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小 鼠 胚 胎 干 细 胞（6I 细 胞）是 从 小 鼠 囊 胚 内 细 胞 团

（LBH）分离出来的、在体外培养过程中可维持未分化状态、

正常二倍体核型及无限增殖能力，具有多能性或全能性的细

胞系［! M 2］。6I 细胞广泛应用于克隆动物制作、转基因动物

生产、动物医学模型建立、真核细胞基因表达与调控的研究、

细胞分化机制的探索、人及哺乳动物基因功能的研究以及细

胞、组织、和器官的修复与移植研究。胚胎干细胞的研究和

应用已成为生命科学研究的热点和前沿领域之一［4 M "］。

自第一株 !$? 小鼠 6I 细胞系建立以来，人们在生物学

和医学等多个领域进行了广泛深入的研究，取得了引人瞩目

的成就［? M !!］。然而由于其高频自发畸胎瘤特性及其 6I 细胞

容易癌化等特点，限制了 !$? 小鼠 6I 细胞在免疫学和组织

移植研究中的应用。B13CD@#E 小鼠具有致癌性不敏感和对

鼠痘病毒有良好抗性等优点，在医学、生物学研究中应用十

分广泛，该品系小鼠 6I 细胞系的获得，将使其优良的遗传背

景在相关科学研究中得到广泛应用。

!$? 小鼠是比较容易建系的近交系小鼠品系，国外最高

建系率可达 2%N M 4%N，国内一直徘徊在 !%N左右［!$，!2］，我

们在几个方面对传统的建系方法进行了改进，结果表明改进

后的方法大大提高了建系率，建系率高达 22N。

!??!年，D,O,/-799 等［!4］以人类膀胱癌细胞系（1#23）为

饲养层，用 1#23 细胞的条件培养基培养 2O 的桑葚胚，分离

得到了 6I 细胞系；!??4 年，P7Q7=, 等［!1］利用 ID!% 成纤维细

胞饲养层，在添加过量 DLR 培养基中培养 B13CD@# 小鼠的囊

胚，也得到了 6I 细胞系。本室柴桂萱等［!#］曾用 $21 个胚胎

进行建系工作，建立了 2 个分化能力很低的 6I 细胞系，建系

率只有 !<$N。!??? 年童英［!3］报道了一种新的 B13CD@#E 小

鼠 6I 细胞系的建立方法，其建系成功率达 ?<#N；本实验进

一步改进了建系体系，使建系率提高到 !2<2N。

! 材料和方法

!/! 材料

!/!/! 动物来源：!$?@A,/ 小鼠，昆明小鼠，由北京大学实验

动物中心提供；B13CD@#E 小鼠，由军事医学科学院实验动物

中心提供；IS 和 T7=A,/ 大鼠，北大医学部实验动物部提供。

!/!/" 小鼠胚胎原代成纤维细胞及饲养层：用 !2<1O 左右的

昆明小鼠胚胎，采用常温消化法制备小鼠胚胎原代成纤维细

胞。1 代之内的小鼠胚胎成纤维细胞可用于制作饲养层。

!/!/0 大鼠心脏细胞条件培养基（FG0BH）：用天花板培养

法获得大鼠心脏细胞，以 1 U !%# 细胞@!1-D 6I 细胞培养基

的密度接种于 "%>-$ 培养瓶中，经 ?#V 培养后，收集条件培

养基，4%%% /@-89 离心 $%-89。同时，细胞以 !：$ 传代培养，连

续收集 # 代。使用前，用 %<$!- 的微孔滤器过滤。

!/!/1 6I 细胞培养基：（!）6I 细胞基础培养基：SH6H 培养

基（WLCBX，41%%-:@ D 葡萄糖，不含丙酮酸钠），补加 $%N国

产胎牛血清（经胚胎培养和干细胞培养鉴定适于 6I 细胞培

养的国产胎牛血清），4 万 LY@D 庆大霉素，%<!--’(@D"0H6，

%<!--’(@D 非必需氨基酸；（$）常规 6I 细 胞 培 养 基：!%%%Y
-DLR@-D 6I 细胞基础培养基；（2）改进的 6I 细胞培养基：

3%N FG0BHZ 2%N6I 细胞基础培养基。

!/!/) 消化液：（!）常规消化液：%<$1N5/[\=890%<%4N6S5K；

（$）常规消化液中加入 !N的鸡血清。

!/" 方法

!/"/! 囊胚培养：取孕 2<1O 左右的 !$?@A,/、B13CD@#E 小鼠，

冲出胚胎，将其转移到铺有 ]H6R 饲养层的四孔板培养孔

内，1NBX$，23^培养。

!/"/" 小鼠胚胎干细胞系的建立：常规建系法：以 ]H6R 饲

养层、添加 -DLR 的 6I 细胞培养基、%<$1N5/[\=890%<%4N6S0
5K 消化液为建系条件，采用“一次消化法”离散增殖 4 M #O



的 !"#$%&’ 小鼠和 ()*+,$-. 小鼠的内细胞团（/(0）及 /(0 离

散后出现的 12 细胞集落。“一次离散法”是用消化液将 /(0
消化一定时间，然后加入终止液，再用毛细管吹打分散，移入

新的培养孔。3*4，)5(6" 条件下培养、观察、比较 12 集落

出现的情况。

改进建系法：以 7018 饲养层、*95 :;<(0 的 12 细胞培

养基、添加 !5鸡血清的消化液为建系条件，采用“连续消化

法”离散增殖 = > -? 的 !"#$%&’ 小鼠和增殖 3 > 3@)? 的 ()*+,$
-. 小鼠的 /(0 及 /(0 离散后出现的 12 细胞集落。“连续离

散法”是将 /(0 移入消化液中，稍后即开始用约 !$= /(0 直

径的毛细管轻缓吹打，将 /(0 外围离散下来的单细胞和小细

胞团块快速移入 = 孔板培养孔内，然后换用更细的毛细管吹

打离散剩余的团块，将第二次离散下的单细胞和小细胞团块

快速移入培养孔内，如此反复，直至将 /(0 完全离散，分批将

离散下来的单细胞和小细胞团块移入培养孔内。3*4，)5
(6" 条件下培养、观察、比较 12 集落出现的情况。

12 细胞系的建立：12 集落离散后转移到有 7018 饲养

层和不同 12 细胞培养基的 = 孔板孔内，待孔内长满 12 集落

后，将其扩增培养至直径 3)AA 培养板内培养。

!"#"$ 12 细胞鉴定：碱性磷酸酶染色鉴定：12 细胞经无水

乙醇固定 !B，染色液（9@=AC$A,!<磷酸萘酯，! AC$A, 坚牢红

D:，= AAEF$, 0C(F" ，新鲜配制）染色 !9 > 39 AGH。

核型分析：取生长旺盛的 12 细胞，用秋水仙素（终浓度

为 9@""C$A,）处理 !@)B，常规空气干燥法制片，IG&AJK 染色。

体外分化能力鉴定：将 12 细胞消化为小团块，在无饲养

层的平皿上培养，培养液为 12 细胞基本培养基。

体内分化能力鉴定：将约 ! L !9* 12 细胞消化为单细胞

悬液，注射到同性别 +M,+$N 小鼠腹股沟内，观察畸胎瘤的形

成，常规石蜡切片，;O1 或三色染色。

# 结 果

#"! 常规法与改进法对 !#%&’()、*+,-.&/0 小鼠 12 细胞集

落形成率和建系率的影响

#"!"! 两种建系法对 !"#$%&’ 小鼠 12 细胞集落形成率和建

系率的影响：如表 ! 所示，用常规建系法和改进建系法分别

离散 !* 和 !P 枚 !"# 小鼠增殖的 /(0，将离散后的 /(0 重新

接种培养，前者有 * 个（=!@"5）培养孔出现了 12 集落，后者

有 !3 个培养孔出现了 12 集落；用两种方法离散、扩增所得

到的 12 集落，分别建成了 " 个（!!@P5）和 - 个（33@35）12
样细胞系。由此可见，用常规方法和改进后的方法建立 !"#
小鼠 12 细胞系，差异十分显著。

#"!"# 两种建系法对 ()*+,$-. 小鼠 12 集落形成率和建系

率的影响：如表 " 所示，用常规建系法和改进后的方法分别

离散 "* 和 39 枚 ()*+,$-. 小鼠增殖的 /(0，将离散后的 /(0
重新接种培养，前者有 " 个（*@=5）培养孔出现了 12 集落，

后者有 = 个（!3@35）培养孔出现了 12 集落；用两种方法离

散、扩增所得到的 12 集落，分别建成了 ! 个（3@*5）和 = 个

（!3@35）12 样细胞系。由此可见，用常规方法和改进后的方

法建立 ()*+,$-. 小鼠 12 细胞系，差异十分显著。

表 ! 两种方法对 !#%&’() 小鼠 12 集落形成率及建系率的影响

3456( ! 37( (88(9’: ;8 ’<; =>88()(?’ @(’7;=: ;? ’7( A()9(?’4B( ;8

12 96;?(: 4?= ’7( )4’>; ;8 12 9(66 6>?(: 8);@ !#%&’() @>9(

0&%BE? EQ &J%KRFGJBGHC 12 N&FF FGH& 2%KH?K’? A&%BE? /AS’ET&? A&%BE?

UVAR&’ EQ ?GJJENGK%&? /(0 !* !P

UVAR&’ EQ /(0 QE’AGHC 12 NEFEHG&J *（=!@"5） !3（*"@"5）

UVAR&’ EQ 12 N&FF FGH&J "（!!@P5） -（33@35）

表 # 两种方法对 *+,-.&/0 小鼠 12 集落形成率及建系率的影响

3456( # 37( (88(9’: ;8 ’<; =>88()(?’ @(’7;=: ;? ’7( A()9(?’4B( ;8

12 96;?(: 4?= ’7( )4’>; ;8 12 9(66 6>?(: 8);@ *+,-.&/0 @>9(

0&%BE? EQ &J%KRFGJBGHC 12 N&FF FGH& 2%KH?K’? A&%BE? /AS’ET&? A&%BE?

UVAR&’ EQ ?GJJENGK%&? /(0 "* 39

UVAR&’ EQ /(0 QE’AGHC 12 NEFEHG&J "（*@=5） =（!3@35）

UVAR&’ EQ 12 N&FF FGH&J !（3@*5） =（!3@35）

#"# 两种条件下建立的 !#%&’() 和 *+,-.&/0 小鼠 12 细胞

系的核型比较

#"#"! 两种条件下建立的 !"#$%&’ 小鼠 12 细胞系的核型比

较：分别在第 ) 代和第 !9 代检查了在两种条件下建立的

!"#$%&’ 小鼠 12 样细胞系的核型，常规方法建立的 " 个 12 样

细胞系中，! 个核型正常；改进方法建立的 - 个 12 样细胞系

中，3 个核型正常，这表明两种培养条件都能很好地维持 12
细胞的正常二倍体核型。

表 $ 两种条件下建立的 12 细胞系的核型比较

3456( $ 37( 9;@A4)>:;? ;8 ’7( C4)D;’DA( ;8 12 9(66 6>?(:

(:’456>:7(= E?=() ’<; =>88()(?’ 9;?=>’>;?:

0&%BE? EQ &J%KRFGJBGHC
12 &FF FGH&

2%KH?K’? A&%BE? /AS’ET&? A&%BE?

12 N&FF FGH&J M<! M<" M<3 M<= M<) M<- M<* M<P
2&W XX XY XY XX XY XY XX XY

ZGSFEG? [K’\E%\S& EQ
SKJJKC& )（5）

P35 =!5 #95 ))5 -!5 P=5 P"5 3*5

ZGSFEG? [K’\E%\S& EQ
SKJJKC& !9（5）

**5 "P5 P#5 ==5 -35 *-5 *-5 =95

/H%&’TKF R&%]&&H %]E
SKJJKC&J（?）

!@) " !@) " !@) !@) !@) "

表 F 两种条件下建立的 *+,-.&/0 12 细胞系的核型比较

3456( F 37( 9;@A4)>:;? ;8 ’7( C4)D;’DA( ;8 *+,-.&/0 12 9(66 6>?(:

(:’456>:7(= E?=() ’<; =>88()(?’ 9;?=>’>;?:

0&%BE? EQ &J%KRFGJBGHC 12 &FF FGH& 2%KH?K’? A&%BE? /AS’ET&? A&%BE?

12 N&FF FGH&J (<! (<" (<3 (<= (<)
2&W XX XY XX XY XY

ZGSFEG? [K’\E%\S& EQ SKJJKC& )$5 ==5 P*5 --5 3#5 P95
ZGSFEG? [K’\E%\S& EQ SKJJKC& !9$5 3*5 P=5 ))5 335 P95
/H%&’TKF R&%]&&H %]E SKJJKC&J$? " !@) !@) " "
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!"!"! 两种条件下建立的 !"#$%&’( 小鼠 )* 细胞系的核型

比较：分别在第 " 代和第 +, 代检查了在两种条件下建立的

)* 样细胞系的核型，常规方法建立的 + 个 )* 样细胞系，核

型不正常；改进方法建立的 - 个 )* 样细胞系中，. 个核型正

常率 / 0,1。

!"# $% 样细胞系的多能性鉴定

!"#"& 细胞及集落形态：0 个 +.2&345 和 " 个 !"#$%&’( 小鼠

)* 细胞系都具有胚胎干细胞的典型特征：细胞核大，胞质

少，核仁明显，细胞排列紧密呈集落状生长；集落立体感强、

呈圆形或椭圆形，边缘光滑、具有折光性，光学显微镜下看不

清集落内细胞间界限。

!"#"! 增殖生长能力及核型维持：+6 个细胞系在前 +, 代的

增殖能力见表 .，常规传代培养情况下，平均传代时间间隔

为 +7" 8 .9；随后，选择了核型正常的 )* 细胞系 :;+、:;6、:;
’、:;#、!;.、!;" 进行进一步传代培养，’ 个细胞系各传代培养

6, 代，细胞及集落形态仍维持典型的干细胞特征，增殖速度

维持不 变；在 第 6, 代，正 常 核 型 比 例 分 别 为 #,1、0.1、

’"1、’01、#61、’"1。说明改进后的培养系统可以很好维

持小鼠 )* 细胞的未分化状态和正常核型。

!"#"# 碱性磷酸酶测定：以国际上通用的 )* 细胞系 <+ 为

阳性对照，以 <: 诱导分化的 <+ 细胞为阴性对照，分别检测

了 +6 个小鼠 )* 细胞系的第 " 代和第 +, 代细胞的碱性磷酸

酶活性。这 +6 个 )* 细胞系经染色呈强阳性，表明这些 )*
细胞具有强的碱性磷酸酶活性；相反，经诱导分化的 )* 细胞

没有着色，说明在分化的细胞中碱性磷酸酶活性丧失。

!"#"’ 体内外分化能力鉴定：!体外分化：)* 细胞团块在无

饲养层的平皿中悬浮培养 . 8 -9，+6 个细胞系的 )* 细胞均

能自发形成简单类胚，继续培养 " 8 +,9，部分简单类胚内部

层次逐渐增多，直至出现空腔形成囊状类胚，随着培养时间

的延长，腔隙不断增大。将类胚用 =5>?@AB;)C=: 离散重新培

养，会出现各种类型的细胞，如骨骼肌细胞、上皮细胞、神经

细胞、成纤维细胞、内皮样细胞等。" 体内分化：接种于同

性别 +.2&345 小鼠腹股沟的 0 个细胞系的 )* 细胞和接种于同

性别 !"#$%&’( 小鼠腹股沟的 " 个细胞系的 )* 细胞经 6 8 ’
周都形成了大小不等的畸胎瘤，切片观察显示，畸胎瘤中包

含了来自 6 个胚层的多种组织和细胞衍生物。虽然 +6 个细

胞系均可形成畸胎瘤、具有广泛的分化能力，但核型异常的

)* 细胞系形成的畸胎瘤生长比较快，分化细胞类型相对较

少；核型正常的 )* 细胞系形成的畸胎瘤生长缓慢，但有各种

组织和细胞的广泛分化。

由此可见：在所建立的 +6 个 +.2&345 小鼠 )* 细胞系除 #
个正常核型比例较低外，其余 ’ 个正常核型比例高的 )* 细

胞系符合小鼠胚胎干细胞的一系列特征。

# 讨 论

以 D)E 为饲养层，以含 #,1 <F;!D 的 )* 细胞培养基

为培养液，采用含鸡血清的消化液和“连续消化法”建立了

+.2&345、!"#$%&’( 小鼠 )* 细胞建系的新方法。D)E 饲养层

和添加一定量 %GE 的 )* 细胞培养基，是目前小鼠 )* 细胞建

系和维持的常用方法，实验表明：<F;!D 与添加 %GE 的 )* 细

胞培养基相比，不但具有显著抑制小鼠 )* 细胞分化、维持其

二倍体核型的作用，而且具有促进 )* 细胞贴壁生长的作用，

维持了其作为多能性胚胎干细胞的一系列特征。

从不同小鼠品系中建立 )* 细胞系，需要解决许多具体

问题。由于存在品系之间的差异，适宜于 +.2 小鼠 )* 细胞

系建立的方法和条件，可能并不适宜于其它品系［+0］。不同

品系小鼠原始胚胎外胚层细胞的特异的甲基化状态，有可能

影响到 )* 细胞分离的难易程度。此外，+.2 小鼠具高频自

发畸胎瘤现象，从畸胎瘤中可以分离到畸胎瘤干细胞系，而

其它品系的小鼠却不易自发产生畸胎瘤，这反映了各品系小

鼠处于不同的遗传背景中，这种遗传背景的不同，使不同品

系的小鼠 )* 细胞的分离方法和培养存在一定的差别。

设计了两种不同的离散方法，即“一次离散法”，和“连续

离散法”，“一次离散法”也即常规离散方法，由于不同的 G!D
和 )* 集落对消化液的敏感程度不同，究竟消化多长时间合

适很难确定，其结果要么是消化过度，要么是消化程度不够，

前者造成大多细胞受伤致死，后者往往不能吹打为单个细胞

和小细胞团块，大的细胞团块重新接种后极易分化。“连续

离散法”克服了上述缺点，从 G!D 或 )* 集落置入消化液液滴

内，即开始轻缓吹打，将吹打下来的小细胞团块和单细胞快

速转移到新的培养孔内，然后重复上述过程，直至将其完全

消化为小细胞团块和单细胞，这样细胞受消化液作用时间

短，又能均匀受到消化液的作用，所以在同一消化液浓度下，

“连续离散法”有明显的优点。

G!D 离散时机的选择：对 +.2&345 小鼠而言，由于 G!D 的

个体差异，很难确定统一的离散时间，离散的标准为：G!D 生

长快，形态典型，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、无环状分层带，无论 G!D 贴壁后生长几

天，只要达到这一标准就可用于 )* 细胞建系，一般适宜离散

时间为 - 8 ’9。!"#$%&’( 小鼠 G!D 的离散的适宜时机是 6 8
67"9，用常规方法离散 .# 个 - 8 ’9 的 !"#$%&’( 小鼠囊胚，结

果仅仅得到 + 个核型不正常的 )* 细胞系，而用改进后的方

法离散了 6, 个增殖 6 8 67"9 左右的 G!D，结果建立了 - 个 )*
细胞系，其中 . 个核型在 0,1以上。

在 ,7."1=5>?@AB;,7,-1)C=: 消化液中添加一定量的鸡

血清可以大大降低其对细胞的伤害程度而不降低其对细胞

的解离能力。

从细胞形态、集落形态、增殖生长能力、核型检测、碱性

磷酸 酶 测 定 以 及 体 内 外 分 化 能 力 表 明，建 立 的 +.2&345、
!"#$%&’( 小鼠 )* 细胞系符合小鼠胚胎干细胞的一系列特

征。
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