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鉴定!获得
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个转

基因阳性细胞克隆&以体外成熟
%#8

的猪卵母细胞与转基因细胞构建重构胚&经体外培养后观察!转基因克隆胚

胎与非转基因胚胎的卵裂率 "

',9,:;%9":5292"9,:;$9":

#和囊胚率 "
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#&采用放线菌酮进行化学二次激活时!胚胎的囊胚率显著高于采用电二次激活胚胎
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#&研究表明!通过脂质体介导的方法!可以获得转
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基因大白猪胎儿成纤维细胞系%以该细

胞系为核供体构建的转基因克隆胚胎与非转基因克隆胚胎的发育能力无显著差异%二次激活采用放线菌酮进行化

学激活能够显著提高胚胎的囊胚发育率&
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#是一种具有广泛生物学功能

的多不饱和脂肪酸&因其在预防和治疗心脑血管疾

病(癌症等方面有着重要作用!而成为近些年来研究

的热点&然而人体自身不能合成!对它的需要必须

依靠从食物中获取!且来源有限+
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&猪肉中所含的
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为底物催化产生
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基因克隆猪的诞生&

这种猪体内
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含量较普通猪有大幅度的

提升!但所合成的
!
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中价值较大的
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肪酸去饱和酶基因即
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基因!并用于转基因小

鼠的制备&脂肪酸检测显示!
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基因除能完全

发挥其
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去饱和酶作用外!还能产生更多长链的

且更有价值的
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#技术是高效生产转基因动物的方法之一&

转
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基因小鼠已成功诞生!但国内外尚无有关

生产转
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基因克隆猪及胚胎的文献报道&本

研究以转染了
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基因的大白猪胎儿成纤维细

胞为核供体!以体外成熟 "
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#的猪卵母细胞为受体构建重构胚!并研究了

不同的二次激活方法对转基因克隆胚胎发育能力的

影响!优化了转基因克隆胚胎的生产条件!为利用

<5M7

技术生产转
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基因克隆猪奠定了基础&
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公司%细胞培养相关耗材为
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产

品%卵母细胞体外成熟以及胚胎培养耗材为
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公司产品&
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线性化基因由军事医学科学院

生物工程研究所提供&
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大白猪胎儿成纤维细胞对
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毒性敏感性

检测
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大白猪胎儿成纤维细胞按
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%个'孔0"解

冻至
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孔板中!分为
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组!每组
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个重复&待细胞

生长至
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汇合时!加入
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!培养
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周并记录

细胞死亡情况&
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供体细胞的培养$转染及筛选
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大白猪胎儿成纤维细胞系的建立"图
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脂肪酸去饱和酶基因"
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#的猪胚胎

ED7_ #(((

#介 导 的 方 法!将 线 性 化 的 载 体

H

5=11<!+C@X"!MDG

转染至大白猪胎儿成纤维细胞&

采用
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./
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进行连续
"(3

的筛选!然

后将出现的克隆点细胞传代
"

次后冻存"图
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卵母细胞体外成熟

!!

从屠宰场取初情期前母猪卵巢!放入含青霉素

和硫酸链霉素的生理盐水中!保持温度在
$(b

以

上!

#8

内运回实验室&用配有
"2

号针头的
#(./

注射器抽吸卵巢上
$

$

,..

的卵泡&挑选卵丘包

裹
#

层以上(致密且胞质均匀的卵丘
!

卵母细胞复合

体 "

5O5+

#!用
T̂ _

液洗涤
$

遍后!转入
5O

#

培养

箱中预先平衡的
T̂ _

微滴内&待
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终止后!将
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转移到含
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0"透明质酸酶的
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中!用
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移液器吹打
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脱去卵丘细胞&

挑选排出第一极体且卵黄膜完整(卵周隙清晰的卵

母细胞作为受体+
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,
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体细胞核移植显微操作
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在直径为
,(..

的培养皿盖中央做
"

个长方形

的
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显微操作液滴!用矿物油覆盖&将供体细胞

以及成熟卵母细胞同时转入其中!于
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!

*: 5O

#

!
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湿度平衡
"*.AE

!然后在装配有显微操作仪及

恒温台的倒置显微镜上用固定吸管 "内径
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.

!外径
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处进针!吸取第一极体及相邻的
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可能含有卵母细胞核的胞质&挑选直径
"*

$

#(

"

.

!

折光性强(圆形(光滑的体细胞!从去核切口放入卵周

隙!用注射针点压透明带!使供体细胞与受体卵的细

胞膜接触紧密&每批操作
$(

$

%(

个卵母细胞!结束

后将供体细胞
!

卵胞质构成的细胞对 "重构卵#转移到

添加了
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湿度培养箱中恢复
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重构卵融合$激活和体外培养
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将恢复好的重构卵分批转移到融合液中平衡
"

.AE

!洗涤
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遍后!每
*

个为一批放入已经铺满融合

液的融合槽内 "电极宽度为
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.

#!用实心玻璃针

使供体细胞
!

受体卵细胞膜接触面与电极平行!用
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融合仪施加
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次
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0"的

直流电脉冲诱导融合并同时激活&然后将重构胚放
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溶液中进行二次激活处理
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,

或于融合后
"

$

#8

进行电二次激活!并比较二者对

克隆胚胎发育的影响&

!!

融合的重构胚!经二次激活后转入胚胎培养液

培养&每
*(

"

/

的液滴培养
#(

$

$(

个重构胚!在培

养的第
%2

和
"'#

小时记录卵裂和囊胚形成结果&

+HI

!

转基因细胞的分子生物学检测

!!

转
+3$#!"

基因细胞的分子生物学检测方法参照

文献+

*

,&

456

检测引物序列为$上游
*̀!171571!

1771771715717575=75!$̀

%下游
*̀!1517!

1=715=1777171=57577571!$̀

&

456

反应

条件为$

)%b%.AE

%

)%b$(+

!

,%b".AE

!

'#b"

.AE

!

$(

个循环%

'#b"(.AE

&预期扩增片段长度为

%)%Y

H

&

67!456

检测$将提取的细胞总
6M=

!以
OB!

A

-

G37

作为引物进行反转录!条件为$

%#b"8

!

'*b

"*.AE

&反应结束后以此为模板进行
456

扩增!引物

序 列 为$上 游
*̀!57571=571=5515177=575!

55=5!$̀

%下游
*̀!15171=715=1777171=575!

77571!$̀

&

456

反应条件为$

)%b%.AE

%

)%b$(

+

!

,,b$(+

!

'#b".AE

!

$(

个循环%

'#b"(.AE

&

预期扩增片段长度为
*"#Y

H

&

+H(

!

数据处理

!!

试验均重复
$

次!数据处理用
<4<<"$9(

软件

进行
#

检验!当
6

$

(9(*

时认为差异显著&

!

!

结
!

果

!H+

!

大白猪胎儿成纤维细胞对
<$+(

敏感性检测

!!

培养液中加入不同浓度的
1%"2

进行
#

周培

养!观察发现!加入
"(((

(

)((

及
2((

"

-

'

./

0"的

1%"2

对细胞产生较大毒性!所有细胞在
$

$

*3

内

全部死亡%

#((

"

-

'

./

0"的
1%"2

对细胞的毒性过

小!

"$3

左右将细胞全部杀死%加入
"((

"

-

'

./

0"

的
1%"2

!细胞生长状况良好!未见明显细胞毒性%而

加入
%((

$

,((

"

-

'

./

0"的
1%"2

!可以在
'

$

23

内将细胞全部杀死"表
"

#&为了不使细胞因过高浓

度的
1%"2

伤害而影响染色体倍性(细胞状态!同时

表
+

!

大白猪胎儿成纤维细胞对
<$+(

耐受检测结果

=7AD;+

!

<$+(2.D;-741;.5J7-

>

;KL32;

M

3

>

*5;27D53A-.AD7*2*

1%"2

浓度-"

"

-

'

./

0"

#

5GEFDEXR@XAGEGC1%"2

细胞全部死亡时间-
3

7A.DGCFDBB+3D@X8

( 0

"(( 0

#(( "$

%(( 2

,(( '

2(( *

)(( %

"((( $

*$,
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又具有较高的转基因效率!因此采用
,((

"

-

'

./

0"

的
1%"2

进行连续
"(3

的筛选&

!H!

!

大白猪胎儿成纤维细胞
*!"#)+

基因的转染$

筛选及鉴定

!!

大白猪胎儿成纤维细胞转染
%28

后转至
#%

孔

板中!恢复
%28

后开始加入
1%"2

进行筛选!计为

第
(

天"图
"=

#&

$3

后开始有大量细胞死亡!第
,

天阴性细胞基本被杀死!开始有克隆点出现&在筛

选的第
"(

天进行传代(扩增"图
"W

#!共获得了
"2

个
1%"2

抗性细胞株&

456

检测结果显示!

"2

号克

隆点未检测到目的基因%

$

(

,

(

"#

(

",

及
"'

号克隆点

细胞!虽检测到目的基因的存在但含量很小!可能混

有较多阴性细胞%剩余
"#

个为转基因阳性 "图
#

#%

再利用
67!456

检测这
"#

个阳性克隆点的
6M=

表达水平!发现
%

号克隆点的
6M=

表达量极低 "图

$

#!认定其为转基因阴性&

=9

猪胎儿成纤维原代细胞
%(a

%

W9

转染
)3

后的猪胎儿成纤维细胞
"((a

=94RA.@R

J

FSBXSRD3CDX@BCAYRGYB@+XGC/@R

-

DZ8AXD

H

A

-

+%(a

%

W94GRFAEDCD!

X@BCAYRGYB@+X@CXDR)3@

J

+XR@E+CDFXAGE"((a

图
+

!

转基因细胞系的建立

63

>

H+

!

?*27AD3*L@;42.52-74*

>

;4311;DDD34;

_9 _@RIDR

%

"天根#%

c9

为阳性对照!

09

表示阴性对照%

"

$

"29

表示不同克隆点细胞

_9 _@RIDR

%

"

7A@E1DE

#%

c94G+AXA]D

%

095GEXRGB

%

"!"29VACCDRDEXFDBBFBGED+

图
!

!

转
*!"#)+

基因细胞系
,CN

检测

63

>

H!

!

,CN747D

8

*3*.5*!"#)+2-74*

>

;4311;DDD34;

_&_@RIDR

%

"天根#%

c&

为阳性对照!

0&

表示阴性对照%

"

$

"*&

代表不同克隆点细胞

_&_@RIDR

%

"

7A@E1DE

#%

c&4G+AXA]D

%

0&5GEXRGB

%

"!"*&VACCDRDEXFDBBFBGED+

图
'

!

转
*!"#$+

基因细胞系
N=),CN

检测

63

>

H'

!

N=),CN747D

8

*3*.5*!"#$+2-74*

>

;4311;DDD34;

,$,
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*

期 冯
!

冲等$体细胞核移植生产转
!

!$

脂肪酸去饱和酶基因"

+3$#4"

#的猪胚胎

!H'

!

转基因与非转基因克隆胚胎体外发育能力的

比较

!!

以转基因细胞为核供体未对胚胎发育造成不良

影响!转基因克隆胚胎能够正常发育 "图
%

#&转基

因克隆胚胎与非转基因克隆胚胎的卵裂率 "

',9,:

;%9": 5292"9,:;$9":

#及囊胚率 "

"(:;

"9)':529)9':;"9%:

#两者相比!差异不显著

"

6

#

(9(*

#!见表
#

&

=9

转基因克隆
#

$

%

细胞胚胎%

W9

转基因克隆囊胚

=9#

$

%FDBBGCXR@E+

-

DEAFFBGED3D.YR

J

G+

%

W97R@E+

-

DEAFFBGED3YB@+XGF

J

+X+

图
$

!

转基因克隆胚胎
!

+%"O

63

>

H$

!

=-74*

>

;4311D.4;/;@A-

8

.*

!

+%"O

表
!

!

转基因与非转基因克隆胚胎体外发育能力

=7AD;!

!

=L;/;P;D.

M

@;42.52L;2-74*

>

;43174/4.4)2-74*

>

;4311D.4;/;@A-

8

.*%&'%#()

供体细胞

VGEGRFDBB

培养胚胎数

MG&GCD.YR

J

G+FSBXSRD3

卵裂数"

:;<?

#

MG&GCD.YR

J

G+FBD@]D3

囊胚数"

:;<?

#

MG&GCYB@+XGF

J

+X

转基因
#')

#"%

"

',&,;%&"

#

@

#'

"

"(;"&)'

#

Y

非转基因
#,,

#"'

"

2"&,;$&"

#

@

#,

"

)&';"&%

#

Y

同一栏内上标不同字母表示差异显著 "

6

$

(9(*

#!下表同

@̂BSD+[AX83ACCDRDEX+S

H

DR+FRA

H

XBDXXDR+[AX8AE@FGBS.E@RD+A

-

EACAF@EXB

J

3ACCDRDEX

"

6

$

(9(*

#!

X8D+@.D@+YDBG[

!H$

!

不同二次激活方法对转基因克隆胚胎体外发

育能力的影响

!!

由表
$

可知!与电激活相比!利用
5NU

进行化

学激活虽然未提高胚胎的卵裂率 "

'#9%:;%9),:

529',9,:;%9":

!

6

#

(9(*

#!但却使胚胎的囊胚

发育率提高了
#

倍以上 "

#(9,:;(92):529"(:

;"9)':

!

6

$

(9(*

#&

表
'

!

不同二次激活方法对胚胎发育能力的影响

=7AD;'

!

?55;12.5/355;-;42@;2L./*.57123P723.4.42L;/;P;D.

M

@;42.52L;;@A-

8

.*

二次激活方式

7

JH

DGC+DFGE3XA.D@FXA]@XAGE

培养胚胎数

MG&GCD.YR

J

G+FSBXSRD3

卵裂数 "

:;<?

#

MG&GCD.YR

J

G+FBD@]D3

囊胚数 "

:;<?

#

MG&GCYB@+XGF

J

+X

电激活
#')

#"%

"

',&,;%&"(

#

@

#'

"

"(&(;"&)'

#

Y

5NU

化学激活
#*#

"2%

"

'#&%;%&),

#

@

*"

"

#(&,;(&2)

#

F

'

!

讨
!

论

!!

利用
<5M7

技术生产转基因动物的最大优势

在于!将转基因完成于体细胞阶段!并采用已确定为

转基因的体细胞进行核移植!这样生产出的动物必

定为转基因动物&因此!供体细胞的转染及筛选对

通过
<5M7

技术生产转基因动物至关重要&筛选

时所使用的药物浓度会影响到转基因阳性率及细胞

状态&

1%"2

浓度过高会对细胞产生较大的毒性%过

低又会影响到细胞的阳性率&本研究采用
,((

"

-

'

./

0"

1%"2

进行筛选!既获得了较高的阳性

率!又保证了细胞状态的良好&有文献报道!对转基

'$,
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因细胞进行长时间的药物筛选会降低体细胞克隆效

率+

2!)

,

!但本研究未出现这种情况!且转基因与非转

基因克隆胚胎的发育能力并无显著差异!这可能与

使用细胞系的不同有关&虽然理论上筛选出的细胞

应全部为阳性!但从本研究的结果看!会有一些阴性

细胞因克隆耐受了
1%"2

的毒性而存活&由此可推

断!在鉴定为阳性的细胞克隆中!可能也会混杂有阴

性细胞&本研究所筛选出的一些细胞克隆点可能混

有阴性细胞!因此
456

检测结果显示其表达较弱&

因此!在对克隆点细胞进行传代培养时!可以适当加

入少量的筛选药物!以维持细胞纯度&

!!

虽然使用
<5M7

技术生产转基因动物可以获

得较高的转基因效率!而且通过该技术已经成功培

育出转基因绵羊(牛和基因定点修饰的绵羊与猪

等+

"(!"%

,

&但克隆动物的生产效率仍然较低!这严重

限制了
<5M7

技术在实际生产中的应用&早期胚

胎囊胚发育率及受体怀孕率低是造成克隆猪生产效

率低的重要原因!因为猪的妊娠需要有
%

个以上的

囊胚着床才能建立+

"*

,

&为了增加有效囊胚数量!研

究者们尝试了诸如孤雌与克隆胚胎混合移植(增加

移植胚胎数量等方法+

",

,

!并在一定程度上提高了怀

孕率&但这些方法还不足以使克隆效率得到显著提

高&提高猪早期胚胎的囊胚发育率!不但可以为胚

胎着床提供足够数量的囊胚!且对提高产仔数会起

到促进作用!使克隆效率得到提高&为此!本研究比

较了电二次激活与
5NU

化学二次激活对克隆胚胎

发育的影响&结果显示!采用
5NU

辅助激活可以

将转基因克隆胚胎的囊胚率提高
#

倍以上!这为从

根本上解决克隆猪怀孕率及产仔数低的问题做了有

益的尝试&

!!

综上所述!本研究通过脂质体介导的方法!建立

了转
+3$#!"

基因大白猪胎儿成纤维细胞系%并通过

优化克隆胚胎的激活方法!建立了较高效率的生产

转基因克隆胚胎平台!为转
+3$#!"

基因克隆猪的诞

生奠定了坚实的基础&
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