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研究报告                                                               

人-牛异种克隆胚构建及其线粒体来源 

杨鹭, 张东, 王勇胜, 孙达权, 张涌 
西北农林科技大学动物医学学院生物工程研究所, 杨凌 712100 

摘  要: 通过人-牛异种核移植技术获得异种克隆囊胚, 便于在不消耗人类卵母细胞的情况下从异种克隆胚中分离出人

类干细胞。通过透明带下注射法将人胎儿成纤维细胞和牛胎儿成纤维细胞分别注入去核牛卵母细胞中构建异种和同种

胚胎, 并比较两者之间的融合率、卵裂率、8-细胞发育率以及囊胚率。并对处于 2-细胞、4-细胞、8-细胞、桑椹胚、囊

胚阶段的异种克隆胚的线粒体 DNA 来源进行检测。结果表明, 异种克隆胚体外各个阶段的发育率均低于同种克隆胚, 

尤其是 8-细胞到囊胚阶段的发育率, 以及囊胚率都显著低于同种克隆胚(P<0.05)。异种克隆胚在 2-细胞到桑椹胚阶段检

测到人、牛线粒体 DNA 共存, 囊胚阶段只检测到牛线粒体 DNA。结果表明: 牛卵母细胞可以重编程人胎儿成纤维细胞, 

完成异种克隆胚植入前的胚胎发育, 异种克隆胚由于核质相互作用的不谐调, 影响其发育能力, 使其囊胚率显著低于

同种克隆胚。牛线粒体 DNA 存在于植入前异种胚胎发育的各个阶段。异种克隆胚胎用于人类胚胎干细胞分离具有可行

性。 
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Construction of Human-bovine Interspecies Embryos and 
Investigation of Interspecies Embryonic Mitochondrial Source 
Lu Yang, Dong Zhang, Yongsheng Wang, Daquan Sun, and Yong Zhang 

Bioengineering Institute, College of Veterinary Medicine, Northwest Agricultural & Forestry University, Yangling 712100, China 

Abstract: Obtaining human blastocysts is a prerequisite for cell replacement therapy using embryonic stem cells. We established an 
interspecies somatic cell nuclear transfer (iSCNT) technique for producing blastocysts without sacrificing human oocytes. Human foetal 
fibroblasts were used as donor cells injected into the enucleated bovine oocytes in nuclear transfer, whereas bovine foetal fibroblasts were 
used to produce intraspecies embryos. We also examined the fate of human and bovine mitochondrial DNA (mtDNA) during preimplantation 
development after nuclear transfer by PCR. PCR analysis for the detection of human and bovine mtDNA was done at the 2,8-morula, and 
blastocyst stages of the embryos. Result: 2.8% interspecies embryos developed to blastocysts after cultured in an SOF medium, while 
blastocyst rate of intraspecies embryos were 10.1%. Both human and bovine mtDNAs existed until the morula stage, whereas only the bovine 
mtDNA was found at the blastocyst stage. These results indicated that interspecies cloning without using human oocytes could generate 
human blastocysts. Because of the incoordination between bovine mtDNA and human nuclear gene, developmental rate of interspecies 
embryos was significantly lower than intraspecie. Whether the embryonic stem cell could be used for cell replacement therapy need further 
research. 
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随着克隆羊多利的问世 [1], 以及人类干细胞

系的建立 [2], 使人们看到了利用干细胞进行疾病

治疗的希望 , 因此 , 近年来干细胞的研究成为了

生物学研究的热点。其中, 又以胚胎干细胞的研究

最为关注。利用胚胎干细胞进行细胞替代性治疗的

先决条件就是获得人类囊胚。但此种方法会导致人

类胚胎需求数量的上升。由于人类卵母细胞来源非

常有限,且受到法律、伦理等多种因素的限制, 很难

获得足够数量的人卵母细胞用于实验研究, 异种核

移植技术为解决这一难题提供了可能[3]。国际上关

于人-动物异种核移植的报道非常少, 国内迄今还没

有关于人-牛异种克隆胚胎植入前全程发育并对异

种胚胎主要发育阶段进行线粒体 DNA 来源检测的

报道。本研究旨在对牛成熟卵母细胞能否支持人体

细胞核的重编程, 并使重构胚获得一定程度的发育

进行探索, 同时对克隆胚胎的线粒体来源进行 PCR
检测, 为将来利用动物卵母细胞来获取治疗性克隆

所需的人源性胚胎干细胞奠定基础。 

1  材料方法 

1.1  供体细胞准备 
1.1.1  人胚胎组织获得 

胎龄 12 周人工终止妊娠的废弃胚胎(男性), 要
求胚体完整, 无严重污染,  废弃胚胎由西安药物研

究所附属医院提供 , 使用前征得患者同意 , 签署知

情同意书。 
1.1.2  人胎儿皮肤成纤维细胞分离及原代培养 

取妊娠 12 周的人胎儿背部完整无任何创伤的

皮肤组织 , 用含青链霉素的 PBS 浸洗皮肤组织块

5~6 次, 剪碎至 1 mm3大小, 均匀接种与 60 mm 的培

养皿上, 倒置 5 min, 然后加入含 FBS(Gibco) 10% 
的 DMEM 培养液。待细胞生长至约 80%铺满培养皿

底, 进行传代培养和冷冻保存。 
1.1.3  供体细胞准备 

取在对数生长期的人胎儿、牛胎儿成纤维细胞, 
在含 FBS(Gibco) 0.5%的 DMEM 培养液中血清饥饿

培养 3~5 d。核移植前用胰酶(Sigma)(0.5%)消化成单

细胞悬液备用。 
1.2  去核卵母细胞准备 
1.2.1  牛卵母细胞成熟 

牛卵巢采自西安屠宰场, 用 10 mL 的注射器抽

取卵巢卵泡中的卵丘卵母细胞复合体 (Cumulus 

oocyte complexes), 选择带有三层以上颗粒细胞的

COCs 用磷酸盐缓冲液(PBS)洗 2 次,放入成熟培养 
液 OM (TCM199(Gibco)+10% FBS(Gibco)+10 mmol/L 
Hepes (Sigma)+0.5 mmol/L Pyruvic acidsodium salt 
(Sigma) + 0.075IU/mL HMG(宁波第二激素厂 )+1 
μg/mLβ-E2 (Sigma))中, 于 38.5oC, 5% CO2, 100%湿

度条件下[4]培养 20~22 h 后用含 0.3%透明质酸酶

(Sigma)脱去 COCs 上的颗粒细胞,挑取明显具有第一

极体的成熟卵母细胞进行后续实验。 

1.2.2  卵母细胞去核 

将 M2 期卵母细胞置于含 5mg/L CB 和 10% FBS

的 PBS 微滴中, 使第一极体位于 1~2 点位置,用外径

为 20~25 μm 的去核针吸出第一极体及其下方

1/4~1/3 胞质。去核后的卵母细胞用 Hoechst 33342

进行染色, 荧光显微镜下挑选出去核完全的卵母细

胞备用。 

1.3  重构胚构建和培养 
1.3.1  重构胚构建 

将供体细胞悬浮于放入去核卵母细胞的 PBS 微

滴中, 静置 5 min, 用注核针将供体细胞注入去核卵

母细胞的透明带下。在电融合液中清洗平衡重构胚

2 min, 然后转入新鲜的电融合液。用两根铂金制成

的微电极轻度夹住重构胚, 使两个电极与胚胎的接

触点、供体细胞处于一条直线上, 微电极连接电融

合仪(Thermo, BTX-2001 型)正负极, 逐个融合卵母

细胞和供体细胞。融合参数: 35 V、10 ms, 融合次数: 
1 次。 
1.3.2  重构胚培养   

融合后的胚胎移入 M199培养基中清洗 3次, 再
移入新鲜的 M199培养液中恢复 3~5 h后进行化学激

活, 立即用含 5 μmol/L ionomycin 的 SOFaa 培养液

处理 4 min, 转入含 2 mmol/L 的 6-DMAP 的培养液

中作用 4 h, 然后在新鲜 SOFaa 培养液中清洗 3 遍后

转移到有石蜡油覆盖、提前铺有颗粒细胞饲养层的

SOFaa 培养液微滴中, 在 38.5oC、5% CO2、饱和湿

度下进行培养, 每 48 h 半量换液 1 次。 

1.4  线粒体 DNA 的 PCR 分析 
1.4.1  PCR 模板制备 

收集 2-细胞、4-细胞、8-细胞、桑椹胚 4 个时

期的胚胎各 10枚于含 20 μL的超纯水的微离心管中, 

囊胚 6枚置于 12 μL的超纯水的微离心管中, 微离心

管于−70oC 保存。反复冻融胚胎后 , 向其中添加  
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200 mg/mL 蛋白酶 K, 于 56oC 下温育 30 min, 之后

于沸水中放置 10 min, 1000 r/min 离心 1 min 后, 上

清用作 PCR 模板[5]。 

1.4.2  PCR 引物设计 

根据人 mtDNA(HUMMTCG)、牛 mtDNA(NC_ 

006853)序列 cytochrome c oxidase subunit I 部分序列

差异, 分别设计两对种属特异性引物, 牛特异性引物, 

pB1(5′-3′): GGAATAGTTTGGGCTATAATG 及 pB2 

(5′-3′): GAACAATATCGAGGGAAGAG; 人特异性

引物, pH1(5′-3′): ATTCATCTTTCTTTTCACCGT 及

pH2(5′-3′): TGTAGTACGATGTCTAGTGAT GAG。以

各期异种克隆胚胎为模板扩增两个种属的 mtDNA。电

泳检测。本试验引物均由 Invitrogen 公司合成。 

1.5  异种克隆囊胚核基因来源 PCR 分析 
1.5.1  PCR 分析设计原理 

根据人-牛种属间核基因干扰素序列差异, 设计

人类特异性 PCR 引物, 专一扩增人类干扰素基因序

列。再依据本次试验使用男性人类胎儿成纤维细胞

作为供核体的特点, 将定位于 Y 染色体上的 SOX10

基因作为目的基因, 这种基因在牛卵母细胞中是不

存在的。根据 SOX10 基因设计 PCR 扩增引物。两

组 PCR 分析都同时进行阳性、阴性对照试验。 

1.5.2  PCR 模板制备 

分别收集异种克隆囊胚、牛体细胞克隆囊胚、

牛卵母细胞 6 枚置于 12 μL 的超纯水的微离心管中, 

收集 105 个人、牛胎儿成纤维细胞于 20 μL 的超纯水

微离心管中, 微离心管于−70oC 保存。反复冻融胚胎

后, 向其中添加 200 mg/mL 蛋白酶 K, 于 56oC 下温

育 30 min, 之后于沸水中放置 10 min, 1000 r/min 离

心 1 min 后上清液用作 PCR 模板[5]。 

1.5.3  PCR 检测人类干扰素α基因 

根据人类干扰素α基因(BC074929)以及牛干扰

素基因(BOVIFNAA)的序列差异设计人类种属特异

性 PCR 反应引物 p INF1(5′-3′): TCGCCCTTTGCTT  

TACTGATGGT 及 pINF2(5′-3′): CCTTCCTCCTTAA 

TCTTTCTTGC。分别以异种克隆胚胎、人胎儿成纤

维细胞、牛体细胞克隆胚胎、牛胎儿成纤维细胞裂

解液为模板扩增人类干扰素α基因, 电泳检测。 

1.5.4  PCR 检测人类 SOX10 基因 

根 据 SRY(Sex determining region Y)-box10 

(DQ896471) 合成引物 pSOX1(5′-3′): ATGGCGGA 

GGAGCAGGACCTATCGG 及 pSOX2(5′-3′): GGGG 

CGGGAGATGGAGGGGAAGGC, 分别以异种克隆

胚胎、人胎儿成纤维细胞、牛卵母细胞裂解液为模

板扩增 SRY 基因, 电泳检测。 

1.6  数据统计 
本研究所有试验重复 3 次, 所得数据均用 SPSS 

软件作 ANOVA 分析,当 P<0.05 时在统计学上认为差

异显著。 

2  实验结果 

2.1  人-牛异种克隆胚胎与牛体细胞克隆胚胎的体

外发育比较 
从表 1 中可以看出, 人胎儿成纤维细胞与去核

牛卵母细胞的融合率(63.5%±1.0%)低于牛耳成纤维

细胞与去核牛卵母细胞的融合率(68.3%±3.1%), 两

者的差异不显著 (P>0.05)。异种克隆胚的卵裂率

(50.6%±4.7%)、8-细胞的发育率(21.0%±5.6%)、桑椹

胚的发育率(5.7%±2.4%)、囊胚的发育率(2.8%±1.3%)

均低于同期的同种克隆胚胎(卵裂率 58.5%±2.7%, 8-

细胞发育率 31.4%±2.9%, 桑椹胚发育率 14.8%± 

1.8%, 囊胚率 10.1%±2.2%)。其中桑椹胚、囊胚的发

育率差异显著 (P<0.05)。发育各阶段人-牛异种克隆

胚胎形态正常(图 1)。 

表 1  人-牛异种克隆胚与牛体细胞克隆胚的体外发育比较 
Tabel 1  Comparison of the developmental rate of intraspecies and interspecies cloned embryos derived from bovine oocytes 

in vitro 

Type of 
cloned embryos 

No. of enucleated 
oocytes 

Successfully 
fused rate (%) 

Cleavage rate 
(%) 8-cell rate (%)a Morula rate 

(%)b 
Blastocyst rate 

(%)c 

Human-bovine 328 63.5±1.0 50.6±4.7 21.0±5.6 5.7±2.4e 2.8±1.3e 

Bovine-bovine 276 68.3±3.1  58.5±2.7 31.4±2.9 14.8±1.8d 10.1±2.2d 

Note: * The experiments were replicated three times; a: No. of 2-cell stage/ No. of successfully fused; b: No. of 8-cell stage/ No. of 
successfully fused; c: No. of blastocyst/No. of successfully fused; d,e: within the same column, different superscripts are significantly 
different(P<0.05)
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图 1  人-牛异种克隆胚胎形态图 
Fig. 1  Morphology (A: 2-cell stage; B:, 8-cell stage; C: 

blastocysts) of interspecies embryos derived from a human 
foetal fibroblast transfer into enucleated bovine oocyte 

 

2.3  线粒体 DNA 分析结果 
通过 PCR 方法分析了人-牛异种克隆胚胎 2-细

胞、4-细胞、8-细胞、桑椹胚、囊胚阶段的线粒体

DNA。人线粒体 DNA 存在于桑椹胚之前的各个胚

胎发育阶段, 牛线粒体 DNA 存在于整个植入前的胚

胎发育阶段。在阴性对照中使用超纯水为 PCR 反应

模板, 并未出现 PCR 产物(图 2)。 

 

图 2  异种克隆胚胎牛(A)和人(B)mtDNA 分析 
Fig. 2  PCR analysis on bovine (A) and human (B) mtDNA 

of interspecies embryos 
Types of mitochondrial DNA (mtDNA) in interspecies embryos 
reconstructed by human foetal fibroblast transfer into bovine enucleated 
oocytes. Interspecies embryos developed to the 2-cell, 4-cell, 8-cell, 
morula, and blastocyst stages were provided and mtDNA in embryos of 
different stages were traced by polymerization chain reaction (PCR) 
amplification of cytochrome c oxidase subunit I region of human and 
bovine mtDNA. Left picture shows the detection bovine mtDNA at 286 
bp, whereas the right shows human mtDNA (75 bp) of interspecies. The 
PCR analysis shows that human mtDNA disappears at the blastocyst 
stage, but bovine mtDNA continues to express it until blastocysts. M: 
marker; 0: negative control; 1:2-cell stage; 2:4-cell stage; 3:8-cell stage; 
4: morula stage; 5: blastocyst stage 
 

2.4  克隆囊胚核基因来源分析 
2.4.1  人类干扰素基因 PCR 检测 

通过 PCR 方法扩增待测物中人干扰素α基因, 

牛体细胞克隆囊胚、牛成纤维细胞试验组并未出现

PCR 扩增产物, 人-牛异种克隆囊胚、人胎儿成纤维

细胞试验组扩增出目的产物(图 3)。 

 

图 3  异种克隆胚胎核基因来源分析 
Fig. 3  PCR analysis on karyogene of interspecies embryos 

Interspecies embryos, bovine SCNT embryos, human foetal 
fibroblasts, bovine fibroblasts were provided and karyogene of 
them were traced by polymerization chain reaction (PCR) 
amplification of homo sapiens interferon DNA of human karyogene. 
Picture shows the detection homo karyogene at 559 bp. The PCR 
analysis shows that homo sapiens interferon detect at the blastocyst 
stage of interspecies embryos and human foetal fibroblasts but not 
detect in bovine SCNT embryos and bovine fibroblasts. M: marker; 
1:bovine fibroblasts; 2: bovine embryos of somatic cell nuclear 
transfer; 3: human foetal fibroblasts; 4: interspecies embryos 
 

2.4.2  人类 SOX10 基因 PCR 检测 

PCR 方法扩增物待测物中人 SOX10 基因, 牛卵母

细胞试验组并未出现 PCR 扩增产物, 人-牛异种克隆囊

胚、人胎儿成纤维细胞试验组扩增出目的产物(图 4)。 

 
图 4  男性 SOX10 基因分析 

Fig. 4  PCR analysis on homo male sapiens SOX10 DNA of 
interspecies embryos 

Interspecies embryos, human foetal fibroblasts, bovine oocytes 
were provided and karyogene of them were traced by 
polymerization chain reaction (PCR) amplification of homo male 
sapiens SOX10 DNA of human karyogene. Picture shows the 
detection homo SOX10 DNA at 1194 bp. The PCR analysis shows 
that homo sapiens SOX10 detect in the interspecies embryos and 
human foetal fibroblasts, but not detect in bovine oocytes. M: marker; 1: 
human foetal fibroblasts; 2: bovine oocytes; 3: interspecies embryos 
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3  讨论 

3.1  异种克隆胚胎发育能力低于同种体细胞克隆

胚胎 
多种异种间体细胞核移植囊胚的成功构建[6−11]

及异种克隆动物的出生[12−14]表明了卵母细胞对体细

胞核的去分化及再程序化作用不具有种属特异性。

在本研究中, 牛去核卵母细胞可以重编程人胎儿成

纤维细胞 , 使重构胚完成植入前的胚胎发育 , 并且

异种克隆囊胚核基因来源于人类。但相同条件下构

建并培养的异种克隆胚的发育能力低于同种克隆

胚。由于缺乏同类试验的参照, 估计是由于异种克

隆胚胎需要不同于牛体细胞克隆胚胎发育的培养条

件造成的。本研究表明, 人-牛异种间体细胞克隆胚

的体外囊胚率(2.8%±1.3%)显著低于牛-牛同种间体

细胞克隆胚(10.1%±2.2%), 且这种差异主要表现在

异种克隆胚到桑椹胚阶段的发育能力(5.7%±2.4%)

显著低于同种克隆胚(14.8%±1.8%)。其可能的原因

在于, 克隆胚胎在早期发育过程中合子型基因并没

有被激活, 胚胎发育依靠的是卵母细胞胞质在成熟

过程中合成并且积累的大量蛋白质、mRNA 及细胞

器 , 在此期间克隆胚胎的发育不受核供体的影响 ; 

但当核移植胚发育到一定时期时, 卵母细胞中的母

源性物质被消耗殆尽, 此时合子型基因激活(zygotic 

gene activation, ZGA), 胚胎的进一步发育依靠的是

供体核基因编码的 mRNA及 mRNA指导下合成的蛋

白质, 在此期间异种克隆胚中由于核质相互作用的

不谐调, 从而影响牛去核卵母细胞对人胎儿成纤维

细胞的重编程, 使异种克隆胚进一步的发育能力低

于同种克隆胚胎。 

3.2  线粒体 DNA 胚胎阶段共存的影响 
在核移植操作过程中, 核供体细胞来源的线粒

体不可避免的会被带入到受体卵母细胞质中, 从而

导致分别来源于供受体的两套线粒体共存于克隆胚

中。在同种间克隆后代中, 大部分的、甚至全部的

mtDNA 来源于受体卵母细胞[15−20]。然而, 对于异种

间克隆动物或早期胎儿中线粒体的来源问题仍存在

有争议。大多数的报道表明异种克隆动物中的线粒

体主要、甚至完全的来源于受体卵母细胞[21−24]; 目

前还不能确定人-动物异种克隆胚胎是否能分离得

到合适用于细胞替代治疗的人源性胚胎干细胞, 但

研究表明两种来源线粒体的共存会导致很多严重的

病理症状[25]。本研究中, 人、牛线粒体在异种克隆

桑椹胚阶段以前共存 , 但在囊胚阶段 , 只检测到了

牛的线粒体 DNA, 人线粒体 DNA 在囊胚阶段是完

全被降解还是由于含量过少而未被检测到需要采用

更高灵敏度的定量 PCR 进行研究。陈大元等[6]的研

究表明, 在大熊猫-兔异种克隆胚胎中, 核受体和核

供体的线粒体 DNA 在植入前的胚胎发育阶段共存, 

但在植入后, 核供体的 mtDNA 大量增殖, 而核受体

mtDNA 逐渐被降解, 核供体来源的线粒体占有主导

地位, 研究表明由于核供体与核受体在遗传上亲缘

关系较远, 核基因编码的因子只能支持核供体来源

的线粒体的发育[6]。本研究中, 人-牛异种克隆胚胎

核供体 mtDNA 数量, 随着核供体基因的激活、表达

量的增大 , 会逐渐增多 , 同时核受体线粒体会被选

择性的降解, 人-牛异种克隆胚的线粒体趋于同质化, 

最终可以为细胞替代治疗提供合适的人源性胚胎干

细胞。 
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