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胚胎工程技术及其在畜牧业中的应用
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　　[摘　要 ]　胚胎工程技术研究的目的, 是对哺乳动物的胚胎在体外进行人为控制操作, 让其继续发育, 进而获

得优良或珍稀动物个体, 并应用这类技术进行基础研究和应用开发性研究。文章主要叙述了胚胎移植、胚胎冷冻保

存、胚胎分割、体外受精、性别鉴定及控制、转基因动物、细胞核移植、胚胎干细胞和胚胎嵌合等胚胎工程技术及其

在畜牧业中的应用前景。
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　　胚胎工程技术是胚胎移植技术发展到一定程度

而出现的名词, 是由发育工程演变而来的[1 ]。胚胎工

程技术根据其发展现状包括以下 9 类: (1)胚胎移植

技术; (2)胚胎冷冻保存技术; (3)胚胎分割技术; (4)

试管动物技术 (体外受精技术) ; (5) 性别控制技术,

即XY 精子分离和胚胎性别鉴定技术; (6) 转基因动

物技术; (7)动物克隆技术 (细胞核移植技术) ; (8)胚

胎干细胞技术; (9)胚胎嵌合技术。目前, 前 5 种技术

已在生产实践中得到不同程度的应用, 但应用较多

的是前 2 种技术, 其他几种技术由于设备投入成本

较大、成功率较低, 尚处于实验室向生产转化阶段。

近 30 年来, 随着生物技术的发展, 胚胎工程技术也

日新月异, 在促进畜牧业发展及其相关领域研究中

取得了令人瞩目的成就。下面将分别介绍各种胚胎

工程技术在畜牧业生产发展中的应用历程。

1　胚胎工程在畜牧业中的应用

1. 1　胚胎移植技术

　　胚胎移植技术是继人工授精之后发展起来的繁

殖高新技术, 目前已成为扩大优秀家畜遗传资源的

主要手段, 有的称作M O ET 技术 (超数排卵与胚胎

移植技术)。作为家畜育种的重要手段之一, 自 20 世

纪 50 年代初第一头胚胎移植牛在美国诞生以来, 胚

胎移植技术飞速发展。据不完全统计[1 ] , 全世界目前

年产胚胎移植牛超过 35 万头, 美国、法国等发达国

家每年参加后裔测定的青年公牛的 80% 来自胚胎

移植所产的后代。20 世纪 80 年代后期, 我国在生产

中开始应用牛、羊胚胎移植技术, 近几年该技术在全

国得到迅速发展。本实验室 1990 年奶牛新鲜胚移植

妊娠率达 62. 2% , 批内达 76%。在 6 省区规模化生

产中, 绵羊和山羊的移植妊娠率在 60% 左右, 批内

达 76. 8%。根据国际胚胎协会的统计[2 ] , 20 多年来,

进行胚胎移植的动物数量和种类每年都在增加, 胚

胎移植已经成为畜牧业中最活跃的产业。

将M O ET 技术应用于羊的育种, 即将多种胚胎

工程技术组装为配套技术体系, 利用当地羊为受体,

借腹怀胎, 可加快良种羊的繁殖。其具体措施是利用

阴道栓实现同期发情, 阴道栓和激素药物同时应用

超数排卵, 采用人医二通式导尿管采胚, 然后进行移

植, 获得后代。有些地区成功地运用“政府+ 科技人

员+ 企业+ 农户”的新体制, 使布尔山羊胚胎移植产

业化, 已取得了显著的社会和经济效益。在胚胎移植

技术中, 较难控制的一个环节就是超排, 因为影响超

排的因素很多。人们对影响超排反应的研究最初集

中在影响卵巢反应的因素方面: (1)促性腺激素的种

类、批号和用量; (2) 给药方式和持续时间; (3) 超排

起始日期; (4)超排时是否使用其他激素等。近来的

研究主要是: (1) 简化超排步骤 (减少注射次数以减

少应激) ; (2)减少超排差异, 改善超排反应; (3)提高

可用胚率。目前, 认为造成超排差异的主要原因是动

物个体差异和所处的环境不同, 包括营养状况、繁殖

史、年龄、季节、超排处理时卵巢所处的状态以及重
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复超排等[3, 4 ]。羊卵泡的发育研究是提高超排反应的

基础, 但目前还没有实用、有效的手段来人为控制卵

泡募集的数量和所处的状态 (生长或退化)。目前所

有对超排的研究都是通过设立对照来选择最佳的超

排方案, 但存在的不可预见性与个体差异尚无法消

除。

近些年来超排结果逐步稳定, 说明超排处理这

一环节已经被基本控制, 但消除个体差异还没有十

分有效的方法。由于生物个体的反应差异不能仅从

调整激素这一方面消除, 因此提供合理的营养日粮、

最佳的饲养管理环境、良好的健康状况和最大程度

减少应激, 是成功繁殖体系的先决条件。

1. 2　胚胎冷冻保存技术

20 世纪 70 年代,W h it t ingham 等[5 ]连续报道小

鼠胚胎在- 196 ℃和- 269 ℃冷冻保存获得成功,

引起科学界的广泛重视。随后相继应用这种方法在

牛[6 ]、兔[7 ]、绵羊[8 ]、大鼠[9 ]、山羊[10 ]和马[11 ]等多种动

物上获得成功。胚胎冷冻技术经历了由繁到简的过

程, 主要围绕程序简化、缩短冷冻时间、选择低温保

护剂及冷冻方法、解冻方法等方面进行研究, 所选方

法和程序的目的都是尽可能减少胚胎在冷冻时的物

理损伤。

冷冻方法有慢速冷冻法、快速冷冻法、一步冷冻

法、玻璃化冷冻法和超快速冷冻法等。目前, 山羊胚

胎的冷冻主要采用常规慢速冷冻法、快速冷冻法和

玻璃化冷冻法。在用快速冷冻法冷冻时, T sunods

等[12 ] 为 了 提 高 冷 冻 后 胚 胎 的 存 活 率, 用

1. 0%～ 1. 2% 的琼脂糖包埋胚胎得到了较好的效

果, 半胚移植产羔率达 47% , 全胚移植产羔率达

80%。在脱除保护剂时加入一定浓度的蔗糖 (0. 25

mo löL ) 可使胚胎发育率提高 (囊胚达 67% , 桑椹胚

达 41% )。丁家桐等[13 ]采用两步冷冻法在研究山羊

胚胎冻存中得到的妊娠率和产羔率分别为 61. 5%

和 40. 0% , 在液氮中保存 3～ 4. 5 年的山羊桑椹胚、

囊胚, 解冻后发育率为 38. 6% 和 47. 6%。R all 等[14 ]

首次发明了玻璃化冷冻法,M ahmoudzadeh 等[15 ]采

用 EFS 玻璃化冷冻液通过两步平衡法进行牛胚胎

冷冻保存, 其胚胎存活率为 69% ; D eval[16 ]采用两步

法冷冻牛胚胎, 解冻培养后胚胎发育率为 65. 7%。

在国内, 本实验室窦忠英等[17 ]将奶牛胚胎直接投入

液氮冷冻保存 182 d 后解冻, 可用胚率为 87. 5% , 移

植妊娠率为 42. 9% ; 另外, 窦忠英等[18 ]用自制简易

胚胎冷冻器冷冻奶牛胚胎, 解冻后可用胚率为

84. 2% , 移植妊娠率为 31. 5%。桑润滋等[19 ]采用自

制的 EFS40 对牛胚胎进行了玻璃化冻存研究, 其解

冻移植后受体的妊娠率为 55. 6% , 产犊率为

54. 5%。

黄凤玲等[20 ]采用玻璃化冷冻法研究冷冻条件

对牛体外受精卵发育率的影响时发现, 用乙二醇作

防冻剂, 投入温度为- 40 ℃液氮中效果较好, 而阳

年生等[21 ]的研究结果表明, 乙二醇的浓度和投入液

氮的温度对胚胎的分化率没有显著的影响。但李荣

凤等[22 ]认为, 不同的培养液对胚胎的抗冻能力有影

响, 如M 2199 培养液的效果优于改良输卵管液

(SO F)培养液, 氨基酸能明显提高胚胎的抗冻能力。

体外受精后第 7 和第 8 天获得的囊胚期胚胎经冷冻

解冻后在体外条件下可以获得较高的成活率[23 ]。室

温条件下, 采用二步法添加防冻剂并于 20 ℃条件下

解冻的玻璃化冷冻保存方法可以获得较高的体外受

精胚胎存活率[24 ]。在冷冻液中分别添加 15% 的胎牛

血清 (FCS)、15% 的阉公牛血清 (SS) 和 0. 4% 的牛

血清白蛋白 (BSA ) , 冷冻解冻后胚胎的孵化率较高

(81. 5% , 76% 和 73% ) [25 ]。

随着玻璃化溶液和玻璃化方法的改进, 玻璃化

法将是山羊胚胎冷冻保存最有前途的方法。近年来

对玻璃化胚胎冷冻的研究, 趋于向冷冻保护剂中添

加各种物质, 如糖类、抗冻蛋白 (A FPS)、植物抗冻

因子、透明质酸、盐等, 以提高冷冻效果。

胚胎冷冻保存是胚胎移植技术进入商业化阶段

的关键, 它可以使胚胎移植不受时间、地域限制, 简

化引种过程, 防止疾病传播, 还为建立优良动物的胚

胎库提供了条件。家畜胚胎库的建立, 可实现简便廉

价的远距离胚胎运输, 促进国际间的良种交换。

1. 3　胚胎分割技术

胚胎分割是哺乳动物胚胎工程的重要组成部

分。胚胎分割就是将一枚胚胎用显微手术分割为二,

甚至分割为四或八, 以获得同胚双生或同胚多生后

代。哺乳动物胚胎分割技术开始于N icho las 对大鼠

22细胞卵裂球的分离和培养[26 ] , T arkow sk i 等[27 ]研

究了小鼠 1ö4, 2ö4, 3ö4 卵裂球的发展规律, 得到了

世界上首例半胚来源的活体动物。20 世纪 70 年代

以来, 随着胚胎培养及移植技术的发展和提高, 哺乳

动物胚胎分割技术取得了突破性进展[28 ]。通过胚胎

分割, 目前已在山羊和绵羊上获得同胚二分割胚后

代, 绵羊的同胚三羔、同胚四羔。在国内也获得了山

羊、绵羊同胚双生后代。本实验室窦忠英等[29 ]以黄

牛作受体, 奶牛胚胎二分割移植妊娠率为 50% ; 樊

敬庄等[30 ]用简易徒手分割法获得同胚双犊, 1990 年
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奶牛胚胎二分割移植妊娠率为 46% , 得到国内首例

胚胎四分割同胚三犊, 四分胚移植妊娠率为 50%。

目前胚胎分割的研究方向也正向着简单化和实用化

发展。

胚胎分割技术经过近 20 年的发展, 在理论和技

术方法上都已完善, 尤其是在牛羊的胚胎分割技术、

增加胚胎移植中的有效胚胎数、提高妊娠率、增加克

隆后代的数目等方面, 与细胞核移植技术相比, 有更

高的成功率。目前在一般情况下, 牛、羊细胞核移植

产生后代的成功率在 10% 以下, 而胚胎分割的半胚

产仔率一般接近 50%。胚胎分割技术可以与其他胚

胎生物技术相结合, 为胚胎转基因技术、性别鉴定技

术提供活胚检查的方法, 为胚胎嵌合、胚胎干细胞技

术提供卵裂球分离的方法和手段。胚胎分割还可以

获得遗传上同质的后代, 为家畜育种研究提供有价

值的材料。由此可见, 进一步提高胚胎分割技术的生

产效率、完善技术和培养系统, 可以使这门技术继续

发挥作用, 为畜牧业生产服务。

1. 4　体外受精技术

体外受精技术 ( in v itro fert iliza t ion, IV F ) 是指

通过人为操作使精子和卵子在体外环境中完成受精

过程的技术。对哺乳类动物体外受精的研究已经有

110 多年的历史。20 世纪 60 年代以后, IV F 的研究

迅速发展, 特别是对精子获能技术和细胞培养方法

的许多重要改进, 使 IV F 由对实验动物的研究跨入

了对家畜的研究领域。将 IV F 的卵子移植给受体动

物, 已在山羊、绵羊等多种动物获得了试管后代。

1982 年, 美国 B racket t 等获得了第一胎试管犊

牛[31 ]; 1989 年, 我国首例试管牛在内蒙古大学诞

生[32 ]; 1990 年, 利用冷冻体外受精胚胎技术在中国

农科院获得三只试管牛[33 ]。英国剑桥ABC 公司

(A n im al B io techno logy Co. L td)目前年生产体外受

精胚胎 10 万～ 16 万枚[34 ]。日本 1988 年生产试管牛

160 头, 1989 年开始将体外受精技术应用于日本本

地黑牛生产[35 ]。至 1995 年, 日本有 102 个单位使用

体外受精技术, 共移植 4 262 头牛, 产犊 1 216 头, 囊

胚率达 30% 左右[36 ]。1989 年以来, 我国旭日干、范

必勤、朱裕鼎、卢克焕、秦鹏春、石德顺等在牛的体外

受精技术方面的研究已接近或达到世界先进水

平[37 ]。目前, 国外报道的 IV F 囊胚发育率为 30%～

46. 3% [38, 39 ] , 国内为 32. 6% 左右[22, 40 ]。

体外受精作为一种新的繁殖技术, 能够提供大

量的胚胎来源, 可以满足胚胎工程研究以及生产性

胚胎移植的需要。体外受精技术的进一步发展和完

善, 为实现动物胚胎的工厂化生产提供了可能; 对充

分发挥良种母畜的繁殖潜力, 加快家畜品种改良和

优良品种遗传资源的开发与利用, 加速畜牧业的发

展具有重要的科学意义和实用价值。

1. 5　动物性别控制

动物性别控制 (Sex Con tro l) 是指通过人为的

干预或操作, 使母畜按人们的愿望繁殖所需性别后

代的技术。早在 1902 年,Bhat tacharya B C 等[41 ]在

研究蝗虫精细胞时, 首先提出了性别决定的染色体

理论。20 世纪 50 年代末, 人们证明了鼠和人的雄性

性别是由 Y 染色体决定的[41 ]。 1990 年, 英国学者

Sincla ir 等[42 ]发现哺乳动物 (包括人类) Y 染色体短

臂上靠近长臂染色体区的 35 kb 区域存在性别决定

区 (SR Y, 睾丸决定因子基因)。1991 年, Koopm an

等[43 ]进行了小鼠性反转试验, 证明了 SR Y 为哺乳

动物的性别决定基因。

家畜的性别是在受精时决定的, 故如何将动物

精液中 X 和 Y 精子分离是解决家畜性别控制的关

键问题。半个世纪以来, 关于分离精子的方法已有很

多报道, 如沉降法、密度梯度离心法、电泳法、白蛋白

沉淀法、免疫法、凝胶过滤法、层析分离法等。这些方

法都是以X 和 Y 精子之间的物理差异为依据, 如密

度、重量、形态、大小、活力和表面电荷等。尽管这些

方法有许多似乎成功的报道, 但却缺乏科学根据、可

靠性、重复性和效率性。卢克焕[44 ]认为目前最科学

和最可靠的分离精子方法是, 根据X 和 Y 精子的

DNA 含量 (性染色体)存在差异的原理, 利用改良的

流式细胞仪测定分离X 和 Y 精子。

早期胚胎性别鉴定的方法主要有: (1)细胞学方

法, 即从胚胎取出部分细胞直接进行染色体分析或

阻断培养在细胞分裂中期进行染色体分析, 对胚胎

进行性别鉴定, 虽准确率可达 100% , 但采集对胚胎

有伤害; (2) 免疫学方法, 其常用的检测胚胎H - Y

抗原的方法是间接免疫荧光法, 虽不伤害胚胎且有

较高的鉴别准确率, 但人为因素较大; (3) 分子生物

学方法, 其实质就是检测 Y 染色体上的 SR Y 基因

抗原的有无, 有则判为雄性, 无则判为雌性。

近几年, 人们对性别控制的实用性研究尚在不

断的探索中, 对生物性别实现有效控制和使胚胎性

别鉴定达到实用化水平还有一定差距。所以, 今后应

该在对性别决定进行更深入研究的基础上, 着重那

些快速、准确、经济的胚胎性别鉴定方法。

1. 6　转基因动物技术

转基因动物技术 (T ran sgen ic an im als) 就是用
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实验室方法, 将人们需要的目的基因导入受体动物

基因组, 使外源基因与动物本身的基因整合在一起,

并随细胞的分裂而增殖, 在动物体内得到表达, 并能

稳定地遗传给后代动物。它的研究建立在经典遗传

学、分子遗传学、结构遗传学和DNA 重组技术的基

础之上。Go rdon 等[45 ]首次报道用DNA 显微注射法

获得了转基因小鼠。Palm iter 等[46 ]把大鼠的生长激

素基因导入小鼠受精卵内, 获得了“超级”小鼠;

H amm er 等[47 ] 获得了转基因兔、绵羊、猪; Chu rch

等[48 ]获得了首例转基因牛。到目前为止, 人们已成

功地获得了转基因鼠、鸡、山羊、猪、绵羊、牛、蛙以及

多种转基因鱼[49～ 51 ]。转基因动物可通过DNA 显微

注射、载体 (如反转录病毒载体、精子)、细胞培养、胚

泡的细胞注射等方法获得, 但成功率不高, 需进一步

研究提高转基因的效率。转基因可以在乳腺系统、

M A R (基质结合区) 表达, 通过DNA 印迹分析 (即

Sou thern 印迹分析)检测其外源基因的表达。

转基因技术应用于动物生产上, 不但可以通过

控制激素和生长因子、改变结构蛋白、产生新的代谢

途径等方法提高动物的生长速度及选择的效率, 增

加改良的机会, 加快改良性状的进程, 解脱有性繁殖

的束缚, 而且还可以提高动物的抗病力, 如Ho ris2
berger [52 ]将抗流感基因M x 转入牛, 王敏华等[53 ]将

猪瘟病毒核酸酶基因转给兔, 获得的转基因动物抗

病力明显提高。

1. 7　细胞核移植技术

细胞核移植技术 (N uclear t ran sfer)即动物克隆

技术 (A n im al clon ing)。因供体核的种类不同又可分

为胚胎细胞、胚胎干细胞、胎儿体细胞和体细胞核移

植技术。其方法是将供核细胞或细胞核注入去核成

熟的卵母细胞内, 经电或化学方法使核质融合、激活

细胞分裂形成胚胎, 经移植受体妊娠产仔从而达到

扩繁同基因型哺乳动物的目的。理论上该技术是胚

胎分割的进一步发展。

1. 7. 1　胚胎细胞核移植技术　即将供体胚胎解离

成单个卵裂球后注入去核的成熟卵母细胞内融合,

产生大量遗传同质克隆胚胎的技术。胚胎细胞核移

植最早是由B rings 等[54 ]于 1952 年在两栖类动物蛙

上完成的。此后人们对鱼类和两栖类动物进行了深

入研究。哺乳动物核移植在 20 世纪 70 年代以后才

有了较大的发展。人们相继在小鼠[55 ]、绵羊[56 ]、山

羊[57 ]、牛[58 ]、兔[59 ]、猪[60 ]等动物上获得成功。本实

验室唐铁山 1994 年得到胚胎细胞核移植兔 7 只, 窦

忠英 1995 年得到国内首例胚胎细胞核移植猪 6

头[61 ]。

1. 7. 2　胚胎干细胞核移植　哺乳动物 PGC s 的核

移植最早是在小鼠上进行的。1992 年, T sunda 等[62 ]

用小鼠雄性生殖细胞核移植得到了囊胚。随后, 研究

者们在绵羊[63 ]、牛[64 ]、猪[65 ]、兔[66 ]上成功地进行了

胚胎干细胞核移植试验。

1. 7. 3　胎儿体细胞核移植　随着细胞核移植技术

的深入研究, 人们利用哺乳动物胎儿成纤维细胞核

移植, 相继在绵羊[67 ]、牛[68 ]、山羊[69 ]、兔[70 ]和猪[71 ]上

获得成功。

1. 7. 4　体细胞核移植技术　自从W ilm u t 等[72 ]的

成体乳腺上皮细胞克隆绵羊Do lly 诞生以来, 证明

了高度分化的体细胞在卵母细胞质中具有去分化、

重获全能性的能力, 从而否定了只有早期受精卵的

卵裂球具有发育全能性的学说。卵母细胞的克隆

鼠[73 ]、克隆牛[74 ] , 耳皮肤细胞的克隆牛[75 ] , 体细胞

克隆山羊[76 ] , 体细胞克隆牛[77 ]等体细胞克隆动物也

相继诞生。

利用克隆技术生产具有极高经济价值的转基因

动物或迅速扩大稀有动物种群数量具有重大的经济

和社会效益, 但是目前存在体细胞克隆动物产仔率

低、胎仔过大、流产、死胎、畸胎、后天发育不良等问

题, 需要投入更大的精力去研究。

1. 8　胚胎干细胞技术

胚胎干细胞 (Em b ryo Stem Cells) 是由早期胚

胎内细胞团 ( ICM ) 或原生殖细胞 (P rimo rdia l Germ

Cells, PGC s)分离出来的多潜能细胞, 它与胚胎细胞

有相似的形态特征和分化潜能。随着 ES 细胞与胚

胎工程和基因工程结合, 必将为畜牧业生产带来巨

大革命。ES 细胞研究, 首先源于畸胎瘤干细胞 (T er2
a2tocarcinom a Stem Cell) , 即 EC 细胞 (Em b rynal

carcinom a cells) , 但是 EC 细胞种系嵌合率很低, 而

且由于其肿瘤源性, 生成的嵌合体成年又出现肿瘤,

且建成的 EC 细胞系有异常核型。随后, 胚胎干细胞

的研究取得了很大的进展 (见表 1[78 ])。另外, Sim s

等[79 ]用 ES 细胞核移植得到 4 头犊牛, C ibelli 等[80 ]

利用转基因技术得到了生殖系嵌合牛; 1996 年,

Campbell 等[81 ]将绵羊 ES 细胞系经核移植得到 4

只羔羊。我国尚克刚等[82 ]、丛笑情[83 ]也分别建立了

小鼠的 ES 细胞系, 并得到了嵌合体小鼠; 1995 年,

赖良学[84 ]建立了兔的 ES 细胞系并得到了一只皮毛

嵌合体。目前, 中国科学院上海细胞生物所和中国农

科院畜牧所等单位, 亦已开始猪的ES 和 EG 细胞的

研究, 并取得了一定进展。
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表 1　胚胎干细胞研究概况进展

T able 1　Em bryo stem cell research general situation p rogress

哺乳动物
ES 细胞系

M amm alian

建系年代
T he year

of estab lishm ent

作者
A utho r

小鼠M ouse 1981; 1989; 1990; 1991; 1995 Evans 等; 尚克刚; 丛笑倩; 陈立人; 钱永胜

仓鼠 H am ster 1988; 1990 D eo tschm an 等; D iedrah ita 等

猪 Sw ine 1990; 1991; 1994; 1995; 1996 N o tarjanm i, D iedrah ita, Stro jok, A nderson; 陈立人;W heeler; 钱永胜; 徐军, 冯秀亮

水貂 E rm ine3 1992 Sukoyan

牛 Bovine3 1992; 1993; 1994 Satio; Stice; Strelchenko

兔 Rabbit3 1993; 1994; 1995 Graves; N oem ann; 赖学良

绵羊O vine3 1994; 1996 T such iya;M einecke T illm ann

山羊 Goat3 1994; 1996 Bongso;M einecke T illm ann

人 H um an3 1994 Bongso

　　注: 有“3 ”者为类 ES 细胞系。

N o te:“3 ”stands fo r ES cell2like line.

　　用 PGC s 建立干细胞系的研究近年也有较大进

展 (见表 2[78, 85 ])。这些成果表明, PGC s 建系得到的

EG 细胞与 ES 细胞一样是多能干细胞。并且每只实

验动物一次可提供 5 000～ 6 500 个 PGC s (鼠) 或

15 000多个 PGC s (猪) , 虽然可能会因 PGC s 细胞具

有迁移特性而导致贴壁率较低, 但其材料来源还是

比较丰富的, 这就为胚胎干细胞系建立提供了一个

新思路, 也为体外胚胎培养难或 ES 细胞分离难的

动物提供了一个新途径。ES 细胞的生物学特性, 决

定了其在生物学领域不可估量的应用价值。ES 细胞

可用于分子遗传学和发育生物学的研究, 为研究生

殖细胞发育分化和成熟的调节机制以及生殖肿瘤的

产生提供了丰富的材料; ESöPGC s 细胞具有全能

性、定向整合及较高的嵌合能力, 是转基因的高效载

体, 并使外源基因整合表达的筛选工作由个体水平

上升到细胞水平, 便于实施“基因敲除”, 进行家畜改

良。随着核移植技术和嵌合体制作技术的日趋完善,

高效增殖而得到大量 ES 细胞必将成为克隆动物材

料获得的重要途径。因此, ESöPGC s 细胞建系, 有着

重要的应用价值和广阔的开发利用前景。
表 2　由 PGC s 建立干细胞系进展

T able 2　Building stem cell line from PGC s p rogress

年代
Year

作者
A utho r

研究成果
Resu lts

1973 Jean 描述小鼠 PGC s 形态结构M o rpho logical and structu ral descrip tion of mouse PGC s

1977 B rinster 研究 PGC s 的能量代谢, 发现其与刚排出的卵之间相似 F inding of the sim ilarity of
energy m etabo lism of PGC s to new ly ovu lated ova

1982 Felici
用 ED TA öperco ll 法分离到小鼠 PGC s M ouse PGC s iso lated w ith ED TA öperco ll
m ethod

1990 L eich thamm er 分离到牛、猪、兔的 PGC s Iso lated PGC s from cattle, p ig and rabb it

1992; 1994 Rensn ick; D e Felici, Donovan 确定了小鼠 PGC s 干细胞系的 3 种生长因子 Iden tification of 3 grow th facto rs af2
fecting mouse PGC s stem cells

Yasuh isa M atsu i 用小鼠 PGC s 建立了干细胞系并得到了嵌合体 E stab lishm ent of stem cell line w ith
mouse PGC s and ch im era

1994 Stew art 利用 PGC s 建立了干细胞系得到了生殖系嵌合小鼠 E stab lishm ent of stem cell line
w ith mouse PGC s and rep roductive ch im era mouse

1994 Robert 等; 李松 用 PGC s 建立了牛的干细胞系; 得到牛类EG 细胞 E stab lishm ent of bovine stem cell
line w ith PGC s and EG2like cell

1994 M itan i 建立了大鼠的 PGC s 干细胞系 E stab lishm ent of PGC s stem cell in rat

1997; 1998 Sh im; P iedrah ita 用猪的 PGC s 建立了多能干细胞系并得到了嵌合体猪 E stab lishm ent of p lu ripo ten t
stem cell line w ith po rcine PGC s and ch im era p ig

1997 常万存等 用胎儿 PGC s 分离克隆出 EG 细胞 Iso lation of EG cell from fetal PGC s

1. 9　动物胚胎嵌合技术

动物胚胎嵌合技术即通过显微操作, 使 2 枚或

2 枚以上受精卵 (胚胎) 的全部或部分胚胎细胞嵌合

在一起, 人工复合胚胎, 以获得嵌合体动物的技术。

哺乳动物嵌合体的研究工作, 最早是由

T arkow sh i 等[86 ]分别用 82细胞卵裂球聚合法制作
了首批嵌合体小鼠。随后 Garuner 等[87 ]用囊胚的内

细胞团 ( Inner CellM ass, ICM ) 注入到另一胚泡中,

也获得了来自 2 个品系的嵌合小鼠。此后, 人们先后

获得了大鼠、兔和羊的嵌合体。20 世纪 80 年代后,

进行了牛和猪的嵌合体研究, 并且开展了绵羊和山
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羊、马和斑马、小鼠和大鼠等种间和属间嵌合体的研

究[88 ]。然而, 尽管Hoppe [89 ]1977 年进行了成功的研

究, 但目前有人认为孤雌生殖基因组不能支持哺乳

动物胚胎发育至分娩, 纯合二倍体母本或父本的原

核也不能发育至分娩; 铃木达行[90 ]研究的结果表

明, 通过聚合来自孤雄生殖和体外受精的半胚或全

胚, 能生产嵌合囊胚。将胚胎移入受体内, 将能生产

来自孤雄生殖细胞的活犊牛。

正常情况下, 不同品种聚合嵌合体的细胞能共

存, 在所有组织中可互作。因此, 嵌合技术将作为基

因保存的一种工具。采用这项技术, 有可能在以下几

个方面取得突破: (1)生产濒临灭绝的动物或某些数

量极少的外来品种牛的嵌合体; (2) 生产嵌合肉牛

(因为通过聚合无性别的体外受精胚胎生产嵌合牛

的性比率总是以雄性占有主导地位) ; (3) 使用 PCR

扩增雄性特异DNA 来鉴别性别, 生产聚合胚胎进

而生产嵌合奶用母牛; (4)将几个优秀的不同品种聚

合起来产生具有几个优秀品种优势的新品种 (终端

品种) ; (5)将更高发育阶段的卵裂球 (来自孤雄生殖

胚胎, 贡献给内细胞团) 与低级阶段的卵裂球 (来自

体外受精胚胎, 产生滋养外胚层) 聚合起来, 生产高

度纯化的纯合优秀母牛。

对早期嵌合体的研究用以阐明动物发育的生物

学问题, 近十几年来, 随着胚胎工程的发展, 已成为

研究胚胎发育和遗传变异最理想的实验材料。在转

基因动物生产及家畜繁育等方面, 嵌合体也具有潜

在的优越性。与 ES 细胞培养和基因操作技术相结

合将使嵌合体的应用前景更加广阔, 然而在家畜方

面进行嵌合体实用研究还有一段较长的路程。

2　胚胎工程技术与我国畜牧业的发展
前景

据统计[91 ] , 近 2 年来国内山羊、绵羊的胚胎移

植数每年在 3 万枚以上, 使国内种羊数目迅速扩大,

为杂交改良打下了基础。有人预计今后 5 年内, 纯种

公羊数量将趋于饱和, 养羊业将以种用为主逐步过

渡到以生产商品肉羊为主, 满足人们对优质羊肉的

需要[92 ]。现在全国年产犊牛约 5 000 万头, 按照农业

部科技司推荐的方法计算, 平均每头胚胎移植牛后

代比土种牛每年增加经济效益 3. 5 万元。以每年胚

胎移植牛 1% 计算, 年总经济效益将高达 175 亿元,

市场潜力巨大。

20 世纪 80 年代, 胚胎移植技术已经逐步由实

验室走向生产应用。在发达国家, 许多兽医院已将胚

胎移植作为常规业务, 并且与之相关的配套器械和

药品也应运而生; 体外受精技术和性别鉴定技术已

经应用于生产实践; 转基因技术已经在制药领域显

示了美好前景。现在我国刚进入W TO 不久, 国内畜

牧业面临与国外同行竞争的巨大压力, 胚胎工程技

术特别是胚胎移植技术产业化的推广已刻不容缓。

与发达国家相比, 我国畜牧业生产效率低、资源浪费

大、产品卫生和质量差、生产规模小, 以至于无法适

应国际、国内市场需求。近几年内, 我国的牛、猪等农

产品进口关税将大幅下调, 竞争形势将更加严峻。所

以利用已成熟的胚胎工程技术来改良土种牛、羊, 是

一条快速繁育改良、提高牛羊生产效率、增强国际竞

争力的有效途径。

牛、羊是草食家畜, 能将牧草和秸杆等各种粗饲

料转化为人们所需要的肉、奶、皮、毛等。我国牛、羊

养殖业的发展已跨入世界大国先进行列。胚胎工程

技术作为扩繁 (增加种畜数量)、育种 (提高种畜质

量)、保种、引种 (促进优良种畜交流)的有效手段, 必

将为中国牛羊的品种提升做出贡献, 同时牛羊养殖

业的发展也必将为胚胎工程技术的发展提供舞台。
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Em b ryo eng ineering techno logy and their

app lica t ion in an im al p roduct ion

L IY ong,DOU Zhong-y ing,YANGW e i-feng
(S haanx i Cen ter of S tem Cell E ng ineering and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: A im ing at the acqu irem en t of imp roved o r rare an im als, and the basic research and app lied

developm en t, the research on em b ryo engineering and techno logy in tend to realize to the in v itro m anual

con tro l of m amm alian em b ryo s and their fu rther developm en t. T he paper review ed the em b ryo engineering

and techno logy, including em b ryo2t ran sfer, em b ryo freezingöp reservat ion, em b ryo division, in v itro fert iliza2
t ion, sex iden t if ica t ion and con tro l, gene2t ran sferred an im al, nuclear t ran sfer, em b ryon ic stem cell and em 2
b ryo ch im era, and their app lica t ion p ro spect in an im al farm ing.

Key words: em b ryo engineering; em b ryo tran sfer; in v itro fert iliza t ion; em b ryo stem cell
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