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运用反义寡核苷酸研究非洲爪蛙

母源基因的功能
史慧娟  顾  斐  陶庆华*
(清华大学生命学院, 北京 100084)

摘要      母源基因在动物胚胎早期发育中的功能是发育生物学研究领域的难点之一。在过去

二十多年里, 反义寡核苷酸介导的反向遗传学技术在多种模式生物中均得到广泛应用, 在非洲爪蛙

母源基因功能分析中, 反义寡核苷酸介导的mRNA降解和受体转移(host transfer)技术的联合使用, 
确立了以转录因子VegT和Wnt信号分子家族成员Wnt11为代表的母源基因在非洲爪蛙胚胎早期图

式建成中的重要功能。目前, 非洲爪蛙仍然是研究脊椎动物母源基因功能最为方便的模式系统, 因
此, 该文将在简要叙述VegT和Wnt11调控胚胎三胚层的决定与分化和背方组织者中心诱导过程中

的作用的基础上, 较为详细地介绍反义脱氧寡核苷酸降解母源mRNA的原理和其与受体转移技术

结合使用, 分析非洲爪蛙母源基因功能的详细技术流程。
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Study the Function of Maternal Genes Using Antisense 
Oligonucleiotide and Host Transfer Technique

                                                Shi Huijuan, Gu Fei, Tao Qinghua*
(Tsinghua University School of Life Sciences, Beijing 100084, China)

Abstract        Xenopus laevis has been an important model organism for the study of fundamental questions in 
molecular biology, cell biology, membrane physiology and developmental biology. In the past two to three decades, 
Xenopus has been demonstrated as the most amenable vertebrate model system for deciphering the function of ma-
ternal genes. By the combinatorial use of antisense oligodeoxynucleotide-mediated mRNA degradation and host 
transfer techniques, maternal transcriptional factor VegT has been demonstrated to play essential roles in the mesen-
doderm induction and maternal Wnt11 as a critical component of the maternal dorsal determinants. In this review, 
we will introduce the principles related to the design and use of antisense oligodeoxynucleotide for the depletion of 
maternal mRNA of interest and the detailed procedures of host transfer technique.
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1   母源基因与非洲爪蛙早期胚胎图式建成
非洲爪蛙(Xenopus laevis)不仅是细胞生物学、

生物化学、膜蛋白生理学等领域的优良研究模型, 
也是一种重要的发育生物学研究模式脊椎动物。该

系统具有以下特点: (1)完全体外发育。非洲爪蛙常

年可以响应外源雌激素(human chorionic gonadotro-
pin, HCG)而排卵, 每次排卵量可达1 000~3 000枚。

体外授精操作简便。(2)胚胎体积较大。非洲爪蛙成

熟的卵母细胞和受精卵直径约为1~1.5 mm, 在解剖

镜下可以进行注射、胚胎组织切割、组织/细胞移植

等显微操作。(3)胚胎早期发育周期较短。在21~23 
°C的条件下, 受精卵一个半小时后开始第一次卵裂, 
随后进行11次同步化快速卵裂(25~30 min/cycle), 期
间合子基因组处于无转录状态; 7~8 h后, 进入囊胚

中期, 合子基因组开始转录, 在2~3 h内进入原肠胚

期, 5~6 h内完成原肠运动, 进入神经胚期, 1 d后器官

原基形成, 并开始分化, 2 d内将完成早期发育过程, 
并孵化为能够自由游泳的幼虫。(4)非洲爪蛙是目前

最方便的母源基因功能研究脊椎动物模式系统。非

洲爪蛙的成熟卵母细胞在适当的离体培养条件下能

够存活7~10 d, 并且保有受精潜能。在培养期间可

以运用多种反向遗传学技术改变母源基因的表达剂

量, 对母源基因在胚胎发育中的功能进行原代研究。

20世纪70–80年代在黑腹果蝇中的大规模遗传

学筛选分析, 揭示了母源基因在无脊椎动物早期胚胎

发育中的重要功能。非洲爪蛙是传统的实验胚胎学

研究模式系统, 为理解早期发育过程中的核–质相互

作用、细胞与细胞、组织与组织间的相互作用, 以及

它们在胚胎图式建成中的功能提供丰富的知识[1-2]; 但
是, 其发育遗传分析受制于过长的性成熟周期(1~2
年), 从自然生态环境及实验室中发现的突变体多与

成年动物的生理功能相关。因此, 在相当长一段时

间里, 非洲爪蛙早期发育中的基因功能分子生物学

研究成果, 主要来源于过量表达功能筛选, 功能缺失

分析则主要运用显性负突变干扰技术[3]。自20世纪

80年代以来, 由两栖类动物卵母细胞生理研究实践发

展而来的受体转移技术(host transfer technique)已经得

到充分的优化[4], 而反义寡核苷酸对mRNA的降解生

化、分子生物学机制也得到了充分的认识[5-7]。受体

转移以及反义寡核苷酸技术的结合, 在非洲爪蛙早期

发育研究中得到率先应用, 使得我们对非洲爪蛙胚胎

早期发育的关键问题如胚层诱导和背腹体轴的形成

的分子调控机制有了较为充分的理解[8-10]。比如, 母
源TGFβ信号(Vg1)、T-box家族母源转录因子VegT
在中/内胚层诱导中的功能都是通过此项技术得到

深入的分析[11], 发现VegT在囊胚中期首先启动内胚

层的决定程序, 同时激活一批合子型TGFβ(Xenopus 
nodal related genes)的表达[11-13], 后者具有形态发生素

(morphogen)功能, 诱导紧邻内胚层的赤道边缘带细

胞发育成中胚层, 这些结果修正了早期关于三个胚

层分别由卵母细胞中的不同位置信息诱导而成的观

念[8]。而Wnt信号通路在Xenopus中胚层的背腹分化

和胚胎背腹体轴形成中的功能[3], 也是通过反义脱氧

寡核苷酸介导的敲降实验得到最为充分的验证, 发
现母源储备的Wnt11 mRNA[14], 通过依赖β-catenin的
信号转导途径而发挥功能的基因[15], 是非洲爪蛙早

期胚胎背腹体轴的母源决定因子主要成分, Wnt11
与Wnt5a协同通过所谓的经典信号转导机制, 调控

β-catenin在胚胎一侧的细胞中的表达量, 从而在囊

胚期诱导Spemann组织者的形成; 在组织者诱导过

程中, Wnt11和Wnt5a的活性受到多重调控[16-22]。反

义脱氧寡核苷酸和host transfer技术的运用, 还在其

他一些早期发育相关的重大问题研究中获得重要进

展, 如: cadherin介导细胞黏连与微丝骨架合成的动

态控制[23-27]、卵母细胞极性的建立[28]、种质mRNAs
的功能[29-33]、Tcf3/LEF1家族转录因子的功能[34-35]、

母源Wnt信号通路与染色质组蛋白甲基化修饰等表

观遗传控制系统之间的相互作用[36-37]等。这些和其

他相关研究成果为我们理解非洲爪蛙母源基因在早

期胚胎图式建成的功能提供了较为清晰的框架性认

识(图1)。
最近的组学相关技术分析结果表明, 多种模式

动物的卵母细胞中均储备了大量的母源mRNA, 占
总转录组的20%~60%[38]。无脊椎动物和较低等的

脊椎动物中的研究结果已经揭示了母源基因在胚

胎早期图式建成和基本细胞功能控制中的重要性, 
其他大量的母源基因的功能有待探索。人类、小鼠

等哺乳类胚胎合子基因组在早期卵裂中就开始转

录(小鼠胚胎8-细胞期、人类胚胎2-细胞期)[38], 在这

些卵母细胞中进行大量的母源基因储备的意义, 以
及它们对这些胚胎早期发育的调控还不十分明了。

利用非洲爪蛙模式系统, 可以对一些重要生物学问

题作进一步深入的分析, 比如: (1)在卵母细胞发育

过程中重要位置信息是如何逐步建立的, 它们的活
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性又是如何被精确调控的？ (2)母源因子如何影响

囊胚期不同细胞对位置信息作出精确的解读？ (3)
母源核蛋白如何调控合子基因组染色质的包装, 从
而决定合子基因组在囊胚中期转换前后的转录活

性差异？ (4)母源因子如何调控囊胚期胚胎细胞的

命运可塑性等。受体转移以及反义寡核苷酸介导

的反向遗传学技术的结合使用将有助于回答这些

问题。

2   运用受体转移技术研究母源基因的功能
两栖类动物的腹腔卵没有受精能力。非洲爪蛙

卵母细胞在通过输卵管的过程中形成明显可见的胶

囊(jelly coat)包被; 胶囊包被在吸引、激活精子以及

帮助精子穿透卵细胞膜中具有重要作用。另外也有

证据表明, 输卵管直段区(pars recta)对卵黄膜上的一

类糖蛋白的翻译后处理是卵母细胞受精能力获得的

必要条件[39-41]。卵母细胞在通过输卵管的过程中如

何获得受精性的详细机制还不得而知。但是, 经人

工分离的成熟去滤泡卵母细胞(第六期), 在体外可进

行较长时间的培养, 然后使用孕酮激素刺激培养卵

母细胞恢复第一次减速分裂, 并停滞在第一次分裂

中期, 此时的卵母细胞类似于正常的腹腔卵。经过
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定位在成熟卵母细胞植物极半球的转录因子VegT在卵裂过程中被植物极细胞所遗传。囊胚中期后, VegT激活多种内胚层发育相关基因, 包括

Nodal家族生长因子编码基因, Nodal相关蛋白一方面进一步诱导内胚层的分化, 另一方面诱导赤道边缘带细胞发育成中胚层; 位于成熟卵母细

胞植物极皮层的Wnt11 mRNA在受精后精子进入点对侧区域, 在囊胚期将通过依赖β-catenin的经典Wnt信号途径诱导Spemann组织者的形成, 从
而决定胚层的背腹极性。组织者的诱导依赖于Nodal信号与Wnt11/β-catenin信号之间的协同作用, 而中胚层的背腹分化组织者分泌信号如Nog-
gin、Chordin与腹方BMP信号之间相互作用的结果。

Maternal VegT and Wnt11 mRNA are localized in the cortex of vegetal pole of matured oocytes. After fertilization, VegT mRNA is inherited by the bla-
sotmeres in the vegetal pole. During the first cell cycle, maternal Wnt11 mRNA is relocalized from the vegetal cortex to the future dorsal side of embryo 
opposite to the sperm entrance point. By the mid- to late-blastula stage, VegT induced the vegetal cells to formation endoderm and express Nodal fam-
ily growth factors, which in turn induce the equatorial cells to forma mesoderm. In the mean time, maternal Wnt11 induces the formation of Spemann 
organizer as a dorsalizing center through a β-catenin dependent mechanism. During gastrula stages, the BMP antagonists Chordin, Noggin, Follistatin 
secreted from the organizer and BMP4/7 signals from the ventral side further pattern the embryo along the D/V axis. After gastrulation, the basal body 
plan is formed.  

图1  母源基因VegT和Wnt11决定非洲爪蛙早期胚胎图式建成

Fig.1  Maternal genes VegT and Wnt11 prepattern the early Xenopus embryo
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受体转移技术, 可以将这些培养卵母细胞转移到正

在产卵的受体雌蛙的腹腔中, 在腹腔上皮纤毛运动

的作用下, 这些外源卵母细胞会随同受体的卵母细

胞一道被收集到输卵管中, 在1~3 h内这些外源卵母

细胞被排到体外, 可以进行常规的人工授精[7,42-43]。

卵母细胞在体外培养期间, 通过显微注射合成

的反义寡核苷酸, 可以有效地降解储备在卵母细胞

中的目标mRNA。因为, 如同其他大多数模式动物, 
非洲爪蛙成熟卵母细胞中母源基因组的转录活动终

止; 受精后的快速卵裂期间, 合子基因组也同样处于

转录静止状态, 直至囊胚中期合子基因组才开始大

规模的转录活动[44-45]。因此, 一旦卵母细胞中储备

的某种mRNA被敲降, 就可以实现对该母源基因的

功能干预, 结合上面提到的受体转移技术, 使得分析

母源基因在早期发育中的功能成为可能。

下面分别叙述反义寡核苷酸技术原理、反义寡

核苷酸筛选、注射, 以及受体转移技术流程。

2.1   反义脱氧寡核苷酸技术原理

目前, 用来分析非洲爪蛙母源基因功能的反

义寡核苷酸主要有两种。一种是反义脱氧寡核苷

酸, 其作用机制是, 脱氧寡核苷酸与目标mRNA形成

RNA: DNA异源杂交体, 激活内源RNase H[46], 后者

在互补区段切割RNA序列, 导致目标mRNA的断裂

和降解, 从而达到敲降目标mRNA的目的(图2A); 另
一种是吗啉环代寡核苷酸, 这类寡核苷酸可以通过

在目标mRNA的翻译起始密码附近阻止翻译的起始

(因此可供选择靶序列较少)、或者在pre-mRNA的内

含子–外显子接头区阻止mRNA的拼接和成熟, 从而

达到敲低目标蛋白的目的[47]。反义脱氧寡核苷酸的

敲降效率可以通过定量RT-PCR检测; 抑制mRNA拼

接的MO(morpholino oligo)的效果也可以通过定量

RT-PCR检测, 而抑制翻译起始的MO的效果检测则

需要有好的特异性抗体, 或者至少需要通过报告基

因或者体外翻译实验来验证。研究表明, 反义脱氧

寡核苷酸在能够在数小时内导致目标mRNA降解到

足够低的程度, 而反义脱氧寡核苷酸本身也会在12 h
内被内源DNA酶充分降解[43]。因此, 此类脱氧寡核

苷酸可以被用来特异地研究母源基因的功能。相反, 
吗啉环修饰的MO对DNA酶具有很强的抗性, 在体

内稳定性则强得多。因此, 对于那些既有母源储备, 
也有早期合子转录的基因, 运用MO则无法严格地区

分这类目标基因的母源与合子功能。另外, MO的工
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A: 反义脱氧寡核苷酸与靶mRNA形成特异的RNA/DNA杂交体, 激活内源RNase H, 导致靶mRNA的断裂与降解; B: qRT-PCR结果示例反义脱氧

寡核苷酸的有效性筛选, 编号为4A和4D的寡核苷酸能够有效降解目标基因mRNA, 具有较好的剂量效应。实验中使用未注射的卵母细胞中目

标mRNA的稳态水平作为100%标准, 并使用ODC mRNA表达水平作为正规化参考标准。

A: schematic depiction of the RNase H-dependent mechanism of antisense DNA oligo mediated degradation of mRNA; B: an exemplary quantitative 
RT-PCR result shows two antisense oligos 4A and 4D can efficiently depleted maternal GPC4 mRNA in a dose dependent manner. The cDNA from un-
injected oocytes serves as 100% reference.

图2  反义寡核苷酸降解mRNA技术原理

Fig.2  The principle of antisense oligonucleotide-mediated degradation of mRNA
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作剂量往往比脱氧寡核苷酸高得多(10~100 ng), 而
高剂量MO也会产生细胞毒性[48]。

2.2   反义脱氧寡核苷酸的设计

设计反义脱氧寡核苷酸所遵循的一般规则与设

计PCR引物的规则类似, 比如, GC比例在40%~60%, 
退火温度在50~60 °C, 尽可能高的复杂度, 无单种核

苷酸尤其是G和C的3~4次以上重复, 无GC二聚体三

次以上的重复、无回文结构等[49-50]。靶标序列一般

选在编码区, 而且尽量靠近起始密码端, 因为3′端缺

失的部分mRNA仍有可能被翻译成部分多肽, 产生

不必要的副作用。在充分确定目标基因cDNA、甚

至足够长的EST序列的可靠性后, 我们通常使用MIT 
primer 3(version 0.4.0, 使用缺省参数值)在线引物设

计程序。大部分DNA合成公司的网站也有相应的寡

核苷酸设计和挑选程序; 挑选出5-10条与目标基因

cDNA编码区序列互补的、长度为18 nt的候选反义

寡核苷酸, 小规模(1 OD)合成后需经PAGE纯化和脱

盐处理。关于脱氧寡核苷酸的长度, 主要的考虑因

素是要兼顾敲降效率和特异性。理论上讲, 12-15 nt
长的寡核苷酸就可以产生足够多样的特异性, 敲降

脊椎动物基因组中的任何一个基因[51], 但是实践中

多用16-20 nt长的寡核苷酸来兼顾效率和特异性。

链长过长也会导致特异性的下降, 或者寡核苷酸本

身更容易形成二级结构, 甚至其部分降解可以形成

新的非特异识别[51-52]。因此, 大多实验室选用18 nt
长脱氧寡核苷酸。

由于非洲爪蛙是拟四倍体, 大部分基因都存在

拟等位基因, 在EST文库中和实验室cDNA克隆实践

中也通常能够检索/检测到它们分别编码的mRNA, 
因此, 应尽可能在完全保守的区域挑选脱氧寡核苷

酸。另外, 挑选出5-10条候选寡核苷酸后, 可以通过

针对Xenopus laevis的cDNA序列库进行BLASTN分

析, 排除那些可能跟不相关基因高度互补的寡核苷

酸。目前, 还没有任何mRNA结构或者RNA:DNA稳

定性、杂交特异性预测算法可以真正替代寡核苷酸

特异性及效率的试错实验筛选方案。

2.3   反义寡核苷酸链的筛选、修饰及特异性

因为无法就脱氧寡核苷酸的效率和特异性进

行理论预测, 而且实践中发现并不是每一个理论上

完全互补的脱氧寡核苷酸都能真正有效地降解其靶

标mRNA, 因此, 脱氧寡核苷酸的实验筛选步骤必不

可少。

将人工合成的未经修饰的反义寡核苷酸用超纯

水充分溶解, 经紫外分光光度计按标准程序定量, 将
浓度调整到1 ng/nL。每条候选寡核苷酸注射至少两

个剂量如5 ng和10 ng, 每剂量注射10-15枚卵母细胞, 
18 °C培养至少4 h直至过夜。然后, 通过标准荧光定

量RT-PCR实验程序分析目标基因的敲降效率。图

2B中示例的分析结果是选用持家基因ODC(ornithine 
decarboxylase)的表达水平作为正规化标准, 其他

可选用的持家基因包括GAPDH Plakoglobin等。也

可以选用其他传统的mRNA表达定量分析方法如

Northern杂交、RNase保护等。对于反义脱氧寡核苷

酸的敲降效率的一般追求目标是能够将目标mRNA
降解到正常水平的20%以下, 而且显示良好的剂量效

应。不同的母源蛋白质储备浓度和稳定性差异较大, 
通过比较实验组与对照组中目标mRNA的稳态表达

水平并不总能够真实反映目标基因蛋白的敲降效果, 
理想状况是, 使用特异的抗体进行敲降效果检测。

一般从10条候选寡核苷酸中筛选出1-3条高效

的寡核苷酸, 或者重复上述挑选、合成、筛选过程

直至筛选到有效的寡核苷酸。因为末端磷酸二酯键

的硫代修饰合成成本较低, 大多DNA合成公司都提

供此项服务, 因此也可以在初步筛选实验中就使用

4-6条候选末端硫代修饰的寡核苷酸(如下所述), 以
缩短筛选周期。如果经多轮筛选实验后仍然无法得

到有效的寡核苷酸, 需要考虑使用其他类别修饰的

寡核苷酸。

选择能够高效降解目标mRNA的反义脱氧寡

核苷酸, 合成时对其末端的各3-4个磷酸二酯键进行

硫代修饰, 形成嵌合体DNA寡核苷酸[53-54], 并采用

HPLC方法进行纯化和TEAA脱毒处理(IDT可提供

此项服务), 合成规模达5~10 OD。末端磷酸二酯键

的硫代修饰可提高其对内源核酸酶的抗性, 从而延

长oligo在体内的半衰期(在哺乳类细胞株中的估计

是从约40 min延长到约3~4 h)[55], 获得更好的敲降效

果。脱氧寡核苷酸作为RNase H的底物, 磷酸二酯键

的修饰也会影响RNase H对其识别, 因此, 位于中央

区域的至少6个二酯键不作任何修饰[54,56]。此外, 硫
代修饰也会增加脱氧寡核苷酸的细胞毒性, 过多的

磷酸二酯键被硫代修饰会导致寡核苷酸过于稳定, 
将会残留至受精以后, 影响受精卵的正常分裂和发

育。还有多种将脱氧寡核苷酸中的磷酸二酯键进行

其他类别的修饰, 改变磷酸二酯键的带电性质, 产生
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左右狭缝), 用无菌镊子和眼科手术剪刀取出卵巢, 
放入事先备好的含有OCM(oocyte culture medium)
(OCM: 60% L-15培养基、0.4% BSA、1 mmol/L谷
氨酰胺、0.1 mg/mL庆大霉素, pH7.8~8.0; 使用前配

制, 4 °C保存时间不超过4 d)培养液的平皿中, 进一

步分解成1 cm见方小片, 并使用新鲜OCM清洗1-2次, 
然后分散到多个9 cm培养皿中(每皿5-7小片); 卵巢

组织和卵母细胞在不进行实验操作时均置于18 °C培
养。每8~12 h换液一次。

部分卵巢切除手术完毕后, 迅速将仍处于麻醉

状态的雌蛙的腹壁肌肉/肌膜、皮肤依次分别缝合, 
将缝合好的雌蛙放入脱氨/活性氯自来水中恢复。

一般一只雌蛙可以多次使用, 但两次手术间隔至少

2~3个月。本实验每只爪蛙的手术次数不超过六次。

运用卵母细胞进行生理、生化或者细胞生物

学研究的实践中, 通常使用胶原蛋白酶消化卵巢组

织, 从而获得大量的单个卵母细胞, 但是经胶原蛋白

酶的处理的卵母细胞通常不再具有受精性; 而一般

显微注射针无法穿透结缔组织。因此, 进行母源基

因功能研究所需的卵母细胞必须经手工去除滤泡和

结缔组织而获得[7,43]。使用的工具是经过手工磨制

抛光的4号或者5号钟表匠镊子。用一只镊子端部轻

轻夹住离目标卵母细胞约0.5 cm处的结缔组织, 另
一只镊子在更靠近目标卵母细胞处轻轻撕扯结缔组

织, 即可逐个分离卵母细胞(内层滤泡细胞仍然附着

在卵母细胞表面, 但是不影响后续实验操作)。将分

离好的卵母细胞转移至新鲜培养液(9 cm培养皿)中, 
置于18 °C培养, 直到下一步实验操作。

手工去滤泡卵技术乍看具有一定的挑战性, 考
验初学者的耐心, 但是经过一到两周的练习后, 多数

人可以得心应手, 在2~4 h内获得300~500枚单个去

滤泡卵母细胞。一次典型敲降实验包括对照组和3-5
个不同的剂量实验组, 共需要400~800枚卵母细胞。

选取健康的供体卵巢十分关键。一般通行的做

法是, 将卵巢供体雌蛙单独养殖, 不作它用。在进行

部分卵巢切除术时, 先取出一小片在解剖镜下观察, 
看卵巢中是否有足够的第六期成熟卵母细胞, 其它

各期的未成熟卵母细胞也应该明显可见。如果出现

如下情况, 需要另行选取卵巢: (1)卵巢老化, 死亡或

者正在降解的卵母细胞随处可见; (2)成熟卵母细胞

动物极色素颗粒分布不够致密; (3)尝试分离单个卵

母细胞过程中极易损伤卵母细胞(如细胞膜上出现

对核酸酶的抗性, 在这里不再一一叙述。

多数末端硫代修饰脱氧寡核苷酸在5~10 ng的
剂量下仍然具有一定细胞毒性, 可能的原因包括: 寡
核苷酸降解后极大地改变了细胞内单核苷酸的浓

度; 寡核苷酸本身或者其降解中间物非特异地干扰

某些蛋白质的功能。但是, 这种毒性往往只有在受

精以后才可被观察到, 包括导致受精卵不能正常分

裂、不能正常起始或者完成原肠运动、甚至胚胎解

聚。因此, 在实际操作过程中, 仍然需要验证由反义

寡核苷酸敲除所产生的胚胎表型的特异性, 最重要

的验证方法是进行拯救实验。依据实际情况, 可以

在寡核苷酸完全降解之后(24 h, 或者8倍oligo半衰

期), 在需要进行孕酮刺激恢复减数分裂之前就将拯

救mRNA注射到卵母细胞中; 也可以在受精之后, 8
细胞期之前进行拯救注射。拯救实验中所使用的

mRNA可以是经克隆改造后不能被寡核苷酸识别的

同义突变体, 还可使用Xenopus laevis姊妹种热带爪

蛙(Xenopus tropicalis)甚至其他物种的同源mRNA。

而拯救mRNA的剂量则需要通过预实验来确定, 一
般是单独在正常胚胎中过量表达时不会产生明显表

型的剂量(20~300 pg/胚胎)。拯救效果的判断标准, 
既可以是表型的弱化, 也可以是发育相关基因的表

达朝正常稳态水平的恢复。另外, 如果针对同一基

因的多个反义寡核苷酸寡核苷酸链均导致相同表型

和靶基因表达水平的改变趋势, 也可以作为特异性

的信心指标[57]。

2.4   受体转移技术对培养卵母细胞进行授精的技

术流程

Host transfer技术是通过外科手术的方法将完成

注射的卵母细胞送入代孕雌蛙腹腔内, 使卵母细胞

在经过生殖期雌蛙输卵管排出时, 完成一系列成熟

后修饰的过程, 从而可以成功地完成精子进入和受

精过程(图3)。同细胞培养实验一样, host transfer实
验全过程需防止微生物污染; 对非一次性的一切手

术器械在使用前进行除垢、灭菌处理十分关键。

2.4.1   卵巢组织、卵母细胞的分离与培养       挑选

状态良好的成年雌蛙, 放入合适浓度的麻醉剂(0.1% 
MS222, 用1 mol/L碳酸钠溶液调至pH7.6)中, 待其

处于深度麻醉状态(触碰时无吞咽反应, 根据青蛙体

重不同, 一般需要10~15 min)时, 取出置于手术台上, 
使其腹部朝上。用无菌手术剪刀在雌蛙腹部下方约

1/3处剪开表皮层, 用无菌刀片切开腹壁肌肉层(1 cm
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实验的第一天, 通过部分卵巢切除术取出足量卵巢组织, 然后手工去滤泡组织分裂单个第六期卵母细胞, 使用微量控制显微注射仪将适量的反

义脱氧寡核苷酸注射到卵母细胞中, 培养到第二天傍晚, 向培养液卵中加入2 μmol/L孕酮, 诱导卵母细胞恢复减数分裂, 同时挑选一组候选受体

雌蛙, 进行HCG注射, 诱导产卵。第三天上午进行手术灌注, 首先用不同的活体染料对处于第一次减数分裂中的培养卵母细胞进行染色标记, 
同时选取一只刚刚开始产卵的雌蛙作为转移受体, 对其实施麻醉和灌注手术。手术完毕, 待受体雌蛙苏醒, 恢复正常排卵, 大约4~5 h后, 大部分

染色标记的卵排到体外。收集全部的标记卵和少量受体自身卵一同进行体外授精, 然后进行其他必要的实验操作和表型观察、记录与分析。

1st day: an ovary is isolated from a donor female through partial oophorectomy. The ovary is cut into small pieces and cultured in low density in OCM 
(oocyte culture medium). Single oocytes are isolated through manual defolliculation using a pair of watch-maker’s forceps. Occytes are then injected 
with antisense oligo or mRNA of interest. Uninjeted control and injected oocytes are then cultured in OCM at 18 degrees for 24 h. 2nd day: on the eve-
ning of day two, several candidate recipient females are injected with human gonadotropin (hCG, 800~1 000 unit per frog). In the meant time, the oo-
cytes are treated with progesterone (2 μmol/L). 3rd day: on the morning of day three, matured oocytes (indicated by the white spot appears in the animal 
pole) are stained with vital dyes (neutral red, Nile blue, Bismarck brown). While the oocytes coloring, a host female that is actively laying good quality 
eggs is selected and anesthetized by MS222 (0.1%, pH to 8.0 with sodium bicarbonate). While the recipient female is unconscious, a small incision is 
made in the lower abdomen. The colored oocytes are then implanted into the body cavity of the female using a fire-polished wide bore Pasteur pipet. 
The incision is then rapidly sutured. Note that muscle/fascia and skin must be sutured separately. After the surgery, the female is recovered in dechlori-
nated water and will lay the colored eggs in 2~3 h. The eggs are then collected for fertilization.

图3  Host transfer技术流程

Fig.3  Technical flow chart of host transfer technic
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划痕); (4)分离的单个卵母细胞过于柔软, 不能维持

较好球形。

2.4.2   卵母细胞显微注射      典型的卵母细胞显微

注射实验流程是: (1)注射针制备(如使用Sutter拉针

仪P-97和硼硅毛细玻璃管, 内径0.58 mm, 外径1 mm)
和剂量校正(3~10 nL/s); (2)反义脱氧寡核苷酸溶液

稀释(如1 ng/nL); (3)上样(1~3 μL); (4)注射: 根据事

先设定的注射量调节注射时间; 用镊子固定卵母细

胞, 使其预定注射区(一般为赤道偏植物半球区域)与
针尖方向垂直; 注射深度约为细胞直径1/3~1/2左右, 
按需要注射一定数目(80-200枚)的卵母细胞。注射

完毕后, 做好标记, 放入18 °C培养箱中培养36~48 h, 
待目标mRNA和末端硫代修饰反义脱氧寡核苷酸都

有充分的降解。多数经硫代修饰的反义脱氧寡核苷

酸的工作剂量在2~10 ng。但是, 具体的剂量往往需

要通过2-3次预实验来确定, 通常在初次实验中, 尝
试较大的剂量范围, 如2, 5, 10 ng。然后根据预实验

结果调整剂量范围。

2.4.3   Host transfer手术操作流程      (1)培养卵母细

胞激素促成熟和受体雌蛙准备: 经过48 h的培养后, 
如果需要进行拯救实验, 先行注射mRNA, 然后向注

射组和对照组卵母细胞培养基中加入孕酮(终浓度

为2 μmol/L, 一般在傍晚进行), 继续于18 °C培养, 在
10~14 h以内灌注到排卵状态良好的代孕雌蛙体内; 
卵母细胞被激素促成熟的同时, 挑选3-5只发育至性

成熟的代孕雌蛙, 每只蛙注射600~1 000 U的HCG, 
促进雌蛙排卵。一般情况下, 激素处理过的雌蛙养

在18~23 °C的水中约9~12 h便开始自主排卵, 挑选状

态良好、刚刚开始产卵的即可作为代孕雌蛙。候选

代孕雌蛙的产卵状态和培养卵母细胞progesterone
处理时间上的配合极其重要。过短(少于6 h)和过长

(长于18 h)的progesterone处理都会导致受精率的显

著下降, 甚至根本就不能受精。而如果候选受体雌

蛙已经错过排卵高峰期, 也会大大降低实验胚胎的

回收率和受精率。训练有素的操作者会在这一天为

第二天实验中所需的试剂、溶液、手术器械、物品

做好充分的准备。

(2)卵母细胞活体染色: 经过孕酮处理约8~12 h
以后, 便可发现卵母细胞动物极区域出现一白色

斑点, 标志卵母细胞恢复第一次减数, 卵泡破裂

(GVBD), 并停滞在中期; 解剖镜下仔细观察可以看

到被排出的第一极体位于白斑附近; GVBD发生率

需在90%以上。为了区分不同的实验组别, 使用中

性红(neutral red)、俾斯麦棕(Bismarck brown)、尼

罗蓝(Nile blue)三种活体染料对注射不同剂量的卵

细胞进行染色标记。置于摇床上染色10 min, 然后

将其转入新鲜的OCM培养液中, 备用。根据实验需

要, 可以将等体积的Nile blue和neutral red混合获得

紫色, Nile blue和Bismarck brown混合获得深绿色, 
从而使实验获得五种处理组别。因为染色在胚胎培

养过程会逐渐变浅, 实践中须在囊胚期将红色和紫

色、蓝色和深绿色胚胎分开, 以避免混淆。

在进行下一步灌注实验之前, 有必要分组、分

批冻存足够的卵母细胞, 以备进行敲降效率检测或

者其他一切必要的实验分析。

(3)外科手术灌注: 在对卵母细胞进行活体染色

标记的同时, 选择排卵状态良好的雌蛙(无破碎、降

解卵, 无串珠状卵; 可在手术前做一次预受精实验, 
确保有90%以上的分裂率), 将其放入预先配制好的

合适浓度的麻醉剂中待其深度麻醉(触碰时无吞咽

反应)后, 在其下腹部一侧用一次性手术刀片切一

0.5 cm左右狭缝, 用无菌宽口、钝缘巴斯德滴管(本
生灯灼烧)将染色的卵母细胞灌注到雌蛙腹腔中, 然
后分别手术缝合雌蛙腹腔肌肉层和皮肤层, 洗去体

表麻醉剂后, 放入清水中, 待其苏醒后放入预先配

好的温度适宜(18~21 °C)的1×高盐溶液(1×high salt 
solution, 相当于1.2×MMR)中。此时, 代孕雌蛙便重

新开始排卵, 大约2~3 h后, 经活体染料标记的卵细

胞就会随同雌蛙自身卵细胞一起排出体外, 收集这

些卵细胞于平皿中, 用广口滴管将多余的盐溶液移

除, 运用标准程序进行体外授精, 然后进行表型分析

与鉴定。如果需要分析目标基因与其他基因的遗传

上位关系, 可将受精卵在1-2细胞期去胶囊, 然后进

行相关注射实验。受精后对照组的正常发育到尾芽

期的比例一般为50%~90%, 而注射组的受精率和存

活率较对照组低一些, 在30%~70%。因为实验程中

存在多种不确定因素, 使用不同的卵巢和受体雌蛙

进行多次重复实验必不可少。经过充分的训练, 多
数实验者可以达到50%以上的成功率, 即在单次实

验中获得足够多的发育到原肠胚期、神经胚期的胚

胎, 表型的发生率具有统计上显著性。通过增加每

次实验中卵母细胞的数目对获得足够多的分析对象

也将会大有裨益。如果出现某个寡核苷酸重复性不

佳的情况, 潜在的原因包括寡核苷酸合成批次之间
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的质量差异、Xenopus群落内的个体差异(mRNA序

列多态性)[43]。

3   总结与展望
本文主要对运用末端硫代修饰的脱氧寡核苷

酸进行非洲爪蛙母源基因功能分析的原理和一般操

作流程以及诸多实践考虑进行了较为详尽的阐述。

相关实验技术为分析、鉴定非洲爪蛙早起胚胎图式

建成中的母源决定因子及其调控的细胞信号通路中

作出过重要贡献, 而且依然是研究脊椎动物母源基

因功能的优选实验技术。如前所述, 实验的成功率

在很大程度上取决于供体的卵母细胞质量和受体雌

蛙的生理状态。目前还没有先验的标准或者十分方

便可靠的生理、生化手段鉴定卵母细胞的质量, 受
体雌蛙的状态也主要根据实践者的经验判断, 为实

验添加诸多的可变因素和不确定性。如同其他类型

的基因功能缺失研究技术实践一样, 进行多次的重

复实验最终总能为研究人员提供足够的信息, 分析

发育相关基因的功能, 回答一些相关的重要生物学

问题。无疑, 对脊椎动物母源基因功能的进一步深

入研究, 离不开必要的技术创新, 包括探索完全在体

外进行成熟培养卵母细胞的受精技术。

对脱氧或者核糖寡核苷酸进行不同的化学修

饰, 从而降低其使用剂量和细胞毒性, 增加其特异

性一直是反向遗传学、基因检测与治疗研究领域

的长期追求目标。针对核糖组分的2′-O进行甲基

化或者闭锁桥连而产生的2′-O Me核糖寡核苷酸和

LNA寡核苷酸, 具有极高的核酸酶抗性和靶序列识

别特异性, 通过抑制mRNA的翻译过程而实现对靶

基因的功能干扰; 这类核糖寡核苷酸在非洲爪蛙母

源基因功能研究中的应用刚刚起步, 其效果和毒性

还有待进行一步评估。针对磷酸二酯键进行胺基化

修饰而产生的DEED(N,N-diethyl-ethylenediamine)、
DMED(N,N-dimethyl-ethylenediamine)等脱氧型寡

核苷酸, 通过RNase H途径降解目标mRNA。这类改

变磷酸二酯键带电性质的修饰具有与基因组DNA
形成三链结构的潜在特性。有充分的实验证据显示, 
DEED寡核苷酸降解目标mRNA的效率显著高于硫

代修饰脱氧寡核苷酸, 其有效剂量一般低于1 ng, 对
非洲爪蛙母源基因和早期合子基因均能实现功能

干扰, 显示了良好的应用前景。目前, 2′-O甲基化修

饰以及LNA寡核苷酸有商业化合成, 但是价格比较昂

贵, 而DEED、DMED寡核苷酸的合成还没有商业化, 
因而限制了其在基础生物学研究实验中的使用[43]。

细胞命运的决定和分化的控制机制是发育生

物学和干细胞生物学中的根本问题。母源因子不

仅在非洲爪蛙早期发育中参与控制胚胎多潜能前

体细胞的诱导和分化, 而且具有改变哺乳动物细胞

分化潜能的活性, 为研究细胞命运决定和分化、及

其可塑性的调控机制提供了独特的视角和机会。

Xenopus tropicalis的基因组已经被测序, 而X. laevis
的全基因组测序正在进行当中。初步分析结果表

明, 高达70%的人类疾病相关基因在Xenopus中有

表达[58]。运用Xenopus tropicalis进行正向遗传学筛

选分析的技术已经日臻成熟[59], 内切酶和转座子介

导的转基因技术在Xenopus胚胎中简易可行[60-61], 而
BAC克隆及相关的Recombineering技术更为原代转

基因功能研究提供了方便快捷的途径[62-63]。最近有

报道, 运用过量表达小鼠Sox2、Klf4和Oct4将尾芽

期体节细胞诱导成多潜能干细胞的成功先例[64]。所

有这些技术进展都会极大促进非洲爪蛙发育生物学

的研究, 也为深入研究母源因子在脊椎动物胚胎细

胞命运决定过程中的功能提供新的机会。
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