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化学诱导法———卵母细胞去核新策略

王 强" 顾 玲 张 涌
（西北农林科技大学生物工程研究所，杨凌 5!$!%%）

摘 要 哺乳动物体细胞克隆技术在过去的几年里取得了飞速发展，但是核移植的效率依然很低。于是人们不断

的从各个方面进行探索，去核方法随之也成为其中的一个热点。但是传统的物理去核存在着技术要求高、耗费时

间长、对细胞损伤大的缺点，作为思路转换的产物，一种新的卵母细胞去核技术———C-.- 诱导去核引起了各国科

学家的广泛关注。文章着重介绍了 C-.- 诱导去核辅助的核移植程序，C-.- 诱导去核成功率的影响因素，C-.- 诱

导去核方法对卵母细胞及克隆胚胎的影响，并结合作者从事的研究对该方法目前存在的问题及某些环节可能的改

进措施提出了看法。无论如何，C-.- 诱导去核方法的有效应用仍然需要作进一步的深入研究。
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随着体细胞核移植技术的迅速发展，克隆绵羊［!］、牛［$］、

小鼠［&］、山羊［>］、猪［6，#］、猫［5］纷纷诞生。但是显而易见，各种动

物的克隆效率依然很低［2］。为了完善这一技术，人们不断地

从各个角度进行探索。在核移植过程中，供体核（F80@(G)8HI）
与受体胞质（E@I(G)8HI）是重构胚的两个重要组件，尤其后者对

于促进核重塑及胚胎进一步发育至关重要。因此，获得具有

良好发育潜能的去核卵母细胞是动物成功克隆的关键因

素［"］。与之相应，去核方法也就成为核移植研究的一个重点。

目前，人们主要是通过显微操作机械性的去除核染色质

来获得受体胞质。但该方法却存在着技术要求高、耗费时间

长、对细胞损伤大的缺点。于是作为一种思路转换的产物化

学诱导去核法产生了（以下简称诱导去核，J;KLB-K1-;LB)-8I9(;，

J7）。其主要原理是应用破坏微管稳定的药物（M9B0(IL/L)-1K-1
HI8/9)9N9;< K0L<）处理激活的卵母细胞，借以干扰染色体的正常

分离和纺锤体的功能，促使核内所有染色质随同极体一起排

出，进而获得核移植所需的受体胞质。与物理去核相比，它的

主要优点有：操作简单、物理损伤小、胞质丢失少、重复性好，

适合于大规模的卵母细胞去核和克隆动物的生产。鉴于目前

国内尚无相关报道及该方法乐观的应用前景，笔者结合正在

从事的部分实验研究对脱羰秋水仙碱（一种破坏微管的药物，

C-.-B()B9;-，以下简称 C-.-）诱导去核法作一综述。

! 化学诱导去核法简短的发展历程

OL)P8 和 M((0 首先报道应用鬼臼亚乙苷（7I(G(H9K-，74Q，

一种 C+3 拓扑异构酶抑制剂［!!］）和放线菌酮（E@B)(A-R9.9K-，

EST，一种蛋白质合成抑制剂［!$］）联合处理小鼠 M!期卵母

细胞，去 核 率 达 到 "#U。可 是 据 7)HA-9PA 3V 等 先 后 报

道［!&，!>］，分别应用 74Q1EST 和 74Q 处理的去核卵母细胞与

小鼠 $1细胞卵裂球重构得到的胚胎各自只能发育到 >1细胞

阶段及 >U的囊胚率，受体胞质支持供核发育的能力受到明

显抑制。直到最近，W8<L9H9 和 Q,-0HI0(.［!6］应用 C-.- 诱导去

除小鼠卵母细胞核染色质，获得 6>U（$5U X 5%U）的去核

率、5%U的重构胚卵裂率、>$U的囊胚发育率并有 > 只健康克

隆小鼠出生，大大提高了小鼠的克隆效率［!#］。这一报道引起

了各国科学家的广泛关注，该方法先后被应用于兔［!5］、山

羊［!2］、牛［!"］和小鼠［$%，$!］的卵母细胞去核研究，且得到了较高

的去核率，并有克隆小鼠和兔克隆胎儿的产生。

" C-.- 诱导去核法辅助的核移植程序（图 !）

"#! $%&% 诱导去核（’(）程序

目前，应用于小鼠、兔、牛和羊上的 C-.- 诱导去核程序

主要包括以下几个环节：选择体内或体外成熟的 MJJ 期卵母

细胞，激活后（Y(HI8BI9,8I9(;，Y* 8）在特定时间内置于一定浓度

的含 C-.- 培养液中作用一段时间，再经 S(-BAHI 染色，检查

去核效果。该方法成败的关键在于对各个环节的时间控制

（49.- 8K.9;9HI08I9(;）。

"#" $%&% 诱导去核后的注核程序

选取去核完全的卵母细胞作为受体胞质，通过两种方法

将供体基因组移植到胞质中。W8<L9H9［!6］和 Z(H)9; 研究所的

[8HG8009;9 等［$%］分别将卵丘细胞与 SM1! 7V 细胞核直接注入



到上述胞质中，分别得到了 ! 只、" 只克隆小鼠。#$% &’［"(］等

采取先将第二极体吸出，然后再把兔耳部皮肤成纤维细胞核

注入到透明带下，通过电融合的方法进行核移植，得到了兔

克隆胎儿。以上实验结果证明，诱导去核后的受体胞质可支

持两种核移植程序下克隆胚胎的全程发育。但为了进一步

提高克隆效率，笔者认为在以后的研究中有必要对上述两种

程序作一比较，加以优化。

图 " 诱导去核辅助的核移植程序

)$*+" （,-./012 321%4502 144$4306 7$38 9:）

! 影响 ;0<0 诱导去核成功率的因素

结合当前小鼠、兔、牛和羊的研究结果与笔者正在从事

的部分实验加以综合分析，我们认为影响 ;0<0 诱导去核成

功率的主要因素有以下三个方面。

!"# 卵母细胞的遗传背景

从目前的研究来看，不同动物甚至同种动物不同品系的

卵母细胞的诱导去核成功率也有很大差异（表 "）。9=1%0>
等［?"］比较了 @A;?)" 和 B)" 小鼠的去核率（ACDE与 ?"E），二

者存在明显的差异。F14G122$%$ 等［?H］对 @A;?)" 和 @AB@I)"
小鼠进行了类似的研究，虽然它们的去核率无太大区别，但

在随后的重构胚发育能力方面表现出严重的品系依赖性。

另外 @A;?)" 小鼠在不同实验室报道的去核率有很大差距，

其原因还不很清楚。全面分析表 " 资料可以看出，卵母细胞

的遗传背景对去核成功率有很大影响。

!"$ %&’& 处理起始的时间

激活完成至开始 ;0<0 处理的时间间隔是影响去核率的

另一个重要因素。@1*-$4$ 等［"J］的研究结果表明，小鼠卵母细

胞激活后 "H K "J<$%，放入含 ;0<0 培养液中处理，去核率可

达 J!E（?(E K (HE）。但随后的报道［"L，?H，?"］却认为，激活后

的小鼠卵母细胞迅速放入含 ;0<0 培养液中比延迟 ;0<0 处

理可获得更高的去核率。牛卵母细胞在激活后 MH<$% 进行

;0<0 处理，去核率仅为 "HE K "AE，而在激活后 " K ?8 放入

含 ;0<0 培养液中，去核率可提高到 AHE K D"E［"D］。在山

羊，激活后 MH<$% 进行 ;0<0 处理，激活卵母细胞的去核率达

AME［"L］。据我们在实验过程中的初步统计，昆白系小鼠卵母

细胞在激活后 H K J<$% 进行 (J<$% 的 ;0<0 处理，去核率在

!HE左右（资料待发表）。因此不同遗传背景的卵母细胞进

行 ;0<0 处理时，采取的时间间隔有所不同，这很可能与它们

各自的细胞周期进程不同步有关。一般来说，;0<0 处理应

在激活卵母细胞由第二次减数分裂后期（I%1G8140）向末期

（N0/OG8140）过渡时进行［"J，?H，?"］。

!"! 卵母细胞对 %&’& 的耐受程度

从目前的资料来看，不同动物卵母细胞对 ;0<0 的敏感

程度有所不同。在牛、羊、小鼠的去核研究中，采用 HC!!*P<Q
的浓度，而在兔的去核研究中，所用浓度为 HCA!*P<Q（试剂均

为 R$*<1 公司产品）。据笔者观察，用 HCA!*P<Q 的含 ;0<0 培

养液处理小鼠卵母细胞，会使核染色质高度浓缩成小团，而

HC!!*P<Q 组则相对较松散。另外，;0<0 处理时间的长短对

去核率的影响尚有不同看法，9=1%0>［?"］和 @1*-$4$［"J］等的结果

表明，;0<0 处 理 !J K (J<$% 获 得 相 对 较 高 的 去 核 率，而

F14G122$%$ 等［?H］认为，;0<0 分别处理 "J、MH、!J<$% 后，各自的

去核率无明显差异。

除上述几点外，笔者认为卵母细胞的卵龄及激活的方法

和强度也是两个不可忽视的因素。这是由于不同卵龄卵母

细胞对激活的敏感程度不同［?"］，而且经化学去核的卵母细胞

的卵龄严重影响重构胚胎的卵裂率［"M］。同时较强的激活刺

激往往使第二极体不能排出，形成两个或多个原核［??］，导致

去核率下降。

表 # 不同遗传背景卵母细胞的去核率及克隆胚胎的发育率

()*+& # (,& &-./+&)012- 3)0& 24 22/50&6 710, 8144&3&-0 9&-&01/ *)/:932.-8 )-8 8&;&+2<’&-0 3)0& 24 /+2-&8 &’*3526
动物品种 去核率 卵裂率 囊胚率 克隆后代数 参考文献

J!E（?(E K (HE） (HE（LJP"?"） !?E（JHP"?"） ! 只健康 ［"J］

@A;?)" 小鼠 ?ME K "HHE ——— ——— ［"L］

?"E "!（?JP"(L） ?E（!P"(L） " 只健康 ［?H］

ACDE ——— ——— ［?"］

B)" 小鼠 ?"E ——— ——— ［?"］

@AB@I)" 小鼠 ?"E MA（"MHPMAH） "!E（JHPMAH） ［?H］

牛 AHE K D"E !LE（J"P"HA） ?(E（"!PJ"） ［"D］

山羊 AME! ——— ——— ［"L］

兔 "LP"L ——— MME K JJE ! 只胎儿 ［"(］

注：!示激活卵母细胞去核率 S 去核卵母细胞数P激活卵母细胞数

其余为总去核率 S 去核卵母细胞数P总处理卵母细胞数 “—”示作者未作该项研究
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! 诱导去核程序对卵母细胞及克隆胚胎的

影响

!"# 预激活的影响

在诱导去核程序中，卵母细胞需要预激活处理。现在大

多研究者都选用乙醇［!"，!#，$%，$!］或离子霉素（&’()*+,(）［!"，!-］，而

二者均能引起胞质内 ./$ 0 的迅速增加，促使卵母细胞快速进

入分裂后期［$1］，这会使后期的 23)3 起始处理时间不易掌

握。所以选用作用较温和的能引起 ./$ 0 多次波动性升高的

激活剂（如 45+6$［$"］），或许会更有助于诱导去核程序的优化。

另外，预激活会使胞质中的成熟促进因子（789）水平迅

速下降，而低水平 789 的受体胞质不利于体细胞核的重新编

程［$:，$-，$#］，不过却似乎更倾向于支持卵裂球作为供核的克隆

胚胎的发育［$;］。但也有学者认为，应用化学诱导法获得的受

体胞质可能具有较高的 789 活性［!!，!"］。这一结果在其他实

验研究中未见报道，尚无定论，还需进一步深入研究。

!"$ %&’& 的影响

</=>/55,( 和 &?/(3@ 等［$%，$!］研究发现，23)3 可以抑制激活

后卵母细胞纺锤体的旋转和第二极体的排出。A,( BC 和 D/E’
A 等［1%］将猪体细胞克隆胚胎在含 23)3 培养液中处理 !F，不

仅有利 于 供 体 核 的 重 塑，而 且 还 可 防 止 出 现 染 色 质 扩 散

（4+/EE35,(G）现象，通过该方法得到了 # 头克隆仔猪。对于

23)3在其他方面的影响人们目前还知之甚少。不过 23)3
作为一种破坏微管稳定的药物，肯定会对由微管介导的生物

学过程有一定的影响，例如原核形成、胚胎卵裂等。这种影

响在一定程度上可能取决于各生物学过程的可逆性。因此，

笔者以为选用一种可逆性破坏微管稳定的药物代替 23)3，
既可优化诱导去核程序，又可减少对卵母细胞和克隆胚胎的

损伤。

总之，在 23)3 诱导去核技术被有效应用于卵母细胞去

核之前，其作用机制及影响应被全面系统地研究。

( 展望

任何技术的出现有其必然的背景，任何技术的成熟需要

不断的完善。化学诱导去核法是一种刚刚发展起来的技术，

在有着诸多优点的同时肯定也存在着一些已被认识或尚未

被了解的缺点。它作为一种化学手段，不可避免的会对克隆

胚胎或出生后代产生直接或间接的影响。笔者认为以后应

当加强以下几个方面的研究：（!）诱导去核化学药物的发现

和筛选；（$）诱导去核过程中卵母细胞骨架及细胞周期进程

的动态变化；（1）去核程序对重构胚全程发育的影响；（H）诱

导去核法在不同动物上的应用。相信在全世界科学家的共

同努力下，这一技术一定会不断的趋于完善，从而有效的应

用于克隆动物的生产。
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本 期 广 告 索 引

##

企 业 版 位 企 业 版 位

8?$9>P’? O)*>#)$%#$> 公司 封底 无锡雪浪发酵工程设备厂 文后黑白插## !
Y*#P$ 诊断公司 封二 扬中威柯特公司 文后黑白插## "
8D)&$%( 公司 封三 宁波新芝生物科技公司 文后黑白插## #
U9*?$D’ 公司 文前彩插! U9*?$D’ 公司 文后黑白插## $
U9*?$D’ 公司 文前彩插" 上海保兴生物设备公司 文后彩插## !

美国瓦里安公司 文前彩插# 常州三环生物工程公司 文后彩插## "
江苏达森集团 文前彩插$ 南京宁和生化设备公司 文后彩插## #

上海理工大学高机公司 文前彩插% 北京五洲东方公司 文后彩插## $
镇江东方生物工程公司 文前彩插& 北京博奥生物芯片公司 文后彩插%
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