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核移植的成功说明高度分化的细胞也能够在一定条

件下去分化而恢复其全能性，发生基因表达时序再程

序化[7] 。 早在 60 多年前， S阳回m 等就提出了核等

能性 (Nucler 吨uitalency) 或基因组发育时期连续性

(ωntinutity of the genome 仕uing development) 的观

点[1] 。 成年动物体细胞克隆后代的产生，证实了上述

观点 ， 即哺乳动物细胞分化是一种系统、连续的基因

表达上的改变，这种改变是由于核质间的相互作用造

成的，并未包含不可逆转的基因修改。

作为近年来研究热点的动物克隆研究，按照供

体核的来源不同经历了以下三个发展阶段:1.胚胎

细胞核移植，已在多种动物上获得成功，如表 1 所

示 ;2 . 早期胚胎细胞为供核体，经核移植获得的早期

核移植技术是研究胚胎细胞核发育全能性以及 胚胎再作为供核体进行多代克隆，即连续细胞核移

核质关系的重要手段。 体细胞核移植揭示了细胞质 植 ，如表 1 所示 ;3. 体细胞核移植(取得的成果如表

对细胞核的巨大影响作用，可增进对细胞分化、细胞 2 所示 )0 1997 年英国罗斯林研究所 Wilmut 等首

全能性等发育生物学基本问题的深入认识;细胞具有 次报道以高度分化的成年母羊乳腺细胞和胎儿成纤

发育所需全部遗传信息，一旦分化，只能按既定方向 维细胞为核供体克隆绵羊(Dolly)成功[8 ] ，次年美国

发育，但核移植说明已经高度分化的体细胞核仍具有 夏威夷大学 Wakayama 等用不同的技术路线("檀香

发育全能性 (Totipotency ) , RP能够再程序化 ( Repro- 山技术")克隆出小鼠[列 。 "檀香山技术"与传统的
gram) ，并指导早期胚胎细胞发育成新个体。 体细胞 核移植技术主要有以下两点区别 : 1)移核后停留一

表 1 国内外首例胚胎细胞核移植动物

二、哺乳动物核移植研究概况

核移植 (nuclear transplation , NT) 是将动物早

期胚胎或体细胞的细胞核移植到去核的受精卵或成

熟卵母细胞中、重新构建新的胚胎，使重构胚发育为

与供核细胞基因型相同后代的技术过程，又称动物

克隆技术。 广义的胚胎克隆技术还包括胚胎分割和

卵裂球培养，通常所指的胚胎克隆技术是指狭义概

念，即核移植技术。 1938 年 Spmann 在所有胚胎细

胞都具有与受精卵完全相同、拥有潜在发育全能性

的细胞核基础上提出了细胞核移植的概念[ 1 ] 。早

期核移植实验是在变形虫 、蛙、爪瞻、非洲爪蛙等两

栖类和鱼类上进行的核质关系研究[26] ， 随着胚胎

技术的不断进步，逐步发展为哺乳动物胚胎克隆和

体细胞克隆。

一、核移植的生物学意义
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重组胚发育时期

叠甚胚、囊胚

囊胚

桑甚胚、囊胚

桑甚胚、囊胚

桑甚胚

桑甚胚、囊胚

桑甚胚、囊胚

囊胚

2-细胞

桑茎胚、装胚

4-细胞期

卵裂期

卵裂期

核供体

胚内细胞团

2-细胞胚

8 细胞胚

内细胞团 6 一 13 代

2-32 细胞胚

16- 64 细胞胚(1 -4 代)

8 - 32-细胞胚

8-细胞胚

32-细胞期胚

原核胚

原核胚和 4-细胞胚

4- 8-细胞胚

4 - 32 细胞期胚

8 - 16-细胞胚第二代

小鼠

动物

绵羊

山羊

注:据为去核受精卵作为胞质受体，其余都为去核卵母细胞作为胞质受体。
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表 2 体细胞核移植进展

动物

小鼠

绵羊

牛

大熊猫

山羊

猪

核供体

卵丘细胞 1-3 代

雄鼠案丸支持细胞

雌鼠神经细胞

乳腺细胞

胎儿成纤维细胞

输卵管/子宫上皮

卵丘细胞

颗粒细胞

较牛耳部皮肤细胞

成年牛肌肉细胞

乳腺细胞 1-5 代

耳部成纤维细胞

胎儿成纤维细胞

高龄牛耳部细胞

体细胞核移入兔卵胞质中
30 日胎成纤维细胞

40 日胎成纤维细胞

培养的成体颗粒细胞

月台皮细胞

产仔

50 余只
附植，中途流产

附植，中途流产
1 
3 
3(1头生后死亡)

5(3 头生后死亡)

2 
1 娃振， 1 产仔

2 
娃振

娃振

1 
10 
袋胚

2 
3 
5 
1 

段时间(1- 6 小时)进行激活处理，给卵母细胞时间

来改变供体 DNA，从而使发育所需的基因能够表

达 ; 2)用锦激活。 1999 年 wells 等结合超声波活体

采卵技术，用牛的卵丘细胞克隆出即将绝种的一种

珍稀家牛[ lO ] ，这为核移植技术拯救濒危动物展示了

光明的前景;另外，美国物理学家 Richard 将启动克

隆成年人的计划，旨在使那些先天元生育能力的夫

妻能拥有自己的孩子[ ll] ，从此也引发了对体细胞克

隆技术的各种争论。

三、核移植技术操作方法

1.卵母细胞去核和受体细胞准备

核移植操作目前均以发育至减数分裂中期 E 的

成熟卵母细胞为受体，与早期的去核受精卵相比，接

受外源细胞核后具有更高的发育潜力[ 12.13 ] 。 去核

的方法主要有以下三种: 1)盲吸法:用微细玻璃管将

第一极体连同其下质膜包围的部分胞质(含中期染

色体)除去，用荧光染料 H优chst33342 对卵母细胞

进行活体染色，在紫外光下去核，可提高去核成功

率，但此种染料妨碍胚胎附植前的进一步发育[ l4] ;

2)半卵法 :用微细玻璃管吸去一半细胞质至另一空

透明带内，用 Hoechst33342 染色确定不含染色体的

一半为胞质受体 ;3)功能性去核 : 用 Hoechst33342

活体染色后用紫外线照射，使核丧失功能，此法虽然

避免了对卵母细胞的机械损伤，但紫外线照射对细

胞质和克隆胚胎发育能力的影响尚需进一步研究。

作者(文献)

Wakayarna T ,et al. Nature. 1998 ,394 :369 - 374 
Wakayarna T ,et al . Nature . 1998 ,394 :369 - 374 
Wakayarna T ,et al . Nature. 1998 ,394 :369 - 374 
Wilmut 1, et al . Nature . 1997 ,385: 810 - 813 
Wilmut 1, et al. Nature. 1997 ,385 : 810 - 813 
Kato Y , et al. Science.1998 ,282: 2095 - 2098 
Kato Y, et al. Science. 1998 ,282: 2095 - 2098 
Wells ,et al. Reprod Fertil Dev. 1998 , 10 : 369 - 378 
V增10n X, et al. Therigenol唱y.1998 ， 49:392

Vignon X, et al. Therigenol喀y.1999 ， 51:216

Zakhartchenko V , et al. Therigenolc町.1999 ， 51:216

Zakhartchenko V , el al. Therigenology. 1999 ,51 :216 
Vignon X ,et al. T herigenology.1998 ,49:392 
杨向中未见公开报道

陈大元等. 中国科学(C辑 ). 1 999 ， 29(3):324 一 330

Wang YG ,et al.科学通报 1999 ， 44(21): 2319 - 2322 
Baguisi ,et al. Nature Biolech. 1999 ,17 :456 - 461 
Lrina AP , et al. Nature. 2000 ,407: 86 - 90 
Onishi A, et al. Science . 2000 ,289: 1188 -1190 

2. 供体核准备

1 ) 供体核来源 供体核来源于 2-细胞期到

囊胚期早期等早期胚胎和体细胞。 早期胚胎先用蛋

白酶 K

化透明带，然后用吸管轻轻吹打，使卵裂球分离获得

供体核;体细胞常采用胎儿成纤维细胞、卵丘细胞、

乳腺细胞等，来源丰富，但像淋巴细胞发生了不可逆

的遗传物质重组或有些发生染色质减少、丢失等变

化的细胞是不能作为供核细胞的[ 1 5 ] 。

2) 供体核细胞周期同步化 获取同步化细

胞多采用控制细胞培养基中的某种成分，使大部分

细胞滞留在细胞周期某一阶段的方法。 该法一般称

为"人工捕获"法:如用秋水仙胶(Colcenmid) 和塞氨

醋盹哇(N∞odazole)诱导 M 期 同步化(有人认为塞

氨醋贴唾对胚胎的毒性比秋水仙胶小得多[ 16] ) ;用

同菲迪霉素 (Aphidicoli n)诱导 G1 期同步化[ l7] ; 用

环己酌胶( Cycloheximide)诱导Gz期同步化[ l8] ; 用

血清饥饿培养法使供体核都处于 Go 期或 G1 期 [ 8 ] 。
另一种方法是通过选择细胞类型来获得，其原理是

基于不同类型的细胞在细胞周期不同阶段上的数目

相差很大，如刚排出的卵母细胞周围的卵丘细胞

90% 以上处于 Go 或 G1 期 [9 ] 。
3 . 供体核的移植及细胞融合

供体核的移植是在显微操作仪上将供体核(或

卵裂球)移入去核卵母细胞的过程;细胞融合逐步发

展出以下几种方法 :1 ) 聚乙二醇法 ;2)病毒法; 3) 电
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融合:在专用的电融合仪上进行，往往通过增加电刺

激次数以提高移核细胞的激活率[19] ，另外还通过化

学试剂(如乙醇、钙离子载体、银等)处理，以提高核

移植的效率[9] 。

4 . 核移植胚胎的培养和移植

核移植胚胎的培养分为体内和体外两种方法。

体外培养操作简单，费用较低，但与早期的体内培养

相比发育率较低。进一步改善体外培养体系，将有

助于核移植技术的深入研究 ; 克隆胚胎移植娃振率

和产仔率直接影响获得克隆动物的数量，是判定核

移植效率的重要指标。因此，如何协调胚胎体外培

养时间与受体的子宫环境，在今后的研究中仍需深

入探讨。

四、影响核移植技术成功的关键因素

1.细胞周期的影晌

核质相互作用过程是否协调是克隆胚胎发育至

分娩的关键因素。胚胎的细胞周期由间期(又分为

G1 ，S 、G2 期)和分裂期 (M 期)组成，早期胚胎细胞

的 S期较长，且时间相对恒定，G1 期缺乏或很短 ， G2
期变化大，导致胚胎卵裂球发育不同步。 细胞间期

阶段的进展主要受成熟分裂促进因子(Maturtion or 

promoting factor , MPF) 的调节。 MPF 是具有蛋白

激酶活性的蛋白质复合体，由两个亚基组成

(p34Cdc2 ， Cycl inB)，其活性受p34cdc2磷酸化作用调节 ，

在间期p34优2 的 ATP 位点被磷酸化，使 MPF 无活

性[20] 。成熟卵母细胞在细胞静止因子( Cyctostatic 

factor , CSF)作用下滞留在 M II 期，胞质内含有丰富

的成熟因子，受精或激活后使 CSF 活性消失，也使

队在PF 激活，卵母细胞进入有丝分裂期。供体核与受

体胞质细胞周期不同步时，引起核质不相容。 研究

表明，处于第二次减数分裂中期 M II 期的卵母细胞

胞质中含有大量的 MPF，这些因子可诱导供体核发

生一系列形态变化，包括核膜破裂(NEBD ) ，早熟凝

集染色体(PCC) 的出现。 PCC 和核膨大破裂是移入

的细胞核重新编序的形态信号。研究发现，当供体

核处于 S 期时，受体胞浆中高水平的 MPF 使染色

体出现异常的概率显著升高，当供体核处于 G1 或
Gz期时，供体核同样会出现 PCC 现象，但对染色体

没有损害，基于此， Cambell 等提出两条协调供体核

和去核卵母细胞的途径: (1 )选取 Go 或 G1 期的细
胞作为供体核 ， (2)选取 MPF 水平低时的卵母细胞

做受体[ 1 8 ， 21 -23] 。 卵母细胞质中含有许多因子，对

核的发育产生调控作用，只有将这些因子与核之间

的作用机制全部研究清楚，才能获得较高效率的核

移植结果。

2. 去核效果及核质比的影晌

在核移植操作过程中如果去核不完全，可能导

致胚胎染色体的非整倍性，造成卵裂异常、发育受阻

和早期胚胎死亡。 另外，去核操作中常破坏受体卵

母细胞的正常生理状态，而且显微操作时，一般不易

控制去除卵母细胞质的体积 ，从而发生重构胚的核

质比变化，影响卵裂率和囊胚发育率。据推测，细胞

质内母源mRNA 的量是核质比影响胚胎发育的重

要原因之一[ 19] 。

3. 移核操作的影晌

供体核的分离方法常导致实验的不稳定性，影

响核移植克隆胚胎的发育。基于细胞质对细胞核发

育的影响， Wakayama 等主张在将供体核移入去核

卵母细胞时应尽可能少地携带供体细胞的胞浆，其

中可能含有影响胚胎发育的因子[ 9 ] 。

4 卵母细胞移核后激活效果的影晌

卵母细胞的成熟程度及激活能力直接影响核移

植的效果。 成熟的卵母细胞质能使移入的细胞核在

形态和功能上发生变化，使供体核回复到初始状态，

基因从头开始顺序表达， &p核再程序化(Nuclear re­

programming) [ 7 ] 。 而核再程序化是否完全，关系到

核移植胚胎的发育能否启动，也是影响核移植成功

率的关键因素[24 ] 。 卵母细胞激活能力的提高多采

用增加电脉冲次数和添加化学物质的方法。 应用的

化学物质主要是惊和细胞松弛素 B。 银可以剌激卵

母细胞内储钙的释放，而这种内储钙的释放是受精

后开始卵裂的信号;细胞松弛素 B 可以抑制极体的

形成，使卵母细胞直接进入有丝分裂过程[ 9 ] 。

5. 基因印迹( imprinting) 作用

基因印迹作用在哺乳动物的发育过程中普遍存

在，影响核移植后的基因组重新编程，但其与动物克

隆的成功与否有何关系，尚需深入研究[27 ] 。

五、核移植技术的应用前景

核移植技术特别是体细胞核移植技术可以说为

生物学带来了一场革命，也为人类的科学研究提供

了许多新的思路:1.利用核移植技术可以大规模地

生产具有优良性状、理想性别、相同遗传背景的克隆

动物，这无疑是动物育种方面最具潜力的方法之一 ;

2. 将克隆技术用于复制濒危动物扩大其种群:

Domi时<0等发现去核的牛卵母细胞能使来自羊、猴、

鼠 、猪等不同种属的细胞核激活并在体外发育为相
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应的胚胎，但目前还元一个可继续发育为完整的动

物个体，如果这项工作能成功，将十分有利于濒危动

物的保护[27 ) 。 我国科学家提出用异种核移植技术

克隆大熊猫，把大熊猫体细胞核移到兔去核卵胞质

中，可发育到囊胚[28) ; 3. 通过核移植技术的研究，可

以进一步了解细胞衰老过程中细胞质发生的变化，

找出引起细胞衰老死亡的因子，提高人类的生存质

量，并对细胞的程序化死亡研究提供一种新的思路

和方法 ;4. 体细胞核移植技术结合基因打靶技术

(gene targeting) 、胚胎干细胞技术将提高转基因动

物的生产效率，因为用做核供体的细胞是确证整合

了某一外源基因的细胞，一旦移植成功，就意味着得

到了转基因动物。 此外，核移植制备转基因动物还

有性别提前确定、转基因定点整合效率高等优点，采

用此法已成功获得了 6 只转基因绵羊和 3 头转基因

牛[29 ， 30) 。 由于转基因生物反应器可以降低人类所

需蛋白类药物的成本，确立转基因动物的无性繁殖

技术，更具有深远的现实意义 ;5. 通过深入研究细胞

质对核的调控作用，控制胚胎的细胞分化方向，有望

获得适合向人体移植的具有遗传改变的动物器官，

通过体细胞核移植技术，可以避免不必要的免疫排

斥作用。 目前英国已批准了利用克隆技术进行人类

胚胎干细胞研究 ;6 利用核移植技术可以建立具有

某种疾病的动物模型系统，并可加快模型系统的建

立速度。

结束语

随着生物技术的不断发展，总会出现一些新问

题，人类的研究领域也将不断拓展，认识不断深入。

目前，核移植技术受理论和实际操作所限，离实现产

业化尚有一段距离，还需要研究人员共同努力来实

现其技术的完善化。核移植技术仍然存在着费用高

昂、效率低(Dolly 为 11277) 以及畸胎、死胎、难产 、

晚产等一系列问题，通过细胞核移植技术获得的个

体中经常出现生理或免疫缺陷。 以牛为例，大部分

克隆牛己相继死去，观察结果表明，因部分赞牛胎盘

功能不完善，其血液中含氧量及生长因子的浓度都

低于正常水平[25] ，而法国的一头克隆小牛更是由于

先天的免疫缺陷而发炎致死;另外有些克隆牛的出

生体重大得惊人。 核移植过程中，非常有可能泪入

了核以外的遗传信息一线粒体 DNA，这可能因为胚

胎基因表达的变化，从而影响胚胎发育[26 ] ; 最近的

研究发现 3 岁的克隆绵羊Dolly 的端粒体比预期短

20% ，与其 9 岁供体母羊的端粒体长度相近。 端粒

体长度缩短是细胞衰老的标志，预示Dolly 可能提

前衰老[ 31 ) 。 这些都不禁为我们提出了一个值得思

考的问题，即有无可能和如何解决克隆动物生理和

免疫缺陷问题，找出产生问题的根本原因 ，降低成

本，提高成功率，这也是今后胚胎学家所应该积极努

力的方向 。 有关专家提出以下几个问题需亟待解

决 : 1)什么是启动细胞分化的分子信号，以便使这个

细胞重新具有全能性 ;2)体细胞克隆时，供体细胞核

是否会记住其细胞年龄 ; 3)连续克隆动物是否会累

积突变基因 。

摘要

核移植技术具有重大的生物学意义，特别是体

细胞核移植技术的成功表明动物分化的体细胞核可

再程序化。经过几代科学家的努力，核移植技术得

到了飞速发展并形成了一整套比较完善的操作方

法。 虽然核移植技术目前仍存在着许多问题，但随

着对影响核移植成功的多种因素的深入研究，其在

拯救濒危动物、转基因动物研究、人类器官移植等许

多方面的应用前景也将更加广阔。
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植物反应器生产药物大分子的研究现状 祷

杨蓉朱睦元川

(浙江大学生命科学学院 杭州 310012) 

现代基因工程理论和技术的发展已经使许多有

治疗作用 、价值极高的蛋白质及多肤类激素在大肠

杆菌、酵母或动物体外培养细胞中得到表达，并由此

建立了大规模的生产工厂。 这种能将外源基因的信

息转变成蛋白质的生物体叫生物反应器( bio reac­

tor) 。 自 1982 年Gordon 和 Ruddle 等人得到转基因

鼠以来 ，人们已开始利用动物的血液、乳液生产有医

用价值的蛋白质药物，这被称之为动物生物反应

器[ 1 ] 。 与细胞培养繁殖相比，植物所具有的自然属

性，使其作为生物反应器，将具有更高的经济价值。

随着基因工程技术的日新月异，玉米、大豆、油菜等

转基因作物(GMO)广泛种植，大田化生产细胞分裂

素、抗体、疫苗、酶等药物分子已不是梦想，植物生物

反应器 (plant bioreactor ) 的概念也应运而生凶。 这
个引起学术界及各个生物公司极大关注的新兴领

域，被称之为是"医学生物技术和农业技术的完美结

合" 。 我们就该领域的研究进展、基因表达的特点及

大田生产的风险评估作简单综述。

一、研究进展简介

植物抗体和疫苗一直是转基因植物作为生物反

应器生产药物分子的研究热点。 1989 年 Hiatt 等在

世界上首次报道在植物中表达全长抗体， 随后 IgG、

IgM ， lgGlIgA嵌合体 、 Fab 、 VH 等抗体片段的表达
使其在免疫治疗 、提高植物抗病性、调控植物代谢等

方面显示了一定的前景[3-5) 。 同时许多科学家开始

了植物口服疫苗的研究[ 6]0 Tariq 用农杆菌介导转

.染烟草叶片和马铃薯块茎获得了肠毒素基因 (LT)

的表达，它们侵染胃肠和呼吸道上皮黠膜表面，剌激

粘膜免疫反应产生分泌型抗体 SlgA，实验证明通过

口服疫苗能产生 比注射产生更好的免疫效果[7] 。

这个重组疫苗的获得为植物口服疫苗的生产奠定了

坚实的基础。至今已有霍乱弧菌毒素等十几种微生

物病原体疫苗基因在植物体内得到表达[8- 1 31 。

Sandhu 等在苹果原生质体内表达了呼吸道合胞病

毒 F 基因，以水果作为表达疫苗的载体，使植物反

应器的商业化前景更加令人鼓舞[ 14 ] 。 此外，在植物

体内表达人血清蛋白，干扰素、膜岛素，抗生物素蛋

白 (avidin) 、抑蛋白酶肤( aprotinin)等的研究在国内

外也取得了相当的进展[ 1 5- 17 ] 。 目前，植物反应器的

研究已从烟草 、马铃薯等模式植物转入禾谷类作物

如水稻，玉米等，而蛋白质多肤的表达、修饰、加工 、

提取等后期下游工作及转基因作物的安全性已成为

该研究的讨论焦点。 此外，许多公司也加入该领域

的研究，其中孟山都和杜邦公司具有相当大的实力。

对于生物学家来说，在研究利用转基因植物生产药

物分子时，更重要的使命是保证药物分子的安全和

有效性。 幸运的是人类在利用某些动物与细菌细胞

大规模生产已积累了较多的经验。 我们有理由相

信，植物将成为生产药物分子的"活的工厂"。

二、基因表达的有效性

植物表达载体的构建对外源基因的表达将产生

极大的影响，而组织性表达可使外源蛋白特异性定

警 本研究得到国 家 自然科 学基金( 39770420 、

30100115) 、浙江省自然科学基金 (300255 ) 和省科技厅重点
项目 (0 1 1102186 )资助。

H 通讯联系人。
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