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[摘 要] 动物机体 的大部分分化细胞具备全能性 ，成熟即母细胞胞质 中 mRNA、蛋 白 

质等母型信息能使注八其 中的细胞基 因发生再 程序化 ，从而启动新个体的发育。供体细胞和 

受体卵母细胞的周期和功能状态的同步协调是实现重构胚正常发育的关键。克隆动物的成 

功 受供体细胞、受俸卵母细胞以及二者之间 的相互 作用等多个 因素韵 影响，其中的许多规律 

还未被掌握 ，动物克隆的研究必将揭示这些生物学规律，显示其巨大的科学意义。 
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克隆绵羊“多莉”的诞生 标志着复制动物从科学幻想变成现实 ，因而 曾在世界上引 

起一场风暴，甚至被质疑。克隆小鼠 和克隆牛口 相继获得成功，表明体细胞克隆动物是 

完全可以实现的。动物克隆技术有着广阔的应用前景和巨大的社会效益，各国科学界都十 

分重视 目前动物克隆的研究重点已转移到如何提高成功率并尽快使其产生效益上 ，如复 

制转基 因动物、扩大珍稀动物的种群等。我国科学家已在克隆大熊猫的研究中取得可喜进 

展 j 尽管如此，动物克隆毕竟是一项新发展的技术，人们对它的认识仍存在许多的迷惑 

和疑问，动物克隆究竟是怎么一回事?复制动物走向实践的路到底有多远?本文在理论依 

据和技术可行性上评述了上述问题，并对进行动物克隆需要解决的主要问题及人们 目前 

的认识程度作了说 明，指出对动物克隆进行研究，除了有其本身的应用前景外，还有巨大 

的科学意义。 

1 动物克隆的理论依据 

动物的组织细胞处在各种形态级别的分化状态 ，执行各 自特异的生物功能，只有具备 

全能性，才可用作克隆动物。所谓全能性是指细胞包含个体的全套遗传信息，并在特定环 

境因素的调节下，可回到受精卵一样的状态，并从头开始发育成一个完整的生物个体。生 

物体细胞 的垒能性 已被许多实践所证实。1958年 Steward用胡萝 的单个细胞和小细胞 

团在离体组织培养时得到了新植株，此后广泛的研究结果表明，几乎植物体上所有部分的 

组织细胞均可通过诱导再生新植株，也就是说植物体的每个生活细胞都具有遗传全能性 

(totlpotency)E6]。细胞是生命的最小功能单位，就其而言，植物和动物是统一的，因而动物 

细胞也应该是具有全能性的 细胞生物学的研究结果也是支持这一点的。低等动物的细 
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胞具有全能性，任何～个细胞都能再生成完整个体【 。60~70年代·Gurdon等 用爪螗 

蝌蚪的肠上皮细胞和体外短期培养的完全分化成熟的体细胞进行核移植分别获得成体 爪 

蟾和蝌蚪，证实在两栖类，t2,分化细胞的基 因组具有结构上的完整性和功能上的全能性。 

现已证明 高等动物的大部分细胞核完整地保存着源于卵子和精子细胞核的全套遗传信 

息，所谓分化只是特异基因在细胞发育进程中，根据所处的三维环境的差异而选择表达的 

结果 中国学者的全息胚学_i_；毛[ 在理论上对这种生物体细胞的全能性给予总结：生物体上 

任何一个在结构和功能上具有相对明确边界和相对内部完整性 的相对独立部分t都是 由 

体细胞向着新个体发育的某个阶段上的胚胎。这种胚胎生活在亲体这样的天然培养基上， 

在 自主发育的同时发生了特化，这样的胚胎包含着整个部位的信息 ，即全息胚 ，细胞是全 

息胚的特例 ’ 

Gurdon的试验 亦表明，体细胞核 的分化是可逆的，在适当条件下，仍能被调整恢 

复到分化的最初状态，并重新指导发育成一个新个体 在动物界广泛存在的再生过程中， 

邻近缺损部位的组织细胞首先发生去分化，发生一系列显著的变化后 ，再分化形成修补组 

织，这种现象也是细胞可逆性存在的有力证明 选择合适的调节方式，并使细胞本身处在 

可调节状态，是实现细胞可逆性的两个关键环节 。目前看来，调节细胞核恢复到发育零状 

态的最佳微环境是卵母细胞质 o]，而非原核期受精卵的细胞质ll ” 这是因为，在卵母细 

胞的成熟过程中，可产生开贮存许多用于调控早期胚胎发育的因子 这些母性信息主要以 

mRNAs和蛋白质的形式存在。在合子型基因激活之前 ，母型 mRNAs在发育调控中发挥 

着核心作用，这期间，胚胎的特定发育事件总是依赖于母性 mRNAs的适时激括、表达、定 

位及消失。这些细胞质因子对指导移入细胞的染色体再构和基因组的活化是必需的，而在 

受精后的合子 中它们可能降解或结合到 DNA上 。施主细胞的活动状态也影响卵母细 

胞对它进行完善的可逆性调节。近年来的研究[14~1 s]表明，细胞复上在 G r期和静止状态(G。 

期)便于卵母细胞的调节。在动物的生命过程中，绝大部分组织细胞需不断的增殖更新，这 

个过程就是细胞周期。细胞在进入周期的G 期后．趋向有 3种：一是进入增殖周期，处于 

连续分裂状态，称周期中细胞；二是离开细胞周期．进入静止期 (Go期) 三是 向终端分化 

方向发展，行组织特异功能 ，这种细胞在特殊条件下(例如再生)也可转化进入增殖周期。 

这表明，机体组织 的细胞并非全部处在特化的功能状态，而是根据条件在这 3种状态之问 

相互转化。指数生长期的体外培养细胞为增殖周期中的细胞，可用血清饥饿等方法使其离 

开 G-期进人 Go期。这些细胞在一定刺激下可重新进入增殖周期或分化成其他细胞类型。 

2 动物克隆的技术可行性 

克隆动物的方法是通过细胞核移植技术 ，把一个完整的细胞注射进去核的卵母细胞 

内，用电脉冲或其他方法使二者融合并激活卵母细胞质；这个组装胚经短期培养后或直接 

移植到寄母的生殖道中进行发育并出生。组装胚的全套遗传信息由注入的细胞提供，最终 

获得的个体是提供细胞的动物的复制体，二者具有完全相同的遗传物质。 

核移植方法是 5O年代美国科学家在研究两栖类细胞发育潜能性工作中刨造的 6O 

年代 英国科学家 Gurdon等以蝌蚪 体细胞为核供体，用此方法获得成熟爪螗[72。80年代 

初有未被重复的核移植小鼠的报道 。胚细胞核移植首先在绵羊上获得成功0 。随后，国 
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内外先后在牛 _s_、兔 J、 。 、山羊 等动物上取得卵核移植的成功。进入 90年代 ，在 

牛 (国外)和山羊 (国内)上成功地进行了连续核移植 。3993年 ，用培养扩增的内细胞 

团细胞核移植后产出了牛 。1996年，用培养绵羊的胚盘细胞作为供体取得了棱移植绵 

羊r”]。1997年用培养的乳腺细胞核移植得到体细胞克隆绵羊 。在此期间，在各种动物上 

还进行 了大量 以提高核移植效率为 目的的研究，在生物学机理的认识和技术手段 的改进 

上都取得了长足的进展。但总体来说 ，核移植，尤其是利用体细胞进行核移植 目前仍处在 

探索阶段，人们对其中所涉及的生物学规律及其影响因素的认识还十分有限 

3 动物克隆存在的问题 

成功地获得一只克隆动物 ，需有效地完成下述过程：施主细胞 的选择和处理、寄主卵 

母细胞的获得 与处理、显微取核和注射细胞、核质融台和卵母细胞激活、重构胚的体外培 

养 及胚胎移植和体内发育。目前，超数排卵或体外成熟培养技术相对比较完善·只要有 

足够的母体动物或卵巢资源，可基本获得足够的正常成熟卵母细胞 ，显微操作和胚胎移植 

等只是技术熟练程度的问题。克隆动物的难点在于如何避免对施主细胞 DNA的损伤，保 

持其二倍体核型，实现正常的基因组再程序化，这些因素对重构胚的发育有着决定性意 

义。这一问题实际上也就是选择台适的施主细胞和实现核质同步协调性的问题。目前的 

实践还远未得出它的完整答案 。 

体细胞毕竟是 已分化的细胞，虽然从理论上讲，机体中的每一个细胞都是从受精卵分 

裂分化而来的，通过半保留复制方式 ，DNA信息被完整的传递下来 ，但从一个受精卵到机 

体的亿万个细胞，有些细胞的个别基因可能发生不可逆的丢失或重排 分化细胞核 内遗传 

信息在结构上的这种不可逆的改变，使它不可能再指导一些独特类型细胞的分化，致使发 

育失败 。这样的细胞不具备发育的全能性，不宜或无法用作克隆动物核供体。这一点可能 

是核移植动物发生高比率的胚胎吸收、流产、出生后死亡或异常的原因之一。由于体细胞 

克隆动物的研究才剐刚开始 ，究竟哪些细胞保持完整的 DNA结构还不清楚，仅有的成功 

率不高的报道分别来 自乳腺细胞口J、卵丘细胞和输卵管细胞 。J 此外，施主细胞的胞质作 

用也是选择细胞时应考虑的因素之一，因为其中的一些因子可能干扰重构胚的发育 ，卵 

丘细胞由于和卵母细胞来 自同一前体细胞 ，相容性较大，融合后较易发育0]。 

核质的互作与协调是所有细胞正常活动的基础 ，核移植重构胚二倍 体核型的维持及 

基因组再程序化的正常完成 ，也取决于供体核与受体卵母细胞质之间的同步协诃和相互 

作用 这是一个更为复杂的问题 ，与核、质两者的功能状态及它们的相互作用是否符合细 

胞的发育规律有关，涉及供体细胞核的周期和卵母细胞激活与融合的时问等多个因素，在 

动物品种之间还存在差异。不同期核质的融合会导致细胞周期运行状态的改变 ，S期细胞 

和 M 期细胞杂交后会使前者发生 PCC(Premature Chromosome Condensation)，降低其 

DNA合成的水平 ；移人 M 1期卵母细胞的胚胎细胞也会发生 PCC 。 。在用胚胎细胞 

核移植时，G 期的核 比s期、G：期的核能更好地发育 。 、 s期、G。期的细胞则只有和已 

激活的卵母细胞融合才能正常发育0 。这种差异与PCC的不同效果有关。PCC是 M 期 

细胞质 中高活性的 MPF(Maturation Pr6mot[ng Factor)诱导产生 的。S期细胞正处在 

DNA台成期 ，G z期细胞为 4倍 体，如果把这两种细胞与 M I期卵母细胞融台 ，由于 MPF 
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的作用而发生 NEBD(核膜破裂)和 PCC，然后经核重建和 DNA再复制 ，染色体倍 型增 

加，无法继续发育 相反，G、期细胞为二倍体，和 M I期卵母细胞质融合后，PCC的发生 

不仅不会引起细胞染色体的异常加倍 ，还可能促进基因的再程序化 “ 。和受精卵 

的发育一样 ，核移植后卵母细胞中的母型信息只能支持短时期的发育，重构胚的后续发育 

依赖于再程序化后的核的驱动．母型因子存在的时问越短，给再程序化的时间越少 ，因而 

尽快完全实现再程序化是非常重要的。PCC和与之伴随发生的 NEBD，可能会使卵母细 

胞质因子更易于或更快地与染色质接近而指导再程序化。M Ⅱ期卵母细胞质还能抑制移 

入细胞核 自身的转录活性 ．从而使其按胞质的信息开始活动 ，即再程序化口 。激活后的卵 

母细胞(MPF降解)不会使移人其中的细胞发生 PCC，细胞 (包括 G ，S，G。期)仍继续原 

来 的周 期进程，保 持正常 核 型。但如果 “PCC对基 因 的再程 序 化有促 进作 用”的认 

识E1 4,aT,zg]是正确的话 ，显然激活后的卵母细胞并不是最佳胞质受体。 

G。期细胞首先在用体外培养的胚盘细胞作核供体克隆绵羊中使用 ，并被认为是获 

得产仔的主要 因素。Go期细胞和 G 期细胞一样为二倍体，拥有 G-期细胞在克隆胚发育 

中的优点。此外，Go期细胞由于胞质成分减少，活动性降低 ，丽可能比 G 期细胞更易于 

使细胞质因子对其染色质发挥调控作用，同时也减少了胞质对重构胚发育的干扰因素。让 

细胞处于 G。期对体细胞克隆动物是否必须 ，目前存在争论 ]，因为有人用未经体眠处 

理的胎儿成纤维细胞获得克隆转基 因牛 +但作者仪确定所用细胞的 56 为二倍体(G 

或 Go期)，而并未排除所用细胞处在 G。期的可能。所有这些有关重构胚的核质互作方面 

的认识，仅是试验结果的观察，并未触及深层次机理，好多方面仍没有定论 。甚至有些还存 

在相反的报道 。稳定丽高效地进行动物克隆仍是一件非常困难的事。 

对濒危动物进行克隆，还涉及到异种克隆的问题 ，所谓异种克隆是将一种动物细胞核 

移植到另一种动物去核卵母细胞质中。最近的研究 表明，卵胞质使体细胞核去分化不具 

种特异性，哺乳动物异种重构胚在早期发育中，异种细胞核与细胞质问是相容的。但寄母 

的选择及重构胚的着床和全程发育仍是悬而未决的问题 ，异种克隆会有更长的路要走 。 

4 动物克隆的研究意义 

从事科学研究的目的，一是服务于人类 自身，满足其不断增长的生括需求 ；二是使科 

学本身向前发展 ，取得对 自然界和人类更高层次的认识。动物克隆是一项很前沿的生物科 

学领域，对它的深入研究也具有这两个方面的意义 克隆技术潜在的经济效益是十分巨大 

的，它是动物育种、繁殖 的新概念。应用经修饰的细胞群进行核移植，可使动物基 因标定变 

得可行 ，培育出新的物种 ，建立重要疾病的基因模型+获得大量用于生 产生物药物 的动物 

或异种器官移植的动物；它也可用于加快 良种家畜和珍稀动物的繁殖 ，抢救濒危动物 当 

然 ，目前看来 ，更具意义的是它的科学含义 ，让一个体细胞再重新发育成一个动物个体本 

身就是一件具有高度想象力并富有挑战性的事，使这一技术走向成熟的过程，包含着许许 

多多的科学机遇，它不仅能推动发育生物学向前发展，而且可拓展生命科学的内涵，取得 

对生命现象更加深入的理解。比如，细胞在逐级分化的过程中到底发生了哪些事件?是哪 

些 因素、通过何种机制使某种细胞的 A基 因打开、B基因关闭?分化细胞是 怎样 去分化 

的，需要哪些因素的调节。哪种或处于何种状态的细胞能够或易于去分化?核质之问是通 
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过哪些渠道和因子发生相互作用的?系统的研究这些问题，肯定会有一些新的发现，有一 

些重要规律被揭示出来 ，它们的影响也许会超出克隆技术本身 
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Principle and technique of animal clone 

LI Yu qiang，ZHANG Yong 

(Cotlege of Animal Science and Veterinary Medicine．Northt~est Science and Technogogd~ 

Uni~rsity of Agriculture and Forestry，Yahgling，Shaan~"712100，China) 

Abstract：The basic principle and practice difficulty of animal clone are disscused， 

The theoretic basement of anim a1 clone is that anima1 eel1 is totipotent．Sinee m ost of 

differentiated animal cells have all genetic information of their bodv，thev can 

differentiate and recover their totipotency when injected into ooeyte plasma．The 

m aternal mRNAs and proteins of oocytes are the key factors that promote genes of 

injected cell to reprogram．It’s very important for the reconstructed embryos to develop 

that the cell cycles of donor cells and recipient oocytos are synchronous and coordinate
．  

Donor cells at G。phase are favorable for oocytes to regulate．All factors involred in 

donor cells，recipient oocytes and their interaction could affect the auccess 0f c1one 

anim a1．M ost of these factors are still unknown
． To study these Droblems will n0t 0n1v 

promote animal clone efficiency，but also reveal many biological principles
．  

Key words：animal clone；nuclear transplantation；nuclear—cytoplasmic interaction 
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