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兔移核重构胚再程序化相关基因片段的分离与鉴定

郁卫东 李文雍 王玉阁 杨立新 刘桂生 杜 淼 陈清轩"

（中国科学院遗传和发育生物学研究所 中国科学院研究生院，北京 !$$$7$）

摘 要 用单个植入前胚胎 <C*D 差别显示方法（E=-?(6 F/6=<G(,-H,H=’- ;<I/0’-=@ <C*D J=KK6/6-H=,( J=LG(,0 C6M6/L6
F’(0<6/,L6 C6,@H=’-，EF;JJC51FNC），以家兔移核重构发育至 # 细胞、7 细胞时期的胚胎及囊胚作为起始材料。研究

家兔移核重构胚再程序化相关基因的表达。获得了 #8 个与再程序化相关的基因片段，完成了对所有片段的克隆、

序列分析，其中 8 个反向 *’/HA6/- 证实的片段在从 O!到囊胚的发育阶段中呈现特异性表达的特点。这项研究为

再程序化相关基因全长的分离以及功能研究奠定了良好的基础。

关键词 克隆，植入前胚胎，单个植入前胚胎 <C*D 差别显示，再程序化
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哺乳动物已分化的成体细胞核或胚胎细胞核重

演正常精卵受精后配子核的程序化过程，无性繁殖

下一代的过程就是克隆。核移植技术是克隆成功的

关键，核移植最终的目的是使移核重构胚获得启动

卵裂和分化的能力。其中卵裂和分化的启动是通过

再程序化（C6G/’?/,<<=-?）亦即基因活性结构的重建

而获得的。首先，供体核的一切转录活动都停止，其

次去核卵母细胞质中再程序化相关因子（蛋白质，核

酸或其它诸如甾体类分子等因子）与染色体发生相

互作用，共同完成对卵裂和分化的启动［!，#］。

目前，克隆技术日臻完善，羊、牛、兔，猪、猴以及

鼠等哺乳动物的体细胞克隆相继成功。但是克隆效

率低和克隆动物发育存在缺陷是目前普遍存在的问

题，而对供体核再程序化分子机制的深入研究是将

来解决这些问题的关键［% P 2］。

在卵母细胞发生、发育和成熟的过程中，胞质中

积累了大量的蛋白质和 <C*D，这些物质不仅为正

常的胚胎发育，基因组激活提供了良好的物质储备，

而且也是移核重构胚能够获得启动卵裂和分化能力

的物质基础。研究正常植入前胚胎发育过程中的基

因表达和植入前移核重构胚的基因表达同样重要。

在发育过程中，一些 <C*D 的消耗，一些新的 <C*D
的产生以及这些基因的表达存在怎样的规律，某些

基因表达量的变化规律都是迫切需要了解的，只有

这些环节得到深入的理解，克隆技术才能从根本意

义上获得突破，才有可能广泛地运用到农业育种，生

物医学等实践当中。

我们实验室在已有的实验基础之上建立了单个

卵母细胞和植入前胚胎 JJC51FNC 以及单胚胎构建

@J*D 文库的方法。单个植入前移核重构胚胎的

<C*D 差别表达研究不仅可以对基因表达的时空模

式进行精确的定性和定量，而且可以对移核胚胎早

期卵裂和分化的多样性进行细致的研究，这为研究

克隆胚胎的再程序化过程奠定了良好的实验基础，

是识别、分离和鉴定再程序化相关基因的有效技

术［7 P ##］。

! 材料和方法

!"! 材料

4 Q 7 月龄的雌性家兔（由中国科学院遗传与发

育生物学研究所实验动物中心提供），9ER 和 SR（由

中国科学院动物学研究所提供），ANT（上海第一生

化药业公司），透明质酸酶、*F P 3$ 和 U*5FL（E=?1
<,）；O1OS& 逆转录酶、无 C*,L61J*,L6 水、8 V 第一

链合 成 缓 冲 液、J55（ T=I@’）； DO& 逆 转 录 酶

（C’@A6）；F/=<6/ C*,L6 抑 制 剂（;GG6-U’/KK）；C*,L6
T.,/U（D<6/LA,< FA,/<,@=, W=’H6@A）；5,X J*D 聚合

酶、GT;O15 载体、V1T,( 和 YF5T（F/’<6?,）；%Z引物



!"（#$）% $&’((%)"""""""""""""""""%’*&，$& 引 物

!(+# $&’((%)""%(""%))’*&（由上海生工生物工程

公司 合 成）；［!’*, +］-("+、［!’*, +］-)"+（ 比 活 性

*.../*。0 1 #.#.23455674867）（北京亚辉公司）；9:(
8;<=7>?@ A>B（";A;C;），其他试剂国产分析纯产品。

!"# 方法

!"#"! 超排 D"卵和移核重构胚胎的获得：根据

(B;7= 方法，获取 D"卵母细胞。常规方法获得胎兔

成纤维细胞，饥饿 # E ,- 后，作为供体，重构克隆的

,、F 细胞及囊胚胚胎［#*］。D"卵母细胞经 .G$H的

透明质酸酶去除颗粒细胞后，与 ,、F’细胞及囊胚一

样用酸性台氏液（3! ,G. E ,G$）去除透明带，+2I 清

洗后加入 C" 反应体系以备 C"’+)C 反应使用。

!"#"# C"’+)C 反应体系的建立［J］：逆转录体系含

有 # / 第一链合成缓冲液；,.556748 9""；.G$H:+’
K.；,.#56748 -:"+L；K#56748；!"（#$）%；.G,$#8 +M>5=M
C:;L= N?O><>B6M 和 C:;L= %P;M- 的 混 合 物；加 入 无

C:;L= 的 9:;L= 水至 KG$#8。然后加入含单个卵母

细胞或 ,’细胞胚胎的 .G$#8+2I 进行逆转录，反应参

数是 Q$R $5>?，冰浴 $5>?，加入 K.P 4#8 4D’D8S 和

$P4#8(DS 逆转录酶混合物 .G$#8，K,R保温 Q.5>?，

0$R变性 $5>? 后即刻使用或 T F.R冻存备用；设置

C" 体系和单纯加入 +2I 空白对照。

+)C 体 系 含 有 # 1 +)C 缓 冲 液，,G$556748
D@)7,，K #56748 !"（#$）% (?UO6M +M>5=M，K #56748
!(+# +M>5=M，.G,#)>［!’

*, +］-("+ .GF#56748 -:"+L，
.G,#8 ";V 9:( 聚合酶，加入无 C:;L=’9:;L= 水至 #$

#8，一同加入上述 C" 反应体系中进行 +)C 反应：

JKR变 性 #.5>?，K.R 退 火 $5>?，0,R 延 伸 $5>?；

JKR、*. 秒，K.R、,5>?，0,R、#G$ 5>?，共 *J 个循环；

0,R、$5>?。设置 +)C 空白对照。用含 F56748 尿素

的 QH聚丙烯酰胺凝胶电泳。放射自显影，T ,.R、

,-。

!"#"$ 差别条带的回收及再扩增［J］：回收差别条带

（乙醇糖原法沉淀），在 $.#8 反应体系（按上述条件，

只是 不 加［!’*, +］-("+）中 进 行 +)C：JKR、#.5>?；

JKR、#5>?，K.R、#G$ 5>?，0,R、#G$5>?，,. 个循环，

0,R、#.5>?；JKR、#.5>?；JKR、#5>?，K,R、#G$ 5>?，

0,R、#G$ 5>?，,. 个循环；0,R、#.5>?。,H的琼脂糖

电泳鉴定 +)C 产物。

!"#"% 克隆及序列分析：将 +)C 产物克隆到 3%WD’
"载体，热激转化后挑取白斑进行测序。对测序结

果进行 %=?2;?X 同源性检索。

!"#"& 反向 :6MBO=M? 杂交所需 U9:( 的获得：按照

IO>56?6 描述的方法进行［#］，只是将转录前的变性时

间延长为 $5>?。

!"#"’ 反向 :6MBO=M? 杂交鉴定：将从单一的 D"卵、

, T ’细胞期、F’细胞期胚胎囊胚扩增出的 U9:(，进

行 ,H琼脂糖电泳，照相，转到 !Y<6?-’/8 膜上，以随

机引物法标记所获得的 U9:( 片段作为探针，进行

反向 :6MBO=M? 杂交。常规方法杂交、洗膜，然后于

T ,.R放射自显影 $ -。

# 结 果

#"! (()*+),-* ’.聚丙烯酰胺电泳

从图 #中可以看到，类似于正常胚胎发发育时的

情况，大部分的差异片段出现在 F’细胞期，这些差异不

仅存在质的差异，而且还存在着表达量的差异。

图 # 单个植入前兔胚差异显示图谱

Z>@[# +M6\>7= 6\ I+W99C"’+)C
#[C" ?=@;B>]= U6?BM67；,[ +2I ?=@;B>]= U6?BM67；*[ +)C ?=@;B>]=
U6?BM67；K[,’U=77 M=U6?LBMPUB=- =5<MY6；$[K T U=77 M=U6?LBMPUB=-
=5<MY6；Q[F’U=77 M=U6?LBMPUB=- =5<MY6；0[C=U6?LBMPUB=- <7;LB6’
UYLB [!;M= 3;MB>;7 \M;@5=?BL 6\ 99C"’+)C

#"# & 个差异片段为探针与各个时期 /(01 2334 进

行反向 03567859 杂交

图 , 杂交结果显示的是 $ 个差异片段在克隆胚
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胎发育不同时期的表达模式（!"#$%&&’() #$(*’+%）。说

明在发育的不同时期这些基因可能起着不同的作

用，可能是再程序化过程顺利进行的关键。

!"# 差别显示条带的 $%&’( 检索

表中显示了用一套锚定引物所获得的差异表达

片段在 ,%)-.)/ 中的检索结果。其中大部分的基因

目前只见于 !01 库中，因此详细的功能尚不清楚，

由此可见，目前对于正常或克隆胚胎发育过程中期

特异性基因表达的规律还知之甚少。

图 2 反向 3($45%$) 杂交图谱

6’782 9$(*’+% (* 3($45%$) :+(4
;8<=2>>> <3? @.$/%$；A8 ;B ((CD4%；28 <%)EC+%.4%F ;BB ((G
CD4%；H8 6E&%F $%C()&4$EC4%F %@:$D(；I8 ?C4’J’&%F $%C()&4$EC4%F
%@:$D(；K8 IGC%++ $%C()&4$EC4%F %@:$(；L8 MGC%++ $%C()&4$EC4%F
%@:$D(；N8O%C()&4$EC4%F :+.&4(CD&4

# 讨 论

哺乳动物体细胞克隆以其在农业育种和生物医

学领域广泛的应用前景，正吸引着越来越多的研究

人员从事这一领域的研究。核移植技术的日臻完善

为哺乳动物体细胞的成功克隆奠定了良好的基础。

但是，哺乳动物克隆效率很低，严重地阻碍了这项技

术的发展［A P N ］。从理论上对供体核再程序化分子基

础的研究是解决这些问题的第一步。

哺乳动物植入前胚胎的发育，其实质是基因在

时间和空间上程序上表达的过程，正常发育要求基

因按照一定的时间和空间顺序合理表达。再程序化

过程就是已经分化的体细胞核对胚胎合子核程序化

过程的重演去分化，这涉及供体核核膜破裂，染色体

重建，再程序化因子与染色体特定部位的结合，最终

完成母源调控向合子型调控的转换。这一过程中，

卵母细胞中贮存物质（主要是蛋白质和 @O3?）与合

子自身合成物质之间有效的传接是再程序化顺利进

行的保证［A，2］。

胚胎发育的基因表达调控机制是相当精确的，

不仅有质的精确性，而且还存在着量的精确性，其中

量的精确性似乎更加重要。要想对植入前胚胎早期

发育的基因表达进行系统而精确的研究，就必须有

一套研究基因差别表达行之有效的方法。<<O1G
9QO 是研究基因差别表达的有效方法，对材料受到

极大限制的胚胎早期研究来说，我们实验室建立的

09!<<O1G9QO 方法不仅克服了材料不足和发育不

同步的难点，同时符合了对基因表达精确性的要求，

而且还可以对胚胎早期的基因表达进行大规模的系

统研究［M P R］。

在整个再程序化过程中，基因的选择性表达决

定了机体整个生命过程，基因表达的变化处于控制

生物学调节机制的中心位置，基因表达水平的变化

是最根本的变化，也是最敏感的变化，反映了机体特

定阶段的生命特征。

本研究分析了兔体细胞移核后，植入前的 2G，MG
细胞及囊胚期 @O3? 的表达情况，发现了 I 个全新

的和 2A 个功能未知的 !01 片段。我们在选择差别

表达片段时，不仅要识别细胞期特异性表达（04.7%
&#%C’*’C %"#$%&&’()）的片段，而且还要识别量上有差别

的片段。在已经证实的 K 个片段中，STH 和 TSR 是

M 细胞特异性表达的，是兔基因组激活时表达基因，

,%)-.)/ 检索发现前者与人类的 9’@GA 基因同源，这

是一个原癌基因，到底在胚胎发育早期起什么样的

作用，尚不清楚；后者则是一个未知基因。TSN 不

仅在 M 细胞期表达，在卵母细胞和去核的卵母细胞

中也有表达，因此我们推测这个基因可能就是在卵

母细胞发生过程中产生的，并贮存起来作为母源性

调控物质供受精卵或移核重构胚发育所用。=UH 和

STS 具有量的差别，这在杂交结果中已经有明显的

显示，在 2G，MG细胞期及囊胚期有量的变化。这些结

果不仅证实了程序化或再程序化涉及多个因素，而

且也为再程序化的研究打开了一扇大门。如果能够

对正常的胚胎作类似的工作，再将二者进行系统的

比较，对再程序化的研究会更加有意义。
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表 ! 差别显示条带的 "#$%& 检索结果

&’()* ! +*’,-.*/ 01 %*2-*34*5 6)03* ’35 7*/-),/ 01 "#$%& %*’.48

!"#$% &’(%（)*） +,- .#/#"#01（23-&4,） -5%66’#$ ,#7 89%$:’:1;< =>%?"@*

AB8 CDE FG H#/# 6@*’%$6 5+,- 5"#$% -IEJKLJK MM< CDC

ABN COJ ,!8 P !F-QP G’9JJ H#/# 6@*’%$6 5+,- 5"#$% 2ROLJKOE MJ< OE

ABC CCJ ,8HP SF!P EO H#/# 6@*’%$6 5+,- 5"#$% 2FTLJEDE KO< TE

ABT CNC H#/# 6@*’%$6 5+,- 2UKLNOOK MN< NOC

ABO CJK ,#>%"

ABD CLT S-V! JQ8F &W6 65?#X@ 5+,- 2FDLKEED KO< NLE

ABE NMN S-V! C2=I 2#6 :@W?W6 5+,- 2SJLDELT KM< NNT

ABK NOT H#/# 6@*’%$6 5%"" 9’>’6’#$ 515"% NE YSP LCNJKKZJ MC< NLT

ABM NCM H#/# 6@*’%$6 5+,- 5"#$% -ACLLMOM KM< JKC

ABJL NCT HVKO ’6"%: H#/# 6@*’%$6 5+,- 2SCJNDCL MD< JOL

ABJJ NJC S-V! C2=I 2#6 :@W?W6 5+,- O[ 2UELDEOL JLL< OL

A1JN NLK ,#>%"

ABJC NLJ *?%0$@$: P W:%?W6 H#/# 6@*’%$6 5+,- --JTEDCE MD< JKL

A1JT JKO ,#>%"

BAJ CJC H#/# 6@*’%$6 G8--LMTN *?#:%’$ -2LNCJOM MC< ON

BAC CCT H#/# 6@*’%$6 *’/\J #$5#0%$% YSP LTCTOL MT< JKL

H3J NTC !& )#]\5#$:@’$’$0 A+ *?#:%’$ 2!LJOKKE KC< JTE

H3N NCE &#@?%6P :%6:’6 P ,H4 H#/# 6@*’%$6 5+,- -8LKNJTN KM< JEC

H3C NCT SW6 /W65W"W6，5"#$% SF!：CEMDL 8S-FR 2!LNJMOT KJ< JTL

3HJ NDE S#W6% ,%^)#?$ 2?@’$ 5+,- 2SJJEJOE ME< NJK

3HN NDC ,!8 P !F-QP G’9JJ H#/# 6@*’%$6 !9$@ -8EMDDDL ML< JEN

3HC NDJ SW6 /W65W"W6 JC 9@16 %/)?1# .%@9 5+,- -GLJCMDC MJ< OC

BABJ CNL ,#>%"

&&UJ JOJ @9W": /@"% 5%?%)%""W/ 5+,- 5"#$% 22DDKTKO JLL< JJC

&&UN NJL H#/# 6@*’%$6 !F8\JTK *?#:%’$ ,SP LJDLEKZJ MC< OM

79+979:69%（参考文献）

［ J ］ G@$_@ ‘7 ,W5"%@? :?@$6*"@$:@:’#$：?%*?#0?@//’$0 #X :?@$6*"@$:%9\

$W5"%’ 7 !"#$%& ’()$ *"+，JMMM，;<：OTO P OOT

［N］ 4?#W$6#$ -，3@5.@/\G@*"@$ =，+’@/%$:% S ") ,- 7 V%*?#0?@//’$0 5@:\

:"% 6#/@:’5 5%""6 )1 ’6#"@:%9 $W5"%@? ’$a%5:’#$7 !"#$%& ."$)/- *"+，

JMMK，!=：DTO P DOL

［C］ A’"/W: 8，&5.$’%_% -R，S5^.’? ‘ ") ,- 7 I’@)"% #XX6*?’$0 9%?’>%9 X?#/

X%:@" @$9 @9W": /@//@"’@$ 5%""67 ’,)($"，JMME，;>?：KJL P KJC

［T］ A@_@1@/@ 4，Q%??1 - ! U，bW55#::’ S ") ,- 7 UW""\:%?/ 9%>%"#*/%$:

#X /’5% X?#/ %$W5"%@:%9 ##51:%6 ’$a%5:%9 ^’:. 5W/W"W6 5%"" $W5"%’ 7

’,)($"，JMMK，;<@：CDM P CET

［O］ G@:# B，4@$’ 4，&#:#/@?W B ") ,- 7 R’0.: 5"@>%6 5"#$%9 X?#/ 6#/@:’5
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关于综述文章投稿的说明

近一时期，我刊综述类来稿激增，编辑部非常感谢大家对这个栏目的支持。但就来稿质量而言，尚不尽如人意。主要的

问题是：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。而且因为盲目选择热点，内容撞车的也较多。

为使此栏目更加新颖并更具可读性，我刊决定今后将优先筛选一些结合自身研究工作，文献新、有观点、有评论、有展望，

反映当前生物技术最新研究进展的综述文章。欢迎大家根据上述要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。
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