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小鼠卵母细胞和早期胚胎端粒酶活性的测定
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　　[摘　要 ]　为了解小鼠早期发育过程中端粒酶的活性变化, 本研究利用端粒重复序列扩增法 (TRA P) 进行了

小鼠卵母细胞和附植前胚胎端粒酶活性的测定。结果表明, 小鼠卵母细胞、桑椹胚和囊胚为端粒酶阳性, 而 22细胞

和 82细胞为阴性。依据电泳条带在成像系统下的光密度, 计算相对总产品产量 (T PG)的定量比较发现, 囊胚端粒酶

活性最高, 为 269. 331; 桑椹胚次之, 为 96. 231; 卵母细胞最低, 为 85. 782。小鼠桑椹胚和囊胚胚胎记数及单细胞端

粒酶活性比较结果显示, 囊胚单细胞 T PG 最低, 为 3. 45; 桑椹胚单细胞略高于囊胚, 为 4. 00; 而卵母细胞最高, 为

85. 782, 大约是囊胚细胞的 25 倍。

[关键词 ]　小鼠; 卵母细胞; 早期胚胎; 端粒酶活性

[中图分类号 ]　Q 132. 7　　　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2005) 0620027204

　　端粒是位于染色体末端的DNA 2蛋白质复合

物, 其功能是维持和保护染色体结构的完整和稳定,

防止染色体DNA 被降解及染色体间的重组和末端

融合, 是正常细胞分裂所必需的。端粒的存在也解决

了人们长期以来难以解释的“DNA 末端复制难

题”[1 ]。端粒DNA 是一段富含嘌呤碱基的简单重复

序列, 人和高等动植物的端粒为 T TA GGG 的串联

重复。随着细胞的不断分裂, 端粒逐渐缩短, 因此, 许

多学者将端粒称为细胞的“分裂钟”[2 ]。当端粒缩短

至一个关键的长度时, 会触发细胞复制性衰老, 细胞

变大、扁平并停止分裂[3 ]。体外培养的人成纤维细胞

每倍增 1 次, 其端粒平均缩短 (48±21) bp [4 ]。

端粒酶是一种核糖核蛋白, 具有反转录酶的活

性, 端粒酶能够以自身的 RNA 亚基为模板合成端

粒重复序列, 从而恢复端粒长度。但是端粒酶只存在

于生殖细胞、干细胞、肿瘤细胞及永生化的细胞中,

成体细胞一般无端粒酶活性[5 ]。因此, 也就不难解释

成体细胞为什么仅有有限的分裂次数。有研究[6 ]表

明, 大鼠腔前卵母细胞至排卵前卵母细胞都具有相

当高的端粒酶活性 (与转化的人 293 细胞相比) , 但

排卵后酶活性却显著降低; A 型精原细胞具有非常

高的端粒酶活性, 但是粗线期和圆形精子细胞的酶

活性降低, 附睾的精子则完全无端粒酶活性[7 ]; 其他

的研究[8, 9 ]表明, 包括人和牛在内的多种物种囊胚均

具有相当高的端粒酶活性。本研究旨在通过对小鼠

早期胚胎不同时期端粒酶活性水平的测定, 为小鼠

早期发育过程中的端粒酶活性变化勾划一个趋势

图。

1　材料与方法
1. 1　小鼠卵母细胞的收集

　　20 g 左右的成年昆白小鼠 (购自第四军医大学

试验动物中心) , 于下午 17: 00 腹腔注射 PM SG 8～

10 IU ö只, 48 h 后腹腔注射 hCG 8～ 10 IU ö只。次日

上午 8: 00 用颈椎脱臼法处死小鼠, 无菌条件下取出

两侧子宫及卵巢, 放入盛有 2 mL 含血清 PBS 的小

皿中。在解剖镜下剪去子宫和卵巢上附着的脂肪后,

用眼科异物针刺破输卵管膨大部, 游离出卵母细胞

复合体 (COC)。将游离出的卵母细胞复合体置于盛

有 PBS 的拣卵碗中, 加入 0. 5 mL 质量分数 0. 3%

的透明质酸酶消化 3 m in, 并用孔径 70～ 80 Λm 的

玻璃针轻轻吹打, 使卵母细胞完全脱去颗粒细胞, 即

可得到所需的裸卵。

1. 2　小鼠早期胚胎的收集

小鼠超排方案同 1. 1。但所不同的是于 hCG 注

射后, 雌雄小鼠 1∶1 合笼, 次日上午 8: 00 将有阴道

栓的小鼠捡出, 集中饲养并按表 1 的时间、位置冲取

早期胚胎。
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表 1　小鼠卵母细胞和早期胚胎的收集

T able 1　Po sit ion, t im e and num ber of oocyte

and early em bryo co llect ion in m ice

发育时期
Stage of
develop2
m ent

收集部位
Po sit ion

注射 hCG 后
时间öh

T im e after
in jecting

hCG

胚胎数量
Em bryo
num ber

卵母细胞
Oocyte

输卵管膨大部
Ampulla

12～ 16 33

22细胞
22cell

输卵管
O viduct

42～ 48 15

82细胞
82cell

输卵管
O viduct 60～ 68 11

桑椹胚
M o ru la

子宫角
U terine ho rn

75～ 80 19

囊胚
B lastocyst

子宫角
U terine ho rn

92～ 96 18

1. 3　小鼠卵母细胞及早期胚胎的裂解

将收集到的小鼠卵母细胞及胚胎按 5 ΛL ö枚的

量加 入 1 × CHA PS L ysis Buffer ( 10 mmo löL
T ris2HC l, pH 7. 5, 1 mmo löL M gC l2, 1 mmo löL
EGTA , 0. 1 mmo löL Benzam idine, 5 mmo löL Β2
m ercap to thano l, 质量分数 0. 5% CHA PS, 质量分数

10% Glycero l) 裂解液。冰上作用 30 m in 后, 于 4

℃, 12 000×g 离心 20 m in, 取上清液于- 80 ℃冻

存, 备用。

1. 4　端粒酶活性测定

运用 TRA P 法进行端粒酶活性测定, 试剂盒为

T elom erase TRA Peze detect ion k it (N o. S7700,

Chem icon, U SA ) , 试验按照其使用手册进行。主要

操作过程如下: 5 ΛL PCR 反应液 ( 20 mmo löL
T ris2HC l, pH 8. 3, 15 mmo löL M gC l2, 630 mmo löL
HC l, 体积分数 0. 5% 的 Tw een 20, 10 mmo löL EG2

TA ) , 1. 0 ΛL dN T P, 1. 0 ΛL T S 引物, 1. 0 ΛL

TRA P 引物混合物, 0. 4 ΛL T aq 聚合酶 (5 IU öΛL )

及 39. 6 ΛL 无离子水混合后, 加入 2. 0 ΛL 裂解的待

测样品。PCR 分 2 步, 首先 30 ℃, 30 m in; 然后 94

℃, 30 s, 72 ℃, 30 s, 59 ℃, 30 s, 进行 33 个循环; 最

后 72 ℃, 5 m in。反应完成后加入 5 ΛL 溴酚蓝指示

剂, 混匀。电泳时向质量分数 12. 5% 的非变性

PA GE 中按 50 ΛL ö孔的量加样, 400 V 电泳 1 h 或

电泳至凝胶的 80% 时停止。凝胶在质量分数 0. 01%

的 EB 溶液中浸染 30 m in, 再经无离子水漂洗 20

m in 后, 置于凝胶成像系统下观察。

1. 5　端粒酶活性的定量比较

按电泳条带在成像系统下的光密度, 计算相对

总产品产量 T PG (to ta l p roduct genera ted) , 即

T PG (un its) =
(X - X 0) öC
(R - R 0) öCR

× 100

式中, X , X 0, C , R , R 0, CR 为 TRA P 试验电泳条带在

凝胶成像系统下的光密度; X 为非失活样品的光密

度; X 0 为热失活样品的光密度; C 为非失活样品内

部标准对照的光密度; R 为 PCR 污染对照的光密

度; R 0 为阳性对照的光密度; CR 为 T SR 8 模板对照

的光密度。

2　结果与分析
电泳结果 (图 1) 显示, 小鼠卵母细胞、桑椹胚及

囊胚端粒酶活性为阳性, 22细胞和 82细胞阶段为阴

性。

图 1　卵母细胞及早期胚胎端粒酶活性测定试验电泳结果

1, 3, 5, 7, 9 分别示卵母细胞、22细胞、82细胞、桑椹胚及囊胚样品; 2, 4, 6, 8, 10. 待测样品的热失活样品; 11. 阴性对照; 12. PCR 污染对照; 13. 阳性对照; 14. TSR8 对照

F ig. 1　E lectropho rese resu lt of telom erase activity assay in mouse oocyte and em bryo s

1, 3, 5, 7, 9. Oocyte, 22cell, 82cell, mo ru lae and b lastocyst, respectively; 2, 4, 6, 8, 10. H eat2inactivated samp les co rrespondingly;

11. N egative con tro l; 12. PCR con tam ination con tro l; 13. Po sit ive con tro l and lane; 14. T SR 8 temp let con tro l
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　　依据电泳条带在成像系统下的光密度, 相对总

产品产量 T PG ( to ta l p roduct genera ted) 计算及定

量比较发现, 囊胚端粒酶活性最高, 为 269. 331; 桑

椹胚次之, 为 96. 231; 卵母细胞最低, 为 85. 782 (图

2)。通过对小鼠桑椹胚和囊胚胚胎记数, 单细胞端粒

酶活性的比较结果显示, 囊胚单细胞端粒酶活性最

低, 为 3. 45; 桑椹胚单细胞略高于囊胚, 为 4. 00; 而

卵母细胞的最高, 为 85. 782, 大约是囊胚细胞的 25

倍 (图 3)。

图 2　小鼠卵母细胞及早期端粒酶活性的比较

F ig. 2　T elom erase activity in mouse

oocyte and em bryo

图 3　小鼠胚胎单个细胞端粒酶活性的比较

F ig. 3　T elom erase activity of single

cell in mouse em bryo

3　讨　论

端粒的复制存在端粒酶依赖性途径和非端粒酶

依赖性途径两种方式。Son ja Schaetzlein 等[10 ]通过

对m T ER C+ ö+ 和m T ER C - ö- 小鼠端粒酶活性和端

粒长度的测定, 认为小鼠早期胚胎是通过端粒酶依

赖性途径进行端粒复制的。目前, 国内还未见到早期

胚胎端粒酶活性检测方面的研究报道, 特别是小鼠

胚胎。

本试验显示端粒酶阳性样品的条带为不连续的

2～ 3 个条带, 这可能是小鼠端粒酶酶的进行性

(p rocessivity) 较差的缘故。尽管不同哺乳动物之

间, 其端粒酶本身具有一定的保守性, 但不同物种间

酶的进行性是存在差异的。人端粒酶具有良好的进

行性, 其以连续性模式延伸引物, 所产生的是一系列

相差 6 bp 的梯度条带[11 ] , 然而在同样条件下, 小鼠

端粒酶则只能产生少量的不连续条带[12 ]。

本试验结果表明, 小鼠卵母细胞具有一定的端

粒酶活性, 然而 22细胞和 82细胞却检测不到酶活

性; 桑椹胚期端粒酶活性又大幅升高, 且于囊胚期达

到最高水平。XU J ie 等[13 ]研究认为, 牛体外受精时

端粒酶活性会短暂升高, 之后酶活性逐渐降低, 82细
胞后又开始升高直至活性最高的囊胚, 这与本试验

的结果相类似。本试验中未进行小鼠受精卵的端粒

酶活性研究, 所以还不能确定小鼠受精卵是否也会

短暂的升高。小鼠 22细胞和 82细胞胚胎端粒酶活性

的消失可能与其发育过程中的 22细胞阻滞有关。阻

滞期是哺乳动物能否正常完成发育的关键, 从基因

调控来讲, 阻滞期是母源基因调控向合子型基因调

控的转变期。作为小鼠发育的阻滞期 22细胞阶段,

活化的端粒酶蛋白和卵母细胞中所贮存的端粒酶

mRNA 此时已消耗殆尽, 然而胚胎基因组才刚开始

活化, 新的端粒酶还未合成, 因此 22细胞和 82细胞

都未检测到端粒酶活性。此结果也与对牛体外受精

时端粒酶活性的研究[13 ]结论相一致, 因为牛的阻滞

期是 82细胞阶段。

尽管就整个胚胎而言, 小鼠卵母细胞、桑椹胚和

囊胚 3 个阶段中, 卵母细胞端粒酶活性最低, 82细胞

阶段次之, 囊胚阶段最高。然而, 小鼠胚胎细胞计数

结果显示, 桑椹胚平均细胞数为 (24±0. 8) (n= 18) ,

囊胚为 (78±0. 3) (n= 13)。以此胚胎细胞计数结果

进行单个胚胎细胞端粒酶活性的比较, 结果发现卵

母细胞活性最高, 单个桑椹胚细胞次之, 而单个囊胚

细胞最低。该结果与Xu 和Yang [13 ]在牛胚胎细胞上

得出的结论相一致。

L iu 等[14 ]研究了野生型和TR - ö- 小鼠早期胚胎

的发育能力, 认为端粒酶活性低甚至无端粒酶活性

并不能阻止胚胎发育至囊胚, 表明端粒酶活性并不

是早期胚胎发育所必需的, 其活性的高低只是决定

了后代端粒的长短。那么, 核移植过程中卵母细胞能
92
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否对无端粒酶活性的体细胞进行有效的重编程, 从

而产生端粒正常的克隆动物? Xu 和 Yang [15 ]的研究

发现, 体细胞克隆牛与体外授精牛早期胚胎端粒酶

活性水平无明显差异, 而且整个早期发育过程中端

粒酶活性具有类似的变化趋势。尽管 Sh iels 等[16 ]测

定克隆绵羊“多莉”的端粒后发现, 其长度仅与供体

细胞的端粒长度相当, 比同龄对照组绵羊端粒短, 并

且多莉表现出多种早衰迹象。然而包括牛[17 ]、绵

羊[18 ]、猪[19 ]在内的多种克隆动物的其他研究表明,

克隆动物与正常繁殖动物之间端粒长度无明显差

异。M iyash ita 等[20 ]的研究表明, 克隆牛精子与对照

组牛精子的端粒长度差异不显著, 而且利用其精液

体外授精所获得的牛各组织细胞的端粒长度也在正

常范围之内。结合本试验作者认为, 卵母细胞能够对

端粒酶基因进行有效的重编程, 使体细胞核移植产

生的桑椹胚和囊胚具有与正常胚胎相似的端粒酶活

性, 并产生端粒正常的克隆动物。
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Effect of V itam in C (asco rb ic acid) on the grow th

of new bo rn ra t h ippocam pal neu ron in v itro

L IU X in -y ing, AN Zh i-x ing,W U Y ue-hong, ZHANG Y ong
( Institu tion of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of V itam in C (V C ) w ith differen t concen tra t ion s on the grow th of h ippocampal

neu ron s from new bo rn ra t w ere detected w ith M T T m ethod by dissocia ted cell cu ltu re, and the mo rpho logi2
cal changes and the differen t ia t ion degrees w ere ob served. R esu lts ind ica ted that the num ber of su rvived

neu ron s in 2 nmo löL and 20 nmo löL V C group s w ere almo st the sam e as con tro l group (no V C in m edium

(P > 0. 05). T he num ber of su rvived neu ron s in 200 nmo löL V C group w as sign if ican t ly h igher than that of

con tro l group (P < 0. 01) , and the su rvived neu ron s in 2 000 nmo löL V C group w ere scan ty, w h ich cou ld

lead to cell apop to sis. T he num ber and the length of neu ron sal p rocesses as w ell as the area of neu ron s in

200 nmo löL group w ere all increased m arkedly, enhanced sign if ican t ly as compared w ith con tro l. T hese re2
su lts ind ica ted that the su itab le amoun t of V C cou ld imp rove neu ron grow th in v itro.

Key words: vitam in C; h ippocampal neu ron; in v itro cu ltu re
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T elom erase act ivity in m ou se oocyte and em b ryo s du ring early developm en t

J ING X iao-q i,L E I An -m in ,W ANG Han ,YANG Xue-y i,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cells E ng ineering & T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he telom erase act ivity in mou se oocyte and p reimp lan ta t ion em b ryo w as exam ined u sing the

po lym erase chain react ion2based on telom eric repeat amp lif ica t ion p ro toco l (TRA P ). T elom erase act ivity

w as detected in mou se oocyte, mo ru lae and b lastocyst and no t in 22cells and 82cells em b ryo. T he quan t ita2
t ive comparison resu lts show ed, by ladder den sitom itric m ethodo logy, tha t the to ta l p roduct genera ted

(T PG) w ere 85. 782, 96. 231, 269. 331 un its in mou se oocyte, mo ru lae and b lastocyst respect ively. How ev2
er, the T PG of single cell of mo ru lae and b lastocyst w ere 4. 00, 3. 45 un its. So , the oocyte had the h ighest

telom erase act ivity level abou t 252fo ld of b lastocyst.

Key words: mou se; oocyte; early em b ryo s; telom erase act ivity
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