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延边黄牛体细胞克隆
早期胚胎端粒酶活性的测定
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(延边大学 农学院,吉林 龙井 133400)

摘要:为了解延边黄牛体细胞克隆早期胚胎发育过程中端粒酶活性的变化规律, 采用实时荧光定量 PCR法检

测体细胞克隆早期胚胎及卵母细胞端粒酶活性。研究结果表明, 端粒酶活性在未成熟卵母细胞相对水平较高 ,

2-细胞至 16-细胞胚胎的端粒酶活性总体水平相对较低 (P < 0. 05), 桑椹胚的端粒酶活性总体水平显著升高

(P < 0. 05) ,在囊胚阶段达到最高。
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Determ ination of Telomerase Activity in Early Embryo C loned

from Somatic Cells of Yanbian Cattle
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Abstract: The objective o f th is study w as to exam ine the telomerase activity in early embryo cloned from

somatic cells o fY anb ian catt le by rea l- time PCR. The resu lts w ere as follow s: the te lom erase activ ity in im

mature oocytew as h igher, that of 2- cell~ 16- cell is low er than that of the others(P < 0. 05). T elomerase

activ ity increased sign ificantly in the morula stage (P< 0. 05) , the h ighest w as in the blastocyst stage.
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端粒酶是一种特殊的细胞核糖核蛋白反转录酶,其核心酶包括蛋白亚基和 RNA元件。端粒酶与细

胞的永生化和转化有关,能够以自身的 RNA亚基为模板合成端粒重复序列。它具有恢复端粒长度的功

能,但是端粒酶只存在于生殖细胞、干细胞、肿瘤细胞及永生化细胞中, 成体细胞一般没有端粒酶活

性
[ 1]
。在 DNA复制过程中端粒缺失可以被有活性的端粒酶修复回来, 端粒的重编程可能是由于早期胚

胎不同时期的端粒酶而造成的
[ 2 ]
。有研究表明,成熟卵母细胞的端粒酶活性相对较低, 胚胎细胞的端

粒酶活性相对较高,早期发育的胚胎都存在端粒酶活性,而分化的组织和细胞检测不到端粒酶活性, 因

此对其活性测定有着重要意义
[ 3 ]
。目前国内有关延边黄牛体细胞克隆早期胚胎端粒酶活性变化的研

究还未见报道,本研究将对延边黄牛体细胞克隆不同发育时期胚胎的端粒酶活性进行测定,从而深入了

解延边黄牛体细胞克隆胚胎早期发育过程中端粒酶活性的变化规律,为阐明体细胞克隆核的重编程机

制、改善克隆胚胎技术、提高克隆动物的生产效率提供参考依据。
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图 1 标准品 293细胞的实时定量 PCR扩增曲线

F ig. 1 Real- tim e PCR am plification curves o f standa rd 293 cells

图 2 标准品 293细胞建立的标准曲线

F ig. 2 The standa rd curve of standard 293 ce lls

1 材料与方法

1. 1 试验材料

延边黄牛卵巢采自延吉市牛屠宰场。HEK293细胞购自上海杰美基因生物科技公司。端粒酶活性

TRAP实时定量检测试剂盒购自美国杰美基因大中华区销售总代理。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 卵母细胞的培养及重组胚体外发育 从抽取到的成年延边黄牛的卵巢卵泡液中挑选收集形态

较好的卵母细胞,培养箱中成熟培养 18~ 22 h。挑选带极体的 M 期卵母细胞进行去核,用延边黄牛

皮肤成纤维细胞进行注核操作, 在 38. 5  , ( CO2 ) = 5%培养箱中成熟培养 2~ 3 h后,进行融合激活。

观察各时期细胞的发育情况,同时进行半量换液,采用分级冷冻法将胚胎分类收集在含有 RNA酶抑制

剂的冷冻液中,液氮保存直至收集到足够试验使用的数量 (每 10个胚胎为 1组 )。

1. 2. 2 卵母细胞和早期胚胎的裂解 将收集到的、已用链蛋白酶去除透明带的卵母细胞和胚胎按 10

个 /管的量移入事先经 DEPC水处理的 1 mL离心管中,向离心管中加入试剂盒 ( GM S12106)的 RNA提

取液, 激烈振荡 4 m in、混匀。冰上作用 30 m in, 4  、13 000 g离心 10 m in, 以去除不溶性物质,抽取上

清液。采用 10 g /L琼脂糖凝胶电泳检测 RNA有无,提取的 RNA立即进行端粒酶活性测定。

1. 2. 3 端粒酶活性的检测 反应体系总量为 25 L, 移取 15 L反应液到 0. 5 mL PCR管中。加入

4 L待测的细胞裂解悬液 (严格避免 RNA污染 ) , 加入 2. 5 L染色液, 再加入 3. 5 L补充液到总量

25 L,放进 4  微型台式离心机瞬时离心 5 s,使用 1 000 L带滤芯枪头加入 1滴封隔夜,即刻放入荧

光定量 PCR仪。

荧光定量 PCR反应程序

为:端粒延伸 30  20m in; 然

后 95  预变性 30 s; 60  
90 s 35个循环。采集数据,

进行数据分析, PCR产物置

于 - 20  保存备用。

2 结果分析

2. 1 定量用标准品 293细

胞 (人胚肾细胞 )标准曲线

的绘制

293细胞 (人胚肾细胞 )

生长至 80%铺满率 ( 1 ! 104

细胞 )用于实验。将制备的

标准样品 10倍倍比稀释, 浓

度依次为 1 ! 104、1 ! 103、1

! 102、1 ! 101个 (同一稀释

梯度做 3个重复孔对照 )经

实时荧光定量 PCR扩增后,

得到 S型扩增曲线 (图 1)。

根据扩增曲线, 电脑自动生

成标准曲线, 通过 293细胞

初始浓度与实时荧光定量检

测的 CT值建立的标准曲线相关系数 r
2
= - 1,且重复性好,可以作为检测延边黄牛体细胞克隆早期胚胎

端粒酶活性的较为理想标准曲线 (图 2)。
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1~ 13: 1 ! 104 293细胞、囊胚、1 ! 103 293细胞、桑椹胚、1 ! 102 293细胞、1 ! 101

293细胞、未成熟卵母细胞、16-细胞、4-细胞、2-细胞、8-细胞、阴性对照 ( - )、热

灭活对照。

1~ 13: 1 ! 104 293 cells; blastocyst ( BL ); 1 ! 103 293 ce lls; m orula (MR ); 1 !

102 293 ce lls; 1 ! 101 293 cells; imm ature ( IM ); 16- cel;l 4- cel;l 2- ce l;l 8 - ce l;l

negative lysis buffer contro l ( - ); H eat- inactivated ( H I).

图 3 重组胚发育各时期胚胎实时定量 PCR扩增曲线

F ig. 3 Rea l- tim e PCR amp lification curves o f reconstructed embryo in different stages

1~ 7: 未成熟卵母细胞、2-细胞、4-细胞、8-细胞、16-细胞、桑椹胚、囊胚; 不

同字母表示差异显著 (P < 0. 05)。

1~ 7: imm ature ( IM ) ; 2- ce l;l 4- ce l;l 8- cel;l 16- ce l;l mo ru la (MR ); b lasto

cyst ( BL ). D ifferent letters above the ba rs represent sign ificant differences(P < 0. 05).

图 4 卵母细胞与重组胚发育各时期胚胎端粒酶活性测定值的比较

F ig. 4 Compared te lomerase activity o f oocytes and reconstructed embryo in different stages

2. 2 重组胚发育各时期胚

胎实时定量 PCR扩增曲线

的绘制

重组胚发育各时期胚胎

的实时定量 PCR扩增曲线

中用 293细胞制作的标准曲

线呈现出良好的 S型扩增曲

线,阴性对照与热灭活对照

样品经 40次循环后仍无 CT

值,说明试验的敏感性好, 特

异性强, 建立的实时定量

PCR扩增曲线可以对样品

进行准确定量 (图 3)。

2. 3 重组胚发育各时期胚

胎相对端粒酶活性比较

对卵母细胞与重组胚发

育各时期胚胎进行了 R ea l

- tim e PCR检测, CT 值检测

结果, 8-细胞 CT 最大,囊胚

CT 最小, 2- 细胞至 16- 细

胞 CT 值差异不显著, 未成熟

卵母细胞、桑椹胚、囊胚的

CT 值与各时期细胞差异显

著。依据得到的 CT 值,将其

代入标准曲线计算公式 y =

mx + b(回归系数 R
2# 0. 90),

其中相关系数 r
2
= - 1, y轴

截距 ( b )为 45. 73,斜率 (m )

为 - 3. 57, y表示 CT 值。进

行相对端粒酶活性 ( Relat ive

telomerase act iv ity, RTA )计

算及定量比较, 测定延边黄

牛卵母细胞以及不同发育阶

段胚胎的端粒酶活性 (图

4) ,端粒酶活性在未成熟卵母细胞相对水平较高, 2-细胞至 16-细胞胚胎的端粒酶活性总体水平相对

较低 (P < 0. 05), 桑椹胚的端粒酶活性总体水平显著升高 (P < 0. 05) ,在囊胚阶段达到最高。

3 讨 论

端粒酶活性是哺乳动物细胞全能性的重要标志之一
[ 4]
。在哺乳动物卵母细胞到发育的 IVF、NT和

PA胚胎各阶段均可检测出端粒酶活性
[ 5- 7]
。目前,在国内哺乳动物包括延边黄牛早期胚胎的端粒酶活

性检测还没有报道。

本研究通过 TRAP方法对延边黄牛卵母细胞和各发育阶段早期胚胎的端粒酶活性进行了测定, 结

果延边黄牛未成熟卵母细胞和早期胚胎都具有端粒酶活性, 但其活性水平在各时期却存在差异。延边

黄牛卵母细胞为端粒酶阳性,其活性相对水平较高。延边黄牛 2-细胞至 16-细胞胚胎端粒酶活性之

间差异不显著且端粒酶活性较低,这应该是哺乳动物早期胚胎端粒酶活性的正常变化。8-细胞胚胎端
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粒酶活性降至最低,为整个早期胚胎的最低水平, 与水牛
[ 8 ]
和人

[ 9]
的胚胎研究结果相一致。8-细胞后

端粒酶活性又显著升高,到囊胚时达到最高, 8-细胞阶段端粒酶活性降低的原因可能是与哺乳动物胚

胎发育阻滞有关。从基因调控来讲, 阻滞期是母源基因调控向合子型基因调控的转变期, 因而阻滞期是

哺乳动物能否正常完成发育的关键时期, 延边黄牛发育阻滞期是 8-细胞期, 也就说 8-细胞期之前的

胚胎所具有的活性的端粒酶蛋白是卵母细胞所存在的母源蛋白。随着胚胎的发育, 这些端粒酶蛋白逐

渐被消耗,端粒酶活性也逐渐降低这也正好说明桑椹胚端粒酶活性又再次升高的原因,且至囊胚时达到

最高, 与 Lanza等
[ 10]
和 T ian等

[ 11 ]
各自报道牛核移植 ( NT)囊胚的高端粒酶活性相一致。
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