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摘 要：“多莉”羊的诞生是生物界的一个里程碑，它之所以引起如此大的轰动主要是因为它来源于

培养的成年绵羊乳腺上皮细胞，这是人类第一次证明分化的体细胞可以被重编程后恢复全能性并最终分

化发育成一个动物个体。这说明哺乳动物分化的体细胞核仍具有全套的遗传物质并能够被卵母细胞逆转

恢复全能性。然而，关于多莉的供体细胞来源却一直是克隆领域的一个谜。由于体细胞克隆的效率非

常低，而用于核移植的供体细胞悬液中往往含有多种类型的细胞，这使得我们很难确切地知道最终获得

的克隆动物是来源于哪一种细胞。这种不确定性给我们研究核移植诱导体细胞重编程的机制带来了很大

的困难，因此，对供体细胞的研究也是核移植研究领域的一个重要课题，这包括各种组织来源的体细

胞是否均可以用于核移植，终末分化的体细胞是否能够用于核移植，组织干细胞是否更有利于体细胞重

编程，供体细胞的分化状态是否与核移植的效率有关，死亡的体细胞是否也可以用于核移植等等。本

文综述了核移植中与供体细胞相关的最新研究进展。
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Abstract：Dolly, the first cloned animal from cultured adult cell, proved that differentiated somatic cell can be

reprogrammed to totipotent status in oocyte and reconstructed embryo can develop to adult. However, the

donor cell origin of Dolly remained a complete mystery. Because of the low efficiency of somatic cloning and

more than one type of cell involved in donor cell suspension, it is difficult to confirm which kind of donor cells

developed to cloned animals after nuclear transfer (NT). The uncertainty of the donor origin of cloned animals

brings difficulties to the research of somatic reprogramming mechanism after NT. Therefore, the study of donor

cell is an important subject of nuclear transfer, which includes whether all kinds of cells can be used for nuclear

transfer, whether terminally differentiated somatic cells can be reprogrammed after NT, whether differentiated

status of donor cells is related to the efficiency of NT, whether nonviable donor cells can be used for nuclear

transfer and so on. This review discusses the recent advances of donor cells used in mammalian somatic nuclear

transfer.
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1　终末分化的体细胞与核移植

自“多莉”羊诞生以来，关于“多莉”羊

是否真正来自于分化的乳腺上皮细胞，还是来自存

在于组织悬液中的少量的组织干细胞，一直是克隆

界争论的话题[1,2]。由于克隆动物的成功率非常低，

同时，由于我们缺乏对某种特定细胞核的永久标

记，使得最终形成动物的供体细胞，可能是用于核

移植(nuclear transfer, NT)的含有多种细胞的细胞悬

液中的任何一种或几种，很有可能是来源于其中少

量的组织干细胞[3,4]。那么，到底克隆动物是来源

于终末分化的体细胞，还是来源于细胞悬液中组织

干细胞？或者，是否终末分化的体细胞能够用于核

移植？为了回答这一问题，最好的方法就是用带有

遗传标记的终末分化的体细胞进行核移植。为此，

外周血中成熟的 B 细胞和 T 细胞成了最好的供体。

因为，B 细胞及T 细胞在骨髓及胸腺中成熟的过程

中在免疫球蛋白和T 细胞受体位点均发生了遗传序

列的重排，然后迁移到外周血中执行相应的免疫功

能，这是一种天然携带遗传标记的终末分化的体细

胞。然而，在用外周血淋巴细胞进行一步法核移

植，即将核移植重构胚直接移入假孕母鼠后，科研

人员并没有获得克隆小鼠[5]。Hochedlinger和Jaenisch[6]

随后改进了核移植程序，建立了两步法小鼠核移植

的方法，即先将克隆的重构囊胚移入胚胎干细胞培

养液中分离胚胎干细胞系(nuclear transfer embryonic

stem cell line, ntES cell line)，而不是直接植入假孕

母鼠的子宫中。然后将ntES细胞注入四倍体囊胚中

获得克隆小鼠，在这第二步中，四倍体囊胚的细胞

会发育成胚外组织，而小鼠几乎完全来自于注入的

ntES 细胞。通过这一改良的核移植程序，他们获

得了来自成熟B细胞和T细胞的ntES细胞系及克隆

小鼠，通过对ntES细胞系及克隆小鼠各种组织的鉴

定发现均发生了免疫球蛋白位点及T细胞受体位点

的DNA序列重排。这一实验结果证明了终末分化的

B 、T 细胞能够用于核移植。随后，L i 等[ 7 ]和

Jaenisch实验室[8]用两步法又成功地获得了来自成熟

的嗅觉神经细胞的克隆小鼠，这些结果充分地证明

了终末分化的体细胞可以被重编程后恢复全能性。

然而通过这种两步法的核移植程序获得的个体并不

能完全证明供体细胞的全能性，它与一步法核移植

所获得的克隆个体是不完全相同的。这主要是因

为；第一，四倍体囊胚在两步法核移植中会发育成

胚外组织，我们并不知道此类体细胞核经核移植后

是否也具有发育成胚外组织的能力，而胎盘的问题

又是导致克隆动物异常最重要的一个因素，所以它

的全能性并不明确[9]; 第二，ntES细胞的体外培养可

能是体细胞进一步进行重编程的过程；第三，所获

得的小鼠个体中嵌有部分四倍体细胞；第四，ntES

细胞在体外培养过程中会发生遗传的变化，甚至丢

失Y染色体，导致获得的个体性别发生变化[10]。因

此，我们将通过两步法获得的小鼠称为clonal 小

鼠，而不称为cloned小鼠[10]。随之而来的问题是，

能否通过一步法克隆的方法获得来自终末分化体细

胞的克隆小鼠？2007年，Sung等[11]报道了通过一

步法获得了来自终末分化的粒性白细胞的克隆小

鼠，但由于研究人员用单一的表面标记Gr-1及侧向

角散射(side scatter)来分选细胞，分选纯度为99.4%，

不能排除有其他类型的表达Gr-1的血液细胞，如未

成熟的粒性白细胞和单核细胞被误选用作供核而最

终形成了克隆小鼠，因为没有任何标记可以证明克

隆的小鼠是来源于成熟的粒性白细胞[12,13]。因此，

终末分化的供体细胞能否通过一步法核移植获得克

隆小鼠还有待于进一步的探讨。

2　胚胎干细胞与核移植

提高核移植诱导体细胞重编程的效率一方面可

以促进该技术的应用，另一方面可以从分析效率提

高的影响因素来了解重编程的机制，因此对核移植

效率的比较显得尤为重要。比较重编程的效率通常

有以下几个层次[14]: 一是比较重构胚胎着床前的发育

率，即成功构建的胚胎发育成囊胚的比例；二是比

较重构囊胚着床后发育至个体效率，即将重构囊胚

移入受体子宫后发育成个体的比例；三是结合着床

前后发育能力的比较，即将重构胚直接移入受体输

卵管后比较发育的能力；四是比价重构囊胚在体外

形成胚胎干细胞系的能力。重构胚着床前发育的能

力受到许多试验因素的影响，如核移植技术的本身

会对重构胚造成一定的损伤从而影响重构胚的发

育，又如供体细胞的周期也会对重构胚的发育产生

重大的影响。因此，比较重构胚着床前的发育率及

结合着床前后发育能力的比较并不能真实反映体细

胞重编程的效率。然而，一旦重构胚发育至囊胚，

它们继续发育至胎儿或在体外培养出胚胎干细胞系

的能力受到其他因素的影响较小，从而比着床前胚

胎发育率更能说明重编程的效率。进行重编程效率

的比较还有一个重要的考虑因素是被比较对象的可

比性。由于核移植的效率非常低，因此我们必须严
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格控制实验的条件，合理设计实验的对照组。例如

我们所讨论的供体细胞的核移植效率问题，实验应

在同一实验室由同一科研人员完成，供体细胞应来

自同一供体动物、同一细胞谱系，如研究皮肤干细

胞是否有更高的核移植效率，最佳的选择是对来自

同一个体皮肤的干细胞和皮肤分化细胞进行比较，

而不是将皮肤干细胞与颗粒细胞或培养的成纤维细

胞进行比较[15]。

在体细胞克隆获得成功之前，用于核移植研究

的供体细胞多来源于早期胚胎的卵裂球，这些细胞

由于具有多能性甚至全能性，因此比较容易获得克

隆动物。这就使我们联想到具有多能性的胚胎干细

胞(ES cell)，已经成系的ES细胞能否用于核移植，

而且具有比体细胞克隆更高的效率呢？研究人员用

不同遗传背景的 ES 细胞系进行核移植后，得出了

以下的结果[16-19]: 第一，ES细胞可以用于核移植，

且按照出生小鼠数占移入子宫中重构囊胚的比例

算，具有比体细胞核移植更高的效率；第二，由

于ES 细胞处于快速的细胞分裂周期中，约 35% —

40% 的细胞处于S 期，而S 期的细胞是不能用于核

移植的，只有 G1 或 G 2 / M 期的细胞可以，因此，

必须对培养的 ES 细胞进行血清饥饿处理，并需要

达到高的细胞聚合程度，使得G1 期或G2/M 期细胞

的比例大大提高，从而提高核移植的效率；第三，

虽然按照出生小鼠占移植囊胚的比例算，ES细胞的

克隆效率大于体细胞，但按占激活的重构胚的比例

算，却与体细胞的克隆效率相似；第四，ES 细胞

克隆效率与细胞的遗传背景有着非常密切的关系，

F1遗传背景的ES细胞比近交系及远交系的ES细胞

具有更高的克隆效率；第五，来自 ES 细胞的克隆

小鼠及胎盘表现出较来自新鲜分离的体细胞的克隆

小鼠更多的异常现象，如出生死亡率高、出生体重

更高、胎盘更重等，这些现象可能与 ES 细胞长期

体外培养造成的遗传及表观遗传的变化有关，培养

代数越高克隆效率越低的实验结果可以支持这一假

设；第六，经过基因改造过的 ES 细胞可通过核移

植获得基因突变的克隆小鼠，这可以大大缩短常规

方法先获得嵌合小鼠，再通过生殖遗传获得基因突

变的小鼠所需要的时间。毫无疑问，相比体细胞，

ES 细胞是一种比较容易获得克隆动物的供体细胞，

不少实验室虽然获得了来自ES细胞的克隆小鼠，却

从未报道过通过一步法获得来自体细胞的克隆小

鼠。结合之前的研究发现，早期卵裂球易于核移植

的事实，很容易让大家得出细胞的分化程度越低，

核移植的效率越高的结论。然而，截至目前，却

没有一个有说服力的比较试验证明这一结论，而存

在的疑点却很多，如目前对体细胞和 ES 细胞克隆

效率的比较均来自不同的文章、不同的实验室、不

同的细胞系、不同的细胞谱系，缺乏可比性；再

如培养的ES 细胞中存在一部分分化的细胞，而ES

细胞用于核移植前的血清饥饿等处理可能会增加分

化细胞的比例，再加上克隆效率低，缺乏特定的遗

传标记等问题，我们还不能确定来自 ES 细胞的克

隆小鼠是具有多能性的 ES 细胞，还是已经开始分

化的细胞。因此，供体细胞的分化状态与核移植效

率是否有关，如果有关，是正相关还是负相关，还

有待于进一步的证实。

3　组织干细胞与核移植

虽然来自ES细胞的克隆囊胚有着比体细胞更高

的体内发育率，但如果按照克隆小鼠占重构胚的比例

算，两者却有着相似的效率。一个影响ES 细胞克隆

效率的重要因素是体外培养造成ES 细胞的遗传及表

观遗传的变化[20]，据此，不少研究人员提出，新鲜

分离或短期培养的来自成体组织或胎儿组织的干细

胞可能是一种更有效的克隆小鼠的供体细胞[3,4,9,20]。

因此，最近几年，不少实验室用家畜及小鼠不同的

组织干细胞核进行 N T 后发表了一系列的实验数

据，但结果却是不一致的。来自猪和牛的骨髓间充

质干细胞(mesenchymal stem cells, MSC)重编程能力

的研究[21-23]发现，猪和牛的MSC核移植后重构胚的

体外发育率高于体细胞组，而唯一一篇体内发育的

报道证明了牛 MSC 可以用于核移植获得克隆个体，

但却没有设立严格的对照组[24]。另外，猪皮肤来源

的干细胞核和前脂肪细胞核移植后重构胚的体外发

育率明显高于胚胎成纤维细胞[25,26]，来源于前脂肪

细胞的重构胚移植后能够获得克隆猪。最近，研究

人员用来自鹿茸的干细胞及其分化的细胞成功地克

隆了红鹿，但克隆效率没有显著差异[27]。

小鼠核移植系统为研究供体细胞分化状态与重

编程效率的关系提供了一个很好的模型。用培养的

小鼠MSC细胞系作为供体与成纤维细胞进行核移植

效率的比较发现，虽然体外发育率相似，但来自

MSC的克隆胚胎移植后未能进行体内发育[28]; 然而，

来自培养的神经干细胞却有着非常高体外及体内的

发育率[28]。同样，用培养的神经干细胞，Wakayama

的实验室[29]发现克隆效率与分化的神经细胞无显著
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差异，但却显著低于睾丸支持细胞和颗粒细胞；

Jaenisch实验室[30]用培养的神经干细胞与已发表的终

末分化的神经细胞进行核移植后获得胚胎干细胞系

的效率比较，发现神经干细胞有着较高的重编程效

率[30]。我们和Fuchs实验室用来自于同一小鼠个体

的皮肤干细胞及分化的皮肤细胞作为供体进行 NT

发现，皮肤干细胞在雄性和雌性小鼠中均有较高的

克隆小鼠获得率[15]。然而，来自造血干细胞的 NT

研究却发现，造血干细胞核移植效率低于其他分化

的体细胞类型[11,31]。以上的实验使得供体细胞的分

化程度与 NT 效率的关系更不明了，同时，这些研

究中均存在一项或几项以下几方面的瑕疵: (1)培养的

组织干细胞或胚胎干细胞中并非所有的细胞均处于

多能性，有一部分细胞已经分化；( 2 ) 分选细胞

(FACS)的纯度不能达到100%；(3)干细胞和分化细

胞来源于不同的细胞谱系(lineage)，不同的遗传背

景，不同的供体动物，甚至用培养的细胞和新鲜分

离的细胞进行比较，缺乏可比性。因此，供体细

胞的分化状态是否会影响核移植效率仍然是一个有

待于进一步探讨的问题。

4　死亡的供体与核移植

核移植技术在基础研究和应用研究中都有着重

要的作用。在基础研究中，运用小鼠核移植技术否

定了嗅觉受体基因的表达选择是受到DNA序列重组

调控的假说[7,8]，这一结果为该领域的研究提供了正

确的方向。在应用研究中，核移植技术可以快速扩

增优良的家畜个体、保护濒危物种以及对死亡的个

体甚至灭绝的物种进行恢复等。

动物克隆技术可以将动物的遗传物质完整地传

递下去，这一特点对于那些有价值的动物个体的繁

育及保种有着重要的作用。因此，我们可以通过建

立优良个体及濒危物种体细胞库的方法对这些遗传

资源进行保存。然而，在“多莉”羊诞生以前，

人们并不知道可以通过体细胞核移植技术获得克隆

动物，因此，没有通过细胞培养的方式对一些有价

值的动物个体进行种质的保存，死亡的个体通常会

被直接冷冻保存。这种冷冻保存的个体或组织是否

可以用于克隆？另外，在一些野生动物或有价值的

动物个体意外死亡，尚无细胞系保存的情况下，是

否可以对死亡的个体直接进行克隆？

对冷冻保存的死亡个体或死亡没多久的个体进

行克隆最根本的问题就是是否能够获得可用于克隆

的供体细胞。这可以通过两种方式来完成，一是将

供体组织进行体外的分离和培养，以期获得活的体

细胞系，这种可能性已被证明是存在的。2007 年

日本科学家成功地对未经过任何抗冻处理的冷冻了

13 年的牛睾丸组织细胞进行了克隆，这头叫“安

福号”的种公牛是日本最著名的HIDA 牌牛肉的原

始祖先，它死于 1993 年 9 月，它的睾丸在未经任

何抗冻处理的情况下被直接冻存在-80℃，10年后

又被移入液氮中继续保存了3 年。研究人员担心随

着时间的推移，“安福号”优秀的肉质特色会逐渐

丢失，因此他们开始尝试对“安福号”进行克隆。

他们首先将部分冷冻的睾丸组织分离出来在体外进

行培养。令人惊奇的是，他们获得活的细胞并建立

了 4 个细胞系，然后利用这些细胞进行克隆并在

2007年和2008年获得了4头克隆牛，其中有3头存

活至今[32]。然而，并非所有冷冻的组织或个体中都

能分离出活的体细胞，这需要非常严格的保存条

件。第二种方式是将细胞或核直接从死亡的组织中

分离出来直接进行核移植。2001年，Loi等[33]对两

头死亡的成年欧洲盘羊进行了克隆并获得了一头正

常的克隆欧洲盘羊。欧洲盘羊是一种濒危的物种，

研究人员从在死亡18—24 h的欧洲盘羊体内取出卵

子- 颗粒细胞复合物并在体外进行培养，发现卵子

不能进一步发育成熟，台盼蓝染色证明所有的细胞

均无活性。即便如此，他们仍然将颗粒细胞注入去

核的绵羊卵子中并最终获得了一头克隆盘羊。2002

年，他们进一步证明绵羊的颗粒细胞在核移植前经

55℃或 75℃处理后可以用于核移植并获得克隆绵

羊[34]。2008 年，Li等[35]用未经抗冻处理的冷冻小

鼠体细胞进行克隆，将分离的小鼠皮肤细胞直接冷

冻在 –80℃约一年后用于核移植发现，这些细胞遗

传物质及染色体仍然保存完好，通过两步法核移植

可以获得克隆小鼠。我们同时证明了长期冷冻导致

细胞膜破损的供体细胞，即死亡细胞也可以用于核

移植。Wakayama 等[36]证明了未经任何抗冻处理的

来自冷冻了16 年的小鼠的体细胞也可以用于克隆，

他们从小鼠中分离出各种细胞核直接用于核移植，

通过两步法核移植获得了克隆小鼠。在这两项研究

中，研究人员均未能通过经典的一步法小鼠克隆技

术，即将克隆囊胚直接移入假孕母鼠子宫中获得克

隆小鼠，而是通过两步法，即先从克隆的囊胚中建

立核移植胚胎干细胞系，然后通过四倍体囊胚注射

或再次核移植的方法获得了克隆小鼠。这一方面说

明，来自冷冻个体细胞的遗传物质及染色体保存得
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足够好，能够被重编程后形成胚胎干细胞系和克隆

动物；另一方面，也可以说明，冷冻对细胞核造

成了一些小的损伤，导致通过一步法核移植不能获

得克隆小鼠。在两步法小鼠核移植程序中，首先要

建立小鼠的核移植胚胎干细胞系，胚胎干细胞在体

外的培养过程可能为这些小损伤的修复提供了时

间，使得这些细胞核能被修复到可被用于克隆的程

度。因此，虽然通过上述的方法获得的克隆小鼠看

上去与正常小鼠无区别，并且能够繁殖后代，但我

们还是不能排除在染色体上有着细小的基因序列的

变化，而这种变化不会对个体的生长及发育造成致

命的影响。

以上的这些研究说明，通过克隆技术可以复制

那些冷冻保存的死亡动物个体或死亡不久的个体，

或者通过从组织中分离出活的体细胞进行克隆，或

者通过分离出细胞直接进行核移植的方法，通过两

步法核移植的方法，即先建立核移植胚胎干细胞

系，然后用于核移植。因此，只要核物质保存完

整，我们就有可能对其进行克隆。

5　结语

供体细胞是开展核移植研究的基础，是探讨核

移植效率的关键，是研究核移植诱导体细胞重编程

机制的前提。随着核移植研究的不断深入，越来越

多类型的细胞被成功用于核移植。然而由于供体细

胞悬液中细胞成分的复杂性、缺乏不同细胞特定的

永久性标记，以及克隆效率低等原因，到目前为

止，与供体细胞相关的一些问题仍不清楚，如终末

分化的供体细胞能否通过一步法核移植技术获得克

隆动物，供体细胞的分化状态是否会影响克隆的效

率等。对这些核移植研究基础问题的解答可以使我

们全面地了解核移植诱导体细胞重编程的过程，有

助于我们对核移植诱导体细胞重编程机制的研究，

从而进一步地提高核移植诱导体细胞重编程的效

率 。
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