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哺乳动物有性与无性生殖的实验胚胎学研究
关

陈大 元

(中国科学院动物研究所
,

北京 10 0 0 8 0 )

〔摘 要〕 近 50 年来
,

发育生物学和生殖生物学领域 出现 了两大突出进展
,

震撼 了生物学界和整

个世界
。

一是哺乳动物精子获能的发现 而创建 了试管动物和试管婴儿技术
,

它标志着人们对生殖

生理 和生殖控制的完善 ; 二 是以卵子为受体 的克隆动物 的诞生
,

使哺乳动物体 细胞克隆成为可能
,

这标志着人类对生殖和发育机制 的发挥和创新
,

并为人类干预生殖和发育开 拓 了广阔前景
。

虽 然

受精生物学与动物克隆是研究生命启动奥秘 的一 门学科
,

已成为生命科学研 究的核心之 一
,

但是还

有诸多问题 亚待发掘并需要深入研究
。

本文主要从以下两方面介绍 2 0 年来在该领 域研究中取 得

的进展与成果
:

( 1) 动物有性生殖研究方面侧重介绍受精机理和 显微受精的研究成果 ; (2 ) 动物无

性生殖研究方面 重点介绍克隆牛及其基础研究的进展
。

[关键词 ] 受精
,

克隆牛
,

实验胚胎学

数 10 年来对受精机制的深入探讨使人们认识

到受精绝不仅是精子穿入 卵子的一个简单过程
,

而

是精子与卵子之 间发生一系列的相互作用
,

它们既

十分精细又十分复杂地相互承启
,

其中包括卵母细

胞成熟
、

精子获能
、

精子顶体反应
、

卵子皮层反应
、

膜

融合
、

启动第二次减数分裂
、

原核形成与卵裂启动以

及一系列的发育过程等
。

虽然随着受精研究的深入

开展
,

弄清了不少机制
,

但是某些问题尚存在争议和

尚未完全阐明
,

如卵成熟和受精过程中核遗传物质

及其结构的迁移和旋转
、

透明带 内表面是 否也存在

精子受体
、

受精后原核形成的调控
、

没有经过变态的

单倍体的球形精子细胞能否受精以及信号传递 ;还

有纺锤体交换
、

生发泡置换
、

内细胞团交换 中的核质

关系等一 系列问题
,

仍需加深对它们的认识
,

从而通

过理论联 系实际
,

对人类不孕症治疗提供有力手段
。

在体细胞克隆方面
,

自 1 9 9 7 年英 国罗斯林 研究所

W il m ut 第一例体细胞克隆动物
“

多莉
”

羊报道后
,

世

界各国对家畜和多种动物的克隆都陆续有所报道
,

包括我国首批体细胞克隆牛存活群体 的报道
,

这对

动物 (家畜 )品种改良和加速动物 (家畜 )育种提供了

新的方法
。

在国家自然科学基金资助下
,

近 20 年来我们就

受精机理
、

显微受精和动物克隆等国际前沿热 点问

题开展了研究
。

动物有性生殖研究

1
.

1 受精机理研究

微丝是卵内遗传物质迁移和旋转的动力
。

在卵

母细胞成熟和受精卵的发育研究中
,

我们揭示了染

色体迁移
、

分裂器旋转和极体排放都依赖微丝的存

在
。

实验利用秋水仙素 ( oC l) 解聚微管
,

发现染色体

能够 由卵中央迁移至皮层
,

卵表出现极性
。

而用细

胞松弛素 (B C B )解聚微丝
,

卵内分裂器能形成
,

但不

能迁移
,

卵表见不到极性 ; 当除去 C B
,

分裂器恢复迁

移特性
,

极体出现
。

这表明染色体的迁移受微丝控

制
。

我们还对卵裂方向与分裂器之间的关系进行了

研究
。

在受精卵第一次卵裂时采用 C B 抑制微丝
,

导致第二次卵裂停止
。

然后去除 C B
,

继续培养
,

卵

裂得以恢复
,

但出现呈
“

一
”

字形排列四细胞
,

卵裂方

向发生了完全变化
。

经电子显微镜技术观察
,

发现

两个细胞的分裂器没有旋转仍呈水平状排列
,

于是

两个细胞分裂出两个子细胞的方 向只能各自从两侧

2 0 0 5 年度国家自然科学奖二等奖获奖项目

本文于 20 0 6 年 5 月 8 日收到
.

DOI : 10. 16262 /j . cnki . 1000 -8217. 2006. 04. 005



第 4期 陈大元
:

哺乳动物有性与无性生殖的实验胚胎学研究 2 0 7

排出
。

这个实验结果证明卵裂方向与分裂器轴向密

切相关
。

为了进一步证 明分裂器旋转机制
,

当精子

刚穿入卵时我们用 C B 处理
,

发现极体不能排放 ;如

果培养液中去除 C B
,

在常规的培养液 中继续培养
,

受精卵不再排放第二极体
。

用共聚焦 ( co n fo ca l) 激

光显微术观察揭示卵胞质中有一个雄原核
,

分裂器

两端各形成一个雌原核
。

实验证明 C B 抑制了分裂

器的旋转
,

错过了旋转的时相
,

虽然去除 C B 后能继

续发育
,

可是极体排放的方向不同
,

由于分裂器不能

旋转与卵表垂直
,

因此不能向卵表排出极体
。

虽然

分裂器没有旋转
,

但它仍保留排放的功能
,

于是只能

将一半核物质排于胞质之 中
,

导致一个受精 卵中出

现三个原核现象
。

这充分证明分裂器的轴向决定极

体的排放方 向
,

而分裂器的旋转受微丝控制 [`了
。

根

据上述系列实验
,

我们第一次提出了微丝是遗传物

质迁移的动力
,

分裂器的轴向决定减数分裂 (极体排

放 )方向或细胞有丝分裂的方向
,

而分裂器的旋转必

须依赖微丝存在的理论
。

受精卵胞质中 M A P K 的失活导 致原核形 成
。

哺乳动物精子和卵子受精后
,

精子和卵子遗传物质

分别形成雄原核和雌原核
,

早在
、

2 0 世纪 80 年代
,

我

们就提出了雄原核形成及生发 泡破裂相关的概念
,

但一直没有确定这一因子是什 么
,

90 年代我们的研

究揭示受精后 M A P K 的失活与雄原核形成是一致

的 ;激活后不形成雄原核的卵子中 M A P K 不发 生失

活 ;激活 P K C 通过引起 M A PK 失活导致雄原核形

成
。

在已形成原核的受精卵中
,

人为激活 M A P K 导

致雄原核消失
。

所有这些证据表明
,

受精后 M妙K

失活导致原核形成
。

这是国际上受精机理研究中对

原核形成机制的第一次发现 2[]
〕

1
·

2 显微受精研究

( 1) 卵透明带内表面精子受体的发现
。

精子与

卵子结合
,

精卵发生识别
,

这是因为卵透明带外表面

存在精子受体 (受体蛋 白 )
,

那么透明带 内表面能与

精子识别吗 ? 于是我们设计如下实验
,

采用 同种完

整精子
,

同种已发生顶体反应的精子 (即已脱掉精子

质膜并囊泡化 )
,

异种动物的完整精子分别注射到卵

的卵周隙中
,

发现 同种完整精子与卵透明带内表面

发生识别
,

而同种已发生顶体反应的精子和异种的

精子都不识别
,

这是因为精子 由于质膜丢失或不存

在配体
,

这足以证明透明带内表面也存在精子受体
,

异种精子不发生识别
,

揭示了透 明带内表面的精子

受体具有明显的种特异性
。

为了进一步证明这个发

现
,

用光敏生物素标记的 ZP 3 c D N A 探针证明了透明

带内表面的精子受体蛋白是 由卵在早期发生中合成

和分泌的
。

这是国际上的第一次发现
,

并为后来显

微受精研究奠定了理论基础
。

( 2) 精子细胞可以跨越变态实现受精
。

球形精

子细胞是精母细胞减数分裂后形成最早的单倍体雄

性生殖细胞
,

球形精子细胞带下受精后能获得后代
,

该研究揭示了球形精子细胞核可以在卵胞质中跨越

变态直接形成雄原核
,

充分表明球形精子细胞已具

有潜在的受精能力
,

其球形精子细胞核已成熟
,

并能

接受卵胞质因子的指令
,

完成胚胎的全程发育
。

精子

形成期的变态
、

精子在附攀成熟
、

获能和顶体反应等

过程只是为了保证在 自然状态下使雄性单倍体核与

卵母细胞结合
,

并非受精本质所必需
,

同时该研究的

成功使精子形成障碍的男性不育症的治疗成为可能
,

为无精症患者打开了希望之门
,

对保存动物遗传资源

方面也具有重要价值
。

这项工作与美国同年发表
。

( 3) M ll 期分裂器 (纺锤体 )交换可以克服遗传

性疾病发生
。

利用昆明白小 鼠和 C 57 B L 6/ 黑色小

鼠之间的卵母细胞 M n 期分裂器交换
,

结果发现交

换后的核与质能相容
,

重构卵母细胞经过电融合
、

IV F 和体外培养并通过胚胎移植至继母小鼠输卵

管
,

可正常产仔
。

这项研究结果为开展不同年龄间

的分裂器交换提供 了一个模型
,

对人类生殖医学的

研究具有重要意 义
。

用分裂器交换
,

可望解决 人类

因减数分裂器异常造成的染色体非整倍性导致的遗

传疾病的发生
。

这项报道属于国际首次 〔3〕
。

(4) 生发泡 ( G V )置换 可以提高后代质量
。

雌

性 (女性 )可因生育年龄的增大引起不孕或后代异

常
,

这可能与其所排卵母细胞的胞质质量有关
。

大

龄卵母细胞中的一些有害的因子可能会导致卵母细

胞的遗传物质产生异常
,

最终导致不育或后代异常
。

可能解决的方法是用健康年轻雌性卵母细胞质来取

代老化的卵胞质
。

我们为解决这个问题 以兔为实验

动物进行了研究
,

结果表明生发泡 ( G v )置换是可行

的
,

并证明同体或异体卵 G v 的互换
,

重构卵的成熟

率很高 ( 80 % )
,

经 IC SI (显微受精 )后
,

可 以发育到

囊胚
,

并能获得后代
。

结果表明
,

此项研究有可能成

为解决大龄妇女因卵母细胞质量问题造成的不育
,

可采用健康女性卵母细胞来取代老化的卵胞质通过

生发泡置换来提高后代质量
,

为生殖医学提供 了理

想模型
。

该项研究的报道 先于美国一年有余
,

为世

界首例仁
4

,

s ]
。

( 5) 内细胞团交换为异种核移植提供了可能
。

在大 鼠 I CM ( 内细 胞 团 ) 注入 完 整 小 鼠囊 胚 ( 含
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C IM )
,

获得嵌合体和 CI M 移植获得胎儿的基础上
,

作者设计通过 IC M 交换构建两种重构胚
,

运用显微

操作和免疫手术法
,

建立了由不同昆明白小鼠个体

的囊胚滋养层和内细胞团交换构建的同品系异体重

构胚 ; 另一种重构胚是 由切除内细胞团的昆明鼠囊

胚滋养层与 C 5 7 B L / 6 鼠囊胚 内细胞团构建的异 品

系重构胚
,

结果前者生下了后代
,

不同品系的内细胞

团交换也成功地获得了后代
,

实验结果为异种核移

植的研究提供了极好的手段 e[]
。

2 动物无性生殖研究

2
.

1 动物克隆研究

我国首批成年体细胞克隆 (核移植 )牛存活群体

成功
。

我国的胚胎细胞核移植研究曾经达到国际领

先的水平
,

可是体细胞核移植研究起步稍晚
,

为了尽

快赶上国际前沿
,

我们力 图尝试把高科技 应用于畜

牧业
,

对高度分化的体细胞去分化
、

恢复全能性和核

质关系进行了探索
。

2 0 0 2 年与山东曹县银香公司

合作研究
,

进行体细胞培 养
、

卵母细胞体外成熟
、

卵

母细胞去核
、

体细胞核移植
、

重构胚体外培养和胚胎

移植等研究
,

并创造了分裂器挤压去核法
,

在我国首

次独立自主地成功获得了成年体细胞核移植克隆牛

群体
。

实验共培养 9 80 枚重构胚
,

其中 2 61 枚发育

到囊胚
,

移植到 1 12 头受体牛子宫中
,

有 26 头妊娠
,

最后 12 头受体牛怀孕到期
,

共产犊 14 头
,

最后存活

5 头
,

生长发育良好
。

一年半后配种
,

均怀孕并分娩

后代
。

经微卫星 D N A 亲子鉴定
,

证明其遗传物质与

供体牛体细胞的相同
,

而与代孕母牛没有遗传关 系
。

这一研究的成功
,

实现了我国成年体细胞克隆牛群

体零的实破
,

标志着我国动物克隆研 究已跻身于国

际先进行列
,

曾获山东省省委省政府的奖励
。

2 0 0 3 年与新疆金牛公司合作
,

又成功获得了 12

头存活克隆犊牛
,

并获新疆 自治区科技进步一等奖 ;

同年晚些时间与北京锦绣大地公司合作
,

再一次获

得了 3 头存活牛
。

这充分说明我国已稳定掌握 了体

细胞克隆牛技术
,

体细胞核移植技术的重复性很强
,

这一技术正逐步走向成熟
。

实验证明高度分化的体细胞核可以在卵胞质的

作用下去分化
,

恢复全能性
,

进一步阐明了核决定遗

传而质起到了积极作用的核质关系问题
。

理论研究

发现克隆动物线粒体的异 质性
,

证明母源性卵子线

粒体是体细胞克隆动物成活所必需的【7 」。

也证明了

来源于耳的成纤维细胞在克隆中端粒不仅不会缩短

而且部分还有延长现象
。

2
.

2 动物克隆的基础研究

( 1) 表观遗传研究

D N A 甲基化作为一种主要的表观遗传重编程
,

对哺乳 动物的发育 非常重要
。

哺乳 动物克隆过程

中
,

高度分化的供体细胞核必须进行去分化
,

停止其

自身的基因表达谱
,

并表达早期胚胎发育所需的基

因
。

为了解 D N A 甲基化变化与克隆低效率之间的

关系
,

我们首先检测了体内胚胎
、

体外胚胎和同种克

隆胚胎中的 D N A 甲基化变化
。

发现雄性基 因的主

动去甲基化现象
。

在克隆兔胚胎 中有异常的 甲基化

变化
,

单拷贝基因启动子区有迅速的去甲基化和过

早的重甲基化现象
。

为了解不同物种克隆胚胎中这

种去甲基化能力差异是 由卵胞质还是 由供体细胞核

主导
,

我们分别构建了猪
一

兔和兔
一

猪异种克隆胚胎
,

并检测了供体基因组重复序列在胚胎发育过程中的

甲基化状况
,

发现克隆胚胎中重复序列去甲基化的

能力主要 由卵胞质决定的
。

通过不同种间的体细胞

与卵子组合
,

发现卵子中使替细胞重新编程序的物

质无种特异性
。

哺乳动物克隆的低效率不仅与植入前胚胎中去

甲基化的异常有关
,

可能与植入后胚胎能否正常 甲

基化有更直接的关系
。

相 比正常牛
,

克隆牛在怀孕

前三个月有很高的流产率
。

为了解 D N A 甲基化与

此高流产率 间的关系
,

我们选取 IV F 流产胎儿
、

克

隆流产胎儿
、

正常成体牛和克隆成体牛各四个样本
,

检测了一个重复序列 ( S at ell it e l) 和两个单拷贝基因

( in t e r l e u k i n 3 和 C y t o k e r a t i n )的启动子 区的甲基化

状态
。

发现异常的低甲基化可能与克隆胎儿流产有

关
。

( 2) 线粒体遗传研究

进行细胞核移植时
,

供体细胞的线粒体与细胞

核一起被移入受体卵子中
。

供体细胞的线粒体与受

体卵子中的线粒体命运决定着克隆动物的遗传物质

是不是供体细胞 10 0 % 拷 贝
。

研 究发现
,

克隆胚胎

中线粒体的命运有三类
:

( i) 卵子母源线粒体增殖
,

而供体细胞线粒体逐渐退化
; ( ii) 供体细胞线粒体

取代卵子母源线粒体 ; ( iii ) 供体细胞线粒体与卵子

母源线粒体共存
。

在所有的成活克隆牛中发现了线

粒体的异质性
,

证明母源性 卵子线粒体是体细胞克

隆动物成活所必需的
。

( 3) 中心体遗传研究

在核移植过程 中纺锤体两极的 M T O C S
随着去

核操作被去除
,

而供体细胞的中心体和细胞核一起

移入到受体卵中
。

我们的研究表明
:
( i) 来源于供体
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细胞的拥有两个中心粒结构意义上的中心体结构在

重构胚活化过程中退化 ; ( ) ii来源于供体细胞的中

心体成分参与了瞬间纺锤体和第一次有丝分裂纺锤

体组装
,

是维持正常纺锤体功能所必需的 ;( iii ) 来源

于供体细胞的中心体的成分参与纺锤体组装可能没

有种属特异性
,

同时受体卵胞浆中的一些中心体周

物质 ( P C M )也可能被募集到纺锤体两极并参与纺锤

体组装
。

[ 2 ]
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、
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