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哺乳动物胚胎干细胞的研究历史和现状
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　　[摘　要 ]　与胚胎细胞相比,胚胎干细胞占有数量优势,与体细胞相比,则有低分化的优势。本研究在综述哺

乳动物胚胎干细胞研究历史的基础上,概述了胚胎干细胞的分离方法和存在的问题。
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　　胚胎干细胞 (Em bryon ic stem cell, ES 细胞)是

由早期胚胎内细胞团 ( Inner cell m ass, ICM ) [1 ]或原

始生殖细胞 (P rimordial germ cells, PGC s) [2 ]经体外

分化抑制培养筛选出的一种多潜能细胞。它既保持

了早期胚胎正常二倍体核型特征和分化成包括生殖

腺在内的各种组织的分化潜能,又象其他细胞一样

可在体外培养、扩增、筛选、转化和冻存。这些特征使

其在培养的细胞和个体发育之间、体细胞与生殖细

胞之间架起了桥梁,成为当前生物工程研究的热点

和难点,在细胞生物学、发育生物学、遗传学、神经生

物学和医学等领域中发挥着日益重要的作用。本文

就 ES 细胞的研究历史, 分离克隆体系的建立及存

在的问题加以综述。

1　ES细胞的研究历史

在哺乳动物胚胎的早期,细胞的分裂伴随着细

胞谱系的布局。胚胎在致密期前 (小鼠在 8～ 16 细

胞,牛在 16～ 32 细胞,兔在 32～ 64 细胞)即从周边

开始发生极化,随着胚胎的进一步发育,到囊胚期就

由极化和未极化的细胞分别形成滋养层细胞和内细

胞团多潜能干细胞[3 ]。滋养层细胞进一步增殖、分化

构成胚外组织,同时由内细胞团的多潜能干细胞增

殖进而分化形成胚组织。最初的分化是胚胎能在子

宫内存活的必要条件,而多潜能干细胞群体在正常

胚胎中只是暂时的。如何维持这种多潜能干细胞,就

成为一个极具诱惑力和挑战性的问题。这最终导致

了畸胎瘤细胞和胚胎干细胞的研究与发展。

分离克隆多潜能干细胞的经典方法有两种,即

早期胚胎的非子宫异位移植[4 ]和延迟着床早期胚胎

的体外分化抑制培养[1 ]。它们都有赖于扰乱早期胚

胎的正常发育。

1958年, Stevens[4 ]把 129品系小鼠的早期胚胎

移植到同品系小鼠的精巢或肾脏的被膜下,从而得

到了畸胎瘤干细胞 ( teratocarcinom a stem cell)或胚

胎瘤细胞 ( em bryon ic carcinom a cell, EC 细胞 )。

1974年, B rinsto r[5 ]把 EC 细胞注射到宿主囊胚胎腔

后,得到EC 细胞嵌合体。到 1981年国际上已有5株

染 色 体 正 常 的 EC 细 胞, 但 只 有 M intz 和

C ronm iller [6 ]培养的M ET T 21 具有生殖系嵌合的能

力。但是, EC 细胞嵌合率低 (最高仅13% ) ,而且仅

有 1. 3%能形成生殖系嵌合。同时,绝大多数 EC 细

胞核型不稳定,部分嵌合胚早期即形成肿瘤,有些早

期表现正常的胚胎,至成年期又会出现恶性肿瘤。此

外, EC 细胞只能用 129 品系小鼠得到,其他品系则

不行。这些不足,极大地限制了 EC 细胞在遗传操作

中的应用,并促使人们去寻找一种更为有效的多潜

能干细胞作为遗传物质的载体,改造动物、研究基因

对胚胎发育的影响。

1981 年, Evans和 Kaufm an [1 ]建立了一种新型

的分离多能干细胞的方法,在小鼠受精后 2. 5 d 切

除卵巢并结合激素诱发胚胎延缓着床,收集这些胚

胎,用免疫外科手术法分离 ICM ,以 STO (一种成系

的小鼠胎儿成纤维细胞)为饲养层,首次分离到小鼠

ES 细胞, 并以两人名字的第一个字母将其命名为

EK 细胞,奠定了 ES 细胞分离培养的基础。同年,

M artin [7 ]用免疫外科手术法分离小鼠囊胚 ICM , 以
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STO 和小鼠 EC 细胞条件培养液 (PSA 2É )为体外

分化抑制物也得到了小鼠 ES 细胞。 1983 年,

A xeirod [8 ]用微滴法, 将小鼠晚期囊胚直接培养于

STO 饲养层上, 也获得了 ES 细胞系。 1984 年,

W obus 等[9 ]首次用原代小鼠胎儿成纤维细胞

(P rim ary mouse em bryon ic fibroblast, PM EF ) 饲养

层培养 ES细胞,并建立了 ES细胞系。国内最早是

中国科学院上海细胞生物研究所丛笑倩等 [10 ] ,

1986年建立了 129×C3H 小鼠的 ES细胞系。随后,

北大生物系尚克刚等[11～ 14 ]先后建立了C57BL ö6 品

系、129品系、C57BL ö6×129以及昆白鼠的 ES细胞

系。

小鼠 ES细胞分离培养的不断改进和其他生物

工程技术的发展也促进了 ES细胞鉴定技术和应用

研究的发展。目前小鼠 ES细胞的建系方法已趋成

熟,从体外克隆的细胞到小鼠育种之间的所有通道

均已打开,方法学也已建立。当前的重点是进一步完

善培养系统以提高克隆效率和 ES细胞的维持。

小鼠 ES 细胞分离、克隆的成功及其在生物工

程领域广泛而有效的利用,自然就激发了人们向其

他动物种类的拓展。1987年, H andyside等[15 ]率先在

绵羊上进行尝试,但未成功。随后,科学家们又在其

他家畜 ES 细胞的分离上做了大量工作, 并先后分

离到了仓鼠[16 ]、猪[17, 18 ]、牛[18, 19 ]、羊[20, 21 ]、兔[22, 23 ]、水

貂[24 ]、人[25 ]和恒河猴[26 ]的类 ES细胞。绵羊有类 ES

细胞核移植后代[21 ]。兔有传代一年多仍保持多能性

的类 ES 细胞[22 ] , 但没有核移植后代产生。 Saito

等[19 ]先后获得了传代 9个月和 12个月仍保持正常

二倍体核型和形态未分化的牛类 ES 细胞系, 并有

核移植和嵌合胚的妊娠受体, 核移植胚最长妊娠

80 d, 嵌合胚 200 d 以上, 可也无正常后代产生。

1990年, Evans等[17 ]获得了传代一年后仍未失其表

型的猪类 ES 细胞,但无核移植和嵌合体情况的报

道。1994年, Robert等[2 ]在总结前人研究的基础上,

创建了原始生殖细胞 (PGC s)培养法,也成功地分离

到了牛类 ES细胞,并观察到了其与牛 ICM 细胞的

嵌合和增殖,但未见有嵌合体产生的报道。

2　ES细胞的分离和 ES细胞系的建立

目前 ES 细胞的分离基本上延用 Evans 和

Kaufm an [1 ]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

PGC s培养法。

2. 1　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

ICM、分裂球)接种于饲养层上 (一般提前 1 d 准备

好饲养层,用时先换液) ,待 ICM 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 4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 ES细胞集

落。待 ES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 ES细胞。然后经消化离散,接种即可得到

大量纯化的 ES细胞,再经继代、增殖后即可建系。

2. 2　PGC s培养法[2 ]

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 PGC s的悬浮液并接种于新制备的

饲养层上。PGC s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 ES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 ES细胞,进而建系。

另外, Sim es等[27 ] (1994年)将牛囊胚 ICM 进行

体外悬浮培养,获得了大量扩增的 ICM 并有核移植

后代产生。虽然对这种培养增殖的 ICM 细胞是否为

ES细胞尚无定论,但这无疑给 ES细胞的分离克隆

提供了一个新的思路。

3　ES细胞的鉴定

ES 细胞的鉴定伴随着 ES 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 ES细胞

的形态、核型和分化潜能 (全能性或多能性)等方面

进行。

3. 1　形态鉴定

ES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 1～ 2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 ES细胞。

3. 2　核型分析

正常的二倍体核型特征是 ES 细胞全能性 (或

多能性)的基础。通过核型分析可以检测所得 ES细

胞的染色体是否正常。

3. 3　分化潜能的检测

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。

3. 3. 1　体外分化实验　将 ES 细胞消化离散制成
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悬液 (106 mL - 1)培养在铺有明胶的培养皿中 (一般

用 4 孔板) ,常规培养, 以观察所得 ES 细胞的分化

潜能。

3. 3. 2　体内分化实验　将 ES细胞离散制成悬液,

以适当剂量 (小鼠 106～ 7只- 1)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。

3. 3. 3　嵌合体实验　通过聚合法或显微注射法,使

ES 细胞与宿主胚胎细胞共同发育并产生个体。然

后,通过检测 ES 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 ES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 (GP I)。皮

毛嵌合容易判定,但无法确定其他组织器官的嵌合

情况。GP I同工酶主要催化 62磷酸葡萄糖和 62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 GP I同工酶带谱, 即可确定

ES细胞在各组织器官 (包括生殖腺)中的嵌合情况

(如果 ES 细胞在该组织内嵌合就有两条 GP I同工

酶带)。但要确定 ES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。

3. 4　特异性染色

比 较 通 用 的 是 碱 性 磷 酸 酶 ( alkaline

phosphatase, A KP ) 染色和胚胎阶段异性抗原21

(Stage2Speciofic em bryon ic an tigen21, SSEA 21)免疫

荧光标记。ES细胞和早期胚胎细胞等未分化的细胞

表面含有丰富的A KP 和 SSEA 21,用特异性染色或

免疫荧光标记,即可进行检测。

4　存在的问题

从理论上讲, ES细胞系可在体外无限期地维持

未分化状态。但是,由于遗传背景,培养条件,操作技

术等方面的影响,即使是小鼠 ES细胞,各系之间及

同一系的不同亚系之间,在细胞全能性上仍有差异,

而且在分离后的维持培养中, ES细胞的染色体会出

现不稳定,变成非整倍体而丧失其多能性。就其他动

物种类而言,虽然已取得突破性进展,但尚无一家证

明所建立的干细胞系能参与生殖系的嵌合,具有全

能性。

这主要归因于: ①未找到各种动物适宜于分离

ES细胞的最佳胚胎发育阶段和相应的处理方法。②

尚未彻底研究清楚饲养层抑制分化的机理,因而无

法建立各种动物特异的高效分化抑制体系 (主要是

饲养层细胞的种类和抑制分化的添加剂)。③尚未弄

清各种动物胚胎细胞的特殊营养需要,因此未能建

立保证 ICM (或 PGC s)和 ES 细胞有效增殖的培养

系统 (包括基础培养基和添加物)。

以上问题一旦解决, 即可使 ES 细胞的分离与

克隆常规化,从而发挥 ES细胞应有的实用价值。
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T he h isto ry and p resen t condition of ES cells

L I Pu-hua ,YANG Qi,DOU Zhong-y ing
(K ey L aboratory of A nim al R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry onic B iotechnology of A g ricu ltural M inistry of China,

N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu lture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China)

Abstract: Comparing w ith em broyn ic cells, ES cells have the advan tage of num bers. Comparing w ith

som atic cells, ES cells have the advan tage of low differen tiation. In th is paper, the h isto ry and p resen t condition

of ES cells are review ed.
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