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摘要：【目的】利用核移植技术生产异种重构胚，研究供体细胞对异种核移植效率的影响。【方法】以新疆

盘羊和绵羊耳皮肤组织建立成纤维细胞系，进行细胞遗传学分析；以来自不同个体、不同代次、不同汇合度和不

同保存方式的盘羊成纤维细胞为核供体，当地绵羊卵母细胞为受体，进行异种重构胚的构建。【结果】来自 3 只

盘羊耳皮肤成纤维细胞的异种重构胚的卵裂率与囊胚率均无显著差异；采用 10 代以内的细胞作为核供体，细胞代

次不会影响重构胚的发育率；生长到 70％～80％汇合的供体细胞重构胚的囊胚率显著高于刚完全汇合组和汇合

2～4 d 组；将供体细胞 4℃保存 2 d，虽降低了卵裂率，但囊胚率没有受到显著影响；盘羊的染色体数目为 2 n=56，

核型式为 4（M）+50（T），XY（T，M）；绵羊的染色体数目为 2 n=54，核型式为 6（M）+46（T），XY（T，M）。【结

论】利用本试验中的 3只盘羊耳成纤维细胞，培养到 10 代以内、70％～80％汇合后用于构建异种重构胚，能得到

较高的早期胚胎发育率。 

关键词：盘羊；体细胞核移植；成纤维细胞；染色体核型；胚胎发育 
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Abstract: 【Objective】 The aim of this study was to investigate the effect of passage number, confluency and storage method 
of argali (Ovis ammon) fibroblasts from different individuals on development of embryos. 【Method】The embryos were 
reconstructed by interspecies nuclear transfer using local ovine oocyte cytoplasm. Fibroblasts were derived from skin of adult argali 
sheeps’ ear in Xinjiang while they were analysized by chromosome karyotype. 【Result】 There was no difference in the cleavage 
rate and blastocyst rate among three the argali sheep. The passage number of fibroblast cells within 10 passages didn’t affect the 
development rate of reconstructed embryos；The blastocyst rate, which was produced using 70%-80% confluent fibroblast cells, was 
higher than those using full-confluency cells on 0 d and 2-4 d. The cleavage rate of embryos reconstructed using donor cells stored 
for 2 days at 4℃ was lower than that using donor cells from control group (P＜0.05), but no difference was found in the proportion 
of blastocysts in total embryos. Chromosome number of argali (Ovis ammon) and local sheep is 56 and 54, respectively, and the 
karyotype formula is 4(M)+50(T), XY(T, M) and 6 (M)+46(T), XY(T, M), respectively. 【Conclusion】The embryos, which were 
reconstructed by interspecies nuclear transfer using 70%-80% confluent fibroblasts within 10 passages from three argali sheep in 
Xinjiang, had higher development competence.  
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0  引言 

【研究意义】盘羊是中国二级珍稀保护动物，栖

息于海拔 3 000～6 000 m 的高山裸岩地带，主要分布

于新疆、青海、甘肃、西藏、四川、内蒙古，长期的

过度猎杀造成盘羊濒临灭绝。本研究试图通过异种核

移植技术来保护这种濒危动物。【前人研究进展】2001
年，Advanced Cell Technology（ACT）公司利用南亚

濒危野生牛 Gaur 的体细胞与家牛的卵母细胞进行异种

核移植，产下了世界首例异种克隆野牛——“North”[1]。

Loi 等[2]首次将死亡了 18～24 h 的雌性欧洲盘羊的颗

粒细胞作为供核，移入去核的绵羊卵母细胞中，成功

异种克隆一只盘羊。到目前为止，仅有这两个试验获

得了异种克隆成活的动物。这两个试验的成功，说明

体细胞核可以在异种动物的卵母细胞中进行重新编

程，构建的胚胎不仅可以发育到着床前的最后阶段，

而且可以在适当的受体子宫中着床，进一步发育成胎

儿。异种核移植的成功为保护珍稀濒危动物提供了一

种新的方法和思路[3]。【本研究切入点】体细胞核移

植的成功率不高，特别是异种核移植则更低。影响核

移植效率的因素很多，其中供体细胞的选择是很重要

的一个方面[4]。【拟解决的关键问题】笔者以供体细

胞的来源、代次、细胞周期以及保存方式为重点对异

种核移植效率的影响等方面开展试验研究，以期优化

异种体细胞核移植技术程序，提高核移植效率。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

培养器皿购自 Costar 或 Nunc 公司；胎牛血清

（FBS）购自 Hyclone 公司；LH 购自中国科学院动物

研究所；其它试剂除特殊注明外均购自 Sigma 公司。 
1.2  溶液 

细胞培养液：10%（体积比）胎牛血清（FBS）
的高糖 DMEM（Sigma）；细胞消化液：0.25%（m﹕

V）Trypsin＋0.02%（m﹕V）EDTA；抽卵液：2%（V
﹕V）FBS＋HEPES 缓冲的 TCM199（H199）；卵母

细胞 IVM 液：10%（V:V）FBS＋5 µg·ml-1 促卵泡素

（FSH）＋0.3 IU·ml-1 促黄体素（LH）＋1 µg·ml-1β-
雌二醇的 TCM199（M199）；显微操作液：7.5 µg·ml-1

细胞松弛素 B（CB）＋10%FBS 的 H199；融合液：

0.3 mol·L-1甘露醇＋0.1 mmol·L-1 CaCl2＋0.1 mmol·L-1 

MgCl2＋0.5 mmol·L-1 HEPES＋0.05%BSA；激活液包

括 5 µmol·L-1 离子霉素（Ionomycin）的 H199 和 2 

mmol·L-1 6-二甲氨基嘌呤（6-DMAP）的 SOF 液[5]；

胚胎培养液：1%非必需氨基酸＋2%必需氨基酸＋4 
mg·ml-1 BSA 的 SOF 液。  
1.3  方法 

1.3.1  盘羊和绵羊成体成纤维细胞系的建立及其染

色体分析  分别采取 3 只 4 岁的新疆野生雌性盘羊

（Ovis ammon）和 3 只 2～4 岁的新疆本地雌性绵羊

（Ovis aries）的耳皮肤组织，用含 100 IU·ml-1双抗的

D-Hanks 反复洗涤 3 次后剔去软骨和脂肪，剪成 1 mm3

左右的碎块，再用细胞培养液清洗 2 次后分批植块于

25 cm2的培养瓶，干涸 4 h，然后加入 5 ml 细胞培养

液覆盖组织块，置于 37℃、5%CO2、100%湿度的培

养箱中培养 6～7 d，每 2 d 换液 1 次，待细胞生长至

80%汇合后，加细胞消化液消化传代。 
取 70%汇合的细胞，常规方法制备染色体[6]，

Giemsa染色，在Nikon低倍镜下选出染色体分散良好、

长度适中、染色体清晰的中期分裂相，油镜视野下拍

照，用 ikaros 软件进行核型分析。 
1.3.2  卵母细胞的成熟培养  从屠宰厂摘取刚屠宰

的绵羊卵巢，置于 30℃左右的生理盐水中在 2 h 内送

到实验室，剔除卵巢表面的结缔组织和附着的输卵管，

将卵巢用含 100 IU·ml-1双抗的抽卵液清洗 2 遍，用手

术刀片割开卵巢表面 1～5 mm 的卵泡，挑选卵丘细胞

包裹 3 层以上、结构致密的卵丘-卵母细胞复合体

（COCs），以 IVM 液洗涤 2 次，转入平衡好的 IVM
液滴中，在 38.6℃、5%CO2、100%湿度的培养箱中成

熟培养 18～20 h。将成熟的 COCs 放入 0.1%透明质酸

酶中，脱去包裹在卵母细胞周围的卵丘细胞，选择卵

周隙明显、胞质均匀并排出第一极体的卵母细胞作为

受体胞质。 
1.3.3  核移植程序  具体方法见参考文献[7]。将带

有第一极体的卵母细胞移入显微操作液滴中，同时将

供体细胞也转入此液滴中。在配有显微操作臂的 200
倍倒置显微镜下，用一内径为 20 µm 的吊尖斜口去核

针将第一极体及其下方胞质内的染色体一并吸除，再

将消化好的直径为 15～20 µm、折光性强、圆形的、

光滑的供体细胞直接从原切口处移入去核卵母细胞的

卵周隙中，尽量使供体细胞紧贴卵细胞膜。然后将操

作好的重构胚放入胚胎培养液中恢复 1 h。将恢复好的

重构胚分批放入融合液中平衡 2 min，在融合槽内用

拨卵针转动卵母细胞，使供体细胞与卵母细胞接触面

与电场方向垂直，同时施以场强为 1.2 kV·cm-1，脉冲

时间为 20 µs，脉冲次数为 2 次的直流脉冲进行融合
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（融合仪为宁波新芝生物公司生产），融合后用胚胎

培养液洗 3 遍，入箱恢复 0.5 h 后检查融合率，挑选融

合胚进行下一步激活处理。 
1.3.4  重构胚的激活与培养  将重构胚移入 5 
µmol·L-1 Ionomycin 液中作用 4 min，然后转到 2 
mmol·L-1 6-DMAP 液培养 3 h，最后用胚胎培养液洗 3
遍，放入含同种液体的液滴里，在 38.6℃、5%CO2、

100%湿度的培养箱中培养 2 d 后统计卵裂率，7 d 后

检查囊胚发育率[8]。 
1.4  试验设计 

试验 1  分别以 3 头不同个体的盘羊成年耳皮肤

成纤维细胞为核供体进行核移植，研究不同个体的同

类细胞对核移植效率的影响。 
试验 2  分别以 3 号盘羊不同代次的成年成纤维

细胞为核供体进行核移植，研究同一个体不同代次的

细胞对核移植效率的影响。 
试验 3  分别以 3 号盘羊同一代次不同汇合度的 

成年成纤维细胞为核供体进行核移植，研究同一个体

同一代次不同汇合度的细胞对核移植效率的影响。 
试验 4  分别以 3 号盘羊同一代次不同保存方式

的成年成纤维细胞为核供体进行核移植，研究同一个体

同一代次不同保存方式的维细胞对核移植效率的影响。 
1.5  统计分析 

所有试验重复 4 次，以统计分析软件 SPSS12.0
的 ANOVA 或 T 检验进行差异显著性分析，P＜0.05
认为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同品种羊的成年体细胞系的建立及其染色体

分析 

经过原代培养、继代培养等细胞体外培养操作，

建立了新疆野生盘羊（1 号、2 号和 3 号）与新疆本地

绵羊不同个体的成年成纤维细胞系（图 1），并对其

染色体进行了分析比较（图 2）。

 

 
 
A：绵羊原代成纤维细胞与上皮细胞；B：传代的盘羊成纤维细胞。标尺为 100 µm 
A: The 1st passage of fibroblast cells and epithelia from local sheep; B: Fibroblast cells from argali (Ovis ammon) after several passages. Bar =100 µm 

 

图 1  原代与传代中的成纤维细胞 

Fig. 1  The 1st passage and several passages of fibroblast cells 

 

 
 
A1、A2：盘羊的染色体与核型；B1、B2：绵羊的染色体与核型。标尺为 10 µm 
A1, A2: The metaphase mitotic chromosome and karyotype of argali(Ovis ammon); B1, B2: The metaphase mitotic chromosome and Karyotype of local sheep. 
Bar =10 µm 

 

图 2  盘羊与绵羊的染色体与核型 

Fig. 2  The metaphase mitotic chromosome and karyotype of argali (Ovis ammon) and local sheep 



9 期              潘晓燕等：盘羊供体细胞对异种核移植效率的影响 2801 

盘羊二倍体染色体数2n=56，其中包括27对常染

色体和1对性染色体，常染色体中有2对为中着丝粒染

色体，25对为端着丝粒染色体，X染色体为最大的近

端着丝粒染色体，Y染色体为最小的亚中着丝粒染色

体（图2-A1、A2）。与同属绵羊染色体2n=54相比较（图

2-B1、B2），盘羊少了一对近中着丝粒染色体，而多

了两对近端着丝粒染色体[9]。 
2.2  盘羊供体细胞对异种体细胞核移植效率的影响 

比较新疆野生盘羊不同个体（羊号：1 号、2 号和

3 号）的成年成纤维细胞重构胚的发育情况，结果表

明三者之间的融合率（76.0%、80.9%和 89.4%）、卵

裂率（72.8%、82.4%和 88.1%）和囊胚率（13.3%、

11.4%和 12.4%）均无显著差异（表 1）。 
比较 3 号盘羊 2 代、4 代与 7～10 代的成年成纤

维细胞重构胚的发育情况，结果表明 3 组之间的融合

率（77.4%、71.7%和 75.9%）、卵裂率（79.2%、82.4%
和 88.1%）和囊胚率（13.7%、10.7%和 12.4%）均无

显著差异（表 2）。 
比较 3 号盘羊 4 代 70%～80%汇合、刚 100%汇合

和 100%汇合 2～4 d 的成年成纤维细胞重构胚的发育

情况，结果表明 3 组之间的融合率（86.8%、76.0%和

84.7%）和卵裂率（82.8%、81.6%和 90.3%）无显著差 

异，但前者重构胚的囊胚率要显著高于后两者（18.3%、

11.8%和 10.8%）（表 3）。 
比较来自3号盘羊解冻传代后或传代后4℃保存2 

d 的 4 代成年成纤维细胞重构胚的发育情况，结果表

明前者的融合率（86.6%和 67.8%）与卵裂率（84.5%
和 68.0%）显著高于后者，但囊胚率（15.9%和 13.6%）

无显著差异（表 4）。 
 

 
 

图 3  盘羊-绵羊异种克隆囊胚 

Fig. 3  The blastocysts derived from argali-local sheep interspecies 

nuclear transfer
 

表 1  供体动物的个体对重构胚发育的影响 

Table 1  Effects of individual of donor animals on the development of reconstructed embryos 

个体类型 
Individual 

重构胚数 
No. of embryos reconstructed 

融合率 
Fusion rate (%) 

卵裂率 
Cleavage rate (%) 

囊胚率 
Blastocyst rate (%) 

1 150 76.0±3.2 72.8±8.2 13.3±0.2 

2 105 80.9±4.3 82.4±3.0 11.4±3.8 

3 113 89.4±4.0 88.1±5.0 12.4±2.0 

 
表 2  供体细胞的代次对重构胚发育的影响 

Table 2  Effects of passage number of donor cells on the development of reconstructed embryos 

代次 
Passage number 

重构胚数 
No. of embryos reconstructed 

融合率 
Fusion rate (%) 

卵裂率 
Cleavage rate (%) 

囊胚率 
Blastocyst rate (%) 

2 代 Passage 2 155 77.4±4.6 79.2±4.4 13.7±2.0 

4 代 Passage 4 127 71.7±5.4 82.4±8.9 10.7±1.4 

7～10 代 Passage 7-10 133 75.9±4.0 88.1±5.0 12.4±2.1 

 

3  讨论 

本研究利用新疆盘羊耳皮肤组织建立了成纤维细 
胞系，再利用核移植技术生产异种重构胚，分析不同

个体、不同代次、不同汇合度和不同保存方式的盘羊

成纤维细胞作为核供体对异种重构胚发育的影响。结

果清楚地表明，盘羊耳成纤维细胞在 10 代以内，

70%～80%汇合后用于构建异种重构胚，能得到较高

的早期胚胎发育率，支持利用异种克隆方法进行盘羊

保种的设想。 
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表 3  供体细胞的汇合度对重构胚发育的影响 

Table 3  Effects of confluency of donor cells on the development of reconstructed embryos 

汇合度 
Confluency 

重构胚数 
No. of embryos reconstructed 

融合率 
Fusion rate (%) 

卵裂率 
Cleavage rate (%) 

囊胚率 
Blastocyst rate (%)

70%～80%汇合  70%-80% confluency 114 86.8±2.4 82.8±3.8 18.3±2.5a 

刚 100%汇合 Full confluency 150 76.0±3.2 81.6±8.2 11.8±0.2b 

100%汇合 2～4 d  Full confluency for 2-4 days 85 84.7±8.1 90.3±4.7 10.8±1.6b 

同一列内不同字母的值差异显著（P＜0.05），下同 
a,b Within columns, values with different letters are significantly different (P＜0.05). The same as below 

 
表 4  供体细胞的保存方式对重构胚发育的影响 

Table 4  Effects of storage method of donor cells on the development of reconstructed embryos 

保存方式 
Storage method 

重构胚数 
No. of embryos reconstructed 

融合率 
Fusion rate (%) 

卵裂率 
Cleavage rate (%) 

囊胚率 
Blastocyst rate (%) 

解冻后传代  Thawed and passaged 112 86.6±2.7a 84.5±1.9a 15.9±1.1 

4℃保存 2d  Stored for 2 days at 4℃ 143 67.8±5.3b 68.0±1.7b 13.6±3.2 

  

盘羊（Ovis ammon）为中国二级珍稀保护动物，

属于偶蹄目、牛科、羊亚科、羊属，与绵羊亲缘关系

较近[10]，在繁殖性能上可进行杂交，妊娠期长短基本

一致，以绵羊作为代孕母体，可解决盘羊异种克隆中

移植受体的选择问题，进一步支持利用绵羊卵母细胞

进行盘羊异种克隆保种的可行性。 
为了研究不同核供体动物个体差异对克隆胚早期

生长发育的影响，本试验比较了 3 只盘羊耳皮肤成纤

维细胞作为供体细胞构建异种重构胚的融合率、卵裂

率及囊胚率，结果发现三者之间均没有显著性差异，

表明供体细胞的个体来源对盘羊异种重构胚的早期发

育没有显著影响。这与李颜欣的研究结果是一致的，

其异种克隆牦牛试验结果也表明不同个体体细胞克隆

囊胚的发育率没有显著差异[11]；但也有研究者认为不

同动物个体的体细胞对克隆胚的早期发育率及出生率

均有显著影响[12]；这可能是由于种间不同动物体细胞

差异比种内大，从而掩盖了不同动物个体的体细胞来

源对克隆胚早期生长发育的影响，其机制还需进一步

探讨。体细胞核指导重构胚的发育必需经过重编程过

程，使其恢复到胚胎细胞核的状态[13]，在这一过程中

表遗传修饰是关键[14]，不同供体细胞由于类型及分化

程度等差异均可引起表遗传的变化，从而影响核的重

编程与胚胎的生长发育。 
供体细胞的培养代次与核移植效率之间的关系是

近年来研究的热点之一。随着传代次数的增加，细胞

在传代培养过程中会出现许多异常，如基因组不稳定

性增加及端粒长度缩短等，使得 DNA 发生不可逆的

损伤，细胞进入生长停滞期，进而导致细胞死亡[15,16]。

为了研究供体细胞的培养代次对盘羊克隆胚早期生长

发育的影响，本试验将 2～10 代的盘羊体细胞用于异

种核移植，结果发现体细胞传代次数对核移植胚的卵

裂率与囊胚率没有显著影响，这与先前的其它物种的

研究结果是一致的，如 Kasinathan 等将传至 18 代的细

胞用于核移植时未影响核移植胚的发育潜力 [17]，

Bhuiyan 等、Cho 等将低代次（2～7 代）和高代次（8～
12 代）的转基因体细胞用于核移植时发现转基因核移

植胚的体外发育率没有明显性差异[18,19]。核移植效率

不受供体细胞培养代次影响的前提是供体成纤维细胞

能够保持相对稳定的核型[20,21]。供体细胞核指导重构

胚发育，必须具有一个正常的核型，利用高代次的成

纤维细胞虽然不影响重构胚的发育率，却显著造成重

构胚卵裂球的凋亡比率升高[22]。因此，为了提高核移

植试验的成功率，有必要将细胞的培养代次控制在一

定范围内。 
决定核移植成功与否的另一重要的因素就是供体

细胞周期的选择。本试验比较了 70%～80%汇合的细

胞与接触抑制不同天数（刚 100%汇合和 100%汇合

2～4 d）的细胞重构胚的发育率，结果表明 70%～80%
汇合的细胞重构胚的融合率和卵裂率与接触抑制不同

天数的两试验组之间差异不显著，但囊胚率却显著高

于后两试验组；供体细胞刚 100%汇合组和 100%汇合

2～4 d 组的囊胚率虽然没有显著差异，但是随着接触

抑制天数的增加，囊胚率有下降的趋势，表明供体细

胞的长时间接触抑制，增加了细胞的凋亡率[23]，从而
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影响了重构胚的发育率。目前，利用静止期和增殖旺

盛期的体细胞可成功获得克隆动物[24~27]。有研究认

为，供体细胞处于 G0 期不是核移植成功的必需因素，

利用血清饥饿、接触抑制或化学抑制剂处理诱导 G0
期可提高核移植成功率[28~31]；但也有试验表明，没必

要对供体细胞进行 G0 期的同期化处理，利用增殖期

的体细胞进行核移植，卵裂率得到了显著提高[32]。本

试验利用增殖期的体细胞进行核移植可以显著提高重

构胚的囊胚率，但卵裂率差异不显著；可能是由于物

种、供体细胞类型以及试验条件的差异，使得各个试

验得出的结论不尽相同。由此可见，采用 G0 期细胞

作为供体细胞并非体细胞核移植的必须条件。本试验

采用增殖期体细胞进行核移植，也可以获得较高的早

期胚胎发育率，从而扩大了供体细胞的选择范围。 
为了简化克隆程序，更好更有效地利用宝贵的供

体细胞资源，本试验研究了盘羊成纤维细胞的不同保

存方式对重构胚发育的影响，结果表明核移植细胞

4℃悬浮保存 2 d 后使用，降低了克隆胚的融合率和卵

裂率，但囊胚发育率没有受到显著影响。这与其它人

研究结果一致，他们发现 4℃冷藏水牛体细胞降低了

核移植胚的卵裂率，囊胚率没有显著差异[33]；郭继彤

等将供体细胞在 4℃冷藏保存 24 h 后用于核移植，克

隆胚的早期发育未受到显著影响，并且获得了一只成

活的小羔羊[34]；Liu 等将消化好的供体细胞在 4℃冷藏

保存 1～2 周，重构胚的融合率、卵裂率和囊胚率均未

降低，提出冷藏是一种简便有效的供体细胞准备方  
法[35]。本试验中重构胚融合率与卵裂率降低的原因可

能是由于细胞消化好后直接进行 4℃悬浮保存，使用

前发现细胞表面不光滑，进而影响了克隆胚的融合率

和卵裂率。若将细胞先在 37℃孵育恢复一段时间，使

其细胞表面光滑后再进行 4℃悬浮保存，可能就会得

到理想的试验结果。因此，供体细胞的冷藏保存是一

种行之有效的细胞保存方法，但对保存条件需要继续

进行优化，在不影响重构胚发育率的情况下，延长供

体细胞的保存时间可以为克隆研究提供更多的核供体

体细胞。  

4  结论 

利用本试验中的 3 头盘羊耳成纤维细胞，培养到

10 代以内、70%～80%汇合后用于构建异种重构胚，

能得到较高的早期胚胎发育率。 
 
致谢：衷心感谢新疆畜牧科学院农业部家畜繁育生物技 
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的指导，石河子大学博士研究生彭夏雨在试验取材方面提供
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