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供核细胞及处理方式对绵羊核移植效率的影响
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摘要:旨在研究羔羊、胎儿成纤维细胞、绵羊类胚胎干细胞及处理方式对核移植效率的影响。比较了羔羊皮肤成
纤维细胞饥饿及消化后平衡时间对细胞可用率的影响; 胎儿成纤维细胞饥饿及消化后平衡时间对细胞可用率的影

响; 羔羊成纤维细胞、胎儿成纤维细胞、类胚胎干细胞在可用率及对融合率的差异和类胚胎干细胞与转基因羔羊皮肤
成纤维细胞对核移植效率的影响。结果表明，饥饿对胎儿成纤维细胞可用率影响不大( P ＞ 0． 05) ，但平衡时间影响极
大( P ＜ 0． 01) ; 饥饿及平衡时间对胎儿成纤维细胞影响都很显著( P ＜ 0． 01) ; 胎儿成纤维细胞的可用率极显著高于类
胚胎干细胞和羔羊皮肤成纤维细胞( P ＜ 0． 01) ，融合率显著高于羔羊( P ＜ 0． 05) ，但与类胚胎干细胞间没有差异( P ＞
0． 05) ; 胚胎移植后，类胚胎干细胞的怀孕率显著高于羔羊皮肤成纤维细胞( P ＜ 0． 05) 。饥饿和平衡时间对供核细胞
的可用率有显著影响，类胚胎干细胞的核移植效果好于成纤维细胞。
关键词:核移植; 成纤维细胞; 类胚胎干细胞; 饥饿; 平衡时间

中图分类号: S858． 03 文献标识码: A 文章编号: 1000 － 7091( 2012) 增刊 － 0069 － 05

Effect of Donor Cells and Processing on the Efficiency
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Abstract: Study of lamb fibroblast，fetal fibroblast，embryonic stem cells and treatment methods on the efficien-
cy of nuclear transplantation effect． Compared the lamb skin fibroblasts hunger and balance time on the cell availa-
bility effect; Compared the fetal fibroblast starvation and balance time on the cell availability effect; Compared the
lamb fibroblasts，fetal fibroblast，embryonic stem cells in the availability and the fusion rate; Compared the embryon-
ic stem cells and transgenic lambs skin fibroblast on the efficiency of nuclear transfer． The result indicated starvation
on the availability rate of fetal fibroblast have little effect( P ＞0． 05) ; But have great impact on the balance time( P ＜
0． 01) ; The effect of hunger and balance time on fetal fibroblasts were very significant ( P ＜ 0． 01) ; Fetal fibroblast
cell availability was significantly higher than those of embryonic stem cells and lamb skin fibroblasts ( P ＜ 0． 01) ，
The fusion rate is significantly higher than that of the lamb ( P ＜ 0． 05) ，but have no difference on embryonic stem
cells ( P ＞ 0． 05) ． After embryo transfer，embryonic stem cells in pregnancy rates were significantly higher than that
of sheep skin fibroblasts ( P ＜ 0． 05) ． Hunger and balancing time for donor cells have significant impact on availa-
bility． The effect of embryonic stem cell nuclear transfer is better than fibroblasts．
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1997 年，首只克隆羊 Dolly的诞生［1］，为生物技
术开辟了新的领域，继而牛［2］、小鼠［3］、山羊［4］等克

隆动物相继出生。核移植技术已成为保种、拯救濒
危动物、转基因等研究的重要技术手段之一，但核移
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植效率仍然很低，且成本高昂，因此，如何提高核移

植效率成为科学家们研究的热点，他们主要从供体

细胞种类、受体细胞及操作系统等方面进行研究，但
很少有关于细胞处理方式对可用率影响的研究。本
试验着重研究了血清饥饿、平衡时间对羔羊皮肤成
纤维细胞、胎儿成纤维细胞及绵羊类胚胎干细胞可
用率、融合率及核移植效率的影响，为提高绵羊核移
植效率奠定了基础。

1 材料和方法
1． 1 供体成纤维细胞的准备
1． 1． 1 羔羊皮肤成纤维细胞的培养 试验用羔羊
来源于新疆瑞普达农牧科技有限公司，根据章美玲

等［5］介绍的方法，剪取小块耳皮肤组织，用组织块

培养法进行原代培养，然后进行传代、纯化培养，2 ～
3 代用于试验。饥饿组培养液为添加 0． 5%胎牛血
清( FBS) 的 DMEM，饥饿 3 d，未饥饿组 FBS 的浓度
为 10%，根据试验设计消化后，细胞用 NICON NIS-
Elements成像系统照相、分析可用成纤维细胞数。
1． 1． 2 胎儿成纤维细胞的培养 将怀孕 45 日龄的
流产胎儿从子宫内剥离，放于含 200 IU /mL 青霉素
和 200 μg /mL 链霉素的 Hanks 液内带回实验室，用
消化法进行原代细胞培养，再进行纯化、传代培养，
2 ～ 3代成纤维细胞用于试验。
1． 1． 3 绵羊类胚胎干细胞的培养 将屠宰场获取
卵巢的卵母细胞，用特克赛尔公羊精液进行体外受

精，得到的囊胚根据 YUNCHENG ZHAO［6］介绍的方
法，建立绵羊体外培养囊胚类胚胎干细胞系，根据试

验设计进行消化、平衡处理。
1． 2 卵母细胞的准备
1． 2． 1 卵母细胞的获取 本试验所用卵巢皆取自
乌鲁木齐市华凌屠宰场，从半小时内宰杀的绵羊体

内剪下卵巢，立即放入温度为 37℃左右的加有青霉
素( 1 000 U /mL) 和链霉素( 1 000 U /mL) 的 DPBS
中，在 3 h 内运回实验室。卵巢用 DPBS 清洗 3 次，
用连有 12 G针头的 10 mL 注射器从卵巢表面直径
为2 ～ 6 mm的卵泡中抽取卵母细胞［7］，吸卵前在注
射器中预先抽入 1 mL吸卵液，在显微镜下挑选出含
有完整卵丘细胞层、胞质均匀的卵母细胞，用于体外
成熟( IVM) 。
本试验所用试剂除特别注明外，皆购自 Sigma

公司。
吸卵液成份为: TCM199-hepes + 1 mg /mL 聚乙

烯醇 + 0． 7 mg /mL肝素钠( 中国) 。
1． 2． 2 卵母细胞的体外成熟 选出的卵母细胞用

吸卵液和成熟液各洗 2 次，按 25 ～ 35 枚 /滴的密度
将卵母细胞放入 75 μL 成熟液滴中，置于 38． 6℃、
5% CO2、饱和湿度的 CO2培养箱内成熟培养 18 h，
在 0． 1%透明质酸酶内用玻璃管反复吹吸，将颗粒
细胞全部脱除，排出第一极体的卵母细胞用于试验。
成熟液成分为: TCM199( HCO3 + 10%胎牛血清

( GIBCO) +0． 05 IU /mL 促卵泡生成素 + 0． 05 U/mL
促黄体生成素 + 1 μg /mL 雌激素 + 24． 2 mg /L 丙酮
酸钠 + 100 U /mL青霉素 + 100 U /mL链霉素。
1． 3 重构胚的构建
采用盲吸法将卵母细胞去核，用吊尖的显微注

射针把单个供核细胞移至卵周隙内，采取电融合方

法将供体细胞与卵母细胞质融合，再用化学方法进

行激活［8］。
1． 4 体外培养
将激活好的胚胎置于 4 孔培养板的体外培养液

内( SOF + 3 mg /mL BSA) ，在 5% CO2、5% O2、N2为

平衡气、饱和湿度的气象环境中培养 48 h，统计卵裂
率; 或者培养 12 h后直接移植至同时期发情的受体
输卵管内。
1． 5 数据统计
采用 SPSS 11． 0 统计软件进行差异显著性

分析。

2 结果与分析
2． 1 羔羊皮肤成纤维细胞饥饿及平衡时间对细胞
可利用率的影响

经统计分析得出，饥饿对羔羊耳皮肤成纤维细

胞的可用率没有显著影响，但平衡时间对可用率影

响显著( 图 1) 。细胞消化后未经平衡，直接使用的
可用率极显著低于平衡 20 ～ 40 min 组( P ＜ 0． 01 ) ，
而平衡 20 min与 40 min间没有差异( P ＞ 0． 05) ，在
平衡 0 ～ 40 min 之间，随着平衡时间的延长，细胞可
用率有逐渐升高的趋势( 表 1) ，因而，在核移植试验
中，用羔羊皮肤成纤维细胞作为供核细胞，消化后平

衡处理能提高可用细胞比例，而饥饿不能提供细胞

可用率。
2． 2 胎儿成纤维细胞饥饿及平衡时间对细胞可利
用率的影响

从表 2 中可以看出，不仅平衡时间能极显著影
响胎儿成纤维细胞可用率( P ＜ 0． 01) ，饥饿 1 ～ 2 d
能显著降低其可利用率( P ＜ 0． 05) ( 图 2 ) ，综合两
方面因素，对于胎儿成纤维细胞而言，不进行饥饿，

消化后平衡 20 min细胞状态最好。
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表 1 羔羊皮肤成纤维细胞饥饿及平衡时间对细胞可利用率的影响
Tab． 1 Lamb skin fibroblasts hunger and balance time on cell availability effect

饥饿时间 /d
Starving time

平衡时间 /min
Balance time

细胞数 /个
N．

可用细胞数 /个
N．

可用率 /%
Available rate

0 0 300 30 10． 19 ± 1． 72A
20 363 95 25． 90 ± 3． 46B
40 274 90 31． 99 ± 8． 07BC

1 0 186 21 11． 42 ± 1． 97A
20 218 77 35． 41 ± 4． 2BC
40 198 80 40． 73 ± 5． 12C

2 0 131 7 5． 86 ± 2． 17A
20 89 27 29． 82 ± 8． 34BC
40 159 63 33． 31 ± 1． 39BC

注: 同列不同大写字母差异极显著( P ＜ 0． 01) 。
Note: Different capital letters in same column differ significantly ( P ＜ 0． 01) ．

表 2 胎儿成纤维细胞饥饿及平衡时间对细胞可利用率的影响
Tab． 2 Fetal fibroblast cell starvation and balance time on cell availability effect

饥饿时间 /d
Starving time

平衡时间 /min
Balance time

细胞数 /个
N．

可用细胞 /个
N．

可用率 /%
Available rate

0 0 79 18 20． 85 ± 6． 66AB
20 77 38 49． 02 ± 1． 7C
40 52 17 32． 68 ± 8． 42BC＊＊

1 0 85 6 7． 12 ± 3． 18A
20 104 20 19． 16 ± 5． 42AB
40 96 28 20． 20 ± 14． 9AB*

2 0 217 10 5． 25 ± 4． 08A
20 102 24 23． 59 ± 3． 19B
40 107 33 25． 55 ± 9． 95B*

注: 同列不同大写字母差异极显著( P ＜ 0． 01) ; * ．表示差异显著( P ＜ 0． 05) 。
Note: Different capital letters in same column differ significantly ( P ＜ 0． 01 ) ; * ． Show significant difference ( P ＜ 0． 05 ) ．

2． 3 绵羊类胚胎干细胞与成纤维细胞对可用率、融
合率影响的比较

类胚胎干细胞与成纤维细胞对可用率、融合率
影响的结果如表 3 所示，干细胞的可用率极显著低
于未经饥饿处理的、平衡 20 min 的胎儿成纤维细胞

的可用率( P ＜ 0． 01 ) ，但与羔羊皮肤成纤维细胞间
差异不显著( P ＞ 0． 05 ) ，干细胞的融合率与胎儿和
羔羊成纤维细胞的融合率间差异不显著，但胎儿成

纤维细胞的融合率要显著高于羔羊( P ＜ 0． 05) ( 图
3，4) 。

表 3 不同种供核细胞对可用率、融合率的影响
Tab． 3 The effect of different donor cells on the available rate and fusion rate

组别
Groups

可用率 /%
Available

rate

重构胚数
Number of

reconstructed
embryos

融合胚数
Number of

fused embryos
融合率 /%
Fusion rate

类胚胎干细胞 Embryonicstem cells 28． 31 ± 5． 17A 1 470 1 008 68． 61 ± 7． 04ab
羔羊成纤维细胞 Lamp Fibroblast 25． 90 ± 3． 46A 1 575 1 010 64． 55 ± 9． 74a
胎儿成纤维细胞 Fetal fibroblast 49． 02 ± 1． 7B 795 580 73． 36 ± 5． 66b

注: 不同大写字母表示差异极显著( P ＜ 0． 01) ; 不同小写字母表示差异显著 ( P ＜ 0． 05) 。
Note: Different capital letters in same column differ significantly ( P ＜ 0． 01 ) ; Columns with different small letters indicate significant difference
( P ＜ 0． 05 ) ．

2． 4 绵羊类胚胎干细胞及转基因羔羊皮肤成纤维
细胞对核移植效率的比较

将分别以绵羊类胚胎干细胞和转基因羔羊皮肤

成纤维细胞作为供核细胞的重构胚移植至受体，试

情 8 d，移植后 2． 5 ～ 3 月进行 B超检查，类胚胎干细

胞的怀孕率为 39． 47%，极显著高于转基因羔羊的
怀孕率 22． 73% ( P ＜ 0． 01 ) ，但后期流产都很严重，
怀孕 157 d未生产的，进行破腹产处理，共有类胚胎
干细胞克隆后代 7 只，转基因羔羊克隆后代 6 只出
生，结果见表 4。
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表 4 类胚胎干细胞及转基因羔羊皮肤成纤维细胞对核移植效率的比较
Tab． 4 Embryonic stem cells and transgenic sheep skin fibroblasts on the efficiency of nuclear transfer comparison

组别
Groups

移植受
体数 /只
Recipient

2 情期未
返情数 /只
No estrus

2 情期未
返情率 /%
No estrus

rate

B超检测
妊娠受
体数 /只
B － test

妊娠率 /%
Pregnancy

rate

分娩母羊 /只
Number of
delivery

产羔率 /%
Delivery
rate

类胚胎干细胞 Embryonic stem cells 127 50 39． 37A 16 12． 6A 7 5． 51

转基因羔羊皮肤成纤维细胞
Transgenic sheep skin fibroblasts 176 40 22． 73B 13 7． 38B 6 3． 41

注: 不同大写字母表示差异极显著( P ＜ 0． 01) 。
Note: Different capital letters in same column differ significantly ( P ＜ 0． 01 ) ．

图 1 绵羊皮肤成纤维细胞消化后平衡 0 min( 200 × )
Fig．1 Sheep skin fibroblasts after digestion balance 0 min(200 ×)

图 2 胎儿成纤维细胞消化后平衡 0 min( 200 × )
Fig． 2 Fetal fibroblasts after digestion balance 0 min( 200 × )

图 3 绵羊类胚胎干细胞集落( 200 × )
Fig． 3 Sheep embryonic stem cell colony ( 200 × )

图 4 消化后的绵羊类胚胎干细胞( 200 × )
Fig． 4 After digestion in sheep embryonic stem cells( 200 × )

3 讨论
供体细胞形态是影响融合率的主要因素之一。

根据潘登科等［9］对猪体细胞克隆的研究得出，圆形

光滑供体细胞的融合率要显著高于表面粗糙的供体

细胞，因而，在核移植中通常选择表面光滑的圆形细

胞作为供体。同时，供体细胞不仅影响重构胚的倍
性、核的重编程、重构胚的发育，还影响着移植后代
的生长情况。在各种动物的核移植试验中大多使用
G0 /G1 期的细胞作为供体，认为处于静止期的细胞
染色体在卵母细胞中更容易发生重编程［1，10］。诱导
细胞处于 G0 期的方法之一是血清饥饿方法。Wil-
mut等即是用该方法获得了克隆羊“Dolly”。然而，
本试验研究了饥饿和平衡时间对羔羊皮肤成纤维细

胞形态的影响发现，饥饿不影响细胞可用率，而平衡

时间却能显著改善细胞形态，并且有随着平衡时间

的延长，可用率增加的趋势，分析原因，可能是生长

平铺于细胞培养瓶的细胞被酶消化时，需要将梭状

的细胞触角收缩变为圆形，而刚收缩的细胞表面仍

不光滑，需要一定时间修复。因而，当平衡后，表面
光滑的细胞比例逐渐提高。然而在研究胎儿成纤维
细胞时发现，血清饥饿和平衡时间都能显著影响细

胞可用率，以不饥饿、平衡 20 min 组的细胞形态最
好，与羔羊成纤维细胞的结果不一致，可见对于不同

发育阶段的绵羊成纤维细胞应选择不同的处理方

式。而且 Lai等［11］选择 G2 /M期的细胞作为供核细
胞，获得了体细胞克隆猪。
而在研究绵羊类胚胎干细胞、羔羊皮肤成纤维

细胞及胎儿成纤维细胞未经饥饿处理对细胞形态及

融合率影响时发现，绵羊类胚胎干细胞的可用率与

羔羊之间没有差异，但显著低于胎儿成纤维细胞，融

合率与二者皆没有显著差异，胎儿成纤维细胞的融

合率高于羔羊。Lee 等［12］比较成年猪体细胞和胎
儿成纤维细胞对核移植的影响，得到的结果显示，胎

儿成纤维细胞效果最好，与本研究结果一致。但干
细胞处理方式对融合率、核移植效率影响的研究还
未见报道。消化后的单个绵羊类胚胎干细胞形态与
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成纤维细胞相似，接近圆形，作为核移植的核供体的

选择标准也与成纤维细胞一样，只有大小在 20 μm
左右、表面光滑、折光度好的细胞才能用于核移植供
体，且融合率与成纤维细胞间没有差异。
本研究使用绵羊类胚胎干细胞和转基因羔羊的

皮肤成纤维细胞作为供核细胞，移植后按常规试情，

2 个情期未返情率及 3 个月 B 超检测受胎率，绵羊
类胚胎干细胞皆显著高于转基因羔羊成纤维细胞，

但最终仅获得存活 7 只类胚胎干细胞和 6 只转基因
羔羊成纤维细胞克隆后代，产羔率分别为 5． 51%和
3． 41%，与其他克隆动物的流产率相当，可见，胚胎
干细胞可作为核供体进行核移植，为核移植提供了

一种新的途径。
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