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热应激对牛卵母细胞克隆胚体外发育的影响
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［摘　要］　为了了解牛卵母细胞经短时间（３０ｍｉｎ）热应激和采用不同供体细胞对核移植后重构胚发育的影响，

对成熟前牛卵母细胞进行了不同温度（３８．５（ＣＫ），３９．５，４０．５，４１．５和４２．５℃）热应激处理，以牛胎儿成纤维细胞为

供体细胞，比较了重构胚的卵裂率和囊胚率；将成熟前牛卵母细胞于４１．５℃热应激３０ｍｉｎ，以未进行热应激处理的

牛卵母细胞为对照，比较了３种不同供体细胞（牛胎儿成纤维细胞、牛卵巢上皮细胞、牛颗粒细胞）核移植后的重构胚

囊胚细胞数。结果表明，成熟前牛卵母细胞经４１．５℃热应激处理３０ｍｉｎ，其卵裂率（７２．５％）和囊胚率（１８．３％）与对

照组（５７．６％和１３．６％）相比均有显著提高（犘＜０．０５）；当温度升高至４２．５℃后，虽然卵裂率有所提高，但囊胚率与对

照组相比显著降低（犘＜０．０５）；其他温度处理的卵裂率和囊胚率与对照无显著差异（犘＞０．０５）。牛卵母细胞经４１．５

℃热应激处理３０ｍｉｎ，３种供体细胞形成的重构胚囊胚细胞数差异不显著（犘＞０．０５），而且与其各自对照的囊胚细胞

数差异也不显著（犘＞０．０５）。说明４１．５℃可以作为牛卵母细胞热应激处理的最佳温度，成熟前牛卵母细胞经４１．５

℃热应激处理３０ｍｉｎ，能有效提高核移植效率。
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　　体细胞核移植技术从理论上证明了高度分化的

细胞仍具有全能性，这已从近年来通过体细胞克隆

成功的绵羊［１］、山羊［２］、牛［３］、小鼠［４］等动物上得到

证实。这一技术的发展与应用，对动物生产医药工

业以及珍稀动物的拯救具有非常重要的意义。但目

前动物克隆技术普遍存在成功率低、技术不稳定、胎

儿发育异常等问题，阻碍着细胞克隆技术的发展。

其中，热应激对胚胎发育的影响一直是人们研究的

热点。已有的试验表明，在炎热的夏季或者提高培

养温度，使得卵母细胞或胚胎暴露在高温环境中，会

减少其中诸如ＧｎＲＨ、ＬＨ等激素的分泌，对卵母细

胞以及胚胎的发育造成不利影响［５７］；另外一些研究

表明，短期的热应激并不会对卵母细胞的发育以及

功能产生有害影响［８９］，甚至有研究表明，在桑椹胚

阶段，温度的急剧上升能提高牛胚胎的发育率［１０］。

目前虽然已经发现，对胚胎进行热应激处理可以促

进胚胎的发育，但是对卵母细胞本身进行热应激是

否可以促进核移植后重构胚的发育仍然不清楚。为

此，本研究对核移植前的受体卵母细胞进行了短暂

热处理，并且通过不同的供体细胞形成重构胚，研究

卵母细胞热应激对核移植后胚胎的影响，以期为提

高核移植效率提供参考。

１　材料与方法

１．１　牛卵母细胞的收集与处理

在西安市某屠宰场采集牛卵巢，立即置于盛有

３０～３７℃生理盐水的保温瓶中，在２～３ｈ内运回

实验室。随后用含抗生素的等温生理盐水冲洗卵巢

至无血水，剪除卵巢上的系膜。用带有１２号针头的

１０ｍＬ一次性注射器抽取卵巢表面直径为２～８ｍｍ

卵泡中的卵母细胞和卵泡液。静置片刻，放到实体

显微镜下拣卵。挑选卵丘层紧密包裹的卵丘卵母

细胞复合体（Ｃｕｍｕｌｕｓｏｏｃｙｔｅｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ），用

ＰＢＳ冲洗２～３次，将挑出的卵母细胞在成熟前分成

５个处理组，在饱和湿度、体积分数５％ ＣＯ２ 条件

下，分别于３８．５（对照组），３９．５，４０．５，４１．５和４２．５

℃下热应激处理３０ｍｉｎ，而后移入成熟培养液中于

培养箱内成熟２０～２４ｈ。培养液预先在培养箱中至

少平衡２ｈ，培养条件为３８．５ ℃、体积分数５％

ＣＯ２、饱和湿度。卵母细胞成熟培养液含９．５ｇ／Ｌ

ＴＣＭ１９９ｍｅｄｉａ（Ｓｉｇｍａ）、１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（Ｓｉｇ

ｍａ）、１ ｍｍｏｌ／Ｌｐｙｒｕｖａｔｅ （Ｓｉｇｍａ）、２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ｇｌｕｔａｍｉｎｅ（Ｓｉｇｍａ）、５０μｇ／ｍＬｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ （Ｓｉｇ

ｍａ）、０．０７５Ｕ／ｍＬＨＭＧ（人绒毛膜尿促性素，丽珠

制药）、１μｇ／ｍＬ１７βＥ２（Ｓｉｇｍａ）和体积分数１０％

ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）。

１．２　牛供体细胞的准备

１．２．１　胎牛成纤维细胞及卵巢上皮细胞的准备　

参照Ｐｏｏｔｈａｐｉｌｌａｉ等
［１１］的方法，将牛胎儿及卵巢用

体积分数７５％酒精浸泡３０ｓ，然后用ＰＢＳ清洗３～５

遍，将胎儿（去头、四肢、内脏）及卵巢表皮剪碎成１

ｍｍ３小块。用ＤＭＥＭ＋体积分数１０％ＦＢＳ清洗２

遍后，带有少量ＤＭＥＭ 液体植块于培养皿中，待组

织块 贴 壁 后 再 补 加 含 体 积 分 数 １０％ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ，放入培养箱中。在３７ ℃、体积分数５％

ＣＯ２ 和饱和湿度条件下培养，待细胞刚刚汇合后，以

质量分数０．２５％胰蛋白酶消化后传代。传２～３代

后，一部分用于试验，一部分冷冻保存。

１．２．２　颗粒细胞的准备　挑选形态良好、卵丘细胞

紧密包裹的ＣＯＣＳ，ＰＢＳ清洗３遍后放入体积分数

１％的透明质酸酶中振荡３ｍｉｎ，用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋

体积分数１０％ＦＢＳ洗涤离心后重悬，将细胞悬液以

１×１０５／ｍＬ接种至培养皿，同１．２．１方法培养，传

２～３代后，一部分用于试验，一部分冷冻保存。

１．３　卵母细胞的核移植

核移植前３～５ｄ，按照Ｊｏｎａｔｈａｎ等
［１２］的方法，

用血清饥饿法处理供体细胞，使其处于有丝分裂间

期（Ｇ０／Ｇ１）。待卵母细胞成熟后，挑选卵丘层扩散

良好的ＣＯＣｓ，放在含有体积分数０．１％透明质酸酶

（Ｓｉｇｍａ）的ＰＢＳ（Ｓｉｇｍａ，无Ｃａ
２＋、Ｍｇ

２＋）液中。用

吸管吹打几下，去除外围卵丘细胞层。然后在显微

镜下挑选排出第一极体的卵母细胞，以每批２５～３０

枚放入５０μＬＴＣＭ１９９＋体积分数１０％ＦＢＳ＋７．５

μｇ／ｍＬＣＢ中，盖石蜡油，按照Ｊｏｎｇ等
［１３］的方法，在

显微操作仪上用外径２０μｍ的玻璃针去核。然后

用外径１０μｍ 的玻璃细管将带有完整细胞膜的供
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体细胞注射到去核的卵母细胞的卵周间隙，在电融

合液中用电融合仪对细胞复合体进行电融合（参数

１．６ｋＶ／ｃｍ６０μｓ）。融合液含０．２８ｍｏｌ／ｍＬ甘露

醇、１００μｍｏｌ／／ｍＬＭｇＣｌ２、５０μｍｏｌ／ｍＬＣａＣｌ２ 和体

积分数０．０１％ＢＳＡ。

１．４　牛核移植胚胎的培养

将核移植后的重构胚激活，分组放入含有胚胎

培养液的小皿中，上覆灭菌石蜡油，在３８．５℃、体积

分数５％ＣＯ２ 条件下培养，４８ｈ统计卵裂率，第３天

半量换液并添加体积分数５％ ＦＢＳ，第８天统计囊

胚率。胚胎培养液ｍＳＯＦ含体积分数２％非必需氨

基酸（ＧｉｂｃｏＢＲＬ）、体积分数１％必需氨基酸（Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ）、１０ μｇ／ｍＬ 胰 岛 素 （Ｓｉｇｍａ）、１０ μｍｏｌ／Ｌ

Ｎａ２ＥＤＴＡ和１ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽（Ｓｉｇｍａ）。

１．５　卵母细胞热应激与供体细胞对重构胚胚胎质

量的影响

将牛卵母细胞于成熟前在４１．５℃、体积分数

５％ＣＯ２ 条件下热应激３０ｍｉｎ，然后用３种不同的供

体细胞（胎儿成纤维细胞、卵巢上皮细胞、颗粒细胞）

分别进行核移植形成重构胚，与未热应激处理卵母

细胞形成的重构胚对照。激活培养至囊胚后取第８

天囊胚，用ＰＢＳ洗３遍后用体积分数４％的甲醛固

定过夜，然后将胚胎移入质量分数１％的ＴｒｉｔｏｎＸ

１００中过夜，用 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色，于荧光显微镜

下观察并计数。

１．６　数据统计

对所得数据用ＤＰＳ数据处理软件进行检验。

２　结果与分析

２．１　牛供体细胞以及重构胚的形态学观察

本试验分别以３种体细胞（牛胎儿成纤维细胞、

牛卵巢上皮细胞、牛颗粒细胞）作为供体细胞培养，

传代后培养至细胞单层（图１），放至ＮＩＫＯＮ倒置显

微镜下观察可见，细胞结构清晰，图案明显，细胞形

态规则且排列有序，颜色清亮透明。如图２所示，用

热应激卵母细胞与牛胎儿成纤维供体细胞形成的重

构胚，轮廓清晰，胞质均匀，重构胚早期发育速度与

体内发育速度基本一致，能发育到囊胚。

图１　培养至细胞单层的牛供体细胞（×１００）

Ａ．牛胎儿成纤维细胞；Ｂ．牛卵巢上皮细胞；Ｃ．牛颗粒细胞

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｂｏｖｉｎｅｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓ（×１００）

Ａ．Ｆｅｔａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｃｅｌｌｓ；Ｂ．Ｏｖａｒｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｃ．Ｇｒａｎｕｌｏｓｅｃｅｌｌｓ

图２　热应激后由牛胎儿成纤维细胞形成的重构胚发育情况（×１００）

Ａ．４～８细胞时期牛胚胎；Ｂ．囊胚期牛胚胎

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｍｂｒｙｏ（×１００）

Ａ．Ｓｔａｇｅｏｆ４－８ｃｅｌｌｂｏｖｉｎｅｅｍｂｒｙｏ；Ｂ．Ｓｔａｇｅｏｆｂｏｖｉｎｅｅｍｂｒｙｏ
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２．２　不同温度下牛卵母细胞热应激对核移植后胚

胎发育的影响

本试验以牛胎儿成纤维细胞为供体细胞。由表

１可知，对照组和各处理组的卵裂率分别为５７．６％，

５６．５％，６０．０％，７２．５％和６６．１％；囊胚率分别为

１３．６％，１３．７％，１２．２％，１８．３％和７．４％。这说明

对于早期卵母细胞，在短时间内受到一定温度（３９．５

℃，４０．５℃）热应激，不会影响到核移植胚胎的卵裂

率和囊胚率（犘＞０．０５）；当处理温度达到４１．５℃

后，胚胎卵裂率以及囊胚率都有了显著提高（犘＜

０．０５）；然而当处理温度升高到４２．５℃时，该处理组

卵裂率与对照组相比明显提高，但是从８细胞阶段

开始，胚胎的发育明显受到影响，发育情况呈下降趋

势，到囊胚阶段，发育率显著低于对照组（犘＜

０．０５）。

表１　卵母细胞热应激对核移植后胚胎发育的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋｏｎｂｏｖｉｎｅｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｅｍｂｒｙｏｎｉｃｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

处理温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

重构胚数

Ｎｏ．ｅｍｂｒｙｏ

卵裂率／％
Ｃｌｅａｖａｇｅｒａｔｅ

８～１６细胞胚率／％
８－１６ｃｅｌｌｅｍｂｒｙｏｒａｔｅ

囊胚率／％
Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｒａｔｅ

３８．５（ＣＫ）

３９．５

４０．５

４１．５

４２．５

１１８

１２４

１１５

１４２

１２１

５７．６（６８／１１８）ａ

５６．５（７０／１２４）ａ

６０．０（６９／１１５）ａ

７２．５（１０３／１４２）ｂ

６６．１（８０／１２１）ｂ

３６．４（４３／１１８）ａ

３７．１（４６／１２４）ａ

３８．３（４４／１１５）ａ

４５．８（６５／１４２）ｂ

３３．９（４１／１２１）ａ

１３．６（１６／１１８）ａ

１３．７（１７／１２４）ａ

１２．２（１４／１１５）ａ

１８．３（２８／１４２）ｂ

７．４（９／１２１）ｃ

　　注：同一列数据后标注相同小写字母者表示差异不显著（犘＞０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｄａｔａｗｉｔｈｓａｍｅｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｓｉｎｄｉｃａｔｅｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．

２．３　热应激与供体细胞对牛重构胚胚胎质量的影

响

囊胚细胞数作为一个重要的胚胎质量指标，可

反映出胚胎质量的优劣和胚胎后续发育的潜力。由

表２可知，牛卵母细胞在成熟前于４１．５℃下热应激

３０ｍｉｎ，核移植形成的重构胚与未热应激卵母细胞

形成的重构胚相比，囊胚细胞数目没有明显差异

（犘＞０．０５）。该结果说明，胚胎质量并未因热应激

而受到损伤。并且３种不同供体细胞得出的结果相

同，表明此结果与供体细胞无关。

表２　热应激与供体细胞对牛重构胚胚胎质量的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｅａｔｓｈｏｃｋａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓｏｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｑｕａｌｉｔｙｉｎｖａｒｉｏｕｓｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓ

供体细胞 处理Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ 重构胚数Ｎｏ．ｏｆｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｓ 囊胚细胞数Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｔｏｔａｌｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒ

成纤维细胞

Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｃｅｌｌ

颗粒细胞

Ｇｒａｎｕｌｏｓｅｃｅｌｌ

上皮细胞

Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ

热应激

ＣＫ

热应激

ＣＫ

热应激

ＣＫ

１２

１２

１１

１１

１４

１４

９０．４

９２．８

８８．６

９０．９

９１．４

９１．８

３　结论与讨论

本研究发现，经过４１．５℃热应激３０ｍｉｎ的牛

卵母细胞作为受体细胞进行核移植，可以提高胚胎

的发育率，而温度过低不会促进胚胎的发育，温度过

高也不利于胚胎的发育。以前的研究表明，热处理

３０ｍｉｎ为最佳时间
［８１０］，因此，本研究并没有对热处

理时间进行对比试验。在体细胞克隆中，分化的体

细胞支持整个重组胚胎的发育，所以当供体细胞核

被移入去核的卵母细胞后，必须发生基因的重编程

（Ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ），从而建立起与正常胚胎发育一

致的基因表达时空模式［１４］。影响重编程的因素，包

括供体核自身因素以及卵母细胞中母源因子的作

用。对斑马鱼卵子发生和早期胚胎发育过程中母源

因子的产生和定位研究表明，这些母源因子在胚胎

轴系发生、生殖层和生殖细胞特化以及早期胚胎发

育过程等方面起着重要的作用［１５］。热休克因子

（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｆａｃｔｏｒｓ，ＨＳＦｓ）是影响重构胚发育的母

源因子，是由一些在细胞水平和分子水平上的调节

转录因子的功能集团组成的，当细胞或组织受到热

刺激或重金属刺激时，其能促使供体细胞ＤＮＡ活

化，激活合成热休克蛋白（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，

ＨＳＰ）的系统，合成大量的 ＨＳＰ，Ｖｉｌｍａ等
［１６］通过

ＲＴＰＣＲ方法也证明了这一结果。Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓ等
［１７］

对小鼠的研究发现，缺失母源因子热休克因子１

（Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｆａｃｔｏｒ１，ＨＳＦ１）后将导致发育阻断，对

早期胚胎的发育产生不利影响。ＨＳＰ可以使胚胎

抵抗热刺激以及其他刺激对胚胎发育造成的有害影
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响，并且 ＨＳＰ可以将牛胚胎细胞内的有毒有害物质

移出，使细胞内的成分在体外仍然能进行新陈代

谢［１８］。本试验中，经４２．５℃热应激处理的牛卵母

细胞，其重构胚胎卵裂率虽然有所提高，但是在胚胎

发育后期，囊胚率却急剧下降，这与前人的研究结果

一致［７，１９］，但是造成这种现象的原因尚不清楚，有待

于进一步研究。本试验通过统计囊胚细胞数目来衡

量热应激对胚胎质量以及后续发育能力的影响，同

样，内细胞团细胞（ＩＣＭ）／滋养层细胞（ＴＥ）比例和

染色体形态也可用以比较胚胎质量的优劣，将来的

研究可以从这些方面来验证。

对于提高核移植效率的研究，目前主要集中在

供体细胞处理和显微操作过程等方面，有关卵母细

胞质对克隆胚发育影响的研究还很少。本试验从卵

母细胞热应激角度初步研究了母源因子对于克隆胚

发育的影响。然而，ＨＳＦｓ只是众多影响早期胚胎

发育的母源因子中的一种，还有许多母源因子如合

子阻滞因子、核质素２、透明质蛋白３、Ｅ钙粘蛋白

等，其对于早期胚胎，特别是核移植后的重构胚发育

也有重要的影响。因此，研究卵母细胞成熟和早期

发育期间母系ＲＮＡ分子的定位、蛋白质的表达以

及对于供体细胞核重编程的调控机制是非常必要

的，这将有利于更好地了解克隆胚胎的发育机制，并

有利于对克隆动物研究方法的优化。
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