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鸡卵细胞提取液有维持和增强细胞活性的关键作用
阮光萍  王金祥  庞荣清  姚  翔  阮光洪  朱光旭  朱向情  蔡学敏  

何  洁  赵  晶  李自安  石琳琳  王桂华  潘兴华*

(解放军昆明总医院干细胞工程实验室, 昆明 650032)

摘要     该文鉴定了一种提取物具有维持和增强细胞存活与分化的能力 , 这将在细胞生物学

研究中得到应用。制备四种卵细胞提取物, 雄鼠的脾细胞被提取物渗透并培养, 然后输注给雌鼠。

在移植后雌鼠外周血中GFP阳性细胞和骨髓细胞中的Y染色体被检测，对比脾细胞在体内存活与

分化的不同能力。移植蛋白和全蛋提取液处理的脾细胞的雌鼠外周血检测到GFP阳性细胞, 在移

植后120 d, 雌鼠骨髓中检测到的Y染色体阳性率与外周血中的GFP阳性细胞率呈正比。用蛋白和

全蛋提取液渗透脾细胞后, 脾细胞在雌鼠体内存活能力强于其他提取液。结果表明, 鸡蛋白提取液

有维持并增强脾细胞存活的作用。因此蛋白提取物可在将来用于干细胞功能的维持。
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Chicken-egg Extracts Have the Key Roles in Maintaining 
and Enhancing  the Cell Activity

Ruan Guangping, Wang Jinxiang, Pang Rongqing, Yao Xiang, Ruan Guanghong, Zhu Guangxu, Zhu Xiangqing, 
Cai Xuemin, He Jie, Zhao Jing, Li Zian, Shi Linlin, Wang Guihua, Pan Xinghua*

(Stem Cell Engineering Laboratory, Kunming General Hospital of PLA, Kunming 650032, China)

Abstract        This paper concerns the identification of an extract with the ability to maintain and enhance 
the survival and differentiation of cells which will be useful in cellular biology research. Four types of egg extracts 
were prepared. The spleen cells from male mice were permeabilized with the extracts and cultured respectively, and 
then transfused into female mice. The GFP-positive cells in the peripheral blood of female mice and Y chromosome 
in bone marrow cells were detected to compare the different abilities of spleen cells to survive and differentiate in 
vivo. Surviving GFP-positive spleen cells were detected in the female mice of chicken-egg-white and whole-egg 
extracts group. At 120 days after transplantation, the percentage of cells containing a Y chromosome in the bone 
marrow positively correlated with the percentage of GFP-positive cells in the peripheral blood. After permeabiliza-
tion by chicken-egg-white or whole-egg extracts, spleen cells demonstrate significantly enhanced survivability. The 
results show the vital role of chicken-egg-white extracts in maintaining and enhancing the survival of spleen cells. 
Therefore, the chicken-egg-white extracts may be of use in future stem cells study.
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干细胞是再生医学中极具潜能的生物学材料

来源。然而干细胞在培养中容易分化为成熟细胞。

研究表明, 哺乳动物[1]和蟾蜍[2]卵细胞提取物有重编

程细胞的作用。因此, 我们推测鸡或鱼的卵细胞提

取物也具有维持细胞的功能的作用。鼠脾细胞含有

一定数量的造血干细胞[3], 我们以前的研究表明, 这
些细胞能重建造血功能, 但在培养过程中容易分化

为成熟细胞失去重建造血功能的作用。因此, 我们

制备了不同物种的卵细胞提取物并观察这些提取物

对保护脾细胞中造血干细胞的作用。

荧光鼠是GFP转基因鼠, 体内所有的细胞都带

荧光[4-7], 用荧光雄鼠的细胞回输照射后的雌鼠, 为
回输细胞提供了两种跟踪方法, 一种是检测外周血

中的GFP阳性细胞, 一种是检测骨髓细胞中的Y染

色体。我们的结果表明, 外周血中GFP阳性细胞的

百分比与骨髓中Y染色体的百分比呈正相关。因此, 
简单地检测外周血中的GFP阳性细胞就能反映造血

重建的程度。在这个研究中, 我们对比了荧光雄鼠

脾细胞被四种卵细胞提取物渗透后在雌鼠体内存活

与分化作用的不同。

许多研究表明, 卵细胞提取物, 包括哺乳动物

卵[1]、非洲爪蟾[8-9]、果蝇[10-11]和其他非哺乳动物卵

细胞[12-13]提取物能在体细胞中部分诱导核重编程。

因此, 我们想研究是否鸡卵或红鳟鱼卵提取物有同

样的功能, 因为鸡卵和红鳟鱼卵能产生较多的提取

物而且容易获得, 我们观察了这些提取物处理鼠脾

细胞的作用, 通过输注荧光雄鼠的脾细胞给雌鼠, 我
们能容易地定量脾细胞在体内的存活与分化能力, 
我们用四种提取液透化处理脾细胞后培养12 d后, 
回输照射的雌鼠体内, 结果表明, 加蛋白和全蛋提取

液的脾细胞仍有在雌鼠体内存活和分化的功能, 鸡
卵提取液保护了脾细胞中的造血前体细胞。因此, 
使用鸡蛋白和全蛋提取液有望在将来用于体细胞重

编程和/或保护干细胞。

1   材料与方法
1.1   提取液的制备

取一个鸡蛋, 无菌分离蛋白和蛋黄, 蛋白按1:1加
裂解液, 蛋黄按1:3加裂解液, 充分搅匀, 存放于4 °C。第

3天离心, 取上清, 4 °C保存。裂解液配方: 50 mmol/L 
NaCl, 5 mmol/L MgCl2, 100 mmol/L HEPES(pH8.2), 
1 mmol/L二硫苏糖醇(DTT), 0.1 mmol/L苯甲基磺酰

氟(PMSF)和蛋白酶抑制剂。由此得到的提取液为

蛋白提取液和蛋黄提取液。再取一个鸡蛋, 按1:3加
裂解液混合, 充分搅匀, 存放于4 °C。第3天离心, 取
上清, 4 °C保存, 即为全蛋提取液。红鳟鱼卵直径为

1 cm左右, 用生理盐水洗干净后, 1:1加生理盐水, 用
搅拌机充分搅匀, 冻于–80 °C, 解冻后, 按1:2加裂解

液, 4 °C放10 min, 离心, 取上清过滤除菌备用。各种

提取液留取50 µL测蛋白浓度。标记蛋白浓度和制

备时间, 分装保存于–20 °C。使用前, 提取物的蛋白

浓度用HBSS调到10 mg/mL。
1.2   五种提取物的SDS-PAGE电泳

胶的浓度为上胶5%、下胶15%, 样品上样到孔

中, 每孔上样8 µg, 电泳到胶的底部后结束, 染色3 h, 
脱色过夜后拍照观察。

1.3   制备GFP转基因雄鼠的脾细胞悬液

研究中使用的小鼠福利由我们机构的监管框

架监测, 所有实验步骤经昆明总医院实验动物伦理

委员会批准。无菌取脾并浸泡于双抗中, 放在100
目筛网上, 用注射器针蕊压碎, 用基础培养基冲洗, 
滤过筛网的脾细胞收集, 用红细胞裂解液溶解红细

胞。 
1.4   荧光雄鼠脾细胞用四种提取液透化诱导

步骤按文献[14-15]进行了一些修改。简单地, 
500 000个脾细胞用500 µL HBSS洗并再悬于475 µL
冰冷的HBSS中, 管子在37 °C放2 min, 加入25 µL链球

菌溶血素O(SLO), 使SLO终浓度为500 ng/mL, 37 °C放
置30 min, 中间敲打混合细胞一次。注意最佳的SLO
浓度和孵育时间需要根据每批SLO进行调整。样

品用1 mL冰冷的HBSS稀释, 细胞在4 °C离心120×g 
5 min。渗透的细胞一管加HBSS 500 µL做阴性对照, 
一管加蛋白提取液500 µL, 一管加蛋黄提取液500 µL, 
一管加全蛋提取液500 µL, 一管加红鳟鱼卵提取液

500 µL。提取物中预先加入ATP再生系统和20 µL 
25 mmol/L的NTP混合物, 37 °C放60 min, 中间敲打

混合细胞一次。每管加1 mL预热(37 °C)完全培养基

含2 mmol/L氯化钙, 转入24孔板3个孔, 每孔500 µL。
培养2~4 h后, 移去上清300 µL, 用完全培养基500 µL
代替。

1.5   透化诱导7, 10, 12 d后流式检测oct-3/4和c-myc
双阳性的百分比

透化诱导7, 10, 12 d后, 取一定量的脾细胞, 离
心, 弃上清, 沉淀悬于200 µL 4%多聚甲醛的PBS中, 
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室温10 min, 用SAP洗1次, 悬于50 µL SAP中, 加入

oct-3/4-PE(购自R&D Systems, Inc.) 10µL, 加入c-myc 
-percp(购自Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 20 µL, 根
据供应商的说明书, 室温30 min, 流式检测阳性率。

在细胞处理后7, 10, 12 d重复流式检测, 结果显示为

均值±标准差(n=3)。
1.6   雌鼠照射和回输透化诱导的细胞

雌鼠20只, 分5组, 每组4只。用直线加速器照射, 
剂量600 cGy, 剂量率50 cGy/min, 原皮距98.5 cm, 距
老鼠中部100 cm。第一组到第五组分别回输HBSS、
蛋白、蛋黄、全蛋和红鳟鱼卵提取液透化处理的脾

细胞。每只鼠均回输2×106脾细胞。

1.7   移植后不同天数雌鼠外周血GFP阳性细胞百

分比检测

移植后21, 34, 55 d, 雌鼠剪尾采血, 血用氯化铵

溶血, 上流式检测GFP阳性细胞百分比。

1.8   GFP阳性细胞中CD4和CD8阳性的百分比

移植后21, 34, 55 d, 雌鼠剪尾采血, 血分两管, 
一管加CD4-PE(购自Biolegend公司)1.5 µL, 一管加

CD8-PE(购自Biolegend公司)1.5 µL, 室温30 min, 血
用氯化铵溶血, 上流式检测GFP和CD4双阳性细胞, 
GFP和CD8双阳性细胞的百分比。

1.9   骨髓中Y染色体阳性率检测 
1.9.1   染色体玻片标本的处理        滴片后, 在相差镜

下检查染色体的分散情况, 选择染色体分散良好, 细胞

质少的玻片标本做FISH。65 °C烤箱中烤片2~3 h后, 
取出放室温下备用。或者放在室温下过夜, 第二天用。

1.9.2   探针的配制和变性        取10 µL Biotin-16-
dUTP标记好的小鼠Y染色体特异探针(一次杂交用), 
置于EP管中。将EP管置于70 °C水浴中10 min, 使探

针变性, 然后在37 °C水浴中退火30~60 min或者用

PCR仪进行探针变性。

1.9.3   染色体玻片标本的变性         将70%甲酰胺置

于水浴中加热至65 °C~67 °C。将备用的染色体玻

片标本放入预热好的65 °C~67 °C 70%甲酰胺中变

性1.5~2 min, 然后立即将玻片标本取出, 放入冰冷的

70%乙醇中, 1 min后取出, 用70%、90%、100%乙醇

系列脱水各2 min, 取出, 置室温下晾干备用。

1.9.4   杂交        将变性、退火后的探针加在变性好

的染色体玻片标本上, 加盖片(22 cm×22 cm), 用橡胶

水封闭盖片四周, 将玻片标本置密封的湿盒于37 °C
温箱中过夜。

1.9.5   杂交后洗涤        用镊子去掉封片的橡胶, 把
玻片放入一瓶2×SSC中2~5 min, 脱掉盖片, 将玻片

换到50%甲酰胺中洗两次, 每次5 min, 然后在2×SSC
中洗两次, 每次5 min, 之后换到4×T中洗5 min, 取
出。加100 µL抗体在染色体玻片标本上, 用盖片或

parafilm覆盖在上面, 在37 °C温箱中染20 min。去掉盖

片或parafilm, 在室温下于4×T液中洗3次, 每次5 min。
加含有DAPI的抗淬灭剂(封片液)10 µL, 加盖片。镜

检: 背景染色体为蓝色(DAPI滤片观察), 信号为红色

cy3(Cy3滤片观察)。 
1.10   统计方法

用two-way ANOVA, 统计软件为SPSS 17.0。

2   结果
2.1   SDS-PAGE结果

四种提取物含不同的蛋白有不同的分子量

(图1)。具体哪个蛋白条带在重编程中起作用需要

深入地研究。

2.2   透化诱导7, 10, 12 d后流式检测结果

脾细胞透化诱导后, 流式检测结果表明, 蛋白

提取液和全蛋提取液处理的脾细胞c-myc和oct-3/4
的阳性表达率与HBSS处理的脾细胞相比有统计学

意义(P=0.005, 图2)。在细胞处理后7, 10, 12 d重复

流式检测, 结果显示为均值±标准差(n=3)。

1: 蛋白分子量标准; 2: 鸡蛋白提取液; 3: 鸡蛋黄提取液; 4: 鸡全蛋提

取液; 5: 红鳟鱼卵提取液。

1: protein standards; 2: egg white extracts; 3: egg yolk extracts; 4: 
chicken whole egg extracts; 5: rainbow trout egg extracts.

图1  四种提取物的SDS-PAGE结果

Fig.1  SDS-PAGE result of four extracts
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2.3   移植后21, 34, 55 d检测雌鼠外周血GFP阳性

细胞百分比

透化处理12 d的脾细胞移植给雌鼠后, 雌鼠外

周血中GFP阳性细胞的百分比各不相同, 蛋白和全

蛋提取液处理过的脾细胞回输后, 雌鼠体内检测到

的GFP阳性细胞百分比明显比用HBSS处理的脾细

胞(质控)和其他提取液处理过的脾细胞阳性率高, 
两者相比有统计学意义。方差分析表明, 各处理组

外周血GFP阳性率之间差异有统计学意义(P=0.01, 
图3)。结果显示为均值±标准差(n=4)。

2.4   GFP阳性细胞中CD4阳性的百分比

移植后不同天数, 检测GFP与CD4双阳性结果

表明, 蛋白提取液和全蛋提取液处理的脾细胞回输

雌鼠后, 雌鼠体内的双阳性百分比均大于其他提取

液处理的脾细胞回输后的雌鼠, 差异有统计学意义

(P=0.015, 图4)。
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Oct-3/4 positive rate
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蛋白提取液和全蛋提取液处理的脾细胞c-myc和oct-3/4的阳性表达

率与HBSS处理的脾细胞相比有统计学意义(P=0.005), 结果显示为

均值±标准差(n=3)。
The chicken-egg white and whole-egg extract permeabilized spleen cells 
showed statistically significant higher expression of c-myc and oct-3/4 
compared with the spleen cells permeabilized with HBSS(P=0.005). 
The results are shown as the mean±S.D.(n=3).

图2  透化诱导7, 10, 12 d后脾细胞流式检测结果

Fig.2  Flow cytometry results of spleen cells after 
permeabilized for 7, 10, 12 days

各处理组外周血GFP阳性率之间差别有统计学意义(P=0.01), 结果显

示为均值±标准差(n=4)。
An analysis of variance showed that the GFP-positive percentages 
among each treatment group were significantly different(P=0.01), the 
results are shown as the mean±S.D.(n=4).
            图3  移植后不同时间雌鼠外周血GFP阳性率

Fig.3  The percentage of GFP-positive transplanted cells 
in the peripheral blood of the female mice 

at varying days after transplantation
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结果显示为均值±标准差(n=4)。
The results are shown as the mean±S.D.(n=4).
图4  移植后不同时间外周血CD4和GFP双阳性的百分比

Fig.4 The percentage of CD4 and GFP double positive cells 
at varying days after transplantation
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2.5   GFP阳性细胞中CD8阳性的百分比

移植后不同天数, 检测GFP与CD8双阳性结果

表明, 蛋白提取液和全蛋提取液处理的脾细胞回输

雌鼠后, 雌鼠体内的双阳性百分比均大于其他提取

液处理的脾细胞回输后的雌鼠, 差异有统计学意义

(P=0.019, 图5)。
2.6   移植后120天骨髓中Y染色体阳性率

与外周血中GFP阳性细胞百分比呈正相关(图6
和图7)。结果显示为均值±标准差(n=3)。这个结果

结果显示为均值±标准差(n=4)。
The results are shown as the mean±S.D.(n=4).
图5  移植后不同时间外周血CD8和GFP双阳性的百分比

Fig.5  The percentage of CD8 and GFP double positive cells 
at varying days after transplantation
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表明, 用鸡蛋白和全蛋提取液处理的移植的干细胞

能在雌鼠体内长期存活。

3   讨论
在目前的研究中, 我们报道了不同类型的卵细

胞提取液处理的脾细胞在体内有不同的存活率, 这
间接证明了不同提取液对维持脾细胞功能的作用不

同。存活率被定义为2×106脾细胞移植体内后有多

少细胞存活, 能找到一种提取液有能力维持和增强

细胞的存活与分化将在细胞生物学研究中得到广泛

应用。我们的结果证明, 鸡蛋白和全蛋提取液有维

持脾细胞活性的作用。脾细胞用四种类型的卵细胞

提取液和HBSS做为质控渗透30 min, 并培养7, 10, 
12 d后, 流式检测结果表明, 用HBSS透化处理的脾

细胞没有oct-3/4和c-myc阳性表达, 而用蛋白和全蛋

提取液透化处理的脾细胞有oct-3/4和c-myc的阳性

表达, 差别有统计学意义, 表明脾细胞透化后有重编

程的现象。

许多研究报道指出, 动物卵细胞提取液能重编

程体细胞[1,16], 鸡蛋中的蛋黄是最大的卵细胞, 卵黄

膜是细胞膜, 蛋白、卵带和蛋壳则是由输卵管分泌

物形成的, 有营养和保护作用。因此我们制备了鸡

蛋白、蛋黄、全蛋提取液和红鳟鱼卵提取液用来渗

透鼠脾细胞并观察对细胞存活和分化的作用。我们

发现, 脾细胞用不同提取液渗透后存活与分化能力

不同, 表明蛋白和全蛋处理后的脾细胞维持原有功

能比其他提取液处理后的脾细胞作用要强, 说明鸡

蛋白和全蛋含有脾细胞维持原有功能所需的物质, 
我们假设这些物质是鸡蛋中的蛋白或小分子。而蛋

白和全蛋提取液之间的差别无统计学意义, 进一步

推断起作用的是鸡蛋中的蛋白。蛋白作为鸡胚发育

过程中必需的营养物质, 也许含有维持胚胎多能性

的关键因子, 因此也在脾细胞透化过程中维持了脾

细胞的多能性, 进而有助于回输后在雌鼠体内的存

活。当前, 还不知道卵细胞提取液重编程的分子机

制, 我们的SDS-PAGE结果表明, 四种卵细胞提取液

有不同的蛋白和不同的分子量。在渗透过程中, 鸡
蛋白和全蛋提取液维持了脾细胞的多能性, 有助于

脾细胞输注后在雌鼠体内的存活。而这个结果是由

于保护了脾细胞中的造血前体细胞或诱导细胞重编

程目前还不知道。如果是由于保护脾中的造血前体

细胞, 鸡蛋白和全蛋提取液可应用于保护干细胞, 如
果是由于诱导细胞重编程, 将来可以考虑用鸡蛋白

和全蛋提取液渗透各种细胞来诱导重编程。

在雌鼠体内存活的GFP阳性细胞中, 由鸡蛋白

和全蛋提取液处理的脾细胞CD4阳性和CD8阳性T
细胞高于其他提取液处理的组(P=0.019)。目前, 还
没有进一步的实验证明这些细胞是干细胞转化来

的, 但可以说明鸡蛋白和全蛋提取液渗透的脾细胞

含有较多有活性的CD4阳性和CD8阳性T细胞[17]。

用蛋白、蛋黄和全蛋提取液透化处理脾细胞, 
并回输雌鼠体内的研究目前还无人进行, 我们的研

究表明, 蛋白和全蛋提取液透化后回输的脾细胞在

雌鼠体内存活, 外周血中GFP阳性细胞百分比明显

结果显示为均值±标准差(n=3)。
The results are shown as the mean±S.D.(n=3).

图6  移植后120天骨髓中Y染色体阳性率与外周血

GFP阳性率呈正比

Fig.6  The percentage of cells with a Y-chromosome in the bone 
marrow positively correlated with the percentage of GFP-positive 

cells in the peripheral blood at 120 days after transpalntation

A: 有Y染色体的骨髓中期分裂像, 红色代表Y染色体; B: 无Y染色体

的骨髓中期分裂像。

A: a representative metaphase spread with a Y chromosome. The red 
chromosome indicates the Y chromosome. B: a representative metaphase 
spread without a Y chromosome.

图7  雌鼠骨髓中期分裂像检测到Y染色体

Fig.7  The Y chromosome was detected in metaphase spreads 
from cells collected from the bone marrow of female mice
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比其他组高, 而回输的脾细胞还含有较多有活性的

CD4阳性和CD8阳性T细胞, 另外, 移植后120 d, 不同

组间骨髓中Y染色体阳性率有统计学差别, 因此推

断鸡蛋白和全蛋提取液能维持脾细胞中的造血干细

胞活性, 具体机制有待我们深入研究。

我们在研究中用到了红鳟鱼卵提取液, 研究结

果表明, 用提取液渗透细胞的方法红鳟鱼卵提取液

对维持脾细胞的功能活性没有明显作用, 但不知其

他培养方法红鳟鱼卵提取液会不会有别的作用, 也
需要更深入的实验来研究。而蛋白和全蛋提取液在

渗透细胞后表现出来的维持脾细胞功能活性的作用, 
使我们考虑今后将鸡蛋白和全蛋提取液用于各种细

胞渗透处理, 并诱导细胞的干性维持, 无论是造血干

细胞的功能维持, 还是多能干细胞的功能维持, 均显

示了蛋白和全蛋提取液的优势。
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