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摘要：目前，对小鼠胚胎干细胞的研究较为深入，并已成为研究细胞分化及信号转导、新基因发现及功

能鉴定、器官发生、人类疾病和药物开发等的有效手段。胚胎干细胞建系是一项基础性工作。虽然技术

日趋成熟，有些品系小鼠的胚胎干细胞建系已是常规技术，但不同品系小鼠胚胎干细胞的建系效率仍有

很大差异，建系途径和方法各有特点，一个品系胚胎干细胞的建系方法不一定都适用于其他品系。本文

从小鼠胚胎干细胞建系的途径、分离操作技术、培养体系等方面进行综述，并就与之相关的有些问题提

出思考和对策。
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近 !" 多年来，胚胎干细胞（ABCDE743F @GAB
FAHH@，P/）一直是生命科学领域的研究热点。尤

其是 %YY& 年建立了人类 P/ 细胞系［%，!］后，更是

掀起了研究 P/ 细胞的热潮。P/ 细胞可在体外

无限增殖和保持未分化状态，具有分化为体内

各种细胞的潜能，同时便于遗传操作。小鼠作

为模型动物，在医学、农业、生物工程等领域被

广泛使用，小鼠 P/
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细胞已成为研究细胞分化、



器官发生、新基因发现和功能研究、人类疾病和

药物开发等的有效手段［!］。建立不同品系小鼠

"# 细胞系是一项基础工作，不仅是各项研究的

基础材料，而且为相关研究提供技术平台。有

关小鼠 "# 细胞建系的研究文献已不计其数，国

外出版过许多小鼠 "# 细胞建系的技术指南，但

可供公共使用的小鼠 "# 细胞系仍较少，而国外

的建系方法也不完全适用于国内的情况。本文

拟从小鼠 "# 细胞建系的途径、分离操作技术、

培养体系方面作一综述。

! 小鼠胚胎干细胞的建系途径

!"! 利用体内发育的早期胚胎建立小鼠 #$ 细

胞系 以体内发育 !$% & ’$( 日龄囊胚的内细

胞团（)**+, -+.. /011，234）作为分离小鼠 "# 细

胞的起始材料，一直是建立小鼠 "# 细胞系的主

要途径。但也有利用 56细胞胚胎、桑椹胚、延迟

着床囊胚及上胚层细胞为材料成功建立小鼠

"# 细 胞 系 的 报 道［’ & 5］。 最 近，708. 9 : ;+10,
（<((%）报道用小鼠 ’6细胞、56细胞和桑葚胚阶

段的胚胎建立了 "# 细胞系，并且显示桑椹胚源

"# 细胞有高的种系嵌合能力，能分化为胚外外

胚层细胞，这是从内细胞团和上胚层细胞分离

的 "# 细胞所不具备的，提示从不同发育阶段胚

胎分离的 "# 细胞可能具有不同的分化潜力［=］。

!"% 通过体细胞核移植建立小鼠 #$ 细胞系

克隆羊“多利”的诞生，证明终末分化细胞核具

有发育全能性，通过核移植建立 "# 细胞系是一

条现实可行的途径。目前有报道以胎儿神经细

胞、小鼠颗粒细胞、淋巴细胞、尾尖皮肤细胞为

供核细胞，建立了核移植小鼠 "# 细胞系［>( & >!］，

核移植小鼠 "# 细胞具有与常规 "# 细胞相同的

特性。但 目 前 建 系 成 功 率 低，一 般 不 超 过

%?［>!，>’］。核移植小鼠 "# 细胞的成功建系拓宽

了 "# 细胞的来源，陈莹等、@AA #8B CD0*E 等分

别建立了人的核移植 "# 细胞系［>% & >F］。利用核

移植自体 "# 细胞的分化物进行移植，可避免排

斥反应的发生，从而诞生了“治疗性克隆”的概

念。

!"& 利用孤雌胚胎建立小鼠 #$ 细胞系 哺乳

动物卵母细胞在一定条件下能自行发育到囊

胚，所以分离孤雌囊胚 234 可建立 "# 细胞系。

G)* 等报道利用未受精 4!期卵母细胞建立了

孤雌胚源的同型纯合小鼠 "# 细胞系，结果显示

孤雌胚源小鼠 "# 细胞具有常规小鼠 "# 细胞的

特性［>5］。但有人提出孤雌胚源的小鼠 "# 细胞

存在基因失调，如胰岛素样生长因子6> 受体基

因和胰岛素样生长因子6< 基因在孤雌囊胚不

表达［>=］。所以，该种 "# 细胞及其分化细胞移

植体内后与常规 "# 细胞有何差异，仍需要深入

研究。

!"’ 自原始生殖细胞克隆转化而来的胚胎干

细胞 从受精后 5$% & ><$% 日龄小鼠胚胎背肠

系膜和H或生殖嵴分离原始生殖细胞（I,A/A,J)0.
E+,/ -+..1，7K31），40L18) 等首先报道建立了小

鼠多潜能干细胞系，结果显示 7K31 在集落形

态、生长特性、细胞表面标志、分化潜能与 "# 细

胞类似，并具有种系嵌合的能力［<(］。为与附植

前胚胎来源的 "# 细胞相区别，现称其为胚胎生

殖细胞（+/M,NA*)- E+,/ -+..1，"K31）。

% "# 细胞的分离操作技术

%"! ()* 的分离方法 分离 234 的方法有全

胚培养法、免疫外科法和显微外科法。全胚培

养法是模拟胚胎体内附植的过程，使胚胎贴附

到基质或饲养层上并脱去透明带，234 细胞生

长形成未分化的细胞集落，最后用酶消化和H或
机械剥离获得 234 细胞。免疫外科法是用酸

或链蛋白酶去透明带之后，使裸胚与兔抗鼠脾

淋巴细胞抗体、补体分别作用一段时间，滋养层

细胞破裂崩解，再机械分离 234 细胞。显微外

科法则是在去透明带之后，直接剥离滋养层细

胞而获得 234 细胞，O,AAB 等通过该方法分离着

床期和延迟着床胚胎的上胚层细胞建立了小鼠

"# 细胞系［5］。全胚培养和免疫外科经常用于

分离 234 细胞，二者操作简便容易掌握，显微

外科法则难于掌握。

%"% ()* 离散时机的选择 在适宜时机离散

234 细胞，有助于重新接种后形成 "# 细胞集

落。孟国良等报道在培养 ’ J 离散 OPGOH3 小
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鼠 !"# 集落比在培养 $ % 离散容易形成 &’ 细

胞集落［()］；童英等报道离散培养 * % 的 "+,-./
$0 小鼠 !"# 集落建立的小鼠 &’ 细胞系具有较

高的嵌合能力，而离散 1 % 的 "+,-./$0 小鼠

!"# 集落建立的小鼠 &’ 细胞系其嵌合率却只

有 1234［((］。孟国良等报道胚胎培养后 1 5 $
%、* 5 *2+ %、1 %、1 5 + %、1 5 + %，分别是 )(6/789、
"+,-./$0、-:.-/"、;#、!"< 品系小鼠 !"# 集落

适宜的离散时间［(*］。因此，选择 !"# 离散时机

需综合考虑品系来源、培养条件、胚胎贴壁时

间、!"# 集落形态、细胞分化速度等因素，经验

的积累有助于正确选择 !"# 集落的离散时机。

!"# $%& 集落及 ’( 细胞的消化条件 通常

用胰酶=&>?: 消化液离散消化 !"# 和 &’ 细胞，

但 -9@@A 等、?8BC9 报道用链蛋白酶和含 &D?:
的 E" 营养液分别处理上胚层组织及不同发育

阶段胚胎贴壁形成的未分化细胞集落，二者都

建立了小鼠 &’ 细胞系［3，6］。对于胰酶=&>?: 消

化液，不同文献报道所使用的浓度各不相同，但

都在 F2F+4 5 F2(+4的范围内变动。研究显示

不同品系小鼠 &’ 细胞对胰酶的敏感度存在很

大差异，如 -:.-/" 小鼠 &’ 细胞对胰酶就较敏

感［()］。使用低浓度消化液，在消化过程中反复

吹打、连续消化等便于细胞与消化液均匀作用，

有利于重新接种后 &’ 细胞集落形成和核型完

整维持［()，(1］。为降低消化液对细胞的损伤，可

按 )4的比例添加鸡血清［(1］。建系小鼠 &’ 细

胞传代需要稳定的消化操作条件，因此应针对

特定细胞系建立适宜的消化操作条件。

# 小鼠胚胎干细胞体外培养技术及其

多分化潜能的维持

小鼠 &’ 细胞的建系过程是 &’ 细胞与体外

环境相互选择和适应的过程，适宜的培养体系

有利于维持小鼠 &’ 细胞核型完整和多分化潜

能。

#") 饲养层为基础的培养体系 饲养层细胞

通过合成分化抑制因子（%GHH898I7GC7G@I GIJGKG7@9L
CM7GNG7G8B，>!:）和作为胚胎、&’ 细胞贴附的基

质，促进 &’ 细胞增殖并抑制分化，为 &’ 细胞提

供生长环境和信号。目前使用最普遍的饲养层

细 胞 是 鼠 胚 胎 成 纤 维 细 胞（O@PB8 8OK9L@IGM
HGK9@KQCB7，#&R）及其无限系 ’?E 细胞。通常以

)(2+ 5 )$2+ 日龄的小鼠胚胎为材料分离 #&R，

以 * 5 + 代的 #&R 作为饲养层，许多 #&R 在 $
代以后因活力退化不适宜用作饲养层。#&R
和 ’?E 细胞作为饲养层，均可维持小鼠 &’ 细

胞的未分化状态和多分化潜能，在一定代次内

保持细胞核型完整。二者相比，’?E 细胞不容

易维持 &’ 细胞的核型完整，尤其是高代次的

’?E 细胞［(+，($］。另外，还可用卵巢、输卵管、子

宫内膜细胞、鸡胎肝成纤维细胞、膀胱癌细胞、

子宫颈癌鳞状上皮细胞等作为饲养层培养小鼠

&’ 细胞。用饲养层分离培养 &’ 细胞具有很多

缺点，如增加了许多操作环节，不容易控制实验

条件，当对 &’ 细胞进行遗传操作时不利于细胞

筛选，不利于对 &’ 细胞进行准确的生化分析，

不利于人 &’ 细胞及其分化细胞用于临床。

#"! 无饲养层为基础的培养体系 无饲养层

培养小鼠 &’ 细胞可方便地对 &’ 细胞进行遗传

操作，所以建立无饲养层培养体系是一种发展

趋势。目前主要通过三个途径实现小鼠 &’ 细

胞的无饲养层培养：!在 &’ 细胞培养基中添加

白血病抑制因子（Q8PA8OGC GIJGKG7@9L HCM7@9，.!R），

添加 .!R 可使小鼠 &’ 细胞在无饲养层条件下

保持未分化状态［(,］，但是离开了血清或饲养

层，.!R 并不能有效地促使小鼠 &’ 细胞增殖和

抑制分化［(3］；"利用条件培养液培养 &’ 细胞，

童英等报道利用大鼠心肌细胞条件培养液在无

饲养层条件下成功建立了 "+,-./$0 的 O&’ 细

胞系［(6］；孟国良等报道大鼠心肌细胞条件培养

液在无饲养层时可使小鼠 &’ 细胞连续传 (F
代，保持核型完整和未分化状态，并且促进小鼠

&’ 细胞贴壁，提高 &’ 细胞的增殖速度［*F］；#利

用转基因技术构建转基因的小鼠 &’ 细胞系。

SCOCI8 等报道表达抗凋亡蛋白 -MQ=( 的转基因

小鼠 &’ 细胞，在 .!R 存在的情况下不需要血清

和饲养层也能增殖并保持其固有特性［(3］。为

促进 &’ 细胞贴壁，常用 F2)4明胶或 !T 胶原包

被培养皿，有人也用多聚氨酸、纤连蛋白［*)］。
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!"! 胚胎干细胞的培养基组成与类型

!"!"# !" 细胞常规培养基组成 !" 细胞培养

基通常在高糖 #$!$ 的基础上添加血清、!%巯
基乙醇、&%谷氨酰胺、非必需氨基酸、&’( 等配制

而成。尚克刚等报道高糖培养基有助于胚胎贴

壁、’)$ 集落形成和 !" 细胞增殖、丙酮酸钠不

利于 囊 胚 贴 壁、’)$ 集 落 形 成 和 !" 细 胞 增

殖［*+］。常规的 !" 细胞培养基都要添加胎牛血

清，添加浓度通常为 ,-. / +0.，添加血清可

促进胚胎贴壁、’)$ 集落形成和 !" 细胞增殖。

但血清中常含有一些无法确定的细胞因子诱导

!" 细胞分化，而且不同种类批次的血清成分可

能存在很大差异，所以在 !" 细胞建系过程中应

对血清的种类、来源、批次进行筛选，尽量使用

同批次血清［+-］。目前已有血清替代物出售，

12344 等利用无血清培养基分离建立了小鼠 !5
细胞系［**］，)6789 等利用无血清培养基建立了

小鼠 !" 细胞系，结果显示无血清培养基在 !5、

!" 细胞的建系效率及核型维持、种系嵌合能力

方面优于常规培养基［*:］。但使用血清替代物

培养，需要高密度接种细胞才能促使 !" 细胞增

殖和克隆形成，因而不利于 !" 细胞的单细胞克

隆［*-］。

&’( 是各种小鼠 !" 细胞培养基使用最多

的细胞因子，&’( 的作用是抑制 ’)$ 和 !" 细胞

分化，(;3;7 等报道无饲养层时在无血清培养基

中 &’( 还具有抗凋亡的作用［*<］。&’( 在培养基

中的添加浓度，不同的文献各有不同，成系的小

鼠 !" 细胞一般添加 -00 / , 000"9=>?。不同品

系小鼠 !" 细胞分离培养所需 &’( 的浓度存在

差异，@A6A3BA8C 等报道分离 )-D@&=< 和 @E&@=)
的小鼠 !" 细胞所需 &’( 的浓度就存在较大差

异［*D］，FA9AG;H64 等从非肥胖型糖尿病小鼠分离

!"细胞时 &’( 的添加量达到 ,0 000"9=>?
［*I］。

所以，应根据 !" 细胞的品系来源、培养体系通

过实验来确定培养基中 &’( 的最佳浓度。

!"!"$ !" 细胞条件培养液 即是将特定细胞

培养一段时间后，回收其培养液，经过离心、透

析、过滤，使用时以一定比例与基础营养液、血

清等配制而成。条件培养液在有饲养层或无饲

养层的条件下可支持 ’)$、!" 细胞增殖并可抑

制细胞分化。韩嵘等利用大鼠心肌细胞条件培

养液在无饲养层的情况下培养 )-D@&=<J 小鼠

胚胎，显示胚胎贴壁率、’)$ 增殖率和 !" 细胞

集落形成率与以 $!( 为饲养层的培养结果没

有差异［*K］。目前国内应用大鼠心肌条件培养

液已建立了 ,+K、)-D@&=<J、@E&@=) 等品系的小

鼠 !" 细胞系［+,，+:，+K］。用于制备条件培养液的

细胞还有 @L&、1@&%@<*、M),0%<L（转染 &’( 基

因的 )N" 细胞亚系）、M"E%,、O*、鸡胚肝细胞、

人膀胱癌细胞系 -<*D 等。使用条件培养基分

离培养 !" 细胞可节约费用，但条件培养基含有

多种不确定因子，所以也不利于对 !" 细胞进行

准确的生化分析。

% 小鼠胚胎干细胞建系存在的问题与

对策

小鼠 !" 细胞建系技术日趋成熟，并已成功

地应用于以小鼠 !" 细胞为材料的各类研究。

综合上述小鼠 !" 细胞建系技术的各个方面，笔

者认为下面问题还需深入研究。

有些品系小鼠 !" 细胞的建系效率仍需进

一步提高。目前，除 ,+K 品系小鼠 !" 细胞建系

比较容易外，其他品系小鼠 !" 细胞的建系效率

仍不高，国内 @E&@=) 小鼠的建系成功率还不

到 ,-.［+,］。开发新型条件培养基并优化其制

备技术，是一条提高小鼠 !" 细胞建系效率现实

可行的途径。"H6228PA8Q 等利用转染兔源 &’(
基因的兔成纤维细胞系制备条件培养基，成功

地使 @E&@=) 小鼠的 !" 细胞建系率达到 :,.，

)-D@&=<F 小鼠的建系率达到 -I.［:0］，国内大

鼠心肌细胞条件培养基的成功应用也使小鼠

!" 细胞的建系效率得到提高［+,，+*，+:，+K］。

目前各种培养体系均能维持 !" 细胞的未

分化状态，但存在不能长期维持 !" 细胞核型完

整的问题。随着传代次数增加，核型完整的 !"
细胞总是不同程度地减少。首先是稳定 !" 细

胞的培养体系和操作条件，如果不得已改变培

养体系和操作条件应通过实验进行调整；另外，

在传代培养中跟踪检测 !" 细胞的核型变化。

·,*,·, 期 余树民等：小鼠胚胎干细胞建系技术研究进展



用于小鼠 !" 细胞分离培养的饲养层细胞

需要进一步筛选优化。饲养层在小鼠 !" 细胞

建系过程中被广泛采用，前已述及 #!$ 和 "%&
的不足。筛选能稳定传代和高活力的细胞用作

饲养层，有助于稳定 !" 细胞的培养条件；构建

稳定表达抗性因子的转基因品系小鼠，从转基

因小鼠分离 #!$ 是解决目前 #!$ 缺乏抗性因

子的一条途径。

建立无血清、无饲养层 !" 细胞分离培养体

系，该体系可准确研究 !" 细胞对环境变化的反

应，为人类 !" 细胞应用于临床奠定基础。最

近，’()*+,*-.,/, 等报道在无血清和无饲养层条

件下建立了人类 !" 细胞系［01］。
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