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要"通过对猪体细胞核移植中电融合及联合化学激活对猪重构胚发育能力进行探讨!为广西巴马小型猪的手

工克隆搭建平台&利用手工克隆"

+,-

#技术对猪体细胞核移植胚胎采用不同的电融合方法和融合后化学激活不

同时间!研究猪手工克隆胚胎的发育能力&结果表明$"
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重构胚进行两步法融合时!参数
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#采用参数
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与采用参数
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融合的重构胚其分裂率和囊胚率均差异不显著""

89$9)3418#$**3

#和"

"&$"(3419$&*3

#!

.

$

'5'%

#%"

(

#在

电激活和
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组中!其分裂率和囊胚率均差异不显著"
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#&相对而言!重构胚

采用参数
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的两步融合法和
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激活
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效果较好&

关键词"猪%卵母细胞%手工克隆%体细胞核移植

中图分类号"

>)#)$&

#

>)"($)

!!!!

文献标识码"

?

!!!!

文章编号"

'&**!*9*(

$

#'"'

%

"'!"#(*!'8

收稿日期"

#''9!"'!#*

基金项目"国家自然科学基金资助项目"

&')*''&9

#%农业部)转基因生物新品种培育重大专项*项目"

#''9@:')'"'!'#&<

#%广西科学研究与技

术开发计划资助项目"桂科能
')"%'""!*!&

#

作者简介"任子利"

"9*9!

#!男!河南卫辉人!讲师!博士!主要从事胚胎生物技术研究!

A!/B6C

$

DCEF7'9#%

"

"*&$GH/

"

通讯作者"卢克焕!

A!/B6C

$

I=CJ

"K

LJ$FMJ$G7

%卢晟盛!

A!/B6C

$

11CJ

"K

LJ$FMJ$G7

'

(

)*+*,-)*./.01234)5.067*./-/895)*0*4*-294)*:-)*./;5.).4.27.0;.54*/3

<-/8+-83=.+-)*4>322?6423-5@5-/7035

NAO@6!C6

"

!

#

!

@+?PQB7!C67

K

"

!

#

!

Q?OR:6BH!

K

B7

"

!

STQB7

K

!

U

67

K

"

!

ST>=F7

K

!1=F7

K

"

"

!

STVF!=JB7

"

"

"

"/01$)

2

3(4&

5

6$7+'$#+'

5

+

8

-17#'+

9

("$:;(+<=&>+1'"&?+)>&'@$#(+)$)AB#(:(C$#(+)

!

!)(D$:-"(&)"&$)AE&",)+:+

25

?+::&

2

&

!

01$)

2

3(B)(@&'>(#

5

!

F$))()

2

%&'''(

!

?,()$

%

#/G$"1:#

5

+

8

!)(D$:-"(&)"&$)AE&",)+:+

25

!

E(7&#!

2

'("1:#1'$:$)A!)(D$:H1>7$)A'

5

?+::&

2

&

!

6()C,()*''''

!

?,()$

#

9A7)5-4)

$

W=FHX

Y

FGZ64FH[Z=611ZJM

\

]B1ZHFL

^

CHEFZ=FH

^

Z6/BCGH7M6Z6H71H[FCFGZEH[J16H7GH/!

X67FM]6Z=BEZ6[6G6BCBGZ64BZ6H767[CJF7G67

K

Z=FMF4FCH

^

/F7ZH[DH7B![EFF

^

HEG67FGCH7FMF/XE

\

H1

!

B7MZHCB

\

Z=F[HJ7MBZ6H7[HE<B/B!/676

^

6

K

1H/BZ6GGFCC7JGCFBEZEB71[FEF/XE

\

HX

\

=B7M/BMF

GCH767

K

"

+,-

#

$-CH767

K

F/XE

\

H1]FEF[J1FMX

\

H7F!1ZF

^

HEZ]H!1ZF

^

FCFGZEH[J16H7B7MBGZ64BZFM

67-+:;-<[HE(

!

%B7M*=

!

Z=F7GJCZJEFM67_P_1[HE8MZHHX1FE4FZ=F[J16H7B7MF/XE

\

H

MF4FCH

^

/F7Z$W=FEF1JCZ1]FEFB1[HCCH]1

$"

"

#

W=F[J16H7EBZFH[HHG

\

ZF11JX

Y

FGZFMZHH7F!1ZF

^

FCFGZEH[J16H7]6Z=

^

BEB/FZFE#

"

")'.

'

//

0"

!

&'

!

12"

#

]B1=6

K

=FEZ=B7Z=BZ]6Z=

^

BEB/FZFE"

"

"*'.

'

//

0"

!

&'

!

12"

#"

*%$&"341%)$&&3

!

.

#

'5'%

#

$

"

#

#

W=FEF]B17H16

K

76[6GB7ZM6[[FE!

F7GF

"

8%$))3 41)"$#'3

!

.

$

'5'%

#

67[J16H7EBZFXFZ]FF7Z=F

K

EHJ

^

1H[HHG

\

ZF11JX

Y

FGZFMZH

H7F!1ZF

^

FCFGZEH[J16H7]6Z=

^

BEB/FZFE&

"

Z=F[6E1Z

$

")'.

'

//

0"

!

"'

!

12"

%

Z=F1FGH7M

$

)%

.

'

//

0"

!

)'

!

12"]6Z=B767ZFE4BCH[*'/67JZF1

#

B7M

^

BEB/FZFE(

"

Z=F[6E1Z

$

#''.

'

//

0"

!

"'



!

"'

期 任子利等$猪手工体细胞核移植电融合+激活参数的优化

!

12"

%

Z=F1FGH7M

$

)%.

'

//

0"

!

)'

!

12"]6Z=B767ZFE4BCH[*'/67JZF1

#

$

"

&

#

W=FEF]B17H

16

K

76[6GB7ZM6[[FEF7GF67GCFB4B

K

FB7MXCB1ZHG

\

1ZEBZF1H[GCH7FMF/XE

\

H1XFZ]FF7Z=F

K

EHJ

^

1H[HH!

G

\

ZF11JX

Y

FGZFMZHFCFGZEH[J16H7]6Z=Z=F

^

BEB/FZFE(B7M

^

BEB/FZFE#

""

89$9)3 418#$**3

#!

"

"&$"(3419$&*3

#!

.

$

'5'%

#

$

"

(

#

W=FEF]B17H16

K

76[6GB7ZM6[[FEF7GF67Z=FEBZFH[GCFB4B

K

F

B7MXCB1ZHG

\

1ZMF4FCH

^

/F7Z[EH/HHG

\

ZF1

!

]=6G=]FEF1JX

Y

FGZFMZHFCFGZEH[J16H7

!

BGZ64BZFMX

\

-<

;-+:[HE(

!

%B7M*=

"

.

$

'5'%

#

$W=FEF1JCZ1EF4FBCFMZ=BZZ=F

^

EHGFMJEF]6Z=

^

BEB/FZFE(H[

FCFGZEH[J16H7BGZ64BZFMX

\

-<;-+:[HE%=]B1EFCBZ64FC

\

1J6ZBXCF$

B3

C

D.587

$

^

HEG67F

%

HHG

\

ZF1

%

=B7M/BMFGCH767

K

%

1H/BZ6GGFCC7JGCFBEZEB71[FE

!!

体细胞核移植作为生命科学的研究热点!已在

多种哺乳动物获得了令人瞩目的进展&在首例克隆

动物绵羊)

H̀CC

\

*诞生以来,

"

-

!核移植的方法也得到

不断的发展和完善!并已成功克隆出许多物种,

#

-

!然

而!这些克隆动物多为基于显微操作及其繁琐程序

的传 统 核 移 植&手 工 克 隆 "

=B7M/BMFGCH767
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#技术是避开显微操作及其繁琐程序的新的核

移植技术!它的出现又掀起了核移植的新篇章&卵

母细胞最外层透明带的去除使细胞融合不再借助于

显微操作!并首先获得胚胎细胞克隆牛,

&

-

&

.B

Y

ZB

等,

(

-成功应用
+,-

方法获得了体细胞核移植牛

"两步融合法#!随后!其他物种也取得了新的进展!

J̀

等,

%

-和
S6

等,

*

-相继得到了手工克隆猪!

#''9

年!

VEB

K

=

等,

8

-利用
+,-

法获得了阿尔茨海默病

模型的
8

头转基因哥廷根小型猪!同年!

>=B=

等,

)

-

等利用
+,-

法得到了水牛克隆胚胎!胚胎移植后

最长的妊娠到
#'"M

&与传统核移植方法相比!

+,-

技术在卵母细胞的去核(注核及供体与受体

的融合上不使用显微操作仪!这不仅降低了成本!也

简化了核移植程序&

克隆广西巴马小型猪为建立服务于人类异种器

官移植的转基因体细胞克隆猪搭建了试验技术平

台&自
#''(

年以来!我们一直在进行广西巴马小型

猪体细胞克隆技术体系的探索!并于
#''8

年
"'

月

产下核移植雄性后代,

9

-

&利用
+,-

法克隆广西巴

马小型猪!不仅可以降低成本!而且为保护这一地方

良种提供新的方法&

影响核移植效率的因素很多!其中重构胚的融合

和激活是关键的一步&为了将
+,-

法技术进一步

简化(完善!以建立一套适合于猪去透明带卵母细胞

体细胞核移植的技术程序!本研究以去核的猪卵母细

胞为受体!颗粒细胞为供体!对
+,-

法核移植的电

融合和化学激活参数进行了优化!为进一步研究广西

巴马小型猪手工克隆胚胎的体外发育提供理论基础&

#

!

材料与方法

#E#

!

猪卵母细胞的采集和体外成熟

从南宁市屠宰场收集猪卵巢!置于
&%a

左右添

加抗菌素的生理盐水中!

(=

内运回实验室!除去卵巢

上附着的输卵管等组织!用生理盐水冲洗干净&用带

有
")

号针头的
"'/S

无菌注射器!抽取直径
&

#

*//

卵泡中的卵母细胞!

"=

内抽完&将抽取液缓

慢注入置于
&8a

恒温锅的
"%/S

尖底离心管中!

使卵母细胞自然沉降&沉降
"%/67

左右可看到明

显的界限!弃上清液!然后将沉淀用洗卵液稀释!在

实体显微镜下迅速挑出胞质均匀的且有
&

层以上完

整致密的卵丘细胞包裹的卵母细胞!用洗卵液洗涤

#

#

&

次!再用成熟培养液"

W-,"99;"'3

卵泡液

;"'

!

K

'

/S

0"促卵泡素
b>+;"'

!

K

'

/S

0"促

黄体素
S+ ;&$'%//HC

'

S

0"

!̀

葡萄糖
;'$9"

//HC

'

S

0"丙酮酸钠
;'$%8//HC

'

S

0"半胱氨酸

;"'7

K

'

/S

0"表皮生长因子
;8%

!

K

'

/S

0"青霉

素
;%'

!

K

'

/S

0"链霉素#洗涤
&

次后进行成熟培

养&液滴式培养!液滴大小为
"''

!

S

!每滴内培养

#'

#

&'

枚卵母细胞!培养条件为
&9a

!

%3 -P

#

的

空气!饱和湿度&培养
##=

后换液!换成仍含同样

成分和激素的成熟培养液继续培养
#'

#

##=

&

#E!

!

猪供体细胞$体细胞%的准备

颗粒细胞的准备$从屠宰场采集母猪卵巢后!放

入含有
V

;

(

,

K

#;和抗生素"青(链霉素#的
&'

#

&%

a

生理盐水的保温瓶内!尽快运送回实验室&将卵

巢用含青(链霉素抗生素"

>6

K

/B

!

*'/

K

'

S

0"青霉

素和
"''/

K

'

S

0"的硫酸链霉素#的
c̀<>

彻底清

洗
&

遍!再用
8%3

酒精快速清洗
%

遍!然后!用连接

"#

号针头的
"'/S

一次性无菌注射器抽取
&

#

)

//

卵泡!将抽取液放入
"%/S

离心管中!静置沉

淀!备用&

"#''E

'

/67

0"离心
%/67

!弃去上清夜!

加入
c̀<>

重悬沉淀!再次离心!弃去上清夜!加入

8(#"
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培养液重悬沉淀!离心洗涤细胞后!调整细

胞密度!接种于
*'//

的培养皿!再放入
-P

#

培养

箱!

&9a

(

%3-P

#

和
"''3

湿度待细胞生长至
)'3

汇合进行传代培养或者冻存&

本试验所用的供体细胞为第三代颗粒细胞&在

移核操作前
"=

!将用血清饥饿法"核移植前
&

#

%M

将培养液中的
b<>

浓度降到
'$%3

#处理的供体细

胞用
'$#%3

胰蛋白酶溶液消化处理!离心洗涤!再

用
#3

牛血清的操作液将细胞沉淀重新悬浮!室温

存放备用&

#EF

!

卵母细胞透明带的部分消化和去核

将胞质均匀的成熟卵母细胞!放入链霉蛋白酶

溶液"浓度
'$&&3

#中!当观察到卵母细胞变形时!

迅速将其转移到含
#'3

牛血清的洗卵液中洗
(

遍!

然后放入含
#'3

牛血清的洗卵液微滴中!用矿物油

覆盖约
"'/67

!等到卵母细胞恢复圆形时!用口径

比卵母细胞直径大一倍约
##'

#

&''

!

/

的优质玻

璃吸管轻轻转移透明带变薄的卵母细胞至切割液滴

"

#$%

!

K

'

/S

0"细胞松弛素
<

的操作液#中!挑选那

些胞质均匀!质膜完整的卵母细胞用于去核 &

卵母细胞的去核是用随机切割法&在无菌培养

皿盖中做
#'

!

S

大小的液滴!并覆盖预热的矿物油!

每滴
*

#

9

个卵母细胞在体视显微镜下将卵母细胞

随机切成两半!用
+HFG=1Z&&&(#

染色!

T.

照射!

挑出无核半卵备用&

#E$

!

供!受体细胞的融合!激活

具体融合方法参照
.B

Y

ZB

等,

"'!""

-的融合方法!

略有改进&

无核半卵体在含有植物凝集素"

%''

!

K

'

/S

0"

c+?

#的
#3

成年牛血清的操作液滴处理
"

#

#1

!迅

速移入含有体细胞的液滴中!使供体和受体一对一

黏结!然后在融合液"

'$#%/HC

'

S

0"甘露醇
;'$%

//HC

'

S

0"

+AcA>

!

'$"//HC

'

S

0"

,

K

-C

#

'

*+

#

P

;'5'"3 c.?

#液滴中洗
%

#

*

遍!移到融合槽中进

行电融合!施加交流电场"

"

个
"'.

'

//

0"

(

)

!

1

交流电脉冲#!自动排序!其中半卵胞质紧挨电极的

一端!体细胞位于融合槽的中间!使胞质体
!

供体细

胞的接触面与电场方向垂直!电融合参数以试验设

计而定&电激后的重构胚移入含有
#'3

成年牛血

清的操作液中!洗
&

遍后!在
&)$%a

的培养箱中培

养
*'/67

!然后在显微镜下检查其融合情况&

激活$融合
*'/67

后!将融合的重构胚在含
%

!

K

'

/S

0"细胞松弛素
<

和
"'

!

K

'

/S

0"放线菌酮

的
O->T!#&;(/

K

'

/S

0"

<>?

中清洗!为了预防

无透明带卵相互之间的粘连!作
%

!

S

的微滴!上盖

石蜡油!每滴放
"

枚胚胎!在此激活液中培养
%=

&

#E&

!

重构胚胎培养

将激活后的重构胚胎用
O->T!#&;(/

K

'

/S

0"

<>?

洗涤
&

遍!然后转移到石蜡油覆盖并预先在

-P

#

培 养 箱 中 平 衡 至 少
( =

的
O->T!#&;(

/

K

'

/S

0"

<>?

的微穴中!微穴的制备参照
.B

Y

ZB

等,

"#

-的方法!略有改进$在
*'//

细胞培养皿"

<̀ !

bBCGH7

#作
&'

!

S

的培养滴!每个培养滴中作
"'

#

"%

个圆锥形小凹!小凹的底部直径约为
C#'

!

/

!上口

直径约
#%'

!

/

!深度约为
#%'

!

/

&每个微穴放入
"

枚胚胎!

&9a

!

%3 -P

#

!

"''3

湿度培养!观察重构

胚胎发育情况&

#E%

!

试验设计

试验一$一步法电融合不同参数的比较!主要探

讨一步法电融合中不同场强对重构胚融合效果的影

响&具体参数为$参数
"

$

"*'.

'

//

0"

!

&'

!

1

!一

次脉冲%参数
#

$

")'.

'

//

0"

!

&'

!

1

!一次脉冲&

结果以融合率高低来评定&

试验二$两步法电融合不同参数的比较!主要探

讨不同场强对重构胚融合效果的影响&具体参数

为$参数
&

$第一次$

")'.

'

//

0"

!

"'

!

1

!一次脉

冲%融合
*'/67

后进行第二次融合!第二次$

)%

.

'

//

0"

!

)'

!

1

!一次脉冲&参数
(

$第一次$

#''

.

'

//

0"

!

"'

!

1

!一次脉冲%融合
*'/67

后进行第

二次融合!第二次$

)%.

'

//

0"

!

)'

!

1

!一次脉冲&

结果以各次的融合率以及总融合率的高低来评定&

试验三$不同融合方法进行克隆效果的比较!

在试验一(二基础上!选用参数
#

和
(

构建重构胚!

结果以胚胎发育能力来评定&

试验四$探讨电融合后联合化学激活不同时间

对无透明带手工核移植胚胎发育的影响&

将采用参数
(

进行电融合后的重构胚胎随机分

为
&

组!分别移入含
%

!

K

'

/S

0"细胞松弛素
<

和
"'

!

K

'

/S

0"放线菌酮的
O->T!#&;(/

K

'

/S

0"

<>?

"

-<;-+:

#中作用
(

(

%

(

*=

!比较这
&

个激活时间对

猪无透明带手工核移植胚胎发育的不同影响&

#EG

!

数据统计与分析

所得数据由
>?>

软件
?OP.?

分析!

.

#

'5'%

认为差异显著!

.

$

'5'%

差异不显著&试验每一次

重复均为同一批次试验!相同的卵巢来源和试验条

件&所有试验均重复至少
%

次&

)(#"



!

"'

期 任子利等$猪手工体细胞核移植电融合+激活参数的优化

!

!

结
!

果

!E#

!

一步法电融合不同参数的比较

由表
"

可看出!在其他电融合条件不变的前提

下!场强
"*'.

'

//

0"组与
")'.

'

//

0"组相比!

#

组对重构胚融合的作用差异显著"

%)$&&3 41

*%$&"3

!

.

#

'5'%

#&

表
#

!

一步法电融合参数的比较$

%

!H=1I

%

@-A23#

!

10034).08*00353/)

(

-5-+3)357./432273234)5.067*./A

C

./3J7)3

(

$

%

!H=1I

%

参数
cBEB/FZFE

重构胚胎数+个
OH$H[EFGH71ZEJGZFMF/XE

\

H1

融合数+融合率+
3 bJ1FMF/XE

\

H

参数
"cBEB/FZFE" "#'

8'

+"

%)$&&d($')

#

B

参数
#cBEB/FZFE# "#"

89

+"

*%$&"d#$*'

#

X

融合率
e

融合后重构胚数+融合前半卵的对数&列内具不同上标的值差异显著"

.

#

'5'%

#!下同

W=FEBZFH[[J16H7eOH$H[EFGH71ZEJGZFMHHG

\

ZF1

+"

OH$HHG

\

ZF12"

+

#

#

$W=F4BCJF1]6Z=67GHCJ/71]6Z=M6[[FEF7Z1J

^

FE1GE6

^

Z1

BEFM6[[FEF7Z

"

.

#

'$'%

#

$W=F1B/FB1XFCH]

!E!

!

两步法电融合不同参数的比较

试验结果显示!两步法融合时!第一次融合参数

-̀")'.

!

"'

!

1

!一次脉冲!提高到
-̀#''.

!

"'

!

1

!一次脉冲!第二次融合参数不变!可提高第一次

的融合率!从而提高总融合率!但总融合率差异不显

著"

8%$))341)"$#'3

!

.

$

'5'%

#!结果见表
#

&

表
!

!

两步法电融合参数的比较

@-A23!

!

10034).08*00353/)

(

-5-+3)357./432273234)5.067*./A

C

)D.J7)3

(

参数

cBEB/FZFE

首轮融合数+操作数+融合率+
3

b6E1Z[J1FM

再次融合数+操作数+融合率+
3

>FGH7M[J1FM

总融合数+操作数+总融合率+
3

WHZBC[J1FMF/XE

\

H1

参数
&cBEB/FZFE&

""%

+

"("

"

)"$%*d8$(*

#

B

"'8

+

""#

+"

9($&8d($&8

#

X

"'8

+

"("

+"

8%$))d%$&&

#

G

参数
(cBEB/FZFE(

"##

+

"&9

"

)8$**d)$((

#

B

""&

+

"#'

+"

9%$*)d($%'

#

X

""&

+

"&9

+"

)"$#'d8$&(

#

G

!EF

!

不同融合方法进行克隆的效果比较

采用"两步法#融合参数
(

"第一次$

#''.

'

//

0"

!

"'

!

1

!一次脉冲%融合
*'/67

后进行第二次融合!

第二次$

)%.

'

//

0"

!

)'

!

1

!一次脉冲#与采用"一

步法#融合参数
#

"

")'.

'

//

0"

!

&'

!

1

!一次脉

冲#!二者的重构胚其分裂率和囊胚率均差异不显著

""

89$9)3418#$**3

#和"

"&$"(3 419$&*3

#!

.

$

'5'%

#!如表
&

&

表
F

!

不同融合方法进行克隆的效果比较

@-A23F

!

10034).08*00353/)067*./+3)K.87./)K383:32.

(

+3/)-24-

(

-4*)

C

.0534./7)564)383+A5

C

.7"#$"%&'

参数

cBEB/FZFE

处理卵数+个

OH$H[HHG

\

ZF1

分裂数+分裂率+
3

OH$H[GCFB4B

K

F

囊胚数+囊胚率+
3

OH$H[XCB1ZHG

\

ZF1

参数
#cBEB/FZFE# "&9

"'"

+"

8#$**

士
""$)#

#

B

"&

+"

9$&*

士
"$9&

#

X

参数
(cBEB/FZFE( "(#

""%

+"

89$9)

士
)$(8

#

B

"9

+"

"&$"(

士
%$")

#

X

!E$

!

探讨电融合后联合化学激活不同时间对无透

明带核移植胚胎发育的影响

!!

采用 "两步法#融 合 参 数
(

"第 一 次$

#''

.

'

//

0"

!

"'

!

1

!一次脉冲%融合
*'/67

后进行第

二次融合!第二次$

)%.

'

//

0"

!

)'

!

1

!一次脉冲#

进行电融合后!在
-+:;-<

中激活
(

(

%

(

*=

这
&

组中!其分裂率和囊胚率均差异不显著"

.

$

'5'%

#&

相对而言!重构胚采用参数
(

的两步融和法和
-+:

9(#"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
("

卷
!

;-<

激活
%=

效果较好&无透明带核移植胚胎的 体外培养结果见图
"

(图
#

&

表
$

!

><LM>N

处理时间对无透明带核移植胚胎卵裂率和囊胚率的影响

@-A23$

!

10034).0)53-)+3/))*+3.0><LM>N./)K35-)37.0423-:-

O

3-/8A2-7).4

C

7).0,./-J0533534./7)564)383+A5

C

.7"#$"%&'

处理时间+
=

处理卵子数+个 卵裂数+卵裂率+
3

囊胚数+囊胚率+
3

WEFBZ/F7ZZ6/F OH$H[EFGH71ZEJGZFMF/XE

\

H1 OH$H[GCFB4B

K

F OH$H[XCB1ZHG

\

1Z1

( "#* "'(

+"

)&$"*d8$'%

#

B

"#

+"

9$%"d#$89

#

X

% "&8

"'*

+"

88$*&d)$'9

#

B

"9

+"

"&$)&d&$(*

#

X

* "(( ""&

+"

8)$9"d9$"&

#

B

"8

+"

""$)8d%$*#

#

X

图
#

!

!J

细胞阶段重构胚 $

&"P

%

Q*

O

E#

!

@K3K-/8+-8342./383+A5

C

..0)D.J43227

$

&"P

%

图
!

!

微穴法培养的第
G

天核移植囊胚$

#""P

%

Q*

O

E!

!

R-

C

GA2-7).4

C

7)7*/)K3D322.0D322

$

#""P

%

F

!

讨
!

论

FE#

!

不同融合方法对无透明带核移植胚胎发育的

影响

!!

随着核移植技术的发展!传统核移植技术已经

逐渐显露出其局限性,

"&

-

!手工核移植技术效率是传

统核移植的两倍!而所需费用仅占传统核移植方法

费用的十分之一,

""

-

&因此!手工核移植技术正逐渐

显现出其优越性!并逐步得到广大研究者的认同和

接受,

"(!"*

-

&

无透明带克隆胚胎的体外培养是手工核移植的

前提条件,

"(!"*

-

!而融合又是核移植的关键步骤!融合

率的高低直接影响到核移植的总效率&目前动物核

移植的最佳融合方法是电融合法&

在直流脉冲前施加交流电脉冲的方法已在细胞

融合研究中得到广泛的应用,

"8

-

&融合时施加交流

电!细胞会产生极化!偶极的形成促使细胞膜间紧密

接触与细胞定位!同时膜
!

膜接触面垂直于电场!从

而提高融合率&陆凤花等,

"8

-在水牛核移植的研究

中发现!交流电对于直径为
#'

#

&'

!

/

的供体细胞

的融合率无显著影响%但对于直径小于
"%

!

/

的供

体细胞!能显著提高其融合率&而无透明带两个半

卵融合能达到体细胞和卵母细胞质之间的完全接

触!这正是融合率高的必需条件&在常规克隆中有

透明带重构胚的融合率在
*'3

#

)'3

,

")

-

!无透明带

两个半卵与体细胞间的融合率却能达到
9'3

以

上,

"9

-

&

本研究的结果显示!对于猪
+,-

体细胞克隆

技术中的细胞融合!当采用一步法融合方式!选择参

数
#

时的融合效果较好!融合率达到"

*%$&"d

#$*'

#

3

!但当用两步法融合选择参数
(

!总体融合

率达"

)"$#'d8$&(

#

3

&在牛上!谭世俭等,

#'

-用经

过盲吸法得到的双半卵与一个体细胞进行电融合!

其融合率可达
9%$83

!在本试验中与田国富,

""

-在牛

上的研究接近&用两步法进行融合时!参数
(

的总

融合率达到"

)"$#'d8$&(

#

3

!高于参数
#

的结果&

<HHZ=

等,

#"

-运用
+,-

技术进行猪的体细胞克隆试

验!采用一步法融合!融合率达
)%$'3

%

S6

等,

##

-用

二步法融合率达"

)8d8

#

3

&

.B

Y

ZB

等,

#&

-报道采用

#

步法融合牛的半卵时!第一次融合率为
9(3

!第二

次为
9%3

!总体融合率达到
)9$&3

&本试验中!用

两步法电融合结果低于上述报道!进行两步法融合

时!第
"

步融合非常关键!要求半卵体细胞接触面尽

可能垂直电场方向!但由于操作过程不是很好控制!

不能确保每对细胞都能垂直电场方向!因而影响到

融合效果&

本研究发现用参数
#

和
(

得到重构胚的分裂率

差异不显著"

8#$**34189$9)3

!

.

$

'5'%

#!参数
(

的囊胚率高于参数
#

!但差异不显著"

"&$"(3 41

9$&*3

!

.

$

'5'%

#!表明在本研究中两次性的融合

'%#"



!

"'

期 任子利等$猪手工体细胞核移植电融合+激活参数的优化

效果好于一次融合效果&

.B

Y

ZB

等,

#&

-用两步融合法

融合牛的克隆胚!在
_P_

系统和
RP

系统中培

养!囊胚率分别为
")3

和
&*3

&

<HHZ=

等,

#"

!

#(

-运用

+,-

技术进行猪和牛的体细胞克隆试验!经过一

步法电融合囊胚率分别为
($)3

和
&8$*3

&非洲第

一头克隆牛也是用
+,-

技术经过融合两次得到

的!经过潜水艇法培养其囊胚率为
"#3

&本研究得

到的克隆胚囊胚率高于
<HHZ=

等,

#"

-得到的结果!原

因一方面可能与卵母细胞的选择有关!另一方面可

能与我们培养系统的优化有关系&

FE!

!

不同激活时间对无透明带核移植胚胎发育的

影响

!!

本研究中!用电激活和
-+:;-<

联合激活
(

(

%

(

*=

!处理
%=

组的分裂率和囊胚率分别是"

88$*&d

)$'9

#

3

和"

"&$)&d&$(*

#

3

!略高于
(=

和
*=

组!

说明联合激活
(

#

*=

!对无透明带重构胚胚胎激活

作用是有效的!它可以起到激活猪卵母细胞的作用&

放线菌酮是常用的蛋白质合成抑制剂!它抑制
,cb

和
->b

等蛋白类细胞因子的合成!使卵子从
,ff

苏

醒!恢复第二次成熟分裂&通常用物理(化学和生物

激活
&

种方法来进行卵母细胞的激活处理!也可以

用两种方法结合起来进行联合激活!有效地激活卵

母细胞&不同的动物及不同的试验条件!卵母细胞

的激活处理效果与电激活液离子浓度(场强(脉冲时

间和脉冲次数等有关,

#%

-并存在差异&

田见晖等,

#*

-对有带猪卵母细胞采用电激活和

化学激活联合激活的方法研究其对猪卵母细胞激活

后发育的影响!结果表明!

-<;-+:

和
-<;

`,?c

的卵裂率和囊胚率分别为
8)$(*3 41

8%$)(3

和
&&$"&341&9$"#3

!囊胚率显著高于其

它
&

组"

.

#

'5'%

#&

S6

等,

##

-用电激活和
-+:;-<

联合激活!在
-+:;-<

中处理
(=

!手工克隆猪重

构胚卵裂率和囊胚率最高!分别为
)83

和
#"3

&

而本试验中发现!在
-+:;-<

中处理
%=

组!其重

构胚胎的卵裂率和囊胚率最高!分别为
88$*&3

和

"&$)&3

"

.

$

'5'%

#&

$

!

结
!

论

本试验研究了不同融合方法和不同激活时间对

猪体细胞手工克隆技术的影响&通过对试验结果进

行统计分析!得出以下结论$

$

融合方式上!一步法

优于 两 步 法%

%

重 构 胚 采 用 融 合 参 数
(

"

#''

.

'

//

0"

!

"'

!

1

!一次脉冲%融合
*'/67

后进行第

二次融合!第二次$

)%.

'

//

0"

!

)'

!

1

!一次脉冲#

联合
-+:;-<

激活
%=

效果较好&
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