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摘要 哺乳动物异种克隆是通过异种核移植和异种妊娠两个 关键技术来实现的
.

对喃乳动物异

种克隆的原理
,

存在的问题和可能的解决办法进行 了阐述
,

并对近年来本实验室以及 国际上该领

域中的研究进展作 了介绍
.

关键词 异种克隆 异种核移植 异种妊娠 哺乳动物

哺乳动物的体细胞克隆 已在绵羊
、

小鼠
、

山羊
、

牛
、

猪
、

兔
、

猫等动物上获得成功
,

这些都属于同种

克隆
,

即构建重构胚所用的供体细胞和受体卵母细胞

都是来源于同一物种
.

相对于同种克隆而言
,

动物异

种克隆是指构建重构胚所用的供体细胞和受体卵母细

胞不是来源于同一物种
.

哺乳动物异种克隆包含有异

种核移植和异种妊娠两个方面
.

异种克隆突破了物种

之间的
“

生殖隔离
”

限制
,

涉及物种之间在分子
、

细

胞和生理水平上的相互作用
,

因此
,

异种克隆可作为

研究核质关系
、

基因表达调控
、

细胞分化和物种进化

等的一个可能的手段
,

对物种的改良
、

濒危动物的保

护具有十分积极的意义
,

同时
,

动物异种克隆技术也

可能是再现某些 已灭绝动物的惟一希望
.

物的子宫中
,

才能完成全程发育
.

由于重构胚的细

胞核和细胞质是来源于两个不同的物种
,

因此
,

不

管选用何物种作为异种重构胚的寄母
,

异种重构胚

对于寄母来说都具有一定程度的异质性
,

也即重构

胚的细胞核和细胞质的来源不可能同时与寄母的完

全一致
.

1 哺乳动物异种克隆的原理和研究进展

动物异种克隆在两个方面有别于同种克隆
,

一

是异种核移植 ( i n t e r s p e e i e s n u e l e a r t r a n s f e r )
,

即把一

种动物的细胞核移植到另一种动物的去核卵母细胞

中
,

构建成异种重构胚
,

异种重构胚中的细胞核与

细胞质分别来源于两个不同的物种
,

因此
,

它们是

一种核质杂合体 ( n u e l e o e y t o p la sm i c h y b r i d s )
,

与传

统意义上的杂种 ( h y br id s )不同
,

异种克隆动物主要

表现为供核物种的遗传性状
.

二是异种妊娠 ( i n et r -

s p e e i e s p r e g n a n e y )
.

异种妊娠是哺乳动物异 种克隆

中的关键技术
,

在体外构建的重构胚需要放回到动

1
.

1 哺乳动物异种核移植

19 3 8 年
,

印~ nn 首次提出了细胞核移植的设

想
,

但直到 14 年后
,

细胞核移植才在两栖类中实现
.

异种核移植的研究较早见于 1 973 年
,

B ur
n
尝试了将

多种哺乳动物 的体细胞核移植到爪蟾 ( xe
n OP翻 : )卵

内 [` ]
.

19 7 7 年 块 R co p e r
等 [2 1将 氏 la 细胞核移入爪蟾

卵内
,

结果发现 eH la 细胞核在爪蟾卵内能够发生染

色体扩展和 D N A 合成
,

暗示爪蟾卵母细胞内存在某

些因子能够激活哺乳动物的体细胞核
.

我国童第周教

授是鱼类细胞核移植研究的先驱者
,

在国际上
,

也是

最先在鱼类进行异种核移植并获得异种克隆鱼的科学

家
.

他利用 自制的显微注射器成功地在金鱼的两个亚

科 (自ar ss iu : eu ar ut 、 和 hR
伏龙 “ : : i en sn is )上进行细胞核

移植图
.

后来
,

童教授及其后继者在不同科和 目之间

进行异种核移植
,

如将金鱼核 (鲤科
,

鲤形 目)移到泥

鳅 ( aP ar m
gsuz 二 u :

da b门今月 n u : )去核卵母细胞中 (鳅科
,

鲤形 目 )
,

也获得 了较高的囊胚发育率 4l[
.

这些研究

说明
,

低等动物卵母细胞中存在的胞质因子可以使已
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分化了的细胞核去分化和重编程
,

并且
,

这些因子不

存在物种特异性
.

哺乳动物体细胞克隆的成功充分说明
,

哺乳动

物的卵母细胞中也存在能使体细胞核去分化和重编

程的胞质因子
,

这些胞质因子是否也没有物种特异

性呢 ? M c

rG at h 和 so let lsr 〕在啮齿类中进行种间原核

互换
,

发 现异 种重 构胚 在体外 能进行分裂
.

19 9 2

年
,

w
o lf e 等 [“ }将牛 ( B o 、 t a u r u : )的 16 一 3 2 细胞期

的卵裂球作为供核细胞
,

分别移植到水牛 ( B ub al us

bu ba l i: )
、

羊 ( O v i: a r ies )和 田 鼠 ( M亡s o c r i e e t u 、 a u ar
-

ut
: )的去核卵母细胞中

,

结果发现牛
一

羊和牛
一

水牛之

间的异种重构胚
,

体外培养可以发育到囊胚
,

而牛
-

田鼠重构胚则不能分裂
.

1 9 9 3 年
,

梅祺等川用小 鼠

( M
“ : m u sc ul u : ) 8

一

细胞期胚胎的卵裂球移植到去核

兔 ( O以
t o za g u : c u n i c u l u : )卵母细胞中

,

在重构胚中

出现 了细 胞 核 膨大 和 染 色 体早熟凝 聚 现 象
,

有

5
.

4 % 的鼠
一

兔异种重构胚在体外发育到囊胚
,

并证

明囊胚的染色体是来源于小 鼠
.

这些早期研 究结果

显示
,

某些哺乳动物的卵母细胞具有接受异种细胞

核的能力
,

并且能使异种细胞核去分化
,

启动异种

重构胚的早期胚胎发育
.

1 9 9 9 年
,

陈大元教授利用

兔卵母细胞作为核受体
,

得到了异种克隆的大熊猫

胚胎
.

他们将大熊猫 ( A i lu or Pod
a

沁 la n ol eu c 。 )的子

宫上皮细胞
、

骨骼肌细胞和乳腺上皮细胞分别移入

去核 的兔 卵母 细 胞 中
,

得 到 了 9
.

9 %
,

6
.

8 % 和

1 1
.

7 % 的囊胚率
,

经核型
、

线粒体和核 D N A 分析
,

证实 了重 构 胚 的遗传物质是 来 源 于大 熊 猫 体 细

胞 [8 ]
.

同年
,

D o m i n k 。
等 [ 9 ]分别将绵羊

、

猪 ( s u s -

s c r q fo )
、

猴 ( M泛c a
ca af

s e i c u za r i s )
、

和 大鼠 (尺 a t t u s

ar tt u : )等动物的体细胞核移植到去核的牛卵母细胞

中
,

异种重构胚在体 外培养后也能发育到囊胚期
.

他们进一步将绵羊
一

牛
、

猪
一

牛和大鼠
一

牛异种重构胚

分别移植到绵羊
、

猪和大鼠子宫中
,

但只有两 只受

体羊出现了妊娠迹象
,

在胚胎移植 犯 d 后没有发现

胎儿心动
,

解剖子宫角有明显的肉团块
,

但未有胎

盘等膜性组织和胎儿残迹
.

w ih t e 等 〔̀ “ 〕将盘羊 ( o
-

vi : a m m o n )的体细胞核移植到绵羊的去核卵母细胞

中
,

异种重构胚有 1
.

56 % 可发育到囊胚
,

将 28 枚

异种重构胚移植到 6 只受体绵羊的子宫中
,

49 d 后

用超声波检测
,

发现其中一只受体妊娠
,

但在 59 d

后妊娠被终止
.

尽管这些实验未得到异种克隆动物
,

但研究结果 已经表明
,

某些哺乳 动物 (如牛
、

羊和

兔 )的卵母细胞具有接受异种体细胞核的能力
,

异

种体细胞核在这些动物的卵母细胞中可以发生去分

化和重编程
.

2 0 0 1年 1 月
,

A d v a n e e d C e l l T e e h n o lo g y ( A C T )

公司宣布 [川
,

一头奶牛顺利产下一头珍稀的亚洲野

牛 ( B o 、
邵

u r u : )
,

这头名 叫诺亚 ( N o a h )的小野牛是

世界上第一头采用异种克隆技术克隆的哺乳动物
.

野牛的染色体数 目是 5 8 条
,

而奶牛 ( B 。 、 at u ur 、 )则

是 54 条
,

分属 两个不 同的物种
,

诺亚是用野牛的

上皮成纤维细胞作为供核细胞
,

移植到去核的奶牛

卵母细胞中获得异种重构胚
,

并在奶牛的子宫内完

成妊娠得到的
.

虽然
,

诺亚在出生后仅 Z d 就死于小

牛痢疾病
,

但这一结果表明
,

野牛的体细胞核在异

种的奶牛卵母细胞中重新程序化
,

并能支持异种重

构胚完成全程发育
.

就在诺亚 出生后不久
,

异种克

隆盘羊也取得 了成功
.

L of 等〔̀ “ 〕将欧洲盘羊 ( o v is

or ie nt al i: m u is m o n )的颗粒细胞核移植到绵羊的去核

卵母细胞中
,

共获得 23 枚重构胚
,

其 中有 7 枚发育

到囊胚阶段
,

将 7 枚囊胚移入 4 只受体绵羊子宫中
,

有 2 只妊娠
,

其中 1 只在 40 一 50 d 期间流产
,

另一

只受体正常妊娠最后产下 1 只异种克隆盘羊
.

异种

克隆野牛和盘羊的成功证明了哺乳动物的异种体细

胞克隆是可行的
,

它们是继
“

多莉
”

羊之后
,

动物

克隆技术上的又一重要进展
.

在 D o m in k。 等 9[] 发现去核的牛卵母细胞具有接

收多个物种体细胞核的能力后
,

以牛卵母细胞为受

体的异种克隆已取得 了一些重要结果
.

L an
z 。
等〔” 〕

将野牛皮肤成纤维细胞移入去核 的牛卵母细胞中
,

得到异种克隆野牛胚胎
,

体外培养异种克隆胚胎有

12 % 的囊胚率
,

将囊胚移植到受体母牛子宫中
,

有

18 % 可以发育到胎儿阶段
,

在 5 头妊娠的母牛中
,

3 头 在 46 一 54 d 时人工 中断妊 娠用 于其 他研 究
,

1头妊娠到 2 01 d 流 产
,

流 产 胎 儿 的体 重 已 达

10
.

7 k g
,

其核型和表型都与供体野牛一致
,

另一头

受体母牛妊娠到期
,

并产下 1 头发育正常的克隆野

牛
.

K i t i y a n a n t 等 [` 4 ]以水牛的胎儿成纤维细胞作核

供体
,

分别移植到去核的黄牛或水牛的卵母细胞

中
,

体外培养发现
,

水牛
一

水牛和 水牛
一

黄牛的重构

胚无论是分裂率
,

还是囊胚率都无显著差异
.

2 0 01

年
,

M e i r e ll e 、 等 [’ 5 ]将瘤牛 ( B o 、 i n 己i c u : )的早期胚胎

卵裂球移植到黄牛 ( B。 、 at u ur : )的去核卵母细胞内
,

获得异种克隆囊胚
,

囊胚移植到 5 头受体黄牛中
,

其中两头妊娠
,

一头产下异种克隆瘤牛
.

同年
,

韩国

的 H w a l l g 等〔̀ “ 〕用成年韩国虎 ( aP
n ht ar t诬isr

。
lat i ca )
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的耳缘皮肤成纤维细胞与牛的去核卵母细胞构建重

构胚
,

并将重构胚 移植到 1 只虎和 3 只狮子受体

中
,

但均未发现妊娠
.

我们实验室将大熊猫成纤维细胞移植到去核的

兔卵母细胞中
,

构建大熊猫异种重构胚
,

再将发育

到 2 一 4 细胞期 的大熊猫异种重构胚 移植到经 同期

处理的 21 只家猫 ( eF Zi: 。
at

u 、 )受体内
,

19 只受体先

后返情
,

胚胎移植 21 d 后
,

2 只死于肺炎
,

剖检发

现其中 1 只怀孕 6 个胎儿
,

微卫星分析表 明 2 个胎

儿来源于大熊猫异种重构胚 【̀ 7〕
.

我们将家猫的成纤

维细胞移植到去核的免卵母细胞内
,

得到猫
一

兔异种

克隆胚
,

体外培养获得 14
.

5 % 的囊胚率
,

比较猫
-

兔异种克隆胚和猫 同种克隆胚在体外的发育能力和

发育时程
,

两种胚胎在发育能力上无显著差异
,

猫
-

兔异种克隆胚的前 3 次分裂时间是与兔同种克隆胚

的分裂时间相似
,

而不同于猫 同种克隆胚
,

但到达

囊胚期的时间却是与猫克隆胚相似
,

明显不同于兔

同种克隆胚胎
,

说明异种克隆胚的早期发育主要是

由胞质控制
,

到达囊胚后
,

胚胎的发育主要 由核控

制 (待发表资料 )
.

将称猴 的体细胞移入去核的兔卵

母细胞中
,

猴
一

兔重构胚体外培养也能发育到囊胚
,

分别检测猴和兔的线粒体发现
,

在囊胚前的各个 阶

段
,

猴和免的线粒体是共存的
` )

.

1
.

2 哺乳动物的异种妊娠

哺乳动物的异种妊娠通俗来讲是指在物种之间

进行
“

借腹怀 胎
” ,

即一种动物的胚胎在 另一种动

物的子宫内进行妊娠
.

在 自然界中
,

动物存在多个

层次上的生殖隔离机制
,

如在遗传上
,

两个不同物

种的精子和卵子受精所产生的胚胎
,

往往 由于染色

体不能正常分配
、

基 因表达调控异常而不能发育 ;

在细胞水 平上
,

异 种精子 和卵子 往往 不能互相识

别
,

无法完成受精过程 ; 在生理上
,

母体对异种胚

胎存在免疫排斥现象
.

但物种之 间并不存在严格的

生殖隔离
,

在某些特定的情况下
,

异种妊娠也能发

生
,

如种间杂交动物
,

驴和马杂交所得的骡子
,

狮

和虎杂交的狮虎兽
,

这 些动物的妊娠过程是属于异

种妊娠
.

异种妊娠可分为 3 类
.

第一类是两物种杂交后

代的异种 妊娠 ; 第 二类是 物种 间嵌合体 的异种 妊

娠 ; 第三类是通过胚胎移植进行 的完全异种妊娠
.

对于第一类的异种妊娠
,

在 自然界中可 以以极低的

频率发生
,

但第二类和第三类异种妊娠只有在人工

干预下才可能出现
.

通过胚胎移植技术
,

可 以对异

种妊娠进行直接的研究
,

现已建立了 3 类主要的异

种妊娠模型
:

啮齿类模型
,

驴和马模型以及绵羊和

山羊模型 〔̀ ” 〕
.

通 过对这些异种妊娠模型 的研 究发

现
,

异种妊娠失败有两个主要原因
:

( 1) 胚胎的滋

养层细胞与母体子宫 内膜之间不能相互识别
,

胚胎

不能 附植在 子宫 内膜上
,

也即 胚胎 不能 着床 [`” ;]

( 2 ) 胚胎着床后
,

母体的免疫系统对胎儿进行排斥
,

免疫排斥阻碍了胎盘的形成 l8[
,

20]
.

妊娠的建立是以胚胎在子宫中附植和着床为标

志
.

胚胎的附植和着床是一个复杂的过程
,

这一过

程通常是发生在囊胚期后
,

控制胚胎着床的因素在

物种之间存在一定的差异
.

在大多数动物 中
,

胚胎

发育到囊胚 期后
,

具备 了附植和 侵入 的能力
,

这

时
,

母体子宫内膜也发生一些相应的变化
,

使其处

于一种接受状态
,

允许胚胎的附植和侵入
,

母体子

宫允许胚胎着床的这一时期称
“

着床窗 口 ”
. “

着床

窗 口
”

在 一些 哺乳 动物中非 常短暂
,

只有在
“

窗

口 ”

期内完成着床
,

才能建立妊娠
.

对那些延缓 着

床动物来说
,

胚胎是否着床
,

主要取决于母体的状

态
,

这些动物也有一个
“

着床窗 口 ”

期
,

但胚胎可

以在体内耐心等待这一时期的到达而不发生退化凋

亡
,

这一等待时间因动物种类而异
,

可以从几天到

几个月之长 lz[ 〕 胚胎着床后
,

母胎之间建立一个生

物结构上的相互联系
,

如胎盘是哺乳动物成功妊娠

的关键
,

滋养层细胞在建立母胎联系的过程中起着

重要作用 [“ 2
,

2 3〕
.

由滋养层细胞所形成的胎盘具有分

泌激素和生长因子的功能
,

同时
,

胎盘也是母胎之

间的一个重要的免疫屏障器官
,

使母体不对胎儿发

生免疫排斥反应 2[’
,

25]
.

对嵌合体的研究发 现
,

异种妊娠能否建立与滋

养层细胞的类型直接相关
.

当滋养层细胞与母体是

同一物种时
,

不管 内细胞团细胞是来 自何物种
,

异

种妊娠往往能够建立 ; 反之
,

如果滋养层细胞与母

体不是 同一物种
,

即使 内细胞团细胞与母体是同一

物种
,

也无法建立异种妊娠 〔“ 2
,

“ “
,

2 7 」
.

在啮齿类模型

中
,

将 M
u : 。 a

or il 的内细胞 团注入去除内细胞团的

小鼠囊胚腔中
,

再把嵌合体胚胎移植到小 鼠子宫 中

妊娠
,

可以得到存活的 M “ : 。 a
or il 幼仔

.

如将 M “ :

l ) Y an g C X , e t a l
.

I n 碗 r 句 d e v e lo p m e n t a n d m i t o e h o n d r ia l f a t e o f m a e a e a
一
r a
b bi t e l o n e d e m b r y os

.

( i n p r e s s

)
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ac ro il 胚胎直接移植到小鼠子宫 内
,

则不能得到成

活的幼仔 [22, “ “ 〕
.

影响异种妊娠建立的因素有许 多
,

如物种之间的亲缘关系
、

妊娠期长短
、

动物的体温

差异
、

子宫结构等因素
.

亲缘关 系也许是影响最大

的一个因素
,

越近的两个物种
,

异种妊娠建立的可

能性越大
,

如在猫科动物中
,

就有人用家猫作为受

体
,

成功地 繁殖 了印度 沙漠猫 ( eF il :
sy lve s t ir : 。 r -

an t 。 )[
2

叭 异种克隆野牛 和盘羊的成功
,

也许与供

体和受体之间的亲缘关系较近
,

较容易建立异种妊

娠有关
.

虽然
,

异种妊娠 不太可能 在任一种动物上建

立
,

但如果 充分考虑 受体和供体之间的亲缘关 系
,

生殖生理
、

解剖结构上的差异
,

再对胚胎进行适当

的改造
,

建立异种妊娠是完全可能的
.

2 异种克隆存在的问题和可能的解决方法

动物同种克隆主要解决细胞核的去分化和重编

程问题
,

异种克隆则在同种克隆的基础上
,

还要解

决核质相容性问题和异种妊娠问题
.

2
.

1 核质相容性问题

核质相容性是指细胞核和细胞质在组成和结构

上是否能够兼容并相互 支持
,

功能 上是否能够协

调
,

核质之间的各种信号通道是否能正确建立
.

异

种克隆的核质相容性问题主要包括两个方面
:

( l)

卵母细胞中的胞质因子是否能够支持异种细胞核去

分化和重编程 ; ( 2) 线粒体和细胞核在功能和结构

上是否能够相互支持
.

2
.

1
.

1 核质相容性 与核受体的选择 早期胚胎几

乎没有 R N A 转录活性
,

这时胚胎发 育主要是 由卵

母细胞中贮存的母源性 R N A 和蛋白质控制
,

只有

在一定的时期后
,

这一时期通常是物种特异性的
,

胚胎中的核基因才开始转录
,

重新转录 的 RN A 和

合成的蛋白质将逐渐取代母源性的 R N A 和蛋白质
,

这个取代过程称
“

母胚转换
”

( m a t e r n a l t 。 e m b r y o n -

i C t r a n s i t io n ,

M E T )
.

然后
,

细胞核从时间和空间上

完全控制着胚胎的发育
,

并由此形成各种不同的细

胞分化类型
.

当将体细胞核移植到去核的卵母细胞

中后
,

细胞核首先去除分化
,

也即关闭所有转录 的

基因
,

然后进行重编程〔29, 3” 〕
,

去除分化和重编程是

由卵母 细胞中的母源性 RN A 和 蛋白质因子控制
,

因此
,

核移植重构胚和正常胚胎一样
,

其发育过程

中也存在 M E T 〔川
.

能否正确地进行 M E T 是影响异

种重构胚发育的重要 因素
,

只有在母源性 R N A 和

蛋白质消耗完之前
,

细胞核能正确地及时启动某些

基因转录
,

合成相应 的蛋白质和酶
,

胚胎发育才能

继续进行下去
,

否则
,

胚胎发育将停滞
.

不同物种

的卵母细胞对异种体细胞核的接受能力具有差异
.

以大 鼠和小鼠的卵母细胞为核受体进行异种核移植

研究发现
,

大鼠体细胞核移入去核的小鼠卵母细胞

中
,

重构胚无论是在体内还是在体外培养
,

其发育

都阻滞在 1
一

细胞或 2
一

细胞期
,

小鼠细胞核移入去核

的大 鼠卵母细胞 内
,

重构胚也 只能发育到 5 一 8 细

胞期 32[ ;J 而用牛
、

羊
、

兔卵母细 胞进 行异种核 移

植
,

异种重构胚不管是什么物种的体细胞
,

至少都

有能发育到囊胚 〔“ 一 ’ “
,

’ 2
,

`3
,

’ 7〕
.

牛的 M E T 是发生在

8
一

细胞 期 33[ j
,

羊 和 兔 都是 发 生 在 8 一 16
一

细 胞

期 34[
,

” 5 1
,

而小 鼠则是发 生在 1
,

2
一

细胞期 [36]
.

因

此
,

我们推断卵母细胞对异种体细胞核的接受能力

可能是与 M E T 发生的时间有关
.

核质相容性涉及到胞质中的众多因子与细胞核

的相互作用
,

不同物种卵胞质中存在的胞质因子也

可能存在一定的差异
,

对这些胞质因子是否具有物

种特异性
,

是哪些因子参与了细胞核的去分化和重

编程过程
,

哪些因子起着关键作用
,

目前还都不清

楚
.

对这些问题的进一步研究
,

将有助于我们对异

种克隆机理的认识
,

提高异种克隆的成功率
.

2
.

1
.

2 异种克隆中的线粒体命运 线粒体命运是

异种核移植中最令人关注的问题之一 线粒体是细

胞的
“

动力工 厂
” ,

它为细胞的一切生命活动提供

能量
,

同时也是动物细胞 中的惟一核外遗传物质
.

哺乳动物 的线粒体 中含有一个 D N A 分子
,

共编码

3 7 个基 因
,

包括 13 条多肤
、

22 个 t R N A 和 2 个
r R N A

,

这些基 因只是线粒体 自身复制所需要基 因

的一小部分
,

大部分基因是在核 D N A 中〔37, 3“ 〕
.

在

核移植过程中
,

如果采用细胞融合的方法则不可避

免地要将体细胞 中的线粒体 带入到重 构胚 中
,

因

此
,

重构胚中同时存在受体和供体两种来源的线粒

体
.

一个体细胞中大约有几千个线粒体
,

一个卵母

细胞中则有大约十万个线粒体 39[ 〕
.

在正常胚 胎中
,

来源于卵母细胞的线粒体得到增殖
,

而来源于精子

的线粒体经一种尚未完全清楚的机制被消除掉
.

在

异种克隆中
,

来源于供体和受体的两种线粒体是如

何变化的呢? 已有 的研究发现
,

随着胚胎的发育
,

异种重 构胚 的线 粒体 存在 3 种 不 同的变化模 式
:

( 1) 供体细胞的线粒体随着胚胎的发 育逐渐 消失
,
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受体卵母细胞中的线粒体不断增殖
,

最后从数量上

占绝对优势
,

供体细胞中的线粒体则在克隆个体中

完全消失 ; ( 2) 供体细胞的线粒体随着胚胎的发育

不断增殖
,

而受体卵母细胞的线粒体则逐渐 消失
,

最后供体线粒体完全取代受体线粒体 ; ( 3) 供体和

受体的线粒体两者始终共存
.

两种来源的线粒体如果没有选 择压力
,

在囊胚

期后线粒体的数量都将按几何级数增加
,

由于来源

于体细胞中的线粒体比卵母细胞中的线粒体在数量

上至少相差 10 倍
,

通过多次增殖后
,

卵母 细胞来

源的线粒体在数量上将占绝对优势
,

体细胞来源的

线粒体逐渐被稀释
,

最后
,

供体来源的线粒体在个

体中完全消失
.

L an z a
等 〔̀ 3 1发现

,

用奶牛的卵母细

胞克隆濒危的野牛
,

在所获得的 3 个克隆胎儿 中
,

有 n 种组织 中的线粒体是来源于受体奶牛
,

而没

有来源于野牛的线粒体
.

L io 等 I ’ 2 〕用异种克隆方法

克隆了欧洲盘羊
,

在克隆盘羊中
,

线粒体也完全来

源于受体卵母细胞
,

盘羊的线粒体 已检测不出
.

如果异种重构胚 中的细胞核不能支持卵母 细胞

来源的线粒体进行增殖
,

线粒体的变化将出现第二

种模式
.

在异种克隆胚胎中
,

如果细胞核不能支持

卵母细胞来源的线粒体进行分裂
,

这样
,

重构胚将

选择性地增殖供体来源的线粒体
,

而受体来源 的线

粒体
,

尽管在数量上首先 占有优势
,

因不能增殖而

逐渐被淘汰
.

我 们实验室利用大熊猫体细胞作为供

体
,

以兔卵母细胞作为受体
,

克隆出的大熊猫胚胎

经检测线粒体发现
,

在囊胚前各个阶段
,

大熊猫和

兔的线粒体共存
,

但在着床后的大熊猫胚胎 中
,

兔

的线粒 体 已经 消 失而 只 能 检 测到 大 熊 猫 的 线粒

体 [` , ]
.

在异种重构胚中
,

如果细胞核对供体来源和受

体来源的线粒体的增殖都能够支持
,

但对供体来源

的线粒体存在某种优先增殖 的机制
,

那么
,

在克隆

动物中
,

两种来源的线粒体将出现共存的局面
,

也

即第三种变化模式
.

st ie nb or n
等〔4“ ]报道用瘤牛或奶

牛的卵母细胞克隆牛
,

在 n 头克隆牛中
,

4 头是供

体和受体线粒体共存的
.

最近
,

aT k de a
等 14` 〕用单链

构象多态性 P C R ( P C R
一

S S C )P 对克隆牛 中的线粒体

进行检测发现
,

在 9 头克隆牛 中
,

有 3 头是供体和

受体线粒体共存
,

供体 的线粒体所占 比例从 6 % 一

4 0 % 不等
,

他们认为
,

这种高比例的供体线粒体的

存在
,

是由于细 胞核对供体线粒体优 先增殖 的结

果
.

iH en dl ed e r
等 〔 ,2l 也发现

,

在克隆牛中普遍存在

供体和受体线粒体共存 的现象
,

不过
,

他们认为
,

克隆动物中的线粒体共存现象主要还是因线粒体的

中性分离机制所致
.

2
.

2 异种妊娠的可能技术

异种妊娠 是哺乳 动物异 种克隆必 然遇到 的 问

题
,

也是限制异种克隆能否成功的一个关键因素
.

目前
,

对异种妊娠技术的研究非常有限
,

主要集 中

在异种妊娠机理 的探讨上
.

根据 已有的一些研究结

果
,

我们认为
,

在充分考虑 克隆动物与寄母之 间的

亲缘关系和生殖生理差异的基础上
,

还可以采用以

下几种技术来帮助实现异种妊娠
:

( 1) 同种胚胎帮助异种胚胎妊娠 的方法
.

将异

种克隆胚胎 与寄母同种胚胎 一起 移植到寄母子 宫

中
,

通过同种胚胎在子宫中的妊娠来带动异种胚胎

的妊娠
,

简称同种诱导异种妊娠
.

我们将处于 2 一 4

细胞期的大熊猫
一

兔异种克隆胚胎和猫
一

免异种克隆

胚胎一起移植到同步处理的家猫输卵管中
,

在移植

2 1 d 后
,

有一只受体猫因故死亡
,

解剖后发现 已妊

娠
,

双侧子 宫角共 有 6 个明显 的胎儿
,

经 微卫 星

D N A 检测
,

确认其中 2 个是大熊猫胎儿 l7[ 〕
.

大熊

猫是延缓着床型动物
,

胚胎何时着床将取决于母体

的状态
,

暗示大熊猫胚胎在着床过程 中是被动的
,

即不会发出信号给母体要求着床
,

而家猫则是非延

缓着床型的多胎动物
,

胚胎和母体着床前可能存在

着某种信号交流
.

在非延缓着床型动物 中
,

胚胎和

母体同步化是胚胎移植成功 的关键
.

我们推测
,

大

熊猫胚胎之所以能够在家猫子宫中着床
,

是由于家

猫的胚胎首先发出了信号
,

使母体子宫处于接受胚

胎着床的状态
,

这一状态的出现
,

也诱导了大熊猫

胚胎及时启动 着床程 序
,

使其 没有错 过
“

着床窗

口
”

.

( 2) 内细胞 团置换法
.

滋养层细胞对建立妊娠

起着关键作用 【2 5 ]
,

利用显微操作方法将囊胚中的内

细胞团切除
,

然后
,

将 另一物种的内细胞 团注入到

无内细胞团的囊胚腔 中
,

组成一个异种的嵌合体囊

胚
,

把这种囊胚移植到与滋养层细胞同一物种的动

物子宫内
,

由于胚胎的滋养层细胞与寄母是 同一物

种
,

因此
,

胚胎着床
、

胎盘形成都能正常进行
,

胎

盘形成后
,

妊娠也就建立起来
.

用去除内细胞团的

小鼠囊胚作为载体
,

将 M
.

。
ar ol i 的内细胞团注入

无内细胞团的小鼠囊胚腔 中
,

构成嵌合体胚胎
,

并

移植到小鼠的子宫 内
,

可以建立妊娠
,

并能生下正

常的 M
.

ca or il 幼仔 23[ J
.

内细胞团置换法是建立异
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种妊娠最具可能性的一种方法
.

( 3 ) 二 倍 体 /四 倍 体 ( Z n / 4 n )嵌 合 体 方 法
.

Z n / 4 n 嵌合体是指 用四倍体 ( 4 n )胚胎与二倍体胚

胎 ( Z n )或胚胎干细胞 ( E S 细胞 )进行聚合
,

形成 由

二倍体和四倍体细胞组成的嵌合体
.

Z n / 4 n
嵌合体

胚胎在发育过程中
,

两种类型 的细胞 (二倍体和 四

倍体 )表现出非随机的分布特点
,

4 n
来源的细胞通

常分布在胚外组织 ( e x t r a e m b r y o n i c t is s u e )
,

如滋养

层
、

卵黄囊膜
、

尿囊膜和胎盘等
,

4 n
来源 的细胞

几乎不参与胎儿的形成 [4“ 一 4 5 ]
.

用具青紫色的 12 9 /

S v 小鼠的内细胞团细胞或胚胎干细胞与白化的小鼠

四倍体胚胎嵌合
,

这种 Z n / 4 n 嵌合体胚胎移植到

白化的小鼠子宫内妊娠
,

所生的幼鼠均来源于内细

胞团细胞或胚胎干细胞
,

只有个别个体中能检测到

四倍体的细胞 〔43, 4 4」 利用 2 ,
4/

n 嵌合体胚胎发育

的这些特点
,

可以构建一种异种的 Z n / 4 n 嵌合体
,

用与寄母相同物种的胚胎制成四倍体胚胎
,

与正常

的二倍体胚胎或胚胎干细胞嵌合
,

形成异种 Z n / 4 n

嵌合体
,

这种嵌合体胚胎移植到寄母子宫中妊娠
,

在胚胎发育过程中
,

与寄母 同属一个物种的四倍体

细胞将形成胎盘
,

二倍体细胞形成胎儿
.

Z n / 4 n 嵌

合体方法已在小鼠的克隆和基因缺陷动物模型的制

作上得到广泛应用
,

但能否应用到其他动物上还需

要进一步的研究
.

3 展望

目前
,

哺乳 动物异种 克隆还 主要处于探 索 阶

段
,

技术本身还 远未成熟
,

尤 其是 异种克 隆的机

理
,

如异种细胞核如何去分化和重编程
,

异种核质

间如何互作
,

异种妊娠如何建立
,

异种妊娠对克隆

动物有何影响等
,

都还不完全了解
.

对异种克隆不

论是机理的探索
,

还是技术的完善
,

很有必要作深

入的研究
.

丰富和完善动物异种克隆的理论和技术
,

解决动物异种克隆中的艰深复杂问题
,

必然有助于

推动发育学
、

遗传学
、

动物资源保护和利用
、

医药

等诸多领域的研究和应用
.
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