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昆明白小鼠胚胎干细胞分离与体外培养
李煌*梁琳王振飞贾瑞贞戴宝贞李瑶

(内蒙山大学UIÜ主L i}J物牛;开[ '1:物学 tj二十二物技术教育部重点实!}(.l室，呼和浩特 010021)

摘要 为探索昆明白小鼠胚胎干细胞建系方法，将受孕4.5 天的昆明白 IJ、鼠袁胚用免疫手术

法去除滋胚层，然后将内细胞团 (ICM)接种于胎鼠成纤维细胞饲养层上培养，形成的胚胎干细胞样

集落用政蛋白晦 -EDTA 消化法传代，培养后进行相差显微镜观察及碱性磷酸酶染色。结果饲养层

上生长的 ICM 细胞呈典型的 ES 样细胞集落，传至第 8 代碱性磷酸酶染色呈强阳性。实验表明免疫

手术法适用于昆明白小鼠 ES 细胞建系，获得的细胞集落具有 ES 细胞的主要生物学性状。

关键词 小鼠;胚胎下细胞;免疫手术;内细胞同

胚胎}二细胞(embryonic stem cell , ES 细胞) flJ 件1

甲伞期胚胎内细胞 l剖 (inner cell mass , ICM)经体外培养

选出，具有多潜能戊体外I曾开1能力，是口前胚胎 1 ~程

技术研究的热点。自 1981 年 Evans 等[1] Ftl 小鼠胚胎

中分离出胚胎|细胞并进行体外培养后，小鼠胚胎「

细胞的研究蓬勃兴起。研究的焦点主要集中在胚胎

二|细胞建系 /ftL 、胚胎下细胞体外培养和{古代方

法、胚胎 l二细胞抖l制分化和 !!::I句分化诱导、胚胎T

细胞生物学特性测定等几个占面。在于细胞技术的

发展过程巾，饲养层细胞共培养(如胎鼠成纤维细胞、

STO 细胞[斗)、士市养液 11'添加内血病拥制因子(LIF) 、

使用条件培养基(如大鼠月十细胞[3] 、大鼠，心肌细胞[4]

条件培养基)等方法的相继使用，有效地改苦了 T细

胞的生存条件，从而在培养过程中能更好保拮 I 细胞

的增用自E力和多向分化能力。

动物种类.!1XrT自系不同，胚胎一|细胞建系的条件亦

有较大差别。 LA明白小鼠 ES 细胞建系成功率低是

寺前研究工作遇到的-个突出问题。用囊胚期胚胎

进行干细胞建系，确保细胞源 FICM，是保证细胞系

具有全能性的主要条件之一。为此本实验应用免疫

手术法从受孕4.5 天的昆明白小鼠囊胚分离内细胞团

培养小鼠 ES 细胞，日的是从中探讨昆明白小鼠胚胎

「细胞建系的-些基本方法及特性。

1 材料与方法

1.1 材料

选取8同龄Jii [J:.明白雌鼠， rr晚 8:00腹腔注射孕

马血清促性腺激素(PMSG)10 U/ 只， 48 h 后腹腔注射

人绒毛膜促性腺激素(HCG)10 U/ 只，雌雄 1 : 1 合

笼，次日上午 8:00 之前检查，名:叮鼠自|判道栓，确认

其交配受精。

1.2 兔抗鼠脾细胞兔疫血清制备及效价测定

将无菌摘取的昆明内小鼠脾脏剪畔、匀浆，产

物用无菌纱叶i过滤，滤液 1000 r/min 高心 5 min，弃上

请液，加入生ff!l.盐水，泪匀后 1 000 r/min 禹心 5 min, 

弃1.j青液，管!底余 F大约 2 ml 盐水，吹散沉降的细胞，

加入高压灭莉的山羔水毛 10 ml , r吹打均匀后， 1000

r/min 肖心 5 min，弃去上层红色盐液，加入生理盐水，

制成 2 ml 细胞忌液，并进行细胞计数。每隔一周对

家兔耳静脉注射新鲜的鼠脾白细胞悬液(每只兔 107

个细胞)，连续 5 用。最月 Î -次注射 10 天后剑动脉插

管法采血。待血浆自然蹦出后收集血洁。

取 3-4滴小鼠新鲜血液加到有 5 ml 生理盐水的

试管中，稀释均匀。取 8 支试信 1 号试告; rfJ加入 0.2

ml免疫血洁， 1~7管的血洁白 l 口管衍比稀释而得，即

稀秤倍数依次为: 1 : 2 , II : 4 , 1 : 8 , 1 : 16 , 1 

32 , 1 : 64 , 1 : 128 。向血泊中依次加入 0.1 ml 小

鼠红细胞稀释液，宝温静置 2 h，观察溶血反应。将

血沽用培养液 CZB (Chatot..Ziomek-Bavister medium) 

分别 1 : 2 、 1 : 4 、 1 : 8 桶一释后做微滴，放入去

透明带的小鼠囊胚，显微镜 F观察囊)坯腔消失足滋胚

层细胞破坏悄况，并记录细胞破坏所需时间。

1.3 饲养层细胞的制备

受孕 14.5 天的小鼠胎儿，去头、内脏及四肢洗

收扣~ 1 1 期J:2007-05-18 t主 ";.::IIJ\月 2007-08-28
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涤后剪切，膜蛋白酶泊化上清液离，心后接种于50cm2

玻璃培养瓶中，加入含 10% 新生牛血洁(四季青公司)

的 DMEM 低糖培养基。 3TC 、 5%C02 、 100% 湿

度条件下培养。传至第 3 代的成纤维细胞用 10μg/

ml 丝裂霉素 C 处理 2h 抖]制其有丝分裂活性。常规

肤蛋白酶消化后接种 fO.l% 明胶(Sigma)包被的 35

mm 培养皿中，饲养日制备 12 h 后使用。

1.4 小鼠 ICM 细胞的分离

子术摘取受孕 4.5 天的小鼠子宫，用含双抗的

PBS 洗涤，用注射器从宫颈一侧注入 CZB 冲洗，用凹

皿收集质量好的囊肝移至 CZB 微淌。用 0.5% 链霉

蛋白酶(Pronase)消化约 5 min 去除透明帝。将无透

明带的囊胚用免疫手术活(immunosurgery)去除滋胚

层细胞:胚胎移入 1 : 2 稀释的兔抗鼠牌细胞免疫血

清中，液滴里温育 15 min 左右，待囊胚腔收缩变小直

至消失时移入 DMEM~夜响中洗 3-5 次，经体外培养

后吹打去除内细胞团外的滋胚层细胞碎片 [5] 。

1.5 鼠 ES 样细胞的体外培养

收集内细胞团，用培养液洗涤后移入饲养层上，

改换 DMEM 高糖培养液(含 2 mmol/L L- 谷氨酷胶、

1 mmol/L 丙酣酸纳、 0.1 mmol/L β 蔬基乙醇、 5

ng/ml LIF , 159毛胎牛血洁、 1 % 100x 非必需氨基

酸(Sigma M714日。待贴壁生长的 ICM 呈现克隆状

增殖，并形成较大细胞集落时，进行传代培养。

将典型集落刮下后放入 0.25% 膜蛋臼酶 -0.04%

EDTA微滴中消化 5-7 min，待集落变得松散时，用口

吸管转移到洗涤液巾，吸管吹打，将打散的单细胞和

小细胞回接种到新的饲养层细胞匕每 2-3 天半量更

换培养液。次级传代时采用酶消化结合机械分离的

方法进行。

1.6 碱性磷酸酶组织化学染色

用含 7.5% 庶糖的 1% 多聚甲醒固定细胞 1 h; pH 

9.5 的 100 mmol/L Tris-HCl 中加入 500 mmollL NaCl 、

50 mmol/L MgC12 、 0.1 % Tween-20 做缓冲液(新鲜

配制)平衡 30 min; 75 mg/ml 硝基阳氮略蓝 (NBT)和

50 mg/m15- 澳 -4- 氯 -3- 日51睐磷酸(BCIP)染色液染色

1 h [6] 0 

·研究论文·

2 结果

2.1 兔抗鼠脾细胞免疫血清制备及效价测定

制备的小鼠脾脏白细胞，部分表由抗原Lj红细胞

相同。同此在补体有在的条11: f , öJ 导致红细胞恪

血。依据本实验方法进行免疫后， 3n家兔的免疫血

清溶血效果均很明显，在 128 倍稀释 F仍有 定溶血

现象(图 1)，说明血市中含有足旱的抗脾细胞抗体。

用抗血清作用于去透明带小鼠囊ffF的实骑证实，抗血

清中存在针对小鼠滋胚层细胞表lírÎ抗国的抗休，能有

效去除滋胚层细胞。

2.2 ICM 细胞的分离和培养

用兔抗原脾细胞抗体免疫血泊处理去透明带小

鼠囊胚，体外培养 2h 后，可见滋阳、层细胞破损，形成

环绕在 ICM 周围的细胞碎片(图 2) 。 →段时间后用

吸管吹打，除去滋胚层碎片，可得到完好的 ICM( 民|

3) 。将 ICM 接种于饲养层上培养， 3-4 术后，贴壁生

长的 ICM 细胞呈集落生长， 6 天左右J曾植到可以传代

的集落。形成的集落细胞较致密，细胞界线不可见，

多数旱岛状或巢状，细胞集落和周|韦|饲养层细胞存在

明显界限。相差显微镜下观察集落细胞较饲养层细

胞有较强的折光性。用本实验 h. '1;圭分离的 ICM 共计

61 枚，接种于小鼠成纤维细胞饲养μ72h 后，形成下

细胞样集落的比率为 60.66%(表 1 )。

2.3 小鼠 ES 样细胞的体外培养

待饲养层上生长的 ICM 形成较大细胞集落时，

将单个集落刮下后分别放入 0.259毛腆蛋白酶札04%

EDTA 微滴中消化。待集落细胞群变得松散时，用口

吸管转移到洗涤液中，吸管吹打，将打散的单细胞和

图 1 兔抗鼠脾细胞兔痊血清效价测定

表 1 昆明白小鼠 ICM 在饲养层上的集落形成率

实验组 ICM 数目 培养 48 h 细胞集落数 集落形成率 士市养 72h 细胞集落数 集落形成率

12 3 25.00% 9 75.00% 
2 25 7 28.00% 15 60.00% 
3 24 5 20.83% 13 54.17% 
合计 61 15 24.59% 37 60.66% 

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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李 但等: L~ IljJ i' I IJ、鼠胚胎|细胞分离与体外培养

小细胞国接和jljilJ新的饲养巨细胞上，每 2~3 天半量更

换培养液。经过-周左右的体外培养，可见重新形

成的 ES 样细胞集蔼。

图 2 抗血清处理后的 ICM 与滋胚层碎片(200刘

图 3 去除滋胚层碎片后的 ICM(400x)

887 

将 11 个单一胚胎来源的细胞集落分别单独进行

次级传代，其中 8 个细胞系在第 5 代之前产生分化、

不贴壁或死亡，两个细胞系在第 7 代进行 fl东在(国

4); 一个细胞系在第 8 代进行 f冻存和组化分析。

2.4组织化学染色

ES 样细胞w落传至第 8 代碱件磷酸酶染色呈强

阳性。据此现象戊细胞集洁的形态特征，初步证实

细胞集炼呈现 ES 细胞特性(图 5) 。

3 讨论

从着床前的肝泡中分离内细胞闭，是从早期胚胎

建设 ES 细胞系的先决条件。免疫F术法根据免疫

学原理去|珠滋月在层细胞，保\%{ ICM 细胞进行拮养，是

获取 ICM 的有效应法。这种方法的优点是去除滋胚

层细胞比较完全，且能→次获得大量 ICM，从而提高

胚胎干细胞原代培养的效率。本实验结果证实免疫

子术法适用于昆明白小鼠 ES 细胞建系。

丝裂霉素 C 的处理浓度及时间对饲养层的制备

有着重要影响。丝裂霉素 C 浓度过低时不能很好抑

制细胞分裂;丝裂霉素C浓度过高则对细胞贴壁后的

形态发生影响，细胞明显萎缩，胞体周围的多角形突

起变细回缩。本实验发现 10μg/ml 的丝裂霉素处理

2~4 h 或 20μg/ml 丝裂霉素处用 1~2 h 细胞生长稳

定，不影响饲养层细胞活力句经这样处理的饲养层对

ES 细胞的生长增殖比较有利。

使用胎鼠成纤维细胞(mouse embryonic fibroblasts, 

MEF)作为饲养层或者在培养液中添加 LIF是促进ES

细胞增殖、抑制分化的基本方法。相比而言，使用

饲养层的效果明显好于只际加 LIF，可能的原因是

MEF 不仅能够分泌 LIF， ~能提供促进胚胎干细胞体

外存活、增殖所面的其他生长因子及 ES 细胞的生长

图 4 第 7 )欠传代后形成的细胞集落(100x) 增殖环境。本实验也尝试使用添加 LIF 的高精培养

液在无饲养层条件 F培养 F6 代 ES 细胞，结果很不理

想，说明饲养层所提供的干细胞生长环境还很重要。

在胚胎多潜能干细胞分离培养过程中，既要促进

ICM 细胞的增植又要抑制 ICM 细胞分化。这就要求

适宜的培养系统、胚胎的肝龄和适宜的分化抑制

物。条件培养基的使用是抖]制胚胎干细胞分化的→

个途径。可以产生条件培养基的细胞有许多，如大

鼠肝细胞川、大鼠i~'肌细胞[41'寺。本实验曾尝试利

用自制的大鼠心肌细胞条件培养基进行小鼠 ES细胞

图 5 第 8 次传代后碱性磷酸酶染色呈强阳性的细胞集落 的培养，去透明带小鼠胚胎贴壁效果较好，但是周围
(100别 的滋胚层细胞在明胶上的IFl殖速度快于 ICM，且其

运用}二生命科学各研究领域的韦尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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ICM 1专代效果不仕。

在 ES 细胞传代时，最好将 ES 细胞集落分散为

3~4 个细胞在」起的小国块这样易于重新形成 ES

细胞集落，若是离散为单个细胞则较难生长和形成ES

细胞集蔼171。本实验将其尚散成单细胞后， 2 夭后开

始增F白，增殖速度慢于细胞团块，与文献报道 致。

ES 细胞集落的消化与离散是分离和克隆 ES 细胞的

关键环节。消化时间过氏，消化液浓度过大会损伤

细胞，使 ES 细胞死1':;消化液浓度过低，作用时间不

足，细胞难以离散，需{t:实践中准确把握离散克隆的

最佳时机。有的文献报道，腆蛋白酶辅以胶原酶可

以用于人类胚胎下细胞传代1 8 1 ， {1=!其对小鼠胚胎T细

胞的分高效果有待进一步探讨。

昆明白小鼠 ES 细胞建系培养成功率较低，这可

能由其种属特异性所决定[9] 。本实验用免疫手术法

分离培养了小鼠 ES 样细胞集落，在体外传代 7~8 次

后冻存。 1亥细胞从:w:落形态、生长特性、组织化

学分析，证实其具有典型的 ES 细胞特性，但确定冻

在细胞的全能性，压需进行嵌合体或核移植等进一步

·研究论文·

实验。旧免疫手术分离小鼠 ICM 的方法最早出现于

1975 年[川，本实验室也曾用于小鼠嵌合体的制备，并

得到了性成熟且产生后代的嵌合体小鼠[5]，归未曾看

到用 r品明白小鼠胚胎下细胞建系的详细报道。目

前文献中 ES细胞的原代培养多采用整胚接种戎相L械

分离 ICM 的方法，然后进行克隆筛选，原代培养物中

存在的己分化的滋胚层细胞可能会影响到建系的效

率，因此本研究对今后昆明白小鼠及其他哺乳功物

ES 细胞建系有·定借鉴。
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Isolation and Culture of Mouse Embryonic Stem Cells of 

Kunming Species in Vitro 

YuL户， Lin Liang, Zhen-Fei Wang ,. Rui-Zhen Jia, Bao-Zhen Dai, Yao Li 

(Key Lahoratoη of Mammal Reproductive Biology aru1 Biotechnology, Ministry of Ed，μca白on， Inner Mongolia University, Huhhot 01ω刀， China) 

Abstract To investigate the method of establishing embryonic stem (ES) cell line from Kunming species 

mouse, inner cell masses (lCMs) isolated by immunosurgery from 4.5 d blastocysts of Kunming species mouse 

were cultured on the fetal mouse fibroblast cell feeder layers. The ES cell-like colones were passaged by trypsin­

EDTA digest method to 8th generation. Identified by phasecontrast microscope observation and AKP staining, the 

obtained ES-like cells proved to be AKP intensively positive and able to form typical ES-like colones. This research 

confirmed that immunosurgery is suitable for establishing ES cell lines from Kunming species mouse and the cells 

obtained still maintain the: main characteristics of ES cell. 

Key words mouse; embryonic stem cells; immunosurgery; inner cell mass 
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