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摘要：通过精原干细胞建立转基因树鼩，需要将转基因的精原干细胞移植到受体树鼩的

睾丸中，因此需要先将受体树鼩内源的生精细胞清除。前期研究发现，白消安（busulfan）

给药可以有效去除小鼠、树鼩和猕猴等实验动物睾丸中的内源生精细胞，因此被广泛用

于精原干细胞移植受体制备和无精子症动物模型的建立。本实验方案描述了通过白消安

腹腔给药（35 mg/kg）去除树鼩内源生精细胞的具体操作方法，为后续的树鼩转基因精

原干细胞移植提供合适的受体树鼩。 
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材料与试剂 

1. 树鼩（1 岁龄雄性树鼩，购买自中国科学院昆明动物研究所灵长类中心) 

2. 白消安 busulfan（SIGMA，catalog number: B2635） 

3. 1 ml 注射器（上海康寿，catalog number: INJ-A-01） 

4. 二甲基亚砜 DMSO（Amresco，catalog number: 0231） 

5. 白消安水溶液（见溶液配方） 
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仪器设备 

1. 移液器/移液枪（Eppendorf） 

2. 超纯水系统（Millipore） 

3. 恒温水浴锅（北京水光明医疗器械） 

4. 电子天平（乐祺） 

5. 分析天平（Mettler Toledo） 

 

实验步骤 

1. 树鼩准备 

由于树鼩的个体差异和白消安具有一定毒性，在白消安给药后，树鼩会有部分死亡

的情况，因此根据实验动物数量需求，准备 2 倍数量的树鼩。本实验中准备 5 只 1

岁龄雄性树鼩。将树鼩装入透气的布袋中，称重并做好记录。 

2. 配制白消安 

2.1 将恒温水浴锅设置为 37 °C，准备 3 ml DMSO 和 3 ml ddH2O，在水浴锅中预

热至 37 °C。 

2.2 用分析天平称取 50 mg 的白消安，溶于 2.5 ml 预热至 37 oC 的 DMSO 中，得

到 20 mg/ml 溶于 DMSO 的白消安溶液，继续在 37 °C 水浴锅中孵育。 

2.3 于 20 mg/ml 的白消安 DMSO 溶液中加入等体积的预热至 37 °C 的 ddH2O，得

到 10 mg/ml 的白消安溶液，继续在 37 °C 水浴锅中孵育。 

3. 白消安给药 

3.1 计算给药体积：前期研究发现，35 mg/kg 的白消安可以有效清除树鼩内源的生

精细胞。以树鼩体重为 150 g 为例，需要注射的 10 mg/ml 的白消安溶液的体积

为：(35 mg/kg × 0.15 kg)÷10 mg/ml = 0.525 ml。 

3.2 戴好厚手套，用手隔着布袋固定树鼩头部，轻轻将树鼩双腿从布袋中拉出，露

出腹部，用 1 ml 注射器，取相应体积的 37 °C 的 10 mg/ml 的白消安溶液，腹

腔注射对树鼩给药。 

4. 白消安处理效果鉴定 

4.1 白消安给药后 30 天，戴厚手套抓住树鼩，通过按压树鼩腹部和阴囊探查树鼩睾
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丸，可以发现白消安给药的树鼩，睾丸体积比未给药的同龄雄性树鼩明显变小。 

4.2 处死树鼩后，取树鼩睾丸，通过 4%PFA 固定-石蜡包埋-HE 染色，观察树鼩的

生精细胞的清除效果。 

注：此步为可选步骤，如果后续要对树鼩注射精原干细胞建立转基因树鼩，那

么可以直接通过上一步探查树鼩睾丸大小判断白消安给药是否有效。 

 

结果与分析 

树鼩 35 mg/kg 白消安给药后 30 天，用氯胺酮麻醉树鼩 (200 mg/kg)，取睾丸进行 HE

染色，结果见图 1 结果显示，白消安给药的树鼩，睾丸体积明显减小。曲细精管内部出

现大面积空腔，生精过程被显著抑制。 

 

 
图 1. 35 mg/kg 白消安处理 1 岁龄雄性树鼩 4 周后睾丸 HE 染色 

 

经验总结 

1. 配制的白消安水溶液特别容易析出，导致实验失败。 

2. 在配制好白消安溶液以后，一定要保持温度 37 °C，并且尽快完成腹腔注射。如果

树鼩比较多，可考虑单独配制每只树鼩的白消安水溶液，现配现用。 

 

溶液配方 

白消安水溶液: 

配制的白消安终浓度为 10 mg/ml，溶剂为预热至 37 °C 的 1:1 的 DMSO 和 ddH2O。 

 

 

50 μm 50 μm

WT-1 WT-2 Busulfan-1 Busulfan-2
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