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生的时刻虽然还没有表达出终末期的表现型，

但从那时也细胞就开始逐步丧失增殖能力 ， 并

一定会达到终末剧。走向细胞丧失增殖能力和

表达出终末期的表现型这两个过程是相关连和

一致的。

半固体培养基上的混合型集蓓的形成似乎

颇为典解。因为挝合型集落中似乎含有已丧失

增殖能力的终末期细胞 ， 又含有未到达终末期

的尚具有一定增7..~能力的细胞 ， 而已定向的终

未细胞是不可逆转的。我们认为有以下两种可

能性可以解释混合型集落的形成: 一是可能定

向细胞在分裂而形成集蓓的过程中 ， 其子代的

分化不均一 ，某些子代细胞已达到终末期 ，表现

出联苯胶阳性的终末表现型，而另一些子代细

胞尚未达到终末期，呈献苯胶阴性反应c 第二

种可能是细胞在受到诱导剂充分作用后，细胞

尚未定向之时被接种于半固体培养基， 经过一

次分裂后，一个子代细胞变成了"定向"细胞 ，

再分裂有限次数达到终末期并构成了集落中的

联苯胶反应阳性细胞; 另一个"未忘 I句"细胞的

子代构成集落中的联苯胶反应阴性部分。 实验

中对混合型集蓓的观察和1分析结果与后一种可

能性更为符合 。
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胚胎融 合制备四亲体小 鼠

杨 翰 仪

( 白求忠民科大学}

用两个不同基因型小鼠胚胎在其 8 细胞阶

段进行休外胚胎融合。 待融合的胚胎发育到囊

脏、期时，将其移植于另一种假孕雌鼠子宫腔内。

约 1 7 天后发育成熟分娩得四亲体小鼠 (Tetra

parentaI mouse ) 。这种小鼠各组织和器官都含

有两种来源的细胞群体。

四亲体小鼠jt由两种纯种小鼠胚胎融合而

成。因而是研究胚胎发育 、 遗传、 免疫机制及

老年医学等方面有特殊价值的动物模型。本文

将介绍胚胎融合jfjlJ备四亲体小鼠的方法。

材料与方法(1， 2 ]

1. 旺险的 收 集 C 57 BLj6 J(黑毛 ， H一

2 b ) 及 AjJ ( 白毛 ， H-zi) )成年雌鼠 f腹腔内注射

5 iu 孕马 JÚl. Y古 ( PMS ， Organo n ) , 4 8 小 时后 ，

注射溶于生理盐水的 人绒毛膜促性激素

(HCG)5 iu 。 注射 HCG 当晚将雌鼠分别与同种

雄鼠合笼。次日上午 10 时前取出雌鼠检查 ，有

白 色阴栓者， 取出饲养备用。

在发现阴栓两天后 ，颈椎骨脱位杀死雌鼠 ，

剖腹取出连有输卵管的上半段子宫， 放入盛有

Whitten-Bigger 液 ( 以下简称 W-B 液)的小培

养皿中 。 在解剖镜下 ，将连接盛有 W-B 液的注

射器的 30 号针头(针尖磨钝) ，插入输卵管开口

处，以约 0.2 ml 的 W-B 液撞洗输卵管及子宫。

同时可见子宫切口处有白色汩讪掖 ~~: H。在流
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出液中有发育到 8 细胞的胚胎 (也有少 量 发育

为其他阶段的胚胎)。用拉细的玻璃滴管收集 8

细胞的鼠胚。 将两种来源环同的鼠胚分另iJ放在

两个小培养皿中 ， 各用 W-B 液洗涤三次。
2 . 链霉蛋白酶 (Pronase) 除去透明带 将

两种来源的胚胎分别放入含 0. 5%链霉蛋白酶

(CdLochm 产 i旧的 W-B 液中 ， 观察透明帘
的变化。 在透明帘'刚消失时， 立即取出无透明

带的胚胎， 在 W-B 液中洗涤三次 。

3. 胚胎融合 将两不同鼠胚 各取 1 个 。用

植物血凝京 P(PHA-P 1 . 69 mg 溶于 10 mlPBS) 

ì_{ú夜处理 2 分钟后， 用含 0 . 6% 牛血清白蛋白

(BSA) 的 W-B 液洗涤一次，然后每二个胚胎放

入石腊iEa层下 W-B 液一0 .6 % BSA ~夜滴中〈石

腊油预先与 W-B 液混合，搅拌 平衡 1 小时· 。

逼入含 5 %C02 的空气 1 5 :s如钟 ， 离 心 200 g 5 

分钟。然后将油层倒入小培养皿。 用拉细i商管

将台'ËSA 的 W-B 液分滴加在油层下同)。在解
剖镜下用回头小玻棒将两个胚胎机械推在一

起， 使相互接触。然后放入饱 和 湿 度， 5 % 
CO 2 , 37 0C孵箱培养约 40 小 H才 ， 可观察到巳融

合的胚胎发育为比正常大约二位 的 粟t J臣，期胚

胎。 此时JtR出胚胎放入新自己的 合 BSA 的 W-B

液中供移植用 。

4 . 假孕雌鼠的准备 成年 CFl 雄 鼠作输

精管切除术…周后与同种成年雌鼠同笼，次 日

检查雌鼠阴栓问:1 t生有作为假孕雌鼠用作胚胎按

î~IJ 的载体。

5. 融合胚胎的移娼 将假 孕 Df在鼠以戊巴

比妥钊腹腔注射麻醉。 置俯卧位 ， 以 75 %酒精

消毒背部皮肤， 在背下部正中作一长约 1. 5 cm

因切口。币j 两侧分离皮肤后， 可见肌层下卵巢

周围黄色脂肪垫。 在该处切一小口穿入腹腔，

用钝慑轻轻拉出子宫。用 22 号针头在子宫上部

穿草IJ一孔入宫腔， 再由此针孔将已融合的胚胎

约 10 个 (可混合-半发盲目才期相同的 CFl 胚

胎 ) 以口径比融合胚胎稍大的微型滴管轻轻送

入子宫腔内。注意使随胚胎进入子宫腔的液体

尽量;少些。拉和I' :}二 l 严 J，=;拍 子宫复位。 另-侧子

困 1 四亲体小E弱l (中 ) A/J (右 ) C57BL/ 6J 
〈左)

宫同法移植。 然后缝合皮肤。 女1)移植成功， 则

约十七天后小鼠分娩。待，长出毛后 ， 选峰有黑

白二 色毛的小鼠 ， 即为四亲体小鼠(见图 1 ) , 

;用符号 C 57BLj6 J←→AjJ ，&示其来源。

讨论

异表型IJ、 鼠 (allophenic mouse) 的制备首

先为 Tal1kowski 于 1 961 年描述[ 31 。以后 Mintz

进行改进。 由于每支小鼠来自不同基因型胚胎

早期的融合 ， 其主要特征是不同表现型细胞群

体共存于一个动物的各组织器官巾。在实验中 ，

虽然两种胚胎的细胞是等虽进行融合，但不是

每一融合胚胎均能发展为四亲体小鼠。因而需

要有关于两种基因表现型的证明 ，如皮毛颜色 ，

H-2 抗原的不同等。此外， 产生的四亲体小鼠

两种基因型细胞的比例 也不是挂 1: 1 共存， 往

往各个动物差异很大。这可以用两种来源的细

胞发展不平衡， 甚至可能完全为某一来源的细

胞单独发展来解释。

四亲体小鼠jJj IJ备 ti叶呆w必求严格。成功率

常较低。引 itQ失败的主安以因是jiii择的}]{胎去;

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



48 细胞生物 学 杂 志 1986 年

育不好， 蛋白酶处理除透明带的时间过长引起

对细胞的损伤。 在机械推合中过粗及推在一起

的胚胎在转运入孵箱过程中又分离。以及操作

过程太长，洗涤中对胚胎的损伤等。此外，移

植手术对成败关系亦很大。手术操作必需轻柔

准确，送入胚胎的压力要适当 ，进入子宫的液体

要少， 穿刺子宫壁时要避免出血过多。根据经

验在移植时加入一定 CFl 发育正常的囊胚期胚

胎可使假孕雌鼠受孕率提高。植入的胚胎有时

会出现难产情况(尤其是只有一只胚鼠时易发

生)，故对超过时间未分娩的雌鼠应剖腹取胎。

用胚胎融合技术所得异表型小鼠可作为研

究胚胎发育、遗传变异等方面的动物模型，此

外在免疫学研究中也有其特殊价值，如对免疫

耐受性的研究[←81，免疫细胞组成[71，免疫反

应中细胞间的协同作用川， Ir 基因功能及对合

成抗原的反应性问10 ]等方面。尤其有趣的是根

据四亲体小鼠周围血细胞在生长过程中两种基

因型细胞比例的波动 [ 1 1 ]用于衰 老过程的研

究[ 1 2 ]为遗传对寿命的影响的研究提供了理想

~~………、，…~山，…、~-……

的动物模型。
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电泳技术新进展
1985 年 9 月 10 日主 2 0 日美国 fif 伦比亚 大学 人

类遗传学和发育学系主任 Charles R. Cantor 教授及

夫人应我所邀请在 l工海进行了访问讲学。 在此期间共

举行了五次访i 腔 ， 并在脉冲 t3.'l 皮也 场 ( Pulse Fie1d 

G radient nr PEG )凝胶|毡泳训练班上示范 了 实验操

作 。 毛rj:)盔的王安内容为脉冲梯度 IU，场凝胶电泳。 这个

方法是由 Schwartz 札I Can tor 设计友 l闪的 ， 能 够分离

染色你 DNA 大分子 。 到目前均止， 已经分离丁酵闻

及一些寄生虫的不同染~~2.休 DNA 分子。 并利用这个

技术进行了基因定位工作及对基因组的结构组成和重

jll 进行了削究。 的 ~ [r ! 盯还可以应用3iIJ更高等的生物

中去。 为染色休 DNA 大分子的深入研究提供了手段。

PFG 主~是根据染色休 DNA 大分子在琼脂糖凝

j践中的泳功的速率， 途径不→而造成染色体 DNA 的

分离。在一股 l包扣'J(情况 f- ， DNA 分子在 凝 胶中 以 单

元 l句:衣动 ， 所以分辨率只能到 15-25 胁。 Cantor 等人

把电泳分为二个方向 ， 并形成 l也场梯度， 且J.脉 ì1*'形式

['I-I J 隔 j~\.ifr1 J 二个力 [ í ，J 的 I U，沁 ， 1* DNA 分子 .{i命u议 1[ 1

不断地变换方向 。 同时， 又以据民 i二:)主 ITlí造成迁移率

。可不同 ， 而产生良好的分离效果。

在 Cantor 教授发明此法后不久， EJ古盛顿大学医

学院遗传系的 Carle 和 01son 也发明了-牛和[，类似的 l包

i永方法 ， 称 OFAGE(即相互垂直交替电场凝胶 l包 泳

Orthogona1-field- altcrnation ge1 dc c trophorsrs i ) 。

其原理类似 PFG 电冰， 结果也差不多。 最近 ，他们义

设计了单维的间期性倒向电场也泳(EIGE)分离 DNA

大分子。 这样简进了 Ff:1. /7k装置 ， 而可以达到l类似的效

旦 (Carlc 有101sol1 未发表的子毛的 。 其原理也土.j PFG 

j主 j丘，只是11::二个方向变为单方向交替电泳 ， 脉冲时

间 也变为以 个方向为主， 反方[，" J .19 汰 ， 只 取其 1 /3

时间长度。

我们实验室最近利用 Cantor 教授所设计的 PFG

1包泳技术分，忻了不同酵母菌的染色体情型， 皮革~~不同

酵母 菌的相应染色体长度并不完全 才羊。 并结合杂交

技术对我们已经克隐的 PRO 3 基因进行 j 基因定位。

u.主门7东 ~k怡文)
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