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摘要:  供体细胞核移入去核的卵母细胞后, 必定要经过表观遗传修饰的重编程过程, 回到胚胎开始发育的全

能状态。若重编程过程不完全, 必定会导致克隆效率降低。但是, 体细胞核的重编程能力不仅仅是在其移入去

核的卵母细胞后所体现, 它在不同的供体细胞当中的潜能也是不尽相同的。并且, 对供体细胞进行不同的处理, 

也会导致其重编程的能力和程度不同。文章首先阐述了供体细胞的类型、代数、周期、年龄以及物种的不同选

择对其核移植后重编程过程的不同影响, 其后又通过对供体细胞的冷冻保存, 血清饥饿以及不同试剂的处理等

方面对重编程过程所起到的作用作出了概况性的论述与分析。 
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Abstract: The donor nucleus must experienced the epigenetic modification of the process reprogramming and went back to 

the initial state after the donor cell was injected into the oocytes. If the reprogramming is not completed, the efficiency of 

cloning will be reduced. However, reprogramming of nucleus muct was not only embodied in its ability after it was trans-

ferred into the oocytes. It was different in the potential if the cell type was not identical. In addition, different treatment to 

the donor cells resulted in different ability and the level of reprogramming. This paper described different effects of the type, 

algebra, cycles, age, and species of the donor cells after nuclear transplantation on the reprogramming. An overview of the 

exposition and analysis through the donor cell cryopreservation, serum starvation, and different reagent treatments were 

discussed. 
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体细胞克隆技术历经十年的发展, 已经在很多
动物上获得了成功, 但是克隆的效率一直偏低, 在
一定程度上制约了这项技术的广泛应用。造成这一

结果的原因较多也较复杂, 目前, 人们把提高克隆
效率的目光转移到体细胞核的重编程过程上, 研究
发现, 供体细胞核移入去核的卵母细胞后, 必定要
经过表观遗传修饰的重编程过程, 回到胚胎开始发
育的全能状态。除去人为操作技术方面的影响外 , 
目前认为:  供体核移入卵母细胞后, 其重编程过程
的不完全是导致克隆效率低的主要原因[1]。关于供

体核的重编程过程, 研究主要集中在 DNA 甲基化
(DNA methylation)、组蛋白乙酰化(Histone acetyla-
tion)、X染色体失活(X-chromosome inactiviation)、
端粒(Telomere)、印记基因(Imprinting gene)等几个方
面。很多综述文章就核的重编程过程作了详尽的说

明 , 它主要是通过上述几个方面来影响胚胎的发
育。但是, 核的重编程过程不仅仅是供体细胞在移
入卵母细胞后所体现的, 不同的供体细胞其重新程
序化的潜力也是不尽相同的, 例如, 来源于不同组
织或处于细胞周期的不同阶段的细胞作为供体细胞, 
其重编程的能力是不同的, 核移植效率也有着明显
区别[2]。也就是说核重编程能力可能与供核者的年

龄, 供核细胞的组织来源、分化状态、细胞周期、
传代次数都有关联。一般来说, 颗粒细胞作为核供
体最易被重编程。供核者为胎体或新生体, 供体细
胞处于低分化状态或已传数代, 供体细胞经过去表
观遗传标记处理的, 其重编程过程比较易于进行[3]。 

1  供体细胞的选择 

1.1  不同类型的供体细胞对重编程的影响 

迄今为止, 很多种类的体细胞被应用为核供体, 
并且获得了成功。供体细胞的类型大致可以分为   
4类。第一类为生殖系统的细胞, 如颗粒/卵丘细胞、
输卵管/子宫上皮细胞、未成熟的睾丸支持细胞等;  
第二类为胎儿细胞, 如胎儿成纤维细胞; 第三类为
成年个体生殖系统以外的细胞, 如乳腺上皮细胞、
皮肤成纤维细胞、耳成纤维细胞、肌肉成纤维细胞、

尾尖成纤维细胞、心肌成纤维细胞等; 第四类为终
末分化的细胞, 如 B 淋巴细胞和 T 淋巴细胞。其中
颗粒/卵丘细胞和耳成纤维细胞, 它们作为核供体应
用的最多, 并且所获得的核移植后代较多, 并且有
人专就成纤维细胞和颗粒 /卵丘细胞的核移植效率

做过比较, 大多认为颗粒/卵丘细胞核移植胚的发育
率高于成纤维或其他类型的细胞。Kubota 等[2]以乳

腺上皮细胞、卵巢颗粒细胞、皮肤成纤维细胞为供

核细胞进行了核移植研究, 结果显示 3 类不同细胞
源的克隆胚胎分裂率无明显差异, 但颗粒细胞却产
生了最高的囊胚发育率及 6 头完成整个妊娠期的克
隆牛, 更重要的是其中 4头已经 4岁, 各方面都表现
健康。然而乳腺上皮细胞源胚胎体外发育状况最差, 
且无活克隆牛产生。该结果表明, 供核细胞类型会
显著影响胚胎体外和体内发育。同时也证明颗粒细

胞是体细胞克隆较有效的细胞类型 , 即颗粒细胞
DNA 能被更有效的重新程序化。卵丘/颗粒细胞更
适合作为供体细胞的可能原因 :①卵丘细胞是自然
静止在 G0/G1 期的细胞; ②卵丘细胞是包围在卵母
细胞周围的细胞 , 核移植后两者胞质更易互融 ;   
③卵丘细胞内端粒酶活性较高。卵巢颗粒细胞和输

卵管上皮细胞的克隆效率较其它类型体细胞高, 推
测其外遗传标记程度相对最小。另外, 来源于不同
组织的不同细胞类型作为供核细胞其发育潜能是不

同的 , 这可能与细胞中基因的表观遗传修饰有关 , 
分化的细胞中大部分基因的表达调控是通过基因修

饰来进行的, 这些修饰包括DNA甲基化和组蛋白的
乙酰化。研究表明, 细胞在重编程过程中高的乙酰
化水平以及低的甲基化水平有利于重编程过程的进

行, 甲基化密度限定了组蛋白乙酰化程度[4]。并且
有研究针对性的指出了例如 DNA 甲基化在供体细
胞中的水平 [5], 我们可以参考此类研究 , 在选择供
核细胞类型时 , 从表观遗传修饰程度的角度出发 , 
选择DNA甲基化程度相对较低, 组蛋白乙酰化程度
相对较高的细胞类型来进行核移植。 

1.2  不同周期的供体细胞对重编程的影响 

细胞周期对核移植成功率的影响至关重要。目

前, 由于 S期细胞处于 DNA合成阶段, 重构胚易形
成 2 倍化和 4 倍化之间的非整倍体动物, 而没有克
隆个体的报道以外, 其他 G1、G2和 M期[5]的细胞都

被证明可作为供体细胞, 用于克隆研究。但是, 多数
核移植仍然采用传代早期的细胞, 这样似乎更有利
于重构胚的发育。G0/G1期细胞是首选的供体细胞周

期时相, 这种细胞较易于重编程。获得 G0/G1期细胞

常用的方法是血清饥饿法, 应用这种方法已成功获
得家畜体细胞的核移植后代。但是, 血清饥饿法所
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诱导的细胞同步化处理是否是克隆成功的必要条件, 
并无定论。G1期细胞的染色体被认为进行了某种修

饰, 由此推测休眠状态的染色体在卵母细胞质中得
到更完善的修饰, 而这种修饰对重编程可能十分关
键。另外, 研究结果表明供体核细胞所处细胞周期
也直接影响着其正常的重新编程。Miyamoto等[6]在

研究克隆猪的过程中发现使供体细胞同步化在 G1

期, 对比 G0 更有利于重构胚的发育, 且对于 DNA
的合成以及后成发育都十分有利, 并且细胞的高度
同步性对研究其在去核的卵母细中的重编程过程也

十分有利。 

1.3  不同代数的供体细胞对重编程的影响 

关于供体细胞在第几代最适合作为核供体, 在
研究者中还存在争论。研究发现, 当来自胎儿和成
年动物的成纤维细胞进行群体培养时, G1 期细胞比

例随时间延长而呈线性增长, 而 S 期细胞同比下降, 
这就解释了晚期传代细胞较早期传代细胞用作供体

时有更高的囊胚发育率的原因。但 8~16 代细胞较
17~32代细胞有更高的囊胚发育率, 这可能是 17~32
代细胞传代次数太多, 细胞染色体突变累积而降低
了其支持发育的能力。目前, 大多数使用的是原代
培养或短期培养的细胞(4~6代), 认为这类细胞利于
核移植胚的发育。另外, Enright等[7]认为细胞在体外

培养可以减少外遗传修饰, 早期体细胞组蛋白乙酰
化的程度比晚期高。有学者证实了上述理论, 体外
培养后的细胞可以表达出培养前所不能表达的蛋白

质, 证实了体外培养去分化的能力。研究中发现, 细
胞在体外培养过程中其组蛋白乙酰化程度有着显著

改变, 在第 15 代细胞中(无论是成纤维细胞还是卵
丘细胞)乙酰化的组蛋白 H4和 H3的含量均高于第 5
代细胞。然而, 目前人们仍大多使用低代次的细胞
用于核移植, 高代次培养细胞是否有利于核移植仍
有争议。不过, Giraldo等[8]将牛胎儿成纤维细胞分别

培养到第 2、7、15、30、45 和 70 代, 利用流式细
胞术以及免疫荧光等方法检测发现, 培养到第 30代
的细胞其甲基化的现象较第 7、15、45代都明显, 而
第 2、70代的甲基化现象特别明显。笔者认为第 70
代细胞的甲基化水平过高可能是由于细胞培养代数

过多而引起细胞的癌变, 而癌细胞的甲基化水平普
遍偏高[9]。而第 2代细胞高甲基化现象的发生, 是否
应该引起我们的重视, 我们对于第 2 代细胞在核移
植上的应用是否应该考虑适当的降低, 还是只是牛

的成纤维细胞存在这样的现象还有待进一步的   
研究。 
1.4  不同年龄的供体细胞对重编程的影响   

由于供体细胞在细胞更新过程中, 某些特定基
因会随着个体的生长而出现选择性表达, 因此选用
“年龄较大”的供体细胞, 在重构胚发育过程中会
受到供体细胞基因本身活性的影响, 某些对胚胎发
育至关重要的基因由于在个体发育生长阶段的原因

而处于低活性时期, 与卵母细胞融合后, 很难达到
胚胎发育所要求的基因表达量, 因此不能开始重新
编程。但是, 在婆罗门牛[10]的研究中, 作者却得出
不一样的观点, 利用 40日龄克隆胎儿的耳细胞和一
头 21岁的公牛耳细胞作为供体细胞进行核移植, 囊
胚发育率完全相同。供体细胞本身对克隆后代“年

龄”的影响究竟有多大, 目前尚无定论。重构胚在
发育过程中染色体端粒长度在核移植胚胎的发育中

是否可恢复到正常水平, 端粒长度变化的机制都有
待研究。Kato 等[11]的实验也表明, 将克隆胚进行子
宫腔移植后, 来源于胎牛及新生牛的克隆比来源于
成年牛的克隆具有更高的妊娠率和产后存活率。这

可能是由于来源于胎体及新生体的体细胞基因突变

少 , 具有更低的分化状态 , 因此 , 核移植后具有更
高的核重编程效率。 

1.5  不同物种的供体细胞对重编程的影响 

供体细胞需要在移入去核卵母细胞后, 很短的
时间内完成重编程过程。在大多数哺乳动物中, 成
熟的精子和卵子基因组是高度甲基化的, 在受精后
数小时内, 精子基因组发生主动去甲基化, 卵子基
因组在卵裂过程中依赖于 DNA的复制被动地、滞后
地去甲基化, 直到囊胚期, 胚胎基因组甲基化水平
达到最低[12]。核移植过程也是如此, 在早期的重构
胚当中体现出较高的去甲基化水平, 达到囊胚期时, 
去甲基化水平达到最低, 但是, 这一现象却没有发
生在羊或兔的重构胚当中, 并且在母牛中, 也只是
少部分发生。在 Beaujean 等[13]的实验中, 他们以绵
羊成纤维细胞作为供体, 绵羊卵母细胞为受体, 通
过 5-甲基胞嘧啶免疫荧光染色法, 检测其核移植之
后的DNA甲基化水平变化, 发现在早期的重构胚中, 
没有去甲基化的现象发生, 只在 2 细胞和 8 细胞之
间检测到极其有限的去甲基化现象, 到桑葚胚乃至
囊胚阶段再没有检测到去甲基化的现象发生。研究

者认为在绵羊和其他哺乳动物的早期胚胎发育过程
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中, 有着巨大的去甲基化的差异[14]。而且, 似乎不
止是绵羊存在这样的差异, 牛的供体细胞在植入前
阶段也存在一些差异, Wee等[4]用 TSA(Trichosta- tin 
A)处理牛的成纤维细胞发现, DNA的甲基化水平和
组蛋白的去乙酰化水平都有所降低, 而组蛋白的乙
酰化水平却没有明显改变, 但是牛的供体细胞这些
表观遗传修饰作用却并没有在其克隆胚的 DNA 甲基
化过程中显现。 

2  供体细胞的处理 

2.1  供体细胞的冷冻保存 

正常的供体细胞核移植后, 我们发现其在融合
率、卵裂率之间没有差异, 但是桑葚胚和囊胚的发
育率随着冷冻解冻次数的增多而降低。推测供体细

胞的冷冻解冻过程对在受体卵内的重编程能力造成

影响。但是, 冻存的牛胎儿皮肤组织细胞作供体与
源于新鲜组织的细胞作供体的重组胚, 在体外发育
能力上无差异。Ogura 等[15]用新鲜消化的、培养的

和冻存的成熟前卵母细胞克隆出小鼠桑椹胚或囊胚, 
经移植后均获得存活小鼠后代, 而且冻存细胞作供
体的胚胎移植后获得了 8个后代。供体细胞冷藏 1~2
周, 不影响早期重组胚的体内外发育能力, 这可能
是将体细胞进行冷藏处理也可使细胞迅速进入休眠

状态而获得某些修饰。 

2.2  供体细胞的血清饥饿处理及离子霉素激活 

血清饥饿对培养细胞的生长特性、DNA复制和
细胞骨架及消化后细胞的大小均有不同程度的改变, 
用血清饥饿的成纤维细胞作供体, 囊胚率显著高于
非血清饥饿组[6]。血清饥饿与非血清饥饿的区别在

于, 血清饥饿法是使供体细胞在 0.5%FBS的DMEM
液中,血清饥饿培养 5~7 d, 核移植前用胰蛋白酶消
化, 1 500 r/min 离心 5 min, 之后再应用于核移植; 
非饥饿法是在正常的含 10% FBS的 DMEM液中培
养供体细胞, 而后用胰蛋白酶消化后直接用于核移
植。在体细胞核移植研究中, 供体细胞 DNA的合成
与细胞分裂间的协调性是影响核移植胚胎发育的重

要因素, 直接影响着核重编程的能力。因此, 多用血
清饥饿法使细胞同步于细胞周期的 G0/G1 期, 以提
高核移植的效率。另外, Lacham-Kaplan等[16]用离子

霉素预激活供体细胞提高了重构胚的卵裂率与囊胚

率。这可能是由于; 预激活因素可以引起供体细胞

的活化, 供体细胞在移入卵母细胞内之前就开始恢
复细胞活动并为DNA的合成做好充分的准备, 这样
的细胞注入后与受体细胞在周期上可以取得较好的

协调性, 对发育以及其重编程过程有利[17]。 

2.3  促重编程试剂对供体细胞的处理 

组蛋白乙酰化和 DNA 甲基化是两种可遗传的
非基因序列变化的染色体改变, 即表观遗传学改变, 
这种改变与细胞分化有关。在正常受精过程中, 配
子处于低甲基化水平, 在胚胎发育早期这些甲基化
被擦除而形成胚胎基因的原始化、全能化。同样在

核移植过程中, 供核的表观遗传学改变也需要在胚
胎中得到恢复才能形成成功的克隆, 因此, 人为的
减少供核的表观遗传标记可能更有利于核重编程。

Jones 等[18]用去甲基化试剂 5-aza-dc(5-氮-2′-脱氧胞
苷)处理供体细胞后反而降低了克隆胚的囊胚发育
率, 这可能是由于 5-aza-dc 本身具有毒性, 其他学
者也没有成功的报道, 看来这一思路虽然不错, 但
合适的试剂与合理的剂量及处理时间还需要摸索。

Enright 等[7]研究了核移植过程中供体核的组蛋白乙

酰化水平 , 用荧光共聚焦显微镜 (Epifluorescent 
confocal microscopy)进行定性, 免疫荧光流式细胞
仪(Immunofluorescent flow cytometry)进行定量, 发
现不同的细胞类型、细胞周期的不同阶段以及不同

的处理过程均影响供体细胞的组蛋白乙酰化水平。

为了促进核重排, 用一种组蛋白去乙酰化抑制剂(曲
古菌素 -A, TSA)和 DNA 甲基化转移酶抑制剂

(5-aza-dC)处理供体细胞, 分别用来增加供体细胞的
组蛋白乙酰化水平和降低DNA甲基化水平, 结果发
现, 用组蛋白去乙酰化抑制剂 TSA处理可以提高囊
胚率 ; 用另一种组蛋白去乙酰化抑制剂丁酸钠
(NaBu)处理供体细胞核, 得到了同样的结论。以上
研究表明, 体细胞克隆胚胎中, 组蛋白乙酰化的重
编程是不完全的, 组蛋白去乙酰化抑制剂等试剂的
加入可以促进供体细胞的重编程。 

3  结  语 

近些年来, 人们对于供体细胞核移入去核的卵
母细胞后 , 所经历的重编程过程的研究逐渐深入 , 
但是它仍然是一个有待于开发的领域。目前, 人们
对于它的研究主要集中在重构胚的构建, 处理及其
发育水平上, 但是笔者认为, 从供体细胞的选择和
处理上着眼, 我们可以避免一些不必要的困扰, 加
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之后续的处理, 相信能够大幅度提高重构胚核重编
程的能力。 

克隆虽然在很多动物上都获得了成功, 但是效
率都普遍偏低, 围绕提高克隆率这一主题, 不仅要
着眼于供体细胞的选择和处理上, 卵母细胞的选择和
处理也同样面临着一系列的问题, 另外, 显微操作效
率的提高, 胚胎的培养体系的健全, 胚胎移植手术成
功率的上升, 都有待于我们进一步的探索和研究。 
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