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摘 要 为了探索转基因体细胞核经连续核移植后的发育潜力，以转人组织型纤溶酶原激活剂（<KG:）指形区缺失基因的山羊

胎儿成纤维细胞为核供体，=[[ 期的卵母细胞质为核受体，利用胞质内注射法构建原代核移胚胎（Y$），并进行了原代核移植

胚胎的继代核移植研究。比较原代和继代核移植胚胎在体外发育能力上的差异；在 Y& 、Y! 代核移植试验过程中，比较了供体

胚胎细胞的发育阶段对核移植胚胎体外发育的影响。结果表明，原代核移植胚胎的卵裂率（%#\IN] ^ &\&%]）与继代核移植

胚胎的卵裂率（%!\&H] ^ &\_%]，%#\$N] ^ !\"H]，%N\__] ^ !\HI]）无显著性差异（> ‘ $\$N）。但原代核移植胚胎的桑葚胚

率（I%\!$] ^ !\_"]）、囊胚率（&&\$$] ^ &\I!]）显著高于 Y&、Y!、Y" 代核核移植胚胎的桑葚胚率（"I\__] ^ !\##]，!H\!"] ^

!\$$]，!"\"I] ^ &\__]）、囊胚率（"\H%] ^ $\#%]，!\$H] ^ &\##]，$）；在 Y&、Y! 中，当用 &#K细胞期核移植胚胎作为核供体

时的桑葚胚率（!_\N%] ^ &\N"]，!I\I"] ^ &\H%]）、囊胚率（&\_#] ^ &\"&]，!\$&] ^ &\"I]）低于用 "! a #IK细胞时期的核

移植胚胎的桑葚胚率（"I\"!] ^ &\"&]，!_\%#] ^ &\##]）、囊胚率（"\H#] ^ &\$"]，"\IH] ^ $\"I]），但无显著性差异（>
‘ $\$N）。由此得出结论：转基因体细胞核移植胚胎不宜进行多代克隆；胞质内注射法构建核移植胚胎，用 "! a #IK细胞期的胚

胎作为核供体构建的核移植胚胎的体外发育率高于用 &#K细胞期的胚胎作为核供体构建的核移植胚胎的体外发育率。
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在胚胎核移植方面，连续核移植具有两方面优

点，一是有利于分化的细胞重新编程，二是可以扩增

胚胎数量［)］。到目前为止连续核移植经历了 * 个重

要的发展阶段，即胚胎细胞核移植阶段和体细胞核

移植阶段。连续核移植技术已用于牛［*］、羊［+，5］等家

畜的克隆，大大增加了胚胎的数量。胚胎最高已连

续克隆到第 )3 代，并获得了第 + 代犊牛和第 4 代

克隆山羊［5，4］，) 枚牛的胚胎连续克隆已获得 )13 枚

胚胎。中国在山羊的胚胎核移植方面处于国际领先

水平，胚胎可连续克隆到第 4 代，并获得后代，) 枚

胚胎经 4 次连续克隆最多可获得 *1. 枚胚胎。在体

细胞克隆方面，应用连续核移植技术已获得了体细

胞克隆小鼠［2 K .］。但体细胞核移植的成功率极低，

许多问题有待解决。L=";#!:: 和 MB:"?6［1］认为，连

续核移植使供核多次暴露在卵胞质环境中，有利于

核的重新编程，从而提高重构胚的发育率。但连续

移核技术对哺乳动物体细胞核全能性的保持与恢复

是否有相似的作用，还有待于进一步的研究。本文

通过转人 6DIJ 指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维

细胞为核供体构建转基因体细胞核移植胚，并进行

了体细胞核移胚的继代核移植研究，旨在探索转基

因体细胞核经连续核移植后的发育潜力，并期望通

过继代核移植提高转基因胚胎的生产效率。

) 材料和方法

)*) 试剂及仪器

显 微 操 作 仪（ NBO&<），倒 置 相 差 显 微 镜

（P:6%";?’），LP* 培 养 箱（Q&$"=）。细 胞 松 弛 素 R
（LR），离 子 霉 素（ H&<&"%@B<），2D二 甲 氨 基 嘌 呤（2D
STJI），聚乙烯醇（IUJ），透明质酸酶，链霉蛋白酶，

胰蛋白酶等均为 VBC"= 公司产品。胎牛血清 QRV
（W%@:&<!）。卵母细胞成熟液 PT 液配制，胚胎培养

液 VPQ== 培养液成分、颗粒细胞单层培养和牛卵泡

液的制备见文献［)3］。细胞用培养液：STXTYQ)* Z

)3/（ " Y"）QRV Z )3<CY"[ X* Z )/（ " Y"）H\V Z
)3<CY"[ X(Q。

)*+ 山羊卵巢

山羊卵巢采集于陕西省西安市某屠宰场。将卵

巢置于 *3] E +3]含 3-+*"CY"[ 硫酸庆大霉素的生

理盐水的保温瓶内，27 左右运回实验室。

)*, 山羊卵母细胞的回收及体外成熟培养

用切剖法采集山羊卵巢卵母细胞。将采集的卵

丘D卵 母 细 胞 复 合 体（ @?"?:?’D&&@%6! @&";:!^!’，
LPL’）在 +.-4]、4/ LP*、饱和湿度条件下培养 *37

E **7，用透明质酸酶处理除去 LPL’ 的卵丘细胞，在

体视显微镜下检出具有第一极体的卵母细胞，备用。

)*- 山羊卵母细胞的去核

将体外培养 *37 E **7 成熟的并去掉卵丘细胞

的山羊卵母细胞置于含 ,-4!C _ "[ 细胞松弛素 R
（LR）的显微操作液微滴中。每个液滴移入 +3 枚左

右山羊成熟卵母细胞，置于 NBO&< 显微操作仪上进

行去核显微操作。固定卵母细胞时，把极体摆放在

相当于时钟 5 E 4 点左右的位置进行去核，去核针从

+ 点钟位置进入，注射针下压接近极体时，吸取极体

及周围的部分胞质，吸取的胞质最好不要超过三分

之一。

)*. 供体细胞的获得

用于构建原代核移植胚胎的供体细胞：转人 6DIJ
指形区缺失基因的山羊胎儿成纤维细胞的转染、鉴定

及培养见参考文献［))］。待转染的细胞长满皿底的

.3/时，用血清饥饿法处理 *8 后，)333$Y"B< 离心 4"B<
中，吸取上清液，加入)3/ IUJ 液，用吸管吹打混匀，制

成构建原代核移植胚胎的细胞悬液，备用。

将转人 6DIJ 指形区缺失基因的山羊胎儿成纤

维细胞注入到 T"期的卵母细胞质中发育的胚胎为

原代核移植胚（(3），用 (3 发育来的 )2 E 25D细胞期

胚胎作供体，T"期卵母细胞为受体发育来的胚胎
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为 !" 代；用 !" 发育来的 "# $ #%&细胞期胚胎作供

体，’!期卵母细胞为受体发育来的胚胎为 !( 代；

依次类推，直克隆到 !) 胚胎出来。将 !*、!"、!( 发

育来的 "# $ #%&细胞期胚胎放入含 *+(,- 链霉蛋白

酶的无钙、镁&./0（./0&）溶液内处理去除透明带，再

在 ./0&内 用 细 管 吹 打 分 散 成 单 个 卵 裂 球。"***
12345离心 ,345 中，吸取上清液，加入 ,*"6 的 "*-
.78 液，用吸管吹打混匀，制成构建继代核核移植胚

胎的细胞悬液，备用。

!"# 核移胚构建

将去核的卵母细胞按 ", $ (* 枚2批置于含 9+,

":236 ;/ 的显微操作液微滴中，然后吸取 (*"6 $ )*"6
供体细胞悬液（"*- .78）在其后面制作成供体单细胞

操作液滴，用石蜡油覆盖，置显微操作仪（<4=>5）下注

核。采用胞质内注射法构建核移植胚胎［""］。

!"$ 核移植胚胎的激活及体外培养

用离子酶素（?>5>3@A45）联合 #&B’8. 激活核移

植胚胎［"*，""］。

核移植胚胎激活处理后，采用 0CDEE 培养液进

行培养，胚胎培养都采用与颗粒细胞共培养法，先用

胚胎培养液清洗胚胎 ) 次，然后移入含 0CDEE 液的

颗粒细胞单层上培养，培养皿上覆盖矿物油，置 ;C(

培养箱中，,- ;C(、)F+,G和饱和湿度下培养。在

培养的第 ) 天加入 "*-的 /DD。培养 (H 后观察卵

裂率，培养 ,H $ IH 时，观察记录发育到桑囊胚阶段

的胚胎数，评定早期胚胎发育能力。所有实验都重

复 ) $ , 次，实验数据用卡方!
( 检验进行统计分析。

% 结果

%"! &’ ( &) 代胚胎的体外发育情况

比较了原代核移植胚胎及其继代核移植胚胎的

体外发育结果，原代核移植胚胎（!*）及其继代核移

植胚胎（!"，!(，!)）的体外发育结果见表 "。

表 ! &’ ( &) 代胚胎的体外发育结果

*+,-. ! */. 0.12-3 45 &’ ( &) 6.7.0+3847 .9,0:41 !" #!$%& ;.<.-4=9.73
!J5J1EK4>5 <>L >M >>A@KJN ;OJEPE:J 1EKJ2- ’>1QOEJ 1EKJ2- /OENK>A@NK 1EKJ2-

!* (*) 9#+%, R "+"9 %9+(* R (+I)E ""+** R "+%(E

!" ("" 9(+"F R "+I9 )%+II R (+##S )+F9 R *+#9S

!( "I# 9#+*, R (+)F (F+() R (+**SA (+*F R "+##S

!) ()( 9,+II R (+F% ()+)% R "+IIA *
E，S：! T *+*,；E，SA：! T *+*"；E，A：! T *+*"；S，SA：! U *+*,；SA，A：! T *+*, L

由表 " 可见，原代核移植胚胎的卵裂率与继代

核核移植胚胎的卵裂率无显著差异。但原代核移植

胚胎的桑葚胚率、囊胚率显著高于 !"、!(、!) 代核移

植胚胎的发育结果。而且，随着核移植胚胎代数的

上升，对核移胚的卵裂率影响不大，但核移植早期胚

胎的发育率随着代数的上升而下降。

%"% 供体胚胎细胞的发育阶段对继代核移胚体外

发育的影响

在 !"、!( 代核移植试验过程中，分别用 "#&细胞

期胚胎的内细胞和 )( $ #%&细胞期胚胎的内细胞为

核供体，比较了供体胚胎细胞的发育阶段对继代核

移植胚胎体外发育的影响，结果见表 (。

表 % 供体细胞的发育阶段对继代核移植胚胎体外发育的影响

*+,-. % */. .55.>3 45 ;.<.-4=876 389. 45 ;4740 .9,0:41 47 0.>-47.; .9,0:4 !" #!$%& ;.<.-4=9.73
!J5J1EK4>5 <>L >M >>A@KJN <>L >M J3S1@> ;OJEPE:J 1EKJ2- ’>1QOEJ 1EKJ2- /OENK>A@NK 1EKJ2-

!" "(F "# 9#+#F R "+," (I+,9 R "+,) "+I# R "+)"
!" ")# )( $ #% 9,+"( R "+F, )%+)( R "+)" )+F# R "+*)
!( ")) "# 99+%( R *+,# (%+%) R "+F9 (+*" R "+)%
!( ""F )( $ #% 9)+9% R "+(% (I+9# R "+## )+%F R *+)%

由表 ( 可见，在 !"、!( 代中，当用 "#&和 )( $ #%&
细胞期核移植胚胎作为核供体时，其卵裂率差异不

显著。用 "#&细胞期核移植胚胎作为核供体时的桑

葚胚率、囊胚率低于用 )( $ #%&细胞时期的核移植胚

胎的桑葚胚率、囊胚率，但差异不显著。

) 讨论

)"! 供体细胞类型及其所处的细胞周期对核移植

胚胎体外发育的影响

本实验用于原代核移植的供体细胞为体细胞，

对体细胞进行了同期化处理，使供体细胞停留在

I)*"赵晓娥等：转人 K&.8 指形区缺失基因的山羊体细胞核移植及其继代核移植



!" #!$ 期，!" #!$ 期核在受体胞质中 %&’ 的变化与正

常受精卵相似，因而 ()* 对染色体形态的有害影响

较小，核移植胚胎具有较高的发育潜力［+］。然而关

于细胞周期的作用现仍旧争议较大。最初，%,--. 的

主要研究者 /0-123 和 451678-- 等认为血清饥饿诱

导细胞进入 !" 期是他们获得成功的不可缺少的环

节。之后，随着人们相继利用其他的方案获得 !$、

!9 #( 期细胞的克隆后代，451678-- 表示，他从来就

没说过处于其他细胞周期阶段的细胞就不能得到克

隆后代，而只是说 !" 期有利于得到克隆动物［$9］。

尽管有 !$、!9 #( 期细胞的克隆后代，但人们一致认

为 !" 期有利于得到克隆动物，本实验用于继代核移

植的供体细胞为早期卵裂球，未进行同期化处理，可

能处于周期的任一时期（!$、:、!9 #(），继代核移植

胚胎的体外发育能力低于原代核移植胚胎可能与上

述原因有关。再者，继代核移植胚胎的供核体本身

来自于转基因体细胞核移植胚胎，其发育能力相对

低下是导致继代核移植胚胎的体外发育能力低的另

一原因吧。

!"# 供体胚胎细胞的发育阶段、分化程度对核移植

胚体外发育的影响

李雪峰等报道［$;］，以体外发育来的 < = ;9>细胞

期的原代核移植胚胎作为供体，用原代核移植相同

的方法进行牛胚胎的继代核移植。继代核移植胚胎

的卵 裂 率 与 原 代 核 移 植 胚 胎 相 似（?@A"B 与

?@A9B），但继代核移植胚胎体外发育到桑椹胚和囊

胚的 比 率 却 显 著 低 于 原 代 核 移 植 胚 胎（?A@B 与

9<A"B，! C "A""$）。章志国［$+］以山羊>兔异种克隆

桑椹胚卵裂球为核供体，兔卵母细胞为受体进行连

续核移植研究，获得继!代重构胚 D< 枚，继"代重

构胚 $+ 枚，卵裂率分别为 ?DAEB和 9<A@B，差异显

著（! C "A"D）。继!代重构胚囊胚率达到 $"A9B，

继"代重构胚最终未能发育至囊胚。以上报道与本

实验的结果一致，本研究原代核移植胚胎的体外发

育率高于继代核移植胚胎的体外发育率，随着克隆

代数的提高，其核移植胚胎体外发育到桑椹胚和囊

胚的比率在逐渐下降。邹贤刚［+］在山羊的继代核移

植试验中，核供体用 < = ;9>细胞或早期囊胚，随着代

数的上升其分裂率、发育率无明显差异。本研究的

结果与邹贤刚报道的结果不一致，产生不一致的原

因可能是本实验所用于继代核移植的供体胚胎为转

基因体细胞核移胚而不是发育潜力好的正常胚胎。

因此，根据本实验的结果显示，在用体细胞的核移胚

作为继代核移植胚的核供体时，不宜进行多代核移

植研究。

供体细胞的分化程度也是影响核移植效果的重

要因素之一。分化程度越低的细胞越容易发生发育

程序重编，它们构建的重组胚胎的发育潜力越大。

根据理论，用 $@>细胞核移植胚胎为核供体时，核移

植胚胎的发育潜力应该高于用 ;9 = @+>细胞期核移

植胚胎的发育潜力。但本实验用 $@>细胞期核移植

胚胎为核供体时，核移植胚胎的发育体外率较低，实

验结果与理论不一致。其实不难理解，胚胎发育到

;9 = @+>细胞时，已经克服了山羊胚胎的体外发育阻

滞期（$@>细胞期），与 $@>细胞期的胚胎相比，它们已

是发育比较好的胚胎，由发育能力强的胚胎内细胞

团构成的继代核移植胚胎发育率自然就高。另一方

面，本实验采用的是胞质内注射法构建核移植胚胎，

供体细胞大小不同，要求的注射针管径粗细不同，对

卵母细胞的损伤程度也不同。注射针管本身会造成

细胞膜和细胞骨架等细胞器的损伤。$@>细胞比较

大，要求的显微注射针的管径比较粗，针越粗，对卵

母细胞的伤害越大。有人比较了显微注射针的管径

的粗细对显微受精胚胎发育率的影响。对人卵的胞

质内注射，要求以 D#1 = ?#1 为宜（)5.F8，$EED）［$D］；

在兔，有使用 D#1 针管的报道［$@］，李子义［$?］用外径

?#1 针尖注射卵的存活率、受精率和卵裂率显著高

于用外径 E#1 注射针。本实验中，$@ 细胞比 ;9 = @+>
细胞大，要求的显微注射针的管径比较粗，因此对卵

母细胞的细胞质及细胞骨架损伤大，必然影响胚胎

的后期发育。
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