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摘要

本研究主要目的在分析比較畜產試驗所應用體細胞核轉置（somatic cell nuclear transfer, 
SCNT）技術生產的 3 頭阿爾拜因複製山羊與同年齡同性別非複製乳山羊的端粒（telomere）長

度，藉以了解 SCNT 對於阿爾拜因複製山羊之端粒長度的影響。試驗分別自 3 頭複製羊於不同月

齡時採集全血經離心分離並收集白血球供萃取基因組 DNA，再應用套組完成端粒長度（terminal 
restriction fragment, TRF）分析。結果顯示，3 頭複製羊於不同月齡之端粒長度均顯著地（P < 
0.05）比同月齡同性別之非複製對照山羊為短。

關鍵詞：體細胞核轉置、端粒長度、山羊。

緒言

細胞核轉置（nuclear transplantation, NT）技術的概念始於 1938 年，首次將細胞核轉置成功

應用於細胞複製動物的紀錄是兩棲類的研究（Briggs and King, 1952)。1997 年，利用取自 6 歲母

綿羊的乳腺上皮細胞為供核源，進行核轉置而獲得「桃莉」羊，首創哺乳動物成體體細胞核轉置

（somatic cell nuclear transfer, SCNT）的成功首例（Wilmut et al., 1997）。迄今，應用取自胎體或

各種成體體細胞進行 SCNT 而成功複製的動物，包括綿羊（Willadsen, 1986）、牛（Prather et al., 
1987）、小鼠（Tamada and Kikyo, 2004）、山羊（Zou et al., 2001）、豬（Prather et al., 1989）、

野牛、大鼠（Ausmess et al., 2003）、貓（Shin et al., 2002）、兔子（Stice and Robl, 1988）、騾

（Lee et al., 2005)、馬（Galli et al., 2003）、狗（Lee et al., 2005）、狼（Kim et al., 2007）與駱

駝（Khatir and Anouassi, 2008）。

畜產研究 43(1)：31～40 , 2010

（1） 行政院農業委員會畜產試驗所研究報告第 1527 號。

（2） 行政院農業委員會畜產試驗所生理組。

（3） 行政院農業委員會畜產試驗所恆春分所。

（4） 行政院農業委員會畜產試驗所花蓮種畜繁殖場。

（5） 南台科技大學。

（6） 通訊作者，lrchen@mail.tlri.gov.tw。



體細胞核轉殖乳山羊的端粒長度分析32

複製技術之應用，可以擴大遺傳背景一致的高性能優良種畜、復育與保種高度瀕臨絕種動

物及基因轉置家畜的生產；同時對於關鍵生物技術、基礎研究與組織再生的研究也具重要潛力

（Campbell, 2002; Prather et al., 1999）。

進行體細胞核轉置時供核細胞置入已去核之卵子，會經歷染色質重組、DNA 甲基化、基因組

銘印效應（imprinting)、染色體端粒（telomere）長度回復、組蛋白（histone）修飾作用、上位遺

傳的（epigenetic）傳承及 X- 染色體去活性等過程。正常之體細胞壽命有限，在歷經多次分裂後

細胞即進入衰老期；引起細胞衰老的主要因素與染色體的端粒變短有關係（Faragher and Kipling, 
1998）。端粒位於染色體末端，由短小的重複 DNA 序列組成（McEachern et al., 2000; Blasco, 
2002）。至今，許多動物的端粒已研究，資料顯示不同物種間的端粒變異極小，甚至演化上岐異

度極大的物種亦然；例如單細胞生物四膜蟲（Tetrahymena）的端粒 DNA 序列為 TTGGGG，而人

類之端粒 DNA 序列為 TTAGGG。端粒隨著細胞分裂次數增加而逐漸縮短，又被稱為細胞的「有絲

分裂時鐘（mitotic clock）」（Harley et al., 1990; Kozik et al., 1998）。端粒對於保持染色體的穩

定、細胞活性及基因組的完整具有重要功能，端粒變短將使染色體纏黏並使細胞發生異常死亡。

第一隻 SCNT「桃莉」羊的出生成為大眾關注之焦點，除開啟 SCNT 複製動物的研究熱潮外，也

讓 SCNT 動物的老化與端粒長度成為研究重點。迄今，SCNT 動物的端粒已有諸多研究，惟獲得之

結果分岐，分別有端粒變短（Shiels et al., 1999; Miyashita et al., 2002; Clark et al., 2003)、端粒變

長（Lanza et al., 2000; Miyashita et al., 2002; Jeon et al., 2005）或具有正常長度（Betts et al., 2001; 
Jiang et al., 2004）等結果。本研究在分析 SCNT 複製羊及同年齡同性別之非複製羊的端粒長度，

探討 SCNT 操作對於複製羊端粒長度之影響，藉由了解這些乳山羊間的端粒長度變化。

材料與方法

Ⅰ. 試驗動物之血樣採集與基因組 DNA 萃取

SCNT 做為供核體細胞來源的母羊係採自本所台東種畜繁殖場耳號 09180 及 01244 兩頭高乳

量阿爾拜因乳山羊的耳朵組織，採集耳朵組織時之月齡分別為 48 與 72 月齡。採集之耳朵組織經

剪碎、應用無菌操作進行培養與繼代，供後續 SCNT 使用。3 頭複製阿爾拜因山羊的生日、年齡及

採樣日期等資料如表 1 所示。羊隻血液採集日期分別為 2006 年 4月 18 日及 2007 年 1 月 8 日共兩

次。另採集對照之同齡同性別阿爾拜因山羊，每月齡 3 隻，共 9 隻。自供試山羊採集全血後置入

已添加抗凝血劑（heparin）之離心管中，經 1,000×g 離心收集白血球；再利用基因組 DNA 純化

套組（Qiagen, GmbH, Germany）並按照其操作步驟萃取、純化與定量基因組 DNA。

表 1. 複製羊的基本資料

Table 1. The background information of three SCNT cloned dairy goats

No. of SCNT dairy goats Sex Donor cell No. Birth day

　1 Female 09180 July 5, 2002

　2 Female 09180 March 10, 2004

　3 Female 01244 August 7, 2005
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Ⅱ. 端粒長度分析

端粒長度分析乃應用  Telo TAGGG  端粒長度分析套組（Roche Molecular Biochemicals, 
Canada）並按其方法進行端粒限制片段長度（TRF）測定。首先將萃取的乳山羊基因組  DNA 
約 1-2.5 μg 經限制瓷 HinfI/RsaI（4 U/μg 基因組 DNA）在 37℃ 作用 8 hr 後進行 0.7% 瓊
脂糖膠體（agarose gel）電泳，條件為 5 V/cm 4 hr；之後膠體經過變性（denaturation）、中

和（neutralization）處理與南方轉漬（southern blot）將 DNA 轉漬到帶正電的尼龍膜（Roche 
Diagnostic, GmbH, Mannheim, Germany）。尼龍膜在 40 ml DIG Easy Hyb（Roche）中進行 42℃ 
2 hr 預雜交，再與 biotinylated Telomere Probe（Roche Molecular Biochemicals, USA）進行 42℃ 3 
hr 雜交反應。雜交後尼龍膜在 50 ml 0.5× 洗滌液（SSC, 1× SSC: 0.15 M NaCl, 0.015 M sodium 
citrate）室溫清洗 3 次，每次 5 min。最後將尼龍膜取出以微波用膠膜包覆後，放入卡匣內進行 
X- 光片的顯影與沖片，或直接將尼龍膜置入 LAS-3000（Luminescent Image Analyzer, Fujifilm, 
Japan）化學冷光影像系統中截取影像，再利用內鍵之影像分析軟體，按照端粒長度計算公式 Σ
（ODi × Li）/Σ（ODi）計算平均的端粒長度（TRF）；公式中 ODi 代表訊號強度，Li 則代表每

一電泳條帶中每一分析點內的端粒長度，每一電泳條帶共劃分成為 30 格，計算長度範圍 3-50 kb 
內的加總值。在進行電泳時，膠片中均同時放入分析套組中所含有之 3.9 kb 的低分子量與 10.2 kb 
高分子量對照樣品。

Ⅲ. 統計分析

複製山羊及非複製正常對照山羊之端粒長度  TRF 測定後，應用統計分析系統（Statistical 
Analysis System；SAS, 2000）套裝軟體進行統計分析，使用一般線性模式程序（General Linear 
Model Procedure；GLM）進行變方分析，以最小平方均值（Least Squares Mean；LSM）測定法，

比較同年齡複製羊與非複製羊間、同一個體不同月齡複製羊間之染色體端粒長度差異的顯著性。

結果與討論

本研究主要目的在分析畜產試驗所應用 SCNT 生產的 3 頭複製山羊與同年齡非複製山羊的端

粒長度，藉以了解體細胞複製羊與非複製正常羊隻的端粒長度。試驗分別自複製山羊採集全血，萃

取基因組 DNA，再應用套組完成 TRF 分析。結果顯示，3 號複製羊於 6 及 18 月齡的端粒長度分

別為 9.93 ± 1.56 及9.02 ± 1.68 kb，而同齡非複製羊之端粒長度分別為 17.14 ± 0.83 與 14.43 ± 
2.10 kb。 2 號複製羊於 22 及 34 月齡的端粒長度分別為 12.2 ± 1.88 及 11.18 ± 1.42 kb，而同齡

非複製羊之端粒長度分別為 15.34 ± 1.27 及 14.91 ± 3.14 kb。1 號複製羊於 50 及 62 月齡的端粒

長度分別為 10.96 ± 1.54 及 12.62 ± 3.16 kb，而同齡非複製羊之端粒長度分別為 15.53 ± 1.19 及 
18.53 ± 1.60 kb（圖 1 與表 2）。結果顯示不同個體的複製羊在不同月齡時的端粒長度均顯著較對

照羊短（P<0.05）。本研究結果認為，應用 SCNT 技術生產之複製羊，其基因組 DNA 之再程式化

可能受到影響，造成其端粒長度顯著較非複製羊為短的現象。
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圖 1. 體細胞核轉殖複製羊1、2 與 3 號在50、22 與 6月齡時與對照之不同年齡非複製羊進行三次端粒

長度分析之圖譄。M為分子量標記。 
Fig. 1. Triplicate Analysis of telomere length in SCNT cloned goats No. 1, 2 and 3 at 50, 22 and 6 months old 

and part of their age-match controls. M: molecular weight markers.
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圖 2. 體細胞核轉殖複製羊1、2 與 3 號在62、34 及18月齡時與對照之不同年齡非複製羊進行三次端粒

長度分析之圖譄。M為分子量標記。 
Fig. 2. Triplicate analysis of telomere length in SCNT cloned goats No. 1, 2 and 3 at 62, 34 and 18 months old 

and part of their age-match controls. M: molecular weight markers.
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自 1997 年 SCNT 複製綿羊成功生產之後，應用不同供核細胞進行各種複製動物的生產不斷

有成功的例子出現（蕭等, 2006）。關於 SCNT 動物與正常對照動物之端粒長度比較已有學者研

究，獲得之結果並不一致（Tamada and Kikyo, 2004），分別有複製動物的端粒變短（Shiels et al., 
2003; Miyashita et al., 2002; Clark et al., 2003）、變長（Lanza et al., 2000; Miyashita et al., 2002; 
Jeon et al., 2005）或長度正常（Betts et al., 2001; Jiang et al., 2004）等結果。而造成 SCNT 動物

端粒長度變異的因素，可能與供核細胞的種類（Morin, 1989）、胚發育時端粒瓷再程式化之效

率、動物種別與個體之差異（Betts et al., 2001; Jeon et al., 2005; Lanza et al., 2000; Shiels et al., 
1999）、核轉置之操作方法（Lanza et al., 2000; Tian et al., 2000）、分析的組織或細胞種類不同

（Lanza et al., 2000; Betts et al., 2001）所致，導致 SCNT 後基因再程式化能力與發育潛力的差異

（蕭等, 2006）。

1999年，參與桃莉羊研究的英國 PPL 公司曾檢測桃莉羊的染色體端粒，結果發現較同齡之非

複製綿羊約短了 20%（Rhind et al., 2003; Shiels et al., 1999），因而推測桃莉羊可能因繼承了 6 歲
供核母羊的端粒長度，而且在進行 SCNT 之前，供核體細胞已經在體外培養了一段時間，致使端

粒進一步變短老化。Clark et al.（2003）的研究顯示，應用成纖維細胞生產的 SCNT 綿羊中，僅

部分綿羊具有正常的端粒長度；而應用上皮細胞產製的 SCNT 綿羊其端粒長度較對照動物為短。

Betts et al.（2005）的研究顯示 SCNT 公山羊的外表正常、身體健康，且具有正常的生殖能力。

Alexander et al.（2007）分析 SCNT 複製綿羊及其性成熟後自然配種所生的 3 隻後代之端粒長度，

同時採集 35 頭 1 至 36 月齡的正常非複製綿羊做為對照。結果顯示，應用體外培養的體細胞進行 
SCNT產製的綿羊，其端粒長度較相同年齡的非複製綿羊為短。正常對照綿羊之 TRF 平均在 12 至 
21 kb 之間。而做為 SCNT 之供核細胞，體外培養第一代（P1）時的 TRF 為 17-19 kb，源自 SCNT 
之胎體成纖維細胞在體外培養到 P17 即到達老化階段；正常的對照細胞株則分別在 P25-P27 時到

達老化階段。體外培養的體細胞在 P10 之前，端粒的短損並不明顯，但在 P10 之後，端粒將明顯

短損並進入老化階段。SCNT 複製綿羊達到性成熟後經自然配種所生的後代，則具有與正常同齡對

表 2. 複製山羊及同齡對照山羊的端粒長度

Table 2. Telomere length of cloned goats and their age-match counterparts

No. of SCNT
dairy goats

Age
(months)

Telomere length
of SCNT dairy

goats (kb)

Mean telomere
length of controls
goats (N=3) (kb)

P

SCNT vs. 
Control

SCNT, age

3 6 9.93±1.56 17.14±0.83 <0.01 NS

18 9.02±1.68 14.43±2.10 <0.01

2 22 12.2±1.88 15.34±1.27 <0.05 NS

34 11.18±1.42 14.91±3.14 <0.05

1 50 10.96±1.54 15.53±1.19 <0.01 NS

62 12.62±3.16 18.53±1.60 <0.01

NS：No significant difference at 5% level on the same individual SCNT dairy goat in different months of age.
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照羊相似的端粒長度。體外培養超過 20 代的供核體細胞，其端粒長度則顯著較短，且呈現染色體

數目及結構的高度異常。4 頭 28、16、13及 14 月齡 SCNT 綿羊的端粒長度分別為 11.3、14.45、
13.85 及11.75 kb，而同年齡非複製綿羊的長度分別為 17.51±0.65、17.45±1.18、17.52±0.37 及 
17.52±0.37 kb；兩者比較，除了 16 月齡 SCNT 綿羊與非複製綿羊沒有差異外，其餘之月齡均已達

顯著差異的水準（P＜0.05）。

Betts et al.（2005）SCNT 生產之奈及利亞侏儒山羊，其端粒長度與供核細胞有所差異，且其

後代山羊之端粒亦明顯比同年齡對照山羊為短；應用成體顆粒細胞進行 SCNT 之複製山羊，其皮

膚細胞之端粒長度顯著較對照山羊為短。而應用胎體成纖維細胞生產的 SCNT 公羊之端粒長度雖

有變異，但皆在正常範圍之內。SCNT 山羊的睪丸細胞端粒長度為 9.3±0.52 kb，明顯較同齡對照

的 16.3 ± 1.07 kb 為短；而 SCNT 山羊後代之睪丸細胞的端粒長 12.8 kb，明顯較同齡對照公羊為

短，但睪丸細胞中端粒瓷之活性則無顯著差異。這些結果顯示，供核細胞的種類及SCNT步驟，會

影響後代之端粒長度。90-135 日齡的正常奈及利亞侏儒山羊，端粒平均長 14.96±0.25 kb，較 775-
895日齡之老山羊的 12.71±0.62 kb 為長。應用胎體成纖維細胞生產的雄性 SCNT 山羊在 71-350 日
齡的平均端粒長 12.60±0.51 kb，較 69-530日齡的 5 頭同齡非複製山羊的 14.03±0.44 kb 為短。

應用成體卵丘細胞生產的 74 - 89 日齡 SCNT 女山羊，皮膚細胞的端粒長 13.28±0.41 kb，顯著較 
90-135日齡的同齡非複製山羊的 14.96±0.25 kb 為短。SCNT 公山羊與正常母羊配種所生的 9 頭羔

羊，皮膚與血液細胞之平均端粒均較同齡對照山羊為短（Betts et al., 2005）。

畜產試驗所產製的複製羊「寶吉」與「寶祥」自 2002 年 7 月分娩後，在發育過程中之外觀及

血液生理值性狀均與正常非複製羊隻相似而在正常範圍內（未發表資料）。在畜試所研究人員之

飼養照顧下，該 2 隻複製羊於 2003 年之繁殖季節與種公羊進行自然配種順利產下後代，兩頭複製

羊之泌乳量可達每天 2.5 kg，乳成份包括：比重、乳脂率、乳蛋白質率、乳糖率、乳固形物與體細

胞數等，均與一般正常乳山羊無異（未發表資料）。複製羊經自然配種後生產的仔羊之健康狀況良

好，其生長、增重和性能表現均與正常自然配種所生之乳山羊無異。複製羊能夠順利孕育下一代，

代表體細胞複製動物具有正常的生理功能與生殖能力。體細胞複製技術在應用上可用來大量擴增優

良家畜族群；也可應用在瀕臨絕種動物的復育。而結合基因轉殖技術，亦可用以產製基因轉殖家

畜，供生產高價值醫用蛋白的生物工廠用途，提高畜牧生產之效益；此外，也可供胚幹細胞相關研

究之用，做為基因治療或器官移植用之細胞來源。

這些研究結果，顯示畜產試驗所應用體細胞複製技術已成功生產包括複製牛與羊，在人工生

殖科技的發展上已邁入一個新的里程。為了解這些複製牛、羊的染色體端粒長度是否與同年齡非複

製動物有差異，已分別採集複製牛、羊與同年齡非複製對照動物的血液樣品，萃取基因組 DNA 後
分析端粒限制片段長度。本研究結果顯示，複製山羊的端粒長度顯著較非複製山羊短。此結果與畜

試所生產的複製牛有所差異。因為經過分析，應用 SCNT 生產的複製牛其端粒長度與同年齡非複

製牛之平均端粒長度並無顯著差異（蕭等，2007），顯示應用複製技術生產的乳牛，其端粒長度

在經過 SCNT 操作後，供核體細胞的基因程式能再度啟動而回復端粒應有的正常長度，並未因為

應用成體供核體細胞進行複製而導致端粒短化。畜試所複製動物研發團隊利用相同之 SCNT 操作

方法所生產的複製山羊其端粒長度顯著較對照非複製山羊為短。此結果顯示不同複製動物之端粒長

度變化並不一致。複製動物的端粒長度不一致且具有高度變異性，可能與進行複製時的供核細胞種

類、端粒瓷基因的再程式化效率、動物的個體差異、複製的操作步驟、分析時採集到的組織或細胞

種類、及動物種別的不同等因素，導致複製動物的端粒長度的差異、基因再程式化及發育潛力的差

異。
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Abstract

The purpose of this study was to determine the telomere length of somatic cell nuclear transfer (SCNT) 
cloned dairy goat and their age-match control counterparts. Genomic DNA samples were purified from whole 
blood of cloned and control animals and telomere length were assessed by terminal restriction fragment (TRF) 
analysis. The results showed that the telomere length were significantly (P < 0.05) shorter in three SCNT dairy 
goats cloned from cultured adult somatic cells as compared to age-matched control goats. 
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