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要!体细胞核移植重构胚的体外培养一直是影响山羊克隆效率的一个重要因素#为了排除成

分复杂的胎牛血清!

X;SF8Z7RGQ;H;MPE

#

-D.

"对克隆重构胚发育的潜在抑制作用#本研究采用成分

明确的血清替代品!
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"进行山羊体细胞克隆重构胚胎的体外培

养#并比较
g'.)

与
-D.

对重构胚的发育效率的影响$结果显示#
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组山羊重构胚培养体系

的分裂率明显高于
-D.

组!
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组在重构胚重编程过

程中的
B

细胞率具有显著差异!
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组不同培养体系

的受孕率也有明显不同!
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"$研究结果表明#

g'.)

培养体系能有效提高

山羊重构胚的发育效率#特别是有利于重构胚的早期重编程#为获得健康的转基因克隆山羊奠定了

良好的基础$
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在体细胞核移植中'重构胚的重编程是影响克

隆效率的关键*目前重构胚的体外培养体系中都普

遍加入胎牛血清!

-D.

"作为营养成分*由于
-D.

的成分的不确定性以及不同批号的不稳定性'在重

构胚培养之前不得不对不同批次的
-D.

进行鉴定

和比较'购置并冻存符合要求的
-D.

备用'这造成

在筛选
-D.

的过程中浪费了珍贵实验材料%时间和

人力*而
gQ7<[7PS

血清替代品!
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"是一种人工合成产品'成份明

确'质量易于控制'目前已有报道将
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应用于

干细胞的培养体系中(

%

)

'而在山羊体细胞克隆中尚

未见报道*本研究首次应用
g'.)

培养体系以取

代
-D.

进行山羊重构胚的培养'并与
-D.

培养体系

在重构胚的分裂率%发育潜能及受孕率等方面进行

比较*
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材料与方法
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主要试剂和材料

必需氨基酸%非必需氨基酸%胎牛血清!
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本研究所自备(
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*其他试剂如无特殊说明均为
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试验动物

所有实验羊均由上海滔滔转基因工程股份有限

公司的松江大动物实验基地提供*实验羊群都经长

期观察具有良好的健康状况和稳定的发情周期*所

有实验遵循上海交通大学医学院动物实验伦理委员

会的许可及实验动物管理和使用指南*
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山羊体细胞核移植和重构胚培养
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卵母细胞体外成熟

卵母细胞从屠宰羊场的新鲜卵巢中获取*按本

所常规方法(

!

)进行体外成熟培养*

%$'$&
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体细胞核移植!
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供核细胞的制备和处理%成熟卵母细胞的去核%

注核%融合和活化均按本所方法(
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)进行*
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重构胚的体外培养

实验设计分为
-D.

培养组!
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和
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培养组!
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组*活化

后重构胚随机分成相等数目的
$

组'分别置于
-D.

和
g'.)

培养体系中进行培养*培养条件为
AN
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湿度*于活化后
$@

与
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同时间点来描述并计算重构胚的卵裂率和发育效

率*同样条件下的实验共进行了
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次*
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超鉴定重构胚移植后的受孕情况

重构胚在
B

细胞期进行输卵管移植'应用
D

型

超声仪!
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"经腹部探查移植
#"V

后受孕情况(

A

)
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数据统计

数据用
.L..%%9A

软件进行统计分析'以
S>
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检验差异的显著性'
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为差异具有统计

学意义*
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结果
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体细胞核移植后重构胚的体外发育效率

对
$"$

枚成熟卵母细胞进行了体细胞核移植'

获得了
%@@

枚融合胚'然后分
!

批分别用
-D.

培养
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体系和
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培养体系体外培养活化的重构胚'然

后培养
$@O

和
!#O

后'观察
$

细胞和
B

细胞的数

目'比较和分析
-D.

和
g'.)

对体细胞核移植重构

胚发育的影响*结果显示#
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培养组重构胚的分

裂率!
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细胞百分比"分别为
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和
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与相应的
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重构胚

培养组比较'不仅分裂率高'而且
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培养液培

养重构胚分裂较为稳定*

为了观察
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和
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培养体系对重构胚分裂

发育至
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细胞期的影响'我们继而对
B

细胞期的重构

胚数目进行了比较*结果显示'
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重构胚的发育质量比较

重构胚的发育质量对胚胎移植后的受孕率有很

大的影响'所以要求培养体系要很好地支持重构胚

的正常发育*优质的重构胚必须是分裂相均匀'细

胞大小一致'没有细胞分裂碎片'胚胎细胞比较致

密'立体感强*活化完成后'重构胚分别用
g'.)

培养体系和
-D.

培养体系培养'于
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和
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观察
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细胞和
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细胞的生长状态*结果发现在
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细胞期
g'.)

培养组的细胞状态好于
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养组的细胞!图
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培养组重构胚轮廓清晰'

结构紧凑'无游离细胞&
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培养组发育状态不均

衡'同期分裂球不均匀'有明显分裂碎片!箭头所

示"*当发育至
B

细胞期以上'
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培养组胚胎细
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强!图
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培养组同期发育较缓慢'分裂球不均

匀且有明显的分裂碎片!箭头所示"*
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U
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J

7X

K

7FS
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J
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K

GQg'.)FQV-D.

E;VGPEX7M$@O7PMH

图
$

!

山羊重构胚在
g'.)

和
-D.

培养体系培养
!#O

后

发育情况比较

-G

K

9$

!

2O;<7E

U

FMGH7Q7XV;R;87

U

E;QS

Y

PF8GS

J

7X

K

7FS

M;<7QHSMP<SG7Q;EZM
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7H<P8SPMGQ
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GQg'.)FQV-D.

E;VGPEX7M!#O7PMH

<$=

!

山羊克隆胚胎手术移植受孕情况

g'.)

培养组重构胚经输卵管移植
%A

头受体

羊'

-D.

培养组重构胚输卵管移植
%"

头受体羊*移

植后
$

个月进行
D

超检查受孕情况'结果发现'

g'.)

培养组重构胚移植后有
A

头受体羊怀孕'而
-D.

培养

组重构胚移植后仅有
%

头受体羊怀孕!表
$

"*

表
&

!

WJ+

和
_"+Q

培养重构胚受孕率的比较

/67$&

!

/K9>;O

N

6,?:;@;<

N

,9

G

@6@>

H

,689798M99@

WJ+6@C_"+Q

G

,;E

N

:

分组

0M7P

U

胚胎数

*797X

;EZM

J

7H

受体羊数
!平均移植胚胎数"

*797XM;<G

U

G;QSH

!

+R;MF

K

;QPEZ;M

7XSMFQHX;M

"

移植后
#"V

怀孕数$
N

*797X

U

M;

K

QF<

J

#"VF

J

FXS;MSMFQHX;M

-D. $% %"

!

$9%

"

%

!

%"9""N

"

g'.) !$ %A

!

$9%

"

A

!

!!9!!N

"

=

!

讨论

-D.

在牛和羊胚胎的体外培养过程中被广泛

?@
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使用*不少研究者认为'

-D.

的添加对牛胚胎早期

的发育有抑制作用而对后期的发育则有促进作

用(

#>B

)

'另有报道认为
-D.

对胚胎早期发育的抑制

作用可能与大量的脂肪颗粒蓄积有关'通过显微操

作去除了胚胎内的脂肪颗粒后不仅有利猪%牛的早

期胚胎发育而且可以提高后期的桑椹和囊胚

率(

?>%"

)

*目前在猪%牛%羊等大型动物体细胞核移植

后重构胚的培养体系中通常添加
-D.

'但是其成分

不确定性可能对大型动物克隆重构胚体外发育产生

较大影响*因此寻求
-D.

的替代品并优化重构胚

的培养体系对提高克隆效率具有重要的意义*

近年有学者在干细胞培养中用
g'.)

来替代

-D.

或血清'并产生比较满意的效果*

g'.)

是一

种人工配制的产品'成份明确'质量易于控制'不像

-D.

或血清不同批次质量不同因而不能获得稳定

的结果*从其申请的专利中可知'

g'.)

成分包括

有机小分子!氨基酸%维生素和抗氧化剂"'微量元素

和
!

种蛋白质!胰岛素%转铁蛋白和富含脂肪酸白蛋

白"

(

%%

)

*近来我们应用
g'.)

培养系统将小鼠胚胎

成纤维细胞!

\4-

"诱导成
GL.

细胞!

GQVP<;V

U

8PMG

U

7S;QSHS;E<;88H

"'结果显示'

g'.)

培养体系

较其他培养体系!包括
-D.

"更适合将
\4-

经重编

程诱导成为
GL.

细胞'获得了
!=

株表达多能性标记

的
GL.

细胞系'并成功运用四倍体补偿技术获得
!

只来源于
GL.

细胞的小鼠(

%$

)

*王宏等(

%!

)用
g'.)

代替
-D.

提高
6A=D,

$

#&

小鼠胚胎干细胞建系效

率的研究中也获得成功*上述研究表明'

g'.)

培

养体系更有利于克隆胚胎和干细胞发育的重编程

过程*

细胞的重编程是体细胞克隆过程中的关键性事

件'其分子本质是基因组有序的时空表达*哺乳动

物胚胎发育中胚胎细胞核基因开始并不表达'胚胎

依靠卵母细胞质中储存的母源性物质存活和发育'

在特定时期后胚胎基因才开始表达'这个时期称为

母源
>

合子基因组表达转变期!

EFS;MQF8>f

KJ

7SG<

SMFQHGSG7Q

'

\C2

"'而发育阻滞现象正好位于
\C2

期'被认为是重构胚基因组核基因重编程和基因活

化启动转录及表达时期*不同动物的
\C2

出现时

间不同'我们先前的研究表明'小鼠为
$

细胞期(

%@

)

'

而牛为
B

细胞期(

%A

)

*另有研究表明'牛的体细胞核

移植重构胚分裂发育到
B

细胞后才完成重编程'此

时基因组开始有序表达'供体细胞核基因的表达对

克隆胚胎发育会有决定性的影响(

%A>%#

)

*

本文的研究结果表明'在山羊重构胚的早期发

育中'

g'.)

培养组的分裂效率明显高于
-D.

培养

组'特别是在分裂至
B

"

%#

细胞期时'

g'.)

培养组

与
-D.

培养组的发育效率差异显著!表
%

"'证明

g'.)

对于山羊体细胞核移植重构胚的早期发育

非常有效'提示
g'.)

相对于
-D.

更有利于重构胚

重编程的完成*因此可从上述研究结果中得出'

g'.)

培养体系可能更加有效地支持山羊克隆重

构胚发育至
B

"

%#

细胞'完成基因组重编程过程'为

移植后胚胎在体内定植及完整发育提供了有利

支持*

本文的研究结果还表明'

g'.)

培养组重构胚

移植后的受孕率也优于
-D.

培养组'说明
g'.)

培

养体系不仅有利于重构胚重编程的完成'而且可提

高重构胚移植后在体内的发育能力'其受孕率明显

提高'从而对于提高山羊体细胞核移植的总体效率

发挥了重要的作用'为获得更多%更健康的转基因克

隆山羊提供了有价值的科学依据和技术基础*

致谢#感谢曾溢滔院士%任兆瑞教授对本研究给

予的指导和帮助'以及上海滔滔转基因工程股份有

限公司的大力支持*
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