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不同代昆明小鼠胚胎成纤维细胞的生长特性研究
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［摘　要］　目的　分离培养昆明小鼠成纤维细胞，研究其体外生长特性并用于胚胎干细胞培养。方法　消化法分离培养获得
昆明小鼠胚胎成纤维细胞，利用ＭＴＴ法绘制各代细胞生长曲线，免疫荧光对各代细胞进行细胞骨架分析；用不同浓度丝裂霉素
Ｃ（１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ和３０μｇ／ｍＬ）分别处理ＭＥＦｓ１、２、３ｈ，ＭＴＴ法筛选饲养层制备的最佳条件，制备饲养层用于小鼠胚胎干细
胞的培养。结果　分离的小鼠胚胎成纤维细胞３～５代细胞增殖能力较好；１～３代细胞微管微丝排列整齐，５代以后的细胞微管微
丝排列紊乱；１０μｇ／ｍＬ丝裂霉素Ｃ处理２ｈ有利于小鼠胚胎干细胞的培养。结论　体外分离培养的３～５代小鼠胚胎成纤维细胞
可用于小鼠胚胎干细胞的培养。
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细胞，利用细胞曲线和细胞骨架免疫荧光染色方法对

不同代小鼠胚胎成纤维细胞的生长特性进行研究，筛

选活力较强的细胞用于制备小鼠胚胎干细胞饲养层细

胞，同时设置３种浓度的丝裂霉素 Ｃ进行不同时间的
处理，探索饲养层细胞制备的最佳条件，为后期研究基

因转染胚胎干细胞进行体外诱导分化提供优质、充足

的试验材料和研究基础，也为应用饲养层法进行胚胎

干细胞培养与克隆的学者提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
健康清洁级昆明小鼠（贵州医科大学实验动物中

心），Ｃ５７ＢＬ／６胚胎干细胞（中国科学院干细胞库），胚
胎干细胞完全培养基（中国科学院干细胞库）、ＤＭＥＭ
Ｈｉｇｈ（Ｈｙｃｌｏｎｅ）、胎牛血清 （杭州四季青）、胰酶
（Ｈｙｃｌｏｎｅ）、抗 α微管蛋白单克隆抗体（ＧｅｎｅＴｅｘＩｎｃ，
ＵＳＡ）、抗兔 ＩｇＧ生物素（ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ）、抗生
物素蛋白Ｃｙ５（ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ）、鬼笔环肽ＦＩＴＣ
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＣｏ．ＬＬＣ，ＵＳＡ）、碘化丙锭（ＰＩ）（Ｓｉｇｍａ
ＡｌｄｒｉｃｈＣｏ．ＬＬＣ，ＵＳＡ）、丝裂霉素 Ｃ（Ｓｉｇｍａ）、牛血清白
蛋白（北京索莱宝生物科技有限公司），酶标仪（ＢＩＯ
ＴＥＫＥＬＸ８００ＵＶ），激 光 共 聚 焦 显 微 镜 （Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＦＶ１０００）。
１．２　ＭＥＦｓ的分离和培养

取８周龄健康小鼠，按２∶１雌雄同笼，每日清晨观
察，有阴栓开始计为１２ｈ，于怀孕１３．５ｄ在无菌状态
下取出小鼠胚胎，记录胚胎数，用含 １％青链霉素的
ＰＢＳ清洗 ３次，超净工作台下去除小鼠胚胎的四肢、
头、尾和内脏，ＰＢＳ清洗，将剩余组织剪碎至１ｍｍ３，用
０．２５％胰蛋白酶于３７℃培养箱中消化１０ｍｉｎ，加入细
胞培养液（１０％胎牛血清）终止消化并吹打成悬液，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，细胞培养液重悬后按
１×１０４密度接种至１００ｍｍ培养皿中，置入细胞培养
箱内培养，计为Ｐ０代细胞，２４ｈ后去除未贴壁细胞，更
换新鲜培养基，每日观察，待原代细胞达９０％汇合时
按１∶３比例进行传代培养。
１．３　ＭＥＦｓ细胞曲线测定

胰酶消化收集Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ７代对数期细胞，制成
细胞悬液，以２０００个／１００μＬ的密度接种于９６孔板，
设５个复孔（边缘孔用无菌 ＰＢＳ填充），接种５板，分
别置入细胞培养箱内培养，每日取一９６孔板内细胞在
酶联免疫检测仪（ＯＤ５７０ｎｍ）测量各代细胞吸光度，
取平均值，绘制细胞生长曲线。

１．４　鼠胚胎成纤维细胞免疫荧光染色
胰酶消化收集Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ７代对数期细胞，制成

细胞悬液，以１×１０４／孔接种于激光共聚焦专用培养皿
中，待细胞生长至８０％汇合时，弃细胞培养液，ＰＢＳ洗
涤３遍，３７℃水浴避光进行固定、穿透、封闭和免疫荧
光染色。具体步骤如下：用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，
３７℃预热的 ０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ（ｖ／ｖ）液洗涤 ３次，
０．４％ＴｒｉｔｏｎＸ１００ＰＢＳ中穿透处理３０ｍｉｎ，３７℃预热
的０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ（ｖ／ｖ）液洗涤３次，０．２％牛血清
白蛋白（ＢＳＡ）ＰＢＳ中封闭 １ｈ，３７℃预热的 ０．１％
Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ（ｖ／ｖ）液洗涤３次，封闭后抗α微管蛋白
单克隆抗体（１∶５０）３７℃孵育１．５～２ｈ，３７℃预热的
０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ（ｖ／ｖ）液洗涤３次，抗小鼠ＩｇＧ生物
素（１∶５０）３７℃孵育 １ｈ，抗生物素蛋白Ｃｙ５（１∶５００）
３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，３７℃预热的 ０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ
（ｖ／ｖ）液洗涤３次，鬼笔环肽ＦＩＴＣ（０．２μｇ／ｍＬ）３７℃孵
育１ｈ，３７℃预热的０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ（ｖ／ｖ）液洗涤
３次，１５０μｇ／ｍＬ碘化丙锭（ＰＩ）中３７℃染色２０ｍｉｎ，
３７℃预热的０．１％Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ（ｖ／ｖ）液洗３次，在激
光共聚焦显微镜下（ＬＳＣＭ）观察细胞的微管（蓝色）、
微丝（绿色）和染色体（红色）并拍照。

１．５　制备鼠胚胎成纤维细胞饲养层
取９皿融合率达９０％的Ｐ３对数生长期细胞，弃旧

培养基，用浓度为１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、３０μｇ／ｍＬ的
丝裂霉素Ｃ分别处理１ｈ、２ｈ、３ｈ，ＰＢＳ冲洗去胰酶消
化丝裂霉素 Ｃ处理过的细胞，活细胞计数后，以
４０００个／１００μＬ密度接种于９６孔板，边缘孔用无菌
ＰＢＳ填充，每组样本设立５个平行孔。ＭＴＴ法在接种
后第２、４、６、８、１０天酶联免疫检测仪（ＯＤ５７０ｎｍ）测
量各代细胞吸光度变化，绘制生长曲线，筛选丝裂霉素

Ｃ处理的最佳浓度和时间。
１．６　饲养层细胞的冻存

取丝裂霉素Ｃ处理第３～５代对数生长期细胞，无
菌ＰＢＳ洗涤细胞６次，加０．２５％胰酶３７℃消化，加入
细胞培养液（１０％胎牛血清）终止消化并吹打成悬液，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，用细胞冻存液（９０％
ＦＢＳ＋１０％ＤＭＳＯ）重悬细胞，以１×１０６个／ｍＬ冻存细
胞，－８０℃冰箱冻存，次日投入液氮中长期保存备用。
１．７　胚胎干细胞培养

取冻存的饲养层细胞，在３７℃水浴中迅速复苏，
以２．５×１０５／孔的密度接种至０．１％明胶包被的６孔
板，２４ｈ后接种小鼠胚胎干细胞（ｍＥＳＣｓ），细胞培养箱
内培养，每日换液，观察细胞生长情况。
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２　结果

２．１　ＭＥＦｓ的分离和培养
Ｐ０代细胞培养２４ｈ贴壁生长，细胞呈梭形、多边

形或不规则星形，大小不均匀，核卵圆形，可见１～２个

核仁，细胞整体成漩涡状有序排列。Ｐ３代细胞呈典型
的成纤维细胞状态，细胞核清晰可见，胞质均匀，胞浆

颗粒少。Ｐ５代细胞以后，胞质内出现空泡，细胞分叉
呈不规则形薄片状，胞浆内颗粒明显增多，细胞之间空

隙增大，细胞呈现衰老形态（图１）。

图１　Ｐ０～Ｐ７代ＭＥＦｓ细胞

２．２　ＭＥＦｓ生长曲线测定
取Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ７代细胞，用ＭＴＴ法测量其生长曲

线，结果如图２，Ｐ１、Ｐ３代细胞第２天便迅速进入对数
生长期，在第４天达高峰后进入衰老平台期，Ｐ５代细
胞生长速度明显变慢，到第６天达生长高峰，而到第
７代细胞，细胞增殖速度明显减慢，增殖不明显，细胞
老化（图２）。

图２　Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ７代ＭＥＦｓ细胞生长曲线测定

２．３　ＭＥＦｓ细胞骨架免疫荧光
ＭＥＦｓ细胞骨架免疫荧光结果显示：Ｐ１、Ｐ３代细胞

骨架结构较清晰，微管微丝大多平行且规则，提示细胞

处于相对活跃期，到 Ｐ５、Ｐ７代细胞骨架蛋白的荧光变
弱，微管微丝出现解聚、断裂甚至散乱无序分布，核染

色质也出现荧光变弱，提示细胞出现衰老的特

征（图３）。
２．４　饲养层制备

１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ和３０μｇ／ｍＬ浓度的丝裂霉
素Ｃ处理ＭＥＦｓ１、２、３ｈ均可不同程度抑制 ＭＥＦｓ的
增殖且维持细胞的生存能力，表现为细胞形态不变，但

细胞增殖不明显，且随培养时间的延长，细胞数量逐渐

减少。细胞生长曲线显示，经１０μｇ／ｍＬ浓度处理的
细胞死亡较２０μｇ／ｍＬ和３０μｇ／ｍＬ少，１０μｇ／ｍＬ处
理２ｈ与３ｈ没有明显差异，但处理１ｈ未明显抑制细
胞增殖（图４）。
２．５　胚胎干细胞培养

小鼠胚胎干细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ｍＥＳＣｓ）接种于自制的饲养层细胞仍可保持旺盛的增
殖能力，接种２４ｈ贴壁完全，并迅速增殖，细胞克隆和
周围存在明显界限，细胞克隆呈圆形或类圆形集落状

生长，彼此界限清楚（图５）。

３　讨论

小鼠胚胎成纤维细胞是一种体外易于获取的生物

材料，广泛应用于细胞结构、遗传发育、肿瘤体外模拟

微环境建立及组织工程构建的试验材料和种子细胞；

同时也是胚胎干细胞理想的天然饲养层细胞，可有效

抑制胚胎干细胞体外分化并能分泌诸多细胞因子促进

胚胎干细胞体外增殖。

干细胞培养需要大量的饲养层细胞，饲养层质量

是影响干细胞生长的重要因素。昆明小鼠是中国特有

的封闭群小鼠，因其具有适应性强、繁殖力高的特点而

被众多学者列为制备饲养层的首选。但小鼠成纤维细

胞是没有建系的细胞，在制作饲养层的过程就需要不

断制备，由于各个实验室条件存在差异，因而制备小鼠
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图３　Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、Ｐ７代ＭＥＦｓ细胞骨架免疫荧光

图４　不同浓度丝裂霉素Ｃ处理不同时间ＭＥＦｓ细胞生长曲线

图５　不同放大倍数下小鼠胚胎干细胞

胚胎成纤维细胞的最佳条件不尽相同，而建立稳定的

ＭＥＦｓ细胞培养体系是培养胚胎干细胞及进行相关研
究的首要环节。为满足后期对胚胎干细胞实验研究的

需要，我们参考文献［５８］报道的小鼠胚胎成纤维细胞
分离培养方法，利用胰酶消化法体外获得小鼠胚胎成

纤维细胞，利用细胞曲线和细胞骨架免疫荧光染色法

对不同代小鼠胚胎成纤维细胞的生长特性进行研究。

筛选活力较强的细胞用于制备小鼠胚胎干细胞饲养层

细胞，同时设置３种浓度的丝裂霉素 Ｃ进行不同时间
处理，摸索饲养层细胞制备的最佳条件，使其适应小鼠

胚胎干细胞的体外增殖培养并稳定传代不分化，为后

期研究基因转染胚胎干细胞进行体外诱导分化提供优

质、充足的试验材料和研究基础，也为应用饲养层法进

行胚胎干细胞培养与克隆的学者提供参考。

纯度高、活力好的成纤维细胞是保证后续胚胎干

细胞试验结果准确、可重复的关键，合适胎龄的胎鼠是

获得小鼠胚胎成纤维细胞的原料，前期众多研究表明

小鼠胚胎的最佳胎龄为 １２～１６ｄ［９１１］。本实验采用
１３．５ｄ的胎鼠进行 ＭＥＦｓ原代细胞的提取分离及培
养，可较好地将其头部、尾部、四肢及内脏器官去除而

获得纯度较高、活力旺盛的成纤维细胞。实验中，原代

培养的 ＭＥＦｓ细胞含有其他杂细胞，经多次传代可去
除杂细胞，到第３代细胞时，可得到较为单一的 ＭＥＦｓ
细胞。
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小鼠胚胎成纤维细胞也是进行核移植、肿瘤体外

模拟微环境构建及组织工程试验材料构建的理想生物

材料和种子细胞，是进行细胞结构研究的理想实验材

料［１２］。近年来研究发现，细胞骨架不仅在维持细胞形

态、承受外力、保持细胞内部结构的有序性方面起重要

作用，而且与细胞运动、物质运输、能量转换、信息传

递、细胞分化等生命活动密切相关，在癌细胞的迁移、

精子的游动、神经细胞轴突和树突的伸展等方面具有

重要的作用［１３１４］。本实验以不同代小鼠胚胎成纤维

细胞为研究对象，利用免疫荧光染色法对不同代ＭＥＦｓ
细胞进行染色，可清晰显示其微管、微丝及核染色质等

细胞骨架成分，初步进行细胞骨架研究，为后期利用细

胞骨架研究提供染色方法。同时通过比较Ｐ１、Ｐ３、Ｐ５、
Ｐ７代ＭＥＦｓ细胞细胞骨架中微管、微丝及核染色质形
态，判断细胞活力。第 １、３代细胞微管、微丝整齐排
列，核染色质清晰，提示细胞生长旺盛；第５代细胞核
染色质明显下降，提示细胞增殖能力开始降低；第７代
细胞微管、微丝排列紊乱，核染色质不清晰，显示细胞

呈衰老状态。因此，第３代细胞是制备饲养层细胞最
理想的材料。其结果也印证了 ＭＴＴ法得出的细胞生
长曲线结果。

丝裂霉素Ｃ对ＭＥＦｓ细胞进行预处理是饲养层制
备的关键步骤，适宜的处理浓度及时间能使 ＭＥＦｓ细
胞保持分泌功能的同时失去增殖能力，避免 ＭＥＦｓ细
胞与干细胞发生竞争生长，消耗培养基中的营养成

分［１５］。本实验选择浓度为 １０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、
３０μｇ／ｍＬ的丝裂霉素Ｃ分别处理１ｈ、２ｈ、３ｈ，ＭＴＴ法
检测处理后细胞的增殖能力，结果表明，１０μｇ／ｍＬ处
理２ｈ的 ＭＥＦｓ能够有效抑制其增殖，并支持 ｍＥＳＣｓ
的体外培养。丝裂霉素 Ｃ对细胞毒性很大，预处理后
要将丝裂霉素Ｃ尽量洗掉以减少残留，避免对接种的
ｍＥＳＣｓ产生毒性。本实验结果显示，制备的 ＭＥＦｓ饲
养层可用于 ｍＥＳＣｓ的培养。在制备的 ＭＥＦｓ饲养层
上，ｍＥＳＣｓ细胞克隆呈椭圆形生长，细胞体积较小，细
胞生长较快，需要每天换液，１～２ｄ即达到亚融合状
态，需传代培养。

本研究成功摸索饲养层细胞制备的最佳条件，使

其适应小鼠胚胎干细胞的体外增殖培养并稳定传代不

分化，为后期本研究小组基因转染胚胎干细胞进行体

外诱导分化提供优质、充足的试验材料和研究基础，也

为应用饲养层法进行胚胎干细胞培养与克隆的学者提

供参考。
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