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建立和关键影晌因素的分析
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摘要 随着诱导多能千细胞技术的建立和发展，不同物种的诱导多能干细胞被相继报道。诱

导多能干细胞的核型鉴定方法对于日常监控染色体突变显得日益重要。本文建立了人、大鼠和猪

诱导多能干细胞的核型鉴定方法，同时分析了秋水仙素浓度、作用时间和低渗处理时间三个关键

因素对诱导多能干细胞染色体核型分析成功的影响。结果显示低渗时间和秋水仙素的浓度不是核

型分析成功的决定因素，关键因素是秋水仙素的作用时间，不同物种的诱导多能干细胞需要不同的

处理时间。这为进一步建立其它新物种的诱导多能干细胞核型分析方法打下了基础。
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胚胎干细胞(embryonic stem cell, ES cell)是一种

可以自我更新并能分化成不同种类细胞的细胞，具有

自我更新、多向分化潜能，在特定的条件下，可以

分化成不同的功能细胞，形成多种组织和器官[1 ，2] 。

1981 年鼠胚胎干细胞在体外成功建系后[坷，学者们开

始探索其它物种的胚胎干细胞体外建系的方法。

1998 年Thomson 等问在继 1995 年建立了非人类灵长

类胚胎干细胞系后，率先成功地建立了人胚胎干细胞

系。大鼠的胚胎干细胞系的建立也于最近取得成

功[ 5] 。

胚胎干细胞可广泛应用于医学和生物工程的许

多领域，如克隆动物制作、转基因动物生产、动物

医学模型建立、真核细胞基因表达与调控的研究、

细胞分化机制的探索以及细胞、组织和器官的修复

与移植等领域[6-8]。以上各个研究领域的前提和工作

基础是建立和维持具有多方向分化潜能和正常二倍

体核型的胚胎干细胞系。 2001 年，美国国立卫生院

(Nlli)在干细胞科学研究总结报告中明确了胚胎干细

胞的统一标准: (1)来源于胚泡或囊胚内细胞团/上胚

层; (2)能无限增殖并保持未分化状态(保持完整的、

正常的染色体核型); (3)可分化为来源于三个胚层的

各种细胞; (4)可与发育期中各种胚胎组织整合(形成

嵌合体动物); (5)单一的胚胎干细胞可产生具有相同

的遗传特性的细胞(克隆); (6)可分化为卵子和精子;

(7)表达转录因子 Oct4 以保持其增殖未分化状态，可

被诱导继续增殖或进入分化; (8)细胞周期中缺少 G1

限制点(checkpoint)，大部分时间处于 S 期，不需要任

何外界刺激来启动 DNA 复制; (9)不存在X染色体失

活。

因为保持稳定正常的染色体核型是胚胎干细胞

的重要特征之一，所以胚胎干细胞的核型鉴定是干细

胞生物学特征中的重要一环。然而，正常核型的胚

胎干细胞系在传代培养过程中也会发生核型改变，譬

如体外培养过程中的温度变化、酶的作用、血清更

换、饲养层改变、分化抑止因子的使用与否、传

代操作以及冻存复苏等不稳定的环境因素和未知因

素都会造成染色体变异和基因突变[弘13]。在这些因

素的作用下，传代培养的胚胎干细胞不断进行着生存

选择，这就导致正常核型的胚胎干细胞系发生染色体

的突变。从第一株胚胎干细胞建系开始，就不断有

报道发现所建立的细胞系中存在染色体异常突变。

Rebuzzini等[1川在UPV02、 UPV06和 UPV08三个鼠

胚胎干细胞系的培养中发现染色体异常随着传代的

进行有累计的现象，其中又以等臂染色体异常最为常

见。 Cowan等[9]建立的 17个胚胎干细胞系中， HUES3

和 HUES4 存在 12 号染色体三体核型嵌合现象，

HUESl 存在 2 号染色体异常核型。 Seol 等[ω]发现在

人胚胎干细胞系培养中最常出现的是 12、 17 号和 X

染色体的三体异常。这些染色体的突变现象在鼠胚
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胎干细胞的培养中也常有发现。 Baker 等[14]在 2007

年发现，人类胚胎干细胞的 12、 17 号和 X染色体上

发生的异常与乳腺癌和辜丸生殖细胞肿瘤的染色体

异常相似，这表明这些染色体的特定区域可能含有对

于细胞增殖起关键调控作用的基因。而某些抗细胞

凋亡的基因，如 BIRC5; 多能性相关基因，如

NANOG、 DPPA3 和 GDF3: 以及其他的一些肿瘤相

关基因，如 TGCTl 、 KRAS 和 SOX5， 也都位于 12 、

17 号和 X染色体上[14]。目前有诸多因素将人类胚胎

干细胞常发生的染色体异常与肿瘤发生联系起来。

尤其对于人类染色体而言，无论是常染色体，还是性

染色体，它们都携带着上千个基因，染色体数目异常

或微小的结构异常都将引起许多基因的增加或缺失，

如果将这种染色体异常的细胞应用于临床，会产生多

种畸形或异常的综合征以及肿瘤的可能。因此，人

类胚胎干细胞体外长期传代后带来的安全性问题已

经引起了人们广泛的关注，这就使胚胎干细胞在体外

培养传代过程中保持染色体核型的正常显得尤为必

要。

诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cell, 

iPS cell)具有与胚胎干细胞类似的特点。伴随着不同
物种诱导多能干细胞的诞生[口归1臼5弘5-1咄Iω叭9

诱导多能干细胞进行准确的核型分析以判定其是否

核型正常、是否与来源的亲代细胞同源、是否有其

它物种的干细胞污染，都是非常必要和重要的。

为了实现这些目的，需要摸索适合不同物种诱导

多能干细胞的制备染色体样本的方法，以提供稳定准

确、高质控的核型分析技术支持。

本研究中我们对人、大鼠和猪的诱导多能干细

胞进行了核型分析的研究，探讨决定诱导多能干细胞

染色体核型分析成功的关键因素，为不同物种的诱导

多能干细胞核型分析工作提供帮助。

1 材料与方法

1.1 材料

实验中的诱导多能干细胞由本实验室通过对

人、大鼠和猪的体细胞进行诱导得到[口，18]。双目光

学显微镜(Nikon ， YS 100) 、台式多管低速离心机

(TDZ5-WS，长沙平凡仪器仪表有限公司)、光学显

微镜(Olympus ， BX25 1)。

1.2 方法

1.2.1 制片步骤 本实验中我们确定秋水仙素浓

度、作用时间和低渗处理时间三个因素为实验对

·技术与方法.

象。(1)取传代后第 3-4天、增殖指数期的细胞，更换

新鲜培养液。分别加入 20μg/ml 秋水仙素 75 、

125 、 200μ1，培养液总体积 5 ml; (2)秋水仙素作用

时间分别为 2 、 3 、 4 h; (3)吸去含秋水仙素的培养

液，加入 0.05% 膜蛋白酶消化 3-5 min，最后加入 5 m1

生理盐水吹打收集细胞; (4)低渗处理:细胞悬液以

1500 r/min 离心 10 min，沉淀加入 8 m1低渗液(0.075

mol/L KC1)，吸管吹打泪匀后，置 37.C水浴 3 min 。

首先低渗时间全部采用 3 min 检测出诱导多能干细

胞收获的秋水仙素浓度和作用时间，然后分别采用

3 、 5 ， 8 、 20 min，观察低渗时间对实验的影响;

(5)加入固定液(甲醇:乙酸为 3 : 1) 1 ml，轻轻吹

打混匀后，以 1500 r/min 离心lO min，弃上清液，沉淀

加入 8 ml 固定液，轻轻吹打混匀，离心，重复固定

1 次; (6)弃上清液，沉淀加入 0.05-0.1 ml 固定液悬

浮。将细胞悬液滴至浸在 O.C蒸馆水中的干净玻片，

室温下晾干， 72 .C烤片 2-4 h 。

1.2.2 G 带染色步骤 。) 0.025% 膜蛋白酶(用

1/15 mol/L PBS 缓冲液配制)在 37.C水浴箱中预热

30 min; (2)将在 37.C温箱中预处理过 2-3 h 的标本

分片浸入膜蛋白酶液中，处理 30-75 s; (3)经混合液

处理过的标本在磷酸盐缓冲液(pH 6.8)中漂洗约 15 s; 

(4)立即用 1 : 10 Giemsa 染液染色 30-40 min; (5) 自

来水细流冲洗数秒，空气干燥。

1.2.3 双目光学显微镜镜检 在低倍镜下观察中

期分裂相细胞。选取一定数量处于中期分裂相的染

色体分散好的细胞(通常选50个细胞)，计算染色体的

数目，以确定其细胞 2N 的染色体数目。在油镜下观

察分析 3 个分裂相，确定染色体区带是否正常。

2 结果

2.1 人、大鼠和猪的诱导多能干细胞染色体核
型分析结果

根据 50个分裂好的中期相的观察和 3个细胞染

色体的分析，结果显示人诱导多能干细胞二倍体染色

体的数目为 2N=46， XX 雌， XY 雄(图 1)。大鼠诱导

多能干细胞染色体二倍体染色体数目为 2N=42， XX 

雌， XY 雄。正常大鼠核型 2N::;:42，多为顶端着丝粒

染色体。 G 显带与标准大鼠组型相比吻合性好[17]

(图 2) 。猪诱导多能干细胞染色体二倍体染色体数

目为 2N=38 ， XX 雌， XY 雄(图 3)。人、大鼠和猪

诱导多能干细胞染色体核型采用LeicaCW40∞ karyo

软件排序分析，结果表明染色体都正常。
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Fig.l G-banded karyotypes of human iPS cell (normal) (2N=46, XY) 
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Fig.2 G-banded karyotypes of rat iPS cell (normal) (2N=42, XY) 
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Fig.3 G-banded karyotypes of pig iPS cell (normal) (2N=38, XX) 

2.2 不同的秋水仙素浓度和作用时间比较

参照人诱导多能干细胞的低渗作用时间处理，对

三个物种的诱导多能干细胞系首先采用的固定低渗

作用时间为 3 min，分别加入秋水仙素 75 、 125 、 200

μ1，同时作用时间分为 2 、 3 、 4 h 来处理。结果显

示，秋水仙素的浓度对核型分析成败没有大的影响，只

是使用 75μ1 的情况下，染色体的长度较长;秋水仙

素的作用时间决定核型分析的成败:人诱导多能干细

胞需要作用 4h，大鼠诱导多能干细胞作用 2 h，而猪

的诱导多能干细胞需作用 3 h (表 1) 。秋水仙素作

用时间缩短将导致诱导干细胞没有分裂相，而秋水仙

素作用时间延长将使染色体成团，无法进行核型分
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Table 1 The effect of colchicine concentration and colchicine action time to karyotype analysis 

CoJchicine 2 h 

75μl 125μl 200μl 75μl 

Human iPS cell 

Rat iPS cell + + + 
Pig iPS cell + 

+: positive resu1ts; 一: negative resu1ts 

Table 2 The effect of hypotension time to karyotype analysis 

Hypotension time 

3 min 5 min 8 min 20 min 

Human iPS cell + ++ + 
Rat iPS cell + ++ + 
Pig iPS cell + ++ + 

++: perfect results; +: norma1 results; -: negative resu1ts. 

Fig.4 Colchicine action time changes the length and status 

of chromosome 

析(图的。

2.3 低渗时间对核型分析的影晌

本实验根据人诱导多能干细胞低渗处理时间，采

用 3 、 5 ， 8 、 20 min 来实验各物种的最佳低渗时

间。 20 min 低渗时间对人、大鼠和猪的诱导多能

干细胞来说都超出细胞耐受的时间，无法获得分裂相;

3 、 5 ， 8 min 都可以收获好的分裂相，且采用 5 min 

获得的分裂相最佳(表 2) 。

3 讨论

在染色体核型制备试验中有几个关键的技术和

因素影响着实验结果的质量: (1)秋水仙素的作用:核

型分析和鉴定通常在细胞的有丝分裂中期进行，秋水

仙素能抑制纺锤体的形成，使分裂的细胞停留在细胞

中期，在短时间内积累大量的中期分裂相;秋水仙素

还可以使染色体收缩和分开形成清晰的轮廓; (2)低

Co1chicine 3 h CoJchicine 4 h 

125μl 200μl 75μl 125μl 200μl 

+ + + 

+ + 

渗处理的影响:低渗处理可使细胞膨胀，染色体分散

便于观察; (3)染色体的显带技术是将染色体进行特别

的染料染色，可以使染色体呈现深浅不一的条带。

利用显带技术产生的带型可以明确识别每条染色体，

并且可以识别每一染色体的不同节段，这样就可以对

染色体缺失、倒位、易位等小的结构异常进行准确

的识别。

制备好的染色体样本是进行核型鉴定的基础，染

色体过于短小或者分散不开将导致该核型无法分

析。本研究中，我们针对秋水仙素的浓度、作用时

间和低渗处理三个因素来探讨不同物种的诱导多能

干细胞染色体核型制备中的关键影响因素，最终得出

在这几个因素中，秋水仙素作用时间是影响不同物种

间诱导多能干细胞核型分析成功的关键。

在细胞耐受的时间范围之内(20 mi时，我们发现

低渗时间的长短并不决定实验成功与否;秋水仙素的

浓度也不影响实验的成败，它仅仅使染色体的长度有

一定的差别;对不同物种的诱导多能干细胞来说，决

定染色体样本质量的关键是秋水仙素的作用时间，相

差 1 h 将直接导致实验的失败，这是由不同物种诱导

多能干细胞的不同传代时间所决定的。我们发现人

诱导多能干细胞秋水仙素作用 4 h、大鼠诱导多能

干细胞 2 h、猪诱导多能干细胞 3 h 可以得到很好

的染色体核型图。

诱导多能干细胞染色体核型鉴定实验中的影响

因素仍有很多，要想获得好的核型和稳定的成功率，需

要在实验的各个环节加以注意。根据本文的探讨，

我们认为不同物种诱导多能干细胞染色体制备中除

要注意秋水仙素浓度、膜酶作用时间、低渗处理时

间、烤片时间等因素外，还要重点掌握秋水仙素的

作用时间，要根据不同细胞的传代时间进行调整以达

到成功的核型分析。
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Analysis of Key Factors in the Karyotyping of iPS Cells from 

Human, Rat and Pig 
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(Reproductive Center, Xiangtan Central Hospital, Xiangtan 411100, China; '1nstitute of Biochemistry and Cell Biology, 

Shanghai 1nstitutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China) 

Abstract After the establishment and development of induced pluripotent stem cell (iPS cell) technique, the 

iPS cells from various species have been reported. To monitor the mutation of chromosomes in iPS cells, the 

karyotype analysis became more and more important. We established the protocol to do karyotyping for human, pig 

and rat iPS cells. We also investigated the factors involved in Ole quality of the karyotyping including colchicine 

concentration, duration of colchicine treatment and duration of hypotension. We demonstrated that the key factor in 

出is method is duration of colchicine treatment. 0田 report should facilitate the establishment and studies of iPS cells 

of new species. 
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