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供体细胞来源及预处理对牛体细
胞核移植效率的影响
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[摘　要 ]　以牛外耳皮肤成纤维细胞为核供体细胞 ,比较了不同同步化诱导方式 (血清饥饿法与接触抑制法)、

供体细胞冷冻与否、供体动物性别与年龄等因素对体细胞核移植效率的影响。结果表明 ,接触抑制法处理的供体细

胞核移植胚囊胚率显著高于饥饿法 ( P < 0. 05) ;未冷冻的供体细胞核移植胚囊胚率显著高于冷冻供体细胞 ( P <

0. 05) ;成年母牛供体的囊胚率显著高于成年公牛 ( P < 0. 05) ;不同年龄供体细胞的核移植胚囊胚率差异不显著 ( P >

0. 05)。试验表明 ,以接触抑制法诱导未冷冻成年母牛外耳皮肤成纤维细胞为核供体 ,有利于核移植胚囊胚的发育。
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Abstract : In this st udy ,wit h bovine auricle fibroblast s used as nuclear donor ,t he effect s of nuclear do2
nor wit h serum starvation vs. contact inhibition ,f rozen vs. non2f rozen ,as well as the age and sex of animals

f rom which nuclear donor cells were derived on the efficiency of nuclear t ransfer were investigated and

compared. The result s showed t hat t he rates of blastocyst s derived f rom nuclear donor cells p ret reated wit h

contact inhibition or non2f reezing were significantly higher t han t hose derived f rom nuclear donor cells p re2
t reated wit h serum starvation or f rozen respectively ( P < 0 . 05) . Moreover ,when female cells were used as

nuclear donors ,t he blastocyst rate of cloned embryos was significantly higher t han t hose derived f rom male

cells ( P < 0. 05) . However ,t he age of animal f rom which donor cells derived could not affect the efficiency

of nuclear t ransfer ( P > 0. 05) . When adult female bovine auricle fibroblast s were p ret reated wit h contact

inhibition and were not f rozen ,the results indicated those were significantly beneficial to the development of nu2
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clear transfer embryos.
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　　1997年 ,“Dolly”的诞生是核移植研究领域一个

重要的里程碑 ,表明了成年动物的体细胞核在去核

卵胞质中可以重新编程并且重获发育全能性[1 ]。之

后 ,小鼠[2 ]、牛[3 ]、猪[4 ]、家兔[ 5 ]、猫[ 6 ]、大鼠[7 ]等各种

体细胞克隆动物相继问世。核移植技术是目前复制

优良畜种和制备转基因动物的有效途径 ,其应用不

仅会产生巨大的经济效益 ,同时也为保护和拯救珍

稀濒危物种开辟了一条崭新的途径。但是 ,目前体

细胞克隆技术仍存在很多问题 ,如成功率极低[8 ]以

及克隆动物的各种缺陷[ 9 ]等 ,极大地限制了这项技

术在实践中的应用。核移植的成功率低 ,大多归因

于未能完全再程序化供体细胞中的后成性基因印

记[10213 ] ,因而大多数被用于提高核移植成功率的策

略均着眼于供体细胞。已有的报道表明 ,供体细胞

的类型[14 ]、所处的细胞周期[15 ]、体外培养传代次

数[16 ]、来源和供体的年龄[14 ]等诸多因素 ,均可能影

响核移植的效率 ,但上述研究缺乏系统性。本试验

采用不同来源及经不同预处理后的牛外耳成纤维细

胞为核供体 ,以体外成熟的牛 M Ⅱ期卵母细胞为核

受体构建体细胞克隆胚 ,系统地探讨了不同诱导方

式 (血清饥饿法与接触抑制法) 、供体细胞冷冻与否、

供体动物性别与年龄等因素对体细胞核移植效率的

影响 ,以期为提高牛体细胞核移植胚构建效率提供

参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供体细胞及卵巢 　外耳成纤维细胞分别来

自杨陵科元生物技术有限公司 4 头优质荷斯坦牛 ,

其中 2头均为 9岁成年牛 (雌雄各一头) ,另外 2头

为犊牛 (均为 3月龄 ,雌雄各一头) 。牛卵巢采自西

安市屠宰场。

1. 1. 2 　试 　剂 　人绒毛膜促性腺激素 ( Human

chorinonic gonadot rop hin , HCG) 为丽珠制药公司

产品 , 胎牛血清 ( Fetal bovine serum , FBS ) 和

DM EM/ F212为 Gibco公司产品。其余试剂均购自

Sigma公司。

1. 2　供体细胞的准备

牛外耳成纤维细胞采集方法如下 :取外耳部皮

肤充分剪碎 ,用 PBS清洗 3 遍 ,然后采用 2. 5 g/ L

胰蛋白酶于 4 ℃消化 2 h ,将细胞悬液于 130 g离心

5 min ,弃上清 ,沉淀重悬 ,调整细胞密度为约 105

mL - 1 ,在含体积分数 10 % FBS的 DM EM/ F212 培

养基中进行原代及传代培养。同时 ,取每一代中的

部分细胞冷冻 ,解冻后 ,迅速去除冷冻液 ,再次培养

用作核供体细胞。

用于核移植的供核细胞为培养第 3代到第 6代

的牛外耳成纤维细胞 ,细胞分别用两种方法诱导进

入 G0 或 G1 期。第一种方法是血清饥饿法 :在细胞

培养第 2 天 ,培养液中 FBS 的浓度降为体积分数

0. 5 % ,饥饿培养 2～5 d ;第二种方法是接触抑制法 :

细胞接种后 ,每 2 d 更换 1 次培养液 (含体积分数

10 %FBS) ,待细胞长至 100 %汇合时 ,进行核移植试

验。于核移植当天细胞注射前 1 h ,用胰酶消化 5～

6 min ,DM EM/ F12培养液洗涤 2次 ,悬浮单细胞于

该培养液中备用。

1. 3　牛卵母细胞的采集及体外培养

将牛卵巢置于盛有 30～37 ℃生理盐水 (含 100

U/ mL 青霉素 ,100μg/ mL 链霉素)的保温瓶中 ,在

2～3 h 内运回实验室。随后用含抗生素的等温生

理盐水冲洗卵巢至无血水 ,剪除卵巢上的系膜。用

带有 12号针头的 10 mL 一次性注射器抽取卵巢表

面直径为 2～8 mm卵泡中的卵泡液 ,置于培养皿中

静置片刻 ,在实体显微镜下拣卵。挑选卵丘层紧密

包裹的卵丘2卵母细胞复合体 (cumulus oocyte com2
plexs ,COCs) ,放入盛有 PBS的凹皿中 ,用 PBS洗

2～3次 ,再经成熟培养液洗涤 1次后移入成熟培养

液中 ,置于培养箱中成熟培养 20～22 h。成熟培养

液预先在培养箱中平衡至少 2 h ,培养条件为 38. 5

℃、体积分数 5 % CO2、饱和湿度。

1. 4　重构胚的构建与激活

卵母细胞培养 20～22 h成熟后 ,挑选卵丘层扩

散良好的卵丘 - 卵母细胞复合体 ,放于含 1 g/ L 透

明质酸酶的 PBS液 (无 Ca2 + ,Mg2 + )中 ,用吸管吹打

几下 ,去除外围卵丘细胞层。然后在显微镜下挑选

排出第一极体的卵母细胞 ,以 25～30枚/批放入 50

μL 去核操作液 ( TCM2199 +体积分数 10 % FBS +

7. 5μg/ mL 细胞松弛素 B (CB) )中 ,上覆石蜡油 ,按

照 Li等[17 ]的方法 ,在显微操作仪上用外径 20μm

的玻璃针去核。将去核后的卵母细胞按 25～ 30

枚/批置于 50μL mSO F +体积分数 10 % FBS的微

滴中 ,上覆石蜡油 ,用外径 10μm 的玻璃细管将带
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有完整细胞膜的供体细胞注射到卵母细胞的卵周间

隙。将卵母细胞 - 供体细胞复合体放入融合液中平

衡 1～2 min ,移入含有相同融合液的融合槽中 ,通

入直流脉冲 (DC ,2. 0 kv/ cm ,20μs)电流 ,对卵母细

胞 - 供体细胞复合体进行一次脉冲电融合。在含体

积分数 10 % FBS的 mSO F中培养 0. 5 h后 ,检查融

合情况 ,未融合的复合体在 30 min后再进行第 2次

电融合处理。

将融合后的卵母细胞 - 供体细胞复合体用

mSO F洗 3次 ,CO2 培养箱中成熟培养 24 h ,用化学

方法激活重构胚。具体方法是 :重构胚在含 5

μmol/ L 离子霉素 ( Ionomycin)的培养液中作用 4

min ,然后移入含 2 mmol/ L 62氨甲基嘌呤 (62DMAP)

的培养液中培养 4 h ,最后移入培养液中培养。

1. 5　重构胚的体外培养

将激活后重构胚每 10 枚放入一个培养液微滴

中 ,上覆盖灭菌石蜡油 ,在 38. 5 ℃、体积分数 5 %

CO2、保和湿度条件下培养 ,48 h后统计卵裂率 ,第 2

天半量换液并添加体积分数 10 % FBS ,第 7天和第

8天统计桑葚胚和囊胚的数量。

1. 6　数据统计分析

采用 SPSS软件对数据进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　供体细胞的同步化处理对牛体细胞核移植效

率的影响

由表 1可知 ,接触抑制组与血清饥饿组的核移

植胚卵裂率差异不显著 ( P > 0. 05) ,但囊胚的发育

率差异显著 ( P < 0. 05) 。说明在成年公牛外耳皮肤

成纤维细胞为供体细胞的同步化处理上 ,接触抑制

法的效果优于血清饥饿法。

表 1　供体细胞周期同步化处理对核移植胚体外发育的影响

Table 1　Effect s of cell cycle synchronization t reatment s on development of nuclear t ransfer embryos i n vit ro

同步化处理方法
Met hods of cycle synchronization

t reat ment s

核移植胚数
No. nuclear t ransfer

embryos

卵裂率/ %
Rate of embryos cleaved

囊胚率/ %
Rate of blastocyst

接触抑制法
Contact inhibition met hod

314 45. 2 (142/ 314) 20. 7 (65/ 314) a

血清饥饿法
Serum starvation met hod

297 44. 1 (131/ 297) 13. 8 (41/ 297) b

　　注 :同一列中不同小写字母表示差异显著 ( P < 0. 05) 。下表同。

Note :a ,b values wit h same superscript s in t he same column indicate remarkable difference ( P > 0 . 05) . The same as below.

2. 2　供体细胞冻融对牛核移植效率的影响

从表 2可以看出 ,冻融组共培养克隆胚 278枚 ,

卵裂率为 32. 0 % ,与对照组卵裂率 45. 2 %差异显著

( P < 0. 05) ;囊胚发育第 8 天 ,冻融组囊胚率为

12. 6 % ,与对照组囊胚率 20. 7 %差异显著 ( P <

0. 05) 。说明冻融对牛外耳皮肤成纤维细胞有显著

影响 ,导致其基因组重新编程能力下降。

表 2　供体细胞的冻融对牛核移植胚体外发育的影响

Table 2　Effect of f rozen and thawed on development of nuclear t ransfer embryos i n vit ro

分组
Group

核移植胚数
No. nuclear t ransfer embryos

卵裂率/ %
Rate of embryos cleaved

囊胚率/ %
Rate of blastocyst

冻融组
Freezing2t hawing group

278 32. 0 (109/ 189) a 12. 6 (35/ 189) a

对照组 Cont rol group 314 45. 2 (142/ 201) b 20. 7 (65/ 201) b

2. 3　供体性别对牛体细胞核移植效果的影响

由表 3可知 ,以成年母牛与成年公牛外耳成纤

维细胞为核供体的核移植胚卵裂率分别为 45. 3 %

和 45. 2 % ,差异不显著 ( P > 0. 05) ;囊胚率分别为

27. 5 %和 20. 7 % ,差异显著 ( P < 0. 05) 。表明以雌

性成年牛外耳成纤维细胞为核供体的核移植胚囊胚

发育率显著高于雄性牛。

表 3　供体性别对牛体细胞核移植胚体外发育的影响

Table 3　Effect s of sex of donor cells on development of nuclear t ransfer embryos i n vit ro

性别
Sex

核移植胚数
No. nuclear t ransfer embryos

卵裂率/ %
Rate of embryos cleaved

囊胚率/ %
Rate of blastocyst

成年雌性 Female 258 45. 3 (117/ 258) 27. 5 (71/ 258) a

成年雄性 Male 314 45. 2 (142/ 314) 20. 7 (65/ 314) b
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2. 4　供体年龄对牛体细胞核移植效果的影响

由表 4可知 ,雄犊牛和成年公牛核移植胚卵裂

率分别为 44. 2 %和 45. 2 % ,囊胚率分别是 18. 4 %

和 20. 7 % ,差异均不显著 ( P > 0. 05) 。表明供体年

龄对牛体细胞核移植效果没有影响。

表 4　供体年龄对牛体细胞核移植胚体外发育的影响

Table 4　Effect s of age of donors on development of nuclear t ransfer embryos i n vit ro

年龄
Age

核移植胚数
No. nuclear t ransfer embryos

卵裂率/ %
Rate of embryos cleaved

囊胚率/ %
Rate of blastocyst

雄犊牛 Male calf 342 44. 2 (151/ 342) 18. 4 (63/ 342)

成年公牛 Adult male cattle 314 45. 2 (142/ 314) 20. 7 (65/ 314)

3　讨　论

Liu等[18 ]在牛的核移植研究中发现 ,血清饥饿

与非血清饥饿细胞囊胚率无差异。Zakhartchenko

等[19 ]用血清饥饿的成纤维细胞作供体 ,囊胚率显著

高于非血清饥饿组 ;血清饥饿胎儿细胞比非饥饿细

胞囊胚率显著提高 ,但用血清饥饿的成年牛体细胞

作供体 ,其重组胚的囊胚发育率并非比未进行血清

饥饿的体细胞高 ;用血清饥饿法与 100 %汇合的接

触抑制法所获细胞作供体时 ,卵裂率和囊胚发育率

无显著差异。本试验结果表明 ,接触抑制法与血清

饥饿法诱导供体细胞进入 G0/ G1 期的核移植胚囊

胚发育率具有显著差异 ,这可能是血清饥饿对培养

细胞的生长特性、DNA复制和细胞骨架及消化后细

胞的大小均有不同程度的改变 ,导致重构胚的体外

发育能力降低。

规模化的动物克隆需要将大量的供核体细胞进

行冷冻。在本试验中 ,作者对冻融与未冷冻的供核

细胞的核移植效果进行了比较 ,结果发现重构胚的

囊胚发育率差异显著 ,与 Kato [ 3 ]等的研究结果不

同。Amano 等[20 ]对小鼠进行研究 ,用新鲜消化的、

培养的和冻存的成熟前足细胞克隆出小鼠桑椹/囊

胚 ,经移植后均获得存活小鼠后代 ,而且以冻存细胞

作供体的胚胎移植后 ,产仔率高于前二者。供体细

胞冷藏 1～2周 ,不影响早期重组胚的体内外发育能

力 ,这可能是将体细胞进行冷藏处理也可使细胞迅

速进入休眠状态而获得某些修饰。由于本研究中的

重构囊胚未进行进一步的移植 ,其后期发育能力有

无差异还有待于进一步研究。

目前 ,有关供体性别对核移植效率影响的相关

报道还比较少。陈大元等[21 ]利用母牛和公牛外耳

成纤维细胞作为核供体进行移植试验 ,结果表明雄

性与雌性牛核移植胚的囊胚率没有显著差异 ,但雌

性动物胚胎后期发育的比例却高于雄性。本试验结

果显示 ,雌性供体的核移植胚囊胚发育率高于雄性 ,

这可能是因为前者较后者具有更强抗逆能力 ,这种

结果是否具有代表性还有待进一步的证实。

本试验结果表明 ,供体的年龄对重构胚囊胚发

育率没有影响。供体细胞的年龄对克隆出生动物的

寿命、繁殖性能是否具有影响 ,一直是研究的热点。

随着“多莉”的成长 ,其出现提前老化迹象。研究证

明 ,它的端粒长度与供体羊相似 ,而端粒的长短又直

接决定着动物个体寿命的长短[22 ] ,也就是说从它一

出生它就已经 6岁了。类似的情况也出现在牛的研

究中[3 ]。供体细胞年龄在影响动物寿命的同时 ,对

克隆效率的影响也是值得关注的。杨素芳等[23 ]研

究发现 ,成年耳部成纤维细胞的融合率、卵裂率和囊

胚发育率显著低于胎儿成纤维细胞和胎儿皮肤细

胞。由于供体细胞在细胞更新过程中 ,某些特定基

因会随着个体的生长而出现选择性表达 ,因此选用

“年龄较大”的供体 ,在重构胚发育过程中会受到供

体细胞基因本身活性的影响 ,某些对胚胎发育至关

重要的基因在个体发育生长阶段处于低活性时期 ,

与卵母细胞融合后 ,很难达到胚胎发育所要求的基

因表达量 ,因此不能开始重新编程。但是 , Hill

等[24 ]的研究却得出不同的观点 ,其利用 40 日龄克

隆胎儿的耳细胞和一头 21岁的婆罗门公牛耳细胞

作为供体细胞进行核移植 ,胚泡发育率完全相同。

供体细胞本身对克隆后代“年龄”的影响究竟有多

大 ,目前尚无定论。关于重构胚发育过程中 ,染色体

端粒长度在核移植胚胎的发育中是否可恢复到正常

水平、以及端粒长度变化的机制等均有待进一步深

入研究。
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