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猪体细胞核移植研究进展
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(西 北农林科技大学国家干细胞工程技术研究中心 陕西分中心
,

杨凌 71 21 00 )

〔摘 要」 由于猪的器 官极可 能成为人类未来器官的供应源
,

猪体 细胞核移植及转基 因等方面的

研究 已成为全球 的热点
。

近几年来
,

猪体细 胞核移植研究取得 了一定的进展
,

但总体看来核移植效

率还很低 ( < 1% )
,

还需要不断完善核移植程序及对一些基础问题的深入研 究
。

本文对猪体细 胞核

移植研究进展及面 临的一些 问题作 一综述与分析
,

旨在为研究者提供一些有益的启 示
。

〔关键词 〕 核移植
,

克隆
,

转基因
,

猪

19 9 6 年体细胞克隆绵羊
“

多莉
”

的问世
,

掀起了

体细胞克隆动物研究的热潮
。

加 oo 年 o in hs i 等〔’ 〕在

世界上首 先报道得到体细胞克隆猪
。

猪器 官的大

小
、

解剖结构及生理功能与人体极为相似
,

是人类异

种器官移植最为理想的替代物
。

核移植技术和转基

因技术的结合将促进异种器官移植 的临床应用
,

为

人类健康和长寿提供新 的希望
。

因此
,

这一领域 的

研究吸引了各 国学者极大兴趣
,

取得了一定 的进展
。

然而
,

体细胞克隆猪效率还很低
,

按所移植的胚胎计

算
,

不到 1%
。

影响体细胞克隆猪成功的因素很多
,

需改善克隆程序以及对一些基础问题的深人研究
。

本文对猪体细胞核移植研究进展及面临的一些问题

加以综述分析
,

以期为研究者提供一些有益的启示
。

1 猪体细胞核移植的主要研究进展

加0 0 年 s 月
,

o n i s h i 等川使用胎儿成纤维细胞
,

细胞核胞质 内注射到体 内成熟 的去 核的卵母细胞

中
,

3一 4 h 后 电激活
,

重构胚体外 培养 ( in vit or C ul
-

tu er
,

w C ) 2 0一 4 0 h
,

一10 枚重构胚移植 4 只受体
,

l

只妊娠到期
,

得到 1 只克隆猪 ( 0
.

9 % )
。

几乎与此同

时
,

oP lej ae
v a
等川在 Na ut er 杂志上发表 了他们的研

究成果
。

他们总结前人失败 的教训
,

避免 了不太成

熟 的人工激活方法
,

使用二步核移植法
,

即将去核 的

M ll 期卵母细胞 与颗粒细胞融合
,

然后将其形成 的

原核再移 人到 去核后 的体 内受 精原 核期 的胚 胎
。

401 枚重构胚移植 7 只受体
,

2 只妊娠 ( 30 % )
,

一 只

妊娠到期
,

产生 5 只颗粒细胞克隆猪 ( 1
.

2 % )
。

紧接

着
,

B a t t h au s e ;
等 [3 〕得到 2 只胎 儿成纤维细胞

,

2 只

胎儿生殖峪细胞克隆猪
,

与前两者不 同的是使用较

多的体外系统
。

他们用体外成熟 ( in vit or m at u ar it on
,

w M )的卵母细胞
,

重构胚经电融合 ( 1次 1
.

g kv c/ m
,

持续 4 5 拼s )
,

4 h 后经 15 拜m o l / L 离 子霉素处 理 2 0

而 n ,

然后再用 D M A P 激活 3一 4 h
,

重构胚培养 8一76

h
,

9 0 2 枚重构胚移植 7 只受体 ( 116
一 64 枚 / 只 )

,

4

只妊娠 ( 57
.

1% )
,

2 只到期
,

每只产生 2 只克隆猪 ( 0
.

4 % )
。

aP kr 等 [’] 首次报道得到转基因的体 细胞克隆

猪
,

他们 以转染绿 色荧 光蛋 白 ( E n h an e e d g er e n fl u o -

er s e e n t p or t e i n ,

Ee F P ) 的成纤 维 细胞 为核 供体
,

以

W M 的卵母细胞为核受体
,

电融合 ( 2 次 1
.

2 k v c/ m
,

持续 30 娜 )
,

308 枚重构胚 在孤雌激活胚 的协 同下
,

移植 3 只受体
,

一只到期
,

得到 5 只转基因体细胞克

隆猪 ( 1
.

6 % )
。

随后
,

他们得到 4 只转 EG F P 基 因的

耳上皮细胞 克隆猪
。

aL i 等 s[] 采用 敲除
。 一

1
,

3
一

半乳

糖昔转移酶基因的胎儿成纤维细胞作为核供体
,

利

用体内受精胚帮助妊娠
,

获得 7 只 a 一

1
,

3
一

半乳糖昔

转移酶基 因敲除核移植仔 猪
,

存活 4 只
。

D e S ou as

等 6[] 将胎儿 成纤维细胞 注射到 w M 的卵母细胞卵

周隙
,

融合后 Z h 再激 活胚胎
,

重 构胚移植 8 只受

体
,

3 只妊娠 ( 37
.

5 % )
,

一只到期
,

产生 1 只克隆猪
。

iY n 等 v[] 使用化学法除去 w M 的卵母 细胞 核
,

注核
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后体外培养4 2一4 8 h
,

14 39 枚重构胚移植 6 只
,

3 只

妊娠 ( 5 0 % )
,

得 到 8 只 成 年 心 肌 细胞 克 隆猪 ( 0
.

5 % )
。

eL 。
等 s[] 以成年皮 肤成纤维 细胞为核 供体

,

W M 去核 的卵母细胞为核受体
,

采用全 细胞胞 质内

注射法
,

3 h 后进行激活
,

Iv C 2 0一 2 4 h 后
,

6 5 5 枚 重

构胚移植 9 只受体
,

6 只妊娠 (“
.

7 % )
,

3 只到期
,

得

到 4 只克 隆猪 ( 0
.

5 % )
。

hP el p ,
等 0[] 以 胎儿成纤 维

细胞为核供体
,

W M 的卵母细胞为核受体
,

重构胚移

植 16 个受体
,

or 个妊娠 ( 62
.

5 % )
,

2 个 到期
,

得到 4

只健康的
a 一

1
,

3
一

半乳糖昔转 移酶基 因缺陷猪 (第 2

轮敲 除
,

两个 等位基 因全 部 敲除 )
。

K ol b er
一

is m on ds

等 〔̀ 0] 也得到 了健康的
。 一

1
,

3
一

半乳糖 昔转移 酶基 因

缺陷猪
。

这样产生克隆猪的器官移植给人后就不会

发生 急促 的 免 疫 排 斥 反 应 ( h即 e ar e i l t e
erj

e e t i o n ,

H A )R
,

迈出了猪器官人源化改造 的第一 步
。

国内
,

至今还没有见到体细胞克隆猪成功 的报道
,

不 同的

方法成功产生体细胞核移植猪的研究状况见表 1。

表 1 体细胞核移植猪研究状 况

供核细胞
体内 /外成熟

卵母细胞
注核方法

克隆胚胎 vI C
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注
:

成活体克隆猪 82 只
,

其中转基因 27 只
。

2 面临的问题及可能解决的办法

2
.

1 供核细胞及细胞周期的选择

目前
,

体细胞核移植猪成功 的报道大多数使用

胎儿成纤维细胞
。

eL e
等〔川认为供核细胞 的类型对

猪克隆胚胎 的发育能力影响很大
。

他用胎儿成纤维

细胞
、

成体成纤维细胞
、

颗粒细胞和输卵管上皮细胞

分别作为供核细胞进行核移植
,

结果表明胎儿成纤

维细胞囊胚 发育率最 高
。

胚 胎细胞 与胚 胎干细胞

( e

brn yr ion
。 s et m C ell s ,

sE 细胞 )核移植效率也明显高

于体细胞核移植
。

可能是 由于胚胎 细胞 与 E S 细胞

基 因组 中与早期胚 胎发育相关的必需基 因 已经激

活
,

因而容易发生发育程序 的重编
。

分化 程度越低

的细胞越容易重 编程
,

重构胚 发育潜能也 就越高
。

E S 细胞系的建立可源源不断地提供供核细胞
,

而且

还是最理想的遗传操作材料
。

但至今猪 E S 细胞 系

还没有建立
,

成体干 细胞在机体组织 中处在相对未

分化的状态
,

使用成体 干细胞作为供核细胞可能会

提高克隆效率
,

并且具有 良好的应用前景
。

2
.

2 卵母细胞的选择

相对体内成熟的卵母 细胞来说
,

W M 的卵母细

胞来源丰富
,

价格低廉
,

因而已成为核移植研究 的主

流 (表 1 )
。

但猪卵母细胞 W M 还不是很完善
,

核
、

质

成熟不同步
,

成熟培养时间长
,

如何获得高质量 的成

熟卵母细胞也就成为人们巫待解决的问题
。

在克隆

胚的发育能力 上
,

体内成熟 的卵母 细胞要好于 vI M

的卵母 细 胞
,

能 提高 克 隆猪 的成 功率 〔’浏
。

但 D e

so us
a
等 e[] 认为

,

猪体细胞核移植过程 中体内成熟和

W M 的卵母细胞作为胚胎受体在克隆胚胎的发育能

力上没有差异
。

eL e
等〔川 研究 结果也表 明

,

进行 孤

雌激活时
,

猪体内成熟 比 W M 的卵母细胞囊胚发育

率高
,

而分别 进行核移植时
,

二者囊胚率无显著差

异
。

目前
,

普遍认为来 自成熟后猪卵母 细胞更适合

猪的体细胞克隆
。

H yu n
等〔’ 2〕研究 了卵母细胞的来

源对克隆胚胎发育能力的影响
,

结果表 明性成熟后
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猪卵母 细胞 比性成熟前卵母细胞具有更强的减数分

裂能力
,

囊胚率较高
,

并且囊胚 内细胞数 也多
,

移植

受体后在体内发育能力也强
。

2
.

3 核移植方法

去核是核移植的一个重要环节
,

去核是否成功

直接影 响到核移植 的效率
。

目前
,

盲吸法在猪核移

植去核时使用较多
,

尽 管盲吸法辅助 H o e e h e s t 33 3 4 2

染色法能提高去核的效率
,

但有的学者并不支持这

种做法 〔“ 〕
。

猪卵母细胞纺锤体的位置就在第一极体

的附近
,

作者使用盲 吸法去核
,

经 H o e c ha s t3 3 3 42 染

色确认
,

去核率达 85 % (未 发表 的资料 )
。

Sp i dn le
-

vi ew 系统辅助去核
,

能提高去核效率并且尽可能 的

减少胞质损失
,

但 由于猪 的卵母 细胞含有较 多的脂

肪颗粒
,

在 Sp i dn le
一

vi ew 系统下看 不到 纺锤 体
。

因

而
,

探索其他切 实可行 的方法是很 有必要 的
。

iY n

等 [ , ]使用脱拨秋水仙碱 ( D e m e e o l e i n e )作用于后末期

到末期转换阶段体外成熟的卵母细胞成功地进行了

非侵袭性的化学去核
,

得到 8 只成年心肌细胞克隆

猪
。

他认为此法去核 容易
,

胞质损 失少
,

去核率 高

( 9 3 % )
,

囊胚率与其他方法相 比无 明显差异
。

无 透

明带核移植方法可以不使用 昂贵的显微 操作仪
,

容

易操作
,

适合生产上运用
。

其基本方法为
:
将卵母细

胞切成两半
,

把含有极体及核物质的一半丢弃
,

再将

一个体细胞与两个半卵融合
。

这种方法产生的核移

植囊胚质量不受透明带影响
。

但此法浪费了一半 的

卵母细胞
,

另外
,

将三种不同来源的线粒体置于一个

细胞内
,

增加了线粒体异质体的发生率
。

最近
,

Sul
-

ivl
a n
等〔” 〕采用一种新型的克隆方法

,

即用链球菌融

血素 ( S L o) 和细胞有丝分裂提取物处理 供核细胞
,

使细胞膜变 的可渗透性
,

细胞质及细胞核组分丢失
,

只剩下凝集的染色质
,

加人 aC c犯重建胞质膜
,

重建

胞质膜 的供核细胞与去核的卵母细胞融合组建重构

胚
,

移植后得到 5 头健康的克隆牛
,

他们认为此法可

明显提高体 细胞克隆牛的存活率
,

并为进一步提高

克隆效率提供了新的思路
。

2
.

4 电融合和胞质注射对克隆效率的影响

目前
,

猪体细胞核移植成功的报道大多使用 电

融合的方法 (表 一)
。

N a , s h i m。 等 [’ 4 ]发现 电融合法

的核移植效率显著高于胞质注射法
,

电融合法正常

的分裂率和囊胚发育率 ( 45
.

6 %
,

19
.

2 % )显著高于

胞质注射法 (犯
.

1%
,

5
.

4 % )
,

并且
,

使用电融合法重

构胚移植受体后能妊娠到期
,

而胞质注射法却不能
。

电融合法和胞质注射法各有特点
,

胞质注射法无需

电融合
,

省了一步核移植操作步骤
,

注核时并没有引

起卵母细胞的激活
,

保持高的 M P F 活性
,

并且核移

植效率与供核细胞膜状态无关
。

但胞质注射操作技

术难度相对较大
。

电融合法应用很广
,

效率相对较

高
,

但电融合 同时或多或少引起卵母细胞的激活
,

并

且核移植 的效率受供核细胞膜状态的影响
。

.2 5 激活方法

大部分体细胞克隆猪的成功报道都是使用电激

活的方法〔’
,

4
,

,
,

6
,

’ 2〕
,

H yu 。
等 〔” 〕认为单独使用电激活

核移植效率高
,

化学 激活如离子霉素和 6
一

D M A P 没

有必要
。

然而
,

B e r t h a u s e
产

, ]使用离子霉素和 6
一

n M A P

组合激活囊胚率
、

囊胚 细胞数及妊娠率均 有改善
。

至于化学物质是否对胚胎发育有不 良影 响
,

还有待

于进一步研究
。

尽管核移植过程 中广泛采用了人工

激活的方法
,

但是 由于缺乏诸如受精这些 自然的激

活过程
,

受精卵的胞浆环境仍然被认为优于卵母 细

胞
,

oP lej ae v 。
等 [’ 〕应用二步法核移植体 细胞 克隆猪

的成功
,

就是为了弥补这一缺陷
。

他首先将 M ll 期

的卵母细胞与供核细胞融合
,

然后将其形成的原核

移人到去核后的体内受精原核期的胚胎
。

后者 的目

的是使体细胞来源的原核进入 自然受精的原核阶段

的胞浆
。

2
.

6 重构胚 Vr C 及妊娠维持

目前
,

猪胚胎 W C 系统还 很不成 熟
,

不 成熟 的

w C 体 系是妨碍体外受精 囊胚正常产仔 的主要原

因
。

早期胚胎培养过程 中加入血清会导致与印记基

因表达异常
。

核移植
、

体外受 精与孤雌激活囊胚 内

细胞数 目 (分别 为 66
,

66 和 49 个 )比体 内发育囊 胚

( 20 0一 3 00 个 )明显低的多
,

这可能也是核移植 与体

外受精胚胎妊娠率低的原因之一 3[]
。

至今
,

所有成

功克隆猪的克隆胚在 W C 的时间都不超过 76 h( 见

表 1 )
。

在猪身上
,

可利用 中间宿体
,

即将胚胎移植

于输卵管中短暂培养发育到囊胚后再取 出
,

可 以克

服这一缺陷
。

猪胚胎 w C 系统的改进已成为人们亚

待解决的问题
。

猪的妊娠有一个特征就是猪至少需要几个质量

很好的胚胎 才能附植并保持妊娠
。

妊娠 11 一 12 d

个 阶段对胚胎附植很重要
,

需要最少 4一 5 个胎儿 提

供 的信号才能维持母体妊娠
。

克隆胚 的质量依照普

通的形态学观察很难作 出评估
,

即使克隆胚能产生

很高的囊胚率
,

仍然很难妊娠到期
。

因此
,

移人大量

的克隆胚是必需的
。

如果得不到大量数 目的克隆胚

胎用于移植
,

不妨采用以下 3 种方法
。

第一
,

克隆胚

可与 30 一40 枚发育同期 的孤雌激活胚一同移人
,

这

些孤雌激活胚 由于基因组印记 的缘故在后来的妊娠
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过程中会退 化
,

但 却 能提 高母 体识 别信 号确 保妊

娠 e[]
。

第二
,

在胚胎移植后 12 天
,

人 为的注射外源

激素
,

提高母体识别信号有利于胚胎的附植 [ ’ 5〕
。

第

三
,

将克 隆胚移 人 同期 的 自然 受精 的母体输 卵 管

内〔” 〕
。

2
.

7 转基因克隆与人类异种器官移植存在的问题

异种器官移植面临的主要障碍是猪细胞表面存

在 a 一

1
,

3
一

半乳糖昔抗原决定族
。

灵长类在生物进化

过程中已失去
a 一

1
,

3
一

半乳糖昔转移酶活性
,

因此能

产生这种 物质 的天 然抗 体
,

移植给人 后就 会发 生

H A R
。

利用核移植技术可敲除
a 一

1
,

3
一

半乳糖昔转移

酶基因 s[, 9 ]
。

但要彻底解决异种器官移植 中的排斥

反应
,

要求用于器 官移植 的猪不仅仅是
a 一

1
,

3
一

半乳

糖昔转移酶缺陷
,

而且还要有抗凝蛋 白和下调猪内

皮 细 胞 粘 附分 子 (
, a s e u la : C e l l “ h e s io n m o le e u l a r ,

v C A M )
,

以克服迟发性异种 排斥反应
。

还有猪异种

动物器官移植中存在的公共 卫生问题
,

如在异种动

物器官移植时
,

随猪器官移植而将猪 内源性逆转录

病毒 ( p o o i n e e n d o g e n o u s er t or v i ur s ,

p E R v )移 植给人

类的可能性
,

也是人们不可忽视的
。

2
.

5 去分化和重编程

供核细胞不完全重编程是克隆动物发育异常的

最可能的原因
,

也就是说来 自体细胞 的供体核不能

完成像正常受精卵那样 所完成 的基因组次生性 修

饰
。

核重编程 的过程就是使在体细胞中被关闭
、

而

在正常胚胎发育中表达 的基 因重新被激活的过程
。

去分化过程伴随着基因水平的后生重编程 ( eP i ge en 卜

ic er p or gar m而 gn )
,

包括与染色质相关的其他蛋 白 (如

组蛋白
、

转录因子 )的重构
、

基 因组甲基化变化
、

组蛋

白组装及核小体形成等不 同形式
。

在该过程 中出现

的任何差错都会导致克隆胚胎或动物的不同畸形发

育
。

体细胞克隆需要染色体结构的显著性重构
。

许

多蛋白质从供核 中丢失
,

其他一些蛋 白质 由卵母细

胞中进人 供体核 中〔’ 3 ]
。

核重 编 程 涉及 到基 因组

D N A 甲基 / 去甲基化 和组蛋 白乙酞化
。

哺乳动物通

过基因组甲基化来改变 D N A 与蛋白质间的作用
,

提

供非编码序列 (包括 内含子
、

重复序列
,

以及一些蕴

藏着的活性转座成分 )和发 育相关基 因沉默 的可遗

传机制
。

核重编程需要打破这种基 因沉默的状态
,

恢复基因活性
。

目前
,

对细胞核去分化 和重编程分

子机制还不是很清楚
,

对这些 问题 的深人研究有助

于我们对克隆机理 的认识
,

提高克隆的效率
。

2
.

9 线粒体异质性 问题

目前
,

猪细胞核移植大多使用细胞融合 的方法
,

因而就不 可避 免的将体细胞 的线粒体 带人重构胚

中
,

这样重构胚中同时存在受体卵母细胞和供核细

胞两种来源的线粒体
。

如果两种来源的线粒体都被

复制
,

将导致线粒体的异质性
,

若其中一种来源的线

粒体被选 择性复制
,

则 另外一 种被选 择性破坏
,

这

样
,

克隆动物线粒体来源可能存在来源于供体细胞
、

受体卵母细胞或二者共存三种可能性
。

供核细胞核

是如何来支持和协调供体或受体来源的线粒体 ? 供

体来源或受体来源 的线粒体又是怎样重编程 的 ? 线

粒体不完全重编程对核基因的表达有何影响 ? 所有

的这些问题还都不是很清楚
,

有待于进一步研究
。

3 展望

猪体 细胞核移植研究 已经取得很大的进展
,

体

细胞克隆技术与转基 因技术的不断完善及完美结合

将会把猪的器官移植 给人类的梦想变为现实
。

然

而
,

核移植效率还很低
,

需要不断完善核移植的操作

程序 ;深人研究卵母细胞成熟
、

胚胎发育及核重编程

的分子机理 ; 另外
,

线粒体异质性问题也得引起我们

的重视
。

相信在各 国学者 的共同努力下
,

猪体细胞

核移植技术必将更加完善
,

更好地造福于人类
。
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资料
·

信息
·

美国国家科学基金会 2 0 0 6 财年预算请求为 56 亿美元

美 国国家科学基金会 ( N S)F 主任小阿登
·

贝蒙

特博士于 2 0 05 年 2 月 7 日公布了向国会提交的 N S F

20 0 6 财 年 预算
,

总计为 56 亿美元
。

与 2 0 05 财 年

54
.

7亿美元 的预算相比
,

2 0 06 财年 N SF 的预算拟增

长 2
.

4 %
。

20 0 6财年 N S F 的资助重点定位在解 决 国家迫

切需求 的同时
,

加强对各学科研究与教育活动的支

持
。

具体包括 以下 4 个方面
: ( 1 )加强对各学科研究

活动的资助
。

与前几年的预算请求不 同
,

2 0 06 财年

预算没有列 出 N S F 将予以优先资助的几个综合性

研究领域
,

而是强调对量大面广的以学科为基础的

研究活动的支持
。

( 2) 支持世界级 的研究设施以及

具有广泛开 放性的 网络基础设施 建设
。

200 6 财 年

N S F 用 于资 助重 点 研 究 设 施 的 经 费预 算拟 增 长

44 %
。 N SF 认为

,

网络基础设施建设将有助 于研究

方式的转型
,

以解决科学研究中面临的诸多挑战
,

在

促进前沿领域更迅速发展 的同时
,

创造 出新的研究

领域
。

( 3) 扩大科学和工程领域的劳动力队伍并促

进青年科学家成长
。

20 06 财年涉及 N S F 各 科学部

的教育活动资助经 费约为 4 亿美元
,

由教育与人力

资源部的人力资源处独立管理 的资助经费拟超 过

1
,

18 亿美元
。

( 4) 保持 N SF 的卓越管理水平
。

2 0 06

财年 N S F 用 于实现卓越 的组织管理方面的预算请

求为 3
.

36 亿美元
,

比上年增长约 16 %
。

N SF 还提出

明年增加 25 个全时职员 的职位
,

从而有助于改进工

作
,

提高效率
。

(政策局 龚旭 供稿 )


