动物细胞培养和核移植技术

一、动物细胞工程
1．常用的技术手段：_________、动物细胞核移植、___________、生产单克隆抗体等。

2．基础：________________技术。

二、动物细胞培养
1．概念：从动物机体中取出相关的组织，将它分散成________，然后，放在适宜的培养基中，让这些细胞______和______。

2．过程
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3．条件
(1)无菌、无毒的环境：对________和所有____________进行无菌处理。

(2)营养eq \b\lc\{\rc\ (\a\vs4\al\co1(无机物：无机盐、　　　　　　等。,有机物：糖、　　　　、　　　　　　、血清等。))
(3)温度和pHeq \b\lc\{\rc\ (\a\vs4\al\co1(温度：　　　℃±0.5℃,pH：　　　))
(4)气体环境eq \b\lc\{\rc\ (\a\vs4\al\co1(O2：是　　　　　　所必需的,CO2：维持　　　　　　))
4．应用
(1)生产生物制品：如______疫苗、干扰素、____________等。

(2)应用于基因工程：____________是基因工程技术中常用的受体细胞，因此，离不开动物细胞培养。

(3)检测____________，判断某种物质的______。

(4)用于______、______、______等方面的研究，如筛选抗癌药物等。

三、动物体细胞核移植技术和克隆动物
1．理论基础：动物的细胞核具有________。

2．概念：将动物的一个细胞的________，移入一个去核的____________中，使其_[image: image2.png]ok [ SR (ZXXK.COM)




_____并发育成一个____________，最终发育为动物个体。

3．分类：包括_______________和_________________，其中_______________较易成功。
4．过程
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5．应用前景
       (1)在畜牧生产中：可以加速家畜遗传改良进程，促进________________。

       (2)在保护濒危物种方面：可增加这些动物的____________。

   (3)在医药卫生领域：转基因克隆动物可以作为_____________生产珍贵的医用蛋白。

(4)在治疗人类疾病方面：转基因克隆动物细胞、组织和器官可以作为________的供体。

(5)人的核移植胚胎干细胞经诱导分化，形成相应的组织、器官后，可以用于________________。

(6)研究胚胎发育及衰老过程，追踪研究疾病的________________和____________。

6．存在问题：(1)__________低。(2)绝大多数克隆动物还存在__________。(3)克隆动物食品的____________存在争议。

知识点一　动物细胞培养
1．下列关于动物细胞培养的叙述，正确的是







(　　)

A．培养保留接触抑制的细胞在培养瓶壁上可形成多层细胞
B．克隆培养法培养过程中多数细胞的基因型会发生改变
C．二倍体细胞的传代培养次数通常是无限的
D．恶性细胞系的细胞可进行传代培养
2．用动、植物成体的体细胞进行离体培养，下列叙述正确的是



(　　)

A．都需要用CO2培养箱


B．都需要用液体培养基
C．都要在无菌条件下进行


D．都可体现细胞的全能性
知识点二　动物体细胞核移植技术和克隆动物
3．一只羊的卵母细胞核被另一只羊的体细胞核置换后，这个卵母细胞经过多次分裂，再植入第三只羊的子宫内发育，产下了一只羊羔。这种克隆技术具有多种用途，但是不能(　　)                                                                    
A．有选择地繁殖某一性别的家畜B．繁殖家畜中的优秀个体
C．用于保存物种            D．改变动物的基因型
4．如图为某哺乳动物的生殖过程图，正确的叙述是





(　　)
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A．个体2为克隆动物，c为高度分化的体细胞
B．个体2的遗传性状与提供b细胞的母羊完全不同
C．产生动物个体2的生殖方式为有性生殖
D．e细胞为完成减数分裂的卵细胞
1．在动物细胞培养过程中，使用胰蛋白酶的目的是





(　　)

A．使动物组织分散为单个细胞B．去掉细胞壁，使其成为原生质体
C．去掉细胞膜，暴露出原生质体便于细胞融合D．促进蛋白质水解为多肽
2．一般来说，动物细胞体外培养需要满足以下条件





(　　)

①无毒的环境　②无菌的环境　③合成培养基需加血浆　④温度与动物的体温相近　⑤需要氧气，也需要二氧化碳　⑥适宜的pH
A．①②③④⑤⑥
B．①②③④  C．①③④⑤⑥

D．①②③④⑥
3．下列属于动物细胞培养与植物组织培养主要区别的是




(　　)

A．培养基成分不同     B．动物细胞培养不需要在无菌条件下进行
C．动物细胞可以传代培养，而植物细胞不能
D．动物细胞能够大量培养，而植物细胞只能培养成植株
4．从母羊甲的体细胞中取出细胞核，注入到母羊乙的去核卵母细胞中，融合后的细胞经卵裂形成早期胚胎，再移入到另一只母羊丙的子宫内，出生的小羊大多数性状
(　　)

A．难以预测


B．像甲C．像乙



D．像丙
5．根据培养基的物理性质划分，植物组织培养和动物细胞培养所常用的培养基分别是
(　　)

A．固体培养基、固体培养基B．固体培养基、液体培养基
C．液体培养基、固体培养基D．液体培养基、液体培养基
6．进行动物细胞培养时，最好选用的培养材料是






(　　)

A．衰老退化的动物组织细胞B．成熟动物个体的体细胞
C．动物的受精卵细胞D．健康动物胚胎或幼龄动物个体的体细胞
7．下列与动物细胞培养有关的表述中，不正确的是





(　　)

A．培养液通常含有葡萄糖、氨基酸、无机盐、维生素和动物血清
B．原代培养的细胞一般传至10代左右便会出现生长停止
C．动物细胞培养一般能够传到40～50代，但其遗传物质发生了改变
D．动物细胞培养可用于检测有毒物质和获得大量自身的健康细胞
8．美国杜克大学医疗中心一个研究小组在《科学》杂志上撰文透露，他们利用成年猪的动脉血管细胞和能够模拟胚胎环境的新型生物效应器[image: image5.png]2R (ZXXK.COM) R BT




，成功地在实验室培育出新的动脉血管。这种血管的外形和功能都与真的血管一样。这一研究成果是生物组织培养工程领域的重大进展。下列关于以上技术的叙述中，不正确的是






(　　)

A．以上技术属于“克隆”B．这项技术中可能利用了去核卵细胞
C．这项技术的关键是要激发血管细胞的“全能性”
D．这项技术的关键是要激发血管细胞发育成血管的潜能
9．2010年6月中国养殖网报道，“内蒙古白绒山羊种羊场”诞生了目前国际上规模最大的一批转基因克隆绒山羊。关于克隆，除个体水平的外，还有分子、细胞、器官等水平的克隆，下列不属于克隆技术的是










(　　)

A．从出生不久的小鼠心脏取下细胞在体外离体培养成细胞系
B．使某些特定的外源基因在哺乳动物体内表达
C．农业生产上利用马铃薯的芽繁殖马铃薯
D．将单个B淋巴细胞进行无性繁殖
10.人的血清蛋白在临床上需求量很大，通常从血液中提取。由于艾滋病等人类传染病造成的威胁与日俱增，使人们对血液制品心存疑虑。生物技术的发展与应用使利用动物生产人的血清蛋白成为可能，如图是上海某研究所培育生产出血清蛋白奶牛的流程图。根据图示回答：
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(1)雌性奶牛胚胎干细胞是










(　　)

A．雌性奶牛产生的卵细胞B．雌性奶牛体内的受精卵
C．能发育成雌性奶牛的受精卵
D．从奶牛胚胎中取出的细胞，这个奶牛胚胎将发育成雌性奶牛


(2)图中A、B用到的生物技术分别为____________、____________。

(3)小牛1、2、3的性别是________性，性状________(填“相同”或“不相同”)。

(4)在形成重组细胞之前，先去掉受体牛卵母细胞的核，其原因是________________________________________________________________________。

(5)举例说明体细胞核移植在治疗人类疾病方面的应用。

___________________________________________________________________
11．随着科学技术的发展，人们可以根据人类的需求来改造生物的性状，在许多领域取得了可喜的成果，下图是利用奶牛乳汁生产血清白蛋白的图解，根据下图回答：
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(1)此工程涉及的现代生物技术主要有：_________________________________________
(2)在形成图中③的过程中，我们称②为______________，获取②的途径主要有____________________________。能实现②直接进入③吗？________________。为什么？_____________________________________________________________________________
_____________________________________________________________________________。

(3)图中①一般经________处理可以得到③，从③到④的过程中一般用未受精的卵细胞去核为受体，不用普通的体细胞，原因是：___________________________________________。

(4)⑦是⑥的后代，那么⑦与⑥的遗传性状完全一样吗？____________，为什么？_____________________________________________________________________________
利用转基因动物乳汁生产生物产品的方法称为______________，利用核移植的方法得到的动物叫做__________。
答案  知识清单
一、1.动物细胞培养　动物细胞融合　2.动物细胞培养
二、单个细胞　生长　增殖
2．剪碎　胰蛋白酶　胶原蛋白酶　贴壁　接触　胰蛋白酶　二倍体核型　缓慢　细胞核型
3．(1)培养液　培养用具　(2)微量元素　氨基酸　促生长因子　(3)36.5　7.2～7.4　
(4)细胞代谢　培养液的pH
4．(1)病毒　单克隆抗体　(2)动物细胞　(3)有毒物质  毒性　(4)生理　病理　药理
三、1.全能性　2.细胞核　卵母细胞　重组　新的胚胎　3.胚胎细胞核移植　体细胞核移植　胚胎细胞核移植　4.体细胞核　去核卵母细胞　细胞融合　重组细胞　胚胎移植  

5．(1)优良畜群繁育　(2)存活数量　(3)生物反应器　(4)异种移植　(5)组织器官的移植　(6)发展过程　治疗疾病  6．(1)成功率　(2)健康问题　(3)安全性问题
对点训练
1．D　[动物细胞在培养过程中有接触抑制现象，细胞在培养瓶中会贴壁生长，形成一层细胞，相互接触后停止生长。克隆培养法培养过程中，仅有极少数细胞的基因型会发生改变。二倍体细胞的传代培养一般传至10代后就不易传下去了。恶性细胞系的细胞具有不死性，可以进行传代培养。]
知识链接　动物细胞培养注意事项
(1)动物细胞培养时，一般选取幼龄动物的组织、器官，其细胞的分化程度较低，增殖能力强，有丝分裂旺盛，容易培养。
(2)在动物细胞培养过程中，一般情况下10代以前的细胞核型不变，10代以后有些细胞核型发生改变，50代以后的细胞可能发生癌变。
(3)胰蛋白酶在动物细胞培养过程中的作用包括将组织分散成单个细胞，以及将贴壁细胞从瓶壁上分离下来，这样做的目的是避免动物细胞的接触抑制现象。
2．C　[不管是动物细胞培养还是植物组织培养，最基本的一个外界条件就是都要在无菌环境条件下进行。此外，动物细胞培养的培养基是液体培养基，其中的碳源是葡萄糖，培养液中还需要加入一定的动物血清，其气体环境是95%空气＋5%的二氧化碳，以维持培养液的pH。而植物组织培养的培养基为固体培养基，其碳源为蔗糖，在组织培养[image: image7.png]ok [ SR (ZXXK.COM)




的脱分化阶段必须在黑暗条件下进行，再分化过程则需要一定的光照条件；动物细胞培养就是细胞的增殖，不能体现细胞的全能性，而植物组织培养体现了植物细胞的全能性。]
归纳提升　动物细胞培养与植物组织培养的比较
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3.D　[生物的各种性状是由遗传物质——DNA控制的。由细胞核内的DNA控制的遗传叫细胞核遗传，由细胞质内DNA(主要存在于线粒体、叶绿体)控制的遗传叫细胞质遗传。目前的克隆技术是将一个体细胞核移入一个去核的卵母细胞，经过试管培养一段时间后，再移入另一个体的子宫内发育、分娩的技术，通过该技术能够保持亲本的优良性状，能够保持性别不变，亦能够用于保存物种，但不能改变动物的基因型，这是因为基因型的改变是通过动物的有性生殖(减数分裂)完成的。]
知识链接　动物细胞核移植和克隆动物
(1)原理：动物细胞核的全能性。
(2)动物细胞全能性的特点：动物细胞的全能性随着动物细胞分化程度的提高而逐渐受到抑制，全能性表达很难，但动物的细胞核内仍含有该种动物的全部遗传基因，具有发育成完整个体的潜能，即动物的细胞核仍具有全能性。
(3)核移植种类
①胚胎细胞核移植：较易成功。
②体细胞核移植：较难成功。
(4)动物克隆的一般过程
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4．A　[通过克隆技术培育的动物称为克隆动物，提供细胞核的是高度分化的体细胞，A项正确；B项考虑细胞质基因，应该是“有相同之处”；动物的克隆实际上是无性生殖过程，C项错误；e细胞是处于减数第二次分裂中期的卵母细胞，并没有完全完成减数分裂，D项错误。]
归纳提升　动物细胞核移植的条件及结果
(1)核移植一般选择去核的卵母细胞，因为卵母细胞体积大，易操作，含有促使细胞核全能性表达的物质和营养条件。一般不选择生殖细胞作为供核细胞，因为生殖细胞与正常体细胞相比，遗传物质减半。
(2)核移植时，一般先用电刺激使供受体细胞融合，再用物理或化学方法激活受体细胞，使其完成细胞分裂和发育进程。
(3)核移植过程中细胞核只来自于一个个体，因此核遗传物质与供核个体的相同，属于无性繁殖，不会改变生物体的基因型。
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4)克隆动物的性状与核供体生物的性状基本相同，但不是完全相同，因为：
①克隆动物的细胞质遗传物质来自于受体卵母细胞。
②生物的性状不仅与遗传物质有关，还受环境的影响。
课后作业
1．A　[在进行动物细胞培养前，先用胰蛋白酶使组织块中的细胞相互分散开，以增加与培养液的接触面积，便于培养。]
2．A　[动物细胞培养一般需要无菌、无毒的环境；一定的营养；一般与动物相近的体温和适宜的pH以及气[image: image11.png]2R (ZXXK.COM) R BT




体环境等。]
3．A　[动物细胞培养和植物组织培养的不同点主要有：①原理不同：植物组织培养的原理是细胞的全能性；而动物细胞培养的原理则是有丝分裂；②培养基不同：植物组织培养的培养基为固体培养基，动物细胞培养的培养基为液体培养基，除营养物质外还有血清、血浆等；③结果不同：植物组织培养最终培养为完整的植株，而动物细胞培养最后形成细胞株或细胞系。]
4．B　[由于出生的小羊的细胞核中的遗传物质和提供细胞核的甲羊相同，所以小羊大多数性状像甲。但由于乙提供了细胞质，细胞质中线粒体DNA也会发挥作用，所以小羊的性状不会和甲羊完全一样。]
5．B　[在植物组织培养过程中所用的是固体培养基，而在动物细胞培养过程中需制成单个悬浮细胞，用的是液体培养基。]
6．D　[在进行动物细胞培养时，用的是健康幼龄动物细胞或胚胎，这类细胞有旺盛的分裂能力。]
7．C　[动物细胞培养到40～50代时的细胞叫做细胞株，其遗传物质没有发生改变。在之后的培养中，有部分细胞的遗传物质发生了改变，并带有癌变性质，有可能在培养条件下无限制地传代下去，这种传代细胞称为细胞系。]
8．C　[“全能性”是指细胞发育成完整生物体的潜能。上述技术并未产生出完整的个体，只是产生了外形和功能都与真的血管一样的动脉血管。所以这项技术的关键并非要激发血管细胞的“全能性”，而是要激发血管细胞发育成血管的潜能。]
9．B　[克隆实质上就是一种无性繁殖，题中A、D两项都是细胞水平的克隆，C项是指植物的营养生殖，也属于克隆的范畴。B项使某些特定的外源基因在哺乳动物体内表达，这属于转基因技术。]
10．(1)D　(2)基因工程(转基因技术)　动物细胞核移植　(3)雌　相同　(4)卵母细胞中的核物质会对转基因重组细胞产生干扰　(5)为器官移植提供供体；研究疾病的发展进程和治疗疾病等
解析　(1)胚胎干细胞是来自于发育的胚胎，它可以形成一个个体。(2)图中A的操作对象是基因，而B过程中是一个细胞核与另一个细胞的细胞质重组。(3)图中小牛1、2、3细胞核中的遗传物质均来自雌性母牛胚胎，所以都为雌性，而且大部分性状相同。(4)受体卵母细胞核中含有大量遗传物质，会对移入的转基因重组细胞形成干扰，所以要去除。(5)克隆技术是一项新的技术，操作时有一定困难，但在器官移植中器官的提供方面有较大前景。
11．(1)基因工程技术、核移植技术、胚胎移植技术  (2)目的基因　从基因文库获取、PCR技术扩增、人工合成　不能　独立的外源基因很难与受体细胞的基因连接和独立表达　(3)胰蛋白酶　卵细胞体积大易操作，且其细胞质中含有促进细胞核表现出全能性的物质　(4)不一样　因为个体[image: image12.png]2R (ZXXK.COM) R BT




⑦的遗传信息几乎全部来自供体的细胞核，没有孕育它的母体⑥的遗传信息　乳腺生物反应器　克隆动物
解析　目的基因的获取方法有从基因文库中获取、人工合成及通过PCR技术扩增。获取的目的基因不能直接导入受体细胞，需借助于载体，因为独立外源基因很难与受体细胞的基因连接和独立表达。将动物细胞分成单个需用胰蛋白酶处理，在细胞工程中细胞核导入的受体细胞常是去核的卵细胞，因为分化程度越低，细胞全能性的表达越容易。克隆得到的动物，性状绝大多数像提供细胞核的动物。
PAGE  
4

