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胚胎干细胞与胚胎生殖细胞
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　　 [摘　要 ] 　胚胎干细胞与胚胎生殖细胞同属于胚胎源的多潜能干细胞。胚胎干细胞是从附置前胚胎内细胞

团分离而来的, 而胚胎生殖细胞来自胎儿原始生殖细胞。二者在现代生命科学的各个领域都有着广阔的应用前景。

对胚胎生殖细胞的特性, 胚胎干细胞与胚胎生殖细胞的异同以及二者的应用前景作一综述。
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　　胚胎干细胞 (em b ryon ic stem cells, ES) 与胚

胎生殖细胞 (em b ryon ic germ cells, EG) 分别是从

附置前早期胚胎内细胞团 (inner cellm ass, ICM ) 和

早期胎儿生殖嵴原始生殖细胞 (p rimo rdia l germ

cells, PGC s) 分离克隆出来的一种具有自我更新、无

限增殖能力, 能分化成代表 3 个胚层组织细胞能力

的干细胞[1～ 3 ]。可以对其进行遗传操作、选择和冻存

而不失其多能性。由于ES 及EG 细胞的这种特性及

潜在的应用前景, 已连续两年 (1999～ 2000 年) 被

列入世界十大科技进展。目前, 有关 ES, EG 细胞

的研究已有不少报道, 但随着研究的不断深入, 还

有许多基本问题有待于进一步探讨。

1　EG 细胞

1. 1　PGC s

　　PGC s 是各级生殖母细胞和成熟配子共同的祖

先, 最早由W aldeyer 在 1870 年发现并作出描述。哺

乳动物 PGC s 来源于胚胎的卵黄囊内胚层, 随后,

PGC s 顺着背部间充质迁移到生殖嵴继续分化、发

育。小鼠 PGC s 最早出现于交配后 ( day po st

co itum ) 7 d, 交配后 8. 5～ 12. 5 d 处于旺盛迁移

增殖期。一方面沿后肠向生殖嵴聚集, 另一方面细

胞数目急剧增加, 到交配后 13. 5 d, PGC s 停止分

裂, 其数目已由 8. 5 d 时的 150 个左右增至约 25

000 个[4, 5 ]。

1. 2　PGC s 向 EG 转化

处于有丝分裂或减数分裂停滞期前的 PGC s,

在合适的微环境和各种细胞因子存在的条件下, 引

起附置期后的 PGC s 转化为 EG 细胞。干细胞因子

( stem cell facto r, SCF)、白血病抑制因子 (leukem ia

inh ib ito ry facto r, L IF) 和碱性成纤维细胞生长因子

(basic2f ib rob last grow th facto r, bFGF) 是长期培养

PGC s 不可缺少的, 三者联合作用使细胞内 cAM P

浓度升高[6 ] , 促使生长于饲养层上的 PGC s 长期增

殖。目前, 尚未有从怀孕后期动物胎儿性腺获得EG

细胞系的报道, 这可能是进入生殖嵴处于有丝分裂

静止期的 PGC s 丧失了对 SCF, L IF 和 bFGF 的反

应性, 引起其发生的原因可能是某一或更多因子受

体表达减少[4 ]。抑制细胞凋亡基因 (Bcl2XL ) 和腺病

毒蛋白 (E1B 19K) 能阻止 PGC s 的凋亡及抑制其死

亡。接头蛋白 (Grb2) 也控制着生殖嵴 PGC s 的生

长和存活。另外, 垂体环腺苷激活肽 (PA CA P227,

PA CA P238) 也能使 PGC s 体外增殖。小鼠 PGC s 进

入生殖嵴, SCF 受体 c2k it 下调。而处于有丝分裂或

减数分裂静止期前的 PGC s 可能是细胞因子阻断了

PGC s 向非成熟生殖细胞分化, 并促进其增殖。几种

细胞因子相结合, 使得 PGC s 发育程序发生改变, 阻

断了其终末分化, 刺激其大量增殖, 得到 EG 细胞

系。

2　ES 细胞与 EG 细胞的比较

2. 1　形态学

　　ES 细胞直径一般为 12～ 15 Λm , EG 细胞一般

为 15～ 18 Λm。ES 细胞与 EG 细胞均具有高核质比
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率。灵长类 ES 细胞形成的集落相对扁平, 细胞较为

松散, 易被胰酶消化为单个细胞, 而小鼠 ES 细胞、

灵长类及小鼠EG 细胞集落隆起, 细胞排列紧密, 较

难被胰酶消化为单个细胞[7 ]。

2. 2　生物学特性

2. 2. 1　细胞表面抗原标志　灵长类 ES 细胞表达

SSEA 23, 4 ( Stage2specif ic em b ryon ic an t igen,

SSEA ) 及高分子糖蛋白 (TRA 21260, TRA 21281) ,

而人类 EG 细胞不但表达 SSEA 23, 4、TRA 21260、

TRA 21281, 而且还表达 SSEA 21[1, 3 ]。小鼠 ES 细胞

SSEA 21、起源因子 (Genesis)、生殖细胞核因子

(Germ cell nuclear facto r) 及生长因子 3 (GD F23)

检测均呈阳性, 而EG 细胞只表达 SSEA 21。大鼠ES

细胞表达 SSEA 21, IL 26。牛 ES 细胞表达 SSEA 21,

SSEA 23, SSEA 24。目前, 大鼠、牛 EG 细胞表面抗

原的检测尚未见报道。

2. 2. 2　碱性磷酸酶　在早期胚胎及干细胞中, 碱

性磷酸酶 (a lkaline pho sphatase, A P) 活性较高, 而

在已分化的细胞中活性明显降低。大多数哺乳动物

ES 和 EG 细胞均表达较高的A P 活性, A P 染色呈

阳性。但牛 ES 和 EG 细胞A P 活性不稳定。因此,

A P 活性不能作为牛 ES 或 EG 细胞特异性标志[8 ]。

2. 2. 3　端粒酶　端粒酶 ( telom erase) 是一种由

蛋白质和RNA 构成的核糖核蛋白体, 端粒的长度

是通过端粒酶来维持的。ES 和 EG 细胞均表达端粒

酶活性。T hom son 等[7, 9 ]证实, 人类 ES 细胞高度表

达端粒酶活性。端粒酶的激活对于干细胞长期更新、

增殖是必须的。

2. 2. 4　O ct24 基因　O ct24 是维持细胞多能性的一

个重要转录因子, 是 POU 家族成员, 缺乏O ct24 的

胚胎在附置后不久死亡, 因为其 ICM 不能正常发

育, 它在早期胚胎发育过程中起着重要的作用。小

鼠 ES, EG 细胞及灵长类 ES 细胞均表达O ct24 转

录产物[1 ] , 但还没有资料报道人 EG 细胞是否表达

O ct24 转录产物。同时, ES 和 EG 细胞分化的表达

模式和基因剔除试验表明, O ct24 对维持 ES 和 EG

细胞未分化状态是必不可少的。N iw a 等[10 ]认为,

O ct24 基因与 ES 细胞分化关系密切, 人为的调控

O ct24 基因在 ES 细胞中的表达水平, 可使 ES 细胞

向不同的方向分化, O ct24 表达水平上调 2 倍使 ES

细胞分化为原始内胚层, O ct24 表达水平不变使 ES

细胞维持未分化状态, O ct24 表达下调使 ES 细胞分

化成滋养层细胞。

2. 2. 5　印记基因　印记是描述由每个亲本遗传而

来的等位基因之间的行为差异。印记基因是指存在

亲本染色体上的等位基因的表达取决于它们是在父

源染色体上还是在母源染色体上。来自父系、母系

的印记基因有所不同, 当精卵结合时, 父母双方印

记基因均应出现, 否则, 发育就不正常[7 ]。哺乳动物

生殖细胞在发育过程中伴随着一系列的特异性基因

表达修饰作用, 如大范围基因组去甲基化, 与印记

基因相关的特异性等位基因去甲基化以及X 染色

体的重新激活等[11 ]。印记基因的去甲基化能使两个

等位基因共显性表达或隐性表达以调节基因剂量补

偿作用, 使双亲基因组获得遗传上和功能上的平衡。

ES 细胞与 EG 细胞均保留着印记基因, 它们在体外

都能形成嵌合体已证明了这一点[12 ]。ES 细胞与 EG

细胞一个重要的区别是 ES 细胞与 EG 细胞的胰岛

素样生长因子Ê 受体 ( In su lin2like grow th facto r2Ê

recep to r, Igf2r) 基因甲基化状态不同。ES 细胞及

正常体细胞印记基因 Igf2r 包含 1 个母系甲基化位

点和 1 个父系非甲基化位点, 而 EG 细胞中印记基

因 Igf2r 两个位点均处于非甲基化状态, 这可能反

映着生殖嵴中的原始生殖细胞和胚泡 ICM 细胞是

两种不同的发育模式[13 ]。EG 细胞保持非甲基化状

态可能是因为体外培养时 Igf2r 甲基化不稳定的结

果。ES 细胞印记基因H 19 父系等位基因的甲基化

与体细胞相似, 但与 ICM 不同, 提示印记基因H 19

甲基化与细胞周期数有关, 而与细胞分化阶段无

关[12 ]。EG 细胞在形成嵌合体时畸胎瘤发生率比ES

细胞高, 这可能提示小鼠 EG 细胞印记基因在 EG

分离培养时发生了某种程度的改变。

2. 2. 6　ES 及 EG 细胞培养建系　一般而言, EG

细胞培养建系较 ES 细胞困难, EG 细胞在体外培养

增殖能力较 ES 细胞弱, 其所需条件特别是饲养层

较 ES 细胞严格。真正意义上的 ES 及 EG 细胞建系

要求形成生殖系嵌合体后代。目前, 除小鼠外, 还

没有哪一种动物 ES 或 EG 细胞得到生殖系嵌合体

后代, 因此, 只能称作类 ES 细胞系。有关哺乳动物

ES 细胞建系研究较多, 大鼠、牛、羊、猪、兔、恒

河猴及人[9 ]均得到了类 ES 细胞系, 而 EG 细胞仅在

猪[14 ]及人[3 ]上建立类 ES 细胞系。O do rico 等[15 ]分

离一个 ES 细胞株体外培养超过 2 年, 达 300 多倍

增次数 (popu la t ion doub ling, PD )。M italipova 等[16 ]

从致密桑椹胚分离牛 ES 细胞, 最高 1 株传至 150

代。Sham b lo t t 等[3 ]将人 EG 细胞传了 20 多代。国

内, 西北农林科技大学陕西省干细胞工程技术研究

中心华进联[17 ]从人流产胎儿中分离出 EG 细胞, 现
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已传至 13 代。李松[18 ]自牛 5～ 13 周龄胎儿原始生

殖嵴及周围组织分离克隆出 EG 细胞, 最高 1 株传

至 15 代。EG 细胞在体外培养增殖时间不及 ES 细

胞长, 但还没有证据显示EG 细胞的寿命是有限的。

EG 细胞能否永生化还需要进一步研究和证明。

2. 3　发育全能性和分化潜能

2. 3. 1　体外分化实验　Sham b lo t t 等[2 ]认为, 类

胚体的形成是 ES 细胞及 EG 细胞在体外分化过程

中必不可少的一步。但本实验室在对ES 细胞及 EG

细胞进行体外分化实验时发现不形成类胚体, 体外

分化也可得到心肌跳动样细胞团、神经细胞、成骨

细胞和脂肪细胞。ES 细胞和 EG 细胞在体外均能诱

导分化成为造血细胞、心肌细胞、神经细胞、血管

内皮细胞、脂肪细胞、软骨细胞、肌细胞等[2, 19 ]。另

外, H am azak i 等[20 ]证实小鼠 ES 细胞可诱导分化为

肝细胞。Yam ane 等[21 ]报道小鼠 ES 细胞能诱导分

化成黑色素细胞。N agafuch i 等[22 ]建立了一个能有

效诱导小鼠 ES 细胞分化为B 淋巴细胞的培养体

系。但至今还没有人报道 EG 细胞能诱导分化为肝

细胞、黑色素细胞。

2. 3. 2　体内分化　将小鼠 ES 细胞或 EG 细胞注

入裸鼠皮下, 2～ 3 周后取出瘤块, 组织切片可见形

成3 个胚层的畸胎瘤, 除大量的干细胞巢和间质细

胞外, 还包括神经管、腺管、上皮组织、软骨和肌

肉等多种类型分化的细胞。人 ES 细胞能形成 3 个

胚层的畸胎瘤, 而 EG 细胞却不能[3, 9, 23 ]。

2. 3. 3　核移植和嵌合体动物　以ES 细胞或EG 细

胞为核供体, 将其注入去核的卵母细胞中来克隆动

物。目前, 已有 ES 细胞克隆牛[24 ]、绵羊[25 ]、小鼠,

EG 细胞克隆牛、小鼠。但二者在克隆动物方面究竟

有何差异还需要进一步研究。参与宿主胚胎发育, 形

成嵌合体动物包括生殖系嵌合体后代是 ES 和 EG

细胞特有的最基本的特征, 也是验证ES 和EG 细胞

发育全能性最有说服力的手段。ES 细胞嵌合体动

物, 如小鼠、大鼠、牛[26 ]、猪[27 ]、兔[28 ]已有报道,

EG 细胞产生嵌合体动物只有小鼠[29 ]和猪[14 ]上有报

道。但只有小鼠能形成真正意义上的生殖系嵌合体

后代[1, 13 ]。EG 细胞与宿主胚胎嵌合时畸胎的形成率

比 ES 细胞高。

3　ESöEG 细胞的应用价值与前景

随着基因工程和胚胎工程技术的迅速发展, 已

愈加显示出 ES 和 EG 细胞在生物医学及畜牧业生

产上的巨大应用价值。ESöEG 细胞最具有潜力的应

用领域表现在移植医学上, 在特定的条件下可诱导

其分化为特定的细胞, 乃至在体外构建特定的组织

或器官。如诱导分化为心肌细胞来治疗心肌梗塞等

病症; 分化为胰岛细胞可根治糖尿病; 分化为神经

细胞, 一些帕金森氏综合症、亨廷顿舞蹈症、阿尔

茨氏症等就可得到治疗等。对 ESöEG 细胞进行基

因改造, 把外源基因定点插入或把内源基因剔除, 可

以生产人们需要的生长快、抗病能力强、优质高产

的转基因家畜, 或获取所需的基因表达产物, 如药

用蛋白。用 ESöEG 细胞可以克隆出优质高产的家

畜, 从而大幅度提高良种家畜的繁殖效率。ESöEG

细胞系的建立将对药理研究和新药开发产生巨大的

影响。总之, ESöEG 细胞的研究与应用将会极大地

推动细胞生物学、发育生物学、遗传学等基础学科

的发展, 并将引起生物制药工业、临床医学和畜牧

业生产的巨大变革, 从而为人类创造无限的财富。
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ES and EG cells

XU X iao-m ing, YANGW e i-feng, DOU Zhong-y ing, HUA J in - l ian
(S haanx i S tem Cell E rg ineering R esearch Cen tre, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F oresty , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Bo th em b ryon ic stem (ES) cells and em b ryon ic germ (EG) cells are p lu ripo ten t stem cell
derived from em b ryo. ES cells are derived from the inner cell m ass cells of b lastocysts, w hereas EG cells
are derived from p rimo rdia l germ cells of the develop ing gonadal ridge and m esen tery. ES cells and EG cells
have great values and p rom ising p ro spects in each field of mo rdern life science. T h is paper review s the
characterist ics of EG cells, the differences betw een ES and EG cells and their app lica t ion s.

Key words: em b ryon ic stem cells; em b ryon ic germ cells; p lu ripo ten t stem cells
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