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无血清培养山羊内细胞团的研究
α
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　　[摘　要 ]　对32只关中奶山羊进行超排处理,获得胚胎263枚,其中囊胚122枚。采用机械法、酶消化法和免疫

外科法分离囊胚 83枚,得到内细胞团 ( ICM ) 65个。将 ICM 培养于小鼠胎儿成纤维细胞饲养层上,研究含血清和无

血清条件下 ICM 的增殖规律,并比较添加不同生长因子对 ICM 增殖的影响。结果表明,无血清培养时, ICM 细胞增

殖相对较慢, 分化减少; 添加L IF、bFGF、两种同时添加或均不添加对原代 ESC 样集落形成率的影响不显著

(P > 0. 05) ,但添加 10 ngömL bFGF 稍微有助于 ICM 增殖。山羊 ICM 适宜于无血清培养。
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Abstract: A to ta l of 32 Guanzhong dairy goats w ere superovu la ted w ith a resu lt of 263 em b ryo s

including 122 b lastocysts, 65 in tact inner cell m ass ( ICM ) ob ta ined from 83 b lastocysts by m echan ica l

incision, enzym atic d igest ion, o r imm uno su rgery m ethods. T he p ropagat ion characterist ics of ICM w ere

studied bo th in serum 2con ta in ing and serum 2rep lacem en t m edia on a feeder layer of m itom ycin2inact iva ted

mou se em b ryo fib rob lasts (M EF). T he resu lt ind ica tes that the differen t ia t ion of ICM decreased in serum 2
free m edia, a lthough the p ro lifera t ion of ICM w as slow er in the condit ion of serum 2free than in the serum 2
m edium. T he p ro lifera t ion condit ion of ICM (to ta l 30) w ere cu ltu red by addit ion of d ifferen t grow th facto rs

in serum 2free m edia, there w ere no sta t ist ica l d ifferences of p rim ary co lony fo rm at ion among the fou r

group s (added to L IF , bFGF, bo th o r none) on M EF cell feeder layer (P > 0. 05) , how ever, addit ion of 10

ngömL bFGF m ay sligh t ly p romo te the p ro lifera t ion of goat ICM. T hese resu lts suggest tha t it is su itab le

to cu ltu re goat ICM in serum 2free m edia.
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　　小鼠胚胎干细胞 (ESC, em b ryon ic stem cell)具

有的无限增殖和多向分化潜能,引起了研究者探讨

其他物种ESC 的兴趣[122 ]。参照小鼠ESC 建系的方

法,在猪[3 ]、牛[4 ]、鸡[5 ]、貂[6 ]、恒河猴[7 ]和人[8 ]等物种

上陆续建立了稳定增殖的ESC 系,而山羊至今还没

有成功建系的报道。U dy等[9 ]用大鼠肝脏细胞条件

培养液培养山羊 ICM ,结果发现低浓度氧有助于山

羊类 ESC 的存活, 但最多只能传 3 代。M einecke2
T illm ann 等[10 ]从山羊囊胚内细胞团 ( ICM )和胚盘

中分离培养山羊类ESC,发现牛胎肝成纤维细胞有

助于山羊类ESC 的传代培养,但传代后始终混有内

胚层样细胞且不能稳定增殖,大多类ESC 在3～ 4代

死亡。T ian 等[11 ]发现,山羊囊胚在小鼠胎儿成纤维

细胞 (M EF)饲养层上不能形成类ESC 集落,而 ICM
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适宜于分离山羊类ESC; 小鼠ESC 条件培养液可以

促进山羊类ESC 自我更新,但最高传至8代。桑润滋

等[12 ]将山羊桑椹胚和囊胚分别培养于M EF 饲养层

或同源山羊胎儿成纤维细胞饲养层,结果发现后者

更有利于山羊类ESC 培养,最高传至5代。可见,对

山羊ESC 稳定增殖所需的微环境还不清楚,不同实

验室对添加条件培养液的研究结果并不一致,而且

缺乏对山羊 ICM 增殖规律的详细研究。胎牛血清

(FBS)是小鼠ESC 培养基常用的营养成分,但由于

FBS 中含有未知的促进ESC 分化的因子,目前大多

采用成分确定的血清替代品 (serum rep lacem en t,

SR )进行ES细胞培养。Am it等[13 ]用SR 代替血清成

功建立了人的ESC 系。可见SR 有助于ESC 培养条

件的筛选。本研究参照人ESC 无血清培养体系,探

索了适宜于山羊 ICM 生长和传代的条件,以期为无

血清培养山羊ESC 研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　32 只非泌乳期成年关中奶山羊由西北农林科

技大学陕西省干细胞工程技术研究中心羊场提供,

健康状况良好。超排用药品:卵泡刺激素 (FSH ) , 10

m gö瓶, 中科院动物研究所; 氯前列烯醇, 0. 2

m gö支, 上海市计划生育科学研究所; 孕酮栓

(C IDR 2G,含孕酮0. 3 gö枚) ,新西兰生产。M EF 培

养液: 含体积分数 10%新生牛血清 (NBS)、0. 1

mmo löL Β2巯基乙醇 (Β2M e,M erck 公司产品)、100

IU ömL 青霉素和0. 1 m gömL 链霉素的高糖DM EM

(Gibco 公司产品)。山羊含血清ESC 培养液:含体积

分数15% FBS (Gibco 公司产品)、2 mmo löL 谷氨
酰胺 (L 2glu tam ine, Gibco 公司产品)、0. 1 mmo löL
非必需氨基酸 (N EAA , Gibco 公司产品 )、0. 1

mmo löL Β2M e、100 IU ömL 青霉素和0. 1 m gömL 链

霉素的高糖DM EM。山羊ESC 无血清培养液是将

FBS改为体积分数15%的SR ,其他成分同山羊含血

清ESC 培养液。ESC 切割刀,购自瑞典Sw em ed 实验

室。

1. 2　山羊超排与胚胎采集

试验于2005年3～ 4月和9～ 12月进行。奶山羊

放C IDR 2G 栓后第12天早开始肌注FSH ,连续注射4

d (剂 量 分 别 为 1. 75, 1. 0, 0. 75 和 0. 25

m gö(只·次) ) ,每天早晚各1次 (间隔12 h) ;并在第

14 天晚和第 15天早肌注FSH 的同时,肌注氯前列

烯醇各0. 2 m g;在第15天晚注射FSH 后去栓。去栓

后每6 h 观察发情1次,并及时配种。配种后7～ 9 d

时,腹中线手术法采胚,体视镜下检胚。

1. 3　山羊囊胚 ICM 的分离

1. 3. 1　机械法分离囊胚 ICM 　早期囊胚和扩张囊

胚于分割前用 5 göL 链酶蛋白酶处理 0. 5～ 1 m in,

以除去透明带;孵化胚直接进行分割,分割方法参照

文献 [ 14 ], 操作液为添加 20. 85 mmo löL H EPES

(Gibco 公司产品)的山羊含血清ESC 培养液。分割

时,于灭菌玻璃或塑料培养皿内滴 0. 1～ 0. 2 mL 操

作液,用玻璃吸管将胚胎移于液滴中,每滴放1枚胚

胎。在50～ 80倍的立体显微镜下,用左手调整培养

皿使胚胎处于适当的操作位置,用右手的拇指、食指

和中指配合夹住玻璃针 (直径约30 Λm )或ESC 切割

刀柄部,以小指和无名指作固定点以增加稳定性。用

玻璃针拨动胚胎,使其 ICM 与玻璃针方向平行,然

后将玻璃针置于胚胎上靠近 ICM 的部位,垂直施加

压力,当针接触到皿底时,右手稍向左侧用力,将胚

胎一分为二。再用两根直径约20 Λm 玻璃针将滋养

层细胞与 ICM 分开。

1. 3. 2　酶消化法分离囊胚 ICM 　将囊胚用链酶蛋

白酶脱带处理后,参照李明等[15 ]报道的方法进行试

验。在室温下,用含0. 4 göL 已二铵四乙酸 (ED TA )

的2. 5 göL 胰蛋白酶消化 5 m in 后, 于解剖镜下观

察,若发现滋养层细胞开始脱落,迅速将囊胚移入操

作液中,并在解剖镜下借助细玻璃针分离出 ICM。

1. 3. 3　免疫外科法分离囊胚 ICM 　将除去透明带

的山羊囊胚,在无Ca2+、M g2+ PBS中洗3遍。然后将

胚胎加入到 1∶16 (体积比)倍稀释的兔抗山羊血清

中作用30 m in。再在PBS中洗3遍,以除去可能残留

的抗体。之后移入豚鼠血清中,作用30 m in。然后用

吸胚管吸到操作液中,轻轻吹打,除去溶解的滋养层

细胞,即可得到 ICM。若未能除去滋养层细胞,可用

1∶4或 1∶8 (体积比)倍稀释的兔抗山羊抗血清重

新作用,重复上述操作。

1. 4　血清与生长因子对山羊 ICM 体外培养的影响

1. 4. 1　血清　提前 3～ 24 h 制作M EF 饲养层,选

择传至 1～ 3 代的M EF 细胞,用 10 ΛgömL 丝裂霉

素C (Sigm a 公司产品)处理 2 h 后,离心 2～ 3 次以

除去可能残留的丝裂霉素C,并按1. 0×105ö孔将细
胞接种到预先用1 göL 明胶处理的四孔板中。将获

得的 ICM 转入ESC 培养液中洗2遍后,接种于M EF

饲养层上,每孔接种 1枚胚胎的 ICM。培养液分别

为山羊含血清ESC 培养液和无血清培养液,每组分
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别对5个 ICM 进行比较。接种2 d 后观察 ICM 的贴

壁增殖情况。随后每天观察1次 ICM 的增殖情况,

并更换培养液。

1. 4. 2　生长因子　分以下 3 组比较无血清培养液

中不同生长因子对山羊 ICM 增殖和抑制其分化的

影响: (1)添加1 000 IU ömL 小鼠L IF (Gibco 公司产

品) ; (2)添加10 ngömL 人bFGF (Gibco 公司产品) ;

( 3)添加 1 000 IU ömL 小鼠L IF 和 10 ngömL 人

bFGF。对照组不添加任何生长因子。

1. 5　山羊 ICM 与ESC 样集落的鉴定

1. 5. 1　形态学鉴定　在倒置显微镜下观察山羊

ICM 生长行为,并记录其形态特征。

1. 5. 2　A KP 染色　用 40 göL 多聚甲醛 PBS 溶液

室温固定ICM 或ESC 样集落5 m in。用无Ca2+、M g2+

PBS 冲洗3次,每次间隔10 m in。再加入A KP 液 (0.

2 m gömL Α2奈酚磷酸盐, 1 m gömL 坚固红 TR 盐,

0. 1 mo löL T ris2Base,调节pH 为 8. 2)作用 10～ 20

m in。吸出染色液,用PBS 冲洗后,倒置显微镜下观

察,阳性细胞为紫红色,阴性细胞不着色。

1. 5. 3　免疫组化染色　对细胞表面标志抗原

SSEA 21、SSEA 24 和O ct4 (抗体购自 Invit rogen 公

司) ,采用免疫组化染色SP 法进行鉴定 (试剂盒购自

北京中杉金桥公司) ,具体操作按照试剂盒说明书进

行。倒置显微镜下观察,阳性细胞为棕红色,阴性细

胞不着色。

2　结果与分析

2. 1　山羊胚胎采集结果

　　32只关中奶山羊中, 24 只采集到胚胎,共采胚

胎263枚,可用胚225枚,占采胚总数的85. 6% ,其中

囊胚122枚 (早期囊胚39枚,扩张囊胚38枚,孵化胚

45枚 (图1 A ) )。

图 1　山羊胚胎和类ESC 集落特征
A. 山羊扩张囊胚 (×50) ; B. 机械法分离山羊 ICM (×100) ; C. 酶消化法分离山羊 ICM (×100) ; D. 免疫外科处理的山羊胚胎 (×100) ; E. ICM 增
殖后的形态 (×50) ,中央为不规则排列的上皮样细胞; F. ICM 增殖后呈“煎蛋”样 (×50) ; G. ICM 增殖后呈典型类ESC 集落 (×50) ; H. 原代
ESC 样集落A KP 染色 (×100) ,集落样细胞呈阳性,其余为弱阳性或阴性; I. 传至3代的ESC 样集落 (×50) ; J. 传至6代的ESC 样集落 (×100) ;

K. 传至9代的ESC 样集落 (×50) ,细胞变大变黑,传代后死亡;L. 第3代ESC 样集落O ct4染色 (×200) ,集落样细胞呈阳性,其余为弱阳性或阴
性

F ig. 1　Characterizat ion of goat em bryo s and derived ESC2like co lon ies
A. Goat expanded b lastocysts (×50) ; B. Iso lation goat ICM by m echan ical incision (×100) ; C. Iso lation goat ICM by enzym atic digestion
(×100) ; D. Goat b lastocyst after treated by imm uno surgery (× 100 ) ; E. M o rpho logy of p ro liferated ICM , w ith random distribu tion of

ep ithelium 2like cell in the cen ter (×50) ; F. T he appearance of p ro liferated ICM w as like“fried eggs”(×50) ; G. T he appearance of p ro liferated

ICM w as typ ical ESC2like co lon ies (×50) ; H. P rim ary ESC2like co lon ies show ed po sit ive stain ing fo r A KP, o ther cells w ere w eak o r negative

stain ing (×100) ; I. Passage 3 goat ESC2like co lon ies(×50) ; J. Passage 6 goat ESC2like co lon ies(×100) ; K. Passage 9 goat ESC2like co lon ies,

w h ich had b ig cells and died after subcu ltu re (×50) ; L. Passage 3 ESC2like co lon ies show ed po sit ive stain ing fo r O ct4, o ther cells w ere w eak o r

negative stain ing (×200)
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2. 2　山羊 ICM 的分离效果

3种方法共分离囊胚 83枚,得到 ICM 65个 (表

1)。由表1可知,机械法 (分离的 ICM 见图1 B )和酶

消化法 (分离的 ICM 见图1 C)适合于分离扩张囊胚

和孵化胚,不适合于分离早期囊胚; 免疫外科法 (分

离的山羊胚胎见图 1 D )对早期囊胚、扩张囊胚和孵

化胚均适用。分离得到 ICM 细胞的形态特征与胚胎

质量密切相关,而且 ICM 中细胞的大小不一致。
表 1　不同分离方法对山羊囊胚 ICM 的分离效果

T able 1　R esu lts of iso la t ing ICM from goat b lastocysts by differen t m ethods

分离方法
Iso lation m ethod

ICM 分离成功率ö% Success rate of iso lating ICM

早期囊胚
Early b lastocysts

扩张囊胚
Expanded b lastocysts

孵化胚
H atched b lastocysts

机械法M echan ical incision 0 (0ö3) 66. 7 (2ö3) 60. 0 (3ö5)

酶消化法 Enzym atic digestion 20 (1ö5) 80. 0 (4ö5) 100. 0 (5ö5)

免疫外科法 Imm uno surgery 80 (4ö5) 90. 9 (20ö22) 86. 7 (26ö30)

2. 3　血清和生长因子对山羊 ICM 体外培养的影响

结果

2. 3. 1　血清　在含血清培养条件下,接种 2 d 时 5

个 ICM 均贴壁; 而无血清培养条件下, 有 1 个 ICM

漂浮于培养液中。4～ 7 d 后,含血清培养条件下ICM

增殖较快,但同时周边空泡样细胞也大量增殖;而无

血清培养条件下, ICM 增殖相对较慢, 周边空泡样

细胞相对较少。

2. 3. 2　生长因子　由表 2 可知,在以M EF 为饲养

层的条件下,L IF、bFGF、L IF+ bFGF 和对照组原代

ESC 样集落形成率差异不显著 (P > 0. 05) ,但添加

bFGF 稍微有助于 ICM 增殖。
表 2　生长因子对无血清培养山羊 ICM 的影响

T able 2　Effects of cytok ine on the serum 2free cu ltu re of goat ICM

组别
Group

接种 ICM 数
N o. of ICM seeded

贴壁率ö%
A ttached

原代类ESC 集落形成率ö%
Fo rm ing rate of p rim ary

ESC2like co lon ies

类ESC 细胞最高传代数
T he h ighest passages

of ES2like cells

L IF 8 75. 0 (6ö8) 50. 0 (4ö8) 4

bFGF 9 77. 8 (7ö9) 55. 6 (5ö9) 9

L IF+ bFGF 8 75. 0 (6ö8) 62. 5 (5ö8) 7

对照组 CK 5 80. 0 (4ö5) 60. 0 (3ö5) 3

2. 4　山羊 ICM 与类ESC 集落的鉴定

2. 4. 1　山羊 ICM 与类ESC 集落的形态学特征　山

羊 ICM 接种后, 2 d 内贴壁,同时其周围逐渐出现空

泡样细胞, ICM 逐步完全分化。4～ 7 d 后, ICM 呈不

同的形态,大致包括以下几种: (1)全部为上皮样细

胞,没有典型的集落样结构出现; (2)边缘为扁平的

空泡样细胞,中央为不规则排列的上皮样细胞 (图 1

E) ; (3)集落逐渐发黑, 镜下呈“煎蛋”样 (图 1 F ) ;

(4)边缘为空泡样细胞,中央类ESC 集落逐渐长大,

呈立体感较强的山包状, 由小圆形细胞组成 (图 1

G) ; (5)空泡样上皮细胞逐渐出现弥散型的类ESC

集落,集落体积比较小 (图1 H )。

2. 4. 2　山羊 ICM 和类ESC 集落的鉴定　山羊 ICM

和类 ESC 集落传代后,小圆形细胞迅速增殖, 同时

空泡样的分化细胞增多,继续传代后虽然可重新形

成类 ESC 集落,但并不能保证其稳定存活, 大多数

类ESC 集落在传至3～ 4代时死亡,最高一株传至 9

代 (图1 I, J , K)。ICM 和类ESC 集落A KP 染色呈阳

性 (图 1 H ) , O ct4 (图 1 L )和SSEA 21免疫组化染色

也呈阳性, SSEA 24染色呈阴性。已分化细胞呈弱阳

性或阴性,饲养层细胞呈阴性。

3　讨　论

3. 1　山羊 ICM 为混合细胞群体

　　Ro ssan t等[16 ]研究发现,小鼠 ICM 表达O ct4或

Ga ta6 (一种促分化基因) ,说明其为混合细胞群体。

曹贵方等[17 ]的研究表明,山羊 ICM 位于腔的一侧,

分三层排列:最内层细胞为单层梭形,斜向囊胚腔突

入;最外层细胞为单层柱状或立方或半月形,与滋养

层细胞相延续; 内外层之间是多边形细胞构成的中

层; 滋养层细胞为单层扁平或低柱状; 在 ICM 外没

有看到滋养层的扁柱状细胞,但 ICM 最外层的立方

状或者半月形细胞与滋养层细胞相延续,可能从功

能上还是属滋养层细胞, 只是形态不同而已。

M einecke2T illm ann 等[10 ]发现,山羊类 ESC 在培养

过程中始终混杂有内胚层样细胞。本研究中,山羊

ICM 增殖后出现不同类型的细胞,因此作者推测山

羊 ICM 为混合的细胞群体。山羊 ICM 在体外增殖后

4 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 35卷



出现的由小圆形细胞组成的集落,可能为山羊ESC,

但对其体外稳定增殖的条件目前还不明确[11 ]。

3. 2　无血清培养山羊 ICM 的优点与局限性

由于不同批次FBS 间可能存在较大差异,不一

定均适宜于ESC 的培养,这就要求试验前必须对FBS

进行筛选。在小鼠和人ESC 研究上,已证明采用SR

替代FBS可以提高建系成功率[13, 18219 ]。SR 是一种成

分已知的血清替代物, 其中不含促进细胞分化的因

子。因此, SR 为细胞体外培养提供了一个相对恒定的

培养环境。但是,适宜于培养小鼠和人ESC 的SR ,并

不一定是培养山羊 ICM 的最佳物质。本研究结果表

明,用SR 培养山羊ICM 是可行的,而且添加bFGF 有

助于 ICM 的细胞增殖。但是, SR 的一个缺点是不能

促进细胞贴壁,这无疑增加了 ICM 传代后漂浮的机

率,进而降低建系效率[18 ]。FBS可以促 ICM 贴壁,因

此作者认为进一步研究可采用FBS和SR 相结合的方

法,即在传代时使用FBS培养,以促进 ICM 或类ESC

的贴附;待其贴壁后更换为SR 培养,以减少细胞分化

的发生,这将有助于山羊ESC 系的建立。

SR 为筛选适用于山羊 ICM 和类ESC 培养的生

长因子提供了较为稳定的营养成份, 但维持山羊

ESC 稳定增殖的关键因子还不清楚。L IF 对抑制小

鼠ESC 分化和维持其多能性有关键性的作用[122 ];

bFGF 对维持人ESC 增殖和保持其多能性有重要作

用[7 ]。T ian 等[11 ]认为, ESC 的增殖和多能性状态维

持, 除了饲养层分泌的生长因子外, ESC 自身的未

知内分泌因子也起到重要作用,如小鼠ESC 条件培

养液可以促进山羊类ESC 自我更新,但其分子机制

还不明确。本研究结果发现, 血清培养液中添加

L IF、bFGF 或两种同时添加,对原代ESC 样集落形

成率的影响差异不显著 (P > 0. 05) ,而添加bFGF 组

稍微有助于 ICM 增殖。

4　小结与展望

本研究结果表明,无血清培养山羊 ICM 是可行

的。尽管小鼠和人ESC 建系的方法已被详尽报道,

然而依其为参照,在山羊上仍无建系成功的报道。目

前还不完全清楚早期胚胎细胞转化为ESC 的分子

机制,也不清楚为何某些品系的小鼠很难建立ESC

系[20 ] ,因此探讨家畜ESC 系的建立方法仍有重要价

值。Bueh r等[21 ]通过追踪 ICM 和上胚层中多能性基

因O ct4的表达发现,仅有一小部分快速生长的细胞

表达O ct4,上胚层中也仅有一小部分细胞能转变到

稳定增殖的多能性状态,最后成为ESC。本研究发

现, 山羊 ICM 在体外增殖会出现一些小圆形细胞,

呈集落样生长,但未能得到如在小鼠上一样稳定增

殖的ES 细胞,表明山羊ESC 样细胞自我更新机制

与小鼠不同。目前对维持山羊ESC 样细胞增殖和自

我更新的微环境还不清楚。ESC 建系的关键是提供

稳定的、适宜的培养条件和有效的传代方法,无血清

培养将为进一步筛选山羊ESC 体外培养需要的微

环境提供便利。
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