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牛体细胞核移植显微操作环节的优化 
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摘  要: 本研究从牛卵母细胞去核方法(纺锤体观测仪法 & Hoechst 33342 染色法)、供体细胞核引入去核卵细胞质的方

法(卵细胞质注射法和电融合法)和重构胚胎电融合(3 组参数)等 3 个环节对牛体细胞核移植的显微操作过程及相关参数

进行了筛选优化。以核移植胚胎的卵裂率、囊胚发育率作为检测指标, 对不同的方法所获得的克隆胚胎的卵分裂率与囊

胚发育率进行比较, 最后筛选获得 1 个优化的牛体细胞核移植操作程序, 即采用 Spindle view 系统对牛卵母细胞进行去

核操作, 将供核体细胞注射到卵周隙, 然后通过电融合法将供体核引入去核卵细胞质(电融合参数为 1.9 kV/cm, 脉冲时

程 10 μs, 方波 2 次间隔 2 s)。以此核移植程序进行牛体细胞核移植实验, 自获得克隆胚胎中筛选 80 枚优质囊胚移植到

33头受体牛子宫内, 最后 2头母牛产下 2头克隆牛犊, 结果表明利用该优化的显微操作环节进行牛体细胞核移植可以获

得体细胞克隆牛犊。 
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Abstract: To optimize program of bovine somatic nuclear transfer, we used two different enucleation procedures (by Spindle-view 
system & Hoechst 33342 staining), two different procedures to introduce donor nuclei (by ooplasm microinjection & electrofusion), 
and three different group electrofusion parameters (group 1: 1.9 kV/cm, 10 μs, two; group 2: 1.5 kV/cm, 25 μs, two; group 3:     
0.6 kV/cm, 100 μs, one) to reconstruct bovine cloned embryos. The cleavation rates and blastocyst development rates of cloned 
embryos were used to assess the efficiency of different operational procedure. Finally, the best combination of operational procedure, 
that the spindle-viewer system was used for oocytes enucleating, and donor cell was electrofused into ooplasm by electrical pulse 
(1.9 kV/cm, 10 μs, two) to reconstruct bovine cloned embryos. Then the excellent blastocysts were transferred to fosters for 
producing cloned cattle 80 high-quality cloned blastocysts were transferred into 33 fosters, two cloned calves were produced. 
According to the results, the optimized program could be used to produce cloned cattle. 
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牛体细胞核移植的操作环节多、实验过程时间

长, 对于克隆结果的影响因素也很复杂, 因此建立

一套规范、可靠的操作程序, 有助于更好地完善该

技术, 便于同行之间的交流, 也有利于体细胞克隆

技术的产业化应用。将核移植过程中涉及的环节尽

可能地进行程序化控制, 是该技术向实用化转变的

必须过程。牛的体细胞核移植基本包含 3 大基本环

节 , 分别是牛卵母细胞的体外成熟(供体细胞的培

养)、显微操作重构核移植胚胎及其核移植胚胎的体

外培养技术(胚胎移植技术)。上述环节中, 显微操作

重构核移植胚胎环节的技术性操作要求高, 其操作

方法需要进行很好的程序化控制, 因此本研究着重

于对该环节进行优化筛选。 

本研究分为前后衔接的几项内容, 具体研究内

容设计如下 3个环节:  

实验内容 1: 在卵母细胞成熟方案不变的情况

下, 单独改变去核方法, 即分别以 Spindle-view法和

Hoechst 33342 染色法进行去核, 2 种去核方法得到

的去核卵母细胞均以电融合法构建核移植胚胎, 电

融合参数为 (电融合参数为 1.5 kV/cm, 脉冲时程  

25 μs, 方波 2次间隔 2 s), 对融合后的胚胎进行培养

并统计卵分裂率、囊胚率。本实验环节主要目的是

比较不同去核方法对牛体细胞克隆胚胎发育率的影

响。 

实验内容 2: 在卵母细胞成熟方案和去核方法

(Spindle-view 去核法)不变的情况下, 部分去核卵母

细胞采用电融合法引入供体核 (1.5 kV/cm, 25 μs, 

two), 另一部分去核卵母细胞采用细胞质内直接注射

引入供体核, 对构建成功的胚胎进行培养并统计分

裂率、囊胚率。本实验环节主要目的是比较供体细胞

引入去核卵母细胞的方法对克隆胚胎发育率的影响。 

实验内容 3: 在卵母细胞成熟方案和去核方法

(Spindle-view 去核法)不变的情况下, 改变电融合的

参数[参数 1: (1.9 kV/cm, 10 μs, two); 参数 2: (1.5 

kV/cm, 25 μs, two); 参数 3: (0.6 kV/cm, 100 μs, one)], 

本实验环节主要目的是比较不同融合参数对克隆胚

胎发育率的影响。 

在上述研究基础上, 筛选出优化实验方案, 进

行批量体细胞核移植实验, 将获得体细胞核移植胚

胎移植给受体牛, 最终获得体细胞核移植个体。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
本实验所用材料和试剂如无特殊说明, 均购买

自 Sigma公司。 

1.2  方法 
1.2.1  牛卵母细胞的采集 

牛卵巢采自西安市屠宰场, 采后放入 37oC含双

抗的生理盐水中, 6 h内运回实验室。之后将卵巢用

35oC~37oC的加有双抗灭菌生理盐水清洗 3次, 灭菌

吸水纸揩净水珠后, 用带有 12 号针头的 5 mL注射

器吸卵巢表面直径为 2~5 mm 卵泡的卵泡液。将抽

吸物缓慢注入检卵杯中, 静置、检卵。 

将检出的牛卵丘卵母细胞复合体分为 A、B、C 

3级。A级: 颗粒细胞层完整且紧密, 一般为 4~6层, 

胞质均匀; B 级: 颗粒细胞层较少, 一般为 2~4 层, 

胞质均匀; C级: 颗粒细胞层不全或为裸卵。只选择

A、B级卵丘卵母细胞复合体用于成熟培养。 

1.2.2  牛卵母细胞的成熟培养 
牛卵母细胞成熟培养条件为 5% CO2、39oC、饱

和湿度(以下均同)。成熟培养前 2 h制作微滴, 上盖

石蜡油后置 CO2培养箱中平衡。培养液为 TCM199

液内添加 0.22 mg/L丙酮酸钠、10 mmol/L Hepes、

0.10 IU人尿促性素（HMG）、1 mg/mL17β-E2、10 g/L 

BSA; 同时添加转铁蛋白-胰岛素-亚硒酸钠(ITS)、

EGF以及尿嘧啶。按实验需求在体外成熟培养 22 h

时开始剥离卵母细胞外围的颗粒细胞层, 具体方法

是用口吸管将卵丘卵母细胞复合体移入无钙镁的

PBS缓冲液, 连续换液清洗 3次, 再移入含 0.25%透

明质酸酶的培养液内, 39oC停留 5~10 min。之后用

口吸管反复吹打卵母细胞, 去除卵母细胞的颗粒层, 

在含 10%新生牛血清（NBS）的 PBS缓冲液里清洗

3~4 次以完全除去颗粒细胞。对得到的裸卵母细胞

进行镜检, 可见第一极体的卵母细胞用于构建核移

植重组胚胎。 

1.2.3  牛成熟卵母细胞的去核 
Spindle-view 去核法 : 成熟卵母细胞放入含  

10 μg/mL CB (细胞松弛素 B)的培养液里培养 15 min
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后, 在 Spindle-view系统下眼观进行去核操作。卵母

细胞的筛选以可以在 Spindle-view 系统下清晰看见

纺锤体为准, 观察不到纺锤体者弃去不用。去核操

作后, 培养箱内孵育 30 min, 形态结构完整的用于

构建克隆胚胎[1]。图 1显示的就是利用 Spindle-view

去核法进行去核的过程。 

 

图 1  采用 Spindle-view 系统对牛卵母细胞进行去核操作

的过程 
Fig. 1  Enucleating process of bovine oocytes under the 
Spindle-view system. (A) Spindle imaging of bovine oocytes under 
the Spindle-view system. (B) Bovine oocytes spindle was taken 
out. 
 

Hoechst 33342染色去核法: 成熟卵母细胞放入

含 10 μg/mL CB 的培养液(同时含 10 μg/mL 的

Hoechst-33342)中培养 15 min, 在荧光显微镜视野下

进行去核操作, 染色体结构紧凑, 清晰可见者去核

后用于下一步构建重组胚胎, 对于核染色不明显者

弃去不用。 

1.2.4  牛供体细胞的准备 
对牛耳尖部预取样部位剃毛, 并进行严格的外

科消毒, 然后用灭菌的不锈钢耳号钳剪取耳缘部约

0.5 cm2面积大小的皮肤组织块, 将皮肤组织块移入

含 40 μg/mL 庆大霉素的 PBS 缓冲液中。组织块带

回实验室后, 在超净工作台内将其分割为 2 mm2左

右的小组织块进行培养。原代培养液为含 50%血

清的 TCM-199 培养液(含 40 μg/mL 庆大霉素)。首

次溶液添加量以溶液刚好淹没皮肤组织块为佳。

3~5 d 后 , 观察组织块贴壁和细胞的增殖情况 , 将

未贴壁的组织块弃去 ; 对于细胞生长已经超出组

织块边沿者 , 换液继续培养 , 第 2次的培养液为含

20%血清的 TCM-199 培养液(不含庆大霉素)。待

原代细胞长至 80%~90%连接成片时 , 用 0.25%胰

酶消化 , 并用含 10% FBS的 TCM-199培养液进行

传代培养 , 每 2 d 换液 1 次。一般 3~5 d 传代 1 次 , 

传代时细胞密度调至 1×105~2×105/mL 即可。传代

至 3~5 代后 , 大量的冻存细胞、冻存剩余部分继续

传代并作为供核细胞与牛去核卵母细胞构建核移

植胚胎。供核细胞传至 10 代后丢弃 , 然后解冻先

期冻存细胞使用。  

1.2.5  牛去核卵母细胞与供体细胞构建核移植胚胎 
卵细胞质内直接注射法: 将供核细胞吸入到注

核管管口, 利用 Piezo给一个振动, 这样供核细胞的

细胞膜破裂, 然后将供核细胞从管口吐出, 吸取细

胞核及周围的部分细胞质(统称为核胞体), 然后将

核胞体直接注射到去核的卵细胞质内(图 2显示了供

核体细胞核质体直接注射到去核卵细胞质的过程)。

注射完成后的重组胚胎在培养箱内继续培养, 待成

熟 26~28 h采用化学方法激活重构胚。 

 

图 2  利用 ICSI 法将供体细胞核质体直接注射到牛去核

卵细胞质 
Fig. 2  Donor nucleoid was microinjeceted directly into the 
bovine ooplasm. Images A, B, C, D show the donor nuclei 
microinject process, the black arrows was the donor nuclei 
location. 
 

电融合法: 将供核体细胞注射到卵周隙内, 然

后采用电脉冲将供核细胞引入卵母细胞质内。在第

1、第 2 实验组过程中, 选用的电融合参数为: 场强

1.5 kV/cm, 脉冲时程 20 μs, 每次给予 2个脉冲, 间

隔 2 s; 在主脉冲发动前后各给予 10 s 的强度为  

100 V/cm 的交流电场。融合仪为美国 Cyto-pause 

4 0 0 0 ,   融合采用该仪器配套的专用融合液

(Cytofusion Medium-Formula C)。在筛选融合参数时, 

各组参数设定为: 组 1, 1.5 kV/cm, 脉冲时程  20 μs, 

方波 2次(间隔 2 s); 组 2, 1.9 kV/cm, 脉冲时程 10 μs, 

方波 2 次, 间隔 2 s; 组 3, 0.6 kV/cm, 脉冲时程  

100 μs, 方波 1 次。 融合后的克隆胚移入 M199  
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中洗 3次, CO2培养箱中培养 30 min, 待成熟 26~28 h

用化学方法激活重构胚。 

1.2.6  克隆重组胚胎的激活 
无论是细胞质内注射法还是电融合法构建的核

移植胚胎, 最后完整的重组胚胎均采用化学激活法 

进行激活处理。具体方法为: 重构胚在含 5 μmol/L 

ionomycin 的培养液中作用 5 min, 然后移入含    

10 μg/mL 6-甲氨基嘌呤(6-DMAP)+5 μg/mL细胞松

弛素 B(CB)的培养液中培养 4 h。培养后形态完整的

克隆胚进行体外培养。 

1.2.7  核移植胚胎的体外培养 
将完成化学激活的重组克隆胚胎移入 G1 培养

液中进行体外培养。48 h后, 检查卵裂情况, 将形态

良好的分裂卵移入 G2培养液中, 继续培养至第 7天, 

检查囊胚期胚胎数目。 

1.2.8  核移植胚胎向受体牛的移植 
采用 Spindle view系统对牛卵母细胞进行去核操

作, 将供核体细胞注射到卵周隙后通过电融合法将供

体核引入去核卵细胞质(电融合参数为 1.9 kV/cm, 脉

冲时程 10 μs, 方波 2次间隔 2 s)。利用这种优化操

作构建克隆胚胎, 在重组克隆胚胎的第 7 天选择优

质囊胚, 经非手术法移植到受体牛子宫角内。受体

牛为自然发情的、健康的奶牛或者秦川黄牛。 

1.2.9  克隆牛犊的微卫星分析 
本研究借鉴国内外克隆牛个体微卫星分析研究

结果, 筛选 BM1824、ETH225、BMS 875、BM203、

BMS1290、BMS 574、BMS1004、FCB 11、BM 2113

和 TGLA227 等 10 对引物, 对最后出生的克隆犊牛

进行了微卫星分析(表 1)。 

1.2.10  实验数据的统计分析 
本实验中对于实验数据采用卡方(X2)检验 , 以

0.01<P<0.05为差异显著, 以 P<0.01为差异极显著。 

2  结果 

2.1  去核方法对克隆效率的影响 

在其他实验条件不变的情况下, 本实验首先对

去核方法进行了比较, 利用 Spindle-view 去核法和

Hoechst 33342染色去核法获得克隆胚胎发育情况见

表 2。 

表 1  克隆牛鉴定所用微卫星名称、序列及其在染色体的定位 
Table 1  Microsatellites were chosen to analyze the clone calf 

Locus Chromosome Primers(5′−3′) Annealing temperature (°C) 

Forward: GCAAGGTGTTTTTCCAATC 
BM 1824 1 

Reverse: CATTCTCCAACTGCTTCCTTG 
62 

Forward: GATCACCTTGCCACTATTTCCT 
ETH 225 9 

Reverse: ACATGACAGCCAGCTGCTACT 
60 

Forward: TCCAGCTTGAATCCCTTCC 
BMS 875 22 

Reverse: AAGCAAAGGCTGGGAACAC 
60 

Forward: GGGTGTGACATTTTGTTCCC 
BM 203 27 

Reverse: CTGCTCGCCACTAGTCCTTC 
60 

Forward: TTGGCACTTACTACCTCATATGTT 
BMS1290 9 

Reverse: TTTTCTGGATGTTGAGCCTATT 
59 

Forward: ATGTTCTTTGACCACATGGATT 
BMS 574 1 

Reverse: GAACAAGCATTCTGACCATAGC 
59 

Forward: TTAAAAGTCAGAAAGGGAAGCC 
BMS1004 15 

Reverse: CTCGACCTCACATACTCAAAGC 
59 

Forward: GCAAGCAGGTTCTTTACCACTAGCACC 
FCB 11 2 

Reverse: GGCCTGAACTCACAAGTTGATATATCTATCAC 
60 

Forward: GCTGCCTTCTACCAAATACCC 
BM 2113 2 

Reverse: CTTCCTGAGAGAAGCAACACC 
60 

Forward: CGAATTCCAAATCTGTTAATTTGCT 
TGLA227 18 

Reverse: ACAGACAGAAACTCAATGAAAGCA 
60 
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表 2  卵母细胞去核方法对于重组胚胎发育的影响 
Table 2  Effect of enucleate methods on the development of reconstructed embryos 

Nucleate methods Numbers of oocytes Numbers of survival embryos Numbers of cleavage Numbers of blastocyst 

Enucleate by Spindle-view 560 348(62.1%)a 270(77.6%)a 93(34.4%)a 

Enucleate by Hochest33342 395 159(44.3%)c 119(74.8%)a 33(27.7%)a 

Note: the same letters in the same vertical column means no significant difference between the treatments (P>0.05). Letter “a” and “c” of the 
same vertical column means significant difference between the treatments (P<0.01). 

实验数据统计结果表明, 对于克隆胚胎的构建

效率(操作后的存活完整胚数)而言, Spindle-view 去

核法极显著优于 Hoechst33342染色去核法。但 2种

去核方法对于克隆胚胎的分裂率及囊胚发育率没有

显著影响。总体而言, 在存活胚胎内, 2种去核方法

获得克隆胚胎的分裂率与发育率没有显著性差异 , 

但是由于 Hoechst33342染色去核法已显著地降低了

重构胚胎的融合率, 因此从整体上影响了核移植的

效率。在后面的实验中, 均采用 Spindle-view去核法

对卵母细胞进行去核操作。 

2.2  供体核引入卵母细胞方法对克隆胚胎发育的

影响 
实验的第 2 部分探讨了供体和引入受体卵母细

胞的方法对于克隆胚胎发育的影响。实验中分别采

用了供核质体向卵细胞质内直接注射法和电融合

法。一般情况下, 在小鼠的体细胞核移植研究中, 多

采用供核质体向卵细胞质内直接注射法, 在牛的体

细胞核移植中一般采用电融合法。为摸索本研究室

条件下较为适宜的供体核引入方法, 本实验对 2 种

方法进行了对比, 实验结果参见表 3。对实验数据的

统计分析显示, 不同供体细胞核引入方法对克隆效

率没有明显的影响。 

2.3  电融合法中融合参数的优化筛选 
在确认选用电融合法进行体细胞核移植研究后, 

进一步对融合参数进行了筛选。根据实验室的研究

并借鉴文献报道, 选用了 3 组融合参数, 对其融合

效果进行了比对, 实验结果参见表 4。 

从数据的统计分析可以看出, 电融合参数的变

化对于重构胚胎融合率的影响非常显著, 高低组参

数间的融合效率相差一倍有余(70.05% Vs 33.07%), 

结果显示出细胞融合对于电压变化的敏感性。表 4

实验数据说明, 在核移植重构胚胎可承受的范围内, 

采用高电压、短时程的电融合参数更有利于重构胚

胎的电融合与其后克隆胚胎的发育。这一结果也提

示对于融合参数的筛选还需要细化, 以获得更好的

融合效果。 

2.4  利用优化的克隆程序进行克隆牛的生产 
最终依照筛选优化的克隆程序, 即采用 Spindle- 

表 3  供体核细胞引入卵母细胞方法对克隆胚胎发育的影响 
Table 3  Effects of different injection methods for donor cells on the development of reconstructed embryos 

Microinjection methods Numbers of oocytes Numbers of survival embryos Numbers of blastocyst 

Perivitelline space/fused 250 93/209 (44.5%)a 18/93 (19.4%)a 

Microinject into ooplasm 140 61/112 (54.5%)a 10/61 (16.4%)a 

Note: the same letters in the same vertical column means no significant difference between the methods (P>0.05). 

 
表 4  不同电融和参数对牛重构胚融合及发育的影响 
Table 4  Effect of electric fusion conditions on the fusion and development of NT embryos 

Parameter for fusion Numbers of NT oocytes Numbers of fused embryos Numbers of cleavage Numbers of blastocyst 

1.9 kV/cm, 10 μs, two 197 138(70.05%)a 125(91.92%)a 47(37.6%) a 

1.5 kV/cm, 25 μs, two 153 91(59.48%)b 84(93.33%)a 17(20.24%)cb 

600 V/cm, 100 μs, one 127 42(33.07%) c 37(90.24%)a 7(18.92%) bc 

Note: the same letters in the same vertical column means no significant difference between the methods(P>0.05); between letter “a” and “c” 
or  “b” and “c” of the same vertical column means significant difference(P<0.01); between letter “a” and “b” means 
difference(0.01<P<0.05); between letter “a” and “bc” means difference (P<0.05); between letter “a” and “cb” means significant 
difference(P<0.01); no significant difference between Letter “bc” and “cb”. 
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view 系统对牛卵母细胞进行去核操作, 将供核体细

胞注射到卵周隙, 然后通过电融合法将供体核引入

去核卵细胞质(电融合参数为 1.9 kV/cm, 脉冲时程

10 μs, 方波 2次间隔 2 s)。利用这种优化操作构建

克隆胚胎, 在重组克隆胚胎的第 7天选择优质囊胚。

将筛选的 80枚优质囊胚移植到 33头受体牛(其中奶

牛 19 头, 黄牛 14 头, 均为自然发情牛)的子宫内。

最终黄牛、奶牛各有 1 头受体完成妊娠产下克隆牛

犊, 但 2头克隆犊牛产后均以呼吸衰竭死亡。 

从 28 对微卫星序列中筛选出 10 对引物序列, 

利用这 10 对引物对 2 头克隆牛进行了微卫星分析, 

克隆牛与供体细胞的微卫星条带(图 3)比对显示, 克

隆牛与供核体细胞同源。 

3  讨论 

在哺乳动物体细胞核移植的研究中, 对于培养

液(卵母细胞成熟培养液、克隆胚胎的体外培养液)

体系的研究结果相对较为一致, 研究结果的参考性

较高。对于具体的核移植技术操作环节, 文献报道

得不多, 论述得不太详细, 另外报道结果也不一致。

其主要原因在于显微操作受到操作人员个人技术水

平、个人操作嗜好的影响, 此外不同实验室的仪器

条件等因素也影响显微操作的结果。本实验对牛核

移植显微操作环节进行了优化, 并利用该优化的操

作程序, 成功获得了体细胞核移植牛犊, 说明该优

化程序对核移植技术的程序化应用及对该技术进一

步完善都有一定参考意义。 

3.1  关于去核方法的改进对于核移植效率的影响 
卵母细胞去核操作一直以来都是影响核移植效

率的关键环节之一, 目前普遍认为去核完全与减少

去核操作时间是这一环节的关键所在。为保证完全

去除卵母细胞的核物质 ,  现在常用的办法是通过

Hoechst33342 染色, 然后在荧光显微镜下进行去核

操作[2]; 还有一种办法就是利用 Spindle-view观察确

认卵母细胞纺锤体的位置(图 1), 然后进行去核操 

作[3]。2种方法原理不同, Hoechst33342染色法去核

过程中, 需要紫外光对 Hoechst33342 染料进行激发

以指示卵核物质的所在位置, 卵母细胞在紫外光下

的暴露可能会对卵母细胞造成一定损伤, 影响其构

建的克隆胚胎的发育。而 Spindle-view 这种仪器是

通过纺锤体致密结构对于偏振光的折射现象来确认

卵核物质位置所在, 因此在理论上这种偏振光不会

像紫外光一样对卵母细胞造成较大伤害, 因此利用

该系统得到的去核卵细胞质更有利于所构建核移植 
 

 

图 3  克隆牛与供体细胞以及代孕母牛的微卫星条带比对 
Fig. 3  Silver stained demonstrating the genetic origin of the cloned calf using microsatellite DNA markers BM1824, ETH225, BMS 
875, BM203, BMS1290, BMS 574, BMS1004, FCB 11, BM 2113, and TGLA227, respectively. 1: clone claf; 2: donor cow; 3: 
recipient cow; 4: control cow. 
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胚胎的发育[4-5]。本研究的结果也显示 2种去核方法

对于克隆胚胎的融合效率的确有极显著的差异。尽

管数据分析结果显示 2 种方法对于克隆胚胎的分裂

率及囊胚发育率之间没有显著性影响, 但是由于在

融合环节的差异导致了整体核移植效率的下降。造

成 2种方法有差异的原因可能在于 Hoechst33342除

了结合卵母细胞核物质外, 还可以与线粒体内遗传

物质结合, 这样紫外光下的照射就会对于线粒体产

生一定的损伤。线粒体的损伤可能影响了重构胚胎

融合过程中对于膜系统的能量供给, 降低了融合效

率。而采用 Spindle-view去核法, 则没有这种负面的

影响。此外, 利用 Spindle-view去核法还可以达到对

卵细胞质量进行筛选的作用[6-7]。 

因 此 笔 者 认 为 在 有 条 件 的 情 况 采 用

Spindle-view 去核, 与 Hoechst33342 染色法相比可

以得到较高的克隆效率。如果没有条件使用

Spindle-view 进行去核 , 那么尽量减少卵母细胞在

紫外光下的照射时间也是一个可行的方案。 

3.2  关于供体核不同引入方法对于克隆胚胎发育

的影响 
本研究比较了供体核直接注射法引入卵细胞质

内和通过卵周隙注射后经电融合介导法引入卵细胞

质内 2 种方法在构建核移植胚胎效率上的差异, 结

果表明, 两者之间没有显著性差异。在实际操作过

程中, 细胞质内直接注射法需要提前对供体细胞进

行破膜处理[8-9], 以得到注射所用的核质体。制备过

程需要利用注射管反复吸吐核质体, 核质体非常粘, 

往往容易粘附在注射针管口, 使操作速度大大减慢, 

此外该方法需要显微操作技术人员具有非常熟练的

操作技术(图 2)。在克隆实验操作中, 为提高操作速

度, 采用此法时往往需要 2 个以上的显微操作人员

进行配合衔接; 而通过卵周隙注射后的电融合介导

法尽管还需要多出电融合这一步操作, 但是该法操

作速度快, 顺利的时候可以达到每分钟完成 8~10个

供体细胞的注射动作, 并且 1 个显微操作人员就可

以很快地完成实验过程。为了节约卵细胞质直接注

射法中对供核体细胞处理所需时间, 直接将没有经

过破膜处理的完整供体细胞直接注射到受体卵细胞

质内, 结果获得了体细胞核移植猪[10]。本实验曾经

利用该法尝试性地进行了几批实验, 发现完整的细

胞注射后, 克隆胚胎的分裂率与发育率不好(数据未

显示), 因此没有对该法进一步研究。通过对文献的

追踪检索, 尚未见到利用牛完整细胞的注射法进行

体细胞核移植的研究报道。 

尽管本研究条件下的对照实验显示 2 种核移植

方法没有显著性差异, 但在核移植操作过程中, 为

节约操作时间和在短时间内构建更多的核移植胚胎, 

本研究采用了卵周隙注射法将供体细胞核引入去核

卵母细胞内。因此进一步对电融合参数进行了选择

优化, 以提高这一方法的效率。 

3.3  融合参数对于核移植胚胎发育的影响 
采用卵周隙注射法将供体细胞核引入去核卵母

细胞内, 融合效率的高低就成为制约克隆效率的关

键。前人的实验研究表明, 采用低电压、长时程的

脉冲方波, 与采用高电压、短时程的脉冲方波可以

达到相近的电融合效果[11]。现有的实验数据也表明, 

核移植重构体可以承受的最大电场强度在   

2.2~2.5 kV/cm之间[12], 因此设定最高电融合参数是

1.9 kV/cm, 脉冲时程定为 10 μs(微秒), 连续给 2次

方波, 将最低的电融合参数设定为 0.6 kV/cm, 脉冲

时程定为 100 μs, 这种方波只激发 1次。 

电融合的原理就是利用高压电场在卵细胞膜和

供核细胞膜上同时击出一些微孔, 这样紧贴在一起

的卵细胞膜和供核细胞膜就通过这些微孔发生融合, 

最终将供核引入去核卵细胞质内[12-13]。本研究的实

验数据显示, 高电压、短时程的电融合参数更有利

于重构胚胎的电融合与其后克隆胚胎的发育。前人

的研究结果表明, 融合效率并非一直随着电场强度

增高而上升, 由于核移植重构体对于电场强度有一

个最高的耐受值 , 所报道的这种最大电场强度在

2.2~2.5 kV/cm 之间, 在这一范围内, 核移植重构体

被高压电场击破的比例大大上升。 

影响融合的另外一个因素就是融合液的选择。

在进行体细胞核移植研究的早期阶段, 都是自己配

制电融合液, 融合效果不是很好, 融合结果也不稳

定。在购置 Cyto-pause 4000融合仪后, 采用其配套

专用的融合液(Cytofusion medium-Formula C), 利用

上述优化融合参数后, 融合效率一直相对稳定, 克

隆胚胎的发育也很稳定, 这也是能够获得体细胞核

移植牛犊的重要原因之一。 
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此外需要指出的是, 上述 3 个不同影响因素的

筛选实验, 均为独立完成的, 同一研究内容数据都

是同步实验获得。不同研究内容之间的数据可比性

不高, 例如在第 1 阶段对去核方法的优化实验时, 

克隆胚胎的卵裂率均在 70%附近, 但在第 3 阶段对

融合参数进行优化筛选时, 克隆胚胎的卵裂率稳定

在 90%附近。分析追踪本研究的实验记录, 这种差

异主要由季节变化引起, 同时可能和操作者的更替

变化有关。但是因为同一研究内容的筛选结果均为

同步实验获得, 因此对于实验方法的优化选择仍有

指导意义。 

3.4  移植受体选择及其克隆牛犊的微卫星检测及

克隆牛出生异常与产后死亡 
本研究中分别选用自然发情的奶牛和秦川黄牛

作为克隆胚胎移植受体, 结果奶牛和秦川黄牛各有

1头受体完成妊娠, 均顺产得到克隆牛犊。奶牛受体

产出的胎儿体重过大, 为 69.4 kg; 黄牛受体所产胎

儿体重为 42 kg, 基本在正常范围内。第 1例克隆牛

犊为奶牛受体所产, 产期正常, 胎儿出生时出现难

产, 经过人工助产娩出; 出生后胎儿仅出现有限的

几次呼吸动作后就以呼吸衰竭死亡。胎儿除了体重

过大外, 还存在后肢挛缩, 解剖后发现膝关节异位、

心肌肥厚并有出血点等异常现象。第 2 例克隆牛受

体为黄牛, 在其妊娠 5 月后, 限制了受体牛的采食

量, 加强了运动护理。克隆牛犊出生时间比正常时间

略有提前(1 周左右), 出生后天气寒冷, 生产单位对

于克隆牛的护理不是很好, 克隆牛出生 0.5 h后死亡。

对其解剖后, 没有发现明显的组织器官发育异常。 

对于第一头克隆牛的体重过大, 文献报道较多, 

认为是体细胞克隆动物综合征的一个表现, 主要由

于胎盘发育异常导致; 在第 2 例克隆牛妊娠过程中, 

特意限制了受体牛的采食量, 加强了运动护理。这

种处理的初衷是避免妊娠后期胎儿的过度生长, 最

后的结果表明第 2 头克隆牛与第 1 头相比, 体重过

大和发育畸形现象消失。这种结果提示, 对于妊娠

受体进行科学的饲养管理有助于减少克隆牛的发育

异常。 

自从“Dolly”降生后, 利用微卫星分析法对克

隆动物个体的核遗传物质进行检测, 以确认其来源

已经成为克隆动物检测的必需过程[14]。根据国内外

对于牛微卫星检测引物的报道[15-17], 从 28对引物中

筛选出 10对用于克隆个体的检测验证。该结果提示

在不同的国家地区间, 适用于检测个体差异的微卫

星分析引物可能存在不同, 因此对于前人的报道进

行验证与选择是完成检测所必需的一个过程。此外, 

通过对比 2头克隆牛与供核牛外貌体征, 发现克隆个

体被皮黑白斑块与供体牛大体一致, 但是并不完全

吻合; 2 个克隆个体间也有一些细微差异。因此本研

究认为克隆动物的被皮斑块受到表遗传变化的影响。 
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