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Ｇ４１８处理核供体细胞对猪克隆胚胎
体外发育效率的影响

李嘉琪，李紫聪，吴珍芳，刘德武

（华南农业大学 动物科学学院／国家生猪种业工程技术研究中心，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】探索Ｇ４１８处理供体细胞对其核移植胚胎发育效率的影响。【方法】利用 Ｇ４１８单独处理猪成体成纤
维细胞６ｄ后，收集细胞，利用荧光定量ＰＣＲ的方法检测处理前后细胞中抗氧化应激、细胞凋亡相关基因的表达水
平，运用亚硫酸盐结合测序法分别检测基因组重复序列ＬＩＮＥ１、微卫星的 ＤＮＡ甲基化状态，以及其核移植胚胎体
外发育的能力。【结果】经不同质量浓度Ｇ４１８处理的供体细胞的抗氧化应激酶相关基因及细胞凋亡基因表达发生
显著变化（Ｐ＜０．０５），但其ＤＮＡ甲基化水平没有发生改变（Ｐ＞０．０５）；经Ｇ４１８处理的供体细胞的核移植胚胎的体
外发育效率显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）。【结论】Ｇ４１８处理供体细胞可能对其克隆胚胎体外发育效率有抑制作用。
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　　在利用克隆技术生产转基因动物过程中，遗传
霉素（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ，Ｇ４１８）是最常用于细胞筛选的药物
之一。Ｇ４１８是一种氨基糖苷类抗生素，具有抑制细

胞增殖［１］、诱发细胞凋亡［２］等作用，并对原核和真核

细胞等都有毒性。虽然有研究显示，Ｇ４１８筛选对转
基因细胞核移植胚胎的发育效率有负面作用［３］，但



Ｌｉｕ等［４］统计分析了全世界至今已发表的克隆猪生

产数据，比较了转基因和非转基因克隆胚胎的发育

效率，发现２组之间胚胎的发育效率不存在显著差
异。此外，广东温氏研究院动物克隆实验室在前期

研究中还发现，利用Ｇ４１８筛选的转基因细胞作为核
供体生产的克隆胚胎，其胚胎的发育效率显著高于

未经 Ｇ４１８处理的非转基因组。虽然上述研究所用
的转基因细胞都是经过Ｇ４１８药物筛选处理，但它们
同时还携带整合的外源基因，这导致其结果难以准

确证明Ｇ４１８筛选供体细胞对转基因克隆胚胎发育
效率的影响。

为了探索Ｇ４１８单独处理核供体细胞对克隆胚
胎发育效率的影响，从而为将来优化体细胞克隆法

制备转基因动物技术奠定基础，本研究利用不同质

量浓度Ｇ４１８分别处理猪成体成纤维细胞６ｄ后，观
察不同质量浓度Ｇ４１８处理的细胞生长情况，并检测
超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和过氧
化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）等抗氧化酶相关基因、细胞凋
亡基因、甲基化转移酶（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ｄｎ
ｍｔ）相关基因的表达水平及细胞整体甲基化水平。
随后，利用筛选得到的细胞进行核移植，对胚胎发育

效率进行统计分析，研究Ｇ４１８处理核供体细胞对猪
胚胎体外发育效率的影响。

１　材料与方法
试验于２０１５年３—１２月在华南农业大学动物

科学学院／广东温氏研究院动物克隆实验室完成。
１．１　材料

菌株和细胞株：大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞，北京全式金生物技术有限公司；
杜洛克公猪成体成纤维细胞由广东温氏研究院动物

克隆实验室提供。

主要试剂：细胞 ＤＮＡ＆ＲＮＡ抽提试剂盒（Ｑｉａｇｅ
ｎＡｌｌＰｒｅｐＴＭＤＭＡ／ＲＮＡＭｉｃｒｏＫｉｔ）、反转录试剂盒（Ｐｒｉ
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ）为 ＴａＫａ
Ｒａ公司产品，实时定量 ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲＳｅｌｅｃｔ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ）为 Ｌｉｆｅ公司产品，亚硫酸盐转化试剂盒
（ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＴＭＫｉｔ）、甲基化特异ＰＣＲ酶
预混液（ＺｙｍｏＴａｑＴＭＰｒｅＭｉｘ）为ＺＹＭＯＲＥＳＥＡＲＣＨ公司
产品，ＴＡ连接试剂盒（ＩｎｓＴＡｃｌｏｎｅＴＭＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ）、
蓝白斑筛选试剂（ＸＧａｌ、ＩＰＴＧ）为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产
品，ＰＣＲ产物纯化试剂盒（Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ＣｙｃｌｅＰｕｒｅ
Ｋｉｔ）为ＯＭＥＧＡ公司产品，Ｇ４１８为ＧＩＢＣＯ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　猪成体成纤维细胞的复苏与培养　将冻存
管从液氮罐中取出，立即投入３７℃水浴中不停搅动
（溶解时间尽量控制在１ｍｉｎ内），待要完全溶解后，
将冻存管内冻存液转移到离心管中，加入３倍体积

的ＤＭＥＭ培养液，离心（７５０ｒ·ｍｉｎ－１，５ｍｉｎ）后，去
除上清液。加入新鲜培养液（ＤＭＥＭ＋体积分数为
１０％ＦＢＳ）悬浮细胞，将细胞稀释到所需浓度并吹打
为单层细胞，转入新的培养皿中培养，放置于３７℃、
体积分数为５％ ＣＯ２的培养箱进行培养。当细胞汇
合度达到９０％左右时，可进行消化、传代培养。本试
验所用细胞为第６代杜洛克公猪成体成纤维细胞。
１．２．２　猪成体成纤维对Ｇ４１８的耐受性试验　将传
至第６代的猪成体成纤维细胞接种到２４孔板内，待
细胞生长至汇合度为５０％ ～６０％时，同时将终质量
浓度分别为０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、
９００和１０００μｇ·ｍＬ－１的Ｇ４１８加入到培养孔内，每
种质量浓度做３个平行对照。３７℃连续培养１４ｄ，
每２ｄ换液１次，同时补加相同质量浓度的 Ｇ４１８。
每天在显微镜下观察细胞生长和死亡情况，确定猪

成体成纤维细胞对Ｇ４１８的耐受程度。
１．２．３　Ｇ４１８处理供体细胞　将传至第６代的猪成
体成纤维细胞接种于６孔板，放入３７℃、体积分数
为５％ ＣＯ２培养箱中培养。细胞培养至汇合度为
５０％时，将Ｇ４１８按照０（对照）、１００、２００μｇ·ｍＬ－１

加入到细胞培养液中，每个质量浓度４个重复，每２ｄ
换液１次，并每天观察细胞状况。细胞培养至第 ６
天时，收集其中１孔细胞进行体细胞核移植，向另外
３孔内加入 ３５０μＬＲＬＴ裂解液（Ｑｉａｇｅｎ），涡旋振荡
１５ｓ，根据细胞ＤＮＡ＆ＲＮＡ抽提试剂盒说明书进行细
胞ＤＮＡ和ＲＮＡ的抽提。
１．２．４　细胞基因组 ＤＮＡ甲基化的测定　利用亚硫
酸盐转化试剂盒对细胞基因组 ＤＮＡ进行亚硫酸盐
转化，然后进行甲基化 ＰＣＲ扩增，重复序列 ＬＩＮＥ１
和微卫星引物序列来自许卫华等［５］。反应程序为９５
℃预变性 １０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃复性２５ｓ，７２
℃延伸３０ｓ，４０个热循环；７２℃延伸７ｍｉｎ；４℃条件
保存＞４ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经过００３ｇ·ｍＬ－１的琼脂
糖凝胶电泳进行特异性鉴定，根据扩增特异性直接

利用 ＰＣＲ产物纯化试剂盒进行纯化、浓度测定。利
用ＴＡ连接试剂盒将纯化产物连接至 ｐＴＺ５７Ｒ／Ｔ载
体，转化，涂板，挑取白斑进行菌液培养。阳性菌液

经ＰＣＲ鉴定后，送公司测序，每个样品至少要获得
１５个以上有效测序结果。测序结果经 ＢｉＱＡｎａｌｙｚｅｒ
软件分析后，在线（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｑａｎａｌｙｚｅｒ．ｂｉｏｉｎｆ．ｍｐｉｉｎｆ．
ｍｐｇ．ｄｅ／ｔｏｏｌｓ／ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＤｉａｇｒａｍｓ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）制作
高分辨率的甲基化串珠图。

１．２．５　反转录及定量 ＰＣＲ　用反转录试剂盒对细
胞ＲＮＡ进行反转录。实时荧光定量 ＰＣＲ用实时荧
光定量ＰＣＲ试剂盒进行，１０μＬＰＣＲ反应体系，每次
３～４个技术重复。实时荧光定量 ＰＣＲ引物序列为
βａｃｔｉｎＦ：５′ＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣ３′，βａｃ
ｔｉｎＲ：５′ＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴ３′；ｐ５３Ｆ：５′
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ＧＴＡＣＡＴＧＡＣＣＧＡＧＧＴＧＧＴＧＡＧＧ３′，ｐ５３Ｒ：５′ＧＧＣ
ＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＧＴＧＡＴＧＡＴＧ３′；ＣＡＴＦ：５′ＧＡＡＣ
ＣＣＡＧＣＣＣＴＧＡＣＡＡＧＡＴＧＣ３′，ＣＡＴＲ：５′ＣＣＡＡＧＧＣ
ＣＧＡＡＴＧＣＧＴＣＴＧＴＴ３′；Ｃｕ．ＺｎＳＯＤＦ：５′ＣＴＣＴＣ
ＣＣＧＣＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＡ３′，Ｃｕ．ＺｎＳＯＤＲ：５′ＣＧＡＡＧ
ＴＡＧＡＴＧＧＴＧＣＣＣＴＧＣ３′；ＭｎＳＯＤＦ：５′ＧＧＡＣＡＡ
ＡＴＣＴＧＡＧＣＣＣＴＡＡＣＧ３′，ＭｎＳＯＤＲ：５′ＣＣＴＴＧＴＴ
ＧＡＡＡＣＣＧＡＧＣＣ３′；ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ引
物来自 Ｋｕｍａｒ等［６］，产物长度为１００～３００ｂｐ。ＰＣＲ
反应参数为：９５℃预变性、热启动 ５ｍｉｎ；９５℃变性
１０ｓ，６０℃复性１５ｓ，７２℃延伸２０ｓ，４５～５０个循环。
溶解曲线参数：９５℃１５ｓ，５５℃１５ｓ，９５℃１５ｓ。
１．２．６　克隆胚胎的构建　克隆胚胎的构建按照广
东温氏研究院动物克隆实验室方法进行［７］。核移植

２４ｈ检测卵裂率，１６８ｈ后检测囊胚率，并用 Ｈｏｃ
ｃｈｓｔ３３３４２对囊胚进行染色、压片，在荧光显微镜下检
测囊胚细胞数。

１．２．７　数据处理及统计分析　基因组相对表达数
据分析中，各基因Ｃｔ值经过内参基因（βａｃｔｉｎ）和对
照样品正态化处理后，用 ２－ΔΔＣｔ方法计算相对表达
量。用软件ＳＰＳＳ１７０进行数据处理，２检验进行差
异显著性分析。

不同质量浓度 Ｇ４１８处理组供体细胞获得的体
细胞克隆胚胎的体外发育数据（分裂率、囊胚率和囊

胚细胞总数）用２检验进行分析。

２　结果与分析
２．１　猪成体成纤维细胞的Ｇ４１８耐受试验结果

加入不同质量浓度的 Ｇ４１８都会导致猪成体成
纤维细胞的死亡，细胞死亡后收缩呈点状。Ｇ４１８筛
选前后的细胞见图１。为了摸索出最佳的Ｇ４１８处理
质量浓度，分别用１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、
８００、９００和１０００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理第６代猪成体
成纤维细胞，检测细胞对Ｇ４１８的敏感度。常规试验
流程中一般以１０～１４ｄ内使全部非阳性细胞死亡的
Ｇ４１８质量浓度为筛选的最低适宜质量浓度［８］，而本

研究结果（表 １）显示，当 Ｇ４１８质量浓度为 １００或
２００μｇ·ｍＬ－１时，全部细胞死亡时间为９～１１ｄ。这
说明后续试验可用１００或２００μｇ·ｍＬ－１作为 Ｇ４１８
处理细胞的适宜质量浓度。

２．２　Ｇ４１８处理猪成体成纤维细胞对特异基因表达
的影响

２．２．１　抗氧化酶相关基因　为了研究Ｇ４１８处理是
否导致细胞产生氧化应激，收集 ０、１００和 ２００
μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理６ｄ的猪成体成纤维细胞，分别
进行ｑＰＣＲ，检测抗氧化酶相关基因（Ｃｕ．ＺｎＳＯＤ、
ＭｎＳＯＤ和ＣＡＴ）在 ｍＲＮＡ水平的表达情况。由图２

Ａ、Ｂ分别为Ｇ４１８筛选前、后的猪成体成纤维细胞（１００×）。

图１　Ｇ４１８筛选前后的猪成体成纤维细胞
Ｆｉｇ．１　ＰｏｒｃｉｎｅａｄｕｌｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒＧ４１８ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

表１　不同质量浓度Ｇ４１８致死所有细胞所需时间
Ｔａｂ．１　ＣｅｌｌｄｅａｔｈｔｉｍｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧ４１８

ρ（Ｇ４１８）／
（μｇ·ｍＬ－１）

细胞死亡

时间／ｄ
ρ（Ｇ４１８）／
（μｇ·ｍＬ－１）

细胞死亡

时间／ｄ
１００ １１ ６００ ４
２００ ９ ７００ ４
３００ ７ ８００ ４
４００ ６ ９００ ３
５００ ５ １０００ ３

可见，细胞经Ｇ４１８处理后，随Ｇ４１８质量浓度的升高
Ｃｕ．ＺｎＳＯＤ基因的表达水平显著地升高（Ｐ＜
００５），ＣＡＴ基因则显著下降 （Ｐ＜００５），２００
μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理组的 ＭｎＳＯＤ基因相对表达量
也显著下降（Ｐ＜００５）。
２．２．２　细胞凋亡相关基因　为了研究Ｇ４１８处理是
否影响细胞凋亡相关基因表达，用荧光定量ＰＣＲ检测
细胞凋亡基因（Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和 ｐ５３）在 ０、１００和 ２００
μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理６ｄ的猪成体成纤维细胞内的表
达情况。由图３可见，猪成体纤维细胞经 Ｇ４１８处理
后，其促凋亡基因Ｂａｘ的表达水平随Ｇ４１８质量浓度
的升高显著升高（Ｐ＜００５），抗凋亡基因Ｂｃｌ２的表达
水平也随Ｇ４１８质量浓度显著升高（Ｐ＜００５），且其升
高幅度远大于Ｂａｘ基因。２００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理组
的促凋亡基因ｐ５３表达量显著降低（Ｐ＜００５）。说明
经Ｇ４１８处理后存活的细胞抑制凋亡能力较强。
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　图中同一基因不同处理间柱上凡是有一个相同小写字母者，表示

差异不显著 （Ｐ＞００５，２检验）。

图２　不同质量浓度Ｇ４１８处理对猪成体成纤维细胞抗氧化
酶相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎ
ｐｏｒｃｉｎｅａｄｕｌｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧ４１８

２．３　Ｇ４１８处理猪成体成纤维细胞对细胞甲基化水
平的影响

２．３．１　Ｇ４１８处理猪成体成纤维细胞对细胞基因组
ＤＮＡ甲基化水平的影响　Ｇ４１８处理猪成体成纤维
细胞６ｄ后，各组中重复序列 ＬＩＮＥ１和微卫星的差
异性甲基化区域（ＤＭＲ）亚硫酸氢盐测序结果见图
４。猪成体成纤维细胞经 ０（对照）、１００和 ２００
μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理后，ＬＩＮＥ１的ＤＭＲ甲基化率分
别为６２７３％、６９４６％和６９９８％；微卫星的ＤＭＲ甲

　图中同一基因不同处理间柱上凡是有一个相同小写字母者，表示

差异不显著 （Ｐ＞００５，２检验）。

图３　不同质量浓度Ｇ４１８处理对猪成体成纤维细胞凋亡相
关基因表达的影响

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｐｏｒ
ｃｉｎｅａｄｕｌｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧ４１８

基化率分别为６８１２％、６５１５％和６４４１％。同一个
ＤＭＲ与对照组之间的甲基化率差异性采用２检验。
结果表明处理组与对照组中 ＬＩＮＥ１和微卫星的
ＤＭＲ甲基化水平差异不显著（Ｐ＞００５）。
２．３．２　Ｇ４１８处理猪成体成纤维细胞对细胞ＤＮＡ甲
基化酶相关基因表达水平的影响　采用荧光定量
ＰＣＲ技术对不同质量浓度 Ｇ４１８处理的猪成体成纤
维细胞Ｄｎｍｔ１和Ｄｎｍｔ３ａ基因的 ｍＲＮＡ表达进行相
对定量分析，结果见图５。随着Ｇ４１８质量浓度升高，

　图中１～３为３个处理组个体重复；１条链表示１个克隆测序结果，１个圈表示１个ＣｐＧ，其中，黑色实心圆圈表示甲基化的ＣｐＧ，白色空心
圆圈表示未甲基化的ＣｐＧ，串珠图中“”表示该位点发生非ＣＧ或ＴＧ突变。Ａ、Ｂ、Ｃ分别为ＬＩＮＥ１对照组０μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８、１００μｇ·ｍＬ－１

Ｇ４１８处理组、２００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理组；Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为微卫星对照组０μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８、１００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理组、２００μｇ·ｍＬ－１

Ｇ４１８处理组。

图４　不同质量浓度Ｇ４１８处理猪成体成纤维细胞基因组重复序列甲基化水平的影响
Ｆｉｇ．４　ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｐｏｒｃｉｎｅａｄｕｌｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＧ４１８

６１ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３７卷　



Ｄｎｍｔ１基因表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）；Ｇ４１８质量
浓度为２００μｇ·ｍＬ－１处理组细胞的 Ｄｎｍｔ３ａ基因表
达显著低于（Ｐ＜０．０５）对照组和１００μｇ·ｍＬ－１处理
组（图５）。Ｄｎｍｔ１和 Ｄｎｍｔ３ａ基因的表达量均有所
降低，但并不影响细胞整体甲基化水平。

２．４　不同质量浓度Ｇ４１８处理对猪体细胞克隆胚胎
体外发育的影响

　　采用１００、２００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理６ｄ后的猪成
体成纤维细胞作为供体细胞进行核移植，并在体外培

养克隆胚胎发育至囊胚阶段，检测胚胎的融合率、卵裂

率、囊胚率及囊胚细胞数，结果见表２。由表２可见，
随着Ｇ４１８质量浓度的升高，融合率、卵裂率显著降低
（Ｐ＜００５）；囊胚率１００、２００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８处理组显
著低于（Ｐ＜０．０５）对照组，但１００、２００μｇ·ｍＬ－１Ｇ４１８
处理组间差异不显著（Ｐ＞００５）；囊胚细胞数并没有
显著变化 （Ｐ＞００５）。Ｇ４１８单独处理核供体细胞可
能会使核移植胚胎体外发育能力下降。

　图中同一基因不同处理间柱上凡是有一个相同小写字母者，表示
差异不显著 （Ｐ＞００５，２检验）。

图５　不同质量浓度Ｇ４１８处理对猪成体成纤维细胞ＤＮＡ甲
基化酶相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．５　 ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓｉｎｐｏｒｃｉｎｅａｄｕｌｔｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｔｒｅａｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧ４１８

表２　Ｇ４１８处理猪成体成纤维细胞对猪体细胞克隆胚胎体外发育性能的影响１）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧ４１８ｏｎｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｏｒｃｉｎｅｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｅｍｂｒｙｏｓ

ρ（Ｇ４１８）／（μｇ·ｍＬ－１） 重构胚胎数 融合率／％ 卵裂率／％ 囊胚率／％ 囊胚细胞数

　０（对照） ２０６ ９２．２３±０．２７ａ ７６．７０±１．３０ａ １５．０５±０．８５ａ ３１．８７±１．７８ａ
１００ ２４２ ９４．２１±１．２０ａ ６８．６０±１．６４ｂ ７．８５±０．５３ｂ ２６．５３±１．９８ａ
２００ ２０２ ８４．１６±０．０９ｂ ５７．９２±０．４４ｃ ５．９４±０．４１ｂ ２７．４２±２．０５ａ

　１）表中同列数据后凡是有一个相同小写字母者表示差异不显著（Ｐ＞０．０５，２检验）。

３　讨论与结论
体细胞核移植技术被广泛应用于生产转基因动

物，尤其是基因修饰大动物。供体细胞提供克隆胚

胎的主要遗传物质，是体细胞克隆成功与否的关键

因素之一。供体细胞的细胞形态、周期、活性以及供

体的个体差异、性别年龄等都会对克隆效率有影

响［９］。

正常机体的自由基氧化作用与抗氧化防御作用

处于动态平衡状态。外界环境刺激和机体内氧化反

应代谢过程中产生大量活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ），对酶及转录因子的活化、ｍＲＮＡ表达等
有较大的影响［１０］。本研究结果显示 ＳＯＤ及 ＣＡＴ基
因的ｍＲＮＡ表达水平出现改变，这可能与细胞抵抗
外来刺激有关，但细胞的抗氧化能力是否发生改变，

更准确的应该在翻译水平上对 ＳＯＤ及 ＣＡＴ基因的
活性进行检测。ＲＯＳ对细胞膜［１１］或者 ＤＮＡ［１２］产生
伤害，促使凋亡相关基因表达的改变而引发细胞凋

亡［１３］。Ｂｃｌ２蛋白家族与 ｐ５３基因是重要的细胞凋
亡调节因子，两者相互作用，调控细胞凋亡［１４］。当

Ｂｃｌ２和Ｂａｘ基因形成异源二聚体比例增加时，抑制
细胞凋亡。本研究结果显示，Ｇ４１８处理后细胞 Ｂｃｌ

２／Ｂａｘ基因的比例有所提高，促凋亡基因ｐ５３的表达
量下调，这可能是细胞自身应对 Ｇ４１８所带来的外来
刺激而产生的一种自我保护，通过调节自身基因的

表达，抑制细胞发生凋亡。

在体细胞核移植中，ＤＮＡ甲基化是调控供体核
内重编程的一种方式，对恢复细胞的全能性、提高体

细胞核转移的效率具有重要意义［１５］。哺乳动物基因

组中，转座元件占到了５０％左右，ＬＩＮＥ是转座元件
中所占比例最大的一种类型。ＬＩＮＥ１是 ＬＩＮＥ中的
主要类型，在染色体中散在分布，约占小鼠和人类基

因组的１７％ ～２０％［１６］。微卫星是真核生物基因组

重复序列中的主要组成部分，随机、广泛地分布于基

因组中，大约占到猪全基因组的 ０８５％［１７］。因此

ＬＩＮＥ１和微卫星的甲基化水平基本可代表整个基因
组的甲基化水平。Ｄｎｍｔ１和 Ｄｎｍｔ３ａ分别是维持
ＤＮＡ甲基化和从头甲基化的关键酶。研究表明，敲
除小鼠的 Ｄｎｍｔ１基因，会导致严重的基因组去甲基
化或胚胎死亡；敲除 Ｄｎｍｔ３ａ基因，小鼠在出生后 ４
周内死亡［１８］。本研究中，经 Ｇ４１８处理后，核供体细
胞的Ｄｎｍｔ１和Ｄｎｍｔ３ａ基因的 ｍＲＮＡ表达量均显著
下调，表明Ｇ４１８会影响细胞内重要 ＤＮＡ甲基转移
酶的 ｍＲＮＡ表达，但不影响细胞整体甲基化水平。
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本研究经高质量浓度 Ｇ４１８处理后的供体细胞进行
核移植所获得的重构胚的融合率、卵裂率和囊胚率

均显著低于对照组，而囊胚细胞总数没有显著差异。

这说明供体基因组的整体甲基化水平与克隆胚胎的

发育能力可能没有必然联系。这可能是核移植之后

Ｇ４１８的毒性作用仍然存在于细胞内，从而影响了细
胞生长及克隆胚胎的发育性能。顾晓龙等［１９］利用

ＲＧ１０８处理供体细胞并进行甲基化水平的检测，发
现供体细胞整体甲基化水平的改变可能对提高核移

植效率没有直接影响。Ｂｏｎｋ等［２０］使用低密度甲基

化芯片技术检测克隆供体细胞、精子、克隆囊胚、体

内囊胚等的甲基化水平，同样发现供体细胞整体甲

基化水平的差异并非体外生产的囊胚发育率低下的

主要原因，而某些区域特定的 ＤＮＡ甲基化修饰才是
促进重构胚胎发育的关键。

转基因与非转基因细胞作为供体细胞进行体细

胞核移植，两者之间克隆胚胎体外发育效率是否存

在差异，当今的报道说法不一，这可能是由于不同类

型的供体细胞、培养体系、筛选药物、培养时间、转基

因片段大小以及转染方法等差异所造成。本研究经

高质量浓度Ｇ４１８处理后的核供体细胞进行核移植
所获得的重构胚的融合率、卵裂率和囊胚率均显著

低于对照组，而囊胚细胞数没有显著差异，这可能是

细胞刚经历外界的刺激后马上进行核移植，Ｇ４１８对
细胞仍然存在毒性而影响细胞生长及克隆胚胎的发

育性能。后续应在细胞进行Ｇ４１８处理后，撤走药物
继续培养传代，使药物的毒性作用降至最低，再进行

核移植，可能结果更加客观。

本研究发现经 Ｇ４１８处理后的核供体细胞进行
核移植，克隆胚胎体外发育效率显著下降。在制备

转基因动物时，利用电转或脂质体方法进行转染会

影响供体细胞膜，再加入 Ｇ４１８进行筛选，会对细胞
造成更大的损伤，从而影响转基因克隆胚胎体外发

育效率。因此，进行转基因细胞系阳性克隆筛选时

可考虑降低Ｇ４１８的质量浓度，或者利用套环法或刮
除法结合有限稀释法，减少对供体细胞的伤害，这可

能有利于转基因克隆胚胎的发育。
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