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摘  要 : 近年来，随着干细胞分化与再生医学研究的不断深入，异种嵌合已成为当前干细胞和再生医学领域

的热点问题，并有望为未来解决器官移植供体来源严重短缺等再生医学难题开辟新的方向。异种嵌合以及异种

器官再造过程中面临众多科学问题和技术难题，而异种嵌合过程中嵌合胚胎时期的选择，后续培养液的选择以

及这些环节所造成的供体细胞与受体胚胎之间的发育平衡成为建立异种器官再造的第一个科学问题。猪由于具

有与人类器官大小相似、繁殖快等特点，成为异种嵌合最适合的潜在研究对象。为了提高鼠-猪异种嵌合胚胎

中小鼠供体细胞——诱导多潜能干细胞 (Induced pluripotent stem cells, iPSCs) 的存活率和增殖率，我们尝试以

iPSCs培养液 (N2B27) 以及 N2B27→PZM-3 梯度更换的培养液 (N2B27(3.5 h)) 作为研究异种嵌合胚胎体外发

育培养的对象，并与猪胚胎培养液 (PZM-3，Porcine zygotic medium)体系下发育进行比较，从而评价了这 3 种

培养液在 8-细胞和囊胚期注射后，对嵌合胚胎后续发育的影响及嵌合情况。结果显示，8-细胞期注射后，PZM-3

不仅对嵌合胚胎的后续发育较为有利，更有利于小鼠 iPS 嵌合到猪胚胎中；囊胚期注射后 3 种培养体系下 GFP

阳性嵌合率差异不显著，但其嵌合率显著低于 8-细胞期嵌合率。结果表明，PZM-3 培养体系更有利于鼠-猪异

种嵌合胚胎的体外发育，对 8-细胞期胚胎进行嵌合操作有益于提高鼠-猪异种嵌合后胚胎的嵌合率。 

关键词 : 异种嵌合，诱导性多潜能干细胞，嵌合注射，体外发育，猪 
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Abstract:  With the advancements of stem cells and regenerative medicine, interspecies chimera has become a hot topic 

and will pave a new way of providing donor sources in organ transplantation. However, the interspecies chimera is 

confronted with a number of scientific questions and technical obstacles, including selections of appropriate embryonic 

stage and appropriate culture medium; those factors will deeply influence the developmental balance between donor cells 

and receptor embryos. Due to its relatively rapid reproductive cycle and similar organ size to human’s, porcine is a very 

potential donor candidate to study these questions. To compare the development and chimeric efficiency of interspecies 

embryos, we tested and evaluated three different culture systems, PZM-3 (Porcine zygotic medium), culture medium for 

iPSCs (N2B27) and 3.5 h of N2B27 before PZM-3 (N2B27(3.5 h)), and two different embryonic stages, 8-cell and 

blastocyst in mouse-porcine chimeric embryos using parthenogenetically activated porcine embryos and mouse induced 

pluripotent stem cells (miPS). The results showed that, PZM-3 was beneficial for both development of chimeric embryos 

and miPSCs proliferation in porcine embryos in the 8-cell injection group. After early blastocyst injection, the chimeric 

efficiency did not appear significantly different among the three culture systems but was lower than 8-cell injection. In 

summary, the results suggest that 8-cell injection and PZM-3 culture medium are more beneficial to the in vitro 

development and chimeric efficiency of mouse-porcine chimeric embryos. 

Keywords:  interspecies chimera, induced pluripotent stem cells, chimeric injection, embryo development in vitro, porcine 

嵌合体 (Chimera) 是由不同遗传组成的细

胞或者组织构成的嵌合生物个体。随着对发育

生物学和干细胞领域研究的不断深入，嵌合个

体的制备已成为研究干细胞体内分化能力的有

效方法之一[1]。通过四倍体嵌合补偿技术获得诱

导性多潜能干细胞  (Induced pluripotent stem 

cells, iPSCs) 来源的小鼠[2-3]，使得四倍体嵌合

成为干细胞多能性检测的“金标准”。目前除小鼠

外，大鼠[4]、兔[5]、羊[6]和牛[7]、猪[8]等哺乳动

物已获得嵌合个体，这对胚胎细胞发育分化的

研究和特殊物种基因保存、动物育种、生产转

基因动物研究等众多领域都具有广泛的应用价

值。此外，由嵌合体本质属性——组织嵌合所

衍生而来，通过物种间嵌合体的制备，研究其

组织、器官在生理、生化、代谢水平甚至疾病

病理、发病模式的遗传相关性的问题，近年来

已逐渐成为广大研究学者关注的新热点。目前，

已得到成活的异种嵌合体有山羊 -绵羊嵌合   

体[9]、小鼠-大鼠嵌合体[10]、黄牛-水牛及马-斑

马属间嵌合体，以及小鼠-人[11]，小鼠-猴子嵌合

胎儿[12]；除此之外，已有报道表明，利用大鼠

ES/iPS 的全能性对胰腺器官缺陷小鼠模型进行

胚胎嵌合补偿，获得了大鼠胰腺对缺陷小鼠补

偿的成活小鼠个体[13]，并通过卵裂球嵌合方法，
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使胰腺缺陷猪胚胎获得了由不同遗传背景正常

猪胚胎发育而来的猪胰腺，出生后能够正常存

活的猪只个体[14]，这些胰腺器官伴随着胚胎个

体发育而分化、成熟，并在异源缺陷个体体内

发挥正常的生理作用。由此可见，异种嵌合动

物的研究可以为未来探索临床医学疾病的发病

机理带来新方向和新方法，尤其为解决目前器

官移植面临的诸多问题提供了新的治疗方   

案[15]。 

小鼠作为一种常用的啮齿类模式动物，成

为众多学者和研究人员热衷的研究对象，针对

其细胞多能性的研究也较为透彻。猪，作为一

种重要的偶蹄类实验动物模型，因其在解剖学、

生理学以及器官发育和疾病作用机制方面与人

类有诸多相似性，近年来成为人类疾病在临床

前研究以及未来器官替代来源等方面较为理想

的动物模型。因此，以猪、鼠这两种亲缘较远

的模式动物作为研究异种嵌合体的对象，对研

究异种嵌合体特异性生理生化和疾病机理，未

来灵长类动物-猪异种嵌合动物的生产，甚至是

在猪体内得到人源化器官奠定基础。模拟人类

自体免疫系统对异源 (种) 组织、细胞的免疫攻

击作用，以及新药物开发、毒性检测等，具有

重要的临床前研究价值。 

制备嵌合体的常用方法主要有聚合法和显

微注射法。聚合法是将目的干细胞或发育阶段

的胚胎  (8-细胞期) 与去除透明带的早期胚胎 

(4-，8-细胞期或桑椹期的胚胎) 置于培养微环

境，利用细胞/胚胎-胚胎表面分子相互作用并伴

随胚胎发育进程发育至嵌合个体的方法[16-18]。

由于胚胎聚合法耗时较长，且对培养条件要求

较高，因此，目前实验制备过程多选用显微注

射法[19]。显微注射法是指通过显微操作将目的

干细胞注入早期胚胎 (8-细胞、桑椹、囊胚期) 

从而得到嵌合体的方法，其中，因桑椹胚期是

由 8-细胞向囊胚发育的中间胚胎状态，在生成

过程中卵裂球高度致密化，而在操作过程中可

能会对胚胎造成损伤，造成因实验操作而导致

胚胎死亡率升高。因此，在实际操作中主要以

8-细胞、囊胚期注射制备嵌合体较为常用。 

本研究以小鼠 iPSCs 为嵌合供体细胞，对

猪 8-细胞、囊胚期胚胎进行显微注射后，分别

于猪胚胎培养液 (PZM-3)，小鼠 iPSCs 培养液 

(N2B27) 以及在 N2B27 培养 3.5 h 后转移至

PZM-3 (N2B27(3.5 h)) 3种培养体系培养，并分

析、比较了 8-细胞、囊胚期注射方法在 3 种体

外发育体系下对鼠-猪异种嵌合胚胎体外发育及

嵌合率的影响，并用胚胎体外贴壁方法对鼠-猪

异种嵌合胚胎中小鼠多能性维持进行了初步探

索，以期对后续异种嵌合发育过程中细胞功能

提供初步证据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究所用猪卵巢来自北京市第五肉联集

团有限公司。小鼠 iPSCs来源于本研究组。 

1.2  方法 

1.2.1  小鼠 iPSCs的培养及传代 

实验所用 iPSCs 系为 1011，是由 B6D2F1

小鼠成纤维细胞诱导得到的Oct4-GFP表达的多

潜能干细胞系。其培养方法为复苏 1011细胞于

丝裂霉素 C 预先处理得到的小鼠胎儿成纤维细

胞来源的饲养层上，所用培养液为 N2B27 (成分

详见 Gu 等[20]实验方法)，每日换液；培养至第

3天，用 Tryple消化并吹打，按 1∶3比例重新

接种于新鲜铺被饲养层上，完成传代培养。 
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1.2.2  卵母细胞成熟培养及孤雌激活 

从屠宰场获得猪卵巢置于装有提前预热至

℃30−35 的生理盐水 (含青霉素和硫酸链霉素) 

的保温桶里 2 h内运回实验室。抽取卵巢表面直

径为 3−6 mm卵泡，收集内容物 (含 COCs、卵

泡 液 、 颗 粒 细 胞 等 ) 用 HEPES- 缓 冲 液 

(PVA-TL-HEPEs)洗涤沉淀 5 min；重复 2遍后，

在倒置显微镜下挑取包裹带有完整卵丘细胞层

的卵母细胞，用口吸管捡出放于 38.5 ℃、5% 

CO2 进行成熟培养。成熟培养液为改进的

TCM199加 10%卵泡液。成熟培养 42−44 h后，

于 1 mg/mL透明质酸酶中吹打至卵丘细胞完全脱

离，挑取卵周隙明显、胞质均匀、第一极体形态

良好卵母细胞备用。将挑选得到的成熟卵母细胞

依次放于预先浸于融合液的电极间，用直流电击 

(1.2 kV/cm，30 μs，2次脉冲) 对卵母细胞进行孤

雌激活，激活后的胚胎放于 PZM-3中 38.5 ℃、5% 

CO2培养，所用融合液为含 1.0 mmol/L Ca2+和

0.1 mmol/L Mg2+的 3%甘露醇溶液；融合仪为德

国 Eppendorf公司的 22331系统。 

1.2.3  显微注射 1011细胞系 

选取生长良好的 1011 细胞集落，Tryple 消

化作用 2−3 min，,吹打至单个细胞，放置于预先

1%明胶铺被的皿中，37 ℃、5% CO2处理 20 min

去除饲养层细胞，制备 iPSCs细胞悬液作为嵌合

供体细胞备用。挑取孤雌激活后 3 d的 8-细胞期

胚胎，及 6 d囊胚期胚胎用于嵌合胚胎受体，将

iPSCs 和胚胎受体放于操作液中，固定针吸取胚

胎，注射针吸取 8−10个细胞，注射入 8-细胞期

胚胎透明带下的卵裂球间隙或囊胚腔中。所用

固定针内径为 30 μm，注射针直径为 20 μm，操

作液为含 5 mg/mL BSA的 TCM199，显微操作

系统为 Eppendorf的 NKⅡ。 

1.2.4  嵌合胚胎的体外培养 

操作后胚胎分别放于 PZM-3、N2B27，以

及 N2B27培养 3.5 h后转入 PZM-3这 3种培养

体系，38.5 ℃、5% CO2继续培养。孤雌激活当

天为 d0，培养至 d7统计各个培养体系下囊胚数

目，显微镜下观察绿色荧光的嵌合表达情况。 

1.2.5  荧光分析统计嵌合率 

将不同培养体系下收集得到的囊胚于 4% 

PFA (多聚甲醛) 过夜固定，0.05% Triton 透膜

后，用 10 mg/L Hoechst33342染色，压片后于

激光共聚焦显微镜 (德国蔡司公司) 下观察。 

1.2.6  单囊胚 DNA提取及 PCR检测 

1011细胞系，猪野生型组织分别按 DNA提取

试剂盒 (天根试剂盒) 提取DNA，挑取各个实验组

囊胚以及注射后未培养的 d6囊胚进行单囊胚 DNA

提取，具体方法可参考Wang等[21]实验步骤；以小

鼠 gata6基因序列特异引物 (表 1) 进行 PCR测定,

实验所得数据采用 GraphPad Prism5 软件中通用程

序中 2WAY ANOVA进行统计分析。 

1.2.7  嵌合囊胚体外贴壁及观察  

将 PZM-3培养体系下，d7嵌合囊胚去透明带

后接种于预先铺被的饲养层上，培养 5 d后显微镜

下观察其贴壁情况、每天换液，并注意观察其荧光

表达情况。所用显微镜为倒置显微镜 DMI 3000B 

(德国 LEICA公司)，荧光激发器 EL6000。 
 

表 1  gata6 基因特异引物序列 

Table 1  Primer sequences of gata6 gene 
Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

5′-primer 
3′-primer 

GGGAGCCATTTGGTCTATC 
ATCTTGTTTGCTACCCTGTTT 

170 
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2  结果与分析 

2.1  鼠-猪 8-细胞期嵌合胚胎在 3种培养体系下

发育率的比较 

以猪孤雌 8-细胞期胚胎为胚胎受体，小鼠

iPSCs (1011 细胞系) 为嵌合供体细胞 (图 1A) 

显微操作后分别培养于 N2B27、PZM-3、N2B27 

(3.5 h) 这 3种培养体系培养，以未注射的猪孤雌

8-细胞期胚胎为对照，每组 120枚胚胎，各重复

3次，到 d7统计发育数据。结果如图 1B所示，

N2B27培养体系下，大部分胚胎发育停滞，未能

发育至囊胚；PZM-3培养体系下嵌合胚胎的囊胚

率显著  (P<0.05) 高于 N2B27 (3.5 h)体系 

(22%±2.6% vs 3.3%±1.5%)，证明其对嵌合胚胎的

后续发育较为有利。 

 

 
 

 
 

图 1  嵌合供体细胞及不同体系下 8-细胞注射发育情况 

Fig. 1  Chimeric donor cells & in vitro development of chimeric embryos by 8-cell injection in different culture 
systems. (A) Photographs of chimeric donor Cells (1011) (Scale bars=50 μm). a: photograph under bright field; b: 
photograph under fluorescent field. (B) In vitro development of chimeric embryos by 8-cell injection in different 

culture systems. (* Indicates P<0.05). 
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2.2  8-细胞期、d6 囊胚期注射在不同培养体系

下小鼠细胞增殖情况及嵌合率比较 

8-细胞期、d6 囊胚期胚胎分别注射 8−10 个

miPSCs后进行培养至 d7，于荧光显微镜下进行

形态学观察 (图 2)。为精确确定 GFP 阳性细胞

比例，收集不同培养体系下 2 种嵌合注射时期

发育得到的囊胚，通过 4% PFA 固定，Hoechst

细胞核染色，封片，观察后统计、比较不同培

养体系培养下的小鼠 GFP 阳性细胞在异种嵌合

囊胚的占比 (嵌合率)。结果如表 2 所示，8-细

胞注射后，GFP 阳性细胞均有不同比例增殖，

PZM-3 嵌合率显著高于 N2B27 (3.5 h) 体系培

养体系 (P<0.001)，且如图 3 所示，内细胞团 

(Inner cell mass, ICM) 中有 GFP荧光表达细胞

分布，值得注意的是，N2B27 体系下所检测均

为囊胚类似物，其 GFP 荧光表达较强，而猪胚

胎细胞很少；囊胚期注射后，GFP 阳性细胞增

殖能力较差，且在 3 种培养体系下嵌合率差异

不显著。 

2.3  鼠-猪嵌合胚胎的 DNA 鉴定 

分别收集 3种培养体系下 8-细胞期注射得到

的 d7囊胚，囊胚期嵌合操作培养前、后的胚胎

为实验组，进行单囊胚 DNA提取，以小鼠 gata6

基因设计特异性引物，进行嵌合胚胎的 PCR检

测，同时以嵌合供体细胞系 1011、  猪野生型

DNA为对照。结果见图 4所示，实验组均不同

程度的检测到小鼠特异性 gata6序列的存在，同

1011阳性对照组检测结果一致。 

 

 
 

图 2  8-细胞、囊胚期嵌合注射后在 3 种培养体系下体外发育及 GFP 蛋白表达结果 (100 μm) 

Fig. 2  In vitro development of chimeric embryos after 8-cell/blastocyst injection in different culture systems (Scale 
bars=100 μm). (a-f) Photographs under bright field; (a1-f1) Photographs under fluorescent field. 
 

表 2  不同胚胎嵌合时期和培养体系对嵌合胚胎内小鼠 iPSCs 细胞增殖及嵌合比率的影响( x ±s) 

Table 2  Numbers of mouse iPSCs and chimeric rates in chimeric embryos at different chimeric stages & in 
different culture systems ( x ±s) 

Groups Culture mediums No. of blastocyst No. of GFP cells Chimeric rate (%) 

8-cell PZM-3 32.67±2.51 12.67±3.22a 38.9±10.3a 

injection N2B27(3.5h) 30.33±3.79 9.33±5.13 21.8±2.5 

 N2B27 — — — 

Blastocyst PZM-3 34.33±2.50 5.67±3.22b 17.0±6.1b 

injection N2B27(3.5h) 53.67±4.62 6.00±1.00 11.1±1.2 

 N2B27 37.33±3.51 4.67±0.58 12.6±2 

Different superscripts in the same column show significant differences; a, b indicate P<0.001. 
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图 3  体外不同发育体系下囊胚嵌合情况 

Fig. 3  Chimeric blastocysts in different culture systems. Photographs of chimeric blastocyst after Hoechst staining 
under fluorescent light. (Scale bars=50 μm). Blue indicate DNA, green indicate GFP-expressed cells. White arrows 
indicate ICM. 
 
 

2.4  鼠-猪嵌合胚胎的建系 

为研究鼠-猪异种嵌合胚胎培养体系对小鼠

来源 iPSCs 潜能性的影响，将 8-细胞期胚胎注射

后得到的 d7囊胚，消化去除透明带，接种于饲养

层上进行胚胎贴壁培养，于 N2B27培养 5 d，结

果如图 5 所示，可见嵌合胚胎贴壁后形成的细胞

集落，从形态学角度来讲，该形态既不同于小鼠

iPSCs克隆形态，也不同于猪 ICM贴壁后形成的

细胞集落，因此，可能是猪与小鼠 2 种细胞所形

成的混合状态，且小鼠来源 Oct4-GFP荧光表达细

胞增殖较快且分布集中，表明体外异种嵌合胚胎

培养体系可以支持小鼠 iPS潜能性的维持。 

 
 

 
 

 
图 4  嵌合单囊胚 DNA 检测结果 

Fig. 4  PCR tests of chimeric embryos. M: marker; 1: 
blastocyst in PZM-3 after 8-cell injection; 2: blastocyst 
in PZM-3 after blastocyst injection; 3: blastocyst in 
N2B27 (3.5 h) after 8-cell injection; 4: blastocyst in 
N2B27 (3.5 h) after blastocyst injection; 5: 1011; 6: 
uncultured blastocyst after blastocyst injection; 7: 
porcine blastocyst DNA. 
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图 5  嵌合囊胚贴壁 7 d 观察 (50 μm) 

Fig. 5  Outgrowth of chimeric blastocyst after cultured for 7 days(Scale bars=50 μm). (A) Photograph under bright 
field. (B) Photograph under fluorescent field. (C) Merged with A and B. 
 

3  讨论 

嵌合体，是由不同遗传组成有机整合形成

的统一个体。应用嵌合体的这一属性，对嵌合

体的研究，甚至是人-动物异种嵌合模式，可以

为研究临床疾病的发病机理带来新的研究方向

和方法，为未来器官移植提供新的治疗方案[22]。

然而，由于目前得到的人源多潜能性干细胞潜

能还存在一定的局限性，且人-动物异种嵌合动

物势必会涉及伦理学问题[23]，以及异种嵌合可

能会涉及到制备方法的选择、胚胎发育时程差

异、异源组织、器官之间可能发生的免疫排斥

反应[24]等问题，解决这些相关问题还需要进一

步摸索和研究。因此，选择实验动物之间进行

异种嵌合研究较为适宜。其中，猪作为重要的

农畜类动物之一，由于其与人类具有极为相似

的解剖学、生理学和遗传学特征[25]，已作为探

究人类生命科学以及疾病机理不可或缺的模式

生物；而小鼠作为最普遍、常用的模式动物，

在干细胞多能性维持及分化等方面的研究较为

深入。因此，以猪、鼠两种模式动物作为异种

嵌合研究具有重要的生物学意义。本研究以小

鼠 iPSCs 作为嵌合供体细胞，猪孤雌激活后胚

胎为嵌合受体胚胎，探索 8-细胞、囊胚期两个

时期注射后形成的嵌合胚胎在体外 3 种培养体

系中的发育、嵌合情况及小鼠 iPSCs 在嵌合胚

胎内多能性维持等问题。 

已有研究发现，嵌合体体内嵌合效率的高

低与供、受体种系 [26]及嵌合胚胎受体时期 (8-

细胞[18]、桑椹胚[17]以及囊胚阶段的胚胎[16]) 有

关，哺乳动物传统发育生物学研究发现，8-细胞

时期胚胎由于来源于 4-细胞胚胎期的均等分

裂，其各个卵裂球仍具有全能性；当进入桑椹

期，胚胎内各细胞因位置及连接因子的变化已

开始发生早期分化，且细胞连接致密化；随着

细胞的进一步分裂，并按照膜表面分子特异表

达进行重排，继而出腔形成具有胚胎发育潜能

的内细胞团 (Inner cell mass, ICM) 和与母源组

织进行接触的胚外组织——上滋外胚层 

(Trophectoderm, TE)。因此，目前普遍认为 8-

细胞及囊胚期胚胎作为小鼠嵌合体的供体胚胎

是较为适宜的。一些研究组通过比较这两种时

期胚胎对嵌合体生成的影响，发现以 8-细胞胚

胎进行嵌合注射得到的嵌合小鼠会获得较高的

嵌合体，与囊胚期嵌合相比甚至可以获得更高

的嵌合率 (80% vs 20%)，尤其在生殖系内[27]。

然而，由于猪胚胎干细胞面临着建系难度大、

多能性差[28]等诸多问题，无法有效开展猪嵌合
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体的研究。近年来随着 iPSCs 研究的兴起，为

猪多能性干细胞的建立另辟蹊径，2010 年，首

次获得 iPSCs 嵌合猪个体，但未能嵌合进入生

殖嵴[29]；2013年，虽然通过调整重编程因子以

转换猪 iPSCs 的多能性状态，但只得到嵌合胎

儿[30]。因此，猪嵌合体研究目前仍然因为无法

得到与小鼠ES多能性相媲美的多能干细胞而停

滞不前。本实验基于传统发育生物学理论研究，

并借鉴对小鼠嵌合体制备方法的认识，通过对

8-细胞、囊胚期猪孤雌胚胎与小鼠 iPSCs的异种

嵌合操作，研究这两种注射于不同胚胎时期的

嵌合胚胎 ,在不同体外培养体系的体外发育情

况。结果发现，8-细胞期注射后，维持小鼠 iPSCs

潜能及增殖能力的培养体系——N2B27，不能维

持嵌合胚胎的后续发育，表现为发育阻滞，而

iPSCs 在胚胎透明带下无限增殖进而形成类囊

胚结构；为促进嵌合供体 iPSCs 的早期增殖，

体外 N2B27处理 3.5 h后再进入 PZM-3培养后，

发现 iPSCs 增殖不显著，而对 8-细胞期胚胎的

后续发育有一定负面影响  (嵌合囊胚率

3.3%±1.5% vs 对照组囊胚率 5.0%±2.0%)；

PZM-3 培养体系下，嵌合囊胚能够正常发育，

且伴随荧光的适量表达，由于显微操作会对胚

胎造成一定损伤的原因，嵌合囊胚率略低于对

照组 (22%±2.6% vs 27.3%±2.5%) (图 1B)，但显

著高于以上两组平行实验发育率。由此可以看

出，对 8-细胞期猪胚胎进行异种嵌合注射，

PZM-3 培养是维持嵌合胚胎体外发育的重要培

养条件。 

继而发现，影响异种嵌合胚胎的嵌合程度

的高低主要取决于受体胚胎发育是否与供体细

胞增殖相平衡。在研究对两种胚胎时期嵌合注

射后，异种嵌合胚胎在 3 种培养体系下嵌合率

的比较后发现，3种培养体系下发育得到的囊胚

均有不同程度嵌合，尤其在 ICM 内有 iPSCs 嵌

合表达，其中，囊胚期注射得到的嵌合胚胎在 3

种培养体系下 GFP 阳性嵌合比率差异不显著； 

8- 细 胞 期 嵌 合 胚 胎 在 PZM-3 的 嵌 合 率 

(38.9%±10.3%)显著高于其他两种培养体系 

(N2B27(3.5 h)，21.8%±2.5%；N2B27，0)，这可

能与 8-细胞期胚胎相对于早期囊胚期而言，胚

胎发育的必需营养因子对维持其后续发育进程

至关重要，且在 8-细胞期进行嵌合注射为 iPSCs

延长了增殖时间，这可能是 8-细胞期注射优于

囊胚期注射的原因之一；其次，在最适于猪胚

胎发育的 PZM-3 体系下，8-细胞期注射组的嵌

合率明显优于囊胚期注射组，这可能说明：异

种嵌合胚胎体外发育过程中，选择处于发育早

期的 8-细胞期作为嵌合受体胚胎可能为小鼠

iPSCs提供更为适宜的生长、增殖内环境，利于

iPSCs伴随胚胎后续发育与胚胎进行有机嵌合；

而对早期囊胚注射后，iPSCs的增殖及嵌合程度

不显著，这可能与嵌合胚胎的内环境改变有关。 

进一步地，通过对体外鼠-猪异种嵌合囊胚

的重新建系，研究异种嵌合胚胎体外发育体系

对小鼠 iPSCs 潜能性的影响，结果发现，从形

态学角度上，得到的鼠-猪 ESCs 簇不同于小鼠

iPSCs 克隆形态，这可能与猪胚胎 ICM 与小鼠

iPSCs在胚胎发育进程中进行细胞重排，及异源

细胞表面分子相互作用存在差异有关，并且，

小鼠 iPSCs 来源的荧光细胞在重建的集落中分

布较为集中，表明小鼠来源 iPSCs 潜能性在异

种嵌合胚胎体外发育体系得以维持，并伴随猪

胚胎发育进程而生长、增殖。这一发现，为

PZM-3有利于鼠-猪异种嵌合胚胎中鼠源细胞的

潜能性维持提供佐证，为鼠-猪异种嵌合体的进
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一步研究提供了重要理论基础。 

异种嵌合研究，无疑成为当前干细胞在再生

医学研究的新课题，对解决修复受损器官及可供

移植器官短缺等重大临床医学问题具有重要意

义。本研究通过大量实验数据表明，8-细胞期嵌

合注射并在PZM-3培养条件下更有利于嵌合细胞

的增殖及鼠-猪嵌合胚胎发育。本研究将为异种嵌

合的后续研究提供良好的数据基础，为下一步实

现异种嵌合体的生成甚至异种嵌合体在临床医学

的研究奠定了基础。 
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