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[摘要 〕 克隆动物是目前生物技术领域研究的热点之

当前国内外克隆动物的研究进展加以评述
。

其科学意义和应用价值重大
。

本文 对

[关键词 ]
_

兑隆动物
,

胚胎细胞
,

体细 胞

最近
,

英国克隆 了一只绵羊
“

多莉
” ,

震撼 r 世界
。 “

多莉
”

的出现
,

证明哺乳动物体细

胞可以复制出新个体
,

打破了只能使用胚胎细胞克隆动物 的传统
,

是划时代的成果
,

为发展

畜牧业展现出美好的前景
,

也为发育生物学
、

遗传学等学科的发展
,

进一步揭示生命的奥秘

提供 了广阔的思路
。

但同时人们担忧的是
,

如果用 该项技术克隆人类则将是灾难的降临
。

所

以
,

不少国家政府提出取消该项研究经费
,

禁止克隆人类
,

甚至禁止用克隆技术研究动物
。

然而
,

社会的发展
,

科技的进步
,

必然引起人们观念的转变
,

人们既然能发明克隆技术
,

也

有能力防止它给 人类带来的危害
。

克隆是英语
“ c l)< n e ”

的译 音
,

为无性繁殖之意
。

以这种

方式产生的动物
,

其外形
、

性能和基 因型都一样
,

亦可称复制动物
。

克隆动物除用体细胞核

移植以外
,

亦可通过胚胎分割
、

胚胎嵌合和胚胎细胞核移植等技术得到
。

胚胎分割

用显微术将未着床的早期胚胎一分为二
、

四或更多
,

然后分别移植给受体
,

妊娠产仔
。

一枚胚胎可克隆出两个或两个以上的后代
。

胚胎分割已得到多种动物的胚胎双生后代
,

是胚

胎移植的重要措施
,

也是性别鉴定和核移植等生物工程的基本技术
。

M ul a :
等于 19 6 8 年将

兔的 2一 8 细胞期胚胎一分为二
,

移植给受体获得成功
。

70 年代
,

利用胚胎分割先后得到 小

鼠 ( M u l le n ,

1 9 7 0 )
、

绵羊 ( T r o u n so n ,

19 7 4 )
、

牛 ( W i l la d s e n ,

19 8 1 )
、

山 羊 ( T s u n o d a ,

1 9 8 4 )
、

马 ( A l l e n
,

1 9 8 4 ) 和猪 ( R o r i r
,

1 9 8 5 ) 的同胚双生后代
。

8 0 年代以来
,

牛胚胎二分

割 已应用于生产
。

在胚胎四分割研究方面
,

19 8 1 年 w ill ad se n
首次得到同胚三羔和 同胚四羔

绵羊
。

同年
,

又得到牛的同胚二犊和同胚三犊
。

19 9 5 年
,

日本报道
,

得牛 同胚 四犊
。

据近

日报道
,

乌克兰科学家以胚胎单细胞移植克隆 出三头犊牛
。

1 9 8 6 年
,

西北农业大学 张涌
、

窦忠英等分别获得胚胎二分割 的同胚双 鼠和半 胚犊 牛
。

此后
,

陆续得奶牛 (谭丽玲等
,

1 9 8 7 )
、

IJJ 羊 (张涌等
,

1 9 8 7 )
、

兔 (杜森等
,

19 8 8 ) 同胚双

生后代
。

1 9 9 5 年陶涛等得半胚仔猪 23 头
,

但未进行同胚双生鉴定
。

在胚胎四分割研究方
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9 188年谭丽玲等得奶牛四分胚犊牛和同胚二犊
,

1 9 9 0 年窦忠英等得奶牛同胚三犊
,

1 / 4

胚移植妊娠率为 50 %
,

郭志勤等得同胚双羔绵羊
。

19 9 2 年徐宁等得同胚三 鼠 6 组
。

1 9 9 6 年

陶涛等得胚胎单细胞 (分裂球 ) 移植仔猪
。

2 胚胎细胞核移植

用显微术将单个胚胎细胞导入去除染色质的成熟卵母细胞
,

电融合后发育成胚胎
,

将该

重组胚胎移植给受体
,

妊娠产仔
。

理论上讲
,

一枚胚胎有多少个细胞
,

就可以克隆出多少个

动物
,

亦可将克隆的胚胎细胞再经核移植克隆出更多的动物
。

oB dn iiol 等 ( 1 9 9 0) 通过 2 次

连续核移植
,

得 8 头同胚犊牛
,

将一枚胚胎反复克隆得 19 0 多枚胚胎
,

这 比胚胎分割可得更

多动物
。

5 0 年代
,

美国科学家将胚胎细胞核移植用于两牺类动物和鱼类的研究
。

对于哺乳动物
,

则是从 1 9 81 年首次得胚胎细胞核移植小鼠后
,

相继得绵羊
、

牛
、

兔
、

猪等细胞核移植克隆

动物 [`一 7〕
。

在连续核移植方 面
,

目前 已得到牛六代克隆胚胎
,

三代克隆犊牛 (w ill a d s e n,

1 9 8 9 ; tS ic e ,

199 1
,

19 93 )
。

美国俄勒冈的科学家于 1 9 9 6 年 8 月用细胞核移植将猴的胚胎细

胞克隆出两只仔猴
,

但其程序复杂
,

操作难度大
,

成功率仅 1 % 一 6%
。

该项技术已引起商

业界的重视
,

美国等国家为此先后成立了牛克隆公司
,

但成功率过低未能如愿
。

我国胚胎细胞核移植的研究
,

从杜森等于 19 90 年克隆出家兔 3[] 后
,

陆续有山羊叫
、

兔

(王斌等
,

19 9 1 ; 唐铁 山等
,

1 9 9 4 ; 朱 裕 鼎等
,

1 9 9 3 ; 安 民
,

陈永 福 等
,

1 9 9 5 ; 周 琦等
,

1 9 9 6 )
、

牛 (谭丽玲等
,

19 9 5 ; 朱裕鼎等
,

19 9 6 )
、

猪 (窦忠项等
,

1 9 9 5 ; 陈乃清等
,

19 9 6 )

和小鼠 (湖南医科大学
,

1 9 9 7) 克隆成功
。

在连续核移植研究方面
,

中国科学院发育生物学

研究所和扬州大学合作于 19 9 3 年获得世界上第一批连续核移植 山羊 ; 唐铁 山等 ( 1 9 9 4) 得

连续核移植兔胚胎
。

目前
,

主要研究调控细胞周期
,

采用各种因子加速胞质和核的融合与激活
,

改进操作程

序
,

完善该项技术
,

提高克隆胚胎的成功率
。

3 胚胎干细胞核移植

胚胎干细胞 ( e m b r y o n i e s t e m C e l l
,

E S ) 是早期胚胎或原始 生长 细胞 ( p r im o r d i a l g e rm

ce n
,

P G )C 经离体抑制 分化筛选出在发育 阶段上类似于早 期胚胎的 内细 胞团 ( in en r 。 ell

m as s ,

IC M )
,

具有分化潜能和整倍体核型
,

既可进行离体培养
、

扩增
、

转化和筛选
,

又可

分化成包括生殖系在内的各种组织的全能性细胞
。

E S 细胞的重要价值在于
:
E S 细胞通过核

移植和细胞嵌合
,

可克隆出高产优质动物 ; 利用外源基因导入
、

基因敲除和基因突变
,

为基

因治疗提供有效手段 ; 也是基因转移改良品种的有效途径 ; 与定向诱导分化技术结合可得 医

用细胞株 ; 是研究哺乳动物胚胎发育
、

分化和遗传等问题的理想模型 5[]
。

利用胚胎干细胞

核移植克隆动物
,

即将胚胎细胞抑制分化
,

细胞数倍增
,

使每个细胞仍具有发育成个体的能

力
。

将这种细胞利用核移植技术导入去除染色质的成熟卵母细胞
,

电融合后发育成胚胎
,

移

植给受体
,

妊娠产仔
,

得克隆动物
。

这种方法要比胚胎细胞核移植可克隆出更多的动物
。

E s 细胞的价值已引起世界各国学者的关注
。

目前已分离得到小鼠的 E S 细胞系 6[]
。

其

它如仓 鼠
、

大鼠
、

水貂
、

家兔
、

猴子
、

绵羊
、

猪和牛等动物仅得类 E s 细胞 17一 l0]
。

类 E s 细
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胞在形态结构及分化能力方面类似于小鼠 S E细胞
,

但未能证实是否参与生殖系嵌合体的形

成
。

1 9 8 4 年
,

iN
e m an

n 和 tS er lch en ko 建立了兔的类 E S 细胞系
,

在嵌合体实验 中得到 5 只仔

兔
,

但尚未来得 及鉴定就被母兔吃掉 了
。

19 9 0 年
,

N ot ir an in 采用 S T O 饲养 层得到猪的类

E s 细胞系
,

P ie d ar ih t a 和 st oj e k 亦建立 了猪的类 E s 细胞系
,

w h ee le : 也宣称获得了参与嵌合

体形成的猪的 E s 细胞系
,

但未能证实是否发 生生殖系嵌合
。

T s u ch iy a
等 ( 19 9 4) 得到了绵

羊的类 E S 细胞克隆
,

但生长慢
,

仅传 4 代
。

19 9 4 年 c a m p be ll 等分离得绵羊胚胎类 E S 细

胞 [“ l
,

以此细胞核移植得 5 只威尔士雌性 山地羊羔
。

1 9 9 3 年 is m s
建立 了牛的类 E s 细胞

,

传代 10 1 天
,

核 移植
,

1 3 头受体妊娠
,

产 4 头犊牛
。

19 9 4 年 S t r e l e h e n k o 和 S t i e e 建立 了牛

的类 E S 细胞
,

传代 12 个月
,

形态未分 化
,

核移植
,

胚胎在受体牛子宫内发育 35 一45 天 ;

嵌合体胚胎在受体牛子宫内发育 80 天
。

1 9 9 4 年 I3on gs 。 等得人类的类 E s 细胞克隆 【̀2」。

19 8 9 年尚克 刚等
、

19 90 年 丛 笑倩等分 别建 立 了小 鼠 E S 细 胞系
,

并得 到 嵌 合体 小

鼠 [ ` 3一 ` 5了
。

1 9 9 5 年赖学 良得到了兔的类 E s 细胞和一 只皮毛嵌合体仔兔
。

本实验室培养小鼠

类 E S 细胞传至 9 代
,

未见形 态分化
,

经证明具有多能性 [ `“ ) ; 利用小鼠成纤维细胞饲养层得

到 了猪的类 E S 细胞
,

传二代
,

胚胎细胞附着生长率为 2 6
.

7 %
,

形成的类 E S 细胞克隆率为

13
,

3 % ; 同样
,

利用小鼠成纤维细胞饲养层得牛的类 E s 细胞
,

传二代 〔̀ 7〕
,

胚胎细胞附着生

长率为 47
.

1 %
,

I C M 克隆率为 47
.

1%
,

形成的类 E S 细胞克隆率为 41
.

2 %
。

此外
,

还对小

鼠
、

猪和牛的类 E S 细胞的生物学特性
、

分离培养的差异进行了对 比
。

阻止胚胎细胞离体培养分化
,

使之继续增殖
,

是建立 E S 细胞 系的关键
。

这不仅要寻找适

宜的分化抑制物和体外培养的各种附加成分
,

还须摸清培养 E S 细胞的最适条件等
。

目前
,

研

究选用饲养层细胞
、

条件培养基和 /或添加某些抑制分化因子
,

如髓样白血病抑制因子
、

表皮生

长因子和胰鸟素样生长因子
,

亦有用肿瘤抑制因子 M 等进行 E S 细胞的分离与克隆
。

w il m ut 等汇’ “」采用 9 日龄 Poll D o sr e e
绵羊胚胎分 离胚胎 干细胞

,

在培养基 中添 加 D I A /

L I F
,

将 8 日龄的细胞胚盘以酶消化离散后移至新的饲养层上传
,

至第 8 代时
,

绝大多数细

胞染色体为 54 条
,

以第 7一 9 代的细胞作为核供体
,

在核移植前进行休眠处理
。

融合重组胚

胎 35 8 枚 ( 82
.

8 % )
,

由中间受体重组胚胎 2 31 枚 ( 8 5
.

3 % )
,

其中桑囊胚 90 枚 ( 39 % )
。

将

7 2 枚移植给 2 7 头受体
,

妊娠 14 头 ( 51
.

8 % )
,

产羔 4 只 ( 5
.

6 % ;) 体外培养重组胚 92 枚
,

发育成桑囊胚 36 枚 ( 39 % )
,

将 15 枚移植给 5头受体
,

1头妊娠 ( 20 % )
,

未能产羔
。

4 胎儿成纤维细胞核移植

从妊娠早期胎儿分离出单个成纤维细胞
,

导入去除染色质的成熟卵母细胞
,

融合
、

发育

为胚胎
,

移植给受体
,

妊娠产仔
,

产生克隆动物
。

这比胚胎 干细胞克隆动物更进 了一步
,

因

为成纤维细胞是分化了的细胞
,

它发育成新的个体
,

是动物体细胞全能性理论的突破
。

w il m ut 等 [`“ ]将 26 日龄黑威 尔士绵羊胎儿切碎
,

用胰蛋 白酶消化分离成纤维细胞
,

在

B H K 21 中培养
,

添加 L
一

谷氨酞胺 ( Zm M )
、

丙酮酸钠 ( l m M ) 和 10 % 的胎牛血清
。

培养至

四代时
,

大多数成纤维细胞具有 54 条染色体
,

在 4一 6 代时用作核供体
。

细胞核移植的方法

与前同
。

给苏格兰黑面母羊注射 G n R h 28 一 33 小时后采集卵母 细胞
,

并尽快去除染色质
。

在含 1 % 胎牛血清的无钙
、

镁磷酸盐缓冲液 中检卵
,

移入含 10 % 胎牛血清无钙 M Z 培养液

(3 7℃
,

5 % C O Z ) 培养
。

降低培养液中血清的浓度 (5 天内降至 0
.

5 % )
,

使供核细胞休眠滞
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留在 0 G期
。

用电脉冲使供体细胞与去核卵母细胞融合和激活卵母细胞
。

大多数重组胚胎移

入用 Gn RM处理 3 4一 3 6小时后的绵羊结扎的输卵管内培养
,

少数体外培养
。

将发育至桑套

胚或囊胚的胚胎移入终末受体母羊
,

妊娠产仔
,

得到融合重组胚胎 172 枚 ( 84
.

7 % )
,

由中

间受体回收胚胎 1 2 4 枚 ( 8 6
.

7 % )
,

其中桑囊胚 34 枚 ( 2 7
.

4 % )
。

将该 34 枚移植给 10 头终

末受体
,

妊娠 4 头 ( 40 % )
,

产羔 2 只 ( 5
.

9% ) ; 体外培养 24 枚组合胚
,

其中桑囊胚 13 枚

( 5 4
.

2 % )
,

将 6 枚桑囊胚移植给 6 头受体
,

1 头妊娠 ( 16
.

7 % ) 产仔一 只 ( 16
.

7 % )
,

羔羊

衰弱
,

产后几分钟死亡
。

所生羔羊都显示了核供体的形态学特征
,

与提供卵母细胞的母羊不

同
。

经多态位点分析
,

证实他们来 自核供体细胞群
。

5 体细胞核移植

将动物体细胞抑制培养
,

使其处于休眠状态
,

导人去除染色质的成熟卵母细胞
,

克隆胚

胎
,

移植给受体
,

妊娠产仔
,

克隆出动物
。

理论上讲
,

体细胞核移植可无限制地克隆动物
。

W il m ut 等用一头 6 岁妊娠后 1 3/ 时期的 iF
n n D or se t

绵羊的乳腺细胞 (其中 90 % 以上为乳腺

上皮细胞
,

含少量肌上皮细胞
、

成纤维细胞
,

其中还夹杂有干细胞 )
,

将分离出的乳腺细胞

传 3一 6 代 作 核 供体
,

融 合重 组 胚 胎 2 7 7 枚 ( 6 3
.

8 % )
,

从 中 间 受体 回 收胚 胎 2 47 枚

( 8 9
.

2% )
,

其中桑囊胚 2 9 枚 ( l r
.

7 % )
,

移植受体 1 3 头
,

妊娠 1 头 ( 7
.

7 % )
,

妊娠期 1 4 8

天
,

产羔 1 只 ( 3
.

4% )
,

重 6
.

6 k g
,

发育 良好
,

形态学特征和供核羊相 同
,

而与提供卵母细

胞的母羊不同
,

这就是
“

多莉
” 。

经过 D N A 分析
,

确认
“

多莉
”

是 由核供体的乳腺细胞发

育而来
。 “

多莉
”

的问世
,

冲破了用胚胎细胞克隆动物的传统方式
,

为培养良种家畜
、

生产

某些药物
、

提供能被人体接受的移植器官
、

建立实验动物模型等开辟了新的途径
。

另外
,

罗

期林研究所培养出一只奶中含治疗血友病药物的转基因羊
,

给患者带来福音
。

6 胚胎嵌合

将两枚或多枚胚胎细胞聚合共同发育成一个胚胎
,

称为嵌合体 ( 。 ih m er a)
。

将该胚胎移

植给受体
,

妊娠产仔
,

如果仔畜具有以上两枚或多枚胚胎的细胞成分者称之为嵌合体动物
。

如将两枚胚胎各分割为相同等分彼此嵌合
,

可以克隆出含两种胚胎细胞相同的多个嵌合体动

物
。

如同种黑
、

白鼠胚胎嵌合
,

生黑白相间的花鼠 ; 不同属的绵羊和山羊胚胎细胞嵌合
,

生

绵山羊
,

具有两者特征
,

为一个新物种
。

利用该项技术亦可检测动物胚胎干细胞的全能性
,

即将胚胎干细胞和同种类动物胚胎嵌合
,

如生下包括生殖系在内的嵌合体
,

即可确认该干细

胞具有全能性
。

胚胎嵌合在畜牧业生产中有重要意义
,

如对水貂
、

狐狸
、

绒鼠等毛皮动物进

行胚胎嵌合
,

可得传统方式得不到的皮毛花色后代
,

提高商品价值
。

利用该项技术可以克服

动物种间杂交繁殖障碍
,

创造新物种
,

进行异种动物彼此妊娠产仔
,

加快珍稀濒危动物的繁

殖
。

例如
,

利用其它动物代替珍贵的大熊猫妊娠产仔
,

加快其繁殖 ; 也可培育含人类细胞成

分的猪
,

供人类器官移植用
。

自 T a r k o w s k i ( 1 9 6 1 ) 得小鼠嵌合体后 [` 9 ]
,

相继得大鼠
、

兔
、

牛
、

猪
、

山羊嵌合体以及

大鼠
一

小鼠
、

绵羊
一

山羊
、

马
一

斑马和牛
一

水牛等属间嵌合体〔20 一 2’]
,

可以胚胎 (或细胞 ) 聚合
,

囊胚注入和囊 胚重 组等技术制作嵌 合体
。

我 国的胚 胎嵌合研 究
,

已得 小 鼠 (李幼兰 等
,

2 9 5 2 ; 张锁链等
,

19 5 9 )
、

家兔 (赖良学
,

1 9 9 5 )
、

山羊 〔2 5〕和猪 (沈三俱
,

1 9 9 0 ) 嵌合体
。
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近几年来
,

克隆动物的研究 日新月异
,

有的 已用于生产
。 “

七五
”

以来
,

国家科委
、

国

家自然科学基金委员会
、

农业部等部门对动物胚胎工程的研究特别重视
,

多次立题
,

组织力

量协同攻关
,

在胚胎分割
、

胚胎细胞核移植等方面取得了较大的进展
。

在国际上克隆出的动

物中
,

除个别外
,

我国均 已克隆成功
。

但这与体细胞克隆动物的成功 尚存在质的差距
。

今

后
,

我们应加大投资
,

完 善技术
,

提高成功率
,

对促进科学研 究
,

发展畜牧业 生产作 出贡

献
。
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