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内蒙古大学 博士学位论文

牛孤雌多倍体胚胎与克隆多倍体胚胎的研究

摘要

在哺乳动物中，体细胞克隆胚胎能够发育成个体的成功率一直很低。即使

能够发育到妊娠后期，也往往出现胎儿巨大、胎盘异常等现象，从而影响克隆

动物生产效率。多倍体细胞主要参与胎盘等胚外组织的形成，将多倍体胚胎与

克隆胚胎聚合为一体进行移植，可以改善胎盘异常等引起的效率底下现象。因

此，多倍体胚胎的研究对于进一步了解克隆动物发育机理具有重要意义。本研

究采用免疫荧光染色、药物处理、孤雌激活、反向核移植等技术，研究了获得

孤雌多倍体胚胎与克隆多倍体胚胎的技术途径、分析了卵母细胞核的存在对体

细胞核重编程的影响，以便为进一步完善体细胞克隆技术提供实验依据。

1、牛、山羊、、绵羊卵母细胞体外成熟过程中细胞核和细胞骨架的动态学变化

在牛、山羊、绵羊卵母细胞体外成熟过程中，收集成熟不同时间的细胞，

通过对纺锤体微管、微丝和染色体的免疫荧光染色，分析了在整个体外成熟过

程中细胞核的成熟进程以及细胞骨架和染色体的动态变化。结果显示：牛和山

羊卵母细胞在成熟培养后的4h开始发生GVBD，12h即有50％．60％的卵母细

胞到达MI期，16h到达AI／TI期峰值(42％)，20h后牛和山羊分别有66％和

84％的卵母细胞进入MII期；绵羊卵母细胞核成熟进程略慢于牛和山羊，GVBD

发生的时间也是成熟培养后的4h，但达AI／TI期峰值的时间和发育为MII期的～，

时间分别为20h(50％)和24h(76．5％)，均晚于牛和山羊；卵母细胞在体外
”、

成熟过程中，其细胞骨架和染色体动态变化在三种动物基本相似，在部分绵羊⋯

卵母细胞出现三级纺锤体等异常结构。
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2、细胞松弛素B(CB)对牛卵母细胞减数分裂和二倍染色体卵母细胞形成的

影响

将牛卵母细胞置入含有CB的培养液中培养后，分别观察了CB的浓度和

处理方法对卵母细胞发育的影响，其结果是：(1)培养时间24h(全程处理)，

CB浓度≥2．0 pg／ml时，卵母细胞的成熟率≤44．8％，成熟卵母细胞的染色体

单倍性组成比例≤73．9％，两者均显著低于对照组的83．1％和93．8％；处理组

有50％以上的卵母细胞未排出第一极体(PBl)，其中的50％．65％染色体为60

条，呈二倍性；处理的卵母细胞中出现纺锤体形态异常、两个纺锤体、60条

染色体组成超大纺锤体等现象。(2)在培养时间6．8h分别添加7．5肛咖l和15
／xg／ml的CB预处理，然后移到无CB的培养液中继续培养至24h，其结果卵母

细胞的成熟率约为80％，与对照组的83％没有显著性差异，将预处理时间延

长到10h使成熟率显著降低(60％)。(3)在未处理培养液中培养10h，然后转

移至含有3．0．7．5}tg／mL CB的培养液中继续培养到24h(后处理)，结果只有

41．5．7．2％的卵母细胞排出PBl，其余58．5．92．8％没有排除PBl。(4)在无CB

的培养液中培养10h，然后移至含有7．5 gg／ml CB的培养液中分别培养至24h、

30h、36h、48h，进行免疫荧光染色，观察卵母细胞所处核相，结果是30h以

上处理组AI／TI期卵的比例为1．9—6．4％，显著低于24h处理组的15．3％，而多

数为由60条染色体组成的巨大纺锤体细胞。

以上结果表明，CB可能破坏纺锤体结构，从而抑制PBl排出，降低卵母

细胞成熟率，导致二倍染色体(2n或4c)卵母细胞的形成。

3、细胞松弛素B(CB)对牛四倍体孤雌胚胎发育的影响

将卵母细胞分为三个处理组：一是CB浓度为o．1．10．0}．tg／ml，培养时间24h

的处理组(全程处理组)；二是在含有7．5和15肛鲋[111 CB的培养液中预培养

6—10h后移至不加CB的培养液培养至24h(预处理组)；三是用不加CB的培

养液培养10h后转到含有CB的培养液中继续培养至24h(后处理组)。然后对

Ⅱ



堕鍪直奎堂 堡主兰篁笙壅
三个处理组分别进行孤雌激活和发育培养，观察CB对四倍体孤雌胚胎发育的

影响。结果是：(1)后处理组的四倍体孤雌胚囊胚发育率(25．28％)明显高

于全处理组(5％．15％)、前处理组(7％．16％)和对照组(12％一16％)。(2)对

后期处理组得到的孤雌胚胎进行染色体分析发现，来源于未排PBl的卵母细

胞的胚胎中，有74％的l一细胞胚胎、82％的2．细胞胚胎和75％的囊胚是四倍

体(4n=120)。(3)对激活后40h未卵裂的卵母细胞进行染色体分析发现，有

15％以上含有超多倍数染色体，这说明在40h内发生了多次DNA复制。

以上结果表明，通过CB处理形成的二倍染色体(2n或4c)牛卵母细胞，

能够发育为四倍体胚胎，且发育率很高。

4、卵母细胞核的存在对克隆胚胎供体核重编程和多倍体胚胎发育的影响

以未去核的MII期卵母细胞为胞质受体构建重构胚胎，检测了卵母细胞核

的存在对供体细胞核重编程的影响，包括对早熟染色体凝集(premature

chromosome condensation，PCC)、染色体结构和重构胚发育的影响，在此基础

上探索了以未去核卵母细胞构建的重构细胞能够发育为多倍体的可能性。研究

结果显示：(1)受体细胞MII纺锤体的存在更容易诱发重构细胞中的供体细胞

发生PCC。(2)供体细胞核与受体细胞MII纺锤体之间的位置关系对第二极

体(PB2)的排出有影响，当两者的纺锤体距离比较远时，94．4％的重构细胞

能够排出PB2；当两者的纺锤体位置接近时，几乎所有重构细胞都没有排出

PB2，大部分(67．9％)形成超大纺锤体，受体卵母细胞和供体细胞的染色体

混为一体。(3)用去核卵母细胞构建的重构胚胎被激活后，其卵母细胞和供体

核显示出多种原核形态，并且发育不同步。(4)上述重构胚经过发育培养后，

以卵丘细胞为核供体时卵裂率和囊胚发育率分别为81．9％和22．3％，与对照组

的84．9％和29．1％没有显著差异(p>O．05)I以成纤维细胞为核供体时卵裂率

和囊胚发育率分别为90．3％和22．7％，与对照组的81．9％和31．1％也没有显著

差异(p>O．05)；而囊胚孵化率则以卵丘细胞为供体时0，以成纤维细胞为供
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体时27．5％，分别低于对照组的23．1％(p<O．05)和72．3％(p<O．05)。(5)

以未去核卵母细胞为受体的重构囊胚其细胞由各种多倍体细胞混合而成，包括

2n／4n、2n／6n、2n／8n和2n／4n／8n；并且这种来源的囊胚细胞数(约60个细

胞)明显少于去核对照组的囊胚细胞数(约90个细胞)。(6)通过反向核移植

(reverse nuclear transfer,RNT)的方法研究结果显示：重构胚融合后lh去核

组的囊胚发育率为47．2％，显著高于3h去核组的20％，(p<0．01)；重构胚融

合3h后去核，使染色体构象出现异常。

以上结果表明，卵母细胞的MII纺锤体能够诱发供体细胞发生PCC；以

去核卵母细胞为受体构建的重构胚能够发育为囊胚期克隆胚，但其发育能力明

显低于以去核卵母细胞为受体的重构胚，并且所有囊胚都是混合多倍体。

关键词：卵母细胞，核成熟进程，体细胞重编程，四倍体
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STUDY oN BoⅥNE n蝴HENoGENETIC AND
PoLYPLoID EMBRYoS

ABSTRACT

The efficiency of producing animals through somatic cell nuclear transfer

(SCNT)in mammalian is still low．Even when fetuses develop to term，the

phenomena such as large offspring and abnormal placenta development is often

present，which affect animal cloning efficiengy．Polyploid cells call give rise to

extraembryonic tissues．Transfer of aggregated embryos of polyploid and cloned

embryos Call improve animal producing efficiency．Therefore，obtaining polyploid

embryos is very important for further study on developmental mechanism of cloned

animals．In this research，techniques such as immunfluorescent staining，drug

treatment，parthenogenetic activation，reverse nuclear transfer were employed to

study the methods of geRing parthenogenetic and cloned polyploid embryos and to

analyze the effect of bovine oocyte nuclear on somatic cell nuclear reprogramming．

This research will provide experimental basis for perfection of SCNT technique．

1．Nuclear maturation process and dynamic changes of cytoskeleton and

chromosome of oocytes from bovine，goat and ovine during in vitro maturation

In this experiment，the bovine，goat and sheep oocytes matured in vitro for

different time were collected，respectively．The nuclear maturation process and

dynamic changes of cytoskeleton and chromosome were analyzed by

immunofluorescent staining．The nuclear maturation process of bovine and goat

oocytes exhibited similar characteristics，with GVBD initiate 4h after beginning of

maturation．50％．60％of oocytes arrived at MI at 1 2h．Peak of AI／TI appeared at

16h(42％)，then most of the oocytes begin to expel polar body and enter MII．

Nuclear maturation process of sheep oocytes was slower than bovine and goat．The

peak of AI／TI appeared at 20h after IVM．The dynamic changes of cytoskeleton and
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chromosome of oocytes from three domestic animals were similar,but more

irregular spindle structure tend to occur in sheep oocytes．

2．Effects of cytochalasin B on in vitro maturation of bovine oocytes and

formation of diploid chromosome oocytes

This study was designed to investigate the effects of cytochalasin B(CB)Oil

bovine oocyte maturation，and to induce the formation of diploid oocytes．The

results showed that：(1)Incubation of oocytes in CB at>2．0 rtg／mL concentrations

for 24 h significantly decreased oocyte maturation and the matured oocytes’haploid

composition．Over 50％of the CB—treated oocytes did not expel PB 1(non—PB 1)，

and 50-65％of the non-PB 1 oocytes contained 2n(60)chromosomes．(2)

Pretreatment of oocytes with CB at concentrations of 7．5 and 1 51xg／mL for 6—8h

did not affect the maturation rates compared to the control oocytes(about 80％VS．

83％)，but prolonged pretreating time to 1 0h significantly decreased the oocyte

maturation(60％)．(3)Oocytes were cultured for the first 1 0h and then transferred to

3．O一7．5 p舢CB—containing medium and cultured to 24h(post-treatment)．The

results showed tllat 58．5％一92．8％of the oocytes could not expel PB 1．(4)

Prolonging the post-treatment of oocytes in CB at 7．5}tg／mL to 30h，36h，and 48h，

respectively resulted in significantly decreased AI／TI OOCytes to 1．9—6．4％

compared to 24h treatment group(1 5．3％)and increased the number of oocytes

containing big spindles comprised of 60 chromosomes．

These results indicated that CB disfigures spindle structure，inhibits PB 1

extrusion，decreases oocyte maturation，and results in formation of diploid(2n or 4c)

oocytes．

3． Effect of Cytochalasin B treatment of bovine oocytes on tetraploid

parthenogenetic embryo development ·

This study was designed to induce the formation of tetraploid embryos．The

oocytes were matured in CB—containing media at different concentrations for 24h，

or pretreated with CB for 6-10h then into normal culture media up to 24h，or
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Tlle results showed that：(1)The parthenogenetic blastocysts(25-28％)deriVed

舶m t11e non．PB 1 oocytes of posttreatment group was significantly higher than mat

脚Whole period treatment(5％．15％)，pretreatment(7％-16％)，and
the con仃ol

ooCvtes(12-16％)．(2)Cytogenetic analysis of the embryos denved m’m

CB．仃eated non．PB 1 oocytes resulted in 74％of the one—cell stage embryos bemg

4n：120 c㈣osomes，82％of two—cell stage embryos contained 4n chromosomes

in eaCh blastomere，and 75％of the blastocysts were tetraploidy(4n-1 20)·(3)Tl把

stopped 1lncleaved one．cell embryos showed an amazing phenomenon of overl5％

of th锄c锄i11ing eX仃a chromosomes，which suggested multiple DNA dupllcatlon

occurred within 40 h after activation．

In conclusion，CB treatment results in formation of diploid(2n or 4c)oocytes·

111e diploid oocytes resulted in a higher development of tetrapl01d唧b驴s·

4．Effects of the presence of oocyte nuclei on the donor cell nuclear remodeⅡng

and polyploid embryo development

In this experiment，the non-enucleated oocytes were used嬲reclplent t0

recons眦t emb驴s and examined the effects of the presence of oocyte nuclel on

the donor cell nuclear remodeling，including premature chromosome condensatlon

(PCC)and DNA configuration，and subsequent embryo devel删·’I’he坞叭1ts
showed that：(1)the presence of oocyte MII spindles was more lil【ely to mduce

donor cell PCC．(2)The positional relationship between the fused don凹cell趾d

the oocyte metaphase spindle had an effect on

f．used(10nor cell was widely separated from

recOnstnlcted oocytes expelled a PB2．When the

oocyte PB2 extrusion．When the

the MII spindle，94．4％of the

donor cell was fused adjacently to．～、．

the MII spindle，almost all。f the reconstructed oocytes did not expel the PB2；也e ‘_

maio衄(67．9哟fomed a very large M—phase spindle in which the oocyte舳dtk／

donor cell幽mosomes merged．(3)After activation，the oocyte and do唧肌clel

e)【llibited a varie哆。f p∞nucleat patterns and asynchronous development·(4)The

VⅡ
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embryos reconstituted with nonenucleated oocytes resulted in a similar cleavage

rate as observed in the control embryos reconstituted with enucleated oocytes．

Blastocyst developmental rates were no different between nonenucleated and

enucleated cloned embryos；however,the development rates from early to hatching

blastocysts significantly decreased in the nonenucleation group compared to

enucleation controls(O VS．23．1％；27．5 VS．67．8％)，regardless with either cumulus

cells or fibroblasts as donor cells．(5)All nonenucleated oocyte—derived blastocysts

contained mixed polyploidy with a variety of compositions that included 2n／4n，

2n／6n，2n／8n，and 2n／4n／8n；The blastocyst cell number in the nonnucleated groups

(about 60 cells)Was significantly lower than the enucleated control groups(around

90 cells)．(6)The in vitro developmental data of embryos produced by two reverse

nuclear transfer protocols showed that development of the RNT-lh group was much

higher than the RNT-3h group(47．2 VS．20％，p<0．0 1)．The enucleation 3h after

nuclear transfer induced abnormal DNA configuration．

W．e conclude that oocyte MII spindles induce donor cell PCC，the developmental

capacity of cloned embryos reconstituted witll nonenucleated oocytes is inferior to

those with enucleated oocytes，and that all such derived blastocysts are polyploidy．

KEY WORDS：oocytes；nuclear maturation process；somatic cell reprogramming；

tetraploidy
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己I吉
丁_ 口

虽然体细胞克隆在多种动物中获得成功，但是克隆效率低成为目前困扰该项技术进行

实际应用的最大限制因素【l。3】。克隆效率受到众多因素的影响，其中包括卵母细胞因素、体

细胞因素、体细胞核重编程程度、受体动物、植入后胚外组织的发育及其相关基因的表达、

妊娠期管理、妊娠期营养以及核移植操作技术等。

卵母细胞发育成熟受卵泡内外环境许多因素的影响，而体外培养系统尚不完善，导致

卵母细胞的体外成熟质量不高，进而影响体细胞核移植效率。哺乳动物卵母细胞恢复减数

分裂后的核成熟进程研究在多种动物中有报道降12】。由于在制备克隆胚胎时去核操作往往以

第一极体为卵核所在位置的标志，因此尽量保证极体与卵母细胞核处于近邻位置，才有可

能保证有效去核。这需要准确把握卵母细胞体外条件下发育到不同时期的时间点，用以掌

握较佳的去除卵丘时间，以利于卵母细胞的去核，既不影响卵母细胞成熟，又保证去核的

彻底。所以了解家畜动物卵母细胞体外成熟进程对于更好的把握体细胞核移植的相关时间

切点，对于提高核移植效率具有重要意义。

微管(microtubule，MT)和微丝(microfilament,MF)是构成细胞骨架主要成分。微管

和微丝之间的相互作用是很多细胞学过程完成所需的，其中包括减数分裂【13。16】。微丝参与

卵母细胞减数分裂过程中的多个细胞动力学事件，如纺锤体迁移、皮质颗粒向皮质区的移

动、纺锤体锚定、同源染色体分离、胞质分裂收缩环的形成等【17】。在小鼠卵母细胞纺锤体

迁移过程中，肌动蛋白丝逐渐组装成一个纺锤体样结构【l引。细胞松弛素B(CB)和细胞松

弛素D(CD)是引起微丝解聚的药物，用CB处理小鼠卵母细胞，GVBD可以发生，并且纺

锤体照常在细胞中心形成，但不能迁移定位到皮质【1蛆11。当小鼠卵母细胞用CD处理，同源

染色体能够发生分离，形成两个减数分裂纺锤体，但是最终不能发生胞质分裂，两个纺锤

体又相互靠近融合形成一个大的纺锤体【21】，不能排出极体，形成二倍体卵母细胞。在猪上，

CB处理引起的现象与小鼠中相似【221。因此，通过CB处理获得二倍体卵母细胞可为获得四

倍体胚胎提供一条可能途径。

哺乳动物多倍体在自然界中是一种染色体畸型，其自然发生率非常低。大多数多倍体

胚胎往往在发育早期就死亡了，因此在自然界中很少存活有四倍体哺乳动物【231。科学家对

哺乳动物四倍体胚胎发育能力进行了大量的研究。1973年，Snow等【24】用细胞松弛素B制

作小鼠四倍体胚胎并移植成功获得3个四倍体小鼠，但以后再没有人能够重复出他的实验

7



白春玲 牛孤雌多倍体胚胎与克隆多倍体胚胎的研究

结果【251。当四倍体胚胎细胞与一定数量的二倍体胚胎细胞进行嵌合的时候，四倍体胚胎细

胞表现出向胚外组织发育的倾向性分布的特点【261。四倍体胚胎作为一种研究机体发育的有

力工具，自发出现的概率很低，因此有必要人为制作大量的四倍体胚胎以作研究之用。在

实验室中，制作哺乳动物4n胚胎的形成通常主要通过细胞核移植法【271、抑制卵裂球分裂法

凹】、细胞融合法【28。30】来制备。目前，四倍体胚胎最重要的用途之一是用于Es细胞和IPS

细胞的四倍体补偿实验。四倍体细胞具有发育为胚外组织的趋势，胚外组织比胚胎组织环

境可能更有利于四倍体细胞的生存。四倍体胚胎与ES细胞发育潜能具有相反性或者说是互

补性，而利用这种相反性或者互补性就可以克隆出完全由ES细胞发育而来的动物【311。因

此用胚胎干细胞(ES)和4n细胞聚合形成嵌合体后获得完全由ES细胞来源的动物时，四

倍体细胞是非常有优势的【32。4】。在近期的研究中，四倍体囊胚作为中间受体获得了存活的

小鼠IPS细胞来源的后代【35,36]。此外，针对克隆动物生产中出现的胎盘异常等引起的效率

底下现象，通过将四倍体小鼠胚胎与普通克隆胚胎或普通克隆胚胎的内细胞团聚合，克服

了胎盘异常现象，聚合胚胎的出生率得到显著提高吲，这为高效地获得转基因克隆动物提

供了途径。。

核移植中体细胞的重编程要在供体细胞转入和合子转录这样短暂的时间间隔中发生。

越来越多的证据表明供体细胞核的不完全重编程(incomplete reprogramming)可能是导致克

隆失败的重要因素。植入核的重编程是否彻底是与受体卵母细胞胞质状态密切相关的。供

体核和受体卵胞质之间的相互作用很大程度上应该取决于卵胞质的状态‘38,39】。在去核操作

时，把卵母细胞的MII纺锤体和其周围的少量胞质一同去除。这些胞质的去除可能伴随有

一些胞质因子的丢失，而这些因子可能对重编程是非常关键的【40，411。与卵母细胞核相关的

母源物质的存在可能在供体核的重编程过程中发挥作用[42,4引。反向核移植(reverse nuclear

transfer,RNT)研究表吲42朋确】，完整的卵母细胞能够有利于体细胞的重编程。因此，深入

探讨卵母细胞的发生与成熟过程及其机制，不仅对有性生殖有重要意义，对于动物的无性

繁殖与生殖具有更大的意义。

本实验研究了牛、山羊和绵羊三种家畜动物卵母细胞的核成熟进程和细胞骨架动态变

化、CB处理诱导牛二倍体卵母细胞和四倍体孤雌胚胎的形成、以未去核卵母细胞为胞质受

体时卵母细胞核对体细胞重编程的影响、未去核卵母细胞为胞质受体时多倍体胚胎形成等。

本研究将为提高核移植效率、研究体细胞重编程机制、研究克隆动物发育异常机制等奠定

一定基础，进而为提高转基因动物生产提供参考。
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文献综述

第一章哺乳动物卵母细胞的不对称分裂与

实验条件下的多倍体胚胎发生

一、哺乳动物卵母细胞的不对称分裂及其发生机制

卵母细胞在减数分裂过程中，经历两次细胞分裂而不经过DNA复制期，从而形成具有

受精能力的单倍体卵子。这个过程对于获得具有整倍体核型后代是非常关键的。卵母细胞

的减数分裂是极度不对称的，每次分裂都要保证母源基因组的准确分离和胞质的高度不对

称分布，从而形成一个小的极体和一个大的卵母细胞。这个不对称分裂过程受到一系列分

子的密切调控，尤其是微管和微丝。减数分裂的不对称性是由第一次减数分裂纺锤体和第

一极体的不对称定位决定和形成的，接着由第二次减数分裂纺锤体和第二极体的极性位置

来延续。但哺乳动物卵子减数分裂过程中调节纺锤体不对称位置的分子机制仍旧不甚清楚。

1．不对称分裂

不对称细胞分裂是指一个细胞分裂成两种不同发育潜能的细胞，是产生细胞多样性的

基本方式之一。不对称分裂产生的两种类型的细胞在大小、形态和胞质物质分布上均有所

不同。胞质物质在细胞内出现极性化分布，胞质分裂时将这些物质在子细胞呈不均等分配，

从而使得许多组织中产生两种不同发育潜能的细胞。许多不对称分裂细胞在分裂前需要在

细胞内产生不对称性，也就暗示着需要极性建立分子的存在。即细胞极性(cell polarity)形成

是细胞不对称分裂的前提。细胞极性是指细胞中，某些胞质成分按一定空间顺序不均等分

布，从而形成各种细胞内容物的浓度梯度。正是由于细胞极性的存在导致了细胞的不对称

分裂(asymmetric cell division)【l】o

不对称分裂的共同特点是：母细胞首先形成胞质物质的极性化分布，细胞命运决定分

子(包括mRNA和蛋白质)即进行极性化分布。其分布过程主要是通过细胞骨架的参与，形

成细胞分裂的轴，最终导致两种不同命运细胞的产生【2】。对不同种类进化保守细胞的研究

表明，细胞表面分子通过关键的分子通路影响细胞骨架的组装和蛋白质的运输，从而产生

细胞极性【31。绝大多数生物细胞是极性化了的，包括单细胞生物，多细胞生物和哺乳动物。

而极性细胞的形状却各不相同，如哺乳动物神经元可达数米长，而多细胞生物的上皮细胞
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呈小方形只有5-30)un。细胞形状的不同恰好与细胞具有不同功能密切相关，如神经元可在

距离较远组织间进行细胞信号传导，上皮细胞可在不同生物过程中调节内环境稳定。细胞

极性的建立和维持对许多类型细胞的功能有重要作用。而正常的细胞极性一旦丧失，往往

引起异常现象或疾病发生，如引发胃肠功能失调、肾衰或恶性肿瘤M】。

2．卵母细胞的不对称分裂

2．1．不对称分裂方式

在所有种属动物中，卵子减数分裂(meiosis)都是典型的不对称分裂。不对称分裂的目

的是保证维持卵子生长过程中积累足够量的储存物质。其中很多是关键的母源性效应物，

用于卵子支持受精后胚胎的发育【7-9]。卵母细胞经过连续两次不对称分裂产生一个大的卵子

和两个注定凋亡的小极体【101。哺乳动物卵母细胞不对称分裂的基础是纺锤体在细胞皮质区

的定位和维持。在小鼠卵母细胞中，生长中的卵母细胞的生发泡(germinal vesicle，GV)是

从卵母细胞的周边向中央区域逐渐定位。到前期末时，GV通常位于轻微偏离中心的位置

[11,12】。第一次减数分裂恢复时，发生GVBD(GV breakdown)，染色体凝集，微管逐渐在染

色体周围组装成一个双极纺锤体【131。在第一次减数分裂后期和末期(anaphase I／telophase I，

舢仃I)时，纺锤体迁移到卵母细胞皮质区。迁移是沿着纺锤体轴进行的，并且指向距离最

近的皮质区域，从而使迁移路径最小化【14】。迁移过程一结束，第一极体(the first polar body,

PBl)排出过程即启动。PBl排出以后，卵母细胞进入第二次减数分裂，双极纺锤体在PBl

下方迅速组装形成‘15,16]。在MII停滞期间，纺锤体轴与质膜平行。受精或激活后启动卵母细

胞进入后期II，纺锤体发生90。旋转进行第二次不对称分裂并排出PB2【171。这些事件在多数

哺乳动物中相对保守，主要的区别在于前期GV核的定位存在些差别。在人卵母细胞中，GV

位置从轻度偏离中一t),0s,191到明显偏离中一i1,120]都存在。牛、猪和马的GV通常是偏中心定位的。

从而第一次减数分裂纺锤体向皮质的迁移路线很短【21。2引。

2．2．不对称分裂的功能性结果

不对称分裂的一个功能是产生一个能够结合精子、进一步受精并产生胚胎的细胞。不

对称分裂后使极体体积最小化对于受精是很必要的。由于极体表面积小，并且没有微绒毛，

从而不能结合精子【291进而不能受精【301。但是卵子体积最大化则不一定是必要的。不对称分

裂的另一个结果是形成“极性化”的卵子。果蝇卵子是极性化的一个代表，在这种意义上，

胞质和皮质的不对称组织方式与发育相关物质的不对称分布有关，主要是mRNA，它们决

定了胚胎将来的发育模式【31】。在哺乳动物中，已有证据表明，胚胎或胎轴的发育与卵子的

组织方式无关【321。因而推测，哺乳动物卵母细胞的极性化不是具有十分重要的意义，被认
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为是细胞的非均质化组织方式。卵母细胞有高度分化的局部皮质结构域，该区域有染色体，

与卵母细胞其他区域不同，该区域没有微绒毛，第二次减数分裂纺锤体形成后即平行于此

区域，决定了PB2排放的位置。这个结构域的组建和维持对受精的完成是很关键的。老化

的低质量卵子就缺失这个分化区域。由于微绒毛促进与精子的相互作用【33】，卵母细胞的分

化结构域没有精子结合能力[29,34]。在受精时，PB2的排出和精子的穿入发生在不同的区域。

此外，研究发现MII期卵母细胞表面无微绒毛区域(皮质重组区)的机械张力比其他微绒毛

丰富区域高2．5倍【351。可能对胞质分裂环形成和PB2排出起作用。

卵子极化还形成了卵周隙的不对称性。体内受精的小鼠卵子受精时精子优先在有极体

的半球穿入。这种几何学已被证明依赖于与PBl排出相关联的卵周隙的不对称性。PBl一旦

排出，不会马上退化。它停留在卵母细胞和透明带之间的卵周隙中，使其临近的卵周隙扩

张。Motosugi等【29】的研究显示，极体附近的这种间隙扩张增加了精子在极体所在半球穿入

的可能性。

2．3．不对称分裂过程中的皮质重组

在第一次减数分裂的初期，哺乳动物卵母细胞的皮质在形态上是均一的。卵母细胞的

表面均匀地被微绒毛覆盖。皮质颗粒也在胞质中均匀分布。随着卵母细胞的成熟，皮质颗

粒向皮质区迁移。在第一次减数分裂过程中，当纺锤体到达皮质，覆盖于纺锤体上方的皮q2

质发生明显重组。这个过程在哺乳动物物种间是保守的。微绒毛解离，质膜下方聚集微丝

形成所谓的肌动蛋白(actin)帽【26,36]。同时，这个区域皮质颗粒的密度也明显下降，可能

是由于皮质颗粒的早熟性胞吐或皮质颗粒的重新分布【37。39】。皮质重组对于极体的形成及其

形状有重要作用。在有丝分裂中，胞质分裂面是由中期纺锤体的赤道板决定的，纺锤体决

定了分裂沟的位置【加】。卵母细胞中不是这样，而是后期和极体排出同时启动。皮质重组通

过局部修饰皮质的物理性质，可能有助于纺锤体突起和PBl排出区域的确赳141。在第二次

减数分裂过程中，纺锤体重新形成并锚定在卵母细胞皮质区。覆盖于纺锤体上方的皮质区

继续维持修饰状态，使卵子保持极化特征【411。

2．4．卵子老化对不对称分裂的影响

受精时间拖延会引起MII卵子老化。这个过程称为排卵后老化。MII停滞时间延长时，

actin帽逐渐变薄。同时，纺锤体开始向细胞中心迁移【421。卵母细胞整个表面开始变均匀，

微绒毛减少并且密度均匀口1彩，43朋】，皮质颗粒也逐渐向内部迁移脚】，逐渐失去不对称性。

母体变老也会以同样的方式破坏卵子的不对称性【43451。失去不对称性不利于成功受精。理

论上，内化的皮质颗粒不能被快速募集到质膜。因此受精时，皮质颗粒在卵周隙中的胞吐
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及其引起的阻止多精受精(形成屏障)失败。这种卵母细胞自发激活率增加。在实验激活

时，它们经历卵裂或碎裂[21-23'4¨。因此，卵母细胞明显的不对称形态可能是卵子质量的标

准。而且，减数分裂恢复可能决定了受精可发生的时间窗El[411。

3．卵母细胞不对称形成的机制

3．1纺锤体迁移机制

在线虫、果蝇和海参卵母细胞中，纺锤体迁移是由微管控制的【4纠鲫。但是在小鼠卵母

细胞中，纺锤体的迁移和锚定主要依赖于微丝。抑制微丝的聚合会抑制这两个过程的发生

[49．s们。研究显示，纺锤体迁移依赖于一个特异的肌动蛋白丝成核因子Formin2[51,52】。最近，

研究者通过对成熟过程中的活体小鼠卵母细胞进行实时观察，了解了acfin网络支持纺锤体

的运动【53,54】。研究结果显示，在纺锤体迁移之前，胞质中已经存在一个完整的微丝网络。

这个网络发生动态变化并且不断重塑。纺锤体迁移起始时，微丝网络在纺锤体周围变得致

密。微丝沿着纺锤体微管形成一个鞘，这个结构引导纺锤体迁移【53洲。

多数报道都认为纺锤体的迁移不依赖于微管，用微管聚合抑制剂nocodazole处理卵母细

胞破坏微管之后，染色体仍然能迁移到最近的皮质区【141，从而认为其迁移是在致密的微丝

网络作用下实现的【531。此外，在去除染色体的情况下仍然形成双极纺锤体，这个纺锤体也

定位到卵母细胞皮质区【55】。这些结果表明染色体和微管(或微管组织中心)能够与微丝直

接作用参与纺锤体定位。最近的研究发现【561，在大鼠卵母细胞中，用高浓度的nocodazole

处理使微管彻底解聚时，凝缩的染色体不能发生迁移，而用低浓度的nocodazole处理部分解

聚微管，但纺锤体部分保留时就能够迁移到皮质。低浓度nocodazole处理引起MII期小鼠和

大鼠卵母细胞时纺锤体不能旋转，从而不能突破MII阻滞[56,57】。这些结果说明微管是否参与

哺乳动物卵母细胞纺锤体迁移还有待进一步阐明。

卵母细胞的高尔基复合体均匀分布在胞质中。用特异性药物处理卵母细胞破坏高尔基

复合体会完全抑制纺锤体迁移【5引。这个结果说明，单个的高尔基复合体颗粒可能通过将微

管局部锚定参与纺锤体迁移，并一步步促进纺锤体移动。

牵引纺锤体迁移的动力来自微丝动力学【59】和与actin相关联的马达蛋白myosin。在爪蟾

卵母细胞中，Myosin 10对于纺锤体在皮质区的锚定是必需的，在这个过程中，它可能作为

微管一微丝的联结分子起作用‘601。Myosin 10的转录物在小鼠卵母细胞中比较丰富【6l】，并且

这个马达蛋白可能将纺锤体微管和actin网络连结起来。此外，myosin 2的激活形式也在纺锤

体极富集【54．62】。这个马达蛋白可能参与产生纺锤体迁移时牵引力的产生。各种myosiMl珂

能通过推动纺锤体微管和纺锤体极产生牵引纺锤体移动的力量。
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Myosin是Ehmyosin轻链激酶(myosin light chain kinase，MLCK)激活的。抑制MLCK，

能够破坏纺锤体迁移[54,62]。MLCK是MAPK的底物【631。Mos／】忱AJPK通路是减数分裂细胞周

期的主要调控者，对纺锤体定位也很重要。敲除小鼠的mos基因引起纺锤体迁移缺附141。

抑制该通路的其它成员也出现类似的表型【删。因此，mos／MAPK激酶途径通过MLCK很可

能控制参与纺锤体迁移的myosin的激活。在很多哺乳动物的卵母细胞中，MAPK的活性在

GVBD之后是逐渐增加的，其活性动力学可能决定了每种哺乳动物特异的第一次减数分裂

纺锤体迁移起始的时间。

3．2皮质重组的机制

有研究表明，在小鼠卵母细胞的皮质成熟过程中染色体发挥重要作用。这一活性最初

是在小鼠的MII卵子中发现的，覆盖于MII纺锤体上方的区域没有微绒毛和皮质颗粒，但是

富含微幺幺_[49,65-67】，形成actin帽。没有微管时，染色体仍然能够迁移并且保持其诱导皮质重

组的能力【68】。用nocodazole处理停滞于MII期的卵母细胞诱导染色体分散成几簇分布于整个

皮质区，每个染色体簇诱导其上方皮质的局部分化，其特点都是没有微绒毛，但是富含actin

(图1)[49,501。将精子染色质注射到MⅡ卵子的胞质中也证明了染色质在这一过程中的重要作用
’“

【69】。此外，将染色质包被的颗粒注射到MII期卵母细胞中能够诱导皮质重组【701。这种重组

是在包被颗粒跟皮质之间没有任何物理相互作用下发生的。新形成actin帽的程度依赖于注 ：：

射染色质颗粒的数量。另外还依赖于颗粒到皮质之间的距离，距离远的颗粒不能诱导皮质

重组。这些结果证明，染色体本身通过距离效应启动皮质重组。 ．。

r

MII

图1-1染色体诱导皮质分化(Azoury ct al，2009)

M¨期卵母细胞用nocodazole处理(+No∞)，然后清洗去除药物(wash)并进一步激活(+Ca2+)。蓝

色：染色体；红色：微丝；绿色：微管

这个效应取决于dxGTPase RAN。在有丝分裂过程中，与GTP结合的活性形式的RAN

(RAN．GTP)在问期滞留在细胞核中，并以梯度分布，这是由于其特异的GTP交换因子

RCCl定位在染色质上。在此RAN．GTP梯度中，微管装配需要的特异因子被激活并促进纺

锤体形成【7l】。在小鼠卵母细胞中，用基于荧光共振能量转移技术(FRET)的探针检测
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Ran．GTP的变化证明，在成熟过程中Ran—GTP以染色质为中心呈梯度分布【l51。如果这个梯

度发生变化那么染色体或染色质包被颗粒周围不能出现皮质重组【701，证明RAN．GTP在这个

过程中起主要作用。这个发现也说明染色体迁移和皮质重组间关系密切。在小鼠卵母细胞

中，RAN．GTP梯度以染色体为中心，在第一次减数分裂开始时位于远离皮质的区域。在第

一次减数分裂晚期，染色体迁移到皮质区，通过RAN．GTP启动皮质重组。RAN的下游分子

可能是另一个／J、GTPase---ras相关的C3肉毒素底物(RAC)。RAC均匀的分布于卵母细胞皮

质，但是其GTP结合的活性形式只发现于重组区域。RAC的激活完全取决于附近染色质，

说明RAN．GTP梯度在这个过程中可能的作用。抑制RAC活性影响纺锤体锚定，并引起纺锤

体的解聚和MII卵母细胞不能形成actin帽，最终抑制第二极体的排出【721。在很多生物学过程

中，RACi周控actin．myosin2复合物【731。因此可以推测，在RAN．GTP梯度控制下的RAC．GTP

局部调控肌动球蛋白活性以诱导皮质重组。

皮质分化的区域将是卵裂沟形成的位置。因此，该区域在不对称分裂过程中发挥重要

作用。MII卵母细胞用noeodazole处理之后再彻底清洗去除药物，微型纺锤体在染色体簇周

围再现(图1)。对这些卵母细胞进行孤雌激活导致形成多个微型极体【．74】。而且，由于重组的

皮质区域没有微绒毛，用于交换的表面减少。因此受精时精子的穿入在其他区域发生，从

而雄原核不会由于第二极体的排出而丢失。

3．3参与不对称分裂的相关分子

有关哺乳动物卵母细胞极性化的分子机制还了解不深。除了了解formin．2[5t,54]和

MAeKtl4】是微丝介导的MI纺锤体迁移所需要的之外，对于其他蛋白和分子如何参与建立和

维持哺乳动物卵子极性还缺乏了解。在低等动物中，三个进化上保守并且相互作用的蛋白

PAR．3、PAR-6和非典型蛋白激酶C(atypieal Protein kinase C，aPKC)对于细胞极性的建立和

维持是很关键的【75。79】。在线虫中，这些蛋白对于前后极性的建立很关键，并且调控纺锤体

定向和1．细胞胚胎的不对称细胞分裂。在果蝇中，PAR-3／PAR．6／aPKC的同源物作用于(1)

调控卵母细胞的前后轴； (2)建立胚胎上皮细胞的顶．基底极性； (3)在神经细胞中产生

不对称性。在哺乳动物细胞中，这个复合体通过紧密连接对于建立和维持上皮细胞顶一基底

极性是很关键的。由于这三个蛋白的这些作用，可以认为它们是哺乳动物参与建立和维持

卵子极性的候选分子。

在爪蟾卵成熟过程中，aPKC和XASIP(青蛙PAR．3同源物)共同定位于动物极半球180]。

PAR3、aPKC和两种PAR6同系物(PAR6A和PAR6B)在小鼠卵母细胞中有表达。此外，在

成熟过程中它们的定位发生变化【引鹄】。在第一和第二次减数分裂过程中在纺锤体和纺锤体
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鱼【8l，82】术

actin帽的中央区域，

体如何在卵母细胞不对称中直接发挥作用、是否参与更多的上游事件例如微管纺锤体的形

成和维持等还不清楚。

果蝇和线虫中调节不对称分裂的其他一些分子，包括G蛋白相关的支架蛋白(Dlgl，

． Epac，Rapl)和细胞命运决定蛋白(如Numb，Pros和Brat)等在哺乳动物中均具有高度的保守

同源性。正如在非脊椎动物中观察到的一样，对应的哺乳动物蛋白在神经前体细胞中有明

显的极性分布，而且破坏这种极性会引起细胞极性缺失、纺锤体定向失误和子细胞命运的

不同【肄鲫。Dig基因是一种肿瘤抑制基因，鼠卵减数分裂过程诱导了Dlgl的极性分布，这

种极性化分布呈多步骤性，受微丝和微管的调节。Dl四分布与细胞骨架的密切关系，提示

其可能参与或调节卵子极性形成[87,ss】。

PIP2介导的信号通路对极体排出时维持收缩环的完整和卵裂沟的稳定十分重要【盼一。

磷脂酶(phospholipase C，PLC)可以水解PIP2形成二酰基甘油(diacylglyeerol，DAG)和三磷酸

肌醇(IP3)，加入PLC的抑制剂，使已经形成的卵裂沟快速退化。PIP2在卵裂沟处集中，吸

引质膜定位到肌动蛋白环。实验表明，PIP2无法启动卵裂沟的形成，这个信号是由RhoA提

供的。Rho．GEF(Ecn)和雄性生殖细胞Rac．GTP酶活化蛋白基因(MgcRacGAP)联合作用激

活PIP2，通过PIP2调节ERM(埃兹蛋白／根蛋白／膜突蛋白)活性，促进收缩环定位和形成。

PIP2的两种水解产物：IP3和DAG通过通路下游的钙离子和蛋白激酶C(protein kinase C，

PKC)促进肌球蛋白II的收缩。

哺乳动物中，可受精卵子的形成必须要经过不对称减数分裂过程。这个过程保证了形

成一个大的卵母细胞和小的极体，从而在卵子中保留了大量可供胚胎发育的物质。不对称

分裂过程使得卵子处于一种不对称组织状态或极化状态，这决定了精子穿入区域和成功受

精。在体细胞克隆过程中，受体卵母细胞的去核是成功克隆的前提条件之一。而在去核过

程之，随着卵子遗传物质的去除，其周围的一些胞质也被吸走了，胞质中可能富含一些重

要的参与核重编程的物质。这些物质的存在形式可能就是不对称分裂引起的物质极化所致。

近年来，人们开始用大规模的比较转录组学分析对卵母细胞进行研究。同时，对成熟过程

中卵母细胞进行高分辨率活体拍照的技术也发展起来。这些技术的应用将使我们能够更好
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的了解不对称分裂的分子机制。对不对称分裂机制的深入了解，可能有助于体细胞克隆机

制的了解。

二、微丝及其在卵母细胞不对称分裂过程中的作用

卵母细胞的不对称减数分裂产生一个大的卵子和两个小的极体。为了达到不对称的目

的，哺乳动物卵母细胞的纺锤体要从细胞中央迁移到皮质区。在很多哺乳动物中，包括人、

小鼠、牛、猪和仓鼠，纺锤体的迁移似乎都有赖于微丝。微丝也称肌动蛋白丝，是由肌动

蛋白(actin)组成。微丝与微丝结合蛋白、肌球蛋白三者构成化学机械系统，产生机械运动。

微丝参与卵母细胞减数分裂过程中的多个细胞动力学事件。除了牵引纺锤体迁移，还介导

皮质颗粒向皮质区的移动、皮质纺锤体锚定、同源染色体分离、参与胞质分裂收缩环的形

成等。微丝在卵母细胞成熟过程中的作用及调控在近年的研究中受到越来越多的关注。

1．微丝的生化特点

微丝由肌动蛋白组成。肌动蛋白单体呈球状，被称为球状肌动蛋白(globular

actin，G．actin)，其分子量为43 kD，在生理状态下可以装配成具有分子极性的螺旋结构微丝。

根据肌球蛋白(myosin)结合微丝后的箭头状装饰形态，把微丝人为地分为两个端口，即

刺端(barbed end)和尖端(pointed end)。刺端的组装速度较尖端快约10倍，因此又常被

称为正端(plus end)；而尖端则被称为负端(minus end)。在迁移细胞中，刺端往往朝向细

胞膜。微丝的聚合生长受到能量和多种相关蛋白的调节。在生理条件下，肌动蛋白聚合成

丝可分为肌动蛋白活化(activation)、成核(nucleation)、生长(elongation)和稳态(steady

state)四个过程。离子的置换(M92+代替Ca2+)可以引起肌动蛋白构象的变化和活化。成

核期是微丝聚合的关键步骤。激活的肌动蛋白可以聚合成二聚体、三聚体或四聚体。肌动

蛋n---聚体极不稳定，只有在一些成核蛋白如Arp2／3复合体【911、formin[921、spire[93】等辅助

因子的参与下形成肌动蛋白多聚体核心，并以此为基础继续聚合。ATP结合的单体肌动蛋

白，对微丝的正端具有高亲和力，可以源源不断地结合到正端，形成丝状肌动蛋白

(filamentous actin，或F．actin)。在F．actin生长的过程中，结合的ATP可被水解为ADP和

磷酸，而ADP—actin与微丝负端的亲和力下降，易从负端脱落下来。随着肌动蛋白的聚合，

体系中的G．actin浓度下降到临界浓度，此时肌动蛋白结合到两端的速度和从两端解离速度

相当，即体系处于平衡状态，肌动蛋白的聚合达到稳态。就单根微丝而言，进入稳态后正

端的生长速度与负端的解离速度等同，所以总长度则保持恒定。细胞内G．actin一般为ATP

结合形式，而F—actin负端解离后的G．actin呈ADP结合状态，表明F．actin的解聚不仅仅是
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聚合的逆过程。 ．

2．肌动蛋白成核

成核是肌动蛋白丝聚合的限速步骤，微丝增长的方式包括分支增长和直线增长。目前

为止，已发现三类主要的actin成核因子。

第一类是Arp2／3(actin related protein 2／3)复合体。单独的Arp2／3复合体只有简单的成

核作用，而当它与成核促进因子(nucleation．promoting factors，NPFs)、ATP、微丝母链结合后，

就会在它存在的位置形成分支点，在微丝侧面启动形成侧枝【94】。细胞中内源性Arp2／3复合

体的激活因子是Wiskott-Aldrich Syndrome Proteins(WASP)家族成员(它的单位点基因突

变可导致Wiskott-Aldrich综合症，是一种x染色体连锁的血小板、白细胞功能缺失疾病)【95】，

而WASP本身又可以被d,G蛋白激活。这样，胞外刺激信号通过作用于一系列受体，激活小

G蛋白，导致wAsP和鲫2／3的相继激洲961。WASP羧基端可以持续活化Arp2／3复合体。天
然状态下WASP通过分子内部的折叠，可抑制其自身活性，Cdc42．GTP、PIP2等上游信号分

子与WASP结合，将WASP锚定至靶位点打开其结构，以解除其活性的自我抑制，这时Arp2／3．．

复合体才能被募集并活化。活化的Arp2／3复合体在已经长成的微丝侧面以70度的角度重新
’

聚集成核，导致新的微丝枝权的生长【94】。

第二类是Spire蛋白，该蛋白诱导直线型微丝形成，与加p2／3一样结合到微丝的尖端。 、

因为刺端被存在于细胞中的actin}／tl帽蛋白(capping protein，CP)保护，这种成核因子产生相

对短的微丝。 。

Formins是第三类肌动蛋白丝成核因子。它们是高度保守的蛋白，在很多生物体中表达，

通常含有三个FH结构域(FHl，FH2，FH3)网，FH2结构域是formin促进肌动蛋白聚集成核

及微丝继续伸长所必需的【9引。天然状态下formin的羧基端与氨基端相互作用而使得其活性

处于自我抑制状态，小G蛋白Imo可以与formin的氨基端结合，使得FHI．FH2结构域被释放，

进而解除自我抑制并使之活化【叫。Formins结合到肌动蛋白丝的刺端，使其不受帽状蛋白的

保护。最终，formins诱导相对长的直线型微丝的形成【100】。Formins在很多不同细胞功能中

发挥作用，包括胞质分裂、细胞迁移过程中丝状伪足的形成【1011、细胞粘附、内吞作用、细

胞极性、微管稳定和微管．肌动蛋白相互作用等过程【蚴。它们可分为两类：一类是来自

Diaphanous家族的蛋白，其特征是有Rho—GTPase结合结构域；另一类是来1刍Cappucino家

族的蛋白，没有Rho．GTPase结合结构划102】。FHl与肌动蛋白．前纤维蛋!兰t(actin-profilin)复合

物结合，将肌动蛋白单体传递给FH2结构域，前纤维蛋白被释放出来，最终形成一个直线增

长的微丝结构。小鼠Formin2基[]编码一个166kDa的蛋白【1031，含有FHl和FH2结构域，但是
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没有明显的FH3结构域。Formin2是果蝇Cappucino的同源物。在小鼠中，它只在中枢神经系

统和卵母细胞中表达【51,103】。

3．微丝动态变化的调节

肌动蛋白有多种结合蛋白。其中解聚因子(actin disassembly factor,ADF)和加帽蛋白

(capping protein，CP)分别独立地调节肌动蛋白的动态变化。ADF的活性是通过磷酸化／去

磷酸化的方式被调控从而应答刺激信号。Slingshot磷酸酶可去磷酸化ADF从而使之活化

[104]；而Rac调节的LIM蛋白激酶磷酸化ADF使之灭活‘1051。活化的ADF可以加速微丝负端的

单体解离，而负端的单体解离恰恰是微丝细胞骨架滚动循环的限速步骤。解离的加速提高

了单体肌动蛋白．ATP复合体的浓度，高浓度的单体肌动蛋白．ATP复合体又可以促进正端的

快速生长，从而平衡了负端的快速解聚。Profilin是肌动蛋白的另外一种结合蛋白。解离的

单体肌动蛋白呈ADP结合状态，profilin促进单体肌动蛋白上结合的ADP与ATP的交换，使

单体肌动蛋白成为ATP结合状态，参与新一轮微丝正端的聚合。它与ADF协同起作用【106]。

CP加帽终止微丝刺端持续伸长从而限制微丝的长度，与长丝相比，短的微丝更为刚硬，

从而保证有效地产生推动力；此外，加帽还可以及时封闭许多无效微丝生长的端口，使游

离的单体肌动蛋白供应有限的正端生长，从而保证受力方向的微丝有效而快速地生长【107]。

4．肌动蛋白骨架在细胞内的驱动作用机制

肌动蛋白骨架通过三种机制驱动细胞内物质的运动。第一个机制是肌动蛋白丝或肌动

蛋白束为马达蛋白的运输提供轨道，例如myosin5的运输【1081。这种基于肌动蛋白的运动性

主要在细胞器和膜泡运输方面起作用。第二，细胞的收缩网络由肌动蛋白和myosin2组成，

能够驱动皮质流动和信号传导分子‘109]以及中心体等结构‘1101的运输。在海星卵母细胞中，

收缩性肌动蛋白网络还驱动最初阶段的染色体凝集【111】。第三，肌动蛋白通过在微丝刺端发

生聚合从而产生推动力，这对运动型细胞的运动时很关键的【107]。

5．微丝在卵母细胞减数分裂过程中对纺锤体迁移的作用

卵母细胞发生GVBD后，纺锤体在细胞中心形成并迁移到皮质中。这与同时期微丝的分

布变化一致。有关哺乳动物卵母细胞中微丝在减数分裂中的作用的研究主要在小鼠上进行。

用引起微丝解聚的细胞松弛素B(CB)或细胞松弛素D(CD)处理小鼠卵母细胞，GVBD可

以发生，并且纺锤体照常在细胞中心形成，但不能迁移定位到皮质[14,15,112】。Jasplakinolide是

踏车运动的阻滞剂，可促进微丝聚合和稳定。用Jasplakinolide处理小鼠卵母细胞的效果与细

胞松弛素B的效果相剐1131。由此说明，微丝介导纺锤体从细胞中心向皮质的迁移，这种迁

移是有微丝的聚合驱动的【59】。近来研究表明染色体可能参与这一迁移过程。微丝与染色体
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通过PAR蛋白家族的PARD6A结合，形成复合物调节纺锤体的运动【101。PARD6A是第一种

被发现与纺锤体迁移有关的蛋白质。小鼠卵母细胞中，纺锤体刚开始迁移时，PARD6A均匀

的分布在纺锤体上，GVBD后6 h，PARD6A聚集到接近皮质的纺锤体极上【82】。

微管和F．actin之间的相互作用是很多细胞学过程完成所需的，其中包括减数分裂

[114-117]。在小鼠卵母细胞纺锤体迁移过程中，肌动蛋白丝逐渐组装成一个纺锤体样结构‘531。

很多微丝沿着微管形成。微丝在微管纺锤体周围装配成一个F．actin“巢’’，在巢中也有一些

微丝分布。在没有微管纺锤体的时候微丝的这种组装不会出现，比如在用nocodazole处理

破坏微管之后就不出现F．actin巢式结构。因此，F．actin“纺锤体’’与微管纺锤体是紧密相

关联的。在爪蟾卵提取物中也观察到相似的结果【n引，肌动蛋白微丝能结合微管。例如在爪

蟾卵中，myosinX将F．actin与微管相关联，对于纺锤体锚定和不对称分裂是非常重要的唧】。

MII卵母细胞皮质富含聚合的肌动蛋白丝，尤其在染色体上方的皮质分化区[49,119]。用

光漂白荧光恢复技术(FRAP)分析检测发现，皮质分化区域的微丝与其他区域的相比，量

更丰富，动态变化不明显，相对稳定【531。该结果说明，皮质区微丝稳定性存在差别，其他

研究也得到相同的结果【49,1191。更多稳定的actin微丝在染色体附近的胞质中聚集，离染色体

远的区域动态变化明显。因此，染色质周围稳定性的增加可能保证了染色体在皮质的锚定。

6．微丝形成相关蛋白与卵母细胞纺锤体迁移

6．1 formin-2

来I!lformin．2缺陷的小鼠卵母细胞其染色体停留在中心，不能排出第一极体，当受精时，

导致形成不能存活的异倍体胚胎【5l】。活体拍摄显微镜实验显示，敲除formin．2的卵母细胞经

历后期，但是不发生胞质分裂，因此两团染色体最终又聚合形成一个纺锤体，并且是中期

纺锤体，含有40个单价体而不是20个。而且，第一次减数分裂纺锤体不能迁移到皮质，染

色体停留在卵母细胞中央【”】。最近，用F．actin特异探针和活体共聚焦显微镜发现，formin．2

参与组装高度动态化的F．actin胞质网络，该网络控制纺锤体的迁移【531。而在formin．2敲除小

鼠中这个网络是不存在的[53,541。在第一次减数分裂的晚期，肌动蛋白丝在纺锤体周围组装

成一个纺锤体样结构，通过线性肌动蛋白丝将纺锤体与皮质联系起来。在伍'ln2-／-卵中，皮

质区肌动蛋白染色未受影响，说明Formin2不是皮质F．actin所需要的，这与过去的研究结果一。．．

相～致【15,53,54]。
”k

_●

6．2 myosin II
‘。一’——-”一’

往小鼠卵母细胞中注射抗体发现myosin IIA是迁移所需要的【621。Myosin II在胞质分裂过

程中与直线型actin微丝相作用，而在fmn2-／-d,鼠卵中，具活性的磷酸化myosin II定位错误
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【15】。因此，可以假定，myosin IIA参与F．actin网络所需要的收缩性从而使纺锤体定位‘141。激

活的myosinII在纺锤体极上富集，并且牵动微丝向纺锤体极移动。用肌球蛋白轻链激酶

(myosin light chain kinase，MLCK)抑制剂ML．7处理小鼠卵母细胞后，这种牵拉作用停止，纺

锤体也不能迁移到皮质，说明myosinlI通过对微丝的牵拉作用产生牵引纺锤体移动的作用力

[541
0

6．3 CDC42

Cdc42是小GTP酶Rho家族的成员‘1201，对于调控微管和微丝骨架有重要作用【Ⅲ】。CDC42

在小鼠卵母细胞纺锤体迁移过程中发挥作用‘1221。在CDC42突变的小鼠卵母细胞中，纺锤体

不能发生向皮质区的迁移，而是停留在中心位置，皮质肌动蛋白丝也不均匀，而在对照卵

中会形成actin帽。而在nocodazole处理破坏微管的实验中，突变型CDC42也引起染色体不能

向皮质迁移，actin帽不能形成。

7．纺锤体旋转和极体的排出

破坏微丝骨架使卵子在受精或激活时纺锤体不发生旋转【17,57,67]。小鼠卵母细胞第二次

减数分裂中纺锤体的旋转研究很多。微丝对小鼠卵母细激活过程中纺锤体的旋转起很重要

的作用【17】。通常认为，肌动蛋白聚合抑制剂能抑制小鼠卵母细胞纺锤体的旋转[57,123】。除微

丝外，MYLK2和myosin II也涉及纺锤体的旋转【1241。在大多数哺乳动物中，第二次减数分

裂中期相纺锤体垂直于卵母细胞表面，而在小鼠成熟卵母细胞中纺锤体平行于质膜，当精

子进入后纺锤体旋转90度，变成垂直于质膜从而使第二极体在卵周隙中排出。CB不影响染

色体的迁移和核分裂，但是抑制纺锤体的旋转和胞质分裂。结果，染色体不能正常分配到

第二极体而留在胞质中，转变成另一个原核。当把CB的作用时间激活后延长3h，纺锤体的

旋转将不可逆的被抑制。这有可能是因为在纺锤体旋转和极体排出的关键时期CB解聚了微

丝所导致。Navarro等[57】在小鼠卵母细胞研究中也发现，细胞松弛素D也抑制了纺锤体旋转。

Jasplakinolide是一种促进微丝聚合和稳定的药物，作用与CB相似，也抑制卵母细胞成熟和

极体的排放【12卯。不管是促进微丝聚合的药物还是抑制聚合类药物，都破坏了微丝组装和解

聚的动态平衡关系，从而导致纺锤体的旋转和极体的排放均被抑制。这些结果显示，纺锤

体的旋转对极体的排放非常重要，并且微丝控制着减数分裂纺锤体的旋转。

尽管目前已经证明微丝在卵母细胞成熟过程中的纺锤体迁移、极性建立、不对称分裂

等事件中起作用，但是对其在这些事件中的详细作用机制了解的还不够深入。对于卵母细

胞成熟过程中，微丝、微管、中间纤维三者靠何种机制协同发挥作用也不了解。因此，对
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卵母细胞内肌动蛋白准确的组装和动力学变化还需要进一步研究，以便了解微丝在卵母细

胞不对称分裂中的协调作用。

三、Rho家族蛋白与卵母细胞减数分裂

卵母细胞的减数分裂是极度不对称的。细胞分裂时时间和空间上的控制保证了两组染

色体的准确分离。在很多物种中这种不对称分裂有赖于减数分裂纺锤体的偏中心定位，还

需要卵裂沟限定在染色体上方的胞质区。对小鼠和爪蟾卵母细胞的研究表明，d、GTPase，

如CDC42、Rae、Ran等都参与控制纺锤体的组装和定位。

1．Rho和Ran家族蛋白

Rho蛋白家族属于Ras超家族(包括Ras，Rho，Rab，Ran和R矗家族)的小GTP结合蛋

白，其分子量在20,---,30 KD之间，在所有的真核细胞当中作为分子开关控制着众多信号转导

途径【126】。Rho蛋白在细胞的信号转导通路中作为信号转换器，作用于细胞骨架或靶蛋白而

产生多种生物效应，如调控各种细胞骨架运动、细胞形态建成、细胞周期、基因转录和超

氧阴离子的产生等‘127】。目前Rho蛋白最明确的功能是引起F．肌动蛋白的重组和动态变化

[128】，但是在该通路中Rho蛋白活化及其信号传递机制还不是很清楚。Rho蛋白可归纳为3个

不同的亚类：Rho，Rae和Cdc42[129]。 也

Rho蛋白和其他的d,G蛋白一样，具有保守的GTPase结构域、GTP／GDP结合域和效应

物结合域【130】。Rho蛋白在前两个结构域的参与下，与GTP／GDP精确的相互作用，水解GTP；

通过效应物结合域与下游效应因子相互作用，向下游传递信号，另多'bRlao蛋白还有一个经翻

译后修饰的C末端，这个脂质末端与一些调节因子以及膜结构相互作用，如细胞膜、包涵体

和高尔基体等【1311。

Rho蛋白在细胞内与GTP和GDP有高度的亲和力，并且具有低水平的内在GTPase活性

1132】。 这种与GTP和GDP结合状态间的平衡主要受3类细胞因子的调节：

①鸟苷酸交换因子(guanosinenucleotide exchange factors，GEFs)，可以促进GTP取代

GDP使Rho蛋白激活。在动物细胞中大部分Rho GEFs含有DH结构域(Dbl-homology

domain，DH)，其后接PH结构域(pleekst rin homology domain，PH)。DH结构域的主要

作用是催化GDP／GTP的交换反应及调节Rho的活性；PH结构域则通过与脂质结合调节

Rho GEFs在细胞内正确的定位，有研究证明与PH结构域结合的脂质配基还直接影响DH

结构域的活性【133】。

②CTP酶激活蛋白(GTPase activating proteins，GAPs)，在Rho GAP存在时，Rho蛋白内
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在的GTP酶活性得以提高，更易于与GTP分离并结合GDP转变为失活状态。这些Rho GAP

蛋白分子具有一个被称为精氨酸指状结构的保守结构域，它插入Rho GTPase的活性位点，

激活Rho蛋白的GTP酶活性，点突变也证明了精氨酸在这个过程中的重要作用‘”41，但是精

氨酸不影响GAP蛋白与底物的结合。

③GDP解离抑制因子(GDP dissociation inhibitors，GDIs)，阻抑GDP与Rho蛋白的分离，

通过与Rho蛋白的结合使之存在于胞质中，调节Rho蛋白在细胞内的定位。Rho GDIs具有

双重功能，即当Rho GDIs以溶解状态存在于细胞质中时，与GDP结合形式的Rho蛋白形成

复合物，阻遏Rho蛋白从GDP结合形式转变为GTP结合形式；当位于质膜上时，Rho GDIs与

GTP结合形式的Rho蛋白相互作用，阻遏GTP的水解【1351。 核磁共振和晶体结构研究认为，

GDI和Rho蛋白通过一个免疫球蛋白样C末端结构域相互作用，同时GDI一个可变的N末端

结构域则阻遏GDP和GTP的交换【1361。

CDC42和Rac通过激活肌动蛋白成核因子Arp2／3促进肌动蛋白聚合，Arp2／3的激活引起

微丝分支的形成。Rho蛋白与另一种肌动蛋白成核因子formins相作用，促进直线型微丝的

形成。

有研究报道，在进化上保守的极性蛋白Par3和Par6在小鼠卵母细胞中也有表达，并且在

皮质区MII纺锤体的上方富集【137,138】。Par3、Par6和aPKC组装成一个多蛋白复合物，在多种

细胞的极性形成和维持方面发挥关键作用【139】。人们认为Par复合物在哺乳动物细胞中的不

对称定位是I刍Par6与活化状态(GTP结合)的Racl或Cdc42相结合介导鲥140]。

Ran蛋白与GTP相结合时活化，与不同的下游效应分子相互作用进而执行不同的生理功

能；具有GTP水解酶活性，催化GTP水解后与GDP结合而失活。其中，GEF催化GTP对GDP

的置换，GAP激活d,G蛋白的水解酶活性。研究表明，Ran蛋白与其它d,G蛋白一样，在信

号转导通路中起到分子开关的作用。

Ran GTPase和它的调控因子_R锄结合蛋白(RanBPs)、Ran鸟核苷酸交换因子
(RanGEF)RCCl和RanGTPase激活蛋白(RanGAP)共同作用，在细胞核质问运输及有丝分

裂周期中起着重要的调控作用。

RanGAP集中在核孔复合物的胞质面，RCCl与染色质相结合；在细胞分裂间期，Ran

GTPase以GDP结合的形式存在于细胞质中，以GTP结合的形式存在于细胞核中。细胞核中

的Ran．GTP能与核孔运入复合物、运出复合物相结合，改变复合物的构象，使含核定位信

号的分子从运入复合物中释放到细胞核中或使含核输出信号分子结合在运出复合物上运到

细胞质中，这就决定了这些物质在核质问的运输方向及分布【1411。
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在细胞分裂期间，RCCl从细胞核中释放，引起细胞质中RanGDP向RanGTP的转换，

RanGTP结合到细胞质中的运入复合物，使得核定位信号分子释放到细胞质中，这些物质往

往调控着重要的细胞周期事件，例如从含RanGTP的运入复合物中释放的NuMA直接控制了

极微管的形成及其对着丝粒的正确捕捉‘142】。此外，Ran蛋白是核膜重建和DNA复制启动所

必需的【1411。

2．卵母细胞中R．ho GTP酶和Ran GTP酶的活性

在M期，微管在Ran GTP酶作用下在染色体周围组装【143,144]。当RanGAP在胞质中时，．

鸟甘酸交换因子RCCl在染色体周围聚集。这样，具活性和不具活性的蛋白在空间上分隔

开来，在爪蟾中，卵细胞和体细胞中就出现了RanGTP的梯度，离染色体越近浓度越高，离

染色体远的区域浓度低[71,145,146]。

在小鼠卵母细胞中，用基于FRET的探针进行标记证明存在RanGTP梯度【521。跟爪蟾一

样，染色体周围RanGTP浓度很高，随着离染色体距离越远浓度逐渐降低。这种局部RanGTP

的积累伴随着染色体向皮质区的迁移，提示RanGTP可能为纺锤体在细胞内的定位提高空间

线索【52】。

Halet和Can．oll【721用特异结合RacGTP的荧光探针进行研究发现小鼠卵母细胞中有活性

Rae。在纺锤体还没开始迁移的未成熟小鼠卵母细胞中，RacGTP均匀的分布在皮质区。当

纺锤体向细胞皮质迁移时，活性RacGTP局限在纺锤体上方微丝聚集区，然后进入极体。第

一次分裂完成后，活性Rae在MII纺锤体上方皮质积累，这种积累与微管的存在无关‘721。这

一观察结果显示，减数分裂染色体发出一个信号，启动RaeGTP在其周围的积累。由于这种

积累是一种远距离效应，不需要染色体和皮质之间的直接接触，因此可以推测染色体周围

也有以染色体为中心的RacGEF梯度，导致Rac在染色体附近的激活。而且在注射Rae的显负

性突变体后，肌动蛋白仍然能够在皮质聚集，说明Rac的局部活化不参与皮质极性化过程‘721。

在小鼠卵母细胞中，染色体的位置代表了RanGTP梯度的存在，它们位于皮质的位置诱导了

局部RaeGTP的积累。需要进一步研究的是皮质RanGTP梯度和RacGTP的局部活化是否存在

直接联系。在爪蟾卵母细胞中，活性CDC42和RhoA在MI期时在纺锤体上方区域聚集，与小

鼠卵母细胞中RacGTP的积累相似n471。不过，人们推测RhoA和CDC42的局部积累可能需要

纺锤体微管‘1471。

3．在纺锤体形成和定位中的作用

在多数细胞中，纺锤体的组装需要两种行为协同作用：追踪捕获和局部组装。追踪捕

获依赖于中心体活性，中心体诱导微管从纺锤体极的组装。局部组装依赖于dxRanGTPase，
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微管从染色体开始组装。小鼠和爪蟾卵母细胞没有中心体，因此在这些模型中，减数分裂

纺锤体可能通过局部组装机制组装【148。1501。不过出乎意料的是，在小鼠和爪蟾卵母细胞中，

即使没有RanGTP梯度的存在，MI纺锤体也能形成【521。而且，对卵母细胞中纺锤体形成时

RanGTPase的作用进行分析发现：MII纺锤体的形成对RanGTP梯度的敏感性远远高于MI纺

锤体的形成。这可能与MI纺锤体形成比MII纺锤体形成慢有关。因此，在这两个过程中

Ran．GTP依赖的机制可能受到不同方式的调控。另一方面，当去除小鼠卵母细胞中的染色

体时，MTOCs和微管能够自我组装成一个双极结构【551。因此，这种不依赖于Ran．GTP的自

我组装机制可能在第一和第二次减数分裂过程中发挥作用【161。Ran．GTP的一个下游效应物

TPX2诱导染色体周围Ran．GTP依赖的微管组装【1511。在小鼠卵母细胞减数分裂过程中，TPX2

的水平受到严密调控，前期几乎没有，在第一次减数分裂开始的时候开始积累，一直到MII

期都存在。而MI纺锤体和MII纺锤体组装的时间正好处于TPX2高水平期【161。因此在MI纺锤

体形成时即使没有RanGTP梯度存在纺锤体也能够组装，而RanGTP的一个效应分子TPX2可

能起关键作用。

在小鼠卵母细胞成熟过程中用Rac和Cdc42的显负性突变体导致MI纺锤体的延长，使得

同源染色体不能有效分离【72,122]。显负性Rac诱导纺锤体延长及染色体分散【72】，而显负性

Cdc42只诱导纺锤体延长【122】，说明这两个分子的目标分子不同。Cdc42的显负性突变体和长

期保持活性的突变体的表达引起纺锤体向卵母细胞皮质区的迁移受到抑制。

4．皮质分化

染色体能够诱导皮质分化。在爪蟾卵母细胞中，显负。陛Cdc42抑制第一极体排出。出现

这种现象是因为MI纺锤体上方只有异常的低水平actin积累。因此在这个模型中，Cdc42可

能是极体排出前皮质分化所需要的【147]。在小鼠卵中，抑制cdC42引起纺锤体延伸，并且抑

制纺锤体的正确定位。

将包被DNA的颗粒注射到MII期卵胞质中，引起肌动蛋白和磷酸化myosinII的局部积

累，这在正常情况下由染色体诱导【”21。该研究还发现，与DNA包被颗粒相关的活性以剂量

和距离依赖的方式起作用。最终该研究证明，RanGTP是染色质诱导的皮质分化所需要的。

将DNA包被颗粒和失活状态Ran(RanT24N突变体)共同注射到胞质中时，纺锤体能够形

成，但是不能诱导皮质分化。由于皮质分化与分裂沟的形成和极体的体积有关，因此这些

结果与另一个实验结果相一致：将表达RanT24N的MIIO日母细胞用锶离子激活时，卵子均等

分裂而不能排出第二极体【52】。一种可能性是RanGTP对于维持MII纺锤体在皮质的锚定是必

要的。另一种可能是覆盖于染色体上方的分化区域对于限制分裂沟的进程是必要的但对于
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分裂沟的起始不是必需的。最终，在第二次减数分裂过程中，RanGTP水平的提高或降低对

MII纺锤体和皮质分化产生相似的效应，这说明在MII期，RanGTP梯度的存在对于维持正常

的双极纺锤体组装和及其上方的皮质分化区域都是必要的【52’152】。MII期卵母细胞过表达无

活性Rac抑制纺锤体锚定和第二极体的排出，但是不会影响已形成MII纺锤体的组装【721。基

于在MI和MII卵中过表达失活的Rac结果，可以推测Rauc调控纺锤体在皮质的锚定，但是不

调控肌动蛋白帽的形成，actin帽的形成可能依赖于RanGTP梯度的存在。

5．极体排放

在脊椎动物卵母细胞极性建立和不对称分裂过程中，Cdc42、Racl具有重要作用。卵母

细胞分裂期收缩环(contractile ring)的形成并完成收缩是卵母细胞释放极体的关键。收缩环

是由大量平行排列的微丝组成，随着收缩环收缩，胞质发生分裂，形成并释放极体。爪蟾

卵母细胞极体的形成需要Cde42的参掣1471。在爪蟾卵母细胞不对称分裂过程中，Cde42通过

调节F．aetin的活动完成胞质分裂和极体释放。在注射了Cde42T17N(dominant negative

Cdc42，显负性Cdc42)的爪蟾卵母细胞中，染色体能完成分裂的过程，但是极体释放失败，

未见明显的F—actin聚集且没有形成收缩环，可见Cdc42在调解F．actin聚集及之后的收缩环形
“

成过程中起作用【147】。Cde42在正在成熟的小鼠卵母细胞的不对称分裂过程中也发挥重要作

用【1531。Cdc42表达的沉默破坏了纺锤体微管和肌动蛋白丝的分布，并使第一极体排出率降

低。突变型Cdc42的表达完全抑制第一极体的释放。Cdc42的显负性突变体和长期保持活性

的突变体的表达引起纺锤体的伸长，并且向卵母细胞皮质区的迁移受到抑制。纺锤体的延

长和极体排出的抑制也在抑制Rael活性的小鼠卵母细胞中观察得到【154,155】。Cde42和Racl与
‘

下游效应物PAKl(P21．activated kinase 1)相作用，对于小鼠卵母细胞减数分裂过程中纺锤

体组装和染色体排列有重要作用【156】。用Cdc42的抑制剂处理小鼠卵母细胞改变极性相关蛋

I兰IIQGAPl在细胞中的分布，抑制极体的排出，引起皮质肌动蛋白的弥散【”7】。

用ROCK(Rho．associated kinase)的特异性抑制剂处理过的卵母细胞无法排出第一极体

和第二极体。这是由于ROCK活性的下降，上调了丝切蛋白的活性，促进微丝解聚B5s]。有

丝分裂细胞中，收缩环的组装是由RhoA GTPase调节的，RhoA GTPase激活myosin和肌动

蛋白丝的组装【159】。在小鼠卵母细胞中，用RhoA激酶fROCK)特异性抑制剂Y-27632处理和一、、

显微注射l地oA抗体能引起微丝组装异常，从而抑制第一极体和第二极体的排放【1581。 ≥
一一∥／’
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四、多倍体胚胎的研究及应用

’

多倍体发育现象在低等动物，尤其是在两栖类、爬行类、鱼类等无脊椎动物中普遍存

在，而哺乳动物多倍体在自然界中是一种染色体畸型，其自然发生率非常低。大多数多倍

体往往发育到胚胎早期就死亡了，因此在自然界中很少存活【160]。人工制作多倍体的方法在

植物界广泛应用，并且得到了许多新品种，而得到多倍体哺乳动物却非常困难，可能性很

小。如果通过改进技术能够使哺乳动物四倍体胚胎发育并参与完成妊娠，对哺乳动物新型

生物技术的研究与开发具有重要的意义。利用构建四倍体囊胚并使其参与到克隆动物的研

制，可能部分解决克隆动物胎盘肥大等异常问题，提高克隆效率。四倍体胚胎也是研究和

验证诱导干细胞(iPS)的重要途径。但是如何在实验条件下，获得大量稳定的四倍体胚胎

成为研究的关键。

1．动物中的多倍体现象

多倍体发育现象在植物界以及无脊椎动物中普遍存在，但在哺乳动物中多倍体经常在

胚胎发育的早期或者出生后不久就死亡了【161,162】。在低等动物中，如甲壳类中的一种丰年鱼

为四倍体；线形动物中的马蛔虫为同源四倍体(4IF4)。昆虫中的多倍体现象又总是与孤雌

生殖方式联系在一起。昆虫种类估计在250"---300万种，而已知的多倍体昆虫不足百种。鱼

类、两栖和爬行类中，根据细胞学观察和DNA含量、重复基因位点的分析，证实在鱼类、

两柄和爬行类中存在着多倍体类型。在哺乳动物中，全部由多倍体细胞组成的动物尤为罕

见，但是许多二倍体动物在它们身体的某些组织内，拥有多倍体细胞。

科学家对哺乳动物四倍体胚胎发育能力进行了大量的研究。1973年，Snow等【163】用细

胞松弛素B制作小鼠四倍体胚胎并移植成功获得3个四倍体小鼠，但以后再没有人能够重

复出他的实验结果【1641。因此，人工诱导获得的四倍体胚胎能否发育到妊娠足月仍然具有争

议。但是，在自然界中却存在能够正常发育的四倍体哺乳动物，阿根廷红维士卡奇鼠(Red

Viscachrat，Tympanoctomys barrerae)(4n=102)065]有51对染色体，而同科其他种鼠类只有26

对染色体，其细胞内DNA含量比其他鼠多一倍，精子头部很大；可能在其51对染色体中，

常染色体是四套，而性染色体是两套，从而保证了生殖在四套染色体生物间进行。

自发形成四倍体的机率非常低。小鼠自然发生的机率仅有0．1％1166,167】，染色体不正常

造成自发流产的胎儿中约有1．1～7．1％是染色体加倍造成的【16舡1711，表现为只有胚外组织而

没有胎儿本身。人工诱导四倍体技术已经成为实验室的常规技术，为研究染色体加倍后生

命活动现象提供了宝贵的材料。但是，迄今为止，极少得到四倍体动物。然而，当四倍体
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胚胎细胞与一定数量的二倍体胚胎细胞进行嵌合的时候，四倍体胚胎细胞表现出向胚外组

织发育的倾向性分布的特点【1721，具体原因需要进一步研究。

2．四倍体胚胎的获得

四倍体胚胎作为一种研究机体发育的有力工具，有必要人为制作大量的四倍体胚胎。

目前，在实验室中，制作哺乳动物4n胚胎的形成通常主要通过生物法、化学法、物理法来

制备。

2．1细胞核移植法

制作四倍体胚胎最直接的方法就是通过显微注射，即把一个二倍体(2n)胚胎的细胞核直

接注入到受精卵中，这样发育而来的胚胎就是4n胚胎【173】。这种方法最初应用在兔子上，

随后在小鼠上作为一种研究ICM细胞和滋养层细胞发育潜力的工具。利用这种方法来制备

四倍体胚胎，对操作技术要求较高，同时显微操作对胚胎损伤较大，仅有9％．15％的胚胎

能够发育到囊胚【1731。

2．2抑制卵裂球分裂法

这种方法是抑制卵裂球细胞的细胞质分裂而不影响染色体复制和卵裂球继续分裂，因

此使DNA的量在一个细胞中加倍，从而形成4n胚胎【163】。一般采用细胞松弛素B和秋水

仙素等化学试剂处理2．细胞或者4．细胞卵裂球来生产四倍体胚胎。Snow将2．细胞期胚胎

在细胞松弛素B中处理培养，60％左右的胚胎成为四倍体胚胎，其中40％．75％能发育到囊

胚【163】。随后，很多科学家都利用这种方法获得了四倍体胚胎。但是，这种经过化学方法处

理来制备四倍体的方法，很难避免化学试剂的毒性带来的对胚胎发育造成的不良影响，甚

至延迟阻滞胚胎的发育。另外，这种方法很难避免卵裂球的不同质性，即一个卵裂球经过

处理变成四倍体了而另外一个或者几个没有同时变为四倍体，这种嵌合体存在的机率高达

20％以上f174】。

2．3细胞融合法

第三种制作四倍体胚胎的方法是卵裂球融合法。这种方法是通过化学或者物理的手段

使卵裂球的两个细胞融合成为一个细胞达到染色体加倍目的的。化学药物如聚二乙醇

(PEO)、仙台病毒和电击等都能使卵裂球融合。仙台病毒是最早用来诱导细胞融合的一种方

法[175】，其原理是通过促融合因子作用于细胞膜使细胞凝聚并融合而产生四倍体胚胎【176】。

但这种方法必须在2．细胞阶段进行融合，而且要去除透明带，也存在潜在的致病性，而且

一次只能操作一枚胚胎，效率很低，难以大量得到四倍体胚胎。聚乙二醇可与水分子借氢

键融合，导致细胞脱水而发生质膜结构的变化从而引起细胞融合。但这种方法对细胞损伤

3l
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较大，残存有毒性等缺剧1771。电融合的原理是在紧密相连的茆亵球接触面上垂直施加二趸

强度的脉冲，在短时间内使细胞质膜发生可逆转性的电穿孔，相邻的卵裂球细胞膜发生融

合，从而染色体加倍后即可得到四倍体。这种制备四倍体的方法原来在植物中应用【17引。电

融合过程中，务必使2．细胞胚胎中两个分裂球的接触面与电场方向垂直，这样才可获得较

好的融合效果。克服了潜在的化学试剂的毒害和病毒致病性的干扰，而且对胚胎细胞损伤

较小，胚胎发育能力更强，已经成为制作四倍体胚胎最常用的方法。有关小鼠的研究结果

证明，采用2．细胞期胚胎电融合法制备的融合胚胎全部是四倍体胚胎，不存在4n：2n嵌合

体现象【179,180】。

3．四倍体胚胎的发育能力

．， 有关小鼠四倍体胚胎发育最早的报道是Snow使用细胞松弛素B制备小鼠四倍体胚胎，

将112个四倍体胚胎移植到24只假孕母鼠受体内，其中14只妊娠，共发现78个着床点，

检测发现其中67个着床点的胚胎发育受阻，未能发育到器官分化，另外11个胚胎均能发

育到妊娠后期，并有2只出生【163,181】。但以后均没有人能够重复他的实验结果。因此，人工

诱发的四倍体胚胎能否发育到妊娠足月尚有争议。后来，Tarkowski等使用同Snow同样的

技术，没有生产出存活的四倍体胚胎，都在妊娠10天以前就流产了，大部分胚胎在8d就

开始表现出神经方面的缺附1821。在四倍体兔子中也出现了类似的结果‘183】。某些成年哺乳

动物的胚外组织中即使检测到了一些多倍体细胞，然而绝大多数哺乳动物的组织发育与四

倍体现象是不相容的。小鼠四倍体胚胎通常只能发育到原肠形成前期，少量可以发育到原

肠后期，最终流产不能发育为成年个体。

4．小鼠四倍体胚胎的细胞学效应

四倍体现象可以导致胚胎细胞在某些生物学特性上发生改变。1992年，Henery等对电

融合后获得四倍体胚胎的研究显示，其囊胚大小约为正常二倍体胚胎的85％，但细胞数略

少于后者的一半，细胞核大小约为二倍体胚胎的两倍【1841。1995年，Koizumi等发现其四倍

体胚胎细胞的平均细胞周期为14．03hr，较正常二倍体胚胎的12．02hr略延长，胚胎致密化

出现hCG注射后72hr，即4．细胞后期，囊胚腔约出现于hCG注射后96hr，即32细胞期左

右，分别对应于同品系二倍体胚胎的8．细胞后期与64．细胞期[185】。小鼠四倍体囊胚期平均

细胞数目大约是二倍体囊胚期胚胎的一半左右脚；大鼠的研究中也发现：虽然四倍体和二

倍体包含的细胞数目差异很大，但是在胚胎的发育上却基本一致，两者在胚胎致密化和囊

胚腔出现的时间上几乎一致，而且胚胎的体积也没有明显的差异【186】，由此，对照二倍体细

胞体积我们可以粗略估计出四倍体细胞的体积大小。在细胞的发育周期上，Koizumi[1851认

32



内蒙古大学 博士学位论文

为四倍体细胞发育周期比二倍体细胞缩短了2个小时。

5．四倍体胚胎的基因表达

有关哺乳动物四倍体细胞基因表达的研究表明：四倍体的形成并没有使细胞蛋白质和

RNA的表达水平加倍，在植物和其他物种上的研究也发现了类似的结果。小鼠四倍体桑堪

胚中总RNA和苹果酸脱氢酶的水平分别是对照组的1．5倍【187】，而源于人类四倍体流产儿

的成纤维细胞系表达的酶活性明显低于正常的二倍体细胞系。

实验证明，胚胎分裂球融合后，两套结合在一起的基因组并没有在同一水平上表达各

自的基因，将两个分别源于129／sv和C57BU6小鼠的胚胎分裂球点融合后，测量各自的ePI

(GlueosePhosPhatelsomeraseoPx，葡萄糖磷酸异构酶)表达水平，结果发现：两套融合在

一起的基因组的GPI表达水平不同【18引，在后续发育中，两种不均等表达现象更为明显。这

些研究结果表明：四倍体胚胎并没有简单的使细胞以及包含的成分加倍。多倍体现象是机

体许多细胞发挥正常功能所必需的，但这同时又不利于其他细胞功能的发挥。

6．四倍体发育异常的原因

科学家对哺乳动物四倍体胚胎发育能力进行了大量的研究，四倍体早期胚胎细胞染色

体核型不正常、囊胚细胞数少、细胞相对较大被认为是影响其正常发育的原I丢10S9,190】，但确

切的机制仍然不清楚。染色体加倍以后会产生很多冗余的基因，发生基因突变、染色体修

饰等，从而导致基因组的不平衡。其中，印迹基因在基因组平衡中起着非常重要的作用，

印迹基因的表达发生紊乱，对胎儿的正常发育、特别是胎盘的发育是非常不利的【191,192】。众

所周知，孤雌胚胎在发育过程中，胚外组织不能正常发育并最终流产就是由于印迹基因H19

与Igf2表达发生紊乱而导致的。2004年，Kono领导的研究团队使印迹基因H19和Igf2在

孤雌小鼠胚胎中的表达达到相对平衡后而得到了成活的孤雌小鼠，从而进一步证明了这一

剧193】。因此可以推测，四倍体胚胎不能正常发育，也可能是由于H19和Igf2等印迹基因

在胚胎发育的囊胚阶段的异常表达造成的。

7．四倍体胚胎的应用

因4n细胞独特的组织分布方式，以及ES细胞与4n胚胎具有明显的发育互补性，使

得2n-4n嵌合技术成为研究胚胎发育中胎儿与胚外组织基因功能的重要手段。特别当采用

ES细胞介导中靶突变时，携有突变细胞的动物(或胚胎)将会出现一定的表型性状，借助表

型分析，我们有可能对机体内各种生化径路中相关基因的功能与调控问题进行系统的研究。

目前，四倍体胚胎最重要的用途是用于ES细胞和IPS细胞的四倍体补偿实验。正常

胚胎的胚外组织包含大量多倍体细胞，如滋养层巨细胞和合体滋养层细胞，体积较大的细
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胞容易聚集在滋养外胚层来源的各种组织。四倍体细胞具有发育为胚外组织的趋势，胚外

组织比胚胎组织环境可能更有利于四倍体细胞的生存。将具胚胎组织发育多能性的ES细

胞导入具胚外组织发育潜能的四倍体胚胎构建成嵌合体早胚，移植入母体后获得了胚胎全

程发育(四倍体囊胚互补技术)。四倍体胚胎与ES细胞发育潜能具有相反性或者说是互补性，

而利用这种相反性或者互补性就可以克隆出完全由ES细胞发育而来的动物。其中四倍体胚

胎细胞仅参与卵黄囊内胚层和胎盘滋养层细胞谱系(绒毛膜外胚层细胞、滋养层细胞)的

生成，ES细胞广泛参与胚体、尿囊和卵黄囊中胚层及绒毛膜中胚层的生成，而不参与参与

卵黄囊内胚层和胎盘滋养层细胞谱系的生成【1941。因此用胚胎干细胞(ES)和4n细胞聚合

形成嵌合体后获得完全由ES细胞来源的研究中，四倍体细胞是非常有优势的【195。蚓。在最

近的研究中，四倍体囊胚成功的作为中间受体用以获得存活的小鼠IPS细胞来源的后代

[197,198】。四倍体补偿技术绕过了嵌合体小鼠阶段，与二倍体嵌合体制作过程相比，ES细胞

与四倍体囊胚互补促进了复杂的转基因或基因突变小鼠在短期内产生。该技术是快速生产

纯和基因修饰ES细胞小鼠的有效方法。

在所有调控胚胎发育的功能基因中，有一类控制胚胎着床及胚外组织发育的基因，当

它们发生突变时，由此形成的胚胎会丧失着床及着床后发育的能力。以正常的4n胚胎与这

类存在缺陷的胚胎(2n)聚合后，有可能对后者的致死表型加以拯救，使之完成着床及后

续发育，从而最终获得存活动物。

在对哺乳动物囊胚滋胚层的分化、演变过程中一些转录因子及细胞因子的功能研究方

面，2n-4n嵌合技术具有其独到的优势与作用。通过这种特异的“4n胚胎拯救法"，Guillement

首次阐明了Mash．2基因在哺乳动物胚胎胚外组织发育中的关键作用【1991。

此外，针对克隆动物生产中的胎儿巨大症(1arge offspring syndrome，LOS)以及胎盘

异常等引起的效率底下现象，通过将四倍体胚胎与普通克隆胚胎或普通克隆胚胎的内细胞

团聚合，经移植后在很大程度上改善了胎盘异常等问题，克隆效率得到明显提甜2鲫。以4n

胚胎与核移植重构胚所衍生的ES细胞系(或类ES细胞系)组合2n．4n聚合胚，可以对重

构胚因印迹基因异常所致的胚外组织发育异常加以拯救，从而可提高重构胚的着床及着床

后的发育率，故而提高整个克隆的效率，由此也可以高效地获得转基因的克隆动物。
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五、卵母细胞极性与胚胎发育和体细胞重编程的关系

前已述及，哺乳动物的卵母细胞存在极性【201】，这种极性可能影响其后的胚胎发育。在

正常受精过程中，精子在卵母细胞的特定区域受精。因此，在一些胚胎生物技术中，如胞

质内精子注射(ICSI)、动物和转基因动物克隆中，充分考虑到卵子存在的极性现象，对于

提高这些操作的效率是有效的。

1．卵母细胞极性与胞质内精子注射(ICSl)

动物的卵子由动物极和植物极组成。在低等动物中发现，如果将卵的细胞核从其最初

的位置转移到其他位置，会导致胚胎发育的异常。Antezak和Van Blerkom[201】等基于对

leptin和STAT3分布的研究表明，哺乳动物卵母细胞也分两个半球。第一极体位于动物极

半球，leptin和STAT3主要分布在该半球。动物半球对面也就是植物极半球中各种胞质细

胞器的量多于动物极‘202加31。这些形态上有差异的区域如何起功能性作用、是否与卵子操作

的成败有关呢?

在ICSI操作中，精子进入卵子的位置对其后期结果很重要，将精子注射到卵母细胞动 j

物极能够获得质量好的胚胎【2041。ICSI过程中精子注射的位置与预测的纺锤体位置的远近能

够影响受精和高质量胚胎的发育。处于第二次减数分裂中期(MII)的哺乳动物卵母细胞，

通常以第一极体的位置来确定MII纺锤体的位置。但是，在实验条件下，由于操作手法与

操作时间的原因，往往造成MII卵母细胞第一极体的位置的变化。因而，第一极体的位置

并不足以用来判断MII纺锤体的位置【205】。有人作过统计，在临床上，90％以上的人MII卵

母细胞的纺锤体并不紧邻PBl，二者之间往往形成大小不一的夹角【2鲫。当基本确定纺锤体

位于PBl附近时，将极体置于11点的位置进行精子注射时能够获得更高的受精率、胚胎发

育率和植入率口07，20引。当在人卵母细胞极体上方的透明带上开口时，出现的多精受精率明显

高于在极体对面半球开口。但是在小鼠中与此相反。小鼠的卵子受精时精子很少穿透动物

极。在小鼠中，动物极覆盖的微绒毛比植物极少，而且，覆盖于纺锤体上方的区域没有微

绒毛【49】。可能这个无微绒毛区域对精子穿入起到生理屏障的作用。不过可以想象，小鼠精

子穿入位置如果紧挨着卵母细胞第二次减数分裂纺锤体可能导致异常的卵子．精子融合、第
一

、、、．

二次后期／末期染色质分离缺陷以及最终胚胎倍性异常。 、、

2．卵母细胞极性与核移植 ⋯⋯一一。

体细胞核移植(somatic cell nucleart ransfer,SCNT)是指将高度分化的体细胞在移入去核

卵母细胞胞质中后，在各种重编程因子的作用下关闭分化细胞特定表达的基因，开启胚胎
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正常发育所需的相关基因，从而使其类似于合子基因组，获得发育的全能性。虽然体细胞

克隆在多种动物中获得成功，但是克隆效率低成为目前困扰该项技术进行实际应用的最大

限制因素【20蚰11】。核移植中体细胞的重编程要在供体细胞转入和合子转录这样短暂的时间间

隔中发生。核重编程过程包括染色体结构重建、DNA甲基化、组蛋白乙酰化、印迹基因表

达、端粒长度恢复、x．染色体失活等【21抛18】。整个重编程过程不发生DNA序列的变化，主

要发生表观遗传修饰的改变，转变供体细胞核的基因表达模式。越来越多的证据表明供体

细胞核的异常表观遗传重编程(epigenetic reprogramming)可能是导致克隆失败的主要因素。

植入核的重编程是否彻底，是与受体卵母细胞胞质密切相关的。卵母细胞是动物体中

极为特殊的一类细胞，可以使高度凝集化与修饰化的精子的核去致密化并发育成原核状态，

与卵原核一起形成合子，产生一个新的生命形式。高度分化的体细胞核进入卵子胞质后，

也能使前者进入生命的原始状态，指导克隆胚胎发育到期。因而，卵子胞质是一个尚无破

解的谜。核之重编程，供体核和受体卵胞质之间的相互协调很大程度上应该取决于卵胞质

的状态【219，2201。卵母细胞中相关物质的极性分布可能影响体细胞核移植的重编程从而影响其

后的胚胎发育。核移植一般以MII期卵母细胞为胞质受体。核移植包括第二次减数分裂纺

锤体的去除和一个细胞(包括胞质和核)的移入，从而胞质被重建。去核过程通常是把成

熟卵母细胞的MII纺锤体和其周围的少量胞质一同去除，由于第二次减数分裂纺锤体定位

在动物极，因此去核过程有选择性地去除了动物极大量胞质。胞质的去除量根据方法及操

作熟练程度的不同可达5％．50％之间，相应于失去同等比例的胞质因子，这些因子可能对

重编程是非常关键的[221,222]。

前已述及，染色体能够诱导皮质重组【|71】，并且这种诱导作用具有距离效应。这个效应

取决于小GTPase RAN。在小鼠卵母细胞成熟过程中Ran．GTP以染色质为中心呈梯度分布

【15】。如果这个梯度发生变化那么染色体或染色质包被颗粒周围不能出现皮质重组【701，证明

RAN．GTP在这个过程中起主要作用。RAN的下游分子RAC均匀的分布于卵母细胞皮质，

但是其GTP结合的活性形式只发现于重组区域，RAC的激活完全取决于附近染色质。这些

结果提示在卵母细胞极性化过程中，染色体周围可能募集了更多与体细胞重编程有关的物

质和因子，在核移植去核过程中，这些因子随染色体一起被去除了。

上述提及的物质与因子只是作为一些研究过的例子，但是这些因子是否对外来核的重

新编程起作用，目前无实验证据。但是这些活若干未知因子的去除是会对克隆胚胎的质量

造成影响的。与卵母细胞核相关的母源物质的存在可能在供体核的重编程过程中发挥作用

【223’2矧。为了验证卵母细胞核物质存在对克隆胚胎的发育产生影响，我们设计了被称之为“反
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向核移植操作"的程序。初步结果表明，卵母细胞的核的确有助于供体细胞的重编程，而

且有助于重编程的物质是极性分布的，即可能与染色体相关联或者在染色体周围呈梯度分

布。

3．反向核移植

核移植一般顺序为先去核再移核，然而反向核移植(reverse nuclear transfer,对盯)方

法是先把供体细胞核移入完整卵母细胞后，再进行卵母细胞的去核。该方法用于多项研究

以提高克隆效率。Munsie等(2002)[2251用piezo辅助的显微注射方法将颗粒细胞注射到完

整MII小鼠卵母细胞胞质中，然后在2h内去除卵母细胞的中期核，卵母细胞继续激活至

5h。这一方法明显提高了显微操作卵的存活率，并支持胚胎发育到囊胚期。Verma等(2002)

[2261将胎儿成纤维细胞与猪卵母细胞融合，同时进行激活，然后在4．6h内去除卵母细胞的

核，与传统方法相比，该方法得到较高的囊胚发育率。Peura等(2003)[2271将反向核移植

法与无透明带技术相结合应用于绵羊。结果表明，反向法与正向法相比，前者的囊胚率显

著高于后者。根据人类MII卵母细胞的纺锤体处于与第一极体相邻半球的卵母细胞质内的

特点，将供体细胞在去核前核移植到卵母细胞内与极体相对的位置，然后对卵母细胞进行

活化处理。待出现原核样核后，根据两个原核样结构与第一极体的相对位置不同来区分雌

原核与供体细胞核，即将离极体较近的原核作为雌原核去掉。通过这种方法囊胚发育率得

到提高f22引。有关小鼠RNT的研究表明，通过注射方法进行细胞核移植后30min到1h内去

除卵母细胞核可以获得活的克隆动物，并且效率与常规核移植克隆相似，而细胞注射后3h

去核得到的胚胎进行胚胎移植后没有得到孕鼠【2291。Yang等(2010)[230】的研究表明，完整

的小鼠卵母细胞能够有效的将体细胞进行重编程，并且在不去核的情况下得到多倍体胚胎，

最终分离培养得到4n的ES细胞。

4．促进核重编程的原因

完整卵母细胞促进核重编程的主要原因是细胞质中的染色体相关因子，如减数分裂时

调节染色体变化的细胞因子，它们均存在于中期染色体附近，与供体核的重编程有关【23¨。

供体核和卵母细胞染色体共同孵育使得这些因子从卵胞质从容进入供体核，有利于供体核

的重编程。在有丝分裂中对染色体结构进行整体调控中发挥作用的胞质因子(如A—kinase

锄chonng proteinAKAP95)在卵母细胞中期板上也有分布口311。此外，在减数分裂成熟和受

精过程中调控母源染色体的因子(如MPF)也在中期染色体周围分布【2321。母源染色质相关

因子的存在有利于牛克隆胚胎的核重编程【2231。正常克隆胚胎中微卫星区域出现异常的去甲

基化，而将细胞注射到完整卵母细胞后得到的胚胎中去甲基化很有效，说明存在卵母细胞
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特异的去甲基化活性，该活性修饰DNA的表观遗传状态。这些结果说明，卵母细胞核相关

的因子对体细胞核移植重编程过程起到重要作用。

综上所述，卵母细胞的发生有着严格的调控机制，进行着一种不对称的细胞分裂，保

证了产生的卵母细胞含有足够的、用以支持受精后胚胎发育的营养和遗传物质，积累足够

的用以使精子发生生命作用的物质因子。也正是由于卵母细胞中存在足够的遗传与营养物

质，才有可能使得体细胞克隆成为可能。因此，深入探讨卵母细胞的发生与成熟过程及其

机制，不仅对有性生殖有重要意义，对于动物的无性繁殖与生殖具有更大的意义。
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自春玲 牛孤雌多倍体胚胎与克隆多倍体胚胎的研究

研究论文

第二章牛、山羊、绵羊箩日母细胞成熟过程中细胞核和

细胞骨架的动态学变化

．▲上．-J-

刖罱

卵母细胞发育成熟是一个极其复杂的过程。哺乳动物在有腔卵泡形成之前，卵泡在FSH

的作用下开始发育，卵母细胞在这个生长过程中合成并储存大量的蛋白质和mRNA，为后

期的成熟和早期胚胎发育提供信息和能量来源，获得恢复减数分裂能力【l。3】。恢复减数分裂

的标志是发生GVBD，此后核膜消失，染色体凝集，细胞骨架重新组装成为纺锤体，最后

排出第一极体，卵母细胞核成熟。在到达核成熟和胞质成熟之前，卵母细胞中的细胞骨架

经历一系列变化，从而促进减数分裂相关分子的转运【4'5】、染色体的排列以及纺锤体的形成

【6'刀。纺锤体的形成和动态变化主要受微管、微丝和与染色体和微管相关联的动力蛋白等调

控⋯0】。对哺乳动物减数分裂的研究大多数都是以小鼠为动物模型进行鲥11。51。但是很多大

型动物的纺锤体组装和动态变化与小鼠存在差别【1¨91，因此其中的机制也有不同。

体外成熟的卵母细胞在胚胎工程研究中发挥重要作用。体细胞核移植中体细胞必须在

去核的卵母细胞内进行重编程，以恢复其全能性，而卵母细胞的成熟程度则会直接影响体

细胞的重编程过程，进而影响后期重组胚维持正常的分裂发育【20,211。此外，受体卵母细胞

核的完全去除是克隆动物生产的前提条件【221，如果卵母细胞去核不完全可能会造成胚胎的

染色体倍性异常，发生孤雌激活或发育受阻、早期胚胎死亡等【23】。因此，既要保证卵母细

胞的充分成熟又要保证去核完全显得尤为重要。由于卵母细胞的去核及注核需要一个一个

的进行，极大地限制了核移植胚胎的生产速度。因此，了解卵母细胞体外成熟时间规律和

形态特征对于在有限的时间里生产尽量多高质量的核移植胚胎具有重要意义，通过在适当

时间去除卵母细胞卵丘后再进一步成熟培养一段时间，既能保证极体与卵母细胞核处于近

邻位置以利于去核，又不影响卵母细胞质成熟。本实验对体外成熟过程中牛、山羊、绵羊

卵母细胞恢复减数分裂后的核进程事件及细胞骨架的动态变化进行了较为详细的观察对

比，为体细胞核移植操作提供参考，以便选择最佳卵母细胞去卵丘时间。
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1．材料与方法

1．1材料

1．1．1主要仪器设备

体式光学显微镜(Nikon，SMZ—1500)，C02培养箱(立康，邯90)，立式光学显微镜

(Nikon，B12265)，超净工作台(泰斯特)，激光共聚焦显微镜(BIo．RAD，MRC．1024ES，

OLYMPUS FLUOVIEW FV 1 000)。

1．1．2试剂及耗材

体外培养用主要试剂：E2、LH、FSH和无机盐类均为Sigma公司产品，TCMl99、FCS、

PBS和血清为GIBCO产品。OES(发情羊血清)为自制。 ·

蛋白检测用主要试剂：抗小鼠a-tubulin单克隆抗体(Sigma，T-5168)、FITC偶联的山羊抗

鼠IgG(Sigma，F-0257)，FITC标记鬼笔环肽(Sigma，P-5282)，透明质酸酶(日本和光制药株

式会社)，TrionX一100(Amreseo)，多聚甲醛(Merck)，PI染色液(sigma，P-4170)。

四孔培养板为Nunc产品，其余玻璃器皿及耗材均为国产。

1．1．3培养液

羊卵采卵液：M199+2．29／L NaHC03+10mM Hepes+5IU／ml肝素+I％FBS

羊卵成熟液：M199成品液+10％OES+0．01}tg／ml雌二醇+0．01 IU／ml FSH+I IU／ml

LH+2mM丙酮酸钠

牛卵成熟液：M199成品液+10％FBS+0．01 p咖1雌二醇+0．01 IU／ml FSH+I IU／ml LH

洗卵液：M 1 99+2．29／L NaHCOa+25mM Hepes+1％FBS

卵母细胞固定液：I'BS(-卅％多聚甲醛+o．2％TritonX一100

封闭液：PBS(一)+3％BSA

洗液：PBS(一M．3％BSA

1．2方法 ，，一 ＼．

·．'-h、

1．2．1卵母细胞的收集和体外成熟培养 t>

山羊、绵羊：取屠宰母羊卵巢，置于25．30。C灭菌生理盐水中带回实验室，用生理盐水—一

洗三遍，在加有采卵液的培养皿中用手术刀片切割取卵，光学显微镜下检卵。选择A级(有

数层致密卵丘细胞)和B级(有数层较疏松卵丘细胞)未成熟卵母细胞置于成熟培养液，在
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四孔板中培养，按50枚／0．5ml培养卵母细胞。培养条件为38．5。C、100％湿度和5％C02的

气相。

牛：取屠宰母牛卵巢，置于25．30℃灭菌生理盐水中带回实验室，用生理盐水洗三遍，

用带12妒针头的10ml注射器抽取卵巢表面2．8mm卵泡卵，捡卵，选择A、B级卵母细胞进

行成熟培养，培养浓度和条件同山羊、绵羊卵母细胞。

1．2．2微管和微丝的免疫荧光染色

成熟培养Oh、2h、4h、6h、8h、10h、16h、20h、24h和26h后的卵母细胞分别在在含0．1％

透明质酸酶的液体中振荡去掉卵丘细胞，PBS(．卜0．3％BSA洗一遍，在PBS+4％多聚甲醛

+0．2％TritonX一100中室温固定通透lh，PBS+3％BSA中洗三遍(3％的BSA起到封闭作用)，

然后直接进入抗小鼠a．Tubulin单克隆抗体中室温lh或4。C过夜，抗体用PBS(．)+0．3％BSA按

1：500稀释。一抗孵育完毕，PBS(．舯．3％BSAO?洗三遍，进入FITC标记的山羊抗鼠IgG室温

1h，稀释比例为1：500。PBS(一汁O．3％BSA洗涤，用lOog／ml的Pl染细胞核。最后，用甘油：PBS

按1：1配制的封片液封片。激光共聚焦系统观察，拍照。

染微丝时卵母细胞的固定通透同微管的染色。固定后的卵母细胞直接进入按l：300稀释

的FITC．鬼笔环肽，37。C lh，PBS(一)+o．3％BSA洗涤，PI染核，封片，激光共聚焦观察。

2．结果

2．1卵母细胞成熟过程中的核成熟进程

分别在成熟培养Oh、2h、4h、6h、8h、12h、16h、20h、24h和26h时收集牛、山羊和绵

羊的卵母细胞，通过对纺锤体微管和染色体的染色分析了在整个体外成熟过程中细胞核的

成熟进程(表2．1，图2．1)。三种动物的卵母细胞在刚开始培养的一段时间内，90％以上的

卵母细胞都处于GV期，随着进一步培养，各自显示出一定的特点(图2．1 A，B，C)。牛和

山羊卵母细胞在成熟培养4h后开始发生GVBD，12hlil]有50％．60％的卵母细胞到达MI期，16h

到达AI／TI期峰值(42％)，20h后牛和山羊分别有66％和84％的卵母细胞进入MII期；绵羊卵

母细胞核成熟进程略慢于牛和山羊，GVBD发生的时间也是成熟培养4h后开始发生，但达

AI／TI期峰值的时间和发育为MII期的时间分别为20h(50％)和24h(76．5％)，均晚于牛和

山羊。
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表2．1牛、山羊、绵羊卵母细胞在体外成熟不同时间的核相

Table 2-1 Nuclear state of oocytes from bovine，goat,sheep at different time during in vitm maturation

0h

2h

4h

6h

8h

lOh

12h

16h

20h

24h

24(88．9)

16(88．91

22(81．51

8(38．1)

8(26．7)

2(5．71

1(3．01

O

2(5．4)

O

O

1(5．6)

4(14．8)

13(61．9)

22(73．3)

16(45．71

12(36．4)

O

O

O

1(3．7)

1(5．6)

1(3．71

0

O

1 5(42．9)

20(60．6)

1 5(34．9)

3(8．1)

3(13．6)

0

O

O

O

O

O

O

18(41．91

1(2．7)

O

2(7．4)

O

O

O

O

2(5．7)

O

10(23．2)

31(83．8)

1 9(86．4)

26h 2(3．1)0 8(12．5)0 54(84．4) 64

绵羊卵母细胞
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A 牛卵母细胞减数分裂进程
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一80．0_ ＼入 ／⋯
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U·U■ - --- _-_ rows mira -’
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B 山羊卵母细胞减数分裂进程
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绵羊卵母细胞减数分裂进程
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一
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}皿20．0％
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图2-l体外成熟过程中牛、山羊、

绵羊卵母细胞的核成熟进

程

Gv．生发泡期

Pre-MI：前中期I

MI：中期I

AI：后期I／末期I

MII：中期II

Fig．2-l Nuclear maturation

process of oocytes from

bovine,gOat and ovine

during in vitro maturation

GV：germinal vesicle stage

Pre-MI：prcmetaphasc l

MI：metaphase I

AI：anaphase l／telophase I

MII：mctaphase II

2．2染色体和纺锤体的形态学变化

分别对三种动物的GV期、前中期I(Pre．MI)、中期I(MI)、后期I／末期I(AFTI)、

第二次减数分裂中期(MⅡ)的卵母细胞进行了细胞核和细胞骨架的免疫荧光染色分析。三

种动物各时期的特征基本相似，但也存在一些区别。

共同点：在GV期，卵母细胞中检测不到微管结构(图2．2A，A’，A”)。发生GVBD后，

在前中期I，可观察到与凝集的染色体相关连的微管星体(图2．2B，B’，B”)。MI期，染色体
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和微管组装成纺锤体，凝集的染色体整齐地排列在中期板上(图2．2C，C’，C”)。后期刚刚开

始的时候，同源染色体分开，此时还可以分辨单个染色体，纺锤体呈对称的桶状(图2．2D，D’，

E’’D”)。随着进一步向后推移，纺锤体两极的单倍体染色体组各凝集成一团，单条染色体

不可分辨，纺锤体也逐渐由对称状态向不对称状态变化，中间体(midbody)向一端迁移(图

2．2E，F’，E”，F，G’，F”)。等到末期，中间体两侧的微管与染色体的接触面一边宽、一边窄，

之后微管从接触面窄的一侧与染色体脱离(图2．2G，G”)。紧接着卵母细胞完成成熟过程

到达MII期，排出第一极体，大量的微管分布于极体中(图2．2H，H’，H”)。

除了上述相同的特征，牛、山羊和绵羊卵母细胞的核和纺锤体在成熟过程中也显示出

不同的特点。GV期，绵羊卵母细胞呈现三种核型： (1)核较大，细丝状的染色质弥散在

整个生发泡内(图2—3A)；(2)弥散的丝状染色质分布在整个核区，核区有一个或两个核

仁(图2—3B)； (3)核相对较小，染色较深，弥散程度低(图2．3C)。AI／TI期，绵羊卵

母细胞有一部分出现三极纺锤体，染色体呈现三团，其中一团体积较大，另外两团体积小

且大小相当(图2—3D，E)。MII期，部分绵羊ff[gPBl中的染色体分成两团、三团甚至几团，

有些由微管相互连接(图2．3F)，有些则没有微管相连，形成两个极体样结构(图2．3G)，

这可能就是AI／TI时期观察到的三极纺锤体的染色体相分离而来。MII期山羊大约有50％的卵

PBl中的染色体不是里凝集状态，而是分散成单个染色体(图2．3H)。

2．3微丝分布的变化

在牛、山羊、绵羊卵母细胞成熟过程中微丝的分布没有差别，与已经报道的结果一致【l 8】。

从GV期到MI期，微丝主要在皮质层分布，胞质中基本没有明显的微丝分布，也不在染色体

周围聚集(图2-4A，B，A’，B’，A'’，B”)。AI期开始，在染色体周围逐渐出现聚集的微丝，形成

纺锤体样结构(图2．4C，C’，C”)，第一次减数分裂完成时染色体周围微丝随极体排出，MII

期染色体周围也观察不到微丝分布(图2．4D，D’，D”)。
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图2-3山羊和绵羊卵母细胞体外成熟过程中染色体和纺锤体呈现的不同于牛卵母细胞的其他特点

AC：GV期绵羊卵母细胞：D．E：绵羊卵母细胞AI／TI期的三极纺锤体；F-G：MII期绵羊卵母细胞：H：

MII期极体内染色体分散的山羊卵母细胞

红色：染色体；绿色：微管

Fig．2-3 Characteristics of chromosomes and spindles of goat and ovine oocytes that different from

bovine oocytes during in vitro maturation

A-C：GV stage ovine oocytcs；D-E：tripolar AFTI spindles ofovine oocytes；F—G：MII stage ovine oocytes；H：

MII oocytcs of goat with dispersed chromosomes in polar body

Red：chromosome；Green：microtubule．
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牛卵母细胞(bovine oocyte)

山羊卵母细胞(goat oocyte)

绵羊卵母细胞(ovine oocyte)

图2-4牛、山羊、绵羊卵母细胞体外成熟过程中微丝的分布变化．

A-D：GV．MII期牛卵母细胞微丝分布；A’．D’： GV-MII期山羊卵母细胞微丝分布；A”-D”： GV-MII期

绵羊卵母细胞微丝分布。红色：染色体：绿色：微丝

F喀2-4 Dynamic changes of microfdaments of oocytes from bovine，goat and ovine during in vitro

maturation．

A-D：microfilament distribution in bovine oocytes at GV-MII stages；A’-D’：microfilament distribution in goat

oocytes at GV·MII stages；A’’-D’’：microfflament distribution in ovine oocytes at GV-MII stages．

Red：chromosome；Green：micrombule．

3．讨论

随着家畜细胞核移植、转基因和胚胎干细胞等技术的发展，对卵子质量的要求越来越

高，卵子的来源和质量是体外常熟培养技术体系的关键因素之一。卵母细胞发育成熟是一

个极其复杂的过程，受卵泡内外环境许多因素的影响，而体外培养系统尚不完善，导致卵

母细胞的体外成熟质量不高，进而制约胚胎工程技术的研究与应用。了解实验条件下卵母
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细胞减数分裂核发育进程能为更有效的开展核移植操作奠定基础。哺乳动物卵母细胞恢复

减数分裂后的核成熟进程研究在小鼠【24】、人[251、猪[203、牛‘埔,271、绵羊‘281、山掣291、马po】

和猁31】等动物中已经有报道。本实验对牛、山羊、绵羊在本实验室条件下体外成熟过程中

核成熟进程进行了分析对比，牛卵成熟进程与已报道结果相似。牛和山羊成熟进程基本相

似(图2．1A，B)，而绵羊的核成熟似乎比牛和山羊的核成熟慢(图2．IC)。已报道结果多将

卵泡按其直径大小分类后进行研究f26捌，但在通常的胚胎工程实验中，牛卵母细胞的回收

由于可用注射器抽取，可以区分不同大小卵泡，但是绵羊和山羊卵母细胞一般通过切剖法

回收卵母细胞，因此不容易区分不同大小卵泡，而且区分过程比较费时，体外暴露时间延

长必然影响体外成熟结果。因此在不按直径进行分类的情况下了解其体外成熟进程对于更

好的把握体细胞核移植的时间切点进而提高核移植效率具有重要意义。

哺乳动物卵母细胞的减数分裂成熟过程中，微管和微丝等细胞骨架的组织和结构发生

了一系列明显的变化，从而为染色体重组和细胞分裂提供了一个框架。微管和微丝的组装

与解聚的动态变化研究已在爪蟾【32’331、果蝇【341、酵母【35】和许多哺乳动物中都有报道【18,36．．40]。

本实验通过免疫荧光染色方法检测了牛、山羊、绵羊三种家畜动物卵母细胞减数分裂成熟

过程中纺锤体微管、染色体和微丝的动态变化。从形态上看，三种动物卵母细胞在整个成

熟过程中细胞骨架的动态变化基本一致(图2．2)。微管在GVBD后开始在染色体周围组装，

逐渐形成中期纺锤体，到后期时分布于分离的两组同源染色体之间，呈对称的桶状；随着

进入末期，微管纺锤体不再呈对称状态，中间体(midbody)向一端迁移，中间体两侧的微

管与染色体的接触面一边宽、一边窄，之后微管从接触面窄的一侧与染色体脱离。紧接着

卵母细胞完成成熟过程到达MII期，排出第一极体，大量的微管分布于极体中。家畜动物卵

母细胞纺锤体的形状与小酬36】的有所差别，小鼠中期纺锤体有相对比较明显而集中的纺锤

体极，但家畜动物的纺锤体极不集中，比较宽；在开始进入后期时，小鼠卵母细胞中微管

除了分布于两组同源染色体间，还在染色体另一侧分布，可能起到牵引作用，家畜动物中

后期只在分离的染色体间分布。这些不同点说明家畜动物卵母细胞减数分裂与小鼠在微管

作用方面可能存在一定差别。本实验结果发现，家畜动物卵母细胞两组同源染色体在后期

从比较明显的可数状态变成末期不可数的凝集状态。这可能是保证染色体准确分离的机制

之一。可能纺锤体检验点在这个过程中发挥了作用。减数分裂过程中染色体的正常分离对

卵母细胞的正常发育至关重要。纺锤体检验点是阻止染色体发生错误分离的一个质量监控

系统，其通过检测纺锤体微管的缺陷、有丝分裂或减数分裂的染色体不正常的配对或偶联

以及动粒不正确的定向，阻止染色体分离的启动，从而避免染色体的错误分离及含有非整
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倍染色体子细胞的形成t4¨。染色体的高度凝集可能保证了染色体在分离过程中不会因为散

在分布而丢失，也说明从后期开始时有一些分子逐渐被募集到染色体周围，并逐渐将各组

同源染色体分别聚集在一起，而在极体排出之后又有相关机制使这些分子失去作用，从而

形成第二次减数分裂中期纺锤体。这些机制都是值得我们进一步深入研究的。

除了共同特征，三种动物间纺锤体动态变化也存在一些差别。绵羊卵母细胞的GV核呈

现三种形态，其中核比较大，染色质弥散分布和核中有核仁的两种(图2—3A，B)可能是发

育能力较强的两种，因为前者占大多数，后者次之。而核较小、染色深、弥散程度低(图

2-3C)的一种可能发育能力较差，因为这种卵很少，而且体积偏小，在长时间培养后未发

生GVBD的卵中有一部分核是这种形态的，另外两种形态的少。绵羊有部分卵母细胞AI／TI

期出现三极纺锤体(图2．3D，E)，染色体呈现一大两小三团，这可能是在体外成熟过程中

负责将染色体凝集在一起的分子功能发挥出现异常，无法将其中一组同源染色体完全凝集

在一起。两小团染色体最终都是进入极体的，极体染色体分成两团、三团甚至几团，有些

由微管相互连接(图2．3H)，有些则没有微管相连(图2．3L)，形成两个极体样结构。这

种类型的卵母细胞极体较扁。有人对人卵母细胞的第一极体进行形态评分【42】：l级，完整、

圆、表面光滑；2级，完整、表面粗糙；3级，不完整、碎片。认为1级的第一极体卵母细胞

受精率高于2级和3级第一极体的卵母细胞，并且胚胎质量也比较好。可能绵羊中极体扁的

卵母细胞也代表了质量相对差的一部分卵母细胞。但是，Ebncrl43】则认为第一极体的形态和

受精无关。山羊MII期卵母细胞有一部分极体中染色体呈可数状态(图2．3F)，这可能极体

中也分布了MII期将同源染色体解聚成单个染色体的分子，从而使极体中染色体呈单个分

布。

微丝对核的迁移和极体的排放起很重要的作用【17彤卅。用细胞松弛素B处理小鼠卵母细

胞【45】不影响GVBD的发生，并且GVBD后减数分裂纺锤体能够形成。但是，减数分裂纺锤

体和染色质不能迁移到细胞皮质区，极体的排放被抑制。本实验对三种家畜动物卵母细胞

微丝分布的观察结果与已报道的牛的结果【1 8】相同(图2-4)，卵母细胞从GV期到MI期微丝分

布在质膜下方皮质区，从后期开始在染色体周围出现微丝分布，微丝围绕着染色体，最终

染色体周围的微丝绝大部分随第一极体排出。

本实验结果表明，牛、山羊、绵羊的卵母细胞在体外成熟过程中细胞骨架和染色体的

动态变化基本相同；牛和山羊体外成熟时核的成熟进程相似，绵羊的成熟进程略慢于牛和

山羊。这为把握体细胞核移植操作的最佳时间点进而提高核移植效率具有重要意义。
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第三章细胞松弛素B(CB)对牛卵母细胞成熟和

二倍染色体卵母细胞形成的影响

前言

纤维状肌动蛋白(F．actin)即微丝(microfilament，Ⅷ)遍及所有类型的细胞(包括配

子)，并且使细胞体现出独特的特征。细胞内都有一个很大的非纤维状肌动蛋白(G．actin)

库，用于维持当细胞在承受环境变化时快速组装成F．aetin的能力【11。细胞骨架的组装和去

组装，尤其是微管和微丝的组装，在减数分裂纺锤体形成、染色体排列和分离、核物质从

细胞中心向皮质区迁移以及PBl和PB2排出等过程的调控中起到关键作用【2捌。对牛卵母

细胞成熟过程的研究显示，几乎所有的MTs和MFs在牛卵母细胞减数分裂过程中都随着

PBl和PB2的排出而排出【4】。

微丝参与卵母细胞减数分裂过程中的多个细胞动力学事件。除了牵引纺锤体迁移，还

介导皮质颗粒向皮质区的移动、皮质纺锤体锚定、同源染色体分离、参与胞质分裂收缩环

的形成等【31。利用一些抑制剂来处理体细胞和卵母细胞是研究微管和微丝的组装和功能的

常用方法。细胞松弛素B是第一个用于研究细胞骨架的药物，它是真菌分泌的生物碱。细

胞松弛素(细胞松弛素B及其衍生物)在细胞内同微丝的正端结合，并引起F．肌动蛋白解聚，

阻断亚基的进一步聚合。当将细胞松弛素加入到活细胞后，肌动蛋白纤维骨架消失，使动

物细胞的各种活动瘫痪，包括细胞的移动、吞噬作用、胞质分裂等。在小鼠‘5_刀和猪【81卵母

细胞减数分裂过程中用引起微丝解聚的药物CB或CD破坏或抑制MF组装不会抑制卵母细

胞发生GVBD，但是导致极体(polar body,PB)排出的失败。当小鼠卵母细胞用CD处理，

同源染色体能够发生分离，形成两个减数分裂纺锤体，但是最终不能发生胞质分裂，两个

纺锤体又相互靠近融合形成一个大的纺锤体【6】。在猪上，CB处理引起的现象与小鼠中相似

【引。用尼古丁处理牛卵母细胞也观察到类似的现象，并且尼古丁处理导致二倍体卵母细胞

形成【9】。本研究用不同浓度的细胞松弛素B处理牛卵母细胞后，对卵母细胞的成熟、减数

分裂纺锤体形成的动态变化、卵母细胞最终的染色体组成等进行了研究。

1．材料与方法

1．1材料

材料及牛卵母细胞培养液同第一章材料。
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1．2方法

1．2．1牛卵母细胞的体外成熟

方法同第一章。根据实验需要在成熟液中添加CB。

1．2．2微管和微丝的免疫荧光染色

分别收集不同实验组的卵母细胞，固定液固定，进行微管和微丝的免疫荧光染色。染

色方法同第一章。

1．2．3卵母细胞染色体分析

根据实验需要收集各组卵母细胞。将去除卵丘细胞的卵母细胞在O．8％的柠檬酸钠溶液

中低渗处理3-5min，然后2．3枚一组在少量液体中置于载玻片上，快速在其上滴加1．2滴

固定液(甲醇：冰乙酸--3：1)使卵固定并破裂释放出染色体。晾干24h以上，使染色体在载

玻片上粘牢之后用1：100稀释的吉姆萨染液染色30min，清水冲洗去除残留染液，晾干后封

片，正置显微镜(Nikon 80I)下观察并照相。

1．2．4实验设计

(1)在成熟液中添加0．1、0．2、0．5、1．0、2．0、5．0、7．5和10．0 pg／na的CB处理牛卵母

细胞24h(全程处理)后，检测CB对成熟率和染色体组成的影响。通过PBI的存i!，*

在来判断卵母细胞的成熟。有PBl和无PBl的卵母细胞用于进行染色体分析。

(2)卵母细胞用含7．5和15 pg／ml CB的成熟液分别处理6、8、10h(预处理)。然后彻

底清洗卵母细胞，并用正常成熟液继续培养到24。检查极体排出情况。本实验用于

确定用CB预处理卵母细胞是否影响成熟。

(3)成熟中的卵母细胞用CB处理。COC首先在正常成熟液中培养10h。此时的卵母细

胞主要出于前中期，将它们转移到含有1．0、3．0、5．0和7．5 I_,g／ml CB的培养液中

培养至24h(后处理)。然后检测卵母细胞的成熟情况。

(4) 由实验(3)结果知道CB后处理会影响卵母细胞成熟。COCs首先在正常培养液中

培养10h，然后转入含7．5 pg／ml CB的培养液中，分别培养至24h、30h、36h、48h，

然后检测细胞染色体组成。本实验的目的是分析是否随着CB中培养时间延长分开

的染色体合成一个大纺锤体的几率增加。

1．2．5数据分析

体外成熟实验每组重复三次以上。各组的成熟率和染色体组成用t．检验方法进行比较。

67
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2．结果

2．1 CB处理24h对牛卵母细胞成熟和染色体单倍性的影响 ．

用CB处理牛卵母细胞24h的结果显示，CB以剂量依赖的方式影响卵母细胞成熟和染

色体数的单倍性。当CB浓度≤1．0 p卧n时，卵母细胞的成熟率与对照组无显著差异

(83％-85％)，但是，当浓度为2．0 p∥IIll和5．0 p咖ll时成熟率为44．8％和29％，显著低于

对照组(P<0．05)，浓度达到7．5 p酌m和10．0 p咖l时所有卵都没有排出PBl(见表3-1)。
对排出PBl的卵母细胞进行染色体分析显示，CB浓度≤1．0 p咖l时，88％一95％的卵

母细胞染色体数是单倍的(n一30)，浓度为2．OItg／rrd时单倍性显著下降(74％，P<0．05)，浓度

达到5．009／Inl时，只有约50％的细胞是单倍性的(见表3．1)。

对未排PBl的细胞进行染色体分析发现，50％以上的卵母细胞染色体呈二倍性(2n=60)

(见表3．1)，包括两组30条染色体(图3．1D．G)或者是一组60条染色体(图3．1H．L)。

表3．1不同浓度CB处理24h后卵母细胞的成熟率和有PBl卵母细胞的染色体组成

Table 3—1 Maturation ofoocytes incubated in CB—containing medium at different concentrations for 24 h and

chromosomal analysis of the ooeytes诵廿l PB 1

CB 卵母细胞数

0tg／rm) No．ooeytes

有PBl卵

Oocytes

有PBl卵母细胞的染色体状态

Chromosome status of PBl oocytes

with PBl(％) 数目No． N--30 n>30 N<30

Control

0．1

0．2

O．5

1．0

2．0

3．0

5．0

7．5

89 74(83．1)a 65 61(93．8)a 0 4(6．2)

127 112(88．2)a 87 83(95．4)a 1(1．1) 3(3．4)

121 103(85．1)8 77 68(88．3)8 2(2．6) 7(9．1)

1 19 103(86．6)8 82 72(87．8)6 8(9．8) 2(2．4)

131 111(84．7)8 90 82(91．1)b 6(5．4) 2(2．2)

116 52(44．8)c 46 34(73．9)b 5(10．9) 7(15．2)

121 42(34．7)c 36 21(58．3)。4(11．1) 11 Oo．6)

109 32(29．4)c 25 13(52)c 4(16)8(32)

110 O O 0 0 0

lO．0 121 0 0 0 0 0

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a，b和b，c：P<0．05；如c：P<0．01．

Values with different superscripts within the salTle column differ significantly．a，b and b，c：P<O．05；a’c：

P<0．01．
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表3-2不同浓度CB处理24h未排极体卵母细胞的染色体组成

Table 3-2．Chromosomal analysis of non—PB 1 oocytes after incubation of oocytes in CB-containing media at

different concentrations for 24h

瞰砒吲(％)
№ Ⅲ 棚p—了—i■—面广

identified
。。’。。’’。Total

0 89 15(16．8)。 14 11(78．7)‘ 3(21．4)‘0 0 0

1．0 131 30(22．9)。 26 16(61．5)。7(26．9)I 3(11．5)6 0 3(11．5)。

2．0 116 64(55．2广 54 16(29．6)6 11(20．4)‘17(31．5)I 10(18．5)b 27(50)a

3．0 121 79(65．3)。 72 20(27．7)b 8(11．1)。 33(45．8)。11(15．3)b 44(61．1r

5．0 109 77(70。6)6 68 16(23．5)b 8(11．8)8 31(45．6)I 13(19．17 44(64．7)I

7．5 l 10 110(100)4 97 24(24．7)b 12(12．4)‘32(33．o)曲29(29．9)b 61(62．9)‘

10，0 121 12 J000)" 101 28(27．7)b 1100．9)4 28(27．7)曲34(33．7)b 62(61．4)‘

一_—-●_!=!=●只—'_’_=●'●·，—!-●—!_，_●●-，-，——_————-——__--___——_-—-—__-—一一一-同--YU中不同的上标数值表示有显著性差异。a’b和b，c：P<0．05：a'c：P<0．01． 一一一一一
Values with different superscripts within the same column are significantly different．egb and b，c：P<0．05；a，c：

p<0．01．

图3一l卵母细胞在含有CB的培养液中培养后的染色体状态。(A，B)MI染色体；(C)MII染色体；(D)早越

期同源染色体分离：(E)两fli30条染色体；(F，G)两组30条染色体的中期板相互靠近；(H-L)合并到
一起的染色体，2n(4c)---60。1000×

Fig．3～Chromosomal state after the oocytcs incubated in CB-containing media．(A，B)MI chromosomes；(C)
MII chro-mosomes；(D)Homologous chromosomes separated in early anaphase J；(E)two

30-chromosomes in a cell；(F，G)the two 30 plates move together；(H_L)龇merged chromosomes，2n

(4c)=60．1000×．
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对成熟16h、20h、22h和24h的卵母细胞进行免疫荧光染色结果显示，与对照组卵母细

胞相比(Fig．3-2 A．E)，CB处理细胞细胞呈现如下特征：(1)纺锤体微管变形，使纺锤体形

状不规则(图3．2 F)；(2)同源染色体分离后不发生胞质分裂，两组染色体形成两个纺锤体(图

3-2G．D，这种现象在处理16h的时候开始出现，20h的时候最多，22．24h时减少；(3)在20h

的时候，开始出现一个超大纺锤体(图3．2 K-L)，22．24h时数目达到最多。具有两个纺锤体

和一个大纺锤体的卵母细胞与图3．1中30条染色体和60条染色体相对应，染色体数都是二倍

的。

图3．2 CB处理卵母细胞的纺锤体形态。对照组MI期(A_C)、TI期(D)和MII期(E)卵母细胞。CB处理卵母细

胞引起纺锤体不规则(F)、出现两个纺锤体(G．J)、合并到一起形成大纺锤体(K L)、异常纺锤体

㈣)。630X
Fig．3-2 Meiotic spindle morphology of oocytes treated by CB．Oocytes at MI(』oC)’TI(D)，and MH(E)in

control oocyte$．Cytochalasin B caused spindle irregular and expanded∞，two spindles(G-J)，，merged

large spindle(K L)．Abnormal spindles(M-O)．630 X．

2．2 CB预处理6-10h对卵母细胞成熟的影响

在成熟培养的前6．10h用CB处理卵母细胞以时间依赖的方式影响卵母细胞成熟。用

7．5和1599／ml的CB预处理6h和8h得到的成熟率(约80％)与对照组相近(83％)。当

用151-lg／ml的浓度预处理8h时，成熟率显著下降(65．9％)。预处理时间延长到10h时，

两个浓度的CB都导致成熟率显著下降(60％)(表3．3)。
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表3．3成熟培养前期用CB处理对牛卵母细胞体外成熟的影响

Table 3-3 Effect ofpretreatment谢th CB On in vitro maturation ofbovine oocytes

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a，b：P<O．05．

Values with different superscripts in the same column differ significantly．a’b：P<0．05．

2．3 CB后处理对卵母细胞体外成熟的影响

所有后处理组中(表3-4)，即使CB浓度低至lpg／ml，卵母细胞的成熟率(7．2％一69．6％)

与对照组(84．9％)相比都显著下降(p<O．05或p<O．01)。CB浓度为3．0、5．0和7．5 p酌_IlL

时，有58．5％．92．8％的卵母细胞没有排出PBl。

表3．4不同浓度CB后期处理对卵母细胞体外成熟的影响

Table 3-4 In vitro maturation ofoocytes posttreated at different concentrations with CB

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a'b和b，c：P<0．05；a'c：P<O．01．

Ⅵ，—、·＼

’飞

Values with different superscripts in the same column are significantly different．a，b and b，c：P<0．05；a，伽—／’

P<O．01．
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2．4延长CB后处理时间对卵母细胞染色体组成的影响

COCs先在正常培养液中培养10h，然后转入含7．5 pg／ml CB的培养液中，分别培养至

24h、30h、36h、48h后，对没有排出极体的卵母细胞纺锤体进行免疫荧光染色观察细胞所

处核相。结果发现，在对照组中，83．3％的无PBl卵母细胞停滞在MI期，16．7％处于AI／TI

期；而延长CB后处理时间时，只有极少数的卵母细胞排出PBl到达MII期，无PBl卵中

有33％．36％处于MI期，另有51．8％．62．3％的卵母细胞染色体数是二倍的(4n=60)；此外，

CB后处理至30h以上组AI／TI期卵的比例为1．9．6．4％，显著低于处理至24h组的15．3％，

而由60条染色体组成的巨大纺锤体的卵数增加(表3—5)。

对未排PBl的卵母细胞进行染色体分析显示，约70％同源染色体分离形成二倍染色体，

60条染色体排列在赤道板上或形成两组各30条的染色体(见表3-6和图3．3)。部分卵母细

胞处于MI期(图3-3F)，还有个别卵母细胞同源染色体分离不完全(图3-3L)或染色体分

离不均匀形成多组染色体(图3．3K)。在CB中培养到30以上，形成60条染色体(即形成

巨大纺锤体)的卵母细胞数显著高于处理24h组(表3．6)。

表3．5经CB处理不同时间未排第一极体的牛卵母细胞中纺锤体的形态

Table 3-5 Spindle morphology ofthe oocytes with no pbl after incubation ofoocytes in CB—containing media

for different time．

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a，b：p<0．05。幸包括三极、四极纺锤体或染色体分离异常。

Values with different superscripts in the same column ale significantly different．a’b：p<0．05．·Including

tripolal spindles，tetrapolal spindles and abmormal chromosome segregation．
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表3-6 CB处理不同时间的牛卵母细胞染色体分析

Table 3-6 Chromosomal state analysis ofbovine oocytes incubated in CB-containing media for different time．

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a，b：P<0．05。·包括同源染色体分离不完全或染色体分离不

均匀，染色体成凝集状。

Values with different superscripts in the same column are significantly different．咖：p<O．05．·Including

incomplete or abnormal chromosomes，or chromosomes aggregate together．

3．讨论

微丝是细胞骨架的一个成分，参与很多细胞学事件，在卵母细胞成熟和受精中起到非

常重要的作用【3,10-13】。我们对牛卵母细胞的研究显示，在GV、GVBD、前中期I和中期I

阶段微丝分布在质膜下的皮质区，在后期I之前在染色质区都没有分布。微丝从AI到TI

期变得很明显。如同纺锤体微管的现象一样，微丝随着两组染色体中的一团排出到PBl中。

在PBl排出过程中，几乎所有的微丝都随着极体排出，极体的染色质完全被微丝包围。在

第二次减数分裂的PB2排出过程中也出现相同的现象【4】。在本研究中，CB处理不影响同源

染色体的分离，但是纺锤体微管被破坏，染色体从中心向皮质区的迁移被抑制，最终抑制

了PBl的排出。

微丝组装和聚合抑制剂如CB、CD和LAT通常用于细胞骨架的研究，尤其是微丝的形

成和结构。在小鼠中，用CB处理卵母细胞导致卵母细胞停滞在MI期，但是不影响GVBD、

染色质凝集和纺锤体形成【51，但是破坏微丝并抑制了纺锤体的旋转、胞质分裂和极体排出【7】o

在猪上，用1，3和5I_tg／ml的CB处理卵母细胞44h后【引，约78％．91％的卵母细胞停滞在

MI期，这说明1 p∥111l的CB就足以抑制PBl的排出。在牛上，CB浓度等于或小于llag／ml
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不会影响PBl的排出，但是当CB浓度大于等于2．O,g／IId时卵母细胞成熟率显著下降(表

3—1)。即使高浓度(7．5和10．0 p鲋【111)的CB也不影响GVBD的发生。大部分卵母细胞发

生了GVBD但停滞在MI期。这些结果提示，牛和猪的卵母细胞对CB的敏感性是不同的，

并且是物种特异性的。

i、8锻。≮戮麓繁每
C

罗瓣丽
。黎霉瀵。鬟

爹震髓攀蠊蘧i“ 熊。 秽”躲霉篓镬：黪秽。溪
≥ 旗萎

图3—3高浓度CB中长时间培养对牛卵母细胞染色体的影响

(A。D)对照组：(E．L)CB处理组。(A-C)MII期；(D)四分体；(E)MII期；(F)四分体；(G．H)

合并到一起的染色体，2n=60；(I-J)两组30条染色体；(K)染色体分离异常；(L)同源染色体分离不完

全。1000×

Fig．3—3 Chromosomal state ofbovine oocytes after prolonged incubation、Ⅳith higll concentration of CB．

(A-D)control；(E-L)：CB treatment．(A—C)M II chromosome；(D)tetraploid；(E)M II chromosome；(F)tetraploid；

(G—H)the merged chromosomes，2n=60；(I-J)two 30-chromosomes；(K)abnormal chromosome segregation；

(L)mcomplete segregation ofhomologous chromosomes．1 000×

我们对牛卵母细胞的研究显示，CB浓度在1．01_Ig／ml或低于该浓度时不影响卵母细胞

的染色体单倍性。当CB浓度增加到2．0ttg／ml，不仅使成熟率降低，还导致染色体单倍性

显著降低。我们的数据表明，2．0pg／ml或高于该浓度的CB引起同源染色体不均等分离，

从而导致染色体数目的不平均。长时间的CB处理也引起染色体数目的变化，这可能导致
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PB排出过程中异常的同源染色体分离，使得最终卵母细胞中染色体分布的不规则。对CB

处理后未排出PBl的卵母细胞分析发现，50％以上的卵母细胞含有60条(4c)染色体，有

的是一组60条染色体，有的是两组每组30条染色体(图3．1E．L；表3．2)。

在成熟培养的前期用CB处理不超过8h时不影响卵母细胞成熟。CB前期处理时间延

长到10h就会降低成熟率，只有一半卵母细胞排出PBl。CB处理对卵母细胞成熟的影响是

不可逆的。对前中期I或中期I的卵母细胞用CB进行进一步处理时，即使是较低浓度的

1．0p鲋【lll也能引起极体排出率的显著降低。大部分卵母细胞没有排出PBl，说明与早期(如

GV期)的卵母细胞相比，成熟过程后期的卵母细胞对CB更敏感。对没有PBl卵母细胞

进行染色体分析发现，这些卵中大多数含有60条或120条染色体(2n=60或4c=120)。免

疫染色结果也显示，CB诱导两组后期染色体形成两个纺锤体。然后两个纺锤体相互靠近融

合形成一个大的纺锤体，这导致二倍染色体数卵母细胞的形成，该结果通过将卵母细胞在

CB中延长处理时间进一步证明。这些结果表明，用含CB的培养液不论是前期处理、后期

处理或整个成熟过程处理，均抑制PBl排出，导致2n=60或4c=120卵母细胞的形成。CB

处理的猪卵母细胞【81和尼古丁处理的牛卵母细胞【9】也出现类似的现象。出现这种想象的机制

还需要进一步研究。

参考文献：

【1】Welch MD，Mallavarapu,A．，Roscnblatt,J．，ct a1．Actin dynamics in vitro．Olrr．Opin．Cell Bi01．1 997，9：

5年石1．

【2】Wang W．H．，Abeydeera L．R．，Prather R．S．，et a1．Polymerization of nonfilamentous actin into

microfilaments is锄important process for porcine oocyte maturation and early embryo development．Bi01．

Rcprod．2000，62：1 1 77—1 1 83．

【3】Sun QY，and Schatten H．Regulation ofdynamic events by microfilaments during ooqrte maturation and

fertilization．Reproduction 2006，1 3 1：193-205．

【4】Li GP，Liu Y，Bunch TD，et a1．Asymmetric division of spindle nli凹。删bules and microfilaments during

bovine meiosis from metaphase I to metaph嬲eⅢ．M01．R印rod．Dev．2005，71：220-226．

【5】Wassarman PM，Josefowicz WJ，and Letoumeau GE．Meiotic maturation of mouse oocytes in vitro：

inhibition ofmaturation at specific stages ofnuclear progression．J．Cell Sci．1976，22：531-545．

【6】Kubiak J，Paldi八Weber M，et a1．Genetically identical parthenogenetic mouse embryosprMuced by

inhibition ofthe fLrSt meiotic cleavage谢th cytochalasin D．Development 1991，1 l l：763-769．

【7】Zhu ZY，Chen DY，Li JS，et a1．Rotation of meiotic spindle is controlled by microfilaments in mo邯e

oocyt懿．Bi01．Reprod．2003，68：943-946．

【8】Somfai T，Ozawa M，Noguchi J，et a1．Diploid porcine parthenot[es produced by inhibition of first polar

body extrusion during in vitro maturation of follicular oocytes．Reproduction 2006，1 32：559-570．

75



白春玲 牛孤雌多倍体胚胎与克隆多倍体胚胎的研究

【9】Liu Y，Li GP，White KL，et a1．Nicotine alters bovine oocyte meiosis and affects subsequent embryonic

development．M01．Reprod．Dev．2007，74：1473—1482．

【101 Maro B，Johnson MH，Picketing SJ，et a1．Changes in actin distribution during fertilization ofthe mouse

egg．J．Embry01．Exp．Morph01．1984．81：21 l—237．

【ll】DiMaggio AJ，Jr Lonergan TA，and Stewart-Savage J．Cortical granule exocytosis in hamster eggs

requires microfilaments．M01．Reprod．Dev．1997，47：334-340．

【12】Connors SA，Kanatsu-Shinohara M，Schul乜RM，et a1．Involvement ofthe cytoskeleton in the movement

of cortical granules during oocyte maturation,and cortical granule anchoring in mouse eggs．Dev．Bi01．

1998，200：103—1 15．

【13]SchaRen G，Schatten H，Spector I，et a1．Latrunculin inhibits the microfilament-mediated processes during

fertilization,cleavage and early development in sea urchins and mice．Exp．Cell Res．1 986，166：19l—208．

76



内蒙古大学 博士学位论文

第四章用细胞松弛素B(CB)处理卵母细胞

四倍体孤雌胚胎发育的影响

前言

四倍体胚胎是研究多倍体细胞植入后发育的重要模型【l】。在四倍体胚胎与二倍体胚胎

的嵌合体中，四倍体胚胎只参与胚外组织的生成【2一钉。在4n／2n嵌合胚胎中，四倍体细胞并

不和二倍体细胞一起参与ICM(inner cell mass)的构建，而是更倾向分布于滋养外胚层【姗。

嵌合胚胎附植后，二倍体细胞参与胚体和胚外组织的构建，四倍体细胞只参与胚外组织的

构建，随着妊娠期的延长，胎儿组织中四倍体成分越来越少【7-9]。因此用胚胎干细胞(Es)

和4n细胞聚合形成嵌合体后获得完全由ES细胞来源的研究中，四倍体细胞是非常有优势

的[2,11,12]。在最近的研究中，四倍体囊胚成功的作为中间受体用以获得存活的小鼠IPS细胞

来源的后代【13,14]。四倍体补偿技术绕过了嵌合体小鼠阶段，可以直接获得IPS小鼠，大大

地节约了成本、缩短了研究周期。此外，通过将四倍体胚胎与克隆胚胎或克隆胚胎内细胞

团聚合，使小鼠出生率分别提高了2．6倍和6倍【15】，因此四倍体胚胎是研究克隆机理的重

要工具。

四倍体胚胎作为一种研究机体发育的有力工具，自发出现的概率很低，因此必须人为

制作大量的四倍体胚胎以作研究之用。四倍体胚胎在小鼠、兔、猪和牛中可以由抑制胚胎

早期卵裂【16】、卵裂球融合【17棚】、或电融合口o。231来获得。二倍体卵母细胞的形成使得获得孤

雌四倍体胚胎成为可能。本研究通过抑制PBl和PB2的排出来获得四倍体胚胎。在正常的

体外成熟过程中PB是能够排出的。在用不同浓度的细胞松弛素B处理牛卵母细胞后，获

得二倍体卵母细胞，对这些卵母细胞进行孤雌激活后对胚胎的发育和细胞学组成进行了研

究。，，

1．1材料与方法

1．3材料

材料及牛卵母细胞培养液同第一章材料。

1．4方法

1．4．1牛卵母细胞的体外成熟

—。，，——、。

1聱～

⋯_“—“●-，，
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方法同第一章。根据实验需要在成熟液中添加CB。

1．4．2 卵母细胞的孤雌激活 。

成熟培养后，对有PBl和无PBl卵母细胞分别进行激活。激活方法为：51．tM的离子霉素

处N5min，然后用含有10Itg／ml的CHX和51．tg／ml CB的CRlaa(添加3％FBS)在39。C、5％C02

条件下处理5h。CB添加到CHx中的目的是抑$0r,m和PB2排出以及产生四倍体胚胎。激活

后，卵母细胞在301．tl的CRlaa+BSA中发育培养40h。卵裂卵转移到牛卵丘细胞单层饲养层上

培养至7天，培养液为CRlaa+FBS，培养条件为390C、5％C02。

1．4．3染色体分析和细胞数统计

1．细胞、2．细胞胚胎和第七天的囊胚用于分析染色体组成和胚胎细胞中核的数目。1．

细胞、2．细胞胚胎在0．051．tg／ml的秋水仙胺(Gibco)中处理20h，囊胚在o．osrtg／ml的秋水

仙胺中处理5h。然后将胚胎在1％柠檬酸钠中低渗处理10．15rain，转移到干净载玻片上固

定，充分晾干。晾干的玻片用1％吉姆萨染色10min。染色体在1000X油镜下(Nikon 80i)

观察，确定每个囊胚的染色体组成，拍照。那些由于染色体过度分散或堆积成团而不能明

显辨别的胚胎没有做分类。在进行染色体观察的同时进行细胞计数。

1．4．4实验设计

(1)在成熟液中添加0．1、0．2、0．5、1．0、3．0、5．0、7．5和10．0 lag／ml的CB处理牛卵母

细胞24h后，对有PBl和无PBl的卵母细胞分别进行孤雌激活，并对发育情况进行

分析。

(2)卵母细胞用含7．5和15 I_tg／ml CB的成熟液分别预处理6、8、10h。然后彻底清洗

卵母细胞，并用正常成熟液继续培养到25h。检查极体排出情况，排出PBl卵母细

胞进行孤雌激活并发育培养，观察发育情况。

(3)COC首先在正常成熟液中培养10h，然后将它们转移到含有1．0、3．0、5．0和7．5 og／ml

CB的培养液中培养至24h。有PBl和无PBl卵分别进行孤雌激活并发育培养，观

察发育情况。
。

对上述孤雌激活发育培养的囊胚、未卵裂卵、发育停滞的2．细胞胚胎等进行染色体制

片以分析其核的状态等。

1．4．5数据分析

体外发育实验每组重复三次以上。各组的囊胚细胞数用单因素方差分析(ANovA)进

行比较；各组的囊胚发育率和染色体组成用t一检验的方法进行比较。
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2．结果

2．1牛卵母细胞用CB处理24h对激活后胚胎发育的影响

用CB处理卵母细胞24h后，对排出和未排出PBI的卵母细胞分别进行孤雌激活。在

PBl排出组中，对照组和0．1pg／nd处理组囊胚率分别为15．1％和14．9％，显著高于0．5和

1．0pg／ml处理组的6．9％和5．O％(表4．1)。平均囊胚细胞数随着CB处理浓度的增加而减少(表

4．2)。没有排出PBl的卵母细胞也能够发育到囊胚阶段(表4．1)。

对囊胚进行染色体分析显示，来自有PB 1卵的囊胚有50．60％是二倍体的，并且随着

CB浓度的增加二倍体／四倍体混合倍体囊胚数增加。来自无PBl卵的囊胚75％以上是四倍

体的，尤其是当CB浓度达到7．5I-tg／ml时，所有囊胚都是四倍体的(表4．2)。

表4．1不同浓度CB处理卵母细胞孤雌激活后的发育

Table 4—1 Parthenogenetic development ofoocytes matured in different concentrations ofCytochalasin B

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a，b和b，c：P<0．05；a，c：P<0．01．

Values with different superscripts within the same column differ significantly．a,b and b，c：P<0．05；a’c：P<0．01．
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表4-2不同浓度CB处理卵母细胞孤雌激活后囊胚染色体组成

Table 4-2 Chromosomal composition ofparthenogenetic blastocysts derived from oocytes incubated in

CB-containing medium for 24 h

同一列中不同的上标数值农示有显著性差异。a'b和b，c：P<0．05；a，c：P<0．01．

Values with different superscripts wi廿lill the same columndiffer significantly．a，b and b，c：P<0．05；钆c：P<0．01．

2．2用CB预处理卵母细胞对后期胚胎发育的影响

第三章的结果显示，用7．5I-tg／ml和15p∥IIn的CB预处理卵母细胞6h、8h、10h时，

随着处理时间的延长，成熟率明显下降。对预处理后排出PBl的卵进行孤雌激活的结果显

示(表4．3)，6h处理组和对照组的卵裂率、囊胚发育率和囊胚细胞数没有显著差异。处理

8h的卵母细胞孤雌激活后15Itg／ml处理组的囊胚率为7．9％，显著低于7．5I_tg／ml处理组的

15．7％和对照组的15．6％。处理10h引起胚胎发育率和囊胚细胞数的显著降低(表4．3)。说

明CB以时间依赖的方式影响胚胎发育。

2．3用CB后处理卵母细胞对胚胎发育的影响

卵母细胞在成熟培养的后14h用CB处理，将排出PBl和没有排出PBl的卵母细胞分

别进行孤雌激活，结果显示，各处理组的卵裂率(68．8—84．5％)与对照组(79．8％)无显著

性差异。但是CB处理组的囊胚发育率(24．8．27．7％)却显著高于对照组(15．3％)(表4_4)。

说明成熟培养后期用CB处理提高胚胎发育率。



内蒙古大学 博士学位论文

表4-3用CB前期处理卵母细胞对接下来孤雌胚胎发育的影响
’

Table 4-3 Effect ofpretreatment of oocytes with CB on subsequent parthenogenetic embryo development

CB 总数 卵裂率 囊胚率 囊胚细胞数

0tg／mp Total Cleavage(％) Blastoeyst(％) Blastoeyst cell nO．

CB中处理6h后在正常成熟液中继续培养到24h

nM ill CB for 6hrthen inNMMto 24hr

7．5；tg 105 80(76．2)8

15．0 pg 93 73(78．5)a

CB中处理8h后在正常成熟液中继续培养到24h

I、舢in CB for 8hrthen in NMM to 24 hr

7．5 pg 127 80(62．9)o

15．0 Jig 101 50(49．5)c

CB中处理10h后在正常成熟液中继续培养到24h

nMinCBfor lOhrtheninNMMt024br

14(1 3．3)。

13(14．0)I

20(1 5．7)I

8(7．9)b

79．5士18．24

71．1+16．34

75．8士14．6l

58．4士1 2．7b

7．5 pg 80 41(51．3)c 6(7．5)6 45．9士lo．2b

15．0鹇87 39(44．8)c 6(6．9)6 34．2士9．3b

正常成熟液中培养24h(对照)

IVM inNMM for 24 hr(con订oO

Control 96 73(76．o)a 1 5(1 5．6)a 71．6-士1 0．6a
●I I-_—●-_-___-__—_—__●_-—--—--___—-__———_-——————-—-———-————●●●—_—-——___-___●__—l___———-—_—_--——-_——_————_--

同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a，b和b，c：P<O．05；a'c：P<O．01．

Values with different superscripts within the same column differ significantly．a’b and b，c：P<0．05；a，c：

P<O．01．

表4-4 CB后处理卵母细胞对孤雌胚胎发育的影响

Table 4-4 Parthenogenetic development ofoocytes posttreated with CB

CB PBI 激活卵数 卵裂率(％) 囊胚率(％)

0tg／m1) No．activated Cleavage(％) Biastocyst(％)

1．0 + 234 1 88(80．3)4 62(26．5)4

3．o + 161 136(84．5)a 40(24．8)4

3．0 — 234 188(80．0)4 65(27．8)8

5．0 + 125 86(68．8)8 31(24．8)a

5．0 - 274 197(71．9)l 76(27．7)8

7．5 - 286 210(73．4)a 73(25．5)a

Control + 228 1 82(79．8)l 35(1 5．3)b

卵母细胞用离子霉素和CHX+CB激活。同一列中不同的上标数值表示有显著性差异。a'b：P<0．05．

The oocytes were activated by ionomycin and CHX+CB．ValtieS with different superscripts within the same

column differ significantly．a'b：P<0．05．

81
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对所得囊胚进行染色体分析显示，CB处理组和对照组中排出PBl卵来源的囊胚有

53．3—60．9％是二倍体的，各组间囊胚细胞数没有显著性差异。而用3．0、5．o和7．5 pg／mL CB

处理后未排PBl卵来源的囊胚中，分别有73％、75％和76％是四倍体(4n=120)，所有胚胎

都不是二倍体(表4．5)，并且所有的囊胚细胞数显著低于对照组囊胚和排出PBl卵来源的囊

胚(表4．5)。

表4．5由CB后处理卵母细胞来源的囊胚染色体组成

Table 4-5 Chromosomal composition of blastocysts derived from oocytes post-treated with CB

组别 检测胚胎 囊胚染色体组成(％) 囊胚细胞数

Group 数 Chromosomal composition of blastocysts(％) Blastocyst

Embryos 2n 4n 2n／3n 2n／4n 4n／Sn其他★ cell no·

examined Other*

1．O，pb+45 24(53．3) 2(4．4)o 1(2．2) 16(35．6)0 2(4．4) 67．34-11．28

3．0，pb+ 30 17(56．6) 3(10)。0 7(23-3)0 3(10) 64．14-9．24

3．0，pb一49 0 36(73．4y 0 4(8．2)4(8．2)5(10．2) 53．24．10．70

5．O，pb+ 23 14(60．9) 1(4．3)o 1(4．3)4(17．4)0 3(13．o) 62．14．16．78

5．0，pb一 56 0 42(75．0)8 3(5．4) 5(8．9) 3(5．3) 3(5．3)44．74-20．10

7．5，pb- 67 0 51(76．1y 0 6(8．9) 5(7．5) 5(7．5)43．4士1 7．80

Control 68 39(57．3) 7(10．3)o 7(10．3)15(22．0)0 0 66．9士14．74

·分别包括3n+4n、2n+3n+4n、3n+4n+6n和4n+6n+8n胚胎。pb+：排PBl的卵母细胞；pb一：未排PBl的卵

母细胞。同一列中不同的上标数值表示有显著性差异(P<O．05)。

·Including 3n+4n，2n+3n+4n，and 4n+6n+8n embryos，respectively．pbt：oocytes谢th PB 1；pb-：non-PB 1

oocytcs．Values州th different superscripts within the same column differ significantly(p<O．05)．

为了了解囊胚中4n染色体的来源，本实验分析了后处理卵母细胞来源的早期胚胎，即

1。细胞、2．细胞胚胎的染色体组成。结果显示，74％(31／42)的1．细胞胚胎染色体是4n=120

条，12％(5／42)是2n=60条。82％(95／116)的2．细胞胚胎卵裂球是4n=120，约3％的胚胎

是2n+4n嵌合的。

表4—1、4．3和4_4显示，很大比例的CB处理卵母细胞不卵裂，在激活处理40h后停滞在

1．细胞阶段。在对照组中，80％的未卵裂胚胎停滞在1个原核或2个原核阶段。而CB处理后

停滞在1．细胞的胚胎有50．60％有1个原核、2个原核、3-6个原核，7．11％的胚胎停在4n中期

(表4．6)，约15％的1．细胞胚胎含有多倍(多于4n)染色体，甚至无法进行染色体计数(图

4．】D．F)。
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图4．1囊胚染色体组成。06∽)4n=120：(】阻D停滞在l·细胞期的未卵裂胚胎中的多倍染色体。1000X

Fig 4-1 Chromosomal compositions ofthe blastocysts．(A-C)411％120；㈣Multiple chromosomes in a

single ceHs in uncleaved stopped one-cell embryos．1 000 X

3．讨论

本研究的目的是评价CB处理卵母细胞的发育能力。卵母细胞用CB前期处理、后期处理
f

或24h处理，然后有PBl卵和无PBl卵分别进行孤雌激活。结果显示，与前期处理组和对照

组卵母细胞相比，后期处理组无论是有PBl组还是无PBl组，囊胚率都很高(25．28％)。这

说明，用CB对卵母细胞进行后期处理能够改善胚胎发育率。出现这种现象的机制还不太清

楚，需要进一步的研究。染色体分析显示，CB处理后未排PBl的卵母细胞来源的囊胚是四

倍体的。四倍体胚胎的形成无疑是由没排PBl和PB2的卵母细胞来的。对处于前中期I或中

期I的卵母细胞用CB处理时，抑隹j1]PBl的排出并导致二倍体卵母细胞的形成(2n，或4c=60)。

在进行孤雌激活时，CHX液中添力flCB进一步抑制PB2排出，形成四倍体胚胎。本研究结果

显示，2n或4c的卵母细胞具有较高的四倍体胚胎发育率，这为获得四倍体牛胚胎提供了实

用的途径。我们还观察到，除了个别卵裂球含原核外，几乎所有的1．细胞胚胎和2．细胞胚胎

卵裂球都是四倍体的(表4．5)。这表明4n的核早在1．细胞和2．细胞阶段就形成了，然后4n的

核维持到囊胚阶段。

在CB处理组中，很大部分卵母细胞不卵裂，在激活处理后40h时停滞在1．细胞阶段。通

常的实验会把这些未卵裂的1．细胞胚胎弃掉，从而在这些激活后未卵裂胚胎中发生的事件

无从知晓。我们收集了未卵裂胚胎并进行了染色体分析。在对照组中，80％以上的胚胎停

滞在1个原核或两个原核阶段。但是在CB处理后未卵裂胚胎中，出现了各种各样的核相，
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包括3．6个原核、4n或多于4n的中期相。让人惊奇的是超过15％的胚胎在一个细胞中含有超

多染色体，有的至少达至1]18n。如图4．1所示，细胞中的染色体难以计数。在40h内细胞DNA

复制很多倍是难以置信的。为什么会出现这种现象目前为止仍是个谜。但是在发育中的胚

胎和囊胚中没观察到超高数目的染色体，这说明卵裂的卵裂球失去了快速复制DNA的能力。

可能有复杂的生化和生理学机制参与了我们在这些胚胎中所观察到的现象，这些机制需要

进一步研究。

以上结果表明，CB作为微丝组装的抑制剂影响牛卵母细胞的成熟。CB前期处理和后期

处理卵母细胞诱导形成二倍体(2n或4c)卵母细胞。二倍体卵母细胞有很高的四倍体胚胎

发育率，这可能成为获得四倍体胚胎的有效途径。约有15％的未卵裂1．细胞胚胎含有超多染

色体。
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第五章卵母细胞核

多

体细胞核移植是一个应用于实

【1捌。在正常的克隆胚胎发育过程中

期的相互协调是非常重要的【4'5】。为了获得与细胞供体遗传上相同的拷贝，把受体卵母细胞

的核DNA去除，称为“去核”。去核过程通常是把成熟卵母细胞的MII纺锤体和其周围的少

量胞质一同去除，这是核移植的关键步骤之一。

对于核移植来说，MII期卵母细胞比MI期或GV期卵母细胞更适合作为胞质受体【3’6】。

MII期卵母细胞含有高水平的活性成熟促进因子MPF和MAPK，它们诱导核膜破裂

(NEBD)、早熟染色体凝集(PCC)、核仁分散，这些事件可能对于核重编程都是很关键的

【5～。在各种动物上的研究显示，不同物种、不同细胞类型、不同激活程序和不同卵龄的卵，。_

供体核PCC的发生和发生程度都不同【8。10】。在小鼠中，PCC对于移入核重编程是非常关键

的【11。在大鼠中，供体细胞融合入卵母细胞后引起形态各异的PCC，这受到大鼠品系和卵

龄的影响【11】。在羊上，与去核卵母细胞相比，未去核卵母细胞引起更多供体核发生NEBD[51。

在牛上，PCC不是胚胎发育必需的，细胞核注入胞质直接引起PCC的发生【12】。我们过去的

研究结果显示，融合后到激活之间时间的延长引起不正常的纺锤体形态，纺锤体结构异常

的胚胎发育能力差【13】。但是，卵母细胞核的存在是否影响、如果影响的话是如何影响移入

核发生PCC还是未知的。

克隆过程中的不完全去核，即遗传物质的残留，会导致异倍体的发生，并对接下来的

发育和受体胞质的遗传干扰发生不利影响【141。将体细胞移植到去核或未去核卵母细胞中使

体细胞单倍体化称为半克隆(semi．cloning)[15】，这种方法用于获得人工配子。Lacham—Kaplan

U6]等将二倍体细胞注射入未去核小鼠卵母细胞中获得人工合子，但是几乎没有得到囊胚。

人们对小鼠【17‘191、大鼠[20】和中国仓鼠都用半克隆方法进行了人工卵母细胞或合子的发育潜

能研究【17】。将次级精母细胞核注射到卵母细胞中后，卵母细胞和精母细胞的染色体都完成

第二次减数分裂，从而形成合子，发育成正常的可育后代【211。但是以上有关半克隆的报道
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显示，染色体正常的比率很低(<15％)，人工获得的卵母细胞或合子显示出严重的染色体或

纺锤体异常，以及很差的体外发育能力。杨辉等人【22】以未去核卵母细胞为胞质受体制备核

移植胚胎的研究表明，完整的小鼠卵母细胞能够有效的将体细胞进行重编程，并且在不去

核的情况下得到多倍体胚胎，能够分离得到4n的ES细胞。

本研究以未去核的未去核卵母细胞为胞质受体构建重构胚胎，分析了卵母细胞核和供

体细胞核在相同胞质中的动态行为，以及卵母细胞核的存在对胚胎发育和染色体组成的影

响。

1．材料与方法

1．1材料

1．1．1主要仪器设备

显微操作仪(Narishige，N88NEN2)，拉针仪(Nafishige，PN-30)，磨针仪(Nafishige，

EG-400)，融合仪(澳大利亚，Cryologie，Voltain EPl Cell fusion system)，立式光学显微镜

(Nikon，SMZl500)，C02培养箱(立康，耶90)，超净工作台(泰斯特)，离心机。

1．1．2试剂及耗材

DMEM／F12培养基为Gibco产品，无机盐类及D．PBS．为日本和光试剂，胰蛋白酶，离

子霉素(1nomycin)，放线菌酮(CI-IX)，Hochest33342为SIGMA公司产品，标准胎牛血清

为TBD产品，其余试剂为国产分析纯，四孔培养板，24孔培养板为Nunc产品，其余玻璃

器皿及耗材均为国产。

1．2方法

1．2．1卵母细胞体外成熟培养
’

牛卵母细胞的成熟方法同第一章。成熟培养16tl后，在0．1％透明质酸酶中震荡去除卵

．丘细胞，然后继续在成熟液中培养至20h。在两步成熟过程之后，由于16h去卵丘时第一

极体还没有完全排出，因此到20h时排出的第一极体与卵母细胞MII纺锤体挨近而未发生

位置迁移。因此，PBl被用于鉴别卵母细胞染色体位置，通过该方法鉴别卵母细胞核能使

去核率达到90％t61。

1．2．2供体细胞培养

卵丘细胞培养：成熟培养24h的卵母细胞用0．1％透明质酸酶消化卵丘细胞，用
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DMEM／F12(1：1)洗涤卵丘细胞三次，在添加10％FBS的DMEM／F12中37。C、5％C02条件

下培养。 ．

成纤维细胞培养：从3岁龄奶牛耳部活体剪组织，用添加2％FBS和抗生素的PBS溶

液彻底洗涤。然后将组织剪碎，用添加15％FBS和抗生素的DMEM／F12(1：1)悬起，接种

到60mm培养皿中进行组织块培养，培养条件为370C、5％C02，培养7．10天。卵丘细胞

和成纤维细胞汇合度达到80％时进行传代。在进行核移植之前胰蛋白酶消化，10．121xm大

小的细胞作为核供体。

1．2．3核移植

卵母细胞进行去核操作时，以不含钙镁的PBS中添加3mg／ml不含脂肪酸的BSA和5．0

pg／ml CB为操作液。去核时，将PBl连同紧邻的含卵母细胞遗传物质的胞质去除。去核与

否通过用Hoechst 33342染色并紫外照射观察核来确定。单个供体细胞移植到受体胞质的卵

周隙中。

不去核组中，将卵母细胞PBl调整至3点钟的位置，显微操作时去除PBl并将供体核

移入4点钟(近核区)或8：30(远离核区)位置的卵周隙内。

1．2．4融合和激活

融合参数为1．2 kV／cm电击25 lasec，融合液为0．27M的甘露醇添加0．1mM CaCi2、0．1

mM MgCl2和0．05％BSA。融合后的重构胚在从卵母细胞开始成熟算起24到25h之间进行

激活，激活方法为首先5州离子霉素(ionomycin)处理5min，接下来放线菌酮

(eycloheximide，CHX)处理5h。

1．2．5胚胎培养

激活后的胚胎在301d添加O．3％BSA的CRlaa发育液中发育培养40h。然后将卵裂的

胚胎转移到以牛卵丘细胞为饲养层的共培养滴中，此时的发育液为30山添加3％FBS的

CRlaa，继续培养5天，每48h换液一次，培养条件为390C、5％C02。分别在开始发育培

养后的48h和7d进行卵裂率和囊胚发育率的统计。

1．2．6体外培养过程中核的变化 一’一～、、

融合以后的核首先膨胀，然后发生核膜破裂(NEBD)。此后，细胞染色质凝集成可见 、?

的、离散的染色体样结构即PCC。用未去核卵制备重构胚后进行激活，第二极体变圆变f一
滑。孤雌激活后，供体核和卵母细胞核形成原核。
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1．2．7染色体分析及胚胎细胞计数

第七天的囊胚在O．05 pg／rm的秋水仙胺(colcemid，Gibeo)中孵育5h，然后用0．8％的

柠檬酸钠处理10．15min，再将单个胚胎转移到载玻片上，固定并用吉姆萨染色。染色体在

1000×油镜下观察，以确定每个囊胚的染色体组成。根据染色体组成分如下几类：二倍体

(2n=60)、四倍体(4n=120)、混合倍体(如2n／3n，2n／4n，2n／3n／4n，2n／4n／6n和2n／4n／8n)。对那

些染色体呈弥散状或堆积成团的胚胎不进行分类计数。显微镜观察的同时进行了细胞计数。

1．2．8微管的免疫荧光染色

微管的免疫荧光染色方法同第一章。

1．3实验设计：

实验一：分析了供体核移植到去核或未去核卵母细胞中后供体细胞核的动态变化。将

供体核移植到远离卵母细胞MII纺锤体的位置。融合后的重构卵在CRlaa中培养O．5、l、

2、3、4、5、6 h和20h，然后进行固定并进行微管和染色体的免疫荧光染色。

实验---：将供体细胞移植到靠近或远离未去核卵母细胞MII纺锤体的位置，分析供体

细胞和卵母细胞核的动态变化。

实验三：研究了激活后供体细胞核在未去核卵母细胞胞质中的动态变化。重构卵用离

子霉素和CHX进行激活。激活的卵培养0．5、l、2、3、4、5、6 h和20 h后进行固定和免

疫荧光染色。

实验四：研究了供体细胞移植到未去核卵母细胞中构建胚胎的发育情况。融合后的重

构胚胎在CRlaa中发育培养7天，统计了卵裂率、囊胚发育率、分析了囊胚的染色体组成。

实验五：通过反向核移植(reverse nuclear transfer，RNT)的方法研究了卵母细胞核的

存在对克隆胚胎发育的影响。操作时，卵母细胞的极体定位在6点或12点位置，然后把供

体细胞注入3点位置。电刺激诱导细胞融合。融合后的lh(I心『T．1h)或3h(1心rr．3h)对

供体细胞成功融合的卵母细胞进行去核操作，去核卵用Hoechst染色并用紫外照射来验证

去核率。去核卵在培养箱中恢复培养30min，然后用离子霉素和CHX激活。得到的胚胎进

一步发育培养；部分胚胎在开始激活后的2、4和6h进行固定，对微管和DNA进行染色。

对RNT克隆囊胚的染色体组成也进行了分析。 ．

1．4数据分析

每组的发育培养数据来自四次或更多次的重复实验。卡方检验用于确定卵裂率和囊胚

发育率的显著性差异。P<0．05时认为具有显著性差异。．
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2．结果

2．1未去核卵母细胞中供体细胞PCC发生情况

在去核组，融合后1．5h时，大部分供体细胞发生NEBD并进入前中期阶段，染色体周围

出现小的微管星体(图5．IA和B)；融合后2h，供体细胞发生PCC并形成典型的M期纺锤

体(图5一lC)；融合3h之后，纺锤体伸长或分成几部分。

在未去核组，供体核在融合后的30min[|lJ发生PCC并形成M期样纺锤体(图5．1D)；融

合后lh，卵母细胞的Mr[纺锤体和供体的M期纺锤体共存于胞质中(图5．1E和F)；融合后2h

以上，供体细胞纺锤体变形(图5．IG和H)，并且分成几个部分(图5．1I)。因此，与去核

卵母细胞相比，未去核卵母细胞中更容易发生供体细胞的PCC。

融合后20h，74．4％(90／121)的未去核卵母细胞的核进入MIII。供体细胞核显示出多

种结构模式，如M期(49．6％)结构、1．4个长的纺锤体片段(18．2％)结构、原核(PN)(6．6％)

以及弥散状染色体(8．3％)(表5．1)。在lO．7％(13／121)的重构卵母细胞中，卵的M期染色

体和供体核的M期染色体相互靠近并混合在一起(图5．1J_L)。卵母细胞的核均没有形成PN，

供体细胞也只有6．6％形成PN。

表5．1未去核卵母细胞与供体细胞融合后20h的核状态

Table 5·1．Nuclear state at 20 h after the fusion ofnonenucleated oocytes、历m donor ceHs

91
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图5．1用去核和未去核卵母细胞构建的克隆胚胎的核状态。(A-C)去核核移植；(A-B)融合后1．1．5h，

细胞核处于前中期阶段；(C)融合后2h，供体细胞形成典型的中期纺锤体。(D．L)未去核核移植；(D)

融合后30min，供体细胞形成中期样纺锤体；(E，F)融合后lh，卵母细胞MII纺锤体和供体中期M纺锤

体并存。(G，H)融合后4-6h，供体细胞纺锤体变的不规则。(I)融合后4_6h，供体细胞纺锤体分成几

个片段。(J-L)融合后20h，卵母细胞和供体细胞的M期染色体相关联并混合在一起。ON：卵母细胞核；

CN：供体细胞核。(所有图片630x)

Fig．5-1-Nuclear state ofthe enucleated or unenucleated cloned embryos．(√oC)enucleated nuclear transfer；

(A—B)l-1．5 h after fusion，cell nuclei were at prcmetaphase state；(C)2．0 h after fusion，donor cell formed

typical M-phase spindle．(D—L)Unenucleated nuclear transfer；(D)30 min after fusion donor cell formed

metaphase-like spindle；(E，F)One hour after fusion，oocyte MII spindle and the donor M-phase spindle

coexisted．(G，H)Four to 6 h after fusion，donor cell spindles became disfigured．(D Donor cell spindle

separated into several pieces after fusion for 4 to 6 h．(J乩)After fusion for 20 h，donor cell nuclei oocyte

M-phase and donor cell M-phase chromosomes connected or merged together．ON：oocyte nucleus；CN：cell

nucleus．Bar,50 innL(all images 630x)．

2．2供体细胞的融合位置对卵母细胞PB2捧出的影响

供体细胞的融合位置影响卵母细胞PB2的排出。当把供体细胞植入远离卵母细胞MII纺

锤的位置时，94．4％(85／90)的重构卵排出PB2。当融合位置靠近MII纺锤体时，几乎没有

NT卵排出PB2，MII纺锤体和供体细胞M期纺锤体互相靠近并混合在一起形成一个大的纺锤

体。在去核对照组，5．2％(4／77)的重构卵排出PB2。在孤雌激活对照组，93．8％(61／65)

的MII卵母细胞在激活后排出PB2(图5．2)。
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图5-2供体细胞的融合位置对卵母细胞PB2排出的影响。NT+N away：供体细胞融合位置

远离未去核卵母细胞MII纺锤体；NT+N close：供体细胞融合位置靠近未去核卵母细胞

MII纺锤体；Control NT：去核核移植；PA：孤雌激活。

Fig．5-2．Fusion position of donor cell affected oocyte PB2 exmmion．NT+N away：unenucleated

NT the donor cell far away from oocyte MII spindle；NT+N close：nonenucleated NT the donor

cell fusing close to MII spindle；Control NT：enucleated nuclear transfer；PA：parthenogenetic

activation．

2．3重构克隆胚胎激活后供体核和卵母细胞核的原核发育

重构胚胎经离子霉素5min+CHX 5h激活处理后，81％的移入体细胞核形成一个原核。

同时，67％的卵母细胞核形成略小于供体核的原核(图5-3A)，另外有25％的卵母细胞核

处于末期II阶段。

体外培养20h后，52．6％的克隆胚胎中存在来自卵母细胞核和移入供体核的原核(图

5-3B)；有6．6％的胚胎中两个来源的原核相关联(图5-3C，D)；在9．2％的胚胎中，两个原

核融合形成一个大的原核(图5-3E)；约有13％的胚胎中核发育不同步，卵和供体细胞的

核或者处于原核阶段或者处于中期阶段；另外，有14．5％的胚胎核发育不规则，出现如几

团染色质(图5-3E G)、卵母细胞核分裂(图5-3H)、染色体弥散(图5-31)以及两个末期

纺锤体(图5-3J)等现象(表5—2)。供体核和卵母细胞核混合在一起的胚胎进入第一次有

丝分裂，而未混合在一起的染色体团形成原核样结构(图5．3K)。
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图5·3以未去核卵母细胞构建的重构克隆胚胎激活后供体核和卵母细胞核的原核发育。(A)CHX激活

5h后供体细胞核形成一个大的原核，卵母细胞核形成小的原核：(B)分别由卵母细胞和供体细胞

来源的两个原核；(C，D)由卵母细胞和供体细胞来源的两个原核相连接；(E)由卵母细胞和供体

细胞来源的两个原核融合形成一个大的原核：(F-J)核的不规则发育；(K)第一次有丝分裂，核

周围有几小团染色质形成原核样结构。630×

Fig．5·3 Development of unenucleated reconstructed oocytes after activation．(A)Cell nucleus formed a large

‘PN，while the oocyte nucleus formed a small PN 5 h after CHX treatment．(B)Two nuclei formed from

oocyte and donor．(C，D)Two PNs derived from donor and oocyte connected．(E)A large PN formed

after fusion of donor cell and oocyte nuclei．(Fo)Irregular nuclear development．(K)First mitosis，noted

several small masses ofchromatin formed PN．1ike structures．630×．

表5-2以未去核卵母细胞制备的克隆胚胎激活后20h卵母细胞核和供体细胞核的状态

Table 5-2．Oocyte and donor cell nucleus state of the nonenucleated clones 20 h aRer parthenogenetic

activation treatment
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2．4用未去核卵母细胞构建的克隆胚胎的发育

以未去核卵母细胞构建胚胎后，分析2．、3．、4．和6．细胞阶段的胚胎发现，约60％的

卵裂球是单核，有40％是双核，还有几个卵裂球没有DNA。在去核卵母细胞构建的胚胎中，

2．6细胞阶段胚胎94％的卵裂球是单核的(图5．4)。

重构胚经过发育培养后，以卵丘细胞为核供体时卵裂率和囊胚发育率分别为81．9％和

22．3％，与去核对照组的84．9％和29．1％没有显著差异(p>O．05)；以成纤维细胞为核供体

时卵裂率和囊胚发育率分别为90．3％和22．7％，与对照组的81．9％和31．1％也没有显著差异

(p>0．05)；而囊胚孵化率则以卵丘细胞为供体时O，以成纤维细胞为供体时27．5％，分别

低于去核对照组的23．1％(p<O．05)和72-3％(p<O．05)(表5．3)。

图5—4由未去核卵构建的早期胚胎的细胞核。A：2．细胞胚胎，B：4．细胞胚胎，C：14一细胞胚胎

Fig．5-4 Cell nuclear of early stage embryos constructed by nonenucleated oocytes．A：two-cell stage embryos．B：
4-cell stage embryos．C：14一cell stage embryos．

表5．3以未去核卵和去核卵构建的重构胚胎的体外发育

Table 5·3．In vitro development of the cloned embryos re．constituted with noncnucleated versus with enucleated

oocytes

供体细胞 操作方法重构卵数C卵裂leav率age嵩警警B黧三。耋监
Donor ceu8 Protocol No’

(％) (％) (％) (％)‘％l I％) I％) I％l

牛卵丘细胞 N+NT 188 154(81．9) 53(28．2)42(22．3) ol

Bovine cumulus

牛卵丘细胞 NT 179 152(84．9) 63(35．2) 52(29．1) 12(23．1)b
Bovine cumulus

牛成纤维细胞 N斗．NT 176 159(90．3)45(25．6)40(22．7) 1 1(27．5)5
Bovine fibroblast

牛成纤维细胞 NT 177 145(81．9) 65(36．7) 55(31．1)40(72．3)c

NT：普通的去核核移植：NH-N：以未去核卵母细胞为胞质受体进行核移植。同一列中，a'b；b，c；a，c：

p<0．05．

NT，normal cnucleation nuclear transfer；N+NT，unenucleation nuclear transfer．At the same column，曲；b，c；

a，c：p<0．05．
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2．5由未去核卵为胞质受体克隆得到囊胚的染色体组成

染色体制片结果显示，在去核对照组和未去核组克隆囊胚中，可辨认的有丝分裂染色

体相平均为15％和10％。在去核组中，以卵丘细胞和成纤维细胞为核供体得到的囊胚分别

有75％和82％是二倍体的。在未去核组，无论以卵丘细胞还是以成纤维细胞为核供体，得

到的囊胚细胞数(约60个细胞)明显少于去核对照组的囊胚细胞数(约90个细胞)(图

5．5 A．B)，并且所有克隆囊胚都是混合倍性的，例如211／3n、2n／4n、2n／6n、2n／8n、4n／6n、

4n／8n、l以n／4n、2n／3n／4n／和2鲋Il／8n等(图5．5 C．F)，发生频率比较高的是2n／4n、2n／8n、

4Il／8n、2叭n／6n和2鲋4ll／8n混合体(表54)。

图5．5未去核卵为胞质受体克隆得到囊胚的细胞数和染色体组成A，B：囊胚的细胞数；C：囊胚中2n染

色体；D：囊胚中3n染色体；E：囊胚中4n染色体；F：囊胚中6n染色体

Fig．5-5 Cell number and chromosomal composition of cloned blastocysts derived fi'om nonenucleated ooeytes．

A．B：Cell number ofresulted blastocysts；C：2n chromosomes；D：3n chromosomes；E：4n

chromosomes；F：6n chromosomes

2．6反向核移植(RNT)重构胚中体细胞核的染色体结构

在RNT实验中，在所操作的357个卵中，大部分卵母细胞(70．9％)与转入的细胞融

合，有0．6％的卵母细胞仅与极体融合，4．2％的卵母细胞与极体和供体细胞均融合；15．7％

的卵未发生融合，另有8．7％的卵溶解退化(图5．6)。

融合后lh进行卵母细胞去核(RNT-lh)时，65％卵母细胞的核染色体没有发生分散，

在开始激活后6h内发生DNA解聚膨松化、展开并组装成一个原核样结构。当卵母细胞和

体细胞相互作用时间延长到3h，即融合后3h去核(R肝3h)时，核染色体呈互相分离状
态，与RNT-Ih组相比，看上去更加不规则。该组中多数体细胞核不能在激活后6h形成原

核样结构(图5．7)。
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图5—6将体细胞注射到有极体的卵母细胞卵周隙中之后卵母细胞和体细胞的融合情况

Fig．5-6 Fusion results ofoocyto-cell pai璐reconstituted by inserting somatic cells into penvitelline

space ofoocytes with polar bodies．

图5．7 RNT-lh组(A—C)和RNT-3h组(D-F)的胚胎在开始激活处理2．6h后体细胞核的状态。在RNT-Ih

组中，激活后2h时染色体DNA开始膨大(A)；然后DNA膨大展开并开始形成原核样结构，

其中部分DNA还没有展开(B)；更多的DNA展开形成原核样结构(C)。在RNT-3h组，激

活2h(D)、4h(E)和6h(F)后DNA处于不规则的无组织状态，在培养过程中这种形态几

乎不发生变化。

Fig．5-7 Somatic cell nucleus status of cloned embryos produced by RNT—lh06心)and RNT-3h(D司
protocols at 2-6 h postonset of activation treatment．In theRNT-lh group，DNA pieces became

swollen 2 h postonset of activation(A)；DNA pieces deployed and began to form a pronucleus-like

structure；some DNA pieces still remained undeployed(B)；more DNA pieces deployed and formed

a pronucleus—like s缸'ucture(C)．In the RNT-3h group，DNA pieces remained more unorganized at 2

(D)，4(E)，and 6 h(F)postonset of activation；this morphology changed little during this period of

culture．
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表5．5反向核移植克隆胚胎的体外发育

Table 5-5．In vitro development ofreverse nuclear transfer cloned embryos

同一列中，a'b：p<0．05。

At the same column，啪：p<0．05．

3．讨论

脊椎动物卵母细胞中高活性的MPF影响染色体凝集以及减数分裂纺锤体的维持。

其机制都与MII期减数分裂停滞相关。MPF在细胞周期的M期位于染色质附近，在

G2期分散到胞质中。当MPF因cyclinB的降解而失活后，卵母细胞突破MII期阻滞。

高水平的MPF和MAPK会引起移植核发生PCC并与核重编程相关。在小鼠的克隆中，

供体核发生PCC是很关键的。在大鼠中，PCC诱导潜能是由受体胞质的来源决定而不

是由供体核的来源决定。这与牛不同，牛的核重编程过程中PCC不是必需的。本研究

结果显示，融合和激活之间的时间间隔超过3个小时就会导致形成两个或多个染色体

复合物，最终引起NT胚胎中形成单个、两个或多个核结构【131，本研究也得到相似的

结果。Tani等【12】认为，牛体细胞核的重编程不是由MPF和MAPK活性直接调控的。

本研究结果表明，卵母细胞MII染色体的存在很容易诱发供体细胞核发生PCC。去

核卵核移植胚胎发生PCC比未去核卵核移植胚胎晚至少1h。由于MPF优先与染色体结

合【23洲，因此卵母细胞染色体的存在可以保证高水平MPF的维持，这可能与供体细胞

的PCC有关。去核可能去除了大部分MPF，从而使得胞质中由高水平MPF发挥的功能

较之完整卵母细胞降低‘51。去核胞质中MPF水平的降低仍然能够诱导PCC[231，但是对供

体核的作用方式变慢。在羊上，当体细胞与未去核卵母细胞融合时也发现类似的现象，

大多数核发生PCC，但是与去核卵融合时，大部分供体核保持完整【5】。

通常一个成熟卵母细胞只含有一套单倍染色体，两套或更多套染色体可能导致受精

后或核移植后形成多倍体，并且导致早期胚胎死亡。在标准的核移植程序中，为了维

持核移植胚胎的二倍体组成，要把二倍体体细胞移植到去核的卵母细胞中。在小鼠中，
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有人将体细胞注射到未去核卵母细胞中。结果可以引起卵母细胞排出两个PB2：一个来

自卵母细胞染色体，另一个来自体细胞的染色体【251。而且发现供体核位于卵母细胞周

边时能促进供体细胞来源极体的排出，而位于中心的供体纺锤体可导致形成三个卵裂

球【251。在本实验中，用未去核牛卵母细胞为受体胞质，当体细胞植入位置远离卵母细

胞MII纺锤体时，几乎所有卵母细胞都排出PB2。当体细胞融合位置紧挨着卵母细胞MII

纺锤体时，两个核融合在一起，来自体细胞核与卵核的染色体共同形成一个巨大纺锤

体，卵母细胞不能排出PB2。我们的结果提示，未去核卵母细胞融入体细胞的位置将影

响胚胎染色体结构和胚胎的发育模式。

我们分析了供体细胞核注射到或融合到未去核卵母细胞中是否支持重构胚胎的发

育。在小鼠中，将体细胞注射到未去核卵母细胞中构建的重构胚胎能得到很高的卵裂

率(80—90％)和桑葚胚发育率(50％)，但是囊胚发育能力非常有限【16】。在牛上，我们

的结果显示，用未去核卵母细胞和去核卵母细胞构建重构胚胎得到相近的卵裂率

(82．90％)。但是未去核卵母细胞克隆的囊胚发育率却低于去核卵母细胞克隆的囊胚

率。

所有来自未去核卵母细胞的克隆囊胚都是多倍体或混合倍体。对2．6．细胞的克隆胚

胎进行分析发现，约有40％的胚胎卵裂球含有两个细胞核，并且有几个卵裂球没有核。

过去有关克隆牛胚胎的染色体分析表明，约有80％的囊胚细胞是二倍体的【26。29】。卵母细

胞核和供体细胞的存在使最终得到的克隆囊胚产生各种二倍性。二倍体细胞核与二倍

体(融合位置紧邻MII纺锤体)或单倍体(融合位置远离MII纺锤体)卵母细胞的融合

常导致重构胚胎形成四倍体或三倍体。这样的3n或4n胚胎由各种倍性混合而成。当卵

裂球的遗传互补被破坏的时候胚胎发育明显迟缓。有多倍体细胞的胚胎得到的囊胚细

胞数明显比较少。形态上看起来质量差的囊胚一般细胞数少并且显示出高频率的染色

体畸形2引。在小鼠上用未去核卵母细胞进行核移植的研究也表明，具有二倍体染色体

的半克隆合子的比例是很低的(6％和12％)[1s,19]。Tateno等【171证明，半克隆胚胎中同

源染色体的分离是随机的，并且达到正确染色体分离的可能性与染色体数目相关。因

此，半克隆合子中正常染色体数目不一定能保证进一步的正常卵裂和囊胚细胞的正常

染色体数目，并且牛(2n=60)的半克隆胚胎形成正常染色体数目细胞的可能性远低于

小鼠(2n=40)。这可能解释了我们的数据中二倍体细胞数为什么低于已报道的小鼠胚

胎。

为了研究卵母细胞核的存在对克隆胚胎发育的影响，我们进行了反向核移植，也就
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是在体细胞和卵母细胞融合后的1h(R肝1h)和3h(1埘T-3h)对卵母细胞进行去核。
在RNT-lh组，重编程过程，如PCC、核膨胀以及DNA分离等似乎都比常规的克隆胚更

容易发生。原核样结构的形成甚至发生的更早，在激活后4h即可发生。但是，在RNT-3h

组，卵母细胞中体细胞核DNA分成多个碎片，并且不能正常重新组装，到激活后的6h

依然呈这种形态。我们的体外发育数据与观察到的RNT克隆胚胎核DNA结构相一致。

RNT-lh组的囊胚发育率明显高于RNT-3h组，与常规核移植克隆接近。结果表明，卵母

细胞核的短时间存在能够促进供体细胞核的重编程，而卵母细胞核的长时间存在诱导

供体细胞核DNA结构异常并使进一步发育受到限制。有关小鼠RNT的研究表明，通过

注射方法进行细胞核移植后，在30min至lJlh内去除卵母细胞核可以获得活的克隆动物，

并且效率与常规核移植克隆相似，而细胞注射后3h去核得到的胚胎进行胚胎移植后没

有得到孕酬301。

本研究结果表明，由于去核不完全而导致的卵母细胞核的存在，将引起有缺陷的重

构胚的形成，造成克隆胚胎遗传上受损。这就是为什么克隆操作过程中彻底的去核对

于建立正常二倍体重构胚的重要性。

总之，我们的结果显示，(1)卵母细胞MII纺锤体能有效诱导供体细胞发生PCC：

(2)卵母细胞的核染色体参与重构体细胞克隆胚胎的染色体组成；(3)未去核的卵母ii：

细胞能够支持克隆胚胎发育到囊胚阶段；(4)由未去核卵母细胞得到的克隆囊胚均为

混合多倍体。
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结论

1．牛和山羊卵母细胞的核成熟进程相似，绵羊卵母细胞核成熟进程略慢于牛和山羊。

三种动物细胞骨架和染色体呈现相似的动态变化过程。

2．细胞松弛素B(CB)处理破坏微丝引起纺锤体结构异常，抑制卵母细胞第一极体

(PBl)的排出，降低卵母细胞成熟率，导致二倍染色体卵母细胞的形成。

3．经CB处理的卵母细胞在被孤雌激活后，能够引起高比率的四倍体胚胎形成。

4． 卵母细胞的MII纺锤体的存在，能够容易诱发植入的供体细胞核发生早熟染色质凝

集(PCC)。

5． 以未去核的卵母细胞为胞质受体进行体细胞克隆时，其克隆胚胎的发育能力比以去

核卵形成的克隆胚发育能力差，并且得到的所有囊胚都是多倍体。

6．反向核移植(1矾T)即先移核后去核克隆操作。RNT-lh组的囊胚发育率明显高于

RNT-3h组，与常规核移植克隆相似。说明卵母细胞核的短时间存在能够促进供体

细胞核的重编程；而卵母细胞核的长时间存在可能诱导供体细胞核DNA的发生异

常，从而使胚胎发育受到限制。
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