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[摘 要」 治疗性克隆是通过核移植和干 细胞技术为病人提供所 需更换的细胞
、

组 织乃 至 器官
。

近来
,

由于在体细胞克隆和干细 胞研 究上的突破性进展
,

为治疗性克隆的发展 带来 了 巨大 的希望
〕

本文就 与治疗性克隆相关的胚 胎干细胞研究
、

核移植及存在问题作 了一个简要综述
。

〔关键词 」 胚胎干细胞
,

核移植
,

治疗性克隆

长期 以来
,

人类为 了挽救生命对各种移植 (细

胞
、

组织
、

器官 )进行 r 不懈 的研究
:

异种异体移植
,

如把猪心脏植人人体
; 同种异体移植

,

如 目前采用的

用他人肾脏
、

心脏进行移植
。

但它们最大的缺陷是
:

器官来源少
、

排斥反应大
、

存活时间短
。

治疗性克隆

的根本 日标是利用病人 的体细胞或成年干细胞
,

通

过核移植和 于细胞技术
,

在体外进行诱导分化成与

病人遗传物质 一致的特定的细胞
、

组织乃至器官
,

如

皮肤
、

软竹
、

心脏
、

肝脏
、

肾脏
、

膀胧 等
,

再将这些细

胞
、

组织或器官移植到病人身上
。

利用这种方法
,

将

从根本 卜解决同种异体器官移植过程中最难的免疫

排斥反应
,

同时还为用于移植的细胞
、

组织或器官提

供 了良好的
、

充分的来源
。

治疗性克隆的发展 主要

得益于生物领域两大重要进展
:

( l) 体细胞核移植的

成功实现川 ; ( 2 )人胚胎 干细胞 系的成功分离和培

养黔2
,

3 。

虽然治疗性克 隆具有 巨大 的应用潜力
,

但

对它的研究才刚刚起步
。

在治疗性克隆得到广泛应

用前
,

我们还必须克服 许多理论上
、

技术上
、

伦理上

的各种障碍
。

本文就与治疗性克隆相关的干细胞研

究
、

核移植及存在问题作一个简要综述
。

胚胎干细胞研究

胚胎 l
二

细胞 ( E m b叮 o n iC S t e m c e l l )是早期胚胎或

原始 ’ l几殖细胞经体外分化抑制培养筛选出的具有发

育个能性的细胞
。

它在发育阶段上类似于早期胚胎

的内细胞团结胞 ( I
n n e r Ce ll m a s s

)
,

可进行体外培养
、

扩增而保持不分化状态
,

又具有特殊分化成各种细

胞
,

进 而 形 成 组 成 机 体 的 各 种 组 织
、

器 官 的潜

能 [ 2
,

3资
。

正是由于胚胎干细胞 的 L述 特点
,

才使 它

成为 治疗 性 克 隆无 限 的供 应 源成 为 可能
。

自从

198 1 年小鼠的胚胎干细胞系被成功分离 以来
,

研究

人员相继从非人灵长类和人类中分离出多能 于细胞

系
。

如今
,

在人的胚胎干细胞研究中存在着 两大难

题
。

首先
,

胚胎干细胞在培养时很容易分化成各种

类型的特殊的细胞
,

难 以维持其全能性
。

要维持胚

胎干细胞的发展潜能
,

首要的是阻止其分化
。

研究

表明多能干细胞的正常消失是由分化子代发出的诱

导信号主宰的
,

即使有最少量 的分化细胞存在也会

导致培养的干细胞完全丧失
。

如果把最初分化的细

胞从胚胎干细胞集落中清除
,

就能阻止其继续分化
,

使胚胎干细胞集落能够保持其全能性
。

研究人员利

用胚胎干细胞表达特异性基因的特性建 立 了胚胎 干

细胞选择系统以维持其在体外增殖而不分化
。

其原

理是利用这些特异性基 因构建可选择 的标记基因
,

如 O c 4t ne o fo s 重组基因含 O ct 3 / 4 基因启动子片断和

编码新霉素磷 酸转移 酶的片断
,

用 O ct 4 ne o fo S 转染

胚胎干细胞系获得基因重组胚胎干细胞系
。

这种重

组标记基因只在未分化 的胚胎干细胞 中表达
,

而在

分化的细胞中重组标记基因表达水平很低
,

细胞变

得对抗生素敏感从而被杀死
。

用这种细胞特异性选

择系统使胚胎干细胞在通常由于分化引起消亡的情
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况下能够恢复和维持
。

这表 明
”

胚胎干细胞 选择 系

统
”

可能适用于胚胎干细胞 的体外分离与增殖
。

其

次
,

胚胎干细胞在治疗性克隆上的另一个 障碍就是

如何诱导其定向分化
,

进而形成治疗克隆所需 的各

种类型的细胞
、

组织和器官
。

在去除抑制分化因子

的条件下
,

胚胎干细胞将趋向分化
。

目前
,

诱导胚胎

干细胞分化成肌肉川
、

神经〔“ 」和造血细胞 6jL 等特定

细胞系的条件 已被报道
。

理论上讲
,

如果分化 的条

件 已经确认
,

胚胎干细胞能无限提供体 内的各种 细

胞类型
,

但是在 目前的培养条件下还不能从定向分

化 的 E S 细胞产生纯的特异性细胞集落
,

形成的却是

以定向分化细胞为主的各种类型细胞 的复合物
。

目

前利用基因工程生产胚胎干细胞定向分化单一特异

性细胞集落获得了成功
:

其原理与前述
“

胚胎干细胞

选择系统
”

基本一致
,

研究人员将心脏特异性
n e o R

构建引进胚胎于细胞
,

从胚胎干细胞分化 的培养 中

分离到了基本 纯化 ( 99
.

6% )的心肌细胞曰
,

同样 特

异性神经祖细胞也被成功分离 s[]
。

2 体细胞克隆胚胎的生产

体细胞克隆的成功引起了生命科学领域的一次

新的革命
,

但是该技术在兔 上的应用却遇到 了巨 大

的困难
。

人的体细胞核移植即使允许在治疗性克隆

上应用
,

必定有许多技术上的障碍需要克服
。

而且
,

当前对于人的体细胞核移植 的一个实际问题是人 的

卵细胞的来源不足
。

用于治疗性克隆所需的卵细胞

数量决定于通过体细胞核移植产生的胚泡期胚胎的

效率和从胚泡期胚胎诱导分化成适合治疗性克隆所

需的胚胎胎干细胞系的难易程度
。

实验表 明
,

排 除

技术差别
,

不同组织体细胞核移植 的能不同 (发育成

个体的卵细胞所 占比例 ) : 小 鼠脑
、

足细胞 。%
,

绵羊

乳腺细胞 0
.

23 %
,

小 鼠丘细胞 1
.

2 %一 1
.

6%
,

牛输

卵管上皮细胞 2 %
,

牛丘细胞 5 %
。

可见
,

由体细胞

核移植产生的胚泡期胚胎的效率不容乐观 ; 另一方

面
,

hT
o m so n 从 36 个体外受精的胚胎 中分离 出 5 个

胚胎干细胞系〔“ ]
,

这个效率在同类实验中已数很高
,

而且
,

通过核移植 比体外受精所产生的有用胚胎显

然要低 的多
。

虽然现在已有从牛的体细胞核移植的

胚胎中诱导出胚胎干细胞系的报道
,

它的具体转化

效率仍未提及图
。

由于除通过子宫内培养外没有其他方法检测重

组胚胎的发展潜能力
,

所以 每个从新的人早期胚胎

中诱导分化出的胚胎干细胞系的发育能力仍不能确

定
,

而且另外一个不确定因素是供体细胞 的年龄对

核移植前后细胞培养 的影响
,

特别是对遗传物质 的

完整性方面
。

有证据表明羊染色体端粒的平均长度

随着年龄的增加而不断缩短
,

在培养时则变得更短
。

虽然到现在还没发现这种变化对表型的影响
,

但是

从核移植胚胎分化出的细胞 比同龄对照组更加容易

衰老或容易致癌的可能性仍然存在
。

还有一个致癌

风险来 自于发育过程中的染色体不正常
。

研究人员

发现
,

体外受精形成的胚胎在移植前有近一半 的染

色体是非整倍体 的
。

可幸的是
,

核移植胚胎分化 出

的细胞的任何 致癌性 都能在医 学上应用前被检测

出
。

基于实验数据的一个粗略统计
,

如果在体细胞

核移植效率上没有一个大 的突破
,

每一个人胚 胎干

细胞系的成功诱 导至少需要 2 80 个 卵细胞 (所用数

据来 自各项报道中的最优的记 录
:

卵细胞活产率 l/

2 0 ; 非整倍体胚胎比例 12/ ; 能成功诱导产生胚胎干

细胞系的胚胎比例 5 / 36 )
。

如果不能找到这么一个

卵细胞来源
,

治疗性克隆在临床上的应用 的希望就

非常小
,

但可 以相信促进卵细胞成熟技术 的发展必

将最终解决可利用人的卵细胞的资源问题
。

3 治疗性克隆的途径

治疗性克隆的目的是为病人生产可供移植的与

病人遗传物质一致的细胞
、

组织和器官
,

为了实现这

一 目标
,

我们可 以通过以下途径
。

3
.

1 体细胞核移植

这一方法是建立在核移植技术与人胚胎干细胞

技术的基础 上的
。

在具体实施这一方法有两条可行

途径
。

其一是将病人体细胞核通过核移植技术显微

注射至去核的人卵细胞 中
,

待这种杂合卵细胞 在体

外培养发育成囊胚后
,

从中分离并扩增人的胚 胎干

细胞
。

另一方法是将病人体细胞核直接转人去核的

已经分离并且稳定的胚胎干细胞 中
,

形成杂合 的胚

胎干细胞
。

这两种胚胎干细胞在体外都可能诱导分

化成所需移植的与病人遗传物质完全相 同的细胞
、

组织乃至器官
。

目前这种方法由于存在技术上和伦

理上 的种种问题
,

真正实施还有待时 日
。

3
.

2 成年干细胞法

成年干细胞是从成年组织 中分离的专能干细

胞
,

这种干细胞只能分化成某一类型的细胞 (比如神

经干细胞
,

它可以分化成各类神经细胞 ;造血干细胞

可以分化成红细胞
、

白细胞等各类细胞 )
,

主要用于

成年组织 的更新与修 复
。

目前
,

研究人员已成功分

离了人的神经干细胞
、

造血干细胞
、

间叶组织于细胞
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等多种成年 于细胞
。

相对胚胎干细胞而言
,

成 年干

细胞所能分化的细胞类型有所局限
,

但它没有核移

植的技术问题和胚胎 于细胞的伦理上的麻烦
,

这就

大大提高 r 它在治疗性克隆应用上的可能性
。

但也

有
一

些 白身的弱点限制 了它的利用
:

如 尚未从体 内

所有组织中分离出的成年干细胞 ; 在组织中含量极

微 ; 难以分离和纯化且数量随年龄增长而降低
。

成年千细胞法的另一改进方案是
“

自体同源干

细胞法
” ,

这种方法是利用另一组织的干细胞
,

在体

外诱导分化成所需 的细胞
。

动物实验表 明
,

参与某

些特定细胞系发展的成熟
一

于细胞能发育成其它类型

的细胞
、

最近
,

研究人员发现小 鼠的神经干细胞可

以分化成肌 肉
、

血液
、

肠
、

肝
、

心脏等其他组织的细胞

类型
,

相反造血于细胞也可以分化成神经细胞
。

从

这一点 卜看
,

成熟 干细胞似乎具有 同胚胎干细胞一

样的发育潜能
,

但我们还不太清楚为什么成熟干细

胞 可以突破这个分化边界和怎样诱导它成为我们所

需的细胞类型
,

而且到 目前为止
,

还没有证据表明人

的成年 于细胞具有这种潜能
。

4 潜在的应用价值

如果治疗性克隆成为可能
,

它将成为替代性细

胞
、

组织和器官最好的
、

丰富的
、

持久的来源
,

从而可

月J于治疗无数的疾病
、

身体不适状况和残疾
,

包括帕

金森氏病 ( P
a
kr i

, 15 0 ; , ’ ,

)
、

老年性痴呆 ( Al z h e i m e r ’ S )
、

脊髓损伤
、

中风
、

烧伤
、

心脏病
、

糖尿病
、

骨关节炎和

类风湿性关节炎等
。

4
.

1 慢性心脏病

成年后人的心肌细胞不能再生
,

由于外伤或局

部供血引起的心肌坏死只能由不具心肌功能的其他

组织替代
,

其 直接后果是造成心力衰竭和心肌梗塞

等心血管系统疾病
。

这些疾病严重影响着人类的健

康
。

治疗性克隆形成 的心肌细胞
、

心肌乃至整个心

脏
,

可以川于心脏病人的各种移植
。

近来
,

在小鼠和

其它动物身
_ _

[ 进行的初期
_

L作 已表明
,

植 人心脏的

健康心肌细胞成功地进驻 心脏
,

并 与宿主细胞一起
_

!
_

作
。

这些实验表明这种类型的移植的实现是可能

白勺

4
.

2 神经系统疾病

许多退化性神经疾病都是由于神经细胞的损伤

或坏死造成 的
,

如帕金森 氏病 ( aP kr i ns on
’ S

)是 由于

产生多巴胺 的神经 细胞 死亡 引起 的
,

老 年性痴呆

( lA汕
e

im
o r ’ 、

)是由于生成胆碱能的神经元死亡引起

的
,

亨廷顿舞蹈症
、

脑震荡
、

脊髓损伤等都是 由于各

种类型的神经细胞死亡引起的
。

但是神经细胞不具

再生功能
,

如果这些坏死的神经组织不能找到合适

的具相关功能的组织来替代
,

这些疾病都不 能得到

有效的治疗
。

近来的研究让人们从神经 于细胞中看

到了希望
。

研究人员从小 鼠胚胎干细胞中成功分离

了用于治疗 (多发性硬化 )的少突神经胶质细胞和可

以产生多巴胺的神经细胞
。

而后又从人的胚胎 于细

胞中成功分离了人的神经细胞
。

更有胜之的是在人

的帕金森氏病 的治疗 上
,

研 究人员通过外科手术将

胎儿脑组织的于细胞植人帕金森氏综合症患者的大

脑相关部位可 以使帕金森氏病患者的部分脑功能得

到恢复
。

4
.

3 1型糖尿病

在许多患有 l 型糖尿病的人身 上
,

特异的胰腺

细胞
,

即胰岛细胞生成胰岛素的功 能遭到破坏
。

已

有证据表明
,

移植完整的胰腺或分离的胰岛细胞可

减少胰岛素的注射量
。

但是这种治疗方法受到众多

因素的限制
,

如供体来 源少和病人必须 长期服用免

疫抑制剂来克服移植产生免疫反应等
。

治疗性克隆

在 I 型糖尿病上的应用必将解决这一矛盾
。

4
.

4 造血 系统疾病

白血病俗称
“

血癌
” ,

是造血细胞异常增殖所致

的一种恶性疾病
。

如果不 治疗
,

急性 自血病患者 的

生存期为 3一 6 个月
,

慢性 白血病患者 一般也 只有

2一 3 年的生存期
。

实际上
,

移植造血
一

于细胞取代病

变的造血细胞
,

治疗 白血病和一些遗传性血液病 已

有几十年的历史
,

挽救了许 多人的生命
。

造血十细

胞移植包括骨髓移植
,

脐血和外周血 于细胞移植
。

由于这些属于异体造血干细胞移植技术
,

供体造血

干细胞必须与患者的免疫系统相匹配
。

所以这项技

术的最大局限是合适的供体来源非常少
。

研究人员

发现与小鼠胚胎干细胞能在体外分化成造血于细胞

一样
,

人的胚胎干细胞也能在体外分化成造 血于细

胞
。

这对造血干细胞移植对供体的依赖性的改善起

到重要的作用
,

还可 以避免 由异体移植 产生 的免疫

不相容问题
。

而且除了可以治疗 急性 白血病和慢性

白血病外
,

造血干细胞 移植还 可用于治疗重型再生

障碍性贫血
、

地中海贫血
、

恶性淋巴瘤
、

多发性骨髓

瘤等血液 系统疾病 以 及小细胞肺癌
、

乳腺癌
、

肇丸

癌
、

卵巢癌
、

神经母细胞瘤等多种实体肿瘤
。

治疗性克隆的研究应用不只限于医学领域
。

由

于大多数哺乳动物类 的胚胎发育过程非常相似
,

应

用同样技术
,

将会促进畜牧业
、

动物业
、

制药业等方

面的蓬勃发展
。

目前
,

组织器官制造领域是全球 高
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科技竞争最激烈 的领域之一
,

各种再生或实验室培

养的骨头
、

软骨
、

血管
、

皮肤以及胚胎神经组织都正

在人体上试验
。

肝脏
、

胰腺
、

心脏
、

耳朵 以及手指也

正在实验室中成形
。

虽然 目前治疗性克隆技术取得

了重要进展
,

但离实现组织器官的产业化还 有很长

的路要走
。

5 问题与展 望

虽然 目前治疗性克隆技术取得 了重要进展
,

但

在它的真正实现和广泛应用之前
,

还必须克服许多

理论上的
、

技术上的
、

伦理上的各种障碍
。

如何提高

体细胞核移植效率 ? 如何理解导致人体中细胞特化

的细胞事件
,

从而能够指导这些 多能干细胞 发育成

移植所需 的特殊组织类型 ? 即使 能够指导胚胎干细

胞在体外特化成我们所需 的细胞类型
,

实现 由胚胎

干细胞在体外发 育成 一完整器官尤其是像 心
、

肝
、

肾
、

肺等大型精细复杂的器官这一 目标还需要技术

上的突破
。

因为器官的形成是一个非常复杂的三维

过程
。

很多器官是两个不同胚层的组织相互作用而

形成的
。

例如
,

肺中的肌组织
、

血管和结缔组织来源

于中胚层
,

而上 皮组织源 自内胚层
。

每个细胞要获

得营养和排泄代谢废物
,

分化 的组织 中需要产生血

管
,

组织血管化 目前还处于起 步研究阶段
。

退一步

讲
,

即便是一发育完整的来 自自然机体的器官
,

要离

体培养并维持其正常的生理功能 目前还无法做到
,

器官的体外保存和维持仍是器官移植中的难题
。

一

种可能的方法是将干细胞注射到重度免疫缺陷动物

的脏器中
,

让移植 的人干细胞逐步替代动物细胞
,

使

其脏器人源化
,

成为可供移植 的器官
。

在伦理上
,

对

治疗性克隆的持反对态度者涉及到对胚胎 的操作
,

是不道德的
,

是不合法 的
。

正是由于这一原因
,

许多

国家都禁止在人的治疗性克隆上的研究
。

2 0 00 年 8

月 2 1 日
,

美 国政府批准允许科学 家使用人类胚胎

进行治疗性克隆研究
,

但同时指出
,

以培育婴儿为 目

的的再生性克隆的人类胚胎克隆仍 属违法
。

同年 8

月 24 日美国国家健康研究所 ( M H )解除了对人多能

干细胞研究的禁令
。

专家认为
,

治疗性克隆直接服

务于人类疾病治疗
,

比克隆完整动物更有意义
,

相信

治疗性克隆的逐渐应用必将在生物 医学上开辟 了一

个新疆界
。
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