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摘要：在马（Equus caballus）的繁殖和非繁殖季节，本研究探讨马扩展型（Ex）和紧凑型（Cp）卵丘-

卵母细胞复合体（COCs）卵母细胞的孤雌激活效率。在繁殖季节，探讨马驹和成年马成纤维细胞核移

植（SCNT）的成功率。孤雌激活实验结果显示，在繁殖季节，发育到 2-细胞、4-细胞和桑椹胚的比例，

扩展型（Ex）卵丘-卵母细胞复合体分别是 52.8%（19/36）、38.9%（14/36）和 5.6%（2/36），紧凑型（Cp）

卵丘-卵母细胞复合体分别是 47.9%（23/48）、33.3%（16/48）和 6.2%（3/48）。在非繁殖季节，发育到

2-细胞、4-细胞的比例，扩展型（Ex）分别是 37.2%（16/43）和 16.3%（7/43），紧凑型（Cp）的比例

分别是 35.1%（27/77）和 11.7%（9/77），都没有获得桑椹胚。同一季节，扩展型（Ex）与紧凑型（Cp）

胚胎发育的比率差异不显著（P > 0.05），不同季节，两者差异显著（P < 0.05）。体细胞核移植实验结果

显示，以马驹成纤维细胞作为核供体细胞，胚胎发育到 2-细胞、4 ~ 8 细胞和桑椹胚的比例分别是 41.5%

（22/53）、33.9%（18/53）和 15.1%（8/53），以成年马成纤维细胞作为核供体细胞，比例分别是 38.9%

（7/18）、22.2%（4/18），没有获得桑椹胚。综上所述，季节和卵丘-卵母细胞复合体（COCs）类型影响

马卵母细胞孤雌激活的效率，不同核供体细胞影响克隆胚胎构建的成功率。 
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Abstract: This study investigated the parthenogenetic activation efficiency of oocytes from expanded (Ex) 
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and compact (Cp) type of cumulus oocyte complexes (COCs) in the breeding and non-breeding seasons of 

horses (Equus caballus). The somatic cell nuclear transfer (SCNT) using fibroblasts from foals and adult 

horses was also studied. The results of parthenogenetic activation test showed that the proportions of Ex type 

oocytes developed to 2-cell, 4-cell and morula stages were 52.8% (19/36), 38.9% (14/36) and 5.6% (2/36) 

respectively, while those of Cp type oocytes were 47.9% (23/48), 33.3% (16/48) and 6.2% (3/48) respectively 

in the breeding season. The proportions of Ex type oocytes developed to 2-cell and 4-cell embryos were 

37.2% (16/43) and 16.3% (7/43) respectively, while those of Cp type oocytes were 35.1% (27/77) and 11.7% 

(9/77) respectively, but morula stage embryos were not obtained in non-breeding season (Fig.40 Table 1). 

There was no significant difference in the rate of embryonic development between Ex and Cp (P > 0.05) 

groups in the same season, but there was significant difference between Ex and Cp groups in breeding and 

non-breeding seasons (P < 0.05). The percentages of foal fibroblast-derived SCNT embryos developed to 

2-cell, 4-8 cell and morula stages were 41.5% (22/53), 33.9% (18/53) and 15.1% (8/53) respectively, while the 

percentages of adult horse fibroblast-derived SCNT embryos developed to 2-cell and 4-8-cell stages were 

38.9% (7/18) and 22.2% (4/18) respectively, but no morula stage embryos were obtained (Fig.50 Table 2). In 

summary, season and COCs type affect the efficiency of parthenogenetic activation of horse oocyte, and 

different sources of nuclear donor cells affect the success rate of cloned embryo development. 

Key words: Horse0 Somatic cell0 Parthenogenetic activation0 Nuclear transfer0 Embryo transfer 

“多莉”是第一个来源于成年体细胞的克

隆哺乳动物，它诞生至今已有 20 年之久

（Wilmut et al. 1997）。虽然，科学界和公众仍

然对克隆技术充满争议，从技术角度来看，克

隆是一种十分复杂的技术，从伦理角度来看，

或许对人类社会基本的伦理带来颠覆性的挑

战，这就存在着争议的模糊地带。但无论如何，

体细胞核移植技术（ somatic cell nuclear 
transfer，SCNT）已经被应用于大多数哺乳动

物的研究和生产实践中。 
与羊、猪（Sus domestica）等家畜相比

（Wilmut et al. 1997，Polejaeva et al. 2000），马

（Equus caballus）体细胞核移植技术的研究相

对较晚。1981 年，首次报道马卵母细胞体外成

熟（in vitro maturation，IVM）的研究，采用 
M199 作为基础培养液，添加胎牛血清（fetal 
bovine serum ， FBS ）、 卵 泡 刺 激 素

（follicle-stimulating hormone，FSH）、黄体生

成素（luteinizing hormone，LH）和其他促成熟

因子（maturation promoting factor，MPF），获

得体外成熟的马卵母细胞（Fulka et al. 1981）。

在 20 世纪 80 年代，通过胚胎分割技术（embryo 
bisection）将 2 ~ 4 细胞期的马胚胎进行等份机

械分离，转移到猪的空透明带中，激活后移植

到羊的输卵管中继续发育，胚胎发育至桑椹胚

晚期或早期囊胚期的阶段进行冲胚，将获得的

胚胎移植到受体母马中，获得同卵双胎或多胎

（Allen et al. 1984）。骡（Mule）由雄性驴（Equus 
asinus）和雌性马杂交而成，是体细胞核移植

技术克隆的第一个马属动物。Woods 等（2003）
选取 45 d 的骡胚胎建立了成纤维细胞系，采用

活体取卵技术（ovum pick up，OPU）获取成熟

的马卵母细胞，通过体细胞核移植和细胞融合

技术，在 2003 年 5 月 4 日成功诞生克隆骡，命

名为“Idaho Gem”（Woods et al. 2003）。同年，

诞生了第一匹由体细胞核移植技术克隆的马，

被称为“Prometea”（Galli et al. 2003）。与克隆

骡不同的是，成熟的马卵母细胞是通过体外成

熟的方法获得，核供体细胞是取自阿拉伯马

（Arabian）的皮肤组织建立的成纤维细胞系。

2005 年，美国的第一匹克隆马诞生（Hinrichs 
2005），之后克隆马技术开始迅速推广（Hinrichs 
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2006，Hinrichs et al. 2007，Choi et al. 2009，
2013，2014，2015）。2008 年，阿根廷的第一

匹克隆马顺利诞生（Miragaya et al. 2011），但

不幸的是，在出生后它只存活了几个小时。两

年后，南美洲的第一匹健康克隆马在阿根廷诞

生（Gambini et al. 2012）。2010 年，亚洲的第

一匹克隆马在韩国诞生（Lee et al. 2015）。2016
年，澳大利亚的第一匹克隆马诞生（Gambini et 
al. 2016）。克隆马的数量逐年增多，美国在 2006
年实现了克隆马的商业化（Hinrichs 2006），阿

根廷在 2012 ~ 2016 年间相继生产约 120 匹克

隆马（Gambini et al. 2012，2014a），欧洲每年

有 2 ~ 5 匹克隆马诞生（Olivera et al. 2016）。 
近几年，马胚胎体外生产技术（in vitro 

embryo production，IVP）飞速发展，越来越多

地应用到商业化的马育种计划中。体细胞核移

植 、 卵 胞 浆 内 单 精 子 显 微 注 射 技 术

（intracytoplasmic sperm injection，ICSI）的突

破与应用为高端马术用马的繁育开辟了新的道

路（Christine et al. 2014，Morris 2018）。本研

究在马的繁殖和非繁殖季节，探讨马扩展型

（expanded，Ex）和紧凑型（compact，Cp）卵

丘-卵母细胞复合体（cumulus oocyte complexes，
COCs）卵母细胞的孤雌激活效率，以汉诺威马

驹和汗血马的成纤维细胞作为核供体细胞，在

繁殖季节，研究克隆胚胎体外构建技术，为获

得我国的第一匹克隆马奠定研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
成纤维细胞系来源于刚出生汉诺威马驹和

成年汗血公马（16 岁）的左耳后皮肤上皮组织。

成熟卵母细胞来源于青岛周边屠宰场收集的马

卵巢，在繁殖季节（4 ~ 10 月份）和非繁殖季

节（11 月至翌年 3 月份），分别收集卵丘-卵母

细胞复合体后，按形态挑选卵丘颗粒细胞和卵

母细胞结合较为疏松的扩展型卵丘-卵母细胞

复合体以及两者有部分或全部结合紧密的紧凑

型卵丘-卵母细胞复合体。 

1.2  实验方法 
1.2.1  成纤维细胞培养  将刚出生汉诺威马

驹和成年汗血公马皮肤去毛消毒后，用活体取

样钳取 0.5 cm3 大小的皮肤组织，用含 1%青霉

素-链霉素混合溶液（100 × 双抗）（Gibico by 
life technologies，cat. no. 15140-148）的磷酸缓

冲盐溶液（Gibico by life technologies，cat. no. 
14190-144）清洗 3 次，去除杂质、脂肪、结缔

组织。75%酒精浸泡 1 min，用含 1%双抗的磷

酸缓冲盐溶液清洗 3 次。反复剪碎组织成约

1 mm3 小块。将组织小块均匀接种到 T25 培养

瓶（Corning incorporated-life sciences，cat. no. 
430639），反转培养瓶。加 5 ml 含 DMEM/F12
（Gibico by life technologies, cat. no. 12400- 
024）、10%胎牛血清（Gibico by life technologies，
cat. no. 10082-147）和 1%双抗的成纤维细胞培

养液，放入培养箱（Thermo-Forma 311），5% 
CO2、37 ℃、饱和湿度培养，4 ~ 6 h 后反转培

养瓶，每 3 d 换液一次。 
1.2.2  传代培养  培养 6 ~ 7 d 后，成纤维细胞

游离出来，10 ~ 11 d 铺满培养瓶底部约 80%时

开始传代培养。去掉培养液，用含 1%双抗的

磷酸缓冲盐溶液清洗 3 遍，加入 1 ml 0.25%的

胰蛋白酶（Gibico by life technologies，cat. no. 
25200-056）消化 3 ~ 5 min，肉眼观察瓶壁半透

明的细胞层，当见到出现细针孔空隙时，弃去

消化液，加入 3 ml 的成纤维细胞培养液终止消

化。然后将消化后的细胞收集到 1.5 ml 离心管

中，1 000 r/min 离心，去上清并加入成纤维细

胞培养液，吹打后按一传二的比例分入多瓶继

续培养，每 3 d 换一次培养液。 
1.2.3  细胞生长曲线的测定  收集第 1 次传代

培养后的成纤维细胞，放入 2 ml 离心管中，加

入 1.5 ml 成纤维细胞培养液，移液枪吹打均匀

后制成细胞悬液。24 孔培养板每个孔放入 50 μl
细胞悬液，加入 1 ml 培养液培养。细胞计数板

计数剩余细胞悬液的密度。之后，每天取 3 个

孔的细胞，共取 8 d，分别在 2 ml 离心管中消

化，相同方法制成细胞悬液，并用细胞计数板
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计数细胞悬液的密度，依次类推。用密度与培

养时间做成细胞生长曲线。 
1.2.4  卵母细胞成熟培养  在马的繁殖和非

繁殖季节，扩展型和紧凑型两组卵母细胞体外

培养条件相同。首先，在 60 mm 细胞培养皿

（Corning incorporated-life sciences，cat. no. 
430166）制备 7 个 100 μl 含 M-199（Gibico by 
life technologies，cat. no. 12350-039）、10%胎牛

血清、0.01 U/ml 促卵泡生长激素（Sigma- 
Aldrich，cat. no. F4021-2 μg）、0.01 U/ml 促黄

体素（Sigma-Aldrich，cat. no. L9773-1 μl）、
200 mg/L 胰岛素生长因子 I（Gibico by life 
technologies，cat. no. PHG0078）、0.05 g/L L-
谷氨酰胺（Gibico by life technologies，cat. no. 
25030-081）和 1%双抗的卵母细胞培养液微滴，

石蜡油覆盖，放入 5% CO2、38.5 ℃、饱和湿

度的培养箱内，平衡 3 ~ 4 h。37 ℃预热 3 ml
含 M-199、5%胎牛血清和 1%双抗的洗卵液

1 h。手术刀切割马卵巢，体视显微镜（Olympus 
SZ61-ILST）下收集卵丘-卵母细胞复合体，去

掉凋亡或缺损卵母细胞的卵丘-卵母细胞复合

体，按扩展型和紧凑型分为两组，每组 10 ~ 15
枚，洗卵液清洗 3 遍，放入预先平衡的卵母细

胞培养液中培养，5% CO2、38.5 ℃、饱和湿

度，培养 32 ~ 36 h 后，0.25%的胰蛋白酶消化

1 ~ 3 min，挑出达到 MⅡ期的卵母细胞。 
1.2.5  孤雌激活  在马的繁殖和非繁殖季节，

将获得的扩展型和紧凑型的 MⅡ期卵母细胞

用同样的方法分别进行孤雌激活实验。先将 M
Ⅱ期的卵母细胞用含 1%双抗的磷酸缓冲盐溶

液清洗 3 遍，然后将卵母细胞放入含 M-199、
5 μmol/L 离子霉素（Sigma-Aldrich，cat. no. 
I9657-1 mg）和 1%双抗的 100 μl 激活液中，放

置培养箱内 5% CO2、38.5 ℃、饱和湿度，激

活 5 min。然后取出并用含 1%双抗的磷酸缓冲

盐溶液清洗 3 遍，放入 100 μl 含 DMEM/F12、
2 mmol/L 6-二甲基氨基嘌呤（Sigma-Aldrich，
cat. no. D2629-100 mg）、1 mg/L 放线菌酮

（Sigma-Aldrich，cat. no. C7698-100 mg）和 1% 

双抗的融合液中，相同条件培养 4 h。最后，取

出卵母细胞并清洗 3 遍后，放入 100 μl 含

DMEM/F12、10%胎牛血清、0.1 g/L 牛磺酸

（Sigma-Aldrich，cat. no. T0625-10 g）、0.1 g/L
半胱氨酸（Sigma-Aldrich，cat. no. V900400-100 
g）、0.11 g/L 丙酮酸钠（Sigma-Aldrich，cat. no. 
P5280-100 ml）、0.05 g/L L-谷氨酰胺和 1%双抗

的胚胎培养液中，相同条件培养，每 2 d 换液

一次，观察胚胎的发育情况。 
1.2.6  体细胞核移植  核供体细胞选自第 3 次

传代培养后的汉诺威马驹和成年马的成纤维细

胞，将成纤维细胞接种到 24 孔培养板中，每

个孔的细胞数量维持在（1 ~ 2）× 104 个。加入

1 ml 成纤维细胞培养液，放入培养箱中，5% 
CO2、37 ℃、饱和湿度培养 2 d，然后去掉培

养液，用含 1%双抗的磷酸缓冲盐溶液清洗 3
遍，加入 1 ml 含 DMEM/F12、0.5%胎牛血清

和 1%双抗的培养液，相同条件培养 3 ~ 5 d 后

用于体细胞核移植。通过显微仪（Eppendorf 
TransferMan 4r）操作，去除 MⅡ期卵母细胞的

细胞核和第一极体，将去核的卵用含 1%双抗

的 M199 培养液洗 3 遍，移入胚胎培养液中，

5% CO2、38.5 ℃、饱和湿度，平衡 30 min。
用注射针在显微镜下挑选小而光滑的成纤维细

胞，从原来去核的位置注入透明带间隙，用注

射针挤压体细胞附近的透明带，使体细胞与卵

母细胞的胞质粘到一起，构建成胞质-体细胞复

合体。将构建好的胞质-体细胞复合体放入融合

液中，相同条件平衡 2 min，之后放入融合槽

中，140 V 20 μs，使两者胞膜穿孔而融合，用

胚胎培养液将电融合处理后的卵母细胞洗 3
遍，然后放入胚胎培养液中置于培养箱中培养，

15 ~ 20 min 后观察融合情况，将未融合的胞

质-体细胞复合体进行二次电融合，融合的重构

胚在培养箱中培养 2 h 后进行激活处理（方法

同卵母细胞孤雌激活），最后放入胚胎培养液

中，置于培养箱相同条件下培养，每 2 d 换半液。 
1.2.7  构建胚胎的移植  体细胞核移植的胚

胎发育到桑椹胚时，收集胚胎，并用胚胎保存
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液（IMV，cat. no. 19449）清洗 3 遍，进行胚

胎装管。整个装胚管（IMV，cat. no. 014498）
中吸入胚胎保存液，以气泡分为 3 段，中间一

段装有胚胎（图 1），肉眼检测装胚管中的胚胎

位置，然后将胚胎转移到移胚管（IMV，cat. no. 
6430）中，最后将移胚管装入移胚枪（IMV，

cat. no. 7246）内。待受体马固定并清理外阴后，

进行胚胎移植。 
 

 
 

图 1  胚胎装管的剖面图 

Fig. 1  Sectional view of the embryo tube 

a. 胚胎保存液；b. 气泡；c. 胚胎。 

a. Embryo preservation solution0 b. Bubble0 c. Embryo. 

2  结果与分析 

2.1  马成纤维体细胞系的建立 
马驹和成年马成纤维细胞贴壁生长的时间

不同，马驹成纤维细胞从第 4 天开始，有少量

细胞脱落组织（图 2a），开始贴壁生长，而成

年马从第 5 天开始，才出现少量游离细胞。马

驹的成纤维细胞生长到 8 天左右逐渐呈放射状

伸展，胞体的中心部分亦随之变扁平，能基本

覆盖培养皿底部（图 2b），生长 10 ~ 12 d 时， 
 

细胞完全贴壁，呈现典型的成纤维细胞形态（图

2c）。成年马的成纤维细胞生长稍慢，比马驹的

晚 2 ~ 3 d，在培养 10 ~ 15 d 时，基本铺满整个

培养皿。 
成纤维细胞的生长曲线测定表明，第一次

传代培养（图 3a），细胞密度（1.17 ± 0.14）× 104

个（图 3c），培养 5 ~ 8 d 后，成纤维细胞的纯

度较高，具有完整的生物学特征（图 3b）。马

驹的成纤维细胞在 4 ~ 6 d 处于对数生长期，生

长速度最快，细胞数量由（4.16 ± 0.35）× 104

个迅速增长到（2.87 ± 0.82）× 105 个（图 3c）。
成年马在 1 ~ 3 d 内，生长缓慢，处于潜伏期，

5 ~ 7 d 生长速度最快，处于对数期，细胞数量

由（4.62 ± 0.29）× 104 个迅速增长到（2.67 ± 
0.56）× 105个（图 3c），8 d 以后，处于稳定期。 
2.2  孤雌激活成功率 

在马的繁殖季节，将 84 枚 MⅡ期卵母细

胞进行孤雌激活实验（表 1），卵母细胞达到 M
Ⅱ期后（图 4a），经孤雌激活液处理，细胞的

形态完整，培养 36 ~ 48 h，卵母细胞发生卵裂，

达到 2-细胞期（图 4b），之后经过 4-细胞期、

8-细胞期（图 4c）等阶段后发育成桑椹胚（图

4d）。在马的非繁殖季节，120 枚 MⅡ期卵母  
细胞进行孤雌激活实验（表 1），没有获得桑椹

胚胎。 

 
 

图 2  马驹成纤维细胞体外培养 

Fig. 2  Fibroblast culture in vitro 

a. 马驹成纤维细胞培养第 4 天，开始有少量细胞脱落组织；b. 成纤维细胞生长 8 d 左右覆盖了细胞培养皿大面积；c. 成纤维细胞生长

10 ~ 12 d，基本铺满培养皿。 

a. Indicates that there are a few exfoliated cells in foal fibroblasts at the beginning of the 4th day0 b. Indicates that fibroblasts growing to 8 days or 

so cover a large area of culture plate0 c. Indicates that fibroblasts growing to 10 to12 days basically cover the plate. 
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图 3  成纤维细胞的生长曲线 

Fig. 3  The growth curve of fibroblasts 

a. 马成纤维细胞传代培养第 1 天；b. 传代胚胎第 5 天；c. 马成纤维细胞生长曲线。 

a. The first day of passage culture of horse fibroblasts0 b. The fifth day of passageculture of horse fibroblasts0 c. The growth curve of horse 

fibroblasts. 

 

 
 

图 4  马胚胎的孤雌激活 

Fig. 4  Parthenogenetic activation of horse embryos 

a. 成熟的卵母细胞；b. 2-细胞期孤雌激活胚胎；c. 8-细胞期；d. 桑椹胚。 

a. Mature oocyte0 b. Parthenogenetic activated embryo at 2-cell stage0 c. 8-cell stage0 d. Morula stage embryo. 

 

在马的繁殖季节，扩展型卵丘-卵母细胞复

合体卵母细胞经孤雌激活处理后，扩展型与紧

凑型 MⅡ期卵母细胞发育到 2-细胞期、4-细胞

期、8-细胞期以及获得的桑椹胚的比例差异均

不显著（P > 0.05，表 1）。在马的非繁殖季节，

扩展型与紧凑型 MⅡ期卵母细胞发育到 2-细
胞、4-细胞和 8-细胞的比例分亦差异不显著

（P > 0.05），在此季节，并未获得桑椹胚（表

1）。在繁殖季节，马胚胎发育到 2-细胞、4-细
胞、8-细胞和桑椹胚的比例显著高于非繁殖季

节（P < 0.05）。 
2.3  体细胞核移植 

在繁殖季节，通过体细胞核移植共构建了

71 枚胚胎（图 5a），融合成功 52 枚胚胎

（73.2%），激活后有 29 枚（40.8%）发生卵

裂（图 5b），最后有 8 枚发育到桑椹胚（图

5c）。 
本研究核供体细胞分别来源于马驹和成年

马的成纤维细胞（表 2）。核供体细胞来源于马

驹成纤维细胞的克隆胚胎，77.4%（41/53）发

生细胞融合，15.1%（8/53）发育到桑椹胚，将

桑椹胚胎移植到发情同步的母马子宫中，共进

行了 3 次胚胎移植，第一次移植 2 枚胚胎，第

二次移植 4 枚胚胎，第三次移植 2 枚胚胎，均

未获得孕马。核供体细胞来源于成年马成纤维

细胞的克隆胚胎，61.1%（11/18）发生细胞融

合，仅 22.2%（4/18）发育到 4-8 细胞期，没有

获得桑椹胚。 
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表 1  孤雌激活胚胎体外发育情况 

Table 1  Development of parthenogenetic activated embryos in vitro 

繁殖季节 Breeding season 非繁殖季节 Non-breeding season 
 扩展型 

Expanded type 
紧凑型 

Compact type 
扩展型 

Expanded type 
紧凑型 

Compact type 

MⅡ（枚）MⅡquantity 36 48 43 77 
数量 Quantity (cell) 19 23 16 27 

2-细胞 2-cell  
比例 Proportion (%) 52.8 a 47.9 a 37.2 b 35.1 b 
数量 Quantity (cell) 14 16 7 9 

4-细胞 4-cell 
比例 Proportion (%) 38.9 a 33.3 a 16.3 b 11.7 b 
数量 Quantity (cell) 6 5 2 2 

8-细胞 8-cell 
比例 Proportion (%) 16.7 a 10.4 a 4.7 b 2.6 b 
数量 Quantity (cell) 2 3 0 0 

桑椹胚 Morula   
比例 Proportion (%) 5.6 a 6.2 a - - 

具有相同字母，表示差异不显著（P > 0.05），反之差异显著（P < 0.05）。 

There was no significant difference among groups with the same letters (P > 0.05), whereas different letters indicate significant difference 

(P < 0.05). 
 

 
 

图 5  体细胞核移植 

Fig. 5  Somatic cell nuclear transfer 
a. 核移植，× 100；b. 2-细胞胚胎，× 100；c. 桑椹胚，× 100。 

a. Nuclear transfer, × 1000 b. 2-cell embryo, × 1000 c. Morula stage embryo, × 100. 
 

 

表 2  不同体细胞核移植胚胎数量 

Table 2  Numbers of SCNT embryos  
derived from different donor cells 

  核供体 Nuclear donor
  

 马驹 
Foal 

成年马 
Adult horse

核移植数量 Number of nuclear transplants 53 18 
融合 Fusion 数量 Quantity (cell) 41 11 
  比例 Proportion (%) 77.4 61.1 
2-细胞 2-cell 数量 Quantity (cell) 22 7 
  比例 Proportion (%) 41.5 38.9 
4-8 细胞 4-8 cell  数量 Quantity (cell) 18 4 
  比例 Proportion (%) 33.9 22.2 
桑椹胚 Morula 数量 Quantity (cell) 8 0 
  比例 Proportion (%) 15.1 0 
胚胎移植数量（枚） 
Number of embryo transfer 8 0 

受孕马（匹）Recipient horse 0 0 

3  讨论 

3.1  季节对马胚胎重构效率的影响 
马是季节性多次发情动物，在青岛地区每

年的 4 ~ 10 月份是其繁殖季节。在繁殖季节，

受光照、温度等变化影响，卵泡开始生长发育，

非繁殖季节卵泡处于静止期。与其他家养物种

相比，马的卵巢结构具有特殊性，皮质在内部，

髓质在外周（Hawley et al. 1995），卵母细胞紧

密附着在卵泡壁上，收集卵母细胞存在较大难

度，且马卵母细胞的成熟率不高，导致克隆效

率较低（Gambini et al. 2014b）。 
本研究探讨了马在繁殖和非繁殖季节成熟

卵母细胞孤雌激活后胚胎的发育能力。胚胎的
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发育能力受卵母细胞质量的影响，在繁殖季节，

我们收集的卵母细胞处于发情周期的不同阶

段，较非发情季节的卵母细胞质量高。在繁殖

季节，扩展型成熟卵母细胞孤雌激活达到 2-细
胞期的比例为 52.8%，显著高于非繁殖季节的

37.2%；紧凑型成熟卵母细胞在繁殖季节获得

胚胎的比例也显著高于非繁殖季节。本研究结

合季节性差异，探讨孤雌激活的成功率，选择

在繁殖季节进行体细胞核移植实验，成功获得

8 枚克隆胚胎。 
3.2  不同核供体细胞对马克隆效率的影响 

核移植效率取决于重构胚胎重新编程的能

力，对克隆胚胎的生长发育和后代的健康起到

至关重要的作用（Niemann 2016）。选择不同的

体细胞作为核移植的供体细胞，克隆效率差异

显著。皮肤成纤维细胞是最常见的核供体细胞，

但也有研究选择肝（Waghmare et al. 2011）、肾

（Richter et al. 2012）、颗粒细胞（Lagutina et al. 
2005）等作为核供体细胞，发育桑椹胚/早期囊

胚的比率较低。间充质干细胞（mesenchymal 
stem cells，MSCs）作为核供体细胞在猪（Nazari 
et al. 2016）、牛（Silva et al. 2016）和山羊（Capra 
hircus）（Kwong et al. 2014）等物种应用，被

证明可以获得更高的囊胚率。 
本研究建立两个不同年龄段马成纤维细胞

系，一是刚出生汉诺威马驹的，另一个是成年

汗血公马（16 岁）的。核移植选取细胞生长更

好的刚出生汉诺威马驹的成纤维细胞作为核供

体，与选择马间充质干细胞作为核供体细胞的

囊胚率（18.7%）（Bols et al. 1995）相比，胚胎

发育率仍较低。下一步，我们将建立汉诺威马

间充质干细胞系，作为核供体，探讨重构胚胎

的融合率、发育情况等。 
3.3  体外构建胚胎的凋亡 

马克隆的整体效率仍然很低，主要是因为

核移植后获得重构胚胎比率较低，通常在 1% ~ 
15%（Lagutina et al. 2005），未继续发育的胚胎

发生凋亡，在胚胎发育的不同时间发生不同状

态的凋亡或退化，如 2-细胞期卵母细胞胞质卵

裂不均或 4-细胞期发生阻滞等。受卵母细胞质

量影响，胚胎发育呈现“两极分化”状态。本

研究获得成熟卵母细胞中，23 枚质量好的全部

顺利发生卵裂，31 枚质量差的则全部发生凋亡

或退化。如表 1 所示，本研究对 204 枚成熟卵

母细胞进行孤雌激活实验，未发育到 2-细胞期

的比例达到 58.3%（119/204），在 4 细胞期到

8-细胞期胚胎凋亡比例最高，达到 67.4%
（31/46），仅获得 5 枚（2.5%）孤雌发育的桑

椹胚。如表 2 所示，71 枚成熟卵母细胞进行体

细胞核移植实验，未融合的胚胎达到 26.8%
（19/71），发育到 2-细胞期，有 50%（26/52）
的胚胎凋亡，仅获得 8 枚（11.3%）重构胚胎。 

在非繁殖季节，本研究并未获得孤雌激活

的胚胎，因此本研究选取马卵泡颗粒细胞作为

滋养层细胞，与重构胚胎进行共培养后，提高

了胚胎的发育能力，获得桑椹胚的比例达到

2.8%。下一步，我们将在马的繁殖季节优化共

培养体系，选择不同类型的滋养层细胞与克隆

胚胎进行共培养，提高胚胎质量和囊胚率。另

外，马体外重构胚胎退化的机制研究比较少，

我们在将在下一步实验中，探讨胚胎退化的分

子机制，以便更好地获得体外重构胚胎。 
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