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品系对小鼠胚胎干细胞分离效率的影响
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摘要：为了充分利用小鼠胚胎干（&’）细胞，就必须从众多小鼠品系中分离 &’ 细胞系。本研究通过传统

的成纤维细胞饲养层法，从 ()*!、!"+ , ’-、(.$/0 , 12 和 !"+ , ’- 3 (.$/0 , 12 四种不同遗传背景的小鼠中分离得

到 !" 个 &’ 细胞系，而从 45 小鼠没有得到 &’ 细胞系。所有的 &’ 细胞系都具有典型的 &’ 细胞特征，647 染

色呈阳性。从四种不同遗传背景的 &’ 细胞系得到了包含多种组织的畸胎瘤；与桑椹胚聚合后，都得到了生殖

系嵌合体。结果表明：品系对小鼠 &’ 细胞的分离有显著影响，利用 !"+ 小鼠以及包含 !"+ 小鼠遗传背景的杂交

小鼠都较容易分离 &’ 细胞，由 &’ 细胞得到生殖系嵌合体的效率在不同品系间有显著差异，从杂交 &’ 细胞比

近交 &’ 细胞中更容易得到生殖系嵌合体。
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胚胎干细胞（HIK>L=EAM J@HI MHBBJ，&’）是从

囊胚内细胞团（AEEH> MHBB IDJJ，V(5）分离而来的

一种多能性细胞（&-DEJ \ 4D?FIDE，!+%!；5D>@AE，

!+%!），在体外培养过程中可维持干细胞的未分化

状态、正常二倍体核型和无限增殖能力，具有体内

外分化能力和种系 嵌 合 能 力（XDUL H@ DB，!++#；

&UUDE H@ DB，"##!），并可对 &’ 细胞在体外进行遗

传操作、选择和冻存而不失其多能性。小鼠 &’ 细

胞不仅可以作为体外研究细胞分化和发育调控机制

的模型，而且还可以作为一种载体，将通过同源重

组产生的小鼠基因组的定点突变导入小鼠胚胎，得

到转基因小鼠，实现在个体水平上的基因剔除，为
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更深入地研究基因结构与功能、胚胎发育、癌症以

及各种遗传病的机理开辟了新途径。小鼠 !" 细胞

的建系工作是实现小鼠 !" 细胞途径的基础。

不同小鼠品系来源的 !" 细胞有不同的特性，

如国际上通用的 !" 细胞系大多是从 #$% 品系小鼠

中获得的，但 #$% 品系小鼠不宜用于免疫学和细胞

组织移植研究；来自 &’(& ) * 小鼠的 !" 细胞克服

了 #$% 小鼠 !" 细胞的这些缺点，体外培养生长速

度快、稳定性好，该细胞系的细胞及其分化产物在

接种到同种小鼠体内，不发生异体排斥反应，在医

学免疫学研究中显示了其独特的优点；+,-&( ) . 小

鼠在动物行为研究中得到广泛应用，并且易于饲养

和管理，克服了 #$% 小鼠自身存在的诸多缺点，具

有致癌性不敏感和对鼠痘病毒有良好的抗性等优

点；远交群 /0 品系和 1+2 品系，具有较强的生命

力和抗病能力。由此可见，为了各种不同的研究和

应用目的，最好能有不同品系来源的 !" 细胞系。

许多实验室的工作都已证明用于种系嵌合的 !" 细

胞应尽可能是处于传代早期的细胞，且不同小鼠品

系来源的 !" 细胞的种系嵌合能力有显著差异，因

此，从事 !" 细胞研究的实验室应当不断建立各种

遗传背景的新的 !" 细胞系。本实验以 , 种不同遗

传背景的小鼠为材料，探讨了品系对分离小鼠 !"
细胞的影响。

! 材料和方法

! "! 溶液配制

无钙镁 3&" 缓冲液、胰蛋白酶消化液、40!0
培养液、!" 细胞培养液、丝裂霉素 + 溶液以及 0$
胚胎操作液的配制见 !567*8 9: 7;（#%%<）和 =7>?
9: 7;（$@@A）。

! "# 小鼠胎儿成纤维细胞的分离培养

取妊娠 #< B 的 +4C# 小鼠，脱颈处死，取出胎

鼠，用 3&" 洗掉身上残留的粘液。去掉胎儿的头、

内脏、四肢、尾，用 3&" 洗 $ 次。用眼科剪剪至 #
DDA 组织块大小，向组织块中加入适量消化液，消

化 #, DEF。加 40!0 培养液终止消化，并用 #@@

!D 滤纱过滤于 #@ D( 离心管中，# @@@ 5 ) DEF 离心

, DEF，弃去上清液，加入 , D( 40!0 培养液并吹

打，使细胞悬浮。二次离心、弃 上 清 液，加 入 A
D( 培养液，吹打制成细胞悬液。移入直径 % *D 培

养皿并补加 G D( 培养液，置入含 ,H +I$ 的 A- J
培养箱中培养（饱和湿度），A@ DEF 后更换培养液，

以后每隔 $ B 换一次培养液。

! "$ 成纤维细胞饲养层制备

将铺满成纤维细胞（, 代以内）的培养皿中的

培养液移去，加入丝裂霉素 + 溶液 , D(，置 A-
J、,H +I$ 饱和湿度培养箱中培养 < 8。移去丝裂

霉素 + 溶液，用 3&" 液洗涤 A 次，加入 , D( 消化

液消化 $ DEF，使细胞离散，再加入等体积培养液

终止消化，制成细胞悬液。然后于四孔板每孔中加

入 @ K#, D( 成纤维细胞悬液，再补加 @ K- D( 培养

液，用移液枪充分吹打，以确保成纤维细胞能够均

匀沉降于孔底。置培养箱中培养 $< 8 后待用，用

前换液。

! "% 小鼠胚胎的采集

实验用 , 种小鼠由北京大学医学部实验动物部

提供。鼠房温度 $$ L $, J，湿度 <@H L -@H；光

照周期采用 #$( M #$4，每日 -：@@—#%：@@ 光照。

选取处在间情期的 < 周龄母鼠于 #<：@@ 腹腔注射

30"N（天津市激素制品厂）#@ O )只，<G 8 后腹腔

注射 P+N #@ O )只。注射后与公鼠 # M # 合笼，次日

早晨检查阴道栓。见栓母鼠于 A B 后取囊胚。在实

体显微镜下先将变性或不正常的胚胎剔除掉，然后

再将正常的囊胚和桑椹胚转移到饲养层上，置培养

箱培养。

! "& ’( 细胞的分离与培养

小鼠胚胎贴壁和内细胞团（1+0）增殖后，用

消化液将 1+0 离散成小块后移入新的含有饲养层

细胞的四孔板中。< L , B 后分离 !" 细胞样集落，

经数次分离纯化后，!" 细胞逐渐扩增并转入 A K,
*D 的培养皿中，常规维持与传代。

! ") ’( 细胞的鉴定

# K. K # 形态学 观察 !" 细胞的生长行为及形态特

征。

# K. K $ ’/3 染色 取出生长有 !" 细胞集落的培养

皿，无水乙醇固定 #, DEF；流水冲洗；孵育液［"
Q 磷酸萘酚钠 A, D>，固蓝 & A, D>，@ K# DR; ) (
S5ET 缓冲液（UP % K@）A, D(，混合均匀，滤纸过

滤使用］作用 #@ DEF；流水冲洗 #@ DEF；$H甲基

绿溶液染色 #@ DEF；流水冲洗，镜下观察。

# K. K A 体内分化 将 !" 细胞消化为单细胞悬液后

注入小鼠腹股沟内，< 周后观察畸胎瘤的形成。

# K. K < 嵌合体制备 将 !" 细胞（#@ 代以内）与

+4C# 小鼠桑椹胚（+4C# 小鼠 !" 细胞与 +,-&( ) .V
小鼠桑椹胚聚合）聚合后单侧移植假孕 $ K, B 的
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!"#$ 母鼠子宫内，每只母鼠移植 $% 枚聚合胚胎

（&’’()’* +( ’,，-../；0(+1’2(，$33/）。

! "# 数据处理

采用!
- 检验中的独立性检验对实验数据进行

统计检验，揭示 40 细胞的分离和嵌合体的制备与

小鼠品系之间的关系。

$ 结果与分析

$ "! %& 细胞的分离

囊胚在饲养层上培养 -5 6 后，透明带开始脱

落。%. 6 后，大部分胚胎贴壁。3% 6 后，贴壁的

7!& 增长成为柱状结构，将增殖为柱状结构的 7!&
机械剥离，并用消化液离散成小块细胞团，接种在

新鲜饲养层上，培养 5 8 9 : 后共得到 $; 个 40 细

胞集落，该集落边缘清楚，表面光滑，结构致密，

细胞之间界线不清楚，隆起生长，呈鸟巢状；待单

个 40 细胞集落扩增传至 / <9 =) 培养皿时，记作第

$ 代，共得到 $- 个 40 细胞系，冻存（表 $）。没有

从 >& 小鼠分离到 40 细胞，从 !"#$ 和 !9?@A B %C
小鼠囊胚分离 40 细胞的效率很低，而从 $-3 B 0D 和

$-3 B0D E !9?@A B %C 小鼠囊胚分离 40 细胞的效率

（$$ <5F）显著高于其他品系（!
- G $/ <-;，!" G 5，

# H . <.$）（表 $）。这些结果表明：品系对小鼠 40
细胞的分离有重要影响，利用 $-3 小鼠以及包含

$-3 小鼠遗传背景的杂交小鼠都较容易分离 40 细

胞。

$ "$ %& 细胞的 ’() 检测与体内分化

40 细胞除具有典型的克隆形态外，表面标记

I>J 呈强阳性，染色呈紫红色，饲养层细胞不着色

或呈浅黄色。利用 5 种不同遗传背景的 $- 个 40 细

胞系进行体内分化实验和嵌合体制作，都得到了包

含不同组织的畸胎瘤，其中 $$ 个 40 细胞系得到了

皮毛嵌合体（全为雄性，表 -）。所有嵌合体与亲

本 回交得到的后代都出现了毛色分离，说明这$$个

40细胞系都参与了生殖系嵌合。从$ .5-个聚合胚

胎 中共得到了--/只仔鼠，其中%3只为生殖系嵌合

表 ! 小鼠胚胎干细胞的分离

*+, - ! ./01+2304 05 607/8 %& 9811/
遗传背景

K+*+(L= M’=NO2PQ*:
囊胚数

RP S PT M,’U(P=VU(U
出现 40 细胞集落数

RP S PT 40 =,QU(+2U
40 细胞系（F囊胚）

RP S PT 40 =+,, ,L*+（F @,’U(P=VU(U）
>& 93 . .（.）

!"#$ 9- $ $（$ <3）

$-3 B 0D /9 % 5（$$ <5）

!9?@A B %C 5; - $（- <$）

$-3 B 0D E !9?@A B %C 5? 3 %（$- <;）

WP(’, -5$ $; $-（9 <.）

表 $ 小鼠 %& 细胞与桑椹胚的聚合

*+, - $ ’::;8:+2304 05 607/8 %& 9811 +4< 60;71+

遗传背景

K+*+(L= M’=NO2PQ*:
40 细胞系

40 =+,, ,L*+
聚合胚胎

IOO2+O’(+: +)M2VP
产仔数（F聚合胚）

ALD+ XQX（F IOO2+O’(+:）

生殖系嵌合体（F聚合胚）

K+2),L*+ =6L)+2’
（F IOO2+O’(+:）

!"#$ Y $ $/9 -;（-. <?） .（.）

$-3 B 0D Y $ $9- 5/（-; </） %（/ <3）

Y - ;% $/（$9 <$） -（- </）

Y / ?/ ?（3 <%） $（$ <5）

Y 5 %9 $.（$9 <5） -（/ <$）

!9?@A B %C Y $ ;5 -$（-9 <.） 5（5 <;）

$-3 B 0D E !9?@A B %C Y $ $?; 5;（-? <.） $3（$. <?）

Y - 9- $-（-/ <$） 3（$? </）

Y / 5$ 9（$- <-） /（? </）

Y 5 /- 5（$- <9） -（% </）

Y 9 5; $$（-/ <.） %（$- <9）

Y % 3% -$（-$ <3） $9（$9 <%）

WP(’, — $ .5- --/（-$ <5） %3（% <%）
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体。得到仔鼠的效率在不同品系间没有差异（!
! "

# $%&，!" " ’，# ( ) $&），但得到生殖系嵌合体的效

率在不同品系间有显著差异。由 #!% * +, - .&/01 *
23 的 2 个 4+ 细胞系得到生殖系嵌合体的效率为

2 $’5 6 #& $25，显著高于其他 4+ 细胞系（!
! "

’% $7%，!" " ’，# 8 ) $))&）；没有从 .9:# 4+ 细胞中

得到生殖系嵌合体；从 #!% * +, 和 .&/01 * 23 4+ 细

胞中得到生殖系嵌合体的比例也比较低，分别为

# $;5 6 ’ $%5和 ; $75（表 !）。上述结果暗示，从

具杂交遗传背景的 4+ 细胞中更容易得到生殖系嵌

合体。图 # 为 #!% * +, - .&/01 * 23 <# 4+ 细胞集落、

=>? 染色、畸胎瘤切片和生殖系嵌合体。

图 # 小鼠 #!% * +, - .&/01 * 23 <# 4+ 细胞集落（@）、=>? 染色（A）、畸胎瘤切片（B）和生殖系嵌合体（C）

DEF G # 4HAIJKLEB MNOH BPQMNOIM（@），=>? CJOELF（A），MPEBO KR NOI@NKB@IBELKH@（B）@LC FOIHPELO BSEHOI@（C）

EL #!% * +, - .&/01 * 23 <# HEBO

! 讨 论

4+ 细胞技术的关键是获得性状优良的 4+ 细胞

系。从国外购买的 4+ 细胞系由于长距离的运输、

培养条件的改变以及传代次数的增加，很容易造成

4+ 细胞的基因突变和染色体畸变，往往导致细胞

出现生长滞留并丧失多能性，从而失去作为重要研

究材料的意义。因此，不断建立新的、可供国内使

用的 4+ 细胞系是十分必要的。

目前，建立和维持小鼠 4+ 细胞系最常用的方

’&!’ 期 李相运等：品系对小鼠胚胎干细胞分离效率的影响



法是饲养层法，即以丝裂霉素 ! 或!射线处理的

小鼠胚胎成纤维细胞（"#$）作饲养层，并在培养

基中添加分化抑制因子 %&$，即白血病抑制因子

（’()*(+,- ,./,0,1234 5-6123）。本实验以第 7—8 代经

丝裂霉素 ! 处理 7 / 的 "#$ 作为饲养层细胞，利

用高糖 9"#" 作为基础培养基，添加 :8;的新生

犊牛血清、< =: ++2’ > % 的 7 ? 巯基乙醇、:;的非

必需氨基酸、7 ++2’ > % 的谷氨酰胺、青霉素和链

霉素各 8< @ > +% 以及 %&$ : <<< @ > +%，可从小鼠

囊胚内细胞团有效分离获得 #A 细胞。最佳的 &!"
离散时机是分离 #A 细胞的关键，&!" 离散的时间

一般为囊胚体外培养 B C 8 D，理想的 &!" 呈圆形

或椭圆形、立体感强、边缘滑润、集落内部细胞均

匀一致、无环状或半环状分层带。#A 细胞集落边

缘清楚，表面光滑，结构致密，细胞之间界线不清

楚，隆起生长，呈鸟巢状，EFG 染色呈阳性，体

内可形成畸胎瘤，与桑椹胚聚合可得到生殖系嵌合

体。

品系是影响小鼠 #A 细胞分离的一个重要因素

（A)H)*, (1 -’，:III；A,+JK2. (1 -’，:IIL；#MM-. (1
-’，7<<:），目前国际上通用的 #A 细胞绝大多数都

是来源于 :7I 品系小鼠，分离 #A 细胞的传统方法

也是在 :7I 小鼠上建立起来的，这说明适宜于 :7I
小鼠 #A 细胞系建立的方法和培养条件，可能并不

适宜于其他品系的小鼠。:7I 小鼠具有高频的自发

畸胎瘤现象，从畸胎瘤中可以分离到畸胎瘤干细胞

系，而其他品系的小鼠却不易自发产生畸胎瘤，这

种遗传背景的不同，使不同品系的小鼠 #A 细胞的

分离方法和培养条件存在一定的差别。在本实验

中，从 NO 个 !9P: 小鼠 &!" 和 7O 个 !8LQ% > OR 小

鼠 &!" 分别只得到了 : 个 #A 细胞系，而从 77 个

:7I > AS 小鼠 &!" 和 N: 个 :7I > AS T !8LQ% > OR 小鼠

&!" 分别得到了 B 个和 O 个 #A 细胞系。这似乎说

明从 :7I 小鼠以及包含 :7I 小鼠遗传背景的杂交鼠

都能容易分离 #A 细胞。此外，从 :7I > AS T !8LQ% >
OR#A 细胞获得嵌合体的效率最高，这暗示 #A 细胞

的遗传背景的杂合度是影响嵌合体生存能力的重要

因素（#MM-. (1 -’，7<<:）。A)H)*, (1 -’（:III）从

8B< 枚各种类型小鼠胚胎中建立了 :N 个 #A 细胞

系，其中 :< 个细胞系来自 :7I > ASP1(3 小鼠胚胎，:
个来 自 !8LQ% > O!3A’6 胚 胎，: 个 来 自 QO97$: T
!8LQ% > O!3A’6 杂交胚胎，: 个来自 U2* DD4 T A’6
T &!V 杂交胚胎；而从其他 O 种遗传背景不同的小

鼠胚胎中没有得到 #A 细胞系，可能是因为它们中

含有抑制 #A 细胞形成的遗传因子。有时从杂交胚

胎中能得到 #A 细胞系，但从其双亲胚胎中却得不

到 #A 细胞系，这一现象说明：高遗传杂合度有利

于 #A 细胞的分离。F-W-K( (1 -’（:IIB）也证明小

鼠 #A 细胞的分离存在品系差异，不同的小鼠品

系，不但分离 #A 细胞的方法稍有不同，且 #A 细

胞的特征也不相同，例如从 QE%Q > 6 小鼠很难得到

#A 细胞。
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