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免疫荧光染色检测克隆牛 X 染色体组蛋白 H3 Lys 4  
二甲基化修饰 

曹更生 1, 2, 张洪 1, 周文平 1, 李宁 2 

1. 河南大学生命科学学院, 开封 475004;  
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摘要: 利用免疫荧光染色, 检测胎儿成纤维细胞(FFB)和输卵管上皮细胞(FOV)来源的克隆牛 X 中期染色体组

蛋白 H3 K4m2 修饰状况。结果发现, 这两种细胞系来源的克隆牛耳组织细胞系 X 染色体 H3 K4m2 修饰与供体

核 FFB 细胞系和常规繁殖牛耳组织细胞系的修饰基本一致, 而与供体核 FOV 细胞系有较大差异。 
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Immunofluorescence patterns of histone H3 lysine 4 dimethylation 
on X chromosomes of different cloned cattle 
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Abstract: Using immunofluorescence staining, the patterns of histone H3 K4m2 of metaphase X chromosomes were 
measured in cloned cattle derived from FFB and FOV donor cells. The results demonstrated that the modification pattern of 
H3 K4m2 in the ear tissue of all clones was largely consistent with that of the donor cell line FFB and conventionally pro-
duced cattle, but different from that of the donor cell line FOV. 
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在动物体细胞克隆中, 供体细胞核来自高度分
化的体细胞, 这些细胞在分化过程中, 获得了特异
的表观遗传修饰, 而这种修饰不支持早期胚胎的发
育, 它只有经过体细胞重编程(Reprogramming), 才
能使重构胚获得发育的全能性[1~4]。但是, 到目前为
止, 动物克隆效率低, 一个非常重要的原因是克隆
动物的表观修饰异常。 

在胚胎发育早期 , 雌性哺乳动物有一条X染色

体以印记或随机失活的方式来满足胚胎生长发育的

需要 , 这是因为雌性动物有两条X染色体 , 雄性动
物只有一条X染色体 , 虽还有Y染色体 , 但它很小 ,
而且能够表达的基因也很少。这样, 哺乳动物为了
保持雌性(XX)和雄性(XY)性染色体在基因表达剂量
上的平衡, 雌性哺乳动物在其胚胎发育早期, 将有
一条X染色体发生程序性失活, 并使该染色体上的
大部分基因沉默, 研究认为X染色体这种失活机理
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是由复杂的不同层次水平的表观遗传修饰控制    
的[5, 6]。因此, 哺乳动物X染色体失活机理是研究表
观遗传修饰的良好模式。 

组蛋白甲基化是重要的表观遗传修饰, 组蛋白
H3 K4有 3种甲基化状态, 即H3 K4m1、H3 K4m2
和H3 K4m3, 其中H3 K4m2和H3 K4m3是基因表达
的标记, 它们主要标记于染色质的常染色质区。组
蛋白H3 K4m3 位于表达基因的启动子区, 而K4m2
则位于编码区[7, 8]。H3 K4甲基化象其他的组蛋白甲
基化事件一样, 长期以来, 由于没有发现组蛋白去
甲基化酶, 人们不得不认为组蛋白H3 K4 甲基化是
个不可逆事件, 直到 2004年发现了一系列特异的赖
氨酸去甲基化酶(Lysine-specific demethylase, LSD), 
这一观点才发生实质性改变, 人们也才真正认识到
组蛋白去甲基化和组蛋白甲基化一样在发育和分化

中起着重要作用[9]。由于哺乳动物两条X染色体(Xa 
和 Xi)上大多数基因表达不同, 我们推测其上表观
遗传修饰必然有差异。对克隆牛来说, X染色体组蛋
白甲基化修饰差异至今尚未见报道。因此, 本实验
拟采用免疫荧光染色技术, 以胎儿成纤维细胞(FFB)
和输卵管上皮细胞(FOV)来源的供体核克隆牛X染
色体作为研究对象检测组蛋白H3 K4m2修饰, 观察
不同供体核克隆牛X染色体上该修饰分布状况, 以
期发现不同克隆牛X染色体组蛋白H3 K4m2 表观修
饰特征及差异。 

1  材料和方法 

组蛋白H3 K4m2修饰是基因表达的标记, 主要
存在于表达基因的外显子区 [7]。本实验采用绿色

FITC标记的二抗来显色, 二抗为羊抗兔的FITC, 并
用DAPI显示核DNA。用VideoTest-FISH和Karyo3.1
软件对实验照片进行加工处理。所用材料均来自雌

性荷斯坦奶牛。 

1.1  克隆牛细胞系  

取一月龄雌性克隆牛的耳组织样, 3~5 h内运回
实验室。在超净工作台中将耳组织浸泡在 70%酒精
中 30 s, 用 DPBS漂洗几遍, 以无菌的手术剪和镊子
取下耳部数块表皮组织置于 DMEM(GIBCO BRL)+ 
10% (V/V)FCS 培养基中(DPBS 和培养基都含有双
抗)。在直径 60 mm平皿中将胎儿组织切碎成 1 mm3

大小的组织块, 用 DMEM(GIBCO BRL)/F12 清洗 2

次后分批植于含 5 mL DMEM(GIBCO BRL)/F12 + 
10%(V/V) FCS 的 T-25 的培养瓶中 , 于 37℃、
5%CO2培养箱培养 6~7 d, 每 2 d换液 1次, 待细胞生
长汇合后, 以 0.25%  trypsin 消化传代 2~3 次, 分批
用 DMEM/F12 + 20%(V/V)FCS + 10%DMSO冻存。 

1.2  常规繁殖牛耳组织细胞系  

取常规繁殖牛耳组织细胞系, 按实验方法先进
行中期染色体涂片, 用多聚甲醛固定, Triton X-100
打孔, 进行免疫荧光染色。 

1.3  一抗和二抗  

一抗: Upstate公司的组蛋白抗体, anti-H3 K4m2  
Cat: 07-030, Lot: 26335, 稀释 50倍; 二抗: 进口分
装, 中杉金桥公司羊抗兔－FITC, 稀释 100倍。一抗
稀释液: 中杉金桥公司;  DAPI: Invitrogen公司。 

1.4  中期染色体细胞涂片 

步骤大致如下: 克隆牛耳组织样品在 T25 培养
瓶中长至 70%~80%后, 加秋水仙素处理 3 h, 用低渗
液逐滴滴加, 重悬细胞, 置于 37℃水浴中 15 min, 
离心弃上清, 再逐滴重悬细胞, 在离心涂片机(7620, 
美国 WESCOR公司)上 1 900 r/min涂片 10 min。 

1.5  免疫荧光染色 

4%多聚甲醛(PBS配制, 含 0.05% Triton X-100)
处理新鲜涂片 10 min, PBS洗涤 2次, 加 2% 牛血清
白蛋白(BSA)封闭 1 h, 加一抗 37℃孵育 2 h, PBS洗涤
2次, 加FITC标记的二抗, 37℃孵育 1 h, PBS洗涤 3次, 
自然晾干后, 加DAPI复染, 加上盖薄片, 即可在CCD
荧光显微镜下(OLYMPUS BX51)观察[10, 11] 

2  结果与分析 

2.1  常规繁殖牛耳组织组蛋白 H3 K4m2 修饰免疫
荧光染色 

取常规繁殖牛耳组织细胞系, 按实验方法先进
行中期染色体涂片, 用多聚甲醛固定, Triton X-100
打孔, 进行免疫荧光染色。结果发现(图 1), 两条 X
染色体中的一条染色, 另一条几乎不染色, 由于 H3 
K4m2处于表达基因的编码区, 因此, 染色的应为有
活性的 X染色体, 而几乎未染色的为失活的 X染色
体-巴氏小体。  
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2.2  供体核胎儿成纤维细胞(FFB)和输卵管上皮细
胞(FOV)组蛋白 H3 K4m2修饰免疫荧光染色 

2.3  不同来源克隆牛耳组织 H3 K4m2 修饰免疫荧
光染色 

取 FFB和 FOV细胞系进行H3 K4m2免疫荧光染
色, 结果如图 2, 供体核 FFB的两条X染色体, 一条染
色, 另一条不染色; 而 FOV细胞系的 X染色体, 两条
均染色且差异不大。供体核 FFB细胞 X染色体的染色
结果与常规繁殖牛耳组织相近, 而与FOV细胞系不同。  

取 FFB和 FOV来源的克隆牛耳组织细胞系, 进
行组蛋白 H3 K4m2免疫荧光染色实验, 结果如图 3, 
FFB和 FOV来源的克隆牛的 X染色体, 与常规繁殖
牛耳组织的染色一致, 一条 X 染色体染色, 而另一
条几乎不染色。 

 
 

图 1  自然繁殖牛组蛋白 H3 K4m2 免疫荧光染色(箭头所指为 X 染色体) 
 

 
图 2  供体核 FFB 和 FOV 细胞系组蛋白 H3 K4m2 免疫荧光染色(箭头所指为 X染色体) 

 
图 3  来源于 FFB 和 FOV 细胞系的克隆牛 CFFB、CFOV 组蛋白 H3 K4m2 免疫荧光染色(箭头所指为 X染色体) 



 
614 HEREDITAS (Beijing)  2009 第 31卷 

  

 

3  讨 论 

克隆动物X染色体是克隆机理研究的重要内容
之一, Eggan等[12]将父源X染色体(Xp)转染绿色荧光蛋
白(GFP), 来显示Xp在早期克隆小鼠胚胎中的失活变
化, 结果发现, 发育成正常胚胎内细胞团的组织X染
色体随机失活, 而发育成胚外组织细胞的X染色体, 
是父源的Xp选择性印记失活。Xue等 [13]通过研究

MAOA及9个X-linked的基因在存活和死亡克隆牛中的
表达, 发现 10个基因中有 9个异常表达, 而且XIST基
因处于过低甲基化水平, 这表明不完全的重编程可能
使X染色体上产生了异常的表观遗传学标记(Epigenetic 
mark), 影响了随机和印记X染色体的失活。 
为了从整个染色体角度观察常规繁殖牛和不同核供

体克隆牛组蛋白甲基化修饰的差异, 本试验采用了
中期染色体免疫荧光染色方法, 由于牛 X 染色体为
中着丝粒染色体, 而其它常染色体为端着丝粒染色
体, 所以在 DAPI显色的染色体 DNA背景下,比较容
易辨别 X染色体。从我们的免疫荧光实验结果可以
看出, 不同细胞系的组蛋白H3 K4m2修饰有些差异, 
FOV细胞系两条X染色体均有染色, 而且差异不大; 
而 FFB细胞系和耳组织细胞系(包括 FFB和 FOV来
源的克隆牛耳组织细胞系)免疫荧光染色结果比较
一致, 即两条 X 染色体染色有明显差异, 一条 X 染
色体染色, 另一条 X 染色体几乎不染色。更为有意
义的是, 来源于 FOV的克隆牛耳组织细胞系 X染色
体 H3 K4m2修饰与常规繁殖牛耳组织相近, 而与其
供体核细胞系(FOV)不同, 这说明组蛋白 H3 K4m2
修饰可能存在着组织特异性。由于特异的组蛋白去

甲基化酶 1(lysine-specific Demethylase1 LSD1)的发
现, 证明了 H3K4m2 修饰是动态的可逆变化而不是
不可逆事件, 所以, 我们推测 H3K4m2 修饰经过体
细胞核移植能够重编程, 表现出相应耳组织而不是
供体细胞(FOV)的特征。 
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