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摘要 : 试验Ⅰ: 以狼山鸡为供体 , AA肉鸡为受体 , 通过赤道开窗法制作了狼山鸡 - AA肉鸡的嵌合体。共操作了 108枚

鸡蛋 , 孵化成活 19只 , 孵化成活率 1716%。获得表型嵌合体鸡胚 22枚 , 其中 15只孵化成活 , 嵌合体率为 1319%。对 2

只嵌合体公鸡解剖发现 , 有 1只的睾丸发育异常。PCR扩增禽类 W染色体特异性的重复序列发现 , 2只嵌合体公鸡的性

腺都嵌合了供体异性的细胞。结果表明所采用的嵌合体制作方法制备转基因鸡是可行的。试验Ⅱ: 利用脂质体介导法 ,

在体外将外源 pEGFP质粒转入到鸡 X期胚胎细胞中 , 培养 8 h开始有外源基因的表达 , 体外培养 12 h后获得了 21143%

的转染效率。将转染后的鸡胚盘细胞移入到受体 AA肉鸡的胚下腔 , 孵化 6 d后在 8个鸡胚中检测到有外源基因的存在 ,

阳性率为 40% (8 /20)。
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Ab s tra c t: Experiment Ⅰ: The Langshan was used as the donor and the AA broiler was the recip ient, the Langshan2AA chimeras

were p roduced via windowing the recip ient eggs. 108 eggs were manipulated, and 19 chickens were hatched. The hatching rate

was 1716%. 22 chimeric embryos were obtained, 15 chimeras survived. The survived chimera rate was 1319%. Abnormal testis2
es was founded in one of the two male chimeras by dissecting. Hetero2sexual cells were found in the gonads of both chimeras by

PCR amp lifying the W 2specific repeating sequences. The result showed that it was possible to p roduce transgenic avians by using

our method of p roducing chimeras. ExperimentⅡ: Plasm id pEGFP was introduced into the X stage chicken balstodermal cells via

lipofectam ine in vitro, the exogenous gene began to exp ress 8 h later. After cultured for 12 h in vitro the transfecting rate reached

21143%. The transfected blastodermal cells were injected into the subgerm inal cavity of the recip ient, after being hatched for 6

days the exogenous gene were detected in 40% (8 /20) of the embryos exam ined.
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转基因技术已在许多哺乳动物和鱼类上取得成功 [ 1 ]
, 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、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 [ 2 ]等独特的优点而越来越受到研究

者的关注。

在利用嵌合体途径制作转基因禽的过程中 , 研究者们主要对两类细胞进行体外的操作 : 禽类 X期

胚盘细胞 ( blastodermal cells, BCs) 和原始生殖细胞 (p rimordial germ cells, PGCs)。BCs具有类似于鼠

胚胎干细胞的特征 , 在引入同期发育的受体胚胎时能够参与受体的各种组织分化 [ 3 ]。Ginsburg[ 4 ]和

Karagenc等 [ 5 ]的研究表明 , PGCs的前体细胞主要来源于 X期的胚盘细胞。相对于禽类的原始生殖细

胞 , 禽类囊胚细胞的分离相对比较容易 , 并且运用禽类的囊胚细胞制作嵌合体还具有方便从表型上鉴定

是否发生了嵌合的优点。1970年 , Marzullo
[ 6 ]首先运用胚盘细胞组织块制作了芦花洛克鸡与白来航鸡的

嵌合体。Petitte等 [ 7 ]、Thoraval等 [ 8 ]、Ono等 [ 9 ]又分别运用胚盘细胞制作了芦花鸡与白来航、野生羽色
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鹌鹑与白羽鹌鹑的嵌合体。Naito等 [ 10 ]、L i等 [ 11 ]将此方法应用于不同种别的禽类嵌合体的制作 , 测交

结果显示 , 有 1只鹌鹑与鸡、6只来航鸡与麻鸭的嵌合体还发生了性腺的嵌合。

B razolot等 [ 12 ]、Fraser等 [ 13 ]将脂质体转染过的含有 lacZ基因的 BCs转入受体鸡胚内 , 经过 2～3 d

孵化后 , 在嵌合体的胚胎内检测到β -半乳糖甘酶的活性。Ono等 [ 9 ]把鹌鹑的 BCs与含有 lacZ的质粒共

同温育后转入受体的胚内 , 孵化 52 h后在 1 /3的活胚组织中检测到了 lacZ基因 , 但在成活的个体中都

没有检测到外源基因的存在。

本试验中 , 我们以狼山鸡为供体 , AA肉鸡为受体 , 对嵌合体的制作及转基因鸡进行了探索和研

究 , 以期为转基因禽的制作打下基础。

1　材料与方法

111　材料

供体狼山黑鸡 (黑羽 ) 受精蛋购自江苏省家禽研究所 , 受体 AA肉鸡 (白羽 ) 受精蛋购自南京迈

皋桥种鸡场。DMEM、0105% tryp sin /0102% EDTA、脂质体 L ipofectam ine
TM均为 GIBCOBRL公司产品 ,

FBS为杭州四季清产品。1%明胶、Taq酶 (5 U·μL
- 1 ) 为 Promega产品 , W染色体上重复序列特异性

引物 ( 5′2CCCAAATATAACACGCTTCACT23′和 5′2GAAATGAATTATTTTCTGGCGAC23′) [ 14 ]和 GFP基因特

异性引物 (5′2CACCATGGTGAGCAAGGGCGAG23′和 5′2CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA23′) 由上海生工
生物工程有限公司合成。pEGFP2Cl由加拿大 Guelph大学 Gibbins教授惠赠。主要仪器设备包括凝胶成

像系统 ( GIS - 700D)、细胞培养箱、冰冻切片机 (德国 Leica)、荧光显微镜 (德国 Leica) 等。

112　试验Ⅰ: 嵌合体鸡的制备及鉴定

11211　嵌合体鸡的制备　将新鲜的狼山鸡受精蛋用 75%乙醇搽拭消毒 , 打开蛋壳将内容物倒入培养皿

中。用眼科剪沿四周将胚盘小心分离 , 移入盛有 PBS2G (含胶原的磷酸盐缓冲液 ) 的培养皿中 , 轻轻

漂洗 , 去除卵黄 , 并将胚盘与卵黄膜小心分离 , 胚盘移入另一盛有 PBS2G的 115 mL离心管中。1 000 g

离心 5 m in, 移去 PBS2G, 加入预冷的 0105% tryp sin /0102% EDTA消化 10 m in。1 000 g离心 5 m in, 移

去 0105% tryp sin /0102% EDTA, 用含 10% FBS的 DMEM培养液洗两次 , 制成细胞悬液 , 并使每毫升约

含 150 000～200 000个鸡胚细胞。用医用砂轮在受体 AA种蛋的赤道面打开一小孔 (不损伤蛋壳膜 ) ,

在蛋壳膜上滴 1滴 PBS2G, 然后打开蛋壳膜暴露胚盘 , 将供体鸡胚细胞悬液注入受体鸡胚胚盘中。另取

一块较大的蛋壳膜盖住蛋壳开口处 , 并以蛋黄封口。制作完成的鸡胚放入孵化箱 , 保持 3715 ℃、相对

湿度 55%孵化直至出雏。孵化期间定期观察并记录总的发育个体数、嵌合体鸡发育数以及非嵌合体鸡

发育数。

11212　嵌合体公鸡性腺的解剖学观察　将 5月龄的 2只嵌合体公鸡解剖 , 检查其性腺的发育状况。

11213　嵌合体鸡性腺 DNA的提取及 W染色体上特异性重复序列的检测　性腺 DNA的提取方法见文献

[ 15 ]。将提取的 DNA稀释到 50 ng·μL
- 1

, PCR反应体系为 1215μL , 其中 ddH2 O 8165μL, 10 ×Buff2
er 1125μL, MgCl2 (25 mmol·L

- 1 ) 0175μL, 4 dNTPs (2 mmol·L
- 1 ) 0125μL, 引物各 015μL, Taq

酶 (5 U·μL
- 1 ) 011μL, 模板 DNA (50 ng·μL

- 1 ) 015μL。反应程序为 94 ℃ 5 m in; 94 ℃ 30 s, 60

℃ 30 s, 72 ℃ 45 s, 35个循环 ; 72 ℃ 10 m in, 2%琼脂糖凝胶 50 V电泳 50 m in, EB显色。

113　试验Ⅱ: 转基因鸡的制作

11311　鸡 X期胚盘细胞的体外转染　供体狼山鸡 X期胚盘细胞的分离方法同上 , 为了找到质粒 pEGFP

与脂质体 L ipofectam ineTM对鸡胚盘细胞的最佳转染效率 , 用不同比例的质粒与脂质体转染鸡胚细胞。转

染细胞步骤为 : (1) 先将 1 ×10
5个细胞用 200μL DMEM悬浮起来 , 并将细胞悬液加入到预先用 1%明

胶处理的 119 cm
2的细胞培养孔之中 ; (2) 将不同比例的质粒和脂质体混合孵育 15 m in, 然后用 200

μL DMEM稀释并加入到上述细胞转染皿里 ; (3) 把转染细胞的培养皿放入细胞培养箱中 , 37 ℃ 5%

CO2转染 4 h; (4) 吸掉转染液 , 用含有 10%胎牛血清的 DMEM 400μL代替 , 细胞培养箱中 37 ℃ 5%

CO2培养过夜 ; (5) 荧光显微镜下检查鸡胚细胞中绿色荧光蛋白的表达 , 同时做细胞计数 , 计算并绘

制各比例的荧光表达效率图。

11312　转基因鸡的制作及外源基因在早期鸡胚中的检测　在制作转基因鸡时 , 将经过 4 h转染的鸡胚
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盘细胞吹打悬浮起来 , 1 000 g离心 , 将细胞沉淀下来 ; 除掉上清转染液 , 用含有 10%胎牛血清的

DMEM清洗细胞 2次 , 同样离心方法沉淀细胞 ; 最后用 10%胎牛血清的 DMEM悬浮细胞 , 并使每毫升

悬液约含 115 ×10
5～210 ×10

5个鸡胚细胞 , 以下步骤与嵌合体的制作方法相同。将制作完成的鸡胚放

入孵化箱 , 3715 ℃、相对湿度 55%孵化 6 d后取出 , 分离鸡胚并制作冰冻切片 ; 收集剩余的胚体材料

提取基因组 DNA。性腺 DNA的提取方法同上。模板 DNA的稀释及 PCR反应的体系同上 , 反应程序 :

94 ℃ 5 m in: 94 ℃ 30 s, 62 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in, 35个循环 ; 72 ℃ 7 m in。12%聚丙烯酰胺凝胶 , 120

V恒压电泳 10～12 h, 银染。

2　结果与分析

211　嵌合体制作结果

本次试验共对 108枚受体受精蛋进行

了操作 , 孵化早期有 30枚鸡胚发育 , 其

中 22枚为表型嵌合鸡胚 , 8枚为非嵌合

鸡胚 , 表型嵌合率为 2014% ( 22 /108 )。

最终孵化成活 19只鸡 , 孵化成活率为

1716% ( 19 /108 )。其中表型嵌合鸡 15

只 (13♀, 2♂) , 非嵌合鸡 4只。嵌合

体比率为 1319% (15 /108) (表 1)。表

型的嵌合具有随机性。在嵌合个体中

表 1　孵化过程中鸡胚发育及成活率

Ta b le 1　D e ve lop ing a nd su rviva l ra te o f ch icken em b ryo s

项目 Item s
发育时间 / d Time of development

9 14 18 20 21

存活的鸡胚数
Number of develop ing embryos

30 28 19 19 19

嵌合体鸡胚存活数
Number of develop ing chimeric embryos

22 22 15 15 15

非嵌合体鸡胚存活数
Number of develop ing non2chimeric embryos

8 6 4 4 4

孵化成活率 /%
Survival rate

2718 2519 1716 1716 1716

(图 1) , 嵌合的程度有所不同 , 有的仅很少部位发生嵌合 , 有的几乎整个背部都发生了嵌合 (图 1 - B)。

图 1　表型嵌合体鸡

F ig11　P heo typ ic ch im e ric ch icken s

A: 供体狼山黑鸡 (黑色羽毛 )、受体 AA肉鸡 (白色 )、毛色嵌合鸡 (黑、白羽毛 ) ; B: 不同程度毛色嵌合鸡 ; C: 左 : 狼山鸡的

羽毛 (黑色 ) ; 中 : 一只成年嵌合体鸡的羽毛 ; 右 : AA肉鸡的羽毛 (白色 )

A: Donor Langshanblack chicken ( black feather) , recip ient AA broiler (white feather) , pheotyp ic chimeric chicken ( black and white feath2

er) ; B: Phenotyp ic chimeric chickens in differential degree; C: Left: Feather of Langshan chickens ( black) , M iddle: Feather of one adult chi2

mera, R ight: Feather of AA broilers (white)

212　性腺的解剖观察

将 2只饲养到 5月龄的雄性嵌合体进行解剖 , 发现其中 1只嵌合体鸡的睾丸明显小于正常个体的睾

丸 (图 2) , 而另 1只则与正常个体的睾丸大小没有明显的差别。

213　禽类 W染色体上重复序列的 PCR检测

对上述 2只嵌合体睾丸 W染色体上特有的重复序列进行 PCR检测表明 , 在 2只嵌合体的性腺中都

存在有 W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狼山鸡的雌性细胞 (图 3)。

214　鸡胚盘细胞的体外瞬时转染

本试验采用的 pEGFP - C1质粒是以 CMV (Cytom egalovirus, 巨细胞病毒 ) 为启动子的增强型绿色

荧光蛋白真核表达质粒 , 转染鸡胚盘细胞后用荧光显微镜观察到绿色荧光蛋白基因的表达。转染后 12

h, 表达荧光的细胞数以及表达量达到高峰 (图 4)。
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图 2　嵌合体鸡睾丸 (A ) 与正常 AA肉鸡睾丸 (B )

的比较

F ig12　Com p a riso n o f te s tis be tw e en the ch im e ra

(A) and the no rm a lAA b ro ile r (B )

图 3　睾丸中禽类 W染色体特异重复序列的 PCR检测图

F ig13　PCR ana lys is o f the W ch rom o som e 2sp ec ific rep e a ting

se quence in the te s tis o f m a le ch im e ra s

M: DNA标准品 ; C1: 嵌合体 1 (♂) ; C2: 嵌合体 2 (♂) ; LS:

狼山鸡 (♀) ; AA: AA肉鸡 (♂)。M: DNA marker; C1: Chimera 1

(♂) ; C2: Chimera 2 (♂) ; LS: Langshan (♀) ; AA: AA broiler (♂)

图 4　绿色荧光蛋白在鸡胚盘细胞中的表达

F ig14　Exp re ss io n o f GFP in ch icken b la s to de rm a l ce lls

215　脂质体用量对鸡胚盘细胞转染的影响

通过固定质粒的用量 , 改变脂质体的用量

来转染鸡胚盘细胞。从表 2可见 , 以 W (质

粒 ) ∶W (脂质体 ) = 1∶4的转染效果最好 ,

达到 21143% , 极显著地高于其他组 ( P <

0101) , 其他组之间没有显著差异 ( P >

0105)。

216　外源基因在 6日龄鸡胚中的表达

本试验共操作了 34枚鸡蛋 , 经过 6 d的

孵化 , 得到 20枚发育的鸡胚。对整个鸡胚做

冰冻切片没有检测到 GFP基因的表达 , 然而通

表 2　p EGFP与 L ipo fec tam ineTM在转染鸡 X胚盘细胞中的结果

Ta b le 2　 The re su lt o f p EGFP p la sm id a nd L ipo fec tam ineTM

u se d in tran sfec ting ch icke n X b la s to de rm a l ce lls

质粒用量 /μg
Dose of pEGFP

脂质体用量 /μg

Dose of L ipofectam ineTM

表达 GFP的细胞比例 /%
Rate of cells exp ressing GFP

4 8 10147Bb

4 12 9135Bb

4 16 21143Aa

4 20 12197Bb

4 24 12152Bb

注 : 不同大小写字母表示在 0101和 0105水平差异显著。 The different
cap ital and small letters indicate significant difference at 0101 and 0105
levels.

过 PCR扩增 , 我们在 8个鸡胚中检测到了外源 GFP基因的存在 , 阳性率为 40% (图 5)。

图 5　鸡胚中 GFP基因的检测

F ig15　D e te c tio n o f GFP in the ch icken em b ryo s

M: DNA marker; P: pEGFP ; 1 - 20: 鸡胚 Chicken embryos
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3　讨论

本试验采用了 Speksnijder等 [ 16 ]改进的方法 , 通过在赤道部打孔将 X期胚盘细胞注射到受体的胚下

腔 , 第 21天的孵化率达到了 1716% (19 /108)。这一孵化效率高于 Petitte等 [ 7 ]和 Thoraval等 [ 8 ]所报道

的 715%和 713% , 但低于 Speksnijder等 [ 16 ]和燕海峰等 [ 17 ] 30%～35%和 31%的孵化率。在发育的鸡胚

中 , 表型嵌合率为 2014% (22 /108) , 但到孵化出雏时 , 表型嵌合率却只有 1319%。这一表型嵌合率远

远高于 Petitte等 [ 7 ]和 Thoraval等 [ 8 ]所报道的 119%和 312% , 而稍低于 Speksnijder等 [ 16 ]和燕海峰等 [ 17 ]所

报道的 1412%和 1612%。

在孵化的前 1～8 d, 有 7212% (78 /108) 的胚胎死亡 , 在孵化的第 14～18天 , 胚胎又出现了一个

死亡的高峰 , 成活个体数由 2519%降到了 1716%。这与 Bednarczyk等 [ 18 ]、贾彦征等 [ 19 ]和刘士寻等 [ 20 ]

的研究结果一致。造成孵化前期的高胚胎死亡率的原因有待进一步研究。

Kagam i等 [ 21 ]、Furuta等 [ 22 ]、Yamaguchi等 [ 23 ]的研究都表明 , 在异性嵌合的个体中 , 大约有 30%的

个体其性腺在发育过程中会出现不同程度的卵巢样畸形。而本试验中有 1只嵌合体公鸡的性腺比正常

AA肉公鸡的性腺小 , 而另 1只的则正常 , 并且 , 2只嵌合体公鸡的性腺都嵌合了供体异性的细胞。所

以 , 这只嵌合体公鸡性腺的发育不良可能是由于发生了异性嵌合造成的 , 但由于嵌合程度不同 , 即在受

体性腺中供体异性细胞所占比例不同使受体性腺受到的影响也不同。嵌合体中表型嵌合程度的深浅也可

能是由于来源于供体细胞数量的不同所造成的。由于试验中所使用的受体为 AA肉鸡 , 其繁殖性能极

低 , 所以不能用测交的方法来检测嵌合个体是否发生了生殖体系的嵌合 , 但从这 2只嵌合体公鸡的检测

结果来看 , 它们的性腺中确实嵌合了供体的细胞。已有的研究表明 , 鸡的 X期胚盘细胞含有原生殖细

胞的前体细胞 , 在将供体的 X期胚盘细胞移入受体的胚下腔后 , 这些细胞可以发育为原生殖细胞 , 经

血液迁移到受体的性腺中并发育为功能配子 [ 4 ]。所以 , 从检测结果来看 , 这 2只嵌合体公鸡为生殖嵌合

体 , 这一结果也佐证了我们所采用的嵌合体制作方法来制备转基因禽是可行的。

B razolot等 [ 12 ]用脂质体转染鸡胚盘细胞 16～24 h后发现 , 转染效率为 4% ; Pain等 [ 24 ]用 3种不同的

脂质体和 pEGFP - C1质粒转染了鸡胚盘细胞 , 发现转染的细胞在培养过程中出现了分化现象 , 经过流

式细胞筛选发现 , 没有分化的胚盘细胞的转染效率为 4% , 而发生分化的胚盘细胞的转染效率达到了

15%。易学瑞等 [ 25 ]用 L ipofectam ineTM和 pEGFP - C1质粒转染鸡胚盘细胞的最高效率达到了 6%。本次试

验中我们的转染效率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 X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。另外 , 转染时

细胞的密度、培养液的 pH值等因素都可能影响到转染效率。

Etches等 [ 26 ]将 X期鸡胚的 BCs取出 , 在体外培养 7 d, 发现这些 BCs仍具有多能干细胞的特征。他

们还发现这些 BCs能够被转染 , 并且转染过的 BCs无论是在体内还是在体外都能表达外源基因。本次

试验中 , 经转染的细胞在随后的培养中没有加入各种干细胞因子来抑制鸡胚盘细胞的分化 , 所以在经过

24 h培养后 , 已经有部分发生分化。随着培养时间的延长 , 表达外源基因的细胞数减少 , 外源基因的

表达强度也随之减弱。另外早期胚胎中没有检测到 GFP基因的表达 , 而用 PCR在 8个 6日龄的鸡胚中

检测到了外源基因的存在 , 这些结果都表明外源基因可能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。所以在今后的研究

中在抑制胚盘细胞分化的同时 , 筛选那些能够稳定表达外源基因的细胞并将之移植到受体的胚下腔 , 从

而得到转基因鸡将是可行的途径。
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