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猪胚胎干细胞研究进展
赵颖孔庆然刘忠华*

(东北农业大学胚胎工程实验室，哈尔滨 150030)

摘要 胚胎千细胞是一类具有在体外无限自我复制和分化为体内任何种类细胞的多潜能细

胞。 目前，公认的胚胎干细胞全能性判断标准包括:体内及体外向三胚层细胞分化和二倍体嵌合后

能形成生殖细胞。 从 1981 年 Kaufman 等第一次分离小鼠胚胎干细胞至今，能满足这些标准的只有

小 鼠、 大鼠和鸡的胚胎干细胞系 。 猪作为一种生理结构和器官的三维结构和人都比较相似的传统

药物实验模型，其胚胎千细胞系的建立一直受到广泛的关注，但是迄今为止真正的猪胚胎干细胞系

(即满足上述判定标准)还未被建立起来。本文将从多个方面阐述猪胚胎干细胞系的研究进展及亟待

解决的问题。 猪的.全基因纽序列已经测序完成，相信随着干细胞研究的深入开展，对维持多能性的

转录因子和细胞信号通路认识的逐步加深，建立真正的猪胚胎干细胞系将成为可能。
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1981 年， Evans 和 Kaufman[l J第一次分离小鼠胚

胎内细胞团(inner cell mass , ICM) ， 并通过体外培养

获得了稳定的细胞系一一小鼠胚胎干细胞系(mouse

embryonic stem celllines, ESCs)。这些细胞可在体

外无限增殖，并同时保持了分化为成体各种类型组织

细胞的能力 。 胚胎干细胞最初主要被用于分化方面

的研究。由于其具有种系嵌合能力并与同源重组技

术的结合，胚胎干细胞很快成为了基因操作中强有力

的工具 。 1998 年在获得了人胚胎干细胞以后[刀，人

们逐渐认识到胚胎干细胞在再生医学、组织修复和

基因治疗方面的巨大潜力。

尽管目前人和小鼠胚胎干细胞在体外得到了广

泛的研究，然而体内实验却主要局限于对小鼠胚胎干

细胞的研究。 小鼠和人不仅在体型和生理结构上差

别非常大，而且小鼠和人的胚胎干细胞系在维持多能

性方面所依赖的信号通路也不一样 。 研究表明，白

血病抑制因子(leukemia inhibitor factor, LIF)和骨形

态蛋白 -4(Bone morphogenetic protein-4, BMP4)是维

持小鼠胚胎干细胞多能性的因子[坷，而人胚胎干细胞

多能性的维持则需要碱性成纤维生长因子(basic fibro­

blast growth factor, bFGF)与 Activin，且 BMP4 会促

进其分化[4J。另外，小鼠作为动物模型，其生命周期

很短，无法进行长时间的追踪。所以，将小鼠作为

动物模型得到的实验结果直接应用到人，既不安全也

不科学。 猪是一种传统的医学实验模型，和小鼠相

比，猪的生理结构和免疫特性更接近人，猪器官的三

维结构和人的也很相似，且猪的生命周期较长，方便

进行长时间的跟踪研究 。 因此，建立真正的猪胚胎

干细胞系，研究其分化及在疾病模型中的功能可为今

后人胚胎干细胞在细胞治疗和组织修复等临床应用

提供有益的参照[匀。另外，胚胎干细胞的无限增殖能

力和种系嵌合能力，使其已成为生产转基因动物的重

要手段之一，猪胚胎干细胞的分离也将会给转基因猪

的生产提供极大的便利 。

1 猪胚胎干细胞建系的研究进展

关于猪胚胎干细胞系建立的文章相对较少，实验

材料的限制是一个主要的原因。表 1 总结了到目前

为止关于猪胚胎干细胞建系的主要研究结果[6 -2IJ 。

最早关于猪胚胎干细胞建系的研究始于 1990 年， 但

是迄今为止所有得到的猪胚胎干细胞系都达不到经

典的胚胎干细胞的鉴定标准，包括: 畸胎瘤的形成(体

内分化)、体外向三胚层细胞分化和生殖系嵌合 。

因此，这些细胞通常被称为类胚胎干细胞。

最初阶段所有的建系工作主要基于小鼠胚胎干

细胞的经验，而鉴定标准主要是简单的形态观察和类

胚体(embryonic body , EB)分化实验。根据形态可把

猪类胚胎干细胞分为两类: 一类是胚胎干细胞样的，即

细胞小而圆，细胞核很大且有一到两个明显的核仁;另

一类是上皮样的，即扁平立方体形的。上皮样的胚

胎干细胞也能在体外维持很长的时间并形成 EB[6-9J 。
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赵颖等·猪胚胎干细胞研究进展

由于早期的鉴定标准过于简单，所以很多实验结果缺

乏可信度 。 1993 年 Talbot 等[10)首次采用分子手段证

明碱性磷酸酶(alkaline phosphate, AP)的表达，之后阶

段特异胚胎抗原 - 1 (stage specific embryonic antigen-l , 

SSEA-l)也被作为一个猪胚胎干细胞多能性的标记基

因[10， 14) 。 而在所有得到的细胞系中，只有 Hochereau­

de 等川和 Gerfen 等[12)的细胞系注射到裸鼠以后能形

成畸胎瘤，而 Chen 等[16)得到的细胞系能进行毛色嵌

合，但不能形成生殖系嵌合 。 因此，目前己建成的

所谓猪胚胎干细胞系都只能在某一方面符合经典的

胚胎干细胞的鉴定标准。

早期的研究主要采用体内囊胚分离猪胚胎干细

胞，直到 2000年 Miyoshi 等[ 17)才用体外囊胚分离得到

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，作为核移植供体细胞，能支持重构胚

发育到囊胚阶段。 2005 年 Brevini 等问用猪孤雌胚胎

也得到了类胚胎干细胞系。 从本实验室的经验来看，

体外发育的囊胚无论是总细胞数还是内细胞团的细

胞数，都远远低于体内囊胚 。 所以，用体外培养的

囊胚来建系，其难度无疑会更大，有着更多的问题有

待探索 。

2 影响猪胚胎干细胞建系的因素

2.1 胚胎的年龄

小鼠和人的胚胎从冀胚形成到胚胎着床是在很

短的时间窗口内完成的，所以我们很容易就发现受精

后 3 ，5 天和 5.5 天分别是分离小鼠胚胎干细胞和人胚

胎干细胞的最佳时期。但对于猪而言，囊胚大约形

成于 4.75 天，而胚胎着床发生在第 14 天，所以至今

我们仍不清楚哪一个时期是分离猪胚胎干细胞的最

佳时期 。

根据 Patten <<猪胚胎学 ))[22)中的描述，猪早期囊

胚形成是在受精后约 4.75 天，之后囊胚持续扩张，在

大约 6.5 天时囊胚从透明带中孵化出来。 在第 7 到

第 8 天之间，内细胞团在局部迅速增生， 而且其中的

一部分会明显地脱离内细胞团进入胚泡腔内，形成最

早的内胚层细胞。 内胚层细胞出现后迅速扩增，不

久就在原来的胚泡外层内侧形成完整的第二层，其围

绕的腔即为原肠腔。 内胚层形成的同时，内细胞团

上方覆盖的滋养层细胞退化，使内细胞团裸露于表面，

构成胚泡外壁的一部分。同时细胞迅速增生并聚集

形成一盘状增厚区，能与其附近的滋养层明显区分，形

成胚盘 。 从第 8 天开始，整个胚泡迅速被拉伸，从球

817 

形囊状变成管状囊。伸长过程与滋养层有关，主要

是为胚外膜的形成和后续的着床做准备。 胚泡拉伸

的同时，胚盘也在发生局部的变化，第 9 天的时候原

条形成。在第 10 天左右的时候，原条区细胞活动导

致中胚层的形成[22) 。

我们可以看出，从发育第 6 天至第 10 天，猪胚胎

内部发生着巨大的变化那么哪一天或者哪一个时期

的胚胎更有利于胚胎干细胞系的分离呢? Chen 等问

曾对该问题进行研究。 他们把囊胚根据发育阶段分

为:早期囊胚、扩张囊胚和孵化囊胚。其中孵化囊

胚再分为早期、中期和晚期三组。 结果表明早期孵

化囊胚最适合建系，建系效率达 2 1 %。尽管如此，从

表 1 中我们还是看到从第 6天到第 11 天，都有研究者

选择其用于建系，也都得到了类胚胎干细胞。 从我

们实验室的研究结果来看， 一方面将胚胎按天数进行

归类划分是不够科学的，因为即使从同一头母体同时

获取的胚胎，相互之间发育差异都是很大的 。 另外，

不同实验室对胚胎天数的计算可能还存在差异 。 我

们冲取的 10.5 天胚胎(人工授精当晚 0 点为第 0 天) ，

这时候的胚胎己经拉伸得非常长，整个胚胎像一个絮

状的线团，很难区分胚盘的位置以及进行下一步的操

作。笔者认为想要弄清最有利于猪胚胎干细胞系建

立的最佳胚胎发育时期，还要对猪胚胎早期发育及胚

层分化进行系统研究，找到猪胚胎早期发育中适合于

分离全能性细胞的时期和位置后才有可能分离培养

出真正的猪胚胎干细胞。

2.2 内细胞团的分离

从表一中可以看到，有些研究者选择用全胚进行

建系，而有更多的研究者通过免疫外科法分离内细胞

团进行建系。尽管两种方法都获得了猪类胚胎干细

胞系，但由于滋养层细胞和脏壁内胚层细胞的贴壁和

生长不但不会促进内细胞团的增殖，反而有抑制效果，

使其退化和分化，所以 Talbot等认为内细胞团比全胚

更适合用于建系 。 另外，与小鼠囊胚仅有滋养层和

内细胞团组成的结构不一样， 猪囊胚的结构是上胚层

细胞被原始内胚层细胞紧紧包裹，最外侧才是滋养层

细胞，所以 Talbot等提出免疫外科法只能除去滋养层

细胞，却不能去除原始内胚层细胞。 他们设计了一

种3步切割法:首先是免疫外科法去除滋养层细胞，然

后对得到的上胚层和原始内胚层细胞进行在饲养层

上进行短期培养，由于原始内胚层细胞的生长速度较

上胚层细胞快，所以能区分出两者，然后用机械法切

除生长较快的原始内胚层细胞，进而分离得到上胚
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层细胞[川。除了免疫外科法以外， Ming 等[ 1 8J报道了

用 0.25% 膜酶 -0.04% EDTA 直接消化胚胎得到的内

细胞团同样可以用于建系，但这个方法还未被其他实

验室证明。 从我们实验室的经验来看，全胚和分离

后的内细胞团都具备贴壁以及形成早期克隆的能力，

但滋养层和内胚层细胞的存在是否会影响内细胞团

的生长或分化还有待进一步验证。

2.3 培养环境

2.3.1 饲养层 饲养层是胚胎干细胞建系和培养

中最为重要的因素之一。它不仅为胚胎干细胞提供

附着的环境，并且还分泌很多维持干细胞多能性的重

要细胞因子，如: LIF 和 bFGF 等[23J 。 小鼠胚胎成纤

维细胞(mouse embryonic fibroblasts , MEF)被反复证

明不仅能够很好的支持小鼠胚胎干细胞的生长[ l]， 也

能很好地支持灵长类胚胎干细胞的体外增殖与全能

性的维持 。 所以在猪胚胎干细胞建系中， MEF 和

STO(永生化小鼠胚胎成纤维细胞系)是两种目前被广

泛使用的饲养层细胞[19 ， 20J 。

除此之外，猪胚胎成纤维细胞(porcine fetal fibro­

blasts, PFF)和猪'子宫上皮细胞(porcine uterus epi由elial ，

PUE)也受到了很多实验室的青睐凹，1IJ。但这些饲养

层细胞中谁最适于猪胚胎干细胞的建系和生长呢?

Piedrahita 等曾对 STO 、 MEF、 BRL(buffalo rat liver, 

buffalo 大鼠肝细胞)、 PUE 、 PH3A(epi thelia l-like 

porcine embryo-derived cell line，猪胚胎来源的上皮细

胞样细胞系)、 PEF 、 STO+BRL、以及 STO+BRL

条件培养基进行比较， 实验结果表明所有这些饲养层

都不能为猪胚胎干细胞的分离提供最优的环境， 尽管

在 STO 及 STO+BRL 条件培养基的条件下分离得到

了类胚胎干细胞系，但这些细胞系和小鼠胚胎干细胞

系在集落大小和数量、增殖速度及体内外分化的能

力等方面都存在差异[8J 。

另外更重要的是， MEF 、 PEF 等饲养层在制备

中存在巨大的批次差异即使在同一实验室也不可避

免。 所以， 正如表 1 中看到的，不同的实验室在建系

中往往有自 己的选择 。

2.3.2 培养液 与其他影响因素一样，至今仍没

有标准的用于分离和培养猪胚胎干细胞的培养液。

大多数实验室用的培养液都类似于小鼠胚胎干细胞

培养液，即基础培养液 DMEM、添加 lmmol/L 左旋

谷氨酷肢(L-glutamine， L-GLU) 、 O . lmmol/L ß- 琉基

乙醇(白-mercaptoethanol ， 2ME) 、 1 % 非必须氨基酸

(non essential amino acid, NEAA)，抗生素及血清[6-8J 。

综述

由于 LIF/STAT3 信号通路对小鼠干细胞维持多能性

起着至关重要的作用，所以小鼠胚胎干细胞培养液还

有一个必不可缺的重要成份一_LIF[24J。但是Mooc

等[1匀的实验结果表明人源的 LIF 并不能阻止猪胚胎

干细胞的分化，而且 Vanessa 等问最近的实验结果也

表明，体内发育到第 6 、 第 9 和第 11 天的猪胚胎均

不表达LIF/STAT3信号通路相关的基因，所以现在一

般都认为 LIF 对猪胚胎干细胞分离的作用不大。

另外，由于 bFGF对维持人胚胎干细胞的多能性

起着重要的作用，所以人们自然会联想到 bFGF 是否

也对猪胚胎干细胞的建立起重要作用呢?从表 1 可

以看到，绝大多数的实验室都在培养基里面添加了

bFGF, Hall等的研究表明 bFGF可能与猪早期胚胎中

上胚层细胞多能性的维持有关 。 同时他们发现尽管

第 6 天的猪胚胎并不表达 bFGF 及 FGFR(fibroblas t

growth factor receptor，成纤维生长因子受体)，但第

1 1 天的猪胚胎的滋养层细胞表达 bFGF，且 FGFR l 特

异性地在上胚层细胞中表达[25J 。

很多实验室还尝试了其他的一些细胞因子和生

长因子。现已发现牛膜岛素[9J 、 血小板来源的生长

因子(platelet-derived growth fac tor , PDGF)[ lI J 、 BRL

细胞条件培养基对分离和维持猪胚胎干细胞有促进

作用[8J 。

血清作为细胞培养液中的一个重要组成成份，其

对胚胎干细胞多能性的维持也是很多实验室的研究

重点。 Stroj ek 等证明胎牛血清(fetus calf serum, FCS) 

+ 猪血清(porcine serum, PS )的组合对干细胞多能性

的维持优于胎牛血清 + 小牛血清(calf serum, CS )及

胎牛血清 + 人脐带血清(human cord serum, HCS)的

组合[9J。但 Bryj a 等问认为，血清中含有促进胚胎干

细胞分化的因子，因此他们认为血清替代物(knock­

out serum replacement, KOSR)能更好地维持胚胎干

细胞的多能性。 实际上， KOSR 问世之后， 在小鼠胚

胎干细胞和人胚胎干细胞培养中广泛被应用，从本实

验室未发表的数据来看， KOSR 在猪胚胎干细胞的分

离上确实比 FBS 更好。

2.4 传代方法

传代是建立并维持胚胎干细胞系所必需的环

节。研究表明， 小鼠胚胎干细胞的传代都用膜酶，但

是膜酶却不适合灵长类胚胎干细胞的传代[27J 。目前，

基本上所有的研究者都采用膜酶或膜酶 -EDTA 消化

的方法对猪胚胎干细胞系进行传代 。 Wianny 等[14J的

实验结果表明原代分离的上胚层细胞中有 47%:t7%
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的细胞处于 S 期，用膜酶消化传一代和两代以后， 处

于 S 期的细胞比例分别下降到了 26% :t l %和 17% :t

5% 。 尽管他认为膜酶促进了上胚层细胞的自发分

化，但也并未找到一个合适的替代品。鉴于胶原酶和

dispase(一种经四型胶原酶改造而成的酶)在灵长类干

细胞传代中的广泛应用，且己建成的类猪胚胎干细胞

从形态上看更接近灵长类胚胎干细胞，也许胶原酶或

者 di spase 更合适用于猪胚胎干细胞的分离和传代。

当然，传统的机械切割法被认为是对细胞损伤最

小的方法，但机械切割法一方面是对操作人员的技术

要求比较高，另一方面因为工作量太大而不可能用于

常规的传代。笔者认为机械切割法和酶消化法结合

起来使用可能是解决这个问题的一种途径。 胚胎贴

壁后的早期儿代，细胞量很少且还未形成稳定的干细

胞系，因此可能用机械切割法传代更好， 等几代之后，

细胞系己稳定建立，再换成合适的酶消化后进行常规

传代 。

3 猪胚胎干细胞的鉴定

尽管人们在小鼠和人胚胎干细胞的分子鉴定方

面积累了大量经验，但是对于猪胚胎干细胞而言，大

部分实验室仍把形态及长期传代作为鉴定依据。 分

子生物学鉴定手段的匮乏原因之一是由于迟迟得不

到真正的猪胚胎干细胞造成的同时它也制约了猪胚

胎干细胞建系的进展。

研究证明， Oct4 和 Nanog 是对维持人和小鼠胚

胎干细胞多能性最重要的两个因子[281 。 在猪胚胎中，

Oct4的表达模式己经研究得较透彻: 从猪卵母细胞到

受精后早期卵裂阶段再到囊胚都一直表达 Oct4 。 与

小鼠胚胎不同的是，在猪的囊胚从透明带中孵化出来

以前， Oct4在囊胚的内细胞团和滋养层的所有细胞中

都有表达[291 。

Keefer等提出，只用一个标记蛋白不能准确的鉴

定猪胚胎干细胞，最好的鉴定方法是用一组多能性标

记蛋白来定义猪胚胎干细胞[301 。 而之前的研究往往

只用很少的几个标记蛋白来对猪胚胎干细胞进行鉴

定，例如 : Oct4, SSEA l 或者 AP 等。 Brevini 等[311的

结果表明从囊胚分离 ICM得到的猪类胚胎干细胞系，

Oct4 的表达最多可以维持到第七代 。 之后 Oct4 不

再表达，但是细胞系仍然能维持原状进行长达几个月

的传代。 所以他提出 Oct4 对于猪胚胎干细胞而言有

可能不是维持多能性的必需因子。 Blomberg 等[32]将

培养一段时间(96 个小时以内)的上胚层细胞中 Oct4 、

819 

Nanog 和 Sox2 的表达情况进行了分析发现， Oct4 在

培养 24 、 48 、 96 小时以后表达均有增加，而 Nanog

和 Sox2 的表达则在培养 48 小时后达到顶峰，随后则

开始下降。 而 Venassa 等 [33 ]的实验结果表明他们分

离得到的猪类胚胎干细胞系在 PO-P2 间维持未分化

状态， 且同时表达 Oct4 、 Nan og 和 Sox2 。 但到第

二代后细胞分化 ， 三个基因的表达也同时消失 。

因此， 在用多能性的标记蛋白鉴定猪胚胎干细胞的时

候， 一定要慎重，因为未知的不确定的因素太多，从

已有的实验结果中我们还无法明确猪胚胎干细胞多

能性的鉴定因子究竟是哪些。

4 猪iPS 研究进展

在Yamanaka等于 2006年首次报道iPS 之后， iPS 

受到了广泛的关注，也取得了巨大的成果。不仅小

鼠 、 人、大鼠三个物种的 iPS 先后被建立阳， 町，而

且目前世界范围内有三个实验室分别先后报道了猪

iPS 的建立 。 他们得到的猪 iPS 形态比较相似，类似

于人胚胎干细胞。 从体内外分化角度检测，也都得

到了畸胎瘤和包括三个胚层的 EB 。 而与小鼠 iPS 细

胞不同的是， 三个实验室的iPS都未能得到嵌合体，且

多能性标记的表达结果也不一致[36-38 ] 0 Miguel 等和

Wu 等的结果表明猪 iPS 表达人胚胎干细胞多能性表

面标记物之一的 SSEA-4 但 Toshihiko 等的结果却表

明猪iPS不表达SSEA-4 而表达小鼠胚胎干细胞多能

性表面标记物 SSEA-l 这也说明这些 iPS 细胞尽管都

类似于人胚胎干细胞但彼此之间依然存在差异 。

由于在获得 iPS 的过程中，是否完全重编程对最终获

得的 iPS 细胞有巨大的影响，因此，这些表面标记物

的差异也有可能是因为这些iPS多能性高低不一样所

导致的 。 另外，由于这些 iPS 细胞的培养环境与人胚

胎干细胞基本类似， 其体内嵌合能力十分有限，能形

成生殖系嵌合的可能性就会更小 。 由于缺乏猪胚胎

干细胞的背景知识，因此，获得真正的能形成生殖系

嵌合的猪 iPS 难度依然很大 。

尽管现在得到的猪 iPS 都还远不够完善，但是也

给猪胚胎干细胞系的建立提供了很好的参照，随着猪

iPS研究工作的深入， 对全基因组表达信息的分析， 找

到维持猪胚胎干细胞多能性的重要信号通路，将会给

猪胚胎干细胞的建立提供重要的线索 。

综上所述， 由于人们对猪胚胎早期发育机理的认

识不够透彻，只是简单地把人和小鼠胚胎干细胞建立

的成功经验转移到猪上，而维持猪干细胞多能性的信
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号通路和分子机制与人和小鼠的还可能存在巨大差

异，这可能是至今仍未得到真正猪胚胎干细胞系的主

要原因。 回归到猪胚胎早期发育的基础研究， 系统

而深入了解猪早期胚胎的发育过程、 胚层分化以及

在此过程中的分子调控机制，可能会对建立真正的猪

胚胎干细胞和具有生殖系嵌合能力的iPS细胞具有积

极的促进作用 。
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Current Progress in Procine Embryonic Stem Cells 

Ying Zhao, Qing-Ran Kong, Zhong-Hua Liu* 

(Lab of Embryo Biotechnology, Northeast Agriculture University, Harbin 150030, China) 

Abstract Embryonic stem cells can be maintained indefinitely in vitro and yet maintain the competence to 

produce all the cells within a fetus. The well-accepted criteria for totipotency of embryonic stem cells inculde 1) 

differentiating into three germ layers in vitro ; 2) teratoma formation ability; 3) germline transmission and/or tetrap­

loid-complementation. Only mouse, rat and chicken embryonic stem cell1ines could satisfy all the standards since 

Kaufman MH and Evans MJ derived the first mouse embryonic stem cellline in 198 1. Pigs are widely used as drug 

experimental models because of the physiologically similarity with humans. Although the derivation of porcine 

embryonic stem cells are highly needed, no convincing embryonic stem celllines have been produced in this species 

to date. In this review , we discuss the recent progress in this field , especially oriented on possible reasons and 

obstacles why establishment of porcine embryonic stem cell lines is still unsuccessfu l. The identification of appro­

priate stem cell markers, functional cytokine pathways , and key pluripotency-maintaining factors along with the 

accompli shment of porcine genomes , provide encouragement for establishment of porcine embryonic stem cell 

lines in the near future. 

Key words embryonic stem cells; pig; derivation celllines 
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