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摘要 体细胞核移植(体细胞克隆)技术在动物生产、医药工业、治疗性克隆以及对珍稀濒危动物的拯救有重要意义，然而克
隆效率低下以及克隆动物发育异常，严重制约了克隆技术的发展和应用．在体细胞核克隆中，供体核来自高度分化了的体细

胞，发生在核移植后几小时内供体核的重编程，决定了克隆胚胎的发育能力．印记基因是由等位基因表观遗传修饰的不对称

导致的基因表达具有亲本选择性，而 DNA甲基化是调控印记的一个主要方式．印记基因 Mash2在胚胎发育和器官形成过程
中起着非常重要的作用．为了探求核移植过程中 Mash2基因 DNA甲基化的表观重编程是否充分，利用亚硫酸氢盐测序法对
出生 48 h内死亡的体细胞核移植牛和正常对照牛肺脏中 Mash2 基因的 DNA 甲基化状态进行分析．结果显示，尽管位于

Mash2基因启动子和第一个外显子处的 CpG岛在正常牛和克隆牛中甲基化水平都不高(20.04%，5.55%)，但克隆组的甲基化
水平仍显著低于正常对照组 (P < 0.05)．甲基化模式正常组中 9N3有 5种不同的形式，9N4仅 1种；而克隆组 9C3和 9C5也
分别是 1种．推测 Mash2基因的异常 DNA甲基化很可能是导致克隆牛肺脏发育异常的一个重要原因．
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自从 1997年第一个体细胞克隆动物“多莉”
诞生以来[1]，目前应用体细胞核移植技术已经相继

得到了包括绵羊[2]、牛 [3]、小鼠 [4]、山羊 [5]、猪 [6]、

兔[7]、猫[8]、大鼠[9]、马[10]、骡子 [11]、狗[12]、雪貂[13]

和野牛[14]在内的 13个物种的体细胞克隆个体，应
用这一技术还得到了猕猴的全能胚胎干细胞系[15]，

体细胞克隆将一个崭新的世界呈现在我们面前．这

一技术的发展与应用不仅对动物生产、医药工业、

治疗性克隆以及珍稀濒危动物的拯救有重要意义，

而且涉及到“克隆人”的理论和伦理问题[16]，然而

克隆效率低下以及克隆动物发育异常严重制约了克

隆技术的发展和应用．

在体细胞核克隆中，供体核来自高度分化的体

细胞，在分化过程中，体细胞核获得了高度特异的

DNA和组蛋白的表观遗传修饰，而发生在克隆后
几小时内供体核的表观遗传修饰重编程，决定了克

隆胚胎的发育能力，然而目前对这些重编程过程了

解较少[17]．印记基因是由等位基因表观遗传修饰的

不对称导致的基因表达具有亲本选择性 [18]，DNA
甲基化是调控印记的一个主要方式[19]．印记基因在

哺乳动物胚胎和胎盘生长发育过程起十分重要的作

用[20]，而印记基因异常表达的遗传病人和印记基因

定点敲除的小鼠中，存在着和体细胞克隆动物类似

的表型异常[21-23]，所以印记基因在体细胞克隆动物

中的重编程更引人关注．

Mash2 (mammalian achaete-scute complex
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homologue-like 2)是父源印记母源表达基因，其编
码构象为螺旋 -环 -螺旋的转录因子，刺激单核滋
养层细胞增殖和抑制双核细胞形成[24]．该基因的缺

失会使成胶质细胞缺失及绒毛膜发育不完全，从而

导致胎儿早期的子宫内死亡[25]．我们在研究中发

现，多数新生死亡的体细胞克隆牛表现出肺脏发育

异常[26]，本试验运用亚硫酸氢盐测序法对印记基因

Mash2在出生 48 h内死亡的克隆牛和正常对照牛
肺脏中的 DNA 甲基化状态进行检测，试图揭示
Mash2基因 DNA甲基化修饰的重编程与体细胞克
隆动物肺脏发育异常的关系．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物．

以 4岁的优质荷斯坦母牛的皮肤成纤维细胞
作为供体细胞进行核移植生产克隆牛，过程参见文

献[27]．将出生 48 h内死亡的体细胞核移植牛死后
立即进行解剖，来自人工授精的正常对照牛在出生

48 h内也被屠宰取样，采集的所有内脏器官样本放
入液氮备用．

本实验选择 2头出生死亡的体细胞核移植牛
9C3和 9C5的肺脏为实验材料：前者肺脏未充起
并且肺泡壁肥厚；后者肺脏瘀血且六片肺叶互不相

连．同时以 2头正常母牛 9N3，9N4为对照．
1.1.2 主要试剂．PMD18-T载体、EcoR玉购自大
连 TaKaRa 公司； Taq DNA 聚合酶购自北京
TianGen公司；DNA甲基化试剂盒购自北京 Zymo
公司；UNIQ-10胶回收试剂盒、D2000marker购自
上海 Sagon公司．
1.2 实验方法

1.2.1 基因组 DNA提取．取少量肺脏组织剪碎于
1.5 ml离心管中，加入 600 滋l DNA提取液和 20 滋l
蛋白酶 K，混合物于 37℃消化过夜，次日通过传
统的酚氯仿异戊醇法抽提，于无水乙醇中沉淀，最

后再用 TE溶解．
1.2.2 亚硫酸氢盐处理．约 200 ng的基因组 DNA
经 EcoR玉消化后，按照说明书用 DNA甲基化试剂
盒进行亚硫酸氢盐处理．

1.2.3 引物设计．从 NCBI数据库中获得牛 Mash2
(DQ381723)基因序列，使用 Oligo 6.0 软件和在线
软 件 (http://www.urogene.org/methprimer)， 针 对
Mash2基因亚硫酸氢盐转换后的 DNA序列设计特

异性引物，要求引物中没有 CpG位点并且转换的
序列中引物序列要多于 2个胞嘧啶[11]．半巢式 PCR
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，

分别为，外 (内 )正向：5忆 AAGGGGAGGTAAG-
GGAAAGAG 3忆，外反向：5忆 ACCCCAAATTCAC-
CAACTTCA 3忆，内反向：5忆 CTACCAAAACTCC-
CCCTAATAC 3忆．
1.2.4 PCR扩增及检测．半巢式 PCR扩增 Mash2
基因的 247 bp片段，反应体系为 25 滋l：17 滋l双
蒸水，2.5 滋l 10伊PCR缓冲液，2 滋l dNTP，2 滋l亚
硫酸氢盐转换后的 DNA 模板，0.5 滋l 上游引物
(10 滋mol/L)，0.5 滋l下游引物(10 滋mol/L)和 0.5 滋l
Taq酶．第一轮 PCR程序如下：94℃预变性 10 min；
94℃ 30 s，57℃ 30 s，72℃ 45 s，共 35 个循环；
72℃延伸 10 min． 第一次 PCR产物稀释 10 倍后
取 2 滋l 作为第二轮模板，体系同上，程序如下：
94℃ 30 s，54℃ 30 s，72℃ 30 s，共 30 个循环；
72℃延伸 10 min．二次 PCR产物在 1.2%琼脂糖凝
胶中电泳检测．

1.2.5 克隆和 DNA测序．二次扩增产物通过 1.2%
的琼脂糖凝胶电泳后在紫外灯下显影，切胶后利用

UNIQ-10柱式 DNA胶回收试剂盒纯化凝胶，纯化
后的片段与 PMD18-T载体连接，涂板转化后每一
个体各挑取 9个单一的阳性克隆送上海生工生物工
程技术服务有限公司测序．

1.2.6 数据分析．依据文献[28-29]，按甲基化的
CpG含量将获得的序列结果分为两类：定义每一
条链mCpGs逸50%的为甲基化链，mCpGs < 50%的
为非甲基化链．计算每一个体中 mCpG 占全部
CpG的百分比，通过 SPSS10.0统计分析软件确定
核移植个体和正常对照个体组间甲基化的差异显著

性，当 P < 0.05时，差异显著；P > 0.05时，差异
不显著．另外，还观测正常牛和体细胞核移植牛这

两组个体中不同的甲基化模式，在被检测的 28个
CpG位点中，被测序的克隆中甲基化的 CpG位点
完全相同的为一种甲基化模式．

2 结果与分析

2.1 Mash2基因 CpG岛的分析
通过 MethPrimer网站对该基因进行 CpG岛预

测分析，扩增其启动子和第一个外显子的部分序列

共 246 bp，其中包括 28个 CpG位点(图 1)．
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Fig. 2 Photographs of representative gels
of Mash2 gene from PCR analysis

M: DL2000 marker; 1～4: The PCR product of 9N3, 9N4, 9C3 and 9C5.

Fig. 1 Nucleotide sequences for a 247 bp Mash2 fragment
DNA sequence of 5忆 regulatory region of Mash2 gene (upper strands) and the sequence of bisulfite-converted DNA (lower strands), primer sequences are

underlined, each CpG is numbered and shown in box.

2.2 PCR扩增
以亚硫酸氢盐处理后的 DNA 为模板，利用

图 1中所示引物(下画线)进行半巢式 PCR扩增，得
到 Mash2基因一段 247 bp的片段，电泳图见图 2，
其中包括图 1中标出的 28个 CpG位点．

2.3 Mash2基因甲基化状态
利用亚硫酸氢盐测序法，检测了 Mash2 基因

启动子和第一个外显子处 28个 CpG位点在两头正
常对照牛和核移植牛的肺脏中的甲基化状态，结果

见图 3，观察发现，在正常对照和克隆牛中 Mahs2
基因的 DNA甲基化状态是不同的，正常组 9N3个
体有 5种不同的甲基化模式，9N4仅 1种，而克隆
组 9C3 和 9C5 分别是 1 种甲基化模式．全部的
mCpGs占总 CpGs百分比及平均甲基化水平的数据
见表 1，核移植组与正常对照组的甲基化水平分别
为 5.55%和 20.04%，核移植显著低于正常对照组
(P < 0.05，图 4)，克隆个体 9C5甲基化水平极低，
被检测的 28 个 CpG 位点中甲基化程度仅为
0.4%．
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Gene Sample
Number of clones

analyzed
Percentage of strands

with逸 50% mCpGs/%
Percentage of

mCpGs overall/%
Mean methylation levels/%

(n=18, x 依 s)/%

Mash2

9 0 11.65
20.04 依 9.99

9 0 28.92

9 0 10.76
5.55 依 5.36*

9 0 0.40

N
9N3

9N4

C
9C3

9C5

Fig. 3 Methylation profiles of 28 CpGs of Mash2 in controls and clones
Opened and closed circles represent unmethylated and methylated CpGs. Dotted circles represent CpGs missing. 9N3 and 9N4 are normal controls

which were killed within 48 h after birth, and 9C3 and 9C5 are clones which died within 48 h of birth.

3 讨 论

哺乳动物体细胞克隆的成功，使现代生物技术

翻开了崭新的一页，体细胞克隆与分子育种相结

合，可以迅速、大量地扩增优秀的畜禽资源．与胚

胎干细胞技术相结合，可为人类器官移植提供所需

的供体器官．与转基因技术相结合，可制备能生产

重要医药蛋白的转基因动物，应用于发育生物学和

人类医学领域，将为研究胚胎发育、核质关系、去

分化和人类健康等基础理论的发展和完善提供试验

基础．

Table 1 Summary of DNA methylation in the bovine Mash2 gene

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 131415 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 2728 CpG

9C5

9C3

9N4

9N3

10

0

20

30

40

50

*

Mash2

Fig. 4 Mean methylation levels of bovine Mash2 gene
: N(Normal control). : C(Clone group). *P < 0.05.

N: Normal control; C: Clone group. *P < 0.05.
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因此，高效的体细胞克隆技术和制备健康的体

细胞克隆动物成为必需．然而克隆技术的低效率和

克隆动物的发育异常严重阻碍了克隆技术的应用和

发展．印记基因重编程紊乱在体细胞克隆动物中普

遍存在[30-32]，由于发生在 DNA‘CG’二核苷酸上
的甲基化是调控印记的一个主要方式，所以关于印

记基因甲基化在体细胞克隆动物的研究备受关注，

研究克隆小鼠胚胎和胎盘中印记基因的甲基化，发

现印记基因 H19 [31, 33]、IGF2R [31]、IGF2 [33]、Snprn [33]

存在异常甲基化状态．在克隆牛胚胎中发现 Snrpn
基因的 DMR甲基化严重缺失，并且在被检组织中
呈双等位基因表达[34]．在克隆牛组织中 H19基因[35]

和 Igf-2r[36]的甲基化水平异常．本研究利用亚硫酸

氢盐测序法对印记基因 Mash2在正常牛和克隆牛
肺脏中的甲基化状态进行分析，结果显示，尽管位

于 Mash2基因启动子和第一个外显子处的 CpG岛
在正常牛和克隆牛中甲基化水平都不高(20.04%、
5.55%)，但克隆组的甲基化水平仍显著低于正常对
照组 (P < 0.05)，而且克隆个体 9C5甲基化水平极
低，被检测的 9个克隆 252(9伊28)个 CpG位点中只
有一个 CpG 位点是甲基化的，甲基化程度仅为
0.4%．我们选取的 2个克隆牛的肺脏都是发育有
严重缺陷的，其中 9C5肺脏瘀血且六片肺叶互不
相连，尽管目前还没有研究证实 Mash2 调控肺脏
的发育，但 Mash2基因编码构象为螺旋 -环 -螺旋
的转录因子[18]，调控众多的下游靶基因，仍然可以

推测 Mash2基因的低甲基化水平可能是造成克隆
动物肺脏发育缺陷的原因之一．鉴于 Mash2基因
在正常牛中甲基化程度也不是很高，而且同一个体

不同测序克隆间甲基化水平变化不大，提示 DNA
甲基化修饰在 Mash2基因印记的机制中可能有其
他的 CpG岛位点．
目前供体核的表观重编程除了包括 DNA甲基

化修饰外，还涉及组蛋白修饰(如乙酰化甲基化
等)、染色质重塑及非编码 RNA的调控等，因此想
全面了解克隆动物供体核的表观遗传重编程，必须

从多方面进行综合分析，才能彻底解决克隆效率低

下问题．
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DNA Methylation Status of Mash2 in Lungs
of Somatic Cell Cloning Bovines*
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Abstract Somatic cell nuclear transfer (SCNT, Somatic cloning) has been succeeded in some species, but the
low cloning efficiency limits its application in many areas, including medicine industry, therapeutic cloning and the
propagation of rare animals. In somatic cell nuclear transfer process, the donor nucleus requires epigenetic
reprogramming to a totipotent ground state. Although molecular events within hours of nuclear transfer determine
the fate of cloned embryos, it is disappointing that so little is known about these events during the early
development of cloned embryos. Genomic imprinting is the differential expression of a gene based upon parental
inheritance. DNA methylation is a known regulator of major genomic imprinting, and many imprinted genes are
associated with DMRs that play a role in regulating their allele specific expression. Mash2 is an imprinted gene that
plays important role in embryo development and organogenesis. Aberrations were often observed in the lungs of
most deceased cloned calves died around birth. In an effort to determine whether the DNA methylation
reprogramming of Mash2 is efficient in somatic cloning animals, the DNA methylation status of Mash2 was
analyzed in lungs of deceased somatic cloning bovines that died within 48 h of birth using bisulfite sequencing
analysis. The results demonstrated that cloned bovines showed significantly lower DNA methylation of Mash2 than
controls (P < 0.05), and both showed low methylation (20.04% and 5.55%)，and the percentage of overall mCpG
in 9C5 was only 0.4%；the types of methylation patterns were five in 9N3 and one in 9N4，while only one type
were found in cloned cow．The abnormal DNA methylation of Mash2 may contribute to the lung development
defects and the low efficiency of somatic cloning.
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