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棱移植兔后代 ] 

(--)绵羊 Willadsen。 ”用 8—1 6-细胞胚胎 

作核供体 ，首次在哺乳动物中获得了 3只核移 

植羊羔，其中 2只为来 自同一胚胎的克隆绵羊。 

Smith和 Wilm~t口 用绵羊 1 6细胞胚和早期囊 

胚的内细胞团(ICM)细胞作核供体，将 22枚发 

育至桑椹胚或囊胚期的重组胚移植到受体母羊 

中，生下 4只羔羊，具有核供体的表现型 

(三)山羊 被认为是不易成功的山羊中， 

Zhong，Y等。 获得了 4 32一细胞胚核移植山羊 

后代 

(四)猪 目前只有 Prather等。 将获 自4一 

细胞期核的 88枚重组胚移植给受体母猪，仅生 

下 l头仔猪，成功率不到 1 。有几位其他研究 

者都未能获得核移植仔猪。 

(五)牛 牛 的胚胎克隆研究进展较快。 

Prather等 首次获得 了 2头核移植牛犊，核 

移植成功率为 1 0A。Bondioli等。 用 1 6—64一细胞 

胚作核供体，核移植胚胎移植成功率达 20 ， 

还获得丁 8头来 自同一核供体胚胎表型相 同的 

克隆公牛犊。Willadsen等 将 8—64细胞期核 

获得的重组胚移植后，平均妊娠率达 42．4 ， 

产犊率为 33．1 。其中，优秀与 良好重组胚的 

妊 娠率 达 60 ，产 犊 率近 50 。Westhusin 

等 ”表明：5和 6日龄胚胎、冷冻一解冻的 5日 

龄胚胎及核移植胚胎进行核移植后，发育能力 

相互问无明显差异 。已获得牛二次克隆后代。总 

之，牛胚胎克隆技术具有极大潜力，并发展最 
’

陕，已经步入商业化生产时代。美国至少已成立 

了四家商业化牛胚胎克隆公司。 

(六)小鼠 原核交换进行核转移，大多情 

况下，可发育到附植阶段 ，甚至生下后代 ” 。 

早期 2一细胞胚 核移植到去核合子中可发育至 

扩张囊胚，然而 ，超过 2一细胞胚核移植后 ，则不 

能发育到胚泡期“ 。另一方面，如将晚期胚细 

胞校移植到保留有 1个或 2个原核的合子中， 

则可获得正常的附植前发育。表明存留的原核 

继续活跃地支持重组胚中植入核的发育。将 4一 

或 8一细胞胚胎的核移植到去核的 2一细胞胚卵 

裂球中，移植核能维持发育至囊胚期，甚至发育 

至分娩 。但移植棱并未发生基因表达重新编 

排 ．这可能是细胞功能重叠的结果。Kono等“ 

用第 1次减数分裂末期的卵母细胞去核后作受 

体，用 2—4细胞期胚、ICM 细胞作核供体 。结 

果，只有 2一细胞胚核构成的重组胚发育至胚泡 

期，移植后 ，生下活后代 有人用成熟卵母细胞 

作核受体，也未获得很好结果。 

研究表 明，哺乳类的核移植研究，用 小 鼠 

模型”是不合适的。小鼠胚胎细胞在发育很早阶 

段开始分化，在 2一细胞期出现转录活性。而兔、 

绵羊、牛胚胎细胞核约在 8—1 6-细胞阶段才出现 

转录活性 。从上面结果可以看 出，牛、绵羊 、兔 

64一细胞胚细胞核 ，甚至囊胚期 ICM 细胞核也 

不发生不可逆性分化。说明 RNA转录开始后， 

某些种类的胚胎细胞基因表达仍可逆转并恢复 

全能性。 

三、胚胎核移植技术的改进 

胚胎核移植技术基本上是沿 用 McGrath 

和 Soher“”所建立的非穿刺去核移核法(见图 

1．)。基本步骤为：(1)M Ⅱ(第 2次分裂中期)卵 

母细胞的去核(准备胞质受体)；(2)从胚胎中分 

离卵裂球或核体(核供体选择)；(3)将卵裂球或 

核体移到卵母细胞卵周隙内；(4)诱导细胞融合 

与卵母细胞激活；(5)在体 内或体外培养发育。 

最后将重组胚移植给受体直至产仔 。由于当前 

核移植技术成功率低，结果不稳定 ，不少研究者 

对上述技术进行了方法学上改进。 

(一 )卵 母 细胞 去 核 方 法 l“盲 吸 

法。 ”：先用细胞骨架抑制剂，细胞松弛素 ， 

或秋水仙胺处理卵母细胞，卵质膜不易破裂 ，且 

具有伸缩性 。将一根直径为 30btm 尖头斜面的 

微细玻管 ，通过透明带插入到第 1极体处，在一 

步操作中，将极体，连同质膜覆盖下的染色体及 

少量胞质(称核体)一起“挟 入玻管内，移去；2． 

半卵 法“ “ ：用一微细玻针在透明带 作 
一 切 口，然后用一根钝端直径 30btm微玻管通 

过切 口插到透明带下，移去一半细胞质至另一 

准备好的空透明带内，这样将卵母细胞分成两 

半 ．用一 种活体 荧光染 料 Hoechst 33342染 
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色 ．以确定哪一半含有染色体 Hoechst染色不 

会降低 去核”半卵的存活力。容量减少的卵母 

细胞并不降低重排植入核基因表达 (核膨胀)的 

能力“”；3、功能性去核 ：将受体卵母细胞 

置于 Hoe—chst DNA特异染液中，用紫外线照 

射，使核丧失功能，因而称为功能性去核 。上述 

去核方法中， 盲吸 法 ，是对极体下一定 区域盲 

吸 因卵黄颗粒干扰 ，往往看不 见染色体 ，因而 

去核并不总是成功的。Prather和First将 DNA 

用荧光特异染料染色 ，在 紫外光下去核时使核 

可见，提高了去核成功率。 。然而 ，对以后发育 

是否有影响 尚不清楚 。 半卵 法 ，除了机械损伤 

外，还移去了一半细胞质 ，对以后发育的影响仍 

有待证实。功能性去核，虽然避免了机械损伤， 

但紫外线照射对细胞质及重组胚以后发育的影 

响，值得进一步研究。 

(二 )分离单个卵裂球或核体 供体卵裂 

球可取 自2-细胞至囊胚期不同时期胚胎。先用 

酶 ，如链霉蛋 白酶或胰酶，或在酸性 PBS(PH一 

2、5)中去除供体胚透明带，用吸管轻轻吹打，使 

卵裂球分离出来。如卵裂球之间连结紧密，可将 

胚胎放入无 Ca 溶液中作短时间温育 ，以促进 

卵裂球分散 。 

(三)细胞融合与卵母细胞激活 融合有 

两种方法。1．仙台病毒诱导融合；在羊和鼠中取 

得了成功“ 。但该病毒为感染性病毒 ，且融 

合率不高(鼠中例外)，不稳定。融合后 ，一般还 

要用 7 乙醇激活卵母细胞。2．电融合：效果 

好，被广泛采用。电融合是在一种非 电解质溶 

液，如 0．3mol／L甘露醇 ，及两根平行细微电极 

所组成的融合小室中进行 ，由直流脉冲 

所诱发。适宜的脉冲强度及脉程时程对电融合 

至关重要，且因种间而异 ”。这些参数还随 

电极间距离、融合液种类、卵母细胞不同来源、 

仪器等而作适当调整。还随每天不确定的原因 

而改变。为了使细胞易于融合，需将卵质膜与卵 

裂球紧密接触，使电场垂直通过卵／卵裂球界 

面。适宜的交流脉冲可使细胞定向排列。也可 

人工用微细玻管定向排列细胞。一般认为电诱 

导融合 同时，可激活卵母细胞 ，但激活率并不 

高 3：。因而，必须确保有足够的融合脉冲激活 

卵母细胞。有人从另一卵母细胞中取少量胞质 

置于待激活卵母细胞质膜上，再用电刺激，激活 

率明显提高。增加脉冲次数，延长脉冲时程可提 

高激活率 。体外成熟的猪卵母细胞用高压电 

刺激 ，激活率明显增高“”。然而，提高了激活率 

后，对以后重组胚发育能力的影响有待证明。 

四、核移植克隆动物胚胎现状与问题 

虽然 ，用核移植技术生产克隆动物 已取得 

很大成就 ，但有许多因素影响其在畜牧生产中 

的商业化应用。 

(--)供体胚胎和受体卵母细胞 在商业化 

生产克隆动物中，希望供体胚胎来自遗传上优 

秀的个体。牛可采用超数排卵和非手术法从子 

宫中收集优 良动物的胚胎，如此得到最早阶段 

是在 32至 64一细胞期。用作胚胎克隆时，核仍 

具有全能性 ，并可发育至分娩 。在兔、羊和 

猪等动物中，常用手术法收集胚胎，可以在较大 

范围内选择胚胎发育阶段。一般而言，胚胎发育 

早期构成重组胚的效果越好 ，越晚则效果越差。 

这与细胞分化及分化程度可能有一定关系 。在 

不同动物中，从 2至 64细胞期及 IcM 细胞核 

移植后均有成功报道。然而，胚胎克隆意义在于 

大量生产优秀个体的同质胚 。因而供体胚所含 

的卵裂球数愈多 ，越有商业价值。也就是希望能 

够充分利用发育较晚期的胚胎。但又与上述分 

化程度发生矛盾。解决这一矛盾 ，具有重要的实 

际意义。实验还表 明，冷冻胚胎克隆、克隆胚胎 

再次克隆与鲜胚克隆相 比，发育能力和妊娠率 

都无明显差别。。 。Granada生物技术公司已 

成功地将冷冻胚胎及二次重组胚胎用于生产胚 

胎克隆动物群 。 

受体卵母细胞不必来 自有价值动物 ，可从 

超排动物 中手术收集体 内成熟卵母细胞，或从 

屠宰动物 的卵巢中收集卵母细胞通过体外培养 

成熟获得。手术法收集的卵母细胞，质量较理 

想，但既昂贵又费时，不利于商业化应用 。体外 

培养成熟卵母细胞来源经济又易控制 ，然而融 

合与发育能力较差“”。在将体外成熟卵母细胞 
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用于 日常核移植之前，有必要改进 卵母细胞体 

外成熟培养技术，找到简单方法鉴定具有良好 

融合及发育能力的卵母细胞。在改进了培养条 

件，提高卵母细胞成熟能力，基于对卵泡大小选 

择一提高激活能力后，用于核移植的效果与用体 

内成熟卵母细胞的效果几乎相同 。新近排卵 

卵母细胞比老龄卵母细胞去核率及融合率高， 

形成重组胚后发育能力强，但不易被激活 ，不过 

已有些方法可提高其激活率。 

对于核移植成功影响的关键，在于将何时 

期的供体核移植到何时期的受体胞质中?细胞 

质对植入核究竟起怎样的调控作用?其相互作 

用如何?这些细胞学基础理论问题 ，有待于从分 

子水平上加 以阐 明 

(二)显微操作 见“三”。 

(三)重组胚的培养及移植受体后的发育 

至今，大多数体外培养系统不能很好地维持重 

组胫在体外技育 虽然 ，一些胚胎，如兔胚胎，在 

体外容易发育到囊胚阶段。但将这些胚胎移植 

后的发育率很低。兔眼前房液可使兔重组胚囊 

胚发育率显著提高” 。在母牛中。出于商业化实 

用需要，须用非手术法将晚期桑椹胚或早期胚 

泡移植到受体子宫中。为此 ，夫多采用了体内培 

养系统(如寄养母兔、羊的输卵管内)。虽然胚胎 

能正常发育，但体 内过渡培养并不理想，因要消 

耗大量劳力和经费，且相当部分胚胎在操作中 

丢失“ 。 

有报道，兔重组胚的发育率比基于染色体 

移去、融合、激活，及胚胎移植等带来损失所预 

计的发育率要低(4 ：10 )。 。兔重组胚移植 

受体后发育至分娩的比率与未操作胚所得 比率 

无差异。 牛的重组桑椹胚或囊胚所得 的移植 

妊娠率很低 (n )。”，其中，26 受体牛发情 

周期延长，意昧胚胎 早期死亡。另一方面．一些 

移植有核移植胚胎的受体妊娠期延长，需要助 

产 不过，已有报道，牛核移植胚胎移植妊娠 率 

可达 60 。可以认为 ，重组胚发育异常的原 

因，不一定归于重组胚内在问题，而更可能是由 

于穆移植技术因素所造成。 

五、 动物胚胎克隆的前景展望 

胚胎克隆在畜牧业生产及科学研究上有着 

重大意义。核移植技术每一环节都会有损失 。在 

适 当条件下 ，融合率可达 约 9o ，体 内培养胚 

胎收集率为 60 ，在绵羊中约有 40 的重组胚 

发育至桑椹胚或胚泡阶段 ”。因此 ，如果 1枚 

供体胚有 2o个卵裂球可用于核移植 ，经上述步 

骤后 ，将 产生 5枚 同 质 胚 (2 o×o 9 x o．6 

xo．4)。其效率远远高于胚胎分割。可以肯定， 

今后 ，效率更加提高 。如果每一步骤上的效率可 

达 9o ，用体外培 养系统取代体内寄母培养， 

且 1枚胚胎内含有 60个可用于核移植的卵裂 

球 ，那么就可获得近 50枚同质胚 (60x o．9×o． 

9)。此外，还 可利用胚胎的系列克隆，即使核移 

植效率相对地低些 ，也可获得无限数量的同质 

胚胎 。 

另外 ，小 鼠、绵羊、猪及 牛 的胚胎 干细胞 

(ESC)培养获得了成功。ESC来 自于 ICM。牛、 

羊 ICM 细胞核移植成功 ，提示 ，或许可利用 

来 自ICM 的 ESC作为核供体来源 ，能产生很 

大的克隆动物家族 。其应用潜力巨大。此外，用 

基因改变了的胚胎干细胞进行核移植，可能为 

改变基因组 DNA提供最有效的手段。这在将 

来研究中无疑是一个很重要领域 。 

除了上述供体核来源上数量巨大外 ，棱移 

植与其它相关 技术结合，潜力更大。如研究者 

在获得牛克隆胚胎后，将其中的一部分冷冻保 

存，将另一部分移植到受体中，对其后代的奶、 

肉等生产性能进行分析，才知道同一克隆其余 

旺胎的遗传潜力 如证明有价值，仍冷冻保存， 

为再次克隆提供胚胎库。或解冻后，进行胚胎移 

植。在克隆前，还可进行性别鉴定，生产大量的 

目的性别同质胚，以满足顾客需要 

未来研究中还有许多问题有待解决 ，如，改 

进卵母细胞体外成熟系统，提高细胞质成熟能 

力，从而提高发育率 对于正在成熟卵母细胞 中 

促成熟因子(MPi?)周期性本质 ，以及卵裂第一 

细胞周期的研究，必定对植入核基因表达重编 

排的机制有深入了解。对于供体胚胎细胞周期 
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的详细研究，将有助于分析细胞周期不同步对 

于以后重组胚发育的影响 。研究表明．供体核所 

处细胞周期时期对核移植胚胎发 育有重要影 

响“ 。改进早期胚胎冷冻方法，除 了用形态 

学方法外评定胚胎存活力的研究，必将给商业 

化生产带来益处。最近，通过改进条件和技术， 

能利用作为屠宰场副产品的卵母细胞获得更经 

济、更方便的胞质受体来源。另一方面．利用屠 

宰的优 良母畜的卵母细胞体外培养成熟、体外 

受精、发育的胚胎作为核供体来源，也具有同等 

重要意义，不过 目前用体外受精、发育的胚胎作 

核供体比体内收集的胚胎所获得的核移植胚胎 

发育能力低“ 。在核移植技术方面，还需进一步 

完善去核、融合、激活及培养等技术。目前最大 

问题就是结果的不稳定性 。提高结果的一致性 ， 

避免随机偶然性，可能是今后要解决的最重要 

的同题 。 

顺便提及，核移植概念本身是出于简单化 ， 

或用词不恰当。因为供体胚胎细胞质的全部或 

部分被转 移到受体胞质中 供体胞质对胚胎发 

育的影响或对后代性状的影响不了解。但在用 

转移无细胞质的纯核的方法创立之前，对上述 

假设不可能进行实质性实验研究。另外，还必须 

考虑胞质遗传(线粒体 DNA)，特别是当用体外 

成熟卵母细胞来源不清时 ，更应考虑。 

现在，不是能否进行胚胎克隆的问题，而是 

如何最大限度地提高其教率的问题。可 预料， 

随着核移植技术的逐步完善和克隆胚胎系的建 

立 ，将可能生产大批的来 自同一优秀个体的基 

因型相同的后代。另外．如将转基目技术、胚胎 

干细胞培养技术、核移植技术结合起来，即使是 

有限数量的新品种、优良品种，也可产生无限数 

量的基因型相同的动物克隆群。这势必对畜牧 

生产及生物科学研究发展产生深远的变革性影 

响。 
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更 正 

本刊 28(3)期《四川屏山县鸟类调查报告》一文中，第 20与 21页中的“褐林踱 的“踱”字，以及 

第41、44 46页鸟类种名中的“踱”字，均应为“鹦”字，特此更正。 
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