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摘 要 小鼠的造血系统起源于胚胎发育 3B 的卵黄囊胚外中胚层，研究表明胚胎干细胞（:;AC.(=<@ DE7; @7))D，:F
@7))D）体外分化模型能够模拟卵黄囊造血的发生过程；此外，诱导 :F 细胞体外定向造血细胞分化对于建立治疗性克

隆以治愈多种血液病具有重要的研究和应用价值。高增殖潜能集落形成细胞（G<>H IC()<J7C-E<K7 I(E7=E<-) @()(=./J(C;/
<=> @7))D，GLL/M8M）是体外培养的最原始的多潜能造血前体细胞之一。本研究发现：小鼠 :F 细胞在体外分化 & N
!5B 形成的拟胚体中含有 GLL/M8M。其再生潜能与胚胎期 "B 的卵黄囊来源的 GLL/M8M 相似，与骨髓来源则不同。

O6/LMO 分析表明：:F 细胞来源的 GLL/M8M 表达与造血干细胞增殖相关的特异性转录因子和多种造血生长因子受

体。但分化 !$B 的拟胚体细胞和 GLL/M8M 集落细胞移植受致死剂量照射的小鼠不能产生典型的脾结节。因此，:F
细胞来源的 GLL/M8M 在体外和体内造血活性的差异值得更深入地研究。
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小鼠胚胎干细胞（:;AC.(=<@ DE7; @7))D，:F 细

胞）由 #P&B 囊胚的内细胞团建系，可在体外合适的

培养环境中传代生长并保持其分化潜能。大量研究

证实 :F 细胞在体内可分化形成机体的所有组织，

体外诱导能产生 # 个胚层来源的多种细胞。在合适

的造血细胞诱导体系中胚胎干细胞可分化形成多种

造血集落形成细胞（M()(=./J(C;<=> @7))D，M8M），包括

原始红系前体细胞，永久红系前体细胞，混合集落形

成细胞及粒单系集落形成细胞［!］，在基质细胞系共

培养体系中可诱导产生 Q 细胞。我们首次报道［$］分

化 1B 的拟胚体中能产生具有自我更新能力的高增

殖潜能集落形成细胞（G<>H IC()<J7C-E<K7 I(E7=E<-) @()/
=./J(C;<=> @7))D，GLL/M8M），并且对 648/!的抑制效

应极为敏感，表明其早期造血前体细胞的原始特性。

但是 1B 拟胚体中存在大量未分化的可形成二级拟

胚体的幼稚细胞，在体内有成瘤危险，而且我们对

:F 细胞来源的 GLL/M8M 的体内造血活性并未进行

研究。

基于上述发现，本研究对较晚期拟胚体中的

GLL/M8M 的体外及体内造血活性进行了重点分析。

& 材料和方法

&’& () 细胞培养

选用 MM: 细胞系（!$"RDK 小鼠来源），FE7;M7))
67@H=()(><7D S=@* 惠赠。MM: 细胞的未分化培养体

系包括：T,:, 培养液（G.@)(=7），!&U特级胎牛血清

（G.@)(=7）和 !%%%VR;W 重 组 小 鼠 白 血 病 抑 制 因 子

（W7VX7;<- <=H<A<E(C. J-@E(C，WS8）。

&’* 造血分化体系

基本分化体系和方法参见文献［!］。第一步为

造血拟胚体（:;AC.(<B A(B<7D，:Q）形成。即：将 $%%%
个未 分 化 的 MM: 细 胞 接 种 于 #&;; 陪 氏 培 养 皿

（4C7<=7C）。分化体系组成：%P"U甲基纤维素（FE7;/
M7)) 67@H=()(><7D），T,:, 培养液（G.@)(=7），!&U特级

胎牛血清（G.@)(=7），干细胞因子（FE7; @7)) J-@E(C，
FM8，L7IC(67@H）$%=>R;W，白细胞介素 !!（S=E7C)7VX<=
!!，SW/!!，L7IC(67@H）!%=>R;W。第二步为 GLL/M8M
的培养和鉴定。分化 & N !5B 的拟胚体用 %P$&U胰

酶（G.@)(=7）或胶原酶（F<>;-）消化获得单个细胞，接

种于 含 细 胞 因 子：FM8 &%=>R;W，SW/#（L7IC(67@H）



!"#$%&’，(’)!! !"#$%&’，*+),-.（ /01234056）!"#$%
&’，713（8929#）:;%&’ 的半固体体系中培养 !<= 后鉴

定。鉴定标准：致密集落直径 > "?@&&，疏散集落

直径 > !?"&&，细胞数 > ! A !"<。

!"# 单个 $%%&’(’ 的分化多向性的检测

挑取单个 B//),., 集落并分散成单个细胞，种

植于 B//),., 培养体系，!<= 后观察计数。

!") *+&%’*
收集未分化 7- 细胞、=!C 拟胚体和 =D?@ 卵黄

囊培养形成的 B//),., 集落，用 4E(F3G（*9H53）提取

总 EIJ。用 E4)/,E 试剂盒（4K8KEK）检测基因的表

达。具体引物序列见表 !。

!", 小鼠脾结节形成单位（-./001 23/314&5367819
:18;，’(<&-）实验

L M !" 周雌性 !CD 小鼠，D"" 5*N ,3:"照射，尾静

脉分别注射 C A !"< M !" A !"< 雄性 !CD 小鼠骨髓细

胞，! A !":!C= 拟胚体单个细胞或 ! A !":B//),., 细

胞，L M !C= 计数 ,.O)- 数目。

!"= -’>? 小鼠造血重建的检测

: M L 周雌性 PJ’P%,)-,(Q 小鼠（购自北京大学

动物中心），C"" 5*N ,3:" 照射，<6 后尾静脉注射：分

化 !C= 拟胚体单个细胞 ! A !": %每只小鼠。移植后

用流式细胞仪检测 7- 细胞来源的造血细胞的植

入，时间视小鼠状态而定。受体小鼠骨髓细胞按常

规分离。7- 细胞来源于 !CD 小鼠，其 +B,!类分子

特征为 B)C8H，而受体小鼠为 B)C8=，并结合造血细

胞特异性的标记分子，包括：,Q<，,QL，PCC"，,Q!!H，

402!!D 等分析造血细胞的植入。抗体均为 /6K2+9#)
$0# 公司产品。

表 ! *+&%’* 所用引物

+@A/0 ! B/8931:2/03;8C0 .68706D :D0C 536 *+&%’*

*0#0 /29&02 R0S;0#50 !%T! -9F0%H1 E0U020#50

-,’ @V)4J4*J*J4**J*J444,4*J4*)WV @@ WD: ［W］

@V)*,4,,4,4*4*4JJ,4*4,,)WV

*J4J)C @V),4,,J*,44,J,,,,4JJ*,J*)WV :" C@< ［C］

@V),J4JJ**4**4**44*4,*4,4)WV

J+’! @V)*J,,*,J*,J4**4**J**4J,4)WV :" C:D ［C］

@V)J,4,J*4*J*JJ**J,,J*J*J,44,4J)WV

(’)W E @V)44,,444***,4,44,4J4,*,)WV :" @@< ［<］

@V),,J**J*,JJ**4*JJ*J4*J*)WV

*+),-. E" @V)*,***,*J,J,*J**J4*JJ*,J,)WV :" C:< ［@］

@V),4J***,4*,J**J**4,,44,,4)WV

5)X9Y @V)4*4,4,4,,J*444,,,4*,)WV @" Z:@ ［!］

@V)44,J***J,4,J4***,4,J)WV

B/E4 @V)*,4**4*JJJJ**J,,4,4)WV @@ C<D ［!］

@V),J,J**J,4J*JJ,J,,4*,)WV

JHH20[9KY93#R：B/E4，6N13\K#Y69#0 163R16329H3RNG Y2K#RU02KR0]
! J##0KG9#$ Y0&102KY;20]

E 结 果

E"! 分化 !EC 的 FG 含有的 $%%&’(’ 在体外具有

多向造血分化潜能

本研究的主要目的是优化适合 7- 细胞来源的

B//),., 发育和扩增的培养条件，而非分化为较之

更成熟的祖细胞，如 ,.,。首先是细胞因子组合的

选择。我们选择的五因子组合：-,.，(’)W，(’)!!，

*+),-. 和 713 比传统的适合骨髓 B//),., 集落形

成的因子组合（-,.，(’)!"，(’)W，*+),-. 和 +),-.）
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更能有效促进 !" 细胞来源的 #$$%&’& 形成巨大集

落（数据未显示）。其次是血清的筛选。( 个批号的

特级胎牛血清（#)*+,-.）对于 #$$%&’& 数目的扩增

存在差异。不同批次的血清对分化 / 至 (0 拟胚体

中 #$$%&’& 数目的影响未见显著差异（图 1）。但在

!" 细胞分化 120 时，仅有一个批次的血清（图 1，血

清 1）能刺激 #$$%&’& 扩增 / 倍，其余血清（图 1，以

血清 3 为代表）仅能维持 #$$%&’& 的数量。因此，

下述 #$$%&’& 实验均采用五因子组合及筛选的血

清 1 进行。

同既往的观察结果相似［(］，在第 4 天拟胚体中发

现原始红系集落和巨噬细胞 345 后，#$$%&’& 出现

（彩版!%图 3&）。!" 细胞来源的 #$$%&’& 形成的巨大

集落应仔细判断，易与一些造血拟胚体混淆。排除的

方法是：造血拟胚体中央是非常致密的细胞团。

研究 表 明：卵 黄 囊、胎 肝 和 成 体 骨 髓 来 源 的

#$$%&’& 都能够产生二级集落，尽管其细胞组成不

同［(］。因此，我们对 130 拟胚体，60 卵黄囊和骨髓

来源 #$$%&’& 的再生能力进行比较。结果表明 7
个不同来源的 #$$%&’& 均可形成二级 #$$%&’& 集

落，约 428的 !" 细胞来源的 #$$%&’& 能形成二级

#$$%&’&。但三者产生二级 &’& 的性质不同，骨髓

来源的 #$$%&’& 只能产生 &’9%:;，而 !" 细胞和卵

黄囊来源的可产生含有永久红系细胞的 &’9%<=>
（彩 版!%图 3!）和 爆 式 红 系 集 落（!?)@5?,=0 AB?C@%
D,?<=-E B-=@，F’9%!，彩版!%图 3’）。多种二级集落

的细胞组成通过瑞氏%吉姆萨染色进行了分析和证

实（彩版!%图 3:、G）。

图 1 血清批次对 !" 细胞来源的

#$$%&’& 发育动力学的影响

’=EH1 !DD.*@ ,D C.?B< +,@C ,- 0.I.+,J<.-@

K=-.@=*C ,D !" *.++C%0.?=I.0 #$$%&’&

!"! #$ 细胞来源的 %&&’()( 在转录水平表达多

种造血特异性的转录因子和细胞因子受体

研究表明，小鼠骨髓和胎肝来源的多潜能造血

前体细胞具备广泛的造血特异性转录因子和造血生

长因子受体表达［L］。鉴于 !" 细胞来源的 #$$%&’&
向红系、粒单系的分化潜能，我们检测了其基因表达

模式。MN%$&M 结果显示，#$$%&’& 在转录水平表

达与造血干细胞发生、扩增相关的转录因子 "&O、

:PNP%3、P;O%1 及诸如干细胞因子受体 *%K=@，:;%
&"’ 受体和 GO%7 受体等造血生长因子受体（彩版!%
图 7）。

!"* #$ 细胞来源的造血细胞在体内不能形成典型

的 ()+’$
研究表明，#$$%&’& 和 &’9%" 是体外和体内造

血分化的对应物，即具有 #$$%&’& 活性的造血前体

细胞能够在体内形成 &’9%"［Q］。我们应用分化 130
的拟胚体或直接挑取 #$$%&’& 集落进行 &’9%" 实

验。作为阳性对照的骨髓细胞能形成典型 &’9%"，

但实验组均未发现。

与既往报道一致，分化 130 的拟胚体细胞重建

亚致死剂量照射的 "&GR 小鼠造血的能力有限［6］。

在照射后 4 S L0 内，4 只未输注细胞的对照组小鼠

全部死亡，7 只实验小鼠死亡。移植后 320 时，取剩

余 ( 只小鼠骨髓细胞作流式细胞仪检测，发现只有

极低比例，约 38 S 78的 !" 细胞来源的造血细胞

出现（图 4）。

图 4 流式细胞仪分析 !" 细胞来源的

造血细胞在 "&GR 小鼠体内的分布

’=EH4 P-T+)C=C ,D 5.<T@,J,=.@=* *,-@?=AB@=,- ,D !" *.++C
0.?=I.0 !F *.++C @, CBA+.@5T++) =??T0=T@.0 "&GR <=*.
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! 讨 论

近 !" 年来，小鼠 #$ 细胞体外定向造血分化主

要应用于与胚胎造血发育和分化相关基因的功能研

究，并逐渐成为一种常规手段。由于既往研究的基

因几乎都正向的参与造血发育和分化的调控，因此

对早期造血前体细胞的研究止步于 %&% 检测，而此

类集落的鉴定主要依靠对集落中所含细胞形态的分

类。对小鼠骨髓和胎肝的研究认为，’(()%&% 是比

%&% 更早期的造血前体细胞，是在体外无基质细胞

支持体系中能够鉴定的最原始的细胞，其子代细胞

具有 %&*)$ 形成活性。+,-./ 小组和我们的研究认

为，#$ 细胞经体外诱导在分化 0 1 2- 拟胚体中可发

现 ’(()%&%［3，2］。鉴于分化 !3- 之前的拟胚体中还

含有未分化的 #$ 细胞，可在造血集落培养中形成

二级拟胚体，有体内成瘤活性。因此，本研究在此基

础上分析了较晚期拟胚体中 ’(()%&% 的体外增殖

和体内造血分化的特点。从发生时机和自我更新能

力而言，#$ 细胞来源的 ’(()%&% 与卵黄囊相似，进

一步验证了 #$ 细胞体外分化能模拟早期胚胎造

血。同时发现，筛选血清中的未知物质能刺激较晚

期拟胚体中 ’(()%&% 的扩增。但是，体外发现的

’(()%&% 在体内未发现 %&*)$ 活性。本研究认为，

在增殖和自我更新能力方面，#$ 细胞来源的造血前

体细胞和胚胎造血组织相似，其缺乏体内造血重建

能力是否与归巢能力相关值得进一步的研究。此

外，#$ 细胞4’(()%&% 模型的建立为研究与早期干4
祖细胞发育负向调控的相关基因功能提供了灵敏和

有效的系统。但是，本研究建立的 ’(()%&% 系统尚

存在一些待研究的问题，如在体外是否有淋巴系统

的分化潜能？国内研究曾报道合适的体系可诱导小

鼠 #$ 细胞向浆细胞的高效分化［!"］。

#$ 细胞定向造血细胞分化的另一诱人前景是

其相应的治疗克隆策略在血液病治疗中的应用。这

在很大程度上取决于体外分化能否获得能够长期重

建体内造血系统的原始细胞。但是，目前研究仅能

够接近这个目标，有两项研究的结果是有代表性的。

!550 年，(67689,: 等应用基质细胞系 ;("!" 与 #$ 细

胞共培养，辅以 <=)>、<=)2 和胎肝基质细胞上清刺

激，产生的单个核细胞经细胞分选获得 (?()! @ =9A)
亚群，能重建受照射的 $%<B 小鼠的髓系和淋系造血

功能，一级受体小鼠的骨髓还能支持二级受体小鼠

的造血重建，表明诱导获得的细胞有广泛的自我更

新能力［!!］。但此项研究并未表明能够重建正常成

体小鼠的造血。3""3 年，B6.7.C 小组应用 ’,DEF 转

导的小鼠卵黄囊细胞及拟胚体细胞能重建受照射的

成体小鼠的髓系和淋系造血。但此项研究的缺陷在

于持续的 ’,DEF 表达更加支持髓系分化，从而使淋

系分化减弱［!3］。作者认为，幼稚或未成熟的胚胎型

造血干细胞向成熟的功能性的成体型造血干细胞的

转变可能和胚胎发育时期不同造血组织的基质微环

境的作用有关。
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0!>> 期 刘 兵等：小鼠胚胎干细胞来源的 ’(()%&% 体外和体内造血活性分析
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@=’(8+1( @+/ +/A7BCDC%/B%E FGFB/A CH B+/ AC,F/ 7I%F/F HICA /JBI7/AKIGC&%E A/FCL/IA B+7B A%’I7B/ B+IC,’+ DI%A%B%M/ FBI/7N BC
B+/ DI/F,ADB%M/ GCON F7E 7B L7G PQ: CH ’/FB7B%C&R (CS/M/I，B+/ A/E+7&%FAF I/’,O7B%&’ A/FCL/IA ECAA%BA/&B BC +/A7BCDC%/B%E
O%&/7’/F I/A7%& DCCIOG ,&L/IFBCCLR TI/M%C,F FB,L%/F L/AC&FBI7B/L B+7B B+/ L/M/OCDA/&B N%&/B%EF 7&L ’ICSB+ H7EBCI I/FDC&F%M/&/FF
CH +/A7BCDC%/B%E DI/E,IFCIF L/I%M/L HICA /AKIGC&%E FB/A E/OOF（U6 E/OOF）%F F%A%O7I BC B+7B HC,&L %& B+/ GCON F7E，%&L%E7B%&’ B+7B
B+/ C&F/B CH +/A7BCDC%/F%F S%B+%& B+/ /AKIGC%L KCL%/F（U$F）D7I7OO/OF B+7B HC,&L %& B+/ /AKIGC R V,IB+/IACI/，%& M%BIC L%HH/I/&B%-
7B%C& CH U6 E/OOF BC +/A7BCDC%/B%E E/OOF %F M7O,7KO/ HCI /FB7KO%F+A/&B CH B+/I7D/,B%E EOC&/ 7’7%&FB 7 M7I%/BG CH +/A7BCOC’%E7O L%FCI-
L/IF R W/FD%B/ B+/ %L/&B%H%E7B%C& CH A,OB%DCB/&B%7O +/A7BCDC%/B%E DIC’/&%BCIF %& U$F，7 F,KF/B CH ACI/ DI%A%B%M/ DIC’/&%BCIF，%L/&B%-
E7O BC B+/ +%’+ DICO%H/I7B%M/ DCB/&B%7O ECOC&G-HCIA%&’ E/OOF（(TT-*V*）L/I%M/L HICA +,A7& 7&L A,I%&/ +/A7BCDC%/B%E B%FF,/F，
+7M/ &CB K//& EO/7IOG %L/&B%H%/L I/’7IL%&’ D7IB%E,O7I B+/%I I/DO7B%&’ DCB/&B%7O %& M%BIC R (TT-*V* %F 7AC&’ B+/ ACFB DI%A%B%M/ +/-
A7BCDC%/B%E A,OB%DCB/&B DI/E,IFCIF E,OB,I/L %& M%BIC R "& B+%F FB,LG，C,I 7%A S7F BC %&M/FB%’7B/ B+/ .( ;.&%) 7&L .( ;.;) +/A7BCDC%-
/B%E E7D7E%BG CH (TT-*V* S%B+%& B+/ L7G 9= U$F，I7B+/I B+7& B+/ /JD7&F%C& CH ACI/ ECAA%BB/L DIC’/&%BCIF R "& B+%F FB,LG B+/
(TT-*V* EC,OL K/ L/B/EB/L S%B+%& U$F L%HH/I/&B%7B/L HCI < BC 9> L7GF CH A,I%&/ U6 E/OOF，K,B B+/ L/M/OCDA/&B LG&7A%EF CH B+/
(TT-*V* L%HH/I/L ’I/7BOG 7AC&’ L%FB%&EB F/I,A OCBF R X,7O%B7B%M/OG (TT-*V* %F E7D7KO/ CH HCIA%&’ F/EC&L7IG ECOC&%/F R 3F BC C,I
/JD/EB7B%C& B+/ U6 E/OOF-L/I%M/L (TT-*V* L/AC&FBI7B/L F%A%O7I I/’/&/I7B%C& E7D7E%BG BC B+CF/ HICA GCON F7E，’%M%&’ I%F/ BC F/E-
C&L7IG ’I7&,OCEGB/，/IGB+ICEGB/，A7EICD+7’/ 7&L A7FB E/OOF，+CS/M/I O7I’/OG L%HH/I/L HICA B+/ EC,&B/ID7IBF CH 7L,OB KC&/ A7I-
ICSR "& 7LL%B%C&，KG Y@-T*Y U6 E/OOF-L/I%M/L (TT-*V* S/I/ HC,&L BC /JDI/FF BI7&FEI%DB%C& H7EBCIF 7FFCE%7B/L EOCF/OG S%B+ FB/A
E/OO DICO%H/I7B%C& %&EO,L%&’ 6*!，53@3-= 7&L 3.!9 7F S/OO 7F M7I%C,F I/E/DBCIF CH +/A7BCDC%/B%E ’ICSB+ H7EBCIF F,E+ 7F E-N%B，
5.-*6V I/E/DBCI 7&L %&B/IO/,N%& ? I/E/DBCI "& $, R V%&7OOG，%& CIL/I BC ,&L/IFB7&L B+/ %& M%MC +/A7BCDC%/B%E E7D7E%BG CH B+/ U6
E/OOF-L/I%M/L (TT-*V*，FDO//& ECOC&G-HCIA%&’ ,&%B（*V#-6）7FF7G S7F D/IHCIA/LR 4/M/IB+/O/FF，BGD%E7O *V#-6 S7F &CB CK-
F/IM/L 7HB/I BI7&FDO7&B7B%C& CH B+/ L7G 9= U$ E/OOF CI (TT-*V* ECOC&%/F %&BC O/B+7OOG %II7L%7B/L 7L,OB A,I%&/ R "& EC&EO,F%C& B+/
(TT-*V* L%HH/I/&B%7B/L HICA A,I%&/ U6 E/OOF L%FDO7G/L ICK,FB +/A7BCDC%/B%E 7EB%M%BG .( ;.&%)，+CS/M/I B+/%I .( ;.;) I/EC&FB%B,B%C&
7K%O%BG S7F &CB L/B/EB/LR @+/ L%HH/I/&E/ K/BS//& .( ;.&%) 7&L .( ;.;) +/A7BCDC%/B%E 7EB%M%B%/F CH U6 E/OOF-L/I%M/L DI%A%B%M/ +/A7-
BCDC%/B%E DI/E,IFCIF L/F/IM/F H,IB+/I %&M/FB%’7B%C&R
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