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要!为研究异种间嵌合体的制作方法及供体和受体的嵌合情况!同时探讨绿色荧光蛋白"

)
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#基因作

为报告基因在转基因动物制作中的应用价值&本研究利用脂质体介导法将外源
)

*+,-!.

(

质粒转入到北京鸭原

始生殖细胞"

-+/0

#中!将转染后的
-+/0

以微注射法转移至受体北京油鸡的胚下腔!探索转基因鸡鸭嵌合体的制

作方法&结果显示$

-+/0

在转染后
12

开始有外源基因的表达!体外培养
#32

后获得了
(($14

的转染效率&

"#&

枚蛋在整个孵化期中共有
((

枚鸡胚发育!但最终无孵化成活鸡&在
"(

个鸡胚中检测到有外源基因的存在!阳性

率为
"&$54

&

-/6

扩增禽类
7

染色体特异性的重复序列发现!

5

只嵌合体公鸡的性腺都嵌合了供体异性的细胞&

研究结果表明所采用的嵌合体制作方法制备转基因禽类是可行的&鸭
-+/0

能够迁移并定居到鸡胚性腺中!并有

可能在鸡性腺中增殖分化成有功能的配子&

关键词!鸡%鸭%原始生殖细胞%种间嵌合体%转基因鸡%
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期 李林凤等$鸡鸭异种间转基因嵌合体的制备

!!

转基因技术已在许多哺乳动物和鱼类上取得成

功+

"

,

!但是!由于禽类生殖生理结构及其卵的特殊

性!禽类的转基因工作面临着许多困难&目前!已有

多种方法被应用于禽类的转基因研究!例如原核显

微注射法-胚体直接转染法-精子载体转基因法和嵌

合体法等&其中!利用嵌合体途径制作转基因禽的

方法!因具有可对供体细胞进行遗传修饰而得到纯

合的转基因个体+

#

,等独特的优点而越来越受到研究

者的关注&

*8

细胞介导的转基因动物制作途径建

立于
"'51

年+

(

,

&

-BH>HHB

等+

3

,

-

X2EU=W=?

等+

%

,

-

P@E

等+

1

,又分别运用
R/0

制作了芦花鸡与白来航-野生

羽色鹌鹑与白羽鹌鹑的嵌合体&

O=0GT=

等+

;

,将鸡

-+/0

移植入鹌鹑中制作了种间嵌合体&英国和加

拿大实验室+

5

,将表达
+,-

的
*8

细胞与
5

"

"1

细胞

期胚胎聚合!得到绿色荧光蛋白嵌合体小鼠&国内

近年来也开始进行将
BCD

基因引入
*8

细胞的研

究+

'!"&

,

&

通过
-+/0

途径建立表达
BCD

的鸡鸭嵌合体

在国内尚未见报道&本试验中!以北京鸭为供体!北

京油鸡为受体!将
E

FBC!.

(

基因转入鸭
-+/0

!并

进行
-+/0

囊胚腔注射!以期获得
-+/0

介导的绿

色荧光鸡鸭嵌合体!对
BCD

基因在禽体内表达的

安全性-嵌合体的制作及转基因禽进行了探索和研

究!以期为转基因禽的生产打下基础&

#

!

材料与方法

#$#

!

材料

供体北京鸭"白羽#受精蛋!受体北京油鸡"褐色

羽#受精蛋均购自中国农业科学院北京畜牧兽医研

究所&

]^*^

-

&$&%4 HU

S)

0>@

*

&$&#4 *]X9

-质

粒
)

*+,-!.

(

和脂质体
L>

)

EABDH=<>@B#&&&

均为

M@W>HUE

C

B@

公司产品!

,R8

为德国血清&

"4

明胶-

5$

G

酶为
-UE<B

C

=

产品!

7

染色体上重复序列特异

性引物和
BCD

基因特异性引物由北京赛百盛公司

合成&主要仪器设备包括凝胶成像系统"

+M8!

;&&]

#-细胞培养箱-体视镜-荧光显微镜"

P?

S

<

)

G0

#

等&

#$!

!

鸭
-+/0

的分离与培养

取孵化
;T

的鸭胚!在无菌条件下去除内脏!用

眼科镊挑取生殖腺及其周围组织!

-R8

冲洗
#

"

(

次%用
&$#%4

胰酶"含
&$&34 *]X9

#消化
%

"

"&

<>@

%中和胰酶!

5&&U

.

<>@

!"离心
%

"

5<>@

%去上

清!加入新鲜的培养液!移入铺有饲养层的培养板上

培养&不同代次的
-+/0

可以冷冻保存在液氮中&

#$A

!

鸭
-+/0

未分化状态及多能性的鉴定

碱性磷酸酶检测采用
R/M-

*

.RX

法进行染色%

糖原"

-98

#检测采用高碘酸
!8D2>AA

试剂进行染

色+

""

,

%体内成瘤试验!将含有
"_"&

1 个
-+/0

的悬

液
&$"<L

接种于
"

周龄雏鸭腹股沟皮下!观测畸

胎瘤的形成%体外类胚体形成试验!将
-+/0

消化成

单细胞悬液!加不含
LM,

的培养液在培养皿内培

养!每天定时摇晃培养皿数次&

#$$

!

鸭
-+/0

的体外转染

先将
"_"&

% 个细胞用
#&&

#

L]^*^

悬浮起

来!并将细胞悬液加入到预先用
"4

明胶处理的
#3

孔培养板中%将不同比例的质粒和脂质体混合孵育

"%<>@

!然后用
#&&

#

L]^*^

稀释并加入到上述

细胞转染皿里%把转染细胞在
(;`%4 /P

#

培养

箱中孵育
12

%用含有
"&4

胎牛血清的
]^*^3&&

#

L

代替转染液!细胞孵育在
(;`%4 /P

#

培养箱

中过夜%荧光显微镜下观察!计算转染率&

#$%

!

鸡鸭嵌合体的制备

"$%$"

!

蛋壳膜的制备
!!

取新鲜鸡蛋若干!用

&a#4

的新洁尔灭溶液浸泡灭菌
%<>@

!取出!无菌

条件下在蛋的气室端敲一小孔!让其内容物流出!去

壳!留膜!将膜洗干净后浸泡于含抗生素的生理盐水

中!放于
3`

冰箱待用&

"$%$#

!

受体种蛋预处理
!!

受体"北京油鸡#的种

蛋不孵化!直接放在外面锐端向上偏
"%b

"

#&b

角!静

置
%

"

12

&注射前先用
&$#4

的新洁尔灭清洗!然

后依次用碘酒和酒精擦拭消毒鸡蛋表面&

"$%$(

!

显微注射
!!

选取已转染
)

*+,-!.

(

的生

长良好的
-+/0

!加入
&$%<L

左右
&$#%4

胰蛋白

酶
!&$&34 *]X9

消化液!将
-+/0

分散成单个细

胞后
5&&U

.

<>@

!"离心
%<>@

!去上清!用培养液重

悬!制成细胞密度为
"&

1

"

"&

;

.

<L

!"的细胞悬液!

以备显微注射用&

在无菌条件下!用镊子在受体种蛋锐端偏下方

敲开一直径为
&$%

"

"D<

的切口!并用显微注射针

"尖端直径为
#%

"

(&

#

<

并呈
(&b

角#进行显微注

射!将
#

#

L

"

"&&

"

#&&

个
-+/0

.

#

L

!"

#供体鸭
-+/0

注射至受体种蛋的鸡胚胚下腔&

"$%$3

!

封口及孵化
!!

注射后先注射少许抗生素!

随后用蛋壳膜和蛋壳进行封口&然后钝端向上孵

化!前
"5T

孵化温度为
(5$%`

!相对湿度为
1&4

!

翻蛋角度
c3%b

!每隔
#2

翻蛋
"

次!后
(T

停止翻

""
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!

蛋&孵化期间定期观察胚胎发育情况&

#BC

!

嵌合体性腺
DE<

的提取及
F

染色体上特异

性重复序列的检测

取出胚胎的性腺!以
XU>[E?

试剂盒常规提取总

6.9

&

7

染色体上重复序列"

("%F

)

#特异性引物

为上 游 引 物
,"

$

%\!///999X9X99/9/+/X!

X/9/X!(\

和 下 游 引 物
6"

$

%\!+999X+99X!

X9XXXX/X++/+9/!(\

&逆转录反应为
"&

#

L

体系&

-/6

反应为
%&

#

L

体系!

(&

个循环!反应条

件和操作均参照试剂盒说明&

#BG

!

外源基因
3

HIJ&KE

A

在早期嵌合体胚中的

D8K&6D

检测

在胚胎各脏器中随机部分取材!以
XU>[E?

试剂

盒常规提取总
6.9

!

BCD

"

;"1F

)

#基因特异性引物

上 游 为 引 物
,"

$

%\!/9//9X++X+9+!

/99+++/+9+!(\

和下游引物
6"

$

%\!/XX+X9!

/9+/X/+X//9X+//+9!(\

&具体步骤同上&

!

!

结
!

果

!$#

!

-+/0

的分离%保存与鉴定

-+/0

克隆在倒置光镜下呈岛屿状隆起!边缘

整齐!表面平滑!结构致密!细胞间界限不清"图

"9

#&经台盼蓝染色后显示!冷冻
(

个月后解冻的

-+/0

成活率达到
5%4

以上&

-+/0

碱性磷酸酶染

色阳性!细胞克隆呈深黑色"图
"R

#&

-98

染色后

-+/0

集落和单个
-+/0

呈深紫红色!显阳性%而饲

养层细胞不着色"图
"/

#&在成瘤试验中!畸胎瘤显

示绿色荧光!肿瘤组织含有来源于
(

个胚层的多种

细胞类型&类胚体形成试验中!

(

"

%T

细胞团开始

分层!形成简单类胚体!外层细胞大而松散!内层细

胞小而紧密!

1

"

"#T

分层增多!出现囊胚腔!成圆

泡状!胚体贴壁培养后
#

"

(T

!细胞团周边可自发分

化为多种形态的细胞"图
"]

#&

!$!

!

鸭
-+/0

的体外转染

本试验通过各种条件优化!采用
1

#

L

脂质体介

导
#

#

C

重组质粒
)

*+,-!.

(

转染鸭
-+/0

!温育时

间为
12

!转染
#32

时荧光表达率最高达
(($14

&

荧光显微镜下可见克隆发出较强绿色荧光!表面荧

光强度均匀"图
#

#!传代后荧光强度未见衰减&消

化成单细胞悬液后!细胞小-圆而亮!几乎所有单个

*8

细胞均发出绿色荧光&

!$A

!

嵌合体制作结果

本试验采用了
8

)

BV0@>

J

TBU

等+

"#

,改进的方法!

通过在赤道部打孔将
-+/0

注射到
"#&

枚受体的胚

下腔"图
(9!/

#&在整个孵化期中共有
((

枚鸡胚发

育"图
(]

#!但最终无孵化成活鸡&在孵化的前
"

"

5T

和第
"3

"

"5

天!胚胎出现了
#

个死亡高峰期!这

与
RBT@=UD[

S

V

等+

"(

,和刘士寻等+

"3

,的研究结果一

致&造成孵化前期的高胚胎死亡率的原因可能与不

同品种间的免疫排斥反应和外源基因对
-+/0

活力

的影响有关!具体原因有待进一步研究&

!$$

!

禽类
7

染色体上重复序列的
-/6

检测

对上述
((

只鸡胚中
"5

只雄性鸡胚的睾丸进行

7

染色体上特有重复序列的
-/6

检测表明!在
5

只雄性嵌合体的性腺中都存在有
7

染色体特异重

复序列!这表明在嵌合公鸡的性腺中都嵌合了供体

鸭的雌性细胞"图
3

#&

!$%

!

外源基因在
#!

日龄鸡胚中的表达

本试验共操作了
"#&

枚鸡蛋!经过孵化共得到

((

枚发育的鸡胚&通过
-/6

扩增!我们在
"(

个鸡

胚中检测到了外源
)

*+,-!.

(

基因的存在!阳性率

为
"&$54

"

"(

*

"#&

#&从
"(

个鸡胚中随机取材检测

)

*+,-!.

(

基因在嵌合体的心-肺-肾-脑和性腺等

%

种组织中的差异表达"图
%

#&从图中可明显看出

)

*+,-!.

(

基因在嵌合体内不同组织中呈差异性表

达!在心脏和肾脏中表达率较高!在肺和大脑中表达

相对较弱!在性腺中没有表达!说明要真正达到生殖

系的嵌合是很困难的&

A

!

讨
!

论

近年来研究资料表明
-+/0

是一种多潜能的细

胞!为研究细胞的分化-决定方面提供了重要材料&

目前!利用移植冷冻保存的种内血液和性腺
-+/0

都已获得供体后代+

"%!"1

,

&由于禽类胚胎和卵子不能

象哺乳动物那样冷冻保存!

-+/0

的分离冷冻保存

对鸟类物种保护有很大的应用价值&

BCD

基因来源于低等水生动物水母!普遍认为

此基因的整合不影响胚胎的正常发育&为探讨这一

问题!我们进行了未转染
BCD

基因的
-+/0

囊胚腔

注射作为对照!数据显示转染
BCD

基因组囊胚存

活率较未转染
BCD

基因组明显降低!提示
BCD

基

因的表达可能在一定程度上对胚胎存在毒性作用&

本试验采用脂质体介导法将质粒
)

*+,-!.

(

转入

-+/0

!导入
)

*+,-!.

(

基因的
-+/0

克隆在形态上

与转染前无明显差异!碱性磷酸酶染色-成瘤试验-

胚体形成试验均为阳性!表明
BCD

的表达对
*8

细

#"
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胞的生长及未分化状态和全能性无明显影响!但

BCD

基因对
F-

的活力是否真正有影响还有待进一

步研究!这也是本试验未获得出壳嵌合体的原因之

一&

9$

原代
-+/0

%

R$R/M-

*

.RX

染色%

/$-98

染色%

]$

类胚体

9$-+/0

%

R$R/M-

*

.RX0H=>@>@

C

%

/$-980H=>@>@

C

%

]$*<FU

S

E>T

图
#

!

<>&

和
&<L

染色#

#""M

$

J-

:

N#

!

<>&9.)&<L2,9-.-.

:

#

#""M

$

9$-+/0

%

R$

)

*+,-!.

(

的表达%

/$]9-M

复染转染细胞

9$-+/0

%

R$X2BBK

)

UB00>E@EA

)

*+,-!.

(

%

/$]9-M@GD?B=UDEG@HBU0H=>@BT

图
!

!

转染后
!$7

绿色荧光蛋白基因
3

HIJ&KE

A

的表达#

!""M

$

J-

:

N!

!

8711O

3

'122-(.(/

3

HIJ&KE

A

-.&I629,!$79/,1','9.2/1+,-(.

#

!""M

$

9$

获取
-+/0

的
5

日龄鸭胚%

R$

显微注射鸭
-+/0

%

/$

代用蛋壳封口%

]$"#

日龄鸡鸭嵌合体胚胎

9$*>

C

2HT=

S

0E?TTGDVB<FU

S

E

%

R$ >̂DUE>@

J

BDH>E@EATGDV-+/0

%

/$8B=?>@

C

I>H20GF0H>HGHBB

CC

02B??

%

]$

XIB?WBT=

S

0E?TD2><BU=B<FU

S

E

图
A

!

嵌合体的制备

J-

:

NA

!

67-;1'-+

3

'1

3

9'9,-(.

!!

易学瑞等+

";

,用
L>

)

EABDH=<>@B

X^和
)

*+,-!/

"

质粒转染鸡胚盘细胞的最高效率达到了
14

&本次

试验中我们的转染效率"

(($14

#明显高于前人的结

果!分析可能的原因!首先是所用的脂质体质量所导

致的%其次是受精蛋的新鲜程度&受精蛋刚产出时!

胚盘细胞处于
Q

期!但是即使在低温下!胚盘也可

缓慢发育!所以受精蛋的新鲜程度可影响到转染时

胚盘细胞所处的状态!从而也会对转染产生影响&

在本试验中!随着培养时间的延长!表达外源基因的

-+/0

数量减少!外源基因的表达强度也随之减弱&

("
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相对分子质量标准%

"$

北京油鸡 "

#

#%

#$

北京

鸭 "

$

#%

($

嵌合体
"

"
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#%

3$
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#

"

#

#
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J
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S
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图
$

!

睾丸中禽类
F

染色体特异重复序列的
&6D

检测图
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N$

!
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?

2-2(/,71F+7'(;(2(;1K2

3
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图
%
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3

HIJ&KE

A

基因在嵌合体心%肺%肾%脑和性腺等
%

种组织中的差异表达

J-

:

N%

!

HO

3

'122-(.(/

3

HIJ&KE

A

;DE<-.9

3

9.1P(/,-2K

2*12/'(;+7-;1'92

荧光强度减弱的原因可能是外源基因并没有整合到

所转染细胞的基因组中!而是游离在基因组之外!随

着细胞的增殖和分化!这些外源基因被细胞的核酸

酶降解掉了&

种间嵌合体制备的可行性与否主要取决于以下

(

个关键问题$"

"

#外源
-+/0

能否迁移到异种胚胎

性腺中定居&胚胎生殖原基释放的趋化因子在

-+/0

的定向迁移中起重要作用!生殖原基对异种

-+/0

同样具有趋化作用&

-+/0

的迁移机制可能

存在超越物种界限的共同模式&"

#

#外源
-+/0

进

入异种性腺后是否引起免疫排斥反应&近年来免疫

学研究表明眼球-脑-性腺为免疫特赦器官+

"5

,

!即处

于该部位内部的抗原不会引发免疫排斥反应&本试

验
-+/0

转移时期是在
"%

期"

%&2

#!禽类的胚胎免

疫系统发生开始于胚胎孵化
%

"

1T

+

"'

,

!因此在免疫

系统建立以前外源
-+/0

已经进入了受体性腺&究

竟进入性腺后的
-+/0

是否被免疫排斥掉!程度如

何!外源
-+/0

是否与内源
-+/0

有相同的增殖能

力!尚需进一步研究&"

(

#外源
-+/0

在受体性腺内

能否发育成有功能的配子&种内移植鹌鹑和鸡性腺

或血液
-+/0

均得到了后代&

L>

等+

#&

,于
"'''

年转

移胚盘细胞制备出一只鸭鸡嵌合体!并得到后代!表

明外源
-+/0

的发育分化是有可能的&

另外!目前嵌合体的制备存在供受体性别的不

一致性&由于本试验中转移的是混合性别
-+/0

!

不可避免的有一些
-+/0

进入异性性腺中&

d=

C

=!

<>

等+

#"

,移植胚盘细胞制备嵌合体时!发现雄性胚

盘细胞移植到雌性个体中!雌性受体
%&4

发育成雄

性!雌性胚盘细胞移植到雄性时!受体性别不发生改

变&本试验取
((

枚各期鸡胚胎!检查发现雄性
"5

枚占
134

!雌性
"%

枚占
(14

!偏离正常雌雄比例

"e"

&说明鸭
-+/0

的移植有可能影响了鸡性腺分

化&此外在雄性鸡胚性腺中也发现阳性结果!证明

雌性
-+/0

能够进入雄性鸭胚性腺中&

胚胎种间移植对保存濒临灭亡的动物-克服杂

交不育等方面具有重要意义!但是由于种特异性抗

原的相互作用关系使胚胎种间移植受到极大限制&

如果种间嵌合体制备方法在濒危动物种类上可行的

话!有可能为'挽救(濒危动物开辟一条全新的途径!

可望在实际应用中不断扩大珍稀动物数量&

$

!

结
!

论

本研究通过将
)

*+,!.

(

基因转入鸭
-+/0

!并

将
-+/0

注入鸡囊胚腔来获得
-+/0

介导的绿色荧

光鸡鸭嵌合体!虽未获得成活的嵌合体!但是从蛋白

和核酸水平上证明鸭
-+/0

能够迁移并定居到鸡胚

性腺中!并有可能在鸡性腺中增殖分化成有功能的

配子&进一步说明通过制备异种间嵌合体来获得转

基因禽类的方法是可行的!这将为今后
BCD

基因

在禽体内表达的安全性和转基因禽的进一步研究提

供一定的借鉴&
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