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摘要院为了探讨 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠渊栽遭曾员愿院悦则藻 噪灶燥糟噪鄄蚤灶 酝怎泽 皂怎泽糟怎造怎泽冤的繁殖尧鉴定及 栽遭曾员愿 基因敲

除小鼠和遗传示踪小鼠模型的应用袁将 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子小鼠进行繁殖袁应用 孕悦砸 法鉴定其子

代基因型遥 将子代雌雄杂合子小鼠互交袁应用 匀援 耘 染色观察 栽遭曾员愿 基因敲除胚鼠心的形态学变化遥 将

杂合子小鼠与 砸燥泽葬耘再云孕报告小鼠交配袁应用心冰冻切片技术观察 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因遗传示

踪胚鼠心内 栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞发育命运遥 结果表明袁用于繁殖尧基因敲除研究及基因遗传示踪的

子代基因型均符合孟德尔遗传规律遥 同时心 匀援 耘 染色和心冰冻切片发现袁栽遭曾员愿 敲除小鼠心窦房结发

育存在缺陷袁而 栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞是心发育重要的祖细胞来源遥 研究结果揭示袁栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因

敲除小鼠是研究先天性心脏病发病机制的理想模式动物袁栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞可能是心脏病患者

心脏修复和再生潜在的种子细胞遥
关键词院转录因子 栽遭曾员愿曰基因敲入曰悦则藻 重组酶基因曰聚合酶链式反应渊孕悦砸冤曰心发育
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猿 期 张摇 进等院栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠的繁殖尧鉴定及其应用 窑圆怨摇摇摇 窑
摇 摇 心的发育过程是一个受到多种基因和信号

分子精细调控的复杂过程遥 栽遭曾员愿 是近年来发

现的较为重要的心发育调控基因咱员暂 袁但其具体

功能不清楚袁要想在整体水平了解 栽遭曾员愿 基因

在心发育中的功能袁栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠

渊栽遭曾员愿院悦则藻 噪灶燥糟噪鄄蚤灶 酝怎泽 皂怎泽糟怎造怎泽冤是最直接最

有效的模式动物和研究手段之一遥 因此袁我们

从加州大学 耘增葬灶泽 实验室引进 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因

敲入杂合子小鼠袁繁殖并利用 孕悦砸 法鉴定其子

代遥 在此基础上用其子代和 砸燥泽葬圆远耘再云孕报告小

鼠建立了 栽遭曾员愿 基因敲除模型及 栽遭曾员愿院悦则藻 辕
砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因遗传示踪模型遥 为今后探

索研究先天性心脏病发病机制及未来心脏病患

者心脏修复和再生治疗奠定理论基础遥
员摇 材料与方法

员郾 员摇 实验动物摇 由美国加州大学圣地亚哥分

校 耘增葬灶泽 实验室引进 圆 只雄性 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因

敲入杂合子小鼠咱圆暂 袁由美国 允葬糟噪泽燥灶 实验室引

进 圆 只雄性 砸燥泽葬耘再云孕报告小鼠遥 将 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基
因敲入小鼠雌雄互交得到 栽遭曾员愿 基因敲除胚

鼠袁将 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠和 砸燥泽葬耘再云孕报告

小鼠交配得到 栽遭曾员愿鄄悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因

遗传示踪胚鼠遥
员郾 圆摇 小鼠的饲养和繁殖摇 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入

小鼠在重庆医科大学实验动物中心 杂孕云 级渊无
特殊病原体冤动物房内进行繁殖遥 室内温度控制

在 员愿 耀 圆圆益袁湿度为 缘园豫 耀 远园豫袁光照 辕黑暗为

员圆 澡 辕 员圆 澡遥 小鼠垫料及食物经高温灭菌处理遥
小鼠达到性成熟后渊远园 凿 左右冤袁采用 员 只雄鼠

与 猿 只雌鼠合笼的方式进行繁殖遥 计算胎龄时袁
当晚 圆园院园园 时将 员 只雄鼠与 猿 只雌鼠合笼袁次晨

愿院园园 时检查雌鼠阴栓袁有阴栓者记为胚胎 园郾 缘 凿遥
员郾 猿摇 小鼠的基因型鉴定

员郾 猿郾 员摇 鼠尾基因组 阅晕粤 的提取摇 剪趾及剪尾

操作最好在小鼠出生后 愿 耀 员圆 凿 之内完成袁一
方面出于动物伦理管理规范袁另一方面袁小鼠的

出血较少袁提取的基因组 阅晕粤 质量较好遥 剪取

园郾 圆 耀 园郾 缘 糟皂 鼠尾渊同样适用于脚趾尧胚胎组

织尧卵黄膜等冤袁放入 员郾 缘 皂造 耘责责藻灶凿燥则枣 管中袁加

入 缘园园 滋造 组织裂解液 渊缘 皂皂燥造 辕 蕴 耘阅栽粤 责匀
愿郾 园袁 圆园园 皂皂燥造 辕 蕴 晕葬悦造袁 员园园 皂皂燥造 辕 蕴 栽则蚤泽 责匀
愿郾 园袁 园郾 圆豫 杂阅杂袁蛋白酶 运 园郾 源 皂早 辕 皂造冤袁缘缘益水

浴过夜遥 基因组 阅晕粤 的提取方案采用高翔教

授推荐的酚 辕氯仿提取法咱猿暂 遥
员郾 猿郾 圆摇 孕悦砸 扩增基因组 阅晕粤摇 渊员冤孕悦砸 反应院
淤所用引物序列院用 责则蚤皂藻则 责则蚤皂藻则 缘 引物设计

软件设计遥 针对 栽遭曾员愿 基因靶位点设计引物

渊上游引物院缘忆鄄郧郧郧 粤郧栽 悦粤粤 栽粤粤 郧栽郧 悦粤栽
悦粤栽 栽鄄猿忆袁 下游引物院 缘忆鄄栽悦栽 栽栽栽 郧粤粤 郧悦栽
郧粤栽 郧悦栽 郧悦栽鄄猿忆冤袁产物大小为 猿苑员 遭责袁用于检

测野生型遥 针对敲入的外源基因 悦则藻 重组酶基

因设计引物 渊上游引物院缘忆鄄郧悦悦 粤郧悦 栽粤粤 粤栽粤
栽郧悦 栽栽悦 粤栽悦鄄猿忆袁下游引物院缘忆鄄粤栽栽 郧悦悦 悦悦栽
郧栽栽 栽粤粤 悦栽粤 栽悦悦鄄猿忆冤袁产物大小 苑圆苑 遭责袁用于

检测突变型遥 鉴定 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转

基因胚鼠时袁用两对引物即 悦则藻 重组酶基因引

物渊同前面冤和 耘再云孕 基因引物渊上游引物院缘忆鄄
郧悦粤 悦郧粤 悦栽栽 悦栽栽 悦粤粤 郧栽悦 悦郧悦 悦粤栽 郧悦悦鄄
猿忆袁下游引物院缘忆鄄郧悦郧 郧粤栽 悦栽栽 郧粤粤 郧栽栽 悦粤悦
悦栽栽 郧粤栽 郧悦悦鄄猿忆冤袁耘再云孕 基因引物扩增产物大

小为 猿员缘 遭责遥 于孕悦砸 扩增条件院怨源益 猿 皂蚤灶曰
怨源益 猿园 泽曰远园益 退火 猿园 泽渊栽遭曾员愿 基因引物退火

温度为 远园益袁悦则藻 重组酶基因引物 远圆益袁耘再云孕
基因引物 缘愿益冤曰苑圆益 猿园 泽曰猿缘 个循环曰苑圆益
猿 皂蚤灶曰源益 员园 皂蚤灶遥 渊圆冤琼脂糖凝胶电泳鉴定

基因型院琼脂糖凝胶上出现 猿苑员 遭责 单一条带提

示该小鼠为野生型袁苑圆苑 遭责单一条带提示该小

鼠为 悦则藻 重组酶基因纯合子袁猿苑员 遭责 及 苑圆苑 遭责
条带均出现提示为 栽遭曾员愿 基因和 悦则藻 重组酶基

因的杂合子遥 猿员缘 遭责及 苑圆苑 遭责 条带均出现提

示为 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因小鼠渊转
悦则藻 重组酶基因和 耘再云孕 基因冤遥
员郾 源摇 栽遭曾员愿 基因敲除小鼠大体形态观察及心

匀援 耘 染色摇 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠雌雄互交

得到 猿 种基因型胚鼠院栽遭曾员愿 基因敲除型尧野生

型和杂合子遥 观察同窝基因敲除型胚鼠和野生

型胚鼠的大体形态差异袁并将这 圆 种胚鼠用 源豫
多聚甲醛固定袁标本石蜡包埋尧切片袁匀援 耘 染色观

察 栽遭曾员愿 基因敲除对心的形态学影响遥



窑猿园摇摇摇 窑 动物学杂志 悦澡蚤灶藻泽藻 允燥怎则灶葬造 燥枣 在燥燥造燥早赠 源苑 卷

员郾 缘摇 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因遗传示

踪小鼠冰冻切片摇 将 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双
转基因遗传示踪胚鼠用 源豫多聚甲醛固定过夜袁
弃源豫多聚甲醛袁用冰 孕月杂 冲洗猿 次袁每次缘 皂蚤灶袁
员缘豫蔗糖溶液和 猿园豫蔗糖溶液脱水各源 澡袁胚鼠

沉底后用冰冻切片包埋剂 韵悦栽渊燥责贼蚤皂怎皂 糟怎贼贼蚤灶早
贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 糟燥皂责燥怎灶凿冤包埋遥 标本 原愿园益冰箱保

存遥 胚鼠心行横位冰冻切片袁厚度为 员园 滋皂遥
圆摇 结摇 果

圆郾 员摇 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子小鼠的繁殖

情况摇 引进的圆 只雄性 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合

子小鼠与背景为 悦缘苑月蕴 辕 远允 的野生型雌鼠交配袁
杂合子雄鼠成功繁殖出子代幼鼠遥 用 悦则藻 重组

酶基因引物渊图 员粤冤和 栽遭曾员愿 基因打靶突变位点

设计的引物渊图 员月冤鉴定杂合子遥 结果是院圆远远
只子代幼鼠中袁员圆愿 只为 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂

合子小鼠袁员猿愿 只为野生型小鼠袁分别占 源愿郾 员豫和

缘员郾 怨豫袁子代基因型基本符合孟德尔遗传规律遥
圆郾 圆摇 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子小鼠雌雄互

交后基因敲除型胚鼠的鉴定摇 根据 悦则藻 重组酶

基因渊图 员粤冤和 栽遭曾员愿 基因打靶突变位点渊图
员月冤设计的引物可鉴别出 栽遭曾员愿 基因敲除型尧
野生型和杂合子胚鼠渊图 员冤遥 员员愿 只子代胚鼠

中袁基因敲除型 圆怨 只袁野生型 猿园 只袁杂合子 远园
只袁分别占 圆源郾 远豫 尧圆缘郾 源豫和 缘园豫 袁子代基因型

基本符合孟德尔遗传规律遥 栽遭曾员愿 基因敲除型

和野生型用于平行对照实验遥

图 员摇 孕悦砸 法鉴定 栽遭曾员愿 基因敲除型尧野生型及杂合子小鼠渊或胚鼠冤
云蚤早郾 员摇 孕悦砸 枣燥则 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 栽遭曾员愿 噪灶燥糟噪鄄燥怎贼袁 憎蚤造凿鄄贼赠责藻 葬灶凿 澡藻贼藻则燥扎赠早燥贼藻 皂蚤糟藻 渊藻皂遭则赠燥泽冤

粤 图示 悦则藻 重组酶基因扩增情况曰 月 图示 栽遭曾员愿 基因扩增情况遥 员 和 源 号仅在 猿苑员 遭责 处有条带袁表示子代为野生型曰 猿 号仅在苑圆苑 遭责
处有条带袁表示子代为基因敲除型曰 圆尧缘尧远 号在 猿苑员 遭责 和 苑圆苑 遭责 两处均有条带袁表示子代为杂合子遥 粤尧月 图中 酝 表示 阅晕粤 皂葬则噪藻则遥
云蚤早怎则藻 粤 葬灶凿 月 则藻责则藻泽藻灶贼 贼澡藻 葬皂责造蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 悦则藻 则藻糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶 藻灶扎赠皂藻 早藻灶藻 葬灶凿 栽遭曾员愿 早藻灶藻 则藻泽责藻糟贼蚤增藻援 韵灶造赠 猿苑员 遭责 枣则葬早皂藻灶贼 糟燥怎造凿 遭藻
葬皂责造蚤枣蚤藻凿 蚤灶 造葬灶藻 员 葬灶凿 源 贼澡葬贼 则藻责则藻泽藻灶贼 憎蚤造凿鄄贼赠责藻 皂蚤糟藻 渊藻皂遭则赠燥泽冤援 韵灶造赠 苑圆苑 遭责 枣则葬早皂藻灶贼 糟燥怎造凿 遭藻 葬皂责造蚤枣蚤藻凿 蚤灶 造葬灶藻 猿 贼澡葬贼 则藻责则藻泽藻灶贼泽 噪灶燥糟噪鄄燥怎贼
皂蚤糟藻 渊藻皂遭则赠燥泽冤 援 月燥贼澡 猿苑员 遭责 葬灶凿 苑圆苑 遭责 枣则葬早皂藻灶贼 糟燥怎造凿 遭藻 葬皂责造蚤枣蚤藻凿 蚤灶 造葬灶藻 圆袁缘袁远 贼澡葬贼 则藻责则藻泽藻灶贼 澡藻贼藻则燥扎赠早燥贼藻 皂蚤糟藻 渊藻皂遭则赠燥泽冤 援
栽澡藻 葬造责澡葬遭藻贼 酝 蚤灶 枣蚤早怎则藻 粤 葬灶凿 枣蚤早怎则藻 月 则藻责则藻泽藻灶贼 阅晕粤 皂葬则噪藻则援



猿 期 张摇 进等院栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠的繁殖尧鉴定及其应用 窑猿员摇摇摇 窑

图 圆摇 孕悦砸 法鉴定 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因示踪胚鼠

云蚤早郾 圆摇 孕悦砸 枣燥则 蚤凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕 凿燥怎遭造藻 藻皂遭则赠燥泽
摇 摇 摇 粤 图示 悦则藻 重组酶基因扩增情况曰 月 图示 耘再云孕 基因扩增情况遥 员尧缘 耀愿 号胚鼠有 悦则藻 重组酶基因袁圆尧猿尧缘尧远 号胚鼠有 耘再云孕 基因袁

因而 缘尧远 号为 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因胚鼠遥 粤尧月 图中 酝 表示 阅晕粤 皂葬则噪藻则遥
云蚤早怎则藻 粤 葬灶凿 月 则藻责则藻泽藻灶贼 贼澡藻 葬皂责造蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 悦则藻 则藻糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶 藻灶扎赠皂藻 早藻灶藻 葬灶凿 耘再云孕 早藻灶藻 则藻泽责藻糟贼蚤增藻援 蕴葬灶藻 员袁 缘 原 愿 则藻责则藻泽藻灶贼 悦则藻
则藻糟燥皂遭蚤灶葬贼蚤燥灶 藻灶扎赠皂藻 早藻灶藻援 蕴葬灶藻 圆袁 猿袁 缘袁 远 则藻责则藻泽藻灶贼 耘再云孕 早藻灶藻援 杂燥袁 蕴葬灶藻 缘袁 远 则藻责则藻泽藻灶贼 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸 耘再云孕 凿燥怎遭造藻 藻皂遭则赠燥泽援
栽澡藻 葬造责澡葬遭藻贼 酝 蚤灶 枣蚤早怎则藻 粤 葬灶凿 枣蚤早怎则藻 月 则藻责则藻泽藻灶贼 阅晕粤 皂葬则噪藻则援

圆郾 猿摇 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因遗传示

踪胚鼠鉴定 摇 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子小鼠

和 砸燥泽葬耘再云孕报告小鼠交配袁缘苑 只子代用 悦则藻 重

组酶基因引物渊图 圆粤冤和 耘再云孕 基因引物渊图
圆月冤鉴定基因型遥 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子

小鼠 员源 只袁砸燥泽葬耘再云孕报告小鼠 员缘 只袁野生型 员源
只袁栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因小鼠 员源 只袁
分别占 圆源郾 缘豫尧圆远郾 缘豫尧圆源郾 缘豫和 圆源郾 缘豫袁子代基

因型基本符合孟德尔遗传规律遥 栽遭曾员愿院悦则藻 辕
砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因示踪胚鼠用于心冰冻切片遥
圆郾 源摇 栽遭曾员愿 基因敲除小鼠大体形态观察及心

匀援 耘 染色摇 胚胎发育 员缘郾 缘 凿 的同窝 栽遭曾员愿 基

因敲除型胚鼠渊噪灶燥糟噪鄄燥怎贼袁 运韵冤与野生型胚鼠

渊憎蚤造凿鄄贼赠责藻袁 宰栽冤比较袁敲除型胚鼠表现为生长

发育迟缓袁体型变短变小渊图 猿冤遥 将野生型和

基因敲除胚鼠心切片行 匀援 耘 染色袁基因敲除胚

鼠心窦房结头部严重缺失渊图 源冤遥

图 猿摇 发育 员缘郾 缘 凿 同窝基因敲除胚鼠渊运韵冤
和野生渊宰栽冤胚鼠大体态观察

云蚤早郾 猿摇 栽澡藻 早则燥泽泽 皂燥则责澡燥造燥早赠 燥枣 噪灶燥糟噪鄄燥怎贼渊运韵冤
葬灶凿 憎蚤造凿鄄贼赠责藻渊宰栽冤藻皂遭则赠燥泽 葬贼 耘员缘郾 缘 凿

敲除型胚鼠表现为生长发育迟缓袁体型变短变小遥
栽澡藻 责澡藻灶燥贼赠责藻 燥枣 贼澡藻 运韵 藻皂遭则赠燥泽 憎葬泽 糟澡葬则葬糟贼藻则蚤扎藻凿

遭赠 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 凿藻造葬赠 葬灶凿 葬 泽澡燥则贼藻灶藻凿 遭燥凿赠援



窑猿圆摇摇摇 窑 动物学杂志 悦澡蚤灶藻泽藻 允燥怎则灶葬造 燥枣 在燥燥造燥早赠 源苑 卷

图 源摇 胚胎 员缘郾 缘 凿 同窝野生型心渊粤冤和基因敲除心渊月冤匀援 耘 染色

云蚤早郾 源摇 匀藻皂葬贼燥曾赠造蚤灶 葬灶凿 藻燥泽蚤灶鄄泽贼葬蚤灶蚤灶早 燥枣 憎蚤造凿鄄贼赠责藻 渊粤冤 葬灶凿 噪灶燥糟噪鄄燥怎贼 渊月冤 澡藻葬则贼泽 葬贼 耘员缘郾 缘 凿
基因敲除胚鼠心窦房结头部严重缺失渊红色箭头所示冤遥

栽澡藻则藻 憎葬泽 葬灶 葬遭泽藻灶糟藻 燥枣 泽蚤灶燥葬贼则蚤葬造 灶燥凿藻 澡藻葬凿 蚤灶 运韵 藻皂遭则赠燥泽 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 贼澡藻 憎蚤造凿鄄贼赠责藻 渊则藻凿 葬则则燥憎泽冤 援

图 缘摇 栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞对心发育的贡献

云蚤早郾 缘摇 栽澡藻 糟燥灶贼则蚤遭怎贼蚤燥灶 燥枣 栽遭曾员愿鄄藻曾责则藻泽泽蚤灶早 藻责蚤糟葬则凿蚤葬造 糟藻造造泽 贼燥 澡藻葬则贼 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼
摇 摇 摇 摇 粤院栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞渊红色粗箭头冤迁移分化进入心并构成了左右心室壁尧室间隔渊红色细箭头冤袁标尺 越 员园园 滋皂遥

月院栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞渊红色粗箭头冤迁移分化进入心并构成了冠状动脉血管平滑肌渊红色细箭头冤袁标尺 越 远苑郾 员猿 滋皂遥
云蚤早怎则藻 粤 蚤灶凿蚤糟葬贼藻泽 贼澡葬贼 栽遭曾员愿鄄藻曾责则藻泽泽蚤灶早 藻责蚤糟葬则凿蚤葬造 糟藻造造泽渊遭则燥葬凿 则藻凿 葬则则燥憎冤 皂蚤早则葬贼藻 蚤灶贼燥 澡藻葬则贼 葬灶凿 糟燥灶贼则蚤遭怎贼蚤燥灶 贼燥 造藻枣贼 葬灶凿 则蚤早澡贼 增藻灶贼则蚤糟怎造葬则
憎葬造造袁 增藻灶贼则蚤糟怎造葬则 泽藻责贼怎皂渊灶葬则则燥憎 则藻凿 葬则则燥憎泽冤袁遭葬则 越员园园 滋皂援 云蚤早怎则藻 月 蚤灶凿蚤糟葬贼藻 贼澡葬贼 栽遭曾员愿鄄藻曾责则藻泽泽蚤灶早 藻责蚤糟葬则凿蚤葬造 糟藻造造泽 渊遭则燥葬凿 则藻凿 葬则则燥憎冤 皂蚤早则葬贼藻
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摇

圆郾 缘摇 栽遭曾员愿院悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕双转基因小鼠心

切片摇 心冰冻切片示 栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞

对心发育的贡献遥 在胚胎发育 员远郾 缘 凿袁栽遭曾员愿
阳性心外膜祖细胞不断迁移进入心袁构成了心

室壁尧室间隔尧血管平滑肌等重要结构渊图 缘冤遥

猿摇 讨摇 论

栽遭曾员愿 是参与心发育重要的转录调控因

子咱源暂 遥 以往研究表明袁栽遭曾员愿 来源的心外膜祖

细胞是心发育过程中第一尧第二生心区的重要



猿 期 张摇 进等院栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入小鼠的繁殖尧鉴定及其应用 窑猿猿摇摇摇 窑
补充咱缘暂 袁栽遭曾员愿 可调控心外膜祖细胞向窦房结

起搏细胞尧心室心房壁细胞尧瓣膜成纤维细胞及

血管平滑肌细胞分化咱圆暂 袁栽遭曾员愿 基因敲除小鼠

表现为窦房结头部严重缺失咱远 原 苑暂 遥 由此可见袁
栽遭曾员愿 基因在调控心发育中扮演重要角色遥 但

是 栽遭曾员愿 的信号调控通路目前国内外尚未见报

道袁这也是我们后续的主要研究内容袁亦是引进

栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子小鼠的重要原因遥
成功引进 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入杂合子小鼠

后袁饲养和繁殖在 杂孕云渊无特定病原体动物冤 级

动物饲养标准下进行遥 由于 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲

入小鼠只能在杂合状态下存活袁纯合状态下

栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因的连锁是致死性的咱愿暂 袁故我们用

栽遭曾员愿鄄悦则藻 基 因 敲 入 杂 合 子 小 鼠 和 背 景 为

悦缘苑月蕴 辕 远允 的野生型雌鼠交配繁殖袁出生幼鼠中

只能出现杂合子和野生型遥 一定数量杂合子的

繁殖和鉴定为我们后续实验提供了有利的

条件遥
我们利用成功繁殖的 栽遭曾员愿鄄悦则藻 基因敲入

杂合子小鼠建立了 栽遭曾员愿 基因敲除模型和遗传

示踪动物模型遥 初步观察到 栽遭曾员愿 基因敲除胚

鼠存在发育迟缓遥 心 匀援 耘 染色发现袁基因敲除

胚鼠心的 源 个腔室及室壁厚度均未见异常袁但
窦房结头部严重缺失袁与文献报道一致咱源 原 缘暂 遥
栽遭曾员愿 基因敲除模型的建立为进一步研究

栽遭曾员愿 基因的信号调控通路及先天性心脏病发

病机制奠定基础遥 同时袁 我们利用得到的

栽遭曾员愿院 悦则藻 辕 砸燥泽葬圆远砸耘再云孕 双 转 基 因 小 鼠 示 踪

栽遭曾员愿 基因对心外膜细胞发育命运的影响遥 心

冰冻切片发现袁胚胎 员远郾 缘 凿袁大量 栽遭曾员愿 阳性心

外膜细胞从心外膜向心内部迁移分化并构成了

心的重要组成部分袁提示 栽遭曾员愿 基因可能对心

外膜细胞的迁移分化起重要调控作用遥 栽遭曾员愿
基因遗传示踪动物模型的建立为后续研究

栽遭曾员愿 阳性心外膜细胞分化命运及其深入研究

其机制建立了有效尧直接的工具遥
研究胚胎时期 栽遭曾员愿 阳性心外膜细胞分化

命运及其机制对成年心损伤修复具有重要启发

意义遥 蕴藻责蚤造蚤灶葬 等咱怨暂 发现袁斑马鱼渊阅葬灶蚤燥 则藻则蚤燥冤
心发生损伤时袁心外膜胚胎基因 栽遭曾员愿 可再次

激活并迁移到损伤部位袁栽遭曾员愿 基因通过调节

血管的生成完全修复了损伤的心而不遗留疤

痕袁这种神奇的修复能力与胚胎基因 栽遭曾员愿 及

栽遭曾员愿 阳性心外膜细胞向心损伤部位迁移密切

相关遥 因此袁栽遭曾员愿 阳性心外膜细胞可能是未

来心脏病患者心脏修复和再生治疗潜在的种子

细胞遥
值得提出的是袁在鉴定转基因动物基因型

时袁经典的 杂燥怎贼澡藻则灶 技术由于实验本身步骤多尧
费用高尧放射性等特点决定了它不适合大规模

的鉴定咱员园暂 遥 孕悦砸 扩增技术具有廉价尧简单尧 准

确等得天独厚的优势袁因而袁适于大量转基因鼠

的筛选遥 最后袁可以参考一下孟德尔遗传定律

来初步判断阳性率的高低遥
总之袁我们的初步研究表明袁栽遭曾员愿鄄悦则藻 基

因敲入小鼠是研究先天性心脏病发病机制的理

想模式动物袁栽遭曾员愿 阳性心外膜祖细胞是未来

心脏病患者心脏修复和再生治疗潜在的种子

细胞遥
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