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猪多能干细胞的研究进展
李  侠  李运生  张运海*

(安徽农业大学动物科技学院, 安徽地方畜禽遗传资源保护与生物育种省级实验室, 合肥 230036)

摘要      多能干细胞, 如胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)、诱导多能干细胞(induced 
pluripotent stem cells, iPSCs)和成体干细胞(adult stem cells, ASCs), 是一类具有巨大潜能的独特细

胞。猪作为试验材料, 在遗传、代谢、生理生化及基因序列等方面较小鼠更接近于人类, 正逐渐成

为人类异种移植和再生医学研究的理想生物学模型。然而, 目前对猪多能干细胞种类、来源、特

征及机制的有限认识直接阻碍了其相关应用。该文将分别对猪ASCs的研究现状、猪类ESCs的分

离培养、猪iPSCs的研究进展、多能干细胞间的联系和展望进行论述, 以期为从事该领域研究的科

研人员提供参考。
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Abstract      Pluripotent stem cells, such as embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells and adult 
stem cells, are unique cells with great value. Pigs are considered as a kind of more ideal biomedical model in hu-
man xenotransplantation and regenerative medicine, bearing similar properties with human in genetic, metabolism, 
physiology, biochemistry and gene sequence. However, limited information on the sorting, derivation, characteriza-
tion and mechanisms of porcine pluripotent stem cells impairs their application. Herein, we briefly reviewed the lat-
est progresses about the derivation, current status, interrelationships and future perspectives of porcine pluripotent 
stem cells, in order to providing a useful reference for researchers’ working in this filed.
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多能干细胞是一类具有多向分化潜能的细胞, 
如ESCs、iPSCs和ASCs, 它们不仅具有自我更新的

能力, 并且在一定诱导条件下能够分化形成具有特

定功能的成熟细胞[1]。这些特性使多能干细胞在细

胞代替治疗、基因工程和再生医学等诸多研究中, 
具有独特的应用前景和优越性。

早在1981年, Evans等[2]通过分离早期胚胎中

的内细胞团, 成功建立了小鼠ESCs细胞系。这项技

术为干细胞研究及基因打靶带来了新的材料, 由此, 
Evans被授予了2007年的诺贝尔医学或生理学奖。

1988年, Thomson等[3]又成功建立了人的ESCs细胞系

(human embryonic stem cells, hESCs), 掀起了hESCs应
用研究的热潮。然而, 目前hESCs运用于临床仍面临

伦理和免疫排斥两大难题。为了解决这些问题, 科研

人员进行了多种探索和尝试。(1)细胞融合技术, 即将

体细胞与多能干细胞或卵母细胞融合[4-5]; (2)用多能

干细胞的提取物对体细胞进行处理[6-7]; (3)用体细胞

核移植技术(somatic cell nuclear transfer, SCNT)使体
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细胞核发生重编程[8-9]。然而, 上述方法并没有从根

本上解决干细胞临床应用所存在的两大问题, 这使

得人们不得不另寻出路。经过几十年的努力, 2006
年, Yamanaka等[10]发现四种因子(Oct4、Sox2、Klf4、
c-Myc)的过表达可以将小鼠胎儿成纤维细胞(mouse 
embryonic fibroblasts, MEFs)重编程为与ESCs形态、

增殖速率相似的细胞, 这类细胞在体内和体外分别

能形成畸胎瘤和拟胚体(embryoid bodies, EBs), 还
能嵌合到小鼠囊胚中, 被称为诱导多能干细胞。这

种新的重编程方法不仅成功规避了因涉及人类胚胎

使用等方面的伦理问题, 并且为消除或降低细胞免

疫排斥提供了可能[11]。遗憾地是, iPSCs仍旧存在着

诸如安全、诱导效率以及是否存在免疫排斥等问

题。ASCs作为多能干细胞的一种, 是指在出生后存

在于机体中的一小部分未完全分化的细胞, 其主要

作用是更新生理性死亡的细胞或组织受损时的代

偿性增生。在治疗人类相关疾病方面, ASCs已显示

出广阔的应用前景, 如ASCs中的脂肪间充质干细胞

(adipose-derived mesenchymal stem cells, AMSCs)能
抑制因心肌缺血后造成的心脏功能衰退[12], 这也将

为ESCs/iPSCs的应用提供参考和借鉴。然而, 小鼠

由于自身寿命、器官大小和生理功能等局限使其并

不适合作为人类疾病的理想模型, 所以非常有必要

寻找更为理想的模式动物。

猪被认为是研究人类疾病发生、诊疗的理想

动物模型。首先, 猪在解剖学、生理学和疾病发生

机理等方面与人具有诸多相似之处, 并且小型猪器

官与人类器官大小相似, 可以用于器官的代替治疗。

其次, 猪有被用来作为治疗人类疾病的历史, 如用猪

生产胰岛素治疗人类的糖尿病、用猪的心脏瓣膜及

皮肤细胞治疗相应的人类疾病等[13]。再次, 最近也

有研究组报道了猪iPSCs成功应用于心肌梗死等疾

病的治疗[14-15]。最后, 猪还具有来源方便、基因序

列与人类相似及在我国畜牧业中占有重要地位等诸

多优势。

因此, 在未来的移植治疗和人类疾病模型建立

方面, 猪作为一种重要的生物学模型, 将会是检验多

能干细胞安全和研究其功能的理想工具。虽然, 猪
ASCs在治疗某些人类疾病方面已显示出其独特的

优势, 但是其有限的分化潜能直接阻碍了其应用。

研究人员尝试利用具有全能性的ESCs解决这一问

题, 但一直苦于没有建立真正意义上的猪ESCs细胞

系, 而iPSCs技术的诞生为猪ESCs的建系问题提供

了新的解决途径。同时, 猪ASCs的临床应用将对

ESCs和iPSCs的应用提供参考。因此, 本文将分别

对多能干细胞的种类及鉴定指标、猪ASCs的研究

现状、猪类ESCs的研究历史、猪iPSCs的研究进展、

多能干细胞间的联系和展望进行论述。

1   多能干细胞的种类及鉴定指标
多能干细胞是一类具有分化出多种细胞组织

潜能的特殊细胞群体, 可分为胚胎干细胞、诱导多

能干细胞和成体干细胞三大类。目前, 人们可以通

过早期胚胎(自然受精胚胎、体外受精胚胎和孤雌

激活胚胎)、体细胞克隆、细胞融合等多种途径来

获取多能干细胞[16]。

为了获取猪多能干细胞, 必须对所建立的细

胞系进行必要的检测。常用来检测细胞全能性的

指标可以归纳为以下几种: (1)碱性磷酸酶(alkaline 
phosphatase, AP)活性检测; (2)多能干细胞表面标记

物的检测, 包括荧光定量PCR等在mRNA水平上和

流式细胞术、免疫荧光染色及Western blot等在蛋

白质水平上的检测; (3)体外分化潜能的检测, 包括

拟胚体形成及后续拟胚体分化的检测; (4)体内分化

潜能的检测, 包括畸胎瘤和嵌合体的检测; (5)全能

性的检测, 多能干细胞生殖系转移能力的检测, 其能

充分证明多能干细胞是否具有全能性; (6)其他的一

些指标, 如核型检测、基因图谱和端粒酶活性分析。

如果符合上述的所有指标, 则能证明细胞具有全能

性, 目前只有鼠类的ESCs满足上述的所有标准[17]。其

中, ESCs细胞系和iPSCs细胞系可以用上述指标进行

检测, 而ASCs作为一种分化能力有限的细胞, 其检

测指标又有所不同。以ASCs中的间充质干细胞为例, 
根据国际细胞治疗协会的标准[18], 其检测指标主要

包括以下三个方面: (1)形态特征: 体外培养为纺锤

状贴附型细胞; (2)表形分析: 细胞表达CD73、CD90
和CD105, 不表达CD14、CD34、CD45和HLA-DR; (3)
分化潜能: 体外培养时能向脂肪细胞、软骨细胞和

成骨细胞分化即可。如待检测的细胞符合上述指标, 
则初步认为该细胞为间充质干细胞。

2   猪ASCs的研究现状
成体干细胞是指存在于各种已发育成熟的组

织中, 具有自我更新和分化能力的一类多能干细
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胞, 如脂肪间充质干细胞、骨髓间充质干细胞(bone 
marrow mesenchymal stem cells, BMSCs)和造血干细

胞(hemopoietic Stem cells, HSCs)。该类细胞虽处于

已分化成熟的组织中, 但它们本身处于未完全分化

的状态, 并能在特定条件下分化为特定功能的细胞。

鉴于在农业生产和研究人类疾病上的优势, 猪是研

究AMSCs、BMSCs和HSCs等成体干细胞的理想材

料。

首先, AMSCs具有取材容易、增值速度快、安

全及多向分化潜能等优势, 逐渐成为近年ASCs中的

研究热点。自2001年Zuk等[19]成功建立了人AMSCs, 
研究人员也成功分离并建立了啮齿类动物的AM-
SCs[20-21]。2007年, 屈长青等[22]建立了猪的AMSCs, 并
证明其具有向脂肪细胞、成骨细胞、成肌细胞等

分化的潜能。2008年, Sheyn等[23]通过使用表达骨形

成蛋白的质粒转染猪AMSCs, 建立细胞系后将其移

植到免疫缺陷的小鼠体内, 发现AMSCs能高效分化

形成骨组织并与小鼠颈椎发生融合, 这为颈椎方面

疾病的治疗带来了曙光。遗憾的是, 初期的培养体

系中均含有胎牛血清, 其中的异源蛋白成份阻碍了

AMSCs的临床应用。2011年, 德国Schwarz等[24]研

究出了猪AMSCs的无血清培养系统, 与有血清的培

养系统中的细胞相比, 猪AMSCs表现出了相似的特

性, 为猪AMSCs的临床应用提供了可能。2013年, 
Dariolli等[25]又对猪AMSCs的长时间低温冻存是否

会影响其质量进行了探索, 他们发现猪AMSCs在低

温冻存3到12个月后, 其增殖活性、核型、可塑性

和正常衰老等指标与冻存前没有明显的差别。这

说明猪AMSCs可以在体外长时间的高质量保存, 为
猪AMSCs的进一步应用奠定了基础。其次, BMSCs
因具有多向分化潜能、造血支持及促进干细胞植

入、免疫调控和自我复制等特点而日益受到人们

的关注, 并在猪上也取得了很大的进步。在农业生

产方面, 2006年, Faast等[26]发现与猪成纤维细胞作

为SCNT供体细胞相比, 将猪BMSCs做为供体细胞

有利于重组胚胎发育至囊胚期, 进而提高核移植效

率。2013年, 李自聪等[27]首次证明使用猪BMSCs作
为SCNT供体细胞时, 其重组胚胎在体内发育至囊胚

的总细胞数和体内胚胎存活的时间, 显著高于使用

猪成纤维细胞作为SCNT供体细胞时。在生物医学

方面, 2009年, Liska等[28]发现对猪门静脉进行结扎处

理后, 门静脉注射猪的BMSCs能与肝脏处门静脉发

生融合, 这有助于肝组织的再生。2011年, Groth等[29]

证明猪BMSCs对人的淋巴细胞具有一定的免疫耐

受能力, 可能在未来治疗人类肝脏疾病中发挥作用。

最后, ASCs中的造血干细胞、成骨干细胞、和神经

干细胞等都取得了较大进步。

虽然ASCs具有很大的应用前景, 但是其有限的

分化潜能限制了在再生医学等方面的进一步应用。

这对多能干细胞的分化潜能提出了更高的要求, 也
促使研究人员找到更加合适的多能干细胞系。

3   猪类ESCs的研究历史
胚胎干细胞是从囊胚内细胞团中分离出的一

类特殊细胞群体, 具有自我更新、无限增殖和发育

全能性等特征[30]。由于能分化形成机体绝大部分的

细胞类型, ESCs为解决ASCs有限的分化潜能提供了

可能, 因而具有更大的应用价值。目前, 哺乳动物中

仅小鼠、恒河猴、人及大鼠得到了公认的ESCs细
胞系, 这些细胞系绝大多数是采用传统的分离内细

胞团的方法获得的。然而, 采用同样方法获得的猪

等哺乳动物ESCs细胞系往往由于核型异常、不具

备分化能力、不具有生殖嵌合能力等缺陷而只能称

为“类ESCs”。鉴于猪在研究人类疾病上的优越性, 
建立真正的猪ESCs细胞系, 研究其分化和功能, 可
为今后hESCs细胞系在细胞治疗和组织修复等临床

应用提供有益的参照。于是, 我们将从猪类胚胎干

细胞的来源、鉴定指标和培养体系三方面对猪类胚

胎干细胞的建系进行阐述。

首先, 在细胞来源方面, 早期的研究主要采用体

内囊胚分离猪ESCs。1990年, 由Evans等[31]用冲洗子

宫的方法, 从体内发育至7~10 d的孵化囊胚中获取

了猪类胚胎干细胞。同年, Strojek等[32]用全胚胎培

养法获得了类似的细胞, Piedrahita等[33]运用免疫手

术法从受精后7~8 d的囊胚内细胞团中, 也获得了猪

的类胚胎干细胞。研究人员还进一步探索了不同发

育阶段的胚胎, 如4-细胞期到6-细胞期的胚胎、桑葚

胚、不同时期的囊胚, 同样也获得了类似的干细胞。

然而, 在接下来的传代培养中这些细胞很快失去了

多能性。直到2000年, Miyoshi等[34]才从体外囊胚分

离得到了上皮样的猪类胚胎干细胞系。该细胞系在

体外传代次数超过30代, 作为SCNT的供体细胞, 能
支持重构胚胎发育到囊胚阶段。2005年, Brevini等[35]

又利用猪孤雌胚胎获得了类胚胎干细胞系。
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其次, 在鉴定指标方面, 早期的研究主要是通

过细胞形态学来区分的。后来, 人们逐渐发现细胞

形态与其分化潜能很难直接联系起来, 于是分子

与细胞水平上的筛选纯化就应运而生了。1993年, 
Talbot等[36]发现AP是ESCs的一个稳定分子标记, 随
后其他人也发现了一些ESCs特异性表达的因子, 如
SSEA-1、Oct4、Nanog。这些技术和方法的完善促

进了猪胚胎干细胞的发展。

最后, 在培养体系方面, 早期的研究组大多采

用类似于小鼠ESCs的培养液, 主要包括基础培养液

DMEM、谷氨酰胺、巯基乙醇、非必需氨基酸、抗

生素和血清。后来, 研究人员发现小鼠ESCs培养体

系中的白血病抑制因子(leukemia inhibitory factor, 
LIF)对猪ESCs的分离作用不大, hESCs培养体系中

的bFGF却有利于猪类胚胎干细胞的分离培养[37]。

有趣的是, 2011年Telugu等[38]通过从上调Oct4、Klf4
基因表达的体外囊胚内细胞团中, 分离并建立了猪

类ESCs细胞系。该细胞系在体外的传代次数超过

50代, 并且能形成畸胎瘤, 但多能性的维持需要LIF, 
这使其在细胞形态、多能基因表达和ESCs表面标

记物等方面更接近于小鼠的ESCs。2012年, Hara-
guchi等[39]首先将体外囊胚中分离出的猪的类ESCs
培养于hESCs的培养体系中, 并加入CHIR99021和
PD184352两种抑制剂后, 成功建立了猪的类ESCs细
胞系。虽然该细胞系在分化潜能方面只能在体外形

成EBs, 不能在体内形成畸胎瘤等组织; 但是, 该细

胞系在体外培养中可传至100代以上, 同时高代次的

细胞依然具有AP及端粒酶活性并表达相关的多能

性基因。

虽然近几年人们在猪的类ESCs上取得了较大

进步, 但由于对猪早期胚胎发育和谱系决定的分子

调控机理知之甚少, 只是简单地把啮齿类和灵长类

动物ESCs建立的成功经验转移到猪上, 却发现不能

建立真正的猪ESCs, 其问题是随着细胞传代次数的

增加, 类ESCs发生分化, 类ESCs的全能性没有得到

验证。此外, 胚胎的使用、可能存在的免疫排斥等

问题也在一定程度上阻碍了ESCs的应用。这些都

要求人们找到能解决猪ESCs建系及应用所面临问

题的方法。

4   猪iPSCs的研究进展
2006年 , Yamanaka等 [10]将Oct4、Sox2、Klf4和

c-Myc四种转录因子, 通过逆转录病毒导入小鼠成

纤维细胞, 成功获取了一种多能干细胞并称之为iP-
SCs。该技术被认为是一种较为高效、快速建立动物

及患者特异多能干细胞的方法, 为消除和降低细胞

移植治疗带来的免疫排斥和减少胚胎的使用带来了

曙光, 因此受到了全球的广泛关注, 也引发了iPSCs
的研究热潮。迄今为止, 已有小鼠、大鼠、羊、猪、

牛、猴子、兔、水牛、鸡、人等多种动物iPSCs成
功建系的报道。目前, iPSCs技术研究主要集中在源

头细胞、载体、转录因子、筛选标记、iPSCs鉴定

指标, 培养体系和iPSCs应用等方面(图1)。由于猪在

农业生产和研究人类疾病等方面的优越性, 猪iPSCs
技术的诞生和逐渐完善, 将会对猪ESCs细胞系的建

立、各种转基因克隆猪及嵌合体猪的生产、畜牧业

的发展、药物开发和人类疾病研究产生深远的影响。

近几年, 猪iPSCs的研究也取得了巨大进展(表
1), 我们将从iPSCs技术的优化和应用两个方面对猪

iPSCs的进步进行分析。在技术优化方面, 2009年, 
Wu等[40]成功地运用可诱导(Tet-on/off系统)慢病毒

表达系统, 首次将猪体细胞重编程为iPSCs, 这也是

世界上首次建立的家养有蹄动物的iPS细胞系。该

细胞系与hESCs细胞系具有许多相似特征, 如形态、

表达的干细胞标记物和高的端粒酶活性, 并且这些

细胞在体外和体内都具有向内、中、外三个胚层

分化的能力。同年, Esteban等[41]和Ezashi等[42]也分

别报道获得了猪的iPSCs。三个研究组的第一个区

别, 在于供体细胞的选择。Wu等所使用的供体细胞

是猪原代耳缘成纤维细胞和猪原代骨髓细胞, 而Es-
teban等和Ezashi等所使用的供体细胞分别是藏猪胚

胎成纤维细胞(porcine embryonic fibroblasts, PEFs)
和家猪的胎儿成纤维细胞(porcine fetal fibroblasts, 
PFFs)。第二个区别, 在于诱导和培养猪iPSCs所用

的培养基。Esteban等使用的是含血清的培养基来进

行诱导和传代, 而Wu等和Esteban等所使用的是含血

清代替物(knockout serum replacement, KSR)的培养

基。第三个区别, 在于猪iPSCs鉴定时所用的检测指

标。其中差别最大的为猪iPSCs的表面标记物, 并且

Esteban等所获得的猪iPSCs在体外不能形成拟胚体。

三个研究组的共同点, 在于所获得猪iPSCs在形态学

上更像人的ESCs/iPSCs, 呈现扁平样克隆, 而不是像

小鼠ESCs/iPSCs样的紧凑型克隆。这可能是由于在

其体外培养过程中, 培养基内中添加了hESCs/iPSCs
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图1  iPSCs技术中的关键步骤

Fig.1  Key protocols of iPSCs technology
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Wu et al.
2009

hOSKMNL Doxycycline 
inducible
lentivirus

Porcine 
ear fibroblasts
BMCs

MEFs DMEM/F12,
Doxycycline, 
KSR

Teratomas
Cloned pig
EBs

AP, Oct4, Sox2,  Nanog,
CDH1, SSEA-3, SSEA-4, 
Tra-1-60, Rex1, Tra-1-81

Esteban
et al.
2009

mOSKM
hOSKM

Retrovirus Tibetan 
miniature 
porcine 
fibroblasts

MEFs bhFGF, mLIF, 
PD0325901, 
CHIR99021, 
39 °C

Teratomas AP, Oct4, Sox2, Klf4, 
c-Myc, Nanog, SSEA-4, 
Rex1, Lin28 

Ezashi et al.
2009

hOSKM Lentivirus PFFs MEFs hbFGF Teratomas
EBs

AP, Oct4, Sox2, 
Nanog, SSEA-1

Yin et al.
2010

hO+pSKM Lentivirus PFFs MEFs mLIF, hFGF Teratomas AP, Oct4, Klf4 
SSEA-1, c-Myc, Nanog 

Montserrat
et al.
2012

mSKM Retrovirus Pig ear 
fibroblasts

MEFs
or Gelatin 
only

hbFGF, 
mLIF

Teratomas
EBs

AP, Oct4, Sox2, 
Nanog, SSEA-4, 
TRA-1-81, TRA-1-60

Kues et al.
2013

mOSKM Sleeping
beauty 
transposon

PFFs MEFs
or
SNLs

KSR, 
hbFGF

Teratomas
EBs

AP, Oct4, Sox2, Nanog, 
Rex1, ESRRB, DPPA5, 
UTF1

Wang et al.
2013

mOSKMTN Retrovirus PEFs MEFs KSR, bFGF,
hLIF, BSA

Teratomas
EBs

AP, Oct4, Sox2, 
Nanog, Rex1

West et al.
2010、2011

hOSKMNL Lentivirus PMSCs MEFs KSR, hbFGF, 
TeSR1

Chimeric
offspring
EBs

AP, Oct4, Sox2 

Fujishiro
et al.
2012

hOSKM Rertovirus PEFs MEFs pLIF, 
Forskolin

Chimeric
offspring
EBs

AP, Oct4, Sox2, 
Nanog, Lin28, 
Stella, Eras, SSEA-1

表1  猪iPSCs的研究进展

Table 1  Recent progress of porcine induced pluripotent stem cells

OSKMNL分别代表Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc、Nanog和Lin28六种转录因子; 前缀m、p、h分别代表鼠源、猪源、人源; SNLs代表表达白血病

抑制因子的小鼠成纤维细胞。

OSKMNL represent Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog, and Lin28, respectively; Prefix m, p, h represent murine, porcine, and human, respectively; SNLs 
represent mouse fibroblast cells with expression of leukemia inhibitory factor.
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体外培养所需的碱性成纤维细胞生长因子(basic fi-
broblast growth factor, bFGF)的缘故。

随后, 许多研究组相继报道了猪iPSCs的获得。

2010年, 殷慧群等[43]利用慢病毒介导表达外源限定

因子(Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc)与EGFP的融合蛋

白成功诱导出猪的iPSCs。这项研究证实了融合蛋

白中的EGFP不影响体细胞重编程过程, 为限定因

子融合蛋白介导猪体细胞发生重编程奠定了基础。

2012年, 西班牙的Montserrat等[44]首次报道了在无

Oct4过表达的条件下仅用三个因子(Sox2、Klf4、c-
Myc)在无饲养层培养体系中将成年猪的成纤维细胞

重编程为iPSCs。这暗示人们应探索Oct4在猪体细

胞重编程及胚胎发育过程中起到的作用, 同时无饲

养层的培养体系减少了异源蛋白的污染, 有利于猪

iPSCs在转基因和药物筛选等方面的应用。2013年, 
德国的Kues等[45]利用CAG驱动的Sleeping Beauty转
座子质粒共表达经典的鼠源四因子(Oct4、Sox2、
Klf4、c-Myc)将猪的成纤维细胞重编程为iPSCs。这

种新的转运载体转染进入细胞后, 其游离在宿主细

胞基因组外, 整合进宿主细胞基因组的频率很低, 不
会带来因病毒转染过程中病毒重新激活的不安全因

素, 为生产出更加安全的猪iPSCs带来了希望。并且, 
最近刘中华等[46]发现在生产猪iPSCs的过程中, Tbx3
和Nr5a2两因子起到了重要作用。他们证明Tbx3和
Nr5a2两因子不仅能提高重编程的效率, 甚至单独过

表达Nr5a2因子就能使猪胚胎成纤维细胞重编成为

猪iPSCs, 这为猪iPSCs转录因子的选择及重编程机

制的研究提供了新的方法和思路。

在应用方面, 猪iPSCs主要集中在农业和再生

医学的应用上, 其在农业上的应用主要体现在各

种转基因猪的生产上面。2010年, West等[47]报道利

用人的六种转录因子(Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc、
Nanog和Lin28)诱导猪的骨髓间充质干细胞获得了

猪iPSCs, 将这些细胞注射进猪囊胚后成功得到了嵌

合体猪。并且2011年, West等[48]又报道将获取的雌

性嵌合体猪与正常的雄性野生型猪交配后, 成功获

取了生殖嵌合的猪, 这些材料和技术方法为转基因

猪的生产奠定了基础。然而, 令人遗憾的是, West等
仅采用RCR方法对生殖嵌合的猪进行鉴定, 缺乏说

服力。2012年, Fujishiro等[49]将表达EGFP的质粒转

染入Naïve状态的iPSCs, 再将其注射进猪的孤雌桑

葚胚和体外受精的桑葚胚中, 分别生产出了携带绿

色荧光标记的嵌合囊胚及胎儿, 说明了Naïve状态的

猪iPSCs具有嵌合到猪胚胎及胎儿中的能力。1997
年诞生的多莉羊[50]不仅证明了终端分化的细胞核仍

具有全能性, 也说明了体细胞核移植在家畜动物上

取得了历史性突破。经过多个研究团队的共同努力, 
2012年肖磊和赖良学等课题组[51]又一次通过将由

iPSCs分化而来的细胞作为SCNT的供体细胞核, 分
别于2011年和2012年成功培育出了多头iPSCs来源

的猪, 这也是世界上首次获得活体iPSCs来源的克隆

猪。其中, 克隆猪的细胞核大多数来源于肖磊课题

组于2009年利用可诱导的慢病毒载体生产的猪iP-
SCs, 这证明了沉默猪iPSCs中的外源转录因子有利

于提高克隆猪的生产效率。在再生医学方面, 2011
年, Zhou等[52]将猪iPSCs在特定条件下诱导分化为

视杆细胞, 再将这些细胞移植到无视杆细胞的猪视

网膜腔内, 发现这些细胞能与损害的视网膜神经发

生融合, 这为利用干细胞治疗失明问题带来了曙光。

2012年, Gu等[15]将由猪iPSCs分化而来的血管内皮细

胞移植到患有心肌梗塞的小鼠体内, 发现这些细胞

能改善小鼠的心脏功能, 推进了大动物iPSCs的临床

应用。2013年, Li等[14]则将猪iPSCs直接注射到心肌

缺血的猪体内时, 发现iPSCs整合到心肌后能分化形

成血管细胞, 为心脏缺血疾病的治疗带来了新的方

法。

虽然猪iPSCs为建立猪ESCs细胞系提供了新的

方法和思路, 但由于使用病毒或质粒等介导外源基

因的过表达, 可能引起细胞基因组的插入突变及病

毒重新激活等不安全因素, iPSCs技术的安全性严重

阻碍了猪iPSCs的相关应用。另一方面, 较低的诱导

效率, 如利用病毒介导经典四因子的重编程效率为

0.01%[10]和蛋白质介导的重编程效率为0.001%[53], 也
制约了iPSCs的相关应用。

5   多能干细胞间的联系
自小鼠ESCs建系以来, 人们一直致力于建立猪

等家畜ESCs细胞系的研究, 然而至今尚未获得真正

的家畜ESCs, 而猪iPSCs的诞生为缓解猪ESCs细胞

系所存在的问题及建立真正的猪ESCs细胞系提供

了新的方法。目前应用较为广泛的ASCs, 由于其有

限的分化潜能限制了其进一步应用, 这使得人们不

得不去寻找诸如ESCs和iPSCs等分化潜能更强的细

胞。ESCs、iPSCs和ASCs作为多能干细胞的一员, 
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都具有一定的自我更新和再分化能力, 存在着较多

的相似之处和紧密联系。

一方面, ESCs和iPSCs在细胞形态、增殖速度

和分子标记等方面存在惊人的相似, 它们的对比分

析有利于人们对重编程机制和ESCs的了解[54]。并

且, iPSCs技术的不断完善丰富了人们对猪多能性调

控网络的认识, 其研究也将为建立猪等家畜ESCs细
胞系提供参考。另一方面, iPSCs和ASCs也存在着

诸多联系。研究人员发现, 将ASCs直接用于重编程, 
有利于提高重编程的效率和iPSCs的质量。如2009
年, Kim等[55]证明单独过表达Oct4因子就能将ASCs
中的神经干细胞重编程为iPSCs, 该方法由于减少了

重编程中外源因子的数目降低了外源基因整合的风

险, 有利于提高iPSCs的质量。2011年, Braga等[56]发现, 
将牙髓干细胞作为重编程的源头细胞有利于提高重

编程的效率; 同时无饲养层培养体系的使用, 有助

于iPSCs的后续基础研究和细胞治疗。目前, ASCs
的研究价值还体现在其临床应用价值上, 其临床应

用也将为iPSCs/ESCs的临床推广提供依据, 如可以

将ESCs/iPSCs定向分化为造血干细胞[57]和神经干细

胞[58]等重要的成体干细胞。因此, ESCs、iPSCs和
ASCs的研究是紧密联系, 相互促进的。

6   展望
在过去的三十多年里, 研究人员在猪多能干细

胞领域取得了很大的进步, 然而也存在诸多问题。

首先在ESCs方面, 其最大的难题是如何建立真正的

猪ESCs细胞系, 其中最关键的是猪ESCs的培养体系

和特异性标记物。这使得探索与猪早期胚胎发育及

与猪多能性相关的特异性标记物和猪干细胞调控

网络等工作迫在眉睫。其次, 在iPSCs方面, 其问题

在于如何提高iPSCs技术的安全性和诱导效率。最

近几年, 以蛋白质和小分子化合物介导的体细胞重

编程技术[53,59-63]在小鼠和人上取得了很大进步, 为彻

底解决iPSCs技术的安全性问题带来了可能, 但单纯

利用蛋白质和小分子化合物或两者的联合使用, 能
否得到猪iPSCs尚有待证明。2013年, Rais等[64]发现, 
敲除小鼠体细胞中的Mbd3基因能显著提高重编程

的效率, 为解决iPSCs技术的低效率问题提供了新的

思路。此外, 最近几年利用iPSCs细胞生产的克隆猪

或嵌合体猪还存在存活时间不长、效率低下等问题。

这就要求人们加强重编程机制、核移植条件优化和

iPSCs应用等方面的研究。最后, 在ASCs方面, 其最

大的限制是其有限的分化潜能, 并且如何获得足够

的纯化细胞并如何将其应用于农业生产和临床应用

也是其亟待解决的问题。这些都要求人们加强细

胞分选、移植技术和ASCs分化机制等方面的研究。

综上所述, 在细胞来源方面, 猪多能干细胞存在着诸

多限制; 同时, 在安全性方面, 随着连续的传代培养, 
多能干细胞的染色体可能会出现明显异常[65-67], 由
iPSCs产生的克隆动物和嵌合体动物也有成瘤的风

险[68]; 此外, 在经济效益方面, 猪多能干细胞不能像

人的多能干细胞一样在较短时间内取得很好的经济

效益。这些问题严重阻碍了猪多能干细胞的广泛应

用。为了彻底解决上述问题, 研究人员应加强对猪

早期胚胎发育、重编程机制和猪多能干细胞的调控

网络、分化及应用等问题的探索。

2012年, 猪基因组图谱的公布[69]为猪多能干细

胞的研究提供了新的视野和方法, 人们将通过找到

维持和抑制猪多能干细胞分化的因子, 剔除可能诱

使猪多能干细胞遗传物质发生改变的因素, 高效率

地建立安全的猪多能干细胞系, 为后期在农业生产

和再生医学等领域的应用奠定夯实的基础。同时, 
随着对多能性调控网络的认识和新技术新方法的出

现, 相信不久的将来人们会在猪多能干细胞领域取

得更大的进步。
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