
54 细胞生物学杂志 1992 年

小鼠胚胎性干细胞及其在发育和遗传研究中的应用

丛 笑 情

〈中国科学院上海细胞生物学研究所 200031 ) 

直接用小鼠胚胎来研究哺乳动物的生长，

发育和遗传问题显然是很困难的。从生化或分

子水平分析在体胚胎发育过程中基因表达，更

往往受到复杂微环境的干扰和材料的限制。因

此本世纪 60一70 年代 ，人们一直在致力于寻找

一个既具有类似胚胎细胞分化性质，又能源源

不断取材的实验模型。胚胎性癌细胞(Embry­

onal Carcinoma Cell，简称 EC 细胞)是畸胎

瘤干细胞，既有恶性生长、 又显示类似早期正

常胚胎细胞发育多能性的双重性质[1]。随后

70-80 年代间， EC 细胞就一直成为研究哺乳

类胚胎发育和遗传的模式系统。但由于 EC 细

胞具有肿瘤的某些特性，包括核型的不正常，

作为研究正常发育的体外模型仍不够理想，直

至 1 981 年直接 从小鼠早期胚胎内细胞团

(ICM , Inner cell mass ) 建立了胚胎干细胞[2]

(Embryonic Stem Cell，简称 ES 细胞 )系 ， 才

有助于进一步解决研究哺乳动物胚胎发育和

遗传的模型问题。本文仅就 EC 和 ES 这两种

胚胎性干细胞的性质，它们与正常胚胎的关

系，以及在发育和遗传分析中的应用作一简单
不卜 去刃
.1 1 ~ιJ 。

一 EC 和 ES 细胞系的建立

1. EC 细胞(胚胎性瘟细胞或畸胎帽干细

胞)

EC 细胞是胚胎性恶性畸胎瘤组织的干细

胞，起源于生殖细胞和早期胚胎细胞。异位移

植 12 . 5-13.5 天的小鼠生殖峭或 8 天前的小

鼠胚胎， 都能诱发出恶性畸胎瘤。 要成功地分

离获得 EC 细胞， 首先要进行动物肿瘤细胞的

体外培养并传代和筛选，然后才能达到建系或

克隆 目 的。 作者曾从小鼠白发畸胎瘤细胞培

养， 建立了多 能 B 7 EC 细 胞系[句，也从 F9

EC 细胞系克隆jJJ F9- 1 和 F 9-3 两个克隆亚

株。这些细胞株在生长行为，分化发育潜能以

及对维生素 A 酸(RA )反应的敏感性等方面均

有所不同[4) 。

根据胚胎移植实验，证明不同品系小鼠形

成畸胎瘤频率是受遗传因素影响的。例如 C3日

和 BALB 纯系小鼠产生含有 EC 细胞畸胎瘤约

为 50一70% ， 相反， 其他品系如 AKR 和 C57BL

小鼠却很少产生这类肿瘤[5]。胚胎异位移植实

验进一步表明 ， 影响肿瘤生成的主要因素是宿

主本身的遗传背景， 而不是被移植胚胎的遗传

因素。

2. ES 细胞(胚胎干细胞)

在常规培养条件下，小鼠胚泡极易分化为

各种细胞。曾有人提示， 有可能把胚泡的 ICM

细胞经体外培养建立分化型的永久细胞株。但

人们更多的注意力是在于如何 阻止 ICM 细胞

体外分化， 使之继续 增殖。循着这个方向，

Evans 和 Kaufman (l 9 8 1) [2]通过延误胚胎着

床， 分离晚期胚泡， 并直接培养在用丝裂霉素

处理过的小鼠成纤维细胞饲养层上。再经膜酶

消化使 ICM 细胞团增殖，从而 得到多个原始

的 ICM 细胞克隆， 最终建立了未分化的 ES 细

胞系。 同年， 有人用免疫手术法( Immunosur­

gery)分离 ICM 细胞，在上述的饲 养 层上用

EC 细胞的条件培液培养，也得到未分化的 ES
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细胞系。 后来进一步简化了延缓胚胎着床或免

疫手术等复杂步骤，直接把晚期粟-胚接来l'在饲

养层上，也成功地建立了 ES 细胞株 [6 ， 7 ) 。 最

近有人报道，用小鼠的 1 6一20 个细胞的桑摆胚

分离得到了 ES 细脑系 [8 ) ，. 它的成功率比胚j包

期 ICM 的要高得多 ， 4 6 个桑梧胚得到 17 个

细胞系，占 37% ; 而 108 个胚泡只 能得到 9

个细胞系，仅占 9%。这可能由于所 培养的桑

摆期细胞是单个的， 因而减少了促使细胞分化

的相互接触和影响 ， 使得这些单个细胞容易增

殖，从而使 ES 细胞的建系成功 率远高于发育

阶段晚的胚j包。

总之，不论是从胚炮的 ICM 细胞，还是从

桑摆胚细胞都能分离得到 ES 细胞系。用这种

方法建立 ES 细胞系不受小鼠品系 和遗传背景

的限制，即使是单性生殖的胚胎和致死突变的

同源胚胎， 也能得到 ES 细胞系 。 '

、 二、 EC 和 ES 细胞的性质

1. EC 细胞

(1 ) 核型异常 畸胎瘤初期的 EC 细胞，

具有与正常胚胎细胞相同的染色体数， 但随着

肿瘤细胞增殖和体外长期传代培养， 产生选择

作用，染色体数目往往发生异常， 细胞的分化

潜能也相应地受到限制[町 ， 虽然有些在饲养层

上生长的 EC 细胞系也可维 持 其多 能 的稳定

性。另一方面， 得到的 EC 细胞在建 系初期就

可能是异质性的， 包括生长特性， 染色体结构

以及分化能力等。

( 2) 发育潜能把 EC 细胞注射到胚胎环

境中，虽然能够形成嵌合体小鼠，但形成的比

例一般较低。有的也易产生带瘤嵌合体，很少

形成生殖细胞嵌合体。即使像具有正常核型的

METF-1 [1 0)和 P 'O[ I I )EC 细胞，形 成 嵌合体的

能力也很低，前者仅 13 % ， 后者虽然形成嵌

合体比 例高达 53% ， 但也未见有生殖细胞嵌

合休。

2. ES 细胞

(1) 核型正常 ES 细胞是直接 从桑摆胚

和晚期胚泡的 ICM 细胞直接培养获得的，这种

经短期培养而得到的 ES 细胞 ， 无论在体内或

体外都具有高度的分化 潜能， 同时绝大 多数

ES 细胞系都具有正常的整倍体该型。 发育多

潜能性和正常整倍体核型这两个特点， 可 能有

着内在的联系。 ES 细胞在体外极易分化，因此

必须生长在小鼠胚胎成纤维细胞饲养层上或培

养在大鼠肝细胞 (Buffalo Rat Liver Cell ， 简称

BRL ) 的条件培液中， 否则将不能维持它的未

分化状态。

(2) 发育潜能 ES 细胞形成嵌合体的能

力较高， 平均达 35 % ， 可参与嵌合体各个器官

包括生殖腺的发育 c 但是在后一类嵌合体， 不

一定都具有生殖能力 ， 常发现有外表似雄性的

畸变现象， 可能的 解释是: xy 型的干细胞被

注射到宿主 XX 型的胚j包中 ， 产生了含有两性

的胚胎， 在发育过程中干扰T宿主的 xx 型胚

胎正常发育，从 而 转变为外表似雄性的嵌合

休。 这种嵌合体不能生殖，经解剖观察证明是

雌雄生殖器同体[ 1 3 ) 。

三、 EC 和 ES 细胞与正常

胚胎细胞的关系

培养的 EC 和 ES 细胞一般都 来源于发育

中的早期胚胎， 当然 1 2.5 天原始生殖 睛 也能

产生 EC 细胞。 究竟来源于早期胚胎的什么类

型的细胞呢? 胚胎细胞的移植实验指出 ， 7 天

龄的胚胎所含有的原始内胚层， 胚胎外胚层和

胚夕i、外胚层分别作异位 移植时， 30 天后只有

胚胎外胚层形成多种分化组织和大量的未分化

的 EC 细胞 [ 14 ) 0 ES 细胞一般都是从 4 . 5 天-

6 天的胚胎直接分离培养得到的， 这表明 7 天

龄的胚胎外胚层细胞仍具有全能性质。 就 EC

和 ES 细胞本身的各种特佳而言，它们极接近
于 5.5 天龄胚胎原始外胚层细胞。从细胞形态

分析， 细胞直经一般为 12-1 4 微米，超微结构

显示未分化的外胚层细胞特性z 核大 ， 多为常

染色质，核仁也大z 细胞质结构简单， 散布着

大量的游离核糖体和为数甚少的 线 粒 休。 EC
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和 ES 细胞均表达 5.5 天龄原始外胚层细胞的
表面抗原，如 Forssman 抗原存在于培养的 EC

和 ES 细胞，晚期桑J惺胚和 ICM 细胞，但不存

在于 6.5 天龄的胚胎外胚层细胞[ 1 5 )。培养的

EC 和 ES 细胞并不等于胚胎的 ICM 细胞， 如

果将培养的 EC 或 ES 细胞团注射 到去除 ICM

细胞的滋养层提泡中，并不发育成胚胎 [ 16) 。

可能除了 EC， ES 细胞在发育时 间上比 ICM

细胞约晚 1 天外，缺乏 ICM 细胞所具有的与

其他整体胚胎细胞相互依赖的有序的完整性，

可能是培养的 EC 和 ES 细胞不能发育成胚胎

的原因。

无论 EC 或 ES 多能细胞， 当接种到同系

宿主的体内，都能像肿瘤细胞那样不断增殖并

分化为多种类型的分化细胞，形成畸胎瘤样结

构。 然而 EC 和 ES 细胞系细胞的这种瘤性生

长行为可以通过接种到胚胎环境(胚泡 ) 中而改

变或失去。这里 ， EC 和 ES 细胞往往有着程

度的，有时甚至是本质的区别。 ES 细胞的增

殖和分化易受胚胎环境的调节信号影响 ， 参与

宿主胚胎各种胚胎组织和器官的形成F 而 EC

细胞系的细胞则不然，有的 EC 细胞可以为胚

胎环境所"正常"化，参与宿主胚胎的组成，而大

多数 EC 细胞保持继续增殖， 形成肿瘤或 引起

胚胎死亡。 EC 细胞的这种不易"正常化"的性

质可能要归因于这些细胞的核型异常。

四、 ES、 EC 细胞在发育遗

传研究中的应用

1.发育突变体 (developmental mutants ) 

的研究

通过干扰并分析发育过程中出现的突变，

是研究哺乳类胚胎发育机理的 途径之一。至

今，已发现了一些发育上的致死突变 ， 并确定

了它们相应的遗传位点。一般认为， 发育突变

体胚胎的不能发育可能是细胞致死效应引起的

结果，也可能是特殊的细胞谱系缺失所

致[ 13) 。

然而，仅用生化和分子生物学方法还难以

研究胚胎在发育过程中的突变和证明其有关基

因产物， 研充发育突变体需要纯合子型的实验

材料， 因此就有必要从同源型胚胎建立多能突

变干细胞系。 这样， 一方面通过比较突变型与

野生型干细胞之间的分化潜能，不仅能了解基

因异常表达的结果， 而且也可以知道突变干细

细胞对发育剌激信号的反应能力;另一方面也

可将这种突变干细胞接种到胚 j包中产生嵌合

体， 分析这些细胞的发育和分化潜能，从而有

可能较全面地探讨发育突变体问题。值得指出

的是， 从 t-复合位点 (t-complex) 致死突变的

纯合子型胚胎成功地建立的 ES 突变细胞系不

仅能在体外培养， 而且也可以被诱导分化成各

类细胞， 表明这个突变似乎不是通过一些细胞

致死效应而起作用的，也不是由于分化被阻遏

的结果。但是胚胎的聚集实验表明，这些嵌合

胚仍不能存活。纯合子型 ES 突变细胞株的建

立， 不仅解决了实验材料来源不足的困难， 而

且也可从这些细胞中抽 提出 DNA， mRNA 和

蛋白质等物质， 这些生物大分子物质对研究突

变基因的功能， 改造由克隆 t-复合位点基因转

化的纯合子型细胞株和恢复其野生型功能都是

十分重要和必需的。

2. 胚胎发育

EC 和 ES 细胞都是多能干细胞，在体内

或体外能分化为属于三个胚层来源的各种组

织，许多实验室常用为研究早期胚胎发育的模

型。不同的诱导剂和不同的生长条件可以控制

EC 或 ES 细胞的生长分化，并由此可获得不

同分化类型的细胞。同时因后者表达和合成不

同的蛋白质，从而可对比验证正常胚胎发育中

的一些重要标志。 如 F 9 EC 细胞在正常培液

中失去分化能力F 但在低浓度的 RA 中 F9 单

层细胞可以分化为原始内胚层样细胞，若这种

细胞成聚集状态时， 在同样 RA 诱导条件下又

形成脏壁内胚层或体壁内胚层(除 RA 外，另

加诱导因子 cAMP)。前者的标 志物是甲胎蛋

白，后者是基膜蛋白。这些衍生于 EC 细胞的

内胚层细胞就其表达的蛋白标志而言，很类似
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于胚外组织细胞的谱系 [18)0 P 19 EC 细胞系能

被控制诱导产生心肌细胞或神经细胞[1 9)。根

据这些诱导结果，可利用体外培养系统探讨正

常胚胎中某些细胞的分化机制。

RA 也能诱导体外 ES 细胞的分化，分化细

胞的类型一则依赖于 ES 细胞本身的生长方式

和环境， 二则不同的 ES 细胞系可产生出不同

的细胞类型 [ 20)。我们最近的实 验表明，维生素

A 酸 (RA ) 和双丁酌基环腺昔单磷酸(dAMP)

能诱导单层培养的 ES 细胞产生神经胶质样细

胞;若 ES 细胞聚集后贴壁培养再经 RA 处理

则产生有挪动功能的心肌细胞《实验生物学报》

24:353 , 1991) 。

最近，从胚胎性干细胞制备和筛选 C-DNA

库，进一步证明不同类型的细胞所表达的基因

不同， 并试图了解这类基因的表达与胚胎发育

关系。目前，已分离到许多特异性分化细胞的

c-DNA 克|哇。例如， 1984 年 Staucey 和 Evans[2 1)

从 PSMB EC 细胞中分离?'&J EC1 基因，证明这

种基因只存在于 EC 和 ES 细胞以及辜丸组织，

而在其他分化组织中不表达。鉴于 EC 和 ES 细

胞实际上是胚胎的原始外胚层细胞， 提示 ECt

基因可能在早期胚胎发育中起着调节作用。

3. 外源基因或突变基因嵌合体

近年来，由于细胞转染技术改进，特别是

发展了显性选悻系统[22)和构建了高感染病毒

载体[ZS]，使有可能把外源 DNA 有效地导入体

外培养细胞。 利用 ES 细胞的发育多能性特点，

在不改变干细胞多能性质的前提下，这些技术

同样也可用来将外~( DNA 导入 ES 细胞，进一

步制备嵌合体，从而研究某些外源基因在胚胎

发育中的作用，例如探讨这些外源基因在发育

中是组织特异性表达，还是发育阶段性表达等

问题。如果能建立人类遗传性疾病有关基因的

嵌合体模型，研究这些基因在个体发育中的表

达规律和探索基因治疗，使之用于造福人类，

则意义就更大了。

1986 年 ， Robertson 等人用磷酸钙沉淀法

将 neo 基因导入 ES 细胞获得了成功， 产生生

殖细胞嵌合体，提示 neo 基因能稳定地世代传

递。男性缺少次黄嗦岭『磷酸核糖转移酶

(HPRT)会导致许尼汉氏病 (Lesch-Nyhan Sy­

ndrome) ，临床表现为脑力迟钝和股体残缺等

症状。 1987 年 Hooper 等人建立了 HPRT 自发

突变的 ES 细胞系[川， 用逆转录病毒 DNA 随

机插入[Z 5 ] ， 或用同源重组方法[2 6)也得到了

HPRT 缺失 ES 细胞系，最终成功地获得了

HPRT 缺失的嵌合体小鼠。 这种模型的建立为

探索基因治疗提供了有利的条件。近来有人报

道胶原蛋白 E 型基因和 r-晶体蛋白基因在嵌

合体小鼠组织中的特异性表达 ， 前者位于嵌合

体的身躯， 后者分布在晶状体[27 ， 2 8 )0 1989 年

Shinar 等人[29 )将大鼠肌动蛋白和人珠蛋白的

嵌合基因转入 ES 细胞，并把这种细胞接种在

裸鼠皮下，在所生的痛状物中分离出来的肌原

细胞含有这种嵌合基因 mRNA 的表达。这种

肌原细胞经马血清和服岛素诱导形成肌管后，

该 mRNA 表达可增至 5-10 倍。以上 实验结

果表明 ， 利用 ES 细胞系可探讨外源基因在胚

胎发育中的作用。

通过基因嵌合体的分析，也可探讨癌基因

的功能，例如癌基因 mT 的功能。用 N-TKmT

载体转染 ES 细胞， 再将转染细胞注射到小鼠

的胚泡中，发现其中 40%以上嵌合胚的血管

形成不正常， 近 4 0 %嵌合胚产生血管瘤，阻断

了进一步正常发薛。在这种情况下，即使能得

到活的携带血管瘤的嵌合小鼠时，也只能存活

2-6 星期。进一步研究证明癌基因 mT 的表达

主要是破坏了内皮细胞和肾上腺皮质细胞的生

长[叫。

五、结语

综上所述，小鼠 EC和ES 细胞与早期胚胎

关系如图所示。 EC 和 ES 细胞都是多能胚胎

性干细胞，相当于在体胚胎 5.5 天龄的原始外

胚层细胞。在体内外一定的条件下，能被诱导

分化成为各种类型的细胞或组织，如果将它

们，特别是 ES 细胞，按示It到胚胎环境(胚泡〉
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图 小鼠 EC、 ES 细胞和旱期胚胎之间相互关系图解

一一一一线示 ES 和 EC 细胞之间有何关系尚不清楚

中能参与正常的胚胎发育。但是大多 EC 细胞

核型异常 ， 常保持其恶性生长特性; 而 ES 细

胞则由于核型正常，细胞增殖和分化易受胚胎

环境的调节。因此，就作为研究哺乳类发育和

遗传问题的模型而言 ， ES 细胞比 EC 细胞更

优越 。 ES 细胞也是探讨基因，包括外源基因，

在胚胎发育中表达和功能的途径之一， 更有望

在建立人类遗传疾病模型， 探讨其发病机理和

临床基因治疗等问题上提供有效的手段。
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蛋白质磷酸化:叩开细胞有丝分裂之门

杨新林 王永:港l

〈北京师范大学生物系细胞室 100875) 

真核细胞由间期进入有丝分裂期时，伴随

着一系列的事件发生， 包捂细胞形状改变、细

胞骨架重排、核膜崩解、 核仁分解消失 、 染色

体凝集，以及基因转录和翻译暂时抑制等。 与

此同时， 细胞内蛋白 质磷酸 化的水平显著上

升。进一步的研究表明 ， 上述各种事件可能是

由某些特定的蛋白质磷酸化引起的[1 ]。导致这

些蛋白质磷酸化的是一些特定的蛋白激酶。目

前主要集中在 p 34 cdc 2 激酶的研究。这种激酶

是 M 期特异的蛋白激酶， 在即将进入 M 期

时被活化并维持在高活性水平，于 M 期后阶

段失活。 现在认为 ， 在 G2/M 期交界处，活化
的 p 34 cdc 2 激酶导致一系列恃定 的蛋白质磷酸

化， 由此叩开细胞有丝分裂的大门。

-、细胞骨架重排

在M t引起始时， 细胞骨架重排主要表现为

细胞质微营的解聚和有丝分裂装置的组装。前

者导致细胞形状变囚，后者则是遗传物质准确

而均匀地分阳剑两个子细胞中去的结梅基础。

由间往兔以夹克实验观察到 ， tt;核细胞由间月1

向M期转变时， 微管组织中 心 (中心体、 着丝

点)的蛋白成分被磷酸化，提示某些蛋白质的

磷酸化对于细胞骨架的重排可能起着重要的作

用 [ 2]。最近， Verde 等证明 ， 在非洲爪蜡间期

卵母细胞提取物l书 ， 微管的动力学及其稳态长

度 (steady-state l ength )受到 p 3 4 cdc2 激酶的精

确调节，结果导致微管排列发生类似于间期向

M 期转变时的改变。他们发现， P 34cdc2 激酶

对分离的中心体所引起的纯化管蛋白的聚合作

用并无影响 ， 因此推测在间却]卵母细胞提取物

中可能存在一种因子， 参与对微管的动力学及

其稳态 民度的调节，其自身又受磷酸化作用的

调节。 它的洁性大小可能是由某种激酶和相应

的磷酸酶的 活性 的 相对数量来决定的，而
P 34 cd c 2 激酶则与该激酶或磷酸酶的活性调节

有关[ 3 ]。另外， 一些微管结合蛋白(如 X-MAP

和一种 62 kd 蛋白 )的磷酸 化也对微管的聚合

和解聚有一定的影响; 一些其他的蛋白激酶

(如 p 6 0 src 、 pK-CaM 等 )也参与其中的一些调

节过程; P 34cdc2 激酶也可能通过调节上述这

些蛋白激附的活性而间接地起作用 [4 - 6] 。

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




