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后生遗传修饰及其对动物克隆的影响
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摘 要 近年来，不断有新的哺乳动物和两栖类动物被成功克隆，但这并不能掩盖克隆效率过低和克隆动物异常

的现实，为了解决这一问题，人们对克隆机理进行了大量研究。高度分化的体细胞核在去核的卵质中去分化和再

程序化不完全是导致动物克隆失败的主要原因，而去分化和再程序化不完全主要是由于基因组去甲基化不充分和

过早再甲基化引起克隆胚中甲基化水平比正常胚中偏高所至，这可引起一些重要基因的异常表达，尤其是印记基

因。这些机制的研究对提高克隆效率有着重要意义。
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克隆绵羊“多莉”的诞生［!］在生命科学界引起了一场革

命，也改写了部分生物学理论。它表明高度分化的哺乳动

物成年体细胞也可在去核的卵母细胞中去分化和再程序化，

恢复全能性。近年来动物克隆得到了长足的发展，新的克隆

动物相继问世，如鼠［#］、牛［%］、山羊［3］、猪［9，5］、兔［2］。然而克

隆效率极低（小于 %E）、克隆动物异常是目前克隆技术的一

大难题，胚胎、胎儿或新生儿死亡率极高，极少数能全程发

育的个体也表现为超重、呼吸系统疾病等异常表型，这是导

致新生个体死亡的主要原因，即使个别表型正常者也存在有

免疫缺陷、关节炎或肾、脑畸形等问题，导致克隆动物后期死

亡［8 F !!］。造成这些问题的原因是什么？其分子机理如何？

引起了科学家们极大的兴趣。

大量研究表明克隆效率可能与下列因素有关：移植前胚

胎损伤、体外培养的时间过长及培养液成分、重组胚中供体

与受体线粒体的作用、核基因组与线粒体基因组的相互关

系、体细胞核在卵质中去分化和再程序化不足［!#，!%］以及其他

不确定因素。去分化和再程序化不足是克隆失败的主要原

因，这主要集中在三方面的研究：第一，在形态上，包括核的

膨胀、核仁消失、核膜崩解以及早熟染色体凝集等等［!3 F !5］；

第二，基因表达，主要包括印记基因的表达与沉默、重要的发

育相关基因的表达和基因表达模式；第三，后生遗传修饰的

改变，主要指基因组甲基化水平的变化，它可引起基因的异

常表达，尤其是印记基因的异常表达［!2 F !"］，从而导致胚胎发

育异常［#$ F #%］。近年来，本室承担 "2% 国家重点基础研究发

展规划项目，对细胞核在去核的卵质中去分化和再程序化及

其全能性进行了研究［#3 F #5］，本文结合本室的研究工作就基

因组甲基化以及甲基化对基因表达、印记基因和动物克隆的

影响的研究进展进行综述。

! 基因组甲基化

后生遗传（:G<>7-7H<@）指通过遗传而产生的基因表达修

饰，且不能被逆转，此类遗传改变主要指染色体结构的改变

和 I*J 甲基化状态的改变。I*J 甲基化是一种主要的基因

组后生遗传修饰，它调节着基因组功能的主要方面［#2］。哺

乳动物细胞 I*J 中的胞嘧啶约有 9E被甲基化成为 ;DG4
形式，其中 2$E发现在 D4 富含岛上，而 D4 岛又常位于转录

调控区或其附近，;DG4 是 I*J 甲基化的唯一形式，这种特

征可以通过维持性甲基化酶 I-;H! 实现，另外体内还存在一

种构建性甲基化酶，它可以使完全非甲基化的 I*J 从头甲

基化。体内甲基化有 % 种存在状态：（!）高度甲基化，如女性

的一条 K 染色体；（#）在诱导下去甲基化，如发育阶段特异

性；（%）保持低水平甲基化，如持家基因。基因组甲基化模式

在分化的体细胞中通常是稳定且可以遗传的，但在哺乳动物

中的生殖细胞发育期和植入前胚胎期，甲基化模式通过大规

模的去甲基化和再甲基化形成新的甲基化模式，并产生有发

育潜能的细胞［#2］，如图 ! 所示。

哺乳动物原始生殖细胞中基因组是高度甲基化的，在胚

胎发育早期原始生殖细胞发育中，雌、雄生殖细胞中 I*J 去

甲基化到 !%L9M 胚胎期已完成，雄性生殖细胞再甲基化的开

始是在 !9M 胚胎，一直持续到出生后；而雌性生殖细胞中再



图 ! 哺乳动物不同发育时期的甲基化水平的变化（"#$%，&’’!）
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甲基化发生在出生后的卵生长期，因为卵的生长是一个滞后

的发育过程。在成熟的精子和卵中基因组也是高度甲基化

的，受精后最初几次卵裂，去甲基化酶清除 JKL 上几乎所有

的来自亲代的甲基化标记，首先父源基因组立即进行去甲基

化，而母源基因组则要依赖于 JKL 的复制，滞后去甲基化，

二者大约在植入前后均再甲基化，构建性甲基化酶从 JKL
重新建立一个新的甲基化模式，再甲基化程度在胚性细胞中

高于非胚性细胞［&D O &I］。近来研究发现，后生遗传修饰还包

括组蛋白次乙酰化作用（,490-<#3453$0.）和组蛋白 P?QR4/I 的

甲基化，组蛋白的这种翻译后修饰是一种重要的调节机制，

它可以诱发染色质结构的改变，从而引起遗传外基因调控以

及染色体特殊亚结构域的形成，P?QR4/I 的甲基化可能为雌

性哺乳动物 SQ染色体的失活提供一种后生印记（#9$)#.#3$<
$298$.3）［?’］。

! 甲基化与基因表达

任何体细胞都保持了它们受精后的完整基因组成分，但

不同类型的细胞却发挥不同的功能，这是细胞分化的结果，

细胞分化的本质是基因组中不同基因被选择性激活，而这种

选择性激活与基因组的甲基化有密切关系。研究表明：基因

表达与 +T 甲基化程度呈负相关系［!I，?!］，在研究宿主对外来

活动元件的作用反应时发现，当外源 JKL 侵入机体时，宿主

通过对外来 JKL 进行甲基化修饰而使外源基因关闭。转录

的充分激活和完全阻遏之间的调节开关决定于甲基化 +9T
程度与启动子强度的平衡。

甲基化抑制转录的原因可能是：（!）胞嘧啶的甲基化可

能加强阻遏蛋白或降低激活蛋白与 JKL 的结合；（&）2+9T
的甲基，伸入 JKL 双螺旋结构的大沟，以影响 JKL 与结合蛋

白的相互作用；（?）胞嘧啶的甲基化改变 JKL 各种构象间

的平衡，如 MQJKL 转变成 HQJKL，从而影响了 JKL 专一序列

与结合蛋白的结合；（A）将转录因子识别的 JKL 序列，转变

为转录抑制物的结合位点。

" 甲基化与基因组印记

基因组印记是源于亲本特征特异性表达的现象，在生殖

细胞发育期产生，在胚胎发育期保持恒定，在胚胎性腺形成

期消除而产生新的印记现象［?!］。它是哺乳动物特有的现

象，在哺乳动物的基因组中有 !’’ 多个印记基因，约占基因

总数的 ’:!U，在胚胎和成体的二倍体体细胞中，源于父本

或母本的等位基因有选择性表达的特征［?& O ?@］。由于双亲印

记基因的模板在甲基化模式上保持不同，所以 JKL 甲基化

在基因组印记中具有重要意义。印记基因的这些差异甲基

化，不受在早期胚胎中出现的去甲基化和再甲基化以及改变

非印记基因甲基化状态因素的影响［&D］。在缺乏甲基化转移

酶（J.23!）的胚胎中，甲基化特异性等位基因印记丢失，因

此，J.23! 在体细胞组织中，对亲本印记的保持起着重要作

用。将 J.23! <JKL 导入 J.23! 缺陷的 =V 细胞中，甲基化作

用使非印记的位点恢复，提示 J.23! 与印记的启动有关。在

野生型或转基因小鼠中，W)1& 基因均只转录父系基因版本，

母系版本处于沉默状态，而 W)1&8 基因只有母本传下来的染

色体上才有活性。转基因或克隆小鼠缺乏维持性甲基化酶

时，母系的 W)1& 基因就表达，小鼠死于胚胎早期，因不能通过

JKL 甲基化决定发育中选择性表达的基因，导致许多基因

异常表达。同时 J.23! 的缺失或删除差别甲基化区（JB"/）
则引起印记的丢失，印记基因都出现 JB"/。W)1&8 基因中有

JB"! 和 JB"& 二个 JB"/。如图 & 所示，JB"! 位于启动子

区，JB"& 位与 +9T 岛，JB"& 中含有 A 个甲基化位点 P!QQ
PA［?!］引起 PA 位点重新甲基化的是一个 !!?>9 的印记盒结

构，在印记盒中，?X端 G>9 形成顺式元件与 JB"& 的识别有

关，是重新甲基化信号（JKV），@X端 C>9 构成等位基因差别信

号（LJV），有二种参与重新甲基化的特异结合蛋白 LJ; 和

JK;。在父源等位基因中，JK; 与 JKV 特异结合，从而阻断

了 JK; 与 JKV 的结合，这可阻断父源等位基因甲基化，使父

本等位基因保持非甲基化状态，此时父源反义 "KL 转录，阻

断父源特异性 W)1&8 的表达；而在母源等位基因中，LJ; 与

LJV 结合，指导母源等位基因再甲基化，抑制了母源反义

"KL 的转录，母源特异性 W)1&8 表达［?!，?C，?D］。

图 & W)1&8 基因结构及 JB"& 印记盒模式
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! 甲基化与克隆

体细胞克隆目前主要采取细胞核移植技术，即将体细胞

核移植到去核的卵母细胞中去，融合、激活后形成重构胚，在

重构胚的发育过程中，体细胞核必须放弃已经高度程序化的

表达模式，即去分化，采取与胚胎正常发育所必须的基因表

达方式，即核的再程序化。去分化和核的再程序化程度对克

隆胚的发育起关键作用，作为供体的高度分化的体细胞已完

成了特殊形式的抑制性染色质调集装配，如接头组蛋白、多

梳蛋白及甲基!"#$!结合蛋白，这些结构将染色质隔分为不

同的功能区，并维持细胞分化状态的稳定性，要提高克隆效

率，必须删除作为供体的高度分化的成体细胞核的这些结

构。% 期卵质中存在的分子伴随体和酶可以删除这些结

构［&’］并能抑制移入核自身的转录活性，从而使其按胞质的

信息开始活动［&(］。由于供体核在去核的卵质中去分化和再

程序化程度不足，引起一些重要基因，尤其是印记基因表达

异常，从而导致克隆失败，这是目前比较容易接受的解释，去

分化和再程序化程度不足主要表现在去甲基化不充分和提

前再甲基化。在克隆牛的桑葚胚和囊胚中，几个重复序列和

单一序列的甲基化水平比正常胚中高的多，不同的基因组区

域均发现有甲基化模式异常现象，而且正常的牛胚胎中发现

长的散布的核因子序列的去甲基化现象，在克隆胚中没有发

现［)*］。尽管发现成纤维细胞核被移入去核的卵质中后，显

示出一些去甲基化，但进一步的去甲基化并没有发生，反而

过早的从头甲基化在大部分的克隆胚中发生，这可能是因为

体细胞核中 +,-.) 的存在形式和卵中的不同［*/］。对正常小

鼠和克隆小鼠的胎盘、皮肤和肾脏进行组织特异性甲基化模

式的比较结果表明：在克隆鼠中，有 0 个 "#$ 岛表现甲基化

异常，而且不同物种的克隆动物甲基化异常的程度是不同

的，这种异常主要表现在组织特异性甲基化位点［*&］。用 12!
3"1 技术，对克隆动物基因表达模式进行分析，发现：一些重

要的发育相关基因如 456、7$70、7$78*［)’］和 9:.0［)&］在核移植

的桑葚胚和囊胚中表达异常。在克隆牛的桑葚胚中发现

%;<=* 表达过量，+>%2 表达不足，?<#/@ 表达消失［)(］。我们

用单胚 -1>A 差异显示技术对兔植入前不同发育时期的正

常胚和克隆胚进行差示，结果显示：’!)6 细胞期的克隆胚中，

基因表达模式有较大差异，这是因为兔的早期胚胎发育中，

’!)6 细胞前属于母型调控，’!)6 细胞期合子型调控开始启

动。对这一时期的差异片段进行回收、亚克隆、序列分析，发

现这些差异表达的基因多数与早期胚胎发育相关。这些研

究表明克隆动物胚胎中可能存在损伤后生遗传的再程序化

能力。

" 结 语

综上所述，尽管多种动物已被成功克隆，但我们并不知

道供体核被移入去核的卵质中后发生的分子事件以及核的

去分化和再程序化达到什么程度才能保证胚胎正常发育，移

植核的抑制性染色质的解除及 +>A 的去甲基化和后续的从

头甲基化的具体机制尚不清楚。近年来，对核的去分化和再

程序化的机理进行了深入研究，并取得了进展，对基因组甲

基化、后生遗传的改变、甲基化对基因表达的影响尤其对印

记基因的影响以及由此引起的对动物克隆的影响，均有不同

程度的研究。我室将对所获得的差异表达基因作进一步研

究，选择与植入前胚胎发育相关的基因和未知基因，用 12!
3"1 技术进一步确定其差异表达和特异性表达，通过原位杂

交和 "B,CB:;D 进行定位研究，单胚建库技术的建立［*0］，为克

隆未知基因的全长提供了方便，并用转基因和基因敲除技术

进行功能研究。随着对这些机制的深入研究，将为进一步了

解在发育和分化的过程中，后生遗传事件的建立提供可能

性，同时也为提高克隆效率提供新的方案。
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