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一种利用 STO 饲养层细胞制备拟胚体的新方法
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摘要 建立了一种利用 STO 饲养层细胞制备拟胚体的新方法。该方法选用生长至 80% 饱

和密度的 STO 细胞，经丝裂霉素 C (10 问Im1 ) 处理 4h后以 8 X .104 cm-2 的密度接种培养 12 h , 

制备饲养层，再将 ES-D3 细胞以 1 x 104 cm-2 的密度接种其上，首先用含mLIF 的 DMEM培养液

培养 24h，再更换拟胚体诱导培养液， 5-9 天后获得了各成熟阶段的拟胚体。形态结构和分化潜

能等研究表明，该方法制备的拟胚体结构典型，具有产生 3个胚层谱系来源的功能细胞的潜能。与

传统拟胚体制作方法如悬滴培养法相比，具有操作简便，拟胚体形成率高，重复性好等优点，是

开展哺乳动物早期胚胎发育和干细胞分化研究的理想工具。
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拟胚体(embryoid body , EB)是体外培养的胚胎

干细胞(embryonic stem cell , ES 细胞)在一定条件

F[如去除白血病抑制因子(leukemia inhibition factor , 

LIF)等]白发形成的类似早期发育胚胎的球体结构。

拟胚体的形成一般可以分为两个阶段，首先干细胞

聚集，新附成团，形成简单拟胚体(simp1e embry

oid body) ，简单拟胚体继续培养，经过一段时间的

成熟，中央出现空腔，形成囊状拟胚体(cystic

embryoid body) ，囊状拟胚体具备了类似胚胎发育中

典型的三胚层结构，基本模拟了体内组织分化发育

过程，可以作为研究哺乳动物胚胎发育尤其是早期

谱系决定、胚层相互诱导等现象的理想体外模

型[1) 。同时拟胚体可产生 3 个胚层谱系来源的多种

功能细胞，因此， ES 细胞体外分化研究一般都通

过对拟胚体的诱导来进行，拟胚体的制作己成为开

展 ES 细胞体外分化研究的重要步骤，建立简易、

高效和稳定的拟胚体制作技术一直是研究者关注的

课题[2) 。近年来，我们以小鼠 ES-D3 细胞系为材

料，利用 SIM 小鼠来源的 STO 成纤维细胞系，建

立了一种饲养层细胞介导的拟胚体形成新技术，并

对所获拟胚体的显微结构和分化潜能进行了研究。

1 材料与方法

1.1 细胞

小鼠胚胎干细胞(ES-D3 细胞系)购自中国科学

院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究

所:小鼠 STO 成纤维细胞系购自中国科学院北京遗

传与发育生物学研究所:小鼠胚胎成纤维细胞

(mouse embryonic fibrob1ast , MEF)由本实验室培养。

1.2 培养试剂

胎牛血清(feta1 bovine serum , FBS)购自 Hyclone

公司:新生牛血清(new-born bovine serum , NBS) 

购自杭州市四季青生物工程材料研究所:高糖

DMEM培养基(Du1becco's modified Eagle medium, high 

glucose , DMEM) 、 L- 谷氨航肢(L-glutamine ， L

Gln) 、 β 琉基乙醇(ß-mercaptoethanol. ß-ME)均为

Gibco BRL 产品:小鼠 LIF(mLIF)购自 Chemicon 公

司:维甲酸(retinoic acid , RA)、青霉素、链霉

素、膜蛋白酶、丁酸铀(sodium butyrate , NaB) 、

二甲基亚枫(dimethyl sulfoxide , DMSO)、丝裂霉

素 C 购自 Sigma 公司。

1.3 MEF 细胞培养与饲养层制备
从怀孕 13.5 天的 ICR 小鼠取胚胎，除去头和内

脏，剪碎，加 2.5 g/L n夷蛋白酶(含 0.02%EDTA)消
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化成申个细胞，离心洗涤，加 DMEM(含 15 % 

NBS 、 2 mmol/L L…Gln , 0.1 mmol/L ß-ME 、 100

U/ml 青毒素、 100μg/ml 链霉素)培养液培养，待细

胞生长至 80%汇合度时，以终浓度为 10μg/ml 的丝

裂霉素 C 处理 2 h , PBS 洗 3 次，膜蛋白酶消化后

接种培养瓶， 5% CO2 , 37 oC培养 12 h 后备用 [3，4] 。

1.4 STO 细胞培养

贴壁生长的 STO 细胞，待生长至单层饱和密度

后，力口 2.5 g/L 膜蛋白酶消化，用 DMEM(含 15%

NBS , 2 mrr时/L L-Gln , 0.1 mmol/L ß-ME 、 100

U/ml 青霉素、 100μg/ml 链霉素)培养液重悬后置

5%C0 2 , 3 7"C 培养。

1.5 ES-D3 细胞培养

呈集落样牛，长时J ES-D3 细胞，用 2， 5 g/L 膜蛋

白酶(含 0.02% EDTA)消化，加 DMEM (含 15%

FBS 、 2 mmol/L L-Gln 、 0.1 mmol/L ß-ME)培养液

吹打成单个细胞悬液，以 1 : 3 的传代比例接种于

MEF 饲养层上，置 37 oC 、 5%C02 培养箱中培养，
每天更换培养液[1] 。

1.6 拟胚体的制作

耳又生民主 80%饱和密度的 STO 细胞，加终浓

度为 10μg/ml 的丝裂霉素 C 处理 4 h , PBS 清洗 3

次后，用 2.5 g/L 月亮蛋白酶消化成单个细胞，加

DMEM(含 15%NBS ， 2 mmollL L-Gln 、 0.1 mmol/ 

L ß-ME 、 100 U/ml 青霉素、 100μg/ml 链霉素)培

养液，以 8 X 104 cm→2 的密度接种至培养瓶中，培

养 12 h，然后将 ES-D3 细胞以 1 X 104 cm 一2 的密度

接种于 STO 细胞上，第一天采用含 1000 U/L mLIF 

的 DMEM(含 15%FBS 、 2 mmollL L-Gln 、 0 ， 1 mmol/ 

L ß-ME)培养液，置 37 oC 、 5%C02 培养箱中培养，

24 h 后更换为拟胚体诱导培养液(含 5%FBS 、 5%

NBS 、 2 mmo l/L L-Gln 、 0.1 mmo l/L 扎ME 的

DMEM)，视培养液的消耗程度，每天半量或全量

换液，大约在 3 天开始形成拟胚体， 5-9 天达到高

峰，此时收集悬浮于培养液中的拟胚体或轻轻吹打

贴附于饲养层上的拟胚体，置离心管中，静置沉

淀，收集拟胚体，用含 10%FBS 的 DMEM 培养液

悬浮于非站附性培养皿中进 A步培养 1-4 天。

1.7 拟胚体的显微形态观察

拟胚体用 4%中性甲醒室温固定 4h，按常规方

法制备石蜡切片，苏木精-伊红 (H.E) 或甲苯肢蓝

染色，拍照、分析。

1.8 拟胚体的亚显微结构观察

·研究论文·

拟胚体用 2.5%戊二醒固定 2 h , 1% OS04 固定

1 h，丙酣系列脱水， Epon812 包埋，切片厚度为

30-40 nm，醋酸双氧铀染色 15 min，拧棱酸铅染

色 5 min , HITACHI-600 电镜观察。

1.9 拟胚体的分化潜能试验

1.9.1 神经细胞分化 将拟胚体转移至细胞培养

皿，用含 5 X 10- 7 mol/L RA 的分化培养液(DMEM

+ lO %FBS + 5 X 1Q 7 mollL RA)诱导l坷，处理 4 天

后，更换不含 RA 的培养液，继续培养 4 天。 Nestin

免疫组化分析采用 Chemicon 公司小鼠扩L Nestin 单克

隆抗体和羊抗鼠罗丹明标记二抗进行。

1.9.2 心月几细胞分化 将拟胚体转移至 96 孔培养

板中，每孔一个拟胚体，每天用含 10%FBS 的培

养液换液，观察出现节律性跳动的细胞园，耳又部分

用 4% 多聚甲醒固定，进行肌动蛋白免疫组化分

析，采用 Dako 公司小鼠抗人肌动蛋白单克隆抗体

和华美生物工程有限公司 ABC 免疫组化试剂盒进行。

1.9.3 肝细胞分化 参照 Rambhatla 等方法[呵，将

拟胚体转移至 48 孔板培养，用含 5 mmollL NaB 的

分化培养液(DMEM + lO %FBS + 5 mmollL NaB)诱

导， 4 天后更换不含 NaB 的培养液培养， 8 天后按

Yamada 等[7]方法进行u引睐青绿(indocyanine green , 

ICG)和 PAS (periodic acid-Schiff reaction) 反应检测。

2 结果

2.1 拟胚体的形成

ES-D3 细胞在 MEF饲养层上呈典型的集落状增

殖，细胞团致密，细胞问界限不清晰，细胞始终

保持未分化状态(图 1-1) 。当 ES-D3 细胞接入 STO

饲养层，并在拟胚体诱导培养条件 f，干细胞经历

了两个阶段的变化，第一是干细胞的增殖阶段(接

种 3 天内)，细胞逐渐由单个分散状态长成致密的集

落状态:第二是集落的分化阶段(接种 5 天后) ，原

来致密的干细胞团逐渐分层，中间出现一层暗色的

基膜结构，形成典型的简单拟胚体形态(图 1-2 ， 1-

3)。其中部分拟胚体会自动脱离饲养层，从培养瓶

底悬浮至培养液中(图 1-4)，部分拟胚体则稍带附于

饲养层上，用吸管轻轻吹打，也能悬浮主培养液

中，将这些拟胚体收集并转移至非黠附性的培养皿

中继续培养，则能进一步分化成熟，中央出现空

腔，形成典型的囊状拟胚体(图 1-5) 。

2.2 拟胚体的形态结构

拟胚体的光镜和电镜观察结果表明，早期形成
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图 1 拟胚体形成过程

( 1- 1 )培养也小鼠 MEF 饲养层|的未分化 ES 集你 : ( 1 - 2) 在 STO 饲养居上分化形成的拟j怪体: ( 1 - 3) 在 STO 饲养层上形成的大量拟JJf

体 : ( 1 -4 ) 脱离 S TO 饲养 J云Jli总浮]0)'古 jjé液中的拟 111~ 体 : ( 1 -5) 悬浮于 三11三 号li附性培养川中的成熟黎状拟胚体 。 标)'( : 100μm o 

2幽1

2-4 

图 2 不同发育阶段拟胚体的光镜切片观察(HE 染色)

(2- 1) llJ.)明形成的细胞团作简单拟胚体 : ( 2 -2)简单拟胚体内居分化形成柱状 I: ):!i样细胞 : ( 2-3 )和 (2 - 4 )拟胚体内部分化，形成当lI J炮团或

小竹腔鸟飞构: (2 - 5) 拟 j险体发 仔后期 ， 内部细胞 IfJlr 休 ， 形成空腔 。 标)-ç 1 00 μm 。

"'--
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的拟胚体多为细胞团样的简单拟胚体， 其外周一般

由单层上皮样细胞组成(图 2 - 1， 图 3 -1 ) ， 中 间是一

层类似 re i cher t 氏膜的基膜结构(图 3 - 1， 3 - 2) ， 基

膜内部的细胞体积较小，排列紧密(图 2 -1 ) ， 与未

分化的胚胎干细胞形态相似 。 简单拟胚体在随后的

培养过程中 ， 内部细胞开始分化 ， 在靠近基膜的一

侧 ， 首先形成一层到多层排列的柱状上皮样细胞

(图 2 - 2) ，有些上皮细胞层向 内部卷曲、聚集，形

成一些致密细胞团或小管腔结构(图 2- 3 ， 2-4 ) ，随

着培养时间的延长， 细胞团 内 部细胞出现解体现

象，拟胚体中央出现大的空腔 ， 形成囊状拟胚体

(图 2- 5 ，图 3-4 ) 。 囊状拟胚体为成熟的拟胚体，外

周细胞体积较大，排列较疏松 ， 表面有大量微绒

毛，细胞质内有很多分泌泡样结构(图 3 - 3) 。

2.3 拟胚体的分化潜能

拟胚体在培养过程中， 部分从第 3 天开始就会

自发分化出心肌细胞 ， 从而出现节律性博动，博动

频率可以达到每分利1 65~ 1 30 次 ， 1 3 天后统计约有

57 % 的拟胚体出现博动，显微形态观察发现， 拟胚

体中搏动部位出现了典型的肌纤维样形态(图 4-1 ) ，

研究论文

免疫组化分析显示其 α肌动蛋白呈阳性(图 4-2) 。 拟

胚体经 RA 诱导后， 从第 8 天开始分化出现神经样

细胞，这些细胞能从拟胚体中游离出来，贴壁伸展

(图 5-1 、 5-2) ，免疫组化分析显示其 Nestin 反应呈

阳性。 拟胚体用 NaB 诱导 4 天 ， 再换用正常培养液

培养 8天 ， 直接或分散成单个细胞后进行 ICG和 PAS

反应检测，结果显示拟胚体及周缘游离出来的细胞

可以被 ICG 染成绿色 ， PAS 反应呈阳性，说明拟胚

体中的部分细胞己分化为肝样细胞( 图 6-1 、 6 - 2) 。

3 讨论

目前，有关拟胚体的制作大多数学者采用悬滴

(ha ng in g dro p s)培养法，此外 ， 还有半固体培养

(semisolid culture)和反应器培养(bioreactor culture)等

方法[8 .9] 。悬滴法是将含一定数量 ES 细胞的微滴倒

悬于培养皿中，依靠重力作用使干细胞聚集成团 ，

自发分化形成简单拟胚体， 然后转入非勤附性培养

皿中继续培养 ， 得到囊状拟胚体， 该方法得到的拟

胚体虽然形态和分化状态较均一 ， 但存在操作较繁

琐、 易污染 、 悬滴微环境易受外界因素影响而使实

图 3 电镜下观察的拟胚体亚显微结构

(3- 1 ) 拟胚体中不同类型的细胞观察， ↑ 所不为外层上皮样细胞，内部为致密细胞团 . ! 所示为基膜结构 (3-2)拟j怪体外层上皮样细

胞和基膜结构观察 . Î 所示为外层上皮样细胞表面的微绒毛结构 . ! 所不为主耳膜结构: (3 - 3) 上皮样细胞结构观察， ↑ 所示为微绒毛

结构 ， 食 所示为细胞质内的分泌泡样结构 (3 -4 ) 发育后期拟胚体内部细胞解体，形成空腔 。
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,.. 

图 4 拟胚体自发分化形成心肌样细胞

(4- 1 )拟胚体中搏动部位出现的典型的肌纤维样形态(箭头所示)， 200 X ; (4-2) 免疫组化检测，拟胚体中着色为红色的部分显示 α 肌

动蛋白阳性，箭头所不为 Wl纤维样形态 1 00 X 。

/ 
/ ' 

图 5 拟胚体自发分化形成神经样细胞

(5- 1 ) 拟胚体经 RA 诱导后，分化出现神经样细胞， 200 X ; (5-2) 神经样细胞能从拟胚体中游离出来 ， 贴E延伸展 100 X 。

'" 

图 6 拟胚体经 NaB 诱导后分化形成肝样细胞(100 X) 
( 6-1) ICG 染色 ， 箭头所示为染色阳性的细胞 ( 6 - 2) P AS 反应呈阳性 ， 图巾箭头所示为阳性细胞 。

验结果不稳定等问题:半固体培养和反应器培养

法，则分别采用甲基纤维素、琼脂糖等作为基质 ，

在特定的反应器内进行培养，这些方法得到的拟胚

体形态和分化状态不均 一 ，实际应用并不广

泛1 1.9-111 。与上述传统方法不同的是 ， 本实验所建立

的基于 STO 饲养层的拟胚体形成方法起始于干细胞

的贴壁培养，从干细胞的接种培养到拟胚体的形成

一步完成 ， 特别是拟胚体的形成量大 ， 操作简便，

实验体系和结果稳定 ， 重复性好，得到的拟胚体

70 %左右可以发展为成熟的囊状拟胚体，少数为简

单拟胚体，各个发育阶段的拟胚体都会存在，因此

为研究拟胚体的发育过程和诱导分化提供了有利的
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条件，无论在操作的简易性、实验的稳定性还是拟

胚体的产量和质量等方面都具有明显的优势。此

外，在以前的研究中，一般认为干细胞只有在悬浮

状态下才能分化成为拟胚体结构，但本实验表明，

干细胞在贴壁状态下也可以分化为拟胚体，这是拟

胚体形成方式上的一个新发现。

STO 细胞是一种抗硫代鸟喋岭和乌本昔的 SIM

小鼠成纤维细胞系，这种细胞因能分泌 LIF 等因子

而常被用作饲养层以维持胚胎干细胞的未分化状

态，并促进其增殖[12] 。我们在实验中发现，当 ES

接入 STO 饲养层的早期(3 天内)， ES 能迅速增殖并

维持其未分化的形态特征，表明 STO 饲养层发挥了

促进干细胞增殖并抑制分化的功能，但随着培养时

间的延长(5 天后)，干细胞集落开始分化，其致密

度逐渐降低，立体感增强，细胞回内逐渐出现分层

现象，最终脱离饲养层，形成拟胚体结构，表明

在培养后期(5~8 天)， STO 饲养层的作用发生了变

化，由原来促细胞增殖和抑制分化转变为促进拟胚

体的形成。实验中还观察到，这种变化与 STO 饲

养层制备过程中丝裂霉素 C 的处理时间有关，若按

常规方法处理 2 h，则拟胚体形成的数量很少，形

成的时间推迟 3 天左右(8~1O天出现)，而且拟胚体

直径小，形态不典型。如果将处理时间延长至 4

h，虽然这种"过度处理"的细胞在消化后重新贴

壁的过程中会有部分不贴壁， í旦贴壁的细胞仍然可

以存活 10 天以上。 ES 在这种饲养层上， 5~7 天即

可形成拟胚体，而且所形成的拟胚体直径大，形态

典型，结构丰富。有文献认为[13] ，丝裂霉素 C 作

为饲养层处理的常用试剂，一般只抑制细胞DNA 的

复制，但在高浓度和处理时间延长的情况下，也可

抑制蛋白质的合成。由于 STO 饲养层促进干细胞生

长和维持其未分化状态主要是通过分泌某些生长因

子和分泌型或膜结合塑 LIF 实现的，因此，培养后

期 STO 饲养层所发生的促进拟胚体形成的变化是否

·研究论文·

与 LIF 等的表达下降有关还需要作深入的研究。实

验中还尝试用其他饲养层细胞如 MEF来进行拟胚体

的诱导，结果在各种条件下都未获得成功，提示

STO 细胞可能存在某种区别于其他饲养层细胞的特

殊机制来促进拟胚体的形成。

为了研究拟胚体的发育过程，我们对各发育阶

段的拟胚体进行了光镜和电镜切片观察，结果显

示，所制备的拟胚体在原始内胚层、柱状上皮、基

膜、腺上皮样的外胚层结构以及空腔形成等方面均

与己报道的拟胚体相一致[8， 14，町，从均一细胞组成的

简单拟胚体到胚层分化完整的囊状拟胚体，其形态

特征和发育过程基本重演了体内桑榷胚到原肠胚的

发育过程，其分化过程也基本重演了胚胎发育中胚

层相互诱导的现象I16]，因此，以拟胚体作为胚胎发

育早期的体外研究模型是可行的。此外，分化潜能

研究结果表明，拟胚体具有分化为神经细胞、心肌

细胞和肝脏细胞等三胚层来源细胞的能力，国此，

本实验所制备的拟胚体还可以作为各胚层来源细胞

分化研究的有力工具。
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A Novel Method to form Embryoid Bodies Using STO Cells as Feeder Layers 

Ruo-Zhen Hu, Qing-Jun Zhou, Jian-Zhong Shao气 Li去in Xiang, Ming Zhang, Nian-Ci Zhang 
(College of Life Science, Zhejiang Univers仰， Hangzhou 310012, China) 

Yong-Liang Lu, Xing Yao, Li-Cheng Dai 
(Huzhou Central Hospital, Huzhou 313100, China) 

Abstract Embryoid bodies, which are similar to post-implantation embryonic tissues, provide a model for 

the study of embryo development and stem cell di仔erentiation. We describe here a novel method to form embryoid 

bodies using STO cells as feeder layers. When approx 80% confluent, STO cells are treated with mitomycin C (10 

μg/ml in DMEM) for 4 h and cultured in the concentration of 8x 104 cm-2 for another 12 h before use. Embryonic 

stem cells 缸e suspended in the ES niedium consisting of mLIF and seeded on the previously prepared inactivated 

STO feeder layers in the concentration of lxl04 cm-2• After 24 h, replace the medium with ES medium without 

mLIF. Various embryoid bodies are formed after 5-9 days. Studies of the morphology and differentiating potential 

of these embryoid bodies suggest that they are typical in structure and 出ey can generate derivatives of all three 

embryonic ge口n layers. Comp缸ed with the traditional embryoid body forming method such as the hanging drops 

culture, our method has a prominent advantage of performing conveniently. Moreover, the efficiency of embryoid 

body formation is greater than traditional methods. Thus, this new method of forming embryoid bodies provides an 

appropriate tool for the study of mammal embryo development and embryonic stem cell differentiation. 

Key words embryonic stem cell; STO feeder layers; embryoid body formation; mo叩hology; differentiating 

potential 
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