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昆明小鼠胚胎干细胞培养体系的优化

任卫青，张志平，许晓婷，邓立新，李小佳，吕婧玉，翟明胜，王新庄

（河南农业大学牧医工程学院，郑州４５０００２）

摘　要：为了更高效地分离昆明小鼠胚胎干细胞，本研究从饲养层、胚胎发育阶段和培养液方面进行优化。将３代

以内的小鼠胎儿成纤维细胞（ＭＥＦ）用丝裂霉素Ｃ处理后，分别按１×１０４、１×１０５、１×１０６·ｍＬ－１密度接种，以 Ｈ

ＤＭＥＭ＋１５％ＫＳＲ＋ＬＩＦ为培养液，观察不同密度饲养层对昆明小鼠胚胎干细胞（ＥＳ细胞）生长的影响，并研究胚

胎发育阶段和培养液中分别添加干细胞生长因子（ＳＣＦ）、ＳＣＦ＋胰岛素对昆明小鼠ＥＳ细胞分离克隆的影响。结

果显示，胚胎在密度为１×１０５·ｍＬ－１的饲养层上，Ｆ１代和Ｆ２代ＥＳ细胞克隆形成率均显著高于其他２组（犘＜

０．０５）。囊胚的Ｆ２代ＥＳ细胞克隆形成率显著高于桑椹胚（犘＜０．０５），培养液中添加ＳＣＦ显著提高昆明小鼠胚胎贴壁

率（犘＜０．０５），同时添加ＳＣＦ和胰岛素得到昆明小鼠最高胚胎贴壁率及Ｆ１、Ｆ２代ＥＳ细胞克隆形成率。所分离的

ＥＳ细胞显示ＡＫＰ染色强阳性，Ｏｃｔ４、ＳＳＥＡ１的免疫荧光检测阳性，具有 ＥＳ细胞的特点。由此认为，发育至囊胚

的胚胎在 ＭＥＦ密度为１×１０５·ｍＬ－１上，培养液中同时添加ＳＣＦ和胰岛素更适合昆明小鼠ＥＳ细胞的分离培养。
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　　胚胎干细胞（Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳ细胞）

是从囊胚内细胞团（ＩＣＭ）或原始生殖细胞中分离培

养而来，具有全能分化能力和无限增殖能力的一群

细胞［１］。研究证实，ＥＳ细胞在体外可以分化成各种

细胞，包括神经细胞、心肌细胞、胰岛细胞和生殖细

胞［２３］等，因此引起国内外科学家的密切关注，然而

所有这些研究的重要前提是必需具备充足的干细胞

来源。ＥＳ细胞体外培养条件要求苛刻，一方面要抑

制其分化，另一方面又要促进其分裂增殖，因此，必

须在培养基中加入分化抑制因子或将其培养在能分

泌分化抑制因子的饲养层细胞上，还要选择合适的

培养基促进其分裂增殖。自１９８１年 Ｍ．Ｊ．Ｅｖａｎｓ

和 Ｍ．Ｈ．Ｋａｕｆｍａｎ首次分离培养了小鼠的胚胎干

细胞［４］，至今已建立了数百个小鼠ＥＳ细胞系。但

这些小鼠细胞系绝大多数来自１２９品系，１２９品系

小鼠易感染多种疾病，具有高频自发畸胎瘤特性及

ＥＳ细胞容易癌化等缺点，因此该品系小鼠不宜用于

免疫学和细胞、组织移植等研究［５］。昆明小鼠作为

我国应用最多的国产远交系试验小鼠，其ＥＳ细胞

建系的成功率还很低［６］。

为提高昆明小鼠的ＥＳ细胞建系效率，本试验

以原代培养小鼠胎儿成纤维细胞（Ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＥＦ）为饲养层，探讨了 ＭＥＦ作为饲养

层的最佳接种密度，并研究了胚胎不同发育阶段和

培养液中添加干细胞生长因子（Ｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，

ＳＣＦ）和ＳＣＦ＋胰岛素对昆明小鼠ＥＳ细胞体外培养

的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　试验动物　　８～１２周龄昆明小鼠由河南

省实验动物中心提供。

１．１．２　主要试剂　　ＨＤＭＥＭ 培养基（含谷氨酰

胺，Ｇｉｂｃｏ），胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ），ＫＮＯＣＫＯＵＴＴＭＳＲ

（ＫＳＲ，Ｇｉｂｃｏ），β巯基乙醇（Ａｍｒｅｓｃｏ），非必须氨基

酸（ＭＥＭ，Ｓｉｇｍａ），白血病抑制因子（ＬＩＦ，Ｃｈｅｍｉ

ｃｏｎ），丝裂霉素Ｃ（Ｒｏｃｈｅ），胰岛素（Ｉｎｓｕｌｉｎ，Ｓｉｇｍａ），

干细胞因子（ＳＣＦ，Ｂｉｏｗｏｒｌｄ），胎牛血清（ＦＢＳ，四季

青），明胶（Ｓｉｇｍａ），碱性磷酸酶（ＡＫＰ）染色试剂（南

京建成生物工程研究所），羊抗鼠Ｏｃｔ４抗体（Ｓａｎ

ｔａ），ＳＳＥＡ１鼠单抗（Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ）；驴抗羊二抗、

羊抗鼠二抗均购自Ｊａｃｋｓｏｎ公司。

１．２　饲养层的制备

原代小鼠胎儿成纤维细胞（ＭＥＦ）取自怀孕

１２．５～１４．５ｄ的孕鼠，用酶消化法获取 ＭＥＦ。取３

代以内生长旺盛的 ＭＥＦ
［７］，用含１０μｇ·ｍＬ

－１丝裂

霉素Ｃ的 ＨＤＭＥＭ培养液处理２．０～２．５ｈ后，用

０．２５％胰酶消化细胞，以血球计数板计数，按试验设

计将不同密度 ＭＥＦ接种于０．１％明胶包被的４孔

培养板内，培养液为含１０％ＦＢＳ的 ＨＤＭＥＭ 培养

液。使用前２ｈ更换为ＥＳ细胞培养液。

１．３　胚胎干细胞培养液

培养液１：ＨＤＭＥＭ 液＋１５％ＫＳＲ＋１０００

ＩＵ·ｍＬ－１ＬＩＦ＋０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１β巯基乙醇＋０．０１

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＭＥＭ＋１００ＩＵ· ｍＬ－１青霉素＋１００

ＩＵ· ｍＬ－１ 链 霉 素；培 养 液 ２：培 养 液 １＋２０

ｎｇ· ｍＬ
－１ＳＣＦ，培养液３：培养液１＋２０ｎｇ·ｍＬ

－１

ＳＣＦ＋１０μｇ·ｍＬ
－１胰岛素。

１．４　昆明小鼠胚胎的获取与培养

见栓后３．５～４．０ｄ的昆明小鼠颈部脱臼处死，

收集质量好的胚胎，放于接有饲养层的４孔板内，每

孔４～５枚，３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度培养。每日观

察、记录胚胎贴壁数、ＩＣＭ集落形成及传代情况。

１．５　胚胎干细胞的分离、传代

胚胎在饲养层上培养５～６ｄ，ＩＣＭ 长大呈岛状

或鸟巢状，周围滋养层细胞明显展开，此时进行分离

ＩＣＭ。在体视显微镜下剥去ＩＣＭ 周围的滋养层细

胞，用自制的巴氏吸管将ＩＣＭ转移到干净平皿内的

０．１２５％胰酶０．０４％ＥＤＴＡ消化液滴中，３７℃，消

化３～５ｍｉｎ，之后转移到含１０％ＦＢＳ的培养液中终

止消化，用吸管轻轻将集落吹打分散成５～１５个细胞

的细胞团，再接种到铺有新饲养层的４孔板内继续培

养，１个ＩＣＭ集落的细胞团接种１个孔，间隔２ｄ换

液，并观察集落形态。分散的ＩＣＭ继续培养４～６ｄ，

此时出现的ＥＳ细胞集落记为Ｆ１，用离散ＩＣＭ的方

法对其分离、传代，重新接种于饲养层上，再出现的

ＥＳ集落记为Ｆ２，依次类推
［８］。

１．６　小鼠犈犛细胞的鉴定

１．６．１　形态观察　　在倒置显微镜下观察昆明小

鼠ＩＣＭ集落、ＥＳ细胞的生长行为及形态特征。将
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致密、隆起、边界清晰、折光性强的细胞集落判定为

ＥＳ细胞集落。

１．６．２　碱性磷酸酶染色　　对得到的第３代ＥＳ

细胞进行碱性磷酸酶染色鉴定，按试剂盒提供的方

案进行操作。

１．６．３　免疫荧光染色　　将第３代 ＥＳ细胞用

ＰＢＳ洗涤后，用４％多聚甲醛常温固定３０ｍｉｎ，

０．２％的ｔｒｉｔｏｎｘ１００常温破膜１０ｍｉｎ，洗涤。常温

下，１０％驴（或山羊）血清封闭３０ｍｉｎ，加入１∶１００

稀释的Ｏｃｔ４（或ＳＳＥＡ１）一抗，４℃过夜。洗涤，用

１∶１００稀释的荧光标记二抗，３７℃避光孵育４５

ｍｉｎ，洗涤。加入ＤＡＰＩ进行核染５ｍｉｎ，洗涤，加入

荧光衰退抑制剂。置荧光显微镜下观察。

２　结　果

２．１　昆明小鼠犈犛细胞的分离与培养

将胚胎接种到饲养层上，培养２４ｈ囊胚腔扩

大，有的开始脱透明带（图１Ａ），７２ｈ后大部分胚胎

脱去透明带，贴在饲养层细胞上（图１Ｂ）。贴壁的胚

胎开始生长较慢，随后生长速度加快，呈克隆样生

长。一般在５～６ｄ将内细胞团离散进行传代。传

代后的ＥＳ细胞集落边界清晰，细胞形态均一（图

１Ｃ）。

Ａ．正孵育的囊胚；Ｂ．贴在饲养层上的ＩＣＭ；Ｃ．Ｆ３代ＥＳ细胞；Ｄ．ＡＫＰ染色的ＥＳ细胞；Ｅ．ＥＳ细胞标志抗体Ｏｃｔ

４染色呈阳性；Ｆ．ＥＳ细胞标志抗体ＳＳＥＡ１染色呈阳性

Ａ．Ｈａｔｃｈｉｎｇｂｌａｓｔｏｃｙｓｔ；Ｂ．ＡｄｈｅｓｉｏｎｏｆＩＣＭｔｏＦｌａｓｋ；Ｃ．ＴｈｅｔｈｉｒｄＥＳｃｌｏｎｅｓｏｆｍｏｕｓｅ；Ｄ．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒ

ＡＫＰ；Ｅ．ＴｈｅｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆＥＳｃｅｌｌｓｗａｓｍｏｎｉｔｏｒｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｗｉｔｈａｎｔｉｇｅｎｓＯｃｔ４ｓｔａｉｎｉｎｇ
（ｇｒｅｅｎ）；Ｆ．ＥＳｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＳｃｅｌｌｓａｎｔｉｇｅｎＳＳＥＡ１（ｒｅｄ）

图１　昆明小鼠犈犛细胞的分离培养及生物学特性鉴定１００×

犉犻犵．１　犜犺犲犻狊狅犾犪狋犻狅狀，犮狌犾狋狌狉犲犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犳狅狉犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻犮狊狅犳犈犛犮犲犾犾狊狅犳犓狌狀犿犻狀犵犿狅狌狊犲１００×

２．２　不同密度 犕犈犉对犈犛细胞分离传代的影响

将见栓３．５～４．０ｄ的昆明小鼠胚胎，接种于密

度分别为１×１０４、１×１０５ 和１×１０６·ｍＬ－１的饲养

层细胞上。胚胎在密度为１×１０５·ｍＬ－１的饲养层

上的贴壁率、ＩＣＭ集落形成率及Ｆ１、Ｆ２代ＥＳ细胞

集落形成率均高于其他２组。胚胎在密度为１×

１０４·ｍＬ－１的饲养层上，贴壁后生长缓慢，且传代后

易分化。胚胎接种于密度为１×１０６·ｍＬ－１的饲养

层上，培养液第２天颜色变黄，ｐＨ 降低，饲养层易

发生卷层，无法分离ＥＳ细胞。接种于饲养层密度

为１×１０５·ｍＬ－１上的胚胎培养效果最好，且最高

传至第９代（表１）。结果表明，饲养层密度为１×

１０５·ｍＬ－１的饲养层有利于昆明小鼠ＥＳ细胞的分

离和传代。

２．３　胚胎发育阶段对犈犛细胞分离传代的影响

试验将桑椹胚和囊胚分别接种于密度为１×

１０５·ｍＬ－１的饲养层细胞上，用培养液１进行培养，

囊胚的ＩＣＭ形成率和Ｆ２代ＥＳ细胞集落形成率均

高于桑椹胚，且差异显著，最高传至第９代。而桑椹

胚仅传至第４代（表２），由此认为，囊胚有利于小鼠

ＥＳ细胞细胞的分离和传代。

２．４　不同培养基对昆明小鼠犈犛细胞分离培养的

影响

　　取见栓４ｄ的小鼠胚胎，接种于密度为１×１０
５·ｍＬ－１

的饲养层上，分别用３种培养液培养，胚胎在培养液２

和３中贴壁时间提前（表３），且９６ｈ贴壁率均显著
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高于在培养液１中，培养液３中的Ｆ１、Ｆ２代ＥＳ细

胞集落形成率均显著高于培养液１和２，表明在培

养液中同时添加ＳＣＦ和胰岛素更有利于昆明小鼠

ＥＳ细胞的分离培养。

表１　小鼠胚胎干细胞在不同密度饲养层上的生长、传代情况

犜犪犫犾犲１　犘犪狊狊犪犵犲狊狅犳犿犻犮犲犈犛犮犲犾犾狊犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犳犲犲犱犲狉犮犲犾犾狊

ＭＥＦ密度／

（个·ｍＬ－１）

ＤｅｎｓｉｔｙｏｆＭＥＦ

胚胎数

Ｎｏ．ｏｆｅｍｂｒｙｏｓ

贴壁率／％

Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔｒａｔｅ

ＩＣＭ集落

形成率／％

ＩＣＭｇｒｏｗｉｎｇｒａｔｅ

Ｆ１代ＥＳ细胞

集落形成率／％

Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆ１ｓｔｐａｓｓａｇｅ

Ｆ２代ＥＳ细胞

集落形成率／％

Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆ２ｎｄｐａｓｓａｇｅ

传代数

Ｐａｓｓａｇｅ

ｎｕｍｂｅｒ

１×１０４ ２７ ７４．１（２０／２７）ａ ６６．７（１８／２７）ａ １４．８（４／２７）ａ １１．１（３／２７）ａ ３

１×１０５ ３６ ８３．３（３０／３６）ｂ ７５．０（２７／３６）ｂ ４４．４（１６／３６）ｂ ２５．０（９／３６）ｂ ９

１×１０６ ２０ ８０．０（１６／２０）ａ ７０．０（１４／２０）ａ ２０．０（４／２０）ａ １０．０（２／２０）ａ ２

同一列中不同字母表示差异显著（犘＜０．０５），相同字母表示差异不显著（犘＞０．０５）。下同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓ

ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｎｂｅｌｏｗ

表２　胚胎不同发育阶段对小鼠犈犛细胞分离、克隆的影响

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲狆犺犪狊犲狅犳狋犺犲犲犿犫狉狔狅狊狅狀狋犺犲犻狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱犮犾狅狀犻狀犵狅犳犿犻犮犲犈犛犮犲犾犾狊

胚胎发育阶段

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

ｐｈａｓｅｏｆｔｈｅ

ｅｍｂｒｙｏｓ

胚胎数

Ｎｏ．ｏｆｅｍｂｒｙｏｓ

贴壁率／％

Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔｒａｔｅ

ＩＣＭ集落形成率／％

ＩＣＭｇｒｏｗｉｎｇｒａｔｅ

Ｆ１代ＥＳ细胞

集落形成率／％

Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆ１ｓｔｐａｓｓａｇｅ

Ｆ２代ＥＳ细胞

集落形成率／％

Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆ２ｎｄｐａｓｓａｇｅ

传代数

Ｐａｓｓａｇｅ

ｎｕｍｂｅｒ

囊胚Ｂｌａｓｔｏｃｙｓｔｓ ３４ ８２．４（２８／３４）ａ ７６．５（２６／３４）ａ ４４．１（１５／３４）ａ ２６．５（９／３４）ａ ９

桑椹胚

Ｃｏｍｐａｃｔｅｄｍｏｒｕｌａ
３７ ７３．０（２７／３７）ａ ６４．９（２４／３７）ｂ ３２．４（１２／３７）ａ １３．４（５／３７）ｂ ４

表３　胚胎在不同培养液中的生长、传代情况

犜犪犫犾犲３　犘犪狊狊犪犵犲狊狅犳犿犻犮犲犈犛犮犲犾犾狊犮狌犾狋狌狉犲犱狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犱犻狌犿

培养液

Ｍｅｄｉｕｍ

胚胎数

Ｎｏ．ｏｆ

ｅｍｂｒｙｏｓ

贴壁胚胎数

Ｎｏ．ｏｆａｔｔａｃｈｅｄｅｍｂｒｙｏｓ

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

贴壁率／％

Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ

ｒａｔｅ

ＩＣＭ集落

形成率／％

ＩＣＭｇｒｏｗｉｎｇｒａｔｅ

Ｆ１代ＥＳ细胞

集落形成率／％

Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆ１ｓｔｐａｓｓａｇｅ

Ｆ２代ＥＳ细胞

集落形成率／％

Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆ２ｎｄｐａｓｓａｇｅ

１ ５６ ２ ２１ ４３ ４４ ７６．８（４３／５６）ａ ７３．２（４１／５６）ａ ４２．９（２４／５６）ａ ２３．２（１３／５６）ａ

２ １８ ５ １４ １６ １７ ９４．４（１７／１８）ｂ ８８．９（１６／１８）ａ ６１．１（１１／１８）ｂ ３３．３（６／１８）ａ

３ ２３ ４ １４ ２３ ２３ ９５．７（２２／２３）ｂ ９５．７（２２／２３）ａ ６５．２（１５／２３）ｂ ４７．８（１１／２３）ｂ

２．５　小鼠犈犛细胞生物学特性的鉴定

将第３代小鼠ＥＳ细胞固定后，进行小鼠ＥＳ细

胞特异性标记的检测。结果显示：ＡＫＰ染色，小鼠

ＥＳ细胞呈深棕色，饲养层细胞和分化细胞不着色

（图１Ｄ）；ＥＳ细胞标志抗体 Ｏｃｔ４、ＳＳＥＡ１染色呈

阳性（图１Ｅ、１Ｆ）。

３　讨　论

３．１　饲养层对小鼠犈犛细胞分离、克隆的影响

胚胎干细胞在饲养层上的生长对饲养层细胞的

密度要求较高。饲养层细胞密度过低，分泌抑制因

子不足，ＥＳ细胞易发生分化。饲养层密度过高，在
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与ＥＳ细胞竞争养分的同时，饲养层细胞易老化，并

发生卷层现象，将ＥＳ细胞包裹其中，无法分离。好

的饲养层应该是细胞连成一片，无间隙，死亡的细胞

和杂细胞极少［９］。本试验取１２．５～１４．５ｄ的胎鼠，

以３代以内细胞做饲养层，研究饲养层细胞密度分

别为１×１０４、１×１０５ 和１×１０６·ｍＬ－１时对小鼠ＥＳ

细胞分离培养的影响，结果表明，饲养层密度为１×

１０５·ｍＬ－１时，适合小鼠ＥＳ细胞的分离，可以维持

ＥＳ细胞的克隆和传代。

３．２　胚胎不同发育阶段对犈犛细胞的影响

从理论上讲，胚龄越小，分化程度越低，越具有

发育全能性。有关胚龄对ＥＳ细胞培养、分离、克

隆、传代和建系的影响，国外已有很多报道。Ｈ．Ｒ．

Ｅｉｓｔｅｔｔｅｒ
［１０］用桑椹胚来源的单个卵裂球建成 ＥＳ

系，其成功率高于囊胚，可能是由于桑椹胚处于比囊

胚更早的发育阶段，有更多的细胞保持发育的全能

性，而且他采用桑椹胚单个卵裂球去除了滋胚层的

诱导分化作用。而Ｄ．Ｎ．Ｗｅｌｌ等用延迟囊胚建成

ＥＳ细胞系，其建系成功率达４７．７％
［１１］。本试验中，

囊胚的ＩＣＭ形成率显著高于桑椹胚，可能是由于桑

椹胚胚龄较小，适应力不如囊胚，因而贴壁后，囊胚

内细胞团迅速增殖，而部分贴壁的桑椹胚往往不发

育，易退化。囊胚的Ｆ２代ＥＳ细胞克隆形成率显著

高于桑椹胚，且最高传至第９代，因此认为，昆明小

鼠在无血清培养基中，囊胚较适合进行ＥＳ细胞的

分离培养。

３．３　生长因子对小鼠犈犛细胞分离、克隆的影响

血清替代物是一种商品化的人工合成试剂，已

用于人和小鼠ＥＳ细胞的分离培养
［１２１３］，Ｔ．Ｈｏｒｉｉ

等［１４］、Ｊ．Ｃｈｅｎｇ等
［１５］和Ｂ．Ｓ．Ｍａｌｌｏｎ等

［１２］分别报

道用ＫＳＲ替代ＦＢＳ更适合小鼠ＥＳ细胞的分离建

系和维持其未分化状态，在添加ＫＳＲ的培养液中小

鼠ＥＳ细胞均保持了多分化潜能性和核型完整。余

树民等［１６］以昆明系小鼠为材料，在培养液中用ＫＳＲ

替代ＦＢＳ，结果表明培养液中添加ＫＳＲ更适合维持

昆明系小鼠ＥＳ细胞的未分化状态。本试验在无血

清培养基中添加ＳＣＦ，可显著提高胚胎贴壁率和Ｆ１

代ＥＳ细胞集落形成率，可能是由于ＬＩＦ和ＳＣＦ具

有相互协调，共同促进细胞增殖，同时能够抑制干细

胞分化的作用。培养液中同时添加ＳＣＦ和胰岛素，

可显著提高昆明小鼠胚胎贴壁率、Ｆ１、Ｆ２代ＥＳ细

胞集落形成率，可能由于胰岛素可以促进ＥＳ细胞

增殖，刺激复制前胚胎ＤＮＡ、ＲＮＡ及蛋白质合成，

对胚胎保持最佳发育速度有一定作用。Ｔ．Ｔｓｕｃｈ

ｉｙａ在分类绵羊类ＥＳ细胞系时，只有加入胰岛素或

表皮生长因子才得到了类ＥＳ细胞克隆，而未加生

长因子则不能分离到类ＥＳ细胞克隆
［１７］。Ｒ．Ｍ．

Ｓｔｒｏｊｅｋ在分离猪 ＥＳ细胞时也证实了这一点
［１８］。

Ｑ．Ｌ．Ｙｉｎｇ等认为添加胰岛素有利于ＥＳ细胞的长

期传代［１９］。本试验中，无血清培养液中单独添加

ＳＣＦ及同时添加ＳＣＦ和胰岛素，均可使胚胎贴壁时

间提前，利于ＩＣＭ 的增殖和ＥＳ细胞的传代。因为

在进行胚胎培养时，ＩＣＭ 细胞只有贴壁在饲养层上

才能快速增殖，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，只有当ＩＣＭ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［２０］。同时，本试验的胚胎贴壁率和ＩＣＭ 形成率

高于余树民等［１６］研究结果，可能是因为本试验所用

胚胎均取自于小鼠自然交配，超排可能会影响小鼠

胚胎的质量。而培养液中添加ＳＣＦ的贴壁率和

ＩＣＭ形成率均低于董晓等
［２１］的试验结果，原因是血

清中可能含有某种利于胚胎贴壁的成份，但是血清

同时也会引起ＥＳ细胞的分化，不利于传代。

３．４　小鼠犈犛细胞的鉴定

表达碱性磷酸酶是未分化ＥＳ细胞的重要特征

之一，而Ｏｃｔ４的表达对维持干细胞的自我更新和

多能性也是必要的，最近有研究通过解析维持多能

性的转录循环动力学，发现Ｏｃｔ４和Ｓｏｘ２这２种蛋

白能维持ＥＳ细胞的特性，并调控胚层的选择
［２２］。

ＳＳＥＡ１表达在前移植期的鼠胚表面（８细胞期）并

且也发现存在于畸胎瘤干细胞表面，但不存在分化

的衍生细胞中，是小鼠ＥＳ细胞保持未分化状态的

特异标志，本试验分离得到的昆明系小鼠ＥＳ细胞

ＡＫＰ染色呈强阳性，且以Ｏｃｔ４、ＳＳＥＡ１为一抗的

免疫荧光染色液也显示为阳性，说明所分离细胞具

有小鼠ＥＳ细胞的典型特征。

４　结　论

研究在无血清培养体系下，探索了饲养层密度、

胚胎发育阶段和培养液中添加不同生长因子对昆明

小鼠ＥＳ细胞分离、培养的影响。结论如下：在无血

清培养液中，选取发育至囊胚的胚胎，在饲养层细胞

密度为１×１０５·ｍＬ－１上，培养液中同时添加２０

ｎｇ· ｍＬ
－１ＳＣＦ和１０μｇ·ｍＬ

－１胰岛素可显著提高

昆明小鼠ＥＳ细胞的传代效率。本研究为提高昆明

系小鼠ＥＳ细胞建系效率提供了一定的技术方法，

０２３



　２期 任卫青等：昆明小鼠胚胎干细胞培养体系的优化

也为人胚胎干细胞的培养提供了一定参考。
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