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摘要  尽管体细胞克隆在绵羊、牛、小鼠、猪、山羊、兔、猫、大鼠和骡子等物种中都获得了成功, 但
却未能得到狗和猕猴的克隆个体, 而且克隆效率非常低. 克隆效率低使体细胞克隆技术在科研和生物
技术等方面的应用受到限制. 供体核移入去核的卵细胞后, 必须经过表观遗传修饰的重编程, 回到胚胎
开始发育的全能状态. 目前认为: 供体核的不完全重编程是导致克隆效率低的主要原因. 本文从 DNA
甲基化、组蛋白乙酰化、X 染色体失活、端粒、印记基因以及其他发育相关基因的表达几个方面来探
讨影响克隆效率的因素. 
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1997 年克隆绵羊“多莉”的诞生引起了世界的关注
[1], 接着许多哺乳动物被成功地克隆[2~8], 体细胞克隆
将一个崭新的世界呈现在我们面前. 这一技术的发展
与应用对动物生产、医药工业以及珍稀濒危动物的拯救

有重要意义[9~11]. 目前, 虽然体细胞克隆在许多物种中
获得了成功, 但克隆的效率却非常低, 只有低于 4%的
重组胚胎可以发育成个体[12]. 克隆中存在的主要问题
有: 孕期流产率高, 围产期死亡率高, 胎儿过度生长以
及出生后生长异常. 在体细胞克隆中, 供体核来自高度
分化了的体细胞. 在分化过程中, 体细胞核获得了高度
特异的DNA和染色质的表观遗传修饰 (epigenetic 
modification), 这些修饰导致了分化状态的细胞记忆. 
由于供体核支持克隆胚胎的发育, 所以当供体细胞核
被移入去核的卵细胞后, 供体核必须经过这些表观遗
传修饰的重编程(reprogramming), 激活对胚胎早期发
育有重要作用的基因, 并抑制与分化相关基因的表达, 
从而获得发育的全能性[13]. 目前认为: 供体核的不完
全重编程, 导致在发育过程中有重要作用的基因没有
表达或异常表达, 是克隆效率低的主要原因[14]. 关于
供体核的重编程 , 目前研究主要集中在DNA甲基化
(DNA methylation)、组蛋白乙酰化(histone acetylation)、
X染色体失活 (X-chromosome inactiviation)、端粒
(telomere)、印记基因(imprinting gene)等几个方面, 本文
结合我们课题组的研究结果, 对这些因素影响体细胞
克隆的分子机理进行总结.  

1  DNA甲基化 
DNA甲基化是基因组的主要表观遗传修饰方式, 

是调节基因组功能的重要手段. 分化体细胞的甲基化

形式是稳定的和可遗传的. 然而在哺乳动物中, 至少有
两个发育阶段(生殖细胞和植入前胚胎), 其甲基化的形
式在基因组范围内发生重编程, 从而产生具有发育潜
能的细胞[15]. 在哺乳动物和其他脊椎动物中, 甲基化位
点主要发生在CpG双核苷酸序列中胞嘧啶的 5号碳原子
上[16]. CpG岛(CpG island)是基因组中富含CG的一段短
的DNA序列 . 最早由Gardiner-Garden和Frommer[17]提

出的定义是: 一段富含CG并大于 200 bp的DNA片段, 
CpG出现的观察值与期望值(observed/expected  ratio)的
比率大于 0.6.  对DNA片段的大小以及CpG的含量稍加
修改, 使之更严格一些, 便可将相当数量的短的外显子
区域和寄生重复序列排除在外. CpG岛一般位于管家基
因(housekeeping gene)和 4%的组织特异性基因的启动
子和第 1 个外显子区域. 在细胞分化的过程 中, 基因
的甲基化状态将遗传给后代细胞. DNA甲基化的研究
与CpG岛的研究密不可分. DNA甲基化在组织特异基
因表达、印记、X染色体失活、维持基因组稳定以及减
少哺乳动物转位子的流动中都有相当大的作用[18]. 

哺乳动物胚胎早期发生的重编程是非常保守的, 
而体细胞克隆所用的供体细胞, 如胎儿和成年成纤维
细胞、胚胎干细胞以及其他类型的高度分化的体细胞 
中, 基因组具有较高的甲基化水平, 具有体细胞的典型
特征[19]. 在克隆牛植入前的胚胎中, 发现了基因组重复
序列异常的甲基化状态[19~21]. 其中Kang等人[19]对体细

胞克隆中甲基化的重编程进行了研究, 他们用亚硫酸
盐测序法检测体细胞克隆牛桑椹胚和囊胚的几个重复

序列和单一序列, 发现其甲基化水平明显高于正常胚
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胎, 与供体细胞的甲基化水平相似. Dean等人[20]用 5-甲
基胞嘧啶免疫荧光抗体法(Anti-5-methyl cytosine im-
munofluorescence)检测克隆牛桑椹胚处于细胞分裂中
期的细胞核, 也发现了较高的甲基化水平. 这是由于在
克隆牛的胚胎中, 当供体成纤维细胞核被移入去核的
卵母细胞后, 基因组发生了一些去甲基化(主动去甲基
化的影响), 然而在 2-细胞以后的胚胎中, 没有发生进
一步的去甲基化, 相反, 大部分克隆胚胎发生了过早的
重新/从头(de novo)甲基化. 此外, 克隆胚胎过早地进
行类似分化核的甲基化形式重组[20]. 然而在正常牛的
胚胎中, 基因组从受精卵开始发生主动去甲基化, 甲基
化水平在 8-细胞胚胎进一步降低, 一直持续到 16-细胞
的胚胎, 这时胚胎发生重新/从头甲基化. 用反向高效
液相色谱分析(reverse-phase HPLC)检测克隆牛整个基
因组水平的 5-甲基胞嘧啶含量, 发现核移植的胎儿中
5-甲基胞嘧啶的含量降低, 并且克隆牛胚胎的存活与
基因组范围甲基化的状态密切相关[22], 表明在大多数
植入前的克隆牛的胚胎中, DNA甲基化的重编程是不
充分的, 特别是去甲基化不完全. 这可能是由于体细胞
核内含有体细胞形式的甲基化转移酶Dnmt1, 其不同于
卵细胞形式的甲基化转移酶, 主要用于维持基因组的
甲基化水平. 在克隆小鼠植入前的胚胎中, 发现其异常
表达了体细胞形式的Dnmt1[23], 从而证实了以上推测. 
可以推断基因组序列的异常重编程导致了克隆的发育

问题, 特别是当重新/从头甲基化与细胞核的重组和细
胞分化相联系的时候[15]. Kang等人[24]以体细胞克隆牛

植入前的胚胎为材料, 研究基因组在整体去甲基化后, 
序列特异位点(促生长激素神经肽基因序列)的重新甲
基化状态, 发现在供体核被移入去核卵母细胞后, 此位
点迅速完成去甲基化, 发育到囊胚时, 在相应的CpG位
点精确完成重新甲基化, 说明在克隆动物中, 基因组甲
基化修饰的重编程具有序列位点特异性. 同样用亚硫
酸盐测序法检测克隆猪植入前胚胎的着丝粒微卫星和

PRE-1 短散布重复序列的甲基化状态, 发现这些重复
序列在细胞核分裂过程中, 其去甲基化的模式与正常
受精卵中检测到的相似[25], 这与克隆牛中观察到的结
果有所不同, 说明克隆动物的供体核基因组的甲基化
表观遗传修饰的重编程存在种间差异. 然而, 关于分化
的细胞如何进行核重编程, 基因组甲基化的形式在胚
胎发育过程中如何建立, 以及在体细胞克隆中, DNA甲

基化的表观遗传修饰恢复到何种程度才能保证克隆的

成功, 都是需要我们进一步研究的问题. 

2  组蛋白乙酰化 
在真核细胞中, DNA与组蛋白是染色质的主要成

分. 染色质结构与基因活性密切相关, 通过组蛋白乙酰
化和去乙酰化来修饰染色质的结构, 在DNA复制、基因
转录及细胞周期的调控等方面有重要作用. 组蛋白是
一组等电点大于 10的碱性蛋白质, 在进化上十分保守. 
真核生物的染色体上主要含有5种组蛋白, 即核心组蛋
白H2a, H2b, H3, H4及连接组蛋白H1. 核心组蛋白八聚
体(H2a, H2b, H3, H4各两分子组成)、连接组蛋白H1和
150 bp的DNA共同组成了染色体的基本单位——核小
体. 组蛋白乙酰化反应多发生在核心组蛋白N端碱性氨
基酸集中区的特定Lys残基. 组蛋白乙酰转移酶(histon 
acetylase, HAT)和脱乙酰转移酶 (histone deacetylase, 
HDAC)的作用是将乙酰辅酶A的乙酰基移去或增加到
组蛋白Lys的ε -NH3+上, 从而进行基因表达的调控[26]. 
组蛋白上增加的乙酰基中和掉一个正电荷, 这样可减
弱组蛋白与带负电的DNA骨架的相互作用, 促进组蛋
白-DNA复合物的结构松散, 使转录因子容易结合到其
在DNA上的作用位点, 从而促进基因的转录[27,28]. 组
蛋白乙酰化状态呈多样性, 核小体上有多个位点可供
乙酰化, 但特定基因部位的组蛋白乙酰化和去乙酰化
以一种非随机的、位点特异方式进行. 

在体细胞克隆中, 关于组蛋白乙酰化的研究还不
是很多. Santos等人[29]研究了组蛋白H3 第 9 位赖氨酸
(H3-K9)的甲基化和乙酰化在体细胞克隆牛植入前胚胎
中的状态, 发现在正常的胚胎中, H3-K9 的甲基化和
DNA的甲基化变化是平行的; 而在克隆牛的植入前胚
胎中, H3-K9的过高甲基化伴随DNA的过高甲基化, 说
明在哺乳动物的胚胎中, DNA的甲基化和组蛋白的甲
基化有机械的联系. Enright等人[30]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(组蛋
白H3第 18位赖氨酸、组蛋白H4第 8位赖氨酸和连接
组蛋白H1)水平. 为了促进核重排, 用一种组蛋白去乙
酰化抑制剂(毛发抑制素-A, TSA)和DNA甲基化转移酶
抑制剂(5-氮-2′-脱氧胞苷, 5-aza-dC)处理供体核, 分别
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用来增加供体核的组蛋白乙酰化水平和降低供体核的

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[31]; 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[32]. 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的
加入可以促进供体细胞的重编程. 而有关体细胞克隆
中组蛋白乙酰化的研究是一个有待深入探索的领域. 

3  X染色体失活 

在哺乳动物中, 雌性动物体细胞的剂量补偿通过
一条X染色体的沉默来实现, 即X染色体失活[33]. 在胚
胎植入前, 雌性胚胎的两条X染色体均具有转录活性. 
细胞分化时, 一条X染色体失活并沉默. Xist (X-inactive 
specific transcript)基因在X染色体失活中起重要作用, 
它编码非翻译的RNA, 启动X染色体的失活. Xist基因
在X染色体的失活中心(X-chromosome inactive center, 
XIC)开始转录, 并使整条染色体转录失活[34, 35]. 

哺乳动物中, X染色体失活发生在囊胚发育的后期, 
两条X染色体发生随机失活. Eggan等人[36]用X-linked绿
色荧光蛋白监视克隆小鼠胚胎中的X染色体失活, 来研
究克隆过程是否重设雌性体细胞核中两条X染色体的
表观遗传差异(epigenenic differences). 结果发现在克隆
胚胎的分裂阶段, 两条X染色体均有活性, 随后X染色
体在胚胎组织发生随机失活; 然而在滋养外胚层, Ｘ染
色体失活是非随机性的, 供体细胞中失活的Ｘ染色体
被特定选择失活. 当用两条X染色体均有活性的胚胎干
细胞作为供体细胞时, 在滋养外胚层和胚胎组织中Ｘ
染色体均发生随机失活. 结果表明, 克隆过程可以移去
并重新建立X染色体上的表观遗传标记 (epigenenic 
mark), X染色体失活在克隆小鼠中似乎是正常的, 但此
研究只分析了少数活的克隆动物. Wrenzycki等人[37]研

究了克隆牛植入前胚胎中X-linked的G6PD, PGF和Xist
基因的表达, 得出了相同的结论. Xue等人[38]通过研究

MAOA及 9 个X-linked的基因在存活和死亡克隆牛中的
表达, 发现 10个基因中有 9个异常表达, 而且Xist基因
处于过低甲基化水平, 表明不完全的核重编程可能使X
染色体上产生异常的表观遗传标记, 影响了随机的和
印记的 X染色体的失活 . 此结论与 Eggan[36]和

Wrenzycki[37]的研究结论不同. 这可能是由于所研究的
是不同物种(小鼠与牛)和不同的组织(整个植入前的胚
胎与单个组织)造成的. 

4  端粒  
端粒(telomere)是一种位于真核细胞染色体末端的

DNA-蛋白质结构, 它由串联的重复结构(5-TTAGGG- 
3′  )n组成, 此重复结构在脊椎动物中很保守. 端粒位于
染色体DNA的末端, 具有防止核酸酶降解、染色体间融
合及染色体间非正常重组的功能, 从而起到保护染色
体完整的作用 [ 3 9 , 4 0 ] .  在DNA的复制过程中 ,  普通 
DNA聚合酶通常不能复制后随端粒DNA链至终端, 使
得每经过一次细胞分裂, 端粒DNA便会丢失 50 至 200 
bp长度的片段[42], 因此可以把端粒当作计数细胞分裂
的“分裂钟”[41,42]. 端粒缩短的程度与细胞分裂的次数
有关, 当端粒达到某一临界长度时, 细胞停止分裂, 开
始出现分化[43]. 端粒的延长是由端粒酶(telomerase)来
完成的. 端粒酶是一个多亚基的蛋白核酸复合物, 它由
两种基本的亚基组成 : 端粒酶RNA亚基(telomerase 
RNA unit, TR)和端粒酶反转录酶亚基(telomerase rever- 
se-transcriptase, TERT), 前者提供合成重复结构的模板, 
后者进行转录. 正常体细胞中的端粒酶没有活性, 而端
粒酶的活性存在于生殖细胞, 某些干细胞及某些肿瘤
细胞中, 通过复制端粒末端的重复序列而起到稳定端
粒的作用, 这可以把完整的染色体传给后代[44]. 

哺乳动物受精后, 胚胎的端粒长度进行调整. 体
细胞一旦开始分化, 端粒长度便会逐渐缩短. 这就提出
了一个问题: 体细胞克隆动物是否会遗传供体核缩短
了的端粒, 从而导致过早衰老. Shiels等人[45]分析了首

例体细胞克隆绵羊“多莉”的端粒长度, 发现其明显短
于同龄羊, 而与供体乳腺细胞的端粒长度相当. 然而在
对体细胞克隆牛的研究中没有发现端粒缩短的现象
[46,47]. 用接近衰老的胚胎细胞作为供体核, 通过克 隆, 
端粒的长度和细胞的寿命均得到恢复, 甚至延长 [48]; 
而且克隆牛胚胎中端粒酶的活性也恢复到与正常受精

相似的水平[46]. 在体细胞克隆小鼠中, 端粒的长度也
得到恢复[49]. 因此, 端粒复原存在于大部分克隆动物
中, 端粒缩短可能不是造成克隆动物高死亡率的最主
要的原因. 

5  印记基因的表达 

同源染色体上基因表达活性不同的遗传现象称为

基因组“印记”. 印记基因与胚胎生长、发育以及胎盘的
功能有关[50]. 大多数父源印记基因促进胚胎生长, 而
大多数母源印记基因抑制胚胎生长. 这种现象可用印
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记的遗传对抗理论(imprinting genetic conflict theory of 
imprinting)来解释, 此理论认为: 父源印记基因通过从
母体获得更多的营养来促进胚胎生长, 相反, 为了成功
地妊娠, 母源印记基因要协调胎儿需求与母体供应间
的平衡[51]. 印记起始于配子形成时, 被成熟的配子携
带而进入胚胎[52]. 通过对大量印记基因进行研究, 结
果表明甲基化可能是印记修饰的最可能机制, 基因印
记的获得与DNA甲基化变化是高度一致的, 而富含CG
的差异甲基化区(differentially methylated region, DMR)
就是基因印记的靶向位点, 即印记中心(imprinting cen-
ter, IC). 在小鼠中, 发现的印记基因已有 50 多个(http: 
//www.mgu.har.mrc.ac.uk). 

胚胎生长异常在体细胞克隆动物中具有普遍性, 
表现为胎盘与出生重的增加. 在印记基因异常表达的
遗传病人和印记基因定点敲除的小鼠中, 存在着类似
的表型异常. 那么就提出了一个问题: 在克隆中表现出
的某些异常是否由某些印记基因的异常表达造成[53]. 
关于印记基因在克隆小鼠中的表达, 已有一些研究报
道. 为了研究基因表达与克隆动物存活及过度生长的
关系, Humpherys等人[54]研究了经核移植胚胎干细胞所

获得的克隆小鼠印记基因的表达状况, 发现胚胎干细
胞基因组的后成状态非常不稳定, 大多数克隆小鼠中
印记基因表达发生异常, 没有一个克隆胚胎被检测的
基因是全部正常表达的. Ogawa等人[55]分析 8个印记基
因在克隆小鼠(胚胎干细胞为供体细胞)胚胎和胎盘中
的表达情况, 发现了H19 和IGF2 的异常表达以及H19
和IGF2R基因的异常甲基化状态; 而且还发现IGF2 的
异常表达可能导致了胚胎和胎盘的过度生长. 在另一
篇报道中也发现了H19 和IGF2 在胚胎和胎盘中的异常
表达以及H19和Snprn基因的DMR区域的异常甲基化状
态[56]. 研究克隆羊中H19-IGF2 和IGF2R基因, 同样发
现了IGF2R第 2 个内含子的DMR区域和H19 上游含有
多个CTCF结合位点的DMR区域的异常甲基化状态[57]. 
由此可见, 印记基因位点的异常重编程可导致克隆动物
的表型异常. 在核移植动物中, 有关克隆动物表型异常
是否与特定基因相联系, 以及供体核的异常重编程是
否导致一些基因的随机异常表达的研究很重要. 

6  其他与发育相关基因的表达 
胚胎发育是一个沿时空顺序, 形态上发生剧烈、复

杂变化的过程. 在调控胚胎发育的基因和基因簇中, 最
典型的是同源框Hox基因, 此外还有Oct4, FGF, IL, 

Chk1 等. 人们研究了核移植后植入前胚胎中供体核转
录活性的整体变化, 发现供体核缺失重编程或不完全
重编程 [58~61] . 用RT-PCR对单个基因的表达进行研究, 
发现猪的β-actin-GTP基因 [62] , 牛的TEC-3 [63] , Oct4, 
FGF2, FGFr2, gp130, PolyA 聚合酶基因[14], LDH, 柠
檬酸合酶和PFK基因 [64] , 在正常受精的和克隆的胚胎
中有相似的转录模式. 在牛的植入前囊胚阶段, 发现了
一些异常表达的基因, Mash2 基因表达升高, DNMT表
达降低, hsp70表达缺失, INF基因表达不稳定[65]. 在用
颗粒细胞作为供体细胞得到的克隆牛胚胎中, FGF4, 
FGFr2和IL6基因的表达异常[14], 但在用胚胎上皮细胞
作为供体细胞进行的克隆中, 未发现FGFr2, IL6 的异
常表达 [66] . 可见不同的供体细胞系和不同的核移植程
序会影响基因的表达. 所有这些研究均不能解释克隆
胚胎在植入时大量死亡. 有些克隆动物在出生后不久
死亡, 并表现出器官的异常, 为了研究克隆动物出生死
亡以及器官异常的可能分子机理, 我们课题组应用荧
光定量(real-time quantitative)RT-PCR技术, 研究了
PCAF, XIST, FGFR2, PDGFRa, FGF10, BMP4, Hsp70
和VEGF等 8 个发育相关基因在新生死亡克隆牛心、 
肝、脾、肺、肾和大脑 6 个组织中的表达. 结果发现, 
BMP4, FGF10和 Hsp的异常表达与所有被研究的 6个
组织的异常有关; PDGFRa的异常表达与 5个组织(心、
脾、肺、肾和大脑)的异常有关: VEGF的异常表达与 4
个组织(心、肝、脾和大脑)的异常有关; PCAF的异常表
达与 3 个组织(心、脾和肝)的异常有关, 由于这些基因
在胚胎发育和器官的形成过程中具有重要作用, 所以
它们的异常表达可能导致克隆动物的器官异常以及出

生死亡. 
转录因子 Oct4 在胚胎卵裂阶段表达, 其正确表达

为囊胚分化以及囊胚以后阶段的胚胎发育所必须. 胚
胎早期发育的一些重要基因的表达受其调控 ,  包括 
FGF4, Rex-1, Sox-2, OPN, HCG, Utf-1基因[67], INF基因
[68]和其他一些假定的下游基因, 包括肌酸激酶B, Ma-
korin 1 ,  Importinβ ,  组蛋白H2A.  Z, 核糖体蛋白 
S7[69]. 转录因子Oct4 在体细胞克隆动物中的表达备受
人们的关注. Boiani等人[72]研究了Oct4在体细胞克隆小
鼠植入前胚胎中的时空表达, 发现Oct4 基因起始表达
的时间是正确的, 但空间表达的位置发生了异常 [70]. 
Bortvin等人[71]研究了克隆小鼠胚胎中Oct4以及另外 10
个在发育表达形式上与Oct4 相似的基因, 发现只有
62%的来自卵丘细胞的克隆囊胚正确表达这些基因. 

http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/
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因此, Oct4基因重编程的异常会导致克隆的失败, 通过
促进与Oct4 有类似作用的转录因子的重编程, 可能会
找到控制体细胞克隆成功的关键. 
7  结语 

体细胞克隆技术在动物育种和拯救濒危动物方

面具有广泛的应用价值 , 尤其是应用体细胞克隆技
术生产转基因动物来制备高效表达外源基因的各种

生物反应器, 从而克隆动物变成了“制药工厂”, 这为
医药蛋白的生产提供了一条经济有效的途径 . 本课
题组已经建立起以不同类型的转基因细胞为核供体

生产转基因克隆牛胚胎的技术 [73,74], 目前已经得到
转人的乳铁蛋白(lactoferritin)基因和转人的岩藻糖转
移酶(fucosyltransferase)基因的体细胞克隆牛 , 后面
将陆续有转人的溶菌酶(lysozyme)基因和转人的α-乳
清蛋白(α-lactalbumin)基因的体细胞克隆牛出生. 体
细胞核移植的重要意义还在于治疗性克隆 , 即通过
核移植技术, 以病人的细胞为供体构建重组胚胎, 然
后从重组胚获取与病人遗传构成相同的胚胎干细胞, 
可从根本上克服免疫排斥反应 . 克隆效率是影响体
细胞克隆技术应用的最大障碍 , 核移植后几小时内
发生的供体核的分子重排事件 , 决定了克隆胚胎的
命运. 然而我们对此知之甚少. 尽管通过优化核移植
的程序可以提高一些克隆效率 , 但期望得到更大的
提高也许还必须通过干预和促进供体核的核重排来

实现 . 通过在核移植以前使用促进核重排的复合物
或重构因子来去除体细胞的后成修饰 , 也许能够提
高核移植的成功率. 
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