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胚胎早期乳腺原基体外培养对乳腺干细胞

相关标记表达稳定性的影响
宋嘉哲1  杜立颖2  薛 恺1*

(1大连医科大学基础医学院, 大连 116044; 2北京大学生命科学学院, 北京 100871)

摘要      乳腺干细胞具有产生各类乳腺细胞的能力, 其研究对于乳腺发育的认知、乳腺癌的

治疗以及乳腺生物反应器的开发都具有重要意义。此外, 伴随胎儿发育, 胚胎期乳腺干细胞所经历

的增殖、迁移、侵袭等过程是成体乳腺干细胞没有的, 而这些经历与乳腺癌的发生过程非常相似。

因此, 针对胚胎乳腺干细胞的研究在医学上具有更重要的意义。Sca-1、CD29、CD49f和CD24都
是经常被用于乳腺干细胞分离纯化的细胞表面标记。该研究分析了不同的体外处理条件和时间对

于上述标记在小鼠乳腺原基中表达稳定性的影响, 旨在为胚胎早期乳腺干细胞的分离、纯化以及

鉴定奠定分子基础, 也为胚胎乳腺发育和乳腺癌发生的相关研究提供支持。
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In Vitro Culture of Early Embryonic Mammary Anlagen Affects Expression 
Stabilities of Mammary Stem Cell-associated Markers 
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Abstract       Mammary stem cells (MaSCs) possess the ability to generate all differentiated cell types in the 
mammary gland. The researches of MaSCs are important and fundamental for understanding mammary gland de-
velopment, developing therapy of breast cancer and studying mammary gland bioreactor. In particularly, during em-
bryonic development, fetal MaSCs undergo proliferation, migration and invasion, which do not occur in the resting 
adult mammary gland, and do resemble the progression of breast cancer. Therefore, the researches of fetal MaSCs are 
meaningful, especially in the field of medicine. Sca-1, CD29, CD49f and CD24 are specific cell surface markers that 
have ever been applied to purify MaSCs. Here, we analyzed the expression stabilities of these cell surface markers in 
mouse mammary anlagen, which were cultured in different conditions. Our research provides foundation to purify and 
identify MaSCs, and supports the studies of mammary gland development and breast cancer.
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乳腺是哺乳动物哺育后代的重要器官, 它的发

育是一个复杂而长期的过程。小鼠乳腺的发育起始

于胚胎期10.5 d(E10.5), 开始时形似凸透镜, 随着胎龄

的增加, 逐渐向乳脂垫延伸。到了胚胎期16 d, 开始出
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现导管分叉[1]。出生后3周龄小鼠乳腺仅由几条简单

的乳腺导管构成, 他们共同开口于乳头。此后乳腺导

管开始延伸、分叉, 如果未经历怀孕, 此过程将持续

进行直至12周龄才会停止[2]。成年小鼠乳腺组织结构

复杂, 包含的细胞种类也非常丰富, 包括腔上皮细胞、

肌上皮细胞、脂肪细胞、基质细胞、淋巴细胞、血

细胞以及上述各种细胞的前体细胞、祖细胞等[3]。

早期生命的器官发育与成体干细胞的特性是

密切相关的。干细胞是一类具有自我更新和多向

分化潜能的细胞, 它们具有慢周期性, 同时又可随

着机体自身的需要启动增殖, 并定向分化形成多种

组织类型的细胞。而成体干细胞存在于已经分化的

组织中, 保持着自我复制和分化为该组织中所有类

型细胞的潜能, 因此又称组织特异性干细胞。由于

乳腺干细胞具有自我更新、产生乳腺组织各种类型

的细胞以及单细胞重塑完整乳腺的能力, 使它们在

细胞治疗和组织工程方面具有很好的应用前景。因

此, 关于乳腺干细胞的研究越来越受到学者们的关

注。早在2006年, Shackleton等[4]就使用细胞表面标

记CD29 、CD49f和CD24富集了成年小鼠乳腺干细

胞群, 并且实现了单细胞再生完整乳腺, 从而证明了

乳腺干细胞的存在。随着乳腺发育相关研究的深入, 
人们逐渐发现, 伴随着胚胎发生的过程, 组织所需的

浸润性增殖、迁移和侵袭等细胞行为在成体乳腺中

不具有, 而这些与乳腺癌发生过程中的细胞行为非

常相似[5]。所以, 针对胚胎期乳腺干细胞的研究也受

到了越来越多的关注。近年来, 人们对胚胎期乳腺

干细胞的研究取得了一些重要的进展, 有研究者利

用特殊的细胞表面标记在晚胚胎期的小鼠乳腺中分

离到了具有干细胞活性的特殊细胞群, 并发现胚胎

期的乳腺干细胞和乳腺基质细胞都具有与人乳腺癌

细胞相似的基因表达特点[6]。这提示我们, 研究胚胎

期乳腺小芽中的乳腺干细胞所具有的基因表达特点

要比之前仅仅关注成年乳腺干细胞更有意义。

虽然人们对于胚胎期乳腺干细胞的研究已经取

得了一定的进展[4,6-9],  但这些研究主要集中在晚胚

胎期(E17-18.5)。而Hens和Wysolmerski对胚胎期乳

腺发生的可能机制进行了综述, 指出胚胎发育早期

(E13.5-15.5)的乳腺原基(mammary anlagen)是研究乳

腺导管形成及延伸等发育调控机制的关键时期[10]。

所谓乳腺原基, 就是指出现乳腺组织雏形到乳腺导

管开始形成之间的乳腺组织。Robinson等[11]对小鼠

乳腺原基的发育时期的界定以及乳腺原基移植再生

进行了系统研究和报道, 证明E15小鼠乳腺原基移植

后再生的乳腺导管可布满清除乳腺组织的脂肪垫, 
暗示了乳腺原基中包含乳腺干细胞。目前, 学者们

对于早期胚胎中的乳腺干细胞的研究还非常少。由

于缺乏对于这一时期乳腺组织中相关细胞标记表达

的鉴定, 人们还无法对乳腺原基干细胞群实施有效

的分离纯化。要实现胚胎乳腺原基干细胞群的分离

和鉴定, 就需要对乳腺原基组织进行体外培养和处

理, 而处理环境的变化会使乳腺原基细胞表面标记

的表达发生变化。那么在乳腺原基细胞准备的过程

中, 哪种标记在体外的表达更稳定, 什么样的操作环

境和多长的操作时间会使组织细胞最大程度地保持

其原有状态, 这些都是相关研究中亟待解决的问题。

Sca-1、CD29、CD49f和CD24都是曾经被用于乳腺干

细胞分离纯化的细胞表面标记[4,6,8]。本研究分析了不

同的体外处理条件和时间对于上述标记在小鼠乳腺

原基中表达的影响, 旨在为胚胎乳腺原基干细胞的分

离、纯化以及鉴定奠定分子基础, 也为胚胎乳腺发育

和乳腺癌发生的相关研究提供支持。

1   材料与方法
1.1 材料

仪器: 解剖显微镜(Nikon公司); 流式细胞仪

(MoFlo flow cell sorter, Dako, Fort Collins, Cdora-
do, USA) 488 nm ex FITC(530/40); PE(580/30); 
PI(580/30); Hst 351 nm ex Red(630/30); Blue(450/65)。
分析软件: Summit V3.1或4.0; 荧光倒置显微镜

(Olympus公司); MilliQ超纯水器(Millipore公司); CO2

培养箱(Thermo公司)。
试 剂: MEGM完 全 培 养 基(Cambrex公 司), 

EGF(Sigma公 司), bFGF(Sigma公 司); 胎 牛 血 清

FBS(Gibco公 司); PE标 记 的anti-mouse CD24抗 体

(BD公 司); PE-cy5标 记 的anti-hunman CD49f抗 体

(BD公司); FITC标记的anti-mouse CD29抗体(Sero-
tec公司); FITC标记的anti-mouse Sca-1抗体(BD公

司); 胰蛋白酶Trypsin(Gibco公司); 胰蛋白酶抑制

剂Trypsin inhibitor(Sigma公司); DPBS(Gibco公司); 
DMEM(Gibco公司); BSA(Sigma公司)。
1.2   胎鼠的获得和日龄的确定

将8周龄ICR雌性发情小鼠于下午5点左右放入

种公鼠笼子中进行交配, 隔日早上9点检查阴栓, 确
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定是否受孕。以见栓日为第0.5 d、14 d后早上取得

的胎鼠计为胚胎期14.5 d, 如此计算。实验操作遵循

的程序符合国家及提供实验动物单位制订的有关实

验动物福利的规则和制度。

1.3   快速鉴定胚胎期小鼠性别 
将围产期指定日期的雌性母鼠脱颈处死, 70%

酒精消毒腹部。用已灭菌的手术剪刀、镊子小心剪

开腹部皮肤, 将子宫剪下, 迅速放入盛有DPBS的培

养皿中, 用弯头镊小心将子宫壁撕破, 取出胎儿, 并
将其转移至另一盛有DPBS的培养皿中, 反复清洗

3次至液清为止。取胚胎期14.5~16 d的胎鼠, 置于

体视镜下, 观察胎鼠第4、5对乳腺, 乳腺原基呈现

为白色圆点的为雄性; 乳腺原基呈现为与皮肤界限

模糊的圆晕的为雌性, 观察时体视镜的放大倍数为

0.8×10倍(8倍), 需要外光源的辅助。本方法已经获

批国家专利, 专利授权号: ZL200810246595.3。
1.4   乳腺原基准备

在体视镜下去除胎鼠头部及四肢, 用眼科镊和

游丝镊沿胎鼠体躯两侧壁分别剥离腹部皮肤, 用游

丝镊剥离雌性小鼠乳腺原基, 通过体视镜(Nikon)对
乳腺原基进行观察。

1.5   乳腺原基细胞准备

将分离好的乳腺原基用口吸管转移至冷的

0.1%胰酶中, 4 °C预冷3 min后37 °C孵育1 min, 小心

机械吸打吹散。随后, 加入相应浓度的胰酶抑制剂

(Sigma公司)抑制胰酶活性。离心, 将乳腺原基细胞

重新悬浮于DPBS中, 并用40 μm细胞筛过滤以获得

单细胞悬液, 于Olympus荧光倒置显微镜下观察消

化后的细胞悬液。

1.6   细胞免疫荧光染色和流式分析

本实验分别使用PBS+5% FBS、DMEM+5% 
FBS和MEGM+GF(B27, 5 µg/mL insulin, 20 ng/mL 
EGF, 20 ng/mL bFGF)这三种培养基对新鲜分离的乳

腺原基组织进行恒温孵育。在0, 0.5, 4, 12 h这几个

时间点取出孵育的乳腺原基组织, 通过消化将其制

备成单细胞悬液。将准备好的单细胞悬液离心, 用
1%的BSA重悬, 4 °C封闭10 min。使用一抗直标的抗

体 (CD24-PE、CD49f-PE-cy5、Sca-1-FITC、CD29-
FITC), 按照说明书建议的使用量, 4 °C孵育15 min。
随后, 将细胞离心, DPBS重悬以备分析; 如果分选细

胞, 可用不加血清的DMEM培养液重悬细胞以备分

选。流式细胞分析使用MOFLO High-performance 

cell sorter(Dako公司)。
1.7   数据分析

本研究用SPSS 13.0(单因素ANOVA)和SUMMIT 
4.0(http://www.Dakocytomation.com)软件进行统计分

析, 实验重复3次。采用Microsoft Office Excel和Sigma-
Plot进行数据处理和绘制柱状图, 图像处理采用Adobe 
Photoshop 8.0软件完成。P<0.05表示显著差异。

2   结果
2.1   E14.5小鼠性别鉴定

通过显微观察E14.5小鼠乳腺的外观, 结合组织

解剖乳腺原基的方法, 总结了快速鉴定早期胚胎小

鼠性别的方法, 从而大大提高了显微操作方法分离

雌性胎儿乳腺原基的效率。体视镜下, 用外光源照

射胎鼠腹部, 根据乳腺原基的颜色和大小等外部特

点区别雌雄, 如图1所示, 胎鼠腹部中线两侧的第4、
第5对乳腺已呈现明显差异。左边为雌性胎鼠, 箭头

所示为雌性胎鼠乳腺原基; 右边为雄性胎鼠, 箭头所

示为雄性胎鼠乳腺原基。乳腺原基呈现为白色圆点

的为雄性, 所呈现的白色圆点为针尖大小, 直径约为

150~300 μm, 与周围皮肤颜色差异显著; 乳腺原基呈

现为与皮肤界限模糊的圆晕的为雌性, 该乳腺原基

与周围皮肤界限不清晰。在观察时体视镜的放大倍

数以0.8×10倍(8倍)为宜, 并且需要外光源辅助观察。

通过E14.5小鼠性别的快速鉴定, 我们将这一阶段的

E14.5雌性(♀)和雄性(♂)小鼠腹部中线两侧的第4和第5对乳腺已呈

现明显差异。方框内为红色圆形区域所示乳腺组织的放大图像; 箭
头所示为E14.5小鼠乳腺原基。标尺=1 000 μm。

E14.5 female (♀) and male (♂) mice mammary gland tissues exhibit 
obvious differences. Insert shows a magnified image of the region in the 
red circle. Arrows show the mammary anlagen. Scale bar=1 000 μm.

图1  E14.5小鼠腹部体视镜拍摄外观图

Fig.1 Stereoscope observation of E14.5 mouse mammary anlagen
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将新鲜分离的E14.5雌性小鼠乳腺原基放在胰酶中消化, 然后通过机械吹打获得细胞悬液。左图标尺=200 μm; 右图标尺=100 μm。

The freshly dissected E14.5 female mouse mammary anlagen were digested in 0.1% trypsin, and then distributed into cell suspension by mechanical 
pipetting. Scale bar of the left image=200 μm; Scale bar of the right image=100 μm.

图3  体外消化小鼠乳腺原基

Fig.3   In vitro digestion of female mouse mammary anlagen

流式细胞直方图显示CD24、CD29、Sca-1和CD49f这四个细胞表面标记在不同体外操作环境和时间处理的乳腺原基中表达稳定性有差别。

The flow cytometry histograms showed the different expression stabilities of CD24, CD29, Sca-1 and CD49f in mouse mammary anlagen, which were 
cultured in different conditions. 

图4  体外操作环境和时间的改变对E14.5小鼠乳腺原基细胞特异标记表达的影响

Fig.4  The changes of culture conditions affect specific cell surface marker expressions in E14.5 mouse mammary anlagen cells

MEGM+GF

CD24

CD29

Sca-1

CD49f

DMEM+FBS PBS+FBS

NC 0 h 0.5 h 4 h 12 h

A: 新鲜解剖的小鼠乳腺原基。标尺=200 μm; B: 小鼠乳腺原基的放

大图像。标尺=100 μm。

A: freshly dissected mouse mammary anlagen. Scale bar=200 μm; B: 
magnified image of female mouse mammary anlagen. Scale bar=100 μm.

图2  雌性小鼠乳腺原基

Fig.2   Female mouse mammary anlagen

A B雌性胎鼠进行收集, 以备后续实验使用。

2.2   E14.5小鼠乳腺原基的解剖分离

雄性小鼠胚胎期的乳腺原基形似凸透镜, 与周

围皮肤边缘清晰, 容易分辨; 而雌性小鼠的乳腺原

基形似一个圆晕, 与周边组织界线不清晰, 不易分辨

(图1)。将准备好的E14.5雌性小鼠进行解剖, 利用外

科手术的方法分离小鼠乳腺原基(图2)(具体步骤见

材料方法)。
乳腺原基时期是乳腺发育的较早时期, 细胞类

型相对简单。因此, 对于它们的消化处理不必像对

成年乳腺上皮组织那样使用多种酶共同作用, 且时

间较长。对胚胎期小鼠乳腺组织的消化只需要胰酶



1372 · 研究论文 ·

处理1 min即可得到单细胞悬液(图3)。但是, 通常情

况下, 由于乳腺原基非常小, 需要在解剖镜下分离, 
因此操作的时间会相对较长。

2.3   体外操作环境和时间的改变对乳腺原基细胞

特异标记表达稳定性的影响

体外操作的环境和时间对于维持组织细胞本

身的状态具有重要的影响, 而细胞状态的改变会

直接影响细胞表面标记的表达。Sca-1、CD29、
CD49f和CD24都是曾经被用于乳腺干细胞分离纯

化的细胞表面标记[4,6,8], 它们的表达也会由于细胞

体外处理的环境和时间而改变, 而这些改变都会影

响到乳腺干细胞的分离纯化。因此, 为了研究体外

操作过程对于乳腺原基细胞表面标记表达的影响, 
我们针对在不同的培养环境中处理不同时间的乳

腺原基细胞进行了流式分析。首先, 我们分别使用

PBS+5% FBS、DMEM+5% FBS和MEGM+GF(B27, 
5 μg/mL insulin, 20 ng/mL EGF, 20 ng/mL bFGF)这
三种培养基对新鲜分离的乳腺原基组织进行恒温孵

育。然后, 在0, 0.5, 4, 12 h这几个时间点取出孵育的

乳腺原基组织, 通过消化将其制备成单细胞悬液。

最后将这些细胞悬液进行流式分析, 观察CD24、
CD29、CD49f和Sca-1的标记表达变化。结果表明,  
E14.5小鼠乳腺原基组织在DMEM+5% FBS的培养

基中孵育时, 12 h之内CD24、CD29、CD49f和Sca-1
表达变化不明显, 重复性较好; 而在PBS+5% FBS和
MEGM+GF培养基中进行培养时, CD24和Sca-1的表

达变化比较大, 且重复性差(图4)。值得注意的是, 当
E14.5小鼠乳腺原基组织在MEGM+GF的培养基中培

养时, CD49f的表达最稳定, 重复性最好(图4)。另外, 
我们对这四种细胞表面标记的阳性细胞比例进行统

计分析, 进一步证明了以上所述标记表达变化趋势

(图5)。这些结果表明, 不同的培养环境对于乳腺原

基组织细胞的状态有影响, 这表现为细胞表面标记

表达的稳定性有所变化。而且, 不同的细胞表面标

记在不同的培养基中表现出不同的表达稳定性。另

外, 本研究所选择的4个与乳腺干细胞相关的标记的

表达变化并没呈现出与乳腺原基组织体外培养时间

有明显的相关性。重要的是, 当我们选择特定的培

养基(DMEM+5% FBS)对E14.5小鼠乳腺原基组织进

行体外培养时, 这4种细胞表面标记都可以呈现出较

好的表达稳定性(图4和图5)。由此可见, 乳腺原基组

织在体外操作12 h以内, 其细胞状态都可以得到较好

的保持, 关键是选择适合的体外培养环境。

3   讨论
乳腺干细胞的分离纯化是一项复杂的工作。研

究者需要选择适合的细胞表面标记, 用恰当的方法

处理组织细胞, 并且准确地选择细胞亚群, 才能较好

的完成这项工作。本文选择CD24、CD29、CD49f
和Sca-1这几个曾经被用于乳腺干细胞分离纯化的

细胞表面标记进行研究[4,6,8], 分析了不同体外处理时

间以及不同培养环境对于小鼠胚胎乳腺原基细胞的

影响, 鉴定了以上四种标记的表达变化, 为胚胎乳腺

原基干细胞的分离纯化提供了重要线索。

从现有的研究经验来看, 如果想要成功地在体

外获得乳腺干细胞群, 就需要对乳腺组织细胞进行

对CD24、CD29、Sca-1和CD49f这四个细胞表面标记的流式数据进行统计分析, 结果显示, 在不同体外操作环境和时间处理的乳腺原基中标记

的表达稳定性有差别。*P<0.05。
The statistic analysis showed the different expression stabilities of CD24, CD29, Sca-1 and CD49f in mouse mammary anlagen, which were cultured in 
different conditions. *P<0.05.

图5   统计分析体外操作环境和时间的改变对E14.5小鼠乳腺原基细胞特异标记表达的影响

Fig.5   The statistic analysis showed that changes of culture conditions affected specific cell surface marker expressions in 
E14.5 mouse mammary anlagen cells
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必要的体外操作, 包括组织解剖、酶消化、标记染

色和流式分选等, 而这些必要的体外操作步骤需要

耗费大概4~12 h的时间。因此, 12 h应该能够满足实

验者在体外对乳腺组织进行有效的操作。所以, 本
研究选取0, 0.5, 4, 12 h这几个时间点对体外操作给

胚胎乳腺原基组织带来的影响进行研究。结果显示, 
当我们使用DMEM+5% FBS培养基时, 乳腺原基组

织细胞的标记表达并没有在12 h内出现明显的变化

(图4和图5)。当我们使用MEGM+GF培养基对乳腺

原基组织进行体外培养时, CD24和Sca-1这两个细胞

表面标记的表达在不同时间点上呈现出显著的差异

(图5)。而我们使用PBS+5% FBS培养基对乳腺原基

组织进行体外培养时, 以上4种细胞表面标记的表达

在不同时间点上呈现出显著的差异(图5)。尽管如此, 
乳腺原基组织细胞的标记表达变化也并没有表现出

与时间变化的相关性。这些结果说明, 如果研究者

想要利用以上几种标记进行胚胎期乳腺干细胞群的

分离纯化, 12 h以内的体外操作并不会改变胚胎乳

腺细胞的状态, 是完全可行的。另外, 适当的体外培

养环境的选择, 应该是影响胚胎早期乳腺干细胞群

分离纯化的重要因素。

对于原代组织的体外操作, 选择合适的培养环

境是保持其细胞状态的关键因素之一, 而细胞状态

的改变则会影响细胞表面标记的表达水平。为了鉴

定体外操作环境的变化对于小鼠乳腺原基细胞标记

表达的影响, 我们选择了几种常用的环境液体, 包
括PBS、DMEM和MEGM(乳腺上皮细胞生长培养

基)。从以上的实验结果我们可以看出, 培养液对于

原代乳腺原基组织细胞的影响较大, 选择不同的体

外操作培养液, 会明显影响12 h不同标记的表达重复

性。具体来说, 当对三种体外操作环境液体进行比

较时, 我们发现, DMEM+5% FBS培养基对于CD24、
CD29、CD49f和Sca-1这几个细胞表面标记的表达

重复性影响较小。相对而言, PBS+5% FBS培养基

对CD24、CD29和CD49f的表达稳定性影响较大, 而
MEGM+GF对于CD24和Sca-1的表达稳定性影响较

大。这些结果说明, 选择DMEM+5% FBS培养基对

于小鼠乳腺原基组织的体外操作, 能够在12 h内较

好的保持乳腺原基细胞的状态。如果我们想要从乳

腺原基组织中分离纯化乳腺干/祖细胞, DMEM+5% 
FBS培养基应该是一个比较恰当的选择。

另外, 细胞表面标记的选择也是乳腺干细胞分

离纯化过程中的一个关键因素。之前, 有研究者发现, 
Sca-1在生长的乳腺导管中的表达汇集于TEB区域, 而
在成熟导管中的表达较弱, 呈零星散布[12]。在胚胎发

育早期的乳腺原基中, Sca-1的表达则主要集中在乳

腺原基内侧边缘区域[13]。这些标记表达定位研究发

现, 在乳腺发育的不同时期, 标记的位置均存在差异。

这些现象提示我们, 乳腺干细胞的迁移现象可能始终

伴随着乳腺发育以及再生的全过程。因此, 研究者可

以根据多种乳腺干细胞标记表达的时空特异性, 选择

适当的乳腺干细胞标记对不同发育阶段乳腺组织中

的乳腺干细胞进行准确的分离纯化。本研究中, 当对

所选的几种细胞表面标记的表达进行横向比较时, 我
们发现Sca-1在小鼠乳腺原基细胞中的表达量较其他

三个标记表达量低。对于在不同培养时间点消化获

得的乳腺原基细胞, 其CD24和CD49f在0~12 h的表达

变化比较剧烈, 而CD29和Sca-1的表达变化相对稳定。

之前, 研究者曾经利用CD24/CD29或CD24/CD49f的
标记组合分别在成年小鼠的乳腺上皮和晚胚胎期的

小鼠乳腺中成功地分离和鉴定了乳腺干细胞[6,9,14-15]。

而本研究对于胚胎早期乳腺原基细胞表面标记表达

的鉴定结果显示, CD29在体外培养的小鼠乳腺原基

中的表达稳定性要明显好于CD49f。因此我们推测, 
CD24/CD29的标记组合对于乳腺原基干细胞群的分

离纯化应该是更好的选择。在未来的研究中, 我们也

将对利用不同标记组合进行乳腺原基干细胞群分离

和鉴定进行实验探索, 以期弥补学者们对于胚胎早期

乳腺干细胞群研究的不足。
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