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摘要　体细胞核移植技术具有十分诱人的应用前景 ,在农业、物种保护、医疗等领域已显示出优

越性。然而核重构等核移植基础理论方面的研究还很薄弱 ,致使核移植技术还不很完善 ,克隆动

物还存在着甲基化酶异常调节、不正确的印迹基因表达、X染色体异常激活等错误的表观遗传现

象 ,移植成功率较低 ,在一定程度上限制了它的发展。根据近几年的研究进展 ,对核移植技术的

应用、方法以及存在的问题作一综述。
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　　核移植 (nuclear transplantation ,NT)就是将动物

早期胚胎卵裂球或动物体细胞的细胞核移植到去

核的 (同种或异种)受精卵或成熟的卵母细胞质中 ,

从而获得重构卵 ,并使其恢复细胞分裂 ,继续发育

为与供体细胞基因型完全相同的后代的技术。核

移植技术最早是为了研究细胞核的全能性和发育

过程中细胞核与细胞质的相互关系而建立的 ,由德

国胚胎学家 Spemann 于 1938 年首次提出 ,研究工

作主要集中在两栖类和鱼类。哺乳动物的核移植

研究始于 1969 年 ,但由于其卵母细胞较小而且是

体内发育 ,给研究工作带来一定难度。直到 1983

年McGrath 等[1 ]才建立了一套较为适用的方法并

成功地获得了克隆小鼠。随着胚胎工程技术的不

断进步 ,二十几年来核移植技术也有了飞速的发

展。早期的研究主要是原核互换 ,或以胚胎细胞作

为核供体 ,先后培育出了克隆羊、小鼠、猪、牛和兔

等。1995年 Campbell 用培养的已分化的胚盘细胞

作为供体细胞培养出了两只羊 (Megan and Moran) ,

它标志着哺乳动物体细胞核移植的开端。1997年

英国罗斯林研究所 Wilmut 等[2 ]首次报道了以成体

绵羊乳腺上皮细胞为核供体的克隆羊“Dolly”的诞

生 ,证明了高度分化的体细胞仍具有全能性 ,在全

世界掀起了轩然大波 ,已成为生物学发展史上一个

重要的里程碑。自此各国科学家纷纷效仿 ,相继以

体细胞为核供体培育出了克隆小鼠、牛、山羊、猪、

兔、猫等。

1999年 Wakayama 等[3 ]以 ES cell 作为核供体

成功地培育出了克隆小鼠 ,这一成功为基因敲除和

基因敲入转基因动物模型的研制开辟了一条更为

有效的途径。

1　核移植的主要方法

核移植根据其供体细胞不同又分为早期胚胎

细胞核移植、胚胎干细胞核移植和已分化的体细胞

核移植。从目前来看 ,体细胞核移植主要有两条技

术路线 :一是罗斯林技术[2 ] ,一是檀香山技术[4 ]。

与以往的技术相比 ,前者的突破主要在于 :采用血

清饥饿即休眠法 ,使培养细胞暂时性地退出增殖周

期 ,使供体细胞核处于 G0 期 ,以保证供体细胞核与

受体细胞的细胞质发育同步化 ;同时采用电脉冲法

使供体核与去核的卵母细胞融合并激活卵母细胞。

后者则在前者的基础上略有改动 :直接采用 G0 期

或 G1 期的体细胞为核供体 ,避免了血清饥饿 ;供体

核注入后在卵母细胞质中停留一段时间 (6h)再激

活 ;利用锶离子来激活卵母细胞 (化学激活) 。具体

来讲 ,核移植技术主要包括以下几个步骤 :

111　受体细胞的选择与去核

MII期卵母细胞是目前采用较多的核移植受

体 ,只是各个实验室所采用的激活时间有所不同

———移核前激活、移核时激活、移核后延迟激活 ,无

论是早期胚胎卵裂球、ES细胞 ,还是体细胞的核移

植到这类受体中均获得了后代。
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卵母细胞去核主要有机械去核和化学去核两

种方法。较早的机械去核方法是采用微细玻璃针

在显微镜下进行的 ,包括盲吸法和荧光染料染色后

紫外光下去核。1998 年 Wakayama 等[4 ]首次采用

piezoelectric microinjection (PEM)来去核 ,由于其由高

频震动控制 ,较易穿过透明带 ,对受精卵的损伤较

小 ,大大提高了去核的成功率 ,是目前采用较多的

一种方法 ;与机械去核相比 ,化学去核较为简单 ,便

于掌握 ,早期主要采用 etopside (亚乙基葡萄吡喃

糖)和放线菌酮处理 ,成功率较低。最近 Gasparrini

等[5 ]采用脱羧秋水酰碱成功地完成了小鼠卵母细

胞的去核 ,这种方法是否适用于其它种类还需要进

一步的实验证据。

112　供体细胞的选择与移植

目前用于核供体的主要有卵丘细胞、睾丸支柱

细胞、精子细胞、脑细胞、胎儿或成体成纤维细胞、

乳腺细胞、胚胎干细胞 ( ES细胞)等。供体与受体

细胞的细胞周期发育同步化是影响核移植成败的

一个重要因素 ,早期的研究认为供体细胞处于 G0

期[4 ]是体细胞核移植成功所必需的 ,并指出可通过

选择细胞类型或人工诱导两种方法来获得 G0 期细

胞。然而近来发现未经休眠诱导的 G1 或 G2 甚至

M期供体细胞的核移植也均获得了成功[6 ]。与此

同时 ,研究还发现在小鼠的核移植中供体细胞的类

型和基因型对移植效率也有较大影响[7 ]。

供体核的移植主要有融合和注射两种方法 ,融

合包括化学融合、仙台病毒融合与电融合 ,目前采

用较多的是电融合。注射包括微细玻璃针和

piezoelectric microinjection两种 ,均有成功的例子。

113　卵母细胞的激活

以成熟卵母细胞为受体的核移植过程中缺少

了受精这一步骤 ,故必须对卵母细胞进行人工激活

以促使其进一步发育。目前应用较多的激活方法

有电激活、乙醇、离子霉素、钙离子载体 A23187、氯

化锶、三磷酯酰肌醇 ( IP3) 、精子提取物等 ,这些方

法经常是组合使用或是与蛋白合成抑制剂 (放线菌

酮、嘌呤霉素) ,丝氨酸Π苏氨酸蛋白激酶抑制剂
DMAP联合使用。然而研究发现所有这些方法都

只能引起卵母细胞内的钙浓度升高 ,并不能形成钙

震动 ,这可能是核移植效率低的一个原因。

2　核移植技术的应用前景

作为生物学发展史上最伟大的成就之一 ,核移

植技术特别是体细胞核移植技术具有十分广阔的

应用前景 ,随着该技术的不断完善必将带来生物

学、医学的一场革命 ,其在畜牧业、物种保护、医疗

卫生等领域有着不可估量的作用。

211　畜牧业

采用核移植技术可加速育种的进程 ,在短时间

内有效地扩大种群的数量 ,保持种群的性状 ,避免

了自然交配所带来的优良性状的分离和减弱。目

前美国市场上已有克隆牛出售。

同时核移植与基因打靶相结合 ,可以对物种的

基因进行定点修饰 ,产生具有优良性状的新品种

(如提高繁殖力、增加产奶量、增强抗病能力等) 。

同时在核移植前可以对阳性克隆进行性别选择 ,减

少了盲目性 ,一旦产生转基因后代 ,其遗传背景清

楚 ,遗传稳定性好 ,不需选配 ,仅一代就可建立转基

因群体 ,节约了时间和费用。

212　物种保护

体细胞核移植在拯救濒危物种方面也显现出优

越性 ,如Wells等[8]利用一只惟一存活的恩德比利牛

(Enderby Island cow)的腹膜壁层粒细胞成功地克隆出

了 2只小牛。考虑到濒危动物的特殊性 ,经常会用到

种间核移植 ,自Dominko (1991)等首次报道了种间核移

植以来 ,已有多篇报道 ,如将虎的细胞核移植到猫的

卵母细胞质中 ;马的细胞核移植到牛的卵母细胞质 ;

水牛的细胞核移植到家牛等等 ,到目前为止 ,种间核

移植只有一例成功的例子 ,Lanza等[9]将一头即将灭绝

的牛( Bos gaurus)的体细胞核移入家牛的去核卵母细

胞中 ,得到了一头小牛 ,遗憾的是牛仔出生后 48h死

亡。我国科学家也正在进行大熊猫与家兔之间的异

种核移植研究 ,并取得了一定的进展。

213　医疗卫生

21311　制药　乳腺生物反应器是目前生产药用人

体蛋白的一个重要手段 ,近年来核移植法制作乳腺

生物反应器已成为研究热点 ,给转基因制药带来了

无限生机。主要表现在以下两个方面 :已有转基因

动物的保持 ,避免了生殖周期的限制 ,以及有性生

殖所带来的遗传性状分离。如 PPL 公司曾培育出

一只可高效表达人的α12抗胰蛋白酶 (α12AT)的转

基因羊 ,但该品系羊第二代的蛋白表达效率却较

低 ,仅为始祖羊奶的 1Π10。利用核移植技术则能很

好地解决这一问题。其次 ,基因打靶与核移植技术

相结合也培育出了转基因家畜 ,McCreath等[10 ]对绵

羊胎儿成纤维细胞进行基因打靶 ,以阳性克隆为核
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供体进行核移植 ,培育出了可分泌 AAT(α抗胰蛋

白酶)的绵羊。目前通过核移植方法已获得的转基

因家畜主要有表达人凝血因子 IX的转基因绵羊 ,

分泌抗凝血酶 III的转基因山羊等。

21312　基因打靶与核移植技术相结合 ,建立各种

人类疾病的动物模型 ,用于医学和药学的研究　由

于小鼠生殖周期短 ,易于繁殖 ,且多数组织和器官

与人的相似 ,其已成为各国学者首选的人类疾病动

物模型。核移植法所获得的基因突变体小鼠必将

成为研究某些遗传病、肿瘤等的重要手段。

值得注意的是 ,某些情况下转基因小鼠的病变并

不能完全等同于人体 ,而且某些在小鼠身上非常有效

的药 ,对人体却无效。家畜如猪、羊、牛等无论在生理

学还是在解剖学上比小鼠都更接近于人类 ,近来位于

DeForest的一家克隆和生物技术公司 Infigen正在与

Duke 大学医学中心的科学家合作研制克隆猪 ,用于一

种罕见的儿童神经退化性疾病 (共济失调)毛细血管

扩张症(ataxia telangiectasia)的研究。

21313　胚胎干细胞技术与核移植技术相结合 ,培

育出细胞、组织或器官用于医疗 - 治疗性克隆　应

用病人正常的或经过基因修饰的体细胞作为核供

体 ,通过核移植技术获得重构卵 ,使其发育至囊胚 ,

然后从囊胚中分离培养出 ES细胞 ,通过体外定向

诱导分化产生所需要的细胞、组织或器官 ,再移植

到病人体内。以修复或替代受损伤的组织或器官 ,

避免了免疫排斥反应。这种方法在治疗一些退化

性疾病如帕金森氏症、糖尿病、肌营养不良、白血病

等方面有着十分诱人的前景。这一技术在小鼠身

上已获成功[11 ]
,科学家们将患有免疫缺陷小鼠

Rag2
- Π- 的上皮细胞作为核供体通过核移植获得

ES细胞 ,在体外进行同源重组并筛选出 Rag2 + Π+的

ES细胞 ,修复过的 ES细胞经体外诱导产生造血细

胞前体 ,这些造血细胞前体移植到免疫缺陷小鼠体

内 3～4周后监测到了成熟的淋巴细胞、髓样细胞

以及免疫球蛋白。

21314　异种器官移植　异种器官移植是治疗晚期

器官坏死疾病的首选方法 ,猪的心、肝、肾等器官在

形态、大小等方面与人的极为相似 ,无论从生理学、

生物学、还是从经济、伦理学方面考虑 ,猪都是最理

想的器官来源。然而人在长期的进化过程中产生

了针对猪器官的超级免疫排斥反应 ,α- 1 ,3 半乳

糖苷酶是引起这一免疫排斥反应的主要原因。近

年来培育α- 1 ,3半乳糖苷酶基因敲除猪愈来愈引

起各国学者的重视 ,已有几个实验室相继获得了剔

除α- 1 ,3半乳糖苷酶基因的猪细胞。值得欣慰的

是 ,Lai等 (2002) 和 Dai 等 (2002) 分别利用核移植

技术获得了成功剔除α- 1 ,3半乳糖苷酶基因的杂

合子猪。在此基础上 ,他们利用剔除α- 1 ,3半乳

糖苷酶基因的纯合子细胞又获得了 4只α- 1 ,3半

乳糖苷酶基因双敲除的猪[12 ]
,为异种器官移植打

下了坚实的基础。

3　存在的问题(影响核移植成功率的因素)

自 1997年首次报道体细胞核移植成功 ,数年

来研究取得了一定的进展 ,但仍没有重大突破。核

移植成功率较低 ( < 3 %) ,即使是出生的个体也经

常出现一些异常 ,如胎盘过大、胎儿过大及呼吸系

统疾病等 ,这些现象在小鼠和牛中均有发现。研究

发现 ,在以卵丘细胞为供体的核移植小鼠胚胎中 ,

90 %的胚胎均具有正常的染色体结构 ,基因组是正

常的 ,故推测大部分的克隆胚胎异常都是由于错误

的表观遗传重构 (epigenetic reprogram)造成的。近

年来 ,越来越多的实验证明了这一理论[13 ]。错误

的表观遗传重构主要表现在以下几个方面 :

311　DNA甲基化

在小鼠的发育过程中伴随着两轮去甲基化和

再甲基化过程 ,一次发生在生殖细胞发生过程中 ;

一次发生在受精后。受精后的去甲基化时间与胚

胎基因组的转录激活相一致 ,哺乳动物中胚胎基因

组的转录激活时间随种类不同。在所有克隆小鼠

的 Cp G岛中都发现过不正确的甲基化 ,而且甲基

化的错误每只克隆鼠各不相同。据推测在克隆动

物每个组织中 ,大约每 1000个等位基因中就有 2～

5个基因甲基化异常[14 ]。

312　基因印迹( imprint gene)

基因印迹现象在哺乳动物的发育过程中普遍存

在 ,它是指基因的表达与否取决于它们是在父源染色

体上还是母源染色体上。不正确的印迹基因表达是

引起核移植失败的重要原因[15] ,以卵丘细胞为供体的

克隆小鼠中印迹基因的正确表达要高于以 ES细胞为

供体的克隆小鼠 ,而且研究发现 ES细胞中印迹基因

表达不稳定 ,正是由于 ES细胞在体外培养过程中这

种表观遗传的不稳定性 ,导致 ES细胞核移植效率仍

较低( < 3 %)。在 Eggan等[16]的研究中他分别采用了

近交和杂交鼠的 ES细胞作为供体核进行核移植 ,近

交鼠 129ΠSv的 ES细胞的克隆小鼠出生后不久就死亡
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了 ,而杂交鼠 C57BLΠ6×129ΠSv F1的 ES细胞克隆小鼠

中 ,所有出生小鼠均长至成年 ,这说明基因的异质性

在某种程度上可掩盖表观遗传的错误。

313　X染色体失活

在核移植过程中负责调节 X染色体失活Π激活
的基因发生了重构 ,X染色体的激活是随机的 ,失

活染色体的异常激活 ,导致与 X染色体相关基因

的异常表达 ,从而影响了克隆胚胎的正常发育[17 ]。

314　端粒与端粒酶

端粒是染色体上一个特殊的结构 ,随着体细胞

的分裂 ,端粒的长度变短 ,端粒酶则起到抑制端粒

变短的作用。对于克隆动物端粒的长度各实验室

报道的结果不同 ,世界上首个克隆动物“多莉”的供

体核来自一只 6岁母羊的乳腺细胞 ,其端粒的长度

比正常的短 20 %
[18 ]

;而后来的克隆牛与克隆鼠端

粒的长度却并没有缩短 ,有些甚至加长[19 ]。这说

明端粒的长度是可以恢复的 ,尽管详细的机制我们

还不清楚。研究还发现克隆牛端粒酶的活性在胚

胎植入前的发育过程中逐渐升高 ,到囊胚期达到最

高 ,而正常牛胚胎端粒酶的活性则在 8～16细胞期

达到最高。端粒的恢复程度可能与供体的细胞类

型有关 ,分化程度低的细胞端粒长度易恢复 ,而分

化程度高的则较难。

核移植还处在它的婴儿期 ,方法上的突破有赖

于基础理论的研究 ,核移植是为了研究发育过程中

的核质关系而建立的 ,然而在核移植技术日渐成熟

的今天 ,这种核质关系仍未完全清楚。高度分化的

体细胞是如何在卵母细胞中去分化的 ,核重构的分

子机制 ,表观遗传重构的机制等都是我们需要进一

步研究的问题。
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Progress on Somatic Cell Nuclear Transfer
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Abstract 　Somatic cell nuclear transfer offers exciting opportunities in many areas and brings tremendous changes

to agriculture ,conservation and therapeutics. However ,the fundamental research of nuclear transfer including nuclear

reprogramming is not fully understood. Some inappropriate epigenetic modifications have been reported in the clone

animals ,including abnormal regulation of DNA methyltransferase expression ,improper expression of imprinted genes ,

reactivation of the inactive X chromosome. The low efficiency of nuclear transfer hinders the further progress in some

degree. we describe some recent advances in applications ,methods and main problems limiting efficiency.
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