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摘要：【目的】提高山羊卵丘细胞核移植效果。【方法】采用秋水仙胺提高山羊卵母细胞去核率，5-氮-2'-脱

氧核苷（5-aza-dC）和曲古菌素 A（TSA）影响山羊卵丘细胞核移植胚胎。【结果】0.5 µg·ml-1
秋水仙胺处理山羊

卵母细胞效果最好，胞质突起率达 91.7%（P＜0.05）；通过比较盲吸去核法与化学辅助去核法的去核率及构建卵

丘细胞核移植胚胎的体外发育能力发现，化学辅助去核法的去核率达 100%，所构建的重构胚体外发育能力较高，

桑椹胚率和囊胚率分别达 25.2%和 13.1%，显著高于盲吸去核法（P＜0.05）。采用 0.01 µmol·L-1
的 5-aza-dC 处     

理山羊卵丘细胞，核移植胚胎桑椹胚率和囊胚率分别达 30.4%和 17.0%，显著高于其它各组（P＜0.05）；采用     

400 nmol·L-1
TSA 处理山羊卵丘细胞，核移植胚胎桑椹胚率、囊胚率分别达 31.5%和 15.2%。【结论】化学辅助去核

法的去核率显著高于盲吸去核法，采用 0.01 µmol·L-1
的 5-aza-dC 或 400 nmol·L-1

 TSA 处理山羊卵丘细胞，效果最

佳。 
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Abstract: 【Objective】 This study was performed to increase the efficiency of goat cumulus cell nuclear transfer. 【Method】
Based on the problem of low efficiency of goat somatic nuclear transplantation (SNT), the application of demecolcine was used to 
increase goat oocytes enucleation rate, the effects of 5-aza-dC and Trichostatin A (TSA) were also investigated when cumulus cells 
were treated with them on the development rate of goat cloned embryos. 【Result】 The optimum concentration of demecolcine for 
chemically assisted enucleation was 0.5 µg·mL-1 and the extrusion cones rate of goat oocytes was 91.67% (P＜0.05). Compared with 
blind enucleation method, the enucleation rate of demecolcine assisted-enucleation method was 100% and increased significantly (P
＜0.05). Furthermore, the morula rate and blastula rate of cloned embryos reconstrusted by demecolcine assisted-enucleation method 
were 25.23% and 13.08%, which were significantly higher than that of embryos reconstrusted by blind enucleation method (P＜0.05). 
At the same time, it was found that the blastula rate and morula rate of goat cloned embryos reconstructed by cumulus cells treated 
with 0.01µmol·L-15-aza-dC was 16.96% and 30.41%, which were extremely higher than that of other groups (P＜0.05). When the 
goat cloned embryos reconstructed by cumulus cells treated with 400 nmol·L-1 TSA, the rate of morula and blastula was 31.52% and 
15.22%. 【Conclusion】The enucleation rate of chemically assisted enucleation method was significantly higher than that of blind 
enucleation method. The effect of goat cloned embryos reconstructed by cumulus cells treated with 0.01 µmol·L-1 5-aza-dC or 400 
nmol·L-1 TSA was the best. 
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0  引言 

【研究意义】自体细胞克隆羊“多莉”降生以来，

体细胞核移植技术对于动物育种、濒危动物保护、科

学实验及发育生物学等基础理论问题的研究产生了深

远影响，但体细胞核移植的效率非常低，只有低于 4%
的重构胚胎可发育成个体[1]。本试验探索提高核移植

效果的方法。【前人研究进展】核移植效率低，主要

体现在胚胎、胎儿或新生儿死亡率极高，即使极少数

可全程发育的个体也表现出超重、呼吸系统疾病等异

常表型[2]。影响体细胞核移植成功率的因素很多，如

去核、注核操作过程中卵母细胞的损伤和胞质的大量

去除。Zakartchenko 等[3]发现核移植时去除大量胞质 
后重构胚胎的体外发育能力明显下降。对克隆机理的

研究表明：在体细胞克隆中供体核的不完全重编程，

导致发育过程中具有重要作用的基因没有表达或异常

表达，是克隆效率低的主要原因[4-7]，而供体核染色质

DNA 甲基化及核小体组蛋白乙酰化是两大重编程机

制[8]，DNA 甲基化水平较低的体细胞用作核供体时克

隆效率较高[9-10]，组蛋白去乙酰化抑制剂-曲古菌素 A
（TSA）能够提高克隆猪供体细胞基因组的组蛋白乙

酰化水平和克隆胚胎的囊胚发育率，并用此方法得到

了足孕的成活克隆猪[11]。【本研究切入点】本试验从

秋水仙胺化学辅助去核提高卵母细胞去核效率、5-氮
-2'-脱氧核苷和 TSA 促进核移植胚胎的重编程等方面

开展研究。【拟解决的关键问题】确定秋水仙胺处理

山羊卵母细胞、5-aza-dC 和 TSA 处理山羊卵丘细胞的

最佳剂量，完善山羊体细胞核移植的技术体系，提高

山羊体细胞核移植效率。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与操作液 

本试验所用试剂除非特殊说明均购自 Sigma 公

司。TCM199 液体（Gibco，批号 1193387）；秋水仙

胺（D-1925）；5-氮-2'-脱氧核苷（5-aza-dC，A-3656）；

TSA（T8552）；DPBS（Gibco, D-8662）；BSA（A-6003）；
胎牛血清（杭州四季青，批号 20010512）；FSH（日

本，批号 203221）；LH（宁波市激素制品有限公司，

批号 030901）；β-巯基乙醇（E2758）；L-谷氨酰胺

（G7513）；透明质酸酶（H-3506）。 
1.1.1  山羊采卵液  TCM199 +5 mmol·L-1 NaHCO3 
+10 mmol·L-1 HEPES+10 mmol·L-1 HEPES-Na +0.01 
g·L-1 肝素钠+10 ml·L-1 FBS +0.065 g·L-1 青霉素+0.05 

g·L-1链霉素； 
1.1.2  卵母细胞成熟培养液  TCM199+10%FCS（v：
v）+10 µg·ml-1 FSH+10 µg·ml-1 LH +1 µg·ml-1 E2+20 
ng·ml-1 EGF； 
1.1.3  去核操作液  DPBS+1% FCS； 
1.1.4  卵母细胞化学去核前处理液  操作液+秋水

仙胺； 
1.1.5  电融合液   0.3 mmo1·L-1 D-甘露醇+0.05 
mmol·L-1 CaC12+0.1 mmol·L-1 MgSO4； 
1.1.6  离子霉素激活液  操作液+2.5 µmol·L-1 离子

霉素； 
1.1.7  6-DMAP 激 活 液   操 作 液 +2 mmol·L-1 
6-DMAP； 
1.1.8  卵丘细胞培养液  DMEM +10% FCS； 
1.1.9  克隆胚胎发育液  SOF+1% NEAA+1% EAA 
+10 ng·ml-1 EGF+1 mmol·L-1L-谷氨酰胺+ 8 mg·ml-1 
BSA。 
1.2  卵母细胞的采集和体外成熟   

从屠宰场采集山羊卵巢，立即放入盛有灭菌并预

热至 30℃的生理盐水（含双抗）的保温瓶中迅速运回

实验室。将卵巢用 30℃生理盐水冲洗 2～3 次，切割

卵巢表面卵泡，收集卵丘卵母细胞复合体（COC），

选取卵丘细胞层完整、致密，卵母细胞胞质均匀的

COC，用采卵液清洗 3～4 次后于 38.7℃、5% CO2、

饱和湿度的二氧化碳培养箱（MCO-15AC，日本）培

养。 
1.3  供体卵丘细胞准备   

将成熟卵母细胞用透明质酸酶消化，收集脱落的

卵丘细胞于 1.5 ml 离心管中离心弃上清，加入含 10% 
FCS 的 DMEM 培养液离心洗涤，重悬浮后分到 96 孔

板培养。 
1.3.1  应用 5-氮-2'-脱氧核苷（5-aza-dC）处理  将
卵丘细胞分别于含 0、0.005、0.01、0.02 µmol·L-1浓度

的 5-aza-dC 的 0.5% FCS 的 DMEM 培养 19 h，条件为

38.5℃、5% CO2、饱和湿度。使用前用 0.5%胰蛋白酶

消化处理 2～3 min，用移液枪吹打成单个细胞。  
1.3.2  应用曲古菌素 A（TSA）处理  将卵丘细胞   
分别于含 0、100、200、400、1 000 nmol·L-1 浓度      
的 TSA 的 0.5% FCS 的 DMEM 培养 19 h，其它操作

同上。 
1.4  卵母细胞的去核与注核   

卵母细胞体外成熟 19 h 后取出 COC 置于含 0.1%
透明质酸酶的操作液中，用口径略大于卵母细胞直径 
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的玻璃管反复吹打除去周围的卵丘细胞。挑选具有完

整第一极体的卵母细胞移入到含秋水仙胺的操作液中

处理 30 min，选择具胞质突起的卵母细胞置于操作液

中，去除第一极体及突起的胞质（图 1，图 2）。随机

挑选去核后的卵母细胞用 5 µg·ml-1 Hoechst33342染色

15 min 后在荧光显微镜下观察去核结果，以有无蓝色

亮点作为去核完全与否的标志，统计去核率（图 3，
图 4）；卵丘细胞用 0.5%胰蛋白酶消化处理 2～3 min
后加入含血清的培养液中止消化，离心弃上清加入操

作液重悬，挑选大小适中、表面光滑的卵丘细胞，将 
 

 
 

图 1  秋水仙胺处理后的山羊卵母细胞形成胞质突起

（×200）  

Fig. 1  Extrusion cones were found in the goat oocyte after 

treatment with demecolcine (×200) 

 

 
 

图 2  去核后的山羊卵母细胞（×320） 

Fig. 2  Enucleated goat oocyte (×320) 

 

 
 

图 3  Hoechst33342 荧光染色判断染色体突起中（×200） 

Fig. 3  Chromatin was in the protrusions as confirmed by 

Hoechst 33342 staining (×200) 

 
 

图 4  Hoechst33342 荧光染色判断去核结果（×320） 

Fig. 4  The result of enucleation was confirmed by Hoechst 

33342 staining (×320) 

 
其注入到胞质质膜与透明带之间，使供体细胞膜与受

体胞质质膜紧密接触。 
1.5  卵母细胞胞质与供体卵丘细胞的融合   

去核卵母细胞胞质与卵丘细胞在电融合液中平衡

1～2 min 后，移入到充满融合液的电融合槽中，使细

胞接触面与场强方向垂直。融合条件为 1.25 kV/cm，

40 µs，2 DC。电刺激后用操作液将复合体清洗数次后

置于预先平衡好的发育液中于 38.5℃，5% CO2，饱和

湿度的二氧化碳培养箱内培养 30 min 后观察融合结

果。 
1.6  核移植后卵母细胞的激活及处理   

采用离子酶素+6-DMAP 联合激活法。将融合后

的胚胎在 2.5 µmol·L-1离子酶素中放置 5 min，清洗 6～
7 遍后，放入 2 mmol·L-1 6-DMAP 中培养 2 h。 
1.7  克隆胚胎的培养   

克隆胚胎在添加 5-aza-dC 的发育液中培养。培养

过程中每 48 h 半量换液。依据卵丘细胞和重构胚胎是

否用 5-aza-dC 处理分为 4 组，第Ⅰ组供体卵丘细胞及

激活后的重构胚均未用 5-aza-dC 处理；第Ⅱ组供体卵

丘细胞用 0.01 µmol·L-1 5-aza-dC 处理，而激活后的重

构胚未用 5-aza-dC 处理；第Ⅲ组供体卵丘细胞未用

5-aza-dC 处理，而激活后的重构胚用 0.01 µmol·L-1 
5-aza-dC 处理；第Ⅳ组供体卵丘细胞及激活后的重构

胚均用 0.01 µmol·L-1 5-aza-dC 处理。 
1.8  统计分析   

以统计分析软件 SPSS10.0 的 ANOVA 进行差异

显著性分析，P＜0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度秋水仙胺对卵母细胞形成突起的影响 
由表 1 可知，以 0.5 µg·ml-1 秋水仙胺处理山羊卵

母细胞 0.5 h 后形成突起的效果最佳，为 91.7%，显著 
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表 1  不同浓度秋水仙胺处理山羊卵母细胞 0.5 h 后形成突

起的情况 

Table 1  Percentage of oocytes with extrusion cones at 
different concentrations of demecolcine 

秋水仙胺 
Demecolcine  
(µg·ml-1) 

处理卵母 
细胞数 

No. oocytes 

具胞质突起的 
卵母细胞数 

No. oocytes with 
extrusion cones 

突起率 
Percentage of 
oocytes with 

extrusion cones(%)

0 108 22 20.4±1.6C 

0.3 112 78 69.6±2.1B 

0.5 120 110 91.7±2.3A 

0.8 116 97 83.6±1.9AB 

1.0 113 81 71.7±1.6B 

同列标不同大写字母者差异极显著（P＜0.01），标不同小写字母者差异

显著（P＜0.05），标相同字母者差异不显著，下同 
Means with the different capital letters within the same column differ 
significantly (P＜0.01), means with the different lowercase letters within 
the same column differ significantly (P＜0.05), means with the same letters 
within the same column do not differ (P＞0.05). The same as below 

高于 0.3、1.0、0 µg·ml-1 秋水仙胺浓度（P＜0.01），

但与 0.8 µg·ml-1组相比差异不显著（P＞0.05）。 
2.2  不同去核方法对山羊卵母细胞去核率的影响 

结果见表 2。利用盲吸去核法的去核率为 87.3%，

利用 0.5 µg·ml-1秋水仙胺化学辅助去核法去核率可达

100%，差异显著（P＜0.05）。利用化学辅助去核法

得到的胚胎融合率、卵裂率、桑椹胚率和囊胚率分别

为 63.3%、83.2%、25.2%和 13.1%，高于盲吸去核法，

且桑椹胚率和囊胚率二者差异显著（P＜0.05）。因此

化学辅助去核法的去核率和胚胎体外发育率显著高于

盲吸去核法。 
2.3  不同浓度 5-aza-dC 培养卵丘细胞对核移植胚胎

体外发育的影响 
由表 3 可知，在体细胞培养液中分别加入不同浓

度的 5-aza-dC，0.01 µmol·L-1处理组的桑椹胚率与囊胚

 
表 2  不同去核方法对山羊卵母细胞去核率及核移植胚胎体外发育的影响  

Table 2  Enucleation rate of goat oocytes and development rate of goat cumulus cell nuclear transferred embryos by different kinds 
of enucleation methods 

去核方法 
Methods of enucleation 

卵母细胞数

No.oocytes
去核卵母细胞数(率) 

No. enucleated oocytes
(rate, %) 

胚胎融合数(率) 
No. embryos reconstructed

(rate, %) 

卵裂胚胎数(率) 
No. embryos cleaved 

(rate, %) 

桑椹胚数(率) 
No. morula 

(rate, %) 

囊胚数(率) 
No. blastocyst

(rate, %) 

盲吸去核法 
Blind enucleation method 

165 144(87.3±2.6) b 91(55.2±1.2) 69(75.8±2.2) 14(15.4±1.5)b 7(7.7±1.3) b 

化学辅助去核法

Chemical induced 
enucleation method 

169 169(100.0±0.0) a 107(63.3±1.8) 89(83.2±1.6) 27(25.2±1.1) a 14(13.1±1.1) a

 

表 3  不同浓度 5-aza-dC 培养山羊卵丘细胞对核移植胚胎体外发育的影响 

Table 3  Development rate of embryos cloned from donor cells treated with 5-aza-dC 

5-aza-dC  
(µmol·L-1) 

培养胚胎数 
No. embryos fused 

卵裂胚胎数(率) 
No. embryos cleaved (rate, %) 

桑椹胚数(率) 
No. morula(rate, %) 

囊胚数(率) 
No. blastocyst(rate, %) 

0 153 116(75.8±3.1) 35(22.9±1.9)b 18(10.8±1.2)b 

0.005 112 81(72.3±2.7) 23(20.5±2.1)b 12(10.7±1.8)b 

0.01 171 126(73.7±2.1) 52(30.4±1.7)a 29(17.0±1.2)a 

0.02 92 70(76.1±2.6) 19(20.7±1.6)b 9(9.8±1.1)b 

 
率分别为 30.4%和 17.0%，显著高于其它组（P＜0.05）；

各组间的卵裂率差异不显著（P＞0.05）。 
2.4  5-aza-dC 不同处理组合对核移植胚胎体外发育

的影响 
由表 4 可知，第Ⅱ组、第Ⅲ组、第Ⅳ组的桑椹胚

率和囊胚率显著高于第Ⅰ组（P＜0.05），这 3 个组合

间的桑椹胚率和囊胚率差异不显著（P＞0.05）。 

2.5  不同浓度 TSA 处理山羊卵丘细胞对核移植胚胎

体外发育的影响 

由表 5 可知 400 nmol·L-1 TSA 处理组的胚胎卵裂

率、桑椹胚率、囊胚率均处于最高水平，分别为 85.9%、

31.5%和 15.2%，并且桑椹胚率显著高于 200、300、
500 nmol·L-1组（P＜0.05），与 500 nmol·L-1组差异不

显著（P＞0.05）；囊胚率显著高于 200、600 nmol·L-1  
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表 4  5-aza-dC 不同组合对核移植胚胎体外发育的影响 

Table 4  Development rate of embryos treated with different combinations of 0.01µmol·L-1 5-aza-dC 

组别 
Group 

5-aza-dC 
(µmol·L-1) 

培养胚胎数 
No. embryos fused 

卵裂胚胎数(率) 
No. embryos cleaved (rate, %) 

桑椹胚数(率) 
No. morula (rate, %) 

囊胚数(率) 
No. blastocyst (rate, %) 

Ⅰ 0+0 109 80(73.4±3.1) 22(20.2±1.5)b 11(10.1±1.3)b 

Ⅱ 5-aza-dC+0 104 76(73.1±2.7) 29(27.9±1.8)a 18(17.3±1.6)a 

Ⅲ 0+5-aza-dC 113 81(71.7±2.2) 31(27.4±2.1)a 19(16.8±1.6)a 

Ⅳ 5-aza-dC+5-aza-dC 112 85(75.9±2.6) 35(31.3±1.6)a 21(18.8±1.2)a 

 
表 5  不同浓度 TSA 处理山羊卵丘细胞 19 h 对核移植后胚胎体外发育的影响 

Table 5  In vitro development rate of goat NT embryos reconstructed by cumulus cells treated with different concentrations of TSA 
for 19 h  

TSA 浓度 
TSA (nmol·L-1) 

融合胚胎数 
No. embryos cloned 

卵裂胚胎数(率) 
No. embryos cleaved (rate, %) 

桑椹胚数(率) 
No. morula (rate,%) 

囊胚数(率) 
No. blastocyst (rate, %) 

200 164 136 (82.9±3.2) 34 (20.7±1.8)b 12 ( 7.3±1.2)b 

300 140 116 (82.9±2.7) 32 (22.9±1.3)b 16 (11.4±1.7)ab 

400 184 158 (85.9±3.0) 58 (31.5±1.2)a 28 (15.2±1.1)a 

500 192 160 (83.3±2.1) 50 (26.0±1.9)ab 22 (11.5±2.0)ab 

600 144 116 (80.6±2.6) 28 (19.4±2.2)b 10 ( 6.9±1.6)b 

 
组（P＜0.05），与 300、500 nmol·L-1组差异不显著（P
＞0.05）。 

3  讨论 

3.1  秋水仙胺对山羊卵母细胞去核效果的影响 

3.1.1  秋水仙胺化学辅助去核法的机理  秋水仙胺

是一种破坏微管稳定的药物，在破坏纺锤体结构的同

时强化将来参与第二极体排出的微丝的作用，使这部

分微丝聚集而形成收缩环，进而导致纺锤体胞质形成

突起。本试验发现 0.5 µg·ml-1秋水仙胺处理体外成熟

山羊卵母细胞 0.5 h 后胞质突起率最高，荧光染色后判

断突起为卵母细胞染色体，将卵母细胞第一极体及其

附近的突起去除，可将卵母细胞的核完全去除。 
3.1.2  盲吸去核与秋水仙胺化学去核的比较  盲吸

去核法是利用第一极体刚排出或排出后不久，染色体

就在极体附近的原理，吸取极体附近部分胞质以去除

细胞核。缺点是去核率受卵母细胞老化时间限制。一

般认为在卵母细胞刚排出第一极体时，极体与染色体

相对位置较近，此时去核率较高；而卵母细胞老化一

段时间后由于极体与染色体之间的相对位置较远，此

时利用盲吸去核法就不能去掉卵母细胞的染色体   
组[12]，而且即使是在卵母细胞刚排出第一极体不久进

行去核，去核率也不能达到 100%，此外盲吸去核法

还需去除 25%左右的胞质，影响了克隆胚胎的体外发

育能力[13]，Zakartchenko 等[3]报道移植时去除大量的

胞质后重构胚胎体外发育能力明显下降。化学辅助去

核法可使核区在卵母细胞膜表面形成突起，在此指示

下进行去核所去除的胞质量很少，从而可使供体细胞

与受体卵母细胞质膜接触紧密，有利于重构胚胎的融

合，对后续发育有利。研究证实化学辅助去核已应用

于牛[14]、猪[15]、羊[16]的体细胞克隆并得到了较高的去

核率和囊胚发育率。Vajta 等[17]发现牛卵母细胞在 0.5 
µg·ml-1秋水仙胺中培养 2 h，形成突起的效率是 94%，

去核率为 98%，重构胚囊胚发育率为 48%。本试验结

果表明，化学辅助去核法去核率可达 100%，显著高

于盲吸去核法。另外，利用化学辅助去核法得到的胚

胎融合率、卵裂率、桑椹胚率和囊胚率均高于盲吸去

核法，且桑椹胚率和囊胚率显著高于盲吸去核法。因

此应用化学辅助去核法构建山羊卵丘细胞核移植胚胎

的去核率、桑椹胚率和囊胚率显著高于盲吸去核法构

建的重构胚胎。 
3.2  5-aza-dC 对山羊卵丘细胞核移植效果的影响   
3.2.1  5-aza-dC 对体细胞的影响  脱氧胞嘧啶类似

物 5-aza-dC 被广泛用作 DNA 甲基化抑制剂，以促进

基因表达和细胞分化。DNA 甲基化对于哺乳动物的发

育至关重要[18]，一般甲基化水平较低的体细胞克隆效

率较高，而异常的 DNA 甲基化模式可能导致低质量

克隆胚胎的出现，并有可能影响动物的成功克隆[19-20]。
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Enright 等[21]用 5-aza-dC 处理供体，发现 0.01 µmol·L-1 
5-aza-dC 可显著提高牛重构胚的融合率，卵裂率和囊

胚率也有所提高。本试验中使用0.01 µmol·L-1 5-aza-dC
处理山羊卵丘细胞后，桑椹胚率和囊胚率显著提高，

这是因为 5-aza-dC 处理卵丘细胞后，抑制卵丘细胞中

DNA 甲基转移酶活性，从而使已分化的卵丘细胞基因

组甲基化水平降低，同时使其处于 G0/G1 期，这样卵

丘细胞在移入去核的卵母细胞后，胞质能够对卵丘细

胞进行有效的重编程，从而提高了体细胞核移植胚胎

的发育能力。 
3.2.2  5-aza-dC 对核移植重构胚发育能力的影响  由
于体细胞和生殖细胞之间的表观遗传学差异，使体细

胞核对卵母细胞胞质的反应不同，从而影响重构胚后

续发育。也就是说，正常受精时出现的雌原核和雄原

核高度协调的去甲基化过程可能未在核移植重构胚中

出现。Dean 等[22]报道核移植牛桑椹胚处于细胞分裂中

期的细胞核出现了较高的甲基化水平。Beaujean 等[23]

发现绵羊成纤维细胞核移植胚胎的 2-胞期～8-胞期染

色体显示出过高的甲基化水平。表明体细胞核移植中

供体细胞重编程不充分，影响了核移植效率。本试验

发现，利用 5-aza-dC 分别处理卵丘细胞和重构胚以及

二者均用 5-aza-dC 处理，桑椹胚率和囊胚率显著高于

不用 5-aza-Dc 的处理组，这主要是因为 5-aza-dC 的加

入，降低了重构胚的 DNA 甲基化水平，提高了体细

胞核移植胚胎的发育能力。 
3.3  TSA 对山羊卵丘细胞核移植效果的影响 

在真核基因组的整体表达方面，组蛋白乙酰化发

挥着极为重要的作用，而克隆动物普遍存在着组蛋白

乙酰化水平不足等表观重编程缺陷。组蛋白去乙酰化

抑制剂－TSA 可使核小体组蛋白乙酰化水平升高、染

色体结构松弛，有利于转录因子的结合，促使基因表

达[24]。Geiman 等[25]发现，TSA 处理不仅可以提高组

蛋白乙酰化水平，还可刺激 DNA 发生去甲基化过程。

研究表明，利用 TSA 处理供体牛[26]、绵羊[27]、猪[11]、

鼠[28]体细胞均可增加核的组蛋白乙酰化水平，提高重

构胚胎的囊胚发育率。本试验用 TSA 处理山羊卵丘细

胞，发现 400 nmol·L-1 TSA 处理卵丘细胞 19 h 可提高

重构胚胎的体外发育能力，桑椹胚及囊胚发育率明显

提高，因此 400 nmol·L-1 TSA 可改变山羊卵丘细胞的

表观遗传状态，提高核移植效率。 

4  结论 

4.1  以 0.5 µg·ml-1 秋水仙胺处理山羊卵母细胞效果 

最好，并且添加秋水仙胺的化学辅助去核法的去核率

显著高于盲吸去核法； 
4.2  采用 0.01 µmol·L-1 的 5-aza-dC 或采用 400 
nmol·L-1 TSA 处理山羊卵丘细胞，效果最佳。 
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