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甲基 N-硝基亚硝基肌和视黄酸致 ICR 小鼠目号裂发育模型的建立

未江泼，印木泉，陈蓉芳，郭苗莉，张天宝婪

(第二军医大学基础医学部卫生毒理学教研室，上海 200433)

[摘要] 目的:建立发生率较高、畸形类型明确、易于获得并可用于不同类型化学物致膀裂发生机制研究的动物模型。方

法:采用致突变性化合物甲基 N-硝基亚硝基肌 (MNNG)和非致突变性致畸物视黄酸 (RA) 作用于 ICR 小鼠(对照组采用溶

剂) ，观察不同剂量和不同给药时间的胚鼠月号裂畸形发生率，确定诱导膀裂发生的最佳作用条件，并通过光镜、电镜等手段对

其畸形特征作进一步分析。结采:孕 10 d 一次给予 40 mg/kg MNNG 所致膀裂的发生率为 55.2% ，一次给予 80 mg/kg RA 

膀裂发生率几乎达 100% ;光镜结果显示这 2 种化学物诱导的膀裂均为小膀;电镜结果表明孕 16 d 对照组膀中崎上皮细胞表

面有大量的丝状伪足而实验组中则无。结奇在F: 成功建立了可供两类不同膀裂发生分子机制研究的动物模型，为进一步研究

膀裂畸形的分子机制奠定了基础。
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Establishment of mouse model of cleft palate induced by N-methyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidine and retinoic 

acid 

ZHU Jiang-bo ,YIN Mu-quan ,CHEN Rong-fang ,GUO Miao-li ,ZHANG Tian-ba。据 (Department of Health Toxicology , College 

of Basic Medical Sciences , Second Military Medical U niversity , Shanghai 200433 , China) 

[ABSTRACTJ Objective: To develop a convenient , stable animal model of cleft palate with chemicals. Methods: N-methyl-N' 

nitro-N-nitrosoguanidine(MNNG) and retinoic acid(RA) were used as teratogen to induce cleft palate in ICR mice. Morphologi­

cal study was applied to analyze the cleft palate induced by MNNG and RA. Results: RA/MNNG- induced cleft palate of ICR 

mice were successfully estab!ished. lt was showed that the palate shelves were reduced in size and lack of contact and fusion un 

der microscope. The filopodia on surface of MEE cell was found in control group but not in treated group at TEM level. Conclu­

sion: Animal models of 2 types of cleft palate induced by different chemical teratogens have been successfully established for 

studying the related molecular mechanism. 
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在先天性腾裂的研究中，稳定的膊裂动物模型

对研究人类腾裂的形成原因、演变机制及预防具有重

要意义，但目前尚无公认的可用于不同类型化学物致

腾裂发生机制研究的动物模型。环境因素通过引起

基因表达异常而导致各种疾病的机制主要有两类，即

诱导关键基因的突变和改变基因表达的调控。因此，

动物膊裂模型也应能满足这两类不同机制的需求。

本研究通过在特定娃赈时期给予 ICR 小鼠致突变性

致畸物甲基 N-硝基亚硝基肌 C N-methyl-N' -nitro-N­

nitrosoguanidine , MNNG)和非致突变性致畸物视黄

酸CRA) ，建立可供两类不同腾裂发生分子机制研究

的动物模型，为后续相关基因的筛选、鉴定以及化学

物致畸分子机制的研究提供基础资料。

1 材料和方法

1. 1 受试物 受试物 MNNGCSigma 公司)采用
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30% 乙醇为潜剂配制成混悬液，RAC上海第六制药

厂)采用植物油为溶剂配制成混悬液。

1. 2 实验动物 8~10 周龄、 25 g 以上的 ICR 小

鼠，购自上海西普尔-必凯实验动物有限公司，动物

合格证号 02-49-1 0 接雌雄比 2 : 1 于前一天 18:00

合笼，次日晨 8:00 取出，查见阴栓者为孕 o d 。

1. 3 分组及给药途径 将孕鼠随机分为实验组和

对照组。 MNNG 实验中，实验组腹腔注射 MNNG

混悬液，对照组相同途径给予洛剂，给药体积均为

0.1 m l/10 go RA 实验中，实验组经口给予 RA 混

悬液，对照组相同途径给予溶剂，给药体积均为 O. 2 

m l/10 g。参照有关文献[1.2J 并考虑膊裂畸形发生
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率、母鼠流产率等因素，分别于孕 10 d 给予 20 、 40 、

60 mg/kg MNNG 或 60 、 80 、 100 mg/kg RA ，以确定

给药剂量;参考有关文献时，分别在孕 9 、 10 、 lld 给

予 40 mg/kg MNNG，以确定给药时间， RA 的给药

时间参照 MNNG 。

1. 4 动物解剖 在孕 15 、 16 d 麻醉状态下颈椎脱

臼处死母鼠，从子宫内取出胚鼠，在解剖显微镜下观

察外观畸形。

1. 5 光镜观察 将实验组及对照组 16 d 龄胎鼠，

用 10%甲&固定。常规组织处理后仔细切除躯干

部，小鼠暖部向下，常规石蜡包埋， 5μm 切片， H-E 

染色，光镜下观察。

1. 6 电镜观察 取 15 d 龄实验组腾裂胚鼠和对照

组正常胚鼠头部标本除去下锁，等渗生理盐水冲洗

表面。 3%戊二醒适度固定后，乙醇逐级脱水、经临

界点干燥、真空蒸镀金属膜，SEM 观察。

2 结果

2.1 MNNG 给药方案的确定 孕 10 d 给予不同

剂量的 MNNG 之后，所致母鼠流产率和愕裂发生

率不同，对照组中 10 只孕鼠无流产和膊裂发生 ;20 、

40 和 60 mg/kg 剂量组的孕鼠流产率分别为 0(0/

12) 、 7.690/13) 和 53.3%(8/1日，膊裂发生率分别

为 12/112 (10. 7%) 、 76/142 (53. 5 %)、 40/71

(56.3%) 。其中 60 mg/kg 组流产率与对照组比较

差别有显著性 (χ2=6. 21 , P<0. 0日，而 20 mg/kg 

剂量组畸形的发生率较低，与对照组元显著差异

(l= 1. 89 , P>0. 05) 。因此认为建立动物模型的

受试剂量以 40 mg/kg 为宜。孕 9 、 10 、 lld 给药愕

裂畸形占总畸形的发生率分别为 40.7% 01/27) 、

55.2%(21/38) 和 16.1%(5/31)，其中孕 10 d 给药

膊裂的发生率最高。故认为 MNNG 诱导腾裂畸形

发生的最佳条件为:在孕 10 d 给予 40 mg/峙的

MNNG o 

2.2 RA 给药方案的确定 100 mg/kg 剂量组母

鼠流产率为 100% ，其他各组未见孕鼠流产。 60

mg/kg 与 80 mg/kg 剂量组膊裂发生率分别为

22.2% (20/90) 和 99.9% 032/133) ，认为剂量为 80

mg/kg 为宜。给药时间参照 MNNG 结果，定为孕

10 d。由此确定 RA 致小鼠愕裂的最佳条件为孕 10

d 给予 80 mg/kg RA 。

2. 3 光镜检查结果 16 d 龄正常组胚鼠两侧膊突

上抬至舌体完全接触融合，腾中缝(midline epitheli­

al seam , MES)完全去|垛，腾间质细胞相互连接贯通

形成完整的膊器官 ;16 d 龄膊裂胚鼠虽然两侧膊突

上抬至正常水平并向水平方向生长，但发育不全，体

积较小，不能在中线处相互接触融合形成愕板，膊裂

发生(图1)。

d 
图 1 RA(A 、 B) 和 MNNG(C、 D)诱导的 16 d 龄胚鼠愕突

Fig 1 Palatine process of 16 d-mouse embryo 

induced by RA(A , B) or MNNG(C , D) (H-E , X40) 

A , C:Control group;B , D:Treatment group 

2. 5 电镜检查结果 15 d 龄对照组胚鼠晤中峰上

皮细胞 (medial edge epithelia!' MEE)表面有大量的

丝状伪足出现，而实验组 MEE 表面光滑，未见任何

丝状伪足(图 2) 。

图 2 RA(A 、 B) 和 MNNG(C、 D)

诱导的 15 d 龄愕裂胚鼠 MEE 形态

Fig 2 MEE morphology of c1eft palate 

mouse induced by RA(A ,B) or MNNG(C ,D) 

A ,C:Control group;B ,D:Treatment group 

3 讨论

MNNG 是→种烧化剂，同时具有致突变性、致

癌性和致畸性，是代表性致突变性致畸物，研究

MNNG 致畸作用的关键基因将有助于烧化剂等致

突变性致畸物致畸机制的研究。 MNNG 的致畸谱

较广，包括脑、膊、脊柱、肋骨和肢体的畸形，但不同
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时间给药所致主要畸形类型不同。有关 MNNG 诱

导腾裂发生的研究较少，尚未见用其诱导的膊裂发

生动物模型。本研究发现，孕 10 d 给予 MNNG 所

诱发的畸形以膊裂为主 (55.2%) 。

RA 是一种常见的致畸原，早在 1965 年， Koch­

har 等问已经应用 RA 诱导鼠腾裂的发生。 RA 诱

导膊裂可因动物种系、给药时间、给药剂量以及 RA

溶媒剂的不同而有差异，并且在胚胎同一发育阶段

诱导膊裂的发生率和致畸程度随给药剂量的增加而

增高，当剂量大到一定程度时则引起流产、死胎和胚

胎吸收。研究表明[3-5J 在小鼠孕 8 、 10 、 12 d 给予

RA 均能引起胚鼠膊裂的发生，但是发生率却有所

不同。更重要的是，RA 是一种非致突变性致畸物，

通过对 RA 所致愕裂相关基因的研究，有助于阐明

致畸物通过引起基因表达调控异常而导致畸形的分

子机制。

有学者[3J 认为在小鼠孕 8 d 给予一定剂量的

RA，可以影响面突的前体-一→神经崎细胞的发育，

形成小愕突而引起膊裂。还有文献报道[5J 在小鼠孕

10 d 给予 RA，可以抑制膊突间充质细胞的增殖，形

成小腾突，造成膊突两侧不能接触融合而形成腾裂，

并且膊中崎上皮细胞未出现凋亡，而是分化为口腔

样的复层鳞状上皮;在孕 12 d 应用 RA，并不抑制膊

间充质细胞的增殖，而是干扰了膊的上抬、膊中崎上

皮细胞的分化和腾的粘连融合等过程。以上结果表

明在腾发育的不同时间给予 RA 所影响的膊突发育

阶段、细胞类型和作用环节可能有所不同[6J 。

本研究发现在孕 10 d 给予 80 mg/峙的 RA 腾

裂的发生率几为 100% ，大体畸形除膊裂外，主要畸

形为短前肢，其发生率与腾裂几乎完全一致，偶见有

短尾发生。此结果与在孕 10 d 给予 40 mg/陆的

MNNG 所致的畸形类型相似，但发生率有明显区

别。小鼠愕突(继发脾)的发育集中于孕 1 1. 5~ 

15.5 d，而肢发育的高峰时间为孕 9.5~18d[7J ，由

于小鼠肢和腾在发育时间上具有重叠性，所以在孕

10 d 给予受试物多以这两种畸形为主。无论是 RA

还是 MNNG 皆可以诱致继发腾腾裂的发生，而且

在外观上无显著性的差别;光镜结果显示，两种化学

物诱发继发性愕裂均是由于双侧膊突发育不全而形

成的小膊突不能在中线处进行正常的接触、融合而

导致膊裂发生。但显示双侧膊突的上抬似乎是正常

的，这种小膊突的发生是由神经崎细胞迁移至第一

腮弓过程异常还是由于愕间充质细胞增殖抑制抑或

其他发育过程受干扰而致尚不清楚。由于神经崎细

胞的迁移发生较早(孕 8 d 左右) ，多数研究倾向于
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孕 10 d 给药影响膊突上抬和腾突的生长、接触和融

合等过程而诱致膊裂。

对孕 15 d 胚鼠膊突用扫描电镜观察，发现正常

组膊突 MEE 的表面有大量的丝状伪足，而实验组

却未见有丝状伪足的发生，此结果与国外文献报

道问一致。丝状伪足在膊突融合中的作用可能如

下: (1)丝状伪足可以大大增加 MEE 的表面积，而

MEE 是双侧腾突融合的关键部位 ;(2) 丝状伪足可

对细胞站附分子或者桥粒进行浓缩，这可以加快腾

突的融合过程 ;(3)丝状伪足可降低 MEE 表面的能

量自由释放 ;(4)丝状伪足可作为分裂和迁移活性增

加的指示物。分裂和迁移活性对于双侧腾突接触后

快速整合以及中间上皮缝消失而形成一完整、坚固

的继发腾至关重要。

本研究通过在 ICR 小鼠特定娃赈时期对其给

予致突变性致畸物 MNNG 和非致突变性致畸物

RA，建立了可供两类不同腾裂发生分子机制研究的

动物模型，在大体、光镜、电镜水平上进行比较结果

发现两者诱致的愕裂元明显差异。此对进一步揭示

其畸形特征，为后续相关基因的筛选和鉴定以及化

学物致畸分子机制的研究奠定了良好的基础。
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