 白色小鼠的二倍体 8 细

胞期胚胎聚合，待其发育至囊胚期，移至假孕

小鼠子宫继续发育，得到了黑白相嵌的二倍

体←→四倍体嵌合小鼠(图 5 ， 6 , 7). 

圄 5 4 细胞期的四倍体与 8 细胞期的二倍

体胚胎聚集

3. 把外源基因带入动物体内

把外源基因带入动物体内，是一个前景诱

人的研究课题，因为它为人们研究高等动物基

因在体内的表达与调控提供了可能，并为人类

遗传疾病的防治开辟了一条光明的途径.

近些年来，人们利用畸胎瘤细胞作为载体，

并把嵌合体技术与细胞拆合术相结合，成功地

把外源基因带入了小鼠体内，将外源基因带入
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圈 B 嵌舍的暴摧胚

养母子宫←一小鼠胚泡等一小鼠畸胎瘤细胞作为载体

目前已见报道并获得成功的方法有选择畸

胎瘤突变株、细胞杂交以及胞质杂交.

人类有一种遗传病叫列许尼汉综合症

<Lesch-Nyha时，是由于不能合成次黄嘿岭

转磷酸核糖基酶(Hypoxanthine Phosphori­

bosyltransferase-HPRT)而引起的。 Dewey

(1977) [27] 选用来源于小鼠 129 品系的早期胚

胎的 HPRT- 畸胎瘤干细胞突变株，把这种细

胞注射到 C67 品系小鼠的胚j包中，再移至假孕

小鼠子宫内继续发育，结果得到毛色相嵌的小

鼠.经生化测定，由畸胎瘤干细胞分化来的细

胞仍保持 HPRT- 特性，而且它们在嵌合体内

的分布不规律，有的嵌合体的绝大部分组织中

都含有来自畸胎踊干细胞的细胞，有的贝Ij只在

一种或极少几种组织、中有这种细胞。这种结果

具有很重要的价值，前者有可能产生 HRPT雨

的生碴细胞，从而可以得到与人类 Lesch-Ny­

han 综合症相同的动物模型，后者有助于了解

困 7 嵌舍的胚泡

动物体内的途径是多样的，大致可归纳如下z

，克隆选择

一导入细胞核突变基因，通过 J (Clone 叫出tion)
|克隆筛选

、 (Clony screening) 

(染色体移植
细胞杂交

微细胞融合

DNA 移植

一导入外源基因，通过

i 细胞杂交一导入细胞质突变基因，通过 j
‘ DNA 移植

这种综合症的原发病灶是在什么组织或器官

中.

最近 Goldstein 等 (1979) [28]又证明畸胎

瘤干细胞具有高度亲和低密度脂蛋白的受体，

并进一步准备诱发低密度脂蛋白受体缺损

株。通过荧光激活细胞分离仪，可获得纯化的

低密度脂蛋白受体缺损株，把这种细胞注射至

胚泡，从而可望获得与人类高胆固醇血管症相

同的动物模型。

Illmensee 等 (1979)[29]曾用细胞融合的方

法把人或大鼠的基因带入到小鼠体内。他们选

用胸腺激酶(Thymidine Kinase)缺损 (TK-)

的畸胎瘤细胞突变株，与人或大鼠的 HPRT­

成纤维瘤细胞合并，再用选择培养基选择

HPRT+. TK+杂交细胞，最后人和大鼠的绝大

部分染色体被排出，而只保留带胸腺激酶位点

的染色体.巳知人、大鼠、小鼠的胸腺激酶基因

与半乳糖激酶基因连锁，而这三者的半乳糖激
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酶又很容易用电泳法予以区别，这样就为鉴别

基因是否带入动物体内和是否具有生物功能提

供了检测的指标.他们把人一小鼠、大鼠一小

鼠的杂交细胞，单个地分别注入另一种小鼠的

胚泡中，然后移到假孕小鼠子宫，结果得到了

嵌合体。经检测各种组织表明，注射人一小鼠

杂交细胞者，能测出人的半乳精激酶活性，注

射大鼠一小鼠杂交细胞者，能测出 9 种大鼠所

特有的酶和一些杂交形式的酶.更有趣的是有

一些酶是大鼠一小鼠杂交细胞在离体培养条件

下从来不曾表达的.如把杂交细胞移到裸鼠皮

下，则发展成恶性瘤.

Watanabe 等(1978) [叫用胞质杂交法将

线粒体耐氯霉素突变基因(CApR ) 引入了小鼠

体内。他们选择一种 HPRT- ， CAps 的黑色素

瘤细胞，用突变剂诱发其突变为HPRT- 、 CApR

细胞株，再用氯霉素培液选择得到 HPRT- , 

CApR 细胞.用松胞素处理并离心，以去其细

胞核，借仙苔病毒使这种带 CApR的胞质体与

CAP田、 HPRT+ 畸胎瘤干细胞合并，然后用

HAT、 CAP 双重培液选择得到 HPRT飞

CApR 胞质杂种细胞.把这种胞质杂种细胞注

入小鼠胚泡，移到假孕小鼠子宫，获得了嵌合

体.经分析表明，嵌合体的很多组织中，都有来

自胞质杂种的细胞.如果胞质杂种细胞能进入

嵌合体的生殖腺并分化为卵子，又如果线粒体

是通过母本遗传的，那么耐氯霉素的线粒体突

变基因就可以通过卵的细胞质而遗传到后代.

哺乳动物嵌合体的工作，十多年来发展非

常迅速。人们已利用这一技术为哺乳动物的实

验胚胎学，发育遗传学提供了大量有用的资

料，并已为一些长期争论不休的问题如骨胳肌

多核细胞的起源等，给予了令人信服的回答，

为免疫耐受性、性分化等一些极为重要的问题，

提供了新的线索.

把哺乳动物嵌合体技术与细胞拆舍、DNA

重组等技术相结合，利用畸胎瘤细胞作为载体

把外拥基因带入动物已分化的细胞，今后将是

一个发展的重要方面.目前许多的工作者，正

在培养和筛选一些与人类遗传疾病有关的畸胎

瘤突变株，这将为研究哺乳动物发育过程中基

因的表达与调控，以及人类肿瘤、遗传疾病的

防治开辟广阔的途径.

利用嵌合体作为携带者，用以"挽救"一

些致死或半致死的突变体，以研究发育中基因

表达与细胞间的相互关系，今后也将成为一个
很重要的方面。特别是探索"挽救"的分子机

理将具有十分重要的理论和实践价值。
利用嵌合体技术研究哺乳动物胚胎细胞的

发育能力、生长的遗传控制以及X染色体失活

与细胞分化的关系 z 也将会引起广泛的兴趣.
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