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人 ! 兔异种核移植构建克隆胚的实验研究

季静娟，郭通航，童先宏，骆丽华，周桂香，傅应云，刘雨生"

（安徽医科大学 附属省立医院生殖中心，安徽 合肥 "#$$$%）

摘要：“治疗性克隆”是人类最关注的课题之一，而人体细胞核移植是治疗性克隆的基础和前提。异种核

移植的方法虽已被引入人体细胞克隆胚的构建，但供体细胞的类型、培养代数及准备方法与其效率之间的关系

尚有待探讨。本实验以不同培养代数和不同准备方法的人卵丘细胞、皮肤成纤维细胞和软骨细胞为供体构建了

克隆胚，对其发育情况的比较表明，以卵丘细胞为供体时重构胚的体外发育率高于其余二者，差异显著（! &
$’$(）；不同培养代数的成纤维细胞克隆胚和不同冷藏天数供体细胞克隆胚体外发育率无明显差异。此外，本

实验还尝试用荧光原位杂交法检测所构建的异种克隆胚核遗传物质的来源，结果显示来自人体细胞。本研究表

明，人 ! 兔异种核移植构建克隆胚切实可行；体细胞的类型与核移植效率相关；供体细胞的体外培养传代对克

隆胚的发育并无影响；而冷藏是一种简便有效的供体细胞准备方法；此外，用 )*+, 方法对重构胚进行核遗传

物质的鉴定切实可行。
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胚胎干细胞是未分化、具有分化为各种类型细

胞潜能的细胞。它的这二大特性使其可能成为修复

组织和器官损伤最佳“种子”细胞。但免疫排斥反

应问题是胚胎干细胞应用于临床所必须克服的问

题。体细胞核移植技术和胚胎干细胞技术的结合

（+B:93，%TT.；+=<945 U V4653659，%TTT） 诞 生 了

“治疗性克隆”（W6>X6 49 6<，%TTT），它可从根本上

解决上述问题。
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人体细胞克隆胚的构建是“治疗性克隆”的基

础和前提。构建人体细胞克隆胚时存在二大难题。

首先是人卵母细胞的短缺问题。异种核移植因而成

为科学家们解决这一问题的理想方法（!"##$ "% &#，
’(()；*+", "% &#，’(((）。-&,.& "% &#（’(((）和

*+", "% &#（/001）分别报道用该方法构建了人体细

胞克 隆 胚。其 次 是 核 移 植 效 率 低 下 的 问 题。在

*+", "% &#（/001）的研究中，仅就供体细胞提供者

的年龄与核移植之间的关系进行探讨，未对影响核

移植效率的其他方面进行研究。因而，本实验旨在

进一步论证异种核移植构建人体细胞克隆胚可行性

的基础上，对供体细胞的类型、培养代数及准备方

法与核移植效率之间的关系进行探讨，期望能找到

最适合于构建人体细胞克隆胚的供体细胞。另外，

本研究还尝试用荧光原位杂交的方法对重构胚进行

核遗传物质的鉴定。

! 材料与方法

! "! 核供体细胞和受体卵母细胞的准备

成纤维细胞由成年女性颈部手术时丢弃的标本

体外培养、传代，传代时将部分细胞以 / 2 ’03 4 5-
的浓度分装于 ’ 63 5- 的无菌离心管中 7 8冷藏保

存（保存时间在 ’3 9 以内），至显微操作时直接从

7 8取出；:;< 手术时自卵子周围剥取的卵丘细胞

备用；软骨细胞由安徽省立医院的张梅博士惠赠。

性成 熟 期 日 本 大 耳 兔 =>?@AB*@ 促 排 卵，注 射

+*@ ’3 C ’) + 后处死兔子，D*>’(( 培养液冲洗输

卵管，回收卵团。

! "# 显微操作

将脱去卵丘细胞的兔卵母细胞移入含 E 63!F 4
5- *G 的 >/ 培养液液滴中，同时加入供体细胞，

用内径 ’3!5 的玻璃针吸出第一极体及其下方的

’ 4 7 C ’ 4 1 胞质（包括细胞核），然后从原针吸口处

将供体细胞注入透明带下并轻压透明带。

! "$ 电融合与激活

将重构卵移入盛有融合液的融合槽两电极之

间，用实心玻璃管拨动之，使供、受体细胞胞质接

触面与两电极平行以利融合。融合参数设定为 ’70
; 4 55，脉宽 )0!$，/ 个电脉冲，间隔 ’ $。融合后

的重构卵放入 >?（含 /0H <G? 的 >/）培养液中

1) 63 8、3H*I/ 环境中培养。/0 5J, 后观察融合

情况，未融合者按上述方法再融合一次，已融合者

进行激活，激活参数为 ’70 ; 4 55，脉宽 /0!$，/

个电脉冲，间隔 ’ $。
! "% 体外培养

重构胚在 >?（含 /0H<G? 的 >/）培养液中洗

涤，然后放入上述培养液滴中，1) 63 8、3H *I/

环境中培养，每日观察一次。

! "& 细胞固定

选择 7 K ) 细胞期的成纤维细胞重构胚，记录

供体细胞提供者的性别。链酶蛋白酶溶解透明带

后，吹 散 卵 裂 球 细 胞，移 入 已 滴 有 吐 温 K 盐 酸

（0 6’H DL"", /0A0 60’ 5M# 4 - B*#）的玻片上，镜下

观察直至细胞溶解，并做好标记。玻片干后于酒精

中脱水各 3 5J,，室温下老化过夜。

! "’ 荧 光 原 位 杂 交 （ ()*+,-./-0/- 10 .*12 345
6,1718921+0，:;<=）

以成年男性外周血淋巴细胞染色体标本为对

照。将玻片置于（E1 N ’）8 E0H 甲酰胺中变性 3
5J, 后，加入已变性的染色体计数探针（O+PM5MA
$M5" ",Q5"P&%JM, RPMS"，*T=，美 国 ;U$J$ 公 司 生

产，为人染色体特异性）混合物于玻片的靶区域，

盖上盖玻片后橡皮胶泥封片，7/ 8杂交过夜。次

日分别于（E1 N ’）8 067 2 ??* 4 0 6 1V=A70、室温 /
2 ??* 4 0 6 ’V=A70 中各 ’ 5J, 后暗处风干玻片，每靶

区域加入 ’0!- WX=: 复染。

! "> 结果判定

荧光显微镜下观察，当细胞同时出现红、绿色

信号各一个时，判定重构胚的性染色体核型为 YZ，

仅当同时出现两个绿色信号时判定性染色体的核型

为 YY。

! "? 统计学方法

采用卡方检验及确切概率法，当 ! [ 0 603 时

表示差异有显著性。

# 结 果

# "! 异种克隆胚

本实验以 1 种体细胞为供体共构建重构卵 1\’
枚，各组操作卵数、融合情况、胚胎各阶段发育情

况如表 ’ 所示。

由表 ’ 可知，1 组细胞的融合率差异不显著。

卵丘细胞组早期发育率显著高于其他 / 组，软骨细

胞组和皮肤成纤维细胞组早期发育率差异不显著。

卵丘细胞组囊胚形成率显著高于成纤维细胞组，本

实验中软骨细胞组未获得囊胚。重构胚的发育见图

’。
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表 ! 人软骨细胞、卵丘细胞、成纤维细胞克隆胚发育情况

"#$ % ! "&’ (’)’*+,-’./ +0 1*+.’( ’-$23+4 2’1+.4/251/’( 67/& &5-#. +44’+1#2/7*#87.+54 1’**4，15-5*54 1’**4 #.(
07$2+$*#4/4

组别 !"#$%
操作卵数

&# ’ #( ##)*+,-
./01%$2/+,

融合率

3$-1#0 "/+,4

（5）

卵裂率

62,/7/8, "/+,9

（5）

: 细胞胚胎率

;18<+=),22 ,.>"*#
"/+,?（5）

桑葚胚率

@#"$2/ -+/8,?

（5）

囊胚率

A2/-+#)*-+ "/+,?

（5）

软骨细胞 B--,#)/"+12/810#$- ),22 CD C4 E9（F4 G CD）/ ?H EI（4C G F4）/ 4F EJ（: G F4）/ D E ?（? G F4）/

卵丘细胞 6$.$2$- ),22 44C JC EH（CC G 44C）> CJ E9（F? G CC）> J? EI（?J G CC）> ?4 E:（94 G CC）> 4: E9（49 G CC）>

成纤维细胞 31>"#>2/-+ 4D: JJ EC（HH G 4D:）/ F9 EF（F9 G HH）/ 9J E?（9J G HH）/ 49 E4（49 G HH）/ C E 4（C G HH）/

/，> 表示同列数值间差异显著（卡方检验：! K I EIJ）。
/ /0L > .,/0 +</+ +<, 7/2$,- 10 +<, -/., )#2$.0 L1((," -1801(1)/0+2*（!

9 +,-+：! K I EIJ）’
4 融合卵数 G显微操作的卵数（&# ’ #( ##)*+, ($-,L G &# ’ #( ##)*+, ./01%$2/+,L）；9 分裂至两细胞的胚胎数 G培养的重组胚数（&# ’ #( +M#=),22

,.>"*#- G &# ’ #( ",)#0-+"$)+,L ,.>"*#-）；? 发育至不同细胞时期的胚胎数 G培养的重构胚数（&# ’ #( ,.>"*#- L,7,2#%,L +# L1((,",0+ -+/8, G &# ’ #(
",)#0-+"$)+,L ,.>"*#- )$2+$",L）。

表 9 三种培养代数的成纤维细胞克隆胚发育情况比较

"#$ % 9 "&’ (’)’*+,-’./ +0 1*+.’( ’-$23+4 +$/#7.’( 02+- /&2’’ ,#44#8’4 +0 07$2+$*#4/
培养代数

N/--/8, )$2+$",L
操作卵数

&# ’ #( ##)*+, ./01%$2/+,
融合率

3$-1#0 "/+,（5）

9 O F 细胞胚胎率

9 O F ),22 ,.>"*# "/+,（5）

囊胚率

A2/-+#)*-+（5）

第二代 P<, 90L %/--/8, 9F J: E?（4F G 9F）/ ?J ED（J G 4F）/ D E 4（4 G 4F）/

第三代 P<, ?"L %/--/8, 9H J4 ED（4J G 9D）/ CC ED（4I G 4J）>

第四代 P<, F+< %/--/8, CC ?J E4（4? G ?D）/ ?J E4（4? G ?D）/ 4I E:（F G ?D）/

/，> 表示同列数值间差异显著（卡方检验：! K I EIJ）。
/ /0L > .,/0 +</+ +<, 7/2$,- 10 +<, -/., )#2$.0 L1((," -1801(1)/0+2*（!

9 +,-+：! K I EIJ）’

9 :9 培养传代对重构胚体外发育的影响

本实验中成纤维细胞的培养代数为 4—C 代，

对以第二至四代为供体（准备方法随机）所构建的

重构胚发育情况进行了比较（表 9）。

由表 9 可知，? 组重构卵融合率差异不显著。

第三代细胞组重构胚的 9 O F 细胞胚胎的发育率明

显高于其余 9 组，差异极显著（! K I EI4）；而且除

第二代细胞组重构胚外，其余 9 代细胞组重构胚均

有发育至囊胚者，只是囊胚形成率较低且差异不显

著。

9 :; 不同冷藏天数对重构胚体外发育的影响

本实验以冷藏方法准备供体细胞共构建重构卵

4JF 枚，对以新鲜细胞和冷藏 9、J、H L 的成纤维

细胞为供体时重构胚的发育情况进行了比较（表

?）。

由表 ? 可知，与新鲜细胞组相比，冷藏细胞各

组的融合率、早期胚胎发育率差异均不显著，本次

实验未获得新鲜细胞组和冷藏 H L 细胞组囊胚。

9 :< =>?@ 结果

本实验对 9F 枚卵裂球行 3QRS 检测，有 99 枚

卵裂球出现清晰、明亮的 9 个信号，可判定重构胚

的遗传物质来自人体细胞，与核供体细胞的性染色

体类型一致（图 9）。

表 ; 不同冷藏天数的成纤维细胞构建克隆胚发育情况的比较

"#$ % ; "&’ (’)’*+,-’./ +0 1*+.’( ’-$23+4 2’1+.4/251/’( 02+- 07$2+$*#4/ 1&7**7.8 0+2 (700’2’./ (#34
冷藏天数

6<122108 L$"/+1#0（L）

操作卵数

&# ’ #( ##)*+, ./01%$2/+,
融合率

3$-1#0 "/+,（5）

9 O F 细胞胚胎率

9 O F ),22 ,.>"*# "/+,（5）

囊胚率

A2/-+#)*-+ "/+,（5）

I 9F F4 ED（4I G 9F）/ JI（J G 4I）/

9 ?9 JC E?（4: G ?9）/ ?: EH（D G ?9）/ 44 E4（9 G ?9）/

J 4D J: E:（4I G 4D）/ CI（C G 4I）/ 4I（4 G 4I）/

H 99 C? EC（4F G 99）/ ?J ED（J G 4F）/

/，> 表示同列数值间差异显著（卡方检验：! K I EIJ）。
/ /0L > .,/0 +</+ +<, 7/2$,- 10 +<, -/., )#2$.0 L1((," -1801(1)/0+2*（!

9 +,-+：! K I EIJ）’
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图 ! 重构胚的发育

"#$ % ! &’(’)*+,’-. */ 0’1*-2.031.’4 ’,506*
7 % 早期发育阶段的重构胚（890)6 2.9$’ ’,506*）；: % 囊胚阶段的重构胚（:)92.*162.）。

图 ; 对重构胚的 "<=> 检测

"#$ % ; "<=> 4’.’1.#*- */ 1)*-’4 ’,506*2
7 % 男性外周血淋巴细胞间期（?9)’ +’0#+@’09) #-.’0+@92’ )6,+@*16.’ 1’))）；: % 男性外周血淋巴细胞中期（?9)’ +’0#+@’09)
,#44)’+@92’ )6,+@*16.’）；A % 重构胚胎卵裂球细胞 "<=> 检测（A)’9(9$’ 1’)) #- 0’1*-2.031.’4 ’,506*2）。

! 讨 论

“治疗性克隆”的设想已提出多年，其诱人的

应用前景激起了众多科研工作者的研究热情。人们

首先关注的是人体细胞可否被重编程并发育到囊胚

阶段，已 有 研 究 肯 定 了 这 一 点（B3 ’. 9)，;CCD；

>E9-$ ’. 9)，;CCF）。那么，其他哺乳动物的卵母细

胞可否支持其恢复全能性并重编程呢？B9-G9 ’. 9)
（!HHH）及 A@’- ’. 9)（;CCD）分别报道用异种核移

植的方法构建人体细胞克隆胚，后者同时获取了胚

胎干细胞。经核型分析、同源染色体分析、原位杂

交、IAJ 和免疫组化染色等多种鉴定，克隆胚细胞

及其衍生细胞 K 核移植胚胎干细胞均起源于被兔卵

母细胞重编程的人体细胞（A@’- ’. 9)，;CCD）。本

研究对其可行性进行了进一步的论证，结果说明兔

卵母 细 胞 可 支 持 人 体 细 胞 重 编 程，与 A@’- ’. 9)
（;CCD）的报道相符。

尽管核移植近年来取得了长足的发展，但该技

术效率低下是不争的事实。提高核移植的效率除可

以从分子水平对其影响因素进行探讨外，还有赖于

各组成环节效率的提高。其中，供体细胞的选择、

准备方式以及重构胚鉴定方法是重要的方面。

! "# 供体细胞的类型与核移植之间的关系

对核移植机理的研究表明，供 L受体细胞的细

胞周期是否相容是决定重构胚能否正常发育的关

键。由于本实验所用的受体细胞为 ?!期卵母细

胞，其胞质中成熟促进因子（,9.309.#*- +0*,*.#-$
/91.*0，?I"）的活性很高。供核暴露在该环境中后

会发 生 核 膜 破 裂 （ -31)’90 ’-(’)*+ 50’9M2 4*E-，

N8:&）以及早熟染色质凝集（+0’,9.30’)6 1@0*,*O
2*,’2 1*-4’-2’，IAA），接着进行 &N7 的复制。PC L
P! 期供体核处于 &N7 合成前期，移入受体胞质后，

&N7 复制一次后分裂，可产生 ; 个正常染色体倍数

的子细胞；与 PC L P! 期细胞不同的是 P; L ? 期细胞
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会有四倍体 !"#，导入受体胞质后，只有顺利排出

极体的重构胚才能正常发育；而 $ 期细胞处于 !"#
合成期，为供体时，则会由于 "%&! 和 ’((，导致

碎片化产生。所以，以 )* + ), 期细胞为供体核移植

效率最高（(-./0122 13 -2，,445；6728 13 -2，,449；

(-.0122 13 -2，,44:）。由于卵丘细胞增殖速度快，

处于 )* + ), 期的细胞数目就较多，因此以卵丘细胞

为供体时核移植效率较高（;-37 13 -2，<***）。然而

由于卵丘细胞来源困难，而且男性病人体内无卵丘

细胞，使其应用受到一定的限制。虽然以皮肤成纤

维细胞为供体效率比卵丘细胞低，但取材较容易，

不失为一个首选的供体细胞类型。

! "# 供体细胞的培养代数与核移植之间的关系

供体细胞的培养代数与核移植效率之间的关系

也是人们研究的热点之一（#=-3 > ?@ABCD27，<**,；

;A073- 13 -2，<***）。普遍的观点认为（;-37 13 -2，
,449；E-F@- 13 -2，<***），传代对核移植效率有不

利的影响（ECA，<***）。但是否培养代数与核移植

的效率呈负相关；还是超过一定的培养代数后，培

养代数才会对核移植的效率产生影响，尚无定论。

本实验结果初步说明，在一定的范围内，培养代数

对核移植无明显影响，但此“范围”限定于多少代

之内，尚有待进一步探讨。

! "! 供体细胞的准备方法与核移植效率之间的关

系

核移植过程中，供体细胞的准备是一项受许多

因素制约却又十分重要的环节。目前，供体细胞的

准备方法主要为：,）新鲜分离（6-G-H-.- 13 -2，
,449）；<）培养传代，包括对细胞进行血清饥饿

（6C2.A3 13 -2，,44I）和不进行血清饥饿 < 种方法

（(C0122C 13 -2，,449）。这些方法不仅烦琐，而且细

胞在 传 代 的 过 程 中，染 色 体 变 异 的 可 能 性 增 大

（ECA，<***）。因此，探索一种简便有效的供体细胞

准备方法对提高核移植效率有很重要的价值。ECA
（<***）在克隆牛实验中采用将供体细胞冷藏备用

的方案，结果显示，冷藏不仅可以减小染色体变异

的可能性，还可以简化实验程序，是一种简便有效

的供体细胞准备方法。本实验也引入了该方法，结

果证实，同样适用人体细胞克隆胚的构建。

! "$ 用 %&’( 对重构胚进行鉴定的可行性和优点

目前对异种重构胚进行鉴定的方法主要有染色

体核型分析、’(? 等（JK-FL 13 -2，<**M）。这些方

法或受标本量的限制，较难操作；或因实验步骤繁

多，混杂因素多，结果并不理想。用人 N、O 染色

体特异性探针进行荧光原位杂交的技术较为成熟

（PAFF1 13 -2，,44M；E-Q1=L1 13 -2，,44I；!12R-F3H 13
-2，,44I）；所用探针具有种属特异性；结果相对准

确、可靠。本实验中首次运用 ST$J 方法对所构建

的异种克隆胚进行检测，结果表明用该方法对核移

植重构胚进行鉴定切实可行，应是较为理想的判断

重构胚核遗传物质来源的方法之一。线粒体是细胞

中重要而独特的细胞器，哺乳动物的线粒体有着自

己的遗传物质———线粒体 !"#。核移植过程中不可

避免地会将部分或全部供体细胞的胞质带入受体卵

内，重构胚胞质中含有供 +受体两种来源的线粒体。

目前人们最关心的是从人 U 兔异种核移植获取的胚

胎干细胞能否用于临床治疗，因而对人体细胞重构

胚发育过程中及到所形成的干细胞分化后线粒体构

成变化的研究至关重要（O-FL 13 -2，<**M），有待

深入探讨。

$ 结 论

, V 去核的兔卵母细胞可支持人体细胞核进行重编

程，以人体细胞为核供体，去核的兔卵母细胞

为受体构建克隆胚切实可行。

< V 以卵丘细胞为供体核移植效率高，但其来源受

到一定的限制，而皮肤成纤维细胞取材方便，

不失为一种较理想的供体细胞类型。

5 V 一定范围内，供体细胞的传代对核移植的效率

并无显著影响。

M V 在人体细胞异种克隆胚的构建中，冷藏是一种

简便、有效的核供体细胞准备方法。

W V 单细胞荧光原位杂交是鉴定重构胚中核遗传物

质来源的简单、准确的方法。

伦理管理：本研究遵照国家科技部和卫生部联

合颁布的《人胚胎干细胞研究伦理指导原则》,< 条

执行。
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