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摘　要：成功的体细胞核移植(somatic cell nuclear transfer，SCNT)有赖于供体细胞的基因组通过重编程

恢复到支持胚胎发育的全能性状态。但是，相比起自然受精后发生的重编程来说，要诱导一个已经分

化的供体细胞重编程为全能性状态，往往在时间上和程度上都是迟滞的和不完全的。同时，DN A 甲基

化状况又是影响克隆胚胎发育和基因表达的关键因素之一。因此，深入研究主导 DNA 甲基化修饰的分

子机理，探讨 DNA 去甲基化在供体细胞重编程过程中扮演的角色，从而进一步提高供体细胞重编程效

率，提高克隆胚的发育潜能，这对于体细胞核移植效率的提高具有重要的意义。
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Abstract: Reprogramming of a somatic nucleus to a totipotential state of supporting embryonic development is

thought to be essential for successful cloning by SCNT (somatic cell nuclear transfer). Due to the evolved

capacity of oocyte in normal fertilization, SCNT-induced reprogramming of a differentiated nucleus to a totipo-

tential state is suboptimal in comparison with adequate and appropriately timed maternal and paternal genome

reprogramming ensuing normal fertilization. Meanwhile, DNA-methylation pattern is one of the key factors

which affect the development of SCNT-reconstructed embryos and gene expression profile. Hence, thorough

understanding of the molecular mechanism underlying DNA-methylation modification and grasp of the knowl-

edge about the role of DNA-demethylation in reprogramming of a donor nucleus, further enhancing the efficacy

of this process and the developing potential of SCNT-reconstructed embryos are likely to have a significant

impact on elevating the SCNT efficiency.
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目前，有相当数量的体细胞克隆动物面临着发

育异常、出生前和围产期的高死亡率等问题，诸如

怀孕期延长、巨大儿、胎盘发育异常、心血管和

呼吸系统异常、免疫缺陷、肥胖、肝肾功能异常、

行为改变、新生儿疾病的易感性等等，都可以归结

为“巨大儿综合征”(large offspring syndrome，LOS)[1]。
但是，表型异常的克隆动物其后代往往又具有正常

的表型。这就告诉我们这种异常源自于克隆动物表

观遗传修饰的改变，而非基因突变所致[2]。目前认

为，这种现象与供体细胞重编程缺陷，不能支持胚

胎正常发育有关[3]。然而，对于能够驱动精子染色
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体进行重编程的卵母细胞来说，将供体细胞重编程

则是另外一回事。这也就不难理解为什么体细胞核

移植中供体细胞的重编程并不那么理想了。因此，

找到一种能促进卵母细胞重编程供体细胞为全能性

状态的方法，对提高核移植的效率具有重要的意

义。

1　表观遗传修饰机制

生物体能否正常发育取决于能否随着不同发育

阶段对其基因表达进行精确的调控。在这里需要引

出一个概念——细胞记忆(cellular memory)。一个生

物体中的所有细胞虽然拥有着相同的遗传物质，但

是却有着各自不同的表型和功能，更重要的是这些

特征是从发育早期就已经具备了，即使经历了一生

中无数次的细胞分裂，却依然保存了下来。Feng等[4]

提出细胞中存在外在(apparent)和内在(intrinsic)两种

表观记忆(epigenetic memory)：前者需要外界信号

刺激来维持其持续性，而后者则不需要。细胞分化

或者细胞对外界环境刺激应答使特定基因暂时性沉

默，由外在记忆效应负责；而内在记忆效应则负责

对反转录病毒、转座子和能引起细胞转化的癌基因

的沉默。两者扮演的角色各不相同。这种记忆效应

之所以能够存在，表观遗传修饰机制功不可没。这

样就可以在不改变DNA序列的情况下，保证细胞代

与代之间遗传特征的稳定传递。其中，DN A 的甲

基化和组蛋白修饰又是两个主要的机制[5]。然而，

不同于组蛋白修饰，DNA 的甲基化是独一无二的，

因为它能独立、持久地引起表观记忆效应[4]。简而言

之，把握住分化细胞的记忆效应，从表观遗传修饰

机制入手，就可以重塑细胞的基因表达模式，将分

化细胞转变为支持胚胎发育的全能性状态。本文也

将重点关注DNA的甲基化与体细胞核移植之间的关

系。

1.1　组蛋白修饰　在细胞核中，组蛋白不仅是组

成核小体的结构成分之一，也是调控基因表达的重

要组成元件，如组蛋白的尾部伸出核小体，在翻译

后会经历不同的修饰，如乙酰化、甲基化、磷酸

化、泛素化、ADP- 核糖基化等[6]。这些修饰及其

生物学功能的多样性表明存在一种组蛋白密码。组

蛋白密码大大丰富了传统遗传密码的信息含量。这

其中，组蛋白乙酰化是最早被鉴定的修饰机制之

一。以乙酰基基团的结合或去除，来削弱或加强组

蛋白与DNA之间的结合，调节染色质的松弛或浓缩

状态。它能作为一种信号，改变相邻核小体上组蛋

白与组蛋白之间或组蛋白与调节因子之间的相互作

用，从而影响到核小体的结构，形成一个更加开放

适合转录的染色质环境，进而决定基因的表达[7]。

传统观点认为组蛋白乙酰化是基因转录活跃的标

志，而去乙酰化常常代表转录的抑制。

1.2　DNA 甲基化修饰　在哺乳动物中，DNA 甲基

化是在DNA甲基转移酶(DNA-methyltransferases，

Dnmts)的催化作用下，在基因组CpG二核苷酸的胞

嘧啶5' 碳位共价结合一个甲基基团而实现的。基因

组中富含 CpG 的序列称为 CpG 岛。据估计，在哺

乳动物基因组约2.5万个基因中存在着3万－4万个

CpG 岛[8]。其中的绝大多数存在于管家基因的启动

子中，但也有一些存在于组织特异性基因中。对于

哺乳动物而言，CpG 岛的甲基化状态是决定早期胚

胎发育过程中，基因组能否正常重编程、特定基因

能否正常表达的关键因素之一[9]。不同亚型的DNA

甲基转移酶具有不同的功能。其中，Dnmt1 负责在

DNA 复制过程中，半保留复制的子代 DNA 能完整

的遗传到亲代DNA上的甲基化结构[10]。Dnmt1 对于

基因组中甲基化状态的维持具有重要作用。卵母细

胞中的亚型Dnmt1o则负责维持母系印迹基因的甲基

化状态。Dmnt3a 和 Dmnt3b 在 ES 细胞、胚胎和生

殖细胞中均有表达，负责 ES 细胞、早期胚胎、植

入后胚胎和生殖细胞中印迹基因的从头甲基化，对

于生物体在发育过程中甲基化状态的建立非常重

要[11,12]。据推测，Dmnt3L 与 Dmnt3a 和 Dmnt3b 相

互作用，共同参与了雌性生殖系特异基因印迹的甲

基化过程，并且调控着雄性精子的发生[12]。

哺乳动物基因组的甲基化状态决定着基因表达

活性，即基因在它不表达的组织中被甲基化，而在

特异表达的组织中呈去甲基化状态。传统的观点认

为，DNA 的甲基化状态与染色质的构象密切相关，

且胞嘧啶的甲基化先于染色质构象变化。甲基化的

DNA 会被甲基化胞嘧啶结合蛋白识别并结合，两者

再与阻抑复合物结合，后者含有的组蛋白去乙酰化

酶可进一步抑制基因表达。未甲基化的DNA具有转

录活性，染色质结构松散，更利于转录；而甲基

化的DNA 其染色质结构致密，不利于转录的发生。

从这个角度来说，胞嘧啶的甲基化起到了优先阻抑

基因转录的作用。最近，另外一种相反的说法认

为，染色质构象的变化影响决定着DNA 的甲基化或

去甲基化。

多年来，一直认为由于 DNA 甲基转移酶的存
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在，D N A 的甲基化状态会伴随细胞的一生，而不

会改变。也就是说，一个终末分化的细胞不可能再

转分化成为另一类细胞或再次获得全能性状态。但

是，哺乳动物体细胞核移植技术的成功，却挑战了

这个经典的观念，呈现出哺乳动物表观基因组的高

度可塑性，人们才发现DNA的甲基化其实是个可逆

的过程[13]，可随外界环境信号的变化而发生相应的

改变。这种恢复分化的体细胞为全能性状态的过程

就称为核的重编程。越来越多的基因被发现其激活

与去甲基化状态也有着直接关系，特别值得一提的

是发育分化相关基因的激活[14]。可以说DNA甲基化

在基因组修饰和表达调控方面呈多样性变化。

以上的几种说法虽然观点相左，但都已经注意

到染色质的构象和CpG岛的甲基化是细胞记忆和维

持细胞分化状态的基础。在核移植中，表观遗传机

制，特别是DNA甲基化调节着供体细胞的重编程情

况，对恢复细胞的全能性状态，提高 SCNT 的效率

具有重要的意义。

2　体细胞核移植与DNA 甲基化

虽然说，到目前为止，体细胞核移植是诱导

体细胞表观遗传重编程最可靠的方法，但相比起正

常受精获得的胚胎所具有的充分和按时序进行的父

源/ 母源基因组的重编程来说，核移植来源的重构

胚的重编程状态还远未达到要求。从对克隆胚进行

的表观遗传情况的检测结果可以看出，许多物种的

重构胚的甲基化状态都不正常，甚至它们相互之间

的甲基化情况也都各不相同。Dean等[15]发现，牛植

入前克隆胚在不同发育阶段均表现出DNA 甲基化情

况的异常。对自然受精胚胎和克隆胚的比较研究发

现，两者的 DNA 甲基化情况是不同的。克隆胚的

DNA 甲基化情况更接近于体细胞，即其供体细胞核

的重编程不完全。供体细胞的表观遗传修饰不能被

完全去除，就难以恢复到早期合子细胞的全能性状

态。

尽管大多数的重构胚不能发育完全并最终获得

克隆后代。但毕竟也得到了一些克隆胚来源的克隆

动物。这都是处于终末分化的体细胞做不到的。这

就说明，供体细胞的 DN A 在一定程度上也发生了

重编程。针对灵长类动物进行的实验发现，在卵母

细胞的诱导作用下，供体细胞的确发生了重编

程[16 ]。只是，克隆来源的重构胚的表观遗传重编

程情况充满了复杂性、偶然性和随机性。

DNA 甲基化可通过直接与反式作用因子互作，

即干扰转录因子与基因调控区DNA及其相关蛋白的

结合；或间接性地通过改变染色质构象，进而控制

诸如X-染色体失活、基因印迹和端粒长度恢复等过

程，来达到调控基因表达的目的。

2.1　X-染色体失活　DNA的甲基化修饰在X-染色

体失活过程中扮演着重要的角色。X-染色体随机失

活主要取决于X-染色体失活中心的XIST基因转录的

起始。在哺乳动物雌性胚胎发育的早期，随机任意

一条X-染色体上的XIST在转录成RNA后并不翻译，

而是附着在这条即将失活的X-染色体(inactive X

chromosome, Xi)上，再辅以一系列的染色质修饰，

而使绝大多数基因失去转录活性。需要特别提到的

是，失活X-染色体上XIST基因的5'端是非甲基化

的，而在活性 X- 染色体上是甲基化的；而且源自

内细胞团的细胞其X-染色体会随机失活，而来自滋

养层中的细胞会优先选择父系X-染色体失活[17]。这

似乎表明哪条X-染色体会失活是由基因印迹所决定

的。供体细胞中两条 X- 染色体，只有一条具有活

性，重构胚必须首先重新激活另一条失活的X-染色

体，才能将两者之一再次失活。在鼠的克隆胚中，

原本失活的 X- 染色体被重新激活。然而，在随后

的发育中，特别是妊娠中后期胎盘中出现了X-染色

体连锁基因的异常表达[18]。这种X-连锁基因的异常

表达，被认为对胚胎发育产生了不利的影响[1 9 ]。

XIST RNA 的附着一旦开始，失活X- 染色体上就会

发生一系列的染色质修饰，诸如H3-K4 去甲基化、

H3-K9和H3-K27上的甲基化，随后诱发转录沉默和

复制的延迟[20]。已经在牛和其他物种的雌性胚胎中

发现，自XIST 转录开始，两条X- 染色体复制就变

得不同步了。待发育到桑椹胚，牛雌性胚胎的一些

卵裂球中就出现了延迟复制的X-染色体，随着胚胎

的继续发育，这种卵裂球会越来越多[21]。更多的证

据表明，体内胚与包括克隆胚在内的体外胚之间在

表观遗传重编程方面存在着差异，而其中外界培养

条件是主要影响因素之一[22]。早在1993年，Yadav

等[23]就发现，相比起雌性胚胎，雄性胚胎会更快的

发育到囊胚。由体外受精(in vitro fertilization, IVF)

得到的体外胚及其动物的性别更倾向于雄性[24]。还

有的研究发现，体外培养基的组成成分对胚胎的发

育和性别取向也有影响。在体外受精后的第 7 d，

从葡萄糖含量高的培养基中会获得更多的雄性

胚胎[25]；在培养基中加入血清并与体细胞共培养，

会使许多的雌性胚胎阻滞于发育的桑椹期[26]。也就
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是说，这两种培养条件更适合于雄性胚胎的发育，

而对雌性胚胎的发育是不利的。而且，体外培养温

度过高，也不利于雌性胚胎的发育[27]。也许，其

中的原因之一就是体外操作及培养条件影响了X-染

色体的正常失活和X- 连锁基因的表达。

这就提示可以通过诸如基因芯片等高通量手

段，分别在表观遗传水平、转录水平和蛋白质水平

找出在体内胚和克隆胚、雌性胚和雄性胚之间差异

表达的基因，分析其中机制，并最终应用到实践

中，改进实验操作规程和体外培养条件等影响因

素，有目的地提高克隆效率。

2.2　基因印迹　基因印迹是指来自父母双方的等位

基因在通过精子和卵子传递给子代时发生了修饰，

使带有亲代印迹的等位基因具有不同的表达特征。

也就是说，其表达依赖于亲本等位基因的遗传。即

使双亲遗传给后代的基因完全相同，若印迹不同必

定出现不同的效应。一般而言，基因印迹在配子发

生过程中就开始了，只是不同的印迹基因开始形成

印迹的时间各不相同。但目前已知的印迹基因都有

一个共同特征，即发生了 DNA 甲基化。通常，印

迹基因的标志往往就在印迹控制区(imprinting control

regions，ICRs)上通过DNA的甲基化体现出来。经

Dnmt 3a 的催化，在CpG 二核苷酸上结合上甲基基

团，致使相应的等位基因沉默。来自父母双方的等

位基因，在以各自独立的配子，到最终结合成受精

卵发育的过程中，经历了一系列的甲基化修饰。配

子阶段，精子和卵子均保持高甲基化状态。在受精

后的几个小时内，雄原核迅速发生去甲基化，这似

乎是一种由酶催化的主动过程；而雌原核的去甲基

化是随着有丝分裂时染色体的复制而进行的，更加

的被动和滞后[28]。在哺乳动物胚胎发育早期，基因

组DNA的甲基化状态又发生了改变，囊胚期基因组

DNA 发生了从头甲基化，内细胞团 DNA 和组蛋白

呈高甲基化，明显区别于滋养外胚层细胞的相对低

甲基化状态[29]。父源和母源等位基因的不同修饰方

式导致了不同的胚胎发育情况。母源印迹基因对胚

胎正常发育尤为重要，而父源印迹基因则是滋养外

胚层来源组织正常发育的关键。可见，对胚胎发育

而言，亲本等位基因能否正常表达至关重要[30]。有

一种假说[31]认为，基因印迹作为一种遗传机制参与

到了哺乳动物胎儿的发育中，在胎儿期对胎儿营养

物质的供应及储存进行调节。通常，胎盘中表达的

遗传自父系的等位基因趋向于将母亲体内的营养成

分供应给胎儿；而源自母系的等位基因更趋向于限

制这种转移，以保证母体的健康[32]。如果这种假说

成立，那么胎盘中印迹基因的表达情况在胎儿发育

过程中扮演的角色就非常重要了。对胎盘的重要

性，有一种说法认为它对体细胞表观遗传重编程存

在的异常更加敏感。也可以认为，胎盘更需要正常

的重编程修饰。Kim等[33]在克隆牛和人工受精牛的

胎盘中发现了60种差异表达的蛋白质。可以说，克

隆动物中出现的许多表型缺陷都与胎盘发育功能异

常相关[34]。事实上，一些印迹基因只在胎盘中特异

性地表达[35]。在囊胚的滋养外胚层细胞中表达的基

因也存在着异常。Wrenzycki 等[36]观察到，在滋养

层细胞中特异表达的IF-tau基因在一些牛的克隆囊

胚中异常表达。Jouneau 等[37]发现，向表型缺陷的

小鼠克隆胚中导入胚胎干细胞或内细胞团细胞并不

能完全修复异常表型；如果导入四倍体细胞，就可

以达到修复的目的。而在那些没有明显的过度生长的

克隆胎儿中，也依然会表现出胎盘形态的异常[38]。

总体说来，许多表型异常的克隆动物都存在着

不同程度印迹基因甲基化调节的异常[18]。

2.3　端粒长度　端粒在维持真核动物线性染色体末

端的完整性和防止染色体之间发生末端融合方面发

挥着重要的作用。其由末端重复序列和特异性端粒

酶共同组成的核蛋白复合体构成。从已有的报道可

以看出，用于克隆的不同物种和组织来源的供核细

胞其端粒长度存在着差别[39]。在牛的克隆实验中，

如果以肌肉细胞用作供体细胞，则重构胚端粒长度

与相同年龄段的对照组相当；如果选用来自上皮组

织的供核细胞，其端粒就会明显缩短[39]。Enright等[40]

利用 5- 氮胞苷，一种 DNA 甲基转移酶的抑制物处

理供体细胞，发现实验组的细胞多处于细胞周期的

G0/G1 期，呈长梭形，与基质连接松散；而对照组

则大多位于S期，且胞质致密，更紧密地连接在培

养基质上。Belloch 等[41]提到，相比起处于高甲基

化状态的细胞来说，低甲基化的供体细胞对卵母细

胞的重编程作用更加敏感，也具有更高的克隆效

率。Beyhan等[42]在基因转录水平上的研究表明，不

同供核细胞对卵母细胞重编程的敏感度不同，会导

致不同供核细胞来源的重构胚的重编程效果不同，

而导致胚胎发育潜能的差异；而且即使不同供体细

胞来源的囊胚基因表达情况类似，但转录后修饰的

差异也会造成移植后发育水平的不同。基于以上研

究结果，我们可以认为由于不同组织类型或不同时
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相的细胞其甲基化情况或者说表观遗传修饰各不相

同，才导致了这种现象的发生。Schaetzlein等[43]在

牛和鼠的克隆实验中发现，在桑椹胚向囊胚过渡时，

存在一种端粒延长程序(telomere elongation program)，

用来重置端粒至特定的调定点。众所周知，从桑椹

胚到囊胚的转换是植入前胚胎发育的重要环节，由

此开始了胚胎的首次分化，形成了内细胞团和滋养

层，同时也伴随着胚胎形态和基因表达方面的诸多

改变。可以认为，如果此时重构胚没能完成重编

程，或重编程进度滞后，就会影响到端粒长度的重

置，胚胎就会停滞在桑椹胚期而不会继续发育下

去，而影响到克隆效率。

既然在克隆实验中要求供体细胞从分化状态转

变成具有支持胚胎发育能力的全能性细胞，这就需

要我们重新思考怎样在体外降低细胞基因组DNA(如

CpG 岛)的甲基化程度，提高供体细胞、重构胚的

重编程效率，恢复细胞的全能性状态。这对提高核

移植获得的重构胚的发育潜能，提高克隆效率，具

有着重要的意义。

3　体外诱导DNA 去甲基化及卵母细胞重编程

到目前为止，对如何去掉 DNA 上的甲基基团

还不是很清楚。Simonsson和 Gurdon[44]发现，蟾蜍

卵母细胞的确拥有去甲基化的能力，只是具有一定

的局限性，只对基因组中特定的甲基化位点有效。

如此看来，卵母细胞的这种去甲基化能力并不适用

于全基因组，而是有一定的选择性。

Byrne等[45]发现，将鼠胸腺细胞转入蟾蜍卵母

细胞后的第4 d，Oct4基因才得以转录，出现了明

显的延迟现象，如果在核移植前就将供体细胞中的

抑制性蛋白脱去，这种延迟现象就会缓解到 2 d，

如果将未甲基化的DNA(如导入细菌质粒中)转入卵

母细胞，就不会出现这种延迟现象。这似乎说明，

就算将供体细胞中全部的抑制性蛋白都去除掉，还

是会出现基因延迟表达的情况。只有当DNA完成去

甲基化，基因的表达才会得以进行。

在克隆实验前后，分别对供体细胞和重构胚施

以药物处理，辅助重编程达到提高克隆效率的目

的。Enright等[46]分别以5-氮胞苷的脱氧衍生物

5- 氮-2'-脱氧胞苷和TSA处理供体细胞结果显示，

以 TSA 处理供体细胞组得到了较高的囊胚率；在

5-氮-2'-脱氧胞苷处理组中，重构胚向2-细胞期发

育明显加快，但囊胚率并无显著提高。Blelloch等[41]

认为，这并非表明5-氮-2'-脱氧胞苷不能提高克隆

效率，而与药物具有的细胞毒性有关。Kishigami等[47]

在小鼠核移植实验中以一种组蛋白去乙酰化酶的抑

制剂曲古抑菌素 A(TSA)处理重构胚发现，与对照

组比较，实验组囊胚率提高了2 －4 倍，并且产仔

率达到了6.0％。虽然对不同来源的供体细胞效果

不尽相同，但却不失为一种好的方法。对小鼠早期

重构胚施以 TSA 处理不仅能够促进 1- 细胞期和

2-细胞期重构胚中核的重塑，活产率也有了显著

提高[48 ]。Betthauser等[49]的研究表明，利用核浆素

(nucleoplasmin，NPL)，一种促进染色质重塑的药

物，能够提高囊胚率，提高克隆效率。在融合前

后，分别施以药物，经超声探查胎儿心跳发现，供

体细胞移入前注入100 ng/μL 核浆素，实验组怀孕

率达到了42.9％；移入细胞后注入500 ng/μL核浆

素，实验组怀孕率达到 48％；而同比对照组只有

28.4％。虽然其中的机制还不是很清楚，但似乎和

卵母细胞重编程能力的增强有关。

虽然特定的药物处理能够在一定程度上起到促

进供体细胞去甲基化，提高卵母细胞重编程效率的

作用，但由于细胞毒性的存在，致使胚胎发育情况

并不乐观。 因此，Eilertsen等[50]利用siRNA技术敲

减供体细胞中的 Dnmt1，发现2- 细胞期重构胚中

Dnmt1 的表达明显减少，囊胚率达到了 50％，而

对照组只有21％。Blelloch等[41]发现，表达Dnmt1

的亚效型等位基因(丧失部分功能)的成纤维细胞呈低

甲基化，从其克隆胚中得到了更多的干细胞(65％)；

而使用野生型成纤维细胞的对照组只有25%。也有

实验证明，敲除Dnmt3a 和 Dnmt3b 能诱导ES 细胞

呈低甲基化状态[51]。最近，Lluis 和 Cosma[13]研究

发现，调节Wnt/β-catenin、MAPK/ERK和 PI3K/Akt

信号通路及一些转录因子的过表达，两者可协同作

用促进体细胞的重编程。Bui等[52]发现，生发泡期

卵母细胞的胞浆裂解液具有促进体细胞重编程，辅

助胚胎发育的功效，其中存在的重编程因子或许有

助于提高克隆效率。

4　结语

综上所述，人们已经逐渐认识到 DN A 甲基化

修饰在调节生物体基因时空表达方面的重要性。越

来越多的研究表明，以不完全去甲基化为代表的胚

胎基因组重编程的缺陷是导致克隆胚胎及克隆动物

出现异常表型的关键影响因素之一，也是制约体细

胞核移植技术在医药农业等领域更广泛、更深入应

用的瓶颈所在。更加深入地了解调节细胞去分化、
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再分化的分子机理，修复细胞重编程中存在的缺

陷，将会有助于提高体细胞核移植技术的效率。
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