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摘!要! 本文介绍了正常胚胎和核移植重构胚发育过程中的生物学变化%从细胞形态学和分子机理两方面阐述了二者
之间的差异%总结了影响核移植重构胚胎发育的主要因素$ 在细胞形态学上着重探讨了卵子染色体结构变化对于卵重
编程作用的影响%在分子水平上对卵子组蛋白与供核细胞组蛋白的置换进行了讨论%理论上为核移植效率的提高提供了
借鉴$
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!!哺乳动物体外受精技术的发展与完善!使受
精过程可以在体外环境中完成!这一技术为人们
对受精过程中的生理现象进行实时的追踪观测提
供了途径$ 近年来!细胞核移植技术!尤其是体细
胞核移植技术的发展!使人类有可能像植物苗木
扦插育苗一样快速扩繁家畜中的优良个体$ 但
是!目前体细胞核移植技术的效率还很低!出生的
克隆个体绝大部分存在着各类缺陷!出生后死亡
率非常高!其主要原因在于人们对细胞核移植过
程中相关的细胞生物学事件及其分子生物学机理
的研究还不透彻$

本文对近年来细胞核移植过程中相关的生物

学事件及其分子生物学机理作一综述!希望为相
关研究提供借鉴$

$H正常受精胚胎发育过程

正常受精过程中!精子进入卵细胞质后!首先
引发钙离子波动和第二极体排出!接着形成雌雄
原核!然后雌雄原核融合!进入合子的第一次有丝
分裂$ 而第二极体的排出就标志着卵细胞减数分
裂过程的完成!同时标志着合子有丝分裂的开始$

$&$H细胞生物学变化
正常体内人工授精时!一般以输精时间作为



受精过程的时间起始点#而体外受精研究中!把精
卵混合作为受精过程的时间起始点!以后发生的
过程均以该时间为基点计算$

$))&年!孙青原等'$(对小鼠体外受精过程中
卵超微结构的变化进行了研究!其结果表明"受精
后$ I精子进入卵子!" I左右形成雄原核!雌原
核的形成稍早于雄原核$ 受精后* [) I两性原
核相互靠近!而小鼠原核期胚胎的第一次卵裂多
发生在受精后"" I左右$

最早的牛体外受精卵原核形成的报道见于
$)**年!TO008/等'"(利用超数排卵技术处理青年
母牛!然后进行人工授精$ 他们对于受精时间的
界定是以bT峰%bTL8-U&为基点进行!即bT峰
就是排卵点$ 排卵后的9 I左右!雌雄原核开始
形成!X [' I原核开始膨胀!第$) I!两个原核相
互靠近并发生融合$ 第"( I发生第一次卵裂$

随后!g;等'((观察了牛体外受精过程各事件
的发生规律!他们将受精过程分为&个事件点!分
别为精子入卵%=L8K,L8180K-0.61&)精子头部核去
浓缩%=L8K, I8-J J8561J81=-0.61&)雄原核形成
%,-/8LK61;5/8;=<6K,-0.61&)第二极体抛出%0IK6:

6;00I8=8561J L6/-KN6JO&)卵染色体去浓缩
%<8,-/85IK6,6=6,8J8561J81=-0.61&和雌原核形
成%<8,-/8LK61;5/8;=J8M8/6L,810&等$ 其研究结
果表明!受精后& I精子入卵!' [* I后精子完成
去浓缩过程!在$# [$" I形成雄原核!第一次卵
裂约发生于受精后"* I$

$))&年!孙青原等'9(对牛体外受精过程中卵
超微结构的变化进行了研究$ 结果表明!在精卵
混合后( I左右精子进入卵细胞质!X I左右卵子
释放第二极体!* I左右形成原核!并逐渐向卵细
胞中央移动!到"9 I左右!基本位于卵细胞的中
央位置$

根据以上研究结果可以看出!对于体内的受
精胚胎!原核形成时间约在受精后9 I!而体外受
精胚胎原核形成的时间变化较大$ g;等'((的结
果是受精后$# [$" I!而孙青原等'9(的结果则是
在受精后* I 左右!更接近于体内受精的结果$

这种差异可能由体外受精过程中具体操作的不同
引起$ 但整体上讲!牛体外受精过程较体内受精
过程慢$

受精过程的精子在细胞水平上有两个重要事
件!第一是精子进入卵子后的去浓缩过程!第二是

精子雄原核形成!这两个形态学过程其实就是精
子核被卵细胞质重塑的过程$

$&/H分子生物学机理
在分子生物学水平上!卵子在Q

-

期的维持
机制是受精生物学所关心的核心事件之一$ 细胞
静止因子%58//==0-0.61 <-506K!PVG&的存在是卵子
在Q

-

期维持的关键$ PVG可以稳定成熟促进因
子%,-0;K-0.61 LK6,608<-506K!QDG&的活性!QDG

是一个异源二聚体!由周期依赖性蛋白激酶%$

%P]\$&和周期蛋白W%5O5/.1 W&亚基组成$ QDG

稳定存在即可以使卵子停滞在Q

-

期$ 目前!

PVG的具体成份尚不清楚!有研究显示+,."是可
能的候选因子之一$ QDG具有丝氨酸̂苏氨酸激
酶作用!它可以参与核小体连接组蛋白T$)核孔
蛋白%1;5/86L6K.1&)核纤层蛋白%/-,.1&)浓缩素
% 561J81=.1 & 复合体) c@? 聚合酶% c@?

L6/O,8K-=8& 以及细胞质内的肌球蛋白
%5O06L/-=,.5,O6=.1&等底物的磷酸化过程'X(

$ 核
小体连接组蛋白T$)核孔蛋白)核纤层蛋白和浓
缩素复合体的磷酸化促使了核膜崩解与染色体浓
缩状态的形成!c@?聚合酶的磷酸化使得卵子的
转录活动进入静默状态!肌球蛋白的磷酸化则使
得处于中期的纺锤体肌球蛋白处于静止状态!阻
止中期染色体的分离$ 这些作用最终促使细胞̂
卵子进入有丝分裂中期并停留在中期$ 目前认为
精子进入卵细胞后所诱发的一系列形态学变化都
与QDG的活性变化相关$

精子入卵后!会诱发卵细胞内持续的钙离子
波动!从而激活钙调蛋白依赖性蛋白激酶

-

%5-/,6J;/.1%J8L81J810LK608.1 U.1-=8

-

!P-Q\

-

&$

最近基因敲出'&(和基因敲除''(研究已经确定
P-,\

-

在受精过程中负责的钙信号转导$ P-Q\

-

可以通过特定信号途径激活后期驱动复合体
% -1-LI-=8 LK6,60.1E <-506K̂56,L/8R! ?DP̂P&$

?DP̂P是一种泛素化作用复合体!它可以对蛋白
质进行泛素化标记并对蛋白质进行降解!从而达
到调控蛋白质功能的作用$ ?DP̂P活化后可以
降解卵子静止紧密相关的两个分子!即周期蛋白
W和染色体禁固因子%=85;K.18&!使卵子内的QDG

的活性下降或消失!这样卵子完成第二次减数分
裂过程$

在小鼠中!精子入卵后!钙离子波动会持续大
约9 I左右!而后形成原核!原核形成会导致钙波
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的终止$ 目前的研究结果表明!钙离子波动的维
持需要P]\$活性的存在!即需要QDG活性的存
在!P]\$活性的消失是原核形成的条件'*(

$

致密的精核进入卵细胞质后!精子染色体上
与]@?紧密结合的鱼精蛋白%类组蛋白&会快速
地被卵细胞质内特异性的组蛋白T/<66等所置
换!这一过程使精子染色体的结构变得疏松!精子
核整体出现膨胀!在形态学上表现为精子头核去
浓缩%=L8K,I8-J J8561J81=-0.61&$ 卵细胞质内特
异性的组蛋白T/<66等对于精核内鱼精蛋白的置
换需要QDG的活性存在!同时卵内特定的分子伴
侣核浆素%1;5/86L/-=,.1&对于置换过程的完成也
起着重要的作用$ 这种置换可能有助于打开精子
致密的染色体结构!使卵内的各类生物分子接近
精子核!启动新个体的发育$ 另外!精子核进入卵
细胞质后!卵内的QDG活性快速下降!这可能也
促进了精子核的去浓缩$

随着QDG%即P]\$&活性的逐步消失!雄原
核也逐渐形成$ 雄原核形成的分子生物学机制目
前仍未完全明了!但从目前与QDG相关的研究结
果来看!可初步作出以下推论"在QDG高活性状
态下!核孔蛋白)浓缩素复合体)核纤层蛋白及核
小体连接组蛋白T$等底物的磷酸化状态是导致
染色体浓缩和核膜崩解的分子生物学机制#但是
随着受精后QDG活性的持续下降!这些底物的磷
酸化状态不能够继续维持而发生去磷酸化作用!

该过程使得微膜泡在核孔复合体与核纤层蛋白的
组织下重新形成核膜结构!染色体的结构也由于
浓缩素复合体的去磷酸化作用而逐渐变得松散$

"##$年!Q.0-/.L6M等')(对短尾猴卵母细胞孤
雌激活的实验研究表明!应用离子霉素配合使用
QDG的特异性抑制剂c6=56M.0.18激活卵母细胞!

其效果不如离子霉素配合使用非特异性的磷酸激
酶抑制&%]Q?D!由此推断!核膜的形成可能涉及
多条信号通路$

$))*年!b.;等'$#(在对牛卵母细胞激活的研
究中!将卵母细胞的激活分为两种情况!一种为完
全的激活%<;//-50.M-0.61&!这种激活过程不但引
发了QDG活性下降!而且导致了Q?D\活性的下
降!结果是第二极体排出并有原核形成#另一种称
之为不完全激活%L-K0.-/-50.M-0.61&!该过程引发
了QDG活性下降!但是Q?D\活性却维持在较高
水平!结果是第二极体排出但没有原核形成$ 根

据这一结果!研究者认为QDG活性下降是卵母细
胞离开Q

-

期的条件!而Q?D\活性下降则是原
核形成的条件$

本实验室的研究结果表明!牛卵母细胞核成
熟%完成第一极体排放&后!卵细胞内的染色体呈
团簇状排列!尚未真正进入Q

-

期!在真正进入
Q

-

期之前!染色体结构与形态仍需一段时间调
整!大约在卵母细胞成熟培养"& ["* I左右!才
完全形成排列整齐)结构较为致密的赤道板$ 在
赤道板结构没有完全形成之前!单独使用钙离子
载体类物质%如钙离子载体?和离子霉素等&很
难激活卵母细胞!原因可能在于此时卵母细胞质
内仍然持续的合成周期蛋白W!激活处理引发的
QDG活性下降尽管可以使卵母细胞完成染色体
的分离和第二极体抛出!但卵母细胞内周期蛋白
W的快速合成使QDG活性得以恢复!这样就使得
卵母细胞无法完成Q

-

期到末期的彻底转换!而
停留在所谓的Q

-

期$ 卵母细胞成熟培养
"& ["* I左右!卵母细胞质内周期蛋白W的合成
接近停止!QDG活性达到最高!此时激活处理引
发的QDG活性下降较快!因此卵母细胞更容易被
激活$ 而当钙离子载体激活配合蛋白质激酶抑制
剂或者蛋白质合成抑制剂时!QDG活性恢复的可
能性消失!因此可以使QDG活性较快下降!所以
能够完成卵母细胞的完全激活$

/H核移植胚胎发育过程

哺乳动物细胞核移植的过程中!供体细胞核
进入卵细胞质后的形态学变化与受精过程中精子
核的形态学变化有极大的相似性$ 经过"#多年
的研究积累!人们对供体细胞核进入卵细胞质后
的形态学变化及其相关的分子生物学机理有了一
些初步认识$ 这方面的进一步研究!有助于揭示
细胞核移植的机理!促进核移植技术的应用$

/&$H细胞生物学变化
早在$)&)年!CK-I-,等'$$(就将分化的体细

胞与激活后的小鼠卵细胞融合!观察到体细胞染
色体的去浓缩和核肿胀现象$ $)*9年!PS6/6:=U-

等'$"(将新生小鼠淋巴细胞注射到乙醇激活̂未激
活的小鼠卵内!较为系统地观察淋巴细胞核在其
中的变化规律$ 在未激活的卵内!淋巴细胞核发
生早期染色质浓缩% LK8,-0;K8 5IK6,6=6,8

'X"

隋进强!等"正常胚胎与核移植重构胚发育中的生物学变化比较



561J81=-0.61!DPP&!染色体以单条染色体浓缩状
态存在!它们在有些卵内分布在整个细胞质内#而
在激活后的卵内!淋巴细胞核直接形成原核样的
核!在随后的"9 I的培养过程中!体积增加为原
体积的"##倍之多!最后体积与正常胚胎原核相
近$ 卵细胞激活与淋巴细胞融合之间的时间间隔
对于淋巴细胞核的这种形态变化影响明显$ 在卵
激活前$# [(# ,.1或者激活后&# ,.1之内将淋
巴细胞导入!其核迅速膨胀!甚至超过雌原核的体
积$ 卵子激活(# ,.1之前进入的淋巴细胞!在发
生DPP后!往往不能形成正常形态的核!而是形
成微核结构#卵子激活&# ,.1之后进入的淋巴细
胞!其核变化不明显!发育基本停滞$

$)**年!VS6//6=.等'$((用小鼠淋巴细胞和卵
母细胞构建核移植胚胎!观察淋巴细胞核重塑过
程$ 淋巴细胞进入卵细胞质后发生完全的形态学
重塑%56,L/8081;5/8-KK8,6J8/.1E&!包含核膜破裂
%1;5/8-K81M8/6L8NK8-UJ6:1&和超前染色质浓缩
%LK8,-0;K85IK6,6=6,8561J81=-0.61&以及紧接着
发生原核样核的形成%<6K,-0.61 6<LK61;5/8;=%/.U8

1;5/8;=&等几个环节$ 完全的核重塑只出现在处
于减数分裂Q

-

期到末期的小鼠卵内!这个时间
段很短!并且处于卵内QDG高峰期$ 如果淋巴细
胞与原核期的卵细胞质融合!那么淋巴细胞核基
本维持其自身原有状态!但是核膜会出现一些轻
微膨胀!形成发泡样的细胞核膜%/W/8NN.1E0 6<

0I81;5/8-K81M8/6L8&结构!这种形态学的变化说
明!受精后的卵细胞质对于淋巴细胞仍然有一些
重编程的作用'$9(

!$))*年!V;06M=UO等'$X(证明了
牛卵内含有大量的核孔复合体蛋白!这些蛋白质
在胚胎的早期发育过程中有重要作用!可能参与
了受精后卵细胞质对于引入的淋巴细胞细胞核
产生的作用!导致了发泡样的细胞核膜结构的
形成$

上述研究结果表明!对于小鼠!供体细胞核进
入高QDG活性的卵细胞质后!会发生一个,完整
的-重编程过程!即完全包含核膜破裂)染色质浓
缩及原核样核的形成等(个环节#而当供体细胞
核进入低QDG活性的卵细胞质后!核膜会出现一
些轻微膨胀!形成发泡样的细胞核膜结构%可以
称之为,非完整的-重编程过程&$ $))* 年!

B-U-O-,-等'$&(利用压电陶瓷注射系统进行小鼠
体细胞克隆试验!该研究通过延长体细胞注入卵

细胞质到激活卵细胞质的时间间隔!增加高QDG

活性的卵细胞质对供核细胞的作用时间!获得较
高的体细胞克隆率$ 该结果表明一个,完整的-

重编程过程在小鼠体细胞克隆中的重大意义$

这一结果对于其他动物也有一定的指导意
义!但不同物种之间存在着差异$ $))& 年!

P-,LN8//等'$'(利用饥饿培养法获得的绵羊胚胎
传代细胞进行核移植得到了克隆后代!试验过程
中!通过延长重组胚胎融合与激活之间的时间间
隔!可增加高QDG活性的卵细胞质对供核细胞的
作用时间!有助于卵母细胞对体细胞的去分化作
用$ 对猪的体细胞核移植研究发现!通过延长重
组胚胎融合与激活之间的时间间隔!也提高了核
移植的效率'$*!$)(

$ 但也有报道称!在猪核移植研
究中!长时间暴露在高QDG活性卵细胞质内有降
低囊胚的趋势'"#(

$

?=061等'"$(对牛的研究结果表明!在"4X I

之内!增加体细胞注入卵细胞质到激活卵细胞质
的间隔!可延长高QDG活性卵细胞质对供核细胞
的作用时间!进而提高囊胚的发育率!但是一旦超
过"4X I!反而会降低囊胚的发育率!这一结果与
猪核移植的研究结果相似$ V;1E等'""(发现!牛
体细胞克隆中!超前染色质浓缩对于牛体细胞重
编程不是必需的!即形态学上的,非完整的-重编
程过程对于牛的体细胞核去分化已经足够$ 这个
结果反映了不同物种间体细胞重编程的差异$ 大
鼠克隆的技术过程似乎更能说明不同物种间体细
胞重编程对卵细胞质内QDG活性的不同要求$

由于大鼠卵内的QDG活性相对较低!降低速度很
快!因此iI6; 等'"((在克隆大鼠时!利用QC$("

抑制?DP̂P复合体对于周期蛋白W的降解!从而
使得大鼠卵内的QDG活性可以在较高的水平维
持更长的时间%可以达到( I&!结果促进了大鼠
卵对体细胞核的重新编程$

在核移植过程中除过上述染色体形态学变化
对于供体细胞核重编程的影响外!原核形成的数
量是另外一个关键因素$ 核移植与受精过程的区
别在于!核移植胚胎的二倍体核型需要通过体细
胞本身染色体活动变化来调整!而受精过程中!卵
子会抛出第二极体!形成单倍体的原核!而缺少的
染色体则由精子带入的核物质补充$ 所以核移植
过程中正常二倍体核型的维持也是克隆成功的基
础和关键$ 在卵子的孤雌激活过程中!通过激活

*X"
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卵子使其进入第一次有丝分裂!同时防止其排出
第二极体!从而使得其核型维持于二倍体并形成
一个类原核$ 核移植试验中!可以添加放线菌酮
%或称亚胺环己酮&并配合细胞松弛素W!不但可
以抑制染色体的复制!还可以阻止第二极体的排
出!从而保证核移植胚胎的正常二倍体核型$

"##$年!b-.等'"9(利用C" Q̂供体细胞进行
猪的核移植研究$ 结果表明!四倍体的C" Q̂供
体细胞通过排出第二极体后!形成$D@m$DW%D@

表示原核样核!DW表示极体&或"D@m$DW的重
组胚胎!其发育最好$ 而来自于C# Ĉ$期的细胞
则多数形成$D@m#DW%'*4(Z!&X *̂(&!少部分
形成$D@m$DW%"$4'Z!$* &̂(&$ 因此!正常二
倍体核型的维持是核移植胚胎顺利发育的前提$

/&/H分子生物学机理
对于核移植胚胎!在分子生物学水平上应当

关注两点!第一是,完整的-重编程过程与,非完
整的-重编程过程的分子生物学机理#第二是体
细胞重编程的分子生物学实质是什么$

,完整的-重编程过程与,非完整的-重编程
过程的不同在于卵内QDG活性的差异$ 就目前
的研究结果而言!使供体核产生形态学变化的作
用因子主要是QDG$ ,完整的-重编程过程与受
精过程中卵细胞质对于精子核作用的机理是一致
的#而,非完整的-重编程过程的特点是体细胞核
的膨大和形成发泡样的细胞核膜结构$ 其原因在
于!在QDG低活性状态下!核孔蛋白复合体)核纤
层蛋白等与核膜结构相关底物的磷酸化状态不能
够维持!于是参于到供体核的结构重建中!导致供
体细胞核的膨大$ 核膜膨大一方面为核内的染色
体提供更大的结构变化空间!另一方面可能也促
进了供体核内物质与卵细胞质内物质的互换!有
利于卵细胞质对供体核进行重编程作用$

卵细胞质对供体细胞核的作用在染色体水平
上表现为卵特异性连接组蛋白将体细胞型连接组
蛋白置换$ "##9 年!C-6等'"X(和7-U-I.J8等'"&(

同时发现!在受精卵和核移植胚胎中都存在着卵
特异性连接组蛋白对精子鱼精蛋白̂体细胞型连
接组蛋白的置换!这种置换过程可能是卵细胞质
对外来核进行重编程的分子生物学基础$ 由于连
接组蛋白在维持染色体空间结构中发挥重要作
用!这种连接组蛋白的替换使得供体细胞核的染

色体结构与状态更接近于早期胚胎的染色体状
态$ 卵细胞质内的QDG活性和核质蛋白的磷酸
化状态等因素都影响着卵特异性连接组蛋白对精
子鱼精蛋白̂体细胞型连接组蛋白的置换进程$

在卵细胞质内存在的卵特异性连接组蛋白!由此
可知染色体的空间结构的变化应当是基因重新编
程的基础$ 近期有关.DV的研究结果也表明!引
起染色体空间结构的变化是.DV能够成功的前提
之一$ 7-U-I-=I.等'"'(认为!体细胞逆分化为.DV

细胞必须具备"

(

染色质的广泛松解导致多能性
转录因子的表达#

)

在此基础之上的细胞凋亡的
抑制$ 该研究中转录因子起到不同的作用"5%QO5

可以使全基因组广泛去甲基化以松解染色质!使
650( 9̂和=6R"接近各自的转录调节位点发挥下
游基因转录!进而使细胞获得多能性#U/<9则扮演
了两个角色!一方面作为6509 和=6R" 的协同因
子!另一方面发挥抑制细胞凋亡的作用$ 从中可
以看出染色体结构的打开无疑是多能性干细胞诱
导成功的关键所在$ 除了利用特定的转录因子打
开染色体结构外!利用细胞正常有丝分裂过程中
的染色体结构的变化过程!也可以起到有效的去
分化作用$ 例如!+d/.等'"*(将位于细胞有丝分裂
中期的细胞核移植到位于第一次有丝分裂中期的
原核期小鼠胚胎中!成功的得到核移植小鼠$ 这
一结果更充分表明了染色体结构的变化在细胞去
分化过程中的作用!同时也在细胞周期变化与细
胞的全能性之间建立了一个节点$

除了卵内QDG活性高低所存在引起的,完整
的-或,非完整的-重编程以及卵特异性连接组蛋
白的互换之外!还有很多其他生物学大分子在体
细胞核进入卵细胞之后发挥了去分化的作用!例
如卵细胞内的特异性甲基化转移酶)乙酰化酶等!

此外!QDG活性的变化除引起染色体结构性的变
化外!还使组蛋白的磷酸化状态发生变化!导致染
色体空间结构进一步变化!从而引起基因表达的
变化$ 卵内储备的大量的泛素化物质在体细胞核
的重编程中也有一定的反作用!在大鼠克隆中利
用QC$(" 抑制?DP̂P复合体的作用!获得了
QDG活性更长时间的维持!但这种作用也有可能
阻止泛素化对于供核细胞成份的降解!对于供核
细胞重编程可能有阻碍作用'")(

$ 对于上述这些
分子在体细胞去分化中作用的认识还远远不够!

需要进行更深入的研究$

)X"

隋进强!等"正常胚胎与核移植重构胚发育中的生物学变化比较



'H核移植胚胎发育的影响因素

如果能够使得体细胞核移植的细胞学变化与
分子生物学事件有效地接近于正常胚胎发育过程
中的变化!这种处理可能更有利于核移植的胚胎
发育接近正常胚胎的发育$ 根据上述卵细胞对精
子和体细胞的作用机理!结合具体试验研究的报
道!可以考虑从以下几个方面对体细胞核移植进
行更为深入的研究!以便于未来改善体细胞核移
植的效率$

'&$H首先解决卵细胞质量对于克隆胚胎发育的
影响
受精与体细胞核移植过程中!精子核与供体

细胞核都是在卵母细胞质的主导下发生一系列的
形态学变化$ 猪体外成熟的卵母细胞!其细胞形
态学的变化往往慢于体内成熟的卵母细胞!这种
精子核变化的滞后被认为和卵细胞的成熟质量紧
密相关'(#(

$ 卵细胞质内相关物质的含量对这一
过程的影响非常大!而卵母细胞的成熟质量无疑
是影响这些物质含量的关键因素之一$

'&/H提前处理供体细胞%使其状态更有利于重
编程
通常情况下!分化程度低的细胞核移植的效

率相对于体细胞要高些!如胚胎分裂球的核移植
效率就比体细胞高$ 以此推论一些组织特异性的
干细胞其核移植效率应该高于完全分化的体细
胞!然而>16;8等'($(利用小鼠造血干细胞进行的
核移植研究却表明!造血干细胞的核移植效率比
体细胞还低$ 这一研究结果提示!某些类型的细
胞!其可塑性很差!或者说染色体的结构状态比较
稳定!难以进行基因结构的重新调整$ "##& 年!

W/8//65I等'("(在小鼠体细胞核移植中的研究结果
表明!细胞的分化状态和表观遗传状态对于体细
胞核移植的重编程都具有重要影响$

哺乳动物核移植胚胎与自然受精胚相比!都
存在]@?甲基化)组蛋白乙酰化等表观修饰的异
常'(((

$ 人为干预供体细胞表观修饰水平能够提
高核移植的效率$ 动物克隆研究中常用的表观遗
传修饰剂有X%氮%"o%脱氧胞苷% X%-S-%JP&) V%

-J816=O/I6,65O=08.18%V?T&)7K.5I6=0-0.1%7V?&和
V5.L0-.J等!前两者是以]@?甲基转移酶为靶点

的]@?甲基化转移酶%]@?,80IO/0K-1=<8K-=8!

]@Q7&抑制剂!后两者是以组蛋白去乙酰化酶为
靶点的组蛋白去乙酰化酶抑制剂% I.=0618

J8-580O/-=8.1I.N.06K!T?]P.&$ +1K.EI0等'(9(曾用
]@?甲基转移酶抑制剂X%-S-%JP处理供体核!结
果发现#4#$

+

,6/̂bX%-S-%JP即可显著提高牛重
构胚的融合率)卵裂率和囊胚率$ 另外!温兵强
等'(X(在重构胚培养过程中加入V5K.L0-.J!实验证
明!也可以显著提高绵羊核移植重构胚的囊胚发
育率$

'&'H卵细胞质与供体细胞核的协调互作
在卵细胞质量和供体细胞都确定的情况下!

积极采取一些措施!使卵细胞质与供体细胞核的
互作更加彻底!将会极大的促进体细胞核移植效
率$ ]8V6;=-等'(&(的研究表明!通过延长融合与
卵激活之间时间间隔的办法!能够提高猪体细胞
核移植的效率!但是!过长时间的间隔反而会降低
核移植效率'"$(

$ 如何在方法学上提高核移植的
效率!则依赖于研究者对于核移植重编程过程与
机理的深入了解与认识$ "##)年!本实验室对牛
体细胞核移植的显微操作过程进行了优化!并成
功产下克隆牛犊$ 具体的优化程序为"采用
VL.1J/8M.8:系统对牛卵母细胞进行去核操作!并
将供核体细胞注射到卵周隙内!然后通过电融合
法%电融合参数为$4) Uĥ5,!脉冲时程$#

+

=!方
波"次间隔" =&将供体核引入去核卵细胞质'('(

$

2H提高核移植的效率亟待研究的问题

2&$H在细胞水平上的一些处理
如何在细胞水平上进行一些处理!达到提高

核移植效率的目的!仍是需要进一步研究讨论的
问题$ 已知通过延长体细胞注入卵细胞质到激活
卵细胞质的时间间隔!可增加高QDG活性的卵细
胞质对供核细胞的作用时间!获得较高的体细胞
克隆率#人为应用一些表观遗传修饰剂如X%-S-%

JP)V?T)7V?和V5.L0-.J等可干预供体细胞表观
修饰水平!提高核移植的效率$

2&/H亚细胞水平上一些亟待研究的问题
在亚细胞水平上!核移植过程可以理解为细

胞内染色体的形态学变化!各种细胞器功能状态
的变化$ 细胞器如线粒体)高尔基体等皆参与核

#&"
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移植过程!在目前的克隆研究中!人们通常只考虑
细胞核基因组的重编程过程!而忽视了细胞质遗
传物质在克隆过程中的重编程过程!线粒体具有
独立的遗传物质!早期胚胎发育过程对能量的要
求很高!因此!对线粒体的研究显得尤为重要$ 对
于异种动物核移植的线粒体!必须加强异种克隆
胚胎内线粒体融合)分裂过程的研究$ 对于远缘
异种核移植胚胎!还应当注意加强胚胎内以卵源
线粒体为主向以供核线粒体为主的转换过程和规
律的研究$

2&'H分子水平上一些需要深入研究的问题
在分子水平上!供体核]@?空间构象的变

化)]@?上组蛋白的各类修饰的变化等影响着核
移植过程$ 了解体细胞核移植与受精过程中连接
组蛋白的置换过程的差异!对提高核移植的效率
具有重要的意义$ 如本实验室针对卵母细胞特异
性连接组蛋白T/<66对供体细胞内体细胞型连接
组蛋白的置换过程进行了研究!希望能够通过荧
光照相技术观察到组蛋白的替换过程$
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