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水牛体细胞核移植方法比较及激活前的时间间隔对

全细胞胞质内注射法核移植效果的影响

杨素芳１，陈自洪１，２，韦精卫１，陆凤花１，石德顺１
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摘　要：本研究旨在比较水牛２种体细胞核移植（ＳｏｍａｔｉｃＣｅｌｌＮｕｃｌｅａｒＴｒａｎｓｆｅｒ，ＳＣＮＴ）方法的效果以及激活前的

时间间隔对全细胞胞质内注射法（ＷｈｏｌｅＣｅｌｌＩｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃＭｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＷＣＩＣＳＩ）核移植效果的影响。采用

水牛胎儿成纤维细胞作为供核，比较了透明带下注核法（ＰｅｒｉｖｉｔｅｌｌｉｎｅＭｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＰＭ）和 ＷＣＩＣＳＩ核移植效果。

另外，试验了不同类型的供体细胞进行全细胞胞质内注射后与激活前的受体胞质的最适宜作用时间。结果，

ＷＣＩＣＳＩ构建核移植重构胚的成功率显著高于ＰＭ（８７．１％ｖｓ８１．１％，犘＜０．０５），虽然其重构胚的分裂率极显著低

于ＰＭ（４９．５％ｖｓ７１．８％，犘＜０．０１），但囊胚率、核移植的效率无显著差异（犘＞０．０５）。卵丘细胞和胎儿成纤维细

胞在注射后３ｈ激活，重构胚的囊胚发育率最高；颗粒细胞注射后与激活前的最佳时间间隔可在１．５～３ｈ，但３ｈ

是最佳的作用时间。结果表明，（１）ＷＣＩＣＳＩ可用于水牛体细胞核移植的研究；（２）水牛胞质内注射供体细胞后３ｈ

进行激活，核移植重构胚的发育效果最好。
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　　１９８６年，Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ等
［１］利用透明带下注核法

（ＰｅｒｉｖｉｔｅｌｌｉｎｅＭｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＰＭ）在绵羊上获得核

移植后代，这是细胞核移植首次在家畜上获得成功。

１９９７年，Ｗｉｌｍｕｔ等
［２］进一步对该方法进行改进，成

功生产了世界首例成年体细胞克隆羊———多莉，并

建立起一整套绵羊体细胞核移植程序，成为全世界

同行公认的哺乳动物体细胞核移植技术的基本程

序。此后Ｋａｔｏ等
［３］和 Ｗｅｌｌｓ等

［４］利用该方法克隆

出牛犊。胞质内注核法（ＩｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃＭｉｃｒｏｉｎ

ｊｅｃｔｉｏｎ，ＩＭ）的发展得益于精子细胞胞质注射的成

功［５６］。Ｇｏｔｏ等
［７］研究结果证实，ＩＭ 法也可以用

于早期胚胎细胞核移植进行生产胚胎克隆牛。这种

方法同样也可以应用到体细胞核移植。１９９８年，

Ｗａｋａｙａｍａ等
［８］运用这项技术结合Ｐｉｅｚｏ一显微操

作仪获得了高达６６．９％的囊胚率。在这种核移植

方法中，注入的实际上是从供体细胞获得的核胞体。

核胞体是用注核管反复抽吸吹打去掉供体核细胞大

部分细胞质后留下的细胞核。这种技术要求比较

高，劳动强度大，可能会损伤细胞核，降低核移植的

效率。Ｌｅｅ等
［９］通过将保持完整的体细胞直接注入

到去核的猪卵母细胞中，获得了高达３７％的囊胚率

和６７％的妊娠率，其中３头受体母猪共生下了４只

转基因猪。他们把此方法称之为全细胞胞质内注射

法 （ＷｈｏｌｅｃｅｌｌＩｎｔｒａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，

ＷＣＩＣＳＩ）。科学家们在２００４和２００８年分别获得了

大熊猫兔的种间克隆胚胎
［１０］和猪克隆囊胚［１１］。本

试验旨在利用 ＷＣＩＣＳＩ法在水牛体细胞核移植上进

行研究，并探讨了水牛全细胞胞质内注射后与激活

前时间间隔对核移植效果的影响。

１　材料与方法

１．１　试剂的配制

本研究所用试剂除ＴＣＭ１９９购自Ｇｉｂｃｏ公司

外，其余均购自Ｓｉｇｍａ公司。

洗卵 液 和 胚 胎 培 养 液 为：ＴＣＭ１９９＋５

ｍｍｏｌ·Ｌ１ Ｈｅｐｅｓ＋２６．２ｍｍｏｌ·Ｌ
１ＮａＨＣＯ３＋３％

ＯＣＳ；卵母细胞（ＣＯＣ）体外成熟培养液为：ＴＣＭ１９９

＋５ｍｍｏｌ·Ｌ１ Ｈｅｐｅｓ＋２６．２ｍｍｏｌ·Ｌ
１ＮａＨＣＯ３

＋５％ ＯＣＳ＋０．１μｇ·ｍＬ
１促卵泡素（ＦＳＨ）；所有

的培养液均添加６０ｍｇ·Ｌ
１青霉素和１００ｍｇ·Ｌ

１

链霉素，用１ｍｏｌ·Ｌ１的 ＮａＯＨ 溶液将ｐＨ 调至

７．４，并用孔径０．２２μｍ的微孔滤膜过滤消毒。

１．２　卵母细胞的收集、体外成熟和去核

卵母细胞的收集、体外成熟和去核依照文献

［１２］所描述的方法进行。

１．３　供体细胞的准备

１．３．１　水牛颗粒细胞的培养与准备　　参考文献

［１３］。选一质量好的卵巢抽取上面的卵泡，检出其

中的卵母细胞，把剩下的液体和颗粒细胞混合液进

行离心清洗，加入含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ

制成悬浮液、接种和传代培养。传至５代时经含

１ｍＬ·Ｌ１ＦＢＳ的ＤＭＥＭ处理３ｄ后用于核移植。

１．３．２　水牛胎儿皮肤成纤维细胞的培养与准备　

　参考文献［１４］，从５月龄左右的水牛胎儿身上采

集一小块皮肤，进行消化和传代培养。传至５代时

经含１ｍＬ·Ｌ１ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 处理３ｄ后用于核

移植。

１．３．３　水牛卵丘细胞的准备　　选一个形态正常

的卵巢抽取其上面的卵泡，捡出其中的卵丘细胞—

卵母细胞复合体。将卵母细胞复合体置于已经在

３８℃预热的含０．１％透明质酸酶的ＣＭ里用捡卵吸

管反复吹打，使得卵丘细胞从其上脱落。然后把含

有卵丘细胞的ＣＭ离心后去上清，待用。

１．４　ＳＣＮＴ方法

１．４．１　ＰＭ 法　　以成纤维细胞作供核，采取透

明带下注核法。用去核管吸取成纤维细胞注入去核

卵母细胞的卵周隙中，使供核细胞与卵膜紧贴在一

起，以 便 有 利 于 融 合。电 融 合 参 数 为，１００

Ｖ·ｍｍ１、１５μｓ和３次电脉冲。

１．４．２　ＷＣＩＣＳＩ法　　参考Ｌｅｅ等
［９］的方法，并略

作修改。先将供体细胞放入含有１５％聚乙烯吡咯

烷酮（ＰＶＰ）的杜氏磷酸缓冲液液滴中，而去核的卵

母细胞放在显微操作滴，采用４５°斜口的注射针在

显微操作仪下吸取供体细胞，在显微操作滴中将完
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整的供体细胞直接注入卵母细胞胞质内。

１．５　重构胚的激活和培养

将构建的重构胚用５μｍｏｌ·Ｌ
１的离子霉素激

活处理５ｍｉｎ，然后用含２ｍｍｏｌ·Ｌ１二甲氨基嘌呤

的ＣＭ 培养３～４ｈ，或依据试验设计在激活前在

ＣＭ培养１．５、３、５ｈ。之后移入已准备好的颗粒细

胞单层细胞微滴中进行体外培养。

１．６　试验设计

１．６．１　为了探讨 ＷＣＩＣＳＩ核移植效果，以胎儿成纤

维细胞为供体细胞，分别采用ＰＭ 和 ＷＣＩＣＳＩ法进

行核移植。将构建的重构胚用５μｍｏｌ·Ｌ
１的离子

霉素激活处理５ｍｉｎ，然后用含２ｍｍｏｌ·Ｌ１二甲氨

基嘌呤的ＣＭ培养３～４ｈ。结果以培养２４ｈ的分

裂率和７ｄ以后的囊胚率来评定。

１．６．２　为了探讨全细胞胞质内注射后与激活前的

时间间隔对核移植效果的影响，分别用卵丘细胞、颗

粒细胞、胎儿成纤维细胞作供核进行 ＷＣＩＳＣＩ核移

植，激活前在ＣＭ培养１．５、３、５ｈ。结果以２４ｈ分

裂率和７ｄ以后的囊胚率来评定。

１．７　统计分析

所得试验数据均用卡方（χ
２）分析，确定差异的

显著性。

２　结　果

２．１　ＰＭ和 ＷＣＩＣＳＩ法核移植效果比较

如表１所示，ＷＣＩＣＳＩ法构建核移植重构胚的

成功率显著高于ＰＭ 法（８７．１％ ｖｓ８１．１％，犘＜

０．０５），虽然其重构胚的分裂率极显著低于 ＰＭ

（４９．５％ｖｓ７１．８％，犘＜０．０１），但囊胚率、核移植的

效率无显著差异（犘＞０．０５）。

表１　犘犕和 犠犆犐犆犛犐核移植效果比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犖犜犈犳犳犲犮狋狊狅犳犘犕犪狀犱犠犆犐犛犆犐

核移植方法

ＮＴＭｅｔｈｏｄ

ＮＴ卵数

ＮＴｏｏｃｙｔｅｓ

成功率（个数）／％

ＳｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙＮＴ

分裂率（个数）／％

Ｃｌｅａｖｅｄ

囊胚率（个数）／％

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

效率／％

Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

透明带下注核法ＰＭ ６４４ ８１．１（５２２）ａ ７１．８（３７５）ｃ １９．３（１０１） １５．７

全细胞胞质内注射法 ＷＣＩＣＳＩ ３２５ ８７．１（２８３）ｂ ４９．５（１４０）ｄ ２１．６（６１） １８．８

列内具不同上标的值差异显著：ａ，ｂ．犘＜０．０５；ｃ，ｄ．犘＜０．０１

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ：ａ，ｂ．犘＜０．０５；ｃ，ｄ．犘＜０．０１

　　另外，我们还观察了水牛卵丘细胞经过 ＷＣＩＣ

ＳＩ法移入到去核受体卵母细胞中，供体细胞核在受

体胞质中的早期形态变化。试验发现，完整的卵丘

细胞在胞质内注射１．５ｈ后，供体细胞核发生了早

熟染色体凝集（ＰｒｅｍａｔｕｒｅＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＣｏｎｄｅｎｓａ

ｔｉｏｎ，ＰＣＣ）（图１Ａ）；激活后１０ｈ，供体核发生了膨

大（图１Ｂ）。

Ａ．注射后１．５ｈ，核发生ＰＣＣ；Ｂ．激活后１０ｈ，核膨大

Ａ．１．５ｈａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ＰＣＣ；Ｂ．１０ｈａｆｔｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｆｕｌｌｎｕｃｌｅｕｓｓｗｅｌｌｉｎｇ

图１　完整卵丘细胞胞质内注射后核的形态变化（２００×）

犉犻犵１　犆犺犪狀犵犲狊狅犳狋犺犲狀狌犮犾犲犪狉狊犺犪狆犲犪犳狋犲狉犪犮狌犿狌犾狌狊狑犪狊狑犺狅犾犾狔犿犻犮狉狅犻狀犼犲犮狋犲犱犻狀狋狅狋犺犲狉犲犮犻狆犻犲狀狋犮狔狋狅狆犾犪狊犿（２００×）
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２．２　激活前时间间隔对 ＷＣＩＣＳＩ核移植效果的

影响

　　如表２所示，在卵丘细胞组，重构胚在激活前培

养１．５ｈ的分裂率和囊胚率都显著低于激活前培养

３和５ｈ（１７．２％ ｖｓ３８．６％，４０．２％；０．０％ ｖｓ

１７．１％，１２．４％，犘＜０．０１）；而重构胚在激活前培

养３和５ｈ的分裂率和囊胚率没有显著差异（犘＞

０．０５），前者分裂率虽稍微低于后者但囊胚率高于后

者。在颗粒细胞组，重构胚在激活前培养１．５、３和

５ｈ的分裂率都没有显著差异（犘＞０．０５），重构胚在

激活前培养１．５和３ｈ的囊胚发育率没有显著差异

（犘＞０．０５），而重构胚在激活前培养５ｈ的囊胚发育

率显著低于在激活前培养１．５和３ｈ（１２．８％ ｖｓ

２８．４％，犘＜０．０５；１２．８％ｖｓ２７．７％，犘＜０．０１）。

在胎儿成纤维细胞组，重构胚在激活前培养１．５、３

和５ｈ的分裂率没有显著差异，但在囊胚发育率方

面，激活前培养１．５ｈ显著低于激活前培养３ｈ

（１３．６％ｖｓ２７．４％，犘＜０．０５），激活前培养３ｈ和

激活前培养 ５ｈ 无显著差异但前者高于后者

（２７．４％ｖｓ１６．４％）。

表２　激活间隔时间对 犠犆犐犆犛犐核移植效果的影响

犜犪犫犾犲２　犖犜犲犳犳犲犮狋狊狅犳狋犻犿犲犻狀狋犲狉狏犪犾犫犲犳狅狉犲犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀狅狀犠犆犐犆犛犐

细胞类型

Ｃｅｌｌｔｙｐｅ

时间间隔／ｈ

Ｔｉｍｅｂｅｆｏｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ＮＴ卵数／个

ＮＴｏｏｃｙｔｅｓ

成活率（个数）／％

Ｓｕｒｖｉｖｅｄ

分裂率（个数）／％

Ｃｌｅａｖｅｄ

囊胚率（个数）／％

Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

卵丘细胞

Ｃｕｍｕｌｕｓｃｅｌｌ

１．５ １３５ ９４．８（１２８） １７．２（２２）ａ ０．０（０）ｃ

３ ８２ ８５．４（７０） ３８．６（２７）ｂ １７．１（１２）ｄ

５ １０１ ９６．０（９７） ４０．２（３９）ｂ １２．４（１２）ｄ

颗粒细胞

Ｇｒａｎｕｌａｒｃｅｌｌ

１．５ ８７ ７７．０（６７）ｅ ５６．７（３８） ２８．４（１９）ｇ

３ １３３ ８９．５（１１９）ｆ ４７．９（５７） ２７．７（３３）ｇｉ

５ １０１ ９３．１（９４）ｆ ６０．６（５７） １２．８（１２）ｈｊ

胎儿成纤维细胞

Ｆｅｔｕｓｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

１．５ ７３ ８０．８（５９） ４０．７（２４） １３．６（８）ｋ

３ １０８ ８８．０（９５） ５４．７（５２） ２７．４（２６）ｌｍ

５ ９４ ７７．７（７３） ４７．９（３５） １６．４（１２）ｋｍ

列内具不同上标的值差异显著：ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｉ，ｊ．犘＜０．０１；ｅ，ｆ，ｇ，ｈ，ｋ，ｌ．犘＜０．０５

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ：ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｉ，ｊ．犘＜０．０１；ｅ，ｆ，ｇ，ｈ，ｋ，ｌ．犘＜０．０５

３　讨　论

３．１　ＷＣＩＣＳＩ法核移植效果

目前，细胞核移植的方法主要还是使用 Ｗｉｌｌａｄ

ｓｅｎ于１９８６年改进的ＰＭ 法
［１］，使用电融合技术的

核移植方法。由于此种方法重复性好，效果稳定，已

成为细胞核移植的普遍性技术［３，１５１７］。然而，这项

核移植技术也有自身的不足，如体细胞与卵母细胞

的体积比例相差很大，融合率很低，加大了不少的工

作量。１９９８年，Ｗａｋａｙａｍａ等
［８］采用ＩＭ 大大提高

了重构胚的生产效率，且可用于多种动物的体细胞

克隆［１８１９］。人们一度认为，用ＩＭ进行核移植时，供

体细胞必须完全破膜，如果供体细胞未完全破膜，则

会导致注入的细胞核不能发生发育程序重编，进而

导致卵裂率和囊胚发育率明显下降［２０］。然而Ｌｅｅ

等［９］研究表明，完整的未经破膜的猪体细胞注射到

去核的卵胞质内照样能发生重编程，并获得很高的

囊胚发育率（３７％）以及４头转基因克隆猪。本试

验，以胎儿成纤维细胞为核供体细胞，比较了

ＷＣＩＣＳＩ与 ＰＭ 法 的核移 植效 果。结 果 发 现，

ＷＣＩＣＳＩ法核移植构建重构胚的效率显著高于ＰＭ

法（犘＜０．０５），虽然其重构胚的分裂率极显著低于

ＰＭ法（犘＜０．０１），但囊胚率和核移植的效率无显著

差异（犘＞０．０５）。ＩＭ 与ＰＭ 法的核移植的总体效

率虽然没有差异［２１］，但ＩＭ 法由于反复抽吸供体细

胞做成核胞体会增加工作量，从而降低核移植的效

率。由此可见，ＷＣＩＣＳＩ法可作为构建水牛体细胞

核移植重构胚的一种新方法。但是本试验结果与

Ｌｉｎ等
［２２］、王二耀等［２３］的不一致，前者认为注入不

完整细胞膜的供核有利于核移植重构胚的核重编

程，后者认为完整的卵丘细胞膜阻碍了卵胞质对体

细胞核的重编程作用，造成碎裂；注入卵胞质的供体

质膜和胞质成分影响了克隆胚的体外发育。作者认

为，试验结果不一样的原因也许是由于不同物种、不
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同供核所致，还有待进一步研究。

关于供体细胞核在受体胞质中的早期形态变

化，目前已经研究清楚。当供体细胞移入未激活的

受体胞质内后，由于卵胞质内有高浓度的成熟促进

因子（ＭａｔｕｒａｔｉｏｎＰｒｏｍｏｔｉｎｇＦａｃｔｏｒ，ＭＰＦ）使得移

入的核会核膜破裂 （Ｎｕｃｌｅｕｓ ＭｅｍｂｒａｎｅＢｒｅａｋ

ｄｏｗｎ，ＮＥＢＤ）、ＰＣＣ、核仁分散、核膜重新出现和类

原核的形成以及原核膨大等的供体核重塑过

程［２４２５］，并在供体细胞核和受体胞质间出现某些蛋

白质的交换。陆凤花［２６］研究表明，在水牛的ＰＭ 法

核移植中，融合后供体核在受体胞质中发生了

ＮＥＢＤ和ＰＣＣ，而且在０．５～１ｈ出现的ＰＣＣ率最

高（７５％）；重构胚激活后，染色体逐渐去凝集，在２～

４ｈ出现新的核膜重建，并形成原核样结构，体积为

原来的１～２倍；激活后６～１２ｈ，核发生进一步膨

化，体积为原来的２～５倍。如此看来，ＷＣＩＣＳＩ法

发生的重塑过程与ＰＭ 法核移植大体相似，此法也

适用于水牛的体细胞核移植。

３．２　完整供体细胞胞质内注核后与激活前时间间

隔对核移植效果的影响

　　供体核的重塑过程对于移植核在卵质环境下的

再程序化和重构胚的正常发育都是至关重要

的［２７２８］。如果过早的激活重构胚，供体核与卵母细

胞质中的 ＭＰＦ作用时间太短，融入或注入的供体

核重塑就不完全，从而影响供体核的重编程，对胚胎

的进一步发育不利。因此，注核后延长核质相互作

用时间可能会促进核重塑和发育程序重编。Ｓｔｉｃｅ

等［２９］发现，在牛的核移植中，供体细胞与 ＭⅡ期的去

核卵母细胞融合后４ｈ再激活重构胚，对于提高核移

植胚胎的发育率有很大作用。在小鼠体细胞核移植

研究中也发现，间隔时间在１～３ｈ和３～６ｈ的重构

胚囊胚发育率显著高于注核与激活同时进行的重构

胚，并且有助于植入后胚胎的发育［８］。在猪的体细胞

核移植研究中，囊胚率随间隔时间延长呈上升趋势，２

ｈ达到最高（１１．６％），后又随时间延长而下降
［３０］。其

他的核移植研究也得到了相似的结果［３１３３］，表明延长

核质相互作用时间有利于核的重塑和再程序化。

本试验研究了水牛不同类型细胞完整注核后与

激活前的受体胞质的最适宜作用时间。结果发现，卵

丘细胞和胎儿成纤维细胞在注射后３ｈ激活，重构胚

的囊胚发育率最高；在此之前的１．５ｈ和在此之后的

５ｈ激活，重构胚的发育能力都下降，且１．５ｈ的时间

间隔与３ｈ的时间间隔重构胚的囊胚发育率差异显

著（卵丘细胞，犘＜０．０１；胎儿成纤维细胞，犘＜０．０５）。

同时，颗粒细胞在注射后１．５与３ｈ的时间间隔重构

胚的囊胚发育率没有显著差异（犘＞０．０５），但与５ｈ

时间间隔重构胚的发育效果显著（犘＜０．０５）；并且，３

与５ｈ时间间隔重构胚的囊胚发育率差异极显著

（犘＜０．０１）。表明，颗粒细胞注射后与激活前的最佳

时间间隔可在１．５～３ｈ，但３ｈ是最佳的作用时间，

时间超过３ｈ后激活，重构胚的发育能力将会呈下降

趋势。Ｌｅｅ等
［９］首先运用此项核移植技术表明，在猪

的核移植中，卵丘细胞、颗粒细胞和耳部成纤维细胞

注射后与激活前的最佳时间间隔分别为１．５、１．５、

３ｈ。水牛的卵丘细胞与猪的卵丘细胞注射后与激活

前的最佳时间间隔不同，可能是由于种间差异造成

的。石德顺等［３４］认为水牛耳部成纤维细胞经ＩＭ法

核移植后，至少要间隔３～４ｈ再激活。陆凤花
［２３］的

研究表明，水牛耳部成纤维细胞经ＰＭ法注核电融合

后，激活前间隔３ｈ重构胚的发育效果最好。由此可

见，水牛体细胞核移植以后，激活前的最佳时间间隔

为３ｈ，供体细胞的类型和核移植的方法可能对此影

响不大。

４　结　论

综上所述，可见 ＷＣＩＣＳＩ法可用于水牛体细胞核

移植的研究；另外，水牛胞质内注射供体细胞后３ｈ

进行激活，核移植重构胚的发育效果最好。
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