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渡所处的胚胎发育阶段不尽相同。两栖类的过

渡最初定义为中囊胚过渡 (MBT) ，但它绝不是

一个简单、短暂的时序上的过渡，而是早胚发育

进程中多个相互独立的、多层次发育事件的总

和。绝大多数动物中 ，该时序过渡似乎与细胞周

期的非同步化、合子型转录本最初的转录和胚

胎细胞运动能力的获得等事件发生的时间相吻

合，这些事件并不相互排斥。

由母型调控向合子型调控过渡之际至少可

涉及下列四个过程: (1)细胞核与细胞质间的

比例发生改变(jjfi过一种母型细胞质因子在核

内滴度的改变而实现的) ; (2) 通过母型转录本

的专一|哗解实现 mRNA 的稳定性降低; (3) 最

早合子型基因表达参与调控母型转录本的降

解; (4) 外源的天然信号的作用以及染色质结

构的改变。当然并不排斥其它机制(包括重新合

成转录因子以及/或改变 mRNA 的半衰期)的

存在。随着高效的生物学技术和方法的不断出

现，分离及分析早期合子型转录本成为可能，对

这些转录本的研究必然有助于理解它们在受精

后早胚发育过渡调控中所起的作用。
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胚胎干细胞体外分化的研究进展

才土忠伟 丛芙千青

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 200031) 

从一个受精卵发育为完整机体的过程中， 具有相同基因的未分化干细胞如何产生形态和
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功能各异的许多细胞? 这是数十年来生物学家

所一直关注的细胞分化问题 。 随着生命科学研

究的发展，现在普遍认为细胞分化是基因差异

性表达的结果，完全取决于哪些基因被撤活，在

什么时间和空间被激活。哺乳动物胚胎体积小，

又在子宫内发育，实验研究较困难。在八十年代

初，从小鼠早期胚胎 的内细胞团 (inner cell 

mass)或桑惶胚分离建立了具发育全能性的胚

胎干细胞 (embryonic stem cell ，简称 ES 细

胞)系，它的建立为哺乳动物发育生物学研究提

供了一个新的实验模型和途径[门。

ES 细胞基本特点是既能在体外增殖，又能

维持不分化状态和发育全能性 ; 当 ES 细胞被

注射到小鼠胚泡中能参与发育并形成嵌合体

鼠.能分化形成小鼠胚胎的各种类型细胞，包括

生殖细胞等，甚至整个胚胎几乎完全来源于 ES

细胞(2J。在特定的体外培养条件下 ， ES 细胞也

能分化形成各种细胞系 ，如造血细胞、肌肉细胞

和神经胶质细胞等(3 .4 ] 0 ES 细胞的体外分化途

径和机制与在体胚胎细胞的不完全相同，但在

分子水平上仍有许多相似之处，因而可将其作

为研究各种类型体细胞决定与分化机理等发育

生物学问题的新颖的实验模型。与传统的整体

胚胎的研究体系相 比，体外 ES 细胞具有以下

几个优点: (1) ES 细胞在体外可分化形成各种

终未细胞，细胞分化过程中，必然先经过一定的

前体细胞阶段，这为研究某些前体细胞的起源

和特性提供了较理想的实验体系 。 (2) 体外培

养系统能定性甚至定量地研究某些细胞因子、

胞外基质等因素对细胞生长和分化的影响，避

免和减少了整体胚胎研究中各种内源性因素干

扰的复杂性。 (3) 研究胚胎早期发育中某些必

需基因功能时，在体胚胎的这些基因发生突变

常引起胚胎过早地在子宫中死亡，而在体外这

些基因突变的 ES 细胞仍保持存活、增殖和分

化潜能，参与胚胎发育 ，因此为研究、这些基因在

胚胎发育中的功能提供了基本条件。本文简要

介绍近年来以小鼠 ES 细胞为实验系统的体外

分化的研究进展。

ES 细胞培养和诱导分化

小鼠 ES 细胞体外培养时，通常培养在胚

胎成纤维细胞作为饲养层的细胞上，这种饲养

层细胞分泌能抑制 ES 细胞分化的因子，进一

步发现白血病抑制因子 Oeukemia inhibitory 

factor ，简称 LIF)能取代饲养层细胞的作用，

用含 LIF 的培液培养 ES 细胞，排除了饲养层

细胞对 ES 细胞体外分化实验中的一些干扰因

素。近年来，构建 LIF 表达载体转染 ES 细胞，

已经克隆声Ij Ll F 额外表达的 ES 细胞。这种 ES

细胞既不需饲养层细胞，也不依赖外添LlF 的

培液，仍能维持不分化状态，保持 ES 细胞的基

本生物学特性[气研究 ES 细胞体外分化的一

般方法是将 ES 细胞消化成单细胞悬液，采用

悬浮法或悬滴法使 ES 细胞不粘附于培养皿表

面而悬浮生长，形成形似早期胚胎的单个聚集

体，称为拟胚体 (embryoid body ，简称 EB) 。在

这过程中，常用维生素 A 酸<RA ) 、二甲亚眠

(DMSO)、环六亚甲基双乙酌胶 CHMBA)等分

化诱导剂处理，然后 EB 在体外培养一段时间

后，直接分析 EB 中形成的各种类型分化细胞，

或者将 EB 直接移植入受体鼠体内分析其形成

的分化细胞和组织。

ES 细胞体外分化的细胞类型

在现有体外培养系统和实验条件下，小鼠

ES 细胞在体外分化的细胞类型或结构主要有

下列四种:

1.造血细胞

ES 细胞体外分化研究的资料中，造血细胞

是 报道最多的 一 种细 胞类型。 1985 年，

Doetschman 等在 EB 中发现有类似胚胎发育

中卵黄囊血岛样的结构问。随后许多实验室相

继报道了 ES 细胞体外分化产生红细胞、髓细

胞和淋巴细胞等一系列造血系统的细胞【6-8] 。

从这些研究中已经得到一些关于 ES 细胞发育

分化为造血细胞的重要结论: (1)在合适的培

养条件下 ， ES 细胞分化成造血细胞是可重复和
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高效的; (2) 在造血细胞体系分化的培养条件

中 . 除胎牛血清外，不需夕|、加其它因子。 而在无

血清条件下， ES 细胞分化成造血细胞的效率极

低，因此Jj台牛血清中存在着一些对造血细胞体

系的决定与分化有重要作用而必不可缺的因

子[叫 ;(3) 虽然 ES 细胞在体外能分化形成刷、巴

细胞 . 但效率不高，只有约 10% 的 EB 中含有

淋巴细胞，表明现有的培养条件还不能完全适

合淋巴细胞的发育，需补充一些尚未知的其它

因子; (4) 最有意义的是发现 ES 细胞在分化

形成造血细胞体系过程中 ， 一系列发育事件的

顺序类fi'J l工在体胚胎的发育过程。例如，小鼠胚

胎造1(11 细胞发育中 ，在怀孕 7. 5 天时最早在卵

黄蜒血岛内出现大而有核的前成红细胞，随后

在怀孕 10 - 11 天时， 产生造血细胞的潜能从

卵黄费转移到胚胎肝脏时，这些前成红细胞逐

渐消失。同样在 ES 细胞体夕|、分化实验 中，在

EB 第 4 天时，首先出现前成红细胞， EB 生长

至第 10 - 12 天时前成红细胞也逐渐消失，另

一方面 ，不论在胚胎卵黄囊或 EB 中，成熟红细

胞和髓细胞都是在前成红细胞出现后不久才产

生[川、 11]。这一系列证据表明在体胚胎造血细胞

系统发育的分子机制和细胞学事件同样在 ES

细胞的体外分化实验体系中存在。比较胚胎和

ES 细胞中造血系统发育的特异基因的表达模

式.也进一步证实了上述观点。最近， Pacacios 

等利用某些骨髓基质细胞或其条件培液的培养

条件，使 ES 细胞在体外可分化产生造血干细

胞 (hematopoietic stem ce l l) [ I Z] 。 这一重大进展

不仅进一步表明 ES 细胞体外分化为造血细胞

的机制与在体胚胎十分相似，而且也为探索和

分析 ES 细胞分化为造血干细胞的早期决定与

分化的机理寻找到一个新的突破 口 。

90 年代初， Auerbach 等直接从小鼠早期

胚胎的卵黄囊分离建立了造血干细胞系，作为

研究造血细胞发育的模型。这种造血干细胞比

通常从胚胎肝、脐血和成体骨髓培养得到的造

血干细胞有更旺盛的繁殖力，易在体外扩增和

分化为各类血细胞成分;特别是这种造血干细

胞不表达 I 、 E 类 M I-IC 抗原，在移植中能参

与重建，并不产生免疫排斥[ 13 ]。这一成果不仅

引起人们关注到作移植或输血用的血细胞体外

培养问题，同时也启示我们从发育早期的胚胎

组织有可能建立组织干细胞系。

此外，还有-些研究者利用 ES 细胞的基

因突变{本来研究某些基因在造血细胞系统发育

中的作用。例如，vav 基因在造血细胞中有专一

性表达模式，提示其在造血细胞发育中起着特

定的作用。基因打靶而缺失 vav 基因的小鼠胚

胎在着床后不久即夭折，无法对造血细胞系统

进行分析，但是 vav 基因缺失的 ES 细胞在体

夕|、分化中仍能产生红细胞和髓细胞.表明 vav

基因不是造血细胞系统早期发育所必不可少

的[ 1 4] 。新近的研究表明 ， vav 基因在 T 、 B 淋巴

细胞表团抗原受体的信号传导中起着重要作

用。这一例子充分说明 ES 细胞体外分化模型

在研究早期发育的基因功能方面具有其独特的

优越性 。

2. 内皮细胞与血管发生

在胚胎卵黄囊血岛中.前成红细胞的产生

总是伴随着内皮细胞的出现，因而认为它们来

源于共同的祖先细胞。同样 ES 细胞体外分化

时， EB 的血岛样结构中前成红细胞集藩周围

也有内皮细胞出现 。 Wang 等研究发现 EB 中

的管状结构经电镜和免疫学方法证明是由内皮

细胞排列形成的，管道中还含有一些造血细胞，

类似于胚胎发育中的早期血管发生[15] 。 近年，

我们实验室利用转染 TGF- ß1 基因的 ES 细

胞，悬滴培养形成的 EB 继续贴壁培养后 .在

EB 周围呈辐射状长出许多血管样结构.表明

ES 细胞中 TGF-ß1 基因的额外表达在血管形

成中起着重要作用 [ 1 6.1气血管发生是一个极为

复杂而有序的细胞生物学过程 。 TGF-ß1 是血

管发生中的重要调节因子，但在体外也可抑制

内皮细胞增殖 ; 另一方面，细胞外基质成分、结

构和三维性(平面或立体)对内皮细胞粘附、伸

展、移动、增生和生物合成都有明显效应。将 ES

细胞单层培养在含重组 TGF-ß1 的 I 型胶原蛋
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白为基质的三维系统 内，或直接 J悔过度表达

TGF-ß1 的 ES 细胞单层培养在 I 型胶原蛋白

为基质的三维系统内都能在得内皮细胞构成的

血管样结构，而用缺乏主组 TGF-ß1 或无额外

TGF-ß 1 表达的正常 ES 细胞在 I 型股原蛋白

为基质的三维系统内培养 ， 都不能形成血管样

结构[17J 。因此 TGF-ß1 可能通过细胞外基质而

行使其在血管形成中 的功能;此外，在重组

TGF-ß 1 处理的 ES 细胞中，检测到JbFGF 基因

的表达，因此 TGf-ß1 可能调节 ES 细胞和/或

其分化细胞的 bFGF 基因表达 . 从而 bFGF 作

为血管内皮细胞生长因子之一促进内皮细胞分

化和血管形成。这些结果均表明 ES 细胞体外

分化系统是研究内皮细胞与血管发生的细胞和

分子机型的较理想模型 。

3. 心肌和肌肉细胞

在 ES 细胞体夕|、分化实验 ~I::t .EB 在一定条

件下贴壁培养数天后，常发现某些分化细胞团

的局部区域出现有节律的 自发收缩，具有心肌

细胞的特征。 ES 细胞与内胚层样的 END- 2 ~III 

!但共培养， 则 ES 细胞被诱导分化为有节律 博

动的心肌细胞和骨恪肌细胞[ 1气 Metzger 等研

究了 ES 细胞分化为心肌细胞过程中 JVL球蛋 白

盘链 (MHC)的表达 ，在分化WI胞团同IJ开始收缩

时 R 型 MHC 的表达占优势 ， 继续培养后则 q

型 MHC 逐渐占优势。 最后在分化形成的心肌

细胞中， 2 7 % 表达 R 型 MHC ， 3 3% 同时表达 α

和 R 型 MHC ， 40% 表达 α 型 MI-IC ，这种 MHC

亚型的转变与胚胎心肌发育过程非常相似[ 1 9] 。

Miller 等研究发现 EB 分化的心肌细胞不仅表

达肌球蛋白的重链和轻链 ，还表达心室肌肉专

一的肌球蛋白轻链- 2 (M LC- 2V) [叫。这表明在

ES 细胞体外分化中，不仅有心肌细胞发生的信

号分子，而且还有使心肌细胞区域决定的信号

分子起作用。除心肌细胞发生外 ， Rohweclel 等

发现决定骨恼肌发育 的 基 因 Myf- 5 、 Myo

ge l1l n 、 MyoD 等也在 EB 的分化细胞中表达，

而且表达时序与胚胎发育中的相同。 EB 贴壁

培养 1 -2 周后开始出现肌肉细胞，继续培养

则融合成肌管，成为骨恪肌发育的典型特征。分

化形成的肌细胞还表达成熟肌细胞专一的

Ca2+离子通道和烟碱受体 ( nicotinic receptor) , 

因比 ES 细胞体外分化实验体系也是研究骨恪

JVl发生和成熟的分子机理的理想模型[21 ]。二甲

亚眠<DMSO)诱导 ES 细胞可形成心肌、平滑

肌和骨恪肌等多种类型的肌细胞， 用肌肉专一

性的调节因子 MyoD 基因转染 ES 细胞并结合

DMSO 诱导处理.这种额外表达 MyoD 基因的

ES 细胞则主要分化为骨路肌(无心肌和平滑肌

类型细胞 ) ，可融合形成肌管， 具收缩功能【22] 。

因此，特定类型的分化细胞可以通过基因改造

和适当的条件加以控制 。

4 . 神经细胞

在 ES 细胞体外分化实验中，EB 在特定条

件的贴壁培养时也能分化出神经细胞，但效率

不高。 最近 Ba in 等将 ES 细胞先悬浮培养 4 天

形成 EB ， 再将 EB 在含维生素 A 酸的培液中

培养 4 天， 然后使 EB 贴壁培养就可在体外高

效有l可重复地分化出神经细胞。这些神经细胞

不仅表达专一性的神经丝 M 和 β做管蛋白 ，

还有制、梆、钙等离子通道的特征[叫。 Struebing

等发现分化的神 经细胞还 表达 GABA 、

G l ycine 、 NMDA 等不同 受体调控的离子通

道[叫 。 Fraichard 等发现 EB 中还表达神经细胞

和神经胶质细胞的共同前体细胞的专一性标志

一一巢蛋白 (nestin) ，表明 ES 细胞在特定的体

外分化体系中存在神经细胞早期决定与分化的

机制，因而 ES 细胞也是研究神经细胞发育的

较理想模型[2~ .叫。 近来，Dinsmore 等用 RA 诱

导 ES 细胞分化为表达 y-氨基丁酸(GABA) 的

神经细胞，这种分化细胞移植入 Huntington' s 

疾病(一种遗传性舞蹈病)大鼠模型体内.具有

神经细胞功能并存活了 6 周 [22] 。因此，诱导分

化的 ES 细胞有可能成为移植用细胞的新来源

之一 。

结语与 展望

综上所述，ES 细胞体外分化模型是研究哺
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乳动物发育的较理想模型，目前大多数工作报

告主要还是偏重于对 ES 细胞分化为某些特定

类型细胞的描述性研究。 近年有关对 ES 细胞

体外分化的研究趋势和动向是:

(1)通过基因打靶或基因突变的 ES 细胞

来研究其体外分化，从而不仅可以了解早期胚

胎发育中某些基因的功能，而且通过改变 ES

细胞中某些基因的表达水平有可能研究特定细

胞的体外分化。此外，一些实验室利用 ES 细胞

作材料，分离和克隆胚胎发育中某些重要的基

因。

(2) ES 细胞在体内可分化形成各种类型

的终末分化细胞，但在体外分化实验中，实际上

如上所述形成的分化细胞类型还不多，特别是

ES 细胞定向分化为某种特化细胞还面临着许

多理论上和技术上的问题。ES 细胞在离体条件

下的分化，经常遇到同时出现属于不同胚层的

分化细胞，由此产生井存在着几种类型细胞的

相互作用，这是 ES 细胞内在的全能性发育程

序所决定的，因此将 ES 细胞诱导形成同一类

细胞的定向分化研究，是一项探索性很强的研

究课题。

(3) ES 细胞体外分化为某种特定细胞过

程中，往往先形成前体/祖先细胞，分离和克隆

这些前体/祖先细胞并使之体外永生化， {i史研究

前体/祖先细胞的发育潜能、决定和其它生物学

特性成为可能，将对了解某些特化细胞的分化

机理和细胞学过程有着重要的推动作用。

(4) ES 细胞能参与体内胚胎发育，形成嵌

合体或转基因动物。通过遗传操作改造 ES 细

胞基因，由此获得的 ES 细胞和其相关的细胞

分化系统或转基因动物，有着潜在的研究和应

用价值。 80 年代初建立了小鼠 ES 细胞系 ，近

年来许多实验室趋向牛 、羊、猪等家畜大动物和

其它物种的 ES 细胞系的建立和研究，分别建

立了猎、牛和灵长类猿猴等物种的 ES 细胞和

类 ES 细胞，但至今还未见有能参与体内胚胎

发育形成嵌合体动物和生殖系传递 (germline

transmissio川的 ES 细胞系的公开报道，但各

国生物学家仍有努力探索。相信随着家畜等大

动物 ES 细胞研究包括细胞核移植在内的进

展，必将在育种和生物医学应用中掀起一场新

的革命。
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细胞信号传导与果蝇卵轴的建立

赵 1生标

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 20003 1)

雌性生殖细胞一一卵细胞是上下世代间生

命延续的环节。作为新一代个体的开端，它们是

未分化的细胞，受精后迎'过胚胎发育，分化形成

个体的各种组织细胞，包括生殖细胞 。在个体发

育终期，它们又是个体中终末分化的细胞。成熟

卵细胞不仅外表具有极性，而且细胞内的物质

(如形态发生原等)也呈极性分布 。 正是这些物

质极性分布所体现的位置信息决定了未来胚胎

的前后和背腹体轴[1-3) 。

卵细胞的极性是在卵发生中，通过卵室内

的生殖细胞和体细胞之间一系列交互(双向)信

号传导，以及所引发的基因活动而建立起来

的扣。。无论是卵的前后轴还是背腹轴的建立

过程都经历这两种细胞交互(双向)的信号传

递，并使用了相同的起始信号传递途径。作为起

始信号的配体是由转化生民因子 α(TGFα) 的

同源基因 grk(gurken )编码，由卵细胞产生。信

号受体则是上皮生长因子受体同源的基因 top

(torpedo) 编码，由体细胞来源的滤泡细胞产

生。卵细胞与滤泡细胞之间第一次双向信号交

流，以及卵细胞内细胞骨架极性的改变先建立

了卵细胞的前后极性，随后导致背方化信号定

位在卵的背前方，再建立起卵的背腹轴。

一、卵细胞的产生

雌性果蝇有一对卵巢，每个卵巢由 16 根

卵小管组成。每恨卵小管又分为两个区，卵母细

胞发生区和生长区。卵母细胞发生区位于卵小

管的前端。在这个阶段，雌性生殖干细胞 (stem

cell )通过分裂产生一子干细胞和一个包囊母细

胞 (cystblast) 。 包囊母细胞经过 4 次不完全的

有丝分裂产生 16 个相联通的包囔细胞。其中

只有一个包囊细胞与其他包囊细胞相联，并具

有做管组织中心，以后将决定并分化为卵细胞，

故又称预卵母细胞 (preoocyte) 。其余 15 个包

囊细胞将分化为营养细胞(nurse cell) (6) 。

卵小管的极大部分为卵细胞生长区。合胞

体包囊被一层体细胞来源的滤泡细胞包围后形

成卵室，随后进入卵细胞生长区。这时营养细胞

核先出现多倍体化，继而基因大量表达。所产生

的各种基因产物，以 RNA 或蛋白质形式输送

到卵母细胞内。卵母细胞相应地不断长大、成

熟，井随着卵室从卵小管的前部向中、后部迁

移，直至排出卵巢。

成熟的卵细胞内含有大量的母体效应基因

产物(如形态发生原物质 ) ，用于指导建立未来

胚胎的前后轴和背腹轴。胚胎前后轴的决定取

决于 bcd (bicoid )mRNA 在卵细胞前区的定位

和 osk (oskar)mRNA 及其蛋白产物在卵细胞

后区极小囊中的聚集[1.2) 。这些基因产物扩散而

产生的浓度梯度控制沿前后轴不同位置的分裂

球内合子基因的表达，从而建立起胚胎前后轴 。

曾弥白和王亚辉教授曾对本文提出宝贵的意见，

特表谢意.
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