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　　[摘　要 ]　以山羊皮肤成纤维细胞为供体细胞, 绵羊去核卵母细胞为受体细胞进行种间体细胞核移植, 构建

山羊2绵羊重构胚, 并对其采用离子霉素联合 62DM A P 法和胞质注射绵羊精子提取物法进行激活, 比较两种不同激

活方法对山羊2绵羊种间体细胞核移植重构胚的激活效果。结果表明, 共构建获得山羊2绵羊重构胚 238 枚, 重构胚

在体外能够发育至囊胚阶段; 离子霉素联合 62DM A P 法激活的卵裂率为 58. 33% (70ö120) , 囊胚发育率为4. 28%

(3ö70) ; 胞质注射绵羊精子提取物法激活的卵裂率为 63. 55% (75ö118) , 囊胚发育率为 6. 66% (5ö75) , 两种方法的

激活效果差异不显著。
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　　1997 年“Do lly”绵羊的诞生使体细胞核移植成

为现实[1 ] , 从此体细胞核移植技术得到了广泛的应

用, 并成为挽救濒危动物的一个重要手段。Dom inko

等[2 ]将野牛、绵羊、猪以及大鼠的皮肤成纤维细胞与

去核家牛卵母细胞融合, 结果发现, 除大鼠2牛杂种

胚外, 其余杂种胚胎均发育至囊胚阶段。陈大元等[3 ]

用大熊猫体细胞与兔卵母细胞构建的核移植胚能发

育至囊胚阶段。其他物种体细胞核移植, 如黄牛2水
牛[4 ] , 小鼠2猪[5 ] , 小鼠2牛[6 ] , 猪2牛[7 ]等均得到了体

外发育胚胎。目前, 虽然已有种间体细胞核移植动物

出生, 但种间核移植仍面临着很大的困难, 需要寻找

适宜的供受体细胞组合及早期胚胎发育环境。本试

验以山羊皮肤成纤维细胞为供体细胞, 绵羊卵母细

胞为受体细胞进行山羊2绵羊种间体细胞核移植研

究, 以为动物种间核移植研究积累知识和经验。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　山羊耳部皮肤组织块　山羊耳部皮肤组织

块取自杨凌科元生物工程有限公司种羊场提供的

345 号莎能山羊耳尖部, 皮肤剪毛消毒后剪取 0. 5

cm 2 左右的皮肤块, 置4 ℃保存液中, 在2～ 3 h 内带

回实验室。

1. 1. 2　绵羊卵巢　采集于陕西省西安市动物屠宰

场, 将陕北土种绵羊屠宰后快速采集其双侧卵巢, 置

于20～ 30 ℃保温瓶 (装有含0. 32 m gömL 硫酸庆大

霉素的生理盐水)中, 于4～ 5 h 内运回实验室。

1. 1. 3　绵羊精液及精子提取物的制备　绵羊精液

采自陕西杨凌科元公司道赛特种公羊。精子提取物

的制备参考赛务加甫[8 ]等的方法。

1. 1. 4　试　剂　卵母细胞成熟液和胚胎培养液等

所用的化学试剂除特别指明外, 均为Sigm a 公司产

品。

1. 2　山羊皮肤成纤维细胞的分离与培养

莎能奶山羊耳尖部皮肤运回实验室后, 用无菌

生理盐水冲洗3～ 4 次后, 用体积分数70% 的酒精浸

泡5 m in, 再用无菌生理盐冲洗2～ 3 次后剪碎, 接种

于含体积分数15% 胎牛血清 (FBS, 四季清)、体积分

数1% 的必需氨基酸和体积分数0. 5% 非必需氨基酸

的DM EM (G IBCO )培养液中培养。培养条件为37.

5 ℃, 体积分数5% CO 2 和饱和湿度。当细胞生长至

铺满培养皿 (N uc, 15 mm ×60 mm ) 底时, 用含 2. 5
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göL 胰蛋白酶 (G IBCO 公司产品) 和0. 2 göL ED TA

(sigm a 公司产品) 的无Ca2+ ,M g2+ 的PBS 液进行消

化, 用吸管反复吹打使贴璧细胞快速悬浮, 并将悬浮

液以 1 000 röm in 离心 5 m in, 弃上清液, 沉淀用

DM EM 培养液调整细胞浓度为 1×106～ 107öL , 然

后接种于 15 mm ×60 mm 培养皿中进行传代培养。

细胞传 5 代后, 用培养液调整细胞浓度为 1×106～

107öL , 再用含有体积分数15% 二甲基亚砜 (DM SO ,

sigm a 公司产品) 和体积分数 30% 胎牛血清的培养

液进行冷冻, 于- 70 ℃保存备用。

1. 3　绵羊卵母细胞的采集

将绵羊卵巢先用 37 ℃无菌生理盐冲洗 2～ 3 次

后, 用体积分数75% 的酒精冲洗1～ 2 次, 再用37 ℃

生理盐冲洗 2 次, 然后采用切剖法 (用手术刀片) 切

开卵巢表面2～ 5 mm 大小的卵泡, 在体视镜下回收

含3 层以上颗粒细胞且胞质均匀的卵丘—卵母细胞

复合体 (COC s) , 用于体外成熟培养。

1. 4　绵羊卵母细胞的体外成熟与去核

1. 4. 1　卵母细胞的体外成熟培养　将回收的COC s

用在CO 2 培养箱中平衡 2 h 以上的卵母细胞成熟培

养液冲洗 2～ 3 次后, 于 38. 5 ℃、体积分数 5% CO 2

和饱和湿度条件下在微滴 (50 ΛL ö滴, 15～ 20 个

COC sö滴)中进行体外成熟培养21～ 23 h。成熟培养

液配方为: TCM 199 + 10 mmo löL H epes + 0. 38

mmo löL 丙酮 酸 钠 + 25 mmo löL 谷 氨 酰 胺 +

1 ΛgömL 17Β2雌二醇 (17Β2E 2 ) + 5 ΛgömL FSH +

1. 0 IU ömL L H + 体积分数 10% 发情牛血清 (OCS)

+ 50 U ömL 庆大霉素。

1. 4. 2　卵母细胞的去核　将成熟的卵母细胞置于

含1 göL 透明质酸酶的无Ca2+ 、M g2+ 的PBS 液中反

复进行吹打, 去其周围的卵丘细胞, 在体视显微镜下

将第一极体形态良好的卵母细胞检出, 分组备用。去

核前卵母细胞以0. 5 ΛgömL 秋水仙碱处理2 h, 以使

第一极体位置明显突出, 极体与核的位置易于观察。

去核时将卵母细胞移入含7. 5 ΛgömL 细胞松弛素B

(CB )的培养液中, 在显微操作仪上用盲吸法去核,

然后将去核卵母细胞用培养液冲洗 2～ 3 次后, 在

CO 2 培养箱中培养 1～ 2 h, 作为体细胞核移植受体

细胞。判断去核结果时可以随机抽取已去核的1ö5卵

母细胞, 然后以 5 ΛgömL Hoech st 33342 染色检查

其去核效果, 无荧光的卵母细胞为去核成功。

1. 5　山羊2绵羊种间体细胞核移植胚的构建与培养

1. 5. 1　山羊2绵羊种间体细胞核移植胚的构建　将

供体细胞 (山羊皮肤成纤维细胞) 解冻后接种于 24

孔培养板中, 在含体积分数 0. 5 % FBS 的DM EM

培养液中培养 3～ 5 d, 用 2. 5 göL 胰蛋白酶进行消

化, 消化后的细胞在含体积分数 0. 5% FBS 的

DM EM 液内培养 1 h 以上。核移植前以 1 000

röm in, 离心 5 m in, 沉淀用含体积分数 10% PV P

(360 K, sigm a 公司产品) 的 PBS 重悬细胞, 然后以

外径为 10～ 12 Λm 的注核针反复吹打供体细胞, 使

供体细胞膜破裂成核胞体, 并通过显微操作将核胞

体直接注射到去核绵羊卵母细胞的细胞质内, 注射

后4～ 6 h 检测卵母细胞的存活率。判断注核成功的

标准为: 用注核针将核胞体注射到无核的绵羊卵母

细胞胞质中央, 以没有出现供体细胞溢出卵母细胞

质现象者确定为注核成功。每一去核卵母细胞注入

一个核胞体, 然后立即将重构胚移入胚胎培养液中

体外培养。

1. 5. 2　山羊2绵羊种间体细胞核移植胚的激活　重

构胚用培养液冲洗 2～ 3 次后移入羊输卵管液培养

基 (Sheep O viduct F lu id M edium , SO FM ) 中, 在体

外培养3 h 后分组备用。一组重构胚用5 Λmo löL 离

子霉素联合 2 mmo löL 62DM A P 法激活; 另一组重

构胚用胞质注射绵羊精子提取物法激活[8 ]。激活的

重构胚立即移入胚胎培养液中培养, 48 h 时统计卵

裂率, 7～ 8 d 统计囊胚发育率。

1. 5. 3　山羊2绵羊种间体细胞核移植胚的体外培养

　将重构胚激活后移入 SO FM 微滴中 (50 ΛL ö滴,

10～ 15 个重构胚ö滴) 与颗粒细胞单层共培养, 培养

条件为38. 5 ℃、体积分数5% CO 2 和饱和湿度。每48

h 半量换液 1 次, 每 3 d 更换 1 次颗粒细胞单层并加

入体积分数10% 发情牛血清5 ΛL。

1. 6　统计分析

所有试验均重复 5 次, 试验数据用 ς 2 检验进行

差异显著性分析。

2　结果与分析

2. 1　山羊2绵羊种间体细胞核移植胚构建结果

　　本试验以山羊皮肤成纤维细胞为核供体细胞,

以绵羊卵母细胞为核受体细胞, 构建重构胚238 枚,

并对其分别采用离子霉素联合 62DM A P 法和胞质

注射绵羊精子提取物法进行激活。激活后5 d 左右2

种方法激活的重构胚均可发育至桑椹胚 (图1)。用胞

质注射绵羊精子提取物法激活的重构胚在其发育过

程中细胞分布较离子霉素联合 62DM A P 法均匀, 轮

廓清晰, 重构胚早期发育速度与体内胚胎发育速度

基本一致, 能发育至囊胚阶段 (图2)。
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图 1　不同方法激活的山羊2绵羊种间体细胞核移植桑椹胚 (×100)

A. 离子霉素联合62DM A P 激活; B. 精子提取物激活

F ig. 1　Goat2sheep heterogeneous reconstructed mo ru las by differen t activations (×100)

A. A ctivated by ionom ycin+ 62DM A P; B. A ctivated by sperm ex tract

图 2　不同方法激活的山羊2绵羊种间体细胞核移植囊胚 (×100)

A. Ionom ycin 联合62DM A P 激活; B. 精子提取物激活

F ig. 2　Goat2sheep heterogeneous reconstructed b lastocyst by differen t activations (×100)

A. A ctivated by ionom ycin+ 62DM A P; B. A ctivated by sperm ex tract

2. 2　不同激活方法对重构胚卵裂率和囊胚发育率的

影响

　　由表1 可知, 离子霉素联合62DM A P 法与胞质注

射绵羊精子提取物法激活的卵裂率, 桑椹胚率和囊胚

发育率均差异不显著。表1 结果还表明, 两种激活方

法均能有效激活重构胚, 并且激活的重构胚在体外均

能发育至囊胚阶段。

表 1　不同激活方法对山羊2绵羊种间体细胞核移植重构胚卵裂率和囊胚发育率的影响

T able 1　R ate of cleavage and developm ent of reconstructed em bryo s by differen t activation m ethods

激活方法
M ethod

重构胚ö枚
N o. em bryo

卵裂率ö%
C leavage rate

桑椹胚率ö%
H ybrid rate

囊胚发育率ö%
B lastocysts rate

离子霉素联合62DM A P
Ionom ycin+ 62DM A P

120 58. 33 a (70ö120) 42. 85 a (30ö70) 4. 28 a (3ö70)

精子提取物胞质注射
Sperm ex tract

118 63. 55 a (75ö118) 44. 0 a (33ö75) 6. 66 a (5ö75)

　　注: 表中同一列数据后标注相同小写字母者表示差异不显著 (P > 0. 05)。

N o te: V alues w ith sam e superscrip ts w ith in sam e co lum ns donπt d iffer sign ifican tly (P > 0. 05).

3　讨　论

哺乳动物异种核移植的发展历史虽然很短, 但

其在畜牧、医学、生物学领域有着美好的发展前景和

巨大的经济价值。首先, 该技术应用于畜牧领域, 将

会进一步丰富优良家畜品种的选育、繁殖手段。利用

优良动物品种的体细胞作核供体克隆动物, 可以避

免自然条件下选种所受到的动物生殖周期和生育效
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率的限制, 从而大大缩短育种年限, 提高育种效率。

尤其是在从国外花巨资引进良种来改良本地家畜

时, 对于那些自然繁殖速度较慢的家畜, 采用异种核

移植技术进行扩繁, 不但可以节约巨额引种费用, 而

且还可以减少引入疫病的危险。随着核移植技术的

进步, 异种动物核移植的实验也有了进一步发展。

W o lfe 等[9 ]利用家牛胚胎细胞做核供体, 分别用北

美野牛、山羊、仓鼠的去核卵母细胞做核受体, 进行

种间、目间核移植, 重构胚的囊胚发育率分别为

1. 9% , 1. 2% , 0. 0% , 而家牛对照组的囊胚发育率为

19. 4% , 差异明显。W h ite 等[10 ]将藏绵羊皮肤成纤

维细胞与牛去核卵胞质融合并激活后进行体外培

养, 结果得到囊胚率为1. 56% , 并且核型正常。另外,

用人的体细胞作为核供体, 与牛卵母细胞构建克隆

胚, 经体外培养后可发育到囊胚阶段[11212 ]。本试验构

建了 328 枚山羊2绵羊种间体细胞核移植重构胚, 并

对其分别采用离子霉素联合 62DM A P 法和胞质注

射绵羊精子提取物法进行激活。结果显示, 2 种方法

获得的囊胚发育率分别为 4. 28% 和 6. 66% , 较其他

研究者所获得的囊胚发育率[425 ]略高, 其原因可能与

动物种类、激活方法和体外培养条件等因素有关。

本研究发现, 精子提取物胞质注射激活重构胚

的激活效果优于离子霉素联合 62DM A P 法, 说明精

子提取物激活重构胚的方法可行, 可以用于核移植

重构胚的激活, 但对精子提取物的激活机制还有待

于进一步研究。值得注意的是, 在进行精子提取物胞

质注射激活重构胚时应尽量减少第二次显微注射

(第一次为注核, 第二次为胞质注射精子提取物) 所

造成的透明带损伤, 以免影响重构胚的正常发育。去

核操作和注核技术亦是影响重构胚发育率的主要因

素之一, 在去核操作时应注意确定第一极体位置。第

一极体排出后, 通常会移离原来的位置, 染色体的位

置也会发生变化, 即使是成熟培养的同批卵母细胞,

其发育程度存在差异, 成熟时间也不同, 所以在给定

的去核时间点上,M Ê 期卵母细胞第一极体的位置

通常不能标识染色体的位置, 从而影响整批卵母细

胞的去核效率。另外, 影响重构胚体外发育的因素除

气体环境、温度、湿度外, 主要是培养液中某些化学

成分的用量。本实验对重构胚体外培养采用了卵丘

颗粒细胞单层共同培养系统, 这样不仅可使胚胎通

过其体外发育的“阻滞”期, 而且也提高了体外培养

的桑椹胚率和囊胚的发育率。
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Effects of CLA under hea t st ress m odels on layer imm un ity funct ion
É changes of imm un ity index fo r cellu lar imm un ity and humo ral imm un ity

GAO Y un -y ing1,L I Hao-bo1, J IANG Yan -fen 1,L E I J in -m in 2,

PAN Ya-feng3,M A Qiu-m ing1, HUANG J ian -wen 1

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 L uochuan Coun ty V eterinarian S an itary S up erv ision E x am ina tion Cen term ,L uochuan, S haanx i 727400, Ch ina;

3 Y in ta i A rea A nim al H usband ry and V eterinary S ta tion, T ong chuan, S haanx i 727000, Ch ina)

Abstract: 120 252w eek2age H ailan (b row n) layers of conven t ionally imm uned w ith ND and IBD w ere

selected and divided in to tw o group s acco rd ing to facto ria l design, and pu t in to tw o art if icia l clim ates room

and caged w ith tw o step s and ladders type respect ively. Experim en t d ietary w as basis d iet added w ith 20

gökg con jugate lino leic acid (CLA ) , con tro l group fed w ith basal d ietary. T he heat st ress model w as 22 ℃

fo r 5 d, 30 ℃ fo r 5 d, 32 ℃ fo r 5 d, 35 ℃ fo r 5 d, 22 ℃ fo r 5 d. Effect of CLA on the imm un ity funct ion of

the laying hen w as experim en ted fo r 25 days. T he resu lts show ed: in 30 ℃ 119 h, 32 ℃ 119 h, 35 ℃ 119 h,

22 ℃ 119 h, conversion ra te of T and B lymphocyte, CD 4+ and CD 8+ subgroup of the T lymphocyte of the

experim en ta l group w ere sign if ican t ly (P < 0. 01) h igher than tho se of con tro l group , and b lood serum ND ,

IBD an t ibody t iter and IgG w ere sign if ican t ly (P < 0. 01) h igher than tho se of con tro l group. T hese data in2
dicate that CLA cou ld relieve the decline of layer imm un ity cau sed by h igh temperatu re and help resto re the

layer imm un ity.

Key words: con jugate lino leic acid; layer; heat st ress; cellu lar imm un ity; humo ral imm un ity
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Goat2Sheep heterogeneou s nuclear t ran sp lan ta t ion

SA IW uj iafu1, 2, ZHANG L i1, 3,YANG L i1, PENG X in -rong1, GUO Zh i- l in 1,

L l X iang-chen1, QUAN Fu- sheng1, AN Zh i-x ing1, ZHENG Y ue-mao1, ZHAO Xue1, ZHANG Y ong1

(1 Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , X inj iang S h ihez h i U niversity , S h ihez i, X inj iang 832003, Ch ina;

3 Inner M ong olia L ivestock Imp rovem en t S ta tion, H uhhot, Inner M ong olia 010011, Ch ina)

Abstract: To ta lly 238 heterogeneou s em b ryo s w ere recon structed w ith goat sk in fib rob lasts as the

dono r cells and sheep enuclea ted oocytes as the recip ien t, and the effects of tw o act iva t ion m ethods ( Iono2
m ycin com b ined w ith 62DM A P o r in ject ion of sperm ex tract) on the developm en t of heterogeneou s recon2
st ructed em b ryo s w ere compared. T he resu lts ind ica ted that a to ta l of 238 heterogeneou s em b ryo s w ere re2
con structed, and sheep cytop last suppo rted m ito t ic cleavage of goat karyop lasts, and w as capab le of rep ro2
gramm ing the nucleu s to ach ieve b lastocyst stage em b ryo s. T he recon structed em b ryo s act iva ted by Iono2
m ycin com b ined w ith 62DAM P reached 58. 33% (70ö120) oocyte cleavage ra te and 4. 28% (3ö70) b lasto2
cysts ra te, w h ile act iva ted by sperm ex tract reached 63. 55% (75ö118) oocyte cleavage ra te and 6. 66%

(5ö75) b lastocysts developm en t ra te.

Key words: heterogeneou s nuclear t ran sfer; f ib rob last cell; act iva t ion; goat; sheep
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