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哺乳动物克隆的研究进展与应用前景

谭晓红 杨 晓 黄培堂"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京!$$$"!）

摘 要 显微注射技术本身固有的缺点在很大程度上限制了转基因动物的研究及应用。近年来，体细胞基因打靶

和体细胞克隆的最新研究进展表明，这两种技术相结合将成为制备大型转基因动物的有效途径。
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对大型哺乳动物进行遗传修饰和大规模克隆的研究已

经进行十多年了，转基因动物的研究取得了显著但有限的进

展。直到最近，多莉羊的诞生和应用核移植制备转基因动物

的尝试，为此领域的研究与发展带来了新的生机。

! 应用传统方法研制转基因动物的局限性

应用转基因动物乳腺生产重组蛋白质在6$年代得到了

广泛的重视和研究，然而具备生产价值和经济效益的乳腺生

物反应器系统却屈指可数。这主要是因为用于常规制备转

基因动物的显微注射技术本身固有的缺点是很难克服的。

转基因通过显微注射整合到动物基因组的效率较低，转基因

随机整合造成的“位置效应”所引起的表达结果的不确定性，

转基因动物遗传中出现优良性状的分离、减弱，嵌合体动物

等问题的存在，通常需要经过大量的筛选才能获得高表达的

转基因动物，因此转基因动物乳腺生物反应器的研制周期较

长且费用高昂。解决转基因随机整合的最根本的方法是采

用定位整合，这样可消除基因表达的位置效应，确保转基因

表达的组织特异性，并可能取得与动物乳蛋白一致的表达水

平。

在小鼠研究方面，应用同源重组技术和胚胎干细胞（;G
细胞）技术实现了内源基因的定位剔除和外源基因的定位整

合，以前所未有的速度培育了多种遗传修饰的突变体小鼠，

对它们的研究大大扩展了人类对基因功能的认识［!］。但迄

今为止，仍未培养成功大动物的胚胎干细胞，使得对大动物

进行遗传修饰的研究远远落后于对小鼠的研究。近年来，体

细胞打靶和核移植的最新研究进展使得对大动物进行精细

的遗传修饰成为可能。

" 近期核移植的进展

!66"年H=(<?C等报道用成年绵羊的乳腺上皮细胞作

为核供体，成功克隆出!只活的绵羊，命名为多莉（I’((J）；同

时用绵羊的胎儿成纤 维 细 胞 作 为 核 供 体，克 隆 出%只 绵

羊［#］。在对多莉羊的身份进行核实和全世界展开克隆的伦

理学讨论的同时，各国科学家相继报道了类似的研究成果。

!661年H,K,J,<,等报道用小鼠卵丘细胞作核共体成功克

隆出小鼠［%］。同年L,C’等报道用一只成年牛的卵丘细胞、

输卵管上皮细胞分别克隆出:只和%只小牛［7］。!666年

2,K/,-C./4@K’等报道用耳的皮肤成纤维细胞经核移植克隆

出!只活的牛［:］。!666年G/=A,等报道用来源于肌细胞的

传代细胞核移植克隆了四只活的小牛［5］。#$$$年M-=@,等

又在克隆猪上取得了进展，他们用滤泡粒细胞作为核供体与

体外来源的去核卵母细胞融合，它们所形成的假原核再经核

移植到体外来源的去核受精卵胞质受体中，获得重组胚，移

植"#枚重组胚到受体猪中，有:只小猪出生，现都健康成

长［"］。

克隆羊技术是生物工程技术发展中的一个里程碑，它标

志着体细胞核移植技术可作为一种成熟技术应用于转基因

动物的研究。!66"年NNO公司的科学家与罗斯林研究所的

H=(<?C等联手通过体细胞核移植率先在世界上培育了表达

人凝血因子MP转基因绵羊［1］。!661年F=D4((=等通过体细

胞核移植技术，用胎儿成纤维细胞作核供体，培育了%头健

康的、相同的含有外源标记基因（"0半乳糖苷酶基因）的转基

因牛。他们的研究表明，虽然体细胞（牛胎儿的成纤维细胞）

在体外培养的寿命有限，但当培养至衰老时，其群体倍增的

数目足够产生转基因细胞系的克隆，而且接近衰老的体细胞

的寿命因核移植而延长［6］。同年，他们又报道以;G样的细

胞（衍生自体细胞）为核供体，生产转基因 牛 的 嵌 合 体 后

代［!$］。但以 上 研 究 中，转 基 因 的 整 合 方 式 仍 是 随 机 的。

!666年Q,A?=R=从7$天的转基因雌性胚胎原代培养的体细

胞系中获得核供体，核移植复制抗凝血酶#的转基因山羊，

培育了三个健康的相同的雌性子代［!!］。

!666年H,K,J,<,等报道用小鼠的胚胎干细胞作为核

供体，培育出活的小鼠［!#］。这说明可以在胚胎干细胞中将

基因打靶和核移植相结合，不必通过生产嵌合体，而直接得



到定位遗传修饰的动物。至今还未有大动物的胚胎干细胞

培养成功的报道，但用培养的体细胞进行基因打靶及核移植

提供了一种替代方法。!"""年 #$%&’()*等对绵羊胎儿成

纤维细胞进行基因打靶，将转基因!!"（!抗胰蛋白酶）定

位整合在绵羊!+原胶原（#$%+!+）基因位点，并通过核移

植培育成功一只活的绵羊。对该羊用激素诱导哺乳，测得其

奶中的,,-含量为"./012／13。同时，还培育成功!只用

&’(基因打靶该位点的核移植绵羊［+4］。此研究说明，基因打

靶可被有效地应用于大动物体细胞，对体细胞进行精确的遗

传修饰，并通过核移植生产出活的动物。在大动物胚胎干细

胞尚未培育成功的情况下，此研究具有重要的意义。

! 基因打靶与核移植技术相结合的优势

虽然早期的基因打靶是在体细胞中获得的，但因为体细

胞的分裂次数有限，而且打靶的效率通常比胚胎干细胞打靶

效率低两个数量级，所以在大动物体细胞中进行基因打靶较

为困难。最近通过对打靶载体及其筛选策略的改进，如无启

动子打靶载体，无多聚腺苷酸信号打靶载体的应用，使得对

大动物体细胞的基因打靶或精确的遗传修饰成为现实［+5］。

基因打靶与核移植技术相结合是创建转基因动物很有

前途的一种方法，因为可以在创建一个转基因动物之前在细

胞中将目的基因插入染色体的特异位点，避免转基因随机整

合带来的位置效应，显著增加转基因动物生产药用和营养蛋

白的能力；同时可剔除或替换掉干扰目的蛋白分离或引起移

植组织排斥的动物基因。这样，将转基因动物的筛选提前到

细胞水平，而不是在动物水平，不但可以节省时间，对大动物

的生物反应器来讲，更降低了成本。在胚胎重构前通过基因

打靶修饰、筛选细胞群体与整体动物的原代克隆提供了一种

群体快速遗传改进或修饰的方法。在生产转基因动物方面，

采用体细胞核移植技术比用显微注射技术具有更多的优点。

首先体细胞的数量远比受精卵丰富，且现在的研究表明，多

种体细胞如乳腺细胞，胎儿的成纤维细胞［!］，卵丘细胞［4］，

上皮细胞［5］等等均可作为体细胞核移植的核供体，并能成功

克隆。而且打靶成功的转基因细胞可经冷冻保存，为转基因

动物的生产在时间上提供了很大的灵活性，这也是降低生产

成本的一个重要方面。其次，用该方法制作转基因动物效率

高，在鉴定了适用的细胞克隆后，就可用细胞核移植技术，获

得“速成动物群”。作为人类医疗用的各种蛋白质药物的供

源，这种动物群的遗传一致性可保证生产的医药产品的一致

性，这是常规育种所不具备的可贵性能。细胞核移植技术还

有利于对转基因动物提前作性别鉴定，适当性别的转基因大

动物如牛的整个种群可在一代中产生，在转基因动物的性别

是重要条件的情况下，其转基因效率将大大提高。例如，以

人体蛋白质在乳汁中表达为主要目标时，其始祖动物可全部

为雌性个体。而传统的显微注射方法则需传!代才有可能

获得一个生产的种群，每一代将节省!年的时间［+"］。另一

个扩大转基因动物生产的潜在步骤是发现并应用大动物的

胚胎干细胞作为核供体。建立牛、羊、猪等家畜的67细胞

系，将非常有效地提高基因打靶的效率，从而提高制备大型

转基因动物的效率。基因打靶，无论是胚胎干细胞还是体细

胞的基因打靶，与核移植共同应用都将为转基因动物的研究

与生产开辟新径。

" 基因打靶与核移植技术相结合的应用前景

利用基因打靶和核移植技术生产转基因动物有着广阔

的应用前景，主要表现在以下几个方面：

（+）制作及复制具有巨大经济价值的转基因动物，生产

人类所需的药用蛋白或具有特殊营养作用的蛋白质。血液

可被用来作为载体生产特异的蛋白，如用基因打靶将人的抗

体基因替代动物的抗体基因，生产单克隆抗体［+0］。可在牛

奶中生产大量的药用蛋白质，同时可用基因打靶剔除影响该

目的蛋白纯化的蛋白质基因。核移植技术为乳腺生物反应

器的生产研究注入了新的活力，使其发展更快更好，转基因

制药业必将成为生物技术领域发展的重要方向。

（!）克隆技术目前在畜牧、农业等实践中具有显而易见

的优势，可以用于优良品种、优良性状的保持；精确改造动物

的遗传性状，提高动物的繁殖力和抗病能力，培育出新的优

良品种，加速育种和扩群。如在反刍动物中将编码细胞朊病

毒蛋白的基因（)*)+）敲除，则可使如羊和牛这些动物具有一

定的抵抗羊骚痒症、疯牛病的能力［+/］。在通常情况下，通过

有性生殖获得大动物的胚胎数目是有限的。而在体外生产

一个胚胎，即使卵母细胞体外成熟和体外培养的效率很低，

费用也是很少的，且在一定程度上并不受到动物交配和数量

的限制。

（4）对核供体细胞系进行基因打靶或基因修饰后，再进

行无性克隆，生产基因背景一致，个体差异小的动物，建立各

种遗传病动物模型，用于医学和生物学的研究。目前对脊椎

动物基因功能的研究多利用突变体小鼠进行，克隆羊技术将

使这方面的研究在许多动物身上都可以实现。在解剖、生理

和体型上，家畜如猪、牛和羊等，比啮齿类动物更接近于人

体，能较大限度地解决动物模型与预期不符的问题。如猪眼

的大小和视网膜的解剖情况和人眼很相似，可以作为研究人

类眼病的动物模型；羊可用来作为研究人的肺囊性纤维化的

疾病模型。

（5）体细胞核移植技术也是提供研究哺乳动物细胞发育

全能性及核质关系最有效的手段之一。通过它可研究任何

一种基因产物的作用、分析基因表达调控的机制、体细胞发

育、细胞核的发育调控、核质间作用、细胞的分化、去分化、衰

老、抗衰老、细胞发育的潜能、胚胎的发育等等，最终将有利

于揭示基因功能和生命的本质。

（0）消除异种反应的移植抗原，复制哺乳动物，为人类提

供更多的动物移植器官。如从猪中得到心、肝、肾等，解决器

官长期缺乏的问题。!"""年8&9:(等克隆猪的成功使移植

异种器官的研究更进一步。!;+，4;半乳糖苷转移酶是引起

异种移植排斥反应的主要原因，8&9:(等已获得成功剔除!;
+，4;半乳糖苷转移酶的猪的原代细胞。用该原代细胞进行

核移植获得的猪的器官将在一定程度上克服免疫排斥反

应［<］。

（/）应用病人正常的或修饰后的细胞通过核移植得到胚

胎干细胞系，使其在体外发育成各种细胞、组织或器官，然后
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再进行移植去修复或替代损伤的组织或器官。在这种情况

下，移植用的供体与受体在遗传上是相同的，具有良好的相

容性，可非常有效地解决移植排异反应的问题［!"］。

（"）挽救一些濒临灭绝的物种，如 #$%%&等用唯一存活

的恩德比地牛的腹膜壁层粒细胞克隆出了’只活的牛，使该

物种得以保存［!(］。现在异种移植也在研究之中，如将大熊

猫的体细胞核移植到兔卵中［!)］，并有可能产生新的动物。

! 结 语

虽然在多莉羊之后有若干体细胞成功克隆活体动物的

报道，但是核移植的效率仍然很低。影响哺乳动物克隆成功

的因素有很多，核移植的技术还有待于完善，如在制作效率

和生产费用方面，相关方面的基础研究还需进一步深入，才

有可能从根本上降低生产成本，使该技术得到广泛的实际应用。
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