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摘要: 鱼类核移植是动物克隆研究的一个重要领域, 我国学者在上世纪 60 年代首创了鱼类的核移植研究。以

斑马鱼为模式动物, 进行核移植与再程序化研究具有独特的优势。文章总结了鱼类细胞核移植研究的历史、斑

马鱼核移植研究概况、以及影响核移植胚胎发育的因素, 特别是核移植胚胎基因组的表观遗传修饰, 如基因组

DNA甲基化及组蛋白乙酰化和甲基化等的研究, 将有助于完善克隆技术并提高克隆的成功率, 推动克隆技术的

广泛开展和应用。 
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Abstract:  As an important sub-field in the study of animal cloning, fish nuclear transfer was first established in the early 
1960s by Chinese embryologists. Due to its advantages, zebrafish has become a unique animal model to study the mystery 
of reprogramming in nuclear transfer. This article summarizes the history and current situation in fish nuclear transfer tech-
nology and discusses the factors that may influence the development of the cloned embryos. A comprehensive understand-
ing of the mechanism for epigenetic modification following nuclear transfer, such as genomic DNA methylation and histone 
acetylation and/or methylation, will likely increase the success rate and eventually lead to the future freedom of cloning 
technique. 
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核移植(Nuclear transfer)是应用显微操作技术, 
将供体细胞核移入去除细胞核的未受精卵细胞中 , 
使融合卵不经过受精过程而分裂并发育成胚胎乃至

成体的技术。这是一种用人工非有性生殖方式来完

成的繁殖和发育过程。现代意义上的核移植概念最

早由德国胚胎学家 Hans Spemann提出, 并在两栖动
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物中首次进行了尝试[1]。核移植首先在两栖类中获

得成功, 1952年 Briggs和 King将蛙的囊胚期细胞核
注射到去核的受体卵细胞, 其融合胚胎可发育到成
体, 而其形态特征与核供体相似[2]。我国杰出的发育

生物学家童第周, 在 20 世纪 60 年代初成功完成了
世界上首例鱼类细胞核移植[3]。后来, 核移植陆续在
许多其他物种上获得成功, 证明了分化细胞的核能
够通过再程序化(Reprogramming)回复到全能状态 , 
并具有发育成为动物个体的潜能。鱼类产卵数量多, 
卵的体积又大, 且进行体外受精和体外发育, 胚胎
操作较哺乳类简单, 因此是研究细胞核移植的极好
材料。细胞核移植技术后来也被称为克隆技术, 1997
年 Wilmut等[4]运用此项技术成功克隆了 Dolly羊。 

传统鱼类核移植主要包括以下几个步骤。首先, 
受体卵的获取, 在鱼类核移植过程中, 一般通过人
工挤卵的方式获得未受精卵, 再用蛋白酶处理或手
工剥膜的方式去除卵膜, 得到完整的未受精卵。然
后, 需要将受体卵的雌原核去除, 去核的方式有多
种, 如吸核、挑核、X-射线和激光等。第三, 供体细
胞的获取根据其来源有多种不同的方式, 如果是体
细胞 , 需要用胰酶和分离液处理 , 使细胞分散开 ; 
如果是囊胚细胞, 只需在细胞培养基中轻轻吹打即可
分离; 如果是培养细胞, 可以直接用作供体。第四, 供
体核的植入, 用一支内径略小于核供体细胞直径但大
于细胞核直径的针, 将核供体细胞吸入针内, 这个过
程中细胞膜会被挤破, 但保留了核的完整性, 然后将
核供体细胞核植入到去核卵细胞细胞质中心的部位。

最后, 融合胚胎置于适宜的条件下培养。如图 1所示。 
 

 
 
图 1  鱼类细胞核移植过程  
 

1  鱼类细胞核移植研究的历史 

童第周等[3]以金鱼(Carassius auratus) 鰟和中华

鲏(Rhodeus sinensis Gunther)为材料分别进行的同种

核移植的成功, 首次证明了发育到囊胚中期的硬骨
鱼类细胞核与两栖类一样, 具有指导核移植卵发育
成胚胎及个体的全能性。他们又以这两种鱼为材料

进行种间核移植实验, 即将金鱼囊胚细胞核移植到
鰟鲏中华 去核卵中或相反, 鳑鲏并与金鱼和中华 人

工受精的杂交胚胎进行对比, 研究了一半染色体来
源于异种、一半来源于同种的杂交细胞核与染色体

完全来源于异种的纯异种细胞核在同一卵质环境中

发育功能上的差异, 以及细胞质对细胞核的影响[5]。

他们发现, 无论是在形态上还是在生理上, 种间核
移植胚胎的发育都在某种程度上与种间有性杂交的

懃胚胎相似。吴尚 等[6]依据童第周等建立的方法, 在
3 种不同品系的金鱼(红龙睛、红鲫鱼和蛋鱼)之间, 
采用多代连续移植的方法, 进行了核质融合实验。
结果显示, 经过连续多代细胞核移植, 卵细胞质对
核移植胚胎发育的影响具有一定的积累效应。这些

实验提示, 卵细胞质在鱼类胚胎发育和表型决定方
面具有比人们预想的更重要的作用。上述实验是运

用核移植的独特优势来研究合子细胞核与卵细胞质

之间相互作用的典型工作, 这些实验同时证明种间
核移植鱼的性状决定不完全由供体细胞核控制, 受
体卵细胞质也有它的重要作用, 核移植融合胚胎发
育的关键在于核质间的相互作用。随着研究的深入, 
人们发现在不同种属之间的核移植, 其难度相对于
同种核移植要大得多。在以鲤鱼(Cyprinus carpio)囊
胚细胞为供体、鲫鱼(Carassius auratus)去核卵为受
体所得到的鲤鲫核质杂种鱼中, 脊椎骨数目与受体
鲫鱼相近, 表现出细胞质环境影响的性质, 口须和
咽喉齿类似于供体鲤鱼, 侧线鳞片数目则介于两者
之间[7]。无独有偶, 我们通过以转基因鲤鱼细胞核为
供体, 金鱼去核卵为受体进行克隆鱼实验, 揭示了
属间克隆鱼的双重遗传来源, 即核基因组来源于供
体鲤鱼, 来源于供体鲤鱼的线粒体基因组随着克隆
胚的发育进程逐渐消失, 成体克隆鱼的线粒体基因
组仅来源于受体金鱼; 同时揭示了来源于金鱼的受
体卵质控制着克隆胚的体节发育进程, 进而影响到克
隆鱼的椎骨数目[8]。这些实验表明, 受体卵质对种间
克隆胚早期发育的图式形成具有重要影响, 而且这
种影响可以一直持续作用于克隆鱼个体发育的性状

决定。但是, 鲫鱼细胞核与鲤鱼细胞质配合的核质
杂种鱼的口须、咽喉齿、椎骨数目和侧线鳞片数目
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均类似于细胞核供体鲫鱼[9]。这些结果表明, 在核移
植胚胎的发育过程中, 受体卵质虽然可以影响到克
隆鱼的某些性状, 但子代性状的决定最终取决于供
体细胞的核基因组与受体卵质之间的相互作用。不

同种属的鱼, 受体卵质对供体细胞核的影响不尽相
同, 核质杂交胚胎的发育能力也有差异。 

陈宏溪等[10]采用连续核移植的方法, 以短期培
养的三倍体鲫鱼肾细胞作为供体, 二倍体鲫鱼的去
核卵为受体, 进行细胞核移植, 获得了可育的体细
胞克隆鱼, 第一次证明了鱼类分化的体细胞核仍然
具有遗传和发育的全能性。张念慈等[11]后来报道了

用 草 鱼 (Ctenopharyngodon idellus) 、 青 鱼

(Mylopharyngodon piceus)体外培养细胞做供体的
属间、亚种间核移植实验。这些结果以及 Lee 等[12]

在斑马鱼(Danio rerio)上的工作, 表明在体外经过短
期或长期培养的鱼类体细胞, 仍保持有完整的遗传
信息和发育全能性, 可以用于核移植供体指导克隆
胚胎的发育。以培养细胞做核移植供体, 对保存稀
有濒危物种及发展育种技术具有重要意义。一方面, 
通过细胞培养可以长期保存稀有物种的全基因组 , 
从而为大量人工繁殖提供供体; 另一方面, 在细胞
培养过程中, 可以采用基因工程手段, 对供体进行
有目的的改造, 从而得到更加优良的动物个体。 

2  斑马鱼核移植研究概况 

斑马鱼相对于其他动物种类来说, 是研究细胞
核移植的极好材料, 因为它们形体小、生长发育快、
产卵量大而便于获得受体卵, 使大样本量的移植操
作和研究成为可能。另外, 其卵子直径较大, 便于核
移植操作, 且其体外发育胚胎透明易于后期观察。
更重要的是斑马鱼的遗传背景清晰, 基因组测序接
近完成。其胚胎发育机制也已有了较为深入的研究, 
已经建立了一套成熟的过表达和基因敲落 (Knock 
down)技术 , 便于我们对可能的目标基因在胚胎水
平进行有目的的表达调控, 从而研究目标基因参与
再程序化过程的可能机制。因此, 虽然斑马鱼的进
化程度不及鼠等哺乳动物, 但它具有许多功能相似
的哺乳动物的同源基因, 所以它仍然是一种研究细
胞核移植及再程序化调控机制的理想模型。 

2000 年李荔等 [13]首次尝试了斑马鱼的细胞核

移植, 将囊胚期细胞直接移植到未去核的未受精卵

中, 并获得了经过染色体数量鉴定的二倍体克隆斑
马鱼幼鱼。2002年李荔等[14]又将斑马鱼头肾细胞和

尾鳍细胞经原代培养后移入同种具核未受精卵中 , 
获得了发育至尾芽期和肌肉感应期的经 DNA 含量
测定证实的二倍体胚胎。但是在 2011年, Hattori等[15]

用具有不同体色的斑马鱼品系重复了李荔等 2000
年的核移植实验, 经过流式细胞仪和分子标记检测
证实, 所得到的核移植胚胎大部分是三倍体, 只有
少数是二倍体、四倍体和嵌合体。这进一步说明了

供体核和受体卵核在融合胚胎发育过程中经历了复

杂的重构过程, 产生的克隆鱼染色体倍性有很大随
机性。因此去除受体卵中的雌原核, 仍然是斑马鱼
核移植操作中的必要步骤。此外, 四倍体克隆鱼的
获得, 也提示我们用未去核卵子做受体的核移植技
术有可能在鱼类多倍体育种方面起到一定作用。 

2001 年, 我们开展了不同品系间斑马鱼的细胞
核移植, 以囊胚细胞做供体, 去核未受精卵做受体, 
获得发育至幼鱼的克隆鱼[16]。次年, Lee等[12]报道了

用长期培养的斑马鱼成纤维细胞做供体, 去核卵做
受体, 得到发育到成年的克隆斑马鱼。我们获得的
克隆鱼在开口摄食 1~2 d 后仍仅以鸡蛋黄为食, 摄
食丰年虫困难; 在 Lee 等得到的核移植斑马鱼中, 
也观察到了不同程度的表型缺陷。与其他物种克隆

动物相似, 这些缺陷的产生很可能是由于细胞核再
程序化不完全所造成的。另外, 虽然核移植在多种动
物中取得成功, 但效率都很低, 通常仅为 2%左右[17]。

极低的移植成功率限制了核移植技术的广泛应用 , 
也对其再程序化机制的研究造成了困难。2009 年, 
Siripattarapravat 等[18]对改进斑马鱼核移植技术和提

高核移植成功率进行了有益的探索。他们用鲑鱼卵

巢液来保存未被激活的受体卵, 在不去膜的情况下
进行细胞核移植操作; 另一方面, 他们采用激光烧
灼的方法来破坏受体卵雌原核, 这样既可以有效地
去除受体卵核, 又可以减少对受体卵的机械损伤。
此外, 根据人成纤维细胞和鼠胚胎干细胞融合细胞
再程序化的研究, 体细胞核在不分裂的情况下, 也
可以被胚胎干细胞中的各种因子再程序化[19]。所以

Siripattarapravat等人所采用的先移核后激活的方法, 
可以为供体细胞核在受体卵质中完成再程序化提供

更为充分的时间。虽然环境因素的改善可能有助于

提高核移植的成功率, 但对核移植再程序化机制的
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研究才能从根本上解决核移植胚胎的发育率低下以

及克隆动物早夭等难题。 
2007 年, 我们以斑马鱼为供体, 鮈稀有 鲫(Go-

biocypris rarus)为受体, 构建融合胚胎, 利用抑制性
差减杂交技术(SSH)对重构胚胎和正常受精胚在囊
胚期的差异表达基因进行筛选, 找到了 80个基因[20]。

2009 年, 我们用类似的技术手段, 对斑马鱼体细胞
核移植胚胎在囊胚期的差异表达基因进行了筛选 , 
得到 96 个基因[21]。82.3%的差异表达基因在克隆胚
胎中表达水平下调, 提示体细胞核在受体卵中再程
序化的不完全是克隆胚发育障碍的重要原因。上述

斑马鱼核移植胚胎差异基因的筛选, 是对鱼类核移
植再程序化机制及相关因子的有益探索, 但限于所
采用技术手段的特点, 更全面的筛选还有赖于基因
芯片或转录组二代测序等高通量实验技术的应用。 

3  影响核移植胚胎发育的因素 

由处于分化状态的细胞核去执行胚胎细胞核的

发育功能, 其间需要一个再程序化的过程, 以使供
体细胞核回复到全能状态。错误和不完全的再程序

化被认为是核质融合胚胎发育失败和克隆动物表型

异常的重要原因。在动物发育过程中, 除个别细胞
种类外, 细胞的分化都伴随着表观遗传修饰的变化, 
这些表观遗传修饰在很大程度上决定了基因的表达

调控、细胞的命运及功能。因此再程序化是否完全, 
主要取决于表观遗传修饰能否回复到全能干细胞的

状态。 

3.1  供体细胞的来源与种类对核移植胚胎发育的
影响 

供体细胞主要是为克隆胚胎提供基因组。理论

上讲, 只要是具有完整基因组的细胞都可以用来做
供体, 例如囊胚细胞、神经细胞、头肾细胞、尾鳍
细胞以及培养细胞等。但是以不同来源的细胞做供

体, 核移植效率会有很大不同。在斑马鱼中, 来源于
中胚层的尾鳍/脊索细胞做供体时, 融合胚胎发育情
况要显著优于其他组织来源的供体, 但这种优势也
只是表现在原肠期到 4 d的幼鱼[22]。更有甚者, 在牛
的核移植实验中, 即使是来源于同一细胞类型的不
同细胞系供体, 其克隆效率也具有显著差异[23]。这

种现象的产生可能是由于不同类型的细胞核的分化

程度和表观修饰状态不同, 初期再程序化的潜能与
所面临的困难程度也存在差异; 但随着核移植胚胎
发育的进行, 不同胚胎的再程序化和发育状态逐渐
趋于相似, 所以融合胚胎后期的发育差别逐渐减小。 

3.2  供体细胞周期对核移植胚胎发育的影响 

细胞周期是影响核移植效率的另一重要因素。

根据以往的研究结果, 通常认为处于 G0期和 G1 期

的细胞最适合做供体。在哺乳动物细胞核移植实验

中, 通过血清饥饿使供体细胞同步化到 G0或 G1期, 
被认为是一个很重要的步骤[4]。以斑马鱼长期培养

细胞作供体的核移植实验中, 用经过血清饥饿从而
提高了 G0/G1 期细胞比例的供体细胞也成功得到了

克隆鱼[12]。事实上, 处于 S期和 M期的细胞核也能
很好地被再程序化。Kwon 等[24]用 4-细胞时期的小
鼠胚胎细胞做供体, 经过连续核移植得到了成活的
克隆小鼠, 而这个时期的细胞正处在旺盛的连续分
裂过程中, 细胞大部分处在 S期和 M期。在鱼类囊
胚期, 胚胎细胞大部分处于 S期和 M期。以斑马鱼
为例, 在 Sphere时期约有 60%的细胞处在 S/M期(本
实验室数据, 未发表), 但在以囊胚细胞做供体的核
移植实验中, 已经在多个种属得到了成鱼[5, 7~9, 25]。

这说明, 细胞周期的影响可能并没有细胞分化程度
重要, 或者细胞供体核与受体卵之间可以通过某些
机制达到细胞周期的同步化。例如, 用可改变表观
遗传修饰状态的组蛋白去乙酰化酶抑制剂 Scriptaid
处理癌细胞, 可以引起细胞周期的变化[26]。 

3.3  供体细胞基因组甲基化状态对核移植胚胎发
育的影响 

对于动物而言, CpG 岛的甲基化状态, 是决定
早期胚胎发育过程中基因组能否正常重编程、特定

基因能否正常表达的关键因素之一。Dean 等 [27]发

现, 克隆牛胚胎与自然受精胚胎相比, 在不同发育
阶段均表现出 DNA 甲基化状态的异常。克隆胚的
DNA 甲基化情况更接近于体细胞, 即其供体细胞核
的重编程不完全。这些结果表明, 在植入前的克隆
动物的胚胎中, DNA 去甲基化是不完全的。除了去
甲基化过程之外, 对细胞增殖分化过程中印记基因
甲基化的维持, 也是胚胎正常发育的必要条件。在
猪的核移植胚胎中 , 存在于卵细胞核内的母源
Dnmt1 是维持 DNA 正确甲基化的重要因子, 丢失
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Dnmt1 会造成错误的甲基化[28]。猪的融合胚胎基因

组甲基化水平和野生型相比虽然没有明显差异, 而
只是在个别基因的甲基化上存在一些差异, 但这可
能就足以导致基因表达紊乱[29,30]。再程序化过程需

要主动去甲基化作用 , Rai 等 [31]在斑马鱼中证实 , 
AID 去甲基化系统具有主动去甲基化的作用。

AID/MBD4 可识别甲基化位点, 然后 AID 将 5-meC
脱氨基, 形成 G：T错配, 随后通过碱基切除修复达
到去甲基化的目的。最近的研究表明, AID去甲基化
系统在融合细胞再程序化过程中同样起重要作用 , 
可以激活多能干细胞基因[19]。 

除了去甲基化之外, 在融合胚胎发育过程中的
重新甲基化同样也是至关重要的。Pawlak等[32]研究

发现 , 在诱导产生 iPSCs 的过程中 , Dnmt3a 和 
Dnmt3b介导的重新甲基化并不是必需的, 但这样诱
导出来的 iPSCs 缺乏发育潜能, 说明重新甲基化是
融合胚胎正常发育所必需的。综上所述, 去甲基化
和重新甲基化的完美实现, 是融合胚胎能够正常早
期发育和后期生长的必要保证, 对再程序化过程中
甲基化的调控机制的研究是实现克隆技术突破的必

要途径之一。 

3.4  供体细胞基因组组蛋白乙酰化状态对核移植
胚胎的影响 

组蛋白乙酰化反应多发生在核心组蛋白 N端碱
性氨基酸集中区的特定赖氨酸(Lys)残基上。组蛋白
乙酰转移酶(Histone Acetylase, HAT)的作用是将乙
酰辅酶 A 的乙酰基转移到组蛋白 Lys 的 ε-NH3+上; 
而脱乙酰转移酶(Histone Deacetylase, HDAC)可以将
组蛋白赖氨酸残基上的乙酰基脱去 [33]。一般来说 , 
组蛋白的甲基化和去乙酰化对应转录失活状态, 而
组蛋白的乙酰化对应更加开放的染色质构象[33, 34]。

在克隆过程中, 在体细胞核移植至成熟卵母细胞胞
质后不久 , 体细胞 H1 组蛋白被卵母细胞特有的
H1OO 取代, 随后发生染色体重塑：核膜破裂、染色
体聚集, 卵母细胞开始活化, 组合的染色体完成类
似减数分裂, 细胞内出现两个与正常受精胚胎形态
相似的原核[35, 36]。 

Enright 等 [37]研究了核移植过程中供体核的组

蛋白乙酰化水平,发现不同的细胞类型、细胞周期的
不同阶段以及不同的处理过程均影响供体细胞的组

蛋白乙酰化水平。用组蛋白去乙酰化酶抑制剂 TSA
处理可以提高克隆动物囊胚率, 这种作用跟供体细
胞类型相关, 在体细胞克隆中效果显著, 但是在用
胚胎干细胞做供体的核移植中, TSA 的作用非常有
限。这可能是因为 ES细胞本身就处于高乙酰化和低
甲基化的状态。事实上, TSA处理体细胞克隆所能达
到的成活率 6%~7%与 ES细胞克隆成功率(约 5%)很
接近, TSA 作用的机制可能就是通过提高乙酰化和
降低甲基化, 使得体细胞进入和 ES细胞类似的状态, 
从而提高克隆效率[38]。在以猪为实验动物的核移植

实验中, TSA 处理也可以获得类似的效果, 免疫荧
光分析表明, acH3K9和 acH4K16在 2-细胞时期有显
著上升, 但在囊胚期, 乙酰化水平又回到正常[39]。 

由于 TSA 对胚胎有一定的毒性, 研究人员又使
用了另外一种去乙酰化酶抑制剂 Scriptaid。在以猪
为实验动物的核移植实验中, Scriptaid 处理可以使
核移植猪胚胎发育到囊胚期的比例从 9%上升到
21%, 同时降低囊胚期胚胎甲基化水平 , 并且使得
多个基因回到正常的表达水平[40]。经过 Scriptaid处
理的牛融合胚胎, 组蛋白 H3K9m2 水平明显下降, 
对细胞多能性具有重要作用的 Oct4和 IFN-t在囊胚
期表达量明显上升[41]。 

3.5  供体细胞基因组组蛋白甲基化修饰对核移植
胚胎的影响 

相对于组蛋白乙酰化修饰, 组蛋白的甲基化修
饰可能更为复杂, 这主要由于其发生位点和每个残
基的甲基化状态都具有多样性。组蛋白甲基化对转

录的影响可以是正向的, 也可以是反向的, 这取决
于甲基化所在的位点。在正常发育的胚胎中, 组蛋
白 H3第 9位赖氨酸(H3K9)的甲基化和 DNA的甲基
化变化是平行的。在克隆牛的植入前胚胎中,H3K9
的过高甲基化伴随DNA的过高甲基化,说明DNA的
甲基化和组蛋白的甲基化是有联系的[42]。上述去乙

酰化酶抑制剂 TSA 或 Scriptaid, 除具有增强基因组
乙酰化水平的作用外, 同时具有降低基因组甲基化
水平的作用, 它们提高核移植成功率的作用可能是
两种作用的叠加效果。已经有研究者证明, 维生素 C
可以促进 iPSCs 的产生[43], 并且对猪的核移植胚胎
在体外和体内发育都有促进作用[44]。最近有研究表

明, 维生素C促进 iPSCs产生的作用, 可能是通过两
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种维生素 C 依赖性的 H3K36 组蛋白去甲基化酶
Jhdm1a/1b实现的[45]。 

上述总结的影响核移植胚胎发育的表观遗传学

因素, 主要是基于哺乳类模型或是体外细胞培养系
统的工作, 但这些成果可以和鱼类核移植后再程序
化研究的成果相互借鉴。因为鱼类作为脊椎动物在

进化上介于哺乳动物和无脊椎动物之间, 许多在哺
乳动物中对维持细胞干性和再程序化具有重要作用

的基因, 在鱼类中也有相应保守的同源基因。如哺
乳动物中的 Oct4 基因在斑马鱼中就有其同源基因
pou2, 并且其表达和功能与其在哺乳动物的同源基
因具有很强的相似性。其不但在卵细胞中表达, 而
且对维持细胞干性以及调节胚胎的早期发育具有重

要的作用[46~48]。因此, 将来在斑马鱼中获得的相关
研究成果, 也可以应用于哺乳动物, 从而推动相关
研究领域的快速发展。 

4  结 语 

我国学者开创了鱼类核移植研究, 成功实现了
多种鱼类的克隆。但是, 大多数研究仅限于技术层
面的探讨, 虽然可有若干改进, 但因为不能掌握克
隆胚胎发生发育的内在调控机制, 无法进行有效的
人工干预, 因而克隆的成功率依然很低。目前对相
关分子机制的研究更是仅局限于检测一些分子标记

的变化, 鲜有涉及鱼类核移植后基因组再程序化机
制的研究, 而在其他物种已有研究成果揭示了基因
组甲基化状态某些异常造成体细胞核移植胚胎发育

异常的一些可能机制[49], 这在某种程度上制约了鱼
类核移植研究的进一步发展和深入。因此, 利用模
式动物斑马鱼深入研究鱼类核移植后细胞核再程序

化的分子机制, 特别是研究核移植胚胎再程序化中
表观遗传的调控机制, 将有助于揭开鱼类核移植中
再程序化的秘密, 最终提高核移植的成功率, 推进
鱼类核移植技术的发展与应用。 
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