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摘要    体外培养成熟的卵母细胞是进行克隆猪研究所需受体卵母细胞的主要来源, 卵母细胞

成熟质量与体细胞核移植胚胎发育能力关系密切. 为提高卵母细胞体外成熟率和成熟质量, 进而

提高体细胞核移植猪的成功率, 本实验以改进的 TCM199 培养液为基础液(T), 分别添加 10%的

猪卵泡液(T+pFF)和  10%的胎牛血清(T+FBS)后进行卵母细胞成熟培养, 以成熟率和体细胞核移

植胚胎发育率等重要指标为标准, 研究了 pFF 和 FBS 对卵母细胞成熟及核移植胚胎发育能力的

影响. T, T+pFF和 T+FBS组在成熟培养后 42 h卵母细胞成熟率分别为(53.2±3.8)%, (69.7±3.8)%和

(70.2±3.7)%, 添加 10%的 pFF 和 FBS 显著(P<0.05)提高了卵母细胞成熟率; 3 组不同成熟培养液

获得的成熟卵母细胞在体细胞核移植后囊胚发育率差异不显著, 但 T+pFF 组的囊胚细胞数

(34.5±2.24)显著(P<0.05)高于 T 组的囊胚细胞数(26.6±1.25). 来自 T+pFF 组的体细胞核移植胚胎

经手术法移植入发情周期为第 0 天或第 1 天的 18 头受体母猪输卵管, 其中有 3 头受体母猪妊娠

发育到期, 获得克隆民猪14头, 其中有6头健康成活至今. 实验结果表明, 培养液中添加10%pFF
可以有效提高卵母细胞成熟比例和成熟质量, 在含有 10% pFF 培养液中获得的成熟卵母细胞具

有支持核移植胚胎全程发育的能力.  
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自从克隆羊“多莉”出生以来, 目前已经有 10 余

种克隆哺乳动物出生[1~12]. 而且基于体细胞核移植路

线的转基因动物也在多个物种取得成功[13~15]. 世界

上首例克隆猪是在 2000 年出生的[4], 之后又相继有

多个基因修饰猪顺利出生[16~19], 展示出克隆猪和转

基因猪在人类器官移植领域、人类疾病模型动物以及

家猪保种和育种等方面的强大应用潜力.  
卵母细胞质量对体细胞核移植成功率的影响巨

大. 目前进行克隆猪和基因修饰猪研究所用的卵母

细胞主要有两种来源: 体内成熟卵母细胞和体外成

熟卵母细胞. 应用体内成熟卵母细胞的优点是卵母

细胞成熟质量好, 核移植后重构胚发育潜能高; 缺点

是数量有限, 获取成本高昂. 而体外成熟卵母细胞由

于来自于屠宰场收集的卵巢, 因此数量大, 成本相对

较低, 但是其成熟质量与体内成熟卵母细胞有很大

差距.  
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卵母细胞体外成熟受很多因素的影响, 其中成

熟培养液的组成成分是至关重要的影响因素. 采用

化学成分明确培养液进行卵母细胞成熟培养便于研

究各种不同因子对卵母细胞成熟的影响, 虽然有利

用简单培养液培养成熟的卵母细胞作为核受体出生

克隆猪的报道[20], 但化学成分明确培养液所获得的

成熟效果仍有待提高. 胎牛血清和卵泡液是两种最

常用的卵母细胞成熟培养液添加成分, 由于其成分

复杂, 具有多种生物活性因子, 因此在多种动物的卵

母细胞体外成熟中都能够起到非常好的促进成熟质

量的效果[21~23]. 在猪的体外成熟培养体系中针对卵

泡液的作用的研究很多, 但是针对胎牛血清作用的

研究比较少. 这些研究所采用的往往是化学成分相

对简单的培养基, 而很少有采用成分比较复杂的培

养液作为基础液 [24,25]. 为了在前人研究的基础上尽

快得到一个成熟比例高、卵母细胞成熟质量好的培养

体系, 从而为猪的体细胞核移植和转基因猪研究提

供大量高质量的卵母细胞, 本实验采用目前文献报

道中成熟培养效果最为突出的化学成分明确培养液

——改进型TCM199 作为基础培养液, 研究了胎牛血

清和卵泡液与其联合应用对卵母细胞成熟比例以及

发育潜能的影响.  

1  材料与方法 

1.1  成熟培养液基础液配制及各种试剂来源 

成熟培养液的基础液成分如下: TCM199(Gibco)
添加 0.1% 聚乙烯醇(PVA)、3.05 mmol/L 葡萄糖、0.91 
mmol/L 丙酮酸钠、0.57 mmol/L 的半胱氨酸、0.5 
μg/mL 的促卵泡素(FSH)、0.5 μg/mL 促黄体素(LH)、
10 ng/mL 的表皮生长因子(EGF)、75 μg/mL 青霉素和

50 μg/mL的链霉素; 猪卵泡液(pFF)取自直径 3~5 mm
的卵泡, 2000 r/min 离心去除细胞及组织碎片, 0.45 
μm 微孔滤器过滤后冻存; 胎牛血清(FBS)购自 Gibco
公司(批号: 16000-044, 1333147). 本实验中所有化学

试剂及生物试剂除特殊标明外均购自 Sigma 公司.  

1.2  实验设计及 3 种不同培养液组成成分 

实验采用成熟培养液基础液(T)为对照组, 在基

础液中分别添加 10%猪卵泡液(T+pFF)和 10%胎牛血

清(T+FBS)形成两种化学成分非确定培养液作为实验

组, 以卵母细胞在成熟培养后 42 h 的成熟率、成熟卵

母细胞在体细胞核移植后的体外囊胚发育率和囊胚

细胞核数作为衡量指标, 比较 pFF和FBS对卵母细胞

体外成熟的作用. 3 组培养液中经实验检验成熟效果

最好的用于体细胞核移植胚胎全程发育实验.  

1.3  卵母细胞的成熟培养及成熟判定标准 

由屠宰场收集卵巢并在 37℃的生理盐水中运送

回实验室, 抽取 3~5 mm 直径的有腔卵泡收集卵母细

胞卵丘复合体, 实体显微镜下挑选具有完整的 3 层以

上卵丘细胞的卵母细胞用于成熟培养; 成熟培养的

培养条件为 38.5℃, 5%二氧化碳, 95%空气的气体环

境, 饱和湿度; 成熟培养 42 h 后采用 0.5%透明质酸

酶去除卵丘细胞, 以第一极体释放作为卵母细胞成

熟的判定标准, 挑选成熟卵母细胞并记录数据.  

1.4  体细胞采集和培养 

无菌操作取出生后 5 d 的民猪耳部组织, 采用常

规 0.25%胰蛋白酶(Gibco)消化法分离组织细胞, 原代

细胞采用 DMEM(Gibco)添加 20%胎牛血清贴壁培养, 
传代细胞采用 DMEM 添加 10%胎牛血清培养, 培养

条件为 38.5℃, 5%二氧化碳, 95%空气的气体环境, 
饱和湿度; 采用 3~5 代的接触抑制成纤维细胞用于核

移植实验.  

1.5  体细胞核移植 

采用融合法进行体细胞核移植, 具体方法详见

文献[26], 简述过程如下: 先去除MⅡ卵的纺锤体及

第一极体, 注入一个体细胞于透明带下, 并使之与卵

母细胞质膜紧密接触, 直流电电击(1.2 kV/cm, 30 μs, 
2 次脉冲) 诱导体细胞与去核卵母细胞融合形成重构

胚并使之被激活; 所用工具、液体、仪器如下: 固定

管内径为 30 μm, 注射管内径 25 μm; 卵母细胞普通

操作液为含 5 mg/mL的改进型TCM199, 卵母细胞显

微操作液为添加 7.5 μg/mL细胞松弛素B(CB)的卵母

细胞普通操作液, 融合液为含 1.0 mmol/L钙离子和

0.1 mmol/L镁离子的 3%甘露醇溶液; 显微操作系统

为日本Narishige公司NT-88NE系统 ; 融合仪为美国

BTX公司的BTX2001 型电细胞融合仪.  

1.6  胚胎体外培养、发育率计算和囊胚细胞计数 

融合的重构胚培养于 PZM-3 培养液中, 培养条

件为 38.5℃, 5%二氧化碳、95%空气的气体环境, 饱
和湿度; 胚胎构建当天为第 0 天, 培养至第 6 天统计

卵裂胚胎数(含两个及两个以上卵裂球的胚胎)和囊胚
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数目, 然后对囊胚采用 5 mg/mL 的 Hoechst 33342 染

色, 荧光镜下计数囊胚细胞核数. 
和 T+FBS 两组的卵母细胞成熟比例分别为 69.7%和

70.2%, 显著(P<0.05)高于  T 组中的卵母细胞成熟比

例.  
1.7  胚胎移植 

2.2  T, T+pFF 和 T+FBS 三种培养液培养成熟的
卵母细胞核移植后重构胚的体外发育 

重构胚在电融合后 24 h 之内手术移入自然发情

第 0 天或第 1 天的育成母猪输卵管深部(以出现压背

静立反射为发情的第  0 天 ), 每头受体猪移植胚胎

120~220 枚胚胎. 受体品种为长白猪、大白猪或者杜

洛克猪.  

在 3 种不同成熟培养液中获得的成熟卵母细胞

分别作为核移植受体, 进行核移植实验. 各组的融合

率、卵裂率和囊胚率差异不显著(P>0.05), 但 T+pFF
组囊胚细胞核数显著(P <0.05)高于其他两组, 而 T 与

T+FBS 之间差异不显著(P>0.05)(表 2). 
1.8  妊娠诊断及饲养管理 

胚胎移植后, 对未返情的受体于 28~30 d 进行首

次超声波妊娠检测. 之后每周定时检测 1 次, 跟踪胎

儿发育情况, 调整饲养管理, 直至克隆猪出生.  

2.3  核移植胚胎体内发育结果 

实验采用成熟比例高、核移植后囊胚细胞核数也

高的 T+pFF 组培养液培养成熟的卵母细胞作为核移

植受体, 以民猪成体体细胞作为核供体构建重构胚, 
共移植受体母猪 18 头, 结果有 6 头母猪在手术后两

个动情期内没有返情, 经B型超声波检测均可见清晰

孕囊. 其中 3 头受体, K11, K24 和 K09 妊娠到期, K11
和 K24 经剖腹手术分别产出 3 头(2006 年 10 月 12 日

剖腹产)和 2 头(2006 年 12 月 17 日剖腹产)成活的克

隆民猪, K09 自然分娩产出 9 头(2006 年 12 月 23 日分

娩)克隆民猪, 其中有 2 头是干尸, 1 头出生时死亡, 
其余 6头成活(图 1(a)). 在出生后的饲养过程中K24-2
由于体弱在第 1 天内死亡, K11-2 出生后第 10 天死亡, 
K11-3 出生后第 24 天由于注射疫苗过敏死亡, K09-6
和 K09-1 分别在出生后第 21 天和 23 天因腹泻死亡, 
其余 6 头均健康成活至今, K11-1 现为 5 月龄, K24-1, 
K09-2, K09-3, K09-4, K09-5 现为 3 月龄(图 1(b), (c)). 
3 头受体的胚胎移植出生率分别为 2.1%(3/140), 

1.9  体细胞、克隆猪和受体母猪的微卫星 DNA 鉴
定 

常规方法提取体细胞、克隆猪耳组织和代孕母猪

的耳组织 DNA, 选取位于不同染色体上的 9 个微卫

星多态性位点作为遗传标记, 进行遗传一致性的检

测(由上海基康生物技术有限公司完成).  
实验所得数据采用 SAS 软件中通用线性分析程

序中的 ONE WAY ANOVA 进行统计分析, 数据结果

以平均值±变异系数表示.  

2  结果 

2.1  卵母细胞在 T, T+pFF 和 T+FBS 三种培养液
中的体外成熟 

卵母细胞在体外培养 42 h后, 分别检测 3种不同

培养液中的卵母细胞成熟比例, 结果见表 1. T+pFF 

表 1  卵母细胞在培养液 T, T+pFF 和 T+FBS 中的成熟结果 

培养液 重复次数 培养的卵母细胞数 成熟卵母细胞数a)/% 

T 10 1050 539 (53.2±3.8)a

T+pFF 10 847 587 (69.7±3.8)b

T+FBS 10 844 577 (70.2±3.7)b

a) 同一列中具有不同字母上标的数据间差异显著, P<0.05 

 
表 2  培养液 T, T+pFF 和 T+FBS 中的成熟卵母细胞核移植后体外发育结果 

培养液 重复次数 操作卵数 融合数/% 卵裂数/% 囊胚数/% 囊胚细胞核数a)

T 5 174 139(79.2±6.18) 127(92.0±2.78) 35(24.3±4.80) 26.6±1.25a

T+pFF 5 245 192(77.6±4.75) 168(86.9±2.11) 51(26.5±1.86) 34.5±2.24b

T+FBS 5 217 176(81.1±4.33) 162(92.3±1.24) 45(27.1±5.48) 32.2±1.89ab

a) 同一列中具有不同字母上标的数据间差异显著, P<0.05 
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图 1  体细胞克隆民猪 
(a) K09 产 6 头成活克隆民猪; (b) K11-3 五月龄照片; (c) K09-1, K09-2, K09-4, K09-5 三月龄照片 

 
1.0%(2/192), 4.1%(9/220); 平均出生率为 2.5%. 

2.4  不同季节对核移植胚胎体内发育的影响 

为分析胚胎体内发育的影响因素, 核移植胚胎

体内发育结果按照胚胎移植手术的季节进行分类统

计后结果见表 3. 在 6 月份和 8 月底各移植了 3 头受

体, 结果分别有 1 头和 3 头妊娠, 并且分别有 1 头和

2 头发育到期成功产出了克隆猪. 而 7 月份共移植了

12 头受体, 仅有 2 头妊娠, 但均未发育到期, 其中一

头流产, 另一头胎儿退化.  

2.5  胚胎的不同数量对核移植胚胎体内发育的影
响 

猪是多胎动物, 需要有足够数量的胚胎才能够

顺利完成着床. 因此移植胚胎的数量对核移植胚胎

的体内发育具有非常大的影响. 实验根据移植胚胎

的具体数量将受体分为 3 组, 其接受移植胚胎的数量

分别为少于 150, 150~200 和多于 200 枚(表 4). 接受

胚胎数量小于 150 枚的受体母猪全未妊娠(0/5); 接受

胚胎数量在 150~200枚的受体有 1头(1/9)怀孕并发育

到期, 产出 2 头克隆猪; 而移植胚胎数量大于 200 枚

的受体有 3 头(3/4)妊娠, 并且其中 2 头(2/4)发育到期, 
共出生 12 头克隆猪.  

2.6  克隆民猪的微卫星 DNA 鉴定 

实验对获得的 14头克隆民猪中的 11头成活的个

体进行了遗传鉴定, 鉴定结果见表 5. 结果表明所有

的克隆民猪个体均与供核细胞具有相同的微卫星多

态性, 而与 3 头受体母猪无亲缘关系. 

3  讨论 
世界上首例出生的克隆猪所使用的核受体是体

内成熟卵母细胞[4], 首例直接注射法出生的克隆猪也

是以体内成熟卵母细胞作为核受体获得的[5]. 但是由

于体内成熟卵母细胞的数量有限, 费用高昂, 目前开

展猪的体细胞核移植实验以及核移植转基因猪实验

多数采用的是体外成熟卵母细胞. 虽然已有实验室

采用体外成熟卵母细胞作为核受体成功的获得了克

隆猪和转基因猪[15,17,20], 但是卵母细胞体外成熟培养

体系仍有待完善. 本实验采用改进的TCM199 培养液 
 

表 3  季节对体细胞核移植胚胎后发育的影响 

季节 受体数 妊娠受体数 发育到期受体数 出生仔猪数 

6.14~6.24 3 1 1 3 

7.6~8.1 12 2 0 0 

8.25~8.31 3 3 2 11 

 
表 4  移植胚胎数量对核移植胚胎体内发育的影响 

移植胚胎数量/受体 受体数 妊娠受体数 发育到期受体数 出生仔猪数 

<150 5 0 0 0 

150~200 9 1 1 2 

>200 4 3 2 12 
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表 5  受体母猪、供核细胞与 11 头出生时成活克隆猪在 9 个多态性位点的微卫星检测结果a)

 SW1311 SW1125 SW0059 SW45 SW72 S0070 SW1111 SW24 SW414 

K11 171/171 117/125 133/155 195/195 96/96 289/289 164/172 95/114 140/142 

K24 160/171 126 131/147 183/203 107/113 283 164/172 108/114 144 

K09 160/171 114/139 127/147 200 107 281 172 102/108 144/157 

供核细胞 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K11-1 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K11-2 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K11-3 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K24-1 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K24-2 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K09-1 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K09-2 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K09-3 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K09-4 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K09-5 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

K09-6 173/173 109/129 131/133 183/191 98/98 269/269 178/178 102/114 142/142 

a) K11, K24 和 K09 为受体母猪, K11-1~K11-3 为 K11 产出的克隆猪, K24-1, K24-2 为 K24 产出的克隆猪, K09-1~K09-6 为 K11 产出的成活克

隆猪 
 

作为基础液, 添加pFF或FBS显著提高了卵母细胞的

成熟比例, 由基础液中的 53.2%分别提高到 69.7%和

70.2%; 体细胞核移植后, 虽然重构胚的囊胚发育率

在 3 组培养液间无显著差异, 但添加 10% pFF组的囊

胚细胞数显著高于另外  2 组. 有研究表明, TCM199改
进液培养成熟的卵母细胞在核移植后可以成功获得

克隆猪[20], 但是本实验结果表明在这种培养基中添

加pFF和FBS可以显著提高卵母细胞成熟比例, 因此

可以在卵母细胞来源有限的情况下有效提高成熟卵

母细胞数量. 而培养液中添加 10% pFF后所获得的成

熟卵母细胞, 在核移植后体外发育至囊胚阶段可以

具有更多的胚胎细胞数, 显然这对于核移植胚胎的

着床非常有利. 因此在以获得体细胞核移植猪为目

的的研究中, 建议采用TCM199 改进液添加 10%的

pFF作为卵母细胞体外成熟培养系统, 这更有利于克

隆猪的出生.  
卵泡液和胎牛血清是化学成分不明确的添加成

分, 常用于卵母细胞体外成熟培养. 本实验所用的猪

卵泡液取自直径 3~5 mm的猪生长卵泡, 其中含有各

种卵泡细胞所分泌的细胞因子及激素 [27,28]. 实验表

明, 卵泡细胞分泌的这些生物活性物质可以有效调

节卵母细胞胞质成熟过程, 促进卵母细胞体外受精[29]

或核移植[30]后胚胎的发育能力. 本实验室未发表的

实验结果发现, 在添加 10% pFF的成熟培养液中卵母

细胞周围的卵丘细胞扩展更为充分, 卵丘细胞增殖

率显著高于对照组, 而凋亡率显著低于对照组. 上述

结果表明, 这些因子除直接作用于卵母细胞外, 还通

过调节卵丘细胞的生理状态和生理功能进而调节卵

母细胞的成熟. 虽然现有的各类实验结果都表明卵

泡液中的生物活性因子确实可以有效调节卵母细胞

成熟, 但具体的因子及作用途径仍有待于进一步研

究.  
本实验以添加 10% pFF的成熟培养体系获得的

成熟卵母细胞为核受体, 以民猪仔猪体细胞为核供

体, 经显微操作获得的重构胚移植入受体母猪后, 有
3头受体成功生出发育完全的 14头克隆民猪, 平均移

植胚胎的出生率达 2.5%, 其中的K09受体产出 9头克

隆猪, 胚胎移植出生率高达 4.1%, 这是目前各种文

献记载中单窝克隆猪数目的最高纪录. 潘登科等人
[31]2006 年的研究获得了中国的首例克隆香猪, 胚胎

移植出生率为 1.3%. 他们所采用的体细胞来自于妊

娠 33 天的胎儿, 因此是胎儿成纤维细胞. 而本次所

采用的体细胞来自于出生 5 d的个体, 因此为仔猪的

体细胞. 仔猪体细胞克隆民猪的成功出生以及相对

较高的出生率证明, 我们所采用的卵母细胞体外成

熟培养体系以及核移植体系是现实可行的, 也为这

项技术在中国地方猪种保护和转基因猪生产等方面

的应用打下坚实的基础.  
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猪是非季节性发情家畜, 常年可以繁殖生产, 但
是其繁殖效率仍在很大程度上受到季节的影响. 尤
其是夏季, 在气候持续保持高温的情况下(7 月初到 8
月中旬), 情期妊娠率明显下降(哈尔滨三元畜牧实业

有限公司猪场生产配种记录资料). 本次核移植胚胎

的受体移植分别在 3 个不同的月份进行, 从妊娠和全

程发育结果可以看出, 在 7 月份的移植实验中, 12 头

受体仅有 2 头妊娠, 而且后期分别流产和退化. 而在

6 和 8 月份的移植结果明显好于 7 月份, 而且都有成

功产出克隆猪的受体. 造成 7 月份移植受体妊娠率低, 
妊娠个体在早期流产或胎儿退化的主要原因, 我们

认为除受体母猪由于高温引起的应激反应外, 另外

一个重要原因很可能是屠宰的商品猪在运输过程中

也受到不同程度的热激而影响到卵母细胞质量.  
猪是多胎动物, 有研究表明, 在胚胎着床阶段必

须有足够的胚胎才能够成功完成这一过程, 因此在

生产克隆猪的研究中往往需要通过移植大量的胚  
胎来保证着床. 而且有的研究人员还将孤雌发育胚

胎、体外受精胚胎与核移植胚胎混合对受体进行移 
植, 以期提高着床几率[32]. 也有的实验室采用向配种

后的受体内移植核移植胚胎, 希望体内胚胎可以辅

助核移植胚胎的着床[31]. 本实验在向受体进行胚胎

移植时, 为提高胚胎着床的几率, 每头受体的胚胎移

植数量最少达 120 枚. 从妊娠和克隆猪的出生结果来 
看, 在当前的胚胎生产体系下, 不考虑季节因素, 在
没有其他来源胚胎辅助共同移植的情况下, 每头受

体移植 200 枚的重构胚是非常必要的, 而低于 150 枚

很可能会导致体内发育的失败.  
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