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胚胎干细胞的分离克隆
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〔摘 要 〕 从全能性或多能性细胞获取
、

分化抑制物选择
、

培养基
、

分离方法
、

鉴定
、

保存等 个方面
,

对胚胎

干细胞的分离培养体系的建立进行了系统综述
。
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胚胎干细胞 。 ,

是由早期胚胎 内细胞团 。 , ‘〕

或原始生殖细胞 。 , , 〕

经体外分化抑制培养筛选出的一种多潜能细胞
。

与

胚胎细胞相 比
,

细胞具有数量上的优势
,

与体细

胞相 比
,

细胞具有低分化优势
。

因而
,

可以有效应

用于动物克隆
、

转基因动物的生产
、

细胞分化与胚胎

发育机理的研究
,

以及基因表达调控的研究 , 〕。

胚

胎干细胞分离培养的前提条件是选择具有发育全能

性 或多能性 或

的细胞
,

建立分化抑制培养体系
,

以保持

其全能性 或多能性 和有效增殖
。

同时
,

还包括对所

得 细胞的鉴定和保存等问题
。

发育全能性或多能性细胞的获取

早期胚胎细胞

不同动物甚至同种动物不同品系间的胚胎
,

在

发育速度等方面存在着差异
。

因而
,

不同动物分离

细胞用不同发育阶段的胚胎效果不同
。

一般标准

是细胞要具有全能性
,

同时要保证一定的数量
。

从以

往的经验看
,

各种动物的最佳时间是 小鼠取

囊胚
, ,

〕 猪取 囊胚 〕 羊 取 一 囊

胚 二 〕 牛取 一 桑梅胚或早期囊胚
, ’ 人用 一

的囊胚 〕。

同时
,

对所取的早期胚胎细胞采取

不同的处理方式
,

可获得不同的分离效果
。

目前
,

常

用的处理方法有

①延缓胚胎着床
。

在胚胎早期 小鼠为受精后
,

通过切除卵巢
,

并辅 以激素处理
,

影响子宫

内环境和胚胎正常发育而使其着床延迟
。

这种方法

始创于 和 ‘ 。

目的是增加内细胞团

的细胞数
。

②分离
。

即通过免疫外科手术法
、

组织培

养法或机械剥离法
,

剔除滋养层细胞圈
,

获取具有全

能性的
。

主要是为了避免滋养层细胞对

的竞争性抑制和诱导分化的作用
。

免疫外科手术法

较为通用
。

具体过程 用酸性台氏液处理完整胚胎
,

去除透明带
,

用
,

液冲洗后
,

将裸胚移人

小鼠脾细胞抗血清
,

作用一定时间后再移人含新鲜

豚 鼠血清的
‘

液中
,

这样滋养层细胞 即被破

坏
,

去除死去的滋养层细胞即得到
。

③脱带处理
。

通过胰酶或透明质酸酶等处理或

机械切割的方式将透明带脱去
,

获得裸胚 桑堪胚或

囊胚 进行培养
, ’, ’ 〕。

④离散卵裂球
。

将桑堪胚或囊胚
,

经胰酶

消化并辅以机械手法
,

离散成卵裂球
,

再将卵裂球接

种培养
‘ 〕。

⑥热休克处理
。

此法只在小 鼠上有报道山
,

‘习 。

具体方法是
,

将所收集的
一

细胞至桑棋胚期的胚胎

体外 ℃培养 后
,

置于 ℃持续培养
。

然后用于 细胞的分离培养
。

目的是阻滞胚胎的

分化
,

增加 的细胞数
。

原始生殖细胞
阁 用牛 的原始生殖细胞分离到 了牛类

细 胞
,

开创 了一种新 的分离 细 胞 的材料
。

随着早期胚胎的发育而发生迁移
。

所以
,

不同

动物分离 所取的组织不同
,

小 鼠取 胎
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儿生殖蜡’〕牛取 胎儿生殖峙图 大鼠可

取 尿囊
、

中胚层组织块
,

背肠系膜或

生殖蜻
‘ 〕 人取 的生殖

岭〔,吕 。

化而得此名
,

具有广泛的生物学活性
。

的使用质

量浓度一般为
,

但是 对 细胞

的分化抑制作用存在物种差异
。

分化抑制物的选择

目前常用的分化抑制物有 种 饲养层
、

条件培养基
,

和分化抑制因子 , ‘ ‘

, 。

饲养层

饲养层是用特定的细胞 如成纤维细胞
、

输卵管

上皮细胞
、

子宫上皮细胞
、

胎儿肇丸细胞等 经丝裂

霉素
一

阻断有丝分裂处理后制成的细胞单层
。

常用

的饲养层细胞有 种
,

即 一种成系的小 鼠胎

成纤维细胞
,

原代小 鼠胎儿成纤维细

胞 和
,

同源胎儿成纤维细胞
。

饲养层在 细胞的分离过

程中有两方面的作用 促进全能性 或多能性 细胞

的增殖和抑制其分化
。

促增殖作用主要是由于饲养

层细胞 能分泌成纤 维细 胞 生 长 因子
,

等促有丝分裂因子
,

同时贴壁

过程相当于胚胎在体内的附植过程
,

是 快速增

殖的启动信号
。

分化抑制作用则是由于饲养层细胞

能分泌 白血病抑制 因子
,

等细胞分化抑制因子
。

条件培养基

最早 闭应用
一

条件培养基分离小

鼠 细胞成功
。

使用 具有消除饲养层细胞干

扰
、

免受致癌剂丝裂霉素
一

影响
、

操作简便等优点
,

可以进一步分析 细胞分化的启动和关闭机制
。

常见的用于制备条件培养基的细胞有
,

人膀胧癌细胞株
, 一

一种小 鼠 细

胞
, 一

转染的 细胞 以及 细胞

一种小鼠 细胞
。

除 的 中富含 件

转移生长 因子 外
,

其他细胞的 中均含有约
拜

·

的
。

但是
,

单独应

用 只能在短期传代中维持 细胞的全能性和

正常核型 叼 。

外源性分化抑制因子

细胞的分化抑制肯定是多种因子共同作用

的结果
。

其中起主导作用
,

也是 目前研究最多
、

使用

最广泛的是白血病抑制因子
。

是一

种天然的细胞因子
,

因其能诱导小 鼠白血病细胞分

培养基

细胞的分离培养
,

最终 目的是获取大量全能
性 或多能性 的细胞

。

这就涉及到能保证全能细脑

有效生长
、

增殖的培养基 包括基础培养基和添加

物 的设计与筛选
。

基础培养基的选择

培养 细胞常用的基础培养基有
一 ,

, 一

和
一 ,

它们均属 于合成培养

基
。

基础培养基的选用可根据实验动物种类和各实

验室条件而定
。

基础培养基只能满足细胞培养的基

本生长要求
,

要保证 细胞的有效生长
、

增殖就必

须添加其他成分
。

添加物的选择

除 等分化抑制因子外
,

常用的添加物有血

清
、

乒
一

琉基乙醇
、

非必需氨基酸
、

核昔酸
、

亚硒酸钠
、

丙酮酸钠
、

柠檬酸钠和各种生长因子等
。

①血清
。

血清属于天然培养基
,

除了供给细胞营

养外
,

还能促进细胞 的合成
,

对细胞的增殖有

很大的促进作用
。

在一定范围内
,

提高培养基中血清

的浓度
,

细胞的最大密度也随之增加
,

但血清的质量

直接影响着培养效果
。

细胞培养中
,

一般加体积

分数为 小牛血清和体积分数为 胎牛血清
。

也有人只加体积分数为 胎牛血清或体积分数

小牛血清
。

②生长因子的应用
。

细胞的培养中常用的外

源性生长因子是表皮生长因子
,

和胰岛素样生长 因子
一 一

, 一 。

是一种广谱促分裂

剂
,

能促进细胞 的合成和 的转录
,

并

使细胞 期提前
,

从而缩短细胞周期 〕,

对 细胞

的增殖有促进作用
。

胰岛素样生长因子可以增强胚

胎细胞中 和蛋白质的合成
,

促进细胞分裂
,

增

加胚胎细胞数
,

对滋养层和 的增殖均有促进作

用
,

能有效提高 细胞的分离
。

胰岛素与胰岛素样

生长因子
一

在结构和功能上均相近
,

因此在 细

胞培养中二者可以相互替代
。

此外
,

干细胞因子 作为干细胞生长的唯

一调控因子
,

能诱导干细胞进人细胞周期
,

提高转基

因效率
,

对干细胞有显著的促分裂作用卿 〕。

而且
,

和 均能通过抑制程序性细胞死亡而促进
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的生存
。

这些都显示 在 细胞的克

隆中具有巨大的应用潜力
。

③其他添加物
。

添加非必需氨基酸
、

柠檬酸钠
、

丙酮酸钠
、

核昔酸
、

谷氨酞胺等主要提供蛋白质合成

材料或能量
。

卜琉基乙醇是一种强还原剂
,

能使血清

中的含硫化合物还原成谷胧甘肤
,

防止过氧化物对

培养细胞的损害
。

同时
,

具有促进 合成
,

诱导

细 胞增殖和促进胚胎贴壁 的作角
。

另外
,

〕证明催乳素能诱导终止水貂囊胚体外培养的

专性滞育
,

进而提高 样细胞系的建立
。

细胞的分离方法

目前 细 胞 的分离 基 本 上 延 用 和

的方法
,

或对其略作改进
。

从所培养的全

能 或多能 细胞的类型上可分为早期胚胎培养法和

培养法
。

早期胚胎培养法

根据动物种类确定培养基 基础培养基和添加

物 以及采胚时间和胚胎处理方法
。

然后将胚胎 或
、

分裂球 接种于饲养层上
,

一般提前 准备

好饲养层
,

用时先换液
,

待 充分增殖且未出现

分化时
,

挑取并经胰酶消化后离散
,

再接种到新的饲

养层上
。

此时
,

一般多出现 种集落 上皮样细胞集

落
、

成纤维细胞集落
、

滋养层细胞集落和 细胞集

落
。

待 细胞充分增殖后
,

即挑取再消化离散接种

到新的饲养层
,

经过几次传代筛选后就可得到一定

量较纯的 细胞
。

然后经消化离散
、

接种即可得到

大量纯化的 细胞
,

再经继代
、

增殖后即可建系
。

·

培养法

根据不同物种
,

采集胎儿的特定组织
,

经消化离

心等过程制备含 的悬浮液并接种于新制备的

饲养层上
。

有相互聚集的趋势
,

在成纤维饲养

层上
,

呈集落状生长
,

形态似小鼠 集落
。

待其充

分增殖后
,

挑取
、

消化离散并接种于新的饲养层上
。

经反复筛选后即可获得 细胞
,

进而建系
。

另外
,

等 ’将牛囊胚 进行体外悬浮

培养
,

获得 了大量扩增的 并有核移植后代产

生
。

虽然对这种培养增殖的 细胞是否为 细

胞 尚无定论
,

但这无疑给 细胞的分离克隆提供

了一个新的思路
。

细胞的鉴定

细胞的鉴定伴随着 细胞的分离和其他

生物技术的发展而不断完善
。

主要围绕着 细胞

的形态
、

核型和分化潜能 全能性或多能性 等方面

进行
。

形态鉴定

细胞具有与早期胚胎细胞相似的形态特征
,

细胞体积小
,

核质比大 核大质少
,

有 一 个核仁
。

细胞紧密聚集
、

界限不清
,

呈集落状生长
,

形似鸟巢
,

集落周边整齐
,

与饲养层界限分明且色泽深亮
。

有

时
,

集落周围也可见单个 细胞 “。

·

核型分析

正常的二倍体核型特征是 细胞全能性 或

多能性 的基础
。

核型分析的具体过程是以

胰酶
,

消化处理 细胞 最好是

传代后 呈指数分裂时的细胞
,

加人等量含体积

分数 小牛血清的培养液终止消化
,

离心 收集

细胞并制成细胞悬液
。

再加终质量浓度为
拜 秋水仙 素培养

,

离 心
,

,

用 低渗处理
,

低速离心
, ,

以固定液 甲醇 冰醋酸

制悬液
,

再反复低速离心 次
,

最后
,

将悬液滴于

载玻片上凉干
,

固定制片
,

进行观察
、

分析 〕。

分化潜能检测

这是 目前全能 或多能 细胞 比较特异和有效的

方法
,

包括分化实验和嵌合体制备
。

体外分化实验 将 细胞消化离散制成

悬液 一‘
培养在铺有明胶的培养皿中 一般

用四孔板
,

每 换 次液
,

最终将产生两种结果

一部分细胞聚集
,

贴壁生长最后分化成神经
、

肌肉
、

软骨等不同类型的细胞 以后 还有一部分细

胞则悬浮聚集分化
,

形成简单类胚体
,

继续培

养会形成腔内充满液体
、

外壁为外胚层样结构的囊

状胚体 一般培养 以后
。

体内分化实验 将 细胞离散制成悬液
,

以适当剂量 小 鼠 ‘一 个 只 注射到 同源动物

的皮下
,

经过一段时间即可形成混合组织瘤
,

手术取

瘤
,

常规方法制组织切片
、

染色并观察分化结果
。

分

化潜能高的细胞肿瘤形成迅速
,

分化细胞类型多
,

且

干细胞巢丰富 〕。

嵌合体实验 通过聚合法或显微注射法
,

使

细胞与宿主胚胎细胞共同发育并产生个体
。

然

后
,

通过检测 细胞在嵌合体中的表达
,

确定其全

能性或多能性
。

常用于检测 细胞在嵌合体中表达程度的遗

传标记是皮毛色泽和磷酸葡萄糖异构酶
。

皮

毛嵌合容易判定
,

但无法确定其他组织器官的嵌合
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情况
。

同工酶主要催化
一

磷酸葡萄糖和
一

磷

酸果糖的互变反应
,

广泛存在于动物体内的所有组

织细胞内
,

通过电泳分析 同工酶带谱
,

即可确

定 细胞在各组织器官 包括生殖腺 中的嵌合情

况 〕,

如果 细胞在该组织内嵌合就有 条

同工酶带
。

但要确定 细胞是否参与配子的形成
,

则要通过特定的基因标记对其子代进行检测
。

特异性染色

比 较 通 用 的 是 碱 性 磷 酸 酶
,

染色和胚胎阶段异性抗原
一

一 , 一

免疫荧光

标记
。

细胞和早期胚胎细胞等未分化的细胞表面

含有丰富的 和
一 ,

用特异性染色或免疫

荧光标记
,

即可进行检测
。

染色方法有 种
。

①将贴壁生长的 细

胞用 氏磷酸缓冲液清洗 遍
,

再用体积分

数 戊二醛固定 ℃冰箱保存
,

染色液

盐
,

双蒸水
,

体积分数
, ,

蔡 酚
一

磷 酸 钠
, ,

, ,

以

将 值调至
,

现用现配 作用
,

双蒸水洗 次
,

甘油 封片
,

阳性反应呈棕

红色 〕。

②贴壁过夜的 细胞经含 蔗糖的

体积分数 多聚甲醛 固定
,

用

底 物 缓 冲 液
一 ,

,

和 体 积 分 数
一

平 衡
,

室 温 避 光 置 人 染 色 液

溶于体

积分数
,

一 补 一 一 ,

溶于
,

染色前分别取

和 拜 稀释于 底物缓冲液
,

新鲜配置 〕作

用
。

阳性反应为深蓝紫色田 〕
。

③取培养

的细胞
,

无水乙醇固定
,

经染色液〔

顺丁烯二酸缓冲液
, 一

磷酸蔡酷
,

坚

固红
,

氟 化 镁 〕染 色
〕。

一

荧光染色主要 以 鼠抗
,
细胞单抗为

第一抗体
、

羊抗 鼠
一

为第二抗体
,

羊抗兔

为封闭液
,

分步染色
,

荧光显微镜下观察分析
。

具体过程是 将贴壁生长的 细胞用 氏

磷酸缓冲液清洗 遍
,

再用体积分数 写戊二醛

固定 , 冰箱保存
,

氏 洗 遍
,

质

量分数
,

氏 洗

遍
,

封闭液
,

氏 洗 遍
,

第一

抗体 ℃冰箱中过夜
,

氏 洗 遍
,

第

二抗体 , 温箱 中
,

氏 洗

遍
,

甘油 封片
‘ , 〕。

细胞的冷冻保存

细胞一旦建系
,

便急剧扩增
,

每 就能

增殖 次
。

因此
,

要定时传代培养
。

但与其他种类的

细胞一样
,

经长期培养 细胞会出现变异
。

因此
,

细胞要在传代的早期不断冻存
。

具体方法是 用

胰酶 。 消化离散 细

胞集落
,

等量 体积分数 写小牛血清 中

止消化
,

离心
, ,

弃上清液
,

加人

保护液 体积分数 体积分

数 小牛血清 制成细胞悬液
,

一‘ ,

装人冷冻细管
,

投人液氮或一 ℃保存 〕。

仁参考文献 〕
,

〔
, , 一

〕
, , 一

一 , ,

一

, , , 。 。 一

〔〕
,

, 一

助
一 。 , ,

一

内 卯 ” 〕
, ,

一
, 一 。 扣 〕

, ,

一

【
, , 一

︸工一舀,曰一一

〔

〕

一,一,奋︸︸胜﹂



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

西北农林科技大学学报 自然科学版 第 卷

〕 助
, , ·

〕
, , 。 。 〕

, , 一

〔 〕 赖良学 家兔胚胎千细胞的分离培养〔 〕长春 东北农业大学
,

〔 〕 钱永胜
,

窦忠英 牛和猪肠贻干细胞的分离与克隆〔 四川大学学报 自然科学版
, ,

专辑 一

〕 冈 〕
, ,

一

〕 【 〕
, , ·

〕 。 ,

, ,

一

〕块
, , ,

一

, , ,

,

氏 〔
, , 一

, 皿

〕氏
, , 一

。

过 一

〕
, ,

一

〔 〕 李文铎
,

表皮生长因子研究进展〔 生命的化学
, , 一

〔 〕 奚永志 干细胞因子 一个新的多功能协同因子〔〕生理科学进展
, , 一

〕

卯 块
, , 一

〕
, 。 〕

, 峨 ,

一

〕 〕段
,

一

〕 〕
, ,

一

【 〕 杜宪兴
,

施渭康 基因转染的 细胞生长与分化特性的研究〔〕实验生物学报
, , 一

些桂宜
,

韩 嵘
,

尚克刚 , ,

毯
。 小鼠 细胞系的建立及其特性分析 细胞生物学杂志

, , 一

, 一 , 一

天‘ , 滚动叮口

卿 成二 护 记“

如 肠 盯 朋 阴 护
脚 奴。 耐雌理 动“

耐
月 ‘ ,

州几。, 一 二 , “

’ 侧
, , ,

、

,

, , , ,


