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克隆山羊成纤维细胞系的建立与生物学特性的研究
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　　摘要：为研究克隆黄淮白山羊耳部皮肤成纤维细胞（ｃＧＳＦ）的体外培养及其生物学特性。通过组织块接种培养法

和胰蛋白酶消化法均可以获得原代 ｃＧＳＦ，但在接种培养 ２４ｈ后，组织块法收获的细胞贴壁率和细胞量要明显高于胰

酶消化法。就生长特征而言，ｃＧＳＦ的生长曲线也呈现典型“Ｓ”型，到达指数增长期、平台期的时间分别为第 ３，６天，

早于普通黄淮白山羊的皮肤成纤维细胞（ＧＳＦ），后者分别为第 ４，８天。ｃＧＳＦ原代（Ｐ０）、第 ２代（Ｐ２）、第 ８代（Ｐ８）细

胞的染色体数目异常率均高于相同代数的 ＧＳＦ。在相同转染条件下，ｃＧＳＦ在转染 ｐＥＧＦＰＮ１后，再经 Ｇ４１８筛选亦可

形成克隆点，扩增获得阳性细胞系。总之，源自克隆山羊的体细胞体外生长、转基因后的生物学特征有别于普通动物

分离得到的细胞系。因此，利用来自克隆动物的体细胞开展研究，选择分离培养、纯化、转基因方法时需要适当调整。
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　　畜禽遗传品种资源是畜牧业可持续发展的物质
基础。当前，我国遗传资源保护的主要形式是活畜

保种，但是，由于在人、财、物投入上的高要求，严重

影响了动物品种资源保护效益的最大化，因此，有必

要探索借助以细胞工程为代表的，更高效、经济、安

全的现代生物技术来丰富动物品种资源保护的手
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段。黄淮白山羊是广泛分布于黄淮流域的肉、皮兼

用型山羊品种，具有性成熟早、生长发育快、四季发

情、繁殖率高等特性。近十余年以来，由于大量引进

山羊杂交，地方山羊品种的特异基因被稀释，黄淮白

山羊也未能幸免，目前纯种的黄淮白山羊数量骤

减
［１］
，急需保护。

体细胞核移植
［２］
、诱导多功能性干细胞

［３］
以及

转基因等现代生物技术为畜牧业、医学以及生命科

学基础研究等注入了新的活力。尤其对畜牧业而

言，体细胞克隆技术为转基因家畜育种新材料创制、

优秀个体扩繁、濒危品种资源拯救提供了一种崭新

的技术手段
［４］
。而细胞培养作为细胞工程的关键

环节，近年来已日渐发展成熟，尤其是成纤维细胞的

分离培养，操作简单易学，加之在动物机体内分布极

为广泛，取材方便，不仅可用于畜禽资源保存
［５－６］

，

而且在分子遗传学、细胞遗传学、生物医学等方面也

有极其重要的用途
［１］
。目前，关于利用克隆黄淮山

羊体细胞为材料，分离培养成纤维细胞鲜有报道。

因此，本研究拟采集黄淮白山羊克隆后代的耳部皮

肤组织，尝试分离培养成纤维细胞，并对分离、培养、

纯化方法、体外生长特性进行研究，同时尝试对此细

胞系进行转染外源基因，以期为克隆黄淮白山羊遗

传资源保护与利用提供依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料
１．１．１　样本来源　将出生后４０日龄左右的克隆黄
淮白山羊，从合肥博大牧业科技开发有限责任公司

良种山羊繁育基地带回安徽地方畜禽遗传资源保护

与生物育种省级实验室。

１．１．２　细胞培养主要试剂和耗材　除另作说明之
外，本研究所使用的细胞培养耗材均为ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ
ｅｒ公司生产的 Ｎｕｎｃ系列产品，试剂为 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司产品；ＤＭＥＭ培养基、ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ４Ｎａ、ＤＰＢＳ
均购自 Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｇ４１８购自
Ａｍｒｅｓｃｏ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　原代培养　用 ７５％乙醇清洗克隆山羊耳部
皮肤待取样部位，而后去毛，然后碘酒涂布消毒

＜１ｍｉｎ，脱碘后迅速剪取大约 １ｃｍ２的组织块，立
即放入７５％乙醇中浸泡３０ｓ，再转入洁净工作台内
的 ＤＰＢＳ溶液中浸泡漂洗２～３遍，备用。

组织块法：在洁净工作台内，取部分组织块置于

１．５ｍＬ离心管中，剪成 １ｍｍ３大小，用巴斯德吸管

或移液器将剪碎的组织块平分到直径１０ｃｍ细胞培
养皿中，均匀涂布，并将皿倒置于 ３７℃、５％ＣＯ２、饱
和湿度的二氧化碳培养箱中干涸培养 ４～６ｈ后取
出，于洁净工作台内再补入 ８ｍＬ左右含 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ培养液。第２天补液至 １０ｍＬ，以后视细
胞生长情况每隔３～５ｄ换液一次。

胰酶热消化法：在洁净工作台内，取部分组织块

置于１．５ｍＬ离心管中，用细剪刀将组织剪成１ｍｍ３

大小，而后移入 １５ｍＬ离心管中，再添加 ２倍体积
ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ，轻轻敲打混匀后放入 ３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中，每隔３～５ｍｉｎ取出吹打混匀。约 １５ｍｉｎ
后，当观察到组织块消散时，表示消化合适；再补加

６倍体积含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液灭活 Ｔｒｙｐｓｉｎ，
充分混匀后取样进行细胞计数，调整细胞浓度为

５×１０５个／ｍＬ，接种４ｍＬ到１０ｃｍ细胞培养皿中，补
足培养液至８ｍＬ。第２天补液至 １０ｍＬ，以后每隔
３ｄ换液一次，具体示细胞生长情况而定。
１．２．２　传代培养　当原代成纤维细胞生长达到
８０％ ～８５％汇合度时，先吸弃原有培养液，而后用
３ｍＬ无钙、镁离子的 ＤＰＢＳ溶液清洗 ２次，以尽可能
消除旧培养液中血清残留；之后加 ２ｍＬ／皿经 ３７℃
预热的 ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ，并置于３７℃二氧化碳培养箱
内５ｍｉｎ，取出在显微镜下观察，若见 ７０％ ～８０％的
细胞回缩变圆时，轻轻拍打皿底，使细胞彻底脱壁；

而后立即加入 ６～８ｍＬ含 １０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
液终止消化，混匀并计数，根据细胞浓度进行分皿传

代培养。

１．２．３　细胞冻存　取长势良好，生长状态佳的细
胞，在汇合度达到 ＞８０％时，进行冻存。首先，按照
ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶ＤＭＳＯ＝７∶２∶１（体积比）的比例配制
冻存液；常规方法将细胞消化、洗涤、计数。然后，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，按照１×１０６／５００μＬ
的密度加入细胞冻存液重悬，并按 ５００μＬ分装至
２．０ｍＬ的冻存管内，冻存管预先标记好动物名称、
性别、日龄、冻存编号、冻存日期与冻存操作人员等

信息。然后，将冻存管放入装有异丙醇的冻存盒

（Ｎａｌｇｅｎ）中，放入 －８０℃冰箱内。次日，将上述经
过夜处理的冻存管放入液氮罐中分类保存，并做好

信息登记。

１．２．４　细胞贴壁率统计　分别解冻通过组织块贴
壁法和胰蛋白酶热消化法制备的冻存细胞各 ２管；
考虑到初始冻存浓度均为 ２×１０６／ｍＬ（细胞浓度

Ⅰ），待接种６～８ｈ后 ＞７０％ ～８０％的细胞贴壁后，
吸弃含尚未贴壁细胞的培养液，用无钙、镁离子的

ＰＢＳ洗涤后，消化、离心后用含 １０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
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培养液调整至接种时的体积，此时的细胞浓度记为

细胞浓度Ⅱ。细胞的贴壁率［７］＝（细胞浓度Ⅱ／细
胞浓度Ⅰ）×１００％。
１．２．５　细胞生长曲线　将培养至第 ５代（Ｐ５）的克
隆黄淮白山羊和普通黄淮白山羊成纤维细胞，按照

文献［８］进行生长曲线绘制：在同一时间消化、调整
细胞浓度，并于同一时间按每孔 ２×１０４／５００μＬ接
种至２４孔细胞培养板，连续培养 ８ｄ（培养条件为
３７℃，５％ ＣＯ２，１００％湿度）；从接种开始计时，每隔
２４ｈ消化３孔，每孔计细胞总数，求其平均值。以培
养天数（ｄ）为横坐标，细胞总数目（个）为纵坐标，绘
制出克隆山羊和普通山羊成纤维细胞的生长曲

线图。

１．２．６　染色体数目检测　按照张运海［９］
报道的方

法制备细胞中期分裂相。选取生长旺盛期的克隆黄

淮白山羊 Ｐ０、Ｐ２、Ｐ８细胞，及普通山羊的 Ｐ８细胞来
制备中期染色体标本。在５ｍＬ培养液中加入５０μＬ
的１０μｇ／ｍＬ的秋水仙素（工作浓度为 ０．１μｇ／ｍＬ），
以抑制中期分裂的细胞，在 ３７℃，５％ＣＯ２，１００％湿
度继续培养３．５～４．０ｈ，将细胞培养液转移到１５ｍＬ
离心管中，然后用 ＤＰＢＳ（无钙、镁，３７℃预热）洗涤
培养瓶中的贴壁细胞，洗涤２遍。再加 ０．２５％Ｔｒｙｐ
ｓｉｎＥＤＴＡ消化 ３ｍｉｎ左右，之后加入细胞培养液终
止消化。用弯头吸管轻轻吹打细胞生长面，然后将

细胞悬液转移到上述的１５ｍＬ离心管中，再用ＤＰＢＳ
洗涤 １遍并收集到离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，弃上清，留大约 ０．５ｍＬ。加入预热（３７℃）
的０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液至５ｍＬ，于３７℃水浴低渗
处理 ２５ｍｉｎ；低渗结束后加入 ０．５ｍＬ固定液（甲
醇∶冰乙酸体积比 ＝３∶１，现用现配），短暂吸打混匀
后，迅速离心（１０００ｒ／ｍｉｎ１０ｍｉｎ），弃上清，留少许
液体。加入 ４ｍＬ固定液，室温固定 ２０ｍｉｎ，期间吹
打混匀，固定后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ８ｍｉｎ，弃上清，留
少许液体，重复 ２遍。以 １０～３０ｃｍ高度滴加冰水
（０～４℃）至预冷、倾斜 ４５°左右的玻璃载玻片上，
晾干后，在稀释好的吉姆萨染液中染色１５ｍｉｎ，用流
水在无细胞的载玻片一面洗净染液。将载玻片立在

吸水纸上干燥，待干燥后用中性树胶封片。观察片

子的时候选用油镜观察，每个试验组随机选取２０个
铺展完好的中期相统计染色体数目。

１．２．７　作为转基因供体细胞的特性　选择在 ６ｃｍ
培养皿内生长状态良好，汇合度达 ７０％左右的 Ｐ４
克隆黄淮白山羊和普通山羊成纤维细胞，于同一时

间转染外源基因 ＰＥＧＦＰＮ１质粒，转染前 ３０ｍｉｎ，将
细胞培养液换成无血清培养液（ＤＭＥＭ），２μｇ质粒

溶于２５０μＬｏｐｔｉＭＥＭ，室温放置 ５ｍｉｎ，定义为Ⅰ
液；５μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００溶于 ２５０μＬｏｐｔｉ
ＭＥＭ，室温放置 ５ｍｉｎ，定义为Ⅱ液。将Ⅰ、Ⅱ液混
合共孵育２０ｍｉｎ，再加到待转染细胞所在细胞培养
皿中。转染４～６ｈ后更换培养液为含 １０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养液，并于转染２４ｈ后倒置荧光显微镜下
观察 ＧＦＰ表达并拍照，按照 １∶１０的比例传代并用
含有５００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８的培养液筛选，观察细胞
转染后克隆集落形成。

２　结果与分析

２．１　形态学观察
组织块接种培养法（Ａ法）接种４ｈ左右细胞即

出现贴壁，到第７天（接种当天记为第 ０天）左右组
织块周边便有单细胞游离贴壁生长，第 ９天组织块
周边可见有大量的细胞爬出（图 １箭头所示），而胰
蛋白酶热消化法（Ｂ法）处理，则在４８ｈ即能观察到
有爬出细胞，并贴壁生长。上述 ２种方式开始出现
细胞游离贴壁生长时，并非全是成纤维样的细胞，而

是上皮样细胞与成纤维样细胞共存：上皮细胞呈鹅

卵石、扁平多角形生长，而随着培养的延续，成纤维

样细胞逐渐占据优势，呈不规则的梭形、放射状或旋

涡状生长，在第１５天时两者共同铺满１０ｃｍ培养皿
皿底。

图 １　克隆山羊原代成纤维细胞

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｉｍａｒｙｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｏｆｃｌｏｎｅｇｏａｔ

２．２　成纤维细胞的纯化
如图 ２箭头所示，原代细胞和代次低的细胞是

上皮细胞和成纤维细胞的混合物。通过对克隆羊成

纤维细胞的消化、传代发现，成纤维细胞和上皮样细

胞对胰蛋白酶的耐受性不同，成纤维细胞先脱壁，而

上皮样细胞贴壁牢靠，脱壁要慢。再次接种后成纤

维细胞的贴壁也较快，多数细胞能在 １ｈ内完成贴
附，而上皮细胞在短时间内不能贴壁，轻轻晃动，便

可浮起。根据这一特征采用多次差别消化方法，如

图３箭头所示，经过２～３次代传代获得了纯化的克
隆羊成纤维细胞（ｃＧＳＦ）。
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图 ２　成纤维细胞和上皮细胞的混合物

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｘｔｕｒｅｏｆｆｉｂｒｏｂｌａｓｔａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ

２．３　组织贴壁法和胰酶消化法得到的细胞量和传
代细胞贴壁率

Ａ法和 Ｂ法都建立起 ｃＧＳＦ细胞系。在长满的
情况下，细胞计数显示Ａ法得到的细胞数量多于Ｂ

法，而且 Ａ法所获细胞生长相对旺盛，能迅速地延
伸成片。传代培养后，比较细胞贴壁率，结果表明，

Ａ法得到的细胞贴壁率高于 Ｂ法（表１，２）。

图 ３　纯化的克隆羊成纤维细胞

Ｆｉｇ．３　Ｐｕｒｉｆｉｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｏｆｃｌｏｎｅｇｏａｔ

表 １　不同培养方式下的细胞浓度

Ｔａｂ．１　Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｓ

原代培养方式

Ｍｅｔｈｏｄｏｆｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ
细胞浓度Ⅰ

ＣｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎⅠ
细胞浓度Ⅱ

ＣｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎⅡ
贴壁培养Ⅰ ＡｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄⅠ ２ １．４４
贴壁培养Ⅰ ＡｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄⅠ ２ １．４６
消化培养Ⅱ ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄⅡ ２ １．２４
消化培养Ⅱ ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄⅡ ２ １．３８

表 ２　不同培养方式下的贴壁率

Ｔａｂ．２　Ｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｓ ％

原代培养方式

Ｍｅｔｈｏｄｏｆｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅ
贴壁率

Ｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅ

贴壁培养Ⅰ ＡｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄⅠ ７２．５±０．５ａ
消化培养Ⅱ ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄⅡ ６３．０±２．０ｂ

　注：同列数据不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
　Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

２．４　细胞生长特性
将传至 Ｐ５的克隆山羊和普通山羊成纤维细

胞，在２４孔板中连续培养８ｄ，克隆羊成纤维细胞的
群体倍增时间是２４ｈ，第 ３～５天为对数期；而普通
山羊成纤维细胞群体倍增时间是１６ｈ，第４～６天为
对数期。两者生长曲线都呈“Ｓ”型（图４）。
２．５　细胞遗传特性分析

通过对 Ｐ０、Ｐ２、Ｐ８的 ｃＧＳＦ细胞，及普通山羊的
第８代细胞染色体标本的统计，每个试验组随机选
取的２０个中期相分析，统计结果表明克隆山羊的核
型异常率高于普通山羊（表３）。克隆山羊有正常的
中期相，６０条染色体（图５）。

图 ４　克隆山羊和普通山羊成纤维细胞生长曲线图

Ｆｉｇ．４　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｃｌｏｎｅｇｏａｔａｎｄｇｏａｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ

表 ３　克隆山羊与普通山羊的核型异常率

Ｔａｂ．３　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｋａｒｙｏｔｙｐｅａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙｒａｔｅｏｆｃｌｏｎｅｇｏａｔａｎｄｇｏａｔ

核型类别 Ｋａｒｙｏｔｙｐｅ
克隆 Ｃｌｏｎｅｇｏａｔ

Ｐ０
克隆 Ｃｌｏｎｅｇｏａｔ

Ｐ２
克隆 Ｃｌｏｎｅｇｏａｔ

Ｐ８
普通 Ｇｏａｔ
Ｐ８

正常 Ｎｏｒｍａｌｋａｒｙｏｔｙｐｅ １２ ７ ９ １３
异常 Ａｂｎｏｒｍａｌｋａｒｙｏｔｙｐｅ ８ １３ １１ ７
异常率／％ Ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙｒａｔｅ ４０．０ ６５．０ ５５．０ ３５．０
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图 ５　正常克隆山羊成纤维细胞

染色体核分裂相（１０００×），３０对

Ｆｉｇ．５　Ｎｏｒｍａｌｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｍｅｔａｐｈａｓｅｓｐｒｅａｄ

ｏｆｃｌｏｎｅｇｏａｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ（１０００×），３０ｐａｉｒ

２．６　转基因可行性
通过对 Ｐ４克隆山羊和普通山羊成纤维细胞于

同一时间转染外源报告基因 ｐＥＧＦＰＮ１，发现两者
都被成功转染（图 ６，７），但是源于克隆山羊的成纤
维细胞，经 Ｇ４１８处理筛选１０ｄ，即可形成类似单克
隆增殖的稳定细胞系（图８），而源于普通非克隆山

图 ６　克隆山羊成纤维细胞系转染（ｐＥＧＦＰＮ１）２４ｈ后

Ｆｉｇ．６　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｏｆｃｌｏｎｅｇｏａｔｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＥＧＦＰ，２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

图７　普通非克隆山羊成纤维细胞系转染（ｐＥＧＦＰＮ１）２４ｈ后

Ｆｉｇ．７　Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｏｆｎｏｒｍａｌｎｏｎｃｌｏｎｅｇｏａｔｓ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＥＧＦＰ，２４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

左．荧光；右．明视野。图８同。
Ｌｅｆｔ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｆｉｅｌｄ；Ｒｉｇｈｔ．Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇ．８．

图 ８　筛选 １０ｄ后的克隆山羊转 ＥＧＦＰ细胞

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＥＧＦＰ

ｆｒｏｍｃｌｏｎｅｇｏａｔａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓｓｃｒｅｅｎｕｓｉｎｇＧ４１８

羊的成纤维细胞系，利用 Ｇ４１８处理筛选，在第 １０ｄ，
未见类似单克隆增殖的稳定细胞系（图９）。

图 ９　筛选 １０ｄ后的普通非克隆山羊细胞

Ｆｉｇ．９　ＴｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＥＧＦＰ

ｆｒｏｍｎｏｎｃｌｏｎｅｇｏａｔ１０ｄａｙｓａｆｔｅｒｓｃｒｅｅｎｕｓｉｎｇＧ４１８

３　讨论

本研究成功获得黄淮白山羊克隆后代的耳皮肤

成纤维细胞系，进一步对其生物学特性进行研究，发

现该细胞系的群体倍增时间比普通山羊成纤维多

８ｈ，生长曲线呈“Ｓ”型，但出现对数期和平台期的
时间早于普通山羊的成纤维细胞系。经抽样计数细

胞核染色体数，发现来自克隆山羊的成纤维细胞系

细胞倍性异常率高于普通山羊成纤维细胞系。此

外，克隆山羊成纤维细胞转染外源基因比普通山羊

更易形成细胞集落（Ｃｌｏｎｙ）的稳定增殖细胞系。结
果提示，在选择对克隆动物皮肤成纤维细胞系建系

方法时需要慎重。如果将克隆动物成纤维细胞作为

转基因供体细胞时需要考虑 ２个因素：一是克隆山
羊的成纤维细胞核型异常率显著高于普通的山羊；

二是克隆山羊成纤维细胞转染外源基因比普通山羊

更易形成类似单克隆的稳定增值的细胞系，比较容

易获得大量转基因细胞。

常规动物细胞原代培养主要有２种方法。一是
组织块贴壁培养法，二是分离单细胞接种培养法即

胰蛋白酶消化法。组织块贴壁培养法简单方便，细

胞均质性好，长出的细胞整齐而便于选择，对细胞造

成的伤害小，成本低廉且成功率高。目前，组织块贴

壁培养法培养动物成纤维细胞较为流行
［１０］
。而胰

蛋白酶消化培养法适于培养大量组织，得到的细胞

生长旺盛，能迅速地延伸成片而长成单层，建系效率

高，但操作烦琐，且易造成污染。胰蛋白酶浓度和消

化时间不易把握，容易对细胞造成较大伤害，进而影

响原代细胞存活和贴壁。对于克隆山羊原代细胞分

离培养，本研究结果表明，组织块贴壁法细胞爬出时

间较胰蛋白酶消化法推迟 ５ｄ，但是前者所得细胞
量、传代时细胞贴壁率都高于后者。这与本研究从

普通山羊分离成纤维细胞结果一致，即不论是克隆

山羊还是普通山羊在分离原代成纤维细胞时，胰蛋
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白酶消化法爬出细胞时间要比组织块法早很多，且

细胞均一，但最后得到的量少于组织块法。此外，我

们发现，克隆山羊成纤维细胞系和普通山羊的成纤

维细胞系生物学特性不尽相同，其原因可能是克隆

山羊成纤维细胞系是取自一只意外死亡的克隆黄淮

白山羊，其身体器官和构造在后续进行的解剖学检

查中发现有异常：和正常羊羔相比，其心脏过大，肺

部有充血肿块。推测其在体细胞重编程或后期的胚

胎发育可能有异常，导致后来分化的组织，即得到的

特化细胞系在基因水平也有异常的突变，最终导致在

细胞水平上的一些生物学特性发生了相应的改变。

利用克隆动物的体细胞作为供体细胞，进行核

移植获得后代是再克隆技术。再克隆技术是继克隆

技术之后的第 ２代克隆技术。孙国杰等［１１］
研究认

为，转基因克隆胚胎早期发育能力下降，可能是由于

供体细胞的基因转染和药物筛选过程导致的，而再

克隆对其早期胚胎的发育能力没有负面影响。利用

再克隆技术可以实现对珍贵转基因动物的资源保

存，可以快速扩大转基因动物的群体，且能保持外源

基因稳定传递。目前在很多物种上已取得成功，成

勇等
［１２］
利用成年转特异性表达人促红细胞生成素

（ｒｈＥＰ０）基因山羊的成纤维细胞和卵巢颗粒细胞再
克隆得到 ｒｈＥＰ０转基因山羊，Ｐａｒｋ等［１３］

用转 ｈＧＭ
ＣＳＦ基因的山羊胎儿成纤维细胞系再克隆得到
ｈＧＭＣＳＦ转基因猪，Ｋｕｒｏｉｗａ等［１４］

应用转人源化抗

体基因的牛胎儿成纤维细胞系再克隆得到含人源化

抗体的转基因牛。Ａｈｎ等［１５］
将死后的转基因动物

耳源成纤维细胞分离，并利用再克隆技术将转 α１，
３半乳糖基转移酶基因的克隆猪“成功复活”。

本研究以 ＥＧＦＰ为报告基因，尝试评价克隆山
羊的成纤维细胞系用于转基因的可行性，发现其在

转染后易于形成克隆点，便于阳性细胞系的快速筛

选。因此，在后续的试验中考虑用 ｃＧＳＦ作为供体
细胞开展转基因、再克隆等试验，观察 ｃＧＳＦ与普通
山羊成纤维细胞相比，作为供体细胞时，早期胚胎发

育阶段有无差异，体细胞积累的变异对个体发育、繁殖

和健康的影响，为以后转基因山羊再克隆奠定基础。
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