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核移植技术的建立与发展
廖兆蒂  刘真  孙强*

(中国科学院神经科学研究所, 上海 200031)

摘要      核移植技术是指通过显微操作技术将供体细胞核转移到去核卵母细胞, 进而获得重

构胚胎的过程。从上世纪50年代开始到现在, 核移植技术得到了广泛的发展和深入的研究, 并在生

命科学的多个领域发挥重要的作用。核移植技术的建立与发展可分为两个阶段: 起始阶段开始于

卵体积较大的两栖动物。这一阶段核移植技术主要用来研究细胞核的功能及与胞质之间相互作用。

其后核移植技术在哺乳动物中的应用促进了该技术的更深入发展。相对于两栖动物, 核移植技术

在哺乳动物中的研究和应用也呈现更加深入、多元的特点。主要包括: 不同哺乳动物物种及不同

供体细胞类型的克隆研究; 显微操作技术的发展和完善; 重编程机制的研究及核移植效率的提高; 
核移植在濒危物种保护、个性化干细胞治疗及遗传修饰动物模型构建方面的应用等。该文将就这

两个阶段核移植技术的发展历程进行综述并对其在非人灵长类动物模型构建中的应用进行展望。

关键词      核移植; 显微操作技术; 两栖动物; 哺乳动物; 重编程; 非人灵长类动物

The Establishment and Development of Nuclear Transfer 

Liao Zhaodi, Liu Zhen, Sun Qiang*
(Shanghai Institutes for Biological Sciences, CAS, Shanghai 200031, China)

Abstract       Nuclear transfer is a technique used to obtain clone embryos or individuals, in detail, people 
apply micromanipulation skills to transfer donor nuclei into enucleated oocytes, then the reconstructed embryos 
undergo either in vivo or in vitro culture. From 1950’s to the present, nuclear transfer technology has been widely 
and deeply developed, and play a significant role in the fields of life science. The establishment and development 
of nuclear transfer technology can be divided into two stages: initial stage started in the eggs of amphibians. In 
this period, nuclear transfer technique was firstly used to study the function of nucleus and its interaction with 
cytoplasm. This technique was further improved later in mammals. Compare with amphibians, the application of 
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nuclear transfer technique in mammals is more intensive and extensive, and this mainly includes: clone of different 
mammalian species, clone with multiple types of cells, micromanipulation method and procedure improvement, 
reprogramming mechanism research and efficiency improvement of nuclear transfer, endangered species protection, 
personal stem cell therapy and gene-modified model generation. In this review we will discuss the development of 
nuclear transfer technology in the two stages and give a future prospect about the application of the technology in 
non-human primate model generation. 

Keywords        nuclear transfer; micromanipulation; amphibian; mammalian; reprogramming; non-human 
primate

1   以两栖动物为开端的核移植技术的初

步建立与发展
在人们尚未认识到细胞核包含了某一物种所

有遗传信息之前, Wilhelm Roux和August Weismann
等[1]曾认为细胞核是一种由不同化学物质构成的

混合物, 早期胚胎在有丝分裂时可进行“qualitative 
division”, 即母细胞核不均质分裂产生两个含有不同

遗传物质的子细胞核, 其子细胞的分化方向由其从母

细胞中获得的遗传物质来决定, 此即Roux-Weismann 
theory[1-2]。虽然后期有科学家证实, 至少在受精卵早

期卵裂时不同卵裂球的细胞核是相同的, 但由于当时

实验技术及方法的匮乏, 直到1952年Robert Briggs和
Thomas King[2]两人才系统地建立了以北美豹蛙的囊

胚卵裂球作为核供体的核移植技术。在此基础之上, 
1958年, 以John Gurdon为第一作者的研究团队[3]利用

非洲爪蟾晚期胚胎来源、未完全分化的体细胞核进

行核移植并成功获得了数只爪蟾个体。紧接着1962
年, Gurdon[4]首次以爪蟾幼体中完全分化的小肠上皮

细胞为核供体克隆出爪蟾个体, 虽然其克隆效率极低

(约1.4%, 10/726), 但这项工作证明了已经分化的细胞

核不仅表达该细胞分化方向的遗传信息, 而且还包含

发育成一个完整个体所需要的全部遗传物质。非洲

爪蟾是有记载的第一例体细胞核移植动物, 它打开了

体细胞重编程领域的大门, John Gurdon也因此与体细

胞重编程领域的另一开拓者Shinya Yamanaka共同分

享了2012年的诺贝尔生理医学奖。

2   核移植技术在哺乳动物水平的建立与

发展
两栖动物卵母细胞在体外操作简单且易于培

养的特点使其自然而然成为了早期人们利用核移

植技术研究细胞核与细胞质功能的重要模式生物, 
然而两栖动物与哺乳动物之间的巨大差异使该技

术应用于哺乳动物时遇到诸多问题。首先, 哺乳动

物卵母细胞的培养难度更大, 而且其卵母细胞更小, 
Derek Bromhall发现兔子的卵母细胞直径约为蛙卵

的1/1 000, 而小鼠的卵母细胞则比兔卵母细胞还要

小[5], 因此其操作上的难度要比两栖类更大; 其次便

是体细胞核移植的问题, 在显微操作技术尚未发展

起来的当时, 人们已经开始尝试利用病毒介导胚胎

与细胞的融合来实现核转移[6-8], 但因实验条件限制

需先将胚胎外层透明带去掉然后再跟细胞融合, 该
方法融合效率低、融合后的胚胎发育较差。

1973年Lin等[9]将浸泡过灭活仙台病毒的体细

胞和一部分病毒悬液注射到二至八细胞时期的小鼠

胚胎卵周隙中以达到体细胞与卵裂球融合的目的。

1975年Bromhall[5]在进行家兔的核移植实验时对哺

乳动物卵母细胞的微操技术进行了一些改进, 这是

显微注射法在哺乳动物中的第一次尝试, 同时也是

哺乳动物克隆胚胎可发育至桑葚胚阶段的首次报

道, 对日后哺乳动物核移植研究的意义重大。1984
年, 英国科学家Steen Willadsen[10]将绵羊卵母细胞

极体及以下近一半的胞质吸取出来以达到去核目

的, 并经检测发现留在透明带中的卵胞质大多数为

去核部分, 然后他们把八细胞时期的卵裂球注入卵

周隙中并在灭活病毒或电刺激下介导二者融合, 最
后通过将一部分克隆重组胚胎移植回受体得到了3
只克隆绵羊这标志着世界上第一例克隆哺乳动物

的诞生。1996年, Keith Campbell等[11]在Nature上发

表了他们利用绵羊胚胎干细胞分化而来的上皮细

胞TNT4(totipotent for nuclear transfer 4)进行核移

植实验并最终获得存活克隆绵羊个体的研究, 他们

这项研究也为后来首只体细胞克隆羊“Dolly”的诞

生埋下了伏笔。1997年英国Roslin研究所的Keith 
Campbell和Ian Wilmut等[12]5位研究者以白面(Finn 
Dorset)母羊的乳腺细胞为核供体, 以黑面(Scottish 
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Blackface)母羊的卵母细胞为卵供体, 在二者融合

获得的重构胚中最终有一枚发育成“Dolly”(白面)。
Wilmut等[12]在这项研究中也采用了羊胚胎成纤维

细胞作为核供体, 并且也获得了3只克隆个体, 但
“Dolly”诞生的最大意义在于它的核供体细胞是成年

羊来源且高度分化的成熟体细胞, 证明了高度分化

的哺乳动物体细胞在一定条件下仍然具有发育成完

整个体的能力。 “Dolly”之后, 许多其他体细胞克隆

哺乳动物如雨后春笋般被相继报道出来, 其中包括: 
奶牛[13]、小鼠[14]、山羊[15]、猪[16]、印度野牛[17]、欧

洲盘羊[18]、兔[19]、猫[20]、马[21]、大鼠[22]、非洲野猫[23]、

骡子[24]、爪哇野牛[25]、鹿[26]、狗[27]、雪貂[28]、狼[29]、

水牛[30]、骆驼[31]和猴子[32]。表1展示了已经被正式报

道的体细胞克隆哺乳动物的种类[33]。

3   哺乳动物体细胞重编程效率提升的相

关研究
体细胞克隆的一个重要特点就是个体出生率

很低, 说明体细胞在重编程过程中遇到了阻碍, 导致

其中很大一部分克隆胚胎不能像正常受精卵一样发

育, 而只有一小部分能够发育为完整个体。那么到

底是什么阻碍了体细胞克隆胚胎的正常发育, 又为

什么有少部分细胞能够跨越这些障碍回复到全能状

态并指导胚胎最终发育为完整个体呢？

2005年, 来自日本理化研究所的Teruhiko Wakayama 
团队[34]将组蛋白去乙酰化酶抑制剂TSA用于处理小

鼠的体细胞核移植胚胎, 发现TSA可以显著提升其

胚胎发育率。该实验中, Wakayama团队[34]用TSA
处理小鼠卵丘细胞、神经干细胞、尾尖成纤维细

胞和脾脏细胞的克隆胚后, 四组的囊胚率可分别达

到75%、40%、60%和80%, 其中分别用5 nmol/L
和50 nnmol/L TSA处理卵丘细胞核移植胚胎均可将

小鼠出生率提升到6%以上。

正常体外受精(in vitro fertilization, IVF)的雌性

胚胎中存在X染色体失活(X chromosome inactivation, 
XCI)现象, 其作用主要是让两条X染色体中的一

表1   已报道的克隆哺乳动物种类

Table 1   Reported cloned mammalian species 
物种 
Specie

年份 
Year

供体核细胞类型 
Donor somatic cell type

Sheep 1997 Mammary cell

Cow 1998 Fetal fibroblast cell

Mouse 1998 Cumulus cell

Goat 1999 Fetal fibroblast cell

Pig 2000 Granulosa cell

Gaur 2000 Skin fibroblast cell

Muflon 2001 Granulosa cell

Rabbit 2002 Cumulus cell

Cat 2002 Cumulus cell

Horse 2003 Skin fibroblast cell

Rat 2003 Fetal fibroblast cell

Banteng 2003 Skin fibroblast cell

Mule 2003 Fetal fibroblast cell

Africa wild cat 2003 Skin fibroblast cell

Deer 2003 Skin fibroblast cell

Dog 2005 Skin fibroblast cell

Ferret 2006 Cumulus cell

Wolf 2007 Skin fibroblast cell

Buffalo 2007 Skin fibroblast cell

Camel 2009 Skin fibroblast cell

Crab-eating monkey 2018 Fetal fibroblast cell
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条失活, 从而形成基因表达上的剂量补偿(dosage 
compensation), 即在正常受精的雌性胚胎和雄性胚胎

中使其X染色体相关基因的表达水平相同[35-37]。然

而 2010年Atsuo Ogura团队[38]发现 , 小鼠克隆胚胎

的X染色体基因表达水平相较于受精卵来说显著降

低, 同时他们发现, Xist在克隆胚胎中异常表达, 这
与受精卵中Xist的表达情况明显不同。而Xist是介

导XCI的关键长链非编码RNA[38-39], 所以他们认为, 
Xist的异常表达与小鼠体细胞克隆胚胎中X染色体

失活有关[38]。接下来研究人员们利用Xist敲除的卵

丘细胞和睾丸支持细胞进行核移植实验, 经检测, 雄
性和雌性小鼠克隆胚胎中被沉默的X染色体相关基

因的数量均有所降低[38]。最终他们将卵丘细胞和

睾丸支持细胞的克隆个体出生率分别提升到12.7%
和14.4%[38]。2011年 , Atsuo Ogura团队 [40]在小鼠的

体细胞核移植胚胎中注射Xist的小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA)以敲低Xist表达量, 并结合

TSA处理重组克隆胚胎将睾丸支持细胞的克隆出生

率提升到约20%。但这一实验是基于雄性克隆胚胎, 
当该实验小组以卵丘细胞为核供体时, 发现Xist敲低

并不能提升雌性克隆胚胎的出生效率, 尽管他们观

察到Xist siRNA可有效降低雌性小鼠克隆胚胎中Xist
表达量[41]。 

体细胞克隆胚胎中滋养外胚层的异常被认为

是限制克隆胚胎发育效率的一个重要因素。2011
年, 中国科学院李劲松研究员[42]首次利用胚胎聚合

的方法, 利用正常受精二细胞胚胎融合得到的四倍

体胚胎与体细胞克隆胚胎的内细胞团聚合成一个胚

胎, 获得拥有正常发育能力的滋养外胚层及克隆胚

胎内细胞团的重构胚胎, 经过胚胎移植他们发现, 重
构胚胎的出生率达到15.7%, 远高于普通克隆胚胎的

2.7%。首次通过实验证明了滋养外胚层确实是影响

克隆胚胎发育效率的关键因素之一, 为体细胞克隆

效率的提升提供了重要参考。

2014年, 哈佛大学张毅团队[43]利用比较转录组

分析方法比较了小鼠受精卵在二细胞时期与一细胞

时期的转录组, 通过二者的比较他们首先找到了811
个在IVF胚胎二细胞时期高表达的基因区域。然后

比对这些区域在核移植胚胎二细胞时期的表达水

平, 发现其中342个区域在核移植胚胎中也一样被激

活, 247个区域只能被部分重编程, 另外222个区域的

表达则被显著抑制。他们分别将这些区域称为完全

重编程区域(fully reprogrammed regions, FRRs)、部

分重编程区域(partially reprogrammed regions, PRRs)
和重编程顽固区域(reprogramming resistant regions, 
RRRs)。随后他们在体细胞水平进行了染色体免

疫共沉淀测序 (chromatin immunoprecipitation high-
throughputsequencing, ChIP-seq), 发现在RRR区域

有明显的H3K9me3富集, 通过在一细胞时期注射

H3K9me3特异的组蛋白去甲基化酶Kdm4d可以有效

降低体细胞核移植胚胎中H3K9me3的表达水平[43]。

该实验表明, 使用Kdm4d可将体细胞克隆胚胎囊胚

率提升到88.6%, 出生率可提升为7.6%(卵丘细胞)和
8.7%(睾丸支持细胞)。

2016年, 来自同济大学的高绍荣团队[44]利用胚

胎活检法将小鼠体细胞克隆胚胎的单个卵裂球取

出来进行测序分析, 而剩下的卵裂球则继续培养并

追踪其发育情况。根据发育情况他们将其分为二

细胞停滞(NT 2-cell arrest)、二细胞至四细胞停滞

(NT 2-cell to 4-cell arrest)、从二细胞发育至囊胚(NT 
2-cell to blast)、四细胞停滞(NT 4-cell to arrest)、从

四细胞发育至囊胚(NT 4-cell to blast)等5组[44]。他

们首先将二细胞时期的小鼠核移植胚胎与卵母细

胞的基因表达进行比较找到全基因组激活(zygotic 
genome activation, ZGA)时高表达的基因, 然后比较

NT 2-cell arrest和NT 2-cell to blast两者的差异性表

达情况, 他们认为, 在NT 2-cell to blast组中特异高表

达的基因是指导二细胞时期体细胞克隆胚胎继续发

育的关键[44]。于是在结合了Jisha Antony等[44-45]的工

作基础之上他们将Kdm4b mRNA注射进小鼠体细

胞克隆胚胎, 之后通过少量细胞的ChIP-seq分析发

现, 克隆胚胎中H3K9me3表达水平显著降低, 其囊

胚率也得到显著提升。采用类似的方法, 他们在NT 
4-cell to arrest组和NT 4-cell to blast组中也找到了

一些差异性表达的基因。通过进一步分析, 他们在

NT 4-cell to arrest组发现了Prps1、Rad54b、Kdm5b、
Dyrk3和Fgf4等5个与维持细胞全能性相关的基因表

达被抑制, 最后通过向克隆重组胚胎中注射Kdm5b 
mRNA以去除H3K4me3甲基化成功帮助其突破四细

胞时期的发育阻滞[44]。最终, 该研究通过Kdm4b和
Kdm5b的共同作用将小鼠核移植囊胚率提升到95%, 
个体出生率也达到11.1%[44]。

2018年, 张毅团队[46]结合Kdm4d和Xist敲除这

两种方法将卵丘细胞和睾丸支持细胞的出生率分别
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提升到18.7%和23.5%, 这是有史以来小鼠克隆出生

率最高的报道。但同时他们发现, 即使小鼠克隆胚

胎体外囊胚率很高而且Kdm4d和Xist敲除结合起来

可显著提升其出生效率, 大部分胚胎只能够形成着

床点却不能发育成完整个体[46]。因此他们认为, 还
存在着一个影响小鼠体细胞克隆胚胎着床后发育

的的障碍, 而该阻碍在着床前就已经存在了。于是

首先他们做了着床前的核移植胚胎和IVF胚胎的全

基因组甲基化分析, 结果发现, 囊胚时期小鼠克隆

胚胎的甲基化水平与同时期IVF胚胎的甲基化水平

相似(15.6% vs 19.1%), 随后对差异性甲基化区域的

分析也没有找到阻滞克隆胚胎着床后发育的关键

原因[46]。于是他们转而对小鼠印记基因的表达情况

进行等位分析, 发现13个在IVF胚胎母本印记的基

因中有7个丢失了其母源印记, 而巧合的是其中4个, 
Slc38a4、Sfmbt2、Jade1(Phf17)和Gab1在他们2017
年的一项研究中显示是由H3K27me3介导形成印

记的[46-47]。最后他们对桑葚胚时期的IVF胚胎进行

H3K27me3位点特异性分析并找到了大量母源特异

的H3K27me3富集区域, 而这些区域的母源特异性

在体细胞核移植胚胎中则大量丢失, 所以他们提出

H3K27me3介导的母源印记基因的等位表达很可能

是影响小鼠核移植出生率的另一个关键障碍[46], 但
可惜的是该研究并没有给出克服这一障碍的具体方

法。

同年, 高绍荣团队[48]再次利用胚胎活检法将

小鼠的体细胞克隆胚胎分为NT 2-cell arrest、NT 
2-cell to 4-cell arrest、NT 2-cell to blast、NT 4-cell 
to arrest、NT 4-cell to blast等5组并对各组的卵裂球

进行少量细胞的全基因组甲基化测序。发现小鼠

体细胞核移植胚胎的部分差异性甲基化区域会在

胚胎发育过程中再次甲基化(re-methylated DMRs, 

rDMRs), 他们同时发现, 这些rDMR区域的甲基化是

细胞类型特异的, 于是他们推测, 这些再次甲基化

的区域是由从头甲基化转移酶Dnmt3a/3b介导的[48]。

通过向小鼠的体细胞克隆胚胎中注射该甲基化转移

酶Dnmt3a/3b的siRNA以干扰其表达, 从而将小鼠克

隆胚胎出生率提升到5.33%[48]。而在结合了Kdm4b
和Kdm5b之后, 卵丘细胞克隆胚胎的出生率可达到

17.21%, 与张毅团队的18.7%十分接近[48]。

4   灵长类动物核移植相关研究与探索
1997年, 以孟励为第一作者的美国俄勒冈灵长

类研究中心的Don Wolf团队[49]利用早期胚胎卵裂球

克隆出两只恒河猴。他们使用盲吸法吸出第一极体

及极体以下25%~35%的卵胞质, 后将单个卵裂球注

入卵周隙中并在加有cycloheximide和CB的KSOM培

养液中激活卵胞质, 再经数次间断性电刺激将两者

融合, 融合后的胚胎与大鼠肝细胞体外共同培养[49]。

同时该实验比较了fresh MII、aged MII和合子来源的

卵胞质对核移植胚胎发育的影响, 发现与其他两组

相比, 老化的MII显著影响了重组胚胎的早期卵裂(仅
26%发育到八至十六细胞时期), 合子卵胞质组次之, 
而fresh MII组有55%发育到八至十六细胞时期[49]。将

fresh MII组的29枚克隆胚胎移植(n=9)后有3只受体怀

孕, 其中2只分别生下一雌一雄2只克隆猴[49]。这两只

克隆猴虽然以早期胚胎卵裂球为核供体, 但却是第

一例克隆出存活灵长类动物的报道, 对日后体细胞

克隆猴工作的影响意义深远(图1)。
2002年, Don Wolf团队[50]首次报道了利用恒河

猴体细胞进行灵长类核移植实验的报道。在这项

研究中, 他们一方面探索了血清饥饿法和接触抑制

法处理胚胎成纤维细胞对体细胞核移植胚胎发育

的影响, 另一方面对体细胞克隆胚胎的激活时间(电

图1   已在非人灵长类克隆实验中验证或未经验证的促进体细胞重编程的因子

Fig.1   Factors certified and uncertified in non-human primate that claims to promote somatic cell reprogramming

Somatic cell reprogramming

Donor somatic cell 1-cell 2-cell 4-cell 8-cell Blastocyst Cloned monkeys

Kdm4d & TSA

Kdm5b, Xist-knockout & Dnmt3a/3b-knockdown?
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融合之前4个小时激活卵胞质、融合之后立即激活、

融合3个小时之后再激活)和激活方法(ionomycin/
DAMP和ionomycin/roscovitine/CB)进行了探讨[50]。

最终他们选择以接触抑制法处理后的胚胎成纤维细

胞为核供体, 在供体细胞与卵胞质融合3个小时之后

以I/DAMP法激活重组胚胎, 并将14枚体细胞核移植

胚胎移植到3只受体, 但受体全部没有怀孕[50]。该实

验还以十六细胞时期的卵裂球为核供体细胞进行

了核移植尝试, 并在155天时通过剖腹产获得一只

死胎[50]。

2003年, 由Gerald Schatten所领导的团队[51]将33
枚恒河猴的体细胞核移植胚胎移植入16只受体, 但
都没有怀孕。有趣的是, Schatten等[51]在这项研究中

首次对灵长类体细胞核移植胚胎有丝分裂时纺锤体

的紊乱现象进行了描述, 他们认为对卵母细胞去核

的同时也破坏了NuMA和HEST这两个与细胞分裂

有关的蛋白, 从而导致了克隆胚胎发育异常。

2004年, Paolo Martelli团队[52]在Schatten等的基

础之上对食蟹猴体细胞核移植胚胎的第一次卵裂进

行了系统的研究, 并使用了SpindleView技术来实现

快速去核和直接观察细胞核的形态, 这也是偏振光

技术在核移植领域的首次应用。他们观察到在供体

核注入胚胎2小时后, 大部分克隆胚胎在纺锤体类似

结构形成过程中会出现异常[52]。研究者们在该研究

的最后将93枚体细胞克隆胚胎移植入31只受体, 但
最终7个怀孕的受体其孕期均没有超过60天[52]。

由于传统的盲吸法去核对卵母细胞的损伤较

大, 操作缓慢, 而且很难将所有细胞核在较短的时

间内全部去除, 为了进一步优化灵长类核移植程序, 
2007年, Don Wolf团队[53]对核移植中的去核过程进

行改进。他们使用Oosight Imaging System(一种偏

振光系统)将每颗卵的去核时间缩短到1分钟之内, 
去核效率也提升到100%。同年, 该研究团队的第一

作者Shoukhrat Mitalipov利用这一改进后的去核方

法以成年恒河猴成纤维细胞为供体细胞成功建立

了两支雄性灵长类核移植干细胞系, 并以通讯作者

的身份将该研究发表于Nature[54]。2009年该团队[55]

利用同样的方法建立了另外两支雌性核移植干细

胞系。

2010年, Shoukhrat Mitalipov团队[56]在以上对核

移植程序的优化基础上又对融合、激活时间和克

隆胚胎培养等步骤进一步改进。他们认为, 电极法

介导融合时也会是卵母细胞过早激活, 所以改用仙

台病毒提取物来介导二者融合, 在激活时间上也由

原来的融合后2个小时再激活改为融合后立即激活, 
最后结合37.5 nmol/L TSA处理重组胚胎22~24个小

时[56]。通过这些改进, 他们发现猴子的体细胞核移

植胚胎囊胚率可提升到18%左右[56]。在移植了67枚
胚胎后, 有一枚最终在孕期81天时流产, 这也是截至

2018年“中中”和“华华”为止, 灵长类克隆胚胎在体

内发育最久的报道[56]。

2013年, Mitalipov团队[57]首次报道了人的核移

植干细胞系的建立, 并且他们在该研究中进一步优

化了“注核”和重组胚胎处理条件。当研究成员们首

先把胚胎成纤维细胞与完整MII时期卵母细胞融合

后, 17/17的重组胚胎会在30分钟内形成类似纺锤体

的结构, 而当3枚去核MII卵母细胞与体细胞融合后

没有一枚观察到有该现象, 所以他们认为, 去核这一

步会导致卵母细胞过早激活从而影响了纺锤体类似

结构的形成[57]。本实验中他们在操作液中加入caf-
feine, caffeine是一种蛋白磷酸化酶抑制剂, 可以有效

阻止供体卵母细胞的过早激活; 另外, 传统的电刺激

促进融合也很有可能使卵细胞过早激活。于是研究

人员们使用灭活的日本红血球凝聚病毒膜(envelop 
of inactivated hemagglutinating virus of Japan, HVJ-E)
介导供体细胞与受体卵胞质的融合[57]。最终, 通过

对操作程序的优化并联合使用TSA和caffeine这两个

因子, 人的克隆胚胎的囊胚率可达到23.5%, NT-ESC
的建系效率也达到50%[57]。采用这一技术, 该团队[57]

利用Leigh综合征患者皮肤来源的成纤维细胞成功

建立了该病人特异的NT-ESC[57]。利用核移植技术

将体细胞经过重编程回复到全能状态从而建立起个

性化的干细胞系, 再诱导NT-ESC分化形成功能性细

胞用于治疗疾病并且同时可排除免疫排斥风险, 这
种治疗性克隆为人类克服疾病困扰提供了新途径。

   2018新年伊始, 来自中国科学院神经所灵长

类研究平台的孙强团队[32]就在Cell刊文报道了克隆

食蟹猴“中中”、“华华”的诞生, 同时标志着世界上

第一例非人灵长类动物的成功克隆。该团队在总结

了前人经验的基础上对灵长类核移植技术进一步改

进, 利用Oosight Imaging System快速去核, HVJ-E介
导体细胞与受体卵胞质融合, 同时摒弃了电击法激

活而完全改用ionomycin/DMAP/TSA(I/D/T)法激活

克隆胚胎, 之后用TSA处理重组胚胎, 最关键的是在
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克隆胚胎中注射Kdm4d的信使RNA以实现RRR区
域H3K9me3甲基化的去除, 促进体细胞重编程过程

的顺利进行从而显著提升其优质囊胚率[32]。2019年
初, 该团队[58]从经过基因编辑、节律紊乱的成体猴

皮肤中分离出成纤维细胞, 然后采用同一方法克隆

出5只疾病模型猴, 这项工作发表于National Science 
Review。从以上灵长类核移植的研究进程我们可以

发现, 克隆灵长类动物作为困扰了核移植领域多年

的难题, 科学家们对其攻破所做的努力绝非一朝一

夕, 而是总结了前人们许多失败和成功的经验并在

此基础上进一步优化核移植技术和条件而获得的创

新性研究成果。

5   体细胞核移植技术在非人灵长类疾病

模型构建中的优势及意义
目前, 人的疾病研究主要利用大小鼠等动物模

型展开[59], 典型的如帕金森综合征[60], 这是由于小鼠

具有体积小、易操作、生殖周期短等优点。经过精

确设计、在其基因组特定位点遗传修饰过的模式动

物, 如基因敲除和基因敲入动物模型, 对诠释疾病的

发病机理等研究中发挥了重要作用。但由于进化上

的物种分离导致啮齿类动物与灵长类动物在解剖学

和亲缘关系上存在巨大差距[61], 很多灵长类动物特

有疾病或者生理结构及功能的研究并不能很好的在

啮齿动物中展开[59-60]。由于进化上与人相近, 非人

灵长类的脑结构、功能活动等很多方面与人类高度

相似[62]。相对于其他实验动物, 非人灵长类是研究

脑疾病机理和治疗方法的理想模型。然而传统的基

于慢病毒感染和胚胎基因编辑构建非人灵长类基因

修饰动物模型的方法还存在脱靶、首建动物嵌合、

复杂基因修饰操作困难和遗传背景复杂等几个关键

问题没有解决。 
体细胞核移植为解决以上问题提供了一种可

能。研究人员们可以对体细胞进行基因编辑, 然后

经过一系列筛选步骤获得阳性克隆, 将这些阳性克

隆用于核移植, 出生的个体在首代即为非嵌合体。

这种方法的优势在于可对体细胞进行复杂修饰, 如
基因敲入、敲除以及定点突变等, 缩短了获得非嵌

合体的周期, 更重要的是这些基因编辑个体其遗传

背景几乎一致, 解决了灵长类动物没有近交系的问

题, 可大大减少临床应用和科学研究中实验动物的

使用量。非人类灵长类体细胞核移植的建立和优化

将为非人灵长类基因操作提供更为便利和精准的技

术条件, 使得非人灵长类遗传操纵动物模型成为真

正意义上的可以广泛应用的动物模型, 将极大地推

动灵长类生物学、生物医学尤其是脑认知科学及脑

疾病等的研究。
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