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　 　 摘要:　 降低胚胎内源性原始生殖细胞是提高禽类生殖嵌合体效率的最有效途径ꎬ本试验首次研究白消安对

鹅胚内源性原始生殖细胞的消减作用ꎮ 将白消安乳化剂直接注射到鹅种蛋的卵黄内ꎬ待鹅胚发育到第 ８ ｄ 时分离

生殖腺中的 ＰＧＣｓꎬ并统计 ＰＧＣｓ 数目ꎮ 结果显示ꎬ糖原染色与免疫荧光染色充分证明从鹅胚生殖腺中成功分离到

ＰＧＣｓꎻ较低浓度(每 １ 颗卵注射 １５０ μｇ)的白消安能显著降低鹅胚内源性原始生殖细胞ꎬ从对照的单胚约 １ ２００ 个

ＰＧＣｓ 降低到处理组的 ８０ 个左右ꎮ 鹅相对于鸡而言对白消安更敏感ꎬ较低浓度即可显著降低鹅内源性 ＰＧＣｓꎮ
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ｃｏｎｔｒｏｌ ｄｏｗｎ ｔｏ ａｂｏｕｔ ８０. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｉｃｋｅｎꎬ ｇｏｏｓｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｂｕｓｕｌｆａｎ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂｕｓｕｌｆａｎ ｗｏｒｋｅｄ ｗｅｌｌ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｏｏｓｅꎻ ｂｕｓｕｌｆａｎꎻ ｇｏｎａｄꎻ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ

　 　 目前家禽种质资源保存采用的主要方式是活体

动物保种ꎬ即建立规模较大的保种资源场ꎬ集中保存

遗传资源ꎮ 但对活体保种而言ꎬ保护群的有效群体

含量与保种有效程度始终是一对矛盾ꎮ 不仅如此ꎬ
由此带来近亲繁殖、物种衰退及疾病威胁等问

题[１]ꎬ所以探索新的家禽遗传资源保存技术ꎬ实现

高效保种是我们所面临和必须解决的难题ꎮ 随着生

物技术的飞速发展ꎬ非活体保种技术将有效弥补活

体保种的不足ꎬ成为活体保种的有效补充甚至替

代[２]ꎮ 在哺乳动物中ꎬ非活体保种技术比较成熟ꎬ
如精子与卵子的冷冻保存技术及胚胎冷冻保存技

术ꎮ 但对于禽类ꎬ因卵个体大且卵黄多无法采用配

３６８



子或胚胎冷冻保存技术ꎬ因此建立禽类的非活体保

种技术尤为重要ꎮ
原始生殖细胞(Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓꎬＰＧＣｓ)是配

子前体细胞ꎬ与配子相比携带的遗传信息更全面ꎬ目
前基于冷冻保存 ＰＧＣｓ 的非活体保种技术在鸡、鹌鹑

上已初显成效[３￣４]ꎮ 即将冷冻保存的供体 ＰＧＣｓ 移植

到受体中ꎬ制备生殖嵌合体ꎬ使供体 ＰＧＣｓ 分化成功

能性配子ꎬ通过横交获得纯合的 ＰＧＣｓ 供体后代ꎮ 然

而限制这一技术的主要瓶颈是如何提高生殖嵌合体

产生供体 ＰＧＣｓ 后代的比例ꎮ 根据现有的研究结果ꎬ
降低或者去除受体内源性的 ＰＧＣｓ 是最有效的途径

之一ꎮ 目前降低受体内源性 ＰＧＣｓ 的主要方法有组

织切除法、射线照射法和白消安处理法[５]ꎮ 组织切除

法操作步骤繁琐ꎬ不利于下一步的生产应用ꎻ射线照

射后能有效去除受体来源的 ＰＧＣｓꎬ但对胚胎发育的

负面影响较大ꎬ不利于胚胎的正常发育ꎻ白消安注射

法应用较多ꎬ从对胚胎发育的影响及去除受体 ＰＧＣｓ
的效率综合考虑ꎬ是目前相对合适的处理方法ꎮ Ｓｏｎｇ
等[６]利用 ＮꎬＮ￣二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)溶解白消安并与

芝麻油等体积混合处理早期鸡胚ꎬ结果显示能短时间

去除鸡胚内源 ＰＧＣｓꎬ但白消安不能持续作用ꎮ Ｎａｋａ￣
ｍｕｒａ 等[７]将白消安进行乳化大大提高了白消安在鸡

胚内的作用时间ꎬ更加有效地去除了内源性的 ＰＧＣｓꎬ
使来源于供体 ＰＧＣｓ 的生殖嵌合体效率提高了 ２８ 倍ꎮ
以上均是在鸡胚上的研究报道ꎬ对于鹅胚白消安是否

亦能发挥作用以及如何操作、作用浓度等具体问题尚

无研究报道ꎮ
中国拥有狮头鹅、浙东白鹅、四川白鹅、太湖鹅、

豁眼鹅等优良品种ꎬ鹅品种资源丰富ꎬ如何将这些地

方鹅种保护好ꎬ长久保存下去是鹅养殖业面临的难

题之一ꎮ 本研究首次尝试将白消安用于鹅胚胎ꎬ从
白消安的注射浓度、注射形态等方面研究白消安降

低鹅胚 ＰＧＣｓ 的作用ꎬ建立有效减少鹅胚内源性

ＰＧＣｓ 的方法技术ꎬ为后期提高供体 ＰＧＣｓ 的生殖嵌

合效率奠定基础ꎬ更为将来通过冷冻保存 ＰＧＣｓ 达

到鹅非活体保种的目标提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与试剂

鹅种蛋购于苏州市乡韵太湖鹅有限公司ꎬ品种

为太湖鹅ꎮ 选取大小差异不大的鹅种蛋ꎬ剔除偏大

和偏小的种蛋ꎮ

ＰＢＳ、不含钙镁的 ＰＢＳ、０􀆰 ２５％胰蛋白酶￣ＥＤＴＡ、
ＫｎｏｃｋＯｕｔ ＤＭＥＭ 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司ꎬ 白 消 安、
ＤＭＦ、芝麻油、多聚甲醛、ＢＳＡ、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００、Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ一抗兔多克隆抗体 ａｎｔｉ￣
ＤＤＸ４(ＭＶＨ ａｎｔｉｂｏｄｙ)、二抗 Ｃｙ３ 标记的山羊抗兔

ＩｇＧ 购于 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ其余普通化学试剂均为国产

或进口分装ꎮ 培养基、试剂的配制若无特别要求ꎬ均
以重蒸水为溶剂ꎬ高压灭菌条件为 １０２􀆰 ９ ｋＰａ 蒸气

灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
培养 ＰＧＣｓ 的 ＫｎｏｃｋＯｕｔ ＤＭＥＭ 的配制: ４０％

ＢＲＬ 条件化 ＫｎｏｃｋＯｕｔ ＤＭＥＭꎬ７􀆰 ５％ ＦＣＳꎬ２􀆰 ５％ 鸡

血清ꎬ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＧｌｕｔａＭａｘꎬ１×非必须氨基酸ꎬ１􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ丙酮酸钠ꎬ０.１ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣巯基乙醇ꎬ１％青链

霉素ꎬ６ ｎｇ / ｍｌ 合成小鼠 ＳＣＦꎬ４ ｎｇ / ｍｌ合成人 ＦＧＦꎮ
抽滤除菌 ４ ℃保存备用ꎮ
１.２　 白消安注射鹅胚

白消安乳液的制备:参照 Ｎａｋａｍｕｒａ 等[７] 的方

法ꎬ将白消安溶于 ＤＭＦꎬ浓度为 １５ μｇ / μｌꎬ注射时用

无钙镁的 ＰＢＳ 稀释ꎬ与芝麻油等体积混合ꎬ采用高

速匀浆仪进行乳化ꎬ待用ꎮ
白消安乳液注射方法:在注射前 ２ ｈ 将种蛋水

平放置ꎬ将提前乳化好的白消安乳液或者不含白消

安的 ＤＭＦ￣芝麻油乳液从种蛋的小头注射ꎬ直接注入

到卵黄中ꎬ注射深度约 ３ ｃｍꎮ 注射完毕ꎬ将小孔用

石蜡封好ꎬ于孵化箱中孵育ꎮ 注射的白消安乳液因

为密度较低会缓慢升到卵黄上部的胚胎位置ꎬ从而

发挥作用ꎮ 单个卵的注射量为 １５０ μｇ(低浓度)与
２２５ μｇ(高浓度)ꎮ
１.３　 鹅胚生殖腺中原始生殖细胞的分离与计数

鹅胚发育第 ８ ｄꎬ将胚胎从种蛋中取出ꎬ生殖腺

位于肾上方ꎬ呈条状ꎬ仔细剥离其他组织ꎬ在 ＰＢＳ 中

清洗 ３ 次ꎬ即获得左右 ２ 条生殖腺ꎮ 用不含钙镁的

ＰＢＳ 将 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶￣ＥＤＴＡ 稀释 ３ 倍ꎬ左右生殖

腺放在已经稀释好的胰蛋白酶￣ＥＤＴＡ 中 ３７ ℃消化

５ ｍｉｎ 后呈单个细胞ꎬ加入 ４００ μｌ ＫｎｏｃｋＯｕｔ ＤＭＥＭꎬ
于 ２４ 孔培养板中培养 ４ ｈ 后收集细胞ꎬ并于倒置荧

光显微镜下统计细胞数量ꎮ
１.４　 鹅胚原始生殖细胞的鉴定

１.４.１　 糖原染色(ＰＡＳ) 　 糖原染液试剂盒购于南京

建成科技有限公司ꎬ根据试剂盒说明进行操作ꎮ 将

细胞悬液涂片晾干ꎬ４％多聚甲醛固定３~ ５ ｍｉｎꎬ在
０􀆰 ５％高碘酸溶液中孵育 １０~ １２ ｍｉｎꎬ蒸馏水冲洗 ２
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次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ倾去载玻片上的液体ꎬ放入 Ｓｃｈｉｆｆ 试
剂中避光 １０ ｍｉｎꎬ迅速用蒸馏水冲洗后ꎬ亚硫酸氢钠

溶液冲洗 ２ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ自来水冲洗 ５ ｍｉｎꎬ用蒸

馏水冲洗 ５ ｍｉｎꎬ滴 １ 滴中性树胶ꎬ盖上盖玻片ꎬ显微

镜下观察ꎮ
１.４.２　 原始生殖细胞的免疫荧光染色　 染色步骤:
４％ 多聚甲醛固定 ＰＧＣｓ 细胞ꎬ４ ℃过夜ꎬ放于粘附

载玻片(表面带正电荷)上ꎬ自然风干ꎬＰＢＳ￣Ｔ(含有

０.０５％ ｔｗｅｅｎ ２０ 的 ＰＢＳ)清洗载玻片 ３ 次ꎬ每次 ３０
ｍｉｎꎬ用含有 １％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 液处理载玻片 ６ ｈꎬ以阻

断非特异性蛋白ꎬ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 处理 １０~ ２０
ｍｉｎꎬＰＢＳ￣Ｔ 清洗后ꎬａｎｔｉ￣ＤＤＸ４ 一抗１ ∶ １００ 稀释ꎬ４
℃过夜孵育ꎬＰＢＳ￣Ｔ 清洗后ꎬ二抗１ ∶ １ ０００稀释ꎬ３７
℃避光孵育 １ ｈꎬ将 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 用 ＰＢＳ 稀释１ ０００
倍至 １０ μｇ / ｍｌꎬ加入到 ＰＧＣｓ 中ꎬ避光染色 ２ ｍｉｎꎬ倒
置荧光显微镜下观察细胞ꎮ
１.５　 数据分析

每个处理采集 １５ 个鹅胚的数据ꎬ采用 ＳＰＳＳ １１.０
中 ＡＮＯＶＡ 进行相关统计学分析ꎬ显著性差异以Ｐ<
０􀆰 ０５ 为标准ꎮ 统计作图采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ 绘图软件ꎮ

２　 结 果

２.１　 鹅胚 ＰＧＣｓ 的形态观察

将每只鹅胚分离的左右两侧生殖腺进行胰酶￣
ＥＤＴＡ 消化ꎬ放到 ２４ 孔培养板体外培养 ４ ｈꎬ收集培

养液ꎬ于显微镜下进行观察ꎮ 可见刚消化后的细胞

中杂细胞很多(图 １Ａ)ꎬ体外培养 ４ ｈ 后大多数杂细

胞贴壁(图 １Ｂ)ꎬ而鹅胚 ＰＧＣｓ 不贴壁ꎬ由此将鹅胚

ＰＧＣｓ 与其他细胞分离开来ꎮ 从图 １ 中可以看出鹅

胚 ＰＧＣｓ 呈圆形或椭圆形ꎬ直径约为 １５~ ２５ μｍꎬ体
积比体细胞大ꎬ比红细胞大 ２ 倍左右ꎬ细胞核为圆

形ꎬ分布在稍偏中心位置ꎬ细胞另一侧有颜色较浅的

脂滴ꎬ细胞表现出典型的原始生殖细胞特点ꎮ
２.２　 鹅胚 ＰＧＣｓ 的鉴定

采用糖原染色法和免疫荧光染色法对鹅胚生殖

腺中分离的 ＰＧＣｓ 进行鉴定ꎬ结果表明ꎬ从鹅胚生殖

腺中成功分离到 ＰＧＣｓꎮ 糖原染色如图 ２ 所示ꎬ深紫

色的为 ＰＧＣｓꎬ而其他细胞呈淡蓝色ꎬ形成明显的着色

差异ꎮ 抗原抗体染色是利用 ＰＧＣｓ 特异表达 Ｖａｓａ 蛋

白ꎬ将抗 Ｖａｓａ 的多克隆抗体 ａｎｔｉ￣ＤＤＸ４(一抗)处理分

离的细胞ꎬ再用 Ｃｙ３ 标记的二抗(红色荧光)处理后

于荧光显微镜下观察ꎬ如图 ３ 所示ꎬＰＧＣｓ 细胞除细胞

Ａ:鹅胚生殖腺经胰酶￣ＥＤＴＡ 消化成单个细胞ꎻＢ:混合细胞体外

培养 ４ ｈꎻ箭头所示为鹅胚 ＰＧＣｓꎮ
图 １　 鹅生殖腺中分离出的 ＰＧＣｓ
Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ(ＰＧＣｓ) ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｇｏｏｓｅ ｇｏ￣

ｎａｄｓ

核为蓝色外ꎬ细胞膜周围呈红色荧光ꎬ而其他类型的

细胞只有细胞核为蓝色ꎬ细胞膜周围无红色荧光ꎮ 由

此可见ꎬ分离出的细胞中存在一定比例的 ＰＧＣｓꎮ

箭头所示为阳性着色的 ＰＧＣｓꎮ
图 ２　 鹅胚原始生殖细胞的糖原染色

Ｆｉｇ.２　 Ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ￣ｓｃｈｉｆｆ ｓｔａｉｎｉｎｇ(ＰＡＳ) ｏｆ ｇｏｏｓｅ ＰＧＣｓ

Ａ:特异免疫荧光染色后 ＰＧＣｓ 呈红色荧光ꎻＢ:Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染

色后 ＰＧＣｓ 呈蓝色荧光ꎻＣ:Ｂ 与 Ａ 的叠加图ꎻＤ:明场下 ＰＧＣｓꎮ
图 ３　 鹅胚原始生殖细胞的免疫荧光染色

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＰＧＣｓ

５６８于建宁等:白消安消减鹅胚内源性原始生殖细胞



２.３　 注射白消安后鹅胚中 ＰＧＣｓ 的数量变化

将鹅胚随机分成 ４ 组ꎬ分别为对照组 (未注

射)、ＤＭＦ￣芝麻油对照组、白消安低浓度组(每 １ 颗

卵注射 １５０ μｇ)与白消安高浓度组(每 １ 颗卵注射

２２５ μｇ)ꎮ 在种蛋孵育之前进行注射ꎬ待鹅胚发育至

第 ８ ｄ 时分离两侧生殖腺ꎬ统计生殖腺中 ＰＧＣｓ 的数

量ꎬ统计结果如图 ４ 所示ꎮ ２ 个对照组之间差异不

显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ说明 ＤＭＦ￣芝麻油作为白消安注射

的辅佐剂不会对 ＰＧＣｓ 数目产生影响ꎮ 处理组中低

浓度白消安同高浓度白消安一样都能显著降低鹅胚

中 ＰＧＣｓ 的数量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ由对照组的单胚约１ ２００
个 ＰＧＣｓ 降低到 ８０ 个左右ꎬ表明白消安能有效降低

鹅胚体内 ＰＧＣｓ 的数量ꎮ

图 ４　 白消安处理鹅胚后 ＰＧＣｓ数量的变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＰＧＣｓ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｇｏｏｓｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｂｕｓｕｌｆａｎ

３　 讨 论

本试验首次从鹅胚生殖腺中成功分离到 ＰＧＣｓꎬ
并完成了鹅胚 ＰＧＣｓ 的鉴定ꎮ 从形态上看ꎬ鹅 ＰＧＣｓ
与鸡 ＰＧＣｓ 相似ꎬ直径约 １５ ~ ２５ μｍꎬ比红细胞大 ２
倍左右ꎬ细胞核为圆形、分布在稍偏中心位置ꎬ胞质

一侧含有丰富的脂肪滴颗粒ꎮ 经典的糖原染色法显

示鹅生殖腺 ＰＧＣｓ 中含有丰富的糖原ꎮ 已经证明

Ｖａｓａ 基因是动物生殖细胞特有的ꎬ在鸡上也发现存

在同源基因 ＣＶＨ[８]ꎬ免疫荧光染色法显示本试验分

离到的细胞亦存在 Ｖａｓａ 基因ꎬ充分证明其为鹅

ＰＧＣｓꎮ
如何降低内源性 ＰＧＣｓ 是提高供体来源的生殖

嵌合体效率的可靠途径[７]ꎮ 研究结果表明降低内

源性 ＰＧＣｓ 主要方法有手术切除法、射线照射法和

白消安处理法[５]ꎮ 利用手术法可以移除囊胚层细

胞或早期胚胎的血液[９￣１０]ꎬ能够降低胚胎内 ＰＧＣｓꎬ
但易造成胚胎的发育畸形ꎬ而且该方法对无菌环境

要求严格并需要熟练的操作ꎮ 相比早期应用的紫外

线和 γ￣射线[１１￣１２]ꎬ近年来 Ｘ 射线应用较多ꎮ Ｘ 射线

辐射在日本鹌鹑和鸡胚的研究结果表明ꎬ受 Ｘ 射线

辐射的 ＰＧＣｓ 仍然能够迁移到受体胚胎的生殖嵴ꎬ
说明 Ｘ 射线不能完全消除胚胎内的 ＰＧＣｓ[１３￣１５]ꎮ 另

一方面ꎬＸ 射线辐射系统需要特殊的仪器ꎬ一般实验

室很难承受ꎮ 第 ３ 种方法是利用白消安抑制 ＰＧＣｓꎬ
因为操作简便、可重复性好ꎬ故近几年应用广泛ꎮ
Ｓｏｎｇ 等[６]比较了白消安悬浮液与白消安乳液消减

鸡胚 ＰＧＣｓ 的效果ꎬ结果表明白消安溶解于 ＤＭＦ 中

再与芝麻油混合形成乳液效果要远远好于白消安悬

浮液ꎬ供体来源的 ＰＧＣｓ 嵌合体比例与对照组相比

提高了 ８ 倍ꎮ Ｎａｋａｍｕｒａ 先后于 ２００８ 年和 ２０１０ 年发

表白消安致鸡胚不育的研究成果[７ꎬ１６]ꎬ将白消安的

注射方式进一步优化ꎬ即将溶解于 ＤＭＦ 中的白消安

与芝麻油等体积混合后利用特殊注射器进行乳化形

成“油包水”稳定结构ꎬ保证了白消安在鸡胚发育过

程中的持续作用ꎬ结果显示供体来源的 ＰＧＣｓ 生殖

嵌合体比例提高了 ２８ 倍ꎮ 以上研究结果表明白消

安在消减鸡胚 ＰＧＣｓ 方面有很好的效果ꎬ但由于白

消安的不育作用在不同种类之间差异较大[７]ꎬ故有

必要研究白消安在鹅胚上的表现效果ꎮ 本研究结果

显示ꎬ相比白消安在鸡胚的作用浓度ꎬ鹅只需要较低

的浓度即可达到效果ꎬ可见鹅胚对于白消安要比鸡

胚敏感ꎮ
由此可见ꎬ利用白消安消减受体 ＰＧＣｓ 具备便

捷、可重复性好、可用物种多的优点ꎬ利用白消安不

仅可以有效提高供体来源 ＰＧＣｓ 生殖嵌合体的比

例ꎬ亦是提高转基因禽类阳性率的有效方法ꎬ更是实

现利用 ＰＧＣｓ 保存禽类种质资源的关键环节ꎮ 本试

验证实白消安能有效降低鹅胚 ＰＧＣｓ 数量ꎬ拓宽了

白消安的作用物种ꎬ为其今后更科学有效地应用于

生物技术提供可靠依据ꎮ
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