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模拟微重力条件下小鼠拟胚体形成及分化的初步观察

刘卫生!，&，王英杰!，刘* 涛!，张世昌! * * （ !第三军医大学西南医院全军感染病研究所，重庆 %"""+’；&延安大学附属医院心
血管内科，陕西 延安 (!,"""）

* * 摘* 要：目的* 研究模拟微重力条件下小鼠胚胎干细胞（-./012345 67-. 5-88，9:5）拟胚体（-./0124; /2;4-6，9<6）的
形成及分化。方法* 胰酶消化普通培养的小鼠胚胎干细胞，调整细胞数为 ! = !",·.8 >!，移入可模拟微重力的旋转型生
物反应器内进行培养，显微镜动态观察鼠 9<6的形成，苏木精#伊红染色观察 9:5 的组织细胞分化情况，检测培养过程中
乳酸脱氢酶（ 8?57?7- ;-@1;02A-3?6-，BCD）的漏出量。取不同时相的 9<6，接种 , 孔培养板培养 + E $ ;，倒置相差显微镜观
察 9<6来源细胞的分化。结果* 生物反应器旋转培养 &% @即可肉眼观察到大量多细胞聚集体形成，相差显微镜和立体显
微镜下发现，(& @后细胞聚集体进一步形成均一的 9<6。随培养时间延长 9<6 体积不断增大，并不断有新的 9<6 出现。
D9染色显示，9<6中的 9:5呈现多组织多细胞分化特征，培养后期（!& ;以后）较大 9<6中心有不同程度的坏死，伴 BCD
漏出量的明显升高。接种 9<6于 , 孔培养板后，镜下观察到不同类型的细胞，如内皮样细胞、成纤维样细胞、肝细胞样细
胞、血管样结构以及可自发性搏动的心肌样细胞。结论* 9:5在模拟微重力条件下可大量快速形成 9<6，伴有不同类型的
组织细胞分化。旋转型生物反应器可作为 9:5研究的有用工具。
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# # 体外模拟胚胎发育的拟胚体（ %&’()*+, ’*,+%-，
./-）是胚胎干细胞（%&’()*0+1 -2%& 1%33，.41）研究的
重要手段，以往有关研究中大多采用“悬滴法”方法制

备 ./-［!］，该方法虽然有效可靠，但制备过程较为繁
琐，形成 ./-时间较长，数量较少，难以满足大量研究
的需要。鉴于悬浮状态是胚胎和 ./- 形成的基本条
件，本实验采用能模拟产生微重力环境的旋转型生物

反应器进行 ./- 形成的初步研究，旨在探讨微重力、
旋转生物反应器对 .41 形成 ./- 及细胞分化的影响，
为 .41的深入研究和应用提供实验依据。

!" 材料与方法

!$ !# 细胞来源与生长条件
# # 鼠 .41 55. 株购自加拿大 42%&5%33 6%170*3*8+%- 公司，细
胞接种于被覆明胶的培养瓶内，生长于含 9$ ! &&*3 : ; 非必需
氨基酸、< &&*3 : ; ;=谷酰胺、9$ ! &&*3 : ; 二羟基丙硫醇、! 999
> : &3 ;?@（ (%1*&’+0A02 &*B-% 3%BC%&+A +07+’+2*() DA12*(）和 !EF
胎牛血清的 ?GHG培养液中。

!$ <# ./-的形成
# # !F胰酶=.H6I消化未分化状态的 .41，用去除 ;?@的上述
.41培养液调整细胞数为 ! J !9K·&3 L!，移入旋转型生物反应
器（由美国 4)027%1*0公司提供）内，反应器容积为 E9 &3。利用
空气移动原理，用补充加注培养液的方法排空反应器内气泡。

固定反应器于旋转制动装置，并放入细胞培养箱内，在 M"N5、
EF 5O< 条件下，以 <E ( : &+0的速度低速转动生物反应器。在
旋转培养 .41初期，定期观察反应器内气泡产生情况，随时停
止转动，补充培养液以排空气泡。

!$ M# ./-的细胞分化
# # 于 .41旋转培养后第 M 天更换 .41分化培养液，该培养液
系在 .41培养液中添加 !F 二甲基亚酚、!9 L" &*3 : ; 地塞米
松、!9 08 : &3 @P@Q（ D+’(*’3A-2 8(*R27 DA12*( Q，4+8&A）、!9 08 : &3
*01*-2A2+0 G（STH 4)-2%&-产品）、E &8 : ; 胰岛素、E &8 : ; 转铁
蛋白、E &8 : ;硒（P?/5O）、E9 > : &3 青霉素和 E9 !8 : &3链霉素。
更换液体时先静置反应器 M9 &+0，使 ./- 自然沉降，从反应器
移液口小心吸取 "9F培养液，补充新鲜培养液。分化培养液每
M 天更换 ! 次，!U ,后终止 ./-形成与分化培养。

!$ Q# ./-形成的观察
# # 分别运用肉眼观测、数码相机（4*0) 6MM）照相记录的方法
和倒置相差显微镜（ ?VE9；O3)&WB-）、立体显微镜（ 4XV!<；
O3)&WB-），动态观察 ./-的形成情况。

!$ E# ./-切片 Y.染色
# # 在 ./- 形成和培养过程中，定期采用自然沉降法收集
./-，!9F福尔马林固定 <Q 7，常规过程处理，石蜡包埋、切片
（Q !&），苏木精=伊红染色，普通光镜下观察 .41的组织分化情
况。

!$ K# ./-来源细胞分化的观察
# # 为更清楚地了解 ./- 来源细胞的分化情况，分别将 K、Z、

!< , 的 ./-接种于 K 孔培养板，用相同的培养液继续培养 M [
E ,，倒置相差显微镜观察 ./-来源细胞的分化。

!$ "# 乳酸脱氢酶漏出量检测
# # 每 M 天更换培养液时，留取 < &3培养上清，离心 L <9 \保
存，自动生化分析仪上检测不同培养时间培养上清液中乳酸脱

氢酶（ 3A12A2% ,%7),(*8%0A-%，;HY）的水平。

#" 结果

<$ !# ./-形成的观察
# # 将 .41移入微重力生物反应器，旋转、悬浮培养 <Q 7后，肉
眼即可观察到细小的 .41 聚集体，随培养时间延长，聚集体的
数量和体积明显增加，"< 7 后细胞聚集体进一步形成小米粒
大小、均匀一致的 ./-（图 !）。

图 !" 生物反应器培养 $%& ’# (后形成的 $)*

# # 透过反应器外壳，倒置相差显微镜下见，形成初期的 ./-
呈圆球形，散落于反应器气体交换膜的网格上，球体较致密（图

<I）。! 周后 ./-的大小和形态较前不尽一致，部分 ./- 的密
度有所降低。将培养 !、< 周的 ./-取出，置立体显微镜下观察
发现，! 周内的 ./-形态较为一致，均呈实心球样，仅少数小的
./-呈空泡状（图 </）。! 周后，./- 的大小悬殊，形态明显不
规整，易见巨大型 ./-，同时，./-的空泡化也较前多见。

!! !"
I：倒置相差显微镜观察结果；/：立体显微镜观察结果

图 #" 培养 ! 周前后的 $)*"（ J Q9）

<$ <# ./-切片 Y.染色
# # Y.染色观察结果显示，形成初期（旋转、悬浮培养 M ,）的
./-由均一的 .41组成。在非特异诱导培养液的作用下，培养
E ,的 ./-内出现不同类型的组织细胞，如柱状上皮样细胞、腺
样结构、血管样结构等。随培养时间延长，./- 组织细胞类型
更为复杂和多样。培养 !< ,以后，部分 ./-中心的细胞出现不
同程度的坏死，./-越大，坏死程度越明显。
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!! !" !# !$
!：血管样结构（ " #$$）；%：成纤维样细胞（ " &$）；’：肝细胞样细胞（ " #$$）；(：内皮样细胞（ " #$$）

图 !" #$%来源细胞的分化"（倒置相差显微镜）

)* +, -%.来源细胞的分化
, , 取 -%.接种于 / 孔培养板后，-%.来源细胞很快移行至培
养板贴壁生长，+ 0 1 2后倒置相差显微镜观察到不同类型的细
胞，如内皮样细胞、成纤维样细胞、肝细胞样细胞、血管样结构

（图 +）以及可自发性搏动的心肌样细胞。其中，/、3 2 的 -%.
来源细胞分化的细胞类型以内皮样细胞及血管样结构多见，#)
2的 -%.来源细胞分化出成纤维样细胞、肝细胞样细胞较明
显。

)* &, 4(5漏出量
, , 旋转、悬浮培养前期，4(5 漏出量随着时间的延长而逐步
降低，培养 3 2时达最低点。以后，4(5漏出量逐渐回升，培养
#1 和 #6 2时明显升高（图 &）。
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图 &" #$%形成培养过程中 ’()漏出量

!" 讨论

, , 旋转型生物反应器（又称微重力生物反应器）是
美国国家宇航局模拟太空失重状态研发的一种组织细

胞培养装置，该反应器的主要特点是通过共轴旋转产

生一种模拟的微重力环境，使培养的组织或细胞在近

似失重的状态下生长［)］。由于微重力条件下培养的

组织或细胞所受到的剪切力很小，加之反应器优良的

气体交换界面和氧合作用，使其成为组织细胞悬浮培

养的最佳选择，尤其适合于细胞的聚集和三维立体组

织培养，因而已广泛应用于多种组织细胞的三维培养

及其相关组织工程的研究［+，&］。近年来也应用于干细

胞研究领域，如人脐血间充质细胞的分化培养［1，/］。

, , 本研究将小鼠 -78 置于旋转型生物反应器内，进

行微重力环境下 -%. 形成的体外实验，结果显示，在
旋转培养 )& 9 后，-78 即相互黏附，形成肉眼可见的
多细胞聚集体。与旋转搅拌法不同，由于旋转型生物

反应器的旋转速度较低，且属于共轴匀速转动，故细胞

之间的作用相对温和，即易于细胞的相互黏附，又不至

于造成细胞损伤，因而在短时间内就进一步有效地形

成较为均匀一致的 -%.。我们在实验中注意到，不同
的细胞接种浓度、旋转速度、间歇性旋转等对形成 -%.
的大小、密度以及中心细胞的坏死有明显的影响（结

果未显示），这些影响因素的最佳结合可能是有效制

备大量高质量 -%.的关键。因此，尽管本实验初步证
实了模拟微重力环境对 -%.形成的有效性，但还需要
进一步扩大分组实验，对各种参数进行优化组合，以建

立用旋转型生物反应器大量形成理想 -%.的可靠方法。
, , 通过 5- 染色，本实验初步观察到 -%. 形成中，
-78的分化与变化过程。-%. 形成 / 2 的组织切片中
即出现不同类型的组织细胞，如柱状上皮样细胞、腺样

结构、血管样结构等。进一步将 -%. 平板培养后，-%.
来源细胞中也出现内皮样细胞、成纤维样细胞、肝细胞

样细胞、血管样结构以及可自发性搏动的心肌样细胞，

显示 -78多细胞、多组织分化的特征［:］。在旋转型生
物反应器内形成 -%. 的过程中，随着培养时间延长，
-%.的大小出现悬殊变化，由于物质传输与营养供给
的不足，较大 -%. 中心的细胞出现不同程度的坏死。
尽管这种情况较悬滴法和旋转搅拌法形成的 -%. 少
见，出现的时间也较晚，但同样提示，用模拟微重力条

件形成 -%.的时间不宜过长，体积不宜过大。从促进
-78分化的角度考虑，早期给予适宜的诱导分化刺激，
有望在 -%. 形成的同时，对 -78 进行有效的定向分
化，以满足不同组织器官组织工程研究的需要［6］。
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# #（上接 !L(& 页）
属耳环接触部位）均有皮疹表现。

# # TL 例泛发性斑丘疹水疱型的皮疹主要分布于四肢外露部、
眼睑、耳垂及耳后、颈部、腹部（尤其为脐周）、背部等部位，皮疹

以基本对称性的斑丘疹和小水疱为特点，多数患者由于长期摩

擦刺激，皮损呈不同程度的苔藓样变。其中 L+ 例（+($ %*_）有
脐周皮疹；T% 例（(L$ *+_）患者皮疹表现具有明显的季节性，
另有 * 例（’$ T%_）为全年发病。
# # !T 例屈侧皮炎型的皮疹主要对称性地分布于肘、膝屈侧，
表现为红斑、丘疹和水疱，过度刺激的情况下可有渗出性改变。

本型患者 !* 例伴有脐周皮肤损害（占 +!$ %L_）；!! 例
（T+‘ "L_）皮疹表现具有明显的季节性，L例（*!$ %L_）全年发病。

%$ %# 变应原检测结果
# # 金属变应原分布为：镍 %+ 例（ *’$ L"_）、铝 !( 例
（%*‘ ’L_）、铬 !" 例（%!$ &&_）、汞 !L 例（!+$ L%_）、钴 !’ 例
（!"‘ %+_）、钯 ( 例（!!$ !!_）、镉 " 例（+$ T’_）、铅 L 例
（T‘ !"_）、铜 % 例（%$ ’"_）。部分患者存在 % 种以上变应原。

%$ *# 治疗及随访
# # 所有患者均嘱严格避免接触外界金属（如钥匙、皮带、钮扣
等）；此外，对于全年均发病的患者，还需要注意避免口服吸收

金属（主要来源为金属餐具）。

# # 药物治疗方面，予以皮质类固醇激素外用，口服氯雷他定
片，部分皮损范围较大者给予奴夫卡因静脉封闭治疗或短期系

统应用皮质类固醇激素，皮损肥厚苔藓样变明显者，予以醋酸

曲安奈德注射液局部封闭治疗。一般 % a * 周可基本治愈。
# # 随访 T a !% 个月。+! 例患者中有 ’& 例（’($ *+_）存在一
次或多次复发，复发与接触金属有关，避免接触后可很快治愈。

季节性发病患者的复发率低于全年发病患者，分别为 *’ 例
（’T$ L+_）、T 例（"L_）。

!" 讨论

# # 5,R根据临床表现可分为：汗疱疹型、既往斑贴试验阳性
部位和既往皮炎部位皮损复发、泛发性斑丘水疱疹型、屈侧皮

炎型、\3S44/ 综合征（狒狒综合征）、多形红斑和血管炎等类

型。本研究对 +! 例患者进行分类，主要表现为泛发性斑丘水
疱疹型和屈侧皮炎型。

# # 临床上常易误诊为神经性皮炎、湿疹等，其主要原因是：!
刘玲玲等［%］于 %&&% 年首次在国内正式报道 5,R，因此许多临
床医师对本病缺乏全面的了解和深入研究。"5,R 的确诊主
要依赖皮肤斑贴试验和口服激发试验，但可供临床使用的变应

原种类有限，从而给临床诊断带来困难。#5,R的临床表现多
变，缺少特异性。本研究表明：以皮炎或湿疹样表现为主的患

者，其金属直接接触部位（尤其是脐周），常出现皮疹，颇具特异

性，是对 5,R的重要诊断提示，该结果与朱国兴等［*］的研究结
果一致。

# # 国外研究认为金属所致的 5,R以镍、铬、钴等为主，并且主
要通过口服吸收致敏［’］。但本研究的结果与国外资料有一定

区别：我们发现主要金属变应原依次为镍、铝、铬、汞、钴、钯等，

提示应增加金属变应原的检测范围。本研究表明，5,R主要通
过外界接触金属致敏，其主要依据为：!多数患者金属直接接
触部位（如脐周为皮带金属头接触部位）有明显皮疹。"多数
患者发病具有季节性（季节发病者为 (&$ !%_，全年发病者仅为
($ ++_），以炎热季节发生，寒冷季节可明显好转或消退为特
征，且皮疹好发生于外露部位。#严格避免外界接触金属后可
以预防复发，只有少数患者需要考虑口服吸收致敏的可能性。

# # 关键词：系统性接触性皮炎；金属；变应原
# # 中图法分类号：1"L+$ %%# # # 文献标识码：\
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