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摘要   利用含有红色荧光和Neor基因双选择标记的IGF1 毛囊特异表达载体pCDsR-KI
转染绒山羊胎儿成纤维细胞, 经G418 筛选获得具有红色荧光的IGF1 转基因细胞. 核移

植操作前, 通过比较卵母细胞体外成熟培养不同时间的成熟率以及核与极体的距离, 确
定 20 h为绒山羊卵母细胞的最佳成熟时间. 比较了不同激活方法和培养体系对孤雌胚激

活效率和孤雌胚早期发育的影响, 结果表明: IA23187+6-DMAP组的激活效率和囊胚率

(88.7%&21.6%)均稍高于乙醇+6-DMAP组(86.4%&20.4%), 但二组相应数据之间差异均

不显著(P>0.05), 选择前者作为转基因核移植胚的激活方案; SOFaa和CR1aa 两种体外

培养体系中 , 孤雌胚卵裂率 (86.8%vs83.9%)和囊胚率 (23.1%vs17.2%)均差异不显著

(P>0.05), 选择结果较好的SOFaa组. 比较了不同电融合参数的融合效果, 结果表明: 190 
V/mm处理组结果(62.4%)显著高于 130 V/mm(32.8%)和 200 V/mm(42.9%)组(P<0.05). 通

过T-SCNT获得转基因重构胚胎 203 枚, 48 h卵裂率为 79.3% (161/203), 第 7~9 天囊胚发

育率为 15.3% (31/203). 所得到的 31 枚囊胚中, 较强表达红色荧光蛋白的囊胚数为 17 枚

(阳性率为 54.8%). 随机挑选两枚红色荧光囊胚以PCR法进行鉴定, 结果全部为转基因阳

性. 以上结果显示: (i) 表达载体的红色荧光蛋白和Neor基因可以正常表达可获取转基因

细胞和阳性转基因胚胎; (ii) 所制备转基因囊胚仍有部分不表达红色荧光蛋白, 说明即

使选择转基因阳性细胞进行核移植所得囊胚也并非全部为转基因阳性, 在囊胚期进一步

筛选是必要的; (iii) 通过TSCNT操作及优化, 成功获得了表达红色荧光并同时转有IGF1
基因的绒山羊胚胎, 为绒山羊的转基因研究提供基础数据. 
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内蒙古白绒山羊(以下简称绒山羊)是我国在蒙

古山羊的基础上经过长期选育而形成的绒、肉兼用型

地方良种[1]. 绒山羊的毛被主要由髓质发达的粗毛和

无髓的绒毛两类纤维组成, 与之相应的皮肤毛囊也
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分为两类: 初级毛囊和次级毛囊, 此种毛被称为异质

毛被[2]. 羊绒就是由次级毛囊衍生的无髓细绒毛. 优
良的绒山羊个体所产羊绒品质好、绒纤维细度仅在

13~16 μm之间, 产绒量也较高[3]. 但目前绒山羊的养

殖普遍存在着个体性能退化、平均产绒量降低、良种

和杂交改良品种所占比例不高等问题, 急需以现代

生物技术进行二次选育和品种改良. 转基因技术为

家畜优良品种的培育提供了全新的技术手段. 而 20
世纪 90 年代后期，体细胞核移植技术的(somatic cell 
nuclear transfer, SCNT)[4]的成功, 又极大地促进了转

基因技术在农畜动物中的研究进程. 转基因体细胞

核移植方法(transgenic somatic cells nuclear transfer, 
TSCNT)正成为制备转基因家畜的主要技术路线[5~8]. 
这为利用转基因技术探索进行绒山羊优良品种的培

育提供了技术保障.  
近年来在我国以TSCNT方法制备转基因家畜的

研究日益增多. 已经有多家研究机构报道通过该方

法获得了转基因牛[9,10]和山羊[11,12]等畜种. 然而, 目
前大部分转基因家畜的研究焦点仍集中在乳腺生物

反应器(mammary gland bioreactor)领域. 在绒用山羊

或细毛羊, 以改良绒、毛品质为目的转基因研究资料

非常有限. 有研究证明, 胰岛素样生长因子Ⅰ(insulin 

like growth factor 1, IGF1) 在毛囊细胞的发育和生长

周期中起重要的调控作用 [13]. Damak等人 [14]曾利用

IGF1 构建毛囊特异表达载体, 在转基因美利奴绵羊

中获得了羊毛平均增产 6.2%的结果. 但是尚未见到

以转基因技术探讨细胞因子对绒山羊毛囊周期产生

影响的研究报道.  
本研究以 IGF1 毛囊特异表达载体 pCDsR-KI 转

染的绒山羊胎儿成纤维细胞(caprine fetal fibroblast 
cells, CFFCs)作为核供体, 与体外成熟培养的绒山羊

卵母细胞构建转基因核移植胚胎, 为获得转基因绒

山羊、研究 IGF1 在其毛囊发育和生长周期中的调控

作用提供基础.  

1  材料与方法 

1.1  实验动物与试剂 

绒山羊胎儿及卵巢等材料取自鄂尔多斯达拉特

旗四季青屠宰场.  

DMEM/F12 培养基、G418(Geneticin sulphate)为
Gibco 公司产品; M199、牛血清白蛋白(Bovine serum 
albumin, BSA)、胰蛋白酶 (Trypsin)、透明质酸酶

(Hyaluronidase)、6-DMAP(6-Dimethylamino Purine)、
细胞松弛素 B(Cytochalasin B, CCB)、Hochest33342、
IA23187 均为 Sigma 产品 . 无机盐类、DMSO 及

D-PBS 为日本和光试剂产品 ; 标准胎牛血清(Fetal 
bovine serum, FBS)为 TBD 产品. 35, 60 和 100 mm 培

养皿均购自 Corning 公司; 细胞四孔培养板等耗材为

Nunc 产品; 分子生物学常规试剂购自宝生物工程(大
连)有限公司; PCR 引物合成委托上海生工生物工程

公司; 玻璃器皿为国产.  
细胞培养液为添加 10%FBS和 75 μg/mL青霉素、

50 μg/mL链霉素的DMEM/F12(pH 7.4); 体细胞消化

液为含有 0.25% Trypsin, 0.02% EDTA的PBS溶液(pH 

7.4); 采卵液为添加金属盐离子 (Ca2+, Mg2+)、5.5 
mmol/L葡萄糖、0.32 mmol/L丙酮酸钠、1% FBS以及

75 μg/mL青霉素、 50 μg/mL链霉素的PBS溶液(pH 
7.4); 卵母细胞成熟液为含有 10% 发情羊血清

(OSS)、0.025 μg /mL 雌二醇(E2)、0.04 IU/mL 卵泡

刺激素(FSH)、0.8 IU/mL 垂体促黄体生成素(LH)的
M199 溶液; 显微操作液为含有 7.5 μg/mL 细胞松弛

素B(CCB)、10%FBS、HEPES缓冲的M199 溶液; 融

合液为含有 0.25 mol/L 甘露醇, 0.1 mmol/L 氯化钙, 
0.1 mmol/L 氯化镁, 0.5 mmol/L HEPES以及 0.01% 

BSA组成 ; 胚胎培养液为 : SOFaa+6mg/mLBSA 或 
CR1aa+6mg/mLBSA和 SOFaa+4%FBS 或 CR1aa + 

4%FBS+卵丘细胞共培养体系.  

1.2  转基因供体细胞的制备 

(1) IGF1 毛囊特异表达载体的分子构建. 利用绵

羊角蛋白关联蛋白(keratin associated protein)KAP6-1
基因启动子区序列指导绵羊IGF1 cDNA构建毛囊特

异性载体, 同时线性连接由CMV启动子引导的红色

荧光蛋白(pDsRed2)基因和SV40 启动子引导的新霉

素抗性(Neor)基因构成双选择性标记(图 1).  
(2) 原代绒山羊胎儿成纤维细胞(CFFCs)通过组

织块贴附的方法 [15]进行分离培养和冷冻保存. 以脂

质体介导方法转染线性化质粒pCDsR-KI至第 2 代 
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图1  IGF1毛囊细胞特异表达载体的线性结构 
 

CFFCs, 以 800 μg/mL G418 作为抗性筛选的浓度, 在
DMEM/F12+10%FBS培养液、37℃、5%CO2、饱和湿

度条件下连续培养 12~15 天以筛选出表达红色荧光

的转基因细胞克隆. 所获得转基因细胞以常规方法

冷冻保存.  
( 3 )  在二十四孔板中 ,  将冷冻保存的、转

pCDsR-KI 基因的 CFFCs 解冻并按照一定浓度梯度、

以 DMEM/F12+10%FBS+300 μg/mL G418 培养液培

养. 待细胞生长汇合时即可作为细胞核供体. 核移植 
前, 经细胞消化液消化、悬浮和收集的体细胞重新以

核移植操作液 50 μL 悬浮, 室温静置 0.5~1 h 后用于

核移植操作.  

1.3  卵母细胞的体外成熟和去卵丘细胞处理 

采自当地屠宰场的绒山羊卵巢, 置于 25℃左右

无菌生理盐水中, 3~3.5 h内运回实验室. 在室温条件

下用生理盐水清洗卵巢 2~3 次, 室温下放置 3~4 h. 
采卵时, 将卵巢直接浸入盛有采卵液的90 mm玻璃培

养皿中, 用无菌手术刀片在采卵液中切开 1~5 mm大

小的卵泡, 使之释放出卵泡液和卵丘-卵母细胞复合

体(cumulus oocyte complexes, COCs). 挑选形态良好, 
卵丘细胞包裹完整、致密并带有 2~3 层卵丘细胞的

COCs, 用玻璃细管在卵母细胞成熟液中洗 3 遍, 按
30~50 个COCs每孔置于含 1 mL卵母细胞成熟液的四

孔培养板中, 在 38.5℃, 5%CO2和饱和湿度条件下分

别成熟培养 18~24 h.  
将成熟培养 18~24 h 的 COCs 移入含有 0.25%透

明质酸酶的卵母细胞成熟液, 利用 200 μL 移液器反

复吹打多次以去除卵丘细胞, 挑选形态饱满、细胞质

均匀并且具有第一极体排放的成熟卵母细胞用于下

一步操作.  

1.4  利用孤雌卵优化选择激活和体外发育条件 

(1) 将成熟去卵丘的卵母细胞置入含有 7%乙醇

的成熟液中激活 7 min, 然后在含 2 mmol/L 6-DMAP
的SOFaa发育液中 38.5℃, 5% CO2和饱和湿度条件下

培养 4 h, 用发育液洗 3 次, 放入含有 500 μL相应发

育培养液(SOFaa+6 mg/mL BSA或CR1 aa+6 mg/mL 
BSA)的四孔板中, 在 38.5℃, 5% CO2和饱和湿度条

件下培养, 48 h后检查卵裂率; 然后在相应发育培养

液(SOF aa+4%FBS或CR1 aa+4%FBS+卵丘细胞共培

养体系), 38.5℃, 5% CO2, 饱和湿度条件下培养. 发育

至第 7, 8 和 9 天时取出, 观察和统计囊胚发育率.  
(2) 将成熟去卵丘的卵母细胞置入含 5 μmol/L  

IA23187 的SOFaa中激活 5 min, 然后在含 2 mmol/L 
6-DMAP的SOFaa培养液中, 在 38.5℃, 5% CO2和饱

和湿度条件下培养 4 h, 用发育培养液洗 3次, 放入含

500 μL相应发育培养液(同上)的四孔板中, 在 38.5℃, 
5% CO2和饱和湿度条件下培养, 48 h后检查卵裂率; 

然后在相应发育培养液(同上), 38.5℃, 5% CO2, 饱和

湿度条件下培养. 发育第 7, 8 和 9 天时分别观察, 统
计囊胚发育率.  

1.5  卵母细胞的去核及注核操作 

将去卵丘处理的卵母细胞置于含有 5 μg/mL 
Hochest33342 荧光染料的成熟液中处理 3 min, 用成

熟液洗 3 次, 然后将其置于显微操作液中, 再加入适

量的转基因核供体细胞, 在显微操作仪下进行去核

和注核的操作. 去核时先将第一极体置于钟表 5 点的

位置, 然后短暂开启荧光激发器, 将光栅置于 UV 处, 
看清核的位置以后, 立刻以光栅挡住荧光光路, 用内

径 20~25 μm的去核针从相当于钟表 4点位置处进针、

吸出卵母细胞核及第一极体, 打开荧光光路检查去

核是否成功(荧光检查不超过 5 s), 然后将光栅置于

红荧光滤光片处, 挑选形态良好、直径约 20 μm 的红

色荧光细胞, 从去核处将其注射到去核卵母细胞透
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明带下.  

1.6  供体-卵母细胞复合体最佳融合条件的选择 

将核移植操作后的卵母细胞-供体细胞复合体, 
用成熟液洗 3 次, 在 38.5℃, 5%CO2和饱和湿度条件

下恢复培养 0.5~1 h. 电融合操作: 先将待融合的卵

母细胞-供体细胞复合体在融合液中平衡 1~2 min, 然
后转入极间距为 1.5 mm盖有融合液的融合槽中, 用
吸管调整方向, 使卵母细胞-供体细胞接触面与两极

平行, 分别设计 3 组不同的融合参数进行电融合操作. 
按每次 20个重构卵操作完成后, 以成熟液洗 3次, 再
放入成熟液滴、置CO2培养箱中恢复 30 min 后检查

融合情况, 比较 3组电融合参数之间的融合率. 3组电

融合参数, A: 在电极之间通以单个直流脉冲, 电压

130 V/mm, 脉冲时长 40 μs; B: 在电极之间通以两个

直流脉冲, 电压为 190 V/mm, 脉冲时长 20 μs, 脉冲

间隔 100 ms; C: 在电极之间通以两个直流脉冲, 电
压为 200 V/mm、脉冲时长 20 μs、脉冲间隔 100 ms. 

1.7  重构卵的激活与体外培养 

重构卵的激活操作与上述孤雌卵的激活步骤相

同. 将激活处理的重构胚胎在优选后的体外培养体

系, 38.5℃, 5% CO2, 饱和湿度条件下进行培养, 至第

7, 8 和 9 天时统计囊胚发育率.  

1.8  转基因胚胎的 PCR 鉴定 

以预先设计的DNA表达载体为模板, 在 KAP6-1
基因启动子 3′末端和 IGF1 基因 5′端连接处大约 580 

bp 区域设计一对特异性 PCR 引物 pKI-1, pKI-2(图 1).  
荧光显微镜下随机挑选 2 枚表达红色荧光的转

基因囊胚, 分别放入装有 10 μL 六蒸水的 PCR 管中, 
应用液氮和 37℃水浴反复冻融2~3次, 然后以冻融液

为模板, 以合成的特异性鉴定引物(pKI-1, pKI-2)进
行 PCR 反应. 分别设置以转基因表达载体 pCDsR-KI
质粒为模板的阳性对照和 2 枚孤雌发育囊胚为模板

的阴性对照.  

2  结果 

2.1  不同培养时间对于卵母细胞体外成熟和发育
的影响 

卵母细胞经成熟培养 18, 20 和 24 h 后, 18 h 组成

熟率为 67.1%(51/76), 20 h 组成熟率为 80.6% (79/98),  

24 h 组成熟率为 82.2% (83/101). 数据经过统计分析 

表明, 20 和 24 h 组的成熟率显著高于 18 h 组的成熟 
率(χ2检验, P<0.05). 后续发育结果显示, 18, 20 和 24  
h  3 组之间卵裂率和囊胚发育率差异均不显著 
(P>0.05).  

进一步 Hochest33342 染色观察, 发现 24 h 组卵

细胞核与极体的距离比 18 和 20 h 组变大. 因此做核

移植时, 把体外成熟时间确定为 20 h. 所培养时间和

卵母细胞成熟及孤雌激活后发育关系数据见表 1.  

2.2  不同激活条件和发育培养体系对孤雌胚胎发
育的影响 

两种孤雌激活方法处理成熟卵母细胞 48 h卵裂

率和囊胚发育率分别为: (1) 乙醇+6-DMAP组 86.4% 

(89/103), 20.4% (21/103); (2) IA23187 + 6-DMAP组

88.7% (205/231), 21.6% (50/231). 两组间激活率和囊

胚发育率差异均不显著 (χ2检验 , P>0.05). 但是以

IA23187 激活组的激活效率和后续发育较好, 因此选

择IA23187+ 6-DMAP组激活方法作为绒山羊核移植

重构胚的激活方案(表 2). 
在 SOFaa 和 CR1aa 两 种 培 养 体 系 内 培 养 以

IA23187+6-DMAP激活的孤雌胚胎. 48 h后统计卵裂

率 : SOFaa组为 86.8%(105/121); CR1aa组为 83.9% 

(73/87). 体外培养 7~9 天后统计发育率为: SOFaa组
为 23.1% (28/121); CR1aa组为 17.2% (15/87). 统计分

析, 卵裂率和囊胚发育率两组之间差异均不显著(χ2

检验, P>0.05). 但实验结果表明, SOFaa培养体系对

绒山羊孤雌胚胎的体外发育效果更好(表 3). 因此, 
转基因重构胚的体外培养选择SOFaa培养体系. 

2.3  不同电融合条件之间的比较及最佳选择 

3 组不同的电融合条件下进行绒山羊重构胚的

融合结果为 : 130 V/mm处理组融合率为 32.8% 

(22/67), 190 V/mm处理组融合率为62.4% (58/93), 200 

V/mm处理组融合率为 42.9% (18/42). 其中以 190 

V/mm处理组(融合参数为 190 V/mm, 两次直流脉冲、

20 μs/次, 间隔 100 ms)的融合效果最好, 融合率显著

高于 130 和 200 V/mm组(χ2检验, P<0.05)(表 4). 
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2.4  转基因胚胎的体外发育 

本研究共获得可供体外发育培养的转基因重构

胚胎 203 枚, 48 h 卵裂率为 79.3%(161/203), 第 7~9

天囊胚发育率为 15.3% (31/203). 所得到的 31 枚囊胚

中, 经荧光显微镜检测筛选, 较强表达红色荧光蛋白

的囊胚数为 17 枚(阳性率为 54.8%). 而且在荧光显微

镜下观察发现, 阳性胚胎之间红色荧光蛋白的表达

也有一定的强弱差异(图 2(C)和(D)). 

2.5  转基因胚胎的 PCR 鉴定 

PCR 反应结果显示 ,  两枚转基因荧光囊胚的

PCR 产物均在大约 580 bp 处出现清晰明亮的单一条

带, 与预期 PCR产物的分子量大小相符, 而孤雌囊胚

PCR 反应则没有在该区域出现条带(图 3). 这一结果 

表明, pCDsR-KI 表达载体已经被成功整合到了两个

红色荧光转基因囊胚的染色体基因组中. 

3  讨论 
卵母细胞的成熟实际上是一个复杂的生理生化

过程. 在性激素信号刺激下, 卵泡卵母细胞核内部发

生一系列的变化 , 核膜发生破裂(germinal vesicle 
break down, GVBD)、恢复减数分裂机制并继续完成

核内染色体的减数分裂、染色体凝聚, 进而排出第一

极体, 此时的卵母细胞处于第 2 次减数分裂的中期

(MⅡ)[16]. 从形态学上, 判定卵母细胞体外成熟的标

志首先是观察到第一极体的存在, 其次是包裹卵母

细胞外围的卵丘细胞的扩散和黏稠化 [16] . 王雪红等

人 [17]根据不同时间段取样观察细胞核相的方法, 得
出山羊卵成熟、并停滞于MⅡ期的时间段为体外培 

 
表 1  体外成熟时间对绒山羊卵母细胞孤雌发育的影响a)

体外成熟时间/h 卵母细胞数/枚 成熟卵母细胞数(%) 孤雌胚胎 2~8 细胞 l(%) 孤雌囊胚数(%) 

18 76 51 (67.1)a 43 (84.3)a 9 (17.6)b

20 98 79 (80.6)b 71 (89.9)a 16 (20.3)b

24 101 83 (82.2)b 72 (86.7)a 15 (18.1)b

18~24 275 213 (77.5) 186 (87.3) 40 (18.8) 

a) χ2检验结果, 同列不同上标之间差异显著(P<0.05) 
 
表 2  不同激活方案处理卵母细胞孤雌激活率的比较a) 

激活方法 处理卵子数/枚 激活卵子数(%) 囊胚数(%) 

乙醇+6-DMAP 103 89(86.4)a 21(20.4%)c

IA23187 + 6-DMAP 231 205(88.7)b 50(21.6%)d

a) χ2 检验, a,b之间, c,d之间差异均不显著 (P>0.05) 
 
表 3  绒山羊孤雌胚胎在体外不同发育培养液中的发育情况a) 

培养液 培养孤雌激活卵数/枚 卵裂(%) 囊胚(%) 

SOFaa 121 105(86.8)a 28(23.1)c

CR1aa 87 73(83.9)b 15(17.2)d

 a) χ2检验, a与b, c与d之间差异均不显著 (P>0.05). 表中数据为 3 次实验结果的总和 
 

表 4  不同电融合条件下绒山羊重构胚融合率的比较a)

融合参数 融合处理卵数 融合成功数(%) 死卵数(%) 

130 V/mm, 单次直流脉冲, 40 μs/次 67 22 (32.8)a 4(5.97)c

190 V/mm, 两次直流脉冲, 20 μs/次, 间隔 100 ms 93 58(62.4)b 15(16.1)c

200 V/mm, 两次直流脉冲, 20 μs/次, 间隔 100ms 42 18(42.9)a 14(33.3)d

a) χ2检验, 同列中不同上标之间差异显著 (P<0.05) 
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图 2  表达红色荧光的绒山羊转基因成纤维细胞和转基因克隆胚胎 
(A),(B) 经扩大培养的 pCDsR-KI 转基因绒山羊胎儿成纤维细胞. (A) 相差显微镜, 100×; (B) 荧光显微镜, 100×; (C),(D) 体外发育至第 8

天的转基因克隆囊胚. (C) 可见光、微分干涉; (D) 荧光显微镜, 100×. 标尺代表 20 μm 
 

 
 

图 3  绒山羊转基因囊胚的 PCR 检测鉴定 
泳道 1,2: 转基因克隆囊胚; 泳道 3: pCDsR-KI 阳性对照; 泳道 4,5: 

孤雌囊胚检测对照; 泳道 6: DNA 分子量标准 DL2000 
 

养后17.5~22 h. 根据这个时间段, 同时参照在转基因

克隆牛操作中卵母细胞的成熟培养时间~18 h[10], 分
别设定了 3 组不同时间段(18, 20 和 24 h)来研究绒山

羊卵母细胞成熟的规律. 结果证明成熟率从小到大

依次为 18, 20 和 24 h(表 1), 并且 18 h组的成熟率显

著低于 20 和 24h组(P<0.05), 而 20 和 24 h之间差异不

显著(P>0.05). 但是经Hochest33342 染色卵母细胞核

发现, 24 h组的细胞核与极体的距离明显比 18 和 20 h
组加大. 因为卵母细胞在成熟后, 随着培养时间的延

长, 细胞核又逐渐远离第一极体端[17]. 因此, 为去核

操作方便、增加核移植成功率, 确定 20 h为核移植时

绒山羊卵母细胞体外成熟的最佳培养时间.  
以TSCNT技术路线生产转基因动物时, 由于把

转基因步骤提前到体细胞培养阶段, 因此通过特定

的选择性标记可以预先筛选出转基因的体细胞, 再
以这种转基因细胞进行核移植操作, 这样理论上获

得的胚胎或动物个体应该全部是转基因阳性. 但有

文献[9,18]指出, 以这种技术路线获得的胚胎或动物仍

然有一部分是转基因表达阴性的. 获得的转基因核 
移植囊胚, 也有近 50%未检测到红色荧光蛋白的表

达(荧光显微镜观察结果). 究其原因, 很可能在胚胎

1157 



 
 
 

 
郭旭东等: 绒山羊表达红色荧光及转胰岛素样生长因子Ⅰ基因体细胞核移植胚胎的制备 
 

 

期由于某种原因发生了基因沉默. 又或者在某些囊

胚中荧光蛋白表达非常微弱以致未达到检测灵敏度. 
但具体原因还有待于进一步研究. 而在具有红色荧

光的囊胚中发现其表达强弱也有差异, 这很可能缘

于使用的供核体细胞来源于表达红色荧光的多克隆

细胞群, 因此其外源基因整合位点并不一致. 由这些

具有不同整合位点的体细胞所构建的克隆胚胎, 因
为位置效应荧光强度就有可能存在差异. 

早期胚胎的体外培养是辅助生殖技术(assisted 
reproductive technology, ART)的一项关键技术环节. 
目前常用于牛、羊克隆胚胎发育的体外培养体系有

SOFaa[19], CR1aa[20], mCR1aa[21]等. 这几种培养液的

基本成分大体相同, 主要区别就在于在血清添加量、

[K+]和牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)含量

等方面 [22]. 有研究者指出, 培养液中相对高浓度的

[K+]对于胚胎发育是有益的 [23]. 刘凤军等人 [22]通过

比较认为, SOFaa培养液中[K+]比CR1aa [K+]高, 更接

近于生理条件下输卵管中 [K+]. 本研究经过比较

SOFaa和CR1aa两种培养体系对绒山羊孤雌胚胎的发

育效果, 也获得SOFaa培养组其卵裂率和囊胚率均略

高于CR1aa培养组(差异不显著, P>0.05)的结果. 因此

选择以SOFaa培养体系作为绒山羊转基因胚胎的体

外发育体系. 因为发情母羊血清(oestrous goat serum, 
OGS)的活性成分比常规FBS高, 在IVF胚胎体外发育

中可以有效提高胚胎质量和发育率, 曾尝试以OGS
替代常规FBS作为转基因胚胎 8-16cell期后的体外培

养添加成份, 发育率的确比添加FBS的发育率有所提

高(未发表资料). 因此添加OGS有望提高T-SCNT胚
胎的体外发育率. 这方面详尽的实验数据还需要在

今后的研究中进一步补充和完善.  
结果表明: (i) 表达载体的红色荧光蛋白和Neor

基因可以正常表达从而使获取转基因细胞和阳性转

基因胚胎; (ii) 所制备转基因囊胚仍有部分不表达红

色荧光, 说明即使选择转基因阳性细胞进行核移植

所得囊胚也并非全部为转基因阳性, 在囊胚期进一

步筛选是有必要的; (iii) 通过TSCNT操作及优化, 成
功获得了表达红色荧光并同时转有IGF1 基因的绒山

羊胚胎, 为绒山羊的转基因研究提供基础. 
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