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要"旨在优化奶牛的手工体细胞克隆技术方案!本试验以牛卵母细胞为材料研究了
#

个半卵不同粘合交流电

压'重构胚不同激活方法和不同的
;Y;

=

采集方法对奶牛手工体细胞克隆胚发育的影响&结果表明!"

"

#降低
#

个

半卵粘合交流电压能显著提高其随后的卵母细胞融合率"

.

#

'%'*

#%"

#

#

C#$"H(j)!<]C,

组激活的无透明带重

构胚分裂率和囊胚率显著高于
D8.8K

N

/3.j)!<]C,

组"

.

#

'%'*

#%"

$

#真空蠕动泵抽吸法和刀片切割法获得的卵

母细胞总数显著高于注射器抽吸法"

.

#

'%'*

#!而切割法获得的
"

和
#

级卵母细胞百分数显著高于其它
#

种方法

"

.

#

'%'*

#&因此!采用真空蠕动泵抽吸法获得
;Y;

=

!用较低的粘合交流电压进行半卵粘合!采用
C#$"H(j)!

<]C,

激活法进行融合后的激活能显著提高奶牛手工体细胞克隆效率&

关键词"牛%体细胞克隆%手工克隆%无透明带卵母细胞
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#技术研究取得了巨大进展!已经获得了多种哺

乳动物体细胞克隆后代+

#

,

!但是常规体细胞克隆技

术需要昂贵的设备和熟练的操作技术!限制了
=;!

B:

的推广应用&手工克隆"

R-.7K-71/48.3.

M

!

R];

#技术是在体视镜下手工切割去除卵母细胞

核!然后在
#

枚去核后的半卵中间放置供体细胞!融

合后体外培养发育生产克隆胚胎&

R];

技术简化

了显微操作技术受体卵母细胞去核和注核供体细胞

操作!降低了生产成本&

"++H

年!

,1Q0-

等+

$

,首次报

道并建立了牛胚胎细胞手工克隆方法!

#''"

年!

a-!

X

2-

等+

&

,进一步完善了
R];

技术方法!获得了牛体

细胞核移植后代+

*!(

,

!

#''(

年!

<Q

等利用
R];

技

术成功得到了猪的体细胞克隆后代+

H

,

&

本试验研究了牛
R];

过程中交流电压大小'

不同激活液及卵巢卵母细胞不同采集方法对牛体细

胞手工克隆胚胎体外发育的影响!旨在提高利用奶

牛
R];

技术生产体细胞克隆胚胎的效率!为进一

步对牛体细胞手工克隆胚胎体外发育的研究提供理

论依据&

%

!

材料与方法

%]%

!

卵母细胞采集与体外成熟

于屠宰场采集牛卵巢!置于
$'`

生理盐水中!

#

L

内运回实验室&分别采用真空蠕动泵抽吸法

"

B1

M

-23Z1!

5

0166Q01-6

5

30-238.

#'注 射 器 抽 吸 法

"

=

N

03.

M

1-6

5

30-238.

#和切割法"

;Q223.

M

K12L87

#收

集卵母细胞&注射器抽吸法是用
"H>

针头抽取卵

巢表面
#

%

HKK

卵泡内的卵丘
_

卵母细胞复合体

"

;QKQ4Q6!88/

N

21/8K

5

41P16

!

;Y;6

#%真空蠕动泵抽

吸法是采用真空蠕动泵控制抽吸速度!使其保持在

'%*KG

.

6

!"

!用
"H>

针头抽取卵巢表面
#

%

HKK

卵泡内
;Y;6

%切割法是将卵巢置于盛有采卵液的

+'KK

培养皿中!用镊子固定卵巢!然后用灭菌的

手术刀片进行致密的纵横切割!然后采用尼龙筛

"

*''

#

K

#去除采卵液中大的卵巢组织块!将采卵液

全部倒入
*'KG

离心管中沉淀备用&

体视显微镜下用巴氏管将带有
$

%

&

层颗粒细

胞完整致密的
;Y;6

捡出!用含
'%'"̂ ,aC

的无

钙镁
,?=

溶液洗
#

遍后!用含有
"'̂ S?=

的

:;]"++

洗
$

遍后移入平衡
#L

的成熟培养液

"

:;]"++j"'̂ S?=j'%'"DF

.

KG

!"

S=R j

'%'"DF

.

KG

!"

GR j"

#

M

.

KG

!"

A

#

#小滴中!

*'

%

)'

枚
;Y;6

-

*''

#

G

培养液!然后放置于
$H%*`

'

*̂ ;Y

#

'最大饱和湿度的培养箱培养"以下的培养

条件相同#&

%F!

!

供体细胞系的建立与培养

选择健康高产的成年奶牛!将从卵巢中采集并

捡出的
;Y;6

用含
'%"̂

双抗的无钙镁
,?=

清洗
#

遍!

H''

%

"'''0

.

K3.

!"离心
*K3.

!弃去上清后用

含
'%"̂

双抗的无钙镁
,?=

清洗
#

遍!显微镜下用

巴氏管反复吹打
;Y;6

!使颗粒细胞和卵母细胞分

离!吸出卵母细胞!然后加
#'̂ S?=

的
<]A]

培

养液悬浮后接种于培养瓶!放入
$(`

'

*̂ ;Y

#

最

大饱和湿度的培养箱中培养&

"#L

后观察!待细胞

长至
+'̂

汇合时传代!每
$7

换液传代
"

次&

本试验供体细胞为传代培养
)

代的颗粒细胞!

试验前用含
*̂ S?=

的
<]A]

饥饿处理
(7

后!用

'%"̂

胰蛋白酶液消化供体细胞单层!挑选中等大小

体积'恢复圆形的外表光滑的细胞作为供体细胞&

%F'

!

卵母细胞的去核

卵母细胞体外成熟
"HL

后!用
'%"̂

透明质酸

酶处理去除颗粒细胞后!移入含
'%*

#

M

.

KG

!"脱羧

秋水仙碱"

<1K1/84/3.1

!

<;

#的成熟液中培养
#L

!

挑选细胞质均一'第一极体刚突出胞质的卵母细胞!

用
'%*̂

链酶蛋白酶消化透明带
*K3.

!在体视显微

镜下切除胞质突起部分!以去除卵母细胞核&

%]$

!

粘附与融合

切割去除细胞核的半卵!在
#''

#

M

.

KG

!"植物

凝集素"

,RC

#液滴中处理
$

%

&6

后!移入含有体细

胞的液滴中一对一的粘附体细胞!然后置于融合液

"

'%#( K84

.

G

!" 甘 露 醇
j '%" KK84

.

G

!"

;-;4

#

.

#R

#

Yj'%"KK84

.

G

!"

]

M

;4

#

.

)R

#

Y j

'%*KK84

.

G

!"

R1

5

16j'%'"̂ ,aC

#中静置平衡

后!分别用
"*

'

*

'

$a

交流电压"

C;

#进行
#

个半卵

的粘附&首先在融合槽内使体细胞
!

半卵复合体的

排列方向与电极垂直!然后将另一个半卵粘附在复

合体上!使其排列顺序为半卵
!

体细胞
!

半卵!并保证

其排列方向与电极垂直&最后施以
*'a

.

K3.

!"

!

+

#

6

!

"

个脉冲的直流电"

<;

#对其进行电融合&观

察在不同交流电压下
#

个半卵的融合率&

%]K

!

激活

将融合的重构胚移入含有
*

#

K84

.

G

!"

D8.8!

K

N

/3.

或者
#

#

M

.

KG

!"

C#$"H(

中作用
*K3.

!清洗

#

次!移入
#KK84

.

G

!"

)!<]C,

中继续培养
)L

&

%]Q

!

重构胚的培养

重构胚激活后移入
K;9"--

液中进行体外培

)"$"
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养&重构胚培养同样采用微穴培养法"

V1448W

[1446

!

VYV6

#!每个
*'

#

G

培养滴内做
$'

%

&'

个

微穴!每个微穴内放
"

个重构胚!微穴直径
#''

%

$''

#

K

!深
"*'

%

$''

#

K

&重构胚培养
&HL

后换

液!并检查卵裂率!

)

'

(

和
H7

检查囊胚发育情况!统

计囊胚率&

%]U

!

数据统计与分析

试验数据以统计软件
=C=aH%'

的
CBYaC

过程进行分析!用
<Q./-.c6KQ423

5

41!0-.

M

1

检验方

法判定处理间的差异显著性&

!

!

结
!

果

!]%

!

粘合交流电压对融合率的影响

半卵
!

供体细胞
!

半卵复合体分别在
"*

'

*

'

$a

交流电压"

C;

#粘附后!施以相同的直流电"

<;

#融

合体外培养结果见表
"

和图
"

&结果表明!随着粘

合交流电压的降低卵母细胞的融合率逐渐提高!交

流电压为
$a

时!卵母细胞融合率"

+$%H$g$%H

#

^

显著高于其它
#

组"

.

#

'%'*

#&随后试验中的粘合

交流电压均为
$a

&

表
%

!

不同粘合交流电压$

?5

%对融合率的影响

9,C+1%

!

=<<12-*<-618.<<141/-?5P*+-,

M

1*/-61<3).*/4,-1

交流电压-
a

C;Z842-

M

1

重复次数

B8%8W01

5

43/-238.6

融合前半卵对数-对

B8%8W88/

N

216

融合后重构胚数-个

B8%8W01/8.620Q/21788/

N

216

融合率-
^

SQ638.0-21

"* $ H) &H

"

")g(%+

#

**%*"g"%$

;

* $ +" ))

"

##gH%'

#

(#%"(g"%+

?

$ $ """ "'*

"

$*g"&%+

#

+$%H$g$%H

C

融合率
k

融合后重构胚数-融合前半卵的对数&同列不同字母表示不同组间差异显著"

.

#

'%'*

#!下表同

:L1WQ638.0-21kB8%8W01/8.620Q/21788/

N

216

-"

B8%8W88/

N

216d"

-

#

#

%a-4Q16[32L73WW101.26Q

5

106/03

5

263.-/84QK.L-Z1

63

M

.3W3/-.273WW101./1

"

.

#

'%'*

#!

2L16-K1-6E148[

!F!

!

不同激活方法对重构胚发育的影响

手工克隆奶牛无透明带核移植重构胚分别在

D8.8K

N

/3.

和
C#$"H(

激活后!在
K;9"--

液中体外

培养的分裂率和囊胚率见表
$

'图
#

和图
$

&结果表

明!

C#$"H(

激活组重构胚的分裂率"

HH%(g(%+

#

^

和囊胚率"

$(%&g""%)

#

^

显著高于
D8.8K

N

/3.

组 "

.

#

'%'*

#&

表
!

!

不同激活方法对牛无透明带核移植重构胚发育的影响

9,C+1!

!

=<<12-*<8.<<141/-261I.2,+,2-.P,-.*/I1-6*8)*/-6181P1+*

;

I1/-,+2,

;

,2.-

@

*<C*P./1412*/)-432-181IC4

@

*)03702*)

激活液

C/23Z-238.K173-

重复次数

B8%8W01

5

43/-238.6

激活数-个

B8%8W88/

N

216

分裂数-分裂率-
^

B8%8W/41-Z-

M

1

囊胚数-囊胚率-
^

B8%8WE4-628/

N

626

D8.8K

N

/3. & "($ (+

-"

&$%)g"'%H

#

?

")
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不同采集方法对卵母细胞回收的影响

真空蠕动泵抽吸法'注射器抽吸法和切割法
$

种牛卵母细胞采集方法对获得的卵母细胞数量的影

响结果见表
$

&采集到的卵母细胞通常分为
#

个等

级!分别为
"

%

#

级
;Y;6

"图
&

为放入成熟液中的

"

%

#

级
;Y;6

!图
*

为成熟后颗粒细胞发生扩散的

"

%

#

级
;Y;6

#和
$

%

&

级
;Y;6

&其中的
"

%

#

级

;Y;6

为卵母细胞外层包裹
*

层以上致密颗粒细

胞!是成熟较好的
;Y;6

%而
$

%

&

级
;Y;6

则是卵

母细胞外面包裹
*

层以下较稀薄颗粒细胞!是成熟

较次的
;Y;6

&结果表明!真空蠕动泵抽吸法和切

割法得到的
;Y;6

总数显著高于注射器抽吸法获得

的
;Y;6

的总数"

.

#

'%'*

#!但这
#

种采卵方法之

间无显著差异"

.

%

'%'*

#&通过
$

种方法得到的

"

%

#

级
;Y;6

的 数 量 之 间 均 呈 显 著 差 异

"

.

#

'%'*

#!其中刀片切割法得到的
"

%

#

级
;Y;6

的数量最多&后
#

种方法平均每个卵巢能取
+

个

;Y;6

!显著高于第
"

种方法"

.

#

'%'*

#&试验结

果表明!真空蠕动泵抽吸法和切割法得到的
;Y;6

总数显著高于注射器抽吸法!而刀片切割法得到

的
"

%

#

级
;Y;6

的数量显著多于真空蠕动泵抽吸

法和注射器抽吸法&

("$"
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不同采集方法对获得的卵母细胞数量的影响
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讨
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论

重构胚融合是核移植的关键步骤之一!由于供

体细胞相对于受体卵细胞体积很小!常规去核后的

卵周隙较大!体细胞注射后不容易和卵母细胞胞质

贴合!可能会影响随后重构胚的融合&在常规克隆

中!有透明带重构胚的融合率在
)'̂

%

H'̂

+

+!""

,

&

而无透明带半卵
!

供体细胞
!

半卵在粘合交流电压下

能达到体细胞和卵母细胞胞质之间的完全接触!融

合率较高!试验表明!无透明带
#

个半卵与体细胞间

的融合率可以达到
+'̂

以上+

&

!

"#!"&

,

&但是!粘合交

流电压的大小影响随后的融合效率&本研究结果表

明!不同大小的交流电压均能使
#

个半卵粘合!但随

着交流电压的降低!重构胚融合率上升!

$a

时融合

率最高!这可能是较低的交流电压对卵母细胞的损

伤较小&

目前常用化学激活方法激活牛重构胚!且组合

激活方法效率较好&

V-.

M

等+

"*

,采用
D8.8K

N

/3.j

)!<]C,

组合激活牛卵母细胞!其孤雌胚的分裂率

较高"

)+%#̂

#!刘春霞等+

")

,用同样方法得到的卵裂

率"

(#I$̂

#显著高于 其 它 处 理&但 本 研 究 用

C#$"H(

与
)!<]C,

组合激活无透明带重构胚的分

裂率显著高于
D8.8K

N

/3.j)!<]C,

的组合!并获

得较高的囊胚率&这可能与重构胚有无透明带有

关!

C#$"H(j)!<]C,

组合可能更适用于无透明带

牛胚胎的激活+

"(

,

&

卵母细胞采集方法不仅影响从牛卵巢上采集的

;Y;6

数量!而且影响获得
"

%

#

级
;Y;6

的数量&

郭宪等+

"H

,用注射器抽吸法从每个白牦牛卵巢中平

均获得
&%(

个
;Y;6

!叶荣等+

"+

,用同样方法得到的

奶牛卵母细胞为
H%'&

个-卵巢&而用刀片切割法切

割卵巢表面皮质可获得高数量的
;Y;6

!在山羊+

#'

,

和猪+

#"

,也获得类似的结果&本研究中蠕动泵抽吸

法和刀片切割法得到
;Y;6

总数多于注射器抽吸

法!而刀片切割法得到的
"

%

#

级
;Y;6

数量显著高

于蠕动泵抽吸法&但是刀片切割法所需时间较长!

H"$"



!

+

期 张
!

诺等$影响奶牛体细胞手工克隆技术因素的研究

切割出来的
;Y;6

长时间暴露在空气中!增加了污

染的机会!液体中组织碎块较多!影响了体视镜下

;Y;6

的收集%蠕动泵抽吸法中
;Y;6

不与外界接

触!降低了采卵过程中卵母细胞污染的可能性&另

外!蠕动泵抽吸速度固定!与注射器抽吸相比降低了

抽吸力量不稳定对卵母细胞的损伤&因此!蠕动泵

抽吸法是采集
;Y;6

较好的方法&

$

!

结
!

论

本试验研究了粘合交流电压大小'不同激活方

法和不同采集方法对牛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$

*

随着粘合交流电压的降低卵母细胞的融合率逐渐

提高!而且在
#a

时产生的吸附作用较差!因此选择

$a

作为该试验的交流电压%

+

C#$"H(j)!<]C,

组激活重构胚的分裂率和囊胚率显著高于
D8.8K

N

!

/3.j)!<]C,

组%

,

真空蠕动泵抽吸法和切割法得

到的
;Y;6

总数显著高于注射器抽吸法得到的

;Y;6

总数&
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