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用改进的细胞核移植方法构建重构胚
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摘 要 为了能够找出一种既容易操作，又不需要特殊设备的核移植方法，对以前的操作进行了改进。首先以预先吸有细胞

核或细胞的注射针在固定于持卵针上的卵母细胞透明带上穿刺两个孔，然后一边缓慢地将注射针回拔至卵周隙中，一边逐渐

增加持卵针中的负压，直至极体与目标核质被完整吸入持卵针中而完成去核，最后在不拔出注射针的情况下直接注射细胞核

或完整细胞进而完成重构胚的构建。用此方法对 !$$ 个卵母细胞进行注核和注细胞操作，平均完成一个重构胚的构建各自耗

时约 L$< 和 "$<，成功率分别为 7!\7]和 =7\$]。用核染料 U’23?<: """L! 对卵母细胞的去核效率进行验证，去核成功率达到

%"\"]。实验证明，用此方法可以在只有倒置显微镜和显微操作仪的条件下一次性快速完成去核和注核，大大提高了细胞核

移植的效率和重构胚成活率；更重要的是该方法操作简单，新手可以很快掌握该技术，易于在实际工作中推广应用。
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克隆羊“多利”的诞生，使得体细胞核移植技术

在细胞工程中显现出日益重要的地位。近年来应用

此技术已成功地克隆出小鼠［!］、牛［"］、山羊［#］、猪［$］、

兔［%］、猫［&］以及大鼠［’］等，此为遗传学、发育生物学及

生物经济学等领域的研究与发展起到了重要的推动

作用。我国在此领域进展很快，如陈大元［(，)］等在异

种动物克隆方面的成就，周琪［’］等通过对卵母细胞激

活时间与核移植时间的巧妙调节在世界上首次克隆

成功大鼠，谭景和［!*，!!］等在克隆小鼠、山羊及其相关

问题的研究，苟克勉等利用胞浆内精子注射法获得

小鼠［!"］等。但克隆技术现今必须接受的残酷事实是

获得良好的重构胚的效率仍然很低，而且在操作过程

中需要熟练的技术和特殊的设备，这严重影响着该技

术的推广和应用。探索一种简单、快速、有效的细胞

核移植方法，无疑可使该技术在科学研究和生产中发

挥更重要的作用。为此我们研究获得了一种不需要

借助于特殊设备而能有效构建重构胚的方法，并对去

核效率和重构胚发育潜能进行了验证。

图 ! 重构胚的构建（ + #**）

,-./ ! 01234-454-12 16 789123475948: 8;<7=1（ + #**）
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! 材料和方法

!"! 实验动物

种鼠 0%’DEF& 与 BD>F" 皆购自上海斯莱克实验

动物中心，杂交一代 D&B",!（0%’DEF& + BD>F"）小

鼠作为卵母细胞供体。

!"# 试剂

孕马血清促性腺激素（GHIJ）、人绒毛膜促性腺

激素（K0J）购 自 宁 波 第 二 激 素 厂，配 制 培 养 液

LIMH 和操作液 KNLIMH 所需药品、细胞松弛素 D、

K189O34 ###$" 购自 I-.;A 公司。

!"$ %!期卵母细胞的收集

雌性 D&B",! 小鼠，腹腔注射 GHIJ %PQ，$&O ?
$(O 后注射 K0J %PQ，!# ? !%O 后颈椎脱臼法处死。

从输卵管壶腹部取出卵母细胞N颗粒细胞复合体，置

于含有 *R!;.F;E 透明质酸酶的 KSGSINLIMH 培养

基中，待卵母细胞周边的颗粒细胞全部分散为单个

细胞时，停止消化。将卵母细胞转移到 LIMH 培养

基中，#’R*T、%U 0M" 培养箱中培养至去核前。

!"& 供体颗粒细胞的制备

将从卵母细胞N颗粒细胞复合体中消化下来的

颗粒细胞用新鲜的 LIMH 液清洗 # 遍，然后小心将

其移到显微操作小室中的 GVG 液滴中，用注射针轻

轻吸入颗粒细胞后吹出，使颗粒细胞的细胞膜破裂。

然后依次将细胞膜破裂的颗粒细胞在注射针中排成

一排。

!"’ 核质重组

（!）在操作小室的一滴 KNLIMH 液中放入 !* ?
"* 个脱去颗粒细胞的卵母细胞。

（"）显微镜下用持卵针以 ) 点钟的方向牢牢固

定住卵母细胞，将注射针针尖放在卵母细胞的正下

方（& 点的位置）（图 !N>）。

（#）将注射针上移，挤压卵母细胞使其在注射针

和持卵针之间形成透明带皱褶，至与持卵针开口位

置对齐。

（$）将注射针刺进并穿透透明带皱褶，进入持卵

"&! !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 "**’，V1@R"#，W1R!



针的开口中（图 !"#），这样便能在透明带的位置扎

上两个孔；

（$）降低持卵针内的负压，使其正好能支持卵母

细胞止，一边将注射针拔回至卵周隙中，一边缓慢增

加持卵针内的负压，直到极体与目标核质被吸进持

卵针止（图 !"%），此时持卵针的针尖还留在透明带

内，以利于下一步的注核。

（&）降低持卵针内的负压至持卵针与卵母细胞

脱离，以上述在卵周隙中的注射针为支点，用持卵针

重新调整卵母细胞的位置，使其中心与注射针针尖

在同一水平线上，然后增加持卵针内的负压，重新固

定卵母细胞（图 !"’）。

（(）将事先吸到注射针中的颗粒细胞注入到细

胞质中（图 !")，*），然后拔出显微注射针。

（+）注射过颗粒细胞后的卵母细胞在室温条件

下放置 $ , !-./0。然后用新鲜的 1234 培养液清洗

并培养重构卵母细胞至用激活液激活时为止。

!"# 去核效率的鉴定

挑选 出 来 的 455 期 卵 母 细 胞 先 培 养 在 含 有

$!67.8 9:;<=>? @@@AB 的 9"1234 培养液中 $./0，然

后再转移到新鲜的 9"1234 培养液中。以空注射针

用上述方法对卵母细胞进行去核，然后在荧光显微

镜下验证去核效率。

!"$ 重构胚的激活

在 $C%3B 和 @(D的条件下，将重构胚放入不

含有 %EB F 但含有 BG$ , !-..:H78 2I%HB 以及 $!67.8
细胞松弛素 # 的 1234 液中进行激活 != 后，将其放

入含有 $!67.8 细胞松弛素 # 的 1234 液中培养 $=，

再用新鲜的 1234 培养液将重构胚清洗 @ 遍，然后

将其放入 %3B 培养箱中进行培养，最后在显微镜下

对重构胚的发育效果进行观察。

% 结果与分析

用上述方法一次性进行去核和注核，平均完成

一个重构胚的构建大约需要 A-> 的时间。如果采用

融合法进行重构胚的构建，只需要把受体细胞直接

注射到卵周隙中。实际操作显示，用该方法可以使

时间缩 短 到 大 约 @->（完 成 去 核 和 颗 粒 细 胞 的 注

射）。在技术熟练的情况下，我们也运用了 J=:K［!@］

所介绍的方法用玻璃针对卵母细胞直接去核，用此

方法对一个卵母细胞去核需用大约 B$> 的时间；之

后再对去核的卵母细胞进行直接注核，成功注射一

个细胞核大约需要 B$> 的时间。我们对以上三种方

法比较（见表 !），发现与去核然后注核的二步核移

植方法相比，该方法可以明显减少操作时间并可以

在很大程度上提高最后的操作成功率。

表 ! 不同操作方法成功率与所用时间

&’()* ! +,--**. /’0* ’1. 023* 45*10 ’(6,0 .277*/*10 8’9 67 3’125,)’0261

LEM :N .E0/OKHE?/:0
)0K<H;E?; E0P ?=;0 /0Q;<?

P:0:I <;HH P/I;<?HM
)0K<H;E?; E0P ?=;0 /0Q;<? P:0:I
<;HH /0?: ?=; O;I/R/?;HH/0; >OE<; S=; TEM >?E?;P UM J=:K

S:?EH 0K.U;I :N ::<M?;> !-( V@ V$
S=; 0K.U;I :N T;HH <:0P/?/:0;P ::<M?;> EN?;I .E0/OKHE?/:0 &( +- BV
2K<<;>> IE?; :N .E0/OKHE?/:0 &B W&C +&W-C @-W$C
S/.; >O;0? ?: 6;? E I;<:0>?IK<?;P ;.UIM: （A- X B）> （@- X B）> （B$ X B）> F（B$ X B）>

图 B 用 9:;<=>? @@AB 对 455 期卵母细胞去核效率的鉴定（ Y @--）

*/6W B )REHKE?/:0 :N ;0K<H;E?/:0 IE?; EU:K? .E?KI; 455 ::<M?;> UM 9:;<=>? @@AB（ Y @--）
Z：;0K<H;E?;P ::<M?;> ?=I:K6= /.OI:R;P TEM :N ./<I:.E0/OKHE?/:0；

#：;0K<H;E?/:0 IE?; TE> ;REHKE?;P UM 9:;<=>? @@@AB，UHK; NHK:I;><;0<;（EII:T ）/0P/<E?; 0K<H;EI，::<M?;> T/?=:K?
UHK; NHK:I;><;0<; /0P/<E?; >K<<;>>NKHHM ;0K<H;E?;P :0;>W
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在不进行注核的情况下我们直接用注射针以上

述方法进行去核，然后利用核染料 !"#$%&’ ((()* 进

行去核效率的鉴定，结果发现用该方法对 +, 个卵母

细胞 进 行 去 核，成 功 的 有 )) 个，去 核 效 率 大 约

-(.(/，其中细胞核与极体位置偏差很大的卵母细

胞去核不是很成功（见图 *）。

我们采用一次性去核和注核的方法进行重构胚

的构建（没有采用融合的方法），将经过激活的重构

胚放入 0123 培养液中进行培养，以观察重构胚的

发育潜能。激活处理以后状态良好的重构胚中，(+%
内能够发育到 * 细胞期的比率为 +,.4/（(5675 ），

)4% 内到达 )84 细胞期的比率为 75.,/（*+675）。但

目前发育到 4 细胞期后的重构胚比率明显较低（76
75 ），很少重构胚能够发育到超过 5+ 细胞期（见

图 (）。

图 ( 重构胚的发育（ 9 (,,）

:;<= ( >#?#@"AB#C’ "D E#$"C&’EF$’#G #BHEI"
J：*8$#@@ #BHEI"；K：)8$#@@ #BHEI"；L：)8 M 48$#@@ #BHEI"=

! 讨论

以细胞核移植为手段的细胞改造在细胞工程中

起着日益重要的作用。目前细胞核移植方法主要有

借助脉冲（N;#O";BAP$’）装置直接去核和注核的方法、

化学诱导去核然后注核的方法和 1A;CG@#8Q;#R 系统

辅助去核然后注核的方法等。但以上方法的实施需

要借助于特殊的装置（如 N;#O";BAP$’ 装置、1A;CG@#8
Q;#R 偏振光系统）或对卵的后期发育有明显副作

用。沈新明等［5)］报道了用改进的去核方法高效率

地去除细胞核，然后在透明带开口的地方注入细胞

核的核移植方法。该法虽然可以省去特殊装置的使

用，但弊端较大。如在进行穿孔的时候会使细胞质

部分发生较大的变形及位移，这样开始的对位可能

到后来就不精确；通过负压挤压透明带的方法去除

细胞质部分时力度不好掌握，如果力度太小无法将

目标核质去除，如果太大就会去除过多的细胞质，很

难找到恰当的力度。还有一个很重要的缺陷就是在

进行移核的时候还要进行换针和开口重新对位，这

样在操作过程中将会浪费过多时间。

虽然在本实验中，重构胚的发育潜能不是很高，

但并不能否定此方法的可行性。发育潜能低的主要

原因可能是培养液配制的质量有待提高，此次所用

的所有培养液都是自己配制的，血清或配制用水尚

需进一步优化。研究表明，该方法可以在很大程度

上解决当前技术上存在的问题，同当前的显微操作

核移植方法相比较具有显著的优越性：（5）不需要借

助于特殊的装置，只要配备倒置显微镜和显微操纵

仪即可；（*）可以准确高效地去除目标核质；（(）对卵

母细胞透明带的损伤较小；（)）卵母细胞质不会受强

烈挤压而解体；（7）对重构胚的后期发育没有副作

用；（+）力度比较好控制，新手也容易掌握等。而且

最重要的是该方法可以一次性完成去核和注核两个

步骤，减少了显微操作的时间，这对提高重构胚的成

活率至关重要。

影响细胞核移植成功的因素很多，如卵母细胞

和供 体 细 胞 的 细 胞 周 期、印 记 基 因 的 甲 基 化 模

式［57］、基因组再程序化的效率和核移植胚胎的外遗

传记忆（SA;<#C#’;$ 3#B"EI）［5+］等等。但细胞核移植

技术无疑是其成功的关键，通过对当前核移植方法

的改进，有助于加快细胞核移植基础研究的步伐，促

进克隆技术在实际生产中的应用。
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重 要 通 知

《生物工程学报》从 ABBD 年起出版英文版

为了加快期刊的国际化进程，扩大国际交流，本刊与国际知名的出版公司爱思唯尔（[$:%(9%;）达成协议，合作出版英文刊

《+,9-%:% K#1;-’$ #? W9#3%<,-#$#2>》（电子版），该刊与中文版同步，双月刊。出版后置于爱思唯尔庞大的 .<9%-<%59;%<3 网络平台上

（我刊网址：,338：aa]]]6 :<9%-<%79;%<3 6 <#@a:<9%-<%a&#1;-’$aSCLAABLG）。

爱思唯尔是国际著名的出版公司，《细胞》等知名杂志便出自该公司。.<9%-<%59;%<3 是爱思唯尔建立的世界上最全面的服

务于多学科研究型图书馆的电子数据库。研究人员通过它能在线访问超过 SCBB 种期刊和 !BB 万篇电子版全文。《生物工程

学报》英文版借助这个庞大而成熟的平台，将可以大大地提高文章的浏览量，扩大期刊及作者在国内外的影响，提高文章的被

引频次。同时，出版英文电子版将可克服与国外文字沟通的障碍，使作者的科研成果能在第一时间内为国际同行所了解。

我刊的栏目有综述、研究报告、研究简报和技术与方法等，范围包括基因工程、细胞工程、酶工程、蛋白质工程、发酵工程、

生化工程、代谢工程、组织工程、生物制药、生物芯片、生物反应器及生物信息学等，涉及生物技术各个领域，非常欢迎广大科

研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的，也将同时以中文形式发表在中文印刷版上。英文版不再另收版面费。

具体做法是：每期从中文版中精选出 SB 篇稿件译成英文，凡具备以下条件之一者即可入选：S6在理论方面有新发现或新

见解。A6 在应用方面取得新进展，达到新水平。I6 在技术方面建立新方法或改进已有的方法。选中后通知作者译成英文，

经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工，再返回作者进行内容确证。

投稿时请注意以下事项：S6稿件撰写时，应力求叙述清楚，避免语法错误和用词不当。A6 突出创新点，用具体材料 、数据

加以说明与论证。I6加强图表注释，使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。

欲了解更详细的信息，请登录我刊网站（/338：aa&#1;-’$ 6 9@6 ’<6 <-a<&=）点击“英文版”，或直接联络编辑部：

电话a传真：BSBPDAGG!IBI [P@’9$：<&=b 9@6 ’<6 <-

GDS吴克良等：用改进的细胞核移植方法构建重构胚




