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摘!要!利用密度梯度离心等方法从孵化’%!’$+的石歧杂鸡胚血液中提取JLM-$用自制的玻璃注射针将JLM-
注射到孵化!E’6的N系受体鸡胚中制 备 种 系 嵌 和 体 鸡)通 过 筛 选?HIJ引 物 建 立 起 家 禽 嵌 和 体 的?HIJ检 测 方

法)经检测!&个发育的JLM-受体鸡胚中有F个种系嵌和体$嵌和率为(&O’

关键词!家禽原始生殖细胞)种系嵌和体)扩增片段长度多态性
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!!家禽原始生殖细胞!JLM-"起源自上胚层$首先

出现在胚盘透明区的中央盘$然后由上胚层移至下

胚层的生殖新月区内’在正常的鸡胚中$大多数的

JLM-都经由血管沿着背肠系膜进入生殖脊随后进

入性腺原基$最后快速分化为精原细胞!在雄鸡中"
或卵母细 胞!在 雌 鸡 中"%%&’在JLM-移 行 过 程 中$
可将其从血液中分离出来$进行培养增殖$或进行冷

冻保存’因此$JLM-可 作 为 接 受 外 源 基 因 的 载 体



生产转基因鸡或用于品种资源保存’但目前JLM-
的体外操作技术尚不成熟$对其中的环节进行探讨

仍然十分重要’

扩 增 片 段 长 度 多 态 性 !?=3A,<,56<0:9=5;4

A5;94+3/A8=/03+,-=$?HIJ"技 术 是 /̂-等 于%))’
年创建的一项分子标记技术%!&’一次?HIJ分析一

般可获得’&!%’&种分子标记’一种酶切组合可利

用的选择性引物 组 合 可 多 达(&)$种$由 此 可 产 生

!&!(&万个ZX?标 记$即 使 仅 有%&O左 右 的 标 记

为多态标记$也可获得!!(万个多 态 标 记’?HIJ
最适宜应用于品种指纹鉴定以及品种的质量和纯度

检测%#&’因此$该 实 验 中 我 们 尝 试 应 用?HIJ进 行

种系嵌和体的检测’

%!材料和方法

>?>!实验材料

JLM-供体鸡胚 为 广 东 石 岐 杂$受 体 鸡 胚 为 荷

兰N系$均由上海农业科学院畜牧兽医研究所种鸡

场提供’过碘酸*希夫试剂*胎牛血清等试剂购自上

海博鑫公司’?HIJ所用"92W$*&5L$和*(ZX?
连接酶及其U2<<50*"92W$接头和&5L$接头均购

自上海宝生物工程公司’

>?@!实验仪器

?HIJ分析电泳仪为>5[2,BL5;L*5A5@40/3+/B

05-,->8-45=!UT_W?Z"’其电源为CA5@40/3+/05-,-

J/.50>233A8BCJ>#’&&SI!UT_W?Z"’J*MB!&&*

J*MB%&&JMW 仪 !美 国 ‘aBW5-5:0@+"’X:0,-+,95

M_$I*Z拉针仪’

>?A!实验方法

%E#E%!受体鸡胚的准备

将孵化’!+的受体鸡胚蛋壳的尖端破 一 个 直

径!@=左右直径的圆孔$用直径#’%=*!’b针尖的

玻璃针吸取鸡胚的血液(%I左右弃去$用保鲜膜和

双面胶将破口封住$放入#"E’c继续孵化#!$+备

用’

%E#E!!供体JLM-提取

H,@/AA(&&溶 于 添 加%&O胎 牛 血 清 的 ‘%))培

养液中$配 成 浓 度 为%$O和$E#O!d+̂ "的 溶 液’

使用拉针仪将%==直径的玻璃管拉成’&%=左右

直径的玻璃针$然后在磨针仪上磨出#&b的针尖$用

制作好的玻璃针 从 孵 化’%!’$+日 龄 的 广 东 石 岐

杂鸡胚的卵黄静脉或心脏中取血$置%=I‘%))培

养液!含%&O胎牛血清"中$然后!&&9离心#=,;$
沉淀用&E%=I不含有胎牛血清的‘%))悬浮$加入

&K)=I%$OH,@/AA$充 分 混 匀 后$在 其 上 缓 慢 覆 盖

&E!=I$E#O的H,@/AA$F&&9离 心#&=,;’富 含

JLM-的片层位于%$O和$E#OH,@/AA接 口 处’吸

取此接口处的溶液&E!=I与&E#=I的‘%))!含有

%&O胎牛血清"混合$(&&9离心#=,;$弃去上清液’
再将片状沉淀悬浮于%E!=I的‘%))!含有%&O胎

牛血清"中$!&&9离心#=,;$弃去上清液$如此重复

#次$最 后 将 片 状 沉 淀 悬 浮 于 一 定 量 ‘%))!含 有

%&O胎 牛 血 清"中 制 成 JLM-注 射 液$注 射 液 中

JLM-占 总 细 胞 的"’O左 右$密 度 为 #&&+%I左

右%(&’

%E#E#!JLM-希夫试剂染色

将JLM-溶 液 滴 在 载 玻 片 上$静 置%&=,;’

#"O甲醛e无水乙醇!%e)"的溶液覆盖在沉淀液滴

上固定%=,;$迅速倾去’用’O过碘酸覆盖在沉淀

液滴上!!’=,;$蒸 馏 水 冲 洗$去 多 余 的 过 碘 酸 溶

液’室温下希夫试剂作用%’=,;$自来水洗’=,;$
洗去多余的希夫试剂’在亚硫酸水中迅速洗一下’

I5,@:Z‘TWU显微镜下观察玻片’

%E#E(!JLM-的移植

取%E!E%中制备的受体鸡胚$掀去受体鸡胚的

保鲜膜$用直径#’%=*!’b针尖的玻璃针吸取%E’%I
左右JLM-注射 液 注 入 到 受 体 鸡 胚 的 血 液 中$再 用

保鲜膜将蛋壳破口封住放入孵化箱中继续孵化%’&’

%E#E’!受 测 鸡 胚 性 腺 的ZX?制 备 及 受 体 和 供 体

ZX?池的获得

将受体鸡胚孵化至%$!%F6$然后取出每只鸡

胚的性 腺 和 适 量 肌 肉$提 取 性 腺 和 肌 肉 的 基 因 组

ZX?作为?HIJ分析用$基因组ZX?的制备参考卢

盛栋主编,分子生物学实验技术-’供体鸡与受体鸡

的ZX?池的获得#各提取$&只供体鸡胚和#&只受

体鸡胚的基因组ZX?’将$&只石头歧杂供体鸡胚

的基因组ZX?各取一定量混合成一管$构成供体鸡

胚ZX?池)将#&只N系受体鸡胚的基因组ZX?各

取一定量混合均匀$形成受体鸡胚ZX?池’

%E#E$!基因组ZX?的酶切和接头的连接

家禽基因组?HIJ分析所用内切酶是"92W$+

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



&5L$$首先 利 用&5L$酶 切 基 因 组ZX?$然 后 将

"92W$的酶 切 反 应 和 接 头 的 连 接 反 应 同 步 进 行’

&5L$的酶切反应体系为#模板ZX?%&&!(&&;9$

&5L$’R$%&fNU2<<50(%I$加 超 纯 水 至(&%I$

$’c恒温 水 浴 消 化!+’"92W$酶 切B接 头 连 接 反

应体系为#&5>$酶 切 产 物(&%I$%&R+%I"92W$
%%I$’3=/A+%I"92W$接 头%%I$’&3=/A+%I
&5L$接头%%I$%&==/A+I?*J%%I$#’&R+%I*(
ZX?连接酶%%I$%&fNU2<<50%%I$加超纯水(%I
至’&%I$#"c恒 温 水 浴 消 化#+’酶 切B连 接 产 物

经%e%&稀释后$取出’%I用做下一步扩增反应的

模板%$&’"92W$接头和&5L$接头序列为#

"92W$接 头#’gBM*ML*?L?M*LML*?MMB#g)

#gBM?*M*L?MLM?*LL**??B’g’

&5L$接 头#’gBL?ML?*L?L*MM*L?MB#g)#gB
*?M*M?LL?M*LLMB’g’

%E#E"!限制性片段的预扩增引物设计及JMW扩增

条件

用于预扩增的两对引物是C&%+*&%!"92W$h
?$&5L$h?"和C&%+*&!!"92W$h?$&5L$h
M"’引物序列是#C&%#’gBL?M*LML*?MM??**M?)

*&%#’gBL?*L?L*MM*L ?MML??)*&!#’gBL?*B
L?L*MM*L?MML?M)预扩 增 反 应 体 系 为#’%I%e
%&稀释 的 连 接 产 物$’%I%&fJMWU2<<50$#%I!’
==/A+I‘9MA!$%%I%&==/A+I6X*J$%E’%I’&
;9+%IC&%$%E’%I’&;9+%I*&%!或*&!"$%E’R
&5L酶!>:;9/;$上海"$加超纯水至’&%I’JMW反

应条件为#)(c#&-$’$c$&-$"!c$&-共!&个

循环)"!c延伸’=,;’预扩增产物%e!&稀释后$
用于选择性扩增’

%E#EF!预扩增产物的选择性扩增引物设计和JMW
扩增条件

以’种"92W$引物和’种&5L$引物组成的

!’对引物进行选择性扩增实验$选择性扩增的反应

体系为#’%I%e!&稀释的预扩增限制性片段产物$

%E!%I!’==/A+I‘9MA!$&E(%I%&==/A+I6X*J$

!%I%&fJMWU2<<50$&E#%I’&;9+%ICDD$&E$%I
’&;9+%I*DD$%R&5L酶!>:;9/;$上 海"$加 超 纯

水至!&%I’JMW反 应 条 件 为#)(c预 变 性#&-)

)(c#&-$$’c#&-$"!c%!&-$每个循环退火温度

降低&E"c)%#个循环以后$再进行另外!#个循环

的扩增$条件为#)(c#&-$’$c#&-$"!c%!&-’

!!结!果

@?>!6!*1的染色及形态鉴定

取注射液直接观察在显微镜下能观察到比普通

血液细胞大一倍左右的细胞$细胞核为圆形$处稍偏

离细胞中心的位置$细胞的另一侧有颜色较细胞核

浅的颗粒状分布的脂质和糖原颗粒’用I5,@:BP.,;
软件测量到 这 些 较 大 细 胞 的 直 径 在%!!%$%=之

间$可判定为JLM-$因血细胞最大的只在%&%=左

右’图%中左图标希夫试剂染色的JLM-!f(&&"$
由于大量糖 原 颗 粒 存 在$JLM-同 时 可 被 希 夫 试 剂

染为玫瑰红色’

图>!分离自广东石岐杂的家禽原始生殖细胞#6!*1$
左图为JLM-希夫试剂染色图片!f(&&"$

JLM-被染为玫瑰红色)右图为(&&倍光镜图片’

:’5?>!6$’.($7’%05"$.,"001’1(0%&"7)$(.B+’C’D%

,+’,-"#".2$3(
I5<43,@4205-+/.-4+5>@+,<<05:95;4-4:,;56JLM-)

W,9+43,@4205-+/.-4+5JLM-!f(&&"E

@?@!6!*1的提取效率和纯度

从%&枚鸡胚 的 血 液 中 提 取 到 的JLM-细 胞 的

数量和百分比如表%所示’

表>!>E枚供体鸡胚血液中提取6!*1数量及

6!*1百分比

4%20">!FG.2"$%#7H"$,"#&%5"()6!*1’1(0%&"7)$(.

>E7(#($,+’,-"#".2$3(1

JLM-
血细胞

UA//6@5AA-

不同细胞数量X2=750/<@5AA- ()& %$#

占细胞总数百分比J50@5;4:95/<@5AA-!O" "’ !’

$"#!#期!!!!!!!!!!!!!胡小芬等#鸡种系嵌和体的研制及其?HIJ检测



@?A!嵌和体9:;6鉴定引物筛选

通过对$&JLM-供体鸡的池ZX?和$&受体鸡

的池ZX?进行?HIJ分析$采用"92W$+&5L$双

酶切组合进行基因ZX?酶切和相应接头的连接$从

!’对引物中筛选出一对引物!"92W$引物#’gBL?M
*LML*?MM??**M??MB#g$&5L$引 物#’gBL?*
L?L*MM*L?MML?M?LB#g"可 用 于 石 岐 杂 和N
系嵌和体的检测!图!"’

图@!I对引物组合的9:;6凝胶电泳图像

?*U*M*Z*C分别代表由’对引物扩增所得的

图谱!C是筛选出来的引物组合")%#N系?HIJ)

!#石岐杂?HIJ)箭头所指为石岐杂有别于N系的特异条带’

:’5?@!9:;62%#7H%&&"$#1)$(.I7’))"$"#&

6*JH$’."$H%’$1
?*U*M*Z*C05305-5;4-’6,<<505;4JMW30,=503:,0-)

%#4+5?HIJ/<N7055695;/=,@ZX?)!#4+5?HIJ

/<-+,[,G:@+,@15;95;/=,@ZX?EC30,=503:,0-.:-@+/-5;

</0,65;4,<,@:4,/;/<@+,=50:-E*+5:00/.,;6,@:45-4+52;,[25

?HIJ7:;6/<-+,[,G:@+,@15;-E

@?K!种系嵌和体检测及制备效率

用筛选出的引物对每一个受测鸡胚的肌肉和性

腺基因组ZX?进行?HIJ分析$分析!&个受体鸡

胚的性 腺 基 因 组 ?HIJ$其 中 有F个 存 在 石 岐 杂

?HIJ的特异片段$因此可以断定注射石岐杂JLM-
的N系鸡 胚 有F只 嵌 和 体$嵌 和 率 为(&O$如 图#
为嵌和体?HIJ分析部分图谱’

#!讨!论

获取JLM-通常有#个途径#一 是 从’期 胚 的

生殖新月区 提 取)二 是 从%#!%"期 胚 的 血 液 中 提

取)三是从生殖腺中提取’这#种胚源中JLM-的

图A!K只受体胚胎肌肉和性腺的9:;6分析

?*U*M*Z分别代表(只胚胎$?*M及Z为嵌合体鸡胚)

每只个体样品%泳道为性腺?HIJ分析$!泳道为肌肉的

?HIJ分析)箭头示嵌和体的特异条带’

:’5?A!4+"9:;69#%031’1=’&+.G1,0"%#7

5(#%750%#7LF9)$(.K6!*1$","H’"#&1
?*U*M*Z05305-5;4-(@+,@15;5=708/-,;\5@456.,4+

JLM-=56,2=E?$M:;6Z.505950=A,;5@+,=:50:-E

M:;:A%:;6!05305-5;4-?HIJ:;:A8-,-/<-5D9A:;6:;6

=2-@A54,--25ZX?E

含量分 别 为!O*&K&&#O和%E’O%"&’据 研 究$%&
期胚中的生 殖 新 月 区 的JLM-含 量 最 高$为%’&!
!’&个%F&’但是由于难以避免的上下胚层以及卵黄

的污 染$使 该 阶 段JLM-的 分 离 纯 化 非 常 的 困 难’
本实验也尝 试 从 性 腺 中 提 取JLM-$但 由 于 性 腺 组

织中的各类细 胞 太 多$有 许 多 的 细 胞 与JLM-的 密

度相近$因此采 用 梯 度 离 心 提 取 出 来 的JLM-占 总

细胞的百分比非常的低’
鸡胚孵化至(F+时$中 胚 层 出 现$血 液 循 环 建

立$生殖新月区 的JLM-逐 渐 进 入 血 液 并 随 血 液 迁

移至生殖脊原基处$逐渐发育成为有功能的配子%F&’

在孵化至(F+胚胎血液中JLM-的密度最高$以后

则逐渐下降%)&$但是在(F+至$&+之间$胚胎JLM-
的密度差异并不是很大%%&&$而且(F+血管的发育还

不完全$只能 看 到 很 浅 的 血 管 痕 迹$不 适 合 吸 取 血

液$当鸡 胚 孵 化 至’%+$血 管 比 较 粗$同 时 大 量 的

JLM-进入血 液 循 环 向 性 腺 迁 移$这 时 能 吸 取 到 大

量的血液’当超过’$+$鸡胚的血液太多$相对来说

能提 取 到 的JLM-会 更 少$因 此 通 常 都 选 择 孵 化

’%!’$+吸取鸡胚血液进行JLM-的提取’

在梯 度 离 心 中$由%$O H,@/AA和%=I含 有

%&# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



JLM-的培 养 液 混 合 形 成%(E(O的H,@/AA溶 液$当

离心力达到F&&9时$JLM-停留在%(E(O的H,@/AA
溶液和$E#OH,@/AA溶液分层处$其下层为红细胞$
一些卵黄颗粒及细胞碎片被沉淀到最下层’TIBi2i
M+:;9的细胞分层法可将JLM-浓度提高到F$O%(&

以上$本实验的提取浓度达到"’O左右’
本 实 验 在 做 检 测 时 将 每 一 个 受 测 鸡 胚 的 肌 肉

?HIJ作为对照$从 分 子 遗 传 学 的 角 度 来 说 受 体 鸡

胚的肌肉ZX?的?HIJ图谱应和性腺ZX?的?HIJ
图谱完全相同$如 发 现 性 腺?HIJ图 谱 中 有 不 同 于

肌肉的条带$且此 条 带 为 石 岐 杂 鸡 池ZX?的?HIJ
分析图谱中有 别 于N系 鸡 池ZX?的?HIJ分 析 图

谱中的特异条带时$即可断定为石岐杂BN系种系嵌

和体’
目前国内家禽多采用活体保种的方式$要浪费

大量的人力和物力$同时由于今年各种家禽疾病的

频频爆发给一些地方家禽尤其是一些濒临灭绝的家

禽的活体保种带来了更大的难度’如果能将JLM-
作为家禽保种的对象进行液氮超低温保存%%%&$然后

通过嵌和体的后代的产生仍能获得纯种家禽’该研

究为JLM-进行家禽品种资源保存打下技术基础’
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