                     基础医学研究所动物中心ES细胞囊胚注射申请表

             A09
                                                                                                                                                                                                                      

实验动物使用和管理委员会(ACUC)专用
申请编号:  ...............................                        

批准日期: ...............................         

委员会主席签字: 

.......................................................





 



(请打印填写) 

课题负责人:   ……...........................   学系: ……...............          房间:  ……...............      电话.:   ……....................
其他研究人员 :  ………………………………………………………………………………………………………………...   
研究题目:   ……………………………………剔除基因的名称……………………
基因Ensemble ID:…………………  (www.ensembl.org)
ES 细胞来源……………………………………………………….. ES 细胞遗传背景…………………………………
ES细胞支原体检测结果:    1.PCR法：阴 阳                          2：培养法：阴 阳………………………  
ES细胞的核型检测结果：（对进入种系很重要）

ES细胞基因型鉴定结果：1.PCR 法（附结果复印图） 2. Southern blot 法（附结果复印图）

课题负责人批准(签字) ........................................ (日期) .................................


温馨提示
1.请先电洽动物中心，确认是否有可供繁殖的动物房空间。
2.本实验是将获得的基因打靶ES细胞克隆，发展成一个小鼠个体，这一过程是利用ES细胞的分化全能性的特点，将ES细胞注射到小鼠囊胚中，注射后的囊胚移植到同步化的假孕母鼠中，这些注射到囊胚中的ES细胞能够随小鼠的发育过程而分化成小鼠各个组织，从而和囊胚供体小鼠的细胞共同组成嵌合小鼠。所以ES细胞全能性的维持，有无支原体直接关系到是否能够获得嵌合体，但并非每一只嵌合体鼠都可将突变基因遗传给后代。所以ES细胞的来源，培养，全能性的维持，正常的核型对获得进入种系的嵌合体很重要。
3.本中心只接受ES细胞支原体检测（上述2种方法）均为阴性，ES细胞核型正常的，来自于ES细胞培养有成功经验的实验室，并且ES细胞基因型鉴定结果有复印图（PCR, Southern blot），进行显微注射。
   4.阳性ES细胞：使用当天消化细胞，消化好的ES细胞在4小时内必须进行注射.需要配合好时间,送样温度4℃
 5本中心负责将中靶胚胎干细胞显微注射到200个小鼠囊胚中，显微注射后的囊胚回送到10-15只代孕母鼠子宫中。如果阳性ES细胞全能性好，最终将能提供嵌合率大于50%的雄性嵌合体小鼠给课题组。

 6. 本中心原则上不负责嵌合体的后继配种，所有嵌合体均需在离乳后领回。
 7. 并非每一只嵌合体鼠都可将突变基因遗传给后代，若有将突变基因遗传至后代的,请务必通知中心。

       8.在中心正常操作下，若因不可抗力因素而无嵌合体小鼠及未进入种系，本中心将重做一次。若再度发生相同结果。即终止注射。
     若ES来自于129品系小鼠，则获得靶基因敲除的杂合子小鼠后，再连续向C57BL/6J逐代回交，经8-10代，就可得到纯C57BL/6J背景的基因敲除小鼠。所以推荐用来自于C57BL/6的ES细胞，这样可以节约近2年时间。
本中心可提供纯品系白化C57/B6，CD-1 C57/B6 的注射。

