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摘要  介绍了哺乳动物核移植的现状、核移植主要步骤以及核移植中存在的一些问题。
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1  哺乳动物核移植的现状

核移植( Nuclear Transplantation , NT) 是将动物早期胚胎或

体细胞的核移植到去核的受精卵或成熟卵母细胞的细胞质

中, 从而获得重构卵,并使其恢复细胞分裂, 继续发育为与供

体细胞基因型完全相同的后代的技术。它在动物育种、制备

转基因动物、基因治疗和器官移植等方面具有重大的作用。

核移植因供体核的来源不同可分为胚细胞核移植与体细胞

核移植2 种。1995 年 Campbell 以培养的已分化的胚盘细胞

作为供体细胞培养出了两只羊, 它标志着哺乳动物核移植的

开端。1997 年, 利用已分化的成年绵羊乳腺上皮细胞得到了

第一只体细胞克隆绵羊多利。此后, 其他物种的克隆也取得

了较大的进展。核移植技术已经在绵羊、牛、山羊、猪、小鼠

等多种动物上取得成功,但总体上效率不高。其效率低下的

原因, 目前大多归结于体细胞在克隆过程中发生后生的重编

程不全、基因印迹异常而导致 NT 胚着床后的丧失。相对而

言, 牛的克隆最为成功, 主要是由于克隆牛的相关技术都比

较成熟。利用去透明带双半卵融合法进行牛体细胞克隆, 十

分简便有效 ,不但融合率和囊胚率都很高, 而且可以完全做

到手工操作 ,省去了繁杂的显微操作系统, 大大降低了生产

成本。初步的胚胎移植试验结果也较好,显示出良好的应用

前景, 是目前最适合工厂化生产体细胞克隆胚胎的方法之

一[ 1 - 5] 。利用显微去核后的半卵与供体细胞同步融合, 并结

合微穴法培养体系批量化生产成年牛克隆胚胎, 具有产业开

发潜力[ 6] 。在小鼠卵丘细胞重组胚的早期发育研究中 ,采用

去核针切开卵母细胞透明带后再对卵母细胞实施挤压和负

压的方法, 有效去除了卵母细胞的细胞核, 并成功获得了来

源于小鼠丘细胞核移植的早期胚 ,为核移植研究提供了一种

新方法[ 7] 。哺乳动物体细胞的核移植技术虽然取得了一定

的进展, 在生物医药领域也得到了初步应用, 例如治疗性克

隆就是近年来核移植技术取得的重大成就。它是以患者的

体细胞为供核, 移入去核的卵母细胞内, 将重构胚培育至囊

胚, 从内细胞团中分离出胚胎干细胞, 为患者提供与自身遗

传物质相一致的细胞或器官, 用于治疗患者的疾病[ 8] 。此

外,核移植在珍贵野生动物的保护方面也有研究。利用兔卵

母细胞作为胞质受体,应用异种核移植技术克隆出世界第一

批大熊猫异种重构胚 ,在世界范围内引起了轰动。从而使快

速繁殖濒危野生动物成为可能, 有望解决大熊猫等珍贵野生

动物的保护问题[ 9] 。但目前还没有一个能继续发育为完整

的动物个体。如果这项工作能够取得成功, 将大大有利于濒
�
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危动物的保护。

2  核移植的主要步骤

核移植包括一系列复杂的程序: 供体细胞培养、卵母细

胞的体外成熟、去核、细胞核移植、融合、激活、重构胚的体外

培养和胚胎移植。任何一步不理想, 都会对克隆胚胎或动物

的发育产生影响[ 10] 。

2 .1 受体细胞的选择、去核  迄今已有3 类受体细胞用于

核移植 ,并培育了后代。第1 类是去除原核的合子, 仅局限

于用原核或假原核作为核体的情况; 第2 类是早期胚胎 , 只

适合于用具有全能性的卵裂球作为供体的情况 ; 第3 类是

MII 卵母细胞[ 11] 。在细胞核移植研究中 ,去核这一步非常关

键。采用的去核方法主要有半卵去核法、功能性去核法、离

心去核法、化学去核法、挤压去核法、点压去核法和蔗糖辅助

去核法等,但目前使用较多的仍然是盲吸收去核法和活性荧

光染色去核法。在以猪体外成熟卵母细胞周围分离得到的

卵丘细胞作为猪体细胞核移植的供核细胞的研究中发现, 以

荧光染料染色法的去核率最高, 而盲吸法去核所用时间最

少[ 12] 。另外, 在小鼠核移植中, 从去核卵母细胞的存活率来

看, 透明带切割法明显较高 ,其原因可能是小鼠卵母细胞膜

非常弱。直接去核法在刺入时非常容易刺破卵膜从而造成

卵母细胞崩解。PMM法是目前小鼠核移植中使用最经典的

方法,许多成功的小鼠核移植都是采用的这种方法[ 13] 。无

透明带核移植技术包括2 种方法( 反向核移植法和手工核移

植法) 以及单个胚胎培养系统。传统的核移植是在透明带完

整的基础上进行的。传统观点认为, 透明带对于核重新编程

和胚胎的后续发育是必需的。利用传统方法进行核移植研

究, 需要昂贵的仪器设备 ,同时要求操作者掌握熟练的技术。

这都限制了核移植研究,特别是应用的发展。研究表明透明

带并非胚胎发育所必需,有学者发现无透明带的受精卵能发

育至囊胚。Tatham 等尝试利用梯度离心法对完全去除透明

带的卵母细胞进行去核[ 14] , 尽管结果不理想,但这主要与此

方法许多环节不够完善有关。在实际操作过程中 ,还采用液

体表明张力法去核、点压去核等技术。

2 .2  供体细胞的选择以及供体细胞与受体卵母细胞的融合

 目前, 成功的核供体细胞有乳腺细胞、肌细胞、性腺细胞

和肝细胞等 ,特别是卵丘细胞与胎儿成纤维细胞, 成功地用

作多种动物的核供体。供体与受体细胞的细胞周期发育同

步化是影响核移植成败的一个主要因素。早期研究认为, 供

体处于 G0 期是细胞核移植成功所必需的。后来 G1 期细胞

的核移植也获得了成功,研究发现使 ES 细胞处于G2 期可能

对核移植有利。而使用M期细胞构建的胚胎 ,已经成功地生

产出了以 M 期细胞为供体的核移植牛后代[ 15] 。Wakayama
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等[ 16] 认为一些供体细胞的胞质也可能会干扰重构胚的发

育, 而卵丘细胞的胞质相对于其他类型的体细胞与卵母细胞

的胞质更相容。因为在卵母细胞的早期发育过程中, 卵丘细

胞的前体细胞通过细胞膜上的微绒毛与卵母细胞的前体细

胞相互连接而发育。通过这种方式沟通,2 种细胞可以互相

交换胞质因子和信息[ 17] 。Lee 等[ 18] 认为供体细胞的类型对

猪克隆胚胎的发育能力影响很大。分别采用胎儿成纤维细

胞、成体成纤维细胞、颗粒细胞和输卵管上皮细胞作为供体

细胞进行核移植 , 胎儿成纤维细胞的囊胚发育率最高。ES

细胞核移植效率也明显高于体细胞核移植。分化程度越低

的细胞越容易重编程,重构胚发育潜能也就越高。

体细胞与受体细胞的融合是哺乳动物体细胞核移植技

术的关键步骤[ 19] 。融合包括化学融合、仙台病毒融合和电

融合。使用直流电脉冲诱导融合和胞质内注射法是目前最

常用的方法。电融合法被广泛应用于胚胎细胞核移植 ,最早

由 Willadsen 在绵羊胚胎细胞核移植上应用并获得成功。比

较细胞融合的方法, 压电去核装置能去掉供核细胞的细胞

膜,直接将细菌核注射到去核后的卵母细胞中。尽管很多动

物克隆中均未用此装置而获得成功, 然而它却能直接将细胞

核注入卵母细胞浆中,使得胞浆的一些因子更好地发挥核重

新程序化的效应。在猪的试验中, 利用该技术成功获得了克

隆猪。Collas 和Barnes 采用胞质内注射法将牛胚胎ICM细胞

直接注射到去核卵母细胞中,获得了核移植牛犊。Wakayama

等将该方法成功应用于体细胞核移植研究中,获得了来自卵

细胞的核移植小鼠。1998 年,Trounson 等运用该方法进行体

细胞克隆, 胚胎的重建效率远高于电融合法[ 20] 。现已证明 ,

分化程度越低的细胞越易发生发育程序重编,它们构建的重

组胚的发育潜力就越高[ 21] 。胎儿成纤维细胞由于分化程度

相对较低,它们构建的重组胚的发育潜力明显高于成年动物

皮肤成纤维细胞和分化程度更高的细胞所构建的重组

胚[ 22] 。这些结果都表明, 不同类型的供体细胞进行核移植

的效率不同。颗粒细胞和成纤维细胞重塑力较大,更适合作

为核移植供体。我国学者以牛卵丘细胞核为供体,进行克隆

牛的研究, 发现核质相容程度对核移植效率具有一定影响 ,

认为核供体与核受体胞质的相容性以及一些关键细胞因子

的重新分布和交换 ,决定了体细胞染色体组的完全去分化和

正确的再程序化过程,是体细胞核移植成功的关键[ 23] 。

供核的选择中供核细胞浆所处何期为最佳状态及其影

响因子如何起作用等尚需进一步研究。对现在所用不同体

细胞如何进行基因重排而形成胚或获得其全能性的机制还

需要更深入的探索, 以便于从分子水平控制核基因的重排 ,

从而提高核移植的效率[ 24] 。

2 .3  卵母细胞的激活  以成熟卵母细胞为受体的核移植

中, 由于缺乏诸如受精等自然的过程, 故必须对卵母细胞进

行人工激活以促使其进一步发育。目前应用较多的激活方

法有电激活、乙醇、离子霉素、氯化锶、三磷酯酰、精子提取物

激活等。卵母细胞激活的原理为通过电刺激、钙离子载体等

方法, 使卵母细胞从MⅡ期中释放出来, 并恢复到受精时的状

态。由精子诱发的正常卵母细胞激活, 可引起卵母细胞质钙

离子浓度脉冲性规律升高,并一直持续几个小时。电刺激等

引起的卵母细胞质的激活可能不在于电刺激本身 ,而在于电

刺激等引起的膜穿孔进一步引起了离子流动。卵母细胞的

充分激活是一种持续机制而并非点状事件, 而最有效的激活

程序毫无疑问应是模仿精子对卵母细胞刺激的反应。电脉

冲可使胞质膜上形成小孔, 膜去极化、渗透性改变, 使细胞内

游离钙离子瞬间释放; 电脉冲另一个可能途径是质膜破裂 ,

启动磷酸戊糖途径, 某些膜表面受体激活后, 促进肌醇磷酸

脂水解成三磷酸肌醇, 刺激细胞内钙离子的释放, 细胞内钙

离子释放后作为第二信使促使细胞外钙离子内流; 第3 种可

能途径是电刺激引起膜电压依赖性钙通道开放。还有一些

研究表明,注射精源性因子可能会模拟自然过程的钙离子波

动, 然而此方法的效率较低[ 25] 。

3  小结

哺乳动物核移植技术虽然在生物医药、农业以及其他领

域的应用取得了一定进展, 但目前核移植技术还不够完善。

存活率和异常发育是当今核移植技术的最大缺陷。导致这

些现象的原因很多, 如卵母细胞质量、供核细胞的种类、核质

互作关系、供核重新编程、操作水平、培养条件和外界环境

等[ 8 ,26] 。动物核移植技术的不断完善, 需要分子遗传学、细

胞学、发育生物学等相关基础学科的进一步发展。
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时, 发酵培养基中的酵母细胞数最高, 每克干物质中含酵母

细胞数达1 .283×109 个。因此,花生粕是固态发酵培养基的

最适氮源,最适的碳氮比为1∶1。

表1 不同碳源培养基中每克干物质的酵母细胞数 ×108 个/ g

Table 1 Number of yeast cells for per gramdry matter in media withdif-

ferent carbonsources

碳源

Carbon source

碳氮比C/ Nratio

1∶1 1 .5∶1 2∶1 2 .5∶1 3∶1 4∶1

玉米淀粉Cornstarch 2 .52 2 .85 3 .52 2 .71 1 .87 1 .92

秸秆Straw 12 .35 9 .92 9 .15 9 .21 9 .41 8 .66

 注 :表中数据均为3 次平行试验的平均值。

 Note :Data in above table are the mean of three parallel tests .

图1 不同氮源培养基中每克干物质的酵母细胞数

Fig .1 Number of yeast cellsfor per gramdry matter in media with

different nitrogensources

2 .3  不同碳源混合后对固态发酵的影响 首先将秸秆、玉

米淀粉按质量比0 .5∶1、1∶1、2∶1、3∶1、4∶1、5∶1 混合, 以6 种不

同比例的混合物为碳源,再与花生粕配制成碳氮比为1∶1 的

6 种固态发酵培养基。从图2 可以看出, 秸秆、玉米淀粉按

2∶1混合作为碳源时, 固态发酵培养基中的酵母细胞数最高 ,

每克干物质中含酵母细胞数达1 .315×109 个。

图2 秸秆、玉米淀粉混合物作碳源的培养基中每克干物质的酵

母细胞数

Fig .2 Number of yeast cells for per gramdry matter inthe media

with mixture of starwand cornstarchas carbonsource

3  小结与讨论

研究表明 ,固态发酵培养基最适的碳源是秸秆、玉米淀

粉按2∶1 比例的混合物。这是因为秸秆、玉米淀粉虽然都是

固态发酵培养基中常用的碳源, 但玉米淀粉比秸秆更能为酵

母菌繁殖提供充足的碳源,秸秆则具有更好的通透性。酵母

菌在最适碳氮比的培养基中能进行大量繁殖,酵母细胞数达

到最高值。当碳氮比高于或低于这个比例时酵母细胞数都

将下降, 但有时并不是呈依次下降的趋势, 而是会有一定的

波动。这可能是因为受试验过程中一些外界条件或内部因

素( 如pH 值、通气条件等) 的影响。该试验以秸秆、玉米淀

粉、花生粕、豆粕、棉粕、酒精糟、米糠、麦麸等物质作为酵母

菌固态发酵的原料, 成功地使这些农作物副产物、工业废弃

物等转化为酵母菌生长的基质, 解决了环境污染问题。
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