
胚胎干细胞研究动态

编者按 20 世纪末，克隆羊"多利"问世、成体干细胞分化"可塑性"的发现和人类胚胎干细胞 ( ES 和

EG 细胞)体外建系成功这三大生命科学的重大成就，开创了干细胞研究和应用的新局面。 干细胞也成为全

世界范围内在新世纪之初的研究热点。

本期我们特约了两篇原文己分别发表于我国细胞生物学领域中进入美国科学引文索引 (SCI) 和科学引

文索引.扩展版(SCIE)全英文学术刊物<<CELL RESEARCH))( 细胞研究)今年第 3 期和第 4 期的译文，题名分

别为"中国小型猪胚胎生殖细胞培养和建系"及"体细胞起源的人胚胎干细胞"。 中国小型猪胚胎生殖细胞建

系成功表明我国已有了自己特色的、能在体外冻存和大量扩增的、便于基因操作的猪胚胎干细胞系，而且是

不同性染色体的"龙凤"两株细胞系。 这对发展我国猪源生物反应器、育种和医学领域异种器官移植以及干

细胞生物学特性等的应用基础研究创造了条件。 我国从大熊猫体细胞核植入去核的兔卵母细胞发现可支持

重构胚的发育开始 ，经过三年多时间，又成功地培养了体细胞起源的人胚胎干细胞，这一成果证明利用非人

哺乳类卵母细胞可对人体细胞核进行重编程( reprogramming) ，并能发育到囊胚阶段;从这种重编程的囊胚

内细胞团 (inner cell mass , ICM) 中，又可分离培养出具有自我更新和分化成三胚层细胞能力的 ES 细胞。 尽

管人们对这种经异种核移植途径制备的人 ES 细胞存有质疑，但这种实验体系和技术路线可能是用来进一

步探讨着床前胚胎的发育，包括重编程、核质关系、全能性、分化和遗传印迹，以及治疗性克隆等种种问题的

途径之一。

这两篇研究论文标志着我国在胚胎干细胞领域的某些研究项目已取得重大进展，有着重要的理论和应

用意义，在国内外同行中有很大的影响。 为使国内更多的细胞生物学工作者了解这些工作，经作者和<<CELL

RESEARCH))编辑部同意，将上述两篇论文的中译本同时刊登于本期的"胚胎干细胞研究动态"栏目，以飨读

者。

中国小型猪胚胎生殖细胞的培养和建系

丛笑倩 铃 杜忠伟 H 芮 荣叫 李秀兰 包林平吴军鲍世民铃川 姚盒

(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胚胎干细胞实验室 上海 200031) 

摘 要 首次报道分别从 28 天和 27 天中国小型猪胚胎生殖峙的原始生殖细胞培养和建立了

两株胚胎生殖细胞系 Cembryonic genn cells , EG cells) ，各命名为 BPEGl 和 BPEG2。 根据它们的

生长形态、细胞专一性标志以及体 内 、 外分化等特征，证明了它们具有多能性的特性。 这些猪 EG

细胞具有潜在的应用前景。

临床同种异体移植成功和供体器官的短缺致使
人们试用动物器官作为替代人体器官的治疗材

料[ 1 ] 。 尽管有一些主要免疫学屏障仍需克服，但近

来认为猪的细胞、组织和器官是人体异种移植的最

理想动物来源[2] ，特别小型猪被认为是诸如心脏等

一些器官，从大小和生理学角度考虑 ，是最合适的供

体器官。 因此，有必要开展大量的临床基础研究，其

中包括建立猪胚胎干细胞( embryonic stem cells , 

ES 臼l1s)和胚胎生殖细胞系 。

已经证明 。 小鼠 ES 细胞能参与正常胚胎和胎

鼠的发育[3. 4 ] 。 过去十年，为使小鼠的基因组导人
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所希望的遗传变化 ， ES 细胞基因打靶技术已经成为

常规操作[5] 。在猪中建立类似小鼠的 ES 细胞系统

对制备异种移植所需、但缺乏不希望抗原的转基因

动物是非常有用的。然而，许多工作者己得到的猪

ES细胞虽具有多能细胞的一些典型特征，但都是短

期培养而未能建成稳定的细胞系[6] 。 至今，从猪着

床前胚胎唯一成功建系的 ES 细胞， 并在体内证明

其多能性的是 Chen 等人的工作，但迄今未见后续

报道[7] 。在胚胎中发育并形成配子的原始生殖细

胞(PGCs)是建立多能干细胞系的另一来源途径。

在体外适当的条件下，从小鼠 PGCs培养的 EG 细

胞在形态学和发育特征上极类似于 ES 细胞[8-10 ] 。

从猪 PGCs试图建立多能 EG细胞系以及将 PGC细

胞或短期培养的 EG 细胞注射人受体胚泡，然后移

植人假孕母猪，可获得活的嵌合体猪，但未获得生殖

系传递的子代[11 ， 12] 。然而， Mueller 等人用 PCR 和

印迹法证明， 在一只嵌合体猪的生殖腺组织中存在

着所注射的 EG 细胞[13] 。 这表明，像小鼠一样，有

可能实现猪 EG细胞的生殖系传递。 但需要指出的

是所有这些作者在他们的工作中用的是普通家猪。

另外，在缺乏稳定的猪 ES 细胞系的情况下，近年来

通过体细胞核移植技术克隆猪已获得一些成功，例

如，制备 Gal-基因剔除的克隆猪[ 14 ] 。 然而 ， 由于诸

如猪体细胞核在卵细胞质中进行基因重编程中往往

产生表现遗传学变化和体细胞进行同源重组效率低

等原因，建立稳定的猪 ES 细胞或 EG细胞系仍是十

分必需的。

本文从中国小型猪培养、建立了两株 EG 细胞

系 。 通过碱性磷酸酶和 SSEA-l 、 SSEA-3 ， SSEA-4 

及转录因子Oct-4 等免疫组织化学染色检验了 EG

细胞的特征。进行了体内 、外分化实验分析其多能

性。 结果表明这两株猪 EG 细胞是多能的，能够产

生三个胚层的分化细胞。 早期传代的 EG细胞连同

STO细胞冻存，融化后生长形态和多能性的特征并

无明显改变。

材料和方法

1.原始生殖细胞{阁。)分离

本文实验用猪是一类中国小型猪，源于中国科学院上海

实验动物中心 1994 年从西双版纳引进，同年开始近亲繁殖

和饲养 .2000 年提供本文实验。 大约 6 个月 龄小母猪选为

胚胎的供者。 在娃振 26 -28 夭屠杀动物，并从子宫剖取胚

胎，分离胚胎的生殖 tl膺，每一胚胎的两个生殖幡合并。 PBS

洗涤。 用细玻璃针弄碎。 以含 0.02%EDTA 和 0.25%膜蛋

白酶的 PBS液或含 lmg/ml dispase( Sigma) 的 PBS液分别在

37t:消化 5 min 或 10 -15 min。 此后，加入含 1%胎牛血清

的 PBS，离心， 80饨， 5 min。 沉淀重悬于 1 ml PEGCM 

(porcine EG cells culture medium) 。 其组成是含 15%小鼠 ES

细胞培养用胎牛血清 (FCS ， BRL/GIBCO) , 1 mmollL L

glutamine, 1 % non-essential amino acid , 1 X 10- 4 mollL α

mercaptoeth血。，1 ， 25 ng/ml rhbFGF , 40ng/ml rhSCF , 10 

ng/ ml rhLIF( 生长因子均购自 Sigma) , 100U/ml penicillin , 

O. 5mg/ ml streptomycin 的培液。

2. PGCs培养

STO饲养层细胞由 Piedrahita 教授提供[ 11 )0 STO 细胞

用前通过含 10% FCS 和 10μ町'ml mitomycin C (Sigma) 的

DMEM液在 37t:处理 2 小时灭活。 在预先铺有 0.1% 明胶

的四孔培养板(Nunc ， Roskide , Dernark) 中，每孔滴入1. 5 X

105 STO细胞，隔天白。细胞贴壁后再将一枚胚胎两个生殖

峭的 0.5 ml PGCS 细胞悬液加入每一孔中 。 培养物用

PEGCM液维持在 38t: 、5% coz 、 95%空气的培养箱。 隔天

换培液。 EG细胞集落和小细胞团用膜蛋白酶或 dispase 消

化、然后用微吸管吹打或细玻璃针机械分开，供进一步换人

有新鲜饲养层细胞的四孔板内培养 ，早期传代的 EG细胞被

冻存。

3. 猪 EG细胞的特征

(1) 碱性磷酸酶(AKP)组织化学染色 按许新等人

方法[ 15 )对早期传代的 EG细胞作 AKP 活性测定。用 NBT

( nitrobluetetrazolium ) 和 BCIP (5-bromo-4-chliro-3-indolyl 

phosphate，均购自 Sigma )作为 AKP 的底物。 阳性染色为黑

紫色。

(2) 阶段专一性胚胎抗原表达 发育早期阶段专一

性胚胎抗原 SSEA- l 、 SSEA-3 和 SSEA-4 单克隆抗体购自

The Developmental Studies Hybridoma Bank developed and 

maintained by the University of Iowa , Departrnent of Biol咱ical

Scienc岱， Iowacity ， 队52242。 免疫组织化学染色的常规操

作按Solter 和Knowles 的 SSEA-l 染色法[ 16) 。 上述抗体均

用含 1% BSA 的 PBS 1 : 10 稀释。 EG细胞首先用含 10%胎

牛血清的培液移至铺有 1% 明胶的盖玻片上， 3-4 天后细胞

贴附于盖玻片 ，用 1%(w/v)多聚甲应在室温固定 15 min，其

后，用甲醇在一 20t:固定 5 mino PBS洗涤两次后，滴加 1 %

BSA复盖 EG细胞，处理 30 min 以封阻非特异性染色。 然

后，分别加第一抗体，在 37t:温育 1 h。 继之盖玻片用兔抗

小鼠 IgG-FITC标志物在室温温育 30 mino 免疫组织化学染

色用荧光显微镜观察。

(3) 转录因子Oct-4 的表达 Oct-4 是位于未分化干

细胞，如 ES 、EG、 PGCs和 EC (embryonal carcinoma) 细胞的

核内 。 由上海生工生物工程技术服务有限公司合成臼t-4

多肤[ 17] ，我实验室自制兔抗Oct-4 多肤抗血清。 免疫组织

化学染色同 SSEA 抗原染色。 兔抗臼t-4 抗血清 1:20 稀释。

羊抗兔 IgG-FITC标志物购自 Dake 公司 。
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4. 核型分析

按 Mueller 等人法略加改良[ 12 J 。 在 1 8 - 20 代的 EG 细

胞用 0.5μg/ml ∞lcemid (Sigma)在 37'C 、 5 %C乌处理 5 h。

PBS洗涤细胞后，0.25%膜蛋白酶消化去除 STO 细胞， 800g

离心 5 min。 此后，低渗、固定、EG细胞染色体的染色和分析

均按常规。

5. 体内、外分化

EG 细胞用 PEGCM 液悬浮培养 4 - 5 天能形成拟胚体

(embryoid 协dies ， EBs) 。 收集 EBs，放置于铺有 0 .1 % 明胶

的四孔培养板或盖玻片上，含 lO% FCS 和 1 X 10 - 7 - 10 - 9 

mol lL 维甲酸 (r巳tinoic acid , RA) 的 D如1EM 液用于培养和

诱导 EBs分化 7 天 。 观察其分化潜能，并用专-性标志的免

疫组织化学染色验证分化细胞的类型。 神经细胞类型单抗

试剂盒购自岛ehringer Mannheim Biochemica ， 包括神经元的

NF160、星形细胞的 GFAP 和成纤维细胞的 fibronectin 等。

抗甲胎蛋白多抗购自 Dake 公司 ，用于从 EBs分化的内胚层

细胞的鉴定。 免疫组织化学染色操作过程同上。

体内分化实验是将第 10 代后的约 1 X 106 猪 EG细胞接

种于裸鼠两腋部的皮下。 4- 5 周后，取出肿块， Bouin 氏液

固定、切片和田染色。

6. 扫描电镜和透射电镜观察

猪和小鼠的 EG细胞分别接种于明胶铺底的盖玻片上，

作为扫描电镜样品。 离心收集一团 EG 和 STO 细胞作为透

射电镜样品 。 电镜样品制备按常规。 分别用 HITACH l

S450 扫描电镜和 EM OPTON 902 透射电镜完成样品观察。

结果和讨论

1. EG 细胞培养和建系

为得到较纯的 PGCs， 剖取中国小型猪的单个

胚胎的胚胎生殖rI!番，尽可能与其他组织分开，制成含

PGC细胞或小细胞团的悬液，接种于 STO 细胞饲

养层上 5 一 7 天，开始长出 EG 细胞集落。 但有时在

饲养层上会发现污染有中肾组织(图 1 A) 。 此后 ，

用膜蛋白酶或 dipase 消化原代 EG 细胞集落，并接

种于新鲜灭活的 STO 细胞饲养层上。 再培养 7 -

10 天后，可看到大量 ES 细胞样形态的岛状集落(图

1 时， 但是，猪 EG 细胞集落是圆的 、 比小鼠 ES 和

EG细胞的集落较扁平和较不透明 。 在一些传代

中，EG 细胞集落可出现自发分化(图 1 C) o EG 细

胞一般一周传代一次。 这样，从 13 只小母猪获得的

37 个胚胎，我们建立了二株猪 EG 细胞系，分别来

自 28 天和 27 天的胚胎的生殖崎 PGCs"各命名为

BPEGl 和 BPEG2。 这二株细胞已连续传代 20 余代

或超过 10 个月，仍然保持其早期特征性的生长性

质:即类似于小鼠 ES 或 EG 细胞的巢状生长形态

(nests) , AKP 染色阳性。 在第 21 代的一个集落

中，也发现其专一性标志 SSEA-3 抗原和 Oct-4 蛋白

仍然能分别与其各自抗体起反应。 传代早期和晚期

的冻融 EG 细胞通过生长形态、专一性标志和体外

分化实验都证明其确实维恃着多能性(资料未显

示) 。

虽然本文所述猪 EG 细胞培养物的性质与多能

干细胞相一致 ，但其再培养的种植率比大多数小鼠

EG 和 ES 细胞的培养低得多。 这种现象可能是猪

EG 细胞生长有一套复杂的内外因素所致，包括其

有较强的相互黠附性，难以解离;较低的增殖率以及

易受同一培养物中分化细胞的影响 。

在小鼠 EG 细胞原代培养中，需要用 3 种生长

因子，包括 rhLIF 、 rhSCF 和 rhbFGF[8 ， l5] ，但当小

鼠 EG细胞在 STO 饲养层建系后，在 EG 细胞传代

中却不再需要 SCF 和 bFGF。 本文在猪 PGC/ EG 

细胞培养中，常用上述 3 种生长因子。 然而，我们也

发现在最初的猪 PGCs培养物中， PGCs 在不加生长

因子的 STO饲养层上也能增殖，正如 Shim 等人和

Piedrahita 等人的报告一样[ ll ， l2 J 。

2. 猪 EG 细胞的特征

AKP染色是鉴定 EG 细胞未分化状态的常规

方法之一。 早期传代的猪 EG 细胞集落 AKP 染色

强阳性(图 1 D) 。 分别用 SSEA-l 、 SSEA-3 和

SSEA-4 抗体进行免疫荧光染色反应， EG 细胞集落

也显示阳性染色。 然而 SSEA-l 抗体染色的强度

(图 1 F)相比于 SSEA-3 和 SSEA-4( 图 lG ， H)却弱

得多。 SSEA-l 是发现于小鼠 EC、ES 和 PGCs 细胞

表面的胚胎抗原。 本文在猪 EG 细胞检有 SSEA-l

抗原类似于 Takagi 等人[ 18 J 和 Mueller 等人[ 13 J 的发

现。 因此， SSEA-l 对猪 PGCs和长期培养的 PGCs

仍是一个良好的标志。 然而， Takagi 等人并没有发

现 SSEA-3 和 4 抗原在猪 PGCs中表达;而 Mueller

等人也没有分析 SSEA-3 和 4 抗原。 我们知道，

SSEA3 和 4 是存在于人 EC 细胞[ 19 J 、猴 ES 细

胞[20J和人 ES 及 EG 细胞[ 21 ， 22 J 。 在本文小型猪 EG

细胞中， SSEA-l 、 SSEA-3 和 SSEA-4 抗原同时表

达，似乎表明 EG 细胞表面糖基化可能在猪的不同

品种中是有差别的，或者更可能猪 PGCs 和 EG 细

胞表面的糖蛋白表达方式在进化上更接近于人类，

这种差别需要进一步研究。

Oct-4 是一种转录因子，是存在于哺乳动物中
的细胞全能性(totipotency)标志之一[23 J 。 小鼠发育

期间， Oct-4基因仅在多能性的胚胎细胞，如分裂
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国 1

(A) 自 28 天胚胎生殖崎体外培养 7 天后发育的原代 EG细胞集落。 注意与 EG 细胞小集落相连的中肾组织。 相差 X 200

(B) 在 STO饲养层上第三代的多个 EG细胞集落。 相差 X 200

(C) 第 5 代 EG细胞集藩自发分化为成纤维样细胞(箭头) 。 相差 X 200

(D) 第 3 代 EG细胞集落 AKP 阳性染色。 X 200

(E) 第 10 代 EG细胞的一个胚体中心未分化 EG细胞显示 AKP 阳性染色，周围分化细胞为 AKP 阴性。 X 200

( F) 第 5 代 EG 细胞集落 SSEA- 1 免疫荧光染色阳性。 X480

(G) 同上 ，第 10 代 EG细胞集落 SSEA-3 免疫荧光染色阳性。 X 200

(H ) 同上 ，第 10 代 EG 细胞集落 SSEA-4 免疫荧光染色阳性。 X 200

(1) 第 5 代 EG细胞集落 Oct-4 蛋白染色阳性(Ia)及其相应对照(Ib) 。 相差 x 200 

(J) 同样放大倍数的扫描电镜照片示猪 EG 细胞(Ja)大小，类似小鼠 EG 细胞(Jb) o x 1500 

(K) 透射电镜照片示一个猪 EG细胞。 x 9000 

(L) 猪 EG细胞的 E&贴附于盖玻片上 5 天，分化为上皮样细胞(箭)和成纤维样细胞(箭头) 。 相差 X 200

下列 4 图 ( 图 1M-1P)示第 12 - 14 代 EG细胞集落的 E&体外分化。 用 1 X lO - 7 一 10 - 9 mollL RA处理 5 天，再贴附于

培养皿 5 一 10 天，用不同的专一性抗体染色。

(M) EB 及其伸展的内胚层细胞显示 AFP免疫荧光阳性染色。 X 200

(N) EB 及其分化的成纤维样细胞显示 fibronectin 免疫荧光阳性染色。 X 200

(0 ) 神经元样细胞显示 NF 160 免疫荧光阳性染色。 X 200

( P) 星形细胞样细胞显示 GFAP 免疫荧光阳性染色。 X 200

( Q ) 猪 BPEG1 细胞在裸鼠皮下长出的畸胎瘤组织学切片: X 100 

( Qa)腺体样结构(箭)和神经管样结构(箭头) ; 

( Qb)肌肉组织(箭头) ; 

( Qc )神经管样结构(箭)和脂肪细胞(箭头) 。

球 、胚泡的 ICM、上胚层、原始生殖细胞和大多数生

殖细胞。 因此，也是未分化干细胞，如 ES 和 EG 细

胞的专一性标志。 本文猪 EG细胞显示较强的 Oct-

4 染色反应。 图lIa 和图 lIb 表明猪 EG 细胞集落

能与 Oct-4 抗体起免疫荧光反应。 在这些细胞分化

后 ，Oct-4 基因表达迅速下调和消失。

BPEG1 和 BPEG2 两株猪 EG 细胞系分别在第

18 代和第 20 代以后进行核型分析。 两株细胞染色

体数目表明是正常核型， BPEG1 是雌性 38XX;

BPEG2 是雄性 38XY ，未见异常核型。 图 2 和图 3

分别显示这两株猪 EG细胞分裂相中期的展片和核

型。

从电镜观察，猪 EG 细胞的大小类似于扫描电

镜中的小鼠 EG 细胞。 但是，猪 EG 细胞显然彼此

更具黠附性(图l]a，]b) 。 透射电镜观察证明，猪 EG

细胞的细胞质结构较简单 ，类似小鼠胚胎干细胞，有

伸展的线粒体、核糖体，较高的核质比例( 图 lK) 。

3. 体内外分化

猪 EG细胞以悬滴或在明胶铺底的孔内培养 4

- 5 天，形成简单胚体(EB) :外层由内胚层细胞组

成，内核是未分化的 AKP 染色阳性的 EG 细胞 (见

图 1 日 。 这些 EBs 贴壁生长 5 天 ， EG 细胞分化为

几种类型细胞，通常为上皮样和成纤维样细胞(图 1

L) o EBs 用 RA诱导后贴壁培养， EG 细胞可分化为

由专一性标志证明的三胚层类型的细胞，如内胚层

细胞(图 1 M) 、成纤维样细胞(图 1 N )、神经元样细

胞(图 10)和星形细胞样细胞(图 1 P ) 。 猪 EG 细

胞接种裸鼠两腋部皮下， 4 - 5 周后，瘤块经组织学

检查，发现含有多种类型细胞，包括肌肉 、腺体、神经

管样结构和未分化的 EG 样细胞(图 1 Q a , Q b 、Q

c) 。 结果表明，猪 EG 细胞是多能的，类似小鼠的

EG、ES 细胞，在体内能形成畸胎瘤。

综上所述，归结为下列几点: (1)两株猪 EG 细

胞系的生长形态学类似小鼠 ES 和 EG 细胞，并在连

续传代中直至 20 余代仍保持着这种形态学特征。

传代早、晚期冻存的 EG细胞解冻后，都也维持着其

生长特性、专一性标志，未改变其体外分化的多能性

质。 (2)这些 EG细胞的生化和免疫组织化学特性，

包括阳性 AKP 染色、细胞表面存在 SSEA抗原以及

全能性标志蛋白 Oct-4 的表达，都指出它们是干细

胞。 (3)EG 细胞的 EBs 体外分化结果和裸鼠中形

成畸胎瘤都验证了它们具有多能的分化特性。 因 .
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B 

A 

图 2 猪 BPEGl 细胞的正常核型，38 双 雌性 (A)和其分裂相中期展片 (B)

B 

A 

图 3 猪 BPEG2 细胞的正常核型，38 XY 雄性(A)和其分裂相中期展片 (B)

此，除了确证其能够形成嵌合体和生殖系传递的实 特化了两株 EG细胞系。 讨论了这些细胞系对未来

验以外，我们首次初步建立了两株中国小型猪EG细 基础研究可能的利用。
胞系，可用于进一步的基础研究。 致谢: 本工作受国家自然科学基金(No . 39993430)资

本工作期间，最使我们困惑的是猪 EG 细胞的 助;感谢 J A Piedrahita 博士惠赠白D细胞。

种植率很低。本文开头就已指出这是一个非常复杂

的问题。干细胞自我更新的调节是近来研究的热

点，甚至在小鼠 ES 细胞也是如此[24 ) 。 我们认为，探

施渭康译自 {Ceu Research} , 2003 ,13 (3) :195 -202 . 
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