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摘要

自1996年第一只克隆羊诞生，克隆技术由于在动物育种方面的巨大潜力而得到了很大关注。体细胞核
移植技术是动物克隆的核心，其操作过程非常复杂，不可避免地造成细胞内损伤。通常来说，只有不到
1%的重构胚胎能够发育成克隆动物，克隆的低成功率是制约其广泛应用的主要原因之一。为此，本文提
出了一种基于细胞内应变评估的卵母细胞去核方法，以减少体细胞核移植中的潜在细胞内损伤，从而提
高克隆成功率。首先，根据细胞内速度场计算细胞内应变，进而将内应变作为评价标准来改进去核操作；
在此基础上，开发了一套机器人批量体细胞核移植系统，用于实现机器人化克隆。实验结果表明，本文方
法将体细胞核移植后的胚胎囊胚率从10.0%提高到20.8%，并成功获得17头克隆小猪。这是世界上首批
由机器人完成克隆操作获得的克隆动物。对比手动核移植操作，本文将克隆成功率从平均0.73%提升到
了2.50%，大幅提升了克隆效率。与此同时，基于细胞内应变的去核方法有望应用于其他生物操作，并建
立一种通用的减少细胞内损伤的细胞操作规范。
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1. 引言

自 1996年第一只克隆羊多利诞生，克隆技术就引起

了人们的极大关注[1]，因为该技术在动物育种中具有巨

大的潜力[2‒7]。体细胞核移植（somatic cell nuclear trans‐

fer, SCNT）是一种创建克隆体的技术，包含多种操作步

骤，如卵母细胞的吸持、拨动、刺入和去核操作，体细胞

的抽吸以及注射操作[8]。然而，SCNT的效率极其低下，

在参考文献[9]中，研究人员对2000年到2006年30多个猪

的SCNT实验进行了调查，克隆成功率（每个移植胚胎对

应的成活后代数量）各不相同，平均成功率仅为 0.73%。

例如，在参考文献[10]中，使用两组供体细胞产生 308个

核移植胚胎，通过手术将这些胚胎移植到三只代孕母猪身

上，其中一名代孕者经剖腹产出5只克隆仔猪，克隆成功

率为1.6%。在参考文献[11]中，2918个核移植胚胎被移植

到20只代孕母猪身上，最终产生6只活的克隆仔猪，成功

率仅为0.21%。尽管技术不断进步，但自从第一只克隆动

物诞生以来，克隆成功率基本上保持不变[12]，这种低成

功率严重阻碍了克隆技术的广泛应用。

在生命科学研究中，通过选择不同的细胞类型[13]、
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改变细胞周期[14]、使用不同的激活和融合模式[15‒16]、

移植不同数量的克隆胚胎[17]等方法，SCNT技术得到了

许多改进。然而，人们对如何提高操作技能的关注相对较

少。SCNT是一种复杂的细胞手术，操作技能水平的高低

对细胞后续活力有显著影响[18]。因此，改进SCNT的操

作技能将有效地提高成功率。

卵母细胞去核是SCNT的关键步骤，该步骤需使用注

射针从卵母细胞中提取包括细胞核和极体在内的遗传物

质。图1显示了卵母细胞去核的过程。在去核过程中，细

胞质被迅速撕裂，卵母细胞失去部分细胞质，导致卵母细

胞受到巨大损伤。在之前的研究中，设计了注射针在卵母

细胞内的路径，分析了完全去除细胞核时的胞质损失，实

现了基于滑模自适应模型的定量去核控制[19‒20]。这些

方法减少了胞质损失，增加了细胞的发育潜力。然而，卵

母细胞去核是一个复杂的动态过程，去核操作对卵母细胞

生存能力的影响尚不清楚。

在卵母细胞去核过程中，注射针通过注射器产生的负

压对卵母细胞施加外力，使卵母细胞产生巨大变形，导致

细胞内应力过高。最近有研究人员开发了几种细胞力传感

器[21‒23]，但这些力传感器测量的是施加在细胞上的应

力，而非细胞内应力。由于细胞内应力无法被直接测量，

因此研究了细胞内线性应变，细胞内线性应变与变形物体

长度的变化有关[24]。一些物理标记物，包括荧光微珠

[25]和磁珠[26]，已应用于细胞内应变的测量。本文研究

团队也曾提出一种基于计算机视觉的简单且无标签的细胞

内应变测量方法[27‒28]。

已有研究表明，机械应变会影响细胞的生存能力。例

如，Scott曾证实，短期和高应变机械负荷可能会导致细

胞凋亡[29]；Gladman也曾发现，机械损伤（20%的拉伸

应变）会导致神经元细胞显著死亡[30]。本文研究团队也

曾通过评估细胞内应变来分析卵母细胞刺入的动态过程。

实验结果表明，细胞发育潜力与细胞内应变呈强烈负相关

性[27‒28]。因此，细胞内应变连接了细胞操作和细胞发

育潜力。减少卵母细胞去核过程中的细胞内应变，进而减

少潜在的细胞内损伤，具有重要意义。

本研究中，通过优化卵母细胞去核初始化状态和去核

动态过程来减少细胞内的大应变。研究中使用了气动注射

器，而不是传统手动去核时的液压注射器。尽管使用液压

注射器进行卵母细胞去核的速度非常快，但是，液压注射

器内灌装的油的惯性较大，去核过程中的细胞质运动不稳

定，会导致细胞内的大应变。对于气动注射器，需要额外

的压力，称为平衡压力，以平衡毛细管力。初始平衡压力

会影响施加在卵母细胞上的初始力，并进一步影响去核过

程中的细胞内应变。本文评估了整个去核过程中细胞内应

变的统计数据，并优化了去核初始化参数。

细胞质提取的动态过程是卵母细胞去核最重要的步

骤。在这个过程中，施加在卵母细胞内部的力发生动态变

化，导致细胞内产生大的应变。然而，由于内应变检测过

程中存在较大误差，因此直接基于细胞内应变进行在线去

核控制是很难实现的。由于细胞内的动态应变受到注射器

压力变化以及细胞质运动的影响，因此本文根据细胞内应

变的评价结果，分析了细胞内应变与注射针中细胞质运动

的关系。然后，通过细胞质运动的轨迹规划实现了去核控

制，以减少这一动态过程中的最大细胞内应变。

最后，将本文提出的去核方法应用于整个 SCNT 流

程，并实现了机器人批量SCNT。实验结果表明，本文所

提出的卵母细胞去核方法减少了细胞内大应变的数量。与

手动操作方法相比，最大应变降低了60.8%（从0.79降至

0.31）。使用本文所提出的去核方法和手动去核操作方法

对 113个卵母细胞进行了SCNT。实验结果表明，与手动

去核操作相比，使用本文所提出的方法时，囊胚率从

10.0%提高到了 20.8%，这是重构胚胎体外发育的最后阶

段，也是克隆成功的标志。最后，使用机器人批量SCNT

系统对 525个卵母细胞进行了SCNT。平均成功率和存活

率分别为 99.1%和 97.1%。共有 510个重构胚胎被移植到

6个代孕母猪体内。两名代孕母猪怀孕，分别产下10头和

7 头克隆小猪。与手动操作相比，克隆成功率从平均

0.73%显著提高到 2.50%。通过改进去核操作方法和减少

细胞内应变，大大提高了细胞发育潜力，首次实现了机器

人克隆方法优于手动操作方法的结果。

图1. 卵母细胞去核。（a）去核前，通过吸持针固定卵母细胞，用注射针刺入卵母细胞；（b）去核过程中，细胞质被抽取到注射针中；（c）去核后，

注射针撤出卵母细胞，此时，被抽出的细胞质仍在针管内移动。
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2. 材料和方法

2.1. 去核过程中的细胞内应变计算

2.1.1. 去核过程中的视觉检测

根据细胞质的运动，卵母细胞去核可分为两个步骤。

步骤1：胞质运动前。通过调节注射针中培养液的体

积来设定初始平衡压力。当注射针刺穿细胞后，逐渐降低

注射针中的压强，从而产生吸入压，直至细胞质在注射针

中开始移动。

步骤2：细胞质运动。通过连续控制吸持压，将细胞

质从卵母细胞中吸入注射针中，如图1（b）所示。

使用注射针吸取足够多的细胞质，以确保遗传物质被

去除。之后，将注射针针尖从卵母细胞中撤出，使针管内

外的细胞质分离。同时，增加压强以防止细胞质在针管中

移动，如图1（c）所示。

本研究结合一系列图像处理方法，自动检测卵母细胞

的位置、吸持针和注射针的针尖位置以及注射针中细胞质

的运动。首先，本文通过图像扫描确定吸持针区域的位

置，并利用模板匹配算法检测注射针针尖位置。如图 2

（a）所示，为了便于后续的应变分析，将注射针针尖位置

设置在注射针针尖斜角的中间位置。其次，根据吸持针针

尖位置获得卵母细胞的感兴趣区域（region of interest, 

ROI）。为了识别细胞区域，本文使用Canny边缘检测算

法对卵母细胞边缘进行检测，经过数学形态学开运算得到

卵母细胞轮廓，如图 2（b）~（d）所示。注射针刺穿卵

母细胞后，根据针管移动距离估计其针尖位置，如图 2

（e）所示。

在卵母细胞去核的步骤1中，在卵母细胞上施加一定

时间的吸入压后，细胞质开始移动并进入注射针。本文使

用帧差法来确定细胞质是否进入了注射针。图 3（a）显

示了细胞质运动检测的ROI。通过连续帧图像相减得到帧

差图像，然后使用Otsu二值化算法将帧差图像变换为二

值图像，如图 3（b）所示。当二值图像的前景面积大于

设定阈值时，步骤 1 完成，实验中设置阈值为 200 pixel

（像素）。

在卵母细胞去核的步骤2中，细胞质迅速从卵母细胞

中进入注射针。本文使用Lucas-Kanade光流法[31]实时检

测针管中胞质面的位置。如图3（c）所示，根据步骤1结

束时的帧差结果，在前景最右侧选择 100个初始跟踪点，

计算各点在 x轴上的平均位置作为胞质面的初始位置。然

后，将Lucas-Kanade光流法用于胞质面跟踪，逐帧计算跟

踪点的平均位置，更新胞质面位置，如图 3（d）所示。

当胞质面移动到注射针中的设定位置，即当抽出足够的细

胞质时，认为步骤2完成（附录A中的视频S1显示了胞质

面的跟踪结果）。

2.1.2. 基于速度场的细胞内应变场计算

使用 Farneback [32]提出的稠密光流法来检测细胞内

运动进而计算细胞内应变场。如图4（a）所示，根据细胞

质颗粒的大小，将细胞内区域中每间隔10 pixel的一个点

视为细胞内点，通过光流法计算所有细胞内点的速度场和

卵母细胞变形，如图4（b）和（c）所示。使用前向-后向

追踪，得到光流检测的平均误差为 0.67 pixel，追踪检测

结果确保了细胞内应变场计算的准确性。此外，还进行了

拉伸弹性橡胶的额外实验，以验证光流算法。实验结果表

图3. 卵母细胞去核过程中细胞质运动视觉检测。（a）细胞质运动检测

ROI；（b）基于Otsu算法的帧差图像二值化，当前景面积大于阈值时去

核步骤 1结束；（c）根据步骤 1结束时的帧差结果选择跟踪点；（d）基

于Lucas-Kanade光流算法的胞质面跟踪。

图2. 微针和卵母细胞视觉检测。（a）基于图像扫描和模板匹配算法的微

针检测；（b）卵母细胞图像感兴趣区域；（c）基于Canny检测算法和形

态学开运算的边缘检测；（d）基于轮廓检测算法绘制卵母细胞轮廓；

（e）根据注射针刺入卵母细胞后的移动距离定位注射针针尖位置。
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明，拉伸过程中的检测误差平均小于1 pixel，表明光流方

法可以应用于大型变形物体。（如附录 A 中的图 S1 和

视频S2所示）。

细胞内应变场ε可由式（1）得到：

ε = lim
L® 0

 
∆L
L

（1）
式中，L是两个相邻细胞内点之间的初始距离；ΔL是变

形后的距离变化。在卵母细胞去核过程中，将细胞质转移

到注射针中，并垂直于注射针针尖的斜口放置。卵母细胞

的变形以及细胞内应变主要发生在这个方向上。由于在

SCNT中，注射针针尖斜口通常为45°，因此以45°角方向

计算了应变场。

ε =
( )x ( )i + 1 - x ( )i 2

+ ( )y ( )i + 1 - y ( )i 2
- L0

L0

（2）
式中，L0是两个相邻细胞内点之间的距离；[x(i), y(i)]和

[x(i+1), y(i+1)]是使用细胞内点的速度场计算的下一帧中

相邻点的坐标。图 4（d）显示了细胞内应变场。当应变

大于 0时，表明细胞内结构被拉伸，而当应变小于 0时，

表明细胞内结构被压缩。为了减少卵母细胞去核过程中的

大细胞内应变，选择在注射针针尖附近具有最大应变的

3 × 3细胞内点区域作为应变ROI作进一步分析，如图 4

（d）中的红框所示。

2.2. 基于细胞内应变评估的卵母细胞去核

在细胞操作中，大的细胞内应变意味着大的细胞间变

形。例如，当应变值大于0.5时，表明细胞内结构拉伸大

于0.5倍。此外，当从卵母细胞中提取细胞质时，高比例

的负应变意味着卵母细胞内产生了振荡，并主导了去核过

程。大的细胞内应变和细胞内部振荡对细胞发育潜力有不

利影响。本研究中，分析了去核和细胞内应变分布之间的

关系，设置了初始平衡压力，并基于细胞内应变评估实现

了动态去核过程中细胞质运动轨迹规划，以避免细胞内的

大应变并减少负应变。

2.2.1. 基于细胞内应变评估的去核初始化

在注射针刺入卵母细胞之前需要设定初始平衡压力。

之前的研究表明，注射针内的平衡压力会随着更多的培养

液被吸入而降低[33]。因此，通过将不同体积的培养液吸

入注射针，为去核提供不同的初始平衡压力。如图5（a）

所示，选择 5 种平衡压力（0.9 psi、 0.8 psi、 0.7 psi、

0.6 psi和 0.5 psi；1 psi = 6.895 kPa）作为初始平衡压力，

图 5（b）显示了气液交界面（gas-liquid interface, GLI）

的相应位置。

将同一批次的50个卵母细胞随机分为5组，用于细胞

内应变评估实验。去核过程中，注射针中的压力从初始平

衡压力开始持续下降。为了确保一致性，将注射针放置在

卵母细胞内的相同位置，并保持恒定的压力变化率。在卵

母细胞刺入过程中，注射针以50 μm·s−1的速度水平刺入至

卵母细胞直径的3/4处，以刺破细胞；随后，将注射针撤回

卵母细胞直径的1/2处进行去核。在卵母细胞去核的步骤1

中，压力变化率设定为0.5 psi·s−1。在步骤2中，在最大加

速度下，压力变化率从0.5 psi·s−1线性降低到0.1 psi·s−1，这

降低了细胞质运动的速度并减少了细胞质损失。

本研究中，逐帧计算了去核过程中的细胞内应变场。

图 5（c）显示了去核过程中，产生最大细胞内应变的细

胞内应变场。实验结果表明随着去核过程中初始平衡压力

的减小，细胞内应变的最大值减小，并且范围缩小。

本文获得了每个初始平衡压力的应变ROI中所有细胞

内应变的归一化直方图。图 5（d）中的每个图分别显示

了整个去核过程，包括步骤1和步骤2中的10个细胞去核

实验的应变值。图 5（e）和（f）分别显示了不同初始平

衡压力下，应变值在[0.5, 1]范围内的大细胞内应变的百分

图4. 基于速度场的细胞内应变场计算。（a）细胞内区域的细胞内点（红色点）；（b）连续两帧图像形成的细胞内速度场（黄色），带箭头的线表示速

度的大小和方向；（c）连续两帧图像中的卵母细胞变形；（d）细胞内应变场，红色和蓝色分别表示高、低值。选取靠近注射针针尖应变最大的3 × 3
细胞内点区域，作为应变ROI（红框）进行进一步分析。

4



比和负细胞内应变的百分比。当初始平衡压力较高时，大

多数应变值分布在直方图的正半平面，表明细胞内结构处

于拉伸状态，并且有足够的动力进行去核。然而，在直方

图中也观察到了大细胞内应变区域（[0.5, 1]），表明已经

产生了大的细胞变形。随着初始压力的降低，大应变区和

细胞内大变形减少，而负应变的比例增加，意味着卵母细

胞中产生了振荡，并且吸力不足以实现顺利去核。综合考

虑大应变比例和负应变比例，将初始平衡压力设置为

0.7 psi，完全避免了细胞内大应变，并降低了负应变的比

例。此时，细胞内拉伸主导了去核过程，可以用较小的细

胞内应变和较少的细胞内振荡来完成去核，这可能会导致

较少的细胞内损伤。

2.2.2. 注射针内的胞质轨迹规划

在卵母细胞去核步骤2中，细胞质从卵母细胞移到注

射针中。根据胞质面的加速度变化将去核过程分为多个时

间间隔，并分析了不同时间间隔的应变分布（详见附录A

中的图S2）。结果表明，应变与加速度变化呈正相关，加

速度变化越大，应变越大。

进一步，本文以初始平衡压力 0.7 psi为例进行去核，

图 5. 具有不同初始平衡压力的细胞内应变。（a）通过吸入不同体积的培养液形成 5种典型的平衡压（0.9 psi、0.8 psi、0.7 psi、0.6 psi和 0.5 psi）
（1 psi = 6.895 kPa）；（b）不同初始平衡压对应的气液交界面位置；（c）不同初始平衡压下，进行去核形成的细胞内应变场；（d）不同初始平衡压下，

ROI中应变值的归一化直方图；（e）不同初始平衡压下，细胞内大应变（应变值分布于[0.5,1]）的百分比；（f）不同初始平衡压下，细胞内应变负值

的百分比。
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进而分析了细胞内应变与胞质面运动之间的关系。首先，

本文在给定的时间间隔内得到每个时间间隔的最大应变

值，并计算胞质面加速度的标准差。其次，在细胞质运动

期间进行直线拟合。由于从胞质面运动到细胞产生内应变

会有一定的时间延迟，因此分析了特定时间延迟下细胞内

应变与胞质面的关系。根据线性拟合的优度选择最优延迟

时间。表1列出了不同时间间隔的直线拟合结果。实验结

果表明，最大应变与胞质面加速度标准差之间存在明显的

线性关系。对于不同的时间间隔，延迟时间几乎是固定

的。由于应变测量误差的影响，当时间间隔较大时，拟合

结果较好。对于不同的初始平衡压力（0.9 psi、0.8 psi、

0.7 psi和 0.6 psi），本文在 0.4 s的时间间隔内获得了近似

线性的拟合结果，如图6所示。

为了减小细胞去核过程中的大应变，应限制胞质面加

速度的变化。为此，本文在卵母细胞去核步骤2中，将胞

质面的加速度设为常数at。本文假设在步骤1结束时，胞

质面的速度和加速度分别为a0和 v0，a0和 v0将在实验中通

过在线检测得到。在去核步骤2中，初始加速度在T0时间

内从a0增加到at：

a =
ì
í
î

ïï

ïïïï

a0 +
at - a0

T0

t 0 £ t < T0

at                    T0 £ t £ T

（3）

式中，T是细胞质抽取的总时长。式（4）和式（5）给出

了胞质面的速度和位移轨迹。

v =

ì

í

î

ï
ïï
ï

ï
ïï
ï

v0 + a0t +
at - a0

2T0

t2 0 £ t < T0

v0 +
a0 - at

2
T0 + att T0 £ t £ T

 （4）

表1　不同时间间隔下细胞最大内应变与胞质面加速度标准差的直线拟合

Time interval (s)

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

Optimal delay time (s)

0.10

0.08

0.08

0.10

0.08

Goodness of line fitting

0.9545

0.9764

0.9783

0.9845

0.9967

Slope of the fitted line

0.50

0.51

0.62

0.62

0.68

Intercept of the fitted line

−0.071

−0.083

−0.095

−0.100

−0.110

图6. 不同初始平衡压下时间间隔为0.4 s的线性拟合结果。STD：标准偏差。
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s =

ì

í

î

ï
ïï
ï

ï
ïï
ï

v0t +
a0

2
t2 +

at - a0

6T0

t3                         0 £ t < T0

at - a0

6
T0

2 + v0t +
a0 - at

2
T0t +

at

2
t2 T0 £ t £ T

（5）

在实验中，本文使用Lucas-Kanade光流法实时检测胞

质面的运动，并基于自适应滑模控制器进行控制[19]。与

人工操作类似，轨迹规划结束时胞质面的速度不为零。一

旦胞质面移动到设定位置，注射针撤离卵母细胞，停止卵

母细胞去核，同时增加压强。

2.3. 机器人化批量SCNT

2.3.1. 机器人化SCNT平台

机器人化批量 SCNT 是使用课题组自主开发的 NK-

MR601显微操作系统实现的，如图 7所示。它由以下部

分组成：一台倒置显微镜（Olympus，BX-51，日本）作

为系统的基本平台；一对自主开发的电动X-Y-Z三自由度

微操作臂，用于定位注射针和吸持针；一台自主开发的

电动X-Y二自由度平台，用于定位培养皿；一台自主开

发的气动显微注射器，用于提供注射针和吸持针内的正、

负压；一台自主开发的用于电机控制的多轴控制器；一

个用于视觉检测的 CCD 相机（Panasonic，W-V-460，日

本）；用于显微图像处理、数据采集和运动控制的主机。

电动微操作臂的行程范围为 50 mm × 50 mm × 50 mm，

定位精度为 1 μm，最大速度为 1 mm·s−1。电动载物台的

行程范围为 100 mm × 100 mm，定位精度为 1 μm，最大

速度为 2 mm·s−1。气动显微注射器的负压范围为−3 ~ 

0 kPa，细胞吸持的分辨率为 10 Pa，正压范围为 0 ~ 

200 kPa，细胞注射的分辨率为 10 Pa。注射阀连接到电

机，可以实现注射压力的实时控制。所有图像均使用×4

和×10 物镜（Olympus，日本）拍摄，分辨率为 768 × 

576 pixel，帧速率为 20 Hz。在实验中，将注射针和吸持

针分别安装在左右微操作器上，并分别连接到注射器的

注射通道和吸持通道。

2.3.2. 机器人化批量SCNT流程

在手动SCNT中，操作员使用低倍物镜找到卵母细胞

和供体细胞，再使用高倍物镜进行核移植。整个SCNT过

程中，操作员需要转换和聚焦物镜4次，切换到不同的操

作区域 6 次，导致批量 SCNT 的效率较低。在机器人化

SCNT中，设计了一个全局地图，并获得了批量卵母细胞

的全局视野，从而以优化的操作序列实现批量SCNT。首

先，通过人机交互设置了5个操作区域位置，并在低倍物

镜中建立了全局地图，如图 8（a）所示。然后，通过显

微图像拼接获得卵母细胞区域的全局视野，并自动检测卵

母细胞的全局位置。最后，规划卵母细胞的操作顺序，以

在不与微针发生碰撞的情况下实现最短路径操作，如图8

（b）所示。

此外，将机器人化SCNT流程分为多个步骤（见附录A

中的图S3），并在机器人化SCNT中使用基于细胞内应变评

估的卵母细胞去核方法。首先，在注射针刺入卵母细胞之

前，通过将培养液吸入注射针，将初始平衡压调节至0.7 psi。

然后逐渐降低针内压力，直到针尖处的细胞质开始移动。

其次，根据注射针中的胞质面轨迹规划，抽取细胞质、细

胞核和极体。在抽取足够量的细胞质后，以100 μm·s−1的

速度水平地从卵母细胞中撤出注射针。

图7. 自主研发的NK-MR601 SCNT微操作机器人系统。（a）微操作机器人系统的主要组成部分；（b）机器人化SCNT系统；（c）平台和微操作手臂。

CCD：电荷耦合器件。

图8. 机器人化批量SCNT中的全局地图和全局视野。（a）批量SCNT中

的操作区域和切换顺序，通过人机交互设定了5个操作区域的位置，并

构建了全局图；（b）卵母细胞的全局视野，图中显示了卵母细胞检测结

果和卵母细胞操作顺序。
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3. 结果

3.1. 卵母细胞去核控制结果

根据去核实验，式（3）~（5）中胞质抽取的时间 T

设为4.0 s，T0设为0.2 s。根据文献[20]，将细胞质损失设

为卵母细胞体积的 8%可以实现细胞的完全去核，因此，

本文将胞质面的运动距离 s设为 150 pixel。图 9中的蓝线

展示了期望的胞质面轨迹。在本文实验中，胞质面的初速

度和加速度分别为 20 pixel·s−1和 8 pixel·s−2。经过计算可

知，式（5）中的加速度常数 at计算为 8.8 pixel·s−2，对应

的加速度标准差为 0.1。用Lucas-Kanade光流法实时检测

胞质面的运动，检测速度为每帧图像12 ms，平均检测误

差为 0.61 pixel。本文使用自适应滑模控制器跟踪胞质面

轨迹，跟踪结果如图9中的红线所示。

表 2显示了去核方法的比较。附录A中的视频S3~S5

分别展示了人工、机器人去核方法[19]和本文去核方法的

去核过程及应变分布。实验结果表明，本文方法的去核过

程更加稳定，去核过程中的细胞最大内应变最小。与初始

平衡压力为0.9 psi的典型手动去核操作相比，最大应变从

0.79降至0.31，降低了60.8%。

3.2. 机器人化批量SCNT结果

机器人化批量SCNT有两个主要部分。首先，在低倍

物镜（×4）下构建全局图，然后在高倍物镜（×10）下操

作卵母细胞，如附录A中的视频 S6所示。每次 SCNT的

操作流程如下。图10显示了操作结果。

（1）移动吸持微针与注射微针至显微视野，移动载物

台使卵母细胞移至显微视野中心。图10（a）为吸持微针

和卵母细胞定位的结果。

（2）用吸持微针吸持、固定住卵母细胞，调整注射微

针内的平衡压，为卵母细胞去核做准备。图10（b）为吸

持微针固定住卵母细胞的结果。

（3）利用注射微针拨动卵母细胞，使卵母细胞旋转到

所需要的姿态。本实验中将卵母细胞旋转到极体在4点钟

区域的姿态，为细胞刺入做准备。图10（c）为卵母细胞

旋转的结果。

（4）利用注射微针刺入卵母细胞，本实验中以

50 μm·s−1的速度沿细胞中心方向水平刺入卵母细胞，最

终实现面向提高发育率的细胞刺入。图10（d）为卵母细

胞刺入的结果。

（5）利用基于帧差法的自动化去核技术，用注射微针

对卵母细胞进行自动化去核，检测出胞质已开始运动，并

进入注射微针。图10（e）为去核开始的图片。

（6）实现面向提高发育率的卵母细胞自动化去核，

图10（f）为去核结束的图片。

（7）将抽取的细胞质、细胞核、极体等从注射微针中

吐出到吐核区，如图10（g）所示。

（8）选取一个合适的体细胞，将其吸入注射微针中，

图10（h）为体细胞在注射微针中的结果。

（9）将体细胞注入去核后的卵母细胞内，图 10（i）

为体细胞在去核后的卵母细胞内的图片。

在机器人化批量SCNT中，不需要转换物镜，并且因

为使用了基于全局地图的机器人化SCNT系统，将物镜聚

焦次数减少了一半。以操作 20个卵母细胞为例，花了大

约21 s来构建全局地图，但物镜转换和物镜聚焦次数分别

减少了 40次和 20次。对于每次 SCNT，操作一个卵母细

胞大约需要 86 s。表 3列出了在SCNT的关键步骤上花费

的时间。操作20个卵母细胞需要1741 s，意味着操作速度

约为每个细胞87 s。

为了验证该去核方法对细胞发育潜力的影响，使用本

文提出的方法和手动操作对 113个卵母细胞进行了批量

SCNT。在本文提出的方法中，初始平衡压力设置为

0.7 psi，并依据注射器中胞质面规划的轨迹，从卵母细胞

中提取细胞质、细胞核和极体。在此过程中产生的最大细

图9. 胞质面轨迹与跟踪结果。

表2　去核方法对比

Methods

Manual operation

Robotic enucleation method [19]

Proposed method

Initial balance pres‐

sure (psi)

0.9

0.7

0.7

0.7

Maximum strain

0.79

0.49

0.46

0.31
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胞内应变为 0.31。在手动操作中，为了确保视野中出现

气-液交界面，方便操作人员去核，初始平衡压力设置为

0.9 psi。人工去核过程中的最大细胞内应变为0.79。

SCNT 操作后的重构胚胎被激活、融合并培养 7 d。

利用本文提出的方法，53个重构胚胎中有 11个发育成囊

胚；与之对应，人工操作的60个重构胚胎中仅有6个发育

成囊胚。囊胚是重构胚胎体外发育的最后阶段，是成功克

隆的象征。利用本文方法，囊胚率从 10.0% 增加到

20.8%。表明大的细胞内应变会对细胞发育造成损害并影

响细胞发育潜力。

3.3. 机器人化SCNT获得的克隆猪

利用该微操作机器人系统对 6组共 525个卵母细胞进

行了SCNT，其中对 520个卵母细胞进行成功操作并进行

激活，510个卵母细胞发育成了胚胎。表 4给出了机器人

化SCNT操作结果与克隆结果。本文方法的平均操作成功

率为 99.1%，平均成活率为 97.1%。随即，将 510个重构

胚胎移植到6头代孕母猪体内，最终，两头代孕母猪怀孕

（见附录 A 中的图 S4）。两头代孕母猪分别于妊娠的第

103天和 110天诞下了世界首批由机器人系统操作得到的

17头克隆猪。其中一头代孕猪（编号 206）于妊娠的第

103 天分娩，诞下 10 只仔猪。其中健康仔猪 7 只，弱仔

三只，三只弱仔陆续在2~3 d内死亡。所有仔猪的平均出

生体重为 1.32 kg（具体范围为 1.25~1.46 kg）。另外一头

代孕猪（编号14304）于妊娠的第110天，诞下7只仔猪。

其中健康仔猪 6只，弱仔一只，该弱仔于出生 29 d后死

亡。所有仔猪的平均出生体重为 1.62 kg（具体范围为

1.51~1.85 kg）。实验结果表明，与人工操作相比，通过机

器人操作，克隆猪的成功率从 0.73%提高到了 2.5%（13/

510）。图 11给出了 13头健康的克隆猪在诞下三个月后的

图片。

图10. 机器人化SCNT流程。（a）微针和卵母细胞定位；（b）卵母细胞吸持并旋转到所需的去核方向（极体在4点钟方向）；（c）去核初始化后的卵母

细胞刺入；（d）降低平衡压，直到细胞质开始移动；（e）从卵母细胞中抽取细胞质、细胞核和极体；（f）去核结束；（g）遗传物质排出；（h）供体细

胞抽取；（i）供体细胞注射。

表3　机器人化SCNT各步骤的操作时间

Steps

Global map building

Localization

Oocyte holding and rotation

Oocyte penetration and enucleation

Donor cell aspiration and injection

Oocyte release

Total

Operation time (s)

One oocyte

—

1

26

9

43

7

86

A group (20 oocytes)

21

20

520

180

860

140

1741
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对每个样本的基因组 DNA 进行了微卫星分析（见

附录A中的表S1）。结果表明，13只经SCNT获得的克隆

猪均来源于供体细胞系B301，对所有 8个微卫星标记具

有 100%的同一性。所有克隆猪与代孕母猪（编号 206和

编号 14304）均有显著差异。更多详细信息请参阅附录A

中的“材料和方法”部分。

4. 讨论

本文详细分析了卵母细胞去核过程，开发了一种基于

细胞内应变评估的卵母细胞去核方法。由于细胞内应变关

联了细胞操作和细胞发育潜力，因此通过改进去核操作，

以减少大的细胞内应变，进而降低卵母细胞去核过程中潜

在的细胞内损伤。本研究评估了整个去核过程中细胞内应

变的统计数据，得出了合理的去核初始化参数，即初始去

核平衡压力。此外，分析了去核动态过程中细胞内应变与

细胞质运动之间的关系，并根据对细胞内应变的评估设计

了注射针中细胞质运动的轨迹。实验结果表明，本文提出

的方法显著减少了细胞内的大应变。与初始平衡压力为

0.9 psi的手动操作相比，最大应变降低了 60.8%（从 0.79

降至0.31）。

此外，本研究评估了去核后卵母细胞的发育潜力。重

构胚胎在细胞核移植后发育成囊胚。本文提出的方法将囊

胚率从 10.0%提高到 20.8%，这是一个巨大的成就，因为

囊胚是成功克隆的象征。

最后，将卵母细胞去核方法应用于SCNT，并实现了

机器人化批量 SCNT；成功生产了 17头克隆仔猪，13头

克隆仔猪发育到足月，克隆成功率 2.5%，首次取得了优

于人工操作的操作效果。机器人化的SCNT确保了操作过

程和操作结果的一致性，从而使克隆过程中的生物化学操

作环境和条件受益最大。

更高的发育潜力意味着所提出的方法减少了操作过程

中的细胞内损伤。一些研究已经在细胞水平上评估了细胞

内损伤。例如，显微注射引起的细胞机械损伤可以通过计

数断裂键的数量来分析[35]，或者基于荧光染色来评估冷

冻引起的细胞内损伤[36]。然而，微操作导致细胞内损伤

的机制尚不清楚。本研究为探索细胞内损伤的机制和减少

损伤的方法提供了一个平台。

从操作对象的角度来看，本研究将细胞内应变引入微

操作，并提供了一种优于手动操作效果的方法。这将促进

克隆技术和许多其他生物操作的应用，如单精注射和极体

基因组移植。用于生物操作的机器人系统，如手术机器人，

也会对组织和器官造成生物损伤。然而，由于生物体的复

杂性，因此评估损伤比较难。本研究在细胞水平上探索了

机器人操作、细胞内应变和潜在的细胞内损伤之间的联系，

这也为探索手术机器人操作过程中的损伤打开了大门。

在未来，将进一步改进机器人化SCNT。如表3所示，

在机器人化的SCNT过程中，卵母细胞拨动和供体细胞抽

取需要很长时间。本文研究团队将在运动学建模和流体建

模的基础上设计新的卵母细胞拨动和体细胞抽取方法，以

提高操作效率。此外，将分析卵母细胞的几何和力学特

性，并将机器人化 SCNT扩展到其他动物，如小鼠和绵

羊上。
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表4　机器人化SCNT操作结果和克隆结果

Experiment Group

1

2

3

4

5

6

Total

Number of op‐

erated oocytes

103

115

83

81

71

72

525

Number of acti‐

vated oocytes

102

113

82

81

70

72

520

Number of trans‐

planted oocytes

100

110

80

80

70

70

510

Success rate 

(%)

99.0

98.3

98.8

100.0

98.6

100.0

99.1

Survival rate 

(%)

97.1

95.7

96.4

98.8

98.6

97.2

97.1

Pregnancy con‐

dition

Yes

Yes

No

No

No

No

2

Number of na‐

tal pigs

10

7

—

—

—

—

17

Number of 

healthy pigs

7

6

—

—

—

—

13
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online 

at https://doi.org/10.1016/j.eng.2022.04.016.
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