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体细胞核移植技术生产转基因猪胚胎的研究
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摘要：以转染绿色荧光蛋白基因的猪胎儿成纤维阳性细胞作为体细胞核移植的核供体，体外成熟卵母细胞为核移

植受体构建绿色荧光蛋白转基因克隆猪胚胎，研究供核细胞的处理、注核部位及重构胚融合／激活时间对转ＧＦＰ克
隆胚早期发育的影响．结果显示，胎儿成纤维细胞血清饥饿与非饥饿培养１０ｄ处理组，采用卵周间隙核移植重构胚
的卵裂率（８２３５％和７９０７％）差异不显著（Ｐ＞００５）；体外培养４２～４４ｈ卵母细胞进行胞质内和卵周间隙注核的
重构胚胎，其卵裂率（８１１１％和７６８０％）差异不显著（Ｐ＞００５）；将卵周间隙注射法构建重构胚在０～１ｈ，２～４ｈ
和６～８ｈ进行融合／激活操作，前２组重构胚卵裂率（７５６１％和８３０７％）无显著差异（Ｐ＞００５），但显著高于第３
组（６０００％）的卵裂率（Ｐ＜００５）．
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　　哺乳动物细胞核移植研究经历时间并不长，以
１９９７年英国 Ｒｏｓｌｉｎ研究所 Ｗｉｌｍｕｔ实验室“多利羊”

的诞生为标志，揭开了体细胞核移植的序幕［１］．１９９８
年，Ｗａｋａｙａｍａ等［２］用颗粒细胞作供核细胞克隆出了



小鼠．同年，Ｃｉｂｅｌｌｉ等［３］得到第 １头体细胞转基因
牛．但由于猪的特殊生殖特点，导致利用细胞核移植
技术生产转基因猪的发展比较滞后，直到２０００年，
Ｐｏｌｅｊａｅｖａ等［４］才获得首例体细胞克隆猪．２００３年，
Ｓａｎｇｈｗａｎ等［５］克隆出了表达强荧光蛋白的转基因

猪．Ｊａｇｄｅｅｃｅ等［６］克隆出了敲除α１，α２半乳糖苷转
移酶基因的克隆猪，从而为人类培育异种器官移植

猪跨进了一大步．在国内通过该技术路线获得了转
基因山羊［７］和转基因牛［８］．冯秀亮等［９］得到了人体

细胞和猪卵母细胞异种核移植囊胚．２００５年８月中
国农业大学李宁教授课题组获得我国第１头体细胞
克隆猪，我国也成为世界第７个获得猪体细胞克隆
后代的国家［１０］．尽管体细胞核移植技术已在牛、羊、
小鼠、猪等动物上获得成功，但总效率仍较低．而猪
的体细胞核移植效率更低，体外成熟卵母细胞组成

的重构胚发育至囊胚的比例在７％～１０％，体内的为
１０％～３１％，出生活仔数与移植胚的比率仅为１％
左右［１１］．绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）是一种水母蛋白，由于
该蛋白可以在特定波长紫外光的激发下发出绿色荧

光，因此可以作为标记蛋白．以绿色荧光蛋白为标记
基因进行转基因动物研究可以使基因的检测更为简

单，因此该基因成为转基因动物相关研究领域广泛

应用的标记基因．为了完善克隆技术，优化猪核移植
方法和胚胎激活方式，本研究使用转绿色荧光蛋白

基因的胎儿成纤维细胞作为供体，比较了胞质内和

卵周间隙注射方法、供体细胞处理方法及重构胚的

融合／激活时间对转ＧＦＰ克隆胚早期发育的影响．

１　材料与方法
１．１　材料

ＤＰＢＳ和ＴＣＭ１９９为 Ｇｉｂｃｏ公司产品，孕马血清
促性腺激素（ＰＭＳＧ）、人绒毛膜促性腺激素（ｈＣＧ）为
宁波激素制品厂产品；细胞培养相关耗材为 ＮＥＳＴ
ＢｉｏｔｅｃｈＣｏ．，Ｌｔｄ．产品，卵母体外成熟培养（ＩＶＭ）以
及胚胎培养４孔板为 ＲｏｃｈｆｏｒｄＭｅｄｉｃａｌＬｔｄ．产品．其
他试剂如未特别注明，均为Ｓｉｇｍａ公司产品．

卵母细胞体外培养液为改良ＴＣＭ１９９（ｍＴＣＭ１９９），
添加３０５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖，０９１ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠，
０５７ｍｍｏｌ／ＬＬ－半胱氨酸，１００ｍｍｏｌ／ＬＬ－谷氨酰
胺，１０ｎｇ／ｍＬ表皮生长因子（ＥＧＦ），１０ＩＵ／ｍＬｈＣＧ
和１０ＩＵ／ｍＬＰＭＳＧ，７５μｇ／ｍＬ青霉素，５０μｇ／ｍＬ硫
酸链霉素，体积分数为１０％猪卵泡液（ｐＦＦ）；ＮＣＳＵ
２３＋４ｍｇ／ｍＬＢＳＡ［１２］．洗卵液用 ＤＰＢＳ；脱卵液用质
量分数为０１％透明质酸酶．显微操作液为添加７５
μｇ／ｍＬ细胞松弛素 Ｂ（ＣＢ）和４ｍｇ／ｍＬ牛血清白蛋
白（ＢＳＡ）的ＨＥＰＥＳ缓冲的ＴＣＭ１９９；融合／激活液由
０２５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，０１ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钙，０１ｍｍｏｌ／Ｌ

氯化镁及 ０５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ组成；胚胎培养液为
ＮＣＳＵ２３＋４ｍｇ／ｍＬＢＳＡ．
１．２　方法
１．２．１　猪胎儿成纤维细胞系的建立　从子宫内取
出胎儿，含抗生素 ＤＰＢＳ清洗胎儿，转移到超净工作
台内，用剪刀去除胎儿头，四肢，内脏，ＤＰＢＳ冲洗；在
直径１００ｍｍ细胞培养皿内用剪刀将剩余部分剪碎，
组织块大小为１ｍｍ３，加入少许血清，将组织块转移
到细胞培养瓶的底壁上；用弯头吸管将组织块均匀

地铺开，将铺有组织块的一面向上，加入１５ｍＬ细胞
培养液，再放入３９℃、相对湿度为１００％ 、体积分数
为５％ ＣＯ２培养箱；培养６～８ｈ后，将铺有组织块的
一面翻转过来，使细胞培养液浸没组织块；培养５ｄ
后观察组织块周围有无细胞爬出，待细胞生长至

８０％ 汇合时，进行传代培养或者冷冻保存．具体方法
参考文献［１３］．
１．２．２　猪胎儿成纤维细胞的转染和筛选　利用脂
质体介导的方法将质粒 ｐＥＧＦＰＣ１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）转染
到猪胎儿成纤维细胞，即按照试剂盒 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ）所附说明书进行转染：将传代
２～５次的细胞接种到６孔培养板，待其在无抗生素
的细胞培养液中汇合９０％时进行转染，每孔加入５００
μＬ含４μｇｐＥＧＦＰＣ１和１０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
并预先在室温孵育２０ｍｉｎ的无血清ＤＭＥＭ，混匀转染
培养液，放入细胞培养箱，在３９℃、体积分数为５％
ＣＯ２、相对湿度为１００％条件下培养６～８ｈ，再换用含
体积分数为２０％ＦＢＳ、体积分数为１％ ＮＥＡＡ的高糖
ＤＭＥＭ培养．待细胞汇合９０％时，将细胞消化后转至
Ｔ２５，加入含０６ｍｇ／ｍＬＧ４１８的细胞培养液连续筛
选１４ｄ，Ｌｅｉｃａ显微镜下观察荧光细胞．

供体细胞准备方法：将传代５～１０次的细胞分
为２部分，一部分长至８０％汇合时采取血清饥饿处
理，即把细胞培养液ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）体积分数从２０％降
至０５％继续培养３～５ｄ；另一部分细胞不饥饿，即
用ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）体积分数为２０％的细胞培养液培养
８～１０ｄ．按常规方法消化、离心，最后加１ｍＬ显微
操作液重悬细胞沉淀备用．倒置显微镜选择呈绿色
的细胞用作供体．
１．２．３　猪卵母细胞的采集和 ＩＶＭ　猪卵巢从当地
屠宰场采集，摘取新鲜卵巢立即置于盛有２６～３７℃
生理盐水（含青霉素２０万ＩＵ／Ｌ、链霉素１５万ＩＵ／Ｌ）
的保温瓶内，２ｈ内送回实验室，用适量生理盐水
（２６～３７℃）冲洗３～５遍，盛于５００ｍＬ烧杯中，放
在水浴锅（３７℃）里．用镊子夹取卵巢，再用生理盐
水润湿灭菌纱布包裹，采用１０ｍＬ注射器（１６号针
头）抽吸直径为３～８ｍｍ的卵泡，吸取的卵泡液汇集
到置于３７℃水浴保温的尖底灭菌试管中，静置１５～
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２０ｍｉｎ，弃上清液，取试管底部卵泡液于表面皿中，
实体显微镜下观察，捡取卵丘卵母细胞复合体

（ＣＯＣｓ），转移到ＤＰＢＳ液滴中，冲洗３～５遍，用ＣＯ２
培养箱内平衡 ２ｈ以上的 ｍＴＣＭ１９９培养基再洗 ３
遍，然后放在３９℃，相对湿度为１００％，体积分数为
５％ＣＯ２培养箱中培养．在体外培养的０～２２ｈ添加
１０ＩＵ／ｍＬＰＭＳＧ和 ｈＣＧ，２２～４４ｈ不加激素．间隔
２４ｈ调换约１／２～２／３的培养液，并于倒置显微镜下
观察卵丘细胞扩散状态．
１．２．４　猪卵泡液（ｐＦＦ）制备　抽取卵巢上直径４～
８ｍｍ的卵泡，将抽取液放入离心管中离心（１６００
ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ，取上清液于超净工作台内，以０２２
μｍ滤膜过滤后分装于０５ｍＬ离心管中，－２０℃条
件冷冻保存备用．
１．２．５　卵母细胞成熟观察及鉴定　ＣＯＣｓ培养 ４４
ｈ，在４×１０倍实体显微镜下观察，将卵丘扩散良好，
胞质发育均匀的 ＣＯＣｓ转移到质量分数为０１％透
明质酸酶溶液中，用移液器轻轻吹打脱去颗粒细胞，

以第一极体排出作为卵母细胞成熟的主要标准．
１．２．６　注核　透明带下注射法．将一个供体细胞沿
去核切口注入卵周隙，供体细胞的细胞膜与去核卵

母细胞的质膜紧密接触；细胞质内注射法，将供体细

胞直接注入到去核卵母细胞的胞质内．注射完成后
检测卵母细胞质膜完整性，弃去裂解卵，对完整的存

活卵进行激活操作．
１．２．７　重构胚胎的融合激活　将恢复好的重构卵
分批转移到融合液中平衡３ｍｉｎ，洗涤３～５遍后，
每批５个放入已经铺满融合液、电极宽度为１ｍｍ的
融合槽（ＢＴＸＥＣＭ２００１电融合仪配套电激活槽）中，
用自制口吸管使供体细胞 －受体卵细胞膜接触面与
电极平行，再用 ＥＣＭ２００１融合仪施加 ６０μｓ、１２
ｋＶ／ｃｍ，２次直流电脉冲诱导融合并同时激活，之后
将经过电击的重构卵用ＮＣＳＵ２３＋４ｍｇ／ｍＬＢＳＡ洗
涤５遍，立即转入矿物油覆盖的胚胎培养液中，在
３９℃、体积分数为５％ ＣＯ２及相对湿度为１００％条件
下培养０５～１ｈ后判定融合．
１．３　数据分析

试验结果用卡方（２）检验，进行差异显著性分析．

２　结果与分析
２．１　表达绿色荧光蛋白细胞的筛选

利用脂质体介导的方法将质粒ｐＥＧＦＰＣ１（Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ）转染到猪胎儿成纤维细胞，经 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００筛选后的细胞在倒置荧光显微镜下观察，标记
已表达绿色荧光蛋白的细胞克隆，于体视镜下将标

记的细胞挑出，经传代、培养，即为下一步体细胞克

隆的核供体细胞（图１）．

Ａ：荧光显微镜下阳性细胞；Ｂ：普通光学显微镜下细胞．

图１　Ｇ４１８筛选１４ｄ后的 ＧＦＰ转基因猪胎儿成纤维细胞
（２０×）

Ｆｉｇ．１　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｉｇｆｅｔａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｃｅｌｌｓｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙ
ＧＦＰａｆｔｅｒ１４ｄ

２．２　转基因体细胞核移植胚胎的体外发育及绿色
荧光蛋白表达检测

　　融合的重构胚培养于ＮＣＳＵ２３培养液中，于３９
℃、体积分数为５％ ＣＯ２、相对湿度为１００％的培养箱
中培养４８ｈ，荧光镜下观察细胞发育的卵裂数情况
（含２个及２个以上卵裂球的胚胎）．胚胎构建当天
为第０天，培养４８ｈ荧光镜下统计卵裂胚胎数（含２
个及２个以上卵裂球的胚胎）情况（图２）．

ａ～ｄ：示荧光显微镜下１细胞、２细胞、４细胞、８细胞中 ＧＦＰ的表达；
ａ′～ｄ′：示普通光子显微镜下的对应照片．

图２　ＧＦＰ转基因体细胞核移植胚胎体外发育及绿色荧光蛋
白表达结果（２０×）

Ｆｉｇ．２　ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｉｇｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｆｅｒｅｍｂｒｙｏ
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２．３　供核细胞的不同处理方法对核移植胚胎分裂
的影响

　　以胎儿成纤维细胞作供体细胞，分血清饥饿（用
体积分数０５％的 ＦＢＳ培养３～５ｄ）与不饥饿培养
１０ｄ处理组，采用卵周间隙注核，重构胚用ＮＣＳＵ２３
为培养液四孔板法培养，２组重构胚分裂率差异不显
著（Ｐ＞００５）．详见表１．
２．４　注核方法对核移植胚胎的影响

采用胞质内和卵周间隙对４２～４４ｈ卵母细胞进
行注核操作，结果显示，胞质内注射重构胚的卵裂率

（８１１１％）与卵周间注核的卵裂率（７６８０％），差异
不显著（Ｐ＞００５）．详见表２．
２．５　不同时间融合／激活对核移植重构胚分裂的影

响

　　以胎儿成纤维细胞采用卵周间隙注射法构建重
构胚，然后重构胚在不同时间进行融合／激活操作
（分别在０～１、２～４和６～８ｈ进行），再用四孔板法
培养，培养液为ＮＣＳＵ２３．前２组重构胚卵裂率显著
高于第３组（Ｐ＜００５），但前２组之间无显著差异
（Ｐ＞００５）．详见表３．

表１　供核细胞不同处理方法对核移植胚胎分裂的影响１）

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆｄｏｎｏｒｃｕｍｕｌｕｓｃｅｌｌｏｎｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｒａｔｅｓｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏ

处理 重构胚数
分裂胚胎数（卵裂率／％）

２～４细胞 ６～８细胞 合计

血清饥饿 ６８ ４９（７２．０６ａ） ７（１０．２９ａ） ５６（８２．３５ａ）

非饥饿 ８６ ５７（６６．２８ａ） １１（１２．７９ａ） ６８（７９．０７ａ）

　１）表中同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞０．０５，２检验）；括号中的数据为胚胎卵裂率．

表２　不同注射方式对克隆胚胎的体外早期发育影响１）

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆｉｅｌｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｎｉｎｖｉｔｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅｏｆｐｉｇｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｓ

注射方式 重构胚数
分裂胚胎数（卵裂率／％）

２～４细胞 ６～８细胞 合计

胞质内注射 ９０ ６５（７２．２２ｂ） ８（８．８９ｂ） ７３（８１．１１ｂ）

卵周间隙注射 １２５ ８０（６４．００ｂ） １６（１２．８０ｂ） ９６（７６．８０ｂ）

　１）表中同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，２检验）．

表３　不同时间融合／激活对核移植重构胚分裂的影响１）

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｓｉｏｎ／ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｓｃｈｅｄｕｌｅｓｏｎｉｎｖｉｔｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅｏｆｐｉｇｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｓ

ｔ融合／激活／ｈ 重构胚数
分裂胚胎数（卵裂率／％）

２～４细胞 ６～８细胞 合计

０～１ ８２ ５２（６３．４１ａ） １０（１２．２０ａ） ６２（７５．６１ａ）

２～４ ６５ ４３（６６．１５ａ） １１（１６．９２ａ） ５４（８３．０７ａ）

６～８ ６０ ２８（４６．６７ｂ） ８（１３．３３ａ） ３６（６０．００ｂ）

　１）表中同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，２检验）．

３　讨论
绿色荧光蛋白是进行转基因研究的重要标记基

因．制作转基因动物的前期工作中，可以将目的基因
构件与ＧＦＰ基因串联起来一并整合，由于 ＧＦＰ基因
的表达产物在胚胎发育的早期即可检测到，可以只

选择那些表达了 ＧＦＰ的胚胎进行移植，这样即可以
减少移植胚胎的盲目性．试验采用了简便易行的脂
质体转染法，脂质体是介导 ＤＮＡ进入细胞的重要试
剂，由于其应用简单，效果稳定，现在已经成为非病

毒载体转染细胞的主要转染手段．本试验通过 Ｇ４１８

对猪胎儿成纤维细胞转染后的筛选，形成表达绿色

荧光的细胞克隆，经过挑选培养后用于核移植．理论
上，以阳性体细胞为核供体经过核移植获得的胚胎，

应该都是阳性胚胎．但是本试验发现并不是所有的
胚胎都是阳性，这与文献中的结果相符［１４１５］．原因可
能是显微操作注核过程中并未打开荧光激发系统，

直接挑取ＧＦＰ阳性细胞用于核移植；也可能由外源
基因整合得不稳定造成，因此不可避免会导致非转

基因细胞核移植胚胎的存在．
对供体细胞的选择和处理在整个核移植体系中

非常重要，本试验比较了供核细胞的不同处理方法
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对核移植胚胎分裂的影响．结果显示以胎儿成纤维
细胞作供体细胞，血清饥饿与非饥饿培养，核移植重

构胚的卵裂率差异不显著．该结果与 Ｗｉｌｍｕｔ等［１］的

相同．Ｅｄｗａｒｄ等［１６］认为，克隆胚胎和胎儿损失与供

体细胞血清饥饿有关，胎儿后期流产可能由于 ＤＮＡ
被破坏或 ＤＮＡ不当修复．因此，造成血清饥饿得到
的克隆胎儿有某些先天的生理缺陷．不采用血清饥
饿，重构胚的卵裂率并没有降低，这有可能避免克隆

胚胎或移植胎儿早期流产．ＫｕｈｈｏＩｚｅｒ等［１７］研究也表

明血清饥饿不能提高卵裂率和囊胚率．从目前研究
状况可以看出，Ｇ０期或 Ｇ２／Ｍ期的供核细胞都能有
效地在胞质受体中进行正常核编程．然而，Ｆｉｏｒｅｔｔｉ
等［１８］认为没有一种伴随核移植动物出生的细胞周期

专一性标记证明核移植的后代来源于某一特定时

期．因此，对供体细胞的周期、供核与受体卵母细胞
的发育同步及其最适周期的认识等问题，还需要做

更深入的研究和探讨．
胞质内注射一般用压电 －陶瓷系统（Ｐｉｅｚｏａｃｔｕ

ａｔｉｏｎ）微注射系统，直接把供体核注入胞质内［１９］．笔
者最初也使用 Ｐｉｅｚｏ系统，但通过多次重复试验，发
现Ｐｉｅｚｏ系统和斜口针注射的效率没有显著差异，而
Ｐｉｅｚｏ系统操作过程中需要在针尖装汞和洗针比较麻
烦．因此，本研究采用自制的斜口针，把整个供核细
胞注入胞质内，不需要融合而且效果很好，其卵裂率

达８１１１％．这可能是由于胞质内注射的重构胚供体
细胞与受体卵母细胞质膜接触更好，易于融合激活，

有利于细胞重编程所致．也有研究认为，移入的供核
细胞的细胞膜会逐渐在胞质受体中消失［２０］，移入的

胞质成分对重组胚的进一步发育很重要，确保了

ＤＮＡ能完全进入去核的卵母细胞，避免为获得供体
核过程中对供体核结构的损坏．因此，这样能更有效
地支持重组胚的发育．虽然透明带下注射的效果不
如胞质内注射好，但两者总体效率没有显著差异，而

胞质注入法可将导入外源遗传物质的过程由两步简

化成一步，缩短核移植操作时间，提高克隆效率，为

控制克隆胚胎的活化时间以及调整其细胞周期提供

了可能．
最早的融合方法使用仙台病毒［２１］或 ＰＥＧ［２２２３］

介导融合，效果很不稳定而且毒性大，而 Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ
等［２４］利用胚胎细胞克隆羊试验中采用的直流电介导

融合的方法，简便而且高效，目前已被广泛使用．本
研究发现将卵周间隙注射法构建重构胚在不同时间

段进行融合／激活操作，结果表明在６～８ｈ融合／激
活卵裂率显著低于０～１ｈ和２～４ｈ组，虽然这２组

重构胚卵裂率无显著差异，但核移植胚胎后在２～４
ｈ内融合／激活的效果更好些．这可能是体外显微操
作过程中，对卵母细胞造成一定损伤，而重构胚后放

置２～４ｈ，使受到损伤的卵得到恢复，有利于重构胚
的重编程，提高卵裂率．但延长激活时间是否能提高
核移植效率，避免克隆胚胎或移植胎儿早期流产，还

需进一步研究．
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