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利用成年母兔耳部皮肤上皮细胞
生产克隆胚胎的研究

Ξ

杨春荣,马霄飞,董书伟,刘淑娟,窦忠英
(西北农林科技大学 陕西省干细胞工程技术研究中心,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以成年母兔耳部皮肤上皮细胞为核供体,对家兔体细胞核移植技术中融合、激活以及不同来源受

体卵母细胞的选择等环节进行了研究, 比较了不同电场强度对重构胚胎融合率、分裂率的影响。结果表明, 200

V ömm电场强度时重构胚胎的融合率 (82. 53% )显著高于 160 V ömm (59. 73% ) ,但与 240 V ömm (79. 56% )无显著

差异; 200 V ömm 时重构胚胎的分裂率 (71. 43% )显著高于 160 V ömm (49. 43% )和 240 V ömm (57. 80% )。来源于输

卵管卵母细胞组成的重构胚胎的融合率 (84. 71% )和裂解数与来源于卵巢大卵泡 (78. 75% )的无显著差异; 但来源

于输卵管的重构胚胎分裂率 (73. 68% )显著高于来源于卵巢大卵泡的 (56. 35% )。将 646枚 2～ 4细胞期重构胚移植

到 38只同期化及非同期化的受体后无幼仔出生。

[关键词 ]　兔;耳部上皮细胞;核移植;克隆胚胎

[中图分类号 ]　Q 785　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2005) 0820007205

　　自 1997 年W ilm u t 等首次报道成功获得了成

年体细胞克隆绵羊Do llly 后,体细胞克隆动物的研

究得到迅速发展, 相继在牛 [1, 2 ]、小鼠[3 ]、山羊[4 ]、

猪[5, 6 ]等哺乳动物上获得成功。但兔的体细胞克隆困

难较大[7, 8 ] ,直到近来才有利用新鲜颗粒细胞进行兔

体细胞克隆成功的报道[9 ]。已有研究[10, 11 ]发现,颗粒

细胞和胎儿成纤维细胞的基因组重新编排能力强于

乳腺和其他体细胞。利用成年动物耳部皮肤成纤维

细胞克隆在山羊、牛上已得到后代[12～ 14 ]。兔是小型

家畜,也是一种重要的模型动物,因此,兔体细胞克

隆研究对人类疾病的动物模型发育生物学等有着重

要的实践和理论意义。本研究以成年母兔耳部皮肤

上皮细胞为核供体,对兔体细胞核移植技术进行了

研究。供体细胞与受体卵母细胞的融合以及卵母细

胞的激活是体细胞核移植技术的关键步骤。使用直

流电脉冲诱导融合并激活卵母细胞是目前最常用的

方法,但在不同试验条件下,所用电脉冲的最佳电场

强度可能不同。因此,本研究还着重对核移植技术程

序中的融合和激活步骤进行了研究,以期为兔体细

胞克隆的进一步研究奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　试验动物

　　从杨凌某养兔场购进 4～ 8月龄,体重 2～ 3 kg

性成熟的健康母兔。

1. 2　M Ê期卵母细胞的获得
成年母兔连续 6 次颈部皮下注射促卵泡素

(FSH ,宁波激素厂) ,每次间隔 12 h,采用计量递减

的方式注射,每只总计用量为 60 IU。最后一次 FSH

注射后 12 h,每只母兔耳缘静脉注射绒毛膜促性腺

激素 (HCG, 宁波激素厂) 100 IU , 并用玻璃棒刺激

阴道子宫颈,促进排卵。注射HCG 后 14～ 15 h,在

无菌条件下, 用含有 100 mL öL NBS (Sigm a ) 的

D PBS (G IBCO )从输卵管冲取卵丘- 卵母细胞复合

体 (COC s) ;另一部分卵母细胞从卵巢上采集大卵泡

中发育成熟的卵母细胞 (已排出第一极体)。将

COC s 移入含 3 m gög 透明质酸酶 (Sigm a)的 PBS

(无Ca2+ 和M g2+ )液中,在 38 ℃下消化 10 m in 后,

用内径与卵母细胞直径相近的毛细玻璃管轻轻吹

打, 以去除卵丘细胞, 无卵丘细胞的卵母细胞移入

TCM 2199 (G IBCO ,添加 100 mL öL FCS)液中备用。

1. 3　供体细胞的准备

用无菌方法采集一小块健康成年母兔耳部皮

肤,经过 5 mL öL 过氧乙酸浸泡 15 m in (杀菌)后在

PBS中剪碎, 碎块接种于 TCM 2199 (G IBCO , 添加

100 mL öL FBS)培养液中。于 38. 5 ℃、50 mL öL
CO 2 和饱和湿度条件下培养,当培养细胞生长铺满
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培养瓶底部后,用含 2. 5 göL 胰蛋白酶 (G IBCO )和

0. 2 göL ED TA (Sigm a)的 PBS (无 Ca2+ ,M g2+ )消

化培养细胞,用吸管吹打使其快速悬浮,离心悬液后

用培养液洗涤细胞沉淀。以 (1～ 5)×106 mL - 1传代

培养,传到 3代冷冻保存。核移植前解冻于培养皿并

进行传代培养, 取传至 2～ 4 代的细胞, 在含有 5

mL öL 胎牛血清 (FCS)的培养液DM EM 中饥饿培

养 4～ 7 d 后用于核移植。

1. 4　卵母细胞的去核与注核

将去除卵丘的卵母细胞置于显微操作液 (在含

7. 5 ΛgömL 细胞松弛素B 的 TCM 2199 中添加 100

mL öL FCS)中培养 15 m in,然后将卵母细胞置于显

微操作仪的操作液滴内,在纺锤体探测仪下进行去

核。将去核后的卵母细胞放入 TCM 2199 (添加 100

mL öL FCS)中培养 30 m in,然后在操作液中用注核

针将上皮细胞注入到透明带下,立即进行电融合。

1. 5　电融合与激活

融合液为 cytofu sionTM m edium (cyto pu lse sci2
ences, Inc. )。先将重构胚移入电融合液中平衡 1～ 2

m in, 然后移入覆盖有融合液的融合槽中, 以 160,

200, 240 V ömm 的直流电脉冲诱导融合。重组胚置

于 TCM 2199 (添加 100 mL öL FCS)中培养 0. 5 h 后

观察是否融合,融合的胚再进行 2次电激活,每次间

隔 30 m in。激活参数为:直流脉冲前给一次 5 V、5 s

的交流脉冲,之后给予 2次 150 V ömm 时程为 20 Λs

的直流脉冲,每次脉冲间隔 3 s,以进一步激活卵母

细胞。激活的卵母细胞放入 TCM 2199 (添加 100

mL öL FCS) + 2 mmo löL 62DM A P 中培养 4 h 后,

转移到培养小滴中继续培养。

1. 6　胚胎体外培养与移植

胚胎在培养液 TCM 2199 (添加 100 mL öL

FCS)中培养 4 d,培养条件为 38 ℃、50 mL öL CO 2。

一部分重构胚在培养后 17 h 统计胚胎卵裂率,另一

部分直接移植。将激活的重构胚或 2～ 4细胞胚胎经

手术移入同期发情或比供卵母兔晚 16～ 18 h 的受

体兔单侧输卵管内,观察受孕情况。

1. 7　统计分析

对所得数据 (融合率、裂解数、分裂率)进行卡方

(ς 2)独立性检验。

2　结果与分析

2. 1　成年母兔耳部皮肤上皮细胞培养

本试验共分离培养了 2只成年母兔耳部皮肤的

上皮细胞。细胞在培养 10代后仍增殖旺盛,呈多角

型,具典型的上皮细胞形态 (图 1)。经核型分析,在

培养过程中细胞染色体倍性维持正常。

图 1　培养至 10代的成年母兔耳部皮肤上皮细胞形态

F ig. 1　M o rpho sis of ep iderm al cells

2. 2　去　核

对纺锤体探测仪去核前后的卵母细胞进行荧光

检测,结果表明去核率为 100% (图 2 A、B )。

　

图 2　去核前后卵母细胞 hoech st33342染色

A. 去核前; B. 去核后

F ig. 2　Stained by hoech st33342 befo re and after enucleation

A. Stained befo re enucleation; B. Stained after enucleation
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2. 3　细胞融合及重构胚胎的激活

由表 1 可以看出, 在 3 种电场强度下, 160

V ömm 时的融合率显著低于 200 和 240 V ömm

(P < 0. 05) , 200 与 240 V ömm 的融合率差异不显

著 (P > 0. 05)。160 V ömm 时的裂解数显著低于 200

及 240 V ömm (P < 0. 05) , 200 V ömm 的裂解数显著

低于 240 V ömm (P < 0. 05) , 即随着电场强度的增

加, 裂解数也增加。160 V ömm 的分裂率显著低于

200 和 240 V ömm (P < 0. 05) , 200 V ömm 的分裂率

显著高于 240 V ömm (P < 0. 05)。综合考虑认为,适

宜的融合电场强度应为 200 V ömm ,该条件下,融合

率为82. 35% ,裂解率为 7. 84% ,分裂率为 71. 43%。
表 1　不同电场强度对核移植胚融合及分裂的影响

T able 1　Effect of electric pu lse on em bryo developm ent

电场强度ö
(V·mm - 1)

E lectric pu lse

重构胚胎数
Reconstructive

em bryo s

融合率ö%
Fused rate

裂解数
N o. of

b reakdow n

分裂率ö%
C leavage

160 149 59. 73 (89) a 8 a 49. 43 (44) a
200 153 82. 35 (126) b 12 b 71. 43 (90) b
240 137 79. 56 (109) b 26 c 57. 80 (63) c

　　注:分裂率以融合胚胎数为基数;同一列中相同字母标记为差异不显著 (P > 0. 05) ,不同字母为差异显著 (P < 0. 05) ;试验重复 13次。

N o te: Fusted rate w as based on fusing em bryo s; w ith in a co lum n, values differen t superscrip ts w ere sign ifican tly differen t; repeating 13

tim es.

2. 4　不同来源的卵母细胞对核移植胚胎融合率及

分裂率的影响

在 200 V ömm 电场强度下,研究了不同来源的

卵母细胞对核移植胚胎的影响,结果见表 2。表 2结

果表明,来源于输卵管卵母细胞的融合率和裂解数

与来源于卵巢大卵泡的无显著差异 (P > 0. 05) ; 但

来源于输卵管卵母细胞的分裂率显著高于来源于卵

巢大卵泡的分裂率 (P < 0. 05)。
表 2　不同来源的卵母细胞对核移植胚融合与发育的影响

T able 2　Effect of differen t source oocytes on the fusion and developm ent of nuclear transferred em bryo

卵母细胞来源
Sources of

em bryo

重构胚胎数
Reconstructive

em bryo s

融合率ö%
Fused

rate

裂解数
N o. of

b reakdow n

分裂率ö%
C leavage

输卵管O viduct 157 84. 71 (133) a 10 a 73. 68 (98) a
卵巢大卵泡
L arge fo llicles

160 78. 75 (126) a 12 a 56. 35 (71) b

　　注:分裂率以融合胚胎数为基数;同一列中相同字母标记为差异不显著 (P > 0. 05) ,不同字母为差异显著 (P < 0. 05) ;试验重复 6次。

N o te: Fusted rate w as based on fusing em bryo s, w ith in a co lum n values differen t superscrip ts w ere sign ifican tly differen t, repeating 6

tim es.

2. 5　重构胚胎的培养

融合激活后,将重构胚胎放入 TCM 2199 (添加

100 mL öL FCS) + 2 mmo löL 62DM A P 中培养 4 h

后,转移到培养小滴中继续培养。培养 6 h 后重构胚

胎形态见图 3A ; 培养 17 h 重构胚胎 22细胞期见图
3B;培养 17 h 重构胚胎 42细胞期见图 3C。

图 3　重构胚发育阶段

A. 具类核区的重构胚; B. 22细胞期; C. 42细胞期

F ig. 3　D evelopm ent of reconstructive em bryo s

A. Reconstructive em bryo s po ssessing nuclearo id zone; B. 22cell stage; C. 42cell stage

2. 6　胚胎移植结果

将通过上述方法获得的 467 枚 2～ 4 细胞期胚

胎经手术移植到 26只比供卵母兔晚 16～ 18 h 发情

的受体兔两侧输卵管内, 观察受孕情况, 无幼仔出

生; 将 179枚 2～ 4 细胞期胚胎经手术移植到 12 只

同期发情的受体兔输卵管内,也无幼仔出生。

3　讨　论

3. 1　卵母细胞的去核

　　卵母细胞的去核操作是核移植的重要技术之
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一,哺乳动物核移植效率低的原因之一是不能高效

率除去受体卵母细胞中的染色体,盲目去核技术损

失 1ö2～ 1ö3的卵母细胞质,卵母细胞的去核量对核

移植胚胎的发育产生很大影响。W esthu sin 等[15 ]认

为,卵母细胞去核量为 50%时, 重组胚的囊胚发育

率明显低于对照组。本试验采用纺锤体探测仪,其原

理是在微分干涉差 (D IC)倒置显微镜下去核操作。

在D IC 倒置显微镜的最高分辨率视野下,使卵母细

胞旋转,当纺缍体与焦平面垂直时核区域与卵母细

胞质的折光率有差异,可准确吸除中期核,所以去核

过程中除去的卵母细胞质很少,去核率可达 100% ,

为理想的去核方法。

3. 2　细胞周期对核移植胚发育的影响

处于第二次减数分裂中期 (M Ê )的卵母细胞质

中含有成熟促进因子 (M PF) ,这些因子可诱导供体

核物质发生一系列形态学的变化, 包括核膜破裂

(N EBD )和早熟凝集染色体 (PCC)的出现。当供体

核处于 S 期时, 受体胞浆中高水平的M PF 使染色

体出现异常的概率显著升高; 而当供体核处于 G1

或 G2 期时, 虽然供体核同样会出现 PCC 现象, 但

对染色体无损害。基于此, Campbell等[16, 17 ]提出以

下 2条协调供体核和去核卵母细胞的途径:其一,选

取处于 G0 或 G1 期的细胞作核供体; 其二, 选取

M PF 水平低时的卵母细胞作受体。获取 G0 或 G1

期细胞的方法主要有 2 种,一是采用人工捕获的方

法,即通过限制细胞培养基中的某种成分,从而使大

部分细胞滞留在细胞周期的某一阶段; 二是通过选

择细胞类型来获得,对于不同类型的细胞,其在细胞

周期不同阶段上的细胞数目相差很大,如刚排出的

卵母细胞,其周围的卵丘细胞 90%以上处于 G0 期

或G1期。本试验所用供体细胞在含有 5 mL öL 胎牛
血清 (FCS)的培养液DM EM 中饥饿培养 4～ 7 d 后

细胞停至 G0期,用于核移植。

3. 3　重构胚的融合与激活

融合率以及融合后经活化处理提供可培养重构

胚的比例,对核移植胚胎效率影响很大,提高融合率

可以达到事半功倍的效果。一般来讲,细胞融合所采

用的电压强度是根据供核细胞大小、融合液、融合装

置、电极类别等条件决定的。在家兔中有用 125～

320 V ömm 融合电场强度的[9, 18, 19 ]。本研究根据融

合率、裂解数及分裂率等综合指标认为,在该类研究

中电场强度以 200 V ömm 为宜。

融合激活后,将重构胚胎放入 TCM 2199 (添加

100 mL öL FCS) + 2 mmo löL 62DM A P 中培养 4 h

后转移到培养小滴中继续培养。虽然蛋白激酶抑制

剂 62DM A P 本身不能激活卵母细胞,但它可以显著

提高激活后卵母细胞的分裂率和发育率,若激活后

的卵母细胞不在 62DM A P 中短暂培养,会使卵母细

胞的分裂率和发育率降低。

3. 4　不同来源的卵母细胞对核移植胚胎融合率及

分裂率的影响

本试验分别采用来源于输卵管和卵巢大卵泡成

熟的卵母细胞作为核受体,结果发现来源于输卵管

的卵母细胞重构胚胎的分裂率显著高于来源于卵巢

大卵泡的重构胚 (P < 0. 05)。可能原因有: 第一,卵

母细胞的卵龄不同,来源于输卵管的成熟卵母细胞

的卵龄大于来源于大卵泡的; 卵巢大卵泡中卵母细

胞虽然有第一极体排出,但卵龄较小,卵龄较小的卵

母细胞易于融合,但不易激活,因此融合率差异不显

著 (P > 0. 05) ,分裂率差异显著 (P < 0. 05)。第二,来

源于卵巢大卵泡的卵母细胞虽然排出第一极体,但

可能受到优势卵泡的影响,不能进行正常排卵和受

精,从而影响后期胚胎发育 (资料待发表)。

本试验中融合、激活的重构胚胎有 73%可以卵

裂,而目前的报道仅 50% [20 ]。为了尽量减少体外环

境对胚胎发育的影响,将 646枚 2～ 4细胞期重构胚

胎移植到同期化或非同期化的受体,均未见幼仔出

生。Chesne等[9 ]研究表明,由于克隆胚胎发育迟缓,

所以推迟受体母兔的发情诱导时间,使受体母兔的

生理状态更好地适应克隆胚胎的发育,从而显著提

高了克隆胚胎的着床率和全程发育率,本试验也采

用了推迟 16～ 18 h 移植给非同期化受体, 但未产

仔,此问题有待于进一步研究。
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P roducing cloned em b ryo s from ear sk in ep iderm al

cells of adu lt fem ale rabb its

YANG Chun -rong,M A X iao-fe i,DONG Shu-we i,L IU Shu- juan ,DOU Zhong-y ing
(N orthw est A & F U niversity , S haanx i Cen ter of S tem Cell E ng ineering and T echnology , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract:W ith the nucleic dono rs from ear sk in ep iderm al cells of adu lt fem ale rabb its, the fu sion, act i2
vat ion and select ion of d ifferen t oocytes as recip ien t in the som atic nuclear t ran sfer of rabb its w ere studied.

T he fu sed ra te under 200 V ömm ( 82. 53% ) w as sign if ican t ly h igher than that under 160 V ömm

(59. 73% ) , and had no difference from that under 240 V ömm (79. 56% ) ; the cleavage ra te under 200 V ö

mm (71. 43% ) w as sign if ican t ly h igher than tho se under 160 V ömm (49. 43% ) and under 240 V ömm

(57. 80% ). T he fu sed ra te from oviduct oocytes (84. 71% ) had no difference from that from large fo llicles

(78. 75% ) ; the cleavage ra te from oviduct oocytes (73. 68% ) w as sign if ican t ly h igher than that from large

fo llicles (56. 35% ). W hen 646 recon struct ive em b ryo s in 224 cells w ere tran sferred in to 38 recip ien ts under

synch ronou s and asynch ronou s, no ch ild w as bo rn.

Key words: rabb its; ep iderm al cells; nuclear t ran sfer; cloned em b ryo
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