
1 异种嵌合的起源

1973年，Garder和 Johnson［1］第一次尝试用大鼠

和小鼠的胚胎获得异种嵌合体。他们将大鼠的内

细胞团细胞（inner cell mass，ICM）注射入小鼠的囊

胚中，再移植入小鼠的子宫内，得到有大鼠细胞参

与小鼠胚胎发育的嵌合体，并以此嵌合体作为研究

哺乳动物早期胚胎发育的研究模型［2］。但随着嵌合

体的发育，大鼠细胞在小鼠胚胎中所占的比例越来

越低，这可能是由于不同物种的发育速度有差异导

致的。1980年，Rossant等［3］通过对小家鼠和田鼷鼠

进行囊胚注射，也成功获得异种嵌合体。该团队在

后续研究中发现，与同种嵌合体相比，异种嵌合体

需要克服种间障碍。他们将完整的田鼷鼠囊胚移

植到小家鼠子宫内发现胚胎不能正常发育，而用田

鼷鼠的 ICM和小家鼠的滋养外胚层细胞重新组装

成一个新的囊胚移植到小家鼠子宫内，则可以获得

田鼷鼠后代。这说明，用着床前胚胎作为受体细胞

构建异种嵌合体需要保证滋养外胚层细胞与母体

子宫相匹配［4］。

这些研究使越来越多的科学工作者们意识到

早期的异种嵌合研究可以帮助人们在体内环境理
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解生物进化过程中物种的保守性和特异性，同时也

是研究胚胎发育过程中细胞命运和分化方向的辅

助工具。自此，哺乳动物异种嵌合技术开始发展。

2 异种嵌合体与干细胞

干细胞是具有自我复制和分化潜能的一类细

胞。根据其分化潜能的高低可以被分为全能性干

细胞、多潜能性干细胞（pluripotent stem cell，PSC）、

多能干细胞（multipotent stem cell，MSC）和单能干细

胞。其中，根据PSC起始细胞来源的不同，又可以分

为胚胎干细胞（embryonic stem cell，ESC）和诱导的

多潜能性干细胞（induced pluripotent stem cell，iP⁃
SC）两大类。干细胞因自身具有强大的分化潜能，

被认为可以参与异种嵌合体的形成。通常是将

MSC或PSC作为供体注射到在胚胎、胎儿或出生后

发育阶段的受体动物体内，从而形成嵌合。根据供

体细胞类型和宿主发育阶段的不同，嵌合体的组织

分布和持续时间往往也不同。

2.1 异种嵌合与PSC
2.1.1 naive和primed概念的提出

PSC是一类具有向内、中、外3个胚层细胞分化

能力的细胞。2008年Lahn和他的同事通过将姬鼠

的ESC注射进小家鼠的胚胎，获得了第 1个由干细

胞和胚胎形成的异种嵌合体［5］。随后人们进一步发

现注射ESC的嵌合率要高于内细胞团细胞，并且ESC
对受体后期发育有着较高的贡献。自此，人们开始越

来越多地利用PSC来制备异种嵌合体。

ESC作为一种典型的 PSC，被认为可以与胚胎

形成嵌合体。目前，人们已经可以从啮齿类动物、

人或者非人类灵长类动物的着床前胚胎中获得稳

定的ESC细胞系［6］，但与啮齿类动物的 ESC不同，

在很长的一段时间内，人和非人类灵长类动物的

ESC被证明没有形成同种或异种嵌合体的能力，说

明不同物种的 ESC发育潜能不同，即处于不同的

多潜能性状态。基于此，2009年Nichols和 Smith［7］

提出了 primed和 naive 这两个概念来区分该状态。

其中，经典的小鼠ESC属于 naive状态，其基因表达

谱与着床前胚胎的 ICM细胞的基因表达谱最为接

近，生长特性、干性维持的分子机制也类似。而经

典的人 ESC 则被认为属于 primed PSC，此外，由

E5.5~E7.5的小鼠胚胎上胚层（epiblast）体外特化为

细胞系的小鼠上胚层干细胞（epiblast stem cell，
EpiSC）也属于这类。

虽然primed状态的PSC也具有分化为多种细胞

类型的能力，但被注射入囊胚中后，细胞不能参与

胚胎的发育，不会形成嵌合体。但如果将primed状
态的PSC注射到植入后的胚胎上胚层区，则可以形

成嵌合体。非人类灵长类动物胚胎来源的PSC也具

有primed特性，因而也不能与着床前胚胎形成嵌合

体［8］。Mascetti 和Pedersen［9］将人PSC注射入原肠期

的小鼠胚胎，干细胞能够克服嵌合障碍，参与3个胚

层正常发育，形成植入后的人鼠异种嵌合体。这进

一步表明异种嵌合体的形成受到严格的时空限制。

2.1.2 naive状态的人类ESC的出现

小鼠的ESC和EpiSC是代表两种不同多潜能性

状态的细胞，ESC可以在体外被诱导为EpiSC样的

primed细胞，这表明naive和primed PSC之间可以实

现相互转换。但是由于表观遗传障碍等原因，反向

转换具有一定的挑战性。为了提高人PSC的异种嵌

合能力和深入探究人类胚胎发育的过程，人们开启

了寻找naive状态的人PSC之旅［10］。2010年，Buecker
等［11］通过LIF诱导人 iPSC（hiPSC）进一步进行重编

程，得到naive状态的人PSC。同一时间，Hanna等［12］

用 2i/LIF 条件培养 hESC，并诱导转录因子 OCT4、
KLF4、KLF2过表达，从而获得具有类似 naive特性

的细胞，这些细胞具有较高的单细胞克隆效率以及

mESC的一些特性，但稳定性较差。此后的 3年间，

该领域陷入研究瓶颈，直至2013年12月，以色列的

Jacob Hanna团队利用多个化学小分子及细胞因子，

终于实现了从着床前的人囊胚中获得真正的 naive
hESC，并证明该类细胞在被注射入小鼠的着床前胚

胎后，可以形成异种嵌合体［13］。此后，数家团队分别

发表了他们各自这方面的工作［14-15］，Theunissen等［16］

联合5种激酶抑制剂作用于hESC，诱导NANONG和

KLF2的过表达，提高细胞H3K27me3水平和多潜能

性相关基因的表达。该领域也逐步揭秘 naive多潜

能性状态的分子调控机制，例如Qin等［17］发现YAP
可以调控WNT信号通路，从而参与调控人源细胞的

naive 状态，增加 naive 状态人 PSC 的自我复制能

力。经过近8年的研究，已经发现可以通过多种途径

促使人PSC从primed状态转变为naive状态［18］。由于

非人类灵长类动物和啮齿动物的发育具有很大差异，

naive状态的人 PSC的特性更倾向于灵长类动物的

PSC，与小鼠的 naive细胞还是存在一定差异［19］。用

naive状态的人 PSC构建植入前的异种嵌合体的效

率远低于使用naive状态的小鼠胚胎干细胞。

2.1.3 超潜能性干细胞的双向嵌合能力

2017年，一种名为超潜能性干细胞（extended
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pluripotent stem，EPS）的特殊细胞被发现，这种细胞

突破了传统PSC不能参与胚外组织发育的限制，可以

向胚内和胚外双向发育，再次拓宽了PSC的类别及发

育潜能［20］。该团队通过筛选出LIF、CHIR99021、（S）⁃
（+）⁃Dimethindene maleate和Minocycline Hydrochlo⁃
ride 4种可以调节干性基因表达的化学小分子/细胞

因子，促使naive状态的小鼠ESC和primed状态的人

PSC转化为超潜能性干细胞。小鼠EPS细胞通过了

严格的四倍体补偿实验，可以产生具有繁殖能力的

嵌合体。人EPS细胞同样和小鼠胚胎形成异种嵌合

体，并参与胚胎组织和胚外组织的发育。基因表达

谱分析发现，相较于 naive和 primed细胞，EPS细胞

与8⁃细胞期胚胎及桑葚胚更接近。说明EPS细胞是

一种具有独特基因表达谱的PSC。但该篇文章对于

这种特殊的多潜能性状态的分子调控机制则未能

充分阐述。

2.1.4 DUX转录因子家族参与分化潜能的调控

通过分析哺乳动物胚胎早期发育的基因调控

网络发现，DUX转录因子家族参与调控合子基因组

激活，也对小鼠和人的多潜能性状态的调控起到不

可或缺的作用［21］。DUX在人和小鼠胚胎 2⁃细胞阶

段表达活跃，激活游卵裂球阶段的大量内源性基因

（如ZSCAN4、ZFP352、KDM4E）和MERVL家族。诱

导小鼠ESC高表达DUX，会造成OCT4蛋白和染色

质中心的缺失，同时使染色体呈现出一种高度开放

状态，便于调控元件的作用，使小鼠ESC向早期2⁃细
胞胚胎样细胞的状态靠近［22］。不过这种类 2⁃细胞

胚胎样PSC的嵌合能力还有待研究。

2.2 异种嵌合与MSC
MSC是一类发育受限的干细胞，具有分化为特

定细胞系或组织细胞类型的能力，因而也被认为具

有嵌合能力。但是，MSC由于分化潜能受限，通常

是通过子宫注射或原位注射进行异种嵌合，可被用

于评估细胞的干性和作用机制等方面的研究。

2.2.1 通过神经嵴细胞建立异种嵌合体模型

神经嵴细胞（neural crest cell，NCC）是胚胎发育

过程中位于神经管和表皮之间的一种MSC。将人

的NCC注射入带有 c⁃Kit基因突变的无黑色素原的

小鼠原肠期胚胎中，NCC可以沿着胚胎的腹侧迁

移，形成小鼠⁃人的神经嵴嵌合体，若发育后的新生

小鼠的毛发带有颜色，说明NCC有一部分最终分化

为黑色素细胞，也说明人的NCC参与了小鼠胚胎的

发育［23］。其他物种如大鼠的NCC也可以注射入小

鼠胚胎形成大鼠⁃小鼠异种嵌合体。

2.2.2 通过人类造血干细胞建立异种嵌合体模型

人的造血干细胞（haematopoietic stem cell，HSC）
具有分化成各类成熟血细胞的潜能，是存在于血液

系统的一种成体干细胞，被广泛用于免疫缺陷病的

治疗。将HSC注射入免疫缺陷的小鼠体内形成嵌

合体，可以评估细胞的免疫功能和分化能力。人⁃猪
造血嵌合体等模型也已构建成功，可被用来研究人

类的造血作用［24］。

3 异种嵌合体形成的关键因素

在异种嵌合体，尤其是PSC的研究历程中，嵌合

比例是人们所关心的一大问题。以下几个因素对

嵌合比例的高低至关重要。

3.1 相互匹配的发育时间

嵌合是将供体细胞移植入受体组织内，此时供

体细胞和受体组织的发育阶段应当匹配［25］。这可

以解释为什么小鼠的ESC可以和受体囊胚形成嵌

合体——小鼠ESC的特性与植入前胚胎的 ICM细胞

的发育状态相近；但小鼠上胚层样干细胞不能与植

入前胚胎形成嵌合体，却可以参与植入后受体胚胎

3个胚层的发育，这是因为小鼠上胚层样干细胞的

特性与植入后胚胎的上胚层细胞特性相近。此外

小鼠上胚层样干细胞也不能与E8.5的胚胎形成嵌

合体，这是由于E8.5的胚胎已经丧失了某些发育潜

能，二者的发育状态不匹配［26］。例如，有团队尝试

将大鼠的 iPSC注射入小鼠 E6.5的胚胎，从 E6.5到

E9.5，即使处于小鼠的发育环境，大鼠 iPSC依然可

以分化为各种类型的细胞。但E9.5之后，小鼠的胚

盘组织环境阻止大鼠 iPSC进一步参与胚胎发育。

即嵌合程度随着发育的进行和发育阶段的改变而

逐渐降低。将小鼠 iPSC注射入大鼠的胚胎也发生

相似的情况［27］。因此，受体组织所处发育阶段的环

境不同，对供体细胞的作用不同，匹配的发育时间

有利于嵌合的进行。

3.2 物种间的进化差异

大鼠ESC属于naive状态的PSC，可以与小鼠的

囊胚形成大小鼠囊胚嵌合体，并可以发育成为成熟

个体，这是由于大鼠和小鼠的物种间亲缘关系较

近，所以嵌合程度好。传统嵌合用啮齿动物作为受

体组织来研究，因而人们认为获得naive多潜能状态

是解决异种嵌合障碍的关键。Wu等［28］尝试将大鼠

ESC注射入猪的囊胚中，令人吃惊的是大鼠的ESC
并没有参与猪胚胎的发育，嵌合失败。这表明啮齿

动物的PSC对啮齿动物的胚胎有很强的嵌合能力，
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但对于其他哺乳动物的胚胎，如猪的囊胚，则有嵌

合障碍。这可能是猪与大鼠的物种差异较大造成

的。同样地，将naive状态的人PSC用激光辅助的方

法分别注射入猪或者牛的植入前囊胚，前者很难形

成嵌合，而后者却可以。这表明相比于猪，牛的囊

胚提供的发育环境更适合供体细胞的分化。这种

差异可能也是由物种的进化差异造成的，人和猪的

种间差异要大于人和牛［28］。

3.3 供体细胞在受体胚胎内具有优势

改变受体组织的状态，创造一个有利于供体细

胞生长的环境，同时给受体组织选择性压力，可以

帮助嵌合体的形成［29］。例如，将原始生殖样干细胞

注射入有内源性生殖细胞缺陷的小鼠睾丸内，可以

分化为精子［30］。又如前文提到的将人NCC注射入

无黑色素原的小鼠胚胎中，人NCC将特化为黑色素

细胞，也促进人⁃鼠异种嵌合体的形成［23］。

4 异种嵌合体的应用展望

4.1 作为干细胞和胚胎发育的研究模型

异种嵌合体形成实验是评估细胞分化潜能的

一种方法，可以作为干细胞和胚胎发育的研究模

型。由于受伦理规范的限制和取材的困难，对于人

胚胎发育的直接研究一直发展缓慢，通过将人的细

胞注射入其他动物胚胎中形成异种嵌合体，可以模

拟人的胚胎发育，帮助人们更好地理解胚胎发育的

机制和机体内稳态。

此外，异种嵌合体在其他方面也有应用。将携

带患者病变基因的PSC注射到小鼠胚胎中，研究其

在体内环境导致人类疾病发生的多基因突变，将能

帮助我们更好地了解该疾病的起始、进展和表现。

但是，这一研究模型的缺点是宿主特异性的发育和

生理程序可能会改变供体及人体细胞的行为［31］。

4.2 提供个体特异性器官

目前，人们致力于通过异种嵌合体获得个体特

异性的器官，为广大患者提供可供移植的器官，这

也是再生医学的目标之一。将大鼠 PSC 注射入

Pdx1基因缺陷的小鼠囊胚中，可以得到完全由大鼠

PSC分化、发育而来的正常大鼠胰腺器官［32］。这是

第 1例在受体中获得供体细胞来源的器官的实验，

证明种间囊胚互补的可能性。因此，人们设想，如

果将患者的PSC注射入某器官重要发育基因缺陷的

大型动物胚胎中，有望在大动物体内获得患者PSC
来源的器官，不仅可以解决可供移植的人体器官短

缺的问题，同时可以避免人的异体器官移植所带来

的免疫排斥问题［33］。

要实现这个目标，要解决两个问题，一是找到

具有较高嵌合能力的人PSC或者是MSC，二是理解

阻碍人的干细胞作为供体细胞形成异种嵌合体的

种间屏障。现阶段的研究已经可以通过多种途径

得到 naive状态的人 PSC。这种细胞与经典的处于

primed状态的人PSC相比，发生了表观基因的重置

和转录因子的重组以提供无偏差发育环境，因此有

更高的嵌合能力。这一突破为异种移植带来了希

望。此外，要通过种间囊胚互补技术得到人体器

官，需要使用适宜的大型动物而非啮齿类动物。猪

和羊在器官大小、繁殖潜力、繁殖成熟期等方面与

人相近，是较为合适的受体动物。利用基因工程和

克隆技术对受体动物进行处理，能够克服种间隔离

的障碍，实现囊胚嵌合［34］。比如，通过CRISPR/Cas9
技术敲除绵羊卵母细胞的Pdx1基因，可以诱导绵羊

的胰腺发育障碍。这种基因缺陷的绵羊可以作为

得到人PSC特化而成的胰腺器官的良好容器［35］。

当然，通过异种嵌合和囊胚互补技术得到人类

器官还未得到直接的证实。一些问题如人与近源

性物种是否可以形成广泛的嵌合，不同物种间的发

育速度差异等多种因素造成的问题还有待解决。
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