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摘要： 

体细胞克隆是指将体细胞注射到去核卵母细胞中，并进行融合构建重构胚胎，再将其移

植回受体输卵管，使之发育成一个完整个体的一项技术。通过该技术获得的后代其绝大

部分遗传物质完全来自于体细胞。因此，该技术可以快速获得大量优良性状的个体或是

进行保种。通过探讨犬的体细胞克隆技术，可以成功实现犬优良性状个体的快速扩繁，

同时也可以对体细胞进行基因编辑，再进行克隆，进而改变犬的某些性状。 
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研究背景 

犬的生殖系统以其许多独特的特征而闻名。首先，犬的卵巢被卵巢囊包裹，卵巢囊是

一种由脂肪组织组成的特殊覆盖物，这使得内镜检查技术变得困难。第二，它们的发

情周期是非季节性的，单次发情，发情间隔比其他动物长（犬，4.5-8 个月；小鼠，5

天；奶牛，21 天）。第三，犬的生殖系统是特殊的，由于阴道与子宫的角度很陡，非

手术进入子宫进行人工授精、经宫颈插管或转移环形胚胎在技术上很困难，因此需要

昂贵的腹腔镜设备。此外，在大多数物种中，卵母细胞在中期（MII）排卵，而犬卵母

细胞则在生发泡（GV）期排卵；卵母细胞最终成熟至中期（MII）需要在输卵管中停

留 48–72 小时。最后，因为犬卵母细胞富含脂质，所以颜色很黑，严重影响去核操

作。由于犬繁殖的这些独特特性，与其他物种相比，辅助生殖技术（ART），例如在体
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外受精、胚胎移植、冷冻保存和体细胞核移植（SCNT）等的应用还不够成熟。然而，

自从 2005 年克隆出第一只狗以来，人们对犬 SCNT 在兽医医学和生物医学研究中的

应用越来越感兴趣，犬与我们生活在同样的环境中，会发展出与人类相似的疾病，包

括糖尿病和肥胖。此外，由于犬近亲繁殖的原因，基因突变如髋关节发育不良和某些

癌症的易感性变得明显。由于这些原因，以及它们在进化上与人类比啮齿动物更为相

似，因此，犬是研究人类疾病的理想模型。体细胞核移植是遗传学家工具箱中的一个

重要工具，它是将体细胞转移到去核的卵母细胞中，构建重构胚胎，将该胚胎移植到

受体体内能够重新发育成一个新的个体。这项技术已被评估为一种可能的工具，用于

繁殖优良牲畜、预先饲养濒危动物和生物医学研究应用。因此，在犬身上掌握 SCNT

和其他 ART 将为人类和兽医医学带来诸多益处。 

 

材料与试剂 

1. 胚胎操作液（自配） 

2. 细胞融合液（自配） 

3. M199（Invitrogen） 

4. FBS（Gibco） 

5. 透明质酸酶（Sigma） 

6. Ionomycin（Sigma） 

7. 6-DMAP（Sigma） 

8. 矿物油（Sigma） 

9. 培养皿（Corning） 

10. 口吸管（自制） 

11. 玻璃针（国产） 

 

仪器设备 

1. 倒置显微镜（Olympus-IX73） 

2. 显微操作系统（TransferMan 4r） 

3. CO2培养箱（Thermo-4111） 

4. 生物安全柜（ESCO-AC2-6S1） 
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5. 体视显微镜（Nikon-SMZ745） 

6. 电融合仪（BTX-ECM2001） 

 

实验步骤 

1. 确定犬卵母细胞成熟的时间并冲卵，收集体内成熟的卵母细胞； 

2. 用 0.1%的透明质酸酶脱去卵母细胞上的颗粒细胞； 

3. 将脱去颗粒细胞的卵母细胞用 Hoechst 染色 5 min； 

4. 染色完成后清洗胚胎，并将胚胎转移到胚胎操作液中； 

5. 在倒置显微镜下用固定针固定好卵母细胞，将极体置于 3 点钟方向； 

6. 在荧光照射下可以看到细胞核，并用注射针吸去细胞核，第一极体及周边的胞

质； 

7. 用注射针吸取体细胞，并将体细胞注射到去核的卵母细胞卵周隙中； 

8. 将重构好的胚胎用电融合液清洗两次，再移入电融合液中； 

9. 调节好电融合参数（电压：4 kV/cm；时间：10 μs；脉冲数：2 次），进行电融

合； 

10. 融合后的胚胎用胚胎培养液清洗 3 遍，转入胚胎培养基中，放入培养箱 30 min； 

11. 电融合后的胚胎再进行化学激活（10 μmol/L Ionomycin 处理 4 min；1.9 mmol/

L 6-DMAP 处理 4 h）； 

12. 激活后用胚胎培养基清洗 3 遍，放入培养箱中培养，待移植。 

 

结果与分析 

1. 重构胚胎的融合率低，可能与卵母细胞的成熟程度或是融合的条件和参数有关； 

2. 体细胞克隆效率低，可能与体细胞的类型和整个克隆操作效率有关。 

 

失败经验 

1. 细胞融合过程中需要将胚胎摆好，让体细胞的位置与电流方向垂直； 

2. 细胞电融合过程中可以适当提高电压或是换用点状电极。 

 

溶液配方 

1. 胚胎操作液 
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M199+10%FBS 

2. 胚胎培养液（SOF） 

3%(v/v) EAA + 1%(v/v) NEAA + BSA (3 g/L) + Hepes (10 mM) + NaCl (6

3.35 mg/ml) + KCl (5.35 mg/ml) + KH2PO4 (1.6 mg/ml) + MgCl·6H2O (1.8 m

g/ml) + NaHCO3 (21m g/ml) + CaCl·2H2O (26.2 mg/ml) + L-Glu (29.2 mg/ml) 

+ 1% P/S(v/v) + 肌醇 (0.5 mg/ml) + 丙酮酸钠 (0.2 mM) + 0.6%乳酸钠(v/v) 

3. 电融合液 

0.26 M mannitol + 0.1 mM MgSO4 + 0.5 mM Hepes + 0.05%(w/v) BSA 
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