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L IF 和 IGF-1 对牛胚胎干细胞分离的影响
Ξ

杨　奇, 窦忠英
(西北农林科技大学 家畜生殖内分泌与胚胎工程农业部重点开放实验室, 陕西 杨陵 712100)

　 　 [摘　要 ]　比较了添加 L IF, IGF21 和 L IF + IGF 对牛胚胎干细胞 (ES) 分离的影响。结果表明: ①添加

10 ngömL L IF 能提高胚胎贴壁率, 促进内细胞团 ( ICM ) 和 ES 细胞的增殖并抑制其分化; ②添加 10 ngömL IGF21

既能提高胚胎贴壁率, 又能使 ICM 明显增殖的时间和传代后集落出现的时间提前; ③添加 10 ngömL L IF +

10 ngömL IGF21, 可以同时发挥两种生长因子的作用效果, 更有利于牛胚胎干细胞的分离。
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　　胚胎干细胞 (Em b ryon ic stem cells, ES cells)是

由早期胚胎内细胞团或原始生殖细胞经体外分化抑

制培养而筛选出的一种多潜能细胞[1, 2 ]。它既保持了

早期胚胎正常的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

可在体外扩增、筛选、转化和冻存。与体细胞相比,

ES 细胞具有低分化优势, 因此, 用于克隆动物效果

会更好, 而且可以直接通过胚胎嵌合或利用转基因

ES 细胞进行胚胎嵌合生产所需个体。与胚胎细胞相

比, ES 细胞具有数量上的优势, 因此, 可以利用 ES

细胞进行定向分化和基因表达调控的研究以及胚胎

毒性检测。同时, ES 又是组织工程所用种子细胞的

宝贵材料, 可以用于器官克隆。目前小鼠 ES 细胞的

分离克隆体系基本建全, 对其他动物而言, ES 细胞

有效分离建系仍然是研究重点[3 ]。本研究的目的就

是为牛 ES 细胞的有效分离建系和利用积累资料。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

　　6～ 8 周龄昆白系小鼠, 购自第四军医大学实验

动物中心, 饲养观察 1 周后使用。3～ 7 周岁健康荷

斯坦奶牛, 由西北农林科技大学奶牛胚胎移植试验

站提供。

1. 2　溶　液

牛冲胚液　磷酸盐缓冲液 (PBS) + 体积分数

1% 新生犊牛血清 (NBS)。

胚胎培养液　A 液: 高糖DM EM + 体积分数

15% NBS+ 0. 1 mmo löL Β2巯基乙醇+ 0. 1 Λmo löL
亚硒酸钠; B 液: A 液+ 10 ngömL L IF; C 液: A 液+

10 ngömL IGF21; D 液: B 液+ 10 ngömL IGF21。

细胞消化液　质量分数 0. 2% 胰蛋白酶+ 质量

分数 0. 04% ED TA。

细胞有丝分裂抑制剂　10 ΛgömL 丝裂酶素2
C。

1. 3　牛胚采集

选健康经产奶牛, 自然发情或前列烯醇处理后

发情, 第 9～ 12 天直检有周期黄体且子宫弹性良好

者经常规超排处理, 第 6～ 8 天非手术采集胚胎。

1. 4　小鼠胎儿成纤维细胞饲养层的制备

选取铺满皿底的原代 (或一代)小鼠胎儿成纤维

细胞, 吸去培养液, 加入 5 mL 丝裂酶素2C 液, CO 2

培养箱培养 1. 5～ 2 h (38 ℃, 体积分数 5% CO 2, 饱

和湿度) ; 用无钙镁 (PBS) 5～ 10 mL ö次清洗 5 次;

加入细胞消化液 5 mL , 38 ℃消化 2～ 3 m in, 轻轻摇

动, 见部分细胞脱离皿底时, 用吸管吹打离散成单细

胞悬液; 加 5 mL 细胞培养液, 用注射器吹打均匀,

终止消化; 将细胞悬液移入 15 mL 离心管, 低速离

心 (1 000 röm in, 3 m in) ; 弃上清液, 加 10 mL 细胞

培养液, 吹打离散后再次离心; 弃上清液, 加 2 mL

细胞培养液, 吹打制成细胞悬液, 吸 200 ΛL , 镜下计

数, 调整细胞浓度为 3×105～ 3. 5×105 mL - 1; 在明

胶处理过的 1 cm 四孔板中, 每孔缓慢加入 0. 6 mL

细胞悬液, 静止 1～ 2 m in 后, 轻轻移入培养箱, 用前

换液。
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1. 5　胚胎培养

将预先制好的饲养层四孔板中的培养液吸去,

换入等量胚胎培养液 (溶液分组见 1. 2) , 分组放入

牛胚 (1 枚ö孔) , 置 CO 2 培养箱培养 (38 ℃, 体积分

数 5% CO 2, 饱和湿度)。每隔 12 h 观察记录 1 次。每

2 d 换 1 次溶液。

1. 6　ES 细胞的分离与克隆

将预先制好的四孔板中的培养液吸去, 换入等

量相应的胚胎培养液, 溶液分组同 1. 5。

1. 6. 1　 ICM 的初次传代　选择生长集中, 增殖明

显, 形态上未出现分化迹象的 ICM , 用玻璃针将

ICM 挑离饲养层, 用吸胚管移入含无钙镁 PBS 的检

卵皿中, 轻轻吹打清洗 2 次后, 转入细胞消化液中,

镜下观察消化 2～ 3 m in (其间可用吸胚管轻轻吹

打)。 ICM 颜色变浅时, 转入细胞培养液清洗 2 遍,

用玻璃针剥离 ICM , 使 ICM 呈单细胞或多细胞小

块, 用口吸管将其移入四孔板中, 每孔 1 个 ICM 分

离的细胞, 轻轻移置CO 2 培养箱培养 (38 ℃, 体积分

数 5% CO 2, 饱和湿度)。每隔 12 h 观察记录 1 次, 每

2 d 换液 1 次。

1. 6. 2　ES 细胞的继代与扩增　 ICM 初次传代一

般 24 h 出现 ES 集落, 待 ES 集落充分增殖而未出

现形态分化时进行继代扩增。具体方法同 1. 6. 1。ES

细胞连续继代扩增至一定数量时即由四孔板转入

5 3. 5 cm 培养皿, 按常规方法建系。

1. 7　ES 细胞分化能力的检测

挑选 ES 细胞集落, 无钙镁 PBS 清洗 2 次, 移入

消化液中, 镜下观察消化 2～ 3 m in, 细胞培养液清

洗 2 次, 用细玻璃针离散成小团块, 移入明胶铺层含

细胞培养液的四孔板中 (无饲养层) , 悬浮培养。每隔

12 h 观察记录 1 次。2 d 换液 1 次。

2　结　果

2. 1　牛胚胎的发育进程

　　牛囊胚一般在体外培养 36～ 60 h 后孵化脱带。

在此过程中, 滋养层细胞迅速增殖, 囊腔增大, 透明

带变薄, ICM 位于一侧, 增殖不明显。随后, 透明带

上出现一裂孔, 胚胎由孔中孵出。孵化胚体积一般为

初培养囊胚的 1. 5～ 2 倍, 但 ICM 占胚胎的比值变

小。孵化胚在溶液中漂浮 48～ 60 h 后贴壁。

2. 2　牛胚胎的贴壁过程

牛胚胎贴壁过程有 2 种。一种是孵化胚 ICM 外

层的滋养层细胞层先由一点附着固定于饲养层上,

随后, 贴壁细胞逐渐增多, 附着面积渐增, 囊腔破裂,

囊腔液外流, 胚胎塌陷, 最后完全贴附于饲养层上,

中央是隆起的 ICM , 周围是两层重叠的滋养层细

胞。另一种贴壁方式是孵化胚逐渐收缩成暗黑色的

球形实体, 在溶液中漂浮约 12 h 后, 先由一点附着,

最后完全贴附于饲养层上, 约 12 h 后以胚胎集落为

中心, 紧贴饲养层表面放射形延伸出网状的饲养层

细胞。牛胚胎从开始附着到完全贴壁大约需要 12

h。胚胎贴壁过程伴随着 ICM 的迅速增殖。牛 ICM

色深发黑, 中央高, 周边渐低, 边缘不整齐。牛胚胎贴

壁后 12～ 36 h ICM 增殖至最高峰, 此时 ICM 体积

最大, 为传代的最佳时机, 以后周边细胞开始迁移分

化, ICM 体积逐渐变小乃至消失, 这与滋养层呈现

的无限增殖趋势形成强烈反差。在增殖过程中, 牛

ICM 直径的增大比高度明显, 因而集落隆起程度较

低。牛胚胎贴壁后均能分离到 ICM , 但胚胎质量不

同 ICM 的分离效果也不同。 ICM 集中的胚胎, 贴壁

后增殖的 ICM 呈团块状, 细胞数量大, 结构紧凑;

ICM 松散的胚胎贴壁后增殖的 ICM 呈条状或网

状, 细胞数量相对较少, 而且极易分化、消失。

2. 3　不同培养液对胚胎贴壁后 ICM 增殖的影响

在试验中用 4 种不同培养液以原代小鼠胎儿成

纤维细胞 (PM EF) 为饲养层, 对所得新鲜囊胚进行

培养, 结果见表 1。

从表 1 可以看出, L IF , IGF21 及 L IF + IGF21

对胚胎的贴壁率都有不同程度的提高。比较明显的

是添加 IGF21 或L IF + IGF21 使得 ICM 的增殖高

峰期有所提高。

表 1　不同培养液对胚胎贴壁和 ICM 增殖的影响

T able 1　 Influence of m edium on attachm ent of em bryo and p ro lifera t ion of ICM

培养液
M edium

胚胎数
N um ber of

em bryo

贴壁数
N um ber of
attachm ent

贴壁率ö%
Ratio of

attachm ent

ICM 增殖高峰期öh
Fastig ium

of ICM

A (CK) 4 2 50. 0 144～ 168

B 6 5 83. 3 144～ 168

C 6 4 66. 7 120～ 144

D 12 9 75. 0 120～ 144
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　　在试验中观察到, 添加 IGF21 或L IF+ IGF21使

ICM 和滋养层细胞的增殖速度明显加快, 而且孵化

贴壁时间均能提前 12～ 24 h, 贴壁后处于增殖高峰

期的 ICM 也相对大于对照组。而单添加L IF , 虽然

胚胎体积的增大没有添加 IGF21 或L IF + IGF21 明

显, 但胚胎贴壁率相对较高。而且处于增殖高峰期的

ICM 体积较大、集落结构紧凑、分化程度较低。

2. 4　ES 细胞的分离与克隆

2. 4. 1　 ICM 初次传代后的表现　培养 5～ 7 d 的

ICM 初次传代后出现了 3 种集落: 第一种是 ES 样

细胞集落由小而圆的细胞构成, 细胞结构紧密, 集落

隆起明显, 而且与周围饲养层的界限清晰, ES 细胞

样集落一般在传代后 24～ 48 h 出现, 并呈快速增殖

趋势; 第二种是滋养层细胞集落, 由首尾相连的滋养

层细胞形成一膜状结构, 贴附于饲养层上, 呈无限扩

增趋势; 第三种是巨型细胞集落, 由亮而大的巨型细

胞组成, 细胞大小不均, 集落中央突起, 但周边结构

松散。一般情况下, 团状 ICM 初识传代后主要形成

ES 细胞样集落, 而条状或网状 ICM 主要形成滋养

层细胞集落或巨型细胞集落。

2. 4. 2　ES 细胞的继代培养　 ICM 初次传代后 2～

3 d, 挑选充分增殖、分化低的 ES 细胞样集落进行继

代培养。本试验共培养了 28 枚囊胚, 其中 4 枚以A

液培养, 6 枚以B 液培养, 6 枚以 C 液培养, 其余均

以D 液培养, 结果见表 2。

表 2　不同培养液对 ES 细胞克隆的影响

T able 2　 Influence of m edium on the iso la t ion of ES cells

培养液
M edium

胚胎数
N um ber of

em bryo

增殖的 ICM 数
N um ber of
p ro liferous

ICM

形成 ES 细胞的胚胎数
N um ber of em bryo

develop ing
in to ES cells

ES 细胞最高代数
H ighest passage

of ES cells

A (CK) 4 2 1 1

B 6 5 3 1

C 6 4 2 1

D 12 9 5 2

　　从表 2 可见, 添加L IF, IGF21 或L IF + IGF21

均能使 ES 细胞的克隆率得到一定程度的提高。

2. 5　ES 细胞的分化能力

以A 液为培养液, 将两枚胚胎形成的 1 代 ES

样细胞集落消化离散后, 分别接种于明胶铺底的四

孔板中, 进行了体外分化试验。结果在培养 2 d 后,

用牛类 ES 细胞分化形成了“简单类胚体”, 悬浮于

培养液中。有些“简单类胚体”单独存在, 有些 2～ 3

个连接成串。“简单类胚体”在形态上有些象扩张囊

胚, 囊体大, 但没有透明带和典型的 ICM , 只是一边

薄而对侧相对较厚。

3　讨　论

ES 细胞分离培养的目的是获取大量未分化的

全能性 (或多能性)细胞。因此, 在培养过程中既要保

证细胞的增殖, 又要抑制其分化。IGF21 是一种广谱

促分裂剂, 可以通过增强细胞中DNA 和蛋白质的

合成促进细胞的分裂增殖, 对滋养层和 ICM 的增殖

都有促进作用[4, 5 ]。试验中发现, 添加 IGF21 能提高

胚胎贴壁率, 使牛 ICM 明显增殖的时间和传代后新

集落出现的时间提前, 传代能力有所增强。L IF 是饲

养层抑制 ICM 和 ES 细胞分化的主要细胞因子, 而

且能通过抑制细胞程序性死亡而提高细胞的存活

率[6 ]。在哺乳动物妊娠早期,L IF 有促进胚胎发育和

启动胚泡着床的双重作用, 可以提高牛胚胎体外培

养的存活率, 绵羊胚胎孵化率以及人体外受精胚胎

的发育率[7 ]。L avrano s[8 ]通过胚胎移植证明, 体外

L IF 处理也有助于胚胎在体内的存活和发育进程。

因此, 添加L IF 能提高胚胎贴壁率和 ES 细胞的克

隆效果。

培养细胞自身的生存能力、培养环境及操作程

序直接决定着 ES 细胞的分离效果。本试验最高只

分离到第 2 代牛类 ES 细胞。原因可能是, 一方面所

获得的牛类 ES 细胞自身的生命力有限, 而所在培

养环境又不能有效改变其命运。另一方面, 在传代过

程中胰酶和 ED TA 的反复消化所引起的损伤, 可能

加快了细胞的分化和死亡。

正常细胞自产生之日起, 其寿命已经确定。如克

隆“多利”所用的乳腺细胞, 由于与正胚胎细胞相比

端粒短而导致“多利”早衰。与之相反, 经过转化的小

鼠成纤维细胞 (STO )却能保持无限的增殖能力。所

以, 在 ES 细胞的分离过程中, 可以采取一些化学、

物理和生物学方法来改变限制其分裂增殖能力的遗

传性状, 提高细胞的生命力。
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Influences of L IF and IGF21 on the iso la t ion of bovine ES cells

YANG Qi,DOU Zhong-y ing
(K ey L abora tory of A n im al R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology of A g ricu ltu ra l M in istry of Ch ina,

N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: In th is paper,w e compared the influences of L IF , IGF21 and L IF + IGF21 on the iso la t ion of

bovine ES cells. T he resu lts show ed that: ① Supp lem en t ing w ith 10 ngömL L IF cou ld enhance the ra t ion of

em b ryo at tachm en t, p romo te the p ro lifera t ion of ICM and ES cells and inh ib it the differen t ia t ion of ICM

and ES cells; ② Supp lem en t ing w ith 10 ngömL IGF21 cou ld move up the t im e fo r the suff icien t p ro lifera2
t ion of ICM and ES cells. ③ Supp lem en t ing w ith 10 ngömL L IF+ 10 ngömL IGF21, bo th the effects of L IF

and IGF21 w ere b rough t in to p lay.
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异种细胞核移植研究取得进展

2001 年 9 月由西北农林科技大学窦忠英教授领导的陕西省干细胞工程技术研究中心在异种细胞核移

植研究方面取得进展。该中心以人类胎儿成纤维细胞为核供体, 与去核牛卵母细胞构建核移植胚胎。共组建

重构胚胎 113 枚, 经过电融合操作后共有 37 枚胚胎融合, 22 枚分裂, 最终得到 11 枚形态正常的克隆胚胎。

这一研究是在大量动物实验的基础上进行的。同期, 该中心利用山羊体细胞与去核牛卵母细胞构建核移植胚

胎, 共组建重构胚胎 283 枚, 经过电融合共有 153 枚胚胎融合, 57 枚分裂, 最终得到 22 枚形态正常的桑椹

胚, 分别移植到 9 只受体羊体内, 未得到妊娠。

从以上结果看出, 牛卵母细胞质可以诱导人类细胞核重塑, 并重新开始从原核胚发育。这一研究进展为

克隆技术在组织工程中的应用展现了美好前景。目前, 该中心正在进行进一步相关研究, 有望在短期内取得

更大进展。
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