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细胞松弛素 B对延边黄牛体细胞
核移植效率的影响
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摘要:探讨融合液 、激活液中添加细胞松弛素 B(CCB)对延边黄牛体细胞核移植效率的影响 ,以摸
索适合延边黄牛体细胞核移植的电融合 、激活条件。结果表明 ,融合液中添加 7.5μg/mL CCB组

的桑葚胚及囊胚发育率显著高于其他 3组;激活液中添加 5.0μg/mL 的 CCB 组的卵裂率 、桑葚胚
及囊胚发育率显著高于其他 3组;融合液 、激活液中同时添加 CCB的囊胚发育率高于单独添加组 ,
但是差异不显著 。
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Effects of Cy tochalasin B on the Ef ficiency of Somatic

Cell Nuclear T ransfer in Yanbian Yellow Catt le

SONG Jun-bo , LIN Tao , HU Yan-ming , LI Zhong-shu ,FANG Nan-zhu＊

(College o f Agriculture , Yanbian Univ ersity , Long jing 133400 , China)

Abstract:To invest igate the best condit ions of elect rofusion and activation for nuclear t ransplan-

tation in Yanbian yellow cat tle , the cy tochalasin B (CCB)was added in the medium of fusion and

activ ation and the eff iciency o f somat ic cell nuclea r t ransfer w as determined.The resul t show ed

that the mo rula rate and the rate of development into blastocy st stag e of the g roup added wi th

7.5μg/mL CCB in fusion medium were significant ly higher than that of o ther g roups.The clea-

vage rate ,morula rate and the rate of development into blasto cy st stag e o f the g roup added wi th

5.0 μg/mL CCB in activ ation medium were significant ly higher than that o f o ther groups.When

the CCB was added in the fusion and activat ion media togethe r , the rate of development into blas-

tocyst stage was slight ly higher than that added wi th CCB in fusion or activation medium alone ,

but no significant dif fe rence w as observed.

Key words:Cy tochalasin B;Somatic cell nuclear t ransfer;Fusion medium;Act ivation medium;

Yanbian yellow ca tt le

　　哺乳动物体细胞核移植是将外源的单个细胞核

与去核卵母细胞结合 ,产生遗传同质动物的技术 。

其在动物育种 、制备转基因动物 、基因治疗及器官移

植等方面具有重要作用。其中 ,卵 —核融合与激活

过程是生产克隆动物的关键步骤之一 ,直接影响着

核移植的成功率 。目前为止 ,电融合方法在核移植

中的应用最广[ 1] 。近年来 ,运用电融合技术进行体

细胞的核移植研究 ,已在绵羊[ 2] 、山羊[ 3] 、牛[ 4 ～ 6] 、小

鼠
[ 7]
和猪

[ 8 , 9]
等动物上取得成功。核移植胚胎的充

分激活是保证胚胎正常发育的先决条件 ,卵母细胞
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只有激活后才能完成成熟分裂 ,并由此向有丝分裂

过渡 ,开始新的个体发育 。当前 ,动物克隆的总效率

很低 ,很可能与受体卵母细胞未被充分激活有关 。

目前 ,细胞松弛素 B(CCB)被广泛用于哺乳动物细

胞核移植研究中 ,可抑制极体的形成和染色体的排

出 ,保证了核移植胚胎的染色体倍数。与其他激活

剂配合使用 ,可提高激活的卵母细胞囊胚发育率 。

本试验以延边黄牛耳皮肤成纤维细胞为供核细胞 ,

将融合 、激活液进行优化 ,旨在探索出一种适合延边

黄牛体细胞核移植的 CCB添加方案。

1　材料和方法

1.1　试剂

细胞松弛素 B(CCB)、蔗糖 、离子霉素 、六-二甲

氨基嘌呤(6-DMA P)、牛血清白蛋白(BSA)、谷胱甘

肽 、Tissue cul ture medium(TCM 199)、透明质酸

酶 、D-PBS(日本制药株式会社)、DMEM 粉末 、胎牛

血清(FBS)(杭州四季青动物药业)、孕马血清促性

腺激素(宁波市激素有限公司)、人绒毛膜促性腺激

素(宁波市激素有限公司)等 ,除特殊标明外 ,均购自

于 Sigma公司。

1.2　卵巢的采集

延边黄牛卵巢采自延吉市牛屠宰场 。宰杀延边

黄牛后 30min内取出卵巢 ,放于 37 ℃生理盐水中 ,

6h 内运回实验室进行处理。

1.3　卵母细胞的体外成熟

从屠宰场收集牛的卵巢 ,用 38.5℃的生理盐水

清洗数次后 ,抽取直径为 2 ～ 8mm 的卵泡。在实体

显微镜下挑选出细胞质均匀 、形态良好 、结构致密的

卵丘-卵母细胞复合体(COCs),放入平衡好的成熟

培养小滴(90%的 TCM-199 +10 %的胎牛血清 +

10μg/mL PM SG +10μg/mL HCG)中 ,在 38 .5℃、

5%CO 2(V/V)培养箱中成熟培养 20 ～ 22h 。

1.4　供体细胞的准备

将处理好的延边黄牛耳尖部组织进行原代培

养 ,待有细胞游离出来后去掉组织块。将成纤维细

胞与上皮细胞系进行分离纯化 ,成纤维细胞进行传

代培养。在注核前进行血清饥饿培养 ,培养好的成

纤维细胞用胰蛋白酶消化;待细胞收缩变圆时 ,加入

含 10%FBS 的 DMEM 培养液终止消化 ,放入注核

操作液中以供注核。

1.5　卵母细胞的去核 、注核

将成熟培养 20 ～ 22h 的卵母细胞放入含有

0.3%透明质酸酶的试管内振荡 6 ～ 7min ,再用玻璃

管轻轻吹打 ,使卵丘-卵母细胞完全脱离 。选择形

态完整 、细胞质均匀并排出第一极体的卵母细胞用

于试验 。采用第一极体引导的挤压去核法 。注核时

用注核管吸取已准备好的供体细胞 ,先回吸少量细

胞质 ,再将细胞质连同供体细胞一起注入卵周隙中 ,

使供体细胞与卵膜紧贴在一起 ,便于融合 。

1.6　重组卵母细胞的融合 、激活及体外培养

将注核后培养 2h 的重组卵母细胞放入添加不

同浓度 CCB(0μg/mL 、5.0μg/mL 、7.5μg/mL 、

10 .0μg/mL)的 0.28mol/L 的蔗糖融合液中洗 3

次;待细胞完全沉底后取出 ,放入融合小室 。用手工

拨动的方法调整细胞位置 ,使注入的成纤维细胞与

细胞质的待融合两质膜平面与电场方向垂直 ,然后

进行电脉冲刺激(融合场强为 1100V/cm ,脉冲宽度

是 20μs ,2次电脉冲),诱导供体细胞与去核卵母细

胞相融合。

融合后 ,将重组卵母细胞放入 5μmo1/L 离子

霉素中预激活 5min。然后放入添加不同浓度 CCB

(0μg/mL 、2.5μg/mL 、5.0μg/mL 、7.5μg/mL)的

6-DMAP中培养 3 ～ 5 h ,确定融合液与激活液中各

自添加 CCB的最佳浓度之后 ,在融合液和激活液中

同时添加最佳浓度的 CCB ,与单独添加最佳浓度的

CCB进行比较 ,来确定最佳添加方案 。将激活后的

重组胚放入 CR1aa(95%CR1aa+5%FBS +0 .3%

BSA)中 ,在 38.5 ℃、5%CO2(V/V)的培养箱中培养

24 h ;每间隔 48 h 观察胚胎发育率;72 h 时半量换

液 。记录胚胎发育情况 ,并计算囊胚发育率。

1.7　统计分析

试验结果采用 SPSS14.0 进行统计 ,利用方差

分析检验数据的差异性 , 差异显著标准为(P <

0.05)。

2　结果与分析

2.1 　融合液中添加不同浓度的 CCB对体细胞核移

植胚融合率及重组胚发育率的影响

融合液中添加 7.5μg/mL CCB 组的桑葚胚率

和囊胚发育率显著高于其他 3 组;该组的融合率显

著高于对照组和 5 .0μg/mL 组 ,与 10.0μg/mL 组

差异不显著;卵裂率显著高于对照组和 10.0μg/mL

组 ,与 5.0μg/mL 组差异不显著;对照组 、5 .0

μg/mL组和 10.0μg/mL 组的桑葚胚率及囊胚发育

率均无显著性差异。由此得出 ,在融合液中添加

7.5μg/mL CCB的融合效果最好 ,最有利于提高延

边黄牛体细胞核移植胚的发育率(表 1)。
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表 1　融合液中添加不同浓度的 CCB对融合率及重组胚发育率的影响

组别(μg/mL) 供试卵数(枚) 融合率(%) 卵裂率(%) 桑椹胚率(%) 囊胚发育率(%)

对照 107 70.06±6.85a 77.02±13.14a 13.94±9.85a 13.04±8.79a

5.0 116 70.16±5.27a 84.93±10.45ab 14.03±8.30a 12.93±10.21a

7.5 133 81.04±10.27b 92.49±7.91b 23.06±7.64b 19.96±9.90b

10.0 104 73.09±8.13ab 75.03±14.75a 13.19±11.57a 11.86±10.89a

　注:同列肩标字母不同表示差异显著(P<0.05)。下同

2.2 　激活液中添加不同浓度的 CCB 对体细胞核移

植胚发育率的影响

激活液中添加浓度 5.0μg/mL CCB试验组的卵

裂率 、桑葚胚率和囊胚发育率显著高于其他 3 组 ,其

他 3组之间各时期发育率均差异不显著。由此得出 ,

在激活液中添加 5.0μg/mL CCB组的囊胚发育率最

高 ,有利于提高延边黄牛体细胞核移植胚的发育率

(表 2)。

表 2　激活液中添加不同浓度的 CCB对囊胚发育率的影响

组别(μg/ml) 供试卵数(枚) 融合率(%) 卵裂率(%) 桑椹胚率(%) 囊胚发育率(%)

对照 66 74.20±3.08a 73.36±4.49a 11.64±10.77a 10.24±10.14a

2.5 85 76.26±3.88a 76.50±5.29a 15.90±4.85a 14.44±7.04a

5.0 85 74.46±4.02a 81.20±4.52b 23.06±10.43b 22.16±10.01b

7.5 64 73.54±2.14a 73.42±6.06a 8.52±8.04a 8.52±8.04a

2.3　融合液 、激活液中添加 CCB 对体细胞核移植胚

发育率的影响

由表 3 可知 , Ⅰ组与 Ⅲ组之间融合率差异不显

著 ,但这两组均显著高于 Ⅱ组 。虽然 3组之间的卵裂

率 、桑椹胚及囊胚发育率差异不显著 ,但 Ⅲ组的发育

率相对好一些 ,囊胚发育率最高。

表 3　融合 、激活液中添加 CCB对体细胞核移植囊胚发育率的影响

组别 供试卵数(枚) 融合率(%) 卵裂率(%) 桑椹胚率(%) 囊胚发育率(%)

Ⅰ 77 81.64±6.09a 83.81±7.02a 16.44±10.14a 16.17±11.10a

Ⅱ 79 74.33±7.04b 81.47±6.88a 18.31±9.08a 17.58±8.91 a

Ⅲ 82 82.16±6.27a 81.15±7.41a 20.18±9.04a 20.18±9.04 a

　　注:Ⅰ组为在融合液中添加 CCB;Ⅱ组为在激活液中添加 CCB;Ⅲ组为融合液 、激活液中都添加CCB

3　讨论

CCB是一种微丝抑制剂 ,能够切断微丝纤维 ,并

结合在微丝末端 ,抑制肌动蛋白加合到微丝纤维上 ,

破坏了微丝结构 ,抑制胞质分裂 ,增加了细胞的柔韧

性[ 10] 。有利于融合过程中对细胞的手工操作 ,从而

增加了核移植胚胎的融合率。试验结果表明 ,在融合

液中添加 7.5μg/mL CCB 的重组胚 ,其桑椹胚率囊

胚发育率显著高于其他组别 ,说明在融合液中添加

7.5μg/mL的 CCB ,有利于延边黄牛核移植胚胎的

发育 。

离子霉素(ionomycin)是近年来发现的高效

Ca
2+
载体 , 也是一种有效的人工激活剂

[ 11 ～ 13]
, 和

6-DMAP的协同作用可以有效地激活牛卵母细

胞
[ 14]

,因而被广泛用于哺乳动物卵母细胞和核移植

胚胎的激活
[ 15]

。CCB破坏了纺锤体的形成 ,抑制了

极体的形成和染色体的排出 ,保证了核移植胚胎的染

色体倍数 。无 CCB 时 ,融合到激活卵子中的间期核

会发生染色体单倍化现象[ 16] 。Smith 和 Wilmut[ 17]

认为 ,在无 CCB时 ,激活时诱发的微丝依赖性机制会

影响供体核的染色体倍数 ,从而引起早期操作胚胎的

发育停止 。本研究中证实 ,在激活液中添加 5μg/mL

CCB 的重组胚的囊胚发育率最高 ,显著高于不添加

组 ,所得结论与李雪峰等
[ 10]
的结果一致 。可见 ,无论

是在融合液或激活液中单独添加 CCB ,还是在融合 、

激活液中同时添加 CCB ,均有利于提高延边黄牛体

细胞核移植胚的发育率 。
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本刊常用单位符号及换算

依据国家标准 ,本刊在刊发稿件中一律使用法定计量单位 , 为便于读者阅读 ,现将本刊常用单位符号及其换算

方法介绍如下:

1　长度单位:km=公里、千米, m=米 , cm=厘米 ,mm=毫米;换算:1 km=1 000m , 1 m=100cm=3 尺 , 1 cm=10 mm

2　重量单位:t=吨或 1 000 kg , kg=公斤 、千克 , g=克 ,mg=毫克;换算:1 t=1 000kg , 1 kg=1000 g , 1 g=1 000mg ,

500g=1 市斤 , 50g=1 两

3　面积单位:m2 =平方米 , hm2 =公顷 , cm2 =平方厘米;换算:1 hm2 =10 000 m2 =15 亩 , 1 亩=667 m2

4　浓度单位:1 mg/ kg , mg/ L 或mg· kg-1 ,mg· L-1 ,μL· L-1 =1×10-6 =1ppm ,即百万分之一 ,不用ppm和 1×10-6表示

5　时间单位:“天 、小时 、分钟 、秒”分别用“ d , h ,min , s”表示
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