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摘要 介绍了核移植后核重编程的机制,并讨论了核移植重编程中 DNA甲基化和组蛋白乙酰化对核移植胚胎的影响。
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随着核移植研究步伐不断加快,人们在动物克隆研究领

域取得了丰硕的成果,越来越多体细胞克隆动物相继诞生,

证明了高度分化的体细胞在卵母细胞质中经过重编程后,可

以恢复其支持胚胎细胞发育的全能性。截至目前,体细胞核

移植效率还非常低,孕期流产率高,胎儿过度生长,出生死亡

率高及发育缺陷等问题严重制约了该项技术在生产和科研

领域中的实际应用。如何解决这些问题成为了今后核移植

技术发展的关键。越来越多的证据表明,体细胞核移植效率

低下与体细胞在去核卵母细胞质中去分化和重编程不完全

有很大关系
[ 1]
。

1 核重编程

核重编程是指高度分化的体细胞核作为核供体,在移植

入卵母细胞后关闭自身的基因表达程序,并启动胚胎发育所

需的基因表达程序,从而获得全能性发育的过程,其主要包

括 DNA甲基化、组蛋白乙酰化、X染色体失活、印记基因表

达和端粒长度恢复等方面。而 DNA甲基化、组蛋白乙酰化

是核移植胚胎中表观遗传修饰的主要方式。

2 DNA甲基化

DNA甲基化是哺乳动物基因组表观遗传修饰的主要方

式,是指在 DNA甲基转移酶 ( DNMT )的作用下,将 S腺苷甲

硫氨酸 ( SAM )的甲基有选择性地转移到 DNA分子中的胞嘧

啶残基 5 碳原子上形成 5甲基胞嘧啶的过程。截至目前,

已经发现的 DNA甲基转移酶有 3种,即 DNMT1、DNMT2和

DNMT3。其中 DNMT1的主要作用是识别处于半甲基化状态

的 CG序列,并在细胞分裂过程中对新合成的 DNA链进行甲

基化和维持其 DNA的甲基化模式; DNMT2的生物活性较

低,目前对其具体功能的了解还不清楚; DNMT3由 DNMT3a

和 DNMT3b共 2种酶组成,属于从头甲基转移酶,主要作用

是建立新的甲基化模式,对未甲基化 DNA链进行半甲基化,

进而再全甲基化,通常出现于甲基化早期并参与细胞生长分

化调控。DNA甲基化在基因表达调控、基因组印记、分化发

育和细胞增殖等方面都起着重要作用
[2]
。哺乳动物基因组

甲基化是一种动态的表观遗传修饰方式,其表达水平因细胞

种类、细胞分裂周期的不同而有所差异。一般情况下,哺乳

动物体细胞的甲基化程度较高,而生殖细胞甲基化程度较

低,其中卵子的甲基化程度较精子低。正常受精的胚胎在发

育早期,其基因组 DNA甲基化水平呈逐渐下降的趋势,其中

雄原核中的父源 DNA迅速发生主动去甲基化,随后雌原核

中的母源 DNA也在后续的分裂中缓慢地被动去甲基化,当

胚胎发育至 8~ 16细胞期时,其 DNA的甲基化水平降到最

低点,但仍保留一些甲基化区域。囊胚期后,基因组又重新

发生甲基化,而该过程是受精卵获得发育全能性,并产生新

个体所必需经历的
[ 3]
。目前,父源 DNA发生主动去甲基化

的机制尚不清楚,其原因可能与卵母细胞质中的一些调控因

子的作用有关,而母源 DNA发生的被动去甲基化则可能是

由于 DNA复制过程中甲基化的丢失造成的,主要通过对细

胞核中 DNA甲基化转移酶的清除来实现。

人们在对哺乳动物核移植胚胎的研究中发现,核移植胚

胎发育过程中会出现不同程度的去甲基化不完全以及重新

甲基化异常等现象。Dean等在对体细胞克隆牛的研究中,

采用 5甲基胞嘧啶免疫荧光抗体法对克隆牛桑椹胚进行检

测,发现其处于分裂中期时的细胞表现为较高的甲基化水

平
[4]
。Beau jean等对绵羊成纤维细胞核移植胚胎进行检测

时发现,其 2~ 8细胞期的核移植胚胎中染色体的形态特征

与供体细胞相似,并表现过高的甲基化水平
[5]
。K ang等研

究表明,在处于囊胚期的牛核移植胚胎中,其滋养层细胞甲

基化水平明显高于内细胞团
[ 6]
。

研究表明, DNA甲基化直接影响基因组印记形成和维持。

印记基因是指来自父本和母本的等位基因在传递给子代时发

生了某种修饰,其子代只表现出一方的等位基因。人们在对小

鼠和人体中印记基因的研究中发现,大部分基因组印记受同一

DNA链上的印记控制区位点调控,而这些位点则是甲基化的

直接目标。来自父本和母本的等位基因中,有一方等位基因的

调控区位点会被甲基化,当这些位点的甲基化模式出现异常则

可能导致其印记基因的异常表达,从而造成克隆动物的失败。

Ogawa等在对克隆小鼠胚胎和胎盘中的印记基因表达情况进

行检测时,发现H 19和 IGF2基因的表达出现异常,他们便利用
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亚硫酸盐测序法对H 19和 IGF2基因进行检测,发现其甲基化

状态出现异常
[ 7]
。此后, Kremenskoy等又用同样的方法对克隆

牛胚胎中的印记基因进行研究,发现牛胎儿脑中的 L eptin基因

出现甲基化异常
[ 8]
。该研究还表明, Leptin基因表达的异常影

响了胎儿胎盘的发育和功能,从而导致了胎儿的发育异常。由

于 DNA甲基化异常所造成的印记基因的异常表达,在一定程

度上也导致了克隆效率的低下和克隆动物发育的异常。目前,

人们主要通过使用一些药物来降低核移植胚胎的 DNA甲基化

水平,例如 5氮 2 脱氧胞苷作为一种胞嘧啶核苷类似物,可

以与 DNA甲基转移酶结合,有效降低其活性,从而达到去甲基

化的作用。

3 组蛋白乙酰化

组蛋白是一种碱性蛋白,主要包含有核心组蛋白 H2a,

H2b, H3和 H4,以及连接组蛋白 H1。核心组蛋白八聚体与

连接组蛋白 H1以及环绕在其周围的一段 DNA链共同组成

了染色体的基本单位 核小体,其中 H3、H4富含精氨酸;

连接组蛋白 H1富含赖氨酸; H2a、H2b介于 2者之间。组蛋

白尾端存在有大量的赖氨酸和精氨酸残基,并伸向核小体

外。组蛋白乙酰化是一个可逆过程,其在组蛋白乙酰基转移

酶 (H iston acetylase, HAT )和去乙酰基转移酶 ( H istone

deaoetylase, HDAC)的作用下,将乙酰辅酶 A上的乙酰基结

合到组蛋白 N端的赖氨酸残基上或去除,以实现对基因表达

的调控,一般作用于组蛋白 H3的 Lys9、Lys14、Lys18、Lys23

和 H4的 Lys5、Lys8、Lys12、Lys16位点。乙酰基在组蛋白

HAT的作用下与这些赖氨酸残基位点相结合,以中和组蛋白

所带正电荷,降低其与 DNA链的亲和性,干扰染色质的稳定

结构,有效防止染色体的折叠,使转录核小体处于开放状态,

并且刺激 RNA聚合酶催化转录。HAT通过影响染色质结构

来增加转录活性,而 HDAC作用下的去乙酰化过程也可能与

基因转录的激活有关, 2者可能分别促进一些特定的转录因

子形成转录复合物,从而激活或抑制基因转录
[9]
。因此,组

蛋白的乙酰化和去乙酰化与染色质的结构、基因的表达有着

密切的联系。 Santos等对克隆牛胚胎中的组蛋白 H3K9位赖

氨酸乙酰化水平进行检测时,发现其较正常胚胎高,并且其

DNA的甲基化水平也偏高
[ 10]
。在哺乳动物的胚胎中, DNA

的甲基化和组蛋白的乙酰化存在联系。Enright等在对供体

核组蛋白乙酰化水平的研究中发现,细胞类型、周期及处理

方法的差异是影响供体细胞组蛋白乙酰化水平的主要因

素
[ 11]
。Wee等在对体细胞克隆牛胚胎中组蛋白 H 4K5位赖

氨酸进行检测时发现,其赖氨酸残基位点的乙酰化出现异

常
[ 12]
。而人们在对死亡的体细胞克隆牛内脏器官中的

PCAF基因进行检测分析时,发现其表达异常,而该基因作为

激活因子与乙酰基转移酶的活性关系密切。因此, 推测

PCAF基因的表达异常导致了组蛋白乙酰化水平的异常,并

最终造成克隆动物的死亡
[ 13]
。

人们在对核移植重构胚的组蛋白修饰的研究中发现,曲

古抑菌素 A (T richostatin A, TSA) 是一种去乙酰化抑制剂,可

以用来提高组蛋白的乙酰化水平,可以与 HDAC相互作用,

从而抑制其对组蛋白的去乙酰化作用,使染色体结构松弛,

以达到结合转录因子和增强基因表达的作用。Enrigh t等用

TSA和 DNA甲基化转移酶抑制剂 ( 5 aza dC )对供体细胞进

行处理,以提高供体核中组蛋白的乙酰化水平,并降低供体

核的 DNA甲基化水平,其结果发现供体核的组蛋白的乙酰

化水平升高,并且核移植胚胎的囊胚发育率也得到了有效提

高
[14]
。 Sh i等则选用另一种组蛋白去乙酰化抑制剂 丁

酸钠 ( NaBu )来对供体细胞进行处理,并得出了同样的结

果
[15]
。在体细胞克隆中,对组蛋白乙酰化的研究还较少,如

何更加有效的提高体细胞克隆胚胎中组蛋白乙酰化水平,促

进供体细胞的重编程还有待于人们进行更深一步的探索。

4 结语

目前,克隆技术已经广泛应用于农业、生物技术及医学

等多个领域,但核移植效率低下却一直是制约其发展的瓶

颈。随着人们对核移植重编程研究的不断深入,核移植效率

低下这一问题也终将得到解决,而核移植技术也将在多个领

域中发挥其更大的作用。
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