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【摘* 要】目的：比较以 O/Q 细胞和人胚胎肺成纤维细胞

（C3RS）作为饲养层对人胚胎生殖嵴细胞（3N）生长的影响以

及经丝裂酶素 I 处理后的两种饲养层的变化. 方法：分离、培

养 2 X ) 4B C3RS，观察经丝裂酶素 I 处理 O/Q 细胞和 C3RS

后形态学变化，以 O/Q 细胞和 C3RS 作为饲养层培养人 3N 细

胞，计数 3N 细胞集落的形成率以及免疫组化检测 3N 细胞表

面标志物抗阶段特异性胚胎抗原#!（OO3W#!）和抗阶段特异性

胚胎抗原#)（OO3W#)）. 结果：经丝裂霉素 I 处理后 C3RS 较

O/Q 细胞生存时间明显长，形态维持更好；以 C3RS 和 O/Q 细

胞作为饲养层培养人 3N 细胞，集落形成率没有明显差异；两

种饲养层上形成的集落免疫学特征无明显差异. 结论：在培

养人 3N 细胞时，C3RS 饲养层较 O/Q 细胞饲养层更有优势.
【关键词】O/Q 细胞；胚胎肺成纤维细胞；胚胎生殖细胞；人类
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EF 引言

自 !&&( 年 /CB45AB: 等［!］首次建立人胚胎干细

胞（04>E7B:6, A?04 ,011，3O）系和 OC54>1B?? 等［$］建立

人胚胎生殖细胞（ 04>E7B:6, ;0E4 ,011，3N）系以来，

胚胎性干细胞研究已成为当今生命科学领域内的热

门课题. 胚胎性干细胞作为组织工程的种子细胞，将

为细胞、组织甚至器官替代治疗提供无限细胞来源，

也将为临床治疗模式带来革命性变革［2］. 谢松涛

等［)］也对人胚胎生殖嵴来源的人 3N 细胞进行了培

养，但迄今为止，来源于人胚胎生殖嵴的 3N 细胞系

仅有一例报道. 有学者认为 O/Q 细胞在建立人 3N
细胞系过程中具有不可替代的作用. 由于 O/Q 细胞

是来源于鼠的成纤维细胞系，用 O/Q 细胞作为饲养

层将会给临床应用带来潜在的危险. 我们用 O/Q 细

胞和 人 胚 胎 肺 成 纤 维 细 胞（ C=45: 04>E7B:6, 1=:;
F6>EB>15A?，C3RS）作为饲养层培养人 3N 细胞，旨在探

讨两种饲养层经丝裂酶素 I 处理后的变化和对 3N
细胞生长的影响.

GF 材料和方法

G. GF 材料F 高糖 DK3K 培养基（D=1>0,,BZA 4BH6F60H
35;10ZA 40H6=4，DK3K）购自 NPJPIQ 公司；无钙镁

磷酸 缓 冲 液（ D=1>0,,BZA 8CBA8C5?0 >=FF0E0H A516:0，

D[JO）、非必需氨基酸、二甲基亚砜、优质胎牛血清购

自 G7,1B:0 公司；胰蛋白酶、!#巯基乙醇、毛喉素（SBE#
ATB16:）购自 O6;45 公司；丝裂霉素 I 购自 \7B95 G5T#
TB \B;7B 公司；胶原酶购自上海桥源生物制药公司；

D]W 酶"购自 YB,C0 公司；人重组碱性成纤维细胞
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生长因子（!"#$% &’()#*+%$%, *$-+( .+*&)*/$-, 0&)1,!
.$(,)&，!&*232）购自 4’5&) 6’(! 78 公司；人重组白

血病抑制因子（!"#$% &’()#*+%$%, /’"9’#+$ +%!+*+,)&:
.$(,)&，!&;<2）购自 8=7><8?@ 公司；抗阶段特异性

胚胎抗原AB（CC7DAB）#D* 和抗阶段特异性胚胎抗原

AE（CC7DAE）#D* 由美国芝加哥大学 F&G H&"(’ ;$!%
提供；I/,&$-’%-,+%J’6> CA4 试剂盒购自迈新公司；FDH
显色试剂盒购自中山公司；K L BB 19 人工流产胚胎

（重庆医科大学第二临床学院人流室同意提供）用于

分离人 73 细胞；M L E #) 胚胎用于制备 !7;2；C6?
细胞由本室保存G
!G "# 方法

BG NG BO !7;2 分离、培养及铺板O 无菌条件下取 M L
E #) 人工流产胚胎肺组织，按照薛庆善等的方法分

离获取 !7;2，常规方法培养传代，经反复传代获得纯

化的 !7;2G 取对数生长期 !7;2，用终浓度为BNG P !0 Q
#; 丝裂霉素 8 处理 NG P LM !；F4HC 洗 M 次；NG P 0 Q ;
胰酶消化 N #+%；F4HC 洗 M 次；以细胞浓度为 N R BSP Q
#; 种植在 B 0 Q ; 明胶处理后的 NE 孔培养板中，每孔 B
#;；置 MTU，VPW 湿度和 PS #; Q ; 8?N 恒温细胞培养

箱中培养，E ! 后吸去培养液和尚未贴壁的细胞，换入

等量培养液，置培养箱中备用，B 19 内均可使用G
BG NG NO C6? 细胞铺板O 取对数生长期 C6? 细胞，用终

浓度为 BS !0 Q #; 丝裂霉素 8 按上述方法处理备用G
BG NG MO 人胚胎生殖嵴细胞的分离和培养O 无菌条件

下取得的 K L BB 19 胚胎生殖嵴用 F4HC 冲洗 M 次；

ESS I Q #; 的胶原酶 SG P #;，MTU下消化 EP #+%；灭

菌加样枪反复吹吸，将生殖嵴离散为小细胞团；B 0 Q ;
的胰蛋白酶和 SG N 0 Q ; 7F6D 溶液，MTU 下消化 P
#+%；加入等体积含 BSS #; Q ; 胎牛血清的培养液终

止反应；加入 NSS I 的 F%$-’"作用 BS #+%；轻柔吹打

使细胞分离，胚胎干细胞培养液重悬后以 B R BSP，

B R BS，B R BSM Q #; 三 种 浓 度 种 植 于 C6? 细 胞 和

!7;2 细胞饲养层，胚胎干细胞培养液包含 XSS #; Q ;
高糖 F>7>，NSS #; Q ; 胎牛血清，N ##)/ Q ; ;A谷胺

酰氨，SG B ##)/ Q ; 非必需氨基酸，SG B ##)/ Q ; NA巯基

乙醇，BS !#)/ Q ; 2)&-9)/+%，N !0 Q #; !&*232，;<2 BS
R BSP <I Q ;，BS R BSE <I Q ; 青霉素和 BS R BSE <I Q ; 链

霉素G 置 PS #; Q ; 8?N，VPW 湿度，MTU 恒温细胞培

养箱中培养，每天更换培养基G
BG NG EO 形态学观察O 用胚胎干细胞生长培养液培养

经丝裂霉素 8 处理后的 C6? 细胞饲养层和 !7;2 饲

养层 BE Y，在倒置相差显微镜下观察两种饲养层细胞

的形态变化G 倒置相差显微镜下观察在 C6? 细胞饲

养层和 !7;2 饲养层上人 73 细胞集落形态G

BG NG PO 在 C6? 细胞和 !7;2 饲养层上 73 细胞集落

形成率O 用胚胎干细胞生长培养液将消化后的人胚

胎生殖嵴细胞稀释成 B R BSP，B R BSE，B R BSM Q #; 的

细胞悬液，分别种植于 C6? 细胞和 !7;2 饲养层上，

每种细胞浓度种植 E 个复孔G 置于 MTU，PS #; Q ;
8?N 饱和湿度恒温细胞培养箱中培养，每天更换培养

基G 计算集落形成率，即 E 个复孔形成集落总数与种

植细胞总数之比G
BG NG KO 免疫细胞化学检测O 取两种饲养层细胞上形

成的集落，ES 0 Q ; 多聚甲醛固定 BP L NS #+%；经 4HC
洗 M 次；按 免 疫 组 化 CDH8 法 检 测 细 胞 表 面 抗 原

CC7DAB 和 CC7DAE（一抗工作浓度为 B ZPS）G 设不加

一抗组为阴性对照组G
统计学处理：数据以 ! " # 表示，采用 C4CCBNG S

进行方差分析 $ 检验G 显著性水平 # [ SG SP，% \
SG SP为有显著性差异G

"# 结果

"$ ! # %&’( 体外生长与传代 # 原代培养时所得细

胞，细胞形状多种多样G 传代细胞至第 M L P 代时细

胞形态基本一致，以长梭形成纤维样细胞为主，细胞

排列成为放射状、漩涡状或栅栏状（ 图 BD）G 将其反

复传至第 EP 代，在第 P L MS 代时生长最旺盛，平均 M
L E Y 达到汇合；第 MB L EP 代时平均 P L K Y 达到汇

合，形态无显著变化G
"$ "# 丝裂霉素 ) 处理后 *+, 细胞和 %&’( 形态变

化# 用人 7C 生长培养液培养 C6? 细胞和 !7;2 饲养

层，培养 EX ! 观察，C6? 细胞的培养液变黄，而人

!7;2 的培养液颜色没有明显改变G 不更换培养液，

培养 TN ! 后，少部分 C6? 细胞浮起，细胞内可见颗粒

状物形成；培养超过 K Y，大部分细胞浮起G 每 M Y 更

换一次培养液，C6? 细胞培养 P Y 后有部分细胞浮

起，细胞内出现颗粒状物（图 BH）G 而人 !7;2，培养 T
Y 未见细胞浮起，细胞形态未见明显改变，并可维持

BE Y（图 B8）G
"G -# 两种饲养层细胞对胚胎生殖细胞集落形成的影

响# 人胚胎生殖嵴细胞以 B R BSP，B R BSE，B R BSM Q
#; 三种浓度种植于 C6? 细胞和 !7;2 饲养层上，培

养 T Y 后观察计数G 结果显示：以 B R BSE Q #; 组，集

落形成最多，集落形态典型（ 图 ND，H）；B R BSM Q #;
组，集落形成数量最少；B R BSP Q #; 组，可见较多集落

分化，集落细胞质中有颗粒样物出现，饲养层细胞和

胚胎生殖细胞容易卷折G 以相同浓度种植胚胎生殖

嵴细胞，两种饲养层细胞对人 73 细胞集落形成率没

有显著性差异G
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!：丝裂霉素 " 处理前 #$%&；’：丝裂霉素 " 处理 ()* 细胞后培养 +

,；"：丝裂霉素 " 处理 #$%& 后培养 + ,-

图 ./ 丝裂霉素 " 处理前后 #$%& 和 ()* 细胞/ 0 122

!：#$%& 饲养层上 $3 细胞集落；’：()* 细胞饲养层上 $3 细胞集落-

图 4/ ()* 细胞和 #$%& 饲养层上的 $3 细胞集落/ 0 122

!- "# 人胚胎生殖细胞集落免疫学特征# 经检测集落

表面抗原 (($!5. 和 (($!51，显示两种饲养层细胞上

培养的人胚胎生殖细胞集落均表达 (($!5. 和 (($!5
1（图 6!，’）-

!：#$%& 饲 养 层 上 表 达 (($!5. 集 落；’：()* 细 胞 饲 养 层 上 表 达

(($!51 集落-

图 6/ 胚胎生殖细胞集落表达 (($!5. 和 (($!51/ 0 122

$# 讨论

饲养层是建立和维持人胚胎性干细胞系未分化

状态的必要条件- 迄今为止，己分离得到的非人灵长

类和人胚胎性干细胞系无一不是在有饲养层条件下

建立和维持的，在无饲养层的情况下，人 $(，$3 细

胞毫无例外地分化为多种细胞类型- 目前已建立的

人胚胎性干细胞系都以鼠源性胚胎成纤维细胞为饲

养层［7］- 有报道称用人源性饲养层，如人胚胎皮肤和

肌肉细胞、输卵管细胞和人骨髓基质细胞，也能维持

人 $( 细胞体外增殖和保持其未分化状态，由于上述

饲养层存在来源、体外增殖能力低等问题而在应用中

受限［8 9 :］- 而在仅有的一例关于人 $3 细胞系的建系

报道中，用 ;$& 作为饲养层却是不成功的，因而有学

者认为 ()2 细胞饲养层在人 $3 细胞建系中具有不

可替代的作用- 这—结论是很难解释的，因为仅有一

例报道，尚不能确定其他饲养层在人 $3 细胞建系中

的确切作用，尤其是人胚胎成纤维细胞饲养层-
我们的研究结果显示：. 0 .21 < =% 接种的生殖

嵴细胞在两种饲养层上形成的人 $3 集落最多，且经

过对集落的表面标志物 (($!5. 和 (($!51 的检测证

实所形成的集落为人 $3 细胞集落- 但是以 ()* 细

胞作为饲养层和以 #$%& 作为饲养层之间对 $3 集落

形成率并无显著性差异- 提示两种饲养层都能较好

支持人 $3 细胞的生长和克隆的形成- 以 . 0 .27 < =%
和 . 0 .26 < =% 接种的生殖嵴细胞形成的 $3 集落数

量较少，而两种饲养层之间 $3 集落形成率没有显著

性差异，提示以 . 0 .27 < =% 浓度种植的胚胎生殖嵴

细胞浓度大，细胞生长过快，尤其是胚胎生殖嵴中的

其它细胞生长快，容易和饲养层细胞一起卷折，不利

于胚胎生殖细胞集落的形成- 还由于胚胎生殖细胞

集落培养体系的营养供给不足，造成部分集落分化-
而种植浓度太低，也不利于集落的形成- 因此以 . 0
.21 < =% 作为最佳的种植浓度，且最有利集落的形成-

以 ()* 细胞和 #$%& 细胞作为饲养层分离、培养

人 $3 细胞，#$%& 饲养层有以下优点：! #$%& 与人

$3 细胞相同种属，不会引入异种蛋白和动物源性病

原微生物，更有利今后临床应用；" 经过丝裂霉素 "
处理后，能在体外培养达 .1 , 依然维持较好的生长

状态- # #$%& 能体外连续传代 72 代以上，较鼠胚胎

成纤维细胞、成人骨髓基质细胞等明显长，且经过多

次传代后细胞均一，同质性高，有利于对其培养体系

的精确分析- 不足的是，迄今为止，没有利用 #$%&
细胞饲养层建立人 $3 细胞系的报道-
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雷公藤多甙片致重症全血细胞减少 ! 例
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!" 病例报告" 男，AU 岁9 间断浮肿 @ %$，加重 A X,，于 AUUB0
!!0U? 入院9 缘于 AUUB0UA 劳累后出现颜面及双下肢浮肿，伴

乏力，渐加重，化验尿蛋白!，QRT ^ ；血白蛋白 NU I _ Z，球蛋

白 AA I _ Z9 诊断急性肾小球肾炎9 住院用激素等药物治疗 ! ^

%$，浮肿消退，尿蛋白减少出院9 出院后未坚持治疗，尿蛋白

^ ‘"，QRT ^ 9 近 A X, 来浮肿反复来我院9 既往无药物过

敏史9 查体：血压 !AU _ @U %%SI（!O _ !U9 E,K6），发育正常，营

养中等，双睑及双下肢轻度浮肿，下肢浮肿可压陷，心肺腹未

见异常9 尿蛋白!，R*J!，QRTO ‘ @ _ SK；AB # 尿蛋白 B9 A@ I；

血 S: !!@ I _ Z，QRT B9 ! a !U!A _ Z，HRT A9 @ a !U? _ Z，KZ" !CN
a !U? _ Z；R 超示双肾实质弥漫性损害9 诊断原发肾病综合

征9 因患者拒用激素，即使用雷公藤多甙片（ 湖南株洲制药三

厂制）BU %I，口服，N 次 _ 3，大剂量黄芪注射液、葛根素、潘生

丁、瑞泰等治疗，约 !U 3 出现不规律腹痛、腹泻，雷公藤减量，

症状无明显改善，并出现发热9 "：N@9 Ob，鼻衄9 KZ"，HRT 先

后出现进行性急剧下降，住院 !@ 3 停雷公藤，KZ" !UC#AC#!@
a!U? _ Z；HRT N9 E#A9 B#U9 E a!U? _ Z；S: !!B#@@#@B I _ Z；住院

AU，AA，AC 3，KZ"，HRT，S: 降至最低点9 骨穿：骨髓增生欠活

跃；粒细统占 U9 ABB，增生受抑；红系占U9 AO@，晚幼红比例减低

E9 Ac；全片见巨核细胞 !BC 个，其中幼稚型 AUd!，余均为颗粒

型，KZ" 散在或三五成丛少见；淋巴细胞比例增高N?9 Oc 9 诊

断全血细胞减少症9 输注 KZ"，HRT，注射 HRT 集落刺激生

长因子、血浆、抗生素、激素，口服鲨肝醇、维生素 RB 等 ! X,
血细胞各项指标开始恢复9 复查骨穿示：骨髓增生活跃，粒细

统占 U9 C@B，早幼粒细胞比例增高AO9 Bc；红系占 U9 AU，中幼

红比例略低 B9 @c；淋巴细胞比例正常；全片见巨核细胞 !B?
个，分类 AU 个，颗粒型 !E 个，产板型 N 个，KZ" 散在或三五成

丛可见9 住院 A@ 3 KZ" 先恢复正常，随后 A 3 HRT 恢复，S:
恢复较慢至出院时仍 !UC I _ Z9 KZ"，HRT 恢复后尿检无改善，

AB # 尿蛋白定量多时 O9 AB I9 入院 CU 3 时采用标准连续甲强

龙冲击治疗 N 次，冲击后维持服用强的松 OU %I _ 3，晨顿服，并

服用瑞泰、中药等，病情稳定，尿蛋白 e ‘ ^ ，QRT! ‘ A _ SK；

AB # 尿蛋白定量 !9 UO I9 共住院 O? 39 出院 N %$ 仍服用激素

AU %I _ 3，尿蛋白 e ‘ ^ ，余均正常9

#" 讨论" 雷公藤具有祛风除湿、活血通络、消肿止痛等功效，

!?EU 年代后期用于治疗肾脏病［!］，目前除用药范围有扩大

外，用药剂量亦有增大趋势，通常剂量小于 AU %I，N 次 _ 3，口

服，多不引起明显毒副作用9 本例双倍剂量雷公藤仅服用 A
X, 即造成严重副作用，通过停药观察及日后随访可以确定系

雷公藤所致，查阅文献有不随雷公藤剂量相关致再生障碍性

贫血报告［A］，相反也有用于治疗急性再生障碍性贫血并取得

良好疗效者［N］，出现骨髓抑制可能与个体体质因素药物过敏

反应造血干细胞损伤或分化停滞有关，临床使用尤其剂量加

大时应加以注意9
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