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大鼠心肌条件培养基在昆明白小鼠胚胎
干细胞分离培养中的效果
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　　[摘　要 ]　采用大鼠心肌条件培养基对昆明白小鼠胚胎干细胞进行分离、消化传代、培养鉴定等, 研究大鼠心

肌条件培养基在昆明白小鼠胚胎干细胞分离培养中的作用效果。结果显示, SD 大鼠心肌条件培养基在昆明白小鼠

3. 5 d 囊胚胚胎干细胞集落分离中, 所分离的昆明白小鼠胚胎干细胞集落具有岛屿状生长, 隆起于饲养层上; 碱性

磷酸酶染色为强阳性; 体外分化可形成类胚体状结构, 贴壁的类胚体周边会出现许多分化的上皮样细胞或单个散

在的细胞; 经过常规冻存传代的胚胎干细胞集落具有较为一致的生长形态, 并呈现胚胎干细胞集落所特有的岛屿

状生长形态; 对传至第5 代的小鼠胚胎干细胞集落进行核型分析, 小鼠胚胎干细胞核型正常率大于75%。试验证实,

SD 大鼠心肌条件培养基在昆明白小鼠胚胎干细胞分离培养过程中效果较好。
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　　胚胎干细胞 (em b ryon ic stem cells, ES 细胞) 是

从哺乳类动物的囊胚内细胞群 ( inner cell m ass,

ICM ) 或原始生殖细胞 (p rimo rdia l germ cells,

PGC s)中分离的一群细胞。ES 细胞在适当的环境条

件下, 能够分化为机体各种前体细胞, 最终形成机体

组成细胞, 能够克服机体组织短缺和免疫排斥等问

题, 为再生医学和生物医学提供了广阔的应用前

景[1～ 3 ]。 1981 年, 英 国 剑 桥 大 学 的 Evan s 和

Kaufm an [4 ]用延缓着床的胚泡在成纤维细胞无限系

(STO ) 饲养层上, 美国加州大学旧金山分校的

M art in [5 ]用小鼠的畸胎瘤细胞条件培养基, 分别成

功地分离建立了小鼠的ES 细胞系。目前, 国际上大

多数小鼠的 ES 细胞系来源于 129, C57BL ö6J 和

BALB öc 品系的小鼠[6～ 8 ]。由于129 品系小鼠具有高

频自发畸胎瘤特性及其ES 细胞容易癌化等缺点, 限

制了 129 品系小鼠ES 细胞在免疫学和组织移植研

究中的应用。在国内, 韩嵘等[9 ]在 1997 年较早地利

用大鼠心肌条件培养基从C57BL ö6J 品系小鼠中分

离ES 细胞, 2002 年孟国良等[10 ]利用大鼠心肌条件

培养基从BALB öc 品系小鼠中分离并建立了ES 细

胞系。昆明白小鼠作为我国应用最多的实验小鼠, 其

ES 细胞建系的成功率很低, 建株的报道也很少[7, 8 ] ,

有关其ES 细胞的分离培养是利用白血病抑制因子

( leukem ia inh ib ito r facto r, L IF ) 条件培养基完成

的, 但到目前为止, 采用大鼠心肌条件培养基成功分

离培养传代昆明白小鼠ES 细胞集落, 在国内还未见

报道。本研究利用SD (Sp rague2D aw ley, SD )大鼠的

心肌条件培养基, 作为昆明白小鼠ES 细胞分离培养

液, 以小鼠胎儿成纤维细胞为饲养层, 分离培养昆明

白小鼠ES 细胞, 并对分离的ES 细胞进行培养鉴定,

掌握其生物学特性, 为昆明白小鼠ES 细胞建系和深

入研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　昆明白小鼠和 Sp rague2D aw ley (SD ) 大鼠均购

自第四军医大学实验动物中心; DM EM 培养基为

Gibco 公司产品; 孕马血清促性腺激素 (PM SG) 和

人绒毛膜促性腺激素 (HCG) 购自宁波激素制品有

限公司; 胎牛血清购自北京鼎国生物技术发展中心;
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丝裂霉素C 购自 Sigm a 公司; 碱性磷酸酶 (a lkaline

pho sphatase, A KP) 检测试剂盒为南京建成生物工

程研究所产品。

1. 2　方　法

1. 2. 1　大鼠心肌条件培养基的制备　取2～ 3 周龄

大鼠, 断颈处死, 立即无菌采取心脏, PBS 缓冲液洗

除血迹后, 剪除心房部分, 将心室部分剪成l～ 2 mm 3

的组织块。将组织块摆放在培养皿中, 在37 ℃, 体积

分数5% CO 2 饱和湿度培养箱中培养。组织块贴附2

h 后, 加入DM EM 培养基继续培养。

当心肌细胞长满培养皿时, 取1～ 5 代心肌细胞

的培养液用于条件培养基的制备。将心肌细胞培养

液1 000 röm in 离心 5 m in, 弃去细胞碎片, 用 0. 22

Λm 滤膜过滤, 分装冷冻保存备用, 此为大鼠心肌培

养基原液。使用前以6 份上述大鼠心肌培养基原液

加3 份新鲜胚胎干细胞培养液和1 份胎牛血清, 共同

组合成大鼠心肌条件培养基。

1. 2. 2　小鼠胎儿成纤维细胞饲养层的制备　将成

熟母小鼠于下午 5: 00～ 6: 00 腹腔注射孕马血清促

性腺激素, 每只10 IU。48 h 后, 腹腔注射人绒毛膜促

性腺激素, 每只 10 IU , 并按公母鼠 1∶1 比例合笼。

次日上午8: 00 前观察母小鼠阴道栓, 见栓当天上午

定为怀孕0. 5 d。取怀孕12. 5～ 14. 5 d 母鼠, 断颈处

死, 无菌条件下取出整个子宫, 在无菌滤纸上吸干血

迹。PBS 洗涤3 次, 沿子宫系膜侧剪开子宫, 取出胚

胎, 去除胎儿的头、四肢、内脏及尾部。用小剪刀将胚

体充分剪碎, PBS 充分洗涤, 室温静止后, 去上清

液, 加入消化液, 消化至组织呈粘絮状。5～ 10 m in

后, 加入等体积含血清培养液终止消化, 吹打, 过滤,

1 000 röm in 离心5 m in, 细胞记数, 调整细胞浓度为

(1～ 5)×106mL - 1, 接种培养。在37 ℃、体积分数5%

CO 2、饱和湿度培养箱中培养。采用3～ 5 代小鼠胎儿

成纤维细胞作为饲养层细胞。当小鼠胎儿成纤维细

胞铺满培养皿时, 换成含10 ΛgömL 丝裂霉素C 培养

液, 在培养箱中培养2～ 4 h。弃去含丝裂霉素C 的培

养液, PBS 洗涤, 消化细胞层, 以3×105mL - 1接种到

事先用明胶包被的培养皿中, 在37 ℃、体积分数5%

CO 2、饱和湿度培养箱中培养。

1. 2. 3　小鼠胚胎的获取和培养　于下午 5: 00～

6: 00, 给成熟的母小鼠腹腔注射PM SG, 每只小鼠10

IU。48 h 后, 腹腔注射HCG, 每只10 IU , 同时公母鼠

以1∶1 比例合笼。次日上午8: 00 前观察母小鼠阴道

栓, 见栓当天上午定为怀孕0. 5 d, 见栓的第4 天为怀

孕3. 5 d。断颈处死怀孕3. 5 d 的母小鼠, 在无菌条件

下打开腹腔, 暴露子宫。镊住近子宫颈端并剪断, 分

离子宫系膜, 在输卵管端剪断子宫角。取出子宫角,

在无菌滤纸上吸干血迹, 置入无菌培养皿内, 用 1

mL 无菌注射器吸入含5% FBS 的PBS。从子宫角端

进针, 保证针头进入子宫腔内, 快速推入子宫腔, 每

侧子宫注入0. 2～ 0. 5 mL , 将胚胎冲出。将盛有胚胎

和含5% FBS 的PBS 培养皿置于体视显微镜下用吸

卵针收集胚胎。

1. 2. 4　小鼠胚胎干细胞的分离　将取出的小鼠胚

胎 (多为囊胚)移植到事先制备好的小鼠胎儿成纤维

细胞饲养层上, 换成胚胎干细胞专用的大鼠心肌条

件培养基, 对孵出的 ICM 消化传代, 并继续培养, 对

孵出的ES 细胞集落进行常规的冻存复苏传代培养,

每2 d 半量换液1 次。

1. 2. 5　小鼠ES 细胞的鉴定　 (1)小鼠ES 细胞形态

学鉴定。观察分离的小鼠ES 细胞的形态学特征。

(2)小鼠ES 细胞碱性磷酸酶鉴定。将胚胎干细胞种

植在事先放置有盖玻片的培养皿内培养24 h。取出

已生长有胚胎干细胞克隆的盖玻片, 按照碱性磷酸

酶检测试剂盒的操作说明进行检测。 (3)小鼠ES 体

外分化能力观察。待单个胚胎干细胞长成克隆后, 弃

培养液。用PBS 洗1 次, 加入消化液, 在室温下作用

约30 s , 弃消化液。加入ES 细胞基础培养液, 轻轻吹

打, 不吹成单细胞而让其保持团状。将团状的胚胎干

细胞克隆移入培养皿内, 加入ES 细胞基础培养液,

37 ℃、体积分数 5% CO 2、饱和湿度培养箱中培养。

(4)小鼠ES 细胞核型分析。取处于对数生长期的第

5 代小鼠的ES 细胞集落, 加秋水仙素使其终质量浓

度为0. 15 ΛgömL , 作用6 h 后, 在0. 075 mo löL KC l

溶液中37 ℃低渗30 m in。固定 (冰醋酸∶甲醇= 1∶

3) 10 m in。取30 ΛL 细胞悬液滴于- 20 ℃的载玻片

上, 在酒精灯火焰上烤干。吉姆萨染色10 m in 后, 自

来水冲洗掉染液, 空气中自然干燥, 在 1 000 倍油镜

下统计正常核型率。

2　结果与分析

2. 1　心肌细胞形态学特征

　　组织块周围的原代心肌细胞呈现不规则的圆

形、三角形, 细胞间紧密连接。整体形如铺路石样, 一

般心肌细胞核内有1 个或多个核仁。传代的心肌细

胞一般铺展状况明显, 常伸出伪足, 形成不规则的星

形 (图1)。随着细胞生长密度不断增加, 细胞间伸出

的伪足会交织成网状。
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图 1　SD 大鼠传代的心肌细胞 (×100)

F ig. 1　Passaged cardiom yocytes of SD rat (×100)

图 2　3. 5 d 小鼠的桑葚胚和囊胚 (×200)

F ig. 2　M ouse mo ru la and b lastocyst of 3. 5 d (×200)

2. 2　3. 5 d 小鼠胚胎形态学特征

3. 5 d 小鼠胚胎在不同小鼠体内或同一小鼠体

内发育的整齐性存在着一定差异。取出的胚胎为处

于不同发育阶段的桑葚胚和囊胚 (图2)。

2. 3　小鼠ES 细胞集落的分离

对68 个3. 5 d 昆明白小鼠囊胚, 利用SD 大鼠心

肌条件培养基进行培养, 96 h 后有51 个囊胚中分离

出 ICM , 分离率为75 % (51ö68)。对 ICM 分离消化传

代培养, 27 个 ICM 中分离出ES 细胞集落, 分离率为

39. 71 % (27ö68) (表1)。小鼠ES 细胞集落呈鸟巢状

突起在饲养层细胞上, 多层密集堆积, 边缘清楚, 表

面平滑, 结构致密, 细胞团内界线不清楚, 细胞团集

落同饲养层的界线清晰。胰酶消化后的单个细胞小

而圆, 核大, 胞浆小。有时在边缘可见少量已分化的

细胞, 形态为扁平上皮细胞样或梭形, 单个零星分布

(图3)。经常规冻存复苏的ES 细胞集落呈岛屿状生

长, 并能够稳定传代。

2. 4　小鼠ES 细胞碱性磷酸酶鉴定

碱性磷酸酶检测试剂盒检测显示, 分离培养的

小鼠ES 细胞团呈强阳性, 颜色为紫红色, 整个ES 细

胞团深染, 饲养层小鼠胎儿成纤维细胞不着色, 两者

可以形成明显反差 (图4)。
表 1　大鼠心肌条件培养基对小鼠ES 细胞集落的分离

T able 1　 Iso la t ion of mouse ES cell co lon ies

w ith m edia condit ioned

分组
Group

囊胚数
N o. of
b lasto2
cysts

孵出 ICM 胚数
N o. of

em bryo s
w ith ICM

孵出ES 细胞
集落胚数

N o. of
em bryo s
w ith ES

cell co lony

1 21 14 7

2 13 10 6

3 12 10 5

4 10 9 4

5 12 8 5

图 3　小鼠ES 细胞 (×400)

F ig. 3　M ouse ES cells (×400)

图 4　小鼠ES 细胞碱性磷酸酶染色 (×200)

F ig. 4　A lkaline pho sphatase sta in ing of mouse ES (×200)

图 5　体外分化的小鼠ES 细胞 (×200)

F ig. 5　M ouse ES cell differen tia ted in v itro (×200)
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2. 5　小鼠ES 细胞的体外分化

小鼠ES 细胞团在体外经过一段时间培养, 其周

围会出现许多分化的上皮样细胞或单个散在分布的

血液中单核细胞样细胞, 分化的细胞有的相互连成

一片, 有的单个散在零星分布, ES 细胞团中常可以

见到同心圆的类胚体结构 (图5)。

2. 6　小鼠ES 细胞的核型分析

对稳定传代的第 5 代小鼠ES 细胞集落随机取

材, 5 个样本的二倍体核型检测结果分别是 83% ,

79% , 77% , 74% , 80% , 平均值为 78. 6% , 其核型正

常率大于75%。

3　讨　论

本研究利用SD 大鼠心肌条件培养基成功分离

培养出昆明白小鼠ES 细胞集落, 并能够稳定传代,

说明SD 大鼠心肌条件培养基适合于昆明白小鼠ES

细胞集落的分离培养。目前, 国际上已建立的数百个

小鼠ES 细胞系中, 大多数来源于 129, C57BL ö6J 和

BALB öc 品系小鼠。来源于129 品系小鼠的ES 细胞

比较容易分离培养和建系, 但是由于该品系小鼠具

有高频自发畸胎瘤及其ES 细胞容易发生癌化等缺

点, 降低了该品系小鼠的适用范围[6 ]。昆明白小鼠作

为我国在动物试验中广泛应用的小鼠品系, 由于该

品系种属特异性问题, 其ES 细胞集落分离培养传代

过程中存在许多困难[8 ]。目前, 关于昆明白小鼠ES

细胞能够稳定培养传代的报道很少[7, 8 ] , 因此寻找一

种合适的培养体系, 对于昆明白小鼠胚胎干细胞的

分离培养和深入研究非常重要。

目前, 国内研究昆明白小鼠ES 细胞的很多, 利

用添加L IF 的ES 细胞培养基进行分离培养成为首

选方法。本试验中发现, 在昆明白小鼠ES 细胞分离

培养中, SD 大鼠心肌条件培养基比添加L IF 的ES

细胞培养基具有明显的优势, 对 68 个 3. 5 d 昆明白

小鼠囊胚利用SD 大鼠心肌条件培养基进行培养, 96

h 后有51 个囊胚中分离出 ICM , 分离率为75% (51ö

68)。对 ICM 分离消化传代培养, 27 个 ICM 中分离

出ES 细胞集落, 分离率为39. 71% (27ö68)。这个结

果高于秦茂林等[8 ]利用L IF 条件培养基在昆明白小

鼠ES 细胞集落分离时的结果, 低于孟国良等[10 ]利

用大鼠心肌条件培养基在BALB öc 小鼠ES 细胞分

离时的结果。昆明白小鼠比BALB öc 小鼠ES 细胞集

落更难分离成功。韩嵘等[9 ]研究发现, 2～ 3 周龄大

鼠心肌细胞能分泌抑制ES 细胞分化的因子, 其条件

培养基不仅具有与白血病抑制因子条件培养基相同

的作用, 还能显著促进ES 细胞的贴壁和生长, 这一

作用是白血病抑制因子条件培养基所不具备的。

A ncey 等[11 ]研究发现, 原代培养的人心肌细胞可以

分泌L IF , IL 26, IL 211 等多种细胞因子。人和鼠的

L IF 基因有78%～ 94% 的同源性[12 ]。L IF 作为一个

具有多种效应的细胞因子, 同睫状神经营养因子

(cilia ry neu ro troph ic facto r)、制瘤素M (onco sta t in

M )、心肌营养因子21 (card io troph in21)、IL 211 等共

同构成白细胞介素6 (in terleuk in 6, IL 26)家族。它们

由各种类型的细胞分泌, 介导不同的作用, 是否被调

控细胞增殖与分化, 主要依赖于这些细胞的类型和

其所处的分化阶段 [13 ]。L IF 的一个特殊膜受体

gp 190 又叫L IFR Β[14 ] , L IF 受体的另一个组成成分

是gp 130, gp 130 受体对 IL 26 家族的所有成员是通用

的, 这可以解释这些细胞因子之间的交叉效应[15 ]。

分析认为, L IF , IL 26 和 IL 211 作为同一个家族成员

在心肌条件液中, 连同其他一些至今还不清楚的细

胞因子, 在昆明白小鼠ES 细胞分离培养过程中相互

协调, 共同作用, 取长补短, 在培养液中的协同作用

强于L IF 单一成分, 使其在昆明白小鼠ES 细胞分离

培养过程中效果较好。

通过对大鼠心肌条件培养基在昆明白小鼠ES

细胞分离培养中的一系列研究, 可以证实SD 大鼠心

肌条件培养基在昆明白小鼠ES 细胞分离培养过程

中效果较好。
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Effect on iso la t ion and cu ltu re of Kunm ing w h ite m ou se

ES cells w ith m edia cond it ioned of ra t card iom yocyte

L IU Jun -p ing1, 2, CAO Hong-guo1, ZHENG Y ue-mao1,

ZHAO Hui-y ing1,W EN Y e-fe i1, ZHANG Y ong1

(1 Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and A nim al M ed icine, Inner M ong olia A g ricu ltu re U niversity , H ohhot, Inner M ong olia 010018, Ch ina)

Abstract: Effect on iso la t ion and cu ltu re of Kunm ing w h ite mou se em b ryon ic stem cells w ith m edia

condit ioned of ra t card iom yocyte w as studied in th is paper by iso la t ion, d igest ion, passage, cu ltu re,

iden t if ica t ion and o ther w ays. R esu lts show that mou se em b ryon ic stem cell clu sters iso la ted w ere island2
like on feeder layers of mou se em b ryon ic fib rob last; A lkaline pho sphatase sta in ing of mou se em b ryon ic

stem cell w as st rongly po sit ive;M ou se em b ryon ic stem cells cou ld becom e em byon ic bodies2like st ructu res

in vit ro , and em b ryon ic bodies w h ich stuck to p la tes cou ld be differen t ia ted in to ep ithelia l2like cells and

scat tered single cell; Em b ryon ic stem cells w ere iden t ica l and island2like im age by rou te freeze and cu ltu re;

Karyo type analysis to the 5th passage em b ryon ic stem cells w as researched, and the no rm al ra te w as over

75%. It ind ica ted that the effect of m edia condit ioned of SD rat card iom yocyte to iso la t ion and cu ltu re of

Kunm ing w h ite mou se em b ryon ic stem cell w as very good.

Key words: SD rat; m edia condit ioned of card iom yocytes; Kunm ing w h ite mou se; ES cell
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