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喜马拉雅塔尔羊异种克隆及相关研究

中文摘要

异种体细胞核移植研究对于濒危野生动物保护，细胞内核质互作关系揭示以及

医学上“治疗性克隆”具有重要意义。但是，种间核质重构胚胎附植前后发育潜能低，

尤其是着床后的胚胎丧失是异种克隆基础研究，甚至获得异种克隆个体的瓶颈问题。

本试验对于此问题进行了探索，以去核山羊卵母细胞为胞质受体，构建喜马拉雅塔

尔羊异种重构胚，研究了其附植前后的发育能力，并探讨了山羊四倍体胚胎对于塔

尔羊异种重构胚胎胚外组织代偿的可能性。

l、从上海动物园采集了雄性喜马拉雅塔尔羊耳部组织，常规组织培养法成功获

得塔尔羊耳成纤维细胞系，长期培养细胞仍具有良好的形态和正常的染色体

核型(60，XY)。采用血清饥饿48h和细胞汇合24h处理细胞，可以显著提高

塔尔羊细胞GO／G1期比例。

2、把塔尔羊耳成纤维细胞移入去核奶山羊卵母细胞卵周隙，电融合法构建异种

间核质重构胚，激活后培养6．5天重构胚胎发育至囊胚。山羊输卵管内活体培

养的异种重构胚的囊胚发育率(16．67％)明显高于体外培养组(4．66％)

(P<0．01)。经过血清饥饿48h，汇合24h两种方法处理供核细胞所获得的异种

重构胚的桑椹／囊胚发育率相似(27．27％VS28．21％，P>0．05)。塔尔羊一奶山

羊异种重构胚的卵裂率与奶山羊一奶山羊重构胚基本一致

(86．64％VS85．19％)，但是其桑椹／囊胚发育率存在差异(30．36％VS44．44％，

P<0．05)。

3、塔尔羊异种重构胚的Y染色体核型分析以及SRY基因扩增，鉴定基因组的遗

传物质来自雄性塔尔羊细胞。通过位点特异巢式PCR分析异种重构胚的线粒体

组成，结果表明在囊胚阶段重构胚线粒体以奶山羊线粒体为主，塔尔羊线粒

体少量存在，所占比例<0．1％。

4、将55枚塔尔羊异种重构囊胚移至17只奶山羊受体子宫内，胚龄30天B超检测

N3个孕囊存在，妊娠率为17．65％，但是胚龄45天再次检测时已经无孕囊存在。
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剖检受体子宫发现塔尔羊异种重构胚在奶山羊子宫内终止妊娠时间大约在胚

龄35天左右。

5、优化电融合参数后，以DC0．8Kv／em，40us，3次刺激山羊2一细胞期胚胎可以

获得高的融合率(80．08％)和四倍体胚胎发育率。山羊输卵管内活体培养，

四倍体胚胎的囊胚发育率明显高于体外培养组(45．16％VS3．33％．P<0．01)。细

胞组织学分析，83．3％的融合后发育的囊胚具有四倍体核型(4N=120)，但

是其细胞数目仅为(53．3+2．8)，约为山羊二倍体囊胚的一半(116．0--1=4．9)。山

羊四倍体囊胚移植到山羊受体子宫内可以正常着床，其胚胎发育异常，但是

胎膜部分发育正常。

6、在含有180ng／mlPHA的mKSOM培养液中，通过玻璃针挤压法将去除透明带

的8一细胞期塔尔羊异种重构胚和4一细胞期山羊四倍体胚胎聚合，微孔内培

养24h后聚合成“单胚胎”，3．5天后发育至囊胚。通过囊胚透射电镜分析塔尔羊

异种重构胚胎细胞与山羊四倍体胚胎细胞在聚合囊胚中，并不混杂，四倍体

细胞主要分布在囊胚的滋养层部分，而异种重构胚胎细胞则在内细胞团和滋

养层都由分布，并且初步判定2N一4N细胞间存在间隙样细胞连接。塔尔羊异

种重构胚一奶山羊四倍体胚胎聚合后发育的嵌合体囊胚移植到奶山羊受体子

宫内，发现受体子宫出现妊娠反应，尽管剖检发现胚胎在着床后发育早期即

发生退化。

关键词异种体细胞核移植，喜马拉雅塔尔羊，奶山羊，位点特异PCR，四倍体胚胎
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DEVELOPMENT OF HIM陵LAYAN TAHR EMBRYOS
PRODUCED BY INTERSPEClES

NUCLEAR TRANSFER

Abstract

Interspecies somatic cell nuclear transfer provides an important pathway to conserve

the endangered animals，investigate the interaction between nuclei and cytoplast in the

cells and produce the immunity compatible embryonic stem cells for medical therapy．

However,low developmental competence of interspecies constructed embryos at pre-and

post．implantation stages，especial high loss rate ofthese embryos early after implantation

Was a severe obstacle to advance the ISCNT technology and even obtain interspecies

cloned offspring．In the present study,we used goat enucleated oocytcs as cytoplasts to

produce Himalayan tahr interspecies constructed embryos and studied their developmental

potentials pre-and post-implantation．In addition,the feasibility of the compensation of

goat tetraploid embryos for the extraembryonic tissues of the tahr interspecies constructed

embryos was investigated．

1．Ear tissues of a male Himalayan tahr were collected from a donor maintained in the

Shane3堪i Animal Park and we established a fibroblast cell line by normal tissue

culture．After cultured for many cells passages，tahr fibroblast cells remained good

morphology and normal karyotype(60，)(_n．Serum starvation for 48h and cell

confluence for 24h significantly raised the rate of G0／G1 stage cells．

2．Interspecies constructed embryos were produced by transferring the serunl starved tahr

fibroblast cells into the perivitelline space of the enucleated goat ooeytes and then

exposing to the electric stimulus to fuse the donor cells and the cytoplasts．These

constructed embryos were cultured in vivo or in vitro for 6．5 days to develop up to

blastocyst stage after activation．The blastocyst rate of those interspecies constructed

embryos cultured in the goat oviduct in vivo(1 6．67％)was higher than that of

interspecies constructed embryos cultured in vitro(4．66呦(P<0．0D．The morula and

blastocyst rate of the interspecies constructed embryos from donor cells after senlm

VIⅡ
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starved for 48h was similar to the development rate of those from donor cells

confluencing for 24h(27．27％VS 28．2 1％，P>O．05)．The cleavage rate of tahr-goat

interspecies constructed embryos(86．64呦WaS comparable to the goat-goat
constructed embryos(85．19％，P>0．05)，but the morula and blastocyst rate showed

significant difference(30．36％VS 44．44％，P<O．05)．

3．Y chromosome analysis and SRY gene PCR amplification of interspecies constructed

embryos confirmed that the nuclear genome was from the donor nuclei of tahr

fibroblasts．We established nest allele specific PCR to analyse the composition of

mitochondria in the cytoplast of interspecies constructed embryos．The results showed

that mitochondrion DNA Was mainly from goat oocytes although tahr mitochondria

existed at the rate ofblow 0．1％．

4．Fifty-five tahr interspecies constructed blastocysts were transferred into the uteri of the

seventeen recipient goats．At constructed embryonic age of 30 days，three conceptuses

were detected by ultrasonic wave scanning and the pregnancy rate Was 1 7．65％．

However'three conceptuses were lost at the time of EA 45 days．The dissections of

uteri of recipients found that the interspecies constructed embryos began to

degeneration at about EA 35 days in the recipients’uteri．

5．Hi曲fusion rates(80．46％)，viability and developmental capacity wem obtained when

goat 2．-cell stage embryos exposed to electric stimulus under Direct Current O．8kV／cm,
40ps duration,three times applied．These fused embryos had the capacity to develop

up to blastocyst stage after cultured for six days both in vivo and in vitro，although

higher blastoeyst rate(45．1 6哟was observed when cultured／n vivo than／n

vitro(3．33％)．Cytological analysis showed that 83．3％(10／12)of blastocysts derived

from／n vivo culture were tetraploid．The mean number of cells in the tetraploid

blastocysts derived from in vivo culture Was 53．30，nearly half of the diploid embryos
(1l 6．40)．Goat tetraploid embryos implantated into the recipients’uteri of the goats

and the development of extraembryonic tissues seemed to be normal although the

embryos were abnormal．

6．The 2N_4N embryo aggregates were prepared by crushing zona-frce tahr interspecies
constructed embryos at 8-cell stage with zona-free goat tctraploid embryos al 4-cell

IX



喜马拉雅塔尔羊异种克隆及相关研究 丁利军 2008年5月

stage in the mKSOM medium containing 1 80ng／rrd PHA．These aggregates became

‘‘single’’embryos after cultured in the micro-well for 24h and developed to blastocyst

stage after 3．5 days．The transmission electron microscope analysis of chimeriac

blastocysts confirmed that embryonic cells with different ploidy did not mix up and

constructed embryonic cells distributed in both ICM and trophoblast while goat

tetraploid embryonic cells were restrictive distribution in the part of trophoblast．From

the electron microscope scanning results，gap junction-like connection was primary

thought to exim between different the cellular membranes of embryonic cells、析Ⅱl

different ploidy．The blastocyst developed from the 2N-4N aggregates were transferred

into the goat recipients’uteri．The dissections of recipients’uteri showed the pregnant

reactions although the embryos degraded early after implantation．

Key words：interspecies somatic cell nuclear transfer；Himalayan t出珥goat；allele

specific PCR；tetraploid embryos
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简写

艘
BSA

CB

6．D～L气P

DMEM

DMSO

EGF

EFM

ESCs

ESM

FBS

bFGF

FSH

GnRH

ICM

IGF

IM

mKSOM

LIF

M16

M2

MEFs

MII

NEAA

符号说明

英文名称

alkaline phosphatase

bovine scrBm albumin

cytochalasin B

6-dimethylaminopurine

DMEM medium

dimethyl sulfoxide

epidermal growth factor

fibroblast medium

embryomc stem cells

E．S culture medium

fetal bovme翻奠啪

basic fibroblast growth factor

follicle stimulating hormone

gonadotropin-releasing hormone

inner cell mass

insulin-like growth factor

ionomycin

modified KSOM medium

leukemia inhibitory factor

M16 medium

M2 medium

mouse embryo fibroblasts

second meiotic division

non-essential amino acids solution

XI

中文名称

碱性磷酸酶

牛血清白蛋白

细胞松弛素B

6．二甲基氨基嘌呤

DMEM培养液

二甲基亚砜

表皮生长因子

成纤维细胞培养液

胚胎干细胞

胚胎干细胞培养液

胎牛血清

碱性成纤维细胞生长因子

促卵泡激素

促排卵素

内细胞团

胰岛素样生长因子

离子霉素

改良的KSOM培养液

白血病抑制因子

M16培养液
。

M2培养液

小鼠胚胎成纤维细胞

第二次减数分裂中期

非必需氨基酸
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PBS

PCR

PFA

PG

iSCNT

SCNT

TE

ZGA

d

h

mm

mg

鹏

ml

山

Cm

M

mM

rpm

IU

phosphate buffer saline

polymerase chaill reaction

paraformldehyde

prostaglandin

interspecies somatic cell nuclear transfer

somatic cell nuclear transfer

仃ophoblast

zygote genome activation

day

hour

minute

milligram

microgram

millilitter

microlitter

centimeter

molar／liter

millimolar／liter

revolutions per minute

international unit

ⅪI

磷酸盐缓冲液

聚合酶链式反应

多聚甲醛

氯前列烯醇

种间体细胞核移植

体细胞核移植

滋养层

合子基因组激活

天

小时

分钟

毫克

微克

毫升

微升

厘米

摩尔／升

毫摩尔／升

每分钟转数

国际单位
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自1996年体细胞克隆绵羊“多莉”诞生【1】以来，体细胞核移植技术迅速发展，已分

别在dx鼠t21，大鼠【31，牛【4，51，山羊[61，骡171，猪【8，9，101，马【ll】，猫【121，犬【131，兔【141，

雪貂【151，红鹿【161，水牛【17】等十四种哺乳动物上获得成功，这些克隆动物的获得，是

基于体细胞核移植到同一物种的去核卵母细胞，称之为同(品)种(系)体细胞克

隆。而使用种间或亚种间的卵母细胞进行核移植操作，构建异种重构胚，进行的早

期胚胎发育，或进一步在异种寄母中建立妊娠甚至全程发育，称为异种体细胞核移

植(interspecies somatic cell nuclear transfer,iSCNT)。异种体细胞核移植研究的开展，

首先是迫于种内核移植工作中受体卵母细胞来源的不足，如对于某些珍稀、濒危野

生动物，获取卵母细胞根本不可能【181，在人类，受到伦理道德因素的限制，进行“治

疗性克隆”所需的人类卵母细胞数量很少【19】；其次，在研究核质互作关系方面，诸如

胞质对于供核的调控，重构胚中线粒体来源及异源性线粒体的作用等一系列基础问

题，通过异种核移植手段，它们可能会更容易得到揭示，从而有助于推动对核移植

技术的基础研究[201。

1984年，McGrath和Solter等将不同品系的小鼠卵裂球移入去核的合子中，发现重

构胚能在体外卵裂，但无法进一步发育【211。1993年，梅祺等用小鼠8．细胞胚胎的卵

裂球移植到去核兔卵母细胞中，重构胚出现核重塑和染色体聚缩现象，并且5．4％异

种重构胚体外发育到囊胚[221。1998年，Wrells等把Enderby Island牛颗粒细胞核移植

到去核奶牛卵母细胞中，构建亚种间重构胚，成功克隆了一头名为“贵妇”的珍稀母

牛，获得两头克隆个体，其中一头存活[231。2004年，以家猫去核卵母细胞为胞质受

体，非洲野猫体细胞为供核细胞构建重构胚，胚胎移植到家猫体内成功获得妊娠，

两只克隆的非洲野猫成活[241。本实验室以奶山羊为卵母细胞胞质供体，波尔山羊耳

成纤维细胞作供核，构建的波尔山羊．奶山羊重构胚发育至囊胚的比率为34．6％，1只

受体羊妊娠到期产下一头健康的克隆波尔山羊【251。

1999年，Dominko等分别将绵羊、猪、猴和大鼠等动物的体细胞核移植到去核的

牛卵母细胞中，异种重构胚均能完成早期发育【26】。White等将盘羊的体细胞核移植到
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绵羊的去核卵母细胞中，异种重构胚有1．56％发育到囊胚[271。陈大元等对异种克隆大

熊猫进行了大量的研究，他们把大熊猫体细胞核移植入兔卵母细胞，得到了异种大

熊猫早期胚胎，并以猫为寄母建立了异种妊娠，但未能克隆出大熊猫【28,29,30]。Loi等

【3l】将欧洲盘羊的颗粒细胞核移植到绵羊的去核卵母细胞中，获得重构胚，其中7枚发

育到囊胚，移入受体绵羊子宫，最终一只受体正常妊娠并产下1只异种克隆盘羊。

Lanza掣32J将野牛皮肤成纤维细胞移入去核的牛卵母细胞中获得异种野牛克隆胚，其

中12％的重构胚发育到囊胚，并使一头受体母牛妊娠到期，产下一头发育正常的克隆

亚洲野牛·'Noah'’，供核的亚洲野牛的染色体数目为58条，而卵母细胞受体奶牛的染

色体数目为54条。Illmensee等【331将人的颗粒细胞和成纤维细胞移植到去核的牛卵母

细胞，重构卵融合后可以发育到囊胚阶段，囊胚率分别为31．3％和29．3％。Chen等将

人体细胞核移植到去核兔卵母细胞内发育至囊胚并分离得到人类胚胎干细胞041。这

些研究表明某些哺乳动物(牛、兔、山羊等)的卵母细胞具有使异种体细胞核去分

化和重编程的能力，异种重构胚可以完成早期发育，甚至获得异种克隆个体。

尽管如此，对种间(亚种间)重构胚的着床及着床后发育的研究表明：由盘羊(供

核)与绵羊(供质)组成的亚种间重构胚，在移入绵羊子宫后可诞生克隆盘羊【31l；

由野牛(供核)与家牛(供质)组成的亚种间重构胚，在移入家牛的子宫后，可发

育至妊娠后期【32】；但是，由熊猫(供核)与家兔(供质)组成的种间重构胚，在移

入熊、猫子宫后，几乎未见着床po]。同样，由熊猫(供核)与山羊(供质)组成的

种间重构胚，在移入山羊子宫后亦未见着床(内部资料)。上述结果提示：亲缘关系

较近的盘羊．绵羊以及野牛．家牛等亚种间重构胚在移植后能够着床，并可发育至妊娠

后期，而亲缘关系较远的种间重构胚则几乎未能着床。于是推测，种间重构胚难以

着床的根源可能在于：(1)种间胎盘类型与子宫内膜发育方式存在的固有差异，导

至重构胚无法着床；(2)母体子宫内膜组织与移入胚胎间存在组织相容性抗原的差

别，导至免疫排斥，造成植入胚胎被迅速逐出；(3)种间孕期的差异，母体妊娠期间

激素水平的波动引起子宫内环境的变化，使得其与胚胎发育不同步，最终胚胎无法

适应子宫内环境而夭折；(4)种间组织体液成份上的差异，导致胎儿无法自母体子

宫获得合适的营养，而出现发育中止。

2
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综上所述，着床问题已成为限制对种间核质重构胚的着床后发育研究、获得种间

克隆动物的一道屏障。由于自然界的物种生殖隔离机制，建立胚胎在异种受体子宫

内着床发育的模型较少，仅有三种：啮齿类模型，马驴模型以及绵羊、山羊模型【35】。

研究发现，滋养层细胞在建立母体与胚胎联系过程中起重要作用，异种妊娠能否建

立与滋养层细胞的类型相关【36’37’38】。当滋养层细胞与母体是同一类型时，不管内细胞

团细胞是来自何物种，异种妊娠能够建立；反之，如果滋养层细胞与母体非同一物

种，即使内细胞团细胞与母体是同一物种，也无法建立异种妊娠。在异种克隆过程，

改变受体子宫内环境或者改造胚胎滋养层细胞构成，从而建立异种妊娠，目前可借

鉴或采用的技术包括：(1)同种胚胎诱导异种妊娠；(2)内细胞团置换；(3)二倍

体／四倍体(2n／4n)嵌合等等139,40,411。

嵌合体动物的研究最早可追溯到1901年Spermann等在两栖类上进行的试验。60

年后，Tarkowki等(1961)利用哺乳动物的早期胚胎细胞，经聚合培养后，获得了世

界上首例嵌合体小鼠【42】。在随后的几十年里，有关嵌合体动物的制作研究取得了长

足进展。其中包括：采用胚胎聚合法与显微注射法制作嵌合体；采用种内与种间的

胚胎细胞制作嵌合体；采用不同发育阶段的胚胎细胞(如4-cell与8-cell间、胚胎细胞

与ES细胞间等)制作嵌合体；采用不同染色体倍性的胚胎细胞(如二倍体与四倍体胚胎

细胞间)制作嵌合体(小鼠、大鼠、牛)；采用单性生殖的二倍体胚胎细胞与正常二倍

体的胚胎细胞制作嵌合体；以及采用转基因的胚胎细胞(如ES细胞等)与正常二倍体细

胞或四倍体胚胎细胞制作嵌合体等等，并先后获得了种内嵌合体动物，如小鼠【43l、

兔[441、猪[451、绵羊1461、牛14刀等，以及种间或亚种间的小鼠．大鼠【耜】、绵羊．山羊【49】、

鸡．恻50】等嵌合体。由转基因的Es细胞制作嵌合体动物，在小鼠上已成为研究基因功

能的常规方法之一，在牛上亦有成功的报道【51,521。

其中，小鼠ES细胞与四倍体胚胎聚合法已经运用于小鼠的体细胞克隆，并成功

获得神经元，淋巴细胞来源的克隆小引53～。小鼠等2N删嵌合体能够产生可能与以
下事实有着诸多关联：(1)在哺乳动物早胚的着床过程中，参与胚外组织发育的部

分细胞，常表现为多倍体【551，如合胞体滋养层的形成，则是由于细胞滋养层细胞保

持核分裂而胞质不分裂所产生的，尽管这种多倍体细胞带有某种恶变的倾向，但却
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可能有助于胚胎在母体子宫内膜组织的侵入，从而便于胚胎的着床；(2)实验诱导

产生的4N胚胎，具有与孤雌、孤雄等发育受损胚胎相似的命运，而无法发育至足月

Is6,STl。于是，寻求与正常2N的胚胎细胞组构成嵌合胚，从而有可能使其发育得到拯

救。Graham最早组建了这样一种由4N胚胎细胞(仙台病毒融合)与2N胚胎细胞所

组成的聚合胚，经研究发现，在所获得的出生仔鼠中，却检测不到任何源f14N胚胎

的细胞【5引。关于该嵌合胚及其中4N胚胎细胞的发育特性，目前研究证实：构成嵌合

胚的4N胚胎细胞最终仅仅参与到由滋养外胚层及原始内胚层衍生的胎盘滋养层及卵

黄囊内胚层组织中，而在所形成的胎儿及动物组织中不存在【59,60l。并且，人们已利

用4N胚胎来源的细胞具有明显的胚外组织限制性的分布(发育)这种特性，实现了

对大量发育相关基因的功能研究【61,62,631。

Cieblli等(1998)以转有外源基因的成纤维细胞作供核细胞进行核移植，然后

自重构胚(囊胚)分离类ES细胞系，以类ES细胞与8-cell期的2N胚胎聚合，最后成

功获得了转基因牛【5l】。随后，Isaski等(2000)自体外成熟、体外受精、体外培养后得

到的囊胚分离类ES细胞系，然后以2-cell期的胚胎(体外产生)经电融合、体外培养后

获得8．cell期的4N胚胎。利用两个4N胚胎中间夹一团类ES细胞的“夹心法”方法，获

得77枚2N-4N聚合胚，其中发育至囊胚的有28枚(36．7％)。在对12枚聚合胚作移植

后，共分娩得N6头犊牛(--个受体双胎，两个受体单胎)1521。但在以微卫星DNA

方法分析胎儿与胎盘组织中的细胞来源时，发现：胎盘组织中含有ES细胞来源的细

胞，且与源自4N胚胎的细胞共同嵌合分布；在犊牛的体组织中，也出现有源f14N

胚胎的细胞。这种预期外结果的根源可能在于：(1)牛2-cell期胚胎经电融合所获得

的胚胎并非完全为4N胚胎，而可能出现有2N／4N镶嵌胚胎；(2)受操作技术的影响，

“夹心法”聚合时，类ES细胞并非全部夹于4N胚胎细胞之间。但该途径获得聚合胚的

着床后发育率高，为核移植重构胚所不及。

所有的上述结果表明：4N胚胎的印迹基因的表达是正常的，在2N-4N嵌合胚的发

育过程中，它可限制性性地分布至胚外组织。因此，以之与异种核移植重构胚(2N)

组合2N-4N聚合胚，并且将之移入与4N胚胎种属相同的受体子宫，可以对异种重构

胚正常附植提供可能性，从而可提高异种重构胚的着床及着床后的发育率、异种克
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隆克隆的效率，并由此高效地获得转基因克隆动物。

鉴于此，本研究以中国濒危动物喜马拉雅塔尔羊(Himalayan tahr)为模式动物，

主要开展以下三方面研究：

一、分离塔尔羊耳皮肤成纤维细胞系，分析成纤维细胞系的生物学特性，并通过汇

合、血清饥饿、长期培养等方法研究了细胞周期和细胞凋亡情况。并以塔尔羊耳成

纤维细胞为供核细胞，山羊体内成熟的MII期卵母细胞为供质，构建异种重构胚。体

外培养观察重构胚附植前的发育时序。对体内培养获得的异种塔尔羊重构囊胚的线

粒体DNA构成进行分析。并且将异种克隆重构胚移植到山羊受体子宫，观察塔尔羊

重构胚的着床及其发育潜能。

二、回收超排、受精获得的2一细胞山羊胚胎，电融合法制备山羊四倍体胚胎。体内、

体外两种培养方式培养四倍体胚胎，观察其附植前发育能力，并分析四倍体胚胎的

核型及其细胞总数。山羊四倍体胚胎移植山羊受体后观察其着床及其发育潜能。

三、开展塔尔羊异种重构胚与山羊四倍体胚胎早期，以PHA为介质的聚合研究，聚

合后体外培养观察嵌合胚的着床前发育能力，对所获得的囊胚进行电镜学分析，检

测两种细胞间的相互作用。并且将这种嵌合胚移植到受体山羊的子宫观察其着床及

发育潜能。
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实验研究部分

第一章 喜马拉雅塔尔羊耳成纤维细胞的建系及其生物学特性分析

塔尔羊喜群居，生活在陡峭、多树木的高山上，全世界共有3种：阿拉伯塔尔羊。

尼吉利亚塔尔羊和喜马拉雅塔尔羊。塔尔羊属和山羊属都属于牛科，羊亚科，羊族。

喜马拉雅塔尔羊的拉丁名 [Hemitragusjemlahicus]；英文名为Himalayantahr，为喜

马拉雅山系特有种，分布在我国的边缘地区一西藏的喜马拉雅山的中段，仅分布于

山体的南麓林区。数量稀少约500只，于1972年中科院喜马拉雅综合考察队首次发现，

是我国一级保护动物。

喜马拉雅塔尔羊体型粗壮，雄羊达90蝇左右。体长120．140em(雌性)和140．1 80cm

(雄性)。尾长65．75mm，其腹面裸露。通体被毛粗硬，除头部、四肢下部的被毛短

而紧贴以外，其余各处毛长而蓬松，尤以雄羊颈部、肩部和股部的被毛更长，形似”

蓑衣”。全身几呈暗灰褐或褐黑色；脸面及四肢前面近黑色并具光泽。体色可随性别

和年龄的不同而有差异。

塔尔羊适应严寒与多雨的气候。栖息于海拔3000-4000m间的山地森林带，林间

险峻的山崖平台和僻静的林缘陡坡，常为它们喜欢出没的生活场所。一年四季有较

固定的活动区域，但出现季节性的垂直迁徙现象，即秋后由高处往下移至森林附近

栖息，待翌年夏季，又由林缘上升到高山上生活。每群5．30只，冬季能集成上百只的

大群。塔尔羊每年11．12月发情交配，雌兽于翌年5．7月生产，每胎产1仔，偶尔为2

仔。寿命为16-18年。

目前西藏建有两个喜马拉雅塔尔羊的自然保护区，上海动物园也开展了人工饲

养喜马拉雅塔尔羊的研究工作，已经获得人工繁育的喜马拉雅塔尔羊，为人为保护

塔尔羊这一珍稀濒危动物打下了良好的基础，但是其数量极为稀少。而异种间克隆

则为保护这一珍稀濒危动物提供了新的途径，而且塔尔羊与山羊曾被认为在进化上

有亲缘关系，种间核移植的开展可以进一步研究两种来源的线粒体的分布和核质互

作，为其遗传学的重要内容。

为此，我们分离了饲养于上海动物园的塔尔羊的耳成纤维细胞，研究了其细胞
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生物学特性，不仅为异种间体细胞核移植提供了供核细胞来源，同时也为塔尔羊的

保护保留了细胞学资料。

1．1实验材料

1．1．1主要试剂

DMEM(GIBCO／BRL，1 1 965—092，liquid，l×)

含有 mg／L

D-glucose 4500

L-glutamine 584

ayridoxine hydrochloride 4

no sodium pyruvate．

储存2℃～8℃．

青霉素／链霉素(GIBCO／BRL，15140．122，200x，溶解于O．85％NaCl)

含有penicillin G 1 0000 units／ml

streptomycin sulfate 1 0000 p∥inl

储存 ．5℃一．20℃

胎牛血清(GIBCO／BRL，10082．147；16141-079，储存：．5℃—．20℃)

LIF(SIGMA，L5158，mouse recombinant,5“g，100000IU／I．tg，溶解于PBS，pH=7．4，含

0．02％tween 20，储存：4"12，忌稀释保存)

rhbFGF(SIGMA,F0291，固体，25I．tg，溶解于lOmM Tris(pH=6．0，含有1．25mg牛血清

白蛋白)，0．21xm过滤冻干，储存：-20'c)

7．5％(w／v)碳酸氢钠(GIBCO／BRL，25080-094，储存：15-30"C)

PBS(GIBCO／BRL，14190—144，Ix)

含有 KCl 0．2

KH2P04 0．2

NaCl 8．O

Na2HP04·7H20 2．1 6(unit：g／L)

储存 15~30℃

0．25％Trypsin／0．53mM EDTA(GIBCO／BRL，25300—054，I x，猪细小病毒和枝原体检测
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合格，溶解在无钙酶Hanks’Balanced Salt Solution)

含有trypsin 0．59／L

EDTA·4Na 0．29／L

储存．5℃～．20℃

水(SIGMA，W 3500，每毫升内毒素低于O．1ng，过滤除菌，储存：室温)

多聚甲醛((CH20)x)(SIGMA，P6148，储存：2-8"C)
DMSO(SIGMA，D2650，FW=73．1，储存：室温)

Giemsa染色液(GIBCO／BRL，10092．013，储存：室温)

Gurr’s buffer tablets(GIBCO／BRL，10582-013，用时每片用1L蒸馏水溶解，pH=6．8，

储存： 室温)

秋水仙碱(GIBCO／BRL，15212．012，101xg／ml，溶解于PBS，储存：2—812)

甲醇(上海振兴化工一厂，AR，储存：室温)

乙酸(上海化学试剂公司，AR，储存：室温)

鼠抗vimentin抗体(Santa-cruze，储存：．20℃)

Hochesst 33342 (SIGMA，储存：．20℃)
1．1．2试剂配制

细胞培养液：DMEM，内含2mmol／L谷氨酰胺、10％FBS、Immol／L丙酮酸钠、

0．Immol／L NEAA、5．Ong／na rhbFGF、100U／ml青霉素／100pg／ml链霉素。

细胞冻存液：DMEM，添加10％FBS和10％DMSO。

细胞饥饿液：DMEM，内含2mmol／L谷氨酰胺、0．05％FBS、lmmol／L丙酮酸钠、

0．1mmol／L NEAA、1000IU／ml LIF、100U／ml青霉素／1001xg／ml链霉素。

低渗KCI： KCI O．59

三蒸水 100ml

高压灭菌，4"C储存

4％多聚甲醛固定液：PBS添加4％多聚甲醛(sigma)。

封闭液：PBS添力n150mM甘氨酸，O．3％BSA。

3



上鲞奎望查兰 堡主兰竺垄奎——一-———_———————————————————_———————'__————_———————————————————一一一

1．1．3主要耗材

组织培养n11．

组织培养板：

25mm过滤器：

离心管：

移液管：

冻存管：

移液器枪头：

035mm，Falcon,3001

060mrn，Nune，150288

q)100mm，Nune，17293 1

4 well，Nune，1 76740

24 well，Nune，143982

96 well，Nune，1670018

Acrodise，0．8／0．21xm，4 1 87

1．5ml，Axygen,MCT-1 50-C

1 5ml，Coming，430052；Falcon,2 1 96

Falcon,14．6em，354642

Coming，2ml，430659

10rd：Axygen,T-300

2001xl：Coming,4844

1 000I．tl：Axygen,T-1000一B

1．1．4主要仪器

AX80型正置显微镜 OLYMPUS

超净工作台 苏净

MCO．1 5A型C02培养箱 SANYO

TE．300型倒置显微镜 Nikon

5 1 54D型离心机 Eppendorf

普通冰箱 海尔

低温冰箱 SANYO

FV500型激光共聚焦显微镜 Olympus

FACS Calibur型流式细胞仪 Becton Dickinson Co．USA

1．1．5实验动物

雄性6月龄喜马拉雅塔尔羊，人工饲养于上海动物园。

1．2实验方法
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1．2．1塔尔羊耳成纤维细胞培养

a)用刀片将塔尔羊耳缘毛发刮净，碘酒消毒，75％酒精洗涤脱碘，晾干后用无菌的

眼科剪刀剪下一小块皮肤组织：迅速放入DMEM培养液，放入冰盒，带回实验室。

b)在超净台内依次用75％酒精，含高浓度双抗的PBS冲洗组织块3次，然后将组织块

移入3．5era的培养液皿中，用眼科剪刀将组织块剪切成约lcm2碎块，碎块移至15ml

离心管，9mlPBS，1000rpm洗涤3次

c)将碎块吸至25cm2的培养瓶中，均匀分布于瓶底，置于培养箱2h后加入含20％FBS

的DMEM，37℃，5％C02，100％湿度培养。

d)3—5天后更换培养液，并每两天观察1次，5—7天后成纤维细胞爬出组织块，10

一14天后成纤维细胞长满瓶底即为P0。

e)弃去培养液，2ml的PBS洗涤1次，加入500ul的0．I％T／E，37"12消化lmin左右，加

入2ml含10％FBS终止消化，吹打之后制成细胞悬液。接种于新的培养瓶内，即

为Pl。

0接种密度约为5x105，培养4—5天至90％汇合，然后消化传代，传代比例1：3一l：

4，培养细胞至两代后开始冻存部分细胞，其余细胞继续培养并用于检测。

1．2．2塔尔羊耳成纤维细胞的冻存与复苏

a)细胞90％汇合后消化，收集细胞于15ml离心管中，1000rpm下离心5分钟去上清。

”加入412预冷的冷冻液(DMEM+10％FBS+10％DMSO)重悬细胞沉淀，调整细

胞浓度为106个细舢，转移细胞至冷冻中。
c)放入4℃预冷30分钟，．20"12放置2小时，．80"C冰箱内过夜后迅速投入液氮保存。

d)从液氮中取出冻存管，迅速投入38℃水浴中，并在水浴中快速晃动冻存管以迅速

解冻。

e)解冻后迅速移至含10倍体积的新鲜培养液的离心管内，1000rpm离心5分钟弃上

清。

f)新鲜温浴过的培养液重悬细胞沉淀，调整到适宜的细胞浓度，继续培养。

1．2．3生长曲线的绘制

将第4代细胞以3×104个／ml的密度接种于24孔板，每孔加入0．5 ml培养基(DMEM+

10
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20％FBS)，37℃、5％c02、饱和湿度的培养箱中培养。每天同一时间用胰蛋白酶消

化3孔细胞，血球计数板进行计数，连续进行8天。

1．2．4细胞染色体核型分析

a)取25cm2培养瓶培养的指数生长期细胞，力112X,100ul(10ug／u1)秋水仙素，终浓度为

0．2ug／ml，作用3小时；

b)收集细胞-于15ml离心管中，1000rpm离心5分钟，弃上清，用0．075M Kcl溶液在37"C

水浴中低渗40分钟；

c)加入与细胞悬液相同体积固定液(冰醋酸：甲醇=1：3)，混匀固定20分钟，1000rpm

离心5分钟弃上清：

d)再加入新鲜配制的固定液到细胞沉淀内，混匀，室温下固定10--15分钟。1000rpm

离心2分钟，去掉上清。再次用10一15倍细胞体积的新鲜固定液重悬细胞沉淀。

e)巴氏吸管滴加悬液到一20℃预冷的载玻片上，空气室温干燥。

0 PBS稀释的吉姆萨染液(吉姆萨原液：PBS=1：9)染色10分钟。蒸馏水冲洗染

色液，空气干燥。

曲在1000倍油镜下，观察扩散良好的分裂相，随机选取20个分裂相进行染色体计数，

并且拍照。

1．2．5周期分析

a)0．25％的胰蛋白酶消化用于细胞周期分析的培养细胞，DMEM重悬后移至15Ⅱll

离心管中，DPBS离心清洗3遍后，离心附集于管底，加入lml柠檬酸固定液固定

lh；

b)离心去除上清液，加入1．8ml胰酶消化液，充分作用15分钟：

c)加入1．5ml含有Rnase的胰酶抑制液作用15分钟；

d)加入1．5ml碘化丙锭，作用15分钟；

e)200目尼龙网过滤；

0流式细胞仪测定细胞周期，计算机处理数据软件为ModFIT LT formac VI．01。

1．2．6细胞免疫化学分析

a)将盖玻片放入24孔板，接种2x104细胞培养至细胞生长汇合，弃去培养液，D．PBS
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洗涤细胞1次，加入0．5m14％多聚甲醛固定15分钟：

b)弃去固定渡。以PBs(pH 7．4)清洗3遍．再浸入含1％BSA的PBs中作用30 min

作封闭处理，然后加一抗于37屯共同温育1 h或4。c过夜。一抗为抗波形蛋白

(1：200稀释】的小鼠单克隆抗体。

c】弃去。抗t PBS清洗3次。每次5 min．再与l：90稀释的FITC标记的山羊抗小鼠IgG

的二抗37 oc温育30 rain。

d)弃去二抗．在PBS清洗3次后，FITC标记的样品再用59／ml的Hoechsst33342室温

温育10 min。PBS清洗3次，封片后尽快用激光扫描共聚焦显微镜观察。

e)阴性对照实验中．用PBS代管第一抗体米排除非特异性的二抗结合。

1．2．7数据处理

细胞周期分析结果用平均数±标准差表示，啦验分析显著性差异(P<0 05)。

1．3实验结果

l 3．1塔尔羊耳成纤维细胞的培养

常规组织培养法成功获得了濒危动物一喜马拉雅塔尔羊(图1)的成纤维细胞系

frahr．I】(图2)，细胞具有典型的梭状，折光性强，有立体感。

囤1上海动袖固内饲养的蟮尔羊

Fig．1 TahrmaintainedintheShangHaiZoo

禹2生长汇合后的塔尔羊耳成纤堆细胞

Fi92The confluenttahrfibroblesl cells

1．3．2塔尔羊耳成纤维细胞的生长曲线

以培养天数为横坐标，细胞数为纵坐标绘制了塔尔羊耳成纤维细胞生长曲线图
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(图3)。生长曲线显示培养细胞具有硅常的分裂增精特性，没有转化倾向，反映培

养条件较为适合。

。：
l：
g 30

i 20

il。O

自¨#WM

囤3蟒尔羊成纤堆细胞生长曲拽 圈4蟮术羊采色林拉型
Fig．3Growth cuD／eoftahrfibroblasts culturesindiff㈣ttime Fig．4The哪ot'ypcoftahrfibrobl∞t
1．3 3染色体分析

统计分析了培养细胞20个分裂相的染色体条数，图4为其中一个分裂相，统计

结果表明90％(18／'20)的细胞具有正常的染色体数日(2n=60)。

1 3 4周期分析

通过汇合细胞、血清饥饿(24h,48h)、长期培养等方法处理细胞，通过流式细胞

检测细胞周期-发现细胞j[合丰度达到90--95％1坩显著提高GO／G1比例(表1)，相

当于血清饥饿48h的作用．同时其细胞凋亡少，形态也优于血清饥饿组(图6)。

成纤维细胞在血清饥饿后细胞间隙变大，细胞形态拉长。细胞长期培养后细胞不

规则，隆起生长，细胞凋亡增多。

表I不同处理方法对塔乖羊成奸堆细胞罔期的静响

处理方法 G0／GI S G2／M Ap0Pt—os—is

(％】 (％) (*) (％)

——干万而再丁一—i两五开——五面面———而面万————而r一
汇合(95％) 91．】9士1．28。 1．65：t：043 7．1锄82 2 86

^清ml点24h 80 29士】5l。 74Ⅻ90 12．．28±1IO 3 36

血清饥饿48h 91 27±'0．9户 1 33士0．79 7．39±1 30 3 27

长期培养 78 42．蚂．35‘ 9 33．±0．86 12 25：b1 06 6．49
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注：各行扁标字母不同者表示差异显著(P<0．05)

，!熙￡朝
，5c等气
5：蝴翮：一i《目t：曲

E

暑

E

85

日

图5不同处理方法时蟮尔羊如胞罔期分析

Fig．511m cell cycleoftahrfibroblastwithdifferentha☆Ⅲm乜
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图6不同处理方法时细胞_Ifl态的影响a：汇合丰度(80 85％)：b：汇合丰度(90—95*k

c：血清饥饿24h；d+血清饥螅48h；e：长期培养．

Fi96Morphology oflahrfibroblasttreated with different methods^confluence with 80％一85％

abundance；h confluencewith 90％95％abundance；c，serum starvationfor 24h；d．Ⅻm starvation
for48h；e．10ng culture

1．5细胞标志蛋白免疫组织化学分析

通过免疫组化对成纤维细胞标志蛋白Vimentin的检测，染色后共聚焦扫描，发现

成纤维细胞胞浆内呈现阳性表达(图7--d)．说明Tahr-I为成纤维细胞系。

囤7塔尔羊成纤堆细胞Vimentin蛋白的间接免疲组织化学检测a，b为阴性对照，c
为Hocchsst染糖，d为胞装内绿色荧光
Fig．7 lmmunechemistry of cell specific protein(Vimentin)in the tahr fibroblasb 4 b

．egative contt-ols c nuclear staining by Hoechesst33342 d positive signal with目feen
fluorescent=

1．4讨论

成纤维细胞培养方法

分离耳成纤维细胞的方法主要有机械分离组织块培养液法和胰酶消化培养法两

种。考虑到耳部皮肤有大量纤维组织和软骨组织，胰酶消化短时间作用不大I叫，而

砖时问消化则会损伤细胞，所以藐们采用了组织块培养法，成功分离到塔尔羊成纤

维细胞，并且细胞在传代2--3代后生长旺盛，保持了良好的成纤维细胞形态，传代

至15代以上仍然具有良好的细胞特性和正常的染色体核型，据我们所知，这是首次

获得塔尔羊耳成纤维细胞系。本实验室还采用此方法分离了用于体细胞核移植的山

羊耳成纤维细胞．牛耳成纤维细胞，兔耳成纤维细胞等．效果很好。

不同处理方法对塔尔羊成纤维细胞的影响

通过“汇合”(confluenca)法，血清饥饿，长期培养等三种方法．5种处理方式，
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根据细胞周期分析结果，生长丰度80％--85％之间血清饥饿延长至48h可以提高

G0／G1期细胞比例，并且差异显著，同时血清饥饿24h并没有提高G0／G1期细胞比

例的作用，这与以往的报道一致【65阐。同时，血清饥饿24--48h，细胞凋亡数并无明

显的升高，所以血清饥饿48h是合适的提高G0／G1期细胞比例的方法。

通过汇合法丰度95％时，由于细胞接触抑制产生的休止，使得G0／G1期细胞比

例显著上升，达到90％以上，这和在猕猴成纤维细胞和山羊胎儿成纤维细胞的培养

结果相似【67,68】。而细胞凋亡比例要少于血清饥饿法，说明汇合法对细胞的损伤小于

血清饥饿。

长期培养组G0／G1期比例下降，可能是由于细胞成堆而隆起生长的结果，其凋

亡细胞的比例大大增加，显然不适合体细胞核移植时的供核细胞处理。

小结

采用组织块培养法获得了雄性塔尔羊耳成纤维细胞系，细胞生长旺盛，具有正常的

核型2N--60，xY。

血清饥饿48h可以提高GO／Gl期细胞比例，汇合丰度达到95％时细胞GO／G1期

比例可以达到与血清饥饿48h相似的效果，同时细胞凋亡比例要少。细胞长期培养

时凋亡比例增加，GO／G1期比例下降。

本实验所获得成纤维细胞系表达成纤维细胞的特异性蛋白。

16
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第二章 喜马拉雅塔尔羊异种克隆胚胎的附植前发育

异种问体细胞核移植技术为保护濒危动物提供了崭新的途径，目前使用绵羊卵母

细胞，奶牛卵母细胞，家猫卵母细胞为胞质成功获得了异种克隆的盘羊【311。印度野牛【32】

和非洲野猫洲。异种克隆大熊猫【23,29,30]，藏羚羊[691，北山羊【70】，牦,q：=tTq等研究也获得进

展。

但是，异种间克隆研究目前仍然存在许多困难，表现在植入前囊胚发育率明显

低于种内核移植胚胎，胚胎早期丧失率高以及异种胚胎着床后无法长期发育。对于

异种克隆的胞质受体选择是影响其早期发育的关键因素，卵母细胞与供核细胞亲缘

关系，卵母细胞普遍性等是选择卵母细胞的基础，目前牛阳，兔【3川是常用的“万能胞

质受体”，我们以前的试验证实山羊卵母细胞可以重编程牛，赤斑羚羊，兔，猪，人

的成纤维细胞，并支持其发育到囊胚阶段阎。

考虑物种的亲缘关系，我们选择山羊卵母细胞作为胞质受体，用于塔尔羊异种

间克隆试验。本实验室建立了山羊体细胞核移植技术平台，拥有体细胞克隆转基因

山羊150头，所以我们以成熟的技术路线，通过不同的供核细胞处理，不同的培养

方式开展塔尔羊异种间克隆试验观察其附植前胚胎发育，并与种内克隆试验作比较，

探讨塔尔羊体细胞是否能够在山羊卵母细胞内重编程并且发育到囊胚阶段。

2．1实验材料

2．1．1主要试剂

M16(Sigma,M7297，100ml／瓶储存：212-8℃)

M2(Sigma,M7167，100ml／瓶储存：2"C．8"C)

FBS(Hyclone，SH30071．03，500ml，储存：·20"C)

FSH(宁波生物激素制品公司，冻干粉、每支100IU， -4℃冷存)。

PG(上海计划生育研究所，每支2ml，含0．2mg，_4℃冷存)．

LHRH．A3(宁波生物激素制品公司，冻干粉，每支201上g，一4℃，冷藏)。

EGF(Sigma，E9644，200ltg／瓶，储存：一20"C)

IGF-l(Sigma，13769，50pg／瓶，储存：-20"(2)

17
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透明质酸酶(Sigma,4272，储存：2"C．8。C)

细胞松弛素B(Cytochalasin B，CB，Sigma，C6762，储存：．20"C)

DMSO(Sigma，D．2650，储存：室温)

离子霉素(Sigma，1-0634，粉末，储存：．20"C)

6-DMAP(Sigma，D2629，储存：．20℃)／

KSOM(MR-121-D，Specialty Media,NJ，USA,储存：2"C．8℃)

BSA(Sigma，A33 1 1，储存：2"C-8℃)

Taurine(Sigma，T869 1，储存：室温)

琼脂糖(Agarose，Sigma,A6877，储存：室温)

D-甘露醇(Sigma，M1902，储存：室温)

CaCl2·2H20(Sigma,C7902，储存：室温)

MgCl2·6H20(Sigma,M2393，储存：室温)

Hepes(Sigma，H6147，储存：室温)

NaCl(Sigma，S5886，储存：室温)

KCI (Sigma，P5405，储存：室温)

KH2P04(Sigma，P5655，储存：室温)

Na2HP04(Sigma，$5136，储存：室温)

2．1．2试剂配制

冲卵液

18
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分析天平精确称出各组分，放入1000ml干净的玻璃烧杯中，向杯内加

入800ml左右的MILLPONE的去离子水，放入磁力搅拌棒、完全溶解，搅

拌混匀，最后用去离子水定溶到1000ml，分装于500ml玻璃瓶中，高压灭

菌，室温保存．

使用时每500mlPBS中加入5ml Hyclone小牛血清即为冲卵液，按每瓶

50“分装，于4"C保存．

透明质酸酶母液

组分 数量

透明质酸酶

M2

500mg

50ml

充分混合后分装到1．5 ml离心管内，每管0．5ml，-20度保存．

细胞松弛素B(CB)母液(1蚓山)

组分 数量

CB

DMSO

1 0001．tg

1．0ml

吸DMSO 1．0 ml到10001．tg／颓,的CB瓶内，充分混合后分装到1．5 ml离

心管内，每管7．51．tl或150．1，-20度避光保存．

操作液(M2+CB)

组分 数量

M2基表

CB液(1州m)

1．985IIll

15．O山

在应用前3—4小时把上述两种溶液相加、混匀，置C02培养箱中平衡

30分钟待用．

19
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融合基质

Ca、Mg(100x)母液配制

融合液

上述前四种制剂相加并在D—甘露醇充分溶解后加入BSA．用1M的HCl和1M

的NaOH调整pH到7．2—7．4．经0．221ma滤膜过滤、除菌，分装在5ml灭菌清

净的青霉素瓶内、贴标签、4℃保存．使用时间不超过两周．融合液最终浓度

0．1mM MgCl2、0．05raM CaCl2，0．3M甘露醇．

离子霉素母液(1000x)和应用液(x100)

组分 量

离子霉素

DMSO

1．0mg

O．268IIll
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充分,gOg分装在o．5ml离心管中，每管101xl、．20"C排存．在每批实验之前，
每管(10山)加M16 90p．1稀释成应用液(x100)，分装在0．5ml离心管中，每管

10m、．20℃避光保存、待用．

称取6-DMAP和用DMSO混匀，分装在1．5ml离心管中，每管20山、

．20℃避光保存．

离子霉素激活液

组分 量

M16

CB母液

离子霉素母液

1．975ml

15．O山

10．O山

上述三种组分用前混匀，总量2．0ml，最终浓度CB 7．5IIg／m1．离子霉素51anol／L,

现配现用．

21



mKSOM胚胎培养液的配制【731

—：==●：————————————————●：————————————————————一．．一组分 量 终浓度 ’’’一一一—若乏再i■7—————————————————_=—————————————————————————一 一

KSOM 8．88ml
一一—～

心(100x) 100ul 1％(v～)

EAA(50x) 200ul 2％(v／v、

L-谷氨酰胺(200x) 50ul lmmc．1／1

BSA(20x) 500ul 5mg／rnl

Taurine(1000x)lOul 50tLrnol／l

IGF-I(5000x) 2lll lOng／ml

EGF(10000x)lul lOng／ml

—_=；—Z■=：_—=_==—；—=■——■五—==__==—==_T=_=1—=■==———————————————————————一 一一一混匀后4℃保存，使用期不超过两周．
一～

____-_____●_____-_-_—●__-_-___-_____I__一

2．1．3耗材

肉簿硝子管(NARISHIGE公司，货号MODEL G-100，规格I x90mm，200树
盒)

玻璃平皿(国产)

注射器(Srrd，10ml，20ml，上海米沙瓦公司)

枪头(10山、200山，lml，国产)

硅化载玻片(国产)

方杯(带盖， 自制)
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乳胶吸管(国产医用)

2．1．4仪器

融合仪(CE-900，Kefa，Beijing)

解剖镜(sz．PT，OLYMPUS)

加热板(PC．200，PCC，USA)

正置显微镜(AX80，OLYMPUS)

显微操作器(LEICA，上海徕卡公司)

体视解剖镜(MOTIC，麦克迪奥公司)

C02培养箱(MMM Group，Germany)

离心机(541 5D，EPPENDORF)

超净工作台(XSW二CJ．1A，吴江市绿叶空调净化有限公司)

微量移液器(GILSON，规格：10I．tl、200rd、10001．d)

锻针仪(舢SHIGE公司，货号MODEL，PN．30)
断针仪(N√城SHIGE公司，货号MODEL，MF．900)
磨针仪(N√～mSHIGE公司，货号MODEL，EG-40)

2．1．5实验动物

试验用关中奶山羊150头采购于山东，由上海杰隆生物工程有限公司提供，饲

养于上海转基因研究中心实验牧场，饲养参考国家标准(204 GBfr 4631)。

实验动物的饲养管理与使用按照上海交通大学医学院实验动物中心实验动物伦

理委员会规定执行。

2．2试验方法

2．2．1山羊卵母细胞的准备

常规山羊超排获得MII期卵母细胞，手术法冲洗山羊输卵管回收卵母细胞，透

明质酸酶中吹打去除颗粒细胞，挑选排出第一极体的卵母细胞作为胞质供体。

采用FSH递减法，总量240IU，在注射FSH的第三天，同时注射PG，第四天注

射LHRH—A3。供体羊在发情后9～11天进行超排处理方法如下：

山羊的超排规程
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FSH和LHRH．A3均用生理盐水稀释，现配现用．

2．2．2塔尔羊供核细胞的准备

培养的细胞，经复苏、培养、传代、消化后接种到4孔板中的二个孔，细胞接种

密度40．50％，培养2．3天后丰度达80％时饥饿24-48小时或者汇合丰度95％直接使

用。核移植操作前30分钟开始消化，消化后的细胞重悬于lml培养液中，37℃培养

15分钟，然后离心，去上清，细胞重悬于40m FBS中待用。

2．2．3核移植【25】

去核：在显微镜下(150倍)，用持卵针固定山羊卵母细胞，并把第一极体调整

到“3”点钟位，将去核针对准第一极体刺入透明带，在卵周隙中把第一极体连同极体

下方的胞质(约1／3)一并吸入去核针。随即退出去核针，把第一极体连同中期板一

并去除。

移核：在操作液中将去核针中第一极体和中期板排出后立即从右上方的细胞悬

浮液滴中选择一个优良的塔尔羊体细胞再从卵母细胞透明带上去核时所作切口插

入，把细胞移入卵周隙并和卵质膜紧贴。

移核卵漂洗：在一组卵去核和移核完成之后在体视镜下把移核卵从操作液中吸

出，在经平衡后的M16基质中漂洗6"9次，洗净操作液。

移核卵的暂短培养：洗净的移核卵在M16基质中培养半小时，让受损卵质膜修

复。
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2．2．4融合

采用电融合的方法在融合液中将去核卵母细胞和成纤维细胞融合，融合条件：

1．5kV／cm，801xs，电击3次。

a)在融合槽内加入lml左右预温平衡2小时的融合液，准备融合；在硅化玻璃

平皿中作50I_tl的融合液微滴3～4个(在加热板上)。

b)吸出4枚卵，在融合液滴中洗涤(3～4次)后移到融合槽内，把卵与融合槽

内的白金丝平行排列。在解剖镜下将每个卵调整至清晰可见供核细胞，且供

核细胞与卵膜的接触面与融合槽内的白金丝呈平行放置，连续三次电刺激．间

隔1秒。

c)在硅化玻璃平皿做50rtl的M16微滴3"-'4个，把经电刺激过的卵移入M16

液滴中洗涤3"-'4次，最后移到M16液的方杯中置培养箱内培养。

d)融合卵的评定：卵全部融合结束后30分钟，检查卵的融合情况。融合卵随即

挑出，移入M16基质中作暂短培养4—5h。

2．2．5激活

采用51xM离子霉素处理5min，2Mm 6一D处理5h，置于胚胎培养基中培养

10．12h。

a)从C02培养箱中取出暂短培养后的重构卵，把卵在离子霉素激活液中漂洗l～2

次。随即移入含离子霉素激活液(2．0m1)的方杯中(含离子霉素51maol／L、CB

7．5rtg／rrd)。置C02培养箱中孵育5分钟。在平皿中做9""10个6-DMAP激活液

液滴(每个50m)。

b)从C02培养箱中取出经离子霉素激活的卵，随即在6-DMAP激活液中连续洗涤9

次以上，充分洗净离子霉素，再移入含6-DMAP激活液2．0ml(含6-DMAP 2mM

CB 7．5I．tg／nd)的方杯中，置C02培养箱中孵育5小时。

c)从C02培养箱中取出经6-DMAP激活的重构胚，随即在M16液滴中连续漂洗9

次以上，充分洗净6-DMAP，再移入含M16基质2．0ml的方杯中培养5"-'8小时，

供作琼脂糖包埋后体内培养用。

2．2．5异种克隆胚胎的体外培养
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融合的胚胎置于山羊体外发育液mKSOM[73l中培养，培养条件，38．5"C，5％C02，

饱和湿度。每隔48d,时换液1次，48小时后GKSOM培养液中添加5％FBS，观察发育

时序和囊胚发育率。

2．2．6异种克隆胚胎的体内培养【25】

2．2．6．1包埋

a)把每次要包埋的卵(通常每次在第一层包埋块内包埋3"-'5个卵)移入35ram平皿

中的血清内，平衡3分钟左右。

b)从水浴锅内取出含1％琼脂糖凝胶试管，倾入lml左右，移入在恒温板上的35mm

硅化平皿中，制成凝胶液滴。

c)第一层包埋，选较细的吸卵管(内径约200ttm)把卵从PBS+FBS液中移入35mm

硅化平皿中的凝胶液滴内，吹吸一次，把卵稍加漂洗，随后依次逐个把卵和凝胶一

并吸入管内，卵排列需整齐，卵之间的距离大约为半个卵(估计1001un)，并不停地

反复在管内吹吸移动直到胶凝固为止，然后吹入原加有PBS+FBS的35mm平皿内。

d)第二层包埋，选较粗一点的吸卵管(内径约250ttrn)，从35ram平皿内吸入包卵

的胶条再在1％琼脂糖胶液滴中重复一次，包第二层胶。

e)把已经凝固的胶条，用更粗的吸卵管(内径>3009in)把二次包埋卵的胶条移入

含M16基质的方杯中，待移植。

2．2．6．2体内培养

将核移植后的重构胚用1％琼脂糖包埋后沿输卵管喇叭口移入到输卵管内，缝合

皮肤。6天后手术从输卵管内冲出胚胎。

a)母山羊肌肉注射0．05mg前列腺素(中国上海计划生育科学研究所)诱导其发

情。发情后一天，肌肉注射40mg静松灵，沿腹中线手术打开腹腔暴露卵巢和输卵

管，用手术线结扎子宫和输卵管连接处。观察排卵点。

b)吸琼脂糖包埋块：移植管按以下顺序抽吸，空气、培液、空气、培液、空气、

包埋块、空气、培液。

c)移植：轻轻拎起输卵管伞，看清输卵管喇叭口，移植管顺伞的内侧面下滑进入

喇叭口，用眼科镊轻拨输卵管壁，让移卵管前伸，至少要绕过2"3个弯曲，并将移
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植管前方的输卵管引直．推动微詹注射器活塞．把包埋块注入输卵管腔，然后馀徐

退出移植管。移毕．告知电录穆入输卵管的部位(左侧或右侧)，移入的块数和每块

中吉有的卵数。

d)术者在输卵管和宫角连接部作双重结扎。把显露的宫角、输卵管、卵巢一并纳

入腹腔，整理好大网膜。腹壁缝合。

e)注射青、链霉索。术后注射抗菌素三天，在体内培养五天。

0回收：麻醉、手术径路和卵巢、输卵管、宫角的显露同卵的刚收，理清输卵管

和子宫卵巢系膜，用两把弯头止血钳和输卵管平行央闭子宫卵巢动脉并崮定好卵巢

子宫系膜，在止血钳的内侧把卵巢、予宫系膜连同卵巢伞、输卵管和结扎部后方约

0．5cm的宫角尖部一并切下，稍用生理盐水冲洗、去除血液送实验宜回收包埋块。

g)输卵管在生理盐水中漂洗一次．进一步清除血液。用眼科剪仔细修理子宫卵

巢系膜，井引直。输卵管喇叭口一端置于圆杯内，另一端(结扎部)拎起，用吸满

PBS液的5ml注射器针尖从第一道结扎线的前缘穿八输卵管腔，推动活塞．把输卵

管内的琼脂块逆向冲八圆杯内。在体视镜下检查回收结果，观察胚胎发育情况。

2．2．7数据统计

细胞周期分析结果用平均数±标准差表示，t检验分析显著性差异(P如05)。

2．3实验结果

2 3．1塔尔羊异种问重构胚胎的附植前发育

萤
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囤8体细胞檀移植过程
a MII期卵母细胞和供挂细胞b持卵竹系住卵母细胞c注射针吸取染色体中期板及第一
极体：d注射针喱取1个细胞e进针，轻吹，将知胞推至卵用隙f轻轻退针，完成拇作．

Fig 8 protocol ofsomatic eell nuclear口ans☆r

^goatoccyrcs andtahrdonor c￡lls；b，holdingthe oocyt幅andthe state ofthefirst polar body；

c．sucking not[he spindle and the flrst polar boday；d，selec[hg the donor cell；e．injecting the
donor cell；C gently pushingoutthe needle

圈

酗藏i潮
囊馘．懑

图9塔尔羊异种体细胞克隆胚胎的附植前发育a教活后的童构胚胎b 2-细胞期胚胎

c 4．细胞期胚胎d12．细胞期胚胎e 16-细胞期胚胎f32-细胞期胚胎g 6牟细胞期胚胎h

桑椹胚i扩张盘肛．

Fig,9 Development ofthe tahr interspoeies cloned embryos in vitro‰constzoctcd embryos
after activeaiion；h the corⅨiructcd embryo at 2-cell stage；c the constructed embryo at

4-cell stage；dthe cloned embryo atl2-ceil stage；cthe cloned embryo atl6-cell stage；fthe
cloned embryo at 32-cell stage；g[he cloned embyo at 64．cell stage；h，cloned moula

embryo；i，the expanded cloned blastocyst．

塔尔羊异种重构卵在澈活后约30h第一次分裂，发育阻滞发生在8一16细胞阶

段，体外培养约156小时后发育到囊胚阶段，8天时囊胚完全扩张，9--10天囊胚出

壳。
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2．3．2不同培养方式对种间重构胚胎发育的影响

异种克隆塔尔羊胚胎激活、包埋后移入到山羊输卵管内培养6天，其卵裂率高

于体外培养组，囊胚发育率也明显高于体外培养组(P<o．05)，暗示山羊输卵管具有

优于体外培养，模拟了塔尔羊胚胎体内的早期发育环境，含有更适合异种胚胎的发

育的微环境。同时，体外培养胚胎的桑椹胚比例较高，存在桑椹胚细胞数少，不压

实，分裂不均等情况，可见体外培养系统对于囊胚腔的形成有一定的影响。

表2不同培养方式下塔尔羊异种重构胚胎的发育

注：字母不同者标示差异显著(P<O．05)

2．3．3不同供核细胞处理方法对种间重构胚胎附植前发育的影响

对于供核细胞复苏后培养3天(生长丰度80％一85％左右)，饥饿48小时与细

胞生长汇合24h两种不同的处理方法，异种重构胚胎的囊胚发育率基本相似。两种

方法的供核细胞GO／G1期比例基本一致，表明了供核细胞的两种处理方法均可以使

得供核细胞与MII期卵母细胞周期具有相容性。

表3不同供核细胞处理方法下塔尔羊异种重构胚胎的核移植效率比较

注：字母不同者标示差异显著(P<O．05)

塔尔羊种间克隆胚胎与奶山羊种内克隆胚胎发育的比较

异种体细胞克隆胚胎发育试验结果表明，塔尔羊成纤维体细胞可以在山羊卵母

细胞胞质完成重编程，获得附植前发育到囊胚的能力(见图9)。虽然在重编程效率

上，异种间(塔尔羊一山羊)核移植重构胚的囊胚发育率低于种内克隆胚胎(见表4)。
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表4山羊卵母细胞重编程异种体细胞与同种体细胞能力的差异

注：字母不同者标示差异显著(P<O．05)

2．4讨论

体内成熟卵母细胞发育潜能优于体外成熟卵母细胞

对于异种体细胞核移植而言，还涉及到对于卵母细胞异种的选择，研究认为塔

尔羊与山羊的遗传相关较强，甚至认为古老的塔尔羊可能是山羊的祖先。因此，本

实验中，我们采用了奶山羊的卵母细胞作为供质来源。

尽管研究发现，供核细胞的类型，遗传背景，激活的方法，核移植的操作方法，

重构胚的培养方法对于体细胞核移植胚胎早期发育具有一定的影响，但是卵母细胞

是提供重编程体细胞和早期胚胎发育的因子和环境所在，其卵母细胞的质量对于体

细胞核移植具有决定性的因素之一。

卵母细胞的来源有三种，采用超数排卵从活体内采集体内成熟的卵母细胞，从

屠宰动物卵巢上采集窦状卵泡经体外成熟，经超声波引导穿刺活体动物卵巢卵泡体

外成熟获得【74】。实验证实，体外成熟的卵母细胞尽管根据形态学标准选择优质卵，

但其发生的着床前胚胎染色体异常，着床后丧失率，胎儿过大综合症等的发生率远

较体内成熟的卵母细胞要高得多，甚至对出生后发育都会带来影响【751。相对而言，

采用超排从活体回收的卵在质量上可以得到基本保证。Wells(1997)研究了体内成熟

卵母细胞和体外成熟卵母细胞作为胞质来源，移植胚胎细胞后，两者重构胚胎的囊

胚率与出生率差异显著(体内成熟的胞质均显著高于体外成熟)【76】。本实验在LHRH

注射后26--28h回收卵母细胞，正常成熟的优质卵已经基本排放。其中可见第一极

体的占80"-'90％，第一极体和中II期染色体对位一致或相互紧邻的约占88％。线粒

体，呈簇状、分布于皮质区，帽状、钩状、多嵴，皮质颗粒分布在卵质膜周缘。这
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些指标提示，卵母细胞在此时胞质具有较高活性，并以第一极体作定位标志去核率

可达70％以上。在此时期排出的卵母细胞外围具有卵丘细胞和光卵之间的比例为3：

7。在本实验中，回收卵母细胞第一极体排放在90％以上，总的可用于核移植率93

％。而在山羊卵母细胞的体外成熟率仅在70％左右，其同种体细胞核移植的融合率，

囊胚发育率均低于体内成熟的发育率。(内部资料)

两种卵母细胞在融合率与支持重构胚早期发育能力的差异和胞质成熟度，密切

相关。卵母细胞排放第一极体并不能够表明其胞质具有充分的发育能力，在显微结

构上表现为微绒毛的长度，疏密等，这和供核细胞的捕获，融合率的高低直接相关。

而体外成熟的卵母细胞胞质内某些蛋白质，母源性mRNA的缺乏可能是其低发育潜

能的主要原因，这和体内、外卵母细胞成熟的微环境有关，卵巢卵泡微环境为卵母

细胞的成熟提供多种营养物质，不断变化的多激素比例，以及时空上多种成熟信号

的调节等等。这些都是体外成熟所不具备的。

大约50一80％的体内成熟的卵母细胞发育至囊胚m，7射。相反，体外成熟的卵

母细胞的囊胚发育率为15--40％‘79，制。体外成熟来源的卵母细胞受精后出生的羔羊、

转基因牛与体内成熟来源的卵母细胞受精后出生的羔羊、牛具有更重的体重r81,82]。

体外成熟可能影响牛卵母细胞的甲基化模式，并最终植入后影响胚胎和胎儿发育∞1。

山羊卵母细胞胞质可以重编程塔尔羊成纤维体细胞并支持其附植前发育

本实验的研究表明，塔尔羊耳成纤维细胞可以在山羊MII期卵母细胞中去分化，

30．46％的重构胚胎可以发育到囊胚阶段。这是首次开展的关于塔尔羊异种克隆的试

验。

目前，异种克隆的研究的胞质受体研究多见于牛、兔，绵羊，山羊等家畜的卵

母细胞。Dominko(1999)报道绵羊、猪，猴，大鼠的成纤维细胞可以在牛卵母细胞内

重编程并完成早期发育[261。其后的研究发现，水牛C843牦牛、羚牛r72]印度野牛眈】，

白臀野牛‘8卯，狗‘姗，小鼠C87]入啪1的体细胞都可以在牛的卵母细胞内发生重编

程，并且发育到囊胚阶段。陈大元等报道了大熊猫的乳腺上皮细胞移入去核的兔卵

母细胞内可以发育到囊胚阶段，发育率为11．7％。此后，人一兔重构胚的早期发育

潜能也被报道阱】。
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山羊的卵母细胞作为胞质供体的异种核移植研究较少，仅见于2007年使用山羊

卵母细胞胞质，藏羚羊为供核细胞的异种间核移植研究，体外成熟的MII山羊卵母

细胞可以支持重构胚发育到囊胚阶段，发育率4．0％旧1。另外，人一山羊异种重构胚

的发育潜能也被报道，人的胚胎成纤维细胞移入去核的山羊卵母细胞中，重构胚胎

激活后体外培养卵裂率为51．33％，桑椹胚胎发育率9．73％，未能获得囊胚C88]。我们的

研究表明，猪，兔，塔尔羊，人的耳成纤维细胞与山羊去核体内成熟的卵母细胞构

建的重构胚胎，其融合率分别为71．4％，71．62％，74．73％，87．50％，在山羊输卵管内培养

后其囊胚发育率分别为26．67％，11．11％，30．46％，4．69％，其发育到囊胚的时间分别为5

天，6天，6．5天，7天，表现出明显的种属差异性，但是前三次的卵裂时间基本一

致(内部资料)。这说明山羊的卵母细胞可以作为重编程多种体细胞的胞质供体，支

持异种核质去分化并完成早期发育；山羊的卵母细胞胞质重编程体细胞的因子存在

高度保守性，但是重编程能力似乎随着遗传距离的增加而下降。

山羊输卵管体内培养可以获得异种重构胚的附植前高发育率

我们将塔尔羊一奶山羊异种核移植胚胎包埋后移植到奶山羊的输卵管内培养6

天后获得了高的囊胚发育率，明显高于体外培养组。此外，我们还曾将牛的核移植

胚胎，人一山羊，猪一山羊，兔一山羊的异种核移植胚胎移植到山羊的输卵管内培

养后均获得高于体外的囊胚发育率(内部资料)。

输卵管内培养的方法早在1 986年Willadsen研究绵羊胚胎细胞核移植的研究报

道E893随后因为其程序复杂，手术操作环节多而逐渐被体外培养体系取代‘903。但是，

这种培养系统在我们实验室一直被保留。就一个受精卵而言，在正常的着床前发育

过程中，除细胞分裂增殖以外，还要经历基因组激活，胚胎细胞间的压实作用，以

及第一次分化形成囊胚等重要事件。一个早期胚胎在正常发育过程中。这些事件都

是由输卵管和子宫在某一特定时期把发育的信号和营养信号不断供给胚胎，其中包

括02的张力，温度、PH、渗透压，以及若干细胞因子的不断改变才能正确调控胚胎

的发育。因此，输卵管中微环境的动态变化和胚胎的发育进程是同步的。山羊输卵

管内培养可以模拟不同物种的体内培养微环境，从而在时空协调胚胎发育所需的外

在多种因素使得胚胎在适宜的条件下经历早期发育的各个事件，从而获得高的早期
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发育率，同时对后期的着床，妊娠甚至克隆动物的出生后的生长起到正效应125,91]。

对早期胚胎发育所需的微环境的了解是不完全的，所采用的各种培养环境(即

条件)更多的是凭经验，这就不可避免地把一系列不协调的信号供给胚胎，首先使

胚胎在代谢上发生紊乱，继而涉及基因组，尤其是当这种紊乱和胚胎基因组激活相

一致时，这种紊乱不仅迅速加剧，而且可导致一系列连锁反应，使胚胎发育异常。

表现在发育延迟上(其中尤其在基因组激活之后)，胚胎细胞压实不紧，囊胚发育质

量差，其中最突出的是内细胞团细胞减少，滋养层细胞和内细胞团细胞的比例失调

等等【921。培养环境对早期胚胎发育的影响不仅仅限于发育成囊胚的比例，更重要的

是影响到囊胚的质量【蚴。主要影响包括以下十个方面【931。

第一，囊胚的染色体倍性紊乱，在体外产生的囊胚中，由二倍体细胞和多倍体

细胞组成的混合倍体胚胎可达72％，这种囊胚含多倍体细胞低于8％的占83％，在

11．25％之间的占13％，超过25％的占4％。而体内产生的囊胚出现混合倍体的胚胎

只有25％，囊胚含多倍体细胞的比例不足10％。此外，出现二倍体细胞和非整倍体

细胞(如三倍体细胞)组成的混合倍性囊胚，体外产生的囊胚发生率也高于体内产

生的囊胚。这类含有多倍体细胞比例过高的囊胚和非整倍体细胞的囊胚常在着床过

程和着床后丧失。

第二，核仁蛋白的状态，早期胚胎发育过程中包括核糖体RNA(rRNA)在内的

基因组依次被激活，但在体外培养条件(尤其是在添加血清的基质中)下可产生异

常的rRNA基因激活，使关键的核仁蛋白缺乏正确定位。

第三，不适宜培养条件的上行调控出现胚胎细胞凋亡，细胞增殖减少，内细胞

团细胞和滋养层细胞的比例改变。例如胚胎在含犊牛血清中培养常和凋亡的活性增

加并囊胚细胞数减少有关。显然，这些变化都可影响后续胎儿的发育。

第四，应激敏感基因表达，应激敏感基因在着床前胚胎发育中履行若干保护作

用，其有序表达严格控制发育的核点，使在细胞增殖期间发生的众多发育事件同步

有序发生，一些受损细胞及时修复。发生过度生长的细胞减慢或停止增殖或选择性

地发生细胞死(凋)亡，促使胚胎正常生长。在不良环境条件(尤其是在应用血清

的培养基)作用下，gaddl53(CHOP-10)、gas5和gas6等应激敏感基因的失调控，
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可导致某些不需的细胞(或细胞谱系)保留而某些需要的细胞(或细胞谱系)退化。

造成发育延迟或发育畸形。

第五，调控生长的配体／受体基因表达失调，目前已发现和基因印迹有关的很多

基因表达改变，例如Grb7、H19、IgF．2r等，导致短期和长期发育改变和破坏，如胎

盘发育不全，胎儿过大等等。

第六，细胞压实和囊胚形成，包括Cx-43间隙连接蛋白基因在内的表达异常，

牛胚胎在整个发育期间都能检测到Cx-43 mRNA转录本。在添加血清基质中培养的

胚胎在8．16细胞期和囊胚出壳期之间缺乏Cx-43 mRNA，从而导致压实不良、最终

难以出壳。

第七，蛋白和氨基酸代谢改变使胚胎从基质中吸收不良，从而导致蛋白量减少，

还有可能胞内氨基酸池也缺乏。

第八，超微结构改变，牛胚胎在含血清基质中培养到囊胚期，胚胎甘油三酯量

增加近两倍，并且这种脂质包含体是桑椹和囊胚的一个特征。这和外源性衍生的脂

质倾向于富含多非饱和脂肪酸有关，继而形成一种线状(牛、羊和猪胚胎)脂质链。

这除可导致胚胎对冷冻的耐受性降低以外，还有提高氧化性损害的危险，危及线粒

体功能和结构，如滋养层的项部微绒毛发育不良等。

第九，线粒体的活性。易受游离辐射和其它应激因子损害。体外产生的桑椹胚

线粒体量较体内产生的要少，但脂质增加，胚胎氧化磷酸化作用改变，有可能导致

对脂质利用不良和发生退行性变化的危险。

第十，胚胎信号发放，如干扰素产生改变，这是胚胎对亚适宜培养条件的一种

应激应答反应，可危及建立妊娠的能力。

在牛和小鼠，使用不同的培养系统产生的胚胎导致的不仅是附植前阶段代谢、

生长相关基因的表达异常，并且改变了孕体、胎儿出生后的发育‘82,94,951。

不同供核细胞处理方法并不影响异种克隆胚胎的附植前发育能力

应用血清饥饿法把供核细胞的细胞周期调整到G0／GI期，与中II期卵母细胞匹

配产生克隆后代在哺乳动物克隆中已普遍应用，并证实是有效的，对用成纤维细胞

作供核似乎已成为一种常规‘13‘251嗍。
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山羊的胎儿成纤维细胞在10％FBS基质中培养贴壁后GO期的细胞占70％左右，

转入0．5％血清中饥饿24小时，GO／GI期的细胞已达90％，在随后继续培养的四天

中G0／G1期的细胞其变动为90""92％之间研1。牛的胎儿成纤维细胞在10％FCS中培

养，前48小时DNA合成一直保持在最高水平，但到72小时，随着细胞的铺满，

DNA合成降低到只有50％左右的水平。但改在0．2％血清中培养时，DNA合成的水

平在培养24小时时只有原有的21％左右，到48小时时只有原水平的3％，如继续培

养到72小时也不会再降低哼胡。本实验中，85％细胞丰度的塔尔羊成纤维细胞在饥

饿48h后洌G1期的细胞已达到91％。
上述的实验证实，哺乳动物的体细胞在采用血清饥饿法调整细胞周期时，细胞的

丰度保持在80""85％左右，在含0．5％FCS基质中饥饿培养48小时，已可保证有90％

上的细胞处于G0／G1期，并可以把细胞凋亡的发生率限制在最低程度。尽管血清饥

饿会导致胎儿成纤维细胞凋亡，但只要把添加血清的浓度控制在O．5％(培养五天只

细胞瓦解只有7％)，细胞的丰度控制在80"'85％，并且饥饿的时间控制在48小时(此

时凋亡基因Bak和Bax转录本虽已增加，但抗凋亡基因转录本Bel．xl转录本仍有较

高水平)，就可把细胞调亡控制在最低限度。本实验中塔尔羊耳成纤维细胞丰度(85

％)血清饥饿48h后，细胞凋亡比例在3％左右证实了这一点。进一步延长饥饿培养

时间不仅不会使G0／G1期的细胞在比率上发生有意义的升高，更不可能达到100％，

相反，可导致细胞凋亡的发生，从而影响重构胚的发育能力。

但是，近年来的研究发现，血清饥饿并非体细胞核移植所必须的。细胞周期检

测结果表明，当细胞丰度达到80％以上时，其中细胞达到GO／G1期的比例为85％；

而通过“汇合”法或者挑选18--20urn的细胞时，其GO／G1期的比例为95％以上嗍】。

Gao(2003)等研究表明采用生长丰度达到80％以上的中等大小的细胞克隆，其效

率与血清饥饿法无差异[1003。这与本实验的研究中采用95％的丰度，中等大小的塔

尔羊成纤维细胞核移植效率略高于血清饥饿组相一致(28．21％VS27．27％)；G0／G1

期的比例为91％，同时细胞凋亡检测发现，汇合法的细胞凋亡比例低于血清饥饿组，

这与牛上结果一致【1011。

异种塔尔羊重构胚胎早期发育能力与种内重构胚的发育能力差异显著
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塔尔羊异种重构胚胎的囊胚发育率低于种内重构胚的发育率，差异显著。喜马

拉雅塔尔羊与山羊同属于牛亚科羊族，但属于不同属。喜马拉雅塔尔羊属于塔尔羊

属，奶山羊属于山羊属。两种供核细胞的遗传差异，细胞核一胞质的相互作用的程

度决定了重构胚的发育效率，尽管两者的遗传相近。2007年，野牛一牛，野牛×牛

杂种一牛，牛一牛的体细胞核移植的研究表明，野牛一牛的异种克隆胚胎囊胚发育

率低，发育迟缓，细胞数目少，异常凋亡的基因表达增殖，而当一部分核基因组与

胞质遗传相一致时，发育潜能改善，暗示核识别胞质组分对于胚胎正常的细胞功能

和发育非常重要n02】。2007年，本实验室的研究同样表明改变胞质组分的遗传背景

同样可以提高亚种间异种重构胚的发育潜能。在波尔羊一奶山羊，波尔羊一波×奶

山羊杂交羊，波尔羊一波尔羊的异种重构胚的发育能力比较中，我们发现杂种羊来

源的胞质显著改善了波尔羊亚种间重构胚的发育能力，三组的早期囊胚发育率分别

为34．6％，50％,41．4％，羔羊的出生率分别为2．8％，5．5％，8．7％眩"。上述试验结果，表明

核质相容性对于异种重构胚胎发育潜能的重要性，而核质相容的主要内容是核基因

组与胞质遗传物质线粒体DNA的相容性。这种相容性是互补的：不论是改善核的受

体细胞胞质对供体核的相容性，或是改善供体核对卵胞质体的相容性，均能提高附

植前的囊胚发育率，使克隆胚胎着床后的妊娠丧失率显著下降，并最终成倍提高亚

种间克隆后代出生率瞵】。如何提高异种核移植尤其是治疗性克隆中胞质线粒体DNA

与核遗传物质的相容性，已经成为改善异种克隆胚胎发育效率的一大课题。

小结

体内成熟的山羊卵母细胞可以重编程塔尔羊耳成纤维细胞，并支持其完成早期胚胎

发育；

异种重构胚在奶山羊输卵管内培养可以获得高的囊胚发育率：

血清饥饿并非必需，成纤维细胞汇合后用于体细胞核移植后重构胚发育率与血清饥

饿无差异：

异种塔尔羊重构胚的囊胚发育率低于种内重构胚。
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第三章异种重构囊胚遗传学鉴定与线粒体组成检测

对于异种间重构囊胚的遗传学检测方法可以有两种，如果供核细胞染色体数目

与受体卵母细胞染色体数目不同，可以采用细胞遗传学方法分析染色体核型，结果易

于判定；如果染色体数目相等，则可以采用已知的微卫星座位的多态性进行分子遗传

学鉴定【1031。

但是，由于喜马拉雅塔尔羊的研究较少，目前既无其染色体核型分析的报道，

也无相关微卫星座位的分析。结合本实验的实际情况，我们所采用的细胞来源为雄

性塔尔羊，则在核型分析中应该存在Y染色体，区别于X染色体，同时Y染色体携

带SRY性别决定基因，这一基因具有物种间高度保守性【1041。因此，我们通过异种

重构囊胚的染色体核型分析以及SRY基因的扩增鉴定异种重构囊胚核遗传物质来自

雄性塔尔羊成纤维细胞。

另外，我们根据喜马拉雅塔尔羊线粒体细胞色素B基因的序列(Genbank：

AF034733)与奶山羊线粒体细胞色素B基因序列(Genbank：AB004075)的差异，设计

通用引物和塔尔羊特异引物分别扩增异种重构囊胚的胞质线粒体DNA，采用位点特

异PCR法(AS--PCR)分析塔尔羊异种重构胚的胞质遗传的组分【1051，进一步证实

异种重构囊胚的塔尔羊成纤维细胞来源，同时检测异种重构囊胚的线粒体组成。

3．1实验材料

3．1．1试剂

Taq酶购自Promega公司。Ec0V内切酶B&D公司。T／E，M2，Protease酶，Wyrodo

液，秋水仙素sigma公司。FBS购自GIBCO，其它均为国产分析纯。

3．1．2试剂配制

TE缓冲液(PH 8．0)-10mmoFL"Iris．Hcl(PH 8．0)lmmol／L EDTA(PH 8．0)

DNA提取液：10mmol／L Tris-Hcl(PH 8．0)100mmoFL EDTA(PH 8．0)100mmoFL

Nacl 1％SDS。

I×TAE缓冲液：25mmoFLTris 250mmol／L甘氨酸(电泳级)(PH 8．3)O．I％SDS。

细胞m tDNA提取液溶液A：含50mmo l／L葡萄糖，25mmo FL TrisCl，50mmo 1／L
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EDTANa2，pH8．0。溶液B：0．12mo 1／L NaOH含I％SDS(临用前用5mo 1／L NaOH和

1 0％SDS贮存液配制)。溶液C：3mo I／L醋酸钾液，pH5．40，含5mo I／L醋酸根离子。

3．1．3试验仪器

Biometra@TCRADIENT PCR R、Centrifuge 5804R冷冻离心机(德国Eppendorf公司)．

3．2试验方法

3．2．1细胞DNA提取

消化，离心细胞置于1．5ml endperoff管中，加入600ul组织DNA提取液，蛋白

酶K(5mg／m1)至终浓度100ug／ml和RNase(2．5mg／m1)至终浓度50ug／ml，55。C水

浴过夜，苯酚，酚：氯仿：异戊醇(25：24"1)，氯仿：异戊醇(24：1)，各抽提1，

2，1次，每次12000r／min冷冻离心10min，吸上清至新的1．5ml离心管。然后加入

上清液l／3体积(PH 5．2)的3mol／1NaAC混匀后加入2倍体积预冷无水乙醇沉淀DNA，

70％乙醇洗1次。自然干燥后，100ulTE(PH8．O)重悬沉淀DNA至充分溶解。紫外

分光光度计检测浓度、纯度。

3．2．2细胞m tDNA的制备程序

a)细胞沉淀中加入，4"C的溶液A 0．2ml吹吸彻底混匀， 冰浴l一2分钟。

b)力【lgX．常温溶液B0．4rnl缓慢颠倒10次，冰浴10分钟。

c)加入0"C溶液CO．3ml缓慢颠倒10次，冰浴30分钟。

d)反应完毕的溶液 100009离-Lq0分钟，取上清，经等体积T ris饱和酚：氯仿：异戊

醇(25：24：1)抽提，

e)100009离-blO分钟，取水相，加2倍体积无水乙醇混匀冰浴30分钟，15 0009离心

lO分钟。

0用70％冷乙醇漂洗沉淀，同前离心2分钟，去上清，干燥m tDNA，用适量TE

(pH8．0)溶解，一20"C保存。

3．2．3单个囊胚DNA的提取

将单个囊胚放入lOul的"rE中，沸水浴lO分钟即可用于PCR扩增的模板。

3．2．4异种重构囊胚的Y染色体鉴定

发育到囊胚期的异种重构胚采用pronase-Tyrode’S法去除透明带后移入含有
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0．04ug／ml秋水仙碱的培养液中培养3小时，M2中洗数次，然后用T／E处理5分钟，

M2中洗3次后置于40％FCS中低渗5一lO分钟，连同少量低渗液将胚胎移入固定

液中(甲醇：冰乙酸：水=3：1：4)固定5分钟后，用巴斯德吸管吸取一定量的固

定液和胚胎直接滴于载玻片上，40"C恒温干燥后6％吉姆萨染色5分钟，洗片，室温

干燥。

镜检，计数中期分裂相数和染色体数目并指示Y染色体。

3．2．5异种重构囊胚的SRY基因扩增

通过比对山羊SRY基因保守区序列，设计一对引物扩增塔尔羊异种重构囊胚

DNA的SRY基因。其性别是通过PCR扩增SRY基因来鉴定的，PCR所用引物序列

如下：

SRYl 6f(5’-C灿虹CGTATGCTTCTGCl：ff订GTTC一3’)，

SRY654r(5’-C似r(mACCCTArCGTGGCC一3’)。
反应体系： 1 0xbuffer 2．5ul

dNTP(25mmoI／1) 2ul

引物(25umol／1) Upstream lul

Downsream l ul

Taq酶 lU

DNA摸板 2ul(100ng)

ddH20 15．5ul

final volume

程序：step Temperature(*(2)

Pre．denaturation 95℃

Denaturation 94℃

Annealing 55‘C

Extension 72℃

Final extension 72℃

Tune Cycle

415msin)2845s f

PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳检测目的片段。
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3．2．6异种重构囊胚的线粒体组成检测

采用位点特异巢式PCR扩增，判定塔尔羊供核线粒体与山羊胞质线粒体在异种

重构囊胚的比例。

细胞色素B基因是线粒体DNA的保守基因，我们在塔尔羊供核细胞中采用了一

对山羊的保守区通用引物，分别扩增出了塔尔羊细胞和奶山羊细胞中细胞色素

b(CYT b)基因的357bp的一段产物，PCR产物送交上海英骏公司测序。

通用引物：5’ACG CAAACG GAG CAT CAAT 3’

5’CGTGGAGGAAGAGCAGGTG 3’

反应体系 10xbuffec 2．5ul

dNTP(25mmol／L) 2ul

引物(25umol／L) Upstream lul

Downsream lul

Taq酶 lU

DNA摸板 2ul

ddH20 15．5ul

fmal volume 25ul

程序：step Temperature(。C)Tune Cycle

Pre-denaturation 95℃4rain l

队咖砒n 94℃
45s飞

Annealing 55℃ 45s f 30
J

Extension 72℃ 30s

FiIlal extension 72"12 7rain l

PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳检测目的片段。

塔尔羊细胞测序的序列与山羊的CYT b基因序列比对，并且找出特异差异的位

点。通过在差异位点处设计一对引物，从上一轮扩增产物(CYT b基因的357bp片段)

稀释100倍后特异性的扩增出塔尔羊的线粒体CYT b基因223bp的序列，而这对引

物无法扩增出山羊的CYT b基因的序列，从而建立起检测异种重构胚胎的线粒体组

成的巢式PCR的方法。
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特异性引物

上游：5’TCCTCCTACTCACAACAATA 3’

下游：5’TGATGAATGGGAGAATGAAG 3’

反应体系 1 0×buffer 2．5ul

dNTP(25rnmoUl) 2ul

引物(25umol／1) Upstream lul

Downsream lul

Taxi酶 1U

DNA摸板 2ul

ddH20 15．5ul

final volume 25ul

程序：step Temperature("C)Time Cycle

Pre-denaturation 95℃4min l

Denaturation 94"C 30s]
Annealing 55"C 30s 广 28

J

Extension 72℃ 30s

Final extension 72℃ 7min l

PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳检测目的片段。

通过对异种重构囊胚的DNA的两轮PCR，第一轮采用通用引物，第二轮采用塔

尔羊特异性引物扩增，对PCR产物的灰度扫描，可以检测出是否含有供核细胞的线

粒体以及供核细胞线粒体的相对含量。

33试验结果

3．3．1塔尔羊异种重构胚遗传物质检测及Y染色体的核型分析

随机抽取3个塔尔羊囊胚分析细胞的核型，发现染色体数目为60条，与供核细

胞的染色体数目相同，同时存在雄性的Y染色体，可以判定是重构的塔尔羊的克隆囊

胚。结果见图lO。
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囤lo蟮尔羊异种重构囊胚的柱型分析a塔尔羊异种重构囊胚b蟒尔羊盘胚细胞枭色
体《2n=60，XY)箭头指示为Y染色体

Fig 10 The kafyotype ofthe doned tahr blaztocyst‰the cloncd tam hatched blastoeyst；b．
the karvotwe oftheblastecvst．Y chromosomewas showed bytheaffow．

3 3．2塔尔羊异种重构囊Jlfi的SPY基因扩埔

在囊胚的DNA扩增，可见到特异性的约550bp的条带．与供核细胞的条带一致

(图11)，但是卵母细胞中未见到条带出现。

图1l塔尔羊异种重构盘胚的SPY基固扩坩
1 tallr细胞SRY基因PCR产物；2．3，4为异种重构囊胚的SRY基目
PER．扩增产物

FigII SRYgene amplificationfromthetahr clonedbl越tocysts
】PCR product of SRY from tahr fibroblasts；2,3，4 PCR produets of SKY

fromthetam cloned bl舾tecysts

3．3．3塔尔羊异种重构胚中的线粒体分布

对于塔尔羊异种重构囊胚的线粒体分析过程中，建立了巢式位点特异PCR的方

法，首先，在细胞水平．分别提取了山羊和塔尔羊成纤维细胞系的线粒体DNA(图

12一a)，第一轮PCR采用通用的引物扩增线粒体DNA上的细胞色素B基因357bD
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的片段，两种细胞均I玎以扩增if{特异性条带(罔12一b)。对PCR产物测序，筛选差

别位点，设计针对塔尔羊的特异性引物；第二轮PCR采用特异性引物扩增上一轮PCR

产物，仅能扩增出塔尔羊细胞色素B基因片段中221bp片段．而山革细胞则无条带(图

12--c)，从而在细胞水平上建立了检测异种重构囊胚中线粒体组成的方法。

圈12巢式位点特异PCR检刹异种重构胚中线粒体组成方法的建立
a塔尔羊细胞与奶山羊细胞线粒体DNA电津囤b通用引抽的第一轮扩增产物
c特异引袖的巢式PCR扩增产枷

Figl2themethodetodetectⅡm composition ofthe consti"ucledbl硒tocvn establishedbvNest-AS PCR

‘mitochonddonDINAgel oftahr cells and goat cells；b，product ofamplificationof州6fragment by
the sameprimers；q productofAg-PCRby specific pdmersfortahr cytbfragment

利用己建立的巢式PCR的方法随机检测了三个塔尔羊囊胚的线粒体组成，结果

表明在第一轮PCR中，分别用共同引物和特异引物扩增囊胚线粒体DNA，发现以奶

山羊的线粒体为主，塔尔羊线粒体少量存在(图13--a)，在第二轮巢式PCR中，特

异扩增出塔尔羊细胞色素B片段，且条带量度基本一致(圈13一b)，计算后塔尔羊

线粒体在囊胚线粒体总量中约占0．Ol％一O．i％。说明塔尔羊囊胚中线粒体呈现异质

性。奶山羊卵母细胞来源的线粒体占大多数。

酒罾辫一。渊●一翻■■■●舅

簿嘲鼻蔓目
_瘟l t●豳蕾●I‘i-、
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图13塔尔羊异种重构囊胚中线粒体组成检测

a塔尔羊异种重构胚囊胚的第一轮扩增l，3，5泳道为3个塔尔羊囊胚的通用引物扩增；2，4，
6泳道为3个塔尔羊囊胚的塔尔羊线粒体特异引物直接扩增．b巢式扩增产物电泳l，2，3泳道

为3个塔尔羊重构囊胚的上一轮PCR产物的特异性扩增

Fig．13 the analysis of the composition of tahr constructed blastoeysts a product of PCR for eytb

fragment by general primers in 1，3，5，line and by specific primer for tahr in 2，4，6 line；b，second

amplification product by specific primers for tahr using the above PCR products in 1，3，5，line as
templates

3．4讨论

核遗传物质的Y染色体分析和SRY基因判定异种重构囊胚来源于供核细胞

因为对塔尔羊的遗传学信息的缺乏，我们无法获得其相关的微卫星序列检测其

核遗传物质的来源是否与供核细胞一致。但是，我们的供核细胞是来自于雄性塔尔

羊，即存在Y染色体。因此，我们对异种重构囊胚进行了胚胎细胞的核型分析，证

实了60，XY的胚胎核型，区别于奶山羊卵母细胞孤雌胚胎的60，XX的核型，说

明了异种重构囊遗传物质胚确实是来自于塔尔羊供核细胞。为了进一步证实，我们

扩增了Y染色体特有的性别决定基因，发现重构囊胚与供核细胞均可扩增出SRY基

因片段，而卵母细胞孤雌激活的囊胚则无此条带，充分说明了重构囊胚的核遗传物

质来自于塔尔羊耳成纤维细胞。

塔尔羊异种重构囊胚线粒体呈现异质性，绝大多数线粒体来自奶山羊胞质

线粒体不仅为细胞的生命活动提供能量，也是哺乳动物细胞唯一的核外遗传物

质。线粒体DNA(mitoehondrial DNA，mtDNA)，16．5Kb，编码37个基因，2种rRNA，

22种tRNA，13种多肽。哺乳动物mtDNA仅编码线粒体所需的一小部分蛋白，大部

分仍由核DNA编码[i06,t明，线粒体功能主要由核控制。线粒体在细胞能量供给，细

胞信号转导，细胞凋亡，影响胚胎、胎儿发育方面有一系列重要作用。研究表明不

充分或不正确的线粒体功能严重影响异种核移植成功，体细胞克隆胎儿通常出现的

某些症状与人类临床线粒体呼吸链缺陷疾病有惊人的相似【los]。线粒体融合／裂解、线

粒体代偿和mtDNA重构过程涉及核．线粒体相互作用，并且在核重编程过程中线粒

体可能参与某些表遗传的修饰【1憾1，研究也发现异种重构胚囊胚发育过程中的发育延

迟、细胞数减少、细胞凋亡以及凋亡相关基因的增殖等等胚胎瓦解过程均和线粒体
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的功能相关[102]。

正常胚胎发育过程中，mtDNA通过卵母细胞传递给后代。然而核移植重构胚共

同传递受体卵母细胞mtDNA和供核mtDNA。哺乳动物胚胎内线粒体DNA的复制起

始于囊胚阶段C1093。在异种核移植中，由于受体卵母细胞和供体核来自不同的物种、

品种或品系，目前已证实异种重构胚的线粒体存在3种变化模式。第一种是供体细

胞线粒体随着胚胎发育逐渐消失，受体卵母细胞中的线粒体增殖，最后在数量上占

主导地位。Li分析了牦牛．牛的异种重构胚后，发现在囊胚阶段线粒体基本来自牛卵

母细胞，而牦牛供核细胞的线粒体已是极少数订羽。出生的异种克隆盘羊的线粒体组

成全部来自与受体绵羊的卵母细胞，而无法检测到供核细胞的线粒体[3130第二种是

供体细胞线粒体随着胚胎发育不断增殖，而受体卵母细胞线粒体则逐渐消失，最后

供体线粒体完全取代受体线粒体。Chen等【30】以大熊猫体细胞为供体，兔卵母细胞为

受体，克隆的大熊猫胚胎在囊胚前各阶段大熊猫和兔线粒体共存，但在着床后的大

熊猫胚胎中，兔线粒体已经消失只检测到大熊猫线粒体。第三种是受体卵母细胞胞

质挽救供体细胞线粒体，造成在发育各阶段线粒体的异质性。直至囊胚发育阶段，

牛和人的线粒体DNA都可以在牛一人异种重构胚中检测到C33]。Jiang等通过PCR

分析发现在附植前，在北山羊一兔异种重构胚中北山羊和兔的线粒体共存订l】。

本实验中，异种克隆的塔尔羊异种重构囊胚的线粒体主要来自于受体奶山羊，

塔尔羊的线粒体从融合起始的约占l％的比例，下降到囊胚阶段的0．01％-0．1％之间。

这和牦牛一牛[72]p绵羊一牛‘1埘的异种克隆囊胚期线粒体报道基本一致，而与大熊

猫一兔‘3们，人一牛‘3∞，北山羊一兔‘71 3的异种重构囊胚的线粒体组成差别较大。因

此，我们推测异种核移植中上述线粒体命运的发生可能与线粒体的进化以及供受体

亲缘关系远近密切相关。线粒体在进化是较为保守的，哺乳动物线粒体基因组同源

性很高，而核内编码的线粒体蛋白氨基酸同源性也很高n例。当供、受体亲缘关系相

近时，核基因组对两种线粒体DNA复制给予同样的支持，但由于受体卵母细胞线粒

体数量上的优势，供体细胞线粒体被稀释，重构囊胚的线粒体组成最终出现第1种

模式，亦可视为线粒体的“异源性代偿”。而当供受体亲缘关系较近时，核基因组对

供体来源的线粒体存在优先增殖时，则出现第3种模式。而当供受体亲缘关系疏远，
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核基因组则不支持卵母细胞线粒体分裂，仅支持供核线粒体的增殖，则线粒体组成

出现第2种模式。而对于后两种线粒体的增殖模式，由于供核细胞来源线粒体数量

少，必然使得线粒体在维持胚胎发育过程中的功能受到损害，对胚胎细胞增殖，分

裂，分化等基本生命活动造成影响，可能表现为胚胎发育迟缓，细胞数减少，细胞

凋亡等，最终导致异种克隆胚胎发育的终止。诸多研究表明，异种克隆胚胎中核基

因组一胞质线粒体DNA的相容性问题是异种核质互作的主要问题之一．

小结

l、异种克隆囊胚的Y染色体分析和SRY基因扩增证实了本实验中重构胚的核遗传

物质来源于供核塔尔羊细胞，而非奶山羊卵母细胞。

2、建立了巢式位点特异PCR分析塔尔羊异种重构胚线粒体组成的方法。

3、塔尔羊异种重构囊胚中线粒体主要来自于奶山羊卵母细胞，供核细胞线粒体的比

例在O．01％一0．1％之间。
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第四章异种克隆塔尔羊胚胎移植与着床后发育

哺乳动物种内体细胞核移植已经在多种动物上获得了成功，但是出生率很低，

一般小于3％t1111。诸多研究表明了体细胞克隆的囊胚发育率很高(40％-50％)，但是

移植后的胚胎在着床后大量丧失【112川31。目前异种克隆出生的动物仅限于亚洲野牛，

盘羊．非洲野猫和自臀野牛，大多数的异种克隆胚胎在移植后妊娠早期即大部分丧

失[26,2729]。对于异种克隆胚胎妊娠困难的原因和机理的研究报道较少，主要受限于异

种着床模型的缺乏和种属的差异，进展缓慢。

然而，异种克隆动物的出生是将异种间体细胞核移植技术应用于濒危野生动物

保护的最终目的。因此，我们将塔尔羊异种克隆胚胎移植到奶山羊子宫内，观察异

种克隆胚胎的着床情况，为提高异种克隆胚胎异种受体内的着床和植入后发育打下

基础。

4．1实验材料

4．1．1主要试剂

M16，mKSOM等见第二章。

2％静松灵注射液(中国农业科学院中兽医研究所药厂，5ml(100rag)／支，储存：

室温)

青霉素(上海康复特兽医化学制药有限公司，160万IO／支，储存：室温)

链霉素(山东鲁抗医药股份有限公司，100万iu／支，储存：室温)

破伤风抗毒素(兰州生物制品研究所，1500IO／支，储存：室温)

5％苯扎溴铵溶液(南昌白云药业有限公司，500ml(259)／瓶，储存：室温)

4．1．2配制试剂

冲卵液等见第二章。

4．1．3耗材

常规耗材见第二章。

钨丝针

耦合剂

4．1．4仪器
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兽用B型超声波诊断仪

4．2实验方法

4．2．1重构胚的剥离

a)在一次性35mm硅化平皿中加M16基质2ml，将回收的包埋快用较粗的吸卵管

移入M16基质内，在C02培养箱中暂短培养。

b)把包埋块调整到适当位置后左手执一根钨丝针在靠近剥离胚胎处压紧、固定

包埋块，右手执一根钨丝针在剥离卵的底部刺入胶条，针紧靠胚胎外围按逆时针方

向转动直到把胚胎剥出。

c)在方杯中加M16基质2ml。把剥离出的卵全部移入M16基质中恢复培养，待

移入受体。

4．2．2重构胚的子宫移植

a)麻醉、腹壁切开、子宫和卵巢显露。

b)检查黄体：发情后5"-'7天的黄体呈粉红或暗红色，黄豆大小，突起、实心，

卵巢表面应无滤泡生成。通常每个卵巢上只有一个。

c)准备移卵：用移卵管按空气、基质、空气、基质，胚胎(通常二枚：一个桑

椹，一个囊胚)空气、基质顺序吸入移卵管。

d)黄体存在一侧宫角，距输卵管和宫角连接部2～3厘米的宫角大弯，用12号

粗针头避开血管穿通宫壁直达宫腔。随即把套管从针孔中伸入直达宫腔，再把移卵

管从套管管腔中插入宫腔。确证移卵管在宫腔内后，推动微量注射器活塞，把卵逐

入宫腔内，随后把移卵管拔出。

e)检查移卵管中是否有胚胎存留。确认移卵结束，拔出套管。宫壁创口通常不

需缝合，让其自愈。把子宫、卵巢一并纳入腹壁。

f)腹壁缝合，受体羊编号(打耳号)，肌注青、链霉素，并注射破抗。

g)术后三天观察饮食欲，和精神状态，常规注射青、链霉素三天。术后7"-'10

天拆除皮肤缝合线。

4．2．3塔尔羊异种重构胚着床检测

在异种克隆胚胎移植后17d，28d，35d剖检子宫，观察异种克隆胚胎的着床后胎儿
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与胎盘组织发育情况。

4．2．4 B超诊断妊娠诊断异种重构胚的妊娠情况

a)检查在胚胎移植后20．25天之间进行(胚龄相当于25．30天)

b)检查前饥饿一天。羊站立保定。

c)术者在超声探头发射面涂耦合剂后，伸入直肠(如直肠内积粪太多应掏出)，

向下紧贴直肠下壁延伸，经盆骨进入腹腔，在盆腔前方左右旋动，同时观察显示

屏幕上出现的图像，呈现正三角形即示膀胱，随后把探头偏向右下方，妊娠羊便

在膀胱右下方显示孕囊，有时在孕囊中还可发现闪动光点，是心搏的征状，出现

一个或两个孕囊图像者即可确定为阳性。

如在检查中未见肠管活动波型及孕囊者，需把右胁腹部上抬，在图象上出现肠管

活动波并确认无孕囊存在时为止。

d)阴性者，通常间隔10天复查一次。

e)阳性羊另关，每栏四头。

4．3结果

4．3．1塔尔羊异种重构胚胎着床后发育及其与种内克隆胚胎着床后发育比较

塔尔羊异种重构胚胎在移植同步的受体奶山羊后，在胚龄28天B超检测是发现

3个受体内存在孕囊，判定为妊娠，但是胚龄45天再次用B超检测时发现已经无孕

囊存在，塔尔羊异种重构胚在受体奶山羊子宫内终止妊娠大约在胚龄35天左右。

表5塔尔羊异种克隆胚与奶山羊同种克隆胚着床后妊娠率的比较

注：字母不同者表示差异显著(P<0．05)

4．3．2异种塔尔羊重构胚着床后的解剖学特征

塔尔羊异种重构囊胚在移植17天后解剖受体，发现受体羊子宫血管丰富，呈现

充血(图14一a)，子宫内阜增生，子宫壁增厚，子宫内出现丝状拉长的胎膜，胎儿
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已经IⅡ以辨认f图14--c}，但足胎儿与对照的⋯羊：倍体胎儿相比H{现无血管分布，

苍白，胎儿偏小，退化等迹象f图14--e)。异种克隆塔尔羊胎膜长度与对照组基本相

同，但也存在无血管．混浊，退化等现象。

在胚龄30天解剖受体后发现．塔尔羊异种重构胚胎儿进一步退化，胎儿已经无

法辨认，胎膜缩短，胎膜内呈现混浊状．于宫仍然具有妊娠的反应。到胚龄35天时，

子宫妊娠反应已经消失，子宫内无胎儿和胎膜可见。

l隧
围14塔尔羊异种重构胚着床后的发育厦其与山羊正常发育胚胎的比较
a移植塔尔羊异种重构胚后17天的受体羊子宫b子宫阜增生并且血管丰富c暑床后

发育的胎鹿和胎儿d胎膜呈现苍白色．胎膜缺乏血管，不透明，部分退化c解剖镜下的

异种克隆塔尔革胎儿，‘℃”型f正常着床的山羊胎儿g山羊的胎儿和胎膜h山革胎膜
呈现透明性，克满透明的液体-山羊同期发育的胎儿j胚龄23．30。35天子宫剖面

鏖戮
1囊∥

一

{．

，一

。、二|

f-t

．
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Fig．1 4 Post-implantation development of tahr interspeeies reconstructed embryos and

comparations between the cloned．印bDrOS and normal embryos
a recipients’uterus on the l 7。after the cloned embryos transfened；b endometria

proliferation and vascularization；c the cloned thar embryonic membrane and fetus；d the
constructed embryonic membranes appeared pale。lack of blood vessel and partly degraded；

e the cloned tahr fetus with appearantly“C”morphology；f a normal fetus produced by
natural fertilization；g the normal fetus and embryonic membrane；h the normal membranes
filled with amniotic fluid and showed hyaline；i the comparison ofthe uteri at EA 23．28，35．

4．4讨论

塔尔羊异种重构胚在异种受体子宫内着床早期发育特征

山羊着床后的发育基本分为胚胎发育分为5期，分别是鳃弓期、指蹼期、偶蹄

期、形成期、胎儿期。其发育的基本特征与绵羊基本一致，妊娠期与绵羊相似，均

为150天左右【114】。

绵羊胎儿早期发育的特征

妊娠天数 胚胎发育特征

14天

15．16天

16-17天

19．2l天

25-28天

30．33天

34-35天

28．35天

胚胎和子宫附着．

胚胎尿囊形成．

到达C形期，体节、眼基板、咽弓形成．

耳基板、中脑，前肢芽形成，后肢芽初现．

头稍弯曲，眼泡色素沉积，鼻窦开始闭合，前后肢芽形成．

皮肤不透明，四肢显趾．

面部分化，眼耳定位，1：2鼻形成，四肢末端趾间出现凹槽，肋部

初显轮廓．

胚外膜子叶和子宫肉阜愈着，胎盘完成全部发育

正羊妊娠胚胎与子宫的着床发生在妊娠14天【11 51，此时胚外部分，绒毛膜，羊膜，

和卵黄囊形成。绒毛膜延伸进入非孕角。胚胎内部，原条和原结出现，原结前方的

外胚层形成神经板和神经沟，脊索前方的头突形成，并向前延伸，发育成为脊索。

20d，18h的山羊胎儿外形呈典型的‘‘C”字形，胚长约4．3mm，!萤659，鳃弓4对，3

对清晰，第4对鳃弓尚未完全分化产生，但已有雏形，晶体窝产生，可见有晶体板，并见有
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听泡。整个胚胎躯干部呈半圆形夕}’观可见有体节30对，前后肢芽尚未发生，肝腹突，中

肾均可以从外观上辨别出来，胸突较肝腹突大，此时的尾芽呈钝圆形，因此难以与胚胎

后部辨别开。绒毛膜：20d、18h。此期呈长管状，约24cm，包在整个胎儿最外部，中部宽

约2cm，两端宽约8mm。没有绒毛叶阜产生，因此整个绒毛膜呈白色丝绸状，游离于子宫

腔中，与子宫壁结合不紧。尿囊：尿囊柄从脐环伸出，扩大为长管状，伸向绒毛膜两端，长

约20cm，中部宽1cm，两端宽约6mm，在尿囊上有成对的脐动脉及脐静脉，并分枝分布

于尿囊壁上。尿囊壁已与绒毛膜内层相吻合，仍有少部分与之脱离而游离于绒毛膜腔

中。卵黄囊：离开脐环后，稍膨大，而后分为两条卵黄管，并与两条脐血管平行向两端延

伸。此时的卵黄开始退化，全长约10cm，宽lmm。羊膜：包围整个胚胎，与其它胎膜间隔，

呈透明清亮而且与胎儿有一定间隙，并充满了羊水【1141。

第28天为胚胎向胎儿前期过渡的重要阶段。体节48对全部形成，面部额，鼻

部已经成形。额突和舌弓明显，口凹聚中。心脏后方肝明显增大，前肢关节突现，

指分叉。雄性性别特征明显，阴囊可见。

第35天从采集到的胎儿的情况看，胚外膜的子叶已和子宫肉阜愈着，分离困难，

子叶已有黄豆大小，胎膜从宫角中部延伸到接近宫体部。胎儿大多位于子宫分叉部

上方5厘米左右，直径在5厘米左右。切开宫壁和胎膜可放出胎水约20"-'50毫升左

右不等，同时胎儿随羊膜囊一并滑出，羊水清朗，胎儿在羊水中游动，长3．5-'4．Ocm

不等。面部已分化完成，眼、耳、口、鼻清晰可辨。四肢末端也出现趾(指)间槽，

肋部轮廓明显。总体上，胎儿已完成器官形成。

塔尔羊异种重构胚胎胚龄23天时的发育形态明显晚于同期的正常山羊胎儿，

仅相当于正常山羊21天左右的胎儿，整体胎膜拉长，胎膜血管不够丰富，长约27cm，

胎膜组织偏窄小，羊膜包围胚胎，胚胎体节明显，胎儿体苍白，小于正常山羊胎儿。

与子宫附着处，宫阜突起，血管化不明显，增生厚度低于正常的奶山羊胎儿。胚龄

28天胚胎解剖发现胚胎胎膜出现组织解体，胎液混浊，包裹于羊膜的胚胎出现瓦解，

发育呈现异常，羊水混浊。塔尔羊异种重构胚发育至胚龄35天时胚胎基本瓦解，被

子宫壁吸收。

塔尔羊异种重构囊胚移植后主要异常是胚胎在着床后不久死亡，胚胎呈现乳白
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色，形态呈现C型，胎膜组织瓦解，伴有轻度混浊的液体。至35天胚龄时子宫已经

无反应，基本恢复。

异种重构囊胚移植后发育异常原因

本实验中，异种克隆塔尔羊的胚胎在胚龄28天时检测到的孕囊仅为3个，胚胎

丧失率高达95％，至胚龄35天时，已经无孕囊存在，胚胎全部丧失。异种重构囊胚

移植后的高丧失率解释可能有--：l、胚胎无法正常着床，着床前就丧失；2、胚胎

着床后早期就发生退化，胚胎死亡，胎膜瓦解。妊娠的前1／3期间，尤其是着床后一

个月是胚胎在母体内发育最关键的时期。在这期间，首先是胚胎要和母体子宫发生

直接联系，因此胚外组织必须充分发育、正确完成，以保证胎儿的正常代谢和发育。

与此同时，胎体发生剧烈分化，不仅要渡过胎儿的重要发育阶段⋯原肠形成期，并

且绝大部份器官的发育也要完成。因此，发育上的任何偏差都可导致胎儿丧失。异

种克隆胚胎着床前后高的胚胎丧失率，在许多研究中已有报道‘26,27,291，其原因可以

分为两方面加以分析。

首先，体细胞克隆技术中，克隆胚胎的着床表现出高的早期丧失率，本试验中

即使是奶山羊种内克隆，其早期胚胎丧失率也高达50％以上。绵羊，经B超检查发

现孕囊，但手术能回收到的胎儿的仅占50％左右，在回收的胎儿中还有一半左右出

现发育延迟、濒死或已经死亡[116]。牛的情况也类似[1173。小鼠在妊娠8．5天时，回

收存活的克隆胎儿只占移入胚胎的10％左右HIS]。

胚胎在原肠形成期完成之后起始着床。着床最初发生在子宫系膜附着部的对侧

子宫壁上，绒毛锥从背侧伸入子宫腔。绒毛中含有双核的滋养层细胞(又称滋养层

巨细胞)，单核滋养层细胞。着床点上，子宫粘膜快速生长，包围整个胚胎和胚外结

构。蜕膜生长至接触子宫系膜对侧的子宫壁，进而融合，形成部分胎盘。同时，胚

胎腹侧的蜕膜退化，发生消化反应，使得胚胎脱离子宫系膜对侧的子宫壁，使得胚

胎反而由绒毛锥和子宫系膜子宫壁附着。着床后胚胎早期营养取自子宫乳(退化的

上皮细胞背消化后产生)。中期胚胎沐浴在母体血液中，卵黄囊可从血液中吸收营养。

后期，蜕膜基部，绒毛锥，绒毛膜和尿囊的一部分融合产生真正的胎盘，把母体的

营养供给胎儿。绒毛中的滋养层巨细胞源于滋养层细胞，一般认为，绒毛巨细胞是
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由单核柱状的滋养层细胞分化而来，其过程是核分裂而胞质不分裂。滋养层巨细胞

顶端无绒毛，也无饮泡。细胞有两个圆形的核，核仁明显，胞质丰富，内含稀疏的

内质网，大量游离的核蛋白体。高尔基体发达，中等大小，胞质中尚含有致密小体，

多泡体，和低电子密度的分泌颗粒，可能具有迁移的功能n1如。滋养层巨细胞处于绒

毛锥的顶端，在着床和把Reichert’S膜铆定在蜕膜上起重要作用。其具有侵入子宫壁

的作用，酶的转运功能，此外，该细胞分泌多种激素，生长因子受体，IgG，转铁蛋

白，肌动蛋白，白蛋白等【120】。

目前认为克隆胚胎早期发育高的丧失率与滋养层细胞分化与功能失调，从而导

致胚胎胎膜发育异常有密切的关系[121,122,123]。滋养层细胞产生大部分胎盘以及一部

分胚外膜n矧。核表观重编程建立是囊胚阶段滋养层细胞功能获得的必需事件。克隆

牛胎盘发育异常，可表现为绒毛膜尿囊发育不全，胎盘子叶减少(严重时无子叶发

育)、变小，血管稀少lifO,1231，克隆牛、羊的滋养层双核细胞数量少[125,126]。小鼠，

可以发现胚盘异常增大，重量增加，组织学检查，胎盘基底层过度肥大，尤其是海

绵滋养层细胞，巨滋养层细胞和糖元细胞，并且由于海绵滋养层细胞和糖元细胞侵

入迷路层，胎盘层次被破坏，迷路层中毛细血管分枝无规则，异常扩张，海绵状滋

养层细胞和迷路层排列异常[121]t推测是滋养层谱系的细胞功能失调的一种反映。

其次，异种克隆胚胎的发育早期的高的丧失率是由于异种动物之间在进化过程

中所产生的着床类型，子宫生理，妊娠期长短的差异所造成的遗传性隔离现象。自

然界中，异种胚胎的正常出生仅限于除了马驴模型，绵山羊模型，啮齿类模型等，

异种克隆胚胎的正常着床并出生个体的报道仅限于盘羊，亚洲野牛，白臀野牛而其

受体分别是绵羊，奶牛，奶牛。所以，在选择异种克隆胚胎的受体时要充分考虑遗

传距离，着床类型，子宫解剖学特征以及妊娠期长短是否一致，塔尔羊与奶山羊的

遗传关系较近，妊娠期塔尔羊约为160天左右，与奶山羊155天接近，同时我们从

两者的繁殖行为推测其生殖解剖学特征应该基本相似。但是，我们仍然观察到异种

克隆胚胎高的着床后早期丧失率，尤其在妊娠21--25天左右，这和绵羊一山羊胚胎

异种移植试验中的观察到的现象类似n2刀，推测可能是由于受体奶山羊的子宫的对异

源细胞的免疫应答反应，而塔尔羊异种胚胎未能分泌同源IgG抗体，缺乏保护塔尔
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羊胎儿的屏障，而这道屏障主要是由滋养层双核细胞或者巨细胞建立【12射。

体细胞重构胚移植后发育异常的分子机制

尽管采用的供核细胞系不同，供核细胞基因转录模式也显著不同。但是研究发

现SCNT胚和IVF胚显示惊人的相似的基因转录模式，说明体细胞核在卵母细胞内

发生了重编程。同时也发现有-d,部分基因表达异常，可能影响关键的发育进程，

这些发育过程可能引起SCNT胚的发育失败【1291。

在克隆牛的囊胚，几种基因的异常表达被发现。(Mash2上调，DNMT下调，

Hsp70缺失：INF：的表达异常)，FGF4，IL6的表达差异很大(因所采用的细胞间的

差异而有所不同)，颗粒细胞有，而胎儿成纤维细胞则没有【130’131，1321。但是没有研

究报道可以解释附植前后大量的克隆丧失是否由于这些基因表达的异常。表观遗传

分析揭示多数x染色体正常灭活【1331。在特定的CpG位点甲基化失稳【1矧胎儿和成年

克隆牛个体的研究均表明印迹正常或者对表现遗传异常可以耐受【135—361。

牛NT胚的基因芯片分析发现与IVP胚相比92个基因表达升高，43个基因表达

下降，但是，PT-PCR分析发现单个胚胎，NT胚胎与IVP胚基因表达差异要小。因

此，NT胚的单个基因表达不能解释重编程错误的本质【137】。目前普遍认为，体细胞

克隆胚胎在移植后所表现的异常主要与胚胎的胎盘的发育异常有关，滋养层细胞的

表观遗传重编程的异常，包括印迹基因和一些非印迹基因的甲基化异常造成滋养层

细胞分化，增殖等相关基因表达的异常，决定了胎盘的组成、功能的异常【1勰·1381。

基因印迹

许多研究解释克隆后代异常综合征(AOS)的潜在机制主要集中在调节生长发育

的印迹基因表达变化[8310 SCNT重编程不完全所造成的在附植前建立的不当的由表

观遗传控制的印迹基因表达模式[1393*牛[140]山羊Ⅲ11的印迹基因研究证实了这一

假说。啮齿类和绵羊胚胎，胎儿，胎盘的印迹基因的甲基化状态[139,141,142,143]也支持

印迹基因的表观遗传失调是AOS发生的关键因素。尽管SCNT对于印迹有影响，但

是其作用的机理和发生的机制尚不明确。目前，人类和小鼠已知70个印迹基因，SCNT

引起的表观遗传失调可以影响大量基因的表达【跚。

IGF家族在胚胎，胎儿，胎盘发育起到重要作用【l托1451。尽管IGFII单独过表达
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对胎儿生长并无重要影响，但是缺乏IGFIIR时，IGFII的升高可以导致严重的胎盘

和胎儿的过生长【146l。

研究检测D7，D25牛胚胎(NT胚，IVP胚，孤雌体内产生胚)的IGF．I，IGF．II，

IGF．IR，IGF．IIR的RNA水平，发现D7时未检测到IGFI基因表达。D25，NT胚胎

组织和IVP胚IGF．ImRNA水平高于体内产生胚胎(P<0．05)。IGF．II mRNA水平，

NT胚高于IVP胚胎组织(P<o．05)。胎盘中IGF．IImRNA水平，NT胚高于体内产生

胚(P<o．05)【1471。

IGF．II里一种分裂促进剂【1镌】，影响滋养层迁移，侵入【148】。正确的印迹的丢失可

导致转录、翻译的变化，导致异常的胎盘功能。研究表明克隆牛的胎盘有少的滋养

层双核细胞f1251。胎盘功能的下降会影响营养，废物和气体交换，并可能是胚胎高丧

失率的原因1149l。胎盘维持母．胎平衡，并且吸收尿液。然而在NT胚和IVP孕体中由

于减少的子叶数，导致羊水过多和尿囊积水【150，15¨。

NT胎盘表达IGF．IIRmRNA高于体内胚4．3倍，IVP胚2．3倍【1明。并且IGF．IIR

是体细胞生长的负调节因子，并且已经证实在克隆牛上是印迹基因【1521，并且克隆胚

胎中印迹异常。胎盘，试图调节发育，维护母．胚细胞来由的平衡，上调IGF．IIR可

以减少IGF．II过表达。D60牛的克隆中IGF．IIR在胚胎和胎儿组织上调f153J，但是D72

牛克隆具有正常的IGF．II印迹，但XIST印迹在绒毛膜丢失【154】。新生克隆胎儿的研

究表明死亡的克隆IGF．II，IGF．IIR表达异常，而正常的克隆牛有正常的表达模式【b卯。

研究者认为：体外培养或胚胎操作极大影响NT胚的印迹基因表达。因此，进一步的

研究需要改善条件使其更加类似于体内环境产生的胚胎。

印迹基因的表达，小鼠上IGF—II控制胎盘和胎儿生长。母源Ig／'2基因的位点，

编码IGF—II，在鼠上是灭活的，‘1561对胎盘而言，Igf2的双表达会导致过度生长[157]，

然而Ig]2突变鼠表现出退化，糖原细胞减少[158J缺少IGF2R表达，作为抑制IGF

--II功能，表现出胎盘的持续生长[15930胎盘生长被报道与Igf2／pS71dpz表达比例有

关，有研究表明Igf2，IgfXR,p571dpz的在克隆小鼠胚胎中表达均减少n2¨。

有研究n钏表明，NT胎盘绒毛膜，XIST位点表达降低，虽然其DMR区域的甲

基化正常，但是绒毛膜部位过度甲基化。XIST位点的印迹异常，“LOI'“1601，表明
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XCI的异常或基因组印迹的缺失n鲫，既有表现为胎盘双等位表达，也有可能表现为

心脏MAOA和XIST的无表达，表明X染色体完全灭活。原因可能是由于表观遗传

的供核细胞状态。Eggan等表明小鼠上，体细胞和用于调节XCI的配子标记是相同

的，若在用于克隆时是缺失的，则表现为在滋养层的随意XCI[1333,小鼠上，Igf2R

和ASCL2的位点分析表明，从供核细胞单位点表达至胚胎期双位点表达的开关被失

调，进一步支持了供核细胞的表观遗传模式影响位点的表达结果H61]

甲基化／去甲基化

父源DNA的去甲基化是一个主动的过程，并且在受精后立刻发生n蜊。相反，

母源DNA的去甲基化是在早期卵裂过程中从核中去除DNA甲基化酶这种负机制发

生的C16220这种酶负责在DNA复制过程中维持甲基化模式。与合子基因组中非印迹

基因的表观遗传的标记去除相反，印迹基因的表观遗传标记在父、母源DNA中在整

个去甲基化过程中均被保护。卵母细胞特异的DNMTI是在附植前维持印迹所必需

的C163]。胚胎甲基化模式在小鼠上是附植后，牛上是在囊胚阶段重新建立[16430再甲

基化来自于DNMT3a和DNMT3b[1611。常染色质的低甲基化和异染色质的高度甲基

化在SCNT胚中已经报道嘶卯。DNMTI和DNMT3a的rn RNA水平在附植前在NT

胚中表达异常n鲫，同时，一些染色体结构因素和组蛋白修饰因素也影响这些DNA

甲基化转移酶作用于基因组。

上皮角蛋白启动子和微卫星I区的分析进一步支持了克隆的重编程的失调，绒毛

膜部分高密度的甲基化。研究n刚认为在胎盘过度甲基化或缺失去甲基化与双位点

的表达相关。Kang等的研究表明牛的滋养外胚层的高度甲基化【16zl·在D7 NT来源

的胚胎，Dean等分析也表明在早期牛克隆胚中重编程不完全n矧。克隆鼠中，胚胎

异常表达体细胞形式的DNA甲基化转移酶n鲫，DNA甲基化酶的增高，缺乏重编程

如父源基因的快速去甲基化，造成了克隆的绒毛膜部分的高度甲基化状态。

胎盘发育关键基因表达

小鼠上，已发现大量的移植的桑椹／囊胚发育不超过6-7dpc Ill3】，并且附植的比

例<lO％。因此，多数克隆发育超不过附植前晚期或附植后的早期阶段。

Oct-4作为小鼠细胞全能性的标志基因，其在正常囊胚期仅限于内细胞团表达，
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而小鼠克隆研究中发现，体细胞核移植引发囊胚期oct-4空间表达的异常。克隆小鼠

囊胚oct4基因表达一部分正常，大部分在空间表达上呈现出镶嵌型或异位表达，即

在滋养层细胞系内表达【169】。同时发现重编程在第一次卵裂仍然存在，并不限制于

MII卵母细胞【1691。这些发现表明鼠克隆胚胎不能发育至附植后可能与oct4决定的囊

胚中不正确的细胞系有关。0ct4异位表达胚胎的异常主要表现在孵出透明带的能力

降低，出壳后的细胞oct4表达降低，产生ES细胞的频率下降【169】。异常的oct4表达

是直接或间接由重编程的错误引起的，并且是重建发育程序总体失败的指标。异常

的oct4表达可能与其它关键发育基因的异常表达有关导致胚胎各阶段异常。不考虑

其他基因，单独的oct4表达异常是多数体细胞克隆失败的原因【1例。

oct4作为转录因子影响在胚胎发育的早期阶段一系列靶基因的表达，包括Fgf4，

Rex．1，Sox．2，OPN，h CG Uff-1 070]，INFz[171】和其它潜在下游基因， creatime kinase B，

Makcrin l，Irnportin p，His-tone H2A．Z和核糖体蛋白S7 11721。Fgf4是oct4的靶基因，

并且在克隆牛胚胎中异常表达030．13¨。oct4缺失突变尽管可以发育至囊胚样结构，

但是无全能ICM，也在附植后因去少分化胚胎细胞系分化能力而死亡(Nichols et al。

1998)[173】。体外如果改变oct4的表达水平，30％升高或者低于正常水平，则会导致

胚胎干细胞向内胚层细胞或TE分化【174】。而Oct4／cdc2表达产物的比例是滋养层细胞

分化的决定因素【”51，所以oct-4的异位表达可能是克隆胎盘滋养层细胞数量缺少和

功能缺失的主要原斟1叫。

Hill等(2006)韬E SCNT妊娠45．55d发现血管的减少，胎盘区上皮重减少【1231。

So盯60d牛胚的妊娠中与甜妊娠比较，缺少有组织的绒毛发育，有少的胎盘子叶数

[176]。在上皮．绒毛膜联系的初级阶段，母胎界面的特征是滋养层双核／巨细胞(TGC)

的子宫内膜的进行性侵入。滋养层双核／巨细胞(TGC)约是滋养层细胞20％，并且

通过母胎联系，与子宫上皮细胞融合Ill9，1201。TGC细胞通过胞质分裂的有丝分裂成

为四倍体，或者核内分裂。DNA含量可以达到32N 0201。这些细胞产生PAGCs，PL

催乳素相关蛋白；在妊娠过程的母源血液可以检测到。滋养层双核细胞(BNCs)在

母一胚交流起到重要作用，产生bPRP．1，bPL，bPAG．1与附着相关‘177，178'1例。Hill等

n跏报道NT奶牛显著表达MHC--1，高于体内培养胚胎，在正常胚胎MHC表达由
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于受到bPAGs表达抑制MHC．1的产生，从而免除母体的免疫反应n8¨。检测牛NT

胚胎妊娠过程中，30，60，100天中，bP RP．1，b PL,b PAG-1，b PAG．9基因转录与

AI胚相比出现的异常，暗示出牛NT中双核细胞特异基因转录的缺陷‘17而182]。关于

TGC细胞在SCNT胎盘中的数量报道不一，与IVF和灿妊娠相比，在早期妊娠阶

段(D30“0)，有的认为少，无变化或者更多。最近的研究表明，40d牛SCNT的

TGC的数目少于IVF、AI组【1831。胎儿直接控制BNC的产生[184]NT牛中见到的异

常可能是由于BNC的迁移或者由于遗传异常引起的胎儿表达某些胎盘发育的信号不

充分。

Arnold[1331等比较了决定滋养层细胞增殖、分化和功能密切的因子(Mash2)，

(Handl)，(IFN呵、PAG．9)在灿，IVF，SCNT(17d)和SCNT(40d)的牛胚滋

养层的表达以及TGC的密度和功能。在附植前阶段，Mash2 mRNA在SCNT胚高于

AI，HandI在AINT胚中高于SCN胚。附植后，SCNT胎儿子叶表现出更高水平Mash2

和HandI，与触、ⅣF相比。IFN-I mRNA表达无差异。PAG-9mRNA在m中最高，

IVF次之，在SCNT胚无法检测到。Mash2的位点表达在各组中无差异表明Mash2

表达升高不是由于Mash2的印迹状态的变化f183】。

Mash2刺激细胞增殖，抑制滋养层细胞向终末分化巨细胞形成分化n跖3然而

Handl激发巨细胞形成[186]。Mash2突复鼠中，鼠胚有大量巨细胞在9．5dpc丧失；

Handl突变鼠也在9．5dpc丧失，巨细胞少。在牛上，我们Mash2也在胚盘里表达，

附植前滋养层细胞增殖时表达量最大n盯】。牛Mash2也是印迹基因，附植后父本位

点沉默。牛上D17妊娠期，滋养层细胞经历快速增殖，导致胚胎在子宫内的拉长，

用于附着。牛滋养层细胞发生分化产生TGC细胞。TGC细胞在起始附着和母／胚界

面发育具有重要作用。Mash2／Handl表达的平衡决定了滋养层细胞的分化。克隆胚

中D17，Mash2、HandlmRNA说明滋养层细胞分化为TGC细胞受到抑制n83】。克隆

胚中IFN．II(单核细胞标记分子)表达中，克隆胚、ⅣF、触无差异，说明SCNT

胚中单核细胞发育正常，异常的母源性识别并不能够解释SCNT胚的早期妊娠丧失

率高。PAG．9是牛上妊娠25d TGC唯一表达的PAGS的一种分子n3引。Patel等发现

SCNT胚胎30d时胚盘组织表达PAG-1，PAG．9低于越胚胎‘1蚴。PAGCS可能起到
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母源免疫抑制的作用E189]e D40时Mash2基因表达依然很多，表明Mash2的表观遗

传重编程不正常或调节Mash2基因表达异常。研究发现Mash2基因在D17双位点表

达，在附植后母源性表达[1873。D40时，Mash2父源表达沉默，但仍可以在几个样本

检测到低水平表达，说明调节Mash2基因异常，而不是其印迹状态的改变，也发现

早期胚胎丧失中PAG的受体血清浓度低，而同样的发育到期克隆受体则有更高的

PAG浓度。

我们认为体细胞核移植中胎盘功能的不全是由于滋养层增殖(Mash2)，分化

(Handl)和功能(IFN．f和PAG一9)这些所需基因异常所引起的。因此，对正常胎盘发

育起到关键作用的基因在SCNT胚中的表达变化可能是引起异常滋养层分化异常、

胎膜丧失的原因。

小结

塔尔羊异种重构胚可以在奶山羊子宫内着床，但是胚胎在着床后早期即丧失；

异种重构胚胎着床后的发育异常主要表现在胎儿发育迟缓，胎膜发育不良，这和

滋养层细胞的分化和功能有关。



上海交通大学 博士学位论文

第五章山羊四倍体胚胎制备及其体内外发育

近年来，为了保护濒危珍稀动物而开展的异种体细胞核移植研究，仅在盘羊、

亚洲野牛、野狼等几种动物上可以发育至妊娠后期，而多数的异种克隆动物体细胞

重构胚在移植受体后未见着床或在妊娠早期即大量丧失n8,27,29,3¨，研究认为胎盘种

间免疫屏障，与受体子宫内膜无法或者不正确的识别异种胚胎造成了无法建立妊娠

b副。异种胚胎移植试验发现滋养层细胞在建立母体与胚胎联系过程中起重要作用

n6,37,3引。可见对于克隆动物的胎盘研究，甚至加以改造是发展体细胞核移植的必然

和焦点。

在小鼠四倍体胚胎的研究中，发现四倍体胚胎的着床率很高，虽然着床后胎儿

发育异常，但是其胎盘组织形态，印迹基因表达正常[56,57,190]在和二倍体胚胎或

ES细胞(2N)嵌合后四倍体细胞发育具有明显的胚外组织分布倾向，而不参与胎儿

组织发育旧1。利用这一特性，分别获得来自ES细胞的小鼠、淋巴细胞和神经元细

胞克隆小鼠，其中四倍体胚胎细胞起到了胎盘组织代偿性的作用H1，53’5钔。

目前对大动物四倍体胚胎的研究较少，尚无对于山羊四倍体胚胎制备及其发育

能力的报道，这里我们通过优化电融合条件获得了高效制备可发育的山羊四倍体胚

胎的方法，研究了其附植前后的发育能力，为利用四倍体胚胎代偿克隆胚的胎盘组

织试验提供了依据和可能。

5．1试验材料

5．1．1主要试剂

基本同第二章。

5．1．2配制试剂

基本同第二章。

5．1．3耗材

基本同第二章。

5．1．4仪器

基本同第二章。
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5．1．5试验动物

性成熟青年奶山羊由上海转基因研究中心实验牧场提供。奶山羊饲养标准参考

中国国家营养标准。试验动物饲养管理执行上海交通大学医学院伦理委员会规定。

5．2方法

5．2．1山羊超数排卵与2．细胞胚胎回收

山羊超排处理，采用FSH递减法，总量240IU，在注射FSH的第三天，同时

注射PG，第四天注射LHRH．A3。供体羊在发情后9""11天进行超排处理方法如下：

山羊的超排规程

改fl：PBS冲输卵管获取2．细胞胚胎，在mKSOM培养微滴中洗3次后置于mKSOM

微滴中恢复半小时待电融合。

5．2．2 2一细胞期胚胎裂球电融合

电融合按照1wasaki[1911文献报道。10—15个2一细胞胚胎在0．3mol／l甘露醇融

合液(0．1mM MgCl2，0．05mM CaCl2，0．3M甘露醇，0．5mg／mL BSA)中洗3次，然后

移入充满融合液的融合槽(BTX--201，BTX，USA)的两电极丝之间，融合直流电脉

冲由电融合仪输出施加，细玻璃针排列胚胎使裂球的接触面与电极方向垂直，使用

0．8．1．3 kV／cm，40 ItS的直流脉冲电刺激胚胎。最后将胚胎吸出，在操作液(M2)中

洗3—4次，置于mKSOM培养微滴中观察融合情况。刺激后每隔1小时观察1次，

2小时后仍未融合者弃之。
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5．2．3融合胚胎培养

融合的胚胎置于山羊体外发育液mKSOM中培养，培养条件，38．512，5％C02，

饱和湿度。每隔48小时换液1次，48dx时后mKSOM培养液中添加5％FBS，观察发育

时序和囊胚发育率。

或者，手术法将融合胚移植到山羊输卵管内，在输卵管和宫角连接部作双重结

扎，待5天后回收融合胚胎，观察囊胚发育率．

5．2．4染色体分析

发育到囊胚期的融合胚胎采用pronase．Tyrode’S法去除透明带后移入含有

0．04ug／ml秋水仙碱的培养液中培养3小时，M2中洗数次，然后用T／E处理5分钟，

M2中洗3次后置于40％FCS中低渗5—10分钟，连同少量低渗液将胚胎移入固定

液中(甲醇：冰乙酸：水"-3：l：4)固定5分钟后，用巴斯德吸管吸取一定量的固

定液和胚胎直接滴于载玻片上，40℃恒温干燥后6％吉姆萨染色5分钟，洗片，室温

干燥。

镜检，计数中期分裂相数和染色体数目。

5．2．5 Hoehest33342染色和细胞计数

7个体内培养的融合囊胚置于含有Hoeehst 33342(5pg／mL)的mKSOM中10分

钟。胚胎置于100％甘油中，压成单层后在荧光显微镜下计数。

5．2．6四倍体胚胎的着床分析

融合后胚胎再次卵裂后的胚胎移植于同期发情受体羊的输卵管内，每只受体羊的

两侧输卵管各移5枚融合胚，分别于移植后的20天和28天，35天剖检受体羊的子

宫，计算着床点，观察胎儿和胎盘发育情况。

5．2．7胚胎组织切片分析

受体子宫中回收的完整和降解的胚胎组织固定于Bouin’s液中，用于石蜡切片分

析。固定液洗净后所有固定的胚胎置于80％的乙醇中过夜，梯度脱水后石蜡包埋，

所有胚胎连续切片，厚度5—8um，苏木精／伊红染色。小部分胚外组织用于分析染色

体构成。

5．2．8数据处理
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百分比和平均数的显著性比较用r检验，P<O．05时为差异显著。

5．3结果

5．3．1不同电刺激参数下胚胎融合和胚胎发育结果

根据相关的参考文献n9¨和预试验，短的脉冲时程25--50us，被用于2一细胞胚

胎的融合，我们选择-j'40us作为固定值，筛选合适的电融合参数。130％1次脉冲作用

后融合率很高，但是胚胎接受电刺激后有40％的死亡．1lOV，2次和3次均可以获得

较高的融合率，但3次刺激后胚胎融合后有11．63％的裂解。80V，3次可获得稳定的

融合效率，同时胚胎融合后无死亡。我们选择了110V，2次和80r,3次作为山羊2一细

胞胚胎融合的最优参数。

从融合后的胚胎发育情况来看，低电压多次刺激(80V，3次)对于胚胎的影响明

显小于高电压单次刺激(130V，40us)，差异极显著(P<O．01)。80V，3次组的四倍

体囊胚发育最高45．16％，与正常胚胎发育比较，无明显差异(P>0．05)，表明在2一

细胞胚胎阶段对胚胎施加一定电压刺激，对胚胎的发育没有影响。四倍体胚胎的第1

次卵裂率和囊胚发育率间无明显相关性(表6)。

表6不同电场强度和脉冲次数对于2一细胞胚胎融合及融合胚胎发育的影响

幸脉冲时间为40岭．¨融合胚胎移入寄母输卵管内体内培养，5天后回收胚胎计算囊胚发育率．

字母肩标不同者标示差异显著(P<o．05)．

5．3．2不同培养方式时胚胎发育结果

对于正常的2N胚胎，体内培养和体外培养的胚胎发育情况无明显的差异，只是胚
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胎在体外Ks0M发育液中序贯培养6尤后桑椹胚胎占一定的比例，橱在体内培养时可

以获得更高的囊胚发行率t同时我们也发现体内培养豹囊胚细胞数多于体外培养的

囊胚。

对于融合后的四倍体胚胎，体外培养可以获得一定比例的桑椹，囊胚发育。但是于

体内培养相比有差异，说明四倍体胚胎的培养对于培养液有更高的要求。同样的，

在体外培养条件下，四倍体胚胎的桑椹JfI；胎占更大的比例．说明体外培养体系对于

胚胎的影响可能更主要在于囊胚腔的形成。四倍体胚胎从l细胞发_仃到囊胜的发育时

『自J短于J下常胚胎，大约缩短T32,'J、时．4N肝胎的囊肝脖出现约为融合后120／J、时，但

在受精后的157sJ、时，比正常胚胎晚Y6d,时左右(圈15-g)。
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表7不同培养方式对于融合胚胎发育的彤响

培齐方法 2_ceiI 融合 培养 附植前发育(％)¨

胚胎(％) 胚胎教·—i=iii——1西五i————i藤～
4N⋯m咖 37 3州引．08】 19 ]2(63 15) 截20)X(3 33)I

2N”’Ⅲ咖 2I ND 2l 7(33．33) 耐28 57)8(38．10r

4””mwvD 51 4饿78A3) 3l ND 叭00) 14“5 16r‘

2””m咖o 22 ND 22 ND 烈9．09) 15(韶．18r

”’所有胚胎烃过08 kV／cm，柏邺．3次电脉冲刺激；
12)二倍体胚胎回收自正常受精的母羊．

’所有胚胎培非从2一细胞阶段开始．
”所有胚胎在体内傩外培养6天．体内培养胚胎回收率为】∞％．发育丰以培养胚胎敷目计算．

字母肩标不同者标示盖异显著fP哪05)．

5 3．3山羊四倍体Jli；胎细胞计数与核型分析

山羊12枚融合囊胚进行了核型分析，其中10枚囊胚具有四倍染色体(闰16一a)，

染色件数目为120荣，其余I枚为二倍体，另外1枚为2N／4N嵌台体。

体内培养获得的7枚融合囊胚进行细胞计数，山羊四倍体囊胚的细胞数约为

5303．3蛇．8)，正常胚胎为116．2删．9(图16--d)。融合囊胚的体积与正常二倍体囊胚
体积相似，但是单个四倍体囊胚的细胞体积和核区面积大于正常的二倍体细胞。

囤16山羊四倍体胚胎桔型分析与胚胎细胞计敷

a四倍体胚胎细胞枉型b正常二倍体胚胎细胞枉型c四倍棒盘胚d四檐体囊胚的妇胞计敷

F嘻16Ka．votype期d cell∞硼bofk“印bid goatb]e_t衄D
L Kar”帅e ofgoat te'a'aploid bl∞眦yn∞崛b．Karyo*type ofgom dlplo{d blasIocysI∞lk c
celt∞帅B ofgoat啪ploid bla咖掣n(b^ghI o叫cX d∞¨s co啊t ofgoatktraplold bl曲k叩t
frC'N=52)

5．3 4山羊四倍体胚胎着床后发育

57枚融合胚胎移植6个受体后分别在三个时『自J段解剖。在20天时两个受体均发
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现有妊娠反应，在一个受体内发现有两个胎儿和三个退化的胚外组织．另一个受体

内有4个退化的胚外组织(图17一b)。在28天时．一个受体发现有妊娠反应，发现

有两个退化的残进，另一个受体则无妊娠迹象。在35天时，两个受体均未有妊娠迹

象。 融台胚胎移植的受体中．退化的胚外组织取细胞核型分析．染色体数目为120

条，为四倍体束源。所有妊娠的融合胚胎受体卵巢存在妊娠黄体，子宫有明显的充

血和膨胀现象．子宫阜出现增生。对照的正常二倍体胚胎移植3个受体．在28天解

剖时两个受体怀孕，发现有七个胎儿，胎膜发育正常。

从移植融合胚胎28天解剖的受体内发现的两个退化的胚胎组织．其长度分别为

3．s和4 Ocm．胚胎出现犬部分变性，呈现如白色，缺少血管分布，胎膜内古有混浊

的胎水，但无明显的胎儿形态存在。组织学检测发现，两个退化的胚胎组织Jji；外部

分细胞构成和排列与二倍体胚胎类似(图17一d)．其中一个退化的胚胎巾有神经管样

结构，但缺少二倍体Jl；l；胎的其它组织器官。

上述的结果表明。四倍体胚胎在进入子宫后可以诱导子宫出现妊娠反应。四倍

体胚胎经历了附植的过程，胚胎可以发育，尽管系统器官发生不全，并在着床早期

就已经退化井发生自溶。

表8融鲁胚胎移植28天的四倍体胚胎的附植后发育

胚胎奏型 穆植胚胎般／蹙 着床敏／蹙体敷·着床敷¨

体数 ，穆植胚胎教

i常胚胎 18／3 12／2 7／18(38．9蚶

·山革四倍体胚胎和二倍体胚胎在移植28天时同时回收．

¨看束敷包括降解的胚胎．字母肩标不同者标示差异显著(P‘o 05)。
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图17山羊四倍体胚胎的着床后发育
a四倍体胚胎移植后28天的受体子宫b瓦解的四倍体胚胎c正常的二倍体胚胎d四倍体
胚胎和胚外组织的横切面e正常二倍体胚胎和胚外组织的横切面
Fig．17 post-implantation development of goat tetraploid embryos
a Uterus of one recipient 28 days after tetraploid embryos transferred b Degenerated tetraploid

embryos c Normal diploid embryos d Transverse sections of tetraploid embryos and

extraembryonic tissue eTransverse sections of diploid embryos and extraembryonic tissue

5．4讨论

80V，40us，3次或者llOV，40us，2次的融合参数可以获得山羊两细胞高的融合

率(80％)，制备四倍体胚胎，并且这些胚胎具有正常的发育能力，完成早期的囊胚

发育。40US的脉冲时程为哺乳动物两细胞融合通常采用的参数，本研究的80V，40us，

3次是本实验室胚胎细胞核移植的融合参数(融合率75—90％)，而110V，40us，2次

是山羊体细胞核移植的融合参数(融合率74．86％--89．57％)。两种参数间的融合率

基本一致，但是融合过程的所需的时间上看，llOV组基本在40分钟内可以完成，而

80V组大部分需要1小时(60％)，最长的融合过程甚至需要ld,时30分，这可能融合

的机制不同相关，研究发现高电压可以在膜上直接穿孔，造成胞质的迅速融合，而

低电压多次脉冲是膜蛋白变性而后发生的融合。结合后期四倍体胚胎发育情况，我

们选择了低电压多次脉冲为最优化的融合参数，主要是考虑减小对胚胎的损害。

本研究中，融合的山羊胚胎可以在体内和体外培养后均可早期发育到囊胚阶段，

囊胚发育率差别很大(45．16％VS3．33％)，体外培养中桑椹胚增多。在体外培养过程中

发现，山羊2一细胞胚胎融合后，70％的胚胎在5—8小时内经历第一次分裂，这时才

可称为“四倍体胚胎”。其发育阻滞现象主要发生在4—8细胞阶段，相当于二倍体胚

胎的8一16细胞期。囊胚腔的出现大概32细胞的后期，稍微滞后对照组二倍体胚胎，

说明囊胚腔的形成与细胞数目，胞质分裂次数无关，更可能是胚胎细胞卵裂过程中

固有程序，推测与DNA复制次数和核质比以及某些基因的表达相关，我们在小鼠四

倍体胚胎和八倍体胚胎的囊胚腔形成试验中也证明了这一点(未发表资料)。在总体

的发育时序上，山羊四倍体胚胎比二倍体胚胎发育到囊胚的时间要晚6d,时，晚期囊

胚可以正常出壳，但是胚胎细胞数目仅约为正常胚胎的一半，内细胞团数目则更少，

这些现象与小鼠C1921兔n蚓上的结果类似。山羊晚期囊胚组织核型分析表nYJ83．3％
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(10／12)，具有四倍体核型，染色体数目为120条，其中的两个囊胚分别具有二倍体

核型和嵌合体核型，这和牛(78．4％)、小鼠(90％)、兔(72．7％)的结果相似。经过山羊

四倍体胚胎，电刺激的未融合的胚胎，正常发育，囊胚发育率与正常胚胎差异不显

著(P>O．05)，表明一定的电刺激对胚胎细胞的发育没有显著影响，这与牛‘19¨上的

结果不同，可能是体外受精的胚胎与正常受精的胚胎间对于电刺激的耐受有很大的

差别。

在融合的胚胎移植受体试验中，移植后25天和30天进行解剖后发现有着床的残

迹，子宫的孕向变化，对于着床后退化的胚胎组织分析无相关胎儿成分，主要是胎

膜，核型分析证实是四倍体胚胎来源，提示四倍体胚胎细胞可能并无器官发生，缺

少形成器官的细胞组成，但是其胚外组织发育正常。在着床分析中，我们每个受体

山羊移植的胚胎数较多，主要是观察其着床的效率，山羊四倍体胚胎早期的着床率

为40％，解剖过程中曾发现有两个胎儿，但是培养细胞做核型和细胞DNA含量检测

其为二倍体和2N／4N嵌合体。在小鼠和兔的实验中，融合的四倍体胚胎可以正常发

育到囊胚阶段，但都没有经历器官发生阶段‘1州，除了极少数的报道‘姗。研究表明

四倍体胚胎发育的失败主要是由于原条形成的异常，导致缺少中胚层，或者是由于

四倍体细胞数少而细胞变大引起的生理的异常，但同时也发现其基因表达处于平衡

态[19520在小鼠，大鼠，猴和牛的研究表明，利用四倍体胚胎的细胞的发育特性，四

倍体胚胎已经用于滋养层缺陷胚胎，ES细胞和体细胞克隆的有效的胚外组织代偿悦’

1孵1粥】。山羊四倍体胚胎产生的胚外组织的印迹状态和甲基化水平是否正常有待进一

步研究。电融合法制备山羊四倍体胚胎不仅可以用于多倍体胚胎的代谢和发育研究，

而且在大动物上能否像小鼠研究中一样利用四倍体胚胎细胞的代偿作用为体细胞克

隆和濒危物种的克隆提供正常的胚外组织更值得进一步的探索。

小结

利用电融合山羊2一细胞胚胎可以高效产生四倍体胚胎，融合的四倍体胚胎可

以正常在体内、外发育到囊胚阶段；

在移植受体羊子宫后可以着床，尽管胚胎发育无法形成正常的器官，但是其胚

外组织的发育正常。
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第六章塔尔羊异种重构胚胎与山羊四倍体胚胎聚合及着床潜力的研究

塔尔羊异种重构胚在移植异种受体山羊子宫后在早期即发生丧失，虽然可以发育

至‘℃”型期，但是胚胎发育迟缓，并存在自溶，推测胚胎和子宫存在不相容和免疫排

斥，这些现象与异种克隆研究文献报道相似【2孔291。

四倍体胚胎在小鼠‘1蚍199]，大鼠‘1螂，牛‘52’19s】，猴[197]研究上证实可以有效

代偿胚胎或者ES细胞的胚外组织，并且不参与胎儿的发育，而是限制性分布于胚外

滋养层部分。但是，这些二倍体胚胎一四倍体胚胎或者二倍体ES一四倍体胚胎聚合

研究均是同种间聚合，虽然种间2N一2N胚胎聚合曾有成功的报道，但是仅限于小

鼠不同品系间，小鼠一大鼠‘4胡，绵一山羊‘491之间。

我们尝试着在胚胎早期发育阶段将塔尔羊异种重构胚胎(2N)与山羊四倍体胚

胎(4N)聚合，观察其这种聚合后的嵌合体胚胎的植入前后的发育能力，以期能够

解决异种重构胚着床后胚胎丧失的问题。

6．1试验材料

6．1．1主要试剂

大部分与第二章相同。

植物凝集素(PHA)(Sigma,L4144，储存：212．8"C)

Protease

Tyrode’s液

戊二醛

锇酸

Epon2812

6．1．2试剂配制

5％Protease液
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过滤除菌，每管0．Sml分装，．20。一．70存放。

6．1．3仪器

LKB5型超薄切片机 瑞典

J EL21200II型透射电子显微镜 日立日本

DN—lO型打孔针 BLS匈牙利

6．2技术路线 匣匠豆堕囹匡亘画蔓叵夏囹
I I

I 移核至卵周隙下

J

I 电融合、培养

上 化学激活、培养

去透明带

匝亟亚囹
土 胚胎移植(受体与4N胚胎同为奶山羊)

71

i黼



喜马拉雅塔尔羊异种克隆及相关研究 丁利军 2008年5月

匿床潜能观刻

6．3方法

6．3．1奶山羊四倍体胚胎制备

方法同第五章。

6．3．2异种体细胞核移植

方法同第二章。

6．3．3 2N--4N胚胎聚合

6．3．3．1去透明带

将发育至4-cell期的山羊4N胚胎与回收的8-cell期塔尔羊异种核移植胚胎回收

后转至O．5％的Protease液滴中3—5分钟，透明带变软后立即放入Tyrode’S中30秒，

去除透明带；然后立即用含20％FBS的M2洗涤6次，裸胚置于mKSOM中恢复15

分钟。

6．3．3．2聚合

在含180--2009tg／mlPHA-P的mKSOM微滴中，分别以常规1：1(1枚2N胚胎配l

枚4N胚胎)与“夹心法’，(1枚2N胚胎夹于2枚4N胚胎之间)方式制作组合，用细的

钝头玻璃针使胚胎对相互靠紧，放置聚合胚lO分钟。聚合成功的成对胚胎在mKSOM

培养液中洗涤3次后置于含10％FBS的mKSOM培养。

6．3．3．3聚合胚体外培养

mKSOM培养液中培养72小时，记录发育情况，囊胚用于细胞分布检测检测或

移植受体。

6．3．4聚合囊胚电镜操作步骤

a)用4％多聚甲醛(在O．05mol／L磷酸缓冲液中，PH7．2)在原位固定(4℃)lh；

D．PBS配制的2．5％戊二醛漂洗聚合胚1次，吸出卵并立即置入含0．5ml 2．5％戊二醛

液中，封口，标记，4"12保存供电镜制作。

∽小心地用吸管吸出聚合胚胎，经PBS充分洗净后，用O．1M PBS配制的l％Os04

固定处理2小时。固定后，用0．1 MPBS漂洗3次，每次10分钟。
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c)然后经乙醇(30％，50％，70％，舳％．90％，95％，100％)遂缴脱水各10rain，

100％丙酮骨换10 rain(以上每步均在体视显微镜下操作)，再放入l：l的丙酮与

Epon2812中浸透l h，纯EpoR2812浸透12h。

d)最后，将样品吸到倒立f包埋剂的包埋板上，注意避免产生气泡，(37℃、45℃、60

℃各24h】聚合。包埋块在实体镜下修成小梯形，在LKB．5型超薄切片机卜七U片。

醋酸双氧铀和柠檬酸钳各染色10 min。样品在J EL21200Il电镜下观察和拍照，观察

胚胎异种细胞『丑J的连接与相互作用。

6．3 5聚台囊胚的嵌合性分析

聚合囊胚的染色体核型分析方法I刊重构胚胎的核型分析。

63 6聚合囊肛移植后着床分析

塔尔羊异种重构胚与奶山芊IJq倍体胚胎聚含形成的囊胚移植到周期同步的奶山

羊子宫内观察着床后的发育情况，分别在移植后的胚龄的20天，28天和35天，剖

检子官检测聚合囊胚的着床点和发育状态。

6．4结果

6．4 1异种重构胚与四倍体胚胎的聚合

3天胃；I；龄的塔尔羊异种重构胚(8一celI期)与奶山革四倍胚胎(4-ccli期)

聚合后在KSOM发育液中培养l天后形成单一胚胎(图18 d)，培养3天后发

育至囊胚阶段(图18一e)。

圄鬻鬻黑疆≮i，
黪一

t鐾：
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围18塔尔羊异种重柏胚与奶山羊四倍体胚胎聚合以厦聚合后的旱期发育
a塔尔革异种重构胚8 cell期胚胎b山羊4一cell期四倍体胚胎c去除逢明带后

两种胚胎聚合d 24h后发育成单个胚胎e72h后发育至嵌旨囊胚

Figl8thedevelopmentofchimemic embryosaggRgated bytahr constvzctxd cmt珂oswith goat
teh'aplold embryos atahr constructed 8-cell embryos b goat』gcellletraploid emb吖os c embryo

aggregams alter the removal ofthe zofla pcllucldas d“single”embryo after cuLture惋r 24h e

chimeraic blastocysTsan盯culture南r 72h

6．4 2聚合囊胚的细胞『日J连接

通过囊胚透射电镜分析塔尔羊片种重构胚胎细胞与奶山苹四倍体胚胎细胞聚合

后在囊胚中，两种来源的细胞之n帕々连接．以及是行存在相互作用。从电镜结屎看．

四倍胚胎土要分布在囊胚的滋养层斋|；分(圈19一a)．且有较大的核区面积，而异种

重构胚细胞在内细胞团和滋养层部分都有分布。两种细胞间。初步认定存在间隙样

通讯连接(图19-b，c)。

蛰罐：燕
囤19聚合囊胚中塔尔羊异种重构胚胎细胞与奶山羊四倍体胚胎细胞问连接

咄#为观察到的两种细胞间出现的闭隙样连接

Fig 19 cclluar links bctwccn tahr cloned embryonic calls and goat letraploid embrjonic cells in t}lc

chimeriaic bl拈tocystsa,b．cw讹cell-cellianclions appeared

6．4．3聚合囊胚的遗传学鉴定

通过聚合囊胚的核型分析．确定了四倍体胚胎细胞与异种重构胚胎细胞的嵌合性

分布(图20—b，c)，且四倍体胚胎细胞主要存在于滋养层部分．基本不参与内细胞

团的组成。
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圉20鬣各囊旺的染色体耘型分析彝嵌夸性
a聚合囊胚的桉型分析ba中的内细胞团的l十桔型(2n=GO)c a中灌养层部分
的l十括型(4n=120】

Fi920Chimemlc analysis oCknryotypeinthe aggregated blastocysts

aKazyotypeoftheblastocyst bode katyotypeinmcICM(2n=60)conelcaryotype
mtheTE region(4n=120)

6．4 4聚合囊胚移植后的着床

聚合囊胚在移植后ll天，2l天，2B天后解剖受体羊，子宫出现妊娠反应，子

宫阜出现增生和血管化，但是仅发现退化的胚胎残迹，未能获得异种重构胚的进一

步发育，这叮能和样本量过少有关或者是因为体外无遗明带培养给胚胎发育带米的

有害影响，使得聚合后的嵌合体胚胎发育受到限制。

蕊 圈 陵翌
铡一

图21最合后的嵌台囊胚的着床后的发育
a聚合胚胎耪植1I是后的受棒羊子宫b干言阜增生c移植ll天，2I天，28天后的受体

革子宫剖面d，c移植Il天后受体羊子宫内退化胚胎残迹

Fi921 postiimplantatin developmentofchimeric embryos

a thc recipients’uterus On the ll”after emb叮gs transferred b endomcr缸a pmliferateion c the

compar∞ions ofmcipients’uteri onthe lIm,21“∞d28。aftercmbryostransfer,d,ed％口Ⅲ
cmbwosinthe recipienB’uteri

6．5讨论

塔尔羊异种重构胚一奶山羊四倍体胚胎聚合后可以体外发育至囊胚

本实验中，塔尔羊的8～细胞重构胚能够与奶山羊4一细胞的四倍体胚胎聚合，
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发育成为嵌合胚，并且在附植前发育成为囊胚。在以往的研究中，小鼠一大鼠的二

倍体胚胎，绵一山羊胚胎可以聚合形成单个胚胎，这些异种胚胎的聚合时间都在胚

胎发育早期，胚胎细胞问尚无细胞分化决定和极化现象，细胞的连接也以间隙连接

为主。异种重构胚8一细胞与奶山羊四倍体细胞聚合形成的囊胚中，我们在滋养层细

胞核型中发现了四倍染色体，说明四倍体胚胎细胞在囊胚中有分布于滋养层细胞的

倾向。同时，在内细胞团位置，是塔尔羊细胞的核型，这种异种嵌合囊胚的细胞分

布模式与同种2N一4N细胞的分布模式基本一致C60][194]。小鼠，2N--4N聚合囊胚的

发育中，四倍体胚胎细胞的分布，在囊胚是具有明显的滋养层细胞分布倾向，这可

能与对四倍体细胞的负选择相关，使得四倍体细胞在整个胚胎中所占比例减少，同

时在分布上退出内细胞团位置‘200-201，勉3，从而在胎儿发育期仅分布在胎盘部分，而

不参与胎儿的发育。

我们采用了囊胚透射电镜的方法检测了滋养层细胞与内细胞团细胞间的细胞间

连接，从电子密度的分布可以看出，滋养层细胞与内细胞团细胞之间存在间隙样的

细胞连接，初步判定奶山羊四倍体胚胎细胞与塔尔羊内细胞团细胞存在细胞信号传

递，异种的内细胞团细胞对于四倍体胚胎滋养层细胞的分布定位可能起到控制的作

用。

异种聚合囊胚移植后的发育

聚合囊胚移植后，在胚龄17天时，子宫存有妊娠反应，但是胚胎已经瓦解，未

能获得着床的胎儿。这和我们的预期有一定的相差，推测可能有几方面的原因：

首先，胚胎在体外培养系统中的条件可能不是最优的，造成了聚合胚胎的活力

下降，而且胚胎在体外的操作环节过多也是其胚胎质量不好的原因。

其次，胚胎由于缺乏透明带，容易质脆，和瓦解。在囊胚移植和手术过程中很

容易引起胚胎的死亡。另外，裸胚在同种胚胎移植中也表现为较低的着床效率。

最后，我们移植的受体数较少，可能也是我们未获得异种聚合胚着床的原因。
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小结

塔尔羊异种重构胚胎早期发育阶段可以和奶山羊四倍体胚胎聚合，嵌合胚可以

在体外发育到囊胚阶段。

嵌合胚囊胚阶段奶山羊四倍体胚胎分布在滋养层细胞部分。

聚合囊胚在移植受体早期发生瓦解，虽然受体子宫存在妊娠反应。
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附 录

附录1小鼠四倍体胚胎干细胞的分离与培养

Cowan等人的研究表明，通过聚乙二醇(PEG)介导，人类胚胎干细胞可以与

成纤维细胞融合，产生杂种细胞，杂种细胞含有四倍染色体，培养后具有人ES细胞

的形态，生长速率和抗原表达模式，这种四倍体胚胎干细胞可以传代超过50代，体

内、外分化产生三胚层的细胞类型Ⅲ。小鼠胚胎干细胞也可以发生与体细胞的融合

产生四倍体胚胎干细胞眩1。基因组范围的转录活性，报告基因激活，位点特异基因

表达，DNA甲基化分析表明，体细胞的基因组在胚胎干细胞的胞质作用下重编程至

胚胎状态川。

CB处理，电融合等方法可以引起2一细胞期胚胎裂球发生融合，产生的四倍体

胚胎口'4]。四倍体胚胎在植入前可以发育到囊胚阶段，且囊胚发育率与正常胚胎无差

异‘5，61，但是四倍体胚胎植入后的发育存在很大争议。1973年，Snow报道了成活的

四倍体小鼠，但是出生后被母鼠吃掉H】。二十世纪九十年代，Kaufi'aan研究小组报

道四倍体胚胎小鼠胚胎植入后可以发育到15dpc，并且认为四倍体胚胎发育差异和品

系选择相关【8，9】。但是，多数研究表明，一般小鼠四倍体胚胎发育无法超过7．5dpc，

即在植入后不九就发生丧失，同时胚胎各组织发育异常[10J。

我们的研究表明，C57BL／6品系小鼠四倍体胚胎的囊胚发育率可以达到74．3％，

但是其植入后的发育率很低，到10．5dpc时剖检子宫内已经没有完整的孕囊存在。为

了验证小鼠四倍体囊胚的发育潜能，我们尝试从小鼠四倍体囊胚中分离ES样细胞，

并对四倍体ES样细胞进行体外分化试验。

1试验材料
1．1主要试剂

DMEM(GIBCO／BRL，1 1 965—092，liquid，lx)

含有D-glucose 4500

L-glutamine 584

Pyridoxine hydrochloride 4
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no sodium pyruvate．(unit：mg／L)

储存 2℃～8℃．

Knockout DMEM(GIBCO／BRL，10829-018，liquid，l×，储存：2"C一8℃)

非必需氨基酸(GIBCO／BRL，11140—050，液体，10mM，100x，pH：1．5—1．7)

含有L．alanine 890

L-asparagine 1 320

L-aspartie acid 1 330

L-glutamie acid 1 470

glycine 750

L-proline 1150

L—serine 1 050(unit：mg／L)

储存 2℃～8℃

p-巯基乙醇(SIGMA,M7522，摩尔浓度：14．258，d=1．1149／ml，储存：室温)

L一谷氨酰胺(GIBCO／BRL，25030-149，pn=4．7~5．6，浓度：29．2mg／rnl in 0．85％NaCI，

储存：．5℃～20℃)

青霉素／链霉素(GIBCO／BRL，1 5 140．122，200×，溶解于0．85％NaCI)

含有penicillinG 10000 units／ml

streptomycin sulfate 1 0000 pg／na

储存 ．5℃～-20℃

胎牛血清(GIBCO／BRL，10082—147；16141．079，储存：．512～-20℃)

LIF(SIGMA，L5158，mouse recombinant,599，100000IU／I．tg，溶解于PBS，pH每7．4，含

0．02％twecn 20，储存：4"C，忌稀释保存)

dlbFGF(SIGMA，F0291，固体，251上g，溶解于10mM Tris(pH=6．0，含有1．25mg牛血
清白蛋白)，0．2pro过滤冻干，储存：-20"C)

7．5％(w／v)碳酸氢钠(GIBCO／BRL，25080．094，储存：1 5—30"C)

PBS(GIBCO／BRL，14190-144，l×)

含有 KCl 0．2

ru2a04 0．2
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NaCl 8．U

Na2HP04·71-120 2．1 6(unit：g／L)

储存 15～30℃

0．25％Trypsin／0．53mM EDTA(GIBCO／BRL，25300．054，l x，猪细小病毒和枝原体检测

合格，溶解在无钙酶Hanks’Balanced Salt Solution)

含有trypsin 0．59／L

EDTA·4Na 0．2eeL

储存 ．5℃—．20℃

丝裂霉素C(SIGMA，M 4287)

含有 mitomycin C 2mg

NaCl 48mg

储存 2～8℃

明胶(SIGMA，G 1890，solid，由酸处理的组织中提取，储存：室温)

M2(SIGMA，M-7167，liquid，lx，储存：2℃．8"C)

水(SIGMA，W 3500，每毫升内毒素低于0．1ng,过滤除菌，储存：室温)

多聚甲醛((CH20妯(SIGMA，P6148，储存：2-8"C)

DMSO(SIGMA，D2650，FW=73．1，储存：室温)

Tfis-base(SIGMA,T6066，pKa=8．1 at 25℃，FW=121．1，储存：室温)

Naphthol AS·BI alkaline solution(SIGMA,86·l，4mg／ml，in 2MAMPD buffer pH--9．5，
储存：2-8"C)

FRV-Alkaline solution(SIGMA，86．2，5mg／ml，in 0．4M HCI，储存：2-8"C)

柠檬酸钠(SIGMA，91-4，0．IM，储存：2~8℃)
柠檬酸盐溶液(SIGMA，91-5，pH=3．6)
含有 柠檬酸 18

柠檬酸钠 9

氯化钠 12(unit：raM)

储存 2～8℃
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Giemsa染色液(GIBCO／BRL，1 0092—01 3，储存：室温)

Gurr’s buffer tablets (GIBCO／BRL，10582．013，用时每片用lL蒸馏水溶解，

pH=6．8，储存室温)

秋水仙碱(GIBCO／BRL，15212．012，10pg／ml，溶解于PBS，储存2-8"C)

甲醇(上海振兴化工一厂，AR，储存：室温)

乙酸(上海化学试剂公司，AR，储存：室温)

丙酮(上海化学试剂公司，AR，储存：室温)

40％(w／w)甲醛(上海化学试剂公司，AR，储存：室温)

KCl(SIGMA，P5405，FW=74．55，细胞培养级，储存：室温)

乙醇(上海振兴化工一厂，AR，储存：室温)

氯仿(上海振兴化工一厂，AR，储存：室温)

苯酚(上海振兴化工一厂，AR，储存：室温)

Trizol试剂(Gibco／BRL，15596-026，储存：2．8℃)

RNA反转录试剂盒(Promega,A1702，储存：．20"C)

1．2试剂配制

Mitomyein C-用无钙镁PBS溶解，浓度为0．5-Img／ml，无菌过滤，分装冻存，避

光保存， 4℃保存有效期仅2周，用时以MEFs培养基稀释到lO肛g／m1．

O．1％明胶：lOOmg明胶溶解在100 ml水@(SIGMA)to O．1％，高压灭菌，储存在

2．8℃

枷唯巯基乙醇：3．5山p一巯基乙醇溶解在5ml DMEM，过滤除菌，分装冻存于-21)12；

4℃可保存2周．

rhbFGF：25腭rhbFGF溶解于lml DMEM，分装冻存于．70"12

O．OIM CaZ+／MgZ+-free PBS： NaCI 89

KCl 0．29

Na2HP04 1．159

KH2P04 0．29

溶于lL三蒸水，用1N HCI调节pH到7．2．7．4，高压灭菌，室温储存
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融合液：0．1mM MgCl2，0．05ram CaCl2，0．3M甘露醇，0．5mg／mL BSA．

Al口检测试剂

柠檬酸．丙酮．甲醛固定液：

柠檬酸盐 2．5ml

丙酮 6．5ml

37％甲醛0．8ml

玻璃瓶中2～8℃储存。用前加热到18~26℃

反应液：

1．将lml柠檬酸钠溶液加到lml FRY-Alkaline溶液，震荡混匀，静置2min

2．将步骤1中的溶液加到45ml三蒸水中

3．再加入lml Naphthol AS．BI alkaline溶液，混匀

低渗KCI： KCl 0．59

三蒸水 100ml

高压灭菌，4℃储存

MEFs培养基：DMEM(Gibco)，内含2mmol／L谷氨酰胺(Gibco)、10％FBS(Gibco)、

100U／ml青霉素／100pg／ml链霉素(Gibco)

MEFs冻存液：DMEM(Gibco)，添加10％FBS(Gibco)和10％DMSO(Sigma)

小鼠ESCs培养基：Knockout DMEM(Gilx：o)，内含15％Knockout血清替代品

(Gibco)、2mmol／L谷氨酰胺(Gibco)、0．Immol／L非必需氨基酸(Gibco)、0．1

mmol／L 2-巯基乙醇(Sigma)、lOOU／ml青霉素／1001xg／ml链霉素(Gibe,o)、1000U／ml

重组鼠白血病抑制因子(LIF)(Sigma)和10ng／ml重组人碱性成纤维细胞生长

因子(bFGF)(Sigma)。

小鼠ESCs冻存液：小鼠ESCs培养基，添加10％DMSO。

1．3主要耗材

组织培养nn： 035mm,Falcon，3001

060mm，Nunc，150288

①100mm,Nunc，172931

100
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组织培养板：

25mm过滤器：

离心管：

移液管：

冻存管：

移液器枪头：

4 well，Nune，176740

24 well，Nune，l43982

96 well，Nunc，1670018

Aerodise，0．8／0．21xm，4 1 87

O．5ml，Axygen，MCT-060-C

1．5ml，Axygen，MCT-1 50一C

15ml，Coming，430052；Falcon,2196

Falcon,14．6era，354642

Coming，2ml，430659

1 0lxl：Axygen，T-300

2001al：Coming，4844

1 000rd：Axygen,T-1 000一B

一次性注射器： 上海米沙瓦医科工业有限公司，5ml／10ml

显微操作用玻璃针： NARISHIGE

融合槽： BTX--201，San Diego，CA,USA

1．4主要仪器

AX80型正置显微镜 OLYMPUS

SZ．PT型解剖镜 OLYMPUS

超净工作台 苏净

CE-900型融合仪 Kefa,Beijing

MCO．15A型C02培养箱 SANYO

TE．300型倒置显微镜 Nikon

5154D型离心机 Eppendorf

PE9700型PCR仪 BioRad

普通冰箱 海尔

超低温冰箱 SANYO

1．5实验动物：ICR小鼠、C57BL／6J小鼠购自上海实验动物中心。
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2实验方法

2．1小鼠胚胎成纤维细胞(MEFs)的制备(胚胎来源：ICRxlCR)

a)14dl∞雌性怀孕小鼠脱臼处死，70％7,醇浸泡5rain，手术取子宫，无钙镁

PBS(自配)洗2次。

b)用眼科镊撕开子宫，取出胎儿，无钙镁PBS洗2次。

c)用眼科镊撕下胎儿背部皮肤，无钙镁PBS洗1次，在一培养皿内将其剪碎。

d)将剪碎的组织转移到一个15ml离心管，加入2ml 0．25％胰酶，置37。C孵箱

孵育lOmin，其间吹打两次，加3ml MEFs培养基终止消化，300目铜网过

滤，1000rpm，离心5min收集细胞。

e)用MEFs培养基重悬细胞，计数。按5xlO％m2的密度接种到10cm培养皿

中。

D l天后换液，除掉未贴壁的血细胞及死细胞。30天后长满(铺展的面积大

约占到培养皿底的80％)。

2．2 丝裂霉素C处理MEFs并冻存

a)待培养皿中的MEFs长满后，吸除培养基，每皿加入6-8ml新配制的含丝裂

霉素C(10lxg／m1)的MEFs培养基，置37"12孵箱孵育2．5~3．5h。

b)吸除培养基，无钙镁PBS洗5次，完全去除丝裂霉素C，每皿加2ml 0．25％

胰酶溶液，37℃孵箱内消化l min。

c)用手轻拍培养瓶，检查细胞脱落情况。如已经有成片细胞脱落，加3ml MEFs

培养基终止消化，吹打分散细胞。

d)细胞悬液转移到50ml离心管，1000rpm,5min离心收集细胞，重悬细胞于

预冷的MEFs冻存液中(细胞密度：3x106-5x106／m1)。

e)将l IIll含细胞的冻存液加入冻存管内，管壁上标明细胞系的名称、日期。

记录簿上注明生长培养基、细胞密度。

0将冻存管放入冻存盒内，．86"C冰箱中过夜后，转入液氮内保存(转移过程

需插入干冰中)(或将含细胞的冻存管在4"12放置30min，-20℃放置2h，．86℃

过夜后，转入液氮内保存)。
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2．3 MEFs复苏及饲养层细胞的准备

a)明胶包被培养板或培养皿：O．1％明胶覆盖组织培养板或培养皿底，37"C孵

箱内温育2h，吸除明胶，超净台内晾干待用。

b)取一个500ml的烧杯，加半杯蒸馏水，40。C水域中预热一个小时。

c)从液氮中取出一个冻存管，迅速投入烧杯中，一旦冰块消失即将冻存管取

出。

由用70％乙醇擦拭冻存管外部。

e)用巴氏吸管轻悬细胞，缓慢加入到盛有4ml MEFs培养基的15ml离心管中，

1000rpm，离心5min，收集细胞。用培养基重悬细胞，计数后。按lxl05／em2

的密度接种到明胶包被好的培养板或培养皿中培养。

0接种好的饲养层，4~6h后即可用于ESCs培养，一般过夜后使用，一周内

均可用于ESCs培养。

2．4 2一细胞期胚胎电融合及融合胚胎培养

a)按照常规超排、配种程序，在注射HCG 48h后从1．5dpc母鼠输卵管内回收2

一细胞期胚胎，在KSOM培养液中恢复半个小时；

b)10—15个2一细胞胚胎在0．3moFl甘露醇融合液中洗3次，然后移入充满融

合液的融合槽的两电极丝之间，融合直流电脉冲由电融合仪输出施加，细玻璃针排列

胚胎使裂球的接触面与电极方向垂直，使用0．97kV／cm，40岬，1次的直流脉冲电刺

激胚胎。

c)最后将胚胎吸出，在操作液(M2)中洗3—4次，置于KSOM培养微滴中观

察融合情况。刺激后每隔半小时观察1次，l小时后仍未融合者弃之。

d)融合胚胎在KSOM培养液中培养48—72小时后观察囊胚发育。

2．5 ESCs的分离与培养

a)收集C57BL／6J小鼠四倍体囊胚培养在制好的4孔板中饲养层上，培养基采用

小鼠ESCs培养基。

b)37"C、5％C02培养箱中培养。4"5d后，内细胞团细胞增殖旺盛。

c)用烧好的玻璃针将充分长大的原始集落剥离饲养层，用拉好的吸管将其吸出。
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d)用200p!无钙镁PBS洗一次，转移到200p1 0．05％Trypsin／0．53mM EDTA的消

化液中，37"(2孵箱内消化10 min。

e)将内细胞团吸出，转移到3001d ESCs培养基中，用玻璃针将其撕扯成若干个

大小不等的细胞团块，并有单个ESCs。

f)将细胞团块及单个细胞转移到制好的96孔板中的饲养层细胞上。隔天换液(换

掉1／2～2／3的培养基)，每个96孔板的孔中接种一个内细胞团集落分散的细胞。

g)5～8d后，挑选ESCs集落消化成单个细胞传代培养，一个孔中出现的ESCs

集落消化后传到4孔板的一个孔中，此后，则按1：10的比例每2．3天传代

一次。

2．6 ESCs的消化冻存

a)吸出培养板／培养皿中的培养基，用无钙镁PBS清洗ESCs，用微量移液器

加0．05％Trypsin／0．53 mM EDTA消化液覆盖培养皿底。

b)37℃孵箱内孵育2～5min。

c)用微量移液器轻轻吹吸消化液处理细胞几次，将ESCs分散成单个细胞。

d)加入ESCs培养基终止消化，计数后，1000rpm，离心5min，收集细胞。

e)倾掉上清液，加入预冷的冻存液，按1x1061ml密度冻存，0．5ml／冻存管

D将冻存管放入冻存盒内，．86"(2冰箱过夜，转入液氮内保存(转移过程需放

在于冰上)。或将含细胞的冻存管在4℃放置30rain，．20℃放置2h,．86℃过

夜后，转入液氮内保存。

2．7ESCs的复苏

幻取一个500ml的烧杯，加多半杯蒸馏水，放入一个40"(2水域中预热一个小

时。

b)从液氮中取出冻存管，迅速投入烧杯中，直至完全融化，一旦冰块消失即

将冻存管取出。

曲用70*／0乙醇擦拭冻存管外部。

d)用巴氏吸管轻悬细胞，缓慢加入到盛有4ml ESCs培养基的15ml离心管中，

1000rpm，5min,离心收集细胞，用培养基重悬细胞，计数后，按lxlO％m2
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的密度接种到铺有饲养层细胞的四孔板或35mm培养皿中培养。

2．8 ESCs碱性磷酸酶活性的检测

幻将细胞培养皿中的培养基吸出，用灭菌超纯水轻洗2次。

b)加0．5ml预热至18．26"C的柠檬酸．丙酮．甲醛固定液到细胞培养皿内，室温

固定30～60s，吸出固定液，用灭菌超纯水轻洗2次。

c)加0．5ml反应混合液，温育15min。

m吸出反应混合液，用灭菌超纯水轻洗2次。

e)显微镜下观察显示紫红色的AKP阳性的细胞和集落。

2．9 ESCs染色体数目及核型的分析111]

a)选指数生长期的细胞，加秋水仙素到培养基内，使最终浓度为：

0．1~o．41xg／ml。

b)37"C孵育3h，吸掉处理液，用无钙镁PBS(自配)洗3次。用玻璃针将

ESCs集落拨离培养板底，用吸管吸出集落，转移到200I_tl 0．05％Trypsin／0．53

mM EDTA消化液中37℃消化10 min，中间轻轻吹打2次，分散成单个细

胞。

C)加300p1培养基终止消化，转移到1．5ml离心管，1000rpm，离心5min，

收集细胞。

d)将细胞重悬于2倍体积的低渗KCI溶液中，37℃温育30min，1000rpm，

离心10 min，沉淀细胞重悬于低渗KCI，显微镜下观察直到细胞涨大。

e)加入与细胞悬液相同体积的新鲜配制的固定液(甲醇：冰醋酸为3：1)，轻

轻吹悬细胞，室温固定20 min，1000rpm，离心10 rain。

0倾去上清液，再加入新鲜配制的固定液(甲醇：冰醋酸为3：1)轻轻吹悬

细胞，室温放置l肚15min。

g)1000rpm，离心5min，去上清。

h)重复步骤fo

i) 滴加悬液到干净的、4"C预冷的载玻片上，使细胞悬液均匀铺展在玻片上。

j)用0．025％trypsin消化5min，流水背面冲洗。
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k)Giemsa染液染3～5min，流水背面冲洗。

1)显微镜下观察，记录典型染色体数目，拍照。

2．10 Oct-4基因的表达

a)待35ram培养皿内ESCs长满后，吸掉培养基，加入lml Trizol。反复吹打

破碎细胞。

b)加入等体积酚：氯仿(1：1)，震荡混匀．

c)冰上放置5min，12000rpm，4℃，离心10min。

d)小心吸取上清(注意不要吸入中间层)。

e．1加入等体积氯仿，震荡混匀。

f)冰上稍稍放置，12000rpm，4％2，离心5min。

曲小心吸取上清(注意不要吸入中间层)。

蛐加入两倍体积的乙醇，颠倒混合均匀，．20℃放置30min。

i)8000rpm，4℃，离心10min。

j) 倒干上清，70％酒精清洗沉淀。

k)晾至无酒精气味后，加入适量RNase．free水溶解。

1) 选用Oliger(dT)引物，按Promega公司Reverse Transcription System说明书

加样如下：

Mgch 40-1

10xbuffer 20-1

dNTP(1 0mM) 20-1

RNAse inhibitor 0．50-1

AMV转录酶 lm

Oliger(dT)primer 1m

Total RNA 50-1

Water(Rnase—free)4．50-1

总计200．1体系。置7012水浴10 min，冰置10 min，室温放置10 min，

置4212水浴lh，置95℃变性5 min，o~5℃放置5 min即为eDNA样品，取
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部分样本用于PCR，其余置．80℃保存。

m)以eDNA为模板，经PCR扩增oct．4基因。

PCR反应液组成：

10xpfu buffer 5山

10 mmol／LdNTP 2“l

up primer(25pmol／I．d) 1“l

down primer(25pmol／ld) 1 m

eDNA第一链 2“l

DNA聚合酶 1“l

水 35．5 m

引物为：5’GGCTGGACACCTGGCTTC和5'GCTCCAGGTTCTCTTGTCTAC。PCR

条件为：95"C，4mira 94 0C，30see，58"C，30see，72"C，lmin，30个循环；72"C，10min。

n)产物用1．O％的琼脂糖电泳检查，EB染色，紫外灯下观察。

2．11 ESCs体外分化

a)取处于指数生长期的ESCs集落，用0．05％胰蛋白酶／0．53raM EDTA消化2～

3min，轻轻吹打成单个细胞，离心去掉消化液。

”用不添力IILIF和bFGF的ESCs培养基按1x10S／ml密度重悬细胞，将细胞悬液滴

在60ram培养皿的盖子内侧，每滴30IItl，培养皿内加入5mlPBS，轻轻盖上盖子。

e)37"C培养，一天后微滴内的ESCs相互聚集，4天后形成EBs。

d)在35ram的培养皿中放一个干净无菌22mmx25mm的1．5号盖玻片，并用明胶包

被。

e)将EBs接种到盖玻片上，培养5"-7d后会出现有节律跳动的心肌细胞。

f)对心肌细胞进行常规免疫组织化学染色。

3技术路线
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上
14天 取小鼠胎儿制备MEFs

1L
15天 换液

士

18天 长满，消化传代

上
21天 长滞

◆

丝裂霉素C处理

按合适密度接种于
被的培养板上
105／cm2)

上
22天 用于接种ESCs

争
；

按合适密度接种于
被的培养板上(1

cⅢ2)
▲
I

|
l

复苏．I一冻

C57BL／6Jdx鼠合笼见栓

上
1．5dpc两细胞胚胎电融合

上
3．5 dpc四倍体囊胚

士

接种于MEFs上

I
玻璃针挑出内细胞
，消化成几个细胞团

接种到新的饲养层

ESCs集落挑出消

成单个细胞，接
到新的饲养层

上
将ESCs消化成
单个细胞传代

培养

l
‘

小鼠四倍体

ESCs细胞系

3天

3天

4数据统计

卡方检验分析数据的显著性差异(P<o．05)。

5试验结果

5．1小鼠四倍胚胎干细胞的分离与培养

首次以电融合C57／BL6小鼠2一ceU期卵裂球制备四倍体胚胎(图1)，KSOM体

外培养2．5天至囊胚为材料分离四倍体胚胎干细胞(图2，a)。其内细胞团贴壁和集落

形成效率与对照的二倍体囊胚相比无明显差异(表1)，但集落生长速度慢于二倍体



t海盘通女章 博÷辛位论主

囊胚(削2，b)。四倍体胚胎样细胞传代的能力较差，无法超过8代(圈2．c)。四倍

体胚胎干细胞样细胞AKP染色呈阳性(图3，a)。表达干细胞全能性标志基因Oct-4(图

3tb)。细胞核型分析证实含有四倍(4N=80条)染色体．性染色体为XXXX或XXYY。

表1小鼠四倍体胚胎与二倍棒胚胎在饲养层上分高ES细胞的比较
胚胎类型 囊胚敷 砧壁敷 形成克隆艘 传代起过3代数 传代超过8代数

二倍体胚胎 25 20 9 3 2

注：不同字母的肩标标示差异显著(P哪．05)．

田l小鼠两细胞胚胎融合前后的采色质采色
A小鼠2-细胞期胚胎B2-细胞期胚胎掇璇色C融合后胚胎D耻台后棱鞋色

固

圈2小置四倍傩胚胎干细胞的分离．培养
^小囊四倍体囊胚B小鼠四倍体叠胚原代集藩c传代后鼠四倍律胚

胎干知胞采藩。传代后鼠二倍体胚胎干细胞集藩

嚣
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图4四倍律胚胎干细胞的律外分化

A拟胚体B分化形成的砘动的心肌样细胞

6讨论
‘1四倍体Es一样细胞的分离与培养

我们将四倍体囊胚置于饲养层上后．囊胚贴壁，并在6—8后长出原始集落．其

集落形成的时『白J晚于币常的胚胎(二倍体胚胎4--5天即长出集落)，这可能与四倍

体胚胎内细胞团数少，染色体加倍后其细胞周期延长相关．推测其s期长于正常胚

胎。但是，总的贴壁效率和原代克隆效率与正常胚胎无明显差异．令人失望的是其

传代的能力远低于正常的胚胎，我们没有获得传代超过8代的四倍体ES一样细胞，

这可能和四倍体胚胎的发育潜能有关，小鼠的四倍体胚胎发育无法超过8．5dpc“”。

除了极少数报道．四倍体胎儿罕见”J刖。

四倍体Es一样细胞的细胞体积明显大于正常的细胞．胞质丰富，可以作为良好

的胞质来源。研究者已经建立了四倍体胚胎干细胞的显微操作核移植的方法和高速

离心去核的方法【强”1，是否能够作为卵母细胞的重编程材料的替代者，还需要进一
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步的研究，不过，从人、小鼠胚胎干细胞与成纤维细胞融合而来的四倍体ES一样细

胞已经获得，胚胎干细胞重编程体细胞回到胚胎状态的结果，提示了胚胎发育早期

的细胞胞质中含有重编程的因子或者启动胚胎期基因转录的调控因子，而这种因子

不仅仅在卵母细胞中存在，而且在胚胎干细胞内，早期卵裂胚胎细胞中‘1·14’15】。

6．2四倍体ES一样细胞的体外分化

四倍体ES一样细胞可以在无LIF的培养液中悬滴培养形成EBs，接种在培养皿可

以分化成上皮样结构，管腔状结构等多种组织，但是皿中的心肌细胞分化活跃，占

据较高的比例。这可能和其四倍体的特性相关，心肌细胞为多核细胞n副。从分化的

结果看到，四倍体胚胎干细胞具有一定的分化能力，但是这种分化的倾向性和分化

的不协调也可能反应了四倍体胚胎在发育上的异常和早期终止的特性。

利用四倍体胚胎的高的心肌细胞方向的分化特性，可以作为心肌细胞良好的潜在

的分化来源，这值得进一步的研究。

7小结

l小鼠四倍体囊胚放在饲养层上，可以获得与正常胚胎相似的贴壁率和原代克隆

率，但是其传代能力有限，传代无法超过8代；

2小鼠四倍体ES一样细胞具有ES细胞的特性，核型分析4N=80；

3小鼠四倍体ES一样细胞在体外具有分化能力，分化的细胞中以心肌细胞比例

较高。
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附录2文献综述：哺乳动物异种体细胞核移植研究新进展·

丁利军1陈建泉2成国祥1≯‘

(1上海交通大学医学院附属瑞金医院上海2上海转基因研究中心上海)

摘要：异种体细胞核移植是体细胞核移植技术新的发展。哺乳动物异种核移植技术为探索异种核

质关系，鉴别早期胚胎发育关键基因提供了良好的模型，同时在濒危动物保护、转基因动物生产、

人类医学治疗性克隆上具有重要应用价值。本文对当前异种核移植现状，异种核移植程序优化，
异种妊娠建立，异种核移植应用前景作了综述，重点讨论了异种核移植研究涉及的相关机理．

关键词：异种体细胞核移植；重编程；哺乳动物

学科分类号Q23

自第一只体细胞克隆绵羊Dolly诞生以来，体细胞核移植技术迅速发展，已分别

在小鼠、大鼠，牛，山羊，驴，驼，鹿，猪，马，猫，犬，兔等十三种哺乳动物上

获得成功，这些克隆动物的获得，是基于体细胞核移植到同一物种的去核卵母细胞，

称之为同种体细胞克隆。而使用种间或亚种间的卵母细胞进行核移植操作，构建异

种重构胚，进行的早期胚胎发育，或进一步在异种寄母中建立妊娠甚至全程发育，

用于核质之间相互作用，胚胎发育基因调控，细胞分化等等研究，称为异种体细胞

核移植(interspecies somatic cell nuclear transfer,ISCNT)。

1哺乳动物异种核移植研究的现状

1984年，McCJrath和Solter等将不同品系的小鼠卵裂球移入去核的合子中，发

现重构胚能在体外卵裂，但无法进一步发育【¨。1993年，梅祺等用小鼠8．细胞胚胎

的卵裂球移植到去核兔卵母细胞中，重构胚出现核重塑和染色体聚缩现象，并且5．4％

异种重构胚体外发育到囊胚[21。Meirelles等将瘤牛(Bos indicus)早期胚胎卵裂球移

植到黄牛(Bos taurua)去核卵母细胞内，获得异种克隆囊胚，移植到5头受体黄牛

中，两头妊娠，其中一头产下异种克隆瘤牛[31。1998年，W|ells等把Enderby Island

牛颗粒细胞核移植到去核奶牛卵母细胞中，构建重构胚，成功克隆了一头名为“贵妇”

的珍稀母牛，获得两头克隆个体，其中一头存活【5】。

1999年，Dominko等分别将绵羊、猪、猴和大鼠等动物的体细胞核移植到去核

的牛卵母细胞中，异种重构胚均能完成早期发育【4】。White等将盘羊的体细胞核移植

’国家863项目(NO．2002AA206652)和国家自然科学基金(NO．30370703)资助
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到绵羊的去核卵母细胞中，异种重构胚有1．56％发育到囊胚[61。Loi掣7】将欧洲盘羊

的颗粒细胞核移植到绵羊的去核卵母细胞中，获得重构胚，其中7枚发育到囊胚，

移入受体绵羊子宫，最终一只受体正常妊娠并产下1只异种克隆盘羊。Lanza等【8】将

野牛皮肤成纤维细胞移入去核的牛卵母细胞中获得异种野牛克隆胚，其中12％的重

构胚发育到囊胚，并使一头受体母牛妊娠到期，产下一头发育正常的克隆亚洲野牛

‘'Noah'’，供核的亚洲野牛的染色体数目为58条，而卵母细胞受体奶牛的染色体数目

为54条。lllmensee等【91将人的颗粒细胞和成纤维细胞移植到去核的牛卵母细胞，重

构卵融合后可以发育到囊胚阶段，囊胚率分别为31．3％和29．3％。这些研究表明某些

哺乳动物的卵母细胞具有使异种体细胞核去分化和重编程的能力，异种重构胚可以

完成全程发育。

国内异种克隆研究亦很活跃。陈大元等对异种克隆大熊猫进行了大量的研究，

他们把大熊猫体细胞核移植入兔卵母细胞，得到了异种大熊猫早期胚胎，并以猫为

寄母建立了异种妊娠，但未能克隆出大熊猫【10,II】。Chen等将人体细胞核移植到去核

兔卵母细胞内发育至囊胚并分离得到人类胚胎干细胞【121。以山羊卵母细胞为胞质受

体的异种核移植也获得了一些突破。本实验室以奶山羊为卵母细胞胞质供体，波尔

山羊耳成纤维细胞作供核，构建的波尔山羊．奶山羊重构胚发育至囊胚的比率为

34．6％，1只受体羊妊娠到期产下一头健康的克隆波尔山羊113】。

2异种核移植操作优化

由于异种核移植胚胎早期发育率相对于种内核移植要低得多，其原因可能是核

移植操作技术以及供核、卵母细胞种属差异等原因引起的，因此，许多研究者对去

核、移核方法和供核细胞的培养、激活方式等作了探讨。

Lu等研究了纺锤体观察系统(Spindle View)去核，去核成功率100％，将水牛

成纤维细胞异种核移植到奶牛卵母细胞胞质受体构建水牛．奶牛重构胚，获得了高的

囊胚率(13．3％)B4]。纺锤体观察系统利用纺锤体与胞质折光性的差异准确判定卵母

细胞核的位置，因此可以减少吸出卵母细胞胞质的量，减少了因反复操作对卵母细

胞的机械性损伤。

Jiang等研究化学去核联合细胞胞质内注射(whole cell intracytoplasmic injection,
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WCICI)核移植的方法对兔卵母细胞去核、大熊猫．兔重构胚体外发育的影响，获得了

比透明带下注射供核细胞(subzonal injection，SUZI)核移植高的囊胚发育率，但差

异不显著(P>0．05)Il引。李劲松等采用连续核移植的方法，即首先通过异种体细胞

核移植获得大熊猫一兔异种重构胚，然后将重构胚的卵裂球再作为供核移入去核兔

卵母细胞透明带下，共进行3次连续核移植，使供核多次暴露于卵胞质环境中，经

电激活后，体外培养的异种重构胚的囊胚发育率显著高于原代体细胞核移植组(P<

0．05)[161。

Kitiyanant等在将野牛胎儿成纤维细胞移植入去核奶牛卵母细胞后，采用钙离子

载体A23187联合6--DMAP激活重构胚，有效提高囊胚发育率(P<0．05)【171。Chang

等通过采用血清饥饿处理供核细胞，无Ca2+／M92+融合液和无血清培养重构胚，使得

人．牛异种重构胚体外发育至囊胚率提高【18】。

3异种体细胞核移植相关机理

3．1供核细胞核结构重塑及纺锤体重装配

1965年Gurdon等在将供核移植入活化的去核受体卵，核仁出现分散。许多异种

核移植【191研究发现，处于分化状态的细胞核被移植入卵母细胞后在卵母细胞胞质作

用下，发生一系列形态和功能的变化，如核仁分散，供核的急剧膨胀，核膜分解

(nuclear envelope breakdown，NEBD)，染色质聚缩，染色质解聚缩，新的核膜重建

等，与同种核移植观察结果相似。由于供核的重塑与基因组重编程关系的复杂性，

对核质融合后的微环境的改变也知之甚少，但最近在两栖类核移植上的一些研究认

为卵母细胞成分可引起供核核纤层的重构，去除体细胞核中核纤层A／C蛋白，减少

体细胞特征，从而对核基因组转录活性的改变起到作用【211。

Zhong等以MII期小鼠卵母细胞为供质细胞，小鼠、大鼠成纤维细胞，猪颗粒

细胞为供核细胞构建种内、种间核移植胚胎，发现供核细胞中心体在激活后的l细

胞胚胎内降解，并参与了过渡性纺锤体和具有正常功能的减数分裂纺锤体的形成，

并暗示这种参与纺锤体的装配不具有种属特异性圈。

3．2供核细胞与供质卵母细胞细胞周期相容性

处于有丝分裂各个时期的细胞作为供核移植到卵母细胞后，在卵母细胞内进行
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重编程，而核移植重构胚的染色体倍性正确与否，是决定重构胚能否正常发育的重

要因素之一【23】。因此，移植核和供质卵母细胞之间的细胞周期相容，才能避免重构

胚的DNA损伤，保持二倍体倍性，若不相容则发育启动后，供核细胞的染色体会产

生倍性异常，导致克隆失败阱捌。一般采用血清饥饿处理供核细胞，使其休止在GD

期，供核细胞处于GO期，使DNA复制和卵母细胞同步，减少了染色体畸变的可能性，

而且可能更有利于染色体结构的改变从而完成完全的重编程【26】，有助于核移植胚胎

的正常发育。1998年，Cibelli等认为血清饥饿处理细胞使其处于静止期再进行核移

植并非必需【27l。Li等采用非休止期的小鼠和大熊猫供核细胞移植到去核的兔MII卵

母细胞中，分别获得5．1％和4．2％的囊胚发育率，表明异种非休止的供核细胞能够在

异种卵质中去分化，并支持早期胚胎发育【2引。此外，最近的一些研究表明血清饥饿

并不能显著提高细胞处于GO／G1期细胞比例，而且血清饥饿所引起的细胞凋亡影

响异种重构胚的发育；Hashem等研究认为细胞汇合(Confluency)是一种有效引起

细胞休止的方法嗍。

目前用作供质通常为MII期的卵母细胞，除了易于操作外，更重要在于其可以

保持核染色体完整、倍性正确，其高的MPF活性有助于供核的重塑，表现出与正常

受精卵相似的转录活性和核仁超微结构【30l。

3．3供核基因组重编程

在异种核移植中，异种细胞核移植到去核的卵母细胞后，细胞核需要关闭基因

表达，然后进行重新编程【31翔】，启动新的基因转录模式指导重构胚的发育，基本过

程与同种体细胞核移植重编程相似，这些过程涉及到卵母细胞胞质中母源性RNA、

蛋白质因子与供核基因组的相互作用，但由于核与去核胞质的物种差异性，使得异

种核移植基因组的重编程更加复杂和困难。Mastromonaco等的研究表明了在异种核

移植过程中核基因组对胞质组分的识别和响应对于正确的细胞功能和胚胎发育非常

重要，其原因也许是正确的、完全的核基因组重编程对于重构胚的正常发育是必需

的。研究认为重编程不完全或节奏缓慢，基因组转录起始过早，使得重构胚在早期

胚胎发育过程中保留过多的体细胞特征是目前体细胞核移植效率低下的主要原因

[331。
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重编程的首要事件是去分化，即关闭体细胞基因组的转录活动和表达谱。在正

常配子发生过程中转录活动减少，染色体的聚缩，与组蛋白修饰密切相关D41，体细

胞核重编程出现相似的现象，提示卵母细胞胞质在体细胞核移植过程中模仿正常受

精卵的发育，通过母源性因子引发表观遗传事件使体细胞核重编程【351。对基因组的

表观遗传修饰包括DNA甲基化／去甲基化、组蛋白乙酰化／去乙酰化等，这些对染

色体结构的改变和基因表达的调节，将影响核移植胚胎的发育[36,37,3踟．目前认为多

个体细胞基因的去甲基化／再甲基化是在卵母细胞内重编程建立新的转录状态所必需

的。研究表明，只有那些甲基化正常的胚胎发育到期M。核移植过程中，对Oct4基

因重编程的研究发现，DNA去甲基化可促进基因重编程，启动Oct4转录。并且重编

程发生在无DNA复制和RNA／蛋白质合成时，并且具有选择性，只对Oct4启动子作

用，认为Spl／Sp3和GGGAGGG结合位点对于去甲基化和转录是必需的Dg]。Kang

等发现在核移植胚胎中，单拷贝序列在附植前阶段并不像卫星序列一样去甲基化，

基因组序列之间甲基化模式并不相同，表明核移植胚胎中重要基因的选择性甲基化，

同时内细胞团(inner cell mass，ICM)与滋养外胚层(trophectoderm,TE)qj基化水平并

不一致，这似乎暗示胚外滋养层广泛的基因调节异常可能是由于甲基化不正确引起

的【411，而这些最终导致克隆胎儿异常。基因组序列不同的甲基化与不同位置细胞的

甲基化导致总体不一却特异的甲基化模式，表明在核移植胚中表遗传的重编程是以

限制性的方式发生的。Kang等在观察牛神经肽鲥anin基因在核移植胚胎中迅速完全

去甲基化，在囊胚阶段如正常囊胚一样在一个CpO位点重新甲基化，启动分化程序

[421。可见核移植过程中体细胞核DNA中CpG岛的去甲基化以及至囊胚阶段甲基化

水平的重新建立，与克隆动物发育过程的基因表达和细胞分化紧密相关。Chen等通

过猪兔交互异种体细胞核移植试验表明供核的特异重复序列的去甲基化是由卵母细

胞的胞质决定而不是供核的固有特性，同时不同物种的卵母细胞胞质具有不同的使

基因去甲基化的能力【431。

其中，印迹基因在核移植过程中的DNA去甲基似甲基化对于胚胎的发育有着

重要影响。基因印迹是指在生殖细胞发育过程中建立起来的区分父源性或母源性及

拷贝数的标志，由于其单亲本的表达特性，通常具有组织特异性及发育阶段特异性
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f44]。印迹基因XISTt451，GTL21451，Car21461，Nc锄1脚l，maspinl47l等表观遗传异常导

致滋养层／胎盘功能异常。引起胎儿异常的多个印迹基因被发现，包括IGFII，IGFIIR

等等【犍】。当小鼠缺乏父源Igf2基因小鼠比野生型小鼠小3040％，如果Igf2R基因丢

失所有的甲基，其蛋白质分泌比正常值低30．60％，使得动物胎儿生长过快，患胎儿

过大综合症(1arge offspring syndrome)，影响克隆效率【4引。实验室进行核移植和在非

生理条件下培养胚胎时，可能发生外因引起的表遗传修饰，如某些基因丢失一些甲

基149,-501，以及体细胞核基因组在核移植前增殖分化中不正确的DNA修饰的积累【511，

都会影响体细胞核基因组的正常重编程。

在核移植胚的体外培养过程中，往往无法正常发育至囊胚而停留于某个特定的

发育时期，称为发育阻滞。研究发现，由母型向合子型基因组调控转换，即“母胚转

换”(maternal．embryo transmission,MET)是早期胚胎发育的必要内在条件。合子型

基因激活(zygotic gene activation,ZGA)是基因组再程序化的关键事件之一【521。合

子型基因激活受到多种正负调控作用的影响，最重要的包括基因转录中反式作用因

子的调控【53,54]。Davis和Schultz在研究蛋白质起始因子eIF．A基因在卵母细胞至2．

细胞期的转录变化后认为，在胚胎发育早期elF．A基因的表达伴随着启动子利用的

改变，这可能是基因表达由母型向合子型基因调控的再程序化所致f551。

核移植再程序化包括了体细胞基因组的去分化，重编程以及合子型基因激活与

表达等一系列变化，其涉及胞质内环境与供核基因组多层次网络性的相互作用，对

于其中起作用的因子、RNA和关键基因还知之甚少，但随着哺乳动物胚胎发育早期

基因表达与调控机制的深入理解，同种克隆中细胞核再程序化机制的阐明，对异种

核移植技术的发展将起到巨大的推动作用。

3．4异种核移植中线粒体命运

线粒体不仅为细胞的生命活动提供能量，也是哺乳动物细胞唯一的核外遗传物

质。线粒体DNA(mitochondrial DNA，mtDNA)，16．5Kb，编码37个基因，2种rRNA，

22种tRNA，13种多肽。哺乳动物mtDNA仅编码线粒体所需的-d,部分蛋白，大部

分仍由核DNA编码【56’571，线粒体功能主要由核控制。线粒体在细胞能量供给，细胞

信号转导，细胞凋亡(programmed cell death，PCD)，影响胚胎、胎儿发育方面有一
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系列重要作用。研究表明不充分或不正确的线粒体功能严重影响异种核移植成功，

体细胞克隆胎儿通常出现的某些症状与人类临床线粒体呼吸链缺陷疾病有惊人的相

似【581。线粒体融合／裂解、线粒体代偿和mtDNA重构过程涉及核．线粒体相互作用，

并且在核重编程过程中线粒体可能参与某些表遗传的修饰f531，研究也发现异种重构

胚囊胚发育过程中的发育延迟、细胞数减少、细胞凋亡以及凋亡相关基因的增殖等

等胚胎瓦解过程均和线粒体的功能相关C593。

正常胚胎发育过程中，mtDNA通过卵母细胞传递给后代。然而核移植重构胚共

同传递受体卵母细胞mtDNA和供核mtDNA。在异种核移植中，由于受体卵母细胞

和供体核来自不同的物种、品种或品系，目前已证实异种重构胚的线粒体存在3种

变化模式。第一种是供体细胞线粒体随着胚胎发育逐渐消失，受体卵母细胞中的线

粒体增殖，最后在数量上占主导地位。Li分析了羚牛．牛的异种重构胚后，发现在囊

胚阶段线粒体基本来自牛卵母细胞，而羚牛供核细胞的线粒体已是极少数嘲1。第二

种是供体细胞线粒体随着胚胎发育不断增殖，而受体卵母细胞线粒体则逐渐消失，

最后供体线粒体完全取代受体线粒体。Chert等【6l】以大熊猫体细胞为供体，兔卵母细

胞为受体，克隆的大熊猫胚胎在囊胚前各阶段大熊猫和兔线粒体共存，但在着床后

的大熊猫胚胎中，兔线粒体已经消失只检测到大熊猫线粒体。第三种是受体卵母细

胞胞质挽救供体细胞线粒体，造成在发育各阶段线粒体的异质性。直至囊胚发育阶

段，牛和人的线粒体DNA都可以在牛一人异种重构胚中检测到【621。Steinbom[63】等发

现克隆牛各种组织中供体mtDNA与受体mtDNA共存，但供体mtDNA比率低

(O．5-0．7％)，并无增殖优势，保持中性分离。Jiang等通过PCR分析发现在附植前，

在北山羊一兔异种重构胚中北山羊和兔的线粒体共存[64]o I_none等通过不同品系小

鼠克隆实验分析供受体mtDNA在脑、肝、肾、尾等组织的分布情况，发现供体mtDNA

分布呈现组织特异性模式，表现出核基因组控制的特性【65】。

我们认为，异种核移植中上述线粒体命运的发生与线粒体的进化以及供受体亲

缘关系远近密切相关。线粒体在进化上是保守的，哺乳动物线粒体基因组同源性很

高，人与兔的线粒体蛋白氨基酸同源性为85％。当供受体亲缘关系相近时，核基因

组对两种线粒体DNA复制给予同样的支持，但由于受体卵母细胞线粒体在数量上的
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优势，供核细胞线粒体被稀释，重构胚的线粒体组成最终出现第一种模式。而当供

受体亲缘关系较远时，核基因组对供体来源的线粒体存在优先增殖时，则出现第三

种模式。而当供受体亲缘关系很远，核基因组则不支持卵母细胞线粒体分裂，仅支

持供核线粒体的增殖，则线粒体组成出现第二种模式。异种核移植中线粒体命运依

然体现了核控制的基本原则，尤其体现在mtDNA复制启动上，这是核一线粒体互作

发育的关键事件之一【嗍。

4异种妊娠的建立

哺乳动物的异种妊娠是借一种动物的胚胎在另一种动物的子宫内进行妊娠。由

于自然界的物种生殖隔离机制，建立异种妊娠的模型较少，仅有三种：啮齿类模型，

马驴模型以及绵羊、山羊模型671。研究发现，滋养层细胞在建立母体与胚胎联系过

程中起重要作用，异种妊娠能否建立与滋养层细胞的类型相关【68,69,70]。当滋养层细胞

与母体是同一类型时，不管内细胞团细胞是来自何物种，异种妊娠能够建立；反之，

如果滋养层细胞与母体非同一物种，即使内细胞团细胞与母体是同一物种，也无法

建立异种妊娠。

异种妊娠建立应充分考虑供受体之间的亲缘关系，生殖生理、解剖结构的差异，

在此基础上借助一定的技术，建立异种妊娠是可行的。目前可采用的技术包括：(1)

同种胚胎诱导异种妊娠；(2)内细胞团置换；(3)二倍体／四倍体(2rd4n)嵌合等等

[61，71。72]
●

5异种核移植技术的应用

异种核移植建立了不同物种之间体细胞核与卵母细胞胞质互作的良好模型，而

异种克隆动物的出生更证明了人为控制下的遗传物质的改变。异种核移植为研究早

期胚胎发育相关基因，遗传物质融合变化，线粒体进化提供了新的手段和素材1591。

异种核移植开辟了保护濒危动物和恢复已灭绝动物新的途径。通过选择合适的

卵母细胞作胞质受体以及借助异种妊娠，将濒危动物或已灭绝动物体细胞核进行移

植，以拯救无法获取卵母细胞的珍稀物种是可行的【5Ⅱ刀。

异种核移植降低了制备大型转基因动物的成本。选择低价值的卵母细胞为胞质

受体代替大型动物(牛等)的卵母细胞，可以增加卵母细胞获得方法，为转基因乳
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腺生物反应器带来更大的经济利益。

异种核移植结合胚胎干细胞技术，将人的体细胞核放入动物卵母细胞胞质中发

育至囊胚，分离内细胞团，建立胚胎干细胞系，进而产生与患者无排斥反应的组织

和器官，用于治疗严重疾病以及创伤，即所谓的治疗性克隆【73Ⅱ74】。
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New Research Progress on Interspecies Somatic Cell Nuclear Transfer in Mammals。

DING Li．Junl CHEN Jian．Qu觚2 CHENG Guo．Xian91’2¨

(1 Ruijin hospital，Medical School of Shanghai Jiaotong University,Shanghai China 2

Shanghai transgenic research center,Shanghai China)

Abstract：Interspecies somatic cell nuclear transfer(ISCNT)is a new improvement based

on somatic cell nuclear transfer(sort)technology．ISCNT provides good models for the

explorations in the interaction between cell nuclei and cytoplast and the identifications of

the key genes during early embryos development．It also has important applications at

endangered animal conservation,production of transgenic animals and therapeutic cloning

in regeneration medicine．This article reviews the progresses of ISC=NT,optknum of

operation procedure， interspecies pregnancy and its prospect． We emphasize the

fundamental mechanisms involved in ISCNT．

Key words：interspecies somatic cell nuclear transfer,reprogramming，mammal

127



匦世曩求输匝醐∞懈叫基景蛙辣搽珏f蜒恻嚣味卅乓辫n噼釜

正n斗*口oH

*军h

棵蕾州罢《出《嚣喀斗苷篓4唧呻



上海交通大学 博士学位论文

致 谢

本论文是在导师成国祥教授悉心指导和亲切关心下完成的，导师不仅为学生提

供了良好的实验条件和学习环境，更为学生的科研营造了浓郁的学术氛围。导师谆

谆的教诲与无微不至的关怀，渊博的知识，勤勉的精神，严谨的治学态度，执着的

人格魅力给学生留下了深刻的印象，更是学生今后为人治学的榜样。在此，向我的

导师表示衷心的感谢!

感谢指导小组成员中国科学院遗传与发育研究所杜淼研究员，扬州大学兽医学

院徐少甫教授以及上海市计划生育科学研究所左嘉客研究员对我的教导和帮助，三

位老师作为学识渊博，潜心研究的学者，非常注重对于学生独立思考，创新思维的

培养，使学生受益匪浅。

感谢上海转基因研究中心陈建泉副教授对学生具体细致的试验指导和帮助，以

及对学生平时生活的关心和关怀!

上海转基因研究中心胚胎部陈建泉副教授，田海滨博士，沙红英博士，陈娟，

王敬军，葛来香，成胜花，徐旭俊，吴友兵，黄志军，胡大伟，徐玉霞等研究人员

的出色工作和大力支持，胚胎部团结协作的优良传统保障了本实验的顺利开展；上

海转基因研究中心刘思国博士，俞国华博士，张杰博士，朱采红博士，许嫒媛博士，

李蓓，严钦等同学在分子检测实验部分给与了无私的帮助。在此深表谢意!

上海交通大学医学院发上海育生物学重点实验室李善刚博士对本实验提出了很

多有益的建议，陈学进教授在共聚焦显微镜使用上提供了帮助，丁慧同学在实验中

给与了很多帮助。在此一并致谢!

感谢张爱民博士，张琦博士，王璞，张鹏跃，彭京，张祺等同学在实验和论文

完成过程中的热心帮助!

感谢上海交通大学医学院附属瑞金医院，上海转基因研究中心对我的培养!

感谢国家自然基金委员会对本实验的基金资助!

最后对多年来始终默默支持和鼓励我的家人表示深深的感谢!



喜马拉雅塔尔羊异种克隆及相关研究 丁利军 2008年5月

攻读学位期间发表学术论文目录

Ding Li-Jun Tian Hai-Bin Wang Jing—Jun Chen Juan ShaHong-Ying Chen Jiang-Qunan

Cheng Guo—Xiang．Different Intervals of Ovum Pick-Up Affect the Competence of

Oocytes to Support the Preimplantation Development of Cloned Bovine Embryos．

Molecular,reproduction anddevelopment 2008，9999：1-6

SCI收录IF_2．5第一作者署名单位：上海交通大学医学院附属瑞金医院

130


	封面
	文摘
	英文文摘
	论文说明：符号说明
	声明
	前言
	实验研究部分:第一章喜马拉雅塔尔羊耳成纤维细胞的建系及生物学特性分析
	1.1实验材料
	1.2实验方法
	1.3实验结果
	1.4讨论
	小结

	实验研究部分:第二章塔尔羊异种间重构胚的附植前发育
	2.1实验材料
	2.2实验方法
	2.3实验结果
	2.4讨论
	小结

	实验研究部分:第三章异种重构囊胚遗传学鉴定与线粒体组成检测
	3.1实验材料
	3.2试验方法
	3.3试验结果
	3.4讨论
	小结

	实验研究部分:第四章异种克隆塔尔羊胚胎移植与着床后发育
	4.1实验材料
	4.2实验方法
	4.3结果
	4.4讨论
	小结

	实验研究部分:第五章山羊四倍体胚胎制备及其体内外发育
	5.1试验材料
	5.2方法
	5.3结果
	5.4讨论
	小结

	实验研究部分:第六章塔尔羊异种重构胚胎与山羊四倍体胚胎聚合及着床潜力的研究
	6.1试验材料
	6.2技术路线
	6.3方法
	6.4结果
	6.5讨论
	小结

	参考文献
	附录1小鼠四倍体胚胎干细胞的分离与培养
	附录2文献综述：哺乳动物异种体细胞核移植研究新进展
	附录3 塔尔羊异种重构胚线粒体细胞色素B基因部分测序图
	致谢
	攻读学位期间发表的学术论文目录



