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大鼠心肌细胞条件培养基对兔胚胎干细胞

分离培养效果的影响
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摘 要 〕 采用大鼠心肌细胞条件培养基对兔胚胎干细胞 。 。 ,

进行分离
、

传代培养
,

研究

大鼠心肌细胞条件培养基对兔 分离培养效果的影响
。

结果显示
,

用 大鼠心肌细胞条件培养基培养的兔 二

集落呈岛屿状生 长
,

碱性磷酸酶染色呈强 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 常规冻存后再传代的兔 集落具有较为一致的生长特征
,

并呈现胚胎干细胞集落

所特有的岛屿状生长形态 传至第 代的兔 集落核型正常率
。

表明 大鼠心肌细胞条件培养基 可用于

兔胚胎于细胞分离培养
。
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来的可在体外连续增殖而不分化
,

并具备全能性的

细胞〔’ 」。

由于 系具有全能性
,

将其与基 因工

程技术
、

胚胎工程技术相结合
,

在动物细胞与个体之

间架起 了一座桥梁
,

可用来生产转基因动物
,

药用蛋

白
,

研究动物发育和细胞分化及基因调控
,

而且胚胎

干细胞与治疗性克隆的联系也越来越 紧密 , ‘二。

因

此
,

的研究一 直非常活跃
,

各国科学家都积极

投身于这一研究领域
,

期望能分离建立 系
。

目前虽然 已有成功建立 系的报道
,

但也仅

限于几个有限品种闭
,

其他动物 建系方法还不

成熟
,

这可能与其 的生长特性不同有关
。

研究

人员常以小鼠 建系方法为参考
,

探索其他物种

的建系方法
。

就兔而言
,

等川 首先建立

了第一株兔 系 等图 报道兔 经核移植

可发育至囊胚 。 等仁‘。

用兔 成功制作皮毛嵌

合体
。

但兔 建系效率低
,

传代时 易分化
。

为了寻求适合兔 的培养体系
,

提高其建系效

率
,

本试验探讨 了大 鼠心 肌 细胞 条件培 养液 对兔

分离培养效果的影响
,

以期完善兔 的分离

培养体系
,

为兔 系的建立提供参考
。

材料与方法

试验材料

试验动物 日本大耳兔
,

由河南省实验动物

生产中心提供
,

质量 以上
,

健康 大 鼠由

河南省医科大学实验动物中心提供
。

主要试剂 宁波激素制品有限公 司

生产
,

批 号
,

杭 州市动物药品厂 生

产
,

批号
,

培养液 低糖
,

无丙 酮酸

钠
,

公 司产 品
,

批 号
一 ,

胰酶
一 ,

混和液 公 司产品
,

批

号
一 ,

丝裂霉素
,

公

司产品
,

批号
,

国产胎牛血 清
,

杭州 四

季青生物公 司生产
,

批号
,

进 口 胎牛血清

公司产品
,

批号
,

人重组 白

血 病 抑 制 因 子
,

公 司 产 品
,

批

号
一 ,

明胶 华美生物公 司产品
,

批号
,

汗琉 基 乙 醇
一 ,

公 司 产 品
,

批

号
。

兔 培养液为低糖 体积

分数 胎 牛血 清
碑

价疏 基 乙 醇 十

非必 需 氨基 酸

青霉素 链霉素
。

大 鼠心 肌

细胞条件培养基制备参考曹鸿国等〔’‘〕报道的方法
。

兔胚胎的获取及培养

选择阴道 粘膜 呈 淡 粉红 色的母 兔
,

肌 肉注射

只
,

后观察发情情况
。

将发情症

状明显的母兔与公兔合笼
,

自然交配
。

交配后耳静

脉注射 只
,

后手术从子宫收获囊

胚
,

冲卵液为无
、 ‘

的 体积分数
。

将兔胚 胎培养 于 体积 分数

微滴中
,

培养条件为 ℃
,

体积分数
,

饱和湿度
。

兔 饲养层的制备

取胚龄为 的鼠胚或 的兔胚
,

去除头
、

四肢及内脏
,

将躯干部分剪碎
,

用 无 朴
、 ‘

的

洗涤
,

于 胰酶一 中消

化
,

过孔径 拌 滤纱
,

于培养瓶 中培养
。

选择生

长 良好的 一 代胎儿成纤维细胞作为饲养层
,

用前

以 丝 裂酶素 处理
,

再用 八
,

胰

酶一
矛

消化
,

离心
,

沉淀重悬
,

以 火 ’密度接种 于
,

明胶

水溶液处理过的四孔培养板
,

待用
。

兔胚胎的分割

将兔扩张囊胚 用 蛋 白酶 作用 一

,

去掉胶膜和部分透明带
,

在体视显微镜下用刀

片和玻璃针去除剩余透 明带
,

后转人培养皿小液滴

中
,

用精细拉制的玻璃针小心切除滋养层细胞
,

挑出

内细胞团
,

移至加 培养液的四孔培养板中
。

℃
、

体积分数
、

饱和湿度条件下培养
,

每日观

察
、

记录 贴壁及 集落出现的时间
。

兔 集落的分离

待兔 集落
,

出现岛屿状隆起时
,

对其进行

分离
。

在体视 显 微 镜 下
,

用精细拉制 的 巴 氏管将

切下
,

转入 液滴中洗 次
,

再转人上层覆

盖石蜡油的 胰酶一 八
,

消化液

滴中
,

在 培养箱中作用
。

用另一支吸

有含血清培养液的 口 径小于 细胞团的巴氏管
,

轻轻将细胞团离散为 细胞的小团块
,

将离散后

的微滴内容物转入新制作的饲养层 四孔培养板内继

续培养
,

每 日观察
,

每 更换 次培养液
。

兔 集落的分离及传代培养

分散后的兔 继续培养
,

此时出现的

集落记为
。

用分离及离散 的方法对

进行分离
、

传代后
,

重新接种于饲养层 上
,

再次 出现

的 集落记为
,

依此法进行分离
、

传代
,

直到获

得足够的兔
,

分批冻存
。
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兔 的鉴定

形 态观察 在相差显微镜下观察兔 和

的形态
,

并对 细胞进行伊红染色
,

观察其形

态特征
。

碱性磷酸酶 染色 兔 团经体积

分数 多聚 甲醛 固定
,

洗涤
,

平衡
,

加入 新配

制
,

混和液
,

避光反应
,

去离子水洗涤
,

显微镜下观察
。

核型分析 取第 代生长旺盛的兔
,

用

秋水仙素处理
,

涂片
,

空气干燥
,

染色
,

油镜下观察核型
,

重复 次
。

体外分化能力鉴定 将兔 集落消化 为

小团块
,

接种在 明胶水溶液处理的平皿 中培

养
,

每 日振摇 次
,

培养液为不添加 的

培养液
。

兔 的冷冻与解冻

冷冻保护液为 十体积分数

体积分数
。

用胰酶消化兔
,

离心
,

弃上清液
,

加人冷冻保护液重悬
,

调整细胞密度为 。 ’ ,

以每管

分装于冻存管
,

℃平衡 后
,

再于液氮蒸气

中平衡
,

投 人 液 氮保存
。

将冷冻兔 在

℃温水中解冻后
,

迅速用 倍体积培养液重悬
,

以 而 离心 而 后再重悬
,

快速去除
,

进行计数
,

培养
。

取 细胞悬 液
,

加 川
,

台盼兰溶液 台盼兰
,

磷酸二氢钾
,

抓

化钠
,

蒸馏水
,

混合均匀
,

静置
,

吸取混和液
,

镜下观察
,

计算细胞活力
。

以上试验均设大 鼠心肌 条件培养液试验组 及

培养液对照组
。

结果与分析

兔 细胞的分离

交配后 收集的兔胚胎多数是囊胚
,

但也有

一定数量的桑堪胚
。

兔囊胚外覆 一层很厚的胶膜
,

内细胞团相对较小
。

兔扩张囊胚难 以在兔胚胎成纤

维细胞饲养层上附着生长 附着率为
,

在小 鼠

胚胎成纤维细胞饲养层上培养也较难附着
,

但附着

率 比兔成纤维细胞饲养层高
。

兔囊胚不经处

理直接培养于小鼠胎儿成纤维细胞饲养层上
,

后 才有 少 数胚 胎 贴 壁
,

贴 壁 率极 低
,

而且贴壁后生长非常缓慢
。

图 切割后的兔胚胎 丫

、、

图 传代后的兔 集落

图 贴壁 兔 集落

兔胚胎经切割后 图
,

其 可在 内贴

壁
,

能保持较快的增殖速度
,

贴壁率提高
,

达
。

兔胚胎切割后
,

集落呈 扁平圆形 单层 集

落
,

细胞之间界限不清 图
。

用胰酶消化传代后
,

集落较小
,

呈 微 隆起 椭 圆形 集落
、

颜 色较 暗 图
。

用胰酶消化传代时
,

第
, ,

代兔 能稳定

增殖
,

但从第 代开始细胞集落数逐渐减少
,

第 代

以后丢失
。

第
,

代兔 经冷冻保存再解冻后
,

以上 的细胞具有 的典型形态
,

在原来的培

养条件下仍可传代
,

活力不减
,

生 长行为较 一致
。

、
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大鼠心肌细胞条件培养基对兔 分离
、

培

养效果的影响

表 表明
,

大鼠心肌细胞条件培养液组兔

贴壁率为
,

显著高于对照组 尸
,

而且

增殖速度明显加快 大鼠心肌条件培养液组兔

集落出现的时间为传代后
,

而对照组

培养液
,

添加 拌 牛胰岛素 需 以上
,

而

且大鼠心肌细胞条件培养液组兔 的连续传代

能力较对照组强 表
。

衰 不同 培养甚对兔 贴盛率和

最离传代数的影响

分组
胚胎数 贴壁率 最高传代数

大鼠心肌细胞条件液

对照组

注
,

表示与对照组相比差异显著 尸 。
。

赞

兔 的鉴定结果

兔 体积较小
,

圆形
,

核质比高
,

有一个或多

个核仁
。

兔 集落一般呈典型的岛屿状
、

条状或

网状
。 ,

和 代兔 集落
,

染色均呈强阳

性
。

对第 代兔 集落随机取样
,

个样本的二

倍体核型正常率分别是
, ,

和
,

平

均为
,

二倍体核型正常率大于
,

个样本

为 型
,

个为 型
。

离散的 小团块经

悬浮培养后形成类胚体
,

将类胚体离散
,

再移至

新的培养皿
,

长期培养后可观察到成纤维细胞
、

神经

细胞等多种分化细胞
。

讨 论

胚龄和饲养层对 分离培养效果的影响

胚龄和饲养层对 的分离和培养有着重要

的影响
。

从理论上讲
,

胚龄越小
,

分化程度越低
,

越

具有发育全能性
。

有研究报道
,

用小鼠 细胞

的桑根胚分离 的成功率 比用囊胚高得 多〔’ 〕。

本试验用 日龄兔囊胚也分离到兔
,

表明 日

龄兔胚可作为 的分离材料
。

等〔’ 」

在分离猪 时
,

对猪胚胎成纤维细胞
、 、

及 大 鼠肝细胞
,

条件

培养基进行 了比较
,

结果发现猪 只在 细

胞饲养层上增殖
。

本试验 比较 了兔 在兔成纤

维细胞饲养层 和 上 的增殖行为
,

结果发现兔

在兔成纤维细胞饲养层 上难 以 附着生 长
,

在

饲养层上相对较容易附着生长
,

表明在分离培

养 时
,

不同动物 要求的饲养层种类不同
。

胚胎处理方式对 分离效果的影响

在进行 分离培养时
,

胚胎的处理方式直接

影响着 的分离效果
。

在进行胚胎培养时
,

细胞只有与饲养层贴壁后才能快速增殖
,

因为饲养

层所产生的成纤维细胞生长因子往往锚定于细胞膜

上
,

当 细胞与饲养层直接接触后才能接受成纤

维细胞生长因子的刺激
。

小 鼠囊胚透 明带薄
,

容易

在培养液中下沉贴壁 而兔胚透明带厚且外覆一层

很厚的胶膜
,

体积较大
,

较小
,

在培养基中浮力

大
,

下沉较困难
,

所以孵化和贴壁较慢
。

本试验采用

蛋白酶消化去除兔胚胎胶膜和部分透明带
,

再辅以

胚胎切割
,

显著提高了 贴壁率
,

促进 了 的

增殖
,

有利于兔 传代
,

这一结果 与赖 良学等 川

的研究结果一致
。

培养基对 分离培养效果的影响

合适的培养基 是维持 正 常生长和保持未

分化状态的关键因素
。

胰岛素能促进早期胚胎卵

裂
,

也能促进胚胎细胞的有丝分裂和减少细胞死亡
,

从而使囊胚细胞数 目增加〔‘ 〕。

本试验在培养基中

添加 胰岛素
,

结果发现 细胞增殖速

度加快
,

贴壁率提高
,

可见在分离兔 过程中
,

添

加胰岛素是有一定促进作用 的
。

在抑制分化方面
,

本试验以小鼠胚胎成纤维细胞饲养层作为分化抑制

物的同时
,

在培养基 中还添加了
,

取得了较好地抑制兔 分化的效果
,

但由于某些

未知的原因
,

所获得的 仅传至 代就丢失 了
。

相 比之下
,

大 鼠心肌细胞条件培养液促进 了 的

贴壁
,

增强 了 的传代能力
,

最 高可传至 代
。

等〔‘ 〕以大鼠心肌条件培养液为培养基
,

采用

添加鸡血清的消化液分离小鼠胚胎干细胞
,

获得 了

较高的建系效率
。

等〔” 〕研究发现
,

原代培养

的人心 肌细胞可 以分泌
、 一

和
一

等多种

细胞因子
。

的一 个特殊膜受体是 又 叫
,

另一个是
,

受体对
一

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
。

由此 可 见
,

在心 肌 条件培养 液 中
、 一

和 厂 连同其他一些至今还不清楚的细

胞因子
,

在 分离培养过程 中共同作用
,

从 而提
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高了 的分离培养效果
。

综上所述
,

在分离培养兔 时
,

应先对兔胚

进行蛋白酶消化以去除透明带
,

胚胎切割
,

以 作为饲养层
,

再对所获囊胚进行

用大鼠

件培养液进 行培养
。

该法可提高

果
。

心肌细胞条

分离培养效
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