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#&血清饥饿和接触抑制方法处理牛卵丘'颗粒细胞!

检测处理前后细胞乙酰化水平&周期分布及其对重组胚发育能力的影响!为提高核移植效率提供理论基础(分别

采用上述方法处理牛卵丘'颗粒细胞!首先对处理的细胞形态及活率进行观察!并利用流式分选技术检测处理细胞

的周期分布!再通过间接免疫荧光法检测经上述不同处理前后细胞乙酰化水平变化!最后以上述处理细胞作为核

供体构建重组胚!比较重组胚发育水平的不同(试验结果显示!经上述处理的卵丘'颗粒细胞形态良好!活率均保

持在
):;

以上%

*+,

处理卵丘'颗粒细胞后!其乙酰化水平较对照组和其他处理组明显增加"

.

#

'$'<

#!经
67+

处

理的卵丘'颗粒细胞乙酰化表达水平同样高于对照组"

.

#

'$'<

#!但仍低于
*+,

处理组"

.

#

'$'<

#!但经血清饥饿

处理的卵丘'颗粒细胞乙酰化水平较对照组明显降低"

.

#

'$'<

#%利用
*+,

处理卵丘'颗粒细胞
#:0

后!细胞被明

显抑制在
=

'

'

=

"

期!且较其他处理组的抑制现象更加明显"

.

#

'$'<

#%并且!经
*+,

处理后的卵丘'颗粒细胞充当

供体细胞!其卵裂率和囊胚率较对照组明显增加"

.

#

'$'"

!"

><$#?&$:

#

;/0

"

@>$@?@$%

#

;

%"

&'$#?<$%

#

;/0

"

"'$:?>$&

#

;

#(经
*+,

处理的牛卵丘'颗粒细胞!与其他处理组相比!乙酰化水平较高!细胞形态良好!细胞周

期被明显抑制在
=

'

'

=

"

期!且获得了较高的卵裂率和囊胚率!作为供体细胞的处理方式较为适合(
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!!

研究发现+

"

,

!供体细胞核移入去核的卵母细胞

后!必定要经过表观遗传修饰的重编程过程!回到胚

胎开始发育的全能状态(目前认为!供体核移入卵

母细胞后!其重编程过程的不完全是导致克隆效率

低的主要原因+

#

,

(核的重编程过程不仅仅是供体细

胞在移入卵母细胞后所体现的!不同的供体细胞其

重新程序化的潜力也不尽相同+

&

,

(其中!卵丘'颗粒

细胞和耳成纤维细胞作为核供体应用的最多!并且

所获得的核移植后代较多(将成纤维细胞和卵丘'

颗粒细胞的核移植效率做比较!卵丘'颗粒细胞核移

植胚的发育率高于成纤维或其他类型的细胞+

:

,

(

!!

细胞周期对核移植成功率的影响至关重要!常

以
=

'

'

=

"

期细胞作为供体细胞!这种细胞较易于重

编程+

<

,

(通常!获得
=

'

'

=

"

期细胞常用的方法是血

清饥饿和接触抑制!更为重要的是应用这
#

种方法

已成功获得家畜体细胞的核移植后代+

@

,

(但是!血

清饥饿和接触抑制所诱导的细胞同步化处理是否是

克隆成功的必要条件!并无定论(研究表明!细胞在

重编程过程中高的乙酰化水平以及低的甲基化水平

有利于重编程过程的进行!血清饥饿本身可以降低

体细胞的甲基化水平!但是对于乙酰化水平的影响

尚不明确+

%

,

(高乙酰化能够促进转录的完成+

>

,

!而

血清饥饿和接触抑制是否通过提高乙酰化水平来刺

激转录激活从而完成重编程的!仍需要进一步研究(

! !
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"

67+

#是 有 丝 分 裂 促 进 因 子

"

UZ[

#的特异性抑制剂+

)

,

!能选择性抑制
/V/#

&

/V\#

和
/V\<

等细胞周期依赖性激酶的活性!并且!

使用
"<

"

E1F

-

N

]"的
67+

处理
#:0

能够有效地将

人成纤维细胞抑制在
=

'

'

=

"

期+

"'

,

(但是!利用
67+

处理供体细胞进行核移植的研究尚不多见!其对供

体细胞重编程过程的影响也罕见报道(研究表明通

过
*-./012343.5,

"

*+,

#.组蛋白去乙酰化酶抑制

剂来提高供体细胞的重编程能力+

""!"&

,

(在体细胞克

隆胚胎中!供体细胞的组蛋白乙酰化过程是不完全

的!而
*+,

的加入恰好能够弥补这一缺陷+

"&

,

(供

体细胞通过
*+,

处理后!细胞增殖明显受到抑制!

+

期细胞数明显减少!细胞被抑制在
=

'

'

=

"

期+

"'

,

!

然而!与其他处理周期的方法比较有无优势还需进

一步探索(

!!

本研究利用
*+,

&

67+

&血清饥饿和接触抑制

等方法处理牛卵丘'颗粒细胞!检测处理前后细胞乙

酰化水平&周期分布及其对重构胚发育水平的影响!

为牛卵丘'颗粒细胞作为供体细胞进入卵母细胞后

的重编程并最终为克隆效率的提高提供理论依据(

'

!

材料与方法

'C'

!

材料

!!

文中所涉及到的试剂和药品除特殊说明外均购

自
+.

I

E4!,FV-./0

公司(

'C!

!

卵母细胞的体外成熟

!!

采自屠宰场的新鲜牛卵巢!放入灭菌生理盐水

中!保持温度在
&'

#

&&^

!

:0

内运回实验室(采

集卵泡液!磷酸盐缓冲液"

Z_+

#稀释!在体式显微镜

下用吸管挑选包裹
&

层以上&致密&胞质均匀的卵

丘'卵母细胞复合体"

7̀̀ 2

#(用平衡
#0

以上的卵

母细 胞 成 熟 液 "

U")))$<

I

-

N

]"

!

Q9

Y

92"'

E1F

-

N

]"

!丙酮酸钠
"E1F

-

N

]"

!

N!

谷氨酰胺
#$<

E1F

-

N

]"

!尿促性素
'$'%<S

-

EN

]"

!雌二醇
"

"

I

-

EN

]"

!

"<;

胎牛血清"

[_+

##洗
#

次后用于成

熟培养!培养条件为
&)^

!

<; 7̀

#

!饱和湿度(成

熟培养
##0

后!将
7̀̀ 2

转入
"E

I

-

EN

]"的透明

质酸酶消化!并用吸管反复吹打去掉卵母细胞表面

的卵丘'颗粒细胞!检查卵母细胞成熟率(

'CD

!

卵丘!颗粒细胞系的建立

!!

将成熟后的
7̀̀ 2

在
"E

I

-

EN

]"的透明质酸

酶中消化
#E.5

(向含有卵丘'颗粒细胞的透明质

酸酶中加入
BUDU a"';[_+

的全细胞培养液终

止消化!将含有卵丘'颗粒细胞的全
BUDU

培养液

@:@
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<

期 姚雅馨等$不同处理牛卵丘'颗粒细胞作为核供体对克隆胚发育的影响

移入离心管中!以
"'''-

-

E.5

]"离心
"'E.5

!弃

上清!重新加入全
BUDU

培养液吹打均匀!后接种

到
#:

孔板!细胞密度为
"$'b"'

<

'孔!条件为
&%

^

!

<; 7̀

#

!饱和湿度的培养箱中贴壁培养(当

细胞生长达到
>';

汇合时!吸出培养液!用无菌

Z_+

清洗
#

遍后!加入
"''

"

N'$#<;

胰蛋白酶
a

'$'"; DB*,

液!

&%^

消化
#

#

&E.5

!立即加入
#

ENBUDU a"';[_+

终止消化(后按照
"c#

传

代(

'C$

!

试验设计

"$:$"

!

细胞形态与活率检测
!

*+,

和
67+

处理

组$将细胞以
"$'b"'

:密度接种于
)@

孔板!用含

"'; [_+

的
BUDU

全培养基培养至汇合率达

>';

!此时细胞处于对数生长期!经
Z_+

清洗后!

用
"'5

I

-

EN

]"

*+,

和
"<

"

E1F

-

N

]"

67+

分别

处理卵丘'颗粒细胞各
&

孔!于
#:0

后观察形态!统

计活率%血清饥饿组$选取细胞汇合度达到
>';

!在

含
'$<; [_+BUDU

液内饥饿
:>0

的卵丘'颗粒

细胞+

":

,

!观察形态!统计活率%接触抑制组$选取汇

合率 达
"'';

的 卵 丘'颗 粒 细 胞!含
"';[_+

BUDU

培养基继续培养
:>0

+

"<

,

!观察形态!统计活

率%以对数生长期细胞作为对照组%利用
*-

GY

45

_FL9

染色法统计细胞活率+

"@

,

(

"$:$#

!

乙酰化水平检测
!

采用间接免疫荧光染色

法进行乙酰化水平检测+

"%

,

(一抗$兔抗羊组蛋白

Q:C"#

多克隆
O

I

=

%二抗$

[O*̀

标记羊抗兔
O

I

=

!

均购自
+4534 -̀Ld

(每组处理各取
&

孔!重复
&

次

以上(

"$:$&

!

周期检测
!

使用流式细胞分选技术检测经

不同处理的卵丘'颗粒细胞的周期分布(

"$:$:

!

克隆胚发育水平检测
!

采用胞质内注射的

方法!选择经不同处理的卵丘'颗粒细胞进行核移

植!构建重组胚(

'C%

!

重组胚的培养

!!

构建好的重组胚用
<

"

E1F

-

N

]"离子霉素激活

<E.5

后!移入含
#EE1F

-

N

]"的
@!BU,Z

培养液

内再激活
:0

!激活后的重组胚用培养液清洗
&

次

后!放入
:

孔培养板"

RL5/

#内培养!每
:>0

半量换

液
"

次!

)@0

后加入
"'; [_+

继续培养!培养
:>0

后统计卵裂率!

%

#

>V

后统计发育的囊胚率(

'C&

!

数据统计

!!

荧光强度的分析应用
1̀5X1/4F

荧光分析软件!

使用了
Q:C"#

和
ZO

的荧光强度的对比值+

">

,

(荧

光强度的数据分析采用
+Z++"&$'

软件进行
#

检

验(所有试验重复
&

次!试验数据用
!

# 进行差异显

著性分析(

!

!

结
!

果

!C'

!

不同处理方法对卵丘!颗粒细胞形态与活率的

影响

!!

卵丘'颗粒细胞经血清饥饿和
67+

处理后!细

胞形态与对照组相比!无明显变化"图
",

!

"̀

!

"B

#%而经
"'5

I

-

EN

]"的
*+,

处理后!细胞形态

存在变扁平趋势!核区清晰可见!但形态依旧良好

"图
"_

#%而接触抑制后的卵丘'颗粒细胞之间界限

不明显!部分失去原有长条梭形的特点!趋于铺路石

形态"图
"D

#(经
*-

GY

45_FL9

染色法统计细胞活

率!发现经不同处理后的卵丘'颗粒细胞活率均保持

在
):;

以上!与对照组之间差异不显著"

.

$

'$'<

#(

!C!

!

2E@

&

FGE

&血清饥饿与接触抑制对卵丘!颗粒

细胞乙酰化水平的影响

!!

分别利用
"'5

I

-

EN

]"

*+,

&

"<

"

E1F

-

N

]"

67+

&血清饥饿&接触抑制处理卵丘'颗粒细胞在激

光共聚焦显微镜下观察和记录荧光图像"图
#

#!观

察到经
*+,

处理后的细胞表达强烈的荧光!说明其

乙酰化水平较对照组和其他处理组明显增高!为进

一步说明问题!通过
1̀5X1/4F

分析软件对荧光强度

进行定量分析!确定不同方法处理的卵丘'颗粒细胞

乙酰化荧光定量分析图式"图
&

#(结合图
#

和图
&

!

共同分析得出结论$卵丘'颗粒细胞经
"'5

I

-

EN

]"

*+,

处理后!乙酰化水平明显升高"

.

#

'$'<

#%经

67+

处理后乙酰化水平较对照组也有升高趋势!但

仍低于
*+,

处理组"

.

#

'$'<

#%接触抑制处理组的

乙酰化水平明显高于血清饥饿组"

.

#

'$'<

#!但是

仍然低于
*+,

处理组(血清饥饿处理组的乙酰化

水平低于对照组"

.

#

'$'<

#(

!CD

!

不同处理方法对卵丘!颗粒细胞周期的影响

!!

利用
"'5

I

-

EN

]"的
*+,

处理卵丘'颗粒细胞

#:0

后见表
"

!与对照组相比!细胞增殖明显受到抑

制"

.

#

'$'<

#!

+

期细胞数明显减少!细胞被抑制在

=

'

'

=

"

期"表
"

#!其余处理组的
=

'

'

=

"

期细胞也较

对照组明显增多"

.

#

'$'<

#!但没有
*+,

处理组明

显(

!C$

!

不同处理方法对克隆胚发育水平的影响

!!

卵丘'颗粒细胞经过不同处理后!其克隆胚的卵

裂率和囊胚率见表
#

(与对照组相比!经
*+,

处理

%:@
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未经处理的对数生长期卵丘'颗粒细胞%

_$

经
"'5

I

-

EN

]"

*+,

处理
#:0

的卵

丘'颗粒细胞%

$̀

经
"<

"

E1F

-

N

]"

67+

处理
#:0

的卵丘'颗粒细胞%

B$

血清饥饿
:>

0

的卵丘'颗粒细胞%

D$

接触抑制
:>0

的卵丘'颗粒细胞

,$S53-9439V/LELFL2/9FF2

%

_$̀ LELFL2/9FF23-9439VJ.30"'5

I

-

EN

]"

*+,X1-#:0

%

$̀̀ LELFL2/9FF23-9439VJ.30"<

"

E1F

-

N

]"

67+X1-#:0

%

B$+9-LE234-843.15X1-:>

0

%

D$ L̀ELFL2/9FF23-9439VJ.30/1534/3.50.W.3.15X1-:>0

图
'

!

不同处理的卵丘!颗粒细胞形态
!

!""H

I/

=

C'

!

27*4-0

J

7-<-

=

/+-)+;4;<;5+*<<53),*0B/))*0*1,,0*3,4*1,5

!

!""H

表
'

!

不同处理方法对卵丘!颗粒细胞周期的影响

23><*'

!

27**))*+,-)B/))*0*1,,0*3,4*1,5-1,7*+;4;<;5+*<<+

?

+<*

处理方法

B.XX9-9533-943E953

细胞周期 "

;?+D

#

9̀FF/

G

/F9

=

'

'

=

"

+ =

#

'

U

对照组
1̀53-1F

@:(<?"(&

/

">(>?'(%

4

"@(%?"(%

4

*+,

>>(<?"(@

4

&(&?"(#

/

>(#?'(%

W

67+

%>("?"("

W

"#(>?'(<

4

)("?"(&

W

血清饥饿
+9-LE234-843.15

%%('?#(%

W

>(<?#(>

4W

":(<?'(#

4

接触抑制
1̀534/3.50.W.3.15

%:(>?&(&

W

":('?#('

4

""(#?#("

W

上标不同小写字母表示差异显著"

.

#

'$'<

#!相同字母表示差异不显著"

.

$

'$'<

#(下表同

B.XX9-953F9339-2.530924E9-1JE94522.

I

5.X./453V.XX9-95/9W93J9953093-943E9532

"

.

#

'$'<

#!

24E9F9339-.530924E9-1J

E94525132.

I

5.X./453V.XX9-95/9W93J9953-943E9532

"

.

$

'$'<

#

$*0924E942W9F1J

后的卵丘'颗粒细胞充当供体细胞!其卵裂率和囊胚

率较对照组增加最为明显 "

.

#

'$'<

!"

><$#?

&$:

#

; /0

"

@>$@?@$%

#

;

%"

&'$#?<$%

#

; /0

"

"'$:?>$&

#

;

#(

D

!

讨
!

论

!!

迄今为止!很多种类的体细胞被应用为核供体!

并获得了成功!其中卵丘'颗粒细胞和耳成纤维细胞

作为核供体应用的较多(

CLW134

等+

")

,以乳腺上皮

细胞&卵巢颗粒细胞&皮肤成纤维细胞为供核细胞进

行了核移植研究!结果显示!

&

类不同细胞源的克隆

胚胎分裂率无明显差异!但颗粒细胞却产生了最高

的囊胚发育率及
@

头完成整个妊娠期的克隆牛!且

存活至今(该结果表明!供核细胞类型会显著影响

胚胎体外和体内发育!同时也证明颗粒细胞是体细

胞克隆较有效的细胞类型(

M45

I

等+

#'

,就兔的成纤

维细胞和卵丘'颗粒细胞乙酰化水平作比较!发现卵

丘'颗粒细胞具有比成纤维细胞较强的乙酰化修饰

>:@
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期 姚雅馨等$不同处理牛卵丘'颗粒细胞作为核供体对克隆胚发育的影响

,$

对照组!

ZO

!红色荧光!染色示核%

,

"

$

抗
Q:C"#

乙酰化抗体免疫荧光染色%绿色荧

光%

,

#

$

红绿荧光共聚焦

,$ 1̀53-1F

!

ZO

!

-9V

%

,

"

$,53.!Q:C"#4/93

G

F.EEL51XFL1-92/953

!

=-995

%

,

#

$ U9-

I

9

图
!

!

分别用
2E@

$

8

%&

FGE

$

:

%&血清饥饿$

.

%和接触抑制$

(

%处理后的卵丘!颗粒细胞乙

酰化免疫荧光标记
!

'""H

I/

=

C!

!

27*3+*,

?

<3,*/44;1-)<;-0*5+*1,<3>*<</1

=

-)+;4;<;5+*<<53),*0B*3<6/,72E@

$

8

%'

FGE

$

:

%'

5*0;45,3093,/-1

$

.

%

31B+-1,3+,/17/>/,/-1

$

(

%

!

'""H

表
!

!

不同处理方法对牛卵丘!颗粒细胞克隆胚发育水平的影响

23><*!

!

27**))*+,-)B/))*0*1,,0*3,4*1,5-1,7*+;4;<;5+*<<

处理方法

B.XX9-9533-943E953

培养胚胎数

R1(1X9EW-

G

12/LF3L-9V

卵裂数"

;?+D

#

R1(1X9EW-

G

12/F9489V

囊胚数 "

;?+D

#

R1(1XWF4231/

G

232

对照组
1̀53-1F #>>

")>

"

@>(@?@(%

W

#

&'

"

"'(:?>(&

/

#

*+, &'"

#<@

"

><(#?&(:

4

#

)"

"

&'(#?<(%

4

#

67+ &"'

#:>

"

%)()?"(>

4

#

<)

"

")('?@(>

W

#

血清饥饿
+9-LE234-843.15 #)%

#"@

"

%#()?&()

4W

#

<@

"

">()?:(&

W

#

接触抑制
1̀534/3.50.W.3.15 #)"

#"<

"

%&(>?#(%

4W

#

<'

"

"%(&?&(>

W

#

):@
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每一栏表示卵丘'颗粒细胞经不同处理的细胞核区总

荧光强度的平均值
$

上标不同小写字母表示差异显著

"

.

#

'$'<

#!相同字母表示差异不显著"

.

$

'$'<

#

D89-

G

/1FLE5.5V./4392309489-4

I

91X309/15!XFL1-92!

/95/9.53952.3

G

1X309/LELFL2/9FF5L/F9L2$B.XX9-953

F9339-2E94522.

I

5.X./453V.XX9-95/9W93J9953-943E9532

"

.

#

'$'<

#!

24E9F9339-E94525132.

I

5.X./453V.XX9-!

95/9W93J9953-943E9532

"

.

$

'$'<

#

图
D

!

不同方法处理的卵丘!颗粒细胞乙酰化荧光定

量分析

I/

=

CD

!

27*

K

;31,/,3,/9*313<

?

5/5,-,7*+;4;<;5+*<<53)L

,*0B/))*0*1,,0*3,4*1,5

功能!其重编程能力和克隆胚胎发育水平也相对较

强!即卵丘'颗粒细胞
BR,

能被更有效的重新程序

化(故本研究采用卵丘'颗粒细胞作为研究对象(

!!

一般来说!供核者为胎体或新生体!处于低分化

状态或已传数代!经过去表观遗传标记处理的!其重

编程过程比较易于进行+

#"

,

(而人们常用的处理供

体细胞的方法是血清饥饿和接触抑制+

<

,

!本研究中

采用的卵丘'颗粒细胞虽不是采自胎体或新生体!但

经过
"'5

I

-

EN

]"

*+,

处理
#:0

的卵丘'颗粒细

胞即实现了低分化状态!即周期被抑制在
=

'

'

=

"

期!

并获得了有益的表观遗传修饰!即乙酰化水平维持

在较高水平!且获得了较高的卵裂率和囊胚率!这不

但节省了因长期传代或血清饥饿处理而投入的时

间!而且在乙酰化水平上弥补了血清饥饿和接触抑

制处理供体细胞后其重编程能力的不足之处(且本

研究中所使用的
*+,

浓度仅为
"'5

I

-

EN

]"

!在成

本上并不高于血清饥饿和接触抑制(

!!

研究表明!细胞在重编程过程中高的乙酰化水

平以及低的甲基化水平有利于重编程过程的进行!

甲基化密度限定了组蛋白乙酰化程度+

##

,

(

e1592

等+

#&

,用去甲基化试剂
<!

氮
!#f!

脱氧胞苷处理供体细

胞后反而降低了克隆胚的囊胚发育率!这可能是由

于其本身具有毒性!其他学者也没有成功的报道!看

来这一思路虽然不错!但合适的试剂!合理的剂量及

恰当的处理时间还需要摸索(

D5-.

I

03

等+

"#

,利用

#<

和
&%<5

I

-

EN

]"

*+,

分别处理供体细胞!发现

经
#<5

I

-

EN

]"处理的供体细胞其囊胚率较高!因

此!

*+,

的浓度不一定与获得的重组胚发育水平成

正比!所以本研究利用更小浓度"

"'5

I

-

EN

]"

#尝

试处理牛卵丘'颗粒细胞!发现细胞形态良好!乙酰

化水平较高!细胞周期被明显抑制在
=

'

'

=

"

期!且获

得了较高的卵裂率和囊胚率!作为供体细胞的处理

方式较为适合(

!!

虽然没有发现
67+

处理供体细胞的报道!但其

通过抑制
/V/#

&

/V\#

和
/V\<

等细胞周期依赖性激

酶的活性而控制细胞周期的能力在本研究中得到了

证实!并获得了较高的卵裂率 "

.

#

'$'<

!"

%)$)?

"$>

#

;/0

"

@>$@?@$%

#

;

#!同时
67+

的处理组也

表现出较高的乙酰化水平!虽然没有
*+,

的处理明

显!但是也达到了预期效果(而血清饥饿导致乙酰

化水平明显降低可能是由于血清浓度的明显降低!

使得某些基因表达出现沉默!也有可能是由于

Q:C"#

是乙酰化在组蛋白上最先表达的位点之

一+

#:

,

!所以对于基因的沉默表现出较明显的乙酰化

水平降低的现象(

!!

本研究证明经
*+,

处理后具有高乙酰化水平

的卵丘'颗粒细胞充当供体细胞!其卵裂率和囊胚率

较对照组差异显著 "

.

#

'$'"

#!恰好证明了细胞在

重编程过程中高的乙酰化水平有利于重编程过程这

一观点+

%

,

(然而!单纯的处理供体细胞是否是提高

重编程效率的最有效方法!还不能下定论!利用

*+,

处理克隆胚胎!孤雌激活胚胎!体外受精胚胎

是否都能够有效的提高胚胎发育水平!还有待于进

一步研究(
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