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源于 129S 1 品系的小鼠胚胎干细胞系的建立及其

生物学特性分析

杨桦*，孙霞 飞 徐国江，刘伟，王龙，赵旭东，陆荣华， 费 俭， 王铸钢 **

(上海南方模式生物研究中心， 上海 201203 )

摘 要: 从 129S 1 小 鼠早期胚胎的内细胞团分离、培养类胚胎样细胞， 经反复传代，成功地

建立了 129S1 小 鼠胚胎千细胞系，命名为 NM-2 细胞系 。形态学鉴定具有胚胎千细胞的典型形态

特征， 正常核型率为 80% ; 至碱性磷酸酶阳性、 表达胚胎干细胞特异性转录因子 OCT-4; 体内分

化后可形成源于三胚层的组织结构;经囊胚腔显微注射后所获得的子代个体中 79%具有毛色嵌合

表型;雄性嵌合个体中 31%发生生殖腺嵌合; 同时 ， 通过育种观察到所有生殖腺嵌合体的子代小

鼠表型正常。 以上结果证实 NM-2 细胞系为一株具高生殖腺嵌合能力的小鼠胚胎千细胞系 。
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胚胎干细胞(ES 细胞)是一种存在于早期胚胎中

并具有发育全能性的细胞， 可分化、 发育成个体的

任一组织器官，可以说是个体发育的原基 。 1981

年， ES 细胞由 Evans 和 Kaufman[ l ]首次成功地从延

缓着床的小鼠胚胎中分离建系 ， 随后的研究证实 ，

经体外培养后的 ES细胞在导入宿主胚胎后仍可广泛

地参与宿主各种组织的分化，特别是参与成熟生殖

细胞的形成。 由于 ES 细胞具有的这一独特的生物

学特性，在培养细胞与个体发育之间架起了桥梁 ，

在体细胞与生殖细胞之间架起了桥梁 ， 实现了体外

细胞水平的精确的遗传操作与整体动物的有效结合，

成为转基因动物研究体系中一个十分活跃的领域，

至今 ES 细胞介导的遗传操作技术己产生了数千种的

突变体小 鼠， 并已获得许多重要的研究发现[2-4] 。

ES细胞研究的基础与核心是有效分离并建立具

有高生殖腺嵌合能力的胚胎干细胞系。 本文报道了

一种新的源于小鼠 129S1 品系的小鼠胚胎干细胞系

的建立及其生物学特性的分析， 结果表明该细胞系

具有良好的增撞能力、可维持于低分化的状态并具

有较高的生殖腺嵌合比率， 获得的子代个体的表型

正常。

1 材料与方法
1. 1 动物来源

129S1 、 C57BL/6J 品系小鼠均由本研究中心繁

殖 ， BALB/c 裸鼠购 自中科院实验动物中心 。

1. 2 制备小鼠胚胎成纤维细胞及词养层

取 13.5 天的小鼠胚胎，以膜蛋白酶消化法分离

小鼠胚胎原代成纤维细胞， 培养扩增 ， 在用作饲养

层之前需经丝裂霉素 C 处理使其终止分裂。

1. 3 小鼠胚胎干细胞的分离、建系

取怀孕 3.5 天的 1 29S1 小 鼠， 冲出囊胚，转入

铺有饲养层细胞的培养皿中培养， 培养液为含有胎

牛血清 、 青链霉素 、 谷氨酷胶、 2 -疏基乙醇及白

血病抑制因子(LIF)的 DMEM 培养液; 胚龄 8 .5 天时

挑出内细胞团用膜蛋白酶消化， 离散后的细胞移入

铺好饲养层的培养板内继续生长， 待出现明显的细

胞集落后 ， 继续扩增培养。

1.4 性别鉴定

取 lx l 05 细胞裂解提取基因组 DNA，通过可特

异扩增Y染色体上的 SRY基因的 PCR反应进行性别

检测 。 引物序列为 : 上游引物 5' G A G A GCATG­

GAGGGCCAT3' 下游引物 5' CCACTCCTCTGTGA-
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CACT 3' , PCR 产物大小应为 265bp 。

1. 5 碱性磷酸酶表达检测分析

在铺有饲养层细胞的培养皿中接种 5 X 105 细

胞，培养 48h 后，以 1 % 甲醒固定 ， 用缓冲液

(100mmol/L Tris-HCl pH7.5 , 0.9%NaCl)平衡 10

min ，加入显色液[在 5ml 碱性磷酸酶底物缓冲液

(1 00mmol/L Tris-HCl pH9.5 , 100mmol/L NaC l, 

5mmoνL MgC12)中加入 33μl 硝基囚氮哇蓝(50mg/m1

溶于 70% Dimelhyl-formamide) 、 16 . 5μ15- 澳 -4- 氯 -

3- U51睐·磷酸(50mg/ml 溶于 Dimelhy1-formamide汀，

避光反应 10min ， PBS 冲洗以终止反应 ， 镜检 。

1.6 OCT-4 基因表达检测

取 lx l05 细胞以 TRIzol 试剂裂解， 抽提细胞总

RNA ， 以 RT-PCR 方法鉴定。引物序列为: 上游

引物 5'TGTCCGCCCGCATACGAGTTCT 3' ，下游

引物 5'GCAGGGGCCGCAGCTTACACAT 3' , PCR 

产物大小应为 4 18bp 。

1.7 生长曲线测定

在铺有饲养层细胞的 24孔培养板中每孔接种细

胞 2 X 1 04 ， 每天取 3 孔细胞独立计数 ， 计数期间

细胞不做换液处理。

1. 8 核型分析

在经胶原化处理的培养皿中接种 1 X 10 6 细胞 ，

当细胞进入对数生长期后 ， 加入秋水仙素(0 . 06μg/

ml)处理 2h ，消化细胞、 常规制片， Geimsa 染色

后镜检。

1.9 多向分化能力鉴定

将细胞扩增培养至 2x 106，离心收集细胞， 接

种 5 周龄 BALB/c 裸鼠腋窝皮下，接种 4 周后取瘤，

石蜡切片、 H-E 染色后寻找三胚层相关组织。

1. 10 嵌合体制备[5]

常规消化细胞，以囊胚腔显微注射方式将 NM-

2 ES 细胞导入C57BL/6J小 鼠囊胚中(约 8-10个细胞/

胚胎) ， 将注射后的胚泡移回 C57BL/6J X CBA Fl 代

假孕母鼠子宫中，观察产仔及子代繁育情况 。

2 结果

2.1 ES 细胞系的建立

实验中共收集了 3.5 天的 129S1 小鼠囊胚 22 枚，

经体外操作、扩增后 4 枚囊胚在培养皿中形成细胞

集落 ， 克隆形成率为 18% 。 我们将来源于不同囊胚

的细胞分别命名为 NM-l 、 NM-2 ， NM-3 、 NM-

4 。在光镜下观察，可见细胞排列紧密呈克隆样生

长 ， 表面折光性强、边缘光滑， 呈圆形或椭圆形，

与典型的 ES 细胞有类似的细胞形态(图 1) 。

2.2 性别、核型鉴定

PCR 结果显示 NM- l 细胞为雌性， NM-2 、 NM-

3 、 NM-4 为雄性(图 2) 0 NM-2 细胞的核型图如(图

3)所示，核型鉴定与 PCR 的结果相符合，对核型进

行分类统计后表明 NM-2 细胞的正常核型率为 80% 。

2.3 分化指标鉴定

分别从细胞水平、 基因表达水平检测了 NM-2

细胞的分化状态 。

2.3.1 碱性磷酸酶染色结果 图 4 显示小鼠胚胎

成纤维细胞基本不着色 ， 而表达碱性磷酸酶的 NM-

2 细胞被染成深蓝色 ， 呈强阳性。提示 NM-2 细胞

分化程度较低，但克隆间染色的深洗并不均一:同

时形态良好的细胞克隆染色较均匀， 而形态差的细

胞克隆有部分区域不着色，提示可能发生部分分

化 。

2.3.2 OCT-4基因的表达 OCT-4 转录因子与小

鼠胚胎发育调控密切相关 ， 在囊胚期胚胎细胞中有

高表达， 而在小鼠所有成体组织细胞中均不表达[6] 。

RT-PCR反应证实 OCT-4在NM-2 细胞中有表达，小

鼠胚胎成纤维细胞中检测不到表达(图 5) 。 这一结

果与碱性磷酶酶的鉴定结果相符合 。

2.4 细胞增殖能力分析

将 NM-2 细胞与被广泛应用于基因打靶的 CJ7

ES 细胞(来源于 129S l/S v 小鼠)的生长曲线进行比

较，结果表明 NM-2 细胞与建系的 ES 细胞在细胞分

裂能力、增殖速率上无显著差异(图 6 ) 。

2 . 5 体内分化能力鉴定

5 只 BalB/c 裸鼠经皮下接种 2xl06个 NM-2细胞

后均有效形成肿瘤，接种后 4 周取瘤，经固定切

片、 H-E 染色，在体内分化形成的肿瘤组织中含有

源于外胚层的复层鳞状上皮、原始神经管结构:中

胚层的平滑肌、淋巴、 软骨及骨组织和来自内胚层

的呼吸道上皮组织 ， 证实其在体内具有较好的分化

能力( 图 7) 。

2.6 嵌合体动物制备

NM-2细胞的嵌合体制备工作及子代的分析如表

1 所示。经囊胚腔注射后 ， 共获得子代小鼠 61 只，

嵌合个体发生率为 79% 。其中， 73% 的嵌合个体

毛色嵌合比率在 85% 以上(图 8) 。 通过对 25 只高嵌

合率的雄性小鼠与雌性C57BL/6J小鼠交配后，经毛色

判断有 10 只为生殖腺嵌合体(40%)，其中 7 只嵌合体
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图 l 生长子饲养层细胞上的 NM-2 细胞克隆符合典型 ES

细胞克隆的形态特征 (40 X ) 

4 6 7 

图 2 基因组DNAY 染色体 SRY 基因 PCR鉴定结果

1, tLfI 性小鼠基因组 DNA ; 2, NM- l 细胞汀， NM-2 细胞 ; 4, NM-3 细
胞; 5, NM-4 细胞; 6, PCR 阴性对照; 7, IOObp marker o 

图 3 NM-2 细胞的核型图

的后代全部是由 ES细胞来源的生殖细胞参与发育的

子代小 鼠 ， 同 时，经观察 比较 ， 这些子代小 鼠与

正常小 鼠在表型与生理机能上无明显差异 。

图 4 生长于饲养层细胞上的 NM-2 细胞碱性磷酸酶染色结

果(lOOx)
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图 5 OCT-4 RT-PCR 鉴定结果

1 ， 鼠尾基因组 DNA ; 2，滋养j云细胞; 3, NM -2 ES 细胞; 4, PCR 阴性
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3 讨论

文献报道的 ES 细胞系的分离、建系方法和条

件多种多样 ， 其中最经典和最广为应用的是通过内

细胞团的分离和体外培养[飞细心的操作和l熟练分

离 ES 细胞集落的技术是实验成功的重要条件。 实

验中我们将囊胚经体外培养 5 天后(叩胚龄 8 .5 天)挑

出内细胞团进行消化， 根据经验，膜酶处理的时间
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图 7 NM-2 细胞植入裸鼠皮下形成的畸胎瘤的病理学分析

表 1 NM-2!田胞显微注射及子代鉴定结果

细胞注射 受体怀孕产仔性别 毛色比率(G/B) 生殖腺嵌合体

襄胚 B <85% >85% 

NM-2 183 13 10 6 1 35 6 3 7 25 10 

26 ♀ 10 6 10 

非常关键 ， 将内细胞团离散成较小的细胞团(约 3-4

个细胞)会提高接种后克隆的形成比率。虽然有报

道可在胶原化界面上建立 ES细胞系以减轻实验工作

量，但我们在培养过程中 ， 仍采用原代小鼠胚胎成

纤维细胞做为饲养层来支持 ES 细胞的生长 。 饲养

层细胞的存在更好地模拟了体内生长环境 ， 有利于

ES 细胞保持旺盛的增殖能力和维持低分化的状态 。

同时，注意培养用试剂的质量 、 培养器具的纯净度

(ES 细胞对去垢剂高度敏感，故尽量使用一次性培

养器具)、 保持适当的传代密度对 ES 细胞的体外培

养也相当重要 。

在体外培养形成细胞克隆后， 需进行进一步的

分析鉴定 。 首先， ES 细胞应具备正常二倍体核型，

这是非常重要的属性 。 一旦核型异常 ， 将影响 ES

细胞的生物学性状和多 向分化潜能。 一些较通用的

ES 细胞系如 RL D3 等 ， 其正常核型率均在 80%

以上[81 0 NM-2 细胞系所测得的正常核型率为 80% ，

这是获得机能正常的子代个体的根本保证: 其次 ，

ES 细胞的低分化状态是决定其是否具有多向分化潜

能和高生殖腺嵌合能力的先决条件 。 作为从早期胚

胎中分离而来的干细胞系 ， ES 细胞同样也具备了胚

胎细胞的一系列低分化指标，除了碱性磷酸酶和

OCT - 4 外， 常用 的还有 : 干细胞特异性表面抗原

(SSEA- l)、早期胚胎细胞的转录活性因子(UTFl )和

图 8 NM-2 ES 细胞经囊胚腔注射获得的嵌合体小鼠

ES 细胞磷酸酶(ESP)等等[9- 1川我们通过检测碱性磷

酸酶的表达情况，观察到 NM-2 细胞与小鼠胚胎成

纤维细胞之间差别显著 ， 同时发现细胞群体中各克

隆问染色的深浅不一，这可能与细胞克隆间分化程

度的差异有关 。

测定胚胎干细胞的体内分化能力是通过制备嵌

合体来完成的 。 能够广泛的参与宿主个体的胚胎发

育过程 ， 特别是参与形成生殖细胞， 是胚胎干细胞

能否用于小鼠遗传操作的最重要的特性 。 为了测试

体外培养系统以及 NM-2 细胞在体外有效维持低分

化状态的能力，我们特别选取了体外培养 1 2 代以上

的细胞进行了囊胚腔显微注射 ， 结果嵌合个体中毛

色嵌合率在 85 % 以上的 "花老鼠 " 占 739毛，文献

报道[ 1勾当毛色嵌合率大于 85% 时 ， ES 细胞即能嵌

合至个体的各种组织器官(尽管它向各类组织细胞分
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化的程度是不均等的);同时当具高嵌合性的雄性

ES 细胞在导入雌性的宿主囊胚后 ， 会造成宿主的性

别逆转，个体表现出雄性表型 ， 其成熟的生殖细胞

均由外源的 ES 细胞发育形成。实验中有 7 只嵌合体

的子代小鼠均有由 ES细胞来源的生殖细胞参与发育

而来 ， 提示可能是性别逆转嵌合体。 上述结果证实

NM-2细胞经体外培养操作后仍具备高效的体内嵌合

能力 。

综上所述，通过对细胞形态、 核型、低分化

指标、细胞增殖以及体内外分化潜能的综合分析，

表明我们所建立的 NM-2 细胞系符合小鼠胚胎干细

胞系的一系列特征， 具有较高的生殖腺嵌合能力 ，

为进一步利用其制备遗传修饰小 鼠打下了基础 。
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Establishment and Biological Characferistic Analysis of a New ES 

Cell Line Derived from 129S1 Mouse Strain 

YANG Hua* , SUN Xia*, XU Guo Jia吨， LIU Wei, WANG Long, ZHAO Xu Dong, 

LU Rong Hua, FEI Jian, WANG Zhu Gang** 

(Shanghai Nan-Fang Research Center of Model Organisms, Shanghai 201203, China) 

A b stract: A new ES cellline was isolated and cultured from inner cell mass collected from 129S 1 mou se 

embryos at early stage, named as NM-2. The biological characteristics of this cellline were observed. It shows the 

typical morphology of ES cell clone, express embryo stem cell specific markers : alkaline phosphatase and tran­

scription factor OCT-4. The normal karyotype rate was 80% . NM-2 could differentiate into various tissues from all 

three primary germ layers in vivo. Following injection into blastocysts, 79% of newborn mice were chim eras and 

31 % of male chimera showed germ-line transmission. All mice derived from germ-line chimeras show norm al 

phenotype. The results demonstrated that NM-2 cellline was a mouse ES cellline with high potential for germ-line 

contribution. 

Key words: 129S1 mouse; ES cellline; germ-line contribution 
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