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供体细胞状态对牛重组胚发育的影响
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摘　要：本试验通过比较供体成纤维细胞的不同血清饥饿培养天数、传代次数、冻存复苏等方面试验条件对重组胚

发育的影响因素进行了深入的研究。结果表明：供体细胞血清饥饿０、１～３、４～６、７～９ｄ之间重组胚卵裂率没有显

著差异（犘＞０．０５），但囊胚率以饥饿１～３ｄ的最高，与４～６和７～９ｄ组别差异显著（犘＜０．０５）；以传代０、１～３、４

～６、７～９代的细胞作为供体细胞，卵裂率没有显著差异（犘＞０．０５），桑椹胚率以传１～３代最高，差异显著（犘＜

０．０５）；２代细胞解冻后的卵裂率显著高于４和８代细胞，而以２和６代冷冻解冻后细胞为供体，卵裂率并无明显差

异，８代细胞的桑椹胚率显著低于其它组。本试验为提高供体成纤维细胞在卵母细胞中重新程序化及后续重组胚

发育等相关研究提供参考。
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　　自从高度分化的体细胞在卵母细胞质中具有去

分化、重获全能性的能力被证实之后，体细胞核移植

的研究得到了飞速的发展，已有很多种类的体细胞

被应用为核供体，并成功获得了体细胞核移植的小
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鼠、牛、猪、绵羊、山羊、兔、猫、骡和大鼠等，这些成果

表明分化的体细胞甚至是分化终端的细胞仍具有发

育的全能性。体细胞核移植也为拯救珍稀濒危动物

开辟了一条新的途径［１］。新西兰的 Ｗｅｌｌｓ等
［２］利用

这一技术成功地克隆了当地一头濒临灭种的土种

牛；美国的Ｌａｎｚａ等
［３］通过种间核移植的方法用家牛

的卵母细胞获得了种间核移植胚胎，并成功获得了后

代，这些结果表明通过体细胞核移植方法增加濒危动

物的数量是可行的，可以成为解决我国珍贵遗传资源

保存的有效途径之一。

　　体细胞核移植重组胚的发育潜能受到多种因素

的影响。其中供体细胞是体细胞核移植的重要元件

之一，其状态是影响重组胚发育的非常重要的因素。

供体细胞携带着胚胎后期发育的所有遗传物质，并

在去核卵母细胞中完成重新编程这一过程。供体细

胞周期时相、周期同步化的方法、培养代数、冻存复

苏后细胞活力等都对重组胚的发育有很大的影响。

因此，本研究探讨了供体成纤维细胞状态对核移植

效率的影响，以筛选出核移植效率较高的细胞系，为

保存动物的遗传资源提供有力的理论依据。

１　材料和方法

１１　卵母细胞体外成熟

　　卵母细胞采集及成熟见文献［４］。

１２　重组胚构建

　　以脱羰秋水仙碱辅助去核方式构建重组胚，方

法见文献［４］。

１３　重组胚的培养

　　构建好的重组胚用５μｍｏｌ／Ｌ离子霉素激活５

ｍｉｎ后，移入含２ｍｍｏｌ／Ｌ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半量换液一

次，９６ｈ后加入１０％ＦＢＳ继续培养，培养７～８ｄ后

统计发育的桑椹胚数和囊胚数。

１４　试验设计

　　试验１：１～３代的细胞汇合度达到８０％，在含

０．５％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ液内饥饿培养，分别饥饿０、１

～３、４～６、７～９ｄ用于核移植，胞质内注射法构建

重组胚，７～８ｄ检查囊胚率。

　　试验２：比较细胞的传代对重组胚发育能力的

影响，以培养０、１～３、４～６、７～９代的细胞为核供体

细胞，０．５％ＦＢＳ血清饥饿１～３ｄ用于核移植。

　　试验３：２、４、６、８代冷冻的细胞，经解冻培养２４

ｈ，饥饿１～３ｄ用于核移植。

１５　数据分析

　　所有试验重复３次，试验数据用χ
２ 进行差异显

著性分析。

２　结　果

２１　血清饥饿培养时间对重组胚发育的影响

　　从表１可见，饥饿０、１～３、４～６、７～９ｄ４组间

重组胚卵裂率无显著差异（犘＞０．０５），但是重组胚

的囊胚率表现了显著的不同，饥饿１～３ｄ的细胞囊

胚率为１１．４３％。数据分析表明，饥饿１～３ｄ细胞的

囊胚率与饥饿４～６、７～９ｄ组间存在显著的差异（犘

＜０．０５），与正常培养（饥饿０ｄ）的细胞相比，囊胚率

没有显著的差异（犘＞０．０５），以饥饿７～９ｄ效果最

差，在７７枚重组胚中仅有１枚发育到囊胚。

表１　血清饥饿时间对重组胚发育的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狊犲狉狌犿狊狋犪狉狏犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀狋犺犲犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳狉犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犲犿犫狉狔狅狊

饥饿时间／ｄ

Ｔｉｍｅｏｆｓｔａｒｖａｔｉｏｎ

卵母细胞数

Ｎｏ．ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

重组胚数

Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｓ

卵裂率／％

Ｒａｔｅｏｆｃｌｅａｖａｇｅ

囊胚率／％

Ｒａｔｅｏｆｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ

０ ７７ ３９ ８４．６２ａ（３３／３９） ６．０６ａｂ（２／３３）

１～３ １３５ ８８ ７９．５５ａ（７０／８８） １１．４３ａ（８／７０）

４～６ １０３ ７９ ７７．２２ａ（６１／７９） ３．２９ｂｃ（２／６１）

７～９ １１２ ９８ ７８．５７ａ（７７／９８） １．３０ｃ（１／７７）

同一列中标注不同字母表示差异显著（犘＜０．０５），下表同

Ｆｉｇｕｒｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅ

２２　供体细胞传代次数在核移植中的效果比较

　　本试验以传代０、１～３、４～６、７～９代的细胞作

为供体细胞，以成熟１８ｈ的卵母细胞作为核受体，

共构建了２８３枚重组胚，数据分析发现体细胞的传

代次数对重组胚的卵裂率并未表现出显著的差异

（犘＞０．０５）；而在桑椹胚率上开始出现显著的不同，

细胞传代１～３代用于核移植的效果显著高于其它

组 ，桑椹胚率达到３２．０６％，传代７～９代的细胞其

４１５
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表２　细胞的代数对重组胚发育的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱狅狀狅狉犮犲犾犾狆犪狊狊犪犵犲狊狅狀狋犺犲犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳狉犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犲犿犫狉狔狅狊

细胞代数

Ｐａｓｓａｇｅ

卵母细胞数

Ｎｏ．ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

重组胚数

Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｓ

卵裂率／％

Ｒａｔｅｏｆｃｌｅａｖａｇｅ

桑椹胚率／％

Ｒａｔｅｏｆｍｏｒｕｌａ

０ ９９ ８３ ８５．５４ａ（７１／８３） ２２．５４ａｃ（１６／７１）

１～３ ７７ ６９ ７６．８１ａ（５３／６９） ３２．０６ｂ（１７／５３）

４～６ ６８ ３７ ８３．７８ａ（３１／３７） ２５．８０ａ（８／３１）

７～９ １３０ ９４ ８４．０４ａ（７９／９４） １７．７２ｃ（１４／７９）

重组胚的桑甚胚率仅在１７．７２％ ，显著低于１～６代

的细胞（犘＜０．０５），与未经传代的细胞相比没有显

著的差异（１７．７２％ Ｖｓ２２．５４％），同时也发现不经

传代的细胞同样可以用作核移植，其桑椹胚率达到

２２．５４％。最后将获得的桑椹胚冷冻保存。

２３　细胞的冷冻保存对重组胚发育的影响

　　本试验比较了２、４、６、８代冷冻的细胞，经解冻

培养２４ｈ，饥饿１～３ｄ后用于核移植。２代细胞解

冻后卵裂率和桑椹胚率相对比较高 （８３．７２％，

２７．７８％），４代解冻的细胞与２代细胞比卵裂率有

显著的差异（犘＜０．０５），８代解冻的细胞卵裂率比较

低为６７．７１％；桑椹胚率２、４、６代的细胞差异不显

著，８代解冻的细胞与其它组出现显著的差异（犘＜

０．０５）。也将桑椹胚冷冻保存于液氮中。

表３　细胞的冷冻保存对重组胚发育的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱狅狀狅狉犮犲犾犾犮狉狔狅狆狉犲狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅狀狋犺犲犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳狉犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犲犿犫狉狔狅狊

冷冻细胞代数

Ｐａｓｓａｇｅｓｏｆｃｅｌｌ

ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

卵母细胞数

Ｎｏ．ｏｆｏｏｃｙｔｅｓ

重组胚数

Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｅｍｂｒｙｏｓ

卵裂率／％

Ｒａｔｅｏｆｃｌｅａｖａｇｅ

桑椹胚率／％

Ｒａｔｅｏｆｍｏｒｕｌａ

２ １１３ ８６ ８３．７２ａ（７２／８６） ２７．７８ａ（２０／７２）

４ ７５ ５３ ７３．５８ｂｃ（３９／５３） ２３．０８ａ（１０／３９）

６ ８９ ６７ ７６．１２ａｂ（５１／６７） ２５．４９ａ（１３／５１）

８ １２２ ９６ ６７．７１ｃ（６５／９６） １２．３１ｂ（８／６５）

３　讨　论

３１　血清饥饿用于细胞周期同步化对重组胚发育

的影响

　　体细胞核移植中受体胞质多使用 Ｍ 期卵母细

胞，Ｍ期卵母细胞中 ＭＰＦ高活性使得核膜破裂，早

期染色体凝聚，可将供体染色质暴露在与早期发育

有关的受体细胞质因子之中，能促进供体遗传物质

的重编程［５６］，供体细胞多采用 Ｇ０／Ｇ１ 期细胞。血

清饥饿可以使细胞处于静止状态（Ｇ０ 期），１９９６年

Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［７］将传６～１３代的胎儿上皮细胞经血

清饥饿停于Ｇ０／Ｇ１ 期，将其作为核供体进行核移植

后得到了５只绵羊，之后 Ｗｉｌｍｕｔ等用乳腺上皮细

胞获得了“多莉”羊［８］。１９９８年 Ｗａｋａｙａｍａ等
［９］用

处于Ｇ０ 期小鼠的体细胞获得了克隆小鼠。张德福

等［１０］在对细胞进行血清饥饿的同时加入０．１ｍｇ／Ｌ

Ａｐｈｉｄｉｃｏｌｉｎ，重组胚卵裂率，均高于血清饥饿和一

般培养处理的同种供体细胞。

　　本试验中饥饿１～３ｄ的细胞用于核供体较饥饿

４～６和７～９ｄ的囊胚率高，而没有饥饿正常培养的

细胞与饥饿１～３ｄ细胞发育率没有显著的差异，说

明血清饥饿时间延长不利于胚胎的发育。Ｐｅｎｇ等
［１１］

培养猪和Ｈｕ等
［１２］培养牛的颗粒细胞发现，较长时间

的饥饿会导致细胞ＤＮＡ的大规模碎片化，细胞发生

凋亡。Ｃｈａｎｇ等
［１３］曾试图挽救经过血清饥饿的细胞，

当向培养液中加入凋亡抑制剂时，可降低细胞的死亡

率。说明血清饥饿后确有一部分细胞发生了凋亡。

从目前的研究来看，似乎应用处于各个细胞时相的细

胞都能得到克隆动物，但还没有１种伴随核移植动物

出生的细胞周期专一性标记物来证明核移植所得后

代来源于某一个特定细胞时相［３］。因此深入研究供

体细胞类型、细胞周期、同步化处理方式等在核移植

胚胎发育过程中所起的作用显得异常重要。

３２　供体细胞传代次数在核移植中的效果比较

　　关于供体细胞在第几代最适合作为核供体，在

研究者中还存在争论。多数核移植采用传代早期的

细胞，细胞长期培养导致基因突变和染色体丢

５１５
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失［１４］。但Ｋｕｂｏｔａ等
［１５］对供体细胞多次传代后进

行核移植，发现随着传代次数的增加（１５代）仍能支

持重组胚发育成新个体。Ａｒａｔ等
［１６］用犌犉犘 基因

转染颗粒细胞并用于克隆，发现细胞转染与否都不

影响核移植囊胚的发育率。但１５代细胞囊胚发育

率显著高于１０、１１及１３代细胞。１６及３６代细胞

仍能支持胚胎发育。Ｅｎｒｉｇｈｔ等
［１７］认为细胞在体外

培养可以减少表观遗传修饰，早期体细胞组蛋白乙

酰化的程度比晚期高。有学者证实了上述理论，体

外培养后的细胞可以表达出培养前所不能表达的蛋

白质，证实了体外培养去分化的能力。在本研究中，

核移植胚胎的桑椹胚发育率随着供体细胞培养代数

的增加而降低，新鲜的细胞与４～６代细胞无显著的

差异，而与１～３代的细胞差异显著，这种差异可能

是由于种属和培养条件不同所致。

３３　细胞的冷冻保存对重新程序化的影响

　　细胞的冷冻是保存细胞最直接的方法，细胞的

冷冻是否对核移植胚发育有影响，Ｏｇｕｒａ等
［１８］用新

鲜消化、培养和冻存的成熟前足细胞克隆出小鼠桑

椹／囊胚，经移植后均获得存活小鼠后代，而且冻存

细胞作供体的胚胎移植后获得了７个后代（６．７％，

７／１０５）。用冷冻后未成熟的小鼠支持细胞为供体也

获得了后代，进一步说明虽然以雌性生殖系统细胞

为供体具有较高的克隆效率，但雄性特异的细胞也

能发育成新个体。在本试验中２代细胞解冻后卵裂

率和桑椹胚率较４与６代解冻后的细胞高，８代解

冻的细胞卵裂率比较低，说明随代数增加冷冻的细

胞效果较差。
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