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摘　要：哺乳动物体细胞核移植(克隆)技术在转基因动物生产、珍稀动物资源复原与保护、生物学基

础研究等方面业已显示出重要的应用价值，而目前该技术还与诱导多能干细胞技术一同被认为是创制患

者特异性多能干细胞，为再生医学临床“细胞治疗”提供素材的最佳手段。但是，体细胞克隆的效

率仍不理想，关键机制还不清楚，严重制约了该技术的推广。因此，如何提高克隆效率已成为人们

普遍关心的首要问题。在体细胞克隆技术所涉及的各环节中，供体细胞是影响克隆效率的最关键因素之

一。该文从供体细胞的生物学因素和技术因素两方面进行了回顾，旨在为进一步探寻建立物种或供体细

胞个性化准备方案，为提高动物克隆效率提供参考。
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Lessons learned from effect of donor cells’ on efficiency of somatic cell
nuclear transfer in mammals

WANG Wei, LI Yun-sheng, CAO Hong-guo, ZHANG Yun-hai*
(Anhui Provincial Laboratory of Local Domesitic Animal Genetic Resource Conservation and Biological Breeding,

College of Animal Science and Technology, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China)

Abstract: Somatic cell nuclear transfer (cloning) has shown its important practical values in aspects of animal
transgenesis, recovery and pretection of rare or endangered animal species, and biological basic researches,

and especially this technique, together with induced pluripotent stem cell technology, is recognized as a most

ideal tool to provide potential tailored patient specific pluripotent stem cells for cell therapies in human

regenerative medicine clinics. However, unfortunately, poor cloning efficiency and unclear understanding of

key mechanisms underlying nuclear reprogramming seriously limit wider uses of animal cloning. Thus, improve-

ment of the cloning efficiency seems to be cloner’s priority. Donor cells are regarded as one of the most essential
factors among those influencing outcome of mammalian cloning. Herein, this paper reviewed lessens learned

from somatic donors’ effect on animal cloning effciency, specifically from the biological and technological aspects
of donor cells, to help better our understanding of setting up species- or donor cell type- specific protocols for

increasing cloning efficacy.
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1997 年，世界首例体细胞克隆动物——绵羊

“Dolly”[1]的诞生标志着生命科学进入了一个崭新

时代，克隆技术一夜之间成为人们关注的焦点。这

项本意用来提高转基因动物制备效率的研究，给人

们带来的不仅仅是一只如今陈列在大英博物馆的绵

羊，还推翻了人们长期以来关于“发育全能性随着
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发育、生长、衰老而不断丢失”的错误认识。而

伴随着胚胎干细胞系的成功建立和十余种动物[2]接连

被成功克隆，人们越发清晰地看到该技术可能蕴藏

的巨大价值：在畜牧业上，克隆技术有望为高产、

优秀家畜扩群，为地方珍稀家畜资源保护及家畜传

统品种改造和新品种培育等提供崭新的工具；体细

胞克隆技术与胚胎干细胞技术结合，为“治疗性克

隆”、“再生医学”和“组织工程”的技术创新

奠定基础[3] ；与转基因及基因标靶技术结合，即使

用转基因或者靶基因修正后的细胞系生产转基因克

隆动物群，解决了以往显微注射方法不可预测以及

成功率低的问题，将转基因技术效率提高数十倍，

并且除小鼠外，对其他动物进行基因标靶操作成为

可能[4]，使转基因动物生产焕发新的活力；为发育

与生殖生物学基础研究提供了新的模型，有助于人

类进一步了解高等动物细胞分化 / 去分化、生长、

发育、衰老、肿瘤发生以及慢性神经退行性疾病发

病机理等，为攻克威胁人类生存的疾病提供依据。

然而，目前体细胞克隆效率仍不理想，平均

还不到 5% [5 ]  ；克隆胚胎在发育的各个阶段的死亡

率非常高，即使是发育满期的克隆动物在出生前后

死亡率也相当高，且常常出现各种畸形，严重制约

了克隆技术在生产中的推广应用。因此，如何提高

克隆效率已成为人们普遍关心的首要问题。在克隆

技术所涉及的各环节中，供体细胞作为克隆胚的主

要遗传物质，决定着核重编程进行的正确性和完整

性，是影响克隆效率的最关键因素之一。本文从体

细胞生物学因素和技术因素两方面进行了回顾，旨

在为进一步探寻建立物种或供体细胞个性化准备方

案，为提高动物克隆效率提供参考。

1　生物学特性

1.1　细胞类型

如今，已经被用来做体细胞核移植实验的细胞

种类不到哺乳动物机体细胞种类(200多种)的 5％，

而能正常获得克隆动物的供体细胞类型也没有明显

增加。有些类型的细胞做供体时需要特异的构建、

培养和移植方案，如处于终末分化期的成熟淋巴细

胞 B 细胞、T 细胞以及嗅觉神经元细胞做供体时，

比较流行的做法是借助于四倍体补偿法构建胚胎来

生产克隆小鼠[6,7]; 最近通过诱导多能干细胞(induced

pluripotent stem cells, iPS)获得iPS小鼠[8,9]也是采用

的这个方案。目前，用于生产克隆动物的供体细胞

主要是：( 1 ) 来源于生殖系统的细胞，如颗粒细

胞、卵丘细胞、输卵管上皮细胞、子宫上皮细胞、

未成熟的睾丸支持细胞、原始生殖细胞等；(2)来

自胎儿的细胞，胎儿成纤维细胞；(3)来自成年个

体非生殖系统的细胞，如乳腺上皮细胞、皮肤成纤

维细胞、耳组织成纤维细胞、肌肉细胞、尾尖成

纤 维 细 胞 、 脂 肪 细 胞 等
[10]  ；(4)来自淋巴系统的细

胞：终末分化的 B 细胞、T 细胞；(5)干细胞，如

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ES)、骨髓间充质

干细胞等[11]。人们在选择具体的供体细胞时，一般

主要考虑取材是否方便、动物福利、实验目的等，

如在生产转基因动物，尤其是制备基因打靶大家畜

时，往往选择体外培养生长旺盛、筛选窗口期长、

相对容易获取的胎儿成纤维细胞用于核供体[12]。

1.2　供体细胞分化程度

自从多莉羊诞生以后人们做了很多来自不同分

化组织和不同年龄的细胞的核移植。Jaenisch等[13]

和 Oback等[12]认为供体细胞的分化程度会影响克隆

胚的发育能力和克隆效率，而采用分化程度较高的

供体细胞可能是导致克隆效率和质量低下的原因之

一。尽管有报道称ES 的表观修饰不稳定[14]，但在

小鼠上利用 ES 细胞进行核移植发现，克隆胚发育

程度要好于其他细胞[15]。一直以来，还存在另外

一种争论：成体干细胞，如造血干细胞和终末分化

细胞，做供体克隆效率究竟哪一类较好。Jin等[16]

的研究认为，相比胎儿成纤维细胞，骨髓间充质干

细胞做供体获得的囊胚率和囊胚质量都要好；

Blelloch等[17]的研究则发现神经干细胞做供体要比终末

分化的细胞效率要高；但是Sung等[18]和 Inoue等[19]

发现随着分化程度的增加，供体细胞能更好地支持

克隆小鼠胚胎的发育。

1.2.1　胚胎干细胞核移植

小鼠中的研究表明，ES 作供体时的克隆效率

要高于体细胞[20-22]，用ES可以获得健康的近交系和

远交系小鼠[20]; 而牛的类胚胎干细胞也比体细胞的克

隆效率高[23]。在小鼠中，人们针对一些较难获得克

隆后代的供体细胞，尝试先建立该供体细胞克隆胚

干细胞系(nuclear transfer embryonic stem cells, ntES)，

然后再用该干细胞系的 ES 细胞来生产克隆动物，

获得了意想不到的成功[24]。我们推测，胚胎干细胞

克隆效率相比而言较高而稳定，其关键原因可能是

干细胞自身的表观修饰水平有利于在受体卵胞质因

子的综合作用下发生较完全的重编程。
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1.2.2　成体干细胞核移植

在小鼠中，采用骨髓间充质干细胞[11 ]、神经

干细胞[22]、造血干细胞[18,19]、胎儿成体干细胞[25]、

毛囊干细胞和皮肤角质干细胞[26]等成体干细胞开展

核移植实验，与分化体细胞作供体时相比，并没有

表现出预期的更高的克隆胚的发育或克隆效率，说

明使用较低分化水平的供体细胞可能并非提高克隆

胚发育能力的惟一关键。但是，也有报道称成体干

细胞作核供体可提高克隆胚体外发育能力及克隆效

率。例如，在猪中，来自骨髓间质干细胞[1 6 ]、唾

液腺源祖细胞(salivary gland-derived progenitor cells)[27]

的克隆胚都比源于胎儿成纤维细胞的克隆胚囊胚率

高，甚至支持胚胎的满期(to term)发育[27]; 在牛中，

当使用间质干细胞作供体时，也取得了类似结果[28,29];

此外，Yamazaki等[30]发现小鼠神经干细胞比神经细

胞更有助于克隆胚发育。这些成体干细胞作供体时

表现出较高的克隆胚胎发育能力或(和)克隆效率，

其背后肯定存在着某种提高克隆效率的机制，笔者

认为关键可能不是细胞的分化水平，而很可能是由

于细胞的表观遗传修饰水平不同所致，但目前对成

体干细胞的研究还都停留在核移植的效率以及克隆

个体的出生上，尚未深入探讨其表观遗传机制。因

此，细胞分化水平与克隆效率之间确切的相关关系

还有待进一步的研究来揭示。

1.3　供体细胞的传代次数

在牛中，Kubota等[31]发现在体外经过多次传代

的细胞有助于克隆胚胎的发育。 而在猪中，Lee等[32]

经1~10次传代培养的细胞支持重组胚发育的效率比

经历10次以上的更高。这可能是物种间的差异，也

可能是由于成年动物以及胎儿成纤维细胞在体外培养

的生长动力学不完全一致所引起的。我们的研究也

表明，细胞经历10次以上传代培养之后支持克隆胚

胎在体外发育的能力明显不如传代 10 次以内的细

胞。而对10次以内的传代细胞而言，6~9次传代培

养的细胞又显著高于5次以内的。这可能是由于5代

之内成纤维细胞的纯度以及一致性不如6~9代细胞。

目前，关于供体细胞传代次数对克隆效率的确

切影响尚存争议。有资料表明，随传代次数的增

加，供体细胞核基因组稳定性、完整性降低[33]，克

隆效率下降[34]，克隆胚的细胞凋亡率上升[35]。而

Kubota等[31]则认为高代次(9代以上)的细胞核移植有

更高的胚胎发育能力，因为，多次传代培养有助于

提高供核细胞的组蛋白乙酰化水平[36]。近年来，也

有部分研究认为，细胞的代次对克隆胚囊胚发育并

无明显影响[37-39]，但是来自同一细胞类型的不同细胞

系之间的差异往往导致克隆胚的发育命运各异[39]。

1.4　细胞的形态

细胞形态主要是指消化脱壁之后，表面的光滑

度、形状。Wang 等[40]认为表面粗糙的细胞使重构

卵的融合率下降，Tao等[41]也发现表面粗糙的细胞

克隆胚胎的原核形成率明显降低。而笔者却发现，

圆形且表面粗糙的细胞做供体，只对重构卵融合效

率有明显影响，而对克隆胚早期发育影响不大[42]。

1.5　供体细胞的年龄和性别

人们从克隆羊Dolly的早衰情况推测：供体细胞

年龄可能会影响克隆动物的寿命。然而，Hill等[43]

利用来自不同年龄个体的体细胞开展克隆研究时却

发现，无论是来自胎牛，还是成年牛的耳皮肤细

胞，所得克隆胚早期发育命运差异不明显；此外，

在小鼠上也有类似的发现。与Kato 等[44]的结果相

似，笔者发现成体猪耳皮肤成纤维细胞作供体时，

克隆胚早期发育效率与以其女儿的细胞得到的没有

多大差别。上述这些报道至少表明，供体细胞的年

龄可能并非影响克隆效率的关键因素[45]。

就供体细胞性别而言，研究发现不同性别供体

细胞核移植均能获得克隆个体[45]，且供体细胞性别

不影响克隆胚的发育[44,45]。

1.6　供体细胞的周期

迄今，除 S 期外的 G 0、G 1、G 2 和 M 期的供

体细胞都已成功获得克隆后代，“供体细胞处在

G0/G1 期”不再被认为是克隆成功的必要条件。但

研究也发现G0/G1 期细胞易于被重编程。对供体细

胞进行同步化至G0/G1 期的处理仍然流行，并且与

G0 的供体细胞相比，G1 期似乎更有利于 DNA 的合

成以及克隆胚的体内外发育[46,47]。

1.7　细胞的活性

2002年，Loi等[48]发现用热处理使供体细胞失

活后，克隆胚的发育仍然保持正常，并获得了后

代。最近，无论是用-80℃保存1年的小鼠体细胞，

还是使用-20℃冷冻16年的小鼠体细胞核，都能成

功获得健康的克隆后代[24]。用失去活性的细胞进行

克隆获得后代难度较大，需要先得到 ntES，再用

ntES进行核移植才能得到出生动物。这些实验表明

供体细胞即使失去活性，也至少有部分能保持完整

的核物质，指导克隆胚发育。这极大地丰富了供体

细胞选择范围，尤其是对部分已灭绝物种的克隆复
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原，可能会在未来取得突破。

1.8　供体细胞的表观修饰水平

表观遗传学(epigenetics)调控指在不改变基因

DNA 序列的前提下，通过 DNA 甲基化、组蛋白修

饰、染色质重塑及非编码RNA调控等途径影响和调

节基因表达和功能发挥。哺乳动物在发育过程中，

不同细胞和组织按照不同的基因表达程序发育。除了

遗传上的作用之外，还受到表观遗传修饰诸如DNA

甲基化、组蛋白末端修饰和非组蛋白的调节等[49]。

这样以来，哺乳动物的各种细胞类型都有自己的表

观标记，它反映了个体的基因型、发育历程和环境

影响，最终通过细胞和动物个体的表型体现出来。

对体内的大部分细胞类型而言，一旦它们处于分化

的状态或退出细胞周期时，表观修饰的标记就会固

定下来。在正常发育时，一些细胞会进行表观重编

程，包括细胞核内表观标记的清除并随之建立一套

新的标记[50 ]。例如，在受精阶段，配子上很多的

标记被清除，然后被一些早期胚胎发育和全能性维

持有关的胚胎特异性标记取代。关键的重编程还发

生在原始生殖细胞迁移过程中，在这期间亲本印记

被清除，恢复细胞全能性。当然，最极端的重编

程(reprogramming)发生在体细胞核移植后的胚胎发

育及iPS细胞诱导过程中[51]。

由于克隆胚胎、动物来自高度分化的供体细

胞，其核遗传物质和供体细胞完全一致，所以人们

普遍认为表观遗传水平的异常是克隆效率低下的主

要原因之一[52-56]。而供体细胞作为重编程事件的客

体，其表观遗传修饰水平的差别可能决定了卵胞质

对其进行重编程的难易程度，进而影响克隆胚发育

命运各异。如Enright等[57]发现，细胞类型、细胞

周期阶段或体外培养处理过程均影响供体细胞的组

蛋白乙酰化水平，直接反应为克隆效率不尽相同。

Bonk等[58]使用基因芯片技术检测发现，猪供体细胞

的甲基化水平与体内发育的囊胚甲基化水平越接

近，克隆效率就越高。Wilmut 等[59]认为克隆效率

的进一步提高可能需要人为干预来促进供体核的重

编程来实现。目前，尽管人们还没有就选择 D N A

甲基化水平较低、组蛋白乙酰化水平较高的供体细

胞形成共识，但是已经陆续开始通过人为干预来改

变细胞的表观修饰水平，尝试提高克隆胚发育能力

和克隆效率[60](在第二段技术层面上详述)。

1.9　iPS细胞核移植

iPS技术是在动物或人的体细胞中通过基因导入

技术导入某些特定因子，并选择性地在培养液中加

入特定的小分子物质，使体细胞重编程为多潜能干

细胞。目前，人们已经在小鼠[61]、人[62,63]、猴[38]、

大鼠[64,65]、猪[66-68]上成功诱导出iPS细胞，但利用

这些iPS细胞做核移植实验的报道还很少，只在小

鼠上利用四倍体补偿法成功获得iPS细胞生产出嵌合

体小鼠[8,9]，表明iPS细胞核具有发育成一个完整个

体的能力。属于多能细胞的 iPS 细胞，和ES 细胞

在DNA 甲基化、组蛋白H3 赖氨酸4(H3K4)和赖氨

酸27(H3K27)的甲基化上十分相似[51,69]。使用与ES

细胞表观水平相似的iPS细胞开展核移植能否为克隆

效率和克隆质量的提高带来重大突破，值得我们期

待和研究。而一旦iPS 细胞在家畜上被证明能用于

生产克隆动物，鉴于iPS 细胞的多能特性，必将有

助于人们借助此类细胞开展动物转基因、基因打靶

等对供体细胞要求苛刻的研究，丰富体细胞克隆的

供体细胞选择，服务于畜牧业发展。

2　技术层面上

2.1　人为干预供体细胞表观修饰水平

与自然受精胚相比，哺乳动物克隆胚都存在

DNA 甲基化、组蛋白乙酰化等表观修饰的异常[70]。

受肿瘤临床治疗上利用人为干预的手段来缓解癌症

患者症状的启发，通过人为干预改变供体细胞的表

观遗传修饰，或帮助卵胞质对供体进行重编程来提

高克隆效率正在为人们所关注。基于目前人们对表

观遗传学的认识，人为干预改变供体细胞表观修饰

水平的手段主要有表观修饰剂干预、卵母细胞提取

物处理、基因改造等。

2.1.1　表观修饰剂干预

目前，在动物克隆研究中常用的表观遗传修饰

剂如表1所示，包括5-aza-dC(5-氮-2'-脱氧胞苷)和

S-adenosylhomocysteine(SAH)等以DNA甲基转移酶

为靶点的DNA甲基化转移酶(DNA methyltransferase,

DNMT)抑制剂，以及Trichostatin (TSA)和Sciptaid

等以组蛋白去乙酰化酶为靶点的组蛋白去乙酰化酶

抑制剂(histone deacetylase inhibitor, HADCi)。

5-aza-dC对DNMT有很强的抑制作用。Enright

等用高于0.04 μmol/L的5-aza-dC处理牛体细胞76 h

后，发现克隆囊胚DNA甲基化及组蛋白乙酰化水平

降低，甚至能达到与体外受精胚相似的水平，但这

一处理不利于克隆胚发育，也造成了克隆囊胚发育

率显著下降[57,71,72]; 他们随后将5-aza-dC剂量降至0.01
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μmol/L(预实验表明无细胞毒作用)时，其克隆胚的

囊胚率与不用5-aza-dC 处理组相似[72]。造成这样结

果的原因可能是：(1) 5-aza-dC本身对细胞有毒性，

影响后期胚胎的发育；(2) 5-aza-dC抑制的是所有的

DNMT s 的活性，而提高克隆效率关键可能是对某

个具体的 DNMT 的抑制，如 DNMT 1 [73 ]。Mo ha n a

Kumar等[74]尝试在经5-aza-dC处理后，根据猪胎儿

成纤维细胞细胞形态变化、周期改变、凋亡发生等

情况，来筛选处理方案，并发现0.5 μmol/L的5-aza-dC

处理供体细胞96 h的组合，但未提及该方案能否改

善克隆胚发育命运。Jeon等[75]用SAH处理成年牛体

细胞，发现能有效降低供体细胞的全基因组DNA甲

基化水平，同时可提高克隆胚体外发育能力。

作为肿瘤化学治疗的药物，TSA 抑制组蛋白去

乙酰化酶的能力很强。2003 年，Enright 等[36]用

1.25 μmol/L和 5 μmol/L的TSA处理牛成纤维细胞，

发现能有效提高受处理细胞的组蛋白 H3 乙酰化水

平，尤其是0.08 μmol/L的 TSA处理还能促进克隆

胚的发育。2007 年，Wee 等[60]发现 TSA 也可改变

牛成纤维细胞DNA甲基化水平，并有利于增强克隆

胚的发育能力。2008 年，Wu 等[76]在用 TSA 处理

转基因细胞时，筛选出能有效改变表观修饰水平的

浓度，但该浓度的TSA处理仅能提高转基因克隆胚

囊胚发育，而对克隆胚的发育命运并无实质上的帮

助。

2007年，Mohana Kumar 等[77]尝试利用丁酸钠

(sodium butyrate，NaBu)处理猪胎儿成纤维细胞，

根据受试细胞形态、细胞周期、凋亡、染色体倍

性、组蛋白乙酰化和凋亡相关基因表达的变化情

况，声称筛选出了可能有助于提高克隆胚胎发育的

NaBu处理方法，即1.0 μmol/L处理96 h，但均未

经核移植实验证实。不过，同年，Yang 等[78]使用

NaBu 处理兔体细胞，发现不仅能显著提高兔克隆

胚的发育能力，而且克隆胚的发育能力与供体细胞

组蛋白乙酰化水平相关。

使用表观修饰剂提高体细胞克隆效率虽取得了

一定的成功，但仍有很多问题尚不清楚，如使用修

饰剂人为干预异常的表观修饰时，选择恰当的处理

剂量、时间十分重要，其潜在的作用机理是什么；

表观修饰的改变对胚胎发育中的一些重要基因会带

来什么样的变化；是否能研发出针对特定类型细胞

的特异性强、个性化的，只改变关键修饰位点，而

不至于影响一般位点的药物和方法。对于这些问题

的深入研究将有助于寻找更高效、低毒副作用的人

为干预表观水平，提高克隆效率的好方法。

2.1.2　RNA干扰

RNA干扰(RNA interference，RNAi)是一种高效

的特异性强的基因阻断技术，是通过实验手段将双

链RNA(ds-RNA)导入细胞内，特异性地降解与之同

源的mRNA。其中，小干扰RNA(small interference

RNA, siRNA)可通过使目标RNA 降解，进而沉默靶

基因，能有效介导培养的哺乳动物细胞发生

R N A i 。在哺乳动物中，常见 D N M T 主要有

DN M T 1、D NM T 3 a、D N M T 3 b 三种，其中主要由

D N M T 1 负责 D N A 甲基化水平的维持。因此，理

论上讲，用 DNM T 1 基因特异的 siR N A ( D N M T 1 -

specific siRNA)应能有效、特异性地抑制DNMT1的

表达，降低 DN A 甲基化的水平[79 ]。

2009 年，Giraldo等[80]采用siRNA技术有效抑

制了牛成纤维细胞 DNMT1 的表达，降低了克隆胚

中过高的 DNA 甲基化水平。但是，由于降低的水

平较有限，未能达到与体外受精胚相似的甲基化水

平，能否显著提高克隆效率还需进一步研究。随

后，Giraldo等[81]又利用siRNA成功抑制并降低了猪

表1  表观遗传修饰剂处理体细胞对克隆效率的影响

抑制剂类型 表观修饰剂 供体细胞类型 对克隆胚胎发育影响 其他效果 参考文献

组蛋白乙酰化抑制剂 T S A 牛成纤维细胞   是 [36,60]

NaBu 兔卵丘细胞；兔胎儿                     是                                                                                  [78]

成纤维细胞

NaBu 猪胎儿成纤维细胞 无核移植实验 [77]

T S A 牛转 GFP 成纤维细胞 否 提高转基因克 [76]

隆胚的比例

D N A 甲基化抑制剂 5-aza-dC 牛成纤维细胞 否 [72]

5-aza-dC 猪胎儿成纤维细胞 无核移植实验 [74]

S A H 牛成纤维细胞 是 [75]
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胎儿成纤维细胞的 DNMT1 的表达，发现轻微降低

DNMT1 的表达就足以使供体细胞的 DNA 甲基化水

平有显著降低。

目前，此方面的研究大多处于探索阶段，加

之哺乳动物的RNAi能否有效抑制基因表达及抑制程

度受多种因素影响( 如细胞类型) ，所以，利用

siRNA 干扰改善表观修饰水平，提高克隆效率尚需

时日。

2.2　细胞提取物孵育

克隆动物的成功诞生表明，存在于卵母细胞中

的一些分子可以有效地重编程供体细胞核。在细胞

培养时，使用细胞提取物孵育体细胞也同样可以改

变其表观修饰水平，而这种改变如果合理，有可能

会提高克隆胚的发育能力。

2008 年，Bui 等[82]用小鼠GV 期卵母细胞提取

物尝试处理小鼠卵丘细胞，发现不仅能使 H3K9 彻

底去甲基化和 H3K9、H3K14 部分去乙酰化，而且

还能显著提高克隆胚囊胚发育率；不过，小鼠MII

期卵母细胞提取物虽也能使卵丘细胞发生重编程，

但克隆胚发育没有得到明显改善。2009 年，Tang

等[83]用牛 MII 期卵母细胞提取物孵育牛成纤维细

胞，亦可改善克隆胚发育能力，而 G V 期卵母细

胞、孤雌胚的提取物虽也能使受试体细胞发生重编

程，但未能促进克隆胚发育。上述结果表明，不

同时期的卵母细胞提取物重编程的能力存在差异，

而这种差异极可能是造成克隆胚发育能力不同的原

因。所以，用卵母细胞提取物孵育供体细胞提高克

隆胚的发育能力受到物种和卵母细胞的发育阶段的

影响，在具体应用时应进行筛选。

除用雌性生殖细胞(卵母细胞)提取物外，用睾

丸细胞的提取物(testis extracts)孵育供体细胞，也可

以让细胞的雄性生殖细胞特异性基因和雄性生殖细

胞功能得到部分/ 短期表达，同时提高猪克隆胚的

囊胚率以及多能性基因，如Nanog、 Sox9 和Eomes

的表达水平[84]。Sullivan等[85]发现，牛胎儿成纤维

细胞被链球菌溶血素O(Streptolysin O, SLO)渗透后

与有丝细胞提取物一起孵育，能显著提高核移植牛

的克隆成功率。

2.3　细胞同步化处理

常用的细胞同步化的方案有血清饥饿、接触抑

制、Roscovitine(一种依赖于周期素的蛋白激酶2的抑

制剂)处理等，它们都能有效地将细胞静止在G0/G1

期，但血清饥饿法常会诱发细胞凋亡，降低克隆胚

的发育能力[42,86,87]，囊胚细胞凋亡率上升[87,88] ；与

血清饥饿相比，接触抑制诱发细胞凋亡率较低，克

隆囊胚率也较高[89]; 而使用Roscovitin处理有着较小

的细胞凋亡率，并能显著提高猪[87]和犬类动物[90]的

克隆胚的发育能力及克隆后代出生率[87,90]。

2.4　细胞质膜通透性改善

细胞的质膜是包围在细胞外表面将细胞与其周

围环境分隔开的生物膜。使用SLO可以透化哺乳细

胞的胞质膜，在胞质膜上形成微孔，从而使细胞更

好地与外界环境进行物质交换和信息传递。因此，

在用细胞提取物孵育体细胞时，常同时用SLO改善

质膜的通透性，让细胞提取物的有效因子更加充分

的进入细胞中。Naruse等[91]用SLO透化的猪胎儿成

纤维细胞进行核移植，发现重构胚融合率和后期囊

胚率均有提高，表明质膜通透性的适当改善有利于

供体细胞和卵母细胞胞质的融合和进行有效的重编

程。

2.5　细胞保存方法对核移植的影响

细胞超低温(-196℃液氮)冻存常用于长期保存一

些重要细胞系，而低温冷藏(一般指在4℃冰箱内保

存)细胞方便取用，但保存时间有限。源于冻存细

胞与新鲜细胞的克隆胚胎，其体外发育能力相似[92]，

均能获得克隆后代[93]。低温冷藏可使细胞迅速进入

休眠状态，不会对细胞核质造成较大伤害，一般将

供体细胞在4℃冰箱保存l～2周不会影响克隆胚发

育能力[94]，短期冷藏的供体细胞与新鲜消化的供体

细胞所获克隆胚有着相似的囊胚率[42]。

干冻法常温保存供体细胞能省去如冷冻设施和

繁琐操作。常温干冻法保存的小鼠精子能获得ISCI

后代[95]，伴随干冻保护剂的添加[96]，干冻保存的效

果得到提高。Loi等[97]用干冻保存三年的绵羊体细

胞核移植获得囊胚，表明供体细胞干冻后仍能支持

克隆胚的早期发育[98]。虽然这种保存方法不能保持

细胞的所有生物学活性，但细胞核的完整性却得到

很好的保持，干冻后的体细胞仍然能用于生产克隆

动物和嵌合体动物[99]。干冻法常温保存供体细胞为

供体细胞准备、存放提供了新的选择。

3　展望

体细胞核是克隆的遗传物质主要来源，供体细

胞核在受体卵胞质作用下的重编程直接关系到克隆

胚胎、动物的发育命运。我们最终的目的是照顾动

物福利、生物安全的同时，进一步提高克隆效率并

保证克隆后代的健康，服务于现代畜牧业、医学及

生物学基础研究的需要。现代技术工具和新的检测
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手段如iPS 技术、基因芯片、蛋白质组学、系统生

物学等平台的层出不穷，将为供体细胞筛选、准备

等提供帮助，有助于人们发现克隆背后蕴藏的分子

机制、作用网络，iPS 技术在小鼠、人、猴、猪、

大鼠等动物上的相继成功就是一个鲜明的例证。
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