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1977 年 2 月 23 日 ， 英 国 (( Nature )) 发表

Wi1wut 等用绵羊乳腺上皮细胞成功克隆出绵

羊多利的消息后，在全世界引起了很大的反响，

克隆问题引起了人们的普遍关注[11 . 由于历史

的原因，克隆的概念常被烧淆。本文就克隆的概

念、克隆所需的技术和克隆动物等问题 ，发表一

些我们的见解。

一、克隆的概念
"clone"一词原为新拉丁语，来 自希腊语

气10n'川 。 1903 年，Webber 在(( Sc ie nce ))杂志的

一篇题为"新的园艺和农业术语"的论文中使用

"clon"术语，定义为用植物营养器官部分，如块

茎、球茎、枝条、芽等无性繁殖所得到的品系，以

与"race" 、 "strain"等词相区别[巧 。 由于当时他

在使用 "c10n"术语时，指明词中的"0" 读长音 ，

故后来被写作为"clone " 。

clone 一词提出后 ，为生物学界所接受，并

应用到其他领域。在本世纪 50 年代所出版的辞

典中，c10ne 的含义已包括天然的无性繁殖系，

如野虫孤雌生殖所产生的后代;植物无融合生

殖所产生的后代;天然的和人工培养的单细胞

(原生生物除外)分裂所产生的后代阳。到 70 、

80 年代， clone 一词又广泛用于整体的、细胞的

和分子的克隆等三个水平任门，意思是指产生

性状完全一致的后代或相同的分子。

由于分子克隆的出现，克隆一词开始用作

动词，并出现了动名词"cloning"[5-7]。克隆用作

动词含有人工复制的意思，如克隆分子，是指人

工扩增生物大分子;克隆绵羊，是指人工复制某

个绵羊个体。因为这是一种自 然界不存在的产

生新生命的方式，因此将这种方式称之为"克

隆"比称之为"无性繁殖"更合适时。目前国际上

反对克隆人，实际上是反对复制人。

早在 50 年代，人们就已经证明植物体细胞

具有全能性 ，通过单个体细胞的体外培养能获

得完整植物[9. IOJ。由于在植物细胞培养过程中

常常会发生变异，很难获得性状完全一致的后

代，因此科学界将这些后代称之为再生植株而

不称之为克隆植物。

通过人工培养，单个动物细胞也能分裂，但

也很难得到性状完全一致的细胞。因此，通过单

个动物细胞培养获得的细胞，也不称作细胞克

隆 ，而称之为细胞系或细胞株。

运用动物细胞融合和细胞培养技术生产单

克隆抗体，但所建立的杂交瘤不称为克隆，而称

为杂交瘤细胞株。因为单克隆抗体仅说明所产

生的抗体只有一种 ，而不同于多克隆抗体有多

种。克隆选择学说是由 Burnet 提出的一种免疫

学重要理论[11]。它是指生物体的细胞功能中具

有产生各种抗体变异体的能力。当一个生物遇

到一个新抗原时 ， 能够制造对抗此抗原的抗体

的细胞会受到剌激而分裂。在这里，强调的是产

生抗体分子的克隆选择过程。

总之，现代意义作为动词用的克隆，是指一

种生命或生命大分子的复制，是一种自然界不

存在的，能产生性状完全一致的个体或分子的

方式 。

二、 克隆所需的技术

克隆所需的技术包括细胞培养技术、细胞

融合技术、细胞核移植技术 ，以及分子克隆中运

用的借助于质粒和宿主细菌的 DNA 克隆技术

和 PCR 技术。本文主要围绕细胞核移植技术作

一些论述。

用于克隆动物的细胞核移植技术，严格地

讲应该是细胞拆合技术。它是将一种细胞的细

胞核植人另一种己去核的细胞中，柏成重组细
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胞的技术。在这里 ，前者称为供体细胞，后者称

为受体细胞。

1939 年 ， Commando n 和 F。由rune 最早在

同种变形虫中进行核移植试验[12]。结果表明 ，

重组变形虫能生长 ，并能繁殖后代。 1 963 年起，

我国童第周等进行了大量的种间，属间，亚科间

的鱼类核移植试验 ，其中所获得的鲤卸鱼具有

优良性状 ， 井己在生产上大面积推广[13 .1飞但

其正用于克隆动物的核移植试验是在非洲爪瞻

中进行的。 19 6 6 年，Gurdon 和 Uehlinger 将非

洲爪腊蚓削的肠上皮细胞的细胞核移入用紫外

线破坏核的同种动物的卵母细胞 中 ， 结果有

1. 5% 的重组细胞发育成为成体[15] ， 即用 体细

胞克隆了非洲爪塘。而用体细胞克隆哺乳动物

的工作则是 1986 年获得成功的。 1 986 ， Willad­

sen 用绵羊的八细胞胚胎细胞移植到去核绵羊

卵母细胞中，重组细胞发育成绵羊成体[1 6] 。此

后 ， 国际上用这种方法又相继克隆出牛、兔 、猪 、

山羊 、猴等哺乳动物[1飞 但用高度分化的体细

胞克隆 ojÜ乳动物则是 199 7 年 由 Wilmu t 等完

成的口气 他们从已怀孕 3 个月 的 6 岁 "Finn

Do rse t"母羊 (面部呈白色)的乳腺取上皮细胞，

通过培养使之进入静息期 ，然后以其作供体细

胞获得核，以 "Scottish Bl aceface"母羊(面部呈

黑色)去核的卵细胞作受体细胞，通过电脉冲使

上述核、质融合成重组细胞。将重组细胞先植入

母羊的已被结扎的输卵管中 6 天，使其发育成

胚胎 ， 然后将胚胎植入代孕母羊的子宫内，最后

只有一 只 怀孕成功，产下一个后代， 即多 利

(Dolly ) 羊。

核移植技术牵涉到卵细胞(或卵母细胞)去

核的方法 。 通常是先用固定针在极体对侧固定

细胞，然后用去核微吸管对准极体插入透明带，

将核与极体及部分细胞质吸入管中。吸管拉出

时，细胞膜被拉出并形成一个桥 ，吸管脱离透明

带，质膜被掐断，挤推出核、极体和细胞质 ，获得

去核受体细胞(详见《科学))1997 年第 5 期封

底) (8) 。 与上述"盲吸法"不同 ，也有人先用 DNA

荧光特异染料染色，然后在紫外光下去核 ， 以提

离去核的成功率[1日。此外 ，还能用紫外线照射 ，

使核丧失功能 ，称之为功能性去核法 。

重组细胞的获得通常采用细胞融合的技

术。由于用仙台病毒诱导融合不稳定，近年来常

采用电融合法。电融合是在一种非电解质溶被

(0.3mol/L 甘露醇) 、两根平行细微电极所组成

的融合小室中进行 ， 由直流脉冲所诱发[ 1气 电

融合还具有撒活重组细胞的作用。

三 、 克隆动物

克隆动物 ， 实际上是用人工的方法使体细

胞(胚胎细胞 ， 已分化的体细胞)核移入去核卵

细胞中 ，使之能象受精卵那样，继续分化发育成

胚胎 ，并进而发育成性状与供核动物完全相同

的个体的过程。受精卵之所以能发育成胚胎 ，是

因为它的细胞核具有指导形成整个胚胎各部分

组织的能力，即具有全能性。而高度分化的体细

胞的细胞核只能表达组织专一性蛋白 ，而不具

备全能性。因此 ，要使体细胞能发育成胚胎，必

须使它具有下述特性 :

1. 体细胞脱分化

体细胞脱分化 (dedifferen tiation ) ， 是使已

分化的体细胞变成未分化的，全能的细胞的过

程 。 已分化的植物体细胞 ，通过人工培养能很容

易脱分化变成未分化的愈伤组织 ，进而再分化

成胚胎及完整再生植株[9 .叫 。 Wilmut 等人使成

年个体的乳腺细胞实现了脱分化[叫。在他们的

实验中，非常关键的一步是使已分化的乳腺上

皮细胞在细胞培养中逸出细胞周期，让它们处

于 G。期〈静息期)。方法是使培养液中的血清坡

度从 1 0%降低到 0. 5 % ， 连续培养 5 天 ，实验结

果表明，使细胞逸出细胞周期，确实是具有使体

细胞脱分化的功效[叫 。

2. 启动体细胞基因表达的再程序化

胚胎发育是细胞中的基因在时空上进行系

统而有序表达的过程 。 Wilmut 等认为 ，要使脱

分化的体细胞核移入卵细胞并发育成胚胎 ，还

必须重新启动这种体细胞基因表达的再程序化

( reprogramming ) 。 因此 ， Wilmut 等将脱分化
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的绵羊乳腺细胞的核移入去核的卵细胞中，让

卵细胞质中的因子与移入的核作用，使重组细

胞分裂，分化成胚胎，进而发育成个体。用 DNA

微卫星分析 Cmicosate llite analysis)对 4 个多态

性基因位点检测表明，多利羊的电泳图谱与供

核品和11绵羊"Finn D::>rset"相同。"。因此，多利

羊确属体细胞克隆羊。但是，上述卵细胞质和移

入的细胞核之间的相互作用必须配合得恰到好

处，稍有差错便不能发育成胚胎[气这或许是

Wilmut 等试验中， 247 个被试重组细胞中只有

1 个发育成克隆羊的重要原因。

Wilmut 等[叫的工作的重要生物学意义是

证明了哺乳动物的已高度分化的体细胞也具有

全能性。他们的动物克隆技术也具有很大的、潜

在的经济意义。人类能利用这种技术繁殖优良

品种H市乳动物和珍稀哺乳动物。还可以用已转

入外源基因的成体动物的体细胞克隆该动物 。

一旦有了一群性别不同 ，又确定已转入所需要

基因的动物后，即可通过它们的有性生殖繁衍

大群后代，并用它们生产具有药用和保健价值

的药物和食品，造福于人类 。 最近有报道 ，

Wi l mu t 等已使用转基因动物的胚胎细胞克隆

出"波利"羊。有理由相信，在不久的将来，哺乳

动物体细胞克隆技术的潜在经济价值一定会得

到实现。
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族主自
玉米(Zea mays L. )中凋亡相关基因 c-myc

同源序列的检出及其染色体原位杂交定位 怜

宁顺我末运i事..王玲杨征刘立华

(武汉大学发育生物学研究中心武汉 430072) 

细胞惆亡Capop tosis)是细胞一种有步骤有

活性的生理性自行消亡过程。正在调亡的细胞

形态上发生明显的变化，如胞质和核浓缩 Ccon­

densation) 、胞膜和核膜变皱 Cshrinkage) 并起

泡 Cbl ebbling) 、核 DNA 断裂 C fragmentation) 

井降解Cdegrada tion) 。不管是内源性因素还是

·国家 自 然科学基金和国家教委博士点基金资助

项目.

..通信联系人.
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