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摘要　　以含 neo 和 GFP基因双标记的水牛 、 黄牛胎儿成纤维细胞进行牛转基因体细胞核移植 ,

结果发现:阿菲迪霉素可有效将胎儿成纤维细胞同步于 G0/G1期;以 GFP 阳性细胞进行核移植 ,

其卵裂率 、 囊胚率与对照组间无显著差异(P>0.05), 所构建的重组胚 , 2-细胞阶段观察不到 GFP

的表达 , 4-细胞以后GFP 的表达逐渐增强 , 在囊胚的内细胞团和滋养层细胞均可检测到 GFP 的表

达 , 将黄牛同种转基因克隆囊胚进行移植 , 获得 1例妊娠;黄牛卵母细胞一水牛供核细胞构建异

种重组胚囊胚率显著高于黄牛供核细胞一水牛卵母细胞构建的异种重组胚(P <0.05), 并且异种核

移植重组胚中可检测到 GFP 表达 , GFP 可作为异种核移植胚胎来源的一种新标记.

关键词　　水牛　黄牛　绿色荧光蛋白(GFP)　转基因体细胞　种间核移植

　　随着 “多莉” 羊的诞生 , 体细胞核移植于山

羊
[ 1]
, 牛

[ 2—4]
, 猪

[ 5 , 6]
, 小鼠

[ 7]
和水牛

[ 8]
等动物先后

取得了成功 , 动物体细胞核移植技术效率有了一定

提高 , 这使转基因克隆成为了可能.各国学者正结

合转基因技术 , 对多种动物的转基因克隆进行尝

试 , 并取得了长足进展.1997 年 Schnieke 获得整

合人凝血因子 IX 的克隆绵羊[ 9] , 1998年 Cibelli成

功获得整合 neomycin 基因的克隆牛
[ 10]
;2001 年

Keefe r等获得整合 GFP 的克隆山羊
[ 11]
;2006 年

Lai等培育出含有丰富 “omega-3” 型不饱和脂肪酸

的家猪新品种[ 12] .在我国 , 基因转移和克隆技术的

结合也取得了一定的进展 , 获得了转基因克隆牛后

代[ 13] , 但目前转基因克隆效率仍较低 , 仍需进一步

进行探讨.本实验以含 neo 和GFP 基因双标记的胎

儿成纤维细胞进行转基因体细胞核移植 , 尝试以转

基因克隆技术生产同种 、 异种转基因克隆囊胚 , 为

下一步的转基因克隆水牛生产奠定基础.

1　实验材料与试剂的准备

所用试剂除 TCM199购自 Gibco 公司外 , 其余

均来自 Sigma公司.细胞松驰素 B和离子霉素先溶

于二甲基亚砜(DMSO)中 , 再用培养液稀释至工作

浓度 , 并使 DMSO在培养液中最终含量低于0.1%.

洗卵液和胚胎培养液(CM)以 TCM 199 为基础液配

置 , 卵母细胞的成熟培养液(M):TCM 199 +

26.2mmol/ L NaHCO 3 +5 mmol/ L Hepes+5%发

情牛血清(OCS)+2%卵泡液+0.1μg/mL FSH , 胚

胎培养液(CM)为改良 TCM 199 加 3%OCS , 显微

操作基础(MM):TCM199+6mmol/L NaHCO 3 +

5 mmo l/L Hepes+5% OCS , 所有培养液均添加

60μg/mL青霉素 100μg/mL 链霉素 , 用 1mo l/L 的

NaOH 溶液将 pH 调至 7.4 , 并用孔径 0.22μm 的
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微孔滤膜过滤消毒.

阳离子脂质体(LipofectaminTM 2000)为 Invit ro-

gen 公司产品;pEGFP 质粒由中国农业大学李宁教

授馈赠;D-MEM/F-12购自 Gibco 公司;胎牛血清

(FBS)购自 Hyclone公司;G418购自 promega公司.

1.1　供体细胞的准备

1.1.1　牛胎儿成纤维细胞的培养　3—5 月龄的黄

牛胎儿取自南宁市屠宰场 , 将整个子宫运回实验

室 , 取出胎儿 , 以 PBS 和 75%酒精清洗数次后取

胎儿皮肤组织样 , 剪碎成 1 mm3 左右的小块 , 以

DMEM 清洗两次后植块于 50 mL 的细胞培养瓶中 ,

倒置培养瓶 , 待组织块帖贴壁牢固后翻转细胞培养

瓶 , 加入 DMEM +10%FBS , 于 38.5℃, 5%CO 2

的培养箱培养 6 —7 d , 隔天换一次培养液 , 等细胞

生长汇合后 , 以 0.25% t rypsin 消化传代 2 —3 次 ,

并以 DMEM +20%FBS+10%DMSO冻存.

1.1.2　牛胎儿成纤维细胞的转染和筛选　采用脂

质体介导的方法将质粒 pEGFP 转染到牛胎儿成纤

维细胞 , 即按照试剂盒 LipofectamineTM 2000所附

说明书进行转染:将传代 1次的细胞接种到 35 mm

培养皿 , 待其在无抗生素的细胞培养液中汇合

50%—70%时进行转染 , 每个平皿加入 200μL 含

4μg pEGFP 和 10μL 脂质体 , 并预先在室温孵育

20min的无血清 DMEM , 接着轻轻晃动平皿 , 混匀

转染培养液 , 在室温下静置 15—45min之后 , 混合

液中加入 0.8 mL D-MEM/F-12 混匀 , 将混合好的

1mL DNA/脂质体混合液加入到细胞表面 , 放入

38.5℃, 5%CO2 , 饱和湿度下培养 6 —8 h , 再换用

含 20%FBS 的高糖 DMEM 培养.待细胞汇合 90%

时 , 细胞消化后转细胞培养瓶 , 加入含 0.5mg/mL

G418的细胞培养液连续筛选 10 d , 之后再用无

G418的细胞培养液继续培养 , 接下来以 DMEM +

20%FBS+10%DMSO 冻存.

1.1.3　阳性牛胎儿成纤维细胞的制备　待传代 5—

10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 FBS浓度从 20%降至 0.5%

继续培养 2—5 d , 再按常规方法消化 , 离心 , 最后加

1mL 显微操作液重悬细胞沉淀备用.倒置显微镜下

打开荧光 , 选择蓝光激发呈绿色的细胞用作供体.

水牛胎儿成纤维细胞的培养 , 传代 , 外源基因

转染及阳性细胞筛选同 1.1.1 , 1.1.2 , 1.1.3.

1.2　受体卵母细胞的准备

从屠宰场收集中国沼泽型水牛 、 黄牛的卵巢 ,

并将其置于含有 25—30℃PBS的保温瓶内在 4 h内

送回实验室.然后 , 用 10 mL 的注射器和 12号针

头穿刺抽吸卵巢上面 2—6 mm 卵泡内的卵母细胞 ,

将那些具有完整卵丘细胞层和均匀细胞质的卵母细

胞用来进行成熟培养.经挑选的黄牛 、 水牛卵母细

胞经用 CM 清洗两次后 , 置于含 1.5 mL MM 的玻

璃培养皿中 , 在 5%CO 2 及温度为 38.5℃的培养箱

中培养 20 —22 h.体外成熟后的卵母细胞用 0.2%

的透明质酸酶去掉其周围的卵丘细胞 , 将含有极体

的卵母细胞用 Hoechst 33342(1 μg/mL)染色

15 min , 然后置于含 5μg/mL 细胞松弛素的 MM

中 , 在显微操作仪下用外径为 30 mm 的去核针吸取

极体及其周围约 1/4的细胞质进行去核.吸取的细

胞质在荧光显微镜下观察是否含有极体和中期染色

体 , 以保证去核率.

1.3　卵母细胞的核移植与激活

用于核移植的供体细胞为最终传代后至少培养

5 d的成纤维细胞.部分成纤维细胞在核移植前 , 用

DMEM +0.5% FBS + 0.2μg/mL 阿菲迪霉素

(Aphidicolin , APD)的培养液培养 1或 2 d.注核前 ,

供体细胞用 0.2%的胰蛋白酶消化制成细胞悬液 ,

然后置于 MM +8%聚乙烯吡咯烷酮+0.2 mmol/ L

蔗糖的 100μL 微滴中.用内径为 10μm 的注核针反

复抽吸供体细胞 , 使其质膜破裂 , 而后转移到另一

滴含有去核卵母细胞的 100μL MM +0.1%聚乙烯乙

醇微滴中 , 将供体细胞核直接注入到卵母细胞质中.

卵母细胞注核后 , 约在成熟培养后的 28 h用5μmol/L

的离子霉素(Ionomycin , ION)激活处理5min , 然后在

含有 2mmol/L 6-DMAP 的CM 中培养 3 h.

1.4　核移植胚胎的体外培养

经激活处理后 , 将重组胚转移到含有颗粒细胞

单层细胞的 30μL CM 培养微滴中 , 在38.5℃, 5%

CO 2 的培养箱中进行体外培养 , 颗粒细胞单层细胞

在移入 2 d 前制备 , 移入时 , 换入新鲜培养液 , 移

入后 , 隔天换液 1 次.重组胚培养 2 d 后 , 检查其
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分裂率 , 培养 6 d后记录囊胚发育情况.

1.5　阿菲迪霉素对供体细胞周期同步化的效果及

流式细胞仪分析结果

以 105 个/mL 的浓度接种第 3代的牛胎儿成纤

维细胞 , 待其生长至对数生长期(80%—85%汇合)

时 , 分别对细胞进行不同的处理 , 吸出原 DMEM(含

10%FBS)培养液 , 加入含 0.5%FBS +0.2μg/mL

阿菲迪霉素或 10%FBS+0.2μg/mL 阿菲迪霉素的

DMEM 培养液 , 间隔 24 h 后依次更换相对应的

DMEM 培养液 , 共处理 3 d , 用含 0.02%EDTA 的

0.25%胰酶消化对数生长期的传代细胞和经各实验

处理的细胞 , 收集于 5mL的离心管中 , 用 PBS洗涤

2次(1000 r ·min-1 , 5m in)去上清液 , PBS 调节细

胞浓度为 1.5×107/mL , 把 15mL 95%乙醇(-20℃

预冷)加入到 5mL 的待测细胞悬液中 , 使其终浓度

为 70%, 立即振荡混匀 , 冰浴 20—30min , 分析时 ,

用 50μg/mL 碘化丙啶(PI)荧光染色 30 min , 然后

上流式细胞仪检测 G0 , G1 , S , G2 , M 各期的细

胞比例.

1.6　统计分析

细胞周期检测的结果均用 SAS 软件单因素方差

分析(one w ay ANOVA)统计分析 , 显著性差异以

P<0.05为标准.除细胞周期数据分析用 SAS 软件

单因素方差分析外 , 其他所得数据均用 χ
2
精确检验

确定差异的显著性.

2　结果

2.1　阿菲迪霉素处理对成纤维细胞的细胞周期分

布影响

如表 1所示 , 经 0.5%FBS+0.2μg/mL APD ,

10%FBS+0.2μg/mL APD的 DMEM 培养液处理

3 d的成纤维细胞 G0+G1细胞比例分别达 80.77%

和82.93%, 两组细胞间差异不显著(P>0.05).

表 1　阿菲迪霉素处理对成纤维细胞的细胞周期

同期化效果(n=3)

处理组 G0+G1/ % S/ % G2+M/ %

APD+0.5% FBS 3d 80.77±2.40 7.33±1.77 11.90±0.79

APD+10% FBS 3 d 82.93±2.3 6.94±1.37 10.13±0.95

结果表明 , 0.2μg/mL 阿菲迪霉素可有效调控成纤

维细胞的细胞周期.

2.2　转染外源基因(GFP)胎牛成纤维细胞的核移植

效果

表达GFP 的牛胎儿成纤维细胞通过显微注射

的方法构建同种重组胚 , 结果如表 2所示 , GFP 阳

性胎儿成纤维细胞构建重组胚卵裂率和囊胚发育率

与对照组无显著差异(65.6% vs 67.1%;12.5% v s

13.2%, P >0.05), 并将 6枚GFP 表达的囊胚移植

到 2头处于同期的受体奶牛体内 , 胚移植后 60 d进

行直肠检查 , 结果发现有一头受体奶牛妊娠.研究

结果初步表明 , 以 GFP 转染的胎儿成纤维细胞进

行核移植 , 可支持核移植重组胚的早期发育 , 供体

细胞的转基因与否对牛克隆胚胎的体外早期发育影

响不明显 , 转基因克隆囊胚移植后可进一步进行发

育.

表 2　转染外源基因(GFP)胎牛成纤维细胞核移植效果

供体细胞 培养数 卵裂数/ % 囊胚数/ % 妊娠情况

GFP 阳性胎牛

成纤维细胞
64 42(65.6%) 8(12.5%) 1/ 6(16.7%)

对照组 76 51(67.1%) 10(13.2%) 0

2.3　GFP阳性细胞构建的同种重组胚外源基因表

达的观察

图 1　GFP 转染 24—48 h后阳性细胞

(a)(蓝光激发)(200倍);(b)(常光下)(200倍)

以表达绿色荧光蛋白的牛胎儿成纤维细胞通过

显微注射的方法构建同种重组胚 , 并在荧光显微镜

下 , 以蓝光激发 , 观察构建的同种重组胚外源基因

(GFP)表达情况.结果发现 , 经过 0.25%的胰蛋白

酶消化后 , 选择表达绿色荧光的体细胞(图 1 所

示), 构建的重组胚在 2-细胞阶段观察不到绿色荧

光蛋白的表达 , 在 4-细胞后可观察到绿色荧光蛋白

表达 , 绿色荧光蛋白在每个卵裂球中均匀表达(图
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2), 随着胚胎发育 , 其荧光强度有所增强 , 并在囊

胚阶段的内细胞团部位 、 滋养层细胞中都检测到绿

色荧光蛋白的表达(图 3).

2.4　异种(水牛 —黄牛)转基因体细胞核移植效果

及囊胚中外源基因表达

以表达绿色荧光蛋白的黄牛 、 水牛胎儿成纤维

细胞通过显微注射的方法构建异种重组胚 , 结果如

表 3所示 , 水牛供核—黄牛受体胞质异种重组胚的

囊胚率显著地高于黄牛供核 —水牛受体胞质组

(11.2% vs 1.5%, P <0.05).部分发育到囊胚的

重组胚中观察到外源基因的表达(图 4).研究结果

表明 , 以表达绿色荧光蛋白的黄牛 、 水牛胎儿成纤

维细胞构建异种重组胚 , 外源基因可在异种胞质中

进行表达.

图 4　GFP表达的水牛—黄牛异种重组囊胚

(a)(蓝光下 , 200倍);(b)(常光下 , 200倍)

表 3　异种(水牛—黄牛)转基因体细胞核移植效果a)

异种胚胎来源 培养数 卵裂数/ % 囊胚数/ %
囊胚外源基因

表达数/ %

黄牛转基因供核 、

水牛受体胞质
65 43(66.2%) 1(1.5%)＊ 0

水牛转基因供核 、

黄牛受体胞质
98 71(72.4%) 11(11.2%) 4(36.4%)

　　a)列内＊上标有显著差异 , P<0.05.

3　讨论

世界上第一只体细胞核移植动物是用处于 G0

期(静止期)的绵羊乳腺上皮细胞作供体获得的 ,

Wilmut等[ 14] 认为处于 G0期细胞可发生发育程序

重编 , 并发育到期.此后 , 供核细胞和受体卵母细

胞的细胞周期协调性在核移植中的作用引起了人们

的广泛关注 , 许多研究也证实供体细胞处于 G0/G1

状态下有利于核移植重组胚发育[ 15 , 16] , 研究人员也

一直在寻找使供体细胞静止于 G0/G1 期的有效方

法.目前一般使用血清饥饿法以及一些抑制 DNA

合成或微管形成的药物来进行细胞周期调控.阿菲

迪霉素是一种DNA合成抑制剂 , 可与DNA聚合酶

α结合 , 进而抑制 DNA 的合成 , 使之处于 G1

期[ 17] .Kues等[ 18]进行猪的成纤维细胞血清饥饿培

养 48 h 后 , 再以 6μmol/ L APD(含 10% FBS)的

DMEM 培养 14 h , 经流式细胞仪进行细胞周期检

测 , 有(81.9±4.9)%的细胞处于 G1/S 期.结果表

明 , 以 0.5%FBS+0.2μg/mL 阿菲迪霉素或 10%

FBS+0.2μg/mL 阿菲迪霉素的 DMEM 培养液处理

成纤维细胞 3 d , G0/G1细胞比例分别达 80.77%和

82.93%, 说明阿菲迪霉素可有效进行胎儿成纤维

细胞的细胞周期调控.在培养液中同时存在阿菲迪

霉素和血清时 , 培养液中的血清浓度对细胞周期的

调控影响甚小 , 不足以改变阿菲迪霉素对细胞周期

的主调控作用.

以转 GFP 胎儿成纤维细胞进行核移植研究 ,

GFP 阳性胎儿成纤维细胞所构建重组胚的卵裂率 、

囊胚发育率与未转染外源基因的对照组间差异不显

著 , 这也初步表明 , 本研究中脂质体介导的绿色荧

光蛋白转染体细胞 , 经 G418短期筛选后获得的阳

性细胞 , 可用于核移植研究 , 并可获得较好的重组

胚发育率.此结果与龚国春等[ 19] 以转基因颗粒细胞
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进行核移植的结果一致 , 他们发现转基因与未转基

因颗粒细胞作为核供体用于核移植 , 二者重组胚胎

的融合率 , 分裂率 , 囊胚率和妊娠率均没有显著差

异.但与徐营
[ 20]
等的研究结果有所不同 , 在研究

中 , 转基因体细胞所构建的重组胚体外发育能力降

低 , 其认为可能与转基因成纤维细胞经过 G418 筛

选后 , 细胞的生长状态等有所改变有关.近期相关

研究表明 , 经过长时间药物筛选所获得的转基因细

胞的体细胞克隆效率明显降低
[ 21 , 22]

.实验中 , 为了

尽可能减少长时间药物筛选对转基因细胞带来的风

险 , 转基因阳性细胞未进行单克隆的挑选 , 而将所

有的克隆点混合培养.使用时 , 将转基因体细胞消

化后 , 做成供核操作微滴 , 在荧光显微镜的蓝光激

发下 , 利用显微操作针挑选瞬时转染的 GFP 阳性

细胞进行核移植.此细胞只经过短时间 、 高浓度

G418筛选 , 细胞遗传物质 、形态和生长状态未发

生改变 , 从而 GFP 阳性细胞核移植效果未有显著

影响 , 获得与对照组相近的核移植效果 , 但其对胚

胎后期发育是否有影响 , 仍需进一步研究.

在进行转基因克隆研究的同时 , 也探讨了同种

转基因体细胞构建重组胚发育各阶段外源基因表达

情况.结果发现 , GFP 阳性细胞注入受体胞质后 ,

由于牛卵母细胞中脂肪滴较多 , 卵子颜色较深 , 观

察不到GFP 基因表达.激活后并进行培养 , 2-细胞

阶段仍观察不到绿色荧光蛋白的表达 , 在 4-细胞后

可观察到绿色荧光蛋白在重组胚进行表达.囊胚阶

段 , 在内细胞团 , 滋养层细胞中都可检测到绿色荧

光蛋白的表达.Roh 等
[ 23]
在应用表达 GFP 的体细

胞进行同种克隆牛的研究中也发现相同的结果 , 其

在合子核期和 2-细胞早期未发现绿色荧光蛋白的表

达 , 而在 2-细胞晚期可以检测到 GFP 的表达 , 牛

的合子核基因的表达一般认为是在 8—16 细胞阶

段
[ 24]
, 但也有人认为在 2-细胞阶段即已经开始由母

源基因向合子核基因表达的转变[ 25 , 26] .实验中 , 我

们发现同种克隆胚胎在发育至 4-细胞阶段可观察到

供核中的 GFP 基因开始表达 , 这就意味着 4-细胞

阶段的重组胚合子核基因已开始表达.与牛的合子

核基因的表达一般认为是在 8—16细胞阶段的说法

有相违背的地方 , 因此认为牛重组胚合子核基因的

表达可能存在着一种时间程序 , 可能不是所有的基

因都同时开启表达 , 有些基因可能合子核基因表达

开始的时间较早;另外也可能由于体细胞核移植中

的程序化不完全 , 而导致基因表达与正常的胚胎发

育不同.具体情况如何 , 尚需要进一步的深入研

究.

本研究尝试以 GFP 阳性细胞进行异种核移植 ,

构建黄牛胞质—水牛供核 、水牛胞质—黄牛供核异

种重组胚胎 , 结果发现第一组异种重组胚发育效果

好于后者 , 并获得了 11.2%的囊胚发育率.为了证

明此异种核移植囊胚来源于水牛供核 , 在荧光显微

镜下观察异种核移植囊胚中 GFP 基因表达情况 ,

发现有 4枚黄牛胞质—水牛供核异种核移植囊胚中

有 GFP表达 , 从而确定此异种核移植囊胚来源于

GFP 表达阳性水牛成纤维细胞 , 因此也认为以黄牛

胞质—水牛供核的模式进行水牛异种核移植研究是

可行的 , 黄牛卵母细胞可支持异种重组胚完成早期

发育.以表达 GFP 的阳性体细胞构建的异种核移

植重组胚 , 在发育过程中可以观察到 GFP 的表达 ,

可以简化异种核移植胚胎的鉴定工作 , 从而也为黄

牛 、水牛异种核移植研究的深入开展提供新的方法

和手段 , 为异种克隆的研究找到一种便捷的判定方

法 , 这有助于异种核移植的研究.

GFP 作为一种可见的基因转移标记已广泛用于

转基因动物的研究与生产中 , 但对于它是否会影响

到转基因克隆胚胎的发育研究者们观点不一.Roh

等[ 23] 的研究显示 GFP 不会影响到转基因克隆胚胎

的发育 , 而 Arat等
[ 2 7]
的研究结果则相反.本文将 6

枚同种转基因体细胞克隆囊胚移植到处于同期的受

体奶牛体内 , 移植 60 d后 , 进行妊娠检查 , 结果在

移植的两头受体母牛中 , 发现有一头已妊娠 , 表明

GFP 阳性细胞构建的重组胚移植后可以进一步进行

发育 , 绿色荧光蛋白不会影响到转基因克隆胚胎的

体内早期发育.
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