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原始生殖细胞的人类胚胎干细胞克隆
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( 1西北农业大学家畜生殖内分泌与胚胎工程农业部重点开放实验室 ;

2咸阳市第三人民医院 ,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　取材于妊娠终止胚胎生殖腺或生殖嵴及其周围组织 ,用 DM EM+ NCS培养液

体外培养 ,分离由人 PGCs转化成的类 ES细胞 ,并将其与同源胚胎成纤维细胞一起用胰蛋白

酶+ EDT A的无钙镁 PBS液消化传代。在原代培养 12 h观察到胞体较大、边缘不整、贴壁分

裂增殖的 PGCs样细胞 , 48 h后观察到 26处紧密排列呈鸟巢状的类 ES细胞集落及集落团。

第 6 d传代成功 ,第 16 d传至第 4代。结果表明 ,体外培养附植后胚胎能够建成人的类 ES细胞

系。
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原始生殖细胞 ( PGCs)作为胚胎干 ( ES)细胞分离与克隆的一种新型材料 ,最先由

Matusi于 1992年在小鼠上获得成功 [1 ]。近年来又在小鼠 [2 ]、大鼠 [ 3]、牛 [4 ]和猪 [5 ]等动物上

取得重要进展。这种来自 PGCs的 ES(也有人称为 EG)细胞 ,在体外不仅能增殖、传代 ,而

且保持未分化状态 ,其生殖系嵌合体能产生功能性配子 ,因而具备囊胚 ES细胞的各种特

点。人的类 ES细胞分离与克隆 ,用囊胚内细胞团 [6 ]和畸胎瘤 [7 ]作为材料的只有各 1例报

道。国内这方面的研究尚未见报道。

本研究从 1995年开始 ,利用妊娠终止的废弃胚胎 ,经过多次试验 ,由 PGCs分离培养

得到人的类 ES细胞 ,为生命科学和人类医学研究提供了发育多能性的试验材料。

1　材料和方法
胚胎采集与预处理　在妇产科门诊收取妊娠终止的新鲜胚胎 ,用添加抗生素的无钙

镁 PBS溶液 (简称 PBS( - ) )充分冲洗。其中编号为 9768的胚胎冠臀长 80 m m,体宽 46

m m,胚龄约 106 d.

原代培养　取生殖腺或生殖嵴及其周围组织 ,剪碎 ,加入 2. 5 g L
- 1
胰蛋白酶+ 0. 4 g

 L
- 1

EDT A的 PBS( - )消化液 ,磁力搅拌消化 20～ 40 min,用孔径 100 μm的纱网过滤 ,

收集细胞悬液。然后加入等体积的 DM EM+ 100 m L L
- 1新生犊牛血清 ( N CS)培养液终

止消化 ,离心 ( 1 000 r /min, 5 min) 2次 ,弃去上清液后加入培养液 ,并调整细胞总浓度为

104～ 105个 /m L, 转移到直径为 7. 5 cm培养皿中 , 置入 CO2培养箱内培养 ( 37℃ , 10 m L 

L- 1 CO2 ,饱和湿度 )。12 h及此后每隔 48 h更换一次培养液。
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用体视显微镜和倒置显微镜寻找贴壁增殖的 PGCs和类 ES细胞集落 ,并在培养皿

底做出位置标记 ,以便逐日跟踪观察、拍照。

继代培养　类 ES细胞集落出现 2～ 4 d,周围开始出现分化细胞时再行传代。将观察

到的类 ES细胞集落连同贴壁共生的其他细胞一起用消化液处理 ,用吸管吹打 ,辅以机械

剥离 ,使细胞离散 ,加入培养液后离心 ,重新制成细胞悬液 ,继续培养。

2　试验结果

2. 1　原代培养 PGCs的细胞形态学特征

　　 9768号胚胎培养 12 h更换培养液之后观察到大量均匀分布、贴壁生长的成纤维细

胞。其间有体积较大、囊泡化并伸出伪足、边缘不整的 PGCs样细胞 ,有的已经开始分裂。

同时观察到 2～ 4个细胞聚集形成的多细胞团。这些结果符合 PGCs的典型特征。

2. 2　原代培养的类 ES细胞形态学特征及细胞集落数目

培养 48 h之后 , 2号和 3号培养基中首先观察到 16处类 ES细胞集落。其细胞排列紧

密 ,呈鸟巢状 ,细胞之间界限不清 ,细胞核大 (图 1-a)。随着培养时间的延长 ,“鸟巢”体积逐

渐变大。有的集落细胞相互重叠堆积 ,形成 3处不规则形集落团 ( mixed colonies,图 1-b)。

所有集落及集落团均明显凸出于成纤维细胞表面。此后集落数在 3个培养基中均有所增

加 ,总共观察到 26处 ,变化情况见表 1. 1号培养基在原代培养第 5 d出现污染。

图 1　人类 ES细胞和成纤维细胞集落的显微照片

a.原代培养的鸟巢状人类 E S细胞集落 80× ; b.原代培养的 5个类 ES细胞集落相互重叠形成集落团 20× ;

c.传至第 3代的类 ES细胞集落 80× ; d.传至第 3代的成纤维细胞集落 80×

2. 3　类 ES细胞的继代培养

2号原代 (第 1代 )培养至第 6 d传代成功 ,第 11 d传至第 3代 (图 1-c) ,第 16 d传至第 4

代。3次传代后分别观察到 1, 3和 2处类 ES细胞集落 (表 1)。此后出现污染。3号原代培养在

第 8 d首次传代后 ,没有观察到新的集落出现。

表 1　原代和继代培养的类 ES细胞集落数

培养基
编号

原代培养 /d 传代培养 /代

2 3 4 5 6 2 3 4

1 0 2 2 2

2 10 14 14 14 14 1 3 2

3 6 6 8 10 10 0
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2. 4　成纤维细胞的原代和继代培养及其形态学特征

原代培养 12 h后成纤维细胞开始生长 ,第 3 d以后大量增殖。传至第 6代后人为终止

试验。此次培养的人胚胎成纤维细胞与小鼠相比稍显粗壮 ,多呈梭形 ,纤维伸出较短 ,细胞

轮廓清晰 (图 1-d)。

3　讨　论

本研究从人 PGCs中分离得到具有典型形态特征的类 ES细胞克隆 ,并且传至第 4

代 ,说明体外培养附植后胚胎能够建成人的类 ES细胞系。这在国际上目前尚未见报道。

从内细胞团分离 ES细胞的报道未见提及 ES细胞集落团的存在。本研究集落团至少

出现 3处 ,为它们来自 PGCs提供了重要佐证 ,因为 PGCs自身具有群集的趋向
[8 ]。

ES细胞的分离和克隆方法 ,一般是先用成纤维细胞制作饲养层 ,然后把早期胚胎或

PGCs置于饲养层上共同培养。本研究将 PGCs形成的类 ES细胞克隆与共生同源成纤细

胞一起培养、传代 ,从试验结果看是可行的。同时也证明人的 PGCs在生殖腺中并不是在

短期内就全部发育成精 (卵 )原细胞 ,少数细胞可持续存在到妊娠 4个月左右。

ES细胞的鉴定方法有多种途径 ,其中形态学特征是其他方法的基础和先决条件。本

研究实施之时正值高温季节 ,培养系统受到污染而使试验终止 ,进一步的试验研究和检测

工作有待于在今后进行。
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Abstract　 Abo rted human fetuses w ere collected to iso late PGCs-deriv ed ES-like

cells f rom genital g land /ridge and the tissue around, wi th DM EM+ N CS( new born calf

serum ) as cul ture medium. ES-like cells w ere disagg rega ted and passaged to gether w ith

hom ologous em bryonic fibroblasts using t rypsin+ EDT A in Ca
2+

and Mg
2+

f ree PBS. At

12 h of primary culture PGCs at taching to the bot tom of cul ture dish with large size and

blebbling edge w ere observ ed. Af ter 48 h arose 26 discrete and mixed ES-like colonies in

w hich cells were densely packed making the colonies nest-like. On day 6 some co lonies

succeeded in the first passaging, and subcul tured to passage 4 on day 16. The resul t sug-

gested that ES-like cell line in human could be established by cul turing po st-implanta-

tion embryo.

Key words　 prim ordial germ cell , embryonic stem cell, i solation, passage, colony , in

vi t ro cul ture, human
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