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要"本研究以无血清培养基为基础培养液!旨在探求小鼠
A=

细胞条件培养液"

A=;;]

#和
#

种不同饲养层对

绵羊类
A=

细胞分离'克隆效率的影响&绵羊内细胞团从胚胎中分离得到后!分别以小鼠胎儿成纤维细胞"

]AS

#和

绵羊胎儿成纤维细胞"

=AS

#为饲养层进行培养&结果在
]AS

饲养层上!绵羊类
A=

细胞在
A=;;]

新培养系统中

可稳定传至第
"'

代!而使用基础培养液最多传至
*

代&而在
=AS

饲养层上!绵羊类
A=

细胞在
A=;;]

新培养系

统中仅能传至
$

代&表明使用
A=;;]

和
]AS

能促进绵羊类
A=

细胞的分离和克隆&对类
A=

细胞进行核型分

析'

Cb,

染色及体外分化能力检测!证实所分离的类
A=

细胞符合
A=

细胞的主要特征!而且发现这些类
A=

细胞可

以表达胚胎干细胞关键转录因子
B-.8

M

&结果表明!

A=;;]

可显著提高绵羊类
A=

细胞的分离克隆效率!原因可

能是小鼠
A=

细胞在生长过程中可能分泌某些重要的细胞因子!从而达到促进绵羊
A=

细胞增殖的作用&且
]AS

比
=AS

更适合于绵羊类
A=

细胞的分离和传代&

关键词"绵羊类
A=

细胞%小鼠
A=

细胞条件培养基%自我更新
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胚胎干细胞"

AKE0
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从早期胚胎内细胞团"

D..10/144K-66

!

D;]

#分离出

来'可在体外连续增殖而不分化并具备全能性的细

胞+

"!$

,

&分离克隆
A=

细胞最常用的方法是饲养层

法&在
A=

细胞研究早期!主要采用鼠胚胎成纤维

细胞"

]8Q611KE0

N

8W3E08E4-62

!

]AS

#或同源胎儿

成纤维细胞作饲养层细胞+

&

,

!用条件培养基培养
A=

细胞+

"!*

,

&

]-023.

+

#

,用培养过畸胎癌细胞的培养液

配置的条件培养液首次成功地分离出了小鼠
A=

细

胞&由于条件培养基里含有多种细胞因子!能较好

地维持
A=

细胞的自我更新和增殖!故在
A=

细胞研

究的初期!条件培养基被广泛采用&目前!研究得比

较多的是用
?QWW-48

大鼠肝脏细胞株
?9G

"

?9G!

;]

#和大鼠心肌细胞制作条件培养基"

9R!;]

#!并

证明这
#

种细胞均能分泌抑制胚胎干细胞分化的因

子!可有效抑制
A=

细胞的分化!促进其生长+

*!)

,

&

但是这些研究仅仅从外源性分泌因子角度来研究

A=

细胞增殖和多能性维持!而忽视了
A=

细胞通过

自分泌和旁分泌方式产生的细胞因子在
A=

细胞增

殖和多能性维持方面的潜在作用+

(

,

&正是基于这一

点!我们希望能通过使用这些含有自分泌和旁分泌

因子的小鼠
A=

细胞条件培养基!达到提高绵羊
A=

细胞分离'克隆和建系效率的目的&

本研究以受精后
*%*

%

)7

的小尾寒羊胚胎为

材料!探讨了小鼠胚胎干细胞条件培养基"

]8Q61

1KE0

N

8.3/621K/1446/8.73238.17 K173QK
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A=;!

;]

#和
]AS

或
=AS

对绵羊类
A=

细胞分离'传代

的影响!希望达到优化绵羊类
A=

细胞培养系统的

目的&

%

!

材料与方法

%]%

!

绵羊胚胎的收集与培养

胚胎供体为健康的
$

%

&

岁小尾寒羊!采用的是

递减法注射促卵泡素"

S=R

#"

&KG

-

&KG

'

$KG

-

$KG

'

#KG

-

#KG

'

"KG

-

"KG

#!连续
&7

早晚间隔

"#L

注射进行超数排卵处理!经处理的母羊发情后

进行人工授精!分别于授精后
*%*

%

)7

经外科手

术法用含
*̂

新生牛血清的
,?=

冲胚液冲取胚胎!

将收集到的胚胎用
,?=

液清洗
$

%

&

次后装管!然

后迅速带回实验室!于已制备好的饲养层上培

养+

H

,

&

!

%]!

!

饲养层细胞的制备

绵羊胎儿取自附近屠宰站!

b]

小鼠购自河南

医科大学实验动物中心&原代小鼠胚胎成纤维细胞

"

]AS

#取自怀孕
"$

%

"&7

的孕鼠&培养基为含

"*̂

胎牛血清"

>3E/8

#的
<]A]

-

S!"#

!另添加

#KK84

.

G

!"

G!

谷氨酰胺"

=3

M

K-

#'

"''DF

.

KG

!"青

霉素
j"''DF

.

KG

!"链霉素&在
$(`

'

*̂ ;Y

#

饱

和湿度条件下培养!取对数生长期的
]AS

!加入含

*

#

M

.

KG

!"丝裂霉素
;

溶液"

K328K

N

/3.!;

!

=3

M

K-

#

的
<]A]

-

S!"#

液"含
"*̂

胎牛血清#处理
#

%

$L

!

倒出丝裂霉素
;

溶液!

<,?=

"

>3E/8

#洗涤
&

%

)

次!

用
'%#*̂

胰酶
!'%'#̂ A<:C

消化细胞!以
$d"'

)

个.

KG

!"密度接种于经
'%"̂

明胶"

>14-23.

!

=3

M

K-

#

水溶液处理的
&

孔培养皿"

BFB;

#上!每孔接种

'%)KG

细胞悬液&用前
#L

更换为
A=

细胞培养液

或
A=;;]

+

+

,

&

=AS

的分离培养与
]AS

的操作过

程相同&

%]'

!

小鼠
=S

细胞条件培养液制备

取怀孕
$

%

&7

小鼠!常规方法冲取胚胎接种到

新制
]AS

饲养层上!

$(`

'

*̂ ;Y

#

饱和湿度培养!

A=

细 胞 基 础 培 养 液 为 含
"*̂ b=9

"

>3E/8

#的

@.8/@8Q2<]A]

-

S!"#

"

>3E/8

#!另添加
#KK84

.

G

!"

!

谷 氨

酰胺"

=3

M

K-

#!

"''DF

.

KG

!"青霉素
j"''DF

.

KG

!"

链霉素!

'%"KK84

.

G

!"

'

!

巯基乙醇!

"'''DF

.

KG

!"

GDS

"

=3

M

K-

#和
"'.

M

.

KG

!"

ES>S

!以
"

&

#

比例传代

培养&以后每
&HL

收集培养液
"

次!

"'''0

.

K3.

!"

离心
*K3.

!收集上清液!

'%#

#

K

孔径滤器过滤!冻

存+

"'

,

&

%]$

!

绵羊内细胞团的分离!传代

所获取的绵羊胚胎分别于不同饲养层上的培养

液
C

"含
&'̂ A=;;]

的
A=

细胞条件培养液#中和

以
]AS

为饲养层的培养液
?

"

A=

细胞基础培养液#

中培养
(

%

+7

!待内细胞团"

D;]

#充分长大'出现卵

圆柱状或岛状形态时!对其进行分离&在体视显微

H#$"



!

+

期 白昌明等$小鼠
A=

细胞条件培养基对绵羊类胚胎干细胞克隆'传代的影响

镜下"

&'d

#!用拉制的巴氏管将
D;]

从下层的滋胚

层细胞切割下来!转入
,?=

液滴中洗涤
#

次!再转

入上层覆盖石蜡油的
:0

N5

41

消化液"

>3E/8

#滴中!

在
;Y

#

培养箱中作用
*K3.

左右&用另一支口径

小于
D;]

细胞团的巴氏管吸入含血清的培养液!轻

轻将细胞团离散为细胞小团块&将离散后的微滴内

容物转入一个新制饲养层
&

孔培养板内继续培养!

每日观察!每
#7

更换培养液
"

次&经
&

%

)7

培养

的类
A=

细胞集落!待其边缘开始出现细胞分化时

进行传代!记为
S

"

!用相同的方法对
S

"

代类
A=

细

胞集落进行分离'传代后!重新接种于饲养层上!再

出现的
A=

集落记为
S

#

!依次类推+

H

!

"'

,

&

%]K

!

碱性磷酸酶染色

对得到的
A=

细胞进行碱性磷酸酶染色鉴定!

按试剂盒"南京建成生物工程研究所#提供的方案进

行操作&

%]Q

!

核型分析

取处于旺盛生长期的类
A=

细胞!消化'离心!

用细胞培养液制成悬液!接种于培养皿中!移入培养

箱培养
#'

%

(#L

&吸出培养液!用含
'%#

#

M

.

KG

!"

秋水仙素的培养液继续培养
$

%

&L

&消化离心后!

用
'%'(*K84

.

G

!"

b;4

"

=3

M

K-

#在
$H%*`

低渗处理

$'K3.

&而后用新鲜配置的固定液"甲醇
l

冰醋酸

按
$l"

#固定后以
*'

%

)'/K

距离滴片&最后用

*̂

吉姆萨染色液室温下作用
"'K3.

!自来水冲洗

载玻片背面&在
"'''d

油镜下观察染色体的分布

情况+

""

,

&

%]U

!

=S

细胞体外分化能力鉴定

将
A=

细胞消化成小细胞团或单个细胞后!接

种于铺有
"'

M

.

G

!"低熔点琼脂糖的
)'KK

培养皿

上!悬 浮 培 养!培 养 液 含 有
"*̂

胎 牛 血 清'

#KK84

.

G

!"

!

谷氨酰胺"

=3

M

K-

#和
"''DF

.

KG

!"青

霉素
j"''DF

.

KG

!"链霉素的
@.8/@8Q2<]A]

-

S!

"#

!每
#7

换液
"

次!取
*7

左右形成的类胚体!接种

于
'%"̂

明胶铺被的
&

孔培养皿内!观察分化细胞

的产生情况+

(

!

""

,

&

%]&

!

",3)

:

基因的表达检测

9BC

提取和反转录具体步骤按试剂盒提供的

说明书进行!反转录出第一条
/<BC

链以后!进行

,;9

扩增&同时!利用
!

H$"#()

"持家基因!作为阳性

对照#对绵羊类
A=

细胞的
K9BC

进行
9:!,;9

扩

增&

/$)+

6

上游引物为
*c!C;;:;C>:;:;;C>!

;CCC!$c

!下游引物为
*c!C>C>::;C;;CCC!

;C;;;!$c

!预期产物大小为
#'+E

5

&

R"#!&

上游引

物 为
*c!>>;>::;:;:::>>CCC>>:>::;!

$c

!下游引物为
*c!;CCC>;:;;C>>::;:;:!

:>!$c

!预期产物大小为
)$)E

5

&

!

H$"#()

上游引物

为
*c!;;C:;>>;CC:>C>;;!$c

!下游引物为
*c!

;;>:>::>>;>:C>C>>:!$c

!预期产物大小为

"&+E

5

&

,;9

条件为$

+*`&K3.

%

+&`$'6

!

)'`

$'6

!

(#`"%*K3.

!

$'

个循环%

(#`"*K3.

&最后用

"%#̂

的琼脂糖凝胶电泳检测
/$)+

6

的表达情况+

""

,

&

!

!

结
!

果

!]%

!

绵羊类
=S

细胞的分离与培养

本试验共从
$'

只小尾寒羊中采集到
*)

枚可用

胚"图
"

#&把收集到的绵羊胚胎接种到制备好的饲

养层上!

#&L

后囊胚腔扩大!内细胞团集中于胚胎

的一侧!部分胚胎开始脱去透明带!

)'L

后大部分

胚胎已脱去透明带&脱去透明带的囊胚贴壁后!囊

胚外层的滋胚层细胞长出!贴壁在饲养层细胞上!同

时内细胞团也开始迅速增殖!细胞变小变紧密&内

细胞团呈克隆样生长!可与滋胚层细胞明显区分!此

时胚外内胚层并不明显&第
$

天!胚外内胚层已经

形成!呈长梭形紧紧包裹在内细胞团之外&胚胎培

养
&

%

)7

后!胚胎的内细胞团增殖为山丘样!形似

山丘状隆起&在这些内细胞团的密集细胞中有立体

感强'折光好的立体结构"图
#

#&贴壁的胚胎开始

生长较缓慢!随后生长速度加快&羊胚贴壁生长

(

%

H7

后!可将内细胞团离散进行传代&

Cb,

染色

后!

D;]

表现出强阳性&

D;]

集落越大!立体感越

强"图
$

#!在随后的传代过程中越容易成功&相反!

呈现扁平状的
D;]

!通常会在随后的培养过程中发

生分化!难以传代&

!]!

!

不同培养基和饲养层对绵羊类
=S

细胞分离

培养的影响

!!

在同种饲养层"

]AS

#条件下!接种于培养液
?

中的胚胎有
(*̂

"

"*

-

#'

#脱带并贴壁生长!与接种

于培养液
C

中胚胎的贴壁率
(H%*̂

"

")

-

#'

#相比差

异不显著&但接种于培养液
C

中的胚胎有
#

个传

至
"'

代!而接种于培养液
?

中的胚胎仅有
"

个传到

第
*

代"表
"

#&结果表明!培养液
C

更有利于绵羊

类
A=

细胞的传代&

同时使用优化的培养液
C

的情况下!接种于饲

养层
]AS

上的胚胎贴壁率为
(H%*̂

"

")

-

#'

#!显著

高于接种于
=AS

上的贴壁率
*)%#̂

"

+

-

")

#!传代数

也明显高于
=AS

组"表
"

#&结果表明!与
=AS

相

比!

]AS

更有利于绵羊类
A=

细胞的分离传代&

+#$"
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表
%

!

绵羊类胚胎干细胞在不同培养液及饲养层上的生长!传代情况

9,C+1%

!

A,)),

M

1)*<)611

;

=S:+.\121++)23+-3418./8.<<141/-I18.,,/8*/8.<<141/-<11814+,

@

14)

培养液

]173QK

饲养层

S117104-

N

10

处理胚胎数

B8%8W1KE0

N

86

胚胎贴壁率

,10/1.2-

M

18W

-22-/L17D;]

绵羊类
A=

细胞传代情况

:L1

5

-66-

M

168W2L1A=!43@1/1446

S

"

S

#

S

$

S

&

S

*

S

)

S

(

S

H

S

+

S

"'

C ]AS #' (H%*̂

"

")

-

#'

#

-

"# + H ( * $ # # # #

? ]AS #'

(*%'̂

"

"*

-

#'

#

-

"' ( & # " ' ' ' ' '

C =AS ") *)%#̂

"

+

-

")

#

E

* # # ' ' ' ' ' ' '

上标不同小写字母表示差异显著"

.

#

'%'*

#!相同字母表示差异不显著"

.

%

'%'*

#

<3WW101.241221063.2L16-K108[ K1-.663

M

.3W3/-.273WW101./1E12[11.201-2K1.26

"

.

#

'%'*

#!

6-K14122103.2L16-K108[

K1-.6.863

M

.3W3/-.273WW101./1E12[11.201-2K1.26

"

.

%

'%'*

#

图
%

!

绵羊囊胚$

%""V

%

L.

M

F%

!

S611

;

+̂,)-*2

@

)-

$

%""V

%

图
!

!

贴壁生长的
(50

$

!""V

%

L.

M

F!

!

?861).*/*<(50-*<+,)\

$

!""V

%

!]'

!

?DA

染色

Cb,

染色阳性是未分化
A=

的典型特征!检测表

明未分化的类
A=

细胞经碱性磷酸酶"

Cb,

#染色为

蓝紫色!而饲养层细胞和分化的细胞不着色"图
$

#&

!]$

!

核型分析

将传至
(

代的绵羊类
A=

细胞集落进行染色体

分析!结果表明!

()̂

"

#)

-

$&

#能维持正常的二倍体

核型"图
&

#&保持正常的核型不仅是建立能稳定传

代的
A=

细胞系的前提!也是
A=

细胞保持多能性和

全能性的基础&

!]K

!

=S

细胞体外分化能力

将典型
A=

细胞集落细胞消化为小团块!在铺

有
"'

M

.

G

!"低熔点琼脂糖培养皿中悬浮培养!细胞

集落可以自发地相互聚集!

*7

后有球形
A?

"类胚

体#形成"图
*

#&说明该绵羊类
A=

细胞具有体外分

化多能性的潜能&

图
'

!

=S

细胞的
?DA

染色$

%""V

%

L.

M

F'

!

A*).-.P1)-,././

M

<*4?DA

$

%""V

%

图
$

!

正常的二倍体核型$

%"""V

%

L.

M

F$

!

961/*4I,+\,4

@

*-

@;

1*<

=S:+.\121++)

$

%"""V

%

图
K

!

类胚体$

%""V

%

L.

M

FK

!

=IC4

@

*.8C*8

@

$

%""V

%

'$$"
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期 白昌明等$小鼠
A=

细胞条件培养基对绵羊类胚胎干细胞克隆'传代的影响

!]Q

!

G9:A5G

检测

从检测结果"图
)

#可以看出绵羊类
A=

细胞和

]AS

均可表达看家基因
!

H$"#()

!而只有绵羊类
A=

细胞可以表达
/$)+

6

&

"%

绵羊类
A=

细胞表达
!

H$"#()

%

#%

绵羊类
A=

细胞表

达
/$)+

6

%

$%

绵羊类
A=

细胞未表达
R"#!&

%

&%]AS

细胞表达
!

H$"#()

%

*%]AS

未表达
R"#!&

%

)%]AS

未

表达
/$)+

6

%

]%<BC

相对分子质量标准

"%

!

H$"#() [-61P

5

0166173.6L11

5

A=!43@1/1446

%

#%

/$)+

6

[-61P

5

0166173.6L11

5

A=!43@1/1446

%

$%R"#!&

[-6.821P

5

0166173.6L11

5

A=!43@1/1446

%

&%

!

H$"#()

[-61P

5

0166173.]AS

%

*%R"#!&[-6.821P

5

0166173.

]AS

%

)%/$)+

6

[-6.821P

5

0166173.]AS

%

]%<BC

K-0@10

图
Q

!

特异性转录因子在绵羊类胚胎干细胞中的表达

情况

L.

M

FQ

!

961)

;

12.<.2IGH?1>

;

41)).*/./)611

;

=S:+.\1

21++)

'

!

讨
!

论

由试验结果可知!添加
&'̂ A=;;]

条件培养

液能促进绵羊类
A=

细胞的克隆'传代!并且传代后

的类
A=

细胞仍然保持了其分化的多能性和稳定核

型&

#

种饲养层相比较!

]AS

较
=AS

更适合于绵羊

类
A=

细胞的分离'传代&

饲养层对维持
A=

细胞的未分化状态具有重要

作用&饲养层来源主要有$

=:Y

细胞系'

]AS

和同

源胎儿成纤维细胞&但不同动物对饲养层细胞有一

定选择性&尚克刚等+

"#

,比较了
=:Y

和
,]AS

饲养

层在分离小鼠
A=

细胞时的不同效果!尽管使用这
#

种饲养层均获得了来自小鼠囊胚的
A=

细胞!但

=:Y

维持生长的
A=

细胞存活率和嵌合力均低于

,]AS

!且核型异常的
A=

细胞的比率相对较高&将

羊'猪和小鼠胚胎在不同的饲养层上培养发现!羊整

胚或分离的
D;]

在
=:Y

饲养层上不扩展!但在羊

胎儿成纤维细胞饲养层上能很好地增殖+

"$

,

&在胎

牛肝成纤维细胞 "

EWGS

#上能分离到绵羊和山羊类

A=

细胞!但在
=:Y

'

Y:A

"绵羊输卵管上皮细胞#'

YFA

"绵羊子宫上皮细胞#等饲养层上却不能分离

到+

"&

,

&

本试验采用
]AS

和
=AS

进行绵羊类
A=

细胞

分离'克隆&在
A==;]

培养体系下!绵羊类
A=

细

胞在
]AS

和
=AS

上的贴壁率分别为
(H%*̂

'

*)%#̂

&在
]AS

上共分离到
")

个类
A=

细胞集

落!其中有
#

个集落传至第
"'

代%在
=AS

上分离到

+

个类
A=

细胞集落!其中有
#

个集落传至第
$

代&

#

种饲养层细胞对胚胎细胞的贴壁率'内细胞团的

增殖率的影响有显著差异&所得绵羊类
A=

细胞能

表达
A=

细胞特异性转录因子
B-.8

M

!而没有发现

有
Y/2!&

的表达"图
)

#!可能是由于小鼠
R"#!&

的特

异性引物"目前缺乏绵羊
R"#!&

基因序列信息设计

特异性引物#不适宜于扩增绵羊
R"#!&

的
K9BC

序

列所造成的&

小鼠
A=;;]

对绵羊
A=

细胞的分离'克隆的

促进作用!可能是由于小鼠
A=

细胞分泌产生多种

A=

细胞特异性细胞因子&之前的研究表明
GDS

"白

血病抑制因子#'

Y/2!&

和
B-.8

M

等细胞因子在小鼠

A=

细胞的全能性维持以及增殖中起到了关键的作

用+

"*!"(

,

&其中
GDS

通过
M5

"$'

受体激活
e-@

-

=:C:

信号通路来促进
A=

细胞增殖+

"(

,

&

Y/2!&

能通过多

种调控机制激活或抑制不同靶基因的转录&

R"#!&

基因敲除小鼠虽然能发育到类似囊胚的阶段!然而

该囊胚
D;]

中的细胞不具有发育全能性&

A=

细胞

自身也能分泌
Y/2!&

!并在维持干细胞全能性方面

起着重要作用+

")

,

&近年来!利用数据库表达差异筛

选和
/<BC

库功能差异筛选发现
B-.8

M

是维持
A=

细胞全能性的又一重要转录因子+

"H

,

&

]326Q3

等+

"+

,

的研究证明
B-.8

M

是独立于
GDS

-

M5

"$'

之外的另

外一个途径&在本试验中!

$

组都添加了等量的

GDS

!然而使用含有
A=;;]

培养基的试验组中绵羊

类
A=

细胞最高传至
"'

代!而不含
A=;;]

的试验

组中类
A=

细胞最高传至
*

代&这一点说明除
GDS

之外还有其他未知的细胞因子参与了
A=

细胞的全

能性维持及增殖过程&可能
A=;;]

中的这些未知

因子正是通过调节
R"#!&

的表达对
A=

细胞起作用

的&这还需要做进一步的研究来探明究竟是哪种因

子在这个过程中起作用&

尽管利用小鼠
A=;;]

条件培养液可使绵羊类

A=

细胞传至
"'

代!并保持未分化状态!但是在随后

的传代过程中!发现大部分类
A=

细胞逐渐分化&

"$$"
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这说明小鼠
A=;;]

条件培养液还不能完全阻止绵

羊类
A=

细胞的未分化状态&可能因为绵羊类
A=

细胞的全能性维持还与绵羊类
A=

细胞之间的相互

作用有关!而在类
A=

细胞传代过程中又必须把干

细胞集落消化为单细胞!否则得到的干细胞团很容

易分化&这一矛盾关系可能也是绵羊类
A=

细胞不

能稳定建系的一个原因&

$

!

结
!

论

本研究以无血清培养基为基础培养液!探讨了

添加小鼠
A=

细胞条件培养液以及使用
]AS

或

=AS#

种不同饲养层对绵羊类
A=

细胞分离'克隆

效率的影响!得出以下结论$在基础培养基的基础

上!添加
&'̂ A=;;]

可以显著提高绵羊类
A=

细

胞的传代效率%同时使用优化的条件培养基时!

]AS

比
=AS

更适合于绵羊类
A=

细胞的分离和

传代&

致谢"感谢冯勋伟'李义书'王轶敏等为本试验绵羊胚胎

的冲取和试剂'耗材采购过程中提供诸多帮助&
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