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食蟹猴胚胎干细胞向间充质前体细胞

诱导分化及鉴定
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摘要      间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)可以诱导分化成脂肪、软骨、骨骼和骨

骼肌细胞, 并可作为骨骼、软骨或肌肉移植中的再生干细胞, 广泛应用于细胞治疗和组织工程。胚

胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)具有体外培养无限增殖和多向分化的特性, 能被诱导分化为机

体几乎所有的细胞类型。该研究通过无血清条件下诱导食蟹猴ESCs形成类胚体(embryoid bodies, 
EBs), 然后在血清条件下贴壁分化EBs成间充质前体细胞(mesenchymal precursor cells, MPCs), 再经

过长期体外培养, 纯化和扩增MPCs。结果显示, 纯化后的MPCs具有MSCs生物学特征, 并能在体外

诱导分化成脂肪细胞和骨细胞。将这些细胞皮下注射给SCID小鼠, 并未发现形成肿瘤, 提示食蟹猴

ESCs来源的MPCs具有一定的安全性。
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间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
来源于发育早期的中胚层和外胚层, 因其具有多向

分化潜能、造血支持、促进干细胞植入、免疫调控

和自我复制等特点而日益受到人们的关注。如间充

质干细胞在体内或体外特定的诱导条件下, 可分化

为脂肪、骨、软骨、肌肉、肌腱、韧带、神经、肝、

心肌、内皮等多种组织细胞, 连续传代培养和冷冻

保存后仍具有多向分化潜能, 可作为理想的种子细

胞, 用于衰老和病变引起的组织器官损伤修复[1-3]。

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)具有无

限扩增和向所有体细胞分化的能力, 其临床前景是

生产组织和细胞用于“细胞疗法”, 为移植提供细胞

材料。然而, 胚胎干细胞的致瘤性一直是其临床应

用的障碍, 体外诱导胚胎干细胞向特定细胞分化, 有
望解决其致瘤性问题[4-5]。

本研究采用贴壁分化类胚体(embryoid bodies, 
EBs)成间充质前体细胞(mesenchymal precursor cells, 
MPCs), 经过长期体外培养, 纯化和扩增MPCs, 获
得一群具有间充质干细胞(mesenchymal stem cells, 
MSCs)特征的细胞群, 这群细胞具有很强的增殖能

力和多向分化潜能。将这些细胞皮下注射给NOD/
SCID小鼠, 并未发现肿瘤形成。

1   材料与方法
1.1  材料

1.1.1　细胞与动物        食蟹猴TW1胚胎干细胞系

由美国Stanford大学Palmer实验室惠赠。免疫缺陷

(SCID)小鼠由首都医科大学动物中心提供, 动物的饲

养和实验均得到首都医科大学伦理委员会的批准。

1.1.2　主要试剂        Knock-out DMEM培养液、Knock-
out血清替代物(KSR)、DMEM、α-MEM、胎牛血清

(FBS)、非必需氨基酸(NEAA)、β-巯基乙醇、L-谷
氨酰胺、青链霉素(P-S)和1×D-PBS均购自于Invitro-
gen公司; IV型胶原酶和油红O购自Sigma公司; 碱性

成纤维细胞生长因子(bFGF)购自R&D公司; 0.25% 
trypsin-EDTA购自GIBCO; 荧光抗体CD106、CD73、
CD90、CD14、CD34、CD45、CD19和HLA-DR购
自Pharmingen公司 , CD105购自Serotec公司 , STRO-1
购自Santa Cruz公司; 单克隆兔抗alpha smooth muscle 
actin (α-SMA)购自Sigma公司; 单克隆鼠抗Vimentin购
自Chemicon公司; MSCs分化试剂盒购自Lonza Wal-
kersville公司; 其他为国产分析纯。
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1.2  方法

1.2.1　ESCs体外培养        食蟹猴ESCs体外培养方

法按文献[6]报道, 简略如下, 于ESCs培养前1 d, 准备

MEF滋养层 , 复苏食蟹猴胚胎干细胞 , 加入monkey 
ESCs培养基 , 包括80% Knock-out DMEM培养液、

20% Knock-out血清替代物、1% NEAA、2 mmol/L L-
谷氨酰胺、0.1 mmol/L β-巯基乙醇、4 ng/mL bFGF
和1%青链霉素。食蟹猴TW1胚胎干细胞克隆出现

70%~80%融合时, 加入1 mg/mL的Collagenase IV, 37 ºC
作用3~4 min, Nikon倒置显微镜下观察细胞克隆边缘

卷起, 弃去Collagenase IV, 加入monkey ESCs培养基, 
用2 mL移液管头切割克隆, 再用Pasteur管吹打细胞

团, 使细胞尽量分散, 500 r/min离心5 min, 细胞重悬

于monkey ESCs培养基中, 按1:5的比例传代, 隔1 d全
量换液, 每5~7 d传代一次。

1.2.2　EBs培养        按照之前文献报道的方法[7], 用
1 mg/mL IV型胶原酶消化ESCs克隆, 机械法分割成

约50个细胞/团的小块, 500 r/min离心5 min, 细胞重

悬于不含bFGF和β-巯基乙醇的monkey ESCs培养基

中, 低粘附性Petri dish (Corning公司)中悬浮培养, 每
2 d半量换培养液, 连续培养形成拟胚体(embryoid 
bodies, EBs)。
1.2.3　EBs贴壁分化        按照之前文献报道的方法[8-9], 
略作改动, 具体步骤如下: 取第6 d的EBs, 将其转移到

0.1%明胶铺盘的培养皿中, 培养基为MSCs增殖培养

基, 包括90% α-MEM、10%胎牛血清、2 mmol/L谷氨

酰胺和1%青链霉素, 贴壁培养, 每2 d换培养基1次, 培
养5~7 d后机械法剔除中心高密度部分细胞, 保留周

边铺展的贴壁细胞并传代扩增。贴壁细胞间充质前

体细胞 (mesenchymal precursor cells, MPCs)以2×104/
cm2密度种植, 0.25% trypsin-EDTA消化传代, 每3~5 d
传代1次, 如此反复传代5次以上。

1.2.4　MPCs表面标志        MPCs被消化收集, PBS
洗涤2次 , 重悬在包含1% BSA的PBS, 分别加入荧

光标记的单抗CD14、CD19、CD34、CD45、CD73、
CD90、CD105、CD106和Stro-1抗体, 4 ºC避光孵育

30 min。流式细胞仪检测, Win MDI 2.9软件分析结果。

荧光抗体详细见表1。

1.2.5　MPCs体外分化        按照Lonza Walkersville公
司的操作步骤, 参考文献[10], MPCs分化成脂肪、骨

和软骨细胞。对于成脂肪分化, MPCs以2.1×104/cm2

密度种植, 细胞达到100%融合后, 加入诱导/维持培

养基, 培养3个循环, 每个循环5~6 d, 之后继续在维

持培养基中培养5~7 d。福尔马林固定, 油红O染色。

对于成骨分化, MPCs以3.1×103/cm2密度种植, 24 h后
更换成骨诱导培养基, 每3 d换液, 连续培养21 d, 固

定后, 冯·科萨染色。

1.2.6　免疫化学检测        培养的MPCs用4%的多聚

甲醛固定15 min, PBS洗涤2次, 0.03% Triton X-100透
化40 min, 5%血清封闭1 h后, 分别加入多克隆兔抗

Nestin和单克隆鼠抗Vimentin一抗, 4 ºC过夜, 室温复

温30 min后, 分别加入相应的二抗, 室温1 h, PBS洗涤

2次, 1‰ DAPI复染。10%甘油封片, Nikon TE2000E
荧光显微镜下观察拍片。

表1　流式细胞仪荧光抗体

Table 1　Details of fluorescent antibody used in flow cytometry
抗体名称 克隆编号 荧光 来源公司 网站

Fluorescent antibody	 Clone number	 Fluorescent	 Source	 Website

CD106 51-10C9 FITC PharMingen, San Diego, CA 
CD73 AD2 PE PharMingen, San Diego, CA
CD90 5E10 FITC PharMingen, San Diego, CA
CD14 MφP9 Percp PharMingen, San Diego, CA http://www. pharmingen. com
CD34 8G12 APC PharMingen, San Diego, CA
CD45 2D1 Percp PharMingen, San Diego, CA
CD19 SJ25C1 FITC PharMingen, San Diego, CA
HLA-DR L243 (G46-6) FITC PharMingen, San Diego, CA
CD105 Clone SN6 FITC Serotec, Oxford http://www.serotec.com
Stro-1   PE Santa Cruz  Biotechnology Inc. http://www.scbt.com
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1.2.7　MPCs核型检测        秋水仙素处理贴壁细胞

后 , 0.125% trypsin消化收集细胞 , 加入0.075 mol/L 
KCl低渗液, 37 ºC水浴20 min, 离心5 min, 弃去低渗

液, 新鲜配制的预冷的卡诺氏固定液固定4次, 干净

的预冷的载玻片滴片, 室温下空气自然干燥后, 10%
吉姆萨染液染色30 min, 自来水冲洗后, 室温下自然

干燥。显微镜下观察, 选取分散良好的分裂相, 配对

染色体。

1.2.8　体内成瘤实验        收集两个10 cm培养皿

的MPCs, 细胞数量为1×107, 注入5周龄的免疫缺陷

(SCID)小鼠大腿皮下, 正常饲养4~8周后, 检测有无

皮下肿瘤形成。食蟹猴ESCs和MSCs作为阳性和阴

性对照。

2   结果
2.1  ESCs分化和MPCs扩增

食蟹猴TW1胚胎干细胞在MEF滋养层上呈克隆

样生长, 克隆形态多为近圆形, 也有不规则形态, 边界

清晰(图2A)。免疫荧光染色结果显示Oct-4、SSEA-4
阳性 , 而SSEA-3和SSEA-1染色均为阴性 (数据未显

示), 碱性磷酸酶染色阳性, 核型正常(42, XY) (图1)。
食蟹猴ESCs在去除了bFGF和β-巯基乙醇的培

养基中悬浮培养6 d, 形成的球形EBs (图2B), 在EBs
没有融合成更大的球体之前, 接着将EBs接种到明

胶铺盘的培养皿中贴壁培养, 显微镜下挑选直径大

小一致的EB, 每个60 mm的培养皿接种10个EBs, 在
含有胎牛血清的MSCs培养基中培养3 d后, 可见细

食蟹猴TW1细胞Oct-4、SSEA-4阳性, 而SSEA-3和SSEA-1染色均为阴性(数据未显示), 碱性磷酸酶染色阳性, 核型正常(42, XY)。标尺=100 µm。

Cynomolgus monkey ESCs (TW1) stained positive for Oct-4 and SSEA-4, but negative for SSEA-3 and SSEA-1. Moreover, ESCs stained positive for 
alkaline phosphatase, and have normal karyotype (42, XY). Bar=100 µm.

图1　食蟹猴ESCs体外检测

Fig.1　Identification of cynomolgus monkey embryonic stem cells in vitro

胞从EBs中向周边迁移, 细胞形态多样, 包括卵圆

形、多角形和长梭形等, 5~7 d围绕EBs周围向外迁

移的细胞明显增多, EBs中心区域紧密重叠的细胞染

色变深(图2C), 此时在显微镜下, 用细胞刮将中心区

域密集重叠的细胞去除, 尽量多的去除中心区域的

细胞, 用胰蛋白酶消化传代。

来自于食蟹猴ESCs的第1代MPCs细胞, 低密度

种植在含血清的MSCs培养基中, 细胞开始生长缓慢, 
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细胞形态各异, 低密度下可见梭形细胞, 并呈克隆样

生长(图2D), 6~8 d细胞数量增多, 各克隆相互接触, 细
胞密度增大, 长梭形细胞数量增多(图2E), 10~12 d细
胞可达融合后传代。从第2代开始, 细胞增殖速度加

快, 每隔3~4 d传代一次, 传5代以上, 细胞形态与MSCs
基本一致, 呈纺锤形, 涡旋状排列生长(图2F)。
2.2  MPCs细胞表型分析

体外含血清MSCs培养基中培养MPCs, 经过

多次传代(传代10次以上), MPCs与成体骨髓来源的

MSCs相似[11], 表达中胚层标志波型蛋白(Vimentin)和
平滑肌肌动蛋白(α-SMA) (图3), 但不表达外胚层标

志巢蛋白(Nestin, 图片未显示)。流式细胞仪检测结

果也显示, MPCs与MSCs相似, 表达高水平的CD73和
CD105 (SH2), 以及中等水平的CD90、CD106 (VCAM)
和Stro-1, 不表达CD14、CD19、CD34、CD45和HLA-
DR (图4)。

2.3  多向分化能力鉴定

为检测MPCs的分化潜能, 多次传代后的MPCs 
(10代以上), 体外诱导分化成脂肪和骨细胞。成脂肪

诱导2周后, 细胞质内充满脂滴, 油红O染色呈红色, 
诱导3个循环(总共22 d)后, 阳性细胞比例高达80%
以上(图5A), 对照组(未诱导组)呈阴性(图5B)。成骨

诱导21 d后, 细胞聚集, 呈结节状, 中性区域细胞内

钙质沉积, 冯·科萨染色呈棕褐色(图5C), 而对照组

(未诱导组)未见明显的细胞聚集成结节状, 冯·科萨

A: 食蟹猴ESCs在MEF上培养; B: ESCs在无bFGF和β-巯基乙醇的培养基悬浮培养成EBs (6 d); C: 细胞从贴壁种植的EBs (7 d)向周围迁移; D: 迁
移细胞(MPCs)第1代培养(2 d); E: 迁移细胞(MPCs)第1代培养(6 d); F: 体外多次传代后的MPCs (10代以上)。标尺=100 μm。

A: cynomolgus monkey ESCs were cultured in MEF; B: suspension culture of EBs in the medium without bFGF and β-mercaptoethanol; C: cell migra-
tion from adherent EBs; D: the migrated cells were cultured 2 days in MSC medium; E: the migrated cells were cultured 6 days in MSC medium; F: 
MPCs passaged more than 10 passages. Bar=100 μm.

图2　食蟹猴ESCs体外分化成MPCs
Fig.2　Differentiation of cynomolgus monkey ESCs into MPCs

染色阴性(图5D)。
2.4  MPCs核型及体内致瘤

G带核型分析显示, 长期体外培养的食蟹猴TW1
细胞系, 核型正常(42, XY) (图1), 经过EBs诱导分化成

MPCs, 血清条件下多次传代后, MPCs核型检测正常

(42, XY) (图5E)。将体外多次传代的MPC (1×107个细

胞)注入6只SCID小鼠皮下, 最长8周后, 未发现形成肿

瘤。阳性对照组注射食蟹猴ESCs, 6只SCID小鼠皮下

均见肿瘤形成, 体积大小不一。阴性对照MSCs未见
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多次体外传代的MPCs, 表现成体MSCs特性, 表达波型蛋白(Vimentin)和平滑肌肌动蛋白(α-SMA)。标尺=100 μm。

After subculture for several passages (over 10 times), MPCs derived from ESCs had the biological characteristics of MSCs, and expressed vimentin and 
smooth muscle actin (α-SMA). Bar=100 μm.

图3　MPCs免疫荧光染色

Fig.3　Immunofluorescent staining of MPCs

多次体外传代的MPCs, 与MSCs相似, 表达高水平的CD73和CD105 (SH2), 以及中等水平的CD90、CD106 (VCAM)和Stro-1, 不表达CD14、
CD19、CD34、CD45和HLA-DR。
Similarly with MSCs, MPCs derived from ESCs after subculture for several passages (over 10 times), expressed CD73 and CD105 in high level, and 
CD90, CD106 (VCAM) and Stro-1 in medium level, and did not express CD14, CD19, CD34, CD45 and HLA-DR.

图4　MPCs细胞表面标志

Fig.4　Cell surface markers of MPCs

体外诱导分化成脂肪(A和B)和骨(C和D), 其中, B和D为阴性对照, 标尺=100 μm; E: 多次体外传代培养的MPCs核型正常(42, XY)。
MPCs were differentiated into osteogenic (A) and adipogenic (C) cells, (B) and (D) were negative control. Bar=100 μm; E: MPCs had normal karyo-
type (42, XY) after subculture for several passages (over 10 times).

图5　MPCs体外诱导分化及核型

Fig.5　Induced differentiation in vitro of MPCs and karyotype testing for MPCs
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肿瘤形成(结果没有显示)。

3   讨论
间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, MSCs)

因其具有高度的自我更新能力和多向分化潜能, 以
及可以自体取材、低免疫反应性等优点而备受关注, 
已成为细胞替代治疗的理想种子细胞。研究显示, 
MSCs能分化成为骨、软骨、肌腱等各种组织细胞, 
参与组织损伤修复[12-13]。MSCs来源广泛, 包括成体

来源(胎儿和自体)和胚胎干细胞来源。胎儿来源的

MSCs不可避免面临伦理学等问题, 最佳选择是自体

骨髓来源的MSCs, 避免了伦理学和移植免疫反应等

问题, 但自体来源的MSCs, 由于个体差异, 特别个体

年龄的影响, MSCs的增殖分化等细胞生物学特征千

差万别, 直接影响移植治疗的效果。同时自体或其

他供体来源的MSCs, 不可避免的伴有取材损伤, 以
及供体提供的MSCs数量有限。因此, 来自于ESCs无
限量的MPCs是一种选择, 同时ESCs来源来的MPCs, 
也能做到移植细胞的标准化, 包括移植细胞的数量, 
细胞生物学特性等指标[11]。

实现体外ESCs定向分化一直是干细胞研究的热

点。ESCs很难直接诱导分化成为特定的组织或细胞, 
仅有的几种分化方案分别针对的是向神经细胞[14-15]、

定向造血干细胞[16]、内皮细胞[17]和心肌细胞[18]分化

的。之前的研究显示, ESCs向中胚层组织细胞分化, 
多见于直接向成骨分化[19]。最近研究报道, ESCs可
诱导分化成MSCs, 这种来源于ESCs的MSCs具有成

体骨髓来源的MSCs特征[20-21], ESCs向特定组织细胞

分化通常采用分步诱导的方法, 首先, 在悬浮培养中

使胚胎干细胞自发分化形成类胚体, 其中包含3个胚

层的前体细胞, 然后通过改变培养条件, 如添加特殊

生长因子和提供特定细胞外基质等, 使细胞选择性

分化增殖, 最终获得目的细胞[22-23]。或者采用条件培

养的方法, 如与小鼠骨髓来源的间质细胞系OP9共培

养, 可以诱导ESCs分化成为多潜能的间质细胞[24]。

本研究体外诱导分化食蟹猴ESCs成为MPCs, 
在含有血清的培养中多次传代, 最终获得的MPCs 
(体外传代10代以上), 免疫荧光和流式细胞仪检测

MPCs表达MSCs的标志物, 如波形蛋白(Vimentin)、
平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、CD106 (VCAM)、CD105 
(SH2)、CD73和CD90。进一步的体外分化实验证实, 
MPCs能分化成脂肪和骨细胞。另一方面, MPCs作

为干细胞移植的来源细胞之一, MPCs移植安全性也

是应该考虑的问题。本研究在体外长期培养MPCs 
(最长15代), 检测核型正常, 同时将这些细胞注射到

SICD小鼠皮下, 并未发现肿瘤形成, 因此, 本实验结

果提示, 食蟹猴ESCs来源的MPCs具有MSCs的细胞

生物学特征, 并且用于干细胞移植具有一定的安全

性, 有望成为细胞治疗或组织工程的种子细胞来源。
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Induction and Identification of Mesenchymal Precursor Cells from 
Cynomolgus Monkey Embryonic Stem Cells
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Abstract        Mesenchymal stem cells (MSCs) have received considerable attention in recent years for vari-
ous therapeutic approaches. The reason is that MSCs have the ability to expand in vitro and differentiate into osteo-
genic, adipogenic and chondrogenic lineages, which could then be used for cell therapy and tissue engineering. Em-
bryonic stem cells (ESCs) are pluripotent cells with unlimited proliferation and differentiating into any cell type of 
the body. In this study, cynomolgus monkey ESCs were cultured in the absence of serum to form embryoid bodies 
(EBs), and then EBs were transferred for adherent culture in the presence of serum. Mesenchymal precursor cells 
(MPCs) migrated from EBs were selectively isolated and expanded. The results showed that MPCs derived from 
ESCs had the biological characteristics of mesenchymal stem cells (MSCs), and could be differentiated into osteo-
genic and adipogenic cells. NOD/SCID mice injected with MPCs did not show signs of tumor development. The re-
sults suggested that MPCs derived from cynomolgus monkey ESCs had certain the safety of its clinical application.
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