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细胞核重新编程的研究进展
王凌燕张学明岳占碰李德雪李子义*

( ， lj 林大学畜牧兽医学院动物胚胎王程吉林省重点实验主，长春 130062)

摘要 细胞枝重新编程是口甫乳动物正常胚胎和克隆胚胎发育的关键性因素，主要表现为表

现遗传学上变化。在受精印形成和发育过程中，基因组的甲基化状态和组蛋白的结合形式均发生改

变;在核移植产生的克隆胚胎中，供体细胞核也会经历核膜破裂、早熟染色体凝集等变化，重新获

得分化的潜能而发育为正常的克隆动物。同时存在多种因素影响重新编程的进行。现对哺乳动物

细胞核重新编程的研究进展进行综述以期为该领域进一步的探索提供借鉴。

关键词 重新编程;细胞核;克隆;哺乳动物

细胞核重新编程(reprogramming)主要是指表现

遗传学(epigenetic)水平 1'，的变化，即非基因序列改变

所导致的基因表达水平的变化，如 DNA 甲基化和l染

色质构象变化等。基因细的表现遗传学变化可发生

在细胞发育潜能改变的各个阶段。受精作用后父源

基国组使JX.吁::DNA 甲基化和组蛋白修饰;而母源基

冈组去IJ衣士见得相对稳击。近年来哺乳动物体细胞克

隆发展十分迅速，但克隆效率仍然很低。核移植后

供体核基因组经历了→系列的变化，研究发现{共体核

的完全重新编程是克隆胚胎正常发育的关键。本文

仪对11二常受粘肝胎及克隆胚胎细胞核重新编程的研

究进展进行综述，只l进 步研究其机制提供理论依

据。

1 受精卵形成和发育过程中细胞核的重新

编程

1.1 受精卵中的 DNA 甲基化

DNA甲早化是哺乳动物胚胎着床前发生的一重

要的核重新编祀的事件。受精作用完成后，精子染

色质结合的1ft精蛋r'l \!:即被组蛋白代替;而母源基[*1

组完成减数分裂， FIJ 2 倍体变为1{音体。利用免疫荧

光化学和特在某因序列亚硫酸化技术川对基因进行分

析，发现父洲1占用吉日在结合组蛋白日'呈现广泛的DNA

去甲基化，这种L甲墓化 a般在父源原核的 DNA 复制

开始前完成。、'í然基同组l中仍存在一些保存甲基化的

k域，如书:丝粒附近的异染色质[2] 、 IAP(Intracisternal

A -particle)反转录转庄子(retrotransposon)[l]手口父源甲

基化印迹基因，这些都需要保持甲基化才能维持正常

染色质的稳定、抑制 IAP 转座(transposition)及保护

亲本印迹。

不同动物受精卵去甲基化的情况存在差异。用

免疫荧光化学对小鼠、大鼠、猪、牛和人[3] 的受

精卵研究证明，父源 DNA 均发生去甲基化。 {H绵羊

与上述动物略有不同[针，其父源原核甲基化程度高于

小鼠和人，但母源原核甲基化水平仍然较低。近来

学者研究发现交配后，小鼠受精卵的父源原核在lO h

后完成去甲基化，而大鼠在 16 h 后仍未完成[5]。另

外由于配子甲基化的起始水平、基怯l组中不同序列

的去甲基化数量以及免疫荧光的敏感性和饱和性不

同，采用不同的方法研究DNA 去甲基化状态会得到不

同的结果。在兔用免疫荧光化学就无法区分胚胎着

床前的发育中是发生主动去甲基化压是被动去甲基化;

但研究序列亚硫酸化却可为去甲基化提供依据 [6] 。

父源基因.t甲基化的机制和功能目前尚不清

楚。卵母细胞胞质中可能存在某种去甲基化因素，

能专'作用于或专伞不作用于父源基因的某段序

列。卵母细胞胞质能诱导 DNA去甲基化而促使父源

基因发生重新编程。多种动物的父源基因早于母源

基因实现转录激泪，说明父源 DNA 的去甲基化可能

是正确激活井转录胚胎基因所必需。并且胚胎基因

活化较早的动物均表现出较为广泛的受精卵去甲基

化[7]0 DNA 去甲基化是山特定的生殖基因转为胚胎

全能性基冈过程的一部分 {B.父源某因组中具体哪些

基因需要去甲慕化尚须做进 A步的研究。
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662 综述.

1.2 受精卵中组蛋白的修饰 (如磷酸化和精氨酸甲基化)在小鼠胚胎细胞周期中发

受精时母源染色质己经完成了蛋白质的修饰， 生了许多变化 I151，这些变化可能是由 DNA 复制而不

包括核酸组蛋白的活化和抑制染色质相关蛋白质结 是由重新编程引起的但这些与分化细胞调控细胞周

构的形成[8]。与父源染色质结合的组蛋白乙酷化程 期的标记有何不同，有待进-步研究。

度较高，并且 DNA →」旦与组蛋白结合， H3K4mel 、

H3K9mel 、 H3K27mel 便可被检测出来"，lO]，而这时

父源DNA仍处于甲基化状态。日前尚不清楚是否是

这些早期标记保护了特殊区域(如着丝粒)免于去甲基

化。对同一氨基酸残基可产生不同修饰(乙酷化、

甲酷化等)，但发生在基因组的不同部位。

1.3 DNA 甲基化与组蛋白修饰之间的关系
在脉抱菌和拟南芥中， H3K9me通过田1 同系物

之间的介导而成为 DNA 甲基化的信号，并且DNA 甲

基转移酶(DNA methyltransferase, Dnmt)在标记区域

实现募集[11]。在对拟南芥的研究中，虽然很难排除

翻译的间接控制， 1!=1. DNA 的甲基化的确可以引起组

蛋白的甲基化。在体外DNA 甲基缺失的胚胎干细胞

中其组蛋白甲基化状态的改变也不大。假设体内也

存在这种关系，那么也可能仅局限在特定的基因区域

或特定的发育阶段[12]。而对小鼠研究发现，很多基

因的甲基化对组蛋白的乙酷化有较大影响，主要表现

为抑制作用[13]0 DNA 甲基化与组蛋白修饰之间的关

系可能受发育的调控，并与发育阶段、细胞类型和

基因区域有关，但目前该领域还有很多问题等待解

决。

1.4 受精卵发盲到囊胚阶段细胞核的重新编程

受精卵发育到囊胚阶段 DNA 甲基化和组蛋白

修饰会发生进一步的变化。 DNA 甲基化程度随卵裂

的进行而降低，这→降低是由于DNA的不断复制，结

果会产生姊妹染色单体的不平衡甲基化。卵母细胞

原有的 Dnmtl(Dnmtl from oocyte, Dnmtlo)随 DNA

去甲基化而在卵裂的前三个阶段便离开核。尽管

DNA许多不同序列在这 A阶段去甲基化，但印迹基因

仍保持原有状态，可能是因为 Dnmt 能专一识别保存

甲基化的区域。 Dnmt1 0 仅在 8- 细胞阶段入核，这可

能是维持印迹基因甲基化状态所必需。到目前为止，

这一阶段DNA 甲基化的改变还没有在哺乳动物以外

的生物中发现，也许这是哺乳动物所特有的性质。

在DNA被动去甲基化时，组蛋白如何进行重组目

前尚不清楚。对小鼠研究发现 H3K4me 、 H3K9me ，

H3K27me 并没有全部被替换[9]。但在牛胚胎中，主

要基因活化之前异染色质组蛋白甲基化和H3K9乙酷

化均先降低后又增加 [14]。很多暂时性的组蛋白标记

2 克隆胚胎细胞核的重新编程

2.1 克隆胚胎细胞核重新编程过程中的形态学变

化

克隆过程中细胞核重新编梧的第→个明显表现

是核移植后体细胞核膜的破裂(nuclear envelope break 
down, NEBD)，这一过程一般发牛在核移柏后 30 min 
内 [16] 。卵母细胞成熟之前，其胞质没有指导核膜破

裂的能力。核膜破裂不完全将阻碍核重新编程相关

事件的发生，但却不妨碍如HI组蛋白交换之类的其他

事件发生。如果卵母细胞或受精卵胞质没有得到有

效地活化，将导致向去核受精卵植入核后的发育失

败。

第二个与核重新编程相关的显著事件是体细胞

染色体因暴露于M阶段卵母细胞胞质而发生早熟染

色体聚集(premature chromosome condensation, PCC), 

这与卵母细胞成熟过程中发生的染色体聚集相似。

目前认为， PCC可促进多种哺乳动物核移植后的重新

编程，但有学者报道PCC并不是牛体细胞核移植后基

因重新编程所必须 [17] 。

染色体聚集成新的纺锤体形式之后，卵母细胞开

始活化，组合的染色体完成类似第一:次减数分裂的分

裂。然而，供体细胞基因组处于 G 1 阶段，而受体细

胞处于减数分裂MII 期，没有机制保证复制的同源染

色体正常配对，也没有机制保证它们将被平均分配。

结果在最后的分裂过程中(假设允许极体分离)，极体

和卵母细胞可任意分到 0-40 个染色体[IBl，并且分到

极体和卵母细胞的染色体可能是母源和父源染色体

的任意组合。但克隆必须保持二倍体的完整性，因

此应阻止极体的排出，而使活化后的卵母细胞内出现

两个原核。克隆胚胎中两套基因的成功组合与正常

受精胚胎一样都发生在第一次有丝分裂之前。

克隆胚胎的两个原核与单性生殖及正常受精胚

胎的原核相似，但可能存在不同起源染色体的随机分

离，这也是克隆胚胎和正常胚胎的主要区别。正常

受精胚胎将不同起源的染色体分在两个原核中，两原

核在转录、 DNA 甲基化和组蛋白修饰方面存在差

异[闷。基因表达的任何限制都可能产生受精卵中父

源和母源染色体修饰的不同，而这些限制因素可能在

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www ,baolor.com 
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王凌燕等-细胞核7在新编程的研究进展

克隆胚胎中消失。

2.2 克隆胚胎细胞核重新编程过程中的分子生物

学变化

卵母细胞胞质活化后， Dnmt 发挥作用，开始某

因组的去叩基化。有 1体细胞 Dnmt 在克隆胚胎中的

表达与正常胚胎差异很大 [20]。一般体外培养胚胎的

DNA 甲基化水平要比体内正常胚胎高[5]。担河猴大

部分的 2- 细胞期和 4- 细胞期的克隆胚胎中， DNA 甲

基化水平高于体外受精胚胎，去甲基化过程一直持续

到桑胆胚阶段， Jf: A_ }"C;隆囊胚的内细胞团一直维持较
高的甲基化水平[2j] 。这种基因组不正常的去甲基化

会导致着床前克降胚胎的发育不良，从而直接影响克

隆动物的出生率。许多核移植产生的克隆胚胎不能

正常发育，有些在着床后便死亡，有些即使能出生也

常伴随肥胖[221和早亡I町等现象。 Prather[24]通过对猪

的研究指出，进 4步的理解核移植胚胎中 DNA 甲基

化的变化，可以帮助解释和预防胎儿肥胖症。

核移植 5 min 之内体细胞 Hj 组蛋臼变异体开始

被卵母细胞特有的 HjFOO变异体取代 [25]。核移植 30

min 后，核膜开始破裂，染色体聚集， HjFOO 含量增

加。核移植 60 min 后，染色体上将检测不到体细胞

H j 变异体。这种现象发生在全部的克隆体中，说明

此过程是高效的。有趣的是，卵母细胞胞质把体细

胞 H j 从染色体去除的能力是不断被调控的，活化后

2-4 h 内开始消失，消失的时间受卵母细胞纺锤形染

色体复合体的影响，说明这种复合体存在调节胚胎发

育的因素，也有报道认为此复合体参与胚胎的早期发

育 [26] 。发育过程从 2- 细胞阶段到 4- 细胞阶段，

HjFOO 从正常受精胚胎的核上被大量消除。而体细

胞的 Hj 变异体重新出现，它在 2- 细胞阶段处在较低

水平，而f仨 4- 细胞阶段开始明显增加 [j6]。因此 2- 细

胞阶段是任何种类的 H j 结合蛋向相对缺乏的时期。

这可能使调节基肉转录能力的暂时性消失，暂时的转

录混乱导致克降胚胎与受精胚胎转录基因本质上的

不同。

克隆胚胎还坚捋表达-些f共体细胞的分子标

记。最近发现把小鼠胎儿成纤维细胞移植到牛卵母

细胞中，一绿色荧光蛋白转基因在核移植后并没有沉

默，这一结构继续表达 Hsp70_1 [27] 0 有趣的是与染色

体结合的转录因子在克隆期间仍与核相连，消除这些

因于有可能会降低供体细胞的基因表达 [28]，并且增加

着床前发育的成活率。

除分子标记外，其他分子变化也明显影响克隆胚
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胎的变化过程。一些研究发现克隆可增加端粒的长

度，但它也可能与组织的选择、{共体细胞类型等有

关[29]。克隆胚胎可表达一种能为胚胎基因活化提供

轩时性标志的转录复合物，而它的表达受相关因素的

控制[30]。另外 Oct4 的表达在细胞间存在差异，在大

多数克隆胚胎中显著减少， Oct4相关基因也不表达I31l ，

而这些基因在支持胚胎发育中的细胞分裂方面起重

要作用。本实验幸在雪招体细胞克隆的研究中发现，

体外培养并孤雌激活的卵母细胞与交配后获得的卵

母细胞相比，其 Oct4 表达更为缓慢和不完全[咒]。另

外鼠科克隆囊胚与正常受精胚胎相比，许多基因都不

表达I呵，这些现象说明早期胚胎r:11 的正常表达形式缺

失。因此体细胞基因沉默的缓慢和l不完全与胚胎基

因活化的缓慢和不完全相关这揭示了核重新编程在

分子水平上具有缓慢和渐进的特点。

3 影晌克隆胚胎细胞核重新编程的因素

3.1 胚胎培养条件对重新编程的影晌

早期克隆胚胎与受精胚胎的细胞特点存在较大

差异，因此克隆胚胎不能适应正常的胚胎培养条件，并

且在这种条件下无法进行细胞核重新编程。卵丘细

胞供体核的克隆胚胎很难在受精胚胎适应的培养液

(CZB, KSOM)中发育到囊胚阶段，在l它们可以在体细

胞培养液(MEMα) 'J1正常生长[30] 0 卵丘细胞克隆胚

胎需要葡萄糖才能有效发育到 2-细胞阶段I341，培养需

要一定浓度的氧[到，而这些培养条件与受精胚胎的要

求相反。这表明克隆胚胎的基本生长和代谢需要与

体细胞更为接近。

3.2 供体细胞的类型和分化程度对重新编程的影

晌

早期对两栖动物的研究发现供体细胞的分化程

度与克隆的存活率呈反比，同样哺乳动物供体细胞的

分化程度也影响到重新编程的效率(表 1 )[36] 。对胚胎

卵裂阶段的裂殖细胞进行克隆实验发现多能性核的重

新编程效率较高î[37] 0 从多能性胚胎「细胞(embryonic

stem cell, ES 细胞)产生的克隆明显优于从成纤维细

胞、卵丘细胞、支持细胞等已分化体细胞得到的克

隆，并且克隆囊胚产生 ES 细胞的效率显著高于克隆

囊胚移入子宫后的个体出生率。培养基中克隆囊胚

的发育情况与体内不同，它可能很少受时间限制，并

能选择未充分重新编程的细胞转变为稳定的 ES细胞

系，从而提高重新编程的效率。重新编程可能并不

局限于卵母细胞阶段，它可持续到囊胚内细胞团中，并

适用于尘命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-64040161 www.baoloLcom 
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664 综述

表 1 不同分化程度供体细胞的克隆效率[36]

供体细胞 由囊胚发育到小鼠( %)+ 民i 囊Jjj;发育')，J 阳、胎十一细胞( %)# 

受精卵 60-80 25-68* 

卵裂细胞 13-26* 斗、确定

胚胎干细胞 11-23 50 

胚胎癌细胞 不确定 50 

神经干细胞 不确定 64 

j在血干细胞 0.7 不确定

支持细胞 6* 27* 

卵斤一细胞 1-3* 9-19* 

成纤维细胞 1 * 13-33* 

黑素瘤细胞 不确应 25 

自然杀伤忡 T 细胞 1-2* 6* 

B/T 淋巴细胞 不确足 7 

神经元 不确~ 6-28 

+为克隆囊胚移植到代孕母鼠后克隆小鼠的 IU 生率; # /J 克降胚胎产生胚胎干细胞的效率. *为桑棋胚和囊胚产生小鼠手fI胚胎干细胞的

复合数。

能高效的产生核移植 ES 细胞。总之可得出以下结

论:①哺乳动物细胞核分化程度的提高能增加重新编

程的难度;②形成克隆囊胚和产生 ES 细胞很少受内

源及外源异常的抑制;③从克隆囊胚生成 ES 细胞比

从克隆囊胚长成成体的潜力大。

体内的其他下细胞与 ES 细胞相似，均比终极分

化的细胞核易被重新编程。但如果降低终极细胞

DNA甲基化程度，则它也可获得与干细胞相似的重新

编程效果，这说明供体细胞的基因状态影响了细胞重

新编程能力。 Gurdonl3R1认为如果 DNA 去甲基化酶

和其他核重新编程相关分子过度表达，那么人体任一

细胞均可产生大量 ES 样细胞，同样可用于疾病治疗。

3.3 成熟促进因子(maturation promoting factor, 

MPF)对重新编程的影晌

MPF是卵母细胞胞质中能促进卵母细胞成熟的

成分，是促进克隆胚胎核重新编程的重要因素。哺

乳动物成熟卵子一般停留在M 期，维持较高的 MPF

活性。一旦受精，高活性的 MPF 便可以使细胞内的

底物磷酸化，导致染色质凝集、细胞核裂解、细胞

骨架破坏等，从而有利于国核的形成、融合和受精

卵的正常发育。

克隆过程中，一般选处于 MII 期的卵母细胞作

为核受体。 f共体细胞核移入去核卵母细胞后，由于

胞质中 MPF活性很高在 MPF作用下供体核纤层蛋

白被磷酸化，进而导致核纤层解体和阻BD。暴露的

核染色体能与胞质中的 MPF 充分接触，引起胞质和

核质蛋白质的移动。这-过程可能带入去甲基化因

子，改变基因的表观遗传学标记，从而有利于重构胚

胎的发育。

4 小结

综上所述，在正常胚胎发育早期及在克隆条件

下，细胞基因组均发生变化，其 DNA 和相关蛋白质

都经历了表现遗传学的重新编程。体细胞核重新编

程是一复杂过程，目前对核重新编程分子和功能机制

的探索才刚刚开始。这一问题的解决将不仅有助于

揭示哺乳动物克隆的机制，而且可以帮助人们建立起

人类 ES 细胞系，为人类医学开辟 J条新的道路，因

此值得人们去研究。
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The Progress in N uclear Reprogramming 

Ling-Yan Wang, Xue-Ming Zhang, Zhan-Peng Yue, De-Xue Li, Zi-Yi Li* 

(Key Laboratory of Animal Embη10 Engineering, Jilin Province; College of Animal Science and Veterinary Medicine, 

Jilin Universi纱， Changchun 130062, China) 

665 

Abstract Nuclear reprogramming is an important event in the mammalian development of normal and 

cloned embryos. And characteristic changes of nuclear reprogramming are mainly showed in epigenetic marking 

systems. During the formation and development of zygote, genome undergoes demethylation and acquires histone 

modifications. In cloned embryo, nuclear envelop breaks down and premature chromosome condensation occurs. 

Thereafter, the cloned embryo regains development potency to be a cloned animal. There are many factors involved 

in nuclear reprogramming. This review focuses on cuηent progress of nuclear reprogramming in order to provide 

the clue for further investigations. 

Key words reprogramming; nucleus; clone; mammals 
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