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５氮脱氧胞苷及曲古抑菌素Ａ影响供核细胞Ｈ１９基因表达的时间依赖
性及浓度依赖性
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１．福建医科大学基础医学院人体解剖学与组织胚胎学系，福州３５０００４

２．福建医科大学细胞与发育工程研究中心，福州３５０００４

３．福建省生殖医学（工程）中心，福州３５０００４

４．福建医科大学附属第一医院体检中心，福州３５０００５

［摘要］　目的：探讨甲基转移酶抑制剂———５氮脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａｄＣ）和组蛋白去乙酰基酶抑制剂———

曲古抑菌素Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）影响供核细胞 Ｈ１９基因表达的时间依赖性和浓度依赖性。方法：用不同浓度５ａｚａｄＣ及

ＴＳＡ按不同作用时间处理供核细胞（鼠尾尖成纤维样细胞），利用实时定量ＰＣＲ法检测处理后 Ｈ１９基因的表达。结果：不同

浓度的５ａｚａｄＣ处理组之间Ｈ１９的表达无明显差异，但延长作用时间可使Ｈ１９表达增强；ＴＳＡ使Ｈ１９的表达下降，但无时间

依赖性。结论：长时间低浓度的５ａｚａｄＣ能增强供核细胞中 Ｈ１９基因的表达，而ＴＳＡ则使 Ｈ１９的表达减弱，为体细胞克隆

中表观遗传修饰抑制剂的选择及后续基因印迹研究提供了依据。

［关键词］　Ｈ１９基因；甲基转移酶抑制剂；组蛋白脱乙酰基酶抑制剂；５ａｚａｄＣ；ＴＳＡ；供核细胞
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　　随着多莉羊的诞生，体细胞克隆（核移植）由于
在治疗性克隆和动物疾病模型等方面广泛深远的应

用而备受关注。供核细胞是影响体细胞克隆效率的
关键因素之一，选择合适的供核细胞是提高克隆效
率的有效方向之一［１］。在体细胞克隆中，供体核来
自高度分化的体细胞，体细胞在分化过程中，细胞核
获得了高度特异的ＤＮＡ和染色质的表观遗传修饰
（ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ），但当供体细胞核被移入去
核的卵母细胞后，供体核必须经过重编程（ｒｅｐｒｏ
ｇｒａｍｍｉｎｇ），去除特定的表观修饰，使重构胚具有与
受精卵相同的核等价性（ｎｕｃｌｅａｒｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｙ），从而
获得发育的全能性［２］。因此，预先存在于供核细胞
中的表观修饰将影响随后的重编程和重构胚的发

育，通过药物去除预先存在于供核细胞中的表观遗
传标记将有助于重编程效率的提高。ＤＮＡ甲基化
和组蛋白乙酰化是表观遗传修饰的重要组成部分。
甲基转移酶抑制剂———５氮脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅ
ｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａｄＣ）和组蛋白去乙酰基酶抑制
剂———曲古霉素 Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）是目前体
细胞克隆研究中去除表观遗传标记最常用的两种药

物，并取得一定的效果［３４］。

　　Ｈ１９是最早发现的印迹基因，是一种生长调节
基因，在胚胎和胎盘组织中高度表达［５］。Ｈ１９的异
常表达被认为是克隆胚胎出现异常表型的重要原因

之一，鼠尾尖成纤维样细胞是常用的供核细胞。

Ｇｒａｎｄｊｅａｎ等［６］用半定量的方法显示ＴＳＡ影响胚胎
成纤维细胞 Ｈ１９的表达，而本研究将利用实时定量

ＰＣＲ法检测不同浓度５ａｚａｄＣ及ＴＳＡ作用不同时
间对鼠尾尖成纤维样细胞 Ｈ１９基因表达的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　Ｃ５７ＢＬ／６和ＤＢＡ／２小鼠购
自国家啮齿类实验动物种子中心上海分中心，逆转
录试剂购自 Ｔｏｙｏｂｏ公司，实时定量 ＰＣＲ试剂盒

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ购自大连 ＴａＫａＲａ公司，

ＫＳＯＭ（Ｋ＋ｍｏｄｉｆｉｅｄｓｉｍｐｌｅｘｏｐｔｉｍｉｚｅｄｍｅｄｉｕｍ）胚
胎培养液购自美国ＳｐｅｃｉａｌｔｙＭｅｄｉａ公司，其余试剂
无特别说明均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　成纤维样细胞的培养及给药　从出生后８～９
周的Ｂ６Ｄ２Ｆ１（Ｃ５７ＢＬ／６×ＤＢＡ／２）雌鼠取下部分尾尖，
进行原代培养和传代，培养于含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中［７］。在细胞密度约５０％时给予
不同浓度（０、０．０１、０．０８、０．３和１．２５μｍｏｌ／Ｌ）５ａｚａｄＣ
处理２４ｈ后进行总ＲＮＡ的抽提；或给予０．３３μｍｏｌ／Ｌ
的ＴＳＡ分别处理０、６、１２、１８和２４ｈ后进行总ＲＮＡ

的抽提；或给予１．２５μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣ处理２４ｈ后继
续在０．３μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣ处理４８ｈ后进行总ＲＮＡ
的抽提（５ａｚａｄＣｌｏｎｇ），或撤去５ａｚａｄＣ，继续常规培
养１周后再进行总ＲＮＡ的抽提（１Ｗ）。以未做任何
药物处理的细胞作为对照（Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ）。

１．３　总ＲＮＡ的抽提和ｃＤＮＡ的合成　１ｍｌＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂加入１×１０６个细胞，按常规方法抽提细胞
总ＲＮＡ。以ｏｌｉｇｏＴ２０为引物，每份加入 ＲＮＡ０．５

μｇ为模板，按逆转录试剂盒操作说明合成ｃＤＮＡ。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ定量检测 Ｈ１９的相对表达　取
上述ｃＤＮＡ产物１μｌ做模板，以ＧＡＰＤＨ作为内参
照，利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料实时定量ＰＣＲ检测 Ｈ１９
基因在不同处理组中的相对表达。Ｈ１９上游引物：５′
ＧＴＣＣＣＣＡＧＣＣＧＣＣＡＣＡＡＣＡＴＣ３′，下游引物：

５′ＧＧＧＣＣＣＴＴＴＣＣＧＣＡＣＣＡＧＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ上
游引物：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下
游引物：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。
实时ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性１０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃
４０ｓ，４０个循环。每个样品重复３次取平均值，以未处
理组成纤维样细胞中 Ｈ１９基因的表达量为基准样品
（Ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ）计算相对表达量［８］。

１．５　重构胚的形成及体外培养　参照文献［９］，以

Ｂ６Ｄ２Ｆ１卵母细胞为胞质受体，分别以ＴＳＡ处理０ｈ
和１２ｈ的鼠尾尖成纤维样细胞为核供体进行体细胞
克隆，形成的重构胚用 ＫＳＯＭ 进行体外培养，记为

ＴＳＡ０组和ＴＳＡ１２组。

１．６　统计学处理　应用ＳＡＳ６．１２统计分析软件对
实验数据进行统计分析，Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结　果

２．１　不同浓度５ａｚａｄＣ处理对 Ｈ１９表达的影响　
结果表明：不同浓度的５ａｚａｄＣ处理组之间以及与
未处理组间 Ｈ１９的表达无明显差异（图１）。

图１　不同浓度５ａｚａｄＣ处理２４ｈ后

供核细胞中Ｈ１９的相对表达

Ｆｉｇ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９ｉｎ

ｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ａｚａｄＣ
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２．２　ＴＳＡ处理不同时间对 Ｈ１９表达的影响　结果
表明：在ＴＳＡ的处理下，Ｈ１９的表达显著下降，但随
着处理时间的延长，下降程度无明显改变（图２）。

图２　ＴＳＡ处理不同时间后供核细胞中Ｈ１９的相对表达

Ｆｉｇ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９ｉｎ

ｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＳＡ
　Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ（ＮｏＴＳＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ）

２．３　低剂量５ａｚａｄＣ处理不同时间对 Ｈ１９表达的
影响　结果表明：用低剂量５ａｚａｄＣ延长作用时间
能使 Ｈ１９的表达发生显著升高；Ｈ１９的表达升高在
撤药后进行１周常规培养，表达无明显改变（图３）。

图３　不同处理条件下供核细胞中Ｈ１９的相对表达

Ｆｉｇ３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９ｉｎｄｏｎｏｒ

ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ：Ｗｉｔｈｏｕｔ５ａｚａｄＣ；５ａｚａｄＣ：Ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ１．２５

μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣｆｏｒ２４ｈ；５ａｚａｄＣｌｏｎｇ：Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１．２５

μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣｆｏｒ２４ｈ，０．３μｍｏｌ／Ｌ５ａｚａｄＣｆｏｒａｎａｄｄｉｔｉｏｎａｌ４８

ｈ；１Ｗ：Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ａｚａｄＣｌｏｎｇ，ｉｎｎｏｒｍａｌｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｏｕｔ

５ａｚａｄＣｆｏｒｏｎｅｗｅｅｋ．Ｐ＜０．０５ｖｓＵｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．４　ＴＳＡ处理后重构胚的形成情况　结果表明：

ＴＳＡ０组和 ＴＳＡ１２组重构胚在卵裂率上无明显差
异，但在随后的体外发育率上，ＴＳＡ１２组的发育率较
高（表１）。

表１　供核细胞经ＴＳＡ处理后重构胚的体外发育

Ｔａｂ１　ＩｎｖｉｔｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｅｍｂｒｙｏｓｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈｄｏｎｏｒｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＳＡ

Ｇｒｏｕｐ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｍｂｒｙｏｓ（ｎ） ＰＮｆｏｒｍｅｄ［ｎ（％）］ Ｔｗｏｃｅｌｌｅｍｂｒｙｏｓ［ｎ（％）］ Ｄｅｖｅｌｏｐｅｄａ［ｎ（％）］

ＴＳＡ０ ８７ ８３（９５） ７５（９０） １７（２０）

ＴＳＡ１２ ７６ ７１（９３） ６６（９３） ２５（３５）

　Ｐ＜０．０５ｖｓＴＳＡ０ｇｒｏｕｐ；ａＥｍｂｒｙｏｓｏｆｔｈｅｍｏｒｕｌａｏｒｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓｔａｇｅ

３　讨　论

　　本研究运用不同浓度和（或）不同作用时间的甲
基转移酶抑制剂５ａｚａｄＣ和组蛋白去乙酰基酶抑制

剂ＴＳＡ处理供核细胞，结果表明：低浓度较长时间

的５ａｚａｄＣ处理使供核细胞中 Ｈ１９基因的表达增

强，而ＴＳＡ则使 Ｈ１９的表达减弱，为体细胞克隆中

表观遗传修饰抑制剂的选择及后续的基因印迹研究

提供实验依据。

　　Ｈ１９是最早发现的印迹基因之一，具有调节生

长功能。Ｈ１９被敲除的小鼠出生时的体质量呈增长

的趋势，这与当前哺乳动物克隆胚胎出现的异常表

型如胎盘肥大、胚胎过重等相似；在死亡的克隆动物
中 Ｈ１９常是双等位基因表达的［１０］。结果说明供体
核中的 Ｈ１９基因没有正确的重新编程可能是引起

克隆胚胎异常表型的重要原因之一。对核移植中

Ｈ１９基因的系统研究，将有助于理解体细胞克隆的

可能机制。

　　哺乳动物体细胞核移植是利用核质关系理论，

使重构胚具有与受精卵相同的核等价性，促使重构
胚发育形成个体［２］。核质关系对重构胚的影响主要
表现在诱导已分化的供核去分化、重编程、恢复全能

性。已有研究表明克隆胚胎显示出特异于供核细胞

的特征，利用甲基转移酶抑制剂和组蛋白去乙酰基

酶抑制剂去除存在于供核细胞上的表观遗传标记将

使供体核更易获得正确的重编程［１１］。Ｄｉｎｇ等［４］将

５ａｚａｄＣ和ＴＳＡ作用于供核细胞和克隆胚胎显著
改善克隆胚的发育；Ｋｉｓｈｉｇａｍｉ等［３］获得经 ＴＳＡ处
理后的克隆鼠。

　　ＤＮＡ甲基化是基因组的主要表观遗传修饰方

式，是基因表达精确调控的方式之一。细胞通过

ＤＮＡ甲基转移酶维持其在分裂增生中 ＤＮＡ甲基

化的稳定。ＤＮＡ 甲基转移酶抑制剂则抑制 ＤＮＡ
甲基转移酶的作用使细胞甲基化水平降低。５ａｚａ
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ｄＣ是一种常用的ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂。体细胞

克隆所用的供体细胞，如成纤维细胞以及其他高度

分化的体细胞中，基因组具有较高的甲基化水平，具

有体细胞的典型特征。在本研究中，我们用不同浓

度的５ａｚａｄＣ来处理供核细胞，却发现供核细胞

Ｈ１９基因的表达没有明显改变。其原因可能为５

ａｚａｄＣ的浓度较低所致。由于５ａｚａｄＣ具有一定

的细胞毒性［１２］，而在体细胞克隆中，供体核还必须

保持活力并指导重构胚的发育，因此体细胞克隆研

究中使用５ａｚａｄＣ的浓度较低，本研究采用的浓度

均为目前体细胞克隆研究报道中使用５ａｚａｄＣ的浓

度［４，８］。此外，本研究还尝试在较低浓度下延长５

ａｚａｄＣ的处理时间，引起 Ｈ１９基因表达增强，可能

为由于时间的延长累积了微小的改变达到了检测的

灵敏度。并且我们还观察到，升高的 Ｈ１９表达，即

使在撤去５ａｚａｄＣ后仍保持不变，这一结果支持了

以前的研究，认为ＤＮＡ的甲基化在体细胞的一些

印迹基因座上，能产生可遗传的表观遗传修饰［１３］。

另一可能原因是除ＤＮＡ甲基化外，还有其他表观

修饰调控 Ｈ１９基因的表达，如组蛋白乙酰化等。

　　ＴＳＡ是一种去乙酰基酶抑制剂，它能够抑制去

乙酰基酶（ＨＤＡＣ）的活性，使组蛋白高度乙酰化，以

此调节基因的表达。但在本研究中，我们用不同作

用时间的ＴＳＡ来处理供核细胞时，却发现供核细胞

Ｈ１９基因的表达是下降的，随着作用时间的延长，下

降的程度无明显改变，提示 ＴＳＡ对 Ｈ１９的表达有

明显的抑制作用，但无时间依赖性。ＴＳＡ处理能够

改善供核细胞重构胚的体外发育。
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