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摘　要：为探索成纤维细胞作为供体细胞的潜能和ＴｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ（ＴＳＡ）处理供体细胞的适合浓度，提高克隆胚胎

的发育水平。本研究分别利用１００、５０、２５、１０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理滩羊成纤维细胞，观察细胞形态，统计细胞活率，

利用流式分选技术分析处理前后细胞的周期时相，同时通过间接免疫荧光法检测细胞乙酰化水平，并以经过１０～

５０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理的成纤维细胞作为供体细胞，检测其重构胚发育水平。结果发现，当 ＴＳＡ的浓度达１００

ｎｇ·ｍＬ
－１时，细胞大量死亡，不同浓度ＴＳＡ处理细胞２４ｈ后，细胞周期被明显抑制在Ｇ０／Ｇ１ 期，乙酰化水平明显

高于对照组，其中供体细胞经１０ｎｇ·ｍＬ
－１ ＴＳＡ处理的克隆胚胎卵裂率和囊胚率明显升高（犘＜０．０５，（８５．２±

３．４）％ｖｓ（６８．６±６．７）％，（３５．６±５．７）％ｖｓ（１０．４±８．３）％）。结果表明，经１０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理的滩羊成纤维

细胞周期同步化明显，乙酰化维持较高水平，重构胚胎发育水平明显提高，适合作为成纤维细胞的处理方法和浓度。
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　４期 李向臣等：ＴＳＡ对滩羊成纤维细胞作为供体细胞的作用

　　哺乳动物细胞克隆是２０世纪末生命科学领域

最引人注目的高新技术，该技术对于优良种畜的复

制、动物遗传多样性保存及濒危动物挽救、转基因动

物培育等方面具有重要意义［１２］。目前，虽然体细胞

克隆在许多物种中获得了成功，但克隆的效率却很

低，只有低于４％的重组胚胎可以发育成个体
［３］。

因此，动物克隆研究的目的已经不是仅仅获得为数

有限的克隆后代，而是如何进一步解释克隆机理、提

高克隆效率。在体细胞克隆过程中，如果供核基因

组完全没有进行重新编程，重构胚很快死亡；如果部

分重编程，重构胚在不同发育阶段死亡；而完全重新

编程，则产生正常的克隆动物［４］。由此可见，完全

的重新编程是成功产生克隆动物的先决条件。成功

的核移植动物克隆需要将供体细胞核重编程为全能

的、胚胎化的状态［５］，这意味着供体核必须停止本身

的基因表达程序，恢复为正常发育所必需的特定的

胚胎表达程序状态。研究表明［６］，细胞在重编程过

程中高水平乙酰化和低水平的甲基化有利于重编程

过程的进行，由于组蛋白的超乙酰化状态可以改变

染色质结构，使染色质由原来的致密结构转变为相

对松散的结构，即“开放”的结构，从而有利于转录因

子的结合［７］。ＴＳＡ可以通过抑制组蛋白去乙酰化

酶的作用从而使染色质处于超乙酰化状态，激活了

发育相关基因［８］。有科学家利用ＴＳＡ处理核移植

的供体细胞，结果提高了克隆胚胎的发育率［９］。

细胞周期对核移植成功率的影响至关重要，常

以Ｇ０／Ｇ１ 期细胞作为供体细胞，这种细胞较易于重

编程［１０］。通常，获得Ｇ０／Ｇ１ 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两种方法

已成功获得家畜体细胞的核移植后代［１１］。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。而ＴＳＡ是一种具

有很强的抑制组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）的特异性

抑制剂，在正常大鼠成纤维细胞研究中发现［１２］：

ＴＳＡ可将增殖细胞特异地锁定在Ｇ１ 和Ｇ２ 期，这对

于供体细胞的周期同步化起到了重要作用。

ＴＳＡ可以通过促进重编程从而提高克隆胚胎

的发育水平，但是对于ＴＳＡ处理供体细胞的适合浓

度尚无定论。因此，本研究分别利用１００、５０、２５、１０

ｎｇ·ｍＬ
－１的ＴＳＡ处理滩羊成纤维细胞，观察细胞

形态，统计细胞活率，并通过间接免疫荧光法检测其

乙酰化水平，同时以ＴＳＡ处理的成纤维细胞作为供

体细胞，检测其重构胚发育水平。

１　材料与方法

文中所涉及到的试剂和药品除特殊说明外均购

自Ｓｉｇｍａ公司。

１．１　成纤维细胞的复苏与培养

使用本实验室２００７年４月冻存的滩羊耳缘组

织成纤维细胞，使用前复苏细胞（细胞冻存编号为

２００７０４２３）。

（１）解冻：将冻存管从液氮中取出，迅速投入４２

℃水浴中，不停的晃动（约１ｍｉｎ），见余有小冰团黄

豆粒大小时放入超净工作台内。（２）加液：用吸管将

细胞移入加有培养液的培养瓶中，轻轻吹打均匀，放

置于含体积比５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养，换液后过

夜继续培养。（３）传代：当细胞生长达到８０％汇合

时，吸出培养液，用无菌ＰＢＳ清洗２遍后，加入１００

μＬ的０．２５％胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ）＋０．０１％ ＥＤＴＡ液

３７℃消化２～３ｍｉｎ，立即加入２ｍＬＤＭＥＭ ＋

１０％ＦＢＳ终止消化。然后按照１"２传代。

１．２　不同浓度犜犛犃对成纤维细胞形态与活率的影响

ＤＭＳＯ 融 解 ＴＳＡ，分 别 配 制 成 １００ 和 １０

μｇ·ｍＬ
－１浓储液，－２０℃储存。当细胞接种达对

数生长期，在２４孔板内分别加入０、１０、２５、５０、１００

ｎｇ·ｍＬ
－１的ＴＳＡ各３孔，处理２４ｈ后，观察其形

态变化。

利用ＴｒｙｐａｎＢｌｕｅ染色法统计细胞活率
［１３］。

１．３　周期检测

经ＴＳＡ处理前后的成纤维细胞利用０．２５％胰

蛋白酶＋０．０１％ＥＤＴＡ液消化２～３ｍｉｎ，收集于５

ｍＬ的离心管中，用ＰＢＳ离心洗涤３次，将细胞重

悬于４℃预冷的７０％乙醇中固定备用。检测前用

ＤＰＢＳ离心洗涤３次，用１００μｇ·ｍＬ
－１ＲＮＡ酶３７

℃作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤离心３次，调整细胞密度

为１×１０６ 个 ·ｍＬ－１，上流式细胞仪前 用 １０

μｇ·ｍＬ
－１ＰＩ染色１０ｍｉｎ后检测。记录异倍体细

胞所占百分比和处于Ｇ０／Ｇ１ 期时相的细胞所占百

分比，以“平均数±标准差”表示。

１．４　卵母细胞的体外成熟

采自屠宰场的新鲜牛卵巢，放入灭菌的生理盐

水中，保持温度在３０～３３℃，４ｈ内运回实验室。

采集卵泡液，磷酸盐缓冲液（ＰｈｏｓｐｈａｔｅＢｕｆｆｅｒｅｄ

Ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）稀释，在体式显微镜下用吸管挑选包

裹３层以上、致密、胞质均匀的卵丘／卵母细胞复合

体（Ｃｕｍｕｌｕｓｏｏｃｙｔｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ）。用平衡２

ｈ以上的卵母细胞成熟液（Ｍ１９９９．５ｇ·Ｌ
－１，

１１４
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Ｈｅｐｅｓ１０ｍｏｌ·Ｌ
－１，丙酮酸钠１ｍｏｌ·Ｌ－１，Ｌ谷氨

酰胺２．５ｍｏｌ·Ｌ－１，尿促性素０．０７５Ｕ·ｍＬ－１，雌

二醇１μｇ·ｍＬ
－１，１５％ 胎牛血清（Ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒ

ｕｍ，ＦＢＳ，Ｇｉｂｉｃｏ））洗２次后用于成熟培养，培养条

件为３９℃，５％ＣＯ２ 饱和湿度。成熟培养２２ｈ后，

将ＣＯＣｓ转入１ｍｇ·ｍＬ
－１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颗粒细胞，检

查卵母细胞成熟率。

１．５　重构胚的构建与培养

采用胞质内注射的方法，选择经不同浓度ＴＳＡ

处理的成纤维细胞进行核移植，构建重组胚。构建

好的重组胚用５μｍｏｌ·Ｌ
－１离子霉素激活５ｍｉｎ

后，移入含２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的６ＤＭＡＰ培养液内再激

活４ｈ，激活后的重组胚用培养液清洗３次后，放入

４孔培养板（Ｎｕｎｃ）内培养，每隔４８ｈ半量换液１

次，９６ｈ后加入１０％ＦＢＳ继续培养，培养４８ｈ后统

计卵裂率，７～８ｄ后统计发育的囊胚率。

１．６　间接免疫荧光法检测乙酰化水平

一抗：兔抗羊组蛋白 Ｈ４Ｋ１２多克隆ＩｇＧ（Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ）；二抗：ＦＩＴＣ标记羊抗兔ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

间接免疫荧光试验：收集各处理组细胞各３孔，

于３．７％多聚甲醛中室温固定１ｈ或４℃过夜；用

ＰＢＳ＋１％ＢＳＡ清洗３次，去除固定液；将细胞置于

０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液中室温作用３０ｍｉｎ，以提高

细胞膜通透性；ＰＢＳ＋ＢＳＡ清洗３次，去除 Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００；组蛋白Ｈ４Ｋ１２一抗分别用ＰＢＳ＋ＢＳＡ进行

１"２００稀释，滴入各孔３０μＬ，室温孵育１ｈ；ＰＢＳ

＋ＢＳＡ清洗，重复４～５次；将细胞置于ＦＩＴＣ标记的

二抗 （１∶１００稀释）中，室温作用４５ｍｉｎ，注意避光；

ＰＢＳ＋ＢＳＡ清洗４～５次；用ＰＩ（１０μｇ·ｍＬ
－１）染核，

室温作用１０ｍｉｎ；ＰＢＳ＋ＢＳＡ清洗３次；于共聚焦显

微镜下检测荧光。仪器预设值在每个重复中保持不

变，每组处理各取３孔，重复３次以上。

１．７　数据统计

荧光强度的分析应用Ｃｏｎｆｏｃａｌ荧光分析软件

ＥＺＣ１３．７０ＦｒｅｅＶｉｅｗｅｒ得到 Ｈ４Ｋ１２和ＰＩ的荧光

强度值，算出两者的比值，即是乙酰化抗体在细胞中

的相对荧光强度［１４］。数据分析采用了ＳＰＳＳ软件的

配对Ｔ检验方法。以上所有试验重复３次。

２　结　果

２．１　犜犛犃对成纤维细胞形态和活率的影响

成纤维细胞经ＴＳＡ处理后，随着ＴＳＡ浓度的

增加，细胞形态不再饱满，变得扁平，核区明显可见，

胞质出现空洞且随浓度的增加而变多，细胞失去原

有长条梭形的特点，即使在低浓度（１０ｎｇ·ｍＬ
－１）

处理２４ｈ也表现出明显的形态改变，而且形态改变

随药物浓度的增加变的更加明显（图１），且当ＴＳＡ

浓度为１００ｎｇ·ｍＬ
－１时，细胞大量死亡（图２），浓

度在１０～５０ｎｇ·ｍＬ
－１时细胞不易死亡，作为供体

细胞的处理方法基本适合。

Ａ．未经处理的对数生长期滩羊成纤维细胞；Ｂ．经１０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理２４ｈ的滩羊成纤维细胞；Ｃ．经２５ｎｇ·ｍＬ

－１

ＴＳＡ处理２４ｈ的滩羊成纤维细胞；Ｄ．经５０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理２４ｈ的滩羊成纤维细胞；Ｅ．经１００ｎｇ·ｍＬ

－１ＴＳＡ处理

２４ｈ的滩羊成纤维细胞

Ａ．Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ；Ｂ．Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡｆｏｒ２４ｈ；Ｃ．Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

２５ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡｆｏｒ２４ｈ；Ｄ．Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０ｎｇ·ｍＬ

－１ＴＳＡｆｏｒ２４ｈ；Ｅ．Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

１００ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡｆｏｒ２４ｈ

图１　经不同浓度犜犛犃处理的滩羊成纤维细胞形态　（２００×）

犉犻犵１　犜犺犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犜犛犃　（２００×）
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误差线表示测得数据的标准偏差。上标不同小写字母表示差异

显著（犘＜０．０５），相同字母表示差异不显著（犘＞０．０５）。图４同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）．ＴｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇｕｒｅ４

图２　不同浓度犜犛犃处理成纤维细胞后存活细胞数的变化

犉犻犵２　犜犺犲犿狅狋犻犾犻狋狔狉犪狋犲狅犳犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋犮犲犾犾狊狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉

犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犜犛犃

２．２　不同浓度犜犛犃对成纤维细胞周期的影响

在相对较低ＴＳＡ处理组（１０～５０ｎｇ·ｍＬ
－１），

细胞增殖明显受到抑制，Ｓ期细胞明显减少，细胞被

抑制在Ｇ０／Ｇ１ 期（表１）。

２．３　不同浓度犜犛犃对成纤维细胞乙酰化水平的影响

通过免疫荧光结果分析显示，红色为ＰＩ显示

核，绿色为乙酰化水平，我们发现不同浓度的ＴＳＡ

处理成纤维细胞后，其乙酰化水平均较对照组明显

增加（图２、图３）。细胞经１０ｎｇ·ｍＬ
－１的ＴＳＡ处

理后，与１００ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理组相比没有明显

区别，同样其他处理组之间乙酰化水平没有明显区

别。

表１　不同处理方法对成纤维细胞周期的影响

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犜犛犃狅狀狋犺犲犳犻犫狉狅犫犾犪狊狋犮犲犾犾犮狔犮犾犲

ＴＳＡ浓度／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＴＳＡ

细胞周期分布（％ ±ＳＥ）Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

０ ６０．５±２．１ｂ ２９．６±０．７ａ ９．９±２．７ａ

１０ ７３．３±２．６ａ １６．３±０．８ａ １０．４±２．１ａ

２５ ７７．２±１．８ａ ８．８±１．５ａ １４．０±２．３ａｂ

５０ ７３．０±１．３ａ ８．５±２．０ａ １８．５±１．１ｂ

上标不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５），相同字母表示差异不显著（犘＞０．０５）。表２同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅ

ｒｏｗｍｅａｎｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）．ＴｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ２

２．４　不同浓度犜犛犃对重构胚发育水平的影响

成纤维细胞经过不同浓度ＴＳＡ处理后，其重构

胚的卵裂率和囊胚率见表１。与对照组相比，经１０

ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理后的成纤维细胞充当供体细胞，

其卵裂率和囊胚率较对照组明显增加（犘＜０．０５，

（８５．２±３．４）％ｖｓ（６８．６±６．７）％，（３５．６±５．７）％ｖｓ

（１０．４±８．３）％）。而细胞经２５ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理

的重构胚囊胚发育水平较对照组也大量增加 （犘＜

０．０５，（２５．３±４．３）％ｖｓ（１０．４±８．３）％），但是低于

１０ｎｇ·ｍＬ
－１处理组（（２５．３±４．３）％ ｖｓ（３５．６±

５．７）％）。５０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理组的卵裂率同样明

显提高（犘＜０．０５，（７８．０±８．６）％ ｖｓ（６８．６±

６．７）％），但是囊胚率较对照组差异不显著（犘＞０．０５，

（１６．９±８．３）％ｖｓ（１０．４±８．３）％）。

表２　不同浓度犜犛犃对重构胚发育水平的影响

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犜犛犃狅狀狋犺犲狉犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犲犿犫狉狔狅狊

ＴＳＡ浓度／（ｎｇ·ｍＬ
－１）

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＴＳＡ

培养胚胎数

Ｎｏ．ｏｆｅｍｂｒｙｏｓｃｕｌｔｕｒｅｄ

卵裂数 （％±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆｅｍｂｒｙｏｓｃｌｅａｖｅｄ

囊胚数 （％±ＳＥ）

Ｎｏ．ｏｆｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ

０

１０

２５

５０

２８８

３０１

２９７

２９５

１９８（６８．６±６．７ｂ）

２５６（８５．２±３．４ａ）

２３６（７９．５±３．９ａ）

２３０（７８．０±８．６ａ）

３０（１０．４±８．３ｃ）

１０７（３５．６±５．７ａ）

７５（２５．３±４．３ｂ）

５０（１６．９±８．３ｂｃ）

　　综上所述，经１０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理的滩羊成

纤维细胞，与对照组相比，细胞乙酰化维持较高水

平，细胞周期被明显抑制在Ｇ０／Ｇ１ 期，并且与其他

处理组相比，细胞形态良好，活率较高，重组胚胎发

育水平较高，较适合作为成纤维细胞的处理方法。
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Ａ～Ｅ．滩羊成纤维细胞经０、１０、２５、５０、１００ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理２４ｈ后的乙酰化水平（红色荧光，ＰＩ染色示核）；抗 Ｈ４Ｋ１２

乙酰化抗体免疫荧光染色（绿色荧光）；黄色为红绿荧光共聚焦

Ａ－Ｅ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈ０，１０，２５，５０，１００ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡｆｏｒ２４ｈ（ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｎｕｃｌｅａｒ

ｓｔａｉｎｅｄｂｙＰＩ）；ＡｎｔｉＨ４Ｋｌ２ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎａｎｔｉｂｏｄｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）；Ｔｈｅｙｅｌｌｏｗｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｓｔｈｅｃｏｎｆｏｃａｌｏｆｒｅｄａｎｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

图３　滩羊成纤维细胞经不同浓度的犜犛犃处理２４犺后的乙酰化荧光标记　（１００×）

犉犻犵３　犔犲狏犲犾狅犳犪犮犲狋狔犾犪狋犻狅狀犪犳狋犲狉犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犜犛犃犳狅狉２４犺　（１００×）

３　讨　论

体细胞在移入去核的卵母细胞后必然经历重编

程过程，以恢复胚胎开始发育的全能状态。如果这

一重编程过程不完全就必然导致体细胞克隆胚发育

率低，胎盘发育异常，胚胎移植后高的流产率及出生

后的异常，正是这些不利因素制约了克隆技术的广

泛应用。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［１４］。所以，在选择处理供核细胞的处理方法时，

可以从表观遗传修饰程度的角度出发，来选择ＤＮＡ

甲基化程度相对较低，组蛋白乙酰化程度相对较高

的细胞处理方式来进行核移植。Ｗｅｅ等
［１５］用ＴＳＡ

（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ）处理牛的成纤维细胞发现，ＤＮＡ的

甲基化水平和组蛋白的去乙酰化水平都有所降低，

而组蛋白的乙酰化水平却没有明显改变，但是牛的
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图４　滩羊成纤维细胞随犜犛犃浓度变化的荧光定量分析图谱
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供体细胞这些表观遗传修饰作用却并没有在其克隆

胚的ＤＮＡ甲基化过程中显现。而本研究就成纤维

细胞的乙酰化水平分析后发现，其乙酰化水平随着

浓度的升高而明显升高，这可能与种属的表观修饰

程度有关，可能是羊的乙酰化程度较牛的容易优化。

迄今为止，很多种类的体细胞被应用为核供体，

并且获得了成功。其中颗粒／卵丘细胞和成纤维细

胞作为核供体应用的最多，并且所获得的核移植后

代较多，最近几年开始利用促重编程的试剂来处理

供体细胞，期望达到提高克隆胚胎发育率的效果。

但是，有研究显示，成纤维细胞具有保持细胞稳定性

的能力，对比颗粒细胞，成纤维细胞经传代或处理仍

能保持细胞所特有的生物学特性［１６］。本研究利用

ＴＳＡ处理后的成纤维细胞表现出明显升高的乙酰

化水平和胚胎发育水平。Ｙａｎｇ等
［６］就兔的颗粒细

胞和经ＮａＢｕ（丁酸钠，另外一种组蛋白去乙酰化抑

制剂）处理的成纤维细胞乙酰化水平作比较，发现经

ＮａＢｕ处理的成纤维细胞具有颗粒细胞相对较强的

乙酰化修饰，其重编程能力和克隆胚胎发育水平也

相对较强，这与本研究的结论有异曲同工之效。因

此，经组蛋白去乙酰化抑制剂处理的成纤维细胞似

乎更适合作为供体细胞。

但是，ＴＳＡ的处理浓度一直是困扰人们的一大

因素，Ｅｎｒｉｇｈｔ等
［９］利用２５和３７５ｎｇ·ｍＬ

－１Ｌ的

ＴＳＡ分别处理供体细胞，发现经２５ｎｇ·ｍＬ
－１处理

的供体细胞其囊胚率较高，因此，ＴＳＡ的浓度不一

定与获得的重组胚发育水平成正比，我们发现，用

１００ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理成纤维细胞细胞，导致了

明显的细胞毒性，大量细胞趋于凋亡，得出这样的结

果，可能是由于不同种细胞对药物的耐受性不同所

致。同时发现，在相对较低的处理浓度（２５～５０

ｎｇ·ｍＬ
－１），细胞的增殖明显被抑制，细胞形态不再

饱满，变得扁平，核区明显可见。所以本研究利用更

小浓度１０ｎｇ·ｍＬ
－１尝试处理成纤维细胞，发现细

胞形态良好，乙酰化水平较高，且获得了较高的卵裂

率和囊胚率，且囊胚率比２５ｎｇ·ｍＬ
－１处理组要明

显增加，这可能是由于ＴＳＡ的毒害作用在极小浓度

没有体现，反而只体现了其提高供体细胞重编程能

力这一方面，也证明了１０ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ作为供体

细胞的处理方式更为适合。Ｊｏｎｅｓ等
［１７］用去一种促

进供体细胞重编程的甲基化试剂５ａｚａｄｃ，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５ａｚａｄｃ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，但合适的试剂与

合理的剂量及处理时间还需要摸索。

本研究证明经合适浓度（１０ｎｇ·ｍＬ
－１）的ＴＳＡ

处理后的具有高乙酰化水平的成纤维细胞充当供体

细胞，其卵裂率和囊胚率较对照组差异明显 （犘＜

０．０５），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［１１］。

近些年来，人们对于供体细胞核移入去核的卵

母细胞后，所经历的重编程过程的研究逐渐深入，但

是它仍然是一个有待于开发的领域。目前，人们对

于它的研究主要集中在重构胚的构建、处理及其发

育水平上，但是笔者认为，从供体细胞的选择和处理

上着眼，我们可以避免一些不必要的困扰，加之后续

的处理，相信能够大幅度提高重构胚核重编程的能

力。

４　结　论

本研究利用不同浓度ＴＳＡ处理滩羊成纤维细

胞，发现经过２５～１００ｎｇ·ｍＬ
－１ＴＳＡ处理的细胞

形态不佳，细胞活率明显降低，而经１０ｎｇ·ｍＬ
－１

ＴＳＡ处理的滩羊成纤维细胞周期同步化明显，乙酰

化维持较高水平，重构胚胎发育水平明显提高，适合

作为成纤维细胞的处理方法和浓度。
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