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了核移植绵羊．证明了培养细胞的核移植全能 

性。他们的结果为全能性细胞的建立开辟了新 

途径，因此，可以进行猪胚胎 PGCs或囊胚细胞 

培养以获取 ES细胞或棱移植全能性细胞。 

2 核受体 

卵母细胞可以重排发育的供体核，使供体 

核重新开始发育，但尚不清楚重排因子是什么。 

Ding等 发 现猪 卵母 细胞发生生发 泡破裂 

(Germinal vesicle breackdown，GVBD)时蛋白质 

合成发生质的变化，这种变化是卵母细胞成熟 

和原核发育所必需，一个与雄原核形成与发育 

有关的25／22kD多肽可能是重排因子。 

受体卵母细胞可采用_4本内成熟的和体外成 

熟的卵母细胞。Pranther等l1 体内成熟卵母 

细胞为受体获得核移植猪，Nagashima等 用 

体外成熟卵母细胞作受体进行猪的核移植，重 

组胚能正常发育。Schoenbeck等l1 发现蛋白 

质文库体外成熟与体内成熟卵母细胞一样。猪 

卵母细胞件外成熟时间不同，孤雌活化后原核 

形成时间也不同，卵母细胞成熟时间和激活 融 

合方法对移人核的加工也有一定影响，Stumpf 

等 一发现 42h和 64h成熟的卵母细胞活化后 

原核形成时间分别为 6h和 2h。以 8 16细胞 

期胚卵裂球作供体，42h成熟卵为受体，同时激 

活、融合的重组卵 20h后核缩小，激活 6h后融 

合的重组卵 20h后核膨大；64h成熟的卵作受 

体，融合后20h核膨胀，与激活、融合方法无关。 

这也说明激活卵具有重排核的能力。 

成熟卵母细胞在细胞静止因子(Cytostatic 

factor，csF)作用不滞留在 MⅡ期，胞质内含有 

丰富的成熟促 进 因子 (Maturation promoting 

factor，MPF)，受精或激活后，胞质内 ca 浓度 

迅速增加．使 GSF活性消失，也使 MPF失活， 

卵母细胞进入有丝分裂期 (活化)。Pmchdzka 

等it2]推测猪卵母细胞活化后 lh内 MPF活性 

就消失了，并认为猪卵母细胞的活化不需要成 

熟(MⅡ期)后的继续培养(Aging)。卵的活化 

方法有多种，朱裕鼎等用 ca 载体和 7％酒精 

对猪卵 母 细胞 的 活化 率分 别 为 16．5％ 一 

25．4％和 18．25％ 一35．3％；Prather等L1 

120v／mm直流电场 30gS一次电脉冲，卵的激 

活率 81％，并得到棱移植猪 Prather及其同事 

们【10,13,“ 研究了第二信使在猪卵激活中的作 

用，成熟卵母细胞注入G一蛋白激活剂GTP一7 S， 

卵母细细胞发生与受精同样的变化，如皮质颗 

粒排出、蛋白质合成变化、原核形成和囊胚发 

育，说明猪 的卵母细胞激活与 G一蛋 白途径有 

关。G一蛋白激发磷酸肌醇途径，导致胞内钙池 

钙的释放，从而卵被激活，电激活液中加入 Di 

(1，2-dioctanoy1．sn—glycerol，)能增加电激活效 

率，激活卵蛋白质的合成与原核期胚胎相似。 

蛋白激酶抑制剂直接处理能激活卵母细胞．说 

明蛋白质磷酸化的降低使 MPF失活而激活卵， 

但广谱蛋白激酶抑制剂不能引起所有正常受精 

时发生的事件，它能引起原核形成，22一kD蛋白 

出现，但不能引起皮质颗粒排出，卵未能发育到 

囊胚期，说明蛋白激酶的抑制不是这些卵母细 

胞激活的唯一机制。 

3 核质相互作用 

去核卵母细胞质能使移入的胚核发育钟回 

到受精卵状态，重新开始发育。卵母细胞质对 

核的重排包括染色体凝集、核膜破裂、染色体又 

去凝集、原核形成、供体核在第一次分裂周期显 

著膨胀等。对兔的研究表明．内细胞团(ICM) 

和滋养层细胞移入卵母细胞后．原核形成时间 

与8—32细胞期细胞相 比较迟，形成的原核也 

较小，猪的晚期供体核形成的原核也小，但 ICM 

的重组胚也能发育到囊胚期，说明核形态上的 

完全改变不是重组胚发育所必需，其发育率低 

于早期核也说明它对发育是有益的．可以反映 

重排和核支持发育的能力。 

核重排的机制还不清楚，但重排明显地伴随 

着重组细胞核与细胞质间的蛋白质交换 两栖 

类上的研究表明核移入卵岳，核的酸性蛋白质消 

失而细胞质酸性和碱性蛋白质进入供体核内。 

核的基因活动也受到调节，发育的基因表达活性 

被重排，在正常卵中表达的基因表达，其余基因 

活性被抑制 Prather等 把 16+细胞期胚核移入 
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卵母细胞，就探测不到 RNA的转录，说明卵母细 

胞质抑制了l6一细胞期的核基因活性。 

核供体与受体必需在细胞周期上协调，才 

能使重组胚正常有效地发育。核移入卵母细胞 

后，G 期核的重组胚有丝分裂结构和染色体结 

构正常，s期核重组肛有丝分裂结构和染色体 

结构异常。牛重组卵 DNA合成的研究表明，当 

核处于 G ／s期，卵母细胞激活与否，均发生 

DNA合成；G2核在受体未激活时合成 DNA，激 

活后卵母细胞作受体时无 DNA合成。对猪的 

研究也发现 G 期 2一细胞胚核移入卵母细胞后， 

DNA合成过程与正常 2一细胞胚相似。由于大 

部分早期胚胎卵裂球处于 s期，移入未激活卵 

母细胞后，DNA又复制一次，就形成大量非二 

倍体重组胚，造成发育停滞或死亡，这也是核移 

植效率低的一个主要原因。因此，核移植时，要 

使供体细胞周期同步在 Gl期，否则，采用卵母 

细胞先激活后融合的办法，这样，核 DNA复制 

不受影响．而保持完整的二倍体。Cheong等L1 J 

发现鼠早(相 当于 G )期 2一细胞胚细胞作供体 

的囊旺发育率显著高于中(相当于 s)、后(相当 

于 )期供体(分别为 77．8％，0％和 20．8％)， 

并以G 期核作供体得到了 4一和 8一细胞胚核移 

植后代。 

猪胚胎具有对低温敏感等特殊性，又是多胎 

动物，猪胚胎移植的成功需要较多的供体胚胎 ， 

因此核移植难度较大。猪胚胎在体外培养时，存 

在 细胞期的发育阻滞，可以采用与输卵管上皮 

细胞共培养的办法克服，或改进简单培养基，如 

培养基中加入谷氨酰胺、牛磺酸和次牛磺酸可以 

促进猪的胚胎发育。为了减少胚胎培养过程中 

胚胎的损失，重组胚可以不经体外培养直接进行 

胚胎移植。在核移植胚胎的移植时，也可把胚胎 

移入同期化的已配母猪体由，以增加受孕机会， 

Prather等Ll 就采用了这种办法。 

核移植可以进行动物克隆，有广阔的应用 

前景，可以促进猪的育种和转基因猪的研究应 

用 目前，核移植的效率还比较低，还不能在生 

产上应用，这需要从卵母细胞的体外成熟、去核 

方法、激活与融合的方法、细胞周期同步化、胚 

胎移植等多方面入手进行研究，以提高核移植 

的效率，降低核移植的成本，简化操作步骤，使 

核移植技术早日进入生产应用。 

致谢 陈东宝提供部分资料，特此致谢。 
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一 钾 

枝角类摄食生物学研究中的几个问题 

王 岩 

青岛 再■ 面 66oo3) ． 沮  。} 
摘要 分别讨论了研究方法，i蚤的种类和个体大小，食物条件，溶氧，温度．光照，盐度等因素以及昼夜节 

律对枝角类摄食的影响。指出：(1)枝有类的滤水，摄食是受多 固索制约的复杂过程，不同方法，不同条 

件下对不同种类得出的结果往往差别很大，在数据的分析，比较和引用时应特别注意；(2)滤水率，摄食 

率和日粮的含义不同，其中日粮能较全面地反映出摄食强度；(3)枝有类对食物具有选择性，试验得到的 

滤水率是 搔的“有效滤水率 ，其一般较胸肢的实际滤水率低。固此认为引用文献中数据分析评价枝角 

类滤水和摄食对特定水体营养结构及功能的作用时须慎重，否则将产生较大偏差。 

翔词 淋率 撇率 携位． 兹 一 ( 双L -≯r寸 ： 
枝角类摄食生物学研究对于了解淡水水 

体，尤其是湖泊，水库等大型水体的营养结构与 

功能具有重要的意义，近四十余年来，国内外已 

分别针对不同种类，从不同角度做了大量工作。 

但由于试验对象，方法及条件的差别，这些研究 

结果变化很大，以至影响到不同工作间的比较 

和数据在 自然水体管理中的应用。下面，根据 

我们在实际工作中的体会，就枝角类摄食生物 

学研究中常见的几个问题进行讨论，以期对国 

内今后此方面工作的进一步开展有所裨益。 

1 研究枝角类摄食强度的方法 

根据定量技术的差别，枝角类摄食强度的 

测定方法通常可分为两类： 

1．1 早期研究枝角类摄食的常用方法是使受 

试潘在特定环境条件下摄食一段时间，用颗粒 

计数器或在显微镜下定量试验始，终容器中食 

物数量的变化，按公式： 

(1) f= V(1nC0一lnC )／ ￡ 

其中，，：滤水率(m[／个涵_h) 

C。：初始时食物密度(个细胞／rI1I) 

：结束时食物密度(个细胞／m1) 

：试验时间(h) 

v：试验水体体积(m1) 

n：{ 的数 目 

n：自然对数。 

(2) 』=f(C0+C )／2 

其中，』：摄食率(个细胞／个} -h)。 

或 』 =fB(C0+C )／2 

其中，j ：摄食率(rag／个潘-h) 

B：每个食粒生物量或重量 

(m 个食粒) 

(3) 日粮=(I ／w)×i00％ 

其中，W：潘的体重(mg) 

计算f 的滤水率，摄食率和日粮⋯。由于显微 

镜定量方法有一定误差，故试验时间一般较长 

(4—24h不等)，其间食物(单细胞藻)的增殖和 
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