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异种动物细胞核移植研究现状及相关问题的探讨
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　　[摘　要 ]　随着体细胞核移植相继在多种动物中取得成功,异种细胞核移植技术在拯救濒危野生动物、人类

干细胞克隆和细胞核质互作研究等方面具有特殊意义,受到广泛重视并取得了很大进展。文章对异种细胞核移植

技术研究现状进行了综述,并对其应用前景和存在的问题进行了探讨。
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　　细胞核移植 (nuclear t ran sp lan ta t ion o r nuclear

t ran sfer)是指将一种细胞的核 (供体)移入另一细胞

内 (受体) ,后者的核 (遗传物质)通常预先去掉。这样

形成的新细胞将在受体细胞胞质信息的驱动下,按

供体的遗传背景进行分化发育。自 1981年 Illm en se

和Hoppe [1 ]宣称最早将细胞核移植技术用于哺乳动

物,并且获得克隆小鼠至今 20 年的时间里,这一技

术取得了极大发展。1997年克隆羊Do lly的问世,使

之成为核移植技术发展史上的一个里程碑——体细

胞核移植获得成功[2 ]。这一事件在全球掀起了一场

克隆风暴,伴随着人们对可能出现的克隆人所产生

的有关伦理、道德和法律方面的争论,克隆知识也迅

速普及和传播,体细胞克隆因其潜在的巨大科学与

经济价值而被科学界列入重点研究的高科技领域。

之后短短几年时间内,分别获得了体细胞核移植牛、

小鼠、猪、兔、山羊和转基因体细胞核移植牛、绵羊、

山羊等[3～ 10 ]。这些研究表明,分化的体细胞甚至是

分化终端的体细胞仍有全能性,在卵母细胞胞质的

作用下完全可以重新发育成一个个体。

体细胞核移植获得成功,对于异种动物细胞核

移植研究具有极大推动作用。本文就异种细胞核移

植技术研究现状进行综述,并重点对其应用前景和

存在的问题进行探讨。

1　异种细胞核移植技术研究现状

异种细胞核移植最早在两栖类动物和鱼类中开

展。1952年, B riggs和K ing [11 ]将豹蛙囊胚顶部细胞

核移入去核卵中,近一半重构卵可以分裂并发育至

囊胚。1963年,童第周等[12 ]成功地在金鱼 (Ca rassius

au ra tus)和中华鱼旁鱼皮 (R hod eus sinensis)上进行了细

胞核移植,以后还在这 2 种不同亚科间研究了杂交

细胞核与纯种细胞核在发育功能上的差异,以及细

胞质对细胞核的影响,发现细胞质对性状也有一定

的决定作用。他们用鲤鱼和鲫鱼进行核质杂交,获得

了杂交鱼[13 ]。

有关哺乳动物的异种细胞核移植在最近几年才

有较多报道。M cGrath 和 So lter [14 ]利用原核互换技

术研究了小鼠种间的核质互作,结果所得胚胎在进

行有限的几次分裂后停止发育。W o lfe等[15 ]利用家

养牛胚胎细胞作核供体,分别用北美野牛、山羊和仓

鼠的去核卵母细胞作受体进行异种间细胞核移植研

究,结果几个属间杂交组合的重构胚发育情况相似,

囊胚率为 1. 7%～ 2. 3% , 而牛和仓鼠 2个目间的组

合则未发生卵裂。梅祺等[16 ]研究了鼠和兔胚胎卵裂

球的核质杂交组合,有 5. 4%的杂交重构胚发育到

囊胚,总卵裂率为 43. 1%。

随着核移植技术的不断完善和培养体系的改

进, 异种细胞核移植研究也取得了很大进展。

Dom inko 等[17 ]将野牛、绵羊、猪、猴和大鼠的体细胞

作供体移入牛去核卵母细胞中,重构胚均发育到囊

胚, 前 4 种组合囊胚率分别为 17. 3% , 13. 9% ,

14. 3% , 16. 6%。其中以绵羊和野牛体细胞作供体重
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构胚移植受体均得到早期妊娠。

W h ite 等[18 ]以盘羊体细胞作供体,以绵羊卵母

细胞作受体构建重构胚, 囊胚率为 1. 56% , 经分析

胚胎细胞具有正常核型,移植受体后有早期附植。陈

大元等[19 ]选择成年大熊猫骨骼肌细胞、子宫上皮细

胞和乳腺细胞为核供体,以家兔去核卵母细胞作受

体,结果 3种组合重构胚均可进行早期发育, 3种组

合囊胚率分别为 6. 8% , 9. 9% , 11. 7%。Yoon 等[20 ]

进行猪牛异种细胞核移植也得到了体外发育囊胚。

韩国学者Hw ang 等[21 ]用成年韩国虎的皮肤成纤维

细胞分别与猫和牛的卵母细胞构建重构胚,桑囊率

分别为 8. 8% , 1. 8%。将 160枚 2～ 4细胞胚移植到

3 只狮子和 1 只虎的输卵管,结果 3 只狮子分别于

44, 60和 120 d 返情, 1只虎于 58 d 返情。

异种细胞核移植最令人感到振奋的是用印度野

牛体细胞与家牛卵母细胞组合,重构胚经体外培养

后移植到受体家牛, 结果出生 1 头发育正常的野

牛[22 ]。尽管其于出生 48 h 后死亡[23 ] ,但这一结果证

明异种细胞核移植重构胚可以完成直到个体的整个

发育过程。另 1例异种细胞核移植出生后代的报道

是以东方盘羊体细胞与绵羊卵母细胞组合,重构胚

移植到受体绵羊后妊娠足月产下 1只健康盘羊[24 ]。

许多学者也尝试利用异种细胞核移植技术重构

胚分离克隆人类胚胎干细胞, 即所谓治疗性克隆。

1998 年,美国A CT 公司宣布以人体细胞与牛卵母

细胞形成异种重构胚,培养至囊胚后分离内细胞团

培育出具有全能性的胚胎干细胞[25 ] ,但未见有科技

论文发表。L anza 等[26 ]以人牛组合构建重构胚得到

体外发育的囊胚。另据报道[27 ] ,韩国、上海第二医科

大学、中山医科大学等也分别获得了体外发育的胚

胎。本实验室于 2001年和 2002年以人胎儿成纤维

细胞分别与牛和猪卵母细胞组合构建重构胚,桑囊

率最高达 25. 0% (未发表资料)。

2　异种细胞核移植技术的意义与应用
前景

2. 1　拯救濒危动物

拯救濒危动物是异种核移植技术应用最有潜力

的领域。对于濒危动物而言,受其个体数量、生理特

征等多方面因素的影响,同种核移植并不现实。体细

胞核移植获得成功使核供体取材问题不再成为阻碍

核移植发展的因素,并且体细胞易于保存和进行体

外增殖,为目前正在灭绝的动物提供了将来复种的

可能。在这一领域研究最有说服力的证据即为前述

多位学者近年所取得的巨大进展,尤其是出生异种

核移植野牛和盘羊[22, 24 ]。我国科学家正在致力于异

种克隆大熊猫的研究,并且取得了很大进展,出生异

种核移植个体必将对克隆大熊猫等方面的研究产生

极大的推动作用。

2. 2　分离克隆人类胚胎干细胞

从胚胎干细胞最初在小鼠分离成功开始,就以

其迷人的魅力征服和吸引了众多的研究学者,并分

别在多种动物中取得重大突破。1998年, T hom son

等[28 ]和 Sham b lo t t 等[29 ]分别报道,由体外受精胚和

流产胎儿生殖嵴原始生殖细胞分离克隆得到人类多

能干细胞系。之后,许多研究人员在人类胚胎干细胞

研究中作了大量工作, Do lly 的降生,使人们想到用

体细胞克隆人类胚胎用于干细胞分离与克隆研究,

并试图应用于临床治疗。但是,一方面人类卵母细胞

缺乏,远远不能满足研究需要,另一方面围绕克隆人

问题的争论在伦理、道德、法律等方面也有巨大阻

力。因此,通过异种核移植技术构建重构胚分离克隆

人类胚胎干细胞便引起人们的重视。L anza 等[26 ]和

国内外多个实验室分别用此技术得到了早期发育的

异种重构胚。可以相信,经过进一步深入研究,完全

有可能得到多能性干细胞,为以后的有关研究如细

胞分化甚至某些疾病的治疗提供材料。

2. 3　研究核质互作

无论是同种核移植还是异种核移植,供核细胞

进入卵母细胞后核质之间发生相互作用并伴随着一

系列生理生化变化。重构胚能否完成全程发育与核

质互作频率高低、供核基因组重新编程程度大小有

密切关系。核移植技术为开展与细胞重新编程、分化

与去分化等方面的核质互作研究提供了有效材料。

异种核移植因其材料的特殊性,在研究核质互作、基

因表达、细胞分化与去分化等方面意义可能更大。

2. 4　与同种核移植相同的应用价值

异种核移植技术在畜牧业生产,生产转基因动

物,生产药用蛋白等方面与同种核移植技术具有相

同的经济效益和社会价值。

3　异种细胞核移植存在的相关问题

3. 1　拯救濒危动物——受体动物的选择

　　在拯救濒危动物上使用同种核移植并不现实,

异种核移植重构胚移植受体也存在同样的问题。以

大熊猫为例,其本身生殖系统和生殖过程均高度特

化,这些因素使其在自然交配条件下繁殖妊娠率都

很低。因此,选择合适的受体动物并使其妊娠足月产
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仔是异种核移植拯救濒危动物的另一个需要解决的

问题。

分析出生异种核移植野牛和盘羊[22, 24 ] 2 个例

子,以进化上亲缘关系较为相近的动物作为受体不

失为一个很好的选择。但对于某些动物而言,做到这

一点十分困难。基于此,近年有科学家提出以内细胞

团置换的方法使受体动物妊娠成功。此方法的基本

思路是,以A 动物作为受体,除去其同种囊胚阶段

胚胎的内细胞团,而以B 动物胚胎全胚或内细胞团

取代。从理论上讲,受体动物胚胎的滋养层将与受体

子宫识别附植并形成胎膜和胎儿胎盘,而B 动物胚

胎则在其中完成发育,这样使A 动物“上当受骗”产

下一个异种B 动物后代。这一方法目前还处于试验

阶段, 如果可行, 将会对拯救濒危动物产生极大影

响。

3. 2　从异种核移植重构胚分离克隆人类胚胎干细

胞——伦理与安全性

与由人类胚胎、流产儿分离克隆人类胚胎干细

胞以及克隆人相比,由异种核移植重构胚分离克隆

人类胚胎干细胞在一定程度上也存在伦理和道德方

面的问题。这一问题的焦点就是线粒体DNA。哺乳

动物的线粒体DNA 是一个封闭的双链环状分子,

其所含基因在DNA 分子上排列紧凑, 相邻之间没

有或很少有非编码碱基。对人、牛和小鼠线粒体基因

组进行比较,发现基因组成和大小极为相似[30 ]。在

异种核移植操作过程中,除供体细胞的细胞核外,供

体细胞胞质的全部或部分进入受体胞质中。也就是

说,在核移植初期,供体和受体线粒体同时存在。随

着重构胚的发育, 供体线粒体可能有 3 种命运:

(1)供体细胞线粒体随卵裂进行而逐渐减少,最终退

化,而受体线粒体一直占主导地位; (2)供体细胞线

粒体随卵裂进行不断增殖,而受体线粒体则逐渐退

化; (3)两种线粒体并存。陈大元等[19 ]对大熊猫体细

胞与兔卵重构胚线粒体进行分析,发现重构囊胚细

胞有供体细胞线粒体,但是并没有排除存在受体胞

质线粒体的可能。而L o i等[24 ]对异种核移植得到的

盘羊进行线粒体分析,结果线粒体均与受体胞质线

粒体相同,没有供体细胞线粒体。基于以上分析,对

异种核移植重构胚分离克隆人类胚胎干细胞自然产

生疑问,这种干细胞是否为真正的干细胞?在鱼类的

异种核移植已经证明,受体胞质在一定程度上影响

后代的性状[14 ] ,那么异种核移植获得的人类胚胎干

细胞是否也存在同样问题? 干细胞应用的一个方面

为临床治疗,以这种干细胞应用于临床是否会引起

人类的线粒体疾病?是否真正可以解决排异问题?所

有这些问题都有待于在进一步研究中解决证实。

3. 3　适宜核供体和核受体组合的选择

目前用于异种核移植的报道中,受体卵母细胞

多选自牛、猪、绵羊、家兔等动物,其中主要原因是易

于取材。选择这样的组合对重构胚发育是否完全适

合呢? W o lfe等[15 ]用家牛胚胎细胞与大鼠卵母细胞

组合后重构胚仅发生融合而未分裂, Hw ang 等[21 ]以

韩国虎体细胞分别与猫和牛的卵母细胞组合,囊胚

发育率有显著差异。这些结果提示,对异种核移植受

体卵母细胞的选择应该多加以考虑。

不同种类供核细胞的选择同样需要考虑。理论

上讲,只要供核细胞含有全部遗传物质,细胞核在受

体胞质中经过重新编程,均可以发育为一个新的个

体。但是目前体细胞核移植的结果并非如此,某些细

胞如神经细胞的核移植并没有获得成功。核移植的

报道中用作供体的细胞分别有胎儿成纤维细胞、乳

腺细胞、卵丘ö颗粒细胞、输卵管ö子宫上皮细胞、肌
肉细胞、耳部皮肤细胞等,但是这些细胞核移植的结

果也存在差异。陈大元等[19 ]选择成年大熊猫骨骼肌

细胞、子宫上皮细胞和乳腺细胞为核供体,以家兔去

核卵母细胞作受体,尽管 3 种组合重构胚均可进行

早期发育,但囊胚发育率差异显著。

与此相关的另一个问题是关于母型信息支持胚

胎发育时间与合子型基因激活时间的差异。小鼠、猪

的合子型基因在 22细胞期和 42细胞期激活,牛卵母

细胞可以支持 82细胞期以前的胚胎发育, 当小鼠、

猪的体细胞进入牛卵母细胞后很难突破 82细胞
期[20, 31 ]。选择异种核移植受体卵母细胞时,考虑这

一因素可能有利于提高重构胚的发育率。

3. 4　提高异种核移植效率

目前有关体细胞核移植的成功率仍较低,异种

核移植成功率更低。提高异种核移植成功率一方面

应借鉴体细胞核移植的新发现、新成果,另一方面就

异种核移植本身还需要对培养系统进行优化,其中

主要包括培养基和温度的选择。猪体细胞与牛卵母

细胞重构胚在常用的牛培养基CR 1aa 中的效果优

于在常用的猪胚胎培养基N CSU 223 (N o rth Caro li2
na Sta te U n iversity so lu t ion 23,一种专用于猪胚胎

培养的培养液) [20 ] ,似乎提示异种核移植胚的早期

营养需求更类似于受体卵母细胞。对温度选择也具

有相同的问题,但培养条件需要在大量试验基础上

不断完善。
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4　展　望

异种核移植随着体细胞核移植的不断发展,在

试验中取得了很大进展,积累了一定的经验和资料。

尽管如此,异种核移植还处于初级阶段,影响其成功

率的因素还有很多未搞清楚。同时也面临着人类生

命科学伦理道德的考验。但随着时代的进步和科学

的发展,这一领域的研究必将会有大的突破。
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T he p rogress and p rob lem of in ter2species nuclear t ran sfer

FENG X iu- l iang,L E I An -m in ,YANG Chun -rong,DOU Zhong-y ing
(S haanx i Cen ter of S tem Cell R esearch and T echnology ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Fo llow ing the successfu l p roduct ion of nuclear t ran sfer sheep , m ice, goat, ca t t le, po rcine and

rabb it et a l, the in ter2species nuclear t ran sfer has becom e one of the mo st a t ten t ioned quest ion s in scien t if ic

f ield and in ternat ional society, ju st becau se of its po ten t ia l value in p reserving endangered species, hum an

em b ryon ic stem cells research and o ther areas. T h is paper review ed the p rogress of the in ter2species nuclear

t ran sfer, and also discu ssed the rela ted p rob lem s.

Key words: som at ic cells; endangered an im als; hum an em b ryon ic stem cells; in ter2species nuclear t ran s2
fer
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