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摘要  猪的体细胞克隆在人类的异种器官移植方面有着巨大的应用前景. 以中国实验用小型猪胎儿成
纤维细胞为核供体, 从屠宰场采集初情期前母猪的卵巢, 卵母细胞体外成熟后去核构建克隆胚胎, 重构
卵电融合并激活, 在 7% O2, 5% CO2及 88% N2的气相条件下NCSU-23或 PZM-3培养基培养. 给 3头代
孕母猪移植 230枚克隆胚胎, 其中一头妊娠足月并产下 3头仔猪, 生产克隆猪的效率达到 1.3%; 其中一
头健康状况良好, 存活至今, 毛色及 DNA 微卫星遗传分析证实为克隆个体. 以上结果表明, 利用初情
期前母猪的卵母细胞, 克隆胚胎培养在低氧条件下, 是生产克隆猪的一条有效途径.  
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我国已经得到了克隆牛[1,2]、山羊[3,4]、绵羊[5]等

的后代, 但在克隆猪方面还处于起步阶段[6]. 猪的体
细胞克隆是各种家畜中难度相对较大的, 直到 2000
年才获得世界首例体细胞克隆猪[7]. 截止到目前克隆
猪的总效率不到 1%[8], 影响克隆猪效率的因素很多. 
首先, 许多环节都会影响克隆胚胎的早期发育, 尤其
是猪卵母细胞来源和体外成熟、胚胎体外培养等; 其
次, 猪的体外胚胎质量很低, 至少有 4 个优质胚胎同
时附植, 才能诱发足够的妊娠信号; 最后, 猪怀孕早
期胚胎的死亡率非常高, 达 40%左右. 所以, 在开展
猪克隆胚胎移植时, 人们倾向一次移植大量的胚胎, 
或者同时移植孤雌激活胚胎、体外受精作为辅助手段
[9].  

本研究利用猪胎儿成纤维细胞为核供体、初情期

前母猪体外成熟的卵子为受体获得了体细胞克隆猪

个体 . 早期获得克隆猪的研究大部分是利用体内成
熟的卵子或经产母猪体外成熟的卵子 , 而利用初情
期前母猪体外成熟的卵子获得克隆猪的报道很少 ; 
早期胚胎的培养一般是在 5% CO2 (约 20%O2的空气)
的培养箱内培养, 而 5%~10%氧分压更接近体内环境, 
因此本研究尝试在低氧(7%氧)分压培养早期胚胎能
否提高胚胎的发育能力 . 低氧培养胚胎获得克隆猪
的研究报道非常有限.  

猪的体细胞克隆在猪肉品质改良和人类异种器

官移植上有着巨大的应用前景 . 本研究利用体细胞
核移植生产克隆猪 , 为将来在我国开展大规模克隆
猪及基因组修饰克隆猪生产奠定基础.  

1  材料与方法 
除特别注明外 , 所有化学试剂均购自 Sigma- 

Aldrich公司(USA). 
(ⅰ) 猪胎儿成纤维细胞系的建立.  对处于妊娠

期第 33 天(配种时期为 0 d)的中国实验用小型猪(黑
色皮毛)采用组织块接种法建立细胞系, 细胞传代以
及冷冻保存的具体方法参考龚国春等人[10]的方法. 

供体细胞准备方法: 待传代 2~6次的细胞生长至
80%汇合时, 开始血清饥饿处理, 即把细胞培养液中
血清浓度从 20%降至 0.5%继续培养 2 d. 对经上述处
理的细胞常规方法消化, 离心, 最后加 200 µL 显微
操作液重悬细胞沉淀, 备用.  

(ⅱ) 卵母细胞体外成熟.  从屠宰场采集初情期
前母猪卵巢, 放入含青链霉素的 30℃生理盐水中, 2 
h 内运回实验室. 用配有 18号针头的 10 mL注射器
抽吸卵巢上 3~6 mm的卵泡. 体视镜下挑选卵丘包裹
3层以上、致密、胞质均匀的卵丘细胞-卵母细胞复合
体(cumulus-oocyte-complexes, COCs), 卵母细胞体外
成熟液(IVM 液)为北卡罗林纳州大学培养液 NCSU- 
23 添加 10%猪卵泡液(PFF)、0.57 mmol/L L-半胱氨
酸、10 ng/mL表皮生长因子(EGF)、10 IU/mL 人绒
毛膜促性腺激素(hCG)和 10 IU/mL 孕马血清促性腺
激素(eCG). 用 IVM 液洗涤 3 遍再转入至少已经在
CO2培养箱中平衡 3~4 h、矿物油覆盖的 IVM液滴内
(每 100 µL液滴放 25枚). 将 COCs先在 IVM液中培
养 20±2 h, 之后转移到无 hCG, eCG 的 IVM 液中 
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继续培养 20±2 h. 在 IVM中 42 h后, 将 COCs转移
到含 1 mg/mL 透明质酸酶中脱去卵丘细胞, 挑选排
出第一极体、卵黄膜完整、卵周隙清晰、胞质均匀、

色泽灰褐的卵母细胞为受体.  
(ⅲ) 体细胞核移植显微操作.  显微操作液为添

加 7.5 µg/mL细胞松弛素 B (CB)的 HEPES缓冲的无
钙 NCSU-23. 将供体细胞以及成熟卵母细胞同时转
入操作滴中, 然后在显微操作仪上用固定吸管(外径
100~120 µm)吸持卵母细胞, 用内径 15~25 µm的去核/ 
注射针盲吸法去核 , 吸取第一极体及相邻的 10%~ 
20%可能含有卵母细胞核的胞质 . 挑选直径 15~20 
µm 圆形光滑的体细胞, 从去核切口放入卵周隙. 每
批操作 30个卵母细胞, 结束后将供体细胞-卵胞质构
成的细胞对 (重构卵 )转移到 NCSU-23 + 4 mg/mL 
BSA(牛血清白蛋白)中, 在 39℃, 5% CO2, 100%湿度
培养箱中恢复 0.5 h.  

(ⅳ) 重构卵融合与激活.  将恢复好的重构卵分
批转移到融合液中平衡 2 min, 融合/激活液由 0.25 
mol/L 甘露醇, 0.1 mmol/L CaCl2, 0.1 mmol/L MgCl2, 
0.5 mmol/L HEPES及 0.01% PVA组成, 每批 5个放
入已经铺满融合液的融合槽内(电极宽度为 500 µm), 
用实心玻璃针使供体细胞-受体卵细胞膜接触面与电
极平行, 再用 ECM2001融合仪(BTX, USA)施加一个
50 µs, 2.0 KV/cm的直流电脉冲诱导融合并同时激活, 
之后将重构卵用 NCSU-23 + 4 mg/mL BSA洗涤, 转
入矿物油覆盖的胚胎培养液中 , 在 39℃ , 5%CO2, 
100%湿度下培养 0.5~1 h后取出判定融合.  

(ⅴ) 体细胞核移植胚胎体外培养.  将融合的重
构胚转入胚胎培养液滴内 NCSU-23 + 4 mg/mL BSA, 
PZM-3 + 3 mg/mL BSA培养基中培养, 培养条件为
39℃, 100%湿度, 7% O2, 5% CO2, 88% N2或 5% CO2

的空气. 每 30 µL的液滴培养 8~10枚重构胚, 胚胎培
养 12~30 h后取出一部分 1-2细胞阶段克隆胚, 装入
2.5 mL 麦管内携带到猪场进行胚胎移植; 一部分胚
胎则继续培养, 并在培养的第 168 h时统计囊胚(图 1)
形成结果及囊胚细胞数, 囊胚细胞数 Hoechst33342
染色计数. 统计结果以统计分析软件 SAS 8.2的 t检
验进行分析, P < 0.05差异显著.  

(ⅵ) 胚胎移植与妊娠维持和检测.  在构建克隆
胚的当天 , 挑选自然发情的经产母猪(长白猪×大白
猪), 开始发情的标准为站立反射. 次日胚胎移植前, 
硫喷妥钠常规麻醉, 在手术架上侧卧保定, 侧腹部做 

一个长约 8 cm 的手术切口, 暴露卵巢、输卵管及子
宫, 用胚胎移植管(Agtech Inc, USA)沿输卵管伞进入
约 5 cm, 将胚胎(100枚以上)移植到输卵管壶腹部-峡
部结合处 . 胚胎移植后第 10 天代孕母猪肌肉注射
1000 IU PMSG(天津华孚高新生物技术公司), 第 13
天注射 800 IU hCG (宁波第二激素厂). 胚胎移植后
30 d B型超声波(Pie Medical, Holand/Netherland)检测
妊娠与否, 然后于第 50, 70 和 90 天超声波跟踪检测
胎儿发育情况.  

(ⅶ) 微卫星DNA分析.  应用微卫星DNA分析
法检测体细胞克隆猪的基因型是否与供体细胞一致, 
DNA 样品来源于供体细胞系、2 头克隆猪和 1 头代
孕母猪的耳部组织及 1 头随机抽样的分娩母猪耳部
组织和 2头随机抽样的仔猪尾尖组织. 选取 7对分布
于不同染色体的荧光标记的微卫星引物 (S0070, 
S0714, S072, SW1111, S742, S830和 S857), 按优化的
反应条件对上述基因组 DNA进行 PCR扩增, PCR扩
增产物在 ABI 377全自动测序仪上进行电泳, 以软件
Genescan3.1对电泳结果进行基因型分析.  

2  结果 

2.1  氧分压和培养基对猪核移植胚胎发育的影响 

高低氧分压(20% O2, 7% O2)和 NCSU-23, PZM-3
培养基培养结果表明(表 1), 在低氧条件下提高了胚
胎的囊胚率和细胞数, 两种培养基差异不显著. 其中, 
培养基 NCSU-23 在 7% O2气相下, 囊胚率和囊胚细
胞数提高显著(P < 0.05, (17.7±2.5)% vs (8.2±1.2)%; 
(46.3±9.6) vs (31.0±2.1)), 而 PZM-3在低氧下只能
显著提高囊胚的细胞数(P < 0.05, (49.4±9.8) vs (36.6
±2.1)), 对囊胚率无显著影响(P > 0.05, (10.9±4.5)% 
vs (11.2±3.6)%).  

2.2  胚胎移植后体内发育及出生后个体发育 

克隆胚胎移植给 3头经产母猪, B792受体母猪移
植了 150枚克隆胚胎, B790受体母猪本交后移植了少
量胚胎(20枚), P1652受体母猪移植了中等数量(60枚)
的克隆胚胎. 移植后 30 d 用 B 超检测证实前 2 头妊
娠. 其中全部移植克隆胚胎的 B792 怀孕足月, 在第
116 天注射前列腺稀醇诱导分娩, 于第 117 天自然产
下 3 头黑色仔猪(表 2). 其中一头存活(图 2), 克隆猪
出生重为 1130g, 出生后一直很健康.  

2.3  克隆猪的微卫星分析 

微卫星鉴定结果表明, 7对微卫星 DNA分析(表 3)
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表 1  不同氧分压和胚胎培养基对猪核移植胚胎发育的影响 
胚胎培养氧分压 a) 胚胎培养基 培养的胚胎数 囊胚数(%±标准差) b) 细胞数(平均值 ± 标准差) b) 

7% NCSU-23 450 75 (17.7±2.5)a 46.3±9.6ab 

 PZM-3 114 12 (10.9±4.5)ab 49.4±9.8a 

20% NCSU-23 308 25 (8.2±1.2)b 31.0±2.1c 

 PZM-3 144 16 (11.2±3.6)ab 36.6±2.1bc 

a) 20%为 5%CO2 的空气; 7%为 5%CO2, 7% O2, 88%N2. b) 同一栏内上标不同差异显著( P < 0.05). 
 

表 2  克隆胚胚胎移植后的体内发育 
受体母猪(发情天数) 克隆胚个数 超声波妊娠检测 生产克隆后代 

B792(1d) 150个 妊娠 3头黑猪(1头存活, 1头畸胎, 1头死产) 
B790(1d) 20个/本交 妊娠 5头白猪, 但无克隆个体 
P1652(1d) 60个 空怀 无 

 

表 3  供体细胞、代孕母猪和克隆猪的 7个微卫星位点基因型 
 S0070 S0714 S072 SW1111 S742 S830 S857 

供体细胞系 274/290 124/128 114/116 168/174 199/199 185/187 143/151 
代孕母猪 266/266 126/126 108/116 166/174 205/205 181/181 147/150 
克隆猪 1 274/290 124/128 114/116 168/174 199/199 185/187 143/151 
克隆猪 2 274/290 124/128 114/116 168/174 199/199 185/187 143/151 

 

 
图 1  猪胎儿成纤维细胞克隆囊胚 

 

图 2  出生后 7 d的体细胞克隆猪 

证实 2头克隆猪和供体细胞系的基因型完全一致, 而
与代孕母猪、随机抽样的分娩母猪、随机抽样的仔猪

无任何相关 , 说明克隆猪的遗传物质完全来自供体
细胞.  

3  讨论 
体细胞克隆猪已有多例出生[7,11~32], 但利用体外

成熟的初情期前母猪卵母细胞为核移植受体 , 克隆
胚在低氧(7% O2)条件NCSU-23培养后移植生产克隆
猪尚未见报道 . 本研究以中国实验用小型猪胎儿成
纤维细胞为核供体 , 利用初情期前母猪体外成熟的
卵母细胞为受体, 重构卵电融合同时激活后在 7% O2, 
5% CO2, 88% N2的气相条件下NCSU-23或PZM-3培
养基培养. 7% O2下NCSU-23, PZM-3两种培养基对
胚胎发育的结果表明低氧条件下都提高了胚胎的囊

胚率和细胞数, 两种培养基差异不显著. 其中, 培养
基NCSU-23 在 7% O2气相下, 囊胚率和囊胚细胞数
提高显著 , 因此克隆胚胎培养在 7% O2 气相下

NCSU-23培养基 20 h左右后进行胚胎移植.  
与其他动物相比, 猪胚胎体外发育能力较低. 这

反映了体外培养条件偏离体内环境 , 其中一个重要
因素是气相条件的氧分压 . 通常人们都是使用 5% 
CO2, 95%的空气(约 20%O2)的培养箱内进行体外培
养, 而输卵管和子宫的氧分压低于空气 [ 33] . 在高氧
(20%O2)下培养胚胎, 可能会产生更多的氧自由基而
有害于胚胎的发育 [34]. 研究表明将氧分压从 20%降 
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低到 5%~10%提高了胚胎的发育潜能 [35~38]. 胚胎培
养基是影响胚胎发育率低的另一个因素. 目前, 培养
猪胚胎的培养基有多种, 其中NCSU-23 是最常用的
胚胎培养基[39], 也是目前公认较好的胚胎培养基. 然
而, 与体内培养的胚胎相比, NCSU-23 还有不足, 胚
胎发育延迟, 细胞数较少. 最近, Yoshioka等人[35]研

究出一种新的猪胚胎培养基PZM-3, 此培养液基于猪
的输卵管液, 并补充氨基酸. 有研究表明, NCSU- 23
和PZM-3在 5%和 20%氧分压下体外培养猪核移植胚
胎, 在低氧下都有利于猪胚胎的体外发育, 这和本研
究结果是一致的[36].  

卵母细胞的来源直接影响着核移植的效率 . 卵
母细胞来源有经产母猪或初情期前母猪 . 通常体内
成熟的卵要比体外成熟的卵好; 经产母猪体外成熟
的卵比初情期前母猪体外成熟的卵要好 , 体现在克
隆胚胎的发育、胎儿的出生上[12,26]. 初情期前母猪卵
巢的来源丰富, 屠宰场屠宰的母猪一般在 5~6 月龄, 
正处在母猪的初情期前 . 我们采集的卵巢均来自初
情期前的母猪, 发现其成熟质量受季节、批次的影响
很大 . 在卵巢表面 , 有一半以上的卵泡直径小于 2 
mm, 卵泡的直径大部分处于 2~4 mm, 大卵泡也不多, 
抽取出来的卵子大多是卵丘细胞稀少, 胞质不均匀, 
有黑斑及裸卵等现象 . 因此采卵时优先采集中等大
小(2~4 mm)的卵泡, 挑选卵丘包裹 3层以上、致密、
胞质均匀的COCs培养. 利用初情期前母猪的卵母细
胞, 我们获得了较高的囊胚率并得到了克隆猪. 以上
结果表明, 利用初情期前母猪的卵母细胞, 克隆胚胎
培养在低氧条件下, 是生产克隆猪的一条有效途径.  

本研究共移植 3头受体母猪(经产), 移植后 30 d
用B超检测确定有前 2头妊娠, 妊娠率为 66.7% (2/3), 
而平均水平为 30%~50%. 代孕母猪B790怀孕到期并
生下 3头仔猪, 本研究克隆猪的出生率 1.3% (3/230), 
超过了公认的难度效率 1%. 出生的 3头猪, 1头存活, 
出生后一直很健康, 出生重 1130 g, 而自然繁殖香猪
胎儿平均出生重 700 g  左右 (出生重正常范围在
400~950 g), 这与克隆猪出生重偏小[7,40]的报道相反, 
有待进一步研究; 其余 2头中有 1头为死产, 而且伴
有脊柱裂, 上鄂裂等发育异常, 右肾缺乏等畸形现象; 
另 1 头发育缺陷严重, 胸腹腔脏器全部暴露在外, 而
且脊柱, 四肢骨骼都呈现不同程度畸形. 克隆动物出
现发育缺陷以及围产期死亡是长期困扰核移植克隆

技术向实用化发展的一个障碍 . 而克隆猪出现的发 

育畸形问题近两年报道日益增多. 综上所述, 我们的
结果进一步说明了猪的体细胞克隆难度很大. 因此, 
有必要开展更深入系统的研究 , 以期得到更为优化
的生产克隆猪的技术平台 , 并研究体细胞重新程序
化的机理 , 才能真正解决克隆猪效率低和畸形的问
题.  
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