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哺乳动物体细胞核移植研究进展
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摘　要：体细胞核移植技术已经在基础研究领域与产业化应用领域体现出了重要的价值，因而体细胞核

移植技术及其相关研究已经成为了生物领域的持续性研究热点，但是围绕体细胞核移植技术仍然存在许

多质疑，其中 主要的就是体细胞核移植的效率较低。尽管如此，体细胞核移植研究仍然在近年来取

得了令人瞩目的成就，包括小鼠与恒河猴核移植胚胎干细胞系的建立。该文就体细胞核移植的研究历史

与进展进行简要的论述，同时针对体细胞核移植研究中的细胞重编程与治疗性克隆研究中的发展与问题

进行剖析，希望能够积极推动治疗性克隆的研究进展，加速核移植与干细胞技术在产业化领域中的应

用。
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Somatic cell nuclear transfer in mammals: history, progress and perspectives
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Abstract: Somatic cell nuclear transfer technology has tremendous potential in basic research and applications.

Related studies are still a durative focus in the field of biology and medicine, however the wide use of this

technology is usually limited by its low efficiency. In spite of these concerns, important progress have been made

recently using somatic cell nuclear transfer technology, including the birth of 13 cloned mammals and the

derivation of embryonic stem cell lines from mouse and monkey. Here we would like to give an overview of the

historic studies and new advances, and elucidate the perspectives of cell reprogramming and therapeutic

cloning by nuclear transfer. And this will promote and facilitate the study of therapeutic cloning in human, and

accelerate the applications of somatic cell nuclear transfer and embryonic stem cells technologies.
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1997年克隆羊 “ 多莉 ” 的诞生证实了哺乳动物

卵母细胞具有把分化的成体细胞重编程到胚胎期全

能性状态并发育成新个体的能力[1]，这一过程被称

为核的重新程序化(reprogramming)。随后几年内利

用体细胞核移植(somatic cell nuclear transfer, SCNT)

技术，有至少13种哺乳动物被成功克隆(表1)，体细

胞克隆技术将一个崭新的世界呈现在我们面前[2-12]。

体细胞核移植技术被认为在以下领域发挥重要作

用：用于基础研究，产生人类疾病的动物模型，

从而帮助我们更好地理解与发育和功能基因组学相

关的生物事件；以较低的成本得到大量的濒危动物

和优良种畜；用于人类药物的临床检测等。

1　哺乳动物体细胞核移植技术的发展

Bromhall[13]首次报道，哺乳动物克隆胚胎能够

发育到桑椹胚时期。实验中，通过标记的兔子桑椹
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胚细胞与兔子去核卵母细胞，利用显微注射与仙台

病毒诱导的细胞融合方法获得了克隆胚胎。但是所

获得的克隆胚胎大部分都停滞在早期卵裂阶段，只

有很低比例的胚胎可以发育到桑椹胚时期。1981

年，Illmensee和Hoppe[14]利用内细胞团(inner cell

mass, ICM)细胞移入小鼠去核合子中，获得了3只

体细胞克隆小鼠。然而，这个实验结果并没有被重

复出来。1983年，McGrath和Solter[15]利用合子来

源的供体核移入去核的合子中获得成活的克隆小

鼠。然而，当采用发育后期的供体细胞时，并没

有获得核移植的成功。现代观点认为，早期小鼠核

移植实验中的这些问题很有可能是使用了去核的合

子作为受体胞质而不是采用未受精卵作为受体胞

质。然而，Egli等[16]在 2007 年报道去核的合子可

以作为受体胞质获得克隆小鼠，但是受体胞质的时

期应该在中期而不是在间期，因为中期的时候，随

着核膜破裂，很有可能一些核内重要的重编程因子

被释放到胞质中，对于供体细胞的重编程具有重要

的作用。尽管早期两栖类的核移植实验中，未受精

卵子作为受体胞质已经被广泛认同，但是当时人们

仍然认为合子胞质具有更好的支持克隆胚胎发育的

能力。McGrath和Solter[15]的合子核移植实验的成功

主要归因于使用发育同步的合子供体核与合子受体

胞质。在早期核移植研究中， 重要的成果之一是

发现了印记基因的作用。在哺乳动物的精子发生与

卵子发生过程中，不同的基因被稳定的沉默表达，

这些基因在雌性与雄性原核的发育过程中具有重要

的作用。

1986年，Willadsen[17]采用电脉冲和仙台病毒诱

导细胞融合的技术，获得了绵羊的克隆胚胎，而供

体细胞是来源于8-，16-细胞时期胚胎的卵裂球细

胞核，并且成功地获得了2 只健康的克隆动物。整

整10年之后，随着克隆技术研究的深入，Campbell

等[18]利用分化体细胞进行了核移植实验，这些细胞

来自于发育到第 9 天的绵羊胚胎。这些细胞采用

Willadsen技术体系诱导进入去核的绵羊卵子中，并

且成功地获得了 2 只健康的克隆绵羊。而在 1997

年，他们又使用了相同的技术流程，采用了培养的

成体来源的胸腺细胞作为供体细胞，成功地获得了

体细胞克隆绵羊“Dolly”[19]。从 Dolly 出生以来，

已经有超过10 种来源于成体细胞的克隆动物出生。

而在小鼠的体细胞核移植研究中，甚至已经使用终

末分化的淋巴细胞[20]与神经元细胞[21]获得了克隆

小鼠。淋巴细胞克隆小鼠在所有细胞类型中，都

具有重新排列的免疫球蛋白基因的淋巴细胞类型。

哺乳动物核移植的效率与两栖类动物的克隆效

率相似。整体而言，从成体细胞或分化细胞得到的

克隆胚胎的发育到期率不超过 5%，其中克隆胚胎

早期发育、克隆胚胎植入后发育以及克隆胎儿出生

后发育的异常非常普遍。由于这些异常都是不遗传

的，因此推测这些异常并不是由于染色体复制缺陷

引起的，而是体细胞表观遗传的编程错误引起的，

尤其是印记基因的表达调控异常[22]。

2　体细胞核移植技术与细胞重编程

对于分化细胞而言，重编程的效率还比较低，

目前认为受体胞质的变化在其中起到了重要的作

用。因此，核移植实验对于了解重编程的分子机制

具有重要的作用。并且通过对重编程分子机制的了

解，改善受体胞质的质量，很有可能改变体细胞重

编程的效率。 终，可能使用来源于卵子中的分子

直接将体细胞逆转成为多能性干细胞，进而分化成

为细胞替代治疗中所需要的细胞类型。目前，在诱

导多能干细胞(induced pluripotent stem cell, iPS细

胞)[23,24]、抽提物[25]、小分子化学合成物[26]的实验

中已经初步验证了这种想法。

当相同的供体细胞注射进入不同的胞质受体内

之后，重编程发生的效率是不同的。第二次减数分

裂停滞的卵子的重编程能力显著高于那些正处于生

长期的卵子，这些卵子正处于减数分裂初期的双线

期，转录正在活跃的进行。当卵母细胞生长到第二

次减数分裂时期的时候，已经具有了高度凝集的染

表1 利用体细胞核移植技术获得的哺乳类克隆动物

品种 供体细胞类型 作者(发表时间)

绵羊 乳腺上皮细胞 Wilmut, et al. 1997

小鼠 卵丘细胞 Wakayama, et al. 1998

牛 胎儿成纤维细胞 Cibelli, et al. 1998

山羊 胎儿成纤维细胞 Baguisi et al. 1999

猪 胎儿成纤维细胞 Onishi, et al. 2000

猫 卵丘细胞 Shin, et al. 2002

兔 卵丘细胞 Chesne, et al. 2002

骡子 胎儿成纤维细胞 Woods, et al. 2003

马 皮肤成纤维细胞 Galli, et al. 2003

大鼠 胎儿成纤维细胞 Zhou, et al. 2003

狗 成体成纤维细胞 Lee, et al. 2005

雪貂 成体成纤维细胞 Li, et al. 2006

狼 成体成纤维细胞 Kim, et al. 2007
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色体。在蛙类中，未受精的卵子在精卵结合20 min

左右就开始启动染色体的复制。而相同的供体细胞

注射进入生长期或成熟的卵母细胞中，在几小时内

经历完全不同的变化，这也证明了胞质重编程能力

的不同。

形态学的变化通常伴随着核转录活性的变化，

这些包括不处于分裂期的供体细胞移入卵子后出现

的快速DNA复制的现象，而当体细胞移入生长期卵

母细胞后，D N A 的合成显著增加。这些都说明，

在细胞核注射进入卵母细胞内，重编程的过程导致

了基因表达的变化。在爪蟾中，采用肾细胞进行的

核移植实验已经证明了这个结论。一些爪蟾蛋白仅

仅在卵母细胞中特异表达，而在肾细胞中没有表

达。但是当爪蟾体细胞移入蝾螈的去核卵子中，这

些蛋白被重新活化表达[27]。当体细胞移入成熟卵母

细胞内，体细胞基因组的变化并不是随着细胞分裂

进行的，而当体细胞移入生长期卵母细胞内，体细

胞基因组需要跟随卵母细胞再经历若干细胞周期的

变化，这些变化会导致体细胞基因组DNA在新的转

录启动前，就已经逐渐弱化[28 ]。

当体细胞核移入去核卵子中，将会经历快速的

形态变化，但是在两栖类动物囊胚期和小鼠胚胎4

细胞期之前，都不会观察到基因表达的改变。在哺

乳动物中，基因芯片实验表明，克隆胚胎约96%的基

因正常表达[29]，尽管在早期合子基因组启动后，体

细胞核移植胚胎的基因表达异常与体外受精(in vitro

fertilization, IVF)胚胎或者卵细胞浆内单精子注射

(intra cytoplasmic sperm injection, ICSI)胚胎相比较

显著增加。一种比较普遍的观点是，小鼠核移植胚

胎发育过程中，克隆胚胎的异常主要是由于早期合

子基因表达的缺陷或异常引起的。

X 染色体失活在小鼠克隆胚胎中是随机的，并

且是可以逆转的，但是在滋养层细胞中是稳定的[30]。

同样，端粒在牛的克隆胚胎中也是稳定的，甚至有

所延长[31]。在这些方面，体细胞核可以受到卵胞质

有效地重编程。而在 DN A 甲基化与印记基因表达

方面，这种重编程则是不确定的。印记基因表达的

高度不稳定性使得很难对胞质重编程对于印记基因

的影响作出准确的判断。核移植来源的克隆胚胎

中，印记基因的不稳定表达很大程度上与克隆胎儿

体重增加以及胎盘的过度增长有密切关系[22]。然

而，这种在基因表达上的不确定性仍然可以获得表

型正常的克隆动物。

3　体细胞核移植与治疗性克隆

2009 年 3 月，美国新任总统奥巴马宣布解除前

任总统布什关于联邦资金禁止资助治疗性克隆研究

的法令，宣布美国政府支持以治疗性为目的的人类

核移植研究。奥巴马认为，过去几年美国在胚胎干细

胞的研究上采取了“错误的选择”，致使一些 好的

科学家被迫到其他国家从事相关研究。本届政府将

坚定地支持科学家们开展胚胎干细胞的研究，并力

争使美国在这一领域取得领先地位。而在此前，英

国、比利时和我国已经开展了此类研究，并且取得了

初步的成果。因此可见，在治疗性克隆的发展方向

上，各个主要科研国家已经取得了共识，认为这种技

术在人类疾病的治疗、人类生活水平的改善与提高、

人口素质的提升方面将发挥至关重要的作用。

1998年，Thomson等[32]首次利用人类辅助生殖

过程中剩余的低质量的受精胚胎，经过体外培养，

从囊胚中分离内细胞团，建立了第一株人胚胎干细

胞系。核移植与胚胎干细胞技术的相继出现，使得

人们逐渐意识到这两种技术的结合可能创造出用于

再生医学的多能性细胞。2000年，Wakayama等[33]第

一次利用核移植的方法获得了小鼠体细胞克隆胚胎

干细胞系，但是这种细胞的安全性与治疗的可行性

还不得而知。2002年，Rideout等[34]对 Rag基因缺

失从而导致免疫能力丧失的小鼠模型进行了治疗性

克隆的尝试，发现从这种小鼠获取的体细胞经过核

移植方法的重编程后，获得胚胎干细胞系，经过体

外针对干细胞系的基因治疗后，重新将基因修饰后

的细胞移植进入小鼠模型内，成功地使小鼠重新获

得机体免疫功能。2003 年，Kim 等[35]采用胚胎干

细胞经过体外分化，获得的神经元细胞移入帕金森

小鼠模型的脑部病灶区域后，成功地缓解了疾病小

鼠的病症。在2008 年，Tabar 等[36]利用来自于帕

金森小鼠模型的体细胞，通过核移植方法获得了胚

胎干细胞系，通过体外定向分化与体内移植，同样

缓解了疾病小鼠的病症。这些研究都表明，利用核

移植技术生产胚胎干细胞的方法为一些难以治愈的

疾病提供了新的治疗手段，是切实可行的。从安全

性的角度考虑，2003年，Brambrink等[37]采用基因

芯片技术对核移植胚胎干细胞系及正常受精胚胎干

细胞系进行了基因水平上的比较，结果表明，两者

在基因表达上没有任何差异，因此核移植技术并不

会影响胚胎干细胞的基因表达。

从2002年开始，人们逐渐将研究方向转向人治

疗性克隆研究。中国与韩国科学家相继利用兔[38]、
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牛[39]的卵母细胞对人体细胞进行了核移植研究，不

仅获得了克隆囊胚，而且建立了人 - 兔异种胚胎干

细胞系[38]，但是该研究并没有获得其他实验室的重

复。2004 年和 2005 年，韩国科学家黄禹锡宣布采

用人卵母细胞成功地重编程了人体细胞，并且建立

了人胚胎干细胞系，包括从患者自体获得的细胞 [40,41]。

这也引起了世界的瞩目与轰动，似乎治疗性克隆突

破已经实现。遗憾的是，在 2006年，人们发现黄禹

锡所谓的“克隆胚胎干细胞系”的结果是虚假伪造的

不实结果，但是这并没有影响人体细胞核移植的研

究进展。近年来，人们相继使用了受精失败的卵母细

胞、不成熟的卵母细胞和新鲜卵母细胞作为受体胞质

进行了治疗性克隆研究。2008年，French等[42]率先获得

了人体细胞克隆囊胚，而我国也在 2008年底，报道

了利用卵母细胞分级标准提高人体细胞核移植效率

的研究结果[43]。目前，中美两国是世界上仅有的可

以获得体细胞克隆囊胚的国家。人体细胞克隆囊胚

的获得，极大地推动了治疗性克隆的研究发展，为后

续的干细胞分离工作奠定了坚实的基础。

4 　前景与展望

体细胞核移植技术已经逐渐成为基础研究与应

用研究领域中 重要的技术体系。这项技术的发展

与完善对于国家的科技进步、整体医疗体系的改

善、人民生活质量和健康的提高都具有积极的意

义。细胞核移植技术可以在研究细胞重编程、核质

相互作用等基础研究领域，以及在动物遗传育种、

保护濒危灭绝的物种方面具有重要的作用。但是当

核移植技术与其他学科的技术相互结合、交叉使用

的时候，显然具有更重要的应用价值。

核移植技术与干细胞技术相结合，构成了目前

的研究热点——治疗性克隆的研究骨架。目前利用

干细胞进行细胞替代治疗的桎梏就在于：(1)免疫排

斥的问题；(2)移植物来源的问题。显然，如果采

用患者自体来源的胚胎干细胞进行治疗，那么这些

问题将迎刃而解。但是如何获得患者自体来源的干

细胞，核移植方法已经被证明是潜在的解决方法。

然而，卵子的来源、伦理等问题已经限制了人体细

胞核移植的研究，尽管牛、兔子的卵子被应用[38,39]，

试图解决这些问题，但是线粒体遗传等问题也限制

其临床应用。因此在后续研究中，需要解决卵母细

胞资源的问题，特别是对不成熟卵母细胞等新型资

源开发的研究。尽管iPS 细胞技术似乎已经解决了

这些卵子和胚胎学的伦理争议，但是也同时出现了

新的伦理问题，以及病毒、转基因等安全性问题。

因此，必然是几种重编程技术的结合，才能够 终

将治疗性克隆应用于临床[44]。
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