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受体母猪排卵状况对体细胞克隆胚胎

移植效率的影响
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要!为了确定猪体细胞克隆胚胎的受体母猪最佳发情阶段!本研究比较了供受体同期化方案对猪体细胞克隆

胚胎输卵管内移植后
$'*

受胎率和妊娠足月率的影响&将体外培养
#*

的猪体细胞克隆胚胎!移植到发情第
"

!

#

天的受体母猪&根据受体母猪卵泡发育与排卵状况将受体猪群分为
#

个类别$卵泡发育处于即将排卵或正在排卵

阶段"组一#%卵泡发育处于排卵前阶段或完全排卵阶段"组二#&结果发现$"

"

#组一
)

头受体母猪胚胎移植后
$'

*

受胎率为
"''+

%而组二
"'

头受体母猪受胎率为
,'+

!二者差异显著"

.

#

'%'-

#&"

#

#组一
)

头受体母猪全部产

仔!妊娠足月率为
"''+

%组二
"'

头受胎母猪
#

头产仔!妊娠足月率为
#'+

!二者差异极显著"

.

#

'%'"

#&以上结

果表明$体外培养
#*

的猪体细胞克隆胚胎发育阶段与即将排卵或正在排卵的受体母猪的子宫环境同期性最好!

得到了理想的胚胎移植效率&

关键词!猪体细胞克隆%胚胎移植%排卵状况%受胎率%妊娠足月率
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体细胞克隆猪已经在多个国家和地区相继获得

成功)

"!$

*

!但克隆效率"产仔数+移植胚胎#还较低!移

植到每头受体猪子宫或输卵管的克隆胚胎数目一般

都在
"''

枚以上)

,!)

*

!但仅有
"+

的移植胚胎能发育

成新生个体!少数几个实验室的效 率 稍 高 于

"+

)

&!(

*

!这严重制约着体细胞克隆猪的实际应用&

影响猪体细胞克隆效率的因素很多!胚胎移植

效率低是主要因素之一&猪体细胞克隆胚胎移植后

的受胎率从
#(+

!

"''+

不等)

#

*

!一般在
$'+

!

-'+

&移植的胚胎发育阶段与受体母猪子宫或输卵

管发育阶段的不匹配!是导致胚胎着床失败的主要

因素&为提高猪体细胞克隆胚胎移植效率!本研究

比较了供受体同期化方案对体细胞克隆胚胎输卵管

内移植后受胎率和妊娠足月率的影响&同时对受体

母猪卵泡发育阶段与克隆胚胎移植效率之间的关系

进行了分析!以期为提高猪体细胞克隆胚胎移植效

率提供依据&

#

!

材料和方法

#E#

!

试验材料

除特别注释外!所有化学试剂均购自
.4

B

23

公司%

卵母细胞体外成熟以及胚胎培养耗材分别为
KFKO

和
LWA4@AW

"

LAW23@

#公司产品%受体母猪为
&

!

/

月龄,

体质量
"-'C

B

左右,膘情适中的纯种大白猪&

#E!

!

主要溶液

抽卵液为无钙的杜氏磷酸盐缓冲液"

S65YA997\:

?

>7:

?

>3UAY6VVAWA*:354@A

!

SR].

#添加
'%"+

"质量体

积比#聚乙烯醇"

R75

D

X4@5

?D

WW754*7@A

!

R̂ 0

#配成%

卵母细胞体外成熟液为无牛血清白蛋白"

]7X4@A:A!

W6235Y624@

!

].0

#的北卡罗林纳州大学
#$

培养

液 "

K7WU>O3W754@3.U3UAF@4XAW:4U

D

!#$

!

KO.F!

#$

#添加
"'+

"体积比#猪卵泡液"

R7W94@AV75549653W

V564*

!

?

NN

#!

"'@

B

-

2E

!"表皮生长因子"

1

?

4*AW235

B

W7=U>V39U7W

!

1LN

#!

"'TF

-

2E

!"人绒毛膜促性

腺激素"

J623@9>7W47@49

B

7@3*7UW7

?

4@

!

>OL

#和

"'TF

-

2E

!"孕马血清促性腺激素"

RWA

B

@3@U23WA\:

:AW62

B

7@3*7UW7

?

4@

!

R_.L

#%融 合+激 活 液 由

'%#/275

-

E

!"甘露醇,

'%"2275

-

E

!"氯化钙,

'%"

2275

-

E

!"硫酸镁,

'%-2275

-

E

!"

K!#

羟乙基哌嗪
!

K\!#!

乙磺酸"

J1R1.

#以及
'%'"+R̂ 0

组成%胚胎

培养液为猪合子培养基"

RI_

#

` '%$+ ].0

%

'%"+

透明质酸酶&

#E%

!

试验方法

"%$%"

!

猪卵母细胞体外成熟 "

F)9(#'+ 23U6W3!

U47@

!

T̂ _

#

!!

从屠宰场取初情期前母猪卵巢!放

入
$'

!

$-a

含青霉素和硫酸链霉素的生理盐水中!

#>

内运回实验室&用配有
"/L

针头的
#'2E

注

射器抽吸卵巢上直径
$

!

)22

的卵泡!经
R̂ 0!

SR].

洗涤
$

遍后挑选卵丘包裹
$

层以上!致密且

胞质均匀的卵丘.卵母细胞复合体"

OGO:

#!再用

T̂ _

培养液洗涤
$

遍&将洗涤好的
OGO:

转入

T̂ _

培养液中培养&

OGO:

在
$( a

!

-+ OG

#

!

"''+

湿度的
OG

#

培养箱中培养
,'

!

,#>

后!用

'%"+

透明质酸酶脱去卵丘细胞!挑选排出第一极体

且卵黄膜完整,卵周隙明显的卵母细胞)

$

*

&

"%$%#

!

体细胞核移植显微操作
!!

利用盲吸法进

行成熟卵母细胞去核!即在直径
)'22

培养皿盖

中央做一个矩形的
-'

#

E

显微操作液滴!再用矿物

油覆盖&把猪胎儿成纤维细胞和成熟卵母细胞同时

转入其中于
$(a

!

-+ OG

#

!

"''+

湿度培养箱平衡

"-24@

!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吸持卵母细胞!用内径
"-

!

#-

#

2

的去核+注射针使第一极体处于钟表
'"b''

点

钟位置!接着从
'$b''

点钟处进针!吸取第一极体

及其临近
"'+

!

#'+

可能含有卵母细胞核的胞质&

挑选直径
"-

!

#'

#

2

,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胞膜接触紧密&每批操作

&)$
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卷
!

$'

!

,'

个卵母细胞!结束后将重构卵转移到

J1R1.

缓冲的
KO.F!#$

中!在
$( a

!

-+OG

#

!

"''+

湿度培养箱中恢复
"%->

&

"%$%$

!

重构卵融合与激活
!!

将恢复好的重构卵

分批转移到融合液中平衡
"24@

!洗涤
$

遍后!每批

-

个放入已经铺满融合液的融合槽内"美国
][H

#!

使供体细胞.受体卵细胞膜接触面与电极平行!用

1O_#''"

融合仪"美国
][H

#施加一个
$'

#

:

,

#%'

Ĉ

-

92

!"的直流电脉冲诱导融合同时激活!再用

RI_!$

洗涤
$

遍!立即转入矿物油覆盖的胚胎培养

液中!在
$(a

!

-+OG

#

!

"''+

湿度培养箱中培养

"

!

#>

后取出!在体视显微镜下判定融合&将融合

的重构胚转入预先平衡
,>

的矿物油覆盖的胚胎培

养液滴内继续培养&

"%$%,

!

胚胎移植
!!

猪体细胞克隆胚胎体外培养
#

*

后!挑选形态较好的体细胞克隆胚胎!装入麦管!灭

菌铝箔包裹!置于
$(a

恒温胚胎运输箱
$>

内运至

受体猪场手术室进行胚胎移植&受体母猪选择
&

!

/

月龄,体质量
"-'C

B

左右,膘情适中的纯种大白猪&

给自然发情
"

!

#*

的受体母猪"以出现压背静立反

射为发情的第
'

天#耳静脉注射氯胺酮和犬眠宝使其

全身麻醉!固定在手术架上!沿腹中线切开!找出并固

定输卵管!观察卵巢排卵状态!移植管从输卵管伞探

入约
-92

左右处!放置胚胎!缝合切口&

"%$%-

!

受体母猪排卵状况的判定
!!

猪从发情开

始到排卵的时间间隔较长!一般在
#,

!

&#>

!不同

品种,年龄,胎次等都会影响准确判断受体母猪的排

卵时间&为了准确评价受体母猪的发情状况对体细

胞克隆胚胎移植后胚胎发育的影响!本研究根据受

体母猪卵泡发育与排卵状况将受体母猪分为以下
#

个组别$

组一$即将排卵或正在排卵阶段"

Q6:U

?

W47WU7

7X653U47@c7X653U4@

B

!

QRG cTG

#$压背静立反射

明显!外阴红肿充分!阴道分泌物多且稀薄透明&受

体母猪处于即将排卵阶段时卵泡直径
-

!

&22

!容

积增大并凸出于卵巢表面!凸出卵巢表面的卵泡壁

中心呈透明的无血管区%处于正在排卵阶段时!排卵

点膨胀或即将破裂!见图
"

&

组二$排卵前阶段或完全排卵阶段"

RAW!7X653!

U47@c3VUAW7X653U47@

!

RG c 0G

#$受体母猪处于

排卵前阶段时!将于
"

!

#*

以后排卵!卵泡直径为
$

22

左右%处于完全排卵阶段时!卵巢上的优势卵泡

已经排完!将要或已经形成黄体!见图
#

&

图
#

!

即将排卵或正在排卵

F3

G

H#

!

I06,

;

:3-:,--/012,3-4J-/012,34

G

"

IK.JL.

#

图
!

!

排卵前阶段或排完卵阶段

F3

G

H!

!

K*:M-/012,3-4-:2),*:-/012,3-4

"

K.JC.

#

"%$%)

!

妊娠诊断及饲养管理
!!

胚胎移植后!对未

返情的受体于
$'*

进行首次超声波妊娠检测&之

后每周定时检测
"

次!跟踪胎儿发育情况!调整饲养

管理!直至克隆猪出生&

"%$%&

!

体细胞,克隆猪和受体母猪的微卫星
SK0

鉴定
!!

常规方法提取体细胞,克隆猪耳组织和代

孕母猪的耳组织
SK0

!选取位于不同染色体上的

"'

对分布于不同染色体的荧光标记的微卫星多态

性位点作为遗传标记!进行遗传一致性的检测!按优

化的反应条件对上述基因组
SK0

进行
ROZ

扩增!

ROZ

扩增产物在扩增后通过
0]T(&''

自动荧光测

序仪凝胶电泳!

RA3C.93@@AW

软件进行图像收集和

分析!计算出微卫星等位基因片段大小&

#E$

!

数据处理

数据采用
.0.)%'

的
LE_

模型单因素方差进

行分析!

.

#

'%'-

时认为差异显著!

.

#

'%'"

时认为

差异极显著&

!

!

结
!

果

!E#

!

受体母猪的排卵状况对胚胎移植后
%">

妊娠

率的影响

!!

将
$#")

枚猪体细胞克隆胚胎移植到
")

头受

/)$



!

$

期 罗学明等$受体母猪排卵状况对体细胞克隆胚胎移植效率的影响

体母猪中!平均每头
#'"

枚胚胎!受体母猪的排卵状

况按照
"%$%-

的标准进行分组&在移植后的第
$'

天!用超声波进行早期妊娠检测&处于即将排卵或

正在排卵阶段的
)

头受体母猪!其
$'*

的妊娠率为

"''+

%处于排卵前阶段或排完卵阶段的
"'

头受体

母猪中
)

头受体母猪返情!

,

头妊娠!

$'*

的妊娠率

为
,'+

!两者差异显著"

"''+X:%,'+

!

.

#

'%'-

#!

结果见表
"

&

表
#

!

受体母猪的排卵状况对克隆胚胎移植
%">

妊娠率的影响

92B1*#

!

())*+,-)-/012,3-46,2,06-4

;

:*

G

424+

7

:2,*-4>2

7

%"34:*+3

;

3*4,

G

31,6

组别

LW76

?

受体母猪数

K7%7VWA94

?

4A@U

B

45U:

移植胚胎数

K7%7VUW3@:

?

53@UA2YW

D

7:

$'*

妊娠数

K7%7V

?

WA

B

@3@9

D

*3

D

$'

$'*

受胎率+
+

RWA

B

@3@9

D

W3UA*3

D

$'

组一
) "#&) ) "''

3

组二
"' "(,' , ,'

Y

同列数据后所标字母不同表示差异显著"

.

#

'%'-

#

S4VVAWA@U5AUUAW:4@U>A:32A97562@2A3@:4

B

@4V493@U*4VVAWA@9AYAU=AA@U>AUWA3U2A@U:

"

.

#

'%'-

#

!E!

!

受体母猪的排卵状况对妊娠足月率的影响

")

头受体母猪中有
/

头母猪在手术后
#

个动

情期内没有返情!经
]

型超声波检测均可见清晰孕

囊!足月共产仔
#,

头&其中受体母猪排卵状况处

于即将排卵或正在排卵阶段的
)

头母猪全部妊娠到

期并产仔
"(

头!其中
"

头受体母猪单窝产仔
&

头!

存活
)

头!妊娠足月率为
"''+

%排卵状况处于排卵

前阶段或排完卵阶段的受体母猪只有
#

头妊娠到

期!产仔
-

头!妊娠足月率为
#'+

!两者差异极显著

"

"''+X:%#'+

!

.

#

'%'"

#&

表
!

!

受体母猪的排卵状况对克隆胚胎移植妊娠足月率的影响

92B1*!

!

())*+,-)-/012,3-46,2,06-4)011M,*:@

;

:*

G

424+

7

:2,*34:*+3

;

3*4,

G

31,6

组别

LW76

?

受体母猪数

K7%7VWA94

?

4A@U

B

45U:

妊娠足月母猪数

K7%7VV655!UAW2

?

WA

B

@3@9

D

母猪妊娠足月率+
+

N655!UAW2

?

WA

B

@3@9

D

W3UA

产仔数

SA54XAWA*

?

4

B

5AU:

组一
) ) "''

3

"(

组二
"' # #'

Y

-

同列数据后所标字母相异表示差异极显著"

.

#

'%'"

#

S4VVAWA@U5AUUAW:4@U>A:32A97562@2A3@A8UWA2A5

D

:4

B

@4V493@U*4VVAWA@9AYAU=AA@U>AUWA3U2A@U:

"

.

#

'%'"

#

!E%

!

克隆猪的微卫星
NOC

鉴定

对供体细胞,

#,

头克隆猪中存活的
"-

个个体

及有存活仔猪的
-

头受体母猪进行了遗传鉴定!

""

个微卫星位点检测结果见表
$

&结果表明所有的克

隆猪个体均与供核细胞具有相同的微卫星多态性!

而与
-

头受体母猪无亲缘关系&

表
%

!

克隆猪$供核细胞和代孕母猪微卫星检测结果

92B1*%

!

P3+:-62,*13,*2421

7

636:*601,6):-@+1-4*>

;

3

G

1*,6

%

>-4-:+*11134*624>60::-

G

2,*

G

31,6

.''#) .'##) .=/$' .=#, .=($) .=&# .=/,' .'"-- .="## .''&' .=/-&

S9 (&

+

(& "/#

+

"(, "/'

+

"(' "'$

+

"'( "'/

+

"'/ "')

+

"", ""&

+

"#- ",)

+

",) "",

+

"") #&"

+

#($ ",'

+

"-#

" (&

+

(& "/#

+

"(, "/(

+

"(' "'$

+

"'( "'/

+

"'/ "')

+

"", ""&

+

"#- ",)

+

",) "",

+

"") #&"

+

#($ ",'

+

"-#

# (&

+

(& "/#

+

"(, "/'

+

"(' "'$

+

"'( "'/

+

"'/ "')

+

"", ""&

+

"#- ",)

+

",) "",

+

"") #&"

+

#($ ",'

+

"-#

$ (&

+

(& "/#

+

"(, "/'

+

"(' "'$

+

"'( "'/

+

"'/ "')

+

"", ""&

+

"#- ",)

+

",) "",

+

"") #&"

+

#($ ",'

+

"-#

, (&

+

(& "/#

+

"(, "/'

+

"(' "'$

+

"'( "'/

+

"'/ "')

+

"", ""&

+

"#- ",)

+

",) "",

+

"") #&"

+

#($ ",'

+

"-#

- (&

+

(& "/#

+

"(, "/'

+

"(' "'$

+

"'( "'/

+

"'/ "')

+

"", ""&

+

"#- ",)

+

",) "",

+

"") #&"

+

#($ ",'

+

"-#

)

&

(&

+

(&

(&

+

(&

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"')

+

"",

"')

+

"",

""&

+

"#-

""&

+

"#-

",)

+

",)

",)

+

",)

"",

+

"")

"",

+

"")

#&"

+

#($

#&"

+

#($

",'

+

"-#

",'

+

"-#

/

(

"'

""

"#

"$

",

"-

Z"

Z#

Z$

Z,

Z-

(&

+

(&

(&

+

(&

(&

+

(&

(&

+

(&

(&

+

(&

(&

+

(&

(&

+

(&

(&

+

(&

("

+

(-

("

+

("

("

+

(&

(&

+

(&

("

+

(&

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"/#

+

"(,

"&(

+

"&(

"/#

+

#"'

#"'

+

#"'

"(,

+

#"'

"/'

+

#"'

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"/'

+

"('

"&(

+

"&(

"&/

+

"/'

"&/

+

"/'

"/'

+

"('

"&/

+

"/'

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'$

+

"'(

"'/

+

"",

""-

+

""-

"'$

+

"'$

""-

+

""-

"'$

+

"'$

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

"'/

+

"'/

(#

+

(-

"'/

+

"'/

()

+

""'

()

+

"'/

()

+

""'

"')

+

"",

"')

+

"",

"')

+

"",

"')

+

"",

"')

+

"",

"')

+

"",

"')

+

"",

"')

+

"",

(&

+

"'&

"')

+

"'/

"')

+

"')

"')

+

"'/

(/

+

"'/

""&

+

"#-

""&

+

"#-

""&

+

"#-

""&

+

"#-

""&

+

"#-

""&

+

"#-

""&

+

"#-

""&

+

"#-

"#-

+

"$-

""&

+

"#-

"#-

+

"#-

""&

+

"#-

"#-

+

"#-

",)

+

",)

",)

+

",)

",)

+

",)

",)

+

",)

",)

+

",)

",)

+

",)

",)

+

",)

",)

+

",)

"-)

+

"-/

",)

+

"-/

"-/

+

"-/

"-)

+

"-/

"-)

+

"-/

"",

+

"")

"",

+

"")

"",

+

"")

"",

+

"")

"",

+

"")

"",

+

"")

"",

+

"")

"",

+

"")

"')

+

""'

"')

+

"")

"')

+

""/

""'

+

"")

"')

+

"')

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&"

+

#($

#&#

+

#(#

#)&

+

#($

#&$

+

#($

#)$

+

#/"

#)$

+

#($

",'

+

"-#

",'

+

"-#

",'

+

"-#

",'

+

"-#

",'

+

"-#

",'

+

"-#

",'

+

"-#

",'

+

"-#

"$-

+

"-"

"-'

+

"-)

"-'

+

"-'

",,

+

",/

"$)

+

"$)

SO%

为供体细胞%

Z"

!

Z-%

为受体母猪%

"

!

"-%

为克隆猪

SO%S7@7W9A55

%

Z"!Z-

$

ZA94

?

4A@U

B

45U:

%

"!"-%O57@A*

?

4

B

:

()$



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
,"

卷
!

%

!

讨
!

论

猪体细胞克隆胚胎在体外发育阶段落后于体内

同期胚胎的发育阶段!因此移植的猪体细胞克隆胚

胎发育阶段与受体母猪子宫或输卵管发育阶段的相

匹配性!是提高胚胎移植效率的至关重要的影响因

素&本研究将受体母猪卵泡发育阶段作为猪体细胞

克隆胚胎移植时间的判断标准!排除了猪的品种,年

龄,胎次等因素对猪体细胞克隆胚胎移植效率的影

响&结果表明!当受体母猪卵泡发育处于即将排卵

和正在排卵阶段时!进行猪体细胞克隆胚胎的移植!

其
$'*

的妊娠率为
"''+

!

)

头受体母猪全部妊娠

到期并产仔
"(

头!其中
"

头受体母猪单窝产仔
&

头!存活
)

头!妊娠足月率为
"''+

&

RAUAW:A@

等)

"'

*认为猪体细胞克隆胚胎移植后

受体母猪在
#,>

内排卵!此时输卵管环境更利于维

持重构胚的后续发育&试验结果为
"#

头受体母猪

#-*

的妊娠率为
&-+

!妊娠足月产仔率为
&-+

&

J3WW4:7@

等)

&

*采用受体母猪的发情周期比胚胎发

育迟
"*

的移植方案!

"'

头受体母猪妊娠足月
,

头

"妊娠足月率
,'+

#!产仔
"/

头&与他们相比!本试

验获得了较高的
$'*

的妊娠率和妊娠足月率!主要

是本研究将受体母猪卵泡发育状况作为判断体细胞

克隆胚移植时间的标准!可以较准确判断出输卵管

和子宫的环境适应体细胞克隆猪胚胎移植的最佳时

机!受体母猪卵泡发育处于即将排卵和正在排卵阶

段是本研究体细胞克隆猪胚胎移植的最佳时期!增

加了受胎率和产仔率&

总之!本研究建立了一个高效的体细胞克隆猪

的胚胎移植平台!能获得较高的受胎率和产仔率!这

将促进体细胞克隆猪在转基因猪生产和小型猪疾病

模型建立等方面的应用&

$

!

结
!

论

体外培养
#*

的猪体细胞克隆胚胎发育阶段与

即将排卵或正在排卵的受体母猪的子宫环境同期性

最好!得到了理想的胚胎移植效率&
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