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AS-PCR 在牛羊异种核移植上的应用
α
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(西北农林科技大学 生物工程研究所, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　利用 PCR 反应延伸过程中, 3′端碱基不配对, PCR 反应不能启动的等位基因特异性 PCR 分析法

(A S2PCR )原理, 采用生物软件DNA STA R 分析牛、羊线粒体细胞色素 b (Cytb) 基因, 以牛、羊碱基差异较大位点作

为上游引物的3′端来设计引物, 进行PCR 扩增反应, 分析牛羊异种克隆胚中线粒体的变化情况。结果表明, A S2PCR

法是一种快速、有效鉴定异种重构胚中线粒体异质性的方法。
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　　线粒体DNA (m itochondria l DNA , m tDNA ) 为

双链环状, 长约为 16. 5 kb, 含氧化磷酸化所需的数

百个基因中的37 个, 包括13 种多肽、22 种 tRNA 和

2 种 rRNA [1 ]。在异种核移植过程中, 无论是将体细

胞注入去核卵母细胞透明带下经电融合融入, 还是

直接将体细胞核注入去核卵母细胞中, 均会将来自

供体细胞的m tDNA 带入到卵母细胞中, 使重构胚

中出现受体来源线粒体和供体来源线粒体共存的情

况[2 ] , 这将导致克隆获得后代的基因型与供体基因

型不能完全一致。研究[3 ]表明, 在重构胚的发育过程

中, 线粒体代谢可能出现3 种情况: 第1 种是供体来

源的线粒体被受体卵胞质中的泛素标记, 随后被蛋

白质水解作用降解并消失, 最后只剩下受体来源的

线粒体; 第2 种情况是两种来源的线粒体同时存在,

重构胚中的线粒体呈异质性; 第 3 种情况是受体来

源的线粒体被降解, 供体来源的线粒体复制扩增, 在

重构胚中占主导地位。因此, 在异种核移植中, 对不

同来源线粒体进行跟踪监测是不可缺少的一步。本

试验采用等位基因特异性 PCR 分析法 (A llele2
Specif ic PCR , A S2PCR ) 检测了牛羊异种克隆重构

胚 (以羊颗粒细胞为供体, 牛卵母细胞为受体, 将羊

颗粒细胞核注入去核的单个牛卵母细胞中获得的胚

胎)中2 种不同来源的线粒体的共存情况, 旨在为异

种克隆胚中线粒体异质性的鉴定提供有效、可行的

方法。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　关中奶山羊卵巢和秦川黄牛的卵巢均取自西安

屠宰厂。22细胞期、82细胞期、桑椹胚期、囊胚期的牛

羊异种核移植重构胚均由本实验室提供。

1. 2　工具酶及试剂

EX T aq DNA 聚合酶和dN T P 购自大连宝生物

工程有限公司; M arker 购自加拿大 M B I 公司;

T riton X2100 购自Sigm a 公司; 蛋白酶K 购自德国

M erck 公司。

1. 3　方　法

1. 3. 1　PCR 模板的制备　用检胚针分别吸取单个

牛卵母细胞, 羊颗粒细胞及 22细胞期、82细胞期、桑

椹胚期、囊胚期的牛羊异种核移植重构胚转移至

PCR 管中, 然后加入 20 ΛL 裂解液, 55 ℃水浴 30

m in, 95 ℃水浴5 m in, 最后1 200 g 离心5 m in, 取所

有上清液作为 PCR 模板。裂解液含质量分数 1%

T riton X2100, 100 ΛgömL 蛋白酶 K, 50 mmo löL
KC l, 10 mmo löL T ris2HC l, 用灭菌三蒸水配制。

1. 3. 2　引物设计与合成　利用 DNA STA R 的

M egA lign 功能对牛和羊线粒体的细胞色素 b

(cytoch rom e b, Cy tb) 基因 (GenBank 登录号分别为

A Y885304 和X56289)间的差异进行比对, 结果见表

1。针对牛、羊在Cy tb 基因上的多态性设计引物, 上

游引物为特异性引物, 下游引物为共同引物。羊的上
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游特异性引物GO (282～ 304)序列为: 5′2A T T CA T

A CA TA T CGG A CG A GG TC23′; 牛的上游特异

性引物CA (552～ 574) 序列为: 5′2CCT TCC A T T

CA T CA T CA T A GC AA 23′, 下游共同引物 GC

(934～ 957) 序列为: 3′2GT T GCT TCG TA T TA T

AA G GCG GGT 25′(括号内的数字为引物碱基对在

Cy tb 基因上的位置)。引物均由上海生物工程服务

公司合成。

　

表 1　牛、羊线粒体部分Cy tb 基因比对结果

T able 1　Po lymo rph ic DNA sequences of Cy tb gene of catt le and goat

物种
Species

位点 Site

284 285 288 291 292 294 303 304 312 315 318 321 324 342 357 364 366 367 368 372 384 390 393 420

牛 Cattle T C A T A C T C T A A T C C C G G A C G C C T T

羊 Goat A T G C G A C　 T C G T C T T T A A G T A T A C C

物种
Species

位点 Site

426 444 448 450 465 468 477 478 498 519 522 525 540 546 555 569 573 574 576 594 612 624 634 636

牛 Cattle G T C C T T C C G C T C C C C C C　 C C C A C C A

羊 Goat A C T A C C T T C A C T T T T T A A T A C A T C

物种
Species

位点 Site

643 644 648 660 666 672 681 684 693 697 699 700 711 713 714 736 747 777 792 804 807 810 813 819

牛 Cattle A C T T T T A T C A G C T T C A T A T T G A A T

羊 Goat G T C C C C G C G C C T A C T G C C A C A C G C

物种
Species

位点 Site

823 841 873 884 886 891 900 901 903 905 906 909 910 912 916 918 921 927 930 954 958 970 979 980

牛 Cattle C C C T C C C T A T A T G A T C C A T C A A A T

羊 Goat T T A C T T T C T C T A A C C A A C C A C C G C

　　注: . 羊上游引物 3′端; □. 牛上游引物 3′端。

N o te: . 3′end of goat up stream p rim er; □. 3′end of cattle up stream p rim er.

1. 3. 3　A S2PCR 反应　 (1)引物特异性检测。分别

以单个牛卵母细胞、羊颗粒细胞裂解产物或两者混

合物的上清液20 ΛL 为模板, 加入5 ΛL PCR Buffer,

2 ΛL dN T P (100 Λmo löL ) , 上、下游引物 (20 Λmo lö

L )各1 ΛL , 0. 5 ΛL EX T aq 酶, 最后加灭菌水补成50

ΛL PCR 反应体系。PCR 反应步骤为: 94 ℃下变性

10 m in; 94 ℃ 1 m in, 58 ℃, 30 s, 72 ℃ 1 m in, 30 个

循环; 72 ℃ 10 m in。将扩增产物在10 göL 凝胶电泳

观察扩增结果。

(2) 不同发育阶段重构胚Cy tb 基因的 PCR 扩

增。分别以22细胞期、82细胞期、桑椹胚期、囊胚期牛

羊异种核移植重构胚的裂解产物上清液作为模板,

进行PCR 扩增后, PCR 反应体系及其条件同 1. 3. 3

(1) , 扩增产物在10 göL 凝胶电泳。

2　结果与分析

2. 1　引物的特异性检测结果

　　引物的特异性检测结果如图1 所示。从图1 可以

看出, 上游特异性引物CA 和下游共同引物GC 能以

牛线粒体为模板扩增出长约 675 bp 的部分Cy tb 基

因片断, 但不能扩增羊的部分Cy tb 基因; 上游特异

性引物GO 和下游共同引物GC 能以羊线粒体为模

板扩增出长约400 bp 的部分Cy tb 基因片断, 却不能

扩增牛的部分Cy tb 基因片断, 两对引物扩增后均无

杂带, 表明设计引物的特异性较强, 可以满足本试验

要求。

2. 2　不同发育阶段重构胚Cy tb 基因的PCR 扩增结

果

　　不同发育阶段牛羊异种核移植重构胚Cy tb 基

因的PCR 扩增结果见图2。由图2 可知, 在重构胚的

22细胞期、82细胞期、桑椹胚期均能检测到牛和羊的

部分Cy tb 基因片段, 表明在这些发育阶段, 重构胚

中牛和羊的线粒体共存。而在桑椹胚期后的囊胚期,

只检测到牛的部分Cy tb 基因片段, 表明重构胚中供

体来源的线粒体数量减少 (PCR 方法已检测不到)

或被完全降解了。
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图 1　引物特异性扩增结果

M. 3 kb m arker; A. 牛卵母细胞和羊颗粒细胞的上清液中加入GC,

GO 和CA , GO 2 对引物; B. 牛卵母细胞上清液中加入引物 GO 和

GC; C. 牛卵母细胞上清液中加入引物CA 和GC; D. 羊颗粒细胞上

清液中加入引物CA 和GC; E. 羊颗粒细胞上清液中加入引物GO 和

GC; F. 阴性对照

F ig. 1　Specific amp lificat ion resu lts

M. 3 kb m arker; A. Cattle oocyte supernatan t w ith p rim ers GC, CA

and GO; B. Cattle oocyte supernatan t w ith p rim ers GO and GC; C.

Cattle oocyte supernatan t w ith p rim ers CA and GC; D. Goat

granu lar cell supernatan t w ith p rim ers CA and GC; E. Goat

granu lar cell supernatan t w ith p rim ers; F. N egative con tro l ( no

temp late w ith p rim ers GO , GC and CA

图 2　不同发育阶段重构胚Cy tb 基因PCR 扩增结果

M. 3 kb m arker; A. 22细胞期重构胚上清液中加入引物GC, CA 和

GO; B. 82细胞期重构胚上清液中加入引物GC, CA 和GO; C. 桑椹

胚期重构胚上清液中加入引物GC, CA 和GO; D. 囊胚期重构胚上

清液中加入引物GC, CA 和GO

F ig. 2　Amp lificat ion resu lts of recons2
t ructed em bryo s at differen t developm ent stages

M. 3 kb m arker; A. 22cell stage reconstructed em bryo supernatan t

w ith p rim ers GC, CA and GO; B. 82cell stage reconstructed em bryo

supernatan t w ith p rim ers GC, CA and GO; C. M o ru la stage

reconstructed em bryo supernatan t w ith p rim ers GC, CA and GO;

D. B lastocyst stage reconstructed em bryo supernatan t w ith p rim ers

GC, CA and GO

3　分析和讨论

A S2PCR 法是由U gozzo li 和W allace 在1991 年

发明的一种用于检测单碱基突变的PCR 方法。其原

理是, T aq DNA 聚合酶对于 3′端错配的引物, 以低

于正常配对末端的速度延伸, 当错配的碱基数达到

一定数量或PCR 条件达到一定严谨程度时, 3′端碱

基错配的引物则不能延伸, PCR 反应终止[4 ]。本试

验中, 羊的特异性上游引物GO 会和牛模板DNA 在

3′端形成TC∶GA 的错配, 而牛的特异性上游引物

CA 会和羊的模板DNA 在 3′端形成CC∶T T 的错

配, 再加上较高的退火温度 (58 ℃) , 这就使错配的

PCR 反应不能发生。此外, 本试验中模板的制备是

较为关键的一步, 细胞裂解液中含有T riton X2100,

蛋白酶K 和T ris2HC l, 其中T riton X2100 是一种非

离子型表面活性去污剂, 其能温和地破坏细胞膜和

线粒体的膜结构, 并且适量的T riton X2100 不会影

响T aq DNA 聚合酶的活性; 蛋白酶K 能水解消化蛋

白质特别是组蛋白, 使DNA 游离出来, 且蛋白酶K

在95 ℃高温水浴后能被灭活; T ris2HC l 确保了模板

的pH 稳定。因此, 这种制备方法能够有效的提取

PCR 模板。A S2PCR 法只能定性检测重构胚中线粒

体的来源, 如果能够将其与实时荧光定量PCR 检测

法结合, 就能精确地检测重构胚中供体来源和受体

来源线粒体的数量和比例。这也是本试验下一步的

研究方向。

Cy tb 基因是线粒体DNA 中编码细胞色素氧化

酶一个亚基的1 个基因。在物种的进化中, Cy tb 基因

在同种动物中较为稳定, 而在异种动物中差异较

大[5 ] , 因此本试验采用Cy tb 基因, 作为牛、羊异种克

隆中A S2PCR 法鉴定线粒体扩增的目的基因, 利用

其在牛、羊m tDNA 中的多态性来设计引物, 通过比

较扩增片段大小来确定重构胚中线粒体的变化, 结

果表明A S2PCR 法鉴定效果较好。

目前, 线粒体鉴定是体细胞克隆中的研究热点。

1999 年, Evan s 等[2 ]利用核酸限制性片段长度多态

性 (R FL P) 方法, 检测了来源于母羊乳腺细胞的克

隆羊Do lly 和其他来源于胎儿体细胞克隆绵羊的线
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粒体, 结果表明, 10 头体细胞克隆绵羊的m tDNA 均

来源于受体卵母细胞。在异种动物克隆中, 线粒体的

变化也受到广泛关注。L anza 等[6 ]分析了异种克隆

野牛胎儿11 种组织中的线粒体发现, 线粒体均来源

于受体。L o i 等[7 ]将欧洲盘羊的颗粒细胞注入到去

核的绵羊卵母细胞中, 对核移植后产下的欧洲盘羊

线粒体进行分析, 结果表明, 其线粒体完全来源于受

体卵母细胞。这些研究均表明, 在囊胚发育阶段前,

供体来源的线粒体与受体来源的线粒体共存, 而在

其之后, 供体来源的线粒体逐渐被降解, 在胎儿特别

是个体发育之后, 几乎检测不到供体来源的线粒体。

这在本试验中也得到了初步证实。

供体和受体线粒体在重构胚中变化的机理和规

律目前还不甚清楚, 对如何使供体来源线粒体在重

构胚甚至个体中占据主导地位, 从而实现完全克隆

更是一无所知, 本试验建立了A S2PCR 法来鉴定牛

羊异种克隆胚中线粒体的共存情况, 表明了A S2
PCR 是检测异种核移植胚胎中不同来源线粒体的

有效方法。
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A pp lica t ion of A S2PCR in in terspecies t ran sp lan2
ta t ion betw een goa t and ca t t le

DA I J in -po, HUA Song, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In the PCR elongat ion p rocess, the react ion canπt start w hen 3′2end2base doesnπt m atch. To

study the heterop lasm y of m itochondria, b io2assay softw are DNA STA R w as u sed to align Cy tb gene of

cat t le and goat. T hen PCR p rim ers w ere designed w ith differen t bases betw een goat and cat t le w ith 3′2end2
base as up stream p rim ers. T he change of m itochondria in in terspecies goat2cat t le nuclear t ran sfered

em b ryo s w as iden t if ied by A S2PCR. T he resu lts ind ica te that A S2PCR is a rap id and eff icien t m ethod to

iden t if ica te m itochondria heterop lasm y in in terspecies recon structed em b ryo s.

Key words: A S2PCR; in terspecies nuclear t ran sfer; m itochondria; cytoch rom e b
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