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BALB/c 小鼠胚胎干细胞系的建立及其嵌合体小鼠的获得 头

黄冰陈系古H 邓新燕林以理陈颖青黄春浓H骨 梁英杰 叫"

(中 山医科大学实验动物中心 广州 510089) 

小鼠胚胎干细胞 (ES 细胞)嵌合体的构建

是一项十分复杂的技术[ 1 ] 。 除了保持 ES 细胞

体外扩增、未分化性及全能性的特点外 ，受体胚

胎品系来源、注射方式的选择以及许多具体操

作的技术性与非技术性等因素都将对嵌合体的

形成造成深刻的影响。 目前国内极少有基因剔

除动物产生的报道，主要原因可能在于胚胎干

细胞分离培养和建系的技术未能真正过关，加

本文 2000 年 4 月 4 日 收到， 11 月 13 日接受 。

传本研究得到广东省科技创新百项工程项目

(99B07801Q) 以及国家科技部"九五"攻关课题( 96-
A23-06-02 ) 资助 。

曹餐 课题负责人。

，费费 中山 医科大学医学遗传教研室。

i>"' i" 中山医科大学病理教研室。
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之嵌合体小鼠产生的难度，造成基因剔除动物

成功率微乎其微[2 ] 。

1987 年上海细胞生物学研究所丛笑倩等

在国内首先报道建立 129 小鼠胚胎干细胞系

ES-8501 [3] ，并获得嵌合体小鼠[ 4]0 1 996 年北

京大学生命科学院尚克刚等从 C:i7BL/6J 小鼠

建立胚胎干细胞系，也进行了嵌合能力的检

查[5 ] 0 1999 年尚克刚等又报道了国内首例种

系嵌合体(来源于 129 小鼠胚胎干细胞)的产

生[ 1. 6 ] 。 本研究小组从近交系动物 BALB/c 小

鼠囊胚腔内分离出内细胞团块的细胞，体外培

养 5 个月，间断传代 26 代，并对其未分化性、全

能性 、核型及嵌合体小鼠形成能力进行了分析。

结果是 :建立的细胞系除了具备胚胎干细胞的

各种特点外，并巳产生 5 只嵌合体小 鼠。 但是

否能发生生殖系的嵌合 还须 2 -3 个月时间的

进一步观察研究。 BALB/c 小鼠胚胎干细胞从

其体外维持的稳定性、嵌合体鼠毛色的辨认以

及体内诱导分化的受体鼠来惊易得性等方面都

有其优越性。 现将建系过程及结果报道如下。

材料与方法

1 胚胎收集与培养

BALB/c 小鼠由本中心提供(合格证号:粤检证字

99A012) 。 从怀孕 3.5 天的 BALB/c 母鼠子宫内收集

囊胚期胚胎。 用小鼠 12. 5 天的胚胎纤维母细胞

(扎在EF)作为饲养层细胞。 培养液为 ES 细胞培养液 :葡

萄糖含!J: 4500mglL的 DνIEM(αBCO) 添加 15%FCS

(Hyclone) 、 0.1mmollL β硫基乙醇、 1000IU/m.l mLIF、

青霉素 100 1U/m.l 以及链霉素 100lU/ml。 子 37'C 5% 

COZ 培养箱内进行培养 [ 7 J 。

2. 胚胎干细胞的分离及传代培养

胚胎经培养 4-5 天后，其内细胞团块充分增殖。

在监微操作仪下分离内细胞团块，直入膜酶-EDTA 消

化液涡中消化成 3-5 个细胞的小团块，并将其移入新

的单层 h在EF 上继续培养。 2 天后见有典型的 ES 细胞

集落出现， 3 - 4 天后集落明显增大。 分离单克隆 ，进行

消化传代。 此后，每次传代都要吹打成单细胞悬浮液，

以 1:3 比例接种到新的 MEF 上进行培养 ;或接种到加

有小鼠白血病抑制因子(mLIF) 的条件培养基中，进行

无饲养层培养。 mLIF 的浓度是 1000 1U/m.l 。 每 3 天

传代一次，每隔 1- 2 天换液。 细胞饲养在一次性塑料

培养瓶内 。 培养瓶不布要用明胶处理，使用 1-3 代后

更换新的培养瓶。。

3 . 胚胎干细胞的鉴定

( 1 ) 克隆及细胞形态观察 传代培养过程中，

仔细观察克隆形态。 另将细胞悬浮液进行离心、去上

消，沉淀物涂片，阻染色，普通光学显微镜下观察单细

胞形态。

(2) 碱性磷酸酶染色 将 ES 单细胞悬浮液，种

植到预先放宣有盖玻片的小平皿内 。 经 24hr 培养后，

弃上消。 用 PBS 轻轻洗涤 1 -2 次。 再用 4-8'C冷丙

酣固定 l5 分钟 ，弃冷丙丽固定液。用 PBS 轻轻洗涤 1

次。 立即送检或放置一 30'C下保存待检 。 检测方法按

参考文献[ 8 ]的方法进行。采用鼠肾小管作阳性对照，

饲养层细胞作阴性对照。

(3) 核型分析 ES 细胞经培养 24怡，消化成单

细胞悬浮液。 加秋水仙素处理(最终浓度 0.08μg/ml)2

小时，离心去上消。 0 . 075mollL氯化御 (37'C )低渗处

理 15 分钟 。 经甲醇 3: 1 冰醋酸固定三次后，滴片 。

75 'C 2hr 烤片 。 0 . 0125% 膜蛋白酶消化 50 秒。 5%

Giemsa 染色 5 分钟 。 油镜下观察，分析 100 个细胞染

色体，观察整倍体数目，计算出整倍体百分率。 同时用

图像分析仪进行染色体扫描，并放大配对，按编号排

好。

(4) 胚胎干细胞体外分化试验 将 ES 细胞悬

浮液进行离心，弃上泊。 用 PBS 洗涤 l 次。 改用葡萄

糖含量为 4500mgIL 的 DMEM(GIBCO)添加 15 %胎牛

血清进行培养。 将 ES 细胞悬浮液接种于未经明胶处

理的玻璃培养瓶内，连续培养 2 周 。 每 2-3 天换液 1

次。 每天摇晃培养瓶 3-4 次，防止细胞和克隆贴壁。

( 5 ) 胚胎干细胞体内分化试验 将 ES 细胞悬

浮液进行离心，弃上泊。 用少量培养液重新悬浮细胞，

制备成 1 X 107 个 Iml 细胞高浓度的细胞悬液，然后接

种于 BALB/c 普通小鼠和 BALB/c 裸小鼠腹股沟皮下。

每只小鼠接种量分别是 1 X 107 个 Iml 细胞(普通小鼠 )

及 5 X 106 个 In让 细胞左右(裸小鼠) 。 将接种细胞后的

小鼠放回笼内饲养。 隔 3-4 天观察小鼠成瘤情况。

待肿瘤长至 1cm3 左右大小(1. 5 个月左右) ，处死小鼠。

取出肿块， 10 % 福尔马林固定，石蜡包埋、切片、 HE 染

色，光镜检查细胞分化情况。

(6) 嵌合能力的鉴定 选用乌7BC/6J 小鼠(本

中心提供，合格证号:粤检证字 99A013)缆胚作为受体
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胚胎。 在显微操作仪下，每个囊胚注射入第 12-20 代

刊号克隆株的 ES 细胞 6- 10 个 。 注射后，立刻将黎胚

转入 DMEM(含葡萄糖 4500mglL)添加 15%胎牛血清

的培养液中，于 37"C 、 5% ffi:2培养箱 中培养 3 - 4 小

时。 选用形态恢复良好的胚胎移植入假孕母鼠子宫腔

内 。 小鼠出生后经毛色鉴定是否有嵌合。

结果

1.胚胎干细胞系的建立

从怀孕 3.5 天的 BALB/c 小鼠子宫内获得

12 个囊胚。 经培养后有 10 个内细胞团块增殖

(图 A) 。 消化传代后，目前分离出 6 个克隆 ，建

立 6 个细胞株。 6 个细胞株都具有典型的克隆

形态(图 B ， C): 集落状生长，边缘清楚，结构致

密，表面光滑，细胞间界线不清。 在加 mLIF 的

无饲养层培养基中进行培养，克隆形态更加明

显(图 C)o HE 染色细胞呈圆形或椭圆形 ，核大

胞浆少，核仁椭圆形，嗜红染色，细胞学形态与

恶性未分化肿瘤细胞相似。

2 . 碱性磷酸酶检查

第 10 、 19 、26 代细胞碱性磷酸酶细胞化学

染色均显示强阳性(图 D) 。

3 . 体外分化试验

单细胞悬浮液经连续培养 2 周，在第 7-8

天时形成简单类胚，在第 10 - 13 天时形成典型

囊状胚胎小体(图 E) 。 克隆株之间胚胎体形成

的时间相差 1-3 天。

4. 体内分化试验

接种 BALB/c 裸小鼠及普通 BALB/c 小鼠

各 5 只 ，均长出畸胎瘤 。 将畸胎瘤进行切片，

HE染色显示有三个胚层组织分化(图 G， H ) ，

有神经组织、皮肤组织(外胚层)、腺上皮( 内胚

层)、肌肉组织及软骨( 中胚层) 。

5 . 核型检查

6 个克隆株中， 3 株在第 10 代进行了核型

检查 。 2 株为 XY 型 ， 10 代时的整倍体数在

80% 以上; 1 株为 xx 型， 10 代时整倍体数占

30%左右 。 XY 型 VI号克隆株染色体见图 I。

6 . 嵌合体小鼠的构建

受体胚胎供体鼠为 C古7BL/6J 小鼠，毛色为

黑色，尾尖有点白色，符合标准Cs7BL/6J 小鼠

的性状。 共注射 65 个胚胎。 移植 5 只假孕鼠。

产下小鼠 12 只， 3 只为死胎，4 只经剖腹产出生

后被代养母食掉，无法辨认毛色是否嵌合。 存

活 5 只小鼠， 2 只雄， 3 只雌，均为嵌合体。 嵌合

体形成率为 100% 。 毛色嵌合率在 50% 以上，

以腹部、头部嵌合为主，形成浅肉色和黑色或黑

灰色毛色斑块互相嵌合(图 F) 。

讨 论

英国的 Evans 和 Kaufman 最早于 1981 年

首次建立胚胎干细胞以来[9] ， 显示胚胎干细胞

在现代生命科学，包括分子生物学、遗传学、免

疫学、发育生物学、肿瘤学乃至物种的改良，以

及生物药物的生产发展上起着越来越重要的作

用 。 早在 1994 年就有人预言[ I O J 二十一世纪是

生命科学的世纪。 如果说 ES 细胞不是潮头的

话，那也是二十一世纪生命科学的强大推动力 。

国内对于 ES 细胞的培养和建系方面未取得关

键性突破，所以该技术一直未得到深入的应

用[6] ，这也可能是我国基因定点整合转基因动

物发展缓慢的根本原因 [2J 。

自从美国 Wiscosin 大学 James Thomson 建

立人 ES 细胞系以来[ l l ] ， 各国科学家已把注意

力集中在将人胚胎干细胞诱导成治疗用的组织

器官上，我国也毫不例外地跟踪国际生命科学

研究的前沿。 由于人胚胎时期是一个由多潜能

胚胎干细胞发育成成熟组织器官的复杂过程，

是由单细胞生物进化为最高级灵长类的一个重

演，所以绝不是简单的几个条件就可以将 ES

细胞变成病人可用的治疗性细胞。 在 ES 细胞

应用于医学治疗之前，大量的动物实验等基础

资料的积累是必须的 。 因此建立动物胚胎干细

胞系， 掌握 ES 细胞的分离培养技术显得十分

的重要。 ES 细胞体外诱导必须以 ES 细胞分

离培养建系为基础，而人的 ES 细胞分离培养

建系技术必须以动物 ES 细胞技术为基础。 在

没有确定人类 ES 细胞安全稳定之前是不可能

直接用于病人的 。 这些资料的积累还有赖于大

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



第 23 卷第 1 期 细胞生物学杂志 31 

量动物实验。 故我们认为 ，人类胚胎干细胞的

诱导组织工程的发展必须以动物实验为基础，

才有可能稳步迅速地发展。

本研究小组在国内首次报道建立 BALB/c

小鼠胚胎干细胞系 。 目前绝大部分用于基因操

作的 ES 细胞来源于 129 /sv 小 鼠品系 ，只有极

少数 ES 细胞系来自 BALB/c 小 鼠。 由于 129

小鼠是畸胎瘤高发小鼠，其自发亘在高达

30% [ l 2] ，所以来源于 129 小鼠的 ES 细胞有一

缺陷，即容易转变为胚胎癌细胞，体外维持稳定

性不够，而 BALB/c 小鼠 ES 细胞则没有这一缺

陷，体外培养稳定性相对较好。 BALB/c 小 鼠

是白化体小鼠，用 BALB/c 小 鼠 ES 细胞和 Cs7-

BL/6J 小鼠一齐构建嵌合体小 鼠，皮肤毛色往

往是找肉色和黑色或黑灰色相嵌合，极易辨认。

嵌合体小鼠毛色往往不是纯白色和黑色嵌合，

可能是由于来源于 ES 细胞的皮肤斑块中存在

少量受体胚胎(Cs7BL/6J 小鼠)来掘的细胞，从

而产生不是纯白色而是浅肉色皮毛;而来源于

受体胚胎细胞的皮肤斑块中如果存在少量 ES

细胞来源的细胞，则可能产生黑灰色而不是纯

黑色的毛皮。 不同品系小鼠建立 ES 细胞系的

难度不一，如 BXSB 品系小鼠 ES 细胞极易受膜

酶消化损伤而不易建系 [ I3 l 。 由于 BALB/c 小

鼠是最常用的近交系小鼠，因此便于今后采用

该细胞制作转基因动物和基因剔除动物等。 该

细胞系体外体内诱导为各种组织细胞，接种回

BALB/c 小鼠将不发生异体排斥反应。 尤其是

在免疫分子生物学上的研究更显示其独特优

点 [ 14 l 。 该细胞系的建立还须证实是否有生殖

系嵌合后再作建系技术以及应用上的一些讨

论。

摘 要

目的:建立 BALB/c 小鼠胚胎干细胞系，并

用于制作嵌合体小鼠。 方法 :从 BALB/c 小鼠

囊胚内分离培养内细胞团块。 建系后，进行

Cs7BL/6J 小鼠受体囊胚腔注射，制作嵌合体小

鼠。 结果:建立了我国第一株 BALB/c 小鼠胚

胎干细胞系 。 该细胞系具有典型的 ES 细胞形

态，碱性磷酸酶强阳性，核型正常以及具有分化

为三种胚层组织的能力，并已产生 5 只嵌合体

小鼠。 结论:建立的 BALB/c 小鼠胚胎干细胞

系具有胚胎干细胞的各种特点，可用于体内外

诱导分化研究。 在进一步观察生殖系嵌合情况

后，决定是否可应用于基因打靶等转基因动物

的制作。

关键词 : BALB/c 小鼠 ES细胞嵌合体小鼠

分离培养
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ESTABLISHMENT OF ES CELL LINE DERIVED FROM BALB/ c 
MICE AND SUCCESS OF MAKING UP CHIMAERIC MICE 

HUANG Bing CHEN Xi Gu DENG Xin Yan 

LIN Yi Li CHEN Ying Qing HUANG Chun Nong LlANG Ying J ie 

(Exþerimental Animal Cen ter of Sun Yat-sen University of Medical Sciences GuangzJ酬 ， 510089)

ABSTRACf 

Pur阳se : To establish an embryonic stem( ES) cell line derived from BALB/c mice and make chimaeric mice. Meth叫 :

lsolation and culture inner cell mass( ICM) from BALB/c mice blastocysts . Af ter stable proli feration and propagation , we cre

ate chimaeric mice by injecting ES cells into blast∞ysts of Cs7BL/ 6J mice. Results : We have established the first embryonic 

ster口 cell line derived from BALB/c mouse in China . It has stably maintained in an w1differentiated state with a typical mor

pholcgy of ES cell clone , expressing the embryonic stem cell m且rker alkaline phc叩hatase ， and displaying 0 叫rmal diploid 

karyotype. Five chimaeric mice have been obtained. Conclussion : The established embryonic stern cell line expr巳s all charac

teristics of the ES cells. lt αn be used on differential research in vivo and in vitro . After funher observat ion of its gennline 

transmission , we 电 11 deside whether i tαn be applied to make-up t1缸冶genic and kn∞k out an盯131

Key words : BALB/ c mice ES cell Chimaeric mice Isolation culture 

APP17 肤对 β淀粉样肤及有关蛋白质表达的影响

孟艳王蓉艾厚喜张景艳阮燕养 姬志娟张岱骨 盛树力

(首都医科大学宣武医院 北京脑老化研究实验室 北京 100053 ) 

( 僻 北京医科大学精神卫生研究所 北京 L00083 ) 

老年性痴呆( A lzhe im er ' s Disease ， 简 称

AD)是一种中枢神经系统退行性疾病 ， 其主要

病理特征是老年斑和神经元纤维缠结。 日 淀粉

样肤(自由amy loid peptide，简称 Aß)是构成老年斑

的核心成分，也是 AD 脑神经元纤维缠结以及

血管淀粉样变性的生化基础 [ ) ， 2 ]0 Aß 是其前

体蛋白 (ß-amyloi d prote in precursor ，简称 APP )

的水解产物，分子量约为 4 . 2KDao APP 是一

种具有受体样结构的跨膜糖蛋白， 分子量约

110 - 130KDa ，由 位于细胞外 的 N 末端长 片

段、跨膜区和膜内 C 末端构成， Aß 的部分结构

位于跨膜区 [ 3] 0 APP 翻译后加工分两条途径 ，

这两条途径由三种分泌酶(α、自、 γ )裂解 APP 完

成: ( 1 )α 分泌酶在 Aß 结构内水解 APP，生成分

泌性 APP(s巳cretory APP，简称 sAPPα) ， 此途径

破坏了 Aß 的完整结构， 所以称非 Aß 生成途

径 。 (2 )日分泌酶在 Aß 的 N 端水解 APP ， 生成

sAPPß 和 llKDa 含有 Aß完整结构的 C端片段

( A4Cf) 0 A4CT 再经一次酶解过程 (γ-分泌酶

在 Aß 的 C 端水解 A4CT)使 Aß 生成并释放到

细胞外环境， 这一代谢过程称 Aß 生成途径。

因此，A4CT 可能是 Aß 的直接前体。

以往很多研究表明 APP 促进神经细胞生

长 、分化和维持脑内神经网络的稳定性的功能

区定位在 APP695 的 319 - 335 肤段( 以下简称

本文 1999 年 12 月 13 日收到， 2000 年 8 月 15 日

接受。
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